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沉默沉默 DDX17通过降低通过降低 mTORC1活性抑制肺动脉平滑肌细胞的活性抑制肺动脉平滑肌细胞的
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摘要：目的  探讨DDX17在肺动脉高压发生发展中对肺动脉平滑肌细胞（PASMCs）增殖和迁移的作用及机制。方法  PASMCs

体外培养，分别经低氧模拟肺动脉高压体外环境、转染 si-Ddx17干扰DDX17表达、胰岛素恢复mTORC1活性。设置分组：

PASMCs正常培养组（CON组）；PASMCs缺氧组（Hy组）；正常培养组 PASMCs+si-Ddx17（si-Ddx17组）；缺氧组 PASMCs+si-

Ddx17（Hy+si-Ddx17组）；缺氧组 PASMCs+胰岛素（Hy+insulin组）；缺氧组 PASMCs+si-Ddx17+胰岛素（Hy+si-Ddx17+insulin

组）。增殖细胞核抗原（Ki-67）免疫荧光染色检测PASMCs增殖能力，划痕及 transwell实验检测PASMCs迁移能力。Western 

blotting检测DDX17、4EBP1、S6、p-4EBP1、p-S6蛋白水平变化。通过腹腔注射野百合碱（MCT）诱导小鼠肺动脉高压形成、转染

AD-Ddx17i沉默体内DDX17的表达后，采用HE染色实验评估小鼠肺血管的形态。结果  与CON组相比，Hy组PASMCs的增

殖及迁移能力增强（P<0.01）且p-4EBP1、p-S6蛋白的表达升高（P<0.01）；与Hy组相比，Hy+si-Ddx17组PASMCs的增殖及迁移

能力明显降低（P<0.05）；与Hy组相比，Hy+si-Ddx17组p-4EBP1、p-S6蛋白的表达降低（P<0.05）。与Hy+si-Ddx17组相比，Hy+

si-Ddx17+insulin组增殖及迁移能力增强（P<0.05）。在MCT诱导的肺动脉高压小鼠体内转染AD-Ddx17i后，肺血管管腔狭窄

及内膜增生均有所减轻。结论  本研究发现在缺氧诱导的PASMCs和MCT诱导的肺动脉高压小鼠中DDX17的表达均升高，干

扰DDX17的表达后可明显抑制PASMCs的增殖、迁移及肺动脉高压小鼠的肺血管的重构，其机制与mTORC1活性降低有关。
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Silencing DDX17 inhibits proliferation and migration of pulmonary arterial smooth 
muscle cells in vitro by decreasing mTORC1 activity
DENG Xiangxiang1, 2, WANG Jia2, 3, XIONG Mi1, 2, WANG Ting2, YANG Yongjian2, LI De2, SUN Xiongshan1, 2

1Department of Cardiovascular Medicine, School of Clinical Medicine, Southwest Medical University, Luzhou 646000, China; 2Department 
of Cardiology, Western Theater Command General Hospital, Chengdu 610083, China; 3School of Medicine, Southwest Jiaotong University, 
Chengdu 610031, China

Abstract: Objective  To investigate the mechanism of DDX17 for regulating proliferation and migration of pulmonary arterial 
smooth muscle cells (PASMCs) during the development of pulmonary hypertension (PH). Methods  In murine PASMCs 
cultured under normoxic or hypoxic conditions, the effects of transfection with si-Ddx17 and insulin treatment, alone or in 
combination, on cell proliferation and migration were evaluated using Ki-67 immunofluorescence staining, scratch assay and 
Transwell assay. Western Blotting was performed to detect the changes in protein expression levels of DDX17, 4EBP1, S6,         
p-4EBP1, and p-S6. In a mouse model of PH induced by intraperitoneal injection of monocrotaline (MCT), the changes in 
pulmonary vasculature were examined using HE staining following tail vein injection of AD-Ddx17i. Results  The PASMCs in 
hypoxic culture exhibited significantly enhanced cell proliferation and migration and protein expressions of p-4EBP1 and p-S6, 
and these changes were obviously reversed by transfection with si-Ddx17. Treatment with insulin significantly attenuated the 
effect of si-Ddx17 against hypoxic exposure-induced changes in PASMCs. In the mouse model of MCT-induced PH, 
transfection with AD-Ddx17i obviously alleviated pulmonary vascular stenosis and intimal hyperplasia. Conclusion  The 
expression of DDX17 is elevated in hypoxia-induced PASMCs and PH mice, and silencing DDX17 significantly inhibits 
PASMC proliferation and migration in vitro and pulmonary vascular remodeling in PH mice by reducing mTORC1 activity.
Keywords: DDX17; pulmonary hypertension; pulmonary artery smooth muscle cells; proliferation; migration; mTORC1

