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脂肪酸配体通过改变过氧化物酶体增殖物激活 
受体 γ三维构象调节 RBL-2H3 细胞脱颗粒 

张欣怡, 陈  成, 孙善峰, 车会莲* 
(中国农业大学食品科学与营养工程学院, 北京  100083) 

摘  要: 目的  研究各种脂肪酸与效应细胞脱颗粒程度之间的关系。方法  采用分子对接技术, 将月桂酸、

硬脂酸、油酸、亚油酸和 α-亚麻酸作为配体与过氧化物酶体增殖物激活受体 γ (peroxisome proliferators-activated 

receptor γ, PPARγ)对接, 预测其对效应细胞脱颗粒的影响。基于 RBL-2H3 模型, 以 β-氨基己糖苷酶的释放量

来评估这些脂肪酸能否作为 PPARγ的天然配体, 调节效应细胞脱颗粒。结果  5 种脂肪酸对 RBL-2H3 脱颗粒

有不同影响。月桂酸显著促进脱颗粒, 而油酸和 α-亚麻酸抑制脱颗粒程度。硬脂酸和亚油酸则对脱颗粒程度

无显著影响。结论  脂肪酸作为天然配体, 不同的结合深度, 使 PPARγ 呈现出不同的三维构象, 从而产生对

激活因子和抑制因子不同的亲和力, 以调节肥大细胞或嗜碱性粒细胞脱颗粒的程度。这为通过饮食干预来改

善食物过敏提供了可能性。 
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Fatty acid ligand binding regulates RBL-2H3 degranulation by changing the 
three-dimensional conformation of peroxisome  

proliferators-activated receptor γ 

ZHANG Xin-Yi, CHEN Cheng, SUN Shan-Feng, CHE Hui-Lian* 
(College of Food Science and Nutritional Engineering, China Agricultural University, Beijing 100083, China) 

ABSTRACT: Objective  To investigate the relationship between various fatty acids and the degree of 

degranulation of effector cells. Methods  Lauric acid, stearic acid, oleic acid, linoleic acid and α-linolenic acid were 

docked with peroxisome proliferators-activated receptor γ (PPARγ) as ligands by molecular docking technology, and 

their effects on effector cell degranulation were predicted. RBL-2H3 cells are used to verify whether these fatty acids 

act as natural ligands for PPARγ and to regulate effector cell degranulation. Results  Five kinds of fatty acids had a 

significant effect on RBL-2H3 degranulation. Lauric acid significantly promoted degranulation, and oleic acid and 

α-linolenic acid inhibited the degree of degranulation. Stearic acid and linoleic acid had no significant effect on the 

degree of particles. Conclusion  Different binding depths of fatty acids as natural ligands in the pocket structure 

make PPARγ exhibit different three-dimensional conformations, resulting in different affinities for activators and 

inhibitors to regulate the degree of mast cell or basophil degranulation. This suggests that we may be able to improve 

our food allergies with dietary interventions. 
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0  引  言 

食物过敏被认为是继哮喘之后的第二波全球过敏流

行病[1–2], 可导致皮肤、胃肠道和呼吸道不适, 严重时甚至

会导致全身性过敏反应[3]。大多数食物过敏是由特异性免

疫球蛋白 E (immunoglobulin E, IgE)抗体介导的, 可分为致

敏期和效应期。在致敏阶段, 过敏原进入人体, 触发 IgE
的产生, IgE 与肥大细胞和嗜碱性粒细胞 Fcε 受体结合。当

过敏原重新进入人体时, 就会发生效应阶段, 导致肥大细胞

和嗜碱性粒细胞表面的 IgE 交联, 导致预合成的炎症物质

(如组胺、前列腺素、白三烯)的释放, 并引起炎症反应[4]。 
膳食成分在预防和缓解各种免疫疾病方面起着至关

重要的作用[5]。脂肪酸作为脂质的基本成分和主要营养素, 
与免疫力密切相关。多不饱和脂肪酸参与调节免疫系统和

炎症反应。研究表明, ω-3 多不饱和脂肪酸具有抗炎特性, 
而 ω-6 多不饱和脂肪酸往往具有促炎作用[6]。ω-3 至 ω-6
脂肪酸的不平衡会影响辅助性 T 细胞亚型的平衡[7], 进而

