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摘   要：为了研究过氧化物还原酶 1 (peroxiredoxin 1, Prdx1)在巨噬细胞极化过程中的作用，使用

脂多糖(lipopolysaccharides, LPS)联合干扰素 γ (interferon gamma, IFNγ)、白细胞介素-4 (interleukin-4, 
IL-4)处理小鼠白血病单核巨噬细胞(mouse leukemia cells of monocyte macrophage, RAW264.7)，敲

除 Prdx1 标记为 Prdx1−/−组，采用流式细胞术检测巨噬细胞分化标志物，采用酶联免疫吸附测定

(enzyme linked immunosorbent assay, ELISA)法检测细胞因子水平，检测诱导型一氧化氮合酶

(inducible nitric-oxide synthase, iNOS)和精氨酸酶-1 (arginase-1, Arg-1)活性反应以及 Prdx1−/−细胞氧

化损伤情况，通过能量分析仪检测细胞胞外酸化率和氧消耗速率，线粒体膜电位染料(mitochondrial 
membrane potential dye, JC-1)荧光探针法检测线粒体膜电位，荧光染色法检测线粒体超氧化物水

平，并用线粒体活性氧(reactive oxygen species, ROS)清除剂处理 RAW264.7 细胞来评估细胞极化情

况。结果表明，敲除 Prdx1 导致巨噬细胞 ROS、过氧化氢和 8-羟基-2-脱氧鸟苷(8-hydroxy-2 
deoxyguanosine, 8-OHDG)水平升高，线粒体拷贝数降低，线粒体内膜转位酶 23 (translocase of inner 
mitochondrial membrane 23, TIM23)蛋白和热休克蛋白 60 (heat shock protein 60, HSP60)表达减少，

线粒体膜电位下降，超氧化物增多，三磷酸腺苷(adenosine-triphosphate, ATP)水平降低；在 1 型巨

噬细胞(type 1 macrophage, M1)中敲除 Prdx1，细胞外酸化率(extra cellular acidification rate, ECAR)
增加，在 2 型巨噬细胞(type 2 macrophage, M2)中敲除 Prdx1，耗氧率(oxygen consumption rate, OCR)
降低。这表明敲除 Prdx1 能够通过损伤巨噬细胞线粒体来降低其氧化磷酸化功能，导致巨噬细胞

倾向 M1 型极化而抑制其向 M2 型极化，本研究可为巨噬细胞介导的免疫治疗提供新的治疗策略。 
关键词：巨噬细胞；极化；线粒体；Prdx1 
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Prdx1 regulates macrophage polarization by maintaining 
mitochondrial homeostasis 
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Medical College, Yan’an University, Yan’an 716000, Shaanxi, China 
 
Abstract: In order to investigate the role of Prdx1 in macrophage polarization, mouse leukemia 
cells of monocyte macrophage (RAW264.7) were treated with lipopolysaccharides (LPS)+ 
interferon gamma (IFNγ) or IL-4 to induce type 1 macrophage (M1) and type 1 macrophage (M2) 
macrophages, respectively. The Prdx1 gene knockout cells (Prdx1−/−) were used for the study. 
Flow cytometry was conducted to detect M1/M2 macrophage markers, and ELISA kits were 
used to measure M1/M2 cytokine levels. Inducible nitric-oxide synthase (iNOS) activity, arginase-1 
(Arg-1) activity, and oxidative damage were also assessed. The Seahorse XFe24 Extracellular 
Flux Analyzer was employed to measure extracellular acidification rate and oxygen 
consumption rate. The mitochondrial membrane potential was analyzed using the mitochondrial 
membrane potential dye (JC-1) fluorescent probe, and mitochondrial superoxide was detected 
through fluorescence staining. Additionally, the impact of adding a mitochondrial reactive 
oxygen species (ROS) scavenger on RAW264.7 macrophage polarization was examined. The 
results demonstrated an increase in ROS, hydrogen peroxide, and 8-hydroxy-2 deoxyguanosine 
(8-OHDG). Cytotoxicity and mitochondrial toxic effects, including mitochondrial superoxide 
accumulation, decreased adenosine-triphosphate (ATP) production, reduced mitochondrial 
membrane potential, and decreased mitochondrial DNA copy number, were observed. 
Furthermore, down-regulation of translocase of inner mitochondrial membrane 23 (TIM23) 
mitochondrial protein and mitochondrial stress protein heat shock protein 60 (HSP60) was noted. 
The extra cellular acidification rate (ECAR) in M1 macrophage polarization in RAW264.7 cells 
was increased, while oxygen consumption rate (OCR) in M2 macrophages was reduced. These 
findings indicate that Prdx1 knockout in RAW264.7 cells can inhibit M2 macrophage 
polarization but promote M1 macrophage polarization by impairing mitochondrial function and 
reducing oxidative phosphorylation. 
Keywords: macrophage; polarization; mitochondria; Prdx1 

