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　　［摘要］　目的　探讨 ｍｉＲ１８６５ｐ通过细胞分裂周期相关因子 ３（ｃｅｌｌｄｉｖｉｓｉｏｎｃｙｃｌｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄ３
ｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＤＣＡ３）调控高脂高糖诱导的胰岛 β细胞增殖和凋亡的作用及机制。方法　以胰岛 β细胞
ＮＩＴ１为对象，利用高脂高糖诱导损伤，ＣＣＫ８法检测细胞增殖，流式细胞术评估细胞凋亡，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
分析细胞核相关抗原Ｋｉ６７（Ｋｉ６７）、增殖细胞核抗原（ＰＣＮＡ）、Ｂ细胞淋巴瘤／白血病２（Ｂｃｌ２）和 Ｂｃｌ２
相关Ｘ蛋白（Ｂａｘ）蛋白表达，实时定量 ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）测定 ｍｉＲ１８６５ｐ、ＣＤＣＡ３ｍＲＮＡ表达。生物信
息学预测和双荧光素酶活性检测ｍｉＲ１８６５ｐ与ＣＤＣＡ３的靶向关系。在ＮＩＴ１细胞中转染 ｍｉＲ１８６５ｐ
或ｓｉＣＤＣＡ３，并进行高脂高糖处理，观察其对细胞增殖、凋亡的影响。结果　高脂高糖明显降低 ＮＩＴ１
细胞的细胞活力，Ｋｉ６７、ＰＣＮＡ、Ｂｃｌ２蛋白表达，以及 ｍｉＲ１８６５ｐ表达，同时显著提高细胞的凋亡率和
Ｂａｘ蛋白表达，以及ＣＤＣＡ３ｍＲＮＡ和蛋白表达（Ｐ＜０．０５）。ｍｉＲ１８６５ｐ靶向负调控基因 ＣＤＣＡ３。过表
达ｍｉＲ１８６５ｐ或敲减ＣＤＣＡ３明显增加高脂高糖损伤的ＮＩＴ１细胞的细胞活力及Ｋｉ６７、ＰＣＮＡ、Ｂｃｌ２蛋
白表达，显著降低高脂高糖损伤的ＮＩＴ１细胞的凋亡率和 Ｂａｘ蛋白表达（Ｐ＜０．０５）。结论　ｍｉＲ１８６５ｐ
通过靶向负性调控ＣＤＣＡ３基因表达，促进高脂高糖诱导的胰岛 β细胞的增殖，抑制细胞凋亡，从而保
护高脂高糖诱导的胰岛β细胞损伤。
　　［关键词］　 ｍｉＲ１８６５ｐ；细胞分裂周期相关因子３；高脂；高糖；胰岛β细胞；细胞增殖；细胞凋亡
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　　糖尿病是一种慢性疾病，在全球范围内影响超过
４．１５亿人，估计到２０４０年将影响约６．４２亿人［１］。尽

管在临床治疗和科学研究中已经取得了重大进展，但

对糖尿病的机制仍知之甚少。胰岛 β细胞功能障碍
已被发现在糖尿病的发生和发展中起重要作用［２］。

新兴的证据强调了微小 ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）在
β细胞功能中的关键作用，包括凋亡，胰岛素分泌
等［３］。ｍｉＲＮＡ是进化上保守的单链非编码 ＲＮＡ，由
１８～２４个核苷酸组成。它们通过靶向靶基因的 ３′非
翻译区（３′ＵＴＲ）参与转录后调控［４］。研究显示ｍｉＲＮＡ
涉及各种生物学过程，包括细胞凋亡、分化、增殖、转移

