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基于Nrf2/HO⁃1信号通路探究纤维蛋白原过表达
对冠心病血瘀证大鼠的影响及机制
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【摘要】 目的　探讨纤维蛋白原（Fib）过表达对冠心病（CHD）血瘀证大鼠的影响及其通过核红细胞 2相关因子 2（Nrf2）/血红

素氧合酶-1（HO-1）信号通路介导血管内皮损伤的机制。方法　①将 36只大鼠随机分为空白（N）组（6.0 mg/kg 0.9 %氯化钠溶

液）、高脂（HFD）组（6.0 mg/kg 0.9 %氯化钠溶液）、高脂+空载体低剂量［HFD+ 腺病毒相关病毒（AAV）Low］组（8.50×1011 vg/kg 
AAV）、高脂+空载体高剂量（HFD+AAV High）组（1.13×1012 vg/kg AAV）、高脂+Fib低剂量（HFD+FIB Low）组［8.50×1011 vg/kg纤
维蛋白原腺相关病毒载体（AAV-FIB）］、高脂+Fib 高剂量（HFD+FIB High）组（1.13×1012 vg/kg AAV-FIB）。在高脂喂养的第

0 天及第 3 天尾静脉注射给予相应干预，3 周后取材。酶联免疫吸附分析（ELISA）法检测 Fib 表达。②将 30 只大鼠随机分

为空白（N）组（6.0 mg/kg 0.9 %氯化钠溶液）、CHD 血瘀证（CHDX）组（6.0 mg/kg 0.9 %氯化钠溶液）、CHD+Fib（CHDX+FIB）组

（1.13×1012 vg/kg AAV-FIB）。采用高脂饮食联合维生素D3及异丙肾上腺素构建CHD血瘀证大鼠模型，并在高脂喂养的第 0天

及第 3天尾静脉注射给予相应干预。苏木精-伊红（HE）染色评估主动脉的病理形态，并检测血脂、血液流变学指标，ELISA法

检测Fib、内皮素-1（ET-1）、超氧化物歧化酶（SOD）、丙二醛（MDA）水平，Western blot法检测Nrf2、HO-1蛋白表达，免疫荧光染

色法观察蛋白定位。结果　①与 N组、HFD 组比较，HFD+FIB High 组 Fib表达水平升高（P<0.05）。②与 N组比较，CHDX 组

Fib表达水平升高（P<0.01），总胆固醇（TC）、低密度脂蛋白胆固醇（LDL-C）水平和血浆低切黏度升高（P<0.05），主动脉可见

明显病变，心电图 ST 段抬高，MDA、ET-1 水平升高（P<0.01），SOD 水平下降（P<0.01），主动脉 Nrf2、HO-1 蛋白表达水平升高

（P<0.01）；与CHDX组比较，CHDX+FIB组Fib表达水平进一步升高（P<0.05），TC、三酰甘油（TG）和LDL-C水平升高（P<0.05），

高密度脂蛋白胆固醇（HDL-C）水平降低（P<0.01），血浆黏度升高（P<0.05），主动脉形成粥样硬化斑块，心电图 ST 段抬高

>0.1 mV，MDA、ET-1水平下降（P<0.01），SOD、Nrf2、HO-1水平升高（P<0.01）。结论　高脂喂养可成功构建 Fib过表达大鼠模

型，Fib过表达提高了大鼠血脂水平和血浆黏度，从而增加了CHD血瘀证的致病性；同时其通过激活Nrf2/HO-1信号通路启动

代偿机制，调节氧化应激引起的血管过度损伤。
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ZHANG Yifan1， ZHOU Xiahui2， LUO Xiaoxin1， ZHOU Manli1， ZHAO Yanzhen1， JIAN Weixiong1，3

1. Hunan University of Chinese Medicine， Changsha， Hunan 410208， China； 2. First Affiliated Hospital of Guizhou 
University of Traditional Chinese Medicine， Guiyang， Guizhou 550025， China； 3. Hunan Provincial Key Laboratoy of 
National Key Discipline of Traditional Chinese Medicine Diagnosis， Changsha， Hunan 410208， China.

