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АННОТАЦИЯ
Скелетная мускулатура является главным местом инсулинозависимого поглощения глюкозы, а появление инсулино-
резистентности скелетных мышц — основным фактором развития инсулинорезистентности организма. Это нарушение 
связывают с дефектами канонического инсулинового каскада, регулирующего захват глюкозы; при этом конкретные 
молекулярные механизмы до сих пор остаются предметом дискуссии. Панорамный масс-спектрометрический фосфо-
протеомный анализ представляется оптимальным подходом для исследования сложных сигнальных сетей.
В обзоре обобщены данные фосфопротеомных исследований, в которых изучались изменения внутриклеточной сигна-
лизации в скелетной мышце при стимуляции инсулином в норме и при инсулинорезистентности. Исследования in vitro 
и in vivo показали, что стимуляция инсулином/приём пищи вызывают масштабные изменения фосфопротеома (сотни 
фосфосайтов). Эти изменения затрагивают не только канонические инсулиновые каскады, но и другие сигнальные 
пути и множество белков, выполняющих разные функции (ферменты углеводно-жирового обмена, саркомерные и ми-
тохондриальные белки, транскрипционные факторы, шапероны и др.), а также вызывают изменения транскриптома. 
Инсулинорезистентность нарушает фосфопротеомный ответ на инсулин, однако эти изменения слабо затрагивают 
канонический инсулиновый каскад, регулирующий захват глюкозы. Обсуждается предположение, что причины на-
рушений инсулинозависимого захвата глюкозы вызваны главным образом комбинацией множественных нарушений 
в различных сигнальных молекулах, которые регулируют захват глюкозы напрямую или опосредованно, но не связаны 
с каноническим инсулиновым каскадом.
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ABSTRACT
The skeletal muscles are the main site of insulin-dependent glucose uptake, and the development of insulin resistance in 
skeletal muscles is the main factor in the progression of insulin resistance in the whole organism. This disorder is associated 
with defects in the canonical insulin cascade regulating glucose uptake; however, the specific molecular mechanisms are 
still debatable. Global mass spectrometry-based phosphoproteomic analysis appears to be an optimal approach to studying 
complex signaling networks.
The review summarizes data from phosphoproteomic studies investigating changes in intracellular signaling in skeletal muscles 
upon insulin stimulation under normal conditions and insulin resistance. In vitro and in vivo studies have shown that insulin 
stimulation/food intake causes large-scale changes in the phosphoproteome (hundreds of phosphosites). These changes affect 
not only the canonical insulin cascades but also other signaling pathways and proteins with different functions (enzymes of 
carbohydrate and fat metabolism, sarcomeric and mitochondrial proteins, transcription factors, chaperones, etc.) and cause 
transcriptomic changes. Insulin resistance impairs the phosphoproteomic response to insulin; however, these changes only 
slightly affect the canonical insulin cascade regulating glucose uptake. The causes of impairments in insulin-dependent 
glucose uptake are hypothesized to be related primarily by a combination of multiple defects in various signaling molecules 
that regulate glucose uptake directly or indirectly; however, they are not associated with the canonical insulin cascade.
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ВВЕДЕНИЕ
Сахарный диабет 2-го типа (СД2Т) — это форма диа-

бета, характеризующаяся развитием резистентности тка-
ней к инсулину и увеличением уровня глюкозы крови на-
тощак. Этим заболеванием страдают 462 млн (более 6%) 
человек в мире; ежегодно более 1 млн смертей связано 
с СД2Т, что делает его девятой по значимости причиной 
смертности [1]. Основным фактором риска формирования 
инсулинорезистентности и СД2Т является ожирение, раз-
вивающееся из-за «западной» диеты и малоподвижного 
образа жизни [2, 3]. 

Скелетная мускулатура играет ключевую роль в ре-
гуляции метаболизма (в частности, углеводно-жирового 
обмена) организма человека в норме и при развитии ожи-
рения и СД2Т [4]. Так, во время гиперинсулинемического 
эугликемического клэмп-теста (концентрация инсулина 
в крови — 100 мМЕ/л, или ~0,6 нМ) на скелетные мыш-
цы приходится более 80% инсулинозависимого захвата 
глюкозы [5]. Это связано с тем, что скелетные мышцы (на-
ряду с печенью и жировой тканью) имеют наибольшую 
чувствительность к инсулину и составляют более трети 
массы тела. Таким образом, скелетные мышцы являются 
главным местом инсулинозависимого поглощения глю-
козы, а появление инсулинорезистентности скелетных 
мышц — основным фактором развития инсулинорези-
стентности организма [4, 6]. 

