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［摘要］　目的　探讨 ＲＮＡ干扰程序性细胞死亡因子 ４（ＰＤＣＤ４）表达对缺氧／复氧（Ｈ／Ｒ）
Ｈ９Ｃ２心肌细胞凋亡的影响及其机制。方法　将Ｈ９Ｃ２心肌细胞分为对照组、Ｈ／Ｒ组、Ｈ／Ｒ＋ＮＣ组
和Ｈ／Ｒ＋ｓｉＰＤＣＤ４组。采用逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）和蛋白质印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）分别
检测４组Ｈ９Ｃ２心肌细胞中ＰＤＣＤ４ｍＲＮＡ和蛋白水平，流式细胞仪检测其凋亡率，酶联免疫吸附
试验（ＥＬＩＳＡ）检测其上清液中丙二醛（ＭＤＡ）、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）水平，
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测磷脂酰肌醇３激酶（ＰＩ３Ｋ）／蛋白激酶 Ｂ（ＡＫＴ）信号通路相关蛋白水平。结果
Ｈ／Ｒ组Ｈ９Ｃ２心肌细胞ＰＤＣＤ４ｍＲＮＡ和蛋白、活化的Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂｃｌ２相关Ｘ（Ｂａｘ）蛋白、上清液中
ＬＤＨ、ＭＤＡ水平及凋亡率均高于对照组，而上清液中 ＳＯＤ水平、Ｈ９Ｃ２心肌细胞 Ｂｃｌ２和 ｐＡＫＴ蛋
白水平均低于对照组（Ｐ＜０．０５）。Ｈ／Ｒ＋ｓｉＰＤＣＤ４组 Ｈ９Ｃ２心肌细胞 ＰＤＣＤ４ｍＲＮＡ和蛋白、活化
的Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ蛋白、上清液中ＬＤＨ、ＭＤＡ水平及凋亡率均低于Ｈ／Ｒ组，而上清液中ＳＯＤ、Ｈ９Ｃ２
心肌细胞Ｂｃｌ２和ｐＡＫＴ蛋白水平均高于Ｈ／Ｒ组（Ｐ＜０．０５）。结论　ＲＮＡ干扰ＰＤＣＤ４表达可抑
制Ｈ／Ｒ引起的Ｈ９Ｃ２心肌细胞凋亡，其作用机制可能与激活ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路进而降低氧化应
激反应有关。
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白激酶Ｂ信号通路；　氧化应激
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　　急性心肌梗死是常见的急危重症，其发病率和死
亡率较高。缺血再灌注损伤是导致缺血的心肌在恢复

血流时疗效不佳的重要原因。心肌缺血再灌注损伤与

能量代谢障碍、氧化应激、炎症反应及细胞凋亡等密切

相关［１３］。程序性细胞死亡因子４（ＰＤＣＤ４）是一种与
细胞凋亡密切相关的调控因子，因其具有特殊的

α螺旋结构，可通过抑制核糖体复合物形成和蛋白质
合成等在 ＤＮＡ的损伤应答和修复、氧化应激反应、细
胞增殖及凋亡等中发挥重要作用［４］。近年来，有研究

显示ＰＤＣＤ４与心肌细胞凋亡密切相关［５］。缺氧／复氧
（Ｈ／Ｒ）心肌细胞模型是模拟体外缺血再灌注损伤的
常用研究工具。本研究通过观察ＰＤＣＤ４对Ｈ／ＲＨ９Ｃ２
心肌细胞凋亡的影响，探讨其可能的分子机制，旨在为

