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摘要：目的 探究程序性细胞死亡因子4（PDCD4）在缓解脓毒症血管内皮细胞损伤中的作用机制。方法 通过体外分别培养人

脐静脉内皮细胞（HUVEC）和小鼠血管内皮细胞（C166）并给予脂多糖（LPS）处理，建立脓毒症血管内皮损伤细胞模型。分

别设立对照组（NC）、LPS诱导组（NC+LPS）、si-PDCD4转染组（si-PDCD4）、si-PDCD4转染后LPS诱导组（si-PDCD4+LPS）、

si-PDCD4转染后LPS诱导加线粒体分裂激动剂（FCCP）组（si-PDCD4+LPS+FCCP）。通过LC-MS/MS技术，分析PDCD4敲低

前后蛋白组学变化。通过RT-PCR检测对照组和LPS组转染前后PDCD4、细胞炎症、凋亡以及线粒体分裂融合相关基因的

mRNA表达量的变化；蛋白质印迹法检测线粒体分裂融合关键蛋白FIS1、DRP1和OPA1的表达水平；通过激光共聚焦技术观察

JC-1、MitoSOX探针荧光强度以检测线粒体膜电位和线粒体活性氧变化。结果与对照组相比，LPS组炎症相关指标白介素-6

（IL-6）、肿瘤坏死因子（TNF-α）和单核细胞趋化蛋白1（MCP1）基因的mRNA表达升高（P<0.05）；PDCD4在脓毒症血管内皮细

胞损伤中高表达（P<0.05）；蛋白组学分析结果表明，PDCD4敲低与线粒体动力学存在相关性；Western blot结果表明与对照组相

比，LPS组诱导线粒体分裂蛋白FIS1、DRP1表达增加，融合蛋白OPA1减低（P<0.05）；MitoSOX和JC-1荧光探针结果提示LPS

诱导下内皮细胞线粒体发生氧化应激，膜电位显著降低（P<0.05），敲减组的氧化应激和线粒体膜电位有所缓解。PDCD4敲减

后的保护效应可被线粒体分裂激动剂FCCP逆转。敲减PDCD4后能够抑制LPS所引起的炎症和氧化应激水平，线粒体分裂和

融合指标恢复平衡。结论 沉默PDCD4基因通过调控线粒体的动力学维持线粒体功能正常，减轻氧化应激，从而有利于缓解脓

毒症血管内皮细胞损伤。
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Abstract: Objective To elucidate the role of programmed cell death factor 4 (PDCD4) in mitochondrial dysfunction caused by
sepsis-related vascular endothelial damage. Methods Cultured human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) and mouse
vascular endothelial cells (C166 cells) were transfected with a small interfering RNA targeting PDCD4 followed by treatment
with lipopolysaccharide (LPS) alone or in combination with carbonyl cyanide 3-chlorophenylhydrazone (FCCP). The
proteomic changes in the cells after PDCD4 knockdown were analyzed using LC-MS/MS technique. The mRNA expressions of
PDCD4 and the genes associated with cell inflammation and apoptosis were detected with RT-PCR, and the expressions of
FIS1, DRP1 and OPA1 proteins key to mitochondrial fission and fusion were determined using Western blotting. JC- 1 and
MitoSOX fluorescent probes were used to observe the changes in mitochondrial membrane potential and mitochondrial
reactive oxygen species levels under by a laser confocal microscope. Results LPS stimulation of the cells significantly increased
the mRNA expressions of interleukin-6 (IL-6), tumor necrosis factor-α (TNF-α) and monocyte chemoattractant protein 1
(MCP1) and enhanced the cellular expression of PDCD4 (P<0.05). Proteomic analysis suggested a correlation between PDCD4
knockdown and changes in mitochondrial dynamics in the cells. LPS treatment significantly increased the expressions of
mitochondrial fission proteins FIS1 and DRP1 and lowered the expression of the fusion protein OPA1 in the cells (P<0.05),

causing also mitochondrial oxidative stress and
reduction of the mitochondrial membrane potential
(P<0.05). In HUVECs, treatment with FCCP
significantly attenuated the protective effect of
PDCD4 knockdown, which inhibited LPS-induced
inflammation and oxidative stress and restored the
balance between mitochondrial fission and fusion.
Conclusion PDCD4 knockdown protects vascular
endothelial cells against LPS- induced damages by
repressing mitochondrial fission and oxidative stress,
promoting mitochondrial fusion, and maintaining
normal mitochondrial function.
Keywords: sepsis; vascular endothelial cells;
mitochondrial dynamics; PDCD4; inflammation
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脓毒症是由于宿主对感染免疫反应失调而致的危