Молекулярные механизмы инсулинозависимого захва-
та глюкозы тканями достаточно хорошо изучены и связа-
ны с активацией канонического инсулинового сигналь-
ного каскада «инсулиновый рецептор (insulin receptor, 
INSR)–фосфатидилинозитол-3-киназа (phosphoinositide 
3-kinase, PI3K)–RAC-серин/треонин-протеинкиназа (AKT)» 
и последующей транслокацией на клеточную мембрану 
везикул, содержащих глюкозный транспортер 4 (GLUT4) 
[4, 6]. Развитие инсулинорезистентности в инсулин-чув-
ствительных тканях (скелетные мышцы, печень и жи-
ровая ткань) связывают с нарушением активации этого 
каскада при стимуляции инсулином. Однако конкретные 
молекулярные механизмы нарушений инсулинозависимой 
активации каскада PI3K–AKT до сих пор остаются пред-
метом дискуссии [7].

Активированный инсулиновый рецептор может ре-
гулировать множество других мишеней AKT-киназы, 
а также каскад митоген-активируемой протеинкиназы 
3/1 (MK03/01) (киназа 1/2, регулируемая внеклеточны-
ми сигналами, ERK1/2). Поэтому эффекты, вызванные 
действием инсулина, оказывают комплексное влияние 
на внутриклеточную сигнализацию, регулируя различные 
клеточные процессы, а также экспрессию ряда генов (см. 
ниже). Нужно отметить, что плейотропные эффекты акти-
вации инсулинового рецептора (в том числе для скелет-
ной мышцы) исследованы явно недостаточно, что связано 
прежде всего со сложностью изучения комплексных из-
менений в сети внутриклеточной сигнализации. В связи 

с этим использование широкозахватных методов анализа, 
в частности фосфопротеомного масс-спектрометрического 
анализа, представляет большой интерес. Нужно отме-
тить, что современный фосфопротеомный анализ по-
зволяет детектировать в пробах скелетной мышцы более 
10 000 фосфосайтов, что составляет около 10% фосфо-
протеома [8], поэтому результаты таких исследований ха-
рактеризуют только малую часть изменений последнего.

Цель обзора — обобщить данные фосфопротеомных 
исследований, изучавших изменения внутриклеточной 
сигнализации в скелетной мышце при стимуляции инсу-
лином в норме и при инсулинорезистентности.

Проанализированы результаты исследований, в кото-
рых изучали ответ на инсулин в человеческих миотубах 
iMyos, полученных из индуцированных плюрипотентных 
стволовых клеток [9, 10], а также в скелетных мышцах 
грызунов [11–13] и человека [14–16]. Эти данные сопо-
ставлены с результатами исследований фосфопротеом-
ного ответа на инсулин при моделировании инсулино-
резистентности: миотубы iMyos, полученные из клеток 
пациентов с инсулинорезистентностью и СД2Т [9, 10]; 
пробы скелетной мышцы грызунов на углеводно-жиро-
вой диете [12, 13] и пациентов с инсулинорезистентно-
стью [16]. 

КАНОНИЧЕСКИЕ 
ИНСУЛИНОЗАВИСИМЫЕ 
СИГНАЛЬНЫЕ ПУТИ В СКЕЛЕТНОЙ 
МЫШЦЕ

Канонические сигнальные каскады, индуцируемые 
инсулином (ERK1/2 и PI3K–AKT), изучаются уже не-
сколько десятилетий и подробно описаны в ряде обзо-
ров [17–19]. Связывание инсулина с INSR вызывает его 
автофосфорилирование (включая такие сайты каталити-
ческого домена INSR человека, как Tyr1185/1189/1190) 
и фосфорилирование его адаптерных белков: адаптерный 
белок SHC1/2 и субстрат инсулинового рецептора (insulin 
receptor substrate, IRS) — IRS1–IRS4, адаптерные белки 
GAB1 и CBL и др. [20]. Фосфорилирование SHC-изоформ 
p46/p52 (включая Tyr317/272) через связывание с адап-
терным белком GRB2 ведёт к образованию комплекса 
с RAS (small GTPases derived from Rat sarcoma virus) [21]. 
Это в свою очередь активирует каскад «серин/треонино-
вая-протеинкиназа A-Raf (ARAF)–киназа митоген-акти-
вируемой протеинкиназы (MP2K1/2)–MK03/01 (ERK1/2) 
(рис. 1). В ядре активированная ERK1/2 фосфорилирует 
(и активирует) ряд белков, включая серин/треониновую-
протеинкиназу 1, взаимодействующую с митоген-активи-
руемой протеинкиназой (MKNK1); киназу альфа-1 рибо-
сомного белка S6 (KS6A1 или P90S6K); транскрипционные 
факторы раннего ответа (CREB1, FOC, MYC и др.), тем са-
мым регулируя кэп-зависимую трансляцию, экспрессию 
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генов раннего ответа, а также дифференцировку, выжи-
ваемость и клеточный рост [17, 22, 23]. 

