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急性肝损伤时肝脏内 Pink1/Parkin的表达变化及意义 *
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摘要目的：观察 C57小鼠急性肝损伤（Acute liver injury, ALI）中线粒体自噬相关蛋白 Pink1/Parkin表达的变化及意义。方法：领取

28只小鼠，随机分为对照组、ALI 1 d组、ALI 4 d组、ALI 7 d组。分别检测血清谷氨酸转氨酶（ALT）、天冬氨酸转氨酶（AST）的变

化；肝组织病理变化用 H&E染色观察；Real Time quality PCR检测 Pink1/Parkin在 mRNA水平的表达变化；进一步利用Western

Blot方法分别检测肝组织中 Pink1/Parkin蛋白水平的表达变化。结果：ALI组 1 d、4 d、7 d组与对照组相比，ALT、AST表达显著升

高，具有统计学意义（P<0.05）；肝组织病理学检查 ALI组 1 d和 4 d组中，释放出大量的炎性细胞，肝细胞出现大面积坏死，7 d组

肝细胞坏死与 1 d和 4 d比较明显缓解；mRNA水平检测 Pink1/Parkin在 ALI 1 d（4.79/1.82倍）、4 d（1.74/4.17倍）和 7 d（2.91/1.25

倍）与对照组相比表达水平明显升高（P<0.05）；Pink1/Parkin 在蛋白水平检测时 ALI 1 d（2.03/1.82 倍）、4 d（1.78/4.17 倍）和 7 d

（1.25/1.25倍）时肝组织内表达也显著增加，差异具有统计学意义（P<0.05）。结论：急性肝损伤状态下 Pink1/Parkin在 mRNA和蛋

白水平表达升高，且其表达量随着肝脏的损伤缓解而表达水平降低，提示 Pink1/Parkin可能对于治疗急性肝损伤具有重要意义。
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Expression of Pink1/Parkin in Liver during Acute Liver Injury
and Its Significance*

To observe the change of mitochondrial autophagy-associated protein Pink1/Parkin expression in acute liver

injury (ALI) of C57 mice and its significance. Twenty-eight mice were randomly divided into control group, ALI 1 d group,

ALI 4 d group, and ALI 7 d group. The change of serum glutamate aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST) were

detected respectively. The pathological changes of liver tissue were observed by H&E staining. The expression of Pink1/Parkin in mRNA

level were detected by Real Time quality PCR. Next step, the expression of Pink1/Parkin in protein level of liver tissue were detected by

the Western blot methods. The level of ALT and AST in ALI groups at 1 d, 4 d and 7 d were significantly higher than in the

sham group (P<0.05). H&E staining showed that a mass of inflammatory cells infiltration and cells degeneration were observed in ALI

groups, and hepatocyte necrosis in 7 d group were significantly relieved than 1 d and 4 d. The result of real time quality-PCR indicated

that the level of Pink1/Parkin enhanced significantly at 1 d (4.79/1.82 fold), 4 d (1.74/4.17 fold) and 7 d (2.91/1.25 fold) in ALI groups
compared with sham group (P<0.05). Western blot results showed that the expression of Pink1/Parkin were detected in the extracted

protein of liver tissue which were significantly increased in the group of ALI 1 d (2.03/1.82 fold), 4 d (1.78/4.17 fold) and 7 d (1.25/1.25

fold）compared with sham group (P<0.05). Pink1 and Parkin were highly expression in protein and mRNA levels of acute

liver injury, and its expression level were decreased with the relief of liver tissue damage. In addition, Pink1/Parkin could be have a

potential significance for the treatment of acute liver injury.
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前言

