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Parkin通过介导通过介导 PINK 1/Parkin线粒体自噬信号通路加速小鼠线粒体自噬信号通路加速小鼠
帕金森病发展及加剧神经炎症发生帕金森病发展及加剧神经炎症发生
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摘要：目的  探讨E3 泛素连接酶Parkin缺失造成的线粒体自噬障碍在帕金森病（PD）神经炎症中的作用。方法  建立MPTP-PD

模型，野生型（WT）小鼠和Parkin-/-小鼠连续腹腔注射MPTP 5 d建立PD小鼠模型，分别设置对照组：WT-PBS组、Parkin-/--PBS

组；PD建模组：WT-MPTP组、Parkin-/--MPTP组，8只/组，对照组连续5 d注射等量的PBS。建模1周后，通过旷场实验评估WT

小鼠与Parkin-/-小鼠的运动行为；通过脑切片免疫荧光和Western blotting检测 Parkin缺失对PD发展以及神经炎症的影响；通过

PINK 1/Parkin 信号通路变化，探讨 Parkin 调控线粒体自噬对 PD 神经炎症发生的分子机制。结果  与 WT-MPTP 组相比，

Parkin-/--MPTP 组小鼠运动功能下降（P<0.001），脑内 TH+神经元减少并且 α-突触核蛋白（α-syn）积累增加；神经炎症相关

GFAP和 I-ba1阳性细胞数量增加（P<0.001）。Parkin缺失影响PINK1/Parkin介导的线粒体自噬，导致mtDNA增多以及炎症相

关蛋白STING和NLRP3炎症小体的表达上调（P<0.01）。结论  Parkin通过调节PINK1/Parkin信号通路加速了小鼠帕金森病发

展及神经炎症发生，为后期研究Parkin基因隐性遗传早发性帕金森病发病机制及其治疗奠定了实验基础。
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Parkin deletion affects PINK1/Parkin-mediated mitochondrial autophagy to exacerbate 
neuroinflammation and accelerate progression of Parkinson's disease in mice
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Abstract: Objective  To investigate the role of mitochondrial autophagy disorder caused by deletion of E3 ubiquitin ligase 
Parkin in neuroinflammation in a mouse model of MPTP-induced Parkinson's disease (PD). Methods  Wild-type (WT) male 
C57BL/6 mice and Parkin-/- mice were given intraperitoneal injections with MPTP or PBS for 5 consecutive days, and the 
changes in motor behaviors of the mice were observed using open field test. The effects of Parkin deletion on PD development 
and neuroinflammation were evaluated using immunofluorescence and Western blotting. The changes of the PINK 1/Parkin 
signaling pathway in the midbrain substantia nigra of the mice were examined to explore the molecular mechanism of Parkin-
mediated regulation of mitochondrial autophagy and its effect on neuroinflammation in PD mice. Results  Compared with 
their WT counterparts, the Parkin-/- mice with MPTP injections exhibited significant impairment of motor function with 
decreased TH+ neurons, increased α-synuclein (α-syn) accumulation, and increased numbers of GFAP+ and I-ba1+ cells in the 
midbrain substantia nigra. Parkin deletion obviously affected PINK1/Parkin-mediated mitochondrial autophagy to result in 
significantly increased mtDNA and upregulated expressions of STING and NLRP3 inflammatosomes in the midbrain 
substantia nigra of MPTP-treated transgenic mice. Conclusion  Parkin deletion causes mitochondrial autophagy disorder to 
accelerate PD progression and exacerbates neuroinflammation in mice by affecting the PINK1/Parkin signaling pathway, 
suggesting the important role of Parkin in early pathogenesis of PD.
Keywords: Parkinson's disease; Parkin; neuroinflammation; mitochondrial autophagy

帕金森病（PD）是老年人中第2常见的神经退行性

疾病，对老年人身体健康造成重大影响［1］。PD核的心病

理特征包括黑质致密部多巴胺能神经元过量死亡以及

运动功能障碍，并伴有α-突触核蛋白的异常积累［2， 3］。

PD现在被认为是一种多系统疾病，具有显著的神经炎

症和免疫功能障碍［4， 5］。

线粒体功能障碍在散发型和家族性帕金森病中发

挥核心作用。有研究表明，线粒体自噬可以清除功能失

调的线粒体来维持细胞稳态，线粒体自噬失调会造成线

粒体ROS上升、氧化应激损伤以及细胞死亡［6-8］。黑质

致密部的多巴胺能神经元由于基础能量代谢高等特征，

更易受氧化应激损伤的影响，常用于帕金森小鼠建模的

药物如1-甲基-4-苯基-1，2，3，6-四氢吡啶（MPTP）、鱼藤
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酮素等可以引发线粒体氧化应激导致多巴胺神经元死

