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·基础研究·

运动对老年大鼠骨质疏松及骨髓间充质干细胞
自噬的影响*
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摘要

目的：观察运动对老年大鼠骨髓间充质干细胞自噬及其骨微结构的影响。

方法：6只6月龄大鼠为青年组，饲养6月后取材；12只27月龄大鼠分为运动组、老年组，运动组大鼠给予运动跑台干

预8周。干预结束后，ELISA检测血清骨代谢标志物NTX、PINP、BLAP、TRCAP水平；双能X线骨密度仪检测骨密

度；骨显微CT检测骨微结构；RT-PCR、Western Blot检测Beclin1、LC3-Ⅱ、p62 mRNA及蛋白表达情况。

结果：与青年组相比，老年组血清骨形成标志物PINP、BALP水平均降低（P<0.01），左侧股骨骨密度降低（P<0.01），

左侧胫骨骨小梁数量（Th.N）及骨小梁体积比（BV/TV）指标均降低（P<0.01），骨髓间充质干细胞自噬体相关mRNA

及其蛋白Beclin1、LC3-Ⅱ、p62表达量均上升（P<0.01）；与老年组相比，运动组血清骨形成标志物PINP、BALP水平

均升高（P<0.01），右侧股骨骨密度（BMD）升高（P<0.01），右侧胫骨骨小梁数量（Th.N）及骨小梁体积比（BV/TV）指

标均升高（P<0.01），骨髓间充质干细胞自噬体相关 mRNA 及其蛋白 Beclin1、LC3-Ⅱ表达水平均降低（P<0.01），

p62mRNA及其蛋白表达水平有上升趋势（P>0.05）。

结论：通过运动提高骨髓间充质干细胞自噬水平，促进骨髓间充质干细胞向成骨细胞分化，改善老年大鼠骨量、骨微

结构，减轻骨质疏松症。

关键词 运动；骨质疏松；骨髓间充质干细胞；细胞自噬

中图分类号：R493 文献标识码：A 文章编号：1001-1242(2023)-01-0016-06

Effects of exercise on osteoporosis and bone marrow mesenchymal stem cell autophagy/LIAO Yang，QU
Mengjian，SUN Guanghua，et al.//Chinese Journal of Rehabilitation Medicine，2023，38（1）：16—21
Abstract
Objective：To observe the effects of exercise on autophagy and bone microstructure of bone marrow mesenchy-

mal stem cells in aged rats.

Method：Six rats aged 6 months were collected after 6 months of feeding. Twelve 27-month-old rats were di-

vided into exercise group and elderly group. The rats in the exercise group were given exercise treadmill inter-

vention for 8 weeks. After intervention， the levels of serum bone metabolism markers NTX，PINP，BLAP

and TRCAP were detected by ELISA. Bone mineral density was measured by Dual Energy X-ray. Bone Micro-

CT was used to detect bone microstructure. The mRNA and protein expressions of Beclin1，LC3-Ⅱ and p62

were detected by RT-PCR and Western Blot.

Result：Compared with the young group，the serum levels of bone formation markers PINP and BALP were

lower in the elderly group （P<0.01），bone mineral density decreased in the left femur （P<0.01），the number

of trabecular bone （Th.N） and the volume ratio of trabecular bone （BV/TV） of the left tibia decreased （P<
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随着中国社会人口结构老年化，老年骨质疏松

