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摘　要：为研究鸡ＫＬＦ３（Ｇａｌｌｕｓ　ｇａｌｌｕｓ　Ｋｒüｐｐｅｌ－ｌｉｋｅ　ｆａｃｔｏｒ　３，ｇＫＬＦ３）基 因 的 表 达 规 律 及 其 对 脂 肪 细 胞 分 化 的 影

响，利用ｑＲＴ－ＰＣＲ检测了其在肉鸡脂肪组织和脂肪细胞中的表达特点，并利用基因过表达技术研究ｇＫＬＦ３基因对

脂肪细胞分化的影响。结果显示，ｇＫＬＦ３在２～１０周龄肉鸡腹部脂肪组织中持续表达，１０周龄高脂肉鸡腹部脂肪组

织ｇＫＬＦ３表达量显著高于低脂肉鸡（Ｐ＜０．０５）；ｇＫＬＦ３在鸡成熟脂肪细胞的表达量低于前脂肪细胞（Ｐ＜０．０１）；体

外培养的鸡前脂肪细胞经油酸诱导分化后，ｇＫＬＦ３基因表达量均有低于对照组的趋势；过表达ｇＫＬＦ３基因有抑制

脂肪细胞分化，以及抑制Ｃ／ＥＢＰα、ＦＡＳ基因表达（Ｐ＜０．０１）的趋势。研究结果表明，ｇＫＬＦ３基因在鸡腹部脂肪组织

生长发育过程中发挥重要作用，其可能是通过抑制Ｃ／ＥＢＰα、ＦＡＳ基因表达进而抑制脂肪细胞分化实现的。
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　　Ｋｒüｐｐｅｌ－ｌｉｋｅ　ｆａｃｔｏｒ　３（ＫＬＦ３）具 有３个 典 型 的

Ｃ２Ｈ２ 锌 指 结 构，是Ｓｐ１／ＫＬＦｓ蛋 白 家 族 的 一 个 成

员，早在１９９６年，从 小 鼠 红 细 胞（Ｍｕｒｉｎｅ　ｅｒｙｔｈｒｏｉｄ
ｃｅｌｌｓ）中克隆得到［１］。因为在其Ｎ端具有较多的碱

性 氨 基 酸，所 以 ＫＬＦ３又 被 称 为 碱 性 ＫＬＦ因 子

（Ｂａｓｉｃ　Ｋｒüｐｐｅｌ　ｌｉｋｅ　ｆａｃｔｏｒ，ｂＫＬＦ）［１］。目前，ＫＬＦ３
已经被 证 实 在 哺 乳 动 物 的 红 细 胞 生 成［２］、免 疫 反

