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N鄄乙酰半胱氨酸对糖尿病大鼠心肌损伤的保护作用
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[摘摇 要] 摇 目的摇 探讨 N鄄乙酰半胱氨酸对糖尿病心肌病大鼠心肌损伤的保护作用及机制。 方法摇 用链脲佐菌素

建立糖尿病模型,50 只雄性 SD 大鼠随机分为 5 组:正常组、糖尿病组、N鄄乙酰半胱氨酸低、中及高剂量组,N鄄乙酰半

胱氨酸低、中及高剂量组分别按 50、100 及 200 mg / (kg·d)灌胃 12 周。 测定大鼠心功能、心脏质量指数及左心室

质量指数、血清和左心室心肌组织中超氧化物歧化酶及谷胱甘肽过氧化物酶的活力;Masson 染色观察形态学变化

及测量心肌胶原容积分数;免疫组织化学法检测转化生长因子 茁1、SMAD3、SMAD7 的蛋白表达水平。 结果摇 与正

常组相比,糖尿病组大鼠左心室舒张期末压显著升高,左心室收缩压和 依 dp / dtmax显著降低,心脏质量指数及左心

室质量指数明显增高,超氧化物歧化酶和谷胱甘肽过氧化物酶活力明显下降,心肌胶原容积分数明显升高,转化生

长因子 茁1 和 SMAD3 蛋白的表达增加,SMAD7 蛋白的表达减少(P 均 < 0郾 01)。 与糖尿病组相比,N鄄乙酰半胱氨酸

各剂量组灌胃 12 周后以上指标均得到改善,以高剂量组改善最为明显(P < 0郾 01)。 结论摇 N鄄乙酰半胱氨酸对糖尿

病心肌有保护作用,其机制可能与抑制氧化应激,下调转化生长因子 茁1、SMAD3 表达及上调 SMAD7 表达有关。
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Protective Effect of N鄄acetylcysteine on Myocardial Injury in Diabetic Rats
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the protective effects and mechanism of N鄄acetylcysteine (NAC) on myocardial
injury in diabetic rats. 摇 摇 Methods摇 The diabetic model was established with streptozotocin (STZ). 摇 The fifty male SD
rats were randomly divided into five groups: the normal group, the diabetic group, the low, middle and high dose N鄄acetyl鄄
cysteine treatment group. 摇 N鄄acetylcysteine of 50, 100 and 200 mg / kg was respectively given to the low, middle and high
dose drug treatment groups by gavage 12 weeks. 摇 Rats爷 heart function, body weight (BW), heart weight (HW) and left
heart weight (LHW) were tested, HW/ BW and LHW/ BW were calculated, the activities of SOD and GSH鄄PX in serum
and myocardial tissue were measured. 摇 Morphological change was observed and myocardial collagen volume fraction was
measured by Masson staining. 摇 The protein expression levels of TGF鄄茁1, SMAD3 and SMAD7 were determined by immu鄄
nohistochemistry. 摇 摇 Results摇 Compared with the control group, LVEDP of the diabetic group was significantly increased
(P < 0郾 01) and LVSP, 依 dp / dtmax were significantly reduced (P < 0郾 01). 摇 All the cardiac mass index and left ventricu鄄
lar mass index were higher (P < 0郾 01). 摇 The activities of SOD and GSH鄄PX were significantly reduced (P < 0郾 01). 摇
The levels of TGF鄄茁1 and SMAD3 were significantly up鄄regulated (P < 0郾 01), the level of SMAD7 was declined signifi鄄
cantly (P < 0郾 01). 摇 Compared with the diabetic group, all above indexes of NAC treatment groups had been improved by
gavage 12 weeks, high dose group had been improved obviously (P < 0郾 01). 摇 摇 Conclusions摇 NAC has a protective
effect on myocardial in diabetic rats, the mechanism may be related to the inhibition of oxidative stress, reducing the ex鄄
pression of TGF鄄茁1, SMAD3 and increasing the expression of SMAD7.
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摇 摇 糖尿病心肌病(DCM)是糖尿病主要慢性并发

