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Changes in serum BMP4, BALP, and NT5E levels during the treatment course of patients with T2DM complicated with osteoporosis and their clinical value
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Abstract Objective: To explore the correlation between the changes in serum levels of bone morphogenetic protein 4 (BMP4), bone-specific alkaline phosphatase (BALP), and 5'-nucleotidase (NT5E) and the therapeutic efficacy in patients with type 2 diabetes mellitus (T2DM) complicated by osteoporosis (OP). Methods: A prospective study was conducted to select 82 patients with T2DM complicated with OP admitted to General Hospital of Jinshui District, Zhengzhou City from January 2022 to January 2024 as the combined group, 41 patients with simple T2DM during the same period as the T2DM group, and 41 healthy physical examination subjects during the same period as the control group. The levels of serum BMP4, BALP, and NT5E were compared among the three groups. The combined group received conventional treatment, and was assigned to effective and ineffective subgroups based on the therapeutic effect after 3 months of treatment. The levels of serum BMP4, BALP, and NT5E were compared between the subgroups, the impact of serum BMP4, BALP, and NT5E on the therapeutic efficacy was analyzed. Results: The serum BMP4 level in the combined group was lower than that in the T2DM group and the control group, and the T2DM group was lower than the control group. The serum BALP and NT5E levels in the combined group were higher than those in the T2DM group and the control group, and the T2DM group was higher than the control group (P<0.05). The serum BMP4 level in the ineffective subgroup after treatment was lower than that in the effective subgroup, while the serum BALP and NT5E levels were higher than those in the effective subgroup (P<0.05). After correcting for PTH levels, the history of coronary heart disease, and history of hypertension, serum BMP4, BALP, and NT5E levels remained as factors associated with treatment efficacy (P<0.05). Conclusion: Patients with T2DM complicated with OP have decreased serum BMP4 levels and increased serum BALP and NT5E levels. It is also related to the efficacy of treatment, and its level can be monitored to guide clinical treatment.
[Key words] Type 2 diabetes mellitus; Osteoporosis; Bone morphogenetic protein 4; Bone-specific alkaline phosphatase; 5'-nucleotidase