肺动脉高压（PH）是一种多种原因引起的血流动力

学及病理生理学疾病，其诊断标准为静息时平均肺动脉

压增加超过或等于20 mmHg［1］。目前肺动脉高压最常

见的临床分型分有5类：动脉性肺动脉高压；左心疾病

相关的肺动脉高压；合并肺部疾病和/或缺氧的肺动脉

高压；慢性肺动脉阻塞相关的肺动脉高压；机制不明和/

或多因素的肺动脉高压［2］。尽管肺动脉高压有相应的

靶向治疗，如钙通道阻滞剂、前列环素类似物 （PCA）、

内皮素A和B受体拮抗剂（ERA）、内皮素A和B受体拮

抗剂（ERA）和可溶性鸟苷酸环化酶激动剂［3］，但3年生

存率仅为68%~70%［4］，其5年死亡率高达50%［5］。因此

探索肺动脉高压的生理病理机制以及寻找新型的治疗

方式具有重要的意义。

DEAD-box（DDX）17 是 DEAD-box RNA 解旋酶
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家族中的关键成员之一，位于人类染色体 22q13.1，在

转录和翻译修饰后产生两种相对分子质量分别为

72 000和 82 000的稳定蛋白，这些蛋白分别称为p72和

p82，包含 650 和 729 个氨基酸［6］，参与炎症小体的激

活［7］、细胞内RNA结构调控［8］、肿瘤的发生发展［9］、氧化

还原代谢和细胞迁移/侵袭等调控［10］。既往研究表明，

DDX17可促进多种癌细胞生长、迁移和侵袭［11-14］，且在

循环系统中起着重要作用，如可以通过促进线粒体稳态

来保护心脏功能［15］、抑制雌激素受体α（ERα）的激活减

少阿霉素（DOX）诱导的心肌细胞凋亡［16］，作为心脏生理

肥大相关调节因子（CPhar）的结合伴侣对心脏起保护作

用［17］，介导SFRP4/Wnt/β-catenin轴调节促进脂肪组织

来源的间充质干细胞（ADMSC）分化为心肌细胞［18］。但

目前DDX17在PASMCs中的表达及功能尚未见明确

报道。本研究通过低氧培养PASMCs模拟肺动脉高压

体外环境，转染特异性 si-RNA干扰DDX17的表达，探

究DDX17在PH发生发展和PASMCs增殖及迁移中的

调控机制，以期为改善及治疗PH提供新的治疗靶方向。

1  材料和方法

1.1  实验动物

40只C57BL /6J野生型雄性小鼠，体质量20~25 g，

6~8周龄，购买自斯贝福（北京）生物技术有限公司，生产

许可证编号：SCKY（京）2019-0010；C57BL/6J小鼠饲养

于25 ℃恒温，常规饲料和自由饮水，以及12 h光照/黑暗

交替循环的屏障环境中，动物实验符合伦理审批（伦理

批号：2023EC5-ky065）。

1.2  实验细胞和主要试剂

小鼠肺动脉平滑肌细胞系PASMCs（深圳豪地华拓

公司），磷酸盐缓冲液、DMEM高糖培养基及0.25%胰

蛋白酶（成都米地科生物科技有限公司），青霉素-链霉

素溶液、特级胎牛血清（成都国敖科技有限公司），RT-

qPCR试剂盒（Takara），内参及目的基因引物（生工生

物），4E 结合蛋白 1（4EBP1）抗体、磷酸化 4EBP1（p-

4EBP1）抗体、核糖体蛋白 S6（S6）抗体、磷酸化 S6（p-

S6）抗体（CST），Ki-67 抗体（北京博奥森生物有限公

司），重组人胰岛素（Solarbio），MCT（MCE），si-Ddx17

（5'-GCACCCAUCCUUAUUGCUATT-3'）、NC-siRNA

（5'-UUCUCCGAACGUGUCACGUTT-3'）［19］，引物合

成及购买于苏州吉玛基因股份有限公司。

1.3  实验方法

1.3.1  细胞培养及干预   PASMCs在含有 10%胎牛血

清、1%双抗的DMEM高糖培养基培养，每隔 2~3 d换

