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Желтый крупный рогатый скот Яньбянь является одной из пяти наиболее многочисленных пород крупно�
го рогатого скота в Китае. Ранее нами были обнаружены различия в степени экспрессии микроRNA bta�
miR�1271 в длинных мышцах спины быков и бычков желтого крупного рогатого скота Яньбянь. Однако при
этом не был получен ответ на вопрос о влиянии этой микроRNA (miRNA) на процесс образования бычьего
жира. Для определения роли bta�miR�1271 в процессе адипогенеза в настоящей работе нами были исполь�
зованы методы предсказания генов�мишеней, репортерного теста двойной люциферазы и повышенной в
результате трансфекции экспрессии и ингибирования bta�miR�1271 в клеточных культурах преадипоцитов
желтого крупного рогатого скота Яньбянь. Нами было показано, что bta�miR�1271 целенаправленно воздей�
ствует на 3′�нетранслируемый участок фактора активации транскрипции 3 (ATF3), вызывая снижения уров�
ня экспрессии гена ATF3. Повышенная экспрессия bta�miR�1271 усиливалась в результате использования
имитаторов miRNA, вызывающих накопление триглицеридов. Кроме того, используя RT�qPCR и вестерн�
блоттинг, мы показали, что повышенная экспрессия bta�miR�1271 приводит к значительному увеличению
экспрессии гена адипогенного пероксисомального пролифератор�активированного рецептора γ (PPARγ) и
CCAAT энхаансер�связывающего белка α (C/EBPα) как на уровне белка, так и на уровне mRNA. Ингиби�
рование экспрессии bta�miR�1271 приводило к обратному эффекту. Полученные нами результаты свиде�
тельствуют о том, что bta�miR�1271 регулирует дифференцировку преадипоцитов желтого рогатого скота
Яньбянь путем ингибирования экспрессии гена ATF3, что указывает на важную роль miRNA�опосредован�
ной регуляции процесса адипогенеза. Кроме того, miR�1271 и ее ген(�ы)�мишени могут стать объектами для
развития нового направления исследований для изучения биологических агентов, влияющих на внутримы�
шечное отложение жира у крупного рогатого скота.
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ВВЕДЕНИЕ

Желтый крупный рогатый скот Яньбянь вхо�
дит в пятерку наиболее многочисленных пород
крупного рогатого скота в Китае. Это крупные,

легко приспосабливаемые, холодостойкие,
крепкие животные, которые обладают стабиль�
ными генетическими характеристиками и про�
изводят говядину с уникальным вкусом. Из�за
религиозных убеждений и привычек потребите�
лей, а также в связи с производством говядины,
отличающейся высоким содержанием белка и
ненасыщенных жирных кислот, этот сорт мяса
набирает популярность среди потребителей [1].

Внутримышечное содержание жира оказы�
вает большое влияние на качество и вкус мяса. В
свою очередь, на него влияют многие факторы,
включая породу, пол животного и состав ис�
пользуемого корма [2, 3]. Отложение жира в
мышцах обусловлено повышением количества и
объема адипоцитов. Адипоциты берут начало от
мезенхимальных стволовых клеток (MSC – mes�
enchymal stem cells), которые сначала диффе�

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : miRNA – микроRNA;
UTR – нетранслируемый участок; PPARγ – пероксисо�
мальный рецептор активации пролиферации; C/EBPα –
CCAAT энхаансер�связывающего белка α; ATF3 – фактор
активации транскрипции 3; NC – отрицательный конт�
роль; FBS – фетальная бычья сыворотка; MUT – мутант�
ный тип; WT – дикий тип.
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ренцируются в адипобласты, затем в преадипо�
циты и, наконец, в зрелые адипоциты [4, 5].
Процесс дифференцировки преадипоцитов
включает четыре этапа: пролиферация, митоти�
ческое клонирование, ранняя дифференциров�
ка и терминальная дифференцировка [6]. Рост
преадипоцитов в конечном итоге приводит к
высокой плотности клеток, которая вызывает
эффект контактного ингибирования клеточного
роста. В результате клетки постепенно прекра�
щают пролиферировать и начинают подвергать�
ся дифференцировке [7]. Процесс дифференци�
ровки клеток строго регулируется различными
факторами транскрипции. Так, например
C/EBPβ индуцирует экспрессию PPARγ, а
PPARγ активирует C/EBPα, который, в свою
очередь, способствует дифференцировке пре�
адипоцитов. В конечном итоге преадипоциты
дифференцируются с образованием зрелых ади�
поцитов, в которых содержатся крупные липид�
ные капли [8].

