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基于CRISPR/Cas9系统构建NCOA4敲除的MARC-
145细胞系及其对HP-PRRSV复制的影响
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摘要 为探究NCOA4介导的铁自噬在PRRSV感染中的作用，利用CRISPR/Cas9技术在PRRSV易感的

MARC-145细胞中敲除铁自噬的关键受体 NCOA4基因，并结合 Sanger测序和 Western blot检测 NCOA4的敲

除效率。同时运用流式细胞术、qPCR、Western blot、TCID50等对NCOA4缺失型和野生型MARC-145进行细胞

周期、细胞活性检测，以及检测 NCOA4缺失对 PRRSV复制的影响。结果显示，本研究成功构建 NCOA4基因

敲除的 MARC-145 细胞系。此外，相比于野生型 MARC-145 细胞系，敲除 NCOA4 显著增加 PRRSV ORF7 
mRNA、N蛋白及病毒滴度水平，同时促进FTH 1蛋白表达。结果表明，铁自噬的关键受体基因NCOA4缺失能

促进PRRSV复制。
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猪繁殖与呼吸综合征（porcine reproductive and 
respiratory syndrome，PRRS），也称为蓝耳病，最初于

20 世纪 80 年代在美国被发现，随后迅速在欧洲蔓

延［1］，对养猪业造成了巨大的经济损失［2］。PRRS是

由猪繁殖与呼吸综合征病毒（porcine reproductive 
and respiratory syndrome virus，PRRSV）引起的，主

要引起母猪的生殖障碍和急性呼吸道疾病［3］。

PRRSV 是一种单股正链 RNA 病毒，属于套式病毒

目（Nidovirales）、动脉炎病毒属（Arterivirirus），其基

因组长度约为 15 kb，含有 9个开放阅读框（ORF），其

中 ORF1a 和 ORF1b 编码病毒非结构蛋白（NSPs），

ORF2-ORF7 编码病毒结构蛋白［4］。PRRSV 主要

感染巨噬细胞和单核细胞，能破坏猪的先天性和适

应性免疫应答。PRRSV 在体内的主要感染靶细胞

是猪的肺泡巨噬细胞（PAM）［5］。此外，只有非洲绿

猴肾细胞系 MA-104 以及衍生的 MARC-145，完全

允许在体外进行 PRRSV 复制［6］。作为原代细胞，

PAM 分离困难、寿命短并且对体外培养条件敏感。

相比于 PAM，MARC-145 细胞系具有培养简单、容

易进行基因编辑的优势［7］，故该细胞系更易用于构

建基因敲除模型。PRRSV 感染能引起细胞的一系

列生理和结构变化，包括细胞内各种离子的变

化等。

铁是宿主细胞生存所必需的元素。在生理条件

下，铁参与细胞的各种生命活动，包括DNA复制、氧

气运输、细胞能量代谢以及各种酶反应［8］。微量元素

铁在保障细胞正常生理机能过程中起着至关重要的

作用。铁代谢失衡能影响许多疾病的发生和发展过

程，比如炎症、癌症和病毒感染等［9］。铁的过载或缺

乏对细胞都可能造成危险。过载的铁能催化脂质

过氧化，造成细胞死亡［10］。然而，铁的缺乏会导致

细胞自噬增加，增加铁离子释放，这一过程被称为

铁自噬［11］。已有研究表明，病毒感染会影响细胞内

铁离子的浓度，如 PRRSV［12-13］等。因此，维持铁平

衡对于细胞的正常生理功能和抗病毒研究非常

重要。

核受体共激活因子 4（NCOA4）作为铁自噬的关

键受体，参与了多种病理过程，包括病毒感染。
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NCOA4介导的铁自噬能监控细胞内铁离子浓度，铁

