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肝窦内皮细胞通过间充质转换调控肝纤维化的
分子作用机制及药物预测

蒋蕊竹1,郑　 洋2,汪　 磊2,张荣武2,王佳慧2,廖喜琳3∗,陈　 琼2∗

(1.广西中医药大学研究生学院,南宁　 530222;2.广西中医药大学赛恩斯新医药学院,南宁　 530222;
3.广西中医药大学附设中医学校,南宁　 530009)

　 　 【摘要】 　 目的 　 通过生物信息学、机器学习和细胞实验,探究肝窦内皮细胞( LSECs) 经间充质转换

(EnMT)调控肝纤维化的分子机制,并预测天然活性成分。 方法 　 获取肝纤维化( HF)与 EnMT 基因矩阵,
Limma 差异分析与 WGCNA 共表达网络分析后,提取交集基因,进行富集分析。 结合随机森林、SVM-RFE 和

网络拓扑分析,筛选诊断基因,进行免疫浸润分析和天然活性成分预测,最后通过细胞实验对诊断基因的表达

情况和预测成分的药理效果进行验证。 结果　 差异分析得到 EnMT 相关差异基因 3034 个,HF 相关差异基因

4133 个;WGCNA 分析得到 EnMT
 

Hub 基因 4589 个,HF
 

Hub 基因 763 个,提取到 38 个交集基因,主要富集于

基底膜、ECM 受体相互作用等机制上。 多维度分析筛选出 CFP、COL4A2、ITGA1 和 GRPEL1 作为诊断基因。 免

疫浸润分析显示诊断基因与肥大细胞静息状态、记忆 B 细胞及记忆 CD4+
 

T 细胞间密切相关。 RT-PCR 结果

表明,在 Jagged1 诱导的模型组中,4 个诊断基因的 mRNA 表达均显著增加(P<0. 05)。 预测成分谷甾醇、山奈

酚和槲皮素与诊断基因间均具有良好的结合活性。 ELISA 实验进一步证实,3 种活性成分均能显著降低

Jagged1 诱导 LSECs 中 COL4A2 蛋白的表达,以槲皮素的作用最为显著
 

(P<0. 01)
 

。 结论　 本研究阐述了肝

窦内皮细胞通过间充质转换参与肝纤维化病理进程的分子机制,提出以 CFP、COL4A2、ITGA1 和 GRPEL1 为核

心的诊断标志物体系,发现槲皮素等天然活性成分能够通过靶向诊断基因,发挥抗肝纤维化的药理作用。
【关键词】 　 间充质转换;肝纤维化;机器学习;药物预测
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　 　 【Abstract】　
 

Objective　 To
 

investigate
 

the
 

molecular
 

mechanism
 

of
 

hepatic
 

fibrosis
 

(HF)
 

regulation
 

by
 

liver
 

sinusoidal
 

endothelial
 

cells
 

( LSECs)
 

via
 

endothelial
 

mesenchymal
 

transition
 

( EnMT),
 

and
 

to
 

predict
 

the
 

natural
 

active
 

components
 

using
 

bioinformatics,
 

machine
 

learning,
 

and
 

cellular
 

experiments.
 

Methods　 HF
 

and
 

EnMT
 

gene
 

matrices
 

were
 

obtained
 

and
 

the
 

intersecting
 

genes
 

were
 

extracted
 

and
 

enriched
 

using
 

Limma
 

difference
 

analysis
 

and
 

weighted
 

gene
 

co-expression
 

network
 

analysis
 

(WGCNA).
 

The
 

diagnostic
 

genes
 

were
 

screened
 

using
 

a
 

combination
 

of
 

random
 

forest
 

method,
 

support
 

vector
 

machine-recursive
 

feature
 

elimination
 

and
 

network
 

topology
 

analysis,
 

and
 

immune
 

infiltration
 

analysis
 

and
 

prediction
 

of
 

natural
 

active
 

ingredients
 

were
 

performed.
 

The
 

expression
 

of
 

diagnostic
 

genes
 

and
 

the
 

pharmacological
 

effects
 

of
 

the
 

predicted
 

ingredients
 

were
 

finally
 

verified
 

by
 

cellular
 

experiments.
 

