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摘要    胆固醇是细胞膜脂质的重要组成成分. 目前的研究发现细胞膜胆固醇在病毒

的感染中扮演十分重要的作用. 本研究对细胞膜胆固醇在猪繁殖与呼吸综合征病毒

(PRRSV)感染 MARC-145 细胞中的作用进行了探讨. 通过 TCID50 检测和 Real-Time 

RT-PCR 分析发现, 用胆固醇萃取剂甲基-β-环糊精预处理消除细胞膜胆固醇可显著抑

制 PRRSV 的感染, 并呈剂量依赖性; 而补充外源性胆固醇后可部分恢复 PRRSV 的感

染性, 提示 PRRSV 感染能力的下降确实是由于细胞膜胆固醇的去除而导致的. 进一步

的研究证实, 细胞膜胆固醇的去除对 PRRSV 感染性的影响主要是通过影响 PRRSV 的

侵入和释放过程. 上述结果表明, 细胞膜胆固醇是影响 PRRSV 感染的一个重要因子.  
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猪繁殖与呼吸综合征(porcine reproductive and 

respiratory syndrome, PRRS)是严重危害全球养猪业

的病毒性传染病, 主要导致妊娠母猪的繁殖障碍和

仔猪的呼吸系统疾病[1~3]. 该病是由猪繁殖与呼吸综

合征病毒(PRRSV)引起的. PRRSV 是单股正链 RNA

病毒, 与鼠乳酸脱氢酶增高症病毒(lactate dehydro- 

genase-elevating virus, LDV), 马动脉炎病毒(equine 

arteritis virus, EAV)和猴出血热病毒(simian hemo- 

rrhagic fever virus, SHFV)同属动脉炎病毒科动脉炎病

毒属[4]. 在体内 PRRSV 主要感染单核细胞和巨噬细胞, 

在体外猪肺泡巨噬细胞和来源于非洲绿猴肾细胞的

MARC-145 是其敏感细胞 [5~8]. 以前的研究表明 , 

PRRSV 感染依赖于细胞膜中的特定组分[9,10], 包括乙

酰肝素和唾液酸黏附素等细胞表面分子, 这些表面

分子在 PRRSV 的吸附和内化中起重要作用[11~13]. 另

外, 猴波形蛋白和 CD151 也被认为在 PRRSV 感染

MARC-145 细胞中具有重要作用 [14,15]. 但是 , 对

PRRSV 感染过程的分子细节目前研究的较少.  

包膜病毒感染细胞通常依赖于宿主细胞膜中的

脂质成分, 如甲病毒属的西门利克森林病毒的感染

需要胆固醇和鞘脂的参与[16,17]. 另外, 某些反转录病

毒和丝状病毒的侵入和组装依赖于细胞膜上富含胆

固醇的微结构域 [18,19]. 胆固醇是真核细胞胞膜上的

一种重要组分, 具有一定的硬度和疏水性, 可在胞膜

上形成有序的流动微环境[20]. 已有研究表明, 质膜胆

固醇在多种包膜病毒的侵入和感染过程中起重要作
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用[21], 如人免疫缺陷病毒[22]、脊髓灰质炎病毒[23]、鼠

冠状病毒[24]、牛痘病毒[25]、单纯疱疹病毒[26]、手足

口病毒[27]以及严重急性呼吸系统综合征冠状病毒[28]

等. 而且, 质膜胆固醇组分还影响流感病毒从感染细

胞中释放[29]. 但是, 动脉炎病毒属除 EAV 的侵入被

证明与细胞膜胆固醇相关外 [30], 其他病毒包括

PRRSV 在内, 还没有关于这方面的研究报道. 

本研究分析了细胞膜胆固醇在 PRRSV 感染

MARC-145 细胞过程中的作用, 发现去除细胞膜胆

固醇显著抑制 PRRSV 的增殖, 并且主要发生在病毒

的侵入和释放过程.  

1  材料与方法 

1.1  病毒、细胞与试剂 

PRRSV CH-1a 株由中国农业科学院上海兽医研究

所童光志博士惠赠. 高致病性 PRRSV WUH3 株由本实

验室 2007 年从患“高热病”的发病猪中分离[31]. MARC- 

145 细胞所用的培养基为含 10%胎牛血清的 DMEM, 

置于 37℃ 5%的 CO2 培养箱中培养. 甲基-β-环糊精

(MβCD)和水溶性胆固醇均购自 Sigma 公司(USA).  

