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1.干扰素-λ，其用于治疗纤维化。

2.权利要求1的干扰素-λ，其中所述干扰素-λ是IFN-λ1、IFN-λ2、IFN-λ3或IFN-λ4，或其

功能性模拟物。

3.权利要求2的干扰素-λ，其中所述功能性模拟物是IFN-λ1、IFN-λ2、IFN-λ3或IFN-λ4

的片段、变体或衍生物。

4.权利要求3的干扰素-λ，其中所述功能性模拟物是聚乙二醇化的。

5.权利要求4的干扰素-λ，其中所述功能性模拟物是Peg-干扰素λ-1a。

6.权利要求2的干扰素-λ，其中所述功能性模拟物是抗体。

7.权利要求2的干扰素-λ，其中所述功能性模拟物是小化学实体。

8.前述权利要求之任一项的干扰素-λ，其中所述干扰素-λ或功能性模拟物激活干扰

素-λ受体。

9.前述权利要求之任一项的干扰素-λ，其中所述纤维化是肾纤维化。

10.权利要求1～8之任一项的干扰素-λ，其中所述纤维化是肺纤维化。

11.权利要求1～8之任一项的干扰素-λ，其中所述纤维化是小肠纤维化。

12.权利要求1～8之任一项的干扰素-λ，其中所述纤维化是皮肤纤维化。

13.权利要求1～8之任一项的干扰素-λ，其中所述纤维化是肝纤维化。

14.干扰素-λ用于制备用于治疗纤维化的药物的用途。

15.权利要求14的干扰素-λ的用途，其中所述干扰素-λ是IFN-λ1、IFN-λ2、IFN-λ3或

IFN-λ4，或其功能性模拟物。

16.权利要求15的干扰素-λ的用途，其中所述功能性模拟物是IFN-λ1、IFN-λ2、IFN-λ3

或IFN-λ4的片段、变体或衍生物。

17.权利要求16的干扰素-λ的用途，其中所述功能性模拟物是聚乙二醇化的。

18.权利要求17的干扰素-λ的用途，其中所述功能性模拟物是Peg-干扰素λ-1a。

19.权利要求15的干扰素-λ的用途，其中所述功能性模拟物是抗体。

20.权利要求15的干扰素-λ的用途，其中所述功能性模拟物是小化学实体。

21.权利要求14～20之任一项的干扰素-λ的用途，其中所述干扰素-λ或功能性模拟物

激活干扰素-λ受体。

22.权利要求14～21之任一项的干扰素-λ的用途，其中所述纤维化是肾纤维化。

23.权利要求14～21之任一项的干扰素-λ的用途，其中所述纤维化是肺纤维化。

24.权利要求14～21之任一项的干扰素-λ的用途，其中所述纤维化是小肠纤维化。

25.权利要求14～21之任一项的干扰素-λ的用途，其中所述纤维化是皮肤纤维化。

26.权利要求14～21之任一项的干扰素-λ的用途，其中所述纤维化是肝纤维化。

27.治疗纤维化的方法，包括给予治疗有效量的干扰素-λ。

28.权利要求27的方法，其中所述干扰素-λ是IFN-λ1、IFN-λ2、IFN-λ3或IFN-λ4，或其功

能性模拟物。

29.权利要求28的方法，其中所述功能性模拟物是IFN-λ1、IFN-λ2、IFN-λ3或IFN-λ4的

片段、变体或衍生物。

30.权利要求29的方法，其中所述功能性模拟物是聚乙二醇化的。

31.权利要求30的方法，其中所述功能性模拟物是Peg-干扰素λ-1a。
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32.权利要求28的方法，其中所述功能性模拟物是抗体。

33.权利要求28的方法，其中所述功能性模拟物是小化学实体。

34.权利要求27～33之任一项的方法，其中所述干扰素-λ或功能性模拟物激活干扰素-

λ受体。

35.权利要求27～34之任一项的方法，其中所述纤维化是肾纤维化。

36.权利要求27～34之任一项的方法，其中所述纤维化是肺纤维化。

37.权利要求27～34之任一项的方法，其中所述纤维化是小肠纤维化。

38.权利要求27～34之任一项的方法，其中所述纤维化是皮肤纤维化。

39.权利要求27～34之任一项的方法，其中所述纤维化是肝纤维化。

40.权利要求27～39之任一项的方法，其中所述干扰素-λ或功能性模拟物与其他治疗

活性化合物联合给药。

41.权利要求40的方法，其中所述其他治疗活性化合物是另一种抗纤维化治疗剂。
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干扰素-λ治疗纤维化的医学用途

【技术领域】

[0001] 本发明涉及治疗纤维化的方法。本发明公开了新的研究，该研究表明干扰素-λ在

体外和体内都具有直接作用的抗纤维化作用，并且可用于提供治疗多种类型纤维化的有效

新疗法。

【背景技术】

[0002] 纤维化疾病是以异常伤口愈合反应为特征的疾病，其中在器官或组织中形成过量

的纤维结缔组织。过量的细胞外基质(ECM)组分如胶原蛋白和纤连蛋白的沉积和积累导致

组织硬化和瘢痕形成，引起器官的病理性重塑，并最终导致器官衰竭。

[0003] 实体器官中的伤口通常始于内皮损伤，血小板聚集和活化，引发炎性反应，中性粒

细胞，巨噬细胞，嗜酸性粒细胞和淋巴细胞浸润到伤口部位。浸润性炎症细胞和受影响的上

皮细胞分泌多种生长因子和细胞因子，用于进一步扩增炎症反应。诸如TGF-β，PDGF和IL-13

的分子激活巨噬细胞并导致伤口部位的成纤维细胞的募集，增殖和活化。活化的成纤维细

胞或肌成纤维细胞的特征在于α-平滑肌肌动蛋白的表达并分泌胶原和其他ECM组分以稳定

细胞基质。这允许上皮细胞和内皮细胞在临时基质上的增殖和迁移，以再生受损组织。一旦

完成，炎症过程就会关闭，而成纤维细胞会经历细胞凋亡，从而导致伤口反应的消退。

[0004] 在纤维化重塑中，持续的组织损伤或损伤，或修复途径的失调，导致不适当的伤口

反应。发生胶原和ECM的过度沉积和超交联，导致ECM的过度积聚超过正常要求，这与持续的

肌成纤维细胞活化，上皮细胞损伤和正常组织结构的丧失有关。

[0005] 纤维化疾病可以影响任何器官或组织，例如肾，肺，肠，皮肤或肝脏。纤维化疾病的

原因可能取决于所涉及的器官或组织，并且在某些疾病例如特发性肺纤维化中仍然是未知

的。在其他类型的间质性肺病中，其原因被认识到，例如暴露于引起过敏性肺炎的环境过敏

原。肝纤维化和最终的肝硬化是由于暴露于多种因素(包括环境和饮食因素或感染因子)而

导致的慢性肝损伤。持续过量饮酒或高脂肪/糖饮食也可导致肝硬化。类似地，糖尿病，高血

压，暴露于毒性剂和各种类型的自身免疫疾病可以损害肾，导致纤维化重塑和功能丧失。许

多类型的炎性肠病如克罗恩病或腹腔注射口炎可导致纤维化重塑，从而导致狭窄和/或吸

收不良。

[0006] 进行性纤维化的治疗主要是通过治疗潜在的疾病。例如，控制血压，改善糖尿病中

的葡萄糖管理，或去除有害的过敏原或环境原因。然而，在许多患者中，一旦纤维化重塑已

经确立，该疾病就会变得自我延续，并且对起始疾病的简单改善治疗不能阻止该过程。一些

纤维化疾病可以用抗炎和免疫抑制剂治疗，但这些仅在患者亚组中有效且缓慢，而不是阻

止疾病。

[0007] 迄今为止，只有2种经过验证的纤维化重塑疗法，这两种疗法都被授权用于特发性

肺纤维化(IPF)。吡非尼酮是一种小分子药物，2008年被批准用于治疗日本的IPF，2011年被

批准用于治疗IPF，这可能通过多种作用机制起作用，这些作用机制尚未完全理解，但可能

部分通过下调TGF-β而起作用。尼达尼布是一种三血管激酶抑制剂，可阻断VEGF，FGF和PDGF
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受体中的酪氨酸激酶活性。这两种化合物均可减缓IPF的发展，但根据目前的研究，可能只

能延长寿命2年。此外，两者都具有显著的副作用，使得超过30％的患者不能长期耐受它们

的使用。迄今为止，尚未批准用于纤维化适应症的靶向疗法。

[0008] 因此，目前对于改善所有器官中纤维化疾病的治疗存在未满足的医学需求。因此，

本发明的一个目的是提供一种治疗纤维化的新方法。

[0009] 2003年初干扰素-λ(IFN-λ)家族的发现和初步描述揭示了干扰素研究领域令人兴

奋的新篇章。有4种不同但高度相关的蛋白质表示为IFN-λ1，IFN-λ2，IFN-λ3和IFN-λ4。这些

蛋白质也分别称为白细胞介素-29(IL-29)，IL-28A，IL-28B和IFNL4。总共地，这4种细胞因

子包含IFN的III型亚组。由于多种原因，它们不同于I型和II型IFN，包括它们通过异二聚体

受体复合物发出信号的事实，所述异二聚体受体复合物不同于I型或II型IFN所使用的受

体。虽然I型IFNs(IFN-a/b)和III型IFNs(IFN-λ)通过不同的受体复合物发出信号，但它们

激活相同的细胞内信号传导途径和许多相同的生物活性，包括抗病毒活性，在各种各样的

靶细胞。与它们的抗病毒活性一致，IFN-λ基因及其相应蛋白质的表达可通过感染多种类型

的病毒而诱导。因此，III型IFN(IFN-λs)的表达及其主要生物学活性与I型IFN非常相似。然

而，与在大多数细胞类型(包括白细胞)上广泛表达的IFN-α受体不同，IFN-λ受体主要限于

上皮来源的细胞。IFN-λ作为新型抗病毒治疗剂的潜在临床重要性已经很明显。此外，若干

组的临床前研究表明，IFN-λ也可用作某些类型癌症的潜在治疗剂。

[0010] 在本发明中，我们公开了新的研究，该研究首次证明干扰素-λ家族的细胞因子在

体外和体内都具有直接作用的抗纤维化作用，并且这些蛋白质可用于设计对于治疗多种类

型的纤维化有效的新方法。

[0011] 【发明描述】

[0012] 除非另外定义，否则本文使用的所有科学和技术术语具有与本发明所属领域的技

术人员通常理解的含义相同的含义。本文提及的所有出版物和专利均通过引用并入本文。

[0013] 应当理解，可以组合本文描述的任何实施例。

[0014] 本发明提供干扰素-λ用于治疗纤维化。本发明还提供干扰素-λ用于制备治疗纤维

化的药物的用途。本发明进一步提供治疗纤维化的方法，包括给予治疗有效量的干扰素-λ。

[0015] 干扰素(IFN)是一类重要的细胞因子，在宿主保护免受病毒感染和免疫应答调节

方面具有不同的作用。基于其结构特征，受体使用和生物活性，识别出三种不同类型的干扰

素(I型，II型和III型)，并且它们在宿主防御中的作用在不同类型之间变化。

[0016] I型IFN(人体中的IFN-α/β/ω/ε/κ)具有强的抗病毒活性，并且能够在多种细胞类

型中诱导有效的抗病毒应答(Huang等，1993)。IFN-α/β结合称为IFNαR(由IFNAR1和IFNAR2

亚基组成)的异二聚体跨膜受体，其在与配体结合后触发激酶JAK1和TYK2的激活，然后磷酸

化受体的细胞内结构域中的特定酪氨酸。这产生了STAT1和STAT2信号分子的停靠位点，导

致它们的募集和随后的磷酸化。磷酸化的STAT募集IFN调节因子9(IRF9)，它们一起形成IFN

刺激的基因因子3(ISGF3)，其穿过细胞核并驱动IFN刺激的基因(ISG)的转录。

[0017] II型类仅包括IFN-γ，其被分类为Th1型细胞因子，其刺激细胞介导的免疫应答，

其对宿主保护免受病原微生物如结核分枝杆菌(Bach等1997)，在肿瘤免疫中具有重要作

用，并扩增I型IFN的抗病毒活性。因此，I型和II型IFN共同作用以激活先天性和适应性免疫

应答，目的是保护宿主免受感染和肿瘤侵袭(Biron等2001)。
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[0018] IFNs是较大的II类细胞因子家族的一部分，其包括六种IL-10相关细胞因子：IL-

