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沉默CDK7通过下调YAP表达诱导子宫内膜癌
细胞凋亡
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（四川大学华西医院广安医院 妇产科，四川 广安，638500）
摘要： 目的　研究沉默细胞周期蛋白依赖性激酶 7（CDK7）诱导 Yes 相关蛋白（YAP）表达下调对子宫内膜癌

HEC-1-A 细胞凋亡的影响。方法　利用 siRNA 干扰技术沉默 HEC-1-A 细胞中 CDK7 的表达，采用 qPCR 和

Western blotting 检测 siRNA 干扰后 CDK7 的表达水平，CCK-8 实验检测沉默 CDK7 对 HEC-1-A 细胞活力的影

响，流式细胞术检测沉默 CDK7 对 HEC-1-A 细胞凋亡的影响，Western blotting 检测沉默 CDK7 对 YAP 和磷酸化

YAP 蛋白及其下游蛋白 Cyr16、CTGF 表达的影响，凋亡实验检测共转染 si-CDK7 和 pcDNA3.1-YAP 对细胞凋亡的

影响。结果　转染 si-CDK7 后，HEC-1-A 细胞中 CDK7 mRNA 和蛋白表达水平均显著下降（P<0.01），细胞活性

显著降低（P<0.01），细胞凋亡率显著升高（P<0.01），YAP 和磷酸化 YAP 蛋白及其下游蛋白 Cyr16、CTGF 表达水平

明显下降（P<0.01）；共转染 pcDNA3.1-YAP 可逆转沉默 CDK7 导致的细胞凋亡（P<0.01）。结论　沉默 CDK7 可诱

导 YAP 蛋白表达下调，促进子宫内膜癌 HEC-1-A 细胞凋亡。

关键词： 细胞周期蛋白依赖性激酶 7； Yes相关蛋白； 子宫内膜癌； 细胞凋亡

中图分类号： R737.33 文献标识码： A 

Silencing CDK7 promotes the apoptosis of endometrial cancer cells by 
downregulating the expression of YAP
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Abstract: Objective To investigate the effect of cyclin-dependent kinase 7 (CDK7) on the apoptosis of endometrial 
cancer HEC-1-A cell by regulating of Yes-associated protein (YAP) expression. Methods The CDK7 expression was si⁃
lenced in HEC-1-A cells with the siRNA interference technique. Then, the mRNA and protein expression levels of CDK7 
were detected by qPCR and Western blotting respectively. The viability and apoptosis of HEC-1-A cells were detected by 
CCK-8 and flow cytometry after silencing CDK7. Expression levels of YAP, p-YAP protein and its downstream proteins 
Cyr16 and CTGF were detected by Western blotting after silencing CDK7. The effect of co-transfection with si-CDK7 and 
pcDNA3.1-YAP on the apoptosis of HEC-1-A cells was detected by apoptosis assay. Results After transfection with 
si-CDK7, the mRNA and protein expression levels of CDK7 in HEC-1-A cells were decreased significantly (P<0.01), the 
activity of HEC-1-A cells was significantly decreased (P<0.01), the apoptosis rate was significantly increased (P<0.01), 
and the expression levels of YAP, pYAP protein and its downstream proteins Cyr16 and CTGF were significantly decreased 
(P<0.01). Co-transfection of pcDNA3.1-YAP reversed the apoptosis caused by silenced CDK7 (P<0.01). Conclusion 
Silencing CDK7 promoted the apoptosis of endometrial cancer HEC-1-A cells by downregulating the expression of YAP. 
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前言

