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摘要: 全/多氟烷基化合物(PFAS)可通过激活过氧化物酶体增殖物激活受体 α (PPARα)诱导肝毒性,然而 PFAS 与 PPARα 相互

作用的分子机制尚不清晰。 本研究基于高斯加速分子动力学(GaMD)和分子力学-广义波恩表面积法(MM-GBSA),计算了 7 种

传统和新型 PFAS 与 PPARα 的结合自由能(ΔGbind),结果发现 ΔGbind 与 PFAS 激活 PPARα 的半数效应浓度的对数值(logEC50 )
� 之间存在显著的相关性(r =0.82, P<0.05)。 此外,氟化碳原子的数量与 ΔGbind 正相关,且含羧基的 PFAS 的 ΔGbind 通常比含磺

� 酸基的 PFAS 更低。 通过分析结构稳定性、氢键分布和配体-残基接触,揭示了 PFAS 的激活活性与其在 PPARα 口袋内的结合

模式直接相关。 活性较强的 PFAS,优先结合到由螺旋(H) H3, H7, H11 和 H12 组成的口袋中,与 ILE354, HIS440 和 CYS276 等

关键残基形成相互作用。 结果有助于筛选具有 PPARα 激活效应的 PFAS,支持 PFAS 类化学品的毒性效应评估。
关键词: 全/多氟烷基化合物;过氧化物酶体增殖物激活受体 α;肝毒性;分子动力学
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Abstract: Per- and polyfluoroalkyl substances (PFAS) could induce hepatotoxicity through the activation of peroxi-
some proliferator-activated receptor α (PPARα). However, the molecular mechanism of PFAS-induced PPARα acti-
vation remains unclear. This study calculated the binding free energy (ΔGbind) of seven legacy and emerging PFASs
with PPARα based on Gaussian accelerated molecular dynamics (GaMD) and molecular mechanics-generalized
Born surface area (MM-GBSA). The results indicated a significant correlation (r =0.82, P<0.05) between ΔGbind and
the logarithmic value of half maximal effective concentration (logEC50 ) of PFAS activating PPARα. Additionally,
the number of fluorocarbon atoms positively correlated with ΔGbind , and PFAS containing carboxyl groups generally
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had a lower ΔGbind compared to those containing sulfonate groups. The activation activity of PFAS towards PPARα
was found to be directly associated with their binding patterns within the PPARα ligand-binding pocket, as revealed
through the analysis of structural stability, hydrogen bond distribution and ligand-residue contacts. PFAS with
stronger activities were observed to preferentially bind within the pocket composed of H3, H7, H11 and H12,
interacting with key residues such as ILE354, HIS440 and CYS276. These results contribute to the screening of
PFAS with PPARα activation effect, and support the evaluation of toxic effects of PFAS.
Keywords: per- and polyfluoroalkyl substances; peroxisome proliferator-activated receptor α; hepatotoxicity; mo-
lecular dynamics

　 　 全/多氟烷基化合物(PFAS)是一类备受关注的

化学品,被广泛应用在工业产品中[1]。 PFAS 具有高

持久性和高生物蓄积性,在各种环境介质、野生动物

以及人类血清中被检出[2-3]。 长期暴露于 PFAS 会

导致肝毒性[4],其背后的重要机制是 PFAS 诱导过氧

化物酶体增殖物激活受体 α (PPARα)激活[5-7]。
PPARα 是一种由配体激活的核转录因子,参与

调控肝脏中的脂肪酸氧化代谢途径,在脂质和能量

代谢中起关键作用[8]。 尽管传统实验方法能够测定

PFAS 对 PPARα 的激活活性,但 PFAS 种类众多,对
其逐一测试的成本高且效率低。 近期有研究通过机

器学习模型预测 PFAS 与 PPARα 的结合亲和力[9],
但模型预测结果与实验数据的相关性较低(r =0.42),
且难以从分子层面上解释 PFAS 与 PPARα 相互作

