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［摘 要］ 目的:探讨改性柑橘果胶( MCP) 在治疗类风湿关节炎合并间质性肺病( ＲA － ILD) 的
治疗效果和潜在机制。方法:建立 ＲA － ILD 小鼠模型，分为对照组、模型组和 MCP 治疗组。取
肺组织做病理切片。另外一部分肺组织进行转录组测序，并进行后续生物信息学分析。结果:
MCP可以改善 ＲA － ILD小鼠肺纤维化的病理变化。筛选出药物干预的核心基因 23 个，其中 9
个人类中的同源基因的表达是符合在小鼠中的表达趋势的，分别是 LCK、THY1、GZMA、CXCＲ3、
LＲ10ＲA、CCL5、CTLA4、CD19、CD5，分析富集功能和通路发现 T 细胞活化调节、细胞黏附调节、
免疫受体活性、Th17 细胞分化、Th1 和 Th2 细胞分化等通路在 MCP治疗纤维化中扮演重要角色。
结论: ( 1) MCP对 ＲA － ILD小鼠治疗效果确切，明显改善肺部纤维化的严重程度和肺组织炎性
细胞浸润程度; ( 2) 有 23 个核心基因在治疗疾病的过程中发挥了关键作用，其中有 9 个人类同
源基因; ( 3) 核心基因通过 T 细胞活化调节、细胞黏附调节、免疫受体活性、Th17 细胞分化、Th1
和 Th2 细胞分化等来发挥作用。
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ABSTＲACT Objective: To investigate the therapeutic effect and potential mechanism of modified citrus pectin
( MCP) in the treatment of rheumatoid arthritis with interstitial lung disease ( ＲA － ILD) ． Methods: The ＲA － ILD
mouse model was established and divided into control group，model group and MCP treatment group． Lung tissue was
taken for pathological section． The other part of lung tissue was subjected to transcriptome sequencing and subsequent
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bioinformatics analysis． Ｒesults: MCP could improve the pathological changes of pulmonary fibrosis in ＲA － ILD mice．
A total of 23 core genes for drug intervention were screened，of which the expression of 9 homologous genes in humans
was consistent with the expression trend in mice，which were LCK，THY1，GZMA，CXCＲ3，LＲ10ＲA，CCL5，CTLA4，
CD19，and CD5． The enrichment functions and pathways revealed that pathways such as T cell activation regulation，
cell adhesion regulation，immune receptor activity，Th17 cell differentiation，and Th1 and Th2 cell differentiation played
an important role in MCP treatment of fibrosis． Conclusion: ( 1 ) MCP has a definite therapeutic effect on ＲA － ILD
mice，which can significantly improve the severity of pulmonary fibrosis and the degree of inflammatory cell infiltration in
lung tissue; ( 2) There are 23 core genes that play a key role in the treatment of diseases，including 9 human homolo-
gous genes; ( 3) Core genes play a role through T cell activation regulation，cell adhesion regulation，immune receptor
activity，Th17 cell differentiation，Th1 and Th2 cell differentiation．
KEY WOＲDS Modified citrus pectin; Ｒheumatoid arthritis; Pulmonary fibrosis; Bioinformatics; Gal － 3; T cell
activation

类风湿关节炎合并肺间质病变( Ｒheumatoid ar-

thritis － associated interstitial lung disease，ＲA － ILD)

