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YAP干扰腺病毒载体对宫颈癌增殖、迁移及侵袭的影响
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摘要： 目的 探索YAP蛋白对宫颈癌细胞的恶性增殖、迁移及侵袭性的作用。方法 分别以腺病毒靶向YAP干扰载体

（pAd-si-YAP）、重组空载体腺病毒（pAd-mock）或磷酸缓冲盐溶液（PBS）感染CaSki细胞。采用定量聚合酶链反应（qPCR）、蛋

白质印迹法（Western blotting）、四甲基偶氮唑盐微量酶反应比色法（MTT法）、流式细胞法、划痕试验以及细胞侵袭试验分别分

析感染后CaSki细胞的YAP mRNA表达、YAP蛋白表达、细胞增殖活力、细胞周期及凋亡、细胞迁移能力以及细胞侵袭能力。

结果 qPCR结果显示Ad-si-YAP感染CaSki细胞的YAP mRNA表达明显低于 pAd-mock感染的CaSki细胞及PBS处理的CaSki
细胞［（22.01±0.24）比（80.12±0.31）、（84.18±0.22），P<0.05］，表明Ad-si-YAP可以抑制YAP基因转录。蛋白质印迹法结果显示

Ad-si-YAP感染 CaSki细胞的 YAP蛋白表达低于 pAd-mock感染的 CaSki细胞及 PBS处理的 CaSki细胞［（0.6±0.018）比（1.5±
0.031）、（1.8±0.27），P<0.05］。MTT结果显示 24 h后 pAd-mock感染的CaSki细胞及 PBS处理的CaSki细胞增殖明显快于Ad-si-
YAP感染CaSki细胞（P<0.05）。流式细胞结果显示通过沉默YAP后，CaSki细胞周期停滞于G0/G1期明显增加（P<0.05），同时

CaSki细胞增多（P<0.01）。划痕试验发现沉默YAP后CaSki细胞的迁移能力下降［（40.01±0.16）比（81.02±0.22）、（86.04±0.31），

P<0.05］，说明YAP可以促进CaSki细胞迁移。细胞侵袭试验发现沉默YAP后CaSki细胞的侵袭能力下降［（120±4）比（640±3）、

（680±4），P<0.05］。结论 YAP蛋白的表达可导致宫颈癌细胞的恶性增殖、迁移及侵袭，是应用于宫颈癌综合治疗的一个潜在

靶点。
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Abstract： Objective To explore the effect of adenovirus-mediated YAP-silencing system (pAd-si-YAP) on the malignant prolifera‐
tion, migration, and invasion of cervical carcinoma.Methods pAd-si-YAP, mock-recombinant adenovirus (pAd-mock), and phosphate
buffer saline (PBS) were transfected into CaSki cell lines. The YAP mRNA/protein expression level, the cell proliferative potential, the
cell cycle and apoptosis, and the migration/invasive potential of the transfected CaSki cell lines were determined by using quantitative
polymerase chain reaction (qPCR), Western blotting, MTT assay, flow cytometry, wound healing assay, and Transwell assay, respective‐
ly.Results In this experiment, qPCR indicated that CaSki cells transfected with Ad-si-YAP showed a significantly lower YAP mRNA
expression level compared to those transfected with pAd-mock or treated with PBS[(22.01±0.24) vs. (80.12±0.31), (84.18±0.22), P<
0.05]. Western blotting indicated that CaSki cells transfected with Ad-si-YAP showed a significantly lower YAP protein expression lev‐
el compared to those transfected with pAd-mock or treated with PBS[(0.6±0.018) vs. (1.5±0.031), (1.8±0.27), P<0.05]. MTT assay indi‐
cated that CaSki cells transfected with pAd-mock or treated with PBS proliferated more rapidly compared to those transfected with Ad-

si-YAP (P<0.05). Flow cytometry indicated that Yap silencing caused more CaSki cells to arrest at the G0/G1 phase (P<0.05) and re‐
sulted in a higher cell count (P<0.01). Wound healing assay revealed a decrease in the migration potential of the CaSki cells after YAP
silencing[(40.01±0.16) vs. (81.02±0.22), (86.04±0.31), P<0.05]. Transwell assay revealed a decrease in the invasive potential of the
CaSki cells after YAP silencing[(120±4) vs. (640±3), (680±4), P<0.05].Conclusions The expression of YAP protein can induce malig‐
nant proliferation, migration, and invasion of cervical carcinoma cells, and it is a potential target for the comprehensive treatment of cer‐
vical carcinoma.
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宫颈癌是妇科最常见的恶性肿瘤之一，全世界

