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CDCA3在上皮性卵巢癌中的表达及意义

李 苗,金海红,付静静,韩 坤,龚 姗　（秦皇岛市第一医院妇科，河北 秦皇岛 066000）

［摘 要］　目的　探讨细胞分裂周期相关蛋白 3（CDCA3）在上皮性卵巢癌中的表达及其对癌细胞增殖、侵袭和迁移的影响。

方法　收集于本院进行手术切除的 50例患者的卵巢癌组织和 30例患者的正常卵巢组织，选取A2780、Hey、CAOV3、SKOV3细胞进

行研究。RT-PCR检测组织和细胞中CDCA3 mRNA表达水平，Western blot检测组织和细胞中CDCA3蛋白表达水平。将CAOV3细

胞分为沉默组和Control组，沉默组转染CDCA3 siRNA，Control组转染阴性对照序列；将Hey细胞分为过表达组和对照组，过表达组

用CAOV3慢病毒感染，对照组用空载体慢病毒感染。CCK-8检测细胞活性；Transwell实验检测细胞侵袭和迁移。结果　与正常卵

巢组织比较，上皮性卵巢癌组织中CDCA3 mRNA和蛋白表达水平较高（P<0. 05）；在A2780、Hey、CAOV3、SKOV3上皮性卵巢癌细胞

系中，CAOV3 mRNA和蛋白表达水平最高，而Hey最低。沉默CDCA3后CAOV3细胞CDCA3蛋白表达水平、细胞增殖活力、侵袭和迁

移能力降低（P<0. 05），Cyclin D1、MMP-9蛋白表达水平降低（P<0. 05），而E-cadherin蛋白表达水平升高（P<0. 05）。过表达CDCA3后

Hey细胞 CDCA3蛋白表达水平、细胞增殖活力、侵袭和迁移能力升高（P<0. 05），Cyclin D1、MMP-9蛋白表达水平升高（P<0. 05），而

E-cadherin 蛋白表达水平降低（P<0. 05）。结论　CDCA3 在上皮性卵巢癌中高表达，能够促进上皮性卵巢癌细胞的增殖、侵袭和

迁移。
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Expression and significance of CDCA3 in epithelial ovarian cancer
LI Miao， JIN Hai-hong， FU Jing-jing， HAN Kun， GONG Shan　（Department of Gynecology， Qinhuangdao First Hospital， Qin⁃
huangdao Hebei 066000， China）

Abstract: Objective　To investigate the expression of cell division cycle associated protein 3 （CDCA3） in epithelial ovarian cancer 
and its effect on the proliferation， invasion and migration of cancer cells. Methods　The ovarian cancer tissue of 50 patients and the normal 
ovarian tissue of 30 patients who underwent surgical resection in our hospital were collected， and A2780， Hey， CAOV3， SKOV3 cells were 
selected for research.  RT-PCR was used to detect the expression level of CDCA3 mRNA in tissues and cells， and Western blot was used to 
detect the expression level of CDCA3 protein in tissues and cells.  CAOV3 cells were divided into the silence group and the Control group， 
the silence group was transfected with CDCA3 siRNA， while the Control group was transfected with negative control sequence.  Hey cells 
were divided into the overexpression group and the control group， the overexpression group was infected with CAOV3 lentivirus， and the con⁃
trol group was infected with empty vector lentivirus.  Cell viability was detected by CCK-8； and the cell invasion and migration were detected 
by Transwell assay. Results　Compared with normal ovarian tissue， the expression levels of CDCA3 mRNA and CDCA3 protein in epithelial 
ovarian cancer tissue were higher （P<0. 05）.  Among the epithelial ovarian cancer cell lines A2780， Hey， CAOV3， and SKOV3， the expres⁃
sion levels of CAOV3 mRNA and CDCA3 protein were the highest， while the expression levels of Hey were the lowest.  After CDCA3 was 
silenced， the expression level of CDCA3 protein， cell proliferation activity， invasive and migration ability of CAOV3 cells decreased 
（P<0. 05）， the expression levels of Cyclin D1 and MMP-9 protein decreased （P<0. 05）， while the expression level of E-cadherin protein 
increased （P<0. 05）.  After CDCA3 was overexpressed， the expression level of CDCA3 protein， cell proliferation activity， invasive and 
migration ability of Hey cells increased （P<0. 05）， the expression levels of Cyclin D1 and MMP-9 protein increased （P<0. 05）， while the 
expression level of E-cadherin protein decreased （P<0. 05）. Conclusion　CDCA3 is highly expressed in epithelial ovarian cancer and can 
promote the proliferation， invasion and migration of epithelial ovarian cancer cells.

