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泽布替尼抑制巨噬细胞的浸润改善肾缺血-再灌注损伤
后肾纤维化

刘琦　张燕楠　孙启全

【摘要】　目的　 探讨布鲁顿酪氨酸激酶（BTK）抑制剂泽布替尼对肾缺血-再灌注损伤（RIRI）后肾纤维化

的作用机制。 方法　 将 C57BL/6 小鼠随机分为假手术组、造模组和造模+泽布替尼给药组（泽布替尼组），每组

5 只，分别进行假手术、RIRI 造模、RIRI 造模+泽布替尼（5 mg/kg）给药治疗，21 d 后取材。观察小鼠肾脏形态

学变化、组织病理学变化、肾脏 M1 型巨噬细胞水平变化、肾脏炎症反应变化，以及脂多糖（LPS）+干扰素

（IFN）-γ 体外诱导慢病毒转染巨噬细胞后相关炎症信号通路表达情况。结果　 与假手术组相比，造模组小鼠的

肾脏缩小、单侧肾质量与小鼠体质量比值降低、肾小管间质纤维化加重、肾脏 α-平滑肌肌动蛋白（α-SMA）和

Ⅰ型胶原蛋白的表达均增加、肾脏 F4/80 和 CD86 的表达均增加、肾脏近曲小管管腔明显扩张、管腔内细胞碎片
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堆积及炎症细胞浸润、肾脏 CD86、肿瘤坏死因子（TNF）-α、白细胞介素（IL）-6、诱导型一氧化氮合酶

（iNOS）及 IL-1β 的信使 RNA（mRNA）水平均升高；与造模组相比，泽布替尼组小鼠 RIRI 后肾脏大小恢复、

单侧肾质量与小鼠体质量比值升高、肾小管间质纤维化减轻、肾脏 α-SMA 和Ⅰ型胶原蛋白的表达均减少、肾脏

F4/80 和 CD86 的表达均减少、肾脏 CD45+淋巴细胞和 CD11b+ F4/80+巨噬细胞的数量均减少、CD11b+ F4/80+和
CD86+巨噬细胞在损伤组织中浸润减少、肾脏的炎症病理改变程度较轻、肾脏 CD86、TNF-α、IL-6、iNOS 及 IL-
1β 的 mRNA 水平均降低。体外实验利用 LPS+IFN-γ 诱导 M1 型巨噬细胞发现磷脂酰肌醇-3-激酶（PI3K）、蛋白

