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摘  要 

目的：监测结直肠癌组织中与线粒体自噬过程紧密相关的基因PINK1和Parkin的表达情况，并探讨其存

在的临床价值。方法：应用免疫组织化学染色SP法检测肠镜检查或手术过程中获取的120例结直肠癌组

织、45例结直肠腺瘤组织和45例正常结直肠组织(距肿瘤 > 5 cm)中PINK1和Parkin的表达情况，分析

PINK1和Parkin之间的内在关联性以及PINK1和Parkin的表达与结直肠癌患者的性别、年龄、肿瘤体积、

病理类型、分化程度、淋巴结转移、远处转移和临床TNM分期等关联性。结果：免疫组化结果表明PINK1
和Parkin阳性表达均主要发生在肿瘤细胞胞浆中。120例结直肠癌组织中PINK1和Parkin阳性表达率分

别为56.67% (68/120)和47.5% (57/120)，明显低于肠腺瘤组织和正常肠组织中的表达(P < 0.01)。
PINK1和Parkin蛋白在结直肠癌组织中的表达具有正相关性(r = 0.5528, P < 0.05)。在结直肠癌组织中，

PINK1和Parkin的阳性表达与其分化程度、淋巴结转移、远处转移和临床TNM分期具有明显的关联性(P 
< 0.05)；而与患者年龄、性别、肿瘤体积、病理类型无关(P > 0.05)。结论：PINK1和Parkin在结直肠

癌组织中呈现低水平表达状态，提示线粒体自噬活性的降低在结直肠癌的发生发展和侵袭转移中可能发

挥了一定作用。 
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Abstract 
Objective: To observe the expression of PINK1 and Parkin closely related to mitochondrial auto-
phagy in colorectal cancerandn and to explore the clinical significance. Methods: Immunohisto-
chemical SP methods was applied to detect the expressions of PINK1 and Parkin in 120 colorectal 
cancer tissues, 45 intestinal adenoma tissues and 45 normal intestinal tissues (5 cm away from the 
cancer). The correlation between PINK1 and Parkin was analyzed; while, the relationships be-
tween the expression of PINK1, Parkin and the clinicopathological features, including sex, age, size, 
pathological type, differentiation degress, lymph node metastasis, distant organs metastasis and 
TNM stage were analyzed. Results: Immunohistochemical results showed that the positive expres-
sions of PINK1 and Parkin were mainly located in the cytoplasm of the cells, and their positive ex-
pression rates in 120 colorectal cancer tissues were 56.67% (68/120) and 47.5% (57/120), re-
spectively, which were both significantly lower than those in intestinal adenoma tissues and nor-
mal intestinal tissues (P < 0.01). There was a positive correlation between the expression of PINK1 
and Parkin in colorectal cancer (r = 0.5528, P < 0.05). In colorectal cancer, the positive expression 
of PINK1 and Parkin was significantly correlated with the degree of differentiation, distant organ 
metastasis, lymph node metastasis and TNM stage (P < 0.05); and they were both independent to 
age, sex, tumor size and pathological type (P > 0.05). Conclusion: PINK1 and Parkin were low ex-
pressed in colorectal cancer, which suggested that the decrease of the mitophagy activity may play 
a role in the occurrence, development, invasion and metastasis of colorectal cancer. 
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1. 引言 

结直肠癌是消化系统最常见的恶性肿瘤之一，因其自身极易发生侵袭、转移和复发，结直肠癌患者

死亡率依然在众多肿瘤患者中位居前列。从分子水平着手，深入研究结直肠癌的发生及转归的机制，对

于新型药物开发、新的治疗方案制定，具有深远的现实价值，以期使结直肠癌治愈率得到提升的[1]。 
自噬是存在于真核细胞内的一种重要的生命现象。在肿瘤细胞中，自噬起着“双刃剑”作用：适度

自噬可使受损的肿瘤细胞存活[2]，而过度的自噬则加速了肿瘤细胞的死亡[3]，进而影响肿瘤细胞的恶性

生物学行为，参与肿瘤的发生、发展、诊疗等过程[4] [5]。线粒体自噬是利用自噬机制从细胞胞质中选择

性清除受损线粒体的过程，在维持细胞内线粒体数量和质量的平衡，维持细胞稳态，促进细胞存活方面

担当着重要角色[6]。有研究表明，线粒体自噬在肿瘤发生、发展的各个阶段发挥着不同的作用：在早期，

线粒体自噬过程帮助正常细胞维持基础代谢，同时抑制肿瘤的发生；在晚期，线粒体自噬又能通过提高

细胞耐受性对肿瘤细胞形成保护，从而促进肿瘤发展[7]。PINK-1/Parkin 介导的线粒体自噬调控机制是最

为经典且最为重要的，本研究采用免疫组织化学法检测结直肠癌组织中 PINK-1、Parkin 的表达情况，观

察其两项基因之间的关联性，同时结合结直肠癌临床病理特点探讨 PINK-1、Parkin 与结直肠癌发生、发
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展之间的关系。 