用的分子机制,影响筛选具有潜在 PPARα 激活活性

的 PFAS。 分子动力学(MD)模拟可准确定量配体和

受体的结合亲和力,提供实验难以观测的结合模式

和构象变化[10-12]。
本研究基于高斯加速分子动力学(GaMD),对 7

种传统和新型 PFAS 进行微秒级的全原子 MD 模拟,
揭示了实验观测与计算的结合自由能(ΔGbind )之间存

� 在相关性,阐明了 PFAS 诱导 PPARα 激活的分子机

制,可为 PFAS 类化学品的毒性效应评估提供支持。

1　 材料与方法(Materials and methods)
1. 1　 结构准备与分子对接

从蛋白质数据库(RCSB PDB, https://www.rcsb.
org/)获得了分辨率为 2.50 Å(0.25 nm)的人 PPARα
的晶体结构(PDB ID: 3ET1, Chain B),配体小分子的

基本信息见表 1。 PFAS 半数效应浓度值(EC50 )来自

体外荧光素酶报告基因实验,该数据表征 PFAS 对

人 PPARα 的激活活性[13-14]。 配体结构源自 Pub-
Chem 数据库(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/)。 使

用 AutodockTools (v1.5.6)对蛋白质和小分子进行预

处理,Autodock Vina (v1.1.2)进行半柔性分子对接,

每次对接生成 10 个构象。 为确保对接结果的一致

性,进行 3 次重复对接。 选择预测的 ΔGbind 最低的

� 构象作为后续模拟的初始构象。
1. 2　 MD 模拟

使用 AMBER 20 软件包进行 MD 模拟[15]。 使

用 AmberTools 创建复合物的拓扑结构和参数,蛋白

质力场使用 FF14SB[16],小分子力场使用 GAFF2 [17],
使用 AM1-BCC 方法拟合电荷[18]。 将蛋白质-配体

复合物置于距离表面至少 10 Å(1.0 nm)的长方体的

水盒中,添加 Na+和 Cl- 使体系达到电中性并维持

150 mmol·L-1的生理浓度。 首先进行 2 500 步的最

速下降和 2 500 步的共轭梯度下降,以实现体系结

构的初弛豫。 能量最小化后,在正则系综(NVT)下
进行平衡,对蛋白质施加约束,并在 500 ps 完成体

系的升温和平衡。 在等温等压(NPT)下,使用图形处

理单元(GPU)进行常规 MD 模拟[19],步长设置为 2
fs。 SHAKE 算法用于约束包含氢原子的共价键[20],
模拟采用周期性边界条件,非键相互作用截断值为

10 Å(1.0 nm),采用粒子网格埃瓦尔德方法(PME)计
算长程静电相互作用[21]。
1. 3　 高斯加速分子动力学(GaMD)

在大生物分子系统中,构象变化通常发生在微

秒甚至是毫秒时间尺度上,常规 MD 模拟难以跨越

势能的极小值。 为克服常规 MD 模拟的限制,使用

了 GaMD 方法,这是一种无约束的增强采样方

法[22]。 当体系的势能 V(r)低于截止值(E)时,对系统

� 势能添加一个提升势 ΔV(r),使得体系更容易克服

� 能垒,从而加速采样:
V* (r)=V(r)+ΔV(r)

ΔV(r)=
1
2
k(E-V(r))2 ,V(r)<E

0,V(r)⩾E
{

其中:V(r)是系统的总势能(kcal·mol-1 ),ΔV(r)是提

� 升势(kcal·mol-1 ),V* (r)是系统被提升后的总势能
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� (kcal·mol-1),r = (r1 , r2 , …, rn)是系统中 n 个原子的坐

