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海藻糖通过下调 ＰＡＩ１／Ｐ５３通路减轻博来霉素
诱导的肺泡上皮细胞衰老
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摘　要：探讨海藻糖对博来霉素诱导的肺泡上皮细胞衰老的作用及其可能机制。应用博来霉素诱导类肺泡上皮细
胞系Ａ５４９细胞构建肺泡上皮细胞衰老模型，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和衰老相关 β半乳糖苷酶染色法检测海藻糖对博来
霉素诱导Ａ５４９细胞衰老的影响；联合应用海藻糖与自噬抑制剂３甲基腺嘌呤或氯喹，并使用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测衰老
标志蛋白的影响；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测定海藻糖对纤溶酶原激活物抑制剂１（ｐｌａｓｍｉｎｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｏｒｉｎｈｉｂｉｔｏｒ１，ＰＡＩ１）／Ｐ５３
通路的影响。结果表明，海藻糖可改善博来霉素诱导的肺泡上皮细胞衰老，增加肺泡上皮细胞中微管相关蛋白轻链

３ＩＩ型（ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１ｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３ＩＩ，ＬＣ３ＩＩ）水平，但自噬抑制剂不能逆转海藻糖对肺泡上皮细胞衰
老改善的作用；海藻糖能下调博来霉素诱导的肺泡上皮细胞中ＰＡＩ１和Ｐ５３蛋白表达水平。综上，海藻糖可减轻肺
泡上皮细胞衰老，这与其下调ＰＡＩ１／Ｐ５３通路有关，但与海藻糖激活自噬无关。
关键词：海藻糖；肺泡上皮细胞；细胞衰老；肺纤维化；纤溶酶原激活物抑制剂１
中图分类号：Ｒ９６６；Ｒ５６３．９ 文献标志码：Ａ　　　　　　　文章编号：１００１６８８０（２０２６）８１７５７０７
ＤＯＩ：１０．１６３３３／ｊ．１００１６８８０．２０２６．８．０１４ ＣＳＴＲ：３２３０７．１４．１００１６８８０．２０２６．８．０１４

Ｔｒｅｈａｌｏｓｅａｌｌｅｖｉａｔｅｓｂｌｅｏｍｙｃｉｎｉｎｄｕｃｅｄｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅｏｆａｌｖｅｏｌａｒ
ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｂｙｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｎｇＰＡＩ１／Ｐ５３ｐａｔｈｗａｙ

ＺＨＵＨａｎｙｕｅ１，ＪＩＡＮＧＸｉａｏｇａｎｇ２

１ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＰｈａｒｍａｃｙ，ＷｕｘｉＮｏ．２Ｐｅｏｐｌｅ′ｓＨｏｓｐｉｔａｌ，Ｗｕｘｉ２１４００２，Ｃｈｉｎａ；
２ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ，ＳｏｏｃｈｏｗＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｕｚｈｏｕ２１５１２３，Ｃｈｉｎａ

