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摘要 

 

冠状病毒是一类单股正链 RNA 病毒，其变异速度快、传播范围广，可引起多种

呼吸道、消化道和神经系统疾病。由于冠状病毒的高突变率，多种针对病毒本身开

发的疫苗及抗病毒药物难以提供理想的保护效果。近年来兴起的全基因组 CRISPR

筛选鉴定了多个冠状病毒复制所需宿主因子，这些宿主因子有望成为抗病毒药物的

靶点并为抗病育种提供理论依据。本实验室前期在针对猪传染性胃肠炎病毒

(Transmissible Gastroenteritis Virus, TGEV)宿主因子的全基因组文库筛选中发现，

FUT8 基因敲除会显著抑制 TGEV 的复制，本研究将进一步探索 FUT8 基因影响冠

状病毒复制的具体分子机制。 

本研究的主要内容包括以下六个方面： 

1、鉴定了宿主因子 FUT8，而不是 FUT 家族的其他成员，是 TGEV 复制所需关键

宿主因子。 

首先，我们构建了 FUT8 基因敲除(FUT8 Knock out, FUT8-KO)细胞系，并通过

上清毒价测定、间接免疫荧光和 Western Blot (WB)等实验证明 TGEV 在 FUT8-KO

细胞系上的复制严重受损。并通过在细胞上分别敲除 FUT 家族其他成员（FUT1-5，

FUT7 和 FUT9-13）证明 FUT 家族其他成员对于 TGEV 复制的影响均没有 FUT8 显

著。综上所述，FUT8 是 TGEV 复制所必需的关键宿主因子。 

2、TGEV 的复制依赖于 FUT8 的核心岩藻糖基转移酶活性。 

为进一步探究 FUT8 酶活对 TGEV 复制的影响，我们将 FUT8 全长回补质粒和

关键酶活位点突变质粒 FUT8-R365A 过表达回补到 FUT8-KO 细胞中，结果表明关

键酶活位点突变后 FUT8 无法回复 TGEV 的复制。此外，在使用 FUT8 酶活抑制剂

2PF 处理细胞后，我们发现 TGEV 的复制能力与抑制剂浓度呈显著的负相关。以上

结果证明，TGEV 的复制依赖于 FUT8 的核心岩藻糖基转移酶活性。 

3、FUT8 通过核心岩藻糖基转移酶活性调控 pAPN从而影响 TGEV 入侵阶段。 

通过使用透射电镜观察细胞内部和检测 FUT8-KO 细胞中 TGEV 双链 RNA 合成

情况，我们证明 TGEV 在 FUT8-KO 细胞中的早期复制严重受损。但直接转染 TGEV

的感染性克隆后，TGEV 在 FUT8-KO 细胞内的复制阶段没有受到抑制。吸附和内化

实验的结果表明 TGEV 入侵阶段受损，抑制剂实验证明 FUT8 通过酶活调控 TGEV
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的入侵阶段。实时定量 PCR(Real-time quantitative PCR, RT-qPCR)和膜融合实验的结

果证明，在宿主细胞 TGEV 受体猪氨基肽酶 N (pig amino peptidase N, pAPN)表达量

一致的情况下，TGEV S 入侵 FUT8-KO 细胞上 pAPN 的效率显著降低。综上，FUT8

通过核心岩藻糖基转移酶活性调控 pAPN 从而影响 TGEV 入侵。 

4、TGEV 受体 pAPN N736 位点的核心岩藻糖基化参与 TGEV 的入侵。 

在通过流式结合实验证明 FUT8-KO 抑制 TGEV S 蛋白与 pAPN 的结合后，本研

究构建了 pAPN 全长表达质粒和 pAPN-N736A 突变质粒，并通过流式结合实验和膜

融合实验证明pAPN N736位点的核心岩藻糖基化对于TGEV入侵至关重要。接下来，

我们通过膜融合实验进一步研究了使用APN作为受体的猫传染性腹膜炎病毒(Feline 

Infectious Peritonitis Virus, FIPV)，证明了该机制具有一定的广谱性。 

5、FUT8 敲除影响 TGEV S 蛋白正常表达从而抑制病毒粒子的形成。 

反向膜融合实验的结果表明 FUT8-KO 细胞上表达的 TGEV S 入侵能力受损，

WB 结果则证明 TGEV S 蛋白在 HEK293T-FUT8-KO 细胞中的表达严重受损。转染

TGEV 感染性克隆质粒后，RT-qPCR 的结果表明 FUT8-KO 细胞中 TGEV S 的 mRNA

水平与野生型没有显著差异，蛋白表达水平则低于野生型；上清毒价测定和 WB 结

果证明 TGEV 病毒粒子的形成受到显著抑制。以上结果表明，FUT8-KO 通过影响

TGEV S 蛋白正常表达来抑制病毒粒子的形成。 

6、FUT8 敲除对其他冠状病毒复制的影响。 

我们分别构建了 Huh-7-FUT8-KO 和 VeroE6-FUT8-KO 细胞系，并验证了

HCoV-229E 和 SARS-CoV-2 的感染效果，发现 FUT8-KO 对于 HCoV-229E 的感染没

有影响，但显著抑制了 SARS-CoV-2 的复制。膜融合实验证明 SARS-CoV-2 在

FUT8-KO 细胞上的入侵阶段受损，WB 和反向膜融合则表明 SARS-CoV-2 S 蛋白的

表达受损。以上结果表明，FUT8-KO 抑制 SARS-CoV-2 复制的多个阶段。 

综上所述，本研究证明 FUT8 是多种冠状病毒复制所必需的宿主因子，并为抗

病育种和抗病毒药物研发提供了理论依据。 

 

关键词：猪传染性胃肠炎病毒；宿主因子；FUT8；APN；核心岩藻糖基化  
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Abstract 

 

Coronaviruses, a group of rapidly mutating and widely disseminated single-stranded 

positive-sense RNA viruses, are known to cause diverse respiratory, digestive, and 

neurological diseases. Given their high mutation rate, vaccines and antiviral drugs 

specifically developed against these viruses often fail to provide satisfactory protection. 

In recent years, genome-wide CRISPR screening has identified multiple host factors 

crucial for coronavirus replication, offering promising targets for antiviral drugs and 

providing a theoretical basis for disease resistance breeding. In our research, the FUT8 

gene emerged as a significant suppressor of Transmissible Gastroenteritis Virus (TGEV) 

replication during genome-wide library screening of porcine host factors. This study aims 

at delve deeper into the specific molecular mechanisms of FUT8’s impact on coronavirus 

replication.  

The primary objectives of this research encompass the following six aspects:  

1. FUT8, distinct from other FUT family members, was pinpointed as a crucial host 

factor for TGEV replication.  

We established a FUT8 knockout (FUT8-KO) cell line and observed a significant 

impairment in TGEV replication through supernatant titration, indirect 

immunofluorescence, and Western blot analysis. Subsequently, we knocked out other 

FUT family members (FUT1-5, FUT7, FUT9-13) and discovered that none of them 

exerted a comparable effect on TGEV replication as FUT8. In conclusion, FUT8 stands 

out as a pivotal host factor for TGEV replication. 

2. The replication of TGEV relies on the fucosyltransferase activity of FUT8.  

To further elucidate the impact of FUT8’s enzymatic activity on TGEV replication, 

we reinstated FUT8’s functionality in FUT8-KO cells by overexpressing both the 

full-length FUT8 and a mutant, FUT8-R365A, with a disrupted key enzyme activity site. 

Notably, FUT8-R365A failed to restore TGEV replication, indicating that the enzyme's 

activity is vital. Additionally, treatment with the FUT8 enzyme inhibitor 2PF revealed a 

strong negative correlation between the inhibitor concentration and TGEV replication 
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ability. These findings collectively establish that the core fucosyltransferase activity of 

FUT8 is indispensable for TGEV replication. 

3. FUT8 regulates the invasion stage of TGEV by modulating pAPN through its 

enzymatic activity.  

Using transmission electron microscopy (TEM) to visualize intracellular processes 

and detect TGEV double-stranded RNA synthesis in FUT8-KO cells, we observed a 

significant impairment in early TGEV replication. However, after direct transfection of 

infectious TGEV clones, we found that TGEV replication within FUT8-KO cells was not 

inhibited. Adsorption and internalization experiments revealed a specific impairment in 

the invasion phase of TGEV, which was further supported by inhibitor studies 

demonstrating FUT8’s enzymatic role in this process. Real-time quantitative PCR 

(RT-qPCR) and membrane fusion assays subsequently showed that while the expression 

of the TGEV receptor, pig amino peptidase N (pAPN), was unaltered in FUT8-KO cells, 

its functionality was compromised. In conclusion, FUT8 regulates the invasion of TGEV 

by modulating pAPN through its enzymatic activity. 

4. The core fucosylation of the TGEV receptor pAPN N736 is involved in the 

invasion of TGEV. 

After FUT8-KO inhibited the binding of TGEV S protein to pAPN by flow 

cytometry, the full-length expression plasmid of pAPN and the pAPN-N736A mutant 

plasmid were constructed, and the core fucosylation of pAPN N736 site was proved to be 

essential for TGEV invasion by flow cytometry and membrane fusion experiments. Next, 

we further studied Feline Infectious Peritonitis Virus (FIPV) using APN as the receptor 

and demonstrated that this mechanism has a certain broad spectrum.  

5. FUT8 knockout affects the normal expression of TGEV S protein and inhibits the 

formation of virions.  

Next, the results of reverse membrane fusion experiments showed that the invasion 

ability of TGEV S protein expressed on FUT8-KO cells was impaired, and the WB results 

showed that the expression of TGEV S protein in FUT8-KO cells was severely impaired. 

After transfection of TGEV infectious cloning plasmid, the results of RT-PCR showed 

that there was no significant difference in the mRNA level of TGEV S in FUT8-KO cells 
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from that of wild type, but the protein level showed that the expression of TGEV S 

protein was severely impaired. The supernatant valence assay and WB results showed that 

the formation of TGEV virions was significantly inhibited. These results indicated that 

FUT8-KO inhibited virion formation by affecting the normal expression of TGEV S 

protein.  

6. Effect of FUT8 knockout on replication of other coronaviruses.  

To further assess the impact of FUT8 knockout on the replication of diverse 

coronaviruses, we generated Huh-7-FUT8-KO and VeroE6-FUT8-KO cell lines. These 

were then infected with HCoV-229E and SARS-CoV-2. Notably, FUT8-KO cells did not 

affect HCoV-229E infection, but significantly curtailed the replication of SARS-CoV-2. 

Membrane fusion assays revealed that the invasion phase of SARS-CoV-2 was 

particularly impaired in FUT8-KO cells. Western blot (WB) analysis and reverse 

membrane fusion experiments further corroborated this finding, indicating a 

compromised expression of the SARS-CoV-2 S protein. Collectively, these results imply 

that FUT8-KO suppresses multiple aspects of SARS-CoV-2 replication.  

In conclusion, this study proves that FUT8 is an essential host factor for a variety of 

coronavirus infections, and provides a theoretical basis for disease resistance breeding 

and antiviral drug development. 

 

Keywords: Transmissible Gastroenteritis Virus; host factor; FUT8; APN; Core 

fucosylation 
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缩略语表(Abbreviation) 

英文缩写  英文全称 中文全称 

ACE2 angiotensin-converting enzyme 2 血管紧张素转换酶 2 

APN amino peptidase N 氨基肽酶 N 

CCoV Canine Corona Virus 犬冠状病毒 

CEACAM1 
carcinoembryonic antigen-related 

cell adhesion molecule 1 

鼠癌胚抗原相关细胞粘附

分子 1 

CoV 

DMVs 

Coronavirus 

double-membrane vesicles 

冠状病毒 

双膜囊泡 

DPP4 dipeptidyl peptidase 4 二肽基肽酶 4 

ER endoplasmic reticulum 内质网 

ERGIC 
endoplasmic reticulum-Golgi 

intermediate compartment 

内质网-高尔基体中间区

室 

FBS Fetal bovine serum 胎牛血清 

FIPV Feline Infectious Peritonitis Virus 猫传染性腹膜炎病毒 

GeCKO genome-wide CRISPR knockout 基因组规模 CRISPR 敲除 

GFP green fluorescent protein 绿色荧光蛋白 

HCoV-229E Human Coronavirus 229E 人冠状病毒 229E 

HCV hepatitis C virus 丙型肝炎病毒 

HEK-293T Human embryonic kidney 293T 人胚胎肾细胞 

His Histidine 组氨酸 

HR homologous recombination 同源重组 

IC intermediate compartment 中间隔间 

IFA indirect immunofluorescence assay 间接免疫荧光法 

kDa Kilodalton 千道尔顿 

KO Knock out 敲除 

LB Luria-Bertani medium LB 培养基 

M g/mol 摩尔质量 

MERS-CoV Middle East respiratory syndrome 中东呼吸系统综合征病毒 
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英文缩写  英文全称 中文全称 

coronavirus 

MHV Mouse hepatitis virus 小鼠肝炎病毒 

MOI Multiplicity of infection 感染复数 

NHEJ non-homologous end joining 非同源末端连接 

PBS Phosphate Buffer Saline 磷酸缓冲盐溶液 

PCR Polymerase Chain Reaction 聚合酶链式反应 

PDCoV Porcine Deltacoronavirus 猪丁型冠状病毒 

PEDV Porcine Epidemic Diarrhea Virus 猪流行性腹泻病毒 

PEDV Porcine epidemic diarrhea virus 猪流行性腹泻病毒 

PRCV Porcine Respiratory Coronavirus 猪呼吸道冠状病毒 

RBD receptor-binding domain 受体结合域 

RNA 

RTC 

Ribonucleic acid 

replication and transcription 

complex 

核糖核酸 

复制转录复合物 

rpm revolutions per minute 转每分钟 

RT-qPCR 
Real-time quantitative polymerase 

chain reaction 
实时荧光定量 PCR 

S Spike 刺突 

s, min, h, d second, minute, hour, day 秒，分钟，小时，天 

SARS-CoV-2 
Severe Acute Respiratory 

Syndrome Coronavirus 2 
新型冠状病毒 

sgRNA small guide RNA 向导 RNA 

TGEV Transmissible Gastroenteritis Virus 猪传染性胃肠炎病毒 

VLPs virus-like particles 病毒样颗粒 

WB Western Blot 蛋白质免疫印记法 

μg, mg, g Microgram, milligram, gram 微克，毫克，克 

μL, mL, L Microliter, milliliter, liter 微升，毫升，升 
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1 文献综述 

1.1 冠状病毒概述 

冠状病毒（Coronaviruses, CoV）可引起多种哺乳动物和禽类的呼吸道、消化道

和神经系统的感染，严重威胁人类及其他动物的生命财产安全。 

冠状病毒属于套式病毒目、冠状病毒科、冠状病毒属，是已知最大的正链 RNA

病毒，具有囊膜。RNA 病毒固有的高突变率和重组倾向使它们能够偶尔跨种传播并

适应新的宿主和生态位(Lamkiewicz et al 2023)，这也使它们在自然界中具有极高的

流行率。 

 

图 1-1 (α、β、γ、δ)冠状病毒系统发育树(Cui et al 2019) 

Figure 1-1 Phylogenetic tree of the Coronavirinae family 

CoV 家族有四个亚属：α 冠状病毒主要成员包括猪传染性胃肠炎病毒

TGEV(Transmissible Gastroenteritis Virus) 、猫传染性腹膜炎病毒 FIPV(Feline 

Infectious Peritonitis Virus)、犬冠状病毒 CCoV(Canine coronavirus)、人冠状病毒

HCoV-229E(Human Coronavirus 229E) 和 猪 呼 吸 道 冠 状 病 毒 PRCV(Porcine 

Respiratory Coronavirus)（TGEV 的基因缺失变异株）等。β 冠状病毒主要成员有：

严重急性呼吸道综合征病毒 SARS-CoV-2 (Severe Acute Respiratory Syndrome 

Coronavirus 2)等，一般只感染哺乳动物。而 γ 冠状病毒和 δ 冠状病毒除了哺乳动物

外还可感染禽类(Cui et al 2019)。 
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TGEV 属于 α 冠状病毒，于 1946 年在美国首次被报道，随后在世界各地的猪群

中均有报道(Yan et al 2022)。TGEV 引起猪感染的主要症状为消化道症状，包括呕吐

和频繁剧烈的水样腹泻。无对应抗体的仔猪感染后的死亡率可以达到 100%(Zhang et 

al 2007)。目前 TGEV 主要使用减毒活疫苗来控制 TGEV 的传播，主要原理是通过促

进泌乳母猪产生抗体，抗体通过乳汁传递给仔猪来暂时提高仔猪对 TGEV 的抵抗力

(Song et al 2023)。但是，随着母源抗体滴度的降低，疫苗对仔猪的保护作用也会逐

渐减弱。 

1.2 冠状病毒复制周期 

冠状病毒是一类正链 RNA（+RNA）病毒，其基因组规模庞大，大约在 26-32

千碱基（kb）之间。其基因组主要编码两种聚合酶 pp1a 和 pp1b、四种常见的 CoV

结构蛋白（S、E、M 和 N）以及其他辅助蛋白(de Wilde et al 2018)。 

CoV 与细胞表面的特定受体结合后，通过直接与细胞膜融合（或在内体中被摄

取）进入并将 RNA 基因组释放到胞质溶胶中。正链 RNA 与宿主细胞核糖体结合，

翻译产生 pp1a 和 pp1ab 复制酶多蛋白。这两种多蛋白在多种内部蛋白酶的切割下形

成一系列非结构蛋白(Non-structure Protein, NSP)，即 NSP 1-16。这些 NSP 提供病毒

RNA 复制酶的亚基并参与病毒复制转录复合物的生物发生。其中包括双膜囊泡

(double-membrane vesicles, DMVs)--病毒复制细胞器(Prydz and Saraste 2022)。病毒

在 DMV 中产生全长和亚基因组长度的负链 RNA。后者分别在游离或内质网膜结合

核糖体中合成四种病毒结构蛋白：核衣壳（N）蛋白和三种膜蛋白（E、M 和 S）。

最终，新的基因组被装入核衣壳内，并通过从平滑细胞内膜的出芽作用获得包膜。

之后，新的病毒粒子通过外细胞途径（胞吐等）离开细胞(Prydz and Saraste 2022)。 
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图 1-2 冠状病毒细胞内复制周期简介(V'Kovski et al 2021) 

