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摘  要：目的  探索特发性肺纤维化（idiopathic pulmonary fibrosis, IPF）的特征基因及靶向中药预测，为疾病机制研究及新

药研发提供思路。方法  通过 GEO 数据库获取 4 个 IPF 相关芯片，挖掘差异表达基因（differentially expressed genes，DEGs）

后进行基因本体（gene ontology，GO）和京都基因与基因组百科全书（Kyoto encyclopedia of genes and genomes，KEGG）富

集分析。利用机器学习方法从 DEGs 中筛选特征基因并做外部芯片验证，再进行免疫浸润分析，探索特征基因与免疫浸润的

相关性。然后通过动物实验验证 IPF 的特征基因。基于特征基因在 Coremine 和 TCMSP 数据库中预测靶向中药及活性成分，

通过 Cytoscape 3.7.2 构建网络图，并进行活性成分与 IPF 特征基因的分子对接验证。结果  在 271 个 IPF 的 DEGs 中共筛选

出 11 个特征基因，外部芯片验证提示 CDH3、MAOA、FNDC1、ITGBL1 在 IPF 组呈高表达，而 EPB41L5、FAM167A、MS4A15、

SCARA3、CRTAC1、CCK、TSPAN7 呈低表达，且受试者工作特征（receiver operator characteristic，ROC）曲线提示特征基因

的准确性良好。免疫浸润提示特征基因可能与活化的记忆性 CD4+ T 细胞和调节性 T 细胞等免疫细胞的浸润存在相关性。富

集分析提示含胶原蛋白的细胞外基质、趋化因子信号通路和糖尿病并发症中的晚期糖基化终产物-晚期糖基化终产物受体

（advanced glycation end products-receptor for advanced glycosylation end products，AGE-RAGE）信号通路等可能与 IPF 的发生

发展密切相关。动物实验显示，IPF 组小鼠肺组织 CDH3、FNDC1、ITGBL1 和 MAOA 的 mRNA 及蛋白表达水平均高于对

照组，而 SCARA3 mRNA 及蛋白表达水平反之，差异具有统计学意义（P＜0.05）。预测地骨皮、太子参与西红花等补虚药

和活血药对 IPF 具有干预作用，符合中医对 IPF“虚”和“瘀”的病机认识；槲皮素、β-谷甾醇与山柰酚等活性成分对 IPF

具有干预作用。分子对接显示中药活性成分与 IPF 特征基因具有较好的结合能力。结论  CDH3、MAOA、FNDC1、ITGBL1

和 SCARA3 是 IPF 的潜在特征基因，地骨皮、太子参与西红花等是治疗 IPF 的潜在中药。  
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and herbs of idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) were explored. Methods  Differentially expressed genes (DEGs) were mined using 

4 microarrays linked to IPF that were acquired from the GEO database. Next, gene ontology (GO) and Kyoto encyclopedia of genes 

and genomes (KEGG) enrichment analyses were carried out. Characteristic genes from DEGs were screened using a machine learning 

method, and its external validation was also carried out. Additionally, an analysis was done on the relationship between characteristic 

genes and immune infiltration. An experiment on animals was done to confirm the presence of characteristic genes. In the meantime, 

Cytoscape 3.7.2 was used to build the networks of herbs and their active ingredients based on predictions made in the TCMSP and 

Coremine databases. Ultimately, molecular docking validation was carried out to confirm the combining ability between characteristic 

genes and active ingredients. Results  A total of 11 characteristic genes were obtained from 271 DEGs in IPF. External validation 

showed that whereas CDH3, MAOA, FNDC1 and ITGBL1 were highly expressed in IPF, EPB41L5, FAM167A, MS4A15, SCARA3, 

CRTAC1, CCK and TSPAN7 were lowly expressed. ROC curves indicated that characteristic genes have good accuracy. The infiltration 

of immune cells, such as T cells CD4 memory activated and T cells regulatory, may also be correlated with the characteristic genes. 

The development of IPF may be intimately linked to collagen-containing extracellular matrix, chemokine signaling pathway and AGE-

RAGE signaling pathway in diabetic complications, according to enrichment analyses. Animal experiment suggested the mRNA and 

protein levels of CDH3, FNDC1, ITGBL1 and MAOA were higher in IPF group than those in control group, while the SCARA3 mRNA 

and protein expression levels were opposite, and the differences were statistically significant (P < 0.05). Herbs that were predicted to 

be deficiency tonics and blood activators were Digupi (Lycii Cortex), Taizishen (Pseudostellariae Radix) and Xihonghua (Croci 

Stigma). These findings aligned with the understanding of traditional Chinese medicine on the pathogenesis of IPF as “deficiency and 

blood stasis” in IPF held by Traditional Chinese Medicine. Quercetin, beta-sitosterol and kaempferol were their active ingredients. 

Lastly, molecular docking indicated that the active ingredients exhibited strong binding capacity with characteristic genes. Conclusion  

CDH3, MAOA, FNDC1, ITGBL1 and SCARA3 are potential characteristic genes of IPF. Lycii Cortex, Pseudostellariae Radix and 

Croci Stigma are potentially important herbs for the treatment of IPF.  

