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摘要：【目的】利用CRISPR/Cas9技术建立RPSA基因缺失的乳仓鼠肾细胞(baby hamster kidney cells，

BHK21)细胞系，为开展RPSA调控病毒复制机制研究提供工具；同时，初步探究RPSA对塞内卡病毒

复制的影响。【方法】根据GenBank中仓鼠的RPSA基因序列找到产生不同转录本的共同外显子段，设

计并合成 4对引导 RNA (sgRNA)，分别构建至 PX330载体中；经过筛选选择打靶活性较高的

PX330-RPSA-sgRNA2质粒用于后续敲除细胞系构建。将PX330-RPSA-sgRNA2质粒转染BHK21细胞

后，通过有限稀释法筛选单克隆细胞，通过Western blot及序列测定检测RPSA基因的敲除。通过

Western blot及qPCR分析比较塞内卡病毒在野生型及RPSA基因敲除BHK21细胞中的复制差异。  

【结果】Western blot检测及序列测序证实了RPSA基因敲除单克隆细胞构建成功。进一步研究发现，

塞内卡病毒在RPSA基因敲除细胞中的复制水平明显低于其在野生型BHK21细胞中复制的水平。

【结论】成功构建了RPSA基因敲除的BHK21细胞系，首次表明RPSA对塞内卡病毒的复制具有重

要作用，为进一步开展RPSA在细胞内调控病毒复制机制研究奠定基础。 
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基因组编辑(genome editing)是对基因组进行

精确修饰和定向编辑的一种技术，是指通过人为

操作在基因组特定碱基位置引入插入、缺失或

DNA 序列替换等修饰的方法，从而实现对编辑受

体基因组序列的突变，最终达到改变基因的结构

或功能的目的。最初的基因组编辑技术是利用基

因枪、显微注射或者电转的方法将外源供体的遗

传物质导入细胞中，借助自身的修复系统，通过

同源重组方法将导入的 DNA 片段插入到细胞基

因组中，进而完成基因的转移或修饰。但这些早
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期技术因插入效率较低、打靶定点编辑能力差等

