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摘要：目的　探究埃克替尼（ｉｃｏｔｉｎｉｂ，ＩＣＯ）的抗肺纤维化（ｐｕｌｍｏｎａｒｙｆｉｂｒｏｓｉｓ，ＰＦ）作用及其潜在的分子机制。
方法　Ｃ５７ＢＬ／６小鼠随机分为假手术（Ｓｈａｍ）组、ＰＦ组、ＩＣＯ３０ｍｇ·ｋｇ－１剂量组及 ＩＣＯ６０ｍｇ·ｋｇ－１剂量组，每组 ｎ＝８。单
次气管注射博来霉素（ＢＬＭ，３ｍｇ·ｋｇ－１）建立小鼠ＰＦ模型。ＨＥ及Ｍａｓｓｏｎ染色观察肺组织病理变化及胶原沉积情况。免
疫组化检测肺组织Ⅰ型胶原（ｃｏｌｌａｇｅｎⅠ）的表达。体外培养肺泡上皮细胞，实验设对照（ｃｏｎｔｒｏｌ）组、表皮生长因子（ｅｐｉｄｅｒ
ｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＥＧＦ）组（１００ｎｇ·ｍＬ－１）及ＥＧＦ联合ＩＣＯ（０１、１、１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１）３个剂量组。免疫荧光法检测细胞 Ｅ钙
黏蛋白（Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ）和α平滑肌肌动蛋白（αＳＭＡ）的表达及核因子κＢ（ＮＦκＢ）ｐ６５核转移情况。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｓ检测肺组织
和（或）细胞 ｃｏｌｌａｇｅｎⅠ、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、αＳＭＡ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、磷酸化表皮生长因子受体（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ｐＥＧＦＲ）、磷酸化核因子κＢ抑制物α（ｐＩκＢα）、磷酸化ＮＦκＢｐ６５（ｐＮＦκＢｐ６５）的蛋白水平及ＮＦκＢｐ６５核转移
情况。结果　动物实验表明，ＩＣＯ抑制了ＢＬＭ诱导的胶原沉积，减少了Ⅰ型胶原的表达，减轻了博来霉素诱导的上皮间充
质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）（Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达增加，Ｖｉｍｅｎｔｉｎ和αＳＭＡ表达减少），降低了ＥＧＦＲ，ＩκＢα和
ＮＦκＢｐ６５的磷酸化水平并抑制了 ＮＦκＢｐ６５的核转移。细胞实验发现，ＥＧＦ可激活肺泡上皮细胞 ＥＭＴ和 ＥＧＦＲ／ＮＦκＢ
信号通路，而ＩＣＯ可逆转这一作用。结论　ＩＣＯ可能通过抑制 ＥＧＦＲ／ＮＦκＢ信号通路的活化，逆转了 ＥＧＦ诱导的 ＥＭＴ和
博来霉素诱导的小鼠肺纤维化。
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　　肺纤维化（ｐｕｌｍｏｎａｒｙｆｉｂｒｏｓｉｓ，ＰＦ）是一种以细胞
外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）过度沉积，气体
交换和肺功能受损为特征的慢性、致死性肺部疾

病［１］。目前治疗 ＰＦ的药物主要为吡非尼酮和尼达
尼布，但其阻止纤维化进展的效果有限，且伴有不同

程度的不良反应，阻碍了其广泛应用。因此，急需新

的治疗方法来预防和治疗ＰＦ［２］。
ＰＦ的发病机制尚不明确，目前的研究认为它始

于肺损伤后的异常组织修复［３］。肺损伤后，肺泡Ⅱ
型上皮细胞通过自我更新和分化为肺泡Ⅰ型上皮细
胞参与修复过程［４］。此外，肺泡Ⅱ型上皮细胞通过
上皮间充质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，
ＥＭＴ）获得间充质表型，刺激成纤维细胞活化和分
化，并产生大量与肺纤维化相关的ＥＣＭ分子［５］。而

抑制肺泡Ⅱ型上皮细胞 ＥＭＴ的发生，能够减轻 ＰＦ
的发生发展［６］。表皮生长因子受体（ｅｐｉｄｅｒｍａｌ
ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＧＦＲ）属于酪氨酸激酶受体
家族，研究发现表皮生长因子（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃ
ｔｏｒ，ＥＧＦ）通过 ＥＧＦ／ＥＧＦＲ信号通路可诱导肿瘤细
胞发生ＥＭＴ，从而促进肿瘤细胞的侵袭和转移［７］。

