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三种不同代谢紊乱相关脂肪性肝炎小鼠模型
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摘要　 目的　 比较分析 ３ 种代谢紊乱相关脂肪性肝炎（ＭＡＳＨ）小鼠模型与不同阶段 ＭＡＳＨ 人类患者的转录谱异同，探究更适

合模拟人类疾病进展的小鼠模型。 方法 　 ４０ 只 ８ 周龄雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠随机分为对照的普通饮食（ＮＣＤ）组以及构造

ＭＡＳＨ 模型的高脂高胆固醇饮食（ＨＦＨＣＤ）、胆碱缺乏高脂饮食（ＣＤＨＦＤ）、蛋氨酸 － 胆碱缺乏饮食（ＭＣＤ）组，每组 １０ 只。 造

模结束后，每组取 ３ 只小鼠进行肝脏 ｍＲＮＡ⁃ｓｅｑ 转录组测序，同时检索 ＭＡＳＨ 患者的肝脏 ｍＲＮＡ 公共数据集，通过 ＫＥＧＧ 集富

集分析比较不同小鼠模型和 ＭＡＳＨ 患者的转录图谱，利用 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关性分析探究各种模型与人类 ＭＡＳＨ 之间差异基因表达

的相关性。 结果　 ３ 种 ＭＡＳＨ 小鼠模型中，检测到 ７ 个共同的上调基因（Ｃｏｌ１ａ１、Ｓｍｏｃ２、Ｃｏｌ６ａ１、Ｇｐｘ３、Ｃｏｌ１６ａ１、Ｓｐｐ１ 和 Ｃｒｔａｐ）。
ＫＥＧＧ 分析中，３ 种 ＭＡＳＨ 小鼠模型富集到 ２８ 条重叠通路，涉及脂肪变性、肝细胞损伤和纤维化等方面，其中 ＨＦＨＣＤ 和 ＭＣＤ
两种模型的重叠程度更高。 比较不同小鼠模型和 ＭＡＳＨ 不同阶段患者之间的差异基因表达和代谢通路，显示 ３ 种 ＭＡＳＨ 小

鼠模型的变化与人类 ＭＡＳＨ 的纤维化进展阶段更为相似。 其中，ＣＤＨＦＤ 模型的转录组特征与人类 ＭＡＳＨ 更为接近。 结论　
３ 种 ＭＡＳＨ 小鼠模型转录谱之间存在一定异同，ＭＡＳＨ 小鼠模型与人类患者 ＭＡＳＨ 进展期更相似，ＣＤＨＦＤ 模型的转录组特征

与人类 ＭＡＳＨ 更为接近。
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　 　 代谢紊乱相关脂肪性肝病（ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｄｙｓｆｕｎｃ⁃
ｔｉｏｎ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｓｔｅａｔｏｔｉｃ ｌｉｖｅｒ ｄｉｓｅａｓｅ，ＭＡＳＬＤ）是代谢

综合征的肝脏表现，与肥胖、胰岛素抵抗、２ 型糖尿

病和多种癌症相关［１］。 ＭＡＳＬＤ 的临床表现包括单

纯的肝脂肪变性，代谢紊乱相关脂肪性肝炎（ｍｅｔａ⁃
ｂｏｌｉｃ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｓｔｅａｔｏｈｅｐａｔｉｔｉｓ，ＭＡＳＨ）及

其相关的纤维化，晚期 ＭＡＳＨ 可进展为肝硬化和肝

细胞癌（ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ） ［２ － ３］。 可靠

的临床前模型对于研究 ＭＡＳＨ 发病机制和评估潜

在疗法至关重要，小鼠模型在阐明疾病机制、评估治

疗措施和实现遗传操作方面发挥关键作用［４］。 常

用的饮食模型包括蛋氨酸 － 胆碱缺乏饮食（ｍｅｔｈｉｏ⁃
ｎｉｎｅ⁃ ａｎｄ ｃｈｏｌｉｎｅ⁃ｄｅｆｉｃｉｅｎｔ ｄｉｅｔ， ＭＣＤ）、高脂高胆固

醇饮食（ｈｉｇｈ⁃ｆａｔ ／ ｈｉｇｈ⁃ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｄｉｅｔ， ＨＦＨＣＤ）和胆

碱缺乏高脂饮食（ｃｈｏｌｉｎｅ⁃ｄｅｆｉｃｉｅｎｔ ａｎｄ ｈｉｇｈ⁃ｆａｔ ｄｉｅｔ，
ＣＤＨＦＤ），均表现相应的肝脏代谢异常、炎症和纤维

化特征［５］。 尽管这些模型为探究疾病进展提供了

重要见解，但其能否完全模拟人类 ＭＡＳＨ 的复杂性

仍存在争议［６］。 转录组分析已成为探究基因表达

的有力工具，有助于识别疾病中独特的分子特

征［７ － ８］。 该研究对 ＭＣＤ、ＨＦＨＣＤ 和 ＣＤＨＦＤ 诱导的

ＭＡＳＨ 小鼠模型进行了肝脏转录组分析，并将其与

人类 ＭＡＳＨ 数据集进行多重比较分析，旨在找出更

为保守和模型特异的转录特征，加深对 ＭＡＳＨ 机制

的理解，提高临床前模型的转化潜能。

１　 材料与方法

１． １　 材料与试剂　 高脂高胆固醇饲料（Ｄ１２１０８Ｃ）、
胆碱缺乏和高脂饲料（Ｄ１２０７９Ｂ）、蛋氨酸和胆碱缺

乏饲料（Ａ０２０８２００２Ｂ）均购自美国 Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｄｉｅｔｓ 公

