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N-乙酰半胱氨酸通过 AMPK / SIRT1 途径抑制缺氧诱导的
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[摘　 要] 　 目的　 研究 N-乙酰半胱氨酸(NAC)对缺氧诱导脑血管内皮细胞损伤的调节作用及分子机制。 方法　
选择 SD 大鼠分离培养脑血管内皮细胞,分为常氧组、缺氧组、0. 5 NAC 组(缺氧+0. 5 mol / L NAC)、1. 0 NAC 组(缺

氧+1. 0 mol / L NAC)、NAC+8-bAMP 组(缺氧+1. 0 mol / L NAC+1. 0 mol / L 8-bAMP)。 采用 MTS 法检测细胞增殖活

力,采用 TUNEL 染色检测凋亡率,采用试剂盒检测氧化应激指标,采用 Western blot 检测凋亡基因、AMPK / SIRT1 通

路分子的表达量。 结果　 缺氧组细胞 OD490 值、T-AOC 含量及 B 淋巴细胞瘤 2(Bcl-2)、p-AMP 活化蛋白激酶(p-
AMPK)、去乙酰化酶 Sirtuin1(SIRT1)表达量均明显低于常氧组;缺氧组细胞凋亡率、细胞中活性氧(ROS)、丙二醛

(MDA)、8-羟基脱氧鸟苷(8-OHDG)含量及 bcl-2 相关 X 蛋白(bax)、细胞色素 C(Cyt-C)、含半胱氨酸的天冬氨酸蛋

白水解酶 3(Caspase-3)的表达量均明显高于常氧组。 0. 5 NAC 组、1. 0 NAC 组细胞 OD490 值、T-AOC 量及 Bcl-2、p-
AMPK、SIRT1 表达量均明显高于缺氧组;0. 5 NAC 组、1. 0 NAC 组细胞凋亡率、ROS、MDA、8-OHDG 含量及 Caspase-
3、Cyt-C、Bax 的表达量均明显低于缺氧组。 NAC+8-bAMP 组细胞 OD490 值、T-AOC 及 Bcl-2、p-AMPK、SIRT1 表达量

均明显低于 1. 0 NAC 组;NAC+8-bAMP 组凋亡率、ROS、MDA、8-OHDG 含量及 Caspase-3、Cyt-C、Bax 的表达量均明

显高于 1. 0 NAC 组。 结论　 NAC 能够通过激活 AMPK / SIRT1 通路来减轻氧化应激及线粒体凋亡介导的脑血管内

皮细胞损伤。
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To study the regulatory effect of N-acetylcysteine (NAC) on hypoxia-induced injury of cerebro-
vascular endothelial cells and its molecular mechanism. 　 　 Methods　 Healthy male SD rats were selected, cerebrovascu-
lar endothelial cells were isolated and cultured. 　 Cells were divided into normal oxygen group, hypoxia group, 0. 5 NAC
group(hypoxia+0. 5 mol / L NAC), 1. 0 NAC group(hypoxia+1. 0 mol / L NAC), NAC+8-bAMP group((hypoxia+1. 0
mol / L NAC+1. 0mol / L 8-bAMP). 　 Cell proliferation activity was detected by MTS assay, apoptotic rate was detected by
TUNEL assay, oxidative stress index was detected by kit, apoptotic gene and AMPK / SIRT1 pathway molecule expression
was detected by western blot. 　 　 Results 　 OD490 value, T-AOC and expression of Bcl-2, p-AMPK, SIRT1 in hypoxia
group were significantly lower than those in normoxia group, while apoptotic rate, contents of ROS, MDA, 8-OHDG and
expression of Caspase-3, Cyt-C, Bax of hypoxia group were significantly higher than those in normoxia group. 　 OD490 val-
ue, content of T-AOC and expression of Bcl-2, p-AMPK, SIRT1 in 0. 5 NAC group, 1. 0 NAC group were significantly
higher than those in hypoxia group, while apoptotic rate, contents of ROS, MDA, 8-OHDG and expression of Caspase-3,
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Cyt-C, Bax of 0. 5 NAC group, 1. 0 NAC group were significantly higher than those in hypoxia group. 　 OD490 value, con-
tent of T-AOC and expression of Bcl-2, p-AMPK, SIRT1 in NAC+8-bAMP group were significantly lower than those in 1. 0
NAC group, while apoptotic rate, contents of ROS, MDA, 8-OHDG and expression of Caspase-3, Cyt-C, Bax of NAC+8-
bAMP group were significantly higher than those in 1. 0 NAC group. 　 　 Conclusion　 NAC can alleviate oxidative stress
and mitochondrial apoptosis-mediated injury of cerebrovascular endothelial cells by activating AMPK / SIRT1 pathway.