Key words: idiopathic pulmonary fibrosis; machine learning; characteristic gene; immune infiltration; Lycii Cortex; Pseudostellariae 

Radix; Croci Stigma; quercetin; β-sitosterol; kaempferol 

 

特发性肺纤维化（idiopathic pulmonary fibrosis, 

IPF）是一种不明原因的慢性纤维化间质性肺炎，其

特征是呼吸困难和肺功能进行性恶化[1]。IPF 影响着

全球约 300 万人，且老年人的发病率不断升高[2]。

IPF 预后不良，生存期短，美国的 65 岁及以上人群

中，IPF 中位生存期仅有 3.8 年[3]。IPF 的发病机制

尚未研究清楚，目前认为肺纤维化是由肺上皮重复

性损伤引起的，伴有成纤维细胞累积、肌成纤维细

胞活化与基质沉积；同时，损伤与机体免疫反应、

成纤维细胞功能障碍等相结合，造成了组织重塑与

纤维化[2]。现有的治疗方案中，肺移植仅适用于少

数患者，大多数患者主要采用抗纤维化治疗以及支

持性和姑息性措施[2]。抗纤维化的一线药物主要有

尼达尼布和吡非尼酮，但其难以治愈疾病，且存在

药物耐受性的问题[4]。因此，进一步探索 IPF 的发

病机制，挖掘 IPF 特征基因，并靶向特征基因寻求

新的治疗药物，突破当前药物的局限性，是亟待研

究的重要方向。而在 IPF 的新药研究中，中医药研

究及其密切相关的天然药物研究方向是当前研究的

热点与重点。 

IPF 在中医学中属于“肺痹”“肺痿”等范畴，

其病机以“虚”和“瘀”为主[5-6]。中医药治疗 IPF

临床效果显著。网状 Meta 分析提示，中西医联合治

疗 IPF 在提高临床有效率与改善肺功能方面优于常

规的西医治疗[7-8]，其中推荐补阳还五汤或血府逐瘀

汤联合西医常规治疗[7]。因此，将现代研究技术与中

医药相结合，挖掘靶向 IPF 特征基因的中药及活性

成分，具有较大的临床意义及较好的研究前景。 

本研究拟通过生物信息学及机器学习方法，基

于 IPF 患者的测序数据，挖掘 IPF 的特征基因、生

物过程、通路及免疫细胞浸润特点，靶向特征基因

挖掘潜在中药及活性成分，并进行动物实验验证及

分子对接验证。研究流程见图 1。 

1  材料 

1.1  动物 

SPF 级 C57BL/6J 小鼠 20 只，雄性，8～10 周，

购自广东维通利华实验动物技术有限公司，合格证

号为 SCXK（粤）2022-0063。动物饲养于广州中医

药大学动物实验中心，许可证号为 SYXK（粤）2018-

0001，环境温度为 22～24 ℃，相对湿度为 40%～

50%，自由进食进水，饲养光照周期 12 h。动物实

验经广州中医药大学实验动物伦理委员会批准，批 
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图 1  特发性肺纤维化的特征基因及潜在干预中药的研究流程 

Fig. 1  Research process of characteristic genes and targeted traditional Chinese medicines for idiopathic pulmonary fibrosis 

准号为 20231026002。 

1.2  药品与试剂 

硫酸博来霉素（ MACKLIN 公司，货号

B802467）、Trizol 试剂（ Invitrogen 公司，货号

15596018CN）、逆转录试剂（Taraka 公司，货号

RR047A）、TB Green® Ex Taq™ Ⅱ预混试剂（Taraka

公司，货号 RR820A）、钙黏蛋白-3（cadherin-3，

CDH3）抗体（Abclonal 公司，货号 A14235）、Ⅲ型

纤维连接蛋白域蛋白 1（fibronectin type III domain-

containing protein 1，FNDC1）抗体（BIOSS 公司，

货号 bs-8460R）、整合素 β1（integrin beta-like protein 

1，ITGBL1）抗体（Abclonal 公司，货号 A17592）、

单胺氧化酶 A（monoamine oxidase type A，MAOA）

抗体（Servicebio 公司，货号 GB112401）、膜跨越 4

域亚家族 A 成员 15（membrane-spanning 4-domains 

subfamily A member 15，MS4A15）抗体（BIOSS 公

司，货号 bs-13691R）、清道夫受体 A 类成员 3

（scavenger receptor class A member 3，SCARA3）抗

体（BIOSS 公司，货号 bs-17270R）；辣根过氧化物

酶（horseradish peroxidase，HRP）标记的山羊抗兔

免疫球蛋白 G（ immunoglobulin G， IgG）购自

Servicebio 公司，货号 GB23303。 

1.3  仪器 

SR310-M 型小动物喉镜（上海玉研科学仪器有

限公司）、NanoPhotometer N50 Touch 超微量分光光

度计（德国 Implen 公司）、Veriti 型 96 孔热循环仪

（美国 Thermo Fisher 公司）、QuantStudio 5 型实时

荧光定量 PCR 仪（美国 Thermo Fisher 公司）、

Pannoramic MIDI 型数字病理切片扫描系统（匈牙

利 3D HISTECH 公司）。 

2  方法 

2.1  IPF 基因芯片获取 

IPF 相关基因来源于高通量基因表达（Gene 

Expression Omnibus，GEO，https://www.ncbi.nlm.nih. 

gov/geo/）数据库的 5 个芯片，分别为 GSE21369、

GSE24206、GSE53845、GSE72073 和 GSE110147。前

4 个基因芯片用于 IPF 特征基因预测，共涉及 IPF 样

本 73 个、对照样本 23 个。其中，芯片 GSE21369 中

含有 11 个 IPF 样本及 6 个对照样本；芯片 GSE24206

中含有17个 IPF样本及6个对照样本；芯片GSE53845

中纳入了 40 个 IPF 样本与 8 个对照样本；芯片

GSE72073 中纳入了 5 个 IPF 样本和 3 个对照样本。
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而 GSE110147 则用于 IPF 特征基因的外部芯片验证，