МикроRNA (miRNA), впервые обнаружен�
ные Lee в клетках Caenorhabditis elegans в 1993 г.,
широко экспрессируются в различных эукарио�
тических клетках [9]. MiRNA транскрибируются
из геномной DNA, но не подвергаются процес�
су трансляции с образованием молекул белка
(т.е., они являются некодирующими RNA).
Вместо этого они связываются с целевыми
mRNA и регулируют экспрессию генов�мише�
ней, ингибируя трансляцию транскрибируемых
mRNA или вызывая их деградацию [10]. MiRNA
проявляют свои биологические функции на
уровне mRNA и участвуют в регуляции различ�
ных типов физиологической активности, вклю�
чая обмен жиров и дифференцировку клеток
[11]. Например, было показано, что miR�16�5p
[12], miR�26b [13] и miR�181a [14] способствуют
развитию ангиогенеза, в то время как miR�124�
3p [15], miR�375 [16] и miR�127 [17] этот процесс
ингибируют. Ранее мы проанализировали
экспрессию miRNA в широчайшей мышце спи�
ны (latissimus dorsi muscle) быков и бычков жел�
того крупного рогатого скота Яньбянь с исполь�
зованием набора Affymetrix GeneChip miRNA
3.0 и обнаружили в этой мышце дифференци�
альную экспрессию bta�miR�1271 [18]. Мы так�
же использовали методы секвенирования следу�
ющего поколения (miRNA�seq и RNA�seq) для
анализа длинной мышцы спины (longissimus
dorsi muscle) бычков желтого крупного рогатого
скота Яньбянь в возрасте 30 месяцев, отличаю�
щихся высоким и низким содержанием жира
(по три особи из каждой группы). Было показа�
но, что уровни экспрессии bta�miR�1271 и гена
ATF3 в группах с высоким и низким содержани�
ем в мясе жира отличаются друг от друга (рис. S1

в Приложении). С помощью программы
Targetscan ген ATF3 предсказан, как целевой ген
bta�miR�1271. Нами было высказано предполо�
жение, что bta�miR�1271 и ATF3 могут повлиять
на внутримышечные отложения жира желтого
крупного рогатого скота Яньбянь, хотя, по на�
шим сведениям, до сих пор не было сообщений,
подтверждающих наличии связи между bta�
miR�1271 и каким�либо из ее генов�мишеней и
процессом адипогенеза.

В настоящем исследовании мы изучали ади�
погенез в преадипоцитах новорожденной особи
желтого крупного рогатого скота Яньбянь.
Бычьи преадипоциты дают значительные пре�
имущества для изучения процесса адипогенеза у
представителей желтого крупного рогатого ско�
та Яньбянь по сравнению с более широко ис�
пользуемой клеточной линией мышей 3T3�L1,
поскольку уникальные видоспецифичные пути
синтеза и метаболизма жира в бычьих клетках не
могут быть точно воспроизведены в мышиных
клетках [19]. Целью настоящего исследования
явилось выяснение роли bta�miR�1271 в диффе�
ренцировке преадипоцитов и создание основы
для дальнейших исследований miРНК�опосре�
дованной физиологической регуляции в жиро�
вой ткани крупного рогатого скота.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Клеточная культура и дифференцировка пре�
адипоцитов. Преадипоциты, выделенные из
представителей желтого крупного рогатого ско�
та Яньбянь были получены от отделения живот�
новодства Цзилинской Академии сельскохозяй�
ственных наук, Гунчжулин (Jilin Gongzhuling
Animal Husbandry Branch), клеточная линия
HepG2 гепатоцитов человека была получена от
фармацевтического факультета Яньбяньского
университета (Yanbian University School of
Pharmacy). Клетки культивировали при 37 °С в
инкубаторе в атмосфере 5% CO2 в модифициро�
ванной среде Дульбекко (DMEM, «Gibco», Ки�
тай), дополненной 10%�ой фетальной бычьей
сывороткой (FBS) («BI», Израиль). Когда пре�
адипоциты вырастали до 70–80% слияния, их
рассевали в 6�луночные культуральные планше�
ты. Когда слияние клеток достигало 100%, куль�
туральную среду заменяли DMEM, содержащим
10 мкг/мл инсулина, 0,5 мМ 3�изобутил�1�метил�
ксантина, 1,0 мкМ дексаметазона («Sigma�
Aldrich», Китай) и 10% FBS. Через два дня среда
была заменена DMEM, содержащим 10 мкг/мл
инсулина и 10% FBS, а затем через два дня сно�
ва заменена DMEM, содержащим 10% FBS.
Клетки выращивали в культуре в течение 9 дней.
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Биоинформатика. Последовательность зре�
лой bta�miR�1271 была получена из базы данных
miRBase (http://www.mirbase.org/). Гены, кото�
рые могут быть мишенями для miRNA, были
предсказаны с помощью программы TargetScan
(http://www.targetscan.org/vert_71/).

