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摘要: 本研究旨在揭示大黄鱼(Larimichthys crocea) FFAR4对LC-PUFAs, 特别是ω-3和ω-6脂肪酸的识别机制

及其信号转导特征。本研究构建了稳定表达大黄鱼FFAR4 (LcFFAR4)的HEK293T细胞系, 并在该模型基础

上系统开展了配体诱导的受体内化、胞内钙离子流变化及环磷酸腺苷(cAMP)信号通路激活等方面的研究。

亚细胞定位结果显示, LcFFAR4主要定位于细胞膜。脂肪酸处理后发现, 二十碳五烯酸(EPA, ω-3)和亚油酸

(LA, ω-6)均可诱导LcFFAR4内化, 且EPA的诱导效果显著强于LA。钙流检测结果显示, 低浓度EPA可显著诱

导胞内钙离子浓度升高, 提示其可激活钙信号通路, 而LA未引起显著的钙流变化。同时, 双荧光素酶报告实

验表明, EPA和LA均可激活LcFFAR4介导的cAMP信号通路, 但EPA激活效应更为显著。进一步的功能探究

发现, 相比于LA, EPA通过LcFFAR4缓解LPS诱导的炎性反应效果更显著。以上研究结果表明, LcFFAR4对不

同脂肪酸具有明显的配体选择性和信号偏向性。本研究首次从GPCR信号转导的角度揭示了鱼类感知ω-3和
ω-6脂肪酸的响应差异, 为深入理解鱼类脂肪酸感知系统及其在营养感知与代谢调控中的作用提供了理论依据。
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G蛋白偶联受体 (G  protein-coupled  receptors,
GPCRs)是动物体内一类重要的跨膜信号感受器,
多个研究表明, GPCRs广泛参与脂肪酸引发的细胞

信号转导过程
[1, 2]

。其中, 游离脂肪酸受体4 (Free
Fatty Acid Receptor 4, FFAR4, 亦称GPR120)是近年

来被广泛研究的一种能够被中长链不饱和脂肪酸

激活的GPCR。在哺乳动物中, FFAR4被证实能够

特异识别ω-3长链脂肪酸(如EPA、DHA), 其激活可

调节葡萄糖代谢、抑制炎症并改善胰岛素敏感性
[3—6]

。

FFAR4的七次跨膜结构组成的配体识别口袋, 能够

识别脂肪酸分子的双键位点并与之结合, 从而激活

Gαq、Gαs等G蛋白, 诱导细胞内Ca2+
流动、cAMP

生成; 同时也能激活β-arrestin介导的非经典信号路

径
[7—9]

。结构生物学研究显示, FFAR4可与多重顺

式双键的长链脂肪酸结合, 并主要通过耦合Gq信号

通路, 引发胞内Ca2+
含量上升, 同时也能通过Gs和

Gi介导cAMP信号途径
[7]
。相比之下, FFAR4对饱

和或双键较少的脂肪酸响应水平较弱。

虽然哺乳动物FFAR4的功能特性已被广泛研究,
但在鱼类中, FFAR4受体的表达特征、配体选择性、

下游信号转导及生理功能尚缺乏系统研究。近年研

究发现, 大黄鱼FFAR4在头肾、脾脏等免疫组织中表

达较高, 且能够参与到鱼类免疫调控
[10]
。大量研究已

表明, 大黄鱼的健康状况和免疫功能在很大程度上受
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饲料脂肪酸组成的影响
[11, 12]

。随着鱼油资源日益短

缺, 植物油富含ω-6脂肪酸(如亚油酸LA), 而缺乏来源

于海洋的ω-3脂肪酸 (如EPA和DHA)。植物油替代鱼

油显著降低了饲料及鱼体内ω-3 LC-PUFAs含量, 提
高了ω-6/ω-3比例, 这是导致脂质代谢紊乱、慢性炎

症倾向及免疫抑制的重要原因之一
[13—15]

