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[bookmark: _Hlk194178404]摘  要：目的  基于转录组学及生物信息学探索心肌纤维化进程中线粒体自噬介导的胞葬机制，并进行潜在中药预测及实验验证。方法  皮下灌注血管紧张素Ⅱ（Angiotensin Ⅱ，AngⅡ）构建心肌纤维化大鼠模型，进行心肌组织RNA提取、高通量测序，查找差异表达基因（Differential expression genes，DEGs）。从GeneCards数据库获取胞葬相关基因（Engulfment related genes，ERGs），采用R 4.2.0软件中的“venneuler”包绘制DEGs与ERGs交集，找出两组间差异表达的胞葬相关基因（Differential expression engulfment related genes，DEERGs)，并对DEERGs进行KEGG和GO富集分析。进行DEERGs和线粒体自噬关键基因（PINK1、P62）蛋白质-蛋白质蛋白相互作用（Proteinprotein interaction，PPI）网络分析及核心基因鉴定，将核心基因导入Coremine数据库进行中药预测，其中黄芪、红花、葶苈子出现频率最高。结合心肌纤维化中医病机及既往研究基础，选择黄芪、红花、葶苈子组方进行动物实验验证。Masson染色分析纤维化程度，线粒体肿胀实验及线粒体膜电位检测评价线粒体功能障碍程度，RT-PCR和Western blot检测线粒体自噬基因mRNA及蛋白质表达评价线粒体自噬水平。分离心脏驻留巨噬细胞并使用AngⅡ干预，检测巨噬细胞对调凋亡内皮细胞胞葬率。结果  转录组学差异基因分析共428 个DEGs，其中165 个上调，263 个下调。从GeneCards数据库识别出250 个ERGs，绘制DEGs与ERGs交集，得出12 个DEERGs。对DEERGs进行KEGG和GO富集分析显示过程涉及胞葬、线粒体自噬、内皮细胞调控等。对DEERGs和线粒体自噬关键基因（PINK1、P62）进行PPI网络分析及核心基因鉴定，其中前10 名的核心基因为HIF1A、PINK1、
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GABARAP、ARG1、PPARG、UCP2、SQSTM1、CD36、SIRT1、RAB7A。将核心基因导入Coremine数据库，查找对应中药，其中出现频率最高的为黄芪、红花、葶苈子组方。实验验证显示，黄芪-红花-葶苈子组方抑制AngⅡ诱导的心肌纤维化形成、改善大鼠心功能，可以显著提高AngⅡ干预驻留巨噬细胞对凋亡内皮细胞的胞葬率，又以高剂量组效果最佳（P＜0.05）。采用黄芪-红花-葶苈子高剂量组进行机制研究则发现，对照与于模型组，黄芪-红花-葶苈子组线粒体自噬程度降低，线粒体功能障碍减轻（P＜0.05）。结论  黄芪-红花-葶苈子组方可能通过调节PINK1、P62表达抑制线粒体过度自噬，促进巨噬细胞胞葬作用，进而抑制心肌纤维化形成。	Comment by 陈力通: 作者：英文摘要中未见此词组的表述，请补充，确保中英文一致
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[bookmark: _Hlk177971037][bookmark: _Hlk177971055]Abstract: Objective  To explore the regulatory mechanism of mitophagy mediated efferocytosis in the process of myocardial fibrosis based on transcriptomic sequencing and bioinformatics analysis, and to predict the potential treatment of traditional Chinese medicine (TCM) and verify the prediction by animal experiments. Methods  A rat model of myocardial fibrosis was constructed by injecting angiotensin ⅡII subcutaneously. RNA extraction and high-throughput sequencing were performed on myocardial tissue of rats, and differentially expressed genes (DEGs) were detected. Efferocytosis-related genes (ERGs) were obtained from the GeneCards database, and the intersection of DEGs and ERGs was mapped using the "venneuler" package in R 4.2.0 software. Differentially expressed efferocytosis-related genes (DEERGs) were obtained, and KEGG and GO enrichment analyses were performed for DEERGs. The network analysis of protein-to-protein interactions (PPI) and identification of key genes of DEERGs and mitochondrial autophagy (PINK1, P62) were conducted. The key genes were imported into Coremine database for TCM prediction. Combined with the TCM pathogenesis of myocardial fibrosis and the previous research progress, the highest frequency of Astragali Radix, Carthami Flos, and Lepidii Semen (A-C-L) was selected for animal experiments. Masson staining was used to analyze the degree of fibrosis. Mitochondrial swelling assay and mitochondrial membrane potential detection were performed to evaluate the extent of mitochondrial dysfunction. RT-PCR and Western blot were employed to measure the mRNA and protein expression of mitophagy-related genes to assess mitophagy levels. Cardiac-resident macrophages were isolated, treated with AngⅡ, and subsequently assessed for their efferocytosis of apoptotic endothelial cells. Results  There were 428 DEGs between in the control group and model group, including 165 up-regulated and 263 down-regulated DEGs. 250 ERGs were identified from GeneCards database, and 12 DEERGs were obtained by drawing the intersection of DEGs and ERGs. KEGG and GO enrichment analysis of DEERGs showed that the process involved cellular burial, mitochondrial autophagy and endothelial cell regulation. PPI network analysis and identification of key genes of DEERGs and mitochondrial autophagy (PINK1, P62) were performed. The top 10 key genes were HIF1A, PINK1, GABARAP, ARG1, PPARG, UCP2, SQSTM1, CD36, SIRT1 and RAB7A. The key genes were imported into Coremine database to search for corresponding TCM. The most frequent ones were Astragali Radix, Carthami Flos, and Lepidii Semen. Experimental validation demonstrated that the A-C-L formulation inhibited AngⅡ-induced myocardial fibrosis and improved cardiac function in rats. Notably, it significantly enhanced the efferocytosis of apoptotic endothelial cells by AngⅡ-treated resident macrophages, with the high-dose group showing the most pronounced effect (P＜0.05P < 0.05). Mechanistic studies using the high-dose A-C-L group revealed that, compared to control and model groups, the treatment group exhibited reduced mitophagy and ameliorated mitochondrial dysfunction (P＜0.05P < 0.05). Conclusion  The Astragali Radix-Carthami Flos-Lepidii Semen formulation may attenuate myocardial fibrosis formation by suppressing excessive mitophagy, and subsequently activating macrophage efferocytosis.	Comment by 陈力通: 作者：与中文摘要的内容不一致，请修改，正文摘要中未见中医药治疗作用，只提及“中药”	Comment by 陈力通: 作者：中文摘要中未见“动物”验证，请核实，确保中英文完全对应一致
