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PINK1/Parkin介导的线粒体自噬在力学失衡诱导终板软骨退变中的作用

郑 权,吴明凡,邵 松,孙良业,许俊胜　（安徽医科大学附属六安医院骨科，安徽 六安 237001）

［摘 要］　目的　检测脊柱失稳诱导终板软骨退变模型大鼠中线粒体自噬水平的变化，探讨PINK1/Parkin介导的线粒体自噬

在终板软骨以及椎间盘退变中的作用。方法　通过手术切除大鼠L2~L5棘上、棘间韧带，咬除L2~L5两侧关节突，构建大鼠脊柱失稳

模型。18只 SD大鼠分为正常组、退变组及羰基氰化物 3-氯苯腙（CCCP）组，每组 6只。正常组大鼠无特殊处理，退变组大鼠构建大

鼠脊柱失稳模型，CCCP组大鼠在构建大鼠脊柱失稳模型后于椎间盘注射5 μL CCCP （10 μmol/L ）。利用HE染色观察终板软骨及椎

间盘形态变化，番红-固绿染色观察终板软骨细胞外基质变化。 RT-PCR检测各组大鼠终板软骨组织中Ⅱ型胶原（COL-2A）、蛋白聚

糖（ACAN）、PINK1、Parkin mRNA 表达水平；Western blot检测 COL-2A、ACAN、PINK1、Parkin及线粒体膜蛋白 Tomm20、Timm23蛋白

表达水平变化。结果　与正常组比较，退变组大鼠椎间盘髓核破坏明显，终板软骨细胞外基质分泌减少；CCCP组大鼠椎间盘结构较

完整，终板软骨细胞外基质分泌较退变组明显增多。与正常组比较，退变组大鼠终板软骨组织 COL-2A、ACAN 表达均明显下调

（P<0. 05），线粒体自噬相关基因 PINK1 和 Parkin 表达显著降低（P<0. 05），线粒体膜蛋白 Tomm20 及 Timm23 表达增高（P<0. 05）；

CCCP组大鼠终板软骨组织COL-2A、ACAN、PINKI及Parkin表达较退变组均明显上调（P<0. 05），Tomm20及Timm23蛋白水平较退变

组明显下调（P<0. 05）。结论　大鼠脊柱失稳导致终板软骨PINK1/Parkin信号通路介导的线粒体自噬水平降低，从而诱导终板软骨

及椎间盘退变，激活线粒体自噬能够明显减轻终板软骨及椎间盘退变。
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The role of PINK1/Parkin-mediated mitophagy in mechanical imbalance-induced endplate cartilage degeneration
ZHENG Quan，WU Ming-fan，SHAO Song，SUN Liang-ye，XU Jun-sheng　（Department of Orthopedics，Lu´an Hospital of 
Anhui Medical University，Lu´an Anhui 237001，China）