阐明心肌缺血再灌注损伤的发生机制提供新线索。

材料与方法

１．材料：大鼠胚胎心肌细胞株 Ｈ９Ｃ２购自中国科
学院细胞库，胎牛血清、ＤＭＥＭ培养基、甘油醛３磷酸
脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）单克隆抗体、ＰＤＣＤ４单克隆抗体、辣
根过氧化物酶标记二抗、Ｂｃｌ２相关Ｘ（Ｂａｘ）蛋白、Ｂｃｌ２、
活化的Ｃａｓｐａｓｅ３单克隆抗体、放射免疫沉淀法（ＲＩＰＡ）
细胞裂解液、二喹啉甲酸（ＢＣＡ）蛋白浓度检测试剂盒、
ＥＣＬ化学发光试剂盒、ＰＶＤＦ膜、胰蛋白酶、Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
２０００转染试剂、膜联蛋白 Ｖ（ＡｎｎｅｘｉｎＶ）ＦＩＴＣ／碘化丙
啶（ＰＩ）双染色流式细胞凋亡检测试剂盒、ｍＲＮＡ提取
和逆转录试剂盒及逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）试
剂盒，乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）和
丙二醛（ＭＤＡ）酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）试剂盒。
ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ流式细胞仪、ＣＦＸ９６实时荧光定量 ＰＣＲ
检测仪、湿电转膜仪、ＭＣＯ１８ＡＩＣＣＯ２培养箱。
２．方法
（１）细胞培养和 Ｈ／Ｒ细胞模型制备：将储存于液

氮罐中的Ｈ９Ｃ２心肌细胞于３７℃水浴锅中解冻复苏
后，以含有１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养基悬浮细胞，
然后接种至培养瓶内置于３７℃含５％ＣＯ２的细胞培养
箱中常规培养。Ｈ／Ｒ细胞模型的建立：取长势良好且
处于对数生长期的Ｈ９Ｃ２心肌细胞培养至细胞密度为
８５％以上时，更换成无血清的 ＤＭＥＭ培养基，置于缺
氧培养箱（含９５％ Ｎ２和５％ ＣＯ２）中孵育４ｈ后，更换
为含血清的ＤＭＥＭ培养基，再置于常规培养箱（３７℃
含５％ＣＯ２）中孵育６ｈ。

（２）实验分组：将 Ｈ９Ｃ２心肌细胞随机分为４组：
①对照组：于３７℃含５％ ＣＯ２的常规培养箱中培养；
②Ｈ／Ｒ组：缺氧孵育４ｈ后常规培养６ｈ；③Ｈ／Ｒ＋ＮＣ
组：缺氧处理前４８ｈ参照转染试剂说明书步骤将

２０μｍｏｌ／Ｌ的ＮＣｓｉＲＮＡ序列转染至Ｈ９Ｃ２心肌细胞中，
再缺氧孵育４ｈ，常规培养６ｈ；④Ｈ／Ｒ＋ｓｉＰＤＣＤ４组：缺
氧处理前４８ｈ参照转染试剂说明书步骤将２０μｍｏｌ／Ｌ
的ＰＤＣＤ４ｓｉＲＮＡ序列转染至Ｈ９Ｃ２心肌细胞中，再缺氧
孵育４ｈ，常规培养６ｈ。在转染 ＮＣｓｉＲＮＡ和 ＰＤＣＤ４
ｓｉＲＮＡ序列４８ｈ后，分别采用ＲＴＰＣＲ和蛋白质印迹法
（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测 Ｈ９Ｃ２心肌细胞中 ＰＤＣＤ４ｍＲＮＡ
和蛋白的表达情况。ＰＤＣＤ４ｓｉＲＮＡ序列（Ｆ：５’ＧＵ
ＧＵＵＧＧＣＡＧＵＡＵＣＣＵＵＡＧＴＴ３’，Ｒ：５’ＣＵＡＡＧＧＡＵＡＣＵ
ＧＣＣＡＡＣＡＣＴＴ３’）和阴性对照 ＮＣｓｉＲＮＡ序列（Ｆ：５’
ＵＵＣＵＣＣＧＡＡＣＧＵＧＵＣＡＣＧＵＴＴ３’，Ｒ：５’ＡＣＧＵＧＡ
ＣＡＣＧＵＵＣＧＧＡＧＡＡＴＴ３’）均购自上海吉玛生物公司。

