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CD4 + T 淋巴细胞异常表达程序性细胞死亡因子 4 在不稳定型
心绞痛患者 PCI 围术期的作用及意义
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[摘摇 要] 摇 目的摇 探讨 CD4 + T 淋巴细胞异常表达程序性细胞死亡因子 4(PDCD4)在不稳定型心绞痛患者经皮冠

状动脉介入治疗(PCI)围术期的作用及意义。 方法摇 入选住院并行择期 PCI 的不稳定型心绞痛患者 33 例,同时选

取 29 例只行冠状动脉造影检查而不行 PCI 的不稳定型心绞痛患者为对照组。 分别于冠状动脉造影前或 PCI 术前、
冠状动脉造影后或 PCI 术后 18 h ~ 24 h 抽取新鲜外周血,免疫磁珠法分选出 CD4 + T 淋巴细胞,荧光定量 PCR 检

测 PDCD4 mRNA 表达,免疫印迹法检测 PDCD4 蛋白表达,酶联免疫吸附法检测血清肿瘤坏死因子 琢(TNF鄄琢)浓

度。 结果摇 与对照组相比,PCI 组术后 PDCD4 mRNA 和蛋白表达明显升高(P < 0. 05)。 PCI 组术后血清 TNF鄄琢 浓

度较术前进一步升高(16. 11 依 1. 45 ng / L 比 7. 60 依 0. 75 ng / L;P < 0. 05),对照组无明显变化(P > 0. 05)。 结论摇 不

稳定型心绞痛患者 PCI 术后 CD4 + T 淋巴细胞 PDCD4 表达上调,从而增加 PCI 术后心肌的炎症反应。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the effect and significance of programmed cell death 4 (PDCD4) abnormal ex鄄
pression of CD4 + T lymphocytes in patients with unstable angina pectoris during perioperative period of percutaneous coro鄄
nary intervention (PCI). 摇 摇 Methods摇 A total of 62 unstable angina patients were enrolled. 摇 Of the 62 patients, 33 pa鄄
tients undergoing PCI were involved as PCI group, the other 29 patients without PCI were set as control group. 摇 Peripheral
blood was extracted before and after coronary angiography or PCI. 摇 Circulating CD4 + T cells were obtained by magnetic
cell sorting system (MACS) at baseline and 18 h ~ 24 h post鄄PCI. 摇 Real鄄time fluorescent quantitative polymerase chain
reaction (RFQ鄄PCR), Western blot analysis, enzyme鄄linked immunosorbent assay (ELISA) were used to evaluate the lev鄄
els of PDCD4 mRNA in CD4 + T lymphocyte, the expression of PDCD4 protein and also the serum level of tumor necrosis
factor鄄琢 (TNF鄄琢). 摇 摇 Results摇 Compared to the control group, the post鄄operative expression of PDCD4 mRNA and pro鄄
tein dramatically increased in the PCI group (P < 0郾 05). 摇 Compared to the pre鄄operation, the serum level of TNF鄄琢 was
increased in 18 h ~ 24 h post鄄operation in the PCI group (16. 11 依 1. 45 ng / L vs 7. 60 依 0. 75 ng / L; P < 0. 05). 摇 As to
the level of TNF鄄琢 in the control group, no significant change was found (P > 0. 05). 摇 摇 Conclusions摇 The expression of
PDCD4 was increased in patients with unstable angina pectoris undergoing percutaneous coronary intervention, which con鄄
tributed to the intensive inflammation response in the myocardial level after PCI.
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摇 摇 经皮冠状动脉介入治疗(percutaneous coronary
intervention,PCI)术后心肌损伤是临床棘手的并发

症,是患者近期和远期预后不良的独立预测因子,
研究表明 PCI 后可导致局部 CD4 + T 淋巴细胞被激

活,从而诱发心肌炎症反应是术后心肌损伤的机制

之一[1]。 既往研究发现 PCI 术可诱发或促进不稳

定性斑块破裂,不但激活局部的 T 淋巴细胞,还可

以导致外周血淋巴细胞的显著激活和氧化应激产

物标志物的显著增高,并致使肿瘤坏死因子 琢
(tumor necrosis factor鄄琢,TNF鄄琢)、干扰素 酌 等炎症

因子增加,促进心肌局部炎症的发生发展[2鄄4]。 程

序性细胞死亡因子 4 ( programmed cell death 4,
PDCD4)是近年新发现的一种肿瘤抑制因子,最初

因在人类多种实体肿瘤中的重要作用而备受关注,
近年来研究发现 PDCD4 有促进炎症发生的作用,
Sheedy 等[5]报道 PDCD4 可以促进核因子 资B(nucle鄄
ar factor鄄资B,NF鄄资B)分泌,致使 TNF鄄琢 分泌增多,进
而促进炎症的发生。 虽然 PDCD4 在 T 淋巴细胞中

