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［摘要］ 为了探究二十二碳六烯酸 （ ｄｏｃｏｓａｈｅｘａｅｎｏｉｃ ａｃｉｄ， ＤＨＡ） 对过敏反应的调节作用和可能的机制，
以 ＩｇＥ ／ ＢＳＡ 诱导的 ＲＢＬ⁃２Ｈ３ 细胞为研究对象， 通过测定 β⁃氨基己糖苷酶的释放， 建立细胞过敏模型； 进

一步用 ＥＬＩＳＡ 法测定组胺及细胞因子释放量， 并用 Ｆｌｕｏ⁃３ ＡＭ 荧光探针法测定钙离子浓度； 用定量逆转

录聚合酶链式反应 （ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ， ｑＲＴ⁃ＰＣＲ） 测定细胞因子及

高亲和力受体 ＦｃεＲＩ 亚基的表达水平； 用蛋白质免疫印迹法测定 ＦｃεＲＩ 信号通路蛋白的表达。 结果显示，
ＲＢＬ⁃２Ｈ３ 敏化细胞经 ＤＨＡ 处理后， 其 β⁃氨基己糖苷酶、 组胺的释放率及细胞内钙离子浓度显著降低， 说

明 ＤＨＡ 具有抗过敏作用。 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测结果表明， ＤＨＡ 处理能显著降低 ＦｃεＲＩα 亚基的表达， 但对 ＦｃεＲＩβ
和 ＦｃεＲＩγ 基因表达无显著影响。 进一步的 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测结果显示， ＤＨＡ 能显著抑制 ＲＢＬ⁃２Ｈ３ 敏化细

胞中 ＰＬＣγ ／ ＪＮＫ 和 Ａｋｔ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路的活性， 从而降低下游炎症细胞因子 ＩＬ⁃４ 和 ＴＮＦ⁃α 的释放量。 可

见， ＤＨＡ 通过抑制 ＰＬＣγ ／ ＪＮＫ 和 Ａｋｔ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路的活性降低 ＩｇＥ 介导的 ＲＢＬ⁃２Ｈ３ 细胞过敏反应。
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０　 引言
食物过敏是全球性的公共卫生问题， 它是由食物中的成分引起、 免疫球蛋白 Ｅ

（ＩｇＥ） 介导的免疫系统异常反应［１］ 。 抗原刺激产生的 ＩｇＥ 与肥大细胞等效应细胞表面的

高亲和力受体 （ＦｃεＲＩ） 结合形成复合物， 当抗原再次进入机体激活效应细胞后， ＦｃεＲＩ
将信号传递到细胞内， 通过一系列反应促进细胞释放颗粒物质［２］ 。 效应细胞释放的颗粒

物质主要是组胺和 β⁃氨基己糖苷酶， 其他还包括 ＩＬ⁃４、 ＴＮＦ⁃α 等炎症因子［３］ 。 这些颗粒

物质和炎症因子会造成组织器官的异常反应。 ＲＢＬ⁃２Ｈ３ 细胞是从大鼠嗜碱性细胞中分离

和克隆出来的嗜碱性白血病细胞株［４］ ， 它表达 ＩｇＥ 的高亲和力受体 ＦｃεＲＩ， 通过聚集这些

受体或与钙离子载体协同作用激活细胞分泌组胺、 ＩＬ⁃４ 和 ＩＬ⁃１３ 等细胞因子［５］ 。 因 ＲＢＬ⁃
２Ｈ３ 细胞与肥大细胞具有相似的特性， 所以它常被用作过敏反应研究的体外细胞模型。

二十二碳六烯酸 （ｄｏｃｏｓａｈｅｘａｅｎｏｉｃ ａｃｉｄ， ＤＨＡ） 是一种重要的 ω⁃３ 多不饱和脂肪酸，
它是人体的必需脂肪酸， 是大脑细胞膜和视网膜的重要组成成分［６］ 。 大量研究表明，
ＤＨＡ 具有降血脂［７］ 、 抗氧化［８］ 、 抗癌［９］ 、 抗血小板聚集［１０］ 和抗肥胖［１１］ 等生理功能。 还

有研究指出， ＤＨＡ 膳食补充确实能降低癌症、 心血管疾病、 糖尿病和肥胖症的患病风

险［１２］ ， 而且富含 ＤＨＡ 的鱼油可以降低小鼠和豚鼠的过敏反应。 ＤＨＡ 能抑制树突状细胞

中的共刺激分子 ＣＤ８０ 和 ＣＤ８６ 的表达， 并减少炎性细胞因子的产生及 Ｔ 细胞增殖［１３］ 。
人体多数的疾病均与免疫系统紊乱有关［１４］ ， 而 ＤＨＡ 是否及如何参与过敏等免疫反应的

调控还有待进一步明确。
如今食物过敏已经成为全球性的安全问题， 再加上过敏原的管理体系尚不完善， 食

物过敏的患者日益增加［１５］ 。 治疗或缓解过敏的药物大多具有一些副作用， 除了隔离过敏

原外， 人们也期待使用天然无毒的活性成分来缓解和预防过敏反应。 ＤＨＡ 是主要存在于

鱼类、 贝类等海鲜中的多活性食品功能成分， 但它对食物过敏反应的调节作用及机制尚

不明确［１６］ 。 因此， 本研究以 ＩｇＥ ／ ＢＳＡ 诱导的 ＲＢＬ⁃２Ｈ３ 细胞为过敏模型， 检测 ＤＨＡ 对敏

·５３·
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化细胞脱颗粒效率和 ＩＬ⁃４、 ＴＮＦ⁃α 等细胞因子释放的影响， 并进一步探究过敏相关信号