10，IL-19，IL-20，IL-22，IL-24和IL-26(Kotenko  2002)，并且是归类于一起，因为它们通过

在细胞外结构域中具有共同基序的受体发出信号。这些受体包括II类细胞因子受体家族

(CRF2)，并且通常是由2个不同的受体链，α和β受体亚基组成的异二聚体(Stahl等，1993)。

通常，α亚基是主要的细胞因子结合蛋白，并且β亚基是形成高亲和力结合位点和用于信号

转导所必需的。

[0019] III型IFN或IFN-λs是CRF2家族的最新添加物。它们证明了IL-10相关细胞因子的

结构特征，并且在比I型IFN，即上皮细胞和某些免疫细胞更受限制的细胞群中诱导抗病毒

活性(Kotenko等，2003；Sheppard等，2003)。。在人中，III型IFN家族由4种密切相关的蛋白

质组成，IFN-λ1，-λ2，-λ3和-λ4(分别称为IL-29，IL-28A，IL-28B和IFNL4)，而小鼠仅具有

IFN-λ2和-λ3(分别为IL-28A和IL-28B)。它们是高度同源的；IFN-λ2和IFN-λ3之间的氨基酸

同一性为～96％，IFN-λ1和IFN-λ2/λ3之间的同一性为～81％。IFN-λ4最类似于IFN-λ3，但

这些蛋白质仅具有约30％的同一性，并且IFN-λ4主要在细胞内并且在人中非常差地分泌

(Hong等2016)。

[0020] IFN-λ受体复合物由特异性IFN-λ受体链1(IFN-λR1或IL-28RA)和共有的IL-10受

体链2(IL-10R2或IL-10Rβ)组成。通过四种配体中的任何一种接合IFN-λ受体复合物导致

JAK1和TYK2的活化，转录因子STAT1，STAT2和IRF9的活化以形成IFN刺激的基因因子3

(ISGF3)。ISGF3通过与数百种IFN刺激基因(ISG)的启动子中的IFN刺激元件(ISRE)结合来

调节基因转录，所述基因包括与抗病毒表型相关的许多基因，包括OAS1，MX1，EIF2AK2(双-

链RNA激活蛋白激酶)和IRF7。比较cDNA微阵列分析显示，由III型IFN(IFN-λ)诱导的基因库

与由I型IFN(IFN-α/β)诱导的基因库基本相同(Doyle等，2006)。总之，尽管使用不同的受

体，I型和III型IFN均激活ISGF3(Zhou等，2007)，因此诱导相似的转录反应。

[0021] 尽管由I型或III型IFN诱导的基因表达模式非常相似，但IFN-α诱导的基因表达的

相对大小通常大于IFN-λ。这可以反映通过I型与III型受体的信号传导的相对强度的差异，

或者可以简单地反映这些配体的各个受体的表达水平的差异。

[0022] IFN-λ的晶体结构揭示了典型的II类细胞因子的四螺旋束结构，最接近的IFN-λ结

构同源物是IL-22(Gad等，2009)，并且可能表明IFN-λ和IL-22具有平行功能，分别保护上皮

组织免受病毒和细菌感染。IFN-λR1受体链上的结合位点在所有四种IFN-λ中都很保守，而

IL-10R2上的结合位点定义不明确(Miknis等，2010)。IFN-λR1由两个不同的纤连蛋白III型

结构域组成，每个结构域约100个氨基酸。配体-受体界面包括IFN位点上的螺旋A，环AB和螺

旋F，以及主要来自IFN-λR1的N-末端结构域和结构域间铰链区的环。配体和受体之间的结

合模式支持通过氢键介导的初始长程离子相互作用，然后进行疏水相互作用以完成拟合。

[0023] IFN-λs由多种造血细胞和上皮细胞表达以响应病毒感染。检测粘膜上皮表面上的

入侵病毒的模式识别受体通过转录因子NF-κB，IRF3，IRF7和Med23启动转录反应

(Osterlund等，2007，Griffiths等，2013)。根据病毒和进入点，I型和III型IFN在介导粘膜

界面的抗病毒防御中的作用已被证明是多余的和独特的。肠上皮细胞专门响应III型IFN，

其以非冗余的方式介导对上皮病毒如轮状病毒的控制(Pott等2011)。呼肠孤病毒在肠上皮

细胞中引发感染，但可穿透肠上皮层，引起小鼠全身性感染；III型IFN限制肠上皮中的初始

复制，但I型IFN对于预防全身性感染是必不可少的(Mahlakoiv等，2015)。I型和III型IFN的
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区室化在呼吸道中不太清楚，其中在两种IFN系统之间存在一定程度的冗余(Mordstein等

2008)。因此，气道上皮细胞表达两种IFN类型的受体，而肠上皮细胞仅表达IFN-λ受体。

[0024] 在某些情况下，IFN-λR1受体表达主要限于上皮细胞和某些免疫细胞亚群，例如单

核细胞衍生的巨噬细胞，浆细胞样树突细胞和NK细胞。NK细胞中IFN-λR1的激活与IFN-γ和

抗肿瘤活性的最大产生有关，这可能是与其他刺激或与其他细胞类型组合协同介导的效应

(Souza-Fonseca-Guimaraes等2015)。由于对免疫细胞和上皮细胞的IFN-λR1表达受到限

制，III型IFN的免疫调节作用是有限的，但当局部粘膜反应足以控制病毒时，它们是非常有

效的抗病毒。这与I型IFN在感染反应期间普遍存在的活性形成对比，因此更适合控制需要

广泛免疫激活的严重或全身性感染。

[0025] 以下参考文献描述了I型和III型干扰素之间信号传导和生物学效应的差异：Wack

等2015，Chow&Gale  2015，Hemann等2017，Broggi等2017，Blumer等2017，Chiriac等2017，

Bhushal等，2017年，Andreakos等2017年和Bhushal等2017年。

[0026] IFN-λs对抗病毒治疗的贡献已经很好地建立在小鼠和黑猩猩的临床前模型中，以

及在体外，在感染丙型肝炎病毒(HCV)的原代人肝细胞中可获得的数据(Thomas等，2012，

Park等，2012)和人体临床试验(PhII  BMS数据)。可以用IFN-λ靶向的病毒范围包括但不限

于以下：流感A/B，严重急性呼吸综合征(SARS)，冠状病毒，H1N1，人免疫缺陷病毒(HIV)，单

纯疱疹病毒2型(HSV2)，巨细胞病毒(CMV)，中东呼吸综合征(MERS)，诺罗病毒，轮状病毒和

埃博拉(Eslam和George  2015；Gresser  2015)。所有这些病毒都靶向上皮入侵点并且治疗

上可以用IFN-λ靶向，其可以在该接入点激活IFN-λR1受体复合物。

[0027] 许多临床前研究表明，IFN-λs在多种肿瘤类型中具有抗肿瘤活性，如肝癌，黑色素

瘤，食管癌，神经内分泌肿瘤，结肠直肠癌，肺腺癌和伯基特淋巴瘤(Sato等2006，Zitzmann

等2006，Steen等2010)。IFN-λs的抗肿瘤机制是肿瘤细胞诱导细胞凋亡和直接影响免疫细

胞以增强先天和适应性免疫刺激活性。IFN-λs在肿瘤微环境中被诱导，并且已经显示通过

IFN-λR1受体的信号传导在IFN-λR1敲除小鼠中发挥抗肿瘤作用，所述小鼠在移植的肿瘤模

型中更容易形成肉瘤和死亡。IFN-λ治疗延迟了致死率并减少了肉瘤的发展(Numasaki等，

2007)。在癌症治疗的背景下，可以设想IFN-λs补充目前的IFN-α疗法，免疫检查点抑制剂或

作为传统抗癌剂如硼替佐米，替莫唑胺，顺铂或5-FU的辅助剂(Guenterberg等2010年，Li等

2010)。

[0028] 遗传和功能证据表明IFN-λ在炎症性疾病如哮喘，牛皮癣和类风湿性关节炎中具

有保护作用。在哮喘的小鼠模型中，IFN-λ使疾病严重程度最小化，嗜酸性粒细胞浸润减少

并且证明远离Th2和Th17细胞因子的Th1免疫偏斜效应(Koltsida等2011)。在小鼠胶原诱导

的关节炎模型中，IFN-λ2治疗通过抑制IL-1和IL-17反应以及中性粒细胞募集而导致疾病

的消除(Blazek等2015)。在牛皮癣病变中，已显示Th17细胞是IFN-λ的来源，其中它可以抑

制Th2细胞因子IL-13(Wolk等2013)。IFN-λ在炎症和自身免疫疾病中的作用仍然模糊不清。

[0029] 关于HCV的三项具有里程碑意义的全基因组关联研究(GWAS)已证明IFN-λ区域的

单核苷酸多态性(SNPs)是响应于聚乙二醇化IFN-λ1/利巴韦林(PEG-IFN/RBV)治疗和自发

性清除慢性HCV感染的最强单一预测因子。这些SNP定位于IFNL3/IFNL4基因座，并且已显示

对所有HCV基因型和所有地理位置都有效(Ge等2009，Suppiah等2009，Tanaka等2009)。

IFNL3/IFNL4基因型在预测所有抗病毒治疗(包括第一代和第二代直接作用抗病毒药物)的
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治疗结果中的作用也扩展到包括CMV，HSV和Epstein-Barr病毒在内的其他病毒感染的广泛

列表(EBV)，以及HCV/HIV和HCV/HBV的共感染(Rallon等，2010，Guo等，2013)。数据与IFN-λ

在控制不同器官，特别是上皮来源的病毒感染中的主要作用一致。

[0030] 有证据表明两种SNP在肝纤维化中的作用，即rs12979860和rs8099917'应答者'基

因型，以及丙型肝炎和乙型肝炎病毒感染和非酒精性脂肪性肝病中肝脏炎症和纤维化的加

速(Bochud等，2012，Eslam等，2015)。

[0031] 已经描述了IFNL3/IFNL4区域中的两种功能变体，其与原始GWAS发现相关联，但可

能存在许多其他尚未鉴定的贡献因子。第一个SNP是ΔG/TT(rs368234815)，其控制IFN-λ4

的产生并且还预测HCV清除(Prokunina-Olsson等，2013)。祖先的'ΔG'等位基因编码功能

性IFN-λ4，其损害HCV清除并因此增加病毒载量，而最近(在进化方面)rs368234815的'TT'

等位基因破坏IFNL4的开放阅读框架(破坏蛋白质表达)并与病毒清除率提高有关。这种明

显的悖论可能与IFNL4的主要细胞内定位和分泌不良有关，并且暗示IFNL4可能抑制其他

IFN-λ家族成员的分泌和功能。IFNL3的3'UTR区域中的第二个SNP(rs4803217)影响IFNL3的

信使RNA稳定性(McFarland等，2014)。尽管这些变异在预测肝纤维化中的作用尚不清楚，特

别是在非HCV队列中，但它们与rs12979860处于连锁不平衡状态，因此需要做更多的工作来

证明是否存在任何关联。

[0032] 总之，迄今已描述IFN-λ具有抗病毒和抗肿瘤活性，免疫-炎性功能和稳态作用。在

本发明中，我们公开了IFN-λs出乎意料地在体外和体内都具有直接作用的抗纤维化作用。

实施例证明干扰素-λ蛋白在体内小鼠慢性肾病模型和具有来自肝，小肠，皮肤，肾和肺器官

系统的相关原代细胞的体外人纤维化模型中具有抗纤维化作用。因此，这些蛋白质在多种

类型的纤维化中具有作为抗纤维化剂的意想不到的潜力，并且可以用于设计用于治疗纤维

化疾病的有效新疗法。

[0033] 术语干扰素-λ(IFN-λ)和干扰素-λ(IFN-λ)在本文中可互换使用，指干扰素-λ家族

的细胞因子。干扰素-λ蛋白和干扰素-λ受体也通过许多其他同义词已知，如表1所示。

[0034] 【表1】
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[0035]

[0036] 在一个实施方案中，干扰素-λ是IFN-λ1。

[0037] 在一个实施方案中，干扰素-λ是IFN-λ2。

[0038] 在一个实施方案中，干扰素-λ是IFN-λ3。

[0039] 在一个实施方案中，干扰素-λ是IFN-λ4。

[0040] IFN-λ1，IFN-λ2，IFN-λ3和IFN-λ4的氨基酸和DNA序列示于图18中。

[0041] IFN-λ可以以融合蛋白的形式使用，例如Fc融合体。Fc融合蛋白由与IFN-λ融合的

抗体(例如IgG)的Fc结构域组成。由于Fc结构域的结合，Fc融合蛋白形成二聚体。因此IFN-λ

可以是二聚体形式，也可以是单体形式。

[0042] 【功能性模拟物】

[0043] 在一个实施方案中，干扰素-λ是IFN-λ1的功能性模拟物。

[0044] 在一个实施方案中，干扰素-λ是IFN-λ2的功能性模拟物。

[0045] 在一个实施方案中，干扰素-λ是IFN-λ3的功能性模拟物。

[0046] 在一个实施方案中，干扰素-λ是IFN-λ4的功能性模拟物。

[0047] 术语“功能性模拟物”是指与野生型蛋白质具有相同或相似生物学效应的分子。例

如，干扰素-λ功能性模拟物可以激活干扰素-λ受体并驱动IFN-刺激的基因的转录。
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[0048] 在一个实施方案中，功能性模拟物可以如实施例1中所述在体内纤维化模型中降