骨质疏松（osteoporosis，OP）是2型糖尿病（Type 2 diabetes mellitus，T2DM）常见并发症之一，其致残率较高，T2DM患者长期处于高血糖状态，可引起渗透性利尿，促使钙磷等排泄增加，从而造成骨密度降低，T2DM并发OP患者病理表现为骨量减少、骨强度减弱等[1]。临床常采用降糖药物、钙剂等治疗T2DM并发OP患者，但治疗效果存在差异性，因而寻找治疗疗效相关指标有助于指导临床制定干预方案。
骨形态发生蛋白4（Bone morphogenetic protein 4，BMP4）可改善胰岛素抵抗，促进胰岛素代谢相关基因表达，促使骨折区域血管生成、骨再生[2]。骨特异性碱性磷酸酶（Bone-specific alkaline phosphatase，BALP）主要由成骨细胞分泌，可反映成骨细胞功能状况[3]。5'-核苷酸酶（5'-nucleotidase，NT5E）主要表达于肝细胞、内皮细胞等，且与骨密度改变有关[4]。
血清BMP4、BALP、NT5E水平与T2DM并发骨质疏松患者治疗效果相关性研究有待进一步探索，本研究旨在探讨T2DM并发OP患者血清BMP4、BALP、NT5E水平变化，并分析其对治疗效果的影响，为临床治疗开拓新的研究领域。
1.  临床资料与方法
1.1 一般资料
前瞻性选取2022年1月～2024年1月郑州市金水区总医院收治的82例T2DM并发OP患者作为合并组，同期单纯T2DM患者41例作为T2DM组，另选取同期健康体检者41例作为对照组。对照组：男22例、女19例，年龄50～72（61.18±4.85）岁，体质量指数17～30（23.10±2.96）kg·m-2。T2DM组：男25例、女16例，年龄51～73（62.03±5.03）岁，体质量指数17～31（24.10±3.06）kg·m-2；T2DM病程2～12（7.02±1.69）年。合并组：男51例、女31例，年龄52～69（60.39±4.19）岁，体质量指数16～31（23.47±3.62）kg·m-2；T2DM病程3～11（6.93±1.58）年。3组一般资料均衡可比（P＞0.05）。本研究经本院伦理委员会审核批准。纳入标准：符合T2DM诊断标准[5]：空腹血糖≥7 mmol·L-1，或随机血糖≥11.1 mmol·L-1；符合OP诊断标准[6]：全身多处呈骨痛症状，相较于同性别、同年龄段等一般资料患者，骨密度≥2.5个标准差；就诊前1个月 m未使用影响钙磷代谢药物；首次确诊；签署知情同意书。排除标准：伴有严重贫血或营养不良者；认知功能障碍；免疫功能障碍；合并恶性肿瘤；伴有严重感染性疾病；就诊前1个月 m内使用激素类药物；长期酗酒者；1型糖尿病患者；既往有腰椎键盘突出症病史；伴有糖尿病其他合并症。对照组健康体检者无糖尿病等任何其他病症，且血常规、心电图等检查结果正常。T2DM组符合T2DM诊断标准，且未伴有糖尿病合并症。
1.2 方法
1.2.1 治疗方法
合并组予以常规治疗，包括控制血糖、维生素D、运动治疗等，口服阿仑膦酸钠70 mg·次-1，1次·周w-1；二甲双胍0.5 g·次-1，3次·d-1；钙尔奇D600胶囊600 mg·次-1，1次·d-1，连续治疗3个月 m。依据治疗3个月 m后治疗效果将其分为有效亚组、无效亚组。治疗效果判定标准[7]：（1）显效：空腹血糖水平降低至正常范围内，骨痛基本消失，骨密度较治疗前增加≥20%；（2）有效：空腹血糖水平降低但未达到正常范围内，骨痛明显改善，10%≤骨密度较治疗前增加＜20%；（3）无效：空腹血糖水平、骨痛、骨密度等均无明显改变，将显效、有效病例纳入有效亚组，无效病例纳入无效亚组。
1.2.2 检测血清BMP4、BALP、NT5E水平
对照组于体检时，T2DM组、合并组分别于入组时，采集空腹外周静脉血5 mL置于无菌真空采血管内，室温静置30 min后离心10 min后分离血清（3000 r·min-1、离心半径12 cm），采用酶联免疫吸附（Enzyme-Linked Immunosorbent Assay，ELISA）法检测血清BMP4、BALP、NT5E水平，检测试剂盒均购自上海臻科生物。治疗前、治疗1个月 m、2个月 m后分别采集有效亚组、无效亚组空腹外周静脉血5 mL并按照上述过程分离血清及检测血清BMP4、BALP、NT5E水平。
1.2.3 收集临床资料
通过医院调查问卷收集临床资料，包括性别、年龄、体质量指数、钙、磷、甲状旁腺素（Parathyroid Hormone，PTH）、冠心病史、高血压史、糖化血红蛋白（Hemoglobin A1c，HbA1c）、收缩压、舒张压、病程、高密度脂蛋白胆固醇（High-Density Lipoprotein Cholesterol，HDL-C）、低密度脂蛋白胆固醇（Low-Density Lipoprotein Cholesterol，LDL-C）、三酰甘油（Triglyceride，TG）。
1.4 统计学分析
采用SPSS25.0软件进行统计学分析，计量资料均符合正态分布且采用（x±SD）表示，两组间比较采用独立样本t检验，多组间比较采用单因素方差分析（两两间比较采用LSD-t检验）；计数资料比较采用χ2检验；多因素Logistic回归分析治疗疗效的影响因素，以P＜0.05为差异有统计学意义。
2.  结果
2.1 3组血清BMP4、BALP、NT5E水平比较
合并组血清BMP4水平＜T2DM组＜对照组，合并组血清BALP、NT5E水平＞T2DM组＞对照组（P＜0.05），见表1。
表1 3组血清BMP4、BALP、NT5E水平比较（x±SD）
	组别
	n
	BMP4（ng·L-1）
	BALP（μg·L-1）
	NT5E（mg·mL-1）

