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摘要

背景：糖尿病是一种代谢紊乱的世界性流行病[1]，其中 2型糖尿病（T2DM）

占所有糖尿病的 90-95% [2]。T2DM的发病机制尚未研究清楚，但人们普遍认为胰

岛素抵抗（IR）是其主要的发病机制。研究 IR的分子学机制，可以为 T2DM的诊

断和治疗提供新的靶点。Zhao Z等人收集 6名健康对照组和 6名 T2DM患者外周

血中的 circRNA进行微阵列分析，并进行了一项由 20例正常病例、20例糖耐量异

常患者和 20例 T2DM患者组成的独立队列研究，在 T2DM组中，共发现 489个

circRNA 在两组之间有不同的表达，其中 78 个被上调，411 个被下调，circ-

0054633曲线下面积最大，提示外周血 circ-0054633在 T2DM患者中显著表达[3]，

近期发现 circ-0054633对糖尿病前期及 T2DM具有一定的诊断价值，具有作为二

者血浆诊断标志物的潜力[4]。

目的：本实验主要研究 T2DM患者血清 circ-0054633水平,探讨其与糖脂代谢

及 IR的关系，为临床上研究糖尿病的发病机制提供进一步理论依据。

研究方法：收集 T2DM患者 30例和非糖尿病患者 32例的外周血标本，离心，

用试剂盒提取 RNA、紫外分光分度计检测 RNA的浓度及纯度，反转录后采用定

量逆转录聚合酶链反应（qRT-PCR）技术，对 circ-0054633进行验证研究，探讨差

异表达的 circ-0054633是否与 IR存在相关性。

结果：1、糖尿病患者组与正常组患者相比，空腹血糖（FPG）、2小时餐后

血糖（2hBG）、糖化血红蛋白（HbA1C）、胰岛素抵抗指数（HOMA-IR）、甘油

三酯（TG）、高密度脂蛋白胆固醇（HDL-C）差异有统计学意义（P <0.05）。2、

糖尿病患者血清 circ-0054633的表达水平显著高于对照组（P <0.05），差异有统

计学意义。3、相关分析发现，血清 circ-0054633的表达水平与 HbA1C、TG、

HOMA-IR呈显著正相关（r = 0.358、0.286、0.434，P <0.05），血清 circ-0054633

的表达水平与 HDL-C呈负相关（r = -0.165，P <0.05）。4、以血清 circ-0054633

为因变量，以 HDL-C、TG、FPG、 2hBG、HbA1C、HOMA-IR为自变量，进行多

元线性回归分析，结果显示 FPG、HOMA-IR和 TG与血清 circ-0054633水平独立

相关（P <0.05）。

结论：T2DM患者血清 circ-0054633表达水平升高,其升高程度可能与糖脂代

谢紊乱及 IR 密切相关。
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Abstract

Background: Diabetes is a worldwide epidemic of metabolic disorders[1], and type 2

diabetes(T2DM ) accounts for 90-95% of all diabetes [2].The pathogenesis of T2DM is

not well understood, but insulin resistance(IR) is widely believed to be the main

pathogenesis. Studying the molecular mechanism of IR can provide a new target for the

diagnosis and treatment of T2DM. Zhao Z et al collected circRNA from the peripheral

blood of 6 healthy controls and 6 T2DM patients for microarray analysis and conducted

an independent cohort study of 20 normal cases, 20 patients with abnormal glucose

tolerance and 20 T2DM patients. In the T2DM group, a total of 489 circRNA were found

to be differentially expressed between the two groups, 78 upregulated and 411

downregulated, the largest area under the circ-0054633 curve, suggesting that peripheral

blood circ-0054633 are significantly expressed in T2DM patients [3]. Recently, it has

been found that circ-0054633 has a certain diagnostic value for pre-diabetes and T2DM,

and has the potential to be used as a diagnostic marker for both plasma [4].

Objective: Serum circ-0054633 level of T2DM patients was studied in this experiment,

its relationship with glycolipid metabolism and IR was discussed, provide further

theoretical basis for clinical study of the pathogenesis of diabetes.

Methods: Peripheral blood samples were collected from 30 patients with T2DM and 32

patients with nondiabetic disease, centrifugal, kit was used to extract RNA, ultraviolet

spectral index RNA concentration and purity, inspection and reverse transcription after

using quantitative reverse transcription polymerase chain reaction (qRT - PCR) technique,

to validate the circ -0054633 study, to explore whether the circ -0054633 differentially

expressed correlation with IR.

Results: 1. Compared with the normal group, there were statistically significant

differences in fasting blood-glucose(FPG), 2 hours postprandial blood sugar (2hBG),

glycosylated hemoglobin(HbA1C), homeostatic model assessment for Insulin resistance

index(HOMA-IR), triglyceride(TG) and high-density lipoprotein(HDL-C) in the diabetic

group (P <0.05). 2. The expression level of serum circ-0054633 in the diabetic patients

was significantly higher than the control group (P <0.05), with statistically significant

differences. 3. Correlation analysis found that the expression level of serum circ-0054633
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was significantly positively correlated with HbA1C, TG and HOMA-IR (r = 0.358, 0.286,

0.434, P <0.05), and the expression level of serum circ-0054633 was negatively

correlated with HDL-C (r = -0.165, P <0.05). 4. Multiple linear regression analysis was

conducted with serum circ-0054633 as the dependent variable and HDL-C, TG, FPG,

2hBG, HbA1C, HOMA-IR and serum circ-0054633 as independent variables. The results

showed that FPG, HOMA-IR and TG were independently correlated with serum circ-

0054633 (P <0.05).

