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          机制探讨 

针刺预处理对运动性骨骼肌损伤大鼠PINK1/Parkin通路介导的线粒体自噬的影

响* 

郭雨林 1，高 明 1✉，陈 欢 1，李 慧 1，田 迅 1，赵 源 2，徐 刚 1，温军玲 1 ，李少雄 1 

（上海中医药大学，1针灸推拿学院，2科技实验中心，上海 201203） 

 

[摘要] 目的：基于 PTEN 诱导假定激酶 1（PINK1）/帕金蛋白（Parkin）通路观察针刺预处

理对运动性骨骼肌损伤（EIMD）大鼠腓肠肌组织线粒体自噬相关蛋白表达的影响，探讨针

刺预处理防治 EIMD 的可能机制。方法：88 只 6 周龄雄性 SD 大鼠，随机取 8 只大鼠作为

空白组，剩余 80 只大鼠随机分为模型组、针刺预处理组，每组 40 只。模型组、针刺预处理

组又按照造模后进行取材的时间点 0 h、12 h、24 h、48 h、72 h，随机分为 5 个亚组，每组

8 只。采用动物实验跑台进行一次间歇性下坡跑离心运动，建立 EIMD 模型。针刺预处理组

大鼠于模型制备前给予针刺“关元”、双侧“足三里”穴，每天 1 次，每次 20 min，连续

7d。采用透射电镜观察各组大鼠腓肠肌组织超微结构；ELISA 法检测大鼠血清丙二醛

（MDA）、超氧化物歧化酶（SOD）、过氧化氢酶（CAT）含量；Western blot 法检测大鼠

腓肠肌组织 PINK1、Parkin、螯合体 1（p62）和微管相关蛋白轻链 3B（LC3B）Ⅱ/Ⅰ的蛋白

表达；实时荧光定量 PCR 法检测大鼠腓肠肌组织 PINK1、Parkin、p62、LC3B 的 mRNA 表

达。结果：与空白组比较，0h、12h、24h、48h 各模型亚组大鼠腓肠肌线粒体出现明显肿胀，

12h、24h 各模型亚组有自噬体形成，72h 模型亚组线粒体形态逐渐恢复正常；5 个模型亚组

大鼠血清 MDA 含量升高(P<0.01，P<0.05）；0h、12h、24h、48h 各模型亚组 SOD、CAT

含量降低（P<0.05，P<0.01）；0h、12h、24h 各模型亚组大鼠腓肠肌组织 PINK1、Parkin、

LC3B 蛋白及 mRNA 表达升高（P<0.01，P<0.05）；0h、12h、24h 各模型亚组 p62 蛋白及

mRNA 表达降低（P<0.01，P<0.05）。与同一时间点模型亚组比较，各针刺预处理亚组大鼠

肌原纤维损伤较轻，线粒体肿胀程度较轻，自噬体数量较少；0h、12h、24h、48h 各针刺预

处理亚组 MDA 含量降低（P<0.05，P<0.01）；12h 针刺预处理亚组 SOD、CAT 含量升高

（P<0.05，P<0.01）；0h、12h、24h 各针刺预处理亚组 PINK1、Parkin 蛋白及 mRNA 表达

降低（P<0.01，P<0.05）；12h 针刺预处理亚组 LC3B 蛋白及 mRNA 表达降低（P<0.01）；

0h、24h 各针刺预处理亚组 p62 蛋白及 mRNA 表达升高（P<0.05，P<0.01）。结论：一次间

歇性下坡跑离心运动诱导线粒体自噬过度发生，针刺预处理可以改善 EIMD，其作用机制可

能与调控 PINK1/Parkin 信号通路表达，减少骨骼肌细胞氧化应激损伤，抑制线粒体自噬过

度激活有关。 

[关键词] 运动性骨骼肌损伤；针刺预处理；氧化应激；线粒体自噬；PINK1/Parkin 通路 

 

肌肉在进行离心运动时，会经历一种特殊的收缩过程，即在产生张力的同时肌肉被拉长，

这种运动形式常见于生活中的下楼梯、下坡跑步或举放重物的活动中，对骨骼肌的机械适应

产生潜在影响[1]。特别是在大负荷运动中，离心运动由于持续、高强度的运动刺激，肌肉在

收缩的同时还需应对拉伸，增加了运动性骨骼肌损伤（exercise-induced muscle damage，

EIMD）的风险[2]。EIMD 是运动中的常见损伤，通常表现为肌肉纤维的微观结构改变、功
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能下降和炎性反应等，症状包括肌肉僵硬感的增强和骨骼肌肌力降低等，最终导致运动能力

