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[摘  要]  目的：评估细胞分裂周期蛋白20（CDC20）在子宫内膜癌（EC）中的表达，探讨其对EC细胞RL95-2周期和凋亡的影响

及可能的机制。方法：从癌症基因组图谱（TCGA）数据库获取EC的mRNA表达矩阵以及患者的临床信息，通过R语言分析

CDC20 mRNA的差异表达情况及其与肿瘤分期的相关性，qPCR及WB法检测CDC20在RL95-2细胞中的表达；向RL95-2细胞转

染 sh-CDC20以敲减CDC20的表达，采用CCK-8法和流式细胞术检测敲减CDC20对RL95-2细胞增殖活力、细胞周期分布和凋亡

的影响，WB法分析对Mcl-1/p-Chk1信号活性的影响；建立RL95-2细胞裸鼠移植瘤模型，评估敲减CDC20对肿瘤生长的抑制作

用及对移植瘤组织中Mcl-1/p-Chk1信号轴和细胞凋亡的影响。结果：CDC20在EC组织及RL95-2细胞中呈高表达（均P<0.01），

且CDC20的高表达与 EC 的分期有关联。敲减 CDC20可显著降低 RL95-2 细胞增殖活力（P<0.01），阻滞细胞周期于G1期

（P<0.01），促进细胞凋亡（P<0.01），抑制细胞中Mcl-1和p-Chk1的表达（P<0.05或P<0.01）。敲减CDC20可显著抑制RL95-2细胞裸

鼠移植瘤的生长（P<0.01），降低移植瘤组织内Mcl-1和 p-Chk1的表达（P<0.01），促进移植瘤细胞凋亡（P<0.01）。结论：CDC20

在EC组织中呈高表达且与肿瘤分期有关联，敲减 CDC20能够抑制RL95-2细胞及其裸鼠移植瘤的生长而促进凋亡，这可能

与Mcl-1/p-Chk1信号轴有关。
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[Abstract]  Objective:  To evaluate the cell division cycle 20 gene (CDC20) expression in endometrial cancer (EC), and to explore the role 

and possible mechanism of CDC20 in regulating cell cycle and apoptosis of EC RL95-2 cells. Methods: The mRNA expression matrix of 

EC and matched patients' clinical information were acquired from The Cancer Genome Atlas (TCGA) database. The differential expression 

of CDC20 mRNA in EC and its correlation with tumor stage were analyzed with R package. Then, CDC20 expression in RL95-2 cells was 

detected with qPCR and WB assay. sh-CDC20 was transfected into RL95-2 cells to knockdown CDC20 expression. The effects of CDC20 

knockdown on the cell proliferative viability, cell cycle distribution and cell apoptosis were measured with CCK-8 assay and flow cytometry, 

respectively, and its effect on the activity of Mcl-1/p-Chk1 axis was explored with WB assay. RL95-2 cell transplanted tumor model in nude 

mice was established to evaluate the anti-tumor effect of sh-CDC20 and its effect on apoptosis and Mcl-1/p-Chk1 axis in tumor tissues. 

Results: CDC20 was highly expressed in EC tissues and RL95-2 cells (P<0.01), and the high expression of CDC20 was strongly associated 

with EC tumor stage. Knockdown of CDC20 in RL95-2 cells could inhibit cell proliferative viability and cause cell cycle arrest at G1 phase 

(P<0.05 or P<0.01), promote cell apoptosis (P<0.01) and decrease the protein expressions of Mcl-1 and p-Chk1 in RL95-2 cells (P<0.05 

or P<0.01). Knockdown of CDC20 remarkably inhibited the growth of xenografts in mice and reduced the expressions of Mcl-1 and p-Chk1 

(all P<0.01), while promoted tumor cells apoptosis (P<0.01). Conclusion: CDC20 is highly expressed in EC tissues and is associated with 

tumor stage. Knockdown of CDC20 can inhibit the viability of RL95-2 cells and their transplanted tumors in nude mice and promote apoptosis, 

which may be related to the Mcl-1/p-Chk1 signaling axis.

