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  [摘要] 目的 探讨糖尿病前期到2型糖尿病(T2DM)发展阶段中,DOK1基因在小鼠多个组织里的表达

差异,以及其与血脂水平间的相关性。方法 将小鼠分为0
 

d组(对照)、20
 

d组、40
 

d组、60
 

d组、80
 

d组及糖

尿病组(T2DM)。0
 

d组喂普通饲料,其余4组喂高脂饲料建立糖尿病前期模型,T2DM 组在此基础上以链脲

佐菌素(STZ)低 剂 量 多 次 腹 腔 注 射 建 立 T2DM 模 型。测 定 各 组 小 鼠 的 空 腹、腹 腔 注 射 葡 萄 糖 耐 量 实 验

(IPGTT)和胰岛素耐量实验(IPITT)血糖,并使用qPCR技术检测9种组织(心脏、肝脏、肾脏、骨骼肌、胰腺、脂

肪、脾脏、肺和结肠组织)中DOK1基因的表达情况。ELISA方法测定血清中的DOK1水平,并利用全自动生

化分析仪测定血清中的血脂水平。通过Spearman相关性分析80
 

d及T2DM 组小鼠血清DOK1与TG、TC、

HDL-C、LDL-C、脂蛋白A[LP(a)]和游离脂肪酸(FFA)的相关性。结果 成功建立了糖尿病前期和T2DM模

型小鼠;与0
 

d组比较,80
 

d组、T2DM组的空腹、IPGTT、IPITT血糖和血脂水平明显升高(P<0.001);与0
 

d
组比较,T2DM组心脏、肝脏、肾脏、骨骼肌、胰腺和脂肪组织DOK1

 

mRNA表达水平均明显下降(P<0.05);

与0
 

d组比较,80
 

d组心脏、肝脏、肾脏和骨骼肌DOK1
 

mRNA表达水平均明显下降(P<0.05);与0
 

d组比较,

40
 

d组与60
 

d组肝脏组织DOK1
 

mRNA表达水平明显下降(P<0.05);与0
 

d组比较,各组脾脏、肺及结肠组

织中DOK1
 

mRNA表达水平差异均无统计学意义(P>0.05)。80
 

d和T2DM组小鼠血清DOK1与TG、TC、

LDL-C、LP(a)、FFA呈负相关关系(r=-0.787
 

8、-0.727
 

2、-0.763
 

7、-0.764
 

2、-0.892
 

5,P<0.001),与

HDL-C呈正相关关系(r=0.961
 

3,P<0.001)。结论 DOK1的降低与胰岛素抵抗的机制有关,并有可能在

与糖尿病有关的脂质代谢失调中起到关键作用。
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  [Abstract] Objective To
 

explore
 

the
 

expression
 

differences
 

of
 

the
 

docking
 

protein
 

1
 

(DOK1)
 

gene
 

in
 

multiple
 

tissues
 

of
 

mice
 

during
 

the
 

development
 

stage
 

from
 

prediabetes
 

to
 

type
 

2
 

diabetes
 

mellitus
 

(T2DM),

as
 

well
 

as
 

its
 

correlation
 

with
 

blood
 

lipid
 

levels.Methods The
 

mice
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

0
 

d
 

group
 

(control),

the
 

20
 

d
 

group,the
 

40
 

d
 

group,the
 

60
 

d
 

group,the
 

80
 

d
 

group
 

and
 

the
 

T2DM
 

group.The
 

0
 

d
 

group
 

was
 

fed
 

with
 

normal
 

diet,while
 

the
 

other
 

four
 

groups
 

were
 

fed
 

with
 

high-fat
 

diet
 

to
 

establish
 

the
 

prediabetes
 

model.

On
 

this
 

basis,the
 

T2DM
 

group
 

was
 

given
 

low-dose
 

multiple
 

intraperitoneal
 

injections
 

of
 

streptozotocin
 

(STZ)
 

to
 

establish
 

the
 

T2DM
 

model.The
 

fasting
 

and
 

intraperitoneal
 

glucose
 

tolerance
 

test
 

(IPGTT)
 

and
 

insulin
 

tol-
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erance
 

test
 

(IPITT)
 

blood
 

glucose
 

of
 

mice
 

in
 

each
 

group
 

were
 

detected,and
 

the
 

expression
 

of
 

the
 

DOK1
 

gene
 

in
 

nine
 

tissues
 

(heart,liver,kidney,skeletal
 

muscle,pancreas,adipose,spleen,lung
 

and
 

colon
 

tissues)
 

