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摘要 目的　TEAD1转录因子1（TEAD1）在前脂肪细胞中表达，但是功能还不清楚。本研究旨在探讨TEAD1的两个转录

本对永生化鸡前脂肪细胞系（immortalized chicken preadipocyte 1，ICP1）细胞增殖、迁移、凋亡和分化的影响。方法　克

隆TEAD1基因的全长序列，对获得的两个转录本进行生物信息学分析。利用间接免疫荧光分析TEAD1转录本的亚细胞定

位。通过RT-qPCR、CCK-8和EdU等方法，检测过表达TEAD1转录本对 ICP1细胞增殖的影响。利用划痕实验检测TEAD1

转录本对 ICP1细胞迁移的影响。利用细胞凋亡-Hoechst染色和RT-qPCR，分析过表达TEAD1转录本对 ICP1细胞凋亡的影

响。通过RT-qPCR检测TEAD1转录本在不同组织、不同细胞系和 ICP1细胞分化过程中的表达。利用油红O染色、BODIPY

染色、RT-qPCR、Western blot和双荧光素酶报告基因技术，分析过表达TEAD1转录本对 ICP1细胞脂滴积累及成脂相关基

因转录的影响。最后，测定过表达TEAD1转录本的 ICP1细胞中甘油三酯（TG）含量。结果　克隆TEAD1全长编码区，鉴

定出两个TEAD1转录本。TEAD1-V1主要定位于细胞核，TEAD1-V2定位于细胞质与细胞核。过表达TEAD1-V1和TEAD1-

V2均抑制 ICP1细胞增殖。过表达TEAD1-V1促进 ICP1细胞迁移，而过表达TEAD1-V2对 ICP1细胞迁移没有影响。且过表

达TEAD1-V1和TEAD1-V2均促进 ICP1细胞凋亡。两个转录本在不同组织和细胞系中的表达模式相似，在前脂肪细胞分化

过程中的表达先下降后上升。过表达TEAD1-V1能显著减少 ICP1细胞中脂滴的积累（P<0.05），抑制C/EBPα表达；而过表

达TEAD1-V2对脂滴积累和成脂相关基因的蛋白质表达水平没有明显作用（P>0.05）。过表达TEAD1-V1能显著降低 ICP1细

胞中甘油三脂的含量（P<0.05），而过表达TEAD1-V2对 ICP1细胞中甘油三酯含量没有影响（P>0.05）。结论　本研究首次

克隆并鉴定了鸡TEAD1基因的两个转录本。过表达转录本TEAD1-V1和TEAD1-V2抑制鸡前脂肪细胞增殖并且促进鸡前脂

肪细胞凋亡；TEAD1-V1抑制前脂肪细胞分化并促进前脂肪细胞迁移，而TEAD1-V2对前脂肪细胞分化和迁移没有影响。
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脂肪组织不仅是生物体的主要组成部分，也是

重要的内分泌器官和能量储存组织［1］。脂肪堆积

过多会导致肥胖［2］，同时引起多种肥胖相关疾病，

包括2型糖尿病、代谢综合征、癌症、神经性疾病

和心血管疾病［3］等。脂肪细胞起源于中胚层多能

干细胞。中胚层多能干细胞先分化成脂肪母细胞，

接着脂肪母细胞向前脂肪细胞分化，前脂肪细胞通

过增殖、分化形成成熟脂肪细胞，大量成熟脂肪细

胞构成脂肪组织［4］。前脂肪细胞的增殖和脂肪细

胞中的脂质过度积累是导致肥胖的主要原因［5］。

鸡是研究人类肥胖和肥胖相关疾病的潜在模型［6］。

深入了解肉鸡脂肪沉积的分子机制，不仅有助于控

制鸡体内脂肪的过度沉积，对于控制人类肥胖发生

也具有一定参考。

TEAD 转 录 因 子 家 族 （TEAD transcription 

factors family，TEADs）在各种生物过程和人类疾

病中发挥重要作用［7］。该家族成员均包含一个 N

端TEA结构域和一个C端YAP结合域（YBD），其
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中TEA结构域在家族成员中非常保守，能够与下