[Key words]  cell division cycle 20 (CDC20); endometrial cancer (EC); RL95-2 cell; cell cycle; apoptosis; bioinformatic analysis

[Chin J Cancer Biother, 2023, 30(9): 777-783. DOI：10.3872/j.issn.1007-385x.2023.09.005]

·· 777



   　                                                                                                                                中国肿瘤生物治疗杂志, 2023, 30(9)

子宫内膜癌（endometrial cancer，EC）是常见的三

大妇科恶性肿瘤之一，其发病率和病死率居于中国

女性生殖系统恶性肿瘤的第二位[1]。EC的常规治疗

为经全子宫双附件切除加淋巴结清扫术后，必要时

再加上术后辅助放疗或化疗；然而现有的医疗手段

不能解决其高复发率、易耐药等问题，患者预后较

差[2-3]。因此探索其发生机制和寻找新的治疗靶点，

对EC患者的预后具有重要的临床意义。本课题组

前期通过生物信息学技术分析获取了与EC发生和

发展相关的核心基因——细胞分裂周期蛋白20（cell 

division cycle 20，CDC20）。该基因定位于人 1号染

色体1p34.2，其编码蛋白质可作为细胞分裂周期后期

促进复合物的底物识别亚基，经活化后形成E3泛素

连接酶复合物，参与调控细胞周期进程、增殖分化、

损伤修复以及细胞凋亡和迁移等生物学过程[4-5]。通

常CDC20被认为是致癌因子，促进肿瘤的发生发展，

在多种肿瘤细胞甚至肿瘤干细胞中都存在CDC20的

高表达[6]。研究[7]发现，外源性下调CDC20的表达抑

制肝癌Hep3B和HepG2细胞的增殖而促进其凋亡，

提示 CDC20 在肿瘤的进展中发挥重要的作用。此

外，CDC20的高表达与前列腺癌[8]、膀胱癌[9]等的恶性

进展密切相关。探究CDC20在EC中发挥的作用和

相关机制，将进一步揭示EC的发病机制，并且为子

宫内膜癌的防治提供有效策略。基于此，本研究通

过构建靶向干扰CDC20的 shRNA慢病毒载体敲减

EC细胞RL95-2中CDC20的表达，探讨敲减CDC20

对RL95-2细胞周期及凋亡等生物学行为的影响和相

关机制。

1  材料与方法

1.1  主要材料与试剂

人子宫内膜上皮细胞hEEC和人EC细胞RL95-2

均购自武汉尚恩生物技术有限公司，均采用含

10%胎牛血清和1%双抗的DMEM/F12液体培养基、

置于37 ℃、5%CO2的培养箱内培养；定期更换培养液

及传代，保持细胞良好的生存状态。18只 SPF级雄

性BALB/c-nu裸鼠[6~8周龄，18~21 g，实验动物合格

证号为SCXK（沪）2018-0006]购自凯学生物科技（上

海）有限公司；动物实验研究方案经齐齐哈尔医学院

伦理委员会审查批准，审批号：（齐）伦审[2021]102。

FuGENE HD 转染试剂购自 Promega公司，Mcl-1及

β-actin一抗购自Proteintech Group公司，p-Chk1一抗

购自Affinity Biosciences公司，CCK-8细胞计数试剂

盒、PI细胞周期检测试剂盒及Annexin Ⅴ/PI凋亡检