及生命的器官功能障碍综合征，是临床常见的危急

重症［1］，可迅速进展为脓毒症休克和多器官功能障碍综

合征。该病发病率高、病死率高，统计结果显示［2］，2017

年全球共报道约4890万脓毒症病例，其中死亡患者约

1100万，占全球死亡人数的19.7%。预防脓毒症的发

生、阻断脓毒症进展为全球卫生的重大挑战之一。然而

目前脓毒症的救治手段多为抗生素和支持性治疗，其救

治过程困难，造成了沉重的医疗负担。

内皮功能障碍是脓毒症发生器官功能障碍的标

志［3］。血管内皮细胞表面表达多种免疫相关抗原成分，

机体感染后，可通过与其它免疫效应细胞相互作用的方

式参与机体免疫炎症反应，激活内皮细胞释放细胞因

子、趋化因子和促凝因子等并引发级联反应，增强炎症

过程，然而内皮细胞可能因激活失衡导致细胞结构、功

能的损伤［4］。除了过度炎症级联反应外，线粒体功能紊

乱会诱导氧化应激，破坏代谢并进一步激活内皮细胞凋

亡，从而加剧脓毒症血管内皮细胞的损伤［5］。已有文献

表明［6］，内毒素所引起的心肌，肝脏，肾脏3种脏器的功

能衰竭同时均存在线粒体的功能障碍。而DNA依赖性

蛋白激酶催化亚基（DNA-PKcs）的缺乏通过改善线粒

体功能来缓解脓毒症多器官功能障碍综合征的发展和

进展。因此，内皮细胞的线粒体功能障碍是脓毒症内皮

细胞损伤的一个关键机制，维持和改善线粒体功能可能

成为救治脓毒症患者的新的手段。

线粒体作为细胞有氧代谢的中心，存在于所有血管

中。线粒体功能的异常对血管衰老和衰老相关心血管

疾病发生和发展的重要贡献现已得到充分证实。过度

的应激刺激会影响线粒体功能，也会导致线粒体DNA

损伤，从而破坏线粒体电子传递链蛋白的转录和翻译，

诱发线粒体融合功能障碍［7］。同时，过度的线粒体损伤

和压力会促进线粒体分裂，从而将网状线粒体网络转化

为点状和碎片状线粒体，导致线粒体膜电位失衡，引起

内皮功能障碍［8］。线粒体膜电位紊乱的脓毒症患者死

亡风险增加［9］，线粒体融合/分裂能够有效改善内毒素诱

导损伤动物模型的器官功能和线粒体稳态，恢复线粒体

膜电位正常水平。因此维持线粒体功能似乎是预防多

器官衰竭和改善脓毒症患者预后的关键。线粒体可以

通过融合/分裂动态过程，即线粒体动力学［10］维持线粒体

稳态。寻找脓毒症血管内皮损伤过程中的线粒体途径

的上游作用分子，通过调控其表达减轻内皮细胞损伤，

对于逆转脓毒症所致内皮细胞功能障碍、探索新的治疗

靶点具有重要意义。

程序性细胞死亡因子 4（PDCD4）是一种肿瘤抑

制基因［11］，可促进细胞凋亡，抑制细胞增殖、侵袭和转

移［12］。在多种疾病中均有相关研究报道［13, 14］，如在肺动

脉高压中，PDCD4诱导肺动脉平滑肌细胞增殖迁移和

肺血管重塑；在甲状腺髓样癌中，PDCD4是公认的miR-

21靶标，直接抑制肿瘤蛋白水平。同时，在Cr（VI）诱导