 
 

巨噬细胞(macrophages, Mφ)最早由 Mechnikov
在 1884 年发现 [1]，是一种广泛分布于全身血

液、组织的免疫细胞，由血液内的单核细胞穿

出血管分化后而成。巨噬细胞在不同的组织器

官中存活的时间并不相同，一般 2 个月或更

长，巨噬细胞可以吞噬癌细胞、抗原等，在人

体内发挥着重要的抵御外界细菌、病毒及其他

病原体入侵的功能[2-3]。 
在局部不同微环境的信号调节下巨噬细胞

会产生不同的表型和功能，如 1 型巨噬细胞

(type 1 macrophage, M1) (经典激活)发挥促炎作

用，2 型巨噬细胞(type 1 macrophage, M2) (替代

激活)发挥抗炎作用。当机体遇到细胞内病原

体感染时，巨噬细胞极化形成 M1 型，分泌诱导



 
 

张翔 等 | Prdx1 通过维持线粒体稳态调节巨噬细胞的极化 
 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

1511 

型一氧化氮合酶以及促炎因子如肿瘤坏死因

子-α (tumor necrosis factor-α, TNF-α)、白介素-1α 
(interleukin-1α, IL-1α)、白介素-1β (interleukin-1α, 
IL-1β)、白介素-6 (interleukin-6, IL-6)和趋化因

子等来清除病原微生物；当机体遇到细胞外病

原微生物如寄生虫感染或过敏原等刺激时，巨

噬细胞极化形成 M2 型，并表达精氨酸酶-1 和炎

症区分子(found in inflammatory zone, FIZZ)，促

进寄生虫的清除和组织修复，抑制效应性 T 细

胞介导的免疫反应。因此，巨噬细胞的极化对

机体抵抗病原体感染及损伤修复具有重要作

用，巨噬细胞极化的精确调控对保持机体健康

十分重要[4-5]。 
过氧化物还原酶超家族(peroxiredoxin, PRDX)

是一类分子量约为 22−27 kDa 的含过氧化氢酶

活性的抗氧化蛋白，可通过将过氧化氢还原为

水，从而维持机体的氧化还原平衡系统 [6-7]。

Prdx1 作为 Prdx 家族中的一员，在细胞中分布

最广，参与多种生物学作用，胞外 Prdx1 在炎

症调节中起到关键的作用 [8-9]，它可以作为分

子伴侣来调节许多分子的作用[10]，也可作为转

录调控因子发挥作用[11]。有研究发现，在 Prdx1
基因敲除小鼠中，巨噬细胞对发生氧化损伤的

红细胞吞噬能力减弱 [12]，Prdx1 在一定条件下

可与 TRAF6 互作，从而抑制自噬的发生[13]，但是

Prdx1 在巨噬细胞参与炎症过程的具体机制尚

不清楚。本研究以小鼠白血病单核巨噬细胞

(mouse leukemia cells of monocyte macrophage, 
RAW264.7) 巨 噬 细 胞 株 为 研 究 模 型 ， 探 究

Prdx1 在巨噬细胞极化中的作用机制，以期为

巨噬细胞相关的免疫治疗研究提供新的思路。 

1  材料与方法 
1.1  试剂和仪器 

RAW264.7 小鼠单核巨噬细胞白血病细胞

由延安大学医学院中心实验室保存。Prdx1−/− 
sgRNA：5′-ATCAGCCTAAGTGAATACAA-3′。细

胞培养液Dulbecco 改良的Eagle 培养基(Dulbecco’s 
modified eagle’s medium, DMEM)、胎牛血清(fetal 
bovine serum, FBS)购自 Gibico 公司；诱导型一氧

