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摘 要:目的 研究重症急性胰腺炎患者外周血PINK1/Parkin的表达及与凋亡因子的相关性。方法 收集64例急性

胰腺炎患者,其中22例轻症急性胰腺炎(MAP)、20例中度重症急性胰腺炎(MSAP)、22例重症急性胰腺炎(SAP),采用

qPCR检测入院24h内外周血细胞中PINK1、Parkin的 mRNA表达水平,ELISA检测血清Cyt-C、Caspase-3蛋白水平。

以24例同期健康体检者做正常对照组。结果 与正常对照组、MAP组、MSAP组比较,SAP组外周血细胞PINK1mR-
NA、ParkinmRNA表达明显下降(P<0.05);而正常对照组、MAP组、MSAP组组间两两比较,PINK1mRNA及Par-
kinmRNA表达差异无统计学意义(P>0.05)。MAP组、MSAP组、SAP组 患 者 血 清 中Cyt-C、Caspase-3水平显著

高于正常对照组(P<0.05);MSAP组、SAP组 患 者 血 清 中Cyt-C、Caspase-3水平高于 MAP组(P<0.05);SAP组

患 者 血 清 中 Cyt-C 水 平 高 于 MSAP 组 (P <0.05),而 Caspase-3水 平 升 高,但 差 异 无 统 计 学 意 义。SAP组

PINK1mRNA与血清Cyt-C、Caspase-3表达呈负相关(rs=-0.909,P<0.001;rs=-0.905,P<0.001);ParkinmRNA
与血清Cyt-C、Caspase-3表达呈负相关(rs=-0.618,P<0.05;rs=-0.664,P<0.001);Cyt-C与Caspase-3表达呈正相

关(rs=0.916,P<0.001)。结论 SAP患者外周血PINK1、Parkin低表达与细胞凋亡因子表达水平升高有关,可能是

SAP患者细胞凋亡增加的原因。
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  Abstract: Objective ToinvestigatetheexpressionofPINK1/Parkininperipheralbloodofpatientswith
severeacutepancreatitis(SAP)anditscorrelationwithapoptoticfactors. Methods Atotalof64patients

—248—

第45卷 第6期          右江民族医学院学报           Vol.45No.6
2023年12月    JournalofYoujiangMedicalUniversityforNationalities    Dec.2023

基金项目:国家自然科学基金项目(82260134);广西自然科学基金资助项目(2023GXNSFAA026118);右江民族医学院附属医

院高层次人才科研项目(R202011702)

  第一作者简介:岑兰英(1999-),女,在读硕士研究生,住院医师,研究方向:胰腺疾病发病机制及诊治,E-mail:1850127103@

qq.com
  通讯作者简介:覃月秋(1976-),女,博士,教授,硕士研究生导师,研究方向:胰腺疾病基础与临床研究,E-mail:gxbsqyq@
126.com



withacutepancreatitiswerecollected,consistingof22patientswithmildacutepancreatitis(MAP),20pa-
tientswith moderatelysevereacutepancreatitis(MSAP),and22patientswithsevereacutepancreatitis
(SAP).ThemRNAexpressionlevelsofPINK1andParkininperipheralbloodcellswithin24hafterpatient's
admissionweredetectedbyqPCR,andtheproteinlevelsofserum Cyt-CandCaspase-3weredetectedby
ELISA.Twenty-fourhealthysubjectsinthesameperiodweretakenasnormalcontrolgroup. Results The
expressionofPINK1mRNAandParkinmRNAinperipheralbloodcellsofSAPgroupdecreasedsignificantly
comparedwiththenormalcontrolgroup,MAPgroupandMSAPgroup(P<0.05);However,therewasno
significantdifferenceintheexpressionofPINK1andParkinmRNAbetweennormalcontrolgroup,MAPgroup
andMSAPgroup(P>0.05).TheserumlevelsofCyt-CandCaspase-3intheMAPgroup,MSAPgroupand
SAPgroupweresignificantlyhigherthanthoseinthenormalcontrolgroup(P<0.05);Theserumlevelsof
Cyt-CandCaspase-3intheMSAPgroupandSAPgroupwerehigherthanthoseintheMAPgroup(P<0.05);

TheserumlevelofCyt-CinSAPgroupwashigherthanthatintheMSAPgroup(P<0.05),whilethelevel
ofCaspase-3increased,butthedifferencewasnotsignificant.IntheSAPgroup,thePINK1mRNAwasnega-
tivelycorrelatedwithexpressionsofserumCyt-CandCaspase-3(rs=-0.909,P<0.001;rs=-0.905,P<
0.001);TheParkinmRNAwasnegativelycorrelatedwiththeexpressionsofserumCyt-CandCaspase-3(rs