激酶 B（Akt）、核因子（NF）-κB 的磷酸化水平均升高，而敲低 BTK 后其磷酸化水平均降低，表明敲低

BTK 可能通过抑制 PI3K/Akt 和 NF-κB 相关炎症信号通路，从而减弱 LPS+IFN-γ 诱导的 M1 型巨噬细胞促炎作

用。 结论　 泽布替尼可能通过抑制 PI3K/Akt 和 NF-κB 相关炎症信号通路，减少 M1 型巨噬细胞浸润和相关炎症

因子表达，从而减轻 RIRI 后肾纤维化，为其临床应用提供了潜在依据。

【关键词】　泽布替尼；巨噬细胞；肾缺血-再灌注损伤；肾纤维化；布鲁顿酪氨酸激酶；急性肾损伤；脂多

糖；成纤维细胞
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Zanubrutinib inhibits macrophage infiltration to ameliorate renal fibrosis after renal ischemia-reperfusion injury　 Liu Qi*,
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【Abstract】 Objective   To explore the action mechanism of Bruton's tyrosine kinase (BTK) inhibitor zanubrutinib
on  renal  fibrosis  after  renal  ischemia-reperfusion  injury  (RIRI). Methods     C57BL/6  mice  were  randomly  divided  into
sham operation group, modeling group and modeling + zanubrutinib treatment group (zanubrutinib group), with 5 mice in
each  group.  The  groups  underwent  sham  operation,  RIRI  modeling  and  RIRI  modeling  +  zanubrutinib  (5  mg/kg)
treatment, respectively. Tissues were collected after 21 days. The morphological changes of the kidneys, histopathological
changes, levels of M1 macrophages in the kidneys, inflammatory responses in the kidneys, and the expression of related
inflammatory signaling pathways of  macrophages  induced by lipopolysaccharide(LPS)  + interferon(IFN)-γ  in  vitro  after
lentivirus  transfection  were  observed. Results    Compared  with  the  sham operation  group,  the  kidneys  of  the  modeling
group mice shrank, the ratio of unilateral kidney weight to mouse body weight decreased, renal tubular interstitial fibrosis
worsened,  and  the  expression  of  α-smooth  muscle  actin  (α-SMA)  and  type  I  collagen  in  the  kidneys  increased.  The
expression  of  F4/80  and  CD86  in  the  kidneys  increased,  the  lumen  of  the  renal  proximal  convoluted  tubules  was
significantly  dilated,  cellular  debris  accumulated  in  the  lumen  and  inflammatory  cell  infiltration  occurred,  and  the
messenger  RNA  (mRNA)  levels  of  CD86,  tumor  necrosis  factor  (TNF)-α,  interleukin  (IL)-6,  inducible  nitric  oxide
synthase (iNOS) and IL-1β in the kidneys increased. Compared with the modeling group, the kidneys of the zanubrutinib
group  mice  enlarged  after  RIRI,  the  ratio  of  unilateral  kidney  weight  to  mouse  body  weight  increased,  renal  tubular
interstitial  fibrosis  was  alleviated,  and  the  expression  of  α-SMA  and  type  I  collagen  in  the  kidneys  decreased.  The
expression  of  F4/80  and  CD86  in  the  kidneys  decreased,  the  number  of  CD45+  lymphocytes  and  CD11b+  F4/80+

macrophages in the kidneys decreased, the infiltration of CD11b+ F4/80+ and CD86+ macrophages in the damaged tissue
decreased, the degree of renal inflammatory pathological changes was milder, and the mRNA levels of CD86, TNF-α, IL-
6, iNOS and IL-1β in the kidneys decreased. In vitro experiments using LPS+IFN-γ to induce M1-type macrophages found
that the phosphorylation levels of phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K), protein kinase B (Akt), and nuclear factor (NF)-
κB  increased,  while  the  phosphorylation  levels  decreased  after  BTK  knockdown,  indicating  that  BTK  knockdown  may
inhibit the PI3K/Akt and NF-κB related inflammatory signaling pathways, thereby reducing the pro-inflammatory effects
of  LPS+IFN-γ  induced  M1-type  macrophages. Conclusions     Zanubrutinib  may  alleviate  renal  fibrosis  after  RIRI  by
inhibiting the PI3K/Akt and NF-κB related inflammatory signaling pathways, reducing the infiltration of M1 macrophages
and the expression of related inflammatory factors, providing potential evidence for its clinical application.

【Key  words】  Zanubrutinib;  Macrophage;  Renal  ischemia-reperfusion  injury;  Renal  fibrosis;  Bruton's  tyrosine
kinase; Acute kidney injury; Lipopolysaccharide; Fibroblast
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肾缺血 -再灌注损伤（ renal  ischemia-reperfusion
injury，RIRI）是肾脏在遭受缺血缺氧、休克、肾移