介导过敏性炎症反应。一项基于人群的队列研究表明, 大
量摄入单不饱和脂肪酸与过敏性疾病的风险增加有关[8]。

某些饱和脂肪酸, 如棕榈酸和硬脂酸, 可增强滋养外胚层

中的 toll 样受体 4 先天免疫通路[9]。 
此外, 脂肪酸作为过氧化物酶体增殖物激活受体 γ 

(peroxisome proliferators-activated receptor γ, PPARγ)的天

然配体, 能够激活 PPARγ通路以调节炎症反应[10]。PPARγ
已被证明具有在适应性免疫中发挥重要作用的潜力, 是调

节免疫细胞中具有抗炎和调节功能的促炎因子表达的重要

靶标[11–12]。内源性和外源性配体可激活 PPAR-γ, 并主要通

过抑制核因子-κB (nuclear factor kappa-B, NF-κB)、转录信

号转导和激活因子以及激活因子蛋白(AP)-1 等转录因子的

通路来抑制炎症反应[13–14]。PPAR-γ 的功能取决于配体的

可用性和与配体的结合, 配体可导致靶基因表达的激活或

抑制。它与配体结合后会发生构象变化, 从而促进核心调

节蛋白的招募[15]。PPARγ在 T 细胞、单核细胞/巨噬细胞、

嗜碱性粒细胞和肥大细胞等炎症细胞中表达, 同时也能介

导这些炎症细胞中的炎症反应[16]。不同脂肪酸或可以作为

配体激活或抑制 PPAR-γ通路, 从而调节下游通路。 
为了对抗食物过敏, 除了严格避免过敏原外, 当今的

主流研究方向都集中在免疫耐受疗法上。这种方法旨在通

过逐渐增加特定过敏原的摄入量来脱敏和建立耐受性[17]。

然而, 这种方法很耗时, 成功率低, 而且通常不会导致永

久耐受性[18–20]。因此, 除了在致敏阶段建立免疫耐受外, 
本研究探究不同的脂肪酸如何作为天然配体激活 PPAR-γ, 

调节下游通路的表达, 从而影响炎症介质的释放, 以期为

通过调整饮食模式来改善食物过敏的症状提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

胎牛血清(fetal bovine serum, FBS)、双重抗生素(青霉

素/链霉素)(美国 Corning 公司); 最低必需培养基(minimum 
essential medium, MEM)、磷酸盐缓冲液(phosphate buffer 
saline, PBS)(北京索莱宝科技有限公司); 月桂酸(化学纯)、
台式缓冲液(上海源叶生物科技有限公司); 硬脂酸、油酸、

亚油酸、α-亚麻酸、磷酸钠(化学纯, 上海麦克林生化科技

有 限 公 司 ); 细 胞 计 数 试 剂 盒 -8 (cell counting kit-8, 
CCK-8)( 北 京 百 瑞 极 生 物 科 技 公 司 ); 48/80 复 合 物

(compound 48/80, C48/80)、4-硝基苯基萘酰基-β-D-氨基葡

萄糖苷(4-nitrophenyl nacetyl-β-D-glucosaminide, PNAG)-柠
檬酸溶液(美国 Sigma 公司); GW9662(美国 Med Chem 
Express 公司); 曲拉通 X-100 (TritonX-100)(碧云天生物技

术有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

WT-1N 洁净工作台(北京王堂蓝冀科技有限公司); 
MCO-18AIC 二氧化碳培养箱(日本 Sanyo 公司); DSHZ-300
恒温水浴箱(江苏太仓医用仪器厂); LW600LT 倒置显微镜

(北京测维光电); DNM-9602 酶标仪(北京普朗新技术有限

公司)。 

1.3  蛋白质三维结构 

与罗格列酮复合的人 PPARγ 配体结合域结构来自

RCSB 蛋白数据库(PDB: 5YCP)。在 Pymol 中去除配体罗格

列酮分子, 获得了 PPARγ的三维结构。 

1.4  配体获取 

罗格列酮和 GW9662 的 SDF 格式文件是从 PubChem 
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/)下载的。使用 Chem3D
制备了月桂酸、硬脂酸、油酸、亚油酸和 α-亚麻酸的结构, 
并导出到空间数据文件(.SDF)格式。空间数据文件(.SDF)
使用 Open Babel 转换为 PDB 格式。 