的暂时性减弱[3-4]。研究[5-11]表明，EIMD 与线粒体功能障碍密切相关，运动引发的代谢适应，

如氧化应激、自噬、线粒体 DNA 变化及膜蛋白损伤等，均可能影响线粒体的形态与功能，

其中线粒体自噬作为一种选择性降解机制，对维持线粒体健康至关重要。PTEN 诱导假定激

酶 1（PINK1）/帕金蛋白（Parkin）通路是调控骨骼肌线粒体自噬的主要途径之一，其通过

识别并标记受损线粒体[12]，防止线粒体功能进一步退化[13]。此外，研究[14-15]还表明，针刺

能增强抗氧化能力，提升超氧化物歧化酶（superoxide dismutase，SOD）活性，并通过调节

PINK1/Parkin 通路抑制线粒体自噬过度，从而改善运动引起的损伤。 

针刺预处理能够激活机体的内源性保护机制，具有减轻损伤的潜力[16]，其具体机制仍

需进一步探索。课题组前期研究[17]发现，针刺预处理可增加 EIMD 模型大鼠骨骼肌中线粒

体的数量，抑制 Toll 样受体 9（TLR9）/髓样分化蛋白 88（MyD88）/核因子 κB（NF­κB）

信号通路的激活，降低白细胞介素（IL）-6、肿瘤坏死因子­α（TNF­α）水平，延缓炎性反

应并促进其消退。鉴于线粒体功能在离心运动中的关键作用，本研究遵循“治未病”理念，

进一步探讨一次间歇性下坡跑离心运动对线粒体自噬的影响，分析线粒体自噬与 EIMD 发

生发展的潜在关联，为运动损伤的预防和治疗提供理论依据和实验支持。现报告如下。 

1 材料及方法 

1.1 实验动物与分组 

6 周龄 SPF 级雄性 SD 大鼠 88 只，体质量（160±10）g，由上海西普尔-必凯实验动物

有限责任公司提供[动物生产许可证号：SCXK（沪）2018-0006]，饲养于上海中医药大学实

验动物中心，室温 20～26 ℃，相对湿度 40%～70%，12 h 明暗交替，自由饮水、摄食。适

应性喂养 1 周后，随机取 8 只大鼠作为空白组，剩余 80 只大鼠随机分为模型组、针刺预处

理组，每组 40 只。模型组、针刺预处理组又按照造模后进行取材的时间点 0 h、12 h、24 h、

48 h、72 h，随机分为 5 个亚组，每组 8 只。本研究经上海中医药大学动物实验伦理委员会

审查（伦理编号：PZSHUTCM200703003），实验过程中对大鼠的相关处置严格遵守国家科

学技术部 2006 年颁布的《关于善待实验动物的指导性意见》的规定。 

1.2 主要试剂与仪器 

主要试剂：丙二醛（malondialdehyde，MDA）、SOD、过氧化氢酶（catalase，CAT）

ELISA 试剂盒（CK-E50367R、CK-E51045R、CK-E53547R，苏州卡尔文生物科技有限公司），

BCA 蛋白浓度测定试剂盒、苯甲基磺酰氟（phenylmethanesulfonyl fluoride，PMSF）（P0010、

ST505，上海碧云天生物技术有限公司），RIPA 裂解液（强）（BL504A，安徽白鲨生物科

技有限公司），PTEN 诱导假定激酶 1（PTEN-induced kinase 1，PINK1）抗体、帕金蛋白（Parkin）

抗体、螯合体 1（Sequestosome 1，p62）抗体、细胞色素 C 氧化酶亚基 IV（cytochrome c oxidase 

subunit IV，COXIV）抗体（6946S、4211S、23214S、4850T，美国 CST 公司），微管相关

