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摘 要：哺乳动物的CAAT增强子结合蛋白α（C/EBPα）、CAAT增强子结合蛋白β（C/EBPβ）、
过氧化物酶体增殖物激活型受体γ（PPARγ）和胆固醇调节元件结合蛋白质1（SREBP1）是脂
肪细胞分化调控的重要因子，鸟类脂肪细胞分化的分子调控网络目前还不清楚。本研究利

用荧光素酶报告基因检测发现，C/EBPα、C/EBPβ和SREBP1过表达促进鸡PPARγ基因启动

子活性（P<0.05）；C/EBPβ和 SREBP1过表达抑制鸡 C/EBPα基因启动子活性（P<0.05）；
PPARγ过表达促进鸡FAS基因启动子的活性（P<0.05），并抑制鸡LPL和AFABP基因启动子

活性（P<0.05），但对鸡C/EBPα基因启动子活性没有显著影响（P>0.05）。本研究结果为进
一步阐明鸡脂肪细胞分化的转录调控网络奠定了基础。
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转录调控是哺乳动物脂肪细胞分化的主要调

控方式［1］。过氧化物酶体增殖物激活型受体γ
（Peroxisome proliferator activated receptor γ，
PPARγ）是脂肪细胞分化的关键调控因子［2］。缺
少PPARγ基因表达的脂肪细胞不能分化为成熟

脂肪细胞［3］。

CAAT增强子结合蛋白家族（CAAT/enhancer-
binding proteins，C/EBPs）包括 C/EBPα、C/EBPß、
C/EBPγ、C/EBPδ和Chop 10等均在脂肪细胞分化
中短期表达。C/EBPα是脂肪细胞分化中仅次于
PPARγ的重要调控因子［3］。在多种小鼠成纤维细胞
中异位表达C/EBPα基因可以诱导成纤维细胞转分

化为脂肪细胞［4］。在小鼠体内选择性敲除C/EBPα

基因发现，C/EBPα是白色脂肪组织发育所必需［5］。
过表达C/EBPα基因不能诱导缺乏 PPARγ的成纤
维细胞形成脂肪细胞，说明 C/EBPα和PPARγ位
于同一信号通路［6］。此外，缺失了C/EBPα的脂肪细
胞不会表现出胰岛素敏感性［7］。C/EBPβ是脂肪细
胞分化过程中另一个重要的促进因子，在3T3-L1
前脂肪细胞分化过程中，C/EBPβ和 C/EBPδ先于

PPARγ和C/EBPα表达［8］，并且对PPARγ和C/EBPα

表达都具有重要的转录调控作用［9］。在NIH 3T3
成纤维细胞中单独表达 C/EBPβ，或是同时表达

C/EBPβ和C/EBPδ，都可以诱导PPARγ2的表达［10］，

但是在没有PPARγ配体的情况下不能诱导C/EBPα
表达［11］。

胆固醇调节元件结合蛋白质1（Sterol regulatory
element binding protein 1，SREBP1）是一个跨膜蛋
白，经过两次切割加工后，剩余的N端bHLH结构
会作为一个转录因子进入细胞核发挥转录调控作

用［12］。SREBP1也是脂肪细胞分化的重要调控因
子，利用3T3-L1细胞进行的研究结果表明，SREBP1
可以通过促进 PPARγ内源性配体产生的方式增

强 PPARγ的转录调控能力［13］。此外，SREBP1还
可以通过直接激活C/EBPβ和C/EBPδ等脂肪细胞
分化促进因子的表达来促进脂肪细胞的分化［14］。

不同于哺乳动物，鸟类没有白色脂肪组织和

棕色脂肪组织之分，并且脂肪组织本身合成脂肪

的能力很弱［15］，因此，鸟类脂肪组织形成的转录

调控模式很可能与哺乳动物不完全相同。目前

还没有C/EBPα、C/EBPβ、PPARγ和SREBP1在鸟类
脂肪细胞分化过程中的相互作用机制研究报道。

本研究利用荧光素酶活性分析的方法，研究了

C/EBPα、C/EBPβ、PPARγ和SREBP1这些转录调控
因子之间的相互调控关系，以及PPARγ对多个脂
肪合成代谢基因的影响。

1 材料与方法
1.1 材料

AA肉鸡、DF1细胞和鸡启动子报告基因质粒
均来源于东北农业大学家禽课题组。其中鸡启动子

报告基因质粒有pGL3-basic-PPARγ（-1985-89）、
pGL3-basic-C/EBPα（-2214/-19）、pGL3-basic-
FAS（-1086/+170）、pGL3-basic-LPL（-1817/+163）
和pGL3-basic-AFABP（-1983/+35）。
1.2 方法
1.2.1 总RNA提取及反转录
采用 Trizol提取法提取总RNA，用紫外分光

