返修时间：2025年1月31日之前
一、第一审稿人复审意见：

英文摘要存在以下问题：
英文摘要部分请找英语专业人士润色并仔细修改！避免英文摘要中出现中文标点符号，谢谢合作！

回复：非常感谢您的审阅意见和建议，我们已经寻求英语专业人士的帮助，对英文摘要进行仔细的润色和修改，确保语法正确、表达清晰，并避免出现中文标点符号等错误。

审稿人审稿结论：修改后终审

二、第二审稿人复审意见：

该文章具有重要的研究价值，创新性体现在银翘散通过cGAS-STING-IRF3分子通路调控巨噬细胞极化对HSV-1感染的影响。然而，文章在语言表述、逻辑严密性、统计分析和讨论深度上仍有较大改进空间，建议根据上述进行修改和完善，以进一步提高文章的学术价值和发表水平:
1、 论部分与研究结果的联系较弱：讨论部分对cGAS-STING通路的作用机制进行了过多理论性阐释，但未充分结合本文的实验数据进行讨论，显得泛泛而谈，建议强化与结果的联系。
回复：非常感谢外审专家的宝贵意见，我们完全理解并认同您的观点。确实，在讨论部分，我们对cGAS-STING通路的作用机制进行了较为理论性的阐述，而未能充分结合本文的实验数据进行深入分析。您的建议非常中肯，我们已经认真修改，强化讨论部分与实验结果的紧密联系，确保论文的逻辑性和严谨性。再次感谢您的审阅和指导！

2、 背景与研究目的的关联性不够清晰：背景部分提到巨噬细胞极化失衡、cGAS-STING通路和银翘散的作用，但与研究假设的逻辑关联不够紧密。建议明确提出“银翘散可能通过cGAS-STING通路调控巨噬细胞极化，从而影响HSV-1感染”的假设，以增强研究逻辑性。
回复：非常感谢您的细致审阅和宝贵建议。我们已经认识到背景部分与研究假设的逻辑关联表述不够清晰的问题，将根据您的建议，我们已经已经修改，明确提出“银翘散可能通过cGAS-STING通路调控巨噬细胞极化，从而影响HSV-1感染”的研究假设，以增强论文的逻辑性和条理性。

3、 讨论中结论的普适性缺乏论证：讨论部分提到银翘散可能成为HSK治疗的新候选药物，但缺乏对其实际临床转化潜力的分析。例如，银翘散成分复杂，其成分对cGAS-STING-IRF3通路的具体作用机制尚未明确，建议深入分析该结论的局限性。
回复：非常感谢您的审阅和提出的宝贵意见。根据您的建议，我们已经在讨论部分进一步深入分析这些局限性，并探讨银翘散在实际临床应用中可能面临的挑战，如药物成分的稳定性和安全性、临床试验的设计和实施等。同时，我们也会提出未来研究的方向，以期更全面地评估银翘散作为HSK治疗候选药物的潜力和可行性。

4、与既往文献的对比不充分：未充分比较本文与既往研究的异同。例如，讨论中提到银翘散的抗病毒作用与其他研究结果一致，但未说明本文在验证其对cGAS-STING通路调控的创新性。
回复：非常感谢您的审阅和提出的宝贵意见。根据您的建议，我们在讨论中更加深入地比较本文与既往研究的异同，并明确指出本文在验证银翘散对cGAS-STING通路调控方面的创新性。

审稿人审稿结论：修改后再审

三、第三审稿人复审意见：

在符合正态分布的多组比较中，多组间总体比较采用了单因素方差分析，如果差异有统计学意义，各组间进一步两两比较，应采用两两比较的方法，如LSD-t检验等，得到一组t值和P值，请采用正确的统计学方法重新分析？
回复：非常感谢您的审阅和提出的宝贵统计学建议。根据您的指导，我们已经重新进行数据分析，采用单因素方差分析确定总体差异后，若P值显示有统计学意义，进一步使用LSD-t检验进行两两比较，以获得每两组间的t值和P值。这将确保我们的统计方法更加严谨和准确。


审稿人审稿结论：

四、第四审稿人复审意见：

“1.5细胞分组
将HCE-T细胞分组：对照组（正常培养的HCE-T细胞）、HSK组（MOI为0.1的HSV-1病毒感染HCE-T细胞1 h）、HSK+银翘散组（HSV-1病毒感染，并经过浓度为1 g/mL银翘散处理24 h的HCE-T细胞）。”
对细胞的处理，一般采用含药血清。银翘散是中药合剂，1 g/mL的剂量是怎么计算的？
回复：非常感谢您对我们研究的细致审阅及提出的宝贵意见。关于您提到的银翘散剂量问题，本研究确实使用的是不浓度银翘散制备的含药血清，因为疏忽没有把相关内容写在相应位置。现已对文章进行检查和完善。另外，银翘散含药血清的制备参考了之前发表文章中的经验方法。由于缺乏明确的参考剂量，我们参考了类似研究中使用的含药血清制备方法及浓度，并在正式实验前进行了预实验。通过预实验，我们确定了1 g/mL作为银翘散处理HCE-T细胞的最佳浓度，该浓度在实验条件下展现了良好的细胞兼容性和显著的抗病毒效果。

