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·基础研究·

按压对慢性激痛点模型大鼠线粒体自噬水平及
PINK1/Parkin通路的影响*

蒋全睿1 吴 琼1 朱晓晴1 匡小霞1 危 威1 江玉婷1 袁 媛1 李 武1 李江山1，2

摘要

目的：通过观察按压对慢性激痛点模型大鼠骨骼肌线粒体自噬水平的影响，探讨按压对激痛点去活化的作用机制。

方法：30只SPF级大鼠随机分为空白组（n=10）和激痛点模型组(n=20)，以钝性打击配合离心运动法复制激痛点模

型，造模成功后符合评价标准者将其随机分为模型组（n=10）和按压组（n=10），按压组以自制按法刺激器干预14d，

干预结束后取其激痛点骨骼肌组织，以试剂盒测定线粒体膜电位（mitochondrial membrane potential，MMP）、柠檬

酸合酶（citrate synthase，CS）、线粒体复合物 I和三磷酸腺苷（adenosine triphosphate，ATP）含量，以免疫印迹法检

测微管相关蛋白 1轻链 3-I（microtubule-associated protein 1 light chain 3-I，LC3-I）、LC3-II、泛肽结合蛋白 1(se-

questosome protein1，P62)、UNC51-类似自噬激活激酶1 (UNC-51 like autophagy activating kinase 1，ULK1)、p-

ULK1、磷酸酶及张力蛋白同源物诱导的蛋白激酶1(PTEN induced putative kinase 1，PINK1)与Parkin蛋白表达。

结果：与空白组相比，模型组MMP、CS、线粒体复合物 I、ATP水平均下降（P＜0.05），LC3-II、LC3-II/LC3-I比值与P62

表达上升（P＜0.05）；与模型组相比，按法组MMP、CS、线粒体复合物 I、ATP、LC3-II、LC3-II/LC3-I比值、p-ULK、p-

ULK1/ULK1、PINK1与Parkin水平均上升（P＜0.05），P62表达下降（P＜0.05）。

结论：按压激痛点可以恢复局部线粒体功能，改善局部能量代谢，达到激痛点去活化效应，其机制可能与PINK1/Par-

kin通路提高线粒体自噬有关。
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Abstract
Objective：To observe the effect of pressing on skeletal muscle mitochondrial autophagy of chronic pain point

in rat，and to explore the mechanism of deactivation of myofascial trigger point (MTrP) by pressing.

Method：Thirty SPF rats were randomly divided into blank group (n=10) and MTrP model group (n=20). The

MTrP model was reproduced by blunt struck combined with centrifugal exercise. Those who met the evaluation

criteria were randomly divided into model group (n=10) and pressing group (n=10). The pressing group was in-

tervened with self-made pressing stimulator for 14 days，and the skeletal muscle tissue of MTrP was taken af-

ter the intervention. The mitochondrial membrane potential (MMP)，citrate synthase (CS)，mitochondrial com-

plex I and adenosine triphosphate (ATP) content were detected by kit. Western blotting was used to detect the

expression of microtubule-associated protein 1 light chain 3-I (LC3-I)，LC3-II，sequestosome protein1 (P62)，

UNC-51 like autophagy activating kinase 1 (ULK1)，p-ULK1，PTEN induced putative kinase 1 (PINK1) and
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肌 筋 膜 激 痛 点（myofascial trigger point，