低羟脯氨酸水平。在一个实施方案中，功能性模拟物可以在体外纤维化模型中抑制纤连蛋

白和/或胶原沉积，如实施例2中所述。

[0049] 在一个实施方案中，干扰素-λ功能性模拟物是IFN-λ1的片段。

[0050] 在一个实施方案中，干扰素-λ功能性模拟物是IFN-λ2的片段。

[0051] 在一个实施方案中，干扰素-λ功能性模拟物是IFN-λ3的片段。

[0052] 在一个实施方案中，干扰素-λ功能性模拟物是IFN-λ4的片段。

[0053] 在一个实施方案中，干扰素-λ功能性模拟物是IFN-λ1的变体。

[0054] 在一个实施方案中，干扰素-λ功能性模拟物是IFN-λ2的变体。

[0055] 在一个实施方案中，干扰素-λ功能性模拟物是IFN-λ3的变体。

[0056] 在一个实施方案中，干扰素-λ功能性模拟物是IFN-λ4的变体。

[0057] 变体干扰素-λ可以是或可以包含图18中所示的特定序列之一的变体。例如，变体

可以是图18中任何氨基酸序列的取代，缺失或添加变体。片段例如，IFN-λ的大小可以具有

大于50个氨基酸，大于100个氨基酸或大于150个氨基酸的大小。

[0058] 与图18中的特定氨基酸序列相比，变体干扰素-λ可包含1、2、3、4、5，最多10，最多

20或更多(通常最多50个)氨基酸取代，缺失和/或添加。“缺失”变体可包括缺失单个氨基

酸，缺失小的氨基酸组，例如2、3、4或5个氨基酸，或删除较大的氨基酸区域，例如缺失特定

氨基酸结构域或其他特征。“取代”变体通常涉及用相同数量的氨基酸取代一个或多个氨基

酸并进行保守氨基酸取代。例如，氨基酸可以被具有相似性质的替代氨基酸取代，例如，另

一种碱性氨基酸，另一种酸性氨基酸，另一种中性氨基酸，另一种带电荷的氨基酸，另一种

亲水性氨基酸，另一种疏水性氨基酸，另一种极性氨基酸，另一种芳香族氨基酸或另一种脂

肪族氨基酸。表2中显示了可用于选择合适取代基的20种主要氨基酸的一些性质。

[0059] 【表2】

[0060]

Ala 脂肪族，疏水，中性 Met 疏水，中性

Cys 极性，疏水，中性 Asn 极性，亲水，中性

Asp 极性，亲水，带电(-) Pro 疏水，中性

Glu 极性，亲水，带电(-) Gln 极性，亲水，中性

Phe 芳族，疏水，中性 Arg 极性，亲水，带电(+)

Gly 脂肪族，中性 Ser 极性，亲水，中性

His 芳族，极性，亲水，带电(+) Thr 极性，亲水，中性

Ile 脂肪族，疏水，中性 Val 脂肪族，疏水，中性

Lys 极性，亲水，带电(+) Trp 芳族，疏水，中性

Leu 脂肪族，疏水，中性 Tyr 芳族，极性，疏水

[0061] 变体干扰素-λ可与图18中的氨基酸序列具有大于约60％，或大于约70％，例如

75％或80％，通常大于约85％，例如超过约90或95％的氨基酸同一性。变体可与图18中的序

列保留至少约90％，91％，92％，93％，94％，95％，96％，97％，98％或99％的同一性。变体通

常保留约60％-约99％的同一性，约80％-约99％的同一性，约90％-约99％的同一性或约

95％-约99％的同一性。可以在相关的SEQ  ID  NO序列的整个长度上或在序列的一部分上观
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察到该水平的氨基酸同一性，例如跨越约20、30、50、75、100、150、200或更多个氨基酸。

[0062] 如本文所用的术语“同一性”表示在比对序列中的任何特定位置，氨基酸残基在序

列之间是相同的。如本文所用的术语“相似性”表示，在比对序列中的任何特定位置，氨基酸

残基在序列之间具有相似类型。例如，亮氨酸可以取代异亮氨酸或缬氨酸。通常可以彼此取

代的其他氨基酸包括但不限于：

[0063] ·苯丙氨酸，酪氨酸和色氨酸(具有芳香侧链的氨基酸)

[0064] ·赖氨酸，精氨酸和组氨酸(具有碱性侧链的氨基酸)；

[0065] ·天冬氨酸和谷氨酸(具有酰胺侧链的氨基酸)；和

[0066] ·半胱氨酸和甲硫氨酸(具有含硫侧链的氨基酸)。

[0067] 在一个实施方案中，干扰素-λ功能性模拟物是IFN-λ1的衍生物。

[0068] 在一个实施方案中，干扰素-λ功能性模拟物是IFN-λ2的衍生物。

[0069] 在一个实施方案中，干扰素-λ功能性模拟物是IFN-λ3的衍生物。

[0070] 在一个实施方案中，干扰素-λ功能性模拟物是IFN-λ4的衍生物。

[0071] 在一个实施方案中，干扰素-λ可以是或可以包含图18中所示的特定序列之一的衍

生物。在一个实例中，衍生物可以包括天然存在的氨基酸的结构类似物。或者，可以修饰氨

基酸，例如标记。

[0072] 在一个实施方案中，本发明的干扰素-λ是聚乙二醇化的，即干扰素-λ与聚(乙二

醇)(PEG)共价连接。产生聚乙二醇化蛋白质的方法是本领域熟知的，参见例如Chapman  A

等，2002，Advanced  Drug  Delivery  Reviews  54：531-545。

[0073] 在一个实施方案中，聚乙二醇化干扰素-λ是PEG干扰素λ-1a“λ”(Andersen等，

2013)。“λ”是最初在ZymoGenetics(现为Bristol-Myers  Squibb的全资子公司)开发的研究

型III型干扰素治疗剂。它于2016年获得了Eiger  Biopharmaceuticals的许可，目前正在进

行临床开发，用于治疗慢性丁型肝炎病毒(HDV)感染。

[0074] 在一个实施方案中，干扰素-λ功能性模拟物是抗体。

[0075] 本发明的抗体分子可包含具有全长重链和轻链的完整抗体分子或其片段或抗原

结合部分。术语抗体的“抗原结合部分”是指抗体的一个或多个片段，其保留选择性结合抗

原的能力。已经显示抗体的抗原结合功能可以通过全长抗体的片段进行。抗体和其片段及

其抗原结合部分可以是但不限于Fab，修饰的Fab，Fab'，修饰的Fab'，F(ab')2，Fv，单结构域

抗体(例如VH或VL或VHH)，scFv，bi，tri或四价抗体，Bis-scFv，双抗体，三抗体，四抗体和任

何上述的表位结合片段(参见例如Holliger和Hudson，2005，Nature  Biotech.23(9)：1126-

1136；Adair和Lawson，2005，Drug  Design  Reviews-Online  2(3)，209-217)。用于产生和制

造这些抗体片段的方法是本领域熟知的(参见例如Verma等，1998，Journal  of 

Immunological  Methods，216，165-181)。用于本发明的其他抗体片段包括国际专利申请WO 

2005/003169，WO  2005/003170和WO  2005/003171中描述的Fab和Fab'片段以及国际专利申

请WO2009/040562中描述的Fab-dAb片段。多价抗体可以包含多种特异性或可以是单特异性

的(参见例如WO  92/22853和WO  05/113605)。可以使用本领域技术人员已知的常规技术获

得这些抗体片段，并且可以以与完整抗体相同的方式筛选片段的效用。

[0076] 本发明的抗体是干扰素-λ功能性模拟物，并且引发与野生型蛋白质相同或相似的

生物学效应。例如，抗体可以结合干扰素-λ受体上的表位，激活受体信号传导并驱动IFN刺
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激的基因的转录。

[0077] 在一个实施方案中，干扰素-λ衍生物是小分子化学实体(例如分子量小于900道尔

顿的化学实体)。

[0078] 筛选化学文库以鉴定可能是潜在候选药物的小分子化学实体的方法是本领域已

知的。例如，如实施例2中所述，可以在配体-受体结合测定中或在器官纤维化的细胞培养模

型中测试化学文库。

[0079] 【纤维化疾病】

[0080] 可以使用本发明的干扰素-λ治疗的纤维化疾病的实例包括但不限于间质性肺病，

肺纤维化，例如特发性肺纤维化，矽肺病，过敏性肺炎，非特异性间质性肺炎，类风湿性肺，

硬皮病，慢性阻塞性肺病和囊性纤维化；肾纤维化(包括慢性肾小球肾炎，肾小管间质性肾

病和肾遗传性疾病)，如糖尿病肾病，高血压性肾硬化，局灶性节段性肾小球硬化，IgA肾病，

系膜增生性肾小球肾炎，膜性肾病，肾血管疾病，多囊肾病，慢性移植肾肾病和

Goodpastures疾病；肝纤维化和肝硬化包括原发性硬化性胆管炎，原发性胆汁性肝硬化，酒

精性肝病和非酒精性脂肪性肝炎(包括其他脂肪酸性肝病)；以及心内膜心肌纤维化，纵隔

纤维化，骨髓纤维化，腹膜后纤维化，包裹性腹膜纤维化，进行性大块纤维化，肾源性系统性

纤维化，克罗恩病(加上其他肠道狭窄引起的疾病)，瘢痕疙瘩，心肌梗塞，硬皮病，系统性硬

化和关节纤维化。

[0081] 在一个实施方案中，纤维化是肾纤维化(在这种情况下，IFN-λ可以是IFN-λ1、IFN-

λ2、IFN-λ3或IFN-λ4)。

[0082] 在一个实施方案中，纤维化是肺纤维化(在这种情况下，IFN-λ可以是IFN-λ1、IFN-

λ2、IFN-λ3或IFN-λ4)。

[0083] 在一个实施方案中，纤维化是小肠纤维化(在这种情况下，IFN-λ可以是IFN-λ1、

IFN-λ2、IFN-λ3或IFN-λ4)。

[0084] 在一个实施方案中，纤维化是皮肤纤维化(在这种情况下，IFN-λ可以是IFN-λ1、

IFN-λ2、IFN-λ3或IFN-λ4)。

[0085] 在一个实施方案中，纤维化是肝纤维化(在这种情况下，IFN-λ可以是IFN-λ1、IFN-

λ2、IFN-λ3或IFN-λ4)。

[0086] 在一个实施方案中，纤维化是腹膜纤维化(在这种情况下，IFN-λ可以是IFN-λ1、

IFN-λ2、IFN-λ3或IFN-λ4)。

[0087] 在一个实施方案中，纤维化是胰腺纤维化(在这种情况下，IFN-λ可以是IFN-λ1、

IFN-λ2、IFN-λ3或IFN-λ4)。

[0088] 在一个实施方案中，纤维化是动脉粥样硬化(在这种情况下，IFN-λ可以是IFN-λ1、

IFN-λ2、IFN-λ3或IFN-λ4)。

[0089] 在一个实施方案中，纤维化选自肾纤维化，肺纤维化，小肠纤维化，皮肤纤维化，肝

纤维化，腹膜纤维化，胰腺纤维化和动脉粥样硬化。

[0090] 在一个实施方案中，纤维化选自肾纤维化，肺纤维化，小肠纤维化，皮肤纤维化，腹

膜纤维化，胰腺纤维化和动脉粥样硬化。

[0091] 在一个实施方案中，纤维化与微生物感染无关，例如病毒感染。因此，本发明中治

疗的受试者可以是没有感染的受试者，例如病毒感染。例如，受试者可以是没有已知可被
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IFN-λ治疗的病毒感染的受试者。受试者可以是未感染肝炎病毒的受试者，例如甲型肝炎，