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心肌纤维化以心肌组织胶原过度沉积为特征，是心力衰竭发生发展的重要病理机制[1]。心肌纤维化为心肌组织损伤-炎症-修复的综合病理反应结果，炎症反应则是驱动心肌纤维化形成的重要因素[2]。缺血、压力负荷过重、感染等情况下坏死和应激/损伤的心肌细胞会释放危险相关分子模式（Danger-associated molecular patterns, ，DAMPs），强有力激活一系列炎症介质，进而活化成纤维细胞[3]。
巨噬细胞可通过胞葬凋亡细胞或碎片，抑制DAMPs释放所诱发的炎症反应[4]。胞葬功能下降将导致坏死或凋亡细胞和碎片的积累，从而加剧炎症反应，诱导心肌纤维化形成[5]。研究显示线粒体自噬异常可调控巨噬细胞胞葬功能。大剂量异丙肾上腺素可诱导心肌组织PTEN诱导假定激酶1（PTEN Iinduced Pputative Kkinase 1，PINK1）表达明显增加，促进线粒体过度自噬，进而诱导心肌纤维化形成[6]。维持适度的线粒体自噬对于巨噬细胞胞葬功能至关重要，是抑制心肌纤维化的重要环节[7]。
[bookmark: _Hlk177420123]本研究对正常及纤维化心肌组织进行转录组学测序，通过生物信息学方法探索心肌纤维化进程中线粒体自噬介导的胞葬调控机制，同时结合中药预测和实验验证探索改善心肌纤维化的有效药物，旨在为中药通过调节胞葬作用抑制心肌纤维化提供依据。
1 材料和方法
1.1 材料
1.1.1 动物
[bookmark: _Hlk177971838]无特定病原体（Specific pathogen free，SPF）级雄性斯泼累格·多雷（Sprague-Dawley，SD）大鼠，体质量（200±20）g，购自北京维通利华实验动物技术有限公司，合格证号SCXK（京）2021-0006。大鼠在SPF环境中适应性喂养1 周，温度18～-23 ℃。动物实验经山东中医药大学实验动物伦理委员会批准（批准号2021-105）。
1.1.2 试剂与仪器
试剂：马松（Masson）染液套装（碧蓝天生物有限股份公司，货号C0189M）、TRIzol 试剂盒(（美国Invitrogen公司，货号15596026CN）)、反转录试剂盒(（加拿大Fermentas公司，货号K1621）)、CD45-PerCP/Cy5.5（英国abcam公司，货号ab210187）、CD64-APC（美国BioLegend公司，货号VI MA36）、CCR2-BV421（美国Akoya Biosciences公司，货号747963）、MHCIIⅡ-APC/Cy7（美国BioLegend公司，货号1A8）、Ly6G-PE/Cy7（美国BioLegend公司，货号M5）、Ly6C-APC（美国BioLegend公司，HK1.4）、CD31-APC（美国Akoya Biosciences公司，货号551262）。Anti-PPARG（16643-AP）、Anti-ARG（16001-1-AP）、Anti-HIF1A（20960-1-AP）、Anti-CD36（18836-1-AP）、Anti-UCP2（11081-1-AP）、GAPDH Rabbit pAb（10494-1-AP）抗体购买自美国Proteintech公司；Anti-SIRT1（A11267）、Anti-PINK1（A7131）、Anti-P62（A19700）抗体购买自美国ABclonal公司；辣根过氧化物酶标记的抗兔IgG抗体（#7074）、IC3 Ⅱ抗体（#4108）购买自美国Cell Signaling Technology公司；线粒体膜电位检测试剂盒（批号：C2006）购自上海碧云天生物技术有限公司。
仪器：正置光学显微镜（日本尼康，型号NIKON ECLIPSE E100）、光学成像系统（日本尼康，型号NIKON DS-U3）、荧光定量PCR仪（(美国Bio-Rad公司，型号CFX96 Touch）)、电泳仪（美国Bio-Rad公司，PowerPac Basic）、酶标仪（美国Bio-Rad公司，Imark-22353）、分光光度仪（美国Nanodrop公司，型号AZY2124236）、凝胶成像系统（上海天能科技有限公司，型号4800）、流式细胞仪（美国贝克曼库尔特公司，CytoFLEX型）、色谱仪（日本Shimadzu公司，LC-30）、质谱仪（荷兰Sciex公司，Triple QuadTM 7500）及色谱柱（美国Waters公司，ACQUITY UPLC BEH Amide）。
1.1.3 药材
黄芪、红花、葶苈子由深圳华润三九现代中药有限公司生产提供（制剂工艺已建立稳定质控指标），黄芪-红花-葶苈子药对按照黄芪30 g、红花9 g、葶苈子15 g配对组方[8,-9]。按照此比例配制水煎剂，浓缩至 每毫升1 g生药/ml。根据“动物与人体间等效剂量换算”，以等效剂量为中剂量，制定如下剂量梯度：高剂量（4 g·kg-1/Kg）、中剂量（2g·kg-1/Kg）、低剂量（1g·kg-1/Kg）。每日灌胃一1 次，共干预4 周。
雄性SD大鼠适应性喂养1 周，使用黄芪-红花-葶苈子组方高、中、低剂量灌胃，每天1 一次，连续3 天。末次给药后禁食不禁水12 小时h后，腹主动脉采血，静置血液4 h小时后，4 ℃、3000 r/min·min-1离心20分钟 min，将离心得到的血清置入恒温水箱中（56 ℃）灭活30 min分钟，取0.22 μm滤膜过滤，收集得到含药血清， -20 ℃保存备用。
1.2 方法
1.2.1 大鼠心肌纤维化模型制备
4周龄雄性SD大鼠，体重（200±20）g，适应性饲养1 周。对照组植入胶囊渗透压泵，注入生理盐水，其余各组渗透压泵内使用注射器依据500 ng·/(（kg·min）)-1灌注速度注入血管紧张素Ⅱ（Angiotensin Ⅱ，AngⅡ）溶液2 mlL。渗透压泵植入步骤如下：腹腔注射水合氯醛麻醉大鼠，剃除大鼠背部毛发，酒精棉球消毒后，剪刀纵向剪开大鼠背部皮肤，并钝性分离至皮下，分别埋入生理盐水或AngⅡ渗透压泵（释放速度为2.5 μlL·h/h），然后缝合。每3 天测量大鼠尾部血压，每次至少测量5 次，取平均值，以收缩压大于140 mmHg，并结合心肌组织病理确定心肌纤维化造模成功[10,-11]。
1.2.2 组织样本取材
    腹腔注射3%戊巴比妥钠进行麻醉，麻醉后将大鼠仰卧位固定于操作台，使用眼科剪逐次分开大鼠皮肤、皮下组织、肌肉和胸骨，暴露心脏，将PBS缓冲液注入左心室冲洗，随后将4%组织固定液（多聚甲醛）缓慢灌注。将大鼠心肌组织剪下，以供后续实验。
1.2.3 RNA-seq及生物信息学分析
[bookmark: _Hlk177420924]本研究心肌组织样本RNA提取、高通量测序及生物信息学分析均委托上海欧易生物医学科技有限公司进行。对照组和模型组各选取4 例样本，根据边合成边测序技术，对样本的cDNA文库进行测序，从而生成原始数据（Raw Data）。随后对Raw Data进行数据过滤得到清洗数据（Clean Data），将Clean Data与指定的参考基因组序列比对，得到映射数据（Mapped Data）。基于Mapped Data对测序文库进行质量评估，随后进行生物信息学分析。
[bookmark: _Hlk177420966]根据基因表达量，在将模型组和对照组中基因表达水平存在差异的基因称之为差异表达基因（Differentially-expressed genes，DEGs），使用非参数检验的Mann Whitney U test方法进行分析，并计算P值。最终选择将log2(（FC）FC)绝对值＞1，且P＜0.05作为差异基因筛选标准。采用R 4.2.0软件中的“limma”包，“ggplot2”和“ComplexHeatmap”分别用于绘制差异分析火山图和热图。对DEGs进行KEGG通路和GO富集分析，以明确心肌纤维化的潜在机制。
1.2.4 胞葬相关的心肌纤维化差异基因分析
[bookmark: _Hlk175578556][bookmark: _Hlk175581205][bookmark: _Hlk177240604]从GeneCards数据库获取胞葬相关基因（Efferocytosis-related genes，ERGs），采用R 4.2.0软件中的“venneuler”包绘制DEGs与ERGs的交集，得出对照组和模型组间差异表达的胞葬相关基因（Differentially expressed efferocytosis-related genes，DEERGs）)。利用R软件的“clusterProfiler”和“GOplot”软件包分析DEERGs的KEGG通路和GO富集。利用STRING数据库对DEERGs的PPI网络进行分析，然后利用Cytohubba插件中的Degree算法获得核心基因。
1.2.5 中药预测
[bookmark: OLE_LINK2]将筛选出的核心基因与医学本体信息检索平台(（Coremine Medical）（)(https: //coremine.com/medical/）)相互映射,，筛选出核心基因相关的常见治疗中药（(P<＜0. 05）)。
1.2.6 动物实验验证
（1）大鼠左心室射血分数（Left ventricular ejection fraction，LVEF）检测
应用彩色多普勒超声心动图仪(（Se-quoia 512）Se-quoia 512)进行心脏超声学检查。检查过程中，探头置于大鼠胸前，以胸骨旁左心室长轴和乳头肌水平短轴切面，调整好角度检测各心功能指标，连续测3 次，结果取平均值。
（2）心肌组织Masson染色
将心肌组织石蜡切片脱蜡水洗，将切片浸入Masson A液中浸泡过夜，然后逐次置于Masson B和Masson C混合染液、Masson D液、Masson C液、Masson F液浸染；切片用1%冰醋酸漂洗分化，无水乙醇脱水，透明封片，显微镜镜检，图像分析系统分析。
[bookmark: _Hlk175774405][bookmark: _Hlk194178749]（3）心肌组织核心基因及线粒体自噬基因RT-PCR检测
取大鼠心肌组织，加入1mL TRIzol试剂，按照TRIzol试剂盒说明书操作提取心肌组织总RNA，然后使用反转录试剂盒进行扩充。根据目的基因系列信息设计并合成qPCR检测引物(（上海生工生物工程有限公司设计合成）)。严格按照试剂盒操作指南进行操作，最终结果采用2-ΔΔCt法进行分析。
表1  心肌组织核心基因RT-PCR检测引物序列
Table 1  Primers sequence of myocardial tissue core gene mRNA detection	Comment by 陈力通: 作者：此处是否用”RT-PCR“更合适？
	基因
	上游序列
	下游序列