Abstract： Objective　 To investigate the effects of fibrinogen （Fib） overexpression on rats with coronary heart disease （CHD） with blood stasis 
syndrome， and the its mechanism in mediating vascular endothelial injury through the nuclear factor erythroid 2-related factor 2 （Nrf2）/heme 

oxygenase-1 （HO-1） signaling pathway. Methods　 ① Thirty-six 
rats were randomly divided into the control （N） group （6.0 mg/kg 
0.9% sodium chloride solution）， high-fat diet （HFD） group （6.0 mg/kg 
0.9% sodium chloride solution）， high-fat+empty vector low-dose 
［HFD+adeno-associated virus （AAV） Low］ group （8.50×1011 vg/kg 
AAV）， high-fat+empty vector high-dose （HFD+AAV High） group 
（1.13×1012 vg/kg AAV）， high-fat+Fib low-dose （HFD+FIB Low） 
group ［8.50×1011 vg/kg Fib-associated viral vector （AAV-FIB）］，and 
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high-fat+Fib high-dose （HFD+FIB High） group （1.13×1012 vg/kg AAV-FIB）. On day 0 and 3 of high-fat feeding， the rats received the corresponding 
intervention via tail vein injection， and tissue samples were collected after 3 weeks. Fib expression was detected using enzyme-linked immunosorbent 
assay （ELISA）. ② Thirty rats were randomly divided into the blank （N） group （6.0 mg/kg 0.9% sodium chloride solution）， CHD blood stasis 
syndrome （CHDX） group （6.0 mg/kg 0.9% sodium chloride solution）， CHD+Fib （CHDX+FIB） group （1.13 × 10¹² vg/kg AAV-FIB）. A CHD blood 
stasis rat model was established using a high-fat diet combined with vitamin D ₃ and isoproterenol， and the corresponding interventions were 
administered via tail vein injection on day 0 and 3 of high-fat feeding. Hematoxylin-eosin （HE） staining was used to assess the pathological 
morphology of the aorta， and lipid levels， blood rheology， and levels of Fib， endothelin-1 （ET-1）， superoxide dismutase （SOD）， and 
malondialdehyde （MDA） were measured using ELISA. Western blot analysis was used to detect the expression of Nrf2 and HO-1 proteins， and 
immunofluorescence staining was used to observe protein localization. Results　①Compared with the N and HFD groups， the Fib expression level  
increased in the HFD+FIB High group （P<0.05）. ②Compared with the N group， the Fib expression level increased in the CHDX group （P<0.01）， 
total cholesterol （TC） and low density lipoprotein cholesterol （LDL-C） levels， and plasma low-viscosity increased （P<0.05）， obvious lesions were 
observed in the aorta. ST segment elevation was seen on the electrocardiogram. The MDA and ET-1 levels increased （P<0.01）， SOD level decreased 
（P<0.01）， and the protein expression levels of Nrf2 and HO-1 in the aorta increased （P<0.01）. Compared with the CHDX group， the CHDX+FIB 
group showed further increased Fib expression （P<0.05）， and the TC， triglycerides （TG）， and LDL-C levels were significantly increased （P<0.05）， 
the high density lipoprotein cholesterol （HDL-C） level was decreased （P<0.01）， plasma viscosity was increased （P<0.05）， atherosclerotic plaques 
formed in the aorta， ECG ST-segment elevation was > 0.1 mV， MDA and ET-1 levels decreased （P<0.01）， while SOD， Nrf2， and HO-1 levels 
increased （P<0.01）. Conclusions　A rat model of Fib overexpression can be successfully established via a high-fat diet. Fib overexpression increases 
the blood lipid level and plasma viscosity in rats， thereby enhancing the pathogenicity of CHD with blood stasis syndrome. Concurrently， it activates 
the Nrf2/HO-1 signaling pathway to initiate compensatory mechanism， regulating excessive vascular damage caused by oxidative stress.
Keywords： coronary heart disease； blood stasis syndrome； fibrinogen； atherosclerosis； vascular endothelial injury； traditional Chinese medicine 
syndrome； rat model

