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摘   要：本研究旨在探究山羊转录激活因子 3 (activating transcription factor 3, ATF3) 对肌内前体

脂肪细胞分化的影响，并从分子水平阐明其可能作用途径。利用基因重组方法构建 pEGFP-N1-ATF3
过表达重组质粒，脂质体转染肌内前体脂肪细胞，通过油红 O 脂肪染色法从细胞形态学水平确定

对分化的影响，利用实时荧光定量 PCR (qRT-PCR) 技术检测脂肪细胞分化标记基因相对表达水

平，从分子水平确定对分化的影响。最终成功构建 pEGFP-N1-ATF3 过表达载体，转染山羊肌内前

体脂肪细胞后发现脂滴积聚被抑制，qRT-PCR 检测到脂肪细胞分化标志基因 PPARγ、C/EBPα、
SREBP1 极显著下调 (P<0.01)，C/EBPβ、AP2 显著下调 (P<0.05)，通过 ALGGEN PROMO 程序预

测 PPARγ、C/EBPα和 AP2 的启动子区域存在 ATF3 结合位点。研究表明，过表达山羊 ATF3 抑制

肌内前体脂肪细胞脂滴积聚，这种作用通过下调 PPARγ、C/EBPα和 AP2 来实现，研究结果为阐明

山羊 ATF3 调控肌内前体脂肪细胞分化机制提供重要的基础数据。 

关键词：ATF3；山羊；肌内前体脂肪细胞；过表达；诱导分化  
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Overexpression of ATF3 inhibits the differentiation of goat 
intramuscular preadipocytes 
WANG Chongyang1,2, LUO Cheng1,2, ZHANG Hao1,2, LI Xin1,2, LI Yanyan1,2, XIONG Yan1,2, 
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2 Key Laboratory of Qinghai-Tibetan Plateau Animal Genetic Resource Protection and Utilization, Ministry of 

Education/Sichuan Province, Southwest Minzu University, Chengdu 610041, Sichuan, China 

Abstract: The aim of this study was to investigate the effect of activating transcription factor 3 (ATF3) 
on the differentiation of intramuscular preadipocytes in goat, and to elucidate its possible action pathway 
at the molecular level. In this study, the recombinant plasmid of goat pEGFP-N1-ATF3 was constructed, 
and the intramuscular preadipocytes were transfected with liposomes. The relative expression levels of 
adipocyte differentiation marker genes were detected by quantitative real-time PCR (qRT-PCR). After 
transfection of goat intramuscular preadipocytes with the goat pEGFP-N1-ATF3 overexpression vector, 
it was found that the accumulation of lipid droplets was inhibited, and the adipocyte differentiation 
markers PPARγ, C/EBPα and SREBP1 were extremely significantly down-regulated (P<0.01), while 
C/EBPβ and AP2 were significantly down-regulated (P<0.05). The ATF3 binding sites were predicted to 
exist in the promoter regions of PPARγ, C/EBPα and AP2 by the ALGGEN PROMO program. The 
overexpression of goat ATF3 inhibits the accumulation of lipid droplets in intramuscular preadipocytes, 
and this effect may be achieved by down-regulating PPARγ, C/EBPα and AP2. These results may 
facilitate elucidation of the regulatory mechanism of ATF3 in regulating the differentiation of goat 
intramuscular preadipocytes. 

Keywords: ATF3; goat; intramuscular preadipocytes; overexpression; induced differentiation 

 
 