=-0.618,P<0.05;rs=-0.664,P<0.001).Therewasapositivecorrelationbetweentheexpressionof
Cyt-CandCaspase-3(rs=0.916,P<0.001). Conclusion ThelowexpressionsofPINK1andParkininpe-
ripheralbloodofpatientswithSAPisrelatedtotheincreasedexpressionofapoptosisfactors,whichmaybethe
reasonfortheincreasedapoptosisinpatientswithSAP.
  Keywords: severeacutepancreatitis;PINK1/Parkin;mitophagy;apoptosis

  急性胰腺炎(acutepancreatitis,AP)是临床常见

的急症,近年来随着人们生活方式及饮食习惯的改变,
我国AP的发病率呈上升趋势。AP起病急,进展迅

速,部分患者可发展成重症急性胰腺炎(severeacute
pancreatitis,SAP),因其治疗难度大,病死率可高达

13%~35%[1]。研究表明,细胞凋亡与SAP的发生发

展密切相关[2]。PINK1/Parkin是介导线粒体自噬的

重要因子,当疾病引起细胞发生线粒体功能障碍时

PINK1/Parkin表达增加,介导的线粒体自噬,发挥抗

细胞凋亡作用,但当PINK1/Parkin的表达下降或缺

陷时,线粒体自噬障碍,造成线粒体功能失调最终导致

细胞结构和功能异常,促进细胞凋亡的发生[3]。细胞

色素C(Cyt-C)是线粒体凋亡机制中的关键物质,当线

粒体发生损伤时,Cyt-C可大量进入细胞质中,引起细

胞凋亡[4-6]。Caspase-3是细胞质内凋亡信号传导途径

的关键效应分子,Caspase-3水平升高提示凋亡系统的

异常激活[7]。目前PINK1/Parkin在SAP患者外周

血中的表达情况尚不清楚,其对SAP患者细胞凋亡的

作用尚不明确,本研究通过检测 SAP患者外周血

PINK1/ParkinmRNA的表达,与正常对照组、MAP
组、MSAP组对比,并分析SAP患者外周血PINK1/

Parkin对细胞凋亡因子 Cyt-C、Caspase-3表达的影

响,为阐明SAP细胞凋亡机制提供理论依据。

1 资料与方法

1.1 一般资料 收集2022年10月至2023年9月右

江民族医学院附属医院住院治疗的64例 AP患者资

料,其中22例轻症急性胰腺炎(mildacutepancreati-
tis,MAP)、20例中度重症急性胰腺炎(moderately
severeacutepancreatitis,MSAP)、22例重症急性胰

腺炎(severeacutepancreatitis,SAP),同时选取本院

同期健康体检者24例作为健康对照组,4组的一般资

料比较,差异无统计学意义(P>0.05),AP诊断及严

重程度分级标准符合《中 国 急 性 胰 腺 炎 诊 治 指 南

(2021)》,器官功能障碍的诊断标准基于改良Marshall
评分系统。入选病例均排除恶性肿瘤、脑部疾病、心血

管疾病、肝肾疾病、自身免疫性疾病、血液系统疾病、感
染类疾病、妊娠期、哺乳期等,本研究经医院医学伦理

委员会批准,受试者签署知情同意书。

1.2 主 要 试 剂 与 仪 器 人 Cyt-C(CSB-E08530h-
96T)、Caspase-3(CSB-E08856h-96T)、ELISA试剂盒

购于武汉华美生物工程有限公司,TRIzolReagent购

于美国invitrogen公司,三代逆转录预混液(含dsD-
Nase)(MR05101M)购于莫纳(武汉)生物科技有限公

司,qPCRSYBR○RGreenMasterMix(NoRox)(11201
ES08)购于上海翊圣生物科技有限公司。仪器使用普

通PCR仪、荧光定量PCR仪、全自动酶标仪 (Ther-
mofis,美国)。

1.3 方法

1.3.1 收集样本 收集患者的一般资料(年龄、性
别)。所有 AP患者外周血于入院后24h内收集,5
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mL抗凝外周血常温下离心15min(3000r/min),收
集最下层血细胞转接到1.5mL无菌离心管。将所收

