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摘要 目的：探究力学刺激对骨质疏松小鼠脂解和成骨的调节作用。方法：45只雌性 C57BL/6小鼠，使用随机数字表法分为假
手术组、造模组和力学刺激组，每组 15只。在小鼠卵巢去势造模 2周后，进行为期 2周的膝关节力学刺激（1 N，5 Hz，6 min/d）治
疗，治疗结束后处死动物。通过 HE染色和 MacNeal忆s染色观察股骨的组织病理改变；油红 O染色检测成脂分化；ALP染色检测
成骨细胞分化；茜素红 S染色检测成骨细胞矿化；细胞免疫荧光和Western印迹检测相关蛋白的表达变化。结果：HE染色和油
红 O染色结果显示，与造模组相比，力学刺激组抑制骨质疏松小鼠脂肪细胞的数量、周长和面积增多（t=4.544、13.042、6.243，均
P<0.01）并抑制成脂分化（t=11.283，P<0.001）；HE染色和 MacNeal忆s染色结果显示，与造模组相比，力学刺激组促进骨质疏松小
鼠骨生成（t=-7.104、-9.701，均 P<0.01）；ALP染色和茜素红 S染色结果显示，与造模组相比，力学刺激组促进骨质疏松小鼠成骨
细胞分化和矿化（t=-2.807，P<0.05）；细胞免疫荧光结果显示，与造模组相比，力学刺激组促进骨质疏松小鼠 PI3K/Akt磷酸化和
RUNX2表达（t=-4.715、-2.423、-3.873，均 P<0.05）；Western印迹分析结果表明，与造模组相比，力学刺激组促进 PI3K/Akt通路
磷酸化（t=-7.751、-6.048，均 P<0.01），使脂解相关蛋白 p-HSL、ATGL和成骨相关蛋白 RUNX2、ALP的表达升高（t=-1.677、
-7.59、-14.702、-4.504，均 P<0.05）。结论：力学刺激通过促进 PI3K/Akt磷酸化改善骨质疏松小鼠脂解功能和骨生成，有效缓解
由卵巢去势引起的脂肪增多和骨量降低。
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Mechanical stimulation promotes lipolysis and osteogenesis in osteoporosis mice via the PI3K/Akt pathway
WU Qiu，LI Xinle，ZHANG Ping
（Department of Anatomy and Histology，School of Basic Medical Sciences，Tianjin Medical University，Tianjin 300070，China）
Abstract Objective：To explore the effect of mechanical stimulation on lipolysis and osteogenesis in osteoporosis mice . Methods：
Forty-five female C57BL/6 mice were stochastically separated into sham operation group，modeling group and mechanical stimulation
group using random number table method，with 15 mice in each group. After 2 weeks of ovarian castration modeling，knee joint mechani原
cal stimulation（1 N，5 Hz，6 min/d）was performed for 2 weeks，and the animals were euthanized after treatment. The histopatholog原
ic changes of femur were observed by HE staining and MacNeal忆s staining. Lipid differentiation was detected by oil red O staining. Os原
teoblast differentiation was detected by ALP staining. Mineralization of osteoblasts was detected by alizarin red S staining. The level of
relative protein was detected by cellular immunofluorescence and Western blotting. Results：The results of HE staining and oil red O
staining showed that compared with the modeling group，the mechanical stimulation group inhibited the increase of adipocyte quantity，
perimeter and area（t=4.544，13.042，6.243，all P<0.01）and inhibit lipid differentiation（t=11.283，P<0.001）in osteoporosis mice. The
results of HE staining and MacNeal忆s staining showed that compared with the model group，the mechanical stimulation group promoted
bone formation in osteoporosis mice（t=-7.104，-9.701，both P<0.01）. ALP staining and alizarin red S staining showed that mechanical
stimulation promoted the differentiation and mineralization of osteoblasts in mice with osteoporosis，compared with the modeling group
（t=-2.807，P<0.05）. Cellular immunofluorescence results showed that compared with the modeling group，the mechanical stimulation
group promoted PI3K/Akt phosphorylation and RUNX2 expression in osteoporosis mice（t=-4.715，t=-2.423，-3.873，all P<0.05）. West原
ern blotting analysis showed that compared with the modeling group，the mechanical stimulation group promoted the phosphorylation of
PI3K/Akt pathway（t=-7.751，-6.048，both P<0.01），and increased the expression of lipolysis related proteins p-HSL，ATGL and osteo-
genic related proteins RUNX2，ALP（t= -1.677，-7.59，-14.702，-4.504，all P<0.01）. Conclusion：Mechanical stimulation improves the
lipolysis function and osteogenesis in osteoporosis mice by promoting the phosphorylation of PI3K/Akt，and effectively alleviates the in原
crease of adiposity and low bone mass caused by ovariectomy.
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骨质疏松是一种无症状的骨骼疾病，特征是骨