范围内宫颈癌的新确诊病例超过 52.98万/年，是妇

女癌症死亡的主要原因之一，其中大部分病人集中

在发展中国家［1］。目前手术、化疗及放疗是治疗宫

颈癌的主要手段，但大部分病人仍发生复发转移，

导致大部分病人的生存率无明显提高［2］。Yes-asso‐
ciated protein（YAP）是 Hippo信号通路下游的转录

激活因子，YAP蛋白参与了肿瘤细胞的增殖、迁移

及侵袭过程，在肿瘤发展过程中发挥重要作用［3］。

本团队于 2017年 7月至 2018年 10月利用腺病毒靶

向YAP干扰载体（pAd-si-YAP），了解YAP蛋白对宫

颈癌细胞的恶性增殖及侵袭性的作用，为全方面了

解宫颈癌的分子生物学机制提供依据。

1 材料与方法

1.1 材料 pAd-si-YAP、重组空载体腺病毒（pAd-

mock）均由中国人民解放军联勤保障部队第九八九

医院构建。人宫颈癌CaSki细胞株由中国人民解放

军联勤保障部队第九八九医院保存。DMEM培养

基及胎牛血清购自美国HyClone公司；Transwell培
养板购自美国Gibco公司；鼠抗人β肌动蛋白（β-ac‐
tin）及YAP抗体购自美国 Santa Cruz公司；RNase、碘
化丙啶购自上海碧云天生物技术有限公司。荧光

定量聚合酶链反应（qPCR）引物由 TaKaRa公司合

成，测序也由该公司完成。

1.2 细胞培养及细胞感染 配置好含 10%胎牛血

清、100 U/mL青霉素及 100 U/mL链霉素细胞培养

液，将 CaSki细胞置于 37 ℃、5%二氧化碳细胞孵箱

中培养，取对数生长期细胞进行实验。将 CaSki细
胞接种于 6孔板中，待密度约为 80%时，取二孔细胞

计数后，加入 200感染复数（MOI）的重组腺病毒

pAd-si-YAP及无血清的DMEM，感染 2 h后，1 000 r/
min×5 min离心后弃上清，加入含有血清的 DMEM
完全培养液；取二孔细胞计数后，加入 200 MOI的
pAd-mock及无血清的 DMEM，感染 2 h后，1 000 r/
min×5 min离心后弃上清，加入含有血清的 DMEM
完全培养液。另取二孔细胞计数后，加入磷酸缓冲

盐溶液（PBS）作为空白对照。由于腺病毒载体中含

有编码的绿色荧光蛋白（GFP）基因，因此可在荧光

显微镜下观察感染效率情况。待CaSki细胞感染 48
h后，随机选择 6个视野计数，在荧光显微镜下观察

病毒感染情况，计算绿色荧光细胞占全部细胞的

比例。

1.3 qPCR检测YAP mRNA的表达 收集培养 48
h的感染细胞及正常 CaSki细胞，利用 Trizol法提取

CaSki细胞的总RNA，进行 qPCR并进行定量。根据

GeneBank中 YAP及 β -actin设计引物并由 TaKaRa
公司合成。YAP正向引物 5’-CCG CAA CTG CAG
ATG GAG AC-3’，反向引物 5’-CCA TCC CGG GAG
AAG ACA CA-3’，β -actin 正向引物 5’-CCT CGT
CCC CTA CAT CGT-3’，反向引物 5’-GAC GGT GTA
GCC CCA CGA AA-3’。qPCR反应条件：95 ℃变性

