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【摘要】 目的  探讨端粒酶逆转录酶（TERT）缓解阿霉素（DOX）所致心脏毒性的作用。方法  ① 细胞实

验：将大鼠 H9c2 心肌细胞分为对照组（CON 组）、空载腺病毒转染组（NC 组）、TERT 过表达腺病毒转染组（TERT

组）、DOX 组（1 μmol/L DOX 处理 12 h）、DOX+NC 组和 DOX+TERT 组（转染空载腺病毒或 TERT 过表达腺病毒

24 h 后用 1 μmol/L DOX 处理 12 h）。采用实时荧光定量聚合酶链反应（RT-qPCR）检测心肌细胞 TERT mRNA

表达；采用免疫荧光法检测细胞线粒体膜电位水平；采用蛋白质免疫印迹试验（Western blotting）检测细胞内

Bax、Bcl-2、微管相关蛋白 1 轻链 3（LC3）和 p62 表达水平。② 动物实验：将雄性 C57BL/6 小鼠按随机数字

表法分为假手术组（Sham 组）、DOX 组（腹腔注射 DOX 15 mg/kg 构建急性心脏毒性损伤模型）、DOX+NC 组和

DOX+TERT 组（心肌定点注射空载腺病毒或 TERT 过表达腺病毒 7 d 后制模）。制模 7 d 后采用天狼猩红染色

检测心肌纤维化面积；采用超声心动图检测心功能。结果  ① 细胞实验：TERT 组心肌细胞 TERT mRNA 表达

水平较 CON 组和 NC 组明显升高。与 CON 组相比，DOX 组和 DOX+NC 组心肌细胞 TERT mRNA 表达水平显

著降低，线粒体膜电位水平显著降低，Bax 和 LC3 的蛋白表达量显著升高，Bcl-2 和 p62 的蛋白表达量显著降低。

DOX 组与 DOX+NC 组各指标差异无统计学意义。与 DOX 组和 DOX+NC 组相比，DOX+TERT 组 TERT mRNA

表达水平显著升高（相对表达量：1.02±0.10 比 0.61±0.05、0.54±0.03，均 P＜0.05），线粒体膜电位水平显著升

高（1.14±0.05 比 0.96±0.01、0.96±0.01，均 P＜0.05），Bax 和 LC3 的蛋白表达量显著降低，Bcl-2 和 p62 的蛋

白表达量显著升高（Bax/β-actin：0.88±0.01 比 1.31±0.02、1.26±0.01，LC3-Ⅱ/Ⅰ：2.16±0.05 比 2.64±0.06、

2.58±0.02，Bcl-2/β-actin：0.65±0.01 比 0.40±0.01、0.41±0.01，p62/β-actin：0.45±0.01 比 0.23±0.02、

0.29±0.01，均 P＜0.05）。② 动物实验：与 Sham 组相比，DOX 组和 DOX+NC 组小鼠心肌纤维化面积百分比显

著增加，左室射血分数（LVEF）和短轴缩短率（FS）显著降低。与 DOX 组和 DOX+NC 组相比，DOX+TERT 组小

鼠心肌纤维化面积百分比显著减少（%：2.33±0.06 比 3.76±0.07、3.87±0.06，均 P＜0.05），LVEF 和 FS 显著升

高〔LVEF（%）：67.00±1.14 比 54.60±1.57、53.40±2.18，FS（%）：38.60±0.51 比 30.60±1.10、30.00±0.71，均 

