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长链非编码RNA DLX6-AS1与微小RNA-346
在糖尿病足72例血清中的表达及其临床意义
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摘要： 目的 探讨长链非编码RNA（lncRNA）DLX6-AS1与微小RNA（miR）-346在糖尿病足病人血清中的表达及其临床意

义。方法 收集 2017年 5月至 2018年 12月南阳市中心医院收治的 72例糖尿病足病人为糖尿病足组，选取同期该院收治的 60
例2型糖尿病无糖尿病足病人为糖尿病组，取同期于该院进行健康体检的健康志愿者55例作为对照组。实时荧光定量逆转录

聚合酶链反应（qRT-PCR）检测各组受检者血清中DLX6-AS1、miR-346的表达水平；采用酶联免疫吸附测定（ELISA）检测血管

细胞黏附分子-1（VCAM-1）、成纤维细胞生长因子2（FGF2）、肿瘤坏死因子-α（TNF-α）水平；采用电化学发光法检测血清中白细

胞介素-6（IL-6）水平；采用 Pearson相关性分析检验糖尿病足病人血清DLX6-AS1、miR-346的表达水平与炎性因子的相关性；

采用 logistic回归分析研究影响糖尿病足发生的相关因素。结果 糖尿病组、糖尿病足组病人VCAM-1、FGF2、TNF-α、IL-6水
平高于对照组（P<0.05），糖尿病组与糖尿病足组比较差异有统计学意义（P<0.05）；对照组DLX6-AS1的表达量是 1.01±0.13，低
于糖尿病组、糖尿病足组DLX6-AS1的表达量 2.16±0.25、3.20±1.03（P<0.05）；对照组miR-346的表达水平是 1.00±0.16，高于糖

尿病组、糖尿病足组miR-346的表达水平 0.73±0.11、0.41±0.08（P<0.05），糖尿病组与糖尿病足组相比差异有统计学意义（P<
0.05）；随着糖尿病足病人Wagner分级增加DLX6-AS1的表达水平显著升高（P<0.05），miR-346的表达水平显著降低（P<0.05）；

DLX6-AS1的表达与FGF2、TNF-α、IL-6呈正相关（P<0.05），而miR-346与之呈负相关（P<0.05）；DLX6-AS1与miR-346表达量是

影响糖尿病足发生的危险因素（P<0.05）。结论 糖尿病足病人血清中DLX6-AS1表达量升高，而miR-346表达量降低，二者可

能参与糖尿病足发生及发展过程，并可能作为临床诊断的分子标志物。
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Expression and clinical significance of the long noncoding RNA DLX6-AS1 and microR-346
in the serum of 72 cases of diabetic foot
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Abstract： Objective To investigate the expression and clinical significance of the long noncoding RNA DLX6-AS1 and microR-

346 in the serum of diabetic foot patients.Methods Seventy-two patients with diabetic foot admitted to Nanyang Central Hospital from
May 2017 to December 2018 were collected as the diabetic foot group, 60 patients with type 2 diabetes without diabetic foot who were
admitted to the hospital during the same period were selected as the diabetic group, and those admitted to the hospital during the same
period were selected as the diabetic foot group. Fifty-five healthy volunteers who underwent physical examination were used as the con‑
trol group. The expression levels of DLX6-AS1 and miR-346 in the serum of the subjects in each group were detected by real-time fluo‑
rescence quantitative reverse transcription polymerase chain reaction (qRT-PCR). Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was
used to detect the levels of vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1), fibroblast growth factor 2 (FGF2) and tumor necrosis factor-α
(TNF-α). Electrochemiluminescence was used to detect the level of interleukin-6 (IL-6) in serum. Pearson correlation analysis was used
to test the correlation between the expression levels of DLX6-AS1 and miR-346 and inflammatory factors in diabetic foot patients. Lo‑
gistic regression analysis was used to study the related factors affecting the occurrence of diabetic foot.Results The levels of VCAM-

1, FGF2, TNF-α, and IL-6 in the diabetes group and diabetic foot group were higher than those in the control group (P < 0.05), and the
difference between the diabetes group and the diabetic foot group was statistically significant (P < 0.05). The expression level of DLX6-