。由此可见

不同类型的LC-PUFA (如ω-3和ω-6)能够发挥不同的

免疫调控作用。然而, 不同类型LC-PUFA (如ω-3和
ω-6)是否能够激活FFAR4, 以及FFAR4介导的信号转

导途径是否存在差异, 目前尚无相关研究。

为深入揭示鱼类FFAR4对典型ω-3和ω-6脂肪

酸的识别与功能差异, 本研究构建了稳定表达大黄

鱼FFAR4融合蛋白的HEK293T细胞系, 采用共聚焦

显微成像、细胞内钙离子示踪和双荧光素酶报告

基因实验等方法, 探究了EPA和LA诱导的FFAR4受
体内化、胞内Ca2+

流动和cAMP水平变化。在此基

础上, 结合LPS诱导的大黄鱼巨噬细胞炎症模型, 进
一步比较了EPA与LA通过FFAR4缓解炎症反应的

效应差异。通过多层次对比分析, 旨在阐明FFAR4
在感知EPA与LA过程中信号激活特征的差异, 为深

入理解鱼类对脂类的营养感知及其在免疫调控中

的作用机制提供基础数据。

 1    材料与方法

 1.1   生物信息学分析

本研究基于NCBI数据库中的大黄鱼FFAR4基
因序列(XM_027278515.1)获取了该基因的核酸序

列及编码的蛋白序列。为分析FFAR4在不同物种

间的序列保守性与进化关系, 进一步通过NCBI数
据库检索并下载了多个代表性物种的FFAR4蛋白

同源序列, 包括大黄鱼(Larimichthys crocea, XP_027
134316.1)、人(Homo sapiens, KAI4076842.1)、小鼠

(Mus musculus, NP_861413.1)、鸡(Gallus gallus, XP_
003641529.3)、非洲爪蟾(Xenopus laevis, XP_041424
676.1)、黄姑鱼 (Nibea  albiflora,  KAG8000131.1)、
翘嘴鲌 (Siniperca  chuatsi,  XP_044069676.1)等物

种。随后 , 使用MEGA 11软件(version 11.0.13, 美
国), 基于Clustal W算法进行多序列比对, 并采用邻

接法(Neighbor-Joining, NJ)构建系统发育树, 以揭

示大黄鱼FFAR4在不同类群中的进化位置及其与

其他物种之间的亲缘关系。该系统发育分析涵盖

哺乳动物、鸟类、两栖动物及硬骨鱼类, 较全面地

反映了FFAR4在脊椎动物中的保守性与分化特征,
为后续功能验证提供理论依据。

 1.2   细胞的培养与传代

本实验所用HEK293T细胞来自本实验室细胞

库, 采用高糖型Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM, Gibco, 美国)作为基础培养基, 添加10%胎

牛血清(Fetal Bovine Serum, Gibco, 美国)和1%抗生

素(青链霉素混合液, 北京索莱宝科技有限公司), 配
制成DMEM完全培养基, 用于普通HEK293T细胞

的培养。pCDH-LcFFAR4-eGFP-HEK293T细胞与

pCDH-eGFP-HEK293T细胞由实验室前期构建, 通
过在上述基础完全培养基中补加2 µg/mL嘌呤霉素

盐酸盐(北京索莱宝科技有限公司), 可筛选稳定表

达载体的细胞株。

细胞均以贴壁方式在10 cm细胞培养皿中进行

培养, 于37 ℃、5% CO2饱和湿度培养箱中恒温恒

湿条件下生长。细胞状态良好时, 每天传代1次, 确
保细胞生长过程处于对数生长期, 用于后续实验。

 1.3   脂肪酸溶液的配制

实验所用脂肪酸包括二十碳五烯酸(Eicosa-
pentaenoic acid,  EPA,  分 子 量 302.45)和 亚 油 酸

(Linoleic acid,  LA,  分子量280.45), 均购自Sigma-
Aldrich公司(Sigma, 美国)。脂肪酸母液以二甲基

亚砜(Dimethyl sulfoxide, DMSO, 北京索莱宝科技

有限公司)为溶剂配制, 具体方法: 称取10 mg EPA
溶于330.6 µL DMSO中, 或10 mg LA溶于356.6 µL
DMSO中, 经充分涡旋混匀后, 可制得约100 mmol/
L 的脂肪酸母液。所得母液经0.22 μm滤膜除菌后

分装, 密封后置于−20 ℃避光保存备用。实验处理

前, 将上述母液按照设定比例加入DMEM基础培养

基中稀释至目标浓度。对照组使用含0.1% (v/v)
DMSO的DMEM基础培养基, 作为溶剂对照。

 1.4   亚细胞定位与受体的内化

本实验使用pCDH-LcFFAR4-eGFP-HEK293T
细胞作为观察大黄鱼FFAR4受体内化和亚细胞定

位的细胞材料, 同时以pCDH-eGFP-HEK293T细胞

作为对照。将细胞接种于含盖玻片的12孔培养板

中, 置于37℃、5% CO2恒温培养箱中培养24h, 以
确保细胞充分贴壁。在细胞贴壁后, 用无血清的高

糖型DMEM培养基处理2h。随后, 加入100 µmol/L
的EPA或LA, 处理30min。最后用预冷的PBS轻柔

洗涤3次以去除未结合的脂肪酸。

为了对FFAR4进行亚细胞定位, 首先使用细胞

膜红色荧光探针Dil (上海碧云天生物技术有限公

司)对细胞膜进行标记。配置2.5‰的Dil工作液, 使
细胞在37℃避光条件下孵育5min, 吸弃染液, 使用

PBS清洗细胞2—3次以去除残余染液。接着, 用4%
多聚甲醛固定细胞1min, 随后再次使用PBS清洗。

在细胞固定后, 滴加10 µL含DAPI的抗荧光淬灭封

片液(上海碧云天生物技术有限公司)至载玻片上,
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然后将盖玻片加在载玻片上, 需避免气泡形成。在