亡，而线粒体自噬提供一种保护机制，可防止多巴胺神

经元的过度死亡［9， 10］。因此，探究线粒体自噬的调控机

制对研究PD的发生和治疗有重要意义。

Parkin（PARK2）是一种 E3 泛素连接酶，与常染色

体隐性遗传家族型帕金森病的发生有关，受 PINK1的

调节，在维持线粒体功能和完整性中起重要作用［11， 12］。

PINK1/Parkin信号通路是线粒体自噬的主要通路，在线

粒体自噬发生时，PINK1将Parkin募集到线粒体膜上，

然后Parkin泛素化线粒体外膜上的蛋白质并募集p62

（一种衔接蛋白），靶向功能失调的线粒体及线粒体自噬

清除［13， 14］。有研究表明在Parkin 突变的 PD 患者中生

成了诱导多能干细胞衍生的中脑神经元，Parkin 被证明

可 以 防 止 线 粒 体 膜 通 透 性 ，阻 碍 线 粒 体 DNA 

（mtDNA） 逃逸并检测到小胶质细胞过度表达促炎细胞

因子的上调［15］。

Parkin介导的线粒体自噬已被广泛研究，但Parkin

突变是否通过调控线粒体自噬途径促进帕金森病发病

和神经炎症发生的机制仍未完全明确［16， 17］。实际使用

Parkin敲除鼠模型较少，这是由于Parkin缺陷小鼠表现

出与人类不同的表型，大多数PD小鼠模型不表现出在

这些基因突变的患者中观察到的早发性PD症状［18， 19］。

因此本研究尝试在Parkin敲除的基础上通过腹腔注射

神经毒素MPTP，寻求建立一种稳健的Parkin敲除鼠早

发性PD模型，并且将神经炎症发生和线粒体自噬的关

键基因Parkin联系起来，探究了Parkin缺失引发的线粒

体自噬障碍在帕金森病及其神经炎症的发展中的作用。

以期为研究Parkin缺失的早发性帕金森病提供潜在的

治疗靶点。

1  材料和方法

1.1  材料

1.1.1  抗体及试剂   MPTP（Sigma-Aldrich，兔抗GFAP、

兔抗Iba-1（BIOSS）；鼠抗NLRP3（Affinity Biosciences）；

兔抗TH、兔抗LC3B（abcam）、鼠抗β-actin、鼠抗p62、鼠

抗 Parkin、鼠 抗 PINK1、鼠 抗 STING、鼠 抗 dsDNA

（Santa Cruz Biotechnology）；驴抗兔Cy3、驴抗兔Alexa 

Fluor 488、驴抗鼠Alexa Fluor 488（Jackson Lab）；DAPI

染液（碧云天）；抗荧光淬灭封片剂（Invitrogen）。

1.1.2  实验动物   成年雄性C57BL/6小鼠（8~10周）购

自合肥青源动物科技有限公司，Parkin+/-杂合小鼠购自

赛业（苏州）生物科技有限公司，Parkin-/-纯和基因敲除小

鼠由Parkin+/-杂合小鼠交配繁殖而来。所有动物护理和

程序均按照国家和国际指导方针进行，实验中动物的使

用和实验程序均经蚌埠医科大学实验动物管理和伦理

委员会批准（伦理批号：2023-178）。

1.2  方法

1.2.1  MPTP-PD小鼠模型构建与行为学检测   将野生

型（WT）小鼠和Parkin-/-小鼠分为4组，WT-PBS组、WT-

MPTP组、Parkin-/--PBS组、Parkin-/--MPTP组，8只/组。

采用亚急性中毒模型研究Parkin缺失对小鼠PD