Conclution: The level of serum circ-0054633 expression in patients with T2DM is

increased, which may be closely related to glucose and lipid metabolism disorder and IR.

Key Words: Circ-0054633; Type 2 diabetes; Insulin resistance



中国医科大学硕士学位论文

VII

英文缩略语

英文缩写 英文全称 中文全称

AT-1 Angiotensin -1 血管紧张素-1

BMI Body mass index 体质指数

ceRNA Competing for endogenous RNA 竞争内源性 RNA

circ RNA Circluar RNA 环状 RNA

e-circRNA Exon RNA 外显子 RNA

FPG Fasting blood-glucose 空腹血糖

GLP-1 Glucagon - like peptide -1 胰高血糖素样肽-1

2hBG 2 hours postprandial blood sugar 2小时餐后血糖

HOMA-IR Homeostatic model assessment for Insulin

resistance index

胰岛素抵抗指数

HOMA-β Unction of islet cells 胰岛 β细胞功能

HDL-C High-density lipoprotein 高密度脂蛋白胆固醇

HbA1C Glycosylated hemoglobin 糖化血红蛋白

IR Insulin resistance 胰岛素抵抗

lncRNA Long noncoding RNA 长链非编码 RNA

LDL-C Low density lipoprotein-cholesterol 低密度脂蛋白胆固醇

miRNA MicroRNA 微小 RNA

MAPK-ERK1/2 Mitogen-activated kinase pathway 有丝分裂原活化激酶

ncRNA Noncoding RNA 非编码 RNA
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NCL Nocoding linear RNA 线性非编码 RNA

OGTT Glucose tolerance test 葡萄糖耐量实验

PI3K-AKT Nositol 3 kinase - protein kinase B 磷脂酰肌醇-3激酶蛋

白酶

qRT-PCR Quantitative real-time polymerase chain

reaction

定量逆转录聚合酶链

反应

T2DM Type 2 diabetes mellitus 2型糖尿病

TGF-β Transforming growth factor 转化生长因子

TG Triglyceride 甘油三酯

TC Total cholesterol 总胆固醇

WHO World Health Organization 世界卫生组织
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2 型糖尿病患者血清 circ-0054633与胰岛素抵抗相关性

的研究

1 前言

T2DM的患病率正逐年上升，到 2019年全球估计有 4.25亿糖尿病患者，

T2DM患者的数量达到了大流行的比例，需要极大的医疗资源[5]。糖尿病的患

病率正逐年上升，预估到 2045年将有 6.29亿糖尿病患者[6]，约 90%的患者为

T2DM[7]。各种组织、器官长期受到高血糖的损害，将出现糖尿病的并发症[8，9]，

包括对心脏、血管、神经、眼、肾等器官损害，严重影响了患者的生活水平[10]，

导致了巨额医疗费用支出[11]。故而糖尿病的早诊断、早治疗至关重要。

IR是 T2DM、代谢综合征、心血管疾病和癌症总死亡率的独立危险因素[12]。

胰岛β细胞减少和功能障碍是 T2DM的主要发病机制，其自我吞噬功能是胰岛

β细胞的保护机制[13]。在自噬相关基因的控制下，通过双层膜结构将被降解的

底物包裹到自噬体中，然后运输到溶酶体进行膜融合。在溶酶体中，一系列水

解酶消化细胞自身的蛋白质和细胞器支持胰岛β细胞的新陈代谢和器官更新

[14,15]。在生理学条件下，胰岛β细胞的自噬维持在较低的水平，保持细胞质、

细胞器和蛋白质的循环，这有利于保护细胞并促进细胞存活。然而，缺陷或过

度自噬会导致胰岛β细胞凋亡。例如，在小鼠胰岛β细胞中敲除 ATG7后，小鼠

糖耐量受损，血清胰岛素水平下降，细胞凋亡增加，胰岛β细胞增值减少[16]。

CircRNA是新发现的长链非编码 RNA（lncRNA），由外显子和（或）内

含子组成，因缺乏 3’端和 5’端， circRNA比 微小 RNA（miRNA）更稳定，

故其有稳定性、进化保守性及组织、细胞特异性[17]。作为 lncRNA中的一部分，

circRNA普遍参与了细胞内 RNA介导的调控机制，在转录方面以及转录后方

面对基因的表达起到了调控作用。现发现 circRNA与许多疾病的发生存在密切

的关系，包括动脉粥样硬化性血管疾病、神经系统疾病、骨性关节炎、直结肠

癌、肝恶性肿瘤、胰腺癌等[18-20]。新的研究发现，circRNA可能对糖尿病的发

生起到了调控作用[3]。例如，circ-0054633与妊娠期糖尿病密切相关，在妊娠

中晚期发现血清 circ-0054633表达升高，且与 2hBG和 HbA1C呈正相关 [21]。
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CircRNA通过参与母体血清糖代谢的调控，进一步影响胎盘的表观遗传学的表

达。对 T2DM患者和健康对照组的研究表明，与健康对照组相比，T2DM患者

外周血中有 489个差异表达的 circRNA，研究人员发现 circ-0054633参与有丝

分裂细胞周期阻滞和分子代谢 [22]。通过影响细胞代谢和细胞周期，circ-

0054633可能参与糖尿病的发病机制，可作为外周血 T2DM诊断的标志。一些

circRNA被证实能影响 miRNA对基因的调控，可以作为 miRNA的海绵体，

并对亲本基因有转录、调节、翻译以及其它的一些功能[23，24]。

深入研究 circRNA的结构和功能，可使我们更好地认识疾病的发生机制。

其中 circ-0054633对糖尿病前期及 T2DM具有一定的诊断能力，具有作为二者

血浆诊断标志物的潜力[4]。目前文献未发现 circ-0054633与 IR存在相关性，本

实验对 circ-0054633进行验证研究，采用病例-对照研究设计，收集糖尿病患

者和非糖尿病患者的外周血标本，采用 qRT- PCR技术，探讨差异表达的 circ-

0054633与 IR的相关性，为糖尿病的发病机制提供了新的思路和靶点。
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2 材料和方法