自噬能增加细胞内亚铁离子浓度，继而亚铁离子通

过芬顿反应变成三价铁离子，这个过程造成了大量

活性氧生成，导致细胞铁死亡，这对病毒在细胞内复

制至关重要［14-15］。因此，NCOA4介导的铁自噬的通

量变化，是维持细胞内铁平衡的关键，可能在抗病毒

感染过程中起重要作用。已有研究表明，NCOA4能

与人巨细胞病毒（HCMV）、人副流感病毒 2（hPIV2）
等病毒蛋白互作，促进铁自噬，从而抑制病毒复

制［16-17］。由于NCOA4在哺乳动物细胞中广泛表达，

其功能可能对多种病毒复制过程产生影响。然而，

NCOA4介导的铁自噬在PRRSV感染过程中的关系

和作用尚未报道。

因 此 ，本 研 究 采 用 CRISPR/Cas9 技 术 建 立

NCOA4 基因敲除的 MARC-145 细胞系，并探讨基

因敲除对细胞周期的影响，验证敲除 NCOA4 后对

PRRSV 复制的影响，确定敲除模型的可行性，旨在

为 PRRSV 和 NCOA4 介 导 的 铁 自 噬 提 供 理 论

基础。

1　材料与方法

1.1　细胞、病毒和质粒

293T 细胞、MARC-145 细胞、pLentiCRISPRV2
表达质粒、psPAX2 辅助质粒、pMD2.G 辅助质粒、

HP-PRRSV来源于河南省农业科学院动物免疫学重

点实验室。

1.2　试剂及抗体

E. coli DH5α 感受态细胞、2×Phanta Max Mas⁃
ter Mix，购自武汉谱奥生物科技有限公司；Universal 
Genomic DNA Kit 购自康为世纪股份有限公司；Li⁃
pofectamine 2000购自Thermo公司；Anti-NCOA4抗

体购自 Abcam 公司；PRRSV N 蛋白抗体购自 Gene⁃
Tex 公 司 ；铁 蛋 白 重 链 1（ferritin heavy chain 1， 
FTH1）抗体购自爱博泰克生物；GAPDH 及 HRP 标

记的二抗均购自武汉三鹰生物技术有限公司；反转

录试剂盒、10×SYBR Green 实时荧光定量 PCR 预
混液购自TaKaRa公司。

1.3　sgRNA引物设计

基于 NCBI数据库中 NCOA4基因的序列信息，

按照 CRISPR/Cas9系统的设计原则，在该基因的外

显子区段设计特异性 sgRNA。相应引物序列详

见表1。

1.4　重组质粒 pLentiCRISPRV2-NCOA4-sgRNA

的构建

通过退火使合成的 sgRNA上下游引物结合为双

链小片段。随后将其连接到 pLentiCRISPRV2 载体

上。转化试验中选用 E. coli DH5α 感受态细胞。利

用PCR鉴定阳性克隆同时进行测序验证。

1.5　敲除细胞系构建

将 293T细胞接种于培养皿，待其融合度达 80%
时，将 pLentiCRISPRV2-NCOA4-sgRNA、pSPAX2、
pMD2.G质粒按 3∶2∶1的比例共转进 293T细胞，72 h
后收集细胞上清。慢病毒转染MARC-145细胞 48 h
后，进一步利用嘌呤霉素筛选。筛选期间取部分细

胞，提取基因组 DNA，对 sgRNA 靶点进行 PCR 扩
增，并将扩增产物送测序，分析每个 sgRNA的编辑效

率。随后，将细胞按1个/孔接种于96孔细胞培养板。

待孔中细胞长成单克隆细胞团后，取部分细胞提取基

因组 DNA，对 sgRNA靶点进行 PCR扩增，并将扩增

产物进行测序鉴定。

1.6　Western blot

将 NCOA4 基因敲除细胞（NCOA4-KO-1 和

NCOA4-KO-2）以及野生型 MARC-145 细胞（WT）
分别接种于 6孔细胞培养板，感染PRRSV（MOI=1）
24 h后收集细胞样品。蛋白变性后经SDS-PAGE分

离后转移到 PVDF 膜上。5% 脱脂牛奶封闭 1~2 h。
用PBST稀释的一抗 4 ℃孵育过夜。去除抗体后，将

膜洗涤 3次，每次 10 min。用PBST稀释的二抗室温

孵育 1 h。洗涤 3次后，用 ECL增强型化学发光试剂

显示信号。

表1　NCOA4-sgRNA 引物

Table 1　NCOA4-sgRNA primers

序号

No.