量减少和骨微结构退化，随后骨脆性和骨折的风险

增加[1]。绝经后骨质疏松主要发生在绝经后妇女，雌

激素缺乏可导致骨髓来源脂肪细胞增加[2]。细胞脂

解是中性脂质甘油三酯水解释放脂肪酸，以产生能

量的一种简单的过程，发生在细胞质或溶酶体中[3-4]。

研究表明，骨质疏松患者骨髓中的脂肪组织增加[5]，

更有研究表明，肥胖者骨折的风险更高，从长远来

看，过量脂肪组织的存在可能会增加骨骼的脆性[6]。

由此得知，调节骨质疏松患者的脂解功能，对于骨

质疏松的治疗有着关键意义。

力学刺激是一种轻度的非侵入性物理治疗，在

一定程度上模拟人体的主动运动，以一定的刺激频

率对滑膜关节进行力学刺激，例如肘关节和膝关节

等[7-8]。在骨骼中，力学刺激调节骨形成和吸收之间

的平衡[9]。磷脂酰肌醇 3激酶/丝氨酸/苏氨酸激酶
（PI3K/Akt）是最重要的细胞内途径之一，参与细胞
存活、凋亡、增殖、蛋白质合成和其他过程的调控[10]。

笔者的前期研究表明，力学刺激通过调控 PI3K/Akt
信号通路参与骨质疏松的红系分化，调节血管生

成[11]。同时发现，力学刺激可以影响绝经后骨质疏松

骨重建，并且对骨质疏松状态下的关节炎也有明显

的改善作用[12-13]。然而，力学刺激对骨质疏松发病机

制中脂解作用的影响，仍需进一步探索。本实验采

用卵巢去势方式建立骨质疏松小鼠模型，探讨力学

刺激是否可以改善骨质疏松小鼠的脂解、促进骨生

成，为骨质疏松治疗提供新的见解。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 使用 45只成年 SPF级 C57BL/6
雌性小鼠 [购自中国人民解放军军事医学科学院实
验动物中心，生产许可证号：SCXK（京）2017-0005，
动物批号：No.1112511911002451]。小鼠的饲养环境
为：26益室温，60%湿度。在明暗循环 12 h中，小鼠
自由获取水和食物。严格按照天津医科大学实验动

物管理规定来饲养及管理小鼠，且获得天津医科大

学伦理委员会的批准[ SCXK（津）2019-0004]。
1.1.2 主要试剂 HE、MacNeal忆s 染色剂、茁-肌动
蛋白（茁-actin）购自美国 Sigma公司；激素敏感性脂
肪酶（HSL）、磷酸化激素敏感脂肪酶（p-HSL）、Runt
相关转录因子 2（RUNX2）购自美国 Cell Signaling
公司；脂肪甘油三酯脂肪酶（ATGL）、碱性磷酸酶
（ALP）购自中国 Proteintech公司。
1.1.3 主要仪器 石蜡切片机购自德国 Leica 公
司；光学显微镜购自日本 OLYMPUS公司；液氮储存

罐购自美国 MVE47/11-6sq公司；超净工作台购买
自苏州净化设备有限公司；二氧化碳细胞培养箱购

自美国 Thermo公司；电控恒温水浴箱购自中国宁
波新芝生物科技公司。

1.2 方法

1.2.1 动物分组 把 45只 C57BL/6小鼠随机分成
假手术组、造模组和力学刺激组，每组 15只。在卵
巢去势造模 2周后，进行为期 2周的膝关节力学刺
激治疗，治疗结束后处死动物。