1.5  分子对接 

使用 AutoDock 进行分子对接。去除水分子、小分子

配体和氢化对蛋白质进行预处理。在对接过程中, 蛋白质被

认为是刚性的, 配体被认为是柔性的。对接完成后, 导出组

合能量的最大绝对值, 并使用 Open Babel 将文件转换为

PDB 格式。随后, 将 PDB 文件导入 Pymol 进行可视化分析。 
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1.6  细胞活性实验 

RBL-2H3 细胞在完全培养基[含有 15% (V/V) FBS 和

1% (V/V)双抗的 MEM 培养基]中培养。将月桂酸、硬脂酸、

油酸、亚油酸和 α-亚麻酸溶解在乙醇中配制成脂肪酸母液。

用完全培养基稀释脂肪酸母液, 使最终乙醇浓度为 1%, 脂
肪酸浓度为 400、200、100、50 和 25 μmol/mL。将 RBL-2H3
细胞接种在 96 孔板中, 密度为 5×104个细胞/孔, 并在 37℃
下孵育过夜。吸出 96 孔板中的完全培养基, 并用无菌 PBS
洗涤细胞两次。随后, 向每个孔中加入 100 μL 不同浓度的

脂肪酸溶液。细胞培养 24 h 后, 向每个孔中加入 10 μL 
CCK8 溶液。37℃孵育 1 h, 并在 450 nm 处测量吸光度。

细胞活力计算如式(1):  

 细胞活力/%=
A A

A A
0脂肪酸处理组

0对照组

-

-
×100%  (1) 

式中, A脂肪酸处理组 : 脂肪酸干预组的吸光度; A对照组 : 未

加脂肪酸组的吸光度; A0: 空白组的吸光度。 

1.7  RBL-2H3 细胞的颗粒合成能力和脱颗粒程度 

将 RBL-2H3 细胞接种到 96 孔细胞培养板中, 密度为

5×104 个细胞/孔。孵育 24 h 后, 吸出完全培养基并用台式

缓冲液替换。脱颗粒程度测定用 250 μL 特定浓度的化合物

C48/80 刺激细胞 2 h, 合成能力测定则用 0.1% Triton-X100
处理细胞。将 96 孔细胞培养板置于冰板上以终止反应。接

下来, 将 30 μL 细胞培养上清液转移到 96 孔酶联免疫吸附

测定(enzyme linked immunosorbent assay, ELISA)板中。加

入 50 μL PNAG-柠檬酸溶液并在 37℃下孵育 1 h。孵育后, 
加入 200 μL 碳酸钠缓冲液进行显色。在 405 nm 处测量吸

光度。对于阴性对照组, 用台式缓冲液替换化合物 C48/80。
释放速率计算如式(2):  

β–氨基己糖苷酶释放速率/%=
C48/80

A A
A A

0处理组

0

-

-
×100%  (2) 

式中, A处理组 : 处理组的吸光度; AC48/80: C48/80 组的吸光

度; A0: 空白组的吸光度。 
RBL-2H3 细胞的颗粒合成及脱颗粒程度均有相对值

表示。相对值计算如式(3):  

相对值/%=
β
β

处理组

对照组

-氨基己糖苷酶释放率

-氨基己糖苷酶释放率
×100%  (3) 

1.8  PPAR-γ抑制剂干预下的 RBL-2H3 颗粒合成 

将 RBL-2H3 细胞接种在 96 孔板中, 密度为 5×104 个

细胞/孔。孵育 24 h 后, 小心除去上清液, 并用无菌 PBS 缓

冲液洗涤细胞。随后, 将基础培养基加入到每个孔中并孵

育 12 h 以同步所有细胞的生长。 
实验组包括阴性对照组、GW9662 组、低中高剂量月

桂酸干预组、低中高剂量 α-亚麻酸干预组、GW9662 抑制

低中高剂量月桂酸干预组和 GW9662 抑制低中高剂量 α-

亚麻酸干预组。用不完全培养基[含 3% (V:V) FBS和 1% (V:V)
双抗的 MEM 培养基]配制 GW9662 溶液和脂肪酸溶液。阴

性对照组加不完全培养基, GW9662 组加入含 10 μmol/L 
GW9662, 低中高月桂酸干预组每空分别加入浓度为 25、
50、100 μmol/mL 月桂酸, 低中高剂量 α-亚麻酸干预组每