急性肝损伤（Acuty liver injury，ALI）过程常伴随有肝脏炎

症、氧化应激和细胞凋亡状态，这些状态与肝功能衰竭和肝脏

肿瘤的发生具有密切关联[1]。自噬是一种细胞自我代谢的过程，

负责溶解体内过量或异常的蛋白质和细胞器，去除并回收溶解

所获得的大分子[2]。对乙酰氨基酚（Acetaminophen，APAP）诱导

的肝损伤与氧化应激和炎症等介质的参与有关[3]。线粒体自噬

相关蛋白（Pink1/Parkin）在 HBV和 HCV中通过抑制病毒的复

制和清除受损的细胞器，从而发挥保护肝细胞的作用[5，6]。既往

表明 Pink1/Parkin的基因发生功能丧失和编码突变与帕金森病

具有密切的关系[7，8]。2019年 Hua Wang等人表明在 APAP诱导

急性肝损伤小鼠中联合敲除 Pink1 和 Parkin 基因较单敲除

Pink1基因中线粒体自噬受损更加严重[9]。然而，近些年的研究

发现 Pink1/Parkin基因在选择性清除受损线粒体中发挥着重要

的保护作用，被称为线粒体自噬[10]。当线粒体发生去极化时，

Pink1转移至线粒体外膜，募集并激活 Parkin，二者在线粒体外

膜形成复合物，参与线粒体的自噬、分裂和融合等功能[11，12]。

Pink1/Parkin在多种疾病中发挥着重要的生物学作用，但是在

急性肝损伤中的表达变化目前研究较少。本文通过制备急性小

鼠肝损伤模型，并在不同时间内检测肝组织内 Pink1/Parkin在

蛋白和 mRNA水平中的表达变化，观察 Pink1/Parkin与急性肝

损伤严重程度之间的关系，为急性肝损伤的发病机制提供一种

可能的分子机制。

1 材料与方法

1.1 实验材料

取 6 ~ 8周的健康雄性 C57/BL小鼠，体重 18 ~ 24 g（由空

军军医大学实验 动物中心 提供），TAA（Sigma，USA），

Pink1/Parkin抗体（CST，USA），茁-actin（中杉金桥，中国），
GAPDH（中杉金桥，中国），HRP（中杉金桥，中国），丙氨酸转氨

酶试剂盒（南京建成，中国），天冬氨酸转氨酶试剂盒（南京建

成，中国），线粒体提取试剂盒（QIAGEN，French），显微镜

（Olympus，Japan）。

1.2 方法

1.2.1 急性肝损伤模型的制备 将 C57/BL小鼠随机分为四

组：对照组、急性肝损伤 1 d组、4 d组和 7 d组。具体方法参照

我们前期实验结果[13]。简言之，实验组给予 300 mg/kg TAA（溶

于 0.9 % NaCl，0.3 mLl）腹腔内注射，每隔 24 h注射一次，连续

注射三日。对照组注射等剂量的 NaCl。为防止出现低血钾、低血

糖、肾衰及电解质的紊乱等症状，首次注射 TAA 12 h后则皮下

注射给予 0.45 % NaCl+0.2 %KCl+5 %葡萄糖混合液 0.5 mL。

1.2.2 ALT、AST水平检测 小鼠麻醉后，经眼球取血。4℃静

置过夜，之后离心（3500 r/min，20 min），弃底部的红细胞，吸取

上层血清（-20℃储存备用）。ALT和 AST含量的测定，完全按

照南京建成试剂盒说明书操作。

1.2.3 肝脏 H&E染色 取肝组织用石蜡块包埋，切片厚度为

5 滋m，H&E染色，显微镜下观察肝细胞病理学变化。
1.2.4 Western Blot检测 Pink1/Parkin蛋白的表达 分别提取

肝脏全组织中的蛋白，使用 BCA法进行蛋白定量。经 SDS

PAGE电泳后，转移至 PVDF膜上，用 5%脱脂牛奶室温封闭 2 h，

用兔抗 Pink1/Parkin（1：1000）、鼠抗 茁-actin（1：5000），4 ℃过
夜，PBST 洗 3 次每次 10 min，加入二抗 HRP（1：5000），室温