液，待细胞密度培养至90%左右时，用0.25%胰酶进行

消化，1∶3进行传代培养，选择对数生长期细胞（3~5代）

进行后续实验。为构建肺动脉高压模型，将PASMCs在

缺氧（2% O2、5% CO2 培养箱）中 37 ℃培养，诱导 

PASMCs 体外增殖和迁移。为进一步干扰DDX17表

达，待细胞密度至60%左右时进行转染 si-RNA，分为2

组：NC-siRNA组（转染NC的siRNA）、siRNA-Ddx17组

（转染靶向 DDX17 的 siRNA），先稀释转染试剂及 si-

RNA，用无血清的培养基分别与 Lipofectamine 和 si-

RNA各自混合均匀，siRNA终浓度为 50 nmol/L，再将

稀释好的 si-RNA溶液逐滴加入到转染试剂溶液中，于

室温下孵育20~30 min，最后将混合液加人6孔板中，采

用无血清培养基，培养6 h后换成完全培养基继续孵育。

为 进 一 步 探 究 DDX17 是 否 通 过 mTORC1 调 节 

PASMCs增殖及迁移，在干扰DDX17表达后，向相应的

组别中加入人重组胰岛素（5 mg/L）孵育24 h。

1.3.2  RT-qPCR检测DDX17的mRNA表达   根据试剂

盒的说明书，使用TRIzol法提取PASMCs的总RNA，将

RNA逆转录为cDNA后扩增。所有引物均由生工生物

合成，引物序列如下：GAPDH上游序列为 5'-AACTT 

TGGCATTGTGGAAGG-3'，下游序列为 5'-ACACATT 

GGGGGTAGGAACA-3'；DDX17上游序列为5'-TATG 

GAAGCCCAAATTCTGC-3'，下游序列为 5'-CAGATC 

GGCCTATCCCACTA-3'［15］。

1.3.3  Western blotting检测DDX17及mTORC1下游靶

蛋白水平   按照蛋白提取试剂盒提取各组细胞及组织

蛋白，用BCA法测量各种蛋白浓度。取适量蛋白样本

进行SDS-PAGE电泳分离、聚偏二氟乙烯膜转膜、牛血

清白蛋白封闭，加入对应一抗（DDX17、p-S6、p-4EBP1、

S6、4EBP1和β-tublin），4 ℃孵育过夜。次日复温1 h后，

用缓冲液清洗条带，然后加入山羊抗兔Ⅱ抗（稀释比

为 1∶5000），孵育1 h后，用缓冲液洗涤，接着加入ECL 

化学发光液显色，最后通过ImageJ分析条带。

1.3.4  Ki-67细胞免疫荧光染色检测PASMCs增殖能力 

待6孔板爬片上细胞长至合适密度时，倒掉培养液，依

次使用PBS清洗后加入4%多聚用醛固定30 min；固定

结束后倒除多聚甲醛，用PBS浸洗后每孔加入1 mL的

免疫染色通透液作用10~15 min，结束后用5% BSA封

闭30 min，再加入Ki-67 Ⅰ抗（稀释比为1∶500）4 ℃ 孵

育过夜，次日复温30 min，吸出Ⅰ抗，用PBS清洗后加入

荧光Ⅱ抗（bs-0295G-FITC，稀释比：1∶500），避光条件下

室温孵育1 h，吸出Ⅱ抗，PBS 再次清洗后加DAPI染液

约200 μL避光室温孵育5 min，吸出DAPI染液，用PBS

清洗，用抗荧光淬灭剂封片，并在荧光显微镜下观察图

像，记录Ki-67阳性细胞率。

1.3.5  Transwell 实 验 检 测 PASMCs 迁 移 能 力   将

PASMCs消化后接种于12孔板中（约8×103/孔），上室加

入 300 μL无血清细胞混悬液，下室加入 500 μL含有 

30%胎牛血清的培养基。待迁移24 h后，倒掉上室中多
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余培养基，使用4%的多聚甲醛进行固定20 min后，用