游基因的M-CAT结合并且调控下游基因的表达［8］。

TEAD 转录因子 4 （TEAD transcription factor 4，

TEAD4）在脂肪形成过程中，直接靶向脂肪形成

的关键因子过氧化物酶体增殖物激活受体 γ

（peroxisome proliferator-activated receptor γ，

PPARγ） 的表达，并且通过辅助因子 VGLL4 和

CtBP2 募集到转录复合物中来抑制小鼠脂肪形

成［9］。 TEAD 转 录 因 子 1 （TEAD transcription 

factor 1，TEAD1） 又名 TEF-1，最初是在鉴定与

SV40 增强子结合并激活转录的核蛋白时被发现

的［10］。TEAD1在小鼠前脂肪细胞诱导分化过程中

呈先升高再降低的表达模式。目前TEAD1的功能

还不清楚。为此，本研究克隆了 TEAD1基因的全

长CDS区序列，发现并鉴定了两个转录本TEAD1-V1

和 TEAD1-V2。本研究进一步揭示了 TEAD1 两个

转录本的亚细胞定位，及其在鸡前脂肪细胞增殖、

迁移、凋亡和分化中的功能。研究结果有助于深入

了解TEAD家族功能，并且为进一步完善鸡脂肪组

织发育的分子机制奠定基础。

1　材料与方法

1.1　实验动物组织和细胞系

麻鸡购自中国黑龙江齐齐哈尔齐兴鸡场。饲养

至 7周龄时被宰杀，收集腹部脂肪、心脏、胸肌、

肾脏、肌胃、腿肌、肝脏、肌胃周围脂肪、腺胃、

胰腺、卵巢、十二指肠、脾脏、脑、空肠和回肠等

16 种组织，液氮速冻并储存于-80℃，直到 RNA

提取。动物工作遵循中华人民共和国科学技术部制

定的法规，并经齐齐哈尔大学实验动物管理委员会

批准（批准号：2006-398）。

永生化鸡前脂肪细胞 1 （immortalized chicken 

preadipocyte 1，ICP1）细胞系及鸡胚成纤维细胞系

（chicken embryo fibroblast cells line，DF-1）由东北

农业大学农业农村部鸡遗传育种重点实验室惠赠。

ICP1细胞系利用带有鸡端粒酶逆转录酶（chicken 

telomerase reverse transcriptase， chTERT） 基因的

逆转录病毒感染鸡原代前体脂肪细胞，而后通过药

物筛选培养获得［11］。ICP1细胞系具有与原代前脂

肪细胞相同的形态和分化特征，已被广泛用于研究

鸡脂肪形成研究［12］。鸡原代肌内前脂肪细胞［13］

（intramuscular preadipocytes， IMP） 和肌卫星细

胞［14］（muscle satellite cells，MuSCs）通过细胞体

外分离培养方法获得。

1.2　鸡TEAD1转录本克隆及载体构建

pCMV-HA 质粒购自美国 Clontech 公司。根据

NCBI 网站 Genbank 数据库提供的鸡 TEAD1 基因

（NM_001199405.1）序列，以 ICP1细胞系cDNA为

模板，克隆鸡 TEAD1基因编码区片段，引物信息

见表 1。反应体系为：模板 cDNA 5 µl，上、下游

引 物 （10 μmol/L） 各 2 µl， DNA Buffer 25 µl，

dNTP 1 µl，ddH2O 14 µl，Taq 酶 1 µl。反应条件

为：预变性 95°C，3 min；变性 95°C，15 s；退火

72°C，15 s；延伸72°C，30 s；进行35个循环。利

用同源重组试剂盒（Vazyme，南京），将PCR扩增

的产物连接在pCMV-HA载体上，构建真核表达载

体pCMV-HA-TEAD1-V1和pCMV-HA-TEAD1-V2。

1.3　细胞培养与转染

ICP1 细 胞 系 使 用 添 加 10% 胎 牛 血 清

（Biological Industries，以色列）和1%青霉素-链霉

素溶液（Beyotime，上海）的 DMEM/F-12 培养基

（Gibco，美国），于37°C、5%CO2细胞培养箱中培

养。待细胞汇合度至 70%~75%时进行转染，转染

按照 LipofectaminTM 8000 转染试剂（Beyotime）说

明书进行操作。转染 6 h 后更换 1 次培养基，48 h

后收集细胞。

1.4　间接免疫荧光

将细胞接种于底部放置爬片的 6 孔板中，

37℃、5% CO2 培养。待细胞汇合度为 60%~80%

时，分别转染 pCMV-HA-TEAD1-V1、pCMV-HA-

TEAD1-V2和空载体pCMV-HA。48 h后，4%的多

聚甲醛固定 30 min。采用 0.3% Triton X-100的PBS

透化 5~10 min。500 μl 5% BSA 封闭液室温封闭    

1 h。 一 抗 anti-HA （CST， #3724， 稀 释 比 例           

1∶20）置于爬片上倒扣，室温孵育2 h。二抗 anti-

Rabbit （LI-COR，680LT，稀释比例 1∶50），室温

孵育 1 h。Hoechst33342 染核 10 min。滴入抗荧光

猝灭剂，制片，用激光共聚焦显微镜（Leica，德

国）观察。

1.5　RNA提取、反转录和RT-qPCR
采用Trizol （Takara，日本）法提取 ICP1细胞

系和各组织总 RNA。反转录按照 HiScript© II Q 

Select RT SuperMix for qPCR （ +gDNA wiper）

（Vazyme）说明书进行操作。第一步反应体系为：

模板1 pg~1 μg，4×gDNA去除剂4 μl，低聚核苷酸

（Oligo） 1 μl，低聚六聚体引物（random hexamers）

1 μl，ddH2O 至 16 μl，42°C 反应 2 min。第一步反

应液 16 μl，反应程序为：50℃，15 min；80°C，
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15 s。第二步反应体系为 5×HiScript II Select qRT 