� 标,k 是力常数(N·m-1),E 是截止值(kcal·mol-1)。
GaMD 模拟通过 AMBER 20 使用 GPU 实现,

采用双重提升方法(应用提升势到二面角势能项和

总势能项),并通过两段预模拟收集和更新 GaMD 所

需的参数,最后对所有体系进行 1 000 ns 的模拟。
1. 4　 MD 模拟分析

CPPTRAJ 模块进行 MD 轨迹的后处理和分

析[23]。 计算受体蛋白 α-碳原子(α-C)的均方根偏差

(DRMS),定量蛋白整体结构的稳定性。 计算受体蛋

� 白氨基酸残基的均方根波动(FRMS),定量蛋白局部结

构的灵活性。 计算配体与蛋白形成氢键的频率,定
量氢键的分布特征。 如果残基和配体的任何 2 个重

原子,在至少 75%的模拟时间内落在 4.5 Å(0.45 nm)
距离以内,则认为两者之间建立稳定接触[24]。 使用

Python 脚本计算所有体系中的稳定接触(接触频率

表 1　 配体小分子的基本信息

Table 1　 Overview of the ligand molecules

名称

Name

类别

Category

分子式

Molecular formula

结构式

Constitutional formula

半数效应浓度

/(μmol·L-1 )

EC50 /(μmol·L-1 )

全氟壬酸

PFNA

全氟辛酸

PFOA

全氟庚酸

PFHpA

全氟烷基羧酸

Perfluoroalkyl carboxylic acid

C9HF17O2 9.6 [13]

C8HF15O2 9.5 [13]

C7HF13O2 45.0 [13]

六氟环氧丙烷-二聚酸

GenX

全氟烷基醚羧酸

Perfluoroalkyl ether

carboxylic acids

C6HF11O3 2.1 [13]

全氟辛烷磺酸

PFOS

全氟己烷磺酸

PFHxS

全氟烷基磺酸

Perfluorosulfonic acid

C8HF17O3S 24.0 [13]

C6HF13O3S 61.0 [13]

Nafion 副产物 2

NPB2

多氟烷基醚磺酸

Polyfluoroalkyl ether

sulfonic acid

C7H2F14O5S 24.0 [13]

GW7647

WY14643

药物

Drug

C29H46N2O3S 6.0×10-3[14]

C14H14ClN3O2S 5.0 [14]
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≥75% ),并采用最小方差法进行分层聚类[25]。
1. 5　 结合自由能计算

基于分子力学-广义波恩表面积法(MM-GBSA)
计算 ΔGbind

[26],该方法已被证实在计算 PFAS 与核受

体之间 ΔGbind 的准确性[27],可用下述公式表示:
ΔGbind = Gcomplex -Greceptor -Gligand =ΔEvdw +ΔEele +

� Δ GGB+ΔGSA-TΔS
其中:Gcomplex , Greceptor 和 Gligand 分别代表复合物、受体

和配体的结合自由能;ΔEele 和 ΔEvdw 分别表示气相

� 中的静电作用能和范德华作用能;ΔGGB 和 ΔGSA 表

� 示极性和非极性溶剂化自由能;-TΔS 是配体结合

� 时的构象熵的变化。

2　 结果与讨论(Results and discussion)
2. 1　 分子对接结果

各复合物的最佳构象的关键特征如图 1 所示。
PFAS 与 PPARα 结合的关键残基包括: PHE218,
MET220, SER280, THR283, THR334 和 TYR464。
结果表明,PFOA, PFOS, PFHpA 和 PFHxS 具有类似