Трансфицирование преадипоцитов быка. Пре�
адипоциты быка рассевали в 6�луночные куль�
туральные планшеты при плотности 1 × 106 кле�
ток в лунку в 2 мл среды DMEM, содержащей
10% FBS. Для трансфекции 5 мкл Lipo�
fectamineTM 2000 («Invitrogen», Китай) и 10 мкл
20 мкМ раствора имитатора bta�miR�1271 или
эквивалентное количество имитатора отрица�
тельного контроля (NC) (ингибитора miRNA
или ингибитора отрицательного контроля) до�
бавляли в 100 мкл среды Opti�MEM («Gibco»,
США). Эти реагенты смешивали друг с другом и
инкубировали в течение 5 мин при комнатной
температуре, и затем их добавляли к клеткам,
культивируемым в среде DMEM, содержащей
10% FBS. Все препараты miRNA были приобре�
тены в компании «Jiangsu GenePharma», Китай.
Последовательности miRNA перечислены в
табл. S1 в Приложении.

Репортерный тест двойной люциферазы. На
основании последовательности 3′�нетранслиру�
емого участка (3′UTR) гена ATF3 крупного рога�
того скота, которая была получена от Нацио�
нального центра биотехнологической информа�
ции (NCBI, National Center for Biotechnology
Information), были сконструированы праймеры,
которые использовали для амплификации фраг�
мента гена, полностью соответствующего по�
следовательности затравки bta�miR�1271 (от 2�го
до 8�го нуклеотида на 5′�конце miRNA). После�
довательности, кодирующие сайты эндонуклеа�
зы рестрикции SacI и XbaI, были добавлены к 5′�
концам прямого и обратного праймеров соответ�
ственно. Полученный продукт ПЦР лигировали
в вектор pmirGLO («Promega», Китай). Мутации
в предполагаемый сайт связывания (3 нуклеоти�
да) вводили с помощью мутационных прайме�
ров; мутантные последовательности амплифи�
цировали методом ПЦР и клонировали в вектор
pmirGLO. Последовательности праймеров при�
ведены в табл. S2 в Приложении.

Клетки HepG2 рассевали в 96�луночные
культуральные планшеты, и их трансфицирова�
ли совместно с 0,1 мкг репортерного вектора
двойной люциферазы и 0,5 мкл 20 мкM имита�
тора bta�miR�1271 или NC с использованием ре�
агента LipofectamineTM 3000 («Invitrogen», Ки�
тай). Через 48 ч после проведения трансфекции
активность люциферазы определяли с исполь�
зованием набора Dual�Glo™ «Luciferase Assay
System», («Promega», Китай) и рассчитывали ак�

тивность с использованием люминометра
«GloMax 20/20» («Promega», Китай). Все экспе�
рименты выполнялись по три раза и независимо
друг от друга.

Окрашивание клеток с помощью красителя
«Oil Red O» и анализ триглицеридов. Клетки
дважды промывали фосфатным солевым буфе�
ром (PBS) и фиксировали in situ в 4%�м растворе
параформальдегида при комнатной температуре
в течение 30 мин. Фиксированные клетки дваж�
ды промывали с помощью PBS. Концентриро�
ванный раствор красителя «Oil Red O» («Sigma�
Aldrich», Китай) (0,5 г красителя растворяли в
100 мл изопропанола и затем фильтровали) сме�
шивали со стерильной водой в соотношении
6/4. Полученный раствор добавляли в ячейки 6�
луночного культурального планшета, где прово�
дили окрашивание клеток при комнатной тем�
пературе в течение 30 мин. Затем раствор краси�
теля «Oil Red O» удаляли, и клетки три раза про�
мывали водой и наблюдали под микроскопом.
Для определения содержания триглицеридов в
адипоцитах использовали набор «Triglyceride
Assay Kit» («NanJing Jiancheng Bioengineering
Institute», Китай).

Экстракция RNA и количественная ПЦР�в ре�
альном времени (RT�qPCR). RNA была извлечена
из клеток с помощью набора «Eastep ® Super
Total RNA Extraction Kit» («Promega», Китай).
MiRNA были извлечены с помощью набора
«Mircute miRNA Isolation Kit» («Tiangen», Ки�
тай). RT�qPCR проводили с использованием на�
бора «SYBR Premix Ex Taq II kit» («Takara», Ки�
тай). Для определения количества miRNA осу�
ществляли обратную транскрипцию с использо�
ванием набора «miRcute Plus miRNA First�Strand
cDNA Kit» («Tiangen», Китай), и RT�qPCR вы�
полняли с помощью наборов «miRcute Plus
miRNA qPCR Kit» (SYBR Green) («Tiangen», Ки�
тай) и «SYBR Premix Ex Taq II kit» («Takara», Ки�
тай). Реакции RT�qPCR проводили на приборе
«PCRmax Eco 48 real�time PCR machine»
(«PCRmax», Великобритания). Все эксперимен�
ты были выполнены три раза независимо друг от
друга. Для расчета относительного уровня
экспрессии соответствующей mRNA или
miRNA использовали формулу 2−ΔΔCt. В качестве
домашнего гена (housekeeping gene) и нормали�
зации уровня экспрессии других белок�кодиру�
ющих генов использовали ген β�aктина, в то
время как для нормализации экспрессии
miRNA использовали miРНК let�7a. Последова�
тельности праймеров, используемых для прове�
дения ПЦР (qPCR), представлены в табл. S3 в
Приложении.

