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CDC7在骨肉瘤中的表达、临床意义及生物学功能
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摘要    目的：探讨细胞分裂周期蛋白 7（CDC7）在骨肉瘤（OS）组织中的表达、临床意义及其对OS细胞增殖、迁移和侵袭能力

的影响。方法：使用基因表达综合数据库（GEO）中的mRNA芯片数据分析CDC7在OS组织中的表达情况。采用实时荧光定

量 PCR（RT-qPCR）验证人成骨细胞（hFOB1.19）和OS细胞（HOS、U-2 OS、MG63）中CDC7 mRNA的表达，免疫组织化学染色

检测 39例OS组织及 8例癌旁正常组织中CDC7蛋白的表达。利用总受试者工作特征（SROC）曲线评价CDC7在OS中的诊断

效能。绘制Kaplan-Meier生存曲线，分析CDC7表达对OS患者预后的影响；采用单因素和多因素Cox风险比例回归模型分析

OS预后不良的危险因素。使用小干扰RNA（si-CDC7）转染HOS细胞，通过CCK-8、EdU实验检测细胞的增殖能力，Transwell

实验检测细胞的迁移和侵袭能力。结果：多个GEO数据集表明，CDC7在OS中的表达上调（P＜0.05）。与 hFOB1.19细胞比

较，HOS、U-2 OS、MG63细胞中CDC7 mRNA表达水平升高（P＜0.05）。与正常组织比较，CDC7蛋白在OS组织中表达上调（P

＜0.001）。CDC7对OS具有良好的诊断潜力（AUC=0.73，95% CI：0.69～0.77）。CDC7高表达患者的生存率显著低于低表达

患者（P=0.028），CDC7高表达是OS不良预后的独立危险因素（HR=2.471，95% CI：1.056～5.781，P=0.037）。沉默CDC7可显

著抑制HOS细胞增殖、迁移和侵袭。结论：CDC7在OS中的表达上调，可促进OS细胞增殖、迁移和侵袭，有望作为OS诊断及

预后评估的分子标志物。
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Expression, clinical significance and biological function of CDC7 in osteosarcoma
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Abstract    Objective: To investigate the expression and clinical significance of cell division cycle 7 (CDC7) in 

osteosarcoma (OS) and its effect on the proliferation, migration and invasion of OS cells. Methods: The mRNA 

microarray data from the Gene Expression Omnibus (GEO) database was used to analyze the expression of 

CDC7 in OS tissues. Reverse transcription-quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR) was performed to 

verify the expression of CDC7 mRNA in human osteoblast cell line (hFOB1.19) and OS cell lines (HOS, U-2 OS, 

MG63). Immunohistochemistry (IHC) was used to detect the expression of CDC7 protein in 39 cases of OS tis‐

sues and 8 cases of adjacent normal tissues. The summary receiver operating characteristic (SROC) curve was em‐

ployed to evaluate the diagnostic efficacy of CDC7 in OS. Kaplan-Meier survival curves were plotted to analyze 

the impact of CDC7 expression on the prognosis of OS patients. Univariate and multivariate Cox proportional 

hazards regression models were utilized to analyze risk factors for poor prognosis in OS. CDC7 small interfering 

RNA (si-CDC7) was used to transfect HOS cells, and cell proliferation was assessed using cell counting kit-8 

(CCK-8) and EdU assays, while cell migration and invasion were evaluated using Transwell assays. Results: 
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Multiple GEO datasets indicated that CDC7 expression was up-regulated in OS (P＜0.05). Compared with 

hFOB1.19 cells, CDC7 mRNA expression was increased in HOS, U-2 OS and MG63 cells (P＜0.05). CDC7 pro‐

tein was highly expressed in OS tissues compared with normal tissues (P＜0.001). CDC7 demonstrated good di‐

agnostic potential for OS (AUC=0.73, 95% CI: 0.69-0.77). Patients with high CDC7 expression had a significant 

lower survival rate than those with low CDC7 expression (P=0.028). High CDC7 expression was an independent 

risk factor for poor prognosis in OS (HR=2.471, 95% CI: 1.056-5.781, P=0.037). Silencing CDC7 significantly 

inhibited the proliferation, migration and invasion of HOS cells. Conclusion: The expression of CDC7 is up-

regulated in OS, and it promotes the proliferation, migration and invasion of OS cells, which is expected to be a 

molecular marker for the diagnosis and prognosis of OS.
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骨肉瘤（osteosarcoma, OS）是一种好发于青少