	对照组
	41
	97.44±6.35
	58.61±8.16
	1.17±0.29

	合并组
	82
	84.16±8.05*#
	85.64±10.03*#
	6.28±1.09*#

	T2DM组
	41
	93.61±7.57*
	70.27±8.44*
	2.80±0.63*

	F
	
	49.214
	125.004
	565.216

	P
	
	0.000
	0.000
	0.000


注：与对照组比较，*P＜0.05；与T2DM组比较，#P＜0.05。
2.2 有效亚组、无效亚组临床资料比较
82例T2DM并发OP患者中无效发生率为25.61%（21/82），显效、有效例数分别为31例、30例，即无效亚组21例、有效亚组61例。两组性别、年龄、体质量指数、HbA1c等临床资料比较无明显差异（P＞0.05）。无效亚组PTH水平、冠心病史占比、高血压史占比高于有效亚组（P＜0.05），见表2。
表2 有效亚组、无效亚组临床资料比较[（x±SD），n（%）]
	临床资料
	无效亚组（n=21）
	有效亚组（n=61）
	t/χ2
	P

	性别
	
	
	0.306
	0.580

	男
	12（57.14）
	39（63.93）
	
	

	女
	9（42.86）
	22（36.07）
	
	

	年龄（岁）
	61.02±4.21
	60.17±3.26
	0.954
	0.343

	体质量指数（kg·m-2）
	23.06±3.34
	23.61±2.58
	0.779
	0.438

	钙（mmol·L-1）
	2.30±0.52
	2.43±0.41
	1.168
	0.246

	磷（mmol·L-1）
	1.18±0.11
	1.13±0.19
	1.139
	0.258

	PTH（ng·L-1）
	50.16±6.72
	41.38±3.79
	7.388
	0.000

	冠心病史
	
	
	4.860
	0.027

	有
	13（61.90）
	21（34.43）
	
	

	无
	8（38.10）
	40（65.57）
	
	

	高血压史
	
	
	8.282
	0.004

	有
	11（52.38）
	12（19.67）
	
	

	无
	10（47.62）
	49（80.33）
	
	

	HbA1c（%）
	9.23±1.37
	9.02±1.41
	0.593
	0.555

	收缩压（mmHg）
	129.03±20.61
	127.74±16.35
	0.291
	0.772

	舒张压（mmHg）
	81.03±6.39
	83.22±7.69
	1.172
	0.245

	病程（年）
	6.67±1.21
	7.02±1.38
	1.033
	0.305

	HDL-C（mmol·L-1）
	1.14±0.16
	1.10±0.25
	0.685
	0.495

	LDL-C（mmol·L-1）
	2.94±0.38
	2.89±0.32
	0.588
	0.558

	TG（mmol·L-1）
	1.90±0.26
	1.87±0.42
	0.307
	0.760


2.3 有效亚组、无效亚组血清BMP4、BALP、NT5E水平比较
无效亚组治疗前后血清BMP4、BALP、NT5E水平比较无明显差异（P＞0.05）。无效亚组治疗后血清BMP4水平低于有效亚组，血清BALP、NT5E水平高于有效亚组（P＜0.05），见表3。
表3 有效亚组、无效亚组血清BMP4、BALP、NT5E水平比较（x±SD）
	组别
	n
	BMP4（ng·L-1）
	BALP（μg·L-1）
	NT5E（mg·mL-1）

	
	
	治疗前
	治疗1个月 m后
	治疗2个月 m后
	治疗前
	治疗1个月 m后
	治疗2个月 m后
	治疗前
	治疗1个月 m后
	治疗2个月 m后

	有效亚组
	61
	83.86±9.95
	92.57±6.64*
	95.77±5.52*#
	85.51±12.16
	78.44±9.65*
	65.71±10.90*#
	6.27±1.18
	5.08±1.19*
	2.75±0.71*#

	无效亚组
	21
	85.03±11.02
	84.57±6.63
	83.96±4.98
	86.03±11.24
	85.64±12.03
	85.02±11.57
	6.30±1.15
	6.27±1.03
	6.20±1.18

	t
	
	0.452
	4.764
	8.660
	0.172
	2.764
	6.894
	0.101
	4.083
	16.002

	P
	
	0.652
	0.000
	0.000
	0.864
	0.007
	0.000
	0.920
	0.000
	0.000


注：与同组治疗前比较，*P＜0.05；与治疗1个月 m后比较，#P＜0.05。
2.4 血清BMP4、BALP、NT5E对治疗疗效的影响
以治疗效果为因变量（有效=0、无效=1），以血清BMP4、BALP、NT5E水平为自变量进行多因素Logistic回归分析，结果显示，在校正了PTH水平、冠心病史、高血压史后，血清BMP4、BALP、NT5E水平仍是治疗疗效的相关影响因素（P＜0.05），见表4。
表4 血清BMP4、BALP、NT5E对治疗疗效的影响
	影响因素
	β
	SE
	[bookmark: _GoBack]Waldχ2 x2
	OR
	95%CI
	P