2.1 外周血

患者血液标本由中国医科大学附属第四医院收集。按照实验要求确定入选标准、

排除标准。入选标准为符合 1999年WHO（世界卫生组织）诊断标准的 T2DM患

者和非糖尿病患者。排除标准为肿瘤、严重肝肾疾患、急慢性炎症、自身免疫性

疾病、应激状态、高血压及其他内分泌疾病等。本实验经过中国医科大学伦理委

员会批准，血液样本的采集和流行病学资料的收集都经过研究人员签定知情同意

书，符合医学伦理学的相关规定。

2.2 主要试剂和仪器

2.2.1 主要试剂

BIOG 游离 RNA提取试剂盒（常州百代公司）

PrimeScript RT reagent Kit with gDNA Eraser（日本 TaKaRa公司）

SYBR Premix Ex Taq II（日本 TaKaRa公司）

无水乙醇（天津恒兴试剂）

DEPC水（上海碧云天公司）

引物（大连 TaKaRa公司设计合成）

2.2.2 主要仪器

超微量紫外分光分度计（德国 Implen公司）

PCR 扩增仪（日本 TaKaRa公司）

7500 Real-Time PCR System（美国 ABI公司）

超净工作台（中国苏净集团）

制冰机（TP600，美国 SCOTSMAN）

低温高速离心机（德国 Sigma公司）

电热恒温水箱（瑞士 Salvis）

超低温冰箱（日本 Sanyo公司）

涡旋振荡器（美国 Scientific Industries公司）

10 ul，200 ul，1000 ul单道手动移液器（德国 Eppendorf公司）

0.2 ml，1.5 ml无酶离心管（美国 Axygen公司）

Administrator
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200 ul八连管（美国 Axygen公司）

2.3 实验方法

2.3.1 标本收集

以辽宁省沈阳市作为研究地点，采取病例—对照的研究方式。收集患者生化指

标及一般资料包括：年龄、性别、体质指数（BMI）、病程、血压、血脂、血糖、

胰岛素等，收集 T2DM患者及健康对照组患者的外周血。病例按照性别、年龄

（±5）进行频数成组匹配，选取同期在体检中心体检的健康人群作为对照，最终

纳入病例组 30例，健康对照组 32例，年龄范围在 51-74 岁。纳入实验组和对照组

的患者均采集 EDTA抗凝静脉血后于 2 h内完成血液离心，使用普通离心机 3000

rpm离心 20 min后分离上清液于-80℃保存。

2.3.2 实验室指标的采集

患者禁食 8-12 h后，于次日清晨空腹抽取静脉血 5 ml，样本离心后进行血脂、

血糖、空腹胰岛素、空腹 C肽、HbA1C、肾功能检测，口服 85 g药用葡萄糖后抽

血检测 2hBG。胰岛β细胞功能（HOMA-β）评价: T2DM组＝0.27×空腹 C肽/(空

腹血糖-3.5)，健康对照组＝0.27×空腹 C肽/(空腹血糖-3.5)＋50；HOMA-IR＝

FPG×空腹胰岛素/22.5。FPG、2hPG采用葡萄糖氧化酶法，HbA1C采用高效液相色

谱法，C肽、胰岛素采用化学发光免疫法，总胆固醇（TC）、TG、HDL-C、低密

度脂蛋白胆固醇（LDL-C）和肌酐采用酶法测定。

2.3.3 总 RNA提取

严格按照试剂盒要求提取总 RNA，具体步骤如下：

1）用无 RNA酶的 1.5 ml离心管加入 200 ul外周血样本，4 ul RNA Carrier均

匀混合，后滴入 300 ul裂解液及 20 ul消化液，震荡涡旋 10 s，充分混合均匀，

56℃水浴 10 min至完全裂解。

2）滴入 1000 ul无水乙醇溶液，轻轻上下颠倒混合均匀。

3）将吸附柱放入收集管中，并把 760 ul上述混合溶液置入吸附柱中，静置 2

min，12000 rpm 4℃离心 1 min，弃收集管内废液。

4）把吸附柱放回至收集管中，并把剩余的 760 ul溶液转移吸附柱中，重复操

作步骤 3。
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5）把吸附柱放入收集管中，加入 500 ul洗涤液 A溶液至吸附柱中，12000 rpm

