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血管内皮生长因子和骨形态发生蛋白-2
在糖尿病病人骨组织内表达水平的研究

张艳 1 李莹 1 张雪松 2

【摘要】 目的 探讨血管内皮生长因子（vascular endothelial growth factor, VEGF）、骨形态发生蛋白-
2（bone morphogenetic protein⁃2, BMP⁃2）在糖尿病病人胫骨组织内的表达水平。方法 在胫骨高位截骨

术中，分别获取糖尿病病人（8例）和非糖尿病病人（8例）术部骨组织，从骨组织中提取总蛋白及RNA，用

Western blot、RT⁃PCR检测骨组织中VEGF、BMP⁃2的表达水平。结果 糖尿病病人骨组织中VEGF、BMP⁃
2蛋白和mRNA表达水平均明显低于非糖尿病病人。结论 糖尿病病人骨组织中VEGF、BMP⁃2因子表

达低于正常水平，VEGF、BMP⁃2因子可能是影响糖尿病病人骨质及骨愈合的重要因素之一。
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【Abstract】 Objective To investigate the expression levels of vascular endothelial growth factor
(VEGF) and bone morphogenetic protein ⁃ 2 (BMP⁃2) in the tibia of diabetic patients. Methods In the high
osteotomy of the humerus, the bone tissues of diabetic patients (8 cases) and non ⁃diabetic patients (8 cases)
were obtained respectively. Total protein and RNA were extracted from bone tissue, and VEGF and BMP⁃2 in
total bone tissue were detected by Western blot/RT⁃PCR. Results The expression levels of VEGF, BMP⁃2
mRNA and protein in bone tissue of diabetic patients were significantly lower than those in non ⁃ diabetic
patients. Conclusion The expression of VEGF and BMP⁃2 in bone tissue of diabetic patients is lower than
normal level. VEGF and BMP⁃2 may be one of the important factors affecting bone and bone healing in diabetic
patients.
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在我国，一些慢性病如糖尿病的发病率越来越

高。而由糖尿病引起的并发症对人类的危害也越来

越严重。糖尿病病人高位截骨术后难愈合的问题一

直困扰着病人。骨愈合是骨组织的自我修复过程，

机制复杂，虽然骨再生能力强，但是临床上骨折不愈

合率仍很高［1］。骨形态发生蛋白（bone morphogenet⁃
ic proteins, BMPs）属于转化生长因子-β超家族成

员，主要参与骨折愈合过程的因子有BMP（s，e，g，2,
7），其中BMP⁃2是成骨作用最强的因子。BMP⁃2不
仅可以促进成骨细胞及其前体细胞的增殖、促进骨

细胞钙化，并且能够促进成骨细胞分化，进而发挥成

骨细胞的成骨作用，增加骨量，修复骨损伤，在骨愈

合机制中起到重要作用。血管生成是伤口愈合、癌

症以及各种局部缺血和炎症疾病的标志。血管内皮

生长因子（vascular endothelial growth factor, VEGF）是

一种促使血管生长的因子，能与血管内皮细胞特异

性地结合，促使新血管生成［2⁃4］。本研究主要探讨了

糖尿病病人骨组织中VEGF、BMP⁃2的表达水平，为

后续临床治疗提供理论基础。

资料与方法

一、病例选择

选择 2017年 1月至 12月于我院骨科进行高位

截骨术治疗的病人，分为糖尿病组和非糖尿病组。

糖尿病组选择条件为：①年龄在 40~70岁；②2型糖
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尿病病史2~20年；③无高血压、高血脂、严重肝肾功