SuperMix II 4 μl， RT-qPCR 反 应 按 照

ChamQTMSYBR©qPCR Master Mix （Without ROX）

（Vazyme） 说明书进行操作。反应体系为：2×

ChamQ SYBR qPCR Master Mix 10 μl，cDNA模板

2 μl， 上 、 下 游 引 物 （10 μmol/L） 各 0.4 μl，

ddH2O 7.2 μl，反应程序为：95°C预变性30 s，95°

C变性10 s，55°C退火延伸30 s，40个循环。每个

样品设置 3个重复，以NONO或TBP为内参基因，

利用2-ΔΔCt算法将原始Ct值转换为基因相对表达量。

所用引物信息详见表1和表S1。

1.6　EdU检测

使用 BeyoClick™ EdU-488 细胞增殖检测试剂

盒（Beyotime）按照试剂盒说明书对 ICP1 细胞系

增殖情况进行检测。将真核表达载体 pCMV-

TEAD1-V1和pCMV-TEAD1-V2以及空载体pCMV-

HA转染至 ICP1细胞系48 h后，每孔吸走1 ml细胞

培养基后加入1 ml 37°C预热的2×EdU-DMEM/F-12

细胞培养基，摇匀后于 37°C、5% CO2细胞培养箱

中孵育 2 h。使用倒置荧光显微镜（Zeiss，德国）

进行观察并拍照，使用 Image J进行细胞计数。

1.7　CCK-8检测

将 ICP1细胞系接种至 96孔板，每个实验组设

置 5个孔重复，将真核表达载体 pCMV-TEAD1-V1

和 pCMV-TEAD1-V2以及空载体 pCMV-HA转染至

ICP1 细胞系，于 0、24、48 和 72 h 向每孔中避光

加入 10 µl CCK-8试剂（Apexbio，美国），摇匀后

于37°C、5% CO2细胞培养箱中孵育2 h，使用酶标

仪 （帝 肯 ， 上 海） 测 定 在 450 nm 处 的 吸 光

值（A450）。

1.8　划痕实验

将 ICP1 细胞接种于 6 孔板内，待汇合度达

70%~80%时，用无菌的 l0 µl白色微量移液器吸头

划痕，弃培养基，用 PBS 洗去划掉的细胞，加入

新的培养基。然后分别转染 pCMV-HA-TEAD1-V1

和 pCMV-HA-TEAD1-V2 以及空载体 pCMV-HA，

培养0、24和48 h，于倒置显微镜（Zeiss）下观察

拍照。

1.9　Hoechst33342染色

将 ICP1 细胞接种于 6 孔板内，培养过夜。分

别 转 染 pCMV-HA-TEAD1-V1 和 pCMV-HA-

TEAD1-V2 以及空载体 pCMV-HA 至 ICP1 细胞系，

48 h 后，0.5 ml 固定液固定 10 min。PBS 清洗后，

0.5 ml Hoechst33342染色液（Beyotime）染色5 min。

PBS清洗后，采用抗荧光猝灭封片液封片，荧光显

微镜（Zeiss）进行观察并拍照。

1.10　诱导分化及油红O染色

采用 160 μmol/L 油酸（Sigma，美国）对 6 孔

板中培养的 ICP1细胞系进行诱导分化，分别诱导

0、12、24、48、72和96 h提取总RNA。检测过表

达 TEAD1 两个转录本对于 ICP1 细胞分化的影响

时，将ICP1细胞系接种于6孔板内，待细胞60%~70%

汇合，转染真核表达载体 pCMV-HA-TEAD1-V1、

pCMV-HA-TEAD1-V2 或空载体 pCMV-HA，24 h

后更换含 160 μmol/L 油酸的诱导培养基，培养至

48 h，10%多聚甲醛固定30 min，用油红O染液避

光染色50 min，60%异丙醇洗去浮色，倒置显微镜

（Olympus，北京）观察拍照。用 100 µl 异丙醇室

温孵育15 min后，加入3倍体积的异丙醇稀释后提

取染料，采用酶标仪（帝肯，上海）测量 510 nm

处吸光值（A510）。

1.11　BODIPY493/503染色

向5 mg BODIPY493/533粉末（GlpBio，美国，

CA， GC42969） 中避光加入 4 ml 二甲基亚砜

（DMSO），混匀后4°C冰箱中避光保存。分化后的

ICP1 细胞采用 4% 多聚甲醛固定 40 min；加 1 ml 

Table 1　Primer sequences

Gene name

TEAD1

TEAD1-V1

TEAD1-V2

Reference

NM_001199405.1

XM_025150625.2

XM_025150629.2

Primer sequence （5'→3'）

F：atggccatggaggccaagcttGAAGACATCGAAAGAATGAGCG

R：ggccgcggtacctcgagCTGCTCAGTCCTTTACAAGCCT

F：GGAATGAATTGATAGCCAGATAC

R：TCTCGAACTTTCTTTCTTGCTA

F：GTGTGGGAGGAGGAAAATCA

R：TACCTGCTTCCTGGTCCGT

Lowercase: homologous sequence on pCMV-HA vector. Underlined lowercase: restriction enzyme cutting site.
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60%异丙醇后立即吸出；1 ml BODIPY 493/503（1∶  

