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　 　 【摘　 要】 　 目的　 基于高通量测序技术探讨荔枝核总黄酮（ＴＦＬ）对肝纤维化大鼠差异 ｌｎｃＲＮＡｓ、ｍＲＮＡｓ 表达的

影响及其生物学功能分析。 方法　 ２０２１ 年 ４—７ 月于广西中医药大学实验动物中心进行实验，建立肝纤维化大鼠模

型，将大鼠随机分为对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ，ｎ ＝ ６）、模型组（Ｍｏｄｅｌ，ｎ ＝ ７）和荔枝核总黄酮组（ＴＦＬ，ｎ ＝ ７），ＴＦＬ 组大鼠给予

ＴＦＬ ５０ ｍｇ·ｋｇ － １·ｄ － １干预 ６ 周。 采用 ＨＥ 和 Ｍａｓｓｏｎ 染色观察肝脏组织纤维化改变，ＥＬＩＳＡ 法测定血清透明质酸酶

（ＨＡ）、Ⅳ型胶原（Ⅳ⁃Ｃ）、层黏连蛋白（ＬＮ）、Ⅲ型前胶原（ＰＣ⁃Ⅲ），ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 高通量测序技术筛选 Ｍｏｄｅｌ 和 ＴＦＬ 组差异

表达 ｌｎｃＲＮＡｓ 和 ｍＲＮＡｓ，ｃｉｓ 方式预测差异表达 ｌｎｃＲＮＡｓ 靶基因，ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 对各差异表达 ｌｎｃＲＮＡｓ 靶基因和

ｍＲＮＡｓ进行生物学功能富集分析。 结果　 纤维化评分比较，Ｍｏｄｅｌ 组 ＞ ＴＦＬ 组 ＞ Ｃｏｎｔｒｏｌ 组（Ｆ ＝ １４． ４２０，Ｐ ＜ ０． ００１），大
鼠血清 ＨＡ、ＬＮ、Ⅳ⁃Ｃ 和 ＰＣⅢ水平比较，Ｍｏｄｅｌ 组 ＞ ＴＦＬ 组 ＞ Ｃｏｎｔｒｏｌ 组（Ｆ ＝ ４７． ０５５、７４． ６５５、１７７． ３２８、５４． ４４５，Ｐ 均 ＜
０． ００１）。共筛选出 Ｍｏｄｅｌ 组与 ＴＦＬ 组差异表达 ｌｎｃＲＮＡｓ ７３ 个（上调 ４３ 个，下调 ３０ 个），Ｍｏｄｅｌ 组与 ＴＦＬ 组差异表达

ｍＲＮＡｓ ２６１ 个（上调 １５０ 个，下调 １１１ 个），采用 ｃｉｓ 方式共预测到 Ｍｏｄｅｌ 与 ＴＦＬ 组 ２４ 个靶基因；差异表达 ｌｎｃＲＮＡｓ 靶

基因和 ｍＲＮＡｓ 的生物学富集功能分析显示 ＴＦＬ 通过参与昼夜节律、谷胱甘肽代谢泛醌、戊糖磷酸途径等信号通路发

挥抗肝纤维化的作用。 结论　 ＴＦＬ 能够明显改善大鼠纤维化组织病理学形态，降低血清 ＨＡ、Ⅳ⁃Ｃ、ＬＮ、ＰＣ⁃Ⅲ含量，其
作用机制可能与调控特定差异 ｌｎｃＲＮＡｓ 和 ｍＲＮＡｓ 表达，参与昼夜节律、谷胱甘肽代谢泛醌、戊糖磷酸途径等信号通路

有关。
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【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 To explore the effects of Total Flavonoids from Litchi Seed on the expression of differential
lncRNAs and mRNAs in liver fibrosis rats using high⁃throughput sequencing technology and to analyze its biological func⁃
tions. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Experiments was conducted at the experimental animal center of Guangxi University of Chinese Medicine
from April 2021 to July 2021.A rat model of liver fibrosis was established, with rats randomly assigned to the control group
(Control), model group (Model), and Total Flavonoids from Litchi Seed group (TFL). The TFL group was administered
50mg·kg - 1·d - 1 of TFL for a total of 6 weeks. HE and Masson staining were used to observe liver tissue fibrosis chan⁃
ges. Serum levels of hyaluronidase (HA), type IV collagen (Ⅳ⁃C), laminin (LN), and type III procollagen (PC III) were meas⁃
ured using ELISA. RNA⁃seq high⁃throughput sequencing technology was used to identify differentially expressed lncRNAs
and mRNAs between the Model and TFL groups. The cis method was used to predict target genes of differentially ex⁃
pressed lncRNAs. GO and KEGG analyses were conducted for biological function enrichment of the differentially expressed
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lncRNAs target genes and mRNAs. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Compared with the Model group, the TFL group exhibited a significant de⁃
crease in liver fibrosis score (F = 14.420，P ＜ 0.001) and serum levels of HA, Ⅳ⁃C, LN, and PC⁃Ⅲ（F = 47.055, 74.655, 177.328,
54.445，P ＜ 0.001） . A total of 73 differentially expressed lncRNAs (43 up⁃regulated, 30 down⁃regulated) were identified be⁃