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｔｈｉｓｓｔｕｄｙａｉｍｓｔｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔａｎｄｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆｔｒｅｈａｌｏｓｅｏｎｂｌｅｏｍｙｃｉｎｉｎｄｕｃｅｄｔｈｅｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ
ｏｆａｌｖｅｏｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ．ＢｌｅｏｍｙｃｉｎｗａｓｕｓｅｄｔｏｉｎｄｕｃｅｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅｉｎｈｕｍａｎａｌｖｅｏｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｌｉｋｅＡ５４９ｃｅｌｌｓ．Ｔｈｅｄｅｇｒｅｅ
ｏｆｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅｉｎＡ５４９ｃｅｌｌｓ，ｉｎｄｕｃｅｄｂｙｂｌｅｏｍｙｃｉｎｗｉｔｈｏｒｗｉｔｈｏｕｔｔｒｅｈａｌｏｓｅｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｖｉａＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎｄｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄβｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅｓｔａｉｎｉｎｇ．Ｔｒｅｈａｌｏｓｅｗａｓｕｓｅｄｉｎｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｗｉｔｈｔｈｅａｕｔｏｐｈａｇｙｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ３ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｉｎｅｏｒｃｈｌｏ
ｒｏｑｕｉｎｅ，ａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｃｈａｎｇｅｓｉｎｍａｒｋｅｒｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆｃｅｌｌｕｌａｒｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ．Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌｌｙ，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｗａｓ
ｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｔｒｅｈａｌｏｓｅｏｎｔｈｅｐｌａｓｍｉｎｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｏｒｉｎｈｉｂｉｔｏｒ１（ＰＡＩ１）／Ｐ５３ｐａｔｈｗａｙ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｄｅｍｏｎ
ｓｔｒａｔｅｄｔｈａｔｔｒｅｈａｌｏｓｅａｌｌｅｖｉａｔｅｄｔｈｅｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅｏｆａｌｖｅｏｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ａｎｄｉｎｃｒｅａｓｅｄｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＬＣ３ＩＩｉｎａｌｖｅｏｌａｒｅｐｉｔｈｅ
ｌｉａｌｃｅｌｌｓ．Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆａｕｔｏｐｈａｇｙｄｉｄｎｏｔｒｅｖｅｒｓｅｔｈｅｔｒｅｈａｌｏｓｅｉｎｄｕｃｅｄｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔｉｎａｌｖｅｏｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ．
ＴｒｅｈａｌｏｓｅｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＰＡＩ１ａｎｄＰ５３ｉｎｂｌｅｏｍｙｃｉｎｔｒｅａｔｅｄａｌｖｅｏｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ．Ｉｎｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ，
ｔｒｅｈａｌｏｓｅａｌｌｅｖｉａｔｅｄｔｈｅｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅｏｆａｌｖｅｏｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ｗｈｉｃｈｗａｓｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＰＡＩ１／Ｐ５３ｐａｔｈｗａｙ
ｂｕｔｎｏｔｔｏａｕｔｏｐｈａｇｙａｃｔｉｖａｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｂｙｔｒｅｈａｌｏｓｅ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｔｒｅｈａｌｏｓｅ；ａｌｖｅｏｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ；ｃｅｌｌｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ；ｐｕｌｍｏｎａｒｙｆｉｂｒｏｓｉｓ；ｐｌａｓｍｉｎｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｏｒｉｎｈｉｂｉｔｏｒ１

　　肺纤维化是一种慢性进行性间质性肺疾病，其
重要病理特征之一是肺泡上皮细胞衰老［１］。以往

研究表明，肺纤维化患者的肺泡上皮细胞呈现明显

的细胞衰老特征，包括肺泡上皮细胞中 Ｐ２１蛋白表
达增加和衰老相关 β半乳糖苷酶（ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅａｓｓｏ
ｃｉａｔｅｄβｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅ，ＳＡβｇａｌ）活性增强［２］。衰老

的肺泡上皮细胞分泌大量衰老相关分泌表型因子，

这些因子激活肺成纤维细胞并导致细胞外基质大量
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生成，进一步恶化肺纤维化［３］。因此，改善肺泡上

皮细胞衰老已成为治疗肺纤维化的潜在靶点［４］。

博来霉素是由轮枝链霉菌产生的多肽类抗生

素，具有抗肿瘤作用，其不良反应之一是引起肺纤维

化。博来霉素诱导的肺纤维化动物模型是目前最常

用的肺纤维化模型，且随着２００３年 Ａｏｓｈｉｂａ等［５］首

次发现博来霉素致动物肺泡上皮细胞发生衰老以

后，博来霉素诱导肺泡上皮细胞衰老模型也已成为

肺泡上皮细胞衰老机制及药物发现中应用最广泛的

模型。Ｊｉａｎｇ等［６］在博来霉素刺激的肺泡上皮细胞

中发现升高的纤溶酶原激活物抑制剂１（ｐｌａｓｍｉｎｏ
ｇｅｎａｃｔｉｖａｔｏｒｉｎｈｉｂｉｔｏｒ１，ＰＡＩ１）通过激活Ｐ５３Ｐ２１通
路促进肺泡上皮ＩＩ型上皮细胞衰老，从而加速肺纤
维化疾病的进程，而肺泡上皮细胞条件性敲除 ＰＡＩ
１能明显改善肺泡上皮细胞衰老，进而减轻博来霉
素所致的肺纤维化。最近，ＹＴＨ结构域包含蛋白１
（ＹＴＨｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ１，ＹＴＨＤＣ１）［７］、肾连蛋白
（ｎｅｐｈｒｏｎｅｃｔｉｎ）［８］、沉默信息调节因子５（ｓｉｌｅｎｔｉｎｆｏｒ
ｍａｔｉｏｎｒｅｇｕｌａｔｏｒ５，ＳＩＲＴ５）［９］等因子也被发现参与了
博来霉素致肺泡上皮细胞衰老的过程。随着对博来

