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［摘要］  背景与目的：DDX46是一种三磷酸腺苷依赖的RNA解旋酶，在mRNA前体剪接和核糖体组装

中发挥核心作用，其在人类肿瘤中的表达及与肿瘤的相关性少见报道。该研究旨在探讨DDX46与食管鳞癌细胞

恶性生物学行为之间的关系及可能的调控机制。方法：构建慢病毒载体和shDDX46质粒，转染食管鳞癌TE-11
细胞，建立沉默DDX46表达的稳转细胞株，采用反转录聚合酶链反应（reverse transcription polymerase chain 
reaction，RT-PCR）和蛋白质印迹法（Western blot）鉴定转染效果；采用细胞计数和克隆形成实验检测细胞增

殖能力；采用Annexin V-APC单染法流式细胞术检测细胞凋亡情况；采用Western blot检测PI3K-Akt-mTOR信号

通路相关分子及自噬相关蛋白的表达水平。结果：慢病毒介导的RNAi有效抑制DDX46在TE-11细胞中的表达

（P<0.001）。与对照组相比，靶向沉默DDX46基因后细胞计数显示，TE-11细胞生长被显著抑制（P<0.01）；

克隆形成实验显示，细胞克隆形成能力被显著抑制（P<0.01）；流式细胞术凋亡检测显示，细胞凋亡率显著增

加（P<0.01）；Western blot检测发现，PIK3CG、Akt、P-Akt和mTOR表达水平显著下降（P<0.01），PTEN表

达水平无显著变化（P＞0.05），而Beclin 1和LC3表达显著上调（P<0.01）。结论：DDX46与食管鳞癌细胞增

殖和凋亡相关；沉默DDX46可能通过PI3K-Akt-mTOR信号转导通路，同时激活了细胞凋亡和自噬，进而影响食

管鳞癌细胞生长增殖。

［关键词］ DDX46；食管鳞癌；增殖；凋亡；自噬

DOI: 10.19401/j.cnki.1007-3639.2018.09.005
中图分类号：R735.1  　文献标志码：A　　文章编号：1007-3639(2018)09-0671-08
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［Abstract］ Background and purpose: DDX46 plays critical roles in cellular metabolism, and in many cases 
it has been implicated in cellular proliferation. The expression pattern of DDX46 in tumor tissues and its biologic role 
in neoplastic transformation have rarely been reported previously. This study aimed to elucidate the role of DDX46 
in regulating the malignant process of esophageal squamous cell carcinoma. Methods: Lentivirus-mediated RNA 
interference was applied to silencing DDX46 in esophageal squamous carcinoma cell line TE-11. Cell growth was 
monitored using high-content screening (HCS). Cell colony-forming capacity was measured by colony formation assay. 
Cell apoptosis was determined by flow cytometry. Furthermore, the changes of proteins related to PI3K-Akt-mTOR and 
autophagy were measured by Western blot. Results: Lentivirus-mediated RNAi efficiently decreased DDX46 expression 
in TE-11 cells (P<0.001). DDX46 silencing led to decreased cell growth (P<0.01), reduced the number and size of cell 
colonies (P<0.01), and increased the percentage of apoptotic cells in TE-11 (P<0.01). Moreover, DDX46 silencing 
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　　最近研究发现，DNA和蛋白质之间的中介物