肌内脂肪 (intramuscular fat, IMF) 作为脂

肪沉积的一种主要形式，是影响山羊肉质的关

键因素，其含量直接影响肉质色泽、风味、嫩

度及多汁性。目前大多数商品羊 IMF 含量低于

理想标准，因此从肌内脂肪入手进行研究具有

重要意义。前体脂肪细胞分化为成熟脂肪细胞

是 IMF 生成的重要过程，受到转录因子、基因、

激素等一系列因子调控[1]。 
转录因子是指能专一性结合DNA特定序列，

并调节其他基因转录的蛋白质，山羊转录激活因

子 3 (activating transcription factor 3, ATF3) 属于

转录因子 ATF/cAMP 应答元件结合蛋白 (cAMP 
response element binding protein, CREB) 家族，

是一种早期反应基因，可被多种应激诱导表达，

最初从 TPA 处理的 HeLa 细胞分离得到[2]。ATF3
蛋白质通过其亮氨酸拉链结构形成同型二聚体

发挥转录抑制作用，或与其他 ATF/CREB 家族

成员蛋白质形成异二聚体激活靶基因[3-4]。ATF3
的生物学功能研究主要集中在肿瘤发生、细胞

凋亡、能量代谢和炎症等方面[5-6]，据报道，ATF3
可参与葡萄糖代谢、加强胰岛素抵抗[7]，ATF3
诱导剂通过抑制脂肪细胞生成、促进脂肪分解
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和棕色化来减少肥胖[8-9]，因此 ATF3 被认为是

预防肥胖和代谢疾病的潜在靶点。2006 年，Kim
等[10]首次发现，肥胖小鼠腹部脂肪组织中 ATF3
增加，并负调节脂联素基因表达，脂联素通过

自分泌促进脂质积聚和脂肪细胞分化[11]。进一

步研究发现，敲除小鼠 ATF3 后，由高脂饮食

诱导的肥胖和代谢功能障碍将加重，随后恢复

ATF3 表达，上述情况消除[12]。这些研究表明，

ATF3 在脂肪细胞代谢和分化过程中发挥重要

作用。对延边黄牛高脂肪和低脂肪组的背最长

肌进行 RNA-seq 测序发现，ATF3 上调 (低脂肪

组作对照组)，且在背最长肌中 ATF3 mRNA 表

达量与 IMF 含量显著正相关[13]，推测 ATF3 可

能作为肌内脂肪沉积的候选基因并参与脂肪分

化的调控。 
基于上述有关小鼠和牛 ATF3 对脂肪调控

的研究进展及尚未阐明的机制问题，本研究以

ATF3 为研究的切入基因，以山羊肌内前体脂肪

细胞为试验材料，通过将构建好的过表达载体

pEGFP-N1-ATF3 转入细胞中经油酸诱导分化，

利用油红 O 染色法确定脂肪细胞脂滴积聚情

况，qRT-PCR 技术检测脂肪细胞分化标志基因

表达水平，为阐明山羊 ATF3 在肌内脂肪沉积

的分子调控机制奠定基础，为山羊的分子育种

提供素材。 

1  材料与方法 
1.1  材料 

TRIzol、SYBR® Premix Ex Taq (2×)、T4 
DNA 连接酶、限制性内切酶 Nhe Ⅰ和 EcoR Ⅰ
购自 TaKaRa 公司；DNA 纯化回收试剂盒、大

肠杆菌 DH5α 感受态细胞和高纯度质粒小提

中量试剂盒购自天根生化科技有限公司；反转

录试剂盒和转染试剂 Turbofect Transfection 

Reagent 购自 Thermo Fisher Scientific 公司；

DEME/F12 培养基购自 HyClone 公司；胰蛋白

酶、胎牛血清和青链霉素购自 Gibco 公司；油

酸购自 Sigma 公司。 

1.2  方法 
1.2.1  过表达载体构建[14] 

在 NCBI 网站中查找山羊 ATF3 基因的

mRNA 序列 (XM_018060748.1)，以 Nhe Ⅰ和

EcoR Ⅰ作为酶切位点设计亚克隆引物 (表 1)，
利用实验室早期保存的 ATF3 菌液作为模板，

通过亚克隆将目的片段 ATF3 连接至真核表达

载体 pEGFP-N1 上。使用限制性内切酶 Nhe Ⅰ
和 EcoR Ⅰ进行双酶切，采用琼脂糖凝胶电泳

和凝胶扫描成像进行验证 (图 1)。将构建的过

表达载体转入感受态细胞 DH5α 进行扩繁，涂

布于含卡那霉素的 LB 固体培养基上，37 ℃培

养 9 h，挑取单克隆菌落于含抗生素的 LB 液体

培养基进行培养，以菌液为模板进行 PCR 验证

后送至成都擎科生物技术有限公司测序，使用

质粒小提试剂盒提取质粒，−20 ℃保存。 
1.2.2  细胞培养、pEGFP-N1-ATF3 转染和诱导

分化 
取出实验室前期液氮冻存的山羊肌内前体

脂肪细胞，在 37 ℃水浴锅中振荡快速融化进行

复苏，离心弃去冻存液，加入含 10%胎牛血清 
(fetal bovine serum, FBS) 和 0.1%青链霉素的完

全培养基，于 37 ℃、5% CO2 浓度的恒温细胞

培养箱培养至 F3 代，弃去培养基，PBS 清洗，

胰蛋白酶消化 1 min 后弃去，加入完全培养基终

止消化并接种于 12 孔板，当细胞密度达到 90%
时进行转染，根据试剂盒说明将 1 μg 质粒与   
4 μL 转染试剂 (turbofect transfection reagent) 混
匀，在室温下孵育 20 min 后分别加入 12 孔板中。

