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摘     要             背景与目的：F-BOX 蛋白 （FBP） 家族成员 F-box only protein 43 （FBXO43） 在肝癌和结直肠癌等消化系

统肿瘤中高表达，促进肿瘤恶性进展，且研究显示，FBXO43 促进 p53 降解，发挥促瘤功能。为此本研

究进一步探讨 FBXO43 在胃癌中的表达及其在胃癌恶性进展中的功能与相关机制。

方法：基于 TCGA、GTEx 和 Kaplan-Meier Plotter 等在线数据库，分析 FBXO43 在胃癌组织中的表达及其与

胃癌患者预后的相关性。用 Western blot 和 qPCR 检测 FBXO43 在胃癌细胞与正常胃黏膜上皮细胞中的表

达水平；用免疫组化检测在胃癌组织与癌旁组织中 FBXO43 的蛋白水平。利用脂质体转染特异性靶向

FBXO43 和 p53 的小分子干扰 RNA 分子 （siFBXO43 和 sip53），分别或同时敲低 HGC27 和 MGC803 细胞中

的 FBXO43 和 p53 的表达，利用 CCK8、平板克隆形成、Transwell 侵袭和迁移等实验，检测细胞生长、增

殖、迁移和侵袭能力的影响；利用免疫共沉淀 （Co-IP） 检测 FBXO43 和 p53 的相互作用情况，以及敲低

FBXO43 后，p53 的总泛素化水平。

结果：TCGA 和 GTEx 数据显示，FBXO43 在胃癌中表达水平明显上调 （均 P<0.05）；Kaplan-Meier Plotter

数据显示，FBXO43 高表达的胃癌患者总生存期 （HR=1.39，95% CI=1.09~1.78，P=0.007 6）、无进展生

存期 （HR=1.35，95% CI=1.04~1.76，P=0.023）、进展后生存期 （HR=1.6，95% CI=1.18~2.17，P=0.002 1）

均显著缩短。Western blot、qPCR 和免疫组化结果显示，FBXO43 在胃癌细胞和组织中上调，FBXO43 蛋

白 水 平 与 胃 癌 患 者 肿 瘤 大 小 、 远 处 转 移 、 TNM 分 期 明 显 有 关 （均 P<0.05）。 CCK8、 平 板 克 隆 形 成 、

Transwell 侵 袭 和 迁 移 结 果 显 示 ， 敲 低 FBXO43 表 达 ， 胃 癌 细 胞 的 增 殖 、 侵 袭 和 迁 移 能 力 明 显 减 弱

（均 P<0.05）。敲低 FBXO43 表达，上调 p53 蛋白的水平。Co-IP 结果显示，FBXO43 与 p53 可以相互共沉

淀，敲低 FBXO43，p53 的总泛素化水平显著增加。功能实验结果显示，同时敲低 p53，FBXO43 敲低对

胃癌细胞的增殖、侵袭和迁移能力的抑制作用被拮抗，回复胃癌细胞的体外恶性表型 （均 P<0.05）。

结论：FBXO43 在胃癌中高表达，与胃癌患者预后不良密切相关；FBXO43 的作用机制可能是与 p53 相互

作用，促进 p53 泛素化和降解，进而发挥促进胃癌细胞恶性进展，FBXO43 有望成为胃癌治疗的靶点。
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Abstract             Background and Aims: F-box protein (FBP) family member F-box only protein 43 (FBXO43) is 

highly expressed in digestive system tumors such as liver cancer and colorectal cancer, promoting 

malignant progression of tumors. Research has shown that FBXO43 promotes the degradation of p53, 

exerting oncogenic functions. Therefore, this study was conducted to further explore the expression of 

FBXO43 in gastric cancer and its role and related mechanisms in the malignant progression of gastric 

cancer.

Methods: Based on online databases such as TCGA, GTEx, and Kaplan-Meier Plotter, the expression of 

FBXO43 in gastric cancer tissues and its correlation with the prognosis of gastric cancer patients were 

analyzed. Western blot and qPCR were used to detect the expression levels of FBXO43 in gastric cancer 

cells and normal gastric mucosal epithelial cells. Immunohistochemical staining was performed to detect 

the protein levels of FBXO43 in gastric cancer and adjacent tissues. Specific small interfering RNA 

molecules targeting FBXO43 and p53 (siFBXO43 and sip53) were transfected into HGC27 and 

MGC803 cells to knock down the expression of FBXO43 and p53 alone or simultaneously. Cell 

Counting Kit-8 (CCK8) assay, colony formation assay, Transwell invasion and migration assays were 

used to detect the effects of FBXO43 knockdown on the proliferation, invasion, and migration abilities 

of gastric cancer cells. Co-immunoprecipitation (Co-IP) was used to detect the interaction between 

FBXO43 and p53, as well as the total ubiquitination level of p53 after FBXO43 knockdown.

Results: TCGA and GTEx data showed that the expression level of FBXO43 was significantly 

upregulated in gastric cancer (both P<0.05). Kaplan-Meier Plotter data showed that high expression 

of FBXO43 was significantly associated with shortened overall survival (HR=1.39, 95% CI=1.09-1.78, 

P=0.007 6), progression-free survival (HR=1.35, 95% CI=1.04-1.76, P=0.023), and post-progression 

survival (HR=1.6, 95% CI=1.18-2.17, P=0.002 1) of gastric cancer patients. Western blot, qPCR, and 

immunohistochemistry results showed that FBXO43 was upregulated in gastric cancer cells and tissues, 

and the protein level of FBXO43 was significantly associated with tumor size, distant metastasis, and 

TNM stage of gastric cancer patients (all P<0.05). CCK8 assay, colony formation assay, Transwell 

invasion, and migration assays showed that knockdown of FBXO43 expression significantly inhibited 

the proliferation, invasion, and migration abilities of gastric cancer cells (all P<0.05). Knockdown of 

FBXO43 expression upregulated the protein level of p53. Co-IP results showed that FBXO43 and p53 

could co-immunoprecipitate with each other, and knockdown of FBXO43 significantly increased the 

total ubiquitination level of p53. Functional experiments showed that simultaneous knockdown of p53 

antagonized the inhibitory effects of FBXO43 knockdown on the proliferation, invasion, and 

migration abilities of gastric cancer cells, restoring the malignant phenotype of gastric cancer cells in 

vitro (all P<0.05).