1 250） 染 液 室 温 避 光 染 色 15 min； 1 ml 

Hoechst33342染液（1∶1 000稀释）室温避光染核

10 min，采用倒置荧光显微镜（Zeiss）观察拍照。

1.12　蛋白质印迹（Western blot）分析

将 ICP1 细胞系接种至 6 孔板，分别转染

pCMV-HA-TEAD1-V1、 pCMV-HA-TEAD1-V2 及

pCMV-HA质粒，诱导分化48 h后，使用RIPA裂解

液（含 1% PMSF）（Beyotime）提取细胞中总蛋白

质。SDS-PAGE电泳分离样品，将蛋白质样品转移

至聚偏二氟乙烯膜，5%脱脂奶粉室温封闭2 h，一

抗 4°C过夜孵育，二抗室温孵育 1 h。使用Western 

blot一抗二抗去除液（Beyotime）洗膜，与 β-actin

抗体重新杂交。使用 Odyssey 双色红外荧光成像

（LI-COR，美国）扫膜。所用一抗包括：anti-HA

（CST，美国，#3724）、C/EBPα（Abmart，上海，

6223-1）、 FAS （Beyotime， AF6861）、 PPARγ

（Beyotime， AF7797） 、 FABP4 （Beyotime，

AF6843）、β-actin （Beyotime，AF0003）。对应二

抗除 β -actin 抗体为 anti-Mouse （LI-COR，美国，

680RD）， 其 余 抗 体 均 为 anti-Rabbit （LI-COR，

680LT）。

1.13　荧光素酶活性检测

荧 光 素 酶 报 告 基 因 载 体 pGL3-promoter-C/

EBPα［15］ 、 pGL3-promoter-FABP4［16］ 、 pGL3-

promoter-FAS［17］ 和 pGL3-promoter-PPARγ［18］ 参考

文献方法构建。将 ICP1细胞接种至 24孔板，分别

将上述双荧光素酶报告基因载体与海肾荧光素酶报

告基因载体 pRL-TK以及真核表达载体 pCMV-HA-

TEAD1-V1、 pCMV-HA-TEAD1-V2 或 pCMV-HA

质粒共转染，转染比例为 50∶50∶1，转染 48 h

后 ， 使 用 双 荧 光 素 酶 报 告 基 因 检 测 试 剂 盒

（Promega，美国）按照说明书测定荧光素酶活性。

相对表达量为萤火虫荧光素酶活性/海肾荧光素酶

活性。

1.14　甘油三酯（TG）检测

将 ICP1 细胞系接种至 6 孔板，分别转染

pCMV-HA-TEAD1-V1、 pCMV-HA-TEAD1-V2 及

pCMV-HA质粒，转染24 h后油酸钠诱导分化48 h，

采用甘油三脂（TG）测试盒（建成，南京）利用

酶标仪（帝肯）测量A510，测量方法参照试剂盒说

明书。

1.15　生物信息学预测分析及网址

采 用 Clustal Omega （https://www. ebi. ac. uk/

Tools/msa/clustalo/）在线工具进行多序列比对。在

线预测网站 SignaIP 5.0 （https://services.healthtech.

dtu.dk/）预测信号肽。在线预测网站Prosite（https:

//prosite.expasy.org/） 预测蛋白质功能位点。在线

预 测 软 件 PSORTII （https://www. genscript. com/

psort.html）预测核定位序列（NLS）。在线预测网

站 WoLF PSORT （https://wolfpsort.hgc.jp/）预测亚

细胞定位。

1.16　统计学分析

使用GraphPad prism5.0进行作图分析，实验数

据以 （mean±SEM） 表示。数据分布正态性采用

Shapiro-Wilk检验，利用Minitab17 Box-Cox将非正

态分布数据转换为正态分布数据再进行下一步统计

分析。两组比较采用Student’s t检验，多组间比较

采用单因素方差分析（one-way ANOVA），并进行

Duncan’s 多重比较。除特殊注明外，体外实验均

进行 3次独立重复实验，每次实验设置 3个生物学

重复。

2　结 果

2.1　鸡TEAD1转录本克隆与鉴定

以 ICP1 细胞的 cDNA 为模板，克隆鸡 TEAD1

基因全长编码区片段。通过Sanger测序和双酶切鉴

定，与NCBI网站鸡TEAD1基因序列对比，鉴定出

两个转录本，分别命名为TEAD1-V1和TEAD1-V2。

转录本TEAD1-V1长度为1 239 bp，转录本TEAD1-

V2长度为1 176 bp（图1a）。Western blot分析显示

TEAD1-V1和TEAD1-V2的真核表达载体构建成功

（图1b）。转录本TEAD1-V2与转录本TEAD1-V1相

比缺失一个外显子，缺失长度为63 bp（图1c）。

2.2　鸡TEAD1转录本的生物信息学分析及亚细胞

定位

转录本 TEAD1-V1 和 TEAD1-V2 分别编码 412

个氨基酸和 391 个氨基酸。将两个转录本和鼠

TEAD1 （AAH60138.1） 的氨基酸序列进行比对，

通过 NCBI 上蛋白质结构域 （conserved domains）

分析，发现两个转录本都在N端含有1个TEA结构

域，但是 TEAD1-V2 比 TEAD1-V1 缺少 8 个氨基

酸，并且存在1个外显子的序列差异（图2）。利用

在线预测网站 SignaIP 5.0 对 TEAD1 转录本编码的

蛋白质进行信号肽预测，结果显示TEAD1两个转

录本均无信号肽。通过Prosite预测TEAD1两个转

录本表达蛋白的功能位点。发现TEAD1两个转录

本表达蛋白都含有5类功能活性位点，包括酪蛋白
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激酶 II磷酸化位点、酰胺化位点、蛋白激酶C磷酸

化位点、N-肉豆蔻酰化位点和N-糖基化位点，其

中TEAD1-V1在 199~201位氨基酸处比TEAD1-V2

多一个蛋白激酶C磷酸化位点TaK （表S2）。利用

PSORTII 在线软件对 TEAD1 两个转录本表达蛋白

中存在的假定NLS进行预测，结果显示：TEAD1-

V1 蛋白有 3 条假定的核定位序列 pNLS1、pNLS2

和 pNLS3；TEAD1-V2蛋白有 2条假定的核定位序

列pNLS1和pNLS2（表S3）。

在WOLF PSORT网站对TEAD1转录本表达蛋

白进行亚细胞定位分析，结果显示，TEAD1-V1蛋

白定位于细胞核 （nucl：32），TEAD1-V2 蛋白定

位于细胞质、细胞核和细胞质膜（cyto：18，nucl：

9，plas：5）。为了验证这一结果，采用间接免疫

荧光在激光共聚焦显微镜下观察，实验组转染重组

质粒 pCMV-HA-TEAD1-V1 的 ICP1 细胞主要在细

胞核中观察到绿色荧光，转染 pCMV-HA-TEAD1-

V2的 ICP1细胞在细胞质与细胞核内均观察到绿色

荧光（图3）。
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Fig. 1　Identification and cloning of TEAD-V1/V2 in chicken
(a) Identification of the recombinant expression plasmids pCMV-HA-TEAD1-V1 and pCMV-HA-TEAD1-V2. (b) Detection of chicken TEAD1-V1/

V2 overexpression by Western blot. (c) Gene structures of TEAD1-V1/V2. UTR, untranslated region; CDS, DNA coding sequence. F and R: RT-

qPCR primer sites.
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Fig. 2　The TEA domain of the TEAD1-V1/V2 proteins
Alignment of the amino acid sequences of the chicken TEAD1-V1/V2 and mouse TEAD1 proteins. The TEA domain is framed by solid lines. 