能不全、恶性肿瘤。非糖尿病组选择条件为：①年龄

在40~70岁；②无糖尿病病史；③无高血压、高血脂、

严重肝肾功能不全、恶性肿瘤。

经过以上标准共筛选出 8例糖尿病病人，平均

年龄为 51.78岁，其中病史 2~5年共计 2例，6~20年

共计6例；非糖尿病病人8例，平均年龄为55.43岁。

本研究经唐山市第二医院医学伦理委员会批准

（2017⁃0134），获取骨组织经过病人本人及家属知情

并签署同意书，在不影响手术效果的前提下获取部

分骨组织开展研究，对病人无任何伤害。两组病人

间性别、年龄、身体质量指数（body mass index,
BMI）、空腹血糖（fasting plasma glucose, FPG）的差异

均无统计学意义（P＞0.05，表1）。
二、试剂和仪器

一抗VEGF、BMP⁃2、β⁃actin（Proteintech公司，美

国），辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔 IgG和辣根过

氧化物酶标记的山羊抗小鼠 IgG（北京中杉金桥生

物技术有限公司，中国），蛋白提取及定量试剂盒（南

京凯基生物科技发展有限公司，中国），Trizol、氯仿

（重庆化学试厂，中国），ECL发光液（北京普利莱基

因技术有限公司，中国）；逆转录试剂盒、转染试剂盒

（TRANS公司，美国），收集的组织均保存于-75 ℃冰

箱（海尔公司，中国）。Western blot分析仪 C400曝

光仪（AZURE公司，美国），Western blot电泳、转膜系

统（Bio⁃Rod公司，美国），冷冻高速离心机（HERMLE
公司，德国）。

三、方法

（一）骨组织总蛋白提取

将获取的骨组织用PBS冲洗干净，再用锡纸包

裹骨组织，先将骨组织置于-75 ℃冰箱中放置12 h，
再放入液氮中保存，待收集的骨组织达到一定数量

后开始提取蛋白。采用单纯研磨法将骨组织磨成粉

末状，将粉末状骨组织收集到1.5 ml的EP管中，随后

向EP管中加入蛋白裂解液，4 ℃放置30 min，其中每

隔 10 min震荡 30 s，移至新的EP管中，12 000 r/min

4 ℃离心 15 min，将上清液吸到新的 EP管中放置

4 ℃暂存。用BCA法测定蛋白浓度并进行定量分装

保存至液氮中待用。

（二）Western blot检测VEGF、BMP⁃2蛋白表达

配置 12%的分离胶和 5%浓缩胶，加入 100 μg
蛋白，80 mV 电泳一段时间后，120 mV 电泳至结

束。300 mA转模30~60 min，用5%的脱脂奶粉室温

封闭1 h，封闭结束后放入一抗孵育盒，室温孵育3~
4 h，用PBST洗膜液洗膜3次，每次10 min，放入二抗

孵育盒室温孵育1 h，用PBST洗膜液洗膜3次，每次

10 min，吸干膜上液体加入ECL发光液，放入曝光仪

检测结果保存数据。

（三）RT ⁃ PCR 检测骨组织中 VEGF、BMP ⁃ 2
mRNA转录水平的表达

将获取的骨组织研磨至粉末状后加入Trizol，随
后加入氯仿，混匀后室温放5 min。12 000 r/min 4 ℃
离心15 min，转移上层水相并加入异丙醇，混匀静置

后12 000 r/min 4 ℃离心10 min，用无水乙醇洗3次，

干燥后加入焦碳酸二乙酯（diethyl pyrocarbonate,
DEPC）水，测其浓度后储存。引物序列：BMP⁃2上下

游引物序列分别为5′⁃CTTCTAGCGTTGCTGCT⁃3′和
5′ ⁃AGTGCCTGCGATACAGGTCT⁃3′；VEGF 上游引

物：5′⁃GGCAGCTTGTAAACGAAC⁃3′；下游引物：5′⁃
TGGTGACATGGTTAATCGGTC⁃3′，均由美国 Invitro⁃
gene公司合成提供。通过RT⁃PCR检测其mRNA表