审稿人审稿结论：

五、第五审稿人复审意见：

本文探索了银翘散通过环状GMP-AMP合酶-干扰素基因刺激因子-干扰素调节因子3 分子通路影响巨噬细胞极化在单纯疱疹病毒性角膜炎（Herpes Simplex Keratitis, HSK）中的具体分子机制，结果显示银翘散可能通过cGAS-STING-IRF3分子通路，抑制巨噬细胞M1型极化，从而延缓HSK进展。本研究具有一定的创新性。

1 请补充所有作者的姓名、单位名称及单位邮编；第一作者和通讯作者的学历、学位、职称、职位、研究方向和邮箱。
回复：非常感谢您的审阅意见，我们已注意到您提到的关于作者信息的补充要求。现将所有作者的姓名、单位名称及单位邮编，以及第一作者和通讯作者的学历、学位、职称、职位、研究方向和邮箱补充在相应位置。 
                        
2 所有的论文正文中均需要补充以下内容：
1） 利益冲突声明：本文不存在利益冲突。
回复：非常感谢您的审阅意见，我们已注意到论文正文中需要补充利益冲突声明的要求。现已将以下内容添加到论文正文中：“利益冲突声明：本文不存在利益冲突。”

2）作者贡献声明：xx（第一作者）论文选题与修改，初稿撰写。xx文献检索，数据分析； xx（通讯作者）选题指导，论文修改及审阅。所有作者阅读并同意最终的文本。
回复：非常感谢您的审阅意见，我们已注意到需要在论文正文中补充作者贡献声明的要求。现已将以下内容添加到论文中相应的位置。

3）医学伦理描述：
     临床类文章：本研究取得医学伦理委员会审查批准（批准号： ）所有参与者（及其监护人）均签署知情同意书。
基础类文章：研究符合伦理学标准，且通过伦理学委员会审查（审批号：）
 回复：非常感谢您的审阅意见，我们已注意到需要在论文正文中补充医学伦理描述的要求。对于本研究作为基础类文章的特性，我们已将以下内容添加到论文中：本研究符合伦理学标准，且已通过伦理学委员会审查（审批号：（2024）伦审第（17）号）。

3普莱斯指数是一个衡量各个学科领域文献老化量度的指标，用以量度文献的老化速度和程度。普莱斯指数=出版年限不超过5年的被引文献量/被引文献总量，本刊要求新投稿的单篇文章的普莱斯指数大于40%，尽量不引用或少引用陈旧性文献，如不符合要求者敬请及时修改。
回复：非常感谢您的审阅意见，对于提出的普莱斯指数要求，我们已认真了解并进行了核对。

4查阅《国际眼科杂志》和International Journal of Ophthalmology近2年最新刊发的相关类似文章，在讨论中分析本文与既往刊发的文章相比的新颖性，参考2~3篇即可，避免集中引用。
回复：非常感谢您的审阅和提出的宝贵意见。为了更全面地分析本文与既往研究的新颖性，我们已经查阅《国际眼科杂志》和International Journal of Ophthalmology近2年最新刊发的相关类似文章，并明确指出本文的新颖之处。这将有助于读者更好地理解本文的学术价值和对该领域的贡献。

5并在每条参考文献后面添加文章的DOI或者文章网址。
回复：非常感谢您的审阅意见，我们已经逐一检查参考文献，并在每条参考文献后面添加了正确的DOI号。

6请根据审稿意见和编辑意见在正文中逐条核对并修改（同时将修改情况说明放置于正文上部和修回说明处）。
回复：非常感谢您的审阅意见和编辑建议，我们高度重视每一条意见，并已经进行了仔细的核对与修改。为了确保修改的透明性和可追溯性，我们已经在正文上部和修回说明处详细列出了每一项修改情况说明。