Figure 1-2 Intracellular life cycle of the coronavirus  

1.2.1 入侵 

入侵是冠状病毒复制周期中的首个关键步骤，这一步的主要决定因素是冠状病

毒 S 蛋白与宿主细胞表面受体的有效结合(de Wilde et al 2018)。 

冠状病毒的 S 蛋白是一种膜蛋白，它是冠状病毒中最大的糖蛋白(Wang et al 

2016)。S 蛋白包括两个亚基 S1 和 S2，它以三聚体的形式存在于病毒粒子表面(Li 

2016)。S1 亚基参与病毒和受体的结合，并包含 N 端和 C 端结构域（分别为 S1-NTD

和 S1-CTD）(Walls et al 2016)，两者都可以充当病毒的受体结合域(receptor-binding 

domain, RBD)，且 S1-CTD 还决定了冠状病毒的细胞嗜性。而高度保守的 S2 亚基则

包含促进病毒-细胞膜融合的关键区域(Hulswit et al 2016)。病毒 S 蛋白使用双重受体

机制，即同时与糖类和蛋白质结合以附着和进入宿主细胞，从而引起感染(Guruprasad 

2021)。 

冠状病毒 S 蛋白在介导病毒包膜与靶细胞膜融合的过程中，除了依赖细胞表面

提供的受体，还需要借助宿主细胞表达的蛋白酶进行切割(V'Kovski et al 2021)。现

有研究表明，SARS-CoV-2 利用细胞跨膜丝氨酸蛋白酶 TMPRSS2 的切割作用来实现

其激活和入侵(Gierer et al 2013)。 
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流感病毒的 HA 需要低 pH 值来激活糖蛋白融合机制，类似的机制在冠状病毒

上也有报道(Whittaker et al 2021)。一项使用单颗粒追踪将猫冠状病毒（ feline 

coronavirus, FCoV）融合到支撑双层的研究表明，S 蛋白介导的假病毒粒子膜融合需

要蛋白酶处理和酸性环境才能融合(Costello et al 2013)。还有研究发现 MHV 对细胞

的入侵效率也受环境 pH 值的影响(Burkard et al 2014)。这些研究表明 pH 值是病毒入

侵过程中不可忽视的因素。 

总而言之，冠状病毒对宿主细胞的入侵由三重因素决定：受体结合、宿主蛋白

酶切割和细胞的离子环境三者协同工作，以促进病毒和细胞的膜融合(Whittaker et al 

2021)。 

1.2.2 复制与组装 

在与靶细胞膜融合后，病毒的核衣壳在细胞外脱落，而基因组释放到细胞内。

首先，冠状病毒的正链 RNA 与宿主细胞核糖体结合，引导非结构蛋白的合成(Knoops 

et al 2008)。非结构蛋白提供病毒 RNA 复制酶的亚基，并对被感染细胞的细胞内膜

进行重排以建立病毒复制工厂，病毒基因组在其中进行复制和转录(Snijder et al 2020; 

Weber et al 2006)。病毒复制工厂包括双膜囊泡(double-membrane vesicles, DMVs)，

也就是病毒 RNA 复制和转录的位点(Fehr and Perlman 2015)。接下来，DMVs 中产生

的基因组和亚基因组 mRNA 通过分子孔离开 DMV(Wolff et al 2020)。进入细胞质后，

这些 mRNA 在粗面内质网的核糖体中翻译产生病毒包膜蛋白 E、M 和 S，核衣壳蛋

白 N 则是在游离核糖体上合成的(Prydz and Saraste 2022)。 

翻译产生的三种跨膜蛋白（E 蛋白、M 蛋白和 S 蛋白）在插入内质网膜后被转

运到中间隔间(intermediate compartment, IC)。N 蛋白通过包被病毒的 RNA 基因组来

启动组装；M 蛋白参与病毒样颗粒(virus-like particles, VLPs)的形成和病毒出芽(Lu et 

al 2021)；VLP 的形成也需要 E 蛋白(Xu et al 2020)；S 蛋白不是 VLP 形成所必需的，

但对病毒感染性至关重要。这四种蛋白质在 IC 中共定位，以确保组装成功能齐全的

病毒颗粒(Wang et al 2020)。 

1.2.3 释放 

病毒粒子的释放是冠状病毒周期中人们了解最少的步骤之一。通常认为病毒粒

子是通过生物合成分泌途径释放，这些病毒粒子萌芽进入内质网-高尔基体中间区室，
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然后通过分泌囊泡的运输释放到细胞外空间(Gudima et al 2023)。最近的一项研究表

明，β 冠状病毒利用溶酶体运输进行释放(Ghosh et al 2020)。 

同时，一项针对感染 SARS-CoV-2 的 Vero 细胞的冷冻成像结果显示，含有病毒

的大型囊泡与细胞膜融合而成可供病毒粒子释放的隧道，从而允许通过胞吐作用样

机制释放大量病毒颗粒(Gudima et al 2023)。 

1.3 冠状病毒复制所需宿主因子研究 

1.3.1 CRISPR/Cas9 基因编辑技术在宿主因子筛选中的应用 

细菌和古细菌中成簇的规则间隔短回文重复序列（CRISPR）和 CRISPR 相关蛋

白 9 (Cas9)系统是细菌本身针对噬菌体感染和质粒转移所演化出的一种防御机制

(Jinek et al 2012)，其原理是采用 gRNA 引导 DNA 核酸内切酶 Cas9，特异性切割入

侵的双链 DNA，使其断裂以达到防御的效果(Gupta et al 2019)。研究者根据这种特

性，将其修改成为多功能、特异性强且具有普适性的基因组编辑工具(Cong et al 2013)。

CRISPR/Cas9 系统包括两种最重要的成员：gRNA 和 Cas9 内切酶，其中 gRNA 会引

导 Cas9 蛋白来切割目标基因组上的特定 DNA 序列(Jiang and Doudna 2017) 

 
图 1-3 CRISPR/Cas9 基因编辑原理(Jiang and Doudna 2017) 

Figure 1-3 The mechanism of CRISPR–Cas9–mediated genome engineering 
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Guide RNA(gRNA)由单链 RNA(20bp)组成。gRNA 的 5'末端与目标 DNA 序列互

补，为其基因组目标提供序列特异性(Cong et al 2013)。Cas9 蛋白具有 6 个结构域，

其中 PAM 相互作用结构域赋予 PAM 特异性，负责靶 DNA 序列的结合(Deltcheva et 

al 2011)。 

gRNA通过与Cas9酶结合诱导其构象产生变化并激活(Gupta et al 2021)。在Cas9

酶被激活后，gRNA 就会靶向 DNA 序列 3'端与 PAM 序列相邻的位点并找到目标序

列，而与之结合的 Cas9 蛋白会解链 PAM 上游的碱基并与 gRNA 的互补区域配对

(Zhang et al 2014)。如果互补区域和目标区域正确配对，Cas9 酶可以发挥其通用核

酸内切酶的功能切割目标 DNA 从而引起 DNA 双链断裂（一般位于 PAM 序列上游

3-4 个碱基处）。断裂的 DNA 双链会被细胞通过内源性细胞修复途径修复(Gratz et al 

2013)。而这种修复通常会引起任意数目的碱基对的插入或删除，使目标基因产生移

码突变丧失原有的功能从而导致基因的沉默或敲除(Gupta et al 2019)。 

近年来，许多研究已成功利用 CRISPR/Cas9 技术批量筛查病毒感染过程中发挥

不同作用的宿主因子。在针对甲型流感病毒感染的宿主因素筛查中，研究者鉴定了

宿主因子 WDR7、CCDC115 和 TMEM199，并证明这些基因对于病毒进入和调节 V

型 ATP 酶组装至关重要(Li et al 2020)。Rebendenne 等人通过双向全基因组 CRISPR

筛选（功能丧失的 CRISPR-KO 筛选和功能获得性 CRISPRa 筛选）显示了调节

MERS-CoV 的宿主因素(Rebendenne et al 2022)。之后进行的另一项研究在人肺上皮

细胞中进行了类似的全基因组敲除和激活筛选，鉴定出粘蛋白（一个高分子量糖蛋

白家族）发挥了强大的抗病毒作用(Biering et al 2022)。 

1.3.2 宿主因子参与冠状病毒复制的各个阶段 

各种冠状病毒的爆发与流行推动了对其所需的宿主因子研究的迅猛发展。迄今

为止已有多项针对冠状病毒的 CRISPR 的全基因组筛选研究(Biering et al 2022; 

Daniloski et al 2021; Sun et al 2021; Wang et al 2022)，这些研究成功鉴定了多种病毒

所需的宿主基因。 

入侵阶段：首先，宿主细胞上的对应受体是病毒入侵过程中至关重要的因素。

迄今为止，已有四种宿主细胞蛋白质被表征为冠状病毒与宿主细胞结合的主要受体

(Millet et al 2021)。如 α 冠状病毒属的 TGEV、FIPV、CCoV 和 HCoV-229E 使用其

各自宿主物种的氨基肽酶 N（amino peptidase N, APN）作为受体。SARS-CoV 和
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SARS-CoV-2 已被证明使用血管紧张素转换酶 2（angiotensin-converting enzyme 2, 

ACE2）作为受体。宿主因子 DYRK1A 的敲除会显著抑制 APN 和内吞相关基因的表

达，从而抑制 TGEV 的入侵(Fu et al 2024)。对于冠状病毒受体的探索仍在不断进行

中，除了已知的受体（ACE2、TMPRSS2）之外，有研究证明 LDLRAD3 和 CLEC4G

以不依赖 ACE2 的方式介导 SARS-CoV-2 的入侵(Zhu et al 2022)。 

复制阶段：细胞胞苷/尿苷一磷酸激酶 2(CMPK2)通过增加 ddhCTP 的产生和抑

制病毒的 RNA 依赖性 RNA 聚合酶(RdRp)活性来抑制冠状病毒的复制(Zhu et al 

2023)。有研究表明，mLST8 基因通过 mTORC1 通路调节自噬，同时还会影响冠状

病毒复制过程中双膜囊泡的形成(Fu et al 2023)。宿主糖原合酶激酶 3(GSK-3)可磷酸

化 MHV 的核衣壳以募集 RNA 解旋酶 DDX1 参与病毒复制(Wu et al 2014)。而宿主

因子 FAM149B1、CCAR2 和 ZC3HAV1 在 SARS-CoV-2 重塑细胞内膜系统以形成双

膜囊泡的过程中发挥作用(Pahmeier et al 2023)。 

释放阶段：有研究表明宿主的 Arf 样小 GTP 酶 Arl8b 参与调节 β 冠状病毒利用

溶酶体运输进行出口的过程(Ghosh et al 2020)。编码赖氨酸脱甲基酶的 LSD1 基因的

敲除会阻断 SARS-CoV-2 通过溶质通路释放至细胞外的途径(Mazzarella et al 2023)。 

1.4 宿主与病毒的糖基化参与病毒复制 

1.4.1 宿主蛋白的糖基化修饰 

糖基化是蛋白质最常见、最多样化的翻译后修饰之一。蛋白质糖基化是单糖或

聚糖与蛋白质的氨基酸侧链共价连接的过程。聚糖是单糖的线性或支链连接，通常

具有高溶解度和构象熵，可调节蛋白质的折叠、结构和功能(Reily et al 2019)。其中

酶促蛋白质糖基化过程主要在内质网和高尔基体系统进行，该过程会导致大多数

(>85%)分泌蛋白的糖基化(Schjoldager et al 2020)。 

目前已经报道了几种不同的蛋白质糖基化。N-糖基化是一种发生在分泌蛋白和

膜结合蛋白中的翻译后修饰，N-糖基化的蛋白都有一个共同的基序（NXS/T，其中

X 不能是脯氨酸）(Breitling and Aebi 2013)。N-糖基化将复杂程度不等的糖（包括岩

藻糖、半乳糖、葡萄糖和甘露糖等）选择性地附着到天冬酰胺（或不太常见的精氨

酸）残基中(Cherepanova et al 2016)。而在 O-糖基化中，则主要是将单糖或聚糖添加

到丝氨酸、苏氨酸(Cervoni et al 2020)。其他种类的蛋白质糖基化，例如 C-糖基化（其
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中色氨酸被甘露糖修饰），以及 S-糖基化（其中半胱氨酸被修饰）都不太常见(Eichler 

2019)。 

 
图 1-4 进化过程中的蛋白质糖基化(Eichler 2019) 

Figure 1-4 Protein glycosylation across evolution. 

1.4.2 宿主蛋白糖基化参与病毒复制的研究进展 

多项机理研究证明，宿主细胞的糖基化在多种病毒的进入过程中发挥了重要作

用。去除细胞 N-糖基化可抑制人成纤维细胞中人巨细胞病毒的感染，且这种抑制在

N-糖基化恢复后消失(Zheng et al 2020)。在使用 PNGase 去除细胞上的 N-糖基化后，

HIV 感染效率显著降低(Spillings et al 2022)。有研究表明，使用小分子抑制剂

kifunensine 在寡甘露糖阶段阻断 N-聚糖的生物合成可显著减少 SARS-CoV-2 进入表

达 ACE2 的 HEK293T 细胞(Yang et al 2020)。宿主细胞粘蛋白可保护 Vero 细胞不受

HCoV-OC43 感染，而通过唾液酸酶去除粘蛋白上连接的唾液酸聚糖则会消除这种保

护作用(Wardzala et al 2022)，粘蛋白上的岩藻糖基化位点也在其中发挥了重要作用

(Behren et al 2023)。溶质载体家族 35 成员 A1（SLC35A1）是唾液酸合成途径中的

关键分子，敲除 SLC35A1 基因会导致细胞表面唾液酸和 PDCoV 吸附的量减少(Wang 

et al 2022)。 
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TGEV 的受体 pAPN 的 Asn736 糖基化位点的缺失会消除 TGEV RBD 与 pAPN

的结合(Reguera et al 2012)。犬、猫 APN 中同源聚糖的缺失同样可以防止猫、犬和

猪冠状病毒的细胞感染，而将这种聚糖添加到人 APN 中则足以使其成为 TGEV 的

受体(Tusell et al 2007)。 

1.4.3 冠状病毒膜蛋白的糖基化修饰 

除了宿主细胞的糖基化以外，病毒蛋白本身的糖基化对于病毒的复制也是不可

或缺的。以 SARS-CoV-2 为例，计算机模拟拓扑结构的预测结果显示，SARS-CoV-2

大多数编码的蛋白质是糖蛋白，但迄今为止只有四种有确切的糖基化位点报告(Gong 

et al 2021)。众所周知，S 蛋白是一种糖蛋白，其上修饰的聚糖占据了约 40%的 S 蛋

白三聚体表面(Rudd et al 2001)。目前总共报道了 23 种高占有率（大部分为>95%）

的 N-连接糖基(Zhang et al 2021)。相比之下，在所有 O-连接糖基中，只有两个位点

显示出相对较高的占有率(Watanabe et al 2020)。研究表明 SARS-CoV-2 S 蛋白表面的

N-糖基化在调节病毒入侵方面发挥了重要作用，使用 RNA 干扰剂或抑制剂去除新

生的 SARS-CoV-2 S 蛋白的 N-糖基化可减少感染的传播，在这些条件下新生病毒粒

子数量减少，且部分子代病毒粒子完全失去了感染性(Casas-Sanchez et al 2021)。 

 

图 1-5 SARS-CoV-2 S 蛋白的 N-聚糖类型(Cong et al 2013) 

Figure 1-5 N-glycan types of SARS-CoV-2 S proteins 
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SARS-CoV-2 的 E 蛋白在病毒的组装和释放中发挥重要功能。根据序列预测，

在 E 蛋白的跨膜片段中的 N48 和 N66 位置可能存在两种假定的 N-连接糖基化位点

(Duart et al 2020)。M 蛋白是 SARS-CoV-2 中含量最丰富的包膜蛋白，参与病毒颗粒

的组装。与 E 蛋白类似，M 蛋白的糖基化尚未得到广泛的研究和表征。计算机模拟

揭预测了 8 种 N-糖基化位点，包括 N5、N21、N41、N43、N117、N121、N203 和

N216 这些 N-连接糖基化的功能仍有待研究(Dawood 2021)。ORF3a 是一种非结构蛋

白，位于 SARS-CoV-2 表面。根据疏水性分析和拓扑学研究，在其 S27、T28、T32

和 T34 残基处可能存在 4 种 O-连接糖基，但不存在 N-糖基化位点。这些糖基化的

功能仍有待进一步的研究(Majumdar and Niyogi 2020)。 

1.5 宿主因子 FUT8 研究进展 

岩藻糖基化，一种发生在高尔基体和内质网内的糖基化修饰(Fujita et al 2021)。

岩藻糖可以掺入 N-、O-或脂质连接的寡糖链的末端部分，或修饰复合物 N-聚糖的

核心(Schneider et al 2017)。岩藻糖基化水平决定于岩藻糖基转移酶活性及其供体底

物二磷酸鸟苷(GDP)-岩藻糖合成酶的水平(Takahashi et al 2009)。岩藻糖基转移酶家

族共有 13 个成员，主要可以分为两种：末端岩藻糖基化酶和核心岩藻糖基化酶

(Bastian et al 2021)。而 FUT8 (Fucosyltransferase 8)，也就是 α-(1,6)-岩藻糖基转移酶

(Alpha-(1,6)-Fucosyltransferase)，是其中唯一一种负责核心岩藻糖基化的转移酶

(Miyoshi et al 2008)。 
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图 1-6 13 种岩藻糖基化转移酶(Schneider et al 2017) 