Positions of the same amino acids in all three proteins are indicated by asterisks.
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2.3　TEAD1转录本对前脂肪细胞增殖的影响

RT-qPCR结果显示：过表达TEAD1-V1能下调

Ki67、Cyclin E、Cyclin D1和PCNA基因mRNA表

达，其中 Ki67 和 Cyclin E 显著下调 （P<0.05，图

4a）；过表达 TEAD1-V2 同样下调 Ki67、Cyclin E、

Cyclin D1 和PCNA基因mRNA表达，其中Cyclin E

显著下调（P<0.05，图 4b）。CCK-8和EdU结果显

示，与对照组相比，转染TEAD1-V1和TEAD1-V2

过表达载体能显著抑制 ICP1细胞系增殖（P<0.05，

图4c~e）。

2.4　TEAD1转录本对鸡前脂肪细胞迁移的影响

在划痕试验中，转染 48 h后，过表达TEAD1-

V1 能 显 著 促 进 ICP1 细 胞 迁 移 （P<0.01）， 而

TEAD1-V2 对 ICP1 细 胞 迁 移 没 有 影 响 （P>

0.05，图5）。

2.5　TEAD1转录本对鸡前脂肪细胞凋亡的影响

Hoechst33342染色结果显示，过表达TEAD1-

V1和TEAD1-V2的 ICP1细胞大多呈致密浓染，或

呈碎块状致密浓染。而转染 pCMV-HA 空载体的

ICP1细胞核呈椭圆形蓝色，提示TEAD1两个转录

本能显著促进 ICP1 细胞凋亡 （P<0.001，图 6a）。

对凋亡相关基因检测，过表达 TEAD1-V1 和

TEAD1-V2 均能上调 Caspase-3、Caspase-9、Bax

和BCL-2基因mRNA表达（P<0.05，图6b，c）。

2.6　鸡TEAD1转录本在不同组织、细胞及脂肪形

成过程的表达分析

利 用 RT-qPCR 检 测 7 周 龄 麻 鸡 各 组 织 中

TEAD1-V1 和 V2 的 mRNA 表达水平，引物扩增区

域如图1c所示。结果显示，鸡TEAD1转录本在16

种组织中普遍表达，并且 TEAD1-V1和 TEAD1-V2

的表达模式相似，两个 TEAD1转录本在心脏、胰

腺、肝脏和脾脏的表达最高，在腹部脂肪、肌胃脂

肪、胸肌和肾脏等11种组织检测到中等水平表达，

在卵巢中的表达最低 （P<0.05，图 7a，b）。检测

TEAD1转录本在 ICP1细胞系［11］、DF-1细胞系［19］、

MuSCs 细胞［20］和 IMP 细胞［21］中的表达水平，发

现两个转录本均在 ICP1细胞中表达最高，在其他3

种细胞表达相对较低 （P<0.05，图 7c，d）。检测

TEAD1 转录本在鸡 ICP1 细胞诱导分化过程中的

mRNA 水平，结果发现，TEAD1-V1 和 TEAD1-V2

的 mRNA 水平在 0~72 h 表达呈下降趋势，但在    

96 h表达量显著升高（P<0.05，图7e，f）。提示两

个转录本可能在 ICP1细胞系过程中发挥作用。

pCMV-HA

TEAD1-V1

TEAD1-V2

HA-tag Hoechst33342 Merge

10 μm

Fig. 3　Subcellular localization of TEAD1-V1/V2
Laser confocal microscopy was used to observe the localization of TEAD1-V1/V2 proteins in ICP1 cells transfected with pCMV-HA in the control 

group and pCMV-HA-TEAD1-V1/V2 in the experimental group. HA-tag: green fluorescence. Hoechst33342: blue fluorescence. n=6.
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Fig. 4　Effects of TEAD1-V1/V2 overexpression on ICP1 cell proliferation
(a, b) Determination of the effects of TEAD1-V1/V2 overexpression on the expression of cells proliferation-related genes in the ICP1 cells line by  

RT-qPCR. NONO was used as internal control. (c, d) CCK-8 assay of the effects of TEAD1-V1/V2 overexpression on ICP1 cell proliferation. The line 

chart shows the absorbance at 450 nm. (e) Determination of the effects of TEAD1-V1/V2 overexpression on ICP1 cells proliferation based on the 5-

ethynyl-2′-deoxyuridine (EdU) assay, and its quantification. The green fluorescence was generated by Alexa Fluor labeling after EdU incorporation 

during DNA synthesis, and the blue fluorescence was generated by Hoechst33342. The bar chart shows the percentage of proliferating cells among 

the total cells. Values are presented as the means±SEM of three independent experiments. Asterisks indicate significant differences (Student’s t test), 

*P<0.05, ** P<0.01, ***P<0.001, n=6.
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Fig. 5　Effects of TEAD1-V1/V2 overexpression on ICP1 cell migration
A scratch test was used to determine the effects of TEAD1-V1/V2 on ICP1 cells migration. Values are presented as the means±SEM of three 

independent experiments. Asterisks indicate significant differences (Student’s t test), **P<0.01, n=6.

