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递增负荷跑台运动抑制骨质疏松小鼠miR-214表达

进而促进骨生成的作用研究
郭健民1  周绪昌1  陈熙1,2  张苗1  李慧1  邹军1*

(1上海体育学院运动科学学院运动人体科学系, 上海 200438; 2温州医科大学体育科学学院, 温州 325035)

摘要      适宜的运动可促进骨生成, 抑制骨吸收, 提高机体的骨密度和骨强度, 进而起到防治

骨质疏松的作用, 但到目前为止运动防治骨质疏松的作用机制尚未完全明确。miR-214已被证明参

与调控骨代谢, 然而其是否参与运动防治骨质疏松的过程, 尚缺乏相关的探究。该研究采用去卵巢

手术建立骨质疏松小鼠模型, 24只12周龄雌性C57BL/6小鼠, 随机分为四组: 去卵巢组(OVX, n=6)、
去卵巢+运动组(OVX+EX, n=6)、假手术组(SHAM, n=6)和假手术+运动组(SHAM+EX, n=6), 术后

4周进行为期9周的跑台运动干预, 最后一次干预结束48 h后取材。进行骨密度(bone mineral density, 
BMD)、microCT、骨生物力学以及成熟miR-214、β连环蛋白(β-catenin)、激活转录因子4(activated 
transcription factor 4, ATF4)、runt相关转录因子2(runt-related transcription factor 2, Runx2)表达的检

测。该研究证实, 去除卵巢后小鼠的BMD和骨强度均下降, miR-214的表达显著增加, Runx2的表

达显著降低。同时其下游靶基因β-catenin和ATF4的蛋白表达也均显著减少。而跑台运动则可以

部分逆转上述现象, 显著增加去卵巢(ovariectomized, OVX)小鼠和SHAM小鼠的BMD和骨强度, 抑
制miR-214的表达。该研究提示跑台运动可显著抑制miR-214的表达, 同时使miR-214下游靶基因

ATF4和β-catenin的蛋白表达增加, 进而提高骨质疏松小鼠的BMD和骨强度, 部分逆转雌激素丢失

导致的骨质流失。
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Incremental Load Treadmill Exercise Promotes Bone Formation by 
Inhibiting miR-214 Expression in Osteoporosis Mice

GUO Jianmin1, ZHOU Xuchang1, CHEN Xi1,2, ZHANG Miao1, LI Hui1, ZOU Jun1*
(1Department of Kinesiology, School of Sport science, Shanghai University of Sport, Shanghai 200438, China;  

2School of Sports Science, Wenzhou Medical University, Wenzhou 325035, China)

Abstract       Accumulating evidence showed that appropriate exercise can promote bone formation and in-
hibit bone resorption to increase bone density and bone strength, thus playing a role in the prevention and treatment 
of osteoporosis. However, the specific mechanism has not been fully understood. miR-214 has been shown to be 
involved in the regulation of bone metabolism. However, whether miR-214 mediates the process of preventing and 
treating osteoporosis has not been revealed. In this study, the osteoporosis mouse model was established by ovari-
ectomy. Twelve-week-old female C57BL/6 mice were randomly divided into four groups: ovariectomized group 



中
国
细
胞
生
物
学
学
报

郭健民等: 递增负荷跑台运动抑制骨质疏松小鼠miR-214表达进而促进骨生成的作用研究 2117

(OVX, n=6), ovariectomized+exercise group (OVX+EX, n=6), sham operation group (SHAM, n=6) and sham 
operation+exercise group (SHAM+EX, n=6). The two exercise groups were performed 9 weeks of treadmill run-
ning exercise after four weeks of operation. All the mice were sacrificed 48 h after the end of the last intervention. 
The results showed that both bone density and bone strength decreased after ovariectomy in mice. The expression 
of miR-214 was significantly increased, while the expression of Runx2, β-catenin, and ATF4 were significantly 
decreased in OVX mice when compared to the SHAM mice. And treadmill exercise can increase the bone mineral 
density (BMD) and bone strength of the OVX and SHAM mice. We also found that treadmill exercise can signifi-
cantly inhibit the expression of miR-214 in OVX mice, and the protein expression of its downstream target genes 
ATF4 and β-catenin were significantly increased. In conclusion, exercise may increase bone formation in osteopo-
rotic mice and partially reverse the estrogen defect induced bone loss by inhibiting the expression of miR-214.