（３）ＲＴＰＣＲ检测：根据ｍＲＮＡ提取试剂盒说明书
步骤提取 Ｈ９Ｃ２心肌细胞的总 ＲＮＡ。按照 ｍＲＮＡ逆
转录试剂盒说明书将ＲＮＡ合成单链 ｃＤＮＡ。以 ｃＤＮＡ
为模板，再根据ＲＴＰＣＲ试剂盒说明书步骤进行检测，
采用２ΔΔＣｔ法计算 Ｈ９Ｃ２心肌细胞中 ＰＤＣＤ４ｍＲＮＡ的
表达水平。上海生工生物工程有限公司合成的 ＰＣＲ
引物序列如下，ＰＤＣＤ４引物序列：Ｆ：５’ＴＣＣＡＡＧ
ＧＣＴＡＡＧＧＡＣＡＣＴＧＣ３’，Ｒ：５’ＴＴＴＧＡＧＣＡＣＧＧＡＧＡＴ
ＡＣＧＡＡ３’；内参 ＧＡＰＤＨ引物序列：Ｆ：５’ＡＣＣＡ
ＣＡＧＴＣＣＡＴＧＣＣＡＴＣＡＣ３’，Ｒ：５’ＴＣＣＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴＴ
ＧＣＴＧＴＡ３’。ＰＣＲ反应条件：预变性阶段９５℃ ３０ｓ，
１个循环；循环阶段：变性９５℃１０ｓ、退火５８℃３０ｓ、延
伸７２℃ ３０ｓ，共４０个循环。实验重复３次取平均值。

（４）Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测：４组Ｈ９Ｃ２心肌细胞经Ｈ／Ｒ
处理结束后，收集各组细胞加入 ＲＩＰＡ细胞裂解液提
取总蛋白，采用 ＢＣＡ法检测其浓度和纯度，与等体积
上样缓冲液混匀后，１００℃下煮沸５ｍｉｎ，将５０μｇ变性
蛋白点样至 ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶孔中进行电泳，转 ＰＶＤＦ
膜后，以５％脱脂奶粉封闭２ｈ，于４℃下以特异性一抗
孵育过夜后，再于３７℃下以辣根过氧化酶标记的二抗
孵育１．５ｈ，ＥＣＬ发光剂显影后，以 ＧＡＰＤＨ为内参，采
用ＩｍａｇｅＪ软件分析目的条带的灰度值。以目的条带
灰度值与ＧＡＰＤＨ条带灰度值的比值表示目的蛋白的
相对表达水平。检测指标包括 ＰＤＣＤ４蛋白和磷脂酰
肌醇３激酶（ＰＩ３Ｋ）／蛋白激酶Ｂ（ＡＫＴ）信号通路相关
蛋白。实验重复３次取平均值。

（５）流式细胞仪检测：收集 Ｈ／Ｒ处理后的 ４组
Ｈ９Ｃ２心肌细胞，制成浓度为 ５×１０５个／ｍｌ的细胞悬
液。取细胞悬液１ｍｌ，加入２００μｌ结合缓冲液悬液细
胞后，以５μｌＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和１０μｌＰＩ避光条件下
染色１５ｍｉｎ。补加结合缓冲液３００μｌ后，于１ｈ内上
流式细胞仪检测各组细胞的凋亡率。实验重复３次取
平均值。
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（６）ＥＬＩＳＡ检测 ＭＤＡ、ＳＯＤ和 ＬＤＨ水平：经 Ｈ／Ｒ
处理结束后，收集４组Ｈ９Ｃ２心肌细胞的上清液，参照
ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书步骤检测 ＭＤＡ、ＳＯＤ及 ＬＤＨ水
平。实验重复３次取平均值。
３．统计学处理：应用 ＳＰＳＳ２２．０软件进行统计分

析。符合正态分布的计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，两组间比
较采用独立样本 ｔ检验，多组间比较采用单因素方差
分析，组间两两比较采用 ＳＮＫｑ检验。以 Ｐ＜０．０５为
差异有统计学意义。

结　　果

１．４组Ｈ９Ｃ２心肌细胞ＰＤＣＤ４ｍＲＮＡ和蛋白水平
比较：Ｈ／Ｒ组Ｈ９Ｃ２心肌细胞ＰＤＣＤ４ｍＲＮＡ和蛋白水
平均高于对照组（Ｐ＜０．０５）；Ｈ／Ｒ＋ｓｉＰＤＣＤ４组 Ｈ９Ｃ２
心肌细胞 ＰＤＣＤ４ｍＲＮＡ和蛋白水平均低于 Ｈ／Ｒ组
（Ｐ＜０．０５）；而 Ｈ／Ｒ＋ＮＣ组和 Ｈ／Ｒ组 Ｈ９Ｃ２心肌细
胞ＰＤＣＤ４ｍＲＮＡ和蛋白水平比较差异均无统计学意
义（Ｐ＞０．０５）。见图１和表１。