Conclusion: FBXO43 is highly expressed in gastric cancer and is closely associated with poor 
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prognosis in gastric cancer patients. The mechanism of action of FBXO43 may involve interaction with 

p53, promoting p53 ubiquitination and degradation, thereby promoting the malignant progression of 

gastric cancer. FBXO43 is expected to become a therapeutic target for gastric cancer.

Key words           Stomach Neoplasms; F-Box Proteins; Cell Proliferation; Neoplasm Invasiveness
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胃 癌 是 常 见 的 恶 性 肿 瘤 ， 其 发 病 率 位 居 全 球

第 五 ， 病 死 率 位 居 全 球 第 三 ， 严 重 影 响 全 人 类 健

康[1-2]。尤其在中国和东南亚等人口密集和经济发

展 相 对 落 后 的 地 区 ， 胃 癌 的 总 体 发 病 人 数 和 死 亡

人数均呈高位水平[3-4]。由于早期症状不显著，多

数胃癌患者确诊在中晚期，临床治疗疗效和 5 年生

存率均不理想[5]。根据日本和韩国的胃癌早期筛查

经验，早期筛查可以显著提高胃癌患者的早诊率，

有效提高患者的治疗效果和预后[6-7]。由于人口基

数 和 经 济 发 展 等 诸 多 原 因 ， 早 期 筛 查 在 包 括 我 国

在 内 的 一 些 地 区 推 广 有 限 ， 因 此 ， 开 展 胃 癌 关 键

致 瘤 因 子 的 筛 查 和 鉴 定 研 究 ， 是 开 发 胃 癌 诊 疗 新

靶点、提高胃癌治疗和预后水平的有效途径。

F-BOX 蛋 白 （FBP） 是 一 类 含 有 F-box 基 序

（motif） 的 泛 素 连 接 酶 （E3）， 通 过 介 导 底 物 蛋 白

的 泛 素 化 修 饰 ， 调 控 底 物 蛋 白 的 稳 定 性 、 活 性 和

亚 细 胞 定 位 等 特 性 ， 发 挥 其 生 物 学 功 能[6-7]。 FBP

蛋 白 家 族 的 异 常 表 达 在 肿 瘤 发 生 发 展 中 发 挥 了 重

要作用，是肿瘤诊断和治疗的理想靶点[8-9]。研究[10-14]