2. 材料与方法  

2.1. 临床资料与组织标本 

2.1.1. 材料  
收集重庆医科大学附属永川医院 2020.1~2021.9 肠镜活检所获得的结直肠腺瘤标本 45 例、结直肠癌

手术切除所获得的结直肠癌标本 120 例及结直肠正常组织标本(距肿瘤 > 5 cm) 45 例。设结直肠癌标本为

试验组，肠腺瘤和正常的肠标本为对照组。所取结直肠癌标本均来源于术前未经化疗、放疗或药物靶向

治疗等处理且基本临床资料都齐备的结直肠癌患者。顺利获取组织标本后，均采用 10%的中性福尔马林

浸泡固定，石蜡包埋法对其进行妥善保存。 

2.1.2. 试剂  
免疫组化试剂盒(SP 法)和 DAB 染色试剂盒均购自北京康为世纪生物技术有限公司，兔抗人多克隆抗

体 anti-Parkin 和 anti-PINK1 购自 Santa Cruz 公司。 

2.2. 方法  

2.2.1. 免疫组织化学染色  
采用 SP 法。详细过程如下：将 5 μm 石蜡切片依次经二甲苯脱蜡和梯度酒精透明，PBS 洗涤 3 次，

再经柠檬酸钠缓冲液微波高温抗原修复；冷却后再次 PBS 洗涤，滴加 3%H2O2室温孵育 30 min 以消除过

氧化物酶；PBS 充分洗涤后，加入试剂盒中 A 液(封闭血清)室温孵育 60 min；甩干后滴加稀释的抗体 Parkin 
(1:50)和 PINK1 (1:50)，置入 4℃冰箱孵育过夜；PBS 充分洗涤后再滴加 B 液(生物素标记的二抗)，室温

下放置 30 min；PBS 充分洗涤后滴加 C 液(HRP 标记的三抗)，放置 30 min；用 DAB 液进行显色，在显

微镜下观察并终止显色；苏木素复染后经盐酸酒精分化以及饱和碳酸锂返蓝；最后中性树胶封片观察。

用已知阳性组织切片作阳性对照，以 PBS 替代一抗作为阴性对照。 

2.2.2. 结果判定  
阳性标准：若可见棕黄色颗粒出现于胞浆或胞核内即视为阳性结果。随机选取 5 个高倍视野进行观

察，读取每个视野内所有细胞的染色情况。阳性细胞与视野内细胞总数之比，即阳性表达率 ≤ 5%计为 0
分，6%~25%计为 1 分，26%~50%计为 2 分，51%~75%计 3 分，>75%计为 4 分；阳性强度显示：紫色或

蓝色计为 0 分，黄色计为 1 分，棕黄计为 2 分，棕褐色计为 3 分。将阳性表达率与阳性强度两者积分相

乘：0 分为阴性(−)，1~12 分则为阳性，其中 1~4 分为弱阳性(+)，5~8 分为中度阳性(++)，9~12 分为强阳

性(+++)。 

2.3. 统计学分析  

所有数据均采用 SPSS 22.0 统计软件进行分析，运用卡方检验开展组间比较，各指标之间用 Spearman
秩相关进行分析，以 P < 0.05 为存在统计学意义。 

3. 结果 

3.1. PINK1 和 Parkin 在结直肠癌、肠腺瘤和正常肠组织中的表达 

免疫组化结果显示，PINK1 和 Parkin 阳性表达主要位于细胞胞浆内，极少表达于胞核。在 120 例结

直肠癌组织中，PINK1 和 Parkin 的阳性表达率分别为 56.67% (68/120)和 47.5% (57/120)；在 45 例结直肠
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腺瘤组织中，PINK1 和 Parkin 的阳性表达率分别为 68.89% (31/45)和 66.67% (30/45)；在 45 例正常结直

