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猪 ATF4 基因多态性与生产性状的关联及基因表达分析 

陈超, 吴望军, 熊远著 

华中农业大学农业部猪遗传育种重点开放实验室, 武汉 430070 

摘要: 为进一步了解和认识ATF4 基因的功能, 揭示ATF4 对猪脂肪代谢的影响, 寻找与肉质性状相关联的分子

标记, 文章采用PCR方法扩增了ATF4 基因部分序列, 通过序列比对发现在翻译起始密码子ATG下游 159 bp处存

在A159G转换, 通过PCR-AluⅠ-RFLP对大白猪、长白猪、梅山猪和通城猪进行酶切分型, 发现在大白猪和长白

猪中均为AA基因型, 在梅山猪和通城猪中均为GG基因型。进一步对大白猪×梅山F2群体资源家系进行了酶切分

型, 并分析该位点的多态性与生产性状的关系。结果表明, ATF4 的多态性与臀部平均膘厚存在极显著相关

(P<0.01), 与胸腰椎间膘厚、平均膘厚、眼肌高、眼肌面积存在显著相关(P<0.05)。采用Real-time PCR分析了ATF4

基因在大白猪与梅山猪背最长肌不同发育阶段的表达模式。结果表明, ATF4 基因在大白猪和梅山猪胚胎期 65 d

和出生后 3 d中的表达水平相对都比较低, 且在两品种间无明显差异; 而在出生后 60 d和 120 d, ATF4 基因在大

白猪中与梅山猪均出现了上调表达, 并且在梅山猪中的相对表达水平要显著高于大白猪。研究结果为进一步深

入研究猪ATF4 基因在脂肪代谢中的分子机理奠定了基础。 

关键词:  猪; ATF4; PCR-RFLP; 关联分析; 表达模式分析 

Association of porcine ATF4 gene polymorphism and production 
traits and analysis of gene expression 
CHEN Chao, WU Wang-Jun, XIONG Yuan-Zhu 
Key Laboratory of Swine Genetics and Breeding, Ministry of Agriculture, Huazhong Agricultural University, Wuhan 430070, China 

Abstract:  In order to understand the function of gene ATF4 and identify new DNA markers involved in pig production 
traits, the  cDNA fragment of porcine ATF4 was cloned and sequenced. Sequence comparison revealed an A159G substitu-

tion downstream of the initiation codon (ATG). We then carried out PCR-AluⅠ-RFLP analysis in Large white, Landrace, 

Tongcheng and Meishan pigs, followed by association analysis in F2 “Large white ×Meishan” resource family. In all the 
individuals tested, Large White and Landrace pigs possessed the AA genotype, while Meishan and Tongcheng pigs pos-
sessed the GG genotype. Association analysis in F2 resource family showed that this site was highly associated with buttock 
fat thickness (BFT) (P<0.01) and had significant effect on thorax-waist fat thickness (TFT), average backfat thickness (ABT), 
loin eye height (LEH), and loin eye area (LEA)(P<0.05). Real-time PCR was used to analyze the expression patterns of 
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porcine ATF4 gene in longissimus dorsi at different development stages of Large White and Meishan pigs. The results 
showed that the gene expression levels of ATF4 were low 65 days  after conception and 3 days after birth, but no signifi-
cant differences were observed in both breeds. Meanwhile, the expression levels of porcine ATF4 gene were up-regulated 
60 days and 120 days after birth in both breeds and the expression level in Meishan pigs was obviously higher than that in 
Large White pigs. These data could lay the foundation for further study on the molecular mechanism of porcine ATF4 gene 
in lipid metabolism. 

Keywords: porcine; ATF4; PCR-RFLP; association analysis; expression pattern analysis. 