表 明 ， FBP 家 族 成 员 （F-box only protein 43，

FBXO43）， 也 称 为 内 源 性 减 数 分 裂 抑 制 剂 2

（EMI2），在肝癌、结直肠癌和乳腺癌等肿瘤中高

表 达 ， 与 患 者 预 后 不 良 和 治 疗 抵 抗 呈 负 相 关 。 功

能 上 ， FBXO43 通 过 促 进 抑 癌 基 因 p53 的 降 解 而 促

进 肿 瘤 增 殖 和 侵 袭[15]。 基 于 全 基 因 组 测 序 数 据

（GWAS） 和 表 达 数 量 性 状 位 点 （expression 

quantitative trait locus， eQTL） 的 整 合 分 析 发 现[16]，

FBXO43 基 因 的 多 态 性 是 胃 癌 的 高 风 险 基 因 ， 且

FBOX43 多态性与 p53，MAPK 和 TGF-β 等肿瘤相关

通路的基因存在共表达，提示 FBOX43 在胃癌发生

发展中发挥作用[15]。因此，本研究分析了 FBXO43

在 胃 癌 中 的 表 达 水 平 、 临 床 相 关 性 和 预 后 价 值 ，

并初步探讨了 FBXO43 在胃癌中的功能。

1     材料与方法 

1.1 实验细胞株和培养　

胃癌细胞 HGC-27、MGC803 和正常胃黏膜上皮

细胞 GES-1 均购买自武汉普诺赛生物有限公司，由

中 南 大 学 湘 雅 医 院 癌 变 机 理 与 靶 向 治 疗 研 究 中 心

培 养 和 保 存 。 所 有 细 胞 均 采 用 含 10% 胎 牛 血 清 的

RPMI-1640 培养基 （VivaCell，上海），37 ℃ 5% CO2

细胞培养箱进行培养。

1.2 公共数据库资源　

利 用 UCSC XENA （https://xenabrowser. net/

datapages） 获 取 经 Toil 流 程 统 一 处 理 的 The Cancer 

Genome Atlas （TCGA， https://cancergenome. nih. gov）

和 Genotype-Tissue Expression （GTEx， https://

gtexportal. org） 的 TPM 格 式 的 RNAseq 数 据 ， 提 取

（胃腺癌） 对应 TCGA 的数据和 GTEx 中对应的正常

组 织 数 据 ， 基 于 R 软 件 （版 本 ： 4.2.1）， 利 用

ggplot2[3.3.6]、stats[4.2.1]、car[3.1-0]等 R 包进行统计

FBXO43 差异分析、临床相关性分析和可视化。基

于 Kaplan-Meier Plotter 数 据 库 （http://kmplot. com/

analysis） [17-19]，利用其收录和整合的胃癌组织高通

量 数 据 集 ， 分 析 FBXO43 与 胃 癌 患 者 总 体 生 存 期

（overall survival， OS）、 无 进 展 生 存 期 （progression 

free survival，PFS） 和进展后生存期 （post-progression 

survival，PPS） 的相关性。

1.3 Western blot和qRT-PCR实验　

通 过 Western blot 和 qRT-PCR 分 别 检 测 FBXO43

在 胃 癌 细 胞 与 正 常 胃 黏 膜 上 皮 细 胞 中 的 蛋 白 和

mRNA 表达水平。如笔者[20]之前方法：分别用蛋白

裂解液 RIPA （P0013B，碧云天，中国） 和 TRIZOL

（15596026，Invitrogen，美国） 提取蛋白质和 RNA，

再 分 别 测 定 蛋 白 浓 度 和 RNA 浓 度 。 Western blot 步

骤简述如下：取 30 μg 蛋白，按比例加入 5×上样

缓冲液，100 ℃变性 8 min。冰上冷却后，以 30 μg/孔

依 次 上 样 ， 进 行 SDS-PAGE 电 泳 、 转 膜 、 封 闭 、

一 抗 孵 育 、 洗 一 抗 、 二 抗 孵 育 、 洗 二 抗 、 发 光 。

qRT-PCR 步 骤 简 述 如 下 ： 取 1 μg RNA 通 过 逆 转 录

试 剂 盒 （QP007， GeneCopoeia） 配 制 逆 转 录 体 系 ，

进 行 逆 转 录 。 采 用 mRNA qPCR mix 试 剂 （QP003，

GeneCopoeia），配制 qPCR 体系，在 PCR Systen 9700

（ABI Gene Amp） 上 进 行 cDNA 的 扩 增 ， 利 用 PCR 

2- ΔΔ Ct 方法进行实时定量，每个样本设置 3 个复孔。

anti-FBXO43 抗 体 购 自 Proteintech （#55176-1-AP， 稀

释 比 ： 1∶1 000）， anti-p53 抗 体 购 买 自 Proteintech

（#60283-2-Ig， 1∶1 000）， anti-Tubulin 抗 体 购 自

Elabscience （#E-AB-20036，1∶2 000），用于扩增的

FBXO43 引 物 如 下 ： 正 义 引 物 5'-GGA AAG TAA 

GCA GAA ATT GGC GTG-3'， 反 义 引 物 5'-ACA TGC 

AAC ATA AAC TGG AC CC-3' （擎 科 生 物 ， 中 国）。

用 于 扩 增 的 GAPDH 引 物 ： 正 义 引 物 5'-CAG CAA 

GAG CAC AAG AGG AA-3'， 反 义 引 物 5'-ATG GTA 

CAT GAC AAG GTG CGG-3' （擎科生物，中国）。

1.4 siRNA瞬时转染　