PBS清洗1遍，轻轻擦拭上室中的上层细胞，用0.1%的

结晶紫对下层细胞进行染色， PBS清洗后在显微镜下

进行观察，随机选取 5 个视野计数迁移细胞。

1.3.6  划痕实验检测PASMCs迁移能力   用记号笔在6

孔板背面划横线，大约每隔 1 cm均匀划一条横线线，每个

孔划3 条。将呈对数生长的PASMCs消化后，铺适量细

胞于6孔板中，待细胞增殖到 90% 左右，用无菌的规格为 

100 µL 吸头垂直于竖线划一道痕，随后用 PBS 洗涤细胞 

2 遍，加入无血清培养基，拍摄时间点为 0 h 的细胞，放入

常氧或低氧细胞培养箱中继续培养，于24 h 后用光学显

微镜拍照，以划痕的宽窄变化快慢测量细胞迁移率。

1.3.7  小鼠肺动脉高压模型的建立   将40只C57BL/6J野

生型小鼠饲养1周后随机分为对照组、MCT组、对照组

+AD-Ddx17i组、MCT+AD-Ddx17i组，10只/组。MCT

处理组小鼠每周1次腹腔注射600 mg/kg［20］MCT并维持8

周，为了干扰小鼠体内 DDX17 的表达，在小鼠注射

MCT第4周时，对照组和MCT组尾静脉注射阴性对照

腺病毒 AD-NC，对照组+AD-DDX17 组和 MCT+AD-

DDX17组转染腺病毒AD-DDX17，此后每周追加注射

腺病毒，在最后1次腹腔注射MCT的第8天进行取材。

1.3.8  HE染色   首先在37 ℃的恒温箱中烤片1~2 h，接

着将切片放入二甲苯Ⅰ、二甲苯Ⅱ中脱蜡，每次15 min，

之后将切片放入100%、95%、90%、80%、70% 乙醇溶液

中进行水化后用蒸馏水冲洗，使切片恢复到水相环境。

再将切片放入苏木精染液中染色5~10 min，用流水冲洗

切片后再将切片放入伊红染液中染色2~3 min，最后进

行脱水、透明，然后滴加中性树胶，用盖玻片封片，进行

肺血管壁厚度统计。

1.3.9  统计学分析   应用GraphPad Prism 9 软件进行数

据统计处理。所有数据均用均数±标准差表示，多组样

本之间的对比运用单因素方差分析，对于配对样本，则

采用 t 检验，以P<0.05时为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  DDX17在缺氧培养的PASMCs中表达升高