光度计测定RNA浓度和纯度。每个样品吸取1 μg
RNA用于反转录，按照反转录试剂盒（Promega公
司）的说明书操作。反转录产物于-20 ℃备用。
1.2.2 过表达载体构建
以鸡脂肪组织cDNA为模板，扩增鸡C/EBPα、

C/EBPβ和 PPARγ基因全长编码区序列以及鸡

SREBP1基因的转录调控区（N端 bHLH结构域）
序列，引物信息和 PCR条件见表 1。PCR产物回
收纯化后连接到 pMD-18T载体上（TaKaRa公

sterol regulatory element binding protein 1（SREBP1） and peroxisome proliferator activated receptor γ（PPARγ） are
considered as the pivotal transcription factors in regulating mammalian adipogenesis. However, the transcriptional regulatory
network on adipogenesis in birds remains unclear. In this study，the luciferase reporter assay was performed，and the
results showed that overexpression of chicken C/EBPα，C/EBPβ or SREBP1 in DF1 cells significantly enhanced
PPARγ promoter activity（P<0.05），whereas the overexpression of C/EBPβ or SREBP1 suppressed C/EBPα promoter activity
significantly（P<0.05）. In addition，PPARγ overexpression increased FAS promoter activity（P<0.05），suppressed the promoter
activities of LPL and AFABP（P<0.05），but had no effect on C/EBPα promoter activity（P>0.05）. Collectively, our results
provided a foundation for further elucidating the transcriptional regulatory network underlying chicken adipogenesis.

Key words：C/EBPα；C/EBPβ；PPARγ；SREBP1；promoter activity
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司），转化大肠杆菌DH5α感受态细胞，提取质粒
酶切鉴定正确后，进行测序（华大基因）。测序正

确后，利用引物两端的酶切位点（EcoRⅠ和XhoⅠ）
将上述目的片段分别亚克隆到 pCMV-HA载体

（Clontech 公司）上，构建 pCMV-HA-C/EBPα、
pCMV-HA-C/EBPβ、pCMV-HA-PPARγ和pCMV-
HA-SREBP1质粒。

表1 克隆引物及PCR条件
基因

C/EBPα

C/EBPβ

PPARγ

SREBP1

登录号

X66844

NM_205253

NM_001001460

NM_204126

扩增长度（bp）
975

987

1 428

1 176

退火温度（℃）
55.5

58.0

59.6

60.0

位点

356
1 330
212

1 198
7

1 434
132

1 307

循环数

34

34

35

35

引物序列（5′-3′）
AGGAATTCGGATGGAGCAAGCCAACTTCTAC
AACTCGAGCTAGGCGCAGCTGCCCATG
GCGAATTCGGATGCAACGCCTGGTGGCCTGGGACG
TTCTCGAGTCAGCAGCGGGGCGAGGAAGCGAGC
AGGAATTCGGATGGTTGACACAGAAATGCCG
GGCTCGAGTTAATATAAGTCTTTATAG
TAGAATTCCGATGAGCGCTCTCGGCTTC
TTCTCGAGTTACACCTCCATGGACGCCTCC

1.2.3 鸡胚成纤维细胞系（DF1）的培养及转染
DF1细胞采用完全培养基（DMEM/F12+10%

FBS），并在 37 ℃ 5% CO2的条件下进行培养。转

染前，将细胞按照每孔 1×104的密度接种到六孔

板，每孔按1×105的密度接种十二孔板，待细胞完

全贴壁并生长至70%~80%密度时进行转染。
细胞转染按照罗氏FuGENE HD转染试剂说

明书进行。将pCMV-HA-C/EBPα、pCMV-HA-C/
EBPβ、pCMV-HA- PPARγ、pCMV-HA- SREBP1
和 pCMV-HA质粒分别转染至六孔板细胞中；每
孔加入质粒 2 μg，转染试剂 8 μL；转染 48 h后收
集细胞，检测过表达效果。十二孔板细胞的转染

