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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ꎬ赵荣丽ꎬ杨雪梅ꎬ刘玉环ꎬ丁雅琴ꎬ戴　 雁

引用:姚宁ꎬ赵荣丽ꎬ杨雪梅ꎬ等. 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. 国
际眼科杂志ꎬ ２０２５ꎬ２５(８):１２２７－１２３３.

基金项目:兰州市科技计划项目(Ｎｏ.２３－Ｂ０７)
作者单位:(７３００６０)中国甘肃省兰州市ꎬ兰州石化总医院(甘肃
中医药大学第四附属医院)眼科
作者简介:姚宁ꎬ女ꎬ本科ꎬ副主任医师ꎬ研究方向:白内障、玻璃
体视网膜疾病、眼表疾病ꎮ
通讯作者:戴雁ꎬ男ꎬ本科ꎬ副主任医师ꎬ研究方向:白内障、青光
眼、眼表疾病、眼视光. １８１５３６２８４０９＠ ｑｑ.ｃｏｍ
收稿日期: ２０２４－０９－２４ 　 　 修回日期: ２０２５－０５－０８

摘要
目的:探讨银翘散通过环状 ＧＭＰ－ＡＭＰ 合酶( ｃＧＡＳ) －干
扰素基因刺激因子(ＳＴＩＮＧ)－干扰素调节因子 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
(ＨＳＫ)中的具体分子机制ꎮ
方法:将人角膜上皮细胞 ＨＣＥ－Ｔ 分为对照组、ＨＳＫ 组、
ＨＳＫ＋银翘散组ꎮ 将 Ｍ０ 巨噬细胞分为 Ｃｔｒｌ 组、ＨＳＶ－１ 组、
ＨＳＶ－１＋ ｏｅ － ｃＧＡＳ 组、ＨＳＶ － １ ＋银翘散组、ＨＳＶ － １ ＋ ｏｅ －
ｃＧＡＳ＋银翘散组ꎮ 收集各组 Ｍ０ 巨噬细胞条件培养基
(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ꎮ
ＭＴＴ 法检测细胞活力ꎬＴＵＮＥＬ 法检测细胞凋亡ꎬＥＬＩＳＡ 法
检测三组血清中 Ａｒｇ－１、ｉＮＯＳ 水平ꎬ蛋白质印迹法检测角
膜组织 ｃＧＡＳ、ＳＴＩＮＧ、ＩＲＦ３ 相对蛋白表达ꎮ 取 Ｂａｌｂ / ｃ 小鼠
并将其分为对照组、模型组、药物组ꎮ 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ꎬ药物组使用银翘散干预治疗ꎮ 对比三组
建模后第 １、３、５、７、１４ ｄ 三组的发病情况和死亡率ꎮ
结果:与对照组相比ꎬＨＳＫ 组 ＨＣＥ－Ｔ 细胞活力降低、凋亡
增加ꎬ而银翘散干预则可逆转此结果ꎮ 与 Ｃｔｒｌ 组相比ꎬ
ＨＳＶ－１ 组细胞上清液中 Ａｒｇ－１ 浓度降低、ｉＮＯＳ 浓度增加ꎬ
细胞 ｃＧＡＳ、ＳＴＩＮＧ、ＩＲＦ３ 相对蛋白表达下降ꎻ与 ＨＳＶ－１ 组
相比ꎬＨＳＶ－１＋ｏｅ－ｃＧＡＳ 组、ＨＳＶ－１＋银翘散组 Ａｒｇ－１ 浓度
增加、ｉＮＯＳ 浓度降低ꎬｃＧＡＳ、ＳＴＩＮＧ、ＩＲＦ３ 蛋白表达增强ꎬ
ＨＳＶ－１＋ｏｅ－ｃＧＡＳ＋银翘散组得到相同结果ꎮ 与 Ｃｔｒｌ －ＣＭ
组相比ꎬＨＳＶ－１－ＣＭ 组 ＨＣＥ－Ｔ 细胞活力降低、凋亡增加ꎬ
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ꎮ 体内实验发现银翘散干预能够改善角膜
炎病理进展ꎮ
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ꎬ从而延缓 ＨＳＫ 进展ꎮ
关键词:银翘散ꎻ环状 ＧＭＰ－ＡＭＰ 合酶－干扰素基因刺激
因子－干扰素调节因子 ３(ｃＧＡＳ－ＳＴＩＮＧ－ＩＲＦ３)ꎻ巨噬细胞ꎻ
单纯疱疹病毒性角膜炎
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ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ＨＳＶ－ １－ＣＭ ｇｒｏｕｐꎬ 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
ｐａｔｈｗａｙꎬ ｔｈｅｒｅｂｙ ｄｅｌａｙｉｎｇ ｔｈｅ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＳＫ.
• ＫＥＹＷＯＲＤＳ: Ｙｉｎｑｉａｏ Ｐｏｗｄｅｒꎻ ｃｙｃｌｉｃ ＧＭＰ － ＡＭＰ
ｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ － ｓｔｉｍｕｌａｔｏｒ ｏｆ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ ｇｅｎｅｓ － ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ
ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒ ３ ( ｃＧＡＳ － ＳＴＩＮＧ － ＩＲＦ３)ꎻ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅꎻ
ｈｅｒｐｅｓ ｓｉｍｐｌｅｘ ｋｅｒａｔｉｔｉｓ

Ｃｉｔａｔｉｏｎ:Ｙａｏ Ｎꎬ Ｚｈａｏ ＲＬꎬ Ｙａｎｇ ＸＭꎬ ｅｔ ａｌ. Ｙｉｎｑｉａｏ Ｐｏｗｄｅｒ
ａｆｆｅｃｔｓ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ － ｍｅｄｉａｔｅｄ ｈｅｒｐｅｓ ｓｉｍｐｌｅｘ ｋｅｒａｔｉｔｉｓ
ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｃＧＡＳ－ＳＴＩＮＧ－ ＩＲＦ３ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｐａｔｈｗａｙ. Ｇｕｏｊｉ Ｙａｎｋｅ
Ｚａｚｈｉ(Ｉｎｔ Ｅｙｅ Ｓｃｉ)ꎬ ２０２５ꎬ２５(８):１２２７－１２３３.