Figure 1-6 List of 13 known fucosyltransferases 

作为唯一的核心岩藻糖基化转移酶，FUT8 在哺乳动物细胞高尔基体中催化岩藻

糖从 GDP-岩藻糖（GDP-Fuc）转移到 N-聚糖的最内层 N-乙酰氨基葡萄糖（GlcNAc）

残基的 α-(1,6)键(Lin et al 2011)，从而完成核心岩藻糖糖基化的功能。底物 GDP-Fuc

的水平及其向高尔基体的运输决定了蛋白质的核心岩藻糖基化水平(Norton and 

Mehta 2019)。同时，一项对于 FUT8 酶活的活性测定表明，用丙氨酸取代其 365 位

点上的精氨酸会导致 FUT8 的酶活完全丧失(Takahashi et al 2000)。 

 

 



华中农业大学 2024 届硕士学位（毕业）论文 

12 

 

图 1-7 FUT8 催化的反应(Bastian et al 2021) 

Figure 1-7 The reaction catalysed by FUT8 

核心岩藻糖基化后，蛋白质会表现出与之前不同的空间结构和生物活性(Golay 

et al 2022)。FUT8 参与多种类型的生理和病理过程和免疫反应，例如细胞生长、粘

附、受体激活、ADCC、肿瘤转移和病毒感染体液免疫反应以及胃肠道系统的良恶

性生物调节(Cantero-Recasens et al 2022; Chen et al 2013; Shi et al 2024; Takamatsu et 

al 2016)。核心岩藻糖基化在生长因子受体中起重要作用，如 TGF-β1 和 EGFR 介导

的生物学功能(Kelel et al 2021; Tu et al 2017)。在小鼠中，FUT8 的纯合敲除会诱导严

重的生长迟缓和出生后发育期间的早期死亡(Wang et al 2006)。 

病毒的存活与复制依赖于宿主细胞的各项结构，并选择宿主细胞的不同机制来

复制、组装和释放新的病毒颗粒(Kim et al 2019)，而宿主的 FUT8 基因在病毒复制的

过程中发挥了重要的功能。有报道称，HCV 可以通过操纵宿主转录因子 SNAIL 来

激活 EGFR-AKT-SNAIL 通路从而诱导 FUT8 表达的上调。而 FUT8 表达量的上升会

促进 RIM40 介导的 RIG-I K48-泛素化，并抑制抗病毒干扰素（IFN）-I 的反应(Pan et 

al 2024)。 

本实验室在对 TGEV 宿主因子的前期筛选中，利用全基因组 CRISPR/Cas9 敲除

文库鉴定了多个影响 TGEV 复制的关键宿主因子(Sun et al 2021)。本研究发现 FUT8

基因敲除后显著抑制 TGEV 的复制，因此我们推测 FUT8 可作为一个新的宿主因子

参与猪传染性胃肠炎冠状病毒的复制。 
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1.6 冠状病毒疫苗与药物研究现状 

1.6.1 冠状病毒疫苗研发现状 

自 SARS-CoV-2 爆发以来，我国主要通过疫苗预防和治疗。然而，由于疫苗和

中和抗体仅针对病毒的表面结构蛋白，其保护效率很容易受到病毒突变的影响(Xia 

et al 2023)。目前的 COVID-19 疫苗在早期阶段被证明在遏制大流行方面非常有效。

但免疫选择下新出现的 SARS-CoV-2 Omicron 变异株大大削弱了当前疫苗在预防感

染和传播方面的有效性(Zhou et al 2022)。这造成了一个两难境地，即尽管疫苗在预

防严重疾病方面仍然有效，但持续的感染浪潮增加了变种永无止境的出现的可能性

(Tan et al 2023)。同时，疫苗的接种还带来了一些副作用与不良反应。SARS-CoV-2

疫苗的不良反应主要包括以下几个方面：过敏反应（特别是 mRNA 疫苗）

(Shimabukuro and Nair 2021)、血栓形成和血小板减少症（特别是腺病毒载体疫苗）

(Mehta et al 2021)、心肌炎（特别是 mRNA 疫苗）(Heinz and Stiasny 2021)和神经系

统不良反应（与病毒载体疫苗有关）(McKean and Chircop 2021)。同时，除了具有抗

原成分外，疫苗还携带各种佐剂，这些佐剂可能会在宿主中引起一些副作用或毒理

学反应(Joshi et al 2021)。 

猪流行性腹泻病毒(Porcine epidemic diarrhea virus, PEDV)对全世界的养猪业造

成了巨大的损失，但目前市场上仍缺乏有效的疫苗。疫苗保护效率低下的原因有以

下几点：（1）目前的 IM 疫苗（活的或灭活的）诱导怀孕母猪泌乳免疫的能力较差；

（2）疫苗针对的毒株与流行毒株不同(Jung et al 2020)；（3）通过常规细胞培养适应

方法生产的活疫苗在田间应用后可能会恢复为毒性强的 PEDV 或与田间 PEDV 毒株

重新组合以产生新的毒株(Hou and Wang 2019)。 

1.6.2 病毒靶向的抗病毒药物 

多年来，大多数传统抗病毒药物的开发是直接针对病毒本身的结构或者成分。

然而，由于病毒本身快速变异导致的耐药性病毒的迅速生成使这一策略往往存在一

定的局限性。 

核苷类似物 5-氟尿嘧啶（5-FU）和利巴韦林（RBV）靶向冠状病毒 RNA 聚合

酶(Eltahla et al 2015)，但冠状病毒的 3’-5’核糖核酸外切酶（ExoN）校对并去除了药
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物引入的核苷类似物，导致了耐药性的产生(Smith et al 2013)。一种常用于抗病毒的

经典药物金刚烷，其作用机制是阻断甲型流感的 M2 离子通道从而防止病毒脱壳和

RNA 释放。到 2013 年，全球流行的甲型流感亚型中约有 45%对金刚烷耐药（>69%

的 H1 亚型和 43%的 H3 亚型）(Hussain et al 2017)。由于耐药性如此之高，金刚烷类

药物不再被推荐用于治疗甲型流感(Hurt et al 2012)。有研究表明 SARS-CoV-2 很容

易产生对奈玛特韦（一种靶向 3CL 的口服抗病毒药物）的体外高水平耐药性，并且

这种耐药性可以通过多种途径产生(Iketani et al 2023)。 

1.6.3 宿主靶向的抗病毒药物 

在病毒靶向的药物开发受阻时，开发宿主靶向的抗病毒药物以控制病毒感染可

能是一种更有效的通用方法(Goris et al 2008)。病毒在复制过程中会与多种宿主因子

和途径建立相互作用，近年来兴起了一类针对病毒所需宿主因子的抗病毒药物，这

种药物被称为宿主靶向的抗病毒药物(Kumar et al 2020)。目前研究者主要通过两种方

法：全基因组小干扰 RNA(siRNA)或 CRISPR 筛选，得到与感染病毒相互作用并调

节复制的细胞编码基因，并针对这些基因开发小分子抑制剂(Venter et al 2015)。 

 

图 1-8 抗病毒药物开发的新策略(Krarup et al 2015) 

Figure 1-8 New strategies for antiviral drug development 

由于宿主的遗传变异率与病毒相比非常低，宿主导向的抗病毒药物失效的几率

也大大降低(Kumar et al 2018)，此外，它还可能适用于多种利用共同分子途径的病毒

(Pichlmair et al 2012)。宿主导向的抗病毒药物又可以分为两种：一种是针对对病毒

感染有反应的宿主活动，如干扰素（IFN）和适应性免疫反应等(Wallis et al 2023)，

这些药物可以改变感染的结果。第二种则是靶向对病毒复制不可或缺的宿主因子和
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通路。 

已有多项研究表明，某些对宿主本身影响不大的宿主因素对病毒复制至关重要。

如麻疹病毒（MeV）的 RNA 合成和病毒体组装所需的宿主细胞因素，包括 HSP72、

Prdx1、管蛋白和壳蛋白激酶等(Delpeut et al 2012)。Lasswitz L 等将人类跨膜蛋白

CD81确定为基孔肯雅病毒（CHIKV）复制所需的宿主因子，CD81的敲除导致CHIKV

的拷贝数降低，而过度表达则增强了感染(Lasswitz et al 2022)。宿主因子 TRIM21 蛋

白通过基质蛋白 1(M1)的泛素依赖性降解来限制 A 型流感病毒(IAV)的复制(Lin et al 

2023)。 

而针对宿主的抗病毒药物也已逐步应用于临床。丙磺舒是支持 IAV 复制所需的

宿主蛋白有机阴离子转运蛋白的抑制剂(Perwitasari et al 2013)，它在临床上表现出了

良好的抗病毒活性。临床上可用的宿主细胞胆固醇摄取受体 (NPC1L1)对抗剂

Ezetimibe 通过影响病毒-细胞膜融合前的病毒胆固醇依赖步骤，在体外内抑制了所有

主要丙型肝炎病毒(hepatitis C virus, HCV)基因型的感染(Sainz et al 2012)。除此之外，

还有多种靶向病毒所需的宿主因子的抑制剂等待临床开发。 

2 目的与意义 

冠状病毒在全球范围内的流行对动物与人类的健康造成了巨大的威胁。由于多

种冠状病毒都具有变异快的特点，常导致原有疫苗保护力的降低及针对病毒靶点的

药物耐药性的产生，给疫情防控带来了巨大的困难。冠状病毒感染宿主细胞后，会

与宿主蛋白互作从而改变宿主基因的表达，为自身复制创造最佳微环境。因此，亟

需挖掘在冠状病毒复制中发挥关键作用的宿主因子，以找到更保守的抗病毒靶点。 

实验室前期利用猪全基因组 CRISPR/Cas9 敲除文库成功筛选到了多种 TGEV 复

制必需的宿主因子，其中 FUT8 作为一个尚未被报道参与冠状病毒复制的新的宿主

因子，在我们的筛选结果中被高度富集。通过病毒水平的验证，我们发现敲除 FUT8

可以显著降低 TGEV 的复制，但其作为一个核心岩藻糖基转移酶是如何调控 TGEV

复制的机制未知。本课题通过膜融合系统、病毒感染性克隆系统等分子病毒学方法

结合结构生物学以探究并揭示其分子机制。研究结果有望进一步丰富冠状病毒与宿

主互作网络，为研发高效精准的抗冠状病毒药物提供新的理论依据，并为抗病育种

研究提供新的候选靶点。  
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3 材料与方法 

3.1 实验材料 

3.1.1 细胞、菌株、毒株 

细胞：猪肾细胞系（Pig Kidney 15, PK-15）；猪肾小管上皮细胞（pig kidney 

proximal tubular, LLC-PK1）；猫肾细胞(feline kidney cell, CRFK)；人胚胎肾细胞

（HEK-293T）；非洲绿猴肾细胞（Vero）及人肝癌细胞（Human Hepatocellular 

Carcinoma Cells, Huh7）、小鼠成纤维细胞系（Mouse Fibroblast, L929）保存于本实验

室。 

菌株：大肠杆菌 DH5α 化学感受态细胞由本实验室保存。 

毒株：TGEV WH-1 由何启盖老师馈赠，保存于本实验室；MHV A59，保存于

本实验室；PDCoV CHN-HN-2014 由华中农业大学肖少波老师馈赠，FIPV-79-1146

毒株由本实验保存。HCoV-229E VR740 购自 ATCC，由本实验室保存。SARS-CoV-2 

BA.1 毒株由中国科学院武汉病毒所保存，有关 SARS-CoV-2 活病毒实验均由武汉病

毒所具有相关资质的人员在 P3 实验室中完成。 

3.1.2 载体与其他质粒 

sgRNA慢病毒表达载体Lenti-sgRNA-EGFP由华中农业大学谢胜松老师馈赠（图

3-1A）。慢病毒包装辅助质粒 psPAX2（Addgene, #12260）和 pMD2.0G（Addgene, 

#12259）及慢病毒表达载体 pLVX-EF1α-IRES-mcherry（图 3-1D）购自 Addgene，

pcDNA3.1（图 3-1B）、TGEV-Bac（图 3-1E）由本实验保存。pcDNA3.1-OptiG-3xCFlag

（图 3-1C）由华中农业大学赵凌老师馈赠。 
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图 3-1 Lenti-sgRNA-EGFP、pcDNA3.1、pcDNA3.1-OptiG-3xCFlag、pLVX-EF1α-IRES-mcherry

及 TGEV-Bac 质粒图谱 

Fig. 3-1 plasmid maps of Lenti-sgRNA-EGFP、pcDNA3.1、pcDNA3.1-OptiG-3xCFlag、

pLVX-EF1α-IRES-mcherry and TGEV-Bac 

3.1.3 主要试剂耗材 

细胞培养相关试剂耗材：胰酶粉、转染试剂 jetPRIME®购自赛默飞世尔科技公

司（Thermo）；293 培养基（无血清）购自永联生物科技（上海）有限公司；1.5 g/L

低糖培养基 DMEM、4.5g/L 高糖培养基 DMEM 购自 Gibco 公司；胎牛血清（FBS）

购自武汉青木生物科技有限公司；青霉素-链霉素抗生素、ECL 化学发光显色液、RIPA

裂解液购自上海碧云天生物技术有限公司（Beyotime）；蛋白 Marker、Alexa Fluor®488 

anti-mouse IgG（H + L）抗体购自赛默飞公司；细胞培养板（96、48、24、12、6 孔



华中农业大学 2024 届硕士学位（毕业）论文 

18 

板），离心管（15 和 50 mL）和细胞培养瓶（T75 和 T25）购自 NEST 公司；10 mL

移液管和冻存管购自康宁公司（Corning）；二甲基亚砜（DMSO）购自 Sigma 公司。

慢病毒包装转染试剂 JetPRIME（PolyPlus, B180306）购自 PolyPlus 公司；慢病毒浓

缩试剂购自博奥龙公司；细胞体染料（4',6-二脒基-2-苯基吲哚，DAPI）购自碧云天

公司。岩藻糖基化抑制剂 2F-peracetyl-fucose（2PF）购自 MCE 公司。萤火虫荧光素

酶报告基因检测试剂盒构自翌圣公司。 

工具酶、抗体及主要试剂（1）限制性内切酶：BbsI（NEB, #R3539S）、快切酶

Nhe1-HF、KpnI-HF、BamHI-HF、EcoRI-HF均购自 NEB公司。（2）2×Phanta Max Master 

Mix 购自南京诺唯赞生物科技有限公司；2×MIX Taq 酶购自北京庄盟生物公司；

Phanta 高保真 DNA 聚合酶（Vazyme）购自南京诺唯赞生物公司。（3）T4 DNA 连

接酶（NEB, M0202L）购自 NEB 公司；DNA Marker（DL2000、DL5000 和 DL15000）

和高纯度低电渗琼脂糖购自武汉擎科创新生物科技有限公司；核酸染料 Goldview 购

自西安赫特生物科技有限公司。（4）DNA 提取和质粒提取试剂盒：血液/细胞/组织

基因组 DNA 提取试剂盒（TIANGEN,DP304）购自天根生化科技（北京）有限公司；

去内毒素质粒小提中量试剂盒  E.Z.N.A.® Endo-Free Plasmid Mini Kit II

（OMEGA,D6950-01）购自美国 OMEGA 公司；病毒基因组 RNA/DNA 提取试剂盒

TaKaRa MiniBEST Viral RNA/DNA Extraction Kit Ver.5.0 (9766 Takara)购自 TaKaRa

公司。（5）回收和纯化试剂盒：PCR 产物胶回收纯化试剂盒 E.Z.N.A.® Gel 

ExtractionKit（OMEGA, D2500-02）购自美国 OMEGA 公司。（6）LB 培养基和细菌

抗生素：胰蛋白胨（Tryptone）（OXOID，LP0042）和酵母提取物（Yeast Extract）（OXOID, 

LP0021）购自 OXOID 公司；琼脂（Agar）（Biosharp, BS027）购自 Biosharp 公司；

氨苄霉素（BioFroxx，1146GR001）购自广州赛国生物科技有限公司。（7）抗体：

辣根过氧化物酶（HRP）标记的羊抗鼠、羊抗兔 IgG 购自武汉博士德公司； FLAG

抗体购自 MBL 公司；抗 TGEV N 蛋白兔源多克隆抗体由本实验制备并保存；Alexa 

Fluor594-conjugated goat anti-mouse IgG（H+L）（Thermo Fisher Scientific，#A-11005）

二抗购自赛默飞公司；（FUT8 抗体 FucT-VIII: sc-271244）购自 SANTA CRUZ 公司；

SARS-CoV-2-N 抗体(SARS-CoV-2 Nucleocapsid Protein (HL344) Rabbit mAb #26369)

购自 CST 公司（8）其它试剂耗材：EP 管（2 mL 和 1.5 mL）和枪头（黄、蓝和白）

购自武汉厚积生物有限公司；柠檬酸钠、柠檬酸、二甲苯、无水乙醇、甲醇、冰醋

酸、Tween-20、84 消毒液、医用酒精、三氯甲烷、异丙醇等购自国药试剂公司；DEPC
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购自美国 Sigma 公司；ECL 化学发光显色液、RIPA 裂解液和嘌呤霉素购自碧云天公