包含了 22 个 IPF 样本和 11 个对照样本。 

2.2  IPF 差异基因分析 

采用 R 4.3.3 软件中的“sva”与“limma”包，

去除芯片 GSE21369、GSE24206、GSE53845 和

GSE72073 的批次效应，并进行主成分分析

（principal component analysis，PCA）。以 log2FC［FC

表示差异倍数（fold change）］绝对值＞1、校正后 P

值（Padj）＜0.05 为标准，筛选 IPF 的差异表达基因

（differentially expressed genes，DEGs）。 

2.3  富集分析 

设置 P＜0.05，采用“clusterProfiler”R 包对

IPF 的 DEGs 进行基因本体（gene ontology，GO）

功能富集分析及京都基因与基因组百科全书（Kyoto 

encyclopedia of genes and genomes，KEGG）通路富

集分析。P 值越小代表显著性越高，选取显著性较

高的条目进行可视化展示。 

2.4  IPF 特征基因预测及外部芯片验证 

基于 IPF 的 DEGs，利用“glmnet”R 包构建最

小绝对收缩和选择算子（least absolute shrinkage and 

selection operator，Lasso）回归模型，寻找交叉验证

误差最小的点以获取 IPF 的特征基因。通过芯片

GSE110147 对特征基因进行外部验证，计算各个特

征基因的表达水平，并采用“pROC”R 包绘制受试

者工作特征（receiver operator characteristic，ROC）

曲线，以验证特征基因的准确性。 

2.5  免疫浸润分析 

通过 CIBERSORT 算法对样本进行免疫细胞浸

润分析，分析 IPF 组与对照组的免疫微环境中 22 种

免疫细胞所占比例，并比较两组间的免疫细胞浸润

差异。采用 Spearman 相关性分析，探索 IPF 特征基

因与免疫细胞浸润之间的相关性，通过 Lollipop 图

进行可视化。图形可视化基于微生信网站

（https://www.bioinformatics.com.cn/）完成。 

2.6  动物实验验证 IPF 特征基因 

2.6.1  分组及造模  将 20 只小鼠随机分成对照组和

模型组，每组各 10 只。小鼠麻醉后，经口气管滴注

3.5 mg/kg 硫酸博来霉素，对照组给予生理盐水，滴

注完成后轻柔地摇晃小鼠，使液体在肺中均匀分布。

等待小鼠麻醉苏醒，观察一般情况无异常后，放回笼

中继续饲养。造模后第 21 天留取肺组织进行检测。 

2.6.2  肺大体观及病理学观察  剥离肺组织后，用

生理盐水清洗血渍，观察肺的大体观。将肺组织固

定、石蜡包埋后连续切片，进行苏木精 -伊红

（hematoxylin-eosin，HE）染色、马松（Masson）染

色，观察病理学变化。采用 Szapiel 评分量化炎症程

度，Ashcroft 评分量化纤维化程度，分数越高提示

肺组织的炎症程度、纤维化程度越高。 

2.6.3  特征基因的mRNA水平检测  为验证 IPF特

征基因在模型小鼠中的表达情况，从 mRNA 角度观

察 IPF 特征基因的转录情况。根据试剂盒说明书对

小鼠肺组织进行总 RNA 提取，并逆转录成 cDNA，

通过实时荧光定量聚合酶链反应（ Real-time 

fluorescence quantitative polymerase chain reaction，

RT-qPCR）法检测特征基因 mRNA 的水平。以 β-

actin 为内参，引物序列见表 1。 

2.6.4  特征基因的蛋白水平检测  为验证 IPF 特征

基因在模型小鼠中的表达情况，从蛋白角度观察

IPF 特征基因的翻译情况。通过免疫组化方法观察

小鼠肺组织特征基因的蛋白水平。将石蜡切片脱蜡

至水，进行抗原修复并阻断内源性过氧化物酶后， 

表 1  RT-qPCR 所用引物序列 

Table 1  Primer sequences used for RT-qPCR 

基因 引物序列 (5’-3’) 

β-actin F: GGCTGTATTCCCCTCCATCG 

 R: CCAGTTGGTAACAATGCCATGT 

CDH3 F: CTGGAGCCGAGCCAAGTTC  
R: GGAGTGCATCGCATCCTTCC 

MAOA F: GCCCAGTATCACAGGCCAC  
R: CGGGCTTCCAGAACCAAGA 

FNDC1 F: AACAAGCCCTTGCGTATGC  
R: CCCAGAAGAAAACCCCGAGA 

EPB41L5 F: GAAATGGCTCTCTGCTACCAG  
R: TCCTGCATTCTTCACATTATGCT 

FAM167A F: GCCTGGCTCAGAAAGGAACTG  
R: AGTGGCATGGAAAGGCTGAAA 

MS4A15 F: GCGCCCAGAGCTACTCAAC  
R: GTGGATGAGACCGATCAGGAT 

SCARA3 F: TGACAGGGATGTACTGTGTGT  
R: TGCAAAGATAGGTTCTTCTGGC 

CRTAC1 F: CAGTCACCAACTCAGTCCTGC  
R: CACAACGATCTCGAAGTCCCC 

CCK F: AAGAGCGGCGTATGTCTGTG  
R: CATCCAGCCCATGTAGTCCC 

TSPAN7 F: AGACCAAACCTGTGATAACCTGT  
R: GGGAGCATTTGTGGAGTTCTC 

ITGBL1 F: GCAGAGTCCGAACGCAGAT  
R: ACACAGTGGACCGAAGTAGGT 
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行血清封闭，滴加 CDH3（1∶800）、FNDC1（1∶

150）、ITGBL1（1∶300）、MAOA（1∶1 500）、

MS4A15（1∶400）和 SCARA3（1∶300）抗体 4 ℃

孵育过夜。PBS 洗涤后，滴加 HRP 标记的山羊抗兔

IgG，室温孵育 50 min。PBS 洗涤后，滴加 DAB 显

色液后复染细胞核，脱水封片。 

2.6.5  统计学方法  采用 GraphPad Prism 8.0.2 软

件进行统计学分析。对定量数据进行正态性检验，

P＞0.05 为正态分布，反之为偏态分布。正态分布采

用成组两样本 t 检验，偏态分布采用成组两样本秩

和检验。以 P＜0.05 认为组间差异具有统计学意义。 

2.7  基于 IPF 特征基因预测靶向中药 

利用 Coremine 数据库（https://coremine.com/ 

medical/#search）预测 IPF 特征基因的潜在靶向中

药，设置 P＜0.05。参考《中国药典》2020 年版[9]、

《中药学》[10]以及《广东省中药材标准（第一册）》[11]