０引言
单纯疱疹病毒性角膜炎 ( ｈｅｒｐｅｓ ｓｉｍｐｌｅｘ ｋｅｒａｔｉｔｉｓꎬ

ＨＳＫ)是由单纯疱疹病毒(ＨＳＶ)引起的眼部疾病ꎬ全球发
病率较高ꎬ每年患者可能超过 １８０ 万人[１]ꎮ 在 ＨＳＶ－１ 感
染过程中ꎬ巨噬细胞极化失衡ꎬ即 Ｍ１ 和 Ｍ２ 型巨噬细胞比
例失调ꎬ可能导致炎症持续或加剧ꎬ影响疾病进程[２]ꎮ 中
药注重整体观念和辨证论治ꎬ可调节人体内部环境ꎬ提高
机体免疫力ꎬ在治疗角膜炎的同时ꎬ改善患者整体健康状
况ꎬ从根本上增强抵御疾病的能力ꎮ 例如ꎬ丁香酚作为丁
香的主要成分ꎬ能够明显改善镰刀菌诱导的小鼠真菌性角
膜炎[３]ꎮ 而银翘散作为一种中药配方ꎬ具有显著的抗炎、
抗病毒作用ꎬ已证实对流感、婴幼儿肺炎等具有治疗效
果[４－５]ꎬ相较于丁香酚等单体成分ꎬ可能在治疗疾病方面
更加全面且独特ꎮ 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 ｓｙｎｔｈｅｔａｓｅꎬ
ｃＧＡＳ) － 干扰素基因刺激因子 ( ｓｔｉｍｕｌａｔｏｒ ｏｆ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ
ｇｅｎｅｓꎬ ＳＴＩＮＧ)通路预防非酒精性脂肪性肝炎[６]ꎮ 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ꎬ且 ｃＧＡＳ－ＳＴＩＮＧ 通路在免疫调节中扮演着关键
角色ꎬ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ꎬ本研究推测:银翘散
或许能够借助对 ｃＧＡＳ－ＳＴＩＮＧ 通路的调节ꎬ来纠正ＨＳＶ－１
感染时巨噬细胞极化的失衡状态ꎬ最终对 ＨＳＶ－１ 感染产
生影响ꎮ ｃＧＡＳ 在 ＨＳＶ－１ 感染中扮演核心角色ꎬ其能够通