植、全身性炎症反应综合征等病理损伤时出现的急性

损伤[1]。肾移植术中的 RIRI 仍然是亟待攻克的难题[2]。

RIRI 过程早期表现为急性肾损伤的特征，伴随肾小

管上皮细胞功能障碍引发的代谢失衡、电解质紊乱及

血流动力学异常。若未能及时干预，持续的缺氧微环

境将诱导上皮-间质转化，促使细胞外基质过度沉

积，最终发展为不可逆的肾间质纤维化[3-5]。巨噬细

胞影响着 RIRI 的病理生理发展过程 [6-7]。在 RIRI 过

程中，过度激活的巨噬细胞可能导致进一步的组织

损伤，它们释放的炎症介质和活性氧簇可以诱导细胞

凋亡、坏死和炎症反应，导致肾组织的破坏和功能

障碍[8-10]。近年来研究表明，抑制巨噬细胞向损伤部

位的浸润可能成为治疗 RIRI 的潜在策略[11]，因此，

巨 噬 细 胞 浸 润 水 平 对 于 RIRI 的 结 局 和 解 决 至 关

重要。

布 鲁 顿 酪 氨 酸 激 酶 （Bruton's  tyrosine  kinase，
BTK）是一种参与 B 细胞受体信号通路的关键酶[12]。

BTK 可以由其他免疫细胞群表达，并与骨髓细胞的

免疫调节和功能有关。BTK 也存在于巨噬细胞中，

参与巨噬细胞极化和多种信号通路，如 Toll 样受体

信 号 传 导 ， 在 免 疫 调 节 中 起 重 要 作 用 [13]。 因 此 ，

BTK 可能是调节巨噬细胞极化的一个关键分子靶

点。泽布替尼是美国食品与药品监督管理局批准的

BTK 不可逆抑制剂[14]。为了探讨 BTK 抑制剂泽布替

尼在巨噬细胞相关炎症通路与 RIRI 导致的肾纤维化

的关系，本研究利用泽布替尼作为一种 RIRI 后肾纤

维化的抗炎治疗药物，通过建立小鼠 RIRI 模型，探

讨泽布替尼对 RIRI 后肾纤维化的作用机制，旨在为

泽布替尼针对 RIRI 的临床应用提供更多依据。 

1    材料与方法
 

1.1    实验动物与主要试剂

雄性 6~8 周龄 C57BL/6 小鼠（体质量 20~23 g）

购自江苏集萃药康生物科技股份有限公司，所有小鼠

在无特定病原体级环境中饲养。本研究获得广东省人

民医院动物实验伦理委员会伦理批准（批号：KY-N-
2021-065-5）。

泽布替尼、脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）、

干 扰 素 （ interferon， IFN） -γ 均 购 自 美 国

MedChemExpress 公司；异氟烷、SYBR Green qPCR

Master Mix、苏木素-伊红（hematoxylin-eosin，HE）

染色试剂盒、天狼星红染色试剂盒、Masson 染色试

剂盒均购自武汉赛维尔生物科技有限公司；RIPA 裂

解液、蛋白磷酸酶抑制剂、磷酸酶抑制剂、蛋白定

量 BCA 试剂盒均购自上海碧云天生物技术股份有限

公司；α-平滑肌肌动蛋白（α-smooth muscle actin，α-
SMA）、Ⅰ型胶原蛋白、BTK、F4/80、CD86、磷脂酰

肌醇-3-激酶（phosphatidylinositol-3-kinase，PI3K）、

p-PI3K、蛋白激酶B（protein kinase B，Akt）、p-Akt、
核因子（nuclear factor，NF）-κB、p-NF-κB 等抗体均

购自美国CST 公司；亮紫色（brilliant violet，BV）421-
CD45、异硫氰酸荧光素（fluorescein isothiocyanate，
FITC）-CD86、藻蓝蛋白（allophycocyanin，APC）-
F4/80、多甲藻黄素-叶绿素-蛋白质/花青 7（peridinin-
chlorophyll-protein/cyanine7， PerCP/Cy7） -CD11b 等

