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摘要：目的 探讨2型糖尿病（type 2 diabetes mellitus，T2DM）合并代谢相关脂肪性

肝病（metabolic associated fatty liver disease，MAFLD）中环状RNA（circular RNA，

circRNA）的分子调控机制。方法 选取2020年12月15日至2021年12月15日于新疆医

科大学第六附属医院就诊的18例T2DM患者和18例T2DM合并MAFLD患者为T2DM
组和T2DM合并MAFLD组，另选取同期18例年龄和性别匹配的健康人群为健康对照

组。留取所有研究对象的外周血单核细胞样本。每组随机选择3例进行转录组测序并

筛选显著差异表达的mRNA（differentially expressed mRNA，DEmRNA）和circRNA
（differentially expressed circRNA，DEcircRNA），对DEmRNA进行基因本体（gene 
ontology，GO）和KEGG通路富集分析。构建circRNAs/miRNA/mRNA的内源竞争RNA
（competing endogenous RNA，ceRNA）调控网络。采用反转录定量聚合酶链式反应

（reverse transcription quantitative polymerase chain reaction，RT-qPCR）验证关键基因（has-
circ0035198）在所有样本中的表达水平。结果 与健康对照组比较，T2DM合并MAFLD组

中发现478个共同的DEmRNA和11个共同的DEcircRNA。DEmRNA主要参与黏着斑、Wnt
信号通路和cGMP-PKG信号通路等。has-circ0035198/hsa-miR-3173-3p/CSNK2A1的ceRNA
网络参与Wnt信号通路。RT-qPCR检测表明has-circ0035198在T2DM合并MAFLD患者的

表达水平（0.589 ± 0.199）均显著低于T2DM组（0.872 ± 0.28）和对照组（1.09 ± 0.443）
（t值分别为3.191、3.995，P值分别为0.004、＜ 0.001）。 结论 has-circ0035198/hsa-miR-
3173-3p/CSNK2A1可能通过Wnt通路参与T2DM合并MAFLD的发病机制。
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Abstract: Objective To investigate the molecular regulatory mechanisms of circular RNA 
(circRNA) in type 2 diabetes mellitus (T2DM) complicated with metabolism associated fatty 
liver disease (MAFLD). Methods Total of 18 cases with T2DM and 18 cases with T2DM 
and MAFLD in the Sixth Affiliated Hospital of Xinjiang Medical University from December 
2020 to December 2022 were selected as T2DM group and T2DM complicated with MAFLD 
group, respectively. Additionally, 18 age- and gender- matched healthy individuals were selected 
as the healthy control group. Peripheral blood mononuclear cell samples were collected from 
all participants. For transcriptome sequencing, 3 cases were randomly selected from each group 
to identify significantly and differentially expressed mRNA (DEmRNA) and differentially 
expressed circRNA (DEcircRNA). DEmRNA were subjected to gene ontology (GO) enrichment 
analysis and KEGG pathway enrichment analysis. Competing endogenous RNA (ceRNA) 
regulatory network involving circRNAs/miRNA/mRNA was constructed. Reverse transcription 
quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR) was used to verify the expression level of the 
key gene (has-circ0035198) in all samples. Results Compared with the healthy control group, 
478 common DEmRNA and 11 common DEcircRNA were identified in T2DM complicated 
with MAFLD group. DEmRNA were mainly involved in focal adhesion, Wnt signaling pathway 
and cGMP-PKG signaling pathway. The ceRNA network of has-circ0035198/hsa-miR-3173-
3p/CSNK2A1 was involved in the Wnt signaling pathway. RT-qPCR detection showed that 
the expression level of has-circ0035198 in patients with T2DM complicated with MAFLD 
(0.589 ± 0.199) was significantly lower than that of the T2DM group (0.872 ± 0.28) and healthy 
control group (1.09 ± 0.443) (t values were 3.191 and 3.995, P values were 0.004 and ＜ 0.001, 
respectively). Conclusion Has-circ0035198 / hsa-miR-3173-3p/CSNK2A1 may be involved in 
the pathomechanism of T2DM with MAFLD through the Wnt pathway.
Keywords: Type 2 diabetes mellitus; Metabolic associated fatty liver disease; Circular RNA; 
Competing endogenous RNA