子宫内膜癌常发生于围绝经期和绝经后的妇

女。近年来，子宫内膜癌的发病率和死亡率逐渐升

高，严重影响女性的生命健康［1］。在子宫内膜癌病

例中，50%~58% 的患者被诊断为晚期，其中 40% 的

患者存活时间为半个月至 20 个月［2］。由于临床缺

乏广泛应用于子宫内膜癌的生物标志物，导致复发

和转移性子宫内膜癌患者的治疗选择受限，预后极

差［3］。因此，寻找子宫内膜癌的有效病理靶点并研

究其发生的分子机制，为治疗子宫内膜癌提供可行

的思路与方案具有重要意义。

细胞周期蛋白依赖性激酶 7（cyclin-dependent 
kinase 7， CDK7）是一种丝氨酸/苏氨酸激酶［4］，属于

细胞周期蛋白依赖性激酶家族，参与调控细胞周

期、RNA聚合酶转录以及DNA修复等过程。研究发

现，CDK7在乳腺癌［5］、胃癌［6］、宫颈癌［7］、卵巢癌［8］等
多种肿瘤中表达升高，参与细胞周期和转录调控等

过程，促进肿瘤细胞增殖，导致患者预后不良。然

而，CDK7 在子宫内膜癌中的具体作用机制尚不清

楚。Yes 相关蛋白（Yes-associated protein， YAP）是

Hippo 通路的主要调控效应因子，是一个转录协同

激活因子［9］。YAP 过表达可以诱导多种肿瘤的复

发。目前研究已知，YAP基因在子宫内膜癌组织中

高表达，且可以增强细胞生长活性［10］。CDK7 抑制

剂THZ1处理小鼠乳腺癌MDA-MB-231细胞移植瘤

模型后，YAP 蛋白表达水平下降，且肿瘤生长被抑

制［11］。虽然抑制CDK7调控YAP表达对乳腺癌的发

生具有重要作用，但其对子宫内膜癌的影响鲜有报

道。为此，本研究探讨CDK7、YAP在子宫内膜癌中

可能的分子作用机制，以期为子宫内膜癌的治疗提

供靶点。

1　材料与方法

1.1　材料　子宫内膜癌HEC-1-A细胞购自中国科

学院上海生命科学研究院细胞资源中心。CDK7干

扰质粒及其阴性对照质粒、YAP过表达载体及其阴

性对照载体均由上海吉玛生物科技公司合成与构

建；CDK7、YAP 和 GAPDH 引物由上海生工生物公

司合成。DMEM 细胞培养基购自美国 Gibco 公司；

胎 牛 血 清 购 自 美 国 HyClone 公 司 ；Annexin V-
FITC/PI凋亡试剂盒、CCK-8试剂盒购自翌圣生物科

技（上海）股份有限公司；逆转录试剂盒购自南京诺

唯赞生物科技股份有限公司；qPCR 试剂盒购自上

海全式金生物科技有限公司；Lipofectamine 3000试

剂购自美国 Thermo Fisher公司；CDK7一抗、YAP一

抗、磷酸化 YAP 一抗、富含半胱氨酸蛋白 61（cyste⁃
ine-rich 61， Cyr61）一抗、结缔组织生长因子（con⁃
nective tissue growth factor， CTGF）一抗购自 Abcam
公司；Cleaved-caspase 3一抗、Bax一抗和Bcl-2一抗

购自美国 CST 公司；GAPDH 一抗、羊抗鼠二抗和羊

抗兔二抗购自武汉华联科生物技术有限公司。

1.2　细胞培养和转染　将 HEC-1-A 细胞置于

DMEM 培养基（含 10% 胎牛血清）中，培养于 37 ℃、

5% CO2培养箱中，待细胞密度达 80%~90% 进行传

代。取对数生长期 HEC-1-A 细胞，以每孔 3×105个
接种于 6 孔板，待细胞贴壁后，按照 Lipofectamine 
3000 转染试剂说明书进行操作，分别将 CDK7 阴性

对照质粒（si-NC 组）和干扰质粒（si-CDK7组）转染

至细胞中。48 h 后收集细胞，检测 CDK7 和 YAP 的

mRNA和蛋白表达水平。

1.3　qPCR 检测 CDK7 和 YAP 表达　利用 TRIzol
法提取细胞总 RNA，使用逆转录试剂盒逆转得到

cDNA，依据 qPCR试剂盒说明书，以 cDNA为模板配

置检测体系，以 GAPDH 为内参，进行 qPCR 扩增。

引 物 序 列 ：CDK7：F 5′-TGAGAACATGGTAAT⁃
GGGGAGG-3′，R 5′-ACAGTGCTCTGCCCTAAGTT-
3′；YAP：F 5′-GCACCTCTGTGTTTTAAGGGTCT-3′，
R 5′-CAACTTTTGCCCTCCTCCAA-3′；GAPDH：F 5′-
CTCCTGCACCACCAACTGCT-3′，R 5′-CAACTTTTG
CCCTCCTCCA-3′ 。反应条件：50 ℃ 30 min；95 ℃ 
10 min； 94 ℃ 15 s，60 ℃ 1 min，40个循环；94 ℃ 15 s；
60 ℃ 1 min；95 ℃ 15 min。采用 2-∆∆Ct 法计算 CDK7
和YAP相对表达量。