was
 

de-

tected
 

by
 

qPCR.The
 

level
 

of
 

DOK1
 

in
 

serum
 

was
 

determined
 

by
 

ELISA,and
 

the
 

lipid
 

level
 

in
 

serum
 

was
 

measured
 

by
 

an
 

automatic
 

biochemical
 

analyzer.The
 

correlations
 

between
 

serum
 

DOK1
 

and
 

TG,TC,HDL-C,

LDL-C,lipoprotein
 

A[LP(a)],and
 

free
 

fatty
 

acids
 

(FFA)
 

were
 

analyzed
 

by
 

Spearman
 

correlation
 

analysis.Re-

sults The
 

prediabetic
 

and
 

T2DM
 

model
 

mice
 

were
 

successfully
 

established.Compared
 

with
 

the
 

0
 

d
 

group,the
 

blood
 

glucose
 

and
 

lipid
 

levels
 

in
 

the
 

80
 

d
 

group
 

and
 

the
 

T2DM
 

group
 

were
 

significantly
 

increased
 

(P<0.001).
Compared

 

with
 

the
 

0
 

d
 

group,the
 

expression
 

level
 

of
 

DOK1
 

mRNA
 

in
 

the
 

T2DM
 

group
 

was
 

significantly
 

de-

creased
 

in
 

heart,liver,kidney,skeletal
 

muscle,pancreas
 

and
 

adipose
 

tissue
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

0
 

d
 

group,the
 

expression
 

level
 

of
 

DOK1
 

mRNA
 

in
 

the
 

80
 

d
 

group
 

was
 

significantly
 

decreased
 

in
 

heart,liver,kid-

ney
 

and
 

skeletal
 

muscle
 

tissue
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

0
 

d
 

group,the
 

expression
 

levels
 

of
 

DOK1
 

mR-

NA
 

in
 

the
 

40
 

d
 

group
 

and
 

the
 

60
 

d
 

group
 

was
 

significantly
 

decreased
 

in
 

the
 

liver
 

tissues
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

group
 

0
 

d,there
 

was
 

no
 

statistically
 

significant
 

difference
 

in
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

DOK1
 

mRNA
 

in
 

the
 

spleen,lung
 

and
 

colon
 

tissues
 

among
 

each
 

group
 

(P>0.05).DOK1
 

in
 

the
 

80
 

d
 

group
 

and
 

the
 

T2DM
 

group
 

was
 

negatively
 

correlated
 

with
 

TG,TC,LDL-C,LP(a),and
 

FFA
 

(r=-0.787
 

8,-0.727
 

2,-0.763
 

7,

-0.764
 

2,-0.892
 

5,P<0.001),while
 

positively
 

correlated
 

with
 

HDL-C
 

(r=0.961
 

3,P<0.001).Conclu-
sion The

 

reduction
 

of
 

DOK
 

is
 

related
 

to
 

the
 

mechanism
 

of
 

insulin
 

resistance
 

and
 

may
 

play
 

a
 

key
 

role
 

in
 

lipid
 

metabolism
 

disorders
 

associated
 

with
 

diabetes.
[Key

 

words] DOK1;prediabetes;type
 

2
 

diabetes
 

mellitus;lipids;insulin
 

resistance

  在全球范围内,糖尿病已经成为增长速度最快的

公共健康难题之一[1]。据预测,至2025年,糖尿病的

发病率可能会进一步攀升至12.2%,同时患病的人数

也将达到7.83亿[2]。同时,糖脂代谢紊乱也成为公

共卫生领域的重大挑战,其核心特征为胰岛素抵抗、

高血糖与血脂异常(高TG、低HDL-C、小而密LDL-C
颗粒增加)共现。2025

 

