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摘要： 目的 分析肝细胞癌病人细胞分裂周期基因 20（CDC20）表达与临床病理特征的关系及对预后的影响。方法 收集

2016年 5月至 2017年 12月在商丘市第三人民医院行手术治疗的肝细胞癌病人 146例，实时荧光定量逆转录聚合酶链反应

（qRT-PCR）、蛋白质印迹法和免疫组织化学检测肝细胞癌及癌旁组织中CDC20的表达情况。将免疫免疫组织化学评分 0~7分
和 8~12分的病人分别设为CDC20低水平组（n=86）和CDC20高水平组（n=60），分析两组间的临床病理特征和生存率。结果

CDC20 mRNA在肝细胞癌组织中相对表达水平为（2.33±0.67），高于癌旁组织（0.97±0.29）（P<0.001）。CDC20在肝细胞癌组织

中蛋白表达水平为（0.91±0.05），高于癌旁组织（0.14±0.05）（P<0.001）。CDC20在肝细胞癌组织中阳性表达率为 77.4%（113/
146），高于癌旁组织 8.2%（12/146）（P<0.001）。CDC20的表达与病人的肿瘤长径、被膜侵犯、脉管侵犯、肿瘤多发、分化程度和

TNM分期有关（均P<0.05）。CDC20高水平组术后 3年总生存率（61.7%）和疾病无进展生存率（50.0%），均低于CDC20低水平

组（87.2%、69.8%）（均P<0.05）。结论 肝细胞癌中CDC20的水平增加，可能参与肿瘤的增殖和侵袭。CDC20高水平提示病人

的不良预后，可能成为肝细胞癌预后判断的标志物。

关键词： 癌，肝细胞； 细胞分裂周期基因20； 病理学，临床； 预后
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Abstract： Objective To analyze the relationship between the expression of hepatocellular carcinoma cell division cycle gene 20
(CDC20) and clinicopathological characteristics of patients and its impact on prognosis.Methods A total of 146 hepatocellular carci‐
noma patients who underwent surgical treatment in Shangqiu Third People's Hospital from May 2016 to December 2017 were collected.
Real-time fluorescence quantitative polymerase chain reaction (qRT-PCR), Western blotting and immunohistochemistry were used to
detect the expression of CDC20 in hepatocellular carcinoma and adjacent tissues. The patients with immunohistochemical score of 8-12
points were enrolled in CDC20 high leave group (n=60), and the patients with immunohistochemical score of 0-7 points were enrolled in
CDC20 low leave group (n=86). The clinicopathological features and survival rates of the two groups were analyzed.Results The rela‐
tive expression level of CDC20 mRNA in hepatocellular carcinoma tissues was (2.33±0.67), which was higher than that of adjacent tis‐
sues(0.97±0.29), (P<0.001). The protein expression level of CDC20 in hepatocellular carcinoma tissue was (0.91±0.05), which was
higher than that of adjacent tissues (0.14±0.05) (P<0.001). The positive expression rate of CDC20 in hepatocellular carcinoma tissues
was 77.4% (113/146), which was higher than that in adjacent tissues 8.2% (12/146) (P<0.001). The high expression of CDC20 was re‐
lated to the patient's maximum tumor diameter, capsule invasion, vascular invasion, tumor frequency, degree of differentiation and
TNM stage (all P<0.05). The 3-year overall survival rate (61.7%) and disease progression-free survival rate (50.0%) in the CDC20 high
leave group were lower than those in the CDC20 low leave group (87.2%, 69.8%) (All P<0.05).Conclusions The expression level of
CDC20 in hepatocellular carcinoma is increased, which may be involved in tumor proliferation and invasion. The high expression of
CDC20 indicates poor prognosis of patients, and it is expected to become a tumor marker for judging the prognosis of hepatocellular car‐
cinoma.
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肝细胞癌在全球肝脏恶性肿瘤中发病率呈上