司；ＴＲＩｚｏｌ 试剂（９１０９）购自美国赛默飞世尔科技公
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司。
１． ２　 动物实验　 ４０ 只 ＳＰＦ 级别的 ８ 周龄雄性野生

型 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠（平均体质量为 １８ ｇ）购自上海实

验动物中心。 小鼠到达 ２４ ｈ 后，对其进行为期一周

的适应性饲养。 所有小鼠饲养于（２１ ± １） ℃，（５５
±１０）％湿度，１２ ｈ 光照 ／ １２ ｈ 黑暗循环的环境中。
ＨＦＨＣＤ 组：高脂高胆固醇饮食（脂肪 ４０ Ｋｃａｌ ％ ，胆
固醇 １􀆰 ２５％ ）喂养，连续 ２４ 周。 ＣＤＨＦＤ 组：胆碱缺

乏和高脂饮食喂养，连续 １２ 周。 ＭＣＤ 组：蛋氨酸和

胆碱缺乏饮食喂养，连续 ８ 周。 每组 １０ 只。 造模结

束后，腹腔注射戊巴比妥钠（Ｎｅｍｂｕｔａｌ，８０ ｍｇ ／ ｋｇ）麻
醉小鼠，从下腔静脉收集血液，然后经由门静脉灌注

冰镇生理盐水冲洗肝脏，采集左叶肝脏并快速冷冻

在液氮中。 动物实验由上海市第六人民医院动物福

利伦理委员会审核批准（批号：２０２２⁃０５８３）。
１． ３　 小鼠肝脏转录组学数据集　 室温下，切取约 ５
ｍｇ 的液氮冷冻肝脏（ ｎ ＝ ３），研磨溶解于 ５００ μＬ
ＴＲＩｚｏｌ 试剂中，遵照生产商说明分离组织总 ＲＮＡ，
使用安捷伦 ２１００ 生物分析仪（Ａｇｉｌｅｎｔ，美国安捷伦

科技有限公司）评估 ＲＮＡ 质量。 按照生产商提供

的指南，使用 ＴｒｕＳｅｑ Ｓｔｒａｎｄｅｄ Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ Ｌｉｂｒａｒｙ Ｐｒｅｐ
Ｋｉｔ（ Ｉｌｌｕｍｉｎａ，美国因美纳生物科技公司） 去除总

ＲＮＡ 中的 ｒＲＮＡ，构建 ＲＮＡ 文库，使用 ２１００ 生物分

析仪评估文库质量和数量。 随后将 ＲＮＡ 文库变性

为单链 ＤＮＡ，在 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 流式细胞仪上进行捕获以

及原位扩增，并在 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ ４０００ 平台上进行

１５０ 个循环的测序，生成成对末端读数并进行质量

控制（２􀆰 ０􀆰 ４ 版），将高质量读数与 ＵＣＳＣ ＭＭ１０ 参

考基因组进行比对。 使用 Ｃｕｆｆｄｉｆｆ 软件按每千个碱

基的转录每百万映射读取的片段（ＦＰＫＭ）量化基因

表达水平，并根据差异倍数和统计显著性（Ｐ 值）确
定基因差异表达。 使用 ＫＥＧＧ 数据库对差异表达

的 ｍＲＮＡ 进行通路富集分析。 计算 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关系

数（ ｒ），使用 ｌｏｇ２ 转换后的 ＦＰＫＭ 值生成热图，并将

基因和组别分别聚类，评估样本的相关性和可重复

性。
１． ４ 　 人类 ＭＡＳＨ 队列测序数据集 　 检索整理

ＵＣＡＭ⁃ＶＣＵ 和 ＥＰｏＳ 两个人类 ＭＡＳＨ 队列数据

集［９］。 其中，ＵＣＡＭ⁃ＶＣＵ 队列由两个公开数据集

（Ｅ⁃ＭＴＡＢ⁃９８１５、ＧＳＥ１３０９７０）组成，共包括 １３６ 例患

者，均被诊断为非酒精性脂肪肝，根据 ＣＲＮ 组织学

评分系统将其分为对照组（ｎ ＝ ４）和非酒精性脂肪

肝组（ｎ ＝ １３２），后者按照纤维化程度进一步分级：
轻度（Ｆ０，ｎ ＝ ５２），中度（Ｆ１⁃Ｆ２，ｎ ＝ ５０）和重度（Ｆ３⁃

Ｆ４，ｎ ＝ ３０）。 ＥＰｏＳ 队列包含来自欧盟各机构招募的

非酒精性脂肪肝患者队列的数据，测序数据集

（ＧＳＥ１３５２５１）可公开访问。 该队列由 １６８ 例非酒精

性脂肪肝患者组成，同样按照纤维化程度进行分组：
轻度（Ｆ０，ｎ ＝ ４７），中度（Ｆ１⁃Ｆ２，ｎ ＝ ６４）和重度（Ｆ３⁃
Ｆ４，ｎ ＝ ５７）。 研究均已获得相关伦理委员会的伦理