和细胞代谢［５］。此外，一些 ｍｉＲＮＡ在 β细胞功能、胰
岛素基因表达和胰岛素分泌中发挥重要作用［６－７］。研

究表明：高糖导致的糖尿病心肌病患者血清中，ｍｉＲ
１８６５ｐ的表达较健康人心肌血清中的表达低［８］。但

是，ｍｉＲ１８６５ｐ与高脂高糖诱导的 β细胞损伤之间的
关系尚未探明。因此，本研究利用高脂高糖诱导胰岛

β细胞 ＮＩＴ１损伤，以期阐明 ｍｉＲ１８６５ｐ在细胞增殖
和凋亡中的生物学功能和对潜在靶标细胞分裂周期相

关因子 ３（ｃｅｌｌｄｉｖｉｓｉｏｎｃｙｃｌｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄ３ｐｒｏｔｅｉｎ，
ＣＤＣＡ３）的靶向调控，并评估其在高脂高糖环境中的
作用。

１　材料与方法

１．１　材料
　　ＲｏｓｗｅｌｌＰａｒｋＭｅｍｏｒｉａｌＩｎｓｔｉｔｕｔｅ（ＲＰＭＩ）１６４０培养
基购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司，棕榈酸购自美国 Ｓｉｇｍａ公司，
ＣＣＫ８购自日本Ｄｏｊｉｎｄｏ公司，ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ细胞凋
亡试剂盒购自南京凯基公司，ＢＣＡ蛋白质检测试剂盒
购自美国Ｐｉｅｒｃｅ公司，双荧光素酶报告系统购自美国
Ｐｒｏｍｅｇａ公司，ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴＭａｓｔｅｒＭｉｘ试剂盒、
ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＩＩ试剂盒购自日本 Ｔａｋａｒａ公司，
抗细胞核相关抗原 ｋｉ６７（ｎｕｃｌｅａｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄａｎｔｉｇｅｎ
ｋｉ６７，ｋｉ６７）、增殖细胞核抗原（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇｃｅｌｌｎｕｃｌｅａｒ
ａｎｔｉｇｅｎ，ＰＣＮＡ）、Ｂ细胞淋巴瘤／白血病２（Ｂｃｅｌｌｌｙｍ
ｐｈｏｍａ／ｌｅｗｋｍｉａ２，Ｂｃｌ２）、Ｂｃｌ２相关 Ｘ蛋白（Ｂａｘ）、
ＣＤＣＡ３、ＧＡＰＤＨ抗体、辣根过氧化物酶标记的二抗购
自美国ＣＳＴ公司。
　　胰岛β细胞 ＮＩＴ１购自美国典型培养物保藏中

