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基于网络药理学和孟德尔随机化探究异鼠李素
防治肝纤维化的分子机制

郑　 洋,王佳慧,赵铁建,汪　 磊,梁　 亮,肖华业,杨仕权∗

(广西中医药大学赛恩斯新医药学院,南宁　 530222)

　 　 【摘要】 　 目的　 探究异鼠李素防治肝纤维化的作用机制及核心靶点。 方法　 整合生物信息学数据,通
过差异基因分析、加权基因共表达网络(WGCNA)挖掘肝纤维化相关靶点,结合异鼠李素作用靶点筛选关键

交集基因;利用机器学习优化核心靶点,并通过孟德尔随机化验证其因果关联;进一步通过分子对接、动力学

模拟评估靶点功能。 结果　 筛选出肝纤维化与异鼠李素交互靶点 113 个,主要富集于磷脂酰肌醇-3 激酶 / 蛋
白激酶 B( PI3K-AKT)、肿瘤坏死因子( TNF) 等信号通路;机器学习联合孟德尔随机化锁定芳香烃受体

(AHR)、半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 3(CASP3)、丝裂原激活蛋白激酶 14(MAPK14)为关键靶点;多数据集验证

显示其表达一致且诊断效能显著(曲线下面积> 0. 7);分子模拟证实异鼠李素与靶点的结合稳定(结合能<
-7. 0

 

kcal / mol)。 结论　 异鼠李素通过靶向 AHR、CASP3 和 MAPK14 调控炎症、凋亡及代谢通路,从而抑制肝

纤维化,为中医药抗纤维化机制研究提供了新视角。
【关键词】 　 异鼠李素;肝纤维化;网络药理学;孟德尔随机化;分子动力学模拟
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　 　 【Abstract】　
 

Objective　 To
 

investigate
 

the
 

core
 

targets
 

and
 

mechanisms
 

by
 

which
 

isorhamnetin
 

prevents
 

and
 

ameliorates
 

liver
 

fibrosis.
 

Methods 　 Bioinformatic
 

data
 

were
 

integrated
 

to
 

identify
 

liver
 

fibrosis-related
 

targets
 

via
 

differential
 

gene
 

analysis
 

and
 

weighted
 

gene
 

co-expression
 

network
 

analysis
 

(WGCNA).
 

These
 

targets
 

were
 

compared
 

with
 

those
 

that
 

mediate
 

isorhamnetin’s
 

action
 

to
 

identify
 

common
 

targets.
 

Machine
 

learning
 

optimized
 

core
 

targets
 

that
 

were
 

validated
 

for
 

causal
 

association
 

using
 

Mendelian
 

randomization.
 

Molecular
 

docking
 

and
 

dynamics
 

simulations
 



assessed
 

target
 

function.
 

Results　 We
 

identified
 

113
 

interactive
 

targets
 

of
 

liver
 

fibrosis
 

and
 

isorhamnetin,
 

which
 

were
 

primarily
 

enriched
 

in
 

phosphatidylinositol
 

3
 

kinase-protein
 

kinase
 

B(PI3K-AKT),
 

tumor
 

necrosis
 

factor(TNF),
 

and
 

other
 

signaling
 

pathways.
 

Machine
 

learning
 

combined
 

with
 

Mendelian
 

randomization
 

pinpointed
 

aryl
 

hydrocarbon
 

receptor(AHR),
 

caspase3( CASP3),
 

and
 

mitogen-activated
 

protein
 

kinase
 

14( MAPK14)
 

as
 

core
 

targets.
 

Multi-
dataset

 

validation
 

confirmed
 

their
 

consistent
 

expression
 

and
 

significant
 

diagnostic
 

efficacy
 

( area
 

under
 

the
 

curve >
 

0. 7).
 

Molecular
 

simulations
 

demonstrated
 

stable
 

binding
 

of
 

isorhamnetin
 

to
 

these
 

targets
 

(binding
 

energy<-7. 0
 

kcal /
mol).

 

Conclusions 　 Isorhamnetin
 

inhibits
 

liver
 

fibrosis
 

by
 

targeting
 

AHR,
 

CASP3,
 

and
 

MAPK14
 

to
 

regulate
 

inflammation,
 

apoptosis,
 

and
 

metabolic
 

pathways.
 