霉素诱导肺泡上皮细胞机制的深入探讨，博来霉素

诱导的肺纤维化细胞与动物模型作为目前与肺纤维

化疾病最为接近的经典模型，将会更好地推动肺纤

维化药物的发现研究。

海藻糖是一种天然二糖，具有抗氧化和抗肿瘤

活性［１０］。研究表明［１１］，海藻糖可保护肺泡巨噬细

胞进而减轻二氧化硅粉尘引起的肺纤维化。前期研

究发现［１２］，海藻糖抗肺纤维化活性可能与下调β连
环蛋白（βｃａｔｅｎｉｎ）从而抑制肺肌成纤维细胞转化有
关。然而，目前对海藻糖是否具有改善肺泡上皮细

胞衰老的作用尚不清楚。因此，该研究探讨了海藻

糖对博来霉素诱导肺泡上皮细胞衰老的作用及其可

能的作用机制。

１　材料与方法
１．１　细胞、试剂与仪器

类肺泡上皮细胞系 Ａ５４９细胞（批号：ｓｉｂｃｂ
１９０６２０ａ，中国科学院上海细胞库）。

海藻糖、３甲基腺嘌呤、氯喹、巴弗洛霉素Ａ１
（纯度：９９％、９９％、９９％、９０％，批号：００００３０８５７９、
００００１９２６２５、００００２０９９５２、００００１９９２３５，美国 Ｓｉｇｍａ
公司）；ＳＡβｇａｌ染色试剂盒（批号：Ａ０８９Ｄ２１０９１５，
海门碧云天生物试剂有限公司）；胎牛血清（批号：

１８４２９２６，以色列 ＢｉｏｌｏｇｉｃａｌＩｎｄｕｓｔｒｉｅｓ公司）；Ｆ１２细

胞培养基（批号：ＲＮＢＪ７４９１，美国 Ｓｉｇｍａ公司）；兔抗
Ｐ２１抗体、兔抗纤溶酶原激活物抑制剂１（ｐｌａｓｍｉｎｏ
ｇｅｎａｃｔｉｖａｔｏｒｉｎｈｉｂｉｔｏｒ１，ＰＡＩ１）抗 体 （批 号：

０００７８０２１、０００６６９５１，武汉三鹰生物技术有限公司）；
小鼠抗 Ｐ５３抗体（批号：Ｆ０２１７，美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公
司）；兔抗微管相关蛋白轻链３（ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅａｓｓｏｃｉａｔ
ｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１ｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３，ＬＣ３）ＩＩ抗体（批号：２０５３，
美国ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司）。

ＢＢ１５０二氧化碳培养箱（美国Ｔｈｅｒｍｏ科学仪器
公司）；Ｔａｎｏｎ５２００化学发光成像系统（上海天能生
命科学有限公司）；ＯｌｙｍｐｕｓＸ５１倒置显微镜（日本
奥林巴斯公司）。

１．２　细胞培养与给药
Ａ５４９细胞在含１０％胎牛血清的 Ｆ１２培养基中

在３７℃、含５％ ＣＯ２的二氧化碳培养箱中培养。海
藻糖的使用浓度根据海藻糖在正常肺成纤维细胞和

正常气道上皮细胞使用浓度确定［９，１０］。按细胞密度

６×１０４个／ｍＬ接种于６孔板中。第２ｄ，使用博来
霉素（５０μｇ／ｍＬ）与 １００、２００ｍｍｏｌ／Ｌ海藻糖、１
ｍｍｏｌ／Ｌ３甲基腺嘌呤或２０ｍｍｏｌ／Ｌ氯喹联合处理
细胞。４８ｈ后，细胞进行染色处理或制备蛋白提取
物。

１．３　采用 ＳＡβｇａｌ染色法观察肺泡上皮细胞蓝染
情况

　　Ａ５４９细胞经博来霉素（５０μｇ／ｍＬ）处理４８ｈ时
后，用ＰＢＳ洗涤１次，加入βｇａｌ染色固定液，室温条
件下固定细胞１０ｍｉｎ，然后用ＰＢＳ洗涤３次（每次３
ｍｉｎ）。弃去 ＰＢＳ后，用染色液（１ｍＬ染色液：染色
液Ａ１０μＬ，染色液 Ｂ１０μＬ，染色液 Ｃ９３０μＬ，Ｘ
Ｇａｌ溶液１０μＬ）染色，再用封口膜密封后于３７℃孵
育过夜。最后，将染色液更换为ＰＢＳ，在倒置显微镜
下观察细胞蓝染情况并拍照。

