
书书书

ＤＯＩ：１０．１６０１６／ｊ．１０００５４０４．２０１６０８０８１

骨形态发生蛋白７改善糖代谢的作用及其机制

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

　　［摘要］　目的　探索骨形态发生蛋白７（ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ７，ＢＭＰ７）对２型糖尿病小鼠糖
代谢的影响及其机制。方法　将８周龄雄性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，采用小剂量链脲佐菌素注射联合高脂喂养
建立２型糖尿病小鼠模型。将建模成功的小鼠分为４组（ｎ＝２０）：２型糖尿病模型组，ＰＢＳ对照组（ＰＢＳ
腹腔注射），ＢＭＰ７低剂量组（ＢＭＰ７，１００μｇ／ｋｇ，隔日腹腔注射），ＢＭＰ７高剂量组（ＢＭＰ７，２００μｇ／ｋｇ，隔
日腹腔注射）。４周后，分别检测血糖、血总胆固醇、甘油三酯、血清胰岛素水平、体质量的变化，并计算
胰岛素分泌指数ＨＯＭＡβ和胰岛素抵抗指数 ＨＯＭＡＩＲ。取小鼠胰腺，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白激酶 Ｄ１
（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＤ１，ＰＫＤ１）及磷酸化ＰＫＤ１的表达变化。结果　与２型糖尿病模型组和 ＰＢＳ对照组相
比，ＢＭＰ７高剂量组和低剂量组的血糖、甘油三酯均明显降低（Ｐ＜００５），而血清胰岛素水平、ＨＯＭＡβ
均显著升高（Ｐ＜００５）。ＢＭＰ７低剂量组和 ＢＭＰ７高剂量组的体质量均低于对照组（Ｐ＜００５），ＢＭＰ７
高剂量组的ＨＯＭＡＩＲ低于对照组（Ｐ＜００５）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测发现 ＢＭＰ７处理组的 ＰＫＤ１蛋白表达
量与对照组相比差异均无统计学意义（Ｐ＞００５），但磷酸化ＰＫＤ１水平均明显升高（Ｐ＜００５）。结论　
ＢＭＰ７可以促进２型糖尿病小鼠的胰岛素分泌和改善其胰岛素敏感性，从而降低血糖，其改善胰岛素分
泌作用可能与增加ＰＫＤ１磷酸化有关。
　　［关键词］　骨形态发生蛋白７；胰岛素分泌；胰岛素抵抗；蛋白激酶Ｄ１；２型糖尿病
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ｅｎｈａｎｃｉｎｇｉｎｓｕｌｉｎｓｅｃｒｅｔｉｏｎａｎｄａｔｔｅｎｕａｔｉｎｇｉｎｓｕｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ．Ｉｔｓｅｆｆｅｃｔｏｎｉｎｓｕｌｉｎｓｅｃｒｅｔｉｏｎｍａｙｂｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｗｉｔｈｉｎｃｒｅａｓｅｄｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｏｆＰＫＤ１．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ７；ｉｎｓｕｌｉｎｓｅｃｒｅｔｉｏｎ；ｉｎｓｕｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ；ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＤ１；
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　　目前认为２型糖尿病发病的中心环节是胰岛素抵
抗和胰岛素分泌不足［１］。因此现有的糖尿病药物大

多通过改善这两个因素来发挥降血糖作用，如二甲双

胍、罗格列酮等药物主要通过改善胰岛素敏感性发挥

作用［２］，而磺脲类药物、二肽基肽酶抑制剂的作用环

节主要在促进胰岛素分泌［３］。但是比较遗憾的是目

前尚缺乏具有明确的同时改善以上两个环节的药物。

　　骨形态发生蛋白７（ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ７，
ＢＭＰ７）是ＴＧＦβ超家族成员之一，研究发现 ＢＭＰ７除
参与肾脏的胚胎发育［４］、骨骼形成与骨折愈合［５］等病

