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LncRNA Terc在心肌纤维化过程中的功能研究 *
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摘要 目的：探讨 lncRNA端粒酶 RNA组分（Terc）在心肌纤维化（MF）过程中的作用。方法：使用不同浓度的 TGF-茁1诱导心肌成
纤维细胞（CFs）转分化，通过免疫荧光染色、western blot检测 琢-SMA、Vimentin、Collagen I、Collagen III蛋白的表达水平，qRT-PCR

检测 lncRNA Terc表达水平。过表达和敲减 Terc后，通过 western blot、CCK-8和流式细胞术观察模型细胞的胞外基质产生、细胞

增殖、凋亡和 Smads信号传导情况。皮下注射异丙肾上腺素（ISO）构建小鼠心肌纤维化模型，并使用 Terc敲低慢病毒干预，其后

多普勒超声仪检测小鼠的心脏射血分数（EF）和左室短轴缩短率（FS），称量小鼠心脏湿重，HE、Masson染色检测小鼠心脏的病理

改变，IHC 检测 琢-SMA、Vimentin 蛋白的表达水平，qRT-PCR 检测 lncRNA Terc 表达水平。结果：TGF-茁1 处理增加 CFs 的

琢-SMA、Vimentin、Collagen I、Collagen III的蛋白表达以及 Terc水平；过表达 Terc促进 琢-SMA、Vimentin、Collagen I、Collagen III

的蛋白表达以及 Smad2/3的磷酸化水平，同时还可促进 CFs的增殖、抑制 CFs的凋亡；敲减 Terc则起相反的作用；动物模型中，

ISO可抑制 EF和 FS，增加心脏湿重，加重心肌的病理损伤，而敲减 Terc可有效缓解上述过程。结论：LncRNA Terc可通过促进

Smads信号传导，加速心肌成纤维细胞转分化和心肌纤维化进展。
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Functional Study of lncRNA Terc during Myocardial Fibrosis*

To investigate the role of telomerase RNA component (lncRNA Terc) in myocardial fibrosis(MF).

TGF-茁1 was used to induce cardiac fibroblasts (CFS) fibrosis cell model. The protein expression level was detected by immunofluores-

cence staining, Western blot and IHC staining, meanwhile the expression level of TERC was detected by qRT-PCR; CCK-8 and flow

cytometry were used to detect cell proliferation and apoptosis, respectively; the myocardial fibrosis model of mice was established by

subcutaneous injection of isoproterenol (ISO). The ejection fraction (EF) and left ventricular short axis shortening (FS) of the mice were

measured by Doppler ultrasound. The wet weight of the mouse heart was also weighed. The pathological changes of the mouse heart

were detected by HE and Masson staining; the expression levels of 琢-SMA and Vimentin detected by IHC; the expression level of TERC

was detected by qRT-PCR. TGF-茁1 treated CFs have a higher expression of 琢-SMA, vimentin, collagen I and collagen III and

mRNA level of Terc. Overexpression of TERC promoted the expression of 琢-SMA, vimentin, collagen I and collagen III and the phos-

phorylation level of Smad2/3, and also promoted the proliferation of CFs and inhibit the apoptosis of CFs. Knockdown of Terc had the

opposite effect. In animal models, ISO can inhibit EF and FS, increase cardiac wet weight, and aggravate the pathological damage of my-

ocardium; while Terc knockdown with shRNA can effectively alleviate the above process. TERC in CFs promotes the phos-

phorylation of Smad2/3 after myocardial fibrosis, which aggravates the pathological changes of myocardial fibrosis.

Myocardial fibrosis; Cardiac Fibroblasts; Long noncoding RNA; Telomerase RNA Component; Transforming growth

factor-茁
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前言
心肌纤维化是一种广泛存在于心血管的疾病，如高血压、

糖尿病性心肌病、急性心肌梗死的病理过程[1]，其中心肌成纤维
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细胞（cardiac fibroblasts, CFs）的增殖及转分化是其主要病理基

