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［摘要］　目的　探讨微小ＲＮＡ（ｍｉＲ）１９９ａ３ｐ与２型糖尿病（Ｔ２ＤＭ）病理特征关系及其对白
色脂肪细胞分化和脂肪炎症调控的分子机制。方法　收集２０１５年６月～２０１８年４月就诊于我院
的１３１例Ｔ２ＤＭ患者（Ｔ２ＤＭ组）与１４６例健康志愿者（ＮＣ组）的临床资料。采用ＲＴｑＰＣＲ检测外
周血 ｈａｓｍｉＲ１９９ａ５ｐ、ｈａｓｍｉＲ１９９ａ３ｐ、ｈａｓｍｉＲ１９９ｂ５ｐ和 ｈａｓｍｉＲ１９９ｂ３ｐ水平；采用 ＥＬＩＳＡ检
测肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）、单核细胞趋化蛋白１（ＭＣＰ１）、瘦素、脂联素、内脂素、抵抗素和白细
胞介素６（ＩＬ６）含量，并探讨其与ｍｉＲ１９９ａ３ｐ的相关性。３Ｔ３Ｌ１细胞经高糖、低糖和分化诱导处
理后，采用ＲＴｑＰＣＲ检测３Ｔ３Ｌ１细胞中ｈａｓｍｉＲ１９９ａ３ｐ含量，ＥＬＩＳＡ检测ＴＮＦα和ＩＬ６含量；油
红Ｏ染色观察ｍｉＲ１９９ａ３ｐ类似物（ｍｉｍｉｃｓ）处理高糖诱导的３Ｔ３Ｌ１脂滴形成；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
ｍｉｍｉｃｓ干预高糖处理３Ｔ３Ｌ１细胞中胰岛素受体底物１（ＩＲＳ１）、磷酸化磷脂酰肌醇３激酶 Ｐ８５亚
基（ｐＰ８５）、磷酸化蛋白激酶Ｂ（ｐＡＫＴ）、磷酸化糖原合成酶激酶３β（ｐＧＳＫ３ｂ）、葡萄糖转运体４
（ＧＬＵＴ４）、磷酸化信号传导与转录激活因子３（ｐＳＴＡＴ３）、磷酸化一磷酸腺苷活化蛋白激酶
（ｐＡＭＰＫ）、磷酸化雷帕霉素靶蛋白（ｐｍＴＯＲ）、ＮＡＤ依赖性去乙酰化酶（ＳＩＲＴ１）和过氧化物酶体
增殖物激活受体γ（ＰＰＡＲγ）蛋白表达。采用 Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析评估各变量间的相关性。结果
Ｔ２ＤＭ组患者血浆ｍｉＲ１９９ａ３ｐ、ｍｉＲ１９９ｂ５ｐ和ｍｉＲ１９９ｂ３ｐ均明显低于 ＮＣ组（Ｐ＜０．０５）。重度
Ｔ２ＤＭ组患者ｍｉＲ１９９ａ３ｐ含量明显低于轻、中度Ｔ２ＤＭ组（Ｐ＜０．０５）。Ｔ２ＤＭ组血浆ｍｉＲ１９９ａ３ｐ
含量与空腹胰岛素（ＦＩｎｓ）、空腹血糖（ＦＰＧ）、胰岛素抵抗指数（ＨＯＭＡＩＲ）、ＴＮＦα及ＩＬ６呈负相关
（Ｐ＜０．０５）。高糖组ｍｉＲ１９９ａ３ｐ含量高于对照组，分化的脂肪细胞内ｍｉＲ１９９ａ３ｐ含量明显高于
３Ｔ３Ｌ１细胞（Ｐ＜０．０５），ｍｉｍｉｃｓ组油脂滴数量明显低于阴性对照组 。高糖 ＋抗 ｍｉＲ１９９ａ３ｐ组的
ｐＡＭＰＫ、ｐｍＴＯＲ、ＳＩＲＴ１和ＰＰＡＲγ蛋白表达均明显低于高糖组（Ｐ＜０．０５），两组 ＩＲＳ１、ｐＰ８５、
ｐＡＫＴ、ｐＧＳＫ３ｂ和Ｇｌｕｔ４蛋白表达比较差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论　Ｔ２ＤＭ患者外周
血中ｍｉＲ１９９ａ３ｐ呈低表达，且与血糖、胰岛素抵抗、脂肪因子和炎症因子含量呈负相关，其可能通
过调控ＡＭＰＫ／ｍＴＯＲ及ＰＰＡＲγ和ＳＩＲＴ１蛋白表达，影响 ＩＬ６和 ＴＮＦα炎症因子释放参与白色
脂肪细胞炎症和脂肪细胞分化再生。
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ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｐＡＭＰＫ，ｐｍＴＯＲ，ＳＩＲＴ１ａｎｄＰＰＡＲγｉｎｔｈｅｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅ＋ａｎｔｉｍｉＲ１９９ａ３ｐｇｒｏｕｐｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｈｉｇｈｇｌｕｃｏｓｅｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎ
ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐＰ８５，ｐＡＫＴ，ｐＧＳＫ３ｂａｎｄＧｌｕｔ４ｐｒｏｔｅｉｎ（Ｐ＞０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＭｉＲ１９９ａ３ｐｉｓ
ｌｏｗｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｏｆＴ２ＤＭａｎｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｄｉｃａｔｅｓｂｌｏｏｄｇｌｕｃｏｓｅ，ｉｎｓｕｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
ａｄｉｐｏｋｉｎｅｓａｎｄｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒｓ．Ｉｔｉｓｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎａｄｉｐｏｃｙｔｅｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎａｎｄａｄｉｐｏｃｙｔｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ
ａｎｄａｄｉｐｏｇｅｎｅｓｉｓｂｙｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｒｅｌｅａｓｅｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｙｔｏｋｉｎｅｓＴＮＦαａｎｄＩＬ６ｔｈｒｏｕｇｈｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ
ＡＭＰＫ／ｍＴＯＲｐａｔｈｗａｙ，ＳＩＲＴ１ａｎｄＰＰＡＲγｐｒｏｔｅｉｎｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．

