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p62dok 在脂质诱导的脂肪细胞胰岛素抵抗中的作用

田孝军1，孙舟2

(荆州市第二人民医院 1. 重症医学科；2. 肝病科，湖北 荆州 434020)

[摘　要]	 目的：探讨p62dok在脂质诱导的脂肪细胞胰岛素抵抗中的作用及其可能的机制。方法：利用小鼠

高脂饮食模型，观察p62dok表达与胰岛素信号转导在小鼠肝脂肪组织中的变化；利用游离脂肪酸

诱导3T3-L1脂肪细胞胰岛素抵抗，采用基因沉默方法，探讨p62dok表达量对胰岛素信号转导的

影响。采用蛋白免疫印迹法检测蛋白和磷酸化蛋白表达。结果：在高脂饮食处理的小鼠脂肪组织

和游离脂肪酸处理的3T3-L1脂肪细胞中，p62dok的表达量显著增加，同时胰岛素诱导的AKT磷酸

化降低。通过基因沉默方法降低p62dok表达可增加游离脂肪酸处理的3T3-L1脂肪细胞的AKT磷酸

化，这一变化可被Ras抑制剂Manumycin A和PI3K抑制剂LY294002抑制，但不受MEK抑制剂U0126

的影响。敲减p62dok对IRS-1酪氨酸磷酸化无明显影响。结论：脂质诱导的p62dok高表达可通过抑

制Ras/PI3K/AKT信号通路导致脂肪细胞的胰岛素抵抗。
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Role of p62dok in lipid-induced insulin resistance in 
adipocytes
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Abstract Objective: To investigate the potential role of p62dok in lipid-induced insulin resistance in adipocytes. 

Methods: p62dok expression and insulin signaling transduction were investigated in white fat tissues 

from mice treated with high-fat-diet (HFD). 3T3-L1 adipocytes were induced to insulin resistance by 

free fatty acid (FFA). Gene silencing of p62dok was used to study the effects of p62dok levels on insulin 

signaling transduction. Western blot was performed to detect protein levels and its phosphorylation statue. 

Results: The increased p62dok levels was found in white fat tissues from HFD-treated mice and in 3T3-

L1 adipocytes treated with FFA, meanwhile insulin-induced phosphorylation of AKT was shown to 

decrease. The specific knock-down of p62dok in 3T3-L1 adipocytes treated with FFA resulted in increased 

insulin-induced phosphorylation of AKT, which was inhibited by Ras inhibitor Manumycin A and PI3K 

inhibitor LY294002, but not by MEK inhibitor U0126. Tyrosine-phosphorylation of IRS-1 did not show 
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糖尿病的发病率呈日渐增加的趋势，2 0 0 7年 
6月至2008年5月的资料[1]显示中国城镇成年人糖尿

病的发生率已达到9 . 7 %。各种原因导致的胰岛素

抵抗和胰岛β细胞功能缺陷是导致2型糖尿病发生

的重要原因 [2-7]。脂肪细胞属胰岛素敏感细胞，在

胰岛素的作用下，参与了对脂质代谢、存储等方

面的调节。研究 [5-7]表明：脂毒性导致的脂肪细胞

胰岛素抵抗在2型糖尿病的发生中具有重要作用。

“停靠蛋白”(dock ing protein)p62dok(也称

Dok1)可调节胰岛素信号系统中的R as/MAPK信号

通路，对细胞的丝裂活动产生影响 [ 8 - 1 2 ]。研究 [ 1 0 ]