AS1 in the control group was 1.01±0.13, which was lower than that in the diabetes group and diabetic foot group by 2.16±0.25 and
3.20±1.03, respectively (P < 0.05). The expression level of miR-346 in the control group was 1.00±0.16, which was higher than that in
the diabetes group and the diabetic foot group by 0.73±0.11 and 0.41±0.08, respectively (P < 0.05), and the difference was significant
between the diabetes group and the diabetic foot group (P < 0.05). With the increase in Wagner grade of diabetic foot patients, the ex‑
pression level of DLX6-AS1 was significantly increased (P < 0.05), and the expression level of miR-346 was significantly decreased
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(P < 0.05). The expression of DLX6-AS1 was positively correlated with FGF2, TNF-α, and IL-6 (P < 0.05), while miR-346 was nega‑
tively correlated with it (P < 0.05). The expression levels of DLX6-AS1 and miR-346 were related to diabetes risk factors for foot devel‑
opment (P < 0.05).Conclusions The expression of DLX6-AS1 in the serum of diabetic foot patients was increased, while the expres‑
sion of miR-346 was decreased. Both may be involved in the occurrence and development of diabetic foot and may be used as molecular
markers for clinical diagnosis.
Key words： Diabetic foot; Diabetes mellitus, type 2; Long noncoding RNA DLX6-AS1; MicroR-346; Inflammatory factors

糖尿病足溃疡是糖尿病主要并发症之一，神经

与血管病变、感染等可促进糖尿病足溃疡的发生，

其中炎症反应与细菌感染是造成糖尿病足溃疡病

人截肢甚至死亡的重要原因［1-4］。但糖尿病足溃疡

细菌感染及其与血管病变的相关性尚未完全阐明。

长链非编码RNA（lncRNA）DLX6-AS1在糖尿病肾病

中呈高表达，而微小 RNA（miR）-346表达下调，

DLX6-AS1可能靶向调控miR-346表达从而参与糖

尿病肾病发生及发展过程［5］。研究表明miR-346在
高糖诱导的足细胞分化中发挥重要调控作用［6］。但

DLX6-AS1、miR-346在糖尿病足溃疡中的表达水平

尚未可知。本研究通过检测糖尿病足溃疡病人血

清中 DLX6-AS1、miR-346的表达水平，分析其与炎

性因子水平的相关性，初步探讨其临床意义。

1 资料与方法

1.1 一般资料 收集 2017年 5月至 2018年 12月南

阳市中心医院收治的 72例糖尿病足病人为糖尿病

足组，所有病人均符合糖尿病足的诊断标准［7］。糖

尿病足组病人年龄（65±6）岁，范围为 50~70岁；病程

（13.25±7.65）年；男 40例，女 32例。根据Wagner分
级标准［8］将糖尿病足病人分为 1级 14例、2级 14例、

3级 14例、4级 16例、5级 14例。选取同期该院收治

的 60例 2型糖尿病病人为糖尿病组，所有病人均符

合 2型糖尿病诊断标准［9］，且未达到糖尿病足的诊

断标准，其中男 35例，女 25例；年龄（66±6）岁，范围

为 52~71岁；病程（14.13±6.12）年。选取同期于该院

进行健康体检的健康志愿者 55例作为对照组，其中

男 28例，女 27例；年龄（67±7）岁，范围为 51~76岁。

各组研究对象年龄、性别比较差异无统计学意义（P
>0.05），具有可比性。纳入标准：糖尿病足病人为第

1次发生足部溃疡；糖尿病组与对照组受检者均无

足部溃疡；无心功能障碍者；无肝、肾功能不全者。

排除标准：外周血管病变病人；合并其他内分泌系

统疾病者；合并恶性肿瘤病人。本研究符合《世界

医学协会赫尔辛基宣言》相关要求，所有病人知情

且签署知情同意书。

1.2 方法

1.2.1 采集血液样本 所有研究对象均于入组次

日清晨抽取空腹静脉血 5 mL，4 ℃条件下经 3 000 r/

min离心 6 min，吸取血清，置于−20 ℃冰箱内保存

待测。

1.2.2 实时荧光定量逆转录聚合酶链反应（qRT-
PCR）检测细胞中 DLX6-AS1、miR-346的表达水

平 取冻存血清样本，采用 Trizol法提取血清中总

RNA。参照逆转录试剂盒将 RNA逆转录为互补

DNA（cDNA）。以 cDNA为模板进行 qRT-PCR反应，

反应条件：95 ℃ 5 min，95 ℃ 30 s，60 ℃ 30 s，72 ℃
30 s，共循环 40次。DLX6-AS1以 GAPDH为内参，

miR-346以U6为内参，采用 2−ΔΔCt法计算DLX6-AS1、
miR-346相对表达量。Trizol、逆转录与荧光定量

PCR试剂盒均购自美国Thermo Fisher公司。

1.2.3 酶联免疫吸附测定（ELISA）检测炎性因子水

平 采用ELISA检测血清炎性因子血管细胞黏附分

子-1（VCAM-1）、成纤维细胞生长因子 2（FGF2）、肿

瘤坏死因子-α（TNF-α）水平，检测试剂盒购自南京

建成生物工程研究所，严格按照试剂盒说明书进行

操作，Multiskan MK3酶标仪购自美国Thermo Fisher
公司。采用电化学发光法检测血清中白细胞介素-6
（IL-6）水平，Cobas e601电化学发光免疫分析仪及检

