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摘要：【目的】旨在构建稳定敲除 SIRT3基因的猪肺泡巨噬细胞系，分析 SIRT3敲除对病毒诱导的炎症反应的调

控作用，为探究 SIRT3基因在宿主抗病毒感染中的作用奠定试验基础。【方法】研究利用CRISPR/Cas9基因编辑

技术，针对猪 SIRT3基因第 2号外显子设计 sgRNA，连接 pb-U6-puro-BFP质粒后转染 3D4/21细胞，筛选单克隆

细胞，结合 Sanger测序、qPCR和Western blot技术对获得的单克隆细胞进行鉴定，进而获得 SIRT3基因敲除的猪

肺泡巨噬细胞系（3D4/21-SIRT3-KO），并以流感病毒 A/WSN/33为研究对象，感染野生型和 3D4/21-SIRT3-KO
猪肺泡巨噬细胞，利用 qPCR方法检测炎症相关因子 IL-6、IL-8的表达水平，初步分析 SIRT3基因在流感病毒感

染诱导炎症反应的影响。【结果】Sanger测序结果显示，在挑选获得的敲除 SIRT3基因的猪肺泡巨噬细胞克隆中，

SIRT3基因第 2号外显子位点产生了碱基缺失，并导致移码突变；同时，利用 qPCR和Western blot检测猪肺泡巨

噬细胞中 SIRT3 mRNA 和蛋白水平的表达，结果显示与野生型细胞相比，3D4/21-SIRT3-KO 细胞中 SIRT3 
mRNA和 SIRT3蛋白均不表达；流感病毒感染 SIRT3基因敲除的猪肺泡巨噬细胞时发现，敲除 SIRT3能显著加剧

流感病毒感染诱导的炎症反应。【结论】研究利用CRISPR/Cas9基因编辑技术成功构建了 SIRT3基因敲除的猪肺

泡巨噬细胞系，并初步分析了SIRT3在流感病毒感染中作用。
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Abstract：［Objective］The aim is to construct a porcine alveolar macrophage cell line with stable 
knockdown of SIRT3 gene and analyze the regulatory effect of SIRT3 knockdown on virus-induced 
inflammatory response，thus laying the experimental foundation for an in-depth study of the role of SIRT3 gene 
in host antiviral infection.［Method］In this study，CRISPR/Cas9 gene editing technology was used to design 
sgRNA against exon 2 of porcine SIRT3 gene and transfected 3D4/21 cells after ligating pb-U6-puro-BFP 
plasmid. The monoclonal cells was screened，and the monoclonal cells were identified by combining Sanger 
sequencing，qPCR，and Western blot，and then obtained the porcine alveolar macrophage cell line with 
knockout of SIRT3 gene（3D4/21-SIRT3-KO）.Influenza virus A/WSN/33 was used to infect wild-type and 3D4/
21-SIRT3-KO porcine alveolar macrophages，and the expression levels of inflammation-associated factors IL-
6 and IL-8 were detected by qPCR to preliminarily analyze the role of the SIRT3 gene in the inflammatory 
response induced by influenza virus infection.［Result］Sanger sequencing results showed that in the porcine 
alveolar macrophage clones selected to obtain knockout of the SIRT3 gene，a base deletion was generated at 
exon 2 locus of the SIRT3 gene and resulted in a shifted-code mutation；Meanwhile，the expression of SIRT3 
mRNA and protein levels in porcine alveolar macrophages were detected using qPCR and Western blot，and the 
results showed that neither SIRT3 mRNA and SIRT3 protein was expressed in 3D4/21-SIRT3-KO cells 
compared with wild-type cells. Influenza virus infection of SIRT3 knockout porcine alveolar macrophages 
revealed that knockout of SIRT3 significantly exacerbated the inflammatory response induced by influenza virus 
infection.［Conclusion］In this study，a SIRT3 knockout porcine alveolar macrophage cell line was successfully 
constructed using CRISPR/Cas9 gene editing technology and preliminarily analyzed the role of SIRT3 in 
influenza virus infection.