� tween the Model and TFL groups, along with 261 differentially expressed mRNAs (150 up⁃regulated, 111 down⁃regulated).
Using the cis method, 24 target genes were predicted between the Model and TFL groups. Biological function enrichment
analysis indicated that TFL plays an anti⁃liver fibrosis role by participating in signaling pathways such as circadian rhythm,
glutathione metabolism, ubiquinone, and pentose phosphate. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 TFL significantly improved the pathological mor⁃
phology of fibrotic tissue in rats, reduced serum levels of HA, Ⅳ⁃C, LN, and PC⁃III, and exerted an anti⁃liver fibrosis effect.
The mechanism of action may involve regulating the expression of specific differential lncRNAs and mRNAs and participat⁃
ing in signaling pathways such as circadian rhythms, glutathione metabolism, ubiquinone, and pentose phosphate.

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Liver fibrosis; Total flavonoids from litchi chinensis seed; Long chain non⁃coding RNA;Gene expres⁃
sion;Bioinformatics; Rats

　 　 肝纤维化（ｈｅｐａｔｉｃ ｆｉｂｒｏｓｉｓ，ＨＦ）是肝组织细胞外基

质过度增生与沉积导致肝脏结构异常的疾病，可能演

变为肝硬化和肝癌，目前缺乏特效药物。 荔枝核总黄

酮（ｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｅ ｆｒｏｍ Ｌｉｔｃｈｉ Ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ Ｓｏｎｎ，ＴＦＬ）是一

种抗 ＨＦ 有效成分，通过多个靶点和信号通路抑制

ＨＦ。 长链非编码 ＲＮＡ（ｌｏｎｇ ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ，ｌｎｃＲＮＡ）
在肝纤维化中发挥重要作用，但其作用机制尚需深入

研究。 本研究采用 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 技术研究 ＨＦ 大鼠及 ＴＦＬ
干预后肝组织中的 ｌｎｃＲＮＡｓ 和 ｍＲＮＡｓ 表达，结合生物

信息学方法揭示 ＴＦＬ 抗 ＨＦ 的可能机制，报道如下。
１　 材料与方法

１． １　 实验材料

１． １． １　 实验动物：ＳＰＦ 级雄性 ＳＤ 大鼠 ３０ 只，体质量

（２２０ ± １０）ｇ，饲养于 ＳＰＦ 级动物实验室，温度 ２０ ～ ２６
℃，湿度 ４０％ ～ ７０％ ；实验大鼠购自湖南斯莱克景达

实验动物有限公司，实验动物许可证号 ＳＣＸＫ（湘）
２０１９⁃０００４，动物实验经广西中医药大学实验动物伦理

委员会审批（ＤＷ２０２２０１４⁃００５）。
１． １． ２　 实验药品、试剂：（１）药物：ＴＦＬ 由广西中医药

大学药学院药剂教研室提供，其原料荔枝核购买于南

宁市万药堂药物有限公司，经广西中医药大学药学鉴

定为无患子科植物荔枝属荔枝 Ｌｉｔｃｈｉ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ 的干燥

成熟种子。 参照冯宇等［１］ 提取 ＴＦＬ 的方法。 （２） 试

剂： ＣＣｌ４（天津市恒兴化学试剂制造有限公司，货号：
２０１９０９０１）；ＴＲＩＺＯＬ（赛默飞世尔科技有限公司，货号：
１５５９６０１８）；特级初榨橄榄油（山东鲁花集团有限公

司，货号：ＧＢ ／ Ｔ２３３４７）；大鼠透明质酸（ＨＡ）ＥＬＩＳＡ 试

剂盒 （货号： ＭＭ⁃０５１１Ｒ１）、大鼠层黏连蛋白 （ ＬＮ）
ＥＬＩＳＡ 试剂盒（货号：ＭＭ⁃０８５２Ｒ１）、大鼠Ⅳ型胶原酶

（Ⅳ⁃Ｃ）ＥＬＩＳＡ 试剂盒（货号：ＭＭ⁃６１４８３Ｒ１）、大鼠Ⅲ型

前胶 原 蛋 白 （ ＰＣ Ⅲ） ＥＬＩＳＡ 试 剂 盒 （ 货 号： ＭＭ⁃
２０６４５Ｒ１），均购自江苏酶免实业有限公司。

１． １． ３　 实验仪器：ＳＴ１６Ｒ 台式高速冷冻离心机（赛默

飞世尔科技公司），Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ ＩＱ７０００ 超纯水系统（法国

默克公司），ＨＭ３５５Ｓ 全自动石蜡切片机（赛默飞世尔

科技公司），Ｈｉｓｔｏｃｅｎｔｒｅ３ 组织包埋机（赛默飞世尔科技

公司）， ＣＫＸ４１ 倒置显微镜 （日本奥林巴斯公司），
Ｅｐｏｃｈ酶标仪（美国伯腾仪器有限公司），Ａｇｉｌｅｎｔ ２１００
Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ 生物分析仪 （ 美国安捷伦公司）， ＡＢＩ
ＳｔｅｐＯｎｅＰｌｕｓ 实时荧光定量 ＰＣＲ 系统 （美国应用生物