2型糖尿病（type 2 diabetes mellitus，T2DM）和

代谢相关脂肪性肝病（metabolic associated fatty liver 
disease，MAFLD）是全球公共卫生的两个重要问题。

T2DM是一种以胰岛β细胞功能减退和胰岛素抵抗为特

征的慢性疾病，2021年有5.37亿人患有糖尿病，预计

到2045年这一数字将上升至7.83亿[1]。MAFLD是由

代谢紊乱诱发的以肝脂肪变性和脂肪蓄积为特征的

肝脏疾病，最终可能发展为肝纤维化、肝硬化和癌

症[2,3]。中国人群中MAFLD的患病率为21.03%[4]。

研究证实其与胰岛素抵抗、代谢综合征、糖尿病和

肥胖症有关。许多T2DM患者同时存在MAFLD，

反之亦然 [5]。在T2DM患者中，MAFLD患病率高

达70%[6]。MAFLD和T2DM常共存，并且共享作为

主要病理生理学机制的胰岛素抵抗[7]，可能加重疾

病，并增加并发症的发生风险[8]。在过去的几十年

里，这两种疾病发病率都显著增加，预计未来还将

继续增长[9]。因此，开发非侵入性诊断工具以及采

用新的治疗方案已经成为日益关注的焦点。然而

目前对T2DM和MAFLD在分子层面相互作用的研

究仍较少。非编码RNA如微小RNA（microRNA，

miRNA）和环状RNA（circular RNA，circRNA）

可对基因转录进行调控，在各种疾病中具有关键作

用，如糖尿病、肥胖以及MAFLD[10,11]。生物信息学

在许多生物医学研究领域已显示出强大的潜力，但

在T2DM和MAFLD的研究中其应用还相对较少。

因此，本研究利用公开的生物信息学数据集探索

T2DM和MAFLD间的分子和遗传关联，对基因表达

数据进行深入分析，以揭示这两种疾病间可能共享

的调控和分子机制。

1 资料与方法

1.1 研究对象  选取2020年12月15日至2021年12月15日
于新疆医科大学第六附属医院就诊的18例T2DM患

者和18例T2DM合并MAFLD患者为研究对象，另选

取同期18例年龄性别匹配的健康体检人群为健康对

照组。T2DM的诊断参照2020年《中国2型糖尿病防

治指南》[12]，MAFLD的诊断参照《亚太肝病学会代

谢相关脂肪性肝病的诊断和管理临床实践指南》[13]。

排除标准：①信息不完整者或无法提供知情同意；

②有心血管、呼吸系统、消化系统等慢性疾病史，

恶性肿瘤，血色素沉着病，既往减肥手术，未经治

疗的抑郁症，药物滥用，怀孕，原发性内分泌疾病

（不包括未经治疗的甲状腺功能减退），严重精神



48 ·论著·                                                                    《中国肝脏病杂志（电子版）》2025年 第17卷 第3期

疾病（如精神分裂症、双相情感障碍、饮食失调或

最近6个月内因抑郁症住院）者；贝克抑郁量表评

分超过30分，正在接受类固醇治疗等；③排除肝

脂肪变性的继发原因（如病毒性肝炎、自身免疫性

肝炎、肝豆状核变性、甲状腺功能减退、性腺功能

减退、恶性肿瘤、感染等疾病）。采集各组参与

者的外周血样本于乙二胺四乙酸抗凝管中并分离

外周血单核细胞（peripheral blood monocyte cells，
PBMC）。所有研究内容均经新疆医科大学第六附

属医院伦理审查通过（LFYLLSC20201015-01）。

参与者均知晓研究内容并签署了知情同意书。

1.2 转录组测序  采用随机数字表法从每组中选择         
3例样本进行转录组测序分析。首先按照说明书使

用TRIzol试剂（Invitrogen，美国）从每个样本中提

取总RNA。提取后的RNA用NanoDrop ND-1000光
谱光度计（Thermo Fisher Scientific，美国）进行定

量，并用2100 RNA Nano 6000 Assay Kit（Agilent 
Technologies，美国）进行质量检查。取3 μg总RNA
作为起始原料，使用NEB Next Ultra Directional 
RNA Library Prep Kit for Illumina（NEB，美国）构

建mRNA和circRNA文库。构建好的文库在Illumina 
HiSeq 4000平台上（HiSeq/MiSeq）进行测序。

1.3 数据预处理   测序数据首先进行质量控制，

使用F a s t Q C软件检查原始测序质量，并使用

Trimmomatic软件去除低质量的读取和接头。然后

使用STAR软件将清洁读取比对到人类参考基因组

（GRCh38）。最后使用featureCounts软件从比对

结果中计算每个基因的表达量。此外，通过CIRI软
件预测circRNA后与circBase数据库比对，进而识

别和定量circRNA。使用featureCounts v1.5.0-p3计数        
读数。

1.4 差异表达分析  利用DESeq2软件包进行对各组间的

差异表达进行分析。通过筛选|logFC| ＞ 1且P ＜ 0.05
获得显著差异表达的mRNA（differentially expressed 
mRNA，DEmRNA），通过筛选P ＜ 0.05获得显

