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也摘要页 目的 基于外周血单核细胞渊PBMCs冤转录组学分析袁探讨 3 个月中等强度抗阻运动改善绝经后骨质疏松症渊PMOP冤患
者骨代谢的潜在作用机制遥 方法 选取 2025年 4月至 2025年 8 月在湘南学院附属医院康复医学科门诊就诊的 16 例 PMOP 患者袁
随机分为对照组与运动组渊各 8例冤遥 对照组给予碳酸钙 D3 补充及健康宣教曰运动组在对照组基础上进行中等强度抗阻运动干预袁
每周 3 次袁每次 60 min袁持续 3 个月遥 采用 ELISA检测干预前后血清玉型前胶原羧基端原肽渊PICP冤尧玉型胶原交联 C端肽渊CTX冤含
量遥 分离干预结束后采集的血液中的 PBMCs进行转录组测序曰采用 edgeR 对 mRNA尧lncRNA 和 miRNA 进行差异表达分析曰使用

STRING 数据库构建 PPI 网络并筛选枢纽基因曰对基因集进行 GO 和 KEGG 富集分析曰整合差异表达分析尧数据库靶向预测与共表

达分析袁构建 ceRNA网络曰采用单样本基因集富集分析渊ssGSEA冤进行免疫浸润分析曰RT-qPCR验证关键基因表达水平遥 结果 干预

前袁两组患者血清 PICP 和 CTX 含量比较袁差异均无统计学意义渊P>0.05冤遥 与干预前比较袁干预后运动组血清 PICP 水平升高渊P约
0.01冤遥 与对照组比较袁运动组干预后血清 PICP含量升高渊P<0.05冤遥 与对照组比较袁运动组干预前后血清 PICP含量的差值升高渊P<
0.05冤袁干预前后血清 CTX 的差值降低渊P<0.05冤遥 差异表达分析共识别出 529个 mRNA尧500个 lncRNA尧68个 miRNA曰PPI网络识别

出 10 个枢纽基因曰GO 和 KEGG 富集分析显示袁差异基因主要涉及吞噬作用/吞噬体尧髓系白细胞激活尧白细胞介素-6 调控尧C 型凝

集素受体信号通路尧Toll 样受体渊TLR冤信号通路等先天免疫与炎症信号袁并与过氧化物酶体增殖物激活受体尧促分裂原激活蛋白激

酶尧腺苷酸活化蛋白激酶及甲状旁腺激素等相关通路相关遥 ceRNA网络包括 2个 lncRNA尧5 个miRNA和 7个 mRNA袁其中 lncRNA
核富集丰度转录本 1渊NEAT1冤与母源表达基因 3渊MEG3冤为 ceRNA 网络关键节点袁mRNA富集于机械刺激/肌肉牵张反应尧破骨细胞

分化的调控尧脂多糖介导信号尧TLR与钙信号及钙再吸收相关通路遥 免疫浸润分析显示袁运动组中性粒细胞尧巨噬细胞尧树突状细胞

及髓源性抑制性细胞等免疫细胞的浸润评分降低 渊P约0.05冤袁 且 ceRNA 网络mRNA 与多类先天免疫细胞浸润呈正相关 渊P约0.05冤遥
TLR4与 AP-1转录因子亚单位渊FOS冤作为 PPI网络与 ceRNA网络的共同关键基因袁经 RT-qPCR 验证在运动组表达下调渊P约0.05冤遥
结论 3 个月中等强度抗阻运动可促进 PMOP患者骨代谢良性趋势改变袁其机制可能与先天免疫功能状态重塑尧炎症信号抑制及钙/
内分泌相关通路调控有关遥 NEAT1与 MEG3介导的 ceRNA网络可能通过调控miRNA影响 TLR4尧FOS 等关键基因表达袁从而参与