1.4　CCK-8检测细胞增殖　取转染后各组 HEC-
1-A细胞进行消化、计数，以每孔 5 000个接种于 96
孔板，每组设 3 个复孔，分别培养 12 h、24 h、48 h、
72 h。培养结束后每孔加 10 μL CCK-8，CO2培养箱

孵育 1 h后，酶标仪检测 450 nm波长处光密度（opti⁃
cal density， OD）值，绘制细胞活性曲线。

1.5　Western blotting检测蛋白表达　收集各组细胞

样品，RIPA细胞裂解液超声裂解，4 ℃、10 000 r·min-1

离心 20 min，取上清收集蛋白样品，采用 BCA 法测

定蛋白浓度。配制 10 μg 蛋白上样体系，沸水煮

8 min 变性，进行 SDS-PAGE 凝胶电泳，转膜，用 5%
脱脂牛奶室温封闭 2 h，洗涤后加入特异性一抗 4 ℃
摇床过夜。次日 TBST洗膜，分别加入对应二抗，室

温摇床孵育 2 h，洗涤后滴加显影液进行显影，利用
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Imag J软件对蛋白条带进行定量。

1.6　流式细胞术检测细胞凋亡　收集转染 48 h 后

各组 HEC-1-A 细胞，用预冷 PBS（1×）轻洗 3 遍，加

385 μL Annexin V-FITC 结合液重悬浮细胞，再加

5 μL Annexin V-FITC 和 10 μL PI轻柔混匀，锡箔纸

避光室温孵育 15 min，置于冰上采用流式细胞仪

检测。

1.7　共转染 CDK7 干扰片段与 YAP 过表达载体　

将 HEC-1-A 细胞分为 si-NC+pcDNA3.1-NC 组（阴

性对照组）、si-CDK7+pcDNA3.1-NC 组（CDK7 干扰

组）、si-NC+pcDNA3.1-YAP 组（YAP 过表达组）和

si-CDK7+pcDNA3.1-YAP 组（共转染 CDK7 干扰片

段和 YAP 过表达质粒组），按照 Lipofectamine 3000
试剂转染说明，分别将 si-CDK7 片段、pcDNA3.1-
YAP 质粒单独转染和共转染到 HEC-1-A 细胞中，

转染48 h后，收集细胞进行下一步实验。

1.8　统计学处理　使用 SPSS 23.0软件进行统计分

析，数据以均数±标准差（x̄±s）表示，多组间比较采用单

因素方差分析，P<0.05为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　转染 si-CDK7后HEC-1-A细胞中CDK-7表
达　qPCR定量分析显示，与Control组和 si-NC组比

较，si-CDK7 组 CDK7 mRNA 相对表达量显著降低

［（0.97±0.09） vs. （0.97±0.12） vs. （0.12±0.04）， 
P<0.01］（图 1A）。Western blotting 结果显示，转染

si-CDK7 后，细胞中 CDK7 蛋白表达量为（0.37±
0.33），与 Control 组（1.12±0.07）和 si-NC 组（0.98±
0.07）相比显著降低（P<0.01）（图1B、图1C）。

2.2　转染 si-CDK7 对 HEC-1-A 细胞增殖的影

响　转染 si-CDK7 48 h和 72 h后，与Control组和 si-
NC 组比较，si-CDK7 组细胞增殖能力显著降低

（P<0.01），提示沉默 CDK7 表达可以抑制 HEC-1-A
细胞的增殖活性（图2）。

2.3　转染 si-CDK7 对 HEC-1-A 细胞凋亡的影

响　细胞凋亡结果显示，Control 组、si-NC 组和 si-
CDK7 组细胞凋亡率分别为（8.00±0.39）%、（7.86±
0.84）%和（71.83±5.67）%，与Control组和 si-NC组相

比 ，si-CDK7 组 细 胞 凋 亡 率 明 显 升 高（t=11.23，
11.16； P<0.01）（图 3A、图 3B）。Western blotting 结

果显示，与 Control 组和 si-NC 组比较，si-CDK7 组

Cleaved-caspase 3 蛋白表达量显著升高［（0.80±
0.05） vs. （0.81±0.03） vs. （1.20±0.10）， P<0.01］，Bax
蛋白表达量显著升高［（0.77±0.06） vs. （0.76±0.08） 
vs. （1.44±0.067）， P<0.01］，Bcl-2蛋白表达量显著降