批准（０６ ／ Ｑ０１０６ ／ ７０）。 所有患者均知情并同意将其

临床、生化和样本数据用于研究。
１． ５　 数据分析

１． ５． １ 　 基因通路富集分析 　 利用 ＦＧＳＥＡ 软件包

（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｇｉｔｈｕｂ． ｃｏｍ ／ ｃｔｌａｂ ／ ｆｇｓｅａ） 进行基因集富集

分析，该软件包可对人类和临床前模型结果进行快

速的预排序分析。 分析的重点是 ＫＥＧＧ 数据库中

的通路（２０１９ 版）。
１． ５． ２　 结果可视化　 使用 Ｒ（ｖ􀆰 ４􀆰 ０􀆰 ３）分析数据，
随后利用 Ｐｈｅａｔｍａｐ 软件包（ｖ􀆰 １􀆰 ０􀆰 １２；ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｒｄｒｒ．
ｉｏ ／ ｃｒａｎ ／ ｐｈｅａｔｍａｐ）绘制热图。 使用 ｎｅｔｗｏｒｋＤ３ 软件

包中的 ｓａｎｋｅｙＮｅｔｗｏｒｋ 功能生成 Ｓａｎｋｅｙ 图，直观地

描述从通路到基因的信号转换。 使用 ｇｇｐｕｂｒ 软件

包（０􀆰 ４􀆰 ０ 版）中的 ｇｇｓｃａｔｔｅｒ 函数和 ｃｏｗｐｌｏｔ 软件包

（１􀆰 １􀆰 １ 版）中的 ｐｌｏｔｇｒｉｄ 函数绘制散点图，其中包括

回归曲线、Ｐｅａｒｓｏｎ 相关系数以及各自的 Ｐ 值。
１． ５． ３　 统计学处理 　 每组小鼠实验均重复 １ 次。
使用 Ｍａｎｎ⁃Ｗｈｉｔｎｅｙ Ｕ 检验（Ｗｉｌｃｏｘ． ｔｅｓｔ，Ｒ ｓｔａｔｓ 软件

包 ｖ􀆰 ３􀆰 ６）计算表型数据的原始 Ｐ 值（各组与对照组

比较）。 使用 Ｂｅｎｊａｍｉｎｉ⁃Ｈｏｃｈｂｅｒｇ 法进行差异表达

分析的错误发现率（ ｆａｌｓｅ ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ，ＦＤＲ）校正，
调整原始 Ｐ 值。

２　 结果

２． １　 比较分析 ３ 种 ＭＡＳＨ 小鼠模型中的差异基因

和富集通路 　 构建 ＨＦＨＣＤ、ＭＣＤ、ＣＤＨＦＤ 诱导的

ＭＡＳＨ 小鼠模型，利用 ｍＲＮＡ⁃ｓｅｑ 转录组测序检测

肝脏 ｍＲＮＡ 表达谱。 首先筛选 ３ 种小鼠模型的差

异表达基因（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ，ＤＥＧｓ），再
分析获取每两组间共同的 ＤＥＧｓ，见图 １。 在 ＭＣＤ
和 ＨＦＨＣＤ 两种模型所检测到的共同 ＤＥＧｓ 中，参与

纤维化和细胞外基质（ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）重

塑（Ｃｏｌ１ａ１、Ｃｏｌ６ａ１、Ｃｒｔａｐ、Ｓｐｐ１），脂质代谢和炎症反

应（Ｌｅｐｒ、Ａｐｏａ４、Ｃｙｐ１７ａ１）的基因均有所上调，细胞

色素 Ｐ４５０ 酶和脂肪酸代谢相关基因均下调。 ＭＣＤ
和 ＣＤＨＦＤ 模型共有的 ＤＥＧｓ 包含与 ＥＣＭ 和纤维化

相关的基因 （ Ｃｏｌ１ａ１、 Ｃｏｌ６ａ１、 Ｃｏｌ１６ａ１、 Ａｄａｍｔｓｌ２、
Ｓｍｏｃ２、Ｅｆｅｍｐ１）。 研究结果显示，ＨＦＨＣＤ 和 ＣＤＨ⁃
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ＦＤ 小鼠模型共有的 ＤＥＧｓ 最多，重叠上调的 ＤＥＧｓ
平均比例高达 ３４％ 。 然而，３ 种小鼠模型中均检测

