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骨形态发生蛋白７对胰岛素分泌的影响及机制研究

姜友昭，曾　俊，陈　兵　　（４０００３８重庆，第三军医大学西南医院内分泌科）

　　［摘要］　目的　探讨骨形态发生蛋白７（ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｒｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ７，ＢＭＰ７）对胰岛细胞胰岛素分泌的影响。方法
　 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测小鼠胰岛细胞株ＭＩＮ６中３种 ＢＭＰ７的Ⅰ型受体 ＢＭＰＲ１Ａ、ＢＭＰＲ１Ｂ、ＡＣＶＲ１Ａ的表达情况。将 ＭＩＮ６
细胞分为４组：ＰＢＳ对照组，重组人ＢＭＰ７（ｒｈＢＭＰ７）低、中、高剂量组（ｒｈＢＭＰ７终浓度分别为１０、５０、１００ｎｇ／ｍｌ），每组设５
个复孔。ＥＬＩＳＡ检测各组细胞培养基中的胰岛素分泌情况。激光共聚焦显微镜检测细胞内钙离子浓度变化。结果　
ＢＭＰＲ１Ａ、ＢＭＰＲ１Ｂ、ＡＣＶＲ１Ａ均表达于ＭＩＮ６细胞。ＰＢＳ对照组及ｒｈＢＭＰ７低、中、高剂量组的胰岛素浓度分别为（０．４２±
０．１１）、（０．６３±０．２２）、（０．８２±０．１９）、（１．２４±０．２６）ｎｇ／（ｍｌ·μｇ）。与对照组相比，ｒｈＢＭＰ７低、中、高剂量组的胰岛素分
泌均明显增加（Ｐ＜０．０５）。ＰＢＳ对照组及 ｒｈＢＭＰ７低、中、高剂量组的细胞内钙离子浓度增加分别为（３．５±２．１）％、
（４．２±２．３）％、（５．１±３．５）％、（４．９±２．７）％，４组间差异不显著（Ｐ＞０．０５）。结论　 ＢＭＰ７可显著促进胰岛细胞的胰岛
素分泌，其作用机制可能是调控非钙离子浓度依赖的胞吐环节。
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　　中国成人糖尿病患者可能已经达到９２４０万［１］，

其中９０％为２型糖尿病。目前２型糖尿病的发病机
制虽尚未完全阐明，但胰岛素分泌不足在２型糖尿病
发生过程中的重要作用已受到了广泛的关注［２－４］。了

解胰岛素分泌的调控机制不但将为明确２型糖尿病的

病因，也将为２型糖尿病的治疗提供新的线索。血液
循环中的胰岛素分泌调控因子由于通过注射进入体内

后，可通过血液循环直接到达胰岛，实现胰岛素分泌的

调控而备受关注［５－６］。骨形态发生蛋白７（ｂｏｎｅｍｏｒ
ｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ７，ＢＭＰ７）是一种存在于血液中、主要
来源于肾脏的细胞因子。近年研究发现，ＢＭＰ７除了
具有调控胚胎发育、骨形成等作用外，其在肥胖和代谢
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性疾病的发病过程中也起着重要作用［７］。前期研究

发现，在非糖尿病患者中，血清ＢＭＰ７浓度与胰岛素分
泌指数ＨＯＭＡ２Ｂ％和空腹胰岛素水平正相关［８］，但其

具体因果关系尚不明确。有研究表明，ＢＭＰ７的细胞
内下游信号通路 ｓｍａｄｓ和 ｐ３８ＭＡＰＫ均是胰岛素分泌
的重要调控途径［９－１０］。据此推测，ＢＭＰ７可能是存在
于血液中的促胰岛素分泌因子。本研究以小鼠胰岛细