　 　 缺血性脑血管疾病是致残率和致死率均较高

的疾病,缺血缺氧条件下神经细胞的损伤是造成神

经功能损害的直接因素,而缺血缺氧条件下脑血管

内皮细胞的损伤会通过促进血管收缩、阻碍新生血

管形成及侧枝循环建立来加重神经功能损害[1-2]。
近年来,缺氧诱导的脑血管内皮细胞损伤受到了越

来越多的关注,减轻缺氧诱导的脑血管内皮细胞损

伤对改善缺血性脑血管疾病的预后具有重要价值。
N-乙酰半胱氨酸(N-acetylcysteine,NAC)是还原型

谷胱甘肽合成的前体,能够增加细胞内还原型谷胱

甘肽的合成,进而通过多途径来介导抗氧化、抗凋

亡作用。 多项体外实验研究表明,NAC 能够介导广

泛的细胞保护作用,对胶质细胞、肝脏、肾脏、心肌

的氧化应激及细胞凋亡均具有显著抑制作用[3-6]。
为了明确 NAC 对脑血管内皮细胞的保护作用,本实

验通过缺氧诱导脑血管内皮细胞发生损伤并具体

分析了 NAC 对缺氧诱导脑血管内皮细胞损伤的调

节作用及分子机制。

1　 材料和方法

1. 1　 动物和主要材料

健康雄性 SD 大鼠(体质量 200 ~ 300 g)购自上

海杰思捷实验动物有限公司,许可证号:许可 SCXK
(沪)2018-0004。

磷酸盐缓冲液、蛋白裂解液、BCA 蛋白定量试

剂盒、TUNEL 试剂盒购自上海碧云天公司,MTS 法

细胞活力检测试剂盒购自 Promega 公司,化学法试

剂盒、硫代巴比妥酸法试剂盒、酶联免疫吸附法试

剂盒、比色法试剂盒均购自南京建成研究所,含半

胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶 3 (csyteine aspartic
acic specific protease,Caspase-3)、细胞色素 C( cyto-
chrome-C,Cyt-C)、Bcl-2 相关 X 蛋白(Bcl-2-associated
X protein,Bax)、B 淋巴细胞瘤 2 (B-cell leukemia /
lymphoma 2,Bcl-2)、p-AMP 活化蛋白激酶(AMP-ac-
tivated protein kinase,AMPK)、总 AMPK、去乙酰化