而最新研究还发现 ＥＧＦ通过 ＥＧＦＲ也可以诱导肺
泡Ⅱ型上皮细胞发生ＥＭＴ［８］，但具体机制不清楚。

埃克替尼（ｉｃｏｔｉｎｉｂ，ＩＣＯ）是我国自主研发的
ＥＧＦＲ酪氨酸激酶抑制剂，可抑制肿瘤血管生成、
增殖和转移，临床用于晚期非小细胞肺癌的治

疗［９］。研究发现 ＩＣＯ可抑制非小细胞肺癌 Ａ５４９
细胞增殖和 ＥＭＴ［１０］。而近期研究还发现 ＩＣＯ对
肺动脉高压肺血管重构具有一定的抑制作

用［１１］。本研究以 ＥＭＴ为切入点，通过体内和体
外实验探究 ＩＣＯ对肺纤维化的抑制作用及其机
制，为延缓 ＰＦ的发展提供新的思路和潜在的
药物。

１　材　料
１１　动物与细胞

ＳＰＦ级 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠（体质量 ２２～２４ｇ）
［塞业（苏州）生物科技有限公司，许可证号：

ＳＣＸＫ（苏）２０２２００１６］。实验动物遵守皖南医学
院动物伦理委员会伦理要求（伦理批号：ＬＬＳＣ
２０２２０５２）。小鼠肺泡上皮细胞（ＭＬＥ１２）（美国

生物标准品典藏中心）。

１２　药品与试剂
盐酸埃克替尼（ｉｃｏｔｉｎｉｂ，ＩＣＯ）片（杭州贝达药

业股份有限公司，批号：Ａ２３０４０３；规格：每片
０１２５ｇ）；细胞实验用 ＩＣＯ（上海阿拉丁生化科技
股份有限公司，货号：Ｉ１２９４０５；纯度≥９９％）。注
射液盐酸博来霉素（日本化药株式会社，批号：

２２００１５；规格：每支 １５ｍｇ）。Ｍａｓｓｏｎ染色试剂盒
（北京索莱宝科技有限公司，货号：Ｇ１３４０）。免疫
组化试剂盒（北京百奥莱博科技有限公司，货号：

ＺＮ１８２４）。Ⅰ型胶原（ｃｏｌｌａｇｅｎⅠ）抗体（货号：
ｂｓｍ５２４７８Ｒ）、上皮钙黏附分子（Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ）抗体
（货号：ｂｓ１０００９Ｒ）、肌动蛋白 α（αＳＭＡ）抗体（货
号：ｂｓｍ３３１８７Ｍ）和波形蛋白（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ）抗体（货
号：ｂｓ２３０６３Ｒ）（北京博奥森生物技术有限公司）。
表皮生长因子 （ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＥＧＦ）（美
国Ｓｉｇｍａ公司，货号：ＳＲＰ３１９６）。Ｃｏｒａｌｉｔｅ４８８标记
山羊抗小鼠 ｌｇＧ（货号：ＳＡ０００１３１）和 Ｃｏｒａｌｉｔｅ５９４
标记山羊抗兔 ｌｇＧ（货号：ＳＡ０００１３４）（武汉 Ｐｒｏ
ｔｅｉｎｔｅｃｈ公司）。细胞核蛋白与细胞浆蛋白抽提试
剂盒（货号：Ｐ００２７）、ＮＦκＢ激活核转运检测试剂
盒（货 号：ＳＮ３７１）、ＧＡＰＤＨ（货 号：ＡＦ０００６）及
ＨｉｓｔｏｎｅＨ３抗体（货号：ＡＦ０００９）（上海碧云天生物
技术有限公司）。表皮生长因子受体（ｅｐｉｄｅｒｍａｌ
ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＧＦＲ）（货号：ｓｃ３７３７４６）和
磷酸化 ＥＧＦＲ（ｐＥＧＦＲ）抗体（货号：ｓｃ５７５４２）、核
因子 κＢｐ６５（ＮＦκＢｐ６５）抗体（货号：ｓｃ８００８）、磷
酸化 ＮＦκＢｐ６５（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄＮＦκＢｐ６５，ｐＮＦ
κＢｐ６５）抗体（货号：ｓｃ１３６５４８）及ＮＦκＢ抑制物α
（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆＮＦκＢα，ＩκＢα）抗体（货号：ｓｃ１６４３）、
磷酸化 ＩκＢα（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄＩκＢα，ｐＩκＢα）抗体
（货号：ｓｃ８４０４）（美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）。
１３　仪器