［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　 Ｔｙｐｅ２ｄｉａｂｅｔｅｓ；　 ＭｉｃｒｏＲＮＡ１９９ａ３ｐ；　 Ａｄｉｐｏｇｅｎｅｓｉｓ；　 Ａｄｉｐｏｋｉｎｅｓ；　
Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒｓ；　 Ａｄｅｎｏｓｉｎｅ５’ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ／ｍａｍｍａｌｉａｎ ｔａｒｇｅｔｏｆ
ｒａｐａｍｙｃｉｎｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ

　　白色脂肪组织（ＷＡＴ）和棕色脂肪组织（ＢＡＴ）是
内分泌信号传导和免疫炎症反应调节的重要场所［１２］。

研究发现，白色脂肪细胞释放代谢和免疫因子，包括瘦

素、抵抗素、肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）和白细胞介素６
（ＩＬ６）等调控肥胖和２型糖尿病（Ｔ２ＤＭ）中脂肪细胞
再生、分化、增生和肥大，以及胰岛素抵抗（ＩＲ）和炎症反
应［３６］。微小ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ，ｍｉＲ）在代谢疾病中具有重
要调节作用［７９］。近年来研究结果显示，上调 ｍｉＲ２６ａ
和ｍｉＲ２０６３ｐ等表达可体外促进脂肪细胞分化［１０１３］。

有研究发现，Ｔ２ＤＭ患者和模型小鼠的ｍｉＲ１９９ａ３ｐ表
达明显下调［１４１５］；且 ｍｉＲ１９９ａ３ｐ在人脂肪细胞中呈
低表达，并受游离脂肪酸和多种脂肪因子调节［１６１７］。

最新研究证实，ｍｉＲ１９９ａ３ｐ在分化的人脂肪来源的间
充质干细胞中呈高表达，并下调ＫＤＭ６Ａ／ＷＮＴ信号通
路抑制脂肪细胞分化［１８］。然而，ｍｉＲ１９９ａ３ｐ的差异
表达与脂肪细胞再生、分化之间的关联仍有待阐明。