系统公司）。
１． ２　 动物造模与分组　 于 ２０２１ 年 ４—７ 月在广西中医

药大学实验动物中心进行实验。 大鼠适应喂养 １ 周后，
参照课题组前期 ＨＦ 大鼠模型制备方法制备模型［２］，按
照 ＣＣｌ４ ∶ 橄榄油 ＝ ４∶ ６配置 ４０％ ＣＣｌ４ 溶液。 造模方法：
大鼠皮下注射 ４０％ ＣＣｌ４，剂量为 ０． ３ ｍｌ ／ ｋｇ，每 ３ 日 １
次；每次皮下注射前称取各大鼠体质量，根据大鼠体质

量调整 ＣＣｌ４ 溶液剂量；造模时间 ８ 周，造模期间观察

大鼠毛发、神态、动作、饮食和生存情况。 造模 ８ 周后，
随机选取 ３ 只大鼠采集肝脏组织进行 Ｍａｓｓｏｎ 染色，镜
下随机选取视野观察肝脏组织病理学形态以判定模型

是否成功。
　 　 将 造 模 成 功 的 大 鼠 １４ 只 随 机 分 为 模 型 组

（Ｍｏｄｅｌ 组）、荔枝核总黄酮组（ＴＦＬ 组），每组 ７ 只，取正

常大鼠 ６ 只作为空白对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ 组）。 给药剂量参

照课题组前期研究［２］，ＴＦＬ 组按 ５０ ｍｇ·ｋｇ －１·ｄ －１灌胃

给药，共给药 ６ 周，均在相同时间段内维持大鼠体内血

药浓度相对稳定，每 ２ 日称取大鼠体质量调整给药剂

量。 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组和 Ｍｏｄｅｌ 组正常饲养。
１． ３　 观测指标与方法

１． ３． １　 标本采集：大鼠末次灌胃结束后，禁食水 ８ ｈ，
采用 ４％戊巴比妥钠（４０ ｍｇ ／ ｋｇ） 腹腔注射麻醉大鼠，
腹主动脉取血，４ ℃下离心留取血清，保存于 － ８０℃冰

箱待测。 采血完毕后，从大鼠肝缘起向内（即中央汇
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管区）剪出一小长条组织，分段剪开放入冻存管中，立
即投入液氮中保存，采集结束后转移到 － ８０℃冰箱待

后续测序，剩余肝脏组织用 ４％ 多聚甲醛固定保存用

于病理学形态检测。
１． ３． ２　 肝组织纤维化评分：将甲醛固定的肝脏组织石

蜡包埋，连续切片厚 ５ μｍ，然后用苏木精—伊红（ＨＥ）
和 Ｍａｓｓｏｎ 三色染色法对样本进行染色，研究肝脏组织

学形态和纤维化变化。 肝组织纤维化评分标准［３］：０
分，无纤维化；１ 分，汇管区纤维性扩大，但无纤维间隔

形成；２ 分，汇管区纤维性扩大，少数纤维间隔形成；３
分，多数纤维间隔形成，但无硬化结节；４ 分，肝硬化。
１． ３． ３　 肝组织纤维化指标检测：上述血清采用 ＥＬＩＳＡ
方法检测各组大鼠血清 ＨＡ、ＬＮ、Ⅳ⁃Ｃ 和 ＰＣⅢ含量，严
格按照试剂盒说明书操作。
１． ３． ４　 高通量 ｌｎｃＲＮＡｓ 和 ｍＲＮＡｓ 测序：在 Ｍｏｄｅｌ 组
和 ＴＦＬ 组中随机选取 ３ 只大鼠冻存的肝脏组织，提取

总 ＲＮＡ 并使用 Ｆｒａｇｍｅｎｔ Ａｎａｌｙｚｅｒ（ Ｓｔａｎｄａｒｄ Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ
ＲＮＡ Ａｎａｌｙｓｉｓ Ｋｉｔ（１５ｎｔ） （ＤＮＦ⁃４７１））对总 ＲＮＡ 浓度、
ＲＩＮ ／ ＲＱＮ、２８Ｓ ／ １８Ｓ 检测。 构建 ｌｎｃＲＮＡ 文库，使用

Ａｇｉｌｅｎｔ ２１００ Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ 检测文库的插入片段范围，同
时使用 ＡＢＩ ＳｔｅｐＯｎｅＰｌｕｓＲｅａｌ⁃Ｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｓｙｓｔｅｍ （ Ｔａｑ⁃
Ｍａｎ Ｐｒｏｂｅ）对文库进行浓度的定量。 检测合格的文