Abstract: Objective　To detect the changes of mitophagy level in rats with endplate cartilage degeneration induced by spinal instability，
and explore the role of PINK1/Parkin-mediated mitophagy in endplate cartilage and intervertebral disc degeneration. Methods　 The rat 
spinal instability model was established by surgically removing the superspinal and interspinal ligaments of L2 to L5，and cleaning the bilateral 
articular processes of the L2 to L5. Eighteen SD rats were divided into the normal group，the degenerative group，and the carbonyl cyanide 
3-chlorophenylhydrazone （CCCP） group，with 6 rats in each group. The rats in the normal group had no special treatment，the rats in the 
degenerative group constructed a rat spinal instability model，and the rats in the CCCP group were injected with 5 μL of CCCP （10 μmol/L） 
in the intervertebral disc after the construction of spinal instability model. The changes of histomorphology in the endplate cartilage and 
intervertebral disc were abserved by HE staining，and the change of extracellular matrix of endplate cartilage was observed by safranin O-fast 
green staining. RT-PCR detected the mRNA expression of type Ⅱ collagen （COL-2A），aggrecan （ACAN），PINK1 and Parkin in each group.
The changes of the protein expression levels of COL-2A，ACAN，PINK1，Parkin and mitochondrial membrane proteins of Tomm20 and 
Timm23 were detected by Western blot. Results　Compared with the normal group，the intervertebral disc nucleus pulposus of rats in the 
degenerative group was significantly destroyed and the secretion of extracellular matrix of endplate chondrocytes decreased；while the 
structure of intervertebral discs for rats in the CCCP group was more intact，and the secretion of extracellular matrix of endplate chondrocytes 
was significantly increased compared with that in the degenerative group. Compared with the normal group，the expression of COL-2A and 
ACAN in endplate cartilage tissues of rats in the degenerative group were significantly down-regulated （P<0. 05），the expression of mitochon⁃
drial autophagy-related genes of PINK1 and Parkin were significantly decreased （P<0. 05），and the expression of mitochondrial membrane 
proteins of Tomm20 and Timm23 were increased （P<0. 05）. Compared with the degenerative group，the expression of COL-2A，ACAN，PINKI and 
Parkin in the endplate cartilage tissue of rats in the CCCP group were significantly up-regulated （P<0. 05），and the protein levels of Tomm20 and 
Timm23 were significantly down-regulated （P<0. 05）. Conclusion　Rat spinal instability leads to a decrease level of mitophagy mediated by 
PINK1/Parkin signaling pathway in endplate cartilage，thereby inducing endplate cartilage and intervertebral disc degeneration，and the 
activation of mitophagy can significantly reduce endplate cartilage and intervertebral disc degeneration.
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椎间盘退变是引起颈腰痛及神经损害的重要因

素，而椎间盘退变主要由异常应力、细胞衰老、炎性介

质分泌以及营养供应障碍等引起。目前认为终板途

径是椎间盘营养供应的主要途径，终板软骨为透明软

骨，终板软骨细胞分泌的Ⅱ型胶原（type Ⅱ collagen,
COL-2A）、蛋白聚糖（aggrecan,ACAN）等细胞外基质对

于椎间盘的营养供应以及形态维持都具有重要的作

用[1]。有研究表明，终板软骨的损伤可使相邻椎间盘

的压力分布发生改变，髓核内营养供应减少，从而诱

导椎间盘退变[2]。研究显示，异常力学刺激是导致终

板软骨退变的主要因素，脊柱稳定性降低会导致椎间

盘内应力异常，直接导致终板软骨及椎间盘退变[3]。

然而异常应力诱导终板软骨退变的机制仍需进一步

深入研究。

自噬是细胞降解和再利用功能异常蛋白质和其

他大分子物质的过程，通过自噬降解及重复利用细胞

内部结构，有助于细胞适应外界的刺激及存活。线粒

体自噬作为一种选择性自噬，能够清除细胞内受损的

线粒体，维持细胞内环境及功能稳定。目前认为线粒

体自噬主要是由 PINK1/Parkin 信号通路以及不依赖

PINK1 的受体介导[4]。PINK1/Parkin 信号通路作为介

导线粒体自噬重要且较为成熟的信号通路，具有维持

软骨细胞功能的作用[5]。有研究表明，在关节软骨退

变过程中，由 PINK1/Parkin 信号通路介导的线粒体自

噬水平明显降低，过表达 Parkin基因能够明显提高软

骨细胞 COL-2A、ACAN 等细胞外基质的水平，从而减

轻关节软骨退变[6]。终板软骨与关节软骨同属透明软

骨，但线粒体自噬对于应力刺激诱导终板软骨退变的

影响及作用机制目前尚未见报道。本研究通过构建

大鼠脊柱失稳模型，探讨力学失衡条件下PINK1/Parkin
信号通路介导线粒体自噬对于终板软骨退变的影响，

以期为椎间盘退变的相关机制研究提供参考。

1　材料与方法

1. 1　实验动物

清洁级 SD大鼠 18只（10周龄），雌雄不限，体质量

（180±20）g，上海西普尔一必凯实验动物有限公司提

供，许可证号：SCXK（沪）2022-0035。本研究获安徽医

科大学附属六安医院实验动物伦理委员会批准

（20220407001）。

1. 2　试剂和仪器

DMEM/F12（美国 Hyclone 公司）；胎牛血清（美国

Gibico 公司）；胰蛋白酶、COL-2A 酶（美国 Sigma-

Aldrich公司）；TRIzol（美国 Invitrogen公司）；PCR反应

体系和反转录试剂盒（美国 Fermentas 公司）；RT-PCR
仪（德国 Roche 公司，LightCycler 480）；NanoDrop 2000
（美国 Thermo&Scientific 公司）；Odyssey红外成像系统