MTrP）是局部可辨别的痛点或对疼痛敏感的骨骼肌

上的结节，会导致疼痛、活动障碍、感觉异常和自主

神经症状[1]。研究显示，活性激痛点是颈肩疼痛的

常见原因之一[2]，临床常用针刺、缺血性按压、注射

药物等疗法灭活激痛点以减轻相关症状[3]。大量文

献表明缺血性按压可以使激痛点去活化，缓解疼

痛 [4—6]，此外，在其他疗法中加入按压可以提高疗

效[7]，但是按压具体的作用机制尚不明确。最新研究

表明，微循环和能量代谢障碍可能是激痛点形成和

维持的重要环节[8]，课题组前期形态学观察发现，慢

性激痛点骨骼肌肌节挛缩，线粒体结构受损且数量

减少，通过局部按压干预可以改善这些病理状态[9]。

线粒体是细胞新陈代谢的基础，当线粒体损伤程度

超过其修复能力时，线粒体自噬启动以清除受损线

粒体，维持能量代谢平衡[10]。PINK1/Parkin介导了已

受损的线粒体表面结构与功能蛋白的多聚泛素化，

在哺乳动物细胞线粒体的自噬过程中发挥了关键作

用[11]。因此，本研究主要围绕PINK1/Parkin介导的线

粒体自噬，探讨按压对激痛点去活化的作用机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物

SPF 级雄性健康 SD 大鼠 30 只，体重 250—

280g，由湖南斯莱克景达实验动物有限公司生产，分

笼饲养于湖南中医药大学动物实验中心，每笼3只，

动物许可证书：SYXK（湘）：2019-0009。饲养温度

24—26℃，湿度 50%—70%。实验方案中动物伦理

由湖南中医药大学实验动物伦理委员会讨论并批准

通过。30 只 SPF 级大鼠随机分为空白组（n=10）和

激痛点模型组(n=20)，以击打配合离心跑台法复制

激痛点模型，造模成功后符合评价标准者将其随机

分为模型组（n=10）和按压组（n=10）。

1.2 主要试剂与仪器

呼吸麻醉机（瑞沃德，R500）；跑步机（浙江省金

华市宇晟运动公司，C100型）；按法治疗仪与击打器

（自制）；肌电仪（BIOPAC，MP150）；超微量分光光

度计（Thermo，NanoDrop2000）；电泳仪（Bio-Rad）、

转膜仪（BioRad，Trans- Blot Turbo Transfer Sys-

tem）、显影仪（Tanon5200）；异氟烷（瑞沃德，R510-

22）；兔源LC3B抗体（艾方生物）；兔源P62抗体（艾

方生物）；兔源 PINK1抗体（affinity）；兔源 Parkin抗

体（艾方生物）；兔源ULK1抗体（艾方生物）；兔源p-

ULK1 抗体（affinity）；鼠源 GAPDH 抗体（Immuno-

way）；山羊抗兔 IgG(H+L)/辣根酶标记抗体（Protein-

tech）；山羊抗鼠 IgG(H+L)/辣根酶标记抗体（Protein-

tech）；线粒体膜电位试剂盒（Solarbio）；柠檬酸合酶

试剂盒（南京建成生物工程研究所）；线粒体复合物 I

试剂盒（Solarbio）；ATP试剂盒（南京建成生物工程

研究所）。

1.3 建立动物模型

造模参考黄强民团队改良验证的钝性打击结合

离心运动的方法[12]，具体操作如下：

①适应期（1周）：参与造模的大鼠在跑台进行

适应性训练，即跑台 0°放置，每次完成 15min训练，

速度16m/min，1次/2d，共3次。

parkin protein.

Result：Compared with the blank group， the levels of MMP，CS，mitochondrial complex I and ATP in the

model group decreased (P＜0.05) and the LC3-II，LC3-II/ LC3-I and expression of P62 increased (P＜0.05).

Compared with the model group， the levels of MMP，CS，mitochondrial complex I，ATP，LC3II，LC3- II/

LC3-I，p-ULK，p-ULK1/ULK1，PINK1 and Parkin increased (P＜0.05) while the expression of P62 decreased

(P＜0.05) in the pressing group.

Conclusion：Pressing the MTrP can restore the local mitochondrial function，improve the local energy metabo-

lism to achieve the deactivation effect，which may be related to the activation of mitochondrial autophagy by

PINK1/Parkin pathway.