是一种累及到周围关节的多系统炎症性自身免疫疾

病，患者在早期无明显特征，到了后期会出现肺纤维

化而使得预后不佳，错过最佳治疗期，还会因为呼吸

衰竭而导致患者死亡。ＲA － ILD 病理机制为肺泡

伤口愈合异常，造成细胞外基质( Extracellular ma-

trix，ECM) 沉积，最终 ECM 替代肺实质引起肺纤维

化［1］。患者表现为呼吸道症状的持续恶化和肺功

能的下降，预后不良。改性柑橘果胶( Modified Cit-

rus Pectin，MCP) 是一种从柑橘类水果的果皮和果

肉中提取的复合水溶性膳食纤维，具有抗炎、抗癌和

抗纤维化特性［2］。研究表明 MCP 与半乳糖凝集素
－ 3( Gal － 3) 相互拮抗，Gal － 3 能够促进 ECM 形成

交联晶格，在纤维化疾病的进展中起重要作用［3］。

MCP 对心脏、肝脏和肾脏等具有明显的抗纤维化作

用［4 － 6］。然而 MCP 是否具有抗肺纤维化作用及其

分子机制尚未可知。本研究旨在探讨 MCP 在类风

湿关节炎合并的肺纤维化中的分子机制，为其临床

应用提供基础研究依据。

1 材料和方法

1． 1 试验药物 博来霉素( Bleomycin，BLM，日本

化药株式会社，批号: H20090885 ) ; 改性柑橘果胶
( MCP，浙江果源康品生物科技有限公司，批号:

200302 － 0) ; 冰乙酸( 17 mol /L，天津市化学试剂三

厂，批号: 190079 － 201501) ; 牛Ⅱ型胶原( 10 mg /瓶，

美国 Chondrex 公司，批号: 130435 ) ; 完全弗氏佐剂
( CFA，4mg /mL，美国 Sigma公司，批号: SLCF1289) 。

1． 2 实验动物 SPF 级 C57BL /6 雄性小鼠，体质

量 ( 75 ± 6) g，由斯贝福( 北京) 生物技术有限公司

提供，许可证号: SCXK( 京) 019 － 0010。

1． 3 方法
1． 3． 1 动物分组 为在图表中直观方便地体现各

组间区别，将正常小鼠命名为 control 组共有小鼠 3

只，将造模未治疗小鼠命名为 model 组共有小鼠 3

只，将 MCP治疗组命名为 treat组共有小鼠 3 只。

1． 3． 2 动物模型建立和治疗 ( 1) ＲA模型: 第一步，

稀释冰乙酸，得到 0． 1 mol /L冰乙酸稀释液;第二步，溶

解胶原，通过 0． 1 mol /L冰乙酸溶解牛 CII，获得 2 mg /

mL牛 CII胶原溶液，在 4 ℃冰箱中过夜储存; 第三步，

乳化，在溶解完全的牛 CII 中添加相同体积的 CFA，混

合时需要保证处于冰浴环境中，直至乳化完全，形成不

散的乳白色液滴; 第四步，初次免疫，在 DBA/l 小鼠距

离尾根部约 1 ～2 cm处皮下注射乳化完全的牛 CII 胶

原 100 μL，即为初次免疫，并将实验时间记为 0 d; 于实

验第 21天对小鼠进行强化免疫，剂量及方法同前［7］。

正常对照组小鼠注射等体积 PBS。( 2) ＲA － ILD模型:

取博来霉素 0． 5 g 溶于无菌生理盐水，配成50 mg /mL

的水溶液，置于4 ℃冷藏保存。腹腔注射5% ( 0． 1 mL/

10 g) 的水合氯醛麻醉小鼠，3 ～5 min待小鼠深度麻醉

后，将小鼠置于手术平台并进行仰卧式固定，75%医用
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酒精消毒;备皮后剪开颈部皮肤，分离肌肉等组织，暴