1

2

3

4

5

6

引物名称

Primer names

NCOA4-sgRNA1-F

NCOA4-sgRNA1-R

NCOA4-sgRNA2-F

NCOA4-sgRNA2-R

NCOA4-sgRNA3-F

NCOA4-sgRNA3-R

引物序列 (5′→3′)
Primer sequences (5′→3′)

CACCGTGACTCCTGTAC⁃
CAACTGTC

AAACGACAGTTGGTACAG⁃
GAGTCAC

CACCGAGGTCCATCT⁃
CATCTTGATC

AAACGATCAAGATGAGAT⁃
GGACCTC

CACCGTTTCACGACTGT⁃
CACTCTC

AAACGAGAGTGACAGTC⁃
GTGAAAC
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1.7　qPCR检测

分别将 WT、NCOA4-KO-1 和 NCOA4-KO-2
细胞铺板，感染 PRRSV（MOI=1）24 h 后，Trizol 裂
解法提取细胞总 RNA，反转录后得到 cDNA 样品。

以 cDNA 为模板进行定量 PCR 检测，检测 PRRSV 
ORF7 mRNA 水平。反应程序为：10×SYBR Green 
实时荧光定量 PCR 预混液，5 µL；ddH2O，3.2 µL；上

游 引 物 ORF7 （N）-F，0.4 µL，序 列 为 AAAAC⁃
CAGTCCAGAGGCAAG；下游引物 ORF7 （N）-R，

0.4 µL，序列为 CGGATCAGACGCACAGTATG；

cDNA，1 µL。

1.8　病毒滴度测定

分别将 WT、NCOA4-KO-1 和 NCOA4-KO-2
细胞铺板，随后感染 PRRSV（MOI=1），48 h后分别

收集病毒。将上述分别收集的病毒按 10 倍梯度稀

释后依次感染 WT 型 MARC-145 细胞。培养 72 h
后 观 察 细 胞 病 变 ，并 按 照 Reed-Muench 法 计 算

TCID50。
1.9　流式细胞术

分别将 WT和 NCOA4-KO-1细胞铺板，待细胞

汇合度达 80% 时进行胰酶消化。将细胞转移至 1.5 
mL 离心管，加入提前预冷的 70% 乙醇混悬，于 4 ℃

条件下固定过夜。弃去上清，用预冷的 PBS 充分悬

浮细胞，再次离心。碘化丙啶（PI）染色液避光孵育

30 min，流式细胞仪检测。

1.10　细胞活性检测

将 WT 和 NCOA4-KO-1 细胞分别铺板，于 12、
24、36 和 48 h 时加入 CCK-8 试剂，继续在 37 ℃条件

下孵育 2 h。随后测定 450 nm 吸光度以评估细胞

活性。

1.11　统计学分析

采用 GraphPad Prism 10.1.2 进行数据统计及可

视化分析，所有试验结果以“平均值±标准差”表示。

*表示P<0.05；**表示P<0.01。

2　结果与分析

2.1　pLentiCRISPRV2-NCOA4-sgRNA重组载体

的鉴定

根据 CRISPR/Cas9 设计原则，设计 3条 sgRNA
序列（图 1），分别构建至载体pLentiCRISPRV2中，随

后对菌液进行PCR鉴定并测序。测序结果显示重组

质粒构建成功，命名为 pLentiCRISPRV2-NCOA4-
sgRNA1、 pLentiCRISPRV2-NCOA4-sgRNA2、
pLentiCRISPRV2-NCOA4-sgRNA3。

