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肝血窦内皮细胞介导的他莫昔芬对非酒精性脂肪性肝炎治疗作用
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摘要 目的：探究他莫昔芬对饮食诱导的非酒精性脂肪性肝炎小鼠肝血窦内皮细胞的代谢、炎症及纤维化等通路基因表达的影响。方

法：采用 8周龄的雄性 C57BL/6小鼠，给予MCD饲料喂养 6周后，每天腹腔注射一次他莫昔芬（100 mg/kg），持续 5天。分离并收

集肝血窦内皮细胞，加入 1 mL TRIzol试剂吹打至沉淀消失，放入 -80℃冰箱保存。样本后续送至基迪奥生物公司进行转录组测序

并在 Omicsmart平台进行生物信息学分析。部分生物信息学分析数据来自已经发表的文献并通过 Omicshare分析平台分析。结

果：转录组测序发现，差异基因 KEGG和 GO分析发现差异基因在免疫和炎症通路富集。通过分析肝脏内皮特异性代谢基因表

达，我们发现他莫昔芬治疗逆转了 NASH过程中部分代谢基因的下调，以及 NASH过程中 CCL2、CXCL2、CXCL5和 VCAM-1等

促炎基因和 Col1a1、Col1a2、Col3a1、Tgfb2、和 Timp1等促纤维化基因的表达上调。同时，GSEA分析也显示他莫昔芬抑制了炎症

和纤维化通路的表达。结论：他莫昔芬可能通过逆转非酒精性脂肪性肝炎对小鼠肝血窦内皮细胞代谢基因的改变以及炎症及纤

维化相关基因的上调来治疗非酒精性脂肪性肝炎。
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Transcriptome Analysis of the LSECs-mediated Therapeutic Effect of
Tamoxifen on Nonalcoholic Steatohepatitis*

To determine the effect of tamoxifen on the metabolism, inflammation and fibrosis-related gene expression

of LSECs in a diet-induced NASH mouse model. 8-week-old male C57BL/6 mice were purchased from Charles River. Then

these mice were fed MCD diets for 6 weeks and administrated tamoxifen intraperitoneally (100 mg/kg/day) for five consecutive days. The

next day, these mice were anesthetized and LSECs were isolated and suspended by 1 ml TRIzol Reagent and placed at -80℃ refrigerator.

The samples were then sent to Genedenovo Biotechnology for RNA sequencing and subsequent bioinformatic analysis were performed

on Omicsmart platform. We also reanalyzed others' sequencing data to support our evidence using Omicshare tools. Through

analyzing our own RNA-seq data and reanalyzing Xiong X's RAN-seq data, combined with liver ECs-specific metabolic gene sets derived

from Joanna Kalucka et al, we found that compared to normal LSECs, inflammation and fibrosis-related gene expression was upregulated

notably. These effects were abolished by tamoxifen administration. Meanwhile, GSEA analysis suggested that tamoxifen downregulated

the expression of inflammation and fibrosis-related pathway. Tamoxifen reversed the alterations of metabolic genes of

LSECs and up-regulated genes related to inflammation and fibrosis in mice with nonalcoholic steatohepatitis.
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前言

非酒精性脂肪性肝病（NAFLD）是最常见的慢性肝病之

一[1]，目前全球大约有四分之一的人患有该疾病[2]。肝血窦内皮

细胞是肝窦内高度特化的内皮细胞，在 NAFLD/NASH中，内

皮细胞稳态被破坏，发生毛细血管化（即窗孔消失，基底膜增

厚）和功能障碍[3]，其基因表达谱也发生了改变[4]。改变的肝血窦

内皮细胞可以促进脂肪变性、氧化应激、炎症和纤维化的发展。

因此，针对肝血窦内皮细胞的治疗可能是治疗 NASH的有效手

段。他莫昔芬（TAM）是经典的治疗雌激素受体阳性乳腺癌的
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一线用药。除了雌激素受体，他莫昔芬还作用于其他靶点，比如