心，在１０％胎牛血清、１００Ｕ／ｍＬ青霉素、１００μｇ／ｍＬ链
霉素的ＲＰＭＩ１６４０培养基中培养。选取对数生长期
的细胞ＮＩＴ１进行后续实验。
１．２　方法
１．２．１　细胞分组与转染　　将ＮＩＴ１细胞分为ＬＧ组
（５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖处理４８ｈ），ＨＧ组（０．２５ｍｍｏｌ／Ｌ棕
榈酸和２５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖处理 ４８ｈ［９］），ＨＧ＋ｍｉＲＮＣ
组（转染 ｍｉＲＮＣ和高脂高糖处理），ＨＧ＋ｍｉＲ１８６５ｐ
组（转染 ｍｉＲ１８６５ｐ和高脂高糖处理），ＨＧ＋ａｎｔｉＮＣ
组（转染ａｎｔｉＮＣ和高脂高糖处理），ＨＧ＋ａｎｔｉｍｉＲ１８６
５ｐ组（转染ａｎｔｉｍｉＲ１８６５ｐ和高脂高糖处理），ＨＧ＋ｓｉ
ＮＣ组（转染 ｓｉＮＣ和高脂高糖处理），ＨＧ＋ｓｉＣＤＣＡ３
组（转染ｓｉＣＤＣＡ３和高脂高糖处理），ＨＧ＋ｍｉＲ１８６５ｐ＋
ｐｃＤＮＡＮＣ组（共转染 ｍｉＲ１８６５ｐ与 ｐｃＤＮＡＮＣ和高
脂高糖处理），ＨＧ＋ｍｉＲ１８６５ｐ＋ＣＤＣＡ３组（共转染
ｍｉＲ１８６５ｐ与 ｐｃＤＮＡＣＤＣＡ３和高脂高糖处理）。转
染时，ＮＩＴ１细胞以 １×１０５个／ｍＬ的密度接种于 ６孔
板，当细胞达到 ５０％～７０％汇合时，根据制造商的说
明，将 ｍｉＲ１８６５ｐ、ｍｉＲＮＣ、ａｎｔｉｍｉＲ１８６５ｐ、ａｎｔｉＮＣ、
ｓｉＣＤＣＡ３、ｓｉＮＣ、ｐｃＤＮＡＣＤＣＡ３、ｐｃＤＮＡＮＣ（购自广
州锐博生物公司）通过 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００进行转染，
转染５ｈ后，进行高脂高糖处理４８ｈ。
１．２．２　ＣＣＫ８法检测细胞增殖　　将待测 ＮＩＴ１细
胞（每孔１×１０４）接种到９６孔板中，培养４８ｈ后，将细
胞用ＣＣＫ８溶液处理，并在３７℃下孵育２ｈ。用酶标
仪测定４５０ｎｍ处的光密度值Ｄ（４５０），表示细胞活力。
１．２．３　流式细胞术评估细胞凋亡　　根据 Ａｎｎｅｘｉｎ
ＶＦＩＴＣ细胞凋亡试剂盒的步骤，细胞转染后，将５μＬ
ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和５μＬＰＩ添加到１×１０５个细胞ＮＩＴ１
中，并在黑暗中于室温孵育１５ｍｉｎ。通过流式细胞仪
分析细胞凋亡。

１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析 Ｋｉ６７、ＰＣＮＡ、Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、
ＣＤＣＡ３蛋白表达　　在ＲＩＰＡ缓冲液中裂解待测的细
胞ＮＩＴ１，并将其转移至１．５ｍＬ管中，在 ４℃下离心
５ｍｉｎ。使用ＢＣＡ蛋白质检测试剂盒确定每个样品的
蛋白浓度。取等量的蛋白进行１２％ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电
泳，然后从凝胶转移到硝酸纤维素膜上。在室温下将