化氮合酶(inducible nitric-oxide synthase, iNOS)
活性检测试剂盒、活性氧检测试剂盒、过氧化

氢检测试剂盒、线粒体膜电位检测试剂盒

(mitochondrial membrane potential dye, JC-1)、三

磷酸腺苷(adenosine-triphosphate, ATP)检测试剂

盒和小鼠抗甘油醛-3-磷酸脱氢酶(glyceraldehyde- 
3-phosphate dehydrogenase, GAPDH)抗体购自

上海碧云天生物技术有限公司；TNF-α 酶联免

疫吸附测定(enzyme linked immunosorbent assay, 
ELISA) kit、IL-6 ELISA kit、白细胞介素-10 
(interleukin-10, IL-10) ELISA kit 、 lip3000 
(lipofectamine 3000, lip3000)和线粒体超氧化物

(mitochondrial superoxide, MitoSOX) Red 线粒

体超氧化物指示剂购自 Invitrogen 公司；大鼠抗

CD80 抗体、兔抗 CD86 抗体和兔抗 CD163 抗

体购自 Abcam 公司；小鼠抗 CD206 抗体和小鼠

抗 HSP60 抗体购自 Santa 公司；兔抗 Prdx1 抗

体 、 兔 抗 Stat6 抗 体 和 兔 抗 Phospho-Stat6 
(Tyr641)抗体购自 Cell Signaling Technology 公

司；小鼠抗 TIM23 抗体(Becton, Dickinson and 
Company 公司)；精氨酸酶-1 (arginase-1, Arg-1)
活性检测试剂盒(Sigma 公司)；8-羟基-2-脱氧鸟

苷(8-hydroxy-2 deoxyguanosine, 8-OHDG)检测试

剂盒(Cell Biolabs 公司 )；线粒醌(mitoquinone, 
MitoQ10)甲磺酸盐(mesylate) (Selleck 公司)。流

式细胞仪和 Spectramax190 连续波长酶标仪

(Becton, Dickinson and Company 公司)；CKX41 光

学显微镜 (Olympus 公司 )；细胞能量代谢仪

Seahorse XFe24 (Agilent 公司)；Galaxy170S CO2

恒温细胞培养器(Eppendorf 公司)。 
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1.2  细胞培养和诱导 
使用含有 10%胎牛血清的 DMEM 培养，

培养条件为 37 ℃、5% CO2，每 2 天更换新鲜

培养液。取对数生长期细胞进行传代及实验，

野生型为 Prdx1+/+组 RAW264.7 巨噬细胞组，

Prdx1 敲除组为 Prdx1−/−组 RAW264.7 巨噬细胞。

使用 100 ng/mL 脂多糖(lipopolysaccharides, LPS)
联合 20 ng/mL IFNγ 处理 RAW264.7 巨噬细胞

12 h 以刺激分化为 M1 型 Mφ (LPS+IFNγ)，使

用 20 ng/mL IL-4 处理 RAW264.7 巨噬细胞 12 h
以刺激分化为 M2 型 Mφ (IL-4)。 

1.3  在巨噬细胞中敲除 Prdx1 
利用成簇的规则间隔短回文重复(clustered 

regularly interspaced short palindromic repeats, 
CRISPR/Cas9)技术构建 Prdxl 基因小向导 RNA 
(small guide RNA, sgRNA)的编辑载体，根据