	PPARG
	5'-AACTCCCT⁃CATGGCCATTGA-3'
	5'-CCTTGCATCCTTCACAAGCA-3'

	SIRT1
	5'-AGGGAACCTCTGCCTCATCT-3'
	5'-TGGCATACTCGCCACCTAAC-3'

	PINK1
	5′-TGCAATGCCGCTGTGTATGA-3′
	5′-TCTGCTCCCTTTGAGACGAC-3′

	P62
	5′-GCTATTACAGCCAGAGTCAAGGG-3′
	5′-TGGTCCCATTCCAGTCATCTT-3

	ARG1
	5'-GGACCTGCCCTTTGCTGACATC-3'
	5'-CCGGATCTAGGCAGGTTTGA-3'

	HIF1A
	5'-CTCCCTTTTTCAAGCAGCAG-3'
	5'-GCTCCATTCCATCCTGTTCA-3'

	CD36
	5'-GCTTGCAAATCCAAGAATGGA-3'
	5'-GCTTTACCAAAGATGTAGCCA-3'

	UCP2
	5'-GGTCCGCTTCCAGGCTCAG-3'
	5'-TCCCTTCCTCTCGTGCAATGG-3'

	HABP2
	5'-TCTATGGGGCTTTCATAGGCTA-3'
	5'-GAGGTGGACTTGGGACTCAG-3'

	IC3Ⅱ
	5'-CTTCGCCGACCGCTGTAA-3'
	5'-TGCGTGGCGTTGAGTTGC-3'

	USP29
	5'-ATGATATCTCTAAAGGTATGTGGA-3'
	5'-AGCAGGTCTGTACAAAGAGTCAC-3'

	ALDH7A1
	5'-GTTATTACGACCTATTGCCCTGCTA-3'
	5'-CCCCATCTCCAAAGACACCA-3'

	GABARAP
	5'-TTTCCCATCCTGCTGTAGACTTCTT-3'
	5'-TTTCCCATCTCTGCGTAGACTTCTT-3'

	SLFN4
	5'-TTTCCCATCTCTGCGTAGACTTCTT-3'
	5'-TCCTCTAGTCCTCT GTGCTC-3'

	RAB7A
	5'-GTGTTGCTGAAGGTTATCACATCCT-3'
	5'-GCTCCTATTGTGGCTTTGTACTA-3'

	MTTP
	5'-TGCTGGGCGTCAGTTCAA-3'
	5'-GGCATCCTTTGCAGACACG-3'

	SALL4
	5'-GAAACCACATCCTTCCAGGCAC-3'
	5'-GGATAAACGTGGAAGGGAGACTG-3'

	GAPDH
	5'-CTGGAGAAACCTGCCAAGTATG-3'
	5'-GGTGGAAGAATGGGAGTTGCT-3'


（4）心肌组织核心蛋白及线粒体自噬蛋白Western Blot检测
提取心肌组织蛋白，BCA法检测蛋白质浓度，5%分离胶分离后，250 mA转膜，用5%脱脂奶粉封闭2 h，加入Ⅰ抗（PPARG 1∶:1000、ARG1 1∶:2000、HIF1A 1∶:1000、CD36 1∶:1000、UCP2 1∶：1000、SIRT1 1∶:2000、PINK1 1∶:1000、P62 1∶:5000、LC3 Ⅱ 1∶:1000、CypD 1∶:1000）。4 ℃孵育过夜后洗涤，加入Ⅱ抗室温孵育1 h，ECL发光检测，采用IPP 6.0软件对图像进行扫描定量，计算各组蛋白质表达的灰度值与内参灰度值的比值作为蛋白质表达的相对含量。
（5）线粒体肿胀实验
线粒体肿胀是由于线粒体膜通透性转换孔（Mitochondrial membrane permeability transition pore，mPTP）开放导致膜电位丧失，在540 nm处吸光度下降。将心肌组织放入EDTA液匀浆，取上清置于缓冲液A（67 mmol·L-1/L sucrose，50 mmol·L-1/L Tris-HCl，50 mmol·L-1/L KCl，10 mmol·L-1/L EDTA，0. 2% BSA；pH 7. 4）；高速离心后弃上清，缓冲液 B（250 mmol·L-1/L sucrose，10 mmol·L-1/L Tris-HCl，10 mmol·L-1/L KCl，3 mmol·L-1/L EDTA，pH 7. 4）悬浮线粒体。
BCA法测定线粒体浓度，取100 μg重悬于无钙缓冲液，取200 μL置于96孔板，CsA（2μmol·L-1/L）作为参照；无EDTA 钙离子溶液诱导mPTP开放。应用分光光度仪，测量基础状态下荧光（540 nm）吸光值，初始用15μmol·L-1/L CaCl2
诱发，随即10 μmol·L-1/L或20 μmol·L-1/L CaCl2以5 min 为间隔脉冲式诱发刺激，吸光值下降，提示mPTP开放导致大量Ca2+外流[12]。
（6）JC-1染色法检测心肌线粒体膜电位
按照单细胞悬液分离试剂盒说明书步骤操作，分离大鼠心肌组织单细胞悬液；向单细胞悬液中加入500μL JC-1染色工作液，孵育20 min；离心并吸弃上清液，用JC-1染色缓冲液洗涤细胞；使用用JC-1 染色缓冲液重悬洗涤后的细胞沉淀，采用流式细胞仪检测心肌细胞线粒体膜电位变化，并统计线粒体膜电位未降低
细胞的百分比。
（7）心脏驻留巨噬细胞对调亡凋亡内皮细胞胞葬率检测
①心脏驻留巨噬细胞分离
[bookmark: _Hlk193638039]心脏驻留巨噬细胞分离[13]：切开心脏，将心肌组织切成小块，使用ⅡⅡ型胶原酶、弹性水解酶及DNase IⅠ在 37 ℃下消化 1 小时h。使用 70 μm 细胞滤网过滤消化后的心肌组织，洗涤，并用抗体在 4 °C黑暗中染色 30 min 进行 FACS 分析。主要抗体如下： CD45-PerCP/Cy5.5、CD64-APC、CCR2-BV421、MHCII-APC/Cy7、Ly6G-PE/Cy7、Ly6C-APC、CD31-APC。心脏驻留巨噬细胞门控为 Ly6G-CD64hiLy6Clo，单核细胞门控为CD64intLy6ChiCCR2+＋MHCIIⅡlo。
②Ang Ⅱ干预驻留巨噬细胞及诱导内皮细胞调亡凋亡
培养驻留巨噬细胞于37 ℃、5% CO2气密室中，分别使用0.1×10-6 mol·L-1/L、1×10-6 mol·L-1/L、10×10-6 mol·L-1/L、100×10-6 mol·L-1/L的AngⅡ干预，观察时间设置为 12 h、24 h、72 h，分别CKK-8检测细胞活性，选取最佳干预时间和干预浓度。采用最佳干预时间、最佳干预浓度处理驻留巨噬细胞，处理前1 h加入药物进行干预。
大鼠心脏微血管内皮细胞购买自武汉普诺赛生命科技有限公司（货号CP-R135），加入 DMEM 培养液，轻轻吹打均匀后接种至培养瓶中，CO2 培养箱培养，每2-3 天更换培养液1 次。使用AngⅡ干预制备凋亡内皮细胞模型：培养微血管内皮细胞于37 ℃、5% CO2气密室中，分别使用0.1×10-6 mol·L-1/L、1×10-6 mol·L-1/L、10×10-6 mol·L-1/L、100×10-6 mol/·L-1L不同浓度的AngⅡ进行干预，观察时间设置为12 h、24 h、72 h，分别CCK-8检测细胞活性，选取最佳干预时间和干预浓度。
③胞葬率检测
微血管内皮细胞用细胞示踪染色试剂按照1∶:1000染色30 min，随后使用Ang Ⅱ干预诱导细胞凋亡，用胰酶消化细胞，300× g离心5 min，取沉淀。然后将凋亡 内皮细胞与巨噬细胞共培养（凋亡内皮细胞∶:驻留巨噬细胞= ＝5∶:1) ）45 min后去除未吞噬的心肌细胞，加入新的DMEM培养基继续培养驻留巨噬细胞2 h。2 h后弃上清，用PBS清洗2 次后用4%多聚甲醛固定10 min，DAPI染色10 min。共聚焦显微镜下观察。
1.2.7 统计学分析
采用 SPSS 19. 0统计学软件进行数据分析，P＜0. 05存在统计学意义。计量资料若符合正态分布采用均数±标准差(（±s）)表示。计量资料若符合正态分布并方差齐，采用单因素方差分析进行差异显著性分析，多个样本间的多重比较则采用LSD－-t检验。

