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·论著·
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【摘要】 目的  探讨乙酰半胱氨酸（NAC）调控哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mTOR）/ 缺氧诱导因子-1α

（HIF-1α）通路干预慢性阻塞性肺疾病（COPD）大鼠氧化应激的作用机制。方法  按随机数字表法将 36 只 SD

大鼠分为正常组、COPD 模型组、NAC 处理组，每组 12 只。采用香烟烟雾暴露联合肺炎克雷伯杆菌感染 8 周制

备 COPD 大鼠模型。模型制备后给予 NAC 54 mg/kg 灌胃，每日 1 次，持续 8 周；正常组和模型组给予等量纯水

灌胃。采用苏木素-伊红（HE）染色法观察 NAC 对肺组织病理变化的影响。硫代巴比妥酸法（TBA）检测血清

及肺组织中丙二醛（MDA）含量，羟胺法检测血清及肺组织中总超氧化物歧化酶（T-SOD）活性，比色法检测血

清及肺组织中脂质过氧化物（LPO）、总抗氧化能力（T-AOC）水平。转录组学测序分析差异表达基因，预测 NAC

抑制 COPD 氧化应激的潜在机制。分子对接观察 NAC 与 mTOR/HIF-1α通路关键蛋白的结合度。用蛋白质免

疫印迹试验（Western blotting）检测肺组织 mTOR/HIF-1α通路相关蛋白表达。结果  与正常组比较，COPD 模

型组肺组织损伤，平均肺泡数（MAN）减少，肺泡平均截距（MLI）升高，血清和肺组织中 MDA、LPO 水平增加，

血清 T-SOD 水平减少，肺组织 T-AOC 降低。与 COPD 模型组比较，NAC 处理可改善 COPD 大鼠肺组织损伤，

降低血清和肺组织中 MDA、LPO 水平〔血清 MDA（nmol/mg）：4.10±2.27 比 8.06±1.92，血清 LPO（μmol/L）：

1.88±0.59 比 2.88±0.82，肺组织 MDA（nmol/mg）：2.58±1.11 比 4.03±1.05，肺组织 LPO（μmol/L）：5.98±1.30

比 9.74±3.58，均 P＜0.05〕，升高血清中 T-SOD 活性（U/mg：10.80±0.53 比 9.66±0.46，P＜0.05）。转录组学

分析结果显示，NAC 抑制 COPD 抗氧化应激与调控 HIF-1α通路有关；分子对接结果显示，NAC 与 mTOR、

p70 核糖体蛋白 S6 激酶（p70S6K）、HIF-1α有潜在结合活性。Western blotting 检测结果显示，NAC 处理可降低

COPD 模型大鼠肺组织 mTOR 在 Ser2448 位点、p70S6K 在 Ser371 位点的磷酸化水平〔p-mTOR/mTOR（相对表

达量）：1.46±0.31 比 2.62±0.30，p-p70S6K/p70S6K（相对表达量）：2.15±0.25 比 3.80±0.73，均 P＜0.05〕，降低

HIF-1α的表达〔HIF-1α/GAPDH（相对表达量）：0.82±0.22 比 1.37±0.25，P＜0.05〕。结论  NAC 可通过抑制

mTOR/HIF-1α通路减轻 COPD 大鼠氧化应激。
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【Abstract】 Objective  To explore the mechanism by which N-acetylcysteine (NAC) regulates the mammalian 
target of  rapamycin/hypoxia-inducible  factor-1α (mTOR/HIF-1α) pathway  to  intervene  in oxidative stress  in  rats with 
chronic  obstructive  pulmonary  disease  (COPD).  Methods  Thirty-six  SD  rats  were  divided  into  the  normal  group, 
COPD model group and NAC treatment group by random number table method, with 12 rats in each group. The COPD 
rat  model  was  established  by  cigarette  smoke  exposure  combined  with Klebsiella pneumoniae  infection  for  8  weeks. 
After the model was prepared, NAC was administered by oral gavage at a dose of 54 mg/kg once daily for 8 weeks. The 
normal group and the COPD model group were given the same amount of pure water by gavage. The effect of NAC on the 
pathological changes of  lung tissue was observed by hematoxylin-eosin  (HE) staining. The content of malondialdehyde 
(MDA) in serum and lung tissue was detected by the thiobarbituric acid method (TBA),  the activity of  total superoxide 
dismutase (T-SOD) in serum and lung tissue was detected by the hydroxylamine method, and the levels of lipid peroxide 
(LPO)  and  total  antioxidant  capacity  (T-AOC)  in  serum and  lung  tissue were  detected  by  colorimetry.  Transcriptomic 
sequencing  was  used  to  analyze  differentially  expressed  genes  and  predict  the  potential  mechanism  by  which  NAC 
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  慢性阻塞性肺疾病（chronic obstructive pulmonary  