封片完成后, 使用激光共聚焦显微镜(Leica, 德国)
进行观察。在405、488和561 nm激发光条件下, 通
过共聚焦显微镜观察受体亚细胞定位及其内化。

 1.5   钙流检测

本研究采用稳定表达大黄鱼FFAR4的HEK
293T细胞 (pCDH-LcFFAR4-eGFP-HEK293T)及空

载体对照细胞(pCDH-eGFP-HEK293T)作为实验模

型 , 使用钙离子荧光指示探针 pGP-CMV-NES-
jRGECO1a (Addgene, 美国)检测脂肪酸刺激下胞内

钙离子浓度变化。首先将细胞接种于6孔板中并培

养至70%—80%融合度后进行荧光探针转染。每孔

加入12 ng pGP-CMV-NES-jRGECO1a质粒与36 μL
EZ Trans转染试剂[和元李记(上海)生物技术有限公

司], 并按照说明书操作进行转染。转染后细胞置

于37℃、5% CO2恒温培养箱中培养24h, 以确保荧

光探针充分表达。

在转染完成后, 细胞经胰酶消化并接种至96孔
黑壁透明底板中, 每孔100 μL, 继续培养过夜。在

检测前, 细胞用含钙镁的Hanks平衡盐缓冲液(HBSS)
饥饿处理2h, 以去除培养基中可能干扰钙信号的成

分。随后用HBSS清洗细胞1—2次, 最终每孔补加

50 μL HBSS用于检测。

在钙流检测过程中, 使用多功能荧光酶标仪

(BioTek Synergy, 美国)设定激发波长590 nm, 发射

波长610 nm, 实时采集细胞内荧光强度变化。在实

验开始前, 先记录30s内的基线荧光值(F0); 随后分

别加入不同浓度(0、0.1、1、10、100和200 μmol/L)
的脂肪酸溶液(EPA或LA)，连续记录脂肪酸刺激

后90s内每秒的荧光信号值 (Fi), 并以ΔF/F0 (ΔF=
Fi−F0)表示细胞内钙离子流的相对变化。

 1.6   cAMP检测

本实验采用pCDH-LcFFAR4-eGFP-HEK293T
细胞及pCDH-eGFP-HEK293T细胞作为模型, 作为

实验组与对照组细胞模型, 用于评估脂肪酸刺激对

胞内cAMP水平的调控效应。细胞接种于24孔板,
当融合度达到80%—90%时, 采用EZ Trans转染试

剂, 将cAMP反应元件荧光素酶报告质粒[(pGL4.29
luc2P/CRE/Hygro)]与内参质粒 pRL-CMV  (Renilla
luciferase)共转染至细胞中。每孔转染质粒总量为

800 ng, 转染试剂3 μL。空载报告质粒pGL4.10与
pRL-CMV 共转染组作阴性对照。

在转染后细胞继续培养24h, 每1 mL培养基中

分别加入1 μL 10 nmol/L Forskolin及1 μL 100 mmol/L
EPA或100 mmol/L LA共同处理细胞, 阴性对照组

(pGL)和空白对照组 (CON)加入等量Forskolin及

DMSO。在脂肪酸刺激2h后, 吸弃培养基, 用PBS清
洗1遍, 随后每孔加入100 μL 1×裂解液, 室温下裂解

10min。将裂解液转移至200 μL PCR管中, 1000 ×g
离心5min, 取上清用于双荧光素酶检测。

cAMP检测采用TransDetect® Double-Luciferase
Reporter Assay Kit (北京全式金生物技术有限公司),
操作步骤按说明书进行调整。在白色96孔板中, 每
孔加入10 μL上清液, 依次加入50 μL LRS 检测荧光

素酶(Firefly luciferase)活性, 再加入50 μL LRS II检
测海肾荧光素酶(Renilla luciferase)活性。最终通过

荧光素酶/海肾荧光素酶比值反映CRE启动子的激

活水平, 间接评估cAMP信号通路的激活强度。每

组设3个重复孔, 确保数据的可靠性与统计有效性。

 1.7   大黄鱼巨噬细胞培养与处理

大黄鱼巨噬细胞系为本实验室成员所构建并

稳定传代
[16]
。细胞培养于T75培养瓶中, 置于28℃

恒温培养箱内, 培养基为含10%胎牛血清和1%抗生

素的DMEM/F12完全培养基。细胞生长至90%—
100%融合度时进行传代培养，传代间隔约为48h。

为探究EPA和LA对过表达FFAR4的大黄鱼巨

噬细胞炎性反应的影响, 利用携带FFAR4-EGFP-3 ×
Flag的腺病毒感染大黄鱼巨噬细胞, 以携带EGFP的
腺病毒作为阴性对照。具体操作步骤: 当T75培养

