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基于生物信息学探究鳖甲煎丸对肝细胞癌的调控机制

于欣萍，王诗尧，孟庆刚
（北京中医药大学，北京 1 001 02）

　　摘要：目的 基于生物信息学探究肝癌发生发展的潜在分子机制，筛选并验证鳖甲煎丸对肝癌起调控作用的机制和

靶点。方法 下载 GEO数据库中的肝细胞癌（hepatocellular carcinoma，HCC）单细胞数据，处理后进行通讯分析、富集与
代谢分析、细胞亚群再分析。接下来，收集鳖甲煎丸药物成分及作用靶点，结合转录组学结果，确定鳖甲煎丸与 HCC 的
交集靶点并分析。最后，从 PDB数据库和 PubChem数据库中获取蛋白和小分子信息，模拟药-靶分子对接；通过计算机
构建动力学模拟环境，评估交互作用。收集鳖甲煎丸药物成分及作用靶点，分析其与 HCC 的交集靶点；从 PDB 数据库
和 PubChem数据库中获取蛋白和小分子信息，模拟药-靶分子对接；通过计算机构建动力学模拟环境，评估交互作用。
结果 转录组学结果显示，HCC癌旁组中细胞间通讯更为活跃；细胞大多富集在细胞周期检查点和免疫反应相关通路；
肝细胞代谢活跃，免疫细胞代谢抑制；自然杀伤（natural killer cell，NK）细胞逐渐由具备正常杀伤能力向低杀伤能力演
化、肝细胞逐渐由正常肝细胞向癌细胞演化。网络药理学结果显示，鳖甲煎丸调控 HCC的潜在作用靶点有 1 24 个，大多
富集在免疫反应、炎症反应、糖酵解、白介素-1 7 等通路。选择关键蛋白与药物潜在作用靶点进行分子对接，对结合亲
和力最强的前三者进行动力学模拟，结果显示这三种受体 -配体复合物结合较稳定。结论 HCC 细胞可能通过扰乱细
胞周期和免疫功能促进其恶性增殖和免疫逃逸；鳖甲煎丸可能通过调节抗炎、免疫反应、细胞分裂等通路达到抗肿瘤效

果；关键的药-靶关系在分子对接与分子动力学验证中得到了较好结果，证明其具有较好的亲和力。
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Exploring Regulatory Mechanism of Biejiajian Pill（鳖甲煎丸）on
Hepatocellular Carcinoma Based on Bioinformatics

YU Xinping，WANG Shiyao，MENG Qinggang
（Beijing University of Chinese Medicine，Beijing 1 001 02，China）

Abstract：Objective To explore the potential molecular mechanisms underlying the occurrence and development of liver canc-
er based on bioinformaticsand to screen and validate the mechanisms and targets of Biejiajian Pill（鳖甲煎丸，BJJP）on liver
cancer.Methods Single -cell data of hepatocellular carcinoma（HCC）was downloaded from the GEO database，processedand
subjected to communication analysis，enrichment and metabolic analysis，and reanalysis of cellular subpopulations.Subsequently，
the components and action targets of BJJP were collected，and in conjunction with transcriptomic results，the intersection targets
between BJJP and HCC were identified and analyzed.Finally，protein and small molecule information was obtained from the PDB
and PubChem databases to simulate drug -target molecular docking.A computational dynamics simulation environment was con-
structed to assess the interactions.Results Transcriptomic analysis revealed that intercellular communication was more active in
the peritumoral group of HCC.The cells were predominantly enriched in pathways related to cell cycle checkpoints and immune
responses.The hepatocyte metabolism was active，while immune cell metabolism was suppressed.The natural killer（NK）cells
gradually evolved from possessing normal cytotoxic capabilities to lower capabilities，and hepatocytes gradually transformed from
normal to cancerous cells.Network pharmacology results showed that BJJP potentially regulated 1 24 targets in HCC，mostly en-
riched in pathways such as immune response，inflammatory response，glycolysisand interleukin -1 7.Molecular docking was per-
formed with key proteins and potential drug action targets，and the top three with the strongest binding affinity were subjected to
dynamic simulation，which showed that these three receptor -ligand complexes were relatively stable.Conclusion HCC cells may
promote malignant proliferation and immune escape by disrupting cell cycle and immune functions.BJJP may achieve anti -
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tumor effects by regulating pathways such as anti -inflammatory，immune responseand cell division.The key drug -target rela-
tionships were validated with good results in molecular docking and molecular dynamics，demonstrating their favorable binding af-
finity.

Keywords：liver cancer；Biejiajian Pill（鳖甲煎丸）；scRNA -seq analysis；molecular dynamics simulation；molecular doc-
king

　　肝癌（primary liver cancer，PLC）是一种高度致死性癌症，
严重威胁人类健康。据国际癌症研究机构（International Agen-
cy for Research on Cancer，IARC）统计，2022 年全球新发癌症
1 996.5万人，肝癌占 4.3%，位列第 6；死亡数 973.7 万人，肝癌
占 7.8%，位列第 3，上升趋势显著。全球均有罹患肝癌人群，
亚洲尤其我国的发病率较高，是肝癌疾病负担的主要国

家［1 -2］。我国肝癌的发病率（1 8.2/1 0 万）和病死率（1 7.2/1 0
万）较高［3］；5 年生存率仅为 1 2.1%（201 8 年统计）［4］；男性发
病率高于女性；60 岁以上人群肝癌负担较重；发病和死亡主要
归因于慢性 HBV 感染（发病归因比 64.1 6%，死亡归因比
62.33%），其他主要危险因素有慢性 HCV感染、非酒精性脂肪
性肝炎和饮酒，肥胖、糖尿病等代谢异常疾病也是促使肝癌负