2.2　NCOA4基因敲除的MARC-145细胞系的筛

选与鉴定

利用慢病毒感染 MARC-145 细胞后，经筛选获

得单克隆细胞，并对其进行 Sanger 测序验证。结果

显示：成功构建 NCOA4 基因的 MARC-145 敲除细

胞系，并分选出 2 种类型的单克隆细胞系，即

NCOA4-KO-1（图 2A）和 NCOA4-KO-2（图 2B）。

将这 2 种单克隆细胞系和野生型 MARC-145 细胞

（WT）分别铺至 6 孔细胞培养板，Western blot 分析

结果显示，在 NCOA4 敲除细胞系中，目标蛋白的表

达 水 平 下 降 了 80%（图 2C）。 这 些 结 果 说 明 ， 

NCOA4基因敲除的MARC-145细胞系成功构建。

2.3　敲除NCOA4基因对PRRSV复制的影响

为探究 NCOA4 对 PRRSV 复制的影响，利用

PRRSV 分 别 感 染 MARC-145 NCOA4-KO-1、
NCOA4-KO-2 和 WT 细胞，提取总 RNA 和总蛋白，

同 时 收 集 总 病 毒 。 进 行 qPCR、Western blot 及

TCID50 分析，分别检测 PRRSV ORF7 mRNA 和 N
蛋白的表达水平以及病毒滴度。结果显示，相比于

野生型，敲除 NCOA4 显著增加了 PRRSV ORF7 
mRNA、N蛋白表达水平及病毒滴度（图 3）。这些结

果表明敲除NCOA4基因能促进PRRSV的复制。

图1 NCOA4敲除重组质粒的构建

Fig.1 Construction of NCOA4 knockout recombinant plasmid
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2.4　NCOA4基因敲除对细胞周期、细胞活性及铁

自噬过程的影响

流式细胞术分析结果显示，相比于野生型，

NCOA4 基因敲除细胞 G0/G1 期细胞比例显著增加

（P<0.01），而 S 期和 G2/M 期比例均极显著降低

（P<0.01）（图4）。

CCK8试验结果表明，与野生型相比，NCOA4基

因敲除细胞在 24、36 h的增殖能力明显减弱，48 h差

异更加显著（图 5）。这表明NCOA4缺失可抑制细胞

增殖。

为检测NCOA4基因敲除对铁自噬的影响，利用

Western blot 检测铁蛋白重链 1（ferritin heavy chain 
1，FTH1，铁自噬标志蛋白）的蛋白表达水平。结果

显示，相比于 WT 型，NCOA4 基因敲除细胞系中

FTH1 蛋白表达水平增加（图 6）。这表明敲除细胞

系中FTH1的利用减少，且铁自噬被抑制。

A：PRRSV 在 WT 和 NCOA4-KO 细胞中的 mRNA 水平；B：PRRSV N 蛋白在 WT 和 NCOA4-KO 细胞中的蛋白水平；C：病毒滴度。

**表示 P<0.01，下同。A：Relative quantification of PRRSV replication in WT and NCOA4-KOs cells； B：PRRSV N protein levels in WT 
and NCOA4-KO cells； C：Viral titer.** represents P<0.01，the same as below.

图3 NCOA4-KO对PRRSV复制的影响

Fig.3 The effect of NCOA4-KO on PRRSV replication

A：NCOA4-KO-1 细胞系（NCOA4 敲除的 MARC-145 细胞系 1）基因缺失突变型分析图；B：NCOA4-KO-2 细胞系（NCOA4 敲除的

MARC-145 细胞系 2）基因缺失突变型分析图；C：敲除细胞系中 NCOA4 基因的蛋白水平。A：Analysis of gene deletion mutant types in 
NCOA4-KO-1 cell line（NCOA4 knockout MARC-145 cell line 1）； B：Analysis of gene deletion mutant types in NCOA4-KO-2 cell line
（NCOA4 knockout MARC-145 cell line 2）； C：Protein levels of the NCOA4 gene in the knockdown cell lines.

