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摘要　 目的　 探讨外周血中环状 ＲＮＡｓ（ｃｉｒｃＲＮＡｓ）在新疆维

吾尔族 ２ 型糖尿病（Ｔ２ＤＭ）分子生物学发病机制的意义。
方法　 采用高通量核苷酸测序，从维吾尔族正常对照者

（ＮＣ 组）和维吾尔族 Ｔ２ＤＭ 患者各 ５ 例（Ｔ２ＤＭ 组）的外周血

单核细胞中筛选出差异表达的 ｃｉｒｃＲＮＡｓ；扩大样本量（ＮＣ
组 ２０ 例、 Ｔ２ＤＭ 组 ２２ 例） 利用实时荧光定量 ＰＣＲ （ ＲＴ⁃
ｑＰＣＲ）进一步验证差异表达的 ｃｉｒｃＲＮＡｓ。 结果　 高通量核

苷酸测序共筛选出 １３４ 个差异表达的 ｃｉｒｃＲＮＡｓ，其中 ８７ 个

上调，４７ 个下调；挑选表达明显上调 ｈｓａ⁃ｃｉｒｃ⁃０１３９６３４、ｈａｓ⁃
ｃｉｒｃ⁃０００５４１４ 及明显下调 ｈｓａ⁃ｃｉｒｃ⁃００３２４９１、ｈｓａ⁃ｃｉｒｃ⁃０００２９２２。
通过 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 在两组维吾尔族人群外周血中进一步验证，
ｈｓａ⁃ｃｉｒｃ⁃０１３９６３４、ｈｓａ⁃ｃｉｒｃ⁃００３２４９１ 及 ｈｓａ⁃ｃｉｒｃ⁃０００２９２２ 在外周

血样本中的差异表达有统计学意义，与测序结果一致；ｈｓａ⁃
ｃｉｒｃ⁃０１３９６３４ 的 ＲＯＣ 曲线下面积是 ０. ９２６［９５％ ＣＩ（０. ８３９ ～
１. ０００）， Ｐ ＜ ０. ００１］，约登指数为 ０. ８３３，敏感性为 １. ０００，特
异性为 ０. ８３３，截断值为 ０. １６９；ｈａｓ⁃ｃｉｒｃ⁃０００５４１４ 的 ＲＯＣ 曲线

下面积是 ０. ５７５［９５％ ＣＩ（０. ３７０ ～ ０. ７７９）， Ｐ ＝ ０. ９１０］， 约登

指数为 ０. ２７８，敏感性为 ０. ４１２，特异性为 ０. ８６７，截断值为

５. ７４９；ｈｓａ⁃ｃｉｒｃ⁃００３２４９１ 的 ＲＯＣ 曲线下面积是 ０. ３１６［９５％
ＣＩ（０. ０８６ ～ ０. ４４０）， Ｐ ＝ ０. ０１７］，约登指数为 ０. ０５６，敏感性

为 １. ０００，特异性为 ０. ０５６，截断值为 ０. ２３０；ｈｓａ⁃ｃｉｒｃ⁃０００２９２２
的 ＲＯＣ 曲线下面积是 ０. ２６３［９５％ ＣＩ（０. ０７８ ～ ０. ４２８）， Ｐ ＝
０. ０１４］，约登指数为 ０. ０８０， 敏感性为 ０. ９５５， 特异性为

０. １２５，截断值为 ０. ０１１。 结论 　 维吾尔族 Ｔ２ＤＭ 患者与 ＮＣ
人群存在差异表达的 ｃｉｒｃＲＮＡｓ 谱；ｈｓａ⁃ｃｉｒｃ⁃０１３９６３４ 在维吾

尔族 Ｔ２ＤＭ 分子生物学发病机制方面有潜在价值。
关键词　 ２ 型糖尿病；维吾尔族；环状 ＲＮＡ；高通量核苷酸序

列分析；分子生物学；发病机制
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　 　 糖尿病（ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ， ＤＭ）是一组以高血糖