低［（1.07±0.12） vs. （1.08±0.10） vs. （0.40±0.02）， 
P<0.01］，提示沉默CDK7可促进HEC-1-A细胞凋亡

（图3C、图3D）。

2.4　转染 si-CDK7后HEC-1-A细胞中YAP及其

下游蛋白表达　转染 si-CDK7 后，Control 组、si-NC

注：（A） qPCR检测CDK7 mRNA表达；（B） Western blotting检测CDK7蛋白表达；（C） CDK7蛋白表达定量分析。**P<0.01。
Note: (A) The mRNA expression level of CDK7 detected by qPCR; (B) The protein expression level of CDK7 detected by Western blotting; (C) 

Quantitative analysis of CDK7 protein expression. **P<0.01.
图1　转染 si-CDK7后CDK7在HEC-1-A细胞中表达水平

Fig.  1　The mRNA and protein expression levels of CDK7 in HEC-1-A cells after transfection with si-CDK7

图2　转染 si-CDK7对HEC-1-A细胞增殖的影响（**P<0. 01）
Fig.  2　Effect of transfection with si-CDK7 on the proliferation 

of HEC-1-A cells (**P<0. 01)
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组和 si-CDK7 组细胞中 YAP 蛋白表达量分别为

（1.24±0.09）、（1.30±0.05）、（0.77±0.04），pYAP 蛋白

表 达 量 分 别 为（0.54±0.08）、（0.53±0.09）、（0.12±
0.02）。与 Control 组和 si-NC 组相比，si-CDK7 组细

胞 中 YAP 蛋 白 和 pYAP 蛋 白 表 达 均 显 著 下 调

（P<0.01）。与 Control 组和 si-NC 组比较，si-CDK7
组细胞中 YAP 下游蛋白 Cyr61和 CTGF 表达量均显

著 降 低［（0.68±0.020） vs. （1.18±0.05） vs. （1.18±
0.08）， （0.77±0.05） vs. （1.25±0.08） vs. （1.21±0.06）； 
P<0.01］，提示在HEC-1-A细胞中沉默CDK7不仅可

以下调 YAP 蛋白表达，也同时下调其下游蛋白

Cyr61和CTGF的表达（图4）。

2.5　共转染 si-CDK7和pcDNA3.1-YAP对HEC-1-
A细胞凋亡的影响　共转染 si-CDK7 和 pcDNA3.1-
YAP 后，CDK7 的 mRNA 和蛋白低表达，YAP 的

mRNA 和蛋白高表达，pYAP 蛋白高表达（图 5A、

图 5B）。与 si-NC+pcDNA3.1-NC 组（11.47±0.89）比

较，si-CDK7+pcDNA3.1-NC 组（53.03±6.53）细胞凋

亡率显著升高（t=10.93， P<0.01）；而过表达YAP后，

与 si-CDK7+pcDNA3.1-NC 组比较，si-CDK7+pcD⁃
NA3.1-YAP 组（26.19±4.01）细胞凋亡被显著抑制

（t=6.07， P<0.01），提示过表达 YAP 可逆转沉默

图4　转染 si-CDK7后HEC-1-A细胞中YAP及其下游蛋白表达量（**P<0. 01）
Fig.  4　The protein expression levels of YAP and its downstream proteins in HEC-1-A cells after transfection with si-CDK7 (**P<0. 01)

注：（A）流式细胞仪检测HEC-1-A细胞凋亡；（B） HEC-1-A细胞凋亡定量分析；（C） Western blotting检测Cleaved-caspase 3、Bax、Bcl-2蛋

白表达量；（D） Cleaved-caspase 3、Bax、Bcl-2蛋白表达定量分析。 **P<0.01。
Note: (A) The apoptosis rate of HEC-1-A cells detected by flow cytometry; (B) Quantitative analysis of HEC-1-A cells apoptosis; (C) The protein 

expression levels of Cleaved-caspase 3, Bax, and Bcl-2 detected by Western blotting; (D) Quantitative analysis of Cleaved-caspase 3, Bax, and Bcl-2 
protein expressions. **P<0.01.