酶 Sirtuin1( SIRT1) 的单克隆抗体购自 Santa Cruz
公司。

仪器离心机、细胞培养箱购自 Thermo 公司,酶

标仪购自 Bio-rad 公司,荧光显微镜购自 Olympus 公

司,化学显影仪购自上海天能公司。
1. 2　 细胞培养及分组干预

SD 大鼠腹腔注射戊巴比妥麻醉后用 75% 乙醇

浸泡 3 min,而后将大鼠放入超净工作台,断头后解

剖大脑,在显微镜下分离脑血管后用无菌的磷酸盐

缓冲液漂洗 3 ~ 5 遍,而后用眼科剪将血管组织剪

碎,转移进入 15 mL 离心管、加入 2 g / L 胶原酶 1. 5
mL,37℃水浴中消化 30 min,消化悬液用滤网过滤

后在离心机中以 3 000 r / min 离心 10 min,弃去上清

液、保留细胞沉淀,加入含有内皮细胞生长添加剂

及 20% FBS 的 DMEM 重悬,接种在培养瓶内并每

48 h 更换 1 次培养基,待密度生长至 80%后进行消

化传代。
传代后的细胞进行分组干预,包括常氧组、缺

氧组、0. 5 NAC 组、1. 0 NAC 组和 NAC+8-bAMP 组。
干预方法如下:(1)常氧组:在 95%空气、5%二氧化

碳的常氧条件下用 DMEM 培养;(2)缺氧组:在 1%
氧气、 94% 氮气、 5% 二氧化碳的缺氧条件下用

DMEM 培养;(3)0. 5 NAC 组:同上缺氧条件下用含

有 0. 5 mol / L NAC 的 DMEM 培养;(4)1. 0 NAC 组:
同上缺氧条件下用含有 1. 0 mol / L NAC 的 DMEM 培

养;(5)NAC+8-bAMP 组:同上缺氧条件下用含有 1. 0
mol / L NAC 及 1. 0 mol / L 8-bAMP 的 DMEM 培养。
1. 3　 MTS 法检测细胞增殖活力

细胞接种在 96 孔培养板并干预 24 h 后,按照

20 μL / 孔的体积向培养孔内加入细胞活力检测试剂

盒中的检测液,而后在培养箱内继续培养 4 h;取出

培养板并震荡,放入酶标仪检测 490nm 波长处的吸

光值,记为 OD490 值。
1. 4　 TUNEL 法检测细胞凋亡

细胞接种在 24 孔培养板并干预 24 h 后,弃去

培养基、保留细胞,用磷酸盐缓冲液漂洗 2 遍后加固

定液、4 ℃固定过夜;第二天弃去固定液,用磷酸盐缓

冲液漂洗 2 遍后用 TUNEL 试剂盒进行染色,抗荧光

淬灭封片液封片后在显微镜下观察细胞,计算高倍

视野下凋亡细胞数占总细胞数的比例,即为凋亡率。
1. 5　 氧化应激指标的检测

细胞接种在 6 孔培养板并干预 24 h 后,弃去培
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养基、保留细胞,用磷酸盐缓冲液漂洗 2 遍后加入蛋

白裂解液,用细胞刮刀充分破碎细胞并提取蛋白质

后,采用 BCA 蛋白定量试剂盒检测总蛋白含量,采
用化 学 法 试 剂 盒 检 测 活 性 氧 ( reactive oxygen
species,ROS)的含量,采用硫代巴比妥酸法试剂盒

检测丙二醛(malondialdehyde,MDA)的含量,采用酶

联免疫吸附法试剂盒检测 8-羟基脱氧鸟苷 (8-
hydroxydeoxyguanosine,8-OHDG)的含量,采用比色

法试剂盒检测总抗氧化能力(T-AOC);计算每毫克

总蛋白中 ROS、MDA、8-OHDG、T-AOC 的含量。
1. 6　 基因蛋白表达的检测

采用 1. 5 相同的方法收集细胞并提取蛋白,高
温变性蛋白样本后,取 40 μg 总蛋白加入 SDS-聚丙

烯酰胺分离凝胶中,电泳分离不同分子量的蛋白质

后进行电转膜,将分离凝胶中的蛋白样本转移至 NC
膜后将 NC 膜放入 5%脱脂牛奶中封闭 2 h,而后根

据抗体说明书中蛋白的分子量对 NC 膜进行裁剪,
分别在 4℃ 孵 育 Caspase-3、 Cyt-C、 Bax、 Bcl-2、 p-
AMPK、SIRT1 的第一抗体过夜。 第二天,取出 NC
膜并用 TBST 漂洗 3 遍,而后在室温孵育第二抗体 2
h,再次用 TBST 漂洗 3 遍,最后在化学显影液中曝