将对数生长期的细胞提前 1 d 铺板 （6 孔板），

使转染当天细胞融合度为 30%~50%，根据说明书，

使用 Lipofectamine™2000 （Invitrogen） 分别将 50 nmol/L 

siFBXO43， sip53 和 si 阴 性 对 照 组 序 列 （siNC） 转

染 到 胃 癌 细 胞[21]。 转 染 4~6 h 后 ， 换 成 含 10% FBS

的 RPMI-1640 培养基。FBXO43 siRNA 序列为 5'-CGT 

GAA ATT GTT GTT CAA GAT-3' （擎 科 生 物 ， 中

国）； p53 siRNA 序 列 ： 5'-CGG CGC ACA GAG GAA 

GAG AAT-3' （擎科生物，中国）。

1.5 细胞迁移和侵袭实验　

Transwell 迁移和侵袭实验如前所述[22]，在装有

Transwell 小 室 （预 铺 好 Matrigel 和 未 铺 Matrigel） 的

24 孔 板 和 小 室 中 同 时 加 入 0.5 mL 无 血 清 RPMI-

1640，水化小室 （37 ℃培养箱，2 h）。将对数生长期

的细胞消化离心重悬，调整细胞密度为 60 000/mL。

在弃培养液后的 24 孔板和小室中分别加入 0.75 mL

含 10%FBS 的 RPMI-1640 和 0.5 mL 已 经 重 悬 好 的 细

胞 悬 液 ， 放 置 培 养 箱 继 续 培 养 48 h。 取 出 小 室 ，

PBS 清 洗 、 甲 醇 固 定 、 0.2% 结 晶 紫 染 色 （碧 云

天）、PBS 清洗、晾干，在显微镜下拍照并计数。

1.6 平板克隆形成和CCK8检测　

平 板 克 隆 ： 如 前 所 述[23]， 对 数 生 长 期 的 细 胞

进 行 铺 板 （6 孔 板）， 每 个 孔 加 2 mL 单 细 胞 悬 液

（每孔 1 000 个细胞），每个样品 3 个复孔，细胞培

养 箱 连 续 培 养 10 d 左 右 ， 进 行 甲 醇 固 定 ， 0.2% 结

晶 紫 染 色 液 （碧 云 天） 染 色 ， 自 来 水 轻 柔 冲 洗 ，

晾干后拍照，计数并分析结果。试验进行 3 次，每

3 个 重 复 。 CCK8 检 测 ： 如 前 所 述[24]， 将 对 数 生 长

期的细胞进行铺板 （96 孔板），每孔加入 100 μL 单

细 胞 悬 液 （每 孔 1 000 个 细 胞）， 每 个 样 品 每 天 设

置 3 个复孔，共 6 d，并设置不含细胞的纯培养基

作 为 零 孔 。 细 胞 贴 壁 后 ， 每 隔 24 h， 在 当 天 的 样

品孔中加入 10 μL CCK8 溶液 （碧云天），细胞培养

箱中培养 2 h，酶标仪测定 450 nm 处的吸光值，记

录数据，绘制生长曲线。

1.7 免疫共沉淀（co-immunoprecipitation，Co-IP）

方 法 如 前 所 述 [25] ， 采 用 Co-IP 检 测 蛋 白 相 互

作 用 和 p53 泛 素 化 。 简 而 言 之 ， 用 琼 脂 糖 珠 子

A/G-sepharose 4B （Thermo， 101242） 预 处 理 全 细 胞

裂 解 物 ， 与 指 定 抗 体 和 蛋 白 G/A-sepharose 4B 在

4 ℃ 下 孵 育 过 夜 。 用 RIPA 缓 冲 液 洗 涤 5 次 后 ， 用

2×SDSPAGE 上样缓冲液煮沸 5 min，洗脱蛋白复合

物，随后进行 SDS-PAGE 分离，用特异性抗体进行

免疫印迹。

1.8 临床标本及免疫组化检测　

从 2019 年 9 月—2020 年 1 月漯河市中心医院收

集 75 例的胃腺癌和配对癌旁组织。所有标本均于

福 尔 马 林 固 定 、 石 蜡 包 埋 ， 用 于 免 疫 组 化 。 研 究

得 到 了 漯 河 市 中 心 医 院 伦 理 委 员 会 的 批 准 （批 件

号：2019110601）。

根据通用 SP 试剂盒 （小鼠/兔链霉亲和素检测

系统，SP-9000，ZSBIO） 对福尔马林固定和石蜡包

埋 组 织 切 片 进 行 免 疫 组 化 。 将 组 织 切 片 脱 蜡 ， 然

后 进 行 抗 原 修 复 ， 并 添 加 内 源 性 过 氧 化 物 酶 阻 断

剂 以 阻 断 内 源 性 过 氧 化 物 酶 活 性 。 阻 断 抗 原 后 ，

组织切片用 FBXO43 抗体 （55176-1-AP，Proteintech）

在 4 ℃ 孵 育 过 夜 ， 然 后 在 室 温 下 用 生 物 素 标 记 的

山羊抗鼠/兔 IgG 聚合物孵育 15 min。随后加入辣根

酶 标 记 链 霉 亲 和 素 工 作 液 促 进 抗 原 抗 体 结 合 。 最

后 采 用 DAB 显 色 试 剂 盒 （ZLI-9018， ZSBIO） 和 苏

木 精 染 色 液 （BA4097， Baso） 染 色 检 测 免 疫 反 应

细胞。2 名不了解临床参数的独立病理学家对染色

强度和阳性细胞比例进行评分。经协商得分如下，

染色强度：不染色 0 分，淡黄色 1 分 （弱），棕色

2 分 （中），棕褐色 3 分 （强）。显色比 （阳性细胞

比） 分 为 0 不 着 色 ， <30% 着 色 为 1 ， 30%~60% 着

色 为 2，>60% 着色为 3。将染色强度和着色比两项

评分 （范围 0~6） 相加，评分≤3 为 FBXO43 低表达，

>3 为 FBXO43 高表达。
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qRT-PCR 步 骤 简 述 如 下 ： 取 1 μg RNA 通 过 逆 转 录