１．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白表达
用含蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑制剂的 ＲＩＰＡ裂

解液制备蛋白样品，通过 ＳＤＳＰＡＧＥ分离粗蛋白提
取物，随后将蛋白质转移至ＰＶＤＦ膜上，用５％脱脂
牛奶封闭。封闭１ｈ后，将膜与相应的一抗孵育过
夜，然后与对应的二抗孵育１ｈ。随后使用化学发光
成像系统扫描 ＰＶＤＦ膜。采用 ＩｍａｇｅＪ对蛋白条带
灰度的相对定量分析。

１．５　统计学分析
采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ６．０软件进行数据分析并

作图，采用均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，采用单因素方
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差分析，使用 Ｔｕｋｅｙ′ｓｔｅｓｔ进行事后检验，Ｐ＜０．０５
为差异具有统计学意义。

２　结果
２．１　博来霉素诱导肺泡上皮细胞衰老

Ｐ２１是细胞衰老的重要标志物之一。用博来霉
素处理Ａ５４９细胞，通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ａ５４９细

胞中Ｐ２１蛋白表达水平。如图１所示，５０μｇ／ｍＬ博
来霉素显著增加了 Ａ５４９细胞中 Ｐ２１蛋白表达水
平；ＳＡβｇａｌ染色法是检测细胞衰老的金标准方法，
如图２所示，Ａ５４９细胞经５０μｇ／ｍＬ博来霉素处理
后，蓝染细胞数量显著增加。上述结果表明，博来霉

素可诱导肺泡上皮细胞衰老。

图１　博来霉素对Ａ５４９细胞中Ｐ２１蛋白表达水平的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｆｉｇ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｂｌｅｏｍｙｃｉｎｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＰ２１ｐｒｏｔｅｉｎｉｎＡ５４９ｃｅｌｌｓ（ｘ±ｓ，ｎ＝３）
注：与对照组比较：Ｐ＜０．０５，下同。Ｎｏｔｅ：Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０．０５，ｔｈｅｓａｍｅｂｅｌｏｗ．

图２　博来霉素对Ａ５４９细胞中ＳＡβｇａｌ染色的影响（４００×）
Ｆｉｇ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆｂｌｅｏｍｙｃｉｎｏｎｔｈｅｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＳＡβｇａｌｉｎＡ５４９ｃｅｌｌｓ（４００×）

２．２　海藻糖减轻博来霉素诱导的肺泡上皮细胞衰老
　　首先，通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ评估海藻糖对博来霉素
处理的Ａ５４９细胞中Ｐ２１蛋白表达水平的影响。以
１００、２００ｍｍｏｌ／Ｌ浓度的海藻糖处理后，Ａ５４９细胞
中Ｐ２１蛋白表达水平显著下调（见图３）。同时使用
ＳＡβｇａｌ染色法检测海藻糖对博来霉素诱导的
Ａ５４９细胞衰老的影响，结果显示，１００ｍｍｏｌ／Ｌ海藻
糖显著减少了衰老肺泡上皮细胞的数量（见图４）。
这些结果表明，海藻糖可改善博来霉素诱导的肺泡

上皮细胞衰老。

２．３　海藻糖激活肺泡上皮细胞自噬
上述结果显示，海藻糖可改善肺泡上皮细胞衰

老，那么海藻糖是如何对肺泡上皮细胞衰老发挥有

益作用的。由于海藻糖是已知的自噬诱导剂，因此

首先确定海藻糖是否能诱导 Ａ５４９细胞发生自噬。
如图５所示，海藻糖显著增加了 Ａ５４９细胞中自噬
标志物微管相关蛋白轻链３ＩＩ型（ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅａｓｓｏ
ｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１ｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３ＩＩ，ＬＣ３ＩＩ）蛋白表达水
平，表明海藻糖可诱导肺泡上皮细胞自噬。

