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摘要 目的：研究 AFAP1在博来霉素诱导的 A549细胞衰老模型中的作用及分子机制。方法：用 50 滋g/mL的博来霉素处理 A549

细胞 5天建立细胞衰老模型。用相同浓度的博来霉素处理细胞 1-5天观察细胞从周期阻滞到衰老的过程，SA-茁-Gal染色检测衰
老细胞数目，用Western blot方法检测 AFAP1、p21、c-Src等蛋白表达。过表达 AFAP1后，观察细胞衰老状态及各蛋白表达水平变

化。结果：50 滋g/mL的博来霉素处理 A549细胞 5天后可以建立细胞衰老模型，表现为 BLM组 SA-茁-Gal阳性细胞数升高 (P＜

0.01)且细胞体积显著增大(P＜0.01)，p21表达水平升高。在衰老的 A549细胞中，AFAP1和激活型(Src pY416)表达水平变化一致，

从 BLM处理后出现升高第 4天开始明显下降在第 5天最低，c-Src和 Src pY527表达水平不变。过表达 AFAP1后再用博来霉素

诱导，SA-茁-Gal阳性细胞数及细胞体积、Src pY416和 p21表达与空载对照比较未发现有明显差异(P＞0.05)。结论：衰老的 A549

细胞中 AFAP1表达下调，c-Src活性降低；过表达 AFAP1不能减轻博来霉素诱导的 A549细胞衰老，也不能抑制衰老细胞中的

c-Src的活性下降。
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The Role and Mechanism of AFAP1 in the Senescent A549 Cells Induced
by Bleomycin*

To study the role and mechanism of AFAP1 in A549 cells senescence induced by bleomycin.

A549 cells were exposed to bleomycin and then p21 and SA-茁-Gal positive proportion which are markers of cellular senescence were
evaluated. AFAP1 was overexpressed in A549 cells, the expression of p21, AFAP1 and c-Src were detected by western blot.

AFAP1 expression was decreased in senescent A549 cells, the change of which was consistent with activated c-Src (Src pY416). However,

there was few variations in total c-Src as well as inhibited c-Src (Src pY527). There was no difference in the p21, Src pY416 and senes-

cent phenotype between AFAP1-overexpressed cells and vehicle vector transfected control. AFAP1 expression decreased in

senescent A549 cells induced by BLM, overexpression of AFAP1 could not alleviated the senescent phenotype and downstream molecu-

lar activated c-Src.
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前言

特发性肺纤维化(idiopathic pulmonary fibrosis，IPF)是一种

以肺间质重塑导致肺功能不可逆损伤为特点的致死性疾病，发

病率逐年升高，发病机制不完全清楚且缺乏有效的治疗手段
[1,2]。目前研究表明二型肺泡上皮细胞(AT II)衰老与 IPF存在一

定关系，且靶向清除衰老的上皮细胞可以减轻肺纤维化程度[3,4]。

细胞衰老是细胞处于不可逆的周期停滞状态，而且衰老的细胞
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在组织内累积可导致机体衰老[5]。因此，研究 AT II衰老机制对