础[2,3]。尽管一定程度的纤维化可对心脏起到一定的保护作用，

但非心肌细胞的过度增殖将导致心肌细胞的收缩和舒张紊乱，

在临床上可发展为心律失常甚或心力衰竭。CFs在受到刺激

后，转化为肌成纤维细胞（myofibroblast, MFs）并过度合成胶

原[4]，除引起心肌僵硬，顺应性下降外，还会干扰电信号的正常

传导，引发心律失常[5,6]。因此，抑制 CFs分化为 MFs是治疗心

肌纤维化的有效途径。

长链非编码 RNA（long non-coding RNAs, lncRNA）是长度

大于 200个核苷酸的 RNA片段，缺乏蛋白质编码能力，近年来，

越来越多的研究表明，lncRNA的表达与心脏纤维化的发生、进

展和治疗密切相关 [7,8]。众所周知，转化生长因子 -茁（TGF-茁）
是迄今为止最有效的促纤维化细胞因子，也是患病心脏中成纤

维细胞活化和纤维化的关键介质[9]。同时，许多 lncRNA及其底

物又可靶向 TGF-茁 受体或其下游 Smad 蛋白对其进行调

节 [10]。因此，本研究通过对 NCBI中的 GSE51824[11]（大鼠左心室

CFs和转化后的MFs差异表达芯片数据）和 GSE54022[12]（TGF-茁
诱导的小鼠 CFs转分化芯片数据）进行筛选发现 lncRNA Terc

在不同物种 CFs 转分化后均存在上调。因此，本研究拟以

lncRNATerc作为研究对象，探究其在心肌纤维化过程中的作用。

1 材料和方法

1.1 细胞培养

心肌成纤维细胞 HCFCs购自武汉原生原代生物医药科技

有限公司，使用含 10%胎牛血清（fetal bovine serum，FBS）的

Dulbecco's Modified Eagle Medium（DMEM）的培养基培养，培

养箱设定为 5% CO2，37℃恒温，本实验选用第 2-4代的细胞进

行功能实验。

1.2 主要试剂

DMEM、FBS、胰蛋白酶、RIPA裂解液、BCA蛋白浓度测定

试剂盒、蛋白上样缓冲液、Trizol、Triton X-100等均购自碧云天

生物技术有限公司；逆转录试剂盒购自 TaKaRa公司；荧光定

量 PCR 试剂盒购自 Roche Diagnostics；CCK-8 试剂盒购自

GLPBIO；凋亡流式检测试剂盒购自联科生物；转染试剂 Lipo-

fectamine 2000 购自 Invitrogen；琢-SMA 单克隆抗体、Vimentin

单克隆抗体、Collagen I单克隆抗体、Collagen III单克隆抗体、

GAPDH单克隆抗体、Smad2单克隆抗体、Smad3多克隆抗体、

磷酸化 Smad2 （p-Smad2） 单克隆抗体、磷酸化 Smad3

（p-Smad3）单克隆抗体均购自 Cell Signaling Technology；二抗

（辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔或抗鼠 IgG、DyLightTM 488）、

DAPI荧光染料购自 Proteintech；免疫组化试剂盒购自中杉金

桥；其他试剂为国产分析纯；qRT-PCR所使用引物由上海生工

生物工程有限公司合成。

1.3 主要方法

1.3.1 免疫荧光染色 将接种在爬片上的细胞使用 4%多聚甲

醛固定 20 min，PBS漂洗 3遍；0.2% Triton X透膜 10 min，PBS

漂洗 3遍；5%山羊血清封闭 30 min；加入 琢-SMA抗体（1:200）

于 4℃冰箱中孵育过夜；次日取出后用 PBS漂洗 3遍后，加入

DyLightTM 488室温孵育 2 h，PBS漂洗 3 遍后加入 DAPI荧光

染料（1:5000）染核 30 s，PBS漂洗 3遍后使用防淬灭剂封片、

拍照。

1.3.2 Western Blot 使用 RIPA裂解液裂解细胞，获得蛋白

样品；测量蛋白浓度后，取相应体积的蛋白加入上样缓冲液混

匀，沸水浴加热 5 min，使蛋白变性。电泳、转模结束后将膜放入

封闭液中室温封闭 60 min；摇床上孵育一抗（4℃孵育过夜）；次

日使用 TBST洗涤 3次。转入二抗（1:5000）中，室温下孵育 2 h，

TBST洗涤 3次。在膜上滴加显影液后，利用化学发光成像系统

（Bio-rad）进行检测。

1.3.3 qRT-PCR 收集细胞、组织样品，使用 Trizol提取总

RNA。利用逆转录试剂盒进行逆转录，所有操作按试剂盒的使

用说明进行。使用荧光定量 PCR仪检测基因的表达，反应条件

按荧光定量 PCR试剂盒的操作说明进行。定量 PCR每个反应

设置 3 个重复，内参用 GAPDH。数据分析采用 2-△ △ Ct法，即

△ △ Ct=实验组（Ct目标基因 -Ct内参）-对照组（Ct目标基因

-Ct内参）。引物序列见表 1。

1.3.4 流式细胞术检测细胞凋亡 收集培养皿内所有细胞，用

PBS清洗一遍后弃去上清，空白对照管和单染管按凋亡检测试

剂盒的说明书进行操作，各处理组细胞加入荧光标记的 5 滋L
Annexin V-FITC和 10 滋L PI，避光孵育 5 min后上机检测。