1.2  病毒的纯化和生物素标记 

PRRSV 的纯化按 Nauwynck 等人[11]介绍的方法

进行. 纯化病毒的滴度约为 5×106 TCID50/mL(半数组

织感染剂量 ). 将纯化的病毒调整至蛋白浓度为 2 

mg/mL, 用 GE Healthcare 公司(Uppsala Sweden)的蛋

白生物素标记试剂盒标记生物素, 具体操作按试剂

盒说明书进行. 生物素化的病毒通过葡聚糖凝胶柱

进一步纯化, 用磷酸盐缓冲液(PBS, pH 7.4)稀释至

0.2 mg/mL, 储存于80°C 备用. 病毒感染性和侵入

细胞的能力在生物素化后没有显著降低.  

1.3  MβCD 处理细胞 

MβCD 对细胞的毒性实验 : 将含有不同浓度

MβCD 或不含 MβCD 的无血清 DMEM 加入 MARC- 

145 细胞已长成单层的 96 孔细胞板, 37℃处理 1 h 后

收集细胞, 用 MTT 法检测细胞活性.  

细胞膜胆固醇含量测定: 先用冷 PBS 洗涤 24 孔

细胞培养板中的MARC-145细胞单层 3次, 然后加入

无血清的 DMEM(对照组)或者含不同浓度 MβCD 的

无血清DMEM(实验组), 37℃作用 1 h, 再用 PBS洗涤

3 次后收集细胞, 用 Amplex Red 胆固醇检测试剂盒

(Molecular Probes, USA)测定细胞中胆固醇的含量.  

细胞膜胆固醇去除实验: 将 MARC-145 细胞接

种 24 孔细胞培养板, 待长成单层后用冷 PBS 洗涤 3

次, 然后加入无血清 DMEM(对照组)或者含 10 mmol/L 

MβCD 的无血清 DMEM(实验组), 37℃作用 1 h.  

胆固醇补充实验: 根据 Popik 等人[32]建立的方法, 

向 MARC-145 细胞已长成单层的 24 孔细胞板中加入

无血清的DMEM(对照组)或者含10 mmol/L MβCD的

无血清 DMEM(实验组), 37℃处理 1 h 后, 用 PBS 洗

涤 3 次, 然后加入无血清 DMEM 或含有 400 μg/mL

水溶性胆固醇的无血清 DMEM, 37℃作用 1 h, 用

PBS 洗涤 3 次, 收集细胞用于胆固醇含量检测或进行

PRRSV 感染实验.  

1.4  RNA 提取、实时荧光定量 RT-PCR 

采用 RNAprep Micro 试剂盒(Tiangen, China)提取

细胞悬液或上清中的总 RNA, 经 ReverTra Ace-α-™ 

(Toyobo, Japan)和Oligo(dT)20将RNA反转录成 cDNA. 

实时荧光定量 PCR 的操作参照 Egli 等人[33]的方法. 

定量 PCR 所用的上下游引物分别为(5′-AAATGGG- 

GCTTCTCCGGGTTTT-3′)和 (5′-TCAGCTGTGCCAA- 

ATGCTGG-3′), 特异性荧光探针(5′-TCCCGGTCCC- 

TTGCCTCTGGA-3′)的 5′端标记 FAM(reporter), 3′端标

记 TAMRA. 定量 PCR 在 ABI Prism 7500 Real-Time 

PCR System(Applied Biosystems, Foster City, CA)仪

器上完成. 每一轮 PCR 设 4 个无模板的空白对照和 5

个含 PRRSV ORF7 基因不同拷贝数(1012, 1011, 1010, 

109, 108)的标准品对照, 且每个样品都设置 3 个重复. 

以 PRRSV ORF7 基因的拷贝数作为病毒基因组复制

的指标. TaqMan®数据采用 SDS 软件分析(Version 1.7, 

Applied Biosystems). 

1.5  共聚焦显微镜检测病毒侵入 

将 10 μg生物素标记的 PRRSV接种MARC-145细

胞(24 孔细胞培养板), 4℃孵育 1 h 后吸弃接种物, 用 

冷PBS洗涤细胞 3次, 然后将细胞分为 3组: 对照组、

MβCD处理组及MβCD处理后胆固醇补充组. 按 1.3所

述方法处理完成后, 吸弃上清, 在各孔加入含 2% FBS

的 DMEM 培养液, 继续培养 1 h, 用预冷的 PBSA 洗涤

3 次, 再与 50 倍稀释的链霉素化异硫氰酸荧光素在冰

上孵育 1 h, PBS 洗涤 1 次后重悬于含 4%多聚甲醛的冷
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PBS 中, 室温固定 10 min 后弃去多聚甲醛, 用含 2% 

FBS的PBS洗涤2次, 然后用共聚焦激光扫描显微镜观

察(LSM 510 Meta; Carl Zeiss, Gottingen, Germany). 