随着人们生活水平的提高, 国内市场对猪肉品
质有了更高的要求, 虽然经过数十年选育, 猪的生
长速度和瘦肉率得到了明显的提高, 但是肌内脂肪
(Intramuscular fat, IMF)作为影响猪肉感官特性的重
要因素[1], 其含量已降低到 1%～1.5%, 低于最佳范
围 2%～3%[2], 因此如何减少背膘厚的同时增加肌
内脂肪含量生产出高品质的猪肉, 成为长期以来困
扰动物遗传育种学家的一大难题。随着生命科学技

术和方法的不断发展, 在传统育种方法的基础上结
合分子生物学和基因工程方面的技术, 给育种工作
者提供了一条可行的解决方案。 

ATF4(Activating  transcription  factor 4)亦称
CREB2、C/ATF, 属于碱性亮氨酸拉链蛋白家族[3]。

ATF4 调节氨基酸代谢, 细胞的氧化还原反应和抗
应激反应。在肿瘤细胞中研究发现, 在缺氧的情况
下, 其表达量上升, 可能与肿瘤细胞适应缺氧环境
有关[4]。在小鼠中研究发现, ATF4 被作为一种新的
软骨细胞Ihh信号的转录调节因子, 通过控制生长板
软骨细胞增殖和分化来引导纵骨的生长[5]。 

最近的研究表明, ATF4在调节肥胖、糖代谢、
能量代谢等方面具有重要的作用[6]。在对ATF4基因
敲除转基因小鼠的研究中发现 , 通过对脂肪酸β氧
化代谢通路相关基因表达的检测, 增加了脂肪的分
解, 同时减少了脂肪的合成量, 能量代谢相关基因
的表达也相应的发生变化 [7], 这些现象都暗示着
ATF4 基因的缺失对脂肪代谢和能量代谢影响的重
要性。目前ATF4在猪的研究中较少, 因此本研究将
其作为影响猪脂肪性状的重要候选基因, 对该基因
进行了SNP扫描, 并进行了遗传多样性与遗传效应
分析 , 旨在探索其有用的分子标记。同时利用
Real-time PCR方法对其在大白猪与梅山猪背最长肌

中的表达模式进行了分析。本研究所获得的信息可

为进一步开展猪分子育种奠定基础。  

1  材料和方法 

1.1  材料 

大白猪、长白猪、大白猪×梅山猪F2均采自华中

农业大学精品猪场; 用于性状相关性分析的大白猪
×梅山猪F2群体的性状测定方法根据《种猪测定原理

与方法》的要求进行测定[8]; 梅山猪采自上海市嘉定
区及华中农业大学精品猪场; 通城猪采自湖北省通
城县原种猪场; 采集大白猪与梅山猪 4 个时期(胚胎
65 d、出生后 3 d、60 d、120 d)背最长肌样, 每个时
期各 3头。 

1.2  方法  

1.2.1  基因组 DNA 的提取、总 RNA 的提取及 cDNA
的合成 

从猪血液白细胞中提取基因组 DNA, 采用常规
的酚/氯仿法抽提, −20℃储存备用。采用 TRIzol法提
取猪背最长肌组织总 RNA, 为避免基因组 DNA 对
定量结果的影响 , 将提取的总 RNA 用 DnaseI 
(Promega 公司)进行去 DNA处理。 10 μL体系如下：
总 RNA 2 μg, DNaseI 2 μL, 5×RT buffer 1 μL, DEPC
水补足 10 μL。反应条件：37℃ 30 min, 然后加入
RQ1 终止液 1 μL, 65℃ 10 min, 去除 DNaseI活性, 
将处理过的 RNA 用反转录试剂盒(Fermentas 公司)
反转录合成 cDNA。 

1.2.2  引物设计 

根据 NCBI网站中 ATF4的 mRNA 序列并结合
猪全基因组测序公布的序列, 利用 Primer5.0设计引
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物。引物 ATF4-1230 用于基因序列扩增 , 引物
ATF4-332 用 于基 因 分 型 , 引 物 ATF4-137 和
β-actin-158 分别用于基因定量分析。所有引物均由
上海生工生物工程技术服务有限公司合成, 引物序
列和复性温度见表 1。 

1.2.3  PCR 扩增及序列分析 

PCR扩增体系：cDNA模板 50 ng; ATF4-1230引
物(10 μmol/L)1 μL; dNTP(10 mmol/L) 0.5 µL; 10× 
PCR buffer 2.5 µL; MgCl2 (25 mmol/L)2 µL和Taq 
DNA 聚合酶 1 U , 加水补足 25 µL。PCR 扩增条件: 
94℃预变性 5 min, 94℃变性 40 s, 60℃复性 40 s, 
72℃延伸 80 s, 40 个循环, 最后 72℃延伸 10 min, 
25℃常温保存。PCR产物连接到pMD18-T载体, 并转
化大肠杆菌DH5α感受态细胞, 挑取白色单菌落扩大
培养后, 菌液PCR检测, 进行序列测定(北京六合华
大基因科技股份技术有限公司)。 