冠心病（coronary heart disease，CHD）是动脉粥样硬

化（atherosclerosis，AS）所致的心血管疾病，发病率居高

不下且呈明显的年轻化趋势，已成为全球公共健康领

域面临的重大挑战之一［1］。中医认为，血瘀为 CHD 的

主要致病因素，贯穿其发生发展全过程［2］，而CHD血瘀

证的严重程度与生存质量及病死率密切相关［3-4］。临床

研究［5］也表明，血瘀证是CHD最常见的证型，其病理实

质与微循环障碍、血管内皮损伤及氧化应激密切相关，

且与冠状动脉病变严重程度呈正相关。AS斑块的形成

与中医“痰瘀互结”理论高度契合［6］，提示调控血瘀状态

可能是干预CHD的重要靶点。

纤维蛋白原（Fib）是由肝细胞合成并分泌到血浆

中的凝血因子。在AS患者的血浆［7］、斑块［8-9］中，Fib水

平显著升高。Fib 可通过调控内皮细胞通透性［10］及巨

噬细胞聚集，促进炎性细胞因子的高表达［11-12］，参与并

推动CHD的病理进程。同时，Fib也可通过调节血小板

的聚集［13］及血液黏稠度，促进血管收缩，加速血栓形

成，造成局部血行滞涩，日久成瘀。研究［14］发现，Fib与

冠状动脉病变的严重程度和血瘀证的轻重程度呈正相

关。高 Fib水平会导致血液黏稠度升高，红细胞聚集，

进而加剧血管堵塞、缺氧和血栓形成，促进血管内皮

损伤［15］。

现代医学认为血管内皮损伤是AS的始动环节［16］。

当血管内皮功能障碍时，血管壁的完整性和屏障功能

受损，通透性增加，使血管内皮细胞（VECs）迁移至血管

内皮间隙，进一步导致氧化低密度脂蛋白（Ox-LDL）的

沉积。Ox-LDL的积累触发炎症反应，促使单核细胞向

受损区域迁移并分化为巨噬细胞。巨噬细胞吞噬

Ox-LDL，形成泡沫细胞，促进斑块形成并加剧血管壁炎

症［17-18］。此外，VECs 表面活性氧（ROS）的积聚也会引

发氧化应激，损伤血管内皮并释放炎症介质，推动 AS
发展［19］。

本研究基于基因转导技术，以腺病毒相关病毒

（AAV）为载体，构建 Fib 过表达的 CHD 血瘀证动物模

型，深入研究 Fib 对 CHD 血瘀证的影响及对血管内皮

损伤的作用机制，以期为 CHD的证候研究与治疗提供

新思路。

1　材料与方法

1.1　材料　

1.1.1　动物　66 只 SPF 级雄性 SD 大鼠，体质量 230~
270 g，购于湖南斯莱克景达实验动物有限公司。动物

生产许可证号：SCXK（湘）2019-0004；动物使用许可证

号：SYXK（湘）2019-0009。大鼠饲养于湖南中医药大学

动物实验中心，饲养条件为温度 22～26 ℃，湿度 50%～

70%，自由饮水摄食，实验前适应性喂养 1周。动物实

验方案符合湖南中医药大学动物伦理委员会的相关伦

理要求（伦理审批号：LL2020071702）。

1.1.2　药物与试剂　纤维蛋白原腺相关病毒载体

（AAV-FIB）由上海汉恒生物科技有限公司构建；高脂

饲料（批号：20220200001288）配方为：3%胆固醇、0.5%
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胆酸钠、0.2%丙基硫氧嘧啶、5%白糖、10%猪油、81.3%
基础饲料，由湖南斯莱克景达实验动物有限公司生产；

维生素D3（VitD3）（批号：2019070401），湖北楚米生物科

技有限公司；异丙肾上腺素（批号：BSF190725），合肥巴

斯夫生物科技有限公司。

Fib、内皮素-1（ET-1）、超氧化物歧化酶（SOD）、丙

二醛（MDA）酶联免疫吸附分析（ELISA）试剂盒（批号分

别 为 RX302244R、 RXJ302458R、 RX302820R、

RXJ302836R），泉州市睿信生物科技有限公司；核红细

胞 2相关因子 2（Nrf2）抗体（批号：A21176），武汉爱博泰

克生物科技有限公司；血红素氧合酶-1（HO-1）抗体（批

号：66743-1-IG），武汉三鹰生物技术有限公司；肌动蛋

白（Actin）抗体、Nrf2 抗体、ET-1 抗体（批号分别为

GB12001、GB113808、GB11557），武汉赛维尔生物科技

有限公司。

1.1.3　主要仪器　高速冷冻离心机、轮转式切片机（型

号分别为 Sorvall Legend XTR、HM355S），美国 Thermo 
Fisher Scientific 公 司 ；显 微 镜（型 号 ：STELLARIS 
STED），德国Leica公司；核酸电泳仪、水平电泳槽（型号