担增加的不可忽视因素［5 -8］。

HCC占全球 PLC的 75% ~85%，是 PLC 病理学分型中最
主要、最常见的分支［9］。临床患者早期有面黄消瘦、肝区隐

痛、腹部胀满等并非特异性消化道症状，起病隐匿、早期筛查不

及时，不易引起患者注意而错失最佳干预时机，或治疗后效果

不佳、预后较差。病理生理学研究认为，HCC 发病过程十分复
杂，涉及致癌、抑癌基因改变和表观遗传学修饰［1 0 -1 1］，持续性

的炎症浸润［1 2］。这一过程中所分化的肿瘤细胞亚型具有高度

异质性，使得单一治疗手段难以取得理想疗效，难以被广泛消

除。目前，肝癌治疗方法有治愈性疗法（肝切除、肝移植、射频

消融术等）和非治愈性疗法（分子靶向药物、动脉化疗栓塞、单

克隆抗体等）［1 3］，尽管现代医学在治疗肝癌方面已取得多方进

展，但常存在靶点单一、不良反应大等问题，导致复发率高、患

者耐受性差，难以满足临床治疗需求［1 4 -1 5］。

在这种背景下，中医药治疗因其独特的治疗理念、丰富的

临床经验和深厚的社会支持为 HCC的治疗提供了新的思路和
方法。“肝癌”这一现代病名的相关症状和体征散见于中医学

的肝积、伏梁、鼓胀、虚劳等疾病［1 6］。以“积聚”为例，医家大

多认为这一类疾病的病机本质是虚实夹杂，病在厥阴［1 7］，病因

与正气亏虚、情志不畅、饮食失调、外感六淫等有关。鳖甲煎丸

是治疗肝系疾病的经典名方，以《金匮要略》方最广为流传，该

方以活血化瘀、软坚散结为主要治疗原则，原为治疗疟母之

方［1 8］。仲景取“虫蚁迅速飞走之灵性”、借“虫蚁搜剔之力以

攻通邪结”之意，在方中使用炙鳖甲、鼠妇、炒 虫、炙蜂房、炒

蜣螂等大量虫类药。吴鞠通曾言：“以食血之虫，飞者走络中

气血，走者走络中血分，可谓无微不入，无坚不破”，认为在辨

证基础上灵活运用虫类药，能够提高疗效［1 9］。陈明［20］认为，

鳖甲煎丸由小柴胡汤、桂枝汤及大承气汤等三方合以活血化瘀

而成，具有气血同调、寒热并进、痰瘀共行、攻补兼施之性，因而

具有理气活血、行瘀通滞、杀虫止疟、扶正抗邪之功，提示鳖甲

煎丸的组方思路符合肿瘤综合治疗的复杂特性。

随着现代药理学发展，证明了鳖甲煎丸具有抗肝、肾纤维

化，抗炎，抗氧化，抗肿瘤等重要作用，扩展了这一经方的治疗

广度和深度。在现代肝病临床的探索中，发现鳖甲煎丸能够改

善肝癌患者症状，提高生存率，并在一定程度上延长生存时间、

改善生活质量。此外，鳖甲煎丸治疗慢性肝炎、肝硬化、黄疸、

肝癌，及妇科、心脑血管疾病等也多有应用报道。

1 　方法
1 .1 　单细胞转录组测序分析
1 .1 .1　数据来源与质量控制　本研究通过 GEO数据库（Gene
Expression Omnibus，基因综合表达数据库，https：//www.ncbi.
nlm.nih.gov/geo/）下载 GSE1 4961 4 数据集［21 -22］，该数据集包

含 1 0 例 HCC患者，样本个数及类型包括 1 0 个原位肿瘤组织、
8 个癌旁组织、2 个门静脉栓组织、1 个淋巴结转移癌组织。本
研究纳入原位肿瘤组织和癌旁组织，共 1 8 个样本数据。采用
R语言（版本 4.1.3）中的 Seurat 包对该数据集进行质量控
制［23］，筛选条件如下三点：被检测细胞的基因数量 >200 且 <
8000；被检测细胞匹配到的线粒体基因≤20%；被检基因至少
在 3 个细胞中进行表达。
1 .1 .2　降维和聚类、细胞注释与差异基因分析　首先，基于
Seurat的“SCTranform”函数［24］和正则化负二项回归方法，对基

因计数进行标准化处理，并执行 Seurat的标准步骤。由于样本
源于不同研究，故应用 harmony去除批次效应。而后，绘制 PC
图，选择合适的 PC 进行降维，同时设置不同的 Resolution 值。
接下来，根据聚类情况选择较为合适的 Resolution 值，以确保
细胞能够被有效地分类为数量适当的细胞簇。再通过 t 分布
随机近邻域嵌入（t -Distributed Stochastic Neighbor Embedding，
t -SNE）和统一流形逼近与投影（Uniform Manifold Approxima-
tion and Projection，UMAP）可视化降维和聚类结果。

据细胞聚类结果，采用自动化注释与人工校正相结合的策

略对细胞类型进行注释。首先使用 Single R 进行细胞的自动
注释，然后参照 Cell Marker（http：//biocc.hrbmu.edu.cn/Cell-
Marker/）［25 -26］与 Panglao 数据库（https：//ngdc.cncb.ac.cn/
databasecommons/database/id/691 7）［27］，对细胞进行二次注释，
以修正自动注释所可能涉及的错误。

最后，采用 Seurat 中的“Find All Markers”函数，计算不同
细胞类型的差异表达基因，将 P<0.05 作为 cut -off值，用于
识别有统计学意义的差异表达基因。

1 .1 .3　细胞通讯分析　单个细胞与单个细胞之间需要建立通
讯以协调行为，不同类型细胞组成的多细胞生物中细胞间信息

传递方式极其复杂。细胞通讯是指一个细胞发出的信息通过

介质传递到另一个细胞并产生反应，在协调发育、分化、炎症等

生物过程中发挥重要作用。

应用 Cell Chat 进行细胞之间的配体 -受体相互作用分
析，系统地分析细胞之间的通讯网络，研究微环境内不同细胞

类型之间的相互交流及通讯网络。最小相互作用细胞数设置

为 1 0。
1 .1 .4　富集分析与代谢分析　本节研究通过使用相应 R包，
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对上述筛选的各类细胞的差异基因进行 GO（Gene ontology）富
集分析与 KEGG（Kyoto encyclopedia of genes and genomes）富集
分析。此外，本研究还使用了一种来源于 Metabolic landscape
of the tumor microenvironment at single cell resolution［28］的方法，
基于单细胞数据集的表达矩阵对单细胞水平的代谢情况进行

分析。

1 .1 .5　细胞亚群重聚类　根据前述研究结果，本研究将对重
点细胞类型进行单独提取，为将每类重点细胞类型划分为不同

类型的细胞亚群，对其进行二次降维和聚类；为进一步探究细

胞亚群的具体功能和细胞内异质性对疾病的作用，对其进行基

于 IPA 数据库的经典通路分析。IPA 分析是基于 Ingenuity
Pathway Analysis（IPA）数据库，可以对蛋白质、基因、化合物、细
胞、组织、药物和疾病之间最直接的相互作用关系信息进行分

析。应用该数据库进行富集分析并制图，P<0.05 被认为差异
有统计学意义。为进一步描述细胞亚群在 HCC中的特异性生
物学功能，本研究通过使用拟时序工具 Monocle2 对细胞亚群
进行了拟时序分析。