P＜0.05〕。结论  上调TERT表达可抑制DOX引起的心肌细胞自噬及凋亡，减轻DOX诱导小鼠的心肌纤维化，

改善心功能，进而缓解 DOX 所致心脏毒性。
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【Abstract】 Objective  To  investigate  the  role  of  telomerase  reverse  transcriptase  (TERT)  in  alleviating 
doxorubicin (DOX)-induced cardiotoxicity.  Methods  ① Cell experiments: rat H9c2 cardiomyocytes were divided into 
control group (CON group), null adenovirus transfection group (NC group), TERT overexpression adenovirus transfection 
group  (TERT group), DOX group  (treated with 1 μmol/L DOX for 12 hours), DOX+NC group, and DOX+TERT group 
(null adenovirus or TERT overexpression adenovirus were transfected for 24 hours and then treated with 1 μmol/L DOX  
for  12 hours). The mRNA expression  of TERT  in  cardiomyocytes was detected by  real-time  fluorescence quantitative  
polymerase chain reaction (RT-qPCR). The level of mitochondrial membrane potential was detected by immunofluorescence.  
The  expression  levels  of  intracellular Bax, Bcl-2, microtubule-associated  protein  1  light  chain  3  (LC3)  and p62 were 
detected by Western blotting. ② Animal experiments: male C57BL/6 mice were randomly divided into a sham operation 
group  (Sham  group),  DOX  group  (acute  cardiotoxicity  model  was  constructed  by  intraperitoneal  injection  of  DOX 
15  mg/kg),  DOX+NC  group  and  DOX+TERT  group  (modeled  after  transfection  with  airborne  adenovirus  or  TERT 
overexpression adenovirus for 7 days). After 7 days of modeling, the area of myocardial  fibrosis was detected by Sirius 
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scarlet staining, and cardiac function was detected by echocardiography.  Results  ① Cellular experiments: the mRNA 
expression level of TERT was significantly higher in the TERT group compared with the CON and NC groups. Compared 
with the CON group,  the TERT mRNA expression level of cardiomyocytes  in the DOX group and the DOX+NC group 
were significantly lower, the level of mitochondrial membrane potential was significantly lower, the protein expressions 
of Bax and LC3 were significantly increased, and the protein expressions of Bcl-2 and p62 were significantly decreased. 
No  significant  differences  were  found  between  the DOX  group  and DOX+NC  group.  Compared  with  the DOX  group 
and DOX+NC group,  the TERT mRNA expression  level was  increased  in  the DOX+TERT group  (relative expression: 
1.02±0.10 vs. 0.61±0.05, 0.54±0.03, both P < 0.05), the level of mitochondrial membrane potential was significantly 
increased  (1.14±0.05  vs.  0.96±0.01,  0.96±0.01,  both  P  <  0.05),  the  protein  expressions  of  Bax  and  LC3  were 
significantly  decreased,  and  the  protein  expressions  of  Bcl-2  and  p62  were  significantly  increased  (Bax/β-actin: 
0.88±0.01 vs. 1.31±0.02, 1.26±0.01; LC3-Ⅱ/Ⅰ: 2.16±0.05 vs. 2.64±0.06, 2.58±0.02; Bcl-2/β-actin: 0.65±0.01 
vs. 0.40±0.01, 0.41±0.01; p62/β-actin: 0.45±0.01 vs. 0.23±0.02, 0.29±0.01; all P < 0.05). ② Animal experiments: 
compared with the Sham group, the percentage of myocardial fibrosis area was significantly increased and left ventricular 
ejection  fraction  (LVEF) and  fractional  shortening  (FS) were  significantly decreased  in  the DOX group and DOX+NC 
group. Compared with the DOX group and DOX+NC group, the percentage of myocardial fibrotic area was significantly 
decreased  in  the DOX+TERT group  (%: 2.33±0.06 vs.  3.76±0.07, 3.87±0.06, both P < 0.05),  and  the LVEF and 
FS  were  significantly  increased  [LVEF  (%):  67.00±1.14  vs.  54.60±1.57,  53.40±2.18;  FS  (%):  38.60±0.51  vs. 
30.60±1.10, 30.00±0.71; all P < 0.05].  Conclusions  Up-regulation of TERT expression can inhibit DOX-induced 
cardiomyocyte autophagy and apoptosis, attenuate DOX-induced myocardial fibrosis in mice, improve cardiac function, and 
thus alleviate DOX-induced cardiotoxicity.
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  阿霉素（doxorubicin，DOX）是一种抗多肿瘤化

