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【摘要】 目的  探讨细胞色素 P450 1A1（CYP1A1）对巨噬细胞吞噬大肠杆菌（E.coli）能力的调控作用及

机制。方法  ① 体外培养小鼠单核/巨噬细胞白血病细胞株RAW264.7（RAW），用感染复数（MOI）为30的E.coli
刺激细胞 40 min，并设甘油对照组，观察感染时 CYP1A1 的表达变化。② 体外培养 CYP1A1 过表达 RAW 细

胞（CYP1A1/RAW）、CYP1A1 敲除 RAW 细胞（CYP1A1 KO/RAW），用 MOI 为 30 的 E.coli 刺激细胞 40 min，并以

阴性对照 RAW 细胞（NC/RAW）为对照，观察细胞吞噬功能与 CYP1A1 表达的关系，以及 CYP1A1 对吞噬受体 

〔清道夫受体A（SR-A）〕 及其信号通路 〔丝裂素活化蛋白激酶（MAPK）通路〕 的调控作用。③ 体外培养NC/RAW、 

CYP1A1 KO/RAW 细胞，用 1 μmol/L 细胞外信号调节激酶（ERK）抑制剂 U0126 预处理 2 h 后，再用 MOI 为 30 的 

E.coli 刺激细胞 40 min，并设磷酸盐缓冲液（PBS）对照组，观察 CYP1A1 是否通过调节 MAPK 通路调控巨噬细

胞的吞噬功能。④ 体外培养 RAW 细胞，用 100 nmol/L 的 CYP1A1 羟化酶活性产物 12（S）- 羟基二十碳四烯酸 

〔12（S） - HETE〕 预处理 2 h后，再用MOI为 30的 E.coli 刺激细胞40 min，并设PBS对照组，观察巨噬细胞的吞噬

功能是否与 CYP1A1 羟化酶代谢产物有关。⑤ 体外培养 CYP1A1 过表达且羟化酶活性位点突变的 RAW 细胞 

（CYP1A1m/RAW），用MOI为30的 E.coli 刺激细胞40 min，并设CYP1A1/RAW对照组，观察巨噬细胞的吞噬功能

是否与CYP1A1羟化酶活性有关。结果  ① 与甘油对照组相比，E.coli 刺激后RAW细胞中CYP1A1 mRNA表达 

显著增加（2-ΔΔCt：7.79±0.71 比 1.00±0.00，P＜0.05），提示 CYP1A1 可能参与调控感染进程。② 与 NC/RAW

细胞相比，E.coli 刺激 40 min 后 CYP1A1/RAW 细胞吞噬 E.coli 菌落数明显降低（×103 CFU/mL：4.67±3.06 比 

15.67±5.03，P＜0.05），而 CYP1A1 KO/RAW 细胞吞噬 E.coli 菌落数则显著增加（×103 CFU/mL：46.00±5.29 比

15.67±5.03，P＜0.05），说明CYP1A1可负性调控巨噬细胞吞噬功能。同时，与NC/RAW细胞相比，CYP1A1/RAW 

细胞中 SR-A mRNA 表达明显下调（2-ΔΔCt：0.31±0.03 比 1.00±0.00，P＜0.05），且 ERK 的活化水平明显降低；而

CYP1A1 KO/RAW细胞中SR-A mRNA表达明显上调（2-ΔΔCt：3.74±0.25比 1.00±0.00，P＜0.05），且ERK活化增 

强，说明 CYP1A1 可以负性调控吞噬受体及其信号通路。③ 与 PBS 相比，U0126 预处理可显著抑制 CYP1A1 敲

除诱导的SR-A mRNA表达上调（2-ΔΔCt：0.62±0.05比4.38±0.39，P＜0.05），ERK活化水平也被抑制，同时可阻遏 

CYP1A1敲除导致的巨噬细胞吞噬能力增强〔细胞吞噬E.coli菌落数（×103 CFU/mL）：12.67±1.15比45.33±4.16， 

P＜0.05〕，说明 CYP1A1 可通过抑制 ERK 活化而减弱巨噬细胞的吞噬功能。④ 与 PBS 相比，12（S）-HETE 预处

理后，RAW细胞的吞噬功能并无明显变化〔细胞吞噬 E.coli 菌落数（×103 CFU/mL）：17.00±1.00比 16.33±2.52， 

P＞0.05〕，说明 CYP1A1 对巨噬细胞吞噬功能的调控作用可能并非通过其羟化酶代谢产物 12（S）- HETE 实现。

⑤ 与单纯过表达 CYP1A1 的 RAW 细胞相比，CYP1A1m/RAW 细胞的吞噬功能并无明显变化〔细胞吞噬 E.coli
菌落数（×103 CFU/mL）：3.67±1.15 比 3.33±0.58，P＞0.05〕，说明 CYP1A1 也并非通过其羟化酶活性来调控巨