年的原发性恶性骨肿瘤，是癌症相关死亡的重要原

因[1]。其具有强大的侵袭性和转移性，肺部是最常

见的转移部位[2-3]。目前OS的主要治疗方案为术前

新辅助化疗+手术切除病灶+术后化疗，此方案一定

程度改善了OS患者的生存质量和预后[4]。但是，对

化疗不敏感，及转移或复发的患者 5年生存率仍低

于 30%[5]。因此，探索发现有效的 OS 早期诊断、预

后评估标志物十分重要。

OS的疾病特点是成骨细胞活跃的分裂和异常

的增殖[6]，而细胞的增殖依赖于细胞周期性的分裂。

细胞分裂周期蛋白 7（cell division cycle 7, CDC7）是

一种丝氨酸/苏氨酸激酶，在DNA复制的起始和G1/

S期相变过程的调控中起关键作用[7]。DNA复制起

始，CDC7 蛋白磷酸化激活微小染色体维持蛋白

（MCM），维持 DNA解旋酶的活性，解螺旋 DNA双

链。随后在链延伸的过程中，参与新DNA链半保守

合成的 DNA 聚合酶和辅助因子的负载[8]。多项研

究表明，CDC7表达的失衡与多种肿瘤的发展和预

后相关，包括宫颈癌[9]、卵巢癌[10]、肺癌[11]等。然而，

目前CDC7在OS中的作用及功能并不完善。因此，

本研究旨在分析CDC7在OS中的表达水平，探讨其

对 OS的诊断价值及预后意义，进一步通过体外实

验探讨其对 OS细胞增殖、迁移和侵袭等生物学功

能的影响。

1   材料与方法

1.1    细胞和主要试剂

人成骨细胞系（hFOB1.19）、OS 细胞系（HOS、

U-2 OS、MG63）均 购 自 中 国 科 学 院 细 胞 库 。

hFOB1.19专用培养基、McCoy’s 5A培养基、DMEM

培养基均购自美国 Gibco 公司，RNA 提取试剂盒

（TRIZO1 Reagent）购自美国赛默飞公司，逆转录试

剂盒购自 Takara 公司，SYBR Green PCR 购自罗氏

制药有限公司，CDC7兔抗人单克隆抗体、免疫组织

化学试剂盒、DAB显色剂购自深圳市开睿生物科技

有限公司，GAPDH 抗体购自武汉三鹰生物技术有

限公司，CCK-8 试剂盒、EdU 试剂盒购自伊莱瑞特

生物科技股份有限公司（武汉）。

1.2    GEO数据库

利用 GEO 数据库（https://www. ncbi. nlm. nih.

gov/geo/）获取 OS 的 mRNA 芯片数据。纳入标准：

（1）人体样本；（2）取样前患者未接受过治疗；（3）OS

组和正常组样本数≥3。使用 meta 分析研究 CDC7

在OS组织中的mRNA整体表达水平。

1.3    CDC7在OS中的诊断价值及预后意义

绘制总受试者工作特征（SROC）曲线评估

CDC7在 OS中的诊断能力，基于包含临床数据（年

龄、性别、原发部位）的 GSE21257 数据集，绘制

Kaplan-Meier 生存曲线分析 CDC7 表达对 OS 患者

总生存率的影响。使用R包“timeROC”绘制时间依

赖受试者工作曲线研究CDC7对OS患者不同时间

生存率的预测价值。采用单因素和多因素Cox风险

比例回归模型分析影响OS预后的危险因素。

1.4    细胞实验方法

1.4.1    细胞培养和转染    使用 hFOB1.19专用培养

基在 35.5 ℃、含 5%CO2培养箱中培养 hFOB1.19 细

胞，使用DMEM和McCoy’s 5A培养基在 37 ℃、含

5%CO2培养箱中培养 HOS、MG63 和 U-2 OS 细胞。

沉默 CDC7 的小干扰 RNA（si-CDC7）及其对照（si-
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NC）由生工生物工程（上海）股份有限公司合成。根