应［３］、自 噬 作 用［４］、心 肌 细 胞 分 化［５］和 脂 肪 细 胞 分

化［６］中发挥重要作用。
ＫＬＦ３基因敲除小鼠（ＫＬＦ３－／－）比正常小鼠拥

有较少的白色脂肪组织，并且附睾脂垫中的脂肪细

胞无论是数量，还是体积都小于正常小鼠［６－７］。细胞

水平的研究 证 实 ＫＬＦ３在 脂 肪 细 胞 分 化 中 发 挥 作

用。３Ｔ３－Ｌ１前脂肪细胞系的研究表明，ＫＬＦ３基因

的表达 量 随 着 脂 肪 细 胞 的 分 化 而 下 降，强 制 表 达

ＫＬＦ３基 因 抑 制３Ｔ３－Ｌ１脂 肪 细 胞 的 分 化［６］，进 一

步的机制研究显示，ＫＬＦ３通过抑制Ｃ／ＥＢＰα基因

的表达抑制脂肪细胞分化。在秀丽隐杆线虫中的研

究表明，ＫＬＦ３通过调控脂肪 酸 去 饱 和 途 径 基 因 的

表达水 平，参 与 调 控 维 持 正 常 脂 肪 酸 复 合 物 的 形

成［８］；此外，ＫＬＦ３是调控脂蛋白组装、分泌和脂肪

酸β－氧化的重要基因［９］。
目前还没有 关 于ＫＬＦ３基 因 在 鸟 类 中 的 研 究

报道。本研究以东北农业大学肉鸡高、低脂系为试

验材料，利用ｑＲＴ－ＰＣＲ的方法检测ｇＫＬＦ３基因在

２～１０周 龄 高 低 脂 系 肉 鸡 腹 部 脂 肪 组 织、１２日 龄

Ａｒｂｏｕｒ　Ａｃｒｅｓ（ＡＡ）仔鸡成熟脂肪细 胞 和 前 脂 肪 细

胞，以及脂肪细胞分化过程中的表达特点；同时，通

过基因过表达试验研究了ｇＫＬＦ３基因对鸡前脂肪

细胞分化的 影 响，为 进 一 步 研 究ｇＫＬＦ３基 因 调 控

脂肪分化的机理奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料

东北农业大学肉鸡高低脂选择系第１１世代２～
１０周龄公鸡［１０］。每个时间点，高脂系、低脂系 各 取

３只为试验材料，采集新鲜的腹脂样品于－８０℃保

存备用。１２日 龄 的 ＡＡ 肉 仔 鸡 由 本 课 题 组 饲 养。
鸡ＫＬＦ３基 因 过 表 达 质 粒（ｐＣＭＶ－ｍｙｃ－ｇＫＬＦ３）由

本实验室保存。

１．２　方法

１．２．１　鸡前脂肪细胞和成熟脂肪细胞分离　　取

１２日龄ＡＡ肉仔鸡公鸡，超净台中取腹部脂肪组织

（腹部及肌胃周围脂肪组织）放入装有磷酸盐缓冲液

（ＰＢＳ）的平皿中；用ＰＢＳ将脂肪组织洗２遍，尽量除

去血管和筋膜，用眼科剪剪碎组织，大约剪到１ｍｍ３

体积大小；用０．１％Ⅰ型胶原酶的消化液消化组织，
３７℃消化６５ｍｉｎ（每５ｍｉｎ摇匀１次）；消化完毕，
加入全培养基终止消化，吸管吹打，静置分层，取上

层油状物下的絮状物即为成熟脂肪细胞，其余部分

分别经１００和６００目不锈钢筛网过滤，滤液分装入

离心管中，２　０００ｒ·ｍｉｎ－１离 心１０ｍｉｎ；弃 去 上 清，
加入红细胞裂解液重悬细胞，室 温 静 置１０ｍｉｎ后，
２　０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，弃上清，获得的沉淀即

前脂肪细胞［１１］。

１．２．２　鸡前脂肪细胞的培养和诱导分化　　将分

离的鸡前脂肪细胞沉淀加入适量的全培养基重悬、
吹匀，置３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱中培养，每２ｄ换液

１次，一般４～５ｄ长满，即可传代；当传代培养的鸡

前脂肪细 胞 汇 合 至８０％左 右 时，加 入 诱 导 培 养 基

（含有１６０μｍｏｌ·Ｌ
－１油酸浓度的培养基）进行诱导

分化，每２ｄ换１次诱导培养基继续培养。

１．２．３　总ＲＮＡ提取及反转录　　按照ＴＲＩｚｏｌ试

剂（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）说明书提取鸡脂肪组织、成熟脂肪细

胞和前脂肪细胞的总ＲＮＡ。

１．２．４　油红Ｏ提取比色　　在鸡前脂肪细胞诱导

分化后的２４、７２、１２０ｈ，分别弃去培养基，用ＰＢＳ洗

３次，用１０％甲醛固定３０ｍｉｎ；然后用ＰＢＳ洗３次，
蒸馏水洗３次，再用０．５％的油红Ｏ染色液染色４０
ｍｉｎ；弃去多余的 染 色 液，用ＰＢＳ冲 洗３次，室 温 干

燥；加入１００％异丙醇溶解细胞中的油红Ｏ，１５ｍｉｎ
后用分光光度计（５１０ｎｍ）记录光吸收值。

１．２．５半定量ＰＣＲ　　根 据 ＮＣＢＩ数 据 库ｇＫＬＦ３
基 因 预 测 序 列 ＸＭ＿４２７３６７，利 用 Ｐｒｉｍｅｒ　ｐｒｅｍｉｅｒ
５．０结 合 ＵＣＳＣ 鸡 基 因 组 数 据 库 跨 内 含 子 设 计