试 剂 盒 （QP007， GeneCopoeia） 配 制 逆 转 录 体 系 ，

进 行 逆 转 录 。 采 用 mRNA qPCR mix 试 剂 （QP003，

GeneCopoeia），配制 qPCR 体系，在 PCR Systen 9700

（ABI Gene Amp） 上 进 行 cDNA 的 扩 增 ， 利 用 PCR 

2- ΔΔ Ct 方法进行实时定量，每个样本设置 3 个复孔。

anti-FBXO43 抗 体 购 自 Proteintech （#55176-1-AP， 稀

释 比 ： 1∶1 000）， anti-p53 抗 体 购 买 自 Proteintech

（#60283-2-Ig， 1∶1 000）， anti-Tubulin 抗 体 购 自

Elabscience （#E-AB-20036，1∶2 000），用于扩增的

FBXO43 引 物 如 下 ： 正 义 引 物 5'-GGA AAG TAA 

GCA GAA ATT GGC GTG-3'， 反 义 引 物 5'-ACA TGC 

AAC ATA AAC TGG AC CC-3' （擎 科 生 物 ， 中 国）。

用 于 扩 增 的 GAPDH 引 物 ： 正 义 引 物 5'-CAG CAA 

GAG CAC AAG AGG AA-3'， 反 义 引 物 5'-ATG GTA 

CAT GAC AAG GTG CGG-3' （擎科生物，中国）。

1.4 siRNA瞬时转染　

将对数生长期的细胞提前 1 d 铺板 （6 孔板），

使转染当天细胞融合度为 30%~50%，根据说明书，

使用 Lipofectamine™2000 （Invitrogen） 分别将 50 nmol/L 

siFBXO43， sip53 和 si 阴 性 对 照 组 序 列 （siNC） 转

染 到 胃 癌 细 胞[21]。 转 染 4~6 h 后 ， 换 成 含 10% FBS

的 RPMI-1640 培养基。FBXO43 siRNA 序列为 5'-CGT 

GAA ATT GTT GTT CAA GAT-3' （擎 科 生 物 ， 中

国）； p53 siRNA 序 列 ： 5'-CGG CGC ACA GAG GAA 

GAG AAT-3' （擎科生物，中国）。

1.5 细胞迁移和侵袭实验　

Transwell 迁移和侵袭实验如前所述[22]，在装有

Transwell 小 室 （预 铺 好 Matrigel 和 未 铺 Matrigel） 的

24 孔 板 和 小 室 中 同 时 加 入 0.5 mL 无 血 清 RPMI-

1640，水化小室 （37 ℃培养箱，2 h）。将对数生长期

的细胞消化离心重悬，调整细胞密度为 60 000/mL。

在弃培养液后的 24 孔板和小室中分别加入 0.75 mL

含 10%FBS 的 RPMI-1640 和 0.5 mL 已 经 重 悬 好 的 细

胞 悬 液 ， 放 置 培 养 箱 继 续 培 养 48 h。 取 出 小 室 ，

PBS 清 洗 、 甲 醇 固 定 、 0.2% 结 晶 紫 染 色 （碧 云

天）、PBS 清洗、晾干，在显微镜下拍照并计数。

1.6 平板克隆形成和CCK8检测　

平 板 克 隆 ： 如 前 所 述[23]， 对 数 生 长 期 的 细 胞

进 行 铺 板 （6 孔 板）， 每 个 孔 加 2 mL 单 细 胞 悬 液

（每孔 1 000 个细胞），每个样品 3 个复孔，细胞培

养 箱 连 续 培 养 10 d 左 右 ， 进 行 甲 醇 固 定 ， 0.2% 结

晶 紫 染 色 液 （碧 云 天） 染 色 ， 自 来 水 轻 柔 冲 洗 ，

晾干后拍照，计数并分析结果。试验进行 3 次，每

3 个 重 复 。 CCK8 检 测 ： 如 前 所 述[24]， 将 对 数 生 长

期的细胞进行铺板 （96 孔板），每孔加入 100 μL 单

细 胞 悬 液 （每 孔 1 000 个 细 胞）， 每 个 样 品 每 天 设

置 3 个复孔，共 6 d，并设置不含细胞的纯培养基

作 为 零 孔 。 细 胞 贴 壁 后 ， 每 隔 24 h， 在 当 天 的 样

品孔中加入 10 μL CCK8 溶液 （碧云天），细胞培养

箱中培养 2 h，酶标仪测定 450 nm 处的吸光值，记

录数据，绘制生长曲线。

1.7 免疫共沉淀（co-immunoprecipitation，Co-IP）

方 法 如 前 所 述 [25] ， 采 用 Co-IP 检 测 蛋 白 相 互

作 用 和 p53 泛 素 化 。 简 而 言 之 ， 用 琼 脂 糖 珠 子

A/G-sepharose 4B （Thermo， 101242） 预 处 理 全 细 胞

裂 解 物 ， 与 指 定 抗 体 和 蛋 白 G/A-sepharose 4B 在

4 ℃ 下 孵 育 过 夜 。 用 RIPA 缓 冲 液 洗 涤 5 次 后 ， 用

2×SDSPAGE 上样缓冲液煮沸 5 min，洗脱蛋白复合

物，随后进行 SDS-PAGE 分离，用特异性抗体进行

免疫印迹。

1.8 临床标本及免疫组化检测　

从 2019 年 9 月—2020 年 1 月漯河市中心医院收

集 75 例的胃腺癌和配对癌旁组织。所有标本均于

福 尔 马 林 固 定 、 石 蜡 包 埋 ， 用 于 免 疫 组 化 。 研 究

得 到 了 漯 河 市 中 心 医 院 伦 理 委 员 会 的 批 准 （批 件

号：2019110601）。

根据通用 SP 试剂盒 （小鼠/兔链霉亲和素检测

系统，SP-9000，ZSBIO） 对福尔马林固定和石蜡包

埋 组 织 切 片 进 行 免 疫 组 化 。 将 组 织 切 片 脱 蜡 ， 然

后 进 行 抗 原 修 复 ， 并 添 加 内 源 性 过 氧 化 物 酶 阻 断

剂 以 阻 断 内 源 性 过 氧 化 物 酶 活 性 。 阻 断 抗 原 后 ，

组织切片用 FBXO43 抗体 （55176-1-AP，Proteintech）

在 4 ℃ 孵 育 过 夜 ， 然 后 在 室 温 下 用 生 物 素 标 记 的

山羊抗鼠/兔 IgG 聚合物孵育 15 min。随后加入辣根

酶 标 记 链 霉 亲 和 素 工 作 液 促 进 抗 原 抗 体 结 合 。 最

后 采 用 DAB 显 色 试 剂 盒 （ZLI-9018， ZSBIO） 和 苏

木 精 染 色 液 （BA4097， Baso） 染 色 检 测 免 疫 反 应

细胞。2 名不了解临床参数的独立病理学家对染色

强度和阳性细胞比例进行评分。经协商得分如下，

染色强度：不染色 0 分，淡黄色 1 分 （弱），棕色

2 分 （中），棕褐色 3 分 （强）。显色比 （阳性细胞

比） 分 为 0 不 着 色 ， <30% 着 色 为 1 ， 30%~60% 着

色 为 2，>60% 着色为 3。将染色强度和着色比两项

评分 （范围 0~6） 相加，评分≤3 为 FBXO43 低表达，

>3 为 FBXO43 高表达。
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1.9 统计学处理　

采 用 SPSS 20.0 和 GraphPad Prism 7.0 进 行 统 计

分析和统计图表制作。平均 OD 值、平均克隆数、

平 均 细 胞 数 等 计 量 资 料 以 均 数 ± 标 准 差 （x̄ ± s）
表示，两组数据间比较采用 t 检验；计数资料比较

利 用 Fisher 精 确 检 验 。 P<0.05 为 差 异 有 统 计 学

意义。

2     结　果 

2.1 FBXO43基因上调与胃癌患者预后不良相关　

从 TCGA 下载表达阵列数据 （包含 375 个胃癌

组织和 35 个对照组织），同时整合 TCGA 数据库与

GTEx 数据库，得到一个新的表达阵列数据 （共包

含 414 个 胃 癌 组 织 和 210 个 对 照 组 织）。 分 析

FBXO43 在胃癌和正常组织中的表达情况。结果显

示 FBXO43 在胃癌中高表达 （均 P<0.001）（图 1A-B）。

接下来，通过 Kaplan-Meier Plotter 评估 TCGA 数据库

中 FBXO43 对 胃 癌 的 预 后 价 值 。 并 证 实 FBXO43 高

表 达 的 胃 癌 患 者 OS （HR=1.39， 95% CI=1.09~1.78，

P=0.007 6）、 PFS （HR=1.35， 95% CI=1.04~1.76， P=

0.023）、PPS （HR=1.6，95% CI=1.18~2.17，P=0.002 1）

均较差 （图 2）。这些结果提示，FBXO43 可能作为

癌基因影响胃癌患者的生存。
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图1　在线数据库分析 FBXO43 基因在胃癌中的表达　　A：TCGA 数据库中 FBXO43 mRNA 在胃癌中表达上调；B：TCGA

和 GTEx 数据库中 FBXO43 mRNA 在胃癌中的表达上调  

Figure 1　 Analysis of FBXO43 gene expression in gastric cancer in online databases　　 A: Upregulation of FBXO43 mRNA 

expression in gastric cancer in TCGA database; B: Upregulation of FBXO43 mRNA expression in gastric cancer in TCGA 

and GTEx databases  

1.0
0.8
0.6
0.4
0.2
0.0

Pr
ob

ab
ili

ty

0
时间（月）

50 100

HR=1.39 （1.09-1.78）
P=0.007 6

150
———— 低
———— 高

1.0
0.8
0.6
0.4
0.2
0.0

Pr
ob

ab
ili

ty

0
时间（月）

50 100

HR=1.35 （1.04-1.76）
P=0.023

150
———— 低
———— 高

1.0
0.8
0.6
0.4
0.2
0.0

Pr
ob

ab
ili

ty

0
时间（月）

20 60

HR=1.6 （1.18-2.17）
P<0.002 1

80
———— 低
———— 高

FBXO43 （236852_at） FBXO43 （236852_at） FBXO43 （236852_at）

40

193 91 12438 174 36低
高

01 173 58 9349 104 23低
高

01 137 38 15247 43 19低
高

351014
Number at risk Number at risk Number at risk

A B C

OS PFS PPS

图2　Kaplan-Meier Plotter 分析 FBXO43 mRNA 与胃癌患者预后的关系 （高/低 mRNA 表达通过最佳截断值进行区分） 　　

A：OS 曲线 （n=631）；B：PFS 曲线 （n=522）；C：PPS 曲线 （n=384）   

Figure 2　 Kaplan-Meier Plotter analysis of the relationship between FBXO43 mRNA expression and prognosis of gastric 

cancer patients (high/low mRNA expression distinguished by optimal cutoff value)　　A: OS curve (n=631); B: PFS 

curve (n=522); C: PPS curve (n=384)
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2.2 FBXO43在胃癌组织和细胞中的表达　