的结合特征,其氟化碳链与 PHE218 和 MET220 残

基形成疏水作用。 GenX 和 PFNA 则展现出与活性

化合物 ET1 类似的氢键结合特征,与 TYR464 和

SER280 形成氢键。 有研究表明这种特征有助于稳

定 H12 结构,促进共激活因子的结合[28]。
2. 2　 MM-GBSA 计算结合自由能

基于 MM-GBSA 计算的 ΔGbind 与实验测定的

� logEC50 的相关关系如图 2 所示。 logEC50 与 ΔGbind

� 存在显著的相关性(r =0.82, P<0.05),表明 ΔGbind 是

� 预测 PFAS 活性的重要因子。 体外实验结果也支持

PPARα 的活性与 PFAS 的结合亲和力相关[29]。 因

此,MM-GBSA 计算的 ΔGbind 为筛选具有 PPARα 激

� 活效应的 PFAS 提供了一种有效的方法。 对于直链

PFAS,氟化碳原子的数量与其结合亲和力正相关,
这与 Ishibashi 等[30]的实验结果相同。 含有支链和醚

键结构的 PFAS (GenX 和 NPB2)与 PPARα 的结合能

力高于大部分 PFAS。 分子对接结果表明(图 1),这 2
种 PFAS 在 PPARα 结合口袋中与残基形成了更多

的氢键和疏水相互作用。 此外,全氟羧酸(PFCA)的
ΔGbind 普遍低于全氟磺酸(PFSA),以往实验中也观

� 察到 PFCA 比 PFSA 具有更强的激活活性[13]。
2. 3　 结构稳定性分析

不同 PFAS-PPARα 体系中受体蛋白 α-C 的

DRMS 如图 3 所示。 激活活性最强的 3 种 PFAS
� (GenX, PFOA 和 PFNA, EC50< 10 μmol·L-1 )体系能

够迅速达到平衡状态。 相较于未结合配体蛋白体

系,这些 PFAS 体系的 DRMS 在整个模拟时间内变化

� 较小(其 DRMS 的标准偏差分别为 0.15, 0.15 和 0.19),
� 表明与具有较强激活活性的 PFAS 结合后促进了

PPARα 整体结构的稳定性。 相反,活性最弱的 2 种

PFAS (PFHxS 和 PFHpA, EC50> 40 μmol·L-1 )体系在

整个模拟时间内的 DRMS 的波动较大(其 DRMS 的标准

� 偏差分别为 0.25 和 0.26),表明主链骨架在 PFHxS 和

ET1 PFOA

PFOS NPB2 PFHxSPFHpA

GenX PFNA

Tyr464 Tyr464

Ser280
Ser280

Ser280

Cys276

Cys276

Ala333

Ala333

Tyr334

Tyr334

Gly335

Gly335

Gly335

Thr283

Thr283

Thr283

Glu286

Glu282
Met220

Asn219
Thr283

Cys276

Met355

Thr279

Phe273

His440

Thr279

Gln277

Met220

Phe218

Leu331

Val332 Ala333

Met220

Thr279

Ile317

Leu321

Leu331

Met220

Phe218

Val332 Leu331

Met220 Phe218

Tyr334

Phe218

Tyr334 Val332

Ser280

Tyr314

Tyr464

Met355

Thr279
His440

Leu460

Phe273

Ile354 Ile272

Leu347

Cys276

Phe318

Glu277

图 1　 PFAS 与 PPARα的分子对接结果(ET1 为实验结构)
Fig. 1　 Molecular docking results of PFAS and PPARα (ET1 is the experimental structure)
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PFHpA 的影响下持续发生迁移。 以上说明 PFAS 的

激活活性会影响与其结合的 PPARα 结构稳定性。
2. 4　 氢键分布分析

不同配体与 PPARα 的氢键分布如图 4 所示。
结果表明, 关键的氢键相互作用 主 要 发 生 在

THR279, SER280, ILE354 和 HIS440 等残基中。 整体

上,配体的激活活性强弱与其能够形成的氢键数量正

相关,说明了氢键在 PPARα 与配体相互作用中的重

要性。 具有羧基官能团的 GenX, PFOA 和 PFNA,通
过其羟基与 PPARα 残基 ILE354 的氧原子形成氢

键。 活性较弱的 NPB2 和 PFHpA 则具有相似的氢

键分布模式,说明这 2 种 PFAS 在结合口袋内具有

相似的取向。

图 2　 实验的 logEC50 与计算的 ΔGbind 的相关关系

Fig. 2　 Correlation between the experimental logEC50 and

the calculated ΔGbind

图 3　 不同 PFAS-PPARα 体系中蛋白 α-C的均方根偏差(DRMS)随时间的变化(Apo是未结合配体体系)

Fig. 3　 Root-mean-square deviation (DRMS) variation of α-C in different PFAS-PPARα systems over time

(Apo represents uncomplexed ligand system)

图 4　 PFAS-PPARα的氢键分布

Fig. 4　 Hydrogen bond distribution of PFAS-PPARα
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2. 5　 配体-残基接触分析