ｇＫＬＦ３基因表达分析引物，以ｇＧＡＰＤＨ 基因为内

参，半定量ＰＣＲ用到的引物详见表１。扩增片段大

小ｇＫＬＦ３基 因 为２７６ｂｐ，ｇＧＡＰＤＨ 基 因 为１８５
ｂｐ。循环次数分别为２８和２５。以脂肪组织和脂肪

细胞的ｃＤＮＡ为 模 板，扩 增 片 段，琼 脂 糖 凝 胶 电 泳

７２
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获得电泳图片，利用Ｑｕａｎｔｉｔｙ　ｏｎｅ　Ｂｉｏ－ｒａｄ软件检测

基因电泳条带的积分光密度ＩＯＤ（Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ　ｏｐｔｉｏｎ
ｄｅｎｓｉｔｙ，ＩＯＤ）值。基因的相对表达量：

Ｒｅｌ．Ｑｕａｎｔｉｔｙ＝ ＩＯＤ
（ＫＬＦ３）

ＩＯＤ（ＧＡＰＤＨ）
。

１．２．６　ｑＲＴ－ＰＣＲ　　利 用ＴｒａｎｓＳｔａｒｔ　ＴＭ　Ｔｏｐ　Ｇｒｅｅｎ
ｑＰＣＲ　ＳｕｐｅｒＭｉｘ试 剂 盒 和 ＡＢＩ　Ｐｒｉｓｍ　７５００ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｓｙｓｔｅｍ （Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｆｏｓｔｅｒ
Ｃｉｔｙ，ＣＡ）进行ｑＲＴ－ＰＣＲ检测，反应采用１０μＬ体

系，在冰上配置，体 系 包 括：ｃＤＮＡ　１μＬ，２×Ｔｒａｎｓ－
Ｓｔａｒｔ　ＴＭＴｏｐ　Ｇｒｅｅｎ　ｑＰＣＲ　ＳｕｐｅｒＭｉｘ　５μＬ，ＰＣＲ　Ｆｏｒ－
ｗａｒｄ（Ｒｅｖｅｒｓｅ）Ｐｒｉｍｅｒ（１０μｍｏｌ·Ｌ

－１）各０．２

μＬ，Ｐａｓｓｉｖｅ　Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ　Ｄｙｅ　ＩＩ（５０×）０．２μＬ，

ｄｄＨ２Ｏ　３．６μＬ；反应条件为９４℃预变性３０ｓ，而后

进行４０个循环（９４℃５ｓ，６０℃３４ｓ）。为了检测扩

增效率和防止二聚体影响试验结果，ＰＣＲ完成后进

行熔 解 曲 线（Ｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ　ｃｕｒｖｅｓ）检 测，ｑＲＴ－ＰＣＲ
所用引物详见表１。

表１　用于ＰＣＲ的引物

Ｔａｂｌｅ　１　Ｐｒｉｍｅｒｓ　ｕｓｅｄ　ｆｏｒ　ＰＣＲ

基因 Ｇｅｎｅ 引物（５′－３′）Ｐｒｉｍｅｒ

ｇＫＬＦ３
Ｆ：ＣＣＡＧＣＣＡＧＴＴＣＣＴＴＴＣＡＴ
Ｒ：ＡＣＴＴＣＣＴＧＣＧＧＡＧＡＣＡＡＴ

Ｃ／ＥＢＰα
Ｆ：ＡＧＣＴＣＧＡＣＣＣＧＣＴＧＴＡＣ
Ｒ：ＴＧＴＣＴＴＴＴＴＧＧＡＴＴＴＧＣ

ＦＡＳ
Ｆ：ＡＡＧＧＡＧＧＡＡＧＴＣＡＡＣＧＧ
Ｒ：ＴＴＧＡＴＧＧＴＧＡＧＧＡＧＴＣＧ

β－ａｃｔｉｎ
Ｆ：ＴＣＴＴＧＧＧＴＡＴＧＧＡＧＴＣＣＴＧ
Ｒ：ＴＡＧＡＡＧＣＡＴＴＴＧＣＧＧＴＧＧ

ｇＧＡＰＤＨ
Ｆ：ＣＴＧＴＣＡＡＧＧＣＴＧＡＧＡＡＣＧ
Ｒ：ＧＡＴＡＡＣＡＣＧＣＴＴＡＧＣＡＣＣＡ

１．２．７　Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ　　待细胞培养至预定时间，
弃培养基，室温下用ＰＢＳ清洗细胞。然后向６孔板