Author's address College of Acupuncture & Moxibustion and Tui-na，Chinese Medicine of Hunan Universi-

ty，Changsha，410208

Key word pressing；myofascial trigger point；skeletal muscle；mitochondria；mitochondrial autophagy；ener-

gy metabolism
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②造模期（8周）：每周第 1天进行钝性击打，采

用异氟烷吸入麻醉大鼠并固定在击打器底部，由团

队中有诊察经验的推拿医师对大鼠股内侧肌位置进

行触诊并标记，操作者将击打器钝性负重棒（总质量

为 1200g）从 20cm 高度落下打击标记位置，动能为

2.352J。第 2天进行离心运动，跑台-16°放置，速度

设置 16m/min，跑台时间 90min，在跑台过程中以声

音和机械刺激驱赶大鼠。其余5天仅作正常饲养和

观察，无其他操作。

③恢复期（4周）：不进行任何处理，每天正常饲

养和观察。

④模型评价：触诊标记区域，存在明显的紧张带

或膨大结节，用电极插入可引出局部抽搐反应，肌电

检测显示存在自发电位，则提示激痛点造模成功。

1.4 干预方法

空白组和模型组不进行干预。按压组给予激痛

点局部按压：异氟烷吸入麻醉后，将大鼠以仰卧位固

定于鼠板，操作部位（即前述标记区）局部清洁剃

毛。在紧张带位置采用自制的按法刺激仪器进行按

压操作[13—14]，将按压臂垂直 90°放置于标记区域上，

根据前期研究，按压参数设置为 0.7kg，频率 10 次/

min，按压时间 7.5min，2d/次，共 7 次。按压干预过

程中由实验人员监督，防止出现意外事件。

1.5 组织标本采集和处理

治疗结束后以空气栓塞法处死大鼠，对标记处

肌肉紧张带部位进行组织取材并将其置于预冷生理

盐水中，用生理盐水清洗3次并以滤纸吸干，分装标

记后放置在-80℃冰箱保存。

1.6 指标检测

①线粒体膜电位（mitochondrial membrane po-

tential，MMP）、柠檬酸合酶（citrate synthase，CS）、线

粒体复合物 I和ATP检测：按照试剂盒说明书要求

操作，制备组织匀浆液或提取线粒体。待室温平衡

后取出试剂盒的板条，按要求设置标准品孔和样本

孔并加样，按要求滴加各步骤需要的试剂、37℃水

浴孵育和洗板。测定各孔的光度值，绘制出标准品

线性回归曲线并计算各样本浓度值。

②微管相关蛋白 1轻链 3-I（microtubule-associ-

ated protein 1 light chain 3-I，LC3-I）、LC3-II、泛肽

结合蛋白 1(sequestosome protein1，P62)、UNC51-

类似自噬激活激酶 1（UNC-51 like autophagy acti-

vating kinase 1，ULK）、p-ULK、张力蛋白同源物诱

导的蛋白激酶 1(PTEN induced putative kinase 1，

PINK1)与Parkin检测：采用Western Blot法：取组织

样本充分剪碎，加入裂解液均浆裂解。离心取上清

液，用BCA进行蛋白定量。根据蛋白定量结果加入

适量缓冲液，沸水浴10min后离心取上清上样，分离

胶 120V，50min，当染料到达胶底部时终止电泳，采

用湿转转膜，三明治的排列为：滤纸/胶/膜/滤纸。膜

的封闭及抗体孵育：5%脱脂奶粉封闭，4℃过夜；一

抗：抗体加入封闭液中稀释到目标浓度，室温孵育

1h；二抗：按照1∶5000比例稀释HRP标记的二抗，室

温孵育1h。孵育后PBST洗涤化学发光显影置于分

析仪检测，以TANON GIS软件读取相关条带灰度

值并利用目的蛋白/GAPDH求得相对表达量。

1.7 统计学分析

所有数据统计分析均采用SPSS 21.0软件。计

量资料以均数±标准差表示，组间比较采用单因素

方差分析，多重比较方差齐时选择 LSD 或 SNK-q

法，方差不齐时选择Dunnett T3法；以P＜0.05为差

异具有显著性意义。

2 结果

2.1 一般情况

30 只 SPF 级大鼠以随机数表法随机分为空白

组10只和激痛点模型组20只，以钝性打击配合离心

运动法复制激痛点模型，8周击打结合离心运动和4

周恢复期后，死亡0只，经过造模评价满足评价条件

共计20只，纳入实验后以随机数表法分为模型组和

按压组，每组各10只。

2.2 各组大鼠激痛点组织MMP、CS、线粒体复合物

I和ATP含量比较

结果见表 1。MMP：与空白组相比，模型组

MMP水平降低（P=0.000），按压组差异无显著性意

义（P=0.952）；与模型组相比，按压组 MMP 水平升

高（P=0.000）。CS：与空白组相比，模型组 CS 含量

降低（P=0.000），按压组差异无显著性意义（P=

0.245）；与模型组相比，按压组 CS 含量升高（P=

0.000）。线粒体复合物 I：与空白组相比，模型组和

按压组线粒体复合物 I 含量降低（P=0.000 和 P=
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0.001）；与模型组相比，按压组线粒体复合物 I含量