为 了 验 证 TCGA 数 据 库 中 的 相 关 结 果 ， 利 用

Western blot、 qPCR、 免 疫 组 化 技 术 比 较 胃 癌 细 胞

与 正 常 胃 黏 膜 上 皮 细 胞 ， 及 胃 癌 组 织 与 癌 旁 组 织

中 FBXO43 的表达水平。结果显示，与正常胃黏膜

上皮细胞 GES1 相比，FBXO43 的蛋白水平和 mRNA

表 达 水 平 在 MGC803、 HGC27、 AGS 胃 癌 细 胞 中 均

明 显 上 调 （均 P<0.01）（图 3A-B）； 同 时 ， 与 癌 旁

组织相比，FBXO43 的蛋白水平在胃癌组织中也明

显上调。并且有转移胃癌组织中的 FBXO43 蛋白表

达明显高于无转移胃癌组织 （图 3C）（均 P<0.05）。

FBXO43 表达水平与胃癌临床病理特征的关系分析

的结果显示，FBXO43 表达水平与肿瘤大小 （P<0.01）、

远处转移 （P<0.01） 和 TNM 分期 （P<0.05） 明显有

关 （表 1）。上述结果提示，FBXO43 高表达与胃癌

患者的不良临床病理特征有关。

表1　FBXO43在胃癌中的表达与临床病理特征的关系[n （%） ]

Table 1　The relationship between the expression of FBXO43 and the clinicopathologic features of gastric cancer [n (%)]

特征

性别

男

女

年龄（岁）

≤50
>50

肿瘤大小（cm）

≤3
>3

低表达（n=23）

19（82.6）
4（17.4）

6（26.1）
17（73.9）

11（47.8）
12（52.2）

高表达（n=52）

35（67.3）
17（32.7）

11（21.2）
41（78.8）

9（17.3）
43（82.7）

P

0.174

0.638

0.006

特征

分化程度

中高分化

低分化

远处转移

有

无

TNM 分期

Ⅰ~Ⅱ

Ⅲ~Ⅳ

低表达（n=23）

8（34.8）
15（65.2）

5（21.7）
18（78.3）

10（43.5）
13（56.5）

高表达（n=52）

26（50.0）
26（50.0）

29（55.8）
23（44.2）

9（17.3）
43（82.7）

P

0.222

0.006

0.016
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图3　FBXO43 在胃癌细胞和组织中的表达　　A：Western blot 检测 FBXO43 在胃癌细胞和正常胃黏膜上皮细胞中的蛋白表达

水平；B：qPCR 检测胃癌细胞和正常胃黏膜上皮细胞中 FBXO43 mRNA 的表达水平；C：免疫组化检测胃癌组织及癌旁

组织中 FBXO43 蛋白水平 （比例尺= 100 μm）   

Figure 3　Expression of FBXO43 in gastric cancer cells and tissues　　A: Western blot detection of protein expression levels of 

FBXO43 in gastric cancer cells and normal gastric mucosal epithelial cells; B: qPCR detection of mRNA expression levels 

of FBXO43 in gastric cancer cells and normal gastric mucosal epithelial cells; C: Immunohistochemical detection of 

FBXO43 protein levels in gastric cancer and adjacent tissues (scale bar=100 μm)  
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2.3 敲低FBXO43表达抑制胃癌细胞的生长和增殖

为 了 研 究 FBXO43 在 胃 癌 中 的 功 能 ， 选 择

FBXO43 表 达 较 高 的 MGC803、 HGC27 两 株 胃 癌 细

胞 进 行 后 续 研 究 。 将 FBXO43 siRNA 转 染 到

MGC803 和 HGC27 细 胞 中 （MGC803-siFBXO43，

HGC27-siFBXO43） ， 以 敲 低 FBXO43 的 表 达 。

Western blot、qPCR 结果显示，MGC803-siFBXO43 和

HGC27-siFBXO43 中 FBXO43 的 表 达 明 显 下 调

（ 均 P<0.05 ） （图 4A-B）。 随 后 分 析 敲 低 FBXO43

对 MGC803 和 HGC27 细胞生长、增殖的影响。平板

克隆形成实验和 CCK8 检测实验表明，与对照细胞

相 比 ， 敲 低 FBXO43 表 达 明 显 抑 制 MGC803 和

HGC27 细胞的生长和增殖 （均 P<0.05）（图 4C-D）。
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图4　FBXO43 促进胃癌细胞的生长和增殖　　　　A-B：Western blot 与 qPCR 显示 HGC27 和 MGC803 细胞中 FBXO43 的表达被
siRNA 敲低；C：平板克隆形成实验检测敲低 FBXO43 表达对胃癌细胞增殖的影响；D：CCK8 实验检测敲低 FBXO43 表
达对胃癌细胞生长的影响  

Figure 4　 FBXO43 promotes the growth and proliferation of gastric cancer cells　　 A-B: Western blot and qPCR show 
downregulation of FBXO43 expression in HGC27 and MGC803 cells by siRNA; C: Plate colony formation experiment 
detects the effect of downregulating FBXO43 expression on the proliferation of gastric cancer cells; D: CCK8 experiment 
detects the effect of downregulating FBXO43 expression on the growth of gastric cancer cells  

2.4 敲低FBXO43表达抑制胃癌细胞的侵袭和迁移

免疫组化结果显示 FBXO43 高表达与临床胃癌

转移和预后不良有关，故进一步探讨了敲低 FBXO43

表 达 对 胃 癌 细 胞 体 外 侵 袭 和 迁 移 中 的 影 响 。

Transwell 侵袭和迁移结果显示，与对照细胞相比，

在 MGC803、HGC27 细胞中敲低 FBXO43 表达显著抑

制其细胞的侵袭和迁移 （均 P<0.05）（图 5A-B）。

2.5 FBXO43与p53相互作用，促进p53降解　

既 往 研 究[12] 显 示 ， FBXO43 促 进 p53 降 解 ， 发

挥促瘤功能。为此本研究检测了敲低 FBXO43 对胃

癌细胞中 p53 的影响。Western blot 结果显示，敲低

FBXO43 可以明显上调 HGC27 和 MGC803 细胞中 p53

的蛋白水平 （图 6A）。Co-IP 实验证实，FBXO43 与

p53 在 HGC27 和 MGC803 细 胞 中 存 在 相 互 作 用

（图 6B）。 FBXO43 促进蛋白质的泛素化降解，故

本研究分析了 FBXO43 对 p53 泛素化的影响。结果

显 示 ， 敲 低 FBXO43 明 显 降 低 了 HGC27 和 MGC803
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图5　FBXO43 促进胃癌细胞的迁移和侵袭　　　　A：Transwell 侵袭实验检测敲低 FBXO43 表达对胃癌细胞侵袭的影响；B：