流式抗体及凋亡试剂盒均购自美国 BD Biosciences 公

司；RNA 提取试剂盒购自广州信天翁生物科技有限

公司；PrimeScript II First-Strand cDNA 合成试剂盒购

自日本 TaKaRa 公司；慢病毒载体购自上海吉凯基因医

学科技股份有限公司；嘌呤霉素购自美国 Invitrogen
公司。 

1.2    实验分组与模型建立

将 C57BL/6 小鼠随机分为 3 组：假手术组、造

模组、造模+泽布替尼给药组（泽布替尼组），每组

5 只 ， 分 别 进 行 假 手 术 、RIRI 造 模 、RIRI 造 模+
泽布替尼（5 mg/kg）给药治疗。利用以往 RIRI 的造

模方法[15]，在 37 ℃ 恒温加热垫上，用异氟烷进行麻

醉并暴露肾脏，用无损伤血管夹夹住肾蒂 30 min，观

察肾脏颜色变化。肾脏在夹住肾蒂后 1 min 内变黑，

移除夹子后约 10 s 内恢复正常颜色。假手术组小鼠

接受相同的手术，但不夹住肾蒂。本研究中所有药物

给药剂量的选择是在保证药物溶解性和排除毒性的基

础上参考类似研究中的给药浓度所确定的。将泽布替

尼溶解于二甲基亚砜，并用磷酸盐缓冲液（phosphate
buffer saline，PBS）稀释。RIRI 前给小鼠腹腔注射

5 mg/kg 泽布替尼，假手术组和造模组给予等量生理

盐水，连续给药 21 d 后取材。 

1.3    研究内容与方法 

1.3.1   病理学观察　取出肾脏观察形态学变化后，立

即放入 4% 多聚甲醛中固定 24 h，再逐步放入不同浓

度乙醇中去除水分。二甲苯透明化组织后放入熔化的

石蜡中浸泡，使用切片机将石蜡包埋的组织切成
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5 μm 的薄片。将制备好的肾组织切片进行 HE、天狼

星 红 和 Masson 染 色 。 免 疫 组 织 化 学 染 色 检 测 α-
SMA、Ⅰ型胶原蛋白、F4/80、CD86。 

1.3.2    流式细胞术　 取 出 小 鼠 肾 脏 ， 置 于 预 冷 的

PBS 中，去除肾脏周围的脂肪和结缔组织。在小皿中

将肾组织剪成约 1 mm³的小块，37 ℃ 水浴摇床消化

60 min，使组织块与消化液充分接触。消化完成后，

将细胞悬液通过 40 μm 的细胞筛过滤至新离心管中，

Ficoll 离心后弃去上清液，收集白膜层免疫细胞并

调整细胞浓度，确保细胞浓度适合后对目标细胞表面

标记具有特异性的荧光标记抗体肾组织的单细胞悬浮

液，使用荧光标记抗体 BV421-CD45、FITC-CD86、

APC-F4/80、PerCP/Cy7-CD11b 检测肾脏 M1 型巨噬

细胞。 

1.3.3   实时荧光定量聚合酶链反应　使用 RNA 提取

试剂盒从小鼠肾组织或巨噬细胞中提取总 RNA。使

用 PrimeScript  II  First-Strand  cDNA 合 成 试 剂 盒 将

RNA 逆转录为 cDNA。使用 SYBR Green qPCR Master
Mix 等配置实时荧光定量聚合酶链反应（ real-time
fluorescent quantitative polymerase chain reaction，RT-
qPCR） 反 应 体 系 混 合 物 ， 进 行 扩 增 ， 计 算 信 使

RNA（messenger  RNA，mRNA） 相 对 表 达 量 ， 检

测相关炎症因子的 mRNA 水平，引物序列如表 1
所示。 

1.3.4   蛋白质印迹法　提取蛋白，通过制胶、电泳、

转模等步骤后，把稀释的一抗（α-SMA、Ⅰ型胶原蛋

白、PI3K、p-PI3K、Akt、p-Akt、NF-κB、p- NF-κB、

β-actin、GAPDH）和聚偏氟乙烯膜一起放入盒中，4 ℃
过夜，洗涤后加入二抗稀释液于室温下孵育 30 min，

随后行化学发光检测，检测相关纤维化和炎症信号通

路指标的蛋白水平。 

1.3.5    BTK 慢病毒转染 RAW264.7 细胞　 将 RAW
264.7（鼠源巨噬细胞系）细胞以 50%~70% 的融合度

接种到 6 孔板中，置于含 10% 胎牛血清的 Dulbecco
改 良 的 Eagle 培 养 基 （ Dulbecco's  modified  Eagle
medium，DMEM）中培养过夜。按照 BTK 慢病毒的