细胞培养箱中培养 6 h，弃去培养液，加入浓度

为 50 μmol/L 的油酸诱导液，2 d 后收集细胞。 
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1.2.3  油红 O 脂肪染色法 
使用 24 孔板培养山羊肌内前体脂肪细胞，

转染诱导，弃去诱导液使用 PBS 清洗，用 10%
甲醛固定 30 min，油红 O 染色液染色 30 min
后弃去，用 PBS 缓慢洗去残余染料，于光学显

微镜下观察山羊肌内前体脂肪细胞分化过程中

脂滴积聚变化并拍照。 
1.2.4  TRIzol 法提取细胞总 RNA 

收集细胞并用 TRIzol 法提取总 RNA，利用

紫外分光光度计测量 OD260/OD280 均在 1.9−2.0，
按反转录试剂盒将总 RNA 反转录为 cDNA，稀

释 5 倍，用于 qRT-PCR。 
1.2.5  qRT-PCR 检测过表达效率及相关基因

表达 
利用 Primer Premier 5.0 设计荧光定量 PCR

引物，引物信息如表 1 所示。qRT-PCR 反应体

系：10 μmol/L 上下游引物各 1 μL，模板 1 μL，

SYBR® Premix Ex Taq (2×) 10 μL，ddH2O 7 μL， 

总体积为 20 μL。反应条件：95 ℃预变性 30 min；

95 ℃变性 10 s，60 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 30 s，

39 个循环。选择 UXT 作为内参基因，利用 2−ΔΔCt

法对 qRT-PCR 数据进行处理，并使用 SPSS 软

件对处理后的数据进行单因素方差分析和

Duncan 检验，P<0.05 为结果差异显著，P<0.01

为结果差异极显著，最后通过 PRISM 软件作

图，结果用 x ±s 表示。 

1.2.6  预测结合位点 
用 ALGGEN PROMO 程序在线预测 ATF3

与相关基因启动子的结合关系。 

2  结果与分析 

2.1  pEGFP-N1-ATF3 过表达载体构建 
2.1.1  酶切结果 

利用 Nhe Ⅰ和 EcoR Ⅰ限制性内切酶对重

组质粒进行双酶切检验，通过琼脂糖凝胶电泳和 

 
表 1  克隆和实时荧光定量 PCR (qRT-PCR) 引物 
Table 1  Primers for cloning and qRT-PCR 
Primer name  Primer sequence (5'→3') Size (bp) 
ATF3  S: CTAGCTAGCGATGATGCTTCAACACCCAGG 545 

 A: CCGGAATTCTCTAGCTCTGCAATGTTCCCTC 
ATF3  S: AAGGAAGAGCTGAGGTTCGC 203 

 A: TCCTTCTTCTTGTTTCGGCA 
C/EBPα  S: CCGTGGACAAGAACAGCAAC 142 

 A: AGGCGGTCATTGTCACTGGT 
PPARγ  S: AAGCGTCAGGGTTCCACTATG 197 

 A: GAACCTGATGGCGTTATGAGAC 
C/EBPβ  S: CAAGAAGACGGTGGACAAGC 204 

 A: AACAAGTTCCGCAGGGTG 
LPL  S: TCCTGGAGTGACGGAATCTGT 174 

 A: GACAGCCAGTCCACCACGAT 
SREBP1  S: AAGTGGTGGGCCTCTCTGA 127 

 A: GCAGGGGTTTCTCGGACT 
AP2  S: TGAAGTCACTCCAGATGACAGG 143 

 A: TGACACATTCCAGCACCAGC 
UXT  S: GCAAGTGGATTTGGGCTGTAAC 180 

 A: ATGGAGTCCTTGGTGAGGTTGT 
S: sense primer; A: antisense primer; UXT: ubiquitously-expressed transcript gene. 
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凝胶扫描成像得到两条带 (图 1A)，分别为长度