分别为 EPS-300、HE 120），上海天能科技有限公司；生

物组织包埋机（型号：KD-BMⅢ），浙江金华科迪仪器设

备有限公司；16导联生理记录仪（型号：MP160），美国

BIOPAC 公司；恒温培养振荡器（型号：HNY-200B），天

津欧诺仪器股份有限公司。

1.2　分组与造模　

1.2.1　高脂喂养条件下 Fib 最佳转导剂量探索　36只

大鼠随机分为 6组，分别为空白（N）组、高脂（HFD）组、

高脂+空载体低剂量（HFD+AAV Low）组、高脂+空载体

高剂量（HFD+AAV High）组、高脂+Fib 低剂量（HFD+
FIB Low）组、高脂+Fib高剂量（HFD+FIB High）组，每组

6只。N组大鼠喂养普通饲料，其余各组喂养高脂饲料

并分别尾静脉注射给予相应干预：N 组、HFD 组给予

6.0 mg/kg 0.9 %氯化钠溶液，HFD+AAV Low 组给予

8.50×1011 vg/kg AAV，HFD+AAV High组给予1.13×1012 vg/
kg AAV，HFD+FIB Low 组 给 予 8.50×1011 vg/kg AAV-

FIB，HFD+FIB High组给予 1.13×1012 vg/kg AAV-FIB；于

高脂喂养第 0天及第 3天各注射 1次，干预 3周后取材。

1.2.2　Fib 过表达的 CHD 血瘀证大鼠模型相关机制研

究　 30 只大鼠随机分为空白（N）组、CHD 血瘀证

（CHDX）组、CHD+纤维蛋白原（CHDX+FIB）组，每组 10
只。N组大鼠普通饲料喂养，其余组以高脂饲料喂养构

建CHD血瘀证模型。高脂饲料配方和模型构建方法参

照本课题组前期研究［20］：高脂喂养 1周后，在 10 d内分

3次给予 VitD3 灌胃（剂量分别为 3×10 ⁵ IU/kg、3×10 ⁵ 
IU/kg、2×10 ⁵ IU/kg），诱导血管钙化及内皮损伤。接着

继续高脂喂养 7周，并在 1周内分 3次皮下注射给予异

丙肾上腺素（5 mg/kg），诱导大鼠急性心肌缺血。N 组

与CHDX组尾静脉注射给予0.9 %氯化钠溶液6.0 mg/kg，
CHDX+FIB 组尾静脉注射给予 1.13×1012 vg/kg AAV-

FIB，于高脂喂养第 0天及第 3天各注射 1次。

考虑到 AAV 转导的 Fib 表达会随时间下降，选取

造模过程中间时间点（即第 30天及第 33天）补充注射，

AAV-FIB注射剂量为 5.67×10¹¹ vg/kg。
1.3　检测指标与方法　

1.3.1　血脂、血液流变学检测　各组大鼠在采用戊巴

比妥钠（50 mg/kg）深度麻醉后进行腹主动脉采血，血脂

相关指标总胆固醇（TC）、三酰甘油（TG）、高密度脂蛋

白胆固醇（HDL-C）、低密度脂蛋白胆固醇（LDL-C）在湖

南中医药大学第一附属医院检验科采用全自动生化分

析仪进行检测；血液流变学相关指标（全血低、中、高切

黏度）在湖南中医药大学科技创新中心采用全自动血

流变仪进行检测。

1.3.2　组织病理学评估　将大鼠主动脉固定于多聚甲

醛固定液中，而后经乙醇脱水、石蜡包埋固定后切片，

并使用苏木精、伊红染色液对细胞核、胞质进行染色；

用显微镜观察实验结果，并采集图像用于后续分析。

1.3.3　ELISA 法检测相关蛋白表达　将大鼠血液样本

离心分离出血清、血浆，取上清检测。按照试剂盒说明

书准备不同的工作液，并严格按照说明书步骤操作，对

大鼠Fib、ET-1、MDA、SOD的含量进行检测。

1.3.4　Western blot法检测相关蛋白表达　使用裂解液

（裂解液∶蛋白酶抑制剂∶磷酸酶抑制剂=98∶1∶1）冰上

裂解大鼠主动脉组织，用二辛可酸（BCA）法检测蛋白

浓度。十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-

PAGE）分离蛋白质后电转至聚偏二氟乙烯（PVDF）膜。

用无蛋白快速封闭液封闭后，分别加入一抗 Nrf2
（1∶1 000）、HO-1（1∶1 000）、Actin（1∶2 000）并孵育 2 h。
分别加入辣根过氧化物酶标记的山羊抗小鼠、山羊抗

