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猪 ACTA2 基因的克隆、表达分析及其与生产性状的关联 
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摘要: 为鉴定对猪生产性状有重要影响的新分子标记,文章采用电子克隆结合 PCR 方法获得了猪肌动蛋白

α2(Actin alpha 2, ACTA2)基因编码区序列和部分基因组序列,建立了第 2 内含子 C1554T 替换的 PCR-HinfⅠ- 
RFLP 基因分型方法,在所检测的 7 个不同猪群中除大白和梅大群体外,其他群体中均是 C 等位基因频率高于 T
等位基因的频率。标记与性状关联分析发现 ACTA2 基因型与肩部背膘厚、臀部背膘厚、肥肉率、瘦肉率、股

二头肌 pH和肌内脂肪显著或极显著相关,TT基因型与 CC基因型相比具有更高的瘦肉率以及更低的肥肉率和背

膘厚。通过 Real-time RT-PCR 分析发现 ACTA2 在大白和梅山两个品种猪骨骼肌中的表达量都随着日龄的增加

而降低,在各个阶段,梅山猪中的表达量都比大白猪中的表达量高。 
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Cloning and expression analysis of porcine ACTA2 gene and its 
association with production traits 
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Abstract: To identify new DNA markers which have significant impact on pig production traits, the full coding sequence 
and partial genomic sequence of porcine ACTA2(Actin alpha 2)gene were isolated using in silico cloning and PCR. 
PCR-HinfⅠ-RFLP was developed to detect C1554T substitution in intron 2. The frequency of allele C is higher than that of 

allele T in all the seven detected pig populations except for Large White and Meishan×Large White. Association analysis of 
markers and production traits showed that the relation between ACTA2 gene and shoulder fat thickness, buttock fat thick-
ness, fat meat percentage, lean meat percentage, meat pH (m.Biceps Femoris, BF), and intramuscular fat were significant or 
highly significant. Compared with CC genotype, TT had a higher lean meat percentage, a lower fat meat percentage and 
backfat thickness. Real-time RT-PCR analysis showed that the expression level of ACTA2 gene in the skeletal muscle of 
Large White and Meishan pigs decreased with the increasing of days. And during each period, the expression level was 
higher in Meishan pigs than in Large White pigs. 
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肌肉是动物体内最丰富的组织 ,占肉用家畜体
重的 45%~60%, 其生长发育相关性状和品质相关性
状是肉用家畜最重要的性状。因此寻找和研究与猪

肌肉生长发育及品质相关的候选基因或分子标记 ,
并将其应用于实践, 对于猪的育种工作具有非常重
要的意义。 

肌动蛋白是首先在肌肉细胞中发现的一种重要

的收缩蛋白, 其后的许多研究表明, 该蛋白也存在
于非肌细胞中。肌动蛋白主要存在于细胞质中, 是
肌小节和细胞骨架微丝的主要组成成分, 受多种肌
动蛋白结合蛋白的调控 ,参与与细胞形态相关的多
种生理过程[1]。肌动蛋白是细胞内最重要的蛋白质

之一, 在体内, 肌动蛋白不仅作为不可或缺的成分
参与肌球蛋白介导的肌肉收缩运动[2, 3], 而且也可以
通过受调控的聚合动力学过程[4]或凝胶-溶液转化[5]

单独介导细胞运动。除此以外,越来越多的研究表明,
肌动蛋白参与了远比以前人们认为的更加广泛和复

杂的生命活动, 如细胞粘附、信号转导、离子通道
调控等等[6~10]。细胞骨架之所以能够形成稳定结构

又可形成动态结构是由于微丝特别是肌动蛋白微丝

和微管的作用。α-肌动蛋白是一种具有两个亚基的
蛋白质,其主要作用是将肌动蛋白微丝锚定在肌节Z
线上。对禽类胚胎期的肌动蛋白基因表达的研究表

明, 肌动蛋白基因表达在胚胎期不仅出现发育阶段
性, 而且具有组织特异性。心肌α-肌动蛋白基因表
达的活化是在肌肉细胞分化开始时, 而骨骼肌α-肌
动蛋白基因的表达却和一些非肌肉性组织一样要早