到的共同 ＤＥＧｓ 数目较少，其中包括 ７ 个上调基因，
Ｃｏｌ１ａ１、 Ｓｍｏｃ２、 Ｃｏｌ６ａ１、 Ｇｐｘ３、 Ｃｏｌ１６ａ１、 Ｓｐｐ１ 和

Ｃｒｔａｐ，它们参与 ＥＣＭ 形成、抗氧化防御和胶原形成

过程。
　 　 鉴于 ＤＥＧｓ 并不能全面反映模型的生物学特

性，该研究进一步通过 ＧＳＥＡ 筛选出所有 ＭＡＳＨ 小

鼠模型中差异有统计学意义的 ＫＥＧＧ 信号通路。
维恩图显示，相较于基因层面，３ 种 ＭＡＳＨ 小鼠模型

在通路水平上的重叠程度都有所升高。 ＨＦＨＣＤ 和

ＣＤＨＦＤ 两种模型中检测到 ３１ 条重叠通路，尽管

ＨＦＨＣＤ 和 ＭＣＤ 共同的 ＤＥＧｓ 极少，但二者检测到

４５ 条重叠通路，ＣＤＨＦＤ 和 ＭＣＤ 中检测到 ２９ 条重

叠通路，见图 ２Ａ、Ｂ、Ｃ。 ３ 种 ＭＡＳＨ 模型中均检测到

的重叠通路共 ２８ 条，见图 ２Ｄ。 ＫＥＧＧ 通路分析聚

类热图显示，３ 种 ＭＡＳＨ 小鼠模型均在代谢、免疫反

应、细胞信号转导等多个重要的生物学功能通路中

变化显著，表现出相似的表达调控模式，见图 ２Ｅ。
以上结果表明 ３ 种 ＭＡＳＨ 小鼠模型具有一定程度

的相似性。
２． ２ 　 跨物种基因调控和通路分析 　 检索整理

ＵＣＡＭ⁃ＶＣＵ 以及 ＥＰｏＳ 两个公开的人类 ＭＡＳＨ 患者

肝脏转录组数据集，根据患者临床特征进行疾病分

期。 人类患者数据用作比较和分析小鼠模型转录组

变化的参考基准，进而鉴定出具有 ＭＡＳＨ 特征的

ＤＥＧｓ 和差异调控通路 （ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｐａｔｈ⁃
ｗａｙｓ，ＤＲＰｓ）。 首先将人类 ＭＡＳＨ 数据集整理划分

为 ３ 个部分：早期阶段（ｅａｒｌｙ ｓｔａｇｅ，轻度 ＭＡＳＨ 与对

照组相比）、纤维化进展阶段（ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｖｅ ｓｔａｇｅ，中重

度 ＭＡＳＨ 与轻度 ＭＡＳＨ 相比）、整体疾病阶段（ ａｌｌ
ｓｔａｇｅ，所有 ＭＡＳＨ 患者与对照组相比），再由此探究

小鼠模型在相对应的不同疾病阶段所存在的特定

ＤＲＰｓ，见图 ３。 分析显示，在 ＭＡＳＨ 的早期阶段，３
种小鼠模型在果糖和甘露糖代谢、２ 型糖尿病、不饱

和脂肪酸生物合成等 ＫＥＧＧ 通路表现出相似的变

化。 而在 ＭＡＳＨ 的纤维化进展阶段，细胞周期、趋
化因子信号通路、细胞因子 － 细胞因子受体相互作

用、癌症通路等 ＫＥＧＧ 通路变化显著，在 ３ 种小鼠模

型中均有所上调。

图 １　 ３ 种小鼠 ＭＡＳＨ 模型中重叠的 ＤＥＧｓ
Ｆｉｇ． １　 Ｃｏｍｍｏｎ ＤＥＧｓ ｉｎ ｔｈｒｅｅ ｍｕｒｉｎｅ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ＭＡＳＨ
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图 ２　 ３ 种 ＭＡＳＨ 小鼠模型之间 ＫＥＧＧ 通路的比较

Ｆｉｇ． ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｒｅｅ ｍｕｒｉｎｅ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ＭＡＳＨ
　 　 Ａ： Ｏｖｅｒｌａｐｐｉｎｇ ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ ｂｅｔｗｅｅｎ ＣＤＨＦＤ ａｎｄ ＨＦＨＣＤ； Ｂ： Ｏｖｅｒｌａｐｐｉｎｇ ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ＨＦＨＣＤ ａｎｄ ＭＣＤ； Ｃ： Ｏｖｅｒｌａｐｐｉｎｇ ＫＥＧＧ
ｐａｔｈｗａｙｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ＣＤＨＦＤ ａｎｄ ＭＣＤ； Ｄ： Ｏｖｅｒｌａｐｐｉｎｇ ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙｓ ａｍｏｎｇ ｔｈｒｅｅ ＭＡＳＨ ｍｕｒｉｎｅ ｍｏｄｅｌｓ； Ｅ： Ｈｅａｔｍａｐ ｏｆ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙｓ
ｗｉｔｈ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．
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图 ３　 人类数据集和小鼠 ＭＡＳＨ 模型中的 ＤＲＰｓ
Ｆｉｇ． ３　 ＤＲＰｓ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｄａｔａｓｅｔｓ ａｎｄ ｍｕｒｉｎｅ ＭＡＳＨ ｍｏｄｅｌｓ