1.3.5 Terc相关质粒构建及转染 使用 pcDNA3.1构建 Terc

过表达质粒（Forward：ctagcgtttaaacttaagcttGGGTTGCGGAGG-

GTGGGC；Reverse：tgctggatatctgcagaattcGCATGTGTGAGCCG-

AGTCCT）；使用 pLKO.1 载体构建 sh-Terc 质粒（靶序列：

AACCCTAACTGAGAAGGCTCG）。细胞在六孔板中长到

70~80%融合度时按说明书进行转染。转染 48 h后，进行功能实

验以及提取细胞 RNA及总蛋白。

1.3.6 小鼠心肌纤维化动物模型 SPF级雄性昆明鼠 20只，

22-25 g，购自湖南斯莱克景达实验动物有限公司。造模组小鼠

皮下注射按 5 mg/kg 剂量注射异丙肾上腺素（Isoproterenol，

ISO），次日起以 2.5 mg/kg剂量维持至 30 d；对照组皮下注射等

量的溶媒。根据不同处理将小鼠分为四组：（1）Control组：皮下

注射溶媒组；（2）ISO组：ISO造模组；（3）ISO+Lv-shNC组：ISO

造模并尾静脉注射 Lv-shNC；（4）ISO+Lv-shTerc 组：ISO 造模

并尾静脉注射 Lv-shTerc。

1.3.7 多普勒超声检测心功能指标 取材日用 4%的水合氯醛

表 1 qRT-PCR引物列表

Table 1 qRT-PCR primer

Name Sequence（5'-3'）

terc
CCGCCTTCCACCGTTCATTC

ACTCGCTCCGTTCCTCTTCCTG

GAPDH
ACAGCCTCAAGATCATCAGC

GGTCATGAGTCCTTCCACGAT

mmuTerc
TGTGGGTTCTGGTCTTTTGTTCT

TTTGTTTTTGAGGCTCGGGA

mGAPDH
AGGTCGGTGTGAACGGATTTG

TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA
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麻醉小鼠后，使用多普勒超声仪检测小鼠的心功能，记录左心

室收缩末期内径（left ventricular diameter in systole, LVDS）、左

心室舒张末期内径（left ventricular end-diastolic internal diame-

ter, LVEDD）、心室舒张末容积（ventricular end-diastolic volume,

VEDV）、心室收缩末容积（ventricular end-systolic volume,

VESV），根据以上参数计算小鼠心脏射血分数（Ejection frac-

tion，EF）和左室短轴缩短率（fractional shortening, FS）。

1.3.8 HE染色 动物模型取材后将组织送医院病理科进行石

蜡包埋、切片，使用 HE自动染色机进行 HE染色。

1.3.9 Masson染色 石蜡切片经脱蜡、复水后，PBS洗净，用

1:1混合配制的Weigert铁苏木精染液染色 10 min；酸性酒精

分化液分化 5-15 s，自来水冲洗；Masson蓝化液反蓝 3 min，自

来水冲洗；丽春红品红染色液染色 5-10 min，弱酸工作液冲洗

1 min；磷钼酸溶液洗 1-2 min，弱酸工作液冲洗 1 min；苯胺蓝

染色液染色 1-2 min，弱酸工作液洗 1 min；分别过 95%和无水

乙醇；二甲苯透明后使用中性树脂封片、拍照。

1.3.10 IHC染色 将切片使用脱蜡、复水后，使用免疫组化试

剂盒分别经过抗原修复、阻断内源性过氧化物酶、封闭非特异

性结合位点后，加入抗体于 4℃中孵育过夜，使用中杉金桥

pv-9000通用二步法检测试剂盒和 DAB显色液完成后续步骤。

染色完成后的结果判定：显微镜下观察并根据表 2判定结果。将

每个组织的两组得分相乘即是该组织免疫组化结果最后得分。

表 2 免疫组化评分表

Table 2 Immunohistochemical Evaluation Criteria

Percentage of positive cells % Value Dying Intensity Value

0-10 0 Void 0

10-25 1 Weak (light yellow) 1

25-50 2 Medium (brownish-yellow) 2

50-100 3 Strong (tan) 3Q

1.4 统计学方法

使用 Graphpad Prism 8.0软件对本实验的数据进行统计学

分析，实验结果以均数± 标准差（means± SD）的形式呈现。两

组间采用 t检验，多组间采用 One-Way ANOVA进行比较，当

P<0.05时认为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 TGF-茁1 诱导成纤维细胞分化及对 lncRNA Terc 表达的