膜置于封闭缓冲液中９０ｍｉｎ，与抗Ｋｉ６７、ＰＣＮＡ、Ｂｃｌ２、
Ｂａｘ、ＣＤＣＡ３或ＧＡＰＤＨ的一抗（１∶１０００稀释）在４℃
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孵育过夜。在 ＴｒｉｓＨＣｌＴｗｅｅｎ缓冲盐溶液（ＴＢＳＴ）中
洗涤膜 ８ｍｉｎ，然后与辣根过氧化物酶标记的二抗
（１∶３０００稀释）在室温下孵育１ｈ。将膜与 ＥＣＬ印迹
底物孵育，ＱｕａｎｔｕｍＯｎｅ软件分析蛋白条带，条带与对
照 ＧＡＰＤＨ的比值即为 Ｋｉ６７、ＰＣＮＡ、Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、
ＣＤＣＡ３蛋白的表达量。
１．２．５　实时定量 ＰＣＲ（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ，
ｑＲＴＰＣＲ）测定 ｍｉＲ１８６５ｐ、ＣＤＣＡ３ｍＲＮＡ表达　　
使用ＴＲＩｚｏｌ试剂从细胞中提取总 ＲＮＡ，并通过 Ｎａｎｏ
Ｄｒｏｐ２０００分光光度计进行定量。提取的ＲＮＡ样品通
过 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴＭａｓｔｅｒＭｉｘ试剂盒进行逆转录。
ｑＲＴＰＣＲ通过 ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑⅡ试剂盒在实时
ＰＣＲ系统上进行。Ｕ６和 ＧＡＰＤＨ分别用作 ｍｉＲＮＡ和
ｍＲＮＡ的内参照，２－ΔΔＣｔ法分析 ｍｉＲ１８６５ｐ、ＣＤＣＡ３
ｍＲＮＡ表达。引物序列，ｍｉＲ１８６５ｐ：５′ＴＣＡＡＡＧＡＡ
ＴＴＣＴＣＣＴＴＴＴＧＧＧＣＴ３′（Ｆ），５′ＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴ
ＧＣＧＴＧＴＣＡＴ３′（Ｒ）；Ｕ６：５′ＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡＴＡＴ
ＡＣ３′（Ｆ），５′ＡＡＡＡＴＡＴＧＧＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡ３′（Ｒ）；
ＣＤＣＡ３：５′ＧＧＡＣＣＣＴＧＡＧＡＣＴＣＣＣＡＧＡＴ３′（Ｆ），５′ＧＣ
ＣＧＣＴＴＡＣＣＣＴＧＴＣＧＴＡＧ３′（Ｒ）；ＧＡＰＤＨ：５′ＧＣＡＣＣＧＴ
ＣＡＡＧＧＣＴＧＡＧＡＡＣ３′（Ｆ），５′ＧＧＡＴＣＴＣＧＣＴＣＣＴＧ
ＧＡＡＧＡＴＧ３′（Ｒ）。
１．２．６　生物信息学预测和双荧光素酶活性检测 ｍｉＲ
１８６５ｐ与 ＣＤＣＡ３的靶向关系　　Ｓｔａｒｂａｓｅ网站
（ｈｔｔｐ：／／ｓｔａｒｂａｓｅ．ｓｙｓｕ．ｅｄｕ．ｃｎ／）预测出 ｍｉＲ１８６５ｐ与

ＣＤＣＡ３的３′ＵＴＲ存在靶向结合序列。扩增出具有
ｍｉＲ１８６５ｐ结合位点的 ＣＤＣＡ３野生型（ＷＴ）或突变
型（ＭＵＴ）的 ３′ＵＴＲ，并将其克隆到 ｐＧＬ３载体中，以
生成质粒ＣＤＣＡ３（ＷＴ）或ＣＤＣＡ３（ＭＵＴ）。使用ＮＩＴ１
细胞进行荧光素酶报告的测定，并采用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
２０００试剂转染 ｍｉＲ１８６５ｐ或 ｍｉＲｃｏｎ和 ＣＤＣＡ３
（ＷＴ）或ＣＤＣＡ３（ＭＵＴ）质粒。按照制造商的规程，使
用双荧光素酶系统分析荧光素酶活性。

１．３　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ２２．０统计软件，结果表示以 珋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，组间多重比较采用 ＳＮＫｑ检验。Ｐ＜
０．０５表示差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　高脂高糖对ＮＩＴ１细胞增殖及凋亡的影响
　　与ＬＧ组比较，ＨＧ组 ＮＩＴ１细胞的细胞活力明显
降低，Ｋｉ６７、ＰＣＮＡ蛋白表达量显著减少，细胞的凋亡
率明显增加，Ｂｃｌ２蛋白水平显著降低，Ｂａｘ蛋白水平
明显提高（Ｐ＜０．０５，图１）。
２．２　ｍｉＲ１８６５ｐ和ＣＤＣＡ３在高脂高糖诱导的 ＮＩＴ１