胞株ＭＩＮ６细胞为对象，明确 ＢＭＰ７对胰岛素分泌的
影响并初步探讨其机制，为了解２型糖尿病发病机制
提供新线索，并为其治疗提供新靶点。

１　材料与方法

１．１　材料
　　ＭＩＮ６细胞购自美国 ＡＴＣＣ公司，ＢＭＰＲ１Ａ、ＢＭＰＲ１Ｂ、
ＡＣＶＲ１Ａ、ＧＡＰＤＨ抗体均购自美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，ＤＭＥＭ培
养基和胎牛血清购自 ＨｙＣｌｏｎｅ公司，重组人骨形成蛋白 ７
（ｒｈＢＭＰ７）购自美国 Ｐｒｏｓｐｅｃ公司，Ｉｏｄｏｂｅａｄｓ碘化试剂盒购自
美国Ｐｉｅｒｃｅ公司。Ｆｌｕｏ３／ＡＭ荧光试剂购自美国Ｂｉｏｔｉｕｍ公司。
１．２　方法
１．２．１　ＭＩＮ６细胞培养　　细胞用含４．５ｇ／ＬＤ葡萄糖、１５％
胎牛血清、３．４ｇ／Ｌ碳酸氢钠、５８４ｍｇ／ＬＬ谷氨酰胺、７５ｍｇ／Ｌ
青霉素、５０ｍｇ／Ｌ链霉素和１０μｌ／Ｌβ巯基乙醇的 ＤＭＥＭ培养
基培养，置于３７℃、５％ ＣＯ２的细胞培养箱中孵育。
１．２．２　细胞分组处理　　取对数生长期的ＭＩＮ６细胞，分成４
组：ＰＢＳ对照组，ｒｈＢＭＰ７低、中、高剂量组（ｒｈＢＭＰ７终浓度分别
为１０、５０、１００ｎｇ／ｍｌ），每组设５个复孔。
１．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＭＩＮ６细胞ＢＭＰＲ１Ａ、ＢＭＰＲ１Ｂ、ＡＣＶＲ１Ａ
表达　　将收集好的ＭＩＮ６细胞提取蛋白，ＢＣＡ法检测蛋白浓
度。用１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳分离，然后电湿转至ＰＶＤＦ膜
（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）。用 １０％脱脂奶粉溶液室温封闭 ２ｈ，分别用
ＢＭＰＲ１Ａ、ＢＭＰＲ１Ｂ、ＡＣＶＲ１Ａ、ＧＡＰＤＨ一抗４℃孵育过夜，每个
蛋白分别检测３组。ＴＢＳＴ洗膜后，加入相应二抗（１∶５００００）于
室温孵育１ｈ。ＴＢＳＴ洗膜３次。最后ＰＶＤＦ膜与化学发光底物
于室温孵育反应５ｍｉｎ后，将 ＰＶＤＦ膜放入凝胶成像仪中进行
曝光、采集图片。

１．２．４　放射性配体结合实验检测 ＢＭＰ７与 ＭＩＮ６细胞结合　
　按 Ｉｏｄｏｂｅａｄｓ试剂盒说明书标记 ＢＭＰ７，生成１２５ＩＢＭＰ７。然
后按照文献［１１］报道制备ＭＩＮ６细胞的细胞膜，将细胞膜定量
后，进行放射性配体结合实验，反应介质为牛血清白蛋白 Ｔｒｉｓ
ＨＣｌ缓冲液。总结合管（ＴＢ）加入膜蛋白２０μｇ、１２５ＩＢＭＰ７（终
浓度分别为５０、１００、４００、１０００ｐｍｏｌ／Ｌ）及反应介质，总体积为
１００μｌ。非特异结合管（ＮＳＢ）加入膜蛋白 ２０μｇ、１２５ＩＢＭＰ７
（终浓度分别为５０、１００、４００、１０００ｐｍｏｌ／Ｌ）、过量１５０倍非标记
ｒｈＢＭＰ７及反应介质，总体积为１００μｌ。０～４℃保温２ｈ，加入
３０μｇ牛 γ球蛋白及 ４℃预冷的聚乙二醇。０～４℃静置
１５ｍｉｎ，４℃ ３５００ｒ／ｍｉｎ离心 １５ｍｉｎ，吸弃上清，沉淀置
ＦＨ４６３Ａ自动定标器中计数。非特异结合管与总结合管平行操
作，双管平行测定。总结合管减去非特异结合管为特异结合