影响

使用不同浓度 0、5、10、20 ng/mL的 TGF-茁1 诱导 HCFCs

转分化，处理细胞后，可见 HCFCs由纺锤梭型状平铺开来，细

胞形态与 TGF-茁1呈一定的剂量依赖性（图 1A）。免疫荧光染

色检测 琢-SMA 的表达水平，western blot 检测 琢-SMA、Vi-

mentin、Collagen I 和 III 的表达水平，qRT-PCR 检测 lncRNA

Terc 的表达水平。结果显示，随着 TGF-茁1 的浓度升高，
琢-SMA、Vimentin、Collagen I和 III及 lncRNA Terc的表达水平

均显著上调（P<0.01）。本研究将使用 10 ng/mL浓度进行后续

的实验。

2.2 过表达 lncRNA Terc对 TGF-茁1诱导的心肌成纤维细胞转
分化模型的影响

qRT-PCR检测 lncRNA Terc过表达质粒的转染效率，结果

显示，Terc过表达质粒转染效率良好（图 2A），可用于后续实

验。上调 lncRNA Terc 后使用 TGF-茁1 诱导 HCFCs 转分化，

western blot检测 琢-SMA、Vimentin、Collagen I和 III的蛋白水

平及 Smad2/3的磷酸化水平，CCK-8检测细胞活力，流式细胞

术检测细胞凋亡率。结果显示，与 Blank组相比，Vector组的

琢-SMA、Vimentin、Collagen I和 III的蛋白水平、细胞活力、细胞

凋亡率及 Smad2/3的磷酸化水平差异无统计学意义（P>0.05），
Terc组 琢-SMA、Vimentin、Collagen I和 III的蛋白水平、细胞活

力及 Smad2/3的磷酸化水平显著升高，细胞凋亡率显著下调

（P<0.01）。
2.3 敲低 lncRNA Terc对 TGF-茁1诱导的心肌成纤维细胞转分
化模型的影响

qRT-PCR检测 lncRNA Terc小干扰 RNA（siRNA）的转染

效率，结果显示，siRNAs转染效率良好（图 3A），其中 si-Terc 2

的敲减效果最好，因此选用 si-Terc 2 用于后续实验。敲低

lncRNA Terc后使用 TGF-茁1诱导 HCFCs转分化，western blot

检 测 琢-SMA、Vimentin、Collagen I 和 III 的 蛋 白 水 平 及

Smad2/3的磷酸化水平，CCK-8检测细胞活力，流式细胞术检

测细胞凋亡率，western blot检测 Smad2/3的磷酸化水平。结果

显示，与 si-NC组相比，si-Terc组 琢-SMA、Vimentin、Collagen I

和 III的蛋白水平、细胞活力及 Smad2/3的磷酸化水平显著降

低，细胞凋亡率显著升高（P<0.01）。
2.4 小鼠心肌纤维化动物模型中探讨 lncRNA Terc的作用

通过皮下注射 ISO对小鼠进行心肌纤维化造模，并通过尾

静脉注射慢病毒敲低 lncRNA Terc水平，使用多普勒超声仪检

测小鼠的 EF和 FS，取材日当天称量心脏的湿重，HE和Masson

染色检测小鼠病理变化，IHC检测 琢-SMA、Vimentin的表达水

平，qRT-PCR检测 Terc的表达水平。结果显示，与 Control组相

比，ISO组 EF和 FS显著降低，湿重、琢-SMA、Vimentin、Terc的

表达水平显著上调，可见明显的心肌肥厚与胶原沉积（蓝色部

分）（P<0.01）；与 ISO组相比，ISO+Lv-sh Terc组 EF和 FS显著

升高，湿重、琢-SMA、Vimentin、Terc的表达水平显著下调，心肌

肥厚及胶原沉积程度显著缓解（P<0.01）。

3 讨论

心肌纤维化是由多种原因导致的心肌纤维持续或反复加

重缺血缺氧，进而产生成纤维细胞异常增殖、胶原过度沉积的
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图 1 TGF-茁1诱导成纤维细胞分化及对 lncRNA Terc表达的影响 A：显微镜下观察 HCFCs形态；（B）免疫荧光染色检测 琢-SMA的表达水平；（C）

western blot检测琢-SMA、Vimentin、Collagen I和 III的表达水平；（D）qRT-PCR检测 lncRNA Terc的表达水平。

Fig.1 TGF-茁1 induces fibroblast differentiation and its effect on lncRNA Terc expression. A: Observation of the morphology of HCFCs by the

microscope; B: The expression of 琢-SMA was detected by Immunofluorescence. C: The protein expression of 琢-SMA, Vimentin, Collagen I and III was

detected by western blot. D: The mRNA expression of Terc was detected by qRT-PCR.