Keywords       osteoporosis; bone mineral density; miR-214; β-catenin; ATF4

骨质疏松是一种以骨量丢失和骨组织微结构

破坏为特征的骨代谢疾病。骨质疏松患者机体的骨

质量和强度通常受到影响, 骨折风险大大增加[1]。骨

折会影响骨骼肌肉系统, 引起慢性疼痛, 降低患者的

生活质量[2]。骨质疏松已经成为老年人群中最常见

的疾病之一, 尤其是绝经后的女性。根据国际骨质

疏松症基金委的估计, 世界上已有大约2亿骨质疏松

患者[3]。因此骨质疏松的预防和治疗已成为全球亟

待解决的公共健康问题。适宜的运动可以增加骨形

成减少骨吸收, 改善老年人群的骨强度[4]。尽管有大

量的研究表明, 运动可以通过机械应力、细胞因子、

骨代谢信号通路等影响骨代谢, 但目前运动防治骨

质疏松的作用机制尚未完全明确[5]。已往研究表明, 
miR-214可通过调控骨代谢的关键因子抑制骨形成, 
同时其在骨质疏松患者和骨质疏松动物模型中均出

现高表达的现象[6-7], 由此我们推测, miR-214可能参

与运动预防和治疗骨质疏松。因此本研究通过去卵

巢手术建立骨质疏松小鼠模型, 并对其进行递增负

荷跑台运动干预, 观察运动对骨质疏松小鼠骨骼和

miR-214表达的影响。

1   材料与方法
1.1   主要试剂

mRNA逆转录试剂盒 (Code No.RR037A, Ta-
KaRa)、microRNA逆转录试剂盒 (Code No.638315, 
Clontech)、microRNA定量试剂盒(Code No.RR820A, 
TaKaRa)、RNAiso Plus(Code No.9108, TaKaRa)等
购自宝生物工程有限公司 ; BCA蛋白定量试剂盒购

自上海碧云天生物技术有限公司 ; SYBR green购自

Roche公司; ATF4抗体购自Abcam公司; β-actin抗体购

自上海威奥生物科技有限公司; β-catenin抗体购自上

海泊湾生物科技有限公司 ; 引物购自生工生物工程

(上海)股份有限公司。

1.2   小鼠饲养与跑台干预

24只雌性SPF级C57BL/6小鼠购自常州卡文斯

实验动物有限公司, 饲养于上海体育学院SPF级动

物房屏障内, 所有涉及的小鼠实验均得到上海体育

学院科学研究伦理委员会的批准。白天和黑夜12 h
交替, 温度(22±2) °C, 湿度40%~70%, 每周换一次垫

料, 每3天加一次水和饲料, 每周周一称重。

小鼠饲养至12周时, 称重并根据体重随机分为

去卵巢组(OVX)、去卵巢加运动组(OVX+EX)、假

手术组(SHAM)和假手术加运动组(SHAM+EX), 每
组6只, 小鼠按照20 μL/g体重腹腔注射阿弗丁麻醉, 
剃掉下背部长毛, 使用75%的乙醇进行消毒, 之后

于身长下三分之一, 脊柱旁开1 cm处开口剪掉卵巢, 
SHAM小鼠在相同的部位剪口, 剪除与卵巢同等大

小的脂肪, 之后用缝合针缝合伤口, 并用碘伏消毒。

通过查阅文献并结合我们前期的研究[8], 在手

术后4周对运动组小鼠进行为期9周的跑台运动干

预, 每周训练5天, 休息2天。第一周为跑台预适应, 
速度为6 m/min、坡度25°、时间为30 min, 第二周起, 
跑台组小鼠进行5 min的热身运动(速度为6 m/min、
坡度25°)和55 min的正式训练(速度为8 m/min、坡度