对中药名称进行规范，并对药性、药味、归经与功

效进行统计分析及雷达图可视化展示。同时，采用

Cytoscape 3.7.2 绘制“基因-药物-功效”网络图，并

根据 IPF 的中医理论，构建“病-证-法-药”关联图。 

2.8  基于中药预测活性成分 

基于“病-证-法-药”关联图中所涉及到的与

IPF 临床治疗密切相关的中药，在 TCMSP 数据中，

以口服生物利用度≥30、类药性≥0.18 为筛选标准，

预测中药活性成分。构建“疾病-基因-中药-活性成

分”网络图，并计算网络的度值，选取度值最高的

前 3 位作为中药核心活性成分。 

2.9  分子对接验证中药活性成分与 IPF 特征基因

的结合能力 

对中药核心活性成分与 IPF 特征基因进行分子

对接。在 PubChem（https://pubchem.ncbi.nlm.nih. 

gov/）数据库中获取目标成分的结构。在 PDB 蛋白

数据库（http://www.rcsb.org/）中获取目标蛋白的结

构，并去除水分子、加氢等。采用 AutoDock vina 1.5.6

软件将目标蛋白结构和目标成分结构转为 pdbqt 格

式，并确定活性口袋，最后进行分子对接。若结合

能＜0 kcal/mol（1 kcal＝4.2 kJ），代表目标蛋白和目

标成分可自发结合，若结合能≤−5 kcal/mol，代表

二者可良好结合[12]。 

3  结果 

3.1  IPF 的 DEGs 

PCA 结果提示芯片间的批次效应去除效果较

为理想，见图 2-A、B。4 个芯片共获得 271 个与 IPF

相关的 DEGs，包含 111 个下调基因和 160 个上调

基因，见图 2-C。 

3.2  富集分析 

对 271 个 DEGs 进行富集分析。GO 功能富集

分析提示，中性粒细胞迁移与趋化、含胶原蛋白的

细胞外基质、纤维状胶原三聚体、整合素结合、趋

化因子活性、细胞因子受体活性等可能与 IPF 的疾

病机制相关，见图 3-A。KEGG 通路富集分析提示，

细胞因子与细胞因子受体的相互作用、蛋白质的消

化和吸收、趋化因子信号通路、细胞外基质

（extracellular matrix，ECM）与受体的相互作用、糖

尿病并发症中的晚期糖基化终产物-晚期糖基化终

产物受体（advanced glycation end products-receptor 

for advanced glycosylation end products ， AGE-

RAGE）信号通路、过氧化物酶体增殖物激活受体

（peroxisome proliferator activated receptor，PPAR）

信号通路等可能参与了 IPF 的发生发展，见图 3-B。 

3.3  IPF 特征基因预测及外部芯片验证 

Lasso 回归模型提示，交叉验证误差最小的点

所对应的基因数目为 11，见图 4-A。将这 11 个基因

视为 IPF 特征基因，分别为 CDH3、MAOA、FNDC1、

红细胞膜蛋白条带 4.1 样 5（erythrocyte membrane 

protein band 4.1 like 5，EPB41L5）、序列相似度为

167 的家族成员 A（family with sequence similarity 

167, member A，FAM167A）、MS4A15、SCARA3、

软骨酸性蛋白 1 （ cartilage acidic protein 1 ，

CRTAC1）、胆囊收缩素（cholecystokinin，CCK）、

四旋蛋白 7（tetraspanin 7，TSPAN7）和 ITGBL1。 

采用芯片GSE110147对 IPF特征基因进行外部

验证。IPF 特征基因的组间表达差异见图 4-B。

CDH3、MAOA、FNDC1、ITGBL1 在 IPF 组中呈高

表达，EPB41L5、FAM167A、MS4A15、SCARA3、

CRTAC1、CCK、TSPAN7 在 IPF 组中呈低表达，差

异具有统计学意义（P＜0.05）。ROC 曲线显示，11

个特征基因的 ROC 曲线下面积均大于 0.7，提示这

些基因作为 IPF 的特征基因具有良好的准确性。其

中，CDH3、 FAM167A、MS4A15、SCARA3、

CRTAC1、TSPAN7 的 ROC 曲线下面积大于 0.9，

提示其准确性较高，见图 4-C～F。 

3.4  免疫浸润分析 

22 种免疫细胞的浸润丰度见图 5-A。进一步分

析每种免疫细胞在 IPF 组与对照组之间的浸润差

异，结果见图 5-B。记忆 B 细胞、CD8+ T 细胞、静 
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A-4 个芯片的基因表达情况；B-4 个芯片去除批次效应后的基因表达情况；C-差异表达基因的火山图。 

A-gene expression of four microarrays; B-gene expression of four microarrays after batch correction; C-volcano map of differentially expressed genes. 