质mRNA可能成为一种很有前景的抗肿瘤药物靶

点［1］。涉及RNA的生物进程需要RNA解旋酶。

它参与RNA代谢的所有环节［2-3］，RNA解旋酶

还可以通过改变癌基因表达水平，调控肿瘤启动

和进展相关信号转导通路，参与肿瘤的发生、

发展［4］。DDX46是DDX蛋白家族RNA解旋酶成

员，其在人类肿瘤中的表达及与肿瘤的相关性罕

见报道。我们的前期研究发现，食管鳞癌组织中

DDX46蛋白和mRNA的表达均明显高于相对应食

管正常组织，DDX46基因沉默能够显著抑制食管

鳞癌细胞的增殖［5］。然而，DDX46表达与食管

鳞癌恶性生物学行为之间的关系及可能的调控机

制目前尚不清楚。本研究采用短发夹RNA（short 

hairpin RNA，shRNA）干扰技术，观察靶向沉默

DDX46基因对食管鳞癌TE-11细胞恶性生物学行

为的影响，探讨其可能的分子机制，为寻找食管

鳞癌新型肿瘤标志物和治疗靶点提供实验依据。

1 材料和方法

1.1  主要试剂

　　本实验所用主要试剂包括：RNAlater（德国

Qiagen公司），TRIzol试剂、LipofectamineTM2000

转染试剂（美国Invitrogen公司），胎牛血清

（澳大利亚Ausbian公司），胰蛋白酶、EDTA

（上海生工生物工程股份有限公司），dNTPs、

Rnase Inhibitor及M-MLV反转录酶（美国Promega

公 司 ） ， P r i m e r （ 广 州 锐 博 生 物 科 技 有 限 公

司），SYBR premix ex taq、PCR扩增试剂盒（日

本TaKaRa公司），RPMI-1640细胞培养基（美

国Lonza公司），Giemsa（上海鼎国生物技术

有限公司），D-Hanks液（美国Sigma公司），

GAPDH、Akt及P-Akt抗体（美国Santa Cruz公

司），mTOR、Beclin 1抗体（美国Cell Signaling 

Technology公司），DDX46、PIK3CG、PTEN及

LC3抗体（美国Abcam公司），Annexin V-APC 

single-staining凋亡试剂盒（美国eBioscience

公司），ECL蛋白质印迹法（Western blot）

Substrate试剂盒（美国Thermo Fisher Scientific 

公司）。

1.2  细胞培养及转染

　 　 人 食 管 鳞 癌 细 胞 株 T E - 1 1 购 自 上 海 拜 力

生物科技有限公司，置于RPMI-1640培养液

中，于37 ℃、CO2体积分数为5%的培养箱内培

养。DDX46基因RNAi靶点序列和shRNA慢病

毒（shDDX46）制备和包装由上海吉凯基因化

学技术有限公司设计完成，DDX46基因shRNA

序列：5’-AGAAATCACCAGGCTCATA-3’，

阴 性 对 照 序 列 （ s h C t r l ） 应 用 公 认 序 列 ：

5’-TTCTCCGAACGTGTCACGT-3’ ［6］。胰

蛋 白 酶 消 化 对 数 生 长 期 T E - 1 1 细 胞 ， 然 后 

RPMI-1640完全培养基重悬制成（3~5）×104个

细胞/mL的悬液，均匀接种至6孔板中继续培养；

铺板量达到30%左右时，更换感染培养基，加

入最适病毒量进行感染（感染复数为10），实

验组（shDDX46组）病毒滴度2×108 TU/mL、病

毒感染用量10 μL，对照组（shCtrl组）病毒滴度

4×108 TU/mL、病毒感染用量5 μL；感染后12 h，

更换为常规培养基继续培养；观察细胞状态良

好，未出现大量死亡现象，实验组与对照组细胞

状态相当；感染后72 h，使用荧光显微镜观察报

告基因绿色荧光蛋白（green fluorescence protein，

GFP）的表达情况，荧光率即为阳性感染率，细

胞感染率达到70%以上者可以继续下游实验。

采用反转录聚合酶链反应（reverse transcription 

polymerase chain reaction，RT-PCR）及Western 

blot检测转染效果。

induced the apparent down-regulation of PIK3CG, Akt, P-Akt and mTOR (P<0.01), and significantly increased 
expression of Beclin 1 and LC3 (P<0.01), without change in expression level of PTEN (P>0.05). Conclusion: DDX46 
plays an essential role in the progression of esophageal squamous cell carcinoma, and DDX46-mediated regulation of 
autophagy and apoptosis probably affects tumorigenesis in esophageal squamous cell carcinoma via PI3K-Akt-mTOR 
signaling pathway.