疗药物，但其可引起患者体内多系统毒性［1］，心脏是

DOX 毒性的优先靶标，主要引起心脏收缩功能障碍

及心脏重塑［2-3］。心肌损伤后可发生多种心血管疾病

改变，表现为扩张型心肌病和充血性心力衰竭［4-5］， 

患者预后及生活质量大大下降。已知 DOX 心脏毒

性与铁死亡［6］、线粒体功能异常［7］、氧化应激和炎

症反应等机制相关［8］，其分子机制仍不明确，探索

DOX 所致心脏毒性潜在治疗靶点，有利于改善 DOX

心肌病患者预后，提高患者生存率及生活质量。

  端粒酶逆转录酶（telomerase reverse transcriptase， 

TERT）和非编码端粒酶 RNA 组分（telomerase RNA 

component，TERC）组成端粒酶，TERT 可与 TERC

稳定结合以及重复反转录 RNA 模板片段［9］。已知

TERT 在心血管系统中有重大作用［10］，TERT 位于线

粒体的基质，与线粒体 DNA 结合并保护其功能［11］， 

可维持细胞氧化还原稳态和抗氧化酶的水平［12］。

此外，TERT 还可减少细胞凋亡和抑制衰老［13］，调

节心肌细胞的增殖能力［14］，从而对心脏起到保护作

用。但是，TERT 是否可以减轻 DOX 心脏毒性有待

证实。本研究旨在探讨 TERT 在 DOX 诱导心脏毒

性中对 H9c2 细胞及小鼠心肌损伤的修复作用。

1 材料与方法 

1.1  实验动物、细胞及主要试剂：标准清洁级雄性

成年C57BL/6 小鼠 40只，6～8周龄，体质量约30 g， 

购自常州卡文斯动物有限公司，实验动物合格号： 

SCXK（苏）2021-0013。大鼠H9c2心肌细胞购于武汉 

尚恩生物有限公司，待细胞生长汇合度达到 90%

左右，对细胞进行传代。DMEM 培养基购自美国 

Invitrogen公司；胎牛血清和胰消化酶购自美国Gibco 

公司；反转录试剂盒、荧光定量聚合酶链反应试

剂盒和超敏化学发光（enhanced chemiluminescent，

ECL）试剂盒购自南京诺维赞公司；DOX、RNAeasy™ 

动物 RNA 抽提试剂盒和膜电位检测试剂盒（JC-1）

购自上海碧云天生物技术有限公司；全蛋白提取试

剂盒和二喹啉甲酸（bicinchoninic acid，BCA）蛋白含 

量检测试剂盒购自江苏凯基生物技术公司；抗体Bax、 

Bcl-2、p62、微管相关蛋白1轻链3（light chain 3，LC3） 

和 β- 肌动蛋白（β-actin）购自武汉三鹰生物技术有 

限公司；TERT 过表达腺病毒及阴性对照腺病毒载

体由上海和元生物技术公司合成。

  本研究通过了南京医科大学动物实验伦理委员

会审批（审批号：IACUC-2401047）。

1.2  细胞实验

1.2.1  TERT 腺病毒转染 H9c2 细胞：将携带 TERT

的腺病毒载体及其阴性对照载体分别转染至 H9c2

细胞分为 TERT 组和 NC 组。病毒转染 24 h 后在倒

置荧光显微镜下观察绿色荧光蛋白。确认荧光后继

续置于培养箱内。

1.2.2  分组及 DOX 诱导 H9c2 细胞心脏毒性：将



·  585  ·中华危重病急救医学  2025 年 6 月第 37 卷第 6 期  Chin Crit Care Med，June   2025，Vol.37，No.6

H9c2 细胞分为对照组（CON 组）、空载腺病毒转染

组（NC 组）、TERT 过表达腺病毒转染组（TERT 组）、

DOX 组、DOX+NC 组和 DOX+TERT 组。以 DMEM

完全培养基培养 H9c2 细胞，当 H9c2 生长汇合度至

80%，1 μmol/L DOX 预处理 H9c2 细胞 12 h 后换液，

进行下一步实验。

1.2.3  实 时 荧 光 定 量 聚 合 酶 链 反 应（real-time 

fluorescence quantitative polymerise chain  reaction，

RT-qPCR）检测 TERT 的相对表达量：培养 H9c2

细胞并转染腺病毒载体及其阴性对照，采用

RNAeasy™动物 RNA 抽提试剂盒提取细胞内的

总 RNA，检测 RNA 浓度和纯度，将 RNA 反转录为

cDNA，以 cDNA 为模板进行扩增。引物序列见表 1，

以3- 磷酸甘油醛脱氢酶（glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase，GAPDH）作为检测内参。采用 2-ΔΔCt