为 545 bp的目的基因ATF3片段和长度约为 4.7 kb
的载体 pEGFP-N1 片段 (与长度约为 5.2 kb 的

pEGFP-N1-ATF3 重叠)。 
2.1.2  测序结果 

将重组质粒 pEGFP-N1-ATF3 转入感受态

细胞，在固体培养基上挑取单菌落进行扩繁，

菌液送擎科公司测序，测序结果与目的基因序

列进行比对，结果表明，成功构建过表达载体

pEGFP-N1-ATF3 (图 1B)。 

2.2  过表达效果 
2.2.1  转染效果 

细胞转染后诱导 48 h，观察 pEGFP-N1- 
ATF3 质粒中荧光蛋白基因的表达情况，发现

两组细胞荧光蛋白皆有表达 (图 2A)，荧光强

度相近 (图 2B)。 
2.2.2  表达效率 

收集经脂质体转染并诱导分化 2 d 的细胞，

通过 qRT-PCR检测 ATF3 mRNA相对表达水平，

结果显示，与阴性对照 (NC) 相比，ATF3 过表

达组 (OE) ATF3 mRNA 表达量上升 332.55 倍 
(P<0.01) (图 2C)。 

2.3  过表达山羊 ATF3 影响肌内脂肪细胞

分化 
2.3.1  形态学检测过表达 ATF3 对肌内前体脂

肪细胞分化的影响 
细胞经甲醛固定及油红 O 脂肪染色后，于

光学显微镜下观察发现，ATF3 过表达细胞脂滴

积聚明显减少 (图 3A)，过表达组脂滴含量显著

下降 (P<0.05) (图 3B)。 
2.3.2  qRT-PCR 检测脂肪细胞分化标志基因

的表达 
qRT-PCR 检测发现，脂肪细胞分化标志基

因 C/EBPα、PPARγ 和 SREBP1 极显著下调 
(P<0.01)，C/EBPβ和 AP2 显著下调 (P<0.05)，
LPL 表达水平则无显著变化 (P>0.05) (图 4A)。 

 

 
 
图 1  ATF3 过表达载体构建 
Figure 1  Identification of pEGFP-N1-ATF3. (A) Digestion identification of pEGFP-N1-ATF3. M: DL2000 
DNA marker; 1: pEGFP-N1-ATF3. (B) The result of sequence alignment. 
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图 2  山羊 ATF3 转染肌内前体脂肪细胞及过表达效率检测 
Figure 2  Transfection of goat ATF3 into intramuscular preadipocytes and detection of overexpression 
efficiency. (A) The transfection efficiency of pEGFP-N1-ATF3 in goat intramuscular preadipocytes. (B) The 
determination of Fluorescence intensity. (C) ATF3 overexpression efficiency. **: the difference between the 
control group and the overexpression group was extremely significant (P<0.01); n.s.: the difference was not 
significant (P>0.05). 
 

 
 

图 3  过表达山羊 ATF3 抑制肌内前体脂肪细胞分化 
Figure 3  The overexpression of goat ATF3 inhibits intramuscular preadipocyte differentiation. (A) 
Morphological observation of oil red O staining. (B) Determination of lipid drop content. *: the difference 
between the control group and the overexpression group was significant (P<0.05). 
 
2.3.3  预测 ATF3 与基因启动子结合位点 

利用 ALGGEN PROMO 在线预测 ATF3 与

CEBP/α、PPARγ、AP2 存在多个结合位点 (图 4B)。 
推测 ATF3 形成同二聚体与 CEBP/α、PPARγ、

AP2 启动子区域结合，抑制靶基因表达。 

3  讨论与结论 

目前有关 ATF3 研究大多集中在人和小鼠

方面，在畜禽方面鲜见报道，仅见 Pang[13]利用

RNA-seq 筛选得到 ATF3 为高脂肪组和低脂肪

组牛背最长肌的差异基因，但尚未阐明其功能。

本研究通过转染山羊 ATF3 过表达载体入肌内

前体脂肪细胞，并通过形态学检测发现，过表

达组脂滴积聚减少，表明分化过程受到抑制。

为阐明产生上述现象的原因及可能的机制，利

用 qRT-PCR 检测发现，C/EBPα、PPARγ、 
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图 4  脂肪分化标志基因表达水平及 ATF3 与基因启动子结合位点预测 
Figure 4  The expression levels of differentiation marker genes and prediction of binding sites. (A) The 
effects of ATF3 overexpression on the expression of adipocyte differentiation marker genes. (B) Prediction of 
ATF3-binding sites with gene promoters. 