Transwell 迁移实验检测敲低 FBXO43 表达对胃癌细胞迁移的影响  

Figure 5　FBXO43 promotes the migration and invasion of gastric cancer cells　　A: Transwell invasion assay detects the effect 

of downregulating FBXO43 expression on the invasion of gastric cancer cells; B: Transwell migration assay detects the 

effect of downregulating FBXO43 expression on the migration of gastric cancer cells  
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2.4 敲低FBXO43表达抑制胃癌细胞的侵袭和迁移

免疫组化结果显示 FBXO43 高表达与临床胃癌

转移和预后不良有关，故进一步探讨了敲低 FBXO43

表 达 对 胃 癌 细 胞 体 外 侵 袭 和 迁 移 中 的 影 响 。

Transwell 侵袭和迁移结果显示，与对照细胞相比，

在 MGC803、HGC27 细胞中敲低 FBXO43 表达显著抑

制其细胞的侵袭和迁移 （均 P<0.05）（图 5A-B）。

2.5 FBXO43与p53相互作用，促进p53降解　

既 往 研 究[12] 显 示 ， FBXO43 促 进 p53 降 解 ， 发

挥促瘤功能。为此本研究检测了敲低 FBXO43 对胃

癌细胞中 p53 的影响。Western blot 结果显示，敲低

FBXO43 可以明显上调 HGC27 和 MGC803 细胞中 p53

的蛋白水平 （图 6A）。Co-IP 实验证实，FBXO43 与

p53 在 HGC27 和 MGC803 细 胞 中 存 在 相 互 作 用

（图 6B）。 FBXO43 促进蛋白质的泛素化降解，故

本研究分析了 FBXO43 对 p53 泛素化的影响。结果

显 示 ， 敲 低 FBXO43 明 显 降 低 了 HGC27 和 MGC803
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图5　FBXO43 促进胃癌细胞的迁移和侵袭　　　　A：Transwell 侵袭实验检测敲低 FBXO43 表达对胃癌细胞侵袭的影响；B：

Transwell 迁移实验检测敲低 FBXO43 表达对胃癌细胞迁移的影响  

Figure 5　FBXO43 promotes the migration and invasion of gastric cancer cells　　A: Transwell invasion assay detects the effect 

of downregulating FBXO43 expression on the invasion of gastric cancer cells; B: Transwell migration assay detects the 

effect of downregulating FBXO43 expression on the migration of gastric cancer cells  
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细胞中 p53 的多聚泛素化 （图 6C）。以上结果提示

FBXO43 通过促进 p53 的泛素化降解下调 p53 表达，

从 而 抑 制 p53 发 挥 促 进 胃 癌 细 胞 恶 性 进 展 的

功能。

2.6 FBXO43 抑制 p53 促进胃癌细胞的增殖、侵袭

和迁移　

前面的结果提示 FBXO43 通过促进 p53 的泛素

化降解，从而抑制 p53 发挥促进胃癌细胞恶性进展

的 功 能 ， 故 进 一 步 探 讨 了 同 时 敲 低 FBXO43 和 p53

表达，对胃癌细胞体外增殖、迁移和侵袭的影响。

Western blot 结果显示，在 MGC803、HGC27 细胞中，

敲低 FBXO43 表达，上调 p53 蛋白的水平。同时敲

低 FBXO43 和 p53 表 达 ， 可 以 回 复 p53 的 蛋 白 水 平

（图 7A）。 平 板 克 隆 形 成 实 验 结 果 显 示 ， 敲 低

FBXO43 表达，抑制 MGC803、HGC27 细胞的增殖 ，

同时敲低 FBXO43 和 p53 表达恢复了其细胞增殖能

力 （图 7B）。Transwell 迁移和侵袭结果显示，敲低

FBXO43 表达，抑制 MGC803、HGC27 细胞的侵袭、

迁移，同时敲低 FBXO43 和 p53 表达恢复了其细胞

的侵袭和迁移能力 （P<0.01）（图 7C-D）。
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图6　胃癌细胞中 FBXO43 与 p53 结合通过泛素蛋白酶体途径增加 p53 的稳定性　　　　A：Western blot 检测敲低 FBXO43 后，

HGC27 和 MGC803 细胞中 p53 的蛋白水平；B：采用 10 μmol/L MG132 处理细胞 12 h 后，Co-IP 结果显示，HGC27 和

MGC803 细胞中，内源性 FBXO43 与 p53 之间存在相互作用；C：Co-IP 检测 HGC27 和 MGC803 细胞中，敲低 FBXO43 显

著抑制 p53 的泛素化水平  

Figure 6　 FBXO43 in gastric cancer cells binds to p53 and increases the stability of p53 through the ubiquitin-proteasome 

pathway　　 A: Western blot detects the protein levels of p53 in HGC27 and MGC803 cells after downregulating 

FBXO43; B: Co-IP results show that endogenous FBXO43 interacts with p53 in HGC27 and MGC803 cells after treatment 

with 10 μmol/L MG132 for 12 h; C: Co-IP detects that downregulating FBXO43 significantly inhibits the ubiquitination 

level of p53 in HGC27 and MGC803 cells  
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3     讨　论 