　 　 多层面比较 ３ 种饮食诱导的 ＭＡＳＨ 小鼠模型

与人类 ＭＡＳＨ 转录组数据，评估它们在 ＤＥＧｓ 和

ＤＲＰｓ 方面是否具有一致性。 结果显示，在整体转录

组水平上，小鼠模型与人类数据的一致程度为 ５０％
～６０％ ，见图 ４。 该研究重点分析了其中差异有统

计学意义的 ＤＥＧｓ 和 ＤＲＰｓ，显示不同的 ＭＡＳＨ 小鼠

模型与人类患者不同 ＭＡＳＨ 阶段—即前文所述的

“早期阶段” “纤维化进展阶段” 和 “整体疾病阶

段”，存在一定程度的一致性特征。 结果表明，３ 种

ＭＡＳＨ 小鼠模型的 ＤＲＰｓ 与人类 ＭＡＳＨ 进展期

（４２％ ～ ５７％ ）的一致性远高于早期阶段（１５％ ～
２０％ ）。 分析还表明 ３ 种 ＭＡＳＨ 小鼠模型与人类不

同 ＭＡＳＨ 阶段观察到的生物学通路存在相似性。
总体上，表征“整体疾病阶段”的通路（局灶黏连、
ＥＣＭ 受体相互作用、Ｗｎｔ 信号通路等）和 ＭＡＳＨ“纤
维化进展”的通路（细胞周期、细胞因子 － 细胞因子

受体相互作用、趋化因子信号通路、癌症通路等）在
ＭＡＳＨ 患者和 ３ 种小鼠模型中普遍上调。 ＭＡＳＨ 小

鼠模型在 ２ 型糖尿病的病理生理学、溶酶体功能以

及果糖和甘露糖代谢等与人类患者疾病“早期阶

段”相关的通路中也显示出一致的改变。 这些转录

组学数据表明，３ 种小鼠模型都能在一定程度上模

拟人类 ＭＡＳＨ 进展中的生物学功能失调现象。
　 　 采用线性回归模型评估 ＭＡＳＨ 小鼠模型的基

因表达谱与人类患者“早期阶段”、“整体疾病阶段”
和“纤维化进展阶段”基因表达之间的相关性。 结

果显示，ＣＤＨＦＤ 组和 ＨＦＨＣＤ 组与人类患者基因表

达水平之间的 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关系数（ ｒ）为 ０􀆰 ２７ ～ ０􀆰 ５３，
且 Ｐ 值显著，见图 ５。 ＣＤＨＦＤ 组与人类 ＭＡＳＨ 进展

期的相关性更高，ＨＦＨＣＤ 组与人类 ＭＡＳＨ 早期阶

段的相关性更高，而 ＭＣＤ 组与人类 ＭＡＳＨ 数据没

有显示出明显的相关性。
２． ３　 不同小鼠模型中差异表达突出的基因　 分析

并筛选出一些差异有统计学意义的 ＤＥＧｓ 以进一步

了解 ＤＥＧｓ 和 ＤＲＰｓ 与ＭＡＳＨ 不同阶段的关系，见图

６。 通过富集分析可以发现这些 ＤＥＧｓ 集中在一些

具有显著调节作用的生物学通路中。 由此筛选出一

份与 ＭＡＳＨ 不同发展阶段密切相关的生物学基因

图 ４　 小鼠与人类 ＭＡＳＨ 中 ＤＥＧｓ和 ＤＲＰｓ的一致性

Ｆｉｇ． ４　 Ｔｈｅ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｃｙ ｉｎ ＤＥＧｓ ａｎｄ ＤＲＰｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍｕｒｉｎｅ ａｎｄ ｈｕｍａｎ ＭＡＳＨ
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图 ５　 小鼠与人类 ＭＡＳＨ 基因表达的 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关性分析

Ｆｉｇ． ５　 Ｐｅａｒｓｏｎ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍｕｒｉｎｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗｉｔｈ ｈｕｍａｎ ＭＡＳＨ