（英国 Li-Cor 公司）；羰基氰化物 3-氯苯腙（carbonyl 
cyanide 3-chlorophenylhydrazone，CCCP）；兔抗鼠COL-2A
抗体（美国Cell Signaling Technology公司，1：1 000）；兔

抗鼠 ACAN、Parkin 抗体（英国 Abcam 公司，1：1 000），

兔 抗 鼠 PINK1、Tomm20、Timm23 抗 体（美 国 Cell 
Signaling Technology公司，1：1 000），山羊抗兔二抗（美

国Bioworld Technology公司，1：5 000）。

1. 3　大鼠脊柱失稳模型的构建及分组

取 18只 SD大鼠，分为正常组、退变组及CCCP组，

每组 6只。正常组大鼠未做任何处理。退变组：大鼠

以 6. 5% 的水合氯醛 0. 055 mL/kg 腹腔注射麻醉后取

俯卧位，固定四肢，腰背部剃毛备皮约 4 cm×8 cm，

消毒铺单，沿腰背部棘突作后正中切口，切开皮肤后，

沿骨膜下剥离。用咬骨钳去除L2~L5的棘上韧带、棘间

韧带以及两侧关节突，切断棘突两侧的棘旁肌，逐层

缝合皮下筋膜、皮肤。术后连续 3 d，每只 SD大鼠给予

青霉素 5万U肌肉注射。CCCP组：在退变组手术基础

上，参考 Kim 等[7]的方法沿纤维环紧贴终板软骨向椎

间盘注射 CCCP（10 μmol/L）5 μL。所有大鼠单笼饲

养，连续饲养16周。

1. 4　石蜡切片的制作及组织染色

包埋与切片：实验结束后处死各组大鼠，获取

L2~L5椎间盘组织，4% 多聚甲醛固定 24 h，EDTA 液中

脱钙 1个月，流水冲洗干净，常规脱水、透明、浸蜡、包

埋。将蜡块置于切片机上切片，取 5 μm厚的切片，置

于载玻片上，37 ℃烘片过夜，标记后进行组织染色。

HE染色：切片脱蜡、脱水，苏木精染色 3 min，自来水冲

洗；1％盐酸酒精分化，流水冲洗 10 min，伊红染色

2～3 min，自来水冲洗，梯度脱水后中性树胶封片后

观察。番红-固绿染色：石蜡切片常规脱蜡，自来水冲

洗 30 s，固绿染色 5 min；自来水冲洗 1 min，番红染色

5 min。1% 冰醋酸分色 1 s，95% 乙醇脱水 2 次，每次

1 min，100% 乙醇脱水 2 次，每次 1 min，二甲苯透明

2次，每次5 min，中性树胶封固后观察。

1. 5　RNA提取及 RT-PCR
取各组大鼠的椎间盘组织，在 4 倍解剖显微镜下

用尖刀切开，刮除髓核及纤维环，获取终板软骨放入
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研钵中，研磨至粉末状。常规 TRIzol法提取终板软骨

组织的RNA，NanoDrop 2000检测RNA的浓度与纯度；

取 1 μg 总 RNA，采用一步法 20 μL 体系 [DEPC 水

12. 5 μL，Oligo dT（100 mol/L）1 μL，5×反转录缓冲液

4 μL，200 U反转录酶0. 5 μL，dNTP（浓度为10 mmol/L）
2 μL]反转录合成 cDNA，将 cDNA 稀释 5 倍，按 20 μL
体系在设定的程序下进行PCR扩增，相关引物见表 1。
反应条件：95 ℃预变性 30 s；95 ℃变性 5 s，60 ℃退火延