1 min，60 ℃ 30 s，58 ℃ 35 s，72 ℃ 50 s，33个循环，最

后72 ℃延伸10 min。
1.4 蛋白质印迹法（Western blotting）检测YAP蛋
白表达 CaSki细胞感染重组腺病毒 Ad-si-YAP及

pAd-mock 48 h后，收集细胞，提取总蛋白，BCA法测

定蛋白浓度，蛋白样品加样 60微克/孔，电泳、转膜、

封闭，然后加入一抗 4 ℃过夜，后 TBST缓冲液洗膜

3次，每次洗膜 10 min后，再与HRP标记的二抗（1∶
3 000稀释，即 3 mL牛奶中加 1 μL二抗），室温下孵

育 1 h。后再予 TBST缓冲液洗涤 3次后，应用 ECL
化学发光剂检测目的蛋白表达并进行半定量分析。

1.5 四甲基偶氮唑盐微量酶反应比色法（MTT法）

检测细胞增殖活力 根据“1.2”方法制备Ad-si-YAP
及 pAd-mock感染细胞，计数约 10 000个细胞/孔接

种于 96孔板，后放回细胞孵箱中继续培养，分别于

接种后 24、36、48、60 h取出一块 96孔板，加入 20
μL 6 g/L的 3-（4，5-二甲基噻唑-2）-2，5-二苯基四氮

唑溴盐（MTT），后继续孵育 4 h后，弃上液，加入 150
μL的二甲基亚砜（DMSO），震荡约 15 min后于酶标

仪560 nm处测吸光度。

1.6 流式细胞仪测检测细胞周期及凋亡 分别用

Ad-si-YAP及 pAd-mock感染细胞 48 h后，收集细胞，

加入 70%乙醇固定，后放入 4 ℃冰箱过夜，后用PBS
清洗，后加入核糖核酸酶A（RNase A），在 37 ℃水浴

30 min，后碘化丙啶（PI）避光染色 30 min，后应用流

式细胞仪分析细胞周期及凋亡。

1.7 划痕试验检测细胞迁移能力 CaSki细胞以 3×
105密度接种于 6孔板，当细胞生长密度达到 80%，

用 10 μL小枪头行“一”字划痕，后丢弃培养基，PBS
轻轻清洗 3次，后加入 5%胎牛血清的 DMEM培养

基，显微镜下观察并拍照，于此时记为 0 h，后继续培

养 24 h，后在同一观察点观察划痕愈合情况，通过计

算观察点划痕宽度平均值，计算划痕愈合率。划痕

愈合率（%）=（0 h划痕宽度―24 h划痕宽度）/0 h划
痕宽度×100%。

1.8 细胞侵袭试验 取 24孔板并加入 600 μL不含

血清的DMEM培养基，将Transwell小室及侵袭小室
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放入 24孔板中，放入 37 ℃细胞孵箱中平衡备用。

接种CaSki细胞于 6孔板中，经过 12 h培养后，分别

予Ad-si-YAP及 pAd-mock感染细胞 12 h，对照组予

PBS处理，后用胰酶消化细胞呈悬液后，以每孔 5×
104/200 μL接种予经过平衡的处理的Transwell小室

及侵袭小室，于 37 ℃细胞孵箱中继续培养。24 h后
去除 Transwell小室及侵袭小室中残液，于冰甲醛中

固定 15 min，后予 0.1%的结晶紫染色液中染色 20
min，PBS清洗后晾干，每孔随机取 5视野于 100倍镜

下计数。

1.9 统计学方法 应用 SPSS 19.0进行分析，结果

均以 x̄ ± s表示，两组间比较采用 t检验进行分析，多

组间比较采用单因素方差分析。以 P<0.05为差异

有统计学意义。

2 结果

2.1 pAd-si-YAP 及 pAd-mock 感染 CaSki 细胞

pAd-si-YAP感染效率为（93.1±2.4）%，pAd-mock感
染效率为（92.8±3.1）%，见图1。
2.2 qPCR检测 YAP mRNA的表达 Ad-si-YAP
感染 CaSki细胞的 YAP mRNA表达明显低于 pAd-

mock感染的 CaSki细胞及 PBS处理的 CaSki细胞

［（22.01±0.24）比（80.12±0.31）、（84.18±0.22），P<
0.05］，表明Ad-si-YAP可以抑制YAP基因转录。本

实验重复3次。

2.3 蛋白质印迹法检测YAP蛋白表达 Ad-si-YAP
感染 CaSki细胞的 YAP蛋白表达低于 pAd-mock感
染的 CaSki细胞及 PBS处理的 CaSki细胞［（0.6±
0.018）比（1.5±0.031）、（1.8±0.27），P<0.05］，表明Ad-

si-YAP可以干扰YAP基因表达。见图2。

2.4 MTT法检测细胞增殖活力 24 h后 pAd-mock
感染的 CaSki细胞及 PBS处理的 CaSki细胞增殖明

显快于Ad-si-YAP感染CaSki细胞（P<0.05），而 pAd-

mock感染的 CaSki细胞相比 PBS处理的 CaSki细胞

增殖趋势大致相同（P>0.05），说明沉默YAP基因可

以抑制CaSki细胞增殖。见表1。
2.5 流式细胞仪检测细胞周期及凋亡分析 本研

究发现通过沉默YAP后，CaSki细胞周期停滞于G0/
G1期明显增加（P<0.05），同时 CaSki细胞增多（P<

0.01），而 pAd-mock感染的CaSki细胞相比 PBS处理

的CaSki细胞周期分布及凋亡差异无统计学意义（P>
0.05），见表2。

2.6 划痕试验检测细胞迁移能力 沉默 YAP后

CaSki细胞的划痕愈合占比下降［（40.01±0.16）%比

（81.02±0.22）%、（86.04±0.31）%，P<0.05］，从而说明

YAP可以促进CaSki细胞迁移。

2.7 细胞侵袭试验 沉默 YAP后 CaSki细胞的侵

袭细胞数下降［（120±4）个比（640±3）个、（680±4）
个，P<0.05］，而 pAd-mock感染的 CaSki细胞及 PBS
处理的 CaSki细胞，其侵袭力差异无统计学意义