噬细胞的吞噬功能。结论  CYP1A1可通过抑制ERK活化降低SR-A表达，从而负性调控巨噬细胞的吞噬功能， 

但此调控效应与 CYP1A1 羟化酶活性及其致炎产物 12（S）- HETE 均无关。
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【Abstract】 Objective  To explore the effect and mechanism of cytochrome P450 1A1 (CYP1A1) on regulating 
phagocytosis  of macrophage  treated with Escherichia coli  (E.coli).  Methods  ① The mouse  leukemia  cells  lines  of 
monocyte  macrophage  RAW264.7  (RAW)  were  cultured in vitro and  treated  with  30  multiplicity  of  infection  (MOI) 
dosages of E.coli for 40 minutes, glycerin control group was set up to observe the change of CYP1A1 during infection.  
② The RAW cells with CYP1A1  overexpression  (CYP1A1/RAW)  and  knock  out  (CYP1A1 KO/RAW) were  cultured  
in vitro and treated with 30 MOI E. coli for 40 minutes, while the negative controlled RAW cells (NC/RAW) were established  
as control to observe the relationship between cell phagocytosis and CYP1A1 expression, and the effect of CYP1A1 on 
phagocytic  receptor  [scavenger  receptor-A  (SR-A)]  and  its  signal  pathway  [mitogen-activated  protein  kinase  (MAPK) 
pathway]. ③ NC/RAW and CYP1A1 KO/RAW cells were cultured in vitro and pretreated with 1 μmol/L extracellular 
signal-regulated  kinase  (ERK)  inhibitor  (U0126)  for  2  hours,  and  then  treated  with  30  MOI  E.coli  for  40  minutes, 
phosphate buffered  solution  (PBS) control  group was  set up  to observe whether  the effect  of CYP1A1 on phagocytosis 
through  controlled  the  MAPK  pathway.  ④  The  RAW  cells  were  cultured  in vitro  and  pretreated  with  100  nmol/L  
CYP1A1 hydroxylase active product 12(S)-hydroxyeicosatetraenoic acid [12(S)-HETE] for 2 hours, and then treated with 
30 MOI E.coli for 40 minutes, and PBS control group was set up to observe whether the effect of CYP1A1 on phagocytosis 
was related to CYP1A1 hydroxylating metabolite. ⑤ The RAW cells with overexpression CYP1A1 hydroxylase-activity 
mutation  (CYP1A1m/RAW) were cultured  in vitro  and  treated with 30 MOI E.coli  for 40 minutes,  the CYP1A1/RAW  
cells were  set  up  as  control  group  to  observe whether  the  effect  of  CYP1A1  on  phagocytosis was  related  to CYP1A1 
hydroxylase-activity.  Results  ① Compared with glycerin control group, CYP1A1 mRNA expression was significantly 
increased by E.coli stimulation (2-ΔΔCt: 7.79±0.71 vs. 1.00±0.00, P < 0.05), indicating that CYP1A1 might participate 
in  regulating  infection  progress.  ②  Compared  with  NC/RAW  cells,  the  number  of  E.coli  colonies  phagocytized  by 
CYP1A1/RAW  cells  was  significantly  decreased  after  40  minutes  of  E.coli  stimulation  (×103 CFU/mL:  4.67±3.06  
vs. 15.67±5.03, P < 0.05), while CYP1A1 KO/RAW cells had a significant  increase in the number of E.coli colonies 
phagocytized  (×103  CFU/mL:  46.00±5.29  vs.  15.67±5.03,  P  <  0.05),  suggesting  that  CYP1A1  might  negatively 
control macrophage phagocytosis  function. Meanwhile,  compared with NC/RAW cells,  the expression of SR-A mRNA 
in  CYP1A1/RAW  cells  was  significantly  down-regulated  (2-ΔΔCt:  0.31±0.03  vs.  1.00±0.00,  P  <  0.05),  and  the 
activation level of ERK was significantly reduced. However, the expression of SR-A mRNA in CYP1A1 KO/RAW cells 
was significantly up-regulated (2-ΔΔCt: 3.74±0.25 vs. 1.00±0.00, P < 0.05), and the activation of ERK was enhanced,  
indicating that CYP1A1 could negatively regulate phagocytic receptors and their signaling pathways. ③ Compared with 
PBS, U0126 pretreatment significantly inhibited the CYP1A1 knockout induced upregulation of SR-A mRNA expression 
(2-ΔΔCt:  0.62±0.05  vs.  4.38±0.39,  P  <  0.05)  and  ERK  activation,  and  inhibited  the  enhancement  of  phagocytosis 
in macrophages  induced  by CYP1A1 knock  out  [E.coli  colonies  phagocytized  by  cells  (×103 CFU/mL):  12.67±1.15 
vs.  45.33±4.16, P  <  0.05],  suggesting  that  CYP1A1  inhibited macrophage  phagocytosis  function  by  regulating ERK 
activation. ④ Compared with PBS, the phagocytosis of RAW cells pretreated with 12(S)-HETE did not change significantly 
[E.coli  colonies  phagocytized  by  cells  (×103  CFU/mL):  17.00±1.00  vs.  16.33±2.52,  P  >  0.05],  suggesting  that 
CYP1A1 might not control phagocytosis function by its hydroxylase-activity metabolism 12(S)-HETE. ⑤ Compared with 
CYP1A1/RAW cells, there was no significant change in the phagocytic function of CYP1A1m/RAW cells [E.coli colonies  
phagocytized by cells (×103 CFU/mL): 3.67±1.15 vs. 3.33±0.58, P > 0.05], suggesting that CYP1A1 might not control 
phagocytosis  function by  its hydroxylase-activity.  Conclusion  CYP1A1 can negatively  regulate  the phagocytosis of 
macrophages by inhibiting the activation of ERK and reducing the expression of SR-A, but this regulatory effect is not 
related to the activity of CYP1A1 hydroxylase and its pro-inflammatory metabolism 12(S)-HETE.
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  细胞色素 P450（cytochrome P450，CYP）是一种