的发病率逐年增加。据2016年研究报告表明，60岁

以上的老年人当中，有60%的老年人患有骨质疏松，

其中男性患病率为23%，女性患病率为49%[1]。老年

骨质疏松症导致的骨折，不仅造成老年人活动受限、

降低生活质量，还会增加其心理压力和社会负担[2]。

骨质疏松是由于成骨细胞和破骨细胞之间的代谢失

去平衡所导致的，骨髓间充质干细胞受到各种因素

影响，可以向成骨细胞、成脂细胞、软骨细胞分

化 [3—4]。运动可以激活多种信号通路，例如：Wnt/β-

catenin通路、MAPK通路、Notch通路和Hedgehog通

路等，促进骨髓间充质干细胞向成骨细胞分化[5—8]。

细胞自噬是一种高度保守的分解代谢过程，衰老的

骨髓间充质干细胞受到氧化应激时，可以促进其自

噬细胞，加快向成骨细胞分化[9]。本文主要观察运动

对老年大鼠骨髓间充质干细胞自噬的影响，进一步

分析间充质干细胞自噬对骨微结构改变及骨量的变

化，为运动防治老年骨质疏松症提供新的依据。

1 材料与方法

1.1 实验动物与分组

随机选取 6 只 6 月龄雄性 SD 大鼠作为青年对

照组；12只 27月龄雄性SD大鼠随机分为老年组和

运动组，每组 6只。由湖南斯莱克景达实验动物有

限公司提供，许可证号：SCXK（湘）2019-0004。所有

实验大鼠饲养于湖南省衡阳市南华大学动物实验

部，清洁级，温度（22±2）℃，湿度55%±5%，光照时间

（8∶00—20∶00），自由摄食及饮水。实验动物的饲养

及处理均遵照中华人民共和国科技部 2006年颁布

的《关于善待实验动物的指导性意见》，符合伦理学

规定。

1.2 主要试剂与仪器

KW-PT小动物跑步机（南京卡尔文生物科技有

限公司）、Osteocore3 Digital 2D 双能 X 线骨密度

仪、骨显微CT、台式高速冷冻离心机（湖南湘仪实验

室仪器开发有限公司，H1650R）、全自动酶标洗板机

（深圳市汇松科技发展有限公司，PW-812）、多功能

酶标分析仪（深圳市汇松科技发展有限公司，MB-

530）、电热恒温培养箱（北京市永光明医疗仪器有限

公司，DHP-500）、荧光定量 RCP 仪（美国 Thermo，

SPL0960）。

1.3 运动方案

运动组的大鼠进行为期 8周的跑台训练，每周

干预5天。第1周前3天进行适应性的跑台训练，强

度为：0m/min，坡度为：0°，持续时间为 5min/d；随后

将跑台的强度调节为：10m/min，坡度为：0°，持续时

间为5min/d。2天之后开始常规的跑台训练。随后

2 周运动强度为：12—20m/min，坡度为：10°，持续

10min/d。之后的 3 周，运动强度为：12—20m/min，

坡度为：10°，持续时间为40min/d。最后2周的运动

强度为：12—20m/min，坡度为：10°，持续时间为

60min/d。

1.4 血清骨代谢标志物ELISA检测

取大鼠眼眶血放置后于2—8℃下，以4000r/min

离心15min，取上清液做酶联免疫分析法ELISA，将

样本滴入样本孔中，然后加入配比为 1∶100的辣根

过氧化物酶（HRP）标记的检测抗体，37℃孵养

60min；洗板机洗板后，加入检测液，37℃避光孵养

0.01）， the expressions of autophagosome related mRNA and its proteins Beclin1，LC3-Ⅱ，p62 increased in

bone marrow mesenchymal stem cells （P<0.01）. Compared with the elderly group， the serum levels of bone

formation markers PINP and BALP（P<0.01），bone mineral density of right femur （P<0.01）， the number of

trabecular bone （Th.N） and the volume ratio of trabecular bone （BV/TV） of the right tibia increased in the

exercise group（P<0.01）， the expression levels of autophagosome related mRNA and its proteins Beclin1 and

LC3-Ⅱ were decreased in bone marrow mesenchymal stem cells （P<0.01），the expression levels of p62mRNA

and protein showed an upward trend（P>0.05）.

Conclusion：Exercise can improve the autophagy level of bone marrow mesenchymal stem cells，promote the

differentiation of bone marrow mesenchymal stem cells into osteoblasts， improve bone mass and bone micro-

structure of elderly rats，and alleviate osteoporosis.