缺点，使其应用以及推广受到了很大程度的限

制。伴随着人工核酸内切酶在基因组编辑中逐步

得以应用，基于锌指核酸酶编辑技术(zinc finger 

nucleases，ZFNs)和基于植物病原体-黄单胞菌分

泌的一种转录激活子样效应因子而建立的类转

录激活因子效应物核酸酶编辑技术(transcription 

activator-like effector nucleases，TALENs)成为更

为简便和高效的基因组编辑技术 [1–2]。ZFNs 和

TALENs 技术在基因编辑精准性及编辑效率等方

面和早期的物理打靶技术相比有了大幅度提升，

但是这两种技术在使用过程中由于操作难度大，

载体构建复杂、实验周期冗长、成本高和结果难

控等弊端也逐步限制了其广泛应用[3]。 

CRISPR/Cas9 基因编辑技术是利用小分子

RNA 介导的一种靶向基因组编辑技术，是继 ZFNs

和 TALENs 技术之后出现的第三代新型基因编辑

技术[3–4]。该技术是基于广泛存在于古细菌及细菌

中的一种免疫系统经由人工改造开发建立 [5]。

CRISPR/Cas9 技术通过导向 RNA 序列在靶标基

因特定位点进行切割形成 DNA 双链断裂[6–7]，进

而诱发细胞固有的同源重组和非同源末端连接

的自我修复过程，实现对基因组特定靶标位点进

行编辑或修饰[8]。该技术使用便捷，重复性好，

而且合成简单、周期短、插入效率高、操作灵活，

能够实现基因精准编辑，而且近年来通过逐步升

级改造使得其实用性不断提升[9–10]，已在医学、

药物和生命科学等多领域得以广泛应用[11–13]。 

宿主核糖体蛋白 SA (ribosomal protein SA，

RPSA)是核糖体亚基的 RPSA 的组成部分，也被

称为层粘连蛋白受体 1[14–15]，在细胞中广泛表达，

并且在各种细胞反应中起着多种作用。RPSA 参

与 RNA 合成[16]、细胞迁移[17]、血管生成[18]和脾

脏发育等生物学反应过程[18]。同时，分布于细胞

表面的 RPSA 能够被登革热病毒、猪瘟病毒和委

内瑞拉马脑脊髓炎病毒利用作为受体感染靶标

细胞[19–20]。在口蹄疫病毒感染宿主细胞后，RPSA

可抑制 MAPK 通路，从而抑制病毒的复制[21]。因

此，RPSA 与病毒在感染细胞中存在着重要关联，

并且在不同病毒感染过程中 RPSA 可能发挥着不

同的作用。我国于 2015 年鉴定了 1 种新发的猪

水泡病病原塞内卡病毒(Senecavirus A，SVA)，其

感染引起的临床症状与口蹄疫、猪泡状病、泡状

口炎或泡状疹的临床症状难以区分[22]。至今关于

SVA 感染致病机制仍不清楚，有待深入阐明。为

了研究 SVA 感染过程中，宿主 RPSA 蛋白是否能

够调控病毒的复制，本研究利用 CRISPR/Cas9 技

术建立 RPSA 基因敲除细胞系，为深入研究 SVA

致病机制提供试验材料。 

1  材料和方法 

1.1  细胞、病毒及载体    

BHK21 细胞由本实验室提供。细胞培养使

用含有 10%胎牛血清和 1%双抗的 DMEM 培养基

进行培养。塞内卡病毒 CH-FJ-2017 毒株由中国

农业科学院兰州兽医研究所口蹄疫与新发病流

行病学团队分离并保存。PX330 载体为中国农业

大学赵要风教授惠赠。 

1.2  试剂及抗体 

大肠杆菌 Trans5α 感受态、LA Taq DNA 聚合

酶、限制性核酸内切酶 Kpn I 和 Xba I、T4 DNA

连接酶、Trizol 试剂、TB GreenⅡ购自宝生物工
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程大连有限公司。Trizol 试剂、蛋白预染 Marker

和 Lipofectamine 3000 转染试剂购自 Invitrogen 公

司。Opti-MEM、0.25% EDTA 胰酶和新生牛血清

(FBS)均购自 Gibco 公司。DMEM 细胞培养液和

PBS 溶液购自 Hyclone 公司。胶回收试剂盒、微

量 DNA 提取试剂盒购自 OMEGA 公司。大提质

粒试剂盒购自 MACHEREY-NAGEL 公司。RPSA 

抗体(Laminin Receptor 1)购自 Abcam，羊抗兔 IgG 

(IgG-HRP)购自 Invitrogen 公司。塞内卡病毒 VP2

兔抗多抗由本实验室制备保存。 

1.3  sgRNA 靶点的设计 

在 NCBI 中查询 RPSA 基因序列，并找到仓

鼠全基因组，定位 RPS 在基因组中不同转录本的

重叠区第一个外显子，通过 http://tolls.genome- 

engineering.org (http://crispr.mit.edu/) 网 站 设 计

sgRAN，根据评分设计 20 bp 的引导 RNA 

(sgRNA)，并在 sgRNA 序列 5′端加 CACC/AAAC

粘性末端，共选取了评分较高的 4 对 sgRNA 序

列，分别命名为 BHK-sgRNA-1、BHK-sgRNA-2、

BHK-sgRNA-3、BHK-sgRNA-4。sgRNA 序列见

表 1。 

 

