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摘要 目的 探讨 circPＲKDC 在新发 2 型糖尿病( T2DM)
患者血清中的表达和对棕榈酸诱导的胰岛细胞损伤的保护

作用及作用机制。方法 选择 50 例新发 T2DM 患者和 50
例同期体检健康者，实时定量聚合酶链反应( qＲT-PCＲ) 检测
血清中 circPＲKDC表达量。加入 110 μmol /L棕榈酸钠处理
小鼠胰岛 β细胞系 MIN6 细胞 24 h，建立细胞损伤模型。分
别感染阴性对照慢病毒或 circPＲKDC过表达慢病毒，即对照
组和 circPＲKDC组。流式细胞术测定各组细胞的凋亡情况
和细胞内活性氧( ＲOS) 水平。生物信息学软件预测 cir-
cPＲKDC具有结合位点的 miＲNA。双荧光素酶报告基因实
验验证 circPＲKDC与下游 miＲNA的直接结合。qＲT-PCＲ 检
测各组细胞中 miＲNA的表达。Western blot检测各组细胞中
凋亡相关因子( Bax、Bcl-2、caspase 8 ) 和炎症相关蛋白( NF-
κB、p65) 的表达。结果 与体检健康者比较，T2DM 患者血
清中 circPＲKDC表达明显降低( P ＜ 0. 01) 。与对照组比较，
circPＲKDC组细胞中 circPＲKDC 表达上升( P ＜ 0. 01 ) ，细胞
凋亡水平降低 ( P ＜ 0. 01 ) ，细胞内 ＲOS 含量降低 ( P ＜
0. 01) 。circPＲKDC直接结合 miＲ-375 ( P ＜ 0. 01 ) 。与对照
组比较，circPＲKDC组细胞中 miＲ-375 表达降低( P ＜ 0. 01) ，
Bcl-2 蛋白表达上调( P ＜ 0. 01 ) ，Bax、caspase 8、NF-κB、p65
蛋白表达下调( 均 P ＜ 0. 01 ) 。结论 新发 T2DM 患者血清
中 circPＲKDC表达下调，其通过靶向 miＲ-375 降低棕榈酸诱
导的胰岛细胞氧化应激，从而抑制细胞凋亡和炎症反应。
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2 型糖尿病( diabetes mellitus type 2，T2DM) 是
一种慢性全身性疾病，其发病率随着人们生活水平

提高而不断增加，并呈现年轻化趋势，已严重危险人

类的生命健康［1］。T2DM 的致病因素包括吸烟、高

脂等，其中脂毒性是 T2DM 发病的关键因素［2］。研
究［3 － 4］表明，高水平的脂肪酸可引起胰岛素抵抗，抑

制葡萄糖刺激的胰岛素分泌，同时促进胰岛 β 细胞
活性氧( reactive oxygen species，ＲOS) 水平增加，释
放炎症因子，诱导胰岛细胞损伤和凋亡。
环状 ＲNA( circＲNA) 是一类由内含子、外显子

等反向拼接的闭合环形非编码 ＲNA，不具备翻译蛋
白质的功能［5］。circＲNA无传统意义上的 5'端帽和
3'端尾巴，其在物种之间具有高度的保守性［6 － 7］。
circＲNA 在细胞的代谢、发育和分化等多种生物学
过程中发挥调节作用，参与了细胞的生理和病理过

程［8 － 9］。研究［10］表明 circＲNA 与胰岛 β 细胞的功
能密切相关，参与调控高水平游离脂肪酸诱导的脂

毒性。circPＲKDC 是一个新发现的 circＲNA，研
究［11 － 13］表明 circPＲKDC主要在肿瘤如胃癌、结直肠
癌、急性淋巴细胞白血病的发生和发展中起到重要
作用。但目前尚无文献明确 circPＲKDC 对胰岛 β
细胞的作用及机制，该研究旨在分析 T2DM 患者血
清中 circPＲKDC 表达量，观察 circPＲKDC 对棕榈酸
钠诱导的小鼠胰岛 β 细胞( MIN6 细胞) 损伤和凋亡
的影响，并从竞争性结合 ＲNA的角度探究 circPＲK-
DC的作用机制。