（ＳＢ）。重复３次。
１．２．５　ＥＬＩＳＡ法检测胰岛素浓度　　取对数生长期细胞，用

ｒｈＢＭＰ７不同浓度处理２４ｈ后，除去细胞培养基，先用 ＰＢＳ缓
冲液洗２次，再用含有２ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖的 ＫＲＨＢ缓冲液孵育
６０ｍｉｎ，最后用含有１６．７ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖的 ＫＲＨＢ缓冲液孵育
４５ｍｉｎ，取细胞上清液，参照试剂说明书，检测上清液中的胰岛
素浓度，并将各孔细胞提取蛋白，测定细胞蛋白含量，做胰岛素

分泌蛋白校正。

１．２．６　激光共聚焦显微镜检测细胞内钙离子浓度变化　　用
ＤＭＳＯ和Ｈａｎｋｓ液将Ｆｌｕｏ３／ＡＭ配成２０μｍｏｌ／Ｌ的负载液。各
组细胞均用温浴过的含 Ｃａ２＋ Ｈａｎｋｓ液洗涤３次，加入含 Ｃａ２＋

Ｈａｎｋｓ液及其配制的 Ｆｌｕｏ３／ＡＭ液，于３７℃避光孵育４５ｍｉｎ，
吸去负载液，并用含 Ｃａ２＋Ｈａｎｋｓ液洗涤 ３次，加入含 Ｃａ２＋

Ｈａｎｋｓ液进行细胞检测。在激光扫描共聚焦显微镜程序下对
细胞平面进行扫描。计算细胞平面内平均荧光强度，以平均荧

光强度代表细胞内钙浓度。连续观察施加因素前后细胞内钙

浓度荧光强度变化，按公式计算：细胞内钙浓度荧光强度增加

率＝（Ｆｍａｘ－Ｆ０）／Ｆ０×１００％。式中 Ｆｍａｘ表示施加因素后细
胞内钙浓度变化最大时的荧光强度，Ｆ０表示施加因素前细胞
内钙浓度荧光强度。

１．３　统计学方法
　　数据用 珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行单因素方
差分析。

２　结果

２．１　ＭＩＮ６细胞的 ＢＭＰＲ１Ａ、ＢＭＰＲ１Ｂ、ＡＣＶＲ１Ａ表达
情况

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测发现，ＢＭＰＲ１Ａ、ＢＭＰＲ１Ｂ、ＡＣＶＲ１Ａ均表
达于ＭＩＮ６细胞，且均具有较高的表达丰度（图１）。
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１～３：设置的３个复孔
图１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＭＩＮ６细胞中ＢＭＰＲ１Ａ、ＢＭＰＲ１Ｂ、

ＡＣＶＲ１Ａ的表达

２．２　ＢＭＰ７可与ＭＩＮ６细胞膜结合
　　采用放射性配体结合实验发现，ｒｈＢＭＰ７可与ＭＩＮ６细胞膜
结合。随着１２５ＩＢＭＰ７浓度的增加，结合的１２５ＩＢＭＰ７也明显增
加，在１２５ＩＢＭＰ７为２．５ｎｍｏｌ／Ｌ时呈现饱和状态，最大结合容量
为１２ｎｇ／ｍｇ膜蛋白。
２．３　ＢＭＰ７可促进胰岛细胞的胰岛素分泌
　　给予各处理因素 ２４ｈ后，ＰＢＳ对照组的胰岛素浓度为
（０４２±０．１１）ｎｇ／（ｍｌ·μｇ），ＢＭＰ７低、中、高剂量组的胰岛素
浓度分别为（０．６３±０．２２）、（０．８２±０．１９）、（１．２４±０．２６）ｎｇ／
（ｍｌ·μｇ）。与对照组相比，ｒｈＢＭＰ７低、中、高剂量组的胰岛素
分泌均明显增加，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
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图２　ＢＭＰ７对ＭＩＮ６细胞内钙离子浓度无影响　（荧光显微镜 ×４００）

