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［摘要］目的：采用生物信息技术筛选与肝硬化铁死亡相关的差异表达基因，并预测具有潜在治疗作用的

中药及活性成分。方法：利用美国国立生物技术信息中心平台下的基因表达综合数据库（GEO）收集肝硬化患

者基因表达数据集，应用 R 软件对数据集进行差异化分析，获得肝硬化的差异表达基因集 （DEGs）；通过

FerrDb 数据库获得铁死亡相关基因（FRGs），采用蛋白质互作（PPI）网络分析筛选核心基因，并进行基因本

体论（GO）及京都基因与基因组百科全书（KEGG）通路富集分析。通过 Coremine Medical 数据库查找核心基

因对应的中药，通过检索中药系统药理学数据库与分析平台（TCMSP）收集中药有效活性成分和筛选核心活性

成分；使用分子对接验证核心基因与核心活性成分的结合能力。结果：共筛选到与肝硬化铁死亡相关差异表达

基因 67 个，参与了单体代谢过程、细胞对压力的反应、含磷化合物代谢过程等，涉及 p53 信号通路、谷胱甘

肽代谢、FoxO信号通路等，其中沉默信息调节因子 1（SIRT1）、表皮生长因子受体（EGFR）、白细胞介素 6（IL-6）、

过氧化物酶体增殖活化受体 α（PPARα）和核因子红细胞 2 相关因子 2（NFE2L2） 5 个核心基因均在铁死亡通

路中高度富集。TCMSP 预测得到丹参、枸杞子、黄芩和赤芍等 17 种中药及 β-谷甾醇、豆甾醇、槲皮素、山

柰酚 4 种关键活性成分；分子对接显示，核心基因与关键活性成分结合良好。结论：丹参、枸杞子、黄芩和

赤芍等中药含有的 β-谷甾醇、豆甾醇、槲皮素、山柰酚成分可以通过调控 SIRT1、EGFR、IL-6、PPARα、

NFE2L2 等靶点来调控铁死亡治疗肝硬化。
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Abstract：Objective：To screen the ferroptosis-related differential expression genes of liver cirrhosis

by bioinformatics and predict the Chinese medicine and active components with potential curative effect.

Methods：The Gene Expression Synthesis(GEO) database of National Center for Biotechnology Information
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肝硬化是病毒、饮酒、自身免疫疾病和化学毒

物刺激等因素对肝脏长期影响而引起的一种进行性

慢性肝病。肝硬化发展过程中患者常会出现腹水、

感染、肝性脑病、肝肾综合征和癌症等并发症，严

重危害患者健康 [1-2]。中西医结合治疗被认为是控

制肝硬化发生发展的有效途径之一，明确肝硬化

发生机制，针对相关的基因靶点挖掘潜在的治疗

中药，对肝硬化的临床诊断及治疗具有重大意义[3]。

铁死亡是一种铁依赖性的脂质过氧化所致的新

型的程序性细胞死亡形式。大量研究表明，铁死亡

与慢性肝脏疾病的发生发展有着密切的联系，多种

中药成分被证明可以通过诱导肝星状细胞铁死亡抑

制肝纤维化来达到治疗肝硬化的目的 [4-7]。本研究利

用生物信息技术筛选肝硬化铁死亡相关差异基因，

并预测具有潜在治疗作用的中药及有效成分，为临

床通过诱导铁死亡途径治疗肝硬化提供新思路。

1 材料与方法

1.1 数据获取 利用美国国立生物技术信息中心平

台下的基因表达综合数据库（GEO）（http：//www.ncbi.
nim.nih. gov/geo/）获取肝硬化相关基因数据集，将样

本量大于 20，同时包含正常样本和疾病样本作为筛

选条件 [8]。选取的数据集编号为 GSE77627，该数据

集包含 36 例样本，其中 22 例为肝硬化患者样本，

14 例为对照组样本[9]。以|log2FC|≥1，校正后 P 值＜

0.05 作为筛选条件，使用 R 软件对该数据集进行差

异化分析，获取肝硬化差异表达基因集（DEGs），并

通过 R 语言绘制热图及火山图[10]。利用 FerrDb 数据

库（http：//www.zhounan.org/ ferrdb/current/）收集铁死亡

相关基因（FRGs），取 DEGs 和 FRGs 交集，得到与铁

死亡相关的肝硬化差异表达基因。

platform was used to collect the gene expression data sets of patients with liver cirrhosis， and the R

software was used to analyze the data sets to obtain the differential expression genes (DEGs) of liver

cirrhosis；ferroptosis-related genes (FRGs) were obtained through the FerrDb database，the core genes

were analyzed and screened by protein-protein interaction networks (PPI)，and gene ontology (GO) and