Results　 Differential
 

analysis
 

yielded
 

3034
 

EnMT-associated
 

and
 

4133
 

HF-associated
 

differential
 

genes.
 

WGCNA
 

analysis
 

yielded
 

4589
 

EnMT-associated
 

Hub
 

genes
 

and
 

763
 

HF-associated
 

Hub
 

genes.
 

Thirty-eight
 

intersecting
 

genes
 

were
 

extracted,
 

which
 

were
 

mainly
 

enriched
 

in
 

the
 

pathways
 

of
 

basement
 

membrane
 

and
 

extracellular
 

matrix
 

receptor
 

interaction.
 

Four
 

diagnostic
 

genes,
 

CFP,
 

COL4A2,
 

ITGA1,
 

and
 

GRPEL1,
 

were
 

screened
 

by
 

multidimensional
 

analysis.
 

Immune
 

infiltration
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

diagnostic
 

genes
 

were
 

closely
 

associated
 

with
 

mast
 

cell
 

resting
 

state,
 

memory
 

B
 

cells,
 

and
 

memory
 

CD4+
 

T
 

cells.
 

Reverse
 

transcription-polymerase
 

chain
 

reaction
 

analysis
 

showed
 

significantly
 

increased
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

of
 

the
 

four
 

diagnostic
 

genes
 

in
 

the
 

Jagged1-induced
 

model
 

group
 

(P<
0. 05).

 

The
 

predicted
 

components,
 

sterol,
 

kaempferol,
 

and
 

quercetin,
 

all
 

had
 

good
 

binding
 

activities
 

with
 

the
 

diagnostic
 

genes.
 

Enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay
 

result
  

confirmed
 

that
 

all
 

three
 

active
 

components
 

significantly
 

reduced
 

the
 

expression
 

of
 

collagen
 

type
 

IV
 

α2
 

chain
 

protein
 

in
 

Jagged1-induced
 

LSECs,
 

with
 

quercetin
 

having
 

the
 

most
 

significant
 

effect
 

( P < 0. 01 ).
 

Conclusions 　 This
 

study
 

elucidated
 

the
 

molecular
 

mechanism
 

of
 

hepatic
 

sinusoidal
 

endothelial
 

cells
 

involved
 

in
 

the
 

pathological
 

process
 

of
 

HF
 

through
 

mesenchymal
 

transition.
 

We
 

also
 

propose
 

a
 

diagnostic
 

marker
 

system
 

including
 

CFP,
 

COL4A2,
 

ITGA1,
 

and
 

GRPEL1
 

as
 

core
 

genes.
 

The
 

result
  

also
 

suggest
 

that
 

natural
 

active
 

ingredients,
 

such
 

as
 

quercetin,
 

may
 

exert
 

anti-HF
 

pharmacological
 

effects
 

by
 

targeting
 

these
 

diagnostic
 

genes.
【Keywords】　 mesenchymal

 

transition;
 

liver
 

fibrosis;
 

machine
 

learning;
 