２．４　海藻糖不通过激活自噬来发挥改善肺泡上皮
细胞衰老的作用

　　首先使用自噬形成抑制剂３甲基腺嘌呤研究
自噬是否参与海藻糖改善肺泡上皮细胞衰老的作

用。结果表明，３甲基腺嘌呤未能逆转海藻糖引起
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图３　海藻糖对博来霉素诱导的Ａ５４９细胞中Ｐ２１蛋白表达水平的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｆｉｇ３　ＥｆｆｅｃｔｏｆｔｒｅｈａｌｏｓｅｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＰ２１ｉｎｂｌｅｏｍｙｃｉｎｉｎｄｕｃｅｄＡ５４９ｃｅｌｌｓ（ｘ±ｓ，ｎ＝３）
注：与博来霉素组比较，＃Ｐ＜０．０５，下同。Ｎｏｔｅ：Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｂｌｅｏｍｙｃｉｎｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜０．０５，ｔｈｅｓａｍｅｂｅｌｏｗ．

图４　海藻糖对博来霉素诱导的Ａ５４９细胞中ＳＡβｇａｌ染色的影响（４００×）
Ｆｉｇ４　ＥｆｆｅｃｔｏｆｔｒｅｈａｌｏｓｅｏｎｔｈｅｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＳＡβｇａｌｉｎｂｌｅｏｍｙｃｉｎｉｎｄｕｃｅｄＡ５４９ｃｅｌｌｓ（４００×）

图５　海藻糖对博来霉素诱导的Ａ５４９细胞中ＬＣ３ＩＩ蛋白表达水平的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｆｉｇ５　ＥｆｆｅｃｔｏｆｔｒｅｈａｌｏｓｅｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＬＣ３ＩＩｉｎｂｌｅｏｍｙｃｉｎｉｎｄｕｃｅｄＡ５４９ｃｅｌｌｓ（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

的Ｐ２１蛋白表达水平的下调（见图６）。进一步，应
用自噬流抑制剂氯喹研究自噬通量的动态变化是否

影响海藻糖对肺泡上皮细胞的保护作用。如图７所
示，氯喹未能逆转海藻糖引起的 Ｐ２１蛋白表达水平
的下降。结果表明，海藻糖对肺泡上皮细胞衰老的

改善作用与其激活自噬可能无关。

２．５　海藻糖抑制博来霉素处理的肺泡上皮细胞中
的ＰＡＩ１／Ｐ５３通路
　　ＰＡＩ１／Ｐ５３通路是已知的调节肺泡上皮细胞衰
老的通路。因此，通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测海藻糖对
ＰＡＩ１和Ｐ５３蛋白表达水平的影响。如图８所示，
海藻糖在肺泡上皮细胞衰老过程中可明显下调
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图６　海藻糖和３甲基腺嘌呤联用对博来霉素诱导的Ａ５４９细胞中Ｐ２１蛋白表达水平的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｆｉｇ６　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｔｒｅｈａｌｏｓｅａｎｄ３ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｉｎｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＰ２１ｉｎｂｌｅｏｍｙｃｉｎｉｎｄｕｃｅｄＡ５４９ｃｅｌｌｓ（ｘ±ｓ，ｎ＝３）
注：与３甲基腺嘌呤组比较，＆Ｐ＜０．０５。Ｎｏｔｅ：Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ３ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｉｎｅｇｒｏｕｐ，＆Ｐ＜０．０５．

图７　海藻糖和氯喹联用对博来霉素诱导的Ａ５４９细胞中Ｐ２１蛋白表达水平的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｆｉｇ７　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｔｒｅｈａｌｏｓｅａｎｄｃｈｌｏｒｏｑｕｉｎｅｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＰ２１ｉｎｂｌｅｏｍｙｃｉｎｉｎｄｕｃｅｄＡ５４９ｃｅｌｌｓ（ｘ±ｓ，ｎ＝３）
注：与氯喹组比较，＆Ｐ＜０．０５。Ｎｏｔｅ：Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｈｌｏｒｏｑｕｉｎｅｇｒｏｕｐ，＆Ｐ＜０．０５．