1.2.2 力学刺激 造模 2周后，对力学刺激组小鼠
进行面罩麻醉。把小鼠调整为仰卧位，将膝关节置

于力学刺激仪上进行力学刺激（1 N，5 Hz，6 min/d），
共刺激 2周（图 1）。假手术组和造模组小鼠麻醉后
也置于力学刺激仪上，但不接受力学刺激。

1.2.3 组织学分析

1.2.3.1 组织处理 治疗结束后，处死小鼠。去除小

鼠后肢的皮肤、肌肉及结缔组织，分离保存股骨。股

骨在 10%中性甲醛水溶液中固定 3 d，之后进行 3周
的 14% EDTA脱钙。脱钙后，用石蜡包埋股骨，制作
厚度为 5 滋m的冠状切片。
1.2.3.2 HE染色 HE染色后，用中性胶封闭股骨组
织切片，光学显微镜下观察股骨变化。在 40倍显微
镜下，在股骨远端生长板下收集和分析每个切片的

数据。采用 Olympus CCD DP73软件对相关数据进
行测量。

1.2.3.3 MacNeal忆s染色 MacNeal忆s染色后，用中
性胶封闭股骨组织切片，光学显微镜下观察成骨细

胞数目。在股骨远端生长板下方区域（与 HE染色测
量区域一致）收集和分析每个切片的数据。采用

Olympus CCD DP73软件对相关数据进行测量。
1.2.4 细胞学实验

1.2.4.1 油红 O 染色 将骨髓来源细胞在 6 孔板
（2伊106细胞/孔）上培养 2 d，直到在显微镜下出现脂
滴。用油红 O染色的中性脂泡定量检测成脂分化。

图 1 小鼠力学刺激示意图

Fig.1 Diagram of mechanical stimulation in mice
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显微镜下检测脂滴，用 100%异丙醇溶解染料，在
490 nm波长处测定吸光度，定量脂滴数量。
1.2.4.2 ALP染色 将骨髓来源细胞在 6孔板（2伊
106细胞/孔）上培养 2周后，清洗细胞并用Kit#85L2-
1KT试剂盒进行染色。在显微镜下，随机选取 6个
400倍视野，计算视野内 ALP阳性细胞的百分比。
1.2.4.3 茜素红 S染色 骨髓来源细胞接种在 6孔
板，数量为 2伊106细胞/孔，每 2 d换 1次矿化培养基。
培养 3周后，清洗贴壁细胞并染色 30 min。将染色
液吸净，用扫描仪记录染色情况。

1.2.4.4 细胞免疫荧光 将细胞置于 p-PI3K、p-
Akt、RUNX2一抗（1 颐 500）中，在 4益条件下孵育过
夜，之后室温条件下使用荧光二抗（1 颐 500）孵育
1 h，最后室温条件下 DAPI染色液染核并封片。在
荧光显微镜下观察细胞并拍摄照片进行分析。

1.2.5 Western印迹 将股骨放在研钵中，加入液氮

反复研磨，之后进行 RIPA裂解反应，离心后提取蛋
白。4益条件下，一抗孵育过夜（p-PI3K：1 颐 1 000；p-
Akt：1 颐 1 000；p-HSL：1 颐 1 000；ATGL：1 颐 1000；RUNX2：

1 颐 1 000；ALP：1 颐 2 000；茁actin：1 颐 10 000），室温条
件下，二抗孵育（1 颐 20 000）90 min。利用化学发光凝
胶成像系统曝光条带并拍摄照片，采用 Image J进
行相关蛋白定量。

1.3 统计学处理 采用 SPSS25.0软件分析实验数
据，Graphpad Prism7软件制作统计图表，正态分布
的计量数据以 x依s的形式表示。多组均数比较采用
单因素方差分析（ANOVA），两组比较采用最小显著
性差异法（LSD-t检验）。P<0.05为差异有统计学意义。
2 结果

2.1 力学刺激抑制脂肪增多 HE染色显示，与假手
术组相比，造模组股骨远端出现大量白色空洞脂肪

细胞，而力学刺激组中仅出现少量的空洞脂肪细胞。

定量后发现，与假手术组相比，造模组的脂肪细胞

数目、周长和面积均显著增加（t=-11.126、-14.798、
-14.688，均 P<0.001）。经过膝关节力学刺激治疗后，
与造模组比，力学刺激组脂肪细胞数目、周长和面