drug
 

prediction
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　 　 肝纤维化(hepatic
 

fibrosis,HF)指慢性肝损伤

过程中,肝细胞外基质(extracellular
 

matrix,
 

ECM)
过度积累及纤维组织发生异常沉积的病理过

程[1,2] 。 在 HF 发展过程中,肝脏微环境的各类细

胞均发生了显著变化,其中肝窦内皮细胞( liver
 

sinusoidal
 

endothelial
 

cells,
 

LSECs)作为肝脏特异

性血管内皮细胞,其形态与功能的改变对 HF 进

程具有重要影响。 LSECs 往往最先受到外界致病

因素的影响[3] ,通过结构和功能两方面的病理变

化影响肝脏修复过程。 血管内皮间质样转分化

(endothelial
 

mesenchymal
 

transition,EnMT)指组织

器官中的血管内皮细胞在特定情况下,能够转分

化为具有间质样细胞形态和特征的过程。 研究

发现,血管内皮细胞在通过 EnMT 转变为肌成纤

维母细胞后,参与了心脏[4,5] 、肺[6] 、肾[7] 等多个

器官的纤维化过程。 这一发现不仅丰富了肌成

纤维母细胞异质性来源的认识,也提示 LSECs 可

能通过 EnMT 直接参与 HF 的发生发展。 目前

LSECs 通过 EnMT 调控 HF 的分子机制有待深入

阐明。 因此,本研究通过生物信息学、机器学习

和细胞实验,旨在揭示 LSECs 通过 EnMT 调控 HF
的作用机制,明确诊断标志物,预测天然活性成

分,为 HF 的治疗提供新的理论依据。 技术路线

详见图 1。

1　 材料和方法

1. 1　 细胞

　 　 细胞采用人肝窦内皮细胞( HHSEC) (美国
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图 1　 技术路线

Figure
 

1　 Technical
 

route

ScienCellTM 公司,货号:5000)。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 山奈酚(上海源叶生物科技有限公司,货号:
B21126);谷甾醇(上海源叶生物科技有限公司,
货号:B21972);槲皮素(上海源叶生物科技有限

公司,货号:B20527);TRIzol( Thermo
 

Scientific,货
号:15596026);逆转录试剂盒(北京索莱宝生物

科技公司,货号:T2240);COL4A2
 

ELISA 试剂(上

海酶联生物科技有限公司, 货号: ml161572 );
Notch 激活剂 Jagged1(美国 Med

 

Chem
 

Ex-press 公

司,批号:HY-P1846)。
实时荧光定量 PCR 仪(Thermo

 

Scientific,ABI
 

QuantStudio6 ); 酶 标 仪 ( Thermo
 

Scientific,
mullSKANMK3);离心机 ( Eppendorf,5425R);微

量分光光度计(Thermo
 

Scientific,NanoDrop)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 数据标准化及去批次效应

从 NCBI 基因表达综合数据库(GEO)中获取

“ Hepatic
 

fibrosis ” “ Endothelial
 

Mesenchymal
 

Transition”的基因表达矩阵和临床信息。 应用 R
软件对数据进行标准化处理和去批次效应。

1. 3. 2　 Limma 基因差异分析

使用 R 软件包对基因矩阵进行 Limma 差异

分析,设定统计显著性阈值 P<0. 05 且差异倍数>
1. 2,获取差异基因。
1. 3. 3　 WGCNA

计 算 基 因 的 MAD ( Median
 

Absolute
 

Deviation)值,剔除 MAD 值最小的前 50%基因,去
除离群数据,计算软阈值 β 和邻接关系,构建无

标度网络,并将邻接关系转化为拓扑重叠矩阵

(TOM),计算不相似度(1-TOM);采用最小模块

为 50 的动态树切割法进行层次聚类分析,识别并

提取共表达基因模块信息,筛选 Hub 基因[8] 。
1. 3. 4　 交集基因获取

取差异基因与模块基因进行 Venny 互作分

析,获取交集基因。
1. 3. 5　 富集分析

 

对交集基因进行基因本体( GO)功能富集分

析和 KEGG 通路富集分析。
1. 3. 6　 诊断基因筛选

通过随机森林(random
 

forest,RF)、支持向量

机递归特征消除( support
 

vector
 

machine-recursive
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feature
 

elimination,SVM-RFE) 和蛋白互作网络,
筛选最具特征性的基因。 构建 LASSO-COX 回归

模型分析诊断基因的生存影响,防止过拟合[9] 。
计算交叉验证准确度、F1 分数和 ROC 曲线下面

积(AUC),全面评估基因标志物的分类性能。
1. 3. 7　 免疫浸润分析

应用 CIBERSORT 算法评估诊断基因与免疫

细胞浸润的相关性。 计算 Pearson 相关系数进行

筛选,􀰙 r 􀰙≤0. 4 为弱相关,0. 4<􀰙 r 􀰙≤0. 7
为中等强度相关,􀰙 r 􀰙>0. 7 为高度相关[10] 。
1. 3. 8　 关键成分预测

以口服生物利用度( oral
 

bioavailability,OB)
≥30%、药物相似性(drug-likeness,DL)

 