单加氧酶，其家族成员 CYP1A1 可催化代谢多种内

外源性有害异物，主要分布在肺脏、肠道及肝脏中，

可在多种致炎物质诱导下表达增高［1-3］。以往研究

大多关注 CYP1A1 代谢产物的致癌作用，但近年越

来越多的研究开始将其与免疫调控联系起来［4-7］。

巨噬细胞作为重要的免疫效应细胞，在感染性疾病

尤其是脓毒症中具有重要的调控作用，其非特异性

免疫功能，如杀菌吞噬等，在机体前期抵御外界病

原体入侵的过程中发挥了相当重要的作用。当病原 

体入侵时，巨噬细胞可以分泌大量炎症因子以杀灭

病原体，同时其表面的吞噬受体可识别病原体并介

导巨噬细胞发挥吞噬作用，从而清除机体面临的感

染威胁［8］。本课题组前期研究已证实，炎症刺激时

巨噬细胞中的 CYP1A1 表达增高，并可以促使巨噬

细胞中的诱导型一氧化氮合酶（inducible nitric oxide 

synthase，iNOS）生成过量的一氧化氮（nitric oxide，

NO），从而加重炎症反应［9］，但 CYP1A1 对感染时巨

噬细胞吞噬功能的调控作用及具体机制仍不明确。

本研究旨在探讨 CYP1A1 对巨噬细胞吞噬功能的调

控作用及机制，进而为防治脓毒症等感染性疾病寻

找新的治疗策略。
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1 材料与方法 

1.1 细胞来源及培养方法：小鼠单核 / 巨噬细胞白

血病细胞株 RAW264.7（RAW）由陆军军医大学陆军 

特色医学中心提供； 阴性对照 RAW 细胞（negative  

controlled RAW，NC/RAW）、CYP1A1过表达RAW细胞 

（CYP1A1/RAW）、CYP1A1 敲除 RAW 细胞（CYP1A1 

knock out RAW，CYP1A1 KO/RAW）以及 CYP1A1 过

表达且羟化酶活性位点突变的 RAW 细胞（CYP1A1 

mutation RAW，CYP1A1m/RAW）均委托广州赛业生

物科技有限公司制作并插入嘌呤霉素抗性基因。以

上经过基因编辑的细胞均培养在含 10% 胎牛血清、

1% 青霉素和链霉素、5 mg/L 嘌呤霉素的 RPMI 1640

培养基中备用。

1.2 实验分组设计：以每孔 5×105 个细胞的密度将

细胞铺至 6 孔板，置于 37 ℃恒温箱中培养 12 h。采

用完全随机设计方法分组处理，符合伦理学标准，并

获得陆军军医大学实验动物福利伦理审查委员会审 

批（审批号：AMUWEC20223482）。

1.2.1 大肠杆菌（Escherichia coli，E.coli）对RAW细胞 

中 CYP1A1 表达的影响：将采用甘油储藏的感染复

数（multiplicity of infection，MOI）为 30 的 E.coli 加入 

RAW细胞刺激40 min（RAW+E.coli 组），设RAW+甘

油组。收集细胞，采用反转录-聚合酶链反应（reverse  

transcription-polymerase chain reaction，RT-PCR）检测 

细胞中CYP1A1 mRNA表达，采用蛋白质免疫印迹试

验（Western blotting）检测细胞中 CYP1A1 蛋白表达。

1.2.2 CYP1A1对RAW细胞吞噬E.coli能力的影响：

将MOI为30的E.coli加入NC/RAW、CYP1A1/RAW、 

CYP1A1 KO/RAW 细胞刺激 40 min（NC/RAW+E.coli 
组、CYP1A1/RAW+E.coli组、CYP1A1 KO/RAW+E.coli 
组），然后更换为含 50 mg/L 庆大霉素的 RPMI 1640