ＨｉｓｔｏＣｏｒｅ石蜡切片机和ＳＴＥＬＬＡＲＩＳＤＩＶＥ激光
共聚焦显微镜（德国 Ｌｅｉｃａ公司）；ＪＥＭ１４００Ｆｌａｓｈ透
射电镜（日本电子公司）；ＡｘｉｏＶｅｒｔＡ１荧光倒置显
微镜（德国 ＺＥＩＳＳ公司）；ｉｎｆｉｎｉｔｅＭ２００ＰＲＯ多功能
酶标仪（瑞士 ＴＥＣＡＮ公司）；ＧＥＡｍｅｒｓｈａｍＩｍａ
ｇｅｒ６００自动化学发光凝胶成像分析仪（美国通用电
气公司）。
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２　方　法
２１　动物实验分组与给药

Ｃ５７ＢＬ／６小鼠随机分为假手术（Ｓｈａｍ）组、ＰＦ
组、ＩＣＯ３０ｍｇ·ｋｇ－１剂量组及 ＩＣＯ６０ｍｇ·ｋｇ－１剂
量组，每组 ｎ＝８，ＩＣＯ给药剂量参照文献［１１］方法
设置。参照文献［１２］方法单次气管注射博来霉素
（３ｍｇ·ｋｇ－１）建立小鼠 ＰＦ模型。博来霉素注射后
第３天开始灌胃给予 ＩＣＯ，Ｓｈａｍ和 ＰＦ组灌胃给予
等体积的３ｇ·Ｌ－１甲基纤维素钠溶液。连续给药４
周处理动物，进行相关指标检测。

２２　ＨＥ和Ｍａｓｓｏｎ染色观察肺组织病理变化
小鼠三溴乙醇（３００ｍｇ·ｋｇ－１）腹腔注射麻醉

后，取左肺用４％多聚甲醛固定后，根据我们前期实
验方法进行ＨＥ和Ｍａｓｓｏｎ染色［１３］，光镜下观察肺组

织病理变化和胶原沉积情况。

２３　免疫组织化学染色检测肺组织 ｃｏｌｌａｇｅｎⅠ蛋
白表达

石蜡切片脱蜡至水，抗原修复后用５０ｇ·Ｌ－１

ＢＳＡ封闭液室温封闭２０ｍｉｎ，分别滴加兔抗Ｃｏｌｌａｇｅｎ
Ⅰ抗体（１∶４００），４℃过夜；充分洗涤后，滴加ＨＲＰ标记
的山羊抗兔ＩｇＧ（１∶２０００），室温孵育６０ｍｉｎ；充分洗
涤后，滴加 ＳＡＢＣＡＰ（１∶１００），室温孵育６０ｍｉｎ；
ＢＣＩＰ／ＮＢＴ室温显示１０ｍｉｎ。ｃｏｌｌａｇｅｎⅠ蛋白阳性表达
呈黄色或棕黄色颗粒。利用ＩｍａｇｅＪ软件进行ｃｏｌｌａ
ｇｅｎⅠ阳性表达定量分析，步骤如下：在软件中设置相
同的光密度校正参数、测量环境参数及选色条件参

数；先测量ｃｏｌｌａｇｅｎⅠ阳性染色区域的面积，即积分光
密度 （ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＩＯＤ），再测量选定范
围的面积（Ａｒｅａ）。计算ｃｏｌｌａｇｅｎⅠ阳性表达平均光密
度（ｍｅａｎｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＭＯＤ），ＭＯＤ＝ＩＯＤ／Ａｒｅａ。
２４　细胞实验分组与处理

体外培养肺泡上皮细胞。细胞实验设对照

（Ｃｏｎｔｒｏｌ）组、ＥＧＦ组（１００ｎｇ·ｍＬ－１）及 ＥＧＦ联合
ＩＣＯ（０１、１、１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１）３个剂量组。细胞先用
ＩＣＯ预处理３０ｍｉｎ，再用 ＥＧＦ处理４８ｈ。每组设３
个复孔，实验重复３次。
２５　免疫荧光检测细胞 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ及 αＳＭＡ蛋白
表达情况

细胞接种于激光共聚焦培养皿中，根据细胞实

验分组及方法处理细胞后。分别进行固定、破膜、洗

涤和封闭处理后，分别加入兔抗 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ抗体
（１∶２００）和小鼠抗 αＳＭＡ抗体（１∶１００），４℃过夜。
洗涤后分别加入 Ｃｏｒａｌｉｔｅ４８８标记山羊抗小鼠 ｌｇＧ
（１∶５００）和 Ｃｏｒａｌｉｔｅ５９４ 标 记 山 羊 抗 兔 ｌｇＧ