≥0. 18 为

标准,筛选天然活性成分[11] ,构建成分-靶点网

络。 选取介度中心度( betweenness
 

centrality)、接
近中心度( closeness

 

centrality)、度值( degree) 较

高的成分作为预测成分。

表 1　 RT-PCR 引物
Table

 

1　 RT-PCR
 

primers
名称
Name

上游引物序列(5’-3’)
Upstream

 

primer
 

sequence(5’-3’)
下游引物序列(5’-3’)

Downstream
 

primer
 

sequence(5’-3’)
CFP GTAATCACCCTGCTCCCAAG TTGCGGCTTCGTGTCTCC

COL4A2 CGGAGTTTGTGGATCGGATA CCCCCGTTACACTCGATAAA
ITGA1 CTGGACATAGTCATAGTGCTGGA ACCTGTGTCTGTTTAGGACCA

GRPEL1 TTGGCACTGTCGTTCAGGC GGATCTGTCTTTGGCTCACAAT
β-actin GCAGGAGTACGATGAGTCCG CCTGACAATGACTCGAC

1. 3. 9　 分子对接和分子动力学模拟

将预测成分和诊断基因进行分子对接,结合

分数越低,则结合越紧密稳定[12] 。 为进一步证明

配体与蛋白质间结合的稳定性,通过 GROMACS
程序进行分子动力学模拟轨迹。
1. 3. 10　 诊断基因实验验证方法

用含 5%
 

FBS 的 ECM 培养基进行 HHSEC 细

胞培养,置于 5%
 

CO2 的 37
 

℃ 培养箱中培养,待
细胞长至单层后用于实验。 用 Jagged1(0. 5

 

μg /
mL)或山奈酚 ( 50

 

μmol / L)、谷甾醇 ( 10
 

μmol /
L)、槲皮素(20

 

μmol / L)或培养液处理细胞 24
 

h。
之后通过 RT-PCR 检测诊断基因,利用总 RNA 提

取试剂( TRIzol) 提取总的 RNA,借助 Primer
 

5. 0
软件,引物由武汉巴菲尔生物科技公司负责。
RT-PCR 引物如表 1 所示。 按照逆转录试剂盒,
合成 cDNA,反应的体系:95

 

℃
 

1
 

min;95
 

℃
 

10
 

s,
60

 

℃
 

30
 

s,40 个循环,以 β-actin 作为内参对照,

取 PCR 产物进行凝胶成像分析。
1. 3. 11　 ELISA 检测活性成分对关键靶点表达的

作用

将各组细胞按上述处理后,以 5× 103 / mL 细

胞密度接种至 96 孔板中,以 1226
 

r / min,离心 20
 

min,取上清液检测。 按试剂盒说明书操作,在酶

标仪 450
 

nm 波长下测量吸光度值,计算细胞上清

液中 COL4A2 的含量。
1. 4　 统计学方法

　 　 使用 SPSS
 

22. 0 软件对数据进行处理,计量

资料以平均数±标准差( 􀭰x±s)表示,方差齐时两组

间比较用 t 检验;多组间比较采用单因素方差分

析,进一步组内比较用 LSD-t 检验,P< 0. 05 认为

差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 EnMT 和 HF 基因集

　 　 选定 EnMT 的基因芯片为 GSE96089,HF 的

基因芯片为 GSE139602 和 GSE197112。 数据处

理后得到 EnMT 和 HF 基因集,详细见图 2。
2. 2　 差异基因

　 　 Limma 筛选得到 EnMT 包含 3034 个差异基

因,其中上调基因 1674 个,下调基因 1360 个。
HF 包含 4133 个差异基因,其中上调基因 1355
个,下调基因 2778 个,详细见图 3。
2. 3　 Hub 基因

　 　 通过 WGCNA 分析,获得 15 个 EnMT 相关基

因共表达模块(包含 4589 个 Hub 基因),16 个 HF
相关基因共表达模块(包含 763 个 Hub 基因),详
细见图 4~ 6。
2. 4　 交集基因

　 　 Venny 互作分析确定了 38 个交集基因,详细

见图 7。
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注:A:EnMT;B:HF。

图 2　 基因箱式图

Note.
 