表 1.  设计合成的靶向 RPSA 的 sgRNA 序列 

Table 1.  The synthesized sgRNAs that target RPSA 
gene 

SgRNA names Sequences (5'→3') 

sgRNA1 F: CACCGCTCAATAGCAACGATGGCCC

R: AAACGGGCCATCGTTGCTATTGAGC

sgRNA2 F: CACCGCATCGTTGCTATTGAGAACC 

R: AAACGGTTCTCAATAGCAACGATGC

sgRNA3 F: CACCGTCTCAATAGCAACGATGGCC

R: AAACTCGTTGCTATTGAGAACCCGC

sgRNA4 F: CACCGTCTCAATAGCAACGATGGCC

R: AAACGGCCATCGTTGCTATTGAGAC

1.4  PX330-sgRNA 重组表达质粒构建 

PX330-sgRNA 重组表达质粒构建步骤：   

(1) sgRNA 的退火。将 sgRNA 上下游序列合成产

物稀释至 100 μmol/L 后，取上下游引物各 2.5 μL，

并加入 ddH2O 4 μL、Taq buffer I 1 μL，共 10 μL

体系按照 0.3 °C/s 梯度降温进行退火处理：95 °C 

3 min；95 °C 1 min，85 °C 1 min，75 °C 1 min，

65 °C 1 min，55 °C 1 min，45 °C 1 min，35 °C    

1 min，25 °C 1 min，16 °C 1 h，使上下游引物形

成双链。(2) 利用 BBSI 内切酶酶切 PX330 载体。

反应体系如下：PX330 载体 5 μL，BBSI 1 μL、

10×buffer 2 μL、ddH2O 12 μL，共 20 μL 体系；

37 °C、2 h 酶切。转化回收酶切片段。(3) 酶切

载体与 sgRNA 的连接。T4 连接酶 1 μL、10×T4

连接酶 buffer 1 μL、PX330 酶切片段 1.5 μL、退

火后的 sgRNA 各 6.5 μL，共 10 μL 体系。16 °C

过夜连接。(4) PX330-sgRNA 连接产物转化。将

连接产物转化 Trans5α 感受态细胞，提取质粒，

送样测序。 

1.5  细胞的转染 

在转染前复苏 BHK21 细胞于 T25 细胞瓶中，

使用含有 10%的 FBS、1%双抗的 DMEM 培养基

培养，当细胞传代 2–3 次性状稳定且状态较好时，

将细胞消化后铺于细胞板中，待细胞融合度至 

70%–80%时，将质粒与 Lipofectamine 3000 (按照

比例 1 μg:2 μL)分别加至 Opti-MEM 中，静止   

15 min 后将两者混合；将脂质体-质粒复合物混合

静置 5 min 后直接加至细胞培养基中；将细胞重

新置于 37 °C、5% CO2 培养箱中培养 48 h。 

1.6  细胞 DNA 的提取及 T7EI 实验 

按照微量 DNA 提取试剂盒的操作说明提取
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细胞 DNA，使用 check 引物进行扩增，对扩增出