（１∶１０００），室温避光孵育 ２ｈ。洗涤后滴加 ＤＡＰＩ
染色５ｍｉｎ。用激光共聚焦显微镜（绿色荧光，激发
波长４８８ｎｍ；红色荧光，激发波长 ５９４ｎｍ；蓝色荧
光，激发波长４０５ｎｍ）观察蛋白表达情况并拍照。
２６　免疫荧光检测ＮＦκＢｐ６５核转移情况

细胞接种于激光共聚焦培养皿中，根据细胞实验

分组及方法处理细胞后。分别进行固定、洗涤、封闭

处理后，滴加 ＮＦκＢｐ６５抗体（１∶５００）１ｍＬ，４℃过
夜。洗涤后再滴加２００μＬ抗小鼠Ｃｙ３抗体，室温避
光孵育１ｈ。滴加ＤＡＰＩ染色５ｍｉｎ。用激光共聚焦显
微镜（红色荧光，激发波长５９４ｎｍ；蓝色荧光，激发波
长４０５ｎｍ）观察ＮＦκＢｐ６５核转移情况并拍照。
２７　蛋白质印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，ＷＢ）检测肺组织
和肺泡上皮细胞相关蛋白的表达

低温条件下提取右肺和肺泡上皮细胞总蛋白或

核蛋白，ＢＣＡ法测定蛋白浓度。参照前期的研究方
法进行Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测［１３］。相关一抗稀释浓度分

别为ｃｏｌｌａｇｅｎⅠ（１∶１０００）、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ（１∶１０００）、
αＳＭＡ（２∶１０００）、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ（１∶１０００）、ＥＧＦＲ
（１∶１０００）、ｐＥＧＦＲ （１ ∶５００）、ＮＦκＢ ｐ６５
（１∶１０００）、ｐＮＦκＢｐ６５（１∶５００）、ＩκＢα（１∶１０００）、
ｐＩκＢα（１∶５００）、ＮＦκＢｐ６５（核内）（１∶１０００）、
ＧＡＰＤＨ（１∶３０００）及 ＨｉｓｔｏｎｅＨ３（１∶２０００）。相应
ＨＲＰ标记的山羊抗小鼠或 ＨＲＰ标记的山羊抗兔二
抗稀释浓度（１∶２０００～１∶４０００）。用 ＩｍａｇｅＪ１５２
软件进行灰度值测量并统计分析蛋白相对表达量。

２８　统计学分析
数据以均数珋ｘ±ｓ表示。用ＳＰＳＳ２２统计软件中

的ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ及 ＳＮＫｑ检验方法进行统计分
析，Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

３　结　果
３１　ＩＣＯ改善博莱霉素诱导的小鼠肺纤维化

ＨＥ和Ｍａｓｓｏｎ染色结果显示，Ｓｈａｍ组小鼠肺组
织结构完整，肺泡间隔正常，未见明显炎症细胞浸润

和蓝色胶原纤维沉积，ＰＦ组肺组织结构紊乱，肺泡
间隔增厚，并伴有明显的炎症细胞浸润和大量蓝色

胶原纤维沉积，而ＩＣＯ治疗组肺组织病理损伤和胶
原纤维沉积均有不同程度减轻。定量分析结果发

现，与Ｓｈａｍ组相比，ＰＦ组肺纤维化程度 Ａｓｈｃｒｏｆｔ评
分和ＣＶＦ百分比明显升高（Ｐ＜００１），而与 ＰＦ组
相比，ＩＣＯ治疗组 Ａｓｈｃｒｏｆｔ评分和 ＣＶＦ百分比均有
不同程度的降低（Ｐ＜００１），且 ＩＣＯ高剂量组作用
优于ＩＣＯ低剂量组（图１）。
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Ａ－肺组织苏木精伊红（ＨＥ）染色（×２００）；Ｂ－肺组织马松（Ｍａｓｓｏｎ′ｓ）染色（×２００）；Ｃ－肺组织阿什克罗夫特（Ａｓｈｃｒｏｆｔ）纤维化评分；Ｄ－肺组织胶原容积分数

（ＣＶＦ）；与假手术组相比，１）Ｐ＜００１；与肺纤维化组相比，２）Ｐ＜００１；Ａ图箭头所示纤维化程度；Ｂ图箭头所示胶原沉积情况。

Ａ－ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅ（×２００）；Ｂ－Ｍａｓｓｏｎ′ｓｔｒｉｃｈｒｏｍｅｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅ（×２００）；Ｃ－ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｆｉｂｒｏｓｉｓｕｓｉｎｇＡｓｈｃｒｏｆｔｓｃａｌｅｓｃｏｒｅ；Ｄ－ｃｏｌｌａｇｅｎｖｏｌ