培养基继续培养1 h以杀灭细胞表面黏附细菌，用无 

菌磷酸盐缓冲液（phosphate buffered solution，PBS）清

洗 3 次，用无菌 LB 培养基收集细胞，采用菌落计数 

法检测细胞内 E.coli 菌落数，以反映细胞吞噬能力。

1.2.3 CYP1A1 对 E.coli 刺激下 RAW 细胞中吞噬受

体清道夫受体 A（scavenger receptor-A，SR-A）表达及

其信号通路的影响：另取 NC/RAW、CYP1A1/RAW、 

CYP1A1 KO/RAW细胞，细胞分组、E.coli刺激及细胞

收集等方法同1.2.2。采用RT-PCR检测细胞中SR-A  

mRNA 表达，采用 Western blotting 检测细胞中 SR-A

蛋白表达及丝裂素活化蛋白激酶（mitogen-activated 

protein kinase，MAPK）通路中细胞外信号调节激酶 

（extracellular signal-regulated kinase，ERK）、p38MAPK 

的活化水平。

1.2.4 ERK 抑制剂对 CYP1A1 敲除时 RAW 细胞吞 

噬 E.coli 能力的影响：分别使用 PBS 及 1 μmol/L 的 

ERK抑制剂U0126预处理NC/RAW细胞（NC/RAW+ 

PBS+E.coli 组、NC/RAW+U0126+E.coli 组）和CYP1A1  

KO/RAW 细胞（CYP1A1 KO/RAW + PBS + E.coli 组、 

CYP1A1 KO/RAW+U0126+E.coli 组）2 h，再用 E.coli
刺激，E.coli 刺激及细胞收集等方法同 1.2.2。采用

RT-PCR检测细胞中SR-A mRNA表达，采用Western  

blotting 检测细胞中 SR-A 蛋白表达及 MAPK 信号通

路的活化水平，采用菌落计数法检测细胞内E.coli菌 
落数，以反映细胞吞噬能力。

1.2.5 CYP1A1羟化酶活性产物12（S）- 羟基二十碳

四烯酸〔12（S）-hydroxyeicosatetraenoic acid，12（S）- 

HETE〕对 RAW 细胞吞噬 E.coli 能力的影响：分别使 

用 100 nmol/L 的 12（S）-HETE 以及等量的 PBS 预处

理普通RAW细胞2 h，再用 E.coli 刺激〔RAW+PBS+ 

E.coli 组和 RAW+12（S）-HETE+E.coli 组〕。收集细

胞，检测 RAW 细胞的吞噬能力，E.coli 刺激、细胞收 

集及吞噬能力检测等方法同 1.2.2。

1.2.6 CYP1A1 羟化酶活性对 RAW 吞噬 E.coli 能力

的影响：用E.coli分别刺激NC/RAW、CYP1A1/RAW、 

CYP1A1m/RAW 细胞（NC/RAW+E.coli 组、CYP1A1/

RAW+E.coli 组及 CYP1A1m/RAW+E.coli 组）。收集

细胞，检测 RAW 细胞的吞噬能力，E.coli 刺激、细胞

收集及吞噬能力检测等方法同 1.2.2。

1.3 指标检测方法

1.3.1 菌落计数法检测细胞内E.coli菌落数：取1 mL 