［Key words］ DDX46; Esophageal squamous cell carcinoma; Growth; Apoptosis; Autophagy
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1.3  RT-PCR

　　收集对数生长期的目的细胞，经TRIzol试剂

充分裂解后提取总RNA，采用紫外分光光度计

检测其纯度，用1.5%琼脂糖凝胶电泳鉴定样品

的完整性。依据美国Promega公司的M-MLV操作

说明书反转录RNA获得cDNA。引物来自广州市

锐博生物科技有限公司，以GAPDH基因为内参 

（表1）。两步法进行RT-PCR，2-∆∆CT法计算

DDX46基因mRNA的相对表达量（∆CT=目的基因

CT值－内参基因CT值；∆∆CT=样品∆CT值－对

照组∆CT平均值）。实验重复3次。

1.4  细胞计数检测

　　收集对数生长期的目的细胞，经胰蛋白酶消

化，完全培养基重悬细胞成悬液并计数；以2 000

个细胞/孔接种于96孔板中，每组3个复孔，培养

体系为100 μL/孔，铺板过程中每孔加入细胞数一

致，于37 ℃、CO2体积分数为5%的培养箱中培

养；铺板后第2天开始，每天用Cellomics高内涵

筛选成像系统（high content screening，HCS）检

测读板1次，连续5 d；计算出每次HCS检测扫描

孔板中带绿色荧光的细胞数量，绘出5 d的细胞增

殖曲线图：根据细胞计数值和时间点，绘制基于

细胞计数值的细胞生长曲线；计算各组细胞各时

间点细胞计数值与该组第1天的细胞计数值的比

值，获得该组细胞各时间点的增殖倍数，根据该

增殖倍数和时间点，绘制基于细胞增殖倍数的细

胞生长曲线。

1.5  克隆形成实验

　　收集对数生长期的目的细胞，经胰蛋白酶

消化，完全培养基重悬细胞成悬液并计数；以

600个细胞/孔接种于6孔板培养板中，每组设3

个复孔，培养体系为2 mL/孔；将接种细胞置于

37 ℃、CO2体积分数为5%的培养箱中持续培养

15 d，中途每5 d换液并观察细胞状态。实验终止

时PBS洗涤细胞1次；每孔加入4%多聚甲醛溶液 

1 mL，固定细胞30~60 min，PBS洗涤细胞1

次；每孔加入Giemsa染液500 μL，染色细胞

10~20  min；ddH2O洗涤细胞数次，晾干后拍照，

克隆计数（含有50个以上细胞的克隆计为1个细

胞克隆）。

1.6  细胞凋亡检测

　　收集6孔板对数生长期目的细胞胰蛋白酶消

化，完全培养基重悬细胞成悬液，与孔板上清液

细胞收集于同一5 mL离心管中（细胞数≥5×105

个），每组设3个孔；1 300 r/min离心5 min，

弃去上清液，4 ℃预冷的D-Hanks液（pH值为

7.2~7.4）洗涤细胞沉淀1次；Binding Buffer洗涤

细胞沉淀1次，1 300 r/min离心3 min收集细胞；

200 μL Binding Buffer重悬细胞沉淀；加入10 μL 

Annexin V-APC染色，室温避光10~15 min，上流

式细胞仪检测。

1.7  蛋白表达Western blot检测

　　取出目的细胞，PBS洗涤2次后，刮下细胞

转移入EP管中，经10~15 min冰上裂解后，超声

200 W破碎细胞4次（每次5 s，间隔2 s），4 ℃、 

12 000 r/min离心15 min，完成细胞总蛋白抽

提 。 取 上 清 B C A 法 测 定 蛋 白 浓 度 ， 按 每 孔 上

样量20 μg进行十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝

胶电泳（sodium dodecyl sulfate polyacrylamide 

gel electrophoresis，SDS-PAGE），4 ℃稳压

将蛋白电转移至聚偏二氟乙烯（polyvinylidene 

d i f l uo r ide，PVDF）膜上，封闭液室温封闭

PVDF膜1 h；封闭液稀释一抗（DDX46稀释度

表 1  PCR引物序列

Tab. 1  Primer sequences of PCR