1.6  统计学分析 

所有实验数据采用 t 检验进行统计学分析, 以 P< 

0.05 作为具有统计学差异的标准.  

2  结果 

2.1  MβCD 处理降低 MARC-145 细胞胆固醇含量 

将MARC-145细胞与MβCD共孵育, 收集细胞检

测MβCD去除细胞胆固醇的能力. 结果如图1(A)所示, 

MβCD 能显著降低细胞胆固醇含量, 并呈剂量依赖性. 

当 MβCD 浓度达到 10 mmol/L 时, 细胞胆固醇水平仅

为对照组的 25%. 但当 MβCD 浓度继续升高(>10 

mmol/L)时, 细胞胆固醇水平不再下降, 表明剩余的

25%难以通过提高 MβCD 的浓度来消除.  

在确定 MβCD 处理能有效去除 MARC-145 细胞

胆固醇后, 进一步采用 MTT 法检测了不同浓度的

MβCD 对细胞的毒性. 结果显示, 当 MβCD 浓度不高

于 10 mmol/L 时, 对 MARC-145 细胞活性的影响很小

(图 1(B)). 因此, 在后续的实验中, MβCD 的浓度均采

用 10 mmol/L.  

2.2  去除细胞膜胆固醇抑制 PRRSV 的感染 

以前的研究表明, 细胞膜的脂质组分在多种包

膜病毒的感染中发挥重要作用[24~28]. 为探讨细胞膜

胆固醇在 PRRSV 感染中的作用, 先用 MβCD 处理以

去除 MARC-145 细胞的胆固醇, 然后将 PRRSV CH- 

1a 株以每孔(24 孔细胞培养板)104.5 TCID50 的量感染

细胞, 36 h 后收集细胞悬液并测定病毒的 TCID50. 结

果如图 2(A)所示, MβCD处理显著抑制PRRSV CH-1a

株的增殖, 并呈剂量依赖性, 表明细胞膜胆固醇对

PRRSV 在 MARC-145 细胞中的复制是必要的. 而且, 

10 mmol/L MβCD 可将病毒的滴度由 106.5 TCID50/mL

降至 102.75 TCID50/mL.  

为了进一步阐明细胞膜胆固醇在 PRRSV 复制周

期中的作用, 用 104.5 TCID50 每孔(24 孔细胞培养板)

的 PRRSV CH-1a 株接种 MβCD 处理后的细胞, 在感

染后的不同时间收集细胞悬液, 检测病毒的滴度. 结

果显示, MβCD 处理能显著抑制病毒增殖, 实验组病

毒滴度在病毒复制周期的各阶段都显著低于对照组

病毒滴度, 尤其在感染后 36 h, MβCD 处理组病毒滴

度较对照组降低 7.9×103 倍 (图 2(B)). 此外 , 以

PRRSV WUH3 株为代表分析了细胞膜胆固醇对近几

年在中国新出现的高致病性蓝耳病病毒在细胞中增

殖的影响, 结果也观察到相似的抑制效果(图 2(C)), 

表明去除细胞膜胆固醇对 PRRSV 增殖的抑制作用并

没有毒株特异性.  

如果 MβCD处理抑制 PRRSV的复制确实是由于

消除细胞膜胆固醇所致, 那么补充外源性胆固醇就

应该使病毒的增殖得到恢复. 为了验证这一假设, 向

MβCD 处理过的细胞中加入外源胆固醇, 然后检测

细胞胆固醇水平及病毒在细胞中的增殖情况. 结果

如图 2(D)所示, 加入外源胆固醇后, 细胞胆固醇水平

可以恢复到对照组的 85%. 病毒滴度检测也发现, 补

充外源胆固醇后病毒滴度显著提高, 达到 MβCD 处

理但未补充外源胆固醇组的 3.35×103 倍(图 2(E)). 上

述结果进一步证实降低细胞胆固醇水平抑制了

PRRSV 的复制, 而且这种抑制作用可以通过补充外

源胆固醇来得到补偿.  
 