7修改时请直接在我们发回的附件上用红色字体修改，修改完请及时发回，以便于文章下一步的审理。
回复：非常感谢您的审阅意见，我们已经按照您的指示，对论文进行了仔细的修改，并在修改处使用了红色字体进行标注，以便您能够清晰地看到我们所做的调整。
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银翘散通过cGAS-STING-IRF3分子通路影响巨噬细胞极化介导的单纯疱疹病毒性角膜炎
姚宁，赵荣丽，杨雪梅，刘玉环，丁雅琴，戴雁*
兰州石化总医院（甘肃中医药大学第四附属医院）眼科，甘肃兰州，730060
[bookmark: _Hlk164696231]【摘要】目的：本研究旨在探讨银翘散通过环状GMP-AMP合酶（cyclic GMP-AMP synthetase，cGAS）-干扰素基因刺激因子（stimulator of interferon genes，STING）-干扰素调节因子3（Interferon regulatory factor 3，IRF3）分子通路影响巨噬细胞极化在单纯疱疹病毒性角膜炎（Herpes Simplex Keratitis, HSK）中的具体分子机制。方法：将人角膜上皮细胞HCE-T分为如下组：对照组、HSK组、HSK+银翘散组。MTT法检测细胞活力、TUNEL法检测细胞凋亡。将M0巨噬细胞分组：Ctrl组、HSV-1组、HSV-1+oe-cGAS组、HSV-1+银翘散组、HSV-1 +oe-cGAS+银翘散组。ELISA检测细胞上清液中Arg-1、iNOS的浓度，蛋白质印迹法检测cGAS、STING、IRF3的相对蛋白表达。收集各组M0巨噬细胞条件培养基（Conditional medium，CM）干预HCE-T细胞并且分为Ctrl-CM组、HSV-1-CM组、HSV-1+oe-cGAS-CM组、HSV-1+银翘散-CM组。MTT法检测细胞活力、TUNEL法检测细胞凋亡。取Balb/c小鼠并将其分为：对照组、模型组、药物组。模型组和药物组采用角膜划痕法将HSV-1接种于Balb/c小鼠角膜以构建HSK小鼠模型，药物组使用银翘散干预治疗。对比三组建模后第1、3、5、7、14天三组的发病情况和死亡率。ELISA法检测三组血清中Arg-1、iNOS水平，蛋白质印迹法检测角膜组织cGAS、STING与IRF3蛋白表达。结果：与对照组相比，HSK组HCE-T细胞活力降低、凋亡增加，而银翘散干预则可逆转此结果。与Ctrl组相比，HSV-1组细胞上清液中Arg-1浓度降低、iNOS浓度增加，细胞cGAS、STING、IRF3蛋白表达下降；与HSV-1组相比，HSV-1+oe-cGAS组、HSV-1+银翘散组Arg-1浓度增加、iNOS浓度降低，cGAS、STING、IRF3蛋白表达增强，HSV-1 +oe-cGAS+银翘散组得到相同结果。与Ctrl-CM组相比，HSV-1-CM组HCE-T细胞活力降低、凋亡增加，通过过表达巨噬细胞中的cGAS或者使用银翘散干预逆转了这一结果。体内实验发现银翘散干预能够改善角膜炎病理进展。结论：银翘散可能通过cGAS-STING-IRF3分子通路，抑制巨噬细胞M1型极化，从而延缓HSK进展。
［关键词］银翘散；环状GMP-AMP合酶；干扰素基因刺激因子；干扰素调节因子3；巨噬细胞；单纯疱疹病毒性角膜炎
中图分类号 R722.21  文献标识码（A）

Yinqiao Powder Affects Macrophage Polarization-Mediated Herpes Simplex Keratitis through the cGAS-STING-IRF3 Molecular Pathway
Yao Ning, Zhao Rongli, Yang Xuemei, Lu Yuhuan, Ding Yayin, Dai Yan*
Ophthalmology Department of Lanzhou Petrochemical General Hospital (the Fourth Affiliated Hospital of Gansu University of Traditional Chinese Medicine), Lanzhou 730060, China
[Abstract] Objective: This study aimed to investigate the specific molecular mechanism of Yinqiao Powder in affecting macrophage polarization in herpes simplex keratitis (HSK) through the cyclic GMP-AMP synthetase (cGAS)-stimulator of interferon genes (STING)-Interferon regulatory factor 3 (IRF3) molecular pathway. Methods: Human corneal epithelial cells (HCE-T) were divided into control, HSK, and HSK + Yinqiao Powder groups. Cell viability was detected by MTT assay, and apoptosis was detected by TUNEL assay. M0 macrophages were grouped as Ctrl, HSV-1, HSV-1 + oe-cGAS, HSV-1 + Yinqiao Powder, and HSV-1 + oe-cGAS + Yinqiao Powder. ELISA was used to detect the concentrations of Arg-1 and iNOS in cell supernatants, and Western blotting was used to detect the relative protein expressions of cGAS, STING, and IRF3. Conditional medium (CM) from each group of M0 macrophages was collected to intervene in HCE-T cells and divided into Ctrl-CM, HSV-1-CM, HSV-1 + oe-cGAS-CM, and HSV-1 + Yinqiao Powder-CM groups. MTT assay was used to detect cell viability, and TUNEL assay was used to detect apoptosis. Balb/c mice were divided into control, model, and drug groups. The model and drug groups were inoculated with HSV-1 on the cornea of Balb/c mice using the corneal scratch method to construct an HSK mouse model, and the drug group was treated with Yinqiao Powder. The incidence and mortality of the three groups were compared on days 1, 3, 5, 7, and 14 after modeling. ELISA was used to detect the levels of Arg-1 and iNOS in the serum of the three groups, and Western blotting was used to detect the protein expressions of cGAS, STING, and IRF3 in corneal tissues. Results: Compared with the control group, the HCE-T cell viability in the HSK group was decreased but apoptosis was increased, which was reversed by Yinqiao Powder intervention. Compared with the Ctrl group, the Arg-1 concentration in the cell supernatant of the HSV-1 group was decreased, the iNOS concentration was increased, and the protein expressions of cGAS, STING, and IRF3 were decreased. Compared with the HSV-1 group, the Arg-1 concentration was increased, the iNOS concentration was decreased, and the protein expressions of cGAS, STING, and IRF3 were enhanced in the HSV-1 + oe-cGAS group and the HSV-1 + Yinqiao Powder group, and the same results were obtained in the HSV-1 + oe-cGAS + Yinqiao Powder group. Compared with the Ctrl-CM group, the HCE-T cell viability was decreased and apoptosis was increased in the HSV-1-CM group, which was reversed by overexpressing cGAS in macrophages or intervening with Yinqiao Powder. In vivo experiments found that Yinqiao Powder intervention could improve the pathological progression of keratitis. Conclusion: Yinqiao Powder inhibits M1 polarization of macrophages through the cGAS-STING-IRF3 molecular pathway, thereby delaying the progression of HSK.
[Key words]Yinqiao Powder; cyclic GMP-AMP synthetase; stimulator of interferon genes; Interferon regulatory factor 3; macrophage; herpes simplex keratitis