因此，本研究通过体外实验分析ｍｉＲ１９９ａ３ｐ与Ｔ２ＤＭ
临床表征的相关性及其对白色脂肪细胞代谢和脂肪因

子分泌及分化的影响，探讨 ｍｉＲ１９９ａ３ｐ参与调控脂
肪细胞再生的分子机制，为 Ｔ２ＤＭ的诊断提供更好的
生物标记物和治疗靶点提供理论参考。

对象与方法

１．对象：２０１５年６月～２０１８年４月于我院就诊的
Ｔ２ＤＭ患者１３１例（Ｔ２ＤＭ组），其中男１０１例，女３０例，
年龄２０～３８岁，平均年龄（２８．３±８．６）岁。依据各临
床诊断指标水平［１９］分为：轻度糖尿病组（５４例）：空腹
血糖（ＦＰＧ）长期保持稳定（７．０～８．４ｍｍｏｌ／Ｌ），无低血
糖发生，无急、慢性并发症，体重正常，生活起居自如，

能胜任正常工作；中度糖尿病组（４８例）：８．４ｍｍｏｌ／Ｌ
≤ＦＰＧ≤１０．１ｍｍｏｌ／Ｌ或波动较大，偶有反复发生糖尿
病急性和慢性并发症；重症糖尿病组（２９例）：ＦＰＧ＞
１０．１ｍｍｏｌ／Ｌ或波动较大，反复发生糖尿病急性并发
症，并已经出现慢性并发症。同期征集健康志愿者

１４６例（ＮＣ组），男１１８例，女２８例，年龄２５～３９岁，
平均年龄（３２．３±５．４）岁。本研究经我院伦理委员会
审核批准，所有研究对象均签署知情同意书。

２．方法
（１）临床资料收集：收集研究对象的年龄、身高、

体重、腰围、血压。禁食１２ｈ后采集静脉血检测 ＡＬＴ、
ＡＳＴ、ＦＰＧ、空腹胰岛素（ＦＩｎｓ）、总胆固醇（ＴＣ）、甘油三
酯（ＴＧ）、低密度脂蛋白胆固醇（ＬＤＬＣ）和高密度脂蛋
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白胆固醇（ＨＤＬＣ）、血肌酐（ＳＣｒ）、血尿素氮（ＢＵＮ），
并计算胰岛素抵抗指数（ＨＯＭＡＩＲ），ＨＯＭＡＩＲ＝ＦＰＧ
（ｍｍｏｌ／Ｌ）×ＦＩｎｓ（μＵ／ｍｌ）／２２．５。

（２）外周血浆ｈａｓｍｉＲ１９９家族检测：采用ＲＴｑＰＣＲ
法检测患者外周血浆ｈａｓｍｉＲ１９９ａ５ｐ、ｈａｓｍｉＲ１９９ａ３ｐ、
ｈａｓｍｉＲ１９９ｂ５ｐ和 ｈａｓｍｉＲ１９９ｂ３ｐ含量，并进行相
关性分析。取２５０μｌ血浆加入７５０ｍｌＴｒｉｚｏｌ颠倒混匀
１０次，室温静置５ｍｉｎ，４℃、１４０００ｇ离心２０ｍｉｎ，吸取
上清２００μｌ至新 ＥＰ管中，并加入２００μｌ异丙醇颠倒
混匀１０次，４℃、１４０００ｇ离心１０ｍｉｎ，弃上清，加入
７５％乙醇４００μｌ悬浮沉淀。以７５００ｇ离心１０ｍｉｎ，弃
上清后室温挥干２０ｍｉｎ，加入３０μｌＴＥｂｕｆｆｅｒ溶解。采
用ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００检测浓度和纯度。取１０００ｎｇＲＮＡ采
用 ｈａｓｍｉＲ１９９ａ５ｐ、ｈａｓｍｉＲ１９９ａ３ｐ、ｈａｓｍｉＲ１９９ｂ５ｐ
和ｈａｓｍｉＲ１９９ｂ３ｐ特异性逆转录引物（由广州锐博
生物技术公司提供，逆转录试剂盒为 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ
Ｋ１６２１）合成ｃＤＮＡ，以３０ｎｇｃＤＮＡ为模板，以２０μｌ的
ＲＴｑＰＣＲ反应体系检测相关基因 ｍＲＮＡ水平（ＳＹＢ
ＧｒｅｅｎⅠ染料ＴａＫａＲａＲＲ４２０Ａ）。反应程序：９５℃１５ｍｉｎ，
９５℃ ５ｓ，６０℃ ３０ｓ，扩增４０个循环。以 Ｕ６为内参，
采用２△△Ｃｔ法计算 ｈａｓｍｉＲ１９９ａ５ｐ、ｈａｓｍｉＲ１９９ａ３ｐ、
ｈａｓｍｉＲ１９９ｂ５ｐ和ｈａｓｍｉＲ１９９ｂ３ｐ相对表达量。

