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整合网络药理学探讨洋川芎内酯 A 诱导肝星状细胞衰老缓解肝纤维化
作用及机制  

董明行，李晓骄阳，霍子璇，李佳楠，王  馨，杨紫涵，唐恺悦，曲姣蓉* 

北京中医药大学生命科学学院，北京  100029 

摘  要：目的  于体内外水平探讨洋川芎内酯 A（senkyunolide A，SenA）通过诱导肝星状细胞（hepatic stellate cells，HSCs）

衰老以改善肝纤维化的作用机制。方法  利用 SwissTargetPrediction 数据库和 GeneCards 数据库获得 SenA 靶点及肝纤维化

疾病相关靶点，取二者交集进行基因本体（gene ontology，GO）功能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。应用 Metascape 分析蛋白质-蛋白质相互作用（protein-protein interaction，PPI）

网络，筛选并确认核心靶点，针对核心靶点开展功能富集分析，并将核心靶点与 SenA 进行分子对接。采用胆总管结扎术建

立肝纤维化小鼠模型，分别采用转化生长因子-β1（transforming growth factor-β1，TGF-β1）和血小板衍生生长因子-BB（platelet-

derived growth factor-BB，PDGF-BB）诱导建立人源肝星状 LX-2 细胞和大鼠肝星状 HSC-T6 细胞活化模型，给予 SenA 干预

后，结合衰老相关 β-半乳糖苷酶（senescence-associated-β-galactosidase，SA-β-Gal）染色、EdU 染色、qRT-PCR 等表征衰老

指标。结果  网络药理学结果显示，SenA 与肝纤维化有 39 个交集靶点，交集靶点富集于细胞衰老相关通路。进一步基于

PPI 网络获得 19 个基因可能是 SenA 调控肝纤维化进展的核心靶点，并发现与细胞衰老相关的核心靶点在 HSCs 中高表达。

结合分子对接实验，发现 SenA 与 Aurora 激酶 A（Aurora kinase A，AURKA）的结合能力最强，提示 AURKA 可能是 SenA

在 HSCs 发挥作用的关键分子靶点。体内外实验结果显示，SenA 显著诱导 HSCs 的衰老（P＜0.05、0.01、0.001），显著下调

增殖相关基因细胞周期蛋白 D1（Cyclin D1，CCND1）和周期蛋白依赖性激酶 2（cyclin-dependent kinase 2，CDK2）的表达

（P＜0.05、0.01），同时上调衰老相关基因 p21、肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis factor-α，TNF-α）和白细胞介素-6（interleukin-

6，IL-6）的表达（P＜0.05、0.01），进而显著抑制 HSCs 活化与胶原沉积（P＜0.05、0.01、0.001）。结论  SenA 通过诱导

HSCs 衰老以抑制 HSCs 活化，从而改善肝纤维化。 
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Effect and mechanism of senkyunolide A against liver fibrosis via inducing hepatic 

stellate cell senescence using integrated network pharmacology 
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Abstract: Objective  To explore the mechanisms by which by which senkyunolide A (SenA) ameliorated liver fibrosis via inducing 

hepatic stellate cells (HSCs) senescence in vitro and in vivo. Methods  SenA targets and liver fibrosis related targets were obtained 

using the SwissTargetPrediction database and GeneCards database. The intersection targets were used for gene ontology (GO) function 

and Kyoto encyclopedia of genes and genomes (KEGG) pathway enrichment analysis. Metascape was used to analyze protein-protein 

interaction (PPI) network, core targets were screened and confirmed, functional enrichment analysis on core targets was performed, 

and molecular docking with SenA was performed. A mouse model of liver fibrosis was established using common bile duct ligation. 

Human hepatic stellate LX-2 cells and rat hepatic stellate HSC-T6 cells were induced using transforming growth factor-β1 (TGF-β1) 

and platelet-derived growth factor-BB (PDGF-BB), respectively. After SenA intervention, senescence indicators were characterized by 
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senescence-associated-β-galactosidase (SA-β-Gal) staining, EdU staining, qRT-PCR, etc. Results  The results of network 

pharmacology revealed that SenA and liver fibrosis shared 39 common targets, the common target genes were enriched in cellular 

senescence pathways. A total of 19 genes obtained based on PPI network may be the core targets of SenA on regulation of liver fibrosis 

progression, and it was found that core targets related to cellular aging are highly expressed in HSCs. Combining molecular docking 

experiments, it was found that SenA had the strongest binding ability to Aurora kinase A (AURKA), suggesting that AURKA may be a 

key molecular target for SenA in HSCs. The results of in vivo and in vitro experiments showed that SenA significantly induced HSCs 

senescence (P < 0.05, 0.01, 0.001), significantly downregulated the expressions of proliferation related genes Cyclin D1 (CCND1) and 

cyclin dependent kinase 2 (CDK2) (P < 0.05, 0.01), and upregulated the expressions of senescence related genes p21, tumor necrosis 

factor-α (TNF-α) and interleukin-6 (IL-6) (P < 0.05, 0.01), thereby significantly inhibiting HSC activation and collagen deposition (P < 

0.05, 0.01, 0.001). Conclusion  SenA induces HSC senescence to inhibit HSC activation, thereby improving liver fibrosis. 