子集。 这份基因列表包括细胞间信号分子、跨膜信

号受体、加氧酶、细胞因子、Ｇ 蛋白偶联受体，以及参

与炎症浸润、细胞骨架形成和细胞生长的蛋白质。
研究表明，ＣＤＨＦＤ、ＭＣＤ 和 ＨＦＨＣＤ ３ 种饮食诱导的

ＭＡＳＨ 小鼠模型中的大量富集通路和差异基因在转

录组水平上与人类 ＭＡＳＨ 具有相似性，可以一定程

度上模拟人类 ＭＡＳＨ 发生发展过程中的基因表达

改变。

３　 讨论

　 　 ＭＡＳＨ 是一种进行性肝病，是 ＭＡＦＬＤ 疾病进程

中的重要阶段［２］。 其典型特征是过度的肝脂肪变

性，伴有炎症和持续性的肝细胞损伤，晚期可以发展

为肝纤维化，继而进展为肝硬化和肝细胞癌，是备受

关注的全球性健康问题［３］。 随着肥胖、２ 型糖尿病

以及其他代谢性疾病发病率的急剧上升，ＭＡＳＨ 的

发病率也不断攀升，胰岛素抵抗、脂质累积、氧化应

激、慢性炎症以及肠道微生物群失调等多种因素对

其均有影响［１０］。 ＭＡＳＨ 发生肝纤维化的平均年限

约为 ７ 年，早期干预具有重要的临床意义，但其机制

错综复杂，人们对它的了解并不全面，深入探究

ＭＡＳＨ 发生发展的分子机制对于未来制定治疗策略

至关重要［１１ － １２］。

　 　 不同方式诱导的 ＭＡＳＨ 小鼠模型在代谢特征、
组织学损伤等方面的表现有所不同［１３］，该研究比较

了 ＣＤＨＦＤ、ＨＦＨＣＤ 和 ＭＣＤ 诱导的 ３ 种 ＭＡＳＨ 小鼠

模型的转录组特征，并进一步将其与人类 ＭＡＳＨ 患

者的肝脏转录组数据进行比较分析，探究不同代谢

背景下推动 ＭＡＳＨ 进展的分子机制，以及 ＭＡＳＨ 不

同阶段涉及到的关键分子通路，为寻找潜在的生物

标志物和治疗靶点提供参考。
　 　 本研究首先比对了 ３ 种 ＭＡＳＨ 小鼠模型在病

程发展中的差异表达基因［１４］，显示 Ｃｏｌ１ａ１、Ｓｍｏｃ２、
Ｃｏｌ６ａ１、Ｇｐｘ３、 Ｃｏｌ１６ａ１、 Ｓｐｐ１ 和 Ｃｒｔａｐ 在 ３ 种小鼠

ＭＡＳＨ 模 型 中 均 上 调。 既 往 研 究［１５ － １６］ 表 明，
Ｃｏｌ１ａ１、Ｓｍｏｃ２、Ｃｏｌ６ａ１、Ｃｏｌ１６ａ１ 和 Ｃｒｔａｐ 参与 ＥＣＭ
重塑，Ｓｐｐ１ 参与调节肝星状细胞活化，促进肝纤维

化发展。 氧化应激是 ＭＡＳＨ 中肝脏损伤、炎症和纤

维化的关键驱动因素，Ｇｐｘ３ 作为谷胱甘肽过氧化物

酶家族的成员，在对抗氧化应激方面发挥保护作

用［１７］。 上述基因在 ＭＡＳＨ 的进展以及肝硬化和肝

细胞癌的发生发展中发挥关键作用。
　 　 ＫＥＧＧ 通路富集分析显示，２ 种 ＭＡＳＨ 小鼠模

型中共有 ２８ 个重叠通路，其中与脂肪变性、纤维化

和肝脏再生相关的 ＥＣＭ⁃受体相互作用、视黄醇代

谢、白细胞跨内皮迁移、肌动蛋白细胞骨架的调节通
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图 ６　 不同人类 ＭＡＳＨ 阶段和小鼠模型中对应的高效基因

Ｆｉｇ． ６　 Ｈｉｇｈｌｙ ｐｅｒｆｏｒｍｉｎｇ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｈｕｍａｎ ａｎｄ ｍｕｒｉｎｅ ＭＡＳＨ

路都表现出上调趋势。 这表明，尽管采用不同的饮

食诱导模式，２ 种模型的小鼠肝脏都能一致观察到

与 ＭＡＳＨ 发展密切相关的表型特征。 ＣＤＨＦＤ 和

ＨＦＨＣＤ 中检测到的脂肪酸代谢、白细胞迁移、ＥＣＭ
相互作用和氧化应激等 ３１ 条重叠通路，参与慢性炎

症、代谢功能障碍、纤维化等多种生物学过程，促进

ＭＡＳＨ 的发生发展。 ＭＣＤ 和 ＣＤＨＦＤ 的共同通路最

少，包括促进 ＭＡＳＨ 纤维化和 ＨＣＣ 进展的血管内皮

生长因子信号转导、细胞周期调控和免疫反应等。
ＨＦＨＣＤ 和 ＭＣＤ 的重叠通路最多，例如细胞因子 －
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细胞因子相互作用、白细胞跨内皮迁移、血管内皮生

长因子信号通路、细胞黏附分子、ＥＣＭ 受体相互作

用等，在炎症、代谢、免疫反应和细胞应激等方面协

同作用。 ３ 种小鼠模型在通路水平上的重叠证明它

们在生物功能调节方面具有相似性。
　 　 小鼠模型可以在分子水平上模拟人类疾病进

程［１８］，本研究比较分析了 ３ 种 ＭＡＳＨ 小鼠模型与

３０４ 例处于不同 ＭＡＳＨ 阶段的患者之间的基因表达

和通路特征。 统计结果表明，相较于早期阶段，３ 种

ＭＡＳＨ 小鼠模型与人类 ＭＡＳＨ 进展期的 ＤＲＰｓ 一致

性更高。 对小鼠模型和不同 ＭＡＳＨ 阶段人类患者

的 ＤＥＧｓ 进行 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关性分析发现，ＣＤＨＦＤ 模

型与人类患者数据中的进展阶段更为一致 （ ｒ ＝
０􀆰 ５２６，Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。 各项结果表明，相较于疾病的