ｕｍｅｆｒａｃｔｉｏｎ（ＣＶＦ）ｏｆｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅ；１）Ｐ＜００１，ｖｓｓｈａｍｇｒｏｕｐ；２）Ｐ＜００１，ｖｓＰＦｇｒｏｕｐ；ＡｒｒｏｗｓｓｈｏｗｔｈｅｄｅｇｒｅｅｏｆｆｉｂｒｏｓｉｓｉｎＦｉｇ．Ａ：Ａｒｒｏｗｓｓｈｏｗｃｏｌｌａｇｅｎｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎｉｎ

Ｆｉｇ．Ｂ．

图１　埃克替尼（ＩＣＯ）减轻博莱霉素诱导的小鼠肺纤维化（ＰＦ）。ｎ＝８，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ１　Ｉｃｏｔｉｎｉｂａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓｂｌｅｏｍｙｃｉｎｉｎｄｕｃｅｄｐｕｌｍｏｎａｒｙｆｉｂｒｏｓｉｓｉｎｍｉｃｅ．ｎ＝８，珋ｘ±ｓ

３２　ＩＣＯ抑制博莱霉素诱导的肺纤维化小鼠肺组
织Ⅰ型胶原的表达

ＷＢ结果显示，与Ｓｈａｍ组相比，ＰＦ组Ⅰ型胶原
蛋白表达显著升高（Ｐ＜００１），而与ＰＦ组相比，ＩＣＯ
治疗组Ⅰ型胶原蛋白表达均有不同程度的降低
（Ｐ＜００１），且 ＩＣＯ高剂量组抑制作用优于 ＩＣＯ低
剂量组（图２Ａ、Ｂ）。免疫组化结果显示，与Ｓｈａｍ组
相比，ＰＦ组Ⅰ型胶原阳性表达平均光密度（ＭＯＤ）
显著升高（Ｐ＜００１），而与 ＰＦ组相比，ＩＣＯ治疗组
Ⅰ型胶原阳性表达 ＭＯＤ均有不同程度的降低
（Ｐ＜００１）（图２Ｃ、Ｄ）。
３３　ＩＣＯ抑制肺泡上皮细胞ＥＭＴ进程

动物实验结果显示，与 Ｓｈａｍ组相比，ＰＦ组肺
泡上皮细胞标志物 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的表达明显下调而
间质细胞标志物 αＳＭＡ和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的表达明显上
调（Ｐ＜００１）。而与 ＰＦ组相比，ＩＣＯ治疗组 Ｅｃａｄ
ｈｅｒｉｎ的表达明显升高而 αＳＭＡ和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的表
达明显降低（Ｐ＜００５或 Ｐ＜００１），且 ＩＣＯ高剂
量组逆转作用优于 ＩＣＯ低剂量组（图３）。细胞实
验结果发现，ＥＧＦ处理肺泡上皮细胞后，经 ＷＢ和

免疫荧光染色检测发现 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达明显降低
而 αＳＭＡ 和 （或）Ｖｉｍｅｎｔｉｎ表 达 明 显 升 高
（Ｐ＜００１）。而 ＩＣＯ处理组可明显逆转 ＥＧＦ引起
的Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达降低和 αＳＭＡ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达升
高（Ｐ＜００５或 Ｐ＜００１），从而抑制了 ＥＭＴ进程
（图４～５）。
３４　ＩＣＯ对ＥＧＦＲ、ＩκＢα、ＮＦκＢｐ６５磷酸化水平及
ＮＦκＢｐ６５核转移的影响

动物实验结果所示，与Ｓｈａｍ相比，ＰＦ组肺组织
ＥＧＦＲ、ＩκＢα及 ＮＦκＢｐ６５磷酸化水平明显上调、
ＮＦκＢｐ６５核转移程度明显增加（Ｐ＜００１）。与ＰＦ
组比较，ＩＣＯ治疗组 ｐＥＧＦＲ、ｐＩκＢα及 ｐＮＦκＢ
ｐ６５水平及ＮＦκＢｐ６５核转移程度均不同程度降低
（Ｐ＜００５或 Ｐ＜００１）（图 ６）。体外实验结果所
示，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，ＥＧＦ组ＥＧＦＲ、ＩκＢα及ＮＦκＢ
ｐ６５磷酸化水平明显上调、ＮＦκＢｐ６５核转移程度显
著增加（Ｐ＜００１）。与 ＥＧＦ组相比，ＩＣＯ（０１、１、
１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１）３个剂量组 ＥＧＦＲ、ＩκＢα及 ＮＦκＢ
ｐ６５磷酸化水平及ＮＦκＢｐ６５核转移程度均不同程
度下降（Ｐ＜００５或Ｐ＜００１）（图７～８）。