4℃离心 1 min，舍弃收集管中废弃溶液。

6）把吸附柱再次放入收集管中，加入 500 ul洗涤液 B溶液于吸附柱中，静置

2 min后，12000 rpm 4℃离心 1 min，弃收集管内废液。

7）把吸附柱放入收集管中，12000 rpm 4℃离心 2 min，舍弃残存的洗涤溶液。

8）拿出吸附柱，放在新的无 RNA酶的 1.5 ml离心管中，加 30 ul洗脱液，静

置 3 min，12000 rpm 4℃离心 2 min，收集 RNA溶液。

2.3.4 RNA 质量检测

紫外吸收测定法的工作原理是使用 NanoDrop ND-100测定方式，测定对象是

RNA浓度和纯度，在研究人员进行测量前，需要先用溶解 RNA的 DEPC水，在滴

加 1 ul DEPC水的时候，其要注意的是滴加 RNA溶液至测量基座，液滴会自动滴

落在上下基座之中，液柱逐步形成，机器才能自动生成数据。在样本测定完成后，

需要研究人员用柔软的擦镜纸，轻轻擦拭上下基座表面上的样本液，在此基础上

测定下一份样本。发现 RNA溶液的 A260/A280的比值的计算方式比较准确，一旦

比值超出这个范围，提示 RNA混有较多杂质或裂解，符合要求的 RNA样本可用

于下一步的反转录。

2.3.5 去除基因组 DNA反应

将收集的总 RNA通过反转录生成对应的 cDNA，要求试剂盒内各个组分置于

冰上融化，待各组分试剂完全融化后，按照 PrimeScriptTMRT reagent Kit试剂盒说

明书进行如下反应：

1）小心加入下列组分试剂：

2.0 ul 5×gDNA Eraser Buffer

1.0 ul gDNA Eraser

X 总 RNA

总共为 10 ul RNase Free dH2O

2）反应体系配置完成后，混匀并短暂离心，将离心管置于 PCR仪，反应条件

为 42℃ 2 min，4℃保存备用。

2.3.6 反转录反应

1）要求试剂盒内各个组分置于冰上实验，小心加入下列组分试剂：
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10.0 ul 上述步骤的反应液

1.0 ul PrimeScript RT Enzyme Mix 1

1.0 ul RT Primer Mix

4.0 ul 5×PrimeScriptBuffer 2

4.0 ul RNase Free dH2O

20.0 ul 总量

2）反应体系配置完成后，混匀并短暂离心，将离心管置于 PCR仪，反应条件

为 37℃ 15 min，85℃ 5 s，4℃保存备用。

3）将上述 cDNA放入-80℃保存。

2.3.7 逆转录 PCR（qRT-PCR）

Circ-0054633特异性引物以及内参（GAPDH）引物均由 TaKaRa公司设计并合

成，序列如下（表 1）：

表 1 逆转录 PCR引物序列

Tab1 Reverse transcription PCR reaction primer sequences

基因 Sequences( 5’-3’)

circ-0054633-F TTGCTTTCTACACTTTCAGGTGAC

circ-0054633-R GCTTTTTGTCTGTAGTCAACCACCA

GAPDH-F AGGTCGGTGTGAACGGATTTG

GAPDH-R GGGGTCGTTGATGGCAACA

1) 要求试剂盒内各个组分置于冰上融化，待各组分试剂完全融化后，进行反

应体系的准备：

10.0 ul TB Green Premix Taq II

0.8 ul PCR Forward Primer

0.8 ul PCR Reverse Primer

0.4 ul ROX Reference Dye II
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2.0 ul RT反应液（cDNA溶液）

6.0 ul 灭菌水

20.0 ul 总共

2）使用 7500 Real-Time PCR仪进行扩增反应，程序设定如下：

95℃ 30 s预变性反应

95℃ 5 s变性扩增 40 cycles

60℃ 34 s退火、延伸

3) 每个样本重复三次实验，每次实验设置三个复孔，以 GAPDH为内参，通

过 2
-ΔΔCt

法计算 circ-0054633的相对表达量，并比较组间的表达差异情况。

2.3.8 统计学方法

应用 Graphpad Prism 8.0统计软件对数据进行分析并根据需要作图。其中满足

正态分布的计量资料用均数±标准差（Mean±SD）的方式表示，比较两独立样本

组间差异采用 t 检验；不符合正态分布的计量资料应采用中位数或四分位间距，对

两独立样本组间差异比较采用Mann-Whitney U秩和检验。 P ＜0.05提示差异有统

计学意义。
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3 结果

一、糖尿病组和健康对照组临床资料分析发现：组间性别、年龄、空腹 C肽、

TC、LDL-C间差异无统计学意义（P >0.05），FPG、 2hBG、HbA1C、HOMA-IR、

TG、HDL-C差异有统计学意义（P <0.05），见表 2。

表 2 研究对象的基线资料及临床资料对比[Mean ± SD,中位数(四分位间距)]

Tab2 Comparison of baseline and clinical data of study subjects[ Mean±SD, M (quartile) ]

注：BMI：体重指数 Body mass index；FPG：空腹血糖 Fasting plasma glucose；2hPG：2h餐

后血糖 2 hours postprandial blood sugar；HbA1C：糖化血红蛋白 Glycosylated hemoglobin；

HOMA-β：胰岛 β细胞功能指数 Islet β cell function index；HOMA-IR：胰岛素抵抗指数

一般情况 健康对照组 糖尿病组 P值

例数（男/女） 32(16/16) 30(16/14) _

年龄（岁） 62.57±11.45 63.15±10.75 0.562

BMI（kg/m2) 24.32±0.66 25.43±1.39 0.325

收缩压（mmHg) 132±9 135±14 0.586

舒张压（mmHg) 77±4 81±9 0.422

FPG（mmol/L) 5.20±0.79 8.09±2.67 < 0.05 *

2hBG（mmol/L) 6.05±1.30 13.43±3.57 < 0.05 *

HbA1C（%） 5.11±0.41 9.23±2.22 < 0.05 *

HOMA-β
71.20（62.91，

85.83）

62.34（51.43，

71.22）
0.245

HOMA-IR 2.16（2.02，2.45） 2.90(2.29，3.58) <0.05 *

TG（mmol/L) 1.68 (1.52,1.92) 1.96(1.79,2.23) <0.05 *

TC（mmol/L) 4.56±0.81 5.15±0.78 0.290

HDL-C（mmol/L) 1.43±0.24 1.14±0.22 <0.05 *

LDL-C（mmol/L) 3.23±0.77 3.19±0.69 0.344

肌酐（mmol/L) 56.8±10.75 57.4±11.46 0.520

空腹 C肽（nmol/L) 0.57（0.40，0.75） 0.53（0.36，0.77） 0.323
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Homeostasis model assessment for insulin resistance index；TG：甘油三酯 Triglyceride；TC：总