蛋白轻链 3B（Microtubule-Associated Protein 1 Light Chain 3B，LC3B）抗体（ET170165，

杭州华安生物技术有限公司），HRP 标记的山羊抗兔 IgG 二抗（SA00001-2，武汉三鹰生物

技术有限公司），Omni-ECL 超灵敏化学发光检测试剂盒（SQ201，上海雅酶生物科技有限

公司），聚偏二氟乙烯（polyvinylidene fluoride，PVDF）膜（IPVH00010，美国默克密理博

公司），RNA 提取试剂盒、反转录试剂盒、荧光定量试剂盒（EZB-RN4、A0010CGQ、

AOO12-R1，苏州英泽生物医药科技有限公司）。 

主要仪器：运动实验跑台（BW-TDW709，上海软隆科技发展有限公司），高速冷冻离

心机（5417R，德国艾本德公司），多功能酶标仪（Synergy Mx，美国伯腾仪器有限公司），

组织研磨仪（Tissuelyser-48，上海净信实业发展有限公司），电泳仪、垂直电泳槽、转移电



泳槽、发光图像分析系统（EPS-300、VE-680、VE-586、Tanon 5200，上海天能科技有限公

司），透射电子显微镜（Tecnai G2，美国赛默飞世尔公司），超微量紫外分光光度计、迷

你金属浴（Nano-500、MiniT-H2C，杭州奥盛仪器有限公司），实时荧光定量 PCR 分析仪、

基因扩增仪（QG-9600、GeneExplorer，杭州博日科技有限公司），一次性无菌针灸针（0.25mm

×13mm，苏州医疗用品厂有限公司）。 

1.3 干预方法 

针刺预处理组于每日模型制备前进行针刺。取穴：“关元”和双侧“足三里”，穴位定

位参照《实验针灸学实验指导》[18]。操作：大鼠穿自制黑色鼠衣，使其在治疗过程中保持

相对安静，仰卧位固定，充分暴露穴区皮肤，用 75%乙醇棉球消毒。选用 0.25 mm×13 mm

一次性无菌针灸针，“关元”，与皮肤呈 30°角向剑突方向斜刺 3~5 mm；“足三里”，沿

大鼠小腿三头肌纵向，与皮肤呈 30°角斜刺 6~8 mm。施捻转平补平泻手法，频率约 60 次

/min，每 10 min 行针 1 次，每次行针 10 s，共行针 3 次，留针 20 min。每日 1 次，连续针

刺 7 d。空白组和模型组给予相同抓取并固定，不予针刺干预。 

1.4 模型制备 

在开始一次间歇性下坡跑离心运动前，模型组和针刺预处理组首先进行为期 4 d 的动物

跑台适应性训练，该训练方案参考 Armstrong 等[19]设计的离心运动模型，见表 1。根据适应

性运动训练中的实际情况，将反复刺激后仍拒绝跑步或运动停歇时间久的大鼠剔除，对能够

足量进行跑步训练的大鼠纳入。 

表 1 适应性跑台方案 

时间 速度（m/min) 持续时间/min 角度/° 

第 1 天 10 5 0 

第 2 天 10 5 -5 

第 3 天 20 5 -10 

第 4 天 26.8 5 -16 

适应性训练结束后，休息 2 d。在第 7d 的针刺干预结束后，参照徐玉明等[20]的一次间

歇性下坡跑离心运动模型进行运动。设置跑台坡度-16°，速度 26.8 m/min，将运动过程分

为 10 小节，每节运动 5 min，节间歇 1 min。以大鼠完成所有小节运动，并且观察到在跑步

过程中多次停滞不动，使用声、光、电等刺激驱赶均无效，四肢蜷缩于跑台一侧或垂头不起

等行为表现，结合透射电镜下观察到的腓肠肌超微结构变化，如肌原纤维紊乱、Z 线紊乱、

线粒体肿胀或结构不清等评价为模型制备成功。具体时间流程见图 1。 

 