通路的活性表达情况， 初步阐释 ＤＨＡ 对过敏反应的调控机制， 为探究 ω⁃３ 多不饱和脂

肪酸的活性作用机制及开发缓解食物过敏反应的活性物质提供实验依据。

１　 材料与方法
１􀆰 １　 材料与仪器

ＲＢＬ⁃２Ｈ３ 细胞由中国科学院上海细胞库提供； 胎牛血清 （美国 ＰＡＮ）； 青霉素⁃链霉

素双抗液 （美国 Ｇｉｂｃｏ）； ＭＥＭ 培养基 （美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ） ； 台式液和 ＤＨＡ （北京索莱

宝）； ＲｅｖｅｒＴｒａ Ａｃｅ® ｑＰＣＲ ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ｗｉｔｈ ｇＤＮＡ Ｒｅｍｏｖｅｒ （日本 ＴＯＹＯＢＯ）； ＳＹＢＲ
Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ ＩＩ 荧光定量试剂盒 （长沙艾科瑞）； 组胺 ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒 （德国 ＩＢＬ ｉｎ⁃
ｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ）； Ｆｌｕｏ⁃３ ＡＭ 试剂 （美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ）； ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃４ ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒

（武汉 Ｅｌａｂｓｃｉｅｎｃｅ）； ＩｇＥ （ 美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ）； ＢＳＡ （ 美国 Ｂｉｏｓｅａｒｃｈ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）；
ＴＲＩｚｏｌ 试剂 （北京聚合美）； ＥＣＬ 发光液 （美国 Ｚｅｔａ ｌｉｆｅ）； ｐ⁃ＰＬＣγ Ａｎｔｉｂｏｄｙ、 ｐ⁃ＪＮＫ Ａｎ⁃
ｔｉｂｏｄｙ 和 ＪＮＫ Ａｎｔｉｂｏｄｙ （美国 ＣＳＴ）； ＰＬＣ Ａｎｔｉｂｏｄｙ （武汉 ＡＢｃｌｏｎａｌ）； ＮＦ⁃κＢ Ａｎｔｉｂｏｄｙ
（武汉 ＰｒｏｔｅｉｎＴｅｃｈ）； ｐ⁃Ａｋｔ Ａｎｔｉｂｏｄｙ 和 Ａｋｔ Ａｎｔｉｂｏｄｙ （上海 Ｂｅｙｏｔｉｍｅ）； ＧＡＰＤＨ Ａｎｔｉｂｏｄｙ
（江苏 Ａｆｆｉｎｉｔｙ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）。

Ｓｙｎｅｒｇｙ ＨＩ 多功能酶标仪， 美国 ＢｉｏＴｅｋ。
１􀆰 ２　 实验方法

１） ＲＢＬ⁃２Ｈ３ 细胞培养与过敏模型的建立。 参照文献 ［１７］ 的方法。 ＲＢＬ⁃２Ｈ３ 细胞

用含 １５％ （质量分数）胎牛血清和 １％ （质量分数）青霉素⁃链霉素的 ＭＥＭ 培养基， 在 ３７ ℃、
含 ５％ （体积分数） ＣＯ２ 的恒温恒湿细胞培养箱中连续培养。 为了建立过敏细胞模型，
ＲＢＬ⁃２Ｈ３ 细胞以 ３ × １０４ 个 ／ 孔接种于 ９６ 孔板， 每孔加入质量浓度分别为 ０􀆰 １，０􀆰 ２，０􀆰 ５，
１􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ 的 ＩｇＥ 培养 １８ ｈ， 弃上清液后每孔加入 １００ μＬ 含有 ０􀆰 ２５ ｍｇ ／ Ｌ ＢＳＡ 的台式液，
并在细胞培养箱中孵育 １ ｈ。 通过检测 β⁃氨基己糖苷酶的释放率确定 ＩｇＥ 的最佳作用浓

度； 或在最佳 ＩｇＥ 浓度刺激 １８ ｈ 后， 弃上清液， 加入 １００ μＬ 分别含有 ０􀆰 １０，０􀆰 ２５，０􀆰 ５０，
１􀆰 ００ ｍｇ ／ Ｌ ＢＳＡ 的台氏液孵育 １ ｈ， 根据 β⁃氨基己糖苷酶释放率选择最佳的 ＢＳＡ 作用浓

度， 构建过敏 ＲＢＬ⁃２Ｈ３ 细胞模型。 为了检测 ＤＨＡ 对细胞过敏反应的影响， 细胞与 ＩｇＥ
共培养 １８ ｈ 后， 再添加 ＤＨＡ 和 ＢＳＡ 共同处理一定时间， 然后进行相关检测。

２） β⁃氨基己糖苷酶的检测。 将 ＲＢＬ⁃２Ｈ３ 细胞以 ３ × １０４个 ／ 孔接种到 ９６ 孔板中， 经

０􀆰 ２ ｍｇ ／ Ｌ ＩｇＥ 敏化 １８ ｈ 后， 每孔加入不同浓度的 ＤＨＡ （ ５０，１００ μｍｏｌ ／ Ｌ） 和 ０􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ
ＢＳＡ 并共同孵育 １ ｈ 后进行检测。 有研究显示， 姜黄素具有抗过敏的作用［１８］ ， 因此本研