disease，COPD）是一种以气道和（或）肺泡异常引起

的慢性呼吸道症状及进行性气流受限为特征的异质

性肺部疾病，气流受限不完全可逆［1-2］。COPD 发病

率、致残率、病死率高，现已成为全球第三大死亡原

因［3］。COPD 病理机制复杂，诸多证据表明，氧化应 

激是驱动 COPD 发生发展的重要机制［4］。肺脏是较 

易受氧化应激攻击的靶器官之一，香烟烟雾和颗粒

物等外源性刺激，以及免疫细胞和结构细胞产生的 

内源性氧化物都会引起COPD患者肺部氧化应激［5］。 

同时，多种抗氧化酶在内外因素刺激下失活，抗氧化

能力下降，进一步加重氧化-抗氧化失衡，造成肺组

织损伤［6］。此外，氧化应激还会促进慢性炎症反应， 

加剧COPD的进展［7］。因此，抑制氧化应激和恢复氧 

化-抗氧化平衡可能是一种治疗COPD的有效策略。

  研究发现，使用谷胱甘肽生成型抗氧化剂，如乙

酰半胱氨酸（N-acetylcysteine，NAC）、羧甲基半胱氨

酸和厄多司坦等，可减少 COPD 患者的急性加重次 

数［8］。NAC 主要作为祛痰剂，用于治疗慢性支气管

炎、COPD等疾病引起的痰液难以咳出的情况。与其

他黏液调节药物不同，NAC 在临床前和临床报告中

均被证实具有较好的抗氧化和抗炎活性［9］。作为谷 

胱甘肽的前体，NAC 通过游离巯基中和体内的自由

基可减轻氧化应激［10-11］，但其作用机制尚不清楚。

  COPD 氧化应激机制复杂，涉及多条信号通

路。哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mammalian target of 

rapamycin，mTOR）通路是介导氧化应激的重要途

径。香烟烟雾、细菌及大气颗粒物等外源性刺激

均可激活 mTOR，引起下游 p70 核糖体蛋白 S6 激

酶（p70 ribosomal protein S6 kinase，p70S6K） 磷 酸

化，进而促进缺氧诱导因子-1α（hypoxia-inducible  

factor-1α，HIF-1α）的蛋白合成及核转位，调节细

胞增殖、迁移、自噬及蛋白质合成、营养物质代谢、

生长因子信号转导等多种生物学过程［12-13］。研究

发现，抑制 mTOR 可以调节非缺氧和缺氧细胞中的

HIF-1α表达［14］，靶向 mTOR/HIF-1α/ 糖酵解通路

可抑制炎症反应，缓解急性肺损伤［15］。本课题组前

期研究结果显示，COPD 模型大鼠氧化应激水平显

著升高，NAC 可有效抑制丙二醛（malondialdehyde，

MDA）的 产 生，增 强 总 超 氧 化 物 歧 化 酶（total 

superoxide dismutase，T-SOD）活性［16-17］，但其作用

还有待进一步研究。

  本研究在前期研究的基础上，以香烟烟雾暴露

联合细菌感染制备 COPD 大鼠模型，从病理变化、

氧化-抗氧化失衡、mTOR/HIF-1α通路相关指标表

达等方面，探讨 NAC 抑制 COPD 氧化应激的机制，

旨在为其临床应用提供依据。

1 材料与方法 
1.1 实验材料

1.1.1 动物：SPF 级 SD 大鼠 36 只，8 周龄，体质

量（200±20）g，雌雄各半，购于河南省实验动物中

心，实验动物许可证号：SYXK（豫）2015-0004，实

验动物质量合格证号：41003100005517。饲养环

境维持在（22±2）℃，日温差≤3 ℃，湿度维持在

inhibits  oxidative  stress  in  COPD. Molecular  docking  was  used  to  observe  the  binding  degree  of  NAC  with  the  key 
proteins  of  the mTOR/HIF-1α pathway. Western blotting was used  to  detect  the  expression  of  proteins  related  to  the 
mTOR/HIF-1α  pathway  in  the  lung  tissue.  Results  Compared  with  the  normal  group,  the  mean  alveolar  number 
(MAN) in  lung tissue decreased,  the mean linear  intercept  (MLI)  increased,  the  levels of MDA and LPO in serum and 
lung  tissue  increased,  the  level of T-SOD  in serum decreased, and  the T-AOC  in  lung  tissue decreased  in  the COPD 
model group. Compared with the COPD model group, NAC could improve lung tissue damage in COPD rats, and reduce 
the levels of MDA and LPO in serum and lung tissue [serum MDA (nmol/mg): 4.10±2.27 vs. 8.06±1.92, serum LPO 
(μmol/L): 1.88±0.59 vs. 2.88±0.82, lung tissue MDA (nmol/mg): 2.58±1.11 vs. 4.03±1.05, lung tissue LPO (μmol/L):  
5.98±1.30 vs. 9.74±3.58, all P<0.05], increased T-SOD activity in serum (U/mg: 10.80±0.53 vs. 9.66±0.46, P<0.05). 
The results of transcriptomic analysis showed that the inhibition of antioxidant stress in COPD by NAC was related to the 
regulation of the HIF-1α pathway. The results of molecular docking showed that NAC had potential binding activity with 
mTOR, p70 ribosomal protein S6 kinase (p70S6K), and HIF-1α. The Western blotting data showed that NAC treatment 
could reduce the phosphorylation levels of mTOR at Ser2448 and p70S6K at Ser371 in the lung tissue of COPD model 
rats  [p-mTOR/mTOR  (relative  expression  level):  1.46±0.31  vs.  2.62±0.30,  p-p70S6K/p70S6K  (relative  expression 
level):  2.15±0.25  vs.  3.80±0.73,  both  P<0.05],  decreased  the  expression  of  HIF-1α  [HIF-1α/GAPDH  (relative 
expression level): 0.82±0.22 vs. 1.37±0.25, P<0.05].  Conclusion  NAC can alleviate oxidative stress in COPD rats 
by inhibiting the mTOR/HIF-1α pathway.

【Key words】  Chronic obstructive pulmonary disease; N-acetylcysteine; Oxidative stress; mTOR/HIF-1α pathway
Fund program:  National Natural Science Foundation of China (82104662); Natural Science Foundation of Henan 

Province of China (252300420126)
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50%～60%，采用 12 h/12 h 明暗交替照明。