体系见表2，同样在转染48 h后收集细胞，检测荧
光素酶活性。

表2 细胞转染体系
启动子报告基因质粒

pGL3-basic-C/EBPα（-2214/-19）
pGL3-basic-PPARγ（-1985/-89）
pGL3-basic-FAS（-1086/+170）
pGL3-basic-LPL（-1817/+163）
pGL3-basic-AFABP（-1983/+35）

剂量

200 ng
400 ng
400 ng
400 ng
400 ng

pRL-TK
10 ng
8 ng
8 ng

20 ng
20 ng

过表达质粒

C/EBPβ/PPARγ/SREBP1/EV
C/EBPα/C/EBPβ/SREBP1/EV
PPARγ/EV
PPARγ/EV
PPARγ/EV

剂量

800 ng
600 ng
600 ng
600 ng
600 ng

注：EV为pCMV-HA质粒。

1.2.4 Western-blot试验
用细胞裂解液（RIPA Buffer）收集细胞；

10 000 r/min 4 ℃离心 10 min，取上清。取 10 μL
蛋白上样，经SDS-PAGE分离后，电转至PVDF膜
上。膜放入含 5%脱脂奶粉的PBST中，室温振荡
封闭 1 h。用 PBST洗涤后将膜孵育在含有一抗
（鼠源鸡GAPDH蛋白单抗1∶100；兔源HA标签多
抗 1∶200）的 PBST中，室温振荡孵育 1h。洗涤后
再将膜孵育在含有二抗（山羊抗小鼠或山羊抗兔

1∶5 000）的PBST溶液中，室温振荡孵育1 h。洗涤
后进行常规ECL显色。
1.2.5 荧光素酶活性检测
利用Dual-Luciferase Reporter Assay System

（Promega公司）试剂盒检测萤火虫荧光素酶和海

肾荧光素酶活性，相对报告基因活性结果以萤火

虫/海肾值表示。
1.2.6 数据分析
数据分析采用 Student′s t-test，运用 SAS 9.2

软件完成，数据格式表示为（平均值±标准差）。统
计分析P<0.05为差异显著，P<0.01为差异极显著。
2 结果与分析
2.1 鸡 C/EBPα、C/EBPβ、PPARγ和 SREBP1瞬时

表达载体的构建

利用鸡 C/EBPα、C/EBPβ、PPARγ和 SREBP1

基因的克隆引物（见表 1），以 7周龄AA肉鸡腹部
脂肪组织的 cDNA为模板进行 PCR扩增，分别得
到长度约为1 000 bp、1 000 bp、1 400 bp和1 100 bp
的特异性条带。测序结果显示 PCR扩增获得的
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序列与NCBI数据库提供的鸡C/EBPα（356/1330，
GenBank 登录号：X66844）、C/EBPβ（212/1189，
GenBank登录号：NM_205253）、PPARγ（7/1434，
GenBank 登 录 号 ：NM_001001460）和 SREBP1

（132/1307，GenBank登录号：NM_204126）的相应
编码区序列完全一致，序列相似性为100%。
将经过测序验证的鸡C/EBPα、C/EBPβ、PPARγ

和 SREBP1序列在保证阅读框正确的前提下，利

用引物两端的 EcoRⅠ和 XhoⅠ酶切位点亚克隆
到 pCMV-HA载体上，构建 pCMV-HA-C/EBPα，
pCMV-HA-C/EBPβ，pCMV-HA-PPARγ和pCMV-
HA-SREBP1质粒。将所构建的质粒分别进行
EcoRⅠ和XhoⅠ双酶切验证，琼脂糖凝胶电泳条
带与预期结果一致，表明载体构建成功。

Western-blot结果显示，转染 pCMV-HA-C/
EBPα、pCMV-HA-C/EBPβ、pCMV-HA-PPARγ和
pCMV-HA-SREBP1质粒的DF1细胞均表达了相
应的HA标签蛋白（见图1），表明构建的表达载体
可以成功过表达上述4种蛋白。

2.2 C/EBPα、C/EBPβ和SREBP1过表达对鸡PPARγ
基因启动子活性的影响

将鸡C/EBPα、C/EBPβ和SREBP1过表达载体

分别与PPARγ启动子（-1985/-89）报告基因载体
共转染DF1细胞，培养48 h后，回收细胞检测荧光
素酶活性。结果显示C/EBPα、C/EBPβ和SREBP1