司；4%多聚甲醛购自武汉博士德公司；实时定量 PCR 试剂盒购自 Bio-RAD 公司；

基因、引物合成和质粒序列分析由生工生物工程（上海）有限公司或南京金斯瑞生

物科技有限公司完成。0.22 μm 滤器、0.45 μm 滤器、超滤管购自 Millipore 公司；PVDF

膜、30%丙烯酰胺、0.22 μm 滤纸购自伯乐公司；酶标板购自科前公司。  

3.1.4 主要仪器设备 

PCR 仪购自 Applied Biosystems 公司；恒温水浴锅、核酸电泳仪等装备购自北

京六一生物科技有限公司；SDS-PAGE 电泳仪、Western-blot 转膜仪、蛋白电泳槽和

恒流恒压电泳仪、FPLC（Fast Protein Liquid Chromatogram）蛋白纯化仪、蛋白上样

泵购自伯乐公司；全温震荡培养箱购自上海知楚仪器有限公司；普通离心机、低温

高速离心机和各种型号移液器购自德国 Eppendorf 公司；低温冰箱购自海尔公司；

电子天平购自梅特勒-托利多公司；旋涡震荡仪购自北京北信科仪分析仪器有限公司

真空抽气泵和搅拌器购自武汉厚积生物有限公司；流式细胞仪是美国  Becton 

Dickinson 公司产品；Nanodrop-2000 spectrophotometer 分光光度仪、倒置荧光显微镜、

生物安全柜和恒温 CO2培养箱是美国赛默飞公司产品；酶标仪 SpectraMax 190 是美

国 Molecular Devices 公司产品；高速冷冻离心机购自 Hitachi 公司；化学发光成像系

统 G: Box Chemi XT4 是英国 Syngene 公司产品；100kV 透射电镜是日本 HITACHI

公司产品；超净工作台购自 HDL 公司。 

本 文 所 使 用 的 软 件 主 要 包 括 ： NCBI BLAST 网 站 用 于 序 列 比 对

（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/）；SnapGene用于制作质粒图谱；Primer Premier 

5、GraphPad Prism、Adobe Illustrator CC 2017 和 Adobe Photoshop 用于制作和编辑

实验结果图；sgRNACas9 用于设计 sgRNA 和脱靶评估；CRISPR-offinder 用于 sgRNA

文库的设计；Endnote 用于文献管理；UniProt 用于分析靶基因的特征与作用

（http://www.uniprot.org/）；Microsoft office 用于实验数据的整理；Image J 用于实验

图片的数据统计及分析。 

3.1.5 常用缓冲液与试剂的配制 

LB 液体培养基：量取 850 mL ddH2O 于烧杯中，分别加入胰蛋白胨 10 g，酵母

提取物 5 g，NaCl 10 g，搅拌溶解后定容至 1 L，灭菌后室温保存备用。 
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LB 固体培养基：量取 100 mL LB 液体培养基，加入 1-1.5 g 琼脂，灭菌完毕并

降温后立即配置平板，或室温保存备用。 

氨苄青霉素：量取 100 mL ddH2O 于干净烧杯中，加入 10 g 氨苄青霉素粉末，

搅拌溶解，在超净工作台中 0.22 μm 滤器过滤并分装，保存于-20 ℃备用。 

氨苄固体 LB 平板：灭菌后的 LB 固体培养基冷却至 50 ℃左右，加入终浓度为

100 mg/L 的氨苄青霉素，混匀后倒入平皿中，每个约 10 mL，避免产生气泡，冷却

后做好标记，4 ℃保存。 

核酸电泳缓冲液（50×TAE）：向 400 mL 去离子水中加入 Tris base 121 g，EDTA 

Na2·2H2O 18.6 g，充分搅拌，加入 28.55 mL 醋酸，定容至 500 mL，室温保存备用。 

1.5%琼脂糖凝胶：稀释 50×TAE 至 1×TAE（20 mL 50×TAE + 980 mL ddH2O），

量取 40 mL 1×TAE，加入 0.6 g 琼脂糖，微波溶解，冷却至 50 ℃左右，然后加入 3 μL 

Goldview 并混匀，倒入胶槽，并插上所需大小的梳子，待其冷却后使用。 

PBS：量取 800 mL 去离子水于烧杯中，依次加入 NaCl 8 g，KCl 0.2 g， Na2HPO4 

1.42 g，KH2PO4 0.27 g，搅拌至溶解，调节 pH 7.4，并定容至 1 L，随后用 0.22 μm

滤器过滤，室温保存备用。 

PBST：于 PBS 中加入 0.05%的 Tween-20，混匀（1L PBS 中加入 500 μL Tween-20）。 

TBST：量取 800 mL 去离子水于烧杯中，依次加入 NaCl 8 g，KCl 0.2 g，Tris base 

3g，搅拌至溶解，调节 pH 7.4，并定容至 1 L，加入 500 μL Tween-20 混匀。 

5×SDS-PAGE loading buffer：于 50 mL 离心管中，依次加入 pH 6.8 的 1 mol/L 

Tris-HCl 10 mL，SDS 4 g，溴酚蓝 0.2 g，甘油 20 mL，β-巯基乙醇 2 mL，加去离子

水溶解后定容至 40 mL，分装后-20 ℃保存。 

10%过硫酸铵（APS）：在 15 mL 离心管中，加 10 mL 去离子水，再加入 1 g 过

硫酸铵，混匀分装后于-20 ℃保存。 

10% SDS：在 15 mL 离心管中，加 10 mL 去离子水，再加入 1 g 过硫酸铵，混

匀分装后室温保存。 

1.5 mol/L Tris-HCl（pH 8.8）：于烧杯中加 800 mL 去离子水，称取 Tris base 181.7 

g，搅拌至溶解，调节 pH 为 8.8，定容至 1 L，室温保存。 

1 mol/L Tris-HCl（pH 6.8）：于烧杯中加 800 mL 去离子水，称取 Tris base 121.1 

g，搅拌至溶解，调节 pH 为 6.8，定容至 1 L，室温保存。 

5×SDS-PAGE 电泳缓冲液：于烧杯中加 800 mL 去离子水，称取 Tris 15.1 g，甘
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氨酸 94 g，SDS 5 g，充分搅拌溶解后定容至 1 L，室温保存备用。 

8% SDS-PAGE 分离胶（15 mL）：在通风橱中，依次向干净的烧杯中加入 ddH2O 

6.9 mL，30 %丙烯酰胺溶液 4.0 mL，1.5 mol/L Tris-HCl（pH 8.8）3.8 mL，10% SDS 

0.15 mL，10% APS 0.15 mL，TEMED 6 μL。 

12% SDS-PAGE 分离胶（15 mL）：在通风橱中，依次向干净的烧杯中加入 ddH2O 

4.9 mL，30%丙烯酰胺溶液 6.0 mL，1.5 mol/L Tris-HCl（pH 8.8）3.8 mL，10% SDS 0.15 

mL，10%APS 0.15 mL，TEMED 6 μL。 

5% SDS-PAGE 浓缩胶（6 mL）：在通风厨中，依次向干净的烧杯中加入 ddH2O 

4.1 mL，30%丙烯酰胺溶液 1 mL，1 mol/L Tris-HCl（pH 6.8）0.75 mL，10% SDS 0.06 

mL，10%APS 0.06 mL，TEMED 6 μL，迅速混匀。 

转膜缓冲液：于 700 mL 去离子水中依次加入甘氨酸 2.9 g，Tris 5.8 g，SDS 0.37 

g，搅拌至溶解，然后加入甲醇 200 mL，定容至 1 L，室温保存。 

封闭液：量取 30 mL 的 TBST，加入脱脂奶粉 1.5 g，充分混匀，直到没有颗粒

状奶粉。 

细胞生长液：在 DMEM 培养基中加入 10% FBS 和 1%青霉素-链霉素，混匀 4 ℃

保存备用。 

细胞维持液：在 DMEM 培养基中加入 2% FBS，混匀 4 ℃保存备用。 

0.25%胰酶：称取 NaCl 8 g，KCl 0.2 g，二水柠檬酸三钠 1 g，2H2O∙NaH2PO3 0.056 

g，NaHCO3 1 g，葡萄糖 1 g，EDTA 0.2 g，胰酶 2.5 g 溶于 1 L ddH2O 中后，在超净

工作台中用 0.22 μm 滤器过滤后，-20 ℃保存，短期使用保存于 4 ℃。 

10 mg/mL 胰酶：称取 1 g 胰酶，加入 90 mL 水中，充分混匀后定容至 100 mL

水中，在超净工作台中使用 0.22 μm 滤器过滤后，每管 1 mL 分装后，于-20 ℃保存，

短期使用保存于 4 ℃。 

3.2 实验方法 

3.2.1 构建 sgRNA 慢病毒载体质粒 

3.2.1.1 sgRNA 设计 

选取目的基因上最靠近起始密码子 ATG 的第一个外显子。利用 sgRNACas9 在

线设计软件 CRISPOR（http://crispor.tefor.net/）搜寻特异性较高的 sgRNA 作为候选
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sgRNA。本研究用到的不同靶基因 sgRNA 的序列见表 3-1 

表 3-1 sgRNA 序列 

Table 3-1 The sequences of sgRNA 

基因名称 

Gene name 

物种 

Species 

引物名称 

Primer name 

sgRNA 序列（5’-3’-NGG）

sgRNA sequence （5’-3’-NGG） 

FUT8 

猪（Sus Scrofa） F8-PIG-1 CAACGCCACGAACCAGTCCA 

人（Homo sapiens） F8-HUMAN-1 ATTGATCAGGGGCCAGCTAT 

非洲绿猴

(Chlorocebus sabaeus) 

F8-MONKEY-5 ATAAAATAGCAAGGTCCCCC 

家鼠（Musmusculus） F8-MOUSE-4 TCCAAGATGAGTGTTCGCT 

猫（Felis catus） F8-CAT-4 AATGAGCATAATCCAACGCC 

FUT1 猪（Sus Scrofa） FUT1-KO GCTTCACGACTGGATGTCCG 

FUT2 猪（Sus Scrofa） FUT2-KO TGGTGAAGATTCAACCCACG 

FUT3 猪（Sus Scrofa） FUT3-KO CCAGCTGACTGACAACCGCG 

FUT4 猪（Sus Scrofa） FUT4-KO CCGCCTGCTCACCGATCGCG 

FUT5 猪（Sus Scrofa） FUT5-KO CGGTCAGGGTGCGCTACTAC 

FUT7 猪（Sus Scrofa） FUT7-KO CGCTCGGAGCTTTCGTGTTT 

FUT9 猪（Sus Scrofa） FUT9-KO CTGAAGATCCAGCTGTTGGT 

FUT10 猪（Sus Scrofa） FUT10-KO GCAGCATGGTTCGGATACGG 

FUT11 猪（Sus Scrofa） FUT11-KO GAGCGCATCGAGTGCGCGCG 

FUT12 猪（Sus Scrofa） FUT12-KO CAGTAGAGCAGATAACCGGC 

FUT13 猪（Sus Scrofa） FUT13-KO GTCGGCAGCCGACATCTTGT 

3.2.1.2 寡核苷酸序列的合成 

（1）根据目标载体骨架和酶切位点确定 sgRNA 序列的粘性末端碱基。 

（2）本研究使用的慢病毒载体质粒 lenti-sgRNA-EGFP 带有 BbsI 酶切位点，用相应

的限制性内切酶线性化载体后会生成粘性末端。因此，需要合成带有互补配对粘性

末端的寡核苷酸序列，即在 20bp sgRNA 序列 5’前添加 cacc，形成 cacc + 20bp 的

Forward 序列；在 20bp sgRNA 序列进行反向互补后并在 5’添加 aaac,形成 cacc + 20bp

的 Reverse 序列。 

（3）合成 sgRNA 寡核苷酸序列，浓度为 100 μM。 

3.2.1.3 慢病毒载体酶切 

慢病毒载体 lenti-sgRNA-EGFP 使用 BbsI 酶切位点酶切，酶切体系见下表。 
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表 3-2 单酶切体系 

Table 3-2 single digestion system 

成分 含量 

lenti-sgRNA-EGFP 质粒 1 µg 

10×CutSmart® buffer 5 µL 

BbsI-HF®内切酶(20 units) 1 µL 

ddH2O  Up to 50 µL 

反应条件为 37 ℃酶切 15 min，85℃灭活 5 s。 

3.2.1.4 慢病毒线性化载体核酸凝胶电泳胶回收 

提前 30 min 配置好浓度 1%的琼脂糖凝胶，待酶切反应结束后，于反应体系中

加入约 1/10 体积的 10×loading buffer 并混匀。小心取出凝固的琼脂糖凝胶，放入装

有 TAE 电泳液的核酸电泳仪中。将反应产物依次加入凝胶孔中，同时设置一孔加入

合适的 DNA marker，在电压 130 V 下进行电泳。依据目的条带的预期大小，选择合

适的电泳时间，保证条带区分明显。电泳结束后，小心取出凝胶，在紫外凝胶系统

下观察并拍照，注意防护紫外辐射。 

3.2.1.5 胶回收 

（1）需要回收 DNA 凝胶电泳产物时，在凝胶成像系统下切下含有所需目的大小条

带的凝胶；切胶时间能短则短，避免紫外照射造成 DNA 片段突变，同时尽可能小

的切下凝胶且包含完整的目的条带。 

（2）切取凝胶，放入干净的 2 mL EP 管中，加入刚好没过凝胶体积的 Binding Buffer，

56℃水浴约 10 min，每 3-5 min 将 EP 管颠倒混匀，直至所有凝胶溶解。 

（3）冷却后的样品溶液，转移到 Spin Column 内，10000 rpm 离心 1 min，弃去收集

管中废液。 

（4）向 Spin Column 中再次加入 500 μL Bingding Buffer，10000 rpm 离心 1 min，弃

去收集管中废液。 

（5）向 Spin Column 中加入 700 μL 的 Wash Buffer（Wash Buffer 使用前需按说明加

入相应体积的无水乙醇并混匀），室温静置 2 min，10000 rpm 离心 1 min，弃去收集

管中废液。重复步骤 5。 

（6）12000 rpm 离心 2 min，将 Spin Column 转移到新的 1.5 mL EP 管中，室温静置
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8 min，可选择置于打开风机的超净工作台中。 

（7）向 Spin Column 中加入 40 μL 的 Elution Buffer，室温静置 1 min，12000 rpm 离

心 2 min。测定回收产物浓度，做好标记。 

3.2.1.6 sgRNA 双链退火 

各取 5 µL 的 100 µM 寡核苷酸，混匀。具体反应体系如下：sgRNA 上游引物：

5 µL、sgRNA 下游引物：5 µL。涡旋震荡混匀，离心，放入沸水中，自然冷却至常

温；将退火配对后的 sgRNA 碱基用超纯水按 1:100 稀释。 

3.2.1.7 连接 

将 sgRNA 寡核苷酸链连接到 lenti-sgRNA-EGFP 载体上。反应体系如下： 

表 3-3 连接体系 

Table 3-3 Ligase reaction 

成分 含量 

线性化的 lenti-sgRNA-EGFP 质粒 10 ng 

sgRNA 寡核苷酸退火产物 1 µL 

2×T4 DNA Ligase Buffer 5 µL 

T4 DNA Ligase 1 µL 

ddH2O  Up to 10 µL 

反应条件为 16 ℃过夜连接或室温连接 2 h。 

3.2.2 大肠杆菌感受态细胞的制备（氯化钙法） 

（1）将-80 ℃冻存的 DH5α 或 DH10Bac 菌种划线接种于 LB 固体培养基平板上，于

37 ℃温箱培养 12-16 h 或 48 h 后挑取单菌落接种于 5 mL LB 液体培养基中，37 ℃摇

床震荡培养 8-10 h。 

（2）将活化后的菌液按 1:100 的比例接种到 50 mL 的 LB 液体培养基中，37 ℃摇床

震荡培养 2-3 h，使其 OD600 nm 值达到 0.5-0.6。将菌液转移到无菌的 50 mL 离心管

中，冰上放置 30 min。 

（3）4 ℃ 4000 rpm 离心 10 min，于无菌超净台中弃尽上清。加入 10 mL 冰预冷的

0.1 mol/L 的 CaCl2 重悬沉淀，冰上放置 30 min。 

（4）4 ℃ 4000 rpm 离心 10 min，于无菌超净台中弃尽上清。加入 2 mL 冰预冷的 0.1 
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mol/L 的 CaCl2 及终浓度为 15%的无菌甘油，重悬沉淀。分装 100 μL/管，液氮速冻，

-80 ℃保存备用。 

3.2.3 连接产物的转化 

（1）从冰库-80 ℃中拿出感受态(DH5α)细胞，置于冰上融化。 

（2）将连接产物（10 µL）全部加入 DH5α 细胞中，充分混合后冰浴 30 min。 

（3）42℃水浴锅中热激 1 min30 s，速置于冰上 3 min。 

（4）加入 450 µL 无抗的液体 LB 培养基，置于 37 ℃摇床中培养 1 h。 

（5）3000 rpm 离心 5 min。吸弃部分上清，细胞重悬，用酒精灯烧灼后冷却的金属

棒将菌液均匀涂布于含 Amp 的固体琼脂平板上。 

（6）平板倒置于 37 ℃培养箱中培养 14 h。 

3.2.4 挑取单克隆菌落及菌液 PCR 

（1）超净工作台中，镊子夹取灭菌白枪头从培养皿中挑取 5-8 个中等菌落，分别加

至 1 mL 含 Amp 的液体 LB 培养基中。 

（2）37 ℃摇床 220 rpm 摇菌 6 h。 

（3）肉眼可见培养基变浑浊，在超净工作台中取菌液进行菌液 PCR 鉴定，剩余菌

液暂存于 4 ℃。 

菌液 PCR 体系如下： 

表 3-4 菌液 PCR 体系 

Table 3-4 Bacterial liquid PCR system 

试剂 体积（μL） 

菌液 1 

2×F5 Taq PCR MasterMix 5 

F(10 μM) 0.5 

R(10 μM) 0.5 

ddH₂O 3 

反应条件：98 ℃预变性 3 min；98 ℃变性 15 s，55 ℃退火 15 s，72 ℃延伸 15 s，

35 个循环；72 ℃彻底延伸 3 min。菌液 PCR 完毕后，进行琼脂糖凝胶电泳分析，选
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取 2-3 个鉴定正确的菌液送合测基因测序。随后根据测序结果，复苏其中一支阳性