A,
 

EnMT.
 

B,
 

HF.

Figure
 

2　 Genebox
 

diagram

2. 5　 基因富集分析

　 　 GO 富集分析显示,交集基因主要富集于髓

系白细胞介导的免疫调节等生物过程 ( BP,共

1203 条),基底膜、细胞外基质等细胞组分( CC,
共 169 条)以及信号受体结合等分子功能(MF,共
199 条)。 KEGG 通路富集分析得到 ECM 受体相

互作用、 PI3K-AKT 等 52 条信号通路, 详细见

图 8。
2. 6　 诊断基因

　 　 筛选出 CFP、COL4A2、ITGA1 和 GRPEL1 作为

核心诊断基因(图 9、图 10)。 SVM-RFE 模型的平

均交叉验证准确度为 0. 96,F1 分数为 0. 97;随机

森林模型的平均交叉验证准确度为 0. 89,F1 分数

为 0. 94,均表明模型在区分样本特征时有较高的

准确性;ROC-AUC 分数 0. 97,也表明模型具有较

高的准确性和稳定性;LASSO-COX 模型进一步验

证了模型的预测价值。
2. 7　 免疫浸润分析

　 　 免疫细胞浸润分析显示,诊断基因与肥大细

胞静息状态、记忆 B 细胞、记忆 CD4+
 

T 细胞间具

有较高相关性,详细见图 11、图 12。
2. 8　 预测成分

　 　 通 过 系 统 药 理 学 分 析, 预 测 谷 甾 醇
 

(sitosterol )、 山 奈 酚
 

( kaempferol )
 

和 槲 皮 素

(quercetin)作为靶向诊断基因的天然活性成分,
详细见图 13。
2. 9　 预测成分验证

　 　 由于 GRPEL1 在 PDB 中无可用的实验结构,
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注:A:EnMT 火山图;B:HF 火山图;C:EnMT 热图;D:HF 热图。

图 3　 差异基因分析

Note.
 

A,
 

Volcano
 

map
 

of
 

EnMT.
 

B,
 

Volcano
 

map
 

of
 

HF.
 

C,
 

Heat
 

map
 

of
 

EnMT.
 

D,
 

Heat
 

map
 

of
 

HF.

Figure
 

3　 Differential
 

gene
 

analysis

因此不进行分子对接。 将 CFP、COL4A2、ITGA1
与 3 种预测成分分别对接(表 2 和图 14),得到所

有配体和蛋白之间均具有结合活性,其中槲皮素

和 COL4A2 结合能最低。

将结合能最低的 3 个结果进行分子动力学模

拟。 RMSD 曲线发现所有结果均在 10
 

ns 后开始

趋于稳定;RMSF 曲线发现 COL4A2-sitosterol 蛋白

柔性在 0. 05 ~ 0. 3
 

A 之间;COL4A2-kaempferol 蛋
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注:A:标度独立性;B:平均连接度;C:生物模块与临床表型相关性分析。

图 4　 EnMT 基因集的 WGCNA 分析

Note.
 

A,
 

Scale
 

independence.
 

B,
 

Average
 

connectivity.
 

C,
 

Correlation
 

analysis
 

between
 

biological
 

modules
 

and
 

clinical
 

phenotypes.

Figure
 

4　 WGCNA
 

analysis
 

of
 

EnMT
 

gene
 

set

　 　 　 表 2　 结合能信息
Table

 

2　 Binding
 

energy
 

information

预测成分
Predictive

 

component

结合能 / (kcal / mol)
Binding

 