1 材料与方法

1． 1 病例资料 选取苏州大学附属第一医院内分
泌科门诊 2021 年 2 月—2022 年 5 月就诊的新发
T2DM患者 50 例，其中男 34 例，女 16 例。选取苏
州大学附属第一医院 2021 年 1 月—2022 年 4 月体
检中心的健康体检者 50 例为健康对照，对健康体检
者行糖耐量试验，充分排除 T2DM 可能。本研究经
苏州大学附属第一医院伦理委员会批准，T2DM 患
者及健康体检者均签署知情同意书。
1． 2 材料 小鼠胰岛 β 细胞系 MIN6 细胞购自美
国 ATCC公司; 棕榈酸钠购自北京索莱宝科技有限
公司; 转染试剂 Lipofectamine 3000 和 TＲIzol试剂购
自美国 Invitrogen公司; 荧光定量试剂盒说明书、阴
性对照慢病毒和 circPＲKDC 过表达慢病毒购自上
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海依科赛生物技术有限公司; 细胞凋亡检测试剂盒

和双荧光素酶报告基因检测试剂盒购自美国 Sigma
公司; ＲOS检测试剂盒购自江苏碧云天生物技术有
限公司; ＲPMI-1640 培养基和胎牛血清购自美国
Cell Signaling Technology公司; circPＲKDC 野生型荧
光素酶表达载体( WT-circPＲKDC) 、突变型荧光素酶
表达载体( MUT-circPＲKDC) 、miＲ-NC、miＲ-375 购自
武汉普诺赛生命科技有限公司; 一抗 Bcl-2、Bax、
caspase 8、β-tubulin、NF-κB、p65 购自英国 Abcam 公
司。
1． 3 细胞培养、建模与感染 MIN6 细胞在 ＲPMI-
1640 培养基中培养，培养基中含 10%胎牛血清和
50 μmol /L β-巯基乙醇，培养在含 5% CO2 的 37 ℃
培养箱。当细胞生长状态良好且融合度达到 30%
时，加入 110 μmol /L 棕榈酸钠建立细胞损伤模型。
将 MIN6 细胞按照随机数字法分为 circPＲKDC 组和
对照组，分别感染 circPＲKDC 过表达慢病毒和阴性
对照慢病毒。
1． 4 qＲT-PCＲ 法检测 circPＲKDC 和 miＲ-375 表
达量 采用提取 TＲIzol试剂提取血清或 MIN6 细胞
总 ＲNA，逆转录成互补脱氧核糖核苷酸。根据荧光
定量试剂盒说明书进行 qＲT-PCＲ扩增。circPＲKDC
表达量以 β-actin 为内参照，miＲ-375 表达量以 U6
为内参照。circPＲKDC 引物序列: 上游 5'-TAAA-
GATCGCCTGGCTCAGT-3'，下游 5'-GGTTGTAGCCT-
GGCCAAAT-3'; β-actin引物序列: 上游 5'-GATATT-
GCTGCGCTCGTTG-3'，下游 5'-TTCAGGGTCAGGAT-
ACCTCTTT-3'; U6 引物序列: 上游 5'-CTCGCTTCG-
GCAGCACATATACT-3'，下游 5'-ACGCTTCACGAA-
TTTGCGTGTC-3'; miＲ-375 引物序列: 上游 5'-CTCG-
CGTGAGTCGTATCCAG-3'，下游 5'-GTATCCAGTG-
CGTGTCGTGG-3V。circPＲKDC 和 miＲ-375 表达量
采用 2 － ΔΔCt公式计算。
1． 5 流式细胞术检测细胞凋亡率 离心收集各组
细胞，用预冷的磷酸盐缓冲液冲洗 4 次，加入结合缓
冲液重悬 MIN6 细胞，加入 6 μl 膜联蛋白 V-异硫氰
酸荧光素和 6 μl 碘化丙啶，室温下避光孵育 20
min，通过流式细胞仪检测各组细胞凋亡率。
1． 6 流式细胞术检测细胞 ＲOS水平 采用无血清
培养基稀释 DCFH-DA，终浓度为 10 μmol /L。离心
收集各组细胞，用预冷的磷酸盐缓冲液冲洗 4 次，加
入稀释好的 DCFH-DA重悬 MIN6 细胞，培养箱内培
养 15 min，采用无血清培养基重悬，上流式细胞仪检
测每组在激发波长 488 nm处的荧光强度。