光得到蛋白条带,根据灰度值计算蛋白表达水平。
1. 7　 统计学方法

采用 SPSS22. 0 软件录入数据,计量资料经方

差齐性检验、符合方差齐性后以 x±s 表示、用方差分

析比较组间差异。 P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 各组细胞增殖活力及凋亡率的比较

与常氧组比较,缺氧组 OD490 值明显降低、凋亡

率明显增加;与缺氧组比较,0. 5 NAC 组、1. 0 NAC
组 OD490 值明显增加、凋亡率明显降低;与 1. 0 NAC
组比较,NAC+8-bAMP 组 OD490 值明显降低、凋亡率

明显增加(P<0. 05,表 1、图 1)。 提示缺氧能够抑制

细胞增殖,促进细胞凋亡,NAC 能够在缺氧环境下

发挥保护作用,促进细胞增殖,抑制细胞凋亡。

表 1. 各组细胞增殖活力及凋亡率的比较

Table 1. Comparison of cell proliferation activity and apop-
tosis rate in each group

分组 n OD490 凋亡率(% )

常氧组 5 1. 02±0. 18 9. 19±1. 38

缺氧组 5 0. 41±0. 08a 32. 31±6. 84a

0. 5 NAC 组 5 0. 59±0. 07b 20. 29±4. 27b

1. 0 NAC 组 5 0. 89±0. 15b 15. 62±2. 42b

NAC+8-bAMP 组 5 0. 68±0. 10c 22. 31±4. 29c

a 为 P<0. 05,与常氧组比较;b 为 P<0. 05,与缺氧组比较;c 为 P<
0. 05,与 1. 0 NAC 组比较。

图 1.各组细胞增殖活力及凋亡率的比较(TUNEL 染色和 DAPI 染色,400×)
Figure 1. Comparison of cell proliferation activity and apoptosis rate in each group (TUNEL staining and DAPI staining, 400×)
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2. 2　 各组细胞中氧化应激指标的比较

与常氧组比较,缺氧组细胞中 ROS、MDA、8-
OHDG 的含量明显增加,T-AOC 的含量明显减少;
与缺氧组比较,0. 5 NAC 组、1. 0 NAC 组细胞中

ROS、MDA、8-OHDG 的含量明显减少,T-AOC 的含

量明显增加;与 1. 0 NAC 组比较,NAC+8-bAMP 组

细胞中 ROS、MDA、8-OHDG 的含量明显增加, T-
AOC 的含量明显减少(P<0. 05,表 2)。 提示缺氧能

够激活细胞的氧化应激反应, NAC 能够在缺氧环境

下发挥保护作用,减轻氧化应激反应。

表 2. 各组细胞中氧化应激指标的比较

Table 2. Comparison of oxidative stress index in each group

分组 n ROS(kU / gPro) MDA(mmol / gPro) 8-OHDG(μg / gPro) T-AOC(kU / gPro)

常氧组 5 0. 72±0. 12 1. 88±0. 31 2. 33±0. 51 25. 12±4. 58

缺氧组 5 2. 51±0. 52a 5. 41±0. 83a 10. 39±1. 84a 10. 31±1. 88a

0. 5 NAC 组 5 1. 94±0. 34b 3. 91±0. 72b 7. 41±0. 94b 16. 51±2. 39b

1. 0 NAC 组 5 1. 26±0. 21b 2. 44±0. 42b 4. 52±0. 78b 20. 32±4. 86b

NAC+8-bAMP 组 5 2. 03±0. 41c 4. 18±0. 71c 8. 03±1. 26c 13. 42±2. 14c

a 为 P<0. 05,与常氧组比较;b 为 P<0. 05,与缺氧组比较;c 为 P<0. 05,与 1. 0 NAC 组比较。

2. 3　 各组细胞中凋亡基因的比较

与常氧组比较,缺氧组细胞中 Caspase-3、Cyt-C、
Bax 的表达量明显增加,Bcl-2 的表达量明显减少;
与缺氧组比较,0. 5 NAC 组、1. 0 NAC 组细胞中