 

图 1  MβCD 处理对 MARC-145 细胞胆固醇含量及细胞活性的影响 
(A) MARC-145 细胞胆固醇含量的变化; (B) MβCD 对 MARC-145 细胞的毒性. 所有数据均为 3 次独立实验的 x ±SD 
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2.3  去除细胞膜胆固醇抑制 PRRSV 的侵入 

为进一步阐明去除细胞膜胆固醇对 PRRSV 感染

的抑制主要作用于病毒复制周期的哪个阶段, 首先

研究了细胞膜胆固醇在病毒侵入过程中的作用. 培

养于 24 孔细胞板中的 MARC-145 细胞经过 MβCD 处

理及补充外源胆固醇后 ,  每孔接种滴度为 10 4 . 5 

TCID50 的 PRRSV CH-1a 株. 孵育 1 h 后收集细胞悬 

液, 提取 RNA 并用实时荧光定量 PCR 对病毒基因组

进行定量分析. 结果如图 3(A)所示, MβCD 处理组中

病毒基因组拷贝数较未处理对照组降低了 80%, 而

补充外源胆固醇后病毒基因组拷贝数较未处理对照

组仅降低 17%, 表明 PRRSV 侵入细胞的过程依赖于

细胞膜中的胆固醇含量.  

病毒的侵入过程分为两个阶段, 第一阶段是病 

 

 

图 2  去除细胞膜胆固醇抑制 PRRSV 增殖 
(A) 用 MβCD 处理去除细胞膜胆固醇后, 接种 PRRSV CH-1a 株, 36 h 后测定病毒 TCID50; PRRSV CH-1a 株(B)或 WUH3 株(C)分别感染对照

组(■)和 MβCD 处理组(▲)后不同时间点的病毒滴度; (D) MβCD 处理和 MβCD 处理/补充外源胆固醇后细胞胆固醇水平的变化; (E) 病毒感染

经 MβCD 处理和 MβCD 处理/补充外源胆固醇的细胞 36 h 后的病毒滴度. 所有数据均为 3 次独立实验的 x ±SD 

 

图 3  去除细胞膜胆固醇抑制 PRRSV 侵入 
(A) 实时荧光定量 PCR 检测 PRRSV 的侵入; (B) 实时荧光定量 PCR 检测 PRRSV 的吸附. 所有数据均为 3 次独立实验的 x ±SD 
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毒与细胞的吸附, 第二阶段是病毒穿刺进入细胞. 为

确定MβCD处理是否影响 PRRSV的吸附, 将 PRRSV

接种 MβCD 处理或未处理、以及 MβCD 处理再补充

外源胆固醇的 MARC-145 细胞, 于 4℃作用 1 h 后收

集细胞并用实时荧光定量 PCR 对病毒基因组进行定

量分析. 结果显示, MβCD 处理组细胞中的病毒基因

组拷贝数较对照组降低了 76.2%, 而补充外源胆固醇

后可使病毒基因组拷贝数恢复至未处理对照组的

75%(图 3(B)), 说明该抑制作用是特异性地由胆固醇

去除所致.  

在确定了细胞膜胆固醇在病毒吸附过程中的作

用后, 进一步探讨了其在病毒穿胞过程中的作用. 将

生物素标记的 PRRSV 以每孔 10 μg 的量接种于 24 孔

细胞板中的 MARC-145 细胞, 4℃共孵育 1 h, 再用

MβCD 处理细胞或处理后后补充外源胆固醇, 通过

共聚焦显微镜观察病毒穿胞的情况. 结果发现各实

验组间病毒穿胞过程没有显著差异(数据未显示), 表

明 MβCD 处理对病毒穿胞过程无明显影响. 综合上

述病毒的吸附和穿胞过程的实验结果, 说明细胞膜

胆固醇对 PRRSV 侵入 MARC-145 细胞是必需的, 消

除细胞膜胆固醇主要影响病毒对细胞的吸附.  

2.4  去除细胞膜胆固醇促进病毒粒子释放但降低
了释放病毒粒子的感染力 

为了确定 MβCD处理是否影响 PRRSV从被感染

细胞中释放, 将 PRRSV CH-1a 株以 104.5 TCID50 每孔

的量感染 24 孔细胞培养板中的 MARC-145. 感染 24 

h 后, 用 MβCD 处理细胞或处理后再补加外源胆固 

醇, 处理后不同时间收集细胞上清并用实时荧光定

量 PCR 对病毒基因组进行定量分析 . 结果显示 , 

MβCD 处理导致细胞上清中病毒基因组拷贝数显著

高于对照组, 而这种提高可以通过补充外源胆固醇

得到中和(图 4(A)), 表明病毒从细胞中释放的能力与

胞膜胆固醇含量成反比, 即胆固醇含量的下降促进

了病毒粒子的释放.  