Key words: senkyunolide A; senescence; liver fibrosis; hepatic stellate cells; senescence associated secretory phenotypes 

肝纤维化是指机体响应慢性肝损伤而产生的

病理反应，在包括胆汁淤积在内的多种致病因素的

影响下，肝脏内细胞外基质（extracellular matrix，

ECM）过度积累[1]。临床报告显示，晚期肝纤维化

患者通常具有较高的肝硬化和肝胆管癌的风险，并

伴有不良预后，严重危害健康。肝纤维化的机制解

析与治疗靶点开发，一直是肝病领域的研究热点。

肝星状细胞（（hepatic stellate cells，HSCs）的激活是

肝纤维化发展的关键步骤，正常情况下，HSCs 处于

静止状态[2]。然而在肝损伤下，静止的 HSCs 转变

为活化状态，活化的 HSCs 产生并分泌异常丰富的

ECM 成分，包括 I 型胶原（（collagen type I，COL1）

和 COL3。ECM 成分的改变增加了 ECM 的堆积，

占据了正常肝细胞的空间，影响细胞形态，进一步

加剧了肝纤维化[3]。因此，抑制 HSCs 的活化或将

活化的 HSCs 逆转为静止状态被认为是一种潜在的

抗肝纤维化治疗策略。然而，现有研究表明，控制

HSCs 增殖和诱导 HSCs 凋亡并不能完全有效地清

除活化的 HSCs[4]。靶向诱导 HSCs 衰老被视为去除

活化 HSCs 的另一种极具潜力的新兴策略[5]。 

细胞衰老是一种相对稳定的程序性细胞反应

状态，在特定刺激下细胞周期发生不可逆的失调，

其增殖能力下降[6]。细胞周期相关蛋白在衰老细胞

中显著变化，如周期蛋白依赖性激酶 2（cyclin 

dependent kinase 2，CDK2）和细胞周期蛋白 D1

（（cyclin D1，CCND1）在细胞衰老时显著下调，抑制

细胞的增殖和分裂；抑制细胞周期进展的p53和p21

在衰老中显著上调，导致细胞周期停滞[7]。在细胞

衰老过程中会表达和分泌包括白细胞介素 -6

（（ interleukin-6， IL-6）、肿瘤坏死因子 -α（ tumor 

necrosis factor-α，TNF-α）在内的细胞因子，被称为

衰老相关分泌表型（senescence associated secretory 

phenotypes，SASPs）。此外，在衰老过程中，细胞

的代谢活动和功能会发生变化，其中代表性酶衰老

相 关 β- 半 乳 糖 苷 酶 （ senescence-associated-β-

galactosidase，SA-β-Gal）活性升高[8]。 

中医药在治疗肝纤维化中展示出良好的疗效。

活血化瘀类中药川芎在临床中多用于治疗肝纤维

化。课题组前期研究不仅在动物体内验证了川芎的

抗肝纤维化作用，还提取多种组分进行药效研究，

发现川芎苯酞类化合物是川芎发挥抗肝纤维化作

用的关键有效组分[9]。洋川芎内酯 A（（senkyunolide 

A，SenA）是川芎苯酞类化合物中代表性成分，提

示其可能具有抗肝纤维化疗效。近年来，人们更多

地关注 SenA 的抗痉挛和神经保护作用[10]，但其对

肝纤维化及 HSCs 的作用从未被报道过，有望成为

极具潜力的抗肝纤维化新药。本研究利用网络药理

学的方法首先对 SenA 治疗肝纤维化的药效靶点、

靶点之间的相互关系以及靶点所富集的通路进行

分析，再结合细胞实验对 SenA 对于 HSCs 衰老的

作用以及缓解 ECM 沉积的药效进行验证，进一步

揭示川芎治疗肝纤维化的物质基础，对于挖掘川芎

中活性成分具有重要意义。 

1  材料 

1.1  动物与细胞 

SPF 级 C57BL/6J 小鼠，8 周龄，雌雄各半，体

质量 22～24 g，购自斯贝福（北京）生物技术有限

公司，许可证号 SYXK（（京）2025-0051。动物饲养

于北京中医药大学实验动物中心，在正常条件下饲

养，12 h 光照/12 h 黑暗，提供无限量饲料和水。动

物实验经北京中医药大学实验动物伦理委员会批

准（批准号 BUCM20251016-003）。 

人肝星状 LX-2 细胞和大鼠肝星状 HSC-T6 细

胞购自亿奥邦（北京）生物科技研究有限公司。 
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1.2  药品与试剂 

