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巴瑞替尼调控巨噬细胞极化减轻硬皮病小鼠肺纤维化

王郸丹１，徐璐璐１，张　稢１，２　　６４６０００四川 泸州，西南医科大学附属医院呼吸与危重症医学科１；４０００１４重庆，
重庆市人民医院老年病科２

　　［摘要］　目的　明确巴瑞替尼能否通过抑制酪氨酸蛋白激酶２（Ｊａｎｕｓｋｉｎａｓｅ，ＪＡＫ２）／信号传导与
转录激活因子３（ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ，ＳＴＡＴ３）调控巨噬细胞极化，从而减轻硬
皮病小鼠肺纤维化程度。方法　３０只８周雌性 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠按随机数字表法分为 ３组：对照组（Ｃｔｌ
组，ｎ＝６）、硬皮病组（ＳＳｃ组，ｎ＝１２）和硬皮病＋巴瑞替尼组（ＳＳｃ＋Ｂａ组，ｎ＝１２）。ＳＳｃ和 ＳＳｃ＋Ｂａ组小鼠
背部皮下注射博来霉素（７．５ｍｇ／ｋｇ），ＳＳｃ＋Ｂａ组小鼠胃内灌注巴瑞替尼（５ｍｇ／ｋｇ）。采用 ＥＬＩＳＡ检测
血浆中炎症因子白介素（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）１β、ＩＬ４、ＩＬ６、ＩＬ１０浓度，ＨＥ、Ｍａｓｓｏｎ染色评估皮肤真皮层厚
度和肺组织病变及胶原含量，ＲＴＰＣＲ分析肺组织中炎症因子（ＩＬ１β、ＩＬ４、ＩＬ６、ＩＬ１０）ｍＲＮＡ水平，
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析肺组织中巨噬细胞标志物ＣＤ８６、ＣＤ１６３及ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３的蛋白表达水平，流式细胞术
检测 Ｆ４／８０、ＣＤ８６和 ＣＤ１６３以明确小鼠脾脏巨噬细胞极化情况，免疫荧光检测肺组织中 ＣＤ８６和
ＣＤ１６３以明确肺组织中巨噬细胞极化情况。结果　与Ｃｔｌ组相比，ＳＳｃ组小鼠注射部位皮肤真皮层增厚
（Ｐ＜０．００１），改良肺纤维化评分升高（Ｐ＜０．００１），皮肤和肺组织胶原增多（Ｐ＜０．００１）。ＳＳｃ＋Ｂａ组小鼠
上述表现均有不同程度的减轻（Ｐ＜０．０１）。与Ｃｔｌ组相比，ＳＳｃ组小鼠血浆中促炎因子 ＩＬ１β（Ｐ＜０．０５）
和ＩＬ６（Ｐ＜０．００１）浓度以及肺组织中上述两种因子的 ｍＲＮＡ（Ｐ＜０．０５）水平明显上调。巴瑞替尼降低
上述因子浓度（Ｐ＜０．０１）和肺组织中 ｍＲＮＡ（Ｐ＜０．０１）水平。ＳＳｃ组小鼠肺中 ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３表达升高
（Ｐ＜０．０１），巴瑞替尼降低上述蛋白的表达（Ｐ＜０．０５）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和免疫荧光检测结果均表明：与 Ｃｔｌ
组相比，ＳＳｃ组肺中ＣＤ８６蛋白（Ｍ１巨噬细胞标志物）表达升高（Ｐ＜０．０１），ＣＤ１６３蛋白（Ｍ２巨噬细胞标
志物）表达降低（Ｐ＜０．０５）。ＳＳｃ＋Ｂａ组肺中 ＣＤ８６蛋白表达降低（Ｐ＜０．０５），ＣＤ１６３蛋白表达升高（Ｐ＜
０．０５）。流式细胞术检测结果表明，ＳＳｃ组脾脏巨噬细胞中 Ｆ４／８０＋ＣＤ８６＋ＣＤ１６３－的 Ｍ１型巨噬细胞比例
升高（Ｐ＜０．００１），Ｆ４／８０＋ＣＤ８６－ＣＤ１６３＋的Ｍ２型巨噬细胞比例降低（Ｐ＜０．０１）。ＳＳｃ＋Ｂａ组中，Ｍ１细胞比
例降低（Ｐ＜０．０１），Ｍ２细胞比例升高（Ｐ＜０．００１）。结论　巴瑞替尼通过靶向ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３信号通路抑制
Ｍ１巨噬细胞极化，来减轻ＳＳｃ小鼠肺纤维化程度。
　　［关键词］　硬皮病；间质性肺病；巴瑞替尼；ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３；巨噬细胞
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ｔｉｓｓｕｅｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＲＴＰＣＲ，ａｎｄｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆｍａｃｒｏｐｈａｇｅｍａｒｋｅｒｓＣＤ８６，ＣＤ１６３ａｎｄＪＡＫ２／
ＳＴＡＴ３ｉｎｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．Ａｆｔｅｒｗａｒｄｓ，ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｗａｓａｐｐｌｉｅｄｆｏｒｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＦ４／８０，ＣＤ８６ａｎｄＣＤ１６３ｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ．Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
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０．０１），ａｎｄｂａｒｉｃｉｔｉｎｉｂｒｅｄｕｃｅｄｔｈｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３ｐａｔｈｗａｙ（Ｐ＜０．０５）．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎｄ
ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｓｓａｙｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔＣＤ８６ｐｒｏｔｅｉｎ（ｍａｒｋｅｒｏｆＭ１ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ）ｗａｓｈｉｇｈｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄ
（Ｐ＜０．０１）ａｎｄＣＤ１６３ｐｒｏｔｅｉｎ（ｍａｒｋｅｒｏｆＭ２ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ）ｗａｓｉｎｌｏｗｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（Ｐ＜０．０５）ｉｎｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅ
ｉｎｔｈｅＳＳｃｇｒｏｕｐｔｈａｎｔｈｅＣｔｌｇｒｏｕｐ．ＩｎｔｈｅＳＳｃ＋Ｂａｇｒｏｕｐ，ＣＤ８６ｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｒｅｄｕｃｅｄ（Ｐ＜０．０５）ａｎｄＣＤ１６３
ｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０５）ｉｎｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅ．ＦｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｏｆＦ４／８０＋ＣＤ８６＋