1 .2　虚拟药物筛选
1 .2.1　药物成分与潜在靶点的收集　由于鳖甲煎丸中虫类药
较多，且有效成分不稳定、记载量小且分散，故需通过多种途径

收集有效成分和作用靶点。通过整理数据库所载信息、辅以文

献整理的方法，收集鳖甲煎丸共 23 味中药的药物成分和潜在
作用靶点。

1 .2.2　疾病靶点获取与药物-靶点关系预测　基于前述研究
结果选择疾病靶点。为分析鳖甲煎丸和肝细胞癌之间的潜在

关联，解析鳖甲煎丸对肝细胞癌的调控作用，将肝细胞癌潜在

作用靶点与鳖甲煎丸潜在作用靶点进行交叉对比，获得共有

靶点。

为评估预测结果中的生物学意义和关联，接下来对靶点关

系进行 GO、KEGG富集分析和蛋白互作网络（Protein -protein
interaction，PPI）分析，以确定药物-靶点之间是否存在显著的
富集或关联，从而进一步验证预测的准确性和可信度。并对结

果进行分析和可视化，并基于生物学意义，从 PPI 分析结果中
选择重点蛋白以进行后续研究。

1 .2.3　分子对接验证　依据文献［29］，确定了本研究分子对接

的具体参数与方法流程。

1 .2.4　关键药靶关系分子动力学验证　依据文献［30 -31］，确定

了本研究分析动力学模拟的具体参数与方法流程。

2　结果
2.1　单细胞转录组测序分析结果
2.1.1 　数据质量控制结果　纳入数据集 GSE1 4961 4 中所包
含的 HCC肿瘤组织样本 1 0 个、癌旁组织样本 8 个，质控后肿
瘤组（T 组）细胞共 34 41 4 个，中位 count 数为 7 320.5，中位
feature数为 1 967；癌旁组（N 组）共有细胞 28 687 个，中位
count数为 2660，中位 feature数为 1 052。以检测到的基因数量
（图中表示为 nFeature_RNA）、检测到的转录本数（图中表示为
nCount_RNA）、线粒体基因占比（图中表示为 percent.mt）作为
过滤指标，结果可视化见插页ⅩⅫ图 1。
2.1.2　降维聚类、细胞注释与差异基因分析　基于维度贡献
度图结果（见插页ⅩⅫ图 2a），我们选择 PC =30 来制作不同分
辨率下的聚类树（见插页ⅩⅫ图 2b），并设置 Resolution 为 1 .0，

共获取 54 个细胞 cluster。采用 t -SNE（见插页ⅩⅫ图 2c）与
UMAP（见插页ⅩⅫ图 2d），将算法进行数据可视化，在二维空
间上展示了这 54 个 cluster的细胞降维、聚类分布情况。结果
显示，经过去批次处理后，样本间的批次效应得到了较好地

消除。

根据数据库与文献记载的 MARKER 基因，本研究最终将
细胞注释为九类，分别为巨噬细胞、成纤维细胞、NK细胞、肝
细胞、内皮细胞、T 细胞、B 细胞、粒细胞与树突状细胞。插页
ⅩⅩⅢ图 3a展示了癌旁组织组与 HCC组的每类细胞中 Top1 0 的
上调基因与下调基因。其中细胞数量最多的为自然杀伤细胞

（数量为1 9 027个），其次为肝细胞（数量为 1 6 563 个），其余细
胞类型及对应数量为：巨噬细胞 1 1 233 个，内皮细胞 3953 个，
T细胞 3276 个，B 细胞 3235 个，粒细胞 2990 个，成纤维细胞
1 937 个，树突状细胞 887 个。

观察细胞比例（见插页ⅩⅩⅢ图 3b -3c）可知，相较于 N 组
而言，T组内皮细胞（-22.56%）、树突状细胞（-49.74%）、T
细胞（-27.21 %）、自然杀伤细胞（-80.30%）的细胞比例下
降，其余细胞的细胞比例上升。在上升者中，肝细胞

（+606.90%）、成 纤 维 细 胞 （+239.85%）、巨 噬 细 胞
（+44.72%）最为明显。括号中的数据为上升或下降的百
分比。

2.1.3　细胞通讯结果分析　在癌旁组中，共计算出 1 072 对细
胞通讯关系，肿瘤组中的细胞通讯关系数量则上升到 1 343 对。
在癌旁组中，从信号传出的数量来看，巨噬细胞有 1 27 次，成纤
维细胞有 201 次，NK细胞有 63 次，T 细胞有 60 次，B 细胞有
75 次，DC细胞有 1 21 次，粒细胞有 1 1 2 次，肝细胞有 1 07 次，内
皮细胞有 1 46 次；从信号接收的数量来看，巨噬细胞有 203 次，
成纤维细胞有 53 次，NK细胞有 1 03 次，T细胞有 54 次，B细胞
有 45 次，DC细胞有 1 32 次，粒细胞有 1 88 次，肝细胞有 73 次，
内皮细胞有 1 61 次。而在肿瘤组中，从信号传出的数量来看，
巨噬细胞有 1 30 次，成纤维细胞有 31 3 次，NK细胞有 50 次，T
细胞有 78 次，B细胞有 80 次，DC细胞有 1 1 2 次，粒细胞有 1 42
次，肝细胞有 1 50 次，内皮细胞有 288 次；从信号接收的角度来
看，巨噬细胞有 236 次，成纤维细胞有 1 49 次，NK 细胞有 93
次，T细胞有 86 次，B 细胞有 88 次，DC 细胞有 1 65 次，粒细胞
有 1 30 次，肝细胞有 1 67 次，内皮细胞有 229 次。相关结果见
插页ⅩⅩⅣ图 4。

总体来看，肿瘤组中的细胞通讯关系数量（1 343 对）高于
癌旁组（1 072 对），这表明肿瘤微环境中的细胞间相互作用更
为复杂和活跃。这可能是由于肿瘤发展过程中，细胞间为了适

应和促进肿瘤生长而增强了通讯。尤其是巨噬细胞、粒细胞、

内皮细胞、成纤维细胞与肝细胞，其细胞通讯数量发生显著

改变。

2.1.4　富集分析与代谢分析　在 HCC的单细胞差异基因 GO
富集分析中（见插页ⅩⅩⅢ图 5a），富集的 GO术语揭示了不同细
胞类型在肿瘤微环境中的潜在功能和相互作用。细胞主要参

与MHC Ⅱ类蛋白复合体结合、酰胺融合、抗原结合、细胞外基
质结构组成、酶抑制活性、免疫球蛋白受体结合、细胞分裂等生

物过程。在 HCC的单细胞差异基因 KEGG富集分析中（见插
页ⅩⅩⅢ图 5b），肿瘤相关的主要通路有蛋白多糖在癌症中的作
用（Proteoglycans in cancer）、癌症中的 PD -L1 表达和 PD -1
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检查点通路（PD -L1 expression and PD -1 checkpoint pathway
in cancer）、化学致癌作用-DNA加合物（Chemical carcinogene-
sis -DNA adducts）、化学致癌作用 -活性氧（Chemical carcino-
genesis -reactive oxygen species），细胞周期及检查点相关通路
有细胞黏附分子（Cell adhesion molecules）、细胞凋亡（Apopto-
sis）、癌症中的PD -L1 表达和 PD -1 检查点通路（PD -L1 ex-
pression and PD -1 checkpoint pathway in cancer）。