Keywords：SIRT3；CRISPR/Cas9；inflammatory reaction；disease-resistance breeding；gene editing

【研究意义】猪肺泡巨噬细胞（porcine alveolar macrophage cell line）是猪呼吸系统相关病毒（伪狂犬病

病毒、猪圆环病毒和猪繁殖与呼吸系统综合征病毒等）的第一靶细胞，其是肺部抵御外来入侵的屏障，是

肺宿主防御和组织耐受性的重要细胞类型，在炎性反应以及免疫调控中起重要作用[1]。病毒感染后肺泡

巨噬细胞发生极化，促进炎性反应，杀伤病原体[2]；同时，极化后的巨噬细胞也能发挥抗炎修复作用，修复

组织损伤，维持肺正常结构和功能[3]。因此深入分析猪肺泡巨噬细胞在病原体感染中的分子机制，可以

为有效提高机体免疫力提供理论依据。【前人研究进展】簇状规则间隔短回文重复序列相关蛋白 9（clus⁃
tered regularly interspaced short palindromic repeats associated sequences 9，CRISPR/Cas9）技术是新型基因

编辑技术，Cas9核酸酶在 sgRNA引导下识别靶序列，并在前间隔序列邻近基序（protospacer adjacent mo⁃
tif，PAM）序列上游 3个碱基处诱导DNA产生双链断裂，利用修复机制产生碱基的插入或缺失，造成靶基

因发生移码突变或通过同源重组精确插入、替换一段序列进而破坏基因功能。因其具有成本低、操作简

单、敲除效率高等优势，目前已经广泛应用于基因组编辑[4]。研究报道，利用CRISPR/Cas9基因编辑技术

成功制备了猪分化抗原 163基因（cluster of differentiation 163，CD163）突变的基因编辑猪，能有效抵御猪

繁殖与呼吸系统综合症病毒感染[5]。沉默信息调节因子 3（silence information regulator 3，SIRT3）定位于线

粒体，在炎症调节、免疫调控等方面发挥重要作用[6]。研究发现，SIRT3 敲除小鼠更易表现出心脏微血管

稀疏和功能性缺氧，且心肌纤维化标志物表达增强，并表现出明显线粒体功能障碍[7]。SIRT3 敲除小鼠

会表现出线粒体功能的障碍，导致ATP的生成少，活性氧产生增加[8-9]。此外，SIRT3能够调控慢性乙肝病

毒（hepatitis B virus，HBV）微染色体组蛋白的乙酰化和甲基化水平，进而抑制 HBV 转录和复制[10]；而且

SIRT3介导编码NLR家族含CARD蛋白 4（NLR-family CARD-containing protein 4，NLRC4）脱乙酰化参与

调控鼠伤寒沙门氏菌感染[11]。

【本研究切入点】SIRT3如何参与调控猪肺泡巨噬细胞炎症反应的分子机制还不清楚。因此，深入研

究 SIRT3与猪肺泡巨噬细胞炎症反应相关的生物学机制，可以为 SIRT3作为抗病靶标提供理论依据。目

前缺乏可用于功能研究的 SIRT3 基因敲除的猪肺泡巨噬细胞系模型。【拟解决的关键问题】研究通过
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CRISPR/Cas9基因编辑技术构建 SIRT3基因敲除的猪肺泡巨噬细胞系（3D4/21-SIRT3-KO），并利用该细

