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through the NOD-like receptor family pyrin domain containing protein 3 (NLRP3)/cysteine protease-1 (Caspase-1)/gasdermin D
(GSDMD) signaling pathway. Methods Twenty-one 18-month-old male C57 mice were randomly divided into three groups: the 18-
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老年性骨质疏松症渊senile osteoporosis, SOP冤
是一种与增龄相关的代谢性骨病[1]袁主要表现为骨量

低下尧骨组织微结构损坏而导致骨脆性增加袁易发生

骨折[2]遥 最新流行病学调查数据显示袁我国 65 岁以

上人群骨质疏松症渊osteoporosis, OP冤女性患病率为

51.6%袁男性为 10.7%[3]遥SOP 是造成老年患者骨质疏

松性骨折的重要原因袁极大影响了老年人的生活质

量袁严重增加了社会的医疗负担遥
破骨细胞骨吸收和成骨细胞骨形成偶联失衡导

致骨丢失是 OP 的关键遥 研究表明袁内分泌系统尧免
疫系统尧肠道微生物组尧细胞衰老和焦亡等在骨稳态

中起着至关重要的作用[4]遥 当免疫系统失衡时袁引起

炎症反应袁骨稳态失衡袁最终导致骨量丢失和 OP 的

发生遥 研究发现袁增龄可使免疫系统持续低度活化袁
处于促炎症反应状态[5]遥 炎症介质可以直接或间接

作用于骨细胞袁在 OP 的发病机制中发挥重要作用遥
研究表明袁在 SOP 患者中袁血清中的促炎细胞因子

如白细胞介素-1茁渊interleukin-1 beta, IL-1茁冤尧肿瘤

坏死因子-琢渊tumor necrosis factor-alpha, TNF-琢冤尧
白细胞介素-6渊interleukin-6, IL-6冤水平显著升高袁
这些细胞因子通过促进破骨细胞的活化袁影响骨代

谢 [6]遥 此外袁有研究发现袁绝经后骨质疏松患者类

NOD 样受体家族含吡啶结构域蛋白 3渊NOD-like
receptor family pyrin do main containing 3, NL鄄
RP3冤炎性水平显著升高袁且在绝经后骨质疏松动物

模型中袁通过 CH6 修饰的脂质纳米颗粒递送 NLRP3
靶向小干扰 RNA 进行干预袁可降低 NLRP3尧IL-1茁
和白细胞介素-18渊interleukin-18, IL-18冤的表达袁
从而促进骨形成袁改善骨微结构[7]遥 因此袁抑制炎症

反应可作为治疗 OP 的重要靶点遥 细胞焦亡作为一

种由炎症小体引发的细胞程序性死亡袁可引起炎症

反应袁由半胱氨酸蛋白酶-1渊cysteine protease-1,
Caspase-1冤介导的焦亡经典通路袁依赖 NLRP3 炎症

小体激活遥 活化的 Caspase-1 切割气孔蛋白 D渊gas鄄
dermin D, GSDMD冤蛋白袁形成 N 端尧C 端结构域袁同
时切割 IL-1茁 和 IL-18 前体促进其成熟和释放袁以
招募更多炎症细胞聚集袁扩大炎症反应袁调控破骨细