升高（P=0.000）。ATP：与空白组相比，模型组和按

压组ATP含量降低（P=0.000和P=0.003）；与模型组

相比，按压组ATP含量升高（P=0.001）。

2.3 各组大鼠激痛点组织 LC3-I、LC3-II、LC3-II/

LC3-I和P62蛋白表达比较

结果如表 2和图 1所示。LC3-I：组间单因素方

差分析F=1.262，P=0.304，组间差异无显著性意义。

LC3-II：与空白组相比，模型组LC3-II含量升高（P=

0.000）；与模型组相比，按压组LC3-II含量升高（P=

0.001）。LC3-II/LC3-I：与空白组相比，模型组比值

升高（P=0.035）；与模型组相比，按压组比值升高

（P=0.009）。P62：与空白组相比，模型组P62含量升

高（P=0.001）；与模型组相比，按压组 P62含量降低

（P=0.002）。

2.4 各组大鼠激痛点组织 ULK1、p- ULK1 和 p-

ULK1/ULK1蛋白表达比较

结果如表 3和图 2所示。ULK1：组间单因素方

差分析F=2.586，P=0.099，组间差异无显著性意义。

p-ULK1：与空白组相比，模型组 p-ULK1 含量差异

无显著性意义（P=0.821），按压组含量升高（P=

0.000）；与模型组相比，按压组 p-ULK1 含量升高

（P=0.000）。p-ULK1/ULK1：与空白组相比，模型组

比值差异无显著性意义（P=0.831）；与模型组相比，

按压组比值升高（P=0.013）。

2.5 PINK1与Parkin 蛋白表达比较

结果如表 4 和图 3 所示。PINK1：与空白组相

比，模型组 PINK1 含量差异无显著性意义（P=

0.191），按压组含量升高（P=0.000）；与模型组相比，

按压组PINK1含量升高（P=0.000）。Parkin：与空白

组相比，模型组 Parkin 含量差异无显著性意义（P=

0.711）；与模型组相比，按压组 Parkin含量升高（P=

0.028）。

表1 各组大鼠激痛点组织MMP、CS、线粒体复合物 I和
ATP含量比较 （x±s，n=10）

组别

空白组
模型组
按压组

F值
P值

注：与空白组比较，①P＜0.05；与模型组比较，②P＜0.05

MMP
（荧光值）

188.31±16.62
137.27±11.94①

187.91±14.80②

40.542
0.000

CS
（U/mgProt）
122.24±15.09
54.88±13.81①

115.66±6.47②

89.882
0.000

线粒体复合物 I
（U/mgProt）
157.50±11.02
89.62±16.73①

118.93±24.39①②

34.907
0.000

ATP
(μmol/gProt)
359.68±51.27
213.06±52.00①

289.17±37.45①②

23.951
0.000

表2 各组大鼠激痛点组织LC3-I、LC3-II、
LC3-II/LC3-I和P62比较 （x±s，n=8）

组别

空白组
模型组
按压组

F值
P值

注：与空白组比较，①P＜0.05；与模型组比较，②P＜0.05

LC3-I

0.229±0.094
0.256±0.067
0.288±0.062

1.262
0.304

LC3-II

0.143±0.042
0.253±0.036①

0.434±0.091①②

45.941
0.000

LC3-II/LC3-I

0.679±0.217
1.064±0.379①

1.556±0.403①②

13.153
0.000

P62

0.225±0.068
0.403±0.076①

0.239±0.122②

9.302
0.001

图1 各组大鼠激痛点组织LC3-I、LC3-II、
LC3-II/LC3-I和P62比较

空白组 模型组 按压组

16KD

GAPDH

P62

LC3-ⅡLC3-Ⅰ

37KD

62KD

14KD

表3 各组大鼠激痛点组织ULK1、p-ULK1和
p-ULK1/ULK1蛋白表达比较 （x±s，n=8）

组别

空白组
模型组
按压组

F值
P值

注：与空白组比较，①P＜0.05；与模型组比较，②P＜0.05

ULK1

0.147±0.090
0.148±0.034
0.211±0.051

2.586
0.099

p-ULK1

0.165±0.094
0.173±0.058

0.371±0.039①②

23.911
0.000

p-ULK1/ULK1

1.161±0.476
1.214±0.433

1.872±0.538①②

5.337
0.013

图2 各组大鼠激痛点组织ULK1、p-ULK1蛋白表达比较

空白组 模型组 按压组

113KD

p-ULK1

ULK1

113KD

37KDGAPDH

表4 各组大鼠激痛点组织PINK1与
Parkin蛋白表达比较 （x±s，n=8）

组别

空白组
模型组
按压组

F值
P值

注：与空白组比较，①P＜0.05；与模型组比较，②P＜0.05

PINK1

0.131±0.043
0.177±0.049

0.323±0.099①②

17.233
0.000

Parkin

0.274±0.068
0.298±0.120

0.446±0.167①②

4.414
0.025

空白组 模型组 按压组

66KD

GAPDH

Parkin

PINK1

52KD

37KD

图3 各组大鼠激痛点组织PINK1与Parkin 蛋白表达比较
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目前认为MTrP产生和持续存在的根本原因可