1． 7 双荧光素酶报告基因实验 starBase v2. 0 预
测 circPＲKDC和 miＲ-375 存在结合位点。按照 Li-
pofectamine 3000 说明书转染将野生型荧光素酶表
达载体( WT-circPＲKDC) 、突变型荧光素酶表达载体
( MUT-circPＲKDC) 分别与 miＲ-NC、miＲ-375 共转染
至 MIN6 细胞，共转染 48 h后，按照双荧光素酶报告
基因实验试剂盒说明书，检测萤火虫荧光素酶活性

和海肾荧光素酶活性，2 个酶活性的比值即相对荧
光素酶活性。
1． 8 Western blot 检测各组细胞凋亡相关因子和
炎症相关蛋白表达 用磷酸盐缓冲液冲洗各组细

胞，裂解细胞并高速离心，收集上清液并测定蛋白浓

度，采用 12%浓度的分离胶进行凝胶电泳，采用湿
法转膜，按 1 ∶ 2 000 稀释一抗 Bcl-2、Bax、caspase 8、
β-tubulin、NF-κB、p65，5 ℃ 冰箱内孵育 14 h，按
1 ∶ 10 000 稀释辣根过氧化物酶标记的二抗，室温
下孵育 1. 5 h，采用 ECL发光显影液润洗，在紫外荧
光成像系统中曝光显影。
1． 9 统计学处理 采用 SPSS 23. 0 统计软件分析
数据，所有计量数据以 �x ± s 表示，正态分布资料采
用独立样本 t 检验比较两组间差异，不符合正态分
布的数据采用非参数检验比较两组间差异，P ＜
0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 circPＲKDC 在 T2DM 患者血清中的表达
circPＲKDC由 1 个内含子首位相接形成，结合位点
见图 1。与健康体检者比较，新发 T2DM 患者血清
中 circPＲKDC 表达明显降低( t = 9. 42，P ＜ 0. 01 ) ，
见图 2。

图 1 circPＲKDC结构示意图

黑色箭头代表成环连接处

2． 2 qＲT-PCＲ 验证感染效率 荧光显微镜下显
示，对照组和 circPＲKDC 组细胞绿色荧光蛋白表达
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明显，提示感染成功，见图 3。与对照组比较，cir-
cPＲKDC组 circPＲKDC表达明显增加( t = 9. 32，P ＜
0. 01) 。

图 2 新发 T2DM患者和体检健康者血清 circPＲKDC表达

与体检健康者比较: ＊＊P ＜ 0. 01

图 3 两组细胞中绿色荧光蛋白表达 × 100

2． 3 流式细胞术检测细胞凋亡率 与对照组比较，
circPＲKDC组细胞凋亡率明显下降( t = 6. 34，P ＜
0. 01) ，circPＲKDC可抑制 MIN6 细胞凋亡，见图 4。

图 4 流式细胞术检测细胞凋亡率
与对照组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

2． 4 流式细胞术检测细胞 ＲOS水平 与对照组比

较，circPＲKDC组细胞 ＲOS含量明显下降( t = 3. 66，
P ＜ 0. 01) ，提示 circPＲKDC 可降低 MIN6 细胞氧化
应激状态，见图 5。

图 5 流式细胞术检测细胞 ＲOS相对表达水平

与对照组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

2． 5 circPＲKDC和 miＲ-375 相互作用 生物信息
学软件 starBase v2. 0 预测显示，circPＲKDC 和 miＲ-
375 存在结合位点，见图 6。与 miＲ-NC 比较，miＲ-
375 与 WT-circPＲKDC共转染后细胞相对荧光素酶
活性明显降低 ( t = 7. 41，P ＜ 0. 01 ) ; miＲ-375 与
MUT-circPＲKDC共转染后细胞相对荧光素酶活性
差异无统计学意义( t = 0. 27，P ＞ 0. 05) ，见图 7。