单纯疱疹病毒性角膜炎（Herpes Simplex Keratitis, HSK）是由单纯疱疹病毒（HSV）引起的眼部疾病，全球发病率较高，每年患者可能超过180万人[1]。在HSV-1感染过程中，巨噬细胞极化失衡，即M1和M2型巨噬细胞比例失调，可能导致炎症持续或加剧，影响疾病进程[2]。中药注重整体观念和辨证论治，可调节人体内部环境，提高机体免疫力，在治疗角膜炎的同时，改善患者整体健康状况，从根本上增强抵御疾病的能力。例如，丁香酚作为丁香的主要成分，能够明显改善镰刀菌诱导的小鼠真菌性角膜炎[3]。而银翘散作为一种中药配方，具有显著的抗炎、抗病毒作用，已证实对流感、婴幼儿肺炎等具有治疗效果[4, 5]，相较于丁香酚等单体成分，可能在治疗疾病方面更加全面且独特。银翘散配方中含有的甘草成分能够通过环状GMP-AMP合酶（cyclic GMP-AMP synthetase，cGAS）-干扰素基因刺激因子（stimulator of interferon genes，STING）通路预防非酒精性脂肪性肝炎[6]。鉴于巨噬细胞极化状态对HSV-1感染所引发的炎症及疾病发展影响重大，且cGAS-STING通路在免疫调节中扮演着关键角色，再结合银翘散所具有的抗炎、抗病毒特性以及其成分甘草对cGAS-STING通路的作用，本研究推测：银翘散或许能够借助对cGAS-STING通路的调节，来纠正HSV-1感染时巨噬细胞极化的失衡状态，最终对HSV-1感染产生影响。
cGAS在HSV-1感染中扮演核心角色，其能够通过识别病毒DNA并触发下游信号传导，增强机体的抗病毒免疫反应[7]。此外也有研究显示，通过刺激巨噬细胞中的GPR43信号转导，能够激活cGAS- STING轴，从而在抗病毒免疫中发挥重要作用[8]。干扰素调节因子3（Interferon regulatory factor 3, IRF3）作为cGAS-STING通路的下游效应因子之一，其活化水平与炎症反应密切相关[9]。然而，目前cGAS-STING-IRF3通路在HSK进展过程中的参与情况以及具体作用机制，仍处于未知状态，亟待深入研究。因此，本研究旨在深入探讨银翘散是否能够通过调控cGAS-STING-IRF3 分子通路，影响巨噬细胞极化，进而参与HSK的进展，着重对“银翘散可能通过cGAS-STING通路调控巨噬细胞极化，从而影响 HSV-1感染”这一假设进行验证。
1 材料与方法
1.1 材料
Balb/c小鼠与SD大鼠购自郑州大学（河南省实验动物中心）（许可证号SCXK（豫）2022－0001）；人角膜上皮细胞HCE-T、DMEM/F12培养基、THP-1人单核细胞、RPMI-1640培养基购自武汉普诺赛生命科技有限公司（货号：CL-0743、PM150312、CL-0233、PM150110）；金银花、连翘、桔梗、薄荷、生甘草、竹叶、淡豆豉、牛蒡子、荆芥穗均购自北京同仁堂药店；巨噬细胞集落刺激因子（M-CSF）购自美国MedChemExpress公司（货号：HY-P7050A）；HSV-1病毒来自中国科学院武汉病毒研究所；LipofectamineⓇ 3000转染试剂、BCA蛋白定量试剂盒、PVDF膜购自美国赛默飞世尔科技公司（货号：L3000015、23225、88518）；MTT检测试剂盒、一步法TUNEL细胞凋亡检测试剂盒(红色荧光)、cGAS抗体、STING抗体、IRF3抗体购自北京百奥来博科技有限公司（货号：YT122、YT136、Z13238、Z27624、Z18963）；人与小鼠Arg-1、iNOS的ELISA试剂盒购自上海茁彩生物科技有限公司（货号：ZC-33553、ZC-38342、ZC-35593、ZC-38979）； HRP标记的山羊抗兔购自英国Abcam公司（货号：ab6721）；超敏ECL化学发光检测试剂盒购自武汉三鹰生物技术有限公司（货号：PK10003）；Alliance凝胶图像分析仪购自无锡莱弗思生物实验器材有限公司（型号：Alliance Q9）。
1.2药物
银翘散主要由金银花15 g、连翘15 g、桔梗9 g、薄荷6 g、生甘草5 g、竹叶6 g、淡豆豉6 g、牛蒡子6 g、荆芥穗6g组成[10]。将药材煎制浓缩为含生药的合剂，保存在4℃的条件下。
按照之前的研究经验制备银翘散含药血清[11]。之后选取36只SD大鼠分为对照组、病毒感染组、银翘散（极低、低、中、高浓度）组，每组6只。其中病毒感染组用HSV-1病毒滴鼻，银翘散（极低、低、中、高浓度）组分别给予相应浓度银翘散（0.25、0.5、1、1.5 g/mL）溶液灌胃；对照组和流感病毒组给与等量生理盐水，每天灌胃2，每次2 ml，共5天。末次灌胃1 h后使用过量苯巴比妥钠麻醉大鼠，无菌条件下经腹主动脉取血，4℃静置1 h，3000 r/min离心15min分离含药血清，同组血清混匀后56℃水浴30 min灭活，微孔滤膜过滤除菌，冻存管分装后-20℃保存备用。