法计算 TERT 的相对表达量。

清洗 4 次，每次 5 min。然后将 PVDF 膜放入一抗

溶液于 4 ℃孵育过夜，TBST 溶液室温清洗 4 次，

每次 5 min。然后将 PVDF 膜与相应辣根过氧化物

酶（horseradish peroxidase，HRP）耦联的二抗稀释液

在室温条件下孵育 2 h，再用 TBST 清洗 4 次，每次

5 min。抗体 Bax（1∶1 000）、Bcl-2（1∶1 000）、p62

（1∶1 000）、LC3（1∶1 000）、β-actin（1∶1 000），使

用 ECL 增强化学发光，并用高灵敏蛋白印迹成像仪

分析，使用 Image J 软件进行条带的灰度值分析。

1.3  动物实验

1.3.1  TERT 腺病毒心肌注射：腹腔注射戊巴比妥

钠 0.03 mg/g 麻醉 C57BL/6 小鼠，备皮，消毒皮肤后

在第 3 肋间隙做一横行切口（0.5～1.0 cm），逐层钝

性分离肌肉直至胸膜，打开胸腔，挤出小鼠心脏，使

用微量注射器多点心肌注射 TERT 过表达腺病毒及

阴性空载病毒，迅速关闭胸腔及皮肤切口，7 d 后进

行下一步处理。

1.3.2  RT-qPCR 检测小鼠心肌 TERT 的相对表达

量：心肌注射 TERT 腺病毒 72 h 后，腹腔注射巴比

妥钠 0.1 mg/g 麻醉小鼠，取心脏组织，于液氮中快速

冷冻。采用 RNAeasy™动物 RNA 抽提试剂盒提取

细胞内的总 RNA，检测 RNA 的浓度和纯度，将 RNA

反转录为 cDNA，以 cDNA 为模板进行扩增。细胞

内 TERT 的相对表达量以 GAPDH 作为检测内参，

引物序列见表 1。采用 2-ΔΔCt 法计算 TERT 的相对

表达量。

1.3.3  分组及 DOX 诱导小鼠急性心脏毒性损伤

模型构建：按随机数字表法将小鼠分为假手术组

（Sham 组）、DOX 组、DOX+NC 组和 DOX+TERT 组。

DOX组、DOX+NC组和DOX+TERT组分别于第1天 

和第 5 天腹腔注射 DOX 7.5 mg/kg；Sham 组经腹腔

注射 0.9% 生理盐水 10 μL/g，干预 7 d 后进行下一

步实验。

1.3.4  天狼猩红染色观察心肌纤维化面积：制模 7 d 

后腹腔注射巴比妥钠 0.1 mg/g 麻醉小鼠，取心脏组

织，常规石蜡包埋后制成组织切片。铁苏木素染色

液染切片 5～10 min，流水冲洗 3 次；天狼猩红染色

液滴染 15～30 min，并用流水冲洗数秒，无水乙醇脱

水 3 次，二甲苯透明 3 次，光镜下观察切片。

1.3.5  心脏功能检测：异氟烷麻醉小鼠，备皮后涂

上耦合剂，使用探头测量小鼠心功能，测量心率、左

室射血分数（left ventricular ejection fraction，LVEF）、

短轴缩短率（fractional shortening，FS）、左心室收缩

表 1　引物序列

引物名称 序列

TERT 前引物 5'-GCAGAAGACAGTGGTGAACTT-3'
TERT 后引物 5'-CTTAATTGAGGTCCGTCCGTAAC-3'
GAPDH 前引物 5'-AGGTCGGTGTGAACGGATTTG-3'
GAPDH 后引物 5'-AGGTCGGTGTGAACGGATTTG-3'