为特征的代谢性疾病。 根据国际糖尿病联盟（ ｉｎｔｅｒ⁃

ｎａｔｉｏｎａｌ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｆｅｄｅｒａｔｉｏｎ，ＩＤＦ）报告显示全球 ＤＭ
患病人数逐年升高；其中 ２ 型糖尿病（ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｅｓ
ｍｅｌｌｉｔｕｓ ，Ｔ２ＤＭ）患者约占 ９０％ ［１］。 Ｔ２ＤＭ 长期可累

积损害心、脑、肾等器官，严重影响患者的生活质量。
近年研究提示一不具有 ５′端帽子和 ３′端多聚 Ａ 尾

的非编码 ＲＮＡ，由外显子、内含子或者外显子和内

含子共同构成［２］，并且大量存在［３］。 环状 ＲＮＡ（ｃｉｒ⁃
ｃｕｌａｒ ＲＮＡ，ｃｉｒｃＲＮＡ）具有组织特异性及发育特异

性、进化保守性、较高的抗外切酶或核糖核酸酶降解

的特点［４ － ５］，这些特性可更好地辅助研究疾病的发

生机制及提高有关疾病的预防和诊疗水平。 多项研

究［６ － ８］表明，ｃｉｒｃＲＮＡ 参与了糖尿病及其并发症的

发生发展过程。 多次流行病学调查显示新疆地区维

吾尔族 Ｔ２ＤＭ 的患病率远高于同地区其他民族，并
且其并发症检出率也较高［９］。 该研究通过高通量

核苷酸测序技术筛选出维吾尔族 Ｔ２ＤＭ 患者差异表

达的 ｃｉｒｃＲＮＡｓ，选取其中 ４ 条，经扩大人群样本量观

察其在外周血中的表达情况，探讨这些 ｃｉｒｃＲＮＡｓ 在

维吾尔族 Ｔ２ＤＭ 分子生物学发病机制方面的意义。

１　 材料与方法

１． １　 研究对象　 入组样本来自石河子大学医学院

第一附属医院 ２０１９ 年 １０ 月—２０２０ 年 ６ 月门诊体检

者及住院患者的外周静脉血。 该研究经石河子大学

医学院第一附属医院伦理委员会批准（批号：２０１８
－ ０２８ － ０１）；并征得所有研究对象的知情同意，进
入研究之前均签署知情同意书。 所有入组人员均接

受过 ７５ ｇ 口服葡萄糖耐量试验 （ ＯＧＴＴ 试验）。
Ｔ２ＤＭ 诊断均符合 １９９９ 年 ＷＨＯ 的糖尿病诊断标

准［１０］，余纳入标准：① 长期居住新疆，三代内未与

其他民族通婚的维吾尔族；② 无自身免疫性疾病，
无严重的心、肝、肾脏疾病，无恶性肿瘤，非妊娠、哺
乳期妇女；③ 年龄均大于 ４０ 岁。 最初的“高通量核

苷酸测序队列”由 ５ 例明确诊断的维吾尔族 Ｔ２ＤＭ
患者和 ５ 例维吾尔族正常对照者（ＮＣ 组）组成，而
验证队列由 ２２ 例明确诊断为 Ｔ２ＤＭ 患者和 ２０ 例

ＮＣ 组成。 其中，Ｔ２ＤＭ 组平均年龄（６２. １０ ± １１. ２３）
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岁，男 ９ 例，女 １３ 例；ＮＣ 组平均年龄（５６. ９５ ± ９. ７２）
岁， 男 ９ 例，女 １１ 例。 见表 １。