乙型或丙型肝炎；流感病毒；严重急性呼吸综合征(SARS)病毒；冠状病毒；人免疫缺陷病毒

(HIV)；单纯疱疹病毒2型(HSV2)；巨细胞病毒(CMV)；中东呼吸综合征(MERS)病毒；诺如病

毒；轮状病毒；或埃博拉病毒。

[0092] 【药物组合物，剂量和剂量方案】

[0093] 本发明的干扰素-λ或其功能活性片段或衍生物可以以药物组合物的形式提供。药

物组合物通常是无菌的，可另外包含药学上可接受的佐剂和/或载体。

[0094] 如本文所用，“药学上可接受的载体”包括生理上相容的任何和所有溶剂，分散介

质，包衣，抗细菌剂和抗真菌剂，等渗剂和吸收延迟剂等。载体可适用于肠胃外，例如静脉

内，肌肉内，皮内，眼内，腹膜内，皮下，脊柱或其他胃肠外给药途径，例如通过注射或输注。

或者，载体可适用于非肠胃外给药，例如局部，表皮或粘膜给药途径。载体可适用于口服给

药。取决于给药途径，干扰素-λ或其功能活性片段或衍生物可以包被在材料中以保护其免

受酸和其它可能使其失活的天然条件的作用。

[0095] 本发明的药物组合物可包含一种或多种药学上可接受的盐。“药学上可接受的盐”

是指保留母体化合物的所需生物活性并且不赋予任何不期望的毒理学作用的盐。这些盐的

实例包括酸加成盐和碱加成盐。

[0096] 药学上可接受的载体包括含水载体或稀释剂。可用于本发明药物组合物的合适含

水载体的实例包括水，缓冲水和盐水。其他载体的实例包括乙醇，多元醇(例如甘油，丙二

醇，聚乙二醇等)，及其合适的混合物，植物油(例如橄榄油)和可注射的有机酯(例如油酸乙

酯)。在许多情况下，希望在组合物中包含等渗剂，例如糖，多元醇如甘露醇，山梨糖醇或氯

化钠。

[0097] 治疗组合物通常必须在制造和储存条件下是无菌和稳定的。该组合物可以配制成

溶液，微乳液，脂质体或适于高药物浓度的其他有序结构。

[0098] 本发明的药物组合物可包含另外的活性成分。

[0099] 包含本发明的干扰素-λ和使用说明书的试剂盒也在本发明的范围内。试剂盒可以

进一步含有一种或多种另外的试剂，例如上面讨论的另外的治疗剂或预防剂。

[0100] 可以施用本发明的干扰素-λ或其制剂或组合物用于纤维化疾病的预防性和/或治

疗性治疗。

[0101] 在一个实施方案中，纤维化疾病的治疗是治疗性治疗。在治疗应用中，化合物以足

以治愈，缓解或部分阻止病症或其一种或多种症状的量给予已经患有如上所述的病症或病

症的受试者。这种治疗性治疗可导致疾病症状的严重性降低，或无症状期的频率或持续时

间的增加。足以实现此目的的量被定义为“治疗有效量”。

[0102] 在一个实施方案中，纤维化疾病的治疗是预防性治疗。在预防性应用中，将制剂施

用于具有如上所述的病症或病症风险的受试者，其量足以预防或减少病症或其一种或多种

症状的后续影响。足以实现此目的的量被定义为“预防有效量”。

[0103] 每种目的的有效量将取决于疾病或损伤的严重程度以及受试者的体重和一般状

态。

[0104] 给药对象可以是人或非人动物。术语“非人动物”包括所有脊椎动物，例如哺乳动

物和非哺乳动物，例如非人灵长类动物，绵羊，狗，猫，马，牛，鸡，两栖动物，爬行动物等，对
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人施用是典型的。

[0105] 本发明的抗体/调节剂或药物组合物可以使用本领域已知的多种方法中的一种或

多种通过一种或多种给药途径给药。如本领域技术人员所理解的，给药途径和/或方式将根

据所需结果而变化。本发明药物组合物的给药途径的实例包括静脉内，肌肉内，皮内，眼内，

腹膜内，皮下，脊柱或其它肠胃外给药途径，例如通过注射或输注。本文所用的短语“肠胃外

给药”是指除肠内和局部给药以外的给药方式，通常通过注射给药。或者，本发明的药物组

合物可以通过非肠胃外途径给药，例如局部，表皮或粘膜给药途径。本发明的药物组合物可

以用于口服给药。

[0106] 合适剂量的本发明药物组合物可由熟练的医师确定。可改变本发明药物组合物中

活性成分的实际剂量水平，以获得有效实现特定患者，组合物和给药方式的所需治疗反应

的活性成分的量，对病人有毒。选择的剂量水平将取决于多种药代动力学因素，包括所用本

发明特定组合物的活性，给药途径，给药时间，所用特定化合物的排泄速率，治疗持续时间，

与所用特定组合物组合使用的其他药物，化合物和/或材料，所治疗患者的年龄，性别，体

重，状况，一般健康状况和既往病史，以及医学领域中众所周知的相似因素。

[0107] 合适的剂量可以是，例如，待治疗患者的约0.01μg/kg至约1000mg/kg体重，通常约

0.1μg/kg至约100mg/kg体重。例如，合适的剂量可以是每天约1μg/kg至约10mg/kg体重或每

天约10μg/kg至约5mg/kg体重。

[0108] 可以调整剂量方案以提供最佳的所需反应(例如，治疗反应)。例如，可以施用单剂

量，可以随时间施用几个分开的剂量，或者可以按照治疗情况的紧急程度按比例减少或增

加剂量。如本文所用的剂量单位形式是指适合作为待治疗受试者的单位剂量的物理上离散

的单位；每个单元含有预定量的活性化合物，经计算可与所需的药物载体一起产生所需的

治疗效果。

[0109] 给药可以是单剂量或多剂量。多剂量可以通过相同或不同的途径给予相同或不同

的位置。或者，剂量可以通过持续释放制剂，在这种情况下需要较低频率的给药。剂量和频

率可以根据患者中拮抗剂的半衰期和所需治疗的持续时间而变化。

[0110] 如上所述，本发明的调节剂/抗体或药物组合物可与一种或多种其他治疗剂共同

施用。

[0111] 可以以多种不同方式实现两种或更多种药剂的组合施用。两者可以在单一组合物

中一起施用，或者它们可以作为组合疗法的一部分在单独的组合物中施用。例如，可以在另

一个之前，之后或同时施用。

[0112] 在一个实施方案中，本发明的干扰素-λ与另一种治疗活性化合物联合给药。在一

个实施方案中，其他治疗活性化合物是另一种抗纤维化治疗剂。

[0113] 或者，干扰素-λ可以不与另一种治疗活性化合物组合施用。例如，用干扰素-λ治疗

的患者可以是未用抗病毒剂治疗的患者，例如另一种干扰素(例如I型干扰素或II型干扰

素，例如干扰素-γ)。

[0114] 【附图】

[0115] 图1：在肾病的阿霉素模型中鉴定IL-28A作为抗纤维化的命中

[0116] 在筛选条件下，在通过静脉注射施用阿霉素而诱导慢性肾病之前，通过水动力学

转染将小鼠IL-28A(ILFNL2)作为cDNA对(即具有另一种未公开的cDNA的IL-28A  cDNA)(所
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有处理组的n＝15组大小)引入小鼠中。在注射阿霉素之前，用盐水转染对照小鼠。监测小鼠

至多49天并且终止肾羟脯氨酸水平(图1(a)和(b))和血清肌酸酐水平(图1(c))(对于初筛

没有条件存活数据)。

[0117] 羟脯氨酸(μg/mg肾)和血清肌酸酐(μg/mL)的数字是盒状和须状图。中心水平线显

示数据的中位数，盒子从第25百分位数延伸到第75百分位数。'胡须'涵盖了典型的数据范

围。标准化的羟脯氨酸(肾胶原)显示平均值，误差条为+SEM，****p＜0 .0001，***p＜

0.001，*p＜0.05。

[0118] 图2：在肾病的阿霉素模型中确认IL-28A作为抗纤维化的命中

[0119] 在通过IV注射施用阿霉素以诱导慢性肾病之前，通过水动力学转染将小鼠IL-28A

(IFNL2)作为单个cDNA(所有治疗组的n＝22组大小)引入小鼠。在注射阿霉素之前，用盐水

转染对照小鼠。对小鼠进行随访49天。终止时，测量肾羟脯氨酸水平(图2(a)和(b))和血清

肌酸酐水平(图2(c))，并在整个研究期间记录条件存活数据(图2(d))。

[0120] 羟脯氨酸(μg/mg肾)和血清肌酸酐(μg/mL)的数字是盒状和须状图。中心水平线显

示数据的中位数，盒子从第25百分位数延伸到第75百分位数。'胡须'涵盖了典型的数据范

围。标准化的羟脯氨酸(肾胶原)显示平均值，误差条为+SEM，****p＜0 .0001，***p＜

0.001，*p＜0.05。

[0121] 图3：在肾病的阿霉素模型中鉴定IL-28B作为抗纤维化的命中

[0122] 在初步筛选中，在阿霉素之前，通过水动力学转染将小鼠IL-28B(ILFNL3)作为

cDNA对(所有治疗组的n＝15组大小)引入小鼠组，并且监测小鼠长达49天，测量终止肾羟脯

氨酸水平(图3(a)和(b))和血清肌酸酐水平(图3(c))(初级筛选没有条件存活数据)。在注

射阿霉素之前，用盐水转染对照小鼠。

[0123] 羟脯氨酸(μg/mg肾)和血清肌酸酐(μg/mL)的数字是盒状和须状图。中心水平线显

示数据的中位数，盒子从第25百分位数延伸到第75百分位数。'胡须'涵盖了典型的数据范

围。标准化的羟脯氨酸(肾胶原)显示平均值，误差条为+SEM，****p＜0 .0001，***p＜

0.001，*p＜0.05。

[0124] 图4：在肾病的阿霉素模型中确认IL-28B作为抗纤维化的命中

[0125] 在阿霉素之前，通过水动力学转染将小鼠IL-28B(IFNL3)作为单个克隆(在每个处

理组中n＝22组大小)引入小鼠组，并且将小鼠随访至49天。在注射阿霉素之前，用盐水转染

对照小鼠。终止时，测量肾羟脯氨酸水平(图4(a)和(b))和血清肌酸酐水平(图4(c))，并在

整个研究期间记录条件存活数据(图4(d))。

[0126] 羟脯氨酸(μg/mg肾)和血清肌酸酐(μg/mL)的数字是盒状和须状图。中心水平线显

示数据的中位数，盒子从第25百分位数延伸到第75百分位数。'须'涵盖了典型的数据范围。

标准化的羟脯氨酸(肾胶原)显示平均值，误差条为+SEM，****p＜0.0001，***p＜0.001，*p

＜0.05。

[0127] 图5：肾病阿霉素模型中IL-28B和IL-28A作为抗纤维化的组织学确认

[0128] 在终止时，将来自图2和图4中描述的研究的肾固定在NBF中，石蜡包埋，切片，并用

苏木精和曙红(H&E)，天狼猩红(PSR)或masons  trichrome(MT)染色。然后用Hamamatsu载玻

片扫描仪对载玻片成像。PSR染色的肾切片的代表性图像显示了图5(a)中的IL-28B，用于1

只幼稚小鼠，3只盐水阿霉素处理的小鼠和3只阿霉素处理的小鼠(其也接受IL-28B和IL-
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28A)；图5(f)为1只幼稚小鼠，3只盐水阿霉素处理的小鼠和3只阿霉素处理的小鼠(其也接

受IL-28A)。对IL-28B组(10只幼稚，18只盐水和22只IL-28B处理的小鼠)和IL-28A组(8只幼

稚，20只盐水和19只IL-28A处理的小鼠)的所有终末小鼠肾切片进行成像，并且使用

Definiens图像分析平台估计PSR染色所覆盖的总面积分别如图5(b)和图5(g)所示。此外，

所有载玻片均由纤维化领域的独立专家(2名科学家和1名临床病理学家)手动评分纤维化，

并根据H&E染色计算IL-28B的病理学评分(图5(c))和PSR染色(图5(d)和(e))和来自PSR染

色的IL-28A(图(h))和MT染色(图(i))。放大倍数＝×100。

[0129] 图6：IL-28A在肝脏体外ECM纤维化模型中的作用

[0130] 人原代星状细胞(图6(a))(以1000个细胞/孔接种)或人原代星状细胞与人原代肝

细胞共培养(图6(b))(以1000个细胞/孔，1:1比例接种)用IL-28A培养5天。除去细胞，通过

在Cellomics  Arrayscan上成像和定量的免疫荧光标记测量ECM蛋白，纤连蛋白，胶原蛋白I

和III和胶原IV。数据表示平均总强度，绘制为4个独立孔的平均值+/-SD。

[0131] 图7：IL-28A和IL-28B在肝脏体外ECM纤维化模型加TGFβ中的作用

[0132] 将人原代星状细胞(1000个细胞/孔)(图7a))或与人原代肝细胞共培养的人原代

星状细胞(1000个细胞/孔，1:1比例)(图7(b))用IL-28A或IL-28B处理，在250pg/ml的TGFβ

存在下培养5天。除去细胞，通过在Cellomics  Arrayscan上成像和定量的免疫荧光标记测

量ECM蛋白，纤连蛋白，胶原蛋白I和III和胶原IV。数据表示平均总强度，绘制为4个独立孔

的平均值+/-SD。

[0133] 图8：高含量图像显示IL-28A和IL-28B在TGFβ1刺激的星状细胞-肝细胞共培养ECM

中的作用

[0134] 将与用TGFβ1(250pg/ml)刺激的原代肝细胞共培养的人原代星状细胞(比例为1:

1，最终细胞浓度为1000个细胞/孔)单独培养(TGFβ1共培养)或用IL-28A或IL-28B在10000、

1000、100或10ng/ml下处理持续5天。显示的图像来自每个条件的16个字段中的1个代表性

字段。用×10物镜进行放大。

[0135] 图9：IL-28A，IL-28B和IL-29在TGFβ1刺激的小肠成纤维细胞ECM体外模型中的作

用

[0136] 在TGFβ(10ng/ml)存在下，用IL-28A，IL-28B或IL-29(均为10ng/ml)培养人原代小

肠成纤维细胞(2000细胞/孔)7天。除去细胞，通过在Cellomics  Arrayscan上成像和定量的

免疫荧光标记测量ECM蛋白，纤连蛋白，胶原蛋白I和III和胶原IV。数据表示平均总强度，绘

制为4个独立孔的平均值+/-SD。

[0137] 图10：皮肤角质形成细胞-成纤维细胞共培养ECM体外模型中IL-28A和IL-28B的抑

制％

[0138] 将来自3个单独批次的人原代真皮成纤维细胞置于与原代人角质形成细胞共培养

(比例为9:1，最终细胞浓度为1500个细胞/孔)，并用增加量的IL-28A或IL-28B处理7天。除

去细胞，通过在Cellomics  Arrayscan上成像和定量的免疫荧光标记测量ECM蛋白，纤连蛋

白，胶原蛋白I和III和胶原IV。来自3批的标准化数据计算为％抑制并绘制为平均值±SD。

用Presto蓝测量细胞活力，将3个成纤维细胞批次与角质形成细胞共培养以归一化以控制

共培养，并将数据平均以得到倍数变化。

[0139] 图11：IL-28A，IL-28B和IL-29在皮肤角质形成细胞-成纤维细胞共培养ECM体外模
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型中的作用

[0140] 与原代人角质形成细胞共培养的人原代真皮成纤维细胞(比例为9:1，最终细胞浓

度为1500个细胞/孔)用IL-29，IL-28A或IL-28B以1250-10000ng/ml细胞因子的浓度范围处

理7天。除去细胞并通过免疫荧光标记测量ECM蛋白，纤连蛋白，胶原蛋白I和III和胶原IV，

在Cellomics  Arrayscan上进行成像和定量。数据表示平均总强度，绘制为4个独立孔的平

均值+/-SD。

[0141] 用Presto蓝测量细胞活力。

[0142] 图12：显示IL-28A，IL-28B和IL-29在皮肤角质形成细胞-成纤维细胞共培养ECM体

外模型中的作用的高含量图像

[0143] 来自代表性供体的人原代真皮成纤维细胞与原代角质形成细胞共培养(比例为9:

1，最终细胞浓度为1500个细胞/孔)单独培养(对照)或用IL-29，IL-28A或IL-28B在10000或

1250ng/ml下持续7天。图像代表来自纤连蛋白，Col  I和III和Col  IV  ECM基质蛋白的组合

信号，并且显示来自每种条件的总共16个视野的1个代表性视野。用×10物镜进行放大。

[0144] 图13：IL-28A和IL-28B在IL-1α刺激的皮肤成纤维细胞ECM体外模型中的作用

[0145] 用IL-1α(10ng/ml)刺激的人原代真皮成纤维细胞(1500个细胞/孔)用增加量的培

养物中的IL-28A或IL-28B处理7天。除去细胞，通过在Cellomics  Arrayscan上成像和定量

的免疫荧光标记测量ECM蛋白，纤连蛋白，胶原蛋白I和III和胶原IV。数据表示平均总强度，

绘制为4个独立孔的平均值+/-SD。

[0146] 用Presto蓝测量细胞活力。数据代表两种不同成纤维细胞批次中的一种。

[0147] 图14：IL-28A，IL-28B和IL-29在肾RPTEC-成纤维细胞共培养ECM体外模型中的作

用

[0148] 将人原代肾小管上皮细胞(RPTEC)置于与原代人肾成纤维细胞共培养(比例为1:

1，最终接种细胞浓度为2000个细胞/孔)并用IL-29，IL-28A或IL-28B处理7天。除去细胞，通

过在Cellomics  Arrayscan上成像和定量的免疫荧光标记测量ECM蛋白，纤连蛋白和胶原蛋

白I和III。数据表示平均总强度，绘制为4个独立孔的平均值+/-SD。用Presto蓝测量细胞活

力。在第0天将IL-29，IL-28A或IL-28B加入到RPTEC和成纤维细胞的共培养物中(图14(a))，

或者在与成纤维细胞组合之前加入到RPTEC中24小时(图14(b))或在与RPTEC组合之前将其

加入成纤维细胞中24小时(图14(c))。

[0149] 图15：IL-28A，IL-28B和IL-29在肾RPTEC-成纤维细胞共培养ECM体外模型中作用

的添加形式的比较

[0150] 重新绘制图14中呈现的数据，显示IL-28A，IL-28B和IL-29在肾共培养细胞系统中

的作用，使用一个图中的3种不同的添加方案，其中将IL-28A，IL-28B或IL-29一起加入到

RPTEC和HRF的共培养物(称为共培养物)中，首先加入到RPTEC中，24小时后引入HRF(称为首

先添加RPTEC)，及首先加入HRFs和24小时后引入RPTEC(称为首先添加HRF)，共培养7天，纤

连蛋白和胶原I和III数据分别重新绘制在图15(a)和(b)中。对于每种细胞因子，分析ECM标

记物，使用方差分析，考虑添加顺序(共培养，RPTEC优先和HRF优先)和剂量(0至10000ng/

ml)之间的差异。进行分析后比较，并使用Bonferroni校正来调整报告的p值。所有分析均使

用SAS  v9 .4(SAS  Institute)进行。细胞因子达到显著的剂量在图上标出，其中****p＜

0.0001，***p＜0.001，**p＜0.01和*p＜0.05。
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[0151] 图16：显示IL-28A，IL-28B和IL-29在肾RPTEC-成纤维细胞共培养ECM中的作用的

高含量图像

[0152] 将人原代肾近端小管细胞(RPTEC)与原代人肾成纤维细胞共培养(比例为1:1，最

终细胞浓度为2000细胞/孔，接种时)单独培养(对照)或用IL-29处理，IL-28A或IL-28B，

1000、100或10ng/ml，持续7天。如图14(b)所示，在将成纤维细胞包含在培养物中之前24小

时，将细胞因子加入到RPTEC中。显示的图像来自每个条件的总共16个场中的1个代表性场。

用×10物镜进行放大。

[0153] 图17：IL-28A和IL-28B在肺SAEpithelial-fibroblast共培养ECM体外模型中的作

用

[0154] 与人IPF原代肺成纤维细胞共培养的原代人小气道肺上皮细胞(SAEpithelial)

(在接种时最终细胞浓度为2000细胞/孔时1:1比例)用IL-28A或IL-28B处理7天。除去细胞

并通过免疫荧光标记测量ECM蛋白，纤连蛋白，胶原蛋白I和III和胶原蛋白IV，同时通过

Flamingo粉红染色鉴定总ECM蛋白。在Cellomics  Arrayscan上进行成像和定量。数据表示

平均总强度，绘制为4个独立孔的平均值+/-SD。用Presto蓝测量细胞活力，读出荧光。

[0155] 图18：IFNL1，IFNL2，IFNL3和IFNL4的蛋白质和DNA序列

[0156] IFNL1，IFNL2，IFNL3和IFNL4的蛋白质序列来自Uniprot数据库，IFNL1，IFNL2，

IFNL3和IFNL4的DNA序列来自GenBank。

[0157] 图19：IL-28A和IL-29在体外人肝星状细胞和肝纤维化上皮细胞共培养模型中的

作用

[0158] 将人原代星状细胞和原发性肝内胆管上皮细胞置于1000个细胞/孔(1:1比例)的

共培养物中，并用IL-28A或IL-29处理5天。除去细胞，通过在Cellomics  Arrayscan上成像

和定量的免疫荧光标记测量ECM蛋白，纤连蛋白，胶原蛋白I和III和胶原IV。数据表示平均

总强度，绘制为4个独立孔的平均值+/-SD。

[0159] 图20：体外3D肾小球球体肾小球硬化模型中IL-28A对足细胞存活的影响

[0160] (a)由GFP标记的人足细胞包围的人肾小球内皮细胞的内核构建3D肾小球球状体。

(b)球状体在培养基中生长或用局灶性节段性肾小球硬化(FSGS)患者血浆处理，终浓度为

15％加上或减去人IL-28A蛋白的存在。在每个实验中并且对于每种条件，成像至少5个球状

体。(c)然后使用Definiens图像分析来分析这些球状体的2D最大强度投影(MIP)，以在不同

培养条件下定义绿色通道中阈值强度以上的标记区域，将其绘制为细胞标记区域作为总球

状区域的比例。7％的足细胞是GFP标记的

[0161] 图21：小鼠IL-28B的水动力转染可防止小鼠单侧输尿管梗阻(UUO)肾纤维化模型

中的纤维化

[0162] 小鼠是UUO操作(UUO操作对照HDT，n＝10)，非操作(非操作，n＝5)，UUO操作但在

第-1天用IL-28B治疗而预防性给药(IL-28BHDT，第-1天，n＝10)或在第7天用IL-28B治疗给

药(IL-28B  HDT，第7天，n＝10)并且在第21天终止所有动物，取出肾，在NBF中固定，石蜡包

埋切片，并用天狼猩红(PSR)染色。然后用Hamamatsu载玻片扫描仪对载玻片成像。PSR染色

的肾切片的代表性图像显示在图21(a)中，1只正常小鼠，2只UUO操作的对照小鼠，2只UUO操

作的，并通过水动力学转染在第-1天用IL-28B处理小鼠或2只UUO操作的，并在第7天用IL-

28B处理小鼠。对所有终末小鼠肾切片(5×非手术，10×UUO对照，第1天10×UUO  IL-28B和
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第7天10×UUOIL-28B处理小鼠)进行成像，并且PSR染色覆盖的总面积为估计使用

Definiens图像分析平台读出总染色区域(图21(b))或高强度染色区域(图21(c))。与使用

Dunnet多重比较试验的SEAP对照相比，使用治疗组将％胶原区域显示为平均值+/-SEM；**

＝p＜0.01，***p＜0.001，****＝P＜0.0001。

[0163] SEAP＝分泌的碱性磷酸酶控制蛋白

[0164] 图22：IL-29在肾纤维化的体外人肾肾近端小管上皮细胞单培养模型中的作用

[0165] 将人原代肾近端小管上皮细胞置于2000细胞/孔的共培养物中，并用IL-29处理5

天。除去细胞，通过在Cellomics  Arrayscan上成像和定量的免疫荧光标记测量ECM蛋白，纤

连蛋白，胶原蛋白I和III和胶原IV。数据表示平均总强度，绘制为4个独立孔的平均值+/-

SD。

[0166] 图23：通过水动力转染用人IL-29治疗在小鼠单侧输尿管梗阻肾纤维化模型中防

止肾小管间质纤维化

[0167] 用含有SEAP(n＝10)的对照载体或含有人IL-29构建体(n＝9)的载体对C57Bl/6小

鼠进行水动力学转染。转染后24小时，对小鼠进行左肾的单侧输尿管梗阻(UUO)或未操作的

小鼠(n＝4)。7天后，重复进行水动力学转染，并在UUO后19天宰杀动物。图23(a)；在第0天

(转染后24小时)和第19天再次从小鼠中取血清样品并分析人IL-29蛋白。绘制人IL-29水

平，比较第0天UUO  IL-29组，末端D19UUO  SEAP组和末端UUO  IL-29组中的IL-29水平。

[0168] 回收肾，固定在NBF中，石蜡包埋，切片并用天狼猩红(PSR)染色，然后用Hamamatsu

载玻片扫描仪对载玻片成像。图23(b)显示来自正常肾，用含有对照SEAP的载体或含有人

IL-29的载体转染的UUO肾的代表性图像，如100×(顶行)和200×(底线)放大所示。对所有

终末小鼠肾切片(4×非手术，10×UUO  SEAP对照，第1天9×UUO  IL-29)进行成像，并使用

Definiens图像分析平台估计PSR染色覆盖的总染色区域(图23(c))。使用未校正的Fisher'

s  LSD比较试验，使用IL-29治疗组与UUO+SEAP对照组相比，％胶原区域显示为平均值+/-

SEM；**＝p＜0.01。

[0169] SEAP＝分泌的碱性磷酸酶控制蛋白
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【实施例】