利用 DNAMEN软件对 3头梅山猪和 3头大白猪
的测序结果进行序列比对, 寻找有价值的 SNP位点。 
 
表 1  引物序列 

引物名称 序列(5′→3′) 复性温度
( )℃  

F：AGTTTCGCCCTCGACATA 
ATF4-1230 

R：CTGACCAACCCATCCACA 
60 

F：CTTAGGGCTCTTAGACGAAT 
ATF4-332 

R：GCATGGTTTCCAGGTCA 
59 

F：ATACAGGGTGAAGTGGAAAT 
ATF4-137 

R：GAGTCAGGGCTCATACAGAT 
60 

F：CCAGGTCATCACCATCGG 
β-actin-158 

R：CCGTGTTGGCGTAGAGGT 
60 

 

1.2.4  PCR-RFLP 分型 

PCR扩增体系：基因组DNA 50 ng; ATF4-332引
物(10 μmol/L)1 μL; dNTP(10 mmol/L) 0.5 µL; 10× 
PCR buffer 2.5 µL; MgCl2(25 mmol/L)2 µL和Taq 
DNA 聚合酶 1 U, 加水补足 25 µL。PCR扩增条件： 
94℃预变性 5 min, 94℃变性 40 s, 59℃复姓 40 s, 
72℃延伸 40 s, 35个循环, 最后 72℃延伸 10 min。 

酶切体系：6.5 μL PCR产物加入 Alu  0.3Ⅰ  μL 
(10 U/μL)和 1×buffer Tango 1 μL, 加水补足 10 μL, 
于 37℃恒温酶切 5 h, 酶切产物用 1.5％琼脂糖跑胶
分型, 记录分型结果。 

1.2.5  数据统计分析  

依据 Liu[9]所述方法建立单标记回归统计分析

模型, 实验数据运用SAS(8. 0)软件的GLM 程序进
行单标记方差的统计分析, 同时运用REG程序进行
加性效应和显性效应的分析。所选用的模型如下： 

Yijkl=μ+Gi+Fj+Sk+Yl+bijklXijkl+eijkl

其中, Yijkl 为性状表型值, μ为平均值, Gi为基因型效

应; Fj、Sk、Yl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, eijkl为

残差效应[10]。 

1.2.6  表达谱分析  

采用荧光定量PCR技术对猪ATF4基因在大白猪
与梅山猪不同发育时期背最长肌中的表达模式进行相

对定量分析, 荧光染料为SYBR Green I(TOYOBO公
司), 以β-actin作为内参, 荧光定量PCR反应体系为：
引物F 0.3 μL(10 μmol/L), 引物R 0.3 μL(10 μmol/L), 
SYBR® Green Real time PCR Master Mix 10 μL, 模
板cDNA 1 μL, 加水补足 20 μL。配制反应体系过程
中注意避光。反应条件：95℃预变性 2 min; 然后
95℃变性 15 s, 60℃复性 15 s, 72℃延伸 15 s, 共 45
个循环; 最后 72℃延伸 5 min。所得结果用Light 
Cycler 480 分析软件(Roche公司)进行分析, 每个待
测样品cDNA设置 3个重复, 对得到的 3个Ct值取平
均值, 用 2−ΔΔCt法进行计算[11]。 

2  结果与分析 

2.1  猪 ATF4基因的克隆及序列分析 

以大白猪和梅山猪肌肉组织的总 RNA 为模板, 
用引物 ATF4-1230 扩增 ATF4 基因, 包含部分 CDS 
序列和部分 5′UTR序列。扩增产物经 1.5%琼脂糖凝
胶电泳检测, 扩增片段大小符合预期结果, 扩增产
物回收纯化后克隆测序, 测序结果显示片段长度为
1 230 bp。 