ＣＤ１６３－Ｍ１ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓｉｎｔｈｅｓｐｌｅｅｎｗａｓｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．００１），ａｎｄｔｈｅｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｏｆＦ４／８０＋ＣＤ８６－

ＣＤ１６３＋Ｍ２ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓｗａｓｄｅｃｒｅａｓｅｄｉｎｔｈｅＳＳｃｇｒｏｕｐｗｈｅｎｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＣｔｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１）．Ｉｎｔｈｅ
ＳＳｃ＋Ｂａｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｏｆＭ１ｗａｓｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０１），ａｎｄｔｈａｔｏｆＭ２ｗａｓｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．００１）．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＢａｒｉｃｉｔｉｎｉｂｉｎｈｉｂｉｔｓＭ１ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎｔｈｒｏｕｇｈＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ，ｔｈｕｓ
ｒｅｄｕｃｉｎｇｔｈｅｆｉｂｒｏｓｉｓｏｆｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｉｎＳＳｃｍｉｃｅ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｓｃｌｅｒｏｄｅｒｍａ；ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｌｕｎｇｄｉｓｅａｓｅ；ｂａｒｉｃｉｔｉｎｉｂ；ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３；ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇ（ｃｓｔｃ２０２１ｊｃｙｊｍｓｘｍＸ１１２９），ｔｈｅＪｏｉｎｔＭｅｄｉｃａｌＲｅｓｅａｒｃｈＰｒｏｊｅｃｔｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇＳｃｉｅｎｃｅａｎｄ

ＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＣｏｍｍｉｓｓｉｏｎａｎｄＣｈｏｎｇｑｉｎｇＨｅａｌｔｈＣｏｍｍｉｓｓｉｏｎ（２０２０ＧＤＲＣ０１２ｃ），ｔｈｅＹｏｕｎｇａｎｄＭｉｄｄｌｅＡｇｅｄＭｅｄｉｃａｌＨｉｇｈｅｎｄＴａｌｅｎｔＳｔｕｄｉｏｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇ

（２０２１１０２）ａｎｄｔｈｅＰｒｏｊｅｃｔｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇＧｅｒｉａｔｒｉｃＤｉｓｅａｓｅＣｌｉｎｉｃａｌＲｅｓｅａｒｃｈＣｅｎｔｅｒ（２０２０１２６）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＺＨＡＮＧＪｉｅ，Ｅｍａｉｌ：ｚｈａｎｇｊｉｅ＿ｃｑ＠

ｏｕｔｌｏｏｋ．ｃｏｍ

　　系统性硬化症（ｓｙｓｔｅｍｉｃｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＳＳｃ），又称为硬
皮病，是一种免疫介导的结缔组织病，以皮肤和内脏器

官纤维化以及血管病变为特征［１］。ＳＳｃ发病率不高，
但其死亡率高于其他风湿性疾病。肺部受累是ＳＳｃ的
早期并发症，也是 ＳＳｃ患者的主要死亡原因［２］。约

８０％的 ＳＳｃ患者有肺间质异常甚至肺纤维化，最终
３０％的 ＳＳｃ患者会发展为间质性肺病（ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｌｕｎｇ
ｄｉｓｅａｓｅ，ＩＬＤ）［３］。尼达尼布是唯一被批准用于治疗硬
皮病相关性间质性肺病 （ｓｙｓｔｅｍｉｃｓｃｌｅｒｏｓｉｓｒｅｌａｔｅｄ
ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｌｕｎｇｄｉｓｅａｓｅ，ＳＳｃＩＬＤ）的药物［４］，但效果有

限，亟需寻找新的治疗手段。

　　巴瑞替尼是一种酪氨酸蛋白激酶（Ｊａｎｕｓｋｉｎａｓｅ，
ＪＡＫ）１／２抑制剂，主要抑制 ＪＡＫ２，用于治疗对肿瘤坏
死因子抑制剂治疗无效的成人中重度类风湿关节炎

（ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＲＡ）［５］。由于巴瑞替尼在控制
炎症方面有显著的作用，该药物成为减轻炎症性疾病

中过度免疫反应的候选药物。多个临床试验和病例报

告证明巴瑞替尼可以缓解 ＲＡ、系统性红斑狼疮、银屑
病、特应性皮炎、斑秃以及干扰素介导的自身炎性疾病

等多种疾病的临床症状［５－７］。尽管巴瑞替尼在多种结

９２１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２）



缔组织疾病中显示出较好的疗效，但在 ＳＳｃ模型中巴
瑞替尼调控巨噬细胞极化的研究还较少。本研究通过

建立ＳＳｃ小鼠模型，探讨巴瑞替尼是否通过抑制ＪＡＫ２／
ＳＴＡＴ３信号通路调控巨噬细胞的极化影响ＳＳｃ小鼠肺
纤维化程度。

１　材料与方法

１．１　实验材料
　　主要实验试剂：博来霉素购自日本化药株式会社
公司，巴瑞替尼购自ＡｄｏｏＱＢＩＯＳＣＩＥＮＣＥ公司，白介素
（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）１β、ＩＬ４、ＩＬ６和ＩＬ１０酶联免疫吸附
法试剂盒购自江莱生物公司，ＴＲＩｚｏｌ试剂和逆转录试
剂盒购自ＴａＫａＲａ公司，ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ试剂购自翌圣
生物科技公司，ＲＩＰＡ裂解液、ＢＣＡ蛋白浓度试剂盒、
免疫荧光抗原修复液、ＤＡＰＩ和抗荧光淬灭封片液购自
碧云天生物技术公司，蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑制剂