lip3000 说明书转染巨噬细胞。 

1.4  iNOS 活性、Arg-1 活性和细胞氧化损

伤检测 
iNOS 活性检测使用荧光酶标仪测定，按照

碧云天公司提供的说明书进行。Arg-1 活性检测

使用荧光酶标仪测定，按照 Sigma 公司提供的说

明书进行[25]。使用活性氧检测试剂盒检测 ROS，
按照碧云天公司提供的说明书进行。使用过氧

化氢检测试剂盒检测过氧化氢，按照碧云天公

司提供的说明书进行。使用 8-OHdG 检测试剂

盒检测 8-OHDG，按照 Cell Biolabs 公司提供的

说明书进行。 

1.5  流式细胞术检测 RAW264.7 巨噬细胞

极化标记物阳性表达率 
Mφ (LPS+IFNγ)组细胞消化重悬后，在流式

管内分别加入CD80荧光抗体和CD86荧光抗体，

4 ℃孵育 30 min，用磷酸盐缓冲盐水(phosphate 
buffered saline, PBS)缓冲液洗涤 2 次后重悬，采

用流式细胞仪检测 CD80 和 CD86 阳性比率。 

Mφ (IL-4)组细胞消化重悬后，在流式管内

分别加入 CD163 荧光抗体和 CD206 荧光抗体

(细胞需要破膜处理)，4 ℃孵育 30 min，用

PBS 缓冲液洗涤 2 次后重悬，采用流式细胞仪

检测 CD163 和 CD206 阳性表达率。 

1.6  ELISA 法检测 RAW264.7 巨噬细胞

M1/M2 型细胞因子 
细胞于 2 000 r/min 离心 20 min 后取上清

液，按照 ELISA 试剂盒说明书步骤检测细胞上

清中 TNF-α、IL-6 和 IL-10 水平。 

1.7  线粒体损伤检测 
线 粒 体 损 伤 由 线 粒 体 脱 氧 核 糖 核 酸

(deoxyribonucleic acid, DNA)/细胞核基因组

DNA 的比值来表征，若线粒体 DNA 的相对拷贝

数量减少则表明线粒体受到损伤。线粒体 DNA/
细胞核基因组 DNA 的相对比值通过荧光定量

PCR 来检测，其中线粒体 ATP 合成酶 6 kDa 亚

基 (mitochondrial ATP synthase 6 kDa subunit, 
MtATP6)基因代表线粒体DNA的拷贝数，核糖体

蛋白 L13a (ribosomal protein L13a, Rpl13a)基因代

表细胞核基因组 DNA 的拷贝数。定量引物如表 1
所示。 

1.8  蛋白免疫印迹检测相关表达蛋白质 
收集各组细胞，以 GAPDH (上海碧云天生

物技术有限公司，1:1 000)为内参，检测 PRDX1 
(Cell Signaling Technology 公司，1:1 000)、TIM23 
(Becton, Dickinson and Company 公司，1:2 500)、 

 
表 1  MTATP6 和 RPL13A 引物序列 
Table 1  Sequences of MtATP6 and Rpl13a primers 
Name Primer sequence (5′→3′) 

MtATP6-F CAGTCCCCTCCCTAGGACTT 
MtATP6-R TCAGAGCATTGGCCATAGAA 
Rpl13a-F  GGGCAGGTTCTGGTATTGGAT 
Rpl13a-R GGCTCGGAAATGGTAGGGG 
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HSP60 (Santa Cruz 公司，1:200)、p-STAT6 (Cell 
Signaling Technology 公司，1:1 000)和 STAT6 
(Cell Signaling Technology 公司，1:1 000)的蛋