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) pathway enrichment analysis were performed. Using

Coremine Medical database，the Chinese medicine corresponding to the core genes was sought，and the

Traditional Chinese Medicine Systems Pharmacology Database and Analysis Platform (TCMSP) was

searched to collect the effective active components of Chinese medicine and screen the core active

components； molecular docking was used to verify the binding ability of core genes to core active

components. Results： A total of 67 ferroptosis- related differential expression genes of cirrhosis were

screened，which played a role in monomer metabolic process，cell response to pressure，phosphorus-

containing compound metabolic process，etc.，involving p53 signaling pathway，glutathione metabolism，

and FoxO signaling pathway. Among them， five core genes of silent information regulator 1 (SIRT1)，

epidermal growth factor receptor (EGFR)，interleukin 6 (IL-6)，peroxisome proliferator-activated receptor

α (PPARα) and nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (NFE2L2) were highly enriched in the ferroptosis

pathway. Based on TCMSP，17 kinds of Chinese medicine such as Salviae Miltiorrhizae Radix et Rhizoma，

Lycii Fructus，Scutellariae Radix and Paeoniae Radix Rubra，and 4 kinds of key active components such as

β-sitosterol，stigmasterol，quercetin and kaempferol were predicted. Molecular docking showed that the

core genes were well combined with the key active components. Conclusion：The four components of β-
sitosterol， stigmasterol， quercetin and kaempferol contained in Salviae Miltiorrhizae Radix et Rhizoma，

Lycii Fructus， Scutellariae Radix and Paeoniae Radix Rubra can regulate ferroptosis by regulating such

targets as SIRT1，EGFR，IL-6，PPARα and NFE2L2 in the treatment of liver cirrhosis.

Keywords：Liver cirrhosis；Ferroptosis；Bioinformatics；Differential genes；Chinese medicine
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1.2 蛋白质互作（PPI）网络分析 将肝硬化中铁死