2 结果
2.1 转录组学测序及生物信息学分析结果
2.1.1 纤维化差异表达基因（DEGs）和胞葬相关基因（ERGs）分析
[bookmark: _Hlk177421723][bookmark: _Hlk177274203][bookmark: _Hlk177421765][bookmark: _Hlk176111487]对照组和模型组心肌组织转录组学DEGs显示，共428 个DEGs，其中165个上调，263 个下调，DEGs火山图和部分差异基因热图显示见图1A-图1B。在火山图中，横坐标表示基因在两组样品中表达量差异倍数的对数值；纵坐标表示P value的负对数值。其中红色的点代表下调的差异表达基因，蓝色的点代表上调的差异表达基因，黑色的点代表非差异表达基因。对前10十的DEGs进行RT-PCR验证确定转录组学结果可用（图1I）。然后对DEGs进行GO、KEGG富集分析，结果显示DEGs参与的生物过程涉及吞噬作用的识别和内吞、炎症反应的调节、血管内皮生长因子生成的调控、膜内陷调节、补体活化、凋亡细胞清除、免疫球蛋白介导的免疫反应、T淋巴细胞介导的免疫反应、白细胞介导的免疫反应等，参与的通路涉及补体和凝血级联反应、吞噬体、中性粒细胞胞外陷阱形成、系统性红斑狼疮等（见图1C-图1D）。
[bookmark: OLE_LINK4][bookmark: _Hlk177421895][bookmark: OLE_LINK5]从GeneCards数据库识别出250 个ERGs，采用R 4.2.0软件中的“venneuler”包绘制DEGs与ERGs交集，得出12 个对照组和模型组间差异表达的胞葬相关基因（DEERGs）)（见图1E-图1F）。绘制纤维化差异基因（DEGs）排序图，并在图中标出12个DEERGs（见图1E-图1F）。
2.1.2 对照组和模型组间差异表达的胞葬相关基因（DEERGs)富集分析
[bookmark: _Hlk175867328]对DEERGs进行KEGG和GO富集分析（见图1G-图1H），通过KEGG分析观察DEERGs差异基因富集的通路，GO富集分析则包括3 个主要分支：生物学过程、细胞组分和分子功能。KEGG分析显示通路涉及胞葬、吞噬体、自噬、AMPK信号通路、PPAR信号通路等。GO分析基因主要富集在凋亡细胞清除、内皮细胞增值调控、组织重构、吞没调控、线粒体自噬、上皮细胞迁移的正性调控、自噬体膜、内吞囊泡膜、初级溶酶体、吞噬泡、内吞小泡、核受体结合、水溶解酶活性、E-box连接等。
2.1.3 对照组和模型组间差异表达的胞葬相关基因（DEERGs)的蛋白相互作用（Protein-to-protein interactions，PPI）网络分析及核心基因鉴定
[bookmark: _Hlk177421169][bookmark: _Hlk175606162][bookmark: OLE_LINK7]利用STRING数据库构建PPI网络，识别DEERGs相互之间的交互关系（见图1J-图1K）。PPI网络共识别出12 个节点和14 条边。然后使用Cytoscape软件中的Cytohubba插件根据连接程度选择前7 个核心基因。鉴于线粒体自噬是胞葬的重要机制，对DEERGs进行GO分析显示生物过程涉及线粒体自噬，而PINK1、P62（也被称为sequestosome1，SQSTM1）是线粒体自噬的关键因子，对DEERGs、PINK、SQSTM1进行PPI网络分析，显示PPI网络共识别出14 个节点和27 条边，使用Cytoscape软件中的Cytohubba插件根据连接程度选择前10 个核心基因，其中包括PINK1和SQSTM1（见图1L-图1M）。
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图1  转录组学测序及生物信息学分析
Fig. 1  Transcriptome sequencing and bioinformatics analysis
注：（A-B）. 对照组和模型组差异表达基因（DEGs）火山图和热图;（；C-D. ）对照组和模型组差异表达基因（DEGs）KEGG通路和GO富集分析;（；E-F. ）DEGs与ERGs交集基因和DEGs排序图;（；G-H. ）DEERGs的KEGG通路和GO富集分析;（；I. ）对DEGs进行RT-PCR验证；（J-K. ）DEERGs的蛋白间相互作用网络分析及核心基因鉴定；（L-M. ）DEERGs、PINK1、P62（SQSTM1）的蛋白间相互作用网络分析及核心基因鉴定。
2.2 核心基因中药预测
[bookmark: _Hlk177422098][bookmark: _Hlk177421648][bookmark: _Hlk177275647][bookmark: _Hlk177421418][bookmark: _Hlk177970382]将核心基因HIF1A、PINK1、GABARAP、ARG1、PPARG、UCP2、SQSTM1、CD36、SIRT1、RAB7A导入Coremine数据库，查找对应中药，选取其中具有统计学意义（P＜0.05）的药物进行分析，可以得到对核心基因具有潜在治疗作用的一系列中药（见表2）。这些中药中黄芪、人参、黄精、党参、灵芝、冬虫夏草、淫羊藿、肉桂、桂枝等属于补气温阳类；三七、丹参、赤芍、姜黄、葛根、当归、川芎、红花、山楂、莪术、郁金等属于活血化瘀类；泽泻、葶苈子、荷叶、防己等属于利水消肿类；黄连、黄芩、金银花、栀子、鱼腥草、大黄、龙胆草、白花蛇舌草等是属于清热解毒类；南沙参、石斛、麦冬、枸杞子、何首乌、生地黄等属于滋阴生津类；枳实、柴胡、陈皮、青皮等属于疏肝理气类。结合既往研究显示心力衰竭的中医病机可概括为本虚标实、久病入络。本虚多属气虚、阳虚，标实多属血瘀、水停，以补气温阳、活血利水为治疗大法。既往研究显示黄芪、红花-葶苈子药对对可有效抑制心肌纤维化形成。从补气温阳、活血化瘀、利水消肿三类中药中筛选出频率最高的分别为黄芪、红花、葶苈子（表3）。
表2  基于心肌纤维化过程中线粒体自噬介导的胞葬核心基因中药预测
Table 2  Prediction of core genes of autophagy-mediated efferocytosis in the process of myocardial fibrosis based on Traditional Chinese Medicine
	序号
	基因
	常用中药