瓶中巨噬细胞融合度达90%—100%时, 经胰酶消化

后以1.5×106 个细胞/孔密度接种于12孔细胞培养板

中, 28℃培养8—10h至40%—50%贴壁率后, 分别加

入含FFAR4-EGFP-3×Flag (12  μL/mL)或EGFP对照

(8  μL/mL)腺病毒的培养基500  μL, 感染4h, 随后补

加等体积完全培养基, 继续培养至感染总时长为

12h。在感染结束后, 吸弃含腺病毒的培养基, 更换

为新鲜培养基, 继续培养12h。
采用无血清基础培养基对已稳定表达大黄鱼

FFAR4的巨噬细胞进行饥饿处理2h, 然后分别加入

含50 μmol/L EPA或50  μmol/L LA的培养基, 孵育

8h。之后加入脂多糖(Lipopolysaccharide, LPS, sigma,
美国), 使其终浓度为50  μg/mL, 继续刺激12h。在

实验结束后 , 用预冷PBS清洗细胞3次 , 分别加入

TRIzol裂解液收集样本用于荧光定量PCR实验。

 1.8   RNA提取及实时反转录定量PCR
RNA提取实验采用TRIzol法, 提取过程在生物

安全柜内低温操作
[17, 18]

。用Nano Drop®2000分光

光度计(Thermo Fisher Scientific, 美国)测定OD值 ,
OD260/OD280值在1.8—2.0且尽量接近于2.0。采用

HiScript® Ⅱ Q Select RT SuperMix for qPCR试剂盒

(南京诺唯赞生物科技股份有限公司)进行反转录合

成cDNA, 于–20℃保存用于后续qPCR分析。

3 水   生   生   物   学   报 2025, 49(12): 122505



实时荧光定量反应使用ChamQ Universal SYBR
qPCR Master  Mix  (南京诺维赞生物科技有限公

司)作为荧光试剂, 其反应体系为20 μL, 其中cDNA
模板2 μL, 上游引物0.5 μL, 下游引物0.5 μL, 荧光反

应酶10 μL, DEPC水7 μL, 混合后体系在实时荧光

定量PCR仪(BIO-RAD, 美国)进行实时荧光定量聚

合酶链反应。反应程序为95℃预变性2min, 然后

95℃变性10s, 58℃退火10s和72℃下延伸20s, 39个
循环。在循环反应结束后, 进行熔解曲线分析, 以
确定PCR反应产物的特异性。引物信息见表 1，分

析方法采用2–ΔΔCt
法分析实验结果。

 1.9   统计分析

本研究所有数据均采用SPSS 25.0统计软件

(IBM, 美国)进行处理。多组数据在统计分析前, 首
先对数据进行正态性检验(Shapiro-Wilk检验)和方

差齐性检验(Levene检验)。对于符合正态分布且方

差齐性的变量, 采用单因素方差分析(ANOVA)进
行组间差异比较, 并结合Tukey’s多重比较检验, 统
计学显著性水平设定为P<0.05。两组间比较采用

独立样本t检验。所有结果以平均值±标准误(mean±
standard  error,  SE)表示。数据可视化通过Graph-
Pad Prism 9软件(GraphPad Software,  Inc.,  La Jolla,
CA, 美国)完成。