2 h，PBST洗 3次每次 10 min。显色剂显色，使用 Image J软件

计算蛋白相对灰度值。

1.2.5 肝脏 Pink1/Parkin mRNA水平检测 取小鼠肝脏组织，

利用 Trizol试剂提取肝脏组织内的总 RNA，利用紫外分光光

度计测定 RNA 浓度。再以提取的 RNA 为模板合成相应的

cDNA，进行 qRT-PCR检测。Pink1引物序列，Forward：5' - CCT

GGC TAC CAT GAT GAC CT - 3'；Reverse：5' - ACA GCC ATC

TGA GTC CCA CT - 3'。Parkin 引物序列，Forward：5' -ATC

TTG CTG GGA CGA TGT CT - 3'；Reverse：5' - CCT TGT CTG

AGG TTG GGT GT - 3'。对照内参为 GAPDH（生工，北京）。设

定程序为两步法 Real-Time定量，反应条件如下：预变性 95℃，

15 s；之后每一步变性 95℃，5 s；退火，延伸 60℃ 30 s；共进行

40个循环。扩增后做溶解曲线以检测产物的均一性。之后再将

反应物进行凝胶电泳，进一步检测。计算相对含量采用 2-△ △ Ct方

法进行统计分析。

1.3 统计学方法

数据以均数± 标准差 ( x依SD ) 表示，定量数据采用

SPSS13.0软件统计分析。多组数据之间的比较用单因素方差

分析中的 Tukey检验分析，P < 0.05差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 急性肝损伤后 ALT、AST水平升高

制备急性肝损伤模型后观察小鼠一般精神状态，发现急性

肝损伤组小鼠精神萎靡、毛发稀疏、失去光泽、活动量显著降

低、并且小鼠攀爬运动等能力降低，4 d比 1 d、7 d状态更差，且

与对照组相比均表现较差。之后，制备急性肝损伤模型后分别

于 1 d、4 d、7 d后取血测定肝功能 ALT、AST表达水平，如图 1

所示。血清水平检测肝损伤组 AST表达，分别为肝损伤组 1 d

（306.10 U/L）、4 d （173.94 U/L）、7 d（144.77 U/L），与对照组

AST表达相比均显著升高（P < 0.01），见图 1. A。ALT在肝损伤

组 1 d（160.69 U/L）、4 d（96.37 U/L）、7 d（73.26 U/L），与对照组

ALT表达相比均显著升高（P < 0.05），见图 1.B。以上研究结果

提示小鼠腹腔内注射 TAA后肝功能受到损伤，提示急性肝损

伤造模成功。

2.2 肝脏病理显示肝细胞损伤严重

H&E染色检测组织病理结果提示，对照组的肝细胞正常。

2.3 急性肝损伤后 Pink1/Parkin在 mRNA水平明显升高

如图 3所示，在 mRNA水平检测结果显示，Pink1在肝损

伤后 1 d（4.79倍，P < 0.01）、4 d（1.74倍，P < 0.05）、7 d（2.91倍，
P < 0.05）表达明显增高，与对照组相比均具有统计学意义（P <

0.05），见图 3.A。凝胶电泳结果与 mRNA水平表达基本一致

（见图 3. B），再一次验证急性肝损伤时 Pink1在 mRNA水平表

达水平升高。同样的，Parkin 在急性肝损伤 1 d（3.10倍，P<
0.001）、4 d（2.97倍，P< 0.01）、7 d（1.75倍，P< 0.05）表达也显著的
增高，与对照组相比均具有统计学意义（P < 0.05），见图 3. C。

Parkin的凝胶电泳结果与 mRNA水平表达也基本一致，见图 3.

D。以上结果说明，在急性肝损伤时 Pink1/Parkin表达在 mRNA
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图 4急性肝损伤后 Pink1和 Parkin蛋白水平表达增多

Fig. 4 The western blot results of Pink1/Parkin after acute liver injury.

Note: Data were expressed as x± SD, n=3. *P< 0.05, **P< 0.01,
***P< 0.001, compared with sham group.

