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　 　 ＣＤ３６ 清道夫受体家族成员通过识别、吞噬脂

类分子在脂质代谢与先天性免疫中发挥重要作用ꎬ
其家族成员主要包括清道夫受体 ＳＲ￣ＢＩ、溶酶体整

合膜蛋白 ＬＩＭＰ￣２ / ＬＧＰ８５、脂肪酸移位酶( ｆａｔｔｙ ａｃｉｄ
ｔｒａｎｓｌｏｃａｓｅꎬＦＡＴ / ＣＤ３６) [１￣３]ꎮ 其中 ＦＡＴ / ＣＤ３６ 作为

一种调节脂肪酸代谢的主要受体蛋白在长链脂肪

酸(ｌｏｎｇ ｃｈａｉｎ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄꎬＬＣＦＡ)跨膜转运和调控代

谢中具有重要作用[４￣５]ꎮ 然而由于 ＦＡＴ / ＣＤ３６ 受体

分子缺乏蛋白结晶体结构ꎬ其特异性转运脂肪酸种

类以及详细结合机制目前知之甚少ꎬ鲜见报道ꎮ 本

文利用同源建模构建 ＦＡＴ / ＣＤ３６ 蛋白的活性部位

３Ｄ 结构ꎬ通过分子模拟对接技术和 ＥＬＩＳＡ 鉴定

ＦＡＴ / ＣＤ３６ 与不同 ＬＣＦＡ 的结合方式ꎬ确定 ＦＡＴ /
ＣＤ３６ 转运 ＬＣＦＡ 种类ꎬ以期为 ＦＡＴ / ＣＤ３６ 为靶点引

起的脂质代谢紊乱性疾病的药物设计与治疗提供

新思路ꎮ

５２ＣＮ ４３￣１２６２ / Ｒ　 中国动脉硬化杂志 ２０１８ 年第 ２６ 卷第 １ 期



１　 材料和方法

１.１　 主要试剂与材料

ＦＡＴ / ＣＤ３６ 重组蛋白(带有抗 Ｈｉｓ 标签)购自

Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司ꎻ棕榈酸(ｐａｌｍｉｔｉｃ ａｃｉｄꎬＰＡ)、硬脂

酸( ｓｔｅａｒｉｃ ａｃｉｄꎬＳＡ)、油酸(ｏｌｅｉｃ ａｃｉｄꎬＯＡ)、棕榈油

酸(ｐａｌｍｉｔｏｌｅｉｃ ａｃｉｄꎬＰＯＡ)、肉豆蔻酸(ｍｙｒｉｓｔｉｃ ａｃｉｄꎬ
ＭＡ)购自 Ｓｉｇｍａ 公司ꎻ重组蛋白的缓冲稀释液 ＰＢＳ
(０.０５ ｎｍｏｌ / ＬꎬｐＨ７.４)、Ｔｗｅｅｎ￣２０ 及溶解脂类物质的