蛋白激酶 C（PKC）。此外，他莫昔芬还有抗感染和抗血管生成

的作用[5]。近年来，有文章报道他莫昔芬对脂肪肝有治疗作用[6,7]。

但是，他莫昔芬对 NASH中肝血窦内皮细胞的影响尚未有人

报道。因此，在这篇文章中我们运用转录组学分析，探究了他莫

昔芬对 NASH状态下肝血窦内皮细胞中代谢、炎症及纤维化

通路基因表达的影响。

1 材料与方法

1.1 实验动物

野生 8 周龄雄性 C57BL/6 小鼠购自北京维通利华公司

（SCXK（京）2016-0011）并于 SPF级动物房饲养。小鼠给予普通

饲料适应性饲养 1周后，更换胆碱和蛋氨酸缺乏饲料（MCD饲

料，Research Diets，美国）喂养 6周以建立小鼠非酒精性脂肪性

肝炎模型[8-10]。然后随机分为两组，一组腹腔注射他莫昔芬 100

mg/kg/天，连续注射 5天；另一组腹腔注射等体积的玉米油作

为对照。末次注射第二天，处理小鼠。所有动物实验均由空军军

医大学动物实验管理委员会审核批准。实验药物他莫昔芬购自

美国 Sigma公司。

1.2 分离肝血窦内皮细胞

肝血窦内皮分离方法按照已发表的文章中的方法进行[11]。

1.3 测序样本制备

分离的内皮细胞沉淀，每个样本加入 1 mL TRIzol试剂（购

自美国 Invitrogen公司）吹打混匀至无细胞沉淀，冻存在 -80℃

冰箱中，等待公司取样。

1.4 基因表达谱分析

由基迪奥生物（广州，中国）提供定制服务进行 RNA的提

取、测序和分析。提取样本的总 RNA后，用常规试剂盒去除

rRNA，将 mRNA富集。然后，将富集得到的 mRNA反转录形成

双链 cDNA，修复 cDNA双末端后，加上接头，PCR扩增构建上

机文库。为保证测序质量，用琼脂糖凝胶电泳分析样品 RNA完

整性及是否存在 DNA 污染；用 NanoPhotometer spectropho-

tometer 检测 RNA纯度（OD260/280 及 OD260/230比值）；用

Qubit2.0 Fluorometer进行 RNA浓度精确定量；用 Agilent 2100

bioanalyzer精确检测 RNA完整性。为了保证数据质量，对下机

的 raw reads利用 fastp进行质控，过滤低质量数据，得到 clean

reads（过滤步骤：去除含 adapter的 reads；去除含 N比例大于

10%的 reads；去除全部都是 A碱基的 reads；去除低质量 reads

(质量值 Q≤ 20的碱基数占整条 read的 50％以上)）并进行碱

基质量分析。质控完成后，进行表达量统计：为保证后续分析准

确性，先对测序深度进行校正，再对基因或转录本的长度进行

校正，获得基因的 FPKM值后，再进行后续分析。后续分析在基

迪奥生物 Omicsmart分析平台进行分析。（https://www.omics-

mart.com/）。

1.5 公共数据库生物信息学分析

我们使用了 Kalucka J等人 [12] 在 Cell（2020;180:764-779.

e20）上发表的关于肝脏内皮细胞特有的代谢基因集进行基因

表 达 热 图 分 析（https://ars.els-cdn.com/content/image/1-s2.

0-S0092867420300623-mmc7.xlsx）。此外，我们还使用了 Xiong

X等人[4]在 Mol Cell（10.1016/j.molcel.2019.07.028）上发表的肝

血窦内皮细胞转录组测序的原始数据（GEO：GSE119340）。生

物信息学分析在 Omicshare 平台进行（https://www.omicshare.

com/tools/）。

2 结果

2.1 他莫昔芬组与对照组差异基因在炎症、免疫通路富集

为了阐明他莫昔芬处理究竟影响了哪些通路的表达，我们

对差异基因进行了 GO和 KEGG分析。GO分析显示，差异最

显著的前 10个条目中，大多与免疫和炎症反应相关。KEGG分

析显示，差异最显著的前 10条通路中，除了破骨细胞分化和微

生物感染等已经被广泛报道受他莫昔芬影响的通路外，多数与

免疫和炎症有关（见表 1）。

Note: -log10(FDR) represents negative logarithm of FDR. -log10(0.05) =1.30103.