购自ＴａｒｇｅｔＭｏｌ公司，蛋白质免疫印迹预制胶购自艾思
易生物科技公司。蛋白质免疫印迹抗体：βａｃｔｉｎ购自
杭州华安生物技术公司，胶原蛋白 ４（ｃｏｌｌａｇｅｎ４，
Ｃｏｌ４）、ＪＡＫ２、磷酸化 ＪＡＫ２（ｐｈｏｓｐｈｏＪＡＫ２，ｐＪＡＫ２）、
信号传导与转录激活因子 ３（ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒａｎｄ
ａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ，ＳＴＡＴ３）、磷 酸 化 ＳＴＡＴ３
（ｐｈｏｓｐｈｏＳＴＡＴ３，ｐＳＴＡＴ３）、ＣＤ８６和 ＣＤ１６３抗体购自
ＡｆｆｉｎｉｔｙＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司，辣根过氧化酶标记的二抗购
自ＥａｒｔｈＯｘ公司。流式抗体：ＦＩＴＣＦ４／８０和 ＰＥＣＤ８６
抗体购自 Ｅｌａｂｓｃｉｅｎｃｅ公司，ＡＰＣＣＤ１６３抗体购自
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎｇｏ公司。
１．２　动物模型
　　８周３０只ＳＰＦ级雌性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠（体质量１８～
２０ｇ）购于重庆医科大学动物实验中心。所有动物实
验经成都达硕实验动物有限公司动物伦理委员会审查

批准（Ｄｏｓｓｙ２０２１０１１９００１）。小鼠随机分笼饲养，环境
温度２２～２６℃，自由摄食水和饲料。小鼠实验前剃去
背部中央区被毛，适应性饲养１周后按随机数字表法
分为３组：对照组（Ｃｔｌ组，ｎ＝６）、硬皮病组（ＳＳｃ组，ｎ＝
１２）和硬皮病＋巴瑞替尼组（ＳＳｃ＋Ｂａ组，ｎ＝１２）。博来
霉素使用磷酸缓冲盐溶液配置成 ３ｍｇ／ｍＬ储备液，
－２０℃保存，使用时稀释成 １．５ｍｇ／ｍＬ。巴瑞替尼使
用０．５％ ＣＭＣＮａ配置成 ５ｍｇ／ｍＬ储备液，－２０℃保
存，使用时稀释成１ｍｇ／ｍＬ。从第０天开始，Ｃｔｌ组小鼠
于背部皮下注射 ０．１ｍＬ磷酸缓冲盐溶液，胃内灌注
０．１ｍＬ０．５％ＣＭＣＮａ；ＳＳｃ组小鼠于背部皮下注射
１．５ｍｇ／ｍＬ博来霉素（７．５ｍｇ／ｋｇ），胃内灌注０．１ｍＬ

０．５％ ＣＭＣＮａ；ＳＳｃ＋Ｂａ组小鼠于背部皮下注射
１．５ｍｇ／ｍＬ博来霉素（７．５ｍｇ／ｋｇ），胃内灌注１ｍｇ／ｍＬ
巴瑞替尼（５ｍｇ／ｋｇ）；每２天干预１次并记录小鼠体质
量，共干预 ４周。于第 ２９天处死小鼠，收集血浆、脾
脏、皮肤和肺组织。新鲜肺组织使用磷酸缓冲盐溶液