测试剂盒均购自 Sigma-Aldrich 公司 ，靶向干扰

CDC20 的 shRNA慢病毒载体（sh-CDC20）及其阴性

对照载体（sh-NC）由上海吉玛基因股份有限公司设

计并合成，其余试剂均为国产分析纯。

1.2  生物信息学方法分析CDC20在EC组织中的表达

用癌症基因组图谱（The Cancer Genome Atlas，

TCGA）数据库（https://www. cancer. gov/ccg/research/

genome-sequencing/tcga）获取EC的mRNA表达矩阵

以及患者的临床信息，结合 STRING数据库（https://

cn. string-db. org/）及 马 修 斯 相 关 系 数（Matthews 

correlation coefficient，MCC）算法，获取与EC发生和

发展相关的核心基因——CDC20。通过R语言分析

CDC20 mRNA的差异表达情况及其与肿瘤分期的内

在联系。

1.3  细胞培养及转染

转染前，选生长状态良好的RL95-2细胞消化后

接种至35 mm培养皿中，待细胞覆盖皿底约80%时，

用无血清细胞培养液同步化处理。之后依据说明书

进行 sh-CDC20质粒的转染操作，步骤如下：用Opti-

MEM优化培养基分别稀释 sh-NC/sh-CDC20和转染

试剂，静置 20 min，然后将两者的混合物加至待转染

细胞中，培养 48 h。用 qPCR和WB法验证转染效果

后，按照此转染试剂方法，将细胞设置为对照组

（Ctrl）、阴性转染组（sh-NC）和 sh-CDC20 转染组

（sh-CDC20）并分别转染相应质粒，进行后续实验。

1.4  qPCR 法检测转染 sh-CDC20 对 RL95-2 细胞中

CDC20 mRNA表达水平的影响

采用TRIzol提取各组细胞总RNA，并将RNA逆

转录合成 cDNA，然后按 qPCR试剂盒说明书中操作

方法进行检测。qPCR 反应条件：95℃变性 2 min；

95 ℃ 5 s、60 ℃ 10 s，共40个循环。CDC20 mRNA的表

达以 β-actin为内参对照，用 2-△△Ct法计算其相对表达

量。qPCR引物序列：CDC20正向引物为 5'-AGACAT 

TCACCCAGCATCAAG-3'，反向引物为 5'-CATCCA 

CGGCACTCAGAC-3'；β-actin 正向引物为 5'-ACAG 

AGCCTCGCCTTTGCCGATC-3'，反向引物为 5'-ATC 

CTTCTGACCCATGCCCACCA-3'。

1.5  WB法检测转染 sh-CDC20对RL95-2细胞中相

关蛋白表达水平的影响

用RIPA裂解液处理各组细胞并分别提取总蛋

白，然后用BCA蛋白定量试剂盒定量。各组分别取

60 μg蛋白样品，经WB电泳/转印仪进行蛋白分离与

转印，转印蛋白后的PVDF膜用 5%的脱脂乳粉在室

温下封闭2 h，添加一抗Mcl-1（1∶4 000稀释）、p-Chk1

（1∶1 000 稀释）、CDC20（1∶2 000 稀释）和 β-actin

（1∶10 000稀释），在 4 ℃下反应过夜；漂洗后，加入

HRP标记的羊抗兔二抗（1∶2 000稀释），室温下反应

1 h，用 ECL 法将蛋白印迹显影。用 Imaging System
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软件分析目的蛋白相对于内参β-actin的表达量。