２．４　ＢＭＰ７对ＭＩＮ６细胞内钙离子浓度无明显影响
　　激光共聚焦显微镜观察发现 ＰＢＳ组处理前后荧光强度增
加为（３．５±２．１）％，ｒｈＢＭＰ７低、中、高剂量组的荧光强度增加
分别为（４．２±２．３）％、（５．１±３．５）％、（４．９±２．７）％。４组的
荧光强度增加量差异不显著（Ｐ＞００５，图２），表明 ＢＭＰ７对细
胞内钙离子浓度无明显影响。

３　讨论

　　ＢＭＰ７是 ＴＧＦｂｅｔａ超家族的一员，在人体中，主要
来源于肾脏、软骨、眼睛等器官［１２－１３］，分泌入血后，可

以与靶器官中的相应受体结合从而发挥生物学效应。

除了在胚胎发育、炎症等方面的作用外，ＴＧＦｂｅｔａ超家
族在代谢性疾病发生中的作用也日益引起人们的关

注。近年研究发现，ＢＭＰ７可以调控棕色脂肪细胞的
生成和能量消耗，可能作为肥胖等代谢性疾病的治疗

靶点［１４］。我们前期研究发现血清ＢＭＰ７浓度与胰岛素
分泌正相关，但其因果关系仍需进一步探寻。

　　要发挥其生物学效应，ＢＭＰ７首先要与其受体结
合。研究发现，可以与 ＢＭＰ７结合的 Ｉ型受体包括
ＢＭＰＲ１Ａ、ＢＭＰＲ１Ｂ、ＡＣＶＲ１Ａ亚型［１５－１６］，ＢＭＰ７结合
的Ⅰ型受体类型决定了其型号传递的特异性。本研究
首先检测了 ＭＩＮ６细胞中３种Ⅰ型受体的表达情况，
发现ＢＭＰＲ１Ａ、ＢＭＰＲ１Ｂ、ＡＣＶＲ１Ａ３种Ⅰ型受体均表
达于ＭＩＮ６细胞，且均具有较高的表达丰度，进一步放
射性配体结合实验提示ＢＭＰ７可与胰岛细胞膜特异性
结合，这也为ＢＭＰ７的促胰岛素分泌作用提供了生物
学基础。然后检测了 ＢＭＰ７对 ＭＩＮ６细胞的胰岛素分
泌的影响，发现，不管是低剂量、中剂量，还是高剂量，