的致炎作用已经得到证实[6],但在 PCI 围术期的作

用目前尚不清楚。
本研究通过检测不稳定型心绞痛(unstable an鄄

gina pectoris,UAP)患者 PCI 围术期 CD4 + T 淋巴细

胞 PDCD4 的表达水平,同时检测血清中 TNF鄄琢 的

含量,以探讨 CD4 + T 淋巴细胞异常表达 PDCD4 在

PCI 术后心肌损伤机制中的作用。

1摇 对象和方法

1郾 1摇 材料

摇 摇 人淋巴细胞分离液(北京索莱宝科技有限公

司,中国),Dynabeads襆 FlowCompTM Human CD4 试

剂盒 (Dynal,挪威),RPMI1640 培养基 (Hyclone,
USA),TRIzol鄄A +总 RNA 提取试剂(天根生化科技

有限公司,中国),RevertAidTM FistStrand cDNA Syn鄄
thesis kit ( Fermentas,立陶宛), Fase Start Universal
SYBR Green Master ( Rox, USA ), PDCD4 mRNA、
GAPDH mRNA 引物(生工生物工程有限公司,中
国),兔抗人 PDCD4 单抗(Abcam,USA),羊抗兔荧

光二抗(LI鄄COR,USA),GAPDH 单抗(上海碧云天

生物技术有限公司,中国),荧光二抗(KPL,USA),
蛋白 Marker ( Fermentas, 立陶宛), Human TNF鄄琢
Platinum ELISA(Ebioscience,USA),Step鄄one 荧光定

量基因扩增仪(ABI,美国),Odessay 双色红外激光

成像系统扫描仪。

1郾 2摇 研究对象

本研究为非随机临床对照研究,选取 2011 年

11 月至 2012 年 11 月入住广西医科大学附属第一

医院并择期行 PCI 的 UAP 患者 33 例,同时选取 29
例只行冠状动脉造影检查而不行 PCI 的 UAP 患者

为对照组。 UAP 诊断标准符合 2007 年中华医学会

心血管分会的“不稳定性心绞痛和非 ST 段抬高心

肌梗死诊断与治疗指南[7] 冶,UAP 患者均经冠状动

脉照影证实存在冠状动脉狭窄,有行 PCI 指征,且心

肌酶学标记物 CK鄄MB 和 CTnI 阴性,无他汀应用禁

忌症。 排除标准:合并严重感染或肿瘤患者,严重

肝肾功能不全者,他汀类药物过敏者,脑卒中,左心

室射血分数 < 30% ,急诊 PCI。 本试验遵照广西医

科大学医学伦理委员会人体试验管理规范执行,所
有病例选择和标本提取均获患者知情同意并签署

同意书。
1郾 3摇 采集标本

两组患者分别采集冠状动脉造影或 PCI 前、PCI
术后 18 h ~ 24 h 新鲜外周静脉血 20 mL。 20 mL 中

取 1 mL 血自然凝固 20 min 后,2000 r / min 离心 10
min,收集血清用于 ELISA 检测 TNF鄄琢。 余下用肝素

抗凝后分离细胞。
1郾 4摇 细胞提取

根据 Ficoll鄄Paque 密度梯度离心法提取两组患

者外周血单核细胞 ( peripheral blood mononuclear
cell,PBMC),重悬于 1 mL 1640 培养基,取 10 滋L
PBMC 重悬细胞加 90 滋L PBS 稀释 10 倍后作细胞

计数,余下细胞严格按照 Dynabeads襆 FlowCompTM

Human CD4 磁珠分选试剂盒说明书操作分选 CD4
+ T 淋巴细胞。 分选出的细胞同样做细胞计数,同
时用 0. 4%台盼蓝染色观察并计算活细胞存活率,
存活率 > 90%的 CD4 + T 淋巴细胞留下备用。
1郾 5摇 荧光定量 PCR 检测 PDCD4 mRNA 表达

按照 Trizol 操作说明提取细胞总 RNA,并用

Nanodrop 测量其浓度,同时用 1% 琼脂糖凝胶电泳

检测 RNA 有无降解,调整 RNA 量为 1 g / L,逆转录

合成 cDNA。 采用 SYBR Green玉荧光标记法检测

PCR 产物,总反应体系为 20 滋L,PDCD4 引物上游

5忆鄄AAC TGT GCC AAC CAG TCC AA鄄3忆,下游 5忆鄄
TCT TCT CAA ATG CCC TTT CAT C鄄3忆;GAPDH 引

物上游 5忆鄄GAG TCA ACG GAT TTG GTC GT鄄3忆,下
游 5忆鄄 GAC AAG CTT CCC GTT CTC AG鄄3忆,按试剂

盒说明设置反应体系及参数,每个样本均做复孔检

测,同时每次反应均设置阴性孔。 PCR 产物经过测
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序检测。 结果采用 2 - 驻驻Ct表示。
1. 6摇 Western blot 检测 PDCD4 蛋白表达