SenA（（批号 B21461，质量分数≥98%）购自上

海源叶生物科技有限公司；异丙醇（批号

20250912）、无水乙醇（批号 20260511）购自北京

正程生物科技有限公司；SA-β-Gal 染色试剂盒（（批

号 20220412）购自北京索莱宝科技有限公司；EdU

成像试剂盒（批号 20221122）购自美国 APExBIO

公司；苏木素-伊红（（hematoxylin-eosin，HE）染色

试剂盒（（批号 2509E045）、Masson 染色试剂盒（（批

号 CR2605010）购自武汉赛维尔生物科技有限公

司；p21 抗体（批号 10355-1-AP）购自武汉三鹰生

物技术有限公司；α-平滑肌肌动蛋白（α-smooth 

muscle actin，α-SMA）抗体（批号 19245S）、荧光

二抗（（批号 8889S）购自美国 CST 公司；转化生长

因子-β1（（transforming growth factor-β1，TGF-β1，批

号 CA59）购自苏州近岸蛋白质科技股份有限公司；

血小板衍生生长因子-BB（platelet-derived growth 

factor-BB，PDGF-BB，批号 HY-P7278）购自美国

MCE 公司；SYBR qPCR 试剂盒（批号 Q412‑02）、

逆转录试剂盒（（批号 P611‑01）购自南京诺唯赞生物

科技股份有限公司。 

1.3  仪器 

8000 系列直热式 CO2 孵育器（美国赛默飞世

尔科技公司）；Centrisart® D-16C 型离心机（（德国赛

多利斯公司）；C1000 Touch 型 PCR 仪（美国 BIO-

RAD 公司）；FV300 型共聚焦显微镜、CKX53 型倒

置显微镜（（日本 OLYMPUS 公司）；R500 型麻醉机

（（深圳市瑞沃德生命科技有限公司）；Nano-800 型超

微量核酸蛋白测定仪（上海嘉鹏科技有限公司）。 

2  方法 

2.1  SenA 靶点基因与肝纤维化的靶点基因获取及

可视化 

以“senkyunolide A”为关键词在 SwissTarget 

Prediction（（http://www.swisstarget prediction.ch/）进

行检索，获得相关靶点。应用 Uniprot 数据库将相

关靶点转换为蛋白名。以肝纤维化标准英文名称

（“liver fibrosis”为检索词在 GeneCards（（https://www. 

genecards.org/）数据库中进行检索，设置筛选条件

Relevance score＞8 分，得到肝纤维化疾病相关靶

点。将所获 SenA 与肝纤维化的靶点用 Venny 2.1 在

线工具制作韦恩图，得到 SenA 潜在作用靶点与肝

纤维化疾病靶点的交集，以明确药物和疾病间的关

键靶点。 

2.2  SenA-肝纤维化交集靶点生信分析 

应用 David（https://david.ncifcrf.gov/）对于

SenA-肝纤维化交集靶点进行基因本体（ gene 

ontology，GO）功能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。结合微生信（http://bioinformatics. 

psb.ugent.be/webtools/Venn/）对于 GO 功能的 3 个

类别[生物过程（（biological process，BP）、分子组成

（（cellular component，CC）、分子功能（molecular 

function，MF）]中前 10 条进行可视化作图。用

Metascape 数据库进一步分析 GO BP 以及蛋白质-蛋

白质相互作用（protein-protein interaction，PPI）分析。

应用 R 语言对于所获 KEGG 条目中前 20 条通路进

行可视化。从蛋白质数据库（Protein Data Bank，PDB）

以及 ZINC 小分子数据库（ZINC database，ZINC）

获取蛋白与小分子后，开展分子对接，借助 PyMOL

分子可视化软件分析结合位点与结合能。 

2.3  动物实验 

2.3.1  分组、造模与给药   采用随机分组法将

C57BL/6J 小鼠分为假手术组、模型组和 SenA 低、

中、高剂量（10、20、40 mg/kg[11]）组，每组 6 只。

除假手术组外，其余小鼠采用胆总管结扎术建立肝

纤维化模型。小鼠经异氟烷持续吸入麻醉后，腹部

备皮消毒后开腹，分离胆总管后，采用手术缝合线

进行双重结扎。假手术组仅行腹部切开、组织分离

与缝合操作，不结扎胆总管。于术前 3 d 开始预给

药，术后恢复 2 d 后继续给药 4 d。各给药组 ig 相

应药物（0.009 3、0.018 7、0.037 4 mL/kg），假手术

组和模型组 ig 生理盐水。 

2.3.2  肝组织病理变化观察  末次给药后，取肝组

织，于 4%多聚甲醛中固定后，脱水，石蜡包埋，切

片，分别进行苏木素-伊红（hematoxylin-eosin，HE）

和 Masson 染色，于光学显微镜下观察并拍照。 

2.3.3  qRT-PCR 检测肝组织相关基因表达  取肝

组织，按照试剂盒说明书提取总 RNA 并合成

cDNA，进行 qRT-PCR 分析[12]。引物序列见表 1，

采用 2−∆∆Ct法计算目的基因的相对表达量。 

2.3.4  免疫荧光染色检测肝组织 p21 和 α-SMA 表

达  肝组织石蜡切片脱蜡后，加入 1 mmol/L 抗原

修复液于 85 ℃处理 40 min；室温冷却 30 min 后，

加入含 10%山羊血清、0.2% Triton X 100 的 2.5%牛

血清白蛋白PBS封闭液封闭 30 min。滴加一抗，4  ℃

孵育过夜，再加入对应二抗于室温孵育，DAPI 进行 
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表 1  引物序列 

Table 1  Primer sequences 

基因 种属 引物序列 (5’-3’) 