Экстракция белка и вестерн�блоттинг. Клетки
лизировали путем инкубации с буфером лизиса
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RIPA («Beyotime», Китай), содержащим 1 мм
PMSF («Beyotime», Китай) на льду. Общую кон�
центрацию белка в клеточных лизатах измеряли
с помощью усиленного набора «BCA Protein
Assay Kit» («Beyotime», Китай) в соответствии с
инструкциями производителя. Образцы белков
подвергали электрофорезу в 12%�м SDS�PAAG
(20 мкг белка на полосу) и переносили на мем�
браны из поливинилидендифторида (PVDF)
(«Millipore», США) в соответствии с инструк�
циями производителя («Bio�Rad», США).
Мембрану PVDF промывали TBS, содержащим
0,1% Tween 20 (TBST), и блокировали 5%�м
овальбумином («Solarbio», Китай) в TBST в те�
чение 2 ч при комнатной температуре. Затем
мембрану инкубировали с первичными антите�
лами в блокирующем буфере в течение ночи
при 4 °C, пять раз промывали TBST и инкубиро�
вали с вторичными антителами, конъюгиро�
ванными с пероксидазой хрена, при 4 °C в тече�
ние 2 ч. После 5× промывания TBST получали
иммуноблоты с использованием раствора хеми�
люминесценции и анализировали с помощью
системы визуализации «Alliance MINI HD9
AUTO Western Blot Imaging System» («UVITEC»,
США). Интенсивность полос целевого белка
была нормализована к интенсивности полосы
β�актина и вычислена с помощью программы
«ImageJ». Кроличьи анти�АТФ3 (bs�0519R),
кроличьи анти�CEBPα (bs�1630R) и кроличьи
анти�PPARγ (bs�0530R) антитела были получе�
ны от компании «Bioss», Китай; мышиные ан�
ти�AC�актин (BS6007M) антитела были получе�
ны от компании «Bioworld Technology», США.
Все эксперименты проводились в трех незави�
симых повторах.

Статистическая обработка полученных ре�
зультатов. Все полученные результаты представ�
лены в виде среднего значения ± стандартное
отклонение (SD). Данные были обработаны с
использованием критерия Стьюдента (количе�
ственная ПЦР в реальном времени, вестерн�
блоттинг, тест определения триглицеридов) или
с помощью метода ANOVA (репортерный тест
двойной люциферазы). Различия между группа�
ми рассматривались как статистически досто�
верные при условии, что значение p < 0,05. Ста�
тистическая обработка данных была выполнена
с помощью программного пакета «SPSS 20 soft�
ware».

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

miR�1271 является высоко консервативной
miРНК клеток млекопитающих. В клетках быка
ген (bta) miR�1271 локализован на хромосоме 7,

и он кодирует только одну молекулу зрелой
miRNA – bta�miR�1271, в то время как ген (hsa)
miR�1271 человека локализован на хромосоме 5
и генерирует две зрелых miRNA (hsa�miR�1271�
5p и hsa�miR�1271�3p). Интересно, что hsa�miR�
1271�5p и bta�miR�1271 являются гомологичны�
ми miRNA. Последовательность зрелой miRNA
является высоко консервативной для клеток
млекопитающих, включая горилл, других обезь�
ян, свиней, козлов и т.д. Хотя существуют неко�
торые небольшие различия в последовательнос�
тях miRNA, исходные последовательности ока�
зались одними и теми же (рис. 1, a). Целевой
сайт на молекуле bta�miR�1271, который был
предсказан в последовательности mRNA ATF3,
показан на рис. 1, b. Далее мы сравнили гены�
мишени, которые были предсказаны с помощью
программы TargetScan, с другими в различной
степени экспрессируемыми генами, выявлен�
ными в результате ранее проведенного анализа с
использованием программы «RNAseq» (рис. S1
в Приложении). Было показано, что ген ATF3
является кандидатным геном�мишенью bta�
miR�1271.