积均明显减少（t=4.544、13.042、6.243，P<0.001、P<
0.001、P<0.01），见图 2。

A

B

图 2 各组股骨远端的 HE染色形态学检查（100伊，200伊）
Fig.2 HE staining was used for morphological examination of distal femur in each group（100伊，200伊）

注：A：假手术组、造模组、力学刺激组股骨远端的 HE染色图；B：假手术组、造模组、力学刺激组 HE染色中脂肪细胞数目、周长和面积的统

计学分析；**P<0.01；***P<0.001
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2.2 力学刺激抑制成脂细胞分化 分离各组小鼠的

骨髓来源细胞，油红 O染色检测力学刺激对小鼠成脂
分化的影响。结果表明，与假手术组相比，造模组显

示成脂分化和脂滴形成增加（t=-15.046，P<0.001）。
经过膝关节力学刺激治疗后，与造模组相比，力学刺激

组显著抑制脂滴形成（t=11.283，P<0.001），见图 3。

力学刺激组假手术组 造模组
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2.3 力学刺激促进脂解 与假手术组相比，造模组

p-HSL和 ATGL蛋白水平降低（t=5.056、13.459，P<
0.01、P<0.001）；与造模组相比，力学刺激组 p-HSL
和 ATGL蛋白水平升高（t=-1.677、-7.597，P<0.05、
P<0.001），见图 4。

2.4 力学刺激促进骨生成 HE染色显示，与假手
术组小鼠相比，造模组骨小梁的面积和总面积的比

值显著降低（t=10.127，P<0.001）。经过力学刺激治疗
后，与造模组相比，骨小梁面积分数增加（t=-7.104，
P<0.01），见图 5。

MacNeal忆s 组织学染色结果显示，假手术组小
鼠骨髓腔中成骨细胞为淡蓝色，呈立方型柱状分

布在骨小梁边缘；造模组中成骨细胞数目明显减少

（t=12.67，P<0.001），与造模组相比，力学刺激组成骨
细胞数目增多（t=-9.701，P<0.001），形态较规则，见
图 6。

A

假手术组 造模组 力学刺激组

B 25
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力学刺激组造模组

图 5 各组股骨远端的 HE染色形态学检查（100伊）
Fig.5 HE staining was used for morphological examination of

distal femur in each group（100伊）

注：A：假手术组、造模组、力学刺激组 HE染色图；B：假手术组、

造模组、力学刺激组 HE染色中骨小梁面积分数的统计学分析；**P<
0.01；***P<0.001
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图 6 MacNeal忆s染色观察各组小鼠股骨成骨细胞变化（400伊）
Fig.6 The changes of osteoblasts in femur was detected by Mac-

Neal忆s staining in each group（400伊）

注：A：假手术组、造模组、力学刺激组 MacNeal忆s染色图；B：假手
术组、造模组、力学刺激组 MacNeal忆s染色中成骨细胞的统计学分析；
箭头所指为成骨细胞；***P<0.001
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图 3 各组小鼠油红 O染色（100伊）
Fig.3 Oil red O staining in each group（100伊）

注：A：假手术组、造模组、力学刺激组油红 O染色图；B：假手术
组、造模组、力学刺激组油红 O统计学分析；***P<0.001
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图 4 Western印迹检测各组 p-HSL和 ATGL表达水平
Fig.4 Western blotting was used to detect the expression of p-HSL

and ATGL in each group

注：A：假手术组、造模组、力学刺激组 p-HSL和 ATGL的Western
印迹图；B：假手术组、造模组、力学刺激组 p-HSL和 ATGL的Western
印迹统计学分析；*P<0.05；**P<0.01；***P<0.001

假手术组 力学刺激组造模组
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2.5 力学刺激促进成骨细胞分化和矿化 分离各

组小鼠的骨髓来源细胞，ALP染色检测力学刺激对
骨髓间充质干细胞成骨分化的影响。结果显示，与

假手术组小鼠相比，造模组 ALP阳性细胞数显著降
低（t=6.287，P<0.01）。经过力学刺激治疗后，与造模
组相比，ALP阳性细胞数增加（t=-2.807，P<0.05），
见图 7。