В мышечных клетках IRS1 является основным суб-
стратом инсулинового рецептора, регулирующим инсу-
линозависимый транспорт глюкозы [18], тогда как роль 
IRS2 незначительна [24]. Фосфорилированый IRS1 (вклю-
чая Tyr612 и Tyr632) связывается с PI3K, которая фос-
форилирует фосфатидилинозитол-4,5-бисфосфат (PIP2), 
образуя сигнальный липид фосфатидилинозитол-3,4,5-
трисфосфат (PIP3). PIP3 рекрутирует PDK1 (фосфои-
нозитид-зависимую протеинкиназу 1, phosphoinositide 
dependent protein kinase 1) и AKT на плазматическую 
мембрану, фосфорилируя AKTThr308 и AKTSer473 и активи-
руя её [25]. Помимо этого, фосфорилирование AKTSer473 
может регулироваться комплексом mTORC2 [26]. В ске-
летных мышцах экспрессируются AKT1 и AKT2; при этом 
AKT2 играет ключевую роль в инсулинозависимом погло-
щении глюкозы [27, 28]. AKT фосфорилирует белок, ак-
тивирующий Rab-ГТФазу (TBC1 domain family member 4, 
TBCD4) который индуцирует транслокацию и слияние ве-
зикул, содержащих GLUT4, с клеточной мембраной, тем 
самым увеличивая инсулинозависимый транспорт глю-
козы в клетку [29]. Помимо этого AKT имеет ряд других 

мишеней и регулирует многочисленные биологические 
процессы: например, фосфорилирует (и деактивиру-
ет) киназу гликогенсинтазы 3 бета (GSK3BSer9), тем са-
мым регулируя синтез гликогена в печени и скелетных 
мышцах [30], а также фосфорилирует (и деактивирует) 
транскрипционные факторы семейств FOXO/K, тем самым 
контролируя экспрессию генов-регуляторов глюконеоге-
неза, клеточного цикла и апоптоза [31, 32] (см. рис. 1). 
Стоит отметить, что, согласно базе данных PhosphoSite 
Plus, для киназ AKT1/2 и ERK1/2 описано несколько сотен 
субстратов и фосфосайтов, что указывает на множествен-
ность потенциальных эффектов инсулина. 

ПЛЕЙОТРОПНОЕ ДЕЙСТВИЕ 
ИНСУЛИНА НА СИГНАЛИЗАЦИЮ 
СКЕЛЕТНЫХ МЫШЦ

Влияние инсулина на фосфопротеомный профиль 
клеток без нарушений инсулиновой чувствительно-
сти изучали в ряде работ. Эффекты инсулина в дозах, 
значительно превышающих физиологические (100 нМ 
в течение 10 мин), исследовали на миотубах, полученных 

Рис. 1. Канонические инсулинозависимые сигнальные пути. Инсулиновый рецептор (INSR) активирует канонические инсулиновые 
каскады PI3K–AKT и ERK1/2, регулирующие GLUT4-опосредованный захват глюкозы и митогенные эффекты соответственно. По-
мимо этого, AKT регулирует множество нижележащих мишеней, включая комплекс MTORC1, киназу GSK3B (инактивирует) и транс-
крипционные факторы семейства FOXO/K, тем самым регулируя различные биологические процессы (метаболизм гликогена, синтез 
белка, клеточный цикл, апоптоз и т.д.). Объяснения см. в тексте.
Fig. 1. Canonical insulin-dependent signaling pathways. The insulin receptor (INSR) activates the canonical insulin cascades PI3K–AKT 
and ERK1/2, regulating GLUT4-mediated glucose uptake and mitogenic effects, respectively. In addition, AKT regulates many downstream 
targets, including the MTORC1 complex, GSK3B kinase (inactivated) and transcription factors of the FOXO/K family, thereby regulating 
various biological processes (glycogen metabolism, protein synthesis, cell cycle, apoptosis, etc.). See text for explanation.
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из дифференцированных в миобласты индуцированных 
плюрипотентных стволовых клеток человека [9, 10]. 
Фосфопротеомный ответ in vivo изучали в m. soleus [13] 
и m. quadriceps [11] мышей через 10 и 15 мин после вве-
дения инсулина соответственно, а также в m. vastus late-
ralis у добровольцев через 0,5 [16], 2 [14, 16] и 4 ч [15] 
после начала гиперинсулинемического эугликемического 
клэмп-теста (концентрация инсулина в крови составля-
ла ~0,6 нМ). Помимо этого, изменение фосфопротеома 
исследовали при естественном приёме пищи в течение 
суток в m. quadriceps крыс, а именно ночью, когда живот-
ные активно питаются и концентрация инсулина в крови 
достигает ~0,5 нМ [12].