症之一,其发病机制比较复杂,氧化应激、炎症因子、
肾素鄄血管紧张素鄄醛固酮系统(RAAS)等参与了糖

尿病心肌病的病理过程,其中氧化应激在糖尿病多

种并发症中发挥着重要的生物学作用。 糖尿病时,
心肌成纤维细胞合成释放一系列生长因子,如血管

紧张素原、TGF鄄茁1、ET鄄1、TNF鄄琢 等,最终导致细胞

外基质沉积[1]。 研究表明,TGF鄄茁1 在人和糖尿病动

物模型的心肌组织中活化[2],促进了糖尿病心肌病

的发生与发展。 SMAD 作为 TGF鄄茁1 的胞内信号转

导,参与 TGF鄄茁1 信号跨细胞转导。 N鄄乙酰半胱氨

酸(NAC)具有抗氧化能力,已有研究表明其可以抑

制糖尿病小鼠的心肌代偿性肥大[3],但具体机制尚

不明确。 本研究建立糖尿病大鼠模型,观察 NAC 对

糖尿病大鼠心肌氧化应激反应及 TGF鄄茁1、SMAD3
和 SMAD7 表达的影响,探讨 NAC 对糖尿病心肌病

的保护作用及其机制。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 材料

摇 摇 NAC 购自武汉麦可欣科技有限公司;链脲佐菌

素( STZ) 购自美国 Sigma 公司;兔抗鼠 TGF鄄茁1、
SMAD3 及 SMAD7 抗体购自沈阳市和平区生物试剂

经营部。
1郾 2摇 糖尿病模型的建立及分组

健康雄性 SD 大鼠 50 只,体重 250 ~ 300 g,由辽

宁医学院实验动物中心提供。 适应性饲养 1 周后,
其中 40 只一次性尾静脉注射 STZ 30 mg / kg,72 h 后

尾静脉取血,测血糖,以血糖逸16郾 7 mmol / L、尿糖阳

性者定为糖尿病模型,然后将糖尿病大鼠随机分为

四组:糖尿病组、NAC 低、中及高剂量组。 另外 10
只作为正常组。 糖尿病大鼠成模后 1 周,NAC 各剂

量组分别按 50、100 及 200 mg / (kg·d)灌胃,糖尿

病组和正常组给予等量生理盐水灌胃,饲养 12 周。
1郾 3摇 血糖、心脏质量指数、左心室质量指数、SOD
及 GSH鄄PX 活力的测定

尾静脉取血,血糖仪测大鼠血糖,普通天平称大

鼠体重,电子天平称大鼠心脏重量、左心室重量,计
算大鼠心脏质量指数和左心室质量指数。 制成

10%的组织匀浆液,离心上清,SOD 测定采用黄嘌

呤氧化酶法,GSH鄄PX 测定采用紫外比色法。
1郾 4摇 血流动力学测定

大鼠用 20%乌拉坦(5 mL / kg)麻醉,分离大鼠

颈总动脉,逆行插管到左心室,测定左心室收缩期末

压(LVSP),左心室舒张期末压(LVEDP)、左心室内

压最大上升和下降速率( 依 dp / dtmax)。
1郾 5摇 Masson 染色

常规石蜡切片脱蜡后,行 Masson 染色,光镜下

观察心肌细胞呈红色或黄色,胶原纤维呈蓝绿色,拍
片,扫描,采用图像分析仪测定心肌胶原容积分数

(CVF)。
1郾 6 摇 免疫组织化学法检测 TGF鄄茁1、 SMAD3 及

SMAD7 的蛋白表达

石蜡防脱切片 60益烤片 90 min,常规脱蜡至水

洗,高压热修复抗原,滴加正常羊血清封闭液,滴加

1颐 100 稀释一抗,滴加生物素化二抗,滴加试剂

SABC,DAB 显色,苏木素轻度复染,脱水,透明,封
片。 阴性对照用 PBS 代替一抗。 采用 CIAS鄄1000 型

细胞图像分析系 统 测 量 切 片 TGF鄄茁1、 SMAD3、
SMAD7 的累计光密度值( IOD)。
1郾 7摇 统计学方法

所有数据以用x 依 s 表示,组间比较采用单因素

方差分析。 P < 0郾 05 为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 各组大鼠的血糖、心脏质量指数及左心室质量