空分别加入浓度为 25、50、100 μmol/mL α-亚麻酸, GW9662
抑制低中高剂量脂肪酸干预组每空在加入低中高剂量脂肪

酸的基础上再加入 10 μmol/L GW9662。孵育 3 h 后, 小心

地除去上清液, 并使用 250 μL TritonX-100 裂解细胞。将

96 孔板置于冰板上以终止反应。随后, 将 30 μL 细胞培养

上清液转移到 96 孔 ELISA 板中, 并加入 50 μL PNAG-柠
檬酸溶液。在 37℃下反应 1 h。然后, 加入 200 μL 碳酸钠

缓冲液进行显色, 并测量 405 nm 处的吸光度。 

1.9  数据处理 

实验均重复 3 次。使用 SPSS 25 分析从实验中获得的

数据, 使用单因素方差分析(analysis of variance, ANOVA)
检验, 分析组间显著性, 并用 GraphPad Prism 绘图。结果

以平均值±标准偏差表示, 同一数据图中不同的小写字母

表示显著差异(P<0.05)。 

2  结果与分析 

2.1  分子对接 

PPARγ 作为核受体, 表现出由不同功能域组成的模

块化结构, 包括配体结构域、DNA 结合域、铰链结构域

和配体结合域-LBD。LBD 包含配体依赖性激活函数 2 
(AF-2)片段, 该片段具有结合特定配体的口袋结构。这种

结构排列决定了受体的功能[21], LBD 内配体的不同结合

位置可导致 PPARγ 的不同构象变化。这就解释了为什么

所有配体都具有相同的结合结构域, 但引发的激活和抑

制信号却完全不同。如图 1 所示, 罗格列酮和 α-亚麻酸

与口袋外部附近的 LBD 结合, 而 GW9662 和月桂酸完全

封闭在疏水口袋内部。油酸位于配体结合口袋附近, 而
硬脂酸和亚油酸的结合位点不在 LBD 中。本研究假设硬

脂酸、月桂酸、油酸、亚油酸和 α-亚麻酸可能作为天然

配体, 与 PPARγ 结合并调节基因表达。由计算机模拟分

子对接结果可合理推测 , α-亚麻酸和油酸或具有罗格列

酮的活化作用, α-亚麻酸的作用更强。相反, 月桂酸的结

合位点与 GW9662 相似, 或表现出抑制作用。 

2.2  确定最佳脂肪酸干预浓度 

为了模拟人血清中的主要脂肪酸含量(50~300 μg/mL)[22], 
首先将脂肪酸质量浓度梯度设定在 25 μg/mL 和 400 μg/mL
之间。如图 2A 所示, 当脂肪酸质量浓度达到 200 μg/mL 时, 
用 5 种脂肪酸处理的 RBL-2H3 细胞的活性显著降低

(P<0.05), 因此, 选择 100 μg/mL作为后续实验的干预浓度, 
进行进一步研究。 
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注: PC为阳性对照罗格列酮; NC为阴性对照GW9662; 下同。 
图1  PPAR-γ与不同配体分子对接示意图 

Fig.1  Schematic diagram of the docking of PPAR-γ with different ligand molecules 
 

 
 

注: A. 脂肪酸浓度筛选, 不同小写字母表示具有显著性差异(P<0.05); B. C48/80浓度筛选。 
图2  RBL-2H3细胞处理药物浓度筛选 

Fig.2  RBL-2H3 cell treatment drug concentration screening 
 

2.3  RBL-2H3 脱颗粒中 C48/80 浓度的确定 

C48/80 作为化学刺激因子, 直接影响钙的内流, 促进

细胞脱颗粒[23]。C48/80 引起的脱颗粒程度与其浓度直接相

关。如图 2B 所示, 当 C48/80 质量浓度为 400 μg/mL 时, 
RBL-2H3 细胞颗粒释放量大于总颗粒数的 40%, 可以有效

模拟发生过敏反应时, 效应细胞脱颗粒程度。因此, 选择

质量浓度为 400 μg/mL 的 C48/80 进行实验。 

2.4  脂肪酸对 RBL-2H3 脱颗粒的影响 

如图 3A所示, 不同脂肪酸处理对RBL-2H3 细胞 β-氨基

己糖苷酶释放量具有不同影响, 以 CK 组释放量为 100%计, 
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α-亚麻酸和油酸能够显著抑制 RBL-2H3 细胞脱颗粒(P<0.05), 
而月桂酸则显著促进RBL-2H3脱颗粒(P<0.05)。相比之下, 亚
油酸和硬脂酸对RBL-2H3脱颗粒的抑制作用有限, 与空白对