肠组织中，PINK1 和 Parkin 的阳性表达率分别为 84.44% (38/45)和 80.00% (36/45)。PINK1 和 Parkin 的阳

性表达率在结直肠癌、肠腺瘤和正常肠组织中有明显差异(见表 1、图 1)。 
 

 
Figure 1. Expression of PINK1 and Parkin in colorectal cancer tissues. (A) Positive expres-
sion of PINK1 in colorectal cancer tissues; (B) Negative expression of PINK1 in colorectal 
cancer tissues; (C) Positive expression of Parkin in colorectal cancer tissues; (D) Negative 
expression of Parkin in colorectal cancer tissues. Scale bar, A, B, C, D, 150 μm 
图 1. PINK1 和 Parkin 在结直肠癌组织中的表达。(A) PINK1 在结直肠癌组织中的阳性

表达；(B) PINK1 在结肠直癌组织中的阴性表达；(C) Parkin 在结肠直癌组织中的阳性

表达；(D) Parkin 在结肠直癌组织中的阴性表达。比例尺：A，B，C 和 D，150 μm 
 
Table 1. Expression and statistical analysis of PINK1 and Parkin in colorectal cancer, intestinal adenoma and normal intes-
tinal tissue  
表 1. PINK1 和 Parkin 在结直肠癌、肠腺瘤和正常肠组织中的表达及统计学分析 

组别 例数 
PINK1 Parkin 

+ − + − 

结肠癌 120 68 52 57 63 

肠腺瘤 45 31 14 30 15 

正常肠组织 45 38 7 36 9 

X2  11.466 15.792 

P  0.002 0.000 

3.2. PINK1 和 Parkin 的阳性表达与结直肠癌临床病理主要参数的关系  

在结直肠癌组织中，PINK1 和 Parkin 的阳性表达与其分化程度、淋巴结转移、远处转移和临床 TNM
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分期具有明显的关联性(P < 0.05)；而与患者年龄、性别、肿瘤体积、病理类型无关(P > 0.05) (见表 2)。 
 

Table 2. Relationship between the expression of PINK1 and Parkin in colorectal cancer and clinicopathological parameters 
表 2. PINK1 和 Parkin 在结直肠癌中表达与临床病理参数的关系 

组别 例数 
 PINK1   Parkin  

+ − X2 + − X2 

年龄        

<60 岁 35 18 17  18 17  

≥60 岁 85 50 35 0.5521 39 46 0.3058 

性别        

男 77 46 31  38 39  

女 43 22 21 0.8267 19 24 1.0708 

瘤体直径        

<5 cm 63 37 26  32 31  

≥5 cm 57 31 26 1.0090 25 32 0.5770 

分化程度        

高分化 64 43 21  37 27  

中低分化 56 25 31 6.1819a 20 36 5.8485a 

淋巴结转移        

有 44 19 25  13 31  

无 76 49 27 5.1447b 44 32 8.9808b 

器官转移        

有 49 20 29  17 32  

无 71 48 23 8.4732c 40 31 5.4463c 

临床分期        

I~II 期 72 48 24  40 32  

III~IV 期 48 20 28 7.3303d 17 31 4.6839d 

注：a，P < 0.05，vs 高分化；b，P < 0.05，vs 有淋巴结转移；c，P < 0.05，vs 有远处器官转移；d，P < 0.05，vs 临
床 I~II 期。 

3.3. PINK1 和 Parkin 阳性表达的关联性分析 

在 120 例结直肠癌组织中，PINK1 和 Parkin 蛋白共同阳性表达的病例数为 52 例，共同阴性表达的病

例数为 47 例。Spearman 等级分析结果显示 PINK1 和 Parkin 蛋白在结直肠癌组织中的表达具有正相关性

(r = 0.5528, P < 0.05) (见表 3)。 
 

Table 3. Correlation analysis of positive expression of PINK1 and Parkin in colorectal cancer tissues  
表 3. PINK1 和 Parkin 在结直肠癌组织阳性表达的相关性分析 

Parkin 
PINK1 

X2 R 
+ − 

+ 52 5 
52.8139 0.5528 

− 16 47 
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4. 讨论 

线粒体是绝大多数细胞新陈代谢的“供能中心”，决定着细胞的存活与消亡。为了维持线粒体的正

常数量和质量，保证“供能中心”的正常运作，机体会及时地、主动地清除细胞内受损的、老化的或多

余的线粒体，这一过程即是所谓的“线粒体自噬”。它是一个重要而复杂的生理过程，其调控机制也十

分复杂。在多数真核多细胞内，PINK1-1/Parkin 介导的线粒体自噬是众多调节机制中最重要的途径之一。 
PINK1 (PTEN induced putative kinase protein 1, PINK1)和 Parkin 是与帕金森病密切相关的两个重要基