细胞悬液稀释 100 倍至 1 mL 无菌 LB 培养基中，置

于冰上，每组取100 μL稀释液均匀涂至LB琼脂平板 

上，然后置于37 ℃恒温箱培养18 h。取出平板，进行

菌落计数，再乘以相应稀释倍数进行反算，获得实际 

细菌载量。

1.3.2 RT-PCR检测CYP1A1及SR-A的mRNA表达：

提取细胞总 RNA，定量至 500 mg/L，取 1 μg 总 RNA， 

反转录为 cDNA 后上机扩增。探针及引物均由上海

生工生物工程有限公司设计合成。以 β-肌动蛋白

（β-actin）作为内参，采用 2-ΔΔCt 法计算 CYP1A1 及

SR-A 的 mRNA 表达量。

1.3.3 Western blotting检测CYP1A1、SR-A的蛋白表 

达及MAPK通路活化水平：取细胞悬液，500×g离心

5 min 得到细胞团块，用 RIPA 蛋白裂解液提取总蛋
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白，采用 BCA 法进行蛋白定量；蛋白煮沸 5 min 后上

样，电泳 40 min 后，以 110 V 参数电转 90 min，加入

4% 脱脂牛奶或 4% 牛血清白蛋白封闭 1 h， PBS 洗 

净后加入一抗孵育过夜（4 ℃），次日加入二抗室温

孵育 1 h，使用化学发光成像系统曝光。

1.4 统计学分析：采用 SPSS 22.0 软件对数据进行

统计学分析。计量资料符合正态分布，以均数 ± 标

准差（x±s）表示，多组间比较采用单因素方差分析，

组间两两比较采用 LSD-t 检验；P＜0.05 为差异有统 

计学意义。

2 结 果 

2.1 E.coli 刺激可增加 RAW 细胞中 CYP1A1 表达：

RAW+E.coli 组细胞中 CYP1A1 的 mRNA 表达明显高

于 RAW+甘油组（2-ΔΔCt：7.79±0.71 比 1.00±0.00，

P＜0.05），蛋白条带也较RAW+甘油组更深（图1），提

示CYP1A1可能参与调控感染进程。

2.3 CYP1A1可负性调控 E.coli 刺激下RAW细胞中

SR-A 的表达（表 1；图 2）：CYP1A1/RAW+E.coli 组
细胞中 SR-A mRNA 表达显著低于 NC/RAW+E.coli 
组（P＜0.05），蛋白条带也较NC/RAW+E.coli 组更浅； 

而CYP1A1 KO/RAW+E.coli组细胞中SR-A mRNA表 

达则明显高于 NC/RAW+E.coli 组（P＜0.05），蛋白条

带也较 NC/RAW+E.coli 组更深。说明感染时高表达 

的 CYP1A1 可能通过下调 SR-A 表达以抑制巨噬细

胞的吞噬功能。

表 1　各组 RAW 细胞经 E.coli刺激 40 min 后吞噬细菌 
数量及细胞中 SR-A mRNA 表达比较（x±s）

组别
样本数

（孔）

吞噬 E.coli 菌落数

（×103 CFU/mL）

SR-A mRNA

（2-ΔΔCt）

NC/RAW+E.coli 组 3 15.67±5.03 1.00±0.00
CYP1A1/RAW+E.coli 组 3     4.67±3.06 a   0.31±0.03 a