	1
	ARG1
	淫羊藿、瓜蒌、白花蛇舌草、大血藤、石斛、南沙参、灵芝、红花、黄芪

	2
	CD36
	厚朴、丹参、昆布、泽泻、陈皮、百部、枳实、郁金、姜黄、肉桂、葶苈子、黄精、红花

	3
	HIF1A
	山楂、三七、龙胆草、栀子、红花、红景天、川芎、莪术、姜黄、郁金、黄芪

	4
	UCP2
	丹参、金银花、青皮、栀子、红花、薏苡仁、黄连、吴茱萸、生地黄

	5
	RAB7A
	肉桂、泽泻、菟丝子、山药、杜仲、红花、枳实、葶苈子、葛根、丹参、当归

	6
	SIRT1
	丹参、黄芪、赤芍、人参、党参、何首乌、黄芩、补骨脂、枸杞子、冬虫夏草

	7
	PPARG
	柴胡、姜黄、泽泻、葶苈子、人参、黄芪、大黄、白芍、甘草、黄连

	8
	GABARAP
	石决明、石菖蒲、桂枝、麦冬、葶苈子、灵芝、黄芪

	9
	PINK1
	白术、黄芩、雷公藤、栀子、三七、黄芪、何首乌、人参、荷叶

	10
	SQSTM1
	石菖蒲、枸杞子、黄芪、淫羊藿、防己、柴胡



表3  药物出现频次统计表（≥2 次）
Table 3  Frequency statistics table of drug occurrences (≥2 times)
	出现频次
	药物名称

	7
	黄芪

	5
	红花

	4
	丹参、葶苈子

	3
	泽泻、姜黄、栀子、人参

	2
	淫羊藿、灵芝、枳实、郁金、肉桂、三七、黄连、黄芩、何首乌、枸杞子、柴胡、石菖蒲、灵芝



2.3 实验验证结果
2.3.1 黄芪-红花-葶苈子组方可抑制AngⅡ诱导的心肌纤维化，改善心功能
[bookmark: _Hlk176874114]Masson染色显示（图2A、表43），对比于空白对照组，模型对照组心肌组织结构排列紊乱，纤维化比率明显增加（P＜0.05）；对比于模型组，黄芪-红花-葶苈子组方高、中、低剂量组纤维化程度明显改善，纤维化比率下降，其中又以高剂量组纤维化比率最低（P＜0.05）。
[bookmark: _Hlk177939730][bookmark: _Hlk177939998]心脏彩超检测大鼠心脏LVEF（图2B、表43），对比于对照组，模型组大鼠LVEF明显下降（P＜0.05）；对比于模型组，黄芪-红花-葶苈子组方高、中、低剂量组LVEF上调，其中又以高剂量组上调最为显著，差异有统计学意义（P＜0.05）。
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图2  不同组别心肌组织Masson染色和左室射血分数（LVEF）
Fig. 2  Masson staining of myocardial tissues in different groups and left ventricular ejection fraction (LVEF)
注：（A. ）心肌组织Masson染色；（B. ）心脏彩超检查左室射血分数（LVEF）

表43  不同组别心肌纤维化比率和左室射血分数（LVEF）水平(（±s）)
Table 4  The ratios of myocardial fibrosis and the levels of left ventricular ejection fraction (LVEF) in different groups(±s)
	组别
	纤维化比率（%）
	LVEF（%）

	空白对照组
	1.6±0.9
	72±5.3

	模型对照组
	15.5±2.1*
	30±4.1*

	黄芪-红花-葶苈子低剂量组
	11.9±1.9△
	42±5.6△

	黄芪-红花-葶苈子中剂量组
	7.9±0.8#△
	49±6.2#△

	黄芪-红花-葶苈子高剂量组
	5.0±0.2#
	60±7.6#


注：与空白对照组相比，*P＜0.05；与模型对照组相比，#P＜0.05；与黄芪-红花-葶苈子高剂量组相比，△P＜0.05

2.3.2 黄芪-红花-葶苈子组方可下调纤维化心肌组织核心基因PPARG、UCP2、SIRT1表达，下调HIF1A、CD36表达
[bookmark: _Hlk176874343][bookmark: _Hlk176874011][bookmark: _Hlk176874022][bookmark: _Hlk176874415][bookmark: OLE_LINK11][bookmark: _Hlk193549716][bookmark: _Hlk177939675]选取黄芪-红花-葶苈子组方高剂量组进行后续实验验证。对比不同组别心肌组织核心基因mRNA表达发现，对比于空白对照组，模型对照组心肌组织HIF1A mRNA、CD36 mRNA上调，PPARG mRNA、ARG1 mRNA、UCP2 mRNA、SIRT1 mRNA下调（P＜0.05）；对比于模型对照组，黄芪-红花-葶苈子组心肌组织HIF1A mRNA、CD36 mRNA下调，PPARG mRNA、UCP2 mRNA、SIRT1 mRNA上调（P＜0.05）（见图3A-图3B）。
[bookmark: _Hlk193593055][bookmark: _Hlk177422311][bookmark: _Hlk183164625]    对比不同组别心肌组织核心基因蛋白质表达发现，与空白对照组相比，模型对照组心肌组织HIF1A、CD36表达上调，PPARG、ARG1、UCP2、SIRT1表达下调（P＜0.05）；与模型对照组相比，黄芪-红花-葶苈子组心肌组织HIF1A、CD36表达下调，PPARG、UCP2、SIRT1表达上调（P＜0.05）（见图3C-图3E）。
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图3  不同组别心肌组织核心基因RT-PCR及Western Blot检测(（±s）)
图3  Core gene RT-PCR and Western Blot detection of myocardial tissues in different groups (±s)
注：（A-B）. 心肌组织核心基因Rt-PCR检测；（C-E. ）心肌组织核心基因Western blot检测
（注：与对照组相比，*P＜0.05；与模型组相比，#P＜0.05）

2.3.3 黄芪-红花-葶苈子组方可抑制纤维化心肌组织线粒体过度自噬，改善线粒体功能
Western Blot检测不同组别心肌组织 LC3Ⅱ、 LC3Ⅰ、P62、PINK1 表达（图4），计算 LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值，评估线粒体自噬情况。对比于空白对照组，模型对照组PINK1表达上调，P62表达下调，IC3Ⅱ/IC3Ⅰ比值上调（P＜0.05）；对比于模型对照组，黄芪-红花-葶苈子组PINK1下调，P62上调，IC3Ⅱ/IC3Ⅰ比值下调（P＜0.05）。
RT-PCR检测不同组别心肌组织LC3Ⅱ mRNA、P62 mRNA、PINK1 mRNA 表达（图4）。对比与于空白对照组，模型对照组PINK1 mRNA表达上调，P62 mRNA表达下调，LC3Ⅱ mRNA表达上调（P＜0.05）；对比于模型对照组，黄芪-红花-葶苈子组PINK1 mRNA下调，P62 mRNA上调，LC3Ⅱ mRNA下调（P＜0.05）。
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图4  心肌组织线粒体自噬水平检测 (（±s）±s)
Fig. 4  Detection of mitophagy levels in myocardial tissue (±s)
注：（A-D. ）不同组别自噬基因Western Blot检测；（E-G. ）不同组别自噬基因RT-PCR检测（
注：与空白对照组相比，*P＜0.05；与模型对照组相比，#P＜0.05）

JC-1染色法检测心肌线粒体膜电位，线粒体肿胀实验观察 Ca2+超载诱导 mPTP 开放，共同评估线粒体功能障碍情况（图5）。JC-1染色法检测心肌线粒体膜电位，对比于空白对照组，模型对照组线粒体膜电位未降低细胞的百分比明显降低（P＜0.05）；相比于模型对照组，黄芪-红花-葶苈子组线粒体膜电位未降低细胞的百分比上升（P＜0.05）。采用线粒体水肿实验观察Ca2+超载诱导 mPTP开放情况[14]（图5），结果显示：与空白对照组相比，模型对照组在540 nm波长处吸光度明显下降（P＜0.05）；与模型对照组相比，黄芪-红花-葶苈子组的吸光度下降幅度明显减缓（P＜0.05）。


[image: ]
[bookmark: _Hlk183206427]图5  12心肌组织线粒体功能检测 (（±s）±s)
Fig. 5  Detection of mitochondrial function in myocardial tissue (±s)
注：（A-B. ）JC-1染色法检测心肌线粒体膜电位；（C. ）线粒体水肿实验观察Ca2+超载诱导 mPTP开放情况（
注：与空白对照组相比，*P＜0.05；与模型对照组相比，#P＜0.05）