白质表达变化[26]。 

1.9  细胞能量分析仪检测细胞胞外酸化率

(extra cellular acidification rate, ECAR)和细胞

氧消耗速率(oxygen consumption rate, OCR) 
利用细胞能量分析仪每隔 10 min 实时检测

ECAR 和 OCR 值，检测总时长为 80 min。以野

生型为 Prdx1+/+组 RAW264.7巨噬细胞组的平均

值为基准均值，用 Prdx1−/−组 RAW264.7巨噬细

胞各时间点数值与基准均值的比值表示 ECAR
和 OCR。 

1.10  JC-1 荧光探针法检测细胞线粒体膜电

位(mitochondrial membrane potential, MMP) 
通过荧光显微镜观察各组荧光颜色的转变

来分析 MMP 的变化。MMP 较高时，JC-1 可形

成聚合物，荧光显微镜下可观察到红色荧光；

在 MMP 较低时，JC-1 以单体形式存在，荧光

显微镜下可观察到绿色荧光。 

1.11  ATP 的含量检测 
按照 ATP 含量测试盒说明书提取样品，按

照试剂盒说明书分别加入上清液、稀释和工作

液，进行化学发光值测定，使用酶标仪检测

ATP 含量[27]。 

1.12  MitoSOX 免疫染色分析线粒体超氧

化物水平 
MitoSOX Red 是一种对活细胞线粒体中活

性氧(reactive oxygen species, ROS)具有高度选

择性的染料，被线粒体中的 ROS氧化，从而显

示出红色，通过流式细胞仪检测细胞发光的强

弱来表征代表线粒体内 ROS 的含量。 

1.13  统计学处理 
所有数据均来自 3 次独立重复实验，并以

平均值±标准误( x ±s)表示。用 SPSS22.0 统计

软件进行统计与分析，组间统计学显著性采用

双尾 Student’s t 检验，P<0.05 被认为显著，

P<0.01 被认为极显著。使用 GraphPad Prism 6
软件进行绘图。 

2  结果与分析 
2.1  敲除 Prdx1 可诱导巨噬细胞 M1 型极化 

在巨噬细胞中敲除 Prdx1 (图 1)，与 Prdx1+/+

组相比，Prdx1−/−组巨噬细胞 iNOS 活性显著高

于 Prdx1+/+ 组 (P<0.01) ( 图 2A) ， Prdx1−/− 组

CD80+和 CD86+阳性细胞明显多于 Prdx1+/+组

(P<0.01) (图 2B、2E)，Prdx1−/−组细胞 M1 型巨

噬细胞相关促炎因子 TNF-α (P<0.01) (图 2C)和
IL-6 (P<0.01) (图 2D)表达水平显著高于 Prdx1+/+

组细胞；与 Prdx1+/+组相比，Prdx1−/−组巨噬细胞

Arg-1 活性显著高于 Prdx1+/+组(P<0.01) (图 3A)，
而 CD163+和 CD206+阳性细胞明显少于 Prdx1+/+

组(P<0.01) (图 3B、3E)，Prdx1−/−组细胞 IL-10 
(P<0.01) (图 3C)和 pSTAT6 (P<0.01) (图 3D)的
表达水平显著低于 Prdx1+/+组，表明敲除 Prdx1
可促进 RAW264.7 巨噬细胞向 M1 型极化，而

抑制其向 M2 型极化。 

2.2  敲除 Prdx1 导致巨噬细胞易受氧化性

损伤 
与 Prdx1+/+组相比，Prdx1−/−组中 ROS 水平

(P<0.01) (图 4A)、H2O2 量(图 4B)和 8-OHDG 水

平(图 4C)均明显升高(P<0.01)。 
 

 
 
图 1  在巨噬细胞中敲除 Prdx1 
Figure 1  Knockout of Prdx1 in macrophages. 
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图 2  敲除 Prdx1 可促进巨噬细胞的 M1 型极化   A：敲除 Prdx1 对巨噬细胞 iNOS 活性的影响. B：敲

除 Prdx1 对巨噬细胞 M1 型极化标志物 CD80 和 CD86 的影响. C：敲除 Prdx1 对巨噬细胞 M1 型极化的

TNF-α 的影响. D：敲除 Prdx1 对巨噬细胞 M1 型极化的 IL-6 的影响. E：敲除 Prdx1 对巨噬细胞 M1 型

极化标志物 CD80 和 CD86 的流式检测. **：P<0.01 
Figure 2  Knockout of Prdx1 promotes M1 polarization in macrophages. A: Effect of knockout of Prdx1 on 
iNOS activity in M1 macrophages. B: Effect of knockout of Prdx1 on M1 markers CD80 and CD86 in M1 
macrophages. C: Effect of knockout of Prdx1 on TNF-α in M1 macrophages. D: Effect of knockout of Prdx1 
on IL-6 in M1 macrophages. E: Flow cytometry analysis of M1 markers CD80 and CD86 in M1 macrophages 
with knockout of Prdx1. **: P<0.01. 
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图 3  敲除 Prdx1 可抑制巨噬细胞的 M2 型极化   A：敲除 Prdx1 对巨噬细胞 Arg-1 活性的影响. B：敲