·３２１１·
中国药学杂志２０２４年６月第５９卷第１２期　　　　　　　　　　 ＣｈｉｎＰｈａｒｍＪ，２０２４Ｊｕｎｅ，Ｖｏｌ５９Ｎｏ１２



Ａ－ｃｏｌｌａｇｅｎⅠ蛋白条带；Ｂ－ｃｏｌｌａｇｅｎⅠ蛋白相对表达量；Ｃ－肺组织ｃｏｌｌａｇｅｎⅠ阳性表达平均光密度；Ｄ－肺组织ｃｏｌｌａｇｅｎⅠ蛋白免疫组化染色（×２００，箭头所示为

阳性表达）；与假手术组相比，１）Ｐ＜００１；与肺纤维化组相比，２）Ｐ＜００１。

Ａ－ｔｈｅｂａｎｄｏｆｃｏｌｌａｇｅｎⅠ ｐｒｏｔｅｉｎ；Ｂ－ｔｈｅｃｏｌｌａｇｅｎⅠ ｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌ；Ｃ－ｍｅａｎｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙｏｆＣｏｌｌａｇｅｎⅠ ｐｏｓｉｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；Ｄ－ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ

ｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＣｏｌｌａｇｅｎⅠ ｉｎｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｓ（ａｒｒｏｗｓｉｎｄｉｃａｔｅｉｍｍｕｎｏｓｔａｉｎｉｎｇｐｏｓｉｔｉｖｅ，×２００）；１）Ｐ＜００１，ｖｓｓｈａｍｇｒｏｕｐ；２）Ｐ＜００１，ｖｓＰＦｇｒｏｕｐ．

图２　ＩＣＯ对肺纤维化小鼠肺组织Ⅰ型胶原（ｃｏｌｌａｇｅｎⅠ）蛋白表达的影响。ｎ＝８，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＩｃｏｔｉｎｉｂｏｎｔｈｅｃｏｌｌａｇｅｎⅠ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｓｉｎｂｌｅｏｍｙｃｉｎｉｎｄｕｃｅｄｐｕｌｍｏｎａｒｙｆｉｂｒｏｓｉｓｉｎｍｉｃｅ．ｎ＝８，珋ｘ±ｓ

Ａ－Ｅ钙黏蛋白（Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ）蛋白相对表达量；Ｂ－α平滑肌肌动蛋白（αＳＭＡ）蛋白相对表达量；Ｃ－波形蛋白（ｖｉｍｅｎｔｉｎ）蛋白相对表达量；Ｄ－Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、αＳＭＡ

和ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白条带；与假手术组相比，１）Ｐ＜００１；与肺纤维化组相比，２）Ｐ＜００５，３）Ｐ＜００１。

Ａ－ｔｈｅＥｃａｄｈｅｒｉｎｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌ；Ｂ－ｔｈｅαＳＭＡｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌ；Ｃ－ｔｈｅｖｉｍｅｎｔｉｎｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌ；Ｄ－ｔｈｅｂａｎｄｏｆＥｃａｄｈｅｒｉｎ，αＳＭＡａｎｄ

ｖｉｍｅｎｔｉｎｐｒｏｔｅｉｎ；１）Ｐ＜００１，ｖｓｓｈａｍｇｒｏｕｐ；２）Ｐ＜００５，３）Ｐ＜００１，ｖｓＰＦｇｒｏｕｐ．

图３　ＩＣＯ抑制博莱霉素诱导的上皮间充质转化（ＥＭＴ）过程。ｎ＝８，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ３　ＩｃｏｔｉｎｉｂｒｅｄｕｃｅｄｔｈｅＢＬＭｉｎｄｕｃｅｄＥＭＴｐｒｏｃｅｓｓ．ｎ＝８，珋ｘ±ｓ
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Ａ－Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白相对表达量；Ｂ－αＳＭＡ蛋白相对表达量；Ｃ－ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白相对表达量；Ｄ－Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、αＳＭＡ和 ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白条带；与对照组相比，
１）Ｐ＜００１；与ＥＧＦ组相比，２）Ｐ＜００５，３）Ｐ＜００１。

Ａ－ｔｈｅＥｃａｄｈｅｒｉｎｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌ；Ｂ－ｔｈｅαＳＭＡｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌ；Ｃ－ｔｈｅＶｉｍｅｎｔｉｎｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌ；Ｄ－ｔｈｅｂａｎｄｏｆＥｃａｄｈｅｒｉｎ，αＳＭＡａｎｄｖｉ