冲洗表面血液，用滤纸吸干后称取其质量。

１．３　病理学检测
　　小鼠左肺和皮肤组织置于４％多聚甲醛固定２４ｈ，
常规进行脱水、透明、包埋和切片，分别进行 ＨＥ和
Ｍａｓｓｏｎ染色。在显微镜下观察组织的病理变化，每张
切片随机选取３个视野拍照。肺组织 ＨＥ染色使用改
良Ａｓｈｃｒｏｆｔ评分评估肺纤维化［８］。皮肤 ＨＥ染色使用
明美软件测量真皮层厚度。皮肤和肺组织 Ｍａｓｓｏｎ染
色使用ＩｍａｇｅＪ软件测量胶原含量。剩余肺和皮肤组
织于－８０℃保存。
１．４　ＥＬＩＳＡ检测
　　小鼠血浆６００×ｇ离心１５ｍｉｎ后取上清液进行检
测。按照酶联免疫吸附法试剂盒说明书检测血浆中炎

症因子（ＩＬ１β、ＩＬ６、ＩＬ４、ＩＬ１０）浓度。
１．５　ＲＴＰＣＲ检测
　　取小鼠右肺组织加入１ｍＬＴＲＩｚｏｌ后使用研磨仪
匀浆，组织匀浆液４℃ １２０００×ｇ离心１０ｍｉｎ。取上清
液，加入０．２ｍＬ氯仿充分混匀，冰上静置５ｍｉｎ，４℃
１４０００×ｇ离心２０ｍｉｎ。吸取上层无色水相液体４００μＬ，
加入４００μＬ异丙醇充分混匀，－８０℃静置 ３０ｍｉｎ，
４℃ １４０００×ｇ离心 ２０ｍｉｎ。弃去上清液，加入 １ｍＬ
７５％乙醇洗涤，４℃ １４０００×ｇ离心 ２０ｍｉｎ后弃去液
体。加入无ＲＮＡ酶水溶解。使用超微量分光光度计
测量ＲＮＡ浓度。根据逆转录试剂说明书进行逆转录，
将ＲＮＡ逆转录为ｃＤＮＡ。根据ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ说明书
配置 ＰＣＲ反应液，根据说明书于实时荧光定量 ＰＣＲ
仪进行检测。

１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　取小鼠右肺组织加入 ＲＩＰＡ裂解液、蛋白酶抑制
剂和磷酸酶抑制剂后，使用研磨仪匀浆，组织裂解液

４℃ １４０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，留取上清液。使用ＢＣＡ蛋
白浓度试剂盒检测组织蛋白浓度，加入蛋白上样缓冲

液，１００℃加热１０ｍｉｎ，－２０℃保存。预制胶每孔加入
５０μｇ蛋白样本行 ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳，电转模后封
闭，一抗（Ｃｏｌ４、ＪＡＫ２、ｐＪＡＫ２、ＳＴＡＴ３、ｐＳＴＡＴ３、ＣＤ８６和
ＣＤ１６３）４℃孵育过夜，洗膜３次，每次１０ｍｉｎ。二抗室
温孵育１ｈ，以βａｃｔｉｎ作为内参，使用化学发光成像系
统显像，化学分析软件系统分析对比条带强弱程度。

０３１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



１．７　流式细胞术检测
　　将２００目细胞筛用磷酸缓冲盐溶液润湿，剪碎脾
脏，用注射器活塞研磨。脾脏单细胞悬液经４００目细胞
筛过滤后４℃ ３００×ｇ离心 ５ｍｉｎ。弃去上清液，加入
红细胞裂解液，吹打混匀，４℃静置 １５ｍｉｎ后，４℃
３００×ｇ离心５ｍｉｎ，弃上清。无菌磷酸缓冲盐溶液重悬
细胞，４℃ ３００×ｇ离心５ｍｉｎ，离心后弃上清。无菌磷酸
缓冲盐溶液重悬细胞，４℃保存。５０μＬ脾脏单细胞悬
液加入 ５μＬＦＩＴＣＦ４／８０、５μＬＰＥＣＤ８６和 ０．２５μｇ
ＡＰＣＣＤ１６３抗体，４℃避光孵育３０ｍｉｎ。染色结束后，
加入１．５ｍＬ无菌磷酸缓冲盐溶液重悬吹打细胞，离心
后弃上清。磷酸缓冲盐溶液重悬细胞后，使用流式细

