
脂肪酸转位酶（FAT/CD36）是一种促进长链脂肪酸

（LCFAs）摄取和氧化的跨膜糖蛋白，广泛表达于脂肪细

胞、巨噬细胞、肌肉细胞、内皮细胞和肝细胞［1］。该蛋白

是一种多功能的B类清道夫受体，作为脂质稳态和免疫

反应的重要调节因子，在脂质代谢、胰岛素反应和炎症

中发挥重要作用，并参与代谢性疾病的发病机制，如

肥胖、2型糖尿病、动脉粥样硬化、非酒精性脂肪性肝

病［2, 3］。代谢综合征也被称为“胰岛素抵抗综合征”［4］，胰

岛素抵抗是代谢综合征的核心组成部分，是代谢性疾病
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摘要：目的 探讨在正常饮食状态下，CD36基因缺失对小鼠肌肉胰岛素信号通路的影响及作用机制。方法 野生型小鼠（WT）和

CD36基因敲除小鼠（CD36-/-）给予正常饮食喂养14周（n=12）。小鼠禁食4 h，腹腔注射胰岛素（1 U/kg）进行胰岛素耐量实验。

Real-time PCR检测小鼠肌肉胰岛素受体(IR)、胰岛素受体底物1/2（IRS1/2）、蛋白酪氨酸磷酸酶1B（PTP1B）基因表达。Western

blot检测小鼠肌肉蛋白激酶B(AKT)、IR、IRS1/2和PTP1B的蛋白表达。免疫共沉淀（Co-IP）检测肌肉 IR和 IRS1的酪氨酸磷酸

化程度。染色质免疫共沉淀（ChIP）技术检测肌肉PTP1B启动子组蛋白乙酰化水平。结果 在正常饮食状态下，与WT小鼠相

比，CD36-/-小鼠的胰岛素耐量显著增强（P<0.05），血清胰岛素浓度升高（P<0.01），胰岛素抵抗指数(HOMA-IR)升高（P<0.05）。

在肌肉组织中，CD36-/-小鼠与WT小鼠相比，p-AKT/AKT蛋白表达比值显著降低（P<0.01）。Real-time PCR和Western blot结果

表明，肌肉组织IR，IRS1，IRS2的mRNA和蛋白水平在WT和CD36-/-小鼠间无显著差异（P>0.05）。Co-IP实验显示IR和IRS1的

酪氨酸磷酸化水平在CD36-/-小鼠中显著降低（P<0.05）。CD36-/-小鼠肌肉中PTP1B mRNA和蛋白表达均高于WT小鼠（P<0.05），

ChIP实验显示PTP1B基因启动子的组蛋白乙酰化水平显著升高（P<0.01）。腹腔注射PTP1B的抑制剂可改善CD36-/-小鼠的胰

岛素敏感性。结论 在正常饮食条件下，CD36基因对于维持生理肌肉胰岛素敏感性十分重要，小鼠CD36基因缺失通过上调

PTP1B基因表达，诱导IR、IRS1去酪氨酸磷酸化而使肌肉胰岛素信号传导受损。
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Abstract: Objective To investigate the effect CD36 deficiency on muscle insulin signaling in mice fed a normal-fat diet and
explore the possible mechanism. Methods Wild-type (WT) mice and systemic CD36 knockout (CD36-/- ) mice with normal
feeding for 14 weeks (n=12) were subjected to insulin tolerance test (ITT) after intraperitoneal injection with insulin (1 U/kg).
Real-time PCR was used to detect the mRNA expressions of insulin receptor (IR), insulin receptor substrate 1/2 (IRS1/2) and
protein tyrosine phosphatase 1B (PTP1B), and Western blotting was performed to detect the protein expressions of AKT, IR,
IRS1/2 and PTP1B in the muscle tissues of the mice. Tyrosine phosphorylation of IR and IRS1 and histone acetylation of PTP1B
promoter in muscle tissues were detected using co-immunoprecipitation (Co-IP) and chromatin immunoprecipitation (ChIP),
respectively. Results CD36-/- mice showed significantly lowered insulin sensitivity with obviously decreased area under the
insulin tolerance curve in comparison with the WT mice (P<0.05). CD36-/- mice also had significantly higher serum insulin
concentration and HOMA-IR than WT mice (P<0.05). Western blotting showed that the p-AKT/AKT ratio in the muscle tissues
was significantly decreased in CD36-/- mice as compared with the WT mice (P<0.01). No significant differences were found in
mRNA and protein levels of IR, IRS1 and IRS2 in the muscle tissues between WT and CD36-/- mice (P>0.05). In the muscle tissue
of CD36-/- mice, tyrosine phosphorylation levels of IR and IRS1 were significantly decreased (P<0.05), and the mRNA and
protein levels of PTP1B (P<0.05) and histone acetylation level of PTP1B promoters (P<0.01) were significantly increased as
compared with those in the WT mice. Intraperitoneal injection of claramine, a PTP1B inhibitor, effectively improved the
impairment of insulin sensitivity in CD36-/- mice. Conclusion CD36 is essential for maintaining muscle insulin sensitivity
under physiological conditions, and CD36 gene deletion in mice causes impaired insulin sensitivity by up-regulating muscle
PTP1B expression, which results in detyrosine phosphorylation of IR and IRS1.
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发生发展的重要病理生理因素。