图 1 针刺预处理干预运动性骨骼肌损伤机制研究实验流程图 

1.5 组织取材 

空白组、模型组和针刺预处理组分别在一次间歇性下坡跑离心运动结束后进行取材。2%

戊巴比妥钠（0.2ml/100g）腹部注射麻醉，暴露腹主动脉，使用一次性采血针取血约 5 mL，



室温静置 1 h，4 000 r/min 离心取上清，置于-80 ℃冰箱保存，用于 ELISA 检测。取血后将

大鼠四肢固定于解剖板上，用手术刀迅速分离出大鼠腓肠肌组织，用预冷 PBS 漂洗干净，

选择一侧相同部位，剪取 1 mm×1 mm×3 mm 大小的腓肠肌组织，置于 4%多聚甲醛溶液中，

用于透射电镜样本制备。将剩余分离出来的腓肠肌液氮速冻后，移至-80℃冰箱保存，用于

Western blot 及荧光定量 PCR 检测。 

1.6 观察指标及检测方法 

1.6.1 ELISA 法检测大鼠血清 MDA、SOD、CAT 含量 

在 96 孔板上设置标准品孔和样本孔，标准品孔各加不同浓度的标准品 50 μL，样本孔

加 10 μL待测样本和 40 μL稀释液，空白孔不加。在标准品孔和样本孔中每孔加入辣根过氧

化物酶（HRP）标记的检测抗体 100 μL，封板，37℃恒温箱温育 60 min。洗板，空白孔除

外。每孔加入底物 A、B 各 50 μL，37℃避光孵育 15 min。每孔加入终止液 50 μL，15 min

内测定各孔的 OD 值（450nm）。 

1.6.2 透射电镜观察大鼠腓肠肌超微结构  

从 4%多聚甲醛固定液中取出组织块，用 0.1mol/L 的磷酸盐缓冲液冲洗后，1%锇酸固

定，用磷酸盐缓冲液再次冲洗后，进行梯度乙醇脱水（乙醇溶液梯度为 30%、50%、70%、

80%）；90%乙醇和 90%丙酮以 1：1 的比例脱水干燥 10 min；100%丙酮浸透 3 次，每次 10 

min，再用 1：1 的 100%丙酮和包埋液浸透 1h，后包埋液浸透 1.5h；加入包埋剂将包埋好的

组织在 37℃恒温箱聚合 12h，包埋液 60℃聚合 48h，超薄切片机切片（厚度 60~100nm），

用醋酸双氧铀-柠檬酸铅双染色，待完全干燥后，置于透射电镜下观察其超微结构。 

1.6.3 Western blot 法检测大鼠腓肠肌组织 PINK1、Parkin、p62、LC3B 蛋白表达水平 

取 50 mg 大鼠腓肠肌组织依次进行匀浆、裂解、离心，取蛋白上清。BCA 法测定蛋白

浓度，每组取 40 μg总蛋白进行 12%SDS-PAGE 电泳，电泳结束后转移至 PVDF 膜上；快速

封闭液封闭 60 min，加入 PINK1、Parkin、p62、LC3B 一抗（稀释比例为 1∶1 000），以

COXIV（1：5 000）作为内参，4℃摇床上孵育过夜。PBST 洗涤 3 次后，加入二抗（1∶2 000）

室温孵育 1 h。PBST 充分洗涤 3 次后，使用 ECL 化学发光试剂盒进行曝光显影。后期数据

处理采用 Image J 软件获取条带灰度值，以目的蛋白条带与相应内参蛋白条带灰度值的比值

作为蛋白相对表达量。 

1.6.4 实时荧光定量 PCR 法检测大鼠腓肠肌组织 PINK1、Parkin、p62、LC3B mRNA 表达水

平 

使用 RNA 提取试剂盒提取总 RNA，超微量紫外分光光度计测定 RNA 浓度及相应波长

的吸光度。使用反转录试剂盒反转录合成 cDNA，以 cDNA 为模板分别加入正向引物及反向

引物。配制 20 μL qRT-PCR 反应体系，以 GAPDH 为内参，用实时荧光定量 PCR 仪进行扩

增。反应程序设置为预变性 95℃ 5min，变性 95℃ 10s，退火 60℃ 30s，共 40 个循环。利用

2-△△Ct 法计算 mRNA 相对表达量。引物序列见表 2。 

表 2 引物序列 

基因 序列（5’-3’） 产物长度

/bp 

PINK1 
上游   CAATGCCGCTGTGTATGAAG  

下游   CTGCTCCCTTTGAGACGAC  

110 

Parkin 
上游   CAGTTTGTCCACGACGCTCAAC  

下游   CTTCGAACATCGAGTCGCAC  

322 

p62 
上游   ACCCATCCACAGGTGAACTC  

下游   GTGGGAGATGTGGGTACAGG 

123 



LC3B 
上游   CGCCGGAGCTTCGAACAA 

下游   TCACTGGGATCTTGGTGGGG 

73 

GAPDH 
上游   ACCACAGTCCATGCCATCAC 

下游   TCCACCACCCTGTTGCTGTA 

452 

注：PINK1：PTEN 诱导假定激酶 1，Parkin：帕金蛋白，p62：螯合体 1，LC3B：微管相关

蛋白轻链 3。  

1.7 统计学处理 

数据采用 SPSS26.0 软件和 Graphpad prism9.5 软件进行统计分析。正态分布的计量资料

以均数±标准差（ ）表示，组间比较采用单因素方差分析，两两比较方差齐者采用 LSD

法检验，方差不齐用 Tamhane’s T2 检验。以 P<0.05 为差异有统计学意义。 

2 结果 

2.1 各组大鼠血清 MDA、SOD、CAT 含量比较 

与空白组比较，模型组 5 个亚组大鼠血清 MDA 含量均升高（P<0.01，P<0.05），0h、

12h、24h、48h 各模型亚组大鼠血清 SOD、CAT 含量均降低（P<0.05，P<0.01）。 

与模型组同一时点亚组比较，0h、12h、24h、48h 各针刺预处理亚组 MDA 含量降低

（P<0.01，P<0.05），12h 针刺预处理亚组 SOD、CAT 含量升高（P<0.05）。 

模型组组内不同时间点的各亚组比较，与 0h 模型亚组比较，12h、24h 模型亚组 MDA

含量升高（P<0.01，P<0.05），12h 模型亚组 SOD、CAT 含量降低（P<0.05）。与 12h 模型

亚组比较，48h、72h 模型亚组 MDA 含量降低（P<0.01，P<0.05），24h、48h、72h 模型亚

组 CAT 含量升高（P<0.01，P<0.05），72h 模型亚组 SOD 含量升高（P<0.01）。与 24h 模

型亚组比较，72h 模型亚组 MDA 含量降低（P<0.01），SOD、CAT 含量升高（P<0.05）。

与 48h 模型亚组比较，72h 模型亚组 MDA 含量降低（P<0.05）。 

针刺预处理组组内不同时间点的各亚组比较，5 个针刺预处理亚组间 MDA 含量比较差

异无统计学意义（P＞0.05）。72h 针刺预处理亚组与 12h 亚组比较，SOD、CAT 含量升高

（P<0.05）。见图 2。 



 

 