兔二抗，孵育 30 min，加入显色剂后使用凝胶成像仪拍

照和定量分析。

1.3.5　免疫荧光染色法检测 Nrf2、ET-1共定位　将大

鼠主动脉组织固定于多聚甲醛固定液中并制成石蜡切

片。首先用一抗 Nrf2（1∶5 000）于 4 ℃孵育过夜，随后

加入荧光标记的山羊抗兔 IgG 二抗（1∶200），室温避光

孵育 50 min，多功能荧光染料染色后避光孵育。然后

进行加热处理，孵育一抗 ET-1（1∶300），于 4 ℃孵育过

夜，再与荧光标记的山羊抗兔 IgG 二抗（1∶200）室温避

光孵育 50 min。最后，染色后加入 4′，6-二脒基-2-苯基

吲哚（DAPI）染液，避光室温孵育 10 min，加抗荧光淬灭

封片剂封片，使用激光共聚焦显微镜采集图像进行

分析。

1.4　统计学方法　采用 SPSS 21.0软件进行数据分析。
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计量资料以 x̄±s表示。若同时满足正态性和方差齐性

用单因素方差分析，然后进行LSD检验；若满足正态性

不满足方差齐性用Dunnett's T3检验；若不满足正态性

用非参数 Kruskal-Wallis H 检验。以 P<0.05 表示差异

具有统计学意义。

2　结果

2.1　高脂喂养下 Fib 转导的最佳转导剂量　研究［21］表

明，高脂喂养可显著提高Fib水平。本研究首先探讨了

高脂喂养下 Fib 能否过表达及其最佳转导剂量。结果

显示，转导 Fib后的 HFD+AAV Low 组、HFD+AAV High
组大鼠血浆 Fib 水平显著高于 HFD 组（P<0.05），且

HFD+FIB High组大鼠血浆 Fib水平明显高于HFD+FIB 
Low 组（P<0.05）。见表 1。故本研究选择高剂量（即

1.13×1012 vg/kg）作为后续实验中Fib转导剂量。

2.2　CHD 血瘀证大鼠模型 Fib 过表达水平　ELISA 检

测结果显示，与 N 组相比，CHDX 组 Fib 表达水平升高

（P<0.01），CHDX+FIB 组 Fib 表达水平较 CHDX 组进一

步升高（P<0.05）。见图 1。

2.3　Fib 过表达对 CHD 血瘀证大鼠血脂、血液流变学

水平的影响　血脂检测结果显示，长期高脂饮食后，与

N组大鼠相比，CHDX组大鼠的 TC、HDL-C及 LDL-C水

平显著升高（P<0.01），TG 水平显著下降（P<0.01）。与

CHDX组大鼠相比，Fib转导后可观察到TC、TG和LDL-

C 水平显著升高（P<0.05），HDL-C 水平显著降低（P<
0.01）。见图 2。

血液流变学检测结果显示，造模后各组血浆黏度

呈现出不同程度的上升。与 CHDX 组相比较，CHDX+
FIB组低切、中切、高切黏度均升高（P<0.05）。见表 2。

2.4　Fib 过表达对 CHD 血瘀证大鼠主动脉形态结构

的影响　如图 3 所示，N 组大鼠主动脉结构完整，内

膜、中膜和外膜层次清晰，弹性纤维排列有序。造模

后，CHDX 组大鼠主动脉形成 AS 斑块，斑块部位细胞

密集，提示炎症细胞浸润，且斑块处可见部分细胞的

胞质染色较浅，提示存在轻度脂质沉积。血管结构

明显破坏，3 层结构模糊，内中膜平滑肌钙化形成坏

死空腔，中膜几乎消失，外膜破坏，管壁塌陷、变窄、

变薄。与 CHDX 组相比，CHDX+FIB 组主动脉也表现

出明显的斑块形成、脂质沉积和中膜破坏，坏死空腔

亦较常见，提示 Fib 干预可能加重局部炎症与病变

进程。

表 1　高脂喂养对大鼠血浆Fib水平的影响（n=6，x̄±s，g/L）
组别                                            

N
HFD
HFD+AAV Low
HFD+AAV High
HFD+FIB Low
HFD+FIB High

Fib水平

0.61±0.06
0.69±0.12
1.12±0.16*#

1.12±0.08*#

1.07±0.19*#

1.33±0.21*#△▽▲

注：Fib为纤维蛋白原。N为空白组，HFD为高脂组，HFD+AAV Low为

高脂+空载体低剂量组，HFD+AAV High为高脂+空载体高剂量组，HFD+
FIB Low为高脂+Fib低剂量组，HFD+FIB High为高脂+Fib高剂量组。与N
比较，*P<0.05；与HFD比较，#P<0.05；与HFD+AAV Low比较，△P<0.05；
与HFD+AAV High比较，▽P<0.05；与HFD+FIB Low比较，▲P<0.05。