年国际糖尿病联盟数据显示,

全球20~79岁成人糖尿病患者达5.89亿,其中70%
合并血脂异常,而未确诊率高达43%[3]。

DOK1是一种多功能蛋白,亦称p62dok,属于胰

岛素受体激酶底物之一,具有调节脂肪代谢的功

能[4]。研究发现,DOK1在脂肪组织中表达水平较

高[5],且在胰岛素抵抗过程中,可通过非受体酪氨酸

激酶(non-receptor
 

tyrosnie
 

kinase,Src)/DOK1/蛋白

激酶B(protein
 

kinase
 

B,Akt)通路发挥调节作用[6]。

DOK1
 

蛋白家族成员广泛分布于多种组织细胞,包括

肝脏、脂肪、肌肉、子宫、肺、造血系统、神经系统及免

疫系统等[7-8]。然而,目前国内外关于
 

DOK1
 

在胰岛

素通路中表达的研究结果尚不一致,且相关研究数量

较少。本研究拟通过构建小鼠糖尿病前期与2型糖

尿病(type
 

2
 

diabetes
 

mellitus,T2DM)模型,观察糖

尿病发病过程中DOK1在小鼠各组织中的表达情况

及与血脂水平的关系,旨在为探寻糖脂代谢紊乱的发

病提供新分子靶点,为开发预防、延缓及治疗糖脂代

谢紊乱的靶向药物提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料

无特定病原体级雄性6周龄C57BL/6J小鼠60
只,体重(22±3)g,动物生产许可证号为SCXK(2016-

0011),由北京维通利华实验动物技术有限公司提供,

本研究通过青海省人民医院伦理委员会批准[审批

号:科研伦审(2023)-215]。高脂饲料(HD001)购自

北京博泰宏达生物技术有限公司,其热量配比为蛋白

19.8%、碳水化合物35.2%、脂肪45.0%。链脲佐菌

素(streptozotocin,STZ)购自美国Sigma公司;75%
乙醇购自山东利尔康医疗科技有限公司;无菌注射器

(1
 

mL、2
 

mL)购自江苏镇江康利医疗器械有限公司;

ACCU-CHEK血糖仪及血糖试纸购自瑞士Roche公

司;真空促凝管购自菏泽华博医疗器械(山东)有限公

司;PrimescriptTM
 

RT
 

reagent
 

kit、SYBR
 

Premix
 

Ex
 

TaqTM
 

Ⅱ、RNAiso均购自日本 TaKaRa公司;4%组

织固定液购自北京索莱宝科技 有 限 公 司。DOK1
 

ELISA试剂盒购自美国Thermo
 

Fisher
 

Scientific公

司。引物由日本TaKaRa公司设计合成。

1.2 方法

1.2.1 T2DM模型的建立和鉴定
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小鼠适应性饲养1周后分6组(n=10):0
 

d组

(对照组)、20
 

d组、40
 

d组、60
 

d组、80
 

d组和T2DM
组。0

 