注：１：对照组；２：Ｈ／Ｒ组；３：Ｈ／Ｒ＋ＮＣ组；４：Ｈ／Ｒ＋ｓｉＰＤＣＤ４组

图１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测４组Ｈ９Ｃ２心肌细胞ＰＤＣＤ４蛋白的表达

表１　４组Ｈ９Ｃ２心肌细胞ＰＤＣＤ４ｍＲＮＡ和蛋白
水平比较（ｎ＝９，珋ｘ±ｓ）

组别 ＰＤＣＤ４ｍＲＮＡ ＰＤＣＤ４蛋白
对照组 １．００±０．０７ ０．２８±０．０２
Ｈ／Ｒ组 ２．５２±０．１６ａ ０．４２±０．０３ａ

Ｈ／Ｒ＋ＮＣ组 ２．６４±０．１２ ０．３９±０．０３
Ｈ／Ｒ＋ｓｉＰＤＣＤ４组 ０．２８±０．０３ｂ ０．０９±０．０１ｂ

Ｆ值 ３５１．９７ １１６．３５
Ｐ值 ＜０．０１ ＜０．０１

　　注：与对照组比较，ａＰ＜０．０５；与Ｈ／Ｒ组比较，ｂＰ＜０．０５

　　２．４组 Ｈ９Ｃ２心肌细胞凋亡率比较：流式细胞仪
检测结果显示，对照组、Ｈ／Ｒ组、Ｈ／Ｒ＋ＮＣ组及Ｈ／Ｒ＋
ｓｉＰＤＣＤ４组Ｈ９Ｃ２心肌细胞的凋亡率分别为（３．２５±
０．１３）％、（１７．４２±１．１５）％、（１６．２８±２．０６）％、（９．５６±
０．３２）％，其中 Ｈ／Ｒ组 Ｈ９Ｃ２心肌细胞的凋亡率高于
对照组（Ｐ＜０．０５）；Ｈ／Ｒ＋ｓｉＰＤＣＤ４组Ｈ９Ｃ２心肌细胞
的凋亡率低于Ｈ／Ｒ组（Ｐ＜０．０５）；而 Ｈ／Ｒ＋ＮＣ组和
Ｈ／Ｒ组Ｈ９Ｃ２心肌细胞的凋亡率比较差异无统计学意
义（Ｐ＞０．０５）。
　　３．４组 Ｈ９Ｃ２心肌细胞上清液中 ＬＤＨ、ＳＯＤ及
ＭＤＡ水平比较：ＥＬＩＳＡ法检测结果显示，Ｈ／Ｒ组Ｈ９Ｃ２
心肌细胞上清液中 ＬＤＨ和 ＭＤＡ水平均高于对照组，
而ＳＯＤ水平低于对照组（Ｐ＜０．０５）；Ｈ／Ｒ＋ｓｉＰＤＣＤ４

组Ｈ９Ｃ２心肌细胞上清液中ＬＤＨ和ＭＤＡ水平均低于
Ｈ／Ｒ组，ＳＯＤ水平高于Ｈ／Ｒ组（Ｐ＜０．０５）；而 Ｈ／Ｒ＋
ＮＣ组和 Ｈ／Ｒ组 Ｈ９Ｃ２心肌细胞上清液中 ＬＤＨ、ＳＯＤ
及ＭＤＡ水平比较差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
见表２。

表２　４组Ｈ９Ｃ２心肌细胞上清液中ＬＤＨ、ＳＯＤ及
ＭＤＡ水平比较（ｎ＝９，珋ｘ±ｓ）

组别 ＬＤＨ（Ｕ／Ｌ） ＳＯＤ（Ｕ／ｍｌ） ＭＤＡ（ｎｍｏｌ／Ｌ）
对照组 ４．２３±０．１１ １３８．５６±３．０５ ５．５２±０．２８
Ｈ／Ｒ组 １３．１２±１．２５ａ ６６．４８±２．１２ａ １１．４８±１．０３ａ