发现：p62dok是胰岛素受体酪氨酸受体激酶的直

接底物，在受胰岛素刺激而发生磷酸化时，可导

致中国仓鼠卵巢细胞(Chinese hamster ovary cells，

CH O细胞) A K T磷酸化的降低，提示p 6 2 d o k可能

参与了对胰岛素信号通路中PI3K/AKT信号通路的

调节。此外，高脂饮食可导致小鼠肝脂肪组织中

p62dok表达水平的增加；而敲减p62dok的小鼠可

抵抗高脂诱导的肥胖，改善葡萄糖耐量和胰岛素

敏感性 [13]。这些资料表明：p62dok表达对能量代

谢的调节具有重要作用，但其详细机制仍有待深

入研究。

为 探 讨 p 6 2 d o k 与 脂 肪 细 胞 胰 岛 素 抵 抗 间 的

相互关系，本研究利用高脂饮食诱导小鼠肝脂肪

组织或游离脂肪酸诱导3T3-L1脂肪细胞的胰岛素

抵抗，观察p62dok蛋白表达与胰岛素信号转导间

的关系；同时利用基因沉默技术，探讨p62dok蛋

白表达量对3T3-L1脂肪细胞胰岛素信号转导的影

响，旨在阐明p62dok在脂质诱导的脂肪细胞胰岛

素抵抗中的具体作用与机制。

 

1  材料与方法

1.1  高脂饮食小鼠模型

采用文献[13]的方法制作C57BL/6高脂饮食小

鼠模型，从第6周开始喂养，持续16周后进入实验。

1.2  细胞培养

按文献[14]的方法培养和分化3T3-L1细胞，细

胞的培养条件为37 ℃，95% O2和5% CO2。

1.3  试剂、抗体、质粒

p62dok(Dok-1)/shRNA慢病毒质粒和各种抗体

均购自美国Santa Cruz生物技术有限公司；Ras抑制

剂购自美国Sigma公司；P13K和MEK抑制剂购自德

国Calbiochem公司。

1.4  细胞病毒感染

3T3-L1脂肪细胞与携带p62dok/shRNA及其对

照(Scramble)的重组慢病毒共同培养16 h (MOI为

20)，然后更换培养液，分组试验。

1.5  免疫沉淀与蛋白免疫印迹

小鼠模型制作完毕后，立即取待研究组织或

细胞，用4 ℃预冷的PBS(0.01 mol/L，pH7.4)清除

血液或洗涤细胞，然后加入细胞裂解液制备组织

或细胞匀浆。组织或细胞溶解液1 5  0 0 0  r / m i n，

4℃离心15 min，取上清液冰浴20 min。Brad for t
法 定 量 组 织 或 细 胞 裂 解 液 中 蛋 白 浓 度 ， 并 调 整

各 匀 浆 蛋 白 浓 度 一 致 。 抗 I R S - 1 特 异 性 抗 体 与 蛋

白 A 琼脂糖珠结合 2 4  h ，然后与细胞裂解液共同

孵育24 h，其沉淀物用50 mmol/L H EPES缓冲液

洗涤 3 次，最后加入 2 ×  S D S - PA G E 上样缓冲液，

1 0 0  ℃水浴1 0  m i n，离心分离蛋白与琼脂糖珠。

蛋 白 免 疫 印 迹 ： 组 织 或 细 胞 裂 解 液 ( 蛋 白 浓 度 为

2  μ g / μ L)与等体积的2 ×  SD S -PAG E上样缓冲液混

合，95 ℃水浴5 min，离心取上清行SDS/PAGE电

泳 。 电 转 移 在 B i o - R a d 电 转 移 槽 装 置 上 进 行 ， 转

移 后 的 硝 基 纤 维 素 膜 ( N C 膜 ) 行 丽 春 红 可 逆 染 色

以 确 定 标 准 分 子 蛋 白 位 置 和 转 移 效 果 。 We s t e r n
印 迹 按 如 下 方 法 进 行 ： N C 膜 装 入 杂 交 袋 ， 加 封

阻 液 ( 含 1 %  B S A 的 T T B S ) ， 室 温 振 摇 1  h ； 去 除

封 阻 液 ， 加 入 一 抗 ( 封 阻 液 1 : 1  0 0 0 稀 释 抗 体 ) ，

封 袋 ， 室 温 振 摇 1  h 或 4  ℃ 过 夜 ； 除 去 一 抗 ， 以

T T B S洗膜1 0  m i n  × 4，加入二抗，封袋，室温振

摇1 h；去除二抗，TTBS洗膜10 min ×4，PBS洗膜 
5 min；加入BCIP/NBT底物显迹液显色3~5 min，

蒸馏水洗膜终止反应，凉干后拍照。

any changes in p62dok knock-down adipocytes treated with FFA. Conclusion: Our data suggest that lipid-

induced upregulation of p62dok results in insulin resistance by inhibiting Ras/PI3K/AKT pathway in  

adipocytes. 