运动介导的免疫炎症改变与骨代谢调控遥
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也粤遭泽贼则葬糟贼页 Objective To explore the potential mechanism of action of 3-month moderate-intensity resistance exercise in
improving bone metabolism in patients with postmenopausal osteoporosis (PMOP) based on peripheral blood mononuclear cells
(PBMCs) transcriptomic analysis. Methods Sixteen PMOP patients who visited the outpatient clinic of the Department of
Rehabilitation Medicine, Affiliated Hospital of Xiangnan University from April 2025 to August 2025 were enrolled and randomly
divided into control group and exercise group, with 8 patients in each group. The control group received calcium carbonate D3
supplementation and health education, while the exercise group received moderate-intensity resistance exercise intervention on the
basis of the control group, 3 times per week, 60 min per session, for 3 months. Serum levels of type I procollagen carboxy-terminal
propeptide (PICP) and C-terminal telopeptide of type I collagen (CTX) were measured using ELISA before and after the intervention.
PBMCs were isolated from post -intervention blood for transcriptome sequencing. Differential expression analysis of mRNAs,
lncRNAs, and miRNAs was performed using edgeR. The STRING database was used to construct a protein-protein interaction (PPI)
network and screen hub genes. Gene Ontology (GO) and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) enrichment analyses
were performed on gene sets. A competing endogenous RNA (ceRNA) network was constructed by integrating differential expression
analysis, database-based target prediction, and co-expression analysis. Immune infiltration analysis was performed using single-
sample gene set enrichment analysis (ssGSEA). Key gene expression levels were validated using reverse transcription quantitative
real-time PCR (RT-qPCR). Results Before the intervention, there were no statistically significant differences in serum PICP and
CTX levels between the two groups (P>0.05). Compared with before intervention, serum PICP levels in the exercise group increased
after intervention (P<0.01). Compared with the control group, serum PICP levels in the exercise group were higher after intervention
(P<0.05). Compared with the control group, the exercise group showed a greater increase in the difference in serum PICP levels
before and after intervention (P<0.05), and a greater decrease in the difference in serum CTX levels (P<0.05). Differential expression
analysis identified 529 mRNAs, 500 lncRNAs, and 68 miRNAs. The PPI network identified 10 hub genes. GO and KEGG
enrichment analyses showed that the differentially expressed genes were mainly involved in innate immune and inflammatory
signaling, including phagocytosis/phagosome, myeloid leukocyte activation, interleukin-6 (IL-6) regulation, C-type lectin receptor
(CLR) signaling pathway, and Toll -like receptor (TLR) signaling pathway, and were also associated with pathways related to
peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR), mitogen-activated protein kinase (MAPK), AMP-activated protein kinase (AMPK),
and parathyroid hormone (PTH). The ceRNA network included 2 lncRNAs, 5 miRNAs, and 7 mRNAs. Among them, lncRNA
nuclear-enriched abundant transcript 1 (NEAT1) and maternally expressed gene 3 (MEG3) were key nodes in the ceRNA network.
The mRNAs in this network were enriched in pathways related to mechanical stimulation/muscle stretch response, regulation of
osteoclast differentiation, lipopolysaccharide-mediated signaling, TLR and calcium signaling, and calcium reabsorption. Immune
infiltration analysis showed that infiltration scores of neutrophils, macrophages, dendritic cells, and myeloid-derived suppressor cells
were decreased in the exercise group (P<0.05), and the mRNAs in the ceRNA network were positively correlated with the infiltration
of multiple innate immune cells (P<0.05). TLR4 and AP-1 transcription factor subunit (FOS), as common key genes in both the PPI
and ceRNA networks, were downregulated in the exercise group as verified by RT-qPCR (P<0.05). Conclusion Three months of
moderate-intensity resistance exercise can promote a favorable shift in bone metabolism in PMOP patients, and the underlying
mechanisms may be associated with the remodeling of innate immune functional status, inhibition of inflammatory signaling, and
regulation of calcium/endocrine-related pathways. The NEAT1- and MEG3-mediated ceRNA network may modulate the expression
of key genes such as TLR4 and FOS through miRNA regulation, thereby participating in exercise-mediated immunoinflammatory
changes and bone metabolism regulation.

也运藻赠憎燥则凿泽页 postmenopausal osteoporosis; resistance exercise; peripheral blood mononuclear cell; transcriptomics;
competing endogenous RNA; lncRNA; miRNA; immune infiltration
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绝经后骨质疏松症渊postmenopausal osteoporo鄄
sis, PMOP冤是由雌激素水平急剧下降引起的全身性

骨代谢疾病袁表现为骨量减少尧骨微结构破坏及骨脆

性增加[1]遥 中国 PMOP 患病率为 32.1%袁患者骨折风

险显著增加袁不仅严重影响患者生活质量袁还给患者

带来巨大的医疗负担[2-3]遥 运动疗法作为一种非药物

干预手段袁已被证明可以有效防治骨质疏松症渊os鄄
teoporosis, OP冤[4]遥研究表明袁包括抗阻运动尧有氧运动

及身心运动在内的多种运动形式均能改善骨密度和

骨代谢袁其中抗阻运动是最有效的一种方式[4]遥 既往

研究表明袁运动可以通过调控成骨细胞渊osteoblast,
OB冤和破骨细胞渊osteoclast, OC冤的活性以及经典骨

代谢通路改善 OP[5-6]遥近年来袁研究发现袁运动介导的

免疫调节也是改善 OP的重要机制之一[7]遥 外周血单

核细胞渊peripheral blood mononuclear cells, PBM鄄
Cs冤是免疫系统功能的重要执行者袁由单核细胞和淋

巴细胞组成[8]遥研究表明袁运动可通过调节 PBMCs 及
其细胞因子的释放重塑免疫功能袁优化骨微环境袁
从而改善骨代谢[9]遥然而袁运动通过调节 PBMCs 改善

OP 的作用机制尚未完全阐明遥转录组学为解析运动

干预 PMOP 的作用机制提供了新的工具[10]遥 通过链

特异性建库和 small RNA 建库袁可同时检测 mRNA
以及非编码 RNA渊如 miRNA尧lncRNA冤的表达水平袁
从而构建完整的转录调控网络[11]遥 研究表明袁非编