　注：Fib 为纤维蛋白原。N 为空白组，CHDX 为冠心病血瘀证组，

CHDX+FIB 为冠心病+Fib 组。与 N 组比较，**P<0.01；与 CHDX 组比

较，#P<0.05；n=3，x̄±s。

图 1　各组大鼠Fib表达水平比较

　注：TC为血清总胆固醇，TG为血清三酰甘油，HDL-C为血清高密度脂

蛋白胆固醇，LDL-C为血清低密度脂蛋白胆固醇。N为空白组，CHDX为

冠心病血瘀证组，CHDX+FIB为冠心病+纤维蛋白原组。与N组比较，*P<
0.05，**P<0.01；与CHDX组比较，#P<0.05，##P<0.01；n=3，x̄±s。

图 2　各组大鼠血脂水平比较

表 2　各组大鼠血液流变学变化比较（n=3，x̄±s，mPa·s）
组别         

N
CHDX
CHDX+FIB

全血黏度

低切

1.46±0.00
1.49±0.01*

1.52±0.01**##

中切

4.74±0.26
6.06±0.21
7.81±1.42**#

高切

4.06±0.22
4.69±0.09
6.39±1.07**##

注：N为空白组，CHDX为冠心病血瘀证组，CHDX+FIB为冠心病+纤维蛋白

原组。与 N 组比较，*P<0.05，**P<0.01；与 CHDX 组比较，#P<0.05，##P<
0.01。
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2.5　Fib 过表达对 CHD 血瘀证大鼠心电图的影响　心

电图结果显示，CHDX组及CHDX+FIB组大鼠心电图均

出现ST段弓背向上型抬高，抬高程度>0.1 mV。见图4。
2.6　 Fib 过表达对大鼠血管内皮损伤标志物的影

响　ELISA检测结果显示，CHD血瘀证模型大鼠MDA、

ET-1水平明显升高（P<0.01），SOD 水平降低（P<0.01），

而 CHDX+FIB 组 MDA、ET-1水平较 CHDX 组有所下降

（P<0.01），SOD水平有所升高（P<0.05）。见图 5。
2.7　Fib 过表达对 CHD 血瘀证大鼠 Nrf2、HO-1 蛋白表

达的影响　结果显示，CHD 血瘀证模型大鼠主动脉中

Nrf2、HO-1蛋白表达水平升高（P<0.01）；CHDX+FIB 组

较CHDX组Nrf2、HO-1表达水平进一步升高（P<0.01）。

见图 6。
2.8　Fib过表达对 CHD血瘀证大鼠 Nrf2与 ET-1荧光共

定位表达的影响　结果显示，CHDX组大鼠主动脉组织

Nrf2、ET-1表达水平较N组升高（P<0.05）。与CHDX组

相比，CHDX+FIB 组 Nrf2表达进一步升高（P<0.01），而

　注：N为空白组、CHDX为冠心病血瘀证组、CHDX+FIB为冠心病+纤维蛋白原组。黄色箭头为动脉粥样硬化斑块，绿色虚线圈为脂质沉积，黑色箭头

为钙盐沉积形成的坏死空腔。标尺：100 μm。

图 3　各组大鼠主动脉病理形态（苏木精-伊红染色，×200）

　注：N为空白组，CHDX为冠心病血瘀证组，CHDX+FIB为冠心病+纤维

蛋白原组。

图 4　各组大鼠心电图

　注：MDA为血清丙二醛，ET-1为血清内皮素-1，SOD为血清超氧化物歧化酶。N为空白组、CHDX为冠心病血瘀证组、CHDX+FIB为冠心病+纤维蛋白

原组。与N组比较，**P<0.01；与CHDX组比较，##P<0.01；MDA、ET-1，n=6；SOD，n=5；x̄±s。

图 5　各组大鼠主动脉血管损伤标志物MDA、ET-1、SOD含量比较（酶联免痛疫吸附分析法）

　注：Nrf2为核红细胞 2相关因子 2，HO-1为血红素氧合酶-1，Actin为肌动蛋白。N为空白组、CHDX为冠心病血瘀证组、CHDX+FIB为冠心病+纤维蛋

白原组。与N组比较，**P<0.01；与CHDX组比较，##P<0.01；n=3，x̄±s。

图 6　各组大鼠主动脉Nrf2和HO-1蛋白表达比较（Western blot法）
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ET-1表达水平下降（P<0.05）。见图 7。