著差异表达的circRNA（differentially expressed 
c i rcRNA，DEcircRNA）。然后分别鉴定两组

DEmRNA和DEcircRNA的交集基因。

1.5 富集分析  使用DAVID工具对交集的DEmRNA进

行基因本体（gene ontology，GO）和KEGG通路富

集分析，以理解这些DEmRNA在生物过程、细胞组

成、分子功能及信号通路方面的潜在作用。筛选条

件为P ＜ 0.05。
1.6  构建ceRNA网络  分别利用circBank数据库

和miRanda数据库预测交集DEcircRNA的靶标

miRNA。利用Targetscan和miRTarBase数据库预测

miRNA的靶向mRNA，并与交集的DEmRNA进行

比较。筛选在T2DM合并MAFLD上调或下调表达

方向一致的DEmRNA和DEcircRNA，构建circRNA/
m i R N A / m R N A的内源竞争R N A（ c o m p e t i n g 
endogenous RNA，ceRNA）调控网络。

1.7 反转录定量聚合酶链式反应  采用反转录定量

聚合酶链式反应（reverse transcription quantitative 
polymerase chain reaction，RT-qPCR）验证关键基

因在所有样本中的表达水平。首先使用DNA酶预

处理以去除线性DNA，利用TRIzol提取剩余15个样

本的总RNA，使用NanoDrop定量RNA。利用特异

性环状RNA引物使用反转录试剂盒（SuperScript IV 
Reverse Transcriptase）将总RNA转化为cDNA。使

用SYBR Green qPCR试剂盒在Real-time检测仪（罗

氏）上进行RT-qPCR。GAPDH作为内参基因，通

过2−ΔΔCt法分析RT-qPCR数据。实验所用引物由上

海生工设计并合成，has-circ0035198：上游引物为

5’-GCCACAGATGACTATTTTCGCC-3’，下游引物为

5’-TCACGGTCATTGGCTTTCACT-3’；GAPDH：上

游引物为5’-CTCGCTTCGGCAGCACA-3’，下游引物

为5’-AACGCTTCACGAATTTGCGT-3’。
1 . 8  统计学处理   使用R语言（版本4 . 0 . 3）和

GraphPad Prism 9.0进行数据统计分析。年龄、病

程、体重指数（body mass index，BMI）等正态分

布的计数资料以 x ± s表示，两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，组内

两两比较采用LSD-t检验。性别、吸烟史等计量资

料以例数和（或）百分数表示，组间比较采用χ2检

验。以P ＜ 0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 一般资料  3组研究对象间BMI、收缩压、舒张压、

空腹血糖、糖化血红蛋白和甘油三酯水平差异有统计

学意义（P ＜ 0.05），性别、年龄、吸烟和总胆固醇

间差异无统计学意义（P ＞ 0.05）。见表1。
2.2 T2DM合并MAFLD患者mRNA的差异表达  与
健康对照组相比，在T2DM患者中识别出1210个
DEmRNA（图1A），在T2DM合并MAFLD患者中

识别出1461个DEmRNA（图1B）。交集分析显示

有478个共同的DEmRNA（图1C、1D）。

2.3 共同DEmRNA的富集分析  对于共同的DEmRNA，

进一步的功能富集分析显示其主要富集一些重要的

生物过程和信号通路，生物进程方面包括RNA代

谢过程的调节、转录、核酸模板转录调节等，细胞

组成方面包括核质、胞质溶胶、核部分等，分子

功能方面包括金属离子结合、阳离子结合、核酸

结合等（图3A）。此外，黏着斑、Wnt信号通路和              
cGMP-PKG信号通路被显著富集于KEGG信号通路

中 （图3B）。
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2.4 T2DM合并MAFLD组患者circRNA的差异表达  与
健康对照组相比，在T2DM患者中识别出62个
DEcircRNA（图3A），T2DM合并MAFLD患者中