究以姜黄素作为阳性对照。 细胞处理后以 ４０００ｇ 离心 ５ ｍｉｎ 收集上清培养液； 细胞用含

２％ （质量分数） Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 的裂解液振荡 ５ ｍｉｎ， 释放细胞内 β⁃氨基己糖苷酶。 从上清

液和细胞裂解液中各取 ２５ μＬ 加入 ９６ 孔板， 再向每孔中加入 １００ μＬ 浓度为 １􀆰 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
的 β⁃氨基己糖苷酶底物溶液。 在 ３７ ℃孵育 ６０ ｍｉｎ 后， 用酶标仪检测发射波长为 ４５０ ｎｍ
和激发波长为 ３６０ ｎｍ 下的荧光度值 （ Ｆ） ， β⁃氨基己糖苷酶释放率的计算公式［１９］ 为：
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β⁃氨基己糖苷酶释放率 ＝ Ｆ上清 ／ （Ｆ上清 ＋ Ｆ细胞） × １００％ 。
３） 组胺的检测。 将 ＲＢＬ⁃２Ｈ３ 细胞以 ６ × １０５ 个 ／ 孔接种到 １２ 孔板中， 经 ０􀆰 ２ ｍｇ ／ Ｌ

ＩｇＥ 敏化 １８ ｈ 后， 每孔加入不同浓度 ＤＨＡ （５０、 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ） 和 ０􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ ＢＳＡ 共同孵

育 ３０ ｍｉｎ。 收集细胞上清液用大鼠组胺 ＥＬＩＳＡ 试剂盒测定组胺的含量。 按照 ＥＬＩＳＡ 试剂

盒说明书将样品进行反应， 用酶标仪检测 ４５０ ｎｍ 和 ６３０ ｎｍ 的吸光度值。 根据组胺标准

品的 ４５０ ｎｍ 和 ６３０ ｎｍ 吸光度值之差绘制浓度标准曲线， 根据曲线计算细胞上清液样品

的组胺含量。
４） Ｃａ２ ＋ 浓度的检测。 将 ＲＢＬ⁃２Ｈ３ 细胞以 ３ × １０４ 个 ／ 孔接种到 ９６ 孔板中， 经 ０􀆰 ２

ｍｇ ／ Ｌ ＩｇＥ 敏化 １８ ｈ 后， 用 ＨＢＳＳ 洗涤 ２ 次， 每孔加入 １００ μＬ 的 Ｆｌｕｏ⁃３ ＡＭ 工作液并孵育

１ ｈ。 然后 Ｆ 值最大的孔加入 ５ μＬ 的 ２％ （质量分数） Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００， Ｆ 值最小的孔加入 ５
μＬ 的 １００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＥＧＴＡ， 实验样品加入对应浓度的 ＤＨＡ （５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 或 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ），
以不含 ＤＨＡ 的 ＨＢＳＳ 缓冲液为对照， 再加入 ０􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ ＢＳＡ 激发 ３０ ｍｉｎ。 最后， 每孔加

入 ２５ μｍｏｌ ／ Ｌ Ａ２３１８７ 并利用多功能酶标仪测定荧光度值。 Ｃａ２ ＋ 浓度的计算公式为：
［Ｃａ２ ＋］ ＝ Ｋｄ［（Ｆ － Ｆｍｉｎ） ／ （Ｆｍａｘ － Ｆ）］ ， 其中， Ｋｄ为 Ｆｌｕｏ⁃３ 的解离常数 （４５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ） ［２０］ 。

５） ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测。 将 ＲＢＬ⁃２Ｈ３ 细胞以 ６ × １０５个 ／ 孔接种到 １２ 孔板中， 经 ０􀆰 ２ ｍｇ ／ Ｌ
ＩｇＥ 过夜培养后， 每孔加入不同浓度 ＤＨＡ（５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 或 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ）和 ０􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ ＢＳＡ 共

同孵育 １ ｈ。 收集细胞用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂提取总 ＲＮＡ。 ＲＮＡ 使用 ＴＯＹＯＢＯ 试剂盒进行反转

录， 然后用 ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ ＩＩ 荧光定量试剂盒以 ｃＤＮＡ 为模板进行 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 反应。
以 ＧＡＰＤＨ 为内参， 本研究所用引物的序列如表 １ 所示。