露出气管的位置。随后利用 1 mL注射器吸取博来霉

素的水溶液在气管环间位置入针，插入气管注入 100

μL BLM( 5 mg /kg) ，轻柔操作，避免气管的破损。完成

以上操作后，将小鼠直立旋转，让药物充分进入病灶部

位。随后进行伤口的缝合。将小鼠放回饲养笼并进行

保温处理，待小鼠苏醒后给予正常的饲养［8］。

1． 3． 3 给药及处理 各组灌胃生理盐水或等体积

药物，每日 1 次。给药后第 14 天小鼠左肺进行剥离

处理，并将剥离组织一部分用于病理片染色，另一部

分进行转录组测序［9］。

1． 3． 4 ＲNA － Seq 测序 分别将 MCP 治疗组、模

型对照组，正常对照组小鼠肺组织于冰上切成小块，

迅速投入放有 ＲNAlater 的 ＲNase － Free EP 管中，

放入液氮中冷冻保存，委托华大公司进行 ＲNA 提

取和 ＲNA － Seq 测序。

1． 4 数据分析 ( 1) 药物干预基因筛选; ( 2 ) 药物

干预核心基因筛选和功能预测; ( 3 ) 药物干预核心

基因在外部数据集验证。

2 结果

2． 1 MCP 治疗 ＲA － ILD 小鼠的效果 ( 1) 肺外观

图:治疗组颜色介于模型组和对照组之间，稍有白色

结节和瘀斑出现，较模型组有明显改善。( 2) 肺组织
HE染色及其 Ashcroft评分:模型组肺结构严重变形，

大面积地纤维化，出现“蜂窝肺”; 治疗组虽仍有胶原

纤维沉积，但较模型组明显缓解纤维化的表现，炎性

细胞减少，肺泡壁结构基本正常。( 3) Masson 染色检

测 MCP治疗对小鼠肺组织纤维化的病理影响，并利

用半定量法测量胶原纤维阳性面积: 对照组小鼠肺组

织结构正常，没有纤维化征象。模型组小鼠肺组织出

现大量胶原沉积，纤维化程度严重。治疗组大鼠胶原

沉积降低，纤维化程度减轻。见图 1 ～图 3。

图 1 小鼠肺组织外观图

图 2 小鼠肺组织 HE染色( 100 × ) ( A) 及其 Ashcroft评分( B)

注: 与 control组比较，* P ＜ 0． 05、＊＊＊ P ＜ 0． 001

图 3 小鼠肺组织 masson染色( 100 × ) ( A) 及其胶原纤维阳性面积统计( B)

注: 与 control组比较，＊＊＊ P ＜ 0． 001

2． 2 MCP治疗 ＲA － ILD生物信息学分析

2． 2． 1 药物干预基因筛选 ( 1) model vs Control的

差异表达基因的筛选: 使用 normalizeBetweenArrays

函数对 TPM的表达数据进行数据校正( 使用 boxplot

确认表达数据在不同分组中的数据分布) 并将数据

使用 log2( x + 1) 进行处理，使得数据更集中，然后利

用 Ｒ语言包“limma”对数据集中的模型样本和对照

样本进行差异分析。差异基因的筛选条件为

P ＜ 0． 05，| logFC | ＞ 1。结果表明，共有 1 020 个差

异表达基因，其中上调基因有 721 个，下调基因有

299 个。为了使结果更加直观，绘制差异基因火山

图和热图。热图显示基因在 control样本和 model样
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本中的表达水平差异显著。( 2) treat vs model 的差

异表达基因的筛选: 利用 Ｒ 语言包“limma”对数据

集中的治疗样本和模型样本进行差异分析。差异基
因的筛选条件为 P ＜ 0． 05，| logFC | ＞ 1。结果表明，

共有 2 296 个差异表达基因，其中上调基因有
1 147 个，下调基因有 1 149 个。为了使结果更加直

观，绘制差异基因火山图和热图。热图显示基因在
treat 样本和 model 样本中的表达是有明显差异
的［10］。( 3) 利用线上 Venn 工具筛选药物干预基
因: 为了筛选出和治疗有关的基因，首先筛选出在模

型组中上调，且在治疗后下调的基因共 244 个; 随后

筛选出在模型组中下调，但在采取相应治疗措施后，

表达水平上调的基因，一共发现 75 个。将两种模式
的基因合并起来共 319 个基因，定义为关键基因
( 药物干预基因) 。见图 4、图 5。

图 4 model vs control差异表达基因火山图( 左) 和热图( 右)

注: 左图中每一个点代表一个差异表达基因，其中红色实心圆点代表上调基因，蓝色

实心圆点代表下调基因，灰色实心圆点代表不存在显著差异的基因。右图中每个小方格

表示一个基因数据的表达，其颜色代表表达量的高低，表达量越高颜色越深( 红色为高表

达，蓝色为低表达) ，位于顶部的方格蓝色表示 control样本，红色表示 model样本

2． 2． 2 药物干预核心基因筛选和功能 ( 1 ) 药物
干预核心基因筛选: ①首先将药物干预基因导入
string数据库进行蛋白质相互作用( protein － protein
interaction network，PPI) 网络构建( 仅保留有连接的
node) ，共有 314 个药物干预基因有连接。②然后将
PPI 网络的交互文件导入 Cytoscape 中，使用
Cytoscape中的 CytoHubba 插件筛选核心基因，其中
CytoHubba插件是对每一个基因( node) 都赋予值并
根据不同的算法计算后进行排序筛选 hub － node，