2.3.4 黄芪-红花-葶苈子组方促进心脏驻留巨噬细胞胞葬凋亡内皮细胞
使用AngⅡ分别干预心脏驻留巨噬细胞及内皮细胞造模，选取黄芪-红花
-葶苈子组方高、中、低剂量含药血清干预，检测心脏驻留巨噬细胞对调亡凋亡内皮细胞胞葬率（图6）。显示与空白对照组相比，模型对照组胞葬率下降（P＜0.05）；与模型对照组相比，黄芪-红花-葶苈子组方高、中、低剂量组胞葬率上调，其中又以高剂量组最佳（P＜0.05）。
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图6  不同组别心脏驻留巨噬细胞胞葬凋亡内皮细胞水平 (（±s）±s)
Fig. 6  The levels of endothelial cell apoptosis caused by macrophage phagocytosis in the hearts of different groups (±s)
注：（A. ）Ang IIⅡ干预下不同时间点巨噬细胞活性；（B. ）Ang IIⅡ干预下不同时间点内皮细胞调亡凋亡率；（C. ）不同组别驻留巨噬细胞对调亡凋亡内皮细胞的胞葬率（
注：与空白对照组相比，*P＜0.05；与模型对照组相比，#P＜0.05）

3 讨论
心肌损伤或坏死后早期炎症反应有利于心肌组织愈合，但是过度的炎症反应则产生不利影响，促进心肌纤维化形成。心肌纤维化可导致心肌僵硬，进而影响心肌的收缩性、传导和/（或）或舒张，导致心力衰竭[15]。除了心肌梗死后纤维化外，心肌纤维化还可发生于几种慢性炎症情况下，例如压力负荷性心力衰竭、高血压、心肌炎等。本研究通过Ang Ⅱ干预构建心肌纤维化大鼠模型，对照组和模型组大鼠心肌组织进行转录组学测序，统计学分析找出纤维化差异表达基因（DEGs，）共428 个差异表达基因，其中165 个上调、263 个下调差异基因。对DEGs进行GO和KEGG通路富集分析显示，纤维化机制涉及炎症反应的调节、补体活化、凋亡细胞清除、免疫球蛋白介导的免疫反应、T淋巴细胞介导的免疫反应、白细胞介导的免疫反应等，提示炎症反应是心肌纤维化的重要病理过程，调节炎症反应是治疗心肌纤维化的重要环节。
[bookmark: OLE_LINK6]胞葬是一种特殊类型的吞噬作用，可通过清除调亡凋亡细胞，维持组织稳态、减轻损伤后的炎症反应和促进组织再生等。通过胞葬抑制过度的炎症反应已成为治疗心肌纤维化的重要方向之一[16]。胞葬主要包括“嗅觉阶段”、“吞噬阶段”、和“”消化阶段”三个阶段[17]。在识别阶段，凋亡细胞表达特定“吃我”信号被巨噬细胞受体TIM家族及MerTK等识别；吞噬阶段则巨噬细胞通过调节其细胞骨架变化将凋亡细胞包裹进入；最后，消化阶段巨噬细胞溶酶体途径被激活，在多种消化酶的作用下将凋亡细胞分解。本研究从GeneCards数据库识别出250 个胞葬相关基因（ERGs），与DEGs取交集，得出12 个对照组和模型组间差异表达的胞葬相关基因（DEERGs)。12 个DEERGs中HIF1A属于嗅觉阶段，CD36、TGM2、SIGLEC10、C3、UCP2属于吞噬阶段，SIRT1、PPARG、ARG1、GABARAP、FPR3、RAB7A属于消化阶段。
血管内皮细胞凋亡是纤维化形成的关键触发因素。作为血液和组织之间的天
然屏障，血管内皮细胞最易受到机械、化学、免疫等多种理化信号损伤，诱导血
管内皮细胞凋亡，导致局部免疫炎症细胞浸润，促进纤维化形成[18]。前期研究显示凋亡内皮细胞可旁分泌促纤维化因子，介导内皮细胞与成纤维细胞间协作进而诱导心肌纤维化形成[19]。心脏驻留巨噬细胞主要分布在冠脉内皮细胞周围，是清除凋亡内皮细胞的主要效应细胞[20]。本研究细胞实验通过Ang Ⅱ干预构建血管内皮细胞调亡凋亡模型，同时Ang Ⅱ干预心脏驻留巨噬细胞，检测发现Ang Ⅱ干预下心脏驻留巨噬细胞对调亡凋亡内皮细胞胞葬率显著下降，凋亡内皮细胞蓄积。
对DEERGs进行GO和KEGG富集分析，KEGG通路富集分析显示通路涉及胞葬、吞噬体、自噬、AMPK信号通路、PPAR信号通路等，GO分析则主要富集在凋亡细胞清除、内皮细胞增值殖调控、组织重构、吞没调控、线粒体自噬、上皮细胞迁移的正性调控、自噬体膜、内吞囊泡膜、初级溶酶体、吞噬泡、内吞小泡、水溶解酶活性等。线粒体自噬失调与缺血性、压力诱导型、内毒素诱导型等多种类型心力衰竭的发生和发展密切相关。过度激活线粒体自噬会导致超氧化物等活性氧的水平上升，激活炎症系统，促进心力衰竭形成[6,，21]。PINK1是一种线粒体外膜蛋白，具有丝氨酸激酶活性，是促进线粒体自噬的重要分子。研究发现压力超载诱导型心力衰竭小鼠PINK1表达明显上调，线粒体过度自噬，心肌纤维化程度加重[22]。P62是研究广泛的一个自噬底物，Liyun Wu等发现白藜芦醇可通过上调SIRT1/PGC-1α和PINK1/Parkin通路，下调P62表达，促进线粒体自噬[23]。	Comment by 陈力通: 作者：未见参考文献序号24/25，请在相应处补充
为了进一步探索心肌纤维化过程中线粒体自噬与胞葬的关系，本研究对DEERGs、PINK1、P62（SQSTM1）进行PPI网络分析及核心基因鉴定。PPI网络分析显示PINK1与GABARAP、HIF1A、PPARG、RAB7A、SIRT1、SQSTM1、TGM2、UCP1共8 个节点相关，P62与GABARAP、HIF1A、PINK1、RAB7A、SIRT1、TGM2共6 个节点相关。使用Cytoscape软件中的Cytohubba插件根据连接程度选择前10 个核心基因，结果显示前10 个核心基因包括PINK1和SQSTM1。结果提示在胞葬功能异常导致的心肌纤维化中线粒体自噬机制可能发挥重要作用。实验验证通过构建Ang Ⅱ诱导的心肌纤维化大鼠发现，纤维化心肌组织线粒体膜电位明显下降，线粒体功能障碍加重。同时研究显示纤维化心肌PINK1表达、LC3 IIⅡ/LC3 IⅠ比值上调，P62减少，提示纤维化心肌自噬流增加，线粒体过度自噬。
中医学中并无“心肌纤维化”的病名，根据其临床表现多将其归属于与“胸痹”、“喘证”、“心悸”等范畴。心肌纤维化中医病机可概括为本虚标实、久病入络。本虚多属气虚、阳虚，标实多属瘀血、水饮，以益气温阳、活血利水为治疗大法[26]。同时由于导致心肌纤维化的基础疾病种类较多，如心力衰竭、冠心病、高血压病、糖尿病、病毒性心肌炎等。，根据基础疾病的不同，存在不同的兼夹证候，如病毒性心肌炎多兼夹热毒，糖尿病性心肌病可兼有阴虚等[27]。因此在临床治疗心肌纤维化时，强调“病证结合”，以补气温阳、活血利水为主，结合其基础疾病不同，可辅以清热、滋阴、理气等[28]。本研究将线粒体自噬介导的胞葬作用导致心肌纤维化的核心基因导入Coremine数据库进行中药预测，查找对应中药，其预测中药大致分为以下六类：补气温阳类、活血化瘀类、利水消肿类、清热解毒类、滋阴生津类、和疏肝理气类。对每味中药进行出现频次统计，其中补气温阳类出现频次最高的为黄芪，活血化瘀类出现频次最高的为红花，利水消肿类出现频次最高的为葶苈子，清热解毒类出现频次最高的为栀子，滋阴生津类出现频次最高的为枸杞子、何首乌，疏肝理气类出现频次最高的为柴胡。结合以上内容本研究采用黄芪、红花、葶苈子组方治疗，观察其对心肌纤维化大鼠模型的疗效及可能机制。
    红花活血通经、祛瘀止痛，善通利血脉；葶苈子利水消肿、止咳平喘，二者合用可活血利水，为治疗心衰力衰竭的基础药对。前期研究显示以红花-葶苈子药对为一线药物组成的鹿红颗粒可以有效改善冠心病心力衰竭患者心功能，提高生活质量及运动耐量[29]。进一步研究显示红花-葶苈子药对可有效抑制心肌梗死后心肌纤维化，其机制与抑制TGF-β1/Snail信号通路介导的内皮细胞旁分泌有关[9]。黄芪性味甘、微温，可补中益气、止汗、利水消肿。研究证实黄芪中多种有效成分如黄芪甲苷、黄芪多糖、黄芪总皂苷、黄芪三萜类皂苷、环黄芪醇等，可通过调节氧化应激、抑制心肌细胞凋亡、调节免疫炎症反应等机制抑制心肌纤维化形成[30-31]。本研究动物实验证实黄芪-红花-葶苈子组方高、中、低剂量可抑制心肌纤维化形成，改善心功能，又以高剂量组效果最佳。然后采用黄芪-红花-葶苈子组方高剂量进行机制研究，证实黄芪-红花-葶苈子可抑制纤维化心肌组织线粒体过度自噬，改善线粒体功能，提高纤维化心肌糖酵解反应。细胞实验则发现黄芪-红花-葶苈子组方高、中、低剂量均可改善心脏驻留巨噬细胞对调亡凋亡内皮细胞的胞葬功能，并呈剂量依赖性，高剂量组胞葬率最高。
    综上，本研究采用转录组学测序联合生物信息学探讨了线粒体过度自噬介导的胞葬功能下降进而促进心肌纤维化形成的机制，预测了基于此机制抑制心肌纤维化的中药组方（黄芪-红花-葶苈子），并采用动物实验和细胞实验验证了黄芪-红花-葶苈子组方抑制心肌纤维化的药效作用及作用机制。黄芪-红花-葶苈子药对通过促进糖酵解代谢抑制线粒体过度自噬，促进巨噬细胞胞葬作用，进而抑制心肌纤维化形成。
[利益冲突] 本文不存在任何利益冲突。