得多[11]。 
肌动蛋白α2(Actin alpha 2, ACTA2)是鸟类和哺

乳动物中存在的 6 种肌动蛋白亚类之一, 正常情况
下主要分布于肌纤维母细胞、肌上皮细胞、血管平

滑肌等。肌纤维母细胞是组织损伤修复的重要细胞

成分, 也是组织纤维化关键因素。ACTA2 是肌纤维
母细胞的细胞表型可靠标志性蛋白[12]。目前, ACTA2
基因在猪中的研究尚未见报道 ,而正因为肌动蛋白
所具有的重要生物学功能, 我们选择了ACTA2 作为
猪的候选基因进行研究, 以期应用于育种实践。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

大白、长白、梅山、大白×长白 F1、长白×大白

F1、大白×梅山 F1、梅山×大白 F1猪以及大白×梅山
F2 代均来自华中农业大学精品猪场。另采集大白、

长白、梅山 3个猪种的背最长肌组织(用于基因分离),
以及 1日龄、60日龄、120日龄的大白猪和 30日龄、
60日龄、120日龄的梅山猪(各 3头)背最长肌组织(用
于基因发育表达和品种间表达研究)。 

1.2  方法 

1.2.1  DNA、总 RNA 的提取、cDNA 合成及性状  
测定 

采集所有实验猪的血液,采用常规的酚/氯仿法
进行基因组 DNA的提取。背最长肌组织采用 Trizol 
Reagent 进行总 RNA 的提取, 并在如下的反应体系
中反转录成 cDNA: 5×反应缓冲液 5 μL, 含 4 种
dNTP的混合液 2 μL, RNasin 0.5 μL, M-MLV反转录
酶 1 μL, 2 μg总 RNA, 1 μL Oligo(dT15)及 DEPC处理
水至终体系为 25 μL。 

实验猪群的性状测定包括活体性状测定, 体重
达 90 kg左右时, 集中屠宰测定胴体性状、肉质性状
和其他性状。测定方法根据《种猪测定原理与方法》

进行[13]。 

1.2.2  引物设计 

根据 GenBank 数据库中的猪 ESTs(GenBank 登
录号分别为 BP464931、AJ943349、AJ944857 和
AK240348)设计引物 A-1以扩增 ACTA2的 cDNA序
列; 根据人 CDS 序列和人基因组序列比对结果, 在
预测的猪 ACTA2 基因组结构的基础上, 参照分离得
到的 cDNA 序列, 设计引物 A-2 扩增第 2 内含子序
列; 引物 A-3 和 A-4 被分别设计用于 PCR-RFLP 分
型和表达谱分析。所有引物由上海生物工程技术有

限公司合成, 引物序列和复性温度见表 1。 

 
表 1  引物序列和 PCR 反应复性温度 

引物 序列(5′→3′) 复性温度(℃)

F: CCAGAGCAATCAGGGACC 58 A-1
R: TTTAGAAGCATTTGCGGTGG  
F: ACAATGGTTCTGGGCTCT 58 A-2
R: TTTTGTCCCATTCCCACC  
F: TAATGATGGAGTGCCAAAC 55 A-3
R: CGAACCTCTGAACCGATA  
F: TGGTTCTGGGCTCTGTAAGG 62 A-4
R: GATGCCGTGTTCTATTGGGT  



 
第 5期 黄京书等: 猪 ACTA2基因的克隆、表达分析及其与生产性状的关联 491 

 

 

1.2.3  PCR 扩增 

PCR反应总体积为 25 μL, 反应体系如下: 50 ng
模板 , 0.5 μL primer(5 μmol/L), 1.5 µL dNTP(2 
mmol/L), 2.5 µL 10× PCR buffer, 1.5 µL MgCl2(25 
mmol/L) 和 1 U Taq DNA 聚合酶。PCR反应程序: 
94℃预变性 4 min; 然后 94℃变性 50 s, 复性 50 s(复
性温度见表 1), 72℃延伸 l min, 共 35个循环; 最后
72℃延伸 10 min。PCR产物通过 pGEM®-T Vector
连接转化到大肠杆菌 DH5α感受态细胞,送北京奥科
生物技术有限责任公司进行序列测定。 

1.2.5  PCR-RFLP 分析 

8.5 μL PCR产物加入 0.5 μL(10 U/μL)HinfⅠ和
1 μL 10×buffer(含 10×BSA), 在 37℃酶切 4 h, 酶切
产物用琼脂糖凝胶电泳检测, 成像系统观察和记录
酶切结果。 