无水乙醇(分子级别)购自上海生工生物工程有限

公司ꎮ 分子模拟软件 ＡＵＴＯＤＯＣＫ ４.２.６ꎮ
１.２　 ＥＬＩＳＡ 检测 ＦＡＴ / ＣＤ３６ 与不同种类脂肪酸的

结合特性

分别量取棕榈酸、硬脂酸、油酸、棕榈油酸、肉豆

蔻酸并溶于 １ ｍＬ 无水乙醇中ꎬ使其终浓度为２ ｇ / Ｌꎮ
将不同种类的 ＬＣＦＡ(２０ ｍｇ / Ｌꎬ１００ μＬ / ｗｅｌｌ)包被于

ＥＬＩＳＡ 板ꎬ每种脂肪酸设 ３ 个复孔ꎻ按照常规 ＥＬＩＳＡ
方法ꎬ封闭后用 ＰＢＳＴ 清洗 ３ 次ꎻ加入 ＦＡＴ / ＣＤ３６ 重组

蛋白孵育 １ ｈꎬＰＢＳＴ 洗板 ３ 次ꎬ以抗 Ｈｉｓ 抗体为一抗

加入孵育 １ ｈꎬＰＢＳＴ 洗板 ３ 次后加入 ＨＲＰ 标记的二

抗孵育 １ ｈꎬＯＰＤ 显色ꎬ４９２ ｎｍ 下观察结果ꎮ 以

ＯＤ４９０ｎｍ吸光值大小代表其结合强弱ꎮ
１.３　 ＦＡＴ / ＣＤ３６ 结构蛋白模型的建立

靶蛋白三维结构从蛋白质数据库 ＰＤＢ(ｈｔｔｐ: / /
ｗｗｗ.ｒｃｓｂ.ｏｒｇ / ｐｄｂ / ｈｏｍｅ / ｈｏｍｅ.ｄｏ)中搜索下载ꎬ获得

含配体且分辨率较高的 ＦＡＴ / ＣＤ３６ 晶体结构(ＰＤＢ
编号为 ５ＬＧＤ) [６]ꎮ 利用 Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ Ｓｔｕｄｉｏ４.０(ＤＳ)中
的 Ｃｌｅａｎ Ｐｒｏｔｅｉｎ 工具对蛋白结构进行以下操作:删
去配体分子和水分子、补全不完整残基、删除多余

蛋白质构象、加入氢原子以及 Ｇａｓｔｅｉｇｅｒ￣Ｍａｒｓｉｌｉ 电荷

等获得相应受体ꎮ
１.４　 分子模拟分析 ＦＡＴ / ＣＤ３６ 结构蛋白与不同种

类 ＬＣＦＡ 结合机制

将已修饰改造好的 ＦＡＴ / ＣＤ３６ 受体导入到

ＡＵＴＯＤＯＣＫ ４.２.６ 软件包之后ꎬＦＡＴ / ＣＤ３６ 受体蛋白

和棕榈酸、硬脂酸、油酸、棕榈油酸、肉豆蔻酸分子

保存为 ＰＤＢＱＴ 格式(包含原子类型和电荷)的文

件ꎬ利用 ＡＵＴＯＤＯＣＫ ４.２.６ 软件包对 ＦＡＴ / ＣＤ３６ 受

体蛋白和棕榈酸、硬脂酸、油酸、棕榈油酸、肉豆蔻

酸分子进行半柔性对接ꎮ 分子对接中各种 ＬＣＦＡ 与

受体蛋白按 １ ∶ １ 比例结合ꎮ 在进行半柔性对接模

拟前ꎬ使用 ＡＵＴＯＧＲＩＤ 计算网格ꎬ每一次对接所用

的网格长、宽和高均为 １００ 个网格点ꎬ网格中包含各

种脂肪酸可能作用的所有活性氨基酸残基ꎮ 模拟

对接过程中 ＦＡＴ / ＣＤ３６ 结构视为刚性ꎬＬＣＦＡ 分子

视为柔性ꎬ小分子内的旋转键由 ＡＵＴＯＤＯＣＫ 程序

识别并可以在搜索过程中任意旋转ꎬ分子对接在

ＡＵＴＯＤＯＣＫ 软件包中进行ꎬ对接使用 Ｌａｍａｒｃｈｉａｎ 遗

传算法与局部能量搜索相结合(ＧＡＬＳ)对上述小分

子化合物与 ＦＡＴ / ＣＤ３６ 受体蛋白复合物构象进行搜

索ꎮ 每一次均进行 １００ 次对接计算ꎬ最终的计算结

果从软件生成的输出文件中抽提出来[７￣８]ꎮ
１.５　 统计学分析

ＥＬＩＳＡ 实验结果来自 ３ 次重复实验的平均值和

标准差ꎬ组间比较采用 ｔ 检验ꎬＰ<０.０５ 为差异有统

计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ＦＡＴ / ＣＤ３６ 与不同种类 ＬＣＦＡ 结合情况

通过对不同种类的 ＬＣＦＡ 与 ＦＡＴ / ＣＤ３６ 进行的

ＥＬＩＳＡ 实验发现ꎬＦＡＴ / ＣＤ３６ 能够与这 ５ 种脂肪酸

结合ꎬ并且结合强弱为油酸>棕榈酸>棕榈油酸>肉
豆蔻酸>硬脂酸(图 １)ꎮ

图 １. ＥＬＩＳＡ 检测 ＦＡＴ / ＣＤ３６ 与不同 ＬＣＦＡ 的结合结果

(ｎ＝ ３)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０００１ꎬ与空白对照组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＦＡＴ / ＣＤ３６ ｂｉｎｄｉｎｇ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ＬＣＦＡ ｂｙ ＥＬＩＳＡ(ｎ＝ ３)