Keywords p62dok; insulin resistance; lipid; adipocytes 
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1.6  脂肪细胞处理方法

高 脂 对 肝 脂 肪 细 胞 p 6 2 d o k 表 达 和 胰 岛 素 抵

抗 的 影 响 的 处 理 过 程 ： 3 T 3 - L 1 脂 肪 细 胞 用 无 血

清处理6  h后，予以0 . 7 5  m m ol / L的Pa l m i tate处理

1 8  h ， 接 着 用 1 0 0  n m o l / L 胰 岛 素 处 理 1 0  m i n 。

p62dok蛋白水平与胰岛素抵抗的相互关系的实验

处理过程：3T3-L1脂肪细胞与携带p62dok/shRNA
的 慢 病 毒 共 同 培 养 1 6  h ( M O I 为 2 0 ) 后 ， 更 换 正

常培养液培养6  h，然后依次以无血清处理 6  h，  
0.75 mmol/L的Palmitate处理18 h，100 nmol/L胰岛

素处理10 min。

1.7  统计学处理

采用SPSS 25.0统计软件进行分析。计量资料

按student t检验，计数资料按卡方检验。P<0.05为

差异有统计学意义。

2  结果

2.1  高脂饮食增加 p62dok 表达、抑制胰岛素信号

转导

与正常对照组比较，高脂饮食可显著增加脂

肪组织中p62dok蛋白表达(P<0.01，图1A)；同时，

与正常对照组比较，脂肪组织中IR S -1酪氨酸磷酸

化和AKT T308磷酸化明显降低(P<0.01，图1B)，

Glut 4膜含量明显降低(P<0.05，图1C)，表明高脂

饮食导致脂肪组织胰岛素抵抗。

2.2  游离脂肪酸增加 p62dok 表达、抑制胰岛素信

号转导

与正常对照组比较，Palmitate可显著增加3T3-
L1脂肪细胞中p62dok的表达(图2A，2B)，并抑制

胰岛素诱导的IRS-1酪氨酸磷酸化和AKT T308磷酸

化(图2C，2D)，降低细胞膜上Glut 4含量(图2E，

2F)，差异均有统计学意义(P<0.05)。

2.3  p62dok 基因沉默减轻游离脂肪酸所致的胰岛

素抵抗

与Scramble对照组比较，p62dok/shRNA慢病

毒处理可有效抑制Palmitate所致的p62dok表达增

加(图3A，3B)，改善Palmitate对AKT T308磷酸化

的抑制(图3C，3D)，增加Palmitate处理时细胞膜

上G l u t  4的表达(图3 E，3 F)，差异均有统计学意

义(P<0.05)；但对IR S -1酪氨酸磷酸化无明显影响 
(图3C，3D)。结果提示：p62dok介导游离脂肪酸

诱导的脂肪细胞胰岛素抵抗。

2.4  p62dok 基因沉默对胰岛素抵抗的改善可被

Manumycin A 和 LY294002 抑制

与 s h R N A 处 理 组 比 较 ， M a n u m y c i n  A 和

LY294002处理可以逆转游离脂肪酸处理时p62dok基

因沉默对AKT T308磷酸化的改善作用(图4A，4B)，

但不影响IRS-1酪氨酸磷酸化(图4A)；而U0126处理

无上述影响(图4C，4D)。结果表明：p62dok通过

Ras/PI3K信号通路调节AKT的磷酸化或者活性。

图1 高脂饮食对脂肪组织胰岛素信号转导的影响

Figure 1 Effects of high-fat-diet on insulin signaling transduction

(A)对p62dok表达的影响；(B)对IRS-1和Akt磷酸化的影响；(C)对Glut 4表达的影响。与正常饮食组对比，*P<0.05，

**P<0.01。NC：正常饮食；HFD：高脂饮食；IP：免疫沉淀。

(A) Effects on p62dok levels; (B) Effects on phosphorylation of IRS-1 and Akt; (C) Effects on Glut 4 expressions. *P<0.05,  **P<0.01 vs  the 

normal chow group. NC: Normal Chow; HFD: High Fat Diet; IP: Immunoprecipitation. 
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图2 Palmitate对3T3-L1脂肪细胞胰岛素信号转导的影响