Hprt1 人 F: TATGGCGACCCGCAGCCCT 

R: CATCTCGAGCAAGACGTTCAG 

Hprt1 小鼠 F: CCGAGGATTTGGAAAAAGTGTT 

R: CATCTCCTTCATGACATCTCGA 

AURKA 大鼠 F: ACATCACGGAGTTGGCGAAT 

R: CAGCAGGTTCTCTGGCTTGA 

AURKA 小鼠 F: CTGTTCCCTTCGGTCCGAAA 

R: GCTTCTGACCTGCTCCAAGT 

CCND1 大鼠 F: GAGGCGGATGAGAACAAGCAGATC 

R: GGAGGGTGGGTTGGAAATGAACTTC 

CCND1 人 F: GTCCTACTTCAAATGTGTGCAG 

R: GGGATGGTCTCCTTCATCTTAG 

CDK2 大鼠 F: GCCCTATTCCCTGGAGACTCTGAG 

R: ATCCTGCCGAGCCCACTTGG 

CDK2 人 F: CCTGGGCTGCAAATATTATTCC 

R: TGGCTTGTAATCAGGCATAGAA 

TNF-α 大鼠 F: ATGGGCTCCCTCTCATCAGTTCC 

R: CCTCCGCTTGGTGGTTTGCTAC 

TNF-α 人 F: CGAGTCTGGGCAGGTCTAC 

R: GGGAGGCGTTTGGGAAGG 

p21 大鼠 F: TCCTGGTGATGTCCGACCTGTTC 

R: GGCTCAACTGCTCACTGTCCAC 

p21 人 F: GATGGAACTTCGACTTTGTCAC 

R: GTCCACATGGTCTTCCTCTG 

Col1a 大鼠 F: ATCCTGCCGATGTCGCTATCC 

R: TTCTTGAGGTTGCCAGTCTGTTG 

Col1a 人 F: CCTGGTGATGCTGGTGCTAA 

R: ACATTACCAATGGGGCCAGG 

IL-6 大鼠 F: ACTTCCAGCCAGTTGCCTTCTTG 

R: TGGTCTGTTGTGGGTGGTATCCTC 

Fn 大鼠 F: AGGCACAAGGTCCGAGAAGAG 

R: TGAGTCATCCGTAGGCTGGTTC 

Fn 人 F: AATAGATGCAACGATCAGGACA 

R: GCAGGTTTCCTCGATTATCCTT 

Hprt1-次黄嘌呤鸟嘌呤磷酸核糖基转移酶 1；AURKA-Aurora 激酶

A；Fn-纤连蛋白。 

Hprt1-hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1; AURKA-Aurora 

kinase A; Fn-fibronectin. 

细胞核染色，采用共聚焦显微镜观察并拍照。 

2.4  细胞实验 

2.4.1  细胞培养及给药处理 

（（1）LX-2 细胞：用含 10%胎牛血清的 RPMI 

1640 培养基，于 37 ℃、5% CO2 的培养箱中培养。

设置对照组、模型组和 SenA 低、中、高剂量（（12.5、

25.0、50.0 μmol/L）组，加入 5 ng/mL TGF-β1 处理

使 LX-2 细胞活化[13]，1 h 后各给药组给予相应药物

干预 24 h。 

（（2）HSC-T6 细胞：用含 10%胎牛血清的DMEM

培养基，于 37 ℃、5% CO2 的培养箱中培养。设置

对照组、模型组和 SenA 低、中、高剂量（12.5、

25.0、50.0 μmol/L）组，加入 10 ng/mL PDGF-BB 处

理使 HSC-T6 细胞活化[14]，1 h 后各给药组给予相

应药物干预 24 h。 

2.4.2  qRT-PCR 检测相关基因表达  按（“2.4.1”项

下方法进行分组和给药，收集细胞，按（“2.3.3”项

下方法检测相关基因的表达。 

2.4.3  SA-β-Gal 染色  按（“2.4.1”项下方法进行分

组和给药，按照 SA-β-Gal 染色试剂盒说明书操作，

用 PBS 洗涤细胞 1 次，加入 β-Gal 固定液在室温下

固定 15 min，再用 PBS 洗涤 2 次，加入染色液，

37 ℃孵育 48 h，于显微镜下观察并拍照，细胞中

SA-β-Gal 被染为蓝色。 

2.4.4  EdU 增殖实验  按（“2.4.1”项下方法进行分

组和给药，加入 EdU 孵育 30 min。PBS 洗涤后，用

多聚甲醛固定细胞 1 h，加入 0.3% Triton X-100 渗

透液孵育 15 min。按照试剂盒说明配制 EdU 点击反

应液，室温下避光孵育 30 min。最后用 DAPI 染细

胞核，于共聚焦显微镜下观察并拍照。 

2.5  统计学分析 

结果以 x s 表示，采用 GraphPad Prism 绘制

柱状图，组间比较采用单因素方差分析（One-way 

ANOVA）。 

3  结果 

3.1  SenA 抗肝纤维化的体内药效作用 

HE 染色可清晰展示肝小叶结构并评估炎症浸

润。如图 1 所示，对照组肝组织细胞排列规则，细

胞核形态良好，未见明显炎症细胞浸润。与对照组

相比，模型组小鼠肝汇管区结构明显破坏，伴大量

炎性细胞浸润与肝组织细胞排列紊乱。与模型组比

较，不同剂量 SenA 干预后均能减轻肝组织细胞紊

乱和炎性细胞浸润。 

Masson 染色可以检测胶原纤维沉积并评估纤

维化程度。如图 1 所示，模型组汇管区有大量的胶

原沉积，而不同剂量 SenA 干预后均不同程度减少

了胶原沉积范围与密度。 

如图 2 所示，与对照组比较，模型组小鼠肝脏

指数和脾脏指数显著升高（P＜0.01），符合肝纤维

化模型肝脾肿大的典型病理特征；与模型组比较，

SenA 中、高剂量组肝脏指数显著降低（P＜0.05），

SenA 各给药组脾脏指数显著降低（P＜0.01、

0.001），且呈剂量相关性，表明 SenA 可有效缓解肝

纤维化小鼠肝脾肿大。 
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图 1  各组小鼠肝组织 HE 和 Masson 染色 (×20) 

Fig. 1  HE and Masson staining of liver tissues of mice in each group (× 20) 

 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01  ***P＜0.001；与模型组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01  ###P＜0.001，下图同。 

*P < 0.05  **P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group; #P < 0.05  ##P < 0.01  ###P < 0.001 vs model group, same as below figures. 