过识别病毒 ＤＮＡ 并触发下游信号传导ꎬ增强机体的抗病
毒免疫反应[７]ꎮ 此外也有研究显示ꎬ通过刺激巨噬细胞中
的 ＧＰＲ４３ 信号转导ꎬ能够激活 ｃＧＡＳ－ＳＴＩＮＧ 轴ꎬ从而在抗
病毒 免 疫 中 发 挥 重 要 作 用[８]ꎮ 干 扰 素 调 节 因 子 ３
(ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒ ３ꎬ ＩＲＦ３)作为 ｃＧＡＳ－ＳＴＩＮＧ 通
路的下游效应因子之一ꎬ其活化水平与炎症反应密切相
关[９]ꎮ 然而ꎬ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ꎬ仍处于未知状态ꎬ亟
待深入研究ꎮ 因此ꎬ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ꎬ影响巨噬细胞极
化ꎬ进而参与 ＨＳＫ 的进展ꎬ着重对 “银翘散可能通过
ｃＧＡＳ－ＳＴＩＮＧ通路调控巨噬细胞极化ꎬ从而影响 ＨＳＶ－１ 感
染”这一假设进行验证ꎮ
１材料和方法
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ꎬ许可证号 ＳＣＸＫ(豫)２０２２－０００１]ꎻ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)ꎻ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ꎻ巨噬细胞集落刺激因子(Ｍ－
ＣＳＦ) 购 自 美 国 ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ 公 司 ( 货 号: ＨＹ －
Ｐ７０５０Ａ)ꎻＨＳＶ－１ 病毒来自中国科学院武汉病毒研究所ꎻ
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)ꎻＭＴＴ 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)ꎻ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)ꎻＨＲＰ 标记的山
羊抗兔购自英国 Ａｂｃａｍ 公司(货号:ａｂ６７２１)ꎻ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)ꎻＡｌｌｉａｎｃｅ 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)ꎮ
１.２方法
１.２.１ 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 ６ ｇ 组成[１０]ꎮ 将药材煎制浓缩为含生药的合剂ꎬ保
存在 ４ ℃的条件下ꎮ 按照之前的研究经验制备银翘散含
药血清[１１]ꎮ 之后选取 ３６ 只 ＳＤ 大鼠分为对照组、病毒感
染组(ＨＳＫ 组)、ＨＳＫ＋银翘散(极低、低、中、高浓度)组ꎬ每
组 ６ 只ꎮ 其中 ＨＳＫ 组用 ＨＳＶ－１ 病毒滴鼻ꎬＨＳＫ＋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ꎻ对照组和 ＨＳＫ 组给予等量生
理盐水ꎬ每天灌胃 ２ 次ꎬ每次 ２ ｍＬꎬ共 ５ ｄꎮ 末次灌胃 １ ｈ
后使用过量苯巴比妥钠麻醉大鼠ꎬ无菌条件下经腹主动脉
取血ꎬ４ ℃静置１ ｈꎬ３ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ 分离含药血
清ꎬ同组血清混匀后 ５６ ℃水浴 ３０ ｍｉｎ 灭活ꎬ微孔滤膜过
滤除菌ꎬ冻存管分装后－２０ ℃保存备用ꎮ
１.２.２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 人 ＥＧＦ＋１％
Ｐ / Ｓ的 ＤＭＥＭ / Ｆ１２ 培养基中ꎮ ＴＨＰ－１ 人单核细胞培养在
添加 １０％ ＦＢＳ＋０.０５ ｍｍｏｌ / Ｌ β－ｍｅｒｃａｐｔｏｅｔｈａｎｏｌ＋１％ Ｐ / Ｓ
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的 ＲＰＭＩ－ １６４０ 培养基中ꎮ 培养条件为 ５％ ＣＯ２ꎬ３７ ℃ꎮ
Ｍ－ＣＳＦ(２０ ｎｇ / ｍＬ)持续刺激 ＴＨＰ－１ 细胞 ７ ｄꎬ诱导生成
Ｍ０ 巨噬细胞[１２]ꎮ 将 ＨＣＥ－Ｔ 细胞接种至 １２ 孔板中ꎬ生长
至汇合状态后移除培养基ꎬ并加入含有 ＨＳＶ－１ 病毒(ＭＯＩ
为 ０.１)接种物的培养基ꎬ３７ ℃孵育 １ ｈꎮ 去除含有病毒的
培养基并使用 ＰＢＳ 洗涤细胞ꎬ向细胞中添加不同浓度银
翘散(０.２５、０.５０、１.００、１.５０ ｇ / ｍＬ)制备得到的含药血清继
续培养 ２４ ｈꎮ
１.２.３细胞转染　 将处于对数生长期的 ＴＨＰ－１ 细胞接种
至 ２４ 孔板中ꎬ每孔 ３×１０５个细胞ꎮ 待细胞融合度达 ７０％
时ꎬ使用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ 􀅺 ３０００ 转染试剂ꎬ并根据其制造商
说明要求ꎬ将过表达 ｃＧＡＳ 的慢病毒载体转染进 ＴＨＰ －１
细胞中ꎮ
１.２.４细胞及小鼠分组　 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ꎬ并经过浓度为 １ ｇ / ｍＬ 银翘散处理 ２４ ｈ 的 ＨＣＥ－Ｔ 细
胞)ꎮ 将 Ｍ０ 巨噬细胞分组: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ꎬ并经过银翘散处理的 Ｍ０ 巨噬细胞)ꎮ 收集
各组 Ｍ０ 巨噬细胞条件培养基(ｃｏｎｄｉｔｉｏｎａｌ ｍｅｄｉｕｍꎬＣＭ)干
预 ＨＣＥ－Ｔ 细胞并且分为 Ｃｔｒｌ－ＣＭ 组[Ｃｔｒｌ 组 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 ＋银翘散组 ＣＭ 与 ＨＣＥ － Ｔ 细胞共培养)ꎮ 将
Ｂａｌｂ / ｃ小鼠分组:对照组(接受麻醉、角膜划痕和泪膜吸干
处理ꎬ不接受 ＨＳＶ－１ 感染)、模型组(接受麻醉、角膜划痕、
泪膜吸干与 ＨＳＶ－１ 感染处理)、药物组(接受麻醉、角膜划
痕、泪膜吸干与 ＨＳＶ－１ 感染处理ꎬ同时接受银翘散治疗)ꎮ
１.２.５ ＭＴＴ 检测细胞活力　 根据ＭＴＴ 试剂盒说明书要求ꎬ
将 ２５ ｍｇ ＭＴＴ 溶解于 ５ ｍＬ ＭＴＴ 溶剂中ꎬ配制成 ５ ｍｇ / ｍＬ
的 ＭＴＴ 溶 液ꎮ 收 集 各 组 细 胞ꎬ 并 调 整 细 胞 密 度 为
２×１０４ ｃｅｌｌｓ / ｍＬꎬ然 后 将 细 胞 接 种 至 ９６ 孔 板 中ꎬ 每 孔
１００ μＬꎮ １２ ｈ 后向每孔加入 １０ μＬ ＭＴＴ 溶液ꎬ继续在培养
箱中孵育 ４ ｈꎬ加入 １００ μＬ Ｆｏｒｍａｚａｎ 溶解液ꎬ混匀后孵育
至紫色结晶完全溶解ꎮ 在 ５７０ ｎｍ 波长下测定吸光度ꎬ评
估细胞活力ꎮ
１.２.６ 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ꎬ取各组细胞样品并使用 ＰＢＳ
洗涤ꎬ４％多聚甲醛固定细胞 ３０ ｍｉｎꎬ含 ０.３％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ－１００
的 ＰＢＳ 重悬细胞ꎬ室温孵育 ５ ｍｉｎꎮ 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ꎮ ＰＢＳ 洗涤细胞 ２ 次ꎬ加入 ＴＵＮＥＬ 检测液ꎬ３７ ℃避光孵
育 ６０ ｍｉｎꎬＰＢＳ 洗涤细胞并悬浮ꎬ荧光显微镜观察细胞凋
亡情况ꎮ Ｃｙ３ 的激发波长为 ５５０ ｎｍꎬ发射波长为 ５７０ ｎｍ
(红色荧光)ꎮ
１.２.７ ＥＬＩＳＡ　 收集各组细胞样品ꎬ以 １ ０００×ｇ 转速离心
２０ ｍｉｎꎬ获得细胞上清液ꎮ 同时收集各组小鼠血清样本ꎮ
按照 ＥＬＩＳＡ 试剂盒制造商要求检测上述样本中的 Ａｒｇ－１、
ｉＮＯＳ 浓度ꎮ