Figure 2 Effects of palmitate (PA) on insulin (INS) signaling transduction in 3T3-L1 adipocytes
(A)对p62dok表达的影响；(B)对照细胞和PA处理细胞p62dok表达的定量分析；(C)对胰岛素诱导的IRS-1和Akt磷酸化的影
响；(D)对照细胞和PA处理细胞胰岛素诱导的IRS-1和Akt磷酸化的定量分析；(E)对胰岛素诱导的细胞膜Glut 4表达的影响；
(F)对照细胞与PA处理细胞胰岛素诱导的细胞膜Glut4表达的定量分析。与正常对照或胰岛素处理组细胞相比，*P<0.05，
**P<0.01。CONT：正常对照组；IP：免疫沉淀。
(A) Effects on p62dok levels; (B) Quantitative analysis of p62dok levels in control cells and PA-treated cells; (C) Effects on phosphorylation 
of IRS-1 and Akt; (D) Quantitative analysis of insulin-stimulated phosphorylation of IRS-1 and Akt in control cells and PA-treated cells;  
(E) Effects on membrane expressions of Glut 4; (F) Quantitative analysis of insulin-stimulated membrane expressions of Glut 4 in control 
cells and PA-treated cells. *P<0.05, **P<0.01 vs the control or INS-treated group. CONT: Control; IP: Immunoprecipitation. 

图3 p62dok基因沉默对Palmitate处理的3T3-L1脂肪细胞胰岛素信号转导的影响

Figure 3 Effects of p62dok knockdown on insulin (INS) signaling transduction in 3T3-L1 adipocytes treated with palmitate (PA)
(A)对p62dok表达的影响；(B)胰岛素刺激下，对照组和p62dok基因沉默组细胞中p62dok的表达的定量分析；(C)对胰岛素刺
激的IRS-1和Akt磷酸化的影响；(D)胰岛素刺激下，对照组和p62dok基因沉默组细胞IRS-1和Akt磷酸化的定量分析；(E)对细
胞膜Glut 4表达的影响；(F)胰岛素刺激下，对照组和p62dok基因沉默组细胞Glut 4膜表达的定量分析(n=6)。与Scramble对照
组相比，**P<0.01。Scram：Scramble对照组；IP：免疫沉淀。
(A) Effects on p62dok levels; (B) Quantitative analysis of p62dok levels in control cells and p62dok knockdown cells in the presence of 
insulin stimulation; (C) Effects on insulin-stimulated phosphorylation of IRS-1 and Akt; (D) Quantitative analysis of insulin-stimulated 
phosphorylation of IRS-1 and Akt in control cells and p62dok knockdown cells; (E) Effects on membrane expressions of Glut 4.  
(F) Quantitative analysis of insulin-stimulated membrane expressions of Glut 4 in control cells and p62dok knockdown cells (n=6). 
**P<0.01 vs the scramble control group. Scram: Scramble Control; IP: Immunoprecipitation.
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3  讨论