	
	
	
	
	
	下限
	上限
	

	校正前
	
	
	
	
	
	
	

	BMP4
	-0.270
	0.112
	5.811
	0.763
	0.657
	0.887
	＜0.001

	BALP
	0.224
	0.093
	5.824
	1.252
	1.163
	1.347
	＜0.001

	NT5E
	0.183
	0.071
	6.660
	1.201
	1.108
	1.362
	＜0.001

	校正后
	
	
	
	
	
	
	

	BMP4
	-0.331
	0.152
	4.745
	0.718
	0.632
	0.816
	＜0.001

	BALP
	0.170
	0.076
	5.032
	1.186
	1.103
	1.275
	＜0.001

	NT5E
	0.138
	0.063
	4.822
	1.148
	1.009
	1.307
	＜0.001


3.  讨论
BMP4可通过p38丝裂原活化蛋白激酶/细胞核因子κB（NF-κB）信号通路，刺激骨细胞增生，促进成骨细胞分化，并可通过Smad信号通路诱导软骨或骨组织形成，促进成软骨基因、成骨样基因表达，促使骨形成[8-9]。吴静等[10]研究表明T2DM并发OP患者血清BMP4水平降低。本研究发现合并组血清BMP4水平低于T2DM组、对照组，且T2DM组低于对照组，与上述研究报道相似，本研究进一步分析发现无效亚组治疗后血清BMP4水平低于有效亚组，且血清BMP4水平为治疗疗效的相关影响因素。究其原因可能为BMP4水平降低可下调成骨细胞功能，增强破骨细胞活性，抑制骨髓间质干细胞分化为成骨、血管，促进骨吸收，从而增加治疗无效发生风险。BALP可反映成骨细胞活性，水解磷酸酯、焦磷酸盐，介导骨形成、骨转换等过程，促进羟基磷灰石沉积，其水平升高表明骨细胞合成减少、骨代谢失衡、骨强度降低，加快OP发展进程[11]。本研究显示，T2DM并发OP患者血清BALP水平升高。同时本研究显示，治疗无效患者血清BALP水平升高，且为治疗疗效的相关影响因素。究其原因可能为治疗无效患者骨形成-骨转换过程障碍，骨代谢失衡较为严重，骨细胞合成减少，骨容积减小，甲状旁腺功能紊乱，可促使破骨细胞活性增强、骨吸收亢进，表现为血清BALP水平升高。
NT5E又称CD73，可水解单磷酸腺苷生成腺苷，调节机体糖脂代谢，引起胰岛素抵抗，参与脂肪分解、重塑等生物学过程，并可增加炎症介质生成量，促进氧化应激反应，诱导骨细胞凋亡，增强破骨细胞活性，加速骨吸收，还可破坏蛋白质β-折叠片层结构，抑制胶原蛋白合成，促使胶原蛋白合成减少，抑制骨形成[12-13]。本研究发现T2DM并发OP患者血清NT5E水平升高。钟晓敬等[14]研究表明T2DM并发OP患者血清NT5E水平升高，且与骨代谢密切相关，可为本研究结论提供理论支撑。同时本研究发现无效亚组治疗后血清NT5E水平高于有效亚组，且NT5E水平为治疗疗效的相关影响因素。究其原因可能为NT5E水平升高可激活炎症-氧化应激反应，引起微小血管损伤，促使骨细胞凋亡，减少胶原蛋白生成量，阻碍骨形成，加快骨钙流失，导致治疗无效发生。
综上所述，T2DM并发OP患者血清BMP4水平降低，血清BALP、NT5E水平升高。且与疗效有关，可监测其水平指导临床治疗。但本研究未进行多中心验证，导致结果存在一定局限性，下一步将扩大样本量对其进行验证。
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