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N-乙酰半胱氨酸对大鼠心脏成纤维细胞增殖和胶原合成的影响
郭晓玲△ 段霄燕 董平剑

（武警成都医院内一科 四川成都 610041）

摘要 目的：通过观察 N-乙酰半胱氨酸（NAC）对大鼠心脏成纤维细胞(CFs)增殖和胶原合成的影响，探讨 NAC对心脏重构的作
用。方法：以培养的新生 SD大鼠 CFs为实验对象，给予不同浓度的 NAC进行干预，48小时后用MTT比色法检测 CFs增殖水平，
用 3H脯氨酸掺入法测定总胶原合成。结果：与对照组相比，不同浓度 NAC作用下的 CFs增殖水平和 3H脯氨酸掺入量均比对照
组低，且具有浓度依赖性(p<0.05)。结论：NAC能够抑制 SD大鼠 CFs增殖，并降低其胶原合成，因此 NAC对心脏的病理性重构可
能具有保护作用。
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ABSTRACT Objective: To investigate the effect of N-acetyl-l-cysteine (NAC) on the proliferation and synthesis of collagen in
cultured rat cardiac fibroblasts (CFs) and to explore its potential role in the process of cardiac remodeling. Methods: Neonatal
Sprague-Dawley rat cardiac fibroblasts were isolated, cultured and treated in vitro with different concentrations of NAC. 48 hours later,
the proliferation of CFs was determined by MTT assay and the collagen synthesis was analyzed by 3H-proline incorporation. Results: The
proliferation level and 3H-proline incorporation of CFs decreased by NAC, which was concentration-dependent (p<0.05). Conclusion:
NAC can decrease the proliferation and collagen synthesis of neonatal Sprague-Dawley rat cardiac fibroblasts to some extent, which sug-
gested it may play a protective role in cardiac remodeling.
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前言

在多种病理情况下，如心肌梗塞后，心脏会发生以心肌纤
维化为特征的重构，而心脏重构则是发生心力衰竭的病理生理
基础之一。心脏成纤维细胞(CFs)是心肌纤维化的主要效应细
胞，它的增殖和胶原合成是心肌纤维化的重要特征。因此，抑制
成纤维细胞增殖和胶原生成对逆转心脏重构具有重要价值[1]。
N-乙酰半胱氨酸（N-acetyl-l-cysteine, NAC）是一种新型的抗氧
化剂，在临床上已经取得了较为广泛的应用。除抗氧化作用外，
有研究表明 [2]NAC能在肺部起到抗纤维化的作用，但是关于
NAC对心脏纤维化作用的研究却较少，本研究通过研究 NAC
对大鼠心脏成纤维细胞的作用来探讨其在心脏重构过程中的
作用。

1 材料和方法

1.1 实验动物

出生 1d的 SD大鼠，由第四军医大学实验动物中心提供。
1.2 主要试剂

DMEM培养基(dulbecco's modified eagle's medium)为美国
GIBCO公司产品；胎牛血清购于杭州四季青生物工程材料研
究所；Ⅱ型胶原酶和胰蛋白酶购自 Invitrogen公司；NAC、四氮
唑蓝(MTT)和二甲基亚砜(DMSO)为美国 Sigma 公司产品；3H
脯氨酸放免试剂盒购自中国原子能研究所。
1.3 细胞培养

在无菌条件下取新生 SD大鼠心脏，剪至约 1mm3小块，加
入 1g/LⅡ型胶原酶，37℃恒温磁力搅拌器搅拌、辅助分离细
胞，5min 收集一次细胞，所得细胞消化液离心 1000r/min×
5min，将沉淀的细胞重悬并过滤。采用差速贴壁法，在 37℃恒
温 5% CO2孵箱中将细胞培养 60min，弃去上清液，剩下的细胞
即为成纤维细胞。加入含 10%胎牛血清的 DMEM继续培养，3
天换液一次。在倒置显微镜下观察培养的细胞呈梭形，免疫荧
光染色见纤维连接蛋白阳性、α横纹肌肌动蛋白阴性，符合
CFs染色特征，纯度达 98%以上。生长近融合时按照 1:3传代，
实验采用第 2-4代细胞。
1.4 MTT比色法测细胞增殖

将处于对数生长期的 CFs细胞以 1×104个／ml密度接种
于 96孔板．每孔 100uL。置于 37℃、5% CO2孵箱中培养，24h
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后换无血清 DMEM培养液，使细胞进入生长静止期。在 37℃
继续孵育 24h，加入 NAC，使每孔 NAC终浓度为 0、10、20、
40mmol/L，培养至 48h，每孔加入 5mg/ml的MTT20μl。继续培
养 4h后，吸弃培养液，各孔加 150ul的 DMSO，平板摇床振摇
10min。以只加培养液不加细胞的空白孔调零，用酶联免疫检
测仪于波长 490nm测定吸光值。
1.5 细胞总胶原合成功能的 3H脯氨酸掺入法测定