分选出的 CD4 + T 淋巴细胞中加入 100 滋L 蛋

白裂解液混匀,然后在 4益 下 12000 r / min 离心 20
min,提取上清转移至新离心管中,然后用 BCA 法检

测蛋白浓度,内参为 GAPDH。 配置 12% 分离胶和

5%浓缩胶,进行 SDS鄄PAGE 聚丙烯酰胺凝胶电泳,
半干法转膜 40 min,用 TBST 配置的 5%脱脂奶粉封

闭 1 h,1 颐 2500 一抗 4益 敷育过夜,脱色摇床上用

TBST 洗膜 5 min 伊 5 次,1颐 5000 红外荧光二抗室温

敷育 2 h 后在双色红外激光成像系统扫描成像。
1. 7摇 ELISA 检测 TNF鄄琢 浓度

将收集的血清标本及培养基上清和 ELISA 试

剂盒常温下放置约 30 min,操作步骤按说明书进行。
1. 8摇 统计学方法

计量资料以x 依 s 表示,两组间比较采用成组 t
检验,多组间比较采用方差分析,治疗前后组内比

较采用配对 t 检验,治疗后组间比较采用协方差分

析,计数资料以频数及构成比表示,采用 字2 检验。
P < 0. 05 表示差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2. 1摇 一般资料比较

摇 摇 PCI 组与对照组在年龄、性别、吸烟史、糖尿病

史、血脂异常、高血压、既往心血管病病史、药物治

疗等方面均无显著性差异(P > 0. 05)。 两组在冠状

动脉病变部位、狭窄程度和数量方面均具有可比性

(P > 0. 05;表 1)。
2. 2摇 PDCD4 mRNA 的表达变化

冠状动脉造影前,PCI 组与对照组之间 PDCD4
mRNA 表达无显著性差异(P > 0. 05);冠状动脉造

影后,与对照组相比,PCI 组术后 PDCD4 mRNA 表

达显著升高(P < 0. 05);与术前 PCI 组相比,术后

PCI 组 PDCD4 mRNA 也明显升高(P < 0. 05;图 1)。
2. 3摇 PDCD4 蛋白的表达变化

冠状动脉造影前,PCI 组与对照组 PDCD4 蛋白

的表达无显著性差异(P > 0. 05);冠状动脉造影后,
与对照组相比,PCI 组术后 PDCD4 蛋白的表达显著

升高(P < 0. 05);与术前 PCI 组相比,术后 PCI 组

PDCD4 蛋白的表达也明显升高(P < 0. 05;图 2)。
2郾 4摇 血清 TNF鄄琢 浓度变化

冠状动脉造影前,PCI 组(7. 60 依 0. 75 ng / L)与
对照组(7. 83 依 0. 85 ng / L)之间血清 TNF鄄琢 浓度无

显著性差异(P > 0. 05);PCI 术后,PCI 组血清 TNF鄄

琢 浓度(16. 11 依 1. 45 ng / L)较术前进一步升高(P
< 0. 05),对照组血清 TNF鄄琢 浓度 (8. 41 依 0. 98
ng / L)无明显变化(P > 0. 05)。

表 1. 两组临床资料比较

Table 1. Clinical characteristics in the two groups

项摇 目
对照组
(n = 29)

PCI 组
(n = 33) P 值

男性(例) 22(76% ) 27(82% ) 0郾 33
年龄(岁) 63郾 25 依 10郾 09 65郾 57 依 11郾 45 NS
高血压(例) 15(52% ) 19(58% ) 0郾 213
糖尿病(例) 5(17% ) 7(21% ) 0郾 156
血脂异常(例) 8(28% ) 11(33% ) 0郾 24
冠心病史(例) 7(24% ) 6(18% ) 0郾 33
吸烟(例) 10(36% ) 14(42% ) 0郾 41
收缩压(mmHg) 132郾 57 依 16郾 79 128郾 86 依 19郾 14 NS
舒张压(mmHg) 82郾 35 依 10郾 16 78郾 87 依 11郾 54 NS
药物治疗

阿司匹林(例) 29 33 NS
氯吡格雷(例) 29 33 NS
他汀类药物(例) 29 33 NS
ACEI / ARB(例) 24(83% ) 29(88% ) 0郾 326
茁 受体阻滞剂(例) 18(62% ) 22(67% ) 0郾 428
钙离子通道阻滞剂(例) 6(21% ) 8(24% ) 0郾 457
硝酸酯类(例) 12(41% ) 15(45% ) 0郾 104