测试剂盒购自美国Roche公司，严格按照试剂盒说

明书进行操作。

1.2.4 观察指标 检测所有研究对象收缩压、舒张

压、空腹血糖、糖化血红蛋白（HbA1c），检测仪器购

自美国Bio-Rad公司。

1.3 统计学方法 采用统计学软件 SPSS 21.0进行

分析。符合正态分布的计量资料以 x̄ ± s表示，两组

间比较采用两独立样本 t检验，多组间比较采用单

因素方差分析；计数资料采用 χ 2检验；采用 Pearson
相关性分析检验变量间的相关性；采用 logistic回归

分析研究影响糖尿病足发生的相关因素。以 P<
0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组研究对象一般资料比较 三组受检者收缩

压、舒张压、HbA1c比较差异无统计学意义（P>0.05），
糖尿病组、糖尿病足组病人空腹血糖、VCAM-1、
FGF2、TNF-α、IL-6水平高于对照组（P<0.05），糖尿

病组与糖尿病足组 VCAM-1、FGF2、TNF-α、IL-6水
平比较差异有统计学意义（P<0.05），见表1。
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2.2 各组研究对象血清中 lncRNA DLX6-AS1与
miR-346的表达比较 与对照组相比，糖尿病组与

糖尿病足组病人血清中DLX6-AS1的表达水平显著

升高（P<0.05），miR-346的表达水平显著降低（P<
0.05），糖尿病组与糖尿病足组血清中 DLX6-AS1、
miR-346的表达水平相比差异有统计学意义（P<
0.05），见表2。

2.3 DLX6-AS1与miR-346在不同Wagner分级糖

尿病足组病人血清中的表达比较 与Wagner分级1
级糖尿病足病人相比，2~5级病人血清DLX6-AS1的
表达水平显著升高（P<0.05），miR-346的表达水平

显著降低（P<0.05），见表3。
2.4 糖尿病足组病人血清中DLX6-AS1、miR-346
的表达与炎性因子水平的相关性分析 Pearson相

关性分析显示糖尿病足病人血清中DLX6-AS1的表

达 与 VCAM-1、FGF2、TNF- α、IL-6 呈 正 相 关（P<
0.05），miR-346与 FGF2、TNF-α、IL-6呈负相关（P<
0.05），见表4。

2.5 影响糖尿病足发生的多因素分析 采用 logis‑
tic回归分析对影响糖尿病足发生的相关因素进行

分析，结果显示血清中 DLX6-AS1表达量升高与

miR-346表达量是影响糖尿病足发生的独立危险因

素（P<0.05），见表5。

3 讨论

lncRNA可通过调控下游miRNA表达从而参与

多种炎性反应疾病发生过程，研究表明 lncRNA在

糖尿病足病人中异常表达并可能参与该疾病发生

表1 健康者55例与糖尿病132例一般资料比较/x̄ ± s
临床指标

收缩压/mm Hg
舒张压/mm Hg
HbA1c/%
空腹血糖/（mmol/L）
VCAM-1/（μg/L）
FGF2/（ng/L）
TNF-α/（ng/L）
IL-6/（ng/L）