CD36异常高表达可促进代谢综合征和胰岛素抵

抗的发生［5］。目前CD36基因缺失对胰岛素抵抗的影响

尚存争议，这极大的限制了以CD36作为代谢综合征干

预靶点的药物研发。有研究表明，缺乏CD36基因可以

保护小鼠免受高脂饮食引起的肥胖、高血糖和胰岛素抵

抗［6］。相反的是，遗传性CD36基因缺陷患者在亚洲和

非洲人群中较为常见，CD36基因缺陷患者全身葡萄糖

摄取降低，同时患者还表现出高脂血症、代谢综合征症

状和胰岛素抵抗［7, 8］。大型的队列研究［9］也显示CD36基

因表达降低与胰岛素抵抗和 2型糖尿病风险增加有

关。CD36基因缺失改善或者加重胰岛素抵抗受什么因

素的影响仍然是未知的。我们课题组前期研究发现，在

高脂饮食状态下，CD36基因缺失可改善高脂诱导的脂

代谢紊乱和胰岛素抵抗，而在正常饮食状态下，CD36基

因缺失反而会削弱生理的胰岛素敏感性。这表明CD36

对胰岛素抵抗的调控受到营养状态的影响，部分解释了

CD36在胰岛素抵抗中扮演矛盾作用的潜在原因。

肌肉是机体主要的胰岛素敏感组织，对调控葡萄糖

代谢稳态至关重要，密切参与胰岛素抵抗的发生机制。

在高脂饮食状态下，我们已经发现CD36基因缺失可以

增强小鼠肌肉组织的胰岛素敏感性［10］，促进葡萄糖的利

用。然而，在正常饮食状态下，CD36基因缺失对小鼠肌

肉胰岛素敏感性的影响却没有相关报道。在本研究中，

我们主要探讨正常饮食状态下，CD36基因缺失调控小

鼠肌肉胰岛素信号通路的作用机制。我们发现，CD36

基因缺失会导致正常饮食喂养下小鼠的肌肉组织胰岛

素信号通路传导受损。肌肉组织中蛋白酪氨酸磷酸酶

1B（PTP1B）表达在CD36基因缺失小鼠中异常升高，而

PTP1B是胰岛素信号传导的负调控因子［11, 12］。本研究

首次揭示了在正常饮食状态下，小鼠CD36基因缺失通

过促进肌肉组织中PTP1B的表达从而导致胰岛素敏感

性受损的分子机制。我们的研究部分解释了CD36基

因缺陷患者葡萄糖摄取降低和易发胰岛素抵抗的原

因。这一发现提示可将PTP1B作为预防和治疗CD36

基因缺陷人群胰岛素抵抗的新靶点。

1 材料和方法

1.1 动物

野生型（wild type, WT）小鼠为C57BL/6J小鼠，购

自重庆医科大学动物中心，许可证号为SYXK(渝)2012-

0001。全身性CD36敲除（CD36-/-）小鼠由美国Maria

Febbraio教授惠赠（Lerner Research Institute,U.S.）。所

有的动物实验均符合实验动物伦理委员会规定的标准

（2014056）。

1.2 主要试剂

饲料（D12450B）；TRIzol RNA提取试剂、逆转录试

剂盒和SYBR Green PCR Master Mix（TaKaRa）；细胞

总蛋白提取试剂（凯基公司）；BCA蛋白含量检测试剂

盒（北京鼎国公司）；AKT、p-AKT、IRβ、IRS1、IRS2、PI3K

抗体购自CST；PTP1B抗体（Proteintech Group）；抗β-

actin抗体（北京博奥森公司）；免疫共沉淀（Co-IP）试剂

（LSKMAGG02）、PVDF膜（Millipore）；免疫荧光二抗

（中杉金桥公司）；ECL化学发光试剂（Bio-Rad）；引物

由擎科引物公司合成；血糖检测仪（罗氏）；葡萄糖检测

试剂盒（北京普利莱基因技术公司）；胰岛素（诺和诺

德）；胰岛素试剂盒（北京鼎国公司）；claramine（Sigma-

Aldrich）。

1.3 动物选择与分组

根据基因型将小鼠分为WT组和CD36-/-组，每组

12只，正常饮食喂养14周。

1.4 葡萄糖耐量实验（GTT）和胰岛素耐量实验（ITT）

正常饮食喂养14周时，所有小鼠禁食12 h，取尾静

脉血，用血糖检测仪测定此时血糖浓度，计为0 min的血

糖浓度。然后腹腔注射1 g/kg的D-葡萄糖，分别在30、

60、90、120 min后测定所有小鼠的血糖浓度，即为GTT

实验。ITT实验则将小鼠禁食4 h，腹腔注射1 units/kg

的胰岛素，同样取尾静脉血，用血糖仪测定0、30、60、90、

120 min的血糖浓度。

1.5 Western blot检测蛋白表达

正常饮食喂养结束后，所有小鼠禁食过夜，每组各

选6只腹腔注射1 units/kg的胰岛素，10 min后收集骨骼

肌，−80℃保存备用。用总蛋白提取试剂盒提取肌肉总

蛋白，BCA试剂盒测定蛋白浓度。SDS-PAGE电泳分

离蛋白，PVDF膜转膜，37℃条件下3% BSA封闭1.5 h，

4℃条件下孵育一抗(抗AKT、p-AKT、IR、IRS1、IRS2、

PTP1B和β-actin抗体)过夜，TBST洗3次，每次15min，

HRP标记的二抗室温孵育 1 h，TBST清洗 3次，每次

15 min，利用化学发光剂 ECL 显影，条带的强度用

ImageJ软件（灰度×面积）进行定量分析。

1.6 免疫荧光染色

按照免疫荧光试剂盒说明书，小鼠肌肉组织切片用

山羊血清封闭 15 min，抗 GLUT4 抗体4℃条件下孵育

过夜（放在湿盒中），室温下避光加入山羊抗兔 IgG-FITC

孵育30 min，DAPI染液作用10 min，PBS冲洗，黑暗条

件下防荧光淬灭剂封片，共聚焦荧光显微镜下观察。

1.7 RT-PCR检测mRNA表达

TRIzol试剂提取肌肉总RNA，并检测其含量和纯

度，用逆转录试剂盒在37℃ 5min、85℃ 5s、4℃ 5min条

件下1 μg总RNA逆转录成cDNA，并保存于−20℃。取

2 μL cDNA进行RT-PCR，β-actin作为内参，反应总体积

为25 μL，设置扩增条件为：94℃预变性1 min；94℃变

性10 s、54℃退火10 s、72℃延伸10 s，共39个循环。记

录每个标本和内参的Ct值，根据2−△△Ct计算目的基因的
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表达水平。