胞活化袁调节 OP[8-9]遥因此袁NLRP3/Caspase-1/GSDMD
信号通路可作为干预 SOP 的潜在靶点遥

已有临床和实验证明袁运动能够有效防止骨质

流失遥 一项关于运动对 OP 和骨质减少患者骨密度

的系统评价和网络 Meta 分析显示袁联合运动尧阻力

运动尧有氧运动和身心运动对提高腰椎骨密度有显

著效果[10]袁世界卫生组织也推荐运动可以作为防治

month-old group, the 20-month-old group, and the exercise group, with seven mice in each group. The SOP animal model was
replicated using naturally aged male mice, and an additional seven six-month-old male C57 mice were selected as the young group.
After one week of adaptive feeding, mice in the young group and 18-month-old group were euthanized for sample collection. Mice
in the exercise group underwent moderate -intensity endurance training, while those in the 20-month-old group received no
intervention. Samples were collected after eight weeks of intervention. Bone mineral density (BMD) of the left femur in each group
of mice was measured using micro-computed tomography (Micro-CT). ELISA was used to determine the serum levels of bone
metabolism markers, including C-terminal telopeptide of type玉 collagen (CTX-1), tartrate-resistant acid phosphatase (TRACP), N-
terminal propeptide of type玉 procollagen (PINP), and bone-specific alkaline phosphatase (B-ALP). In addition, levels of interleukin-
1茁 (IL-1茁) and interleukin-18 (IL-18) in the right femur were assessed. Western blot analysis was conducted to determine the
protein expression levels of NLRP3, Caspase-1, and the N-terminal fragment of GSDMD-N in the right femur of each group.
Results Compared with the young group, the 18-month-old and 20-month-old groups showed increased serum levels of CTX-1 and
TRACP, as well as elevated expression levels of NLRP3, Caspase-1, GSDMD-N, IL-1茁, and IL-18 in the right femur (P<0.05, P<
0.01). Meanwhile, serum levels of PINP and B-ALP, along with BMD of the left femur, decreased (P<0.05, P<0.01). Compared with
the 18-month-old group, the 20-month-old group exhibited increases in serum CTX-1 and TRACP levels, as well as in NLRP3,
Caspase-1, GSDMD-N, IL-1茁, and IL-18 expression levels in the right femur (P<0.05, P<0.01), along with decreases in serum PINP
and B-ALP levels and left femur BMD (P<0.05, P<0.01). Compared with the 20-month-old group, the exercise group showed
reductions in serum CTX-1 and TRACP levels, as well as in right femoral expression levels of NLRP3, Caspase-1, GSDMD-N, IL-
1茁, and IL-18 (P<0.05, P<0.01). Additionally, serum levels of PINP and B-ALP, and left femoral BMD increased (P<0.05, P<0.01).
Conclusion Moderate-intensity endurance exercise can enhance bone mineral density and regulate bone metabolism in SOP mice,
which may be related to the inhibiting NLRP3/Caspase-1/GSDMD signaling pathway, reducing inflammation, and pyroptosis levels.

也运藻赠憎燥则凿泽页 senile osteoporosis; endurance exercise; inflammation; pyroptosis; NLRP3; Caspase-1; GSDMD
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OP 的非药物治疗手段遥 另有研究证实袁运动可以调

节 SOP 的骨稳态袁缓解骨质流失袁抑制相关细胞因

子的表达袁从而减轻炎症反应[11-12]遥 此外袁慢性中等

强度的耐力运动训练可抑制 NLRP3 炎症小体的激

活袁以响应各种病理因素[13]遥 因此袁本研究选用自然

老化形成的增龄性骨质疏松小鼠作为 SOP 模型袁采
用中等强度耐力运动袁从调节 NLRP3/Caspase -1 /
GSDMD 信号通路尧抑制炎症和焦亡反应尧调节骨

稳态的角度袁探讨中等强度耐力运动对 SOP 的影

响袁为运动防治 SOP 提供科学依据遥
1 材料与方法

1.1 实验动物

21 只 18 月龄雄性 C57 小鼠袁体质量渊30依2冤 g袁
7 只 6 月龄雄性 C57 小鼠袁体质量渊29依2冤 g袁均由杭

州子源实验动物科技有限公司提供[动物生产许可

证号院SCXK渊浙冤2019-0004]遥 饲养于湖南中医药大

学实验动物中心袁温度 20~25 益袁相对湿度 50%~
60%袁自然昼夜节律袁自由饮水摄食遥 本实验经湖南

中医药大学伦理委员会审批渊批准号院HNUCM21-
2403-38冤遥
1.2 主要试剂和仪器

异氟烷渊批号院R510-22-10袁深圳市瑞沃德生命

科技股份有限公司冤曰玉型胶原 C 端肽渊type玉collagen
carboxy-terminal peptide, CTX-1冤尧抗酒石酸酸性磷

酸酶渊tartrate resistant acid phosphatase, TRACP冤尧
玉型前胶原氨基端前肽渊type玉procollagen amino-
terminal peptide, PINP冤尧特异性碱性磷酸酶 B渊bone
alkaline phosphatase, B-ALP冤尧IL-1茁尧IL-18 ELISA
试剂盒渊货号院JL20123尧JL11586尧JL20174尧JL20367尧
JL18442尧JL20253袁 上海江莱生物科技有限公司冤曰
BCA 蛋白浓度测定试剂盒尧Rabbit 二抗渊货号院E-
BC-K318-M尧E-AB-1003袁武汉伊莱瑞特生物科技