１.２.８蛋白质印迹　 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ꎬ并通过 ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒测定蛋白质浓
度ꎮ 用 １０％ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 分离蛋白质ꎬ分离后的蛋白质转
移至 ＰＶＤＦ 膜上ꎬ并且封闭在含有 ５％脱脂牛奶的 ＴＢＳＴ
中ꎮ 加入对应一抗:ｃＧＡＳ 抗体 (１ ∶ １ ０００)、 ＳＴＩＮＧ 抗体
(１ ∶ １ ０００)、ＩＲＦ３ 抗体(１ ∶ １ ０００)ꎬ在 ４ ℃ 下孵育过夜ꎮ
ＴＢＳＴ 洗膜后与 ＨＲＰ 标记的山羊抗兔 ＩｇＧ 室温孵育 ２ ｈꎮ
ＴＢＳＴ 再次洗膜ꎬ然后使用超敏 ＥＣＬ 化学发光检测试剂盒
显色ꎬＡｌｌｉａｎｃｅ 凝胶图像分析仪成像ꎬ并使用 ＩｍａｇｅＪ 图像
分析软件进行图片处理ꎬ分析细胞样品与角膜组织中目标
蛋白表达情况ꎮ
１.２.９动物实验　 本次实验选用 １２０ 只 ６－８ 周龄、体质量
在 １８－２２ ｇ 的 ＳＰＦ 级 Ｂａｌｂ / ｃ 小鼠ꎮ 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ꎬ并遵循
１２ ｈ 昼夜循环的节律ꎮ 饲养 １ ｗｋ 后ꎬ小鼠被随机分为三
组:对照组、模型组、药物组ꎬ每组 ４０ 只ꎮ 在药物组中ꎬ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ꎮ 随后ꎬ使用 ２５ 号针头短暂划伤小鼠的两个
角膜ꎬ以创造轻微损伤并吸干泪膜ꎮ 接着ꎬ将 ２ μＬ 的
ＨＳＶ－１病毒(溶解于无菌 ＰＢＳ 中)以每只眼睛１×１０５ ｐｆｕ的
剂量接种到角膜上ꎬ构建 ＨＳＫ 小鼠模型ꎮ 泪液检查中测
出有病毒复制即建模成功ꎮ 从感染的第 １ ｄ 开始ꎬ每只小
鼠接受 ４００ ｎｇ / ｍＬ 的银翘散水煎剂灌胃治疗ꎬ每天 ２ 次ꎬ
连续治疗 １４ ｄꎮ 模型组与药物组的处理过程相同ꎬ但在局
部治疗时ꎬ将银翘散替换为双蒸水ꎮ 对照组的小鼠同样接
受麻醉、角膜划痕和泪膜吸干的处理ꎬ但不接受ＨＳＶ－１感
染ꎬ局部治疗时ꎬ使用双蒸水代替银翘散ꎮ 观察各组小鼠
建模后第 １、３、５、７、１４ ｄ 的发病、死亡情况和临床特征ꎮ
小鼠感染后 １４ ｄꎬ使用过量戊巴比妥钠(１００ ｍｇ / ｋｇ)麻醉
处死小鼠ꎬ通过尾静脉采集血液样本ꎬ同时分离角膜组织
进行后续实验ꎮ
１.２.１０ 角膜疱疹疾病评分 　 使用 ＨＳＶ－ １ 病毒以每眼
１×１０５ ｐｆｕ的剂量感染小鼠ꎮ 从感染第 １ ｄ 开始ꎬ使用银翘
散干预治疗ꎮ 每隔 ２ ｄ 通过尼康 Ｄ７２００ 相机对小鼠眼部
进行拍照ꎬ评价角膜炎症和混浊的病理变化ꎮ 角膜炎评分
标准:０ 分:无疾病ꎻ１ 分:角膜混浊ꎬ但一些虹膜细节可见ꎻ
２ 分:虹膜细节模糊ꎻ３ 分:角膜完全不透明ꎻ４ 分:角膜穿
孔[１２]ꎮ 睑缘炎评分标准:０ 分:无疾病ꎻ１ 分:眼睑浮肿ꎻ
２ 分:眼睑浮肿并伴随一些结痂ꎻ３ 分:眼睛肿胀并伴有严
重的结痂ꎻ４ 分:眼睛完全肿胀闭合[１２]ꎮ

统计学分析:通过 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ９.５ 软件对实验数
据进行统计分析ꎮ 采用 Ｓｈａｐｉｒｏ－Ｗｉｌｋ 进行正态分布检验ꎬ
符合正态分布的数据采用均数±标准差表达ꎬ两组间比较
采用独立样本 ｔ 检验ꎻ单因素方差分析用于多组间数据的
总体比较ꎬ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ꎻ多个时间点三组角膜炎和睑缘炎评分比
较采用重复测量数据的方差分析ꎬ若存在组间差异ꎬ各时
间点的组间两两比较采用 ＬＳＤ－ｔ 检验ꎬＰ<０.０５ 表示差异
有统计学意义ꎮ
２结果
２.１银翘散抑制 ＨＳＶ－１ 病毒对 ＨＣＥ－Ｔ 细胞的损伤作用
　 经过 ＭＴＴ 检测发现ꎬ对照组、ＨＳＫ 组、ＨＳＫ＋０.２５ ｇ / ｍＬ
银翘散组、ＨＳＫ＋０.５０ ｇ / ｍＬ 银翘散组、ＨＳＫ＋１.００ ｇ / ｍＬ 银
翘散组、 ＨＳＫ ＋ １. ５０ ｇ / ｍＬ 银翘散组细胞活力分别为
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(１００.００±１１. ９３)％、(３６. ２７ ± ４. ３５)％、( ６８. ２５ ± ８. １９)％、
(７６.７１±９.２１)％、(９０.０２±１０.８０)％、(８７.８６±１０.５４)％ꎻ与
对照组相比ꎬＨＳＫ 组中的 ＨＣＥ－Ｔ 细胞活力显著降低ꎬ而
银翘散干预则改善了细胞活力(均 Ｐ<０.０５)ꎻ实验结果显
示ꎬ银翘散在 １.００ ｇ / ｍＬ 浓度时ꎬ对 ＨＣＥ－Ｔ 的改善效果最
明显ꎬ因此后续继续使用此浓度ꎮ ＴＵＮＥＬ 检测发现ꎬ对照
组、ＨＳＫ 组、ＨＳＫ＋银翘散组细胞凋亡率分别为(１５. ８８ ±
１.８１)％、(２４.７７±２.８２)％、(１８.２７±２.０８)％ꎬ差异有统计学
意义(Ｆ＝ １２.２５４ꎬＰ<０.０１)ꎻ与对照组相比ꎬＨＳＫ 组细胞凋
亡增加ꎬ而与 ＨＳＫ 组相比ꎬＨＳＫ＋银翘散组凋亡显著降低
(均 Ｐ<０.０５)ꎬ见图 １ꎮ
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ꎬ结果发现当 Ｍ０ 巨噬细胞受到 ＨＳＶ－１
病毒干预后ꎬ细胞上清液中的 Ａｒｇ－１ 浓度下降、ｉＮＯＳ 浓度
显著上升ꎻ然而ꎬ在经过银翘散处理后ꎬ这些变化得到了有
效逆转:Ａｒｇ－１ 浓度提升、ｉＮＯＳ 浓度下调(均 Ｐ<０.０５)ꎬ见