采用茜素红 S染色观察力学刺激对骨髓间充
质干细胞矿化能力的影响，结果显示，与假手术组

相比，造模组矿化结节数量减少，与造模组相比，力

学刺激组矿化结节数量显著增加，见图 8。

2.6 力学刺激促进成骨蛋白 RUNX2和 ALP表达
分离各组小鼠的骨髓来源细胞，通过细胞免疫荧光

检测骨髓间充质干细胞中成骨蛋白 RUNX2表达，
与假手术组相比造模组 RUNX2表达减少（t=4.568，

P<0.001），与造模组相比，力学刺激组 RUNX2表达
显著增加（t=-3.873，P<0.05），见图 9。

使用 Western 印迹技术检测成骨相关蛋白
RUNX2 和 ALP 的表达。结果显示，与假手术组相
比，造模组 RUNX2和 ALP 蛋白水平降低（t=9.12、
11.638，P<0.05、P<0.001），与造模组相比，力学刺激
组 RUNX2 和 ALP 蛋白水平升高（t=-14.702、-
4.504，均 P<0.01），见图 10。
2.7 力学刺激促进 PI3K和 Akt磷酸化 分离各组

小鼠的骨髓来源细胞，通过细胞免疫荧光检测骨髓

间充质干细胞中 p-PI3K、p-Akt表达，结果表明造
模组 p-PI3K、p-Akt 表达减少（t=8、4.341，P<0.001、
P<0.001），与造模组相比，力学刺激组 p-PI3K、p-Akt
表达显著提高（t=-4.715、-2.423，P<0.05、P<0.01），
见图 11、12。
使用 Western 印迹技术检测 p-PI3K 和 p-Akt

的表达。结果显示，与假手术组相比，造模组 p-PI3K
和 p-Akt 蛋白水平降低（t=10.338、14.762，均 P<
0.001），与造模组相比，力学刺激组 p-PI3K 和 p-
Akt 蛋白水平升高（t=-7.751、-6.048，P<0.01、P<
0.001），见图 13。

A

假手术组 造模组 力学刺激组

图 7 ALP染色分析各组细胞成骨分化（400伊）
Fig.7 Osteogenic differentiation of cells in each group was

analyzed by ALP staining（400伊）

注：A：假手术组、造模组、力学刺激组 ALP染色图；B：假手术
组、造模组、力学刺激组 ALP染色统计学分析；*P<0.05；**P<0.01
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力学刺激组造模组

图 8 茜素红 S染色检测各组细胞成骨矿化能力（400伊）
Fig.8 Alizarin red S staining was used to detect bone minera-

lization ability of cells in each group（400伊）

假手术组 造模组 力学刺激组

图 9 免疫荧光检测各组 RUNX2表达水平
Fig.9 The expression of RUNX2 was detected by

immunofluorescence in each group
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注：A：假手术组、造模组、力学刺激组 RUNX2免疫荧光图；B：假
手术组、造模组、力学刺激组 RUNX2 免疫荧光统计学分析；*P<
0.05；***P<0.001
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图 10 Western印迹检测各组 RUNX2和 ALP表达水平
Fig.10 Western blotting was used to detect the expression of

RUNX2 and ALP in each group

注：A：假手术组、造模组、力学刺激组 RUNX2和 ALP的Western
印迹图；B：假手术组、造模组、力学刺激组 RUNX2和 ALP的Western
印迹统计学分析；* P<0.05；**P<0.01；***P<0.001
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注：A：假手术组、造模组、力学刺激组 p-PI3K免疫荧光图；B：假
手术组、造模组、力学刺激组 p-PI3K免疫荧光统计学分析；*P<0.05；
***P<0.001