指数比较

与正常组相比,糖尿病组大鼠血糖、心脏质量指

数及左心室质量指数明显增高(P < 0郾 01)。 与糖尿

病组相比,NAC 各剂量组血糖、心脏质量指数及左

心室质量指数明显降低,以高剂量组降低最为明显

(P < 0郾 01;表 1)。
2郾 2摇 CVF 含量变化

与正常组相比,糖尿病组 CVF 含量明显升高(P
< 0郾 01);与糖尿病组相比,NAC 各剂量组 CVF 含量

明显降低,尤以高剂量组降低最为明显(P < 0郾 01;
表 1)。
2郾 3摇 各组大鼠血清和心肌组织 SOD、GSH鄄PX 活力

的变化

与正常组比较,糖尿病组大鼠血清和心肌组织

SOD、GSH鄄PX 活力明显下降(P < 0郾 01)。 与糖尿病

组比较,NAC 各剂量组大鼠血清及心肌组织 SOD、
GSH鄄PX 活力明显升高,以高剂量组改善最为明显

(P < 0郾 01;表 2)。
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表 1. 各组大鼠血糖、心脏质量指数、左心室质量指数及 CVF 的比较(x 依 s,n = 10)
Table 1. Comparison of blood glucose, cardiac mass index, left ventricular mass index and CVF of rats in each group

分摇 组 血糖(mmol / L) 心脏质量指数(mg / g) 左心室质量指数 (mg / g) CVF

正常组 4郾 72 依 1郾 042 2郾 40 依 0郾 30 1郾 76 依 0郾 09 6郾 00% 依 0郾 96%

糖尿病组 27郾 65 依 4郾 24a 4郾 73 依 0郾 32a 2郾 70 依 0郾 35a 16郾 00% 依 3郾 21% a

NAC 低剂量组 22郾 10 依 3郾 19ab 4郾 38 依 0郾 24a 2郾 38 依 0郾 24a 14郾 38% 依 3郾 04% a

NAC 中剂量组 20郾 13 依 2郾 26abc 3郾 56 依 0郾 28abc 2郾 16 依 0郾 08abc 11郾 00% 依 2郾 45% abc

NAC 高剂量组 19郾 08 依 2郾 28abd 3郾 05 依 0郾 20abd 2郾 04 依 0郾 01abd 9郾 04% 依 2郾 01% abd

a 为 P < 0郾 01,与正常组比较;b 为 P < 0郾 01,与糖尿病组比较;c 为 P < 0郾 01,与 NAC 低剂量组比较;d 为 P < 0郾 01,与 NAC 中剂量组比较。

表 2. 各组大鼠血清和心肌组织中 SOD、GSH鄄PX 的活力比较(x 依 s,n = 5)
Table 2. Comparison of the activities of SOD and GSH鄄PX in serum and myocardial tissue of rats in each group

分摇 组
血清

SOD(kNU / L) GSH鄄PX (mmol / L)

心肌组织

SOD(kNU / g) GSH鄄PX(mmol / g)

正常组 148郾 7 依 14郾 12 137郾 10 依 12郾 12 18郾 42 依 2郾 75 10郾 31 依 1郾 87

糖尿病组 122郾 43 依 12郾 87 82郾 63 依 6郾 10a 12郾 19 依 2郾 82 5郾 48 依 1郾 43a

NAC 低剂量组 129郾 53 依 15郾 12 91郾 36 依 6郾 95a 13郾 38 依 2郾 86 7郾 60 依 2郾 01a

NAC 中剂量组 138郾 19 依 13郾 32 104郾 70 依 9郾 79abc 14郾 99 依 3郾 02 7郾 95 依 0郾 39abc

NAC 高剂量组 141郾 12 依 14郾 75 123郾 65 依 9郾 85bcd 16郾 75 依 2郾 76 8郾 58 依 0郾 97cbd

a 为 P < 0郾 01,与正常组比较;b 为 P < 0郾 01,与糖尿病组比较;c 为 P < 0郾 01,与 NAC 低剂量组比较;d 为 P < 0郾 01,与 NAC 中剂量组比较。

2郾 4摇 血流动力学比较

与正常组相比,糖尿病组 LVEDP 显著升高,
LVSP、 依 dp / dtmax显著降低(P < 0郾 01)。 与糖尿病组

相比,NAC 各剂量组 LVEDP 显著降低,LVSP、 依 dp /
dtmax显著升高,以高剂量组改善最为明显(P < 0郾 01;
表 3)。

表 3. 各组大鼠血流动力学变化(x 依 s,n = 10)
Table 3. Hemodynamic changes of rats in each group

分摇 组 LVSP(mmHg) LVEDP(mmHg) + dp / dtmax(mmHg / s) - dp / dtmax(mmHg / s)