Caspase-3、Cyt-C、Bax 的表达量明显减少,Bcl-2 的表

达量明显增加;与 1. 0 NAC 组比较,NAC+8-bAMP
组细胞中 Caspase-3、Cyt-C、Bax 的表达量明显增加,
Bcl-2 的表达量明显减少(P<0. 05,图 2、表 3)。 提

示缺氧能够增加促凋亡基因表达,抑制抗凋亡基因

表达,NAC 能够在缺氧环境下发挥保护作用,减少

促凋亡基因表达,增加抗凋亡基因表达。
图 2. 各组细胞中凋亡基因的比较

Figure 2. Comparison of apoptotic genes in different groups
of cells

表 3. 各组细胞中凋亡基因表达的比较

Table 3. Comparison of apoptosis genes expression in cells among 5 groups

分组 n Caspase-3 Cyt-C Bcl-2 Bax

常氧组 5 1. 00±0. 19 1. 00±0. 12 1. 00±0. 16 1. 00±0. 20

缺氧组 5 2. 23±0. 34a 1. 87±0. 25a 0. 29±0. 06a 2. 15±0. 36a

0. 5 NAC 组 5 1. 91±0. 26b 1. 71±0. 22b 1. 01±0. 19b 1. 03±0. 18b

1. 0 NAC 组 5 0. 89±0. 15b 0. 81±0. 14b 1. 12±0. 18b 0. 93±0. 14b

NAC+8-bAMP 组 5 2. 18±0. 34c 2. 03±0. 34c 0. 54±0. 09c 1. 91±0. 32c

a 为 P<0. 05,与常氧组比较;b 为 P<0. 05,与缺氧组比较;c 为 P<0. 05,与 1. 0 NAC 组比较。

2. 4　 各组细胞中 p-AMPK、SIRT1 的比较

与常氧组比较,缺氧组细胞中 AMPK、SIRT1 的

表达量明显减少;与缺氧组比较,0. 5 NAC 组、1. 0
NAC 组细胞中 AMPK、SIRT1 的表达量明显增加;与
1. 0 NAC 组比较,NAC+8-bAMP 组细胞中 AMPK、
SIRT1 的表达量明显减少(P<0. 05,图 3、表 4)。 提

示缺氧能够抑制 AMPK / SIRT1 通路,NAC 能够在缺

氧环境下发挥保护作用,激活 AMPK / SIRT1 通路。

3　 讨　 论

脑血管内皮细胞损伤是缺血性脑血管疾病发
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图 3. 各组细胞中 AMPK、SIRT1 的比较