能是局部存在能量危机[15]。在创伤、劳损和一些医

源性刺激等诱因刺激下，运动终板功能失调，作为神

经肌肉传递兴奋递质的乙酰胆碱会过度释放，使肌

节收缩压迫毛细血管，局部微循环障碍，供血功能不

足，活性氧堆积，线粒体受损。机体 ATP 生成能力

下降，即能量供应减少。此外，肌细胞膜持续去极化

引起肌节持续收缩，加剧局部能量需求，从而使供能

不足的肌肉能量更为匮乏。肌节持续收缩，外在表

现为肌纤维条索，即MTrP的形态学改变。因能量

缺乏，局部组织释放致敏物质，如5-羟色胺、组织胺、

缓激肽及P物质等，刺激伤害性感受神经元，产生持

续的肌肉疼痛。近年来不同角度的机制研究发现，

激痛点组织有氧能量代谢蛋白表达下调，这印证了

激痛点“能量危机”的病理状态[16—17]。

线粒体是细胞能量代谢的基础，微循环障碍，线

粒体损伤扰乱线粒体功能，导致有缺陷的细胞器逐

渐积累，代谢紊乱，细胞与组织损伤[18]。保持正常的

线粒体膜电位是线粒体进行三羧酸循环氧化还原产

生ATP进而保持细胞正常生理功能的必需条件，线

粒体膜电位的降低意味着线粒体质量控制不足，或

者线粒体损伤过程超过修复/消除受损线粒体的能

力，或者线粒体降解机制存在缺陷[19]。柠檬酸合酶

是催化三羧酸循环重要的限速酶，可决定乙酰辅酶

A进入三羧酸循环的速率，其活性与线粒体含量密

切相关 [20]。线粒体呼吸链酶位于线粒体内膜，由 5

个复合物组成，具有电子传递功能，其变化可以反映

线粒体有氧呼吸功能[21]，其中线粒体复合物 I缺陷还

可导致活性氧增加，诱发氧化应激使线粒体功能障

碍诱导细胞凋亡[22]。本实验结果显示，造模后肌细

胞内MMP、CS、线粒体复合物 I和ATP水平均下降；

按压干预后MMP、CS、线粒体复合物 I和ATP水平

均上升，这表明慢性激痛点模型大鼠线粒体膜电位

下降，呼吸链受损，线粒体含量下降，合成ATP能力

下降，按压干预可以改善这些病理状态。

由于线粒体受损对细胞内稳态有害，需要质量

控制机制恢复和维持能量代谢，当损伤程度超过其

修复能力时，线粒体自噬启动以清除受损线粒体，减

少氧化应激和炎症因子，同时为合成新线粒体提供

物质，保证ATP正常合成，提高细胞耐受力，对细胞

产生一定的保护作用[10]。线粒体自噬是细胞自噬装

置对线粒体的靶向吞噬和破坏，是一种选择性细胞

自噬途径，特异性识别无法修复的线粒体，并将其包

裹入自噬体，由溶酶体加以清除的过程，通常被认为

是线粒体质量控制的主要机制[23]。但是外部应激因

素强度过大或持续过久时，受损线粒体和活性氧水

平剧增，细胞内受损线粒体数量超出线粒体自噬能

力而无法被及时清除聚集于胞内，使细胞内环境失

稳态，能量代谢障碍。如在大负荷运动损伤中可观

察到内环境的改变与线粒体自噬的激活[24]。

PINK1/Parkin通路是介导细胞线粒体自噬的主

要通路之一[25]。在正常条件下，PINK1通过线粒体

外膜转位酶TOM和内膜转位酶复合体(TIM23)进入

线粒体。当PINK1横跨线粒体内膜时，它被基质加