注：MDA：丙二醛，SOD：超氧化物歧化酶，CAT：过氧化氢酶。与空白组比较，1）P<0.01，2）P<0.05；与模型

组同时间点亚组比较，3）P<0.01，4）P<0.05；与本组 0h 亚组比较，5）P<0.01，6）P<0.05；与本组 12h 亚组比较，7）

P<0.01，8）P<0.05；与本组 24h 亚组比较，9）P<0.01，10）P<0.05；与本组 48h 亚组比较，11）P<0.05。 

图 2 各组大鼠血清 MDA、SOD、CAT 含量比较（ ，8 只鼠/组） 

2.2 各组大鼠腓肠肌超微结构比较 

空白组大鼠腓肠肌肌原纤维排列整齐有序，Z 线清晰，线粒体分布均匀，呈圆形或椭圆

形，线粒体嵴结构清晰。0h 模型亚组大鼠肌节紊乱，线粒体部分肿大，线粒体嵴缩短、不

完整；12h 模型亚组肌原纤维排列紊乱，Z 线扭曲模糊，线粒体肿胀，有明显的空泡化，可

见自噬体；24h 模型亚组 Z 线部分破坏，肌浆网肿胀，部分线粒体肿大，有自噬体；48h 模

型亚组线粒体分布较均匀，略有肿胀；72h 模型亚组肌原纤维和线粒体形态逐渐恢复正常。 

0h 针刺预处理亚组肌原纤维排列整齐，线粒体均匀分布于 Z 线两侧，部分线粒体肿胀，

与 0h 模型亚组比较损伤较轻；12h 针刺预处理亚组 Z 线较紊乱，肌浆网管腔略大，线粒体

有肿胀，有自噬体；24h 针刺预处理亚组 Z 线排列较规律，线粒体肿胀程度减轻；48h 针刺



预处理亚组极个别线粒体有肿胀；72h 针刺预处理亚组视野范围内未见明显异常，肌原纤维

结构整齐。见图 3。 

 
注：红色箭头示肿胀线粒体，黄色箭头示自噬体。 

图 3 各组大鼠腓肠肌超微结构 



2.3 各组大鼠腓肠肌组织 PINK1、Parkin、p62、LC3BⅡ/Ⅰ蛋白表达比较 

与空白组比较，0h、12h、24h 各模型亚组大鼠腓肠肌组织 PINK1、Parkin 蛋白表达升

高（P<0.01），0h、12h、24h、48h 各模型亚组 p62 蛋白表达降低（P<0.01，P<0.05），5

个模型亚组 LC3BⅡ/Ⅰ比值均升高（P<0.01，P<0.05）。 

与同一时间点的模型组亚组比较，0h、12h、24h 各针刺预处理亚组大鼠腓肠肌组织

PINK1、Parkin 蛋白表达降低（P<0.01，P<0.05），0h、12h、24h、48h 各针刺预处理亚组

p62 蛋白表达升高（P<0.01，P<0.05），12h、24h 各针刺预处理亚组 LC3BⅡ/Ⅰ比值降低（P<0.01）。 

模型组组内不同时间点的各亚组比较，与 0h 模型亚组比较，12h 模型亚组大鼠腓肠肌

组织 PINK1、Parkin 蛋白表达以及 LC3BⅡ/Ⅰ比值升高（P<0.01，P<0.05），12h 模型亚组 p62

蛋白表达降低（P<0.05），24h 模型亚组 p62、LC3BⅡ/Ⅰ比值升高（P<0.01），48h 模型亚组

PINK1、Parkin 蛋白表达降低（P<0.01），48h 模型亚组 p62 蛋白表达升高（P<0.01），72h

模型亚组 PINK1、Parkin 蛋白表达以及 LC3BⅡ/Ⅰ比值降低（P<0.01，P<0.05），72h 模型亚

组 p62 蛋白表达升高（P<0.01）。与 12h 模型亚组比较，24h、48h、72h 各模型亚组 PINK1、

Parkin 蛋白表达以及 LC3BⅡ/Ⅰ比值降低（P<0.01，P<0.05），24h、48h、72h 各模型亚组 p62

升高（P<0.01）。与 24h 模型亚组比较，48h、72h 各模型亚组 PINK1、Parkin 蛋白表达以

及 LC3BⅡ/Ⅰ比值降低（P<0.01）。与 48h 模型亚组比较，72h 模型亚组 PINK1 蛋白表达降低

（P<0.01）。 

针刺预处理组组内不同时间点的各亚组比较，与 0h 针刺预处理亚组比较，12h 针刺预

处理亚组大鼠腓肠肌组织 PINK1、Parkin 蛋白表达以及 LC3BⅡ/Ⅰ比值升高（P<0.01，P<0.05），

12h 针刺预处理亚组 p62 降低（P<0.05），24h 针刺预处理亚组 p62、LC3BⅡ/Ⅰ比值升高（P<0.01，

P<0.05），48h、72h 各针刺预处理亚组 PINK1、Parkin 蛋白表达降低（P<0.01，P<0.05），

48h、72h 各针刺预处理亚组 p62 升高（P<0.01）。与 12h 针刺预处理亚组比较，24h 针刺预

处理亚组 Parkin 蛋白表达以及 LC3BⅡ/Ⅰ比值降低（P<0.01），24h 针刺预处理亚组 p62 蛋白

含量升高（P<0.01），48h、72h 各针刺预处理亚组 PINK1、Parkin 蛋白表达以及 LC3BⅡ/Ⅰ

比值降低（P<0.01），48h、72h 各针刺预处理亚组 p62 蛋白含量升高（P<0.01）。与 24h