２.２　 ＦＡＴ / ＣＤ３６ 结构蛋白模型

利用 Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ Ｓｔｕｄｉｏ４.０(ＤＳ)中的 Ｃｌｅａｎ Ｐｒｏｔｅｉｎ
工具对蛋白结构进行以下操作后获得相应 ＦＡＴ /
ＣＤ３６ 结构蛋白ꎬ其结构如图 ２ 所示ꎮ

图 ２. ＦＡＴ / ＣＤ３６ 结构蛋白模型

Ｆｉｇｕｒｅ ２. ＦＡＴ / ＣＤ３６ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｏｄｅｌ
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２.３　 ＦＡＴ / ＣＤ３６结构蛋白与 ＬＣＦＡ分子模拟对接情况

ＦＡＴ / ＣＤ３６ 与不同 ＬＣＦＡ(图 ３ 中红色区域)经

ＡＵＴＯＤＯＣＫ 对接后ꎬＬＣＦＡ 进入由 Ａｒｇ１８３￣Ｌｙｓ￣Ｇｌｙ￣
Ｌｙｓ￣Ａｒｇ￣Ａｓｎ￣Ｌｅｕ￣Ｓｅｒ￣Ｔｙｒ２３８ 区域组成的活性口袋ꎬ且
油酸羧基端能够与活性口袋中 Ａｒｇ１８３、 Ｔｈｒ１９６、
Ｔｈｒ１９７ 形成氢键 (图 ３Ａ)ꎬ棕榈酸羧基端能够与

Ｔｙｒ２３０、Ｌｙｓ２３１、Ｔｙｒ２３８ 形成氢键(图 ３Ｂ)ꎬ棕榈油酸羧

基端能够与 Ｔｙｒ２３０、Ｔｙｒ２３８ 形成氢键(图 ３Ｃ)ꎬ肉豆蔻

酸羧基端能够与 Ｔｙｒ２３０、Ｌｙｓ２３１、Ｔｙｒ２３８ 形成氢键(图
３Ｄ)ꎬ硬脂酸羧基端能够与 Ａｒｇ１８３ 形成氢键(图 ３Ｅ)ꎮ
其进行 １００ 次对接后结合能量均值分别为油酸为

－４.１６ ｋｃａｌ / ｍｏｌꎬ棕榈酸为－４.０６ ｋｃａｌ / ｍｏｌꎬ棕榈油酸为

－４.０ ｋｃａｌ / ｍｏｌꎬ肉豆蔻酸为－３.７５ ｋｃａｌ / ｍｏｌꎬ硬脂酸为

－３.３５ ｋｃａｌ / ｍｏｌ(图 ４)ꎮ

图 ３. ＦＡＴ / ＣＤ３６ 与不同脂肪酸分子对接

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｔｈｅ ｄｏｃｋｉｎｇ ｏｆ ＦＡＴ/ ＣＤ３６ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄｓ

３　 讨　 论

ＦＡＴ / ＣＤ３６ 是由 ４７２ 个氨基酸组成的相对分子

量为 ８８ ｋＤａ 的跨膜糖蛋白ꎬ它能够结合 ＬＣＦＡ、血小

板反应蛋白、氧化型低密度脂蛋白等多种配体ꎮ 其

Ｃ、Ｎ 末端均位于胞内ꎬ且均具有一对半胱氨酸残基

并发生棕榈酰化ꎬ这对于 ＦＡＴ / ＣＤ３６ 定位于胞膜窖

和脂筏结构中发挥着重要作用[９￣１０]ꎮ ＦＡＴ / ＣＤ３６ 与

ＬＣＦＡ 胞外结合位点在它的中间段外残基 １２７ ~ ２７９
个氨基酸区间[５]ꎮ 在 Ｃ￣末端有两个泛素化位点ꎬ其
功能是招募信号分子如小窝蛋白ꎬ形成对 ＬＣＦＡ 的