菌液。取 300 µL菌液加入 100 mL含Amp的液体LB培养基中。37 ℃摇床培养 16 h。 

3.2.5 去内毒素小提质粒 

（1）将菌液转移至 50 mL 离心管，5000 rpm 10 min 集菌。 

（2）弃上清，加入 500 µL solutionⅠ，震荡仪重悬细菌沉淀。 

（3）将悬液转移至新的 2 mL EP 管中，加入 500 µL solutionⅡ，充分颠倒混匀 10

次，避免剧震，得到清亮的裂解液，室温静置 2 min。 

（4）加入 250 µL 预冷的 Buffer N3，温和地充分颠倒数次，直至产生白色絮状沉

淀。4 ℃，12000 rpm 离心 10 min。 

（5）转移上清至 1.5 mL EP 管中，加入 0.1 倍体积的 ETR 溶液，混匀数次，溶液

变浑浊。冰上孵育 10 min，过程中颠倒混匀溶液几次，最终液体变清亮。 

（6）42℃水浴锅水浴 5 min，颠倒混匀，离心机 12000 rpm，5 min。 

（7）转移上清至 2 mL EP 管中，加入 0.5 倍体积的无水乙醇，颠倒混匀，室温静置

2 min。 

（8）转移液体至 DNA 吸附柱中，离心机 10000 rpm 离心 1 min，倒废液。 

（9）向 DNA 吸附柱中加入 500 µL HBC Buffer，静置 2 min，离心机 10000 rpm 离

心 1 min，倒废液。 

（10）向 DNA 吸附柱中加入 700 µL DNA Wash Buffer，静置 2 min，离心机 10000 

rpm 离心 1 min，倒废液，重复步骤 10。 

（11）离心机 10000 rpm 空甩 3 min，晾干乙醇 8 min。 

（12）将 DNA 吸附柱放入新的 EP 管中，做好标记，加入 80 µL Endo-Free Elution 

Buffer，室温静置 2 min，离心机 12000 rpm 离心 2 min。 

（13）将下液吸取再次加入 DNA 吸附柱，12000 rpm 离心 2 min。分光光度计测浓

度，-20 ℃保存。 

3.2.6 细胞复苏及冻存 

3.2.6.1 细胞复苏 

（1）在水浴锅中预热 10% FBS DMEM 培养基； 

（2）从液氮罐中取一支冻存的细胞，迅速放于的 37 ℃水浴锅中融化； 
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（3）细胞融化后，室温 1200 rpm 离心 5 min，弃去上清，加入 1 mL的 10% FBS DMEM

培养基； 

（4）将重悬好的细胞加入 T25 细胞培养瓶中，补加 4 mL 10% FBS 的 DMEM 培养

基。做好标记，摇匀后放置于含有 5% CO2 的 37 ℃培养箱中培养。 

3.2.6.2 细胞冻存 

（1）按照胎牛血清: DMEM: DMSO=7:2:1 的比例配置冻存液。 

（2）用胰蛋白酶把 T25 中的细胞消化下来，转移至 2 mL EP 管中。 

（3）离心机离心 1200 rpm,5 min，弃去所有上清。加入配制的冻存液，轻柔吹打重

悬细胞。 

（4）将细胞转移至冻存管中，每管 1.2-1.5 mL。将有关信息在冻存管顶部和侧壁

标注清楚。 

（5）将冻存管放入加有异丙醇的细胞冻存盒中（放入前擦净冻存盒内壁），放入-80 ℃

冰箱，24 h 后取出冻存于液氮罐中。 

3.2.7 慢病毒包装 

（1）取新复苏的 HEK293T 细胞，培养 2 代左右进行转染。在转染前一天将细胞接

种至 T75 细胞培养瓶。 

（2）待细胞达到 80%密度时进行转染。转染前弃除旧培养基，PBS 冲洗一遍，加入

15 mL 新鲜 2% FBS DMEM 培养基（无抗生素），置于培养箱中继续培养。 

（3）转染体系见下表 

表 3-5 三质粒慢病毒包装体系 

Table 3-5 Three-plasmid lentiviral packaging system 

成分 含量 

Vector 

psPAX2 

pMD2.G 

jetPRIME reagent 

12 µg 

8 µg 

4 µg 

48 µL 

jetPRIME buffer 500 µL 

以上成分震荡混匀，室温静置 10 min，轻缓加入细胞培养基中，轻轻摇匀。 
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（4）转染后 8-10 h，弃去上清，轻缓加入含有 1%双抗，2% FBS 的 DMEM 培养基，

混匀继续培养。 

（5）60 h 后收集全部上清液至 50 mL 离心管中，保存于 4 ℃，重新加入含有 1%双

抗，2% FBS 的 DMEM 培养基，继续培养。 

（6）84 h 后收集全部上清液至 50 mL 离心管中，3,000 rpm，4 ℃离心 10 min。（7）

离心后，细胞碎片被离心到管底，将上清液用 0.45 μm 滤器过滤。 

（8）过滤后的上清液按照 4:1 的比例加入慢病毒浓缩试剂，30 min 震荡混匀一次，

共三次。4 ℃过夜静置。 

（9）4 ℃过夜静置后底部有白色沉淀，继续 5000 rpm，4 ℃离心 30 min。 

（10）离心结束，倒尽上清液，用吸水纸吸干残液。病毒浓缩在管底，每管加入 200 

μL 预冷的 DMEM 培养基重悬病毒。 

（11）每管分装 50 μL，分装后置于-80 ℃保存。 

3.2.8 筛选阳性单克隆细胞系 

3.2.8.1 慢病毒感染 Cas9 细胞系 

（1）将 PK-Cas9 细胞铺入 6 孔板中，待其密度达 30%后每孔加入 50 µL 慢病毒液，

十字交叉法摇匀培养液。37 ℃，5%CO2 培养 12 h。 

（2）将原液换为 10%高糖 DMEM 培养液，37 ℃，5% CO2 培养 36 h。 

（3）通过荧光显微镜观察法测定慢病毒包装效果。将 6 孔板中细胞消化后转移至

T25 培养瓶中培养。 

3.2.8.2 挑取单克隆细胞系 

（1）将包装好的细胞消化吹散至单个后，用白枪头吸取 6 µL 细胞液转移至细胞专

用培养皿中，加入 15%高糖 DMEM 培养基。5 d 后，准备挑取单克隆。 

（2）将培养皿置于荧光显微镜下观察单克隆细胞团位置，挑选荧光亮的细胞，将其

位置用记号笔准确标记。高糖 DMEM 培养液清洗 2 次。 

（3）在 48 孔板中加入 200 µL 20%高糖 DMEM 培养基，显微镜下用灭菌黄枪头刮

下标记好的单克隆，移至 48 孔板中。37 ℃，5% CO2 培养。 

3.2.9 Sanger 测序检验单克隆细胞系基因敲除效率 

3.2.9.1 提取细胞基因组 
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（1）待 48 孔板中细胞长满后传至 12 孔板，12 孔板中细胞取一半提基因组。 

（2）细胞悬液 2000 rpm 离心 3 min，弃去上清，加入 200 µl buffer GA。震荡混匀至

细胞彻底悬浮。 

（3）加入 20 µl proteinase K，混匀。加入 200 µl buffer GB，充分颠倒混匀，70 ℃

水浴 10 min，溶液变清亮。加入 200 µl 无水乙醇，充分震荡混匀 15 s。 

（4）CB3 吸附柱放入收集管中，将上一步溶液和沉淀全部转移至 CB3 吸附柱中。

1000 rpm 离心 30 s，弃下液。 

（5）向吸附柱中加入 500 µl buffer GD，10000 rpm 离心 30 s，弃下液。 

（6）加入 600 µl 漂洗液 PW，10000 rpm 离心 30 s，弃下液。重复一次。 

（7）空甩 12000 rpm 2 min，弃废液。吸附柱放入新的 1.5 mL EP 管，温箱晾干 8 min。 

（8）靠近吸附柱膜中央但不要碰到膜，加入 50 µl 洗脱液 TE，静置 2 min，12000 rpm

离心 2 min，将下液重新加入重复一次。洗脱缓冲液 TE 作空白检测，分光光度计测

浓度。 

3.2.9.2 Sanger 测序 

在被敲除基因的基因组上距 sgRNA 上下游 100 bp 以上的位置各设计一段上（下）

游引物（表 3-5），PCR 扩增（表 3-6），胶回收后送合测基因公司测序。 

表 3-6 Sanger 测序引物序列 

Table 3-6 The sequences of sanger sequencing primers 

基因名称 

Gene name 

物种 

Species 

引物名称 

Primer name 

引物序列 

sequences of primers 

FUT8 

猪（Sus Scrofa） F8-PIG-1-F GCCTGTTGGCCAGTCAATAC 

 F8-PIG-1-R ATGAAGCCCTGGCACCTAAAA 

人（Homo sapiens） F8-HUMAN-1-F ACTGATCATGGTACTCTGGGGA 

 F8-HUMAN-1-R ACCTCAGGTACTCTTCGCCT 

非洲绿猴

(Chlorocebus sabaeus) 

F8-MONKEY-F CCACAGCATGTAGAGTCCATG 

F8-MONKEY-R GGCCCATGGGCTGTGAGTTG 

家鼠（Musmusculus） F8-MOUSE-F TGCCAGTCCTTATGATGAATC 

 F8-MOUSE-R CCCCAGACCTGCAAAGAATAG 

猫（Felis catus） F8-CAT-F TGCCAGTCAACACCAGAGTG 

  F8-CAT-R TCGATGAATGAAGCCCTGAA 

FUT1 猪（Sus Scrofa） FUT1-KO-F CGTGGTATCATCTCCCGTGG 

  FUT1-KO-R CATCGCCAGCAAAGATCACG 

FUT2 猪（Sus Scrofa） FUT2-KO-F GTTTCCACGCACCCACAAAG 



华中农业大学 2024 届硕士学位（毕业）论文 

30 

  FUT2-KO-R AGGTGGTGGTAGAAGGTCCA 

FUT3 猪（Sus Scrofa） FUT3-KO-F CAGGACTCGTGAAGATTGAC 

  FUT3-KO-R TCAGGTTGAAGTACCCGTCCA 

FUT4 猪（Sus Scrofa） FUT4-KO-F GGACCCGTGGAGCTTTAGAT 

  FUT4-KO-R GCTAGGATGGGTCCTAGGGT 

FUT5 猪（Sus Scrofa） FUT5-KO-F GCAGCCCAAGAAATGGCAA 

  FUT5-KO-R GTTGAAGTACCCGTCCAGGG 

FUT7 猪（Sus Scrofa） FUT7-KO-F AGATGAAAGGAGAGCGGTGC 

  FUT7-KO-R GCCATAGGGCACGAAGATGT 

FUT9 猪（Sus Scrofa） FUT9-KO-F TGGTGATGGCAGTCTTTGTCA 

  FUT9-KO-R GGGGTGTGTGAGTTGGTGAT 

FUT10 猪（Sus Scrofa） FUT10-KO-F AGATCTGCTCTGATGGGCTC 

  FUT10-KO-R ACCTGACACACCCACTCACTA 

FUT11 猪（Sus Scrofa） FUT11-KO-F GAGCGCATCGAGTGCGCGCG 

  FUT11-KO-R CAACGGGTAGTCCGAGTGAC 

FUT12 猪（Sus Scrofa） FUT12-KO-F CGTGGGCATCGTCGC 

  FUT12-KO-R GGAGCGTTGCATCAGTGAC 

FUT13 猪（Sus Scrofa） FUT13-KO-F CGGTCGCCGGAAGTGTG 

  FUT13-KO-R ACCATCTCTACACCCCGCAT 

表 3-7 PCR 扩增体系 

Table 3-7 Amplification system of PCR 

试剂 体积（μL） 

模板 DNA 2 

上游引物 F(10 μM) 2 

下游引物 R(10 μM) 2 

2×Phanta Max Master Mix 25 

ddH₂O up to 50 

反应条件为：95 ℃预变性 3 min；95 ℃变性 15 s，58 ℃退火 15 s，72 ℃延伸

15 s 到 2 min，40 个循环；72 ℃彻底延伸 5 min；16 ℃冷却。4 ℃低温保存。 

3.2.10 Western Blot 检验单克隆细胞系基因敲除效率 

（1）配制凝胶 
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表 3-8 SDS-PAGE 分离胶配方(10%) 

Table 3-8 SDS-PAGE separating Gel Formulation(10%) 

成分 体积（mL） 

H2O                       

30%Acrylamide 

1.5M Tris-Hcl (pH8.8) 

10%SDS                  

5.9 

5.0 

3.8 

0.15 

10%过硫酸铵 0.15 

TEMED                            0.006 

表 3-9 SDS-PAGE 浓缩胶配方 

Table 3-9 SDS-PAGE stacking gel formulations 

成分 体积（mL） 

H2O 

30%Acrylamide 

1.0M Tris-Hcl (pH6.8) 

10%SDS 

3.4 

0.83 

0.63 

0.05 

10%过硫酸铵 

TEMED 

0.05 

0.005 

（2）跑胶前样品处理 

a.弃去培养基，胰蛋白酶消化细胞收集至 EP 管中。离心机低速离心沉淀细胞，去上

清，加入 80 µL WB 裂解液重悬细胞沉淀。 

b.4 ℃冷库转盘旋转 30 min，充分裂解。 

c.离心机 4 ℃，12000 rpm 离心 15 min。取上清，每管加入 20 µL 5× loading buffer。 

d.沸水煮 10 min，冰浴 5 min 防止复性。 

（3）SDS-PAGE:5000 rpm 离心 3 min，每孔点样 20 µL，蛋白 Marker 点 7 µL。80 V

电泳 30 min，120 V 电泳 60 min。 

（4）转膜：120 V 湿法转印至 PVDF 膜，120 V 转膜 40 min。转膜缓冲液：80 mL 10×

转膜缓冲液+720 mL 水+200 mL 甲醇。将滤纸两片放入装有转膜缓冲液的盒子中。

切去浓缩胶，根据胶的大小剪硝酸纤维素膜。放入装有甲醇的盒子中。激活 2 min。
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打冰盒，中间挖洞放水，冰水混合物。黑色底上放滤纸、胶、膜、滤纸。用滚轮赶

走气泡，夹紧。放入电泳槽中，黑色面对黑色面，如果只转一个膜，放在有电极的

一侧，胶槽中放冰袋。连接正负极，电压 120 V，根据蛋白大小设定转膜时间，1 

KDa/min。 

（5）封闭：1 g 脱脂奶粉溶于 20 mL TBST 溶液配置成封闭液。PVDF 膜放入封闭液

中，4 ℃摇床过夜封闭。 

（6）TBST 洗两遍，室温孵育一抗（GAPDH: TBST=1:3000; FUT8 antibody: TBST= 

1:300）3.5 h。TBST 洗三遍，每次 5 min。 

（7）室温孵育二抗（羊抗鼠 HRP: TBST=1:3000）1.5 h。TBST 洗三遍，每次 5 min。 

（8）显色液 A、B 液各取 500 µL，混匀。均匀滴加显色液，显色，化学发光成像系

统拍照，保存。 

3.2.11 MTS 法检测单克隆细胞活力 

（1）在一个 96 孔板中接种细胞，单克隆细胞和 PK-Cas9 细胞各 12 个重复，每孔加

入 100 µL 10%高糖 DMEM 细胞培养基。调整各孔细胞密度至一致，每孔中细胞约

6000 个。 

（2）将 96 孔板放置于 37 ℃，5% CO2 细胞培养箱中，培养至细胞密度为 80% -90%。 

（3）室温静置 2 h 融化 MTS 溶液。避光，弃去细胞培养液，每孔中加入 10 µL MTS

溶液和 100 µL 2%高糖 DMEM 细胞培养基；37 ℃，5% CO2 避光培养 3 h。 

（4）设置检测波长为单波长，490 nm。检测各孔 OD 值。 

3.2.12 间接免疫荧光实验(IFA) 

（1）固定：TGEV 感染 24 h 后，收集 24 孔板中细胞上清（-20 ℃保存），每孔轻

缓加入 500 µL 4%多聚甲醛，室温静置 30 min。PBS 摇洗一次。 

（2）通透：每孔加入 300 µL 0.3% Triton X-100 （PBS 溶液配制），室温静置 10 min。

PBS 摇洗一次。 

（3）封闭：每孔加入 300 µL 2%BSA 溶液，37 ℃孵育 30 min。 

（4）孵育一抗：拍掉封闭液，每孔直接加入 300 µL 一抗（TGEV-N 多抗：PBS=1:1000

配制），37 ℃孵育 1-1.5 h。PBS 震荡洗三次，每次 5 min。 

（5）孵育二抗：避光，每孔加入 300 µL 二抗（羊抗兔 594：PBS=1:1000 配制），
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37 ℃孵育 45 min。PBS 震荡洗三次，每次 5 min。 

（6）DAPI 染色：每孔加入 300 µL DAPI（DAPI：PBS=1:1000 配制），染色 1 min。

PBS 震荡洗三次，每次 5 min。每孔加入 500 µL PBS，荧光显微镜下观察荧光。 

3.2.13 病毒滴度(TCID50)的测定 

（1）将实验组细胞（FUT8-KO）和对照组细胞（PK-Cas9）接种于 24 孔板中，每

孔细胞密度达 70%-80%时加入不同 MOI TGEV 病毒。12 h，24 h，36 h，48 h 收集

上清液（病毒样品）。冻存于-20 ℃冰箱中。 

（2）将细胞接种于 96 孔板中。置于 37 ℃，5% CO2 培养箱中培养至细胞密度 70%。 

（3）准备 2 mLEP 管，将病毒原液用 2% DMEM 培养液做 10 倍倍比稀释，病毒原

液及稀释液震荡混匀。每组病毒液设置-3 至-8 共 6 个浓度梯度，每个浓度梯度设置

8 个重复孔。每孔加入 100 µL 的病毒液。于 37 ℃，5%CO2 培养箱中培养 3 d 后在

显微镜下观察病变情况。 

（4）Reed-Muench 法计算病毒滴度：LogTCID50 =高于 50%病变的病毒最高稀释度

的对数＋距离比例。 

3.2.14 病毒扩增实验 

待细胞长满单层后，取出细胞，于超净工作台中用灭菌 PBS 将细胞清洗两遍，

更换 2%血清 DMEM 培养基，然后以适量 MOI 病毒感染细胞。病毒感染 48 h，观察

细胞病变后，取出细胞于-80 ℃冰箱反复冻融一到三次，8000 rpm 离心 10 min 去除

细胞碎片，将病毒上清混匀后分装保存于-80 ℃备用。 

3.2.15 Western Blot 实验验证 TGEV 复制情况 

接种状态良好的 FUT8-KO 细胞于 24 孔板中，同时设置 PK-Cas9 对照组。待细

胞密度达到 70%时，将细胞培养液换成 2%高糖 DMEM 培养液。每孔加入 0.01 MOI 

TGEV 病毒液，置于 37 ℃，5% CO2 培养箱中培养。24 h 时收集细胞加入细胞裂解

液，进行 Western Blot 样品处理。全部样品处理完后进行 Western Blot 实验。 

3.2.16 RNA 提取及反转录 

用 Trizol 法提取总 RNA，具体步骤如下： 
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（1）待测样品加入 1 mL Trizol 裂解液并震荡摇匀，室温静置 5 min。 