25°), 正式训练的速度每周增加1 m/min。
1.3   BMD与骨生物力学检测

如我们之前的研究所示 [9], 小鼠左侧股骨于4 °C
生理盐水中自然解冻 , 显微镜下观察以确定股骨表

面的完整性 , 并在双能X线下检测骨密度 (bone min-
eral density, BMD)。检测完BMD后 , 将股骨置于万
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能材料试验机的支架上 , 使探头下降并与股骨接触 , 
压力值控制1 N以下 , 之后探头以1 mm/min的速度压

断股骨, 压断后继续下降2 mm后停止。使用游标卡尺

测量股骨断面的最小直径 , 录入到软件中 , 计算出骨

弯曲强度、最大载荷、弹性模量3个指标。

1.4   microCT检测

每组取3只小鼠右侧股骨, 使用SKYSCAN 1172
仪器, 在9 μm的分辨率和20~100 KV的条件下进行扫

描, 扫描之后选取170张片子作为ROI, 利用相关软件

进行三维重塑和分析 , 得到BV/TV、Tb.Th、Tb.N、

Tb.Sp四项数据。

1.5   Western blot检测 
将胫骨剪成小块后放入到 1.5 mL的EP管中 , 

并加入 100 μL蛋白裂解液 (RIPA裂解液和PMSF按
1比例混匀׃100 ), 用匀浆机将骨头打碎 , 置于冰上裂

解30 min。之后使用4 °C离心机以12 000 r/min的转

速离心15 min, 上清液即为总蛋白。使用BCA试剂盒

检测蛋白浓度并进行调平。将样本与SDS-PAGE上样

缓冲液(5×)按41׃混合 , 在100 °C下煮沸10 min。使用

10%的SDS-聚丙烯酰胺凝胶分离蛋白, 以250 mA恒

流转膜100 min, 封闭、敷一抗、敷二抗后使用ECL
发光液显影 , 使用 ImageJ软件对条带灰度值进行分

析。

1.6   RT-PCR检测

使用Trizol提取胫骨总RNA, 测定浓度后分别

按照mRNA和microRNA逆转录试剂盒说明书进行

逆转录, 之后进行荧光定量扩增, 以检测成熟miR-
214和Runx2的表达(miR-214下游引物为逆转录试

剂盒提供, 引物序列见表1), 采用两步法进行扩增, 
以U6和β-actin为内参, 使用2–ΔΔCt计算基因的相对表

达量。

1.7   数据统计分析

所有结果用均数±标准差(x
_
±s)表示, 使用SPSS 

20.0软件进行分析处理。使用双因素方差分析确定

主效应和交互效应, 之后采用单因素方差分析, 用
LSD法进行组间两两比较, 以P<0.05表示结果具有

显著差异。

2   结果
2.1   跑台运动对各组小鼠体重的影响

由表2可以看出, 各组小鼠的体重均逐渐增加, 
其中OVX组小鼠体重增加明显。在第6周时OVX组

小鼠的体重开始与OVX+EX组和SHAM小鼠出现显

著差异, 该现象持续到运动干预结束。此外SHAM
组小鼠体重在9周跑台训练过程中未与SHAM+EX
组小鼠出现显著差异。

表1   各基因引物序列

Table 1   Primer sequences used in this study
引物

Primer
序列(5′→3′)
Sequence (5′→3′)