除 Prdx1 对巨噬细胞 M2 型极化标志物 CD163 和 CD206 的影响. C：敲除 Prdx1 对巨噬细胞 M2 型极化

的 IL-10 的影响. D：敲除 Prdx1 对巨噬细胞 M2 型极化的 PSTAT6 的影响. E：敲除 Prdx1 对巨噬细胞

M2 型极化标志物 CD163 和 CD206 的流式检测. **：P<0.01 
Figure 3  Knockout of Prdx1 inhibits M2 polarization in macrophages. A: Effect of knockout of Prdx1 on 
Arg-1 activity. B: Effect of knockout of Prdx1 on M2 markers CD163 and CD206. C: Effect of knockout of 
Prdx1 on IL-10 in M2 macrophages. D: Effect of knockout of Prdx1 on pSTAT6 in M2 macrophages. E: Flow 
cytometry analysis of M2 markers CD206 and CD163 in M2 macrophages with knockout of Prdx1.       
**: P<0.01. 
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2.3  敲除 Prdx1对巨噬细胞 ECAR和 OCR
的影响 

与 Prdx1+/+组相比，Prdx1−/−组 ECAR 明显

增加(P<0.01) (图 5A、5B)，而 OCR 明显降低

(P<0.01) (图 6A、6B)，表明敲除 Prdx1 后，巨

噬细胞的呼吸方式发生改变，巨噬细胞向 M1
型极化供能的糖酵解功能增强，向 M2 型极化

供能的氧化磷酸化功能减弱。 

 

 
 
图 4  敲除 Prdx1 导致巨噬细胞氧化性损伤   A：敲除 Prdx1 对巨噬细胞 ROS 活性的影响. B：敲除

Prdx1 对巨噬细胞 H2O2 活性的影响. C：敲除 Prdx1 对巨噬细胞 8-OHDG 含量的影响. **：P<0.01；Mφ：
巨噬细胞 
Figure 4  Knockout of Prdx1 causes oxidative damage in macrophages. A: Effect of knockout of Prdx1 on 
ROS in macrophages. B: Effect of knockout of Prdx1 on H2O2 in macrophages. C: Effect of knockout of 
Prdx1 on 8-OHDG in macrophages. **: P<0.01; Mφ: Macrophages. 
 

 
 
图 5  敲除 Prdx1 对巨噬细胞 ECAR 的影响   A：敲除 Prdx1 对 M1 型极化巨噬细胞 ECAR 的影响. B：

敲除 Prdx1 对 M1 型极化巨噬细胞 ECAR 的影响. **：P<0.01 
Figure 5  Effect of knockout of Prdx1 on extracellular acidification rate (ECAR) in macrophages. A: Effect 
of knockout of Prdx1 on ECAR in M1 macrophages. B: Effect of knockout of Prdx1 on ECAR in M1 
macrophages. **: P<0.01. 
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2.4  敲除 Prdx1 影响巨噬细胞能量代谢重塑 
与 Prdx1+/+组相比，Prdx1−/−组细胞线粒体

拷贝数均明显降低(P<0.01) (图 7A)，而且线粒

体内膜 TIM23蛋白和关键功能蛋白 HSP60表达

量明显减少(图 7B)。 

2.5  敲除 Prdx1 对巨噬细胞线粒体功能的

影响 
与 Prdx1+/+组相比，Prdx1−/−组红色荧光明

显减弱，绿色荧光增强(图 8)，表明线粒体膜

电位下降，线粒体发生去极化，而且，Prdx1−/− 
 

 

 
 
图 6  敲除 Prdx1 对巨噬细胞 OCR 的影响   A：敲除 Prdx1 对 M2 型极化巨噬细胞 OCR 的影响. B：敲

除 Prdx1 对 M2 型极化巨噬细胞 OCR 的影响. **：P<0.01 
Figure 6  Effect of Knockout of Prdx1 on oxygen consumption rate (OCR) in macrophages. A: Effect of 
knockout of Prdx1 on OCR in M2 macrophages. B: Effect of knockout of Prdx1 on OCR in M2 macrophages. 
**: P<0.01. 
 