了解 IPF的发病机制具有重要意义[6]。

胸腔放射线照射或气管滴注博来霉素(Bleomycin，BLM)可

诱导小鼠肺纤维化，常用来作为研究 IPF的疾病模型[7,8]。前期

对小鼠肺放射性纤维化组织基因表达谱进行加权基因共表达

网络分析，发现肌动蛋白微丝相关蛋白 1(actin filament associ-

ated protein 1，AFAP1)在放射性肺纤维化小鼠模型中表达下调

可能在衰老相关的放射性肺纤维化起重要作用[9]。AFAP1最早

发现是非受体酪氨酸激酶 c-Src 的底物，可以与 Src 的

SH3/SH2结构域结合，并通过 C端肌动蛋白结合结构域直接

和肌动蛋白微丝作用，也可作为一个接头蛋白连接 c-Src与肌

动蛋白微丝[10]。另外，AFAP1磷酸化后构象发生变化可以激活

c-Src并改变肌动蛋白微丝完整性，细胞形态也会随之发生一

定程度改变。在肌动蛋白微丝完整性变化对器官功能起重要作

用的器官中，如肺脏和肌肉，AFAP1表达量较高[11]。AFAP1在

乳腺肿瘤和前列腺肿瘤中表达水平升高且和肿瘤细胞黏附转

移有关[12,13]。近年来研究表明 AFAP1在成骨细胞增殖和矿化时

介导 TGF-茁的调节 c-Src及相关生长因子表达[14]。TGF-茁在组
织纤维化中表达升高，且 IPF治疗药物吡非尼酮主要通过抑制

TGF-茁发挥作用[15]。AFAP1激活 c-Src后使后者发挥激酶活性

磷酸化下游底物促进细胞分裂[16]。这些都提示 AFAP1-c-Src信

号通路可能与细胞衰老和 IPF有密切关系。

人肺腺癌上皮细胞系 A549 细胞具有 ATII 特性，可在

BLM诱导下出现衰老 [17]。因此，本实验利用 A549细胞代替

ATII，利用 BLM处理建立细胞衰老模型，检测 AFAP1及相关

分子衰老过程中的变化规律，观察过表达 AFAP1对细胞衰老

的影响探讨 AFAP1在细胞衰老过程中的作用及机制。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

A549细胞由中国医学科学院医学实验动物研究所保存。

DMEM培养基、胎牛血清、双抗、胰蛋白酶购自 Gibco公司；注

射用盐酸博来霉素购自日本化药株式会社；RIPA裂解液、BCA

蛋白浓度测定试剂盒、SA-茁-Gal试剂盒购自碧云天公司；KOD
酶购自 TOYOBO公司；内切酶购自 NEB公司；质粒提取试剂

盒购自康维世纪公司；Lipo2000 购自 Invitrogen 公司；抗

AFAP1 兔多克隆抗体购自 OriGene，抗 Phospho-Src Family

(Tyr416)(D49G4)兔单克隆抗体，抗 Phospho-Src(Tyr527)抗体，

抗 p21兔多克隆抗体购自 CST；抗 c-Src兔多克隆抗体，羊抗兔

IgG(H+L)过氧化物酶标二抗，羊抗鼠 IgG(H+L)过氧化物酶标

二抗购自 Proteintech公司；化学发光试剂盒购自 Thermo公司；

其他试剂为国产分析纯。

1.2 细胞培养与药物处理

A549细胞用含 10 %胎牛血清、1 %双抗的 DMEM在 5 %

CO2的 37℃培养箱中培养，每隔 48小时换液并传代。细胞汇

合度达到约 80 %时，加入 BLM至终浓度为 50 滋g/mL，对照组
加入相等体积的 PBS，分别处理细胞 5天。

1.3 细胞形态学观察

分别用 BLM和 PBS处理 A549细胞，在不同时间点用普

通光学显微镜观察细胞形态并拍照，用 image J计算 100个细

胞面积并计算平均值。

1.4 SA-茁-Gal检测
吸除 6孔板中细胞培养液，用 PBS洗涤 1次，加入 1 mL

茁-半乳糖苷酶染色固定液，室温固定 15分钟。吸除固定液，用

PBS洗涤 3次，加入 1 mL染色工作液，37℃孵箱过夜，在普通

光学显微镜下观察并拍照。统计总数 200个细胞中 SA-茁-Gal
阳性细胞数目并计算百分率。

1.5 p21、AFAP1、c-Src蛋白质表达水平检测

A549细胞经过博来霉素和 PBS处理后，分别用细胞刮收

集细胞并用 RIPA裂解液提取总蛋白并测定蛋白浓度。p21、

AFAP1、c-Src等蛋白用Western blot方法检测。将总蛋白浓度

调整一致，每孔上样 20 滋g蛋白，10% SDS-PAGE凝胶 130V电

压下进行电泳，转膜 1.5 h后用 5 %的脱脂奶粉室温封闭半小

时之后分别加入抗 AFAP1 (1：1000)、c-Src(1：1000)、Src-pY416

(1：1000)、Src-pY527(1：1000)、p21(1：1000)、GAPDH(1：5000)抗

体 4℃孵育过夜。分别与对应二抗(1：5000)室温下孵育 1小时，

化学发光显色后用 Tanon凝胶成像系统扫描，以 GAPDH为参