图 2  特发性肺纤维化的差异表达基因 

Fig. 2  Differentially expressed genes in idiopathic pulmonary fibrosis 

息的记忆性 CD4+ T 细胞、活化的记忆性 CD4+ T 细

胞、调节性 T 细胞、静息的 NK 细胞、单核细胞、

M1 型巨噬细胞、静息的树突状细胞、静息的肥大细

胞与中性粒细胞在对照组和 IPF 组中存在浸润差

异，且差异具有统计学意义（P＜0.05）。 

将 IPF 的特征基因逐一与免疫细胞进行相关

性分析，见图 6。CDH3 与活化的记忆性 CD4+ T

细胞、单核细胞相关性最大，MAOA、CKK 与中

性粒细胞、滤泡辅助性 T 细胞相关性最大，

FNDC1 与活化的 NK 细胞、静息的 NK 细胞相关

性最大，EPB41L5 与静息的记忆性 CD4+ T 细胞、

调节性 T 细胞相关性最大，FAM167A 与单核细

胞、调节性 T 细胞相关性最大，MS4A15、CRTAC1

与活化的 NK 细胞、浆细胞相关性最大，SCARA3

与静息的肥大细胞、滤泡辅助性 T 细胞相关性最

大，TSPAN7 与滤泡辅助性 T 细胞、活化的记忆

性 CD4+ T 细胞相关性最大，ITGBL1 与 CD8+ T

细胞、浆细胞相关性最大。提示 IPF 特征基因可

能通过调节肺组织的免疫细胞浸润程度影响疾

病的发生发展。 

3.5  动物实验验证 IPF 特征基因 

3.5.1  肺大体观及病理学观察  对照组与模型组

小鼠的肺大体观见图 7-A。相比于对照组，模型组

小鼠的肺大观更加瘀暗，病变明显。显微镜下，HE
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A-GO 功能富集分析；B-KEGG 通路富集分析。 

A-GO function enrichment analysis; B-KEGG pathway enrichment analysis. 

图 3  特发性肺纤维化差异表达基因的富集分析 

Fig. 3  Enrichment analyses on differentially expressed genes of idiopathic pulmonary fibrosis 

染色及 Masson 染色的肺组织病理显示，IPF 小鼠的

肺组织呈现明显的炎症浸润及纤维化；Szapiel 评分

和 Ashcroft 评分也提示模型组小鼠的肺部炎症程

度、纤维化程度显著高于对照组，组间差异具有统

计学意义（P＜0.01），见图 7-B～D。 

3.5.2  特征基因的 mRNA 水平检测  通过 RT-

qPCR 检测肺组织中 IPF 特征基因的 mRNA 水平，

见图 8。与对照组比较，模型组小鼠肺组织 CDH3、

MAOA、FNDC1、ITGBL1 的 mRNA 水平显著升高，

而 MS4A15、SCARA3、EPB41L5、FAM167A、TSPAN7

的 mRNA 水平显著降低，组间差异均具有统计学意

义（P＜0.05、0.01、0.001、0.000 1）；CRTAC1、CCK

的 mRNA 水平降低，但差异不具有统计学意义

（P＞0.05）。结果表明，11 个特征基因中有 9 个基 
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A-Lasso 回归模型图；B-特征基因表达水平的箱线图；C～F-特征基因的 ROC 曲线图；*P＜0.05  ***P＜0.001  ****P＜0.000 1。 
A-Lasso regression model; B-boxplots of expression levels of characteristic genes; C—F: ROC curves of characteristic genes; *P < 0.05  ***P < 0.001  
****P < 0.000 1. 

图 4  特发性肺纤维化特征基因筛选并进行外部验证 

Fig. 4  Screening and external validation of characteristic genes in idiopathic pulmonary fibrosis  

 
A-免疫细胞浸润丰度；B-免疫细胞浸润差异。 

A-abundance of immune infiltration; B-differences of immune infiltration. 

图 5  特发性肺纤维化的免疫细胞浸润分析 

Fig. 5  Immune infiltration analysis on idiopathic pulmonary fibrosis 
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图 6  特发性肺纤维化特征基因与免疫细胞浸润程度的相关性 

Fig. 6  Correlation between characteristic genes of idiopathic pulmonary fibrosis and immune infiltration 

因 IPF 模型小鼠中得到基因转录层面的验证。 

3.5.3  特征基因的蛋白水平检测  共有 9 个特征基

因得到 mRNA 转录层面的验证。从中挑选 RT-qPCR

检测趋势与基因功能相符的 6 个基因（CDH3、

MAOA、FNDC1、ITGBL1、MS4A15 和 SCARA3），

观察其在蛋白翻译层面的水平，结果见图 9。与对

照组比较，IPF 小鼠肺组织 CDH3、FNDC1、ITGBL1

和 MAOA 蛋白水平显著升高，而 SCARA3 蛋白水

平显著降低，差异均具有统计学意义（P＜0.05、

0.01）；MS4A15 蛋白水平降低，但差异不具有统计 
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A-肺大体观；B-Szapiel 评分柱状图；C-Ashcroft 评分柱状图；D-HE 染色及 Masson 染色的肺组织病理图；与对照组比较：**P＜0.01；n＝6。 

A-view of lungs; B-histogram of Szapiel score; C-histogram of Ashcroft score; D-histopathological picture of lungs in HE and Masson staining; **P < 0.01 

vs control group; n = 6. 

图 7  特发性肺纤维化模型组与对照组的肺大体观及病理 

Fig. 7  Lung view and pathology of idiopathic pulmonary fibrosis model group and control group 