 2    结果

 2.1   生物信息学分析

多序列比对结果表明, 大黄鱼FFAR4受体与其

他物种的同源受体之间具有高度的氨基酸序列相

似性。尤其是大黄鱼FFAR4与硬骨鱼类中的FFAR4
受体 (如黄姑鱼Nibea  albiflora、翘嘴鲌Siniperca

chuatsi)之间的序列相似性较高(75%以上)。系统发

育树分析显示, 大黄鱼FFAR4与其他硬骨鱼类FFAR4
聚为一支, 明显区别于哺乳动物和两栖、鸟类的

FFAR4分支, 表明鱼类FFAR4在进化上形成独立分

支(图 1)。大黄鱼FFAR4与斑马鱼等鱼类FFAR4亲
缘关系最近, 而与哺乳动物(人、小鼠等)的同源受

体距离较远, 这与物种进化关系一致。

 2.2   不同脂肪酸对大黄鱼FFAR4内化的影响

通过荧光蛋白标记的亚细胞定位实验发现 ,
LcFFAR4-eGFP融合蛋白在细胞中高度集中于细胞

膜区域, 提示FFAR4属于膜蛋白(图 2)。在稳定表

达LcFFAR4的HEK293T稳转细胞中 ,  0.1% DMSO
(作为阴性对照)处理条件下, 细胞膜荧光均匀而完

整, 无明显内化迹象。而经50 μmol/L的EPA处理

30min后, 显著观察到细胞膜表面的绿色荧光减弱,
同时胞质区出现大量点状荧光聚集, 表明FFAR4受
体发生大量内化。相比之下, LA处理组也出现一

定程度的荧光聚集, 但内化效率和胞内聚集强度均

明显低于EPA组(图 2)。
 2.3   大黄鱼FFAR4介导脂肪酸引起胞内钙流变化

为探究LcFFAR4在介导脂肪酸诱导的钙离子

内流过程中的作用, 将钙离子指示荧光探针pGP-
CMV-NES-jRGECO1a瞬时转染到LcFFAR4-eGFP-
HEK293T稳转细胞后进行体外检测 , 并以pCDH-
eGFP-HEK293T稳转细胞为阴性对照。结果显示,
在 pCDH-eGFP-HEK293T细胞中 , 无论 EPA还是

LA处理均未观察到细胞内明显的钙离子信号变化

(图 3A和3C), 表明HEK293T细胞中无内源性钙离

子信号。对pCDH-LcFFAR4-eGFP-HEK293T细胞

而言, EPA处理后检测到胞内钙荧光强度显著升高,
其ΔF/F0在1 μmol/L浓度达到峰值(图 3B)。而LA处

理组在整个剂量梯度内仅表现出较为缓和的钙离

子信号响应(图 3D)。这些结果表明, EPA诱导的细

胞内钙流幅度和峰值均高于LA处理组。1 μmol/L
的 EPA处理细胞时即可引起钙离子信号变化显著

增强, 峰值ΔF/F0远高于相同剂量的LA处理组, 进
一步证明FFAR4能够更敏感地响应EPA的刺激, 引

 

表 1   实时荧光定量PCR引物序列

Tab. 1   Primer sequences used for quantitative Real-time PCR

基因Gene 引物Primer (5′—3′) 序列号
Accession number

β-肌动蛋白
β-actin

GCTGTCTTCCCTTCTAT
CGTCG
TCCATGTCATCCCAGTT
GGTC

XM_010732326

游离脂肪酸受体4
ffar4

GAGTCAGCCAGCAGTT
GAGT
ACAAGGACCAGAAGAG
TGCG

XM_027278515.1

白细胞介素6 il-6 CGACACACCCACTATTT
ACAAC
TCCCATTTTCTGAACTG
CCTCT

XM_010734753

白细胞介素1β
il-1β

CATAGGGATGGGGACA
ACGA
AGGGGACGGACACAAG
GGTA

XM_010736551.3

肿瘤坏死因子α
tnf-α

ACACCTCTCAGCCACA
GGAT
CCGTGTCCCACTCCATA
GTTC

NM_001303385.1

 

XP 027134316.1 FFAR4 Larimichthys crocea
KA G8000131.1 FFAR4 Nibea albiflora
XP 023261538.1 FFAR4 Seriola lalandi dorsalis
XP 018527379.1 FFAR4 Lates calcarifer
XP 044069676.1 FFAR4-like Siniperca chuatsi
XP 026210076.1 FFAR4 Anabas testudineus
XP 026165591.1 FFAR4 Mastacembelus armatus
XP 020458959.1 FFAR4 Monopterus albus
XP 041424676.1 FFAR4 Xenopus laevis
XP 003641529.3 FFAR4 Gallus gallus
NP 861413.1 FFAR4 Mus musculus
NP 001315586.1 FFAR4 Bos taurus
KAI4076842.1 FFAR4 Homo sapiens
NP 001304288.1 FFAR4 Felis catus46
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100
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50
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68

60

50

 
图 1   大黄鱼与其他物种FFAR4的系统发育树构建

Fig.  1    Phylogenetic  analysis  of  FFAR4  in  large  yellow  croaker
and other species
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发更强烈的细胞内钙流反应。

 2.4   大黄鱼FFAR4介导脂肪酸对胞内cAMP变化

的影响

双荧光素酶报告显示 , 在pCDH-eGFP-HEK-
293T细胞中, EPA和LA处理对CRE-Luc报告系统的

活性无显著影响。而在pCDH-LcFFAR4-eGFP-HEK-
293T细胞中, EPA和LA处理均可显著提升CRE-Luc
报告系统的活性, 与空白对照组相比其荧光素酶活

性显著增加(P<0.05; 图 4)。这表明两种脂肪酸都能

通过FFAR4激活Gs介导的cAMP信号通路。需要指出

的是, EPA诱导的cAMP响应幅度显著高于LA (图 4)。
 2.5   大黄鱼FFAR4介导脂肪酸对胞内炎性反应的

影响

为探究EPA和LA对大黄鱼FFAR4激活的差异,
本研究在大黄鱼巨噬细胞中通过腺病毒载体构建

FFAR4过表达细胞模型, 结果显示, FFAR4过表达

组中ffar4的mRNA水平较GFP对照组显著升高(P<
0.05; 图  5), 表明本研究成功构建过表达FFAR4
的大黄鱼巨噬细胞模型。进一步的脂肪酸处理实