图3　转染 si-CDK7后HEC-1-A细胞凋亡率

Fig.  3　The apoptosis rate of HEC-1-A cells after transfection with si-CDK7
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CDK7诱导的HEC-1-A细胞凋亡（图5C）。

3　讨论

虽然近年来一些参与子宫内膜癌起始和发展

的分子机制已被阐明，但随着子宫内膜癌发病率的

上升，临床缺乏有效的治疗管理策略，需要更为精

准的肿瘤标志物来确定诊断、更为详尽的细胞分子

机制研究来提供治疗靶点。Liu 等［12-13］发现，CDK7
在子宫内膜癌组织中高表达，造成细胞周期调节失

控、细胞活性增加。然而，CDK7在子宫内膜癌中的

机制仍不清楚。本研究利用子宫内膜癌 HEC-1-A
细胞，使用 siRNA干扰技术沉默细胞中CDK7表达，

探究CDK7对子宫内膜癌细胞生长活性的影响。有

研究发现，干扰子宫内膜癌细胞中CDK7的表达后，

细胞生长被抑制，细胞凋亡增加［14-15］。本研究中，沉

默 CDK7 后，HEC-1-A 细胞增殖活力降低，凋亡率

升高，促凋亡相关蛋白 Cleaved-caspase 3 和 Bax 表

达量升高，抑凋亡蛋白Bcl-2表达量下降，提示在子

宫内膜癌中干扰 CDK7 表达会影响细胞生长活性，

与以往报道一致。

YAP蛋白是Hippo信号通路的主要效应执行因

子，具有调节细胞生长、调控器官大小、维持组织稳

态的作用。YAP 也是一个癌基因，参与调控乳腺

癌［16］、肝癌［17］、肺癌［18］等多种癌症的进展，越来越多

的研究发现其在子宫内膜癌中也发挥着重要作

用［19］。在肿瘤中，过表达YAP可以促进其下游靶基

因Cyr61和CTGF表达，导致细胞过度增殖［20］。下调

YAP蛋白表达可以抑制Cyr61和CTGF蛋白表达，造

成乳腺癌和结直肠癌细胞的增殖、迁移和侵袭能力

下降［21-22］。正常生理条件下，CRL4DCAF12 E3泛素连接

酶可以泛素化降解YAP蛋白，抑制肿瘤发生，维持机

体正常生命活动，但 CDK7 高表达可磷酸化 YAP
（S128），抑制 CRL4DCAF12对 YAP 的降解，诱导肿瘤发

生［11］。Miao等［23］进一步研究发现，沉默CDK7可以降

低YAP蛋白表达水平，导致下游蛋白Cyr61和CTGF
表达下调，进而抑制人恶性胸膜间皮瘤细胞增殖和

侵袭。本研究发现，干扰CDK7后，HEC-1-A细胞中

YAP蛋白表达水平降低，其下游蛋白Cyr61和CTGF
表达量也随之降低，提示干扰 CDK7 可以下调 YAP
蛋白表达，进而导致Cyr61和CTGF蛋白表达降低，诱

注：（A） qPCR检测CDK7和YAP mRNA表达；（B） Western blotting检测CDK7、YAP和 pYAP蛋白表达；（C）流式细胞仪检测HEC-1-A细胞

凋亡。与 si-NC+pcDNA3.1-NC组比较，**P<0.01；与 si-CDK7+pcDNA3.1-NC组比较，##P<0.01。
Note: (A) The mRNA expression levels of CDK7 and YAP detected by qPCR; (B) The protein expression levels of CDK7, YAP and pYAP detected 

by Western blotting; (C) The apoptosis of HEC-1-A cells detected by flow cytometry. Compared with si-NC+pcDNA3.1-NC group, **P<0.01; Com⁃
pared with si-CDK7+pcDNA-NC group, ##P<0.01.

图5　共转染 si-CDK7和pcDNA3. 1-YAP后HEC-1-A细胞凋亡率

Fig 5　The apoptosis rate of HEC-1-A cells after co-transfection of si-CDK7 and pcDNA3. 1-YAP
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导细胞凋亡。Cho等［11］发现，沉默CDK7可以抑制肿

瘤生长，而这一作用可以通过恢复YAP表达来逆转。

本研究进一步实验发现，在HEC-1-A细胞中转染 si-
CDK7 可促进细胞凋亡，共转染 pcDNA3.1-YAP 后，

细胞凋亡水平得到恢复，提示沉默CDK7可以通过下

调YAP表达促进子宫内膜癌细胞凋亡。

本研究初步探索了CDK7与YAP在子宫内膜癌

中的关系，有助于临床理解子宫内膜癌的发生机

制，为进一步的靶向治疗提供新的研究方向。
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