1.3细胞培养与处理
人角膜上皮细胞HCE-T培养在添加15% FBS+ 5 μg/mL Insulin + 10 ng/mL human EGF＋1% P/S的DMEM/F12培养基中。THP-1人单核细胞培养在添加10% FBS＋0.05mM β-mercaptoethanol＋1% P/S的RPMI-1640培养基中。培养条件为5%CO2，37℃。M-CSF（20 ng/mL）持续刺激THP-1细胞7天，诱导生成M0巨噬细胞[12]。
[bookmark: OLE_LINK5]将HCE-T细胞接种至12孔板中，生长至汇合状态后移除培养基，并加入含有HSV-1病毒（MOI为0.1）接种物的培养基，37℃孵育1 h。去除含有病毒的培养基并使用PBS洗涤细胞，向细胞中添加不同浓度银翘散（0.25、0.5、1、1.5 g/mL）制备得到的含药血清继续培养24 h。
1.4细胞转染
将处于对数生长期的THP-1细胞接种至24孔板中，每孔3 × 105个细胞。待细胞融合度达70%时，使用LipofectamineⓇ 3000转染试剂，并根据其制造商说明要求，将过表达cGAS的慢病毒载体转染进THP-1细胞中。
[bookmark: OLE_LINK1]1.5细胞分组
[bookmark: OLE_LINK36]将HCE-T细胞分组：对照组（正常培养的HCE-T细胞）、HSK组（MOI为0.1的HSV-1病毒感染HCE-T细胞1 h）、HSK+银翘散组（HSV-1病毒感染，并经过浓度为1 g/mL银翘散处理24 h的HCE-T细胞）。将THP-1细胞分组：Ctrl组（正常培养的M0巨噬细胞）、HSV-1组（HSV-1病毒感染的M0巨噬细胞）、HSV-1+oe-cGAS组（HSV-1病毒感染并转染过表达cGAS慢病毒载体的M0巨噬细胞）、HSV-1+银翘散组（HSV-1病毒感染并经过银翘散处理的M0巨噬细胞）、HSV-1 +oe-cGAS+银翘散组（HSV-1病毒感染、转染过表达cGAS慢病毒载体，并经过银翘散处理的M0巨噬细胞）、Ctrl-CM组（Ctrl组条件培养基（Conditional medium，CM）与HCE-T细胞共培养）、HSV-1-CM组（HSV-1组CM与HCE-T细胞共培养）、HSV-1+oe-cGAS-CM组（HSV-1+oe-cGAS组CM与HCE-T细胞共培养）、HSV-1+银翘散-CM组（HSV-1+银翘散CM与HCE-T细胞共培养）。
1.6 MTT检测细胞活力
根据MTT试剂盒说明书要求，将25 mg MTT溶解于5 mL MTT溶剂中，配制成5 mg/mL的MTT溶液。收集各组细胞，并调整细胞密度为2×104个细胞/mL，然后将细胞接种至96孔板中，每孔100 μL。12 h后向每孔加入10 μL MTT溶液，继续在培养箱中孵育4 h，加入100 μL Formazan溶解液，混匀后孵育至紫色结晶完全溶解。在570 nm波长下测定吸光度，评估细胞活力。
1.7 TUNEL检测细胞凋亡
应用TUNEL一步法试剂盒对各组细胞凋亡进行检测，取各组细胞样品并使用PBS洗涤，4%多聚甲醛固定细胞30 min，含0.3% Triton X-100的PBS重悬细胞，室温孵育5 min。按照每个样品中TdT酶：荧光标记液为5 μL:45 μL的比例配制TUNEL检测液。PBS洗涤细胞2次，加入TUNEL检测液，37℃避光孵育60 min，PBS洗涤细胞并悬浮，荧光显微镜观察细胞凋亡情况。Cy3的激发波长为550 nm，发射波长为570nm（红色荧光）。
1.8 ELISA
收集各组细胞样品，以1000 ×g转速离心20 min，获得细胞上清液。同时收集各组小鼠血清样本。按照ELISA试剂盒制造商要求检测上述样本中的Arg-1、iNOS浓度。
1.9蛋白质印迹
[bookmark: _Hlk162874026]使用含有蛋白酶抑制和磷酸酶抑制剂的RIPA裂解液从各组细胞样品和小鼠角膜组织中提取蛋白质样品，并通过BCA蛋白定量试剂盒测定蛋白质浓度。用10% SDS-PAGE分离蛋白质，分离后的蛋白质转移至PVDF膜上，并且封闭在含有5%脱脂牛奶的TBST中。加入对应一抗：cGAS抗体（1:1000）、STING抗体（1:1000）、IRF3抗体（1:1000），在4℃下孵育过夜。TBST洗膜后与HRP标记的山羊抗兔IgG室温孵育2 h。TBST再次洗膜，然后使用超敏ECL化学发光检测试剂盒显色，Alliance凝胶图像分析仪成像，并使用ImageJ图像分析软件进行图片处理，分析细胞样品与角膜组织中目标蛋白表达情况。
1.10动物实验