Author's address The First Affiliated Hospital of University South China，Hengyang，Hunan，421001

Key word training；osteoporosis；bone marrow mesenchymal stem cells；cell autophagy
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15min；最后在450nm波长处测定各孔的OD值。检

测血清Ⅰ型胶原交联氨基末端肽（Type Ⅰ collagen
aminoterminal peptide，NXT）、Ⅰ型前胶原氨基末端

肽（Type Ⅰ procollagen amino- terminal peptide，
PINP）、骨源性碱性磷酸酶（bone specific alkaline

phosphatase，BALP）、抗酒石酸酸性磷酸酶（tartrate

resistant acid phosphatase，TRACP）水平。

1.5 骨密度检测

取出存放在-80°冰箱的大鼠右侧股骨和第5腰椎

标本，放置在室温下（20±3）℃解冻。随后放置Osteo-

core3 Digital 2D双能X线骨密度仪检测骨密度。

1.6 骨显微CT检测

将右侧胫骨放置于 4%PFA溶液当中浸润 24h，

然后存放于乙醇浓度为 70%的溶液当中，在 4℃冰

箱当中保存。每组取 6只 4%PFA 溶液浸泡的右侧

胫骨组织，摆放在骨显微CT下扫描，检测大鼠右侧

胫骨骨小梁相对体积比（BV/TV，%）、骨小梁厚度

（Tb.Th，mm）、骨小梁数量（Tb.N，mm）、骨小梁间距

（Tb.Sp，mm）。

1.7 RT-PCR检测

取0.02g左侧股骨组织，在EP管内加入Trizol试

剂，提取RNA。通过酶标仪检测RNA纯度和浓度之

后，按照反转录试剂盒的要求将RNA反转录为 cD-

NA。检测样本中与骨髓间充质干细胞自噬相关的基

因Beclin1、LC3-Ⅱ、p62。引物信息表如下，见表1。

1.8 Western Blot检测

取 0.02g的左侧股骨组织，分离出蛋白 30μl，在

10%SDS-PAGE溶液中电泳；转印至NC膜，PBST缓

冲液冲洗浸泡，室温封存；加入一抗孵育试剂 Be-

clin1 多克隆抗体（1μg/ml）、LC3-Ⅱ多克隆抗体（1∶

1000）、P62多克隆抗体（1∶4000），4℃孵育过夜；加

入辣根过氧化氢标记酶（HRP）标记的山羊抗鼠抗体

（goat anti- mouse IgG），室 温 孵 育 90min，显 色

3min，凝胶 X 线成像曝光、显影冲洗、扫描后；采用

Quantity One专业灰度分析软件进行分析检测蛋白

灰度值与内参β-actin蛋白灰度值之比。

1.9 统计学分析

所有数据以均数±标准差表示，数据结果采用

Kruskal-Wallis H检验进行统计。组间两两比较使

用 Bonfferoni 校正法。所有的统计学分析使用

SPSS 26.0统计软件包。

2 结果

2.1 运动对血清骨代谢标志物的影响

结果显示，与青年组相比，老年组血清骨形成代

谢标志物PINP、BALP均下降，血清骨吸收代谢标志

物 NTX、TRACP 均上升，差异具有显著性意义（P<

0.01）；与老年组相比，运动组血清骨形成代谢标志

物 PINP、BALP 均上升，血清骨吸收代谢标志物

NTX、TRACP 均降低，差异具有显著性意义（P<

0.01），见表2。

2.2 各组大鼠骨密度比较

结果显示，与青年组相比，老年组右侧股骨及第

5腰椎的骨密度均显著降低，差异具有显著性意义

（P<0.01）；与老年组相比，运动组右侧股骨与第5腰

椎的骨密度均显著上升，差异具有显著性意义（P<

0.01），见表3。

2.3 骨显微CT扫描及骨组织定量分析的情况

2.3.1 显微 CT 扫描：右侧胫骨显微 CT 扫描显示，

表1 RT-PCR引物序列

基因

Beclin1

LC3-Ⅱ
P62

β-actin

引物序列

上游 GTGGCGGCTCCTATTCCATC
下游 GACACCCAAGCAAGACCCCA
上游 AACACAGCCACCTCTCGACC
下游 ACACAACCCACACACGGCAG
上游 GCTCGACCCGTCCTTCACTCA
下游 ACACAACCCACACACGGCAG
上游 ACATCCGTAAAGACCTCTATGCC
下游 TACTCCTGCTTGCTGATCCAC