而在代谢分析中，代谢热图（见插页ⅩⅩⅢ图 5c）共展示了
68 条通路，整理得到十大代谢途径：氨基酸代谢（Amino acid
metabolism）、碳水化合物代谢（Carbohydrate metabolism）、能量
代谢（Energy metabolism）、聚糖生物合成与代谢（Glycan biosyn-
thesis and metabolism）、脂代谢（Lipid metabolism）、辅因子和维
生素的代谢（Metabolism of cofactors and vitamins）、其他氨基酸
的代谢（Metabolism of other amino acids）、萜类和聚酮化合物的
代谢（Metabolism of terpenoids and polyketides）、核苷酸代谢
（Nucleotide metabolism）、外源性生物降解与代谢。
2.1.5　细胞亚群重聚类分析　根据前述研究结果，我们将重
点细胞亚群放在 NK 细胞与肝细胞上，对二者进行亚群再
分析。

（1）NK细胞再分析。首先，将 NK细胞 T 组和 N 组的基
因进行差异分析，获取 NK 细胞的组间差异基因，并以
|log2FC|≥0.3 的差异基因作为输入 IPA经典通路富集分析的
筛选条件，选取 P<0.05 且|Z|≥2 的通路进行展示（插页ⅩⅩⅤ
图 6a），得到 50 条（上调：1 9/下调：31）显著富集通路。其中，
在肿瘤组中激活、但在正常组中抑制的通路多与促进肿瘤发生

发展相关，富集包含 IL -1 0 信号转导（IL -1 0 signaling）、糖酵
解（Glycolysis）等通路；而在肿瘤组中抑制、但在正常组中激活
的通路多与正常 NK细胞的杀伤功能与免疫功能相关，富集包
含 T细胞受体信号转导（T cell receptor signaling）、自然杀伤细
胞信号转导（Natural killer cell signaling）干扰素 γ信号转导
（Interferon gamma signaling）、淋巴细胞和非淋巴细胞之间的免
疫调节相互作用（Immunoregulatory interactions between a lymph-
oid and a non -lymphoid cell）等通路。

其次，对 NK细胞进行降维、重聚类分析，重聚类分辨率选
择 0.04；应用 PCA 算法对 NK 细胞进行降维、再聚类，并以
UMAP图进行展示（插页ⅩⅩⅤ图 6b），将其分为 5 个 Cluster，各
簇细胞的数量和占比见表 1。基于此，进行 GO 和 KEGG富集
分析（见插页ⅩⅩⅤ图 6c -6d）。根据 5 个 Cluster富集得到的通
路与功能，将其分为具有正常的杀伤能力（包含 Cluster 1、3、4）
和低杀伤能力（包含 Cluster 0、2）两类，分别记为 K+NK和 K-

NK。将 K-NK与 K+NK进行差异分析，得到差异基因以再次
进行 IPA富集分析探究其通路变化，|log2FC|≥0.3 的差异基
因作为输入 IPA经典通路富集分析的筛选条件，选取 P值 <
0.05 且|Z|≥2 的通路进行展示（插页ⅩⅩⅤ图 6e），得到 1 72 条
（上调：7/下调：1 65）显著富集通路，富集结果的上调通路与癌
细胞逃避免疫监视相关，下调通路与 TME 中免疫反应下降相
关。最后，对 NK细胞进行 N 组和 T组之间的拟时序分析（插
页ⅩⅩⅤ图 6f-6g），发现 NK细胞的细胞类型逐渐由 K+NK向
K-NK演化。

（2）肝细胞再分析。首先，我们将肝细胞（Hepatocytes）T

组和 N 组的基因进行差异分析，得到肝细胞的组间差异基因，
并以|log2FC|≥0.58 的差异基因作为输入 IPA 经典通路富集
分析的筛选条件，选取 P<0.05 且|Z|≥2 的通路进行展示（插
页ⅩⅩⅤ图 7a），得到 93 条（上调：69/下调：24）显著富集通路。
其中，在肿瘤组中激活、但在正常组中被抑制的通路多与细胞

分裂和过度增殖相关，富集包含真核翻译启动（Eukaryotic
translation initiation）、真核翻译终止（Eukaryotic translation ter-
mination）、真核翻译伸长率（Eukaryotic translation elongation）、
有丝分裂G2 -G2/M期（Mitotic G2 -G2/Mphases）、蛋白质折
叠（Protein folding）、细胞周期检查点（Cell cycle checkpoints）、
有丝分裂细胞周期的调节（Regulation of mitotic cell cycle）、
RNA聚合酶Ⅱ转录（RNA polymerase Ⅱ transcription）等通路；
而在肿瘤组中被抑制、但在正常组中激活的通路，多与肝细胞

的正常生理功能与免疫状态较为相关的，如巨噬细胞中一氧化

氮和活性氧的产生（Production of nitric oxide and reactive oxygen
species in macrophages）等通路。

表 1 　NK细胞五簇的细胞数量及占比

NK细胞
N 组

数量 占比/（%）

T组

数量 占比/（%）

Cluster 0 4425 28.75 1 355 37.26
Cluster 1 4649 30.21 740 20.35
Cluster 2 3607 23.44 1 1 01 30.27
Cluster 3 1 736 1 1 .28 265 7.29
Cluster 4 973 6.32 1 76 4.84

　　其次，对肝细胞进行降维和重聚类分析，重聚类分辨率选
择 0.02；应用 PCA 算法对 NK 细胞进行降维、再聚类，并以
UMAP图进行展示将其分为 6 个 Cluster，由于 Cluster 5 细胞数
量太少，为避免富集分析结果和差异结果受到影响，故去掉该

群，最终得到 Cluster 0、1、2、3、4（插页ⅩⅩⅤ图 7b），各簇细胞的
数量和占比见表 2。基于此，进行 GO和 KEGG富集分析（插页
ⅩⅩⅤ图 7c -7d）。根据 5 个 Cluster的富集得到的通路和功能，
将其分为肿瘤细胞（包含 Cluster 1、3、4）和非肿瘤细胞（包含
Cluster 0、2）两类，分别记为 T+Hepatocytes 和 T-Hepatocytes。
将 T+Hepatocytes与 T-Hepatocytes进行差异分析，得到差异基
因并再次进行 IPA富集分析探究其通路变化，|log2FC|≥0.58
的差异基因作为输入 IPA经典通路富集分析的筛选条件，选取
P<0.05 且|Z|≥2 的通路进行展示（插页ⅩⅩⅤ图 7e），得到 77
条（上调：47/下调：30）显著富集通路，富集结果的上调通路与
肝细胞的过度分裂与增殖相关，下调通路多与脂肪酸代谢相关