1.6  CCK-8法检测转染 sh-CDC20对RL95-2细胞增

殖活力的影响

采用CCK-8法检测细胞增殖活力。将各组细胞

重新接种至96孔板中（密度为5×103个/孔）培养24 h，

向每孔内加入 10 μL CCK-8试剂，反应 2 h后经酶标

仪检测各孔在 450 nm波长处的光密度（D）值。细胞

增殖活力=转染组D值/对照组D值×100%。

1.7  流式细胞术检测转染 sh-CDC20对RL95-2细胞

周期的影响

采用碘化丙啶（PI）DNA染色法进行流式细胞术

检测细胞周期。取各组细胞，采用不含EDTA的胰酶

消化，离心、弃上清液，加预冷的 PBS漂洗并轻晃重

悬细胞；加70%乙醇，置于4 ℃下避光固定24 h，离心

后用PBS洗涤。依据试剂盒说明书要求，加入RNase

重悬并用PI染液在室温、避光条件下处理，流式细胞

仪检测激发波长 488 nm处的红色荧光强度，所得结

果经FlowJo软件分析细胞周期分布。

1.8  流式细胞术检测转染 sh-CDC20对RL95-2细胞

凋亡的影响

用Annexin Ⅴ/PI双染色法经流式细胞术检测细

胞凋亡。细胞经相应处理后，消化收集并用预冷的

PBS漂洗细胞，然后加200 μL结合缓冲液重悬，避光

条件下，依次加入 10 μL Annexin Ⅴ-FITC和 5 μL PI

染液反应10 min，经流式细胞仪分析细胞凋亡率。

1.9  构建子宫内膜癌RL95-2细胞裸鼠移植瘤模型

观察敲减CDC20对移植瘤生长的影响

将18只裸鼠按随机表法随机分为3组：Ctrl组、sh-

NC组和sh-CDC20组，每组6只。分别将3组细胞注射

至相应组别的裸鼠背部皮下，每只注射细胞数约5×106

个。待肿瘤长出后，每3 d用游标卡尺测量肿瘤大小，

至第21天处死所有裸鼠，取出瘤体称重并测量大小。

常规固定并经石蜡包埋，以备后续分析使用。

1.10  免疫组化法、TUNEL法检测敲减CDC20对移植

瘤组织中Mcl-1/p-Chk1信号蛋白表达及细胞凋亡的影响

用免疫组化法检测切片组织中Mcl-1及 p-Chk1

的表达，TUNEL法检测凋亡情况。石蜡包埋的组织

切片依次经脱蜡、水化及封闭后，按说明书依次加入

相应的抗体（Mcl-1及 p-Chk1抗体均经 1∶200稀释）

或 TUNEL 反应液，室温下反应 1 h，洗涤后 DAB 显

色、苏木精复染，将切片置于显微镜下观察染色结

果。每张切片选 5个视野进行分析。免疫组化染色

判断：按文献 [10-11]中方法，用 Image J 软件 IHC 

Profiler插件自动分析免疫组化染色的阳性表达以及

TUNEL阳性染色的情况。

1.11  统计学处理

所有实验均独立重复3次，符合正态分布的计量资

料采用 x̄±s表示，用GraphPad 8.3软件行统计学分析，两

组间比较采用t检验，多组间比较采用单因素方差分析，

以P<0.05或P<0.01表示差异具有统计学意义。

2  结  果

2.1  CDC20在EC组织和细胞中呈高表达

从 TGCA数据库中获取了 EC的mRNA表达矩

阵以及患者的临床信息，R 语言分析结果显示

CDC20 mRNA在 EC 组织中的表达水平显著升高

（P<0.01，图 1A）；且不同分期的组织中 CDC20 

mRNA 的表达存在显著差异（P<0.05或 P<0.01），表

现为分期越高，表达水平越高（图1B）。

通过 qPCR及WB法验证CDC20在人子宫内膜

上皮细胞 hEEC 和人 EC 细胞 RL95-2 中的表达。

qPCR 检测结果显示，在 hEEC 和 RL95-2 细胞中

CDC20 mRNA 的相对表达量分别为 0.97±0.11 和

2.38±0.12（P<0.01）；WB法检测结果显示（图 1C），在

hEEC和RL95-2细胞中CDC20蛋白的相对表达量分

别为0.69±0.06和1.92±0.14（P<0.01），说明RL95-2细

胞中CDC20的mRNA及蛋白水平均显著高于 hEEC

细胞（P<0.01）。

A：基于TGCA数据库分析EC组织中CDC20 mRNA的表达；B：基于TGCA数据库分析不同分期EC组织中CDC20 mRNA的表

达；C：WB法检测hEEC、RL95-2细胞中CDC20蛋白表达水平。*P<0.05，**P<0.01。

图1    EC组织和细胞中CDC20的表达
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2.2  敲减CDC20抑制RL95-2细胞增殖活力并阻滞