表 １　 入组对象基本信息（�ｘ ± ｓ）

组别
年龄

（岁）
性别［ｎ（％ ）］
男 女

血糖

（ｍｍｏｌ ／ Ｌ）
ＮＣ（ｎ ＝２０） ５６． ９５０ ± ９． ７２０ ９（４５． ０） １１（５５． ０） ５． ６２１ ± ０． ５３１
Ｔ２ＤＭ（ｎ ＝２２） ６２． ０９５ ± １． ２２９ ９（４０． ９） １３（５９． １） １１． ３９３ ± ３． ７６０
ｔ ／ χ２ 值 １． ５６５ ０． ０７２ ６． ９６６
Ｐ 值 ０． １２６ ０． ７８９ ＜ ０． ００１

１． ２ 　 单核细胞提取 　 入组的研究对象均要求夜

００：００ 以后禁食，以确保空腹 ８ ｈ 以上，于次日晨抽

取外周静脉血 ５ ｍｌ，置于 ＥＤＴＡ 抗凝管中；根据外周

血单核细胞提取试剂盒（ＴＢＤ 公司，天津）说明将试

剂与外周血形成浓度梯度后置于水平离心机中以

２ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２０ ｍｉｎ，收集离心后的单核细胞，
加入 ＴＲＩｚｏｌ， － ８０ ℃冰箱保存。
１． ３ 　 总 ＲＮＡ 的提取以及质量和完整性检测 　 按

照 ＴＲＩｚｏｌ 试剂盒（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司）说明书，提
取外周血单核细胞的总 ＲＮＡ；用紫外分光光度仪

（Ｎａｎｏｄｒｏｐ ＮＤ⁃２０００，美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司）测定总 ＲＮＡ
的浓度和纯度，要求 Ａ２６０ ／ Ａ２８０在 １. ８ ～ ２. ０ 之间；用
变性琼脂糖凝胶电泳法测定总 ＲＮＡ 的完整性。 见

图 １。

图 １　 ＲＮＡ 电泳图

１． ４　 差异环状 ＲＮＡ 筛选 　 采用 Ｆｉｎｄｃｉｒｃ（武汉生

命之美科技有限公司）进行转录组高通量测序，预
测出来的 ｃｉｒｃＲＮＡ 中满足长度大于１０ ０００ ｂｐ，且
ｂａｃｋ ｓｐｌｉｃｅｄ ｒｅａｄｓ 数目大于 ２ 的进行基因组定位分

析。 通过样本聚类关系判断测序实验设计及样本取

材的正确性，表达值由颜色刻度表示，强度从蓝色

（相关系数越低）增至红色（相关系数越高）；如样本

相似性越高，相似系数越大，聚类分析热图越接近红

色，样本类聚关系越近。 见图 ２。 根据各样本中的

ｃｉｒｃＲＮＡ 表达情况进行两样本间的相关性分析，以
此来检查不同样品之间的 ｃｉｒｃＲＮＡ 表达水平的相关

性。 采用 ｅｄｇｅＲ 软件进行数据标准化和差异性表达

的 ｃｉｒｃＲＮＡ 筛选，当表达变化倍数（ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ，ＦＣ）
≥２. ０ 或≤０. ５，Ｐ ＜ ０. ０５ 时表示有显著差异性，通
过 ＭＡ Ｐｌｏｔ（纵坐标表示以 １０ 为底取 ｌｏｇ 值的表达

量变化差异的统计学显著性（以 １０ 为底取 ｌｏｇ 值），
横坐标表示以 ２ 为底取 ｌｏｇ 值表达量变化倍数（以 ２
为底取 ｌｏｇ 值）。 上调 ｃｉｒｃＲＮＡｓ 位于上方的蓝色线