生产说明书，以 MOI=50 的病毒感染浓度转染细胞，

培养 16 h 后，将转染培养基更换为新鲜培养基，继

续培养 72 h，使用 4 μg/mL 嘌呤霉素进行筛选成功转

染的细胞。RT-qPCR 和蛋白质印迹法验证转染效

率，BTK 基因稳定敲除的细胞系用于后续实验。将转

染阴性对照慢病毒（shNC）作为对照，shNC-M0 不

添加任何处理（shNC-M0），使用 100 ng/mL LPS 和

50 ng/mL IFN-γ 分别处理转染 shNC 和 BTK 敲除慢病

毒（shBTK）的RAW 264.7 细胞 24 h，以诱导M1 型巨

噬细胞极化（shNC-M1、shBTK-1-M1、shBTK-2-M1）。 

1.4    统计学方法

使用 Image J 软件对图片进行量化处理。使用

GraphPad Prism 9.0 软件进行统计分析和可视化。符

合正态分布的计量资料以均数±标准差表示，两组间

比较采用独立样本 t 检验，多组间比较采用单因素方

差分析。P<0.05 为差异有统计学意义。 

2    结　果
 

2.1    泽布替尼给药恢复小鼠 RIRI 后肾脏大小及质量

与假手术组相比，造模组小鼠的肾脏缩小；与造

模组相比，泽布替尼组小鼠 RIRI 后肾脏大小得到恢

复（图 1 A）。与假手术组相比，造模组小鼠的单侧
 

表 1    引物序列

Table 1    Primer sequences

基因 上游引物（5'→3'） 下游引物（5'→3'）

β-actin① AGGCCAACCGTGAAAAGATG TGGCGTGAGGGAGAGCATAG

CD86 TGTTTCCGTGGAGACGCAAG TTGAGCCTTTGTAAATGGGCA

IL-1β② GAAATGCCACCTTTTGACAGTG TGGATGCTCTCATCAGGACAG

iNOS③ GTTCTCAGCCCAACAATACAAGA GTGGACGGGTCGATGTCAC

IL-6④ TGCAAGAGACTTCCATCCAGT TAAGCCTCCGACTTGTGAAGT

TNF-α⑤ GCCTCTTCTCATTCCTGCTTG GGGTCTGGGCCATAGAACTG

BTK CCAGAAAGACAGATTCCGAGGAG AATCCAGCGCTTTCTCAGCTC

　　注：①β-actin为β-肌动蛋白；②IL-1β为白细胞介素-1β；③iNOS为诱导型一氧化氮合酶；④IL-6为白细胞介素-6；⑤TNF-α
为肿瘤坏死因子-α。
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肾质量与小鼠体质量比值降低；与造模组相比，泽布