过表达均能显著促进鸡PPARγ基因启动子的活

性（P<0.05，见图2）。
2.3 C/EBPβ、PPARγ和SREBP1过表达对鸡C/EBPα

基因启动子活性的影响

将鸡C/EBPβ、PPARγ和 SREBP1过表达载体

分别与鸡C/EBPα启动子（-2214/-19）报告基因载
体共转染DF1细胞，培养48 h后，回收细胞检测荧
光素酶活性。结果显示 C/EBPβ和 SREBP1过表

达可抑制鸡C/EBPα基因启动子的活性（P<0.05，
见图 3），而 PPARγ过表达对鸡 C/EBPα基因启动

子活性没有显著影响（P>0.05，见图3）。

2.4 PPARγ过表达对鸡FAS、LPL和 AFABP基因

启动子活性的影响

将鸡 PPARγ过表达载体分别与脂肪酸合成

酶（FAS）基因启动子（-1086/+170）、脂蛋白脂酶
（LPL）基因启动子（-1817/+163）和脂肪型脂肪酸
结合蛋白（AFABP）基因启动子（-1983/+35）报告
基因质粒共转染DF1细胞，培养48 h后，回收细胞
检测荧光素酶活性。结果显示PPARγ过表达促

进鸡FAS基因启动子的活性（P<0.05，见图4a），抑
制鸡LPL和AFABP基因启动子活性（P<0.05，见图
4b、4c）。
3 讨 论
本研究利用启动子报告基因的方法分析了鸡

C/EBPα、C/EBPβ、PPARγ和 SREBP1过表达间的

相互调控关系。结果显示，鸡C/EBPα、C/EBPβ和

SREBP1过表达促进鸡 PPARγ基因的启动子活

性，与哺乳动物结果一致，表明鸡 C/EBPα、

C/EBPβ和 SREBP1也是PPARγ的转录促进因子。

对鸡PPARγ基因启动子区域转录因子结合位点

进行分析，发现 PPARγ基因启动子（-1985/-89）
上存在多个C/EBPα和C/EBPβ转录因子的结合位

注：GAPDH作为内参。
图1 C/EBPα、C/EBPβ、PPARγ和SREBP1基因的

过表达验证

C/EBPα EV C/EBPβ EV
HA-tag
GAPDH

HA-tag
GAPDH

PPARγ EV SREBP1 EV
HA-tag

GAPDH

HA-tag
GAPDH

HA-tag

GAPDH

注：**表示显著差异（P<0.05），下同。

0.8
0.6
0.4
0.2
0.0

相
对
活
性

EV C/EBPα C/EBPβ SREBP1

**

**
**

图2 C/EBPα、C/EBPβ和SREBP1过表达对
鸡PPARγ基因启动子活性的影响

图3 C/EBPβ、PPARγ和SREBP1过表达对
鸡C/EBPα基因启动子活性的影响

1.2
1.0
0.8
0.6
0.4
0.2
0.0

相
对
活
性

EV C/EBPβ PPARγ SREBP1

**

**

-- 11



2014年第36卷第8期 China Poultry Vol.36，No.8.2014
实验研究实验研究

点（见图5），Ding等［16］研究也表明转录因子C/EBPα
可以通过直接结合鸡PPARγ启动子上的C/EBPα

结合位点来发挥对鸡PPARγ基因的转录促进作用；

据此，推测鸡转录因子C/EBPβ可能也是通过直接结

合鸡PPARγ启动子上的相应位点（-1985/-89）来发挥
对鸡PPARγ基因启动子活性的促进作用。然而，

不同于哺乳动物PPARγ1和PPARγ3的启动子［17］，

鸡PPARγ启动子（-1985/-89）上并未发现转录因子
SREBP1的结合位点（见图 5），暗示鸡 SREBP1对

鸡PPARγ启动子活性的促进作用很可能同哺乳

动物中SREBP1一样，通过促进C/EBPβ和C/EBPδ

的表达［14］，来间接促进PPARγ的启动子活性。

3T3-L1前脂肪细胞的研究结果表明，在脂肪
细胞分化过程中 C/EBPβ和 C/EBPδ先于 C/EBPα

表达［8］，外源表达C/EBPβ可促进C/EBPα的表达［9］。

本研究发现C/EBPβ过表达虽然促进鸡PPARγ基

因的启动子活性，但是却不能促进鸡C/EBPα基因

的启动子活性；小鼠成纤维中研究发现在没有

PPARγ配体的情况下，异位表达C/EBPβ不能促进

C/EBPα的表达［11］，我们推测鸡 C/EBPβ过表达对

C/EBPα基因没有显著影响的原因，可能和哺乳动

物一样，是由于缺少了PPARγ配体的存在所致［11］。
对鸡C/EBPα启动子上的转录因子结合位点

进行分析，发现鸡C/EBPα启动子（-2214/-19）上
同时存在转录因子 C/EBPβ和 SREBP1的结合位
点，提示C/EBPβ和 SREBP1可能是通过直接结合
在C/EBPα启动子的相应位点上来发挥对C/EBPα