股份有限公司冤曰茁-actin 抗体渊货号院20536-1-AP袁
武汉三鹰生物技术有限公司冤曰NLRP3尧Caspase-1
抗体渊货号院ET1610-93尧SU40-07袁杭州华安生物技术

有限公司冤曰GSDMD-N 抗体渊货号院ab219800袁英国

Abcam公司冤遥
小动物跑步机渊型号院ZS-PT 型袁北京众实科技

有限公司冤曰Micro-CT渊型号院Quantum FX袁美国Perkin
Elmer 公司冤曰电泳仪尧GloMax 酶标仪渊型号院041BR
126545尧GM3030袁美国Bio-rad 公司冤遥
1.3 实验方法

1.3.1 动物造模 为避免骨质流失因雌激素缺乏而

复杂化袁本研究采用自然衰老的雄性小鼠复制 SOP
动物模型袁采用青年雄性小鼠作为对照遥 复制 SOP
动物模型一般选择 18~24 月龄的动物[14-15]袁18 月龄

小鼠相当于人类的 65~70 岁[16]袁完成自然衰老造模袁
是用于研究 SOP 的广泛选择遥 根据已有研究袁18 月

龄C57 小鼠在骨代谢上表现出显著的骨质丧失尧骨
密度降低和骨微结构改变袁这些变化与人类 SOP 特

征相似[17]遥 小鼠在 5~6 月龄时达到骨量峰值[18]袁故青

年组采用 6月龄雄性小鼠袁相当于人类的 25~30岁[16]袁
作为对照遥
1.3.2 动物分组 将 21 只 18 月龄雄性 C57 小鼠

按随机数字表法平均分为 3 组院18 月龄组尧20 月龄

组尧运动组袁每组 7 只遥 7 只 6 月龄雄性 C57 小鼠作

为青年组遥
1.3.3 实验干预 青年组和 18 月龄组小鼠在适应

性喂养 1 周后处死并取材遥 20 月龄组和运动组小鼠

适应性喂养 1 周后袁置于鼠笼内自由活动遥 同时袁运
动组给予运动干预袁正式运动前袁给予 3 d 适应性跑

台训练袁跑速固定为 8 m/min袁30 min/次袁1 次/d袁跑
台坡度为 0毅遥 适应性训练结束后袁运动组给予中等

强度耐力运动训练袁即运动强度相当于最大摄氧量

的 55%[19-20]遥 具体运动训练方案如下院跑台坡度始终

为 0毅袁小鼠在以 8 m/min 的速度热身 10 min 后袁以
12 m/min 的速度运动 20 min袁再以 8 m/min 的速度

冷却 5 min遥 运动时长每 3 d 增加 5 min袁直至达到

45 min袁热身和冷却时长始终不变遥 共运动训练 8
周袁5 d/周袁1 次/d袁根据小鼠和人类之间的寿命比

较袁小鼠的 8 周大约相当于人类的 6 年 [21]袁因此袁8
周的运动训练被认为是长期耐力训练遥
1.3.4 实验样本采集 各组小鼠给予 1%戊巴比妥

钠麻醉袁眼眶取血用于 ELISA 检测血清骨代谢水

平遥 采血后袁快速分离小鼠双侧股骨袁剔除多余的结

缔组织和肌肉遥 将左侧股骨置于 4%多聚甲醛溶液

中固定袁用于 Micro-CT 检测骨密度曰将右侧股骨锡

纸包裹后保存于-80 益冰箱袁用于Western blot尧ELISA
检测遥
1.4 观察指标

1.4.1 Micro-CT 扫描检测骨密度 随机选取各组

小鼠部分左侧股骨进行 Micro-CT 扫描袁分辨度为

10 滋m袁扫描时电压设定为 90 kV袁电流设定为 88 滋A袁
得到样本的骨密度渊bone mineral density, BMD冤值[22]遥
1.4.2 ELISA 检测血清骨代谢检测指标 各组小鼠