使用的计算方法是 Maximal Clique Centrality( MCC)

并保留了 Top 30 评分的基因作为核心基因。然后

将 PPI网络的交互文件导入 Cytoscape中，使用

图 5 Treat vs model差异表达基因火山图( 左) 和热图( 右)

注: 左图中每一个点代表一个差异表达基因，其中红色实心圆点代表上调基因，蓝色

实心圆点代表下调基因，灰色实心圆点代表不存在显著差异的基因。右图中每个小方格

表示一个基因数据的表达，其颜色代表表达量的高低，表达量越高颜色越深( 红色为高表

达，蓝色为低表达) ，位于顶部的方格蓝色表示 treat样本，红色表示 model样本

Cytoscape中的 MCODE 插件筛选核心基因，选取
MCODE计算出的 K － score 值最大的基因模块( 共
27 个基因) 作为核心基因。对 CytoHubba 插件和
MCODE插件得出的结果用 Venn 工具取交集得到

药物干预的核心基因 23 个。所筛选出的核心基因

分别为 Lck、Ccr6、Cxcl9、Thy1、Gzma、Il2rb、Cxcr6、

Cxcr3、Il10ra、Cd83、Stat1、Ccl5、H2 － Ab1、Il1b、Il2rg、

Ctla4、Spn、H2 － K1、Cd274、Itgax、Cd19、Tbx21、Cd5。

③为了验证筛选出的药物干预核心基因的有效性，

使用箱图进行可视化 hubgene 的表达量。从图中可

以看到筛选出的 23 个药物干预核心基因在模型组

和治疗组中都是有明显表达差异的，证明筛选出的

核心基因是和药物干预有强相关性的，同时通过箱

图可以知道筛选出的 hub genes 都是在模型中上调，

治疗后下调的。( 2 ) 探索药物干预核心基因的功

能: 为了探究筛选出的药物干预核心基因的相关的

功能和相关通路，使用 Ｒ 中的 clusterprofile 包进行

功能富集分析( KEGG，GO) ，找到药物干预的基因

可能参与的生物学功能及其通路。发现目标基因富

集的生物过程( BP) 有 717 个，其中 TOP 5 的是: 白

细胞黏附调节、T 细胞活化调节、白细胞黏附、细胞

黏附调节和 T 细胞活化正调节。目标基因主要作

用的细胞成分( CC) 有 43 个，其中 TOP 5 是: MHC

蛋白复合体、内吞囊泡、参与细胞黏附的蛋白复合

体、早期内体、早期内体膜。目标基因主要的分子功

能( MF) 有 67 个，其中 TOP 5 是: 细胞因子受体活
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性、免疫受体活性、细胞因子结合 C － C 趋化因子受

体活性、G蛋白偶联趋化剂受体活性。计算得到的
P值通过 FDＲ 校正之后，以校正 P 值 ＜ 0． 05 的
KEGG富集结果中药物干预基因显著富集的 path-

way一共包含 40 个，其中富集程度最高的为病毒蛋

白与细胞因子和细胞因子受体的相互作用，居于第

2 名到第 5 名的依次为 Th17 细胞分化，细胞因子 －

细胞因子受体相互作用，Th1 和 Th2 细胞分化以及

炎症性肠病［11 － 16］。见图 6 ～图 10。

图 6 药物干预基因的蛋白质相互作用( PPI) 网络

注: 每一个圆形代表一个基因( node) ，每一条连线代表一组蛋白之间的相互作用，而

连线的粗细是根据 string数据库对这个相互作用的置信度表示的( 仅显示置信度 ＞ 0． 4 的

相互作用)

图 7 CytoHubba插件预测核心基因图( A)

与MCODE插件预测核心基因( B)