工肽酶和内膜蛋白酶PINK1/PGAM5相关的蛋白酶

切割最终被蛋白酶体降解[26]。当线粒体受损、衰老

时，线粒体膜电位下降，PINK1降解减少并稳定，在

线粒体外膜聚集，PINK1在线粒体外膜上稳定在复

合物中。与此同时，P62通过电压依赖性阴离子通

道蛋白 1 在线粒体膜上聚集。除了自身磷酸化，

PINK1 还磷酸化 E3 泛素连接酶 Parkin，增加其活

性，Parkin被PINK1磷酸化从而改变构象，获得泛素

化其底物所需的催化基团。PINK1还磷酸化多泛素

链，即p-Ub。自噬受体蛋白识别线粒体蛋白上的磷

酸化多泛素链，并通过与 LC3 结合，启动自噬体形

成[27]。ULK1则是自噬调控通路上游的关键蛋白之

一，磷酸化的泛素募集 ULK1 至线粒体膜上，并受

AMPK调节以磷酸化促进线粒体自噬[28]。

自噬过程中，细胞溶质形式的LC3（LC3-I）与磷

脂酰乙醇胺结合形成 LC3 磷脂酰乙醇胺结合物

（LC3-II），后者被募集到自噬体膜。自噬体与溶酶

体融合形成自溶体，自噬体内的成分包含P62等被

溶酶体水解酶降解，自身溶酶体管腔中的LC3-II同

时被降解。因此，P62、LC3-Ⅱ已成为细胞自噬常用

标志物，反映自噬活性，即 LC3-Ⅱ表达量或 LC3-Ⅱ/

LC3-Ⅰ比值与自噬流水平正相关，而自噬流不畅会导

致 P62 的 聚 集 [29—30]。 结 果 显 示 激 痛 点 造 模 后

PINK1、Parkin、P-ULK和p-ULK1/ULK1较空白组仅

有增加趋势，差异并无显著性意义，但是 LC3-Ⅱ、
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LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ增加，说明大鼠激痛点组织线粒体自噬

水平提高，这符合损伤组织的特点[24]。结合前结合

模型组线粒呼吸链受损，ATP合成下降，P62上调，

表明可能模型组线粒体自噬水平虽然提高，但是自

噬下游不畅，难以清除受损线粒体从而恢复能量代

谢，而按压干预后 PINK1、Parkin、P-ULK、p-ULK1/

ULK1、LC3-Ⅱ和LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值显著增加，P62表

达下降，说明按压可能通过上调PINK1/Parkin信号通

路，促进自噬体与自噬溶酶体的形成，提高自噬水平

增强自噬流，清除受损线粒体从而恢复线粒体功能。

综上所述，按压激痛点可以恢复线粒体功能，改

善局部能量代谢，其机制可能与调控PINK1/Parkin

通路激活线粒体自噬有关。但是，调控线粒体自噬

的通路不止一条，未来还需要开展进一步的实验，加

入抑制剂或激动剂以阐明其因果性并探索其具体的

线粒体自噬调控机制。
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