bta�miR�1271 способствует дифференцировке
преадипоцитов у особей желтого крупного рогато�
го скота Яньбянь. Чтобы выяснить роль bta�miR�
1271 в процессе дифференцировки преадипоци�
тов, меченые FAM имитаторы bta�miR�1271 или
miRNA, служащие в качестве NC, были транс�
фицированы в преадипоциты особей желтого
крупного рогатого скота Яньбянь. Эффектив�
ность трансфекции была высокой, что опреде�
ляли измерением флуоресценции меченых FAM
нуклеиновых кислот через 6 ч после трансфек�
ции (рис 2, a). Эффективность трансфекции сос�
тавила более 60% и существенно не отличалась
между иммитаторами bta�miR�1271 и NC (рис.
2, b). Через 48 ч после проведения трансфекции
уровень miR�1271 был количественно опреде�
лен методом RT�qPCR. Оказалось, что экспрес�
сия miR�1271 была значительно повышена в
случае проведения трансфекции имитатором
miRNA в сравнении с клетками, которые были
трансфицированы имитатором NC (рис. 2, c).
Через 0, 2, 4, 6 и 8 дней культивирования клеток
из них выделяли mRNA, чтобы охватить все ста�
дии процесса дифференцировки преадипоци�
тов, и затем с помощью RT�qPCR измеряли
уровни экспрессии генов�маркеров процесса
адипогенеза – генов PPARγ и C/EBPα. Уровни
экспрессии mRNA PPARγ и C/EBPα достигали
пиковых значений на 6�ой день индуцирован�
ной дифференцировки преадипоцитов (рис. 2,
d). Поэтому содержание mRNA PPARγ и
C/EBPα и количество соответствующих белков
в клетках из разных групп, различающихся по
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способу их обработки, оценивали методом RT�
qPCR и вестерн�блоттинга соответственно, на
6�й день индуцированной дифференцировки.
Клетки, трансфицированные bta�miR�1271, де�
монстрировали повышенное накопление три�
глицеридов в липидных каплях на 9�й день диф�
ференцировки, что было подтверждено окра�
шиванием красителем «Oil Red O» (рис. 2, e и f)
и количественным определением триглицери�
дов (рис. 2, g). По сравнению с имитатором от�
рицательного контроля, повышенная экспрес�
сия bta�miR�1271, усиленная трансфекцией
имитатора этой miRNA, приводила к сущест�
венному повышению экспрессии PPARγ и
C/EBPα на уровне mRNA и белка. Уровни
mRNA и белка PPARγ были соответственно в
1,71 и 1,23 раза выше, а уровни mRNA и белка
C/EBPα – соответственно в 1,72 и 1,89 раза вы�
ше, чем в клетках, трансформированных с по�
мощью NC�имитаторов (p < 0,05) (рис. 2, h и i).
Использование ингибитора bta�miR�1271 при�
водило к противоположному результату. В этом
случае уровни mRNA и белка PPARγ были пони�
жены. Они были равны 0,83 и 0,48 от соответ�
ствующих значений в группе ингибитора NC. В
случае C/EBPα уровни mRNA и белка по срав�
нению с группой NC были равны 0,66 и 0,54 от
соответствующих значений для контрольной
группы (p < 0,05) (рис. 2, j и k). В целом, пред�
ставленные результаты позволяют сделать пред�
положение, что bta�miR�1271 способствует раз�
витию процесса адипогенеза в культуре преади�
поцитов желтого крупного рогатого скота Янь�
бянь.

bta�miR�1271 взаимодействует непосредствен�
но с mRNA 3′′UTR ATF3. Чтобы выяснить,
действительно ли bta�miR�1271 непосредствен�
но взаимодействует с mRNA ATF3, нами был
создан вектор дикого типа pmirGLO�wild type
(WT) и мутантный вектор (pmirGLO�mutant type
(MUT) (рис. 3, a и b). Клетки HepG2 были под�
вергнуты совместной трансфекции имитатором
bta�miR�1271 или имитатором NC, а также или с
вектором pmirGLO дикого типа (pmirGLO�WT)
или с вектором pmirGLO�MUT. Через 24 ч после
трансфекции активность люциферазы в клет�
ках, трансфицированных имитаторами bta�miR�
1271, была ниже, чем в клетках, трансфициро�
ванных имитаторами NC (рис. 3, с).

Экспрессия гена ATF3 во время дифферен�
цировки преадипоцитов понижается и достига�
ет минимальных значений на 4�й день культи�
вирования клеток (рис. 3, d). Чтобы проверить
предположение о том, что bta�miR�1271 может
способствовать процессу адипогенеза через по�
давление экспрессии гена ATF3, нами была осу�
ществлена кратковременная трансфекция пре�

адипоцитов быка имитатором bta�miR�1271 или
ее ингибитором. Было показано, что на средних
стадиях процесса дифференцировки преадипо�
цитов (4 дня после индукции процесса диффе�
ренцировки клеток) уровни mRNA и белка
ATF3 были значительно понижены вследствие
усиленной имитаторами повышенной экспрес�
сии bta�miR�1271 (рис. 3, e и f). Подавление
экспрессии bta�miR�1271 с помощью ингибито�
ра bta�miR�1271, напротив, приводило к повы�
шенной экспрессии ATF3 (рис. 3, g и h). В целом
полученные нами результаты свидетельствуют о
том, что ген ATF3 является непосредственной
мишенью bta�miR�1271.
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Рис. 1. Гомологичные последовательности miR�1271 и
предсказание гена�мишени для этой miRNA с помощью
биоинформатических подходов. а – Последовательность
miR�1271 клеток млекопитающих с исходными участками
последовательности, выделенными желтым цветом. Звез�
дочками отмечены положения строго консервативных ос�
татков. bta – Бык (Bos Taurus); hsa – человек (Homo sapiens);
ggo – горилла (Gorilla); ppy – орангутанг (Pongo pygmaeus);
ptr – шимпанзе (Pan troglodytes); mml – макака (Macaca
mulatta); ssc – свинья (Sus scrofa); eca – лошадь (Equus
caballus); cfa – собака (Canis familiaris); chi – козел (Capra
hircus). b – Сайт�мишень на молекуле bta�miR�1271 внутри
3′UTR транскрипта mRNA гена ATF3 (выделен красным
цветом). (С цветными вариантами рис. 1–3 можно ознако�
миться в электронной версии статьи на сайте: http://
sciencejournals.ru/journal/biokhsm)
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Рис. 2. bta�miR�1271 способствует дифференцировке преадипоцитов желтого крупного рогатого скота Яньбянь. a – Ме�
ченый FAM имитатор NC и имитатор miR�1271 были кратковременно трансфицированы в преадипоциты. Эффектив�
ность трансфекции определяли через 6 ч после проведения трансфекции с помощью яркой световой визуализации и флуо�
ресцентной микроскопии. Зелёным цветом представлены имитатор NC или имитатор miR�1271, трансфицированные в
клетку (увеличение 100×), b – эффективность трансфекции FAM�меченой miРНК (n = 3; NS – незначительные разли�
чия). c – Уровни bta�miR�1271, выявленные методом RT�qPCR через 48 ч после проведения трансфекции (n = 3;
** p < 0,01). d – Изменения уровня mRNA PPARγ и C/EBPα во время дифференцировки преадипоцитов (n = 3; * p < 0,05).
e – Образование липидных капель в клетках, трансфицированных имитаторами NC и bta�miR�1271 через 9 дней после ин�
дукции процесса дифференцировки преадипоцитов, определенное с помощью окрашивания клеток красителем «Oil Red
O» (увеличение 200×). f – Содержание липидов определяли после экстракции изопропанолом красителя «Oil Red O» и
последующего измерения поглощения при 510 нм (n = 3). g – Cодержание триглицеридов в клетках, трансфицированных
NC или имитатором (n = 3). h и i – Влияние повышенной экспрессии bta�miR�1271, индуцированной в результате транс�
фекции имитатором, на уровни mRNA (h) и белка PPARγ (i) C/EBPα, рассчитанное по результатам RT�qPCR и вестерн�
блоттинга соответственно (n = 3). j и k – Влияние нокдауна bta�miR�1271 на экспрессию PPARγ и C/EBPα после прове�
дения трансфекции ингибитором этой miRNA, определенное на уровне mRNA (j) и белка (k) в сравнении с клетками,
трансфицированными ингибитором NC (n = 3); * p < 0,05, ** p < 0,01
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Рис. 3. Ген ATF3 – мишень bta�miR�1271. а – Схематическое представление стратегии клонирования целевой последова�
тельности гена ATF3, нижележащей по отношению к гену люциферазы светлячков в векторе pmirGLO. b – Участок свя�
зывания bta�miR�1271 (он выделен зелёным цветом) в 3′UTR участке гена ATF3, который был клонирован в вектор
pmirGLO для создания вектора дикого типа, pmirGLO�WT. Три нуклеотида в участке связывания bta�miR�1271 (они выде�
лены красным цветом) были заменены, чтобы создать мутантный вектор pmirGLO�MUT. c – Активность люциферазы в
клетках линии HepG2, трансфицированных векторами pmirGLO с репортером двойной люциферазы. Относительную ак�
тивность люциферазы рассчитывали на основе соотношения люминесценции светлячков (Firefly) с люминесценцией
Renilla (n = 3; * p < 0,05). d – Экспрессия гена ATF3 во время дифференцировки преадипоцитов из особей желтого круп�
ного рогатого скота Яньбянь (n = 3). e и f – Влияние повышенной экспрессии bta�miR�1271 (усиленной имитатором bta�
miR�1271) или ее нокдауна (с помощью ингибитора bta�miR�1271) в адипоцитах быка на уровень mRNA (e) (n = 4) и бел�
ка (f) (n = 3). g и h – Влияние нокдауна bta�miR�1271 (с помощью ингибитора bta�miR�1271) в адипоцитах крупного рога�
того скота на количество mРНК ATF3 (g) (n = 4) и белка (h) (n = 3); * р ≈ 0,05; ** p ≈ 0,01
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Желтый крупный рогатый скот Яньбянь яв�
ляется высоко производительным источником
мяса с уникальными вкусовыми качествами. Он
занимает передовые позиции на рынке говяди�
ны. Это всемирно известная порода мясного
скота, несмотря на очевидные недостатки, такие
как низкий уровень убоя и недостаточный уро�
вень производства говядины высшего качества.
Понимание молекулярных механизмов, кото�
рые регулируют синтез жиров у особей желтого
крупного рогатого скота Яньбянь, стало важной
частью программы по его молекулярному разве�
дению. В последние годы широкое внимание
привлекло культивирование преадипоцитов in
vitro в связи с тем, что появилась возможность
непосредственно контролировать процесс ади�
погенеза в ответ на воздействие различных регу�
ляторных факторов и тем самым получить
представление о механизмах образования жиро�
вой ткани в клетках преадипоцитов in vivo [20].
Количество жировых клеток, их объем и накоп�
ление в них липидных капель оказывают прямое
влияние на уровень отложения жира в тканях. В
свою очередь, тип и содержание жировой ткани
быка непосредственно сказывается на нежности
и аромате мяса [21]. MiRNA являются важней�
шими регуляторами процесса адипогенеза и ме�
таболизма липидов, а некоторые из них, такие
как miR�214�3p, miR�20a�5p и miR�144�3p, спо�
собствуют адипогенезу [22–24], в то время как
другие miRNA отрицательно регулируют адипо�
генез (miR�18b�3p и miR�27) [25, 26].