注: 每一个圆形代表一个基因( node) ，每一条连线代表一组蛋白之间的相互作用，点

的颜色越深代表与这个点产生相互作用的点越多

图 8 药物干预核心基因表达箱图

注: 横坐标为基因表达的组织分类( control绿和 model蓝和 treat红) ，纵坐标为 Hub －

genes的表达值，在顶部的“* ”则是将位于由 control组和 model组以及 treat组中基因通过

wilcox． test算法得出在两组中的差异 P 值并通过“* ”展示，"＊＊＊"，"＊＊"，" * "，

" ns"对应 P值分别为 0． 001，0． 01，0． 05，1

图 9 药物调控核心基因的 GO富集分析气泡图

注: GO富集分析结果中 P值最小的前 10个功能。通过气泡图，展示了富集分析结果

中的各个关键统计量。其中 Y轴对应功能，X轴表示特定功能中的差异基因和功能中所

有基因的比值，气泡的大小表示该功能中差异基因的多少，气泡颜色由蓝 －紫 －红变化，

其富集 P Value值越小，显著程度越大
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图 10 药物调控核心基因的 KEGG富集分析气泡图

注: KEGG富集分析结果中 P值最小的前 10个通路。通过气泡图，展示了富集分析结

果中的各个关键统计量。其中 Y轴对应着通路，X轴表示特定通路中的差异基因和通路

中所有基因的比值，气泡的大小表示该通路中差异基因的多少，气泡颜色由蓝 －紫 －红变

化，其富集 P Value值越小，显著程度越大

2． 2． 3 药物干预核心基因在外部数据集验证 首

先从 GEO数据库下载肺纤维化数据集 GSE213001，

含正常样本 41 个，疾病样本 98 个。由于下载的数

据集是人类的，所以使用了 Ｒ 包中对同源基因转换

的 homologene包，将小鼠的 hub 基因转换成人类中

的同源基因，在这个过程中损失了一个基因

( Cxcl9) ，然后绘制药物干预的关键基因在正常和疾

病样本中的表达箱图。从图中可知，22 个小鼠中药

物干预的核心基因在人类中的同源基因的表达有 9

个是符合在小鼠中的表达趋势的。这 9 个基因是
LCK，THY1，GZMA，CXCＲ3，LＲ10ＲA，CCL5，CTLA4，

CD19，CD5。证明所筛选出的核心基因是有意义的。

见图 11。

3 讨论

在目前的研究报道中，ＲA 是使用较为广泛的

ＲA动物模型，虽然在该模型中可以出现不同程度

的肺受累情况，但这种受累却并不明显而且不可控，

不能很好地反映出 ＲA 病人伴随肺间质病的情况。

而本次实验所采用的 ＲA － ILD 模型很好地解决了

这一弊端［17］。首先使用牛Ⅱ 型胶原等构建 ＲA 模

型，再在 ＲA模型的基础上，使用气管注射博来霉素

构建 ＲA － ILD模型，较为完善地还原了疾病，为后

续的实验奠定了良好的基础。然后通过治疗组病理

片的结果确定了 MCP对肺纤维化有治疗作用。

本实验对肺组织进行了转录组测序，得到均一

图 11 药物干预核心基因表达箱图

注: 横坐标为基因表达的组织分类( Normal绿和 Disease蓝) ，纵坐标为 Hub － genes的

表达值，在顶部的“* ”则是将位于由 Normal组和 Disease中基因通过 wilcox． test算法得出

在两组中的差异 P值并通过“* ”展示，"＊＊＊"，"＊＊"，" * "，" ns"对应 P值分别为

0． 001，0． 01，0． 05，1

化的数据后，先进行差异分析，筛选出在模型组中上

调且在治疗后下调的 244 个基因，然后筛选出在模

型组中下调且在治疗后上调的 75 个基因，将两种模

式的获取基因合并起来共 319 个，并将这一簇基因

定义为关键基因。将这 319 个基因导入 string 数据

库，预测药物干预基因的蛋白质互作网络，然后将蛋

白互作数据利用 CytoHubba 插件和 MCODE 插件筛

选各自核心基因，并将筛选得到的结果用 Venn 工

具取交集得到药物干预的核心基因 23 个。使用箱

图进行可视化 hubgene 的表达量，从图中可以看到

筛选出的 23 个药物干预核心基因在模型组和治疗

组中都是有明显表达差异的，证明筛选出的核心基

因是和药物干预有强相关性的，同时通过箱图可以

知道筛选出的核心基因都是在模型中上调，治疗后

下调的。所筛选出的核心基因分别为 Lck、Ccr6、Cx-

cl9、Thy1、Gzma、Il2rb、Cxcr6、Cxcr3、Il10ra、Cd83、

Stat1、Ccl5、H2 － Ab1、Il1b、Il2rg、Ctla4、Spn、H2 －

K1、Cd274、Itgax、Cd19、Tbx21、Cd5。
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本实验使用外部肺纤维化数据集 GSE213001