Fig. 6　Effects of TEAD1-V1/V2 overexpression on ICP1 cell apoptosis
(a) Nuclei were stained with apoptotic-Hoechst33342 (blue) and extraction colorimetry of ICP1 cells transfected with pCMV-HA or pCMV-HA-

TEAD1-V1/V2 was carried out. n=6. (b, c) Determination of the effects of TEAD1-V1/V2 overexpression on the expression of cells apoptosis-related 

genes in ICP1 cells by RT-qPCR. NONO was used as internal control. Values are presented as the means±SEM of three independent experiments. 

Asterisks indicate significant differences (Student’s t test), *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.
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2.7　TEAD1转录本对前脂肪细胞分化的影响

为了明确两个TEAD1转录本在鸡前脂肪细胞

分化过程中的作用，利用油红O和BODIPY检测过

表达 TEAD1-V1 和 TEAD1-V2 对 ICP1 细胞系脂滴

积累的影响，结果显示：过表达TEAD1-V1能显著

减少 ICP1细胞中脂滴的积累（P<0.05）；而过表达

TEAD1-V2对脂滴积累没有显著影响（P>0.05，图

8a，b）。再通过 RT-qPCR、Western blot 和双荧光

素酶报告基因检测过表达TEAD1转录本对成脂相

关基因的mRNA 和蛋白质表达水平及启动子荧光

素酶报告基因活性影响。RT-qPCR、Western blot

和双荧光素酶报告基因结果显示：过表达TEAD1-

V1 能显著下调 C/EBPα的 mRNA 和蛋白质表达水

平 （P<0.01），抑制 C/EBPα 的启动子活性 （P<

0.01，图 8c，e，g）；过表达 TEAD1-V2 能显著下

调C/EBPα的mRNA表达（P<0.01）和启动子活性

（P<0.01），同时显著上调FAS基因mRNA表达和启

动子活性（P<0.05，图8d，f），但是对成脂标志基

因的蛋白质表达水平没有明显作用（P>0.05，图

8g）。过表达TEAD1-V1能显著降低 ICP1细胞中甘

油三脂的含量（P<0.05），而过表达TEAD1-V2对

ICP1 细胞中甘油三酯含量没有影响（P>0.05，图

8h）。这些结果提示，TEAD1-V1能抑制鸡前脂抑

制肪细胞分化，而TEAD1-V2对鸡前脂肪细胞分化

没有显著影响。

Fig. 7　Relative RNA expression of TEAD1-V1/V2
Expression of TEAD1-V1/V2 in chicken tissues, cells, and during a time course of adipogenesis. (a, b) RT-qPCR was performed to examine the levels 

of TEAD1-V1/V2 mRNA in chicken tissues at 7 weeks of age (n=4). TBP was used as internal control. (c, d) RT-qPCR was performed to detect the 

expression of TEAD1-V1/V2 in ICP1, DF-1, MuSC, and IMF cells. NONO was used as internal control. (e, f) ICP1 cells were induced to differentiate 

for 96 h, and the expression of TEAD1-V1/V2 was detected by RT-qPCR at 0, 12, 24, 48, 72, and 96 h. NONO was used as internal control. Data are 

presented as the means±SEM of three independent experiments (n=3). Different lowercase letters indicate a significant difference (P<0.05), whereas 

the same letters indicate no significant difference (P>0.05).
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3　讨 论

TEAD1 是一种转录激活因子，最初在人类

HeLa细胞中鉴定，并特异性结合SV40增强子序列

中的GT-IIC和Sph基序［22］。TEAD1在乳腺癌和膀

胱癌的发生中发挥重要作用［23］。另外，TEAD1是

维持成人心肌细胞功能所必需的，其缺失导致致死

性扩张型心肌病［24］。小鼠TEAD1基因的缺失导致

心脏畸形，甚至胚胎死亡［25］。鸡TEAD1突变能降

低骨骼肌 α肌动蛋白启动子功能［26］。TEAD1在小

鼠 3T3-L1前脂肪细胞分化过程中表达先升高后降

低［9］，提示该基因在脂肪形成中也发挥作用。本

研究在鸡 ICP1细胞中首次克隆TEAD1基因编码区

全长序列，并成功地鉴定出两个转录本，TEAD1-

V1 和 TEAD1-V2。此外，本文发现这两个 TEAD1

转录本在鸡体内各组织中及不同的细胞中具有相似

的表达模式。TEAD1-V1转录本能抑制前脂肪细胞

Fig. 8　Effects of TEAD1-V1/V2 overexpression on ICP1 cell differentiation
(a) Oil Red O staining and extraction colorimetry of ICP1 cells transfected with pCMV-HA or pCMV-HA-TEAD1-V1/V2. (b) Staining with the 

fluorescent dye BODIPY493/503 (green) to detect hepatic lipid droplets. Nuclei were stained with Hoechst33342 (blue). n=6. (c, d) At 48 h after 

transfection with pCMV-HA or pCMV-HA-TEAD1-V1/V2, the expression of adipogenic-related genes in ICP1 cells was measured by RT-qPCR. 