Keywords: cell division cycle associated protein 3； epithelial ovarian cancer； proliferation； invasion； migration

卵巢癌是女性生殖系统常见的恶性肿瘤，致死率 高。临床上约有 70%的卵巢癌患者就诊时已处晚期，

5年生存率仅为 30%[1-2]。目前卵巢癌的发病机制尚未

完全明确，增殖、侵袭和迁移是影响病情进展的重要

因素[3]。细胞分裂周期相关蛋白 3（cell division cycle 
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associated protein 3，CDCA3）与细胞分裂密切相关，会

影响肿瘤细胞增殖、侵袭及免疫浸润和肿瘤微环境[4]。

CDCA3与肿瘤发生发展的关系日益受到重视，研究发

现，CDCA3 可能参与肝细胞癌[4]、膀胱癌[5]、胃癌[6]和肾

癌[7]等肿瘤的发生。本研究通过检测上皮性卵巢癌组

织中 CDCA3 的表达，在细胞水平上探讨 CDCA3 对卵

巢癌细胞增殖、侵袭和迁移的影响，以期寻找新的上

皮性卵巢癌诊治靶点。

1　材料与方法

1. 1　组织样本

选取 2019年 6月至 2021年 12月于本院进行手术

切除的 50 例患者的卵巢癌组织，患者年龄 42~62 岁，

平均（48. 09±9. 23）岁；浆液性癌 31 例，透明细胞癌

10 例，黏液性癌 7 例，其他 2 例；FIGO 分期为Ⅰ~Ⅱ期

22例，Ⅲ~Ⅳ期28例。纳入标准：①组织病理学检查证

实为上皮性卵巢癌；②术前未接受过放化疗；③未合

并其他类型肿瘤。排除标准：①合并感染性疾病；

②代谢性疾病；③自身免疫性疾病；④严重的心、肝、

肾功能障碍。另选取同期因子宫肌瘤或子宫腺肌病

进行手术切除的 30例患者的正常卵巢组织作为对照，

患者年龄 38~52 岁，平均（47. 03±8. 45）岁。本研究已

经我院伦理委员会批准（S2019-02-11）。

1. 2　细胞及试剂

上 皮 性 卵 巢 癌 细 胞 系 A2780、Hey、CAOV3、
SKOV3购于中科院上海细胞库；胎牛血清和DMEM培

养基购于北京伊诺凯科技有限公司；总RNA提取试剂

盒、逆转录试剂盒、PCR 试剂盒、BCA 试剂盒、凝胶快

速制备试剂盒购于上海尚宝生物科技有限公司；

CDCA3、细胞周期蛋白 D1（Cyclin D1）、基质金属蛋白

酶 9（matrix metalloprotein 9，MMP-9）、E- 钙黏蛋白

（E-cadherin）、GAPDH 抗体均购于美国 Sigma 公司；

CDCA3 siRNA和pLenti6/V5-CDCA3质粒由生工生物工

程(上海)股份有限公司设计并提供；LipofectamineTM 2000
转染试剂盒购于北京伊诺凯科技有限公司；CCK-8细

胞检测试剂盒及 Transwell 小室购于上海语纯生物科

技有限公司。

1. 3　细胞培养

将A2780、Hey、CAOV3、SKOV3细胞培养于 37 ℃、

5%CO2、含10%胎牛血清的DMEM培养基中。

1. 4　RT-PCR检测组织和细胞中CDCA3 mRNA表达

采用RT-PCR检测组织和细胞中CDCA3 mRNA表

达水平[8]。首先用总RNA提取试剂盒提取组织和细胞

中总 RNA，随后用逆转录试剂盒合成 cDNA。用 PCR
试剂盒扩增引物，反应条件：95 ℃预变性 15 min；95 ℃
变性 15 s，95 ℃退火 30 s，70 ℃延伸 30 s，共 40个循环。