细胞中的表达

　　与ＬＧ组比较，ＨＧ组ＮＩＴ１细胞中ｍｉＲ１８６５ｐ表
达量明显减少，ＣＤＣＡ３ｍＲＮＡ表达量和 ＣＤＣＡ３蛋白
表达量显著增加（Ｐ＜０．０５，图２）。
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图１　高脂高糖对ＮＩＴ１细胞增殖及凋亡的影响
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２．３　ｍｉＲ１８６５ｐ靶向负调控基因ＣＤＣＡ３
　　ＣＤＣＡ３的序列中含有与 ｍｉＲ１８６５ｐ互补的核苷
酸序列，研究结果（图 ３）显示：与 ｍｉＲＮＣ组比较，
ｍｉＲ１８６５ｐ组ＣＤＣＡ３（ＷＴ）细胞的荧光素酶活性明显
降低（Ｐ＜０．０５），ＣＤＣＡ３（ＭＵＴ）细胞的荧光素酶活性
无显著变化（Ｐ＞０．０５）；与 ＨＧ＋ｍｉＲＮＣ组比较，ＨＧ＋

ｍｉＲ１８６５ｐ组 ＮＩＴ１细胞的 ｍｉＲ１８６５ｐ表达量明显
增加，ＣＤＣＡ３ｍＲＮＡ表达和 ＣＤＣＡ３蛋白表达显著减
少（Ｐ＜０．０５）。与 ＨＧ＋ａｎｔｉＮＣ组比较，ＨＧ＋ａｎｔｉｍｉＲ
１８６５ｐ组 ＮＩＴ１细胞内 ｍｉＲ１８６５ｐ表达明显降低，
ＣＤＣＡ３ｍＲＮＡ表达和ＣＤＣＡ３蛋白表达显著提高（Ｐ＜
０．０５）。
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图２　ｍｉＲ１８６５ｐ和ＣＤＣＡ３在高脂高糖诱导的ＮＩＴ１细胞中的表达
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ＣＤＣＡ３的靶向关系　ａ：Ｐ＜０．０５，与ｍｉＲＮＣ组比较；Ｃ：ｑＲＴＰＣＲ检测ｍｉＲ１８６５ｐ表达量　１：ＨＧ组；２：ＨＧ＋ｍｉＲ
ＮＣ组；３：ＨＧ＋ｍｉＲ１８６５ｐ组；４：ＨＧ＋ａｎｔｉｍｉＲＮＣ组；５：ＨＧ＋ａｎｔｉｍｉＲ１８６５ｐ组；Ｄ：ｑＲＴＰＣＲ检测 ＣＤＣＡ３ｍＲＮＡ
表达　１：ＨＧ组；２：ＨＧ＋ｍｉＲＮＣ组；３：ＨＧ＋ｍｉＲ１８６５ｐ组；４：ＨＧ＋ａｎｔｉｍｉＲＮＣ组；５：ＨＧ＋ａｎｔｉｍｉＲ１８６５ｐ组；
Ｅ、Ｆ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＣＤＣＡ３蛋白的表达　１：ＨＧ组；２：ＨＧ＋ｍｉＲＮＣ组；３：ＨＧ＋ｍｉＲ１８６５ｐ组；４：ＨＧ＋ａｎｔｉｍｉＲＮＣ
组；５：ＨＧ＋ａｎｔｉｍｉＲ１８６５ｐ组　ａ：Ｐ＜０．０５，与ＨＧ＋ｍｉＲＮＣ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＨＧ＋ａｎｔｉｍｉＲＮＣ组比较

图３　ｍｉＲ１８６５ｐ靶向负调控基因ＣＤＣＡ３
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２．４　过表达ｍｉＲ１８６５ｐ对高脂高糖诱导的 ＮＩＴ１细
胞增殖和凋亡的影响

　　与ＨＧ＋ｍｉＲＮＣ组比较，ＨＧ＋ｍｉＲ１８６５ｐ组 ＮＩＴ１
细胞ｍｉＲ１８６５ｐ表达量、细胞活力、Ｋｉ６７、ＰＣＮＡ蛋白
表达量明显增加，细胞凋亡率显著减少，Ｂｃｌ２蛋白水平
明显提高，Ｂａｘ蛋白水平显著降低（Ｐ＜０．０５，图４）。
２．５　敲减ＣＤＣＡ３对高脂高糖诱导的ＮＩＴ１细胞增殖