发展以及神经炎症的作用。向野生型（WT）和 Parkin-/-

小鼠腹腔分别注射MPTP 30 mg/kg，1次/d，连续5 d。对

照组采用连续5 d注射相同体积的PBS。采用旷场实验

测试小鼠的运动行为。测试前，先让小鼠在试验室不受

干扰地适应30 min，然后置于旷场箱中央，让其自由探

索 10 min，通过 Any-maze 视频跟踪软件（V7.33，

Stoelting）测量行动距离和中心区停留时间。

1.2.2  小鼠脑冷冻切片及免疫荧光   小鼠腹腔注射1%

戊巴比妥麻醉后进行心脏灌注取脑，大脑在4%多聚甲

醛中固定24 h，然后采用梯度脱水的方法，将鼠脑依次

放在15%、20%、25%的蔗糖溶液中脱水，-80 ℃冷冻放

置。冷冻脑包埋在OCT化合物（Sakura， 4583）中，采用

冷冻切片机（CM1950，Leica）将灌注的大脑切成13 µm

厚的冠状面切片，并收集在涂有明胶的载玻片上。

经 2% BSA、10% 驴血清和 0.2%Triton X-100 封

闭 1 h后，将以下一抗与样本置于 4 ℃孵育过夜，检测

小鼠脑内炎症水平：兔抗 IBA1（1∶200），鼠抗 NRPL3

（1∶200）和兔抗GFAP（1∶300）；黑质TH+神经元损失和

α-syn积累：兔抗TH（1∶500）和兔抗α-syn（1∶500）；线粒

体自噬功能：鼠抗dsDNA（1∶500）。次日，室温与二抗

Alexa Fluor 488（1∶500）或Cy3（1∶800）避光孵育1 h后，

DAPI孵育15 min抗荧光淬灭封片剂封片，双光子激光

共聚焦显微镜Olympus（FV-1200MPE SHARE）检测荧

光表达［20］。

1.2.3  Western blotting检测   提取WT-PBS组、WT-MPTP

组、Parkin-/--PBS组、Parkin-/--MPTP组小鼠中脑组织，用

含有蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑制剂的RIPA缓冲液制备

小鼠中脑脑蛋白提取物，经超声破碎后，4 ℃，12 000 r/min

离心30 min，收集上清。加入5×SDS PAGE蛋白上样缓

冲液稀并煮沸。用BCA法测定蛋白质浓度，各组样品

均取 20 μg 总蛋白进行 SDS-PAGE（恒压 120 V），电

转至PVDF膜上（恒流340 mA），加入封闭液（3% BSA）

封闭 1 h，一抗分别使用鼠抗 β-actin（1∶1000）、 鼠抗

p62（1∶1000）、鼠抗 Parkin（1∶1000）、鼠抗 PINK1（1∶

1000）、兔抗LC3B（1∶5000），鼠抗STING（1∶1000），鼠

抗NRPL3（1∶1000）孵育， 4 ℃过夜。次日，洗去一抗，加

入二抗羊抗小鼠 IgG-HRP和羊抗兔 IgG-HRP抗体，室

温孵育 1 h，ECL化学显影液显影条带，经凝胶成像仪

（BIO×RAD）进行图像采集，用 ImageJ软件对蛋白表达

情况进行分析，检测多巴胺神经元标志物TH蛋白表达

量以及PINK1/Parkin信号通路以及炎症相关蛋白表达
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量的变化。