表 １　 所用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 引物的信息

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ

引物名称 正向引物序列 反向引物序列

　 　 ＴＮＦ⁃α ５′⁃ＣＧＧＡＡＴＴＣＧＧＣＴＣＣＣＴＣＴＣＡＴＣＡＧＴＴＣ⁃３′ ５′⁃ＧＣＴＣＴＡＧＡＣＣＣＴＴＧＡＡＧＡＧＡＡＣＣＴＧＧＧ⁃３′

　 　 ＩＬ⁃４ ５′⁃ＧＧＡＴＧＴＡＡＣＧＡＣＡＧＣＣＣＴＣＴ⁃３′ ５′⁃ＧＴＧＴＴＣＣＴＴＧＴＴＧＣＣＧＴＡＡＧ⁃３′

　 　 ＦｃεＲＩα ５′⁃ＣＡＴＴＧＴＧＡＧＴＧＣＣＡＣＣＡＴＴＣ⁃３′ ５′⁃ＴＴＣＴＴＣＣＡＧＣＴＡＣＧＧＣＡＴＣＴ⁃３′

　 　 ＦｃεＲＩβ ５′⁃ＴＴＧＴＣＴＧＣＴＣＣＡＣＡＣＴＣＣＡＧ⁃３′ ５′⁃ＡＧＧＣＴＧＣＣＴＣＴＣＡＣＣＡＧＡＴＡ⁃３′

　 　 ＦｃεＲＩγ ５′⁃ＣＡＣＣＴＧＴＴＣＴＣＡＧＣＴＧＣＡＴＴ⁃３′ ５′⁃ＧＧＡＴＣＡＧＧＧＡＡＧＧＡＡＡＧＡＧＧ⁃３′

　 　 ＧＡＰＤＨ ５′⁃ＡＣＣＣＡＧＡＡＧＡＣＴＧＴＧＧＡＴＧＧ⁃３′ ５′⁃ＣＡＣＡＴＴＧＧＧＧＧＴＡＧＧＡＡＣＡＣ⁃３′

　 　 ６） ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃４ 的 ＥＬＩＳＡ 检测。 将 ＲＢＬ⁃２Ｈ３ 细胞以 ６ × １０５ 个 ／ 孔接种到 １２ 孔板

中， 经 ０􀆰 ２ ｍｇ ／ Ｌ ＩｇＥ 敏化 １８ ｈ 后， 每孔加入不同浓度的 ＤＨＡ（５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 或 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ）
和 ０􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ ＢＳＡ 继续孵育 ２ ｈ。 收集细胞上清液， 按照大鼠 ＥＬＩＳＡ 试剂盒中说明书的要

求进行反应， 用酶标仪测定样品 ４５０ ｎｍ 波长下的吸光度值。 根据 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃４ 标准品

的 ４５０ ｎｍ 吸光度值标准曲线， 计算细胞上清液样品中 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃４ 的释放量。
７） 免疫印迹。 将 ＲＢＬ⁃２Ｈ３ 细胞以 ６ × １０５个 ／ 孔接种到 １２ 孔板中， 与 ０􀆰 ２ ｍｇ ／ Ｌ ＩｇＥ

过夜培养后， 每孔加入不同浓度 ＤＨＡ（５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 或 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ）和 ０􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ ＢＳＡ 共同

孵育 ２ ｈ。 弃去培养基收集细胞沉淀， 每个样品加入适量 ＩＰ 裂解液 （含适量蛋白酶抑制

·７３·
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剂和磷酸酶抑制剂） 提取总蛋白质， 并采用 ＢＣＡ 法测定总蛋白质浓度。 将等量的蛋白

质变性后， 进行 ８％ 的 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳， 并采用湿转法将蛋白质转移至 ０􀆰 ２２ mｍ 的

ＰＶＤＦ 膜。 将膜用 ５％ （质量分数）脱脂奶（ＴＢＳＴ 配制）于室温封闭 １ ｈ 后， 与稀释好的一

抗在室温 ２ ｈ 或 ４ ℃过夜孵育； 洗去多余的抗体后， 与二抗在室温环境下孵育 １ ｈ， 最后

用 ＥＣＬ 发光液进行显影。
１􀆰 ３　 统计学分析

所有实验均重复 ３ 次， 结果以平均值 ± 标准差表示。 采用 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 统计软件对数

据进行显著性分析， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ 表示差异极具有统计

学意义。 采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｓｏｆｔｗａｒｅ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０ 软件进行作图。

２　 结果与分析
２􀆰 １　 ＲＢＬ⁃２Ｈ３ 细胞过敏模型的建立

本研究采用 ＩｇＥ 和 ＢＳＡ 刺激 ＲＢＬ⁃２Ｈ３ 细胞， 并以未刺激诱导的样品为空白对照， 然

后检测 β⁃氨基己糖苷酶的释放率以判断过敏反应的程度。 ＲＢＬ⁃２Ｈ３ 细胞首先用 ０􀆰 １ ～ １􀆰 ０
ｍｇ ／ Ｌ ＩｇＥ 处理 １８ ｈ， 再加入 ０􀆰 ２５ ｍｇ ／ Ｌ ＢＳＡ 作用 １ ｈ， 最后收集上清液并检测细胞 β⁃氨
基己糖苷酶释放率， 确定诱导过敏反应的最佳 ＩｇＥ 作用浓度。 同样， 用最佳浓度 ＩｇＥ 刺

激 １８ ｈ 后再用 ０􀆰 １ ～ １􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ ＢＳＡ 作用 １ ｈ， 根据最大 β⁃氨基己糖苷酶释放率确定最佳

ＢＳＡ 作用浓度。 如图 １ 所示， 与对照组相比， 加入质量浓度分别为 ０􀆰 １，０􀆰 ２，０􀆰 ５，１􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ
的 ＩｇＥ 刺激后， 细胞的 β⁃氨基己糖苷酶释放率分别增加约 １􀆰 ６ 倍、 ３ 倍、 ２􀆰 ３ 倍、 １􀆰 ５
倍 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） 。 因此， 在后续实验中选择 ０􀆰 ２ ｍｇ ／ Ｌ 的 ＩｇＥ 来诱导过敏反应。 固定诱