Gene Primer sequences (5’-3’) Length l/bp

DDX46
Forward：AAAATGGCGAGAAGAGCAACG 110

Reverse：CATCATCGTCCTCTAAACTCCAC

GAPDH
Forward：TGACTTCAACAGCGACACCCA 121

Reverse：CACCCTGTTGCTGTAGCCAAA
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1∶200，PIK3CG稀释度1∶1 000，Akt稀释度

1∶500，P-Akt稀释度1∶500，PTEN稀释度1∶ 

1 000，mTOR稀释度1∶1 000，Beclin 1稀释度

1∶1 000，LC3稀释度1∶1 000，GAPDH稀释度

1∶2 000），然后稀释的一抗温育封闭好的PVDF

膜4 ℃过夜，洗膜缓冲液洗膜3次，每次10 min；

封闭液稀释相应的二抗（稀释度1∶2  000），然

后稀释的二抗室温下温育PVDF膜2 h，洗膜缓冲

液再洗膜3次，每次10 min；按照ECL Western Blot 

Substrate试剂盒说明书完成X线显影，晾干后用

凝胶成像处理系统扫描拍照，进行灰度值分析。

1.8  统计学处理

　　应用SPSS 19.0统计软件分析数据。计量资料

用x±s表示，均数间差异的比较采用t检验，率的

比较采用χ2检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1  慢病毒介导的RNAi有效抑制DDX46基因的

表达

　　慢病毒感染72 h后，荧光显微镜观察目的细

胞GFP的表达情况，100倍视野计数各组荧光细胞

数（shCtrl组：446±13，shDDX46组：465±16）

和总细胞数（shCtrl组：539±21，shDDX46组：

560±23），荧光细胞占比即为阳性感染率，本

实验细胞感染率达到80%以上。经shDDX46慢

病毒转染后，RT-PCR检测结果显示，TE-11细

胞DDX46基因mRNA表达明显受到抑制（图1，

P<0.001），敲减效率为86.5%；Western blot检

测结果见图1，条带灰度分析显示，TE-11细胞

DDX46蛋白表达明显受到抑制（P<0.001）。

图 1  荧光显微镜观察慢病毒目的细胞感染率（×100），RT-PCR和Western blot检测DDX46基因敲减效率

Fig. 1  Transfection efficiency monitored under fluorescence microscope (×100), RT-PCR and Western blot analysis showing that lentivirus-

mediated RNAi efficiently decreased DDX46 expression

***: P< 0.001

2.2  靶向沉默DDX46基因抑制TE-11细胞生长

　　感染慢病毒的目的细胞带有绿色荧光，HCS

可连续读取带荧光信号的细胞并拍照，然后通过

软件分析计算出各孔板中不同组别含有的目的细

胞数目。慢病毒感染目的细胞3 d后，HCS连续检

测5 d，记录同一视野各时间点带绿色荧光的细胞

数目，分别绘制计数值细胞生长曲线和增殖倍数

细胞生长曲线。与对照组（shCtrl组）相比，实

验组（shDDX46组）TE-11细胞生长被显著抑制

（P<0.01，图2）。

2.3  靶向沉默DDX46基因抑制TE-11细胞克隆形成

　　单个细胞在体外持续6次传代以上所组成的

细胞群称为克隆。通过计数克隆形成率，可以

了解细胞的独立生存和增殖成瘤能力。目的细

胞持续培养15 d后终止实验，数码相机拍照，克

隆计数，收集数据进行统计分析。每组3个重复

平板，相对于shCtrl组克隆形成数（133±8），

靶向沉默DDX46基因后，TE-11细胞克隆形成数

（shDDX46组，37±2）显著减少（P<0.01），细

胞增殖能力被显著抑制（图3）。
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2.4  靶向沉默DDX46基因诱导TE-11细胞凋亡