条（Ｍ ｖａｌｕｅ ＝ １，ＦＣ ＝２）以上部分，下调 ｃｉｒｃＲＮＡｓ 位

于下方的蓝色线条（Ｍ ｖａｌｕｅ ＝ １，ＦＣ ＝ ０. ５）以下部

分。 分层聚类分析产生热图［每一列表示一个组织

样本，每一行表示 １ 个 ｃｉｒｃＲＮＡ，表达值由颜色刻度

表示，强度从蓝色（相对低表达）增至红色（相对高

表达）］，以显示 ＮＣ 和 Ｔ２ＤＭ 外周血之间的表达上

调和下调的 ｃｉｒｃＲＮＡｓ。

图 ２　 样本聚类图

１． ５　 反转录及 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ　 采用 Ｔｈｅｒｍｏ（美国）反
转录试剂盒：２０ μｌ 反应液体系：Ｔｅｍｐｌｅｔ ＲＮＡ ８ μｌ，
Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ） ｐｒｉｍｅｒ １ μｌ， ５ × Ｒｅａｃｔｉｏｎ Ｂｕｆｆｅｒ ４ μｌ， Ｒｉ⁃
ｂｏＬｏｃｋ ＲＮｎａｓｅ Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ １ μｌ，１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｄｎｔｐ Ｍｉｘ ２
μｌ，ＲｅｖｅｒｔＡｉｄ Ｍ⁃ＭｕＬＶ ＲＴ（２００ Ｕ ／ μｌ） １ μｌ， ＲＮａｓｅ⁃
ｆｒｅｅ ｗａｔｅｒ ２ μｌ；反转录合成第一链 ｃＤＮＡ，条件：４２
℃ ６０ ｍｉｎ，７０ ℃ ５ ｍｉｎ。 ｃｉｒｃＲＮＡｓ 双向引物由引物

设计软件 Ｂｌａｓｔ 设计，交由上海吉玛合成。 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ
采用的 ＱｕａｎｔｉＮｏｖａ ＳＹＢＲ⁃Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ Ｋｉｔ （５００），２０
μｌ 反应液体系 （德国 Ｑｉａｇｅｎ ＧｍｂＨ）：２ × ＳＹＢＲ⁃
Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １０ μｌ，ＱＮ ＲＯＸ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ Ｄｙｅ
０. ５ μｌ， ＣｉｒｃＲＮＡ 引物 １ μｌ， 第一链 ｃＤＮＡ ２ μｌ，
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ＲＮａｓｅ⁃ｆｒｅｅ ｗａｔｅｒ ６. ５ μｌ。 在实时定量 ＰＣＲ 仪（美国

应用生物系统公司 ７５００ Ｆａｓｔ Ｒｅａｌ⁃Ｔｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｓｙｓ⁃
ｔｅｍ）上进行扩增，反应条件为：９５ ℃、５ ｍｉｎ，４０ 个

ＰＣＲ 循环［９５ ℃、１０ ｓ，６０ ℃、３０ ｓ（收集荧光）］，为
建立 ＰＣＲ 产物的熔解曲线，扩增反应结束后，９５
℃、１５ ｓ，６０ ℃、６０ ｓ，９５ ℃、１５ ｓ，６０ ℃、１５ ｓ，从 ６０ ℃
缓慢加热至 ９９ ℃ （仪器自动进行 Ｒａｍｐ Ｒａｔｅ 为