注：TERT 为端粒酶逆转录酶，GAPDH 为 3- 磷酸甘油醛脱氢酶

1.2.4  JC-1 检测线粒体膜电位水平：当 H9c2 细胞

生长汇合度至 70%，弃去细胞培养上清，磷酸盐缓

冲液（phosphate buggered saline，PBS）洗涤 3 次，加

入 1×JC-1 染色工作液于细胞培养箱中 37 ℃孵育

20 min，孵育结束后吸除上清，用 1×JC-1 染色缓冲

液洗涤 2 次，加入细胞培养液，荧光显微镜下观察红

光荧光与绿光荧光的比值（红色荧光代表线粒体膜

电位较高、健康的细胞；绿色荧光代表线粒体膜电

位较低、不健康的细胞）。

1.2.5  蛋白质免疫印迹试验（Western blotting）检

测自噬、凋亡相关蛋白表达：当 H9c2 细胞生长汇

合度至 90%，使用全蛋白提取试剂盒提取蛋白，

BCA 蛋白含量检测试剂盒检测蛋白浓度，然后用

5× 上样缓冲液进行混匀煮沸。取 20 μg 细胞总蛋

白，用 10%～12% 的十二烷基硫酸钠 - 聚丙烯酰胺

凝胶电泳（sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel 

electropheresis，SDS-PAGE）进行分离，然后将其转

移到聚偏二氟乙烯（polyvinylidene fluoride，PVDF）

膜。利用快速封闭液封闭 15 min 后用含吐温 20 的

Tris 缓冲液（Tris buffered saline with tween 20，TBST）



·  586  · 中华危重病急救医学  2025 年 6 月第 37 卷第 6 期  Chin Crit Care Med，June   2025，Vol.37，No.6