产物长度

106bp

125bp

179bp

223bp

表2 各组大鼠血清骨代谢标志物比较 （x±s，n=6）

组别

青年组
老年组
运动组
注：①与青年组相比较P<0.01；②与老年组相比较P<0.01。

Ⅰ型胶原交联
氨基末端肽
（NXT）
（pg/ml）

162.65±9.80
349.47±15.11①

268.32±9.74②

Ⅰ型前胶原氨基
末端肽
（PINP）
（pg/ml）

12070.42±399.86
5029.73±273.83①

9516.71±410.35②

骨源性碱性
磷酸酶

（BALP）
（U/L）

21.55±1.26
9.81±0.47①

15.80±0.90②

抗酒石酸酸
性磷酸酶

（TRACP）
（mIU/ml）
0.49±0.03
1.09±0.06①

0.76±0.03②

表3 各组大鼠右侧股骨及第5腰椎骨密度BMD的比较
（x±s，n=6，g/cm2）

组别

青年组
老年组
运动组

注：①与青年组相比较P<0.01；②与老年组相比较P<0.01。

右侧股骨骨密度

0.35±0.02
0.28±0.01①

0.32±0.01②

第5腰椎骨密度

0.22±0.01
0.12±0.02①

0.15±0.01②
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青年组大鼠的骨小梁排列结构规则且致密；与青年