细胞周期于G1期

转染 sh-CDC20 之后，RL95-2 细胞中 CDC20 的

mRNA（图 2A）及蛋白（图 2B）表达水平均显著降低

（均P<0.01），说明转染 sh-CDC20成功敲减了RL95-2

细胞中CDC20的mRNA和蛋白表达。

CCK-8 法检测结果（图 2C）显示，相较于Ctrl

组和 sh-NC组，sh-CDC20 组细胞增殖活力显著降

低（均P<0.01）。流式细胞术分析细胞周期分布结果

（图 3）显示，相较于Ctrl组和 sh-NC组，sh-CDC20组

G1 期细胞所占百分比显著增加[（85.54±4.12）% vs 

（68.36±4.39）%、（65.97±3.21）% ，均 P<0.05]，S 期和

G2/M 期细胞所占百分比均显著降低[S 期：（11.31±

1.04）% vs （21.23±3.42）%、（22.56±3.62）%；G2/M期：

（3.15±0.75）% vs （10.41±1.05）%、（11.47±1.56）%，均

P<0.01）。

A、B：qPCR法（A）、WB法（B）检测转染 sh-CDC20的敲减效果；C：CCK-8法检测敲减CDC20对RL95-2细胞活力的影响。** P<0.01。

图2    敲减CDC20对RL95-2细胞活力的影响

图3  敲减CDC20对RL95-2细胞周期的影响

2.3  敲减CDC20促进RL95-2细胞的凋亡

流式细胞术检测结果（图 4）显示，相较于Ctrl组

和 sh-NC 组，sh-CDC20 组细胞凋亡率均显著增加

[（34.67±3.86）% vs （3.98±0.12）%、（5.32±0.67）%，均

P<0.01]，结果表明，敲减CDC20可显著促进RL95-2

细胞的凋亡。

2.4  敲减 CDC20 抑制 Mcl-1/p-Chk1 轴的关键蛋白

表达

通过WB法检测细胞中Mcl-1/p-Chk1信号轴相

关蛋白的表达情况,结果（图5）显示，相较于Ctrl组和

sh-NC组，sh-CDC20组RL95-2细胞中Mcl-1和 p-Chk1

的蛋白表达水平均显著降低（均P<0.01）。

2.5  敲减CDC20抑制RL95-2细胞裸鼠移植瘤的生长

成功构建裸鼠RL95-2细胞移植瘤模型，观察移

植瘤生长情况结果（图6A~C）显示，sh-CDC20组移植

瘤的生长速度、体积及质量均显著低于Ctrl和 sh-NC

组（均 P<0.01）。TUNEL 法检测结果（图 6D）显示，

sh-CDC20组肿瘤组织中细胞凋亡指数高于Ctrl和

sh-NC组（均P<0.01）。免疫组化法检测结果（图 6E）

显示，sh-CDC20组肿瘤组织中Mcl-1和 p-Chk1表达

率显著低于Ctrl和 sh-NC组（均P<0.01）。

3  讨  论

CDC20通常被认为是一种癌基因。本课题组通

过对TCGA数据库mRNA表达谱数据的分析发现，

CDC20在EC组织中呈高表达，且随肿瘤分期的增加

而表达上升，提示CDC20与EC的发生和进展有着密

切的联系。针对CDC20促癌机制的研究多集中于周

期调控上，且靶向CDC20的一些活性物质，如灵芝三

醇[12]、全反式维甲酸[13]以及一种新型异羟肟酸衍生物

·· 780



赵靓, 等 . CDC20在子宫内膜癌中的表达及其对RL95-2细胞增殖和凋亡的影响

“NAHA”[14]均被证实通过不同的通路和机制阻滞癌

细胞周期，进而抑制癌细胞增殖，这些研究也让靶向

CDC20成为肿瘤分子靶向治疗的一种新策略。本研

究的检测结果显示，敲减CDC20可显著降低EC细胞

RL95-2的增殖活力，并阻滞细胞周期；这一结果与其