据制造商的说明，使用Lipofectamine 2000转染试剂

转染 HOS 细胞。未转染的细胞设为空白组（blank

组）。使用实时荧光定量 PCR（RT-qPCR）和蛋白免

疫印记（western blotting）法验证转染效率。

1.4.2    RT-qPCR    使用 TRIZO1 Reagent 提取各细

胞 RNA。利用逆转录试剂盒生成 cDNA。使用

SYBR Green PCR试剂盒进行RT-qPCR扩增。PCR

反应体系：SYBR Green 5 μL，上、下游引物各 0.5 μL，

ddH2O 1.5 μL，cDNA 2.5 μL，共 10 μL。引物序列如

下：CDC7 上游：5’-GAGGCGTCTTTGGGGATTC- 

AG-3’，下游：5’- GGTCCTACTTGTAACTGTGCT- 

G-3’；GAPDH 上游：5’-GTGGACCTGACCTGCC- 

GTCTAG-3’，下游：5’-GAGTGGGTGTCGCTGTT- 

GAAGTC-3’。每个实验重复 3次。采用 2−∆∆CT法计

算目的基因相对表达量。

1.4.3    Western blotting    收集转染后的细胞，常规

提取蛋白，使用BCA试剂盒检测蛋白浓度。将蛋白

进行电泳和转膜，脱脂牛奶封闭。加入CDC7蛋白

一抗（1 ∶ 1 000稀释），4 ℃下孵育过夜，TBST洗膜，

加入二抗（1 ∶ 5 000稀释）室温下孵育 1 h，DAB显色

液显色，使用凝胶成像系统扫描拍照。使用 Image J

软件分析蛋白条带灰度值。

1.4.4    免疫组织化学染色      OS组织芯片购自泰博

斯医药科技有限公司（西安），共收集到 39例OS组

织、8例癌旁正常组织。患者年龄 12～57岁，其中男

25例，女 14例；组织来源：股骨 19例，胫腓骨 6例，肱

骨 5例，其他部位 9例（颌骨、耻骨、骶骨、肋骨）。组

织芯片于 65 ℃下烤片 1 h，常规二甲苯脱蜡，分梯度

乙醇水化，微波抗原修复，封闭内源性过氧化物酶。

加入一抗（1 ∶ 100稀释）4 ℃孵育过夜，次日二抗孵

育 20 min，PBS冲洗 5 min，重复 3次；DAB显色，苏

木精复染；中性树脂封片后进行扫描分析。使用图

像分析系统计算平均光密度值以评估CDC7蛋白的

表达水平。

1.4.5    CCK-8    将转染后的 HOS细胞接种到 96孔

板中（5×103 个/孔），使用CCK-8试剂盒分别检测转

染 24 h、48 h、72 h细胞的增殖情况，每孔加入 10 µL 

CCK-8试剂，在 37 ℃培养箱中孵育 1 h，使用酶标仪

在450 nm处测量吸光度。

1.4.6    EdU 染色实验    使用 EdU 细胞增殖检测试

剂盒对转染后的HOS细胞进行增殖检测。将细胞

接种于 96孔板（5×103个/孔），EdU溶液孵育 2 h后，

使用 4%多聚甲醛固定。用封闭液和通透性溶液交

替洗涤 2次后，使用 Click染色液避光孵育 30 min。

洗涤细胞，使用 DAPI 溶液避光孵育 10 min。倒置

荧光显微镜系统捕捉图像。

1.4.7    Transwell 迁移和侵袭实验    在上腔室中加

入含无血清培养基的转染后细胞悬液，并将含血清

的完全培养基加入下腔室。培养 24 h后用棉签轻

轻擦除上腔室中残留的细胞。使用 4% 甲醇和 1%

结晶紫进行固定和染色。显微镜下对迁移细胞进

行计数。侵袭实验：将基质胶加入 Transwell 上室

中，按照迁移实验方法进行后续实验步骤。