3　讨论

Fib是血浆蛋白凝血因子，能够通过加速血小板聚

集、增强细胞间黏附与增殖以及调节内皮损伤部位的

血管收缩，促进动脉壁内血栓形成［22-23］，直接或间接诱

导AS及相关病变，导致心肌缺血、缺氧，是CHD和急性

心肌梗死等心血管疾病的常见原因［24-26］。中医学认为，

血瘀证的核心病机为“血行滞涩，脉道不通”，而 Fib的

异常升高通过加剧血液高凝状态、促进血栓形成及血

管内皮损伤，与血瘀证的病理进程高度关联。因此，本

研究围绕 CHD血瘀证的核心病理机制展开，重点探讨

了Fib过表达对血瘀状态的影响及其可能的分子机制，

对于 CHD 的诊断与治疗具有重要意义。前期研究［21］

表明，高脂喂养可导致痰湿内生、痰浊阻脉、血行滞涩，

显著升高血浆 Fib水平。本研究发现，高脂饮食干预 3
周后，大鼠血浆 Fib水平呈现升高趋势，但差异无统计

学意义。这一结果与文献［27］报道的长期高脂模型中

Fib显著升高的现象存在差异，可能归因于本研究喂养

周期较短，未能充分激活慢性炎症相关通路以驱动Fib
合成。值得注意的是，尽管单纯高脂饮食未显著上调

Fib，但通过尾静脉注射 AAV-Fib（1.13×1012 vg/kg）可成

功实现Fib过表达，表明外源性转导可突破内源性调控

阈值，为构建 Fib 过表达的血瘀证模型提供了可行方

案，故选择该剂量用于后续实验。

随后，本研究构建了 Fib 过表达的 CHD 血瘀证大

鼠模型。造模后，CHDX+FIB组大鼠主动脉组织 Fib水

平显著高于CHDX组，主动脉组织结构明显破坏，内膜

下及中膜平滑肌层可见典型的钙盐沉积和坏死空腔，

主动脉形成AS斑块，心电图显示 ST段抬高。血脂检测

结果显示，CHDX组大鼠 TC和 LDL-C、HDL-C水平较 N
组显著升高，TG水平下降。这一结果与经典高脂模型

的血脂变化存在一定差异，可能与造模方法诱导的代

谢应激有关。研究［28］表明，异丙肾上腺素可通过激活β-

肾上腺素能受体，促进脂肪分解及能量消耗；同时，VitD3

造成的高钙血症会引起大鼠消化功能障碍，导致大鼠体

质量下降，故出现 TG 水平降低和 HDL-C 水平升高［29］。

然而，CHDX+FIB 组 TC、TG、LDL-C 水平较 CHDX 组进

一步升高，HDL-C 显著降低，表明 Fib 过表达加剧了脂

质代谢紊乱，其机制可能与Fib通过抑制脂蛋白脂肪酶

活性减少 TG 分解，并干扰 HDL 介导的胆固醇外流有

关［30］。血液流变学检测结果表明，CHDX组大鼠血浆黏

度升高，Fib过表达进一步提高了血浆黏度。以上结果

表明，Fib过表达不仅可提高大鼠血脂水平，还可增加血

浆黏度，使血瘀证加重，从而加剧CHD的致病性。

VECs通过增殖和迁移促进血管生成，但在氧化应

激、炎症反应或脂质积聚的情况下，内皮功能异常、

　注：Nrf2为核红细胞 2相关因子 2，ET-1为内皮素-1，DAPI为 4'，6-二脒基-2-苯基吲哚，Merge为合并。N为空白组，CHDX为冠心病血瘀证组，CHDX+
FIB为冠心病+纤维蛋白原组；红色箭头指向Nrf2与ET-1共定位部位。与N组比较，*P<0.05，**P<0.01；与CHDX组比较，#P<0.05，##P<0.01；n=3，x̄±s。

图 7　各组大鼠主动脉组织Nrf2与ET-1荧光共定位比较（免疫荧光染色法，×500）
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ROS 的增加加速血管炎症，进而推动 CHD 进展［31-32］。