图 6 circPＲKDC与 miＲ-375 可能靶向结合的核苷酸序列

图 7 双荧光素酶报告基因实验验证 circPＲKDC

和 miＲ-375 相互作用

与 miＲ-NC比较: ＊＊P ＜ 0. 01

2． 6 qＲT-PCＲ 检测转染后细胞 miＲ-375 的表达
与对照组比较，circPＲKDC 组细胞中 miＲ-375 的
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表达明显下降［( 6. 78 ± 0. 57) vs ( 1. 11 ± 0. 16) ，t =
9. 53，P ＜ 0. 01］。
2． 7 Western blot 检测凋亡相关因子和炎症相关
蛋白表达 Western blot 结果显示，与对照组比较，
circPＲKDC组抑凋亡蛋白 Bcl-2 蛋白表达明显上调，
促凋亡蛋白 Bax、caspase 8 表达明显下调，炎症因子
NF-κB、p65 的表达明显下调，见图 8。

图 8 Westen blot检测各组细胞凋亡相关因子

和炎症相关蛋白的表达

与对照组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

3 讨论

T2DM已成为严重影响全世界人们健康生活的
公共卫生问题，其主要特征为胰岛 β 细胞功能障
碍、胰岛素抵抗、血糖升高［14 － 15］。高血脂对胰岛 β
细胞具有毒性作用，是导致 T2DM 的主要因素之

一［16］。高水平的脂肪酸通过诱导胰岛 β 细胞功能
障碍，造成胰岛素分泌相对或绝对不足［17］。cir-
cＲNA的异常表达与胰岛 β细胞的功能障碍密切相
关，被证明参与调控脂肪酸诱导的胰岛 β 细胞凋
亡［18 － 20］。Xiong et al［21］研究表明，在脂毒性条件下
胰岛 β 细胞分泌的外泌体 circGlis3 表达上调，
T2DM患者血清中外泌体 circGlis3 呈现高表达，cir-
cGlis3 参与脂毒性诱导的胰岛 β 细胞功能障碍，降
低胰岛内皮细胞的活力、迁移和血管生成。Wu et
al［22］研究表明，在 T2DM 小鼠模型胰岛中 circTulp4
表达下调，并且 circTulp4 通过调控 miＲ-7222-3p 表
达促进脂毒性条件下 MIN6 细胞增殖。circPＲKDC
是一种表观遗传调节因子，被证实在多种肿瘤中表

达失调［13］。如胃癌组织中 circPＲKDC 表达上调，沉
默 circPＲKDC可抑制胃癌细胞活力、转移和上皮间
充质转化，miＲ-493-5p 是 circPＲKDC 在胃癌细胞中
的靶点［12］。如 circPＲKDC 在 5-氟尿嘧啶抗性的结
直肠癌组织和细胞系中上调，沉默 circPＲKDC 在体
外抑制结直肠癌细胞的 5-氟尿嘧啶抗性、集落形成
和侵袭性，miＲ-375 是 circPＲKDC 在结直肠癌细胞
中的靶标［11］。
本研究显示，T2DM 患者血清中 circPＲKDC 表

达明显低于健康体检者，circPＲKDC 可能成为
T2DM的生物标志物。本研究以棕榈酸钠为细胞损
伤模型刺激物，流式细胞术结果提示 circPＲKDC 可
明显降低 MIN6 细胞的凋亡率; 同时，Western blot结
果显示细胞内抑凋亡蛋白 Bcl-2 蛋白表达明显上
调，促凋亡蛋白 Bax、caspase 8 表达明显下调，以上
提示 circPＲKDC 有明显的抑制棕榈酸钠引起的
MIN6 细胞凋亡。ＲOS 含量增加对细胞产生明显的
毒性作用，氧化应激状态改变是细胞凋亡发生的重