集最下层血细胞于离心机离心15min(4℃,12000r/

min),吸除上层澄清液,将所得血细胞以每管500μL
分别装于无菌离心管中,置于-80℃保存,用于检测

PINK1、ParkinmRNA表达。5mL促凝外周血用离

心机离心10min(常温,4000r/min),收集上清液,分
装置于-80℃保存,用于检测血清Cyt-C、Caspase-3
蛋白水平,待收集完毕后统一检测。

1.3.2 外周血细胞qPCR检测 采用RT-qPCR检

测各组外周血细胞中PINK1、ParkinmRNA相对表

达量。按照RNA试剂盒说明书对各组外周血细胞提

取总 RNA,用 紫 外 分 光 光 度 计 测 量 RNA 浓 度、

OD260、OD280,使用反转录试剂盒按说明书方法反转

录得到cDNA,使用2μLcDNA配置20μL的反应体

系,应用SYBRGreenMasterMix扩增上述cDNA,
使 用 LightCycler○R R96qPCR 仪 进 行 检 测。选 取

GAPDH为内参,引物由南宁捷尼斯生物科技有限公

司提供,引物序列为,H-PINK1-F:5′-GCCTACATT-
GCCCCAGAACC-3′,H-PINK1-R:5′-TGGAGGAAC
CTGCCGAGAT-3′;H-Parkin-F:5′-TTTTCCTAAC
TGCCTAAGATAACCC-3′,H-Parkin-R:5′-TGTCA
CAGGTCTGTTGTCACCGT-3′;H-GAPDH-F:5′-
GGTGAAGCAGGCGTCGGA-3′,H-GAPDH-R:5′-
GGAGTGGGTGTCGCTGTTGA-3′。所有样品均设

3个复孔,采用2-△△Ct法计算PINK1、ParkinmRNA
相对表达量。

1.3.3 ELISA检测 采用ELISA法检测样本血清

Cyt-C、Caspase-3含量,ELISA检测的具体步骤严格

按说明书进行,采用全自动酶标仪 (Thermofis,美国)
进行结果判定。

1.4 统计学方法 采用SPSS27.0软件进行统计学

分析,采用 GraphpadPrism10.0进行作图与统计。
计数资料数据以频数表示,采用成组RXC表χ2 检验

进行分析。所有符合正态分布的计量资料以(췍x±s)表
示,采用单因素方差分析进行组间比较。非正态分布

的计量资料以 M(P 25~P 75)表示,组间比较均采用

非参数秩和检验。通过Spearman进行相关性分析。

P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 一般资料分析 各组性别、年龄差异无统计学意

义(P>0.05),见表1。各组器官功能障碍情况及改

良 Marshall评分,见表2。

表1 各组性别、年龄一般资料分析结果

组别 n
性别

男 女
年龄/岁

对照组 24 12 12 35.00(27.00~46.75)

MAP组 22 14 8 44.50(41.75~53.75)

MSAP组 20 15 5 41.50(36.25~55.25)

SAP组 22 18 4 45.00(38.75~60.25)

χ2 6.018 6.780
P 0.111 0.079

 注:表内计量资料数据以 M(P25~P75)表示。

表2 各组器官功能障碍情况及改良 Marshall评分

组别
改良

Marshall评分

器官功能障碍

呼吸

系统
肾脏

心血

管系统

肠功

能衰竭

急性肝

功能衰竭

对照组 - - - - - -
MAP组 0 0 0 0 0 0
MSAP组 1.00(0.00~2.00) 9 1 0 0 0
SAP组 3.00(2.00~5.00) 16 12 3 1 2
Z 38.791 - - - - -
P <0.001 - - - - -

 注:表内计数资料数据以例数(n)表示,计量资料数据以

M(P25~P75)表示。

2.2 各组PINK1mRNA、ParkinmRNA相对表达水

平 与正常对照组、MAP组、MSAP组比较,SAP组

外周血细胞PINK1mRNA、ParkinmRNA 表达明显

下降(P <0.05),正常对照组、MAP组、MSAP组组

间两两比较,PINK1mRNA及ParkinmRNA表达差

异无统计学意义(P>0.05)。见表3、图1。

表3 各组PINK1mRNA、ParkinmRNA表达量

组别 n PINK1mRNA ParkinmRNA

对照组 24 1.04(0.41~1.35) 0.40(0.05~1.70)

MAP组 22 0.69(0.30~1.56) 0.76(0.13~1.51)

MSAP组 20 0.57(0.47~0.82) 0.27(0.06~0.79)