This
 

study
 

provides
 

novel
 

insights
 

into
 

the
 

anti-fibrotic
 

mechanisms
 

of
 

traditional
 

Chinese
 

medicine
 

components.
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　 　 肝纤维化是以肝细胞持续、反复坏死导致修

复反应和大量纤维增生,同时纤维降解不足,细
胞外基质( extracellular

 

matrix,ECM) 过量堆积为

特征的破坏性病理过程[1] 。 肝纤维化的持续存

在,加上正常肝实质细胞的死亡和 ECM 的积累,
会导致肝硬化并可能发展为肝细胞癌,最终导致

肝功能衰竭[2] 。 但由于肝纤维化的基本机制尚

未明确,除了肝移植外,对晚期肝纤维化患者几

乎没有有效的治疗方法[3] 。 及时有效的干预对

于改善肝纤维化患者的临床预后非常重要,这也

是急需寻找肝纤维化新靶点和替代疗法的原因。
中医药及其活性成分在防治肝纤维化上取得了

长足的发展[4] 。 近年来,对天然活性成分的研究

已逐渐成为治疗疾病药物发现的一个重要方向。
黄酮类化合物因具有多成分、多靶点的优势,被
广泛应用于慢性肝病的防治工作中[5] 。 中药沙

棘的主要单体成分—异鼠李素是目前较受关注

的植物黄酮类化合物,具有抗肿瘤、抗炎、抗氧

化、抗动脉粥样硬化、调节免疫功能等诸多药理

作用[6] 。 有研究发现异鼠李素可以通过转化生

长因子 β1 信号通路减少自噬和 ECM 的生成,从
而发挥抗肝纤维化的作用[7] 。 网络药理学通过

构建药物-靶点网络、基因-疾病网络等生物网络

模型,预测其潜在作用靶点和机制。 孟德尔随机

化(Mendelian
 

randomization,MR)是一种从基因水

平上研究因果关系的方法,利用遗传变量,即单

核苷酸多态性 ( single
 

nucleotide
 

polymorphism,
SNP)为工具变量,揭示了暴露因素是否对结局变

量有影响[8] 。 因此本研究基于网络药理学进行

靶点筛选,用分子对接和孟德尔随机化进行验

证,探索异鼠李素防治肝纤维化的作用靶点与

机制。

1　 材料和方法

1. 1　 肝纤维化靶点的获取

　 　 借助 GEO 数据库,以“Liver
 

fibrosis”“Hepatic
 

fibrosis”检索高通量测序数据集,筛选出注释平台

分别为 GPL15491、GPL13667、GPL571 和 GPL570
的 4 个数据集 GSE114783、GSE139602、GSE14323
和 GSE6764。 其中将 GSE6764 和 GSE14323 数据

集被 用 作 单 独 的 验 证 队 列 来 证 实 此 发 现,
GSE114783 和 GSE139602 则作为训练队列。 对

GSE114783 和 GSE139602 数据集进行数据合并,
并进行去批次运算,以去除两组数据的批次效

应,用 limma 进行差异基因分析,进一步进行加权

基因 共 表 达 网 络 ( weighted
 

gene
 

co-expression
 

network
 

analysis,WGCNA)分析,排除异常信息及

异常样本,构建共表达网络,将基因分为不同的

模块,不同基因模块与表型数据关联分析,计算

筛选出与患病相关性最高的基因模块。 同时借

助 Genecards、 人 类 孟 德 尔 遗 传 在 线 ( online
 

mendelian
 

inheritance
 

in
 

man,OMIM)数据库获取

肝纤维化相关靶点,然后对两种方法获取的靶点

进行交互处理得到肝纤维化相关靶点。
1. 2　 异鼠李素作用靶点的筛选

　 　 从 HERB ( 1. 0,http: / / herb. ac. cn / )、ETCM
( 1. 0,

 

http: / / www. tcmip. cn / ETCM / index. php /
Home / Index 和 2. 0,

 

http: / / www. tcmip. cn /
ETCM2 / front / # / ) 及 Swiss

 

Target
 

Prediction 数据

库 ( 2023 版,
 

https: / / www. molecular-modelling.
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ch / swiss-drug-design. html) 获取异鼠李素潜在靶

点[9-11] 。 使 用 R 包 ‘ biomaRt ’
 

( v2. 58. 0 )
 

将

UniProt
 

ID / Ensembl
 

ID 等 统 一 转 换 为 标 准

Genesymbol 基 因 符 号, 物 种 限 定 为 “ Homo
 

sapiens”,应用 ‘ dplyr’ 包
 

( v1. 1. 3)
 