表 １ꎮ 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ꎬ结果显示相较于 Ｃｔｒｌ －ＣＭ
组ꎬＨＳＶ－１－ＣＭ 组 ＨＣＥ－Ｔ 细胞活力降低、凋亡增加ꎻ相较
于 ＨＳＶ－１－ＣＭ 组ꎬＨＳＶ－１＋银翘散－ＣＭ 组 ＨＣＥ－Ｔ 细胞活
力提升ꎬ凋亡下降(均 Ｐ<０.０５)ꎬ见表 ２ꎬ图 ２ꎮ
２.３过表达 ｃＧＡＳ逆转 ＨＳＶ－１ 对巨噬细胞极化及 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ꎬ相比于 Ｃｔｒｌ 组ꎬＨＳＶ－１ 组
细胞相对 ｃＧＡＳ 蛋白表达降低(图 ３)ꎬ上清液中 Ａｒｇ－１ 浓
度下降、ｉＮＯＳ 浓度明显增加ꎻ相比于 ＨＳＶ－１ 组ꎬＨＳＶ－１＋
ｏｅ－ｃＧＡＳ 组与 ＨＳＶ－１＋银翘散组 ｃＧＡＳ 蛋白表达均增强ꎬ
细胞上清液中 Ａｒｇ－１ 浓度增加、ｉＮＯＳ 浓度下调(均 Ｐ<
０.０５)ꎬ见表 ３ꎮ 收集各组细胞 ＣＭ 处理 ＨＣＥ－Ｔ 发现ꎬ相
比于 Ｃｔｒｌ－ＣＭ 组ꎬＨＳＶ－１－ＣＭ 组 ＨＣＥ－Ｔ 细胞活力降低、
凋亡增加ꎻ而过表达 ｃＧＡＳ 或者使用银翘散干预则改善
了细胞活力ꎬ并抑制了细胞凋亡(均 Ｐ<０.０５)ꎬ见表 ４ꎬ
图 ４ꎮ

图 １　 ＴＵＮＥＬ检测各组细胞凋亡结果ꎮ

图 ２　 ＴＵＮＥＬ检测各组细胞凋亡结果ꎮ

表 １　 各组细胞 Ａｒｇ－１ 和 ｉＮＯＳ浓度检测

(􀭰ｘ±ｓꎬｎｇ / Ｌ)
分组 Ａｒｇ－１ ｉＮＯＳ
Ｃｔｒｌ 组 ３９.３６±４.４９ １.９４±０.２２
ＨＳＶ－１ 组 １１.７８±１.３４ａ ５.７５±０.６６ａ

ＨＳＶ－１＋银翘散组 ３２.７３±３.７３ｃ ３.５７±０.４１ｃ

　 　 　 　 　 　 　 　 　
Ｆ ５２.００３ ５０.４３１
Ｐ <０.０１ <０.０１

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ Ｃｔｒｌ 组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ ＨＳＶ－１ 组ꎮ

表 ２　 各组细胞活力与凋亡率检测 (􀭰ｘ±ｓꎬ％)
分组 细胞活力 凋亡率

Ｃｔｒｌ－ＣＭ 组 １００.００±１１.８４ １４.２３±１.６２
ＨＳＶ－１－ＣＭ 组 ３８.８５±４.６６ａ ２６.１６±２.９８ａ

ＨＳＶ－１＋银翘散－ＣＭ 组 ８９.２７±１０.７１ｃ １６.９８±１.９４ｃ

　 　 　 　 　 　 　 　
Ｆ ３４.６９３ ２３.００４
Ｐ <０.０１ <０.０１

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ Ｃｔｒｌ－ＣＭ 组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ ＨＳＶ－１－ＣＭ 组ꎮ

图 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测各组细胞 ｃＧＡＳ蛋白表达ꎮ

表 ３　 各组细胞相对 ｃＧＡＳ蛋白表达、Ａｒｇ－１、ｉＮＯＳ浓度检测

􀭰ｘ±ｓ

分组
相对 ｃＧＡＳ
蛋白表达

Ａｒｇ－１(ｎｇ / Ｌ) ｉＮＯＳ(ｎｇ / Ｌ)

Ｃｔｒｌ 组 ０.７１±０.０９ ４２.５０±４.８５ ２.０７±０.２４
ＨＳＶ－１ 组 ０.２７±０.０３ａ ７.４５±０.８５ａ ５.９９±０.６８ａ

ＨＳＶ－１＋ｏｅ－ｃＧＡＳ 组 ０.５９±０.０７ｃ ２９.３４±３.３４ｃ ３.６９±０.４２ｃ

ＨＳＶ－１＋银翘散组 ０.５５±０.０６ｃ ３０.１１±３.４３ｃ ２.３８±０.２７ｃ

Ｆ ４６.１２４ ５４.０３３ ４９.５６１
Ｐ <０.０１ <０.０１ <０.０１

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ Ｃｔｒｌ 组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ ＨＳＶ－１ 组ꎮ
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图 ４　 各组细胞相对 ｃＧＡＳ蛋白表达与凋亡检测结果　 Ａ:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组细胞相对 ｃＧＡＳ 蛋白表达ꎻＢ:ＴＵＮＥＬ 检测各组细胞
凋亡ꎮ

表 ４　 各组细胞活力与凋亡个数检测 (􀭰ｘ±ｓꎬ％)
分组 细胞活力 凋亡率

Ｃｔｒｌ－ＣＭ 组 １００.００±１１.０６ １５.６９±１.７９
ＨＳＶ－１－ＣＭ 组 ３６.０４±４.３２ａ ２６.８３±３.０６ａ

ＨＳＶ－１＋ｏｅ－ｃＧＡＳ－ＣＭ 组 ７９.６０±９.５５ｃ １６.８０±１.９２ｃ

ＨＳＶ－１＋银翘散－ＣＭ 组 ８３.４０±１０.０１ｃ １７.１３±１.９５ｃ

　 　 　 　 　 　 　 　
Ｆ ２６.８９４ １６.０５８
Ｐ <０.０１ <０.０１

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ Ｃｔｒｌ－ＣＭ 组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ ＨＳＶ－１－ＣＭ 组ꎮ