因，两者都具备清除缺陷、受损线粒体的能力[8]。PINK1 是一种丝氨酸/苏氨酸激酶，主要存在于线粒体

的外膜，属于感知线粒体损伤的受体。Parkin 是一种 E3 泛素连接酶，主要定位于胞浆中。Parkin 位于 PINK1
的下游，在线粒体自噬信号中担当“增强子”的角色。通常情况下，PINK1 与线粒体外膜转运酶

(translocase outer membrane, TOM)形成复合物借此进入线粒体膜间隙，随后与内膜转运酶(translocase inner 
membrane, TIM)再次形成新的复合物，并被内膜上的早老素相关的菱形蛋白(Presenilin-associated rhom-
boid-like protein, PARL)快速分解，从而维持 PINK1 的低表达，并抑制对正常线粒体的吞噬作用[9]。而当

线粒体受损或功能障碍时，线粒体膜电位降低，PINK1 就不能与 TOM 正常结合，因无法顺利进入线粒

体膜间隙，故而大量聚集在外膜上，并从胞浆中募集 Parkin 到线粒体膜上[10]。这一过程是通过 PINK1
磷酸化 Parkin 实现的[11]。随后，Parkin 泛素化线粒体外膜蛋白，该蛋白被信号接头蛋白 p62/SQSTM1
所识别，然后与吞噬膜表面的 Atg8 家族同源蛋白(LC3 等)进行连接，进而启动线粒体自噬[12]。 

PINK1 和 Parkin 是诱导线粒体自噬的重要因素，其它们的过度激活可能抑制肿瘤细胞的生长，并促

进其凋亡[13] [14]；而当两者表达缺失时，线粒体自噬活性将降低，这可能反而会导致肿瘤的发生[15]。
大量研究表明，线粒体自噬活性在人类多种恶性肿瘤细胞中都存在一定程度的异常。例如卵巢癌、乳腺

癌等恶性肿瘤中，PINK1 和 Parkin 的表达都显著低于正常组织；在 PINK1 基因敲除的小鼠中，乳腺癌、

肺癌等恶性肿瘤的发病率明显高于正常小鼠[16]。丁高峰等在对多形性腺瘤和癌的研究结果也显示：在正

常腮腺组织中，PINK1 和 Parkin 蛋白阳性表达率明显高于多形性腺瘤和癌，且在癌中的表达率最低[17]。
另有研究发现线粒体自噬在肿瘤形成过程中是存在显著差异的。Jeong 等发现，在小鼠胰腺癌发展的过程

中，线粒体自噬水平在早期是明显升高的，以扼制癌变的快速发展；而在晚期，胰腺细胞完成癌变后，

线粒体自噬水平又显著降低，使得癌变进程加快[18]。以上所有结果均提示了，线粒体自噬活性的降低确

实是促进肿瘤恶化的关键因子。而在结直肠癌的发生、发展过程中，PINK1 和 Parkin 的表达情况如何，

这些因子的变化与结直肠癌的临床病理又有着怎样的联系，目前相关的报道甚少。 
本研究结果显示，PINK1 和 Parkin 蛋白在正常结直肠组织、结直肠腺瘤和结直肠癌组织中的阳性表

达率依次呈逐渐降低的趋势，也就是说，两者阳性表达率在正常结直肠组织中阳性表达率最高，结直肠

癌中阳性表达率最低，结直肠腺瘤中阳性表达率居中，这与目前存在的文献报道结果相符[16] [17]。究其

原因，可能是因为结直肠癌细胞为适应癌组织迅速生长所造成的低氧和营养缺乏的环境，需要对线粒体

自噬水平进行利于自身的下调处理。对其临床意义的进一步研究表明，PINK1 和 Parkin 的阳性表达与其

分化程度、淋巴结转移、远处转移和临床 TNM 分期具有明显的关联性，而与患者年龄、性别、肿瘤体

积、病理类型无关。Spearman 相关系数检验结果发现，在癌组织中 PINK1 和 Parkin 两者的阳性表达呈正

相关(r = 0.5528, P = 0.03)：随着 PINK1 的阳性表达升高降低，Parkin 的阳性表达也随之升高降低，这说

明两者的低表达降低了结直肠癌的线粒体自噬活性，促进了结直肠癌的发生、发展。 

5. 结论 

总之，PINK1 和 Parkin 蛋白在结直肠癌中的阳性表达率明显低于肠腺瘤和正常肠组织，并促进了结

直肠癌的发生、发展、侵袭和转移。PINK1-Parkin 介导的线粒体自噬可能是一种肿瘤抑制机制，激活该
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通路介导的线粒体自噬可能为结直肠癌的防治提供了一个新的靶点；而且联合检测 PINK1 和 Parkin 则有

利于提高结直肠癌的疗效和判断预后。 
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