（2）用无 RNA 酶枪头加入 200 μL 氯仿，涡旋震荡 2 min，置于冰上 10 min，4 ℃，

12000 rpm 离心 15 min。 

（3）取上清 500-600 μL 于另一个无 RNA 酶的 1.5 mL EP 管中，再加入等体积的异

丙醇，轻轻的上下颠倒混匀，冰上静置 10 min，4 ℃，12000 rpm 离心 10 min。 

（4）离心完后侧壁底部可见白色沉淀，轻轻弃掉上清残液，再加入 1 mL 75%乙醇

洗涤沉淀，轻弹沉淀，4 ℃，10000 rpm 离心 7 min。 

（5）轻轻弃掉上清，将 EP 管再次 4 ℃，12000 rpm 离心 5 min，用 10 μL 移液器吸

弃管壁残余液体。 

（6）将 EP 管置于超净台中静置自然干燥 5 min。 

（7）往 EP 管中加入 20 μL DEPC 水溶解管内白色的 RNA 沉淀，震荡充分，瞬离，

测量浓度。 

反转录：需要计算病毒拷贝数的样品反转前定量至 100 ng/μl，计算基因拷贝数

样品需要提取去除基因组，使用诺唯赞公司的 RNA 反转录酶试剂盒进行反转，体系

如下： 

表 3-10 基因组 DNA 去除 

Table 3-10 Genome DNA wiper system 

试剂 体积（μL） 

模版 RNA 8 

4×gDNA wiper Mix 4 

RNase-free ddH2O 4 

用移液器轻轻吹打混匀。42 ℃ 2 min。 

在反应管中直接加入 4 μL 5×HiScript Ⅲ qRT SuperMix。反应条件为：37 ℃ 15 

min，85 ℃ 5 s。 

3.2.17 荧光定量 PCR 

本研究中使用的荧光定量 PCR 方法包括相对定量法和绝对定量法，具体步骤如

下： 

相对定量法（本研究使用的实时荧光定量 PCR 引物序列见表 3-9）： 
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表 3-11 实时荧光定量 PCR 反应体系 

Table 3-11 Real-time Fluorescent Quantitation PCR system 

成分 体积（μL） 

2×SYBR Green Mix 5 

引物-F(10 μM) 0.5 

引物-R(10 μM) 0.5 

模板 cDNA(100ng/μL) 1 

RNase-free ddH2O Up to 10 μL 

反应条件为：95 ℃预变性 5 min；95 ℃变性 10 s，60 ℃退火 10 s，72 ℃延伸

15 s，40 个循环；72 ℃彻底延伸 2 min。 

数据处理方法为 2-ΔΔCT法(Livak 法)： 

（1）计算每组内参基因 sgAction CT 均值。 

（2）计算第一个 ΔCT，即每组的待检目的基因减去内参基因的 CT 值。 

（3）计算对照组中 ΔCT 的均值，再用实验组的每一个 ΔCT 减去刚刚计算的对照组

的 ΔCT 均值，得到 ΔΔCT。 

（4）相对表达量计算，也就是实验组相对于对照组: 2-ΔΔCT。 

绝对定量法： 

（1）PCR 扩增 TGEV WH-1 的 N 基因，克隆至 pCDNA3.1 载体上，测序鉴定正确

后提取质粒，测定浓度，计算出拷贝数。将质粒连续做 10 倍的倍比稀释，作为标准

品，用于制作标准曲线。 

（2）反应体系与条件和相对定量法相同进行数据分析，一般最终用于做图需要有 5

个数据点。计算出 R2值和扩增效率、标准曲线，R2 需要至少 0.99 以上。 

（3）将仪器检测得到的 CT 值代入标准曲线中，得到拷贝数。 
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表 3-12 荧光定量 PCR 引物 

Table 3-12 The primers for Fluorescent Quantitation PCR 

引物名称 引物序列（5’-3’） 

猪源 β-actin-QPCR-F CGGGACCTGACCGACTACCT 

猪源 β-actin-QPCR-R GGCCGTGATCTCCTTCTGC 

TGEV-N-F GAGTTGTCTGGGTTGCCAAG 

TGEV-N-R TGAATTGTTGCCTGCCTCTA 

FUT8-QPCR-F-1 CTGGACATTGGTCAGGTGAAGT 

FUT8-QPCR-R-1 CAGGATCACCATGGACTCGT 

pAPN-qPCR-F TGTTTGACCCACAGTCCT 

pAPN-qPCR-R TCCACATAGGAGGCAAAG 

3.2.18 透射电镜样品制备 

（1）培养好的细胞弃培养基，PBS 洗两遍，加入胰酶。 

（2）胰酶消化好后(时间不宜过长)，用培养基终止消化，用吸管把细胞吹下来。吸

入离心管，离心 2000 rpm，3 min，细胞团要有绿豆大小。 

（3）弃上清加入 2.5%的常温戊二醛固定液，把细胞团轻轻挑起悬浮于固定液中。 

室温避光固定 30 min，再转移至 4 ℃保存，冰袋运输，在保存和运输过程中固定液

切勿冷冻结冰。送赛维尔公司制作电镜样品。 

3.2.19 双酶切及同源重组 

（1）双酶切体系如下： 

表 3-13 双酶切体系 

Table 3-13 Double digestion system  

成分 体积（μL） 

载体 2 

限制性内切酶 1(20 units) 1 

限制性内切酶 2(20 units) 1 

rCutSmart™ Buffer 5.0 

ddH₂ O Up to 50 
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PCR 仪中：37 ℃ 15 min。酶切产物胶回收。 

（2）目的基因与酶切载体同源重组体系如下; 

表 3-14 重组反应体系 

Table 3-14 Ligation reaction system 

试剂 体积（μL） 

目的基因 2 

载体 1 

Exnase ® II 1 

5×CE II Buffer 2 

ddH₂O up to 10 

PCR 仪中：37 ℃ 30 min。 

3.2.20 TGEV-BAC 质粒提取 

（1）摇菌：配制含 1:2000 的氯霉素（34 mg/mL）的 300 mL 液体 LB 培养基，加入

200 μLBAC 菌液，37 ℃过夜摇菌。 

（2）集菌：室温 5000 r/min 离心 10 min，弃上清，离心管倒扣于纸上，倒干菌液。 

（3）重悬：用 9 mL solution I 重悬沉淀（沉淀过多，则可适当多加点 solution I，如

12 mL），后面 solutionII/III 按比例添加即可，可都在大离心管中进行，200 μL 菌液

最后集中在一个管子里。 

（4）加入 9 mL solution II，颠倒混匀，静置 3-5 min；加入 12 mL solution III，颠倒

混匀，静置 1-3 min。 

（5）室温 10000 rpm 离心 20 min，初步去除沉淀。 

（6）取上清，加入 0.7 倍体积异丙醇（即若上清 30 mL,则加入 21 mL 异丙醇），充

分混匀，室温 12000 rpm 离心 20 min。 

（7）轻轻将上清倾倒掉，可用纸巾将管壁异丙醇擦净（避免擦掉 DNA 沉淀），将

离心管倒扣于纸上吸干管壁异丙醇，静置 5 min，加入 500-1000 μL Elution Buffer 溶

解 DNA 沉淀（可将离心管放入 56℃水浴锅促进沉淀溶解）。 

（8）将上一步溶解的 DNA（如 250 μL），加入 solution I 250 μL，室温静置 3-5 min。 

（9）加入 solution II 250 μL,温和旋转离心管 4-6 次（剧烈混合会使 DNA 断裂，降
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低质粒纯度），获得澄清的裂解液，室温孵育 2 min。 

（10）加入 solution III 350 μL，温和颠倒数次混合，至出现白色絮状沉淀。室温 12000 

rpm 离心 10 min。 

（11）小心吸取上清，移至洁净的容积 2 mL 离心管的吸附柱中（此处用粉色柱子通

常为胶回收所用吸附柱，滤膜更薄，易于质粒通过），保证没有吸入沉淀和碎片。室

温 10000 rpm 离心 1 min，至裂解液完全通过吸附柱。 

（12）弃滤过液，加入 500 μL HBC Buffer，10000 rpm 离心 1 min，清洗吸附柱，除

去残余蛋白质保证 DNA 的纯度以备后续实验使用。 

（13）弃滤过液，用无水乙醇稀释的 750 μL DNA Wash Buffer 清洗吸附柱，10000 rpm

离心 1 min，弃滤液。 

（14）将吸附柱 10000 rpm 离心 2 min，确保乙醇被除去；于室温静置 8 min，晾干

吸附柱内乙醇。 

（15）将吸附柱放入干净的 1.5 mL EP 管中，加 30-50 μL Elution Buffer 在滤膜上，

室温静置 2-3 min，10000 rpm 离心 2 min。将 EP 管中液体吸回吸附柱滤膜上，再次

12000 rpm 离心 2-3 min，丢弃吸附柱。 

（16）浓度测定：用 Elution Buffer 清洗超微量分光光度计，检空白调零后取 1.2 μL

待检样品测定其浓度，-20 ℃保存备用。 

3.2.21 冠状病毒 S 蛋白介导的细胞-细胞膜融合实验 

（1）产生一个表达冠状病毒 S 蛋白细胞系： 

WT-293T/293T-FUT8-KO 细胞共转染 PBD-NF-κB 质粒和 pAPN 质粒。 

转染 PFR-LUC 质粒   24 孔板 0.75 μg。 

转染 TGEV-S 质粒    24 孔板 0.75 μg。 

（2）产生表达相应冠状病毒受体的细胞 

293T 细胞转染 pFR-Luc 质粒    24 孔板 0.75 μg。 

293T 细胞转染质粒 TGEV-S     24 孔板 0.75 μg。 

（3）转染培养 24 h 后，将 293T 细胞进行消化，然后按照 2:1 比例覆盖在

WT-293T/293T-FUT8-KO 细胞上。 

（4）24 h 后，细胞裂解，测荧光值。 
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3.2.22 萤火虫荧光素酶报告实验 

（1）吸尽细胞培养液，24 孔板加入 200 μL 细胞裂解液，轻轻旋转培养板使裂解液

完全覆盖细胞。 

（2）冰上孵育 5 min，充分裂解细胞。 

（3）将荧光测定仪打开，设定参数，测定时间为 10 s，测定间隔为 2 s。 

（4）取 50 μL 裂解液加入测量管中（保持每次样品的加样量一致），另外加入 100 μL

萤火虫萤光素酶检测试剂，震板混匀 2-3 次，充分混匀后测定 RLU（Relative light unit）。 

（5）分析数据： 

a.空白对照组：背景 F：未转染细胞+萤火虫萤光素酶检测试剂。空白对照组的样品

量必须与实验样品量相同，包含与实验样品相同的培养基/血清组合，并加上完全相

同的检测试剂。 

b.实验组：转染细胞经实验化合物处理（即实验组 F）。 

c.对照组：转染细胞不经处理，用以标准化结果（即对照组 F）。 

（6）计算结果：实验组=实验组 F-背景 F。对照组=对照组 F-背景 F。表达倍数=实

验组/对照组。 

3.2.23 病毒吸附及内吞实验 

（1）吸附实验 

细胞板提前放四度预冷，24 孔板 5 MOI 感染，4 ℃孵育 1 h，预冷的 PBS 洗三

遍，每孔加入 1 mL TRIZOL 后提 RNA 去基因组反转成 cDNA，进行逆转录定量 PCR

分析。 

（2）内吞实验 

用 TGEV(MOI =5)在 4 °C 条件下感染 PK-Cas9 和 FUT8-KO 细胞 1 h，用冷 PBS

冲洗去除未结合病毒，洗涤三次，在 37 °C 培养 30 min，用酸性 PBS-HCl (pH=3.0)

冲洗去除细胞表面未内化的病毒颗粒后，收集细胞裂解物进行逆转录定量PCR分析。 

3.2.24 流式结合及分析实验 

（1）转染处理好的细胞每孔加入 15 μg/mL TGEV-S 蛋白，37 ℃孵育 1 h。 

（2）弃上清，加入 800 μL 2%BSA 溶液，37 ℃封闭 10 min。胰酶消化 2 min，1200 
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rpm 离心 5 min。 

（3）弃上清，TGEV-S 多抗（2% BSA 配制）37 ℃孵育 45 min。2% BSA 重悬，1200 

rpm 离心 5 min，弃上清，1200 rpm 离心 5 min。 

（4）弃上清，羊抗鼠 594（1:1000）37 ℃避光孵育 20 min，在孵育期间每隔 10 min

拨动一下反应管,防止细胞沉降到管底。 

（5）1200 rpm 离心 5 min。弃上清，2% BSA 重悬 1200 rpm 离心 5 min。最后用 800 

μL 2% BSA 溶液重悬细胞，流式分析仪分析 mCherry 通道阳性细胞总量。 

3.2.25 病毒 RNA 的提取 

（1）取 200 μL 的病毒原液，加入 200 μL 的 Buffer VGB、20 μL 的 Proteinase K 和 1 

μL 的 Carrier RNA，充分混匀于 56℃水浴温浴 10 min。 

（2）向裂解液中加入 200 μL 的无水乙醇，充分吸打混匀。 

（3）将 Spin Column 安置于 Collection Tube 上，溶液移至 Spin Column 中，12,000 rpm 

离心 2 min，弃滤液。 

（4）将 500 μL 的 Buffer RWA 加入 Spin Column 中，12,000 rpm 1 min，弃滤液。（5）

将 700 μL 的 Buffer RWB 加入 Spin Column 中，12,000 rpm 1 min，弃滤液。（6）重

复操作步骤 5。 

（7）将 Spin Column 安置 Collection Tube 上，12,000 rpm 2 min。 

（8）将 Spin Column 安置于新的 1.5 ml RNase free collection tube 上，在 Spin Column

膜的中央处加入 30～50 μL 的 RNase free dH2O，室温静置 5 min。 

（9）12,000 rpm 离心 2 min 洗脱 DNA/RNA。 

3.3 统计分析 

所有统计分析均通过 Microsoft Excel 2013 软件和 GraphPad Prism 8 软件进行。

数据采用方差分析和 t 检验进行评估。ns 为无显著差异，P 值＜0.05 为有统计学意

义（*），P 值＜0.01 为有显著统计学差异（**），P 值＜0.001 为有非常显著的统计

学差异（***），P 值＜0.0001 为有极其显著的统计学差异（****）。 
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4 结果与分析 

4.1 FUT8 敲除细胞系的构建及效果验证 

4.1.1 利用 CRISPR/Cas9 技术在 PK-15 细胞上敲除 FUT8 基因 

4.1.1.1 FUT8-sgRNA 慢病毒表达载体的构建 

首先，我们使用在线 sgRNA 设计工具(http://crispor.tefor.net/)设计了用于敲除

FUT8 的 sgRNA，将 sgRNA 退火成双链后连接到慢病毒载体 lenti-sgRNA-EGFP 上，

连接产物转化，测序正确后通过三质粒慢病毒包装系统包装成慢病毒。 

 
图 4-1 FUT8-sgRNA 慢病毒表达载体测序结果 

Fig. 4-1 FUT8-sgRNA-lentiviral expression vector sequencing results 

4.1.1.2 FUT8 敲除细胞系的构建与单克隆筛选 

我们用包装好的慢病毒感染稳定表达 cas9 基因的 PK-15 细胞系（细胞密度约为

30%），48 h 后于荧光显微镜下观察荧光。流式分选单克隆细胞，待细胞从单个细胞

长至密度 50%以上时，传代扩大培养以进行下一步实验。 

4.1.1.3 FUT8 敲除单克隆细胞系的敲除效果及细胞活力验证 

首先，我们提取了单克隆细胞的基因组，扩增 sgRNA 两端约 400bp 的片段并测

序，测序结果（图 4-2A）显示 FUT8 基因敲除成功。WB（图 4-2B）结果也证明，

在 FUT8 敲除细胞系中 FUT8 蛋白的表达量显著降低。接下来，我们通过 MTS 法检

测了野生型细胞与 FUT8 敲除细胞系的细胞活力，结果（图 4-2C）显示 FUT8 敲除

对于细胞活力没有显著影响。 
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图 4-2 FUT8 敲除效果及单克隆细胞活力验证 

Fig. 4-2 FUT8 knockout effect and cell viability verification of monoclonal cells 

A: FUT8 基因组测序结果；B: WB 检测 FUT8 蛋白表达量；C: MTS 法检测细胞活力 

A: FUT8 genome sequencing results; B: WB analysis the expression of FUT8 protein. C: Cell viability was detected by 