替尼组小鼠 RIRI 后单侧肾质量与小鼠体质量比值升

高（图 1 B）。以上结果提示，泽布替尼给药后可在

一定程度上恢复了小鼠 RIRI 后肾脏的大小及质量。  

2.2    泽布替尼给药减轻小鼠 RIRI 后肾纤维化

利用天狼星红和 Masson 染色评估小鼠 RIRI 后肾

小管间质纤维化，结果显示，与假手术组相比，造模

组小鼠肾小管间质纤维化加重；与造模组相比，泽布

替尼组小鼠 RIRI 后肾小管间质纤维化减轻（图 2

A、B）。与假手术组相比，造模组小鼠肾脏 α-SMA
和Ⅰ型胶原蛋白的表达均增加；与造模组相比，泽布

替尼组小鼠 RIRI 后肾脏 α-SMA 和Ⅰ型胶原蛋白的表

达均减少（图 2 C~E）。 

2.3    泽布替尼给药减少小鼠 RIRI 后肾脏巨噬细胞浸润

免疫组化染色结果显示，与假手术组比较，造模

组小鼠肾脏 F4/80 和 CD86 的表达均增加；与造模组

比较，泽布替尼组小鼠 RIRI 后肾脏 F4/80 和 CD86

的表达均减少（图 3 A）。流式细胞术结果显示，与

造模组比较，泽布替尼组小鼠 RIRI 后肾脏 CD45+淋

巴细胞和 CD11b+ F4/80+巨噬细胞的数量均减少，且

泽布替尼给药能抑制 CD11b+ F4/80+和 CD86+巨噬细

胞在损伤组织中的浸润（图 3 B）。 

2.4    泽布替尼给药减少小鼠 RIRI 后肾脏炎症反应

HE 染色结果显示，假手术组小鼠肾脏结构完

整，而造模组小鼠肾脏的近曲小管管腔明显扩张、管

腔内细胞碎片堆积及炎症细胞浸润；与造模组相比，

泽布替尼组小鼠 RIRI 后肾脏的炎症病理改变程度较

轻（图 4 A）。利用 RT-qPCR 对小鼠肾脏巨噬细胞

相关炎症因子进行检测，结果显示，与假手术组相

比，造模组小鼠肾脏 CD86、肿瘤坏死因子（tumor
necrosis factor，TNF）-α、白细胞介素（interleukin，

IL）-6、诱导型一氧化氮合酶（inducible nitric oxide
synthase，iNOS）及 IL-1β 的 mRNA 水平均升高；与

造模组相比，泽布替尼组小鼠 RIRI 后肾脏 CD86、

TNF-α、 IL-6、 iNOS 及 IL-1β 的 mRNA 水平均降低

（图 4 B）。 

2.5    敲低 BTK 通过抑制 PI3K/Akt 和 NF-κB 炎症信

号通路减弱 LPS+IFN-γ诱导的 M1 型巨噬细胞促炎

作用

为探讨 BTK 在巨噬细胞中的功能，体外实验利

用慢病毒载体转染 RAW 264.7 细胞以敲低 BTK，通

过蛋白质印迹法和 RT-qPCR 分别检测转染后 BTK 蛋

白和 mRNA 水平。结果显示，BTK 慢病毒转染组的

RAW 264.7 细胞中 BTK 蛋白和 mRNA 水平均低于阴

性对照组（图 5 A、B），表明 BTK 基因在转录和翻

译水平上均成功敲低，验证了该慢病毒转染的有

效性。

为探索泽布替尼在体外发挥抗炎作用的潜在机

制，本研究对 LPS+IFN-γ 诱导的巨噬细胞相关炎症

信号通路进行检测，包括 PI3K/Akt 和 NF-κB[16-18]。

蛋白质印迹法结果显示，LPS+IFN-γ 诱导的 M1 型巨

噬细胞的 PI3K、Akt、NF-κB 的磷酸化水平均升高，

而敲低 BTK 基因后其磷酸化水平均降低（图 5 C、

D），表明敲低 BTK 基因可能通过抑制 PI3K/Akt 和

NF-κB 相关炎症信号通路，从而减弱 LPS+IFN-γ 诱

导的 M1 型巨噬细胞促炎作用。 

3    讨　论

肾纤维化是 RIRI 后常见且严重的不良结局，严

重威胁患者的肾脏功能及生命健康[19]。RIRI 是引发

肾纤维化的重要诱因，一旦进展为肾纤维化，肾脏正

常的组织结构被破坏，逐渐被纤维瘢痕组织取代，肾

 

注：A 图为各组小鼠处死后取出的肾脏；B 图为各组

小鼠单侧肾质量与小鼠体质量比值。与假手术组比较，
aP<0.05；与造模组比较，bP<0.05。

图 1    各组小鼠肾脏形态学变化

Figure 1    Morphological changes of kidneys in different
groups of mice
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功能呈进行性下降，最终可发展为终末期肾病，极大