用2-△△Ct法计算CDCA3相对表达水平。

1. 5　Western blot 检测组织和细胞中 CDCA3 蛋白表

达水平

采用 Western blot检测组织中 CDCA3蛋白表达水

平及细胞中 CDCA3、Cyclin D1、MMP-9、E-cadherin 表

达水平[9]。用 RAPI 裂解液提取组织和细胞中的总蛋

白，用BCA试剂盒检测蛋白浓度，10% SDS-PAGE电泳

分离蛋白，用半干转移法将蛋白转至 PVDF 膜上。随

后用 5% 脱脂奶粉封闭 1 h，加入 CDCA3 抗体（稀释

500倍）、Cyclin D1抗体（稀释 500倍）、MMP-9抗体（稀

释 1 000 倍）、E-cadherin 抗体（稀释 1 000 倍）、GAPDH
抗体（稀释 1 000倍），4 ℃孵育过夜，次日除去一抗，用

TBST 缓冲液洗涤 3 次后加入二抗。用 ECL 发光仪成

像，Image J软件分析灰度值。

1. 6　siRNA转染CAOV3细胞

将处于对数生长期的 CAOV3 细胞接种于 24 孔

板，分为沉默组和Control组。沉默组加入50 nmol/L的

CDCA3 siRNA，Control组加入 50 nmol/L的阴性对照序

列。转染步骤严格按照LipofectamineTM  2000转染试剂

盒说明书进行。

1. 7　慢病毒转染Hey细胞

将处于对数生长期的Hey细胞接种于 24孔板，分

为过表达组和对照组。过表达组用 CAOV3 慢病毒

（1 mL含 CDCA3基因的 pLenti6/V5-CDCA3质粒）感染

Hey 细胞，对照组用空载体慢病毒感染。感染 48 h后

进行后续实验。

1. 8　细胞增殖、侵袭和迁移能力检测

用 CCK-8试剂盒检测细胞活性，细胞培养 24 h后

向每个培养孔中添加 10 μL CCK-8 试剂，最后用酶标

仪检测 450 nm 波长处的吸光度值[10]。用 Transwell 实
验检测细胞侵袭和迁移[11]。迁移实验：在 Transwell迁
移板上室加入 5×104个细胞，下室中加入 600 μL 完全

培养基，于 5%CO2、37 ℃培养 24 h。固定膜底细胞并

进行 0. 1% 结晶紫染色 20 min，光学显微镜下对细胞

进行定量。侵袭实验：使用预先加入 Matrigel 胶的小
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室，上室中加入5×104个细胞，于5%CO2、37 ℃培养48 h，
其余步骤同迁移实验。

1. 9　统计学方法

采用 SPSS 20. 0统计软件处理数据。计量资料以

均数±标准差（x-±s）表示，2 组间比较采用 t检验；多组

间比较采用单因素方差分析，组内两两比较采用 LSD

检验。P<0. 05为差异有统计学意义。

2　结果

2. 1　CDCA3在上皮性卵巢癌组织及细胞中的表达

与正常卵巢组织比较，上皮性卵巢癌组织中

CDCA3 mRNA 和蛋白表达水平均较高（P<0. 05）。在

A2780、Hey、CAOV3、SKOV3上皮性卵巢癌细胞系中，

CAOV3 细胞中 CDCA3 的 mRNA 和蛋白表达水平最

高，而 Hey 细胞最低，见图 1。因此，我们选择 CAOV3
和Hey细胞进行后续机制验证。

2. 2　沉默或过表达 CDCA3对卵巢癌细胞增殖活力的

影响

沉默 CDCA3 后 CAOV3 细胞 CDCA3 蛋白表达水

平和细胞增殖活力降低（P<0. 05)，过表达 CDCA3 后

Hey 细胞 CDCA3 蛋白表达水平和细胞增殖活力升高

(P<0. 05），见图2。

2. 3　沉默或过表达 CDCA3对卵巢癌细胞侵袭和迁移

的影响

沉默CDCA3后CAOV3细胞侵袭和迁移能力降低

（P<0. 05），过表达CDCA3后Hey细胞侵袭和迁移能力

升高（P<0. 05），见图3。
2. 4　沉默或过表达 CDCA3 对卵巢癌细胞 Cyclin D1、

MMP-9、E-cadherin蛋白表达水平的影响

沉默CDCA3后，CAOV3细胞Cyclin D1、MMP-9蛋

a、b：正常卵巢组织与上皮性卵巢癌组织中CDCA3 mRNA和蛋白相对表达水平；c、d：上皮性卵巢癌细胞系中CDCA3 mRNA和蛋白相

对表达水平 *：与正常卵巢组织比较，P<0.05
图1　CDCA3在上皮性卵巢癌组织及细胞中的表达

a：沉默 CDCA3对 CAOV3细胞 CDCA3蛋白表达的影响；b：沉默 CDCA3对 CAOV3细胞增殖活力的影响；c：过表达 CDCA3对 Hey细胞

CDCA3蛋白表达的影响；d：过表达CDCA3对Hey细胞增殖活力的影响 *：与Control组比较，P<0.05；#：与对照组比较，P<0.05
图2　沉默或过表达CDCA3对卵巢癌细胞CDCA3蛋白表达及增殖活力的影响
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白表达水平降低（P<0. 05），E-cadherin 蛋白表达水平