胞仪进行检测。

１．８　免疫荧光检测
　　左肺组织切片常规脱蜡、抗原修复，封闭后一抗
（ＣＤ８６、ＣＤ１６３）４℃孵育过夜，洗涤３次，每次１０ｍｉｎ。
二抗避光室温孵育１ｈ，洗涤３次，每次１０ｍｉｎ。ＤＡＰＩ
避光室温孵育５ｍｉｎ，洗涤３次，每次１０ｍｉｎ。滴加封
片液，盖玻片封片。荧光显微镜下观察ＣＤ８６和ＣＤ１６３表
达并拍照，ＩｍａｇｅＪ软件测量荧光强度。
１．９　统计学分析
　　采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８．０．２统计软件分析数据，
以 珋ｘ±ｓ表示，多组间采用单因素方差分析，２组间比较
采用独立样本ｔ检验，检测水准：α＝０．０５。

２　结果

２．１　巴瑞替尼减轻博来霉素引起的皮肤和肺组织的
纤维化

２．１．１　小鼠一般情况及肺比重　　在实验２周内，与

Ｃｔｌ组相比，ＳＳｃ组和ＳＳｃ＋Ｂａ组小鼠逐渐出现饮水、饮
食及活动量减少，体质量明显降低（Ｐ＜０．０５）。在实验
３、４周，与ＳＳｃ组相比，ＳＳｃ＋Ｂａ组小鼠体质量降低情况
逐渐缓解。在第４周，ＳＳｃ＋Ｂａ组小鼠体质量明显高于
ＳＳｃ组（Ｐ＜０．０１，图１Ａ）。肺比重是评估肺纤维化的重
要指标，数值越高，表明肺纤维程度越严重。ＳＳｃ组小
鼠肺比重明显高于Ｃｔｌ组（Ｐ＜０．００１），ＳＳｃ＋Ｂａ组肺比
重明显低于ＳＳｃ组（Ｐ＜０．０５），见图１Ｂ。
２．１．２　皮肤和肺组织病理　　皮肤 ＨＥ和 Ｍａｓｓｏｎ染
色显示，ＳＳｃ组小鼠真皮层厚度及胶原含量较Ｃｔｌ组明
显增多（Ｐ＜０．００１），ＳＳｃ＋Ｂａ组与 ＳＳｃ组相比，真皮层
厚度及胶原明显减少（Ｐ＜０．００１；图２Ａ、Ｂ，３Ａ、Ｂ）。肺
ＨＥ和Ｍａｓｓｏｎ染色显示，ＳＳｃ组小鼠肺组织结构破坏、
炎症细胞浸润较多、肺泡间隔明显增厚、胶原含量较

多，巴瑞替尼的干预减轻了上述表现，２组间肺纤维化
评分及胶原含量差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０１；
图２Ｃ、Ｄ，３Ｃ、Ｄ）。
２．１．３　肺组织细胞外基质表达　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
结果发现，与Ｃｔｌ组相比，ＳＳｃ组小鼠肺组织中细胞外
基质Ｃｏｌ４累积明显增多（Ｐ＜０．０５），ＳＳｃ＋Ｂａ组细胞外
基质较ＳＳｃ组明显减少（Ｐ＜０．０５，图４Ａ、Ｂ）。
２．２　巴瑞替尼影响小鼠血浆和肺组织中炎症因子的

水平

　　ＥＬＩＳＡ检测结果显示，与 Ｃｔｌ组相比，ＳＳｃ组小鼠
血浆中促炎因子 ＩＬ１β和 ＩＬ６浓度明显升高（Ｐ＜
０．０５，Ｐ＜０．００１），抗炎因子 ＩＬ４和 ＩＬ１０浓度差异无
统计学意义。与 ＳＳｃ组相比，ＳＳｃ＋Ｂａ组促炎因子 ＩＬ
１β和ＩＬ６浓度明显降低、抗炎因子ＩＬ４和ＩＬ１０浓度
明显升高（Ｐ＜０．０１，图５Ａ～Ｄ）。肺组织中炎症因子的
ｍＲＮＡ水平具有同样的变化趋势（图５Ｅ～Ｈ）。
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图２　各组小鼠皮肤和肺组织ＨＥ染色