图2 MARC-145细胞NCOA4敲除细胞系的构建与鉴定

Fig.2 Construction and identification of NCOA4 knockout cell lines in MARC-145 cells
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3　讨 论

近年来，3 种主要的核酸酶介导的基因编辑工

具，包括转录激活因子样核酸酶（TALENs），锌指核

酸酶（ZFNs）和成簇规则间隔短回文重复序列

（CRISPR）/CRISPR 相关核酸酶 9（Cas9）已广泛用

于抗病毒研究［18-19］。由于 TALENs和 ZFNs的构建

昂贵且耗时［20］，基因编辑技术CRISPR/Cas9因其简

单、高效、脱靶效应有限的特点，使其具有更高效的

靶位点设计、更少的载体构建、有限的脱靶效应，快

速应用于每个研究领域［21-22］。特别在抗病毒研究领

域，CRISPR/Cas9被认为是一种潜在的抗病毒工具。

CRISPR/Cas9技术涉及Cas9解旋酶，它可以与宿主

DNA 的回文重复序列转录的 RNA 结合，并切割与

RNA 间隔子配对的 DNA，RNA 间隔子是从其他染

色体元件获得的宿主 DNA 的短片段转录本。在这

个系统中，DNA回文重复序列的转录物命名为反式

激活的CRIPSR RNA（tracr RNA），而间隔子的转录

A、B：野生型及NCOA4基因敲除细胞周期的流式细胞术分析结果；C：G0/G1、S、G2/M各时期细胞比例直方图（n=3）。A and B： Cell 
cycle analysis of wild type cells and NCOA4 gene knockout by flow cytometry； C：Histogram of cell proportion in G0/G1， S， G2/M phases of 
the cell cycle （n=3）.

图4 NCOA4基因敲除细胞周期检测

Fig.4 Cell cycle detection after NCOA4 gene knockout

图5 NCOA4基因敲除后的细胞活性（n=10）
Fig.5 Cell viability detection after NCOA4 

gene knockout（n=10）

图6 FTH1在WT和NCOA4-KO细胞中的蛋白水平

Fig.6 FTH1 protein levels in WT and NCOA4-KO cells
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物 称 为 CRIPSR RNA（crRNA）。 tracr RNA 和