眼眶采血 1.2 mL袁在 4 益下以 1 500 r/min尧半径为

7 cm 离心 20 min袁取上清液遥 ELISA 试剂盒测定
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图 3 各组小鼠血清 CTX-1尧TRACP尧PINP尧B-ALP水平比较渊n=4冤
Fig.3 Comparison of serum CTX-1, TRACP, PINP, and B-ALP levels of mice among different groups 渊n=4冤

注院与青年组比较袁元元P约0.01曰与 18 月龄组比较袁++P约0.01曰与 20 月龄组比较袁##P约0.01遥

CTX-1尧TRACP尧PINP尧B-ALP 水平遥
1.4.3 ELISA 检测 IL-1茁尧IL-18 水平 -80 益冰箱

取冰冻的右侧股骨袁称重后加入 PBS渊质量 颐PBS=
1 mg颐7 滋L冤袁混匀研磨袁4 益袁以 1 500 r/min尧半径

7 cm 离心 20 min袁取上清液遥按照 ELISA 试剂盒说

明书测定 IL-1茁尧IL-18 水平遥
1.4.4 Western blot 检测 NLRP3尧Caspase-1尧GSD鄄
MD-N 蛋白表达 取 50 mg 小鼠右侧股骨袁放置于

研钵中进行研磨袁加入 350 滋L 裂解液促使其充分

裂解袁并加入蛋白酶抑制剂防止蛋白降解袁混合均

匀袁使用组织研磨仪研磨后离心袁取上清液于离心管

中袁BCA 法测定蛋白浓度后袁配制上样液遥 取上清液

点样袁经凝胶电泳尧转膜尧封闭袁得到与蛋白结合完全

的 PVDF膜袁加入对应一抗 NLRP3渊1颐500冤尧Caspase-1
渊1颐1 000冤尧GSDMD渊1颐1 000冤袁4 益孵育过夜袁TBST
充分洗涤袁加入 Rabbit二抗渊1颐8 000冤室温孵育 1.5 h袁
TBST 充分洗涤 PVDF 膜后置于避光孵育盒中滴加

显影液袁经化学发光成像系统曝光尧显影袁使用 Im鄄
age J 软件对各组蛋白相对含量进行定量分析遥
1.5 统计学分析

采用 Graphpad Prism 10 软件对实验数据进行

统计分析及图像制作遥 计量资料以野曾依s冶表示院若各

组都满足正态性和方差齐性袁则采用单因素方差分

析及多重比较曰若不满足正态性袁则采用秩和检验进

行比较遥 均以 P约0.05 为差异有统计学意义遥
2 结果

2.1 各组小鼠左侧股骨骨微结构和骨密度比较

与青年组相比袁18 月龄组和 20 月龄组小鼠股

骨骨小梁明显断裂袁结构紊乱袁连续中断袁分布稀疏袁
提示模型制备成功曰与 20 月龄组相比袁运动组骨小

梁数量增多袁连续性增加袁结构有所改善遥 Micro-CT
检测结果显示袁与青年组相比袁18 月龄组和 20 月龄

组小鼠左侧股骨 BMD 降低渊P约0.05袁P约0.01冤曰与 18
月龄组相比袁20 月龄组小鼠左侧股骨 BMD 降低 渊P约
0.05冤曰与 20 月龄组相比袁运动组小鼠左侧股骨 BMD
升高渊P约0.05冤遥 详见图 1要2遥

2.2 各组小鼠血清骨代谢指标比较

与青年组相比袁18 月龄组和 20 月龄组血清骨

吸收标志物 CTX-1尧TRACP 均明显增高渊P约0.01冤袁
骨形成标志物 PINP尧B-ALP 均明显降低渊P约0.01冤袁
提示模型制备成功曰与 18 月龄组相比袁20 月龄组