图 2  各组小鼠肝脏、脾脏指数 ( x s , n = 6) 

Fig. 2  Liver and spleen indexes of mice in each group ( x s , n = 6) 

3.2  SenA 与肝纤维化交集靶点的获取 

以“senkyunolide A”为关键词在 SwissTarget 

Prediction 数据库检索获得 100 个药物靶点。以肝纤

维化的标准英文“ liver fibrosis”为检索词在

GeneCards 数据库检索，设置筛选条件 Relevance 

score＞8 分，得到 1 280 个与肝纤维化疾病相关靶

点。将 SenA 与肝纤维化靶点取交集，获得 39 个交

集靶点（图 3），占检索所得的 SenA 靶点的 39%，

提示 SenA 具有干预肝纤维化的潜力。 

 

图 3  SenA 与肝纤维化交集靶点 Venn 图 

Fig. 3  Venn diagram of intersection target between SenA 

and liver fibrosis 

3.3  SenA与肝纤维化交集靶点的GO和KEGG富

集分析 

为进一步探讨 SenA 抗肝纤维化的可能作用机

制，对 39 个交集基因进行 GO 分析，选取 3 个类别

（（BP、CC、MF）中排名前 10 的条目。如图 4-A 所

示，BP 富集于衰老、细胞增殖调控、细胞衰老等衰

老密切相关过程，CC 富集于细胞外外泌体、质膜的

组成部分等过程，MF 富集于 MAP 激酶活性、生长

因子结合等与细胞增殖密切相关过程。KEGG 结果

（（图 4-B）显示，富集于 Ras 信号通路、哺乳动物雷

帕霉素靶蛋白（mammalian target of rapamycin，

mTOR）信号通路等增殖相关通路，并且关注到交

集基因显著富集于细胞衰老通路，提示 SenA 可能

通过干预衰老过程以影响肝纤维化。 

3.4  SenA 治疗肝纤维化作用靶点 PPI 分析 

为进一步解析 39 个交集靶点的作用模式，应

用 Metascape 软件对 39 个基因进行 PPI 网络与成分

分析以描述靶点之间的相互作用关系，设置最小互

作大小为 3，结果显示，蛋白与蛋白间形成 4 个主 

对照 模型   10    20   40 

           SenA/(mg·kg−1) 

对照                 模型             SenA 10 mg·kg−1         SenA 20 mg·kg−1       SenA 40 mg·kg−1 
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图 4  SenA 与肝纤维化交集靶点的 GO (A) 和 KEGG (B) 富集分析 

Fig. 4  GO (A) and KEGG (B) enrichment analysis of intersection target between SenA and liver fibrosis 

要互作模式，其相互作用网络见图 5-A，4 个主要

模式中相互作用的蛋白见图 5-B。推测 4 个互作模

式中的 19个基因可能是 SenA调控肝纤维化进展的

核心靶点。 

3.5  SenA 治疗肝纤维化核心靶点的 GO 分析及网

络视图可视化 

应用 Metascape 软件进一步对 19 个核心靶点

进行 GO 分析，在排名前 20 的通路中关注到细胞

发育的正向调控及有丝分裂细胞周期的正向调控 2

个过程（（图 6-A）。细胞衰老过程中伴随着细胞周期

的阻滞，进一步提示了 SenA 与衰老的密切联系。

将 GO 条目可视化为网络图，其中相似度＞0.3 的

条目通过线条连接，使富集的途径以网络方式表

现，以理解通路或生物过程之间的关系及 P 值，见

图 6-B、C。 

3.6  SenA 治疗肝纤维化核心靶点在 HSCs 中的表

达分析 

HSCs 活化水平是调控肝纤维化进展的核心关

键。应用 Human Protein Atlas 数据库分析 19 个核心

靶基因在 HSCs 中的表达，结果如图 7 所示，与衰 

 

A-39 个靶点的互作模式；B-19 个核心靶点的互作模式。 

A-interaction network of 39 targets; B-interaction network of 19 core targets. 

图 5  SenA 与肝纤维化交集靶点的 PPI 分析 

Fig. 5  PPI analysis of intersection target between SenA and liver fibrosis 
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A-GO 富集分析；B-分群显示的 GO 条目网络；C-P 值显示的 GO 条目网络。 

A-GO enriched terms; B-GO network colored by cluster ID; C-GO network colored by P value. 

图 6  核心基因的 GO 分析及 GO 条目网络 

Fig. 6  GO analysis of core genes and network of enriched GO terms 

 

图 7  核心基因在 HSCs 中的表达水平 

Fig. 7  Expressions of target genes in HSCs 

老相关的 AURKA、糖原合成酶激酶‑3β（glycogen 

synthase kinase‑3β，GSK3B）、丝氨酸/苏氨酸蛋白激

酶 1（serine/threonine kinase 1，AKT1）、聚腺苷二

磷酸核糖聚合酶 1[Poly (ADP‑ribose) polymerase 1，

PARP1]、丝裂原活化蛋白激酶 14（（mitogen‑activated 

protein kinase 14，MAPK14）和 MAPK1 均在 HSCs

中表达，提示 SenA 可调控 HSCs 衰老，进而发挥

抗肝纤维化作用。 

3.7  分子对接检测 SenA 与衰老靶基因的互作 

为验证 SenA 与上述核心靶点的直接结合能力，

对 6 个与衰老相关的核心靶点进行分子对接实验。

分子对接结果（图 8）显示，SenA 能够与 AURKA、 

protein phosphorylation 
transmembrane receptor protein tyrosine kinase signaling pathway 
peptidyl‑serine phosphorylation 
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MAPK cascade 
cellular response to lipid 
positive regulation of cell migration 
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regulation of small molecule metabolic process 
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maternal process involved in female pregnancy 
regulation of apoptotic signaling pathway 
regulation of reproductive process 
gland development 
positive regulation of cell development 
positive regulation of mitotic cell cycle 
biological process involved in interaction with host 