库，加入 ＮａＯＨ 变性成单链，按照预期上机数据量，稀
释至一定的上机浓度。 变性稀释后的文库加入到

ＦｌｏｗＣｅｌｌ 内，与 ＦｌｏｗＣｅｌｌ 上的接头杂交，在 ｃＢｏｔ 上完成

桥式 ＰＣＲ 扩增，最后在 ｌｌｕｍｉｎａ 测序系统进行上机测

序；测 序 数 据 使 用 ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｇｉｔｈｕｂ． ｃｏｍ ／ ＢＧＩ⁃ｆｌｅｘｌａｂ ／
ＳＯＡＰｎｕｋｅ 进行过滤，去除包含接头的 ｒｅａｄｓ（接头污

染），去除未知碱基Ｎ 含量大于５％的 ｒｅａｄｓ，去除低质量

的 ｒｅａｄｓ，过滤后的“Ｃｌｅａｎ Ｒｅａｄｓ”保存为 ＦＡＳＴＱ 格式。
１． ３． ５　 差异表达 ｌｎｃＲＮＡｓ 和 ｍＲＮＡｓ 基因筛选及差异

表达 ｌｎｃＲＮＡｓ 靶基因预测：通过 ＤＥｓｅｑ２ 软件分析并鉴

定差异表达基因（ＤＥＧｓ），以 ｌｏｇ２ＦＣ ＞１ 和 Ｑ 值 ＜ ０． ０５

被认为是显著上调， ｌｏｇ２ＦＣ ＜１ 和 Ｑ 值 ＜ ０． ０５ 被认为

是显著下调，确定差异表达 ｌｎｃＲＮＡ 和 ｍＲＮＡ 基因；本
研究采用顺式 （ ｃｉｓ） 方式通过位置关系预测差异

ｌｎｃＲＮＡ上下游 １００ ｂｐ 的 ｍＲＮＡ 作为靶基因，通过对靶

基因的功能富集分析，从而预测 ｌｎｃＲＮＡ 的主要功能。
１． ３． ６　 差异表达 ｌｎｃＲＮＡｓ 靶基因和 ｍＲＮＡｓ 的 ＧＯ 和

ＫＥＧＧ 富集分析：采用 ＧＯ 分析对差异表达 ｌｎｃＲＮＡｓ
靶基因和 ｍＲＮＡｓ 进行功能富集分析。 从基因参与的

生物学过程（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ，ＢＰ）、细胞组分（ｃｅｌｌｕｌａｒ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ，ＣＣ）和涉及的分子功能（ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ，
ＭＦ）三方面进行 ＧＯ 功能注释，确定差异表达 ｌｎｃＲＮＡｓ
靶基因和 ｍＲＮＡｓ 的主要生物学功能；ＫＥＧＧ 数据库

（Ｋｙｏｔｏ Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ Ｇｅｎｅｓ ａｎｄ Ｇｅｎｏｍｅｓ）对差异表

达 ｌｎｃＲＮＡｓ 靶基因和 ｍＲＮＡｓ 进行信号通路富集分析，
确定差异表达 ｌｎｃＲＮＡｓ 靶基因和 ｍＲＮＡｓ 参与的生物

学信号通路。
１． ４　 统计学方法 　 采用 ＳＰＳＳ ２０． ０ 统计软件分析处

理数据。 符合正态分布的计量资料以 �ｘ ± ｓ 表示，多组

间比较采用单因素方差分析，组间两两比较采用ＬＳＤ⁃ｑ
检验；采用 Ｍａｎｎ⁃Ｗｈｉｔｎｅｙ 检验各组间纤维化程度的差

异。 Ｐ ＜ ０． ０５ 为差异有统计学意义。
２　 结　 果

２． １　 ３ 组大鼠肝脏组织病理学变化比较　 ＨＥ 染色和

Ｍａｓｓｏｎ 染色观察大鼠肝脏组织病理学形态并评估其

纤维化评分。 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组大鼠的肝组织样本显示完整

的小叶结构，中央静脉清晰，肝索呈放射状，无坏死、炎
性反应或纤维沉积；Ｍｏｄｅｌ 组部分区域可见肝细胞排

列紊乱，小叶结构破坏，间质内明显可见炎性细胞浸

润，汇管区周围可见明显蓝紫色的纤维化染色，纤维间

隔形成，但未完全包绕小叶，为典型肝纤维化病理表

现；ＴＦＬ 组炎性渗出、纤维间隔较 Ｍｏｄｅｌ 组减少，小叶

结构紊乱也有所恢复。 纤维化评分 Ｍｏｄｅｌ 组高于 ＴＦＬ
组高于 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组（Ｆ ＝ １４． ４２０，Ｐ ＜ ０． ００１），见图 １ ～ ３。

图 １　 ３ 组大鼠肝组织纤维化程度比较（ＨＥ 染色， × １００）
Ｆｉｇ． １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｒａｔｓ （ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ， × １００）
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图 ２　 ３ 组大鼠肝组织纤维化程度比较（Ｍａｓｓｏｎ 染色， × １００）
Ｆｉｇ． ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｒａｔｓ （Ｍａｓｓｏｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ， × １００）