伸 25 s，扩增 50个循环。以GAPDH为内参，灭菌超纯

水作为阴性对照，每个模板设置 3个复孔，结果使用相

对定量2-△△Ct法分析。

1. 6　蛋白提取及Western blot
分离获取终板软骨组织，尽量剪碎研磨至粉末

状，采用RIPA蛋白提取缓冲液和蛋白酶抑制剂 PMSF

提取总蛋白，BCA试剂盒测定蛋白浓度，取 20 μg蛋白

样品，十二烷基磺酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳，湿转法

转膜，5%脱脂牛奶室温封闭 1 h，加入一抗后 4 ℃孵育

过夜，洗涤后加入二抗室温孵育 1 h，Odyssey 机器成

像。采用 Image J软件测定蛋白条带灰度值，目标蛋白

灰度值与 GAPDH 灰度值的比值为蛋白相对表达

水平。

1. 7　统计学处理

实验数据采用 SPSS 22. 0 软件进行分析，结果以

均数±标准差（x-±s）表示，多组间数据比较采用单因素

方差分析，组间两两比较采用 LSD-t检验。α=0. 05 为

检验水准，P<0. 05为差异有统计学意义。

2　结果

2. 1　力学失衡对大鼠椎间盘组织形态的影响

HE 染色显示，退变组大鼠脊柱失稳诱导的椎间

盘组织破坏明显，终板软骨及纤维环结构也明显受

损；而CCCP组大鼠椎间盘与退变组比较，髓核较为完

整，终板软骨及纤维环结构受损较轻，见图1。
番红-固绿染色结果显示，退变组大鼠脊柱失稳

诱导的髓核及终板软骨细胞外基质分泌均较正常组

明显减少，CCCP 组大鼠中终板软骨细胞外基质分泌

较退变组明显增多，见图2。

a:正常组；b：退变组；c：CCCP组

图1　各组大鼠椎间盘组织HE染色

表1　RT-PCR 引物序列

引物

COL-2A

ACAN

PINK1

Parkin

GAPDH

引物序列（5′→3′）
上游CCTGAAACTCTGCCACCCAG
下游GTTCTTCCGAGGCACAGTCG
上游ACACCCCTACCCTTGCTTCT
下游AAAGTGTCCAAGGCATCCAC
上游CTGCAGATGCTGTTTCTGGC
下游AGCCACCTTCTTCAGCCTTC
上游CCTGCAAACAAGCAACCCTC
下游TCAAAGCTACCGACGTGTCC

上游CTCAACTACATGGTCTACATGTTCCA
下游 CTTCCCATTCTCAGCCTTGACT

长度（bp）
151

124

172

177

81

a:正常组；b：退变组；c：CCCP组

图2　各组大鼠椎间盘组织番红-固绿染色
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2. 2　力学失衡诱导大鼠终板软骨退变

RT-PCR结果显示，与正常组比较，退变组大鼠脊

柱失稳诱导的终板软骨组织中 ACAN、COL-2A mRNA
的表达明显下调（P<0. 05）；而 CCCP 组大鼠终板软

骨组织中 ACAN、COL-2A mRNA 的表达明显增高

(P<0. 05），见图 3a。Western blot 结果显示，退变组大

鼠终板软骨中ACAN、COL-2A蛋白水平较正常组明显

降低（P<0. 05），而 CCCP 组大鼠终板软骨中 ACAN、

COL-2A 蛋 白 水 平 较 退 变 组 明 显 增 高（P<0. 05），

见图3b、c。

2. 3　PINK1/Parkin 信号通路介导的线粒体自噬在终

板软骨组织中的表达

RT-PCR结果显示，与正常组比较，退变组大鼠终

板软骨PINK1、Parkin mRNA表达明显降低（P<0. 05）；

CCCP组大鼠终板软骨组织 PINK1、Parkin mRNA 表达

较退变组明显增高（P<0. 05），见图 4a。此外，Western 
blot 结果显示，退变组大鼠终板软骨 PINK1 及 Parkin
蛋白水平较正常组均明显降低（P<0. 05），而线粒体蛋