验发现, 在过表达FFAR4的大黄鱼巨噬细胞中, EPA

和LA均能缓解LPS诱导的il-6, il-1β和tnf-α的表达上

调, 其中以EPA效果最为显著(图 6)。

 3    讨论

FFAR4作为长链多不饱和脂肪酸感知受体, 已
被证实参与哺乳动物代谢调节、炎症抑制和维持

能量稳态等多个生理过程
[3, 19—21]

。近年来, 多个鱼

类物种的基因组解析中也预测出了FFAR4的同源

基因, 提示其在鱼类中可能具有类似的生物学功

能
[22—24]

。然而, 关于鱼类FFAR4的研究尚处于起步

阶段, 特别是不同脂肪酸对其的激活特性、FFAR4
的配体选择性及其介导的信号通路尚缺乏明确的

实验证据。本研究通过稳定表达大黄鱼FFAR4的
HEK293T细胞模型, 首次比较了ω-3脂肪酸(EPA)与
ω-6脂肪酸(LA)对FFAR4受体的激活差异, 从受体

内化、钙离子信号及cAMP通路三个层面系统评估

了其信号转导特性, 并对其介导的抗炎作用进行了

评估。这一研究不仅补充了鱼类FFAR4功能的实

证数据, 也为进一步阐明鱼类感知脂类的营养机制

提供了理论支撑。
 

eGFP/DMSO

LcFFAR4/DMSO

LcFFAR4/EPA

LcFFAR4/LA

DilGFP DAPI Merge

0 10 μm 0 10 μm 0 10 μm 0 10 μm

0 10 μm0 10 μm0 10 μm0 10 μm

0 10 μm 0 10 μm 0 10 μm 0 10 μm

0 10 μm0 10 μm0 10 μm0 10 μm

图 2    EPA和LA对LcFFAR4内化的影响

Fig. 2    Effects of EPA and LA on LcFFAR4 internalization
eGFP代表pCDH-eGFP-HEK293T细胞; LcFFAR4代表LcFFAR4-eGFP-HEK293T细胞; 实验组为DHA或EPA的处理; DMSO为空白对

照; 细胞膜、细胞核分别用Dil和DAPI染色; 使用共聚焦激光显微镜进行可视化; 标尺=10 μm
eGFP refers to pCDH-eGFP-HEK293T cells, and LcFFAR4 refers to LcFFAR4-eGFP-HEK293T cells; The experimental groups are treated
with DHA or EPA, while  DMSO is  used as  the vehicle  control;  Cell  membranes and nuclei  are  stained with Dil  and DAPI,  respectively;
Visualization is performed using confocal laser scanning microscopy; Scale bar=10 μm
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 3.1   EPA与LA对大黄鱼FFAR4受体内化的影响

在哺乳动物中, LC-PUFAs作为FFAR4的天然

激动剂, 能引起FFAR4构象变化并介导下游信号转

导
[3, 25]

。然而, 鱼类FFAR4是否对LC-PUFAs具备相

同的识别与响应机制尚未完全明确。Oh等[6]
在哺

乳动物细胞中报道, EPA可激活FFAR4, 并通过β-
arrestin2介导其内化过程。同样, 在本研究中, 我们

观察到LcFFAR4主要定位于细胞膜表面, 并在脂肪

酸刺激下发生典型的内化现象, 形成胞质内荧光聚

集体, 类似的配体依赖性受体内化差异在其他GPCR
中也有报道, 即高效完全激动剂往往诱导更明显的

受体内吞
[26]
。值得注意的是EPA可在较短时间内

显著诱导FFAR4从细胞膜内化, 形成胞质内荧光聚

集体, 证明其具有较强的FFAR4激活功能。相比之

下, LA处理后内化现象较弱, 说明其FFAR4激活功

能较弱。以上结果表明鱼类FFAR4同样具备典型

的激活−内化反应模式, 且其对配体的偏好性具有

高度保守性。

 3.2   EPA与LA对大黄鱼FFAR4介导的第二信使信

号转导的影响

GPCR受体激活常伴随着细胞内第二信使的变

化, 钙离子作为经典的第二信使之一, 长期以来被

认为在细胞功能调节中发挥核心作用
[8, 27]

。在本研

究中, EPA在1 μmol/L浓度下即能显著激发胞内Ca2+

流动, 而LA在相同浓度及更高剂量下均未能产生

明显钙响应。这表明EPA通过FFAR4高效耦合Gq
信号, 调动胞内钙储备, 而LA在钙通路上激动能力

有限。该现象与Lingblom等
[24]
研究人源FFAR4在

嗜酸性粒细胞中介导的钙信号机制相吻合。除钙

离子外, cAMP作为最早被发现的第二信使, 在GPCR
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图 3   EPA和LA对LcFFAR4-HEK293稳转细胞钙流变化的影响