　 　 注：Ｃｏｎｔｒｏｌ 组大鼠肝组织纤维化评分为 ０ 分。 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，
ａＰ ＜ ０． ０１；与 Ｍｏｄｅｌ 组比较，ｂＰ ＜ ０． ０５。

图 ３　 ３ 组大鼠肝组织纤维化程度评分比较图

Ｆｉｇ． ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｄｅｇｒｅｅ ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ｔｈｒｅｅ
ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｒａｔｓ

２． ２　 ３ 组大鼠血清 ＨＡ、ＬＮ、Ⅳ⁃Ｃ 和 ＰＣⅢ水平比较　
大鼠血清 ＨＡ、ＬＮ、Ⅳ⁃Ｃ 和 ＰＣⅢ水平 Ｍｏｄｅｌ 组 ＞ ＴＦＬ
组 ＞ Ｃｏｎｔｒｏｌ 组（Ｐ 均 ＜ ０． ０１），见表 １。
２． ３　 Ｍｏｄｅｌ 组、ＴＦＬ 组大鼠肝脏之间的转录组差异

　 提取总 ＲＮＡ 并进行测序， 以揭示 Ｍｏｄｅｌ 组与 ＴＦＬ

组之间肝脏组织 ｌｎｃＲＮＡ 和 ｍＲＮＡ 基因表达模式，分
别构建差异表达 ｌｎｃＲＮＡ 和 ｍＲＮＡ 的聚类分析热图

和火山图。 其中，Ｍｏｄｅｌ 组与 ＴＦＬ 组比较， ｌｎｃＲＮＡｓ
差异表达共 ７３ 个，其中上调 ４３ 个，下调 ３０ 个；
ｍＲＮＡｓ差异表达共 ２６１ 个，其中上调 １５０ 个，下调

１１１ 个，见图 ４。
２． ４　 差异表达 ｌｎｃＲＮＡｓ 靶基因预测　 通过位置关系，
即 ｃｉｓ 方式预测到 Ｍｏｄｅｌ 组与 ＴＦＬ 组 ２３ 个靶基因，靶
基因数量及靶基因预测结果见表 ２。
２． ５　 ｌｎｃＲＮＡ 的潜在分子机制分析 　 为了进一步揭

示 ＴＦＬ 组治疗后的潜在分子机制，通过对 ｌｎｃＲＮＡ 靶

基因进行 ＧＯ 分析，发现差异表达 ｌｎｃＲＮＡｓ 靶基因参

与 １６６ 个 ＢＰ（Ｐ ＜ ０． ０５），其中显著富集（Ｑ 值≤０．
０５）的 ＢＰ 有 １２５ 个，主要参与肾脏发育、平滑肌细胞

迁移的正调控、肾小球系膜发育等 ＢＰ；参与 ２６ 个

ＣＣ，主要包括溶酶体、胞浆、滑面内质网膜等；参与

４３ 个分子功能 ＭＦ，其中显著富集（Ｑ 值≤０． ０５）的

ＭＦ 有 ２６ 个，包括血小板衍生生长因子激活相关受

体活性、果糖⁃１⁃磷酸醛缩酶活性和甲酸四氢叶酸连

接酶活性等。 ＫＥＧＧ 分析发现差异表达 ｌｎｃＲＮＡｓ 靶

基因富集在昼夜节律、叶酸形成碳库、戊糖磷酸途

径、果糖和甘露糖代谢 ４ 条信号通路，见图 ５（只列排

名前 １０ 的生物学进程）。

表 １　 ３ 组大鼠血清 ＨＡ、ＬＮ、Ⅳ⁃Ｃ、ＰＣⅢ水平比较　 （�ｘ ± ｓ）

Ｔａｂ． １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｅｒｕｍ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＨＡ， ＬＮ， Ⅳ⁃Ｃ， ａｎｄ ＰＣⅢ ｉｎ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｒａｔｓ

组　 别 ｎ ＨＡ（ｎｇ ／ Ｌ） ＬＮ（μｇ ／ Ｌ） Ⅳ⁃Ｃ（μｇ ／ Ｌ） ＰＣⅢ（μｇ ／ Ｌ）
Ｃｏｎｔｒｏｌ 组 ６ ４０４． ８５ ± １３． １８ ４１１． ２７ ± １５． ７６ ６． ４７ ± ０． ２３ ３４． ９２ ± １． ６０
Ｍｏｄｅｌ 组 ７ ４８４． ９３ ± １７． ２５ ５０９． ４７ ± ９． ３２ ８． ８４ ± ０． １１ ４４． ９４ ± １． ３６
ＴＦＬ 组 ７ ４３５． ０１ ± １４． ３１ ４５８． ６１ ± １７． ３２ ７． ５７ ± ０． ３０ ４０． ２５ ± ２． １１
Ｆ 值 ４７． ０５５ ７４． ６５５ １７７． ３２８ ５４． ４４５
Ｐ 值 ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１
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　 　 注：Ａ． Ｍｏｄｅｌ 组与 ＴＦＬ 组差异表达 ｌｎｃＲＮＡ 基因聚类分析热图；Ｂ． Ｍｏｄｅｌ 组与 ＴＦＬ 组差异表达 ｌｎｃＲＮＡ 基因火山图；Ｃ． Ｍｏｄｅｌ 组与 ＴＦＬ 组差异表达