组相比较，老年组大鼠骨小梁结构出现空腔且排列

稀疏；与老年组相比，运动组大鼠骨小梁数量相对增

多且排列致密，见图1。

2.3.2 骨组织定量分析：与青年组相比，老年组右侧

胫骨骨小梁体积与组织体积比（BV/TV）、骨小梁数量

（Tb.N）均降低，右侧胫骨骨小梁间距（Tb.Sp）上升，差

异具有显著性意义（P<0.01）；与老年组相比，运动组

右侧胫骨骨小梁体积与组织体积比（BV/TV）、骨小梁

数量（Tb.N）均上升，右侧胫骨骨小梁间距（Tb.Sp）降

低，差异具有显著性意义（P<0.01），见表4。

2.4 各组大鼠骨髓间充质干细胞自噬标志物 Be-

clin1、LC3-Ⅱ、p62蛋白及mRNA表达情况

2.4.1 自噬标志物Beclin1、LC3-Ⅱ、p62 RT-PCR结

果：与青年组相比，老年组自噬标志物Beclin1、LC3-

Ⅱ和 p62的mRNA表达水平均上升，差异具有显著

性意义（P<0.01）；与老年组相比，运动组自噬标志物

Beclin1、LC3-Ⅱ和 p62 的 mRNA 表达水平均降低，

差异具有显著性意义（P<0.01），见表5。

2.4.2 自噬标志物 Beclin1、LC3-Ⅱ、p62 Western

Blot 结果：与青年组相比，老年组自噬标志物 Be-

clin1、LC3-Ⅱ和p62的蛋白表达水平均上升，差异具

有显著性意义（P<0.01）；与老年组相比，运动组自噬

标志物Beclin1、LC3-Ⅱ的蛋白表达水平均降低，差

异具有显著性意义（P<0.01），运动组 p62 的蛋白表

达水平具有降低趋势，但无显著性意义（P>0.05），见

表6，图2。

3 讨论

近十年来我国老年骨质疏松的患病人数逐年上

升，形势较为严峻[10]。预计到 2025 年，中国老年人

口数将达到 3亿，老年骨质疏松及其继发的骨折将

对我国的医疗和经济带来重担 [11]。随着人口老龄

化，老年骨质疏松俨然成为影响老年生活质量的一

个重要因素[12—13]。健康教育、良好的生活习惯与多

重手段干预，将减少老年骨质疏松的发生[14—15]。当

前，运动对于老年骨质疏松的防治具有重要作

用[16]。运动具有多样性、有效性、经济性，已在老年

骨质疏松防治当中，引起广泛关注。但是对于运动

如何影响老年骨质疏松的具体机制尚未清楚[17—18]。

本次研究通过构建老年骨质疏松模型，探讨运动对

老年大鼠骨髓间充质干细胞自噬的影响及其骨组织

微观结构的改变。

图1 各组大鼠右侧胫骨骨密度骨显微CT比较

运动组青年组 老年组

表4 各组大鼠右侧胫骨骨组织定量分析指标比较（x±s，n=6）

组别

青年组
老年组
运动组

注：①与青年组相比较P<0.01；②与老年组相比较P<0.01。

骨小梁体积比
（BV/TV）

（%）

23.05±1.76
9.57±0.68①

18.60±2.33②

骨小梁厚度
（Tb.Th）
（mm）

0.08±0.01
0.09±0.01
0.09±0.01

骨小梁数目
（Tb.N）
（1/mm）

2.79±0.20
1.13±0.06①

2.08±0.20②

骨小梁间距
（Tb.Sp）
（mm）

0.30±0.03
0.77±0.05①

0.38±0.05②

表5 各组大鼠骨髓间充质干细胞自噬标志物
RT-PCR结果比较 （x±s，n=6）

组别

青年组
老年组
运动组

注：①与青年组相比较P<0.01；②与老年组相比较P<0.01。

Beclin1

1.29±0.49
6.11±1.15①

3.54±1.92②

LC3-Ⅱ
1.03±0.32
4.40±0.93①

2.40±0.46②

p62

0.91±0.43
6.13±1.24①

2.96±0.90②

表6 各组大鼠骨髓间充质干细胞自噬标志物
Western Blot结果比较 （x±s，n=6）

组别

青年组
老年组
运动组

注：①与青年组相比较P<0.01；②与老年组相比较P<0.01。

Beclin1

0.13±0.01
0.34±0.02①

0.23±0.01②

LC3-Ⅱ
0.13±0.03
0.42±0.04①

0.26±0.03②

p62

0.13±0.03
0.42±0.04①

0.30±0.05

图2 各组大鼠骨髓间充质干细胞自噬标志物
Western Blot结果

运动组老年组青年组

Beclinl

β-actin

p62

LC3-Ⅱ
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老年骨质疏松发生的主要原因是由于各种因素

导致骨髓间充质干细胞衰老，引起该细胞向成骨细

胞分化能力减弱，最终出现骨形成与骨吸收失衡，引

发骨质疏松[19—20]。骨髓间充质干细胞是一种多功能

分化干细胞，可分化为成骨细胞和成脂细胞。目前

影响骨髓间充质干细胞分化为成骨细胞的因素有4