的目的片段进行胶回收，并按照上述的退火体系

和程序进行变性再退火。取再退火 DNA 产物    

8 μL、T7 核酸内切酶 1 μL 和相应 buffer 1 μL，

共 10 μL 体系，按照 T7 核酸内切酶说明书推荐

酶切温度和时间进行酶切，使用 10×loading buffer

终止反应后，使用 1%琼脂糖胶进行鉴定其是否

具有切割片段，分析切割效率。设计 check 引物

进行检测，引物序列为 Check-F：5′-GTCTGCCT 

TCCTGTAGTGTCCT-3′；Check-R：5′-CAACCTA 

ACTCAGCCAGCCTAT-3′。 

1.7  有限稀释法 

T7EI 实验中具有切割条带的细胞进行有限

稀释挑选单克隆细胞。利用 0.25%胰酶消化细胞，

轻拍脱落后，加入培养基吹打均匀；留取 100 μL

细胞悬液用于后续测序使用以确定打靶作用。剩

余 细 胞 使 用 无 血 清 培 养 基 将 细 胞 稀 释 至

1×103/mL，再使用 5% FBS 培养基稀释到 10 个细

胞/mL，即每 0.1 mL 培养基 1 个细胞；使用 100 μL

排枪将稀释后细胞悬液每孔 0.1 mL 加入 96 孔板

中；培养 4–5 d 后观察，除去双细胞孔、多细胞

孔，对细胞形态正常且单一细胞孔标记；继续培

养 7–9 d，将 96 孔中细胞传代转入 48 孔板继续

培养，待细胞长满后依次传至 24 孔板、6 孔板进

行放大培养。 

1.8  Western blot 蛋白检测 

取野生型细胞与各个候选单克隆细胞株分

别进行培养，待细胞长满后，收取细胞放置冰上。

加入适量 1×SDS loading buffer 充分搅拌裂解，待

细胞全部脱落后吸取至 EP 管中，做好标记；金

属浴变性 10 min，4 °C 离心后，取上清进行

SDS-PAGE。电泳后通过湿转法转印至 NC 膜上，

转印后使用 5%的脱脂奶粉封闭，用购买的 67 kDa 

laminin 为一抗，羊抗兔 IgG (IgG-HRP)为二抗，

进行抗原抗体复合物检测，对 RPSA 基因敲除的

BHK21 单细胞系在蛋白表达水平上进行验证。 

1.9  Sanger 测序鉴定 

取野生型细胞与各个候选单克隆细胞株分

别进行培养，待细胞长满后，收取细胞放置冰上。

按照细胞微量 DNA 提取试剂盒说明书操作提取

DNA，使用 check 引物扩增含有 sgRNA 靶向位

点的片段，胶回收纯化后送样进行测序鉴定。将

返回结果中显示为套峰的片段，或无套峰、但发

生了编辑的样品，进行进一步分析，将扩增片段

连接 T 载体，进行连接转化，分别随机挑取 5 个

单克隆菌进行再次测序鉴定。 

1.10  细胞接毒感染 

将正常传代 2–3 代的野生型 BHK21 和 RPSA

基因敲除细胞分别铺于培养板中，待其密度长至

90%时，使用无血清培养基润洗细胞，洗去残留

血清；用无血清培养基将病毒稀释至适当浓度，

充分混匀后加入细胞；37 °C、5% CO2 细胞培养箱

中孵育 1 h，去掉含有病毒的培养基，更换为含有

1%血清的维持液，放置于培养箱中继续培养。 

1.11  Trizol 法提取 RNA 及反转录 

收取细胞样品(如 6 孔细胞培养板)，加入   

1 mL Trizol，反复吹打使得细胞充分裂解，室温

静置 5 min，将裂解细胞液转入 EP 管中；在上述

EP 管中加入 250 μL 氯仿，振荡 30 s，4 °C 放置

15 min，4 °C、12000 r/min 离心 15 min；取 450 μL

上清(勿吸取下层沉淀)到新的无 RNase 的 1.5 mL 

EP 管中，并加入等量的异丙醇以沉淀 RNA，
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–20 °C 放置 30 min，4 °C、12000 r/min 离心     

15 min，弃去上清；加入 1 mL 的 75%乙醇，轻

轻上下颠倒 3 次，4 °C、12000 r/min 离心 5 min，

弃去上清，将 EP 管倒置于超净台中晾干；加入适

量 DEPC 水溶解 RNA，并测定浓度，放置于–80 °C

保存。取 5×HiScript  qRT SuperMix Ⅱ Ⅱ 4 μL，RNA 

4 μL，ddH2O 12 μL，共 20 μL 体系，按照 50 °C    

15 min，85 °C 2 min，16 °C 10 s 进行反转录。 

1.12  荧光定量 PCR (TB GreenⅡ法) 