的肝脏正常生理功能相关。最后，对肝细胞进行 N 组和 T 组
之间的拟时序分析（插页ⅩⅩⅤ图 7f-7g），发现肝细胞的细胞类
型逐渐由 T-Hepatocytes向 T+Hepatocytes演化。

表 2　肝细胞五簇的细胞数量及占比

肝细胞
N 组

数量 占比/（%）

T组

数量 占比/（%）

Cluster 0 1 023 58.66 4992 33.86
Cluster 1 343 1 9.67 3338 22.64
Cluster 2 350 20.07 2728 1 8.50
Cluster 3 0 0 2547 1 7.27
Cluster 4 28 1 .61 1 1 68 7.73
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2.2　虚拟药物筛选结果
2.2.1　鳖甲煎丸药物成分和潜在靶点筛选结果　从数据库
TCMBank （https：//tcmbank.cn/）［32 -33］、TCMSP （https：//
tcmsp -e.com/tcmsp.php）［34］、SymMap（http：//www.symmap.
org/）［35］、HERB（http：//herb.ac.cn/）［36］、ETCM（http：//www.
tcmip.cn/ETCM2/front/#/）［37］中，分别检索鳖甲煎丸 23 味药
物，并提取其对应的 targets 信息与药物成分，协同相关文献记
载以尽可能全面地获取药物靶点与药物成分。去重后共得到

6751 个鳖甲煎丸潜在作用靶点，药物成分 3779 个。
2.2.2　肝细胞癌潜在作用靶点筛选结果　基于前述研究，本
项研究将重点聚焦在肝细胞与 NK 细胞。因此，将 HCC 的潜
在作用靶点定为 T+Hepatocytes 与 T-Hepatocytes 的差异基因
和 K-NK与 K+NK的差异基因，|log2FC|≥1 的基因被认为是
差异基因，可被认为是 HCC 的潜在致病基因。最终共筛选出
241 个 HCC潜在致病基因。
2.2.3　药靶关系预测结果　将 6751 个药物待测靶标和 241
个 HCC潜在致病基因取交集，并通过 Venn 图可视化（插页
ⅩⅩⅥ图 8a），得到的交集基因即为鳖甲煎丸作用于 HCC的潜在
治疗靶点，共 1 24 个。

对交集基因进行 GO富集分析（插页ⅩⅩⅥ图 8b）。GO富集
分析结果包含粒细胞趋化、体液免疫反应、分泌颗粒腔、泛素蛋

白连接酶结合等，表明鳖甲煎丸可能通过调节免疫反应，干预

肿瘤微环境来发挥抗癌作用。KEGG富集分析结果显示（插页
ⅩⅩⅥ图 8c），交集基因富集了影响肿瘤细胞代谢、调节炎症和
免疫反应、药物代谢等多个层面和机制的通路。糖酵解/糖异
生（Glycolysis /Gluconeogenesis）作用（Warburg效应）是癌症的
常见特征，癌细胞通过这一代谢途径进行增殖和扩散，鳖甲煎

丸可能通过调节这一途径来影响 HCC 细胞的能量代谢。IL -
1 7 是调节炎症和自身免疫反应的重要细胞因子，鳖甲煎丸可
能通过影响 IL -1 7 通路来调节肝脏的炎症反应，从而对 HCC
产生抑制作用。考虑到部分 HCC 的发展与病毒感染（如 HBV
病毒或 HCV病毒）有关，鳖甲煎丸可能通过病毒蛋白与细胞因
子和细胞因子受体的相互作用来调节病毒感染和炎症过程，从

而达到抗癌作用。

综合富集分析结果，可见鳖甲煎丸对 HCC 具有多通路协
同作用、抗炎和免疫调节作用来影响肿瘤代谢，并减少药物毒

性和药物耐受情况。鳖甲煎丸不是作用于单一靶点或通路，而

是在多个层面上对 HCC进行调控。
将交集基因输入 STRING 数据库（https：//string -db.

org/）［38］以构建 PPI，共识别出 1 23 个对应蛋白，设置 PPI 分析
置信度为 0.9，并隐藏未连接的节点，可视化结果见插页ⅩⅩⅥ图
8d。基于 PPI结果并结合富集分析结果与生物学意义，最终选
择 HSP90ABA1、HSP90AB1、CXCL8 这 3 个蛋白进行下一步的
分子对接研究。

2.2.4　分子对接结果　将 3779 个药物小分子（配体）与蛋白
质（受体）分别进行对接，共形成 7857 种组合，最终对接成功
7644 种蛋白质受体-小分子配体组合。蛋白选择具体结果见
表 3。

结合能能够直接反映分子对接实践中受体和配体之间相

互作用的强度，且包含多种分子间相互作用的贡献，如氢键、疏

水作用、范德华力、静电力等，这些相互作用共同决定了受体和

配体之间的整体亲和力。故，在分子本研究结果显示，结合

能≤-7.0 kcal/mol的有 301 4 个，表明大多数受体-配体之间
均能较好结合并发挥作用。

表 3　分子对接的蛋白选择

蛋白名称 标识符

CXCL8 4XDX
HSP90AA1 3TOH
HSP90AB1 5Uc4

　　将结合能前 1 0 的结果进行展示，结果见表 4。在这 1 0 种
受体-配体组合中，受体为 HSP90AB1 和 CXCL8，且 9 种都是
HSP90AB1，说明在鳖甲煎丸调控肝细胞癌细胞增殖和杀伤的
过程中，HSP90AB1 可能发挥主要作用。结合能排名前 3 位的
受体-配体复合物为 HSP90AB1 -Geraniin、HSP90AB1 -Osla-
din、HSP90AB1 -Eugeniin，不仅对接结合能排名前 3 位的受体
均为 HSP90AB1，且结合能<-10.9 kcal/mol，说明 HSP90AB1
能够与小分子配体形成较为稳定的构象，从而发挥作用（见插

页ⅩⅩⅥ图 9）。
表 4　对接结合能 Top1 0

结合能排名 蛋白名称 PubChem ID 结合能/（kcal/mol）

1 HSP90AB1 3381 47 -1 1 .1
2 HSP90AB1 3082381 -1 0.9
3 HSP90AB1 442679 -1 0.9
4 HSP90AB1 1 3769931 5 -1 0.8
5 HSP90AB1 44257541 -1 0.8
6 HSP90AB1 44576040 -1 0.8
7 HSP90AB1 1 38991 573 -1 0.7
8 CXCL8 1 1 8701 246 -1 0.6
9 HSP90AB1 1 1 8701 062 -1 0.6
1 0 HSP90AB1 1 56621 077 -1 0.6