Fig. 3   Effects of EPA and LA on changes of intracellular calcium
flux in LcFFAR4-HEK293 cells
A —B.  EPA处 理 对 pCDH-eGFP-HEK293T细 胞 (A)和 pCDH-
LcFFAR4-eGFP-HEK293T细胞(B)胞内钙流的影响; C—D. LA
处理对pCDH-eGFP-HEK293T细胞(C)和pCDH-LcFFAR4-eGFP-
HEK293T细胞(D)胞内钙流的影响; 钙离子流的变化通过多功

能酶标仪进行检测, 结果为3次独立实验的数据

A —B.  Effects  of  EPA  treatment  on  intracellular  calcium  flux  in
pCDH-eGFP-HEK293T  cells  (A)  and  pCDH-LcFFAR4-eGFP-
HEK293T cells (B). C—D. Influence of LA treatment on intracel-
lular calcium flux in pCDH-eGFP-HEK293T cells (C) and pCDH-
LcFFAR4-eGFP-HEK293T  cells  (D);  Calcium  flux  is  measured
using a multifunctional microplate reader. Data represent represen-
tative results from three independent experiments
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图  4    EPA和LA对表达FFAR4和EGFP的稳转HEK293T细胞

CRE荧光素酶报告基因活性的影响

Fig. 4   Effect of EPA and LA on CRE luminescence intensity in
HEK293T stably expressing lcFFAR4
数据以平均值±标准误表示(mean±SE, n=3); 柱状图上不同的上

标字母表示组内不同处理组间数据有显著性差异(P<0.05),
**表示组间数据差异极显著(P<0.01); 下同

Data are expressed as mean±SE, n=3; Different superscript letters
above bars  indicate  significant  differences  among  different  treat-
ments  (P<0.05),  **  indicates  highly  significant  difference  within
the same FA treatment (P<0.01); The same applies below
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图 5   腺病毒感染大黄鱼巨噬细胞后细胞内ffar4基因的表达

水平

Fig.  5   Expression level  of ffar4 in macrophages of  large yellow
croaker following adenovirus infection
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介导的信号转导中同样发挥重要作用
[28—31]

。在通

常情况下, FFAR4主要通过Gq途径作用于细胞, 但
近期有研究指出FFAR4在不同配体作用下可发生

偏向性信号传导, 例如某些配体能够诱导FFAR4偶
联Gs并引发cAMP升高

[7, 8, 32]
。在本研究中, EPA处

理组细胞内cAMP水平高于LA处理组, 暗示相比于

LA, EPA引发了更显著的Gs偶联效应。以上表明,
FFAR4可激活Gq与Gs双重信号通路, 这与Kimura
等

[3]
的报道一致。本研究明确了鱼类FFAR4具有级

联并激活细胞内多条路径的能力, 也提示脂肪酸类

型不仅决定其激活强度, 还可能影响其信号偏向。

 3.3   EPA与LA在大黄鱼FFAR4介导的抗炎反应中

的作用差异

大量研究已表明FFAR4在调节哺乳动物的炎

性反应中具有重要作用
[33, 34]