1.3  统计学分析

采用GraphPad Prism8.01软件进行统计学分析，实

验数据均用均数±标准差表示，组间差异采用单因素方

差分析检验，以P<0.05为差异具有统计学意义。

2  结果

2.1  Parkin缺失对MPTP-PD小鼠运动功能的影响

WT和Parkin -/-小鼠建立PD模型及旷场行为学测

试时间轴 （图1A） ，与WT-PBS组和Parkin -/--PBS组相

比，WT-MPTP组和Parkin-/--MPTP组小鼠在旷场中的

自主行为，探究行为均减少并且运动距离降低（P<0.001，

图 1B、C）。与 WT-MPTP组相比，Parkin-/--MPTP组小

鼠在整个场地移动距更低（图1C、D），在旷场中心区域

的停留时间减少（P<0.01，图1E）。

2.2  Parkin缺失对MPTP小鼠帕金森病变及α-syn变化

的影响

Western blotting 结 果 显 示 WT-MPTP 组 和

Parkin -/--MPTP组小鼠中脑黑质部位TH蛋白表达量均

减少，并且Parkin -/--MPTP的小鼠中TH蛋白表达量下

降更多（P<0.001， 图2C）。与此同时，对各组小鼠黑质

部位TH+神经元免疫荧光染色代表图也显示Parkin敲

除后TH+神经元的减少，而WT-PBS组和Parkin-/--PBS
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图1　WT及Parkin-/-小鼠注射MPTP后运动行为测试
Fig.1　Behavioral test of wild-type (WT) and Parkin-/- mice after MPTP injection. A: Flow chart of MPTP-PD 
modeling in the mice. B: Heat map of movement of the mice in open field tests. C: Motion trajectory graph 
of the mice. D, E: Statistics of total movement distance and the distance in the central area of the mice in 
open field test. **P<0.01, ***P<0.001.
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组TH+神经元没有明显差异（图2 A、B）。

免疫荧光检测结果显示MPTP处理导致WT-MPTP

组和Parkin-/--MPTP组小鼠α‑syn的积累，并且 Parkin -/--

MPTP小鼠显示出α-syn积累增多（图2C）。

2.3  Parkin缺失对脑内胶质细胞激活和神经炎症发展的

影响

免疫荧光检测结果显示，与对照组相比，WT-

MPTP 组和 Parkin-/--MPTP 组小鼠中脑部位 GFAP+和

Iba-1+细胞数量增多（P<0.001，图3C、D）。与 WT-MPTP

小鼠相比，Parkin-/-小鼠给药 MPTP 后脑内 GFAP 和

Iba-1 数量增加（P<0.001，图 3C、D）。同时，通过

NLRP3 炎症小体和 Iba-1 的三重免疫荧光检测，

Parkin-/--MPTP组NLRP3的平均荧光强度比WT-MPTP

组水平升高（图 3B）。Parkin-/--PBS组与WT-PBS组相

比，在没有MPTP刺激的情况下小胶质细胞的数量也有

所上升 （P<0.05），并伴随NLRP3炎症小体的增加。

2.4  PINK1/Parkin信号通路影响帕金森病发展的分子

机制

对线粒体自噬相关蛋白的检测结果显示，与WT-

PBS小鼠相比，WT-MPTP组小鼠中脑黑质部位与线粒

体自噬激活有关的 PINK1和 Parkin表达水平均升高

（P<0.01，图 4B、C）。与 WT-MPTP小鼠相比，Parkin-/--

MPTP 小鼠脑内线粒体自噬调节蛋白 p62 增多（P<

0.01，图4B、C），与线粒体自噬程度呈负相关；但与自噬
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图2　WT和Parkin-/-小鼠MPTP诱导的帕金森病变
Fig.2　MPTP-induced Parkinson's disease in WT and Parkin-/- mice. A: Immunofluorescence staining of 
dopaminergic neuron markers TH (red) and DAPI (blue). B: Protein expression level of TH in the 
midbrain substantia nigra. C: Analysis of TH protein expression. D: Immunofluorescence staining of 
α-syn (red) and DAPI (blue) in the mouse midbrain. **P<0.01, ***P<0.001.
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图3　Parkin-/-小鼠MPTP诱导神经炎症加剧
Fig.3　Parkin deletion increased neuroinflammation induced by MPTP in mice. A: Immunofluorescence staining of astrocyte 
markers GFAP (red) and DAPI (blue). B: Co-staining of microglial marker I-ba1 (red) and NLRP3 (green) inflammasomes. C: 
Analysis of GFAP+ cell count (%). D: Analysis of I-ba1+ cell count (%).**P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.0001.