图 11 免疫荧光检测各组 p-PI3K表达水平
Fig.11 The expression levels of p-PI3K was detected by

immunofluorescence in each group
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图 13 Western印迹检测各组 p-PI3K和 p-Akt表达水平
Fig.13 Western blotting was used to detect the expression of

p-PI3K and p-Akt in each group

注：A：假手术组、造模组、力学刺激组 p-PI3K和 p-Akt的Western
印迹图；B：假手术组、造模组、力学刺激组 p-PI3K和 p-Akt的Western
印迹统计学分析；**P<0.01；***P<0.001
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注：A：假手术组、造模组、力学刺激组 p-Akt免疫荧光图；B：假
手术组、造模组、力学刺激组 p-Akt免疫荧光统计学分析；**P<0.01；
***P<0.001

图 12 免疫荧光检测各组 p-Akt表达水平
Fig.12 The expression levels of p-Akt was detected by

immunofluorescence in each group
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3 讨论

骨质疏松是一种以骨量损失和正常骨骼微结

构紊乱为特征的疾病，特征是骨吸收导致骨量低、

微结构受损和结构恶化，从而增加骨折的可能性[14-15]。

这些脆性骨折使受影响者的生活质量急剧下降。传

统的抗骨质疏松药物可有效治疗和预防骨质疏松，

但它们与各种不良反应有关。因此，需要寻找一种

不良反应小且无创的治疗手段来治疗骨质疏松。

在食物供应期间，多余的营养物质以甘油三酯

的形式储存在白色脂肪组织中，而在能量需求期

间，甘油三酯被脂肪酶水解，将非酯化的脂肪酸释

放到血液中，这一过程称为脂解[16]。脂肪分解是一个

高度受控和动态的脂质和能量稳态的细胞过程，在

脂解过程中，脂肪酶包括脂肪甘油三酯脂肪酶

（ATGL）、激素敏感脂肪酶（HSL）和甘油单酯脂肪酶
（MGL）依次起作用，以催化甘油三酯分子中的 3个
脂肪酸部分的释放，HSL对甘油二酯和胆固醇酯表
现出最高的水解酶活性，ATGL则对甘油三酯具有
特异性[17-18]。骨质疏松时脂肪细胞增加，力学刺激通

过促进脂解，可能引起骨量的改变。力学刺激是一

种刺激频率低、刺激强度小，作用于膝关节等滑膜

关节的温和机械刺激，可以用于骨质疏松[19]的治疗。

本实验使用去除双侧卵巢骨质疏松小鼠模型，聚焦

于骨质疏松的脂解过程，研究骨质疏松中脂解以及

成脂分化的变化，探究力学刺激对骨质疏松小鼠脂

解和成脂分化的影响。本实验研究结果显示力学刺

激通过抑制骨质疏松小鼠股骨远端组织中脂肪细

胞个数、周长及面积增多，抑制骨髓来源细胞的脂

滴形成，并促进脂解相关蛋白 p-HSL和 ATGL的表
达，表明力学刺激促进骨质疏松小鼠的脂解作用并

抑制成脂分化。

PI3K/Akt 通路是控制许多细胞过程的最重要
途径之一，包括细胞分裂、自噬、存活和分化[20]。它在

脂解和骨稳态中起关键作用，促进骨形成，对于脂

肪生成的调节也很重要[22-23]。有报道称，通过靶向

PI3K/Akt通路，可以缓解脂质积累[24]。前期研究表

明，关节力学刺激可以通过 PI3K/Akt和红系分化促
进骨质疏松的血管形成[11]。本实验研究发现，力学刺

激增加了骨质疏松小鼠股骨组织和骨髓来源细胞

的 p-PI3K和 p-Akt的表达，促进 PI3K/Akt信号通
路磷酸化。另外，力学刺激促进骨质疏松小鼠股骨

组织中的骨小梁面积分数和成骨细胞及成骨相关

蛋白 RUNX2和 ALP的表达，同时使骨髓来源细胞
的成骨细胞分化和矿化明显升高，表明力学刺激促

进骨质疏松中的骨生成。

综上所述，力学刺激通过促进 PI3K/Akt磷酸化
改善骨质疏松小鼠脂解功能，能有效缓解由卵巢去

势引起的脂肪增多和骨量降低。总之，本研究重点

探讨力学刺激与骨质疏松小鼠的脂解和成脂分化

的关系，验证力学刺激作为一种物理治疗手段，可

以改善骨质疏松小鼠脂解功能和骨生成，为治疗骨

质疏松引起的肥胖提供了新的可能。
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