d组喂普通饲料,其余5组喂相应时间的高脂

饲料建立糖尿病前期模型,T2DM 组在此基础上以

STZ低剂量多次腹腔注射建立T2DM 模型。模型建

立成功后,禁食12
 

h(不禁水)后,尾静脉采血测空腹

血糖。腹腔注射葡萄糖耐量实验(intraperitoneal
 

glu-

cose
 

tolerance
 

test,IPGTT)和胰岛素耐量实验(in-

traperitoneal
 

insulin
 

tolerance
 

test,IPITT)分别于腹

腔注射20%葡萄糖溶液2
 

g/kg和重组人胰岛素0.75
 

U/kg,注射后0、15、30、60、90、120
 

min尾静脉采血测

血糖。通过测定的空腹血糖、IPGTT血糖和IPITT
血糖结果鉴定模型是否构建成功。

1.2.2 血清血脂和DOK1水平检测

取80
 

d和T2DM组小鼠,禁食12
 

h(不禁水)后,

腹主动脉采血1
 

mL于促凝管,3
 

000
 

r/min离心10
 

min分离血清。采用贝克曼 AU5800全自动生化分

析仪检测血脂,包括TG、TC、HDL-C、LDL-C、脂蛋白

A[lipoprotein(a),LP(a)]和游离脂肪酸(free
 

fatty
 

acid,FFA)。其中 TG、TC和FFA 采用酶比色法,

HDL-C采用选择性抑制法,LDL-C采用选择性清除

法,LP(a)采用免疫比浊法;DOK1采用 ELISA 法

检测。

1.2.3 qPCR检测DOK1
 

mRNA表达水平

按TRIzol法提取小鼠各组织(心脏、肝脏、脾脏、

肺脏、肾脏、骨骼肌、胰腺、脂肪、结肠)总RNA,加入

TRIzol试剂研磨后,用DEPC水溶解RNA沉淀,取

部分测浓度,其余逆转录为cDNA,以cDNA为模板

进行DOK1基因qPCR检测,以GAPDH为内参。反

应体系为20
 

μL:SYBR
 

Premix
 

Ex
 

TaqTM
 

Ⅱ
 

12.5
 

μL、正反向引物(10
 

μmol/L)各1
 

μL、cDNA
 

2
 

μL、

ddH2O
 

8.5
 

μL;反应条件:预变性95
 

℃
 

30
 

s;95
 

℃
 

5
 

s,60
 

℃
 

30
 

s,40个循环。熔解曲线:60
 

℃
 

5
 

s,95
 

℃
 

30
 

s,重 复2次;GAPDH 引 物 序 列:正 向5'-TGT
 

GTC
 

CGT
 

CGT
 

GGA
 

TCT
 

GA-3',反 向 5'-TTG
 

CTG
 

TTG
 

AAG
 

TCG
 

CAG
 

GAG-3',DOK1引物序

列:正向5'-TTT
 

CTG
 

CAG
 

AGT
 

CAG
 

CGC
 

TTC-

3',反向
 

5'-CGT
 

GAG
 

GAC
 

TGG
 

CTG
 

GTA
 

A-3'。

1.3 统计学处理

采用GraphPad10.0软件进行数据分析,其中计

量资料以x±s表示,组间比较采用单因素方差分析

(ANOVA),并使用LSD方法进行组间两两比较。采

用Pearson相关性分析法分析DOK1与血脂水平的

相关行。实验均重复3次,以P<0.05为差异有统计

学意义。

2 结  果

2.1 各组空腹、IPGTT和IPITT血糖比较

与0
 

d组比较,80
 

d组、T2DM 组空腹血糖水平

明显升高(P<0.001),20
 

d组、40
 

d组、60
 

d组空腹

血糖升高不明显(P>0.05),见图1A。IPGTT和IP-

ITT结果显示,与0
 

d组比较,80
 

d组和T2DM 组血

糖水平明显升高(P<0.001),见图1B、C,说明糖耐量

明显受损,胰岛素敏感性明显下降,综合分析可考虑

80
 

d组为糖尿病前期模型。

2.2 各组血脂及FFA比较

与0
 

d组比较,80
 

d组、T2DM 组TG、TC、LDL-

C、LP(a)和FFA水平明显升高(P<0.001),HDL-C
水平明显降低(P<0.001),与80

 

d组比较,T2DM组

TC、TG、LDL-C和FFA水平明显升高(P<0.001),

HDL-C水平明显降低(P<0.001),见表1。

表1  各组血脂及游离脂肪酸水平比较(x±s)

项目 0
 

d组(n=10) 20
 

d组(n=10) 40
 

d组(n=10) 60
 

d组(n=10) 80
 

d组(n=10) T2DM组(n=10)

TC(mmol/L) 2.02±0.22 2.04±0.36 2.06±0.64 2.11±0.44 3.00±0.80
ab 4.13±0.23ac

TG
 

(mmol/L) 0.87±0.12 0.88±0.20 0.89±0.13 0.90±0.32 0.94±0.14ab 1.04±0.23ac

LDL-C(mmol/L) 0.22±0.12 0.27±0.29 0.26±0.14 0.27±0.74 0.54±0.61ab 0.68±0.49ac

FFA(mmol/L) 0.36±0.22 0.32±0.59 0.35±0.33 0.38±0.44 0.58±0.45ab 0.69±0.28ac

LP(a)(g/L) 2.45±0.48 2.54±0.26 2.67±0.23 2.87±0.41 3.95±0.64ab 4.02±0.71ab

HDL-C(mmol/L) 1.18±0.23 1.19±0.28 1.14±0.23 1.11±0.26 0.81±0.28ab 0.63±0.28ac

  a:P<0.05,与0
 

d组比较;b:P<0.05,与40
 

d组比较;c:P<0.05,与80
 

d组比较。

2.3 各 组 DOK1
 

mRNA 在 各 组 织 中 的 表 达 水 平 比较
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与0
 

d组比较,80
 

d组、T2DM 组心脏、肝脏、肾

脏、骨骼肌组织中DOK1
 

mRNA表达水平明显下降

(均P<0.05),40
 

d组、60
 

d组肝脏组织中 DOK1
 

mRNA表达水平明显下降(P<0.05),T2DM 组胰

腺、脂肪组织中 DOK1
 

mRNA 表达水平明显下降

(P<0.05);各组脾脏、肺和结肠组织中DOK1
 

mR-

NA表达水平与0
 

d组比较差异均无统计学意义

(P>0.05),见图2。

2.4 血清DOK1与TG、TC、HDL-C、LDL-C、LP(a)

和FFA的相关性分析

Spearman相关性分析显示,80
 

d与T2DM 组小

鼠DOK1与 TG、TC、LDL-C、LP(a)及FFA呈负相

关(r=-0.787
 

8、-0.727
 

2、-0.763
 

7、-0.764
 

2、

-0.892
 

5,P<0.001),与 HDL-C 呈 正 相 关(r=
0.961

 