1.1.2 香烟：红旗渠过滤嘴香烟，由河南中烟工业

有限责任公司生产，烤烟型，焦油含量 11 mg，烟气

烟碱含量 0.9 mg，烟气一氧化碳含量 11 mg。

1.1.3 细菌：肺炎克雷伯杆菌（菌株号：46117），由

中国食品药品检定研究院中国医学细菌保藏管理中

心提供。

1.1.4 主要药品与试剂：NAC 为海南赞邦制药有限

公司产品，使用前将药片研成细粉，用纯水配制成

4 g/L 的混悬液。苏木素-伊红（hematoxylin-eosin，

HE）染色试剂由国药集团化学试剂有限公司提供；

苏木素染色液由武汉赛维尔生物科技有限公司提

供；MDA、总抗氧化能力（total antioxidant capacity，

T-AOC）检测试剂盒和二喹啉甲酸（bicinchoninic 

acid，BCA）蛋白浓度测定试剂盒购于北京索莱宝

科技有限公司；脂质过氧化物（lipid peroxidation，

LPO）、T-SOD 检测试剂盒购于南京建成生物工程

研究所；10% 十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电

泳检测试剂盒、增强型化学发光超敏显色试剂盒

购于上海雅酶生物医药科技有限公司；mTOR 一

抗为美国 GeneTex 公司产品；磷酸化哺乳动物雷

帕霉素靶蛋白（phosphorylated mammalian target of 

rapamycin，p-mTOR）一抗、p70S6K 一抗为上海斯

塔特生物科技有限公司产品；磷酸化 p70 核糖体蛋

白 S6 激 酶（phosphorylated p70 ribosomal protein S6 

kinase，p-p70S6k）一抗、内参 3-磷酸甘油醛脱氢酶

（glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase，GAPDH）

为美国 Cell Signaling Technology 公司产品；HIF-1α

一抗为美国 GeneTex 公司产品；辣根过氧化物酶标

记的 IgG 二抗为美国 ProteintechGroup 公司产品。

1.2 动物分组：采用随机数字表法将 36 只大鼠分

为正常组、COPD 模型组、NAC 处理组，每组 12 只。

1.3 COPD 模型制备：采用香烟烟雾暴露联合反

复细菌感染的方法复制 COPD 稳定期大鼠模型。 

第 1～8 周，对大鼠进行香烟烟雾暴露，烟雾浓度大

于 3×10-3，每次 40 min，每日 2 次，间隔 3 h 以上；

经鼻腔滴入 6×108 CFU/mL 的肺炎克雷伯杆菌菌液

0.1 mL，5 d 1 次。

1.4 大鼠分组处理：自第 9 周第 1 天起，NAC 组大

鼠给予NAC灌胃54 mg/kg，每日1次，持续给药8周；

正常组和 COPD 模型组给予等量纯水灌胃。NAC

灌胃剂量采用等效剂量系数换算公式计算。D大鼠＝ 

D 人 ×（HI 大 鼠 /HI 人）×（W 大 鼠 /W 人）×2/3。 式 中， 

D 代表剂量，HI 代表体型系数，W 代表体质量。每

周称 1 次体质量，计算本周灌胃药量。

  本实验中动物处置方法符合伦理学要求，实验

过程通过河南中医药大学实验动物福利伦理审查委

员会审查批准（审批号：DWLL202103161）。

1.5 检测指标及方法：药物干预结束后取材，用

10% 戊巴比妥钠 0.4 mL/kg 麻醉大鼠后经腹主动脉

采血，分离血清，并取肺组织。

1.5.1 肺组织病理观察：用 10% 多聚甲醛灌注左肺

20 min，固定 72 h，24 h 更换 1 次多聚甲醛。于肺门

斜向上、向下 45°切取约 3 mm 厚的组织进行石蜡

包埋，切取 4 μm 厚切片进行 HE 染色，用浓度梯度

（75%、85%、95%、100%）乙醇脱水，二甲苯透明，中

性树脂封片。光镜下观察肺组织病理变化，统计平

均肺泡数（mean alveolar number，MAN），并计算肺泡

平均截距（mean linear intercept，MLI）。

1.5.2 氧化应激相关指标检测：硫代巴比妥酸法检

测血清及肺组织研磨液中 MDA 含量，羟胺法检测

T-SOD 活性，比色法检测 LPO、T-AOC 水平，操作均

严格按照试剂盒说明书步骤进行。

1.5.3 转录组学分析：提取各组大鼠肺组织总

RNA，进行全基因组高通量测序，获取全基因组的表

达数据，使用 DESeq2 软件进行分析，将识别出的显

著差异表达基因（differentially expressed gene，DEG）

进行基因本体（gene ontology，GO）富集分析、京都