学意义（P＞0.05）。 

3.6  基于 IPF 特征基因预测靶向中药 

基于 IPF 特征基因进行靶向中药预测，剔除

P≥0.05 或在《中国药典》2020 年版[9]等资料中无

法查询到的中药。最后共有 6 个基因预测到 69 种

符合条件的中药，去除重复项后剩 60 种中药。“基

因-药物-功效”网络见图 10-A。药物类别包含了补

虚药和活血化瘀药等，且 MAOA 预测到的中药数

目最多。由图 10-B～D 可知，所预测的中药中，药

性以寒、平、温居多，药味以甘、苦、辛居多，归

经以肝、脾、肺、肾居多。中医认为特发性肺纤维

化的病机多为“虚”和“瘀”；虚证为肺燥阴伤、

肺气虚冷，瘀证为瘀血阻络，可兼有其他病证，如

水泛、毒积、痰结、气逆等；治当养阴清热、益气

补阳、活血化瘀、利水、解毒、祛痰、降气等[13-15]。

而预测的中药中，可供选择药物有地骨皮、太子参、

西红花和桑白皮等。由此绘制的“病-证-法-药”关

联图见图 10-E。 

3.7  基于中药预测活性成分 

“病-证-法-药”关联图所涉及的与 IPF 临床治

疗密切相关的 38 种中药中，只有 22 个中药能预测

到相关的活性成分。构建“疾病-基因-中药-活性成

分”网络图，见图 11。以网络的度值由大到小排列，

前 3 名成分视为核心活性成分，分别是槲皮素、β-

谷甾醇与山柰酚。网络图共涉及特征基因 5 个，分

别为 MAOA、CDH3、CCK、TSPAN7 和 SCARA3，

提示这些基因可能是 IPF 临床所用中药可潜在靶向

的基因。 

3.8  分子对接验证中药活性成分与 IPF 特征基因

的结合能力 

根据“疾病-基因-中药-活性成分”网络图得到

3 个核心活性成分槲皮素、β-谷甾醇与山柰酚；以及

5 个与 IPF 临床用药密切相关的特征基因 MAOA、

CDH3、CCK、TSPAN7 和 SCARA3。这 5 个基因中，

在动物实验中得到验证，且表达趋势与基因功能相

符的有 3 个，分别为 MAOA、CDH3 和 SCARA3。 
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ns 表示 P＞0.05；*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001  ****P＜0.000 1。 

ns indicates P > 0.05; *P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001  ****P < 0.000 1. 

图 8  特征基因在特发性肺纤维化小鼠肺组织中的 mRNA 水平 ( 6= n , sx ) 

Fig. 8  mRNA Levels of characteristic genes in lung tissue of mice with idiopathic pulmonary fibrosis ( 6= n , sx ) 

因此，本研究以槲皮素、β-谷甾醇与山柰酚为目标

成分，MAOA、CDH3 和 SCARA3 为目标蛋白，进

行分子对接，结果见图 12。所有分子对接的结合能

均小于−5.0 kcal/mol，提示成分与蛋白之间可良好

结合。其中，以槲皮素与 MAOA 的结合能最低，为

−9.6 kcal/mol，提示槲皮素在体内可能通过与

MAOA 蛋白的紧密结合，发挥治疗 IPF 的作用。 

4  讨论 

IPF 是一种病因不明的、慢性的、进展性的肺

部纤维化疾病，其特征是肺功能进行性下降，最终

导致呼吸衰竭、死亡[4,16-17]。当前 IPF 的疾病机制尚

不明确，治疗手段受限。而新药研发离不开疾病机

制的研究。因此，本研究探索了 IPF 的特征基因，

并预测了靶向基因的中药及活性成分。 

组织纤维化的特征是成纤维细胞过度活化与增

殖，成纤维细胞分化为肌成纤维细胞，上皮细胞进

行 上 皮 - 间 充 质 转 化 （ epithelial-mesenchymal 

transition，EMT）以扩大成纤维细胞和肌成纤维细

胞的数量，从而过度分泌与沉积 ECM 蛋白，造成

纤维化[18-19]。而氧化应激、炎症反应在成纤维细胞

的激活和增殖中发挥了重要作用[18]。本研究共挖掘

出11个 IPF特征基因，其中CDH3、MAOA、FNDC1、 
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A-特征基因的免疫组化直观图；B～G-特征基因的免疫组化评分；ns 表示 P＞0.05，*P＜0.05  **P＜0.01。 

A-immunohistochemical visualization of characteristic genes; B—G-immunohistochemical scores of characteristic genes; ns indicates P > 0.05, *P < 0.05  **P < 0.01. 

图 9  特征基因在特发性肺纤维化小鼠肺组织中的蛋白水平 ( 6= n , sx ) 

Fig. 9  Protein levels of characteristic genes in lung tissue of mice with idiopathic pulmonary fibrosis ( 6= n , sx ) 

ITGBL1 和 SCARA3 在动物实验中得到了验证。结

合文献研究发现，本研究挖掘的 IPF 特征基因主要

聚焦于 ECM 重塑机制，也有部分基因通过 EMT、

肌成纤维细胞去分化和氧化应激等机制影响 IPF 肺

中的 ECM 重塑。 

ECM 是一种动态的三维网络，可为组织提供结

构支撑，其组成含有蛋白聚糖、胶原蛋白、层黏连

蛋白、弹性蛋白和纤连蛋白等糖蛋白[20]。在 IPF 中，

胶原蛋白合成与降解平衡失调，会造成肺 ECM 的

过度积累与进行性肺瘢痕形成[21]。FNDC1 是一种

ECM 重塑基因[22]。CDH3 是具有单跨膜结构域的

糖蛋白，可介导细胞间黏附[23]。钙黏蛋白家族与

IPF 密切相关，例如 CDH11 是组织纤维化的中枢

介质，在 IPF 患者中表达增加[24]；CDH3 可调节

ECM 重塑与 ECM 诱导的细胞迁移，从而促进定向

集体细胞迁移[25]。本研究通过生物信息学及动物实

验验证发现，FNDC1 与 CDH3 在 IPF 中呈高表达

状态，这提示 FNDC1 与 CDH3 可能诱导 ECM 重

塑，导致 IPF 的发生发展。 

EMT 与 IPF 的病理生理学密切相关[26]。EMT

会出现上皮标志物 E-钙黏蛋白丢失，细胞极性与细

胞间连接改变和 N-钙黏蛋白、波形蛋白与纤连蛋白

等间充质标志物增加[27]。SCARA3 表达水平上升可

降低肺癌细胞的迁移与侵袭能力，减少 EMT 标志

物[28]。本研究通过生物信息学及动物实验验证发

现，SCARA3 在 IPF 中呈低表达水平，推测 SCARA3

可能是 IPF 的保护因素，可能通过减少 EMT，改善

ECM 重塑，减轻 IPF 纤维化。 
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A-“基因-药物-功效”网络图；B-药性分布雷达图；C-药味分布雷达图；D-归经分布雷达图；E-“病-证-法-药”关联图。 

A-“gene-drug-efficacy” network map; B-radar map of medicinal properties distribution; C-radar map of medicinal flavor distribution; D-radar map of 

meridian distribution; E-“disease-evidence-method-medicine” correlation map. 