ｍｅｎｔｉｎｐｒｏｔｅｉｎ；１）Ｐ＜００１，ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２）Ｐ＜００５，３）Ｐ＜００１，ｖｓＥＧＦｇｒｏｕｐ．

图４　ＩＣＯ抑制表皮生长因子（ＥＧＦ）诱导的肺泡上皮细胞ＥＭＴ过程。ｎ＝９，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ４　ＩｃｏｔｉｎｉｂａｍｅｌｉｏｒａｔｅｄＥＧＦｉｎｄｕｃｅｄＥＭＴｉｎａｌｖｅｏｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｉｎｖｉｔｒｏ．ｎ＝９，珋ｘ±ｓ

图５　ＩＣＯ对ＥＧＦ诱导肺泡上皮细胞Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ和αＳＭＡ表达的影响（免疫荧光染色，×８００）
Ｆｉｇ５　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｉｃｏｔｉｎｉｂｏｎＥＧＦｉｎｄｕｃｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥｃａｄｈｅｒｉｎａｎｄαＳＭＡｉｎａｌｖｅｏｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ（ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｔａｉｎｉｎｇ，×８００）
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Ａ－ＥＧＦＲ磷酸化水平；Ｂ－核因子κＢ抑制物α（ＩκＢα）磷酸化水平；Ｃ－ＮＦκＢｐ６５磷酸化水平；Ｄ－ＮＦκＢｐ６５核转移程度；与假手术组相比，１）Ｐ＜００１；与肺纤维

化组相比，２）Ｐ＜００５，３）Ｐ＜００１。

Ａ－ｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆＥＧＦＲｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ；Ｂ－ｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆＩκＢαｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ；Ｃ－ｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆＮＦκＢｐ６５ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ；Ｄ－ｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆＮＦκＢｐ６５ｎｕｃｌｅａｒｔｒａｎｓｌｏｃａ

ｔｉｏｎ；１）Ｐ＜００１，ｖｓｓｈａｍｇｒｏｕｐ；２Ｐ＜００５，３）Ｐ＜００１，ｖｓＰＦｇｒｏｕｐ．

图６　ＩＣＯ对小鼠肺组织表皮生长因子受体（ＥＧＦＲ）及核转录因子的影响。ｎ＝８，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ６　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｉｃｏｔｉｎｉｂｏｎｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｏｆＥＧＦＲ，ＩκＢαａｎｄＮＦκＢｐ６５ａｎｄｎｕｃｌｅａｒｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎｏｆＮＦκＢｐ６５ｉｎｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｏｆ
ｍｉｃｅ．ｎ＝８，珋ｘ±ｓ