基因与基因组百科全书（Kyoto Encyclopedia of Genes 

and Genomes，KEGG）通路富集分析及基因集富集

分析（gene set enrichment analysis，GSEA），筛选 NAC

可能的作用途径。

1.5.4 分子对接：从 PubChem 数据库下载 mTOR/

HIF-1α 通 路 关 键 蛋 白 p70S6K、HIF-1α、mTOR

的结构；选定中心靶标，从 RCSB 数据库下载 NAC

结构；将受体文件导入 AutoDockTools 软件；用

PyMOL 软件删除水分子并向受体添加氢原子；通过

Autodockvina 软件进行分子对接；最后根据对接结

果，使用 PyMOL 软件对具有良好结合能力的复合物

进行可视化。

1.5.5 蛋白质免疫印迹试验（Western blotting）检测

mTOR/HIF-1α 通路相关蛋白表达：每组随机选取

6 只大鼠，取 100 mg 肺组织，加入 RIPA 裂解液充

分研磨，提取总蛋白，BCA 法测定蛋白浓度。凝胶

电泳分离后转移至聚偏二氟乙烯膜上，封闭 2 h，依

次进行一抗（1∶1 000）、二抗（1∶10 000）孵育。使
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用增强型化学发光超敏显色试剂盒显色，BIO-RAD 

凝胶成像系统曝光成像。采用 Image J 软件测定

灰度值，计算 p-mTOR/mTOR、p-p70S6K/p70S6K 和 

HIF-1α/GAPDH 的相对表达量。

1.6 统计学处理：实验数据采用 SPSS 22.0 统计

软件进行统计分析。计量资料均呈正态分布，以均 

数±标准差（x±s）表示，组间比较采用单因素方

差分析，进一步两两比较采用 LSD 法，若方差不齐

则先进行对数转换，再采用 LSD 法。显著性水准 

α 值取双侧 0.05。

2 结 果 
2.1 NAC 显著改善 COPD 大鼠肺组织病理损伤：

图 1 和表 1 结果显示，正常组大鼠肺泡壁结构完整。

COPD 模型组大鼠肺泡间隔断裂融合、肺泡腔变大，

肺气肿征象明显，并伴有炎症细胞浸润；MAN 较

正常组减少，MLI 较正常组增大（均 P＜0.05）。与

COPD 模型组比较，NAC 处理组大鼠肺组织病理变

化有所改善，其 MAN 升高，MLI 降低（均 P＜0.05）。

图 1　光镜下观察各组大鼠肺组织病理变化　正常组（A）肺泡结构
完整；慢性阻塞性肺疾病模型组（B）肺泡断裂融合明显；乙酰半胱
氨酸处理组（C）肺泡结构有所改善　苏木素-伊红（HE）染色　低
倍放大

表 1　各组大鼠 MAN、MLI 比较（x±s）

组别 动物数（只） MAN（个 /mm2） MLI（μm）

正常组 6 189.88±10.59 44.77±5.87
COPD 模型组 6 87.73±15.24 a 90.02±11.96 a

NAC 处理组 6 182.87±17.32 b 40.75±2.47 b

F 值 90.960 73.380
P 值 ＜0.001 ＜0.001

注：COPD 为慢性阻塞性肺疾病，NAC 为乙酰半胱氨酸，MAN

为平均肺泡数，MLI 为肺泡平均截距；a 与正常组比较，P＜0.05； 
b 与 COPD 模型组比较，P＜0.05

表 2　各组大鼠血清和肺组织中氧化应激指标比较（x±s）

组别 动物数
（只）

血 MDA
（nmol/mg）

血 T-SOD
（U/mg）

血 LPO
（μmol/L）

血 T-AOC
（U/mg）

正常组 6 2.37±0.80 10.74±0.46 1.15±0.27 0.24±0.02
COPD 模型组 6 8.06±1.92 a 9.66±0.46 a 2.88±0.82 a 0.24±0.02
NAC 处理组 6 4.10±2.27 b 10.80±0.53 b 1.88±0.59 b 0.21±0.01
F 值   16.220 10.740   12.430 4.250
P 值 ＜0.001   0.001 ＜0.001 0.034

组别 动物数
（只）

肺 MDA
（nmol/mg）

肺 T-SOD
（U/mg）

肺 LPO
（μmol/L）

肺 T-AOC
（U/mg）

正常组 6 2.26±0.58 13.89±2.72 4.39±0.85 0.41±0.01
COPD 模型组 6 4.03±1.05 a   9.36±3.23 9.74±3.58 a 0.38±0.02 a

NAC 处理组 6 2.58±1.11 b 14.30±5.59 5.98±1.30 b 0.39±0.02
F 值 5.976 2.762 8.898 4.985
P 值 0.012 0.095 0.003 0.022