胞系感染甲型流感病毒，分析 SIRT3缺失对病毒感染的影响，为研究 SIRT3基因与猪肺泡巨噬细胞炎症

反应相关的生物学机制提供细胞素材。

1 材料与方法

1.1　试验材料

猪肺泡巨噬细胞系（3D4/21）、载体 pb-U6-puro-BFP、甲型流感病毒A/WSN/33由武汉轻工大学遗传

繁育与精准养殖实验室保存提供。

1.2　试验方法

1.2.1　sgRNA序列设计　

进入 NCBI（http：//www.ncbi.nlm.nih.gov/）网站，下载猪 SIRT3 编码基因（Gene ID：100125971）。利用

CRISPOR（http：//crispor.tefor.net/）网站针对SIRT3基因第2号外显子设计多对 sgRNA，选择评分相对较高的

两对 sgRNA（表1）。在其两端加上pb-U6-puro-BFP载体的BbsI酶切粘性末端序列，在 sgRNA所在外显子

两端设计PCR扩增引物，用于扩增该区域的DNA序列，委托生工生物工程（上海）股份有限公司合成。

1.2.2　pb-U6-puro-BFP线性化载体制备与重组质粒的构建　

参考杨霞等[12]方法将 SIRT3-sgRNA1上下游引物分别稀释至 10 μmol/L，各取 5 μL等体积混合，加入

5 μL MgCl2、1 μL Tris HCl。ddH2O 补足体积至 50 μL，吹打混匀，瞬离，95 ℃孵育 5 min，冷却至室温，获

得双链 DNA。使用限制性内切酶 BbsI对载体进行酶切，反应体系如下：pb-U6-puro-BFP 载体 1 μg，
BbsI 1 μL，Buffer 2 μL，ddH2O补足至 20 μL，混合后于 37 ℃孵育 5~15 min，65 ℃孵育 20 min。酶切产物经

10 g/L 琼脂糖凝胶电泳检测后，通过 DNA 纯化回收试剂盒（DP210，天根公司）回收线性载体 DNA。以

T4 DNA连接酶连接线性化载体与退火引物。参考黄秋艳等[13]方法转化感受态细胞 DH5α[CB101，天根

生化科技（北京）公司）]，接种于无抗性的LB液体培养基，37 ℃，200 r/min复苏 1 h后，取适量菌液接种于

含氨苄西林（ampicillin，Amp）抗性的LB固体培养基，37 ℃倒置过夜培养。挑取单个菌落克隆，于Amp抗

性LB液体培养基扩增培养后使用去内毒素小提质粒提取试剂盒提取质粒并测序。

1.2.3　SIRT3基因的敲除及定向筛选　

将在含有 10%FBS 的 1640 培养基中的 Cas9-3D4/21 细胞系培养至汇合度达 70%~80% 时进行转

染[14]。参考李雅婷等[15]方法将 pb-U6-SIRT3-sgRNA-puro-BFP 转入 Cas9-3D4/21 细胞系，转染后于

37 ℃，5%CO2培养箱中继续培养，24 h后换液。48 h后使用含 1.5 μg/mL嘌呤霉素（puromycin，puro）的培

养基进行筛选。根据实际情况，每隔 1~2 d更换含有嘌呤霉素的培养基，持续药筛 7 d，当空白对照组细

胞全部死亡，继续培养转染组存活细胞。挑取单细胞团，接种于96孔板中培养，观察细胞生长状态，待细

胞密度至约80%时，扩大培养，部分细胞提取DNA，进行PCR检测并测序，引物序列见表1。
1.2.4　SIRT3基因组水平鉴定　

提取经过以上处理的单克隆细胞 DNA，分别使用 SIRT3-PCR-F、SIRT3-PCR-R 引物进行 PCR扩增

（表 1），退火温度为 66 ℃。若细胞株出现大范围的 SIRT3基因缺失，应出现 217 bp大小的条带。选择有

可能发生纯合缺失细胞的PCR产物进行胶回收，送至生工生物工程（上海）股份有限公司进行测序，将测

序结果与3D4/21序列进行对比，确定是否在 gRNA靶点间发生大片段缺失。

表1　sgRNA序列与PCR扩增引物序列信息

Tab.1　Information of sgRNA sequence and PCR amplification of primer sequence

引物名称 Primer names
SIRT3-sgRNA1-F
SIRT3-sgRNA1-R
SIRT3-sgRNA2-F
SIRT3-sgRNA2-R
SIRT3-PCR-F
SIRT3-PCR-R