导的 ＩｇＥ 浓度后， 随着 ＢＳＡ 作用浓度的增加， 细胞 β⁃氨基己糖苷酶释放率逐渐上升，
到最高值后稍有下降。 与对照相比， 当 ＢＳＡ 质量浓度在 ０􀆰 １０，０􀆰 ２５，０􀆰 ５０，１􀆰 ００ ｍｇ ／ Ｌ
时， 细胞 β⁃氨基己糖苷酶释放率分别增加约 １ 倍、 １􀆰 ７ 倍、 １􀆰 ９ 倍和 １􀆰 ５ 倍 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５） 。 因此， 在后续实验中， ＢＳＡ 选择 ０􀆰 ５０ ｍｇ ／ Ｌ 作为诱导 ＲＢＬ⁃２Ｈ３ 细胞脱颗粒的

最适作用浓度。

图 1 不同浓度的 IgE 和 BSA 对细胞 β鄄氨基己糖苷酶释放率的影响
Fig.1 Effect of different concentrations of IgE and BSA on the release rate of β鄄glucosidase
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注：柱子上的不同小写字母表示差异具有统计学意义（P＜0.05）。
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２􀆰 ２　 ＤＨＡ 对 ＲＢＬ⁃２Ｈ３ 细胞增殖率及脱颗粒的影响

为探究 ＤＨＡ 作用 ＲＢＬ⁃２Ｈ３ 细胞的合适浓度， 细胞用 ２５ ～ ２００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＨＡ 处理 ４８ ｈ
后用 ＭＴＴ 法检测细胞增殖率。 ＤＨＡ 浓度对 ＲＢＬ⁃２Ｈ３ 细胞增殖率的影响如图 ２ａ 所示。 可

见， 与乙醇溶剂的对照相比， ２５，５０，１００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＨＡ 处理 ４８ ｈ 对 ＲＢＬ⁃２Ｈ３ 细胞增殖率

均无显著影响， 随着 ＤＨＡ 浓度的继续升高， 细胞增殖率开始下降， １５０，２００ μｍｏｌ ／ Ｌ
ＤＨＡ 作用下细胞增殖率分别下降约 １５％ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ３０％ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 因此， 在后续

实验中， 选择 ５０，１００ μｍｏｌ ／ Ｌ 作为 ＤＨＡ 作用 ＲＢＬ⁃２Ｈ３ 细胞 ４８ ｈ 的浓度。
为探究 ＤＨＡ 对 ＲＢＬ⁃２Ｈ３ 细胞过敏反应的影响， 根据上文确定的 ＩｇＥ ／ ＢＳＡ 致敏条件激

活 ＲＢＬ⁃２Ｈ３ 细胞， 然后分别检测不同浓度 ＤＨＡ 作用后细胞释放颗粒物 β⁃氨基己糖苷酶和

组胺的变化， 结果如图 ２ｂ、 图 ２ｃ 所示。 可见， 与阴性对照相比， ＩｇＥ ／ ＢＳＡ 敏化细胞的 β⁃
氨基己糖苷酶释放率增加了约 ２􀆰 ５ 倍 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 进一步用 ５０ 和 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＨＡ 作用

后， β⁃氨基己糖苷酶释放率分别下降约 ３０％ 和 ３５％ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， 与阳性对照姜黄素的抑

制效果相差不大， 即 ＤＨＡ 处理４８ ｈ 抑制了 β⁃氨基己糖苷酶释放。 与阴性对照相比， ＩｇＥ ／
ＢＳＡ 刺激后组胺释放率显著提高 ４􀆰 ８ 倍 （Ｐ ＜０􀆰 ０１）； 同时用 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＨＡ 处理后， 组胺

释放率无显著差异， 而添加 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＨＡ 使组胺释放量显著下降约 ２０％ （Ｐ ＜０􀆰 ０１）。 以

上结果表明， ＤＨＡ 对致敏的 ＲＢＬ⁃２Ｈ３ 细胞的 β⁃氨基己糖苷酶和组胺释放率有显著抑制

作用， 且呈现浓度依赖性， 即 ＤＨＡ 可抑制 ＩｇＥ ／ ＢＳＡ 诱导的肥大细胞脱颗粒。
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图 2 DHA 对 IgE/BSA 诱导的 RBL鄄2H3 细胞增值率和脱颗粒的影响
Fig.2 Effect of DHA on IgE/BSA鄄induced proliferation and degranulation in RBL鄄2H3 cells

注： 图 a 中， 设溶剂对照组细胞增殖率为 100%， 与溶剂对照相比， ** 表示差异极具有统计学意义； 图 b
和图 c 中， 对照为不做任何处理， mock 为 IgE/BSA 诱导的模型； 与对照相比， ## 表示差异极具有统
计学意义； 与 mock 相比， ** 表示差异极具有统计学意义。
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注： 对照为不做任何处理； mock 为 IgE/BSA 诱导的模型；
与对照相比， ## 表示差异极具有统计学意义； 与 mock
相比， ** 表示差异极具有统计学意义。