Вышеуказанные работы показали, что стимуляция 
инсулином вызывает масштабные изменения в фосфо-
рилировании белков (несколько сотен фосфосайтов), 
более половины из которых увеличили уровень фосфо-
рилирования. Для описания влияния инсулина на различ-
ные белки мы обобщили результаты этих исследований 
и выбрали белки, увеличившие или снизившие уровень 
фосфорилирования (в любых сайтах) более чем в одном 

исследовании (приложение 1). Среди инсулин-индуциро-
ванных изменений во всех этих исследованиях ожидаемо 
было установлено изменение (преимущественно увели-
чение) фосфорилирования белков канонических инсули-
новых каскадов: PI3K–AKT и ERK1/2 (рис. 2), в том числе 
канонических сайтов активации киназ, входящих в них. 
В частности, выраженные изменения были обнаружены 
для канонического инсулинового каскада, регулирующе-
го захват глюкозы: разнонаправленные изменения фос-
форилирования IRS1/2, увеличение фосфорилирования 
AKT1/2 и TBCD4 — мишени AKT и ключевого регулятора 
транслокации GLUT4-содержащих везикул (приложе-
ние 2). Помимо этого, инсулин регулировал ряд белков, 
модулирующих инсулинозависимый захват глюкозы. Так, 
были установлены разнонаправленные изменения адап-
терного белка SRBS1 и увеличение фосфорилирования ре-
гулятора транслокации GLUT4-содержащих везикул CIP4 
[12–14, 16]; снижение фосфорилирования было выявле-
но для фосфатазы PTN1, негативно регулирующей IRS1/2 
[9, 10, 12]. Нужно отметить, что недостаточная глубина 
панорамного фосфопротеомного анализа, по-видимому, 

Рис. 2. Основные сигнальные каскады/функциональные группы сигнальных молекул и биологические процессы, регулируемые 
инсулином в скелетной мышце. Красными и белыми кружками обозначено увеличение и снижение фосфорилирования (для любых 
сайтов) соответственно. Список белков, изменивших фосфорилирование в ответ на инсулин (в двух и более исследованиях [9, 10, 
12–14, 16]), представлен в приложении 1. Объяснения см. в тексте.
Fig. 2. The main signaling cascades/functional groups of signaling molecules and biological processes regulated by insulin in skeletal 
muscle. The red and white circles indicate an increase and decrease in phosphorylation (for any sites), respectively. List of proteins that 
have changed phosphorylation in response to insulin (in two or more studies [9, 10, 12–14, 16]) is presented in the Supplement 1. See 
text for explanation.
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значительно ограничивает идентификацию инсулиноза-
висимых белков/фосфосайтов. Этот факт подтверждается 
тем, что с помощью целевого масс-спектрометрического 
анализа в скелетной мышце человека через 0,5–1,0 ч по-
сле начала гиперинсулинемического эугликемического 
клэмп-теста (концентрация инсулина в крови составляет 
~0,6 нМ) только для IRS1 выявлены разнонаправленные 
изменения более десятка фосфосайтов, функции боль-
шей части которых до сих пор неизвестны [33, 34]. Это 
свидетельствует о том, что изменения фосфопротеомного 
профиля инсулинозависимых сигнальных белков, регули-
рующих захват глюкозы, до сих пор изучены лишь по-
верхностно.