细胞按上述条件接种在 96孔板中并培养 24h至细胞进入
生长静止期后，按每孔终浓度为 0、10、20、40mmol/L 加入
NAC，培养至 48h，每孔加入 1.0×103Bq 的 3H 脯氨酸和
50mg/L的抗坏血酸，继续孵育 4h。用台盼蓝染色法检查活细胞
数。胰蛋白酶消化细胞呈细胞悬液后，用多头细胞收集器收集
细胞至玻璃纤维滤纸上并烤干。将玻璃纤维滤纸置于闪烁计数
管中，每管加人闪烁液 0.5ml。用液态闪烁计数仪测定放射性强
度，所得数据以 cpm/孔表示。

1.6 统计学处理
采用 SPSS12.0软件进行统计分析，实验数据用表示，进行

单因素方差分析及 LSD-t检验进行组间的两两比较。P<0.05为
有统计学差异。

2 结果

2.1 不同浓度 NAC对 SD大鼠 CFs的MTT OD值的影响
细胞实验结果显示，与正常对照组相比，10、20、40mmol/L

的 NAC对 CFS细胞的生长均有抑制作用(P<0.05)，并且不同
浓度组间均有差异(P<0.05) (图 1)。
2.2 不同浓度 NAC对 SD大鼠 CFs的 3H脯氨酸掺入量的影响

3H脯氨酸掺入法的结果显示，与正常对照组相比，NAC作
用 48h后，CFs总胶原的合成明显下降(P<0.05)，并且随着 NAC
浓度的增大掺入量也随之下降(P<0.05) (图 2)。

图 1 不同浓度 NAC对 CFs增殖的影响(x±s，n=6)

Fig.1 Effects of different concentrations of NAC on proliferation of CFs

(x±s，n=6)

图 2 不同浓度 NAC对 3H脯氨酸掺入量的影响(x±s，n=6)

Fig.2 Effects of different concentrations of NAC on 3H-proline

incorporation(x±s，n=6)

3 讨论

心脏的重构主要包括心肌实质重构和间质重构。实质重构
主要是心肌细胞的病理性肥大或变性、坏死等造成的，而间质
重构包括成纤维细胞的活化增生、细胞外机制胶原网组成和量
的变化。在心肌梗死后，成纤维细胞以及细胞外基质在梗死部
位及周边大量增生、浸润，取代了死亡的心肌细胞，使心脏发生
纤维化，这个过程是心功能由代偿转向失代偿和心衰的重要步
骤。Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白由心肌成纤维细胞分泌，是构成心脏细胞
外基质的主要成分。在心肌梗死的病理条件下，Ⅰ、Ⅲ型胶原纤
维病理性增生，造成了心肌组织实质与间质的比例失调，心肌
细胞作为工作细胞其数量相对下降，在大体上表现为机体心脏
功能不全[3]。

NAC是 L-半胱氨酸的乙酰化合物，结构中含有活跃的
-SH基，为临床常用祛痰药，还可于解救对乙酰氨基酚引起的
肝毒性反应。除此之外，NAC作为巯基供给体，是一种较强的
抗氧化剂，具有干扰自由基生成、清除已生成的自由基，以及调
节细胞的代谢活性等作用。它还可以调节基因的表达和信号转
导系统，发挥抗血管生成、抑制恶性肿瘤发展、抑制新生物的生

成和转移作用，在呼吸、神经系统和 AIDS的临床实践中有广
泛应用[4]。在心血管系统，NAC也受到了重视，在冠状动脉粥样
硬化[5]、心肌缺血再灌注损伤[6]以及高血压心脏重构[7]等情况下
能够发挥对机体有益的作用。Bourraindeloup M等[7]发现在大
鼠高血压模型中血浆 TNFα浓度与心脏短轴缩短率的降低及
心脏谷胱甘肽的缺乏显著相关。而给予 NAC干预后，未对高血
压产生影响，但使血浆 TNFα浓度达正常水平，增加了短轴缩
短率并限制了左室后壁的肥厚，抑制了基质金属蛋白酶 2和基
质金属蛋白酶 9的激活，减少了左室的胶原沉积，提示 NAC可
减缓高血压大鼠心脏重构的进程，有效保护心脏功能。李小波
等[8]综述了相关的文献报道，认为 NAC可能通过直接影响血
压、促进心脏的谷胱甘肽的合成从而抑制炎性因子对心脏的有
害影响，或者通过谷胱甘肽直接抑制 NF-κB的激活等机制起
到预防和逆转高血压心脏重构的效应。但相关的证据较少，对
其机制仍需要进一步的研究，尤其是对成纤维细胞的直接作用
研究较少。

胡建明等的研究[9,10]表明，NAC能够直接影响小鼠和人肺
成纤维细胞的增殖和胶原合成，能够降低 cyclin E表达，使细
胞增殖阻滞于 G1期，从而抑制细胞增殖，降低由 TGF-β1诱导
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的或非经 TGF-β1诱导的胶原合成。本实验结果表明，NAC对
大鼠 CFs增殖和胶原合成具有类似于在前述实验中提到的对
肺成纤维细胞的抑制作用，但是对其具体机制以及 NAC对病
理情况下心脏整体纤维化的影响仍需要深入研究揭示。但是本
实验初步的研究结果提示可以考虑使用 NAC作为心脏病理性
重构的潜在治疗手段，但需进一步研究其各方面的综合影响之
后，才能为治疗提供更有力的依据。
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