Figure 3. Comparison of AMPK and SIRT1 in each group

表 4.各组细胞中 AMPK、SIRT1 表达的比较

Table 4. Comparison of AMPK and SIRT1 expression in
each group

分组 n p-AMPK SIRT1

常氧组 5 1. 00±0. 17 1. 00±0. 20

缺氧组 5 0. 38±0. 08a 0. 43±0. 07a

0. 5 NAC 组 5 0. 79±0. 12b 0. 59±0. 08b

1. 0 NAC 组 5 1. 21±0. 19b 1. 31±0. 19b

NAC+8-bAMP 组 5 0. 89±0. 12c 0. 90±0. 14c

a 为 P<0. 05,与常氧组比较;b 为 P<0. 05,与缺氧组比较;c 为 P<
0. 05,与 1. 0 NAC 组比较。

生发展过程中的重要病理环节,缺血缺氧引起的脑

血管内皮细胞损伤能够造成血管过度收缩、阻碍缺

血病灶周围侧枝循环建立,进而加重缺血缺氧所导

致的神经损害。 本实验分离培养了 SD 大鼠的脑血

管内皮细胞,在缺氧条件下培养并观察到细胞的增

殖活力下降、凋亡率增加,表明缺氧能够引起脑血

管内皮细胞损伤、表现为增殖抑制及凋亡加剧。
NAC 是含有巯基的还原化合物,作为前体参与还原

型谷胱甘肽的生物合成并起到抗氧化、抗凋亡作

用。 该药物已经被证实在多种心脑血管疾病中起

到保护作用[7-8],为了明确 NAC 对缺血性脑血管疾

病发生发展过程中脑血管内皮损伤的保护作用,本
实验将 NAC 用于缺氧环境下脑血管内皮细胞的干

预,在 NAC 干预后,不同剂量 NAC+缺氧组细胞的

增殖活力高于缺氧组、凋亡率低于缺氧组,表明

NAC 能够减轻缺氧诱导的脑血管内皮细胞损伤、表
现为促进增殖及抑制凋亡。

氧化应激及线粒体途径凋亡是细胞在缺血缺

氧病理条件下发生损伤的重要病理环节[9-11]。 在氧

化应激过程中,具有强氧化性的 ROS 大量产生,攻
击细胞内的脂质及核酸,导致细胞损伤的同时一方

面引起氧化产物 MDA 及 8-OHDG 的生成、另一方面

引起抗氧化物的消耗及 T-AOC 的下降[12]。 在线粒

体途径凋亡过程中,线粒体内的 Cyt-C 释放进入胞

质并启动 Caspase-3 的活化及细胞凋亡;Bax 和 Bcl-
2 是调节线粒体膜对 Cyt-C 通透性的分子,前者增加

Cyt-C 释放并促进线粒体途径凋亡、后者抑制 Cyt-C
释放并阻碍线粒体途径凋亡[13-14]。 在本实验中,缺
氧组细胞内 ROS、MDA、8-OHDG 的含量及 Caspase-
3、Cyt-C、Bax 的表达明显增多,而 T-AOC 的含量及

Bcl-2 的表达明显减少,表明缺氧能够促进脑血管内

皮细胞的氧化应激及凋亡。 在 NAC 干预后,不同剂

量 NAC+缺氧组细胞内 ROS、MDA、8-OHDG 的含量

及 Caspase-3、Cyt-C、Bax 的表达明显低于缺氧组,而
T-AOC 的含量及 Bcl-2 的表达明显高于缺氧组,表
明 NAC 对缺氧诱导的脑血管内皮细胞氧化应激及

凋亡均具有显著的抑制作用,通过抑制氧化应激及

凋亡能够起到细胞保护作用。
在明确 NAC 能够减轻缺氧诱导的脑血管内皮

细胞损伤及氧化应激、凋亡后,本实验进一步对可

能的分子机制进行了探究。 AMPK / SIRT1 是细胞内

感受能量代谢的通路,心肌组织、脑组织、肾脏组织

在经历缺血缺氧后的 AMPK 表达明显增多[15-17]。
本实验对脑血管内皮细胞中 AMPK / SIRT1 通路的

分析显示,缺氧组细胞中 p-AMPK、SIRT1 的表达明

显减少,而在 NAC 干预后不同剂量 NAC+缺氧组细

胞中 p-AMPK、SIRT1 的表达明显高于缺氧组,表明

缺氧能够使脑血管内皮细胞中 AMPK / SIRT1 通路

受到抑制、而 NAC 干预能够激活 AMPK / SIRT1 通

路,进而推测激活 AMPK / SIRT1 通路参与了 NAC
所发挥的脑血管内皮细胞保护作用。 为了验证这

一推测,本实验在 NAC 干预的同时联合使用了

AMPK 的抑制剂 8-bAMP,在加用 8-bAMP 后,NAC
减轻细胞损伤、抑制细胞凋亡及氧化应激的作用均

发生了逆转,由此说明 NAC 通过 AMPK / SIRT1 通

路发挥对脑血管内皮细胞的保护作用。
综上所述,NAC 能够减轻缺氧诱导的脑血管内

皮细胞损伤并抑制缺氧过程中的氧化应激及凋亡,
激活 AMPK / SIRT1 通路是 NAC 发挥上述保护作用

的分子机制。
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