早期阶段和整个阶段，本研究中的 ３ 种 ＭＡＳＨ 小鼠

模型都与人类 ＭＡＳＨ 患者的进展期更为相似。 整

体来说，ＣＤＨＦＤ 模型的转录组特征更接近于人类

ＭＡＳＨ 患者，尤其是在肝脂肪变性到严重纤维化的

进展过程。 以上数据表明，人类和小鼠的差异基因

以及生物学通路之间存在适度的对应关系，小鼠模

型并不能完全模拟人类 ＭＡＳＨ 的复杂性，两者之间

只存在一定程度的重叠。
　 　 人类 ＭＡＳＨ 是一种异质性疾病，包括脂肪变

性、纤维化等不同阶段，每个阶段都展现出复杂的转

录特征［１３］。 临床前研究的最终目标是建立一个能

再现 ＭＡＳＨ 病理生理学并最大程度模拟人类疾病

的小鼠模型［１９］。 该研究对 ＭＡＳＨ 小鼠模型和人类

患者肝脏转录组数据进行比较分析，阐明了不同

ＭＡＳＨ 小鼠模型的基因表达特点，为未来研究疾病

机制和药物干预选择相应 ＭＡＳＨ 模型提供一定参

考。
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Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｕｒｉｎｅ ｍｏｄｅｌｓ
ｏｆ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｓｔｅａｔｏｈｅｐａｔｉｔｉｓ

Ｌｉｕ Ｔｉａｎｗｅｎ１，２， Ｇｕｏ Ｚｉｙｉ３， Ｂｉ Ｈａｎｑｉ４， Ｚｈｏｕ Ｂｉｎｇ４， Ｌｕ Ｙａｎ４， Ｍａｏ Ｆｅｉ５， Ｗａｎｇ Ｈｕａ１，２

（ １Ｄｅｐｔ ｏｆ Ｏｎｃｏｌｏｇｙ， Ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ａｎｈｕｉ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｈｅｆｅｉ　 ２３００２２；２ Ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ
ａｎｄ Ｉｍｍｕｎｅ⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ Ｄｉｓｅａｓｅｓ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ａｎｈｕｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ， Ａｎｈｕｉ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｈｅｆｅｉ　 ２３００３２；３Ｄｅｐｔ ｏｆ
Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ， Ｍｉｎｈａｎｇ Ｈｏｓｐｉｔａｌ， Ｆｕｄａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｓｈａｎｇｈａｉ　 ２０１１９９；４ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ
ａｎｄ Ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｄｉｇｅｓｔｉｖｅ Ｅｎｄｏｓｃｏｐｉｃ Ｃｅｎｔｅｒ， Ｓｈａｎｇｈａｉ Ｓｉｘｔｈ Ｐｅｏｐｌｅ′ｓ Ｈｏｓｐｉｔａｌ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ ｔｏ Ｓｈａｎｇｈａｉ