1.5    统计学方法

以上细胞实验均独立重复 3次，使用GraphPad 

Prism 10.2.3 和 R 4.3.3 软件进行统计分析及作图。

计量资料以均数±标准差（x̄ ± s）表示，组间比较使

用 t检验，多组间比较使用方差分析。使用 STATA 

15.0软件进行meta分析，使用Begg、Deeks检验进行

发表偏倚检验，使用敏感性分析评估每项研究的稳

健性。以P＜0.05为差异有统计学意义。

2   结   果

2.1    CDC7在OS中高表达

从GEO数据库中共获得 8个数据集，总共包含

303例OS样本和69例正常样本，见表1。在GSE33383、

GSE36001、 GSE39262、 GSE42352、 GSE87624、

GSE126209 中，OS 组 CDC7 的表达量较正常组升

高，在 GSE28424、GSE99671 中，CDC7 表达量的组

间差异不显著，见图 1A。Meta 分析结果显示：

CDC7在OS组织中的mRNA表达水平高于正常组

织（SMD=1.25，95% CI：0.95～1.54），见图 1B。Begg

检验（P=0.536）提示本研究不存在发表偏倚，见图1C。

敏感性分析表明，排除任一研究对总体效果无影

响，见图 1D。RT-qPCR 结果显示：与人成骨细胞

hFOB1.19 比较 ，HOS、U-2 OS、MG63 细胞中的

CDC7 mRNA相对表达量显著升高（P＜0.05），其中

HOS 细胞最高，见图 2A。免疫组织化学染色结果

显示：与正常组比较，OS组中 CDC7蛋白的表达水

平上调（P＜0.001），见图2B～2C。
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数据集

GSE28424

GSE33383

GSE36001

GSE39262

GSE42352

GSE87624

GSE99671

GSE126209

平台

GPL13376

GPL10295

GPL6102

GPL96

GPL10295

GPL11154

GPL20148

GPL20301

年份/年

2012

2011

2012

2012

2012

2016

2017

2019

OS组

n

19

84

19

10

103

44

18

6

CDC7表
达，x̄ ± s

8.61±0.56

8.39±0.67***

8.61±0.56*

8.82±0.78*

8.42±0.64***

4.01±1.14*

4.67±0.83

5.16±0.58**

正常组

n

4

15

6

3

15

3

18

5

CDC7表
达，x̄ ± s

7.90±0.69

7.55±0.15

7.96±0.53

7.24±0.67

7.55±0.15

2.74±0.29

4.20±0.87

3.69±0.47

表1    基于GEO数据库的CDC7表达数据

与正常组比较，*P＜0.05，**P＜0.01，***P＜0.001。

A：不同数据集中CDC7 mRNA的表达差异，与正常组比较，*P＜0.05，**P＜0.01，***P＜0.001；B：CDC7在OS中的mRNA表

达森林图；C：Begg发表偏倚检验；D：敏感性分析。

图1    基于GEO数据库CDC7的mRNA表达水平
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2.2    CDC7在OS中的诊断价值及预后意义