Forward primer for miR-214 ACA GCA GGC ACA GAC AGG C

Forward primer for U6
Reverse primer for U6

CTC GCT TCG GCA GCA CA

AAC GCT TCA CGA ATT TGC GT

Forward primer for Runx2 GGT GAA CCT CTT GCC TCG TC

Reverse primer for Runx2 AGT CCG AAC TTC CTG TGC T

Forward primer for β-actin CAG CCT TCC TTC TTG GGT ATG

Reverse primer for β-actin AGC TCA GTA ACA GTC CGC CT

表2   各组小鼠的周体重/g
Table 2   The weekly weight of mice /g

周
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Weeks

OVX 22.65±1.61 22.90±1.70 23.30±2.19 23.72±2.02 24.32±2.43 24.77±2.97 25.95±2.55 26.35±3.32 27.73±2.98

OVX+EX 22.03±1.98 21.82±1.64 22.65±1.39 22.67±2.04 23.11±1.82 23.57±1.75* 23.58±1.98* 23.53±1.88** 24.08±1.85**

SHAM 22.12±0.63 22.22±0.56 22.53±1.05 23.67±1.64 23.73±1.58 23.03±1.11* 24.07±1.48 24.80±2.11* 24.41±2.21**

SHAM+EX 21.87±0.78 22.07±1.01 21.87±1.13 23.01±1.02 23.06±0.76 23.29±1.33 23.54±1.44 24.39±1.09 23.95±1.08

*P<0.05, **P<0.01, 与OVX组相比。

*P<0.05, **P<0.01 compared with OVX.
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2.2   跑台运动增加骨质疏松小鼠的骨密度和骨生

物力学指标

去卵巢后小鼠的BMD较 SHAM组显著降低。

经过9周的跑台运动后 , OVX组小鼠BMD出现显著

上调 (图1A), 表明跑台运动可以提高骨质疏松小鼠

的BMD。去卵巢后小鼠的最大载荷、弯曲强度较

SHAM组小鼠显著降低 , 弹性模量也出现下降趋势

但无显著差异。此外经过跑台运动干预后OVX和

SHAM小鼠最大载荷、弯曲强度、弹性模型也都出

现上升的趋势, 但无显著差异(图1B~图1D)。
2.3   microCT指标

由图2结果可知, 小鼠在去除卵巢后其骨量、骨

小梁数量显著降低 , 骨小梁分离度显著增加 , 这提示

骨质疏松造模的成功。运动干预后去卵巢小鼠的

骨量显著增加 , 同时去卵巢小鼠骨小梁的数量出现

上升趋势 , 骨小梁分离度出现下降趋势 , 但无显著差

A: 各组小鼠BMD的变化; B: 运动对各组小鼠骨最大强度的影响; C: 运动对各组小鼠骨弯曲强度的影响; D: 运动对各组小鼠骨弹性模量的影

响。*P<0.05, **P<0.01。
A: bone mineral density(BMD) of mice in each group; B: effect of exercise on the bone ultimate force; C: effect of exercise on bone yield stress; D: 
effect of exercise on bone elastic modulus. *P<0.05, **P<0.01.

图1   小鼠BMD、最大载荷、弹性模量和弯曲强度的变化

Fig.1   The BMD, ultimate force, elastic modulus and yield stress of mice
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图2   microCT检测结果

Fig.2   The results of microCT
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异。

2.4   跑台运动对骨质疏松小鼠miR-214和Runx2
表达的影响

如图3所示, 去除卵巢后小鼠胫骨miR-214的表

达显著增加, Runx2 mRNA的表达水平显著降低, 经
过9周的跑台运动运动后OVX和SHAM组小鼠miR-
214的表达显著降低, OVX小鼠Runx2 mRNA表达水

平显著增加。

2.5   跑台运动促进骨质疏松小鼠ATF4和β-catenin
蛋白的表达

如图 4所示 , 去卵巢后小鼠胫骨 β-catenin和
ATF4蛋白的表达较 SHAM组小鼠均显著降低 , 为
期 9周的跑台运动可显著增加OVX和 SHAM小鼠