NONO was used as internal control. (e, f) Reporter gene analysis of the effects of TEAD1 transcript overexpression on the promoter activity of 

adipogenic genes. Luciferase activity of different adipogenic gene promoters co-transfected with pCMV-HA or pCMV-HA-TEAD1-V1/V2 was 

detected at 48 h after transfection. Relative luciferase activity was calculated as the ratio of firefly to Renilla luciferase activity. (g) At 48 h after 

transfection with pCMV-HA or pCMV-HA-TEAD1-V1/V2, the protein expression of adipogenic genes in ICP1 cells was assessed based on Western 

blot analysis. (h) Determination of triglyceride content. Values are presented as the means±SEM of three independent experiments. Asterisks indicate 

significant differences (Student’s t test), *P<0.05, **P<0.01.
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分化和迁移，而TEAD1-V2对前脂肪细胞分化和迁

移没有明显作用，同时，两个转录本均抑制细胞增

殖和促进凋亡。研究结果为深入研究TEAD1在鸡

体内的功能和作用机制奠定基础。鸡是研究脂肪组

织和肥胖的潜在模型［27］，本研究也为进一步控制

鸡体内脂肪过度沉积和人类肥胖提供理论参考。

TEAD转录因子是几种致癌信号通路的核效应

因子，包括 Hippo、WNT、TGF-β和 EGFR 通路，

TEAD家族的亚细胞定位调节了这些影响肿瘤的通

路的功能输出［28］。Hou 等［29］实验证明，TEAD1

亚细胞定位在细胞核来影响心肌细胞发生病变。本

研究通过生物信息学预测和间接免疫荧光分析发

现，转录本TEAD1-V1主要定位于细胞核，转录本

TEAD1-V2定位于细胞质与细胞核。TEAD1-V1有

3条假定的NLS；TEAD1-V2只有2条假定的NLS。

TEAD1-V2 比 TEAD1-V1 缺少 63 个氨基酸，核定

位序列 pNLS3位于这一区域。因此推测 pNLS3是

导致TEAD1两个转录本核定位不同的因素之一。

目前研究发现，TEAD家族的表达在许多癌症

类型中上调，包括胃癌、结肠直肠癌、乳腺癌和前

列腺癌［30］。除了它在癌症中的公认作用外，

Osman等［31］实验结果已经证实，TEAD1能促进平

滑肌细胞增殖。本研究过表达TEAD1转录本V1和

V2 能够下调细胞增殖重要的标志基因 Ki67、

Cyclin E、Cyclin D1 和 PCNA 基因的表达，同时

EdU和CCK-8等试验证明TEAD1两个转录本能够

抑制鸡前脂肪细胞增殖。上述结果表明，TEAD1

对不同细胞增殖的调控作用可能是细胞或组织特异

性引起的。今后有必要利用流式细胞术，进一步探

究TEAD1转录本对前脂肪细胞周期的影响。

本研究发现，鸡TEAD1转录本抑制鸡前脂肪

细胞增殖，并促进细胞凋亡。TEAD1 是 Hippo 信

号通路的主要效应子，Hippo信号通路通过控制这

些过程的关键调控基因来调控细胞生长、增殖和凋

亡［32］。在哺乳动物中，当 Hippo 途径关闭时，

TEAD1和其他转录因子相互作用，以调节下游效

应物的表达，促进细胞增殖并抑制凋亡［33］。可以

推测，TEAD1 转录本可能通过调控 Hippo 信号通

路，抑制鸡前脂肪细胞增殖、促进细胞凋亡。

Yuan 等［34］和 Grelet 等［35］实验证实，不同转录本

之间具有不同的生物学功能。而Zhang等［36］实验

发现，LncFAM200B的4个转录本在抑制牛前脂肪

细胞增殖方面具有相似的功能。在本研究中，

TEAD1的两种转录本在鸡前脂肪细胞增殖和凋亡

方面中也具有相似的功能，具体的作用机制需要进

一步研究。本文的发现提示，TEAD1及其转录本

可能是鸡脂肪过度沉积和人类肥胖的潜在治疗

靶点。

TEAD1 基因在人的多种组织中广泛表达，包

括骨骼肌、胰腺、胎盘、肺和心脏［37］。这与本研

究的结果相一致，两个TEAD1转录本均在各组织

中大量表达，其中包括胰腺、心脏和脂肪组织等，

这表明TEAD1转录本在多种组织中发挥功能。两

个TEAD1转录本在 ICP1细胞中高表达，但是随着

诱导分化的进行，表达量显著下降，提示两个转录

本可能对前脂肪细胞分化存在抑制作用。TEAD1

在小鼠 3T3-L1前脂肪细胞分化过程中表达先升高

后降低［9］，这与本研究TEAD1-V1/V2在鸡 ICP1诱

导分化过程中的表达模式不同。推测这与鸡和哺乳

动物的脂肪形成存在差异［38］有关。

脂肪细胞分化是一个复杂的过程，在适当的刺

激下，前脂肪细胞会发生细胞形态变化并最终分化

为圆形成熟脂肪细胞［1］。脂肪细胞分化涉及

PPARγ与C/EBPα转录因子的相互作用［39］。C/EBPα

是分化“开关”的组成部分［40］。Hop2与转录因子

C/EBPα相互作用并抑制脂肪细胞分化［41］。本研究

发现，TEAD1-V1能下调C/EBPα启动子活性，并

且调控 C/EBPα基因 mRNA 和蛋白质水平表达。  

C/EBPα能够结合并激活许多脂肪特异性基因的启

动子活性，例如，在前脂肪细胞分化的早期，活化

的C/EBPα能够正反馈促进PPARγ表达，PPARγ又

能进一步激活脂滴包被蛋白 （lipid-drop coated 

protein，PLIN1）［42］和脂肪酸结合蛋白（fatty acid-

binding protein 4，FABP4）的表达，最终引起脂滴

积累增大，前脂肪细胞分化成脂肪细胞［43］。结合

上述数据，本研究推测，TEAD1-V1可能通过调控

C/EBPα转录来抑制鸡前脂肪细胞分化。真核细胞

基因表达调控存在转录水平调控、转录后水平调控

和翻译后水平调控，而mRNA 水平的变化可能跟

转录后水平调控有关，翻译受到严谨调控，多出来

的 mRNA 不一定会被翻译［44］。TEAD1-V2 能引起

分化标志基因C/EBPα的转录水平变化，但是对蛋

白质水平没有影响，推测可能受到一些microRNA

和LncRNA的转录后水平调控。另外，两个转录本

过表达之后影响的标志基因不同。TEAD1-V1转录

本 TEA 结构域比 TEAD1-V2 长 9 bp，这个结构域

能够与下游靶基因基因结合［45］。两个转录本TEA

结构域不一样，因此结合调控的下游基因不同。本
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研究因缺少鸡TEAD1抗体，并未开展蛋白质水平

的研究。今后有必要制备鸡 TEAD1 转录本抗体，

开展染色质免疫共沉淀 （ChIP） 及免疫共沉淀

（Co-IP）研究，进一步分析 TEAD1 转录本在前脂

肪细胞中的作用机制。

4　结 论

综上所述，本研究首次鉴定出了鸡 TEAD1 基

因的两个转录本，TEAD1-V1和TEAD1-V2。通过

亚细胞定位分析TEAD1-V1转录本主要定位于细胞

核，TEAD1-V2转录本定位于细胞质和细胞核。过

表达转录本TEAD1-V1和TEAD1-V2均能够抑制鸡

前脂肪细胞增殖并促进鸡前脂肪细胞凋亡；

TEAD1-V1能抑制前脂肪细胞分化并促进前脂肪细