肝毒性的机制中［15］，PDCD4表达增多，参与氧化应激反

应，从而损伤线粒体。目前已经证明，在其他疾病中，

PDCD4通过氧化应激损伤线粒体，而对于PDCD4在脓

毒症血管内皮细胞损伤中线粒体的作用机制尚无研

究。因此，本文旨在探讨PDCD4能否通过调控线粒体

动力学参与脓毒症血管内皮细胞损伤过程，通过干预

PDCD4表达探究其作为治疗靶点对于脓毒症血管内皮

细胞中线粒体动力学的改变，深化对于以线粒体动力学

为中心的脓毒症血管内皮细胞损伤的理解。

1 材料和方法

1.1 材料与试剂

人脐静脉内皮细胞（HUVEC）和内皮细胞专用培

养基购买于赛百慷（上海）生物技术股份有限公司。小

鼠血管内皮细胞（C166）和DMEM-H完全培养基购买

于北纳创联生物技术研究院。脂多糖（LPS）用于构建

脓毒症诱导血管内皮细胞损伤模型（Sigma）。转染试剂

Lipofectamine@RNAiMAX、Opti-MEM 培 养 基 、

TRIzol 、SYBR Green预混液、MitoSOX Red荧光探针

（Thermo Fisher）。siRNA PDCD4委托苏州吉玛基因股

份有限公司合成。Quick-RNA Miniprep 试 剂 盒

（ZYMO RESEARCH）。iScript cDNA 逆转录试剂盒

（Bio-Rad）。本实验所用引物均由上海生工生物工程股份

有限公司合成。RIPA蛋白裂解液和蛋白酶抑制剂（北

京索莱宝科技有限公司）。FuturePAGE™蛋白预制胶

（常州伯仪生物科技有限公司）。视神经萎缩蛋白 1

（OPA1）、线粒体分裂蛋白1（FIS1）、线粒体动力相关蛋

白（DRP1）等一抗（CST）。辣根过氧化物酶标记的羊抗

兔及羊抗鼠二抗（杭州华安生物技术有限公司）。线粒

体膜电位检测试剂盒（JC-1，上海碧云天生物技术有限

公司）。线粒体分裂激动剂（FCCP，MCE）。

1.2 方法

1.2.1 实验分组与模型建立 HUVEC使用内皮细胞专

用培养基于 37 ℃、5% CO2条件下培养。C166 使用

DMEM-H完全培养基培养。取生长良好的处于对数生

长期的细胞用于后续试验。分别设立对照组（NC）、LPS

诱导组（NC+LPS）、si-PDCD4转染组（si-PDCD4）、si-

PDCD4转染后LPS诱导加线粒体分裂激动剂（FCCP）

组（si-PDCD4 + LPS + FCCP）。通过 Lipofectamine@

RNAiMAX转染试剂分别转染 NC siRNA 和 PDCD4

siRNA构建相应HUVEC细胞株转染组及C166细胞株

转染组。通过LPS体外刺激细胞并产生炎症反应构建

脓毒症血管内皮细胞损伤模型。细胞转染siRNA 24 h
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后，分在NC+LPS组和 si-PDCD4+LPS组中加入LPS