图 3 DHA 对 RBL鄄2H3 细胞内 Ca2+浓度的影响
Fig.3 Effect of DHA on calcium ion

concentration in RBL鄄2H3 cells

２􀆰 ３ 　 ＤＨＡ 抑制致敏 ＲＢＬ⁃２Ｈ３ 细胞的

Ｃａ２ ＋ 内流

Ｃａ２ ＋ 在细胞信号传导中起着关键作

用， 会引起免疫细胞的活化， 包括吞噬

作用、 细胞因子的产生和炎症介质的释

放。 图 ３ 是 ＤＨＡ 对敏化 ＲＢＬ⁃２Ｈ３ 细胞内

Ｃａ２ ＋ 影响的检测结果。 可见， 与阴性对

照相比， ＩｇＥ ／ ＢＳＡ 刺激后细胞内 Ｃａ２ ＋ 浓

度增加约 ３０％ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１） ； 而进一步加

入 ＤＨＡ 处理 １ ｈ 后， 细胞内 Ｃａ２ ＋ 浓度显

著减少约 ４０％ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１） 。 这些结果说

明， ＤＨＡ 可抑制致敏 ＲＢＬ⁃２Ｈ３ 细胞的

Ｃａ２ ＋ 内流。
２􀆰 ４　 ＤＨＡ 抑制致敏 ＲＢＬ⁃２Ｈ３ 细胞中炎症因子的释放

ＩＬ⁃４ 和 ＴＮＦ⁃α 都是 ＲＢＬ⁃２Ｈ３ 细胞敏化脱颗粒释放的炎症因子。 在过敏反应后期常

常伴随着 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃４ 的释放， 它们在Ⅰ型过敏反应中起着重要作用。 ＩＬ⁃４ 可以刺激 Ｂ
细胞分化， 产生记忆细胞和浆细胞， 促进 ＩｇＥ 与 ＦｃεＲＩ 结合［２１］ 。 研究表明， 增强 ＩＬ⁃４ 的

组织效应， 诱导血管内皮细胞表达黏附分子的表达可促进炎症细胞的聚集， 并可促进嗜

酸粒细胞、 中性粒细胞释放白三烯等因子， 从而导致过敏性疾病［２２］ 。 而 ＴＮＦ⁃α 可激活 Ｔ
细胞分泌多种炎症细胞因子。 本研究进一步采用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 法、 ＥＬＩＳＡ 法测定细胞因子

ｍＲＮＡ 水平和释放量的变化， 结果如图 ４ 所示。 可见， 与阴性对照相比， ＩｇＥ ／ ＢＳＡ 刺激

后细胞的 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃４ ｍＲＮＡ 水平显著上升 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， 且进一步用 ＤＨＡ 处理后，
ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃４ 的 ｍＲＮＡ 的表达水平均呈浓度依赖性显著下降 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）； 敏化细胞释

放的 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃４ 量显著上升 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， 同时加入 ＤＨＡ 处理后， 细胞释放的 ＴＮＦ⁃α
量显著下降， 但 ＩＬ⁃４ 释放量无显著变化。 综上， ＤＨＡ 能降低过敏反应过程中细胞炎症

因子 ＩＬ⁃４、 ＴＮＦ⁃α 基因的表达及 ＴＮＦ⁃α 的释放， 但对 ＩＬ⁃４ 的释放无影响， 即 ＤＨＡ 对炎

症因子的表达与释放有一定的抑制作用。

a） TNF鄄α 基因表达 b) IL鄄4 基因表达
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图 4 DHA 对 RBL鄄2H3 细胞炎症因子的影响
Fig.4 Effect of DHA on the inflammatory factors in RBL鄄2H3 cells

c) TNF鄄α 释放量 d) IL鄄4 释放量

注：对照为不做任何处理； mock 为 IgE/BSA 诱导的模型； 与对照相比， ## 表示差异极具有统计学意
义； 与 mock 相比，** 表示差异极具有统计学意义。
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２􀆰 ５　 ＤＨＡ 对过敏反应信号通路的影响

ＲＢＬ⁃２Ｈ３ 细胞表面的高亲和受体 ＦｃεＲＩ 与抗原、 ＩｇＥ 复合物交联后最终导致细胞

脱颗粒。 ＦｃεＲＩ 受体包含 α 亚基、 β 亚基和 γ 亚基等 ３ 个亚基， 其中 α 亚基与 ＩｇＥ 特异

性结合， β 亚基、 γ 亚基则实施信号调节和信号传导功能［２３］ 。 为探究 ＤＨＡ 是否调节

ＦｃεＲＩ 的表达， 本研究采用 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 法测定 ＦｃεＲＩ 各亚基的 ｍＲＮＡ 水平， 结果如图 ５ａ
所示。 可见， 与对照组相比， 敏化细胞的 ＦｃεＲＩ α 和 ＦｃεＲＩ γ 亚基的 ｍＲＮＡ 水平均显

著上升 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１） ， 而 ＦｃεＲＩ β 亚基表达无显著变化； 经 ＤＨＡ 处理后， ＦｃεＲＩ α 亚基

表达显著下降 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１） ， 而 ＦｃεＲＩ β 和 ＦｃεＲＩ γ 亚基表达无显著变化。 ＦｃεＲＩ 被激