CYP1A1 KO/RAW+E.coli 组 3   46.00±5.29 a   3.74±0.25 a

注：RAW细胞为小鼠单核/巨噬细胞白血病细胞株，NC/RAW为

阴性对照 RAW 细胞，CYP1A1/RAW 为细胞色素 P450 1A1（CYP1A1） 

过表达 RAW 细胞，CYP1A1 KO/RAW 为 CYP1A1 敲除 RAW 细胞，

E.coli 为大肠杆菌，SR-A 为清道夫受体 A，CFU 为菌落形成单位；与 

NC/RAW+E.coli 组比较，aP＜0.05

RAW 细胞为小鼠单核 / 巨噬细胞白血病细胞株，E.coli 为 
大肠杆菌，CYP1A1 为细胞色素 P450 1A1， 

GAPDH 为 3-磷酸甘油醛脱氢酶

图 1  蛋白质免疫印迹试验（Western blotting）检测两组 RAW 细胞
经甘油或 E.coli 刺激 40 min 后 CYP1A1 的蛋白表达

RAW 细胞为小鼠单核 / 巨噬细胞白血病细胞株，NC/RAW 为 
阴性对照 RAW 细胞，CYP1A1/RAW 为细胞色素 P450 1A1 

（CYP1A1）过表达 RAW 细胞，CYP1A1 KO/RAW 为 CYP1A1 
敲除 RAW 细胞，E.coli 为大肠杆菌，SR-A 为清道夫受体 A， 

GAPDH 为 3-磷酸甘油醛脱氢酶

图 2  蛋白质免疫印迹试验（Western blotting）检测各组 RAW 细胞
经 E.coli 刺激 40 min 后 SR-A 的蛋白表达

2.4 CYP1A1可负性调控 E.coli 刺激下RAW细胞中 

MAPK 通路活化水平（图 3）：MAPK 通路中 ERK 及 

p38MAPK主要负责调控SR-A表达。CYP1A1/RAW+ 

E.coli组细胞中ERK磷酸化水平低于NC/RAW+E.coli 
组；而 CYP1A1 KO/RAW+E.coli 组细胞中 ERK 磷酸 

化水平则高于NC/RAW+E.coli 组。各组另一调控因 

子p38MAPK磷酸化水平无明显差异。说明CYP1A1 

可能通过 MAPK 信号通路中的 ERK 调控巨噬细胞

中 SR-A 的表达，进而影响其吞噬能力。

2.2 CYP1A1可负性调控RAW细胞对 E.coli 的吞噬

能力（表 1）：CYP1A1/RAW+E.coli 组 RAW 细胞吞噬 

E.coli菌落数明显低于NC/RAW+E.coli组（P＜0.05）； 

而 CYP1A1 KO/RAW+E.coli 组细胞吞噬 E.coli 菌落数

明显高于NC/RAW+E.coli组（P＜0.05）。说明CYP1A1 

可负性调控RAW细胞的吞噬功能，即当CYP1A1高

表达时可抑制 RAW 细胞吞噬 E.coli 的能力，而敲除 

CYP1A1 则可增强 RAW 细胞吞噬 E.coli 的能力。

2.5 ERK 抑制剂可阻遏 CYP1A1 敲除引起的 RAW

细胞吞噬能力增强现象（表 2；图 4）：CYP1A1 KO/ 

RAW+U0126+E.coli组细胞中SR-A mRNA表达及 

RAW 细胞为小鼠单核 / 巨噬细胞白血病细胞株，NC/RAW 为阴性
对照 RAW 细胞，CYP1A1/RAW 为细胞色素 P450 1A1（CYP1A1） 
过表达 RAW 细胞，CYP1A1 KO/RAW 为 CYP1A1 敲除 RAW 

细胞，E.coli 为大肠杆菌，p-ERK 为磷酸化细胞外信号调节激酶，
p-p38MAPK 为磷酸化 p38 丝裂素活化蛋白激酶， 

GAPDH 为 3-磷酸甘油醛脱氢酶

图 3  蛋白质免疫印迹试验（Western blotting）检测各组 RAW 细胞
经 E.coli 刺激 40 min 后 p-ERK 及 p-p38MAPK 的蛋白表达
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细胞吞噬E.coli菌落数均较CYP1A1 KO/RAW+PBS+ 