针刺预处理亚组比较，48h、72h 各针刺预处理亚组 PINK1、Parkin 蛋白表达以及 LC3BⅡ/Ⅰ

比值降低（P<0.01，P<0.05）。与 48h 针刺预处理亚组比较，72h 针刺预处理亚组大鼠 PINK1

蛋白表达降低（P<0.01）。见图 4。 

 





 

注：PINK1：PTEN 诱导假定激酶 1，Parkin：帕金蛋白，p62：螯合体 1，LC3B：微管相关蛋白轻链 3。与空白组比

较，1）P<0.01，2）P<0.05；与模型组同时间点亚组比较，3）P<0.01，4）P<0.05；与同组 0h 亚组比较，5）P<0.01，6）

P<0.05；与同组 12h 亚组比较，7）P<0.01，8）P<0.05；与同组 24h 亚组比较，9）P<0.01，10）P<0.05；与同组 48h 亚

组比较，11）P<0.01。 

图 4 各组大鼠腓肠肌组织 PINK1、Parkin、p62、LC3BⅡ/Ⅰ蛋白表达比较 

（ ，6 只鼠/组） 

2.4 各组大鼠腓肠肌组织 PINK1、Parkin、p62、LC3B mRNA 表达比较 

与空白组比较，0h、12h、24h 各模型亚组大鼠腓肠肌组织 PINK1、Parkin mRNA 表达

升高（P<0.01），0h、12h、24h、48h 各模型亚组 p62 mRNA 表达降低（P<0.01，P<0.05），

0h、12h、24h、48h 各模型亚组 LC3B mRNA 表达升高（P<0.01）。 

与同一时间点的模型组亚组比较，0h、12h、24h 各针刺预处理亚组大鼠腓肠肌组织

PINK1、Parkin mRNA 表达降低（P<0.01，P<0.05），0h、24h 各针刺预处理亚组 p62 mRNA

表达升高（P<0.01），0h、12h 各针刺预处理亚组 LC3B mRNA 表达降低（P<0.01）。 

模型组组内不同时间点的各亚组比较，与 0h 模型亚组比较，12h 模型亚组大鼠腓肠肌

组织 PINK1、Parkin、LC3B mRNA 表达比值升高（P<0.01），12h 模型亚组 p62 mRNA 表

达降低（P<0.01），24h 模型亚组 PINK1 mRNA 表达升高（P<0.01），48h 模型亚组 Parkin、

LC3B mRNA 表达降低（P<0.05，P<0.01），48h 模型亚组 p62 mRNA 表达升高（P<0.01），

72h 模型亚组 PINK1、Parkin 以及 LC3B mRNA 表达降低（P<0.01，P<0.05），72h 模型亚

组 p62mRNA 表达升高（P<0.01）。与 12h 模型亚组比较，24h、48h、72h 各模型亚组 PINK1、

Parkin、LC3B mRNA 表达降低（P<0.01），48h、72h 各模型亚组 p62mRNA 表达升高（P<0.01）。

与 24h 模型亚组比较，48h、72h 各模型亚组 PINK1、Parkin、LC3B mRNA 表达降低（P<0.01），

48h、72h 各模型亚组 p62 mRNA 表达升高（P<0.01）。与 48h 模型亚组比较，72h 模型亚

组大鼠 PINK1、LC3B mRNA 表达降低（P<0.01，P<0.05）。 

针刺预处理组组内不同时间点的各亚组比较，与 0h 针刺预处理亚组比较，12h 针刺预

处理亚组大鼠腓肠肌组织 PINK1、Parkin、LC3B mRNA 表达升高（P<0.01，P<0.05），12h

针刺预处理亚组 p62 降低（P<0.01），24h 针刺预处理亚组 PINK1、LC3B mRNA 表达升高

（P<0.01，P<0.05），48h 针刺预处理亚组 LC3B mRNA 表达降低（P<0.05），72h 针刺预

处理亚组 PINK1、LC3B mRNA 表达降低（P<0.01），72h 针刺预处理亚组 p62 升高（P<0.01）。

与 12h 针刺预处理亚组比较，24h 针刺预处理亚组 PINK1、LC3B mRNA 表达降低（P<0.01），



24h 针刺预处理亚组 p62 蛋白含量升高（P<0.01），48h、72h 各针刺预处理亚组 PINK1、

Parkin、LC3B mRNA 表达降低（P<0.01），48h、72h 各针刺预处理亚组 p62mRNA 表达升

高（P<0.01）。与 24h 针刺预处理亚组比较，48h、72h 各针刺预处理亚组 PINK1、LC3B mRNA

表达降低（P<0.01），72h 针刺预处理亚组 p62mRNA 表达升高（P<0.01）。与 48h 针刺预

处理亚组比较，72h 针刺预处理亚组大鼠 PINK1mRNA 表达降低（P<0.01），72h 针刺预处

理亚组 p62mRNA 表达升高（P<0.05）。见图 5。 



 