В то время как во многих работах было пока�
зано, что miR�1271 регулирует некоторые клю�
чевые биологические функции, включая проли�
ферацию опухолевых клеток [27, 28] и нейромо�
дуляцию [29], до сих пор не было работ, предпо�
лагающих участие miR�1271 в процессе адипоге�
неза. В наших предыдущих работах с помощью
анализа miRNA�seq и RNA�seq мы показали, что
miR�1271 дифференцированно экспрессировал�
ся в длинных мышцах спины у особей желтого
крупного рогатого скота Яньбянь, отличающих�
ся высоким или низким содержанием жира.
Среди генов�мишеней miR�1271, предсказан�
ных методами биоинформатики, ген ATF3 также
был дифференцированно экспрессирован в этих
двух группах крупного рогатого скота. Поэтому
мы предположили, что miR�1271 регулирует ли�
пидный обмен, нацеливаясь на mRNA ATF3. В
настоящей работе исследовали регулируют ли
bta�miR�1271 адипогенез в культивируемых in
vitro преадипоцитах желтого крупного рогатого
скота Яньбянь. Установлено, что сверхэкспрес�
сия bta�miR�1271, усиленная трансфекцией кле�

ток с имитацией bta�miR�1271, способствует
дифференцировке адипоцитов и образованию
липидных капель. Кроме того, во время диффе�
ренцировки преадипоцитов повышение экс�
прессии bta�miR�1271 приводило к повышению
экспрессии адипогенных генов PPARγ и
C/EBPα. Для проведения сравнения уровня
экспрессии miRNA в длинных мышцах спины у
30�месячных бычков желтого крупного рогатого
скота Яньбянь с различным содержанием жира
в мышцах нами был использован метод miRNA�
seq. Было показано, что уровень экспрессии
miR�1271 выше среднего уровня miRNA,
экспрессируемых в различной степени. Это
подтвердило, что уровень эндогенной экспрес�
сии miR�1271 тоже выше среднего уровня. По�
этому, чтобы подавить эндогенную экспрессию
bta�miR�1271, клетки были нами трансфициро�
ваны ингибитором bta�miR�1271. Полученные
нами результаты свидетельствовали о том, что
ингибирование синтеза эндогенной miR�1271
может привести к снижению уровня экспрессии
PPARγ и C/EBPα и повысить экспрессию ATF3
в адипоцитах. В целом, полученные нами ре�
зультаты свидетельствуют о том, что bta�miR�
1271 может способствовать метаболизму липи�
дов у особей желтого крупного рогатого скота
Яньбянь.