正常组 102郾 40 依 5郾 22 3郾 91 依 0郾 72 5459郾 19 依 406郾 68 5025郾 39 依 98郾 71

糖尿病组 52郾 55 依 3郾 20a 8郾 48 依 1郾 23a 1927郾 26 依 323郾 87a 4640郾 54 依 61郾 33a

NAC 低剂量组 74郾 86 依 5郾 35a 8郾 60 依 2郾 03a 4822郾 94 依 347郾 16a 4765郾 37 依 112郾 67a

NAC 中剂量组 115郾 60 依 9郾 90abc 7郾 35 依 0郾 79abc 5031郾 59 依 371郾 37abc 4849郾 02 依 97郾 64abc

NAC 高剂量组 127郾 35 依 5郾 45bcd 6郾 45 依 0郾 93bcd 5274郾 43 依 379郾 53bcd 4998郾 22 依 78郾 93bcd

a 为 P < 0郾 01,与正常组比较;b 为 P < 0郾 01,与糖尿病组比较;c 为 P < 0郾 01,与 NAC 低剂量组比较;d 为 P < 0郾 01,与 NAC 中剂量组比较。

2郾 5摇 大鼠心肌 TGF鄄茁1、SMAD3 及 SMAD7 的蛋白

表达

正常组大鼠心肌 TGF鄄茁1、SMAD3 的蛋白表达

呈弱阳性,细胞浆或细胞膜轻度或点状染棕黄色,范
围较小,而 SAMD7 的蛋白表达呈强阳性,范围较

大;糖尿病组大鼠心肌 TGF鄄茁1、SMAD3 的蛋白表达

呈强阳性,心肌细胞较强或大范围着棕褐色,而

SAMD7 的蛋白表达呈弱阳性,范围较小;NAC 各剂

量组心肌 SMAD7 的蛋白表达呈阳性,心肌细胞中

等强度或中等范围着棕色(图 1鄄3)。 与正常组比

较,糖尿病组 TGF鄄茁1 和 SMAD3 的 IOD 显著下降,
SMAD7 的 IOD 显著升高(P < 0郾 01);与糖尿病组比

较,NAC 各剂量组 TGF鄄茁1、SMAD3 的 IOD 有不同程

度的升高,SMAD7 的 IOD 显著下降,尤以高剂量组
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变化最为明显(P < 0郾 01;表 4)。

图 1. 各组大鼠心肌 TGF鄄茁1 蛋白的表达( 伊 400) 摇 摇 从左至右为正常组、糖尿病组、NAC 低剂量组、NAC 中剂量组、NAC 高剂量组。

Figure 1. The expression of myocardial TGF鄄茁1 protein in rats

图 2. 各组大鼠心肌 SMAD3 蛋白表达( 伊 400) 摇 摇 从左至右为正常组、糖尿病组、NAC 低剂量组、NAC 中剂量组、NAC 高剂量组。

Figure 2. The expression of myocardial SMAD3 protein in rats

图 3. 各组大鼠心肌 SMAD7 蛋白表达( 伊 400) 摇 摇 从左至右为正常组、糖尿病组、NAC 低剂量组、NAC 中剂量组、NAC 高剂量组。

Figure 3. The expression of myocardial SMAD7 protein in rats

表 4. 各组大鼠心肌 TGF鄄茁1、SMAD3 及 SMAD7 的 IOD(x 依
s,n = 5)
Table 4. The IOD of myocardial TGF鄄茁1, SMAD3 and
SMAD7 in rats