本次实验选用120只6-8周龄、体重在18-22 g之间SPF级Balb/c小鼠。所有小鼠在温度维持在18-22℃、相对湿度50%的SPF级环境中饲养，并遵循12 h昼夜循环的节律。饲养一周后，小鼠被随机分为三组：对照组、模型组、药物组，每组40只。在药物组中，小鼠首先接受甲苯噻嗪（6.6 mg/kg）和氯胺酮（100 mg/kg）的麻醉处理。随后，使用25号针头短暂划伤小鼠的两个角膜，以创造轻微损伤并吸干泪膜。接着，将2 μL的HSV-1病毒（溶解于无菌PBS中）以每只眼睛1x105 pfu的剂量接种到角膜上，构建HSK小鼠模型。从感染的第一天开始，每只小鼠接受400 ng/mL的银翘散水煎剂灌胃治疗，每天两次，连续治疗14天。模型组与药物组的处理过程相同，但在局部治疗时，将银翘散替换为双蒸水。对照组的小鼠同样接受麻醉、角膜划痕和泪膜吸干的处理，但不接受HSV-1感染，局部治疗时，使用双蒸水代替银翘散。观察各组小鼠建模后第1、3、5、7、14天的发病、死亡情况和临床特征。小鼠感染后14天，使用过量戊巴比妥钠（100 mg/kg）麻醉处死小鼠，通过尾静脉采集血液样本，同时分离角膜组织进行后续实验。
1.11角膜疱疹疾病评分
使用HSV-1病毒以2X105 pfu/眼睛的剂量感染小鼠。从感染第一天开始，使用银翘散干预治疗。每隔2天通过尼康D7200相机对小鼠眼部进行拍照，评价角膜炎症和浑浊的病理变化。角膜炎评分标准：0分：无疾病；1分：角膜浑浊，但一些虹膜细节可见；2分：虹膜细节模糊；3分：角膜完全不透明；4分：角膜穿孔[12]。睑缘炎评分标准：0分：无疾病；1分：眼睑浮肿；2分：眼睑浮肿并伴随一些结痂；3分：眼睛肿胀并伴有严重的结痂；4分：眼睛完全肿胀闭合[12]。
1.12统计分析
通过Graphpad Prism 9.5软件对实验数据进行统计分析。所有结果均采用平均值±标准差形成呈现，通过t检验比较两组间独立样本；单因素方差分析用于多组间数据的总体比较，若差异具有统计学意义则进一步使用LSD-t检验进行两两比较，P<0.05表示有统计学意义。
2 结果
2.1 银翘散抑制HSV-1病毒对HCE-T细胞的损伤作用
[bookmark: OLE_LINK11][bookmark: OLE_LINK2]经过MTT检测发现，与对照组相比，HSV-1组中的HCE-T细胞活力显著降低，而银翘散干预则改善了细胞活力（图1A、B）（P<0.05）。实验结果显示银翘散在1 g/mL浓度时，对HCE-T的改善效果最明显，因此后续继续使用此浓度。TUNEL检测发现，与对照组相比，HSV-1组细胞凋亡增加，而与HSV-1组相比，HSK+银翘散组凋亡显著降低（图1A、B）（P<0.05）。
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图1：HSV-1感染对HCE-T细胞活力与凋亡的影响及银翘散的干预效果
A：MTT检测细胞活力；B：TUNEL检测细胞凋亡。与对照组相比，**P<0.01，***P<0.001；与HSV-1组相比，#P<0.05，##P<0.01，###P<0.001
2.2 银翘散抑制巨噬细胞M1型极化并对HCE-T细胞产生保护作用
经过深入分析巨噬细胞在银翘散改善HSK进展中的作用机制，结果发现当M0巨噬细胞受到HSV-1病毒干预后，细胞上清液中的Arg-1浓度下降、iNOS浓度显著上升。然而，在经过银翘散处理后，这些变化得到了有效逆转：Arg-1浓度提升、iNOS的浓度下调（图2A）（P<0.05）。分别收集Ctrl组、HSV-1组和HSV-1+银翘散组的CM并用于处理HCE-T细胞，结果显示相较于Ctrl-CM组，HSV-1-CM组HCE-T细胞活力降低、凋亡增加；相较于HSV-1-CM组、HSV-1+银翘散-CM组HCE-T细胞活力提升，凋亡下降（图2B、C）（P<0.05）。
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[bookmark: OLE_LINK12]图2：银翘散通过调控巨噬细胞极化抑制HSV-1对HCE-T细胞的影响
A：ELISA检测Arg-1、iNOS；B：MTT检测HCE-T细胞活力；C：TUNEL检测HCE-T细胞凋亡。与Ctrl组相比，***P<0.001；与HSV-1组相比，##P<0.01，###P<0.001；与Ctrl-CM组相比，&&P<0.01，&&&P<0.001；与HSV-1-CM组相比，^^P<0.01
2.3 cGAS在HSV-1诱导的巨噬细胞中低表达，并且受银翘散调控
与Ctrl组相比，HSV-1组巨噬细胞中cGAS表达明显降低，经过银翘散处理则升高了cGAS蛋白表达（图3）（P<0.05）。
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图3：银翘散促进HSV-1诱导的巨噬细胞中cGAS表达
蛋白质印迹检测cGAS蛋白表达。与Ctrl组相比，*** P<0.001，与HSV-1组相比，### P<0.001
2.4 过表达cGAS逆转HSV-1对巨噬细胞极化与HCE-T细胞生物学行为的影响