（0.5 mg/mL），继续培养48 h，以构建内皮细胞损伤模

型，通过后续探索炎症因子表达水平变化判断细胞内炎

症反应，评价模型是否构建成功。

1.2.2 RT-PCR 使用Trizol进行细胞裂解，室温静置

5 min后收集到1.5 mL的EP管中。加入等体积的无水

乙醇，混匀。按照Quick-RNA Miniprep 试剂盒说明书

进行RNA提取，并通过Nanodrop测定RNA浓度。按

照 iScript cDNA逆转录试剂盒说明书合成cDNA。使

用SYBR Green染料法进行RT-PCR。以GAPDH为内

参基因（表1）。

1.2.3 Western blot实验 细胞加入RIPA蛋白裂解液和

蛋白酶抑制剂进行细胞裂解，4 ℃静置 30 min后，

12000 r/min离心30 min，取上清液。采用BCA法测定

细胞总蛋白浓度。蛋白变性后采用FuturePAGE™蛋白

预制胶进行电泳；采用S-TRANS 快速多通道半干转印

仪对PVDF膜进行快速转印；经5%脱脂牛奶室温封闭

1 h后，孵育相应一抗4℃过夜；次日，充分洗涤PVDF膜

后，室温振摇孵育二抗1 h；再次充分洗涤后使用ECL特

超敏发光液进行显影，蛋白成像分析系统进行扫描成

像。使用Image J软件分析各蛋白的相对光密度值并计

算相对表达水平。

1.2.4 线粒体活性氧和线粒体膜电位检测 HUVEC细

胞接种于共聚焦小皿，按照分组进行相应处理后，使用

PBS清洗细胞2遍。每孔加入2 μmol/L MitoSOX Red

染色工作液，37℃避光孵育15 min；再加入1×Hochest

活细胞染料，37℃孵育避光5 min，弃掉工作液，加入新

鲜的内皮细胞专用培养基后，在OLYMPUS FV1000激

光共聚焦显微镜下观察并拍照。线粒体膜电位检测采

用JC-1探针，37℃避光孵育20 min；再加入1×Hochest

活细胞染料，37℃孵育避光5 min，弃掉工作液。使用

1×JC-1 缓冲液洗涤 2 次，加入新鲜培养基后，采用

OLYMPUS FV1000共聚焦显微镜观察和拍摄。

1.2.5 线粒体形态检测 HUVEC细胞进行相应处理后，

使用MitoTracker探针检测线粒体形态。MitoTracker

探针37℃避光孵育20 min，随后加入1×Hochest 活细

胞染料37℃孵育避光5 min，弃掉工作液。加入新鲜的

内皮细胞专用培养基后，使用OLYMPUS FV1000共聚

焦显微镜下观察并拍照。

1.2.6 细胞质谱前处理及生信分析 HUVEC细胞分为

NC组及si-PDCD4组，采用10 cm细胞培养皿进行细胞

培养，并收集细胞沉淀于EP管中。在EP管中加入RIPA

蛋白裂解液和蛋白酶抑制剂后，进行超声破碎，提取蛋

白。将超声后的蛋白，离心提取上清液。先后将二硫苏

糖醇和碘代乙酰胺加入蛋白溶液中，对蛋白进行二硫键

的破坏和还原烷基化。以1∶50（胰酶∶蛋白）的比例加入

胰酶，于37℃酶解过夜。将酶解后获得的肽段用C18

萃取柱除盐后置于热干机中，热干2 h。液相色谱-串联

质谱联用分析采用Thermo Q-Executive质谱仪。吸取

以制备好的肽段350 ng加入进样瓶中, 数据采集模式使

用数据依赖型扫描（DDA）程序。质谱获得的数据导入

Proteome Discoverer软件进行搜库，用Perseus软件进

行分组处理，作为差异蛋白筛选的标准。

1.2.7 细胞活力实验（CCK-8）细胞在96孔板中孵育，

每组设置5个复孔。造模结束后，每孔加入10 μL CCK-8

试剂，在37℃、5% CO2条件下，孵育细胞2 h后，采用酶

标仪进行吸光度A450 nm测定。分别将每组吸光度去掉一

个最大值和一个最小值。细胞存活率（%）=[A实验组-A空白组]/

[A对照组-A空白组]

1.3 统计学方法

所有实验均至少进行3次独立重复，各指标以均

数±标准差表示。采用 SPSS 26.0、GraphPad Prism 9.4.0

软件进行统计分析及图表绘制。采用 t检验、单因素

方差分析等比较组间差异。P<0.05 为差异具有统计学

意义。

2 结果

2.1 脓毒症血管内皮细胞损伤模型的建立和PDCD4的

表达量的变化

RT-PCR 检测结果表明，经 LPS 诱导 48 h 后，

HUVEC细胞中IL-6、TNF-α、MCP1的mRNA表达水平

高于Ctrl组（P<0.05，图1A~C），脓毒症血管内皮细胞损

伤模型构建成功。此外，LPS组细胞中PDCD4的表达量

在mRNA水平高于Ctrl组（P<0.05，图1D）。

2.2 PDCD4敲低对LPS诱导的血管内皮细胞的炎症的

影响

针对HUVEC细胞所设计的4条不同Human siRNA

均可使HUVEC细胞中PDCD4的表达减低（P<0.05，

图 2A），同时针对C166细胞所设计的3条不同Mouse

表1 引物序列
Tab.1 Primer sequences for RT-PCR

Gene

PDCD4

IL-6

TNF-α

MCP1

Primer sequence 5'-3'