图 10  特发性肺纤维化靶向中药预测 

Fig. 10  Prediction of idiopathic pulmonary fibrosis targeting traditional Chinese medicines 
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图 11  特发性肺纤维化靶向中药活性成分预测 

Fig. 11  Prediction of active ingredients in herbs for idiopathic pulmonary fibrosis 

肌成纤维细胞是一种病理性纤维化效应物，主要

来源于成纤维细胞，而近年发现的肌成纤维细胞去分

化潜力，为纤维化疾病的治疗开拓了新思路[29]。研究

表明，肌成纤维细胞在压力疗法下，ITGBL1 的表

达受抑制，可导致肌成纤维细胞向成纤维细胞去分

化[30]。本研究经动物实验证实，ITGBL1 在 IPF 中

呈高表达趋势。结合文献推测，ITGBL1 表达上调

可能抑制肌成纤维细胞的去分化能力，造成ECM重

塑，发生组织纤维化。 

氧化应激也与 IPF 的发生发展密切相关，IPF

的细胞成分大多可出现氧化剂与抗氧化剂不平衡

的情况；在 IPF 患者身上也发现了大量氧化应激标

志物[31]。MAOA 是氧化应激的重要来源，而 MAOA

抑制剂可预防心脏收缩功能障碍和纤维化[32]。本研

究通过生物信息学及动物实验验证发现 MAOA 在

IPF 中呈高水平表达，推测其可能通过增加氧化应

激，促进成纤维细胞的活化与增殖，造成 ECM 重

塑，促进组织纤维化。 

除了 IPF 的特征基因，GO 与 KEGG 富集分析

结果也靶向了 ECM 重塑。富集分析提示，含胶原

蛋白的细胞外基质、整合素结合、细胞因子受体活

性、蛋白质的消化和吸收、趋化因子信号通路、ECM

与受体的相互作用、糖尿病并发症中的 AGE-RAGE

信号通路、PPAR 信号通路等可能与 IPF 密切相关。

如上所述，ECM 作为一种大分子网络，含有丰富的

胶原蛋白与纤连蛋白，而胶原蛋白合成与降解失调

会造成 ECM 过度积累，诱发 IPF[20-21]。此外，趋化

因子及细胞因子也被证实参与了 IPF 的发病。趋化

因子可调节免疫和组织的稳态、损伤与修复；趋化

因子受体信号通路可诱导成纤维细胞、肺泡巨噬细

胞等肺驻留细胞的活化与增殖，而肺泡巨噬细胞又

是 IPF 细胞因子和趋化因子的重要来源[33]。临床研 
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A～C-槲皮素与 MAOA、CDH3、SCARA3 的分子对接图；D～F：β-谷甾醇与 MAOA、CDH3、SCARA3 的分子对接图；G～I：山柰酚与 MAOA、

CDH3、SCARA3 的分子对接图；J-各目标成分与目标蛋白的结合能。 

A—C-molecular docking of quercetin with MAOA, CDH3 and SCARA3; D—F-molecular docking of β-sitosterol with MAOA, CDH3 and SCARA3; 

G—I-molecular docking of kaempferol with MAOA, CDH3 and SCARA3; J-binding energies of active ingredients with characteristic genes. 

图 12  中药活性成分与特发性肺纤维化特征基因的分子对接 

Fig. 12  Molecular docking of active ingredients of traditional Chinese medicines with characteristic genes of idiopathic 

pulmonary fibrosis 

究发现 IPF 患者支气管肺泡灌洗液中的 CXC 趋化

因子配体 6（C-X-C motif chemokine 6，CXCL6）水

平升高，且与生存率低有关系；分泌细胞中 CXCL6

表达水平升高可驱动成纤维细胞合成胶原蛋白[34]。

AGE 是蛋白质与脂质老化时与氧化剂发生非酶促

反应的结果；而 RAGE 作为 AGE 的受体，与肺纤

维化和肺泡稳态有关[35]。研究发现，IPF 患者肺部

的 AGE 增加，RAGE 减少，AGEs-RAGEs 比例增

加[35]。在 IPF 患者与模型鼠的肺脏中，PPARγ 的表

达均被显著抑制[36]。因此，富集分析结果提示，IPF

发病机制可能集中在 ECM 重塑方面，与细胞因子/

趋化因子等炎症反应、氧化应激相关。 

而除了传统的致病基因、功能通路的探索，免

疫细胞浸润也是近些年研究的重要方向。免疫应答

是 IPF 疾病发展过程中的关键环节，研究 IPF 中免

疫系统的作用可能有助于研发出改变疾病进程的、

靶向免疫调节的疗法[37]。本研究发现，调节性 T 细

胞、M1 型巨噬细胞、静息的树突状细胞、CD8+ T 细
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胞、静息的记忆性 CD4+ T 细胞、活化的记忆性 CD4+ 