照进行比对。

1.6 pCMV-GST-AFAP1过表达载体构建和质粒提取

AFAP质粒由厦门大学韩家淮实验室赠送，pCMV-GST为

本实验室保存，引物序列由美吉生物合成。将 AFAP1基因扩增

后连接到 pCMV-GST真核表达载体。转化到 TOP10大肠杆菌

感受态细胞。菌液 PCR验证正确后提取质粒送美吉生物测序，

用去内毒素质粒中提试剂盒提取质粒用于细胞转染。

1.7 统计学分析

采用 GraphPad Prism 7.0软件进行统计学分析。计量数据

采用均数± 标准差(mean± SD)，两组间比较采用 t检验，以 P＜

0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 BLM诱导的 A549细胞衰老模型

50 滋g/mL BLM和 PBS(control)分别处理 A549细胞 5天。

与 control 组相比，BLM 组细胞出现扁平、表面积增大、SA-

茁-Gal阳性细胞数显著增多(P＜0.01)(图 1A，1B，1C)，细胞面积

增大(P＜0.01)，p21表达显著上调(图 1D)，表明 50 滋g/mL BLM

处理 A549细胞 5天可以诱导建立细胞衰老模型。

2.2 AFAP1在衰老的 A549细胞中表达下调

为了进一步研究 AFAP1在细胞衰老中的作用，本实验用

50 滋g/mL BLM和 PBS(Control)分别处理 A549细胞 5天，发现

AFAP1在衰老的 A549细胞中表达下调(图 2)。

2.3 P21、AFAP1、c-Src在博来霉素诱导的 A549细胞衰老进程

中表达变化规律

为了研究 A549细胞从周期停滞到衰老的过程中 AFAP1

及相关分子的变化规律，本实验设计了加入 BLM后 1天、2

天、3天、4天以及 5天用Western blot方法检测各个蛋白表达

变化规律。与 Control组相比，细胞经 BLM处理后 p21先升高

再逐降低但在第五天时仍然高于 Control 组的表达水平；

AFAP1在第 4天时明显下降，在第 5天时表达水平最低；总的

c-Src表达水平没有变化；激活状态下的 c-Src(Src pY416)表达

水平逐渐降低；活性抑制状态下的 c-Src(Src pY527)表达水平

不变。AFAP1的变化规律和 Src pY416一致，都从 BLM处理后

第四天明显下降(图 3)。

1802· ·



现代生物医学进展 biomed. cnjournals . com Progress inModern Biomedicine Vol.18 NO.10 MAY.2018

图 1 BLM诱导 A549细胞衰老模型的建立

Fig.1 Establishment of senescent A549 cell model induced by BLM

Note: Data were expressed as mean ± SD, n=3. ***P<0.001, compared with control group; ###P<0.001, compared with control group.

图 2 AFAP1 BLM诱导衰老细胞中的表达

Fig.2 The expression of AFAP1 in BLM induced senescent cell

2.4 过表达 AFAP1对 A549细胞衰老的影响

用 pCMV-GST 和 pCMV-GST-AFAP1 质粒分别转染

A549细胞，转染 24 h后用 BLM处理 A549细胞 5天。过表达

AFAP1细胞 AFAP1表达水平升高，p21在两组中都有表达，两

组 Src pY416表达没有明显差别(图 4A)，SA-茁-Gal阳性细胞数
没有显著差异(P＞0.05)(图 4B，4C，4D)，细胞面积没有显著差

异(P＞0.05)。过表达 AFAP1未能影响博来霉素诱导的 A549细

胞衰老进程。

3 讨论

图 3 BLM处理 A549细胞不同时间 AFAP1及相关分子表达

Fig.3 The change of AFAP1 and related proteins expressions in A549 cells

with or without BLM exposure
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图 4 AFAP1过表达对 BLM诱导的 A549细胞衰老的影响

Fig.4 Establishment of senescent A549 cell model induced by BLM

Note: Data were expressed as mean ± SD, n=3. P＞0.05, compared with pCMV-GST group.