种：转录因子（Runx2、Osterix），信号通路（BMP sig-

naling、Wnt/β- catenin signaling），mRNA 和 运

动[21—22]；其中运动是通过机械应力作用于骨细胞，激

活相应的信号通路，促进骨髓间充质干细胞分化和

骨形成，具体机制尚未明确[5，23]。研究表明，长时间、

中等强度的运动，能够促进骨保护素（OPG）分泌增

加，OPG与核因子κ-B配体受体激活剂（RANKL）结

合抑制破骨细胞分化成熟，减少骨吸收[24]。Chen X

等[25]发现中等强度、长时间运动能够抑制骨髓间充

质干细胞向成脂细胞分化。

有研究采用17月龄大鼠[26]，也有学者采用20月

龄大鼠建立老年骨质疏松模型[27]，本研究使用27月

龄大鼠作为研究对象，通过骨显微 CT 及骨密度检

测，视为建模成功。

血清骨代谢标志物 ELISA 检测是骨髓间充质

干细胞的代谢检测的重要方法，骨代谢标志物

PINP、BALP是成骨细胞代谢标志物，NTX、TRACP

是破骨细胞代谢标志物，也是检测骨吸收和骨形成

的敏感性指标[28—29]；该指标是作为预测骨质流失和

骨折风险的参考数据[30]。有研究发现老年骨质疏松

导致的髋部骨折发生风险与骨吸收代谢标志物升高

呈相关性。参加运动的老年男性，发现其骨吸收代

谢标志物降低、骨密度增加[31—32]。本次实验采用老

年大鼠血清样本进行 ELISA 检测骨代谢标志物

PINP、BALP、NTX、TRACP 含量。与老年组相比，

运动组骨形成血清骨代谢标志物PINP、BALP均上

升，骨吸收血清骨代谢标志物 NTX、TRACP 均降

低，该结果提示运动能够促进骨形成，抑制骨吸收。

本实验与欧阳辉等研究结果一致[33—34]。

为了降低老年大鼠的骨质丢失差异性，本次实

验选取骨皮质较为丰富的右侧股骨及骨松质较为丰

富的第 5腰椎作为检测骨密度的样本，分别做骨密

度检测。结果显示，与青年组相比，老年组大鼠右侧

股骨及第 5腰椎骨密度均降低，运动干预后的老年

大鼠右侧股骨及第 5腰椎骨密度上升，右侧胫骨骨

小梁构造较为致密且空腔减少，表明通过运动能够

改善老年大鼠骨质疏松状况并且改变骨的微观构

造。前期研究发现，运动干预能够增加骨小梁的数

目及骨组织之间的间隙，缓解骨质疏松状况[35—36]。

细胞自噬是在各种应激条件诱导下的高度保守

分解代谢过程，在能量或营养不足的情况下防止细

胞损伤，并对各种细胞毒性损伤做出反应[37]。细胞

自噬的过程是由自噬启动、内膜延伸、自噬体成熟及

自噬-溶酶体降解构成[38]；在饥饿或者氧化应激、内

质网应激状态下，ULK1复合体（Unc-51样激酶1）和

由Beclin1与PI3K（磷脂酰肌醇3-磷酸）构成的复合

体使得自噬体膜扩张，其中Beclin1将LC3-Ⅰ（微管

相关蛋白轻链1）加工修饰成LC3-Ⅱ（微管相关蛋白

轻链 2），形成完整的自噬体。p62蛋白与LC3-Ⅱ蛋

白相互识别，加快自噬 -溶酶体形成，降解细胞

器[37]。若自噬细胞过程 p62 蛋白水平下降，则表示

自噬过程顺畅 [39]。骨髓间充质干细胞在生理条件

下，面对短时间内氧化应激损伤时，通过细胞自噬可

以保护细胞应对损伤；当损伤时间增加后或大量的

氧自由基使细胞内的内质网和线粒体受损，细胞的

自噬反应长时间激活，细胞内的自噬体过度积累，自

噬延伸阶段进一步受阻，使细胞自噬受到抑

制[40—41]。对于老年骨质疏松症患者，由于衰老导致

细胞内氧自由基过度积累，致使骨髓间充质干细胞

向成脂细胞分化，导致骨质疏松症的产生[42—43]。运

动能够促进抗氧化基因的表达，清除细胞内的氧自

由基，缓解骨质疏松症的发展[44]。本实验老年组大

鼠骨髓间充质干细胞Beclin1、LC3-Ⅱ、p62mRNA及

蛋白表达水平，均高于青年组；运动干预后，运动组

Beclin1、LC3-Ⅱ、p62mRNA及蛋白表达水平低于老

年组；运动干预后 p62mRNA 及蛋白表达水平显著

降低，表明运动干预后能促进骨髓间充质干细胞氧

自由基的清除，使得自噬体-溶酶体有效结合，促进

细胞自噬顺利进行，改善骨质疏松症的发展。Ma

Y等[45]研究发现，通过自噬激活剂雷帕霉素促进骨

髓间充质干细胞发生自噬，降低活性氧的积累和衰

老因子的表达，减缓细胞衰老的发生，促进骨的形

成。本实验与Ma Y实验结果相符。

综上所述，运动可能是通过促进骨髓间充质干
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细胞自噬的发生，加快骨髓间充质干细胞向成骨细

胞分化，提高骨组织密度，改善骨细胞微结构，减轻

骨质疏松症。该研究一定程度上说明运动可以减轻

骨质疏松症的发展，但是，不同运动强度及运动方式

对骨质疏松症的改善值得进一步探索。
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