CTX-1尧TRACP 均明显增高渊P约0.01冤袁PINP尧B-ALP
均明显降低渊P约0.01冤曰与 20 月龄组相比袁运动组

CTX-1尧TRACP均明显降低 渊P约0.01冤袁PINP尧B-ALP 均

明显增高渊P约0.01冤遥 详见图 3遥

图 2 各组小鼠左侧股骨 BMD结果渊n=3冤
Fig.2 BMD results of the left femur in each group of

mice 渊n=3冤
注院与青年组比较袁元P约0.05袁元元P约0.01曰与 18 月龄组比较袁+P约
0.05曰与 20 月龄组比较袁#P约0.05遥

图 1 各组小鼠左侧股骨 Micro-CT图像渊n=3冤
Fig.1 Micro-CT images of the left femur in each

group of mice 渊n=3冤

青年组 18 月龄组 20 月龄组 运动组
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2.3 各组小鼠右侧股骨 IL-1茁尧IL-18含量的比较

与青年组相比袁18 月龄组和 20 月龄组股骨 IL-
1茁尧IL-18 含量均明显增高渊P约0.01冤曰与 18 月龄组

相比袁20 月龄组股骨 IL-1茁尧IL-18 含量均明显增高

渊P约0.01冤曰与 20 月龄组相比袁运动组 IL-1茁尧IL-18
含量均明显降低渊P约0.01冤遥 详见图 4遥

2.4 各组小鼠右侧股骨 NLRP3尧Caspase-1尧GSD鄄
MD-N蛋白表达水平

与青年组相比袁18 月龄组和 20 月龄组股骨

NLRP3尧Caspase-1尧GSDMD-N 蛋白表达水平均增高

渊P约0.05袁P约0.01冤曰与 18 月龄组相比袁20 月龄组股骨

NLRP3尧Caspase-1尧GSDMD-N 蛋白表达水平均增高

渊P约0.05袁P约0.01冤曰与 20 月龄组相比袁运动组 NLRP3尧
Caspase-1尧GSDMD-N 蛋白表达水平均降低渊P约
0.05袁P约0.01冤遥 详见图 5遥
3 讨论

OP 是老年人常见的健康问题袁其临床最大危

害在于骨质疏松性骨折袁是老年患者致残和致死的

主要原因之一遥 目前袁虽然 SOP 的发病机制尚不完

全清楚袁但骨稳态失衡是 OP 的根本原因遥骨免疫学

表明袁炎症因子在维持骨稳态中起着关键作用[23]遥 炎

症反应引起骨稳态失衡已被确定是 SOP 重要的病

理特征袁为当前 SOP 研究的热点和治疗靶点之一遥
研究表明袁运动对骨代谢有着非常重要的调节

作用[24-25]袁可以很好的防治 SOP袁其成本低尧无不良反

应的独特优势袁被越来越多人关注遥 研究发现袁中低

强度运动对维持和提升 BMD 有重要价值袁以中等

强度作用尤为显著袁然而袁高强度运动对骨质疏松小

鼠骨量和体质量有不利影响[26]遥 本实验采用 18 月龄

雄性 C57 小鼠复制 SOP 动物模型袁选择中等强度耐

力运动对 SOP 小鼠进行为期 8 周的干预遥 结果显

示袁与青年组相比袁18 月龄组和 20 月龄组小鼠的骨

小梁明显断裂袁连续中断袁分布稀疏袁BMD 明显降

低袁血清骨吸收标志物 CTX-1尧TRACP 均显著增高袁
而骨形成标志物 PINP 和 B-ALP 显著降低袁提示该

模型符合 SOP 的表现遥 与 20 月龄组相比袁运动组小

鼠在中等强度耐力运动干预 8 周后袁骨小梁数量增

多袁连续性增加袁股骨 BMD 明显升高袁血清骨代谢

物指标也发生明显变化袁初步证实中等强度耐力运

动能够改善骨小梁结构和提升 BMD袁可有效对抗衰

老引起的骨质流失袁防治 OP遥
运动治疗 OP 可能与抑制炎症反应有关 [27-28]遥

本研究结果显示袁与青年组相比袁18 月龄组和 20 月

龄组小鼠骨组织炎症因子 IL-1茁尧IL-18 水平明显升

高曰与 20 月龄组相比袁运动组小鼠在中等强度耐力

运动干预 8 周后袁骨组织炎症因子 IL-1茁尧IL-18 水

平明显降低袁进一步证实中等强度耐力运动可以抑

图 4 各组小鼠右侧股骨 IL-1茁尧IL-18 含量比较渊n=4冤
Fig.4 Comparison of IL-1茁 and IL-18 levels in the right

femur of mice among different groups 渊n=4冤
注院与青年组比较袁元元P约0.01曰与 18 月龄组比较袁++P约0.01曰与 20 月