2.2.5　分子动力学结果　（1）均方根偏差分析结果。分析动
力学模拟的均方根偏差（Root mean square deviation，RMSD）能
够反映受体-配体复合物的运动过程，用于评估分子动力学模
拟过程中分子结构的变化和稳定性。复合物的 RMSD值越大，
表示波动越剧烈，体系不稳定性越高，存在构象变化。反之表

示复合物体系越稳定。3 种复合物的均方根偏差随时间变化
的结果见插页ⅩⅩⅥ图 1 0a。综合变化表明，3 种复合物体系的
RMSD值在模拟前期均有较大波动，但在模拟中期（1 5 ~35 ns
阶段）趋于稳定，可以认为复合物系统在模拟中期趋于平衡状

态，结构稳定性较好，构象变化较小。尽管存在波动，但三者的

RMSD值均没有超过 0.8 Å，可以认为三者的整体结构在模拟
过程中保持了相对的稳定状态，即 Geraniin、Osladin、Eugeniin
与 HSP90AB1 结合均能够保持较为稳定的状态。然而，在模拟
阶段后期（40 ~50 ns）RMSD 值存在较强波动，这可能是由于
模拟时，物质触碰到了系统边界，而从系统的另一端出现，从而

产生了剧烈波动。

（2）结合自由能分析结果。结合自由能是分子动力学模
拟中一个关键的热力学参数，它描述了分子间形成稳定复合物

所需的能量变化。基于分子动力学模拟的轨迹，本研究使用

MM/PBSA方法计算结合自由能，能够更准确地反映靶蛋白
（受体）与小分子（配体）的结合方式。MM/PBSA 计算时会将

68



第 43 卷　第 4 期
2 0 2 5 年 4 月

中　华　中　医　药　学　刊
CHINESE　ARCHIVES　OF　TRAD ITIONAL　CHINESE　MEDICINE

Vol.43 No.4
Apr.2 0 2 5

溶剂视为均匀的连续介质，并基于力场和隐式的连续介质模

型，对蛋白质和配体复合物的动力学平衡轨迹进行采样，再分

别计算复合物、蛋白质、配体的自由能。结合自由能负值表示

小分子与靶蛋白具有结合亲和力，其绝对值越大表明结合力越

强。根据计算结果，本次小分子与其相对应的蛋白质均具有一

定强度的结合亲和力，根据经验值可判断结合亲和力非常强。

其中，HSP90AB1 -Geraniin的结合亲和力最强，为（-181.494 ±
1.877）kJ/mol。相关参数见表 5。

（3）氢键分析结果。受体 -配体复合物通过不同方式稳
定各种相互作用，比如氢键、亲水/疏水性化学键、静电和其他
相互作用，其中氢键是最强的非共价结合相互作用之一。氢键

在生物系统中起着关键作用，特别是在蛋白质结构的稳定、分

子识别、酶活性以及蛋白质-配体相互作用中。
结果表明（插页ⅩⅩⅥ图 1 0b），这 3 种药物小分子和蛋白质

HSP90AB1 的相互作用稳定性和动态性不同。氢键数量相对
稳定，表明小分子与蛋白质的结合界面相互作用较为稳定；氢

键数量波动较大，表明其与蛋白质的相互作用变更为动态；氢

键数量多意味着分子间的相互作用更强，更多的氢键能够提高

蛋白质与配体的结合亲和力，并有助于稳定蛋白质结构。受

体-配体复合物体系的氢键平均数量由多到少依次是：
HSP90AB1 -Osladin、HSP90AB1 -Geraniin、HSP90AB1 -Euge-
niin。由图中呈现出的氢键数量可推测，HSP90AB1 -Geraniin
的相互作用以氢键为主，在模拟过程中氢键数目随时间变化

小，大多数时间（1 0 ~35 ns）稳定在 7 ~9 个，模拟后期稍有波
动。Geraniin与 HSP90AB1 之间的氢键数目变化情况与 RMSD
分析结果大致相同。HSP90AB1 -Osladin 的氢键作用力弱于
HSP90AB1 -Geraniin 这一体系，Osladin 与 HSP90AB1 之间的
氢键数目在前期（5 ~20 ns）稳定在 3 ~4 个、后期（30 ~50 ns）
稳定在 5 ~7 个。而在 HSP90AB1 -Eugeniin 的相互作用中，氢
键数目随模拟时间的变化波动较大且数量较少，表明该体系中

的分子和蛋白结合的主要途径可能不是通过氢键，可能也通过

疏水作用或离子相互作用等其他配体 -受体相互作用主导发
生结合。

（4）目标蛋白在残基水平上的稳定性分析结果。为探索
大分子蛋白在残基水平上的局部波动，引入均方根波动（Root
mean square fluctuation，RMSF）这一概念。RMSF 能够反映蛋
白质在分子动力学模拟过程中的灵活性，用于量化模拟系统中

每个原子或残基在一定时间范围内的运动幅度，从而提供关于

分子结构稳定性和动态性的信息。通常情况下，药物与蛋白质

结合后，蛋白质的柔性降低，从而达到稳定蛋白质的作用，发挥

酶促作用。

结果见插页ⅩⅩⅥ图 1 0c，反映了 3 种化合物（Geraniin、Osla-
din、Eugeniin）对蛋白质相互作用时的 RMSF值。RMSF 值沿着
蛋白质残基序列计算得到，反映了在分子动力学模拟过程中，

每个残基相对于其平均位置的波动大小，从而提供了关于蛋白

质在残基水平上的稳定性和动态性的信息。

首先，观察整体波动趋势可知，对于所有 3 种化合物，大多
数残基的 RMSF值相对较低，这表明蛋白质的大部分区域在模
拟过程中保持了一定的稳定性。然而，也有一些残基显示出较

高的 RMSF值，这可能意味着这些区域在模拟过程中表现出较
大的柔性。第二，不同化合物对蛋白质残基的稳定性有不同的

影响。例如，某些区域的 RMSF值在特定化合物的作用下可能
会增加，表明这些区域变得更加柔性；而在其他化合物的作用

下，相同的区域可能会表现出较低的 RMSF 值，表明结构变得
更加稳定。此外，Osladin和 Eugeniin 的波幅基本相似，表明这
两种药物小分子与 HSP90AB1 蛋白的氨基酸结合位点基本近
似，即这两种小分子可能通过类似的机制发挥药物功效；而

Geraniin与 HSP90AB1 蛋白的氨基酸结合位点和上述两者略有
不同，表示该小分子可能通过其他机制发挥药物功效。

据此可知，具有较低 RMSF值的蛋白质残基可能对应于蛋
白质结构核心或关键功能区域，这样的区域在模拟过程中保持

结构相对稳定，对蛋白质功能的发挥至关重要；较高的 RMSF
值可能对应于蛋白质的柔性环（Flexible loop）或连接区域或未
折叠的尾部，这些区域具有高度动态性，可能对蛋白质的配体