码 RNA 可通过竞争性内源 RNA渊competing endoge鄄
nous RNA, ceRNA冤参与骨代谢及炎症调控[12]遥 基于

此袁本研究以 PMOP 患者为研究对象袁实行 3个月的

抗阻运动干预袁结合骨代谢指标尧PBMCs 转录组测

序尧ceRNA 网络构建及RT-qPCR 验证袁探讨抗阻运

动改善 PMOP 的潜在作用机制袁为运动干预研究

提供依据遥
1 资料

1.1 一般资料

选取 2025 年 4 月至 2025 年8 月在湘南学院附

属医院康复医学科门诊就诊的 PMOP 患者 16 例作

为研究对象遥 采用 SPSS 25.0 软件生成随机数字序

列袁并按 1颐1 的比例将受试者随机分为对照组和运

动组袁每组 8 例遥 分组结果由非研究人员保存袁并采

用密封信封法实施分配隐藏遥 由于本研究为运动干

预研究袁受试者及康复治疗师无法实施盲法遥试验过

程中无脱落或剔除病例袁所有受试者均完成干预尧检
测及样本采集遥两组患者年龄尧距最后一次月经的时

间尧骨密度尧T 值的差异均无统计学意义渊P跃0.05冤袁
两组患者均无规律运动尧吸烟及饮酒史袁具有可比

性袁详见表 1遥 本项目已通过湘南学院附属医院技术

科研伦理委员会审查渊批件号院K2025-003-01冤遥

1.2 诊断标准

参照叶原发性骨质疏松症诊疗指南渊2022冤曳[13]和
叶中国老年骨质疏松症诊疗指南渊2023冤曳[14]的诊断标

准袁腰椎定量计算机断层扫描渊quantitative computed
tomography, QCT冤骨密度绝对值<80 mg/cm3 可诊断

为 OP遥
1.3 纳入标准

渊1冤符合上述 OP 诊断标准者曰渊2冤年龄为 50~70
岁的绝经后妇女曰渊3冤 距离最后一次月经逸12 个

月者曰渊4冤自愿参加研究并签署知情同意书者遥
1.4 排除标准

渊1冤患有重要器官功能障碍尧神经系统疾病或风

湿免疫性疾病者曰渊2冤患有糖尿病的患者曰渊3冤患有恶

性肿瘤尧感染性疾病等严重疾病者曰渊4冤近期使用

影响骨代谢药物者曰渊5冤伴随其他代谢性疾病或遗

传性骨病者曰渊6冤继发性 OP 者曰渊7冤存在上下肢关节

损伤者曰渊8冤近 12 个月内发生骨折或存在局部背痛

者曰渊9冤存在剧烈体育活动禁忌证者曰渊10冤无法参加

有监督的训练计划者遥
1.5 脱落标准

渊1冤未能按研究方案完成运动训练计划者曰渊2冤研
究过程中主动要求退出者曰渊3冤未能按试验要求完成

样本采集者遥
1.6 剔除标准

渊1冤研究数据缺失严重或不完整者曰渊2冤试验期

间接受非研究方案规定的抗 OP 治疗者曰渊3冤运动干

预过程中违背训练方案或依从性较差者遥
1.7 中止标准

渊1冤 运动过程中发生严重不良事件或存在明显

安全风险者曰渊2冤不能耐受运动计划中的强度或负

荷袁且调整后仍无法继续完成干预者遥

表 1 两组患者一般资料比较

Table 1 Comparison of general data between the two
groups of patients

组别

对照组

运动组

t 值
P值

n

8
8

年龄/
渊曾依s袁岁冤
59.50依4.78
61.38依4.37
-0.818
0.427

距最后一次月经

的时间/渊曾依s袁年冤
9.75依3.73

11.38依4.90
-0.746
0.468

骨密度/
渊曾依s袁mg/cm3冤
61.42依14.49
56.36依20.38

0.573
0.576

T 值/
渊曾依s冤

-4.52依0.52
-4.70依0.73

0.574
0.575

966



湖南中医药大学学报 http://hnzyydxxb.hnucm.edu.cn圆园26 年第 46 卷

2 方法

2.1 干预方法

2.1.1 对照组 患者口服碳酸钙 D3 片袁每次 1 片袁
每日 2 次袁持续 3 个月遥 同时进行 OP 健康宣教袁包
括饮食调整尧生活习惯尧预防跌倒和心理支持等遥
2.1.2 运动组 患者在对照组的基础上进行中等强

度抗阻运动干预袁每周 3 次袁每次 60 min袁持续 3 个

月遥 具体训练计划如下院渊1冤热身运动袁包括手腕及

脚踝的活动尧肩部环绕尧胸部和肩部扩展尧髋部环

绕尧弓步尧高抬腿袁持续 5 min曰渊2冤下肢抗阻运动袁包
括阻力单车袁选择改良感知用力等级量表渊rate of per鄄
ceived exertion, RPE冤评分为 5~6 分的强度渊中等偏

强强度冤[15]袁25 min/次曰深蹲和站立提踵袁每次训练 2
组袁每组 8~15 个曰渊3冤上肢抗阻运动袁包括肱三头肌

伸展尧肱二头肌弯举尧双臂侧举尧双臂前举袁各动作

采用 Brzycki 公式估算最大单次重量渊one repetition
maximum, 1RM冤[16]袁训练强度设定为估算1RM的60%
~80%袁每次训练 2 组袁每组 10 个曰渊4冤核心训练袁臀
桥袁每次训练 2 组袁每组 10~15 个曰渊5冤放松训练袁包
括上肢尧下肢和核心肌群的静态拉伸袁持续 5 min遥
2.2 主要试剂与仪器