０. ０５ ℃ ／ ｓ）。 反应结束由系统自动计算各反应管 Ｃｔ
值，采用 ２ － ΔΔＣｔ 法进行相对定量。 所有样本定量

ＰＣＲ 反应均为 １ 式 ３ 孔。 ＰＣＲ 扩增曲线基线平滑，
指数扩增期明显，直到平台期，副孔之间平行性较

好，说明 ＰＣＲ 扩增良好；熔解曲线为单峰，无杂峰，
说明扩增产物具有特异性，无其他非特异性产物存

在。 见表 ２。

表 ２　 用于分析 ｃｉｒｃＲＮＡ 水平的 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 引物

ｃｉｒｃＲＮＡｓ 引物序列（５′⁃３′）
ｈａｓ⁃ｃｉｒｃ⁃００３２４９１ Ｆ：ＧＣＴＧＧＣＣＣＣＴＧＴＣＧＴＴＣ

Ｒ：ＡＧＴＧＡＴＧＣＴＧＴＣＣＡＡＡＧＧＧＴ
ｈａｓ⁃ｃｉｒｃ⁃０００２９２２ Ｆ：ＧＡＡＧＧＧＡＡＣＧＡＧＡＡＡＡＧＴＧＡＡ

Ｒ：ＣＡＣＴＴＡＧＡＡＡＡＴＡＣＣＴＧＴＣＡＴＣＣＡＧ
ｈｓａ⁃ｃｉｒｃ⁃０１３９６３４ Ｆ：ＣＴＴＣＧＧＣＧＴＧＣＴＴＴＧＧＡＧ

Ｒ：ＧＣＡＣＣＴＣＴＧＡＧＧＧＡＴＧＡＴＣＴＴ
ｈａｓ⁃ｃｉｒｃ⁃０００５４１４ Ｆ：ＣＡＧＣＴＧＡＧＧＣＡＡＧＡＣＴＴＣＴＡＡＣ

Ｒ：ＴＣＣＡＡＣＡＡＡＧＣＣＣＡＣＴＣＣＴ

１． ６　 统计学处理　 采用 ＳＰＳＳ ２５. ０ 软件进行统计

分析，在 Ｔ２ＤＭ 组和 ＮＣ 组间先控制性别、年龄，采
用随机方差模型校正后进行两分类差异基因筛选，
得到显著差异表达的 ｃｉｒｃＲＮＡｓ，进一步进行 ＲＴ⁃
ｑＰＣＲ 验证。 两组间年龄和血糖以 �ｘ ± ｓ 表示，组间

比较用 ｔ 检验；两组间基因表达的描述采用［Ｍ（Ｐ２５，
Ｐ７５）］，组间比较采用非参数秩和检验；性别采用频

数和百分比进行描述，组间比较采用 χ２ 检验。 差异

表达基因对 Ｔ２ＤＭ 的诊断意义采用 ＲＯＣ 曲线分析，
所有检验均为双侧检验，以 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计

学意义。

２　 结果

２． １　 高通量核苷酸测序结果　 本次高通量核苷酸

测序共发现 １３４ 个差异表达的 ｃｉｒｃＲＮＡｓ，其中 ８７ 个

表达上调，４７ 个表达下调，见图 ３。 这些差异表达的

ｃｉｒｃＲＮＡｓ 大多数由外显子构成，见图 ４；并且分布于

各个染色体，包括 Ｘ 染色体，见图 ５。 通过 ＭＡ Ｐｌｏｔ

过滤，最终确定两组间差异有统计学意义的 ｃｉｒｃＲ⁃
ＮＡｓ，见图 ６，并根据以下两个基本参数（ＦＣ≥２ 或≤
０. ５，Ｐ ＜ ０. ０５）选定目标 ｃｉｒｃＲＮＡｓ 进行 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ

图 ３　 ＮＣ 和 Ｔ２ＤＭ 外周血微阵列分析热图

图 ４　 根据基因组起源对显著失调的 ｃｉｒｃＲＮＡｓ 进行分类

图 ５　 染色体中环状 ＲＮＡ 分布
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表 ３　 四个显著失调的 ｃｉｒｃＲＮＡｓ

ｃｉｒｃＲＮＡｓ 染色体 　 　 ＣｉｒｃＢａｓｅ 基因 调节 变化倍数 Ｐ 值

７２９９３１４３ － ７２９９３３５７（ － ） ｃｈｒ１４ ｈａｓ⁃ｃｉｒｃ⁃００３２４９１ ＺＦＹＶＥ１ 向下 ３． ４５６ ０． ０４４
２４７１５５５６６ － ２４７１５９８１３（ － ） ｃｈｒ１ ｈａｓ⁃ｃｉｒｃ⁃０００２９２２ ＺＮＦ１２４ 向下 ３． ６９０ ０． ０１３
１１８４４１３６８ － １１８４４４４９４（ ＋ ） ｃｈｒＸ ｈｓａ⁃ｃｉｒｃ⁃０１３９６３４ ＷＤＲ４４ 向上 ３． ３６５ ０． ００９
３２４３７９５５ － ３２４４２０１３（ ＋ ） Ｃｈｒ３ ｈａｓ⁃ｃｉｒｃ⁃０００５４１４ ＣＭＴＭ７ 向上 ３． ３４３ ０． ００６