胞迁移，而TEAD1-V2对前脂肪细胞分化和迁移没

有影响。

附件  见本文网络版（http://www.pibb.ac.cn或http:
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Abstract　Objective  Although expression of the TEAD1 protein in preadipocytes has been established, its 

function remains unclear. In this study, we sought to detect transcripts of TEAD1 in chicken and to examine the 

effects of this protein on the proliferation, migration, apoptosis, and differentiation of immortalized chicken 

preadipocyte cell lines (ICP1). Methods  The full-length sequence of the TEAD1 gene was cloned and the two 

transcripts were subjected to bioinformatics analysis. The subcellsular localization of TEAD1 transcripts was 

determined based on indirect immunofluorescence. The effects of TEAD1 transcripts overexpression on the 

proliferation of ICP1 cells were examined by RT-qPCR, CCK-8, and EdU assays; the effects of TEAD1 
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transcripts on ICP1 cells migration were examined based on the scratch test; and the effects of TEAD1 transcripts 

overexpression on ICP1 cells apoptosis were analyzed using apoptosis-Hoechst staining and RT-qPCR. The 

expression of TEAD1 transcripts in different tissues, cells lines, and ICP1 at different periods of differentiation 

was analyzed by RT-qPCR. The effects of TEAD1 transcripts overexpression on lipid droplet accumulation and 

adipogenic-related gene expression in ICP1 cells were analyzed based on Oil Red O and BODIPY staining, RT-

qPCR, Western blot, and dual-luciferase reporter gene assays. Finally, the content of triglyceride (TG) was 

measured in TEAD1 overexpressed ICP1 cells. Results  The full-length TEAD1 was cloned and two TEAD1 

transcripts were identified. The TEAD1-V1 protein was found to be localized primarily in the cell nucleus, 

whereas the TEAD1-V2 protein is localized in the cell cytoplasm and nucleus. The overexpression of both 

TEAD1-V1 and TEAD1-V2 significantly inhibited the proliferation of ICP1 cells. Whereas the overexpression of 

TEAD1-V1 promoted ICP1 cell migration, the overexpression of TEAD1-V2 had no significant effects on ICP1 

migration; the overexpression of both TEAD1-V1 and TEAD1-V2 significantly promoted the apoptosis of ICP1 

cells. We found that the different transcripts of TEAD1 have similar expression pattern in different tissues and 

cells lines. During induced preadipocyte differentiation, the expression of these genes initially declined, although 

subsequently increased. Overexpression of TEAD1-V1 promoted a significant reduction in lipid droplet formation 

and inhibited C/EBPα expression during the differentiation of ICP1 cells (P<0.05). However, the overexpression 

of TEAD1-V2 had no significant effect on lipid droplet accumulation or the expression of adipogenic-related 

proteins (P>0.05). Overexpression of TEAD1-V1 significantly decreased triglyceride content in ICP1 cells (P<

0.05), while overexpression of TEAD1-V2 had no effect on triglyceride content in ICP1 cells (P>0.05). 

Conclusion  In this study, for the first time, identified two TEAD1 transcripts. Overexpressed transcripts 

TEAD1-V1 and TEAD1-V2 both inhibited the proliferation of chicken preadipocytes and promoted apoptosis of 

chicken preadipocytes. TEAD1-V1 inhibited the differentiation of preadipocytes and promoted the migration of 

preadipocytes, while TEAD1-V2 had no effect on the differentiation and migration of preadipocytes.

Key words　TEAD1, chicken, transcript, ICP1
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