Любопытно, что в скелетной мышце человека более 
90% инсулинозависимых фосфосайтов не относятся к ка-
ноническому инсулиновому каскаду, регулирующему за-
хват глюкозы [14]. Среди них ожидаемо было обнаружено 
изменение (преимущественно увеличение) фосфорилиро-
вания множества других мишеней AKT-киназы и ниже-
лежащих сигнальных белков (см. рис. 2 и приложение 1), 
прежде всего ключевого регулятора кэп-зависимой 
трансляции киназы MTOR, её регуляторов (TSC2, RRAGC, 
RICTR, RPTOR, DPTOR, AKTS1 (PRAS40)) и мишеней: ре-
гуляторов трансляции (IF4B, 4EBP1/2, KS6A1 (P90S6K), 
RS6 и др.), аутофагии (ULK1 и др.), биосинтеза липидов 
(LPIN1) и организации микротрубочек (CLIP1) [9–13, 16]. 
Среди других мишеней AKT ожидаемо было обнаруже-
но увеличение фосфорилирования ключевого активатора 
гликолиза — киназы/фосфатазы PFKFB2 и изменение 
для регуляторов гликогенового метаболизма: увеличе-
ние для киназы GSK3A/B, разнонаправленные изменения 
для её субстрата гликогенсинтазы GYS1, а также увели-
чение для гликогенина (GLYG). Напротив, для регуляторов 
катаболизма гликогена — фосфатаз PPR3A, PYGM и кина-
зы KPB1 — отмечено снижение фосфорилирования (мар-
кёр деактивации), что может быть вызвано активацией 
AKT и/или кальциевой сигнализации (см. ниже). Помимо 
этого, стимуляция инсулином вызвала увеличение фосфо-
рилирования других субстратов AKT — транскрипционных 
факторов семейства FOX (FOXO4 и FOXK2), регулирующих 
экспрессию многих генов, в том числе ассоциированных 
с инсулиноподобным фактором роста 1, метаболизмом 
глюкозы, гликогена и аутофагией. Помимо этого, ожида-
емо обнаружено увеличение фосфорилирования белков 
другого канонического инсулинозависимого каскада — 
ERK1/2, а именно: адаптерного белка SOS1, киназы ARAF 
и MK03 (ERK1) и её субстратов (киназы рибосомного белка 
S6 (KS6A1 или P90S6K) и MKNK2), что говорит об актива-
ции этого каскада.

Интересно отметить, что стимуляция инсулином вы-
звала многочисленные изменения фосфорилирования 
белков кальциевой сигнализации и АМФ-зависимой про-
теинкиназы AMPK (AMP activated protein kinase) — клю-
чевого энергетического сенсора клетки (см. приложе-
ния 1 и 2). Среди них были белки кальциевых каналов, 

расположенные в клеточной мембране (субъединицы 
CAC1S/B1 канала L-типа претерпели разнонаправлен-
ные изменения фосфорилирования) и митохондриаль-
ной (VDAC1/2) мембране, а также кальций-связывающие 
белки эндоплазматической сети (CASQ2 и STIM1), изо-
формы кальций/кальмодулин-зависимой протеинкиназы 
2-го типа KCC2B/G (CAMK2B/G) [12, 14, 16] и одна из ми-
шеней кальциевой сигнализации — транскрипционный 
фактор NFAC1/2 [12–14] (для всех зарегистрировано уве-
личение фосфорилирования). Данный факт согласуется 
с тем, что стимуляция инсулином/нарушение инсулиновой 
чувствительности могут модулировать кальциевый обмен 
и сигнализацию в скелетной мышце [35]. Инсулин также 
вызвал увеличение фосфорилирования неканонических 
сайтов альфа 1, 2 (AAPK1/2) и гамма 2 (AAKG2) субъеди-
ниц протеинкиназы AMPK, что может быть связано с ак-
тивацией AKT [13, 14, 16]. Одновременно наблюдалось 
увеличение фосфорилирования субстратов протеинкина-
зы AMPK: регулятора GLUT4-содержащих везикул TBCD4, 
ключевого фермента гликолиза PFKFB2, синтазы оксида 
азота NOS1/3 и регулятора аутофагии ULK1, что под-
тверждает активацию AMPK.

Помимо хорошо изученных сигнальных белков, опи-
санных выше, инсулин оказывает влияние на множество 
других белков; при этом сигнальные пути/киназы, регу-
лирующие фосфорилирование большинства из них, оста-
ются неизученными (приложение 2). Так, были показаны 
разнонаправленные изменения фосфорилирования более 
70 саркомерных белков, включая титин, ключевые белки 
актиновых и миозиновых филаментов, Z-диска, М-линии 
и др., а также митохондриальных белков, участвующих 
в энергообмене (ферменты окислительного фосфорили-
рования и цикла Кребса) и биогенезе митохондрий [9–14, 
16]. Последнее согласуется с результатами исследования, 
в котором изучали митохондриальный фосфопротеом: 
показано двукратное увеличение детектируемых мито-
хондриальных фосфопептидов (до 46 фосфопептидов, 
которые относятся к ферментам энергетического обмена 
и белкам, регулирующим формирование крист) в m. vas-
tus lateralis человека после 4-часового клэмп-теста [15]. 
Авторы предположили, что эти изменения могут быть ча-
стично связаны с инсулинозависимой транслокацией AKT 
в митохондрии [36, 37].