··2363



J South Med Univ, 2024, 44(12): 2359-2366 http://www.j-smu.com

体清除有关的LC3B表达量下降（P<0.01，图4B、C）。

免疫荧光检测结果显示，在WT-PBS中dsDNA主要

呈现圆形核轮廓，而注射MPTP 2周后，WT-MPTP组和

Parkin-/--MPTP组中dsDNA的强度均升高，在细胞质和

细胞核中的分布均增加，在 Parkin-/--MPTP组dsDNA的

强度增加更明显，范围更大（图4A）。而与炎症相关的基

因STING和NLRP3表达均上调（P<0.05），与dsDNA的

强度呈正相关（图4B、C）。

3  讨论

编码蛋白Parkin 的 PARK2基因突变常导致常染

色体隐性遗传青少年帕金森病（ARJP）［21， 22］。但Parkin

缺陷的小鼠和人类的表型不同，本研究发现Parkin小鼠

早期（8~10周）并不表现出PD的典型特征，如明显的运

动障碍以及黑质TH+神经元的减少等，并且脑内炎症反

应也较低，不能直接作为 PD的模型来使用。而利用

MPTP注射Parkin基因敲除小鼠建立的早发性Parkin-/--

PD小鼠，为阐明PD发展过程所涉及的机制提供了一个

很好的模型。

炎症是一种针对致病理性刺激或组织损伤的高度

调节机制，旨在保护宿主免受致损伤因子的侵害并促进

组织修复［23， 24］。在生理条件下，中枢神经系统（CNS）小

胶质细胞和星形胶质细胞通过释放神经营养因子、突触

重塑等方式不断监视脑实质以维持神经系统稳态。而

毒素或者环境因素影响导致小胶质细胞慢性和过度激
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Fig. 4　Molecular mechanism of Parkin-mediated regulation of mitochondrial autophagy in midbrain 
substantia nigra. A: Immunofluorescence assay showing abnormal mitochondrial autophagy (white 
arrows) in Parkin-/- mice with MPTP injection. B: Western blotting for detecting protein changes in Parkin-
mediated regulation of mitochondrial autophagy and neuroinflammation. C: Scanning densitometry for 
semi-quantitative analysis of the protein expression levels. *P<0.05, **P<0.01 vs WT-MPTP.
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活增加了炎症风险，被认为是PD的驱动因素之一［25， 26］。

本研究显示Parkin敲除和MPTP处理均可导致慢性星

形胶质细胞和小胶质细胞活化，而Parkin敲除能够加速

小鼠星型胶质细胞和小胶质细胞激活，显著促进小鼠运

动功能障碍和黑质多巴胺能神经元的丢失以及α-syn积

累，表明了Parkin基因的缺陷增加了神经元的脆弱性，

对神经炎症的发展也起到重要的促进作用，成为促PD

发展的重要因素［27］。

目前许多研究都集中在Parkin泛素化与小胶质细

胞激活及NLRP3炎症小体之间的关系。如有报道称

NLRP3炎症小体是神经元中Parkin的底物，而炎症小

体的激活与包括PD在内的几种神经退行性疾病的进展

有关［28， 29］。在LPS处理的小鼠中，Parkin缺乏加剧了小

胶质NLRP3炎症小体的过度活化，促进了运动功能障

碍和多巴胺能神经元的丢失［30］。在此基础上，本研究发

现在MPTP-PD小鼠模型中通过Parkin缺失导致的线粒

自噬体功能障碍，可以引发NLRP3炎症小体过度激活

并参与了PD发展。另外，有研究结果显示小鼠受到急

性（竭力运动诱导）或慢性（mtDNA 突变诱导）线粒体氧

化应激，在没有 Parkin 或 PINK1 的情况下，STING的

遗传性失活这种能够拯救了黑质中的多巴胺能神经元

变性，并降低中的促炎细胞因子［31］。本研究同时也验证

了Parkin缺失后，PINK1/Parkin信号通路受阻可导致未

被降解的 dsDNA（mtDNA）增加触发 cGAS-STING信

号途径的激活，表明Parkin靶向STING通路可能是减

轻PD神经炎症病理的潜在治疗策略。

Parkin和神经炎症的发生密切相关，但Parkin依赖

的线粒体自噬和PD神经炎症发生之间的关系未完全探

索［32］。 因此，本研究使用Parkin敲除小鼠并通过腹腔注

射神经毒素MPTP，将Parkin敲除引发的PD病理表型

和炎症表型表现出来，还将Parkin缺失带来的PD病理

和炎症反应与Parkin依赖的线粒体自噬联系起来。更

重要的是我们通过对PINK1/Parkin线粒体自噬信号通

路的研究以及胞质 mtDNA 的变化，很好地解释了

Parkin依赖的线粒体自噬在PD中的重要作用，建立的

Parkin基因敲除鼠早发性PD模型也反向验证了Parkin

介导线粒体自噬障碍时能够加剧PD神经炎症发展。

总之，本研究表明 Parkin通过介导 PINK1/Parkin

线粒体自噬信号通路调控帕金森病以及神经炎症发

展的机制，为Parkin缺陷遗传性帕金森病的治疗奠定

基础。
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