当细胞发生损伤、应激、癌基因信号激活甚至在胚胎发育

时，通过 p16、p21、Rb、p53、p21等肿瘤抑制因子来停止细胞周

期进程[18]。细胞周期阻滞进行损伤 DNA修复，不能修复可以导

致细胞死亡，是机体防止机体肿瘤发生机制之一。而细胞周期

长期阻滞，丧失细胞功能，且抵抗凋亡时的状态为细胞衰老[19]。

细胞衰老在体内累积可促进衰老相关组织和器官功能失调及

各种慢性衰老相关疾病[20]。具有干细胞特性的 AT II在受到应

激损伤出现衰老后不能分化成一型肺泡上皮细胞[21]。肺泡 I型

上皮细胞是肺泡的主要构成细胞，当不能及时修复损伤的肺泡

时肌成纤维细胞大量增殖并迁移到损伤部位导致肺纤维化[22,23]。

IPF病人出现端粒缩短，进而引起 DNA损伤并导致细胞周期

阻滞，引起肺泡上皮细胞衰老[24]。BLM是一种化疗药物，小鼠

气管给予 BLM可以诱导出肺纤维化模型且发现该模型小鼠肺

组织中有衰老的成纤维细胞存在[6,25]。为研究 ATII衰老在肺纤

维化中的作用机制，本研究采用 A549细胞替代原代 AT II，用

浓度为 50 滋g/mL的 BLM处理 5天后细体积显著增大，p21表

达上调且 BLM组 SA-茁-Gal阳性细胞比例显著高于 PBS组，

表明 A549细胞衰老模型建立。

本课题组既往研究显示 AFAP1在辐射诱导的小鼠肺纤维

化模型的肺组织中表达下调，并可能起重要作用，但因为肺组

织中有多种细胞所以尚不能确定衰老细胞的类型。本研究发现

BLM能够诱导 A549细胞衰老并引起 AFAP1表达水平下降，

与动物实验结果一致。为进一步探讨 AFAP1在衰老中的作用

及分子机制奠定了基础。AFAP1作为激动蛋白微丝相关蛋白，

在介导细胞分裂、粘附、运动等生物学过程起着重要的作用。激

动蛋白微丝完整性丧失是细胞恶性转化的特征。AFAP1通过 C

端肌动蛋白结合结构域直接和肌动蛋白微丝作用，AFAP1也

可以改变肌动蛋白微丝完整性，这与磷酸化或诱变相关的构象

变化有关，当构象发生变化时 AFAP1可激活 c-Src[26]。转化的细

胞中 AFAP1构象发生了改变，这与肌动蛋白微丝完整性变化

和动态结构的形成是相符的[27]。这种改变的发生不依赖于酪氨

酸磷酸化，与激活 c-Src改变肌动蛋白微丝完整性相符。改变

AFAP1构象的特定细胞信号可以通过依赖 SH3的方式激活

c-Src。AFAP1的接头特性在应答如 c-Src、PI3K、PKC、RACK1、

G茁酌、14-3-3蛋白和磷脂中其作用并和肿瘤黏附迁移有关[10,13]。

之前研究对 AFAP1在肿瘤细胞行为学变化比较关注。近年来

发现 AFAP1与成骨细胞分化，细胞基质形成有关[14]，也可能与

血脑屏障中炎症信号调整 P糖蛋白外流活性的关键因子[28]。但

与细胞衰老的关系还未进行研究。

与之前的研究相比，本实验对比了 A549细胞受到 BLM

处理后从细胞周期阻滞到细胞衰老整个过程中相关分子的变

化规律。其中，AFAP1和 Src pY416在博来霉素处理后第 4天

表达显著下调且两者趋势一致，且 BLM诱导的 A549细胞衰

老和 AFAP1-c-Src 信号通路有关。过表达组与对照组相比

SA-茁-Gal阳性细胞比例和细胞体积没有显著差异。另外，与未
衰老的细胞不同的是，AFAP1过表达后衰老细胞中的 c-Src不

能被 AFAP1激活，这有可能是 BLM诱导的细胞衰老状态也未

有减轻的原因。

总之，本研究结果表明衰老细胞 AFAP1表达下降，但是过

表达 AFAP1并没有纠正相应的衰老细胞表型。进一步研究需

要观察 AFAP1是否与衰老相关分泌表型(senescence associated

secretory phenotype，SASP)有关或者与其它组织细胞衰老有关，

1804· ·



现代生物医学进展 biomed. cnjournals . com Progress inModern Biomedicine Vol.18 NO.10 MAY.2018

采用原代细胞衰老模型以及在体实验进一步进行验证也是十

分必要的。
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