结合、构象变化和其他分子的相互作用具有重要意义。此外，

我们观察到不同化合物可能对蛋白的动态性产生不同的影响，

这种影响可能与化合物的结合模式和相互作用强度相关，如化

合物 Geraniin能够增强蛋白质在残基编号 1 50 左右的柔性，而
化合物 Osladin和 Eugeniin能够稳定这一区域的蛋白。

（5）回旋半径分析结果。回旋半径（Radius of gyration，
Rg）是一个用来描述分子尺寸和形状的参数，它提供了一个能
够反映分子链在三维空间中扩展程度的度量，即分子质心到所

有原子位置向量的平均距离，可以用来量化分子的紧凑程度和

整体尺寸，并且能够反映结合体系的约束程度。对于线性分

子，回旋半径与分子的长度成正比；对于高度折叠或紧密缠绕

的分子，回旋半径会相对较小。在分子动力学模拟中，计算半

径分析能够了解分子在不同条件下的结构变化，及这些变化如

何影响分子的物理和化学性质。

分析结果（插页ⅩⅩⅥ图 1 0d）显示了 3 种分子的回旋半径
随模拟时间的变化，提供了其分子结构稳定性和动态性的重要

信息。3 种化合物的回旋半径在大部分时间内保持稳定，尤其
是 0 ~40 ns，表明它们在模拟条件下具有较好的结构稳定性，
分子结构较为紧凑，稳定的结构是药物活性和选择性的基础。

40 ns之后三者回旋半径均发生了较为剧烈的变化，可能是由
于分子自身独特的构象变化、计算机模拟算法的局限性质或存

在外部扰动所导致。接下来，比较三者 0 ~40 ns的 Rg分析结
果，对于小分子药物或生物活性分子来说，三者的 Rg 均处
于中等大小（约 3.5 Å），表明其具有一定折叠结构，即结构相

表 5　对接结合能 Top3 的受体-配体复合物的结合自由能结果 单位：kJ/mol

受体-配体复合物 范德华力 静电势能 极性溶剂化作用能量 溶剂可及表面积能量 结合自由能

HSP90AB1 -Geraniin -349.098 ±1 .31 4 -1 21 .863 ±2.226 327.290 ±2.347 -37.686 ±0.1 1 1 -1 81 .494 ±1 .877
HSP90AB1 -Osladin -92.060 ±2.1 77 -256.728 ±2.863 41 6.41 2 ±3.655 -21 .720 ±0.1 30 45.867 ±2.553
HSP90AB1 -Eugeniin -1 78.902 ±1 .981 -1 95.272 ±4.893 408.793 ±5.046 -26.879 ±0.1 28 8.003 ±2.322
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对紧凑，其中，Eugeniin的平均回旋半径在三者中最小，表明其
结构更为紧凑。

（6）溶剂可及表面积分析结果。溶剂能够在不同条件下
表现出不同的行为，溶剂可及表面积是一个描述分子表面被溶

剂分子所接触的程度的参数，用以衡量分子表面那些可以被溶

剂分子到达（或“触及”）的区域的总面积，即一个分子的表面

有多少部分是可以被溶剂接触或包围的。溶剂可及表面积通

常用于表征分子的溶剂暴露程度，对于理解分子的溶解性、亲

水/疏水性特性、蛋白质的折叠和稳定性以及分子间的相互作
用等方面具有重要意义，在分子动力学模拟中常和回旋半径一

起描述分子的尺寸和形状，分析分子间的相互作用。

分析结果插页ⅩⅩⅥ图 1 0e 显示了 3 种化合物的溶剂可及
表面积随模拟时间的变化。在模拟过程中，化合物的溶剂可及

表面积值有显著波动，可能是由分子内部运动、构象变化或分

子间相互作用引起的。整体来看，3 种化合物的溶剂可及表面
积值随时间变化的趋势大致相同，表明它们的分子动态特性和

结构稳定性较为相似，其中，接触溶剂面积从大到小的分子依

次为 Osladin、Eugeniin、Geraniin。
3　讨论

肿瘤发生时常具有如下特征：免疫逃逸、细胞周期改变

（无限增殖）、代谢失调与炎症促进等［39］。一方面，这些特性

是肿瘤发生发展的原因；另一方面，这些特性也是肿瘤造成机

体损伤的结局事件。在本研究中，我们首先基于 Bulk RNA -
seq技术分析得出，在 HCC 中，细胞周期的改变与免疫逃逸可
能是 HCC发病的重要机制。然而，Bulk RNA -seq的测定基于
组织本身，并不能从细胞层面探寻 HCC 的细胞异质性。接下
来，为进行单个细胞层面的分析，我们搜寻了单细胞转录组的

数据。

在 scRNA -seq研究中，通过代谢相关的富集分析，我们
有两点发现。第一，肝细胞的代谢水平显著上升。这可能是由

于在 HCC发生时，快速增殖带来了代谢水平改变。细胞迅速
增殖需要大量能量，使得细胞产能增加，由于肿瘤细胞偏好通

过糖酵解方式产能，故而产生了许多对肿瘤微环境的形成起到

促进作用的额外代谢废物。其二，NK细胞、T细胞与 B细胞等
免疫细胞的代谢水平在 HCC组显著下调。这可能是由于免疫
细胞的活化在肿瘤微环境中被抑制或被耗竭，以方便肿瘤细胞

进行免疫逃逸。而这些非正常免疫细胞由于未能被激活为具

有正常的活化与杀伤功能的细胞，相较正常免疫细胞来说，其

能量代谢水平较低。此外，基于细胞通讯分析我们发现，细胞

通讯的数量与比例在 HCC肿瘤组织与癌旁组织中存在显著改
变，可以证明细胞与细胞间的信号转导在 HCC 的肿瘤微环境
中发生了较大改变。

通过结合细胞比例变化与 Bulk RNA -seq分析结果，我们
将细胞类型的研究重点聚焦于 NK细胞与肝细胞上，尝试从免
疫杀伤和细胞周期失调两个角度对 HCC 的发生发展进行解
释。通过应用富集分析、IPA 数据库挖掘与拟时序分析，我们
发现：在 HCC发生后，NK细胞会向杀伤减弱的方向分化，而肝
细胞则会向细胞周期失调（癌变）的方向分化。因此，可以认