理生理过程外，还可诱导棕色脂肪的形成［６］、减少摄

食、增加能量消耗、降低体质量［７］。鉴于肥胖在胰岛

素抵抗发生中的重要作用，ＢＭＰ７可能通过降低体质
量改善机体的胰岛素抵抗。而且我们在前期研究中发

现人血清ＢＭＰ７水平与空腹胰岛素和胰岛素分泌指数
呈明显正相关［８］。在进一步的细胞研究中，我们发现

ＢＭＰ７可促进其胰岛素分泌［９］。以上研究结果提示，

ＢＭＰ７有潜力成为同时改善胰岛素抵抗和胰岛素分泌
的药物治疗靶点。本研究以２型糖尿病小鼠模型为研
究对象，观察ＢＭＰ７对其血糖、血脂、胰岛素抵抗和胰
岛素分泌相关指标的影响，并初步探索 ＢＭＰ７改善胰
岛素分泌的机制，以期为２型糖尿病的临床治疗提供
新的线索和靶点。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　动物　　８周龄雄性 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠２４只，体
质量１８～２４ｇ，购自第三军医大学实验动物中心，饲养
于２２℃室温，相对湿度６０％的环境中。
１．１．２　试剂　　重组人骨形态发生蛋白７（ｒｈＢＭＰ７）
（ＰＲＯＳＰＥＣ，以色列）。链脲佐菌素（ＳＴＺ，Ｓｉｇｍａ，美
国），临用前溶解在１０ｍｍｏｌ／Ｌ的柠檬酸缓冲液，调节
ｐＨ至４．５。小鼠胰岛素检测试剂盒（Ｍｅｒｃｏｄｉａ，瑞典）。
ＰＫＤ１抗 体 购 自 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公 司，ｐｈｏｓｐｈｏＰＫＤ１

（Ｓｅｒ９１６）抗体购自ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公司，Ｔｕｂｕｌｉｎ抗体购
自Ｂｅｙｏｔｉｍｅ公司。
１．２　方法
１．２．１　２型糖尿病小鼠模型的建立　　采用小剂量
ＳＴＺ腹腔注射联合高脂高糖饮食建立２型糖尿病小鼠
模型：注射 ＳＴＺ前后均采用高脂饮食（１０．０％ 猪油，
２００％ 蔗糖，２．５％ 胆固醇，１．０％胆酸盐，６６．５％ 常
规饲料配制）［１０］，然后一次性给予 ＳＴＺ４０ｍｇ／ｋｇ腹腔
内注射。ＳＴＺ注射３ｄ后尾静脉采血测定血糖，随机
血糖大于１６．７ｍｍｏｌ／Ｌ证明造模成功。
１．２．２　动物分组及处理　　造模过程中４只小鼠死
亡，将造模成功的小鼠 ２０只，分为 ４组，每组 ５只：
①２型糖尿病模型组；②ＰＢＳ对照组；③ＢＭＰ７小剂量
组：给予 ｒｈＢＭＰ７剂量为 １００μｇ／ｋｇ，隔日腹腔注射；
④ＢＭＰ７大剂量组：给予 ｒｈＢＭＰ７剂量为２００μｇ／ｋｇ，隔
日腹腔注射。每周检测血糖。４周后，进行相关指标
检测和分析。

１．２．３　血生化指标、胰岛素的测定　　小鼠空腹
１２ｈ后，收集血标本，用全自动生化分析仪测定血
糖、总胆固醇（ＴＣ）、甘油三酯（ＴＧ），胰岛素含量应用
相应的试剂盒，按照说明书进行检测。计算胰岛素

分泌指数 ＨＯＭＡβ和胰岛素抵抗指数 ＨＯＭＡＩＲ：
ＨＯＭＡβ（％）＝２０×空腹胰岛素水平（ｍＩＵ／Ｌ）／［空
腹血糖水平（ｍｍｏｌ／Ｌ）－３．５］。ＨＯＭＡＩＲ＝空腹血
糖水平（ｍｍｏｌ／Ｌ）×空腹胰岛素水平（ｍＩＵ／Ｌ）／２２．５。
１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　取胰腺组织约 １００ｍｇ
加入０．５ｍＬ预冷的蛋白裂解液（含有蛋白酶抑制剂
和磷酸酶抑制剂），匀浆，离心并收集上清。ＢＣＡ法测
定蛋白浓度。取３０μｇ上样，以 ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳，
然后１００Ｖ恒压湿转至ＰＶＤＦ膜上，５％ＢＳＡ溶液室温
封闭２ｈ，分别用 ＰＫＤ１、ｐｈｏｓｐｈｏＰＫＤ１和 Ｔｕｂｕｌｉｎ一抗
４℃摇床孵育过夜。孵育完后以ＴＢＳＴ洗膜３次，加入
相应二抗于室温孵育１ｈ。ＴＢＳＴ洗膜３次，最后加入
化学发光底物于室温反应２ｍｉｎ，将ＰＶＤＦ膜放入凝胶

０７２２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（２０）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



成像仪中采集图像结果。

１．３　统计学方法
　　计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１９．０统计软
件，不同组别之间的比较采用ｔ检验。

２　结果

　　在造模过程中，共有４只糖尿病小鼠死亡，可能与
血糖过高导致的糖尿病并发症有关。

２．１　ＢＭＰ７降低２型糖尿病小鼠的血糖、血脂
　　与 ＰＢＳ对照组相比，１周后 ＢＭＰ７低剂量组和高
剂量组的空腹血糖均明显降低（Ｐ＜００５），其降血糖
效应一直持续至４周实验观察结束时。并且ＢＭＰ７高
剂量组血糖低于低剂量组（Ｐ＜００５），提示 ＢＭＰ７的
降血糖作用呈现出剂量依赖性（图１）。通过检测各组
的甘油三酯和胆固醇后发现，低剂量和高剂量的