胆固醇 Total cholesterol；HDL-C: 高密度脂蛋白胆固醇 High density lipoprotein-cholesterol；

LDL-C：低密度脂蛋白胆固醇 Low density lipoprotein-cholesterol；与对照组比较, P＜0.05 *有

统计学意义。

二、糖尿病患者血清 circ-0054633的表达水平显著高于对照组（P <0.05），

差异有统计学意义，见图 1。

图 1 两组血浆中 circ-0054633 的相对表达量

Fig1 Relative expression levels of circ-0054633 in the plasma of the two groups

注：CircRNA：环状 RNA circular RNA；与对照组比较，* P ＜0.05 有统计学意义
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三、相关分析发现，血清 circ-0054633的表达水平与 HbA1C、TG、HOMA-IR

呈显著正相关（r = 0.358、0.286、0.434，P <0.05），血清 circ-0054633的表达水

平与 HDL-C呈负相关（r = -0.165，P <0.05），与 HOMA-β、TC、LDL-C、BMI

无相关性。

四、以血清 circ-0054633为因变量，以 HDL-C、TG、FPG、 2hBG、HbA1C、

HOMA-IR为自变量，进行多元线性回归分析，结果显示 FPG、HOMA-IR、TG与

血清 circ-0054633水平独立相关（P <0.05），见表 3。

表 3 以 circRNA水平为因变量的多元线性回归分析

Tab3 Multivariate linear regression analysis with circRNA level as dependent variable

变量

未标准化系数 标准化系数

t PB 标准误 Beta

FPG 0.015 0.005 0.267 4.237 ＜0.05 *

HOMA-IR 0.142 0.068 0.234 3.802 ＜0.05 *

TG 0.160 0.085 0.153 2.664 ＜0.05 *

注：FPG：空腹血糖 Fasting plasma glucose；HOMA-IR：胰岛素抵抗指数 Homeostasis model

assessment for insulin resistance index；TG：甘油三酯 Triglyceride；P ＜0.05 *有统计学意义。
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4 讨论

许多研究表明，持续的糖代谢和脂代谢紊乱是引起或加重胰岛β细胞功能障碍

和 IR的重要原因[25]。IR是 T2DM发病的主要原因，主要表现为肌肉、脂肪组织等

对胰岛素敏感度降低，使体内胰岛素的生物学效应较正常水平偏低，对葡萄糖的

摄取减少和抑制肝脏葡萄糖输出作用减弱，多余部分的血糖不能在血液循环中有

效的去除，进一步激发了胰岛素的释放，引起继发性高胰岛素综合症[26]。胰腺β细

胞是胰岛素的唯一来源，由于长期慢性刺激受损，例如肥胖，最终会导致胰腺β细

胞产生的胰岛素逐渐减少，加速了糖尿病发展的进程[27]。糖尿病长期存在的血糖

升高，可致各种组织、器官，特别是眼、肾脏、心血管、神经系统的慢性损害或

功能障碍[28]。糖尿病对公众健康的影响很大程度取决于它的血管并发症，其微血

管障碍包括视网膜、肾脏和神经病变，大血管病变包括缺血性心脏病、脑血管病

及周围神经病的发展进程。糖尿病患者一部分有典型的多尿多饮多食及体重减轻

的“三多一少”症状，而相当一部分患者因其临床表现不典型未被诊断，因此糖

尿病患者早诊断、早治疗显得尤为重要[29]。

Circ-0054633是 circRNA家族中的成员，其中 circRNA没有 3’端的帽子结构

和 5’端的多聚 A尾，是连续封闭的共价环结合而成。CircRNA对降解具有抗性，

因它们对外切酶有抗性，其性质使 circRNA在生物学标记方面优于线性非编码

RNA（NCL） [30]。到目前为止，近年来已经发现了 circRNA的各种功能，以

“miRNA海绵体”是研究最多的。CircRNA还参与了肿瘤的发生发展，例如，

circHIPK3参与了癌症的增殖、迁移和发展[31]。同时我们发现 circ-0054633与妊娠

期糖尿病密切相关，在妊娠中晚期发现血清 circ-0054633表达升高，与 2hPG和

HbA1C升高相关[21]。Zhao Z等人发现 circ-0054633在 T2DM中存在高表达[3]，circ-

0054633可能参与糖尿病的发病机制，人们普遍认为 IR是 T2DM的主要发病机制，

目前并没有相关文献报道 circ-0054633是否与 IR存在相关性，本实验就血清 circ-

0054633是否与 IR存在相关性进行研究，为临床上糖尿病患者的发病机制提供进

一步理论依据。

我们采取了病例—对照的研究方式收集 T2DM患者和健康对照组的血液标本，

严格按照实验步骤进行操作，从患者外周血中分离提取 RNA后逆转录获得 cDNA，

进行了 qRT-PCR操作，验证了血清 circ-0054633在 T2DM患者较健康对照组患者

中存在高表达，差异有统计学意义。T2DM是常见内分泌代谢疾病，与血脂代谢
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异常、肥胖等关系密切，本实验分析患者临床数据发现 T2DM患者较健康对照组