energy
CFP COL4A2 ITGA1

谷甾醇
Sitosterol -6. 6 -7. 6 -7. 1

山奈酚
Kaempferol -7. 1 -8. 5 -6. 9

槲皮素
Quercetin -6. 9 -8. 9 -6. 8

白柔性在 0. 05~ 0. 4
 

A 之间;COL4A2-quercetin 蛋

白柔性在 0. 1~ 0. 6
 

A 之间(图 15)。 波动范围均

属于较低水平,表明结合位点具有相对刚性的特

征,利于维持配体和蛋白质间的相互作用。

2. 10　 RT-PCR 检测诊断基因的表达情况

　 　 实 验 结 果 表 明 CFP、 COL4A2、 ITGA1 和

GRPEL1
 

mRNA 在模型组表达均显著增加(P <
0. 05),详细见图 16。
2. 11　 活性成分对关键靶点表达的作用

　 　 分子对接的结果表明谷甾醇、山奈酚和槲皮

素与 COL4A2 分子的对接活性能最好,因此选择

COL4A2 与 3 种活性成分进行实验验证。 ELISA
实验结果表明,模型组 COL4A2 表达较空白组显

著增加(P < 0. 01),谷甾醇、山奈酚和槲皮素组

COL4A2 表达较模型组显著下降(P<0. 01),其中

槲皮素组 COL4A2 表达水平为 4 组中最低,详细

见图 17。
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注:A:标度独立性;B:平均连接度;C:生物模块与临床表型相关性分析。

图 5　 HF 基因集的 WGCNA 分析

Note.
 

A,
 

Scale
 

independence.
 

B,
 

Average
 

connectivity.
 

C,
 

Correlation
 

analysis
 

between
 

biological
 

modules
 

and
 

clinical
 

phenotypes.

Figure
 

5　 WGCNA
 

analysis
 

of
 

HF
 

gene
 

set

注:A:EnMT 分析结果热图;B:HF 分析结果热图。

图 6　 共表达模块与临床表型的相关性热图

Note.
 

A,
 

Heat
 

map
 

of
 

EnMT
 

analysis
 

results.
 

B,
 

Heat
 

map
 

of
 

HF
 

analysis
 

results.

Figure
 

6　 Heat
 

map
 

of
 

correlation
 

between
 

coexpression
 

modules
 

and
 

clinical
 

phenotypes
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图 7　 Venny 互作分析图

Figure
 

7　 Venny
 

interaction
 

analysis
 

diagram

注:A:生物过程;B:细胞成分;C:分子功能;D:KEGG 通路富集分析。

图 8　 基因富集分析

Note.
 

A,
 

Biological
 

process.
 

B,
 

Cell
 

component.
 

C,
 

Molecular
 

function.
 

D,
 

KEGG
 

pathway
 

enrichment
 

analysis.

Figure
 

8　 Gene
 

enrichment
 

analysis
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图 9　 随机森林和 SVM-RFE 算法筛选

Figure
 

9　 Random
 

forest
 

and
 

SVM-RFE
 

algorithm
 

screening

注:A:Cox 比例风险模型的生存曲线;B:ROC-AUC;C:LASSO-COX 模型;D:蛋白互作网络。

图 10　 模型验证以蛋白互作网络

Note.
 

A,
 

Survival
 

curve
 

of
 

Cox
 

proportional
 

risk
 

model.
 

B,
 

ROC-AUC.
 

C,
 

LASSO-COX
 

model.
 

D,
 

Protein
 

interaction
 

network.
 

Figure
 

10　 Model
 

validation
 

with
 

protein
 

interaction
 

network
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图 11　 浸润结果热图

Figure
 

11　 Heat
 

map
 

of
 

infiltration
 

results

3　 讨论

　 　 肝纤维化( HF)是慢性肝病进展中的核心病

理环节[13] ,病理特征是肌纤维母细胞产生大量肝

内细胞外基质(ECM),在纤维间隔和窦周间隙中

过度积累,破坏正常肝小叶结构[14] 。 内皮间质转

分化(EnMT)是血管内皮细胞在发育或病理状态

下,向间质样特征细胞发生转变的过程[15,16] 。
NOTCH 信号通路深度参与肝纤维化,随肝纤维化

的进展或消退而变化[17] 。 NOTCH 受体和配体在

血管内皮中充分表达,被激活后会表现出 EnMT
的特征[16,18] ,在肝窦内皮细胞(LSECs)中,内皮细

胞 POFUT1 作为 NOTCH 信号重要的调节因子,
能够诱导 LSECs 中纤维蛋白原的表达,加重肝纤

维化[19,20] 。
本研究通过生物信息学和机器学习,筛选

CFP、COL4A2、ITGA1 和 GRPEL1 作为诊断基因,
并通过参与基底膜形成、免疫微环境等多种机

制,调控 PI3K-AKT、ECM 受体相互作用等多条通

路,影响 LSECs 发生 EnMT,促进肝纤维化进展。
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图 12　 相关性分析