TERT 组线粒体膜电位较 DOX 组和 DOX+NC 组显

著升高（均 P＜0.05）；DOX 组与 DOX+NC 组线粒体 

膜电位差异无统计学意义（P＞0.05）。

2.1.3  TERT 对 DOX 处理后 H9c2 细胞凋亡和自

噬的影响（图 3；表 3）：与 CON 组比较，DOX 组及

DOX+NC 组 Bax 和 LC3 蛋白表达量显著升高，Bcl-2

和 p62蛋白表达量显著降低；与DOX组及DOX+NC 

组比较，DOX+TERT 组 Bax 和 LC3 蛋白表达量显著

降低，Bcl-2 和 p62 蛋白表达量显著升高；DOX 组

与 DOX+NC 组的各指标蛋白表达差异均无统计学

意义（均 P＞0.05）。

2.2  动物实验

2.2.1  小鼠心肌中 TERT 的表达（图 4）：心肌注射

空载腺病毒与 TERT 过表达腺病毒 72 h 后，TERT

组TERT mRNA表达水平明显高于NC组（P＜0.05）。

期末内径、左心室舒张期末内径、左心室收缩期末

后壁厚度和左心室舒张期末后壁厚度。

1.4  统计学分析：采用 GraphPad Prism 8.0 统计软件

分析数据。计量资料均符合正态分布，以均数 ± 标 

准差（x±s）表示，组间比较采用独立样本 t 检验，多

组间比较采用单因素方差分析（one-way ANOVA）。

检验水准 α值取双侧 0.05。

2 结 果 

2.1  细胞实验

2.1.1  TERT 的表达（图 1；表 2）：NC 组和 TERT

组均在倒置荧光显微镜下观察到细胞内绿色荧光表

达。与 CON 组和 NC 组比较，TERT 组 H9c2 细胞

TERT mRNA 表达水平显著升高（均 P＜0.05）；同样 

的，与 DOX 组和 DOX+NC 组比较，DOX+TERT 组

TERT mRNA 表达水平显著升高（均 P＜0.05）。

表 2 各组大鼠 H9c2 心肌细胞 
TERT mRNA 相对表达量比较（x±s）

组别 样本量（个） TERT mRNA 相对表达量

CON 组 6 0.87±0.07
NC 组 6 0.81±0.11
TERT 组 6 1.55±0.13 ab

DOX 组 6 0.61±0.05
DOX+NC 组 6 0.54±0.03
DOX+TERT 组 6 1.02±0.10 cd

注：CON 组为对照组，NC 组为空载腺病毒转染组，TERT 组

为端粒酶逆转录酶（TERT）过表达腺病毒转染组，DOX 组为阿霉

素（DOX）处理组，DOX+NC 组为转染空载腺病毒后 DOX 处理组，

DOX+TERT 组为转染 TERT 过表达腺病毒后 DOX 处理组；与 CON

组比较，aP＜0.05；与 NC 组比较，bP＜0.05；与 DOX 组比较，cP＜
0.05；与 DOX+NC 组比较，dP＜0.05

图 1　倒置荧光显微镜下观察腺病毒转染的大鼠 H9c2 心肌细
胞　空载腺病毒转染组（NC 组，A）成功转染带有绿色荧光的
空载腺病毒（瞬时转染）；端粒酶逆转录酶（TERT）过表达腺病
毒转染组（TERT 组，B）成功转染带有绿色荧光的 TERT 过表
达腺病毒（瞬时转染）　中倍放大

2.1.2  TERT 对 DOX 处理后 H9c2 细胞线粒体膜电

位的影响（图 2）：与 CON 组比较，DOX 组和 DOX+ 

NC组线粒体膜电位显著下降（均P＜0.05）；而DOX+ 

图 2　各组大鼠 H9c2 心肌细胞线粒体膜电位水平　A 为荧光显微镜下观察，红色荧光代表线粒体膜电位较高、健康的细胞，绿色荧光代
表线粒体膜电位较低、不健康的细胞。对照组（CON 组）红光荧光与绿光荧光比值高，细胞膜电位正常，细胞状态良好；阿霉素（DOX）组
红光荧光与绿光荧光比值低，细胞膜电位低，细胞状态差；转染空载腺病毒后 DOX 处理组（DOX+NC 组）红光荧光与绿光荧光比值低，细
胞膜电位低，细胞状态差；转染端粒酶逆转录酶（TERT）过表达腺病毒后 DOX 处理组（DOX+TERT 组）红光荧光与绿光荧光比值升高，
细胞膜电位恢复正常，细胞状态良好　JC-1 染色　中倍放大。B 为膜电位定量比较，膜电位水平＝红色荧光值 / 绿色荧光值；与 CON 组
比较，aP＜0.05；与 DOX 组比较，bP＜0.05；与 DOX+NC 组比较，cP＜0.05
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2.2.2  TERT 对 DIC 小鼠心肌纤维化及心功能的

影响（图 5～6；表 4）：与 Sham 组比较，DOX 组和

DOX+NC 组小鼠心肌纤维化面积显著增加（均 P＜
0.05）；与 DOX 组和 DOX+NC 组比较，DOX+TERT 

组小鼠心肌纤维化面积显著减少（均 P＜0.05）；而

DOX 组与 DOX+NC 组小鼠心肌纤维化面积差异无 

统计学意义（P＞0.05）。DOX处理7 d后，DOX+TERT 

组小鼠 LVEF、FS 较 DOX 组和 DOX+NC 组显著升

高（均 P＜0.05）。

3 讨 论 

  本研究采用 DOX 诱导 H9c2 细胞急性损伤模

型，腺病毒过表达 TERT 转染经 DOX 处理的 H9c2

细胞，分析 TERT 在其中的保护作用，结果显示，上

调 TERT 表达可抑制 DOX 诱导的损伤心肌细胞线

粒体过度自噬、细胞凋亡，从而减轻心肌细胞损伤；

表 3 各组大鼠 H9c2 心肌细胞中 
凋亡和自噬蛋白表达比较（x±s）

组别
样本数

（个）

Bax/

β-actin

Bcl-2/

β-actin
LC3-Ⅱ/Ⅰ

p62/

β-actin

CON 组 3 0.68±0.02 0.93±0.02 1.68±0.01 0.50±0.02
NC 组 3 0.70±0.40 0.92±0.02 1.62±0.04 0.56±0.01
TERT 组 3 0.63±0.03 0.91±0.04 1.47±0.07 0.58±0.03
DOX 组 3 1.31±0.02 a 0.40±0.01 a 2.64±0.06 a 0.23±0.02 a