地降低患者的生活质量，并带来沉重的医疗负担[20-22]。

巨噬细胞作为免疫系统的重要组成部分，在

RIRI 导致肾纤维化的进程中发挥着关键作用[23-24]。在

正常生理状态下，肾脏内部巨噬细胞数量和活性维持

在相对稳定的水平，参与正常的免疫监视和维持组织

内稳态。然而当处于 RIRI 时，血液重新流入缺血的

肾组织，此时肾功能非但不能立即恢复正常，反而触

发了一系列复杂且剧烈的炎症级联反应[25-27]。在这种

情况下，大量巨噬细胞会浸润肾组织，并迅速被激

活。被激活的巨噬细胞成为炎症因子的“生产工

厂”，释放出多种促炎因子，对肾小管上皮细胞和内

皮细胞造成损伤，严重干扰肾脏的滤过和重吸收等关

键生理功能[28-29]。

随着炎症反应的持续进展，巨噬细胞浸润水平持

续升高，这与肾纤维化的发生发展密切相关。持续高

水平浸润的巨噬细胞不断释放炎症介质，激活肾脏内

的成纤维细胞，促使这些成纤维细胞大量增殖，并合

成和分泌过量的细胞外基质，比如胶原蛋白、纤维连

接蛋白等。这些细胞外基质过度沉积，逐渐取代正常

 

注：A~D 图分别为各组小鼠肾脏石蜡切片 Masson 染色、天狼星红染色、α-SMA 及Ⅰ型胶原蛋白免疫组化染色及量化

结果（均为×200）；E 图为蛋白质印迹法检测小鼠肾脏 α-SMA 和Ⅰ型胶原蛋白的表达水平及蛋白条带量化结果。与假手术

组比较，aP<0.05；与造模组比较，bP<0.05。

图 2    各组小鼠肾脏纤维化指标的比较

Figure 2    Comparison of renal fibrosis indicators among different groups of mice
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的肾组织，导致肾纤维化的发生和进展[30-32]。临床研

究发现，在 RIRI 患者的肾活组织检查中，巨噬细胞

浸润水平与肾纤维化程度呈显著正相关，巨噬细胞

浸润水平越高，肾纤维化的进程越快，肾功能受损越

严重[33-34]。动物实验也进一步证实，通过抑制巨噬细

胞的浸润，能够有效减轻 RIRI 诱导的肾纤维化程

度，显著改善肾功能[35-37]。深入探究巨噬细胞浸润水

平与 RIRI 导致的肾纤维化之间的关系，对于揭示肾

纤维化的发病机制，寻找有效的临床防治靶点，改善

患者预后具有至关重要的意义。

在 RIRI 中，中性粒细胞通常在早期发生浸润，

导致急性肾损伤，而巨噬细胞在后期阶段发挥作用，

是急性肾损伤的核心驱动者，尤其是 M1 型巨噬细胞

促进炎症反应，M2 型巨噬细胞促进修复作用，T 细

胞、树突状细胞、B 细胞和自然杀伤细胞的作用则相

对次要，他们通过调节适应性免疫来放大损伤作用，

又因为肾脏 BTK 主要表达于巨噬细胞和 B 细胞，参

与调控巨噬细胞的极化，因此，本研究主要聚焦于

RIRI 中 BTK 在 巨 噬 细 胞 中 的 作 用 [38]。 近 年 来 ，

BTK 抑制剂泽布替尼因其具有高度选择性和良好的

 

注：A 图为各组小鼠肾脏石蜡切片 F4/80 和 CD86 免疫组化染色（×200）；B 图为流式细胞术检测小鼠肾组织中 CD45+

细胞、CD11b+ F4/80+细胞和 CD86+细胞的水平。

图 3    各组小鼠肾脏巨噬细胞水平比较

Figure 3    Comparison of renal macrophage levels among different groups of mice
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抗炎作用，在多种免疫性疾病中展现出巨大的潜力，