有学者［33］认为，血管内皮功能障碍类似于血瘀证的形

成过程，涉及脉中气机郁滞和血液及津液代谢障碍，导

致血管活性物质分泌异常，进而影响机体稳态。近年

来，改善血管内皮损伤治疗 CHD 是血瘀证研究的热

点［34］。研究［35-36］表明，AS早期脂质过氧化导致MDA水

平显著升高，并且氧化应激诱导内皮细胞分泌血管收

缩因子（如 ET-1），促进冠状动脉收缩，加速血栓形成，

可能导致心肌缺血和坏死。本研究发现，CHD 血瘀证

大鼠MDA、ET-1水平显著升高，而 Fib过表达则降低了

其分泌，这与Hloch等［37］的研究结果一致，提示Fib的过

表达可能调节了 AS 所致的血管内皮的损伤。此外，

SOD 作为重要的抗氧化酶在氧化应激中起保护作用。

本研究发现 CHD 血瘀证大鼠 SOD 活性降低，而 Fib 过

表达逆转了这一趋势，这可能与抗氧化应激机制的激

活或机体的适应性反应有关，旨在弥补氧化还原反应

过度增加造成的氧化应激损伤［38-39］。

Nrf2是细胞内重要的抗氧化应激防御因子，当机

体发生氧化应激时，Nrf2 可被激活并促进 HO-1 的表

达，从而减轻血管氧化损伤并维持细胞氧化还原稳

态［40-41］。然而，Fib的过表达可能通过影响氧化应激水

平，导致 Nrf2/HO-1通路的调控异常，加重血管内皮损

伤及促凝状态。研究［42］表明，在Nrf2敲除模型中，HO-1
合成降低，抗氧化能力受损，进而减少其对血管内皮细

胞的修复作用，延缓新生血管生成。因此，本研究进一

步探讨了Nrf2/HO-1信号通路是否参与Fib过表达诱导

的血管内皮损伤。结果显示，CHD 血瘀证模型大鼠主

动脉中 Nrf2和 HO-1蛋白表达水平升高，Fib 过表达进

一步增强了这一表达。此外，免疫荧光染色结果表明，

Fib过表达激活了 Nrf2并抑制了 ET-1的过度表达。与

我们的发现类似，Yu等［43］也发现脂质过氧化增强了内

皮细胞氧化应激，并通过激活 Nrf2抗氧化机制来恢复

氧化还原稳态，减少氧化应激对血管的过度损害。

进一步分析表明，Fib过表达可能通过双重机制影

响 Nrf2/HO-1通路。一方面，Fib 诱导的氧化应激激活

Nrf2核转位，促进 HO-1等抗氧化酶的表达，从而增强

内皮细胞的抗氧化能力；这与于春磊等［44］的研究一致，

其发现血瘀证模型中Nrf2表达上调可通过提高GSH合

成减轻 ROS 损伤。另一方面，Fib 的促凝活性可能导

致血管内皮持续损伤，加剧局部氧化应激负荷，迫使

Nrf2/HO-1通路超负荷激活，最终导致抗氧化防御系统

的代偿性衰竭。本研究结果显示，CHDX+FIB 组 Nrf2/
HO-1蛋白表达水平较CHDX组进一步升高，但MDA水

平下降，提示 Fib 过表达初期通过激活 Nrf2/HO-1通路

缓解氧化损伤，然而长期高Fib状态可能因通路过度激

活引发适应性耗竭，加剧内皮损伤。这一动态平衡的

破坏可能是血瘀证“久病入络”的分子基础。因此，靶

向Nrf2/HO-1通路的适度激活可能成为逆转Fib相关血

管损伤的有效策略。

本研究成功构建了 Fib过表达的 CHD血瘀证大鼠

模型。本研究发现，Fib过表达加剧了CHD血瘀证引起

的脂质代谢紊乱，增加血浆黏度，促进 AS 斑块形成并

导致主动脉结构损害，显著加重了CHD血瘀证。同时，

Fib 过表达通过激活 Nrf2/HO-1 信号通路启动代偿机

制，以抵抗血管内皮过度损伤，这可能与脂质代谢紊乱

引发的氧化应激和机体适应性反应有关。本研究提

示，Fib 过表达通过激活 Nrf2/HO-1通路部分缓解氧化

损伤，但长期高Fib状态可能导致通路代偿性耗竭。基

于此，开发靶向Nrf2/HO-1通路的中药复方可能通过双

向调节Fib代谢与抗氧化防御，改善血瘀证患者的微循

环障碍。未来研究可进一步筛选具有“活血化瘀”功效

的中药成分，结合 Fib水平动态监测，实现CHD血瘀证

的精准干预，为中西医结合防治CHD提供新策略。
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