F: TGTGCCAACCAGTCCAAAGGG

R: CACCTCCTCCACATCATACACCTG

F: TGGTGTTGCCTGCTGCCTTC

R: GCTGAGATGCCGTCGAGGATG

F: CTCATCTACTCCCAGGTCCTCTTC

R: CGATGCGGCTGATGGTGTG

F: AAGCAGAAGTGGGTTCAGGATTCC

R: TCTTGGGTTGTGGAGTGAGTGTTC

F: Forward primer; R: Reverse primer.
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siRNA均可减低C166细胞中PDCD4的表达（P<0.05，

图2B）。通过CCK8细胞活力实验，C166细胞在LPS刺

激下细胞存活率减低，而PDCD4的敲低后细胞存活率

水平恢复（P<0.05，图2C）。Western blotting检测C166

细胞在 siRNA转染后，PDCD4蛋白表达水平明显减

低（P<0.05，图2D、E）。HUVEC细胞中，LPS组的IL-6、

TNF-α和 Cleaved Caspase3 蛋白表达量高于 NC 组

（P<0.05）。而与LPS组对比，si-PDCD4+LPS组的IL-6

和Cleaved Caspase3的蛋白表达均有所减低。

2.3 基于LC/MS-MS技术，PDCD4敲低对HUVEC细

胞的影响

NC组与si-PDCD4组体外模型提取血管内皮细胞

全蛋白质谱鉴定结果，共鉴定到2510个蛋白，按条件（差

异倍数>1.5或<0.67且P<0.05）筛选差异表达蛋白。根

据两组差异蛋白及其表达量信息绘制聚类热图，发

现 PDCD4敲低前后两组间蛋白表达情况有明显差异

（P<0.05，图3A）。根据差异倍数及P值绘制火山图，红色

代表上调蛋白，蓝色代表下调蛋白（图3B）。根据GO数据

库注释和KEGG富集分析，发现差异蛋白富集于线粒体、

线粒体分裂、线粒体融合、氧化应激等通路（图3C~E）。

2.4 PDCD4敲低对血管内皮细胞中线粒体功能的影响

对PDCD4敲低前后的血管内皮细胞蛋白组学进

行分析，观察到PDCD4的敲低改变了大部分线粒体呼

吸链复合物Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ和Ⅳ亚基表达水平（图4A）。通过

MitoSOX 探针靶向活细胞中线粒体氧化应激情况

（图4B），LPS组的线粒体氧化应激明显增强，而PDCD4

敲低后线粒体氧化应激减弱（P<0.05，图4C）。

2.5 PDCD4敲低对线粒体动力学的影响

通过线粒体形态荧光标记探针结果显示，NC组线

粒体形态呈棒状或细丝状分布，而LPS组线粒体出现病

理性分裂，形态呈碎片状（P<0.05，图5A、B）。与NC组

相比，LPS诱导组的线粒体分裂因子FIS1和DRP1蛋白

水平升高，经PDCD4敲低后FIS1和DRP1表达水平明

显下降（P<0.05，图5C~E）；此外，Western blot检测结果

显示，与 NC 组相比，LPS 诱导组的线粒体融合蛋白

OPA1表达水平减低，经转染后OPA1表达水平明显升

高（P<0.05，图5F、G）。

2.6 PDCD4敲低通过线粒体动力学影响血管内皮细胞

HUVEC细胞存活率在LPS刺激下明显减低，而

PDCD4敲低后明显增加，后续给予线粒体分裂激活剂

FCCP后细胞活力水平再次减低。Cleaved caspase3蛋白

相对表达量显示 LPS 刺激下蛋白水平明显增加，而

PDCD4敲低后减低，后续给予FCCP后Cleaved caspase3

蛋白相对表达量再次增加（P<0.05，图 6A~C）。通过
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Fig.1 Sepsis-associated activation of inflammatory factors in vascular endothelial cells. A-C: IL-6 ,
TNF-α, MCP1 mRNA expressions in the control (Ctrl) and LPS groups detected by real-time qPCR
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JC-1观察线粒体膜电位情况（图6E），在线粒体膜电位