 
 
图 7  敲除 Prdx1 导致巨噬细胞线粒体损伤   A：敲除 Prdx1 对 LPS 联合 IFNγ以及 IL-4 诱导处理的

线粒体拷贝数的影响. B：敲除 Prdx1 对 LPS 联合 IFNγ以及 IL-4 诱导处理的巨噬细胞线粒体关键蛋白

的影响. **：P<0.01；mtDNA：线粒体 DNA 
Figure 7  Knockout of Prdx1 causes mitochondrial damage in macrophages. A: Effect of knockout of Prdx1 
on mtDNA in Mφ (LPS+IFNγ) and Mφ (IL-4). B: Effect of knockout of Prdx1 on mitochondrial protein in 
Mφ (LPS+IFNγ) and Mφ (IL-4). **: P<0.01; mtDNA: mitochondrial DNA. 



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 
 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

1518 

 
 
图 8  敲除 Prdx1 对巨噬细胞线粒体膜电位的影响(比例尺=50 μm) 
Figure 8  Effect of knockout of Prdx1 on MMP in macrophages (scale bar=50 μm). 
 
组超氧化物明显增多(P<0.01) (图 9A)，ATP 水

平明显降低 (P<0.01) (图 9B)。 

2.6  使用线粒体 ROS 清除剂可消除由于

Prdx1 缺失引发的巨噬细胞极化  
与未使用线粒体 ROS 清除剂 MitoQ10 处理

相比，使用线粒体 ROS 清除剂 MitoQ10 处理的

Prdx1−/−组中 iNOS 活性(图 10A)和 Arg-1 活性无

明显差异变化(图 10B)，说明使用线粒体 ROS
清除剂可消除由于 Prdx1 缺失引发的巨噬细胞

极化。 

3  讨论与结论 
巨噬细胞在机体绝大多数的损伤反应中发

挥着关键作用[14]，它是高可塑性细胞，在体内

并不是一个稳定的激活状态，而是持续着高度

动态的极化过程。巨噬细胞极化的不同方向参

与维持炎症反应和组织稳态，M1/M2 代表了巨

噬细胞极化的2个极端，M1巨噬细胞是一种经典

的激活途径，它利用厌氧糖酵解和糖醛酸磷酸

途径作为主要代谢途径；M2 巨噬细胞是一种“替
代激活途径”，它具有完整的三羧酸循环和氧

化磷酸化过程。对于线粒体损伤与巨噬细胞极

化之间的关系，有研究表明，脑缺血再灌注损

伤中巨噬细胞的 M1 极化与由自由线粒体 DNA
驱动的炎症有关[2]。巨噬细胞的极化是一个多因

素过程，它在生理或病理条件下被激活为某一

种表型时，仍然保留着继续变化以响应新环境

影响的能力，从而逆转它的极化表型，逆转巨

噬细胞的极化状态作为免疫治疗方法对于疾病

的治疗具有不可估量的价值[16-17]。 
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图 9  敲除 Prdx1 对 LPS 联合 IFNγ和 IL-4 诱导的巨噬细胞线粒体超氧化物(A)和 ATP 含量(B)的影响   
**：P<0.01 
Figure 9  Effect of knockout of Prdx1 on mitochondrial superoxide (A) and ATP (B) in macrophages. **: 
P<0.01. 
 

 
 
图 10  线粒体 ROS 清除剂对敲除 Prdx1 的巨噬细胞 iNOS 活性(A)和 Arg-1 活性(B)的影响   **：
P<0.01，n.s.：无显著差异 
Figure 10  Effect of ROS scavenger on iNOS activity (A) and Arg-1 activity (B) in macrophages with 
knockout of Prdx1. **: P<0.01; n.s.: No significance. 
 