ＢＭＰ７腹腔注射均可以降低小鼠的甘油三酯水平（Ｐ＜
００５），但是 ＢＭＰ７对小鼠的胆固醇水平无明显影响
（Ｐ＞００５，图２）。
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ａ：Ｐ＜００５，与ＰＢＳ对照组比较；ｂ：Ｐ＜００５，与ＢＭＰ７低剂
量组比较

图１　ＢＭＰ７对各组２型糖尿病小鼠血糖的影响　（ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）
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１：Ｔ２ＤＭ组；２：ＰＢＳ对照组；３：ＢＭＰ７低剂量组；４：ＢＭＰ７高
剂量组　ａ：Ｐ＜００５，与ＰＢＳ对照组比较

图２　ＢＭＰ７对各组２型糖尿病小鼠血脂的影响　（ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）

２．２　ＢＭＰ７促进２型糖尿病小鼠的胰岛素分泌
　　如图３所示，与ＰＢＳ对照组相比，ＢＭＰ７低剂量组

和高剂量组的空腹胰岛素水平明显升高（Ｐ＜００５）。
通过计算胰岛素分泌指数 ＨＯＭＡβ后，ＢＭＰ７处理组
的ＨＯＭＡβ指数显著高于ＰＢＳ对照组（Ｐ＜００５，图４）。
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１：Ｔ２ＤＭ组；２：ＰＢＳ对照组；３：ＢＭＰ７低剂量组；４：ＢＭＰ７高
剂量组　ａ：Ｐ＜００５，与ＰＢＳ对照组比较
图３　ＢＭＰ７对各组２型糖尿病小鼠胰岛素浓度的影响　

（ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）
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１：Ｔ２ＤＭ组；２：ＰＢＳ对照组；３：ＢＭＰ７低剂量组；４：ＢＭＰ７高
剂量组　ａ：Ｐ＜００５，与ＰＢＳ对照组比较
图４　ＢＭＰ７对各组２型糖尿病小鼠 ＨＯＭＡβ指数的影

响　（ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）

２．３　ＢＭＰ７降低２型糖尿病小鼠的体质量和胰岛素
抵抗指数

　　ＢＭＰ７处理组小鼠体质量明显低于对照组（Ｐ＜
００５，图５）。体质量的下降可能导致胰岛素敏感性增
加。我们通过计算 ＨＯＭＡＩＲ指数来反映小鼠的胰岛
素抵抗情况。结果发现，ＢＭＰ７高剂量组 ＨＯＭＡＩＲ显
著低于对照组（Ｐ＜００５），但 ＢＭＰ７低剂量组的
ＨＯＭＡＩＲ与对照组相比差异无统计学意义（Ｐ＞
００５，图６）。
２．４　ＢＭＰ７增加小鼠胰岛磷酸化ＰＫＤ１的表达
　　前期细胞研究中我们发现ＢＭＰ７的促胰岛素分泌
作用不依赖于钙离子内流，而 ＰＫＤ１的表达调控是非
钙离子内流的促胰岛素分泌的重要途径。我们检测了

ＢＭＰ７处理后小鼠胰岛ＰＫＤ１的表达。结果发现，处理
前后，ＰＫＤ１表达无明显变化，但 ＢＭＰ７处理组磷酸化
ＰＫＤ１（ｐＰＫＤ１）的表达明显增加（Ｐ＜００５）。提示

１７２２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（２０）



ＢＭＰ７的促胰岛素分泌作用可能通过 ＰＫＤ１的表达调
控实现（图７）。

!"

#$

#%

&$

&%

'$

(%

$

%

!
"
#
$
)
%

( & * !

+

+

&'

１：Ｔ２ＤＭ组；２：ＰＢＳ对照组；３：ＢＭＰ７低剂量组；４：ＢＭＰ７高
剂量组　ａ：Ｐ＜００５，与ＰＢＳ对照组比较
图５　ＢＭＰ７对各组２型糖尿病小鼠体质量的影响　

（ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）
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１：Ｔ２ＤＭ组；２：ＰＢＳ对照组；３：ＢＭＰ７低剂量组；４：ＢＭＰ７高
剂量组　ａ：Ｐ＜００５，与ＰＢＳ对照组比较
图６　ＢＭＰ７对各组２型糖尿病小鼠ＨＯＭＡＩＲ的影响　

（ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测；Ｂ：相对表达量（ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）；１：Ｔ２ＤＭ