　 　 用 A n n e x i n  V - A P C 单 染 法 流 式 细 胞

仪 检 测 细 胞 凋 亡 能 力 ， 相 对 于 s h C t r l 组

（ 1 3 . 2 % ± 0 . 2 3 % ） ， 靶 向 沉 默 D D X 4 6 基

因 后 ， T E - 1 1 细 胞 凋 亡 率 （ s h D D X 4 6 组 ，

25.6%±0.28%）显著升高（P<0.01，图4）。

2.5  Western blot检测蛋白的表达水平

　　靶向沉默DDX46基因后，Western blot检测

PI3K-Akt-mTOR信号通路关键信号分子以及自

噬相关蛋白的表达水平，条带灰度分析结果显

示，PIK3CG、Akt、P-Akt和mTOR表达水平显

著下降（P<0.01），PTEN表达水平无显著变化 

图 2  细胞计数检测显示沉默DDX46基因抑制TE-11细胞生长

Fig. 2  HCS monitoring showed that silencing DDX46 inhibited proliferation of TE-11 cells

A: Dynamic growth of GFP-labeled TE-11 cells transfected with shCtrl and shDDX46 was monitored once a day for 5 consecutive days using HCS (×50). 
B and C: GFP-labeled transfected TE-11 cells were counted and cell growth curves were drawn accordingly; P<0.01, compared with shCtrl group

图 3  克隆形成实验显示靶向沉默DDX46基因抑制TE-11细胞克隆形成

Fig. 3  Silencing DDX46 suppressed colony formation capacity in TE-11 cells

**: P<0.01, compared with shCtrl group
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（P＞0.05），而Beclin 1和LC3表达显著上调

（P<0.01，图5），提示靶向沉默DDX46可能通过

下调PI3K-Akt-mTOR信号通路，同时激活细胞凋

亡和自噬，进而影响食管鳞癌细胞生长增殖。

图 4  单染法流式细胞术凋亡检测显示靶向沉默DDX46基因诱导TE-11细胞凋亡

Fig. 4  Flow cytometry showed that silencing DDX46 promoted apoptosis of TE-11 cells