[0232] 【摘要】

[0233] 干扰素-λ(IFN-λ)家族的细胞因子，称为IFN-λ1(IL-29)，IFN-λ2(IL-28A)和IFN-λ

3(IL-28B)，通过由IFN-λR1(IL-28R1)和白细胞介素-10R2(IL-10R2)受体链组成的独特的

受体复合物发出信号。

[0234] 在小鼠阿霉素诱导的慢性肾病(CKD)模型中使用水动力学转染体内筛选，报道

IFN-λ2和IFN-λ3为命中。根据肾纤维化水平调用命中，如通过肾羟脯氨酸水平降低40％(肾

胶原)来确定。通过血清肌酸酐测量，IFN-λ2和IFN-λ3也显示出相应的肾功能保持。这导致

条件存活率(即未达到终末期肾衰竭)从盐水转染小鼠中阿霉素后49天的50％增加到用

IFN-λ2转染时的85％及用IFN-λ3转染时的100％。为了用不同刺激验证这替代CKD模型中的

抗纤维化作用，在单侧输尿管阻塞(UUO)诱导的慢性肾病肾纤维化模型中，通过水动力学转

染应用IFN-λ1和IFN-λ3，二者给予保护免于肾小管间质纤维化。

[0235] IL-28R1配体的抗纤维化作用已在几种人体原代细胞体外纤维化模型中得到证

实，该模型读出成熟的细胞外基质(ECM)蛋白。重组人IFN-λ1，IFN-λ2和IFN-λ3各自抑制纤

维化相关ECM蛋白(纤连蛋白和胶原蛋白I，III和IV)在肝，肺，肠，皮肤和肾纤维化的原代人

细胞体外模型中的积累。这可见于几种模型，包括肝星状细胞，肝星状肝细胞共培养物(基

底基质和TGFβ诱导的)，肝星状细胞-上皮细胞共培养物，TGFβ诱导的小肠成纤维细胞，IL-1

α诱导的皮肤成纤维细胞，角质形成细胞-真皮成纤维细胞共培养物，肾近端小管上皮细胞-

肾成纤维细胞共培养物和单培养物和肺小气道上皮-IPF肺成纤维细胞共培养物。在更复杂

的肾小球硬化症肾小球类器官模型中，应用复发性肾病综合征患者的血浆导致足细胞数量

减少和过程和花梗缩回，其方式与许多导致肾小球硬化和肾纤维化的肾小球疾病中足细胞

消失和丢失一致。重组IFN-λ2在该模型中的应用完全防止了由该患者血浆引起的足细胞的

变化。

[0236] 已显示IL-28R1配体在体外和体内纤维化筛选中具有有效的抗纤维化作用。已经

在肾纤维化的体内小鼠模型和许多体外人纤维化模型中描述了有效作用，所述模型具有来

自肝，小肠，皮肤，肾和肺器官系统的相关原代细胞。因此，这些蛋白质在多种类型的纤维化
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中具有作为抗纤维化剂的意想不到的潜力。

[0237] 【方法】

[0238] 【小鼠体内】

[0239] 【IL-28A和IL-28B在阿霉素肾病慢性肾病(CKD)肾纤维化模型中的作用】

[0240] 将雌性Balb/c小鼠(至少6周龄，体重大于24g)在适当的水动力学转染表达载体中

通过cDNA的尾静脉(或用于配对研究的cDNA对)进行IV注射。7天后，给予小鼠11mg/kg  IP的

阿霉素(多柔比星)并监测49天。每天监测小鼠的体重和健康状况；那些已经失去超过40％

的起始体重或显示终末期肾衰竭的体征的小鼠被终止并收集数据。在49天研究期结束时，

终止所有小鼠并收集肾和血清用于分析。使用QuickZyme测定法(QuickZyme  Biosciences)

测量肾羟脯氨酸，并使用三种酶方法测量血清肌酸酐，并以μg/ml血清肌酸酐读出。盐水加

阿霉素组中的肾纤维化(羟脯氨酸)，在图上标记为“盐水”，被认为是最大的疾病反应。将其

设定为100％，并用于整个治疗组的标准化。幼稚动物未接受阿霉素，每个筛选实验含有

“HGF”组，其接受阿霉素和HGF的cDNA。HGF用作抗纤维化阳性对照，用于质量控制的羟脯氨

酸减少＞40％。

[0241] 【IL-28和IL-29在小鼠单侧输尿管梗阻肾病纤维化模型中的作用】

[0242] 【用于小鼠IL28B和人IL29的水动力学转染的DNA构建】

[0243] 通过使用NheI-XhoI限制性消化，然后DNA连接同源末端来将编码人IL29前体蛋白

(NP_742152.1)的DNA序列(NM_172140.1)插入pLive载体(Mir5420，Mirus  Bio  LLC，545 

Science  Dr.，Madison，WI  53711USA)产生用于水动力学转染的DNA构建体。使用载体和插

入物的BamHI-XhoI限制性消化策略将编码小鼠IFNL3(NP_796370)的基因(mRNA  Ref  Seq 

NM_177396)构建体克隆到pLive(Mirus)中，然后连接。通过DNA测序验证基因插入pLive。该

基因之前是编码信号序列的起始甲硫氨酸的ATG直接上游的CCACC序列。该载体含有卡那霉

素抗性基因和pUC来源，其允许在大肠埃希氏菌(Escherichia  coli)中进行DNA扩增。此外，

该载体含有小鼠最小白蛋白启动子，以转录两侧内含二侧的人IFNL-1基因[pLive载体允许

肝脏中的长期蛋白质表达]。

[0244] 使用限制溶液中内毒素量的质粒分离试剂盒(HiSpeed  Plasmid  Giga  EF，

Qiagen)从含有该构建体的大肠埃希氏菌(Escherichia  coli)培养物中分离用于水动力学

转染的DNA构建体。对质粒DNA进行Sanger测序以验证插入物。

[0245] Kanefuji等和Liu等描述了用于水动力学转染的典型载体。

[0246] 【通过水动力转染(HDT)表达蛋白质】

[0247] 用Transit-EE载体中的50μg  pLIVE-人IL-29，pLIVE-小鼠IL-28B或pLIVE  SEAP载

体(Mirus  Bio，Cat#MIR  5320)对小鼠进行水动力学转染。含有载体的溶液以2ml的体积静

脉注射(少于2.5秒)。在水动力学注射之前诱导使用异氟烷的全身麻醉，并在注射后保持至

少1分钟。

[0248] 【从小鼠血清中定量小鼠IL-28B和人IL-29】

[0249] 使用商业抗体对(RnD系统，cat#DY1598B)使用中等规模发现(MSD)定量测定法定

量小鼠IL-28B，并将小鼠血清稀释100倍，置于线性标准曲线上。使用MSD  U-plex人IL-29抗

体组(目录号B21WD)定量人IL-29，并将小鼠血清稀释100倍，置于线性范围内。

[0250] 【单侧输尿管梗阻(UUO)诱发慢性肾病的肾纤维化模型】
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[0251] 将体重至少19g的雄性C57BL/6小鼠(Charles  River)进行单侧输尿管阻塞(UUO)

诱导的慢性肾病肾纤维化模型。

[0252] 使用异氟醚诱导的全身麻醉并在适合于手术技术的无菌条件下进行手术。对小鼠

进行剖腹手术，然后用3.0Mersilk结扎线将左输尿管绑起来。使用5-0Vicryl以连续模式密

封肌肉壁，使用5-0Vicryl通过皮下缝合闭合皮肤。在手术前和手术后施用适当的镇痛。

[0253] 在结果中详述的适当时间采集血样。使用识别的小鼠限制器约束小鼠，并通过尾

刺方法从尾静脉采集30μl血液，使用移液管准确测量血液样品。将该样品置于0.2ml  PCR管

(Thermo)中并离心(20,000g，5分钟)以尽可能多地取出血清，将其置于新的PCR管中并在-

80℃下储存。

[0254] 在第19天或第21天，使用异氟烷麻醉小鼠，通过心脏穿刺将血液移除到血清管

(Sarstedt)中，并通过颈椎脱位将小鼠杀死。取出左肾并将两个季度在液氮中快速冷冻并

储存在-80℃。将剩余的一半置于10％中性缓冲福尔马林中，在组织处理器中脱水，并且石

蜡包埋用于组织学分析。将石蜡块在切片机上以4μm切片并安装在载玻片上。然后将载玻片

脱蜡并水合，用天狼猩红(PSR)染色，然后用酸化水洗涤。然后将载玻片脱水，清除并盖上盖

玻片。使载玻片干燥，然后使用Hamamatsu载玻片扫描仪扫描。

[0255] 将整个载玻片图像导入Definiens  Developer  XD  64并使用亮场模块进行分析。

简言之，手动注释皮质区域以从分析中去除髓质。在不少于四个图像的训练数据集上确定

各个标记的标记阈值水平(例如PSR染色)。然后在专用服务器上运行分析算法以确定每个

单独标记的阈值强度以上的标记区域，并且将阈值强度以上的每个标记的面积确定为皮质

区域的比例。

[0256] 纤维化水平的组织学评估由具有肾纤维化领域专业知识的盲法研究人员进行，使

用天狼猩红，Masson 'sTrichrome和苏木精和曙红染色切片的组合作为优选。使用10分量

表，其中10例是非常严重的纤维化，相当于终末期肾衰竭和1例正常。评分中评估的参数为

管状基底膜扩张，上皮细胞扁平化，刷状缘完整性，管状萎缩和塌陷，管状腔尺寸，间质细胞

浸润，肾小球簇状结构，系膜扩张，肾小球浸润，肾小球尿空间，肾小球基底膜和系膜基质扩

张。

[0257] Definiens图像分析和图像的组织学评估也适用于阿霉素治疗的肾切片。

[0258] 【人体外细胞外基质纤维化测定】

[0259] (a)细胞培养

[0260] 所有细胞外基质(ECM)积累测定均在384孔黑色透明平板(Greiner  cat#781090)

中进行，其中培养基，细胞数/孔，孵育时间和刺激随所用的原代细胞类型而变化。

[0261] 将人肝星状细胞(HHSteC)(ScienCell，Cat.#sc-5300)(第4代)和人肝内胆管上皮

细胞(ScienCell，目录号sc-5100)(第3代)共培养物以1000个细胞/孔(1:1比例)接种于25μ

L不含酚红(EpiCM-prf)和补充物(ScienCell，目录号sc-sc-4101-prf)的上皮细胞培养基

中。将单个培养物中的人星状细胞(ScienCell)以1000个细胞/孔接种于星状细胞培养基

(ScienCell)中，并且在混合培养基(ScienCell)中以1000个细胞/孔(1:1比例)共培养人星

状细胞和肝细胞(ScienCell)。

[0262] 将人小肠成纤维细胞(ScienCell)以2000个细胞/孔接种在肾上皮细胞基础培养

基+0.5％FCS和补充物(ATCC)中。
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[0263] 人皮肤成纤维细胞在成纤维细胞生长培养基中生长，人角质形成细胞在角质形成