亡相关的差异表达基因导入 STRING 数据库（https：//
cn.string- db.org/）进 行 PPI 网 络 分 析 ， 采 用

Cytoscape3.8.0 软 件 将 结 果 进 行 可 视 化 ； 利 用

cytohubba 插件中的最大集团中心性（MCC）算法进行

核心基因筛选，得分排前 5 的基因作为核心基因[11]。

1.3 富集分析 利 用 Metascape 数 据 库（http：//
metascape.org/）进行基因本体论（GO）和京都基因与基

因组百科全书（KEGG）通路富集分析，其中 GO 富集

分析包括分子功能（MF）、细胞成分（CC）、生物过

程（BP）分析，通过在线工具将富集分析结果进行可

视化。为了进一步了解核心基因与铁死亡的相关

性，将基因芯片样本按核心基因表达量中位数分为

高表达组和低表达组，以“WP_FERROPTOSIS 基因

集”作为背景，通过 GSEA4.3.2 软件采用默认加权富

集法，设置随机组合次数 1 000 次，以校正 P 值＜

0.05， ||NES ＞1 作为阈值条件对核心基因进行基因

集富集分析（GSEA）[12]。

1.4 中药及成分预测 利用 Coremine Medical 数据

库（https：//coremine.com/ medical/# search）搜集核心基

因对应的中药，通过中药系统药理学数据库与分析

平台（TCMSP）（http：//tcmspw. com/tcmsp.php）以口服

生物利用度（OB）≥30%，类药性（DL）≥0.18 为条件进

行有效活性成分筛选 [13]。借助 Cytoscape3.8.0 软件构

建核心中药-活性成分网络图，根据 degree 值由高到

低进行排序，筛选出 degree 值排名前 4 位的活性成

分作为核心活性成分。

1.5 分子对接验证 利用 PubChem 数据库（https：//
pubchem.ncbi.nlm.nih.gov）获得核心活性成分 3D 结构

文件，通过 PDB 数据库（https：//www.rcsb.org）获得核心

基因的 3D 结构文件，采用 Autodock Vina 软件将核

心活性成分和核心基因进行分子对接。利用 Pymol 软
件将分子对接结果进行可视化。

2 结果

2.1 肝硬化铁死亡相关差异表达分析结果 见图 1、
图 2。利用 R 软件对 GSE77627 基因芯片数据集进行

基因差异表达分析，共获得 3 675 个 DEGs，包括

2 301 个上调基因和 1 374 个下调基因，将结果绘制

为火山图，对上下调最大的 5 个基因进行标注，将

差异表达最大的 20 个基因绘制基因热图。在 FerrDb
数据库中获得 483 个 FRGs。将 DEGs 和 FRGs 基因

取交集，共得到 67 个与肝硬化铁死亡相关差异表达

基因。

2.2 PPI 网络分析及核心基因获取结果 见图 3。
将 67 个基因导入 STRING 数据库进行 PPI 网络分

析，结果导入 Cytoscape3.8.0 软件进行可视化，颜色

越深代表与该基因靶点相互作用的靶点数量越多。

通过 cytohubba 插件中 MCC 算法确定核心基因，排

名前 5 的核心基因分别为沉默信息调节因子

1（SIRT1）、表皮生长因子受体（EGFR）、白细胞介素

注：A 为火山图，B 为热图。红色为上调基因，蓝色为下调基因

图 1 肝硬化铁死亡相关差异表达基因分析图

A B
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6（IL-6）、过氧化物酶体增殖活化受体 α（PPARα）和

核因子红细胞 2 相关因子 2（NFE2L2）。
2.3 富集分析结果 见图 4、图 5。对 67 个基因进

行 GO 和 KEGG 通路富集分析，将 KEGG 通路富集

分析结果绘制为气泡图，将 GO 分析中的 MF、BP、
CC 结果绘制为条形图。结果显示，主要 KEGG 通路

包括 p53 信号通路、谷胱甘肽代谢、FoxO 信号通路

等。GO 分析富集的 MF 包括 RNA 结合、蛋白磷酸结

合、磷酸酶结合等；BP 包括单体代谢过程、细胞对

压力的反应、含磷化合物代谢过程等；CC 包括胞质

溶胶、细胞器内腔、膜封闭腔等。

为了进一步了解核心基因在肝硬化患者中表

达，且与铁死亡的相关性，用 GSEA4.3.2 软件进行

GSEA 富集分析。富集结果显示，核心基因 NES>
1.78，P＜0.01，提示核心基因在铁死亡通路中高度

富集，进一步验证了核心基因与铁死亡通路密切

相关。

注：A 为 KEGG 通路富集分析图；B 为 GO 富集分析图

图 4 GO及 KEGG通路富集分析图

注：A 为 PPI 网络分析图；B 为核心基因网络图

图 3 PPI网络分析图与核心基因网络图

A

B

图 2 肝硬化差异表达基因和铁死亡相关基因韦恩图

DEGs FRGs

3 608 67 416

A B

·· 204



新中医 2024年2月第56卷第3期
NEW CHINESE MEDICINE February 2024 Vol.56 No.3

Enrichment plot：from_text_entry_

Enr
ich

me
nts

cor
e（E

S）

图 5 GSEA富集分析结果图

2.4 潜在中药及成分预测 见表 1、图 6。将核心基

因导入 Coremine Medical 数据库，得到核心基因对应

的中药。将上述中药取交集，得到核心基因的共有

中药 17 味，包括丹参、枸杞子、黄芩、赤芍、银杏

叶、人参、红花、白果、大黄、黄连、人参叶、乌

梅、石榴皮、生姜、干姜、姜黄、厚朴，其中 degree
值排名前 4 位的分别是丹参、枸杞子、黄芩、赤

芍。通过 TCMSP 收集得到 271 个活性成分，利用

Cytoscape3.8.0 软件构建核心中药-活性成分网络图，

将 degree 值排名前 4 位的活性成分确定为核心活性

成分，分别为 β-谷甾醇、豆甾醇、槲皮素、山柰酚。

表 1 核心活性成分

序号

1
2
3
4

MOL（ID）
MOL（000358）
MOL（000449）
MOL（000098）
MOL（000422）

名称

β-谷甾醇

豆甾醇

槲皮素

山柰酚

OB（%）

36.91
43.83
46.43
41.88

DL
0.75
0.76
0.28
0.24

degree 值

12
10
8
7

注：紫色菱形代表中药，图形越大，说明中药共有活性成分越多，橙色六边形代表共有的活性成分，蓝色正方形代表其他活性成分

图 6 核心中药-活性成分网络
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2.5 分子对接验证结果 一般认为化合物和靶点结