的 ‘ distinct
()’函数基于 Genesymbol 精确去重,去除跨数据

库完全重复条目。
1. 3　 免疫细胞浸润

　 　 使用 TIMER2. 0(http: / / timer. cistrome. org / )
平台通过 CIBERSOR 算法对去除批次效应后进

行多数据集合的数据集进行免疫浸润估计。
1. 4　 关键靶点的获取及相关网络的建立

　 　 对肝纤维化相关靶点与异鼠李素作用靶点

进行交互处理得到药物防治疾病的关键靶点。
将关键靶点输入 STRING 数据库,设置物种为

“Homo
 

sapiens”,置信度>0. 4,得到原始蛋白互作

( protein-protein
 

interaction, PPI ) 网络。 将原始

PPI 相关数据导入 Cytoscape
 

3. 7. 1,进行 Degree
值、Closeness 值、Betweenness 值分析,筛选去除小

于平均度值的节点。 继续利用 Network
 

Analysis
进行分析得到子网络。
1. 5　 富集分析

　 　 富集分析包括基因本体( gene
 

ontology,GO)
功能分析和京都基因与基因组百科全书( Kyoto

 

encyclopedia
 

of
 

genes
 

and
 

genomes,KEGG) 分析,
将交集靶点库导入 Sangerbox 在线平台( http: / /
sangerbox. com / )进行分析,其中 GO 富集分析包

括生物过程 ( biological
 

process, BP )、 分子功能

( molecular
 

function, MF ) 和 细 胞 组 成 ( cell
 

component,CC)3 个部分。 所有结果均以 P<0. 05
为条件进行筛选。
1. 6　 “核心中药-活性成分-疾病通路-交集靶点
-疾病”网络图的构建

 

　 　 将 KEGG 分析结果 P 值从小到大排列的前

20 条疾病通路与核心中药、活性成分、交集靶点、
疾病一起导入 Cytoscape

 

3. 7. 1 软件进行可视化

操作。
1. 7　 使用机器学习算法选择特征基因

　 　 使用机器学习技术根据差异基因鉴定对肝

纤维化至关重要的特征基因,确保稳健和全面的

选择。 最小绝对收缩和选择运算符( least
 

absolute
 

shrinkage
 

and
 

selection
 

operator,LASSO)回归以变

量选择和正则化以防止过拟合而闻名,它使用一

个标准误差标准来平衡模型复杂性和性能。 随

机森林( random
 

forest,RF)算法是一种集成学习

方法,可有效管理不平衡的数据并估计特征重要

性,得分>0. 5 的基因被认为具有显著性。 极度梯

度提升树( eXtreme
 

gradient
 

boosting,XGBoost) 模

型的核心思想是将多个弱分类器(决策树)组合

成一个强分类器。 每个决策树都在前一棵树的

残差基础上进行训练,通过不断迭代优化损失函

数来逐步减小残差。 特征基因来自对 LASSO 逻

辑回归、XGBoost 和 RF 方法结果的交叉分析。
1. 8　 MR 分析

 

　 　 本研究进行了双样本 MR 分析,探讨特征基

因与疾病肝纤维化之间的因果关系,将 SNP 定义

为工具变量(instrumental
 

variable,IV)。 从综合流

行病学单元( integrative
 

epidemiology
 

unit,IEU)数

据库 ( https: / / gwas. mrcieu. ac. uk / ) 和 GTEx
(http: / / www. gtexportal. org / )获得了特征基因的

SNP 作为暴露因子,肝纤维化 SNP
 

作为结果因

子。 筛选 P<5×10-8 并去除具有强连锁不平衡的

IV(r2 < 0. 3,
 

kb = 500) [12] 。 通过 R(4. 4. 1 版)中

的“TwoSampleMR”包(0. 6. 8 版) 进行 MR 分析,
包括逆方差加权、MR-Egger、加权中位数、简单模

式和加权模式方法。 进行敏感性分析,通过异质

性、水平多效性和留一法分析来估计 MR 结果是

否具有可靠性。 进行异质性检验,P>0. 05 表明没

有异质性。
1. 9　 基因验证

 

　 　 本研究验证了多个独立数据集中生物标志

基因的差异表达。 生成受试者工作特征曲线

(receiver
 

operating
 

characteristic, ROC) 以评估 3
个特征基因对肝纤维化的诊断准确性和特异性。
使用 SangerBox 在线平台( http: / / sangerbox. com /
login. html)进行分析和可视化。
1. 10 　 基 因 富 集 分 析 ( gene

 

set
 

enrichment
 

analysis,GSEA)分析

　 　 利用 SangerBox 在线平台( http: / / sangerbox.
com / login. html)使用 KEGG 数据库来识别 3 个特

征基因与肝纤维化中生物标志基因相关的显著

富集通路。
1. 11　 分子对接

　 　 从 PubChem 数据库获得物质的二维结构,并
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以“SDF”格式存储。 从蛋白质数据库中检索关键