４　讨　论
ＰＦ是一种以肺泡上皮损伤和胶原生成异常为

特征的慢性进行性肺疾病，其发生机制尚不完全清

楚，药物对 ＰＦ的治疗效果也不尽如人意，因此，探
究其发病机制、寻找潜在的药物对临床治疗具有重

要意义［１４］。博来霉素通过引起ＤＮＡ链断裂和氧化
损伤诱导肺损伤，可以复制肺纤维化的病理过程，是

目前应用最广泛的动物模型［１５］。在本研究中，ＨＥ
和Ｍａｓｓｏｎ染色的组织病理学检查显示ＢＬＭ诱导的
小鼠有严重的肺组织结构紊乱，肺泡间隔增厚，并伴

有大量胶原纤维沉积；ＷＢ和免疫组化实验显示Ⅰ
型胶原的表达明显增加，从而验证了模型复制成功。

而给药ＩＣＯ干预后，上述肺组织病理损伤均有所改
善，胶原沉积和Ⅰ型胶原的表达水平均降低，从而产
生了抗纤维化作用。

ＥＭＴ是上皮细胞向间充质细胞表型转化的过
程，上皮细胞失去原有的接触黏附和极性，获得间充

质细胞的侵袭、迁移和产生 ＥＣＭ的特性［１６］。大量

研究表明ＥＭＴ在ＰＦ发生发展中发挥着重要作用，
抑制ＢＬＭ或 ＴＧＦβ１诱导的 ＥＭＴ进程能够不同程
度缓解ＰＦ的进程［６，１７］。研究表明，小鼠气管注射博

来霉素后可引起肺损伤，持续的损伤可进一步导致

炎症细胞分泌 ＴＮＦα、ＴＧＦβ１、ＥＧＦ等细胞因子激
活成纤维细胞，促进成纤维细胞的增殖与活化，诱导

肺泡上皮细胞 ＥＭＴ，促进胶原蛋白的合成而引起
ＥＣＭ合成增加，促使肺纤维化的发生与发展［１５］。

ＥＧＦ作为一种生长因子，不仅参加了肿瘤细胞的
ＥＭＴ进程，也参与了肺泡上皮细胞 ＥＭＴ进程［７，１８］。

而近期的研究表明 ＩＣＯ可抑制 Ａ５４９细胞的 ＥＭＴ
进程［１０］，故本研究采用 ＥＧＦ诱导的肺上皮细胞
ＥＭＴ模型。而本研究发现，ＩＣＯ不仅对ＢＬＭ诱导的
肺组织ＥＭＴ进程有明显的抑制作用，对 ＥＧＦ诱导
的肺泡上皮细胞 ＥＭＴ进程也有显著的抑制作用
（Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的表达明显升高而 αＳＭＡ和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ
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Ａ－ＥＧＦＲ磷酸化水平；Ｂ－ＩκＢα磷酸化水平；Ｃ－ＮＦκＢｐ６５磷酸化水平；Ｄ－ＮＦκＢｐ６５核转移程度；与对照组相比，１）Ｐ＜００１；与 ＥＧＦ组相比，２）Ｐ＜００５，
３）Ｐ＜００１。
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ｔｉｏｎ；１）Ｐ＜００１，ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２）Ｐ＜００５，３）Ｐ＜００１，ｖｓＥＧＦ．

图７　ＩＣＯ对ＥＧＦ诱导的肺泡上皮细胞ＥＧＦＲ及核转录因子的影响。ｎ＝９，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ７　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｉｃｏｔｉｎｉｂｏｎＥＧＦｉｎｄｕｃｅｄｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｏｆＥＧＦＲ，ＩκＢαａｎｄＮＦκＢｐ６５ａｎｄｎｕｃｌｅａｒｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎｏｆＮＦκＢｐ６５ｉｎ
ａｌｖｅｏｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ．ｎ＝９，珋ｘ±ｓ

箭头所示ＮＦκＢｐ６５核转移情况。

ＡｒｒｏｗｓｓｈｏｗＮＦκＢｐ６５ｎｕｃｌｅａｒｔｒａｎｓｆｅｒｓｉｔｕａｔｉｏｎ．

图８　ＩＣＯ对ＥＧＦ诱导肺泡上皮细胞ＮＦκＢｐ６５核转移的影响（免疫荧光染色，×８００）
Ｆｉｇ８　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｉｃｏｔｉｎｉｂｏｎＥＧＦｉｎｄｕｃｅｄＮＦκＢｐ６５ｎｕｃｌｅａｒｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎｉｎａｌｖｅｏｌａｒｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ（ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｔａｉｎｉｎｇ，×８００）
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的表达明显降低）。提示，ＩＣＯ通过抑制肺泡上皮细
胞ＥＭＴ的发生来减缓肺纤维化的发展。

研究表明，ＮＦκＢ信号通路在肾纤维化、肝纤维
化、肺纤维化中发挥调控作用，抑制 ＮＦκＢ信号通
路的激活可能是治疗肺纤维化的有效策略［１９］。而

研究还发现ＢＬＭ诱导的ＥＭＴ发生和ＥＧＦ诱导的肿
瘤细胞 ＥＭＴ发生都与 ＮＦκＢ信号通路活化有
关［２０２１］。而本研究动物实验发现，ＩＣＯ能够抑制
ＢＬＭ诱导的 ＥＧＦＲ、ＩκＢα和 ＮＦκＢｐ６５的磷酸化，
抑制 ＮＦκＢｐ６５的核转移。体外实验也发现，ＩＣＯ
能够降低ＥＧＦ诱导的ＥＧＦＲ、ＩκＢα和ＮＦκＢｐ６５的
磷酸化水平，抑制ＮＦκＢｐ６５的核转移，进而影响了
下游靶基因Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、αＳＭＡ和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的表达。
因此，我们推测ＩＣＯ可能通过阻断 ＥＧＦＲ、抑制 ＮＦ
κＢ信号通路的活化而产生抗纤维化作用。

综上所述，ＥＧＦ／ＮＦκＢ信号通路调控了肺泡上
皮细胞ＥＭＴ的发生，ＩＣＯ可能通过抑制ＥＧＦ／ＮＦκＢ
信号通路的活化，逆转肺泡上皮细胞ＥＭＴ进程而改
善了肺纤维化，为进一步应用 ＩＣＯ治疗肺纤维化提
供新的思路。
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