T 细胞等免疫细胞在对照组和 IPF 组中存在浸润差

异（P＜0.05）。在 IPF 患者的 T 细胞亚群中，CD8+ 

T 细胞的百分比是上升的[38]。CD4+ T 细胞也被发

现与纤维化密切相关。CD4+ T 细胞的程序性细胞

死亡-1（programmed cell death-1，PD-1）上调可借

助信号转导和转录激活因子 3（signal transducer and 

activator of transcription 3，STAT3）介导 IL-17A 与

转化生长因子-β1（transforming growth factor-β1，

TGF-β1）的产生，发挥促肺纤维化的作用[39]。因此，

IPF 的特征基因也可能通过调节免疫反应影响疾病

的发展。 

本研究发现，IPF 的特征基因与免疫细胞浸润

均存在一定的相关性，如 CDH3 可能与活化的记忆

性 CD4+ T 细胞、调节性 T 细胞关系密切。相同地，

也有研究指出肺癌患者 CDH3 的表达与 CD4+ T 细

胞、调节性 T 细胞的浸润呈正相关[23]。近年来也发

现，FNDC1 基因的多态性可能是川崎病患者冠状动

脉瘤形成的危险因素；而川崎病作为一种免疫性疾

病，其发病机制主要是免疫细胞过度激活与炎症因

子产生，导致了免疫系统失衡[40]。可见，FNDC1 也

可能与疾病的免疫应答有一定的相关性。 

综上所述，在 IPF 疾病机制探讨部分，本研究

通过特征基因、通路富集分析、免疫浸润分析、特

征基因与免疫浸润相关性分析以及动物实验验证等

方法，挖掘了 CDH3、MAOA、FNDC1、ITGBL1 和

SCARA3 等 IPF 特征基因，以及含胶原蛋白的细胞

外基质、细胞因子受体活性、ECM 与受体的相互作

用、糖尿病并发症中的 AGE-RAGE 信号通路等生

物过程，提示 IPF 特征基因可能靶向了 ECM 重塑

机制，也可能通过调节 EMT、肌成纤维细胞去分化、

氧化应激、炎症、免疫应答等生物过程，影响 ECM

的重塑。 

在探索 IPF 发病机制的基础上，本研究还预测

了靶向 IPF 特征基因的中药及活性成分。但中药的

挖掘与运用并非通过简单的、机械性的计算机分析

可得，而是从“理法方药”出发，寻求符合中医理

论与临床实际的药物。从中医理论而言，IPF 属于

“肺痹”“肺痿”的范畴，“虚”与“瘀”是病机

重点[5-6]。曹世宏认为病机主要为肺燥阴伤与肺气虚

冷，二者相互兼夹、常可致瘀、且易生水饮，当治

以滋阴清热、健脾温肺，兼活血化瘀与利水[13]。于

睿智等[14]提出 IPF 的病机可概括为久病正气亏虚，

致痰、瘀、毒互结，治当虚实兼顾，补虚、祛痰、

解毒与化瘀相结合。此外，肺气郁闭，失于肃降，

气机上逆，则发为气喘，为 IPF 最典型的症状，治

当降气平喘。本研究预测的中药，其药性以寒、平、

温居多，适用于肺燥阴伤之病性热者或肺气虚冷之

病性寒者。药味以甘、苦、辛居多。甘能补、苦能

泻、辛能散能行，适用于虚者、热者、瘀者、毒者。

归经以肝、脾、肺、肾居多。入肝可疏肝行气辅肺

气宣降，亦可行气散瘀；入脾、肺可健脾温肺；入

肺、肾者则可补益肺气、降气平喘，亦可补益肾气、

纳气平喘。具体的中药包括地骨皮、太子参、西红

花和桑白皮等。地骨皮功善清虚热、泻肺火；太子

参擅长益气健脾、生津润肺；西红花可活血化瘀、

凉血解毒；桑白皮能泻肺平喘、利水消肿。因此，

本研究预测的中药符合 IPF 的病机、病证与病症，

也符合 IPF 的临床用药逻辑，可为 IPF 的临床中药

运用提供思路，也对新药研发具有一定的参考价值。 

而本研究还根据潜在中药预测了药物的活性成

分。结果发现槲皮素、β-谷甾醇与山柰酚等中药活性

成分在研发成为 IPF 的治疗药物方面具有极大的潜

力。槲皮素可抑制 ECM 的形成，减少肺纤维化[41]。

槲皮素还可调节 TGF-β-Smad2/3 通路，以影响巨噬

细胞极性和巨噬细胞到肌成纤维细胞的转变，缓解

矽肺小鼠的肺纤维化[42]。β-谷甾醇是植物界中含量

最丰富的甾醇之一，可抑制人肺泡上皮细胞中胶原

蛋白和纤连蛋白等纤维化蛋白的表达以及下调

EMT 标志物，从而缓解肺部纤维化[43]。山柰酚是源

自草本植物的黄酮类化合物，可发挥抗氧化应激、

抗炎和抗纤维化等作用，有效降低大鼠肝纤维化模

型的 α-平滑肌肌动蛋白和 I 型胶原蛋白的表达[44]。

由此可见，槲皮素、β-谷甾醇与山柰酚均可能有抗

肺部纤维化的作用，其更深层次的机制也可能与改

善 ECM 重塑有关。此外，本研究还对中药活性成

分与 IPF 特征基因进行了分子对接，结果提示槲皮

素、β-谷甾醇、山柰酚与 MAOA、CDH3、SCARA3

之间可良好结合，以槲皮素和 MAOA 的结合能最

佳。这提示了中药活性成分可能自发结合 IPF 特征

基因的蛋白结构，影响肺组织 ECM 重塑，发挥治

疗 IPF 的作用。 

5  结论 

本研究挖掘了 CDH3、MAOA、FNDC1、ITGBL1

和 SCARA3 等 IPF 特征基因，认为其可能靶向了

ECM 重塑机制，也可能通过 EMT、肌成纤维细胞
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去分化、氧化应激等影响ECM重塑。结合 IPF“虚”

和“瘀”的中医病机特点以及“养阴清热、益气补

阳、活血化瘀”等治则，本研究靶向 IPF 特征基因

预测了地骨皮、太子参与西红花等中药供临床参考。

而中药活性成分，如槲皮素、β-谷甾醇与山柰酚等

也可能通过改善 ECM 重塑发挥抗纤维化的作用。 
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