组；２：ＰＢＳ对照组；３：ＢＭＰ７低剂量组；４：ＢＭＰ７高剂量组　

ａ：Ｐ＜００５，与ＰＢＳ对照组比较

图７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＢＭＰ７对各组２型糖尿病小鼠

ＰＫＤ１及ｐＰＫＤ１表达的影响

３　讨论

　　胰岛素分泌不足和胰岛素抵抗是导致２型糖尿病
发病的两大根本因素。在前期的细胞实验中，我们已

经发现 ＢＭＰ７可以促进 ＭＩＮ６胰岛细胞的胰岛素分
泌。但是在体实验中，ＢＭＰ７是否能够发挥相似的作
用而达到降糖疗效尚不清楚。由于ＢＭＰ７是一种细胞
因子，其在组织中分泌后，可以直接进入血液中，发挥

生物学效应。因此，我们采用重组人 ＢＭＰ７蛋白腹腔
注射，观测其对小鼠血糖的影响。结果发现 ＢＭＰ７注
射１周后，２型糖尿病小鼠的血糖就明显下降，以后血
糖一直维持在比较稳定的水平，直到４周实验观察期
结束，证明 ＢＭＰ７有显著的降糖效果。进一步检测
２型糖尿病小鼠的血浆胰岛素水平后发现，ＢＭＰ７注射
可以使血浆胰岛素水平显著上升，并且反映胰岛素分

泌能力的 ＨＯＭＡβ指数也明显升高。证实不管是在
体中还是离体中，ＢＭＰ７均可以促进胰岛细胞胰岛素
分泌。

　　胰岛素分泌的调控是一个很复杂的过程，但总体
来讲，主要分近端步骤和末端步骤，其中近端步骤主要

受Ｃａ２＋内流调节，而末端步骤除了Ｃａ２＋浓度依赖调节
外，还存在非 Ｃａ２＋依赖的调节机制。在前期研究中，
我们检测了 ＢＭＰ７处理的 ＭＩＮ６细胞的 Ｃａ２＋内流情
况，结果发现，重组人ＢＭＰ７处理后，ＭＩＮ６细胞内的钙
离子浓度并无明显变化［９］，提示 ＢＭＰ７调控胰岛素分
泌的机制可能在非 Ｃａ２＋浓度依赖的胞吐环节。有研
究发现，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［１１］。因此我们检测了ＢＭＰ７对胰岛细胞ＰＫＤ１表达
的影响，结果发现，ＢＭＰ７并未增加ＰＫＤ１蛋白的表达，
但是 ＢＭＰ７组 ＰＫＤ１的磷酸化水平显著增加，提示
ＢＭＰ７可能通过增加 ＰＫＤ１的磷酸化从而达到促进胰
岛素分泌的作用。

　　有研究发现，ＢＭＰ７可以促进小鼠前体细胞向棕
色脂肪细胞分化，从而提高机体中棕色脂肪细胞的含

量［１２］。而棕色脂肪细胞中含有大量的线粒体，线粒体

内膜解偶联蛋白（ＵＣＰ）１活性较高，有利于氧化呼吸
链解偶联，使ＡＴＰ转化为热能，将储存的能量以热能
形式消耗掉［１３－１４］。因此增加棕色脂肪的数量或功能

被认为是防治肥胖及代谢综合征的有效手段［１５］。鉴

于ＢＭＰ７在促棕色脂肪形成中的关键作用，ＢＭＰ７水
平有可能与代谢综合征及肥胖相关。我们前期研究中

发现，血清 ＢＭＰ７水平与女性体质量指数呈负相

２７２２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（２０）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



关［１６］。本研究中，我们观察了重组人 ＢＭＰ７对２型糖
尿病小鼠血脂和体质量指数的影响，结果发现 ＢＭＰ７
组小鼠的甘油三酯水平明显下降，而胆固醇水平与对

照组无明显差异。提示ＢＭＰ７可能通过增加棕色细胞
的脂肪酸氧化能力而发挥降血脂作用。进一步实验发

现，ＢＭＰ７可以降低 ２型糖尿病小鼠的体质量，这与
Ｔｓｅｎｇ等［１７］报道的一致。而体质量的降低可能会导致

胰岛素敏感性的改善。我们的实验也发现，ＢＭＰ７高
剂量组的胰岛素抵抗指数 ＨＯＭＡＩＲ显著低于 ＰＢＳ对
照组。

　　综上所述，ＢＭＰ７可以促进２型糖尿病小鼠的胰
岛素分泌和改善其胰岛素敏感性，从而降低血糖。由

于ＢＭＰ７是一种存在于血液中的细胞因子，因此其在
２型糖尿病的治疗中具有广阔的应用前景。
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