Figure
 

12　 Correlation
 

analysis

图 13　 成分-靶点互作网络

Figure
 

13　 Component-target
 

interaction
 

network

基于诊断基因预测到多种天然活性成分,经验证

均具有较好的结合活性。 体外实验通过构建

LSECs
 

EnMT 模型,表明诊断基因在 LSECs 发生

EnMT 过程中,表达水平显著上调,进一步支持它

们在肝纤维化进程中的重要作用。 ELISA 实验结

果也表明,谷甾醇、山奈酚和槲皮素组 COL4A2 表

达较模型组显著下降,提示预测的活性成分能够

通过靶向诊断基因,发挥抗肝纤维化的作用。
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注:A:对接结果热图;B:COL4A2 和 sitosterol 对接结果;C:COL4A2 和 kaempferol 对接结果;D:COL4A2 和 quercetin 对接结果。

图 14　 分子对接

Note.
 

A,
 

Connection
 

result
 

Heat
 

map.
 

B,
 

Connection
 

result
 

between
 

COL4A2
 

and
 

sitosterol.
 

C,
 

Connection
 

result
 

between
 

COL4A2
 

and
 

kaempferol.
 

D,
 

Connection
 

result
 

between
 

COL4A2
 

and
 

quercetin.

Figure
 

14　 Molecular
 

docking

注:A:COL4A2 和 sitosterol 分子动力学模拟结果;B:COL4A2 和 kaempferol 分子动力学模拟结果;C:COL4A2 和 quercetin 分子动力学模

拟结果。

图 15　 分子动力学模拟

Note.
 

A,
 

Molecular
 

dynamics
 

simulation
 

results
 

of
 

COL4A2
 

and
 

sitosterol.
 

B,
 

Molecular
 

dynamics
 

simulation
 

results
 

of
 

COL4A2
 

and
 

kaempferol.
 

C,
 

Molecular
 

dynamics
 

simulation
 

results
 

of
 

COL4A2
 

and
 

quercetin.
 

Figure
 

15　 Molecular
 

dynamics
 

simulation

未折叠蛋白反应是肝脏炎症和纤维化的重

要驱动因素[21] ,GRPEL1 是线粒体未折叠蛋白反

应的关键因子,改善线粒体的未折叠蛋白反应,

能够有效抑制 TGF-β 诱导的 EnMT 现象[22] 。 在

Jagged1 诱导的 LSECs
 

EnMT 模型中,GRPEL1 表

达显著上调,提示 GRPEL1 可能作为线粒体应激
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注:与空白组相比,∗P<0. 05,∗∗P<0. 01。

图 16　 诊断基因的表达情况

Note.
 

Compared
 

with
 

the
 

blank
 

group,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01.

Figure
 

16　 Expression
 

of
 

diagnostic
 

genes

注:与空白组相比,∗∗P<0. 01;与模型组相比,##P<0. 01。

图 17　 活性成分对关键靶点表达的作用

Note.
 

Compared
 

with
 

the
 

blank
 

group,
 ∗∗P<0. 01.

 

Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,
 ##P<0. 01.