crRNA 可 以 连 接 在 一 起 形 成 单 个 向 导 RNA
（sgRNA），可以使 Cas9 诱导 Protospacer 相邻基序

（PAMs）区域的 DNA 切割［23-24］。已有研究表明，通

过 CRISPR/Cas9 技术敲除 HIV 的受体 CXCR4 和

CCR5，能显著抑制 HIV 的复制［25-26］；相比于野生型

BHK21 细 胞 ，利 用 CRISPR/Cas9 技 术 构 建 的

TRIM3 基因敲除的 BHK21 细胞系能够显著抑制

FMDV 的 复 制［27］；在 HEK-293T 细 胞 系 中 敲 除

USP30 基因可显著抑制 SVA 的复制［28］。同样该技

术也被广泛应用于研究 PRRSV。在 PK15-CD163-
Cas9 细胞中敲除 IL20RB、ATP6V0A1 和 STX10 基

因可显著降低 PRRSV ORF7 mRNA 表达水平［29］；

此外，利用该技术培育的 CD163 敲除猪，能免受

PRRSV感染［30］。本研究通过 sgRNA转染和单克隆

筛选构建出 NCOA4 基因敲除的 MARC-145 细胞

系，并通过 Western blot 验证了 NCOA4 基因的敲除

效 率 。 由 于 MARC-145 对 PRRSV 易 感 ，且 是

PRRSV致病机制研究的模式细胞。因此，敲除细胞

系的出现能有效研究NCOA4在PRRSV复制过程中

的关键作用。

NCOA4作为铁自噬的关键受体，能识别铁蛋白

并和 FTH1结合，形成铁蛋白-NCOA4复合物，这种

复合物能被自噬接头蛋白（TAX1BP1）识别，继而发

生自噬反应，从而释放铁离子［31］。NCOA4的表达量

决定了铁蛋白的自噬降解程度，是细胞内铁离子浓

度的关键。铁过载会促进 NCOA4 与 HERC2 互作，

这种互作使NCOA4在蛋白酶体的作用下被降解，从

而导致铁蛋白积累［32］。铁与 NCOA4的结合也能通

过改变 NCOA4 蛋白形态，从而抑制铁自噬。因此，

NCOA4的表达量调控机制为研究铁自噬的重点，不

仅能受蛋白酶体这种翻译后修饰的影响，也能受转

录调控和转录后调控的影响。比如，转录因子 HIF2
能与 NCOA4 启动子上的顺式作用元件结合从而在

转录水平激活 NCOA4 的表达［33-34］。miRNA-124-
3p 能与 NCOA4 的 3′UTR 结合，并在转录后水平抑

制NCOA4蛋白表达量。NCOA4介导的铁自噬对疾

病的发生具有重要影响，特别在病毒感染方面，

NCOA4 介导的铁自噬能显著抑制病毒复制［17］。本

研究中，利用 QPCR 和 Western blot 检测发现敲除

NCOA4后，PRRSV复制显著增强。因此，铁自噬的

抑制剂可能是治疗疾病的有效手段，而将铁自噬与

铁死亡相结合的药物也可能是有效应对疾病耐药性

的方法。

为研究铁自噬和PRRSV复制的关系，本研究以

铁自噬为切入点，以铁自噬的关键受体NCOA4为关

键，通过 CRISPR/Cas9 基因编辑技术在对 PRRSV
易感的 MARC-145 细胞中敲除了 NCOA4 的表达。

同时利用流式细胞术检测了敲除 NCOA4 与否的细

胞周期的变化，并在转录、翻译以及病毒感染水平验

证了NCOA4对PRRSV复制的影响。这些结果初步

揭示了NCOA4介导的铁自噬对PRRSV复制的抑制

作用，但在其机制上仍需进一步探索。未来研究可

结合多组学分析、基因治疗和铁代谢调控，为 PRRS
及其他病毒性疾病的防控提供新策略。
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Constructing MARC-145 cell lines with NCOA4 gene knockout based on
CRISPR/Cas9 system and its effect on replication of HP-PRRSV

GUAN Kaifeng1,YUAN Chenyang2,LÜ Rongzhou3,ZHANG Gaiping1,2,3

1.School of Advanced Agricultural Sciences， Peking University， Beijing 100871， China；
2.College of Veterinary Medicine， Northwest A&F University， Yangling 712100，China；
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Zhengzhou 450002，China

Abstract Ferritinophagy is a crucial cellular pathway that selectively degrades ferritin to release free 
iron and plays a key role in maintaining intracellular iron homeostasis. Recent studies have shown a close re⁃
lationship between viral infections and host iron metabolism. As a significant pathogen severely affecting the 
global swine industry， the relationship between PRRSV replication and host ferritinophagy remains unclear.
CRISPR/Cas9 technology was used to knockout the NCOA4 gene encoding a key receptor for ferritinopha⁃
gy in PRRSV-susceptible MARC-145 cells to study the role of NCOA4-mediated ferritinophagy in the in⁃
fection of PRRSV. The efficiency of knockouting the NCOA4 gene was detected with Sanger sequencing 
and Western blot. Methods including flow cytometry， QPCR， Western blot and TCID50 assays were used 
to detect the cell cycle and cell viability of the NCOA4 deficient mutant and wild-type MARC-145， and 
study the effect of NCOA4 deficiency on the replication of PRRSV. The results showed that MARC-145 
cell lines with NCOA4 gene knockout were successfully constructed. The level of ORF7 mRNA， N pro⁃
tein， and viral titers of PRRSV in MARC-145 cell lines with NCOA4 gene knockout was significantly in⁃
creased and the expression of FTH1 protein was promoted compared with that in wild-type MARC-145 
cells. It is indicated that the deletion of NCOA4， a key receptor gene for ferritinophagy， can promote the 
replication of PRRSV. It will provide a theoretical basis for the prevention and control of PRRSV.

Keywords CRISPR/Cas9； NCOA4； ferritinophagy； PRRS； gene knockout； cell activity
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