ＰＡＩ１和Ｐ５３蛋白表达水平。上述结果表明，海藻
糖可通过下调ＰＡＩ１／Ｐ５３通路改善肺泡上皮细胞衰
老。

３　讨论与结论
肺纤维化的病理成因复杂，患者肺组织内大量

聚集着衰老的肺泡上皮细胞，表现为 Ｐ２１蛋白水平
异常和ＳＡβｇａｌ染色阳性细胞比率的异常增加［１３］。

然而，目前临床用于治疗肺纤维化的药物尼达尼布

和吡非尼酮并不能改善肺泡上皮细胞衰老［１４］。因

此，寻找可改善肺泡上皮细胞衰老的活性化合物是

肺纤维化药物发现的潜在策略。

在该研究中，海藻糖在博来霉素诱导的 Ａ５４９
细胞衰老模型中显著改善了肺泡上皮细胞的衰老。

尽管海藻糖是公认的自噬激活剂［１５］，但该研究发现

海藻糖激活自噬与其改善肺泡上皮细胞衰老的作用

无关。另一方面，Ｒａｎｇａｒａｊａｎ等［１６］也发现，尽管尼达

尼布可激活自噬，但其治疗肺纤维化的作用与尼达

尼布激活自噬的活性无关。然而，自噬在肺泡上皮

细胞衰老中的作用以及自噬对肺纤维化是否有益尚

未完全阐明。该研究和 Ｒａｎｇａｒａｊａｎ等［１６］的报道仅

揭示了这一现象，仍需更大量的工作来阐明上述未

知问题。

在肺泡上皮细胞中，ＰＡＩ１／Ｐ５３通路异常激活
可促进肺泡上皮细胞衰老，从而加速肺纤维化疾病

的进程，而下调 ＰＡＩ１／Ｐ５３通路可改善肺泡上皮细
胞衰老并减轻博来霉素诱导的肺纤维化程度［６，１７］。

该研究中发现海藻糖可显著下调ＰＡＩ１和Ｐ５３蛋白
表达水平，表明下调 ＰＡＩ１／Ｐ５３通路可能是海藻糖
改善肺泡上皮细胞衰老的机制之一。然而，目前研

究无法确定海藻糖是否直接作用于ＰＡＩ１／Ｐ５３通路
来改善肺泡上皮细胞衰老。另一方面，海藻糖具有

抗氧化活性［１８，１９］，因此，海藻糖有可能通过直接调

１６７１Ｖｏｌ３８ 　　　　　　朱含月等：海藻糖通过下调ＰＡＩ１／Ｐ５３通路减轻博来霉素诱导的肺泡上皮细胞衰老 　

天
然
产
物
研
究
与
开
发



图８　海藻糖对博来霉素诱导的Ａ５４９细胞中ＰＡＩ１和Ｐ５３蛋白表达水平的影响（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｆｉｇ８　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｔｒｅｈａｌｏｓｅｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＰＡＩ１ａｎｄＰ５３ｉｎｂｌｅｏｍｙｃｉｎｉｎｄｕｃｅｄＡ５４９ｃｅｌｌｓ（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

控活性氧进而抑制ＰＡＩ１／Ｐ５３通路发挥减轻肺泡上
皮细胞衰老的作用（见图 ９）。此外，小窝蛋白１
（ｃａｖｅｏｌｉｎ１）［２０］、第１０号染色体缺失的磷酸酶和张
力蛋白同源物（ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅａｎｄｔｅｎｓｉｎｈｏｍｏｌｏｇｄｅｌｅ
ｔｅｄｏｎｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｔｅｎ，ＰＴＥＮ）［２１］与博来霉素致肺泡

上皮细胞衰老密切相关，其是否与海藻糖作用也有

待探究。因此，需要深入研究来阐明海藻糖改善肺

泡上皮细胞衰老的分子机制，为海藻糖治疗肺纤维

化以及发现潜在的治疗肺纤维化药物新靶点提供有

益的证据。

图９　海藻糖减轻博来霉素诱导肺泡上皮细胞衰老的可能机制
Ｆｉｇ９　Ｐｏｓｓｉｂｌｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆｔｒｅｈａｌｏｓｅｉｎａｌｌｅｖｉａｔｉｎｇｂｌｅｏｍｙｃｉｎｉｎｄｕｃｅｄｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅｉｎａｌｖｅｏｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ

　　自噬激活剂改善肺纤维化的作用一直是肺纤维
化领域关注的焦点。既往研究表明［２２］，自噬与肺纤

维化之间的关系复杂，至今尚未阐明。此外，包括自

噬在内的肺泡上皮细胞衰老的病理机制仍不清楚。

该研究从自噬激活剂———海藻糖与肺泡上皮细胞衰

老的角度，阐述了海藻糖通过调节 ＰＡＩ１／Ｐ５３通路
改善肺泡上皮细胞衰老的作用，既发现了海藻糖的

新活性和新机制，为海藻糖减轻肺纤维化的作用提

供了新认识，同时也为从天然产物宝库中寻找改善

细胞衰老的活性化合物［２３］提供了新证据。
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