对照组（n=55）
124.35±10.32
79.51±14.65
5.23±0.36
4.85±0.96

136.58±56.32
8.56±1.36
6.57±1.35
3.25±1.03

糖尿病组（n=60）
126.57±16.57
80.13±15.24
5.42±1.58
8.21±2.54①

653.24±175.45①
12.65±3.71①
16.15±4.16①
4.59±1.13①

糖尿病足组（n=72）
127.59±18.46
81.11±12.57
5.44±1.23
8.42±2.56①

865.42±132.26①②
17.68±5.13①②
21.74±6.52①②
15.68±3.21①②

F值

0.66
0.21
0.56
48.29
484.29
87.39
160.42
654.14

P值

0.516
0.811
0.575
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

注：HbA1c为糖化血红蛋白，VCAM-1为血管细胞黏附分子-1，FGF2为成纤维细胞生长因子 2，TNF-α为肿瘤坏死因子-α，IL-6为白细胞介

素-6。
①与对照组相比，P<0.05。②与糖尿病组相比，P<0.05。

表2 健康者55例与糖尿病132例血清中DLX6-AS1
与miR-346的表达比较/x̄ ± s

组别

对照组

糖尿病组

糖尿病足组

F值

P值

例数

55
60
72

DLX6-AS1
1.01±0.13
2.16±0.25①
3.20±1.03①②
172.54
<0.001

miR-346
1.00±0.16
0.73±0.11①
0.41±0.08①②
397.60
<0.001

注：①与对照组相比，P<0.05。②与糖尿病组相比，P<0.05。

表3 DLX6-AS1与miR-346在不同Wagner分级糖尿病足

72例血清中的表达比较/x̄ ± s
Wagner分级

1级
2级
3级
4级
5级
F值

P值

例数

14
14
14
16
14

DLX6-AS1
1.23±0.18
2.11±0.15
2.58±0.16
3.01±0.16
3.31±0.37①
198.54
<0.001

miR-346
0.98±0.13
0.65±0.10
0.63±0.11
0.53±0.13
0.35±0.09①
57.59
<0.001

注：①与1级相比，P<0.05。

表4 糖尿病足72例血清中DLX6-AS1、miR-346的表达

与炎性因子水平的Pearson相关性分析结果

临床指标

VCAM-1
FGF2
TNF-α
IL-6

DLX6-AS1
r值

0.44
0.34
0.30
0.57

P值

<0.001
0.011
0.031
<0.001

miR-346
r值

−0.09
−0.50
−0.54
−0.36

P值

0.471
<0.001
<0.001
0.008

注：VCAM-1为血管细胞黏附分子-1，FGF2为成纤维细胞生长

因子2，TNF-α为肿瘤坏死因子-α，IL-6为白细胞介素-6。

表5 影响糖尿病足发生的多因素 logistic回归分析结果

影响因素

VCAM-1
FGF2
TNF-α
IL-6
DLX6-AS1
miR-346

β值

0.02
0.02
0.30
0.16
0.64
0.68

标准误

0.02
0.04
0.16
0.16
0.21
0.27

Wald

χ 2值
1.03
0.24
3.61
0.99
8.92
6.33

P值

0.412
0.502
0.321
0.425
0.001
0.012

OR值

1.02
1.02
1.35
1.17
1.89
1.97

95%CI
（1.00，1.03）
（0.72，1.45）
（1.06，1.72）
（1.03，1.32）
（1.42，2.51）
（1.43，2.71）

注：VCAM-1为血管细胞黏附分子-1，FGF2为成纤维细胞生长

因子2，TNF-α为肿瘤坏死因子-α，IL-6为白细胞介素-6。
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及发展过程［10-11］。但 lncRNA在糖尿病足发生过程

中的调控机制尚未阐明，因而本研究积极寻找新型

lncRNA，初步分析其在糖尿病足病人中的表达，为

深入了解糖尿病足的病理生理机制提供新方向。

DLX6-AS1在大肠癌、膀胱癌、宫颈癌等肿瘤中

呈高表达并可促进肿瘤细胞增殖、迁移及侵袭［12-14］。

但DLX6-AS1在糖尿病足中的表达尚未可知。本研

究结果显示糖尿病足病人血清中DLX6-AS1的表达

水平显著升高，随着Wagner分级的增加DLX6-AS1
的表达水平明显升高，提示DLX6-AS1表达量升高

可能促进糖尿病足发生及发展。研究表明炎性因

子 VCAM-1、FGF2、TNF-α、IL-6在糖尿病足病人中

的水平升高，并可促进其发展进程［15-16］。与上述研

究结果相似，本研究结果显示糖尿病足病人血清中

炎性因子 VCAM-1、FGF2、TNF-α、IL-6水平明显高

于糖尿病组病人，提示炎性因子 VCAM-1、FGF2、
TNF-α、IL-6水平升高可加重糖尿病足的严重程度。

本研究进一步分析显示DLX6-AS1表达量与炎性因

子VCAM-1、FGF2、TNF-α、IL-6呈正相关，说明随着

DLX6-AS1表达量的升高可明显促进糖尿病足病人

体内炎症反应的发生。提示DLX6-AS1可能在糖尿

病足发生过程中发挥重要调控作用。

miR-346在脓毒症病人中表达下调，并可参与

脓毒症发生及发展过程［17-18］。有研究表明miR-346
还可调节机体免疫反应［19］。本研究结果显示miR-

346在糖尿病足病人血清中的表达下调，随着Wag‑
ner分级的增加miR-346的表达量明显降低，其低表

达量与炎性因子 FGF2、TNF-α、IL-6呈负相关，提示

miR-346表达量降低可能促进糖尿病足的发生及发

展。同时本研究采用 logistic回归分析对影响糖尿

病足发生的相关因素进行分析，结果显示血清中

DLX6-AS1与miR-346表达量是影响糖尿病足发生

的独立危险因素，提示血清中DLX6-AS1表达水平

升高与miR-346表达水平降低可增加糖尿病足的发

生风险。

综上所述，糖尿病足病人血清中 DLX6-AS1表
达升高，miR-346表达降低，二者表达量变化与糖尿

病足进展密切相关，还与糖尿病足炎症反应程度有

关，可能作为临床诊断糖尿病足的有效标志物，还

可为揭示糖尿病足发病机制提供新思路。但本研

究样本量较小，后续还须扩大样本量进一步证实。
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