合能＜0，提示两者可自发结合，结合能越低，配体

和受体结合越稳定，发生作用的可能性越大 [14]。见

表 2、图 7。利用 Autodock Vina 将 4 个核心活性成

分与 5 个核心基因进行分子对接，使用 PyMol 软件

对分子对接结合能排前 4 位分子对接结果进行可视

化。结果显示，β-谷甾醇、豆甾醇、槲皮素、山柰

酚与 SIRT1、EGFR、IL-6、PPARα、NFE2L2 的结合

能均＜0。
表 2 核心活性成分与核心靶点分子对接结果 kcal/mol

核心活性成分

β-谷甾醇

豆甾醇

槲皮素

山柰酚

SIRT1
（4JSR）
-8.20
-8.70
-8.10
-7.90

EGFR
（1XKK）
-7.60
-8.20
-8.00
-7.50

IL-6
（1IL6）
-7.10
-7.40
-6.10
-7.60

PPARα
（1I7G）
-7.20
-7.80
-9.00
-7.60

NFE2L2
（7X5E）
-8.00
-8.20
-8.50
-8.50

图 7 核心成分与核心基因靶点分子对接示意图

3 讨论

肝硬化是以广泛性肝细胞变性坏死、结节性再

生、肝脏弥漫性纤维化伴肝小叶结构破坏和假小叶

形成为特征的慢性肝脏疾病[15]。本研究通过生物信息

技术筛选得到 5 个核心基因分别为 SIRT1、EGFR、

IL-6、PPARα 和 NFE2L2。SIRT1 是一种组蛋白去乙

酰化酶，参与调节多种生物学功能，在肝星状细胞

活化和肝纤维化的过程中起着关键作用。SIRT1 介导

的 SIRT1/核因子 E2 相关因子 2（NRF2）/血红素加氧

酶 1（HO-1）途径是调控铁死亡的关键途径之一，研

究发现干预 SIRT1/NRF2/HO-1 途径能够抑制铁死

亡，减轻药物诱导的急性肝损伤[16]。SIRT1 可以通过

诱导肝星状细胞铁死亡阻断肝星状细胞活化 [17]。

EGFR 是一种Ⅰ型跨膜糖蛋白，为重要的信号通路受

体，其介导的信号转导途径是肝再生过程中最主要

的信号通路之一，和肿瘤的发生、发展关系紧密。

研究发现通过促进泛素化介导的 EGFR 降解和加速

细胞内内涵体运输能抑制 EGFR 活化，可以增强索

拉非尼诱导的肝癌细胞铁死亡 [18]。IL-6 是由多种细

胞合成的促炎细胞因子，临床上发现慢性乙型肝炎

患者血清中 IL-6 水平异常升高；实验研究也发现通

过抑制 IL-6 等促炎细胞因子的释放，可以抑制铁死

亡诱导的肝细胞损伤 [19]。PPARα 是一种过氧化物酶

体增殖活化受体，研究发现 PPARα 可以通过调控谷

胱甘肽过氧化物酶 4（GPX4）及转铁蛋白（TRF）来减轻

肝脏中的铁死亡[20]。同时本研究团队前期实验研究发

现调肝祛脂方可以提高 SIRT1/PPARα 表达来改善非

酒精性脂肪肝大鼠肝功能，减轻非酒精性脂肪肝肝

脏细胞变性[21]。NFE2L2 是一种转录因子，是响应氧

化损伤的内源性细胞防御机制中的重要因子，参与

细胞内稳态的恢复过程。NFE2L2 在研究中被发现可

以抑制铁死亡，在调控细胞铁死亡中起到重要作

用[22]。上述结果表明，核心基因 SIRT1、EGFR、IL-6、
PPARα 和 NFE2L2 可能是治疗肝硬化的潜在靶点。

本研究通过 KEGG 通路分析发现上述基因参与

的信号通路包括 p53 信号通路、谷胱甘肽代谢、

FoxO 信号通路等。FoxO 信号通路与 SIRT1 通路密切

相关，研究发现 FoxO 信号通路可以通过自噬、细胞