MTS assay 

4.1.2 FUT8 基因敲除显著抑制的 TGEV 复制 

在成功构建 FUT8 敲除细胞系后，我们分别用 1 MOI 和 0.01 MOI 的 TGEV 感

染野生型与 FUT8 敲除细胞，24 h 后固定细胞，然后使用间接免疫荧光（IFA）测定

法检测细胞中 TGEV N 蛋白表达的表达水平（图 4-3A）。结果显示，在 FUT8 敲除

细胞中，TGEV N 蛋白的表达量显著低于野生型细胞。同时，在感染 0.01 MOI TGEV

后对 FUT8 敲除细胞中 TGEV 病毒滴度的进一步研究显示，FUT8 敲除细胞在不同

时间点（12、24、36 和 48 h）表现出对 TGEV 复制的持续抑制作用（图 4-3B）。与

上述检测结果一致，WB 结果（图 4-3C）显示 FUT8 敲除细胞中没有 TGEV N 蛋白

积累。这些结果表明，FUT8 是 TGEV 复制所必需的关键宿主因子。 
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图 4-3 TGEV 在 FUT8 敲除细胞上的复制情况 

Fig. 4-3 Replication of TGEV on FUT8 knockout cells 

A: IFA 法检测 TGEV N 细胞内表达情况（标尺长度为 200 μm）；B: 感染细胞上清毒价测定； 

C: WB 检测 TGEV N 蛋白表达量 

A: IFA detects the expression of TGEV N protein (scale bar, 200 μm); B: Determination of supernatant virus titer on 

infected cells; C: WB analysis the expression of TGEV N protein 

4.1.3 FUT 家族其他成员敲除效果验证 

岩藻糖基化转移酶家族除了 FUT8 外还有 12 个成员。除 FUT8 外，FUT1-7，

FUT9-13 均为末端岩藻糖基化转移酶，为了探索 FUT 家族其他成员对 TGEV 复制的

影响，我们在 PK-15 细胞上分别构建了 FUT1-5、FUT7、和 FUT9-13 基因（猪 FUT6

基因的序列尚未解出）敲除细胞系。基因组测序结果（图 4-4）证明基因成功敲除。 
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图 4-4 FUT1-13 基因敲除细胞基因组测序 

Fig. 4-4 Genome sequencing of FUT1-13 knockout cells 

接下来我们分别用 0.01 MOI TGEV感染敲除细胞，间接免疫荧光结果（图 4-5）

表明，FUT 家族其他成员对于 TGEV 复制的影响均没有 FUT8 显著。以上结果说明，

FUT8 是 TGEV 复制所必需的关键宿主因子。 
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图 4-5 TGEV 在 FUT1-13 基因敲除细胞中的复制 

Fig. 4-5 TGEV replication on FUT1-13 knockout cells 

4.2 TGEV 复制依赖于 FUT8 的核心岩藻糖基转移酶活性 

4.2.1 回补 FUT8 酶活突变体无法回复 TGEV 的复制 

有研究表明，用丙氨酸取代 FUT8 基因 365 位点上编码的精氨酸会导致 FUT8

酶活的完全丧失(Takahashi et al 2000)（图 4-6A）。FUT8 是 FUT 家族中唯一一种核

心岩藻糖基转移酶。为了确定 FUT8 与病毒复制相关的转移酶作用，我们分别构建

了 FUT8 基因全长质粒和 FUT8 基因 365 位点突变质粒（R365A），并分别瞬时转染

了 FUT8 基因敲除细胞以进行过表达回补实验。1 MOI TGEV 感染 24 h 后检测细胞

内 FUT8 基因表达量及病毒拷贝数。RT-qPCR 的结果显示 FUT8 和 FUT8-R365A 突

变体在 FUT8 敲除细胞中成功回补（图 4-6B），且与 FUT8 野生型全长相比，

FUT8-R365A 突变体的回补无法恢复病毒感染（图 4-6C）。 



华中农业大学 2024 届硕士学位（毕业）论文 

46 

 
图 4-6 回补 FUT8 全长及酶活丧失突变基因 

Fig. 4-6 Supplementation of FUT8 full-length and enzyme activity loss mutant genes 

A: FUT8 酶活位点突变模式图；B: 过表达回补细胞 FUT8 表达水平; C: 过表达回补细胞中 TGEV 复制情况 

A: Schematic diagram of FUT8 enzyme active site mutations; B: FUT8 expression level in refill cells;  

C: TGEV replication in reclaimed cells. 

4.2.2 岩藻糖基化转移酶抑制剂 2PF 影响 TGEV 的复制 

4.2.2.1 抑制剂细胞活力测试 

为了进一步验证 FUT8 的核心岩藻糖基转移酶活性是否对病毒感染至关重要，

我们使用不同浓度的岩藻糖基化转移酶抑制剂2F-Peracetyl-Fucose（以下简称为2PF）

处理 PK-15 细胞。在分别用 50、200、400、600、800 μM 的 2PF 处理细胞 5d 后，

使用 MTS 细胞活力检测法检测了细胞活力，结果显示（图 4-7），50-800 μM 浓度的

2PF 对 PK-15 细胞的细胞活力均没有显著影响。 
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图 4-7 MTS 法检测抑制剂 2PF 处理后细胞的活力 

Fig. 4-7 MTS method measures the viability of cells treated with inhibitor 2PF  
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4.2.2.2 抑制剂对 TGEV 复制的影响 

接下来，我们分别用 0.1MOI TGEV 感染了用 50、200、400、600、800 μM 的

2PF 处理了 5d 的 PK-15 细胞，24 h 后收取细胞上清液并固定细胞。上清毒价测定结

果（图 4-8A）和细胞中 TGEV-N 蛋白表达情况（图 4-8B）显示，400 和 600 μM 的

2PF 对 TGEV 的复制有一定的抑制作用，而 800 μM 的 2PF 则可以显著抑制 TGEV

的复制。综上所述，FUT8 对 TGEV 复制的影响依赖于其酶活。 

 

图 4-8 岩藻糖基化抑制剂 2PF 抑制 TGEV 复制 

Fig. 4-8 The fucosylation inhibitor 2PF inhibits TGEV replication 

 A: 感染细胞上清毒价测定；B: IFA 法检测 TGEV N 蛋白表达情况（标尺长度为 100 μm） 

A: Determination of supernatant virus titer on infected cells; B: IFA detects the expression of TGEV N protein (scale 

bar, 100 μm) 
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4.3 TGEV 在 FUT8 敲除细胞系上的复制受损阶段探究 

4.3.1 FUT8 敲除不影响 TGEV 在细胞内的复制 

为了进一步探究 FUT8 影响 TGEV 复制的具体机制，我们通过透射电镜直接观

察了细胞内部病毒的复制情况。结果显示（图 4-9A），FUT8 敲除细胞中几乎没有观

察到病毒粒子的形成。感染 TGEV 8 h (MOI= 0.1)后细胞中病毒 dsRNA 的检测情况

显示（图 4-9B），TGEV 在 FUT8 敲除细胞系中 dsRNA 的合成受阻。 

 

图 4-9 TGEV 在 FUT8-KO 细胞内的早期复制情况 

Fig. 4-9 Early replication of TGEV in FUT8-KO cells 

A: 透射电镜观察细胞内部；蓝色箭头指向病毒粒子；红色五角星标志着 DMVs；N：细胞核；ER：内质网 B: IFA

法检测 dsRNA 合成情况（标尺长度为 200 μm） 

A: Transmission electron microscopy observes the inside of the cell; The blue arrow points to the virion; The red 

pentagram marks DMVs; N: nucleus; ER: endoplasmic reticulum; B: IFA detects the expression of dsRNA (scale bar, 

200 μm) 

由于 TGEV 在 FUT8 敲除细胞内的早期复制受到了严重的抑制，我们接下来探

究了其复制阶段是否受损。我们分别构建了 pAPN 敲除细胞和 pAPN-FUT8 双敲细

胞系，并分别在这两种细胞中转染了 TGEV-BAC。荧光定量 PCR 结果（图 4-10）

显示，pAPN敲除细胞和 pAPN-FUT8双敲细胞中的TGEV病毒拷贝数没有显著差异。
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综上所述，FUT8 敲除不影响 TGEV 在细胞内的复制阶段。 

 
图 4-10 pAPN敲除细胞和 pAPN-FUT8 双敲细胞中 TGEV-N的拷贝数 

Fig. 4-10 Copy number of TGEV-N in pAPN-KO cells and FUT8-pAPN-KO cells 

4.3.2 FUT8 通过酶活调控 TGEV 入侵阶段 

为了验证 TGEV 在 FUT8 敲除细胞上的入侵阶段是否受到影响，我们分别在野

生型、FUT8-KO 和 pAPN-KO 细胞上进行了吸附和内吞实验。结果显示，TGEV 在

FUT8-KO 细胞上的吸附（图 4-11A）受到了严重抑制，内吞阶段（图 4-11B）也受

到了影响。为了进一步探究 TGEV 在入侵阶段受到的影响，我们在野生型细胞上表

达了 TGEV S 基因，分别和野生型细胞以及 FUT8-KO 细胞进行了膜融合实验，结果

显示（图 4-11C）TGEV S 蛋白入侵 FUT8-KO 细胞的效率显著降低。 

 

图 4-11 FUT8 基因敲除抑制 TGEV 在细胞上的入侵阶段 

Fig. 4-11 FUT8-KO inhibits the invasion phase of TGEV on cells 

A/B: TGEV 吸附和内吞实验；C: 膜融合实验检测 TGEV S 蛋白入侵效率 

A/B: TGEV attachment and internalization assay; C: Membrane fusion assay detects the invasion efficiency of 

TGEV S protein 
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接下来，我们想探究 FUT8 的酶活对 TGEV 入侵是否存在影响。我们用前文提

到的 800 μM 的岩藻糖基化酶抑制剂 2PF 处理 PK-15 细胞 5d 后，进行了 TGEV 吸附

和内吞实验。结果显示（图 4-12），800 μM 的抑制剂 2PF 可以显著抑制 TGEV 的吸

附和内吞阶段。综上所述，FUT8 通过其酶活参与 TGEV 的入侵阶段。 

 

图 4-12 抑制剂处理后的吸附/内吞实验 

Fig. 4-12 Attachment and internalization assay after inhibitor treatment 

4.3.3 FUT8 敲除通过影响 pAPN抑制 TGEV 入侵 

接下来，我们想探究 FUT8 基因敲除对 TGEV 入侵的具体影响，我们首先检测

了 FUT8 敲除细胞中 pAPN 的表达量。结果显示（图 4-13A），pAPN 在 FUT8 敲除

细胞中的表达量与野生型没有显著差异。为了进一步检测 FUT8 敲除细胞中 pAPN

是否受损，我们构建了 HEK293T-FUT8 敲除细胞系（图 4-13B），并分别在野生型

HEK293T 细胞和 HEK293T-FUT8 敲除细胞上表达了 pAPN，随后和表达了 TGEV S

蛋白的野生型细胞进行膜融合实验，结果显示（图 4-13C），在宿主细胞 pAPN 表达

量一致的情况下，TGEV S 入侵 FUT8-KO 细胞上 pAPN 的效率显著降低。综上所述，

FUT8 敲除通过影响 pAPN 抑制 TGEV 入侵。 
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图 4-13 FUT8 敲除细胞上 pAPN的表达情况 

Fig. 4-13 Expression of pAPN on FUT8 knockout cells 

A: pAPN 的表达量；B: 构建 HEK293T-FUT8 敲除细胞系; C: 膜融合实验检测 pAPN 的功能 

A: Expression of pAPN; B: Construction of HEK293T-FUT8 knockout cell line; C: Membrane fusion assay 

detects the the function of pAPN 

4.4 FUT8 通过核心岩藻糖基化调控宿主 pAPN影响 TGEV 入侵 

4.4.1 FUT8 敲除降低了 pAPN与 TGEV-S 蛋白的结合效率 

为了进一步探究核心岩藻糖基化转移酶 FUT8 缺失对于宿主 APN 的影响，我们

分别在 HEK293T 细胞和 HEK293T-FUT8-KO 细胞上表达了 pAPN，在使用 15 μg/mL 

TGEV-S 蛋白孵育后进行了流式细胞检测实验，结果显示（图 4-14），核心岩藻糖基

化的缺失显著降低了 pAPN 与 TGEV-S 蛋白的结合效率。 

 
图 4-14 流式细胞术检测 TGEV S 与 pAPN结合效率 

Fig. 4-15 Flow cytometry detects the binding efficiency of TGEV S and pAPN 
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4.4.2 pAPN N736 位点的核心岩藻糖基化影响 TGEV 的入侵 

由于核心岩藻糖基化通常附着在 N-糖基上，为了进一步探究核心岩藻糖基化的

缺失具体影响了 pAPN 上哪些位点从而导致 TGEV S 的结合受阻，我们首先研究了

pAPN 上的 N-糖基化位点。我们分析了已经报道的 pAPN-PRCV-RBD 复合物

(PDB:4F5C)的结构（TGEV-RBD与 pAPN复合物的晶体结构尚未解出，且PRCV-RBD

与 TGEV RBD 的序列同一性高达 97%）。通过结构分析和睫毛图分析，我们发现 RBD

的 Gln306 侧链与 pAPN 的 Asn736 侧链及其上的 N-糖基形成氢键相互作用网络，两

者之间还存在疏水相互作用力。 

 

图 4-15 pAPN- RBD 复合物结构分析 

Fig. 4-15 Structural analysis of pAPN- RBD complexes 

A: pAPN-PRCV-RBD 复合物的晶体结构(PDB:4F5C)；B: TGEV RBD 与 pAPN 之间的相互作用 

A: Crystal structure of the pAPN-PRCV-RBD complex; B: The interaction between TGEV RBD and pAPN 

为了进一步验证 FUT8 敲除导致的核心岩藻糖基化的缺失是否会使 pAPN N736

位点受损。我们构建了 pAPN-N736A 质粒（将 736 位点的氨基酸 N 突变为 A 会使

736位点丧失N-糖基化），并分别转染了HEK293T细胞和HEK293T-FUT8-KO细胞。

接下来，我们通过流式结合实验直接检测了 TGEV S 蛋白和它们的结合效率。结果

表明，TGEV S 与野生型细胞上的 pAPN 的结合效率显著高于其他三者（图 4-16）。

同时，TGEV S 与野生型和 FUT8-KO 细胞上表达的 pAPN-N736A 的结合效率没有
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显著差异，这表明 pAPN 其他位点的核心岩藻糖基化对于 TGEV 的入侵几乎没有影

响。同时，在 FUT8 敲除细胞上表达的 pAPN 736 位点突变与否对 TGEV S 的结合效

率没有显著影响，说明丧失核心岩藻糖基化后 736 位点的 N 糖基化缺失不再影响

TGEV S 的入侵。即 pAPN N736 位点的核心岩藻糖基化参与了 TGEV 的入侵。 

 
图 4-16 流式结合实验检测 TGEV S 与 pAPN的结合效率 

Fig. 4-16 Flow cytometry detects the binding efficiency of TGEV S and pAPN 

为了进一步验证该结果，我们分别在 HEK293T 和 HEK293T-FUT8-KO 细胞上

表达了 pAPN 和 pAPN-N736A，并与表达了 TGEV S 的 HEK293T 细胞进行膜融合

实验，原理如图 4-17。 
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图 4-17 膜融合模式图（本图使用 Figdraw 绘制） 

Fig. 4-17 Diagram of membrane fusion (By Figdraw) 

一个细胞共转染 PBD-NF-κB 和 pAPN 质粒，另一个细胞转染 pFR-Luc 和 TGEV-S 质粒，膜融合后 PBD-NF-κB

和 pFR-Luc 共同表达出萤火虫荧光素酶，裂解细胞加入荧光素酶底物，测量 560nm 波长荧光值。 

One cell was co-transfected with PBD-NF-κB and pAPN plasmids, and the other cell was transfected with pFR-Luc and 

TGEV-S plasmids, and after membrane fusion, PBD-NF-κB and pFR-Luc co-expressed firefly luciferase, and the lysed 

cells were added with substrate, and the 560 nm luminescence value was measured. 