（３）外周血浆脂肪因子与炎症因子含量检测：取
患者外周血浆１００ｍｌ，采用酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）
检测ＴＮＦα、单核细胞趋化蛋白１（ＭＣＰ１）、瘦素、脂
联素、内脂素、抵抗素和ＩＬ６含量。

（４）３Ｔ３Ｌ１细胞培养与处理：３Ｔ３Ｌ１细胞（购自武
汉塞维尔生物技术有限公司）在４２℃条件下复苏后，加
入１０％胎牛血清（ＦＢＳ）的杜氏改良Ｅａｇｌｅ（ＤＭＥＭ）高糖
培养基，并置于３７℃、５％ ＣＯ２细胞培养箱中培养，常
规传代。取５代以上细胞接种于１２孔（５×１０４个／孔）
中２４ｈ后，更换为５ｍｍｏｌ／Ｌ和２５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖完
全培养基，同时，取 １２孔培养 ２４ｈ的 ３Ｔ３Ｌ１细胞
（２×１０５个／孔），加入分化诱导剂（１．７μｍｏｌ／Ｌ胰岛
素，０．５ｍｍｏｌ／ＬＩＢＭＸ和１μｍｏｌ／Ｌ地塞米松）４天后，
更换为维持液（２．０μｍｏｌ／Ｌ胰岛素），采用ＥＬＩＳＡ检测
上清ＴＮＦα和ＩＬ６含量。

（５）转染和油红Ｏ（ＯＲＯ）染色：取ｍｉＲ１９９ａ３ｐ类
似物（ｍｉｍｉｃｓ）和对照类似物干粉，依照说明说加入无
菌ＴＥ溶液溶解至５０ｍｍｏｌ／Ｌ。取两支１．５ｍｌＥｐ管，
各加入１００μｌＯｐｔｉＭＥＭ后分别加入ｍｉｍｉｃｓ或阴性对
照类似物和５μｌＬｉｐｏ２０００，混匀后室温孵育３ｍｉｎ，并
将两者混合再室温孵育 ２０ｍｉｎ，滴加入高糖 ＤＭＥＭ
（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）和低糖 ＤＭＥＭ（５ｍｍｏｌ／Ｌ）处理 １２ｈ的
３Ｔ３Ｌ１细胞中继２４ｈ培养进行ＯＲＯ染色。