**: P<0.01, compared with shCtrl group

图 5  Western blot检测关键信号蛋白表达

Fig. 5  Expression levels of key signaling protein measured by 

Western blot

3 讨  论

　　基因表达水平可以揭示某一信号转导通路是

否参与肿瘤细胞的增殖或分化。前期研究我们

收集了19例食管鳞癌患者新鲜手术癌及癌旁组织

（癌组织及距肿瘤边缘5 cm以上食管正常组织）

样本，应用人全基因组表达谱芯片进行成对分析

筛选差异表达基因，并使用RT-PCR验证，发现

一个先前未被关注的在食管鳞癌组织显著高表达

的基因DDX46，免疫组织化学染色显示，DDX46

蛋白主要定位于细胞核，食管鳞癌组织中的表达

明显高于相对应食管正常组织［5］。

　　DDX46是17S U2 snRNP复合物的组分［7］，

在mRNA前体剪接和核糖体组装中发挥核心作 

用 ［8-9］。人类DDX46基因位于染色体5q31.1上，

有26个外显子，编码的DDX46蛋白相对分子质

量为131×103［10］。有文献报道，DDX46在人结

肠腺癌中表达明显上调［11］，沉默DDX46基因

可显著抑制结肠腺癌细胞的增殖能力，可能是

DDX46沉默后Caspase-3和PARP表达上调诱导细

胞凋亡的结果，但具体机制仍不清楚。本研究发

现，靶向沉默DDX46基因能够显著抑制TE-11细

胞增殖和克隆形成能力，凋亡细胞占比显著增

加；DDX46基因沉默后Western blot检测发现，

PIK3CG、Akt、P-Akt和mTOR表达显著下调，

PTEN表达水平无显著变化，而Beclin 1和LC3表

达上调。众所周知，PI3K-Akt信号通路在许多

人类肿瘤中异常激活［12-13］。Akt作为PI3K下游

的关键效应分子，是调节细胞生长、增殖、凋

亡和自噬等通路的汇合点［12］。mTOR作为PI3K-

Akt信号通路下游的重要效应蛋白，是控制细胞

自噬的中心蛋白，可通过上游各种信号因子的激

活或抑制引起自身活性的变化，同时通过调节下

游自噬复合物的形成，发挥对细胞自噬的直接

调控作用 ［14- 15］。正常情况下，mTOR处于活化

状态，通过磷酸化自噬起始分子ULK1（自噬泡

形成所必需的一种蛋白激酶），抑制自噬的发
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生；mTOR活性被抑制，mTOR对ULK1的磷酸化

抑制作用减弱，使ULK1激活并磷酸化mAtg13、

FIP200和ULK1自身，从而启动自噬［16］。之后，

ULK1蛋白复合体从细胞质转移到内质网或其他

自噬发生的特定位置，形成自噬发生的原核，

从而募集下游的PI3K复合物、LC3等分子产生自

噬泡［17］，LC3是自噬泡形成的标志蛋白［18］。

Beclin 1（调节自噬现象的关键蛋白）是Akt的一

个靶标，Beclin 1上Akt特异性磷酸化作用位点突

变可以提高自噬，并抑制Akt诱导的肿瘤形成；

Akt通过磷酸化Beclin 1促进Beclin 1定位于细胞骨

架，抑制它的自噬功能，这些结果确定了Beclin 1

自噬功能与肿瘤抑制功能之间的关联，两者均

通过Akt特异性磷酸化作用受到调控［19］。抑癌

基因PTEN是PI3K-Akt信号通路中的关键负调节

分子，人类肿瘤中广泛存在PTEN基因突变或缺

失，使PTEN蛋白失活，PTEN低表达间接刺激

PI3K-Akt活动从而导致肿瘤形成［20］。本研究发

现，PTEN蛋白在食管鳞癌TE-11细胞中低表达，

并且PTEN蛋白表达水平在DDX46基因沉默后无

明显变化，而PI3K和Akt在DDX46基因沉默后表

达水平明显下调，提示DDX46可能是PI3K-Akt信

号通路中的另一个关键调节分子。

　　目前研究发现，在多种人类肿瘤中均存在自

噬活性的改变［21-23］，某些情况下，自噬抑制凋

亡，是细胞的存活途径，但自噬本身也会诱发细

胞死亡，或与凋亡共同作用及在凋亡缺陷的情况

下作为备份机制诱导细胞死亡。细胞自噬和凋亡

通路相互关联、互为调控，两者的多重交互作用

方式间存在共同的信号通路和调节蛋白：凋亡相

关蛋白Caspase-3通过剪切灭活Beclin 1抑制自噬

促进凋亡［24］，而Beclin 1可通过提高Caspase-9

活性而增强凋亡诱导剂诱发的细胞凋亡［25］。目

前自噬调控用于治疗肿瘤的潜力，因与凋亡之间

的复杂交互作用而尚不清楚，究竟二者之间如何

对话共同决定食管鳞癌细胞的命运，是下一步研

究面临的主要问题。

　　综上所述，DDX46的异常表达介导了食管鳞

癌细胞的非正常增殖，沉默DDX46可能同时激活

细胞自噬和凋亡，进而影响食管鳞癌细胞生长增

殖，PI3K-Akt-mTOR信号通路可能扮演重要角

色。进一步研究阐明DDX46调控自噬与凋亡的交

互作用及分子机制，将为寻找食管鳞癌新型生物

学标志物和潜在治疗靶点提供实验依据。
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