Нужно отметить, что значительная часть белков, ре-
гулируемых инсулином, относится к ядерным (более 
150 белков) (см. приложение 2). Среди них присутствуют 
транскрипционные факторы, описанные выше (FOXK2/O4, 
NFAC1/2), регулятор миогенеза MEF2A, а также YAP1, 
T2FA и ряд цинковых пальцев (ZC3C1, ZDHC5, ZN609, 
ZC3HD, ZCH18 и ZRAB2) [9, 10, 12–14, 16]. Помимо этого, 
найдено несколько десятков белков-регуляторов хрома-
тина, сплайсинга и процессинга РНК. В совокупности эти 
данные косвенно указывают на то, что инсулин оказывает 
комплексное модулирующее влияние на регуляцию экс-
прессии генов. Это хорошо согласуется с исследованиями, 
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в которых обнаружено изменение транскриптома в m. vas-
tus lateralis здоровых людей через 1 ч после приёма сме-
шанной пищи (более сотни мРНК) [38] и через 3–4 ч после 
гиперинсулинемического эугликемического клэмп-теста 
(несколько сотен мРНК) [39–41].

Отдельно стоит отметить влияние инсулина на фосфо-
рилирование (преимущественно увеличение) ряда шапе-
ронов (HSPB6/8, DNJC2, HSP74) и ассоциированных с ними 
белков (BAG3, F10A1, SGTA) [9, 10, 12–14, 16]. Шапероны 
играют важную роль в развитии инсулинорезистентно-
сти и хронического воспаления в разных тканях [42, 43]; 
при этом механизмы влияния инсулина на фосфорилиро-
вание/активность этих белков и регуляцию протеостаза 
остаются неясными. Поиск киназ, регулирующих измене-
ние фосфопротеома (анализ обогащения фосфосайтов, 
регулируемых известными киназами), показал, что среди 
киназ, увеличивших активность в ответ на инсулин, были 
AKT и её мишени MTOR, GSK3, RPS6KB1 (P70S6K1); ERK 
и её мишени KS6A1 (P90S6K) и KS6A3 (p90RSK2); проте-
инкиназа С, кальций-зависимые киназы CAMK2 и MELK; 
а также ряд других киназ: SGK1, MP2K1 (MEK1), MK14 (p38 
MAPK), IKKB [9, 12, 16]. Напротив, среди киназ, снизивших 
активность, была выявлена только протеинкиназа А [12], 
что согласуется с наблюдением о преимущественном уве-
личении фосфорилирования белков при стимуляции инсу-
лином. Участие большей части предсказанных киназ (AKT, 
ERK, их субстраты, а также протеинкиназа С) в развитии 
инсулинорезистентности хорошо согласуется с данными 
литературы, тогда как роль других менее очевидна и яв-
ляется перспективным направлением для дальнейших ис-
следований. С другой стороны, нужно отметить, что сей-
час в литературе описаны субстраты только для малой 
части известных киназ [8], что значительно ограничивает 
эффективность предсказания киназ, регулирующих изме-
нения фосфопротеома, с помощью анализа обогащения 
фосфосайтов. 

ИНСУЛИНОРЕЗИСТЕНТНОСТЬ 
МОДУЛИРУЕТ ФОСФОПРОТЕОМНЫЙ 
ОТВЕТ СКЕЛЕТНЫХ МЫШЦ 
НА ДЕЙСТВИЕ ИНСУЛИНА

Развитие инсулинорезистентности, как правило, свя-
зывают с нарушениями в инсулин-индуцируемой актива-
ции канонического сигнального пути PI3K–AKT, регули-
рующего транслокацию GLUT4. Используя классические 
биохимические методы, ряд исследователей показали, 
что в скелетной мышце человека инсулинорезистент-
ность и СД2Т подавляют инсулин-индуцируемое фос-
форилирование отдельных ключевых сайтов молекул 
проксимальной части (выше AKT) канонического инсули-
нового каскада, регулирующего захват глюкозы, а так-
же снижают их активность [44–53]. С другой стороны, 