注：COPD 为慢性阻塞性肺疾病，NAC 为乙酰半胱氨酸，MDA

为丙二醛，T-SOD 为总超氧化物歧化酶，LPO 为脂质过氧化物，

T-AOC 为总抗氧化能力；a 与正常组比较，P＜0.05；b 与 COPD 模

型组比较，P＜0.05

2.3 转录组学分析：各组大鼠差异表达基因分析

结果显示，COPD 模型组与正常组鉴定出 3 798 个

DEG，NAC 处理组与 COPD 模型组鉴定出 642 个

DEG，二者有 196 个交集基因（图 2A）。

  对这 196 个基因进行分析，GO 结果显示，NAC

显著调控的 DEG 主要富集于氧化应激相关的生物

学过程（图 2B）；KEGG 通路富集分析发现，DEG 主

要富集于谷胱甘肽代谢、铁死亡及 HIF-1 信号通路

（图 2C）；GSEA 结果表明，在 COPD 模型组中，与抗

氧化活性相关的基因表达上调，而经过 NAC 药物干

预后，该基因集的活性被抑制，表达下调至接近正常

水平（图 2D）。GSEA 分析不仅验证了“抗氧化活性”

通路在 COPD 模型组中的重要性，还精确地揭示了

其变化方向即该通路在疾病模型中上调，并被 NAC

所逆转。

2.4 NAC 与 mTOR/HIF-1α通路关键蛋白有潜在

结合活性：对 mTOR/HIF-1α通路关键蛋白 mTOR、

HIF-1α和p70S6K与NAC进行分子对接，结果显示，

各关键蛋白与 NAC 结合能均小于-4，通过氢键结合

到相应靶点的活性位点，证明 mTOR/HIF-1α通路

关键蛋白与 NAC 具有潜在结合活性，见图 3。

2.5 NAC 调控 mTOR/HIF-1α通路相关蛋白表达： 

图 4 和表 4 结果显示，COPD 模型组肺组织 mTOR

在 Ser2448 位点、p70S6K 在 Ser371 位点的磷酸化水

平均较正常组升高（均 P＜0.05），HIF-1α表达有升

高趋势，但差异无统计学意义（P＞0.05）。NAC 处理

组肺组织 p-mTOR、p-p70S6K 及 HIF-1α表达均较

COPD 模型组降低（均 P＜0.05）。

2.2 NAC 显著抑制 COPD 大鼠的氧化应激：表 2

结果显示，与正常组比较，COPD 模型组大鼠血清及

肺组织中 MDA、LPO 水平均升高（均 P＜0.05），血

清中 T-SOD 和肺组织中 T-AOC 水平均降低（均 P＜
0.05）。与 COPD 模型组比较，NAC 处理组大鼠血清

及肺组织中 MDA、LPO 水平均降低（均 P＜0.05），

血清中 T-SOD 水平升高（P＜0.05）。



·  719  ·中华危重病急救医学 2026 年 8 月第 38 卷第 8 期　Chin Crit Care Med, August 2026, Vol.38, No.8

注：COPD 为慢性阻塞性肺病，NAC 为乙酰半胱氨酸，① 为氧化应激反应，② 为细胞氧化应激应答，③ 为 RNA 聚合酶Ⅱ介导转录的正向调控，
④ 为细胞凋亡过程负调控，⑤ 为氧化还原过程，⑥ 为细胞凋亡过程正调控，⑦ 为 DNA 模板转录正向调控，⑧ 为细胞低氧应答，⑨ 为异源生
物刺激应答，⑩ 为细胞凋亡过程，11 为细胞质，12  为细胞核，13  为胞质溶胶（细胞质基质），14  为内质网，15  为线粒体，16  为蛋白复合物，17  为
细胞质核周区域，18  为神经元胞体，19  为相同蛋白结合位点 / 同源蛋白结合，20  为氧化还原酶活性，21  为泛素蛋白连接酶活性，22 为转录因
子结合，23 为蛋白激酶结合，24 为蛋白质同源二聚化活性，25 为核苷酸结合，HIF-1 为缺氧诱导因子-1，EGFR 为表皮生长因子受体，FDR 为