2.2  猪 ATF4基因的 SNP研究 

运用序列分析软件DNAMAN对所获得的大白
猪、梅山猪ATF4基因序列进行比对, 发现了部分潜
在SNP位点。在起始密码子ATG下游 159 bp处存在
A159G转换, 引起 AluⅠ酶切位点(AG↓CT)多态性, 
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测序图谱如图  1 所示。针对该位点设计引物
ATF4-332 进行 AluⅠ-RFLP多态分析。PCR扩增产
物长度为 332 bp, 该位点为A时, AIuⅠ酶切后将产
生两条带, 长度分别为 260 bp和 72 bp(A等位基因); 
当该位点为G时, 不能被Alu  Ⅰ 酶切, 只有一条片带, 
长度为 332 bp(G等位基因)。猪ATF4 基因的AluI 
-RFLP 酶切分型结果见图 2所示。对扩增的 30头大
白猪和 28 头长白猪进行酶切发现均为AA型, 而对
扩增的 47 头梅山猪和 10 头通城猪进行酶切的结果
均为GG型。对大白猪×梅山猪的F2群体 195 头个体
酶切检测发现AA基因型 46头, AG基因型 88头, GG
基因型 61头。 

2.3  猪 ATF4基因 AluI-RFLP基因型与生产性状的
相关性分析 

利用SAS软件GLM和REG程序 , 对大白猪×梅
山猪的F2群体 195 个体与生产性状进行相关性分析, 

结果见表 2 所示。ATF4 基因多态性与臀部平均膘
厚的效应存在极显著相关(P<0.01), 与胸腰椎间膘
厚、平均膘厚、眼肌高、眼肌面积的效应存在显著

相关(P<0.05)。 

2.4  猪 ATF4 基因在大白猪和梅山猪背最长肌中的
表达模式分析  

为进一步研究 ATF4 基因在大白猪与梅山猪不
同发育阶段骨骼肌中的表达情况, 本研究利用引物
ATF4-137 和 β-actin-158 进行荧光定量 PCR 分析该
基因在中外猪种的表达情况, 结果如图 3 所示。在
胚胎期 65 d和出生后 3 d, ATF4基因在大白猪和梅
山猪中表达量都比较低 , 两个品种间也无明显差
异。在 60 d和 120 d时期, 大白猪的表达量相对增
加, 而梅山猪表达量极显著的增加, 大白猪与梅山
猪在 60 d和 120 d时期该基因表达存在明显的差异。 

 

 
 

图 1  ATF4 基因部分测序结果(正向测序峰图)  
A：大白猪的测序图谱; B：梅山猪的测序图谱。大白猪和梅山猪中发生转换的碱基用方框标出。 

 

 
 
图 2  猪 ATF4 基因 AluⅠ-RFLP 多态分型结果  
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M: DL 2000 Marker。 
表 2  猪 ATF4 基因 AluⅠ-RFLP 多态性与生产性状的相关性分析 