中加入细胞裂解液（ＲＩＰＡ　Ｂｕｆｆｅｒ）（每孔０．１５ｍＬ），
放置于冰上，轻轻摇动，作用１５ｍｉｎ。裂解完成后，
将含 有 细 胞 的 裂 解 液 移 至１．５ ｍＬ 离 心 管 中。

１０　０００ｒ·ｍｉｎ－１　４℃离心１０ｍｉｎ后，将上清（细胞

总裂解物）转至新的离心管，与等体积凝胶加样缓冲

液（２×）混合，在１００℃加热３～５ｍｉｎ使蛋白质变

性。每 个 样 品 取１０～２０μＬ，采 用 ＢＩＯ－ＲＡＤ 的

Ｍｉｎｉ－ＰＲＯＴＥＡＮ３电 泳 系 统 进 行 常 规ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
电泳。电泳结束后，采用ＢＩＯ－ＲＡＤ的 Ｍｉｎｉ　Ｔｒａｎｓ－
Ｂｌｏｔ将样品转移至ＰＶＤＦ膜，将膜置于封闭液（５％
脱脂乳的ＰＢＳＴ），室温反应１ｈ，或４℃过夜。洗去

膜上的 封 闭 液，将 膜 孵 育 在 含 一 抗（Ａｎｔｉ－ＨＡ　Ｔａｇ

Ｍｏｕｓｅ　Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ）的ＰＢＳＴ溶 液，置 于

摇床上，室 温 反 应１ｈ；洗 膜 后 将 膜 孵 育 在 含 二 抗

（Ｇｏａｔ　Ａｎｔｉ－Ｍｏｕｓｅ　ＩｇＧ，ＨＲＰ　Ｃｏｎｊｕｇａｔｅｄ）的ＰＢＳＴ
溶液；再次洗膜后常规ＥＣＬ显色。

１．２．８　细胞转染　　细胞转染按照罗氏ＦｕＧＥＮＥ
ＨＤ转染试剂操作说明书进行。

１．２．９　数 据 分 析　　数 据 分 析 采 用Ｓｔｕｄｅｎｔ－ｔ，数

据表示为“平 均 数±标 准 差（Ｍｅａｎ±ＳＤ）”，以Ｐ＜
０．０５表示差异显著，Ｐ＜０．０１表示差异极显著。

２　结　果

２．１　ｇＫＬＦ３基因在高低脂系１１世 代２～１０周 龄

肉鸡脂肪组织的表达分析

利用半 定 量ＰＣＲ分 析 了ｇＫＬＦ３基 因 在 东 北

农业大学肉鸡高、低脂系１１世代２～１０周龄肉鸡脂

肪组织中的表达。结果显示，ｇＫＬＦ３在２～１０周龄

肉鸡腹部脂肪组织的生长发育过程中持续表达，１０
周龄时，高脂 肉 鸡 腹 部 脂 肪 组 织ｇＫＬＦ３表 达 水 平

显著高于低脂肉鸡（Ｐ＜０．０５，图１）。

２．２　鸡脂肪细胞中ｇＫＬＦ３基因的表达规律分析

利用ｑＲＴ－ＰＣＲ方法分析ＡＡ肉鸡前脂肪细胞

和成熟脂肪 细 胞 中ｇＫＬＦ３基 因 的 表 达 水 平，结 果

显示，ｇＫＬＦ３基因在鸡前脂肪细胞（Ｓｔｒｏｍａｌ－ｖａｓｃｕ－
ｌａｒ　ｃｅｌｌ，ＳＶ）中 的 表 达 量 高 于 成 熟 脂 肪 细 胞（Ｆａｔ
ｃｅｌｌ，ＦＣ）（Ｐ＜０．０１，图２Ａ）。此外，本研究发现，体
外培养的鸡前脂肪细胞经油酸诱导分化后，ｇＫＬＦ３
基因的表达量在４个时间点（２４、４８、７２和９６ｈ）均