引物序列 Primer Sequence（5'-3'）
CACCGTGAAGTCTGGAATGCCGCTGT
TAAAACAGCGGCATTCCAGACTTCAC
CACCGGTTCTGGGTGTAGAGCCGCGT
TAAAACGCGGCTCTACACCCAGAACC

AGGTGTCTGTGGAAGTGGAG
GCCTCAGCCCTCCTAGAAAT
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1.2.5　SIRT3基因转录组水平鉴定　

根据DNA测序比对结果，选择出现有效敲除的细胞系进一步扩大培养，部分冻存后，参考RNA sim⁃
ple总 RNA 提取试剂盒说明书[DP419，天根生化科技（北京）公司）]提取细胞总 RNA 进行转录组水平检

测。（1）向细胞培养皿中加入 1 mL Trizol，反复吹打至细胞全部脱落，收集样本；（2）向收集的样本中加入

200 μL氯仿，剧烈震荡混匀，室温静置 2 min；（3）4 ℃，12 000 r/min离心 10 min；（4）吸取最上层含有RNA
溶液的水相至无酶管，加入等体积异丙醇，混匀后室温静置 10 min；（5）4 ℃，12 000 r/min离心 10 min，弃
上清；（6）加入 1 mL75% 乙醇，轻柔翻转使沉淀悬浮；（7）4 ℃，7 500 r/min 离心 5 min，弃上清，室温下晾

干；（8）加入 30 μL无酶水溶解RNA，测定浓度，进行反转录。参考周泉勇等[16]方法配制基因组DNA去除

与反转录体系，程序为50 ℃ 15 min，85 ℃ 5 s。反转录完成后，使用引物（表2）通过qPCR检测SIRT3基因

转录组水平，进一步验证是否敲除成功，以GAPDH为内参基因。参考实时荧光定量 PCR试剂盒说明书

（Q712，南京诺唯赞生物科技股份有限公司）配制反应体系，轻轻吹打混匀，瞬离。42 ℃孵育 2 min。反应

程序为95 ℃ 30 s，95 ℃ 10 s，60 ℃ 30 s，60 ℃ 1 min，95 ℃ 15 s，40个循环。

1.2.6　SIRT3基因蛋白表达水平鉴定　

根据DNA测序比对结果，选择出现有效敲除的细胞系进一步扩大培养，部分冻存后，提取细胞蛋白。

参考刘金玲等[17]方法通过 BCA 法测定蛋白浓度，SDS-PAGE Loading Buffer 混合煮沸变性后进行 SDS-
PAGE 电泳。湿转法转膜（100 V，50 min）后用 1×TBS溶液漂洗 5 min。5% 脱脂奶粉封闭 2 h。1×TBS溶