1.8 免疫共沉淀

将等量的小鼠肌肉蛋白裂解物与抗体在4℃条件

下孵育过夜，然后添加G蛋白磁珠（LSKMAGG02）孵育

2 h，冷裂解缓冲液洗涤3次后，将结合的蛋白质在SDS

样品缓冲液中煮沸5 min以洗脱，SDS-PAGE电泳分离

上清液蛋白，并用抗IR和IRS1酪氨酸磷酸化的抗体免

疫印迹。

1.9 染色质免疫共沉淀（ChIP）

检测该过程是根据制造商的说明用Magna ChIP G

试剂盒（Millipore）进行的。PTP1B启动子特异性引物

（表1）。

1.10 统计学处理

本研究实验数据均采用软件SPSS25.0进行统计学

分析，数据均以均数±标准差，采用 t-test对两样本进行

比较，以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 CD36基因缺失引起小鼠胰岛素敏感性受损

正常饮食喂养 14周后，注射 1 U/kg的胰岛素或

1 g/kg的葡萄糖，检测所有小鼠0、30、60、90、120 min的

血糖水平，并分析胰岛素敏感性的差异或糖耐量差异。

与WT小鼠相比，CD36-/-小鼠对胰岛素的敏感性明显减

弱（图1A），胰岛素耐量曲线下面积显著升高（P<0.05，

图1B）。CD36-/-小鼠糖耐量明显升高(图1C)，糖耐量曲

线下面积显著降低（P<0.01，图1D）。CD36-/-小鼠血清

胰岛素浓度升高（P<0.01，图 1E），胰岛素抵抗指数

（HOMA-IR）也升高（P<0.05，图1F）。

2.2 小鼠CD36基因缺失降低肌肉组织胰岛素敏感性

Western blot 检测正常饮食喂养条件下 WT 和

CD36-/-小鼠肌肉中胰岛素刺激的蛋白激酶B（AKT）磷

酸化水平，结果显示P-AKT/AKT蛋白表达比值显著降

低（P<0.01，图2A、B）。CD36-/-小鼠肌肉中葡萄糖转运

蛋白4（GLUT4）表达降低，肌肉组织的葡萄糖利用能力

减弱（图 2C）。胰岛素信号传导通路中 AKT 上游的

Name

PTP1B promoter 1

PTP1B promoter 3

PTP1B promoter 5

The sequences of the primers (5'-3')

Forward:ACTCTGCTCGCTGGGATGTG

Reverse: TCGGGCTCCGTTCTTTATTTT

Forward: TCTGCTCCTCGGGTTCGG

Reverse: GTACGGGAGGACCAGTCAGCT

Forward: CTAGCTGACTGGTCCTCCCG

Reverse: GGCTCCGCACCTGGTAAAT

图1 CD36基因缺失对小鼠胰岛素敏感性的影响
Fig.1 Deletion of CD36 gene lowers insulin sensitivity in mice. A, B: Insulin tolerance test (ITT) in the wild-type (WT) and
CD36-/- mice with intraperitoneal injection of 1 U/kg of insulin after fasting for 4 h. The AUC was used to quantify the ITT
results (n=5). *P<0.05 vs WT group. C and D: Glucose tolerance test (GTT) in the WT and CD36-/- mice with intraperitoneal
injection of 1 g/kg glucose after fasting for 12 h. The area under the curve (AUC) was used to quantify the GTT results (n=5).
**P<0.01 vs WT group. E: Serum insulin concentration of the mice (n=5). **P<0.01 vs WT group. F: HOMA-IR index of the
mice (n=5). *P<0.05 vs WT group.
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表 1 Real-time PCR引物序列
Tab.1 Primer sequences for real-time PCR
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mRNA和蛋白表达情况显示CD36-/-小鼠肌肉中胰岛素