有低于对照组（未经油酸诱导）的趋势，但没有达到

显著水平（图２Ｂ）。

２．３　过表达ｇＫＬＦ３对鸡前脂肪细胞分化的影响

为了进一步研究ｇＫＬＦ３基因在鸡前脂肪细胞

分化过程中的作用，本研究利用过表达技术分析了

ｇＫＬＦ３基因对鸡前脂肪细胞分化的影响。在 鸡 前

脂肪 细 胞 中 转 染 质 粒ｐＣＭＶ－ｍｙｃ－ｇＫＬＦ３和ｐＣ－
ＭＶ－ｍｙｃ（Ｅｍｐｔｙ　Ｖｅｃｔｏｒ，ＥＶ），４８ｈ后回收细胞，用

ｍｙｃ标签抗体进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ，结果显示ｐＣＭＶ－
ｍｙｃ－ｇＫＬＦ３质粒能在前脂肪细胞中成功表达蛋白

（图３Ａ）。将 鸡 ＫＬＦ３基 因 过 表 达 质 粒（ｐＣＭＶ－
ｍｙｃ－ｇＫＬＦ３）转染到 原 代 培 养 的 鸡 前 脂 肪 细 胞 中，
培养２４ｈ后，加入油酸诱导细胞分化，油红Ｏ提取

比色结果显示，在诱导后的２４、７２和１２０ｈ，与转染

空载体的对 照 组 细 胞 相 比，过 表 达ｇＫＬＦ３基 因 的

鸡前脂肪细胞中脂滴沉积出现减少的趋势，但没有

达到显著水平（图３Ｂ）。

８２
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柱状图表示ｇＫＬＦ３的相对表达量（平均数±标准差），＊表示差异显著（Ｐ＜０．０５）
Ｔｈｅ　ｄｉａｇｒａｍｓ　ｓｈｏｗ　ｔｈｅ　ｒｅｌａｔｉｖｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ｇＫＬＦ３ｇｅｎｅ（Ｍｅａｎ±ＳＤ）．＊ ｍｅａｎｓ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５）
图１　ｇＫＬＦ３基因在脂肪组织发育过程中的表达

Ｆｉｇ．１　Ｔｉｓｓｕｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｐａｔｔｅｒｎ　ｏｆ　ｇＫＬＦ３ｇｅｎｅ　ｉｎ　ａｂｄｏｍｉｎａｌ　ｆａｔ　ｔｉｓｓｕｅ　ｄｕｒｉｎｇ　ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ

Ａ．ＫＬＦ３基因在原代分离（未经培养）的鸡前脂肪细胞和成熟脂肪细胞中的表达规律；Ｂ．ＫＬＦ３基因在 油 酸 诱 导 分
化的前脂肪细胞和对照组（未经油酸诱导分化）中的表达规律。＊＊．差异极显著（Ｐ＜０．０１）。下同

Ａ．ＫＬＦ３ｍＲＮＡ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｉｎ　ｃｈｉｃｋｅｎ　ｐｒｅａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ（ＳＶ）ａｎｄ　ｍａｔｕｒｅ　ａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ（ＦＣ）ｗｅｒｅ　ｄｅｔｅｃｔｅｄ；Ｂ．ＫＬＦ３ｍＲ－
ＮＡ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｉｎ　ｐｒｅａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ　ｗｈｉｃｈ　ｉｎｄｕｃｅｄ　ｉｎｔｏ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ　ｂｙ　ｏｌｅａｔｅ　ａｎｄ　ｃｏｎｔｒｏｌ　ｇｒｏｕｐ（ｗｈｉｃｈ　ｎｏｔ　ｉｎｄｕｃｅｄ　ｉｎｔｏ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ）ｗａｓ　ｄｅｔｅｃｔｅｄ．＊＊ｉｎｄｉｃａｔｅｓ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０１）．Ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ａｓ　ｂｅｌｏｗ
图２　ｇＫＬＦ３基因在鸡前脂肪细胞和成熟脂肪细胞中表达特性

Ｆｉｇ．２　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ　ｏｆ　ｇＫＬＦ３ｇｅｎｅ　ｉｎ　ｃｈｉｃｋｅｎ　ｐｒｅａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ　ａｎｄ　ａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ

２．４　过表达ｇＫＬＦ３基因对鸡前脂肪细胞分化标志

基因的影响

为了分析ｇＫＬＦ３基因对鸡前脂肪细胞分化的

影响，利用ｑＲＴＰＣＲ检测了脂肪细胞分化过程的标

志基因（ＦＡＳ、Ｃ／ＥＢＰα）的表达变化。结果发现，过

表达ｇＫＬＦ３基因，在２４ｈ显著抑制Ｃ／ＥＢＰα基因

的表 达（Ｐ＜０．０１），在７２ｈ显 著 抑 制 ＦＡＳ、Ｃ／
ＥＢＰα基因的表达（Ｐ＜０．０１，图４）。

３　讨　论

ＫＬＦ家族的成 员 在 哺 乳 动 物 脂 肪 发 育 中 发 挥

着重要 作 用［１２－１４］。在３Ｔ３－Ｌ１细 胞 系 中 的 研 究 显

示，ＫＬＦ３是 脂 肪 细 胞 分 化 的 负 调 控 因 子，但 是

ＫＬＦ３基因 敲 除 小 鼠 的 脂 肪 组 织 减 少［６］，表 明 了

ＫＬＦ３在脂肪组织生长发育过程中具有多个调控功

能，目前还没有关于鸟类ＫＬＦ３的研究报道，本研究

结果显示，ｇＫＬＦ３基因在高低脂系２～１０周龄肉鸡

腹部脂 肪 组 织 中 均 有 表 达（图１），暗 示 了 与 小 鼠

ＫＬＦ３相似，ｇＫＬＦ３基因在鸡脂肪组织生长发育过

程中具有调控作用；在１０周龄时，高脂肉鸡ｇＫＬＦ３
基因表达水平显著高于低脂肉鸡（Ｐ＜０．０５，图１），
暗 示ｇＫＬＦ３的表达水平可能是影响肉 鸡 腹 部 脂 肪

９２
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Ａ．Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ检验ｐＣＭＶ－ｍｙｃ－ｇＫＬＦ３在前脂肪细胞中的过表达效果；Ｂ．油红Ｏ提取比色分析过表达ｇＫＬＦ３基
因对脂肪细胞脂滴沉积的影响

Ａ．Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｇＫＬＦ３ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｉｎ　ｃｈｉｃｋｅｎ　ｐｒｅａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ　ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ　ｗｉｔｈ　ｐＣＭＶ－ｍｙｃ－ｇＫＬＦ３ｏｒ
ＥＶ；Ｂ．Ｔｈｅ　ｌｉｐｉｄ　ｃｏｎｔｅｎｔ　ｏｆ　ｃｈｉｃｋｅｎ　ｐｒｅａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ　ｗｈｉｃｈ　ｗｅｒｅ　ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ　ｗｉｔｈ　ｐＣＭＶ－ｍｙｃ－ｇＫＬＦ３ａｎｄ　ｐＣＭＶ－ｍｙｃ，
ｉｎｄｕｃｅｄ　ｉｎｔｏ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅ　ｂｙ　ｏｌｅａｔｅ，ａｎｄ　ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ　ｗａｓ　ｍｅａｓｕｒｅｄ　ａｔ　５１０ｎｍ
图３　过表达ｇＫＬＦ３基因对鸡前脂肪细胞分化的影响

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｇＫＬＦ３ｇｅｎｅ　ｏｖｅｒ－ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｎ　ｃｈｉｃｋｅｎ　ｐｒｅａｄｉｐｏｃｙｔｅ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ

图４　过表达ｇＫＬＦ３基因对鸡前脂肪细胞分化标志基因的影响

Ｆｉｇ．４　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ　ｍａｒｋｅｒ　ｇｅｎｅｓ　ｉｎ　ｇＫＬＦ３－ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ　ｃｈｉｃｋｅｎ　ｐｒｅａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ　ｉｎｄｕｃｅｄ　ｉｎｔｏ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ　ｂｙ　ｏｌｅａｔｅ