液漂洗 3 次，每次约 10 min；加入单克隆抗体 SIRT3（1∶1 000 稀释，6105R，博奥森抗体公司）。一抗

4 ℃孵育过夜后 1×TBST溶液漂洗 3次，每次约 10 min；室温避光孵育 1 h辣根过氧化物酶（HRP）标记山

羊抗兔二抗（1∶10 000稀释，7074P2，CST）。1×TBST 溶液漂洗 3次，每次约 10 min。采用 ECL 化学发光

液（PW30601，莫纳生物科技有限公司）显色，化学发光成像仪成像（QuickChemi 5200，莫纳生物科技有

限公司）。

1.2.7　数据分析　

试验数据采用 SPSS 20.0进行 Studentʼs t检验及单因素方差分析（one-way ANOVA）。P<0.05认为差

异具有统计意义（“*”为P<0.05，“**”为P<0.01，“***”为P<0.001）。

2 结果与分析

2.1　pb-U6-gRNA-puro-BFP慢病毒载体的构建及测序鉴定结果

经限制性内切酶BbsI酶切后的载体（图1）与 sgRNA连接，构建pb-U6-gRNA-puro-BFP慢病毒载体。

连接后转化感受态细胞 DH5α，挑取单个菌落克隆，扩增培养后提取质粒并测序。序列分析结果显示，

sgRNA成功插入载体，可用于下一步细胞转染试验（图2）。

表2　qPCR引物序列信息

Tab.2　qPCR Primer sequences

引物名称

Primer name
GAPDH-Pig-qPCR-F
GAPDH-Pig-qPCR-R
SIRT3-Pig-qPCR-F
SIRT3-Pig-qPCR-R

IL-6-Pig-PCR-F
IL-6-Pig-qPCR-R
IL-8-Pig-qPCR-F
IL-8-Pig-qPCR-R

TNF-α-Pig-qPCR -F
TNF-α-Pig-qPCR-R

引物序列（5'-3'）
Primer sequence（5'-3'）

TCGGAGTGAACGGATTTG
CCTGGAAGATGGTGATGG

CTCTCATTTTTCTTCCACAATCCCA
GGCGGAGGAAGTAGTGAGCAGT

CCAGGAACCCAGCTATGAAC
CTGCACAGCCTCGACATT

TCTTGGCAGTTTTCCTGCTTT
AATTTGGGGTGGAAAGGTGT

GCTCTTCTGCCTACTGCACTTC
GTCCCTCGGCTTTGACATT

退火温度/℃
Annealing temperature

60

60

60

60

60
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A：pb-U6-puro-BFP质粒图谱；B：pb-U6-puro-BFP质粒BbsI酶切线性化电泳图；实线框为载体线性化酶切位点BbsI；
M：DL100；Control：pb-U6-puro-BFP；1，2：BbsI单酶切产物。箭头所指为酶切后目的条带。

A：Plasmid map of pb-U6-puro-BFP；B：Linear electrophoretic map of pb-U6-puro-BFP plasmid BbsI digested by enzyme；
Solid frame as carrier linear enzyme cutting site BbsI；M：DL100 D；Control：pb-U6-puro-BFP；1，2：product of BbsI single en⁃
zyme digestion.The arrow refers to the end band after restriction enzyme digestion.

图1　pb-U6-puro-BFP质粒图谱与BbsI酶切线性化验证

Fig.1　Plasmid map of pb-U6-puro-BFP and by BbsI plasmid after digestion

A：SIRT3-sgRNA1-F 测序结果；B：SIRT3-sgRNA1-R 测序结果；C：SIRT3-sgRNA2-F 测序结果；D：SIRT3-sgRNA2-R
测序结果；红色框为 sgRNA序列。

A：SIRT3-sgRNA1-F sequencing results；SIRT3-sgRNA1-R sequencing results；C：SIRT3-sgRNA2-F sequencing results；
D：SIRT3-sgRNA2-R sequencing results；The red box indicated the sgRNA sequence.

图2　SIRT3-sgRNA慢病毒载体测序验证结果

Fig.2　Sequencing verification of SIRT3-sgRNA lentivirus carrier
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2.2　SIRT3基因敲除单克隆细胞系敲除效果

参考许雅萍等[18]研究，未发生 SIRT3基因缺失或插入的基因组DNA可以扩增出 559 bp的条带，若细

胞株出现大范围的基因缺失，应出现 217 bp大小的条带（图 3A）。结果显示，野生型 3D4/21细胞扩增出

559 bp的条带，而 SIRT3基因敲除细胞（SIRT3-KO）扩增出了 217 bp的条带（图 3B）。Sanger测序结果也

证实了 SIRT3基因敲除细胞中 SIRT3基因出现了片段缺失（图 3C），表明成功获得 SIRT3基因缺失的单克

隆细胞系。

2.3　SIRT3基因敲除单克隆细胞中SIRT3的转录和蛋白表达的影响

qPCR检测结果所示，SIRT3基因敲除细胞中 SIRT3转录组表达水平显著降低（P<0.01），SIRT3基因

敲除细胞中显著降低了 SIRT3的表达水平（图 4）。Western blotting试验结果所示，SIRT3基因敲除细胞中

SIRT3蛋白表达水平显著降低（图5）。

A：SIRT3 基因结构及 gRNA 打靶位点；B：PCR 鉴定结果（M：DL100 DNA Marker；Control：3D4/21；2，8，9，10，15：3D4/
21-SIRT3-KO）；C：3D4/21-SIRT3-KO细胞SIRT3基因缺失测序结果。

A：SIRT3 gene structure and gRNA targeting site B：PCR detection electrophoresis of monoclonal cells SIRT3-KO（M：DL100 
DNA Marker；control：3D4/21；2，8，9，10，15：SIRT3-KO）；C：Sequencing plot of monoclonal cells SIRT3-KO.