ｍＲＮＡ 基因聚类分析热图；Ｄ． Ｍｏｄｅｌ 组与 ＴＦＬ 组差异表达 ｍＲＮＡ 基因火山图。

图 ４　 Ｍｏｄｅｌ 组与 ＴＦＬ 组差异表达 ｌｎｃＲＮＡｓ 和 ｍＲＮＡｓ 表达聚类热图和火山图

Ｆｉｇ． ４　 Ｃｌｕｓｔｅｒ ｈｅａｔｍａｐ ａｎｄ ｖｏｌｃａｎｏ ｐｌｏｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡｓ ａｎｄ ｍＲＮＡｓ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＴＦＬ ｇｒｏｕｐ

　 　 注：Ａ． Ｍｏｄｅｌ 组与 ＴＦＬ 组差异表达 ｌｎｃＲＮＡｓ 靶基因 ＧＯ 富集中生物学过程图；Ｂ． ＧＯ 富集中细胞组分富集图；Ｃ． ＧＯ 富集中分子功能富集图；Ｄ． 差
异表达的 ｌｎｃＲＮＡ 靶基因 ＫＥＧＧ 的富集图。

图 ５　 Ｍｏｄｅｌ 组与 ＴＦＬ 组差异表达 ｌｎｃＲＮＡｓ 靶基因 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 富集分析气泡图

Ｆｉｇ． ５　 Ｂｕｂｂｌｅ ｐｌｏｔ ｏｆ ＧＯ ａｎｄ ＫＥＧＧ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡｓ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ
ＴＦＬ ｇｒｏｕｐ
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表 ２　 Ｍｏｄｅｌ 组与 ＴＦＬ 组差异表达 ｌｎｃＲＮＡｓ 靶基因预测结果

Ｔａｂ． ２　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｌｎｃＲＮＡｓ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＴＦＬ ｇｒｏｕｐ

序号 基因符号 转录本 ＩＤ 类型 靶基因

１ ＬＯＣ１００９０９９２８ ＵＲＳ００００Ｂ２４ＦＥ７；
ＸＲ＿３５３５６７． ２

ｄｏｗｎ ＬＯＣ１０８３５０７７２

２ ＬＯＣ１００９１０４２４ ＸＲ＿５９４１５３． ２ ｄｏｗｎ Ｐｄｃｄ６ｉｐ
３ ＬＯＣ１０２５４７８０７ ＵＲＳ００００Ｂ２Ｃ１９Ｆ；

ＵＲＳ００００Ｂ２ＣＡ６Ａ；
ＸＲ＿００１８４２３６６． １；
ＸＲ＿００１８４２３６７． １；
ＸＲ＿３６１９６４． ３；
ＸＲ＿５９７３０３． ２

ｕｐ ＬＯＣ１００９０９９１６

４ ＬＯＣ１０２５４８２７１ ＸＲ＿３５０６２８． ３ ｕｐ Ｓｐｏｎ１
５ ＬＯＣ１０２５５１７２６ ＸＲ＿３５６３６６． ３ ｕｐ Ｔｌｅ３
６ ＬＯＣ１０２５５４２６９ ＸＲ＿００１８３８８０２． １；

ＸＲ＿００１８３８８０３． １；
ＸＲ＿００１８３８８０４． １；
ＸＲ＿００１８３８８０５． １

ｕｐ Ｔｍｃｃ３

７ ＬＯＣ１０２５５４６６９ ＵＲＳ００００Ｂ２９３１０；
ＸＲ＿５９５２５９． ２

ｄｏｗｎ Ｂｒｉ３

８ ＬＯＣ１０２５５５１８８ ＸＲ＿３５４０１３． ３ ｄｏｗｎ Ａｌｄｏｂ

９ ＬＯＣ１０２５５５４８０ ＸＲ＿００１８４２１１７． １；
ＸＲ＿３６１４０７． ３；
ＸＲ＿５９７０２５． ２

ｕｐ Ｐｄｇｆｒｂ

１０ ＬＯＣ１０２５５５５７０ ＸＲ＿００１８３９９４９． １ ｕｐ Ｔｇｉｆ１；ＲＧＤ１５６３６６７
１１ ＬＯＣ１０２５５５８９４ ＸＲ＿３５４９２０． ２ ｕｐ Ｍｔｈｆｄ１
１２ ＬＯＣ１０３６９１２６２ ＸＲ＿５９０５３８． １ ｄｏｗｎ Ｓｙｃｅ１
１３ ＬＯＣ１０３６９３４１６ ＸＲ＿５９４８５５． ２ ｄｏｗｎ Ｈｌｆ
１４ ＬＯＣ１０３６９３７６６ ＸＲ＿００１８４１４０６． １；