凋亡和脱铁途径以减少氧化应激损伤[23-24]。谷胱甘肽

代谢是铁死亡的关键途径，谷胱甘肽耗竭，脂质氧

化物不能经 GPX4 催化的还原反应代谢，继而二价铁

离子氧化脂质产生大量活性氧簇，促使细胞发生铁

死亡[25]。P53 可以调控胱氨酸-谷氨酸反向转运体抑

制 GSH 合成，从而诱导铁死亡[26]。GSEA 结果发现，

核心基因在铁死亡通路中高度富集。上述研究结果

表明 p53 信号通路、谷胱甘肽代谢、FoxO 信号通路

等可能调控铁死亡途径治疗肝硬化。

通过 Coremine Medical 数据库预测得到 17 种中

药，其中排名前 4 的中药为丹参、枸杞子、黄芩和

赤芍。刘汶教授认为肝硬化本质为气机升降失常、

气血运行不畅，常用丹参、枸杞子等药物组成养血

活血方治疗，常取得良好疗效[27]。临床研究发现，应

用恩替卡韦、丹参联合螺内酯治疗乙肝后肝硬化腹

水可以提升整体治疗疗效[28]。仝小林院士认为肝硬化

早期病机以瘀阻血络为主，治疗应以活血化瘀、软
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坚散结为总则，临床应用丹参、赤芍、醋鳖甲组成

的三味小方，在此基础上加减化裁治疗肝硬化，可

取得良好的疗效[29]。既往研究发现，枸杞子通过抗氧

化还原反应，对于肝损伤具有明显的保护作用[30]。黄

芩-赤芍能通过抑制 Toll 样受体 4/髓样分化因子 88/
核转录因子-κB（TLR4/MyD88/NF-κB）和磷脂酰肌醇

3-激酶/蛋白激酶 B/哺乳类动物雷帕霉素靶蛋

白（PI3K/Akt/mTOR）信号通路的表达来抑制肝纤维化

的发展，从而缓解药物引起的肝损伤[31]。本研究得到

β-谷甾醇、豆甾醇、槲皮素、山柰酚核心活性成分

可能是通过调控铁死亡治疗肝硬化的有效活性成

分。β-谷甾醇存在于黄芩、枸杞子及赤芍等药物

中，研究发现其可以减轻四氯化碳诱导大鼠的氧化

应激和慢性肝损伤[32]；研究发现黄芩可以调控铁死亡

逆转肿瘤细胞耐药，而其中的 β-谷甾醇可能是主要

有效成分之一[32]。豆甾醇存在于黄芩、枸杞子及赤芍

等药物中，目前研究豆甾醇调控铁死亡治疗肝硬化

的实验研究较少。生物信息研究显示，豆甾醇可以

通过调控铁死亡治疗非酒精性脂肪性肝炎，含有豆

甾醇的中药具有抑制肝纤维化的作用[33]。槲皮素是一

种重要的黄酮类化合物，广泛存在于多种植物中，

其可以通过调节肝星状细胞活化来减少肝纤维化[34]。

已有研究证明槲皮素可以通过减少活性氧、脂质过

氧化物和铁过载来抑制铁死亡，从而控制非酒精性

脂肪性肝病的发展[35]。山柰酚属于黄酮类化合物的一

种，研究显示山奈酚与铁死亡关系密切，山柰酚可

以通过 NRF2 通路激活抑制肝细胞铁死亡，能够预防

对乙酰氨基酚诱导的肝损伤[36]。分子对接结果显示，

核心活性成分与靶点之间具有良好的结合性，进一

步验证了上述分析结果。本研究虽然利用生物信息

及分子对接技术对潜在具有治疗作用的中药及成分

进行了分析预测，但是由于生物信息分析的局限

性，未来需要构建实验进一步验证。

综上所述，丹参、枸杞子、黄芩和赤芍等中药

所含的成分可以通过 SIRT1、EGFR、 IL6、PPARα
和 NFE2L2 等靶点治疗肝硬化，其作用机制可能与

p53 信号通路、谷胱甘肽代谢、FoxO 等信号通路调

控铁死亡有关。
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