表 ４　 两组间 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 验证的基因情况［Ｍ（Ｐ２５，Ｐ７５）］

组别 ｈａｓ⁃ｃｉｒｃ⁃００３２４９１ ｈａｓ⁃ｃｉｒｃ⁃０００２９２２ ｈｓａ⁃ｃｉｒｃ⁃０１３９６３４ ｈａｓ⁃ｃｉｒｃ⁃０００５４１４
ＮＣ（ｎ ＝ ２０） １５２． ７３（１． １４，５４７． ５７） ０． ３４８（０． １１，２． ０９） ０． ０５（０． ０１，０． １３） ４． ０３（２． ０５，５． ５２）
Ｔ２ＤＭ（ｎ ＝ ２２） ２． ９９（０． ７４，１０． １３） ０． ７３（０． ０３，０． ３１） １． ００（０． ４５，１． ７２） ３． ９８（１． ３６，６． ０２）
ｔ ／ Ｚ 值 － ２． １７９ － ２． ０５３ － ４． ３０７ － ０． １１３
Ｐ 值 ０． ０２９ ０． ０４０ ＜ ０． ００１ ０． ９１０

图 ６　 ＮＣ 与 Ｔ２ＤＭ 的外周血 ｃｉｒｃＲＮＡｓ的差异表达的 ＭＡ ｐｌｏｔ

实验；经筛选和比对挑选出符合标准的 ４ 个 ｃｉｒｃＲ⁃
ＮＡｓ，其中表达上调： ｈｓａ⁃ｃｉｒｃ⁃０１３９６３４（ＦＣ ＝ ３. ３６５，
Ｐ ＝ ０. ００９ ）， ｈａｓ⁃ｃｉｒｃ⁃０００５４１４ （ ＦＣ ＝ ３. ３４３， Ｐ ＝
０. ００６）；表达下调：ｈｓａ⁃ｃｉｒｃ⁃００３２４９１ （ＦＣ ＝ ３. ４５６，Ｐ
＝ ０. ０４４ ）， ｈｓａ⁃ｃｉｒｃ⁃０００２９２２ （ ＦＣ ＝ ３. ６９０， Ｐ ＝
０. ０１３）。 见表 ３。
２． ２　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 验证候选 ｃｉｒｃＲＮＡ 及 ＲＯＣ 曲线分

析　 本研究选取 Ｔ２ＤＭ 患者（ｎ ＝ ２２）及 ＮＣ 人外周

血（ｎ ＝ ２０）进一步验证。 通过 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 技术实时绘

制熔解曲线及扩增曲线，最终结果显示，扩增曲线基

线平滑且熔解曲线为单峰，其中 ｈｓａ⁃ｃｉｒｃ⁃０１３９６３４（Ｐ
＜ ０. ００１）、ｈｓａ⁃ｃｉｒｃ⁃００３２４９１ （Ｐ ＝ ０. ０２９）及 ｈａｓ⁃ｃｉｒｃ⁃
０００２９２２（Ｐ ＝ ０. ０４０）在 ２ 组人群中差异表达具有统

计学意义，与测序结果一致；ｈａｓ⁃ｃｉｒｃ⁃０００５４１４ （Ｐ ＝

０. ９１０）在 ２ 组人群中的差异表达未得到验证，见
表 ４。 分别对 ４ 个 ｃｉｒｃＲＮＡｓ 进行 ＲＯＣ 曲线分析显

示，ｈｓａ⁃ｃｉｒｃ⁃０１３９６３４ 的 ＲＯＣ 曲线下面积是 ０. ９２６
［９５％ ＣＩ（０. ８３９ ～ １. ０００）， Ｐ ＜ ０. ００１］， 约登指数为