识别出112个DEcircRNA（图3B）。交集分析显示

有11个共同的DEcircRNA（图3C、3D）。

2 . 5  DEcircRNA的ceRNA网络   通过预测共同

DEcircRNA的靶标miRNA，在circBank数据库和

miRanda数据库中获得了17个miRNA（图4A），

这些miRNA在Targetscan和miRTarBase数据库中预

测了1498个靶标mRNA（图4B），这些靶标mRNA

表 1    健康对照组、T2DM 组及 T2DM 合并 MAFLD 组的一般资料

项目 健康对照组（18例） T2DM组（18例） T2DM合并MAFLD组（18例） 统计量值 P值

男/女（例） 9/9 9/9 9/9     χ2 = 0 1

年龄（ x ± s，岁）     51.65 ± 11.93   55.11 ± 10.70 57.29 ± 9.52 F = 0.630 0.526

糖尿病病程（ x ± s，年） -   8.31 ± 2.10   8.47 ± 3.86      t = －0.420 0.690

MAFLD病程（ x ± s，年） - - 10.31 ± 4.10 - -

BMI（ x ± s，kg/m2
） 22.92 ± 2.5 23.55 ± 3.13   28.53 ± 2.87bc   F = 10.500    ＜ 0.001

吸烟 [例（%）] 46.66 46.66 53.33 χ2 = 0.593 0.743

收缩压（ x ± s，mmHg）   112.53 ± 14.42 126.17 ± 16.28   131.94 ± 13.45b F = 4.102 0.029

舒张压（ x ± s，mmHg）   70.24 ± 5.25 75.24 ± 7.97   81.83 ± 8.27b F = 5.721 0.009

空腹血糖（ x ± s，mmol/L）     4.71 ± 0.43    8.12 ± 2.16a     8.55 ± 2.10b   F = 12.910    ＜ 0.001

糖化血红蛋白（ x ± s，%）     5.42 ± 1.13    8.45 ± 2.74a     9.31 ± 2.68b F = 7.061 0.004

甘油三酯（ x ± s，mmol/L）     1.08 ± 0.34   1.61 ± 0.86     2.17 ± 1.03b F = 4.186 0.028

总胆固醇（ x ± s，mmol/L）     4.48 ± 0.37   4.54 ± 0.79    4.71 ± 1.22 F = 0.171 0.840

注：a 健康对照组与 T2DM 组相比，P ＜ 0.05；b 健康对照组与 T2DM 组合并 MAFLD 组相比，P ＜ 0.05；cT2DM 组与 T2DM 组合并
MAFLD 组相比，P ＜ 0.05；“-”为无相关数据。
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T2DM 合并 MAFLD 组

图 1    T2DM 组、T2DM 合并 MAFLD 组与健康对照组 mRNA 的差异表达
注：A 为 T2DM 组与健康对照组间差异表达的 mRNA 火山图；B 为 T2DM 合并 MAFLD 组和健康对照组间差异表达 mRNA 的火山图；

C 为两组差异表达 mRNA 的交集；D 为共同 DEmRNA 的表达热图。

A                                                                                            B

C                                                                      D
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中识别出45个DEmRNA（图4C）。将预测的具有

靶向作用关系的基因构建为一个调控网络，见图

4D。其中，has-circ0035198和CSNK2A1在T2DM组

及T2DM合并MAFLD组中的表达均低于健康对照

组，CSNK2A1参与Wnt信号通路，因此可构建一

个ceRNA网络：has-circ0035198/hsa-miR-3173-3p/

CSNK2A1，通过Wnt通路参与T2DM合并MAFLD
的病理机制。RT-qPCR检测表明has-circ0035198
在T2DM合并MAFLD患者中的表达水平（0.589 ± 
0.199）均显著低于T2DM组（0.872 ± 0.28）和对照

组（1.09 ± 0.443）（t值分别为3.191、3.995，P值
分别为0.004、＜ 0.001）。

图 2    共同 DEmRNA 的富集分析
注：A 图示共同 DEmRNA 显著富集的生物进程（BP），细胞成分（CC）和分子功能（MF）；B 图示共同 DEmRNA 显著富集的

KEGG 信号通路。
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图 3    T2DM 组、T2DM 合并 MAFLD 组与健康对照组 circRNA 的差异表达
注：A 为 T2DM 组与健康对照组间差异表达的 circRNA 火山图；B 为 T2DM 合并 MAFLD 组和健康对照组间差异表达的 circRNA

火山图；C 为两组差异表达 circRNA 的交集；D 为共同 DEcircRNA 的表达热图。
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3 讨论