患者中的 FPG、2hBG、HbA1C、HOMA-IR、TG、HDL-C显著增高，差异有统计

学意义，提示 T2DM患者不单纯存在糖代谢障碍，亦合并脂代谢异常，其主要机

制为人体血管壁和血液受脂质过氧化物产物的损伤和刺激，内膜屏障作用较弱，

吞噬细胞和脂质更易浸润至内膜下，炎性细胞和血管平滑肌的迁移和生长，降解

细胞外基质，进而加重糖尿病血管病变[32]，两者相互作用对患者健康可造成严重

威胁。因此在临床上我们治疗糖尿病患者高血糖的同时，需警惕是否存在脂代谢

的异常，如有异常应及时加用降脂药物进行治疗，控制血脂代谢异常对降低糖尿

病及心血管病的患病率具有重要意义。本研究并对 T2DM患者和健康对照组患者

的生化指标进行了相关分析，发现血清 circ-0054633的表达水平与 HbA1C、TG、

HOMA-IR呈显著正相关，与 HDL-C呈负相关，与 HOMA-β、TC、LDL-C、BMI

无相关性，说明血清 circ-0054633的表达升高，与 HbA1C、TG、HOMA-IR的升高

相关，同时与 HDL-C的降低相关，血清 cir-0054633与 HOMA-β、TC、LDL-C、

BMI的表达并无明显关系。

对获得的 T2DM患者和健康对照组的实验数据进行多重线性回归分析，结果

显示 FPF、HOMA-IR、TG与血清 circ-0054633的表达水平独立相关，以上实验结

果均提示人体的血清 circ-0054633介导了糖类代谢的调节，影响血糖的水平，参与

了糖尿病的发病过程。证实了 circ-0054633与 IR可能存在相关性，为糖尿病机制

的进一步研究起到一定作用。因本研究样本量较少，研究结果可能存在偏差，同

时来源具有局限性，仅能代表外周血标本，而人类胰岛β细胞是否有相应表达仍需

进一步验证。本研究证实了 circ-0054633与 T2DM中 IR可能存在相关性，后续研

究还需要考虑其在其他类型糖尿病和其他组织、细胞中的表达水平，验证其他组

织、细胞中 circ-0054633是否与 IR存在相关性。

综上所述，血清 circ-0054633的表达水平在 T2DM患者体内升高，且血清

circ-0054633的表达水平可能与糖脂代谢紊乱、 IR 水平密切相关，血清 circ-

0054633可能对 IR和 T2DM 的发生和发展起到促进作用，深入研究血清 circ-

0054633与代谢的关系，有助于为 T2DM的治疗提供新的药物靶点。
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5 结论

T2DM患者血清 circ-0054633表达水平升高,其升高程度可能与糖脂代谢紊乱

及 IR密切相关。
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本研究创新性的自我评价

既往研究中可发现 circRNA对糖尿病的诊断提供特异性诊断指标，目前文献

未发现 circRNA与 IR存在相关性，本研究为验证 circ-0054633与糖尿病相关性报

道，证实了 circ-0054633可能与 IR存在相关性，具有一定的创新性。我们的研究

成果有望为研究糖尿病的机制提供进一步理论与实验依据。
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综 述