表 1 差异基因 GO和 KEGG分析

Table 1 GO and KEGG analysis of differentially expressed genes

GO Term -log10(FDR) KEGG Pathway -log10(FDR)

Immune system process 60.11 Cell adhesion molecules (CAMs) 6.31

Response to external stimulus 48.01 Osteoclast differentiation 6.31

Defense response 45.70
Viral protein interaction with cytokine

and cytokine receptor
6.22

Regulation of multicellular

organismal process
44.31 Lysosome 6.07

Regulation of response to stimulus 44.31 Malaria 6.07

Immune response 41.83 Inflammatiory bowel disease (IBD) 5.83

Cell migration 40.77 Cytokine-cytokine receptor interaction 4.97

Regulation of immune system process 39.10 Focal adhesion 4.63

Inflammatory response 38.19 ECM-receptor interaction 4.54

Positive regulation of biological

process
38.15 Chemokine signaling pathway 4.50
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2.2 他莫昔芬逆转了 NASH导致的内皮细胞特异性代谢基因

的改变

通过利用 Kalucka J等人在 Cell上发表的小鼠内皮细胞单

细胞转录组测序中的肝脏内皮细胞特异性代谢基因集[13]，我们

分析了 Xiong X等人在 NASH和正常肝脏中分离的肝血窦内

皮细胞的转录组测序数据[4]以及我们的测序数据。通过基因热

图发现，与对照组（chow）相比，NASH组肝脏部分内皮细胞特

异性的代谢基因的表达发生了明显下调（见图 1A）。与单纯

NASH组（即对照组）相比，他莫昔芬治疗明显逆转了 NASH导

致的代谢基因表达的下调（见图 1B）。以上结果表明，他莫昔芬

可能具有使肝血窦内皮细胞代谢稳态恢复的作用。

2.3 他莫昔芬治疗降低了炎症纤维化基因的表达

基因表达热图分析发现，NASH肝脏的肝血窦内皮细胞中

促炎基因（CCL2、CCL3、CXCL2、VCAM-1等）和纤维生成基因

（Col1a1、Col3a1、TGF茁2、TIMP1 等）表达明显上调，这可能是

由于脂毒性的刺激或者炎症细胞与内皮细胞相互作用导致的

（见图 2A、B）。然而，他莫昔芬治疗后，炎症和纤维化基因的表

达明显下调（见图 3C、D）。以上结果表明他莫昔芬可能通过降

低肝血窦内皮细胞炎症和纤维化基因的表达来缓解 NASH。

图 1 肝脏内皮特异性代谢基因的表达热图

（A.与正常肝脏相比，NASH肝脏中肝血窦内皮细胞的肝脏内皮特异

性代谢基因表达下调；B. TAM治疗恢复了 NASH导致的肝脏内皮特

异性代谢基因的下调。）

Fig.1 The expression heatmap of liver ECs-specific metabolic genes

(A. The expression of liver ECs-specific metabolic genes of LSECs in

NASH liver was downregulated compared to normal liver; B. TAM

treatment restored the downregulated liver ECs-specific metabolic gene

expression in NASH liver.)

图 2 炎症和纤维化基因的表达热图

（A, B. NASH肝脏中炎症和纤维化基因表达上调; C, D.他莫昔芬治疗降低了 NASH肝脏中炎症和纤维化基因的表达。）

Fig.2 The gene expression heatmap of inflammation and fibrosis-related genes

(A, B. The inflammation and fibrosis-related gene expression of LSECs in NASH liver was upregulated; C, D. TAM treatment downregulated the

inflammation and fibrosis-related gene expression of LSECs in NASH liver.)

2.4 GSEA分析显示 TAM治疗显著影响了肝血窦内皮细胞代

谢并下调了炎症、纤维化、血管生成和凋亡通路基因的表达

为了弥补传统富集分析对微效基因的有效信息挖据不足

等问题，我们对 TAM 治疗组和对照组的测序数据进行了

GSEA分析。我们发现，他莫昔芬治疗后，与炎症和纤维化有关

的炎症反应（见图 3A）、TNF信号（见图 3B）、细胞外基质成分

（见图 3C）和内皮间质转化（见图 3D）基因表达下降。以上结果

进一步说明了他莫昔芬治疗可以下调促进 NASH发展的炎症、

纤维化等通路的基因表达。

图 3 他莫昔芬治疗组和对照组的 GSEA富集分析

（A-B. GSEA分析显示 TAM治疗降低了炎症反应和 TNF琢通路基因的表达；
C-D. TAM治疗降低了细胞外基质成分和内皮间质转化通路基因的表达；）

Fig.3 GSEA analysis of TAM treatment group and control group

(A-B. GSEA analysis revealed that TAM treatment downregulated the gene expression of inflammatory response and TNF琢 pathway; C-D. TAM

treatment downregulated the gene expression of extracellular matrix structural constituent and epithelial -mesenchymal transition pathway)
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3 讨论