图 3急性肝损伤后 Pink1和 Parkin在 mRNA水平表达增加

Fig.3 The Real Time quality PCR results of Pink1 and Parkinafter acute
liver injury

Note: Data were expressed as x± SD, n=4. *P< 0.05, **P< 0.01,
***P< 0.001, compared with sham group.

图 1肝损伤不同时间血清 ALT和 AST水平变化

Fig.1 Effect of different time of ALI on the ALT (A) and AST (B) levels.

Note: Data were expressed as x± SD, n=7. *P< 0.05, **P< 0.01,
***P< 0.001, compared with sham group.

水平显著升高。

2.4 急性肝损伤时 Pink1/Parkin在蛋白水平表达增多

制备急性肝损伤模型成功后，提取肝脏组织蛋白，分别进

一步检测 Pink1/Parkin蛋白水平的表达，见图 4。Pink1在蛋白

水平表达具体如下，在肝损伤 1 d（2.03倍，P < 0.01）、4 d（1.78

倍，P < 0.01）、7 d（1.25倍，P < 0.05）表达均明显升高，且与对照
组相比均有统计学意义（P < 0.05），见图 4. A，B。进一步检测

Parkin在蛋白水平的表达，在肝损伤组 1 d（1.82倍，P< 0.01）、4
d（4.17倍，P < 0.001）、7 d（1.25倍，P < 0.05）也均显著升高，且

与对照组相比均有统计学意义（P < 0.001），见图 4. C，D。以上

研究结果说明在急性肝损伤后肝脏组织 Pink1/Parkin在蛋白的

水平表达均明显升高。

3 讨论

肝脏疾病是一个全球性的健康问题，特别是急性肝损伤伴

随着高死亡率[14]。目前已知急性肝损伤发病的分子机制过程涉

及自噬、氧化应激、细胞凋亡和坏死的复杂相互作用[15]。自噬是

一种维持稳态的降解过程，真核细胞通过溶酶体去除受损的细

胞器或细胞质成分，对于维持正常的细胞稳态和渗透压至关重

要[16]。自噬包括清除聚集的蛋白质，受损的线粒体，过氧化物酶

体，细菌和病毒[17]。虽然最初发现自噬可以增强细胞的存活，但

图 2 急性肝损伤小鼠肝脏病理切片（HE 10 × ，n=7）

Fig.2 HE dyed paraffin section of liver tissue in optical microscope

(HE 10 × , n=7)
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越来越多的证据表明自噬参与了各种生物事件[18]。自噬可以通