收集细胞样品，提取总 RNA，反转录获得

cDNA。按照 TB Green  Premix Ex Taq 10 μLⅡ ，

上下游引物各 1 μL，cDNA 1 μL，ddH2O 7 μL，

共 10 μL 的体系配置预混反应，并按照 CFX96TM 

real-time system 操作流程，95 °C 3 min；95 °C  

10 s，60 °C 34 s，共 40 个循环进行荧光定量 PCR

反应，利用 GAPDH 作为内参进行不同基因的

mRNA 的相对定量。利用 t-test 检验对不同处理

组病毒 RNA 复制水平差异进行统计学分析，

“**”表示 P<0.01，统计学分析差异极显著。 

2  结果和分析 

2.1  sgRNA 重组表达质粒的鉴定  

将 PX330 酶切产物与 sgRNA 连接转化，提

取质粒后，使用 PX330 载体引物和相应的

sgRNA 分别作为上下游引物进行 PCR 扩增鉴

定，且将有条带的质粒送测序。使用 BLAST 软

件对测序结果与目的基因序列进行对比，成功构

建具有靶向不同目的基因外显子的 sgRNA 重组

质粒，分别命名为： PX330-RPSA-sgRNA1、

PX330-RPSA-sgRNA2、PX330-RPSA-sgRNA3、

PX330-RPSA-sgRNA4。重组质粒模式结构见  

图 1。并使用 1%琼脂糖核酸胶对质粒大小进行

鉴定，结果见图 2，其大小符合预期结果。表明

重组质粒构建成功。 

 

 
 

图 1.  PX330-RPSA-sgRNA 重组质粒模式图 

Figure 1.  The model of PX330-RPSA-sgRNA recombinant plasmid. 
 
 
 

 
 

图 2.  PX330-RPSA-sgRNA 重组质粒的核酸电泳检测 

Figure 2.  Identification of PX330-RPSA-sgRNA 
recombinant plasmid. M: DNA maker; 1: PX330- 
RPSA-sgRNA1; 2: PX330-RPSA-sgRNA2; 3: PX330- 
RPSA-sgRNA3; 4: PX330-RPSA-sgRNA4. 

2.2  不同 RPSA 基因缺失细胞株的筛选和鉴定 

2.2.1  不同 sgRNA 酶切效率鉴定：将构建成功

的 4 种 PX330-sgRNA 重组质粒分别转染 BHK21

细胞，48 h 后收取细胞样品并提取细胞基因组

DNA。使用 sgRNA check 引物进行 PCR 扩增。

通过对 DNA 目的片段胶回收后，进行变性再退

火，使用 T7 核酸内切酶检测切割效应和切割效

率，结果如图 3 所示，4 对 sgRNA 均有酶切条带。 
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选取酶切效率较高的 PX330-RPSA-sgRNA2 进行

进一步后续实验。将 PX330-RPSA-sgRNA2 转染

细胞中扩增的片段送样进行 DNA 测序，结果如

图 4 所示，测序峰图中出现了大量的套峰，表明

扩增片段中发生了有效的基因编辑，sgRNA2 成

功 发 挥 了 打 靶 效 应 。 同 时 对 PX330-RPSA- 

sgRNA2 转染的细胞收样，利用 Western blot 检测

RPSA 表达情况，结果如图 5 所示，RPSA-sgRNA2

转染后，RPSA 的表达量显著下降，进一步证实

sgRNA2 成功发挥编辑效应。 

2.2.2  RPSA 基因敲除单克隆细胞候选株的筛

选：利用有限稀释法将 PX330-RPSA-sgRNA2 转

染后的细胞接种到 96 孔细胞培养板中，正常培

养 7–9 d，去除双细胞孔、多细胞孔，仅挑选标

记单克隆细胞群并进行后续的扩大培养。经过有

限稀释法筛选出的 10 株候选单克隆细胞分别标

记为#1、#2、#3、#4、#5、#6、#7、#8、#9、#10。

如图 6 所示为培养 8 d 后的部分单克隆细胞团。 

 

 
 

图 3.  不同 sgRNA 酶切效率的检测分析 

Figure 3.  The analysis of the editing efficiency of each sgRNA. A: the RPSA gene fragments amplified using 
the check primer. M: DNA maker; Co: WT BHK21; lane 1: PX330-RPSA-sgRNA1; lane 2: PX330-RPSA-sgRNA2; 
lane 3: PX330-RPSA-sgRNA3; lane 4: PX330-RPSA-sgRNA4; B: the electrophoresis analysis of the re-annealed 
DNA products digested by the T7E1 endonuclease. M: DNA Maker; Co: negative control; lane 1: PX330- 
RPSA-sgRNA1; lane 2: PX330-RPSA-sgRNA2; lane 3: PX330-RPSA-sgRNA3; lane 4: PX330-RPSA-sgRNA4. 