过表达巨噬细胞中的cGAS并检测巨噬细胞极化标志物发现，相比于Ctrl组，HSV-1组细胞cGAS蛋白表达降低，上清液中Arg-1浓度下降、iNOS浓度明显增加；相比于HSV-1组，HSV-1+oe-cGAS组与HSV-1+银翘散组cGAS蛋白表达均增强，细胞上清液中Arg-1浓度增加、iNOS浓度下调（图4A、B）（均P<0.05）。收集各组细胞CM处理HCE-T发现相比于Ctrl-CM组，HSV-1-CM组HCE-T细胞活力降低、凋亡增加；而过表达cGAS或者使用银翘散干预则改善了细胞活力，并抑制了细胞凋亡（图4C、D）（均P<0.05）。
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[bookmark: OLE_LINK24]图4：cGAS过表达及银翘散处理影响巨噬细胞极化与HCE-T细胞状态
[bookmark: OLE_LINK4]A：蛋白质印迹检测cGAS蛋白表达；B：ELISA检测细胞上清液Arg-1、iNOS；C：MTT检测HCE-T细胞活力；D：TUNEL检测HCE-T细胞凋亡。与Ctrl组相比，***P<0.001；与HSV-1组相比，###P<0.001；与Ctrl-CM组相比，^^P<0.01，与HSV-1-CM组相比，&&P<0.01，&&&P<0.001
2.5 银翘散通过激活巨噬细胞中的cGAS调控STING-IRF3分子通路活化
[bookmark: OLE_LINK34]相比于Ctrl组，HSV-1组巨噬细胞中cGAS、STING、IRF3蛋白表达均降低；相比于HSV-1组，HSV-1+oe-cGAS组、HSV-1+银翘散组cGAS、STING、IRF3蛋白表达均上调；相比于HSV-1+oe-cGAS组，HSV-1 +oe-cGAS+银翘散组cGAS、STING、IRF3蛋白表达进一步增强（图5）（P<0.05）。
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图5：cGAS过表达与银翘散处理影响STING与IRF3蛋白表达
蛋白质印迹检测cGAS、STING、IRF3蛋白表达。与Ctrl组相比，***P<0.001；与HSV-1组相比，##P<0.01，###P<0.001；与HSV-1+oe-cGAS组相比，^P<0.05，^^^P<0.001
2.6 银翘散改善小鼠HSK
对于对照组小鼠，观察期间共有10只小鼠在1天出现轻微角膜充血症状，而后逐渐改善，直至实验结束没有小鼠死亡；而模型组所有小鼠在感染HSV-1后第1天就出现了发病症状，包括角膜充血、水肿，随时间推移，症状逐渐加重，第5天出现角膜浑浊、溃疡、流泪等不适症状，第7天有5只小鼠出现死亡，至实验结束共有12只小鼠死亡；相比于模型组，药物组小鼠HSK病情进展较缓慢，不适症状较轻，所有小鼠在第1天出现角膜充血、水肿表现，第7天症状最严重，有4只小鼠死亡，之后其余小鼠角膜不适症状逐渐减轻，直至实验结束共有10只小鼠死亡。模型组与药物组小鼠发病率与死亡率没有统计学差异（P＞0.05）。
[bookmark: OLE_LINK16][bookmark: OLE_LINK17][bookmark: OLE_LINK18][bookmark: OLE_LINK19]与对照组相比，模型组小鼠角膜炎评分与睑缘炎评分明显升高，而银翘散能够抑制小鼠角膜炎与睑缘炎程度（图6A、B）（均P<0.05）。ELISA检测血清中细胞因子水平，结果显示与对照组相比，模型组小鼠血清中Arg-1浓度降低、iNOS浓度升高，经过银翘散治疗则降低了iNOS的浓度，并升高了Arg-1的浓度（图6C）（均P<0.05）。蛋白质印迹法检测小鼠角膜组织中cGAS、STING与IRF3蛋白表达，结果表明相比于对照组，模型组角膜组织中cGAS、STING与IRF3蛋白表达水平明显下调，而经过银翘散治疗则升高了cGAS、STING与IRF3蛋白表达水平（图6D）（均P<0.05）。
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图6：银翘散抑制小鼠HSK进展
[bookmark: OLE_LINK3]A：角膜炎评分；B：睑缘炎评分；C：ELISA检测血清Arg-1、iNOS浓度。D：蛋白质印迹法检测角膜组织cGAS、STING与IRF3蛋白表达。与Blank组相比，***P<0.001；与Model组相比，#P<0.05，##P<0.01，###P<0.001
3讨论