升高（P<0. 05）。过表达CDCA3后，Hey细胞Cyclin D1、
MMP-9 蛋白表达水平升高（P<0. 05），E-cadherin 蛋白

表达水平降低（P<0. 05），见图4。

3　讨论

CDCA 基因家族由 8 个成员（CDCA1~CDCA8）组

成，是细胞增殖的重要调控因子，在肿瘤进展中发挥

重要作用[12]。CDCA3 是 CDCA 家族的重要成员，是 S
期激酶相关蛋白 1/淘汰素/F-boxE3泛素连接酶复合物

的一部分，可以介导有丝分裂抑制激酶 weel 的降解，

影响细胞周期[13]。另CDCA3可以和 Skp1、cullin结合，

通过多种信号通路参与病理生理过程[14]。CDCA3 在

肿瘤发生发展中的作用逐渐受到重视，其可通过调控

E2F 转录因子 1（E2F1）、NF-κB/Cyclin D1 信号通路促

进结直肠癌细胞的增殖[14-15]。此外，CDCA3 还参与非

小细胞肺癌、乳腺癌、口腔癌等的增殖，其高表达与不

良预后有关[16]。

CDCA3 与上皮性卵巢癌的关系目前尚不清楚。

本研究发现上皮性卵巢癌组织中 CDCA3表达水平高

于正常卵巢组织，提示CDCA3可能参与上皮性卵巢癌

的发生。为进一步探讨 CDCA3在上皮性卵巢癌中的

作用机制，我们检测了上皮性卵巢癌细胞系中CDCA3
的表达水平，结果显示，沉默CDCA3后CAOV3细胞中

CDCA3蛋白表达水平、细胞增殖活力、侵袭能力、迁移

能力降低，过表达 CDCA3 后 Hey 细胞 CDCA3 蛋白表

达水平、细胞增殖活力、侵袭和迁移能力升高。说明

CDCA3 可能作为促癌基因在上皮性卵巢癌中发挥作

用。Cyclin D1主要在肿瘤中促进细胞增殖，其还与肿

瘤黏附和侵袭有关[17]。肿瘤细胞侵袭和迁移与细胞外

基质的降解有关，肿瘤细胞分泌MMP可以破坏肿瘤周

围组织的细胞外基质[18]。MMP-9在上皮性卵巢癌组织

中高表达，并且能够促进肿瘤细胞的侵袭及迁移[19]。

E-cadherin表达水平下降可影响细胞基质黏附受体的

表达，进而使肿瘤细胞间黏附性下降，最终引起肿瘤

细胞侵袭和转移[20]。本研究沉默CDCA3后，CAOV3细

胞中 Cyclin D1、MMP-9蛋白表达水平降低，E-cadherin

a：沉默 CDCA3 对 CAOV3 细胞侵袭和迁移的影响；b：过表达 CDCA3 对 Hey 细胞侵袭和迁移的影响 *：与 Control 组比较，P<0.05；#：
与对照组比较，P<0.05

图3　沉默或过表达CDCA3对卵巢癌细胞侵袭和迁移的影响

a：沉默CDCA3；b：过表达CDCA3 *：与Control组比较，P<0.05；#：与对照组比较，P<0.05
图4　沉默或过表达CDCA3对卵巢癌细胞Cyclin D1、MMP-9、E-cadherin蛋白表达水平影响
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蛋白表达水平升高；过表达 CDCA3 后，Hey 细胞中

Cyclin D1、MMP-9蛋白表达水平升高，E-cadherin蛋白

表达水平降低。以上结果提示，CDCA3可能参与上皮

性卵巢癌的进展。

综上，CDCA3 在上皮性卵巢癌中高表达，能够促

进上皮性卵巢癌细胞的增殖、侵袭和迁移。CDCA3可

能成为上皮性卵巢癌的生物学标志物，对临床诊治有

潜在价值。未来需要进一步开展临床和基础研究，探

讨CDCA3在上皮性卵巢癌中的作用及机制。
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