1.2.5  序列分析 

猪 ACTA2基因组结构是根据不同物种间剪切位
点的保守性参考人和小鼠 ACTA2基因组结构分析而
获得; 多序列比对采用 CLUSTALX 1.83软件进行。 

1.2.6  统计分析 

根据Liu[14]所述方法建立单标记回归统计模型,
采用SAS统计软件 (SAS Institute Inc, Version 8.0) 
glm过程进行单标记方差分析, 同时采用reg过程计
算基因加性效应和显性效应 , 并进行显著性检验 , 
所采用模型为:  

Yijkl=μ+Gi+Fj+Sk+Yl+bijklXijkl+eijkl 

Yijkl为性状表型值, μ为平均值, Gi为基因型效应; Sk、

Yl、Fj为固定效应, 分别为性别、年度、家系效应, bijkl

为屠宰体重或屠宰日龄的回归系数, 胴体性状以屠
宰体重为协变量 , 肉质性状以屠宰日龄为协变量 , 
eijkl为残差效应。 

1.2.7  表达谱分析 

采用 Real-time RT-PCR方法进行猪 ACTA2基因
在不同品种、不同发育阶段骨骼肌中的表达分析,荧
光染料采用 SYBR Green I, 以 18S rRNA作为内参,
引物序列如下:  
正向引物: 5′-TTTCGCTCTGGTCC GTCTTG-3′; 
反向引物: 5′-TTCGGAACTGAGGCCA TGAT -3′。 

PCR反应体系为 25 μL, 其中模板 cDNA为 50 

ng,每条引物浓度为 0.4 μmo1/L, SYBR Green I 混合
液 12.5 μL, 加去离子水至总体积 25 μL。PCR扩增
程序为: 95℃预变性 1 min; 然后 95℃变性 15 s、   
62℃复性 15 s、72℃延伸 15 s(82℃ 30 s读板), 共
40个循环, 最后 72℃延伸 5 min。 

将所得结果按规定格式提交给 Bio-Rad 公司的
Macro 软件并通过比较 Ct(△△Ct)值方法来计算
mRNA相对表达量。 

2  结果与分析 

2.1  猪 ACTA2基因的克隆和序列分析 

以大白、长白、梅山 3 个猪种肌肉组织提取总
RNA反转录合成的 cDNA为模板, 用表 1所示的引
物 A-1进行 PCR扩增, 扩增产物回收纯化后克隆测
序,测序结果显示片段长度为 1 172 bp(GenBank登录
号为 FJ547477), 序列分析表明, 该 cDNA 序列具有
1 134 bp的开放阅读框, 编码了 377个氨基酸组成的
蛋白质; 以大白、长白和梅山猪基因组 DNA为模板,
用表 1所示的引物 A-2进行 PCR扩增, 扩增产物回
收后克隆测序, 测序结果表明, 引物 A-2 在猪基因
组中的扩增片段长度是 1 771 bp, 其中内含子 2长度
为 1 653 bp(GenBank登录号为 FJ547478)。 

2.2  猪 ACTA2基因的 SNPs研究 

利用 CLUSTAL X(1.83)比对我们所获得的大
白、长白、梅山猪 ACTA2 基因序列, 发现了部分潜
在 SNPs位点。其中, 第 2内含子的 C1554T替换会
引起 HinfⅠ酶切位点(G↓ANTC)多态性。我们针对该
位点设计了表 1 所示的引物 A-3 进行 HinfⅠ-RFLP 
多态分析。PCR 产物长度为 282 bp, 当该位点为 C
时, HinfⅠ酶切后产生两个片段, 长度分别为 215 bp
和 67 bp(C 等位基因); 当该位点为 T 时, 不能被
Hinf I酶切, 酶切后只有一个片段, 长度为 282 bp(T
等位基因)。猪 ACTA2 基因的 HinfⅠ-RFLP 酶切分
型结果如图 2所示。CC基因型有两个片段, 215 bp
和 67 bp; CT基因型有 3个片段, 282 bp, 215 bp和 67 
bp; TT基因型只有一个片段 282 bp。 

利用 HinfⅠ-RFLP方法,在大白、长白、梅山、
大白×长白、长白×大白、大白×梅山、梅山×大白猪
中进行了基因分型。如表 2所示,在大白群体中 C等
位基因的频率要低于 T 等位基因的频率,梅山×大白 
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图 2  猪 ACTA2 基因 HinfⅠ-RFLP 多态分型结果 
M: DL 2000 Markers。 