图3　SIRT3基因敲除3D4/21细胞的筛选及鉴定

Fig.3　Screening and identification of SIRT3 knockout 3D4/21 cell

WT：3D4/21；KO：SIRT3-KO；***表示差异0.1%水平显著性。

WT：3D4/21；KO：SIRT3-KO；***significant at 0.001 level.
图4　SIRT3基因敲除对3D4/21细胞SIRT3基因转录水平的影响

Fig.4　Effect of SIRT3 knockdown on the transcriptional level of SIRT3 gene in 3D4/21 cells
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2.4　SIRT3基因敲除细胞对流感病毒基因表达的影响

为了研究 SIRT3在病毒感染中的作用，野生型 3D4/21和 SIRT3基因敲除细胞感染流感病毒结果显

示：SIRT3敲除后流感病毒mRNA水平显著升高，并且流感病毒 np蛋白表达水平比野生型高（图 6），表明

SIRT3敲除能显著促进流感病毒复制。

2.5　SIRT3基因敲除细胞对炎症因子 IL-6、IL-8、TNF-α 基因转录的影响

进一步分析炎症因子表达水平发现，SIRT3敲除能上调 IL-6表达，但是 IL-8、TNF-α表达水平与野

生型相同；感染流感病毒后，SIRT3敲除能显著上调流感病毒诱导的 IL-6和 IL-8表达（图 7），试验表明

SIRT3缺失促进了流感病毒诱导的炎症反应。

WT：3D4/21；KO：SIRT3-KO；***表示差异0.1%水平显著性。
WT：3D4/21；KO：SIRT3-KO；***significant at 0.001 level.

图5　SIRT3-KO中SIRT3蛋白表达水平
Fig.5　SIRT3 protein expression levels in SIRT3-KO

A：WSN 基因转录组表达水平；B：WSN 基因蛋白表达水平；WT：3D4/21；WT：3D4/21-WSN；KO：SIRT3-KO 细胞；KO-
WSN：SIRT3-KO-WSN；***表示差异0.1%水平显著性。

A：Expression level of WSN gene transcriptome；B：Expression level of WSN gene transcriptome；WT：3D4/21；WT：3D4/21-
WSN cells；KO：SIRT3-KO；WT：SIRT3-KO-WSN；***significant at 0.001 level.

图6　SIRT3基因敲除细胞对流感病毒基因np表达的影响
Fig.6　Effect of SIRT3-KO on np expression of influenza virus genes

A：炎症因子 IL-6表达水平；B：炎症因子 IL-8表达水平；C：炎症因子 TNF-α表达水平；D：WSN表达水平；*表示差异
5%水平显著性，**表示差异1%水平显著性，***表示差异0.1%水平显著性。

A：frelative expression levels of inflammatory factors IL-6；B：frelative expression levels of inflammatory factors IL-8；C：frela⁃
tive expression levels of inflammatory factors TNF-α；D：frelative expression levels of inflammatory factors WSN；*significant at 
0.05 level，**significant at 0.01 level，***significant at 0.001 level.