［（640±3）个比（680±4）个，P>0.05］，说明 YAP可以

提高CaSki细胞侵袭能力。

3 讨论

宫颈癌是妇女最常见的恶性肿瘤之一，仅次于

乳腺癌，占女性肿瘤第二位，严重威胁女性病人的

生命，对社会及病人造成严重的负担［4-5］。大部分病

人确诊宫颈癌时，已经发生淋巴结及远处转移，而

发生转移的病人预后很差［6-7］。深入研究宫颈癌分

子生物学特性，寻找更多潜在治疗靶点，是摆在肿

瘤科研人员面前的重要课题。YAP基因位于染色

体 11q22区，被认为是一种原癌基因，其编码产生

YAP蛋白，作为一种转录共激活因子，促进Hippo通
路中的下游目的基因表达，从而促进细胞生长，抑

制细胞凋亡，因此认为YAP基因为原癌基因。如果

YAP异常活化，则YAP蛋白与转录因子 TEAD相结

1

2

3
4

5

40 μmol/L0 μmol/L

6

160 μmol/L80 μmol/L

A B C D

1

2

3

6 7 8 9

4 5

注：1―β肌动蛋白（β-actin）；2—YAP；3—PBS组；4—pAd-mock
组；5—Ad-si-YAP组。

图2 蛋白质印迹法检测宫颈癌CaSki细胞YAP蛋白表达

表1 MTT法检测宫颈癌CaSki细胞增殖活力（吸光度）结果/
x̄ ± s

组别

Ad-si-
YAP
pAd-mock
PBS
F值

P值

重复

次数

3
3
3

24 h

0.38±0.16
0.95±0.05
1.01±0.03
2.347
0.006

36 h

0.87±0.12
1.18±0.07
1.49±0.05
1.124
0.004

48 h

1.01±0.04
1.65±0.06
1.99±0.04
3.581
0.007

60 h

1.47±0.02
2.48±0.03
2.88±0.02
5.132
0.003

表2 流式细胞仪测检测CaSki细胞周期分布及凋亡结果/
（%，x̄ ± s）

组别

Ad-si-
YAP
pAd-mock
PBS
F值

P值

重复

次数

3
3
3

G0/G1期

55.3±1.6
43.1±1.8
43.1±1.8
1.235
0.002

G2/M期

14.3±1.5
25.6±1.9
24.51±2.4
2.013
0.003

S期

22.4±1.3
38.5±1.7
39.1±2.0
2.101
0.004

凋亡

5.7±0.6
1.3±0.4
1.1±0.8
2.121
0.008
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合促进基因转录，诱导上皮间质细胞转化，并增强

细胞增殖，可抑制细胞凋亡，增强肿瘤细胞转移和

侵袭能力［8-12］。宫颈癌的发病机制极其复杂，目前认

为是多因素、多基因、多阶段共同参与导致的结果，

其中细胞信号传导通路对宫颈癌的发生、发展起着

至关重要的作用［13-14］。现发现，Hippo-YAP信号是

众多信号通路中，调节宫颈癌形成的一条重要传导

通路。YAP是Hippo通路中的核心效应因子，在机

体内发挥胞内信号传导和转录调节等作用，而Hip‐
po-YAP信号通路可调控机体器官的大小，调节肿瘤

细胞增殖、凋亡、侵袭和转移等恶性行为，因而成为

肿瘤研究中的热点［15］。Liu等［16］采用免疫组织化学

方法分析检测 120例宫颈鳞状细胞癌、42例宫颈腺

癌、22例正常宫颈组织的YAP表达水平，同时对细

胞质与细胞核中的 YAP表达进行单独分析，发现

YAP蛋白在肿瘤中表达水平明显高于正常组织，而

李娜等［17］则证明YAP蛋白表达越高，宫颈癌的恶性

侵袭性越强，同时病情进展越快。

本团队在之前工作基础上将 pAd-si-YAP转染

CaSki细胞，发现 Ad-si-YAP可以抑制 CaSki细胞的

YAP蛋白表达，同时发现沉默YAP基因后 CaSki细
胞的细胞周期发生改变，S期细胞比例减少，凋亡细

胞增加，本团队拟下一步深入研究YAP蛋白与细胞

周期蛋白之间的关系。肿瘤细胞的侵袭及转移机

制，涉及多种信号转导通路以及肿瘤微环境的相互

作用［7，18］，本研究发现沉默YAP基因后CaSki细胞的

迁移能力及侵袭能力相对于对照组均有不同程度

下降，本团队下一步将进一步研究Hippo-YAP通路

的具体作用机制及其如何与其他信号通路相互作

用，为全方面了解宫颈癌的分子生物学机制提供依

据，以期为宫颈癌综合治疗及Hippo信号传导通路

的调节提供一个潜在靶点。

（本文图1见插图6-4）
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