胃 癌 的 高 发 病 率 和 高 致 死 率 是 继 续 深 入 推 动

胃 癌 关 键 驱 动 因 子 和 促 瘤 分 子 机 制 研 究 的 最 好 驱

动 力[26]。 本 研 究 初 步 证 实 FBXO43 在 胃 癌 中 高 表

达 ， 与 患 者 恶 性 程 度 和 不 良 预 后 呈 正 相 关 ；

FBXO43 高 表 达 可 能 通 过 抑 制 p53 水 平 ， 促 进 胃 癌

细胞的增殖、迁移和侵袭。本研究提示，FBOX43

是 胃 癌 恶 性 进 展 的 关 键 因 子 ， 是 胃 癌 治 疗 的 潜 在

靶点，为深入开展 FBXO43 在胃癌中发挥促瘤作用

的机制研究和转化研究提供了理论支撑。

FBXO43 是细胞抑制因子的关键组成部分，其

可通过抑制后期促进复合物/细胞周期体 （APC/C）

稳 定 cyclin B， 在 细 胞 周 期 调 控 中 发 挥 重 要 作 用 ，

是 维 持 胚 胎 早 期 正 常 发 育 的 关 键 因 子[27-28]。 鉴 于

cyclin B 在多种癌症中过表达，也提示了 FBXO43 在

肿 瘤 中 的 具 有 关 键 作 用[29]。 比 如 ， 在 乳 腺 癌 中 ， 

FBXO43 表 达 显 著 上 调 ， 其 表 达 水 平 与 肿 瘤 分 期 、

大小和淋巴结转移呈正相关；FBXO43 高表达的患

者的 PFS 和 OS 显著降低[30]。在结直肠癌中 FBXO43

同 样 呈 高 表 达 ， 与 患 者 恶 性 程 度 、 化 疗 耐 药 和 更

短的 PFS 和 OS 显著正相关[31]。在肝癌中，FBXO43

高表达与患者的 TNM 分期、肿瘤体积、淋巴侵袭、

远 处 转 移 、 术 后 更 短 复 发 时 间 和 更 短 的 OS 正 相

关[10]， 是 肝 癌 患 者 预 后 不 良 的 独 立 生 物 标 志

物[12,15]。 与 上 述 研 究 一 致 ， 本 研 究 证 实 FBXO43 在
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图7　FBXO43 抑制 p53 促进胃癌细胞的增殖、侵袭和迁移　　　　A：Western blot 检测敲低 FBXO43 和 p53 表达，HGC27 和

MGC803 细胞中 FBXO43 和 p53 的蛋白水平；B：平板克隆形成实验检测同时敲低 FBXO43 和 p53 表达对胃癌细胞增殖的

影响；C：Transwell 侵袭实验检测同时敲低 FBXO43 和 p53 表达对胃癌细胞侵袭的影响；D：Transwell 迁移实验检测同

时敲低 FBXO43 和 p53 表达对胃癌细胞迁移的影响  

Figure 7　FBXO43 inhibits p53 to promote the proliferation, invasion, and migration of gastric cancer cells　　A: Western blot 

detects the protein levels of FBXO43 and p53 in HGC27 and MGC803 cells after downregulating FBXO43 and p53 

expression; B: Plate colony formation experiment detects the effect of simultaneous downregulation of FBXO43 and p53 

expression on the proliferation of gastric cancer cells; C: Transwell invasion assay detects the effect of simultaneous 

downregulation of FBXO43 and p53 expression on the invasion of gastric cancer cells; D: Transwell migration assay 

detects the effect of simultaneous downregulation of FBXO43 and p53 expression on the migration of gastric cancer cells
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胃癌中高表达，且 FBXO43 高表达与胃癌患者的恶

性 病 理 程 度 和 不 良 预 后 呈 正 相 关 ， 进 一 步 证 实 了

FBXO43 在肿瘤中的异常活化，具备成为肿瘤诊疗

和预后广谱标志物的潜力。

FBXO43 在 肿 瘤 高 表 达 得 到 了 相 对 充 分 的 研

究 ， 但 其 在 肿 瘤 中 的 功 能 和 机 制 研 究 相 对 较 少 。

比如，敲低 EMI2 可以抑制胆管癌生长、迁移和侵

袭；机制上，EMI 敲低可以抑制 PI3K/Akt 信号通路

活性，提示活化 PI3K/Akt 是 FBXO43 发挥促瘤功能

的机制之一[32]。同时，在肝癌中，FBXO43 同样可

以促进细胞生长、迁移和侵袭，且敲低 FBXO43 可

以抑制 p53 的泛素化水平，上调 p53 蛋白水平；在

敲低 FBXO43 的同时敲低 p53 可以显著恢复肝癌细

胞的恶性表型，表明抑制 p53 水平是 FBXO43 促进

肝 癌 恶 性 进 展 的 主 要 机 制[11]。 同 样 在 肝 癌 中 ，

FBXO43 还 可 以 直 接 介 导 CCND1 的 K63 型 泛 素 化 ，

促 进 其 在 肝 癌 细 胞 中 的 稳 定 ， 促 进 肝 癌 细 胞 增 殖

和 侵 袭[33]。 在 乳 腺 癌 中 ， FBXO43 则 可 以 同 PCNA

互 作 ， 促 进 乳 腺 癌 细 胞 生 长 ， 但 其 是 否 通 过 介 导

PCNA 的泛素化修饰仍待揭示[14]。本研究证实，敲

低 FBXO43 同样可以显著抑制细胞生长、迁移和侵

袭，进一步证实了 FBXO43 的促瘤作用。机制上同

样 证 实 ， FBXO43 通 过 促 进 p53 泛 素 化 降 解 ， 发 挥

抑 制 胃 癌 生 长 和 侵 袭 的 生 物 学 功 能 。 笔 者 团 队 的

研究进一步证实负调控 p53 水平是 FBXO43 促进肿

瘤恶性进展的机制普遍之一，提示靶向 FBOX43 是

一种潜在可行的恢复 p53 水平和抑制肿瘤进展的手

段，为相关抑制剂的开发提供了科学依据。

综上，本研究初步证实了 FBXO43 在胃癌中高

表 达 ， 且 与 胃 癌 恶 性 进 展 和 不 良 预 后 密 切 相 关 ；

FBXO43 高 表 达 促 进 p53 泛 素 化 降 解 而 发 挥 胃 癌 细

胞 恶 性 表 型 。 FBXO43 有 望 成 为 胃 癌 治 疗 的 靶 点 ，

为靶向 FBXO43 的肿瘤治疗转化的新策略提供了理

论支撑。
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