环状RNA与糖尿病的关系研究进展

2型糖尿病（T2DM）的发病机制目前尚未明确，但人们普遍认为其主要发病

机制为胰岛素抵抗（IR）。IR目前存在两个著名假说，分别为炎症假说和信号转

导假说，以及其他可能导致 IR的原因。

一、炎症假说

其中肥胖导致 IR是全世界 2型糖尿病发病的一个主要原因[1]，既往研究表明

肥胖与 IR密切相关，但其 IR与肥胖及相关并发症的分子机制研究尚未清楚。大量

证据表明，肥胖与脂肪组织的慢性炎症相关，慢性脂肪组织的炎症可能导致促炎

因子的升高[2]。肥胖不仅与脂肪组织的增加有关，而且与脂肪组织中浸润的大量巨

噬细胞增加相关[3,4]。这些巨噬细胞通过分泌多种炎症因子，被认为是目前慢性低

度炎症的一个重要原因[5]。

二、信号转导假说

研究表明血浆蛋白酶活性增高与饮食引起的肥胖、IR和慢性炎症相关[3-9]，

Badeanlou等人报道称与饮食相关的 IR需要蛋白酶激活受体-2信号转导通路的应

答[3]。Talukdar等人研究发现中性粒细胞来源的弹性蛋白酶（丝氨酸蛋白酶）的激

活参与了高脂饮食诱导的 IR，这说明蛋白酶在肥胖诱导的 IR和 T2DM中起着关键

性作用[4]。胰高血糖素样肽-1（GLP-1）是肠上皮细胞分泌的一种多肽类激素，其

分泌与激素、神经和营养物质的刺激相关[10]。这种激素最常见的作用是依据血糖

浓度促进胰岛素的释放，进而协助调节血糖[11-13]。一直有报道称胰岛素刺激 GLP-

1的释放是通过刺激磷脂酰肌醇-3激酶（PI3K）-蛋白激酶 B（AKT）和有丝分裂

原活化激酶（MAPK）-ERK1/2通路[14]。

三、其他可能导致 IR的原因

研究表明甲状腺功能减退、维生素 D的缺乏和吸烟与 IR存在相关性，发现在

明显的甲状腺功能减退患者中存在 IR，可以推测糖异生水平的降低、葡萄糖转运

蛋白易位的受损、糖原合成的降低和肌肉氧化能力的降低可能被认为是 IR的潜在

机制[15]。一些研究发现维生素 D的缺乏与 IR的发病密切相关，而补充维生素 D能

改善胰岛素的敏感性，研究表明在葡萄糖刺激的胰岛素分泌期间，1，25-二羟维

生素 D通过 r型电压门控钙通道在调节钙内流中发挥作用，从而调节β细胞分泌胰



中国医科大学硕士学位论文

19

岛素的能力[16]。王继旺等人进行了吸烟与 IR关系的实验研究，研究结果表明，吸

烟明显减少大鼠对葡萄糖的利用，诱导及加重了大鼠的 IR[17]。

CircRNA是一种新发现的内源性长链非编码 RNA（lncRNA），长度大于 200

个核苷酸，其结构为环形共价键结合而成，在哺乳动物中参与了基因调控的表达

[18]，最近研究表明，circRNA在各种生物调节过程中起关键作用[19]。CircRNA最

初被认识是无功能的拼接错误[20]，但通过最近高通量测序技术，生物信息学的快

速发展，新出现的证据表明，circRNA可能作为微小 RNA（miRNA）的海绵体、

剪接和转录调节因子，在许多病理生理和生理过程中发挥关键作用，我们还发现

circRNA在疾病的发生发展中起到了重要的作用，其中越来越多的 circRNA被证实

在各种癌症的基因调控、癌变和发病机制中起着重要作用，包括胰腺癌[21]、乳腺

癌[22]、咽喉癌[23]、以及心血管系统疾病[24]和糖尿病等。

胰腺癌是恶性度最高的肿瘤，它威胁了越来越多患者的生活质量，胰腺癌最

致命的特点是没有明显的临床症状，胰腺癌的这一特征是癌症死亡率高的一个普

遍原因。胰腺癌对化学治疗不敏感，使患者不能获得满意的治疗效果[25]。据报道

相当多的 miRNA可以有效的抗肿瘤治疗，提示治疗性 miRNA应用的可能性[26]。

近来研究表明 miRNA在胰腺癌中的异常表达，影响了胰腺癌细胞增殖、凋亡和细

胞周期阶段，通过操纵不同的分子机制和信号通路[27]，例如，肿瘤腺病毒引入的

miR-126和 miR-34a的共表达在胰腺癌靶向治疗中得到了探索[26]。以前的文献表明，

circRNA可能是潜在的肿瘤靶点。胰腺导管癌的 circRNA表达特征失调，使得

circRNA可能参与胰腺导管癌的发生和发展[28]。成簇的 circRNA在胰腺导管癌的

组织细胞中较健康对照组存在高表达，这为胰腺导管癌的治疗开辟了更多可能，

也为胰腺导管癌的生物学治疗开辟了前所未有的道路[29]。

乳腺癌威胁着全世界数以百万人的健康，2012年，根据国际癌症研究机构的

数据，乳腺癌是第二大常见的癌症，仅次于肺癌，乳腺癌一直是世界各地导致女

性高死亡率的最常见癌症[30]。Wang等人发现 circ-000911/miR-449a通路在乳腺癌

发生中起调节作用[31]，同时通过对基因芯片 GSE76608的分析，has_circ_0001098

(circRNA-BARD1)被检测到在乳腺癌中高表达。Circ-BARD1的过表达可抑制细胞

增殖，阻断细胞周期，增强细胞凋亡,进一步揭示了 TCDD/circRNA-BARD1/miR-

3942-3p/BARD1轴在肿瘤进展中的作用[22]。少数几个 circRNA被认为在乳腺癌调

控中起着重要作用，在乳腺癌细胞中，hsa_circ_006054、 hsa_circ_100219、

hsa_circ_0001982和 hsa_circ_406697高表达，而 hsa_circ_0011946被下调[32，33]。结



中国医科大学硕士学位论文

20

果表明，circRNA_Foxo3可以通过抑制 MDM2促进 p53，进而引起细胞凋亡。此

外，Tang等人发现 circ_0001982通过降低 miR-143的表达诱导乳腺癌细胞癌变[33]。

下咽鳞状细胞癌是最常见的头颈部鳞状细胞癌之一，其特点是早期临床症状

不典型，同时淋巴结转移早、分化程度差，是一种侵袭性肿瘤，起源于上消化道

的上皮细胞，占所有头颈部鳞状细胞癌的 5%-15%[34]。现代综合治疗策略的发展，

早期的下咽鳞状细胞癌患者的 5 年生存率高达 70%[35]，然而，大多数的下咽鳞状

细胞癌被诊断已经是晚期阶段，5 年生存率约仅有 35%[36,37]且易复发。体外实验表

