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Ｎ乙酰半胱氨酸对血管紧张素Ⅱ致成纤维

细胞增殖及纤维连接蛋白表达的作用研究

田家齐　黎明江　吴限　黄亚敏

　　【摘要】　目的：探讨不同浓度Ｎ乙酰半胱氨酸（ＮＡＣ）对血管紧张素Ⅱ致成纤维细

胞（ＣＦｓ）增殖及纤维连接蛋白（ＦＮ）表达的影响。　方法：分离培养１～３日龄ＳＤ大鼠乳

鼠的ＣＦｓ，分组加入不同浓度的血管紧张素Ⅱ（ＡｎｇⅡ）及ＮＡＣ进行干预。１组加入普通

培养基（含１０％ ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ 培养液）；２组在普通培养基中加入终浓度为

２．５×１０－７μｍｏｌ／Ｌ的ＡｎｇⅡ；３组在普通培养基中加入终浓度为５．０×１０
－７
μｍｏｌ／Ｌ的

ＡｎｇⅡ；４组在普通培养基中加入终浓度为５．０×１０－７μｍｏｌ／Ｌ的ＡｎｇⅡ和５．０μｍｏｌ／Ｌ的

ＮＡＣ；５组在普通培养基中加入终浓度为５．０×１０－７μｍｏｌ／Ｌ的ＡｎｇⅡ和１０．０μｍｏｌ／Ｌ

的ＮＡＣ。采用免疫荧光法检测各组ＦＮ的蛋白表达水平；ＣＣＫ８法检测各组ＣＦｓ的增殖

活性，ＲＴＰＣＲ检测各组ＦＮ的ｍＲＮＡ表达水平。　结果：与１组相比，２组ＣＦｓ增殖活

性、ＦＮｍＲＮＡ及蛋白表达水平均明显升高（犘均＜０．０１）。与１组及２组相比，３组ＣＦｓ

增殖活性、ＦＮｍＲＮＡ及蛋白表达水平均明显升高（犘均＜０．０１）。在培养基中加入ＮＡＣ

进行干预，４组和５组与３组相比，ＣＦｓ增殖活性、ＦＮｍＲＮＡ及蛋白表达水平均明显降

低（犘均＜０．０１）；５组较４组ＣＦｓ增殖活性、ＦＮｍＲＮＡ及蛋白表达水平均明显降低

（犘均＜０．０１）。　结论：ＮＡＣ在抑制ＣＦｓ增殖及减轻ＦＮ在心肌间质沉积的过程中发

挥重要作用。
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　　心肌纤维化的主要特征是成纤维细胞（ｃａｒｄｉａｃ

ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ，ＣＦｓ）的 过 量 增 殖，细 胞 外 基 质

（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）生成与降解的平衡紊

乱。生理情况下，ＣＦｓ通过促进胶原蛋白合成与分

泌来替换老化的胶原结构，以维持心肌组织的稳

定［１］。当各种病因造成心肌正常结构破坏时，ＣＦｓ

过度活化、增殖，并最终导致心肌纤维化。纤维连

接蛋白（ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ，ＦＮ）是ＥＣＭ的重要成分。研

究表明，ＦＮ过量生成与组织炎症反应、组织纤维化

及硬化过程、机体损伤修复等存在密切联系，但目

前有关ＦＮ与心肌纤维化关系、Ｎ乙酰半胱氨酸

（ＮＡＣ）对ＣＦｓ增殖影响的研究仍然较少。本研究

通过血管紧张素Ⅱ（ＡｎｇⅡ）刺激ＣＦｓ建立体外纤维

化模型，探讨ＮＡＣ在ＡｎｇⅡ诱导ＣＦｓ增殖及ＦＮ

合成中的作用。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器

１～３日龄ＳＤ大鼠乳鼠购于湖北省疾病预防控

制中心实验动物部。总ＲＮＡ提取试剂盒、三氯甲

烷、异丙醇购于国药集团有限公司；ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ

ＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔｗｉｔｈｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ、ＳＹＢＲ○
Ｒ