淋巴细胞分离液渊货号院07801袁加拿大 STEM鄄
CELL 公司冤曰红细胞裂解液渊货号院HY-K3010袁美国

MCE 公司冤曰人玉型前胶原羧基端原肽渊procollagen
type玉C-terminal propeptide, PICP冤ELISA 检测试剂

盒尧人玉型胶原交联羧基端肽渊C-terminal telopeptide
of type玉collagen, CTX冤ELISA 检测试剂盒渊货号分

别为院JL19025尧JL49228袁上海江莱生物科技有限公

司冤曰TRIzol尧核糖体 RNA 去除试剂盒尧通用RNA
测序文库构建试剂盒尧small RNA 文库构建试剂盒尧
DNA 纯化磁珠尧RNA 纯化磁珠尧逆转录试剂盒尧荧光

定量 PCR 试剂盒渊货号分别为院R411尧RN416尧RN616尧
NR811尧N411尧N412尧R333尧Q412袁南京诺唯赞生物

科技股份有限公司冤遥
高通量测序平台渊型号院NovaSeq Xplus袁美国

Illumina 公司冤曰循环变温加热 PCR 仪渊型号院C1000
Touch袁美国 BIO-RAD 公司冤曰超微分光光度计尧荧
光定量 PCR仪尧高速冷冻离心机尧台式高速冷冻离心

机渊型号分别为院Nanodrop One尧QuantStudio 7 Flex尧
Fresco 17尧Sorvall ST 16R袁美国 Thermo Fisher公司冤遥

2.3 临床药物和设备

碳酸钙 D3 片渊批号院7M2D袁惠氏制药有限公司袁
国药准字 H10750029袁规格院每片含钙 600 mg尧维生

素 D3125 IU冤曰阻力单车渊型号院JTB616a袁浙江金拓

机电有限公司冤遥
2.4 样本采集

2.4.1 PBMCs 分离 在最后一次运动干预后 24 h袁
使用 EDTA 抗凝采血管采集 10 mL 外周静脉血袁用
PBS 缓冲液按 1颐1 比例稀释袁使用淋巴细胞分离液

通过密度梯度离心法分离 PBMCs遥 离心结束后袁小
心吸取 PBMCs 层渊即白膜层冤并转移至离心管中袁加
入 PBS 缓冲液进行洗涤袁离心获取细胞沉淀遥 加入

红细胞裂解液裂解残余红细胞袁离心后去除上清遥
再次加入 PBS 缓冲液进行洗涤袁离心后去除上清袁用
1 mL TRIzol 重悬沉淀细胞袁放入-80 益冰箱保存遥
2.4.2 血清分离 在运动干预前和最后一次运动干

预后 24 h袁使用红色采血管采集 5 mL 外周静脉血袁
室温静置 1 h 进行凝固分层袁3 000 r/min 室温离心

10 min渊离心半径院16.8 cm冤袁取上清转至干净的离

心管中袁12 000 r/min 4 益离心 10 min渊离心半径院
8.5 cm冤袁取上清分装到 1.5 mL离心管中袁每管 0.2 mL袁
放入-80 益冰箱保存遥
2.5 检测指标

骨代谢生物标志物检测院采用 ELISA 检测干预

前后 PICP尧CTX含量袁操作步骤按试剂盒说明书进行遥
2.6 转录组测序与数据分析

2.6.1 RNA 提取尧文库构建与测序 使用 TRIzol 从
PBMCs 提取总 RNA袁并进行 RNA 质量检测遥质检合

格的样本用于构建文库遥 总 RNA 经核糖体 RNA 去

除后袁采用通用型 RNA 测序文库构建试剂盒构建链

特异性文库曰采用 small RNA 文库构建试剂盒构建

small RNA 文库遥文库经纯化尧片段筛选及质量检测

合格后袁在 Illumina NovaSeq Xplus 平台进行测序袁
测序模式为 PE150遥
2.6.2 质控尧比对与定量 FastQC 软件对链特异性

建库原始测序数据进行质量控制袁fastp 软件去除接

头序列与低质量 reads袁获得干净读段袁使用 STAR软

件映射到参考基因组渊GRCh38, GENCODE v49冤袁
通过 featureCounts 软件进行基因表达定量遥 small
RNA 建库测序数据使用 bowtie 软件与参考基因组

作进行比对袁采用 miRDeep2 软件对 miRNA 进行表

达定量遥
2.6.3 差异表达分析 使用 edgeR 进行运动组与对
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照组 mRNA尧lncRNA 与 miRNA 差异表达分析遥差异

基因筛选阈值为 P<0.05 且|log2FC|>0.5遥
2.6.4 数据库靶向预测 通过 ENCORI 数据库

渊https://rnasysu.com/encori/冤预测差异表达 lncRNA靶
向的 miRNA[17]遥 采用 multiMiR 包结合TargetScan尧
miRDB 和 miRTarBase 数据库预测差异表达 miRNA
的靶基因[18]遥
2.6.5 PPI 网络构建与枢纽基因筛选 使用STRING
数据库渊https://cn.string-db.org/冤构建交集基因的