达水平，进行相对定量，实验结果重复3次以上。

四、统计学分析

数据使用SPSS 19.0统计软件（IBM公司，美国）

分析，计量数据用均数±标准差（x±s）表示。数据满

足正态分布且方差齐性，两组间计量资料比较用独

立样本 t检验，不满足则作非参数秩和检验，P＜0.05
为差异有统计学意义。

结 果

一、Western blot检测BMP⁃2、VEGF蛋白的表达

如图 1、2所示，与非糖尿病组比较，糖尿病组

表1 两组病人基线资料比较

组别

糖尿病组

非糖尿病组

t（χ2）值

P值

例数

8
8
-
-

性别

（男/女，例）

3/5
4/4

1.120
0.574

年龄

（x±s，岁）

51.78±6.95
55.43±8.39

0.728
0.479

BMI
（x±s，kg/m2）

23.61±1.21
23.19±0.89

0.199
0.845

FPG
（x±s，mmol/L）

6.25±1.11
6.13±1.01

0.159
0.876
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BMP⁃2蛋白表达水平显著降低（P＜0.05），VEGF蛋

白表达量也明显减少（P＜0.05）。实验结果提示，糖

尿病病人胫骨骨组织中BMP⁃2、VEGF蛋白表达水

平较非糖尿病病人明显降低。

二、RT⁃PCR检测骨组织中VEGF、BMP⁃2 mRNA
的表达水平

以糖尿病高位截骨术病人和非糖尿病高位截

骨术病人的 cDNA为模板，通过RT⁃PCR检测骨组织

中VEGF、BMP⁃2 mRNA表达水平，结果如图 3、4所

示，与非糖尿病组比较，糖尿病组BMP⁃2 mRNA表

达水平显著降低（P＜0.05），VEGF mRNA表达量明

显减少（P＜0.05）。结果提示，糖尿病病人胫骨骨组

织中 BMP⁃2、VEGF mRNA表达水平较非糖尿病病

人明显降低，结果与蛋白检测一致。

三、X线检查

通过Western blot、RT⁃PCR实验结果，我们筛选

出结果较为明显的 4例病人，调出X线片，如图 5所
示，糖尿病组骨质疏松程度明显高于非糖尿病组。

讨 论

糖尿病是一类由遗传、环境、社会压力、肥胖、

胰岛素不足、肠道菌群异常等多种因素相互作用引

起的一种慢性疾病［5，6］。近年来研究表明，糖尿病不

仅能够引起人体内各脏器的异常、骨代谢异常、增

加创伤引发感染的风险，而且还普遍存在骨愈合困

难、创面愈合困难等问题。以往的治疗方法集中在

控制血糖水平、加强创面外科处理及抗感染等方

面，不能彻底解决骨愈合困难、创面愈合困难的问

题［7⁃9］。随着分子生物技术的发展，一些生长因子对

骨折后愈合、创面愈合的影响受到了国内外众多学

者的关注。因此，从生长因子的角度研究骨愈合困

难、创面愈合困难的作用机制，为如何防治、解决骨

愈合困难及创面愈合困难奠定基础，也为如何防

治、解决骨愈合困难及创面愈合困难提供了新的思

路，与此同时也为后续临床治疗提供理论基础。

目前研究较多的生长因子主要有VEGF、成纤维

图1 Western blot检测骨组织中蛋白表达水平（D1~D8为糖尿病组，N1~N8为非糖尿病组）

注：与非糖尿病组比较，*P＜0.05
图2 Western blot检测骨组织中BMP⁃2、VEGF蛋白表达水平

图3 RT⁃PCR检测骨组织中BMP⁃2和VEGF mRNA表达（D1~D8为
糖尿病组，N1~N8为非糖尿病组）

注：与非糖尿病组比较，*P＜0.05
图4 RT⁃PCR检测骨组织中BMP⁃2和VEGF mRNA的表达水平
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细胞生长因子-β（fibroblast growth factor⁃β, FGF⁃β）、
转化生长因子、BMP⁃2等。VEGF是促血管生长因