细胞培养基中生长，并以1500个细胞/孔接种。将成纤维细胞-角质形成细胞共培养物(9:1

比例)在1:1培养基混合物中生长，并以1500个细胞/孔接种。

[0264] 使用肾上皮细胞基础培养基(ATCC)+0.5％FCS和补充物(ATCC)，在共培养物中以

每孔2000个细胞(比例1:1)接种人肾近端小管上皮细胞(RPTEC，Innoprot)和人肾成纤维细

胞(HRF，InnoProt)。

[0265] 人小气道上皮细胞(ATCC)在基础生长培养基和支气管上皮生长试剂盒补充物

(ATCC)中生长，并且IPF134肺成纤维细胞(ATCC)在成纤维细胞生长培养基(Lonza)中生长。

共培养物以2000个细胞/孔(1:1比例)接种。

[0266] (b)细胞生长的测量

[0267] 在37℃，5％CO2温育7天后，使用Presto 细胞活力试剂(Thermo  Fischer 

Scientific)按照制造商的说明评估细胞生长。

[0268] (c)ECM积累的测量

[0269] 【单个ECM成分的测量：免疫荧光】

[0270] 在37℃，5％CO2中孵育7天后，将细胞在PBS中洗涤，并用20μl/孔的0.25M  NH4OH/

25mM  Tris(Sigma-Aldrich)在37℃下裂解15分钟。然后将基质在PBS中洗涤3次，在-20℃下

在4 0μl  1 0 0％甲醇中固定3 0分钟并在P B S中洗涤3次 ，然后使用抗纤连蛋白

(eBiosciences)，抗胶原蛋白I(Millipore)，抗-Collagen  III(Millipore)，抗胶原蛋白IV

(eBiosciences)和抗胶原蛋白V(Abcam)抗体染色。在Arrayscan  HC读数器(Cellomics)上

使用3通道流程在“Cellomics  CellHealth”分析生物应用和10×物镜(新×1相机)下以2×

2合并(1.104×1.104像素/场)扫描平板。

[0271] 【总ECM组分的测量：FlamingoTM染色】

[0272] 免疫荧光板在Flowfusor水中洗涤3次，然后按照制造商的说明使用FlamingoTM荧

光凝胶染色试剂(BioRad)染色。使用在“Cellomics  CellHealth”分析生物应用下的2通道

流程和具有2×2合并(1.104×1.104像素/场)的10×物镜(新×1相机)在Arrayscan  HC读数

器(Cellomics)上扫描平板。

[0273] 【产生3D人肾小球球体的方法】

[0274] 【球体的产生和治疗】

[0275] 将Nano-穿梭-PL(Cat#657841)加入到稳定转染的GFP标记肌动蛋白的T75烧瓶中，

条件永生化SV40感染的足细胞和人肾小球内皮细胞(HRGEC)由布里斯托大学提供，分别在

含来自Lonza(Cat#CC4147)的补充试剂盒的RPMI  1640(10％FCS，5ML  L-谷氨酰胺和1×

ITS，Gibco)和EBM-2培养基中生长。通过FACS确认GFP转染的足细胞。使用TrypLE  Express

(Gibco)收获所有细胞，并将磁化的HRGEC以5000个细胞/孔接种在96孔低粘附Greiner平板

(Cat#655976)中。将Greiner  Spheroid驱动器(Cat#655830)置于96孔板下6小时，并在37

℃/5％CO2/100％湿度下在EBM-2培养基中生长球状体。移除驱动器，并以5000个细胞/孔接

种磁化的GFP-足细胞。驱动器在一夜之间返回，并且使用Holding  Drive每隔3天将球状体

分化10天。然后用15％终浓度的人FSGS血浆，加或减IL-28A(10,000ng/mL)或培养基仅7天

处理球状体。

[0276] 【固定和染色】
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[0277] 将球状体固定并在4℃下在10％福尔马林/1％Triton  X-100/PBS中透化3小时。在

3×10分钟后，PBS洗涤球体在4℃下在PBS中的上升系列甲醇(25％，50％，75％，95％)中脱

水各30分钟，并在100％甲醇中过夜。将球状体以相同的递减系列再水合并如前在PBS中洗

涤，然后在4℃下在含有3％BSA的PBST(含0.1％Triton  X-100的PBS)中封闭过夜。在4×30

分钟PBST洗涤后，加入第二抗体(1:500/PBST：Alexa  GAR-AF647和GAM-AF555)。为了增强

GFP信号，以1:200加入抗GFP-AF488  24小时。在图像捕获之前使用以×20放大率下的

YokoGawa共聚焦定量1(CQ1)洗涤球体(4×30分钟/PBST)。

[0278] 【足细胞细胞标记区域定量】

[0279] 将最大强度投影导入Definiens  Developer  XD  64并使用免疫荧光模块进行分

析。手动注释球状区域并确定各个标记的标记阈值水平，并运行分析算法以确定每个标记

的阈值强度以上的标记区域。高于阈值强度的每个标记的面积被确定为球状体的面积的比

例。

[0280] 【结果】

[0281] (1)小鼠阿霉素诱导的慢性肾病(CKD)模型

[0282] 小鼠IL-28A(IFNL2)在小鼠阿霉素CKD模型中筛选纤维化修饰蛋白质，最初作为水

动力学转染的cDNA对的一个成员(n＝15只小鼠)。转染对减少了肾纤维化，相对于盐水转染

对照组，总肾羟脯氨酸减少了51％(p＝0.02)(图1(a)和(b))，并根据血清肌酸酐水平标准

化肾功能(p＜0.05)(图1(c))。在重复研究中证实IL-28A的抗纤维化作用，在相同模型中独

立转染IL-28A  cDNA(每组n＝22只小鼠)。相对于生理盐水对照组，IL-28A通过总肾羟脯氨

酸测定的肾纤维化减少了48％(p＝0.0004)(图2(a)和(b))，而肾功能的丧失恢复到正常范

围，如用血清肌酸酐测定(IL-28A组平均血清肌酸酐＝1μg/ml，未治疗阿霉素生理盐水对照

组平均血清肌酸酐为4.8μg/ml(p＜0.0001)；平均初始组血清肌酸酐＝0.8μg/ml)(图2

(c))。通过终末期肾衰竭症状测量的条件存活率从盐水处理的阿霉素组中的50％增加至用

小鼠IL-28A转染的那些中的85％(图2(d))。在第49天，将来自存活小鼠(天然(n＝8)，未处

理的阿霉素动物(n＝20)和IL-28A水动力学转染的动物(n＝19))的所有肾固定，石蜡包埋，

切片并染色使用Masson's  trichrome(MT)或天狼猩红(PSR)并在Hamamatsu载玻片扫描仪

上成像。一个幼稚，三个未经处理的阿霉素和三个IL-28B处理的阿霉素动物的PSR染色肾的

示例和代表性图像显示在图5(f)。阿霉素治疗导致约50％的肾小球表现出明显的肾小球硬

化，并且肾小球基底膜中的PSR染色增强，而且在系膜基质中也是如此。在肾小管上，以超过

70％的皮质有大量的小管表现出扁平的上皮细胞，导致管状结构的显著损失，导致管的巨

大膨胀导致大的管腔没有刷状缘有一致的管状基底膜扩张。这些区域有轻度至中度的细胞

浸润。

[0283] IL-28A的应用几乎完全预防了肾小球硬化的迹象，几乎没有肾小球基底膜增厚的

迹象。22只动物中只有2只显示出明显的上皮变平迹象和未经治疗的动物的腔扩张特征。剩

下的动物有一个肾小管间质，在大于80％的皮质中出现接近正常，对管状基底膜几乎没有

影响。

[0284] 使用Definiens软件对用PSR染色的47个小鼠肾样品进行高含量图像分析，并将三

组中测量的PSR染色面积绘制为PSR染色面积百分比(图5(g))。对具有肾病理学专业知识的

两个个体对相同的47只小鼠肾载玻片进行纤维化程度的盲法病理评估。肾科学专家使用0-
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10分范围的评分范围(0显示无纤维化，10显示最高纤维化)对PSR染色的载玻片进行评分。

与未治疗组相比，IL-28A治疗显示病理学评分显著降低47％(p＜0.0001)(图5(h))。第二位

肾科学专家使用1-10级(1表示无纤维化，10表示最高)手动评分47MT染色的载玻片。IL-28A

治疗组再次显示相对于未治疗组的纤维化重塑水平(p＜0.0001)明显改善(图5(i))。

[0285] 小鼠IL-28B(IFNL3)也在小鼠阿霉素CKD模型中的纤维化修饰蛋白的筛选中被鉴

定为最初作为水动力学转染的cDNA对的一个成员(每组n＝15只小鼠)。相对于盐水转染对

照组，转染对减少了肾纤维化(通过总肾羟脯氨酸测量了59％)(p＝0.00086)(图3(a)和

(b))并且基于血清肌酸酐水平标准化肾功能(非重要的)(图3(c))。在重复研究中证实IL-

28B的抗纤维化作用，在相同模型中独立转染IL-28B  cDNA(每组n＝22只小鼠)。通过总肾羟

脯氨酸测量的肾纤维化相对于生理盐水对照组降低了65％(p＝0 .0000018)(图4(a)和

(b))，相比在未经处理的盐水对照组中显著增加(IL-28B组中的平均血清肌酸酐＝1.2μg/

ml，与此相比，未治疗阿霉素生理盐水对照组平均血清肌酸酐为3.2μg/ml(p＜0.05)；平均

初始组血清肌酸酐＝0.8μg/ml)，肾功能恢复正常(图4(c))。条件存活从未处理的阿霉素动

物中的＜50％增加至接受IL-28B的那些中的100％(图4(d))。在第49天，将来自存活小鼠

((天然(n＝10)，未处理的阿霉素动物(n＝18)和IL-28B水动力学转染的动物(n＝22))的所

有肾固定，石蜡包埋，切片并染色用苏木精和曙红(H&E)或天狼猩红(PSR)并在Hamamatsu载

玻片上成像。显示了一个幼稚，三个未经处理的阿霉素和三个IL-28B处理的阿霉素动物的

PSR染色肾的示例和代表性图像在图5(a)中。未经治疗的小鼠肾有广泛的肾小球硬化和肾

小管间质纤维化，伴有明显的管状基底膜扩张，管状上皮扁平，大量管状扩张伴有刷状缘丧

失和肾小管萎缩。相比之下，IL28B治疗的小鼠主要防止两种类型的纤维化重塑。使用

Definiens软件对PSR染色的50个小鼠肾样本进行高含量图像分析，并对将三组中测量的

PSR染色区域绘制为PSR染色面积百分比(图5(b))。相对于未处理的肾的3倍增加，IL-28B处

理的组PSR染色区域被标准化(p＜0.0001)。相同的50个小鼠肾载玻片经由肾病理学专业知

识的三个个体对纤维化程度进行盲法病理评估。临床病理学家使用0-4分量表(0表示无纤

维化，4表示最高纤维化)的评分范围对H&E染色的载玻片进行评分。与未治疗组相比，IL-

28B治疗显示病理学评分显著降低45％(p＜0.01)(图5(c))。两名专家肾科学家使用1-10级

手动对50PSR染色的载玻片进行手动评分(1表示无纤维化，10表示最高)。IL-28B治疗组再

次显示相对于未治疗组的纤维化重塑水平(p＜0.0001)明显改善(图5(d)和(e))。

[0286] (2)原代人体细胞器官纤维化体外模型

[0287] (2.1)肝纤维化

[0288] 通过ECM蛋白质纤连蛋白，胶原蛋白IV和胶原蛋白I和III的水平测量，在塑料上生

长的人原代星状细胞是自激活的并且积累基本水平的细胞外基质。通过用剂量依赖性方式

用重组IL-28A处理培养物可以抑制这种ECM积累(图6(a))。人原代星状细胞与原代人肝细

胞(1:1比例)的共培养导致基底细胞外基质，其也可通过用重组人IL-28A以剂量依赖性方

式处理来抑制，而纤连蛋白、胶原蛋白IV和胶原蛋白I&III减少了(图6(b))。

[0289] 星状细胞单一培养和星状肝细胞共培养的TGFβ1刺激诱导ECM蛋白，纤连蛋白，胶

原蛋白IV和胶原蛋白I和III的进一步增加。用IL-28A或IL-28B处理TGFβ1刺激的星状细胞

单培养物或星状肝细胞共培养物，证明在10μg/ml的IL-28A或B的最高浓度下，任何ECM蛋白

的任何增加几乎完全抑制，二者均以剂量依赖性方式抑制。IL-28A在TGFβ1刺激的肝细胞中
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的所有ECM蛋白中比IL-28B更有效(图7(a)和(b))。在IL-28A或IL-28B处理的共培养物存在