DOX+NC 组 3 1.26±0.01 a 0.41±0.01 a 2.58±0.02 a 0.29±0.01 a

DOX+TERT 组 3 0.88±0.01 bc 0.65±0.01 bc 2.16±0.05 bc 0.45±0.01 bc

注：CON 组为对照组，NC 组为空载腺病毒转染组，TERT 组

为端粒酶逆转录酶（TERT）过表达腺病毒转染组，DOX 组为阿霉

素（DOX）处理组，DOX+NC 组为转染空载腺病毒后 DOX 处理组，

DOX+TERT 组为转染 TERT 过表达腺病毒后 DOX 处理组；LC3 为

微管相关蛋白 1 轻链 3，β-actin 为 β- 肌动蛋白；与 CON 组比较，
aP＜0.05；与 DOX 组比较，bP＜0.05；与 DOX+NC 组比较，cP＜0.05

CON 组为对照组，NC 组为空载腺病毒转染组，TERT 组为端粒酶 
逆转录酶（TERT）过表达腺病毒转染组，DOX 组为阿霉素（DOX） 

处理组，DOX+NC 组为转染空载腺病毒后 DOX 处理组， 
DOX+TERT 组为转染 TERT 过表达腺病毒后 DOX 处理组； 

LC3 为微管相关蛋白 1 轻链 3，β-actin 为 β- 肌动蛋白

图 3  蛋白质免疫印迹试验（Western blotting）检测各组 
大鼠 H9c2 心肌细胞中凋亡和自噬蛋白表达

注：NC 组为心肌定点注射空载腺病毒组，TERT 组为心肌定点注射
端粒酶逆转录酶（TERT）过表达腺病毒组；与 NC 组比较，aP＜0.05

图 4  实时荧光定量聚合酶链反应（RT-qPCR）验证 
腺病毒转染小鼠心肌 TERT 相对表达量

图 5　各组小鼠心肌纤维化改变　A 为光镜下观察，可见假手术组（Sham 组）红色胶原纤维部分浅，面积小；阿霉素（DOX）组红色胶原
纤维部分深，面积大；心肌定点注射空载腺病毒后 DOX 处理组（DOX+NC 组）红色胶原纤维部分深，面积大；心肌定点注射端粒酶逆转
录酶（TERT）过表达腺病毒后 DOX 处理组（DOX+TERT 组）红色胶原纤维部分变浅，面积变小　天狼猩红染色　低倍放大。B 为心肌
纤维化面积定量比较；与 Sham 组比较，aP＜0.05；与 DOX 组比较，bP＜0.05；与 DOX+NC 组比较，cP＜0.05
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此外，构建 DOX 诱导的急性心肌毒性损伤小鼠模