识别、移位和吞噬摄取ꎬ基因沉默与抑制剂实验显

示 ＦＡＴ / ＣＤ３６ 在 ＬＣＦＡ 识别、转运和吞噬过程中发

挥重要作用[１０]ꎮ
Ａｌｌｒｅｄ 等 [１１]首次使用 ＥＬＩＳＡ 检测到脂肪组织

ＦＡＴ / ＣＤ３６ 表达ꎬＪａｙ 等[１２] 通过利用表面等离子共

振技术( ｓｕｒｆａｃｅ ｐｌａｓｍｏｎ ｒｅｓｏｎａｎｃｅꎬＳＰＲ)发现 ＦＡＴ /
ＣＤ３６ 可以与油酸、棕榈酸、二十二碳六烯酸(ｄｏｃｏｓｅ
ｈｅｘａｅｎｏｉｅ ａｃｉｄꎬＤＨＡ)等 ＬＣＦＡ 结合ꎮ 且 ＦＡＴ / ＣＤ３６
受体蛋白包含多个 ＬＣＦＡ 结合位点ꎮ 本研究通过

ＥＬＩＳＡ 实验证实 ＦＡＴ / ＣＤ３６ 能够与 ＬＣＦＡ 结合ꎬ且
结合大小为油酸>棕榈酸>棕榈油酸>肉豆蔻酸>硬
脂酸ꎬ表明 ＦＡＴ / ＣＤ３６ 可能主要结合油酸、棕榈酸以

及棕榈油酸这三种 ＬＣＦＡꎬ而对肉豆蔻酸与硬脂酸

的结合能力显示较弱ꎮ
为了进一步验证上述实验的可靠性ꎬ探讨 ＦＡＴ /

ＣＤ３６ 受体蛋白与 ＬＣＦＡ 结合机制ꎬ该研究进行了分

子模拟对接实验ꎬ结果发现油酸、棕榈酸、棕榈油

酸、肉豆蔻酸、硬脂酸与 ＦＡＴ / ＣＤ３６ 受体结构蛋白结

合过程中ꎬ几种 ＬＣＦＡ 羧基端中的两个氧原子及氢

原子均能与 ＦＡＴ / ＣＤ３６ 受体结构蛋白胞外区域中

Ａｒｇ１８３￣Ｌｙｓ￣Ｇｌｙ￣Ｌｙｓ￣Ａｒｇ￣Ａｓｎ￣Ｌｅｕ￣Ｓｅｒ￣Ｔｙｒ２３８ 疏水区

活性口袋中的 ２３０Ｔｙｒ、２３１Ｌｙｓ、２３８Ｔｙｒ 等几种重要氨

基酸形成氢键ꎮ Ｐｅｐｉｎｏ 等[１３] 通过使用 Ｐｈｙｒｅ２ 与

ＳｗｉｓｓＤｏｃｋ 软件对 ＦＡＴ / ＣＤ３６ 与 ＬＣＦＡ 中的 Ｃ１８ ∶ １
脂肪酸进行对接ꎬ证实了 Ｃ１８ ∶ １ 脂肪酸能够通过

其疏水性凹槽中的转运通道进入细胞内ꎬ当 ＦＡＴ /
ＣＤ３６ 第 ２３１ 位赖氨酸发生酰化后将会限制脂肪酸

进入细胞内ꎬ表明 ＦＡＴ / ＣＤ３６ 第 ２３１ 位赖氨酸等结

合 ＬＣＦＡ 的重要性ꎮ 该研究结果与之相符ꎬ显示

ＦＡＴ / ＣＤ３６ 在脂质运输过程中可能扮演了一个通道

的角色ꎬ且运输位置位于其疏水区活性口袋ꎮ 能量

结合结果显示油酸、棕榈酸、棕榈油酸这三种 ＬＣＦＡ
结合的稳定能量均值高于其它肉豆蔻酸与硬脂酸

两种脂肪酸ꎬ在进行的 １００ 次对接过程中 ＦＡＴ /
ＣＤ３６ 结构蛋白活性口袋中 的 Ａｒｇ１８３、 Ｔｈｒ１９６、
Ｔｈｒ１９７、Ｔｙｒ２３０、Ｌｙｓ２３１、Ｔｙｒ２３８ 等氨基酸均发挥重