较高时，JC-1聚集产生红色荧光；线粒体损伤后，线粒体

膜电位降低，JC-1呈单体形式，可产生绿色荧光。与NC

组相比，LPS组的绿色荧光强度增强，红色荧光强度

减弱，红色荧光与绿色荧光比值明显减低。而转染

后两组的红色荧光与绿色荧光强度比值均明显升高。

加入FCCP后，红色荧光与绿色荧光强度比值明显减低

（P<0.05，图6D）。

3 讨论

脓毒症目前仍然是危急重症患者最常见的死亡原

因［16］，常伴有不明原因的多器官功能障碍，如心血管、肝

脏、肾脏等［17-19］，而每个器官系统功能障碍的分子机制均

影响到内皮功能［20, 21］。内皮细胞作为排列在血管腔内

的单层细胞，在调节炎症、脂肪酸代谢和免疫反应中起

重要的作用［16, 17］。在过去的几十年里，随着对脓毒症进

展过程中血管内皮细胞作用机制不断深入理解，内皮细
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Fig.2 Effect of PDCD4 knockdown on LPS-induced inflammation in cultured vascular endothelial cells. A, B: Real- time
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胞已被认为在脓毒症发生发展过程中起至关重要的作

用。内皮屏障功能障碍是脓毒症多器官功能衰竭的关

键因素［21］。内皮屏障通透性的增加会促进水肿的形成

和微血管灌注减少，与脓毒症内皮破坏造成的功能障碍

有关［22］。脓毒症下的血管内皮细胞功能障碍不仅由过

激活炎症和屏障功能受损所引起，在血管内皮细胞消耗

能量的过程中线粒体功能障碍也是其中一个关键机

制。血管生成是一个耗能的过程，主要包括内皮细胞活

化、迁移、增殖等过程，提供能量的线粒体在这些过程中

起着关键作用［23］。

当线粒体受损时，线粒体无法为相应细胞提供所需

能量后，会造成细胞甚至组织的损伤。已有研究报导表
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图3 基于LC/MS-MS技术，PDCD4敲低对HUVEC细胞
的影响
Fig.3 Effect of PDCD4 knockdown on HUVEC cells based
on LC/MS-MS. A: Clustering heat map analysis of the
expression trends. B: Volcanic map identification of
protein divisions. C: KEGG enrichment pathway analysis.
D, E: GO database annotation of the biological processes,
molecular functions, and cellular components associated
with the differential proteins.
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明［24, 25］，线粒体损伤可参与脓毒症多器官功能障碍。如

DNA-PKcs通过控制线粒体分裂蛋白之间的相互作用

并增加线粒体片段化，从而加剧脓毒性急性肾损伤；通

过ERK-BAP31途径调控线粒体损伤，参与脓毒性心肌

病的进展。因此，内皮细胞的线粒体功能障碍是脓毒症

内皮细胞损伤的一个关键机制，但相关的线粒体功能的

调控机制仍不清楚。

PDCD4作为肿瘤抑制因子，可促进细胞凋亡，参与

众多细胞和线粒体生理过程。既往已有部分关于

PDCD4在肝脏疾病中作用机制的研究［12］，如PDCD4通

过减少肝细胞中PPARα介导脂肪酸氧化来促进脂质沉

积，从而诱发非酒精性脂肪肝［26］；在肝癌细胞中参与蛋

白质降解过程的调控，PDCD4受到转化生长因子-β1的

调控抑制其蛋白的降解，受到表皮生长因子的调控刺激

其蛋白的降解，最终诱导肝癌细胞凋亡［27］。同时有相关

研究表明，PDCD4对于线粒体功能的影响十分重要。

Mitochondrial complex subunits

图4 PDCD4敲低对血管内皮细胞中线粒体功能的影响
Fig.4 PDCD4 knockdown protects mitochondrial function in vascular endothelial cells. A: Heat maps showing
the changes in protein abundance of complex I to IV subunits after PDCD4 knockdown by proteomic enrichment.
B, C: MitoSOX fluorescence assay for determining mitochondrial ROS production (Original magnification: ×60).
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在神经退行性疾病中，PDCD4的敲低通过激活PI3K/