参考文献
[1] Maruyama K, Imanaka-Yoshida K. The pathogenesis of cardiac fibrosis: a review of recent progress[J]. Int J Mol Sci, 2022, 23(5):2617.
[2] Lafuse W P, Wozniak D J, Rajaram M V S. Role of cardiac macrophages on cardiac inflammation, fibrosis and tissue repair[J]. Cells, 2020, 10(1):51-78. 
[3].	Smolgovsky S, Ibeh U, Tamayo T P, et al. Adding insult to injury - Inflammation at the heart of cardiac fibrosis[J]. Cell SignalCellular Signalling, 2021,77(1):109828.
[4] Schilperoort M, Ngai D, Sukka S R, et al. The role of efferocytosis-fueled macrophage metabolism in the resolution of inflammation[J]. Immunol Rev, 2023, 319(1):65-80.
[5] Gao J, Huang C L, Kong L H, et al. SIRT3 regulates clearance of apoptotic cardiomyocytes by deacetylating frataxin[J]. Circ Res, 2023, 133(7):631-647.
[6] Zhao J X, Yang T, Yi J L, et al. AP39 through AMPK-ULK1-FUNDC1 pathway regulates mitophagy, inhibits pyroptosis, and improves doxorubicin-induced myocardial fibrosis[J]. iScience, 2024, 27(4):109321. 
[7] Zhang Y, Wang Y, Xu J N, et al. Melatonin attenuates myocardial ischemia-reperfusion injury via improving mitochondrial fusion/mitophagy and activating the AMPK-OPA1 signaling pathways[J]. J Pineal Res, 2019, 66(2):e12542. 
[8] Li S N, Nong Y B, Gao Q, et al. Astragalus granule prevents Ca2+ current remodeling in heart failure by the downregulation of CaMKII[J]. Evid Based Complement Alternat Med, 2017, 2017:7517358. 
[9] Zhou Z, Ma D F, Zhou Y, et al. The Carthamus tinctorius L. and Lepidium apetalum Willd. drug pair inhibits EndMT through the TGF β 1/snail signaling pathway in the treatment of myocardial fibrosis[J]. Evid Based Complement Alternat Med, 2023, 2023:6018375. 
[10] McEwan P E, Gray G A, Sherry L, et al. Differential effects of angiotensin II on cardiac cell proliferation and intramyocardial perivascular fibrosis in vivo[J]. Circulation, 1998, 98(24):2765-2773. 
[11] 姜学泽, 陈宇涵, 陈友铭, 等. 黄连素下调细胞周期蛋白依赖性激酶-2活性抑制血管紧张素Ⅱ诱导的心肌纤维化[J]. 同济大学学报(医学版), 2020, 41(6):691-699. 
Jiang X Z, Chen Y H, Chen Y M, et al. Berberine attenuates angiotensin Ⅱ-induced cardiac fibrosis by inhibition of cyclin-dependent protein kinases-2 activity[J]. Journal of Tongji University (Medical Sciences), 2020, 41(6):691-699.
[12] 邢大一, 张涌, 李毅, 等. 双下肢缺血后处理保护再灌注心肌时效性及对线粒体通路调控的研究[J]. 中国病理生理杂志, 2024, 40(4):637-645. 
Xing D Y, Zhang Y, Li Y, et al. Protective effect of limb remote ischemic postconditioning on reperfused heart at different time points and its mechanism of mediating mitochondrial-dependent apoptosis and necrosis pathways[J]. Chinese Journal of Pathophysiology, 2024, 40(4):637-645.
[13] Wong N R, Mohan J, Kopecky B J, et al. Resident cardiac macrophages mediate adaptive myocardial remodeling[J]. Immunity, 2021, 54(9):2072-2088.e7. 
[14] Mendoza A M, Karch J. Simultaneous acquisition of mitochondrial calcium retention capacity and swelling to measure permeability transition sensitivity[J]. Methods Mol Biol, 2022, 2497:129-140. 
[15] Frangogiannis N G. Cardiac fibrosis: cell biological mechanisms, molecular pathways and therapeutic opportunities[J]. Mol Aspects Med, 2019, 65:70-99. 
[16] Wang Y, Wang J, Zhang J H, et al. Stiffness sensing via Piezo1 enhances macrophage efferocytosis and promotes the resolution of liver fibrosis[J]. Sci Adv, 2024, 10(23):eadj3289. 
[17] Kubota A, Frangogiannis N G. Macrophages in myocardial infarction[J]. Am J Physiol Cell Physiol, 2022, 323(4):C1304-C1324.
[18] Wang Y, Zhang J, Wang Z, et al. Endothelial-cell-mediated mechanism of coronary microvascular dysfunction leading to heart failure with preserved ejection fraction[J]. Heart Fail Rev, 2023, 28(1):169-178.
[19] Zhou Z, Ma D F, Zhou Y, et al. The Carthamus tinctorius L. and Lepidium apetalum Willd. drug pair inhibits EndMT through the TGF β 1/snail signaling pathway in the treatment of myocardial fibrosis[J]. Evid Based Complement Alternat Med, 2023, 2023:6018375. 
[20] Bajpai G, Schneider C, Wong N, et al. The human heart contains distinct macrophage subsets with divergent origins and functions[J]. Nat Med, 2018, 24(8):1234-1245. 
[21] An D Q, Zeng Q C, Zhang P J, et al. Alpha-ketoglutarate ameliorates pressure overload-induced chronic cardiac dysfunction in mice[J]. Redox Biol, 2021, 46:102088. 
[22] Huo S Q, Shi W, Ma H Y, et al. Alleviation of inflammation and oxidative stress in pressure overload-induced cardiac remodeling and heart failure via IL-6/STAT3 inhibition by raloxifene[J]. Oxid Med Cell Longev, 2021, 2021:6699054. 
[23] Wu L Y, Chen Q Z, Dong B, et al. Resveratrol alleviates lipopolysaccharide-induced liver injury by inducing SIRT1/P62-mediated mitophagy in gibel carp (Carassius gibelio)[J]. Front Immunol, 2023, 14(1):1177140. 
[24] Wang W, Zhang Y, Huang W H, et al. Alamandine/MrgD axis prevents TGF-β1-mediated fibroblast activation via regulation of aerobic glycolysis and mitophagy[J]. J Transl Med, 2023, 21(1):24-39. 
[25] Liu C Y, Zhang Q, Zhou H, et al. GLP-1R activation attenuates the progression of pulmonary fibrosis via disrupting NLRP3 inflammasome/PFKFB3-driven glycolysis interaction and histone lactylation[J]. J Transl Med, 2024, 22(1):954. 
[26] 王咏, 周耀中, 杭宇, 等. 心肌纤维化的信号传导机制及中医药治疗探讨[J]. 中西医结合心脑血管病杂志, 2018, 16(4):421-424. 
Wang Y, Zhou Y Z, Hang Y, et al. Mechanism of signal transduction and Tradition Chinese Medicine treatment of myocardial fibrosis[J]. Journal of Integrated Traditional Chinese and Western Medicine for Cardiovascular and Cerebrovascular Diseases, 2018, 16(4):421-424.
[27]. 曲一玮, 马度芳, 吴涛, 等. 孙络“溢奇邪、通营卫”理论在心肌纤维化中的应用探讨[J]. 北京中医药大学学报, 2023,46(2):247-251.
Qu Y W, Ma D F, Wu T, et al. Discussion on the application of Sunluo’s theory of “eliminate peculiar pathogen and circulate Yingwei” in myocardial fibrosis[J]. Journal of Beijing University of Traditional Chinese Medicine, 2023, 46(2):247-251.
[28] 商行, 郭家娟. 中药单体及复方干预心肌纤维化的作用机制研究[J]. 中国中医基础医学杂志, 2024, 30(6):1080-1084. 
[29] 刘茜, 周华, 戎靖枫, 等. 鹿红颗粒治疗冠状动脉粥样硬化性心脏病合并心功能不全的临床研究[J]. 中西医结合心脑血管病杂志, 2015, 13(7):867-870. 
Liu Q, Zhou H, Rong J F, et al. Clinical observations od Luhong Granule for treatment of coronary atherosclerotic heart disease and cardiac insufficiency[J]. Journal of Integrated Traditional Chinese and Western Medicine for Cardiovascular and Cerebrovascular Diseases, 2015, 13(7):867-870.