要作用ꎮ 其中油酸、棕榈酸、棕榈油酸的羧基端

“ＣＯＯＨ”均能与上述 ６ 种氨基酸结合ꎬ但油酸首要

结合 Ａｒｇ１８３、Ｔｈｒ１９６ 和 Ｔｈｒ１９７ 这 ３ 种氨基酸ꎮ 油酸
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图 ４. ＦＡＴ / ＣＤ３６ 与不同脂肪酸结合能量值

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｔｈｅ ｅｎｅｒｇｙ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ＦＡＴ / ＣＤ３６ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄｓ

羧基端的“Ｏ”既能够与 Ａｒｇ１８３ 羧基端的“Ｈ”原子

形成氢键ꎻ同时也能够与 Ｔｈｒ１９６、Ｔｈｒ１９７ 氨基端的

ＮＨ 形成氢键ꎻ棕榈酸、棕榈油酸羧基端“Ｏ”则能够

与 ２３０Ｔｙｒ 和 ２３８Ｔｙｒ 羧基端的“Ｈ”形成氢键ꎻ棕榈酸

羧基端氧能够与 ２３１Ｌｙｓ 氨基“Ｎ”形成氢键ꎻ而肉豆

蔻酸只能与 Ｔｙｒ２３０、Ｌｙｓ２３１、Ｔｙｒ２３８ 氨基酸结合ꎻ硬
脂酸绝大多数与 Ａｒｇ１８３ 结合ꎬ与其它 ５ 种氨基酸基

本不结合ꎮ 上述 ５ 种 ＬＣＦＡ 结合属性和能量值均表

明 ＦＡＴ / ＣＤ３６ 可能主要结合油酸、棕榈酸、棕榈油酸

这 ３ 种 ＬＣＦＡꎬ初步证实了 ＥＬＩＳＡ 结合实验结果ꎮ
肉豆蔻酸与硬脂酸结合能量值较低是否是由于其

本身的结合属性决定还有待于进一步研究ꎮ
细胞水平研究结果证实了上述结论ꎬ研究显示棕

榈酸能够增加 ＦＡＴ / ＣＤ３６ 表达ꎬ加速胞内脂质积

累[１４]ꎮ 在脂肪组织中ꎬ纯化的 ＦＡＴ / ＣＤ３６ 与 ＬＣＦＡ 结

合而不与短链脂肪酸结合[１５]ꎬＣＨＯ 细胞株过表达

ＦＡＴ / ＣＤ３６ 能特异性摄取 ＬＣＦＡ[１６]ꎮ 日常饮食中油

酸和棕榈酸两种 ＬＣＦＡ 占 ９０％以上[１７￣１８]ꎮ 由此推测

ＦＡＴ / ＣＤ３６ 过量摄取 ＬＣＦＡ 中的油酸与棕榈酸可能是

导致脂质代谢紊乱性疾病的一个重要原因ꎮ
综上所述ꎬＦＡＴ / ＣＤ３６ 在 ＬＣＦＡ 的转运过程中发挥

着重要的作用ꎬ因此通过药物靶向抑制 ＦＡＴ / ＣＤ３６ 结

合 ＬＣＦＡ 及其表达可能成为治疗脂质代谢紊乱性疾病

发生发展的一种新思路ꎮ 本研究通过分子模拟对接技

术和 ＥＬＩＳＡ 探讨 ＦＡＴ / ＣＤ３６ 与不同 ＬＣＦＡ 的结合方

式ꎬ确定 ＦＡＴ / ＣＤ３６ 转运 ＬＣＦＡ 种类ꎬ为后期细胞和动

物水平 ＦＡＴ / ＣＤ３６ 转运 ＬＣＦＡ 研究提供实验依据ꎬ为
ＦＡＴ / ＣＤ３６ 为靶点引起的脂质代谢紊乱性疾病的药物

设计与治疗提供了新的思路ꎮ
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