和凋亡的影响

　　与 ＨＧ＋ｓｉＮＣ组比较，ＨＧ＋ｓｉＣＤＣＡ３组 ＮＩＴ１细
胞中ＣＤＣＡ３ｍＲＮＡ表达量和ＣＤＣＡ３蛋白表达显著降
低，细胞活力和Ｋｉ６７、ＰＣＮＡ蛋白表达明显升高，并且
细胞的凋亡率显著减少，Ｂｃｌ２蛋白表达明显增加，Ｂａｘ
蛋白表达量显著减少（Ｐ＜０．０５，图５）。
２．６　过表达 ＣＤＣＡ３逆转过表达 ｍｉＲ１８６５ｐ对高脂

高糖诱导的ＮＩＴ１细胞增殖和凋亡的影响
　　与 ＨＧ＋ｍｉＲ１８６５ｐ＋ｐｃＤＮＡＮＣ组比较，ＨＧ＋
ｍｉＲ１８６５ｐ＋ＣＤＣＡ３组ＮＩＴ１细胞中ＣＤＣＡ３ｍＲＮＡ和
ＣＤＣＡ３蛋白表达明显增加，细胞活力和 Ｋｉ６７、ＰＣＮＡ
蛋白表达显著升高，细胞的凋亡率明显增加，Ｂｃｌ２蛋白
水平显著降低，Ｂａｘ蛋白水平明显提高（Ｐ＜０．０５，图６）。

３　讨论

　　糖尿病已被确定为世界上威胁最大的疾病，其特
征是高血糖。糖尿病不仅会产生严重的健康问题，而

且会带来沉重的社会经济负担。β细胞功能障碍和 β
细胞身份丧失会导致胰岛素分泌不足，诱发糖尿

病［１０］。先前的研究表明，某些转录因子的异常表达与

β细胞损伤有关［１１］。然而，β细胞损伤的确切机制仍
需要进一步探索。本研究采用高脂高糖诱导胰岛 β
细胞ＮＩＴ１损伤，结果显示：高脂高糖处理后，ＮＩＴ１细
胞的细胞活力、增殖相关蛋白 Ｋｉ６７、ＰＣＮＡ和抗凋亡
蛋白Ｂｃｌ２表达明显降低，而细胞的凋亡率和促凋亡
蛋白Ｂａｘ水平则显著提高，与既往研究［１２］相符。同时

高脂高糖还能引起 ＮＩＴ１细胞中 ｍｉＲ１８６５ｐ表达减
少及 ＣＤＣＡ３ｍＲＮＡ表达、蛋白表达增加，提示 ｍｉＲ
１８６５ｐ和ＣＤＣＡ３参与高脂高糖损伤胰岛β细胞 ＮＩＴ
１过程，研究结果有助于糖尿病的发病机制和进展的
分子机制的深入了解，也为糖尿病新的和更有效的治

疗方法的开发提供了有前景的治疗选择。
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图６　过表达ＣＤＣＡ３逆转过表达ｍｉＲ１８６５ｐ对高脂高糖诱导的ＮＩＴ１细胞增殖和凋亡的影响

５３９１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（１９）



　　ｍｉＲ１８６５ｐ在许多人类癌症中被认为是一种肿
瘤抑制因子，在肿瘤细胞增殖、凋亡、分化和迁移中发

挥关键调节剂作用［１３－１５］。例如，ｍｉＲ１８６５ｐ通过靶向
叉头框蛋白Ｋ１（ｆｏｒｋｈｅａｄｂｏｘｋ１，ＦＯＸＫ１）来减少骨肉
瘤体外细胞增殖和体内肿瘤生长［１６］。ｍｉＲ１８６５ｐ通
过下调Ｅｇ５抑制神经母细胞瘤细胞增殖，并促进细胞
凋亡［１７］。在糖尿病方面，也有研究显示：高糖刺激心