[30] 赵信科, 王新强, 蒋虎刚, 等. 黄芪有效活性成分防治心肌纤维化的研究现状[J]. 中国临床药理学杂志, 2023, 39(4):593-597.
Zhao X K, Wang X Q, Jiang H G, et al. Research status of effective active components of Astragalus in preventing and treating myocardial fibrosis[J]. The Chinese Journal of Clinical Pharmacology, 2023, 39(4):593-597.
[31] 肖雪飞, 刘石, 符艳, 等. 黄芪甲苷通过调控Wnt/β-catenin信号通路对人成纤维细胞凋亡和肌成纤维细胞转化的作用[J]. 湖南中医药大学学报, 2024, 44(12):2183-2192.
Xiao X F, Liu S, Fu Y, et al. Effects of astragaloside-Ⅳ on human fibroblast apoptosis and myofibroblast transformation by regulating Wnt/β-catenin signaling pathway[J]. Journal of Hunan University of Chinese Medicine, 2024, 44(12):2183-2192.


1

[在此处键入]2


image1.png
———————
A © WP o Notsig © Down B — .
- sbara;.
| e [P ——
. - cae i of vasculas endothelial growh factor production
o ess, e
_ . J—
g ot s
: 3 [l o}
< 5 “ o
] . o - o
3 P e ot
]
= §
o W e
S pscsomaentmes o
Rava
bl SRR TE—
- Ant E—
“Logy(Fold Change) o
Dy R
Leg (ad)
D
Sysnic s xibenaons
E DEGs ERGs F T
N xrcehr v ormation !
4 1
- 3 i
2, !
ouclory 5 i
e p—— B s T
\ o
sk s 0 E B
[R—— Comi z :
o £,
5’5 I
[ — i
a > “ I
i
S cnopepias complex s 1
o S0 1000 15000
‘Fndopeptidase complex Rank of differentially expressed genes

0 05 1o 15 20 25
Logi (Pag)

r—

[

G Ml
AP sl ey

AR gl ey

R ——

oo b

ol i i urbon g (o ) ks
[y

P ——

[rris——

Pyt

Py i

ot v

s e

[N ——

T enai

Rebtonf g sl

e ———
[ —

~Loggg (Padi)

= zadRae
0 R





image2.png
R-BHE-F 5T
Lk )

RRAEEFT
N K&k 2

AR 3 B4





image3.png
mRNAE 3 & ik

= Eama
SRR

SN R -

HIFIA D36

C D 20

PPARG ARGl  UCP2  SIRT1

= e
€p36 —- 15 = mmsma
ARGl =& = ﬁ R -F T
SIRT] v 1.0
2
PPARG w= — —= &
UCP2 - 0.5
HIFIA - S b
GAPDI - - - 0.0
= 8 o HIFIA CD36
LR B
23 s E
p
= * 20 Gt
§ 1.5 0 R
“ o N R
& 1.0 *
= M .
0.5

\

T
2 SIRT1

=
g
S

PPARG ARGl Ut




image4.png
P62

Q

LC3O/LC3 I

T§
B R
X
\ %&,
)
.W.r/
H %
i g
&N =
Arwvﬁw, A
o o ° <
fap J010CR 7
m
. |
\\\W
*
2.
%
%
_| M2, *
%
k3
EV ¥ n ¥ W
A
-
R3]
a3
|
[ vl e
LN
oL 0fl® a
ML,
"
. ¥
O 8 Z &
- ~ F <
@)

i
* %
Z R
R
LN
* vy r WM@ «%«r
%
T e,
%
o 2 b 3
- - ° ©
TEEF b YNg
* | &
& e
K
%\/vr
Y
* _| <, -
«N.A#\»W
L

V¥t 6%

PINK1

LC311

§-

< o
N o

B BN

Tiik

°

v
o~ -

-

T T T 1
w o 2 2
N o 10

@
b
FYEF S N




image5.png
Zax R AR R B 40 FE-E-F G Ta

10°

PE-A
10°

4

10

IP2(90.22%) IP2(66.75%) IP2(85.15%)
] o o]
E 3 K
] m. ]
J =
<7 <
3P3(9.01%) W 3P3(31.61%) w 3(13.93%)
] q. 2
E EE e
] ] o
IR B s e r - " - e
10" 102 10 10% 105 108 102 10 104 10° 10° 10" 102 10° 104 10° 10°
FITC-A FITC-A FITC-A
B C <
15 . g
O Zaxia 3
- 06m = _10pmol/L CaCl, 20 pmol/L CaCl,
~ O AR —_
s | L s N 2323222 E =E
E 10 BN kR -Zrfe- z -~ — % FHFm
3 £ 05 DoEs Csh
c 5 A1 CsA
& # =3 F R 75 FmCsA
3 o g
< 54 \ 3 04—
[¢] * \ g
N N 8
2
2 03=
. N
T T T
W W
&7 &7 K 0.2
%\- ,*):g ,%‘ T T T T T T T 1
o S & 0 10 20 30 40 50 60 70 80
Ho¥ ) v
W Time (min)




image6.png
o)
@
S

5 0,110 mol =38
= 1x10%moliL
= 10x10%moliL 0.1x10-6mol/L
= 100x10°mol/L mm 1x10-6mol/L
10x10-6mol/L
100x10-6mol/L

-]
E=)

o
1
N
t=)

e
[

OD 4#(450nm)
\ ]
| —
*
AT E (%)
n
=)

0.0

15h Z;h 72h