ATF3 представляет собой ген раннего ответа
на стресс, который принадлежит к семейству
факторов транскрипции ATF/CREB [30]. Было
показано, что ATF3 ингибирует адипогенную
дифференцировку мышиных клеток линии 3T3�
L1, снижая уровень экспрессии PPARγ и
C/EBPα [31, 32]. Кроме того, было показано, что
ATF3 ингибирует экспрессию гена адипонекти�
на в клетках 3T3�L1 [33]. Далее было обнаруже�
но, что ATF3 участвует в активации Wnt/β�кате�
нин�зависимого сигнального пути [34], который
принято рассматривать, как основной негатив�
ный регулятор процесса дифференцировки пре�
адипоцитов. Считается, что передача сигнала
через этот путь вызывает ингибирование про�
цесса адипогенеза [35, 36]. Jang et al. [37] показа�
ли, что уровень экспрессии гена ATF3 в белой
жировой ткани у страдающих ожирением мы�
шей, получавших обогащенную жирами пищу,
был выше по сравнению с контрольными жи�
вотными. Следовательно, экспрессия ATF3 мо�
жет быть связана с образованием липидных ка�
пель, что соответствовало увеличению уровня
экспрессии ATF3 после 5�го дня. Нами также
была изучена относительная экспрессия ATF3
во время дифференцировки преадипоцитов у
особей желтого крупного рогатого скота Янь�
бянь. Полученные нами результаты свидетель�
ствуют о том, что экспрессия ATF3 во время на�
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чальной стадии процесса дифференцировки
преадипоцитов понижается и достигает мини�
мального значения на 4�й день процесса диффе�
ренцировки. Затем уровень экспрессии посте�
пенно возрастает до завершения процесса созре�
вания адипоцитов. В целом ATF3 экспрессиро�
вался на низком уровне до образования липид�
ных капель. После 4�х дней дифференцировки в
адипоцитах образовывались липидные капли, и
уровень экспрессии ATF3 также повышался. В
настоящей работе с помощью метода репортер�
ной двойной люциферазы мы показали, что bta�
miR�1271 ингибирует экспрессию гена ATF3,
связываясь с его 3′UTR участком. Далее нами
были получены доказательства того, что повы�
шенная экспрессия bta�miR�1271 вызывает ин�
гибирование экспрессии mRNA и белка ATF3, в
то время как нокдаун bta�miR�1271 способствует
экспрессии гена ATF3, что подтверждает роль ге�
на ATF3 как гена�мишени bta�miR�1271.

Несмотря на то, что до сих пор не опублико�
ваны исследования, посвященные роли miR�
1271 в процессе дифференцировки преадипоци�
тов, есть сообщения, свидетельствующие о том,
что miR�1271 может опосредованно ингибиро�
вать Wnt/β�катенин�зависимый сигнальный
путь и ингибировать TGFβ�опосредованную пе�
редачу сигнала, целенаправленно воздействуя
на другие гены [38, 39]. Мы предполагаем, что
bta�miR�1271 способствует экспрессии PPARγ и
C/EBPα путем ингибирования экспрессии гена

ATF3, тем самым способствуя дифференцировке
жировых клеток. Понимание молекулярных ме�
ханизмов, регулирующих процесс адипогенеза у
крупного рогатого скота, может дать необходи�
мую информацию для разработки программ мо�
лекулярного разведения. Кроме того, miR�1271
и ее гены�мишени могут играть роль в патогене�
зе ожирения, открывая новое направление ис�
следований для изучения биологических мето�
дов лечения заболеваний, связанных с ожире�
нием.

Финансирование. Выполнение данной работы
было поддержано Программой Развития Науки и
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Yanbian yellow cattle are one of the top five largest breeds of cattle in China. We had previously found that bta�miR�
1271 is differentially expressed in the longissimus dorsi muscles of Yanbian yellow bulls and steers. However, whether
bta�miR�1271 affects bovine fat formation is unclear. In this study, we used target gene prediction, dual�luciferase
reporter assay, and transfection�mediated overexpression and inhibition of bta�miR�1271 in a culture of Yanbian yel�
low cattle preadipocytes to investigate the role of bta�miR�1271 in adipogenesis. We showed that bta�miR�1271
directly targets the 3′�untranslated region (3′�UTR) of the activating transcription factor 3 (ATF3) mRNA and down�
regulates its expression. Overexpression of bta�miR�1271 enforced by the miRNA mimics promoted triglyceride accu�
mulation and significantly upregulated expression of the adipogenic peroxisome proliferator�activated receptor γ
(PPARγ) and CCAAT enhancer�binding protein α (C/EBPα) genes at both the protein and mRNA levels, as demon�
strated by RT�qPCR and Western blot analyses. Conversely, inhibition of bta�miR�1271 expression produced the
opposite effect. Our results show that bta�miR�1271 regulates differentiation of Yanbian yellow cattle preadipocytes
by inhibiting ATF3 expression, which highlights the importance of microRNA�mediated regulation of adipogenesis.
miR�1271 and its target gene(s) may provide a new research direction for investigating biological agents affecting
intramuscular fat deposition in cattle.

Keywords: ATF3, bta�miR�1271, preadipocyte differentiation, Yanbian yellow cattle