子，也是内皮细胞的高度特异性促分裂原。研究表

明，VEGF与多种血管形成性疾病有关，在增殖性糖

尿病视网膜病变、糖尿病性黄斑水肿、微血管病变、

糖尿病肾病、血管合并症中均起到重要作用［10 ⁃ 13］。

Neufeld等［14］研究发现VEGF的7个家族成员（VEGF⁃
A，VEGF⁃B，VEGF⁃C，VEGF⁃D，VEGF⁃E，VEGF⁃F和

PLGF）中所共有的结构是VEGF同源性结构域，这

些VEGF与其相应的受体结合后发挥增加血管通透

性，刺激内皮细胞增殖、迁移和体内血管生成等生物

学功能。VEGF通过结合其受体后能够激活多种信

号通路，如促分裂原活化蛋白激酶、磷脂酰肌醇3激
酶/蛋白激酶B，Rac信号通路等参与成骨分化及骨

修复［15］。骨折后血管再生对骨折的愈合起到重要作

用，创伤后血管生成可有多种生长因子诱导，但只有

VEGF特异作用于内皮细胞，促进其增殖和血管生

成，并可增加血管通透性。微血管在骨折的愈合过

程中不仅提供了必要的营养和生物学环境，而且直

接参与成骨作用［16］。BMP蛋白是多功能蛋白，在机

体生长发育过程中发挥着重要作用，研究报道BMPs
通过结合 BMP受体Ⅰ和Ⅱ从而激活下游 Smad1/5/
8，激活状态的 Smad1/5/8通过与 Smad4结合形成共

聚体，继而与下游转录因子结合从而启动信号传导，

从而调控细胞的增殖和分化［17］。BMP⁃2是成骨作用

最强的因子，BMP⁃2能够诱导未分化的间充质细胞

不可逆地分化为成软骨细胞和成骨细胞，促进新骨

形成。BMP⁃2不仅可以促进成骨细胞及其前体细胞

的增殖、促进骨细胞钙化，并且能够促进成骨细胞分

化，进而发挥成骨细胞强大的成骨作用，增加骨量，

修复骨微损伤，在骨愈合机制中起到重要作用［18，19］。

但是对于VEGF、BMP与骨愈合、创面愈合之间的关

系及分子机制目前还有待进一步研究［20，21］。

本研究通过获取糖尿病和非糖尿病高位截骨术

病人的骨组织，提取蛋白和RNA通过Western blot
以及 RT ⁃PCR 分别测定 BMP ⁃ 2、VEGF 的蛋白和

mRNA的表达水平，研究结果（图 1~4）显示糖尿病

组与非糖尿病组相比，BMP ⁃ 2、VEGF 在蛋白和

图5 两组病人手术前后X线片资料，糖尿病组胫骨平台骨小梁较非糖尿病组稀疏 a、b：糖尿病病人（女）；c、d：糖尿病病人（男）；e、f：非糖尿

病病人（女）；g、h：非糖尿病病人（男）
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mRNA水平的表达量均明显降低，且差异具有统计

学意义，说明 BMP⁃2、VEGF因子影响骨愈合。同

时，我们选取年龄相近（均低于55岁）的糖尿病病人

以及非糖尿病病人，查阅病历获取其X线片，结果显

示糖尿病病人骨质疏松较为明显，非糖尿病病人无

明显的骨质疏松症状。我们分析认为糖尿病引起的

高血糖状态能激活碱性磷酸酶，导致氧化应激和炎

症反应的发生，从而使炎症因子如白细胞介素-6及
肿瘤坏死生长因子-α表达增加，使血管内皮细胞功

能发生紊乱，VEGF、BMP表达降低，最终影响微血

管的形成，不能为局部组织提供必需物质，影响骨折

愈合［22⁃24］。糖尿病病人长期低表达BMP⁃2、VEGF，
影响骨质，导致病人出现骨质疏松，易出现骨折。与

此同时本研究也存在不足之处，不能连续性检测在

骨愈合过程中BMP⁃2、VEGF在不同时期变化水平，

待后续继续深入研究。

综上所述，糖尿病病人骨组织内BMP⁃2、VEGF
因子含量较正常人群表达量明显减少。我们推断糖

尿病病人胫骨高位截骨术术后骨愈合及创面愈合缓

慢一定程度上受BMP⁃2、VEGF因子表达量的影响，

具体机制有待后续深入研究。
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