Ｐｒｅｍｉｘ

ＥｘＴａｑ
ＴＭ试剂盒购于ＴａＫａＲａ公司；牛血清白蛋白

购于吉诺生物医药技术有限公司；纤维连接蛋白抗

体、ＣＹ３标记山羊抗兔抗体购于武汉阿斯本生物技

术有限公司；ＮＡＣ、ＡｎｇⅡ、Ⅱ型胶原酶和胰蛋白酶

购自Ｓｉｇｍａ公司；ＣＣＫ８试剂盒购自ｂｉｏｓｈａｒｐ公司。

ＰＣＲ 扩 增 仪、荧 光 定 量 ＰＣＲ 仪 购 于 Ｌｉｆｅ

Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司；普通光学显微镜、倒置显微镜购

于Ｏｌｙｍｐｕｓ公司；成像系统购于Ｑｉｍａｇｉｎｇ公司。

１．２　ＣＦｓ的分离、提取与培养

将乳鼠置于无菌泡沫板上固定，于乳鼠剑突正

中稍偏左处剪开胸骨，暴露并取出心脏。去除心腔

内残留血液、心房和血管组织后将心室肌剪碎，

０．１２５％胰蛋白酶及０．０８％Ⅱ型胶原酶消化心肌组

织，１０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，加入含１０％ 胎牛血清

（ＦＢＳ）的ＤＭＥＭ培养液，置于５％ＣＯ２、３７℃培养箱

中培养９０ｍｉｎ，弃上清，采用差速贴壁法获取ＣＦｓ。

随后加入含１０％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ培养液继续培养，

当ＣＦｓ生长融合达９０％时，加入含０．２５％ 胰蛋白

酶和０．０２％ＥＤＴＡ的混合液消化已贴壁的ＣＦｓ。

细胞离心后加入含１０％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ培养液，接

种至培养皿进行传代。实验采用第３～５代ＣＦｓ。

１．３　ＣＦｓ的分组

选用生长较好的第３～５代ＣＦｓ，用无血清

ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液进行细胞同步化后继续培养

１２ｈ。弃上清后，对细胞进行分组处理：１组加入普通

培养基（含１０％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ培养液）；２组在普通

培养基中加入终浓度为２．５×１０－７μｍｏｌ／Ｌ的ＡｎｇⅡ；

３组在普通培养基中加入终浓度为５．０×１０－７μｍｏｌ／Ｌ

的ＡｎｇⅡ；４组在普通培养基中加入终浓度为５．０×

１０－７μｍｏｌ／Ｌ的ＡｎｇⅡ和５．０μｍｏｌ／Ｌ的ＮＡＣ；５组在

普通培养基中加入终浓度为５．０×１０－７μｍｏｌ／Ｌ的

ＡｎｇⅡ和１０．０μｍｏｌ／Ｌ的ＮＡＣ。

１．４　ＣＣＫ８法检测ＣＦｓ的增殖活性

ＣＦｓ按每孔２００μＬ接种９６孔板，分组给予不同

处理，每组设５个复孔。分组培养２４ｈ后，每孔加入

ＣＣＫ８溶液１０～２０μＬ，充分震荡后，继续孵育４ｈ，酶

标仪于５６０ｎｍ波长处测量各孔光密度值（ＯＤ值），细

胞增殖活性（％）＝（ＯＤ实验组 －ＯＤ对照组）／ＯＤ对照组

×１００％。

１．５　免疫荧光法检测ＣＦｓ中ＦＮ的蛋白表达水平

各组ＣＦｓ按不同处理条件培养２４ｈ，将ＣＦｓ细
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胞爬片用４％多聚甲醛固定３０ｍｉｎ，破膜后滴加