E.coli 组明显降低（均 P＜0.05），SR-A蛋白及ERK磷 

酸化水平也较CYP1A1 KO/RAW+PBS+E.coli组显著

下降。进一步证明CYP1A1可能通过ERK调控巨噬 

细胞的吞噬功能。

表 2　不同预处理各组 RAW 细胞经 E.coli刺激 40 min 后
SR-A mRNA 表达和吞噬细菌数量比较（x±s）

组别
样本数

（孔）

SR-A mRNA

（2-ΔΔCt）

吞噬 E.coli 菌落数

（×103 CFU/mL）

NC/RAW+PBS+E.coli 组 3 1.00±0.00 16.00±2.00
CYP1A1 KO/RAW+PBS+E.coli 组 3   4.38±0.39 a   45.33±4.16 a

NC/RAW+U0126+E.coli 组 3 0.47±0.07   8.33±1.53
CYP1A1 KO/RAW+U0126+E.coli 组 3   0.62±0.05 b   12.67±1.15 b

注：RAW细胞为小鼠单核/巨噬细胞白血病细胞株，NC/RAW为阴 

性对照RAW细胞，CYP1A1 KO/RAW为细胞色素P450 1A1（CYP1A1） 

敲除 RAW 细胞，PBS 为磷酸盐缓冲液，E.coli 为大肠杆菌，U0126

为细胞外信号调节激酶（ERK）抑制剂，SR-A 为清道夫受体 A，CFU

为菌落形成单位；与 NC/RAW+PBS+E.coli 组比较，aP＜0.05；与

CYP1A1 KO/RAW+PBS+E.coli 组比较，bP＜0.05

性后，并不影响 RAW 细胞吞噬 E.coli 的能力。说明

CYP1A1 对 RAW 细胞吞噬功能的调控作用也不是

通过其羟化酶活性实现的。CYP1A1 羟化酶活性突

变位点模式图见图 5。

RAW 细胞为小鼠单核 / 巨噬细胞白血病细胞株，NC/RAW 为阴性
对照 RAW 细胞，CYP1A1 KO/RAW 为细胞色素 P450 1A1（CYP1A1）
敲除 RAW 细胞，PBS 为磷酸盐缓冲液，E.coli 为大肠杆菌，U0126 为 

细胞外信号调节激酶（ERK）抑制剂，p-ERK 为磷酸化 ERK， 
SR-A 为清道夫受体 A，GAPDH 为 3-磷酸甘油醛脱氢酶

图 4  蛋白质免疫印迹试验（Western blotting）检测不同预处理各组 
RAW 细胞经 E.coli 刺激 40 min 后 p-ERK 及 SR-A 的蛋白表达