ＸＲ＿５９６２５２． ２
ｕｐ Ｋｌｆ１２

１５ ＬＯＣ１０８３５００２４ ＸＲ＿００１８３６７３７． １ ｄｏｗｎ Ｋｃｎａｂ１
１６ ＬＯＣ１０８３５０２１０ ＸＲ＿００１８３６９８２． １ ｕｐ Ｐｄｅ４ｄ
１７ ＬＯＣ１０８３５０５２２ ＸＲ＿００１８３７３６７． １ ｄｏｗｎ Ｓｕｌｆ２
１８ ＬＯＣ１０８３５１５５６ ＸＲ＿００１８３９０５１． １ ｄｏｗｎ Ｅｉｆ４ｂ；Ｔｎｓ２
１９∗ ＵＲＳ００００Ｂ２Ｂ０Ｂ１ ｕｐ Ｖｏｍ２ｒ７
２０∗ ＵＲＳ００００Ｂ２１Ｅ２Ｅ ｕｐ Ｂｔｇ１
２１∗ ＵＲＳ００００Ｂ３０ＦＦ４ ｕｐ Ｄｎａｈ７

　 　 注：∗为新基因。

２． ６ 　 差异表达 ｍＲＮＡｓ 的 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 富集分析 　
ＧＯ 分析发现 Ｍｏｄｅｌ 组与 ＴＦＬ 组差异表达 ｍＲＮＡｓ 参

与 ３９７ 个 ＢＰ（Ｐ ＜ ０． ０５），其中显著富集（Ｑ 值≤０． ０５）
的 ＢＰ 有 ２０ 个，主要包括节律过程、昼夜节律调节和

糖皮质激素受体信号通路的负调控等 ＢＰ；参与 ５１ 个

ＣＣ（Ｐ ＜ ０． ０５），主要包括细胞质、顶端质膜和宿主细

胞核等；参与 １６５ 个 ＭＦ，其中显著富集（Ｑ 值≤０． ０５）
的 ＭＦ 有 １２ 个，主要包括转录辅抑制因子结合、激酶

结合、γ⁃氨基丁酸跨膜转运蛋白活性等；ＫＥＧＧ 分析发

现差异表达 ｍＲＮＡｓ 富集在 １５ 条信号通路，其中显著

富集（Ｑ 值≤０． ０５）的信号通路有 ３ 条，主要包括昼夜

节律、谷胱甘肽代谢泛醌和其他萜类醌生物合成，见图

６（只列排名前 １０ 的生物学进程和信号通路）。

３　 讨　 论

　 　 本研究对 ＴＦＬ 缓解 ＨＦ 进程进行了分析，发现

ＴＦＬ 可减缓 ＨＦ 进程，降低炎性反应。 ＴＦＬ 组中低表达

的 Ｔｎｓ２ 和 Ｈｌｆ 通过磷酸化进程延缓 ＨＦ 进程。 ＲＮＡ⁃
ｓｅｑ 发现 ７３ 个差异 ｌｎｃＲＮＡ 和 ２６１ 个差异 ｍＲＮＡ，差异

表达基因主要富集于昼夜节律信号通路，呈现出影响

ＨＦ 的潜在基因和调控网络。 在 ｌｎｃＲＮＡ 转录本中注

释在血小板衍生生长因子激活相关受体活性、昼夜节

律、戊糖磷酸途径的 ２３ 种靶基因，包括 Ｈｌｆ、Ｅｉｆ４ｂ 和

Ｔｎｓ２ 相关基因。
　 　 ＨＦ 进程是一个高度协调的过程，涉及极其复杂

的信号调节网络。 已发现包括 ｍＲＮＡ、 ｍｉＲＮＡ 和

ｌｎｃＲＮＡ在内的多种分子通过多种信号通路以各种方
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　 　 注：Ａ． Ｍｏｄｅｌ 组与 ＴＦＬ 组差异表达 ｍＲＮＡｓ 的 ＧＯ 富集中生物学过程图；Ｂ． ＧＯ 富集中细胞组分富集图；Ｃ． ＧＯ 富集中分子功能富集图；Ｄ． 差异表

达 ｍＲＮＡｓ 的 ＫＥＧＧ 富集图。

图 ６　 Ｍｏｄｅｌ 组与 ＴＦＬ 组差异表达 ｍＲＮＡｓ 的 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 富集分析气泡图

Ｆｉｇ． ６　 Ｂｕｂｂｌｅ ｐｌｏｔ ｏｆ ＧＯ ａｎｄ ＫＥＧＧ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｍＲＮＡｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ Ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＴＦＬ ｇｒｏｕｐ

式参与肝纤维化。 如 ＬｎｃＲＮＡ⁃ＡＴＢ 可通过竞争性结

合 ｍｉＲ⁃４２５⁃５ｐ 激活肝星状细胞（ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌｓ，
ＨＳＣ），增加Ⅰ型胶原产生来促进 ＨＣＶ 诱导的 ＨＦ 发