３％过氧化氢溶液，避光孵育２０ｍｉｎ。洗涤后加入

抗ＦＮ抗体（１∶１００），４℃孵育过夜，加入ＣＹ３标记

山羊抗兔二抗，室温孵育５０ｍｉｎ。４，６联脒２苯基

吲哚（ＤＡＰＩ）染色后，荧光显微镜下观察。每张玻片

随机选取５～７个视野，应用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０图

像分析软件计算ＦＮ蛋白在ＣＦｓ中的含量。红色荧

光为ＦＮ，蓝色荧光为ＤＡＰＩ着色的细胞核。

１．６　ＲＴＰＣＲ检测ＣＦｓ中ＦＮ的ｍＲＮＡ表达水平

各组ＣＦｓ按不同处理条件培养２４ｈ后，根据试

剂盒说明书进行细胞ＲＮＡ的抽提和ｃＤＮＡ的合成

及转录。引物序列如下：ＦＮ 基因正向引物５′

ＧＣＣＣＴＴＡＣＡＧＴＴＣＣＡＡＧＴＴＣＣ３′，反向引物５′

ＡＡＡＣＣＧＴＧＴＡＡＧＧＧＴＣＡＡＡＧＣ３′；ＧＡＰＤＨ基因

正向引物５′ＣＧＣＴＡＡＣＡＴＣＡＡＡＴＧＧＧＧＴＧ３′，反

向 引 物 ５′ＴＴＧＣＴＧＡＣＡＡＴＣＴＴＧＡＧＧＧＡＧ３′。

ＰＣＩ反应条件为９５℃预变性１ｍｉｎ，９５℃变性１５ｓ、

５８℃退火２０ｓ、７２℃延伸４５ｓ，共４０个循环。采用

ＳｔｅｐＯｎｅ软件，以２－ΔΔＣＴ计算ＦＮｍＲＮＡ的相对表

达水平。

１．７　统计学分析

采用ＳＰＳＳ２２．０软件进行统计学分析，实验数

据采用均数±标准差表示，多组间比较采用单因素

方差分析，组间的两两比较采用ＬＳＤ检验，以犘＜

０．０５表示差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＮＡＣ对ＡｎｇⅡ致ＣＦｓ增殖的影响

与１组相比，２组ＣＦｓ增殖活性明显升高（犘＜

０．０１）；与１组及２组相比，３组ＣＦｓ增殖活性明显

升高（犘均＜０．０１）。在培养基中加入ＮＡＣ进行干

预，与３组相比，４组和５组ＣＦｓ增殖活性均明显降

低（犘均＜０．０１）；５组较４组ＣＦｓ增殖活性明显降

低（犘＜０．０１）。见表１。

２．２　ＮＡＣ对ＡｎｇⅡ致ＣＦｓＦＮ蛋白表达的影响

由图１可见，１组ＦＮ分布均匀，且量较少；２组

和３组ＦＮ逐渐增多，且分布散乱。从１组到３组，

随培养基中ＡｎｇⅡ水平的升高，ＦＮ的表达增加，其

中３组ＦＮ的表达最高。４组和５组ＦＮ的表达与

３组相比有所减少。

图像分析软件计算结果与图片显示的趋势一

致。与１组相比，２组ＦＮ蛋白的表达水平明显升

高（犘＜０．０１）；与１组及２组相比，３组ＦＮ蛋白的

表达水平明显升高（犘均＜０．０１）。在培养基中加入

ＮＡＣ进行干预，４组和５组与３组相比，ＦＮ蛋白的

表达水平明显减少（犘均＜０．０１）；５组ＦＮ蛋白的

表达水平较４组明显降低（犘＜０．０１）。见表１。

２．３　ＮＡＣ对ＡｎｇⅡ致ＣＦｓＦＮｍＲＮＡ表达

的影响

与１组相比，２组ＦＮｍＲＮＡ的表达水平明显

升高（犘＜０．０１）；与１组及２组相比，３组 ＦＮ

ｍＲＮＡ的表达水平明显升高（犘均＜０．０１）。在培

养基中加入ＮＡＣ进行干预，４组和５组与３组相

比，ＦＮｍＲＮＡ的表达水平明显降低（犘均＜０．０１）；

５组ＦＮｍＲＮＡ的表达水平较４组明显降低（犘＜

０．０１）。见表１。

３　结论

心肌纤维化时ＥＣＭ过度沉积
［２］，ＥＣＭ是生物

体的重要构成组分，可支持并连接组织细胞结构，

调控组织细胞的生长发育及机体的生理活动。

ＥＣＭ由细胞合成并分泌到细胞外，分布于细胞间或

细胞表面。ＦＮ属于大分子糖蛋白，是ＥＣＭ的组成

成分，可促进细胞与纤维间质的黏附连接，增强吞

噬细胞的吞噬能力。

表１　各组犆犉狊增殖活性和犉犖表达水平的比较

１组 ２组 ３组 ４组 ５组

ＣＦｓ增殖活性／％ ２．８９±０．０８ ３．１１±０．０６（１） ３．３５±０．０５（１）（２） ２．７９±０．１４（３） ２．５９±０．１４（３）（４）