下TGFβ1刺激的共培养ECM的图像显示与单独的TGFβ1处理相比ECM数量明显减少，与图像分

析定量一致(图8)。

[0290] (2.2)小肠纤维化

[0291] 用TGFβ1(10ng/ml)刺激的人小肠成纤维细胞诱导细胞外基质蛋白，纤连蛋白和胶

原蛋白I和III。IL-28A，IL-28B和IL-29(10ng/ml)显著抑制纤连蛋白水平，相对于对照TGFβ

1刺激分别抑制76％，73％和83％。IL-28A，IL-28B和IL-29(10ng/ml)抑制胶原蛋白I和III

分别为48％，33％和35％。相对于对照TGFβ1刺激，胶原IV仅被IL-28A显著抑制(在10μg/ml

时抑制37％)(图9)。

[0292] (2.3)皮肤纤维化

[0293] 与原代角质形成细胞(9:1比例)共培养的人原代真皮成纤维细胞仅通过共培养积

累了大量的纤连蛋白，胶原蛋白I和III和胶原蛋白IV。使用3个单独批次的成纤维细胞与单

个供体的角质形成细胞组合，用IL-28A或IL-28B处理培养物。用所有3个成纤维细胞批次测

量ECM蛋白质相对于未处理培养物的抑制百分比，并绘制平均抑制(图10)。IL-28A和IL-28B

均以10μg/ml的最高浓度完全抑制所有4种基质蛋白，具有相似的功效。IL-28A和IL-28B均

显示Col  IV  ECM标记物的剂量依赖性抑制在10和10000ng/ml之间。使用Presto蓝测定法测

试细胞活力，表明在任何测试浓度下IL-28A和IL-28B都不是有毒的(图10)。

[0294] 用IL-29，IL-28A和IL-28B在1250-10000ng/ml的较窄浓度范围内处理真皮成纤维

细胞-角质形成细胞共培养物。这表明相对于对照共培养物，纤连蛋白，胶原蛋白I和III以

及胶原蛋白IV的剂量依赖性抑制(图11)。在所有测试浓度下，胶原蛋白IV被IFNL抑制最多

(图11)。通过Presto蓝细胞活力测定法测定的IL-29，IL-28A或IL-28B处理不影响细胞活力

(图11)。

[0295] 未处理的真皮共培养物与1250ng/ml和10000ng/ml的IL-29，IL-28A和IL-28B处理

的共培养物相比的图像证实，在10μg/ml  IFNL存在下通过图像分析确定的ECM积累的完全

预防(图12)。

[0296] 最后，用IL-1α(10ng/ml)在单培养物中刺激人真皮成纤维细胞，以诱导ECM蛋白纤

连蛋白，胶原蛋白I和III和胶原蛋白IV。用IL-28A或IL-28B处理IL-1α刺激的成纤维细胞单

培养物证明了对所有ECM蛋白质的pro基质反应的有效抑制，在10μg/ml的最高浓度下完全

抑制基质。在所有批次的成纤维细胞中IL-28A比IL-28B更有效，描绘了一个代表性实例(图

13)。通过Presto蓝测量，IL-28A或IL-28B对细胞活力没有影响(图13)。

[0297] (2.4)肾纤维化

[0298] 将人原代肾小管上皮细胞(RPTEC)置于与人原代肾成纤维细胞共培养(以1:1的比

例以2000细胞/孔接种)，产生强大的ECM，纤连蛋白和胶原蛋白I和III高。使用3种不同的方

案用IL-29，IL-28A或IL-28B处理该共培养物以添加细胞因子。

[0299] 首先在第0天将IL-29，IL-28A和IL-28B加入到肾共培养物中，并将培养物温育7

天。所有3种细胞因子以剂量依赖性方式有效地抑制纤连蛋白和胶原蛋白I和III的积累(图

14(a))。IL-29显示出最有效的作用，IL-28A和IL-28B之间几乎没有差异。细胞因子处理不

损害细胞活力(图14(a))。

[0300] 其次，在第0天将IL-29，IL-28A和IL-28B加入到RPTEC细胞中，24小时后加入成纤
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维细胞，然后使培养物继续共7天，之后测量ECM。此处，IL-29，IL-28A和IL-28B均以剂量依

赖性方式再次抑制纤连蛋白和胶原蛋白I和III的积累(图14(b))。当在通过添加成纤维细

胞而不是同时添加两种细胞来启动ECM的共培养诱导前24小时将细胞因子加入到RPTEC中

时，在IFNL存在下ECM蛋白的抑制幅度更大(比较图14(a)和图14(b))。

[0301] 最后，在第0天将IL-29，IL-28和IL-28B加入成纤维细胞中。24小时后，加入RPTEC，

当测量纤连蛋白和胶原蛋白I和III时，共培养共7天。首先将IFNL添加到成纤维细胞中也显

示出对ECM蛋白的显著抑制(图14(c))，但与在第0天向共培养添加细胞因子并在成纤维细

胞前24小时将细胞因子添加到RPTEC中相比，降低了IL-29，IL-28A和IL-29B的功效。该观察

指向RPTEC中IL-28R1介导的信号传导反应，其介导抗纤维化表型，其导致上皮细胞和成纤

维细胞类型的共培养物中ECM信号的抑制。为了清楚地证明IFNL添加顺序对不同细胞类型

与同时添加的不同影响，重新绘制了纤连蛋白的IL-28A，IL-28B和IL-29数据(图15(a))和

Col  I和III(图15(b))显示了不同添加方案对每种单独IL-28R1配体的抑制水平的相对影

响。在某些较低浓度的IL-28A，IL-28B或IL-29中，与首先(成纤维细胞之前)添加到RPTEC相

比，细胞和细胞因子的同时添加之间的差异达到统计学显著性，并且这些值在图上标出。

[0302] 在通过Presto蓝读出的共培养物的交替细胞之前，首先将细胞因子添加到RPTEC

或成纤维细胞中不损害细胞活力(图14(a)，(b)和(c))。

[0303] 与IL-28A，IL-28B和IL-29处理的共培养物相比，未处理的共培养物的代表性图像

(每次处理总共16个视野中的一个)显示IL-29，IL-28A和IL-28B的剂量依赖性作用，以及在

1000ng/ml  IL-29存在下观察到的几乎完全抑制(图16)证实了图像分析数据。

[0304] 单细胞培养的肾近端小管上皮细胞(RPTEC)通过在塑料上生长而产生基础ECM蛋

白，尽管水平较低。如图22中的纤维蛋白，胶原蛋白IV和胶原蛋白I和III所示，在非常低浓

度的IL-29存在下仍然可以抑制低水平的ECM。

[0305] (2.5)肺纤维化

[0306] 与从特发性肺纤维化(IPF)患者分离的肺成纤维细胞共培养的人原代小气道肺上

皮细胞(2000细胞/孔，比例为1:1)在培养7天后产生稳健的总ECM(通过Flamingo染色测

量)，并且对ECM标记物，纤连蛋白，I型胶原蛋白和III型胶原蛋白以及IV型胶原蛋白呈阳

性。IL-28A或IL-28B对纤连蛋白水平没有显著影响。然而，IL-28B在最高浓度为10μg/ml时

显示出对胶原蛋白I和III，胶原蛋白IV和Flamingo染色的显著抑制(图17)。然而，IL-28A的

作用不太明显。IL-28A或IL-28B在第7天细胞存活率没有变化(图17)。

[0307] (3)器官纤维化的原代人细胞模型

[0308] (3.1)肝纤维化

[0309] 人原代星状细胞与原代人肝内胆管上皮细胞(1:1比例)的共培养导致基底细胞外

基质，其也可以通过以剂量依赖性方式用重组人IL-28A和IL-29处理来抑制，而纤连蛋白，

胶原蛋白IV和胶原蛋白I和III减少了(图19)。

[0310] (3.2)3D肾小球球体模型

[0311] 肾小球球状体由磁化的人原代肾小球内皮细胞的内核构建，其具有温度条件性人

足细胞的外核，其可在稳定培养物中维持长达3周。用局灶性节段性肾小球硬化(FSGS)患者

用15％复发血浆治疗肾小球球体诱导了外核中GFP标记的足细胞的丢失，这可以在IL-28A

存在下得到保护。来自健康志愿者的血浆对足细胞没有影响。绿色荧光足细胞标记物区域
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的定量表明FSGS复发血浆的存在显著减少，其在IL-28A处理上显著增加(图20(a)，(b)和

(c))。FSGS的临床进展的特征在于消失和足细胞的丢失。该模型再现了FSGS血浆中来自循

环因子的足细胞的作用，并提示IL-28疗法的临床可译性以预防相关的肾病综合征和肾小

球硬化。

[0312] (4)小鼠单侧输尿管梗阻(UUO)肾纤维化模型

[0313] (4.1)通过水动力学转染(HDT)递送的小鼠IL28B

[0314] 通过HDT接受对照SEAP载体的动物中的UUO肾在手术后第21天显示该模型典型的

皮质中的肾小管间质纤维化，管状基底膜广泛扩张，强烈的胶原染色，基底膜在髓质射线内

特别强烈染色，上皮细胞体积广泛流失，肾小管萎缩，近端管状刷状缘缺失和广泛的肾小管

间质浸润。不到15％的肾小管接近正常的结构。髓质被有效地破坏和丢失，而肾小球的变化

很小(图21(a))。

[0315] 在UUO前1天和UUO后7天用小鼠IL-28B进行HDT的动物中的UUO肾在手术后21天均

显示出对皮质肾小管间质纤维化的保护作用(图21(a))。通过HDT接受小鼠IL-28B的两组中

的管状基底扩张和胶原染色比接受对照载体的UUO小鼠低至少30％至40％。两个IL28B组都

具有管状结构的保留，具有较少的上皮扁平化和萎缩发生。从HDT前第1天开始，30％至40％

的肾小管显示接近正常结构，而稍后治疗的患者中肾小管显示略低(20％至30％)。与对照

载体组相比，IL-28组的间质浸润约为40％。IL28组均未对髓质结构进行任何显著保护。总

体而言，HDT对IL28B的早期和晚期递送均具有对UUO诱导的肾皮质纤维化重塑的显著保护。

[0316] 使用definiens图像分析算法对天狼猩红(PSR)染色的胶原切片进行定量，显示在

第1天或第7天递送的小鼠IL-28B的统计学显著保护作用，当绘制为总胶原区域时(图21

(b))或相对于对照质粒处理的小鼠的高强度胶原区域(图21(c))。这与如上所述的染色切

片的视觉组织学评估一致。

[0317] 通过ELISA测量在小鼠UUO模型中在HDT后第21天达到的小鼠IL28B蛋白的血清水

平，并且在所有组中在43和485ng/ml之间。在对照SEAP  HDT小鼠中不能测量小鼠IL28B蛋

白，因此水平低于4ng/ml，这是所用测定的定量下限(LLQ)。

[0318] (4.2)通过水动力学转染(HDT)递送的人IL-29

[0319] 与SEAP对照质粒处理组相比，HDT递送的人IL-29在第0天(转染后24小时)和第19

天时在所有小鼠中显示显著的蛋白质表达，此时模型终止(图23(a))。在未转染或SEAP对照

小鼠血清中未检测到人IL-29。

[0320] 未经处理的19天UUO显示该模型的典型组织学变化。所有肾都有广泛的破坏和肾

髓质的损失。皮质显示管状基底膜的广泛扩张，具有显著的间质胶原积聚，如增加的天狼猩

红(PSR)染色所示。在整个皮质中还存在明显的细胞浸润到间质中。管状上皮结构显著受

损。大多数上皮细胞已经失去体积并且通常看起来扁平，包括具有扩张腔的少量肾小管。值

得注意的是，超过80％的肾小管经历了广泛的萎缩，并且在许多情况下完全塌陷。在大多数

情况下，由于失去通畅，小管的腔很难区分，上皮细胞明显地从肾单位管状基底膜上脱落并

且驻留在本来就是管腔中。

[0321] 第19天使用IL-29治疗UUO时的UUO肾与仅接受SEAP载体的患者有明显不同的外

观，结构清晰。髓质受损，但仍然存在，并且在75％的动物中具有比未经处理的UUO更可识别

的结构。在皮质中，较低放大水平的主要观察是与SEAP  UUO相比具有扩张的管腔的大量小
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管。然而，这通常与非常扁平的上皮细胞和未经处理的UUO中的管状基底膜的扩张有关，通

过IL-29处理，上皮细胞保持体积，管状基底膜的最小扩张和结构肾小管显著保留，几乎没

有萎缩和肾小管塌陷的证据。显然有较低水平的间质胶原蛋白和管状基底膜的膨胀减少。

总体而言，IL-29的应用显著减少了由UUO引起的肾小管间质纤维化，具有较少的间质胶原

和管状结构的显著保留，如图23(b)中的代表性图像所示。

[0322] 使用definiens图像分析算法对所有天狼猩红(PSR)染色的胶原切片进行定量，显

示当作为相对于对照SEAP质粒处理的小鼠而总染色胶原区域作图时，在第-1天递送的人

IL-29的统计学显著保护作用(图23(c))。这与如上所述的染色切片的视觉组织学评估一

致。
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图2
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图2(续)
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图3
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图4
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图4(续)
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图5
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图5(续)
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图5(续)
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图5(续)
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图5(续)
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图5(续)
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图5(续)
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图5(续)
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图5(续)
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图6(a)
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图6(b)
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图7(a)
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图7(b)
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图10
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图10(续)
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图11
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图12
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图13
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图13(续)
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图14(a)
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图14(a)(续)
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图14(b)
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图14(b)(续)
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图14(c)
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图14(c)(续)
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图15(a)
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图15(a)(续)

说　明　书　附　图 36/51 页

66

CN 110381985 A

66



图15(b)
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图15(b)(续)
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图23(a)
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图23(b)
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