０. ８３３，敏感性为 １. ０００，特异性为 ０. ８３３，截断值为

０. １６９； ｈａｓ⁃ｃｉｒｃ⁃０００５４１４ 的 ＲＯＣ 曲 线 下 面 积 是

０. ５７５［９５％ ＣＩ（０. ３７０ ～ ０. ７７９）， Ｐ ＝ ０. ９１０］， 约登

指数为 ０. ２７８，敏感性为 ０. ４１２，特异性为 ０. ８６７，截
断值为 ５. ７４９；ｈｓａ⁃ｃｉｒｃ⁃００３２４９１ 的 ＲＯＣ 曲线下面积

是 ０. ３１６［９５％ ＣＩ（０. ０８６ ～ ０. ４４０）， Ｐ ＝ ０. ０１７］， 约

登指数为 ０. ０５６，敏感性为 １. ０００，特异性为 ０. ０５６，
截断值为 ０. ２３０；ｈｓａ⁃ｃｉｒｃ⁃０００２９２２ 的 ＲＯＣ 曲线下面

积是 ０. ２６３［９５％ ＣＩ（０. ０７８ ～ ０. ４２８）， Ｐ ＝ ０. ０１４］，
约登指数为 ０. ０８０， 敏感性为 ０. ９５５， 特异性为

０. １２５，截断值为 ０. ０１１，见图 ７。

图 ７　 所选定的 ４ 条 ｃｉｒｃＲＮＡ 的 ＲＯＣ 曲线

　 　 Ａ：ｈａｓ⁃ｃｉｒｃ⁃０００５４１４ 基因；Ｂ： ｈｓａ⁃ｃｉｒｃ⁃０１３９６３４ 基因；Ｃ： ｈａｓ⁃ｃｉｒｃ⁃

００３２４９１ 基因；Ｄ：ｈａｓ⁃ｃｉｒｃ⁃０００２９２２ 基因
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３　 讨论

　 　 Ｔ２ＤＭ 在全球是一个比较普遍的代谢性疾病，
其发病机制尚不清楚，仅知其由环境因素和遗传因

素联合作用所致。 维吾尔族是 Ｔ２ＤＭ 的高发病率人

群，该研究为首次探索新疆维吾尔族 Ｔ２ＤＭ 患者外

周血中 ｃｉｒｃＲＮＡｓ 的差异表达谱及其在维吾尔族

Ｔ２ＤＭ 分子生物学发病机制方面的意义。 该研究运

用高通量核苷酸测序技术对维吾尔族 ５ 例 Ｔ２ＤＭ 者

和 ５ 例 ＮＣ 的志愿者样本进行了测序，获得了两组

间 ｃｉｒｃＲＮＡｓ 差异表达谱，差异表达的 ｃｉｒｃＲＮＡｓ 分布

于各个染色体上；通过 ＭＡ ｐｌｏｔ 过滤发现这些差异

表达 ｃｉｒｃＲＮＡｓ 中的大部分在维吾尔族 Ｔ２ＤＭ 组中

是上调表达的，其中外显子占比为 ８６％ 。 根据基因

ｈｓａ⁃ｃｉｒｃ⁃０１３９６３４、 ｈａｓ⁃ｃｉｒｃ⁃０００５４１４、 ｈｓａ⁃ｃｉｒｃ⁃００３２４９１
及 ｈａｓ⁃ｃｉｒｃ⁃０００２９２２ 的序列设计出用于 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 验

证的双向引物，通过 ４２ 例样本检测了 ４ 个 ｃｉｒｃＲＮＡｓ
的 表 达 量， 结 果 显 示 ｈｓａ⁃ｃｉｒｃ⁃０１３９６３４、 ｈｓａ⁃ｃｉｒｃ⁃
００３２４９１、ｈａｓ⁃ｃｉｒｃ⁃０００２９２２ 在两组人群中的差异表达