近年来T2DM和MAFLD病因学中的非编码

RNA，包括miRNA和circRNA作为治疗靶点的新方法

越来越受关注[14,15]。本研究采用转录组测序方法寻找

T2DM合并MAFLD患者中mRNA和circRNA表达谱。

差异分析结果中的DEmRNA代表了T2DM和MAFLD
间潜在的分子联系，为理解二者共同的病理生理学提

供了更多可能[16]。共同DEmRNA参与的生物过程和信

号转导途径中发现了RNA代谢过程的调节、转录和核

酸模板转录的调节。这些过程是基因表达的基础，表

明这些过程的改变可能潜在地促成了T2DM和MAFLD
的发病[17,18]。此外，根据KEGG通路分析结果，共同

DEmRNA在黏着斑、Wnt信号转导途径和cGMP-PKG
信号转导途径中显著富集。研究表明，T2DM患者和

非糖尿病对照者血液中黏着斑信号通路相关基因的表

达有显著差异[19]。活化的黏着斑分子转移到质膜上，

为肌动蛋白细胞骨架提供分子支架，并与肌动蛋白

重塑协同作用，以放大胰岛素分泌的第二阶段[20]。

Wnt信号通路失调通过直接影响胰岛β细胞的分化和

增殖以及胰岛素的分泌作用参与了T2DM的发生和发

展[21]。Wnt信号通路的表观遗传激活与MAFLD的脂肪

代谢障碍相关[22]。cGMP-PKG信号转导通路在细胞增

殖、分化、凋亡以及参与能量代谢中起基础作用，参

与T2DM及脂代谢的病理过程[23]。这些途径的改变可

能导致在T2DM和MAFLD中观察到的细胞功能障碍。

这些发现为T2DM和MAFLD共存的潜在分子机制提供

了重要见解，同时也强烈表明靶向Wnt途径可能是针

对T2DM和MAFLD的有效治疗策略。但需要进一步研

究来证实和阐明这些DEmRNA在T2DM和MAFLD发

病机制中的特定作用。

图 4    构建 ceRNA 调控网络
注：A 为预测共同 DEcircRNA 靶标 miRNA 的交集；B 为预测 miRNA 靶标 mRNA 的交集；C 为靶标 mRNA 和 DEmRNA 的交集；D

为具有靶向调控关系的 circRNA、miRNA 和 mRNA 的网络，圆形代表 circRNA，锥形代表 miRNA，方块代表 mRNA，外圈红色表示上调
表达，外圈绿色表示下调表达。E 为 has-circ0035198 的 RT-qPCR 检测。

A                                                                            B                                                                            C

D
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circRNA是一种新型的、普遍和多样的内源性非

编码RNA，对RNA核酸外切酶介导的降解具有抗性

和高稳定性[24]。circRNA还具有细胞特异性、组织特

异性和时间特异性，与其他类型基因相比，circRNA
是更理想的疾病生物标志物，为各种疾病的后续治

疗提供了新的靶点[25]。本研究为进一步探索circRNA
在T2DM和MAFLD中的潜在调节作用，预测并鉴定

了靶标miRNA与下游靶向的DEmRNA，进而构建了

调控网络。酪蛋白激酶2α1（casein kinase 2 alpha 1，
CSNK2A1）活性增加与胰岛素分泌增加相关，并且

与基于质谱分析法的蛋白质组谱一致，在非肥胖糖

尿病小鼠胰岛中观察到酪蛋白激酶2α亚基（casein 
kinase 2 alpha，CK2A）水平显著降低[26]。目前尚无

确切证据证明has-circ0035198的功能，本研究证实其

可能通过CSNK2A1参与Wnt信号调节。RT-qPCR表
明T2DM合并MAFLD患者has-circ0035198表达水平下

降。提示has-circ0035198可能在MAFLD合并T2DM的

发病机制中发挥重要作用，可作为潜在的生物标志

物或治疗靶点。

本研究虽然揭示了一些重要的分子机制，但仍

然存在一些局限性。本研究的样本量较小，可能影

响了研究结果的广泛适用性和统计学的稳健性。虽

然研究通过转录组测序筛选了差异表达的circRNA
和mRNA并进行了ceRNA网络构建，但未在蛋白水

平对关键分子进行深入验证。MAFLD和T2DM的

病理机制可能受到多种环境和代谢因素的影响，本

研究未充分讨论这些外部因素对circRNA/miRNA/
mRNA网络的影响。后续研究需要更大规模的研究

样本，进一步通过蛋白质组学分析和功能实验来验

证这些分子在病理机制中的具体作用。

综上，本研究提供了对T2DM与MAFLD共存的

复杂分子机制的更深入理解。共同的DEcircRNA及其

相关的ceRNA网络，如has-circ0035198/hsa-miR-3173-
3p/CSNK2A1轴，可能是未来潜在的诊断和治疗靶

标，但需要进一步研究来验证这些发现并探索这些分

子在T2DM和MAFLD发病机制中的具体作用。
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