２.４银翘散通过激活巨噬细胞中的 ｃＧＡＳ 调控 ＳＴＩＮＧ－
ＩＲＦ３分子通路活化　 相比于 Ｃｔｒｌ 组ꎬＨＳＶ－１ 组巨噬细胞
中 ｃＧＡＳ、ＳＴＩＮＧ、ＩＲＦ３ 蛋白表达均降低ꎻ相比于 ＨＳＶ－ １
组ꎬＨＳＶ－１＋ｏｅ－ｃＧＡＳ 组、ＨＳＶ－１＋银翘散组 ｃＧＡＳ、ＳＴＩＮＧ、
ＩＲＦ３ 蛋白表达均上调ꎻ相比于 ＨＳＶ － １ ＋ ｏｅ － ｃＧＡＳ 组ꎬ
ＨＳＶ－１＋ｏｅ－ｃＧＡＳ＋银翘散组 ｃＧＡＳ、ＳＴＩＮＧ、ＩＲＦ３ 蛋白表达
进一步增强(均 Ｐ<０.０５)ꎬ见表 ５ꎬ图 ５ꎮ
２.５银翘散改善小鼠 ＨＳＫ　 对于对照组小鼠ꎬ观察期间共
有 １０ 只小鼠在建模第 １ ｄ 出现轻微角膜充血症状ꎬ而后
逐渐改善ꎬ直至实验结束没有小鼠死亡ꎻ而模型组所有小
鼠在感染 ＨＳＶ－１ 后第 １ ｄ 就出现了发病症状ꎬ包括角膜
充血、水肿ꎬ随时间推移ꎬ症状逐渐加重ꎬ第 ５ ｄ 出现角膜
混浊、溃疡、流泪等不适症状ꎬ第 ７ ｄ 有 ５ 只小鼠出现死
亡ꎬ至实验结束共有 １２ 只小鼠死亡ꎻ相比于模型组ꎬ药物
组小鼠 ＨＳＫ 病情进展较缓慢ꎬ不适症状较轻ꎬ所有小鼠在
第 １ ｄ 出现角膜充血、水肿表现ꎬ第 ７ ｄ 症状最严重ꎬ有
４ 只小鼠死亡ꎬ之后其余小鼠角膜不适症状逐渐减轻ꎬ直
至实验结束共有 １０ 只小鼠死亡ꎮ 实验结束时模型组与药
物组小鼠发病率均为 １００％ꎬ死亡率分别为 ３０％和 ２５％ꎬ
差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ

建模不同时间三组角膜炎和睑缘炎评分比较ꎬ差异有
统计学意义 (角膜炎评分:Ｆ组间 ＝ １５. ２３ꎬＰ组间 ＝ ０. ０００３ꎻ
Ｆ时间 ＝ ２０. １５ꎬ Ｐ时间 ＝ ０. ００００５ꎻ Ｆ组间×时间 ＝ ８. ６７ꎬ Ｐ组间×时间 ＝
０.００２ꎻ睑缘炎评分: Ｆ组间 ＝ １３. ５６ꎬ Ｐ组间 ＝ ０. ０００５ꎻ Ｆ时间 ＝
１８.３２ꎬＰ时间 ＝ ０.００００８ꎻＦ组间×时间 ＝ ７.２３ꎬＰ组间×时间 ＝ ０.００３)ꎮ 与
对照组相比ꎬ模型组在第 ５、１０、１５、２０、２５、３０ ｄ 的角膜炎评
分和睑缘炎评分显著升高(均 Ｐ<０.０５)ꎮ 与模型组相比ꎬ
药物组在第 １０、１５、２０、２５、３０ ｄ 的角膜炎评分和睑缘炎评
分显著降低(均 Ｐ<０.０５)ꎬ见表 ６ꎮ ＥＬＩＳＡ 检测血清中细胞
因子水平结果显示ꎬ与对照组相比ꎬ模型组小鼠血清中

　 　表 ５　 各组细胞相对 ｃＧＡＳ、ＳＴＩＮＧ、ＩＲＦ３ 蛋白表达检测

􀭰ｘ±ｓ
分组 ｃＧＡＳ ＳＴＩＮＧ ＩＲＦ３
Ｃｔｒｌ 组 ０.８２±０.１０ ０.７１±０.０９ ０.７３±０.０９
ＨＳＶ－１ 组 ０.１８±０.０２ａ ０.１２±０.０２ａ ０.２２±０.０３ａ

ＨＳＶ－１＋ｏｅ－ｃＧＡＳ 组 ０.４８±０.０５ｃ ０.３８±０.０５ｃ ０.４９±０.０６ｃ

ＨＳＶ－１＋银翘散组 ０.５５±０.０７ｃ ０.５３±０.０６ｃ ０.４８±０.０６ｃ

ＨＳＶ－１＋ｏｅ－ｃＧＡＳ＋银翘散组 ０.６２±０.０７ｅ ０.６５±０.０８ｅ ０.６８±０.０８ｅ

Ｆ ３５.９４８ ３９.９７５ ２６.９１１
Ｐ <０.０１ <０.０１ <０.０１

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ Ｃｔｒｌ 组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ ＨＳＶ－１ 组ꎻｅＰ<０.０５ ｖｓ ＨＳＶ－１＋
ｏｅ－ｃＧＡＳ 组ꎮ

图 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测各组细胞 ｃＧＡＳ和 ＳＴＩＮＧ及 ＩＲＦ３表达ꎮ

Ａｒｇ－１ 浓度降低、ｉＮＯＳ 浓度升高ꎬ经过银翘散治疗则降低
了 ｉＮＯＳ 的浓度ꎬ并升高了 Ａｒｇ－１ 的浓度(均 Ｐ<０.０５)ꎮ 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ꎬ相比于对照组ꎬ模型组角膜组织中
ｃＧＡＳ、ＳＴＩＮＧ、ＩＲＦ３ 蛋白表达水平明显下调ꎬ而经过银翘
散治疗则升高了 ｃＧＡＳ、ＳＴＩＮＧ、ＩＲＦ３ 蛋白表达水平(均 Ｐ<
０.０５)ꎬ见表 ７ꎬ图 ６ꎮ
３讨论