分摇 组 TGF鄄茁1 SMAD3 SMAD7

正常组 69郾 90 依 4郾 35 89郾 38 依 11郾 10 50郾 39 依 8郾 28a

糖尿病组 43郾 18 依 3郾 44 44郾 51 依 3郾 99a 82郾 82 依 9郾 61a

NAC 低剂量组 55郾 69 依 6郾 77b 64郾 0 依 10郾 25a 72郾 28 依 8郾 92abd

NAC 中剂量组 58郾 45 依 1郾 39bc 57郾 01 依 5郾 25abc 55郾 28 依 8郾 82abc

NAC 高剂量组 62郾 34 依 1郾 56bd 49郾 10 依 5郾 15abd 54郾 49 依 6郾 58ab

a 为 P <0郾 01,与正常组比较;b 为 P <0郾 01,与糖尿病组比较;c 为 P <

0郾 01,与 NAC 低剂量组比较;d 为 P <0郾 01,与 NAC 中剂量组比较。

3摇 讨摇 论

糖尿病心肌病是糖尿病的严重并发症之一,主
要表现为心肌肥厚和纤维化,早期以舒张功能障碍

为主,最后发展为收缩功能不全,是导致糖尿病晚期

死亡的主要原因之一。 已有研究证实,高血糖是导

致心肌纤维化的重要因素。 因此,研究高血糖导致

心肌纤维化的分子机制对于糖尿病及其并发症的治

疗有非常重要的意义。 本研究中,与正常组相比,糖
尿病组大鼠血糖明显升高,NAC 各剂量组均可有效

降低血糖浓度,有效保护糖尿病引起的心肌损伤。
研究发现氧化应激在糖尿病及其慢性并发症的

发生发展中占据重要地位,导致糖尿病心肌病的晚

期糖基化终末产物、己糖胺合成通路、多元醇通路、
蛋白激酶 C 途径均与氧化应激产生过多自由基密

切相关,抗氧化剂阻断氧化应激损伤途径,在糖尿病

的治疗中显现出日益重要的作用。 本研究中,与正

常组相比,糖尿病组大鼠血清和心肌组织 SOD、
GSH鄄PX 活力明显下降,表明此时糖尿病大鼠心肌

已出现明显氧化损伤。 经 NAC 干预 12 周后心肌氧

化损伤得到明显改善,血清和心肌组织 SOD、GSH鄄
PX 活力明显升高,提示 NAC 对糖尿病心肌病具有

保护作用,其机制可能与抑制氧化应激有关。
近年的研究表明,细胞因子分泌增多及细胞外

基质组成异常在糖尿病心肌病发病中起着重要的作

用[4]。 TGF鄄茁1 是多功能生长因子,是组织器官纤维

化的主要调控因子之一[5,6]。 近年来发现 TGF鄄茁1
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刺激心肌成纤维细胞过度合成细胞外基质蛋白,且
抑制胶原酶的降解;它还可以刺激心肌成纤维细胞

合成收缩蛋白,使成纤维细胞转变成心肌样细

胞[7],最终导致心肌细胞外基质的沉积,从而引起

心肌纤维化。 周敏等[8] 研究发现糖尿病大鼠心肌

TGF鄄茁1 mRNA 表达水平显著高于正常对照组,提示

糖尿病大鼠心肌肥厚可能与 TGF鄄茁1 表达增强有

关。 本研究中,糖尿病大鼠 TGF鄄茁1 蛋白表达水平

显著升高,而 NAC 治疗可降低 TGF鄄茁1 的表达,从
而减轻心肌纤维化。

SMAD 作为 TGF鄄茁1 的胞内信号转导蛋白,
TGF鄄茁1 的变化必然影响 SMAD 的活化。 已有研究

证实心脏 SMAD 改变参与了多种心脏病理生理过

程,并可能在心脏新生血管形成、心脏肥厚和心力衰

竭中发挥中心作用[9,10]。 正常情况下,TGF鄄茁1 介导

的信号通路不活化,但在糖尿病状态下 TGF鄄茁1 信

号通路激活,使抑制型 SMAD7 表达受到抑制,受体

型 SMAD3 表达增加,促进与心肌纤维化相关基因

的转录,加速糖尿病心肌病的进一步恶化。 本研究

中,糖尿病大鼠心肌组织中 SMAD3 的蛋白表达水

平显著增加,SMAD7 的蛋白表达水平显著降低,提
示 SMAD3 活化可能参与了糖尿病心肌病的发生发

展过程,SMAD7 抑制受体激活型 SMAD 信号转导对

于心脏可能是一种保护作用。 本研究中,NAC 治疗

后 SMAD3 的蛋白表达水平显著下降,SMAD7 的蛋

白表达水平显著增加,表明 NAC 可影响 TGF鄄茁1 信

号通路活化,其机制可能与下调 TGF鄄茁1 表达,进而

下调 SMAD3 的表达和上调 SMAD7 的表达有关。
综上所述,NAC 可以通过降低血糖、抑制氧化

应激,下调 TGF鄄茁1、 SMAD3 的蛋白表达及上调

SMAD7 的蛋白表达对糖尿病大鼠心肌组织起到保

护用,其具体机制有待进一步研究。
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