 
C/EBPβ、SREBP1 和 AP2 等脂肪细胞分化标志

基因显著下调，为进一步确定其可能发挥调控

作用的途径，通过 ALGGEN PROMO 在线预测

发现，山羊 ATF3 在 C/EBPα、PPARγ和 AP2 启

动子区域存在多个结合位点。 
CCTTA 增强子结合蛋白 α (CCTTA-enhancer- 

binding protein α, C/EBPα) 和过氧化物酶体增

殖物激活受体 (peroxisome proliferator activated 

receptor γ, PPARγ) 是脂肪分化过程中关键转录

因子，具有协同作用[15]。Adams 等[16]研究表明

PPARγ 表达水平和脂肪生成在早期呈正相关变

化，小鼠胚胎缺乏 PPARγ基因则不能形成脂肪

组织[17]。Jang 等发现，ATF3 抑制 PPARγ 表达

进而调控脂肪细胞分化 [18]，此后又证实在

3T3-L1 细胞中 ATF3 与 C/EBPα启动子 (−1928
到−1907 区域) 结合下调 C/EBPα表达，抑制脂

肪细胞分化[19]。本研究结果与之相似，过表达

ATF3 后 C/EBPα、PPARγ的表达受到抑制，并根

据预测结果推测，ATF3 可能通过结合 C/EBPα、

PPARγ 启动子区域抑制其表达，进而减少脂质

积聚，抑制细胞分化。 

本研究还发现，C/EBPβ、SREBP1、AP2

表达受到抑制，可能原因分别为 C/EBPβ 通过

调节 C/EBPα 和 PPARγ 的启动子核心序列，从

而激活 C/EBPα 和 PPARγ 转录，表达启动生脂

信号[20-21]；并且 Pan等[22]发现 ATF3可与C/EBPβ
结合形成异二聚体并激活 ATF3，推测过表达

ATF3 引起 C/EBPβ 下调将负反馈调节自身转

录，但其中具体机制仍待进一步探究。SREBP1

作为重要的核转录因子，主要调控脂肪合成和

葡萄糖代谢相关酶基因的表达[23]，Ku 等[9]发现

ATF3 可上调脂肪细胞分化的重要信号分子腺

苷 酸 激 活 蛋 白 激 酶  (AMP-activated protein 

kinase, AMPK) 表达，SREBP1 是 AMPK 下游

重要负调控靶点之一[24]，给予本文过表达 ATF3

抑制肌内脂肪细胞分化过程中 SREBP1 表达水

平下降原因的可能解释，具体仍需进一步实验

对 AMPK 信号通路进行研究。脂肪型脂肪酸结

合蛋白  (adipocyte fatty acid binding protein, 

AP2) 对长链脂肪酸有很强的亲和力，是 PPARγ

下游影响脂类储存和脂质代谢的靶基因[25-26]，

因此推测本研究 AP2 的下调可能与 PPARγ被抑



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 
 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

2946 

制有关。值得注意的是，最新的研究证实 ATF3

下调 AP2 还存在另外一种调节方式，ATF3 通过

与 PPARγ相互作用，阻断 PPARγ结合靶基因启

动子上的 PPRE，抑制 AP2 转录[27]。此外我们

预测到 ATF3 可与 AP2 启动子区域结合，但需

要进一步通过双荧光素酶报告基因检测系统确

认 ATF3 与 AP2 是否具有靶向关系。 
本研究通过脂质体将 pEGFP-N1-ATF3 过

表达载体转染到羊的肌内前体脂肪细胞中并诱

导其分化，发现过表达山羊 ATF3 基因显著抑

制肌内前体脂肪细胞脂滴的积聚，并且这种作

用可能是通过下调脂肪细胞分化标志基因

CEBP/α、PPARγ和 AP2 的表达实现的。 
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