目前ꎬＨＳＫ 的研究领域正呈现出多元化的趋势ꎬ涵盖
了发病机制、治疗手段和预防策略等多个层面ꎮ 然而ꎬ由
于 ＨＳＶ 在全球范围内广泛分布ꎬ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
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　 　 表 ６　 建模不同时间各组小鼠角膜炎和睑缘炎评分比较 (􀭰ｘ±ｓꎬ分)

时间
角膜炎评分

对照组 模型组 药物组

睑缘炎评分

对照组 模型组 药物组

第 １ ｄ １.３３±０.５２ １.５０±０.５５ １.３３±０.８２ ０.８３±０.７５ １.３３±０.５２ １.１７±０.７５
第 ５ ｄ １.１７±０.４１ ２.００±０.８９ａ １.５０±０.５５ １.００±０.６３ ２.００±０.８９ａ １.６７±０.８２
第 １０ ｄ ０.８３±０.７５ ２.６７±１.０３ａ ２.００±０.８９ｃ ０.８３±０.９８ ２.３３±１.０３ａ ２.１７±０.９８ｃ

第 １５ ｄ ０.６７±０.５２ ３.１７±０.７５ａ ２.３３±０.５２ｃ １.００±０.８９ ２.５０±１.０５ａ ２.３３±１.０３ｃ

第 ２０ ｄ ０.５０±０.５５ ３.５０±０.８４ａ ２.１７±０.４１ｃ ０.８３±０.７５ ３.１７±０.７５ａ ２.００±０.８９ｃ

第 ２５ ｄ ０.３３±０.５２ ３.００±０.８９ａ １.８３±０.４１ｃ ０.６７±０.５２ ３.３３±０.８２ａ １.８３±０.７５ｃ

第 ３０ ｄ ０.１７±０.４１ ２.５０±１.０５ａ １.２５±０.５５ｃ ０.８３±０.４１ ３.００±０.６３ａ １.８３±０.９８ｃ

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ 对照组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ 模型组ꎮ

表 ７　 各组细胞 Ａｒｇ－１、ｉＮＯＳ浓度及相对 ｃＧＡＳ、ＳＴＩＮＧ、ＩＲＦ３ 蛋白表达检测 􀭰ｘ±ｓ
分组 Ａｒｇ－１(ｎｇ / Ｌ) ｉＮＯＳ(ｎｇ / Ｌ) ｃＧＡＳ ＳＴＩＮＧ ＩＲＦ３
对照组 ３２.９１±３.７５ ９.９２±１.１３ ０.５４±０.０５ ０.６９±０.０７ ０.８６±０.０９
模型组 １１.５８±１.３２ａ １８.７９±２.１４ａ ０.１８±０.０３ａ ０.１１±０.０１ａ ０.３８±０.０５ａ

药物组 ２４.６２±２.８１ｃ １５.２１±１.７３ｃ ０.３９±０.０７ｃ ０.４２±０.０５ｃ ０.６１±０.０７ｃ

Ｆ ８７.８１０ ４０.５０２ ７０.９２２ ２０２.２１１ ６６.９３３
Ｐ <０.０１ <０.０１ <０.０１ <０.０１ <０.０１

注:ａＰ<０.０５ ｖｓ 对照组ꎻｃＰ<０.０５ ｖｓ 模型组ꎮ

图 ６ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组角膜组织 ｃＧＡＳ 和 ＳＴＩＮＧ 及
ＩＲＦ３ 蛋白表达ꎮ

点[１３]ꎮ 以往研究发现神经肽在病毒性角膜炎中扮演重要
角色ꎬ能够调控病毒感染的病理过程ꎬ并通过多种作用参
与病毒性角膜炎双眼角膜病变的进展ꎬ具有潜在的辅助诊
断及治疗价值[１４]ꎮ 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ꎮ
通过综合体外与体内实验ꎬ发现银翘散可能是治疗 ＨＳＫ
的有效中药配方之一ꎮ 进一步深入探究其作用机制ꎬ并合
理推测银翘散可能通过调控 ｃＧＡＳ－ＳＴＩＮＧ－ＩＲＦ３ 分子通
路ꎬ影响巨噬细胞的极化状态ꎬ从而对 ＨＳＫ 发挥治疗
作用ꎮ

本研究通过 ＭＴＴ 和 ＴＵＮＥＬ 检测结果发现ꎬＨＳＫ 组
ＨＣＥ－Ｔ 细胞活力降低、凋亡增加ꎬ银翘散干预可逆转这一
结果ꎬ这显示银翘散能减轻 ＨＳＶ－１ 对 ＨＣＥ－Ｔ 细胞的损
伤ꎬ保护角膜上皮细胞ꎬ对维持角膜的正常生理功能具有
重要意义ꎮ 早期临床研究中ꎬ已发现银翘散对角膜炎具有
显著的治疗效果ꎬ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]ꎮ 近年

来ꎬ随着研究的深入ꎬ逐渐认识到巨噬细胞在该疾病中扮
演的重要角色ꎮ 本研究结果发现ꎬＨＳＶ－１ 感染使巨噬细
胞上清液中 Ａｒｇ－１ 浓度下降、ｉＮＯＳ 浓度上升ꎬ银翘散处理
后可逆转ꎮ 收集不同组巨噬细胞 ＣＭ 处理 ＨＣＥ－Ｔ 细胞发
现ꎬ银翘散能提升细胞活力、降低凋亡ꎮ 说明银翘散抑制
巨噬细胞 Ｍ１ 型极化ꎬ改善细胞因子环境ꎬ减轻对 ＨＣＥ－Ｔ
细胞的损伤ꎬ调节免疫炎症反应ꎮ 研究表明ꎬ促进巨噬细
胞从 Ｍ１ 型向 Ｍ２ 型的极化转变ꎬ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ꎬ本研究中银翘散抑
制巨噬细胞 Ｍ１ 型极化ꎬ与之相符ꎬ证实了调节巨噬细胞
极化在病毒感染性疾病中的积极作用[１６]ꎮ 此外ꎬ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ꎬ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]ꎮ 此外ꎬ在流感病毒感染
的巨噬细胞体外模型中ꎬ银翘散通过调节巨噬细胞展现出
了显著的抗病毒作用[１８]ꎮ 本研究也发现银翘散对 ＨＳＶ－１
感染有治疗效果ꎬ说明银翘散在不同病毒感染模型中可能
具有相似的调节巨噬细胞的抗病毒机制ꎮ