错误发现率，ES 为富集得分

图 2　各组大鼠差异表达基因的转录组学分析　2A　各组间差异表达基因的韦恩图　2B　基因本体（GO）功能富集分析　2C　京都基因与
基因组百科全书（KEGG）通路富集分析　2D　COPD 模型组与 NAC 处理组特定基因表达变化的基因集富集分析

注：NAC 为乙酰半胱氨酸，mTOR 为哺乳动物雷帕霉素靶蛋白，p70S6K 为 p70 核糖体蛋白 S6 激酶，HIF-1α为缺氧诱导因子-1α；绿色虚线
表示氢键，黄色表示氢键作用基团，蓝色表示 mTOR、p70S6K 或 HIF-1α

图 3　NAC 与 mTOR/HIF-1α通路关键蛋白的结合活性　3A、3B、3C 分别为 NAC 与 mTOR、p70S6K、HIF-1α的二维相互作用示意图　 
3D　关键蛋白与 NAC 的结合能
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表 4　各组大鼠肺组织 mTOR/HIF-1α 
通路相关蛋白表达比较（x±s）

组别 动物数
（只）

p-mTOR/
mTOR

（相对表达量）

p-p70S6K/
p70S6K

（相对表达量）

HIF-1α/
GAPDH

（相对表达量）

正常组 3 1.00 1.00 1.00
COPD 模型组 3 2.62±0.30 a 3.80±0.73 a 1.37±0.25
NAC 处理组 3 1.46±0.31 b 2.15±0.25 b   0.82±0.22 b