AKT/mTOR信号改善神经细胞凋亡和线粒体损伤，为

帕金森病治疗提供了新的靶点［28］，但PDCD4在脓毒症

内皮细胞损伤中的作用未见相关报道。本研究通过

siRNA技术干扰PDCD4表达，探究PDCD4在LPS诱导

内皮细胞损伤模型中的作用机制。

在HUVEC细胞中，LPS诱导后PDCD4表达水平

增高，炎症因子TNF-α、IL-6和MCP1表达明显升高，而

PDCD4敲低能减少HUVEC炎症因子释放，改善LPS

诱导内皮细胞损伤。这种炎症激活的改变与LPS诱导

的脓毒性心肌病中H9C2细胞炎症和凋亡激活的变化

趋势一致，且LPS诱导后PDCD4表达在两种细胞中均

有明显增长［29］。而且本实验研究结果显示，PDCD4敲

低后既能够维持内皮细胞内线粒体膜电位稳定，还可以

减少线粒体内氧化应激。以上均表明在应激状态下

PDCD4低表达能够保护线粒体，维持其动力学平衡。

那么，PDCD4如何维持线粒体结构和功能稳定从而保

护内皮细胞，本研究对其具体机制进行了进一步研究。

线粒体是高度动态变化的细胞器，不仅能够为维持

细胞正常运转提供能量供应，而且参与多种生理病理过

程。线粒体动力学为维持线粒体结构和数量的重要机

制，在生理状态下维持动态平衡，当平衡紊乱时线粒体

功能异常。线粒体动力学包括线粒体分裂和线粒体融

合，两者通过对线粒体受损部分的分割与重组，减少受

损和低效线粒体的积累，从而维持线粒体细胞稳态［30］。

肝脏疾病、癌症等多种疾病被认为与线粒体分裂和融合

平衡异常相关［31-34］。在乳腺癌中，DRP1的敲低或MFN1

的过表达可以促进线粒体延长，抑制癌症细胞的转移能

力［33］。在肝脏缺血再灌注中，线粒体分裂蛋白表达上

调，氧化应激增加，造成肝缺血再灌注损伤［35］。因此，线

粒体的分裂和融合对维持线粒体生理状态动态平衡十

分重要。本研究结果显示，LPS刺激下，线粒体分裂蛋

白增加、融合蛋白减低，而PDCD4的敲低可以逆转该现

象。此外，PDCD4敲低后线粒体膜电位恢复正常，缓解

线粒体氧化应激，线粒体损伤减少。因此本研究明确了

PDCD4通过促进线粒体分裂、抑制线粒体融合，破坏线

粒体动力学平衡，造成线粒体损伤、炎症因子释放；而

PDCD4的敲低可以通过恢复线粒体动力学平衡，维持

线粒体结构和功能的稳定，减少内皮细胞的损伤；证明

了PDCD4可以通过调控线粒体动力学影响脓毒症血管

内皮细胞损伤，丰富了脓毒症内皮细胞损伤的病理生理

学机制，也为后续的临床干预提供了可参考的新型靶点

分子。

综上，本研究以线粒体为中心探讨了脓毒症血管内

皮细胞损伤的病理生理学机制，明确了其上游起重要作

用的靶点分子PDCD4的作用机制。敲减PDCD4通过

调控线粒体的动力学维持线粒体稳态，缓解LPS引起的

氧化应激，从而有利于改善脓毒症血管内皮细胞损伤，

为后续临床转归提供了理论支撑和解决方案。然而，

PDCD4对线粒体动力学的具体调控机制以及线粒体动

力学下游效应机制尚未明确，且PDCD4在脓毒症内皮

细胞损伤中的机制研究均在体外模型中探索。因此，

PDCD4对于脓毒症血管内皮细胞损伤的病理生理学机

制有待进一步探讨。
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