型，经心肌定点注射 TERT 过表达腺病毒，结果显

示，上调 TERT 表达可抑制模型小鼠心肌纤维化，进

而减轻 DOX 导致的心脏毒性，为心肌损伤提供了新

的治疗方法与思路。

  TERT 过表达可延缓细胞衰老，延长细胞寿命。

TERT 作为端粒酶的重要组成成分，协助端粒酶在

染色体末端添加新的端粒序列，因此 TERT 基因表

达在维持细胞端粒长度和高增殖特性方面起着重要

作用［15］。既往研究表明，表达较低水平 TERT 的成

纤维细胞表现出端粒缩短，从而使成纤维细胞的寿

命缩短［16］；同样，TERT 突变体的构建可延长端粒

和原代成纤维细胞的寿命［17］。TERT 除了可以延

缓细胞衰老之外，还具有保护细胞免受应激诱导的

细胞凋亡和坏死的功能［18］。有研究表明，在心脏特

异性 TERT 表达小鼠中，心肌梗死后，与正常小鼠相

比，TERT 过表达小鼠显示出更好的存活率、心脏收

缩能力及更小的梗死疤痕［19］；另有研究表明，上调

TERT可减少急性缺氧导致的心脏损伤，增加大鼠的

缺氧适应性［20］。由此可知，TERT 不仅可以延长细

胞寿命，还可以在心肌梗死或缺氧损伤中改善心室

功能［21］，减少心肌损伤，从而起到保护心脏的作用。

DOX 作为一种抗多肿瘤化疗药物，其主要危害为心

血管毒性，如何减轻 DOX 导致的心肌损伤成为一项

难题。本课题组前期一项基础研究表明，沉默 TERT 

可削弱生长分化因子 15（growth differentiation factor 

15，GDF15）外泌体对过氧化氢损伤 H9c2 细胞的保

护作用［22］，在此基础上，我们推测 TERT 对经 DOX

损伤的心肌同样具有减少损伤、改善心脏功能的作

用。TERT 因具有一定的促细胞增殖能力［23］，其研

究与肿瘤的发生发展密切相关［24］。有研究显示，

TERT 启动子的过度激活可引起肝癌的发生［25］，这

意味着控制 TERT 水平是减轻 DOX 导致心肌损伤

的关键步骤。

  TERT在上述心血管疾病中具有保护作用，其分

子机制与线粒体的稳态密切相关［26］，有研究显示，

线粒体是 DOX 的主要靶标［23］，DOX 诱导的心肌毒

性损伤部分是由线粒体碎片化增加和溶酶体加速线

粒体降解介导的［27］。近期一项研究表明，DOX 下

调谷胱甘肽过氧化物酶 4（glutathione peroxidase 4， 

GPx4），使线粒体中的 DOX-Fe2+ 复合物脂质过氧化

物堆积，导致线粒体死亡，进而影响心肌功能［6］；

另一项研究表明，通过抑制线粒体活性氧（reactive 

oxygen species，ROS）生成并调节脂质代谢，可缓解

DOX 诱导的心脏毒性［28］。由此可见，改善线粒体

功能障碍、减少氧化应激成为治疗 DOX 诱导的心

肌毒性损伤的主要手段。目前已被证明，在线粒体

内，TERT 可有效减少 ROS 产生，与线粒体 DNA 结

合，从而增加线粒体膜电位并与线粒体传送核糖核

酸（transfer RNA，tRNA）相互作用［29］。本研究结果

表明，DOX 可引起 H9c2 心肌细胞自噬和凋亡增强；

此外，DOX 还可导致小鼠心肌纤维化增加，与之前

的研究结果相似。关于 TERT 在 DOX 诱导的心肌

毒性损伤中对线粒体影响的相关研究并不明确，而

本研究证实，过表达 TERT 可通过减少 DOX 引起的

心肌细胞自噬及凋亡，从而减缓 DOX 导致的脏毒

性。但关于 TERT 如何调控线粒体功能还需进一

步探究，根据现有研究显示，腺苷酸活化蛋白激酶

（adenosine 5'-monophosphate-activated protein kinase，

AMPK）通路在调节线粒体稳态过程中起关键作用，

TERT 有可能参与 AMPK 通路从而对线粒体稳态产

生积极的影响［30］。

  综上所述，本研究表明，上调 TERT 表达可抑制

DOX 引起的心肌细胞自噬及凋亡，减轻 DOX 诱导

小鼠的心肌纤维化，改善 DOX 小鼠心功能，进而缓

表 4 各组小鼠心功能指标 LVEF 及 FS 比较（x±s）

组别 动物数（只） LVEF（%） FS（%）

Sham 组 10 76.60±1.12 44.20±0.73
DOX 组 10 54.60±1.57 a 30.60±1.10 a

DOX+NC 组 10 53.40±2.18 a 30.00±0.71 a

DOX+TERT 组 10 67.00±1.14 bc 38.60±0.51 bc

注：Sham 组为假手术组，DOX 组为阿霉素（DOX）处理组，DOX+ 

NC 组为心肌定点注射空载腺病毒后 DOX 处理组，DOX+TERT 组

为心肌定点注射端粒酶逆转录酶（TERT）过表达腺病毒后 DOX 处

理组；LVEF 为左室射血分数，FS 为短轴缩短率；与 Sham 组比较，
aP＜0.05；与 DOX 组比较，bP＜0.05；与 DOX+NC 组比较，cP＜0.05

注：Sham 组为假手术组，DOX 组为阿霉素（DOX）处理组， 
DOX+NC 组为心肌定点注射空载腺病毒后 DOX 处理组，
DOX+TERT 组为心肌定点注射端粒酶逆转录酶（TERT） 

过表达腺病毒后 DOX 处理组

图 6  各组小鼠超声心动图表现
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解 DOX 所致心脏毒性。因此上调 TERT 的表达可

能是缓解 DOX 应用所致心脏毒性的潜在治疗靶点。
利益冲突  所有作者均声明不存在利益冲突
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