GO:0006468: protein phosphorylation 
GO:0007169: transmembrane receptor protein tyrosine kinase signaling pathway 
GO:0018105: peptidyl‑serine phosphorylation 
GO:0043434: response to peptide hormone 
GO:0000165: MAPK cascade 
GO:0071396: cellular response to lipid 
GO:0030335: positive regulation of cell migration 
GO:0120035: regulation of plasma membrane bounded cell projection organization 
GO:0043410: positive regulation of MAPK cascade 
GO:0010035: response to inorganic substance 
GO:0009416: response to light stimulus 
GO:0062012: regulation of small molecule metabolic process 
GO:0006935: chemotaxis 
GO:0060135: maternal process involved in female pregnancy 
GO:2001233: regulation of apoptotic signaling pathway 
GO:2000241: regulation of reproductive process 
GO:0048732: gland development 
GO:0010720: positive regulation of cell development 
GO:0045931: positive regulation of mitotic cell cycle 
GO:0051701: biological process involved in interaction with host 
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1 kcal·mol−1 = 4.182 kJ·mol−1. 

图 8  SenA 与核心靶点的分子对接分析 

Fig. 8  Molecular docking of SenA with core targets 

GSK3B、AKT1、PARP1、MARK14 和 MAPK1 结

合，其中与 AURKA 的结合能力最强，二者结合能

为−6.9 kcal/mol（1 kcal/mol＝4.182 kJ/mol）。 

分子对接实验预测AURKA是SenA调控HSCs

衰老的潜在靶点，因此采用 qRT-PCR 进一步验证肝

纤维化小鼠肝组织和活化 HSC-T6 细胞中 AURKA

的表达，结果见图 9。体内实验中，与对照组比较，

模型组小鼠肝组织 AURKA 的表达水平显著升高

（（P＜0.01）；与模型组比较，SenA 高剂量组小鼠肝

组织 AURKA 的表达水平显著降低（P＜0.05）。体

外实验中，与对照组比较，模型组 HSC-T6 细胞

AURKA 的表达水平显著升高（（P＜0.05）；与模型组

比较，SenA 低、高剂量组 HSC-T6 细胞 AURKA 的

表达水平显著降低（P＜0.05、0.01）。 

 

图 9  肝纤维化小鼠肝组织（n＝6）和活化 HSC-T6 细胞（n＝3）中 AURKA 的表达 ( x s ) 

Fig. 9  Expressions of AURKA in liver tissue of mice with liver fibrosis (n = 6) and activated HSC-T6 cells (n = 3) ( x s ) 

3.8  体内 SenA 诱导 HSCs 衰老改善肝纤维化 

通过肝纤维化小鼠肝组织 p21/α-SMA 免疫共

染，进一步验证 SenA 对活化 HSCs 衰老的调控作

用。免疫荧光染色结果（（图 10）显示，与对照组比

较，模型组小鼠肝组织 α-SMA 阳性信号显著增强，

而 p21 表达降低；与模型组比较，SenA 干预后小鼠

肝组织 α-SMA 阳性信号呈剂量相关性减弱，同时

p21 信号逐渐加强，且 p21 与 α-SMA 存在明显的共

定位。 

3.9  体外 SenA 诱导 HSCs 衰老改善肝纤维化 

SA-β-Gal 为细胞衰老的经典标志物，体外激活

HSC-T6 细胞并给予 SenA 干预，通过 SA-β-Gal 染

色评估细胞衰老情况，仅衰老细胞可呈现特征性蓝

色阳性染色。如图 11 所示，与对照组比较，模型组

SA-β-Gal 阳性染色显著减少（（P＜0.01）；与模型组

比较，SenA 各剂量组 SA-β-Gal 阳性染色显著增加

（（P＜0.01、0.001），且呈剂量相关性，表明 SenA 能

促进 HSCs 衰老进程。 

EdU 阳性标记代表 S 期增殖细胞，衰老细胞增

殖减缓可反映细胞衰老水平。通过 EdU 检测 HSC-

T6 细胞和 LX-2 细胞的增殖情况，如图 12、13 所

示，与对照组比较，模型组 HSC-T6 细胞和 LX-2 细

胞中 EdU 阳性细胞比例显著升高（（P＜0.05）；与模

型组比较，SenA 各剂量组 HSC-T6 细胞和 LX-2 细

胞中 EdU 阳性细胞比例显著降低（P＜0.05、0.01、

0.001），表明 SenA 能够抑制 HSCs 增殖。 

对照  模型   10    20    40 
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p21 为绿色荧光，α-SMA 为红色荧光，箭头表示 α-SMA 阳性染色区域。 

p21 is green fluorescence, α-SMA is red fluorescence, arrow represents positive staining area of α-SMA. 