 
群体中 C 等位基因和 T 等位基因的频率相同, 其他
群体中均是C等位基因频率要高于T等位基因的频率,
尤其是梅山群体中 C等位基因的频率达到了 0.97。 

2.3  猪 ACTA2 基因 Hinf I-RFLP 基因型与生产性
状的统计分析 

应用模型 Yijkl=μ+Gi+Fj+Sk+Yl+bijklXijkl+eijkl, 运
行 SAS 软件 glm 和 reg 过程, 进行猪 ACTA2 基因

HinfⅠ-RFLP 不同基因型与猪生产性状的关联分析, 
用于统计分析的实验材料为大白×梅山 F2 代总共

296 头猪 ,所分析的性状主要为胴体性状和肉质性
状。基因型检测结果表明: 在所检测的 296头大白×
梅山 F2代个体中, CC基因型 172头, CT基因型 110
头, TT基因型 14头。不同基因型与生产性状间的统
计分析结果总结于表 3。由表 3可以看出: ACTA2基
因型与肩部背膘厚相关极显著, 与肥肉率、瘦肉率、
臀部背膘厚、股二头肌 pH 和肌内脂肪相关显著。
TT 基因型与 CC基因型相比具有更高的瘦肉率以及
更低的肥肉率和背膘厚。基因效应方面肌内脂肪显

性效应达到显著水平。 

2.4  猪 ACTA2 基因在不同品种、不同发育阶段骨
骼肌的表达分析 

为进一步分析猪 ACTA2基因在不同品种、不同
发育阶段骨骼肌中的表达情况, 我们利用表 1 所示
的引物 A-4 进行 Real-time RT-PCR, 从而进行表达
分析。如图 3 所示, ACTA2 在大白和梅山两个品种 

 
表 2  ACTA2 HinfⅠ-RFLP 在不同群体中的多态性 

基因型 基因频率 
群  体 数  量 

CC CT TT C T 
大白 32 2 22 8 0.41 0.59 
长白  39 16 11 12 0.55 0.45 
梅山 52 49 3 0 0.97 0.03 
大白×长白 21 13 3 5 0.69 0.31 
长白×大白 23 13 8 2 0.74 0.26 
大白×梅山 75 35 37 3 0.71 0.29 
梅山×大白 40 14 12 14 0.50 0.50 

 

表 3  ACTA2 基因 HinfⅠ-RFLP 基因型与生产性状的统计分析表 
性 状 ACTA2 HinfⅠ-RFLP基因型 (μ±SE) 基因效应 (μ±SE) 

 CC CT TT 加性效应 显性效应 

肥肉率 24.198±0.368 a 23.476±0.462 21.038±1.316 b −1.580±0.683 −0.429±0.413 
瘦肉率 53.793±0.316 a 55.027±0.398 b 54.563±1.133 0.385±0.588 −0.424±0.356 
肩部背膘厚 3.741±0.060 A 3.480±0.076 B 3.532±0.215 −0.104±0.112 0.078±0.068 
6~7腰椎间背膘厚 2.868±0.049 2.788±0.062 2.566±0.175 −1.151±0.091 −0.035±0.055 
胸腰椎间背膘厚 2.096±0.047 2.078±0.058 1.801±0.166 −0.147±0.086 −0.065±0.052 
臀部背膘厚 1.991±0.055 2.027±0.069 a 1.611±0.198 b −0.190±0.103 −0.113±0.062 
三点平均背膘厚 2.666±0.047 2.578±0.059 2.378±0.169 −0.144±0.088 −0.028±0.053 
眼肌面积 29.342±0.381 30.156±0.480 29.863±1.366 0.261±0.709 −0.277±0.429 
背最长肌 pH 6.365±0.009 6.349±0.011 6.344±0.032 −0.010±0.016 0.003±0.010 
股二头肌 pH 6.423±0.007 a 6.408±0.009 6.369±0.024 b −0.027±0.013 −0.006±0.008 
肌内脂肪 3.674±0.035 3.742±0.044 a 3.471±0.124 b −0.102±0.064 −0.085±0.039* 