通过分析配体-氨基酸残基的接触情况,区分配

体活性并识别关键的结合特征。 不同配体与

PPARα 氨基酸残基之间的接触情况如图 5 所示。
所有配体都与螺旋 H3 和 H5 存在稳定接触,说明这

些结构在配体与 PPARα 的结合中起到关键作用。
对配体与残基的接触进行分层聚类,配体被分为两

大类,簇 1 对应活性较弱的配体,簇 2 和 3 对应活性

较强的配体。 对于活性较强的配体,其与 H7, H11
和 H12 的相互作用尤为显著(如图 5 中红框所示),
说明这些螺旋结构与激活活性密切相关,并且这些

螺旋组成了区分 PFAS 活性水平的关键结合口袋。
对于簇 2 和 3 中的配体,关键的氨基酸残基包括

ILE354, HIS440, SER280, CYS276 和 LEU321,其中

ILE354, HIS440 和 SER280 与 PFAS 形成氢键。 此

外,激活活性较弱的配体表现出较少的稳定接触,说
明这些 PFAS 和 PPARα 的结合口袋的匹配度较低。

2. 6　 结合模式分析

PFAS 在 PPARα 口袋内的结合构象的聚类结果

如图 6 所示。 这些 PFAS 分别占据“Y”形结合口袋

的 A, B 和 C 这 3 个区域(A: GenX, PFNA, PFOA 和

PFOS;B: PFHxS;C: PFHpA 和 NPB2)。 以激活活性

最强的 GenX 为例,其处于 H3, H7 和 H11 组成的口

袋 A 中,一端与 H12 相互作用,另一端向其他区域

延伸。 同时 GenX 与残基 ILE354 (H7)形成氢键,与
残基 TYR464 (H12), HIS440 (H11)和 CYS276 (H3)
等形成疏水相互作用。 对比 X 射线晶体结构,
PPARα 激动剂通常位于口袋 A 中[31],与这些 PFAS
的结合模式类似。 此外,如图 7 所示,上述结合模式

有助于稳定结构 H3 和 H12 (这 2 处的 FRMS 值较

� 低),为共激活因子结合提供更加稳定的表面(图 6
中绿色虚线所示)。 而 PFHxS 和 PFHpA 则倾向聚

集在 β 片层和 H2 ~ H3 区域附近,不直接参与共激

活因子结合区域的稳定。 原因在于这些链长较短的

图 5　 配体与 PPARα氨基酸残基接触(横轴数字代表与配体接触的重要残基)
Fig. 5　 Contacts between ligands and amino acid residues of PPARα (horizontal axis numbers represent

key residues in contact with ligands)

图 6　 3 种 PFAS-PPARα复合物的 3D 结构(绿色为共激活因子结合区域,蓝色为 PFAS 结合区域)
Fig. 6　 3D structure of three PFAS-PPARα complexes (green represents the co-activator binding region;

blue represents the PFAS binding region)
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图 7　 结合不同 PFAS 的 PPARα残基的均方根波动(FRMS)

Fig. 7　 Root-mean-square fluctuation (FRMS) of PPARα

residues bound to different PFAS

PFAS 难以同时与 H7, H11 和 H12 上的多个关键残

基形成相互作用,不能稳定结合到与激活活性密切

相关的口袋 A 中。
综上,本研究对 7 种 PFAS 与 PPARα 复合体系

进行了 MD 模拟,计算了 7 种传统和新型 PFAS 与

PPARα 的 ΔGbind,揭示了 logEC50 和 ΔGbind 之间存

� 在良好的相关性,且氟化碳原子的数量与 ΔGbind 正

� 相关,含羧基的 PFAS 的 ΔGbind 通常比含磺酸基的

� PFAS 更低。 阐明了活性配体与 PPARα 的关键相互

作用特征,可为 PFAS 类化学品毒性效应评估提供

支持。

通信作者简介:陈景文(1969—),男,博士,教授,主要研究方

向为新污染物治理技术、环境计算毒理学和化学品风险预测

技术。
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