靶标的 3D 结构,并以“ PDB”格式保存为蛋白质

受体。 用 WeMel 平台进行分子对接操作并下载

PDB 格式导入 Discovery
 

Studio 和 PyMOL(2. 6. 0)
软件用于可视化对接结果,对接完成之后在原有

活性位点的基础上再次进行 redock 以验证对接

可信度。
1. 12　 分子动力学模拟

　 　 使用分子动力学模拟测量对接化合物稳定

性及灵活性。 利用 GROMACS2020. 6 软件包、
charmm36 力场和 TIP3P 水模型来做分子动力学

模拟。 为使该系统总电荷中性,加入对应数目的

钠离子取代水分子得到合适大小的溶剂盒。 进

一步将周期边界条件用在系统的 3 个方向。 利用

charmm36 力场,从 Sobtop 得到异鼠李素的力场参

数。 最开始,整个系统 50
 

000 步的能量在 310
 

k
时被最小化。 通过位置约束的分子动力学模拟,
以及通过粒子的数目、体积和温度恒定和粒子的

数目、压力和温度恒定,得到受体、配体和溶剂的

平衡。 通过对体系的均方根偏差 ( root
 

mean
 

square
 

deviation,RMSD) 和原子位置的均方根波

动(root
 

mean
 

square
 

fluctuation,RMSF)做分析,均
方根偏差可以反映体系里的分散程度来表现复

合物的稳定性,均方根波动可以反映某一个原子

相对于参考构象的结构变化来表明原子的灵活

性。 通过旋转半径(radius
 

of
 

gyration,Rg)
 

衡量蛋

白质的紧密程度,氢键数目( number
 

of
 

hydrogen
 

bonds,Hbond)衡量蛋白-配体相互作用的稳定程

度,同时计算结合自由能验证分子动力学模拟的

稳定性。

2　 结果

2. 1　 肝纤维化靶点的获取

　 　 从 GEO 数据库(https: / / www.
 

ncbi. nlm. nih.
gov / geo / )获得 4 个数据集,包括来自肝纤维化

(肝硬化及肝癌)患者的样本和健康肝脏组织的

样 本 ( GSE114783、 GSE139602、 GSE14323 和

GSE6764), 为 了 减 轻 批 量 效 应, 本 研 究 对

GSE114783 和 GSE139602 数据集的原始数据应

用了归一化技术形成训练队列。 GSE14323 和

GSE6764 数据集被用作单独的验证队列来证实本

研究的发现。 在 Sangerbox 在线平台 ( http: / /

sangerbox. com / )进行数据集合并及去除批次效

应后合并得到 51 个肝纤维化(肝硬化及肝癌)样

本和 9 个对照样本。 从主成分分析 ( principal
 

component
 

analysis,PCA)图可以观察到去除批次

效应前,第一主成分的方差为 77. 86%,第二主成

分的方差为 9. 66%,数据集之间存在明显的批量

效应。 去除批次效应后,第一主成分的方差为

38. 77%,第二主成分解释的方差为 14. 63%,数据

集中的所有样本都达到了可接受的均匀性。 进

行 limma 差异分析获得差异基因,其中上调基因

有 200 个,下调基因有 271 个,将结果以火山图和

热图可视化,并对去批次效应的矩阵表达谱进行

WGCNA 分析,通过 WGCNA 的尺度独立和平均

连通比较发现,基因间联系的软阈值为 1。 为了

将具有相似表达谱的基因分类为基因模块,根据

基于拓扑重叠矩阵的相异性测量进行平均连锁

层次聚类,基因树状图的最小模块大小为 30。 合

并距离< 0. 2 的模块,最终获得了 3 个共表达模

块,根据截断标准模块特征基因连接度>0. 3 筛选

Hub 基因。 同时依据 Score 值在 Genecards 中筛

选出肝纤维化靶点 110 个,OMIM 数据库获取肝

纤维化相关靶点 114 个。 最终,对两种方法获取

的靶点进行合并处理得到肝纤维化相关靶点

1074 个,详细见图 1。
2. 2　 异鼠李素作用靶点的筛选

　 　 从 HERB 数据库得到作用的靶点 39 个;
ETCM1. 0 数 据 库 得 到 作 用 的 靶 点 53 个;
ETCM2. 0 数据库得到作用的靶点 13 个; Swiss

 