受体（IR）和胰岛素受体底物1/2（IRS1/2）的mRNA水平

没有降低（图2D），并且两组小鼠肌肉中 IR、IRS1、IRS2

和磷脂酰肌醇3-激酶（PI3K）的蛋白水平均没有显著差

异（P>0.05，图2E、F）。

2.3 小鼠 CD36 基因缺失抑制肌肉 IR/IRS1 酪氨酸磷

酸化

免疫共沉淀（Co-IP）检测小鼠肌肉组织中胰岛素反

应蛋白质的酪氨酸磷酸化水平。结果显示，与WT小鼠

相比，CD36-/-小鼠肌肉中总蛋白的酪氨酸磷酸化水平明

显降低（P<0.05，图3A、D）。CD36-/-小鼠肌肉中IR的酪

氨酸磷酸化水平显著降低（P<0.01，图3B、E），同时发现

IRS1的酪氨酸磷酸化水平也降低（P<0.05，图3C、F）。

2.4 CD36基因缺失通过促进肌肉中PTP1B的表达降

低小鼠的胰岛素敏感性

CD36-/-小鼠肌肉中PTP1B mRNA水平明显升高

（P<0.01，图4A），并且PTP1B的蛋白表达水平也显著高

于 WT 小鼠（P<0.05，图 4D、E）。与 WT 小鼠相比，

CD36-/-小鼠肌肉中乙酰组蛋白3（H3）与PTP1B启动子

的结合水平增加（P<0.01，图 4B、C）。而 claramine对

PTP1B的药理抑制有效地消除了CD36-/-小鼠的胰岛素

敏感性受损（图4F、G）。
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图2 小鼠CD36基因缺失对肌肉组织胰岛素敏感性的影响
Fig.2 Deletion of CD36 gene affects insulin sensitivity in the muscle tissues of the mice. A and B: The protein
levels of AKT and p-AKT in the muscle tissues measured by Western blotting. The relative ratio of p-AKT and
AKT is shown on the right (n=3). **P<0.01 vs WT group. C: Immunofluorescence (IF) staining of the muscle
sections from the WT and CD36-/- mice. D: The mRNA levels of insulin receptor β (IRβ), insulin receptor substrate
1 (IRS1) and 2 (IRS2) in the muscle tissues of the mice detected by RT-PCR (n=5). *P<0.05 vs WT group. E and F:
Protein levels of IR, IRS1, IRS2 and PI3K in the muscle tissues detected by Western blotting. Quantitative analysis
of the relative protein levels is shown on the right (n=3).