２．３　巴瑞替尼影响 ＳＳｃ小鼠肺组织中 ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３
信号通路表达

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，与 Ｃｔｌ组相比，ＳＳｃ组
小鼠肺组织中 ＪＡＫ２和 ＳＴＡＴ３蛋白激活明显增多，与
ＳＳｃ组相比，ＳＳｃ＋Ｂａ组 ２种蛋白激活明显减少（Ｐ＜
０．００１，Ｐ＜０．０５，图４Ａ、Ｃ～Ｅ）。

２．４　巴瑞替尼影响ＳＳｃ小鼠巨噬细胞极化
　　与Ｃｔｌ组相比，ＳＳｃ组小鼠脾脏巨噬细胞中Ｆ４／８０＋

ＣＤ８６＋ＣＤ１６３－的 Ｍ１型巨噬细胞比例明显升高（Ｐ＜
０．００１），Ｆ４／８０＋ＣＤ８６－ＣＤ１６３＋的 Ｍ２型巨噬细胞比例
明显降低（Ｐ＜０．０１）。巴瑞替尼降低了小鼠脾脏中Ｍ１
细胞比例，升高了 Ｍ２细胞比例（Ｐ＜０．００１，图 ６）。

２３１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



Ｗｅｓｔｅｎｂｌｏｔ和免疫荧光检测结果显示，与 Ｃｔｌ组相比，
ＳＳｃ组小鼠肺组织中ＣＤ８６蛋白表达升高，ＣＤ１６３蛋白
表达降低，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；ＳＳｃ＋Ｂａ组

与ＳＳｃ组相比，肺组织中 ＣＤ８６表达降低，ＣＤ１６３表达
升高，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图４Ａ、Ｆ、Ｇ，图７）。
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３　讨论

　　ＪＡＫ是一种受体相关的酪氨酸激酶家族，配体和
受体结合后诱导 ＪＡＫ活化。活化的 ＪＡＫ募集并磷酸
化ＳＴＡＴ蛋白，磷酸化的ＳＴＡＴ蛋白形成二聚体进入细
胞核调控目的基因转录。ＪＡＫ２在多种细胞因子信号
通路中起重要作用，并参与增殖、分化、凋亡以及免疫

调节等多种生物学过程［９］。研究发现 ＪＡＫ２在心脏纤
维化［１０］、特发性肺纤维化［１１－１２］和类风湿关节炎伴间质

性肺病［１１］等炎症和纤维化疾病中高表达，表明ＪＡＫ２可
能在调节组织炎症和纤维化进程中起重要作用。

　　巨噬细胞是一种固有免疫细胞，在机体的防御、炎
症反应、内环境稳定以及抗原呈递等生理过程中发挥

重要作用，并具有调控固有免疫和适应性免疫等重要

生物学过程的功能［１３］。巨噬细胞具有高度可塑性，根

据不同刺激物转化为不同表型，包括经典活化巨噬细

胞（Ｍ１型）和替代活化巨噬细胞（Ｍ２型）。脂多糖单
独或联合干扰素γ可诱导巨噬细胞极化为 Ｍ１型，释
放如ＩＬ１β、ＩＬ６、ＩＬ１２、ＩＬ２３、肿瘤坏死因子α和环氧
合酶２等因子促进炎症反应［１４］。ＩＬ４、ＩＬ１０、ＩＬ１３、糖
皮质激素和免疫复合物等可诱导巨噬细胞极化为 Ｍ２
型，Ｍ２型巨噬细胞又分为 ４个亚型，包括 Ｍ２ａ、ｂ、ｃ
和ｄ，其中Ｍ２ａ主要由ＩＬ４和ＩＬ１３诱导，表达Ⅰ型精
氨酸酶编码基因、甘露糖受体和 ＣＤ１６３等，促进组织
的损伤修复［１５］。