肌细胞的糖尿病心肌病模型中，ｍｉＲ１８６５ｐ被下调，
ｍｉＲ１８６５ｐ过表达通过调节心肌细胞中的 Ｔｏｌｌ样受
体３（ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ３，ＴＬＲ３）减弱了高糖诱导的细胞
凋亡［１８］。高糖处理的 ＡＣ１６心肌细胞中 ｍｉＲ１８６５ｐ
的水平显著降低，ｍｉＲ１８６５ｐ模拟物可显著改善高糖
诱导ＡＣ１６细胞活力降低和细胞凋亡率升高的作用，
而ｍｉＲ１８６５ｐ抑制剂可降低高糖处理的ＡＣ１６细胞的
生存力，并促进凋亡［１９］。但是，ｍｉＲ１８６５ｐ在高脂高
糖导致的胰腺 β细胞损伤中的意义尚未明确。本研
究确定了 ｍｉＲ１８６５ｐ的生物学功能，即过表达 ｍｉＲ
１８６５ｐ使高脂高糖损伤的 ＮＩＴ１细胞的细胞活力、Ｋｉ
６７、ＰＣＮＡ、Ｂｃｌ２蛋白表达量增加，并引起细胞的凋亡
率、Ｂａｘ蛋白表达量减少。这表明 ｍｉＲ１８６５ｐ可以作
为糖尿病的潜在生物标记。

　　ＣＤＣＡ３基因在非小细胞肺癌组织和细胞中显著
升高，高水平的 ＣＤＣＡ３与患者预后不良相关，ＣＤＣＡ３
表达的缺失显著降低了非小细胞肺癌细胞的增殖［２０］。

与癌旁非肿瘤组织相比，人胃癌组织中ＣＤＣＡ３表达增
加，ＣＤＣＡ３是促进胃癌细胞增殖的潜在预后标志
物［２１］。结直肠癌中 ＣＤＣＡ３的表达上调，ＣＤＣＡ３在体
外促进了癌细胞的增殖，而其下调则诱导细胞周期阻

滞和细胞凋亡［２２］。这些研究证明 ＣＤＣＡ３在肿瘤细胞
中具有促进肿瘤进展的效果，但是，尚不清楚 ＣＤＣＡ３
在糖尿病 β细胞功能中的作用。本研究中，敲减
ＣＤＣＡ３明显增强高脂高糖环境中的 ＮＩＴ１细胞的细
胞活力和Ｋｉ６７、ＰＣＮＡ、Ｂｃｌ２蛋白表达，显著减轻其凋
亡和Ｂａｘ蛋白表达，可以保护高脂高糖损伤的胰岛 β
细胞。为进一步揭示ｍｉＲ１８６５ｐ的可能机制，本研究
进行生物信息学分析以鉴定 ＣＤＣＡ３是否作为 ｍｉＲ
１８６５ｐ的潜在靶标，通过荧光素酶报告基因检测进一
步得以证实。同时，在高脂高糖诱导的 ＮＩＴ１细胞中，
上调ｍｉＲ１８６５ｐ显著抑制 ＣＤＣＡ３的表达，下调 ｍｉＲ
１８６５ｐ时则反之，ｍｉＲ１８６５ｐ对 ＣＤＣＡ３的表达显示
出负调控作用，这表明 ＣＤＣＡ３可作为 ｍｉＲ１８６５ｐ的
直接靶标。

　　综上所述，本研究阐明了ｍｉＲ１８６５ｐ在高脂高糖
损伤的胰岛 β细胞中的可能机制。ｍｉＲ１８６５ｐ可以
通过靶向 ＣＤＣＡ３促进高脂高糖环境诱导的胰岛 β细
胞ＮＩＴ１增殖，并抑制细胞凋亡，证明了其在临床治疗
中作为新型诊断生物标志物的潜在应用，为糖尿病的

治疗方法提供新的思路。
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