 

 
 

图 4.  PX330-RPSA-sgRNA2 转染 BHK21 细胞后，check 引物扩增 RPSA 基因片段测序峰图 

Figure 4.  The sequencing data of the RPSA fragment amplified by the check primers from the 
PX330-RPSA-sgRNA2-transfected BHK21 cells. 
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图 5.  转染 PX330-RPSA-sgRNA2 能够降低 BHK21

细胞 RPSA 的表达 

Figure 5.  Transfection of PX330-RPSA-sgRNA2 
decreased RPSA expression in BHK21 cells. 
 

 
 

图 6.  有限稀释法获取的单克隆细胞团 

Figure 6.  Screening the single-cell clones by the 
limited dilution method. A: single-cell clone #1; B: 
single-cell clone #3; C: single-cell clone #6; D: 
single-cell clone #7. 

 

2.2.3  不同单克隆细胞株基因水平的鉴定：经过

扩大培养的细胞，收取单克隆细胞样品进行

Western blot 验证，其结果如图 7 所示，与转染空

载体的野生型 BHK21 相比，#1、#6、#7 细胞株

中 RPSA 蛋白的表达发生了缺失。 

2.2.4  不同单克隆细胞株 RPSA 基因编辑效果

检测：不同单克隆细胞的 DNA 为模板，使用 check

引物进行目的条带的扩增，条带单一且明亮，回 

 
 

图 7.  RPSA 蛋白在候选基因敲除细胞中表达的

Western blot 检测 

Figure 7.  Detection of RPSA expression in the 
candidate KO cell lines by Western blot. 
 

收#1、#6、#7 后进行测序。结果如图 8 所示，#1、

#7 等结果显示为套峰，#6 无套峰，但发生了基

因编辑。将扩增的#1、#6、#7 目的片段，连接 T

载体，转化后随机挑选 5 个单克隆菌落，提取质

粒再次进行测序鉴定。使用 MegAlign 对测序结

果进行分析，证实其基因组发生移码突变，结合

蛋白水平结果，成功筛选出#6 细胞株为 RPSA 基

因敲除细胞株。 

2.3  RPSA 基因敲除细胞系的初步应用 

2.3.1  敲除 RPSA 抑制 SVA 的复制：在获得

RPSA 基因敲除细胞系后，首先测定比较了基因

敲除细胞系的生长速率和状态与野生型 BHK21

细胞的差异，细胞生长曲线、细胞活性测定结果

表明在 BHK-21 细胞中敲除 RPSA 没有显著影响

细胞的正常生长特性(图 9-A–B)。因此，本研究

进一步利用建立的细胞系初步开展了 RPSA 对

SVA 复制调控影响的研究。使用 SVA 感染野生

型 BHK21 细胞和#6 RPSA 基因敲除细胞，结果

显示 RPSA 基因缺失后，SVA 的复制水平显著下

降。结果如图 9-C 与 9-D 所示，表明 RPSA 对 SVA

的复制具有重要的调控作用，将 RPSA 敲除后，

SVA 的复制能力受到严重影响。 
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图 8.  #1、#6、#7 细胞系 check 引物扩增 RPSA 基因片段测序峰图 

Figure 8.  The sequencing data of the RPSA fragment amplified by the check primers from the #1, #6 and #7 
BHK21 KO cells. 