Ｈ／Ｒ＋ＮＣ组 １２．８６±１．３２ ６４．７５±２．２４ １１．１５±１．１２
Ｈ／Ｒ＋ｓｉＰＤＣＤ４组 ７．６８±０．１５ｂ ８２．８３±２．４５ｂ ６．８２±０．３６ｂ

Ｆ值 ６６．４５ ５７８．０９ ４３．３９
Ｐ值 ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１
　　注：与对照组比较，ａＰ＜０．０５；与Ｈ／Ｒ组比较，ｂＰ＜０．０５

　　４．４组 Ｈ９Ｃ２心肌细胞 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路相关
蛋白水平比较：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，Ｈ／Ｒ组
Ｈ９Ｃ２心肌细胞活化的Ｃａｓｐａｓｅ３和Ｂａｘ蛋白水平均高
于对照组，Ｂｃｌ２和 ｐＡＫＴ蛋白水平均低于对照组
（Ｐ＜０．０５）；Ｈ／Ｒ＋ｓｉＰＤＣＤ４组Ｈ９Ｃ２心肌细胞活化的
Ｃａｓｐａｓｅ３和 Ｂａｘ蛋白水平均低于 Ｈ／Ｒ组，Ｂｃｌ２和
ｐＡＫＴ蛋白水平均高于Ｈ／Ｒ组（Ｐ＜０．０５）；而 Ｈ／Ｒ＋
ＮＣ组和 Ｈ／Ｒ组 Ｈ９Ｃ２心肌细胞活化的 Ｃａｓｐａｓｅ３、
Ｂａｘ、Ｂｃｌ２及ｐＡＫＴ蛋白水平比较差异均无统计学意
义（Ｐ＞０．０５）；４组 Ｈ９Ｃ２心肌细胞 ＡＫＴ蛋白水平比
较差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。见图２和表３。

注：１：对照组；２：Ｈ／Ｒ组；３：Ｈ／Ｒ＋ＮＣ组；４：Ｈ／Ｒ＋ｓｉＰＤＣＤ４组

图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测４组Ｈ９Ｃ２心肌细胞

ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路相关蛋白的表达结果

讨　　论

既往研究结果显示，ＰＤＣＤ４具有抑制癌细胞增殖
和促凋亡作用，是治疗恶性肿瘤的潜在靶点［６］。随着

研究深入，ＰＤＣＤ４在心肌组织损伤和心肌细胞凋亡中
的作用逐渐引起关注。ＰＤＣＤ４在大鼠严重烫伤早期
心肌组织中的表达水平升高，可被微小 ＲＮＡ（ｍｉＲ）２１
负向调控，参与烫伤早期心肌损伤［７］。脂多糖（ＬＰＳ）
刺激新生大鼠心肌细胞后，ＰＤＣＤ４表达水平升高，进
一步上调其表达后，可通过Ｂｃｌ２途径增强ＬＰＳ诱导
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表３　４组Ｈ９Ｃ２心肌细胞ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路相关蛋白水平比较（ｎ＝９，珋ｘ±ｓ）

组别 活化的Ｃａｓｐａｓｅ３ Ｂａｘ蛋白 Ｂｃｌ２蛋白 ｐＡＫＴ蛋白 ＡＫＴ蛋白
对照组 ０．２６±０．０２ ０．３２±０．０３ ０．５３±０．０３ ０．５６±０．０４ ０．６１±０．０５
Ｈ／Ｒ组 ０．７５±０．０５ａ ０．６５±０．０５ａ ０．３４±０．０２ａ ０．２８±０．０３ａ ０．５７±０．０４
Ｈ／Ｒ＋ＮＣ组 ０．７８±０．０６ ０．６１±０．０４ ０．３１±０．０２ ０．２５±０．０２ ０．５６±０．０５
Ｈ／Ｒ＋ｓｉＰＤＣＤ４组 ０．４２±０．０３ｂ ０．４９±０．０３ｂ ０．４４±０．０３ｂ ０．４０±０．０３ｂ ０．５８±０．０４
Ｆ值 １０４．８０ ４４．６６ ４６．３１ ６２．６１ ０．６８
Ｐ值 ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１ ０．５９