（６）蛋白表达检测：取接种于 １２孔的 ３Ｔ３Ｌ１细
胞，分为低糖组、高糖组、高糖 ＋抗 ｍｉＲ１９９ａ３ｐ组。
１２ｈ后更换培养基，并相应转染ｍｉｍｉｃｓ或对照类似物
至４８ｈ后。采用２×样本缓冲裂解液处理细胞，超声
１０ｓ破碎细胞并于９５℃干热变性５ｍｉｎ后，常规十二
烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳分离后，２００ｍＡ湿法
转移２ｈ至聚偏二氟乙烯膜上，２％牛血清白蛋白封闭
３０ｍｉｎ后加入一抗［兔抗鼠胰岛素受体底物１（ＩＲＳ１）、
兔抗鼠磷酸化磷脂酰肌醇３激酶 Ｐ８５亚基（ｐＰ８５）、
兔抗鼠磷酸化蛋白激酶Ｂ（ｐＡＫＴ）、兔抗鼠磷酸化糖
原合成酶激酶３β（ｐＧＳＫ３ｂ）、兔抗鼠葡萄糖转运体４
（Ｇｌｕｔ４）、兔抗鼠βａｃｔｉｎ、兔抗鼠磷酸化信号传导与
转录激活因子３（ｐＳＴＡＴ３）、兔抗鼠磷酸化一磷酸腺
苷活化蛋白激酶（ｐＡＭＰＫ）、兔抗鼠磷酸化雷帕霉素
靶蛋白（ｐｍＴＯＲ）、兔抗鼠ＮＡＤ依赖性去乙酰化酶
（ＳＩＲＴ１）和兔抗鼠过氧化物酶体增殖物激活受体γ
（ＰＰＡＲγ）］４℃１２ｈ后，兔二抗（１∶５０００）室温孵育１ｈ，
常规三乙醇胺缓冲盐水溶液漂洗４次，每次５ｍｉｎ。电
化学发光显影并应用ＩｍａｇｅＪ２ｘ软件分析灰度变化。
３．统计学处理：应用 ＳＰＳＳ２３．０软件进行统计分

析，符合正态分布的计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，组间比较
采用ｔ检验。采用 Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析评估两个变量之
间的相关性，以Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。采用
ＧｒａｐｈＰａｄ８．０软件绘图。

结　　果

１．Ｔ２ＤＭ组与ＮＣ组临床资料比较：Ｔ２ＤＭ组与ＮＣ
组年龄、性别、血压比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
Ｔ２ＤＭ组患者的 ＢＭＩ、腰围、ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＦＰＧ、ＦＩｎｓ、
ＨＯＭＡＩＲ、ＴＣ、ＴＧ、ＬＤＬＣ、ＳＣｒ、ＢＵＮ均明显高于 ＮＣ
组，ＨＤＬＣ明显低于ＮＣ组（Ｐ＜０．０５）。见表１。
　　２．Ｔ２ＤＭ组与 ＮＣ组 ｍｉＲ１９９ａ含量比较：Ｔ２ＤＭ
组血浆 ｍｉＲ１９９ａ３ｐ、ｍｉＲ１９９ｂ５ｐ和 ｍｉＲ１９９ｂ３ｐ含
量均明显低于ＮＣ组（Ｐ＜０．０５），两组 ｍｉＲ１９９ａ５ｐ含
量比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），见表２。在不同
程度Ｔ２ＤＭ患者中，重度 Ｔ２ＤＭ组 ｍｉＲ１９９ａ３ｐ含量
（６．１１±０．８２）明显低于轻、中度Ｔ２ＤＭ组（２．７９±０．４６、
４．６２±０．５９，Ｐ＜０．０５）。
　　３．Ｔ２ＤＭ患者ｍｉＲ１９９ａ３ｐ含量与血糖、生化指标
的相关分析：Ｔ２ＤＭ组血浆 ｍｉＲ１９９ａ３ｐ含量与 ＢＭＩ
（ｒ＝－０．５４２，Ｐ＝０．０１１）、腰围（ｒ＝－０．８１３，Ｐ＝０．０３２）、
ＦＩｎｓ（ｒ＝－０．５４２，Ｐ＜０．００１）、ＦＰＧ（ｒ＝－０．７０５，Ｐ＜０．００１）
和ＨＯＭＡＩＲ（ｒ＝－０．５７７，Ｐ＜０．００１）呈明显负相关，
与血脂、肝肾功能无显著相关性（Ｐ＞０．０５）。
　　４．Ｔ２ＤＭ组与ＮＣ组血浆炎症因子和脂肪因子比
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表１　Ｔ２ＤＭ组与ＮＣ组临床资料比较（珋ｘ±ｓ）