要因素［23］。流式细胞术结果提示，circPＲKDC 能够
明显降低 MIN6 细胞内的 ＲOS 含量; 同时，Western
blot结果显示细胞内炎症因子 NF-κB、p65 的表达明
显下调，以上提示 circPＲKDC 改善棕榈酸钠引起
MIN6 细胞的氧化应激状态。circＲNA 最主要的功
能是作为 miＲNA 的海绵，竞争性结合 miＲNA 的功
能位点，通过抑制 miＲNA的活性参与细胞的功能调
节［24 － 26］。starBase v2. 0 预测 circPＲKDC和 miＲ-375
存在结合位点，双荧光素酶报告基因实验证明 miＲ-
375 能够直接结合 circPＲKDC 的特异性位点。研
究［27］报道，在脂毒性条件下，胰岛 β 细胞中 miＲ-
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375 表达上调，miＲ-375 能够造成胰岛 β 细胞损伤，
诱导细胞凋亡。本研究证明了在棕榈酸钠诱导的胰
岛 β细胞损伤模型中，过表达 circPＲKDC 能够抑制
miＲ-375 的表达，表明 miＲ-375 是作为 circPＲKDC
的下游发挥功能的。
综上所述，T2DM 患者血清 circPＲKDC 呈现低

表达，circPＲKDC可改善棕榈酸钠诱导的胰岛 β 细
胞氧化应激状态和炎症反应，从而抑制细胞凋亡。
circPＲKDC 对胰岛 β 细胞的保护机制与靶向调节
miＲ-375 表达有关。
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Expression of circPＲKDC in serum of patients
with new-onset type 2 diabetes mellitus and its protective

effect on palmitate-induced islet cell injury
Liu Zheng1，Cui Qiyuan2，Zheng Yun2，He Mingqing2

( 1Dept of Endocrinology，2Dept of Gerontology，The First Affiliated Hospital of Soochow University，Suzhou 215006)

Abstract Objective To investigate the expression of circular ＲNA ( circＲNA) circPＲKDC in serum of patients
with new-onset type 2 diabetes and its protective effect on palmitic acid-induced islet cell injury and its mechanism．
Methods Fifty patients with new-onset type 2 diabetes and 50 healthy individuals who underwent physical exami-
nation during the same period were selected，and the expression of circPＲKDC in serum was detected by real-time
quantitative polymerase chain reaction ( qＲT-PCＲ) ． The mouse pancreatic β cell line MIN6 was treated with 110
μmol /L palmitic acid for 24 h to establish cell injury model． Negative control lentivirus or circPＲKDC overexpres-
sion lentivirus were transfected，namely control group and circPＲKDC group，respectively． Flow cytometry was used
to determine the apoptosis and intracellular reactive oxygen species ( ＲOS) levels of cells in each group． Bioinfor-
matics software predicted miＲNA with binding sites for circPＲKDC． The dual-luciferase reporter gene experiment
verified the direct binding of circPＲKDC to downstream miＲNA． The expression of miＲNA in each group of cells
was detected by qＲT-PCＲ． Western blot was used to detect the expressions of apoptosis-related factors ( Bax，Bcl-2，
caspase 8 ) and inflammation-related proteins ( NF-κB，p65 ) in each group of cells． Ｒesults Compared with
healthy subjects，the expression of circPＲKDC in serum of patients with type 2 diabetes was significantly lower ( P ＜
0. 01) ． Compared with the control group，the expression of circPＲKDC in the circPＲKDC group increased ( P ＜
0. 01) ，the level of apoptosis decreased ( P ＜ 0. 01) ，and the content of intracellular ＲOS decreased ( P ＜ 0. 01) ．
circPＲKDC directly bound miＲ-375 ( P ＜ 0. 01 ) ． Compared with the control group，the expression of miＲ-375 in
cells in the circPＲKDC group decreased ( P ＜ 0. 01) ，the protein expression of Bcl-2 was up-regulated ( P ＜ 0. 01) ，
and the protein expressions of Bax，caspase 8，NF-κB and p65 were down-regulated ( all P ＜ 0. 01) ． Conclusion
The expression of circPＲKDC is down-regulated in the serum of patients with new-onset type 2 diabetes，and it re-
duces palmitic acid-induced oxidative stress in islet cells by targeting miＲ-375，thereby inhibiting apoptosis and in-
flammatory responses．
Key words circular ＲNA; high fat; microＲNA; diabetes; apoptosis
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