为，在 HCC的发生发展过程中，NK细胞的杀伤功能减弱与肝
细胞的无限增殖，在一定程度上对应了免疫逃逸和增殖失控这

两个关键病理过程。基于这两类细胞的特定生物学特性，我们

进行了深入的探讨和研究。

接下来，我们通过使用数据库整理与文献查询的方式，搜

寻到了鳖甲煎丸中的药物成分及其作用靶点；疾病的靶点我们

选取了上述获得的不同杀伤能力的 NK细胞与不同增殖水平
肝细胞的差异基因用于分析，获取药物作用靶点与疾病靶点的

交集基因集。在对这些基因进行富集分析，并明确了鳖甲煎丸

治疗 HCC的潜在机制后，我们将这些基因进行了 PPI 分析，结
合拓扑属性与生物学意义选出了 HSP90AA1、HSP90AB1、CX-
CL8 3 个靶点作为关键靶点，以进行后续分析。

为明确鳖甲煎丸中的哪些成分能够作用于这 3 个靶点，我
们将鳖甲煎丸中的小分子进行整理，与这 3 个靶点进行批量分
子对接。结合能水平显 示，大 部 分 小 分 子 均 能 够 与

HSP90AA1、HSP90AB1、CXCL8 产生良好的结合能构象，其中，
HSP90AB1 的亲和水平要高于 HSP90AA1 与 CXCL8。

由于分子对接仅能从空间构象对结合亲和力进行判定，故

而我们使用分子动力学对结合能排名前三的构象进行时间层

面的分子动力学验证，最终我们得出 HSP90AB1 -Geraniin 的
配体受体关系较为稳定，可能是鳖甲煎丸治疗 HCC 的潜在作
用药靶关系。

不过，本项研究仍存在一些局限性。本研究根据研究目

的，选取 GEO数据库中已有数据再进行分析，未直接采集临床
HCC患者的组织样本再进行转录组学上机检测；此外，公开数
据库中不包含鳖甲煎丸干预 HCC的临床数据。未来工作可根
据诊断标准纳入相似 HCC 亚型的临床患者，进一步探寻不同
亚型下的疾病发生、发展机制。此外，本研究通过分子对接和

分子动力学模拟，对药 -靶关系的预测结果进行验证，这种计
算机虚拟运算方法提供了便捷的技术手段，但由于缺少实验动

物模型的直接验证，该方法的结论验证仍存在局限，真实生物

体内的复杂环境和可能的代谢转化过程无法完全模拟，一定程

度上限制了研究结果的全面性和深度。未来工作可考虑扩展

计算资源，进行深度模拟完善验证。

4　结论
本研究通过转录组学技术分析并揭示了鳖甲煎丸对 HCC

中肝细胞和 NK细胞的影响，特别是通过差异表达基因的筛选
和富集分析，识别了与细胞周期调控、免疫反应和代谢途径相

关的关键分子通路。这些通路的调节可能解释了鳖甲煎丸如

何影响 HCC肿瘤细胞的增殖和免疫细胞的功能。这一发现与
现有的 HCC研究相契合，特别是在细胞周期失控和免疫逃逸
机制方面。鳖甲煎丸中的成分可能通过这些通路来抑制肿瘤

生长和增强免疫监视，这与当前对 HCC 分子治疗策略的理解
一致。

本研究结合了网络药理学与转录组学数据，并予以分子对

接和分子动力学模拟以完善研究。为鳖甲煎丸这一经典方剂

的抗肝癌作用提供了分子层面的解释，丰富了对鳖甲煎丸作用

机制的认识，也为中药现代化研究提供了新的视角。
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ⅩⅫ

基于生物信息学探究鳖甲煎丸对肝细胞癌的调控机制

（正文见 82 -89 页）

注：a.按样本展示；b.按组别展示。
图 1　GSE149614 数据集单细胞转录组测序质控结果

注：a.维度贡献分布图；b.不同分辨率下聚类关系之间的聚类树；c.按组别展示的 t -SNE 聚类图；d.按组别展示的 UMAP聚类图。
图 2　GSE149614 数据集细胞降维和聚类可视化
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ⅩⅩⅢ

注：a.九类细胞差异基因表达分析结果图；b.注释后细胞的 N 组比例图；c.注释后细胞的 T组比例图。
图 3　细胞注释后不同细胞类别的差异基因表达和占比

注：a.GO富集分析；b.KEGG富集分析；c.代谢通路热图。
图 5　差异基因富集分析和代谢通路分析
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ⅩⅩⅣ

　　注：a.N 组细胞的互作数量和强度差异网络图；b.N 组细胞的输出通讯模式和输入通讯模式热图；c.N 组细胞的输出交互权重和输入交互
权重气泡图；d.T组细胞的互作数量和强度差异网络图；e.T组细胞的输出通讯模式和输入通讯模式热图；f.T组细胞的输出交互权重和输入
交互权重气泡图。

图 4　细胞通讯图
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ⅩⅩⅤ

　　注：a.NK细胞组间差异 IPA分析；b.NK细胞的 UMAP降维、聚类图；c.NK细胞亚群 GO富集分析；d.NK细胞亚群 KEGG富集分析；e.

NK细胞亚群 IPA分析；f.按肿瘤组（T组）和癌旁组（N 组）分组展示的 NK细胞亚群拟时序分析；g.按具有正常杀伤功能的 NK细胞（K+）

和低杀伤能力的 NK细胞（K-）分类展示的 NK细胞亚群拟时序分析。
图 6　NK细胞再分析

　　注：a.肝细胞组间差异 IPA分析；b.肝细胞的 UMAP降维、聚类图；c.肝细胞亚群 GO富集分析；d.肝细胞亚群 KEGG富集分析；e.肝细

胞亚群 IPA分析；f.按肿瘤组（T组）和癌旁组（N 组）分组展示的肝细胞亚群拟时序分析；g.按具有肝细胞正常功能类（T -）和肝细胞发生

克隆增殖类（T +）分类展示的肝细胞亚群拟时序分析。
图 7　肝细胞再分析



第 43 卷　第 4 期
2 0 2 5 年 4 月

中　华　中　医　药　学　刊
CHINESE　ARCHIVES　OF　TRADITIONAL　CHINESE　MEDICINE

Vol.43 No.4
Apr.2 0 2 5

ⅩⅩⅥ

注：a.药-靶交集基因 Venn图；b.交集基因的 GO富集分析；c.交集基因的 KEGG富集分析；d.交集基因的 PPI分析图。
图 8　药-靶关系预测结果

注：a.HSP90AB1 -Geraniin结合模式；b.HSP90AB1 -Osladin结合模式；c.HSP90AB1 -Eugeniin结合模式。
图 9　结合能前三位的配体-受体结合模式

注：a.均方根偏差计算结果图；b.氢键分析结果；c.蛋白的残基 RMSF值结果；d.回旋半径分析结果图；e.溶剂可及表面积分析结果图。
图 10　分子动力学分析结果