基因型值(最小二乘均值±标准误) 基因效应值(最小二乘均值±标准误) 
性状 

AA AG GG 加性效应 显性效应 

屠宰率(%) 72.023±0.581 72.894±0.409 73.467±0.506 0.722±0.388 −0.074±0.282 

内脂率(%) 2.827±0.1092 3.068± 0.077 3.076±0.095 0.125±0.073 −0.058± 0.053 

至第一颈椎 91.908±0.672 91.782±0.473 91.992±0.585 0.042±0.449 0.084±0.326 

至第一肋胸 78.991±0.594 77.592±0.418 78.595±0.517 −0.198±0.397 0.600±0.288 

肩部背膘厚 3.416±0.110 3.595±0.077 3.651±0.095 0.117±0.073 −0.031 ±0.053 

6~7腰椎间背膘厚 2.643±0.088 2.769±0.062 2.834±0.077 0.096±0.059 −0.015±0.043 

胸腰椎间背膘厚 1.843±0.087a 2.083±0.061b 2.103±0.075b 0.130±0.058 −0.055±0.042 

臀部背膘厚 1.690±0.1046A 2.0273±0.074B 2.057±0.091B 0.183±0.070 −0.077±0.051 

平均背膘厚 2.331±0.085a 2.587±0.060b 2.604±0.074b 0.137±0.057 −0.060± 0.041 

眼肌高(cm) 8.297±0.174a 8.0567±0.123 7.788±0.152b −0.254±0.117 −0.007± 0.084 

眼肌宽(cm) 5.755±0.143 5.810±0.101 5.775±0.125 0.010±0.096 −0.022±0.069 

眼肌面积(cm2) 30.911±0.744a 30.244 ±0.524 28.729±0.647b −1.091±0.497 −0.212±0.360 

皮率(%) 9.096±0.272 9.186±0.192 9.524±0.237 0.214±0.182 0.062±0.132 

骨率(%) 12.598±0.349 12.198 ±0.246 12.350±0.304 −0.124±0.233 0.138±0.169 

肥肉率(%) 22.727±0.722 23.769±0.508 23.633±0.628 0.453±0.482 −0.294±0.350 

瘦肉率(%) 55.577±0.545 54.845±0.384 54.491±0.474 −0.543±0.364 0.095±0.264 

瘦肥肉比例 2.588±0.110 2.439±0.077 2.508±0.096 −0.040 ±0.073 0.054±0.053 

注：数值上标字母相同表示无显著差异, 字母不同时, 小写字母表示差异显著, 即 P<0.05, 大写字母表示差异极显著, 即 P<0.01。 
至第一颈椎：指耻骨联合前沿至第一颈椎前沿的直线长度, 单位为厘米, 表示胴体直长; 至第一肋胸：指耻骨联合前沿至第一肋骨与
胸骨结合处的直线长度, 单位为厘米, 表示胴体斜长。 

 

 
 
图 3  ATF4 基因在大白猪和梅山猪不同发育阶段背最长

肌中的表达模式图 

3  讨 论 

ATF基因家族是真核生物中广泛存在的一类基
础转录因子, ATF4 作为其中重要的一员, 过去的研
究发现ATF4能够抑制长期记忆、参与内网的应激和
细胞的增殖与分化[12]。近年来, 发现其在调节肥胖、
糖代谢、能量代谢等方面具有重要的作用[6], 尤其是
ATF4 敲除的转基因小鼠, 在个体水平上表明ATF4
基因与脂肪代谢和能量代谢有着密切的联系[7]。虽然

现在关于其调控机制还不是很清楚, 但是在不久的

将来随着研究的不断深入, 其调控机制必将水落石
出。 

脂肪性状作为影响猪肉品质的重要性状之一 , 
关于调控猪脂肪沉积的机理目前还不清楚, 主效基
因还没有确定, 目前可能与脂肪沉积有关的候选基
因主要有：H-FABP[13], LPL[14], PPAR[15,16], DGAT[17]

等 , 而猪的ATF4 基因位于 5 号染色体 5062591- 
5064668 位置, 通过对猪的QTL数据库进行比对发
现, ATF4基因定位于第十肋间背膘厚和采食量相关
的QTL区域[18], 与报道的PPARα 基因类似[19]。因此

我们把ATF4 作为影响猪肉品质的候选基因进行研
究。 

有趣的是在对纯种的大白猪、长白猪、梅山猪

和通城猪酶切分析发现, 在大白猪和长白猪中全为
AA基因型而梅山和同城猪中全为GG基因型, 在大
白猪×梅山猪的F2群体 195个中, AA基因型 46头, AG
基因型 88头, GG基因型 61头, 其基因型比值接近孟
德尔遗传定律 1∶2∶1 的趋势[20], 符合质量性状的
规律, 对于该位点是否在大白猪和长白猪外国猪种
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中都为AA型 ,  梅山猪和通城猪中国地方猪种均为
G G型需要进一步扩大群体做进一步验证。在 
进行的相关性分析中发现, 该位点确实与一些脂肪
性状相关。在瘦肉型的大白猪种中 A等位基因占优
势, 在脂肪型的梅山猪种中 G 等位基因占优势, 而
不同基因型与猪脂肪沉积性状的关联分析却表明

GG 基因型比 AA 基因型有更高的胸腰椎间膘厚、
臀部背膘厚和平均背膘厚。 

在对ATF4 不同发育阶段的表达情况研究发现, 
在大白猪和梅山猪胚胎期和出生后表达量没有发生

明显的变化, 可能是由于在这一时期主要是机体的
生长阶段, 肌肉中脂肪沉积相对较少, 而在 60 d和
120 d时, 梅山猪中该基因的表达量明显高于大白猪, 
推测可能是由于作为脂肪型的梅山猪, 其在 60 d以
后其体重和背膘厚度都呈现明显的上升趋势, 脂肪
大量合成[21], ATF4可能在脂肪合成和沉积中发挥着
重要作用, 其基因的表达量在这一时期也是明显的
上升, 而作为瘦肉型的大白猪来讲, 其脂肪合成量
相对较少, 因此ATF4基因的表达量相对梅山猪较低, 
也反映了ATF4在脂肪代谢中的作用。 
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