组织沉积的一个因素。
进一步分析ｇＫＬＦ３基因在前脂肪细胞和成熟

脂肪细胞中的表达发现，ｇＫＬＦ３基因在前脂肪细胞

中的表达量高于成熟脂肪细胞（Ｐ＜０．０１，图２Ａ），
并且在油酸诱导分化的鸡脂肪细胞中，ｇＫＬＦ３表达

水平有普遍低于对照组的趋势，暗示与哺乳动物相

似［６］，ｇＫＬＦ３基因在脂肪细胞分化中可能具有负调

控作用。为了进一步研究ｇＫＬＦ３基因对鸡脂肪细

胞 分 化 的 作 用，笔 者 在 鸡 前 脂 肪 细 胞 中 过 表 达

ｇＫＬＦ３基因，油红Ｏ提取比色显示，在油酸诱导后

的２４、７２和１２０ｈ，过表达ｇＫＬＦ３基因的脂肪细胞

呈现 脂 滴 形 成 减 少 的 趋 势（图３Ｂ），进 一 步 暗 示

ｇＫＬＦ３基因与 小 鼠ＫＬＦ３类 似［６］，在 体 外 具 有 抑

制前脂肪细胞分化的作用。

Ｃ／ＥＢＰα是哺乳动物和鸟类脂肪形成的重要调

控因 子［１２，１４－１６］。Ｃ／ＥＢＰα基 因 敲 除 小 鼠 的 研 究 表

明，Ｃ／ＥＢＰα表 达 是 白 色 脂 肪 组 织 发 育 的 必 须 条

件［１７］。此外，Ｃ／ＥＢＰα在脂肪细胞终末分化中发挥

重要调控作 用［１８－２０］。ＦＡＳ基 因 在 动 物 体 脂 沉 积 中

发挥了重要的作用［２１］，它可以将碳水化合物合成脂

肪酸，并以 甘 油 三 酯 的 形 式 储 存［２２］。本 研 究 发 现，
过表达ｇＫＬＦ３基因，在７２ｈ会显著抑制ＦＡＳ、Ｃ／
ＥＢＰα基因的表达，在２４ｈ显著抑制Ｃ／ＥＢＰα基因

的表达（图４，Ｐ＜０．０１）。笔者推断，与哺乳动物相

似［６］，ｇＫＬＦ３基 因 可 能 通 过 抑 制Ｃ／ＥＢＰα基 因 的

表达抑 制 脂 肪 细 胞 分 化。而ｇＫＬＦ３对ＦＡＳ具 有

转录 抑 制 作 用，则 暗 示 了 与 线 虫 ＫＬＦ３［８］相 似，
ＫＬＦ３可能具有抑制脂肪酸从头合成和调控脂类沉

０３
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积的功能。
综上所述，本 研 究 结 果 显 示ｇＫＬＦ３和 已 经 报

道的哺乳动物及线虫中ＫＬＦ３相似，在肉鸡脂肪组

织生长发育中至少具有２个功能，即抑制脂肪细胞

分化和调控脂类合成代谢。此外，ｇＫＬＦ３是否直接

调控Ｃ／ＥＢＰα、ＦＡＳ基 因 的 表 达 等 具 体 作 用 机 制，
还有待荧光素酶活性检测、染色质免疫共沉淀等试

验的进一步分析和验证。
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［２０］　ＭＡＣＤＯＵＧＡＬＤ　Ｏ　Ａ，ＨＷＡＮＧ　Ｃ　Ｓ，ＦＡＮ　Ｈ，ｅｔ　ａｌ．
Ｒｅｇｕｌａｔｅｄ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｏｂｅｓｅ　ｇｅｎｅ　ｐｒｏｄｕｃｔ（ｌｅｐ－
ｔｉｎ）ｉｎ　ｗｈｉｔｅ　ａｄｉｐｏｓｅ　ｔｉｓｓｕｅ　ａｎｄ　３Ｔ３－Ｌ１ａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ
［Ｊ］．Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　Ｕ　Ｓ　Ａ，１９９５，９２（２０）：９０３４－
９０３７．

［２１］　ＳＭＩＴＨ　Ｓ，ＷＩＴＫＯＷＳＫＩ　Ａ，ＪＯＳＨＩ　Ａ　Ｋ．Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ
ａｎｄ　ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ　ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ａｎｉｍａｌ　ｆａｔｔｙ　ａｃｉｄ
ｓｙｎｔｈａｓｅ［Ｊ］．Ｐｒｏｇ　Ｌｉｐｉｄ　Ｒｅｓ，２００３，４２（４）：２８９－３１７．

［２２］　ＣＨＩＲＡＬＡ　Ｓ　Ｓ，ＷＡＫＩＬ　Ｓ　Ｊ．Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ａｎｄ　ｆｕｎｃｔｉｏｎ
ｏｆ　ａｎｉｍａｌ　ｆａｔｔｙ　ａｃｉｄ　ｓｙｎｔｈａｓｅ［Ｊ］．Ｌｉｐｉｄｓ，２００４，３９
（１１）：１０４５－１０５３．

（编辑　郭云雁）
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