对CDC7与临床病理特征的关系进行分析，结

果显示：OS转移患者的CDC7表达水平较非转移患

者高（P=0.04），而基于性别、年龄、原发部位的组间

差异不显著（P＞0.05），见表 2。CDC7 诊断 OS 的

SROC 曲线下面积为 0.73（95% CI：0.69～0.77），见

图 3A。绘制 Deeks漏斗图对纳入的研究进行发表

偏倚检验，结果显示P=0.16，提示不存在发表偏倚，

见图 3B。以上结果表明，CDC7 对 OS 具有良好的

诊断的能力。使用 Kaplan-Meier 曲线进行生存分

析，结果显示：CDC7高表达组患者的总生存率显著

低于 CDC7 低表达组（P=0.028），见图 3C。时间依

赖受试者工作曲线显示，CDC7预测患者3年生存概

率效果最好（曲线下面积=0.71），见图 3D。单因素

和多因素Cox回归分析显示，CDC7高表达是OS不

良预后的独立危险因素（HR=2.471，95% CI：1.056

～5.781，P=0.037），见表3。

表2    CDC7与OS患者临床病理特征的关系

指标

性别

    女

    男

年龄/岁

    ＜18

    ≥18

原发部位

    股骨/胫骨

    其他

是否转移

    否

    是

n

19
34

34
19

37
16

19
34

CDC7表达水平

均值

8.67
8.83

8.87
8.59

8.86
8.56

8.50
8.92

标准差

0.62
0.74

0.65
0.76

0.72
0.61

0.67
0.68

t

-0.80

1.40

1.43

-2.16

P

0.43

0.17

0.16

0.04

A：CDC7 在 hFOB1.19 细胞和 HOS、U-2 OS、MG63 细胞中的 mRNA 表达水平，与 hFOB1.19 细胞比较，*P＜0.05，***P＜

0.001；B：CDC7在正常组织和OS组织中的蛋白表达水平（免疫组织化学染色，×200，标尺=100 μm；×400，标尺=50 μm）；C：免

疫组织化学染色的平均光密度值比较，与正常组比较，***P＜0.001。

图2    CDC7在OS细胞和组织中的mRNA和蛋白表达水平
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A：基于GEO数据集绘制的SROC曲线；B：Deeks发表偏倚检验漏斗图；C：不同CDC7表达亚组的Kaplan-Meier曲线预后

分析；D：时间依赖受试者工作曲线。

图3    CDC7在OS中的诊断价值及预后意义

     指标

CDC7表达

    高表达

    低表达

性别

    男

    女

年龄/岁

    ＜18

    ≥18

原发部位

    股骨/胫骨

    其他

n

26

27

34

19

34

19

37

16

单因素分析

HR（95% CI）

2.538（1.083～5.947）

0.394（0.168～0.923）

1.403（0.588～3.348）

0.713（0.299～1.701）

2.752（1.015～7.458）

0.363（0.134～0.985）

0.951（0.390～2.318）

1.052（0.431～2.565）

P

0.032

0.445

0.047

0.912

多因素分析

HR（95% CI）

2.471（1.056～5.781）

0.405（0.173～0.947）

-

-

2.677（0.989～7.250）

0.374（0.138～1.011）

-

-

P

0.037

-

-

0.053

-

-

表3    影响OS预后的单因素和多因素Cox风险比例回归分析

“-”未进入多因素Cox回归分析。
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2.3    沉默CDC7对HOS细胞增殖、迁移和侵袭能力

的影响

在 HOS、U-2 OS、MG63 细胞中，HOS 细胞的

CDC7 mRNA表达水平最高。因此，后续的细胞功

能试验使用 HOS 细胞进行。与 si-NC 组比较，si-

CDC7 组细胞 CDC7 mRNA 相对表达量降低（P＜

0.001），见图 4A。 Western blotting 结果显示 ，si-

CDC7 组细胞 CDC7 蛋白表达水平显著下降（P＜

0.001），见图 4B。CCK-8实验显示，si-CDC7组细胞

增殖活性低于 si-NC 组（P＜0.001），见图 4C。EdU

染色实验显示，与 si-NC组比较，si-CDC7组EdU阳

性细胞数量显著减少（P＜0.000 1），见图 4D。Tran‐

swell检测结果显示，si-CDC7组迁移和侵袭细胞的

数量显著低于 si-NC组（P＜0.000 1），见图4E。

A：RT-qPCR检测HOS细胞内CDC7 mRNA的沉默效率；B：Western blotting检测HOS细胞内CDC7蛋白的沉默效率；C：

CCK-8检测沉默CDC7对HOS细胞增殖的影响；D：EdU检测沉默CDC7对HOS细胞增殖的影响（×200）；E：沉默CDC7对HOS

细胞迁移和侵袭的影响（×200）。与 si-NC组比较，***P＜0.001，****P＜0.000 1。

图4    沉默CDC7对HOS细胞增殖、迁移和侵袭能力的影响
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3   讨   论