升趋势，已成为癌症死亡的第二大诱因［1］。乙型肝

炎病毒或丙型肝炎病毒慢性感染、肝硬化、酒精性

肝病和黄曲霉毒素等造成了肝细胞癌的高发病

率［2-4］。然而，促进肝癌发病机制仍不清楚。在肝细

胞癌发生过程中，细胞周期检查点的改变可能与癌

症形成密切相关［5］。细胞分裂周期基因 20（CDC20）
是细胞周期检查点的调节剂，与细胞周期后期中复

合物/环体相互作用的调节蛋白和有丝分裂相关［6］。

CDC20可与APC结合并在有丝分裂和G1期激活细

胞周期蛋白的泛素化活性，促进细胞增殖［7］。

CDC20可通过调节细胞周期、促进细胞凋亡，抑制

恶性转化［8］。研究表明，多种癌症中CDC20的高表

达，与肿瘤的增殖、侵袭及不良预后有关［9-12］。然而，

CDC20在肝细胞癌中的研究较少，该研究通过检测

肝细胞癌组织中CDC20的水平，分析CDC20的表达

与病人临床病理特征的关系及对预后的影响，为肝

细胞癌的预后判断提供参考。

1 资料与方法

1.1 一般资料 收集 2016年 5月至 2017年 12月在

商丘市第三人民医院行手术治疗的肝细胞癌病人

146例，男 115例，女 31例，年龄范围为 38~62岁，收

集病人的临床资料。收集手术切除的肝细胞癌组

织及对应的癌旁组织，放置于−80 ℃超低温冰箱中。

术后采用电话的方式定期随访，最短随访时间 5个
月，最长随访时间 36个月，随访截止日期为 2020年
12月 1日，146例的临床资料及随访资料完整。该

研究经商丘市第三人民医院伦理委员会批准

（20160412），病人或其近亲属同意并签署知情同

意书。

1.2 研究方法

1.2.1 实时荧光定量逆转录聚合酶链反应（qRT-
PCR） qRT-PCR 检 测 肝 细 胞 癌 组 织 中 CDC20
mRNA的表达。组织中的总RNA根据 Trizol试剂盒