照相比差异不显著(P>0.05)。与分子对接提出的假设一致。 

2.5  脂肪酸对 RBL-2H3 细胞颗粒物合成的影响 

为了进一步验证脂肪酸是否是通过影响颗粒物质预

合成来调节颗粒物质释放量, 本研究使用不同浓度脂肪酸

处理 RBL-2H3 细胞, 然后使用 TritonX-100 进行细胞裂解, 
以 β-氨基己糖苷酶为代表, 检测细胞内颗粒物质的预合成

量。如图 3B 所示, 在月桂酸处理后, RBL-2H3 颗粒物合成

量显著增加(P<0.05)。油酸和 α-亚麻酸处理组, 颗粒物合成

较对照组相比有下降趋势。亚油酸和硬脂酸对 RBL-2H3
细胞中颗粒物的合成没有显著作用(P>0.05)。这些结果与

脂肪酸调节 RBL-2H3 脱颗粒的结果一致。这表明脂肪酸

可能是通过调节颗粒物质的预合成来影响效应细胞脱颗

粒程度。 

2.6  PPAR-γ在 RBL-2H3 脱颗粒中的作用 

在先前的实验中, 月桂酸和 α-亚麻酸对 RBL-2H3 细

胞的脱颗粒具有相反的作用。为了验证这些调节作用是否

是通过 PPAR-γ介导的, 本研究将 RBL-2H3 细胞分别用不

同浓度脂肪酸和 GW9662 共同处理。如图 4 所示, 月桂酸

以剂量依赖性方式促进RBL-2H3脱颗粒, 而 α-亚麻酸以剂

量依赖性方式抑制 RBL-2H3 脱颗粒。然而在加入 PPAR-γ
拮抗剂后, RBL-2H3 细胞 β-氨基己糖苷酶的释放量相对于

脂肪酸处理组显著增加(P<0.05), 且不同浓度脂肪酸处理

组之间颗粒物质释放量没有显著差异(P>0.05), 这说明脂

肪酸对 RBL-2H3 脱颗粒的调控作用被完全抑制。这表明

脂肪酸是通过作为配体与 PPAR-γ 结合 , 从而调节

RBL-2H3 脱颗粒程度的。本研究还发现, 如图 4A 所示, 
25~100 μg/mL 的月桂酸处理组 β-氨基己糖苷酶释放量显

著低于 GW9662 组 (P<0.05), 这表明月桂酸是相较于

GW9662 而言的弱 PPAR-γ拮抗剂。 

 

 
 

注: CK为对照组; A. 颗粒物质释放; B. 颗粒物质合成。不同小写字母表示具有显著性差异(P<0.05), 图4同。 
图3  脂肪酸对RBL-2H3细胞颗粒物质的合成与释放的影响 

Fig.3  Effects of fatty acids on the synthesis and release of particulate matter from RBL-2H3 cells 

 

  
 

注: CK为对照组; GW为GW9662处理组; L/A25、L/A50、L/A100分别表示月桂酸/α-亚麻酸处理质量浓度为25、50、100 μg/mL;  
GWL/A25、GWL/A50、GWL/A100表示脂肪酸处理的基础上加入强拮抗剂GW9662。 

图4  PPAR-γ在RBL-2H3脱颗粒中的作用 
Fig.4  Role of PPAR-γ in RBL-2H3 degranulation 
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3  讨论与结论 