活后会招募 Ｌｙｎ 使 ＦｃεＲＩ γ 亚基磷酸化， 并将磷酸化信号往下游传导。 ＰＬＣγ ／ ＪＮＫ 和

Ａｋｔ ／ ＮＦ⁃κＢ 是 ＦｃεＲＩ 激活后下游的关键信号通路。 ＰＬＣγ 被磷酸化激活后会刺激内质网

上的三磷酸肌醇受体， 促使内质网释放 Ｃａ２ ＋ 。 这时内质网因缺失 Ｃａ２ ＋ 会刺激细胞外

Ｃａ２ ＋ 内流， 激活 ＪＮＫ 参与炎症反应并导致 ＲＢＬ⁃２Ｈ３ 细胞脱颗粒。 Ａｋｔ 被磷酸化激活后

会刺激 ＮＦ⁃κＢ 的活性， 进而促进细胞核内炎症因子的转录， 最终导致 ＲＢＬ⁃２Ｈ３ 细胞脱

颗粒。 本研究进一步采用蛋白质免疫印迹法测定 ＰＬＣγ ／ ＪＮＫ 和 Ａｋｔ ／ ＮＦ⁃κＢ 两条信号通

路的活性， 结果如图 ５ｂ、 图 ５ｃ 所示。 可见， 与对照组相比， ＩｇＥ 敏化的细胞中 ＰＬＣγ
和 ＪＮＫ 蛋白质的活性显著上升， 而 ＤＨＡ 处理后 ｐ⁃ＰＬＣγ、 ｐ⁃ＪＮＫ 的蛋白质活性显著下

降， 即 ＤＨＡ 降低磷酸化 ＰＬＣγ 和 ＪＮＫ 的活性， 但对其总蛋白质水平无显著影响。 同

样， 敏化细胞的 ｐ⁃Ａｋｔ 和 ＮＦ⁃κＢ 蛋白质水平显著上升， 但 ＤＨＡ 处理后 ｐ⁃Ａｋｔ 和 ＮＦ⁃κＢ
蛋白质的水平则显著下降， 且 Ａｋｔ 总蛋白质的水平无显著变化。 综上所述， ＤＨＡ 降低

了 ＦｃεＲＩ 高亲和力受体介导的 ＰＬＣγ ／ ＪＮＫ 和 Ａｋｔ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路的活性， 最终抑制

ＩｇＥ ／ ＢＳＡ 诱导的 ＲＢＬ⁃２Ｈ３ 细胞过敏反应。
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图 5 DHA 对敏化 RBL鄄2H3 细胞信号通路的影响
Fig.5 Effect of DHA on the signal pathway in sensitized RBL鄄2H3 cells

a） FcεRI 不同亚基基因表达

b） PLCγ/JNK 信号通路活性 c） Akt/NF鄄κB 信号通路活性
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３　 讨论
ＤＨＡ 和 ＥＰＡ 是常见的w⁃３ 长链多不饱和脂肪酸。 研究表明， 给卵白蛋白诱导的食物

过敏小鼠补充富含多不饱和脂肪酸的鱼油， 可以降低其血清中的抗卵白蛋白 ＩｇＥ 水平，
抑制小肠炎症反应［２４］ 。 多不饱和脂肪酸可以抑制一些与过敏性炎症相关的过程［２５］ ， 但

它们对肥大细胞的直接调节作用尚不明确。 ＲＢＬ⁃２Ｈ３ 细胞与肥大细胞具有相似的特性，
包括表达 ＩｇＥ 高亲和力受体 ＦｃεＲＩ、 释放组胺及分泌多种炎症介质等。 因此， ＲＢＬ⁃２Ｈ３
经常被用于模拟肥大细胞的体外过敏反应实验［４］ 。 本研究利用 ＲＢＬ⁃２Ｈ３ 细胞模型探究

ＤＨＡ 对 ＩｇＥ 介导的过敏反应的影响及可能的机制。
当肥大细胞发生敏化反应时， 它会释放组胺、 β⁃氨基己糖苷酶和各种炎症因子， 它

的致敏还会引起细胞内 Ｃａ２ ＋ 浓度的增加。 因此， 这些因子成为肥大细胞活化的标志物，
也是引起机体过敏的主要介质［２６］ 。 组胺平时储存在效应细胞内， 细胞活化后会释放到胞

外， 引起血管平滑肌扩张和通透性增加， 造成炎症和肿胀［２７］ 。 β⁃氨基己糖苷酶是一种参

与细胞内溶酶体分解的酶， 是细胞脱颗粒的主要标记物［２８］ 。 Ｃａ２ ＋ 参与细胞的稳态维持及多

种疾病的调控， 在效应细胞脱颗粒时其浓度升高， 它与分泌颗粒表面的融合蛋白结合， 促

进分泌颗粒与细胞膜的融合， 触发效应细胞脱颗粒［２９］ 。 肥大细胞本身可以产生和分泌促炎

因子 ＩＬ⁃４、 ＴＮＦ⁃α。 ＩＬ⁃４ 通过促进 ＩｇＥ 的生成和效应细胞的活化， 参与疾病的发生和发展。
ＴＮＦ⁃α 则广泛参与多种生理和病理过程， 它也可以直接作用于肥大细胞， 通过其受体激活
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细胞内信号传导， 进一步促进细胞活化［３０］ 。 本研究发现， ＩｇＥ 介导的 ＲＢＬ⁃２Ｈ３ 细胞用 ５０、
１００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＨＡ 作用后， 组胺和 β⁃氨基己糖苷酶的合成、 分泌和细胞内 Ｃａ２ ＋ 浓度显著