Ｊｉａｏ Ｔｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｓｈａｎｇｈａｉ　 ２００２３３；５Ｄｅｐｔ ｏｆ Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ，
Ｚｈｏｎｇｓｈａｎ Ｈｏｓｐｉｔａｌ， Ｆｕｄａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｓｈａｎｇｈａｉ　 ２０００３２）
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ｅｄ ｓｔｅａｔｏｈｅｐａｔｉｔｉｓ （ＭＡＳＨ） ｍｕｒｉｎｅ ｍｏｄｅｌｓ ａｎｄ ｈｕｍａｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ａｔ ｖａｒｉｏｕｓ ｄｉｓｅａｓｅ ｓｔａｇｅｓ ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｔｈｅ ｏｐｔｉ⁃
ｍａｌ ｍｕｒｉｎｅ ｍｏｄｅｌ ｔｈａｔ ｍｏｒｅ ｃｌｏｓｅｌｙ ｒｅｓｅｍｂｌｅｓ ｈｕｍａｎ ＭＡＳＨ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｆｏｒｔｙ ８⁃ｗｅｅｋ⁃ｏｌｄ ｍａｌｅ
Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ａｓｓｉｇｎｅｄ ｔｏ ｅｉｔｈｅｒ ａ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｆｅｄ ｎｏｒｍａｌ ｃｈｏｗ ｄｉｅｔ （ＮＣＤ） ｏｒ ｏｎｅ ｏｆ ｔｈｒｅｅ
ＭＡＳＨ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐｓ ｒｅｃｅｉｖｉｎｇ ｈｉｇｈ⁃ｆａｔ ｈｉｇｈ⁃ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｄｉｅｔ （ＨＦＨＣＤ）， ｃｈｏｌｉｎｅ⁃ｄｅｆｉｃｉｅｎｔ ｈｉｇｈ⁃ｆａｔ ｄｉｅｔ （ＣＤＨＦＤ），
ｏｒ ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ⁃ｃｈｏｌｉｎｅ ｄｅｆｉｃｉｅｎｔ ｄｉｅｔ （ＭＣＤ）， ｗｉｔｈ １０ ｍｉｃｅ ｐｅｒ ｇｒｏｕｐ． Ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｍｏｄｅｌ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ， ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ
ｆｒｏｍ ｔｈｒｅｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｍｉｃｅ ｐｅｒ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｆｏｒ ｍＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ （ｍＲＮＡ⁃ｓｅｑ） ａｎａｌｙｓｉｓ． Ｍｅａｎ⁃
ｗｈｉｌｅ， ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｄａｔａ ｏｆ ｐａｔｉｅｎｔｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ ＭＡＳＨ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ ｐｕｂｌｉｃ ｄａｔａ⁃
ｂａｓｅｓ． Ｏｖｅｒｌａｐ ｏｆ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｇｅｎｅ ｓｅｔ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ （ＧＳＥＡ） ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｔｏ ｃｏｍｐａｒｅ ｔｈｅ
ｍｏｕｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｗｉｔｈ ｔｈａｔ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｓｅａｓｅ． Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌｌｙ， Ｐｅａｒｓｏｎ′ｓ ｃｏｒｒｅｌａ⁃
ｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｕｒｉｎｅ ｍｏｄｅｌｓ ａｎｄ ｈｕｍａｎ ＭＡＳＨ． Ｒｅ⁃
ｓｕｌｔｓ　 Ｓｅｖｅｎ ｃｏｍｍｏｎｌｙ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ （Ｃｏｌ１ａ１， Ｓｍｏｃ２， Ｃｏｌ６ａ１， Ｇｐｘ３， Ｃｏｌ１６ａ１， Ｓｐｐ１ ａｎｄ Ｃｒｔａｐ） ｗｅｒｅ ｄｅ⁃
ｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ＭＡＳＨ ｍｕｒｉｎｅ ｍｏｄｅｌｓ． ＫＥＧＧ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ ２８ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｏｖｅｒｌａｐｐｉｎｇ ｐａｔｈ⁃
ｗａｙｓ ｉｎｖｏｌｖｉｎｇ ｓｔｅａｔｏｓｉｓ， ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｉｎｊｕｒｙ ａｎｄ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ＭＡＳＨ ｍｏｄｅｌｓ ａｔ ｔｈｅ ｐａｔｈｗａｙ
ｌｅｖｅｌ． ＨＦＨＣＤ ａｎｄ ＭＣＤ ｍｉｇｈｔ ｓｈａｒｅ ｍｏｒｅ ｃｏｍｍｏｎ ｔｒａｉｔｓ． Ｉｎ ｃｏｍｐａｒｉｎｇ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｐａｔｈｗａｙ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｂｅ⁃
ｔｗｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｕｒｉｎｅ ｍｏｄｅｌｓ ａｎｄ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ ＭＡＳＨ， ａｌｌ ｔｈｒｅｅ ｍｕｒｉｎｅ ＭＡＳＨ ｍｏｄｅｌｓ ｓｈｏｗｅｄ ａ
ｃｌｏｓｅｒ ｒｅｓｅｍｂｌａｎｃｅ ｔｏ ｔｈｅ ｈｕｍａｎ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｖｅ ｓｔａｇｅｓ ｏｆ ＭＡＳＨ． Ｎｏｔａｂｌｙ， ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃ ｆｅａｔｕｒｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ＣＤＨＦＤ
ｍｏｄｅｌ ｗｅｒｅ ｍｏｒｅ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｗｉｔｈ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｈｕｍａｎ ＭＡＳＨ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｔｈｅｒｅ ａｒｅ ｃｅｒｔａｉｎ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｉｅｓ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ
ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ＭＡＳＨ ｍｏｄｅｌｓ． Ｔｈｅ ＭＡＳＨ ｍｏｄｅｌｓ ａｒｅ ｍｏｒｅ ｓｉｍｉｌａｒ ｔｏ ｔｈｅ ａｄｖａｎｃｅｄ
ｓｔａｇｅ ｏｆ ＭＡＳＨ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ｔｗｏ ｍｏｄｅｌｓ， ｔｈｅ ＣＤＨＦＤ ｍｏｄｅｌ′ｓ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｐｒｏｆｉｌｅ
ｍｏｒｅ ｃｌｏｓｅｌｙ ｒｅｓｅｍｂｌｅｓ ｈｕｍａｎ ＭＡＳＨ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ＭＡＳＨ； ｍｕｒｉｎｅ ｍｏｄｅｌｓ； ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ； ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ； ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ； ｍｅｔａ⁃
ｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙ
Ｆｕｎｄ ｐｒｏｇｒａｍ　 Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ （Ｎｏ． ９２２６８１０９）
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ　 Ｗａｎｇ Ｈｕａ， Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｗａｎｇｈｕａ＠ ａｈｍｕ． ｅｄｕ． ｃｎ
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