PPI 网络袁蛋白质对综合得分的阈值为 0.4遥 使用

Cytoscape 软件的 cytoHubba 算法对 PPI 网络节点进

行拓扑评分袁筛选枢纽基因袁用于提示潜在关键调控

分子遥
2.6.6 功能富集分析 对差异基因及 ceRNA 网络

中的关键 mRNA 进行 GO 富集分析与 KEGG 富集

分析袁GO 富集分析分别从生物过程渊biological pro鄄
cess, BP冤尧细胞组分渊cellular component, CC冤与分

子功能渊molecular function, MF冤3 个层面解释基因

集的功能特征袁KEGG 富集分析评估显著富集的信

号通路与生物学过程遥 富集结果按显著性与富集强

度排序并进行可视化袁以 P<0.05 视为显著富集遥
2.6.7 共表达分析 为预测潜在的 lncRNA-miRNA
与 miRNA-mRNA 调控关系袁对差异表达 lncRNA尧
miRNA尧mRNA 进行共表达相关分析遥计算配对分子

之间的 Spearman 相关系数渊籽冤袁并以显著负相关

渊籽<-0.5 且 P<0.05冤作为潜在调控关系遥对 籽<-0.8 的

负相关进行可视化袁采用桑基图展示 lncRNA-miR鄄
NA 及 miRNA-mRNA 的潜在调控关系与表达方向遥
2.6.8 ceRNA 网络构建 整合差异表达分析尧数据

库靶向预测与共表达分析结果袁以识别出被 lncRNA
和 mRNA 调控的 miRNA袁筛选的 miRNA 表达变化

趋势与对应的 lncRNA/mRNA相反渊负相关冤遥 通过Cy鄄
toscape 可视化袁构建了lncRNA-miRNA-mRNA 网络遥
2.6.9 免疫浸润分析 使用单样本基因集富集分析

渊single-sample gene set variation analysis, ssGSEA冤
进行免疫浸润分析[19]袁基于预设免疫细胞基因集计

算每个样本的免疫细胞浸润得分[20]遥 比较运动组与

对照组免疫细胞浸润评分差异曰进一步计算免疫细

胞之间浸润得分的相关性袁评估免疫细胞协同变化

趋势遥 同时分析 ceRNA 网络 mRNA与免疫细胞浸

润的相关性袁以探讨关键基因与免疫微环境改变的

潜在联系遥
2.7 RT-qPCR验证

通过逆转录试剂盒将 RNA 逆转录为 cDNA袁反

应条件为院50 益逆转录 15 min袁85 益灭活 5 s遥 qPCR
法检测目的基因表达水平袁扩增条件为 95 益预变

性 30 s袁95 益变性10 s尧65 益退火 30 s袁 共 40 个

循环遥 以 GAPDH 为内参进行标准化袁使用 2-驻驻Ct 方
法计算 Toll 样受体 4渊Toll-like receptor 4, TLR4冤
和 AP-1 转录因子亚单位渊AP-1 transcription factor
subunit, FOS冤的相对表达水平遥 比较对照组与运动

组 TLR4 和FOS 的表达差异袁以验证测序结果的可

靠性与方向一致性遥 基因引物由生工生物工程有限

公司渊中国上海冤合成袁引物序列见表 2遥

2.8 统计学分析

采用 SPSS 25.0 进行统计学分析遥 计量资料先

进行正态性检验袁符合正态分布袁以野曾依s冶表示袁两组

间比较采用独立样本 t 检验袁两组内比较应计算干

预前后的差值袁差值符合正态分布袁采用配对 t 检
验遥 以 P约0.05 表示差异有统计学意义遥
3 结果

3.1 干预前后患者血清 PICP和 CTX含量比较

干预前袁两组患者血清 PICP 和 CTX 含量比较袁
差异均无统计学意义渊P>0.05冤遥与干预前比较袁干预

后对照组血清 PICP 和 CTX 含量差异无统计学意

义渊P跃0.05冤曰运动组血清 PICP 升高渊P约0.01冤袁血清

CTX 含量差异无统计学意义渊P跃0.05冤遥干预后袁与对

照组比较袁运动组血清 PICP 含量升高渊P<0.05冤袁血
清 CTX 含量差异无统计学意义渊P跃0.05冤遥 与对照组

比较袁运动组干预前后血清 PICP 含量的差值升高

渊P<0.05冤袁干预前后血清 CTX 的差值降低渊P<0.05冤遥
详见表 3遥
3.2 两组患者 mRNA尧lncRNA 和 miRNA 的差异表

达分析

差异表达分析共识别出 529 个差异表达的

mRNA渊192 个上调袁337 个下调冤尧500 个差异表达的

lncRNA渊184 个上调和 316 个下调冤和 68 个差异表

达的 miRNA渊49 个上调和 19 个下调冤袁详见图 1遥 差

异表达的 miRNA 包含 61 个 miRNA 成熟体渊46 个

表 2 引物序列

Table 2 Primer sequences
基因

TLR4

FOS

GAPDH

引物序列渊5'-3'冤
正向院GCCTTCTCAGCAGGAACACT
反向院TGTTGCTTCCTGCCAATTGC
正向院CAGACTACGAGGCGTCATCC
反向院TCTGCGGGTGAGTGGTAGTA
正向院ACCACAGTCCATGCCATCAC
反向院TTCCCGTTCAGCTCAGGGAT

长度/bp
152

82

155
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上调和 15 个下调冤和 7 个前体 miRNA渊3 个上调和