 

2.3.2  RPSA 激活 ERK 通路调控 SVA 复制： 

RPSA 能够调控 MAPK 通路参与肿瘤形成，而且

RPSA能够靶向MAPK通路调控口蹄疫病毒复制[21]。

为了研究 RPSA 在 SVA 复制过程中是否能够靶向

MAPK 发挥调控作用，本研究首先研究了 MAPK 通

路的活化是否影响 SVA 的复制，利用 SVA 分别感

染 BHK-21 细胞及 MAPK 通路抑制剂 Μ0126 处理

的 BHK-21 细胞，结果表明 SVA 复制能够激活

MAPK 通路的活化(ERK1/2 发生了磷酸化)，而利用

Μ0126 抑制 MAPK 通路激活后，SVA 的复制明显

被抑制(图 10-A)，表明 MAPK 通路的活化能够促进

SVA 的复制，抑制 MAPK 通路活化能够降低 SVA 的

复制水平。我们进一步研究了 RSPA 敲除后 MAPK

通路的活化情况，结果发现 RPSA 基因缺失后，

MAPK 通路活化显著下降，SVA 复制明显受抑制

(图 10-B)。因此，研究结果表明 RSPA 能够靶向

MAPK 通路活化调控 SVA 复制，敲除 RPSA 抑制了

MAPK 通路的活化，进而导致 SVA 复制能力的下降。 
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图 9.  敲除 RPSA 能够显著抑制 SVA 在 BHK21 细胞中的复制 

Figure 9.  Knockout of RPSA in BHK21 cells considerably inhibited SVA replication. A: the growth curve of 
wild-type BHK21 and #6 RPSA KO cells. Same amount of WT or KO cells were seeded equally in the 6-Well 
culturing plates. The cell number was calculated at 0, 12, 24 and 48 h respectively. B: the cell viability was measured 
at 0, 12, 24 and 48 h respectively. C: the wild-type BHK21 and #6 RPSA KO cells were infected with SVA for 0, 4, 8, 
12, 16 or 24 h, and the expression of viral VP2 protein was detected by Western blotting at the indicated time point.; D: 
the wild-type BHK21 and #6 RPSA KO cells were infected with SVA for 0, 6 or 12 h, the total RNA was extracted 
and the SVA transcripts were detected by qPCR. The error bar indicated mean±SD: ** P<0.01 (highly statistically 
significant).  
 

 
 

图 10.  敲除 RPSA 能够抑制 MAPK 通路的活化，抑制 SVA 的复制 

Figure 10.  Knockout of RPSA in BHK21 cells inhibited the activation of MAPK pathway, resulting in the decreased 
replication of SVA. A: wild-type BHK21 were pretreated with DMSO (solvent control) or 20 μmol/L of U0126 for 1 h 
and then infected with SVA for 0, 6, 12 h. The cells were then lysed and subjected to Western blotting analysis. The 
expression levels of ERK1/2, p-ERK1/2, SVA VP2 were detected. B: wild-type BHK21 and #6 RPSA KO cells were 
infected with SVA for 0, 12 h. The cells were then lysed and subjected to Western blotting analysis. The expression of 
ERK1/2, p-ERK1/2, SVA VP2 were detected by anti-ERK1/2, anti-p-ERK1/2 and anti-SVA VP2 antibodies respectively. 
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3  讨论 