qPCR 和 Western blotting 实验结果显示，缺氧组

DDX17的mRNA水平和DDX17蛋白表达与对照组相

比，明显升高（P<0.01，图1）。

2.2  干扰DDX17表达可抑制PASMCs增殖和迁移

Western blotting实验结果显示沉默组 DDX17 的

表达下降（P<0.05，图 2A、B），划痕实验结果显示，与对

照组相比，缺氧组细胞划痕愈合速度增快（P<0.01），而

降低 DDX17表达后，这种增快被削弱（P<0.05，图2C、

D）。Transwell迁移实验结果与划痕一致，缺氧24 h处理

后，缺氧组细胞迁移数量与对照组相比，明显增加（P<

0.01）；缺氧+si-Ddx17组细胞迁移数量与缺氧组相比，明

显减少（P<0.01，图2E、F）。Ki-67免疫荧光染色显示，和

对照组相比，缺氧显著增高了 Ki-67 阳性细胞率（P<

0.01），干扰DDX17的表达后，Ki-67阳性细胞率增加被

抑制（P<0.05，图2G、H）。

2.3  干扰DDX17的表达降低了mTORC1的活性

Western blotting 实验结果显示，与对照组相比，

缺氧处理后，mTORC1 的关键底物 p-4EBP1 和 p-S6

蛋白水平显著增加，而干扰DDX17的表达后，缺氧组

p-4EBP1和 p-S6蛋白水平均有所降低（P<0.05，图3）。

2.4  沉默 DDX17 通过降低 mTORC1 活性发挥其对

PASMCs增殖、迁移的抑制作用

Western blotting 实验结果显示（图 4A~C），缺氧

+si-Ddx17组的 p-4EBP1和 p-S6蛋白表达量较缺氧组

低（P<0.05）；缺氧+si-Ddx17+胰岛素组的 p-4EBP1和

p-S6蛋白表达量较缺氧+si-Ddx17组升高（P<0.05）。划

痕实验显示（图4D、E），与缺氧组相比，缺氧+si-Ddx17

组细胞划痕愈合速度减慢（P<0.01）；与缺氧+si-Ddx17

组相比，缺氧+si-Ddx17+胰岛素组划痕愈合速度增

快（P<0.05）。Transwell迁移实验结果显示（图4F、G），

与缺氧组相比，缺氧+si-Ddx17 组细胞迁移数量减少
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图1　低氧对 PASMCs 中 DDX17表达的影响
Fig.1　Effect of hypoxia on DDX17 mRNA (A) and protein expression level (B, C) in PASMCs (n=3, Mean±SD). **P<0.01 vs 
CON group.
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图2　低氧条件下DDX17对PASMCs 增殖及迁移的影响
Fig.2　Effect of DDX17 silecing on proliferation and migration of PASMCs exposed to hypoxia (n=3, Mean±SD). A: DDX17 mRNA 
level in PASMCs. B, C: Protein expression level of DDX17 in PASMCs. D, E: Scratch healing assay for assessing changes in 
migration of PASMCs after the treatments (scale bar=100 µm. F, G: Transwell assay for assessing changes in migration ability of 
PASMCs after the treatments (scale bar=100 µm). H, I: Results of immunofluorescence staining of Ki-67 for assessing 
proliferative ability of PASMCs (scale bar=200 μm).  *P<0.05, ** P<0.01 vs CON group; #P<0.05, ##P<0.01 vs Hy group.
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（P<0.05）；与缺氧+si-Ddx17组相比，缺氧+si-Ddx17+胰