过为肝细胞提供能量或者降低氧化应激等方式保护由缺血再

灌注[19]或者 APAP[20]引起的急性肝损伤所诱导的肝细胞损伤。

在 APAP诱导的肝损伤模型中发现自噬通路被激活，并且

发现其与线粒体功能具有密切关联。APAP在临床中广泛应用

于解热镇痛，而 APAP的服用过程中有约 50%的患者会出现肝

脏的损伤，研究表明主要是由于 APAP被肝细胞色素 P450 2E1

代谢成活性中间体 N-乙酰基 -对苯醌亚胺（N-acetyl-P-benzo-

quinoneimine，NAPQI），然后通过与 GSH结合而解毒，而过量

的 NAPQI通过与细胞蛋白共价结合而消耗肝细胞 GSH，ATP

耗竭和氧化应激的产生，导致线粒体功能障碍[21]。Kabeya等人

研究显示大剂量的使用 APAP可以诱导小鼠肝细胞和原代培

养的肝细胞中自噬通路的激活，自噬通路的激活可以反过来保

护 APAP诱导的肝毒性[22]。当自噬增强时，LC3被促进与磷脂

酰乙醇胺（Phosphatidylethanolamine，PE）结合，PE共轭形式的

LC3（LC3-II）易位至自噬体膜，有助于形成双膜自噬体[23]。也有

研究报到，抑制自噬则会显著恶化 APAP诱导的肝损伤[24]。Lee

等人进一步研究报到，自噬可以通过降低氧化应激水平，从而

缓解线粒体的损伤，进而缓解肝细胞的损伤[22]。肝组织的氧化

应激对于肝组织的损伤以及纤维化的形成具有促进作用，应用

抗氧化剂硒、维生素 E、谷胱甘肽、丹参等抗氧化剂对于肝脏损

伤具有重要保护作用[25]。而自噬可以选择性地去除受损的细胞

器，尤其是线粒体，防止线粒体损伤所诱导的氧化应激和坏死

细胞进一步的死亡，起到重要的。

本研究通过在小鼠急性肝损伤模型不同时间内，观察

Pink1/Parkin的表达变化，并发现两者在损伤的肝组织中表达

明显升高。并且，其表达水平随着肝细胞损伤的缓解而减少。

Kim等人在 HCV和 HBV感染的的肝细胞中，观察发现线粒

体自噬相关蛋白 Pink1/Parkin 表达升高，并通过 RNA 干扰

（RNAi）的技术特异的降低 Pink1或者 Parkin 的表达，进一步

观察到病毒感染和肝细胞损伤增强[6]，此结果与本文肝损伤中

Pink1/Parkin分子水平的改变相一致。陶立德等人在大鼠肝脏

缺血再灌注损伤模型中发现丙二醛、髓过氧化物酶等氧化应激

标志物在缺血再灌注组表达异常，提示氧化应激水平升高[26]。

本研究组前期在急性肝损伤小鼠黑质中发现线粒体的功能损

伤 [13]，氧自由基产生增多，氧化应激水平升高，并且还发现

Pink1/Parkin参与线粒体自噬[27]，进一步说明 Pink1/Parkin在急

性肝损伤状态下的功能改变。但是，Pink1/Parkin在急性肝损伤

中到底扮演的角色，仍然需要进一步的研究和探讨。

综上可知，Pink1/Parkin通路不仅在神经系统疾病的发生

发展中具有重要的角色，在一些肺癌、直肠癌、胰腺癌、卵巢癌

等肿瘤中也具有一定的保护作用。而本研究证实 Pink1/Parkin

在急性肝损伤时也可能通过调控线粒体自噬从而起到保护作

用。根据 ALT/AST 水平和 Pink1/Parkin 的表达变化可看出，

Pink1/Parkin表达水平与 ALT/AST的表达有正相关关系。但

是，目前 Pink1/Parkin在急性肝损伤中的具体作用及机制，仍需

要进一步的研究及探讨。本文通过对 Pink1/Parkin的实验研究，

为急性肝损伤的发病的机制及治疗提供一种可能的机制假说

或治疗靶点。
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壁溢流排污和循环水泵抽吸双级过滤循环等。

(4)优化胶塞硅化前的硅化工艺。胶塞硅化是为了在表面涂

上一层硅油膜，减少胶塞在搬运过程当中药品与胶塞的摩擦，

避免由摩擦造成胶屑微粒，同时能够防止药品与胶塞在存贮过

程中发粘[26，27]。硅化是另一个很重要的胶塞硅化的工艺，量太多

太少都会造成胶塞不合格或影响药品的质量。所以，在硅化过

程时，根据胶塞清洗工艺选择适当的硅油粘度，为了保证硅化

厚度均一，也可采用超声波辅助硅油在清洗液中进行很好的扩

散。所以研发一种高效、经济、先进、合理的胶塞清洗、硅化工艺

值得探讨。

胶塞的质量直接影响着药品的质量，生产厂家应严格控制

原材料的质量，选择合适的供应商，加强胶塞与药品相容性试

验与稳定性试验，跟踪产品的市场销售情况和存在的不良反

应。同时，胶塞生产厂家应改进胶塞的配方和硅化的工艺，在丁

基胶塞和药品生产企业的协同合作下，解决胶塞对药品带来的

不良影响，提高药品的质量，保障用药的安全。
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