结果显示，FUT8 敲除和 736 位点突变对于 pAPN 的表达量没有影响（图 4-18A），

而膜融合实验（图 4-18B）与流式结合实验的结果基本符合。综上所述，pAPN N736

位点的核心岩藻糖基化在 TGEV 的入侵中扮演了重要的角色。 
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图 4-18 pAPN-736 位点点突变实验 

Fig. 4-18 pAPN-736-site mutation assay 

A: pAPN 蛋白表达量；B: 膜融合实验检测 TGEV S 入侵效率 

A: Expression level of pAPN protein; B: Membrane fusion assay detects the invasion efficiency of TGEV S 

4.5 FUT8 对其他以 APN为受体的冠状病毒入侵过程的影响 

4.5.1 fAPN N740 位点的核心岩藻糖基化影响 FIPV 的入侵 

为了进一步探究 N736 位点的核心岩藻糖基化对冠状病毒复制的影响，我们通

过分析 4 个不同物种的 APN 序列（这 4 种 APN 分别是不同冠状病毒的受体），发现

pAPN 上的 736 位点非常保守（图 19A），在 cAPN 上和 fAPN 上都有与之相对应的

位点（cAPN 的 747 位点和 fAPN 的 740 位点）。cAPN 的 747 位点已有结构解出含

有核心岩藻糖基化（图 19B）（PDB: 7U0L）。fAPN 的具体结构尚未解出，但 fAPN

相对应的位点（N740 位点）具有 N 糖基化基序（图 19A）。 
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图 4-19 cAPN N747 位点存在核心岩藻糖基化 

Fig. 4-19 The N747 site of cAPN is modified by core fucosylation 
A: 四个不同物种 APN 的序列对比图；B: cAPN-CCoV-RBD 复合物的晶体结构(PDB: 7U0L) 

A: Sequence comparison of APNs of four different species; B: Structure of the cAPN-CCoV-RBD complex  

为了验证 FUT8敲除对于 FIPV 的影响，我们在猫肾细胞 CRFK (feline kidney cell)

上构建了 FUT8 敲除细胞系（图 20A）。在用 0.1MOI 的 FIPV 感染细胞 24 h 后，上

清毒价的测定结果显示 FUT8-KO 抑制了 FIPV 的复制（图 20B）。接下来我们进行

了 fAPN N740A 点突变膜融合实验，结果证明（图 20C）fAPN N740 位点的核心岩

藻糖基化参与了 FIPV 的入侵。 
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图 4-20 fAPN核心岩藻糖基化对 FIPV 复制的影响 

Fig. 4-20 Effect of fAPN core fucosylation on FIPV replication 
A: 构建 CRFK-FUT8 基因敲除细胞系；B: 膜融合实验检测 FIPV S 入侵效率；C: FIPV 上清毒价测定 

A: Construction of CRFK-FUT8 knockout cell line; B: Membrane fusion assay detects the invasion efficiency of FIPV; 

C: Determination of the virus titer of the supernatant on FIPV S 

4.5.2 FUT8 敲除不影响 HCoV-229E 的入侵 

通过序列分析，我们发现人 APN 上与 736 位点相对应的位点缺乏 N-糖基化基

序，即相应位点不含有 N-糖基化。我们在 HuH-7（人肝癌细胞）细胞上敲除了 FUT8

基因（图 4-21A）并感染了 HCoV-229E，结果表明 FUT8-KO 对 HCoV-229E 的复制

没有影响（图 4-21B、C）。 
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图 4-21 FUT8 敲除不影响 HCoV-229E 的复制  

Fig. 4-21 FUT8 knockout does not affect the replication of HCoV-229E 
A: 构建 HuH-7-FUT8-KO 细胞系；B: HCoV-229E 上清毒价测定；C: IFA 检测 HCoV-229E 复制情况 

A: Construction of HuH-7-FUT8-KO cell line; B: Determination of the virus titer of the supernatant on HCoV-229E; C: 

IFA assay detects the HCoV-229E replication 

4.6 FUT8 敲除影响 TGEV S 蛋白表达从而抑制病毒粒子形成 

为了进一步探究 FUT8 敲除对于病毒本身的影响，我们分别在 HEK293T 细胞和

HEK293T-FUT8 敲除细胞上表达了 TGEV S，并与表达了 pAPN 的 HEK293T 细胞进

行了膜融合实验。结果显示 FUT8-KO 细胞上表达的 TGEV S 受损（图 4-22A），且

表达量降低（图 4-22B）。为进一步模拟 TGEV 感染过程中 TGEV S 表达情况，我们

在 pAPN-KO 和 pAPN-FUT8 双敲细胞系中转染了 TGEV-BAC，结果表明，TGEV S

在pAPN-FUT8-KO细胞中的mRNA水平与pAPN-KO细胞没有显著差异（图4-22C），

但蛋白表达水平相较于 pAPN-KO 细胞有所降低（图 4-22D）。同时 FUT8-KO 细胞

产生的上清病毒粒子数显著低于 pAPN-KO 细胞（图 4-22E、F）。以上结果说明，FUT8

敲除影响 TGEV S 蛋白表达，进而抑制了感染性病毒粒子的形成。 
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图 4-22 FUT8 敲除抑制 TGEV S 蛋白的表达以抑制病毒粒子的形成 

Fig. 4-22 FUT8-KO inhibits the expression of TGEV S protein to inhibit virion formation 
A: FUT8-KO 细胞上表达的 TGEV S 受损；B: WB 检测 TGEV S 表达量；C: TGEV S 基因拷贝数；D: 转染

TGEV-BAC 后细胞内 TGEV S 蛋白表达量；E: 上清毒价测定；F: 上清病毒粒子数检测 

A: Construction of Vero-FUT8-KO cell line; B: WB analysis the expression of TGEV S; C: The copy number of TGEV 

S; D: Intracellular TGEV S protein expression after transfection with TGEV-BAC E: The virus titer of the supernatant; 

F: The virion count of the supernatant 

4.7 FUT8 敲除对 FIPV 和 HCoV-229E S 蛋白的影响 

我们分别在HEK293T野生型和FUT8-KO细胞上表达了FIPV S和HCoV-229E S

并检测了表达量，结果表明，FIPV S 在 FUT8-KO 细胞上的表达量显著降低（图 23-A），

而 HCoV-229E S 在 FUT8-KO 细胞上的表达量与野生型没有差异（图 23-B）。 

 
图 4-23 FUT8 敲除对 FIPV 和 HCoV-229E S 蛋白的影响 

Fig. 4-23 Effect of FUT8 knockout on FIPV and HCoV-229E S protein 
A: WB 检测 FIPV S 蛋白；B: WB 检测 HCoV-229E S 蛋白 

A: WB detects FIPV S protein; B: WB detects HCoV-229E S protein  
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4.8 FUT8 敲除抑制 SARS-CoV-2 复制的多个阶段 

4.8.1 SARS-CoV-2 在 FUT8 敲除细胞上的复制受损 

为了验证 FUT8 敲除对于其他冠状病毒的影响，我们在 VeroE6 细胞上构建了

FUT8-KO 细胞系（图 4-24A）并验证了 0.1 MOI SARS-CoV-2 的感染效果，结果表

明，FUT8 敲除显著抑制了 SARS-CoV-2 的复制（图 4-24B、C）。 

 
图 4-24 FUT8 敲除抑制 SARS-CoV-2 的复制  

Fig. 4-24 FUT8 knockout does not affect the replication of HCoV-229E 
A: 构建 Vero-FUT8-KO 细胞系；B: WB 检测 SARS-CoV-2 病毒量；C: SARS-CoV-2 上清病毒拷贝数 

A: Construction of Vero-FUT8-KO cell line; B: WB analysis the viral load of SARS-CoV-2;  

C: The copy number of SARS-CoV-2 in supernatant  

4.8.2 SARS-CoV-2 在 FUT8 敲除细胞上的入侵和 S 蛋白表达受损 

为了探究 SARS-CoV-2在 FUT8-KO细胞系中复制的受损阶段，我们在HEK293T

细胞和 HEK293T-FUT8-KO 细胞上表达了 SARS-CoV-2 S 基因并进行了膜融合实验，

结果表明（图 4-25A）SARS-CoV-2 S 蛋白在 FUT8-KO 细胞上的入侵受损。接下来

我们在 HEK293T 野生型和 FUT8-KO 细胞上表达了 SARS-CoV-2 S 基因并与过表达

了 ACE2 的 HEK293T 细胞进行了膜融合实验，结果表明 SARS-CoV-2 在 FUT8-KO

细胞上 S 蛋白表达受损（图 4-25B、C）。综上所述，FUT8 敲除抑制了 SARS-CoV-2

的入侵和 S 蛋白表达。 



宿主因子 FUT8 调控冠状病毒复制的分子机制研究 

61 

 
图 4-25 FUT8-KO 抑制 SARS-CoV-2 的入侵和 S 蛋白表达  

Fig. 4-25 FUT8 knockout inhibits SARS-CoV-2 invasion and S protein expression 
A: SARS-CoV-2 S 蛋白在 FUT8-KO 细胞上的入侵受损；B: SARS-CoV-2 S 表达量； 

C: 反向膜融合实验证明 SARS-CoV-2 S 蛋白受损 

A: Invasion of SARS-CoV-2 S protein on FUT8-KO cells is impaired; B: Expression of SARS-CoV-2;  

C: Reverse membrane fusion assays demonstrated that the SARS-CoV-2 S protein is impaired   
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5 讨论 
从轻度的呼吸道感染到严重急性呼吸系统综合征，冠状病毒可引起多种人类与

畜禽的疾病，探索多种冠状病毒共有的宿主因子可以促进开发针对当前和未来冠状

病毒大流行的疗法。 

5.1 宿主因子在冠状病毒家族复制过程中具有广谱的调控作用 

随着多种冠状病毒在全球范围内的流行，开发能够针对冠状病毒家族多个成员

的抗病毒治疗方案迫在眉睫。冠状病毒家族的成员之间存在多个高度保守的位点

(Chan 2020; Wang et al 2021b)。病毒感染需要许多宿主因子的参与，而由于冠状病毒

家族的保守性，这些宿主因子往往会在多种冠状病毒的复制中发挥作用。 

随着宿主全基因组筛选技术的不断发展，研究人员不断地发掘出多种冠状病毒

共有的宿主因子和通路。如跨膜蛋白 41B(transmembrane protein 41B, TMEM41B)是

SARS-CoV-2 和三种 HCoV 以及公共卫生高度关注的几种黄病毒感染所需的关键宿

主因子(Hoffmann et al 2021; Schneider et al 2021)。而半胱氨酸-天冬氨酸蛋白酶

caspase-6 通过切割冠状病毒核衣壳蛋白来产生作为干扰素拮抗剂的片段，从而促进

SARS-CoV-2、MERS-CoV 和 SARS-CoV 的复制(Chu et al 2022)。此外，一项使用

Huh7.5.1-ACE2-IRES-TMPRSS2 细胞的筛选证实磷脂酰肌醇磷酸的生物合成和胆固

醇稳态是支持 SARS-CoV-2、HCoV-229E 和 HCoV-OC43 三种冠状病毒感染的关键

宿主途径(Wang et al 2021a)。 

本实验室前期使用全基因组 CRISPR/Cas9 敲除文库在猪胚胎肾细胞(PK-15)上

进行了 TGEV 宿主因子的筛选，鉴定了多个影响 TGEV 复制的关键宿主因子(Sun et 

al 2021)。FUT8 基因的 9 条备选 sgRNA 在前期 sgRNA 文库筛选中均被筛选到，且

在小库筛选中排名第一。在进一步验证后我们发现 FUT8 基因敲除显著抑制 TGEV、

FIPV 和 SARS-CoV-2 的复制，因此我们确定 FUT8 是多种冠状病毒复制所必须的宿

主因子。鉴定宿主蛋白中保守的交叉反应表位有助于我们研究泛冠状病毒抗病毒策

略，以预防当前流行或新发再发的冠状病毒。 

5.2 病毒受体糖基化修饰对病毒复制的影响 

FUT8 将来自 GDP-β-l-岩藻糖（GDP-Fuc）的 L-岩藻糖转移到 N-聚糖的最内层
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GlcNAc 上，形成 α-1,6 键的过程被称为核心岩藻糖基化(Bastian et al 2021)。目前已

有多项研究报道宿主细胞的 N-糖基化在病毒入侵过程中必不可少。pAPN 中与

Asn736 连接的 N-聚糖在犬科动物和猫科动物的 APN 中也是保守的，而人 APN 中

缺乏这种聚糖(Reguera et al 2012)。有研究显示，在人 APN（不能介导 CCoV 的感染）

的 N739 位引入 N-聚糖会使细胞对 CCoV-HuPn-2018-spike 介导的入侵敏感，且去除

CCoV-HuPn-2018 的主要受体犬 APN 的 N747 位的 N- 聚糖会严重抑制

CCoV-HuPn-2018 的入侵(Tortorici et al 2022)。也有研究证明宿主受体上的岩藻糖对

于病毒的入侵不可或缺，轮状病毒受体组织血型抗原(histo-blood group antigens, 

HBGA)上的岩藻糖参与人类轮状病毒 DS-1 和 RV-3 对细胞的入侵(Böhm et al 2015)。

还有研究表明，HCV 等病毒会诱导 FUT8 表达量的异常上调从而通过核心岩藻糖基

化-EGFR-JAK1-STAT3-RIG-I 信号抑制宿主抗病毒干扰素（IFN）-I 反应(Pan et al 

2024)。 

本研究首次发现并验证了pAPN N736位点核心岩藻糖基化对于TGEV入侵的重

要性，并推广到以 APN 为受体的（对应犬 cAPN N747 位点、猫 fAPN N740 位点）

FIPV 和 CCoV 中。目前为止，pAPN N736 与 fAPN N740 位点上的具体糖基化结构

尚未解出，本研究也为 APN 关键糖基化位点的进一步解析提供了参考。 

5.3 病毒膜蛋白的糖基化修饰影响其稳定性 

蛋白质糖基化最关键的作用之一是其对糖蛋白折叠、结构、分选、运输和稳定

性的影响(Watanabe et al 2019)，以 N-糖基化为例的糖基化修饰从本质上增强了蛋白

溶解度和折叠能力(Hebert et al 2014)。N-聚糖还可以通过使用糖蛋白稳态或“糖蛋白

凝滞”网络来增强糖蛋白折叠，该网络由许多聚糖结合和/或修饰酶或蛋白质组成，

这些酶或蛋白质合成、转移、塑造和使用 N-聚糖来指导折叠和运输(Wormald and 

Dwek 1999)。黄病毒 E 蛋白的 N-糖基化在 E 蛋白折叠、病毒颗粒的组装和释放过程

中发挥了重要的作用(Ishida et al 2023)。同时有研究表明，去除 SARS-CoV-2 S 蛋白

上的两个位点（N331 和 N343）的 N-糖基化后，其传染性降低了 1200 倍（相对传

染性降低至 0.083%）(Zong et al 2021)。对几种病毒糖蛋白的单个 N-连接糖基化位点

敲除的全面诱变研究，已经证明它们依赖于宿主的翻译及糖基化修饰机制来正确折

叠蛋白质以产生感染性(Mayr et al 2018)。本研究发现，核心岩藻糖基化的缺失严重

影响了 TGEV S 蛋白的表达，该结果有助于进一步了解冠状病毒 S 蛋白糖基化对其
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结构和功能的影响，但其影响蛋白质翻译折叠的具体机制还有待进一步研究。 

5.4 核心岩藻糖基化影响 SARS-CoV-2 感染的机制探究 

多种病毒和它们的受体上都存在大量的核心岩藻糖基化位点，核心岩藻糖基化

参与了这些病毒复制过程中的不同阶段。有研究表明，降低 HBV 的受体牛磺胆酸钠

共转运多肽(taurocholate cotransporting polypeptide, NTCP)的核心岩藻糖基化水平会

显著抑制 HBV 的感染 (Takamatsu et al 2016)。另一项研究分析了两个位于

SARS-CoV-2 S1 RBD上，且在病毒感染过程中至关重要的糖基化位点N331和N343，

分析结果显示两个位点都存在复杂的核心岩藻糖基化 N-聚糖(Antonopoulos et al 

2021)。我们的研究结果显示，SARS-CoV-2 在 FUT8 敲除细胞上的复制受到了显著

抑制。膜融合的结果证明，核心岩藻糖基化的缺失会影响 ACE2 的功能，这可能是

由于病毒入侵所需的关键糖基化位点的受损导致的（如 N331 和 N343 位点）。反向

膜融合实验的结果则表明，FUT8 敲除会影响 SARS-CoV-2 S 蛋白的正常表达。这也

为探究核心岩藻糖基化在 SARS-CoV-2 的复制过程中发挥的作用提供了参考，有助

于进一步解析糖基化修饰在冠状病毒复制过程中发挥的作用。 

5.5 宿主因子抑制剂抗病毒应用前景 

阻断 TMPRSS2 活性的丝氨酸蛋白酶抑制剂甲磺酸卡莫司他(Zhou et al 2015)已

在日本被批准用于治疗相关的适应症，而一项在人肺腺癌细胞 Calu-3 上进行的研究

表明，SARS-CoV-2 在 Calu-3 细胞上的感染会被甲磺酸卡莫司他抑制(Hoffmann et al 

2020)。同时另一项在 K18-hACE2 小鼠模型中进行的研究显示，TMPRSS2 的一种小

分子蛋白酶抑制剂 N-0385 在体内可完全防止 SARS-CoV-2 诱导的死亡，并且在感染

后还提供了针对体重减轻、肺部病变和病毒感染的实质性保护(Shapira et al 2022)。

用半胱氨酸-天冬氨酸蛋白酶 caspase-6 特异性抑制剂 z-VEID-fmk 可以显著抑制

SARS-CoV-2 等冠状病毒的复制(Chu et al 2022)。值得一提的是，前文提到的磷脂酰

肌醇磷酸抑制剂和胆固醇稳态调节剂在针对抑制 SARS-CoV-2 复制的化合物筛选中

被筛选到(Riva et al 2020)。 

本研究中使用的岩藻糖基化抑制剂 2PF可以抑制FUT家族所有成员的岩藻糖基

化功能。我们分别敲除了 FUT 家族的其他成员 FUT1-13，结果显示 FUT 家族其他

成员对于 TGEV 复制的影响均没有 FUT8 显著。而综合 2PF 对于 TGEV 复制的显著



宿主因子 FUT8 调控冠状病毒复制的分子机制研究 

65 

抑制作用，我们认为对于核心岩藻糖基化的抑制是 2PF 抑制 TGEV 复制的主要原因。

有研究表明，2PF 可以抑制神经胶质瘤细胞的岩藻糖基化，增强神经胶质瘤治疗药

物替莫唑胺(temozolomide, TMZ)对神经胶质瘤细胞的毒性，并降低细胞对 TMZ 治疗

的耐药性(Wei et al 2021)。目前尚无 2PF 在抗病毒感染中的应用。而在本研究中，我

们发现 FUT8 抑制剂 2PF 在体外条件下显著抑制了 TGEV 的复制，这也证明了 FUT8

抑制剂存在作为潜在抗冠状病毒的药物的可能性。然而，要想将其应用于临床还需

要更多的工作，例如设计对感染组织具有高效率、低毒性和更高的特异性的小分子

化合物。 
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6 结论 

1、证明 FUT8 是 TGEV 复制所必需的关键宿主因子，且 FUT8 对于 TGEV 复制

的调控作用依赖于其酶活。 

2、证明 TGEV 在 FUT8-KO 细胞内的入侵而不是复制阶段受到了严重抑制，且

TGEV 受体 pAPN N736 位点的核心岩藻糖基化参与 TGEV 的复制，并将这一结论推

广到使用 APN 作为受体的 FIPV 中。同时还发现 FUT8 敲除影响 TGEV S 蛋白正常

表达从而抑制病毒粒子的形成。 

3、验证了 FUT8 敲除对 SARS-CoV-2 复制的抑制效果，且发现 FUT8 敲除抑制

SARS-CoV-2 的入侵阶段和 S 蛋白的表达。 

综上所述，本研究证明了宿主因子 FUT8 及其酶活在多种冠状病毒感染中的重

要性且探究了其作用机制，为新型抗冠状病毒药物的开发和抗病育种提供了新思路。 
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