降低， 且 ＴＮＦ⁃α 的分泌量也显著降低。 因此， ＤＨＡ 具有抗过敏活性， 可以抑制 ＩｇＥ 介导

的 ＲＢＬ⁃２Ｈ３ 细胞过敏反应。 值得注意的是， ＤＨＡ 对 ＩＬ⁃４ 的分泌无显著影响， 具体原因

还不清楚。 有研究发现， 蛋白质表达的变化幅度通常小于 ｍＲＮＡ， 这种现象被称为 “缓

冲效应” ［３１］ 。 这表明， 在某些情况下， 尽管 ｍＲＮＡ 水平发生了变化， 但由于转录后调控

等因素的作用， 蛋白质水平可能不会发生相应的变化。
ＦｃεＲＩ 是一个重要的膜受体， 主要在肥大细胞和嗜碱性粒细胞上表达。 它是一种多

聚体复合物， 通常由 １ 个 α、 １ 个 β 和 ２ 个二硫键连接的 γ 亚基组成， 参与 ＩｇＥ 介导的敏

化信号调节和信号传导［３２］ 。 其中， α 亚基在细胞膜外， β 亚基和 γ 亚基则在细胞膜内。
ＩｇＥ⁃过敏原复合物与 ＦｃεＲＩ 交联后， 促使 α 亚基表达增加， β 亚基和 γ 亚基发生磷酸化

修饰， 但蛋白质总量没变， 效应细胞在信号传导中被激活， 进而发生细胞脱颗粒现象。
目前， 阻断 ＩｇＥ⁃ＦｃεＲＩ 相互作用是一种潜在的过敏治疗策略， 其中， ＦｃεＲＩ 随着过敏原和

ＩｇＥ 的性质而动态变化， 调控肥大细胞的不同信号通路功能。 细胞即使在较弱或简单的

过敏原刺激之后也可能存在互补机制， 使 ＦｃεＲＩ 对不同过敏原刺激强度和 ＩｇＥ 含量作出

适当的反应。 利用 ＦｃεＲＩ 的这一特性可以改进 ＦｃεＲＩ 靶向治疗， 特别是利用 ＦｃεＲＩ 脱敏

或抗原特异性免疫治疗过敏［３３］ 。
在过敏等免疫反应过程中， 磷酸化是调节细胞信号传导的一种重要机制， 涉及多种

信号分子， 包括 ＰＬＣγ、 Ａｋｔ 和 ＪＮＫ 等［３４］ 。 当 ＩｇＥ 抗体与 ＦｃεＲＩ 结合后， ＦｃεＲＩ 受体会聚

集并激活下游信号通路。 与受体相关的酪氨酸激酶被激活后会进一步磷酸化并激活

ＰＬＣγ， 活化 ＰＬＣγ 催化磷脂酰肌醇⁃４，５⁃二磷酸转化为二酸甘油酯和肌醇三磷酸， 二酸甘

油酯促进蛋白激酶 Ｃ 的活性， 而肌醇三磷酸引发细胞内 Ｃａ２ ＋ 的释放， 从而激活下游信号

通路［３５］ 。 Ａｋｔ 是一个重要的生存信号传导分子， 能够促进细胞存活和增殖。 在 ＦｃεＲＩ 信

号传导下， Ａｋｔ 可以被磷脂酰肌醇⁃３ 激酶激活， 引起包括抑制细胞凋亡、 促进细胞生长

和代谢变化等多个生物学效应［３６］ 。 在 ＦｃεＲＩ 信号传导过程中， ＪＮＫ 可以通过多种途径被

激活。 ＪＮＫ 是 ＭＡＰＫ （丝裂原活化蛋白激酶） 通路的一部分， 参与应激反应、 细胞增殖

和凋亡［３７］ 。 ＪＮＫ 的激活通常与细胞应答、 炎症反应和细胞凋亡有关。
ＦｃεＲＩ 的信号传导涉及复杂的磷酸化过程， ＰＬＣγ、 Ａｋｔ 和 ＪＮＫ 在这一过程中发挥着

重要作用。 它们通过不同的信号通路相互交织， 最终影响细胞的生存、 增殖和功能， 也

对过敏反应和免疫系统起调节作用。 这些信号通路的异常可能会导致过敏性疾病和其他

免疫相关的疾病。

４　 结论
本研究结果表明， ＤＨＡ 可能通过抑制 ＦｃεＲＩα 的表达及其与 ＩｇＥ 的结合， 降低

ＰＬＣγ ／ ＪＮＫ 和 Ａｋｔ ／ ＮＦ⁃κＢ 信号通路的活性， 最终降低 ＩｇＥ 引发的过敏反应。 这为解析 ＩｇＥ
介导的食物过敏等变态反应的调控机制提供了依据， 也为 ＤＨＡ 等海洋天然活性物质在

预防和缓解过敏等免疫疾病的应用提供了新的方向。 但是， ＤＨＡ 调控 ＦｃεＲＩα 的作用机

·３４·
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制， 以及 ＤＨＡ 是否通过参与细胞脂筏的形成调节 ＦｃεＲＩ 受体亚基的功能还有待进一步

研究， ＤＨＡ 在体内对过敏疾病的调节活性也有待深入探讨。
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