SAP组 22 0.31(0.18~0.58)abc 0.05(0.01~0.15)abc

χ2 17.480 19.409
P <0.001 <0.001

 注:①表内计量资料数据以 M(P25~P75)表示。②与正常

对照组比较,a:P <0.05;与 MAP组比较,b:P <0.05;与

MSAP组比较,c:P<0.05。

2.3 各组血清Cyt-C、Caspase-3水平比较 与对照

组比较,MAP、MSAP、SAP组血清Cyt-C、Caspase-3
水平升高(P <0.05),与 MAP组比较,MSAP、SAP
组血清 Cyt-C、Caspase-3水平升高(P <0.05),与

MSAP组比较,SAP组血清 Cyt-C水平升高(P <
0.05),Caspase-3水平升高,但差异无统计学意义。见

表4、图2。
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注:与正常对照组比较,*P<0.05;与 MAP组比较,#P<0.05;与 MSAP组比较,△P<0.05。

图1 AP患者外周血PINK1mRNA、ParkinmRNA相对表达量

表4 各组血清Cyt-C、Caspase-3水平

组别 n Cyt-C Caspase-3

对照组 24 12.81(11.91~13.76) 0.58(0.54~0.67)

MAP组 22 15.68(15.53~16.34)a 0.93(0.87~1.08)a

MSAP组 20 20.43(18.92~23.46)ab 2.05(1.72~2.25)ab

SAP组 22 34.89(30.31~41.41)abc 3.86(2.78~4.83)ab

χ2 80.467 80.196
P <0.001 <0.001

 注:①表内计量资料数据以M(P25~P75)表示。②与正常对

照组比较,a:P<0.05;与 MAP组比较,b:P<0.05;与 MSAP
组比较,c:P<0.05。

2.4 SAP组PINK1mRNA、ParkinmRNA表达与

血清Cyt-C、Caspase-3水平的相关性 SAP组PINK1
mRNA 与 血 清 Cyt-C、Caspase-3 呈 负 相 关 (rs =
-0.909,P<0.001;rs=-0.905,P<0.001);Parkin
mRNA 与 血 清 Cyt-C、Caspase-3 呈 负 相 关 (rs =
-0.618,P<0.05;rs=-0.664,P<0.001)。见图3。

2.5 SAP组血清Cyt-C与Caspase-3水平的相关性

 SAP组血清Cyt-C与Caspase-3水平呈正相关(rs=
0.916,P<0.001)。见图4。

注:A.血清Cyt-C水平及组间比较;B.血清Caspase-3水平及组间比较。与正常对照组

比较,*P<0.05;与 MAP组比较,#P<0.05;与 MSAP组比较,△P<0.05。

图2 各组血清Cyt-C、Caspase-3水平
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注:A.PINK1与Cyt-C的相关性;B.PINK1与Caspase-3的相关性;