白 Tomm20 及 Timm23 水平较正常组增高（P<0. 05）；

CCCP 组大鼠终板软骨中 PINK1 及 Parkin 蛋白水平较

退变组明显增高（P<0. 05），线粒体蛋白 Tomm20 及

Timm23水平较退变组明显降低（P<0. 05），见图4b、c。

3　讨论

椎间盘作为人体最大的无血管组织，其营养供应

主要依赖椎体两端终板软骨以及外层纤维环的渗透

作用。终板软骨是连接椎体与椎间盘的薄层透明软

骨，其特殊结构能够维持椎间盘的形态及功能的稳

定。一方面，终板软骨分泌的 COL-2A、ACAN 等细胞

外基质有利于营养物质向椎间盘的运输[8]；另一方面，

终板软骨对于椎体与椎间盘之间的力学传递具有重

要的缓冲作用[8]。研究显示，终板退变是椎间盘退变

的始动因素，维持终板软骨的正常功能对于椎间盘退

变的防治起着决定性作用[9]。在肌肉及周围韧带的保

护下，椎间盘通常处于静态平衡或者动态平衡，而一

旦这种平衡被打破，脊柱稳定性丧失，就会导致椎间

关节退变，椎间盘异常应力，进而引起椎间盘退变[10]。

本研究通过破坏大鼠脊柱后方结构，构建脊柱失稳模

型，结果显示，脊柱失稳能够明显诱导椎间盘退变，终

板软骨细胞外基质的主要成分 COL-2A以及 ACAN 的

合成减少；因此，我们认为脊柱失稳引起的力学失衡

导致终板软骨退变，终板营养途径障碍诱导椎间盘退

变，改善终板软骨的功能可延缓椎间盘退变。

线粒体是真核动物细胞进行生物氧化和能量转

换的主要场所，线粒体功能障碍与软骨细胞退变密切

相关。线粒体受损以及功能障碍导致细胞内活性氧

a：各组mRNA表达量；b:各组蛋白表达电泳条带；c：各组蛋白表达水平定量分析   *：P<0.05
图3　各组终板软骨组织中ACAN和COL-2A mRNA及蛋白表达

a：各组mRNA表达量；b:各组蛋白表达电泳条带；c：各组蛋白表达定量分析   *：P<0.05
图4　各组终板软骨组织中线粒体自噬相关mRNA及蛋白表达量
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及氧化应激水平增高，进而影响软骨细胞合成及分解

代谢，最终导致软骨细胞退变[11]。因此，适时清除老化

和损伤的线粒体对于软骨细胞功能维持具有重要的

作用。线粒体自噬能够选择性地清除细胞内受损或

功能障碍的线粒体，降低细胞内活性氧水平，从而维

持软骨细胞的内环境及功能稳定[12]。有研究表明，

PINK1/Parkin信号通路介导的线粒体自噬水平降低能

够抑制关节软骨合成代谢，从而促进关节软骨退变[13]。

然而，在力学失衡诱导的终板软骨退变过程中线粒体

自噬水平的变化及作用机制目前仍不清楚。本研究

结果显示，脊柱失稳模型中终板软骨细胞中 PINK1/
Parkin 信号通路被抑制，线粒体膜蛋白 Tomm20 和

Timm23水平增高，说明线粒体自噬水平降低导致线粒

体蛋白降解减少；在脊柱失稳模型中给予线粒体自噬

激动剂CCCP激活线粒体自噬后，终板软骨中COL-2A
及 ACAN 表达升高，终板软骨及椎间盘的退变均明显

减轻。由此可见，脊柱失稳导致的异常应力能够通过

抑制线粒体自噬影响终板软骨细胞合成及分解代谢，

进而诱导终板软骨退变，但异常应力刺激调控PINK1/
Parkin信号通路介导线粒体自噬的具体机制仍待进一

步研究。
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