4 个下调冤袁后续均使用 miRNA 成熟体进行分析遥
3.3 差异表达 lncRNA靶向 miRNA预测尧差异表达

miRNA靶基因预测及富集分析

差异上调 lncRNA 共预测 76 个靶向 miRNA袁差
异下调 lncRNA 共预测 522 个靶向 miRNA遥 根据

lncRNA 和 miRNA 之间的海绵作用袁差异上调lncR鄄
NA 预测的靶向 miRNA 与差异下调 miRNA 取交

集袁获得 0 个共同 miRNA曰差异下调 lncRNA 的靶向

miRNA 与差异上调的 miRNA 取交集袁获得 34 个共

同 miRNA渊见图 2A冤遥 差异上调miRNA共预测 6 467
个靶基因袁差异下调 miRNA 共预测 1 611 个靶基

因遥 根据 miRNA 对 mRNA 的抑制作用袁 差异上调

miRNA 预测的靶基因与差异下调 mRNA 取交集袁获
得 132 个共同基因曰差异下调 miRNA 预测靶基因与

差异上调 mRNA 取交集袁获得 11 个共同基因渊见图

2B冤遥 对交集基因进行 PPI 分析渊见图 2C冤袁并使用

cytoHubba 筛选枢纽基因袁共识别出 10 个枢纽基因

渊见图 2D冤遥 GO 分析结果显示袁BP 主要富集在吞噬

作用尧髓系白细胞活化尧白细胞介素-6渊interleukin-
6, IL-6冤调控等曰CC 主要富集在内吞囊泡尧内质网

腔尧含胶原蛋白的细胞外基质等曰MF 主要富集在模

式识别受体活性尧清道夫受体活性尧货物受体活性

等渊见图 2E冤遥KEGG 通路分析主要富集在吞噬体尧C

表 3 两组患者干预前后血清 PICP和 CTX含量比较渊曾依s袁ng/mL冤
Table 3 Comparison of serum PICP and CTX levels between the two groups of patients

before and after intervention 渊曾依s, ng/mL冤

注院与干预前比较袁**P<0.01曰与对照组比较袁#P<0.05遥

组别 n
PICP

干预前 干预后 差值

CTX
干预前 干预后 差值

对照组

运动组

8
8

491.39依250.03
509.40依180.14

473.01依184.88
709.83依192.42**#

-18.38依150.05
200.43依141.19#

1.58依0.37
1.62依0.26

1.67依0.25
1.40依0.34

0.09依0.22
-0.22依0.32#

图 1 mRNA尧lncRNA和 miRNA的差异表达分析

Fig.1 Differential expression analysis of mRNA, lncRNA, and miRNA
注院A.差异表达 mRNA 的火山图曰B.差异表达 lncRNA 的火山图曰C.差异表达 miRNA 的火山图曰D.差异表达 mRNA 的热图曰E.
差异表达 lncRNA 的热图曰F.差异表达 miRNA 的热图遥火山图中上调的基因以红色表示袁下调基因以蓝色表示遥热图提取了差

异表达前 50 的 mRNA尧lncRNA 和 miRNA 进行绘制袁上调的基因以红色表示袁下调基因以蓝色表示遥
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型凝集素受体渊C-type lectin receptor, CLR冤信号

通路尧TLR 信号通路尧细胞黏附分子相互作用与细

胞外基质受体相互作用尧过氧化物酶体增殖物激活受

体渊peroxisome proliferator-activated receptor, PPAR冤
信号通路尧脂肪细胞因子通路尧促分裂原激活蛋白

激酶渊mitogen-activated protein kinase, MAPK冤信号

通路尧腺苷酸活化蛋白激酶渊AMP-activated protein
kinase, AMPK冤信号通路以及甲状旁腺激素渊parathy鄄
roid hormone, PTH冤合成尧分泌与作用等渊见图 2F冤遥
3.4 差异表达的 lncRNA 和 miRNA尧miRNA 和mR鄄
NA共表达分析

为进一步预测 lncRNA-miRNA 和 miRNA-mR鄄
NA 调控关系袁进行了差异表达 lncRNA尧miRNA 和

mRNA 的共表达分析遥 计算 lncRNA-miRNA 和

miRNA-mRNA 的 籽 值袁其中负相关对渊籽<-0.5袁P<
0.05冤被视为潜在的调控相互作用袁用于构建 ceRNA
网络遥 共识别出 2 678 对 lncRNA-miRNA 和 4 139

对 miRNA-mRNA遥 对 籽<-0.8 的 lncRNA-miRNA 和

miRNA-mRNA 的负相关对进行可视化袁构建桑基

图遥 详见图 3A 和 B遥
3.5 ceRNA网络构建及富集分析

整合差异表达分析尧数据库靶向预测和共表达

分析构建 ceRNA 网络袁其中包括 2 个 lncRNA尧5 个

miRNA 和 7 个 mRNA袁lncRNA 核富集丰度转录本

1渊nuclear enriched abundant transcript 1, NEAT1冤
与母源表达基因 3渊maternally expressed gene 3,
MEG3冤为 ceRNA 网络关键节点渊见图 4A冤遥 基于参