生。 同时，ＬｎｃＲＮＡ⁃ＭＥＧ８ 在活化的 ＨＳＣ、损伤的肝细

胞和 ＨＦ 组织中过表达，ＭＥＧ８ 可通过抑制 Ｎｏｔｃｈ 通路

进而抑制肝细胞的 ＨＳＣ 活化和 ＥＭＴ 过程，具有抗纤

维化的作用［４］。 ＬｎｃＲＮＡ⁃Ｇｍ５０９１ 对乙醇诱导的 ＨＳＣ
激活和炎性反应产生负调控作用，Ｇｍ５０９１ ／ ｍｉＲ⁃２７ｂ ／
２３ｂ ／ ２４ 可以减轻酒精性肝纤维化［５］。 通过 ｌｎｃＲＮＡｓ
靶基因和 ｍＲＮＡｓ 生物学功能分析表明，昼夜节律信号

通路在 ＴＦＬ 干预前后均显著富集，说明昼夜节律信号

通路是 ｌｎｃＲＮＡｓ 介导 ＴＦＬ 抗 ＨＦ 作用的重要靶点。 许

多证据表明昼夜节律的破坏是多种脏器从器质性损伤

到纤维化的关键分子机制［６⁃９］，肝脏正常状态下以昼

夜节律的方式表达多种基因，不同的基因功能受昼夜

节律的直接或间接控制［１０］，通过生物信息学分析发现

了在转录水平上控制肝脏中昼夜节律动力学的调节

结构［１１］。
　 　 本研究发现 Ｃｌｏｃｋ、Ｃｒｙ２、Ｐｅｒ１、Ｐｅｒ２、Ｐｅｒ３ 和 Ａｒｎｔｌ
等基因显著富集在昼夜节律信号通路。 ＨＦ 小鼠表现

出日常节律的紊乱，且其昼夜节律信号通路上的时钟

基因 Ｃｌｏｃｋ 和 Ｃｒｙ２ 以及 ２ 个重要的时钟调节基因

ＰＰＡＲ⁃α 和 Ｃｙｐ４５０ ｍＲＮＡ 水平显著降低；胆汁淤积型

大鼠长期暴露于完全黑暗环境可抑制胆道增生和 ＨＦ，
这与时钟基因 Ｐｅｒ１、ＢＭＡＬ１、Ｃｌｏｃｋ 和 Ｃｒｙ１ 在肝细胞和

胆管细胞中的表达下调相关［１２⁃１３］。 酒精性肝损伤昼

夜节律基因表达分析表明损伤程度与肝脏昼夜节律基

因 Ｐｅｒ１ 的变异有关。 Ｐｅｒ２ 基因也是肝脏昼夜节律系

统的重要组成部分，Ｐｅｒ２ 可能通过调节小鼠 Ｃｙｐ１Ａ２
的表达，在醋氨酚（ＡＰＡＰ）诱导的肝毒性的日变化中

发挥作用，Ｐｅｒ２ 表达下调会激活 ＨＳＣ，并通过 ＴＲＡＩＬ⁃
Ｒ２ ／ ＤＲ５ 途径抑制 ＨＳＣ 的凋亡，从而促进 ＨＦ。 ＴＧＦ⁃
β ／ Ｓｍａｄｓ 依赖的转录信号是 ＨＦ 发展过程中重要的细

胞内介质，Ｓｍａｄ３ 在小鼠肝脏中以昼夜节律方式表达，
这取决于 Ｃｌｏｃｋ 与 Ｂｌａｍｌ 的比值［１４⁃１７］。 时钟基因

Ｂｍａｌ１ ／ Ａｒｎｔｌ 通过 ＩＤＨ１ ／ α⁃ｋｇ 介导的糖酵解抑制 ＨＦ
中 ＨＳＣ 的表型转化，从而抑制 ＨＦ。 由此可见昼夜节

律信号通路的相关蛋白与 ＨＦ 密切相关，而通过影响

时钟基因的表达，也可以对 ＨＦ 起到改善作用［１８⁃２０］。
当前研究中医药通过调控昼夜调节信号通路基因治疗

ＨＦ 的报道较少，这也为下一步研究提供了思路。
　 　 综上所述，本研究初步发现 ＴＦＬ 对 ＨＦ 大鼠肝脏
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组织差异 ｌｎｃＲＮＡｓ 和 ｍＲＮＡｓ 表达谱的影响，推测 ＴＦＬ
通过调控特定差异 ｌｎｃＲＮＡｓ 和 ｍＲＮＡｓ 表达水平发挥

抗肝纤维化的作用，这些 ｌｎｃＲＮＡｓ 靶基因和 ｍＲＮＡｓ 涉
及诸多生物学过程和信号通路，为后续的研究提供了

新思路。 后续研究将深入筛选关键差异表达 ｌｎｃＲＮＡｓ
和 ｍＲＮＡｓ 并分析其作用机制，对其生物学功能所富集

的信号通路上下游基因、蛋白调控机制进行分子生物

学层面的验证。
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