图 10  肝纤维化小鼠肝组织 α-SMA 与 p21 共染色的代表性图像 (免疫荧光染色，×100) 

Fig. 10  Representative images of co-staining of α-SMA and p21 in liver tissue of mice with liver fibrosis 

(immunofluorescence staining, × 100) 

  

图 11  活化 HSC-T6 细胞中 SA-β-Gal 染色 (×40) 

Fig. 11  SA-β-Gal staining of activated HSC-T6 cells (× 40) 

 

图 12  活化 HSC-T6 细胞中 EdU 染色 (免疫荧光染色，×100) 

Fig. 12  Staining of EdU in activated HSC-T6 cells (immunofluorescence staining, × 100) 
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图 13  活化 LX-2 细胞中 EdU 染色 (免疫荧光染色，×100) 

Fig. 13  Staining of EdU in activated LX-2 cells (immunofluorescence staining, × 100) 

通过 qRT-PCR 检测 HSC-T6 细胞和 LX-2 细胞

中衰老相关标志基因的表达水平，如图 14 所示，在

HSC-T6 细胞中，与对照组比较，模型组促增殖因

子 CCND1 和 CDK2 的表达显著上调（P＜0.05、

0.001），p21 表达显著下调（（P＜0.01）；与模型组比

较，SenA 各剂量组 CCND1 的表达显著下调（P＜

0.01），SenA 低、中剂量组 CDK2 的表达显著下调

（（P＜0.05、0.01），SenA 低、中剂量组 TNF-α 的表

达显著上调（P＜0.05、0.01），SenA 中剂量组 p21

和 IL-6 表达显著上调（P＜0.05、0.01）。 

如图 15 所示，在 LX-2 细胞中，与对照组比

较，模型组促增殖因子 CCND1 和 CDK2 的表达显

著上调（（P＜0.05、0.001）；与模型组比较，SenA 低、

高剂量组 CCND1 的表达显著下调（（P＜0.05、0.01），

SenA 中、高剂量组 CDK2 的表达显著下调（P＜

0.05、0.001），SenA 中剂量组 TNF-α 的表达显著

上调（P＜0.05），SenA 各剂量组 p21 表达显著上

调（（P＜0.05）。以上结果提示，SenA 在 2 种活化的

HSCs 中均呈现出抑制细胞增殖、诱导衰老相关表

型的效应。 

  

图 14  活化 HSC-T6 细胞中衰老相关基因的表达水平 ( x s , n = 3) 

Fig. 14  Expression levels of senescence-associated genes in activated HSC-T6 cells ( x s , n = 3) 
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图 15  活化 LX-2 细胞中衰老相关基因的表达水平 ( x s , n = 3) 

Fig. 15  Expression levels of senescence-associated genes in activated LX-2 cells ( x s , n = 3) 

3.10  SenA 抑制 HSCs 活化 

通过 qRT-PCR 检测 HSC-T6 细胞和 LX-2 细胞

中 HSCs 活化的标志物 COL1A1 和 FN 的表达水

平，如图 16 所示，与对照组比较，模型组 HSC-T6

细胞和 LX-2 细胞中 COL1A1 和 FN 表达均显著上

调（（P＜0.05、0.01、0.001）；与模型组比较，SenA

各剂量组 HSC-T6 细胞和 LX-2 细胞中 COL1A1 和

FN 表达均显著下调（P＜0.05、0.01、0.001）。 

 

图 16  活化 HSC-T6 细胞 (A) 和 LX-2 细胞 (B) 中 COL1A1 和 FN 的表达水平 ( x s , n = 3) 

Fig. 16  COL1A1 and FN expression levels in activated HSC-T6 cells (A) and LX-2 cells (B) ( x s , n = 3) 
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4  讨论 