　　肺组织纤维化分为早期炎症阶段和中晚期纤维化
阶段［１６］。在肺纤维化的早期，肺组织中巨噬细胞极化

为Ｍ１型，诱导持续的炎症反应和组织损伤。在肺纤
维化的中晚期，肺组织中巨噬细胞极化为 Ｍ２型，促进
损伤修复和重塑［１６］。ＷＡＮＧ等［１７］在急性肺损伤动物

模型中发现Ｍ１型巨噬细胞显著增加，分泌大量炎症
因子和趋化因子，加剧肺泡上皮细胞和血管内皮细胞

损伤。另一项研究表明在急性肺损伤早期，肺组织中

存在大量Ｍ１型巨噬细胞浸润，而在急性肺损伤晚期，
肺组织中聚集大量 Ｍ２型巨噬细胞［１８］。ＤＯＮＧ等［１９］

在碳纳米管诱导的小鼠肺纤维化模型中发现 Ｍ１型巨
噬细胞在模型诱导的第１天明显上升，第３天达到峰
值。以上研究表明，在肺组织纤维化的早期阶段，巨噬

细胞极化为 Ｍ１表型，诱导持续的炎症反应和组织
损伤。

　　巨噬细胞极化机制目前尚不明确，但有研究表明

ＪＡＫ／ＳＴＡＴ信号通路与巨噬细胞极化有关［２０－２１］。一项

关于炎症性肠病的研究发现托法替尼通过靶向抑制

ＪＡＫ３和ＪＡＫ２进而抑制炎症因子 ＩＬ６和 ＩＬ２２分泌，
同时抑制ＳＴＡＴ３信号过度表达来改善肠道屏障功能
受损和降低疾病易感性［２２］。在另一项研究中，

ＲＵＮＴＳＣＨ等［２３］发现衣康酸及其衍生物在巨噬细胞中

通过修饰ＪＡＫ１的残基减少巨噬细胞极化为Ｍ２表型，
其机制是靶向 ＪＡＫ１／ＳＴＡＴ６信号通路。激活 ＪＡＫ／
ＳＴＡＴ１通路可促进干扰素γ诱导 Ｍ１极化，而抑制
ＪＡＫ／ＳＴＡＴ６通路可抑制ＩＬ４诱导Ｍ２极化［２４］。此外，

在缺血性脑损伤和心肌再灌注损伤的研究中发现鲁索

利替尼和黄芩苷通过抑制ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３磷酸化调控巨
噬细胞极化来减轻炎症反应和组织损伤［２５－２６］。

　　本研究发现ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３在ＳＳｃ小鼠肺组织中激
活，证明ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３信号通路很可能促进 ＳＳｃ肺纤
维化的发生和发展。在干预４周ＳＳｃ小鼠肺纤维化模
型中，ＳＳｃ组小鼠肺组织巨噬细胞主要极化为 Ｍ１型，
分泌更多促炎因子（ＩＬ１β和 ＩＬ６）。巴瑞替尼通过减
少促炎因子分泌和抑制Ｍ１极化发挥抗炎和减轻组织
炎症损伤的作用，其机制与靶向抑制 ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３信
号通路有关。

　　本研究在构建ＳＳｃＩＬＤ模型的同时予以巴瑞替尼
干预，因此巴瑞替尼减轻 ＳＳｃ肺纤维化的作用是预防
性的，而非治疗性。但由于发现巴瑞替尼具有缓解皮

肤增厚和改善组织炎症损伤的作用，因此巴瑞替尼可

能对ＳＳｃ患者的病情有一定的改善作用。成纤维细胞
在纤维化疾病的发病机制中具有重要作用，在纤维化

过程中，成纤维细胞和巨噬细胞存在相互作用［２７］。本

研究仅探讨了巨噬细胞在 ＳＳｃ小鼠模型中的极化情
况，而成纤维细胞和巨噬细胞的相互作用及其机制尚

不明确，仍需更深入的研究。
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