http://www.j-smu.com J South Med Univ, 2022, 42(3): 392-398

F

B

··395



3 讨论

多项研究发现CD36和胰岛素抵抗的病因有关，但

其潜在的机制仍然不清楚［13］。有文献报道在肥胖相关的

2型糖尿病患者中CD36过表达减弱胰岛素信号传导，产

生胰岛素抵抗［14］。因此通常认为CD36缺乏可以改善高

脂肪饮食诱导的肥胖和胰岛素抵抗［15, 16］。但近期有研

究显示，人类CD36基因缺陷患者表现为胰岛素抵抗和

高脂血症，并出现代谢综合征症状。自发性高血压大鼠

缺乏CD36表现为胰岛素抵抗和高游离脂肪酸（FFA）

水平的代谢表型，转基因过表达CD36可改善这一表

型［17］。我们推测CD36在胰岛素抵抗中矛盾的作用可

能是由营养状态不同所导致的［18-21］。课题组前期研究发

现在高脂饮食状态下，CD36基因缺失可以增强小鼠肌

肉的胰岛素敏感性。而本研究结果表明，在正常饮食状

态下，CD36基因缺失导致小鼠肌肉胰岛素敏感性受损，

提示CD36基因缺失对肌肉胰岛素敏感性的影响依赖

于营养状态的调控。因此将CD36作为治疗临床多种

代谢性疾病的靶点时必须要考虑不同营养状况对疗效

的影响。

经典的胰岛素信号包括 IR、IRS1、IRS2、PI3K和

AKT等，它们在胰岛素在许多类型的细胞和组织的代

谢活动中发挥着重要作用［22, 23］。IR属于酪氨酸激酶家

族，由α亚基和β亚基组成，胰岛素发挥生物学作用首先

与细胞膜上的 IRα结合，使 IRβ自身磷酸化，随后通过

IRS1、IRS2、PI3K和AKT等信号通路发挥一系列生物

学效应。其中AKT的磷酸化激活是反应胰岛素敏感性

的金指标［24-28］。本研究发现在正常饮食条件下，CD36-/-

小鼠肌肉中p-AKT/AKT的蛋白比值和GLUT4的表达

显著降低，提示CD36基因缺失降低肌肉组织的胰岛素

敏感性，且葡萄糖利用能力减弱。接着检测胰岛素信号

通路中 AKT 上游的 mRNA 和蛋白表达情况，发现

CD36-/-小鼠肌肉中 IR、IRS1、IRS2和PI3K的mRNA和

蛋白水平均没有显著差异，提示CD36-/-小鼠不是通过降

低肌肉中 IR/IRS1/IRS2/PI3K信号通路的蛋白表达水

平导致胰岛素敏感性受损。胰岛素信号通路是由IR引

发的蛋白质酪氨酸磷酸化级联激活的［29］，因此我们分析

了小鼠肌肉中胰岛素反应蛋白质的酪氨酸磷酸化水

平。结果显示，CD36-/-小鼠肌肉中胰岛素刺激的 IR和

IRS1的酪氨酸磷酸化水平明显降低，表明CD36基因缺

失可以通过降低肌肉中 IR/IRS1的酪氨酸磷酸化水平

抑制胰岛素信号通路传导。而胰岛素信号通路的缺陷

是胰岛素抵抗的主要原因［30］。以上结果提示在正常饮
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图3 小鼠CD36基因缺失对肌肉中胰岛素信号传导通路的影响
Fig.3 Deletion of CD36 gene affects insulin signaling pathways in the muscle tissues of the mice. A and D: Insulin-stimulated
protein tyrosine phosphorylation in the muscles detected by Western blotting. The result of densitometric quantification of the