对表皮生长因子受体、IL-2 和其他激酶均表现出较低

的脱靶活性。在临床前研究中，泽布替尼显示出良好

的口服生物利用度，实现更大的暴露范围，并且在靶

组织中显示出相比于伊布替尼更完全的 BTK 抑制作

用[39]。已有研究利用泽布替尼治疗 LPS 诱导的小鼠

急性肺损伤模型，发现泽布替尼可以减轻 LPS 诱导

的肺损伤，抑制 LPS 诱导的炎症反应，改善小鼠的

肺功能 [40]。Chen 等 [41] 证明泽布替尼治疗能够显著

减轻博来霉素诱导的肺纤维化病理变化，并降低肺组

织 中 转 化 生 长 因 子 -β1 的 表 达 水 平 ， 但 泽 布 替 尼

在 RIRI 引起的肾纤维化中的具体作用及其机制仍未

明确。

本研究通过建立小鼠 RIRI 模型，探讨了泽布替

尼对肾纤维化的影响及其潜在机制。实验结果表明，

与造模组相比，泽布替尼给药能够减轻小鼠 RIRI 后

的肾脏结构损伤，并降低肾小管间质纤维化的程度。

泽布替尼给药后纤维化标志物 α-SMA 和Ⅰ型胶原蛋

白的表达水平均降低，表明其能够抑制肾纤维化。泽

布替尼通过抑制 F4/80 和 CD86 的表达，减少 M1 型

巨噬细胞的浸润，通过流式细胞术进一步证实其抑制

了 M1 型巨噬细胞的极化。PI3K/Akt 和 NF-κB 相关

炎症信号通路是巨噬细胞最经典的下游信号通路[42-43]，

作者进一步研究了敲低 BTK 对巨噬细胞炎症反应的

作用，发现敲低 BTK 可以抑制 PI3K/Akt 和 NF-κB

的磷酸化水平，从而抑制 M1 型巨噬细胞的促炎作

用，说明 BTK 可能是潜在的抗炎药物靶点。这些结

果表明，泽布替尼不仅能够通过调控 BTK 信号通路

有效干预巨噬细胞的极化，还可抑制炎症因子的释

放，从而对抗 RIRI 引起的过度炎症反应和肾纤维化。

尽管本研究为泽布替尼在 RIRI 中的作用提供了

明确的实验依据，但其临床转化仍面临多方面的挑

战。泽布替尼在长期使用中的安全性和有效性有待进

一步验证，其对其他器官功能的潜在影响也需进行全

面评估。BTK 信号通路在不同类型巨噬细胞中的具

体调控机制尚需深入探讨，以明确其在纤维化过程

中的核心作用。此外，结合其他抗炎或抗纤维化药

物的联合治疗是否能进一步提高治疗效果也值得深入

探索。未来的研究应聚焦于进一步揭示 BTK 在 RIRI

中的分子调控网络，以期开发出更精准、高效的治疗

策略。

综上所述，本研究系统揭示了泽布替尼通过调

控 M1 型巨噬细胞极化改善 RIRI 导致的肾纤维化的

作用机制，为 BTK 抑制剂在 RIRI 治疗中的应用提供

了坚实的理论依据和实验支持。这一研究不仅拓展

了 BTK 抑制剂的潜在应用范围，也为肾纤维化相关

疾病的治疗提供了新的思路，以期将泽布替尼从实验

室研究推向临床应用，造福更多患者。

 

注：A 图为各组小鼠肾脏石蜡切片 HE 染色（×200）；B 图为 RT-qPCR 检测各组小鼠肾脏巨噬细胞膜表达分子

CD86 及相关炎症因子的 mRNA 水平。与假手术组比较，aP<0.05；与造模组比较，bP<0.05。

图 4    各组小鼠肾脏炎症反应比较

Figure 4    Comparison of renal inflammatory responses among different groups of mice
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图 5    慢病毒敲低 RAW 264.7 细胞的 BTK 验证及 M1 型巨噬细胞极化相关炎症信号通路的检测

Figure 5    Validation of BTK knockdown in RAW 264.7 cell using lentivirus and detection of inflammatory
signaling pathways related to M1 macrophage polarization
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