与 ceRNA 调控网络的 mRNA袁进行 GO 和 KEGG 富

集分析遥GO 分析结果显示袁BP 主要富集在对含嘌呤

化合物的反应尧对肌肉拉伸的反应尧对机械刺激的反

应尧对酮的反应尧肌肉细胞增殖尧脂多糖介导信号通

路等渊见图 4B冤曰CC 主要富集在肌球蛋白复合体尧波
纹尧丝状伪足膜和细胞前缘等渊见图 4C冤曰MF 主要富

集在脂多糖结合尧模式识别受体活性和钙调蛋白结

图 2 差异表达 lncRNA靶向 miRNA预测尧差异表达 miRNA靶基因预测及富集分析

Fig.2 Prediction of differentially expressed lncRNA-targeted miRNA, prediction of differentially expressed
miRNA-targeted genes, and enrichment analysis

注院A.差异表达 lncRNA 预测的靶向 miRNA 与差异表达 miRNA 交集的韦恩图曰B.差异表达 miRNA 预测的靶基因与差

异表达 miRNA 交集基因的韦恩图曰C.交集基因的 PPI 分析曰D.枢纽基因的筛选曰E.GO 富集分析结果曰F.KEGG 富集分析

结果遥
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图 4 ceRNA网络构建及富集分析

Fig.4 Construction of ceRNA network and enrichment analysis
注院A. 整合差异表达分析尧数据库靶向预测与共表达分析构建的 ceRNA 网络袁黄色菱形节点代表 lncRNA袁红色 V 形节点代表 miRNA袁蓝
色圆角矩形节点代表 mRNA曰B.BP 富集分析结果曰C.CC 富集分析结果曰D.MF 富集分析结果曰E.KEGG 富集分析结果遥

合等渊见图 4D冤遥 KEGG 主要富集在 TLR 信号通路尧
钙信号通路和内分泌及其他因子调控的钙再吸收

等通路渊见图 4E冤遥 TLR4 和 FOS 富集于 OC 分化的

调控袁提示其调控骨代谢的潜在作用遥

图 3 差异表达的 lncRNA和 miRNA尧miRNA和 mRNA共表达分析

Fig.3 Co-expression analysis of differentially expressed lncRNA and miRNA, as well as miRNA and mRNA
注院A.差异表达的 lncRNA 和 miRNA 共表达分析的桑基图袁左侧节点代表 lncRNA袁中间节点代表 miRNA袁右边节点代表 miRNA 表达

情况渊Up代表上调袁Down 表示下调冤曰B.差异表达的miRNA 和mRNA共表达分析的桑基图袁左侧节点代表 miRNA袁中间节点代表 mRNA袁
右边节点代表 mRNA 表达情况渊Up 代表上调袁Down 表示下调冤遥
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图 6 对照组和运动组 PBMCs中 TLR4 和 FOS mRNA
表达比较

Fig.6 Comparison of TLR4 and FOS mRNA expression
in PBMCs between the control and exercise groups

注院与对照组比较袁#P<0.05遥

图 5 ssGSEA免疫浸润分析

Fig.5 ssGSEA immune infiltration analysis
注院A.对照组与运动组免疫浸润评分的箱线图曰B.免疫细胞浸润得分的相关性热图曰C.ceRNA 网络 mRNA 与免疫细胞浸润的相关性热图遥

3.6 免疫浸润分析

基于 ssGSEA 计算的免疫浸润得分显示袁对照

组与运动组的免疫微环境存在显著差异遥 与对照组

相比袁运动组中性粒细胞尧巨噬细胞尧未成熟树突状

细胞尧活化树突状细胞尧酌啄 T 细胞尧髓源性抑制性细

胞尧嗜酸性粒细胞尧调节性 T 细胞的浸润评分均降

低渊P<0.05冤袁其中中性粒细胞尧巨噬细胞下降最为明

显渊P<0.01冤渊见图 5A冤遥 免疫细胞相关性分析显示袁
巨噬细胞与中性粒细胞尧单核细胞和髓源性抑制性

细胞浸润评分呈正相关渊P<0.05冤渊见图 5B冤遥 此外袁
ceRNA 网络 mRNA 与免疫细胞浸润的相关性分析

结果表明袁多数基因与巨噬细胞尧中性粒细胞尧单核

细胞尧未成熟树突状细胞及活化树突状细胞呈正相

关渊P<0.05冤渊见图 5C冤遥
3.7 运动组和对照组 PBMCs 中 TLR4 和 FOS mR鄄
NA表达比较

TLR4 和 FOS 为 PPI 网络枢纽基因和 ceRNA
网络的共有基因袁且调控 OC 的分化遥 对这两个基因

进行 RT-qPCR袁以验证对照组和运动组的转录组学

测序结果遥 结果显示袁与对照组比较袁运动组 TLR4
和 FOS mRNA 相对表达水平均降低渊P约0.05冤袁趋势

基本与转录组学测序结果一致遥 详见图 6遥

4 讨论

抗阻运动是 PMOP 患者重要防治手段遥 既往研

究表明袁抗阻运动可有效维持绝经后女性的股骨颈

和腰椎骨密度[21-22]遥 预防 OP 和脆性骨折的运动处方

建议为女性应每周累积逸150 min 的中等至高强

度体育活动[23]遥另一项研究显示袁与低强度和高强度

抗阻运动相比袁中等强度抗阻运动在改善骨密度方

面更具优势袁且依从性较好[24]遥一项短期运动训练研

究显示袁3 个月的抗阻运动明显改善了绝经后女性
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骨代谢标志物水平[25]遥综上研究袁本研究对 PMOP 患