肝纤维化是多种慢性肝脏疾病进展过程中共

有的病理过程，一旦发展到肝硬化阶段，肝移植是

唯一有效的治疗方法[15]。目前肝纤维化核心机制为

受损肝实质细胞释放的损伤相关分子模式及炎症

介质，激活免疫细胞分泌 TNF-α、IL-1β、PDGF-BB、

TGF-β 等细胞因子，驱动 HSCs 异常活化，而活化

的 HSCs 将导致 ECM 胶原沉积[16]。近年来研究发

现诱导 HSCs 衰老是缓解肝纤维化另一种极具前景

的新兴策略[17]。已有多项研究报道 SenA 在肝胆疾

病治疗中具有潜在临床应用价值。本研究通过网络

药理学方法结合 HSCs 细胞株进行验证，证实 SenA

能诱导 HSCs 衰老，从而发挥抗肝纤维化的作用。 

在肝纤维化患者中，诱导 HSCs 凋亡或死亡等

策略，因缺乏细胞特异性极易诱发严重的肝细胞损

伤甚至是肝衰竭[18]。抑制 HSCs 活化是另一类治疗

策略，但该方法难以彻底清除静息态 HSCs，使得静

息态 HSCs 在肝损伤微环境的刺激下可迅速重新活

化，影响治疗效果[19]。细胞衰老是一种相对稳定的

程序性细胞应答反应，已有研究证实，诱导 HSCs

衰老可通过阻止其增殖、减少胶原产生，从而发挥抗

肝纤维化作用[20]。中药天然产物可通过诱导HSCs 衰

老改善肝纤维化进程。白术内酯 III 可呈剂量相关性

诱导人源 HSCs 衰老，进而改善肝纤维化[21-22]。姜黄

素可通过抑制 HSCs 增殖并诱导活化的 HSCs 衰老

实现抗纤维化效应[23]。此外，本课题组前期研究发

现，藁本内酯可通过破坏微丝骨架动态平衡，激活

环鸟苷酸 ‑ 腺苷酸合成酶 （ cyclic GMP‑AMP 

synthase，cGAS）/干扰素基因刺激因子（（stimulator 

of interferon genes，STING）通路，最终促进活化

HSCs 衰老，从而抑制肝纤维化进展[24]。在功能上，

SenA 与已报道的藁本内酯、白术内酯 III 等抗肝纤

维化单体相似，通过诱导活化 HSCs 衰老从而逆转

肝纤维化。于机制水平，3 种小分子化合物实现上

述作用的路径不同。藁本内酯与白术内酯 III 通过

激活 HSCs 中 cGAS-STING 通路实现促进 HSC 衰

老的功能；本研究推测 SenA 可能直接靶向

AURKA，抑制其激酶活性，阻滞 HSCs 于 G0/G1 期

并启动衰老程序。基于上述研究，诱导 HSCs 衰老

作为治疗肝纤维化的一种具有前景的策略，大量天

然产物在该领域具有潜在的靶向治疗价值。 

肝纤维化在中医理论中常被归纳为（“胁痛、积

聚”的范畴。肝主疏泄，在情志不畅、饮食不节以

及其他外在因素的影响下，肝气易郁结不畅，导致

气滞血瘀，这是肝纤维化最常见的中医病因病机。

传统中药川芎归肝、胆经，具有活血行气、祛风止

痛的功效。一方面，川芎活血行气之功，能够活血

化瘀，对症气滞血瘀型肝纤维化；另一方面，肝为

风脏，肝风内动而致胁痛，常见的活血药如三七、

红花则难以对症治疗，而川芎兼具祛风止痛之效，

能够缓解胁痛。故川芎治疗肝纤维化具有独特的优

势。课题组前期研究发现川芎中苯酞类组分是抗肝

纤维化的优势组分，SenA 作为苯酞类的代表性组

分，已有大量研究报道了其治疗肝脏疾病的应用价

值。SenA 能够显著抑制胆管细胞增殖以抑制肝纤维

化进程。SenA 阻断肿瘤坏死因子受体相关因子 6

（（TNF receptor‑associated factor 6，TRAF6）与组蛋

白去乙酰化酶 3（（histone deacetylase 3，HDAC3）的

相互作用，从而增强 MYC 启动子组蛋白去乙酰化

作用实现对胆管细胞增殖的抑制[11]。另一项研究指

出，SenA 能够稳定胆管细胞内质网 Ca2+平衡，从而

缓解了胆汁淤积引起的肝纤维化[25]。此外，SenA 在

衰老相关疾病中也展现出干预潜力，在软骨细胞等

正常组织细胞中，SenA 通过抑制 NOD 样受体热蛋

白结构域相关蛋白 3（NOD-like receptor thermal 

protein domain associated protein 3，NLRP3）炎症

信号通路，延缓骨关节炎等典型衰老相关疾病的进

展[26]。尽管 SenA 抗肝纤维化效果明确，且其展现

出抑制细胞增殖的能力，但是目前尚无研究报道

SenA 对 HSCs 衰老的影响。 

为探讨 SenA 抗肝纤维化的机制，本研究将

SenA 作用靶点与肝纤维化靶点的 39 个交集靶点进

行 GO 功能富集分析，发现交集靶点主要富集于衰

老、细胞增殖、MAPK/ERK 级联反应等生物过程，

而这些生物过程与肝纤维化密切相关 [27]。同时

KEGG 分析显示交集靶点富集于 Ras、mTOR 等增

殖相关通路，考虑到增殖通路与衰老的关系[28]，这

可能与 SenA 治疗肝纤维化有关。进一步评估了

SenA 调控肝纤维化进展的 4 个互作模式中的 19 个

核心靶点基因，其中 11 个核心靶点基因在 HSCs 中

表达。对 11 个基因中与衰老相关的 6 个核心基因

AURKA、PARP1、MAPK1、GSK3B、AKT1、

MAPK14 与 SenA 进行分子对接。其中 SenA 与

AURKA 的结合能力最强。AURKA 是调控细胞增

殖的关键激酶[29]，其在活化的 HSCs 中表达显著上

调，且可通过抑制 p53/p21 通路防止细胞衰老[30-31]。
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因此，通过 qRT-PCR 检测肝纤维化小鼠肝组织和活

化 HSC-T6 细胞中 AURKA、p21 以及 SASPs 相关

基因的表达，发现 SenA 能够显著下调细胞增殖相

关基因表达，并上调 p21 以及 SASPs 相关基因表

达，推测 SenA 可能通过靶向抑制 AURKA 活性，

进一步激活 p21，诱导活化 HSCs 发生衰老，发挥

抗肝纤维化作用。这一研究揭示了 SenA 发挥抗纤

维化作用的全新机制，为肝纤维化的治疗提供了新

的潜在策略。本研究发现 SenA 诱导 HSCs 衰老进

一步导致 HSCs 细胞周期阻滞，实现抗肝纤维化疗

效[32]。此外，SASPs 是细胞衰老过程中的另外一个

典型特征。本研究发现 SenA 可以显著诱导 HSCs 中

TNF-α、IL-6 的表达上调。有研究报道 TNF-α 作为

SASPs 的关键上游调控因子，可驱动下游 IL-6 的转

录合成[33]。IL-6 作为经典 SASPs 效应因子，可以联

合 C-C 基序趋化因子配体 2（C‑C motif chemokine 

ligand 2，CCL2）等趋化因子招募巨噬细胞，并诱导

基质金属蛋白酶 -3（matrix metalloproteinase-3，

MMP‑3）、MMP‑9 高表达以降解 ECM[34-35]，这可能

也是 SenA 诱导HSC 衰老实现抗肝纤维化作用的另

一实现路径，亟待进一步研究证实。 
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