3,P<0.001),见图3。

  A:空腹血糖;B:IPGTT;C:IPITT;a:P<0.05,与0
 

d组比较;b:P<0.05,与40
 

d组比较;c:P<0.05,与80
 

d组比较。

图1  各组空腹、IPGTT、IPITT血糖水平比较

  A:心脏;B:肝脏;C:脾脏;D:肺;E:肾脏;F:骨骼肌;G:胰腺;H:脂肪;I:结肠;a:P<0.05,与0
 

d组比较;b:P<0.05,与40
 

d组比较;c:P<

0.05,与80
 

d组比较。

图2  不同组织各组DOK1
 

mRNA表达水平比较
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  A:血清DOK1与TG的相关性分析;B:血清DOK1与TC的相关性分析;C:血清DOK1与HDL-C的相关性分析;D:血清DOK1与LDL-C的

相关性分析;E:血清DOK1与Lp(a)的相关性分析;F:血清DOK1与FFA的相关性分析。

图3  80
 

d与T2DM组小鼠血清DOK1与血脂的相关性分析

3 讨  论

T2DM发病机制复杂,代谢紊乱贯穿发病始终,
涉及脂肪、糖等多种代谢异常[9]。糖尿病与脂肪代谢

紊乱作为全球最常见的慢性代谢性疾病,二者存在深

度病理关联与双向促进作用[10-11]。本研究系统性探

讨了DOK1在T2DM小鼠模型不同组织中的表达变

化及其与血脂代谢紊乱的关系,揭示了DOK1在糖尿

病进程中的组织特异性调控模式及其作为代谢紊乱

潜在调控因子的作用。研究结果显示DOK1表达水

平在糖尿病前期和T2DM 组小鼠的肝脏、肾脏、骨骼

肌、胰腺、脂肪多个代谢关键组织中明显下调,且与

TG、TC、LDL-C等致动脉粥样硬化指标呈负相关,与
HDL-C呈正相关。DOK1

 

mRNA
 

在40
 

d即出现明

显下调,而此时外周血糖尚未明显升高,这一时间点

提示,DOK1
 

降低早于糖耐量受损,可视为高脂负荷

后脂质代谢紊乱的启动事件,这些发现为理解糖尿病

脂质代谢紊乱的分子机制提供了新视角。

DOK1可能作为“代谢刹车”分子,在糖脂代谢失

衡早期即开始失效,其下调不仅促进肝脏脂质合成,
也加速外周脂肪组织的脂解,从而形成“高

 

FFA-胰岛

素抵抗”恶性循环[12]。该结果与DOK1通过抑制细

胞外信号调节激酶(extracellular
 

signal-regulated
 

ki-
nase,ERK)介导的过氧化物酶体增殖物激活受体γ
(peroxisome

 

proliferator-activated
 

receptor
 

gamma,

PPARγ)磷酸化调节脂肪细胞肥大从而导致高脂饮食

诱导的肥胖和胰岛素抵抗发生的研究结果相吻合[13]。
进一步结合文献报道[14],推测DOK1可能通过Akt/
固醇调节元件结合蛋白1c(sterol

 

regulatory
 

element-
binding

 

protein
 

1c,SREBP1c)通路调控脂质代谢。在

生理状态下,DOK1可激活 Akt磷酸化,进而抑制

SREBP1c介导的脂合成基因[如脂肪酸合成酶(fatty
 

acid
 

synthase,FAS)、长链酰基辅酶 A合成酶(acyl-
coA

 

synthetase
 

long-chain,ACSL)]表达;当 DOK1
水平下调时,Akt活性降低,SREBP1c核转位增加,导
致肝脏脂质合成亢进和血清 TG水平升高。同时多

项相关研究证实,FFA的增加与胰岛素的分泌及胰岛

素抵抗有着紧密的联系[15-19]。低功率激光照射能够

通过激活DOK1来抑制ERK的磷酸化作用,进而降

低脂肪细胞释放FFA[20]。
综上所述,在糖尿病前期至 T2DM 的进展过程

中,DOK1的下调可能削弱了其对脂类分解的抑制作

用,导致FFA 释放增加,从而进一步加剧胰岛素抵

抗,加速糖尿病进程。这一发现为理解DOK1在糖脂

代谢紊乱病理生理学中的多方面作用提供了新的视

角,并强调了DOK1作为糖脂代谢紊乱治疗潜在靶点

的重要性。未来的研究需要进一步探索DOK1在调

节胰岛素敏感性和脂肪代谢中的具体机制,以及如何

通过调节DOK1的表达来改善糖尿病相关的脂质代

谢紊乱。因此,DOK1基因可能作为一种新型生物标

志物用于糖脂代谢紊乱的早期诊断和预后评估,有助
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于监测糖尿病的发展和治疗效果。
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