注: 以上数值为最小二乘均值±标准误; 含有相同字母表示差异不显著, 不同小写字母表示差异显著(P<0.05), 不同大写字母表示差异极显著
(P<0.01); 加性效应负值表示 T等位基因降低性状表型值; * 表示 P< 0.05。 
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中的表达量都随着日龄的增加而降低, 初生时表达
量高, 120日龄时表达量很低,其中大白 120日龄时由
于表达量太低图中未显示出来。另外, 在各个阶段,
梅山猪中的表达量都比大白猪中的表达量要高。 
 

 
 

图 3  ACTA2 基因在不同品种、不同发育阶段骨骼肌中的

表达模式图 
Y1、Y60和 Y120 分别代表大白猪 1日龄、60日龄和 120日龄; 
M30、 M60 和 M120 分别代表梅山猪 30 日龄、60 日龄和 120
日龄。 

 

3  讨 论 

分子标记辅助选择的基础是可靠的分子标记 ,
本研究就是从基因的生理生化功能出发, 通过对与
猪肌肉生长发育及品质相关的候选基因 ACTA2进行
研究 , 筛选、鉴定基因内新的单核苷酸多态标记
(Single Nucleotide Polymorphisms, SNP), 并将标记
与猪生产性状关联分析 , 以期用于分子标记辅助  
选择。 

SNPs是指基因组水平上由单个核苷酸的变异所
引起的DNA序列多态性。SNPs表现的多态性只涉及
到单个碱基的变异, 这种变异可由单个碱基的转换
或颠换所引起 , 也可由碱基的插入或缺失所   致
[15]。一般认为发生在内含子中的SNPs对生物不会有
严重的影响。但目前的一些研究已经发现, 也有许
多内含子序列对基因表达具有调控作用。内含子序

列对表达调控的机制可能有如下几种: 一是某些内
含子序列含有增强子或其它顺式作用元件, 从而调
控基因的转录[16]; 二是内含子的剪接增加mRNA在
核内的稳定性 [17]; 三是内含子中可能包含某序列 , 
能开放染色体的功能域, 或通过影响核质成分、位
置等来提高外源基因在转基因动物中的表达[18]。因

此, 从SNPs的生物学效应来看, 对本研究中ACTA2

基因第 2内含子的SNPs进行更深入的研究亦具有重
要的意义。 

通过进行猪ACTA2基因Hinf I-RFLP不同基因型
与猪生产性状的关联分析, 我们发现TT基因型的个
体与CC基因型的个体相比具有更高的瘦肉率、更低
的肥肉率和背膘厚, 然而却具有更低的股二头肌pH
值和肌内脂肪, 说明TT基因型的个体在提高了胴体
性状的同时也引起了肉质性状的降低。这一结果显

示出胴体性状与肉质性状的矛盾。这种现象以前也

有报道, 如Lonergan等[19]对一个瘦肉生长性状连续

选择了 5 个世代的杜洛克品系与未经选择的对照系
研究发现, 经选育的品系眼肌主观坚实度评分显著
低, 眼肌、半触肌和半膜肌的水分和蛋白质损失大, 
屠宰后pH值低, 更易产生PSE肉。结果表明选育能很
大程度地改良生长和胴体性状, 选育后的品系瘦肉
生长率明显提高, 背膘厚显著降低, 瘦肉率显著增
加, 但同时对肉质造成了很大的负面效应。这在一
定程度上 ,也说明在育种过程中猪胴体性状与肉质
性状是一个矛盾的统一体。我们在育种时,应根据需
求 , 制定合理的育种目标 , 确定要选择的性状 , 从
而选择合适的基因型。 

通过对猪 ACTA2 基因进行表达谱分析, 发现
ACTA2 基因的表达量在骨骼肌的不同发育阶段差异
很大, 表明 ACTA2 基因的表达具有发育阶段性。另
外 ,值得注意的是 , 在各个日龄阶段的骨骼肌中 , 
ACTA2 基因在梅山猪中的表达量都比大白猪中的表
达量要高, 而不同群体中等位基因频率分布的研究
(表 2)表明梅山猪中以 C等位基因为主, 而大白猪中
以 T 等位基因占优势, 这是否暗示我们 C 等位基因
的存在可能会增强 ACTA2基因的表达, 或者说 T等
位基因的存在降低 ACTA2 基因的表达, 从而导致其
在梅山猪中的表达量要高于大白猪中的表达量。这

一假设如果在以后的研究中得到验证, 将为我们在
前面提到的“许多内含子序列对基因表达具有调控

作用”提供进一步的证据。 
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