组别 例数
年龄

（岁）

男／女
（例数）

ＢＭＩ
（ｋｇ／ｍ２）

收缩压

（ｍｍＨｇ）
舒张压

（ｍｍＨｇ）
腰围

（ｃｍ）
ＡＬＴ
（Ｕ／Ｌ）

ＡＳＴ
（Ｕ／Ｌ）

ＳＣｒ
（ｍｍｏｌ／Ｌ）

ＮＣ组 １４６ ３２．３±５．４ １１８／２８ ２３．１±０．７ １２１．７±３．４ ７８．５±２．９ ８５．９±１．３ ２３．９±３．８ ２３．５±３．６ ３５．４±４．９
Ｔ２ＤＭ组 １３１ ２８．３±８．６ １０１／３０ ２５．１±２．４ １２８．３±４．２ ７８．２±３．８ ９０．９±４．５ ６６．１±２．９ ５７．８±１．５ ７８．９±１１．６
Ｐ值 ０．６８８ ０．５８６ ０．５１２ ０．４２５ ０．９２０ ０．０６５ ０．００２ ０．００２ ０．００５８

组别 例数
ＢＵＮ

（ｍｍｏｌ／Ｌ）
ＦＩｎｓ
（ｎｇ／ｍｌ）

ＦＰＧ
（ｍｍｏｌ／Ｌ） ＨＯＭＡＩＲ ＴＧ

（ｍｍｏｌ／Ｌ）
ＴＣ

（ｍｍｏｌ／Ｌ）
ＨＤＬＣ
（ｍｍｏｌ／Ｌ）

ＬＤＬＣ
（ｍｍｏｌ／Ｌ）

ＮＣ组 １４６ ２．３±０．７ １．１±０．２ ５．５±０．８ １．７±０．２ ４．９±０．１ １．７±０．１ ３．０±１．２ １．０±０．１
Ｔ２ＤＭ组 １３１ ４．７±１．０ ５．７±１．２ ９．３±２．４ ５．３±１．９ ６．７±１．４ ７．３±２．３ １．１±０．５ ６．９±０．８
Ｐ值 ０．０３５ ０．００５ ０．００２ ０．０２７ ０．０２５ ０．００２ ０．００６ ０．０１０

表２　Ｔ２ＤＭ组与ＮＣ组ｍｉＲ１９９ａ和ｍｉＲ１９９ｂ含量比较

组别 例数 ｈｓａｍｉＲ１９９ａ５ｐ ｈｓａｍｉＲ１９９ａ３ｐ ｈｓａｍｉＲ１９９ｂ５ｐ ｈｓａｍｉＲ１９９ｂ３ｐ

ＮＣ组 １４６ １．００±０．００ １．００±０．００ １．００±０．００ １．００±０．００
Ｔ２ＤＭ组 １３１ １．１８±０．１６ ４．１５±０．１３ １．６２±０．２２ １．７７±０．２９
Ｐ值 ０．９５６ ０．０１５ ０．０４２ ０．０３８

表３　Ｔ２ＤＭ组与ＮＣ组血浆炎症因子和脂肪因子水平比较（珋ｘ±ｓ）

组别 例数 ＴＮＦα（ｐｇ／ｍｌ） ＩＬ６（ｐｇ／ｍｌ） ＭＣＰ１（ｐｇ／ｍｌ） 瘦素（ｎｇ／ｍｌ） 脂联素（ｍｇ／ｍｌ） 内脂素（ｎｇ／ｍｌ） 抵抗素（ｎｇ／ｍｌ）

ＮＣ组 １４６ ３９．５±８．２ ５．４±０．９ ２０１．２±２１．１ ２４．６±６．４ １８．２６±３．２ ３．７±０．５ １９．２±２．４
Ｔ２ＤＭ组 １３１ ７２．８±１１．３ １８．５±０．７ ５８２．５±３２．９ ４４．４±７．１ １２．３２±２．１ ７．５±０．８ ２２．５±３．５
Ｐ值 ０．００６ ０．０１７ ０．００９ ０．０１８ ０．０１７ ０．０１８ ０．２４１