C.Parkin与Cyt-C的相关性;D.Parkin与Caspase-3的相关性。

图3 SAP组PINK1mRNA、ParkinmRNA表达与血清Cyt-C、Caspase-3水平的相关性

图4 SAP组血清Cyt-C与Caspase-3水平的相关性

3 讨论

SAP是AP病情发展严重的阶段,病死率可高达

13%~35%[1]。研究发现,细胞凋亡与SAP发生发展

密切相关[2]。目前认为参与SAP细胞凋亡的机制主

要包括:①Fas/FasL与死亡受体凋亡通路;②Bcl-2家

族与线粒体通路;③钙离子与内质网凋亡通路;④其他

参与细胞凋亡的调控因子,如转录因子 NF-КB、外源

性过氧化氢、外源性 HMGB1等[2]。其中线粒体通路

是调控SAP细胞凋亡的重要途径,活性氧(reactive
oxygenspecies,ROS)的释放、Ca2+超载引起线粒体跨

膜电位改变,发生线粒体去极化,随后引起的Cyt-C的

释放是细胞凋亡的中心环节[8]。在这过程中,ROS的

释放、Ca2+超载等刺激引起的线粒体损伤可诱导线粒

体自噬激活,发挥细胞稳态调节功能。

PINK1/Parkin是介导线粒体自噬的重要因子,当
细胞发生线粒体功能障碍时PINK1/Parkin表达增

加,介导线粒体自噬,抑制细胞凋亡,修复线粒体功能;
但当PINK1/Parkin的表达下降或缺陷时,线粒体自

噬障碍,造成线粒体功能失调,促进细胞凋亡的发生。
目前研究表明,AP中腺泡细胞、外周血单个核细胞、血
小板均存在线粒体功能障碍[9-11]。研究发现,SAP中

PINK1/Parkin介导的通路参与胰腺细胞的线粒体自

噬,且随着严重程度增加,PINK1/Parkin介导的线粒

体自噬受到抑制[12]。而SAP患者外周血中PINK1/

Parkin的表达及作用分析少有报道,本研究发现与正

常对照组、MAP组、MSAP组比较,SAP组外周血细

胞PINK1mRNA、ParkinmRNA表达明显下降,提示

SAP患者外周血的线粒体自噬可能受到抑制。而正

常对照组、MAP组、MSAP组两两比较,PINK1及

ParkinmRNA表达差异无统计学意义。在 AP发生

的第一阶段,炎症介质引起的线粒体损伤可通过线粒

体自噬进行线粒体稳态调节,但随着病情的加重,炎症

介质的大量释放,线粒体损伤加重,线粒体自噬出现异

常,线粒体自噬受到抑制,损伤线粒体出现堆积,并释

放出大量ROS、Cyt-C,进而加重细胞损伤,促进细胞

凋亡。

Cyt-C是线粒体呼吸链上的重要组成成分,当线

粒体膜结构发生损伤时,Cyt-C从线粒体内释放到胞

质中,并作为重要的促凋亡因子,激活Caspase-9,然后

进一步激活下游的Caspase-3,启动Caspases的级联

反应,最终导致细胞凋亡的发生[13]。细胞凋亡过程发

生的核心过程是Caspase酶原的活化。其中Caspase-
3作为凋亡执行者其作用尤为重要,它的活化是凋亡

进入不可逆阶段的标志[7]。朱绍华等[14]的研究表明

血清Caspase-3水平在AP患者中升高,且与病情严重

程度呈正相关。本研究发现,与正常对照组比较,

MAP、MSAP、SAP组血清 Cyt-C、Caspase-3水平升

高,提示 AP患者外周血中存在线粒体损伤相关性凋

亡;与 MAP 组 比 较,MSAP、SAP 组 血 清 Cyt-C、

Caspase-3水平升高,提示随着严重程度的增加,其凋

亡的程度增加,本研究结果与朱绍华等[14]的研究结果

一致。在SAP患者中,持续存在的器官功能障碍及感

染诱导细胞凋亡,导致凋亡相关因子持续消耗,可能是

Caspase-3在 MSAP组、SAP组中差异不明显的原因。
研究发现SAP中PINK1/Parkin参与介导胰腺细

胞的线粒体自噬,随着严重程度的增加,SAP的线粒

体自噬受到抑制,在PINK1和PARK2基因敲除模型
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中,发现线粒体途径的凋亡细胞显著增加[12]。另有研

究证实抑制PINK1-Parkin线粒体自噬导致创伤性脑

损伤小鼠皮层神经细胞线粒体凋亡信号显著增加,

PINK1-Parkin表达降低可导致Caspase-3等凋亡相关

因子表达升高[15]。为了解SAP患者外周血线粒体自

噬因子PINK1/Parkin与细胞凋亡因子表达的相互关

系,本研究进行了相关性分析,结果显示PINK1mR-
NA、ParkinmRNA与血清Cyt-C、Caspase-3均呈负相

关。提示在 SAP患者外周血中,线粒体自噬因子

PINK1/Parkin表达越低,Cyt-C、Caspase-3表达越高,
线粒体损伤相关性凋亡发生的程度越高,PINK1/Par-
kin可能通过负向调控 Cyt-C、Caspase-3表达调节

SAP细胞凋亡,本研究结果与前人研究结果一致。
为了进一步了解SAP线粒体损伤与细胞凋亡的

关系,本研究还进行Cyt-C与Caspase-3相关性分析,
结果提示Cyt-C与Caspase-3呈正相关,且相关性较

强,说明Cyt-C对Caspase-3的激活产生了一定的作

用。细胞凋亡是细胞的主动死亡过程,当胰腺炎发生

时,炎症反应及代谢紊乱使细胞内的线粒体、内质网等

细胞器发生功能障碍,各类细胞器首先进行融合、自噬

等发挥细胞保护作用,但当细胞器稳态调节出现异常,
细胞将通过凋亡的方式进行自我保护,以阻止病情进

一步发展。因此当SAP中PINK1/Parkin表达下降,
线粒体自噬受到抑制时,机体将通过增加细胞凋亡的

方式进行自我保护。
综上所述,SAP患者外周血PINK1、Parkin表达

降低且与凋亡因子表达水平升高有关,可能是SAP患

者细胞凋亡增加的原因,为SAP的诊治靶点提供新的

理论依据。
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