他研究具有一致性。此外，本研究进一步分析了敲

减CDC20对RL95-2细胞凋亡的影响，流式细胞术结

果显示转染 sh-CDC20可促进RL95-2细胞凋亡。同

时，在体移植瘤实验也证实敲减 CDC20 可抑制

RL95-2细胞移植瘤生长并诱导细胞凋亡。以上结果

提示，敲减CDC20可诱导癌细胞周期停滞和细胞凋

亡，进而阻滞EC的进一步发展，发挥抑瘤作用，可作

为防治EC的一个新靶点。

** P<0.01。

图4  敲减CDC20对RL95-2细胞凋亡的影响

基因一般是通过多分子、多通路的复杂方式来

对癌细胞的生物学行为进行调控，而关于CDC20对

RL95-2细胞周期及凋亡的调控机制目前并没有系统

的研究。在众多凋亡相关信号分子中，Bcl-2蛋白家

族被认为是中心调节分子，该家族包含抗凋亡（如

Mcl-1 及 Bcl-2 等）和促凋亡蛋白（如 BAX 及 BIM

等），其在有丝分裂紊乱诱发的细胞死亡过程中具有

重要的作用[15-17]。Mcl-1为CDC20是下游分子之一，

Mcl-1降解能抑制细胞周期运行和诱导细胞凋亡[18]。

HARLEY等[18]发现，敲减CDC20能通过降解其下游

分子抗凋亡蛋白Mcl-1进而发挥细胞周期阻滞和诱

导细胞凋亡的作用。LI 等 [19]研究发现M2I-1可通

过阻断 CDC20-MAD2 之间的相互作用，抑制 Mcl-1

的表达，进而促进肿瘤细胞的死亡。为探讨敲减

CDC20影响RL95-2细胞周期及凋亡的可能作用机

制，本研究发现，转染 sh-CDC20 的 RL95-2 细胞中

Mcl-1的表达降低。此外，无论何种形式的细胞死亡

过程均伴随着DNA的损伤[20-21]。Chk1即是细胞内基

因组监视机制的核心成员，可通过DNA损伤检查点

影响细胞周期进程，帮助修复受损伤的 DNA[22-23]。

Chk1是DNA损伤的一种关卡激酶，以磷酸化的形式

参与 DNA 损伤修复，其磷酸化受 Mcl-1 调控[24]。

GAO 等[25]的研究显示 ，下调 CDC20 能通过抑制

Mcl-1/p-Chk1信号活性造成随后的DNA损伤修复受

损进而增强辐射造成的结直肠癌细胞细胞凋亡。本

研究发现，敲减CDC20可抑制RL95-2细胞中磷酸化

Chk1的表达，在体实验检测结果与体外细胞实验结

果一致。研究结果提示敲减CDC2的周期阻滞和促

凋亡作用，可能是通过削弱 Chk1 的磷酸化，抑制

DNA损伤的修复，同时抑制抗凋亡蛋白Mcl-1的表

达，进而促使细胞进入程序性死亡过程；但此过程中

涉及的机制仍需进一步研究。

综上所述，CDC20在EC组织中呈高表达且与肿

瘤的分期密切相关，在RL95-2细胞中，敲减CDC20

可通过抑制Mcl-1/p-Chk1 信号轴诱导肿瘤细胞周

期停滞和细胞凋亡，CDC20 可能因此影响 EC 的

进展。

与Ctrl组或 sh-NC组比较，** P<0.01。

图5  敲减CDC20对RL95-2细胞移植瘤组织中Mcl-1/p-Chk1信号蛋白的影响
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A：各组分离的移植瘤照片；B：各组移植瘤体积；C：各组分离的移植瘤质量；D：各组离体移植瘤组织中TUNEL染色图像以及统计

学分析结果；E：各组离体移植瘤组织中Mcl-1和p-Chk1免疫组化染色图像以及统计学分析结果。

与Ctrl组或 sh-NC组比较，*P<0.05，**P<0.01。

图6  敲减CDC20抑制裸鼠移植瘤生长和移植瘤组织中Mcl-1/p-Chk1信号
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