本研究中ꎬＨＳＶ－１ 感染巨噬细胞后ꎬｃＧＡＳ 表达明显
降低ꎬ而过表达 ｃＧＡＳ 或者使用银翘散处理后ꎬ巨噬细胞
ｃＧＡＳ 蛋白表达增强ꎬ且能改善被 ＨＳＶ－１ 损伤的 ＨＣＥ－Ｔ
细胞活力并抑制其凋亡ꎮ 这说明 ｃＧＡＳ 表达的增加可能
有助于对抗 ＨＳＶ－１ 感染ꎮ 已有研究揭示ꎬ当病毒感染细
胞时ꎬｃＧＡＳ 通过与 ｂｅｃｌｉｎ－１ 的相互作用ꎬ诱导病毒自噬过
程ꎬ清除病毒 ＤＮＡꎬ从而限制病毒在细胞内的复制和扩
散[１９]ꎮ 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ꎬ当 ｃＧＡＳ 的酶活性降低时ꎬ
ＳＴＩＮＧ、ＴＢＫ１ 以及 ＩＲＦ３ 的磷酸化水平会下调ꎬ导致干扰
素基因活化受到抑制ꎬ这使得 ＨＳＶ 能够在宿主细胞内复
制并持续存在[２０]ꎮ 在本次实验中ꎬＨＳＶ－１ 组巨噬细胞中
ｃＧＡＳ、ＳＴＩＮＧ、ＩＲＦ３ 蛋白表达均降低ꎬ而 ＨＳＶ－１＋ｏｅ－ｃＧＡＳ
组、ＨＳＶ－１＋银翘散组 ｃＧＡＳ、ＳＴＩＮＧ、ＩＲＦ３ 蛋白表达均上
调ꎬ这表明过表达 ｃＧＡＳ 或使用银翘散处理可激活 ｃＧＡＳ－
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ＳＴＩＮＧ 通路ꎬ促进 ＩＲＦ３ 的磷酸化ꎬ进而活化干扰素基因ꎬ
增强宿主细胞的抗病毒免疫反应ꎬ抑制 ＨＳＶ－１ 在细胞内
的复制ꎮ 此外ꎬ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]ꎮ 并且 ＳＴＩＮＧ / ＩＲＦ３
信号通路在 ＨＳＫ 中扮演着抗病毒和调节炎症反应的重要
角色ꎬ该通路的激活能够增强Ⅰ型干扰素的表达ꎬ从而抑
制病毒复制ꎬ缓解炎症反应ꎬ减轻角膜炎的损伤[２２]ꎮ 本研
究进一步借助动物实验证实ꎬ银翘散干预的药物组小鼠
ＨＳＫ 病情进展缓慢、症状较轻ꎬ虽发病率和死亡率与模型
组无统计学差异ꎬ但能抑制角膜炎和睑缘炎程度ꎬ调节血
清中 Ａｒｇ－１ 和 ｉＮＯＳ 浓度ꎬ提升角膜组织中 ｃＧＡＳ、ＳＴＩＮＧ、
ＩＲＦ３ 蛋白表达水平ꎬ减轻眼部组织损伤ꎮ 结合本研究的
实验数据ꎬ过表达 ｃＧＡＳ 或使用银翘散处理后ꎬ促进了
ｃＧＡＳ－ＳＴＩＮＧ 通路的激活ꎬ上调了 ＩＲＦ３ 蛋白表达ꎬ推测这
一过程增强了Ⅰ型干扰素的表达ꎬ从而抑制炎症反应ꎬ减
轻了 ＨＳＫ 对眼部组织的损伤ꎮ 在关于自身免疫性疾病的
研究中ꎬ甘草被发现具有调控 ＳＴＩＮＧ / ＩＲＦ３ 信号通路的能
力[２３]ꎮ 提示中药在调节该通路方面具有潜在价值ꎬ而本
次研究中银翘散同样可调控 ｃＧＡＳ－ＳＴＩＮＧ 通路ꎬ这为中药
治疗 ＨＳＫ 提供了新的理论依据和研究方向ꎮ 综合来看ꎬ
ｃＧＡＳ－ＳＴＩＮＧ 通路在 ＨＳＫ 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ꎬ对疾病的发生发展
起到重要的调控作用ꎮ

尽管本研究取得了一定的成果ꎬ但仍存在一些局限
性:(１)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ꎬ但缺乏对实际临床转化潜力的分析ꎬ
并且银翘散应用的稳定性和安全性有待进一步验证ꎮ
(２)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ꎬ但 ＨＳＫ 的发病机制可能
涉及多个信号通路和细胞类型ꎬ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ꎮ 银翘散成分复
杂ꎬ意味着其可能作用于 ｃＧＡＳ－ＳＴＩＮＧ－ＩＲＦ３ 通路的多个
靶点ꎬ但目前具体作用于哪些分子靶点尚不明确ꎬ未来的
研究可以进一步分离和鉴定银翘散中的有效成分ꎬ并对其
中的作用机制进行深入分析ꎮ

综上所述ꎬ本研究的结论与之前的研究类似ꎬ银翘散
可能具有治疗 ＨＳＫ 的潜力ꎮ 然而本研究在前人研究的基
础上ꎬ进一步分析了其中可能存在的分子机制ꎬ即银翘散
能够调节 ｃＧＡＳ－ＳＴＩＮＧ－ＩＲＦ３ 分子通路的活性ꎬ影响巨噬
细胞的极化状态ꎬ进而参与 ＨＳＫ 的进展ꎮ 本研究揭示了
银翘散治疗 ＨＳＫ 的新机制ꎬ可能为 ＨＳＫ 治疗提供了新的
候选药物和策略ꎮ

利益冲突声明:本文不存在利益冲突ꎮ
作者贡献声明:姚宁论文选题与修改ꎬ初稿撰写ꎻ赵荣丽、
杨雪梅、刘玉环、丁雅琴文献检索ꎬ数据分析ꎻ戴雁选题指
导ꎬ论文修改及审阅ꎮ 所有作者阅读并同意最终的文本ꎮ
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