F 值 33.260 30.470 6.185
P 值 ＜0.001 ＜0.001 0.035

注：COPD 为慢性阻塞性肺疾病，NAC 为乙酰半胱氨酸，mTOR

为哺乳动物雷帕霉素靶蛋白，HIF-1α为缺氧诱导因子-1α，p-mTOR

为磷酸化哺乳动物雷帕霉素靶蛋白，p-p70S6K 为磷酸化 p70 核糖体

蛋白 S6 激酶，p70S6K 为 p70 核糖体蛋白 S6 激酶，GAPDH 为 3-磷 

酸甘油醛脱氢酶；a 与正常组比较，P＜0.05；b 与 COPD 模型组比较，

P＜0.05

相互作用促进的氧化应激及对支气管的损害也可被

NAC 显著减弱［22］。

  本研究结果表明，NAC 可改善香烟烟雾暴露联

合细菌感染诱导的 COPD 大鼠肺组织损伤，减轻肺

泡损伤程度，减少炎症细胞浸润。在 COPD 病理进

程中，氧化应激标志物可在血清、支气管肺泡灌洗

液及肺组织中富集。研究证实，大多数 COPD 患者

的呼气液中可以准确测量 MDA，并且与气道阻塞和

中性粒细胞炎症的严重程度呈正相关［23］。通过对

大鼠血清和肺组织中的氧化及抗氧化物检测发现，

COPD 大鼠血清和肺组织中 MDA、LPO 水平升高，

T-SOD、T-AOC 活性下降；而 NAC 可降低 MDA、

LPO 水平，增强肺组织中 T-SOD 活性，说明 NAC 对

COPD 氧化应激有很好的抑制作用。与本研究结果

一致的是，Chen 等［24］研究证明 NAC 可通过补充细

胞内 GSH 的方式减轻肺泡上皮细胞凋亡，纠正肺氧

化-抗氧化失衡，发挥抑制氧化应激的作用。

  为了探讨 NAC 抑制 COPD 氧化应激的机制，本

研究进行了大鼠肺组织的转录组测序，分析差异基

因及 NAC 可能的作用途径。结果显示，NAC 干预

COPD 与抗氧化应激和调控 HIF-1α通路有关。与

本研究结果一致的是，Baz-Dávila 等［25］发现 COPD

患者肺组织中 HIF-1α水平增加。另有研究证实，

香烟烟雾中的有害成分可以直接增强 HIF-1α 的蛋

白合成［26］。HIF-1α的增多，使机体加速了氧化应

激反应，这加剧了 COPD 的病理进展［27-28］。HIF-1α 

的激活受多种因素调控，mTOR 是其关键上游通路。

McInturff 等［29］报道，mTOR 通过诱导 HIF-1α蛋白

表达来调节中性粒细胞胞外诱捕网的形成，并证明

在免疫效应细胞中抑制 mTOR 和 HIF-1α信号转导

会导致细菌杀伤能力下降。可见，mTOR/HIF-1α通

路介导了 COPD 氧化应激，有效抑制该通路是恢复

氧化-抗氧化失衡的重要途径。随后，本研究采用

分子对接技术考察 NAC 与 mTOR/HIF-1α通路关

键蛋白的结合情况，发现 NAC 与 p70S6K、HIF-1α、

mTOR 具有潜在结合活性，提示 mTOR/HIF-1α通路

可能是 NAC 的作用途径。

  本研究中进一步采用 Western blotting 检测

mTOR/HIF-1α通路相关蛋白表达，结果显示，NAC