注：PINK1：PTEN 诱导假定激酶 1，Parkin：帕金蛋白，p62：螯合体 1，LC3B：微管相关蛋白轻链 3。与空白组比

较，1）P<0.01，2）P<0.05；与模型组同时间点亚组比较，3）P<0.01，4）P<0.05；与同组 0h 亚组比较，5）P<0.01，6）

P<0.05；与同组 12h 亚组比较，7）P<0.01；与同组 24h 亚组比较，8）P<0.01；与同组 48h 亚组比较，9）P<0.01，10）

P<0.05。 

图 5 各组大鼠腓肠肌组织 PINK1、Parkin、p62、LC3B mRNA 表达比较 

（ ，8 只鼠/组） 

3 讨论 

运动性骨骼肌损伤（EIMD）属中医学“筋伤”范畴，大负荷运动训练耗气伤血，《黄

帝内经·素问》“久行”“久立”[21]等过劳情况可能进一步加重筋骨损伤，因此治疗关键

在于补气活血、舒筋止痛。在中医理论中，足三里被认为多气多血，《通玄指要赋》载“三

里却五劳之羸瘦”，该穴对缓解“五劳”引起的虚弱和损伤有显著效果。姜韬等[14]发现针

刺“足三里”能有效提升机体抗氧化能力，清除自由基，提高 SOD 活性，促进肌肉和运动

能力的恢复。关元具有理气调血固本功能，与足三里配伍为补气要穴[22]，胡蔚婧等[23]研究

表明，针刺“关元”可调节端粒逆转录酶（TERT）和降钙素基因相关钛（CGRP）表达，提



高大鼠心肌的抗氧化作用，进一步提高运动能力。故本研究选择这两个穴位来观察针刺预处

理对 EIMD 大鼠的防治作用。 

经典的一次性离心运动骨骼肌损伤模型能够在较短时间内有效模拟大负荷运动引起的

骨骼肌损伤[24-25]，这种持续、高强度的运动使肌肉在收缩的同时还需应对拉伸的方式会在肌

肉中产生较大的张力，从而增加肌肉受损的可能性。腓肠肌超微结构结果显示，模型组大鼠

肌原纤维排列紊乱，Z 线扭曲，线粒体肿胀空泡化，可见自噬体等，氧化应激指标 MDA 含

量在 0h 至 72h 的 5 个时间点均明显高于空白组，提示本研究中的一次间歇性下坡跑离心运

动造模成功。 

MDA 是脂质过氧化的终产物，可用于评估细胞膜脂质的氧化损伤程度。抗氧化酶 SOD

可以有效清除活性氧，与 CAT 共同协作，保护细胞免受氧化损伤。正常情况下，机体内的

自由基和代谢物的产生与消除处于平衡状态，当进行大负荷运动后，超出机体的适应能力，

活性氧（Reactive oxygen species，ROS）持续过度释放，细胞膜脂质过氧化，这样进一步造

成控制能量代谢相关的酶活性降低，机体内的抗氧化系统中的 SOD、CAT 与氧化系统中

MDA 等物质失衡[26]。本研究结果表明，大负荷运动会使机体产生更多的自由基等有害物质，

破坏机体抗氧化系统的平衡，导致氧化应激反应，引发运动性骨骼肌损伤。 

当线粒体损伤超过其修复能力时，细胞通过激活自噬机制清除受损的线粒体，防止受损

线粒体对细胞造成更多的氧化压力或其他损伤。调控 PINK1/Parkin 信号通路是激活线粒体

自噬的关键途径之一。PINK1/Parkin 介导的线粒体自噬过程中，PINK1 在线粒体外膜聚集

并招募 E3 连接酶 Parkin，导致线粒体泛素化。p62 作为自噬受体，识别泛素化的线粒体，

并通过与 LC3 相互作用，促进受损线粒体自噬降解，自噬流的变化采用 LC3Ⅱ/Ⅰ比值评估
[27-29]。Francois Singh 等[30]研究发现 PINK1 缺失导致线粒体自噬受损，提示 PINK1 对线粒