blots is shown in the right panel (n=3). *P<0.05 vs WT group. B: Equal amounts of lysate protein from the muscles of the WT
and CD36-/- mice were used for immunoprecipitation (Co-IP) with anti-insulin receptor (IR) and immunoblotting for detecting
the levels of tyrosine phosphorylation of IR. C: Equal amounts of lysate protein from muscles of the WT and CD36-/- mice were
used for IP with anti-IRS1 and immunoblotted to determine the levels of tyrosine phosphorylation of IRS1. D: Densitometric
quantification of the blots in (B) (n=3). **P<0.01 vs WT group E: Densitometric quantification of the blots in (C) (n=3). *P<0.05 vs
WT group.
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食条件下，CD36基因缺失可以通过抑制 IR/IRS1的酪

氨酸磷酸化信号传导导致肌肉组织胰岛素敏感性受损。

胰岛素在发挥作用过程中最重要的是与胰岛素受

体结合，使胰岛素受体磷酸化从而激活下游信号通路，

而PTP1B能够使磷酸化的胰岛素受体去磷酸化，从而

阻断下游信号通路的激活。因此，PTP1B作为胰岛素信

号传导的重要负调控因子，在胰岛素抵抗中发挥着重要

作用［31］。目前PTP1B已成为治疗2型糖尿病的新靶点［32］。

研究发现，小鼠体内PTP1B是全身胰岛素敏感性的主

要调节因子。PTP1B-/-小鼠在肝脏和肌肉两大主要代谢

靶组织中表现出增强的IR和IRS1酪氨酸磷酸化［33］。我

们首次揭示了CD36在调节小鼠肌肉组织中PTP1B表

达的作用。本研究发现在正常饮食条件下，CD36-/-小鼠

肌肉中PTP1B表达增加，且PTP1B基因启动子的组蛋

白乙酰化水平也显著升高。本课题组前期研究显示

CD36可以通过ROS影响肝细胞组蛋白去乙酰化酶

HDAC表达水平，进而调控靶基因启动子组蛋白乙酰化

水平［34］，提示CD36可以影响基因的表观修饰，CD36-/-小

鼠肌肉 PTP1B 启动子乙酰化水平升高可能与 ROS/

HDAC途径相关，但具体的分子机制还有待进一步解

析。此外PTP1B抑制剂阻断了CD36基因缺失对小鼠

胰岛素敏感性受损的影响。以上结果表明，PTP1B在

CD36-/-小鼠肌肉的胰岛素信号传导中发挥了重要作用，

提示CD36基因缺失可以通过促进PTP1B的表达从而

抑制胰岛素信号传导引起肌肉组织的胰岛素敏感性

受损。

综上所述，在正常饮食状况下，CD36基因缺失通

过削弱 IR/IRS1通路的酪氨酸磷酸化导致肌肉组织的

胰岛素敏感性受损，其机制可能与PTP1B基因的表达

上调有关。该研究表明CD36基因对于维持肌肉生理

的胰岛素信号通路传导至关重要，CD36基因以非脂质

依赖的分子机制调控生理胰岛素信号通路。我们的研

究结果为阐明临床上CD36基因缺陷患者葡萄糖摄取

降低和易发胰岛素抵抗这一现象提供了理论依据。
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