具有统计学意义。 查阅近几年关于 ｃｉｒｃＲＮＡｓ 与 ＤＭ
发生有关的国内外文章，未见关于 ｈｓａ⁃ｃｉｒｃ⁃０１３９６３４、
ｈｓａ⁃ｃｉｒｃ⁃００３２４９１、ｈａｓ⁃ｃｉｒｃ⁃０００２９２２ 与 ＤＭ 相关联的

报道。 本次实验是首次提出 ｈｓａ⁃ｃｉｒｃ⁃０１３９６３４、ｈｓａ⁃
ｃｉｒｃ⁃００３２４９１、ｈａｓ⁃ｃｉｒｃ⁃０００２９２２ 在维吾尔族 Ｔ２ＤＭ 患

者与 ＮＣ 人群中的表达量存在差异性。 通过对 ｈｓａ⁃
ｃｉｒｃ⁃０１３９６３４、ｈｓａ⁃ｃｉｒｃ⁃００３２４９１、ｈａｓ⁃ｃｉｒｃ⁃０００２９２２ 进行

ＲＯＣ 曲线下面积分析，显示 ｈｓａ⁃ｃｉｒｃ⁃０１３９６３４ 的曲线

下面积最大，且其灵敏度、特异性及正确指数均较

高，推测其在维吾尔族 Ｔ２ＤＭ 分子生物学发病机制

方面具有潜在价值，可能成为区分维吾尔族 Ｔ２ＤＭ
患者与 ＮＣ 人群的新型分子标志物。
　 　 目前研究者［１１］ 认为 ｃｉｒｃＲＮＡｓ 主要通过以下四

种方式发挥作用：① 作为 ｍｉｃｒｏ ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ） 海

绵，通过吸附 ｍｉＲＮＡｓ 抑制其翻译功能；② 少部分

ｃｉｒｃＲＮＡｓ 可作为翻译模板，翻译出对应蛋白质；③
与蛋白质相结合并抑制蛋白质的作用；④ 可调节亲

本基因参与转录，其中以作为 ｍｉＲＮＡ 海绵的作用最

为重要，这是一种通过内源性竞争作用来调节 ｍｉＲ⁃
ＮＡ 靶基因的转录。 如环状 ＲＮＡ ＣＩＲＳ⁃７ ／ ＣＤＲ１ａｓ 能
够通过阻断 ｍｉＲ⁃７ 及其下游通路，调节胰岛细胞胰

岛素的转录和分泌；环状 ＲＮＡ ｃｉｒｃＨＩＰＫ３ 可通过隔

离 ｍｉＲ⁃１２４⁃３ｐ 和 ｍｉＲ⁃３３８⁃３ｐ 以及调节 β 细胞关键

基因如 Ｓｌｃ２ａ２、Ａｋｔ１ 和 Ｍｔｐｎ 的表达而干扰胰岛细

胞的功能［１２］。 因此，推测此次测序发现的差异表达

的 ｃｉｒｃＲＮＡｓ 可能是通过 ｍｉＲＮＡ 海绵作用对下游靶

基因产生调节，从而影响维吾尔族 Ｔ２ＤＭ 的发生发

展。
　 　 目前研究还没有确凿的证据证明 ｈｓａ⁃ｃｉｒｃ⁃
０１３９６３４ 的功能；因此， ｈｓａ⁃ｃｉｒｃ⁃０１３９６３４ 与 ｍｉＲＮＡ
的相互作用机制将是后期深入研究的内容。 该研究

是单一中心的研究，受试者在地理上高度集中，尚不

清楚其他地区和民族是否也有类似的 ｃｉｒｃＲＮＡｓ 表

达谱，因此该研究结果需要在更多样化的队列中进

一步验证；并且该研究为小样本研究，未在大样本中

进一步验证，因此课题组将在后期研究中对该研究

的 ｃｉｒｃＲＮＡｓ 进行大样本验证及对应通路预测和验

证。 该研究为探索维吾尔族 Ｔ２ＤＭ 的分子生物学发

病机制打下了前期基础，为维吾尔族 Ｔ２ＤＭ 患者的

诊疗带来新思路。
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