β-catenin和ATF4蛋白的表达。

3   讨论
机体骨骼健康的维持得益于骨形成和骨吸收的

动态平衡 , 当平衡被破坏时将导致骨骼疾病的发生 [10]。

绝经后的女性由于雌激素减少 , 破骨细胞活性增强 , 

骨吸收增加, 严重时将导致骨质疏松的发生[11]。因此

在基础研究中 , 常通过去卵巢手术建立骨质疏松动

物模型 , 在去除卵巢后小鼠的BMD、骨量和骨强度

均显著下降 , 骨小梁分离度显著增加 , 这表明本研究

中骨质疏松造模成功。在经过为期 9周的跑台运动

干预后, OVX和SHAM小鼠的BMD显著提高, 且骨强

度也出现明显的改善, 这与我们之前的研究一致[12]。

近期研究表明 , microRNAs在骨代谢中具有

重要的调控作用 [13], 其中miR-214可以通过靶向作

用于成骨细胞相关的基因进而调控成骨细胞功能 , 
也可通过靶向作用于磷酸酯酶与张力蛋白同源物

(phosphatase and tensin homolog, PTEN)调控破骨细

胞功能。此外, miR-214表达失调与骨质疏松、骨肉

瘤、多发性骨髓瘤等骨疾病存在一定的关联 [14]。本

研究发现, 在骨质疏松小鼠中miR-214的表达显著增

加 , 这与Wang等 [15]的研究结果一致。经过跑台运动

干预后骨质疏松小鼠miR-214的表达显著降低, 这说

明, 运动有可能是通过抑制miR-214的表达发挥防治

骨质疏松的作用。此外SHAM组小鼠在跑台运动后

A: RT-PCR检测运动对小鼠骨miR-214相对表达量的影响; B: 运动对小鼠骨Runx2 mRNA相对表达量的影响。*P<0.05, **P<0.01。
A: RT-PCR analysis for relative expression of the miR-214 in mice bone; B: effect of exercise on the relative expression of Runx2 in the bone of mice. 
*P<0.05, **P<0.01.

图3   运动对小鼠骨miR-214表达的影响

Fig.3   Effect of exercise on the expression of miR-214 in bone of mice
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A: 小鼠胫骨总蛋白β-catenin和ATF4 Western blot代表图 ; B、C: 跑台运动干预后小鼠骨ATF4和β-catenin蛋白表达水平的变化 , *P<0.05, 
**P<0.01。
A: representative images of Western blot for total β-catenin and ATF4 from tibia; B,C: effect of exercise on the expression of protein ATF4 and β-catenin 
in bone of mice, *P<0.05, **P<0.01.

图4   跑台运动对小鼠骨相关蛋白表达水平的影响

Fig.4   The expression of bone related proteins in mice after exercise
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miR-214出现下降趋势 , 但没有显著差异 , 可能是由

于在机体正常的情况下miR-214的表达相对较少, 而
此时运动能通过其他的途径如细胞因子、信号通路

等对骨代谢产生影响造成的。

已有研究表明 , β-catenin和ATF4都是miR-214
的靶基因 [16], miR-214可抑制β-catenin和ATF4的表

达 , 因此我们进一步检测了β-catenin和ATF4的蛋白

质表达 , 发现 β-catenin和ATF4的蛋白表达量在经

过跑台运动之后均出现显著增多。β-catenin是Wnt
信号通路的核心因子 , 在成骨细胞和骨髓间充质干

细胞的分化增殖中均发挥关键的调控作用。Wnt/
β-catenin信号通路的下调会导致小鼠骨量减少 [17]。

本研究结果显示 , 进行跑台运动后骨质松小鼠中

miR-214表达减少 , β-catenin表达增加 , 而β-catenin
已被证明是miR-214的靶基因 , 这为进一步明确运

动防治骨质疏松的作用机制提供了新的思路 , 即运

动抑制miR-214的表达 , 进而减少其对下游靶基因

β-catenin的抑制 , 使骨生成增加。有研究指出 , 破骨

细胞来源的外泌体miR-214可被转运至成骨细胞, 进
而调控成骨细胞的功能活性 [18], 但在本研究中由于

检测的是胫骨总RNA中miR-214的表达 , 因此不能

确定运动作用的具体细胞 , 这需要进一步的研究。

此外 , ATF4也是重要的成骨分化调控因子 , 可通过

调控其下游的靶标Runx2、ALP、Col1α等成骨分化

标志物影响骨生成 [7]。在经过跑台运动干预后骨质

疏松小鼠ATF4蛋白的表达量显著增加 , 这可能是由

于运动降低了miR-214的表达 , 进而减少了miR-214
对ATF4的抑制作用。ATF4表达增加后使成骨分化

增加, 骨生成增多。

运动防治骨质疏松的作用已经得到广泛的认

可 , 但是其作用机制尚不完全明确。本研究为进一

步明确运动防治骨质疏松的机制提供了新的理论基

础 , 即运动可能通过抑制内源性miR-214的表达 , 减
少其对下游靶基因ATF4和β-catenin的抑制 , 进而使

骨生成增加。
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