对筛选出的药物干预核心基因做验证。将先前在小

鼠中筛选出的药物干预核心基因利用 homologenes

包转换成人类同源基因，然后再利用数据集

GSE213001 的表达数据绘制核心基因表达箱图，结

果显示有 9 个基因符合趋势，这 9 个基因分别是
Lck、Thy1、Gzma、Cxcr3、Il10ra、Ccl5、Ctla4、Cd19、

Cd5，这一结果证明筛选出来的药物干预核心基因

是有效的。然后进行 KEGG和 GO富集分析。白细

胞黏附调节、T 细胞活化调节、白细胞黏附、细胞黏

附调节和 T细胞活化正调节是 GO分析中最高富集

的生物过程。通过 GO分析发现其富集最高的分子

功能有 5 种，分别为 G 蛋白偶联趋化剂受体活性、

细胞因子受体活性、细胞因子结合 C － C 趋化因子

受体活性、免疫受体活性、G蛋白偶联趋化剂受体活

性。KEGG富集程度最高的为病毒蛋白与细胞因子

和细胞因子受体的相互作用，其次 Th17 细胞分化、

细胞因子 －细胞因子受体相互作用、Th1 和 Th2 细

胞分化、炎症性肠病的富集程度也相对较高，居于第
2 到第 5 名。综合核心基因与 KEGG 和 GO 富集的

结果来看，MCP在治疗 ＲA － ILD的过程与 T细胞及

相关亚群活化相关。研究表明 Th1 细胞浸润会在激

活心脏成纤维细胞之后，借助整合素 α4 的作用发

生转化生成肌成纤维细胞。此外，Th1 细胞还会对

成纤维细胞起到诱导作用，促使其表达 TGF － β，其

在心肌中形成纤维状 ECM［18］。Th2 细胞与嗜酸性

粒细胞，嗜碱性粒细胞，巨噬细胞和 2 型先天淋巴样

细胞( ILC2) 一起有助于 2 型免疫诱导的纤维化病

理过程［19］。同时有研究表明 Gal － 3 通过与 EGFＲ

和 TGF － β受体等相关联来调节细胞 －细胞黏附和

其他关键的稳态特性［20 － 22］。所以我们认为 MCP 治

疗 ＲA － ILD的核心基因通过 T细胞活化调节、细胞

黏附调节、免疫受体活性、Th17 细胞分化、Th1 和
Th2 细胞分化等来发挥作用。

ＲA － ILD 的发病机制非常复杂。本课题组下

一步将深入研究 mＲNA、miＲNA 和 lncＲNA 之间的

关系，从更深层次解读疾病; 并将在后续的实验中进

一步推进 MCP给药干预缓解 ＲA － ILD 疾病进展的

体外细胞功能实验，从而明确 MCP 缓解 ＲA － ILD

的分子生物学机制。
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升高，符合临床卵巢早衰患者内分泌变化，卵巢病理

切片证明，CTX组闭锁卵泡增加，间质纤维化，与其

它研究结果一致，卵巢早衰模型建立成功［5］。经暖

宫七味丸治疗后的小鼠的一般情况较 CTX 组均有

明显改善，动情周期明显恢复的中、高剂量组小鼠证

明其恢复正常的排卵功能。3 种剂量的暖宫七味丸

治疗 14 d后均可以使小鼠体质量增长，但组间并无

明显差异。与 CTX 组相比，高剂量组小鼠的血清
E2 水平上升明显，AMH和 FSH水平无明显差异，卵

巢组织及结构有一定程度恢复，考虑药物治疗时间

较短，尚未达到暖宫七味丸药物效应最佳时间。

实验结果表明，暖宫七味丸具有修复化疗型卵

巢早衰小鼠的卵巢功能，促进排卵及恢复正常动情

周期，对卵巢组织有一定修复作用，其中高剂量组疗

效较明显。下一步需要延长治疗时间以进一步明确

治疗效果。暖宫七味丸抑制 CTX 所致的小鼠卵巢

早衰的机制需日后进一步研究明确。
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