为了进一步阐明胆固醇对病毒释放的影响, 本

研究检测了释放病毒粒子的感染力. 首先通过定量

PCR 对各实验组细胞所释放的病毒粒子进行定量, 

然后用相同剂量的释放病毒感染 MARC-145 细胞, 

36 h 后收集感染细胞及上清并用定量 PCR 对病毒基

因组进行定量分析. 结果如图 4(B)所示, MβCD 处理

组释放的病毒粒子感染的细胞中病毒基因组拷贝数

较对照组降低了 89.4%, 而补充外源胆固醇后能减

弱这种变化趋势. 上述结果表明, MβCD 处理促进了

病毒粒子的释放, 但释放的病毒粒子的感染力有所

下降.  

3  讨论 

细胞膜胆固醇在许多包膜病毒, 如单纯疱疹病

毒[26]、痘苗病毒[25]、鼠冠状病毒[24]、SARS 冠状病

毒[28]、带状疱疹病毒[34]、伪狂犬病毒[35]的复制过程

中起重要作用. 本研究采用 MβCD 去除细胞膜中胆

固醇后, 发现 PRRSV 感染受到显著抑制, 而补充外

源胆固醇后可部分消除这种抑制, 说明细胞膜胆固

醇也在 PRRSV 感染中发挥重要作用.  

作为一种重要的细胞膜组成成分, 胆固醇可以

通过不同机制抑制病毒侵入细胞. 首先, 胆固醇可 

 

 

图 4  去除细胞膜胆固醇促进病毒粒子释放但降低其感染力 
(A) 实时荧光定量 PCR 检测感染后不同时间点各实验组细胞上清中 PRRSV 基因组拷贝数; (B) 各实验组释放病毒粒子的感染力检测. 所有

数据均为 3 次独立实验的 x ±SD 
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以改变病毒粒子与宿主细胞膜的相互作用来影响病

毒侵入. 胆固醇水平对维持生物膜的流动性十分重

要[36], 胆固醇去除会降低膜的径向扩散能力, 而这种

膜扩散能力的降低可能影响 PRRSV 侵入细胞膜的能

力. 其次, 一般认为细胞膜上包括胆固醇在内的脂质

环境对离子通道具有重要影响[37], 而病毒基因组通

过离子通道进入细胞的过程需要胆固醇的存在. 胆

固醇和鞘脂是脂筏的组成成分, 而病毒特定蛋白对

脂质的识别在病毒侵入细胞的过程中是十分重要  

的[38]. 另外, 也有报道指出胆固醇去除会导致细胞信

号通路的抑制[39].  

有研究表明, 与 PRRSV 同属于动脉炎病毒属的

马动脉炎病毒侵入细胞的过程与胆固醇含量相关[30]. 

本研究结果显示在病毒侵入细胞的过程中, 胆固醇

去除主要影响 PRRSV 对细胞的吸附. 以前的研究发

现, PRRSV 侵入猪肺泡巨噬细胞依赖于受体介导的

内吞小泡和低 pH 介导的内吞通路[11], 因此, 细胞膜

胆固醇在 PRRSV 侵入 MARC-145 细胞的过程中也可

能通过影响内吞过程而抑制病毒的侵入.  

本研究的一个重要发现是去除细胞膜胆固醇可

促使病毒从感染细胞中释放, 但释放的病毒粒子的

感染性有所降低, 这一结果与 Barman 等人[29]关于流

感病毒的研究结果一致. 另有报道显示胆固醇去除

导致新城疫病毒粒子感染力降低, 其原因可能是从

胆固醇消除的细胞中释放的病毒粒子密度不均且结

构异常所致[40]. Teissier和Pecheur[38]的研究结果显示, 

脂筏的分子结构可以影响细胞膜的曲率并进一步影

响其流动性而导致膜变形, 因此, 胆固醇去除导致病

毒粒子的结构异常以及胆固醇在质膜中的物理作用

也可能是引起 PRRSV 释放变化的原因.  

总之, 本研究发现 PRRSV 感染 MARC-145 细 

胞的侵入和释放过程都需要细胞膜胆固醇的参  

与, 去除细胞膜胆固醇促进病毒粒子释放但降低了

释放病毒粒子的感染力. 这些结果为进一步研制有

效的预防控制 PRRSV 的新方法奠定了良好的理论

基础. 
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