胰岛素抵抗是2型糖尿病发生发展的重要原因

之一，在导致胰岛素抵抗的众多原因中，胰岛素

信号转导系统中各信号分子的变化具有极其重要

的地位 [ 2 - 7 , 1 5 - 1 6 ]。胰岛素的作用由胰岛素与其受体

结合后所引发的一系列信号转导完成，包括启动

受体自磷酸化、激活受体酪氨酸激酶、激活R a s /
M A P K 和 I R S - 1 / P I 3 K / A K T 信号通路等。其中，

AKT可通过Glut 4调节葡萄糖的入胞作用，从而对

血糖进行调节 [16]。因此，IRS-1/PI3K/AKT信号通

路中各信号分子的变化，可通过各种不同的机制

影响到血糖浓度的变化 [2-7,15]，从而影响2型糖尿病

的发生与发展。

本研究高脂饮食或游离脂肪酸处理导致小鼠

脂肪组织或3T3-L1脂肪细胞p62dok蛋白水平明显

增加；同时，脂肪组织或细胞出现胰岛素抵抗，提

示p62dok的表达可能与高脂诱导的胰岛素抵抗有

关。Hosooka等[13]发现高脂饮食可诱导白色脂肪组

织中p62dok的含量，而敲减p62dok的小鼠可抵制

高脂诱导的体重增加、改善葡萄糖耐量、降低血糖

浓度和血清胰岛素含量，表明p62dok表达的上调可

降低胰岛素敏感性、对能量代谢具有负调控作用；

此外，对敲减p62dok的3T3-L1脂肪细胞而言，游

离脂肪酸所致的AKT T308磷酸化程度降低，以及

Glut 4膜位移减少部分被抑制，表明敲减p62dok可

改善游离脂肪酸诱导的胰岛素抵抗。同时，这些资

料也表明：脂毒性可能通过提高p62dok表达而导致

胰岛素抵抗。与本实验结果相一致。

p62dok是胰岛素受体的直接底物，在胰岛素

刺激下可发生磷酸化，并可以通过对R as活性的调

节而调节AKT和MAPK的活性[10]。由于敲减p62dok
可恢复A KT磷酸化，但并不能逆转游离脂肪酸对

I R S - 1 酪氨酸磷酸化的降低作用，表明 p 6 2 d o k 对

A K T 活性的调节不依赖于 I R S - 1 。进一步研究发

现：在游离脂肪酸处理的敲减p62dok的3T3-L1脂
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图4 抑制剂对palmitate处理的p62dok沉默的3T3-L1脂肪细胞胰岛素信号转导的影响

Figure 4 Effects of inhibitors on insulin (INS) signaling transduction in p62dok knockdown 3T3-L1 adipocytes treated with 

Palmitate (PA)

(A)抑制剂 Manumycin A(MA)和LY294002(LY)对胰岛素刺激的IRS-1和Akt磷酸化的影响；(B)图A中胰岛素刺激的Akt磷酸化

的定量分析；(C)抑制剂U0126对胰岛素刺激的IRS-1和Akt磷酸化的影响；(D)图C中胰岛素刺激的Akt磷酸化的定量分析

(n=4)。与对照组相比，**P<0.01；与p62dok基因沉默组相比，##P<0.01。PA：Palmitate；INS：胰岛素；IP：免疫沉淀。

(A) Effects of Ras inhibitor Manumycin A (MA) and PI3K inhibitor LY294002 (LY) on insulin-stimulated phosphorylation of IRS-1 and 

Akt; (B) Quantitative analysis of insulin-stimulated Akt phosphorylation in A; (C) Effect of MEK inhibitor U0126 on insulin-stimulated 

phosphorylation of IRS-1 and Akt; (D) Quantitative analysis of insulin-stimulated Akt phosphorylation in C (n=4). **P<0.01 vs the 

scramble control group; ##P<0.01 vs the p62dok knockdown group. IP: Immunoprecipitation. 
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肪细胞中，R as抑制剂Manumycin A和PI3K抑制剂

LY294002可导致AKT T308和AKT S473磷酸化降

低，提示p62dok对胰岛素抵抗的抑制作用依赖于

Ras/PI3K信号通路。增加的MAPK是导致胰岛素抵

抗的另一个重要原因 [17-19]。研究 [17,19]表明：2型糖

尿病个体脂肪细胞中M A P K基础磷酸化增加 [ 1 8 ]，

而增加的M APK磷酸化可降低IR S -1的表达、导致

I R S - 1 丝 氨 酸 磷 酸 化 的 增 加 ， 从 而 导 致 胰 岛 素 抵

抗。本研究中IR S-1酪氨酸磷酸化并不因p62dok敲

减而改变；此外，对敲减p62dok的3T3-L1脂肪细

胞，ERK抑制剂U0126并不改变游离脂肪酸对AKT 
T308磷酸化的影响。因而，p62dok对胰岛素抵抗

的影响不依赖MAPK。

综上所述，本研究证实高脂可提高脂肪细胞

p62dok表达，而增加的p62dok表达通过抑制R as/
PI3K/AKT信号通路导致胰岛素抵抗。这一发现为

高脂诱导的脂肪细胞胰岛素抵抗提供了新的理论

解释。
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