进行提取。提取的 RNA逆转录为互补 DNA（cD‐
NA），进行实时荧光定量 PCR。CDC20正向引物序

列 5′-TCGAAGTCACTCGGTAGCGT-3′，反向引物序

列 5′-GATCCTGCATACTGCTTGCA-3′；U6正向引物

序 列 5′-GGCCTCATCCTCATCATGGCAGUAG-3′，

反向引物序列 5′-AGCCAGATGCCTAGCGACGTGC‐
GC-3′。总反应体系为 20 μL，反应条件：95 ℃预变

性 5 min，95 ℃变性 30 s，60 ℃退火 30 s，72 ℃延伸

30 s，40个循环。以管家基因U6 mRNA水平作为内

参照，采用 2−ΔΔCt法计算 CDC20 mRNA的相对表达

水平。

1.2.2 蛋白质印迹法 蛋白质印迹法检测肝细胞

癌组织中CDC20的表达。取组织中的总蛋白，根据

BCA蛋白定量试剂盒取 30 μg的蛋白，行十二烷基

硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE），将电泳

凝胶上的蛋白湿转至聚偏二氟乙烯（PVDF）膜上，

PVDF膜放置含有 1% BSA的盒子中，孵育 2 h、之后

经过一抗孵育（1∶1 000稀释，4 ℃过夜）、TBST洗涤

3次、二抗孵育（1∶4 000稀释，室温 1 h）、TBST洗涤 3
次后，在PVDF膜上滴加适量化学发光显色液，在凝

胶成像系统中拍照，根据灰度值估测CDC20蛋白表

达水平。

1.2.3 免疫组织化学实验 免疫组织化学检测肝

细胞癌组织中CDC20的表达。切制冷冻切片，经过

脱蜡和梯度乙醇水化处理后，利用 PV6000法染色，

加入 3%过氧化氢灭活内源性过氧化物酶。置于修

复液中，加热行抗原进行修复，然后放置室温自然

冷却。经封闭后，滴加一抗（1∶200），置于 4 ℃冰箱

孵育过夜。利用磷酸缓冲盐溶液（PBS）冲洗，滴加

相应种属二抗（1∶400），室温下孵育 60 min，并用

PBS进行 3遍冲洗。滴加新鲜配制的显色液，利用

苏木素染料复染，中性树胶封固，最后置于显微镜

下观察。染色强度评分：强阳性、中等阳性、弱阳性

和阴性评分分别为 3分、2分、1分和 0分，阳性细胞

数的评分：>75%~100%、>50%~75%、>25%~50%、

5%~25%和<5%评分分别为 4分、3分、2分、1分和 0
分，染色强度评分和阳性细胞数的评分的乘积即为

总分，0~7分为低水平，8~12分为高水平。

1.3 统计学方法 应用 SPSS 21.0软件行统计分

析。计量资料以 x̄ ± s表示，组间比较采用配对 t检
验；计数资料以例（%）表示，组间比较采用 χ 2检验，

多组间的两两比较检验水准 α=0.016；采用Kaplan-

Meier法绘制疾病无进展生存率和总生存率曲线，

log-rank检验比较不同组间的生存率。以P<0.05为
差异有统计学意义。

2 结果

2.1 qRT-PCR 检 测 肝 细 胞 癌 组 织 中 CDC20
mRNA的表达 CDC20 mRNA在肝细胞癌组织表

达水平（2.33±0.67）高于对应的癌旁组织（0.97±
0.29）（t=5.95，P<0.001）。

2.2 蛋白质印迹法检测肝细胞癌组织中CDC20的
表达 CDC20蛋白在肝细胞癌组织中相对表达水

平（0.91±0.05）高于对应的癌旁组织（0.14±0.05）（t=
34.30，P<0.001）。
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2.3 免疫组织化学检测肝细胞癌组织中CDC20的
表达 CDC20在肝细胞癌阳性表达率（77.4%，113/
146）高于对应癌旁组织（8.2%，12/146），差异有统计