PRDXs 是一个小型抗氧化蛋白家族，是能

够维持氧化还原平衡的有效防御系统。Prdx1

在细胞的胞质中表达，首次被鉴定为暴露于氧

化应激的小鼠腹膜巨噬细胞中产生的应激诱导

蛋白[16]，是与免疫、炎症、细胞凋亡和氧化应

激调节相关的关键因子[18-19]。Prdx1 在巨噬细

胞中发挥着重要的抗氧化、调节免疫和细胞增

殖分化等作用，对于维护机体的免疫平衡和稳

定状态具有重要的作用 [20]。研究表明，Prdx1

在巨噬细胞中的表达比其他抗氧化酶更高，而

且 Prdx1 的缺乏会诱发过度的氧化应激并导致

巨噬细胞中自噬通量的维持受损[21]。本研究发
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现敲除 Prdx1 可促进 RAW264.7 巨噬细胞向 M1

型极化并抑制其向 M2 型极化，而且在使用线

粒体 ROS 清除剂时，可消除因 Prdx1 缺失导致

的 RAW264.7 巨噬细胞极化。这与前人在

RAW264.7 巨噬细胞中敲低 Prdx1 可导致 IL-10

的上调以及由此产生促炎细胞因子下调的研究[22]

相符。 
本研究发现敲除 Prdx1 能够导致 RAW264.7

巨噬细胞氧化损伤，包括 ROS水平、过氧化氢

水平和 DNA 氧化损伤标志物 8-OHDG 水平均

明显升高，也有研究表明 Prdx1 的表达对于激

活和增强中风相关小胶质瘤的抗氧化功能是必

需的[23]。M1 型巨噬细胞可发挥促炎作用，巨

噬细胞在发生 M1 极化的过程中，细胞主要以

糖酵解方式来供能，M2 型巨噬细胞则发挥抗

炎作用，巨噬细胞发生 M2 极化的过程中，细

胞主要以有氧条件下的氧化磷酸化方式来供

能，因此在巨噬细胞的极化过程中，细胞不同

呼吸方式决定了巨噬细胞的极化方向，也就决

定了巨噬细胞发挥的促炎作用或抗炎作用。在

M1 型 RAW264.7 巨噬细胞中敲除 Prdx1，ECAR
明显增加，在 M2 型 RAW264.7 巨噬细胞中敲除

Prdx1，OCR 明显降低，表明敲除 Prdx1 后，巨

噬细胞呼吸方式发生改变，主要为巨噬细胞向

M1 型极化供能的糖酵解功能增强，向 M2 型极

化供能的氧化磷酸化功能减弱，说明敲除 Prdx1

导致RAW264.7巨噬细胞易向M1型极化，而抑

制其向 M2 型极化。 
由于糖代谢中有氧条件下的氧化磷酸化是

在线粒体中发生，在无氧条件下的糖酵解是发

生于细胞质中，因此推测敲除 Prdx1 引发的氧

化磷酸化功能减弱可能是由于线粒体功能损伤

所导致。本研究结果表明：敲除 Prdx1 后，巨

噬细胞中线粒体拷贝数明显降低，线粒体内膜

TIM23 蛋白和线粒体功能关键蛋白 HSP60 表达

量也明显减少，而且线粒体膜电位下降，线粒

体发生去极化，线粒体超氧化物明显增多，

ATP 水平明显降低，说明 Prdx1 能够通过维持

线粒体的稳态来调节巨噬细胞的极化。 
有研究表明，在小鼠 M1 巨噬细胞中，敲

除时钟基因 Bmal1 的小鼠无法维持线粒体功

能，进而增强了由丙二酸脱氢酶介导的线粒体

产生的活性氧物质的产生，以及缺氧诱发因子

(hypoxia-inducible factor, Hif-1α)依赖的代谢重

编 程 和 炎 症 损 伤 [24] 。 本 研 究 结 果 说 明 在

RAW264.7 巨噬细胞中敲除 Prdx1 能够损伤巨

噬细胞线粒体功能，而且向 M2 型极化供能的

氧化磷酸化功能也减弱，而其向 M1 型极化供

能的糖酵解功能却增强，说明敲除 Prdx1 导致

RAW264.7 巨噬细胞易向 M1 型极化，而抑制

其向 M2 型极化。而且此现象能够通过使用线

粒体 ROS 清除剂而被消除，这也揭示了 Prdx1

能够通过维持线粒体的稳态来调节巨噬细胞的

极化。本研究能够为巨噬细胞介导的免疫治疗

提供新的治疗策略。 
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