病理现象。心肌纤维化是心肌重塑的重要过程，如治疗不及时，

可逐步发展为慢性缺血性心脏病，严重影响患者生命安全[13-15]。

目前，针对心肌纤维化的机制研究众多，但尚未十分明确[16,17]。

有研究表明，lncRNA在心肌结构重塑中也起着重要的作用[18]。

因此，本研究基于公共数据挖掘的方式，通过对多个心肌纤维

化相关数据集进行取交集，在 GTex的左心室组织表达中对相

关差异表达基因进行交叉筛选，在候选基因中选定 Terc作为

研究对象。Terc是位于 3号染色体长臂，编码端粒酶的核心功

能组分，该基因的异常表达，可导致端粒酶的功能异常，进而影

响细胞周期的稳定性、增殖、凋亡等正常生理过程，诱导疾病

的发生 [18,19]。有研究发现，Terc可以非端粒酶依赖性方式刺激

NF-资B通路来增强炎性细胞因子的表达和分泌，提示其可能是
抗炎疗法的新靶点[20]。

TGF-茁是最具特征的纤维化生长因子，其中 TGF-茁1及其
下游 Smad通路是与该过程联系最为紧密[21]。TGF-茁1/Smad通
路的激活存在于心肌纤维化全过程，该通路可以诱导心肌成纤

维细胞分化、增殖，刺激细胞间质的合成，进行性向肌成纤维细

胞转分化，还可以抑制胶原酶、弹性蛋白酶等的分泌，促进纤维
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图 2 过表达 lncRNA Terc对 TGF-茁1诱导的心肌成纤维细胞转分化模型的影响 A：qRT-PCR检测 lncRNA Terc过表达质粒的转染效率；B：

western blot检测琢-SMA、Vimentin、Collagen I和 III的蛋白水平；C: CCK-8检测细胞活力；D:流式细胞术检测细胞凋亡率；E: western blot检测

Smad2/3的磷酸化水平。

Fig.2 Effects of overexpression of lncRNA Terc on TGF-茁1-induced myocardial fibroblast transdifferentiation model. A: The transfection efficiency of
the lncRNA Terc overexpression plasmid was detected by qRT-PCR; B: The protein levels of 琢-SMA, Vimentin, Collagen I and III were detected by

western blot; C: The cell viability was detected by CCK-8; D: The apoptosis rate was detected by flow cytometry; E: The phosphorylation level of

Smad2/3 was detected by western blot.

化发展[22-25]。DP Zankov等发现通过敲除肌动蛋白纤丝结合蛋

白基因，可上调趋化蛋白 -1表达，从而抑制 TGF-茁/Smad通路
激活，改善心肌纤维化程度 [26]。而在 CFs转分化的研究中，

Ac-SDKP 被发现可阻碍 TGF-茁1/Smad 通路中的 Smad2 和

ERK 1/2 的磷酸化[27]，抑制 CFs转化为 MFs以治疗心肌纤维

化 [28,29]；ALDH2激活同样被证明可介导 TGF-茁1/Smad 通路抑
制 CFs转分化，缓解心肌纤维化[30-32]。

本研究结果表明，TGF-茁1可诱导 CFs纤维化细胞模型，上

调 Terc的表达水平；过表达 Terc可以促进纤维化相关标记蛋

白 琢-SMA、Vimentin、Collagen I 和 Collagen III 的表达以及

Smad2/3的磷酸化，而敲减 Terc可一定程度上逆转上述过程，

在动物模型中得到同样的结果。这与既往的研究结论一致，说

明 Terc 可通过 TGF-茁1/Smad 通路促进心肌纤维化的病理
过程。

综上所述，本研究首次发现 lncRNA Terc在 TGF-茁1诱导
的 CFs纤维化细胞模型中表达上调，敲减 Terc可有效降低纤

维化相关标志蛋白 琢-SMA、Vimentin、Collagen I、Collagen III

的表达和 Smad2/3的磷酸化水平；在 ISO诱导的小鼠心肌纤维

化模型中，敲减 Terc可有效缓解心肌纤维化损伤，我们的研究

表明，Terc有望成为临床治疗心肌纤维化的潜在靶点。
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