学意义（χ 2=142.69，P<0.001）。见图 1（仅展示 3例
病人的结果）。

2.4 CDC20 表达与病人临床病理特征的关系

CDC20的表达与病人的肿瘤长径、被膜侵犯、脉管

侵犯、肿瘤多发、分化程度和 TNM分期有关（P<
0.05），见表1。

2.5 CDC20 表达对病人术后生存率的影响

CDC20高水平组总生存率为（61.7%）和疾病无进展

生存率（50.0%）均低于 CDC20低水平组（87.2%、

69.8%）（log-rank χ 2=14.19，P<0.001；log-rank χ 2=
9.61，P=0.005）。

3 讨论

肝细胞癌是常见的恶性肿瘤，在过去的 20年
中，观察到与肝细胞癌相关的年死亡率显著增

加［13-14］。此外，根据美国国立癌症研究所“监测、流

行病学和结果数据库”SEER注册机构项目研究，到

2030年肝细胞癌的发病率将继续上升［15］。准确估

计预后，在肝细胞癌治疗中起着至关重要的作用。

寻找预测肝细胞癌预后的生物标志物具有重要的

临床价值。许多CDC20底物都参与有丝分裂过程，

包括细胞周期蛋白 B1、细胞周期蛋白A、分离酶抑

制蛋白（Securin）、双能蛋白（Geminin）和周期素依赖

激酶抑制剂 p21（P21）［16］。最近，越来越多的研究显

示CDC20在人类癌症中起致癌作用，在多种人类肿

瘤中观察到 CDC20的过度表达，与生存率降低

有关［17］。

CDC20在结直肠癌、乳腺癌、前列腺癌和胃癌

中的表达均增加［9-12］，在该研究中，肝细胞癌组织中

CDC20 mRNA和蛋白质水平均高于癌旁组织，提示

CDC20促进肝细胞癌的发生发展。目前多项研究

显示，CDC20高水平参与多种肿瘤的进展，例如Kim
等［12］研究显示，CDC20在肠化生、低度不典型增生、

高度不典型增生和早期胃癌中的表达明显高于正

常黏膜，且在高度不典型增生中的表达水平最高，

且 CDC20过表达与胃癌病人的年龄、肠道组织学、

较低的肿瘤-淋巴结-转移阶段以及较长的无复发生

存期和癌症特异性生存期相关。CDC20与前列腺

癌的恶性进展相关，CDC20高水平病人更具侵略性

的临床病理特征和不良预后［11］。Li等［18］证明了膀

胱尿路上皮癌病例中CDC20升高，而CDC20高水平

与病人的无复发生存期较短和总体生存期较差相

关。该研究中，CDC20在肝细胞癌中的表达水平与

肿瘤长径、被膜侵犯、脉管侵犯、肿瘤多发、分化程

度和TNM分期有关，说明在肿瘤长径、被膜侵犯、脉

管侵犯、肿瘤多发分化程度低和TNM晚期的病人中

CDC20的表达水平更高。提示 CDC20可能与肝细

胞癌的增殖与侵袭有关，CDC20高水平的肝细胞癌

病人具有较强的增殖活性和更强的侵袭能力，与肝

细胞癌的发展密切相关。在该研究中，CDC20高水

平病人的术后 3年总生存率和疾病无进展生存率均

较低，提示CDC20有可能成为评价肝细胞癌预后的

有效标志物。CDC20促进肝细胞癌的进展，其失活

表1 细胞分裂周期基因20（CDC20）表达水平与肝细胞癌

病人临床病理特征的关系/例（%）

病理特征

年龄

<60岁
≥60岁

性别

男

女

乙型肝炎

表面抗原

阳性

阴性

甲胎蛋白

<20 g/L
≥20 g/L

肿瘤长径

<5 cm
≥5 cm

合并肝硬化

有

无

被膜侵犯

有

无

脉管侵犯

有

无

肿瘤多发性

单发

多发

分化程度

低分化

中分化

高分化

TNM分期

Ⅰ~Ⅱ
Ⅲ~Ⅳ

例数

85
61

115
31

108
38

68
78

95
51

89
57

87
59

70
76

125
21

35
84
27

117
29

CDC20
高水平

（n=60）

36（42.4）
24（39.4）

48（41.7）
12（38.7）

47（43.5）
13（34.2）

32（47.1）
28（35.9）

31（32.6）
29（56.9）

36（40.4）
24（42.1）

42（48.3）
18（30.5）

40（57.1）
20（26.3）

45（36.0）
15（71.4）

26（74.3）
30（35.7）
4（14.8）

39（33.3）
21（72.4）

低水平

（n=86）

49（57.6）
37（60.6）

67（58.3）
19（61.3）

61（56.5）
25（65.8）

36（52.9）
50（64.1）

64（67.4）
22（43.1）

53（59.6）
33（57.9）

45（51.7）
41（69.5）

30（42.9）
56（73.7）

80（64.0）
6（28.6）

9（25.7）
54（64.3）
23（85.2）

78（66.7）
8（27.6）

χ 2值

0.13

0.09

1.01

1.87

8.05

0.04

4.58

14.31

9.32

24.64

14.75①
21.59②
14.66

P值

0.716

0.761

0.316

0.172

0.005

0.843

0.032

<0.001

0.002

<0.001

<0.001
<0.001
<0.001

注：①与低分化组比较，P<0.001。②与中分化组比较，P<
0.001。
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可能对治疗肝细胞癌有一定疗效。目前已发现几

种CDC20抑制剂，例如类毒素-抗毒素混合物酯酶、

pro-TAME和 2-［苄基-（2-硝基-苯磺酰基）-氨基］-N-

羟基-3-甲基-N-丙基-丁酰胺［19-20］。对CDC20抑制剂

的研究可能有助于阐明 CDC20在人类癌症中的作

用机制，这也是后期该研究的方向之一。

综上所述，CDC20在肝细胞癌中的表达水平增

加，可能参与肿瘤的增殖和侵袭。CDC20高水平预

示病人的预后不良，有望成为判断肝细胞癌预后的

肿瘤标志物。

（本文图1见插图6-封三）
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◇编读往来◇
《安徽医药》杂志有关文稿中法定计量单位的书写要求

本刊法定计量单位具体使用参照 1991年中华医学会编辑出版部编辑的《法定计量单位在医学

上的应用》一书。注意单位名称与单位符号不可混合使用，如 ng·kg−1·天−1应改为 ng·kg−1·d−1；组合

单位符号中表示相除的斜线多于 1条时，应采用负数幂的形式表示，如 ng/kg/min应采用 ng·kg−1·
min−1的形式；组合单位中斜线和负数幂亦不可混用，如前例不宜采用ng/kg·min−1的形式。
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