较：Ｔ２ＤＭ组血浆炎症因子ＴＮＦα、ＩＬ６、ＭＣＰ１及脂肪
因子瘦素、内脂素、抵抗素水平均明显高于 ＮＣ组，脂
联素水平明显低于ＮＣ组（Ｐ＜０．０５）。见表３。
　　５．Ｔ２ＤＭ患者 ｍｉＲ１９９ａ３ｐ含量与脂肪因子和炎
症因子的相关分析：Ｔ２ＤＭ组血浆ｍｉＲ１９９ａ３ｐ含量与
ＴＮＦα（ｒ＝－０．５４２，Ｐ＝０．００１）及 ＩＬ６（ｒ＝－０．３８２，
Ｐ＜０．００１）呈负相关，与 ＭＣＰ１、瘦素、脂联素、内脂素
和抵抗素无明显相关性（Ｐ＞０．０５）。
　　６．ｍｉＲ１９９ａ３ｐ对脂肪细胞分化的影响：高糖组
ｍｉＲ１９９ａ３ｐ含量高于对照组（２．６５±０．０３比１．００±０．００，
Ｐ＝０．０１３），分化的脂肪细胞内ｍｉＲ１９９ａ３ｐ含量明显高
于３Ｔ３Ｌ１细胞（３．３２±０．１１比１．００±０．００，Ｐ＝０．００１）。
高糖组ＴＮＦα和ＩＬ６的含量明显高于对照组（分别为
４２．４５±８．０６比２４．６０±４．２１、６２．２５±８．１３比２９．５０±３．５２，
Ｐ＜０．０５），分化的脂肪细胞ＴＮＦα和ＩＬ６含量明显高
于３Ｔ３Ｌ１细胞（分别为４３．７５±８．１８比２７．６０±４．１５、
５２．６±８．０３比２３．９．６０±４．１９，Ｐ＜０．０５）。ＯＲＯ染色
结果显示，高糖组较对照组油脂滴明显增多，ｍｉｍｉｃｓ组
油脂滴数量明显低于阴性对照类似物组，见图１。
　　７．ｍｉＲ１９９ａ３ｐ对 ＩＧＦ／ＩＲＳ１／ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通
路的影响：高糖组 ＩＲＳ１、ｐＰ８５、ｐＡＫＴ、ｐＧＳＫ３ｂ和
Ｇｌｕｔ４蛋白表达均明显高于低糖组（Ｐ＜０．０５），高糖
＋抗ｍｉＲ１９９ａ３ｐ组与高糖组上述指标比较差异无统
计学意义（Ｐ＞０．０５）。见图２。
　　８．ｍｉＲ１９９ａ３ｐ对 ＳＴＡＴ３、ＳＩＲＴ１、ＰＰＡＲγ及

ＡＭＰＫ／ｍＴＯＲ信号通路的影响：高糖组 ｐＳＴＡＴ３、ｐ
ＡＭＰＫ、ｐｍＴＯＲ、ＳＩＲＴ１和ＰＰＡＲγ蛋白表达均明显高
于对照组（Ｐ＜０．０５）。高糖 ＋抗 ｍｉＲ１９９ａ３ｐ组 ｐ
ＡＭＰＫ、ｐｍＴＯＲ、ＳＩＲＴ１和ＰＰＡＲγ均明显低于高糖组
（Ｐ＜０．０５），而两组 ｐＳＴＡＴ３比较差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５），见图３。