体稳态和线粒体自噬的基础水平有影响。Gouspillou 等[31]研究发现 Parkin 敲除导致小鼠骨骼

肌线粒体呼吸链复合物活性降低和骨骼肌中自噬通量增加，提示 Parkin 在维持正常骨骼肌

线粒体功能中起保护作用。Alexandre 等 [32]研究发现骨骼肌线粒体代谢的调节因子

miRNA-204-5p 对自噬相关标记物的表达产生影响，可诱导 LC3B 的基因表达，减少 FUN14

结构域的蛋白 1(FUN14 domain containing 1，FUNDC1)表达，从而影响细胞形态。这些研

究表明，正常情况下，激活 PINK1/Parkin 信号通路并调节线粒体自噬，有助于维持细胞内

线粒体的健康。但当进行大负荷运动后，PINK1/Parkin 信号通路的持续激活导致苄氯素 1

（Beclin1）、自噬相关基因 7（Autophagy-related gene 7，ATG7）等自噬相关蛋白的过度表

达，促进了线粒体自噬的过度进行，形成大量自噬体，可能导致线粒体功能受损和细胞健康

下降[33-34]。PINK1/Parkin 信号通路作为调控受损线粒体的重要靶点，本实验一次间歇性下坡

跑离心运动后结果表明，模型组由于运动负荷过重，细胞产生氧化应激反应，PINK1、Parkin

和 LC3B 的表达上调，提示自噬水平过度激活，最终引起线粒体的结构和功能的异常变化。 

针刺对 PINK1/Parkin 信号通路的调节机制是通过下调线粒体外膜蛋白 PINK1 表达，抑

制其对下游胞浆蛋白 Parkin 的招募，进而影响 LC3 与线粒体的结合以抑制线粒体自噬过度

激活[15]。王堃等[35]研究证实，电针预处理下调心肌缺血大鼠自噬相关蛋白 LC3Ⅰ蛋白表达，

抑制自噬激活，进而降低心肌细胞死亡率。孙培养等[36]研究发现针刺可以抑制脑卒中抑郁

大鼠海马神经元自噬的进程。黄亚光等[37]研究发现电针预处理可以抑制自噬小体的形成，

改善大鼠皮层缺血区的神经元结构损伤。本研究中，针刺预处理能够有效提高大鼠骨骼肌线

粒体抗氧化酶活性，促进机体产生更多清除氧自由基的 SOD 和 CAT，减轻运动对骨骼肌造

成的氧化应激损伤。刘祥华等[38]亦发现针刺有效降低骨骼肌损伤大鼠体内氧化应激，增强

线粒体 SOD 活性，减轻大鼠体内的脂质过氧化，与本研究得出的结论类似。本研究中电镜

结果显示，针刺预处理组的自噬体数量较相同时间点模型组少，针刺预处理组在相同时间点

PINK1、Parkin、LC3B mRNA 及蛋白的表达较模型组低，p62 表达较模型组高，于 48h 恢复



至空白组水平，且相比于模型组恢复速度更快。以上结果表明，针刺预处理可以有效抑制一

次间歇性下坡跑离心运动引发的 PINK1/Parkin 通路过度激活，维持细胞内环境稳态，减少

线粒体过度自噬，进而缓解骨骼肌损伤。 

研究表明，由于骨骼肌损伤与修复存在时间依赖性[39-40]，不同时间点肌肉结构和功能也

有区分，受时钟基因和成调节因子的作用影响[41]。区分不同时间点的亚组可以捕捉骨骼肌

损伤和修复过程中的动态变化，包括氧化应激生物标志物的变化、肌肉结构和功能的变化以

及线粒体功能的动态变化。本实验结果中，模型组氧化应激指标 MDA 含量随时间点变化呈

先升高再降低的趋势，抗氧化酶 SOD 和 CAT 含量随时间变化呈现先降低再升高的趋势。从

电镜观察结果发现，大负荷运动后，在 0h、12h、24h 时间点线粒体肿胀，并出现自噬体，

48h、72h 逐渐恢复至正常状态。模型组 PINK1、Parkin、LC3B mRNA 及蛋白在 12h 达到峰

值，随后逐渐下降并在 48h 恢复。p62 mRNA 及蛋白表达在 12h 达到最低，随后上升并在

72h 恢复至对照水平。针刺预处理组运动后即刻 PINK1、Parkin、LC3B mRNA 及蛋白表达

升高，12h 达到峰值，48h 恢复至对照水平。针刺预处理组 p62 则在运动后即刻升高，12h

达到最低，之后逐渐上升并在 48h 恢复至对照水平。以上结果表明，骨骼肌损伤和修复均是

一个动态过程，不同时间点的生物学标志物的表达和活性发生动态变化。这些变化有助于深

入理解运动性骨骼肌损伤的机制，及针刺预处理时间效应规律，并为运动性损伤的防治提供

科学依据。 

综上所述，大负荷运动及其引发的氧化应激损伤可能诱导线粒体自噬过度，针刺预处理

通过调控 PINK1/Parkin 信号通路的表达，抑制线粒体自噬过度激活，从而保护线粒体的结

构和功能，减轻骨骼肌运动损伤，并促进运动损伤后的修复进程。 
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