　　注：与对照组比较，ａＰ＜０．０５；与Ｈ／Ｒ组比较，ｂＰ＜０．０５

的心肌细胞凋亡［８］。ＰＤＣＤ４是ｍｉＲ２１的靶基因，上调
ｍｉＲ２１表达可抑制心肌细胞在氧化应激损伤下的凋
亡［９］。表明ＰＤＣＤ４在心肌细胞损伤中发挥重要作用。

心肌细胞凋亡是心肌缺血再灌注损伤中的重要机

制，而细胞凋亡过程又是一个多基因参与的复杂过程。

ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路是参与细胞生命活动的重要信号
转导通路之一，ＡＫＴ位于该通路的下游，也是该通路
的关键调节因子，活化的ＡＫＴ可通过磷酸化作用影响
下游凋亡相关蛋白如 Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ的表达
进而调控细胞凋亡［１０］。Ｃａｓｐａｓｅ３是公认的凋亡执行
因子，其活化生成活化的Ｃａｓｐａｓｅ３标志细胞凋亡进入
不可逆阶段；Ｂｃｌ２和Ｂａｘ分别发挥抑制凋亡和促凋亡
作用。既往研究结果显示，ＰＤＣＤ４的Ｓｅｒ６７和Ｓｅｒ４５７可
被ＡＫＴ磷酸化，激活ＡＫＴ可引起ＰＤＣＤ４功能降低［１１］。

本研究结果显示，Ｈ／Ｒ处理后 Ｈ９Ｃ２心肌细胞的凋亡
率及 ＰＤＣＤ４、活化的 Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ蛋白水平均明显
升高，而 Ｂｃｌ２、ｐＡＫＴ蛋白水平均明显降低；在转染
ＰＤＣＤ４ｓｉＲＮＡ成功下调ＰＤＣＤ４表达后，Ｈ／Ｒ引起的上
述变化均明显得到部分逆转，表明 ＲＮＡ干扰 ＰＤＣＤ４
表达可通过激活 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路抑制 Ｈ／Ｒ诱导
的心肌细胞凋亡，提示ＰＤＣＤ４调控的细胞凋亡可能是
Ｈ／Ｒ引起心肌细胞凋亡的重要机制。

心肌缺血再灌注损伤不仅与心肌细胞过度凋亡有

关，还与氧化应激反应密切相关［１２］。ＭＤＡ水平高低
间接反映细胞受自由基攻击的严重程度，ＳＯＤ是一种
重要的氧自由基清除剂，在维持细胞氧化与抗氧化平

衡过程中发挥重要作用；ＬＤＨ是一种稳定的胞浆酶，
其水平高低间接反映细胞膜的损伤程度。本研究中

Ｈ／Ｒ处理后的Ｈ９Ｃ２心肌细胞上清液中 ＬＤＨ和 ＭＤＡ
水平明显升高，ＳＯＤ水平明显降低，而下调ＰＤＣＤ４可明
显抑制Ｈ／Ｒ引起的上述变化，提示 ＲＮＡ干扰 ＰＤＣＤ４
表达可降低 Ｈ９Ｃ２心肌细胞的氧化应激损伤，在 Ｈ／Ｒ
引起的Ｈ９Ｃ２心肌细胞氧化损伤过程中 ＰＤＣＤ４发挥
重要作用，但该过程并不完全受 ＰＤＣＤ４基因调控，可
能还存在其他基因或信号通路的调控。有研究证实，

ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路的激活可降低氧化应激反应诱导
的心肌细胞凋亡［１３］，提示下调 ＰＤＣＤ４表达可能通过

激活ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路降低氧化应激诱导的心肌细
胞凋亡，进而减轻心肌缺血再灌注损伤。

综上所述，ＲＮＡ干扰 ＰＤＣＤ４表达可抑制 Ｈ／Ｒ引
起的Ｈ９Ｃ２心肌细胞凋亡，其作用机制可能与激活
ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路降低氧化应激反应有关。该结果
为ＰＤＣＤ４有望成为治疗心肌缺血再灌注损伤的新靶
点提供了依据。
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