ｒｈＢＭＰ７均可以明显促进ＭＩＮ６细胞的胰岛素分泌，且
其促胰岛素分泌作用呈现出一定的剂量依赖关系，充

分表明ＢＭＰ７具有直接的胰岛素促泌作用。

　　胰岛β细胞的胰岛素分泌调控主要分为对细胞
内的第２信使物质水平的调节（近端步骤）和对胞吐
机制本身的调节（末端步骤）。其中近端步骤主要受

Ｃａ２＋内流调节，而末端步骤的胞吐除了受 Ｃａ２＋内流调
节外，还存在非 Ｃａ２＋依赖的调节机制［１０］。多个研究

提示ＢＭＰ７的下游途径 ｓｍａｄｓ和 ｐ３８ＭＡＰＫ均是胰岛
素分泌调控的重要因子。其中ｓｍａｄｓ途径的胰岛素分
泌作用则通过调节Ｋｉｒ６．２、ＳＵＲ１等基因表达从而导致
Ｃａ２＋内流增加而实现［１７－１８］。而 ｐ３８δＭＡＰＫ可以通过
直接和蛋白激酶 Ｄ１（ＰＫＤ１）结合，磷酸化 ＰＫＤ１的
Ｓｅｒ３９７及Ｓｅｒ４０１位点从而抑制其活性，而 ＰＫＤ１是介
导反式高尔基体网（ＴＧＮ）胰岛素囊泡分裂，从而导致
非Ｃａ２＋浓度依赖胞吐的关键分子。目前 ｐ３８δＭＡＰＫ
ＰＫＤ１途径调控的非Ｃａ２＋浓度依赖的胞吐在胰岛素分
泌中的关键作用已经被证实［９］。为了初步探索 ＢＭＰ７
调控胰岛素分泌机制，我们检测了 ＢＭＰ７干预条件下
细胞内钙离子的浓度变化，结果发现，ＰＢＳ对照组和
ＢＭＰ７低、中、高剂量组的细胞内钙离子浓度均无显著
差异，说明ＢＭＰ７的促胰岛素分泌作用在于非钙离子
依赖的胞吐环节，且其作用很可能通过 ｐ３８δＭＡＰＫ
ＰＫＤ１途径实现。
　　综上所述，ＢＭＰ７可以促进胰岛细胞的胰岛素分
泌，其作用环节可能在于非钙离子依赖的胞吐环节。

下一步研究将通过体内实验进一步明确ＢＭＰ７的促胰
岛素分泌作用，同时进一步探讨其分子机制。
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Ａ：小腿肌间静脉扩张；Ｂ：管腔内无彩色血流信号

图１　典型急性期小腿肌间静脉丛血栓形成彩色多普勒声像表现

　　确诊患者经溶栓、抗凝、抗血小板聚集治疗后，症状逐渐
缓解，血栓于２～１２周后逐渐变小乃至消失，血流信号发生改
变：由无→少量→与健侧基本相同。１１例合并主干深静脉血
栓者分别于６～１２周后肌间静脉血栓消失，主干静脉血栓部
分消失。

３　讨论

　　小腿肌间静脉丛位于小腿背侧、腹侧肌群中，与大腿内收
肌静脉丛和跖静脉丛同属于下肢深静脉丛，其中小腿肌间静脉

丛血栓发病率最高［２］，是因为小腿肌间静脉管腔细小，周围缺

少深筋膜等坚硬组织包绕，血液回流阻力大，管腔容易扩张，易

诱发血栓形成。

　　本组病例中８７例有外伤、手术及长期卧床病史等，外伤和
手术可引起血小板增多，凝血因子增加，血液呈现高凝状态，而

长期卧床患者由于肢体活动受限，肌肉泵功能减低，静脉血流

缓慢，在瓣膜处易有涡流发生，从而导致静脉丛血栓形成。对

有以上病史的患者肢体出现肿痛需行超声检查时，除常规检查

下肢主干深静脉，还不能忽略小腿肌间静脉丛的检查。国外有

学者指出如不进行小腿肌间静脉检查，将有４０％的孤立性小腿
静脉血栓被漏诊［３］。由于小腿肌间静脉丛管腔较细，回流速度

慢，基本不影响主干静脉的回流，所以小腿症状多不明显，常被

忽略而影响诊断和治疗。部分患者血栓会向主干深静脉扩展，

严重者引起肺血栓栓塞，因此检查时探头要轻压，避免用力。

　　另外在检查中发现，有一些患者的肌间静脉管腔明显增
宽，内出现流动性自发显影，探头加压管腔能完全闭合，应用探

头加压或屈趾活动数次后这种自发显影可消失。在检查主干

静脉中也会遇到这种情况，出现该现象的原因可能是静脉回流

速度较慢，血液淤滞，红细胞散射信号被捕捉。由于这些患者

没有临床症状，是否需要抗凝治疗，有待进一步观察。
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