尽管已经有多项研究证明某些药物比如索拉菲尼[13]可以

治疗 NASH，但是目前并没有 FDA批准的药物用于 NASH的

治疗。因此，寻找安全有效的治疗 NASH的方法是十分必要的。

既往文献大多关注肝细胞在该病中的作用，因为肝细胞是

NASH的效应细胞，且脂肪堆积发生在肝细胞中；此外，巨噬细

胞和星型细胞也被发现在 NASH中起到了重要作用[14,15]，但肝

血窦内皮细胞在 NASH 中的作用却很少被报道。Poisson J，

Xinghui Sun等人详细地总结了近年来发现的肝血窦内皮细胞

在 NASH中发生的变化及其在 NASH中的作用，为我们理解

肝血窦内皮细胞促进 NASH发展的机制以及针对内皮细胞进

行 NASH的治疗提供了指导[16,17]。通过分析他人的测序数据，我

们发现 NASH过程中肝血窦内皮细胞特异性代谢基因表达发

生了改变，部分基因（Gpihbp1, Hyal2, Man2a1, Sgpp1, Tusc3,

Ada, Dpagt1, Pnp2, Atp6v0a2, Entpd5）表达明显下调，提示内皮

细胞代谢稳态的破坏。我们还发现肝血窦内皮细胞中，炎症相关

的促炎的细胞因子和趋化因子 CCL2[18-20]、CCL3[19]、CCL5[18,20]、

CCL7[20]、CXCL2[19]、CXCL5[20]，趋化因子受体 CCR2[21]以及介导

炎症细胞黏附的黏附分子 VCAM-1[18]的表达明显上调，提示肝

血窦内皮细胞可能促进了 NASH中的炎症反应。此外，促纤维

化基因 Col1a1、Col1a2[18]、Col3a1[22]、Col6a1[22]、Col6a3[23]，被广泛

报道的在纤维化中发挥重要作用的 TGF茁家族基因 Tgfb2[24]、

Tgfb3[24]、Tgfbr1[25]以及金属蛋白酶组织抑制因子 1（TIMP1）[10]

的表达上调，提示 NASH状态下肝血窦内皮细胞可能具有促

进纤维化的作用。

他莫昔芬是治疗雌激素受体阳性乳腺癌的一线用药。早在

1995年，Pratt DS等人就报道了他莫昔芬诱导的 NASH [26]。后

来，Van Hoof M和 Ogawa Y等人也陆续报道了这一现象[27,28]。

一项临床试验表明，服用 5年他莫昔芬的超重或肥胖的乳腺癌

女性与服用安慰剂的女性相比，更容易患非酒精性脂肪性肝

炎，而没有超重或肥胖女性之间则没有明显差异[29]。此外，研究

证明他莫昔芬可以在体内外诱导肝脏或肝细胞甘油三酯的积

累[30,31]。然而，也有少量文献报道，他莫昔芬对脂肪肝具有保护

作用[6,7]。这可能是由于给药剂量和时间以及造模方式不同所导

致。在我们的测序结果中，他莫昔芬治疗明显逆转了 NASH导

致的肝血窦内皮细胞代谢基因表达的改变。此外，他莫昔芬也

下调了促炎分子和促纤维化分子和通路的表达。以上结果表

明，他莫昔芬似乎对 NASH有缓解作用，至少在转录组学分析

结果上看是这样。至于为什么在我们的模型中他莫昔芬具有治

疗作用而不是加重作用，我们推测可能是因为他莫昔芬在小鼠

静息状态跟 NASH状态下对药物的反应不同，抑或是药物剂

量不同导致激活或抑制了不同的作用靶点所导致。

总之，在我们构建的非酒精性脂肪性肝炎小鼠模型中，他

莫昔芬治疗逆转了非酒精性脂肪性肝炎导致的代谢、炎症和纤

维化基因的改变，他莫昔芬可能通过治疗肝血窦内皮细胞来缓

解非酒精性脂肪性肝炎。
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