2.6 CYP1A1 羟化酶活性产物 12（S）- HETE 不影响

RAW 细胞吞噬 E.coli 的能力：RAW+12（S）- HETE+ 

E.coli 组细胞吞噬 E.coli 菌落数与 RAW+PBS+E.coli
组差异无统计学意义（×103 CFU/mL：17.00±1.00

比 16.33±2.52，P＞0.05），提示 12（S）- HETE 并不能

抑制RAW细胞吞噬 E.coli 的能力。说明CYP1A1对 

RAW 细胞吞噬功能的调控作用可能不是通过其羟

化酶产物 12（S）- HETE 实现的。

2.7 CYP1A1羟化酶活性不影响RAW细胞吞噬E.coli 
的能力：CYP1A1/RAW+E.coli 组细胞吞噬 E.coli 菌
落数较 NC/RAW+E.coli 组明显降低（×103 CFU/mL： 

3.33±0.58 比 16.67±3.21，P＜0.05）；而 CYP1A1m/

RAW+E.coli 组与 CYP1A1/RAW+E.coli 组差异无统

计学意义（×103 CFU/mL：3.67±1.15 比 3.33±0.58，

P＞0.05），提示过表达CYP1A1同时突变其羟化酶活 

注：CYP1A1 cDNA 为细胞色素 P450 1A1（CYP1A1）的全长 cDNA， 
Leu 为异亮氨酸，Arg 为精氨酸，Pro 为脯氨酸

图 5   CYP1A1 羟化酶活性突变位点模式图

3 讨 论 

  以往针对 CYP1A1 的研究主要聚焦于其代谢酶

及产物在肿瘤形成中的作用，但近年越来越多的研

究开始关注其与炎症的关系。有研究报道，给予小

胶质细胞（神经系统中的巨噬细胞）脂多糖刺激 12 h 

后，CYP1A1 mRNA 表达显著上调［1］。焚香作为一

种空气污染物，可导致小鼠肺脏及肝脏中 CYP1A1

的蛋白表达显著增高，并伴随炎症因子分泌［2］。另

一项研究表明，CYP1A1 过表达能够降低脂多糖刺

激时牛乳腺上皮细胞中核转录因子-κB 信号通路活

性，从而抑制炎症因子的合成分泌［7］。NO 在感染

时可以杀灭病原体，但过量的 NO 可导致血压骤降，

并诱发全身炎症反应综合征（systemic inflammatory 

response syndrome，SIRS）；本课题组前期研究表明，

CYP1A1 能够上调脂多糖刺激时巨噬细胞中 iNOS

的表达，继而促进 NO 的合成分泌［9］。此外，在本课

题组前期研究中还发现，CYP1A1可在白细胞介素-4 

（interleukin-4，IL-4）诱导下表达升高，并上调巨噬细

胞 2 型极化因子精氨酸酶-1（arginase-1，Arg-1）的表 

达，提示 CYP1A1 也可参与调控巨噬细胞的极化方 

向［10］。本研究也证实，E.coli 刺激下 RAW 细胞中

CYP1A1表达增加。以上结果表明，不同类型的炎症

反应或感染时 CYP1A1 表达均增加，提示其可能参

与调控炎症或感染进程，但其与巨噬细胞吞噬功能 

（另一重要的非特异性防御反应）的关系鲜见报道。

  脓毒症时，巨噬细胞可释放炎症因子以杀灭病

原体，同时其吞噬功能可发挥非特异性防御作用以

进一步清除病原体。有研究报道，通过腹腔移植胚

胎源性“类腹腔”巨噬细胞可显著降低腹腔注射粪

便诱导的脓毒症大鼠死亡率，并增强机体对细菌的

吞噬清除能力［11］。通过注射脂质体提前清除小鼠
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体内的腹腔巨噬细胞后再腹腔注射屎肠球菌，可显

著降低机体对该球菌的吞噬清除效应，并诱发全身

扩散性感染［12］。E.coli 是一种寄生在人体肠道中的

常见革兰阴性杆菌，可在一定条件下转化为条件致

病菌。有研究报道，E.coli 已经成为严重脓毒症的主

要致病因素之一，并且其致病率呈现逐年上升的趋 

势［13］。以上结果提示，增强脓毒症时巨噬细胞吞噬

E.coli 的能力，尤其是在当前抗菌药物滥用导致多重

耐药菌感染高发的形势下，可作为预防或抑制脓毒

症发展的新策略。本研究表明，感染时表达增加的

CYP1A1 可负性调控巨噬细胞吞噬 E.coli 的能力，为

后续开发脓毒症防治策略提供了新的思路。

  SR-A 是一种巨噬细胞表面的经典吞噬受体，主

要调控巨噬细胞对细菌的吞噬能力。有研究显示，

MAPK是调控SR-A表达的主要通路，使用MAPK通 

路相关抑制剂，如p38MAPK、ERK抑制剂，可以有效

降低 SR-A 介导的巨噬细胞对细菌的吞噬能力［14］。

本研究中探讨了 CYP1A1 对巨噬细胞吞噬功能的调

控机制，结果显示，CYP1A1可以通过抑制ERK的活

化来降低SR-A的表达，从而影响巨噬细胞的吞噬能

力。CYP1A1 作为羟化酶时可以将花生四烯酸代谢 

为 12（S）- HETE，而 12（S）- HETE 已被证实可参与多 

种炎症反应［15-22］；但 CYP1A1 的羟化酶作用，尤其是

其产物 12（S）- HETE 对巨噬细胞吞噬能力的调控效

应仍不明确。本研究证明，CYP1A1 的羟化酶活性及 

其产物 12（S）- HETE 对巨噬细胞的吞噬功能并无

影响，因此 CYP1A1 通过何种途径调控 ERK 活化进

而影响吞噬功能仍有待进一步研究。

  综上所述，感染时表达增加的 CYP1A1 可抑制

E.coli 刺激时巨噬细胞中ERK活化，使SR-A表达下

调，从而导致巨噬细胞的吞噬功能下降，但此效应并 

非通过CYP1A1的羟化酶活性或其产物12（S）  - HETE 

而实现。上述结果将进一步丰富巨噬细胞吞噬功能

的调控靶点，为脓毒症等感染性疾病的防治策略提

供新的思路和依据。
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