в некоторых работах не удалось обнаружить нарушения 
фосфорилирования/активности белков этого каскада [23, 
54, 55]. Более того, в m. vastus lateralis пациентов с СД2Т 
не было обнаружено выраженных нарушений фосфори-
лирования нескольких десятков фосфосайтов (целевая 
масс-спектрометрия) IRS1/2 во время гиперинсулинеми-
ческого эугликемического клэмп-теста относительно здо-
ровых людей [33, 34]. Интересно, что панорамные фосфо-
протеомные исследования также выявили относительно 
небольшие изменения в инсулин-индуцируемом фос-
форилировании белков этого каскада. Так, обнаружено, 
что миотубы, полученные из индуцированных плюрипо-
тентных стволовых клеток от пациентов с инсулинорези-
стентностью [10] и СД2Т [9], демонстрируют выраженные 
нарушения инсулинозависимого захвата глюкозы относи-
тельно клеток от здоровых доноров. Однако стимуляция 
миотуб инсулином (в концентрации 100 нМ, на два по-
рядка превышающей физиологическую, в течение 10 мин) 
не выявила изменений в сети фосфорилируемых/дефос-
форилируемых сигнальных молекул, включая молекулы 
канонического инсулинового каскада, регулирующего 
захват глюкозы. При этом для отдельных фосфосайтов 
белков этого каскада установлено подавление или даже 
увеличение изменений фосфорилирования в ответ на ин-
сулин: например, в клетках от пациентов с СД2Т было 
более выражено инсулинозависимое фосфорилирование 
IRS1Ser270 и дефосфорилирование IRS1Ser348. СД2Т также 
повлиял на фосфорилирование субстратов AKT: подавил 
увеличение для TSC2Ser981 и FOXO3Ser253 (канонический 
сайт) и потенцировал прирост для AKTS1Ser212, MTORSer2475, 
MTORSer2481, 4EBP1Thr46 (канонический сайт) и IF4BSer422 
(канонический сайт) [9]. Сходные, но несколько более 
масштабные различия были найдены при сопоставлении 
инсулинового ответа миотуб, полученных от пациентов 
с инсулинорезистентностью и здоровых добровольцев 
[10]. При этом нужно отметить, что в последнем исследо-
вании обнаружены выраженные различия в ответе на ин-
сулин, связанные с полом доноров клеток. 

Относительно небольшое влияние инсулинорезистент-
ности на индуцируемое инсулином изменение фосфопро-
теома скелетной мышцы согласуется с результатами ис-
следований на грызунах с жировой и углеводной диетой 
(модель инсулинорезистентности). Так, у крыс с нормаль-
ной и пониженной чувствительностью к инсулину после 
приёма пищи были обнаружены сопоставимые изменения 
в фосфорилировании белков канонического инсулинового 
каскада, регулирующего захват глюкозы, и ряда других 
мишеней AKT [12]. Одновременно показаны множествен-
ные различия в ответе на инсулин для белков, не относя-
щихся к каноническим инсулиновым каскадам PI3K–AKT 
и ERK1/2, в частности для ферментов-регуляторов мета-
болизма глюкозы/гликогена и жирных кислот. Это согла-
суется с результатами другой работы, в которой показа-
но, что фосфопротеомный ответ скелетных мышц мышей 
на инсулин в большей степени зависит от генетических 
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факторов (генетические различия между линиями мы-
шей), чем от жировой и углеводной диеты, вызываю-
щей инсулинорезистентность [13]. С другой стороны, 
отсутствие нарушений в фосфорилировании сигнальных 
белков проксимальной части инсулинового каскада, ре-
гулирующего захват глюкозы, может быть объяснено 
тем, что основные нарушения инсулиновой сигнализации 
при инсулинорезистентности и СД2Т происходят в дис-
тальной части этого каскада (ниже AKT), которая изучена 
недостаточно [7]. 

Наблюдения, сделанные на модельных объектах, 
хорошо согласуются с инсулинозависимыми измене-
ниями фосфопротеома в m. vastus lateralis пациентов 
с инсулинорезистентностью и здоровых людей (через 30 
и 120 мин после начала клэмп-теста) [16]. В этой работе 
показано, что у пациентов изменения фосфопротеома 
связаны преимущественно с подавлением ответа на ин-
сулин, а не с активацией (78 и 35 фосфосайтов соот-
ветственно). Среди них лишь единичные фосфосайты 
относились к каноническому инсулиновому каскаду, ре-
гулирующему захват глюкозы, и более того, эти сайты 
не являлись ключевыми регуляторными сайтами бел-
ков данного каскада. Неожиданно среди фосфосайтов 
с подавленным ответом на инсулин у пациентов были 
обнаружены субстраты комплекса MTORC1. Этот факт 
и положительная корреляция инсулин-стимулирован-
ного потребления глюкозы тканями (преимущественно 
мышцами) ног с активностью MTORC1 указывают на его 
роль в развитии инсулинорезистентности скелетных 
мышц человека. Описанные наблюдения согласуются 
с тем, что активация MTORC1, вызванная специфическим 
для мышц нокаутом гена Tsc1, увеличивает чувствитель-
ность мышей к инсулину [56].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ И ПЕРСПЕКТИВЫ
Молекулярные механизмы нарушений инсулинозави-