目前，HSK的研究领域正呈现出多元化的趋势，涵盖了发病机制、治疗手段和预防策略等多个层面。然而，由于单纯疱疹病毒在全球范围内广泛分布，其潜伏特性与再激活作用状态使得疾病的快速检测与根治成为临床治疗中的难点[13]。以往研究发现神经肽在病毒性角膜炎中扮演重要角色，能够调控病毒感染的病理过程，并通过多种作用参与病毒性角膜炎双眼角膜病变的进展，具有潜在的辅助诊断及治疗价值[14]。而本研究在整合传统中药与现代分子生物学机制、揭示巨噬细胞极化在病毒性角膜炎中的新作用以及为治疗提供新思路等方面均表现出较高的新颖性。通过综合体外与体内实验，发现银翘散可能是治疗HSK的有效中药配方之一。进一步深入探究其作用机制，并合理推测银翘散可能通过调控cGAS-STING-IRF3分子通路，影响巨噬细胞的极化状态，从而对HSK发挥治疗作用。
早期临床研究中，已发现银翘散对角膜炎具有显著的治疗效果，但这些研究主要聚焦于配方中药物如疏泻导滞、退红消肿、收泪止痛等中药作用的探讨[15]。近年来，随着研究的深入，逐渐认识到巨噬细胞在HSV-1病毒感染引发的脑炎中扮演了重要角色。研究表明，促进巨噬细胞从M1型向M2型的极化转变，有助于降低炎症反应并改善急性单纯疱疹性脑炎的病理改变[16]。此外，巨噬细胞在HSV-1介导的角膜新生血管形成和炎症过程中也发挥着关键作用，可能通过释放特定的细胞因子和参与免疫调节来影响角膜的病理改变[17]。此外，在流感病毒感染的巨噬细胞体外模型中，银翘散通过调节巨噬细胞展现出了显著的抗病毒作用[18]。在本研究中，利用HSV-1病毒干预巨噬细胞，并进一步用银翘散进行处理。通过收集处理后的CM来培养角膜细胞，发现银翘散可能通过调节巨噬细胞的极化状态和改善其分泌的细胞因子环境，对HSV-1感染引起的HCE-T细胞损伤发挥保护作用。
已有研究揭示，当病毒感染细胞时，cGAS通过与beclin-1的相互作用，诱导病毒自噬过程，清除病毒DNA，从而限制病毒在细胞内的复制和扩散[19]。在本次实验中，HSV-1感染巨噬细胞后，cGAS表达明显降低，而过表达cGAS或者使用银翘散处理后，巨噬细胞cGAS蛋白表达增强，且能改善被HSV-1损伤的 HCE-T细胞活力并抑制其凋亡。这说明cGAS表达的增加可能有助于对抗HSV-1感染。cGAS-STING通路与IRF3的磷酸化是宿主细胞抗病毒免疫反应的关键环节，当cGAS的酶活性降低时，STING、TBK1以及IRF3的磷酸化水平会下调，导致干扰素基因活化受到抑制，这使得HSV能够在宿主细胞内复制并持续存在[20]。在本次实验中，HSV-1组巨噬细胞中cGAS、STING、IRF3蛋白表达均降低，而HSV-1+oe-cGAS组、HSV-1+银翘散组cGAS、STING、IRF3蛋白表达均上调，这表明过表达cGAS 或使用银翘散处理可激活cGAS-STING通路，促进IRF3的磷酸化，进而活化干扰素基因，增强宿主细胞的抗病毒免疫反应，抑制HSV-1在细胞内的复制。此外，激活巨噬细胞中的STING/IRF3信号通路能有效减弱乙型肝炎病毒的感染[21]。并且STING/IRF3信号通路在单纯疱疹性角膜炎中扮演着抗病毒和调节炎症反应的重要角色，该通路的激活能够增强I型干扰素的表达，从而抑制病毒复制，缓解炎症反应，减轻角膜炎的损伤[22]。结合本研究的实验数据，过表达cGAS或使用银翘散处理后，促进了cGAS-STING通路的激活，上调了IRF3蛋白表达，推测这一过程增强了I型干扰素的表达，从而抑制炎症反应，减轻了单纯疱疹病毒性角膜炎对眼部组织的损伤。在关于自身免疫性疾病的研究中，甘草被发现具有调控STING/IRF3信号通路的能力[23]。提示中药在调节该通路方面具有潜在价值，而本次研究中银翘散同样可调控cGAS-STING通路，这为中药治疗单纯疱疹病毒性角膜炎提供了新的理论依据和研究方向。综合来看，cGAS-STING通路在单纯疱疹病毒性角膜炎中通过抑制病毒复制、激活抗病毒免疫反应以及调节炎症反应等机制，对疾病的发生发展起到重要的调控作用。综上所述，本研究的结论与之前的研究类似，银翘散可能具有治疗HSK的潜力。然而本研究在前人研究的基础上，进一不分析了其中可能存在的分子机制，即银翘散能够调节cGAS-STING-IRF3分子通路的活性，影响巨噬细胞的极化状态，进而参与HSK的进展。本研究揭示了银翘散治疗HSK的新机制，可能为HSK治疗提供了新的候选药物和策略。尽管本研究取得了一定的成果，但仍存在一些局限性。首先，虽然本研究通过体内外实验发现银翘散可能对HSK具有治疗作用，但缺乏对实际临床转化潜力的分析，并且银翘散应用的稳定性和安全性有待进一步验证。此外，本研究主要聚焦于银翘散对cGAS-STING-IRF3通路的调节和巨噬细胞极化的影响，但HSK的发病机制可能涉及多个信号通路和细胞类型，因此未来的研究需要进一步探讨银翘散对其他通路和细胞的影响。银翘散成分复杂，意味着其可能作用于cGAS-STING-IRF3通路的多个靶点，但目前具体作用于哪些分子靶点尚不明确未来的研究可以进一步分离和鉴定银翘散中的有效成分，并对其中的作用机制进行深入分析。
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