可 降 低 COPD 模 型 大 鼠 mTOR 在 Ser2448 位 点、

p70S6K 在 Ser371 位点的磷酸化水平，表明 NAC 能

通过抑制 mTOR/HIF-1α通路干预 COPD 氧化应激。

尽管 NAC 是一种抑制黏液分泌的经典“老药”，但

3 讨 论 
  氧化应激是促进 COPD 发生发展的重要病理机

制，抑制氧化应激是延缓其疾病进展的重要途径。

氧化剂长期以来被认为是 COPD 发病的危险因素之

一［8］，除直接损害肺部外，其还能激活多条信号通

路，进一步促进氧化物、炎症因子的产生，造成持续

的肺组织损伤［18-19］。NAC 的抗氧化活性被多项研

究证实，其直接抗氧化作用与巯基和氨基相连的乙

酰基的存在有关，这决定了 NAC 能够与各种自由基

和非自由基发生反应；NAC 的间接抗氧化作用主要

是通过半胱氨酸（由 NAC 去乙酰化形成）以及合成

谷胱甘肽（glutathione，GSH）所必需的谷氨酸和甘

氨酸的细胞递送来补充 GSH［11］。研究发现，NAC

能显著减轻香烟烟雾诱导的肺泡巨噬细胞吞噬功

能抑制，并有效抑制糖酵解和活性氧的生成［20］。此

外，NAC 通过不依赖于核因子 E2 相关因子 2 的途

径，对香烟烟雾诱导的小鼠Ⅱ型肺泡上皮细胞损伤

具有保护作用［21］。香烟烟雾诱导的内质网-线粒体

注：COPD 为慢性阻塞性肺疾病，NAC 为乙酰半胱氨酸，mTOR 为哺
乳动物雷帕霉素靶蛋白，HIF-1α为缺氧诱导因子-1α，p-mTOR 为
磷酸化哺乳动物雷帕霉素靶蛋白，p70S6K 为 p70 核糖体蛋白 S6 激
酶，p-p70S6K 为磷酸化 p70 核糖体蛋白 S6 激酶，GAPDH 为 3-磷

酸甘油醛脱氢酶

图 4　蛋白质免疫印迹试验检测各组大鼠肺组织
mTOR/HIF-1α通路相关蛋白表达
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诸多证据证明其具有较好的抗氧化应激活性［30］，可

将 NAC 作为 COPD 患者标准治疗的一种辅助手段。

本研究证明 NAC 可通过抑制 mTOR/HIF-1α通路减

轻 COPD 大鼠氧化应激。

  综上，本研究表明 NAC 可通过 mTOR/HIF-1α

通路有效抑制香烟烟雾暴露联合细菌感染诱导的

COPD 大鼠血清和肺组织中的氧化应激，并改善肺

组织损伤。但本研究还存在一定的局限性和不足

之处，仅在动物层面验证了 NAC 的作用，没有进行

体外实验验证；NAC 只设计一个剂量，该剂量是参

考大量临床试验数据的有效剂量，根据人体与大鼠

体表面积比进行换算确定的，也在体内确定证实了

NAC 的抗氧化应激作用，但是缺乏量-效关系研究。

下一步研究计划在此基础上探讨 NAC 减轻 COPD

氧化应激的量-效关系，并深入研究 mTOR/HIF-1α

通路与其他抗氧化通路的交互作用。
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