。本研究发现, EPA和

LA均能缓解LPS诱导的炎性反应。这与小鼠的研

究相似, 脂肪酸激活FFAR4后能缓解炎性反应
[35]
。

然而, 在过表达FFAR4的大黄鱼巨噬细胞中, DHA
和LA对LPS诱导的il-6、il-1β和tnf-α表达上调的抑

制作用不同, 相比于LA组, EPA组的抗炎效果较强,
这与哺乳动物研究中ω-3脂肪酸具有更强抗炎活性

的结论一致
[36]
。EPA和LA在免疫调控效果上的差

别可能与配体特异的信号偏向性有关。值得注意

的是, 与LA相比，EPA对FFAR4具有更强的激活作

用，这可能与其分子结构中更多的顺式双键有关,
从而使其更易与FFAR4受体结合并稳定激活构

象。然而, 上述推论主要基于EPA和LA这两种代表

性脂肪酸, FFAR4对不同脂肪酸的不同比较还应在

未来通过更多脂肪酸配体种类的实验加以验证。

 4    结论

本研究表明, 大黄鱼FFAR4受体在响应不同脂

肪酸刺激时表现出显著的功能差异。与ω-6脂肪酸

LA相比, ω-3脂肪酸EPA在诱导FFAR4内化、激活

钙信号及启动抗炎通路方面更为有效, 进而更显著

地抑制炎症因子的表达, 揭示了其在营养免疫调控

中的重要作用。本研究初步阐明了FFAR4对不同

不饱和脂肪酸的差异性响应, 但其结构机制尚待深

入。未来应通过结构解析探索其配体选择性与信

号偏向性, 并评估饲料脂肪酸组成对鱼类免疫功能

的长期影响, 以丰富FFAR4在鱼类免疫营养调控中

的研究基础。
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图 6    EPA和LA通过FFAR4调控炎性因子基因表达的影响
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Effects of EPA and LA treatment on mRNA expression levels of inflammatory cytokines il-6 (A), il-1β (B), and tnf-α (C) in large croaker
macrophages overexpressing GFP or FFAR4-GFP
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DIFFERENTIAL CELLULAR RESPONSES TO ω-3 AND ω-6 FATTY ACIDS
MEDIATED BY FFAR4 RECEPTOR IN LARGE YELLOW

CROAKER (LARIMICHTHYS CROCEA)

WU Cai-Xia, LI Qing-Fei, SUI Chang-Xu and AI Qing-Hui
(Key Laboratory of Mariculture, Ministry of Education, College of Fisheries, Ocean University of China, Qingdao 266003, China)

Abstract: Free fatty acid receptor 4 (FFAR4), a G protein-coupled receptor (GPCR), plays a key role in sensing long-
chain polyunsaturated fatty acids (LC-PUFAs) in mammals. However, its ligand selectivity and downstream signaling
mechanisms in fish remain poorly understood. In this study, we investigated the ligand recognition and signaling cha-
racteristics of FFAR4 from the large yellow croaker (Larimichthys crocea),  with particular emphasis on ω-3 and ω-6
fatty acids. A stable HEK293T cell line expressing LcFFAR4 was established to systematically assess ligand-induced
receptor  internalization,  intracellular  calcium  flux,  and  cyclic  adenosine  monophosphate  (cAMP)  signaling  pathway.
Subcellular localization analysis revealed predominant plasma membrane distribution of LcFFAR4. Ligand stimulation
assays demonstrated that both eicosapentaenoic acid (EPA, ω-3) and linoleic acid (LA, ω-6) induced receptor internali-
zation,  with EPA showing significantly  stronger  effect.  Calcium imaging revealed low concentrations EPA markedly
increased intracellular calcium levels,  indicating activation of the calcium signaling pathway, whereas LA elicited no
significant change. Dual-luciferase reporter assays further confirmed both EPA and LA activated the LcFFAR4-media-
ted cAMP signaling pathway, with EPA displaying a more potent effect. Functional analyses revealed that EPA more
effectively  mitigated  lipopolysaccharide  (LPS)-induced inflammatory  responses  via  LcFFAR4.  These  results  collec-
tively demonstrate that LcFFAR4 exhibits distinct ligand selectivity and signaling bias. EPA, an ω-3 fatty acid, func-
tions as a more potent agonist  than LA, inducing stronger receptor internalization and more robust activation of both
calcium and cAMP signaling pathways. This study provides the first evidence of teleost FFAR4 differential responses
to ω-3 and ω-6 fatty acids from a GPCR signaling perspective, offering new insights into the fatty acid sensing mecha-
nisms and their potential roles in nutrient sensing and metabolic regulation in fish.

Key words: FFAR4; Long-chain  polyunsaturated  fatty  acids; Receptor  internalization; Calcium  signaling; cAMP;
Ligand selectivity; Larimichthys crocea

9 水   生   生   物   学   报 2025, 49(12): 122505

https://doi.org/10.1126/science.add6220
https://doi.org/10.3389/fimmu.2022.929690
https://doi.org/10.3389/fimmu.2022.929690
https://doi.org/10.1016/j.jnutbio.2024.109648
https://doi.org/10.1016/j.jnutbio.2024.109648

	1 材料与方法
	1.1 生物信息学分析
	1.2 细胞的培养与传代
	1.3 脂肪酸溶液的配制
	1.4 亚细胞定位与受体的内化
	1.5 钙流检测
	1.6 cAMP检测
	1.7 大黄鱼巨噬细胞培养与处理
	1.8 RNA提取及实时反转录定量PCR
	1.9 统计分析

	2 结果
	2.1 生物信息学分析
	2.2 不同脂肪酸对大黄鱼FFAR4内化的影响
	2.3 大黄鱼FFAR4介导脂肪酸引起胞内钙流变化
	2.4 大黄鱼FFAR4介导脂肪酸对胞内cAMP变化的影响
	2.5 大黄鱼FFAR4介导脂肪酸对胞内炎性反应的影响

	3 讨论
	3.1 EPA与LA对大黄鱼FFAR4受体内化的影响
	3.2 EPA与LA对大黄鱼FFAR4介导的第二信使信号转导的影响
	3.3 EPA与LA在大黄鱼FFAR4介导的抗炎反应中的作用差异

	4 结论
	参考文献