讨　　论

临床研究结果显示，正常体重人群和肥胖患者的

ＷＡＴ结构和功能存在显著差异，肥胖患者白色脂肪细
胞常表现为脂肪细胞肥大、异位脂肪堆积和炎症反

应［２］。白色脂肪细胞功能障碍是肥胖相关代谢并发

症ＩＲ和Ｔ２ＤＭ的决定因素；同时，脂肪组织重塑、脂肪
细胞分化与再生是白色脂肪细胞功能障碍的重要调控

过程之一［２］。ｍｉＲ１９９ａ３ｐ参与调控 Ｔ２ＤＭ发生发展
中的多个方面，包括自由脂肪酸、ＩＬ６等分泌［１６１７］。

然而，其在脂肪细胞再生中的作用尚未阐明。

　　本研究证实，ｍｉＲ１９９的 ２个亚型（ｍｉＲ１９９ａ和
ｍｉＲ１９９ｂ）、４个成熟体（ｍｉＲ１９９ａ３ｐ、ｍｉＲ１９９ａ５ｐ、
ｍｉＲ１９９ｂ３ｐ和 ｍｉＲ１９９ｂ５ｐ）在不同严重程度 Ｔ２ＤＭ
患者外周血中含量不同，其中 ｍｉＲ１９９ａ３ｐ差异表达
最为明显，且其随 Ｔ２ＤＭ严重程度增加而逐渐降低。
与早期研究结果一致［１７］；同时，其含量与 Ｔ２ＤＭ患者
的ＢＭＩ、腰围、ＦＩｎｓ、ＦＰＧ及 ＨＯＭＡＩＲ呈显著负相关，
表明ｍｉＲ１９９ａ３ｐ具有调控肥胖、糖代谢和ＩＲ的潜在
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图１　ＯＲＯ染色检测ｍｉＲ１９９ａ３ｐ对３Ｔ３Ｌ１脂肪细胞油脂滴形成的影响（Ａ：对照组；Ｂ：对照组＋ｍｉｍｉｃｓ；Ｃ：高糖组＋阴性对照类似物；

Ｄ：高糖组＋ｍｉｍｉｃｓ）　图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｍｉＲ１９９ａ３ｐ对３Ｔ３Ｌ１细胞ＩＧＦ／ＩＲＳ１／ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路的影响　图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

检测ｍｉＲ１９９ａ３ｐ对３Ｔ３Ｌ１细胞ＳＴＡＴ３、ＳＩＲＴ１、ＰＰＡＲγ及ＡＭＰＫ／ｍＴＯＲ信号通路的影响

作用。其次，本研究分析了其与炎症因子和代谢因子

之间的联系，发现 ｍｉＲ１９９ａ３ｐ与 ＩＬ６和 ＴＮＦα含量
呈显著负相关，表明其对脂肪因子和炎症因子具有潜

在的调节作用［１４］。因而，本研究采用高糖诱导的白色

脂肪细胞炎症和脂肪再生模型，探究 ｍｉＲ１９９ａ３ｐ对
炎症和脂肪细胞分化的影响，结果显示，高糖诱导和经

典分化的３Ｔ３Ｌ１白色脂肪细胞的 ｍｉＲ１９９ａ３ｐ显著
降低，ＩＬ６和 ＴＮＦα含量均显著增加［１６１７］。同时，

ｍｉＲ１９９ａ３ｐ上调显著抑制高糖诱导的３Ｔ３Ｌ１白色脂
肪细胞油脂增加，表明 ｍｉＲ１９９ａ３ｐ具有抑制脂肪
再生的作用。ＩＧＦ１／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ和 ＩＲＳ１／ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ
是ＩＲ调节的重要信号通路，且文献报道 ｍｉＲ１９９ａ３ｐ
可调节癌细胞中该通路的激活［１４，２０］。本研究结果

显示，ｍｉＲ１９９ａ３ｐ并不影响 ＩＲＳ１／ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路、
糖转运体 Ｇｌｕｔ４、ＩＧＦ和 ＧＳＫ３ｂ蛋白表达，提示其与
ＩＧＦ１／ＧＳＫ３ｂ依赖性促炎反应和糖转运无关。因此
本研究分析 ＳＴＡＴ３、ＰＰＡＲγ、ＡＭＰＫ／ｍＴＯＲ和 ＳＩＲＴ１
蛋白的表达，证实 ｍｉＲ１９９ａ３ｐ通过影响 ＰＰＡＲγ、
ＳＩＲＴ１及调节 ＡＭＰＫ／ｍＴＯＲ信号通路参与脂肪细胞
分化，且调控ＩＬ６和ＴＮＦα的释放［１７，２１］。

综上所述，Ｔ２ＤＭ 患者的外周血中低表达的
ｍｉＲ１９９ａ３ｐ与血糖、ＩＲ和脂肪因子和炎症因子呈显
著负相关，其机制可能是通过调控 ＡＭＰＫ／ｍＴＯＲ及
ＳＩＲＴ１和ＰＰＡＲγ蛋白表达，影响 ＩＬ６和 ＴＮＦα炎症
因子释放，参与白色脂肪炎症和脂肪细胞分化再生。
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