OS是一种基因组高度不稳定的实体肿瘤，其具

有高度复杂的核型、高频率染色体结构变异和拷贝

数变化等特征[12]，这些特征使OS的诊断和预后评估

遭受极大的挑战。随着对生物信息学的发展和靶

向治疗在其他肿瘤中取得的良好效果，寻找新的关

键靶点因子对OS的诊断和治疗具有重要意义。

大多数癌症的发生与细胞周期的异常调控相

关[13]。CDC7 作为细胞周期进程中的关键因子，与

调节亚基哑铃前蛋白 4（DBF4）组成激酶复合体

（DDK），在DNA的复制和DNA损伤的应激中发挥

重要的调控功能[14]。Bonte等[15]对比多种肿瘤细胞

和正常细胞后发现，在正常细胞中CDC7不表达或

低表达，但是在结肠癌、黑色素瘤、肾癌、前列腺癌

细胞系中都检测到了高水平的 CDC7 表达。侯芸

等[16]对弥漫大 B 细胞淋巴瘤进行研究，发现 CDC7

的高表达与患者的临床分期、近期疗效及生存率相

关。Kulkarni等[10]报道，CDC7的表达是卵巢癌复发

和总生存率的独立预后指标。以上研究提示，

CDC7在多种肿瘤的进展中可能起到重要作用。本

研究通过分析多个GEO数据集发现，CDC7 mRNA

在 OS组织中的表达水平显著高于正常组织，并使

用RT-qPCR以及免疫组织化学染色分别在OS细胞

和组织层面进行了验证。由此可推测CDC7表达水

平的上调可能与 OS 的发生、发展相关。此外，

SROC 曲线表明 CDC7 具有良好的区分 OS 组织和

正常组织的诊断效能。Kaplan-Meier生存曲线分析

显示，CDC7高表达患者的总生存率显著低于低表

达患者，提示CDC7与OS患者的不良预后相关；时

间依赖受试者工作曲线提示，CDC7对OS患者的 3

年生存率具有较高的预测价值。进一步构建的单

因素和多因素 Cox 风险比例回归分析显示，CDC7

高表达是OS的独立预后危险因素。根据以上结果

可推测，CDC7对OS的诊断和预后评估具有一定的

意义，其在OS的发生、发展过程中起到重要作用。

已有多项研究报道CDC7与肿瘤细胞的恶性生

物学行为密切相关。在胶质母细胞瘤中，高表达

CDC7可促进肿瘤细胞的增殖，并诱导肿瘤的放射

耐药性[17]。在食管鳞状细胞癌中，下调 CDC7的表

达可将肿瘤细胞阻滞于 G0/G1 期，诱导细胞凋亡，

并能提高肿瘤细胞的化疗敏感性[18]。张从义等[19]也

证实，在肝癌细胞系HCCLM3和 SMMC7721中，过

表达CDC7能显著增强肿瘤细胞的增殖活性以及迁

移和侵袭能力。本研究结果显示，CDC7在OS中呈

高表达，并且与患者的预后相关。然而，目前CDC7

在OS中的生物学功能尚无相关研究。为进一步探

讨CDC7在OS细胞中的作用，本研究进行细胞功能

实验，结果表明，在 HOS 细胞中沉默 CDC7 的表达

后，细胞的增殖活性、迁移和侵袭能力均受到明显

抑制。上述实验结果进一步证实，CDC7能促进OS

的发生和发展，其在 OS 中可能发挥原癌基因的

作用。

综上所述，CDC7在 OS中的表达上调，并可促

进 OS细胞的增殖、迁移和侵袭，有望作为 OS诊断

和预后评估的分子标志物。本研究也存在一定的

局限性：首先，在细胞层面取得的初步结论，仍需通

过体内实验来进一步证实；其次，CDC7促进 OS进

展的分子机制有待更深层次的生物信息学分析及

开展相关实验加以阐明。
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