基因的转录抑制作用。3T3-L1前脂肪细胞的研
究表明，C/EBPβ过表达促进C/EBPα基因的转录［11］，

SREBP1过表达通过促进 C/EBPβ表达间接促进

C/EBPα基因的表达［14］，然而本研究发现DF1细胞
中 SREBP1或C/EBPβ过表达均抑制C/EBPα基因

的启动子活性，和3T3-L1前脂肪细胞中得到结果
正好相反，产生这种结果的原因可能是由于DF1
细胞和3T3-L1前脂肪细胞的遗传背景差异，还需
进行进一步的研究，揭示差异的具体分子机制。

FAS是体内合成内源性饱和脂肪酸的关键酶，
本研究发现PPARγ过表达促进鸡FAS基因的启动

子活性，表明在鸡脂肪细胞分化过程中，PPARγ可
能通过促进脂滴合成来促进脂肪细胞的成熟。

LPL和AFABP是脂类沉积和代谢过程中非常
重要的功能蛋白。LPL在脂肪的转运过程和储存
利用中发挥重要作用［18，19］，AFABP能够加强脂肪酸
的转运扩散，促进脂肪细胞膜溶解吸附脂肪酸［20］，

并参与调控脂肪生成和溶解的生化循环［21］。本研

究发现鸡 PPARγ过表达抑制 LPL和 AFABP基因

的启动子活性。然而我们的前期研究表明，在鸡

前脂肪细胞中干扰PPARγ基因后，LPL和 AFABP

基因的mRNA表达水平明显下降［21］，即PPARγ对

LPL和AFABP基因的表达具有促进作用，两个试

验结果完全相反。哺乳动物的研究表明，PPARγ
通过与不同的辅助因子结合对 AFABP基因发挥

的转录调控作用不同，PPARγ与Trap220互作，促
进AFABP转录，PPARγ与Taz互作，则抑制AFABP

转录［22］。推测产生两种完全相反的结果的原因可

能是，同其它动物 PPARγ一样，鸡 PPARγ对 LPL
和AFABP的转录调控作用与细胞的遗传背景和
细胞周期有关。此外，本研究在鸡FAS基因启动

子（-1086/+170）、LPL基因启动子（-1817/+163）
和AFABP基因启动子（-1983/+35）上均未发现转

图5 PPARγ基因启动子（-1985/-89）上的
C/EBP的结合位点分析

PPARγ C/EBPα C/EBPX/αC/EBPXC/EBPβC/EBPX/α/β
C/EBPβ C/EBPX

ATG

-19
85

-19
48~

-19
70

-19
50~

-19
36

-13
65~

-13
51

-12
61~

-12
47

-89
6~-

882

-74
1~-

727

-19
3~-

179

0

20181614121086420

相
对
活
性

PPARγ EV

**
20181614121086420

相
对
活
性

PPARγ EV

**

a.对FAS基因启动子活性的影响 b.对LPL基因启动子活性的影响

10
8
6
4
2
0

相
对
活
性

PPARγ EV

**

c.对AFABP基因启动子的影响

图4 PPARγ过表达对鸡FAS、LPL和AFABP基因
启动子活性的影响
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录因子 PPARγ的结合位点（TRANSFAC分析，
Threshold>85），暗示鸡PPARγ对这些基因的调控
作用可能通过间接途径实现。

综上所述，本研究发现在 DF1细胞系中
C/EBPα、C/EBPβ和SREBP1过表达促进PPARγ基

因的启动子活性；C/EBPβ和 SREBP1过表达抑制

C/EBPα基因的启动子活性；PPARγ过表达促进

FAS基因的启动子活性，抑制 LPL和AFABP基因

的启动子活性，对C/EBPα基因的启动子活性无显

著影响。本研究结果将有助于进一步构建鸡脂肪

细胞分化的转录调控网络。
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