Target
 

Prediction 数据库得到作用的靶点 99 个。
对靶点进行转换、去除重复后得到活性成分作用

的靶点 188 个。
2. 3　 免疫细胞的浸润

　 　 为了探究免疫细胞在肝纤维化发病中的作

用, 本 研 究 对 训 练 队 列 ( GSE114783 和

GSE139602)进行了免疫细胞浸润分析,以确定每

个样本中表达的免疫细胞类型。 22 种免疫细胞

在每个样本中的浸润比例,详细见图 2A。 相关性

分析发现,幼稚性 B 细胞与效应 B 细胞呈现较强

相关(r = 0. 52),幼稚性 B 细胞与活化髓样树突细

胞呈现较强相关( r = 0. 50),记忆 B 细胞与幼稚

CD4+T 细胞呈现较强相关(r = 0. 53),幼稚 CD4+ T
细胞与激活 NK 细胞呈现较强相关( r = 0. 51),幼
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注:A:去批次前数据集之间的主成分分析;B:去批次后数据集之间的主成分分析;C:数据集差异分析结果热图;D:数据集差异分析

结果火山图;E:WGCNA 聚类分析标度独立性图;F:WGCNA 聚类分析平均连通性图;G:WGCNA 聚类分析基因网络模块图。

图 1　 肝纤维化相关靶点的筛选

Note.
 

A,
 

Principal
 

component
 

analysis
 

between
 

datasets
 

before
 

de-batching.
 

B,
 

Principal
 

component
 

analysis
 

between
 

datasets
 

after
 

de-
batching.

 

C,
 

Heatmap
 

of
 

dataset
 

variance
 

analysis
 

results.
 

D,
 

Volcano
 

plot
 

of
 

dataset
 

variance
 

analysis
 

results.
 

E,
 

Scale-independence
 

plot
 

of
 

WGCNA
 

clustering
 

analysis.
 

F,
 

Mean
 

connectivity
 

plot
 

of
 

WGCNA
 

clustering
 

analysis.
 

G,
 

Gene
 

network
 

of
 

WGCNA
 

clustering
 

analysis
 

Module
 

diagram.

Figure
 

1　 Screening
 

of
 

liver
 

fibrosis-related
 

targets

稚 CD4+ T 细胞与活化髓样树突细胞呈现较强相

关(r = 0. 64),γδT 细胞与 M2 型巨噬细胞呈现较

强相关( r = 0. 52),M2 型巨噬细胞与 M1 型巨噬

细胞呈现较强相关( r = 0. 59),M1 型巨噬细胞与

静息髓样树突细胞呈现较强相关(r = 0. 51),静息

肥大细胞与中心粒细胞呈现较强相关(r = 0. 52),
详细见图 2B。 通过箱线图进一步展示 22 种免疫

细胞在肝纤维化组与正常组的具体表达差异,结
果显示肝纤维化组中幼稚性 B 细胞、滤泡辅助性

T 细胞、M0 型巨噬细胞的表达显著高于正常组;

而激活 NK 细胞和静息肥大细胞的表达显著低于

正常组(P<0. 05),详细见图 2C。
2. 4　 交集靶点的筛选及 PPI 网络的构建

　 　 活性成分的作用靶点库与疾病作用交集靶

点 113 个,导入 STRING 数据库得到原始 PPI 网

络图,将原始 PPI 相关数据导入 Cytoscape
 

3. 7. 1,
进行 Degree 值、Closeness 值、Betweenness 值分析,
继续利用 Network

 

Analysis 以 Degree 值进行分析

得到子网络,筛选去除小于平均度值的节点,得
到共 14 个特征基因,详细见图 3。
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注:A:免疫细胞在样本表达比例;B:免疫细胞相关性热图;C:免疫细胞在肝纤维化组和正常组的表达差异情况(横坐标表示免疫细

胞类型,纵坐标表示相对表达量;两组样本经过秩和检验后得到的 P 值位于小提琴柱上方,与正常组相比,P<0. 05 表示差异有统计

学意义)。

图 2　 肝纤维化发生时免疫细胞浸润分析
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2. 5　 富集分析

　 　 GO 功能分析筛选后共获得 3069 个条目,其
中 BP 条目 2542 个,主要包括细胞增殖、细胞对

含氧化合物的反应等,CC 条目 207 个,主要包括

细胞质、核染色质等,MF 条目 321 个,主要包括小

分子结合、蛋白激酶活性、药物结合等。 各过程

以富集的基因数排前 10 位的条目作图。 KEGG
分析筛选后共获得 134 条通路,考虑富集的基因

数和 P 值,选取前 20 条通路进行富集气泡图和分

类条形图的绘制,主要包括磷脂酰肌醇-3 激酶 /
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