岛素组细胞迁移数量增加（P<0.01）。Ki-67 免疫荧光

染色结果显示（图4H、I），缺氧+si-Ddx17组与缺氧组相

比，Ki-67阳性细胞率减少（P<0.01）；与缺氧+si-Ddx17

组相比，缺氧+si-Ddx17+胰岛素组Ki-67阳性细胞率增

加（P<0.01）。

2.5  干扰DDX17表达抑制MCT诱导肺动脉高压小鼠

肺动脉新生内膜增生

Western blotting实验发现，与对照组相比，MCT组

小鼠血管中DDX17的表达升高，与MCT组相比，MCT+

AD-Ddx17i组DDX17的表达降低（P<0.05，图5A、B）。

通过HE实验显示，MCT诱导后，血管管腔明显狭窄，新

生内膜增厚；沉默DDX17后，管腔狭窄及内膜增生有所

减轻（图5C、D）。

3  讨论

PH是一种严重的肺血管疾病，其特征是血管平滑

肌细胞过度增殖、细胞外基质沉积增加以及炎症细胞在

肺血管系统壁内积累，从而导致肺血管阻力增加［21］，血

管顺应性下降［22］。然而目前肺动脉高压的疗法主要针

对肺血管收缩，不能有效干预或逆转肺动脉血管重

塑［23］。因此，亟待新的探索来解决PH中肺动脉的病理

重塑。本研究通过干扰DDX17的表达，探讨DDX17对

小鼠PASMCs增殖、迁移的调控及有关机制。

DDX17属于DEAD-box RNA解旋酶家族，是细胞

核和细胞质穿梭蛋白。DEAD-box蛋白在C端具有富

含精氨酸和甘氨酸（RG）的区域［24］，而DDX17在哺乳动

物特异性 C 端延伸（CTE）中有一个富含脯氨酸的区

域［25］，富含脯氨酸的区域通常可以介导蛋白质-蛋白质

相互作用［26］。他们在大多数组织和细胞中表达，并参与

正常生理功能的调节［6］。既往研究发现DDX17通过与

Hippo信号通路的下游靶点YAP相互作用促进肿瘤细

胞增殖［27］。还有研究发现［13］ DDX17 通过表达可以促进

MYC转录激活，从而促进肝细胞癌的迁移和侵袭。此

外 还 有 研 究 发 现 DDX17 可 以 通 过 miR-149-3p/

CYBRD1通路促进结肠癌细胞的转移［12］。以上研究均

表明DDX17在多种细胞增殖及迁移方面发挥重要作

用。由于PASMCs的增殖及迁移是PH发生发展中的

关键环节，因此我们验证了DDX17在PASMCs的表达，

观察到缺氧组中DDX17表达明显增加，而干扰DDX17

表达后，PASMCs的增殖和迁移能力受到抑制，说明

DDX17正相调控PASMCs的增殖和迁移过程，然而调

控的具体分子机制尚不清楚。

mTOR是位于PI3K-AKT信号通路下游的丝氨酸/

苏氨酸激酶，在细胞生长、代谢、增殖、分化等生理过程

中起关键作用［28］。mTORC1是其发挥作用的关键蛋白

复合物之一［29］，可以通过磷酸化调节核糖体、mRNA、蛋

白质合成及翻译等过程，增强细胞增殖和生长［30］。既往

大量研究发现mTORC1信号的激活可以导致 PASMCs

增殖和促进随后的PH发展［31］，是肺动脉高压形成的关

键步骤［32，33］，而抑制 mTORC1可以减弱 PH的发展［34］。

而DDX17作用功能十分强大，几乎可以参与RNA代谢

的所有过程［6］、介导蛋白质互相作用［26］，因此，我们猜测

DDX17是否可以通过mTORC1影响肺动脉高压的进

展。我们首先研究了DDX17与mTORC1的关系，众所

周知，核糖体蛋白 S6激酶（S6）和真核翻译起始因子4E

结合蛋白1（4EBP1）是mTORC1的两个关键底物，我们

发现降低DDX17的表达后，S6和4EBP1的磷酸化水平

均降低，提示mTORC1活性受到了限制。为了进一步

探索 mTORC1 在 DDX17 调控 PASMCs 功能中的作

用，我们加入胰岛素恢复mTORC1活性后［35］，结果显示

p-S6和p-4EBP1表达明显升高。在mTORC1活性恢复

后，DDX17表达降低对PASMCs增殖及迁移的抑制效

果被逆转，由此我们证明沉默 DDX17可能通过降低

mTORC1活性从而抑制小鼠PASMCs增殖及迁移，但
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图4　mTORC1在DDX17沉默介导的PASMCs增殖和迁移抑制中的作用
Fig.4　Role of mTORC1 in DDX17 silencing-mediated inhibition of proliferation and migration of PASMCs (n=3, Mean±SD). A-C: 
Protein levels of p-4EBP1 and p-S6 in the cells detected using Western blotting. D, E: Scratch healing assay for assessing migration 
ability of PASMCs (scale bar=100 µm). F, G: Transwell assay for assessing migration ability of PASMCs (scale bar=100 µm). H, I: 
Immunofluorescence staining of Ki-67 for assessing proliferative ability of PASMCs (scale bar=200 µm). *P<0.05, **P<0.01 vs Hy 
group; #P <0.05, ##P<0.01 vs Hy+si-Ddx17 group.
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DDX17影响mTORC1活性的具体机制尚不清楚，我们

猜测DDX17可能通过影响mTORC1上游一些分子的

转录来实现这一作用。如：RHEB是mTORC1上游的

主要活性调节分子［36］，DDX17可以通过促进RHEB的

转录去增强mTORC1的活性；TSC1是抑制mTORC1

活性的调节分子［37］，DDX17可能通过抑制TSC1的转录

来提高mROC1的活性，因此还需进一步的研究。

为了进一步验证DDX17在体内肺动脉高压形成

的作用，我们建立了小鼠肺动脉高压的模型，结果发现

肺动脉高压组小鼠DDX17表达显著升高，说明DDX17

在肺动脉高压形成过程中可能发挥某种作用。沉默

DDX17后，我们发现肺血管管腔狭窄程度减轻，因此推

断沉默DDX17 可以抑制小鼠肺血管平滑肌细胞增殖

迁移及血管重构。

综上所述，沉默DDX17表达，可能通过降低mTORC1

活性来抑制肺血管平滑肌细胞增殖与迁移，从而抑制肺

动脉高压的进展。本研究为肺动脉高压的防治提供了

新的思路，但其深入分子机制还有待于进一步研究。

Declaration of interests: The authors declare no competing 
interests.
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