脂肪酸是 PPARγ 的天然配体, PPARγ 与类视黄醇 X
受体 (retinoid X receptor, RXR)形成异二聚体。配体与

PPARγ 结合诱导构象变化, 促进共激活因子/共抑制因子

的募集以调节基因表达[24–25]。本研究选取月桂酸、硬脂酸、

油酸、亚油酸、α-亚麻酸 5 种代表性脂肪酸, 分别代表中

链饱和脂肪酸、长链饱和脂肪酸、长链单不饱和脂肪酸、

ω-6 多不饱和脂肪酸和 ω-3 多不饱和酸。使用分子对接模

拟, 本研究将这些脂肪酸的 PPARγ 结合位点与 PPARγ 激

活剂罗格列酮和 PPARγ 抑制剂 GW9662 的结合位点进行

了比较。结果表明, 月桂酸和 GW9662 具有相似的结合位

点, 均位于配体结合域的疏水口袋结构深处。相反, 油酸

和 α-亚麻酸具有与罗格列酮相似的结合位点, 位于口袋结

构的浅表部分。在模拟对接过程中, 本研究假设小分子配

体与 PPARγ 蛋白受体相比具有柔韧性。然而, 在现实中, 
由于分子间相互作用(如氢键和范德华力), 小分子配体进

入疏水结构域会导致疏水口袋结构发生变化。这种构象变

化会影响共激活因子和共抑制因子的亲和力。因此, 本研

究假设月桂酸和 GW9662 在 PPARγ 的口袋结构域内产生

更深的分子间作用力。结果, 这些相互作用会引起蛋白质

三维结构的显着变化, 从而产生一个更大的疏水口袋, 可
以容纳小分子配体。另一方面, 油酸、α-亚麻酸和罗格列

酮与口袋结构域的表层表面结合, 导致口袋结构域表面发

生更局部的变化。PPARγ蛋白结合域内不同深度的小分子

配体结合导致两种不同的蛋白质构象。这些结构差异可以

解释为什么同一结合域内的不同配体会产生完全相反的激

活和抑制效果。 
脂肪酸干预 RBL-2H3 脱颗粒的实验结果表明, 月桂

酸显著促进脱颗粒, 而油酸和 α-亚麻酸显著抑制脱颗粒。

这种差异可能归因于 PPARγ 结合结构域口袋内配体的不

同深度, 导致蛋白质的不同三维结构, 最终通过 PPARγ 调
节的基因表达影响脱颗粒的程度[26–27]。为了进一步探索这

一点, 本研究选择了表现出相反信号的脂肪酸进行额外的

实验。本研究发现月桂酸和 α-亚麻酸对 RBL-2H3 细胞脱

颗粒的调节作用具有剂量依赖性, 但在脂肪酸和 PPARγ抑
制剂共处理的时候调节作用消失, 这可能是。由于引入

PPARγ抑制剂 GW9662 后, 其优先与 PPARγ结合, 占据所

有配体结合域。因此, 月桂酸和 α-亚麻酸不再能够作为与

PPARγ 结合的配体发挥作用, 它们对脱颗粒的影响也消失

了。这表明不同的脂肪酸确实通过表达 PPARγ调控基因影

响效应细胞的脱颗粒程度。有趣的是, 本研究还观察到不

同脂肪酸对 RBL-2H3 中颗粒物合成的影响及其对细胞脱

颗粒的干预之间存在一致的模式。这一发现表明, 不同的

脂肪酸通过影响颗粒物的合成来影响 RBL-2H3 脱颗粒的

程度。α-亚麻酸似乎充当配体, 激活 PPARγ 并发挥与 ω-3

脂肪酸相关的抗炎功能 [28]。相反 , ω-6 亚油酸不促进

RBL-2H3 脱颗粒。这可能是由于亚油酸的促炎作用需要多

个细胞和细胞因子的共同作用[29–31], 而这不能反映在单个

细胞中。 
本研究的重点是分析不同的脂肪酸作为与 PPARγ 结

合的配体。脂肪酸和 PPARγ之间的相互作用改变了蛋白质

的三维结构, 导致具有不同亲和力的共激活因子和共抑制

因子的募集。这反过来又影响了下游基因的表达, 因为配

体在结合口袋内的特定结合位置。不同的脂肪酸可能通过

PPARγ 途径调节颗粒的预合成, 从而影响效应阶段的脱颗

粒程度。这些发现表明, 涉及特定脂肪酸的饮食干预可能

会缓解食物过敏的症状。 
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