龄组比较袁##P约0.01遥

图 5 各组小鼠左侧股骨 NLRP3尧Caspase-1尧GSDMD-N蛋白表达水平比较渊n=3冤
Fig.5 Comparison of NLRP3, Caspase-1, and GSDMD-N protein expression levels in the right femur of mice

among different groups 渊n=3冤
注院与青年组比较袁元P约0.05袁元元P约0.01曰与 18 月龄组比较袁+P约0.05袁++P约0.01曰与 20 月龄组比较袁#P约0.05袁##P约0.01遥
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制 IL-1茁尧IL-18 这些促炎因子的表达袁从而抑制SOP
的进展遥这一结果表明袁运动不仅可以改善 BMD袁还
可能通过调节免疫系统袁尤其是抑制炎症反应来发

挥其疗效遥
细胞焦亡是机体重要的天然免疫反应袁是老年

免疫系统持续低度活化导致慢性炎症主要分子事

件袁衰老和雌激素缺乏会引起 NLRP3 炎症小体焦

亡通路活化袁导致炎症介质分泌过多并刺激炎症反

应[29]遥 已有研究证实袁在骨代谢疾病中袁作为焦亡的

关键参与者袁NLRP3 炎症小体可触发焦亡经典通

路袁激活 Caspase-1袁活化的 Caspase-1 可切割 pro-
IL-1茁 和 pro-IL-18袁促进其成熟袁同时可切割 GSD鄄
MD 蛋白袁形成有亲脂性的 N-端结构域袁在细胞膜

上形成孔道袁调节 IL-1茁尧IL-18 等内容物的释放袁引
起炎症反应袁加速破骨细胞活化袁引起成骨细胞功

能障碍袁从而促进骨吸收和骨形成受损袁引起骨质

流失[30-31]遥 本研究结果显示袁与青年组相比袁20 月龄

组小鼠骨组织细胞焦亡经典通路关键分子 NLRP3尧
Caspase-1尧GSDMD-N 蛋白表达水平显著升高袁提示

老龄状态下袁NLRP3/Caspase-1/GSDMD 焦亡通路处

于活化状态袁老龄小鼠炎症水平升高尧骨质流失可能

与 NLRP3 炎症小体活化有关遥与 20 月龄组相比袁中
等强度耐力运动干预 8 周后袁运动组小鼠骨组织中

NLRP3尧Caspase-1尧GSDMD-N 蛋白表达水平显著降

低袁这表明运动可抑制 NLRP3/Caspase-1/GSDMD
焦亡通路活化袁达到降低骨组织炎症反应尧调节骨

代谢尧减轻骨质流失的作用遥
运动抑制 NLRP3/Caspase-1/GSDMD 焦亡通路

活化改善 SOP袁其病理机制可能与运动的抗炎作用

有关遥 研究表明袁运动有助于降低促炎因子的水平袁
并促进全身的抗炎状态[32]遥 研究还发现袁运动可以通

过 NF-kB 信号通路袁调节炎症反应袁抑制 NLRP3 炎

症小体的活化[33]遥 WU 等[34]发现袁8 周的大鼠跑台运

动训练袁可以减少骨质流失袁调节骨微结构袁并下调

骨髓中 NLRP3尧Caspase-1尧IL-1茁 和 GSDMD-N 的

表达遥 此外袁耐力运动可以增强抗氧化能力袁减少线

粒体 ROS 的产生袁并抑制 NLRP3 炎症小体过度激

活袁减轻炎症反应[35]遥
综上所述袁中等强度耐力运动可能通过抑制

NLRP3/Caspase-1/GSDMD 细胞焦亡信号通路袁抑制

炎症和焦亡反应袁维持骨稳态袁减缓骨质流失袁为运

动治疗 SOP 提供一定的参考遥 本研究后续将在此基

础上袁开展进一步实验袁设置 NLRP3/Caspase-1/GS鄄
DMD 信号通路上关键蛋白的抑制剂组或激动剂组袁
深入展开研究遥
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