本研究采用 CRISPR/Cas9 技术建立 RPSA 基

因敲除的 BHK21 细胞株，为进一步建立 RPSA

其他基因敲除细胞系提供了参考。RPSA 基因敲

除细胞系的建立过程中构建了 PX330-sgRNA 重

组质粒，转染 BHK21 细胞后，经有限稀释法得

到备选单克隆细胞株，通过蛋白、基因水平检测

鉴定，成功获得了 RPSA 基因敲除细胞系。在筛

选基因敲除细胞株过程中仅通过有限稀释法进

行盲筛，未使用任何抗生素进行筛选，细胞生长

曲线和细胞活性测定结果表明所得的基因敲除

细胞系生长速率和状态与野生型 BHK21 细胞基

本相同，最大程度保持了细胞的正常生理性状。

为在 RPSA 基因敲除细胞系中进一步通过抗性筛

选进行多基因敲除奠定基础。同时，在利用

CRISPR/Cas9 技术进行实际操作过程中，对转染

方式、试剂和剂量，有限稀释法等一系列的操作

和方法进行了摸索，总结了有效的实验操作流

程，提高了敲除细胞系的建立效率。 

本实验中利用 RPSA 敲除细胞系，在正常传

代培养后开展 SVA 感染实验，与正常野生型

BHK21 细胞相比，我们发现病毒复制水平大幅度

下降。表明敲除 RPSA 基因能够限制 SVA 在细胞

中的复制，表明 RPSA 对 SVA 的复制具有重要的

调控作用，其可以作为抑制 SVA 感染复制的一个

重要靶点。而进一步研究表明 RPSA 能够靶向

MAPK 通路活化调控 SVA 的复制。 

RPSA 为高度保守的核糖体蛋白质，其不仅

在多种细胞中广泛表达，还参与细胞迁移[16]、血

管生成[18]和脾脏发育[23]等，具有多形性、多位点

和多功能的特点。RPSA 可作为消化道结合外源性

致病朊蛋白的候选蛋白，参与朊病毒蛋白的结合

和内化[14]。在肿瘤细胞扩散中，RPSA 参与丝裂原

活化蛋白激酶(MAPK)信号通路的相关调节[17]。同

时 RPSA 是登革热病毒进入肝脏细胞的血清型特

异性受体，也是猪瘟病毒感染过程中进入宿主细胞

的细胞附着受体。RPSA 也被称为 37 kDa 层粘连

蛋白受体前体/67 kDa 层粘连蛋白受体[20,24–25]。其

是否是 SVA 感染宿主细胞的一个潜在受体，有待

进一步研究。我们将利用成功建立的 RPSA 基因敲

除细胞系对 RPSA 是否作为 SVA 感染其宿主细胞

的潜在受体进行进一步鉴定，深入开展 RPSA 调控

SVA 复制的分子机制，挖掘 RPSA 蛋白的功能。 

综上所述，我们利用 CRISPR/Cas9 基因编辑

技术实现了 RPSA 基因的高效编辑，为其他基因

敲除细胞系的建立提供了参考。RPSA 基因敲除

细胞系的建立能够为 RPSA 分子功能的深入研究

提供实验材料，RPSA 调控 SVA 复制的研究能够

为进一步开展 RSPA 调控其他病毒复制的机制研

究提供思路。 
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Construction of RPSA gene knockout BHK21 cell line using the 
CRISPR/Cas9 system 

Lili Gao, Congcong Wang, Fan Yang, Weijun Cao, Xiangle Zhang, Xiangtao Liu, 
Zixiang Zhu*, Haixue Zheng* 
State Key Laboratory of Veterinary Etiological Biology, National Foot-and-Mouth Disease Reference Laboratory, Lanzhou 

Veterinary Research Institute, Chinese Academy of Agricultural Sciences, Lanzhou 730046, Gansu Province, China 

Abstract: [Objective] Generating ribosomal protein SA (RPSA) knockout baby hamster syrian kidney (BHK21) 
cells using the clustered regularly interspaced short palindromic repeats/Cas 9 nuclease (CRISPR/Cas9) gene 
editing technology, and evaluation of the regulatory effect of RPSA on Senecavirus A (SVA) replication. [Methods] 
We designed 4 pairs of guide RNAs (sgRNA). After screening, the PX330-RPSA-sgRNA2 recombinant plasmid 
was used for construction of RPSA gene knockout cell line. PX330-RPSA-sgRNA2 was transfected into BHK21 
cells, and the monoclonal cell was screened by limited dilution method. The knockout of RPSA was evaluated by 
Western blotting. The replicative difference of SVA in the wildtype and RPSA knockout cells was investigated by 
Western blotting and qPCR analysis. [Results] The Western blotting and Sanger sequencing results showed that 
RPSA within the BHK21 cell line was knocked out. We further investigated the replication of SVA in the RPSA 
knockout cells which showed that SVA replication was dramatically decreased in RPSA knockout cells comparing 
with that in the wildtype cells. [Conclusion] The RPSA gene knockout BHK21 cell line was successfully 
constructed, and RPSA played an important role during SVA replication. The constructed cell line will be a useful 
tool for exploiting RPSA functions. 

Keywords: CRISPR/Cas9, ribosomal protein SA, gene knockout cell, Senecavirus A 
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