者实施为期 3 个月的中等强度抗阻运动训练遥 研究

结果表明袁该方案显著提高骨形成标志物水平袁并在

一定程度上降低骨吸收标志物水平袁提示中等强度

抗阻运动可促进 PMOP 患者骨代谢良性趋势改变遥
本研究在抗阻运动干预后共识别出 529 个差异

表达 mRNA尧500 个差异表达 lncRNA 和 68 个差异

表达 miRNA袁提示抗阻运动可引起 PMOP 患者中

PBMCs 转录谱改变遥 差异表达 miRNA 靶基因和差

异表达 mRNA 的交集基因功能富集分析显示袁其主

要涉及吞噬作用尧髓系白细胞激活尧IL-6 调控以及

CLR/TLR尧PPAR尧MAPK尧AMPK 等信号通路袁提示抗

阻运动可能通过调节以单核细胞/巨噬细胞为代表

的先天免疫相关功能状态袁并抑制炎症信号袁从而参

与骨代谢调控遥免疫浸润分析显示袁运动组中性粒细

胞尧巨噬细胞尧树突状细胞及髓源性抑制性细胞等

浸润评分降低袁且巨噬细胞与中性粒细胞尧单核细胞

等呈协同变化趋势袁进一步支持抗阻运动干预可

能与PMOP 患者外周先天免疫状态的改变有关遥 此

外袁KEGG 分析还显示交集基因在 PTH 合成尧 分泌

与作用显著富集袁提示抗阻运动还可能涉及钙磷内

分泌相关信号调节遥
本研究进一步构建 ceRNA 网络袁以探讨抗阻运

动介导的非编码 RNA 调控机制遥 结果显示袁NEAT1
与 MEG3 是网络中的关键 lncRNA 节点遥 既往研究

表明袁NEAT1 是机械敏感 lncRNA袁可参与机械刺激

介导的成骨过程袁并影响骨髓间充质干细胞谱系命

运及破骨分化[26-27]曰MEG3 亦可能通过调控免疫相关

破骨细胞分化参与 OP 发生[28]遥 本研究表明袁NEAT1
与 MEG3 可能通过竞争性结合 miRNA袁调控 TLR4和
FOS 等基因表达袁从而调控 PMOP 的骨代谢遥ceRNA
网络的 mRNA 富集分析结果显示袁该网络涉及对肌

肉拉伸/机械刺激反应尧OC 分化的调控尧脂多糖介

导的信号通路尧肌肉细胞增殖等关键生物过程袁并
可能影响TLR 信号通路尧钙信号通路及钙重吸收相

关通路遥 这些富集分析结果进一步提示袁抗阻运动诱

导的肌肉拉伸和机械刺激袁可能通过调控 NEAT1/
MEG3 相关 ceRNA 网络袁重塑 PBMCs 的免疫状态尧
炎症反应以及钙稳态袁进而影响 OC 分化袁改善骨代

谢遥 此外袁ceRNA 网络 mRNA 与多类先天免疫细胞

呈正相关袁进一步表明这些基因在运动介导的先天

免疫相关功能状态重塑中具有重要作用遥
本研究发现袁TLR4 和 FOS 为 PPI 网络枢纽基因

和 ceRNA 网络的共有基因袁参与调控 OC 的分化袁并

在运动组显著下调遥TLR4 作为先天免疫模式识别受

体袁可通过激活核因子 资B渊nuclear factor, NF-资B冤
和 MAPK 等炎症信号通路袁促进 IL-6尧肿瘤坏死因

子-琢渊tumor necrosis factor-琢, TNF-琢冤等促炎性细

胞因子释放袁增强OC分化和骨吸收[29]遥规律运动可降

低老年女性外周血免疫细胞 TLR4 的表达以及炎症

因子的释放[30]遥 FOS 编码 AP-1 复合体的重要组分 c-
Fos袁而c-Fos是NF-资B受体活化因子配体渊receptor ac鄄
tivator of nuclear factor-资B ligand, RANKL冤诱导OC
分化的关键转录因子[31]遥 抑制 c-Fos 活性和表达可

有效抑制 RANKL 诱导的 OC 形成和骨吸收袁从而改

善 PMOP 骨代谢[32]遥
本研究表明袁3 个月中等强度抗阻运动可促进

PMOP 患者骨代谢向良性趋势改变袁其机制可能与

先天免疫相关功能重塑尧炎症信号通路的抑制及钙

代谢内分泌相关通路调控有关遥 本研究构建了ceRNA
网络袁提示NEAT1与 MEG3 介导的 ceRNA 网络可能

通过调控 miRNA 影响 TLR4尧FOS 等关键基因表达袁
从而参与运动介导的免疫炎症改变与骨代谢调控遥
此外袁本研究存在一定局限性院样本量较小袁研究结

果的稳定性有限曰基线资料不够全面袁混杂因素控制

不足曰运动干预周期仅 3 个月袁难以充分评价骨密

度的长期获益曰ceRNA 网络主要基于差异表达分

析尧数据库靶向预测与共表达分析构建袁尚缺乏体内

外功能验证袁具体靶向调控机制仍需进一步研究遥
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