血管病变部位

左前降支(例) 22(76% ) 27(82% ) 0郾 33
左主干(例) 6(21% ) 5(15% ) 0郾 324
左回旋支(例) 10(35% ) 12(36% ) 0郾 024
右冠状动脉(例) 12(41% ) 15(45% ) 0郾 104
单支血管病变(例) 17(59% ) 21(64% ) 0郾 164
双支血管病变(例) 9(31% ) 9(27% ) 0郾 106
多支血管病变(例) 2(7% ) 3(9% ) NS

图 1. 荧光定量 PCR 检测 PDCD4 mRNA 表达摇 摇 a 为 P <
0. 05,与术后对照组比较;b 为 P < 0. 05,与术前 PCI 组比较。

Figure 1. PDCD4 mRNA expression detected by RFQ鄄PCR
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图 2. Western blot 检测 PDCD4 蛋白表达摇 摇 a 为 P < 0. 05,
与术后对照组比较;b 为 P < 0. 05,与术前 PCI 组比较。

Figure 2. PDCD4 protein expression detected by Western blot

3摇 讨摇 论

术后心肌损伤(periprocedural myocardial injury,
PMI)是 PCI 术常见的并发症,尤其多见于高危急性

冠状动脉综合征( acute coronary syndrome,ACS)患

者,发生率为 30% ~ 70% [8],一旦发生术后心肌损

伤,患者远期心脏不良事件将明显增高,预后显著

不良。
研究表明,冠心病患者体内存在 CD4 + T 淋巴

细胞的过度激活及 TNF鄄琢 等炎症因子的分泌[9],而
PCI 术更是进一步加重 CD4 + T 淋巴细胞介导的炎

症反 应[2]。 TNF鄄琢 是 一 种 重 要 的 促 炎 细 胞 因

子[10,11],可以抑制心肌的收缩功能,激活中性白细

胞,促进中性白细胞和内皮细胞表达众多的黏附分

子,导致中性白细胞在组织中聚集,引起组织损害。
PDCD4 是近年来新发现的抑癌基因,不仅对细胞的

程序性死亡进行重要调节,而且对于炎症发生也有

重要作用。 Yasuda 等[12]发现敲除小鼠 PDCD4 基因

后,抑炎因子 IL鄄10 mRNA 表达明显升高,促炎因子

TNF鄄琢 分泌显著下降,从而抑制炎症的发生发展。
Hilliard 等[6]研究显示,敲除小鼠 PDCD4 基因后,小
鼠抵抗炎症的能力增加,淋巴细胞分泌 IL鄄10、IL鄄4
炎症因子明显增多,并抑制 TNF鄄琢 产生。 这些均提

示,PDCD4 在炎症的发生发展中起着重要的作用,
并且主要通过增加 TNF鄄琢 的分泌起效。

本研究中,PCI 术后 CD4 + T 淋巴细胞 PDCD4
无论是从基因水平,还是蛋白水平上表达均上调,

同时血清 TNF鄄琢 水平也明显升高,说明 PDCD4 参

与了术后 CD4 + T 淋巴细胞介导的炎症反应,进而

介导术后心肌损伤。
PDCD4 的表达受多种不同因素的调节,多种不

同的细胞因子可以调节 PDCD4 基因的表达。 在人

自然杀伤细胞和 T 细胞中 PDCD4 基因经 IL鄄2 和 IL鄄
15 作用后表达下调,而 IL鄄12 可上调其表达[13],相
关研究表明,UAP 患者血清 IL鄄12 水平显著高于正

常人水平,因此, IL鄄12 很有可能参与了 PCI 术后

PDCD4 的调控[14]。 此外,一些信号转导通路也可

以对 PDCD4 进行调控,例如 TGF鄄茁 可以上调肝癌

Huh7 细胞系 PDCD4 的表达[15]。 在分子生物学水

平上,miR鄄21 对于 PDCD4 表达的调控是目前研究

的热点。 研究发现,miR鄄21 可以特异性结合 PDCD4
mRNA 3忆鄄UTR,从而抑制 PDCD4 的翻译[16,17]。 我

们在前期研究中发现,UAP 患者 CD4 + T 淋巴细胞

miR鄄21 表达异常,PCI 术后则加重这一趋势[18]。 因

此,CD4 + T 淋巴细胞在 PCI 后过度激活,可能是通

过上述一种或多种方式调控 PDCD4 的表达,促使

TNF鄄琢 的分泌增多,加重心肌的炎症反应。
综上所述,UAP 患者 PCI 术后 CD4 + T 淋巴细

胞 PDCD4 表达上调,增加 PCI 术后心肌的炎症反

应。 该机制可能是 PCI 术后心肌损伤的重要机制

之一。
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