ＦＮ蛋白 １３４．６６±２．２３ ４７３．８４±３．９９（１） ５４０．４４±３．９９（１）（２） ７０．８４±０．８０（３） ５３．６３±０．９８（３）（４）

ＦＮｍＲＮＡ １．００±０．２０ ３．６７±０．６０（１） ６．６４±０．２８（１）（２） ０．７２±０．１２（３） ０．４０±０．０６（３）（４）

　　注：与１组相比，（１）犘＜０．０１；与２组相比，（２）犘＜０．０１；与３组相比，（３）犘＜０．０１；与４组相比，（４）犘＜０．０１

　　心肌纤维化是多种因素相互作用的结果，神经

体液分泌轴的紊乱可导致信号转导通路的调节失

衡，进而加速心血管疾病的进展。研究证实在各种

刺激因素作用下，ＡｎｇⅡ的大量生成可激活交感神

经系统及肾素血管紧张素醛固酮系统（ＲＡＡＳ），引

起多种生物活性物质的产生与释放，ＡｎｇⅡ长期持
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续而强烈的作用可造成不可逆性心肌损伤。ＡｎｇⅡ

的过度表达可诱导心肌细胞肥大，促进ＣＦｓ向肌成

纤维细胞转化。肌成纤维细胞是导致胶原蛋白降

解与失衡的主要细胞［３］，其迁移能力远大于ＣＦｓ。

在多种趋化因子的作用下，肌成纤维细胞可迅速迁

移、增殖，使细胞间质与血管周围沉积大量胶原纤

维，引起胶原数量及结构的紊乱，从而导致纤维化

的发生发展。此外，ＡｎｇⅡ还可上调炎性因子
［４］并

影响微小ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）
［５］的表达，通过多种作用

机制影响心肌纤维化的过程。本研究发现，ＣＦｓ的

增殖活性和ＦＮ的表达水平随ＡｎｇⅡ浓度的增加而

升高，随ＮＡＣ浓度的增加而降低，说明ＡｎｇⅡ可促

进ＣＦｓ增殖，并可增加ＦＮ在细胞间质的生成与沉

积，而ＮＡＣ可显著抑制ＡｎｇⅡ对ＣＦｓ的作用。

注：纤维连接蛋白（ＦＮ）呈红色荧光，４，６联脒２苯基吲哚（ＤＡＰＩ）染色细胞核呈蓝色荧光（×２００）

图１　免疫荧光法检测各组犆犉狊中犉犖的表达

　　ＮＡＣ的作用是多方面的。首先，ＮＡＣ作为抗

氧化剂，是细胞内还原型谷胱甘肽的前体，可抑制

并清除机体氧化应激反应产生的氧自由基，调节细

胞的能量代谢。氧化应激是心肌纤维化的重要机

制，可促进心室重构及心肌纤维化的进展，持续而

强烈的心肌适应性损伤最终导致心力衰竭［６７］。

Ａｒａｇｎｏ等
［８］研究表明，大量氧化活性物质的生成增

加了糖尿病大鼠模型组Ⅰ型、Ⅳ型胶原蛋白和ＦＮ

的表达，减弱了心肌收缩力和心脏的射血功能。

Ｗｏｒｏｕ等
［９］发现，氧化应激反应在ＡｎｇⅡ刺激引起

的大鼠纤维化过程中发挥重要作用。其次，ＮＡＣ是

一氧化氮（ＮＯ）在体内的载体，通过激活鸟苷酸环

化酶（ＧＣ）上调环磷酸鸟苷（ｃＧＭＰ）的表达
［１０］，增强

氧的运输和释放，防止细胞损伤。此外，ＮＡＣ作为

化痰药和抗炎药，在临床上用于治疗多种呼吸系统

疾病和急慢性肝脏疾病。刘卫青等［１１］研究表明，

ＮＡＣ可明显减轻博来霉素所致的小鼠肺组织胶原

蛋白沉积，减少肺泡灌洗液中炎性因子白细胞介素４

的生成及核因子κβ的活化，进而抑制肺组织纤维化

的形成。上述研究表明ＮＡＣ可通过多种途径参与

机体的生理和病理过程。

心肌纤维化是多种心血管疾病发展至终末期

的最终结局。本研究显示，ＮＡＣ在抑制ＣＦｓ增殖

及减轻ＦＮ在心肌间质沉积的过程中发挥重要作

用，可能是潜在的抑制心肌纤维化的作用靶点。
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址：ｈｔｔｐ：／／ｇｊｘｘｇｚｚ．ｐａｐｅｒｏｐｅｎ．ｃｏｍ）。进入网站，点击“作者投稿”栏，登

记作者信息，注册成功后即可在线投稿。请作者以实名、常用电子邮箱

和移动电话登记，以便于后续与您联系。

本刊编辑部
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