Figure
 

17　 Effect
 

of
 

active
 

ingredients
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

key
 

targets

反应的关键调节因子,在 LSECs 发生 EnMT 的过

程中发挥重要作用,通过影响线粒体功能,调控

细胞应激状态,进而影响 LSECs 的表型转变和功

能改变。
CFP 是补体系统中的正调节因子,补体系统

的异常激活与多种肝脏疾病的发生发展有关,包
括肝纤维化[23] 。 Jagged1 刺激 LSECs 后,CFP 表

达显著上调,表明 CFP 参与 Notch 信号通路介导

了 EnMT 过程。 同时,CFP 可能通过促进补体级

联反应,引起炎症反应,创造利于 LSECs 发生表

型转变的微环境[24] 。
ITGA1 作为 I 型胶原结合受体,在细胞-ECM

相互作用中扮演重要角色,Jagged1 诱导的 LSECs
发生 EnMT 时,ITGA1 表达增加。 ITGA1 通过多

种机制参与肝纤维化进程,能够特异性结合胶原

蛋白,介导细胞与 ECM 粘附,促进细胞外基质重

构[25] 。 ITGA1 基因组的缺失能够促进细胞发生

EnMT[26] 。 此外,ITGA1 还可能通过调节 LSECs
的黏附性[27]和运动性[28] ,维持内皮细胞特性,因
此当其表达异常时,可能会干扰 LSECs 的正常功

能,促进内皮细胞向间质样细胞转变。
COL4A2 是基底膜和细胞外基质中的关键组

分,参与 ECM 的结构构建和稳态维持[29] ,表达异

常时,不仅能直接影响肝窦微环境结构,还能调节

免疫细胞状态,间接影响肝纤维化进程[30] 。 实验

发现 COL4A2 的表达水平与肝纤维化的严重程度

呈正相关。 毛细血管化的 LSECs 通过发生 EnMT,
主动参与肝窦周围 ECM 的沉积。 在这一过程中,
LSECs 丧失窗孔并形成基底膜[31] ,而 COL4A2 作

为基底膜的关键组分,其表达上调直接促进了这

一病理变化。 在 Jagged1 刺激下,LSECs 表达的

COL4A2 显著增加,提示 Notch 信号通路可能通过

上调 COL4A2 表达,促进 LSECs 毛细血管化和

EnMT。 此外,在本研究中,COL4A2 与 ITGA1 等

相关基因主要富集于 PI3K-AKT、ECM 受体相互

作用信号通路上。 这两条经典通路不仅与非酒

精性脂肪性肝炎相关肝纤维化[32] 、CCl4 诱导肝纤

维化的小鼠模型[33] 密切相关, 还共同构成了

Focal
 

adhesion 信号通路的一部分。 Focal
 

adhesion
信号通路作为 ECM 产生和生化信号转导的枢纽,
能直接诱导 EnMT,推动肝纤维化进程[34] 。

肥大细胞通过分泌多种细胞因子和活性物

质,参与肝纤维化进程[35] 。 记忆 B 细胞和 CD4+
 

T 细胞在适应性免疫反应中发挥关键作用,影响

LSECs 表型和功能[36] 。 ECM 重构与免疫微环境
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重塑间存在紧密而复杂的相互调控网络[37] ,诊断

基因又与免疫细胞高度相关,因此,这些基因可

能作为调控网络中的枢纽分子,既参与 ECM 的合

成和修饰,又影响免疫细胞的活化。 在药物预测

上,3 种天然活性成分均能显著降低 Jagged1 诱导

LSECs 中 COL4A2 蛋白的表达,以槲皮素的作用

最为显著。 分子对接和分子动力学模拟也证实,
槲皮素与 COL4A2 间存在较强的结合力和稳定的

蛋白柔性,提示槲皮素的抗肝纤维化作用可能通

过靶向 COL4A2 来实现。
本研究虽通过多种技术揭示了 EnMT 调控肝

纤维化的分子机制,提出以 CFP、COL4A2、ITGA1
和 GRPEL1 为核心的诊断标志物体系,但仍存在

一定的局限性,诊断基因筛选主要基于体外实验

和生物信息学分析,所建立的 LSECs
 

EnMT 模型

可能无法完全模拟肝纤维化的复杂病理环境,此
外,天然活性成分抗纤维化的作用机制也有待深

入验证。 尽管如此,本研究为肝纤维化的机制研

究、早期诊断和药物开发提供了新思路,不仅深

化了对肝纤维化发病机制的理解,还为靶向药物

的研发提供了理论依据,未来研究可进一步验证

诊断基因在不同病因肝纤维化中的表达模式和

功能特点,深入研究天然活性成分靶向诊断基因

的作用机制,为肝纤维化的临床治疗带来新突破。
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