симого захвата глюкозы скелетными мышцами при инсу-
линорезистентности и сахарном диабете 2-го типа актив-
но исследуются в течение трёх последних десятилетий. 
Большинство работ связывают эти нарушения с дефек-
тами канонического инсулинового каскада PI3K–AKT, 
регулирующего транслокацию содержащих глюкозный 
транспортер 4 везикул. Однако конкретные молекулярные 
механизмы нарушений этого каскада до сих пор неясны. 
Они, по всей вероятности, связаны с тем, что основные 
нарушения могут присутствовать в дистальной части этого 
каскада, а также с множественностью механизмов регу-
ляции инсулинозависимого захвата глюкозы, а именно 
с модуляцией работы этого каскада сигнальными моле-
кулами, которые напрямую к нему не относятся, и с на-
личием неканонического инсулинового каскада. 

Использование панорамного масс-спектро метричес-
кого фосфопротеомного анализа представляется оп-
тимальной стратегией для исследования сложных 

сигнальных сетей. Фосфопротеомные исследования 
in vitro и in vivo, на грызунах и с участием человека по-
казали, что стимуляция инсулином (так же, как приём 
пищи) вызывает масштабные изменения фосфопроте-
ома (сотни фосфосайтов). Эти изменения затрагивают 
не только канонические инсулиновые каскады PI3K–AKT 
и ERK1/2, но и другие сигнальные пути (например, каль-
ций- и AMPK-зависимую сигнализацию) и множество 
белков, выполняющих разные функции (ферменты угле-
водно-жирового обмена, саркомерные и митохондриаль-
ные белки, транскрипционные факторы, шапероны и др.), 
а также вызывают изменения транскриптома. Необходи-
мо отметить, что бόльшая часть киназ (и сигнальных пу-
тей), регулирующих эти масштабные изменения, до сих 
пор остаётся неизвестной.

Инсулинорезистентность и сахарный диабет 2-го типа 
изменяют фосфорилирование нескольких десятков/сотен 
сигнальных молекул/фосфосайтов в ответ на стимуляцию 
инсулином. Убедительно показано, что эти нарушения сла-
бо затрагивают канонический инсулиновый каскад, регу-
лирующий захват глюкозы. При этом не удалось выявить 
общие закономерности в изменении фосфопротеомного 
ответа на инсулин при развитии инсулинорезистентности. 
По-видимому, это связано с различиями используемых 
моделей (in vitro и in vivo, разные организмы и модели 
инсулинорезистентности, разные концентрации инсу-
лина и время после начала стимуляции и т.д.), с недо-
статочной глубиной фосфопротеомного анализа, а также 
с малочисленностью проведённых фосфопротеомных 
исследований. С другой стороны, высказывается пред-
положение, что нарушение инсулинозависимого захвата 
глюкозы вызвано главным образом комбинацией множе-
ственных нарушений в различных сигнальных молекулах, 
которые напрямую или опосредованно регулируют за-
хват глюкозы; причём эти нарушения носят персонифи-
цированный характер. В совокупности это подчёркивает 
необходимость увеличения таких исследований и пер-
спективность использования фосфопротеомного масс-
спектрометрического анализа (отдельно и в сочетании 
с другими широкозахватными методами: метаболомный, 
транскриптомный и протеомный анализ) для исследо-
вания комплексных нарушений клеточной сигнализации 
скелетных мышц при метаболических заболеваниях. Со-
временный фосфопротеомный анализ позволяет исследо-
вать меньшую часть фосфопротеома скелетной мышцы, 
однако оптимизация протоколов подготовки образцов, 
прогресс в разработке новых масс-спектрометров и ме-
тодов анализа получаемых данных позволяют надеяться 
на значительное увеличение глубины фосфопротеомного 
анализа в ближайшем будущем. 

ДОПОЛНИТЕЛЬНАЯ ИНФОРМАЦИЯ
Приложение 1. Список белков, изменивших фосфорили-
рование (в двух и более фосфопротеомных исследованиях 
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[9, 10, 12–14, 16]) в мышечных клетках 
в ответ на инсулин при нормальной чув-
ствительности к инсулину. Представлены 
белки человека или человеческие орто-
логи белков крысы. Лист 1 — Список 

белков, увеличивших свое фосфорилирование, Лист 2 — 
Список белков, снизивших свое фосфорилирование. 
https://doi.org/10.17816/gc630891-4201965 

Приложение 2. Биологические функ-
ции и клеточная локализация бел-
ков, изменивших фосфорилирование 
в мышечных клетках в ответ на инсулин. 
https://doi.org/10.17816/gc630891-4201966
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