明，circMATR3在下咽鳞状细胞癌细胞的增殖、凋亡、迁移和侵袭中起着至关重

要的作用。他们还预测了 circMATR3可能通过充当 miRNA的海绵体，调节癌症

相关途径在下咽鳞状细胞癌中发挥致癌作用。因此，circMATR3的表达增加可能

是下咽鳞状细胞癌患者的一种新的预后指标和治疗靶点[23]。

几十年来，心血管系统疾病是世界范围内发病率和死亡率的主要原因之一，

仍然是全球主要的医疗负担[38]。第一个特征性保护心脏相关的 circRNA为 HRCR，

它的海绵体为 miR-223-5p[39]。在小鼠中，过表达的 HRCR通过降低海绵体 miR-

223-5p，HRCR 水平降低了异丙肾上腺素诱导的心肌肥厚，这是一种有害的

miRNA，可通过凋亡诱导因子抑制心肌肥厚。CircFoxo3通过相互作用和抑制抗衰

老蛋白 ID-1、转录因子 E2F1和抗应激蛋白 FAK和 HIF1a的功能，促进了心肌细

胞衰老[40]。CircANRI通过与必需核糖体成分 PES1的作用抑制血管平滑肌细胞和

巨噬细胞中核糖体的生物过程，从而导致核仁细胞死亡，代表了治疗动脉粥样硬

化的潜在治疗靶点[41]。

CircRNA 的生物学功能：

1. 竞争性调控 miRNA：外显子 RNA（e-circRNA）是由外显子构成，大多包

含 miRNA的结合位点。2011年 Salmena等人提出了竞争内源性 RNA（ ceRNA）

的假说[42]，经由竞争性结合 miRNA调控 miRNA靶基因的表达，从而发挥生物学

效应。

2. 作为翻译模板：近来发现 circRNA包含无限的开放阅读框，能够有效的翻

译蛋白质在无细胞翻译系统的大肠杆菌中[43]，其类似于聚合酶链反应中的滚环扩

增[44]。

3. 调控基因转录：近期研究表明，circRNA通过调控基因转录水平进而影响

基因水平的表达。
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4. 调控 RNA结合蛋白：MiRNA是核苷酸长度为 20-30的非编码 RNA之一，

主要参与通过把 miRNA降解或被抑制的蛋白翻译调控基因表达[45]。大多数蛋白质

编码转录(> 60%)被认为是由 miRNA调控的[46,47]。

CircRNA 与糖尿病并发症

CircRNA与糖尿病并发症研究较少，本文仅对 miRNA与糖尿病肾病和糖尿病

视网膜病变进行阐述，肾脏不仅可以维持水和电解质的稳态，还通过肾素-血管紧

张素系统调控血压[45]，miRNA也对上述作用起到了调节功能。MiR-155被发现是

血管紧张素-1（AT-1）的作用靶点，是肾素-血管紧张素系统非常重要的组成原件

[48]。MiR-192通过抑制钠钾泵来维持体液平衡，此外，钠和钾的增加导致 miR-192

表达的调节，进而负反馈抑制WNK1调节血压[49]。MiR-9和 miR-374通过调节钙

离子中紧密连接蛋白-14影响肾脏的吸收功能。一些综述、临床前期和临床研究已

经深入论证和探讨了各种 miRNA在糖尿病肾病的进展、诊断和治疗中的重要作用。

MiR-192是报道的第一个在糖尿病肾病中发挥作用的特异性 miRNA，从那时起，

大量的研究表明，各种 miRNA影响不同的分子和信号通路，导致肾病。2016年

Kato[50]等人发现，在糖尿病小鼠的肾脏中，一个 lncRNA上约 40个的 miRNA巨簇

被上调，表达糖尿病肾病的进展。导致肾脏纤维化的主要原因是持续高血糖导致

晚期糖基化代谢水平，氧化应激，炎症细胞因子和纤维化的因素包括转化生长因

子（TGF-β） [51]。上述因素和通路均可改变肾脏中不同 miRNA 的表达。

Assmann[52]等人在最近一项包括 27 项研究的系统综述中发现，151 种特异性

miRNA中，有 6种 miR-21-5p、miR-29a-3p、miR-126-3p、miR-192-5p、miR-214-

3p和 miR-342-3p在大多数研究中经常被发现。在过去的十年中，miRNA在糖尿病

肾病中的作用得到了广泛的研究和论述，揭示了一些参与糖尿病肾病发展和进展

的显著 miRNA。

糖尿病视网膜病变是糖尿病的主要并发症，是不可逆性失明的主要原因，占

全球流行率的 34.6%[53]。糖尿病视网膜病变的复杂病理生理学变化，包括视网膜

的全部功能，受损的神经元活动和视网膜血管的生成，并逐渐导致神经变性、神

经炎症和明显的血管并发症[54]。最近关于糖尿病视网膜病变指出视网膜早期神经

元的丢失早于视网膜血管的改变[55,56]。新近研究表明 miRNA导致了视网膜微血管

内皮细胞的功能障碍，Yong Zeng等人认为 miR-29b-3p/SIRT1的失调是糖尿病视

网膜病变的是一种潜在机制，其可能潜在是糖尿病视网膜病变的治疗靶点[57]。我
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们在 e-circRNA中发现的 miR-15a能产生胰腺β细胞，这些 e-circRNA运输 miR-15a

到视网膜细胞中，从而参与了 T2DM视网膜病变的发病机制[58]。

IR是 T2DM、代谢综合征、心血管疾病和总癌症死亡率的独立危险因素。IR

与 miRNA可能有临床相关性，并可能在 10-20年后提前发病[59]。量化 IR可用于

调查流行病学研究，进而影响临床干预、 IR的临床过程。多篇文章报道 circ-

0054633在糖尿病的发生发展中起重要作用，并参与了 T2DM及其相关并发症的致

病及进展的调控。本研究论文表明 circ-0054633与 IR可能存在相关性，尚需要进

一步研究 circRNA中的一个基因或几个基因可能通过调控 IR进而影响糖尿病的发

生。

综上所述，在生物信息学快速发展和高通量测序技术不断革新的基础上，近

年来发现 circRNA在糖尿病发生过程中起着较为重要的作用，深入研究 circRNA

的结构和功能可使我们更好的了解糖尿病的发病机制，提高糖尿病的预防和诊断

水平。
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