图7　WSN刺激对3D4/21猪肺泡巨噬细胞炎性因子基因相对表达量的影响
Fig.7　Effect of WSN on the relative expression of inflammatory factor genes in 3D4/21 porcine alveolar macrophages
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3 讨论与结论

SIRT3 是烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（nicotinamide adenine dinucleotide，NAD+）依赖的脱乙酰酶家族成

员，定位于线粒体，能利用其去乙酰化酶活性调控蛋白表达，减少活性氧、超氧化物等对细胞造成的损

伤[19]，在稳定线粒体结构和功能中发挥重要作用[20]。STRT3基因也能参与炎症反应和免疫应答，SIRT3敲

除小鼠表现出心脏纤维化和炎症，小鼠 SIRT3基因缺失促进血管功能障碍和高血压[21-22]；SIRT3缺失促进

内皮功能障碍，增加平滑肌细胞肥大，引发血管炎症[23]。此外，猪 SIRT3表达能抑制病原体诱导的氧化损

伤和炎症反应，SIRT3表达增强鼠伤寒沙门氏菌诱导的NLRC4炎症小体激活和细胞焦亡显著受损，提示

STRT3可能调控下游基因影响细胞功能，参与病原体感染[24]。猪 SIRT3基因在不同组织中都表达，且其

基因序列存在多态性，能影响猪代谢和肉质[25]。但是猪 SIRT3在肺和肺泡巨噬细胞炎症中的作用还不清

楚，且无可用于猪SIRT3功能研究的猪肺泡巨噬细胞模型。

CRISPR/Cas9技术是一种高效、操作简单的基因编辑系统，能实现基因敲入、敲除、沉默等多种形式的

编辑[26]，在功能基因筛选和鉴定、动物品种改良等方面具有广泛的应用[27]。在CRISPR/Cas9系统中，Cas9核

酸酶与 gRNA结合，按照碱基互补配对原则，被引导到靶位点进行DNA双链切割，造成DNA双链断裂，激

活DNA修复机制[28]。当非同源重组末端链接修复时DNA双链会发生碱基的随机插入或缺失，导致移码突

变，从而引起基因敲除。利用 CRISPR/Cas9系统在猪上进行基因敲除研究多有报道，如敲除猪肠道上皮细

胞系APN基因[29]，猪睾丸细胞中 IRF3和 IRF7基因敲除等[30]，本团队前期利用CRISPR/Cas9技术成功对猪

COG8基因进行编辑[31]。通过CRISPR/Cas9技术产生了 SIRT3缺陷的小鼠永生化骨髓衍生巨噬细胞（im⁃
mortalized bone marrow-derived macrophages，iBMDMs）[11]。本研究中，在 SIRT3 基因的第二外显子设计

sgRNA，构建SIRT3基因 gRNA载体，经转染猪肺泡巨噬细胞系、嘌呤霉素药物筛选、挑选单克隆细胞、PCR
扩增和测序鉴定，成功获得了猪SIRT3基因敲除的单克隆细胞，并通过荧光定量PCR和免疫印迹试验证实

敲除细胞中SIRT3不表达，可以为后续进一步研究SIRT3基因功能提供遗传性状稳定的细胞。

猪肺泡巨噬细胞是猪抵抗病原体感染的重要免疫细胞，对肺部免疫反应的启动和执行非常重要[32]。

猪肺泡巨噬细胞位于肺上表皮层，能通过胞吞作用清除肺泡腔中的病原体[33]。此外，肺泡巨噬细胞也是

重要的炎性细胞，病原体感染后能刺激活性氧和炎性因子大量产生，诱导细胞炎症反应[34]。研究发现抑

制 SIRT3能导致肥胖患者促炎巨噬细胞激活，SIRT3缺失增强了炎症反应和线粒体功能障碍，导致分枝

杆菌感染期间宿主防御缺陷和病理性炎症[35-36]。研究还发现，脂多糖（lipopolysaccharides，LPS）诱导大鼠

急性肺损伤导致肺泡壁大范围显著增厚、伴大量炎症细胞浸润，巨噬细胞向M1表型分化，SIRT3蛋白表

达减少[37-38]。然而 SIRT3在猪肺泡巨噬细胞中的作用及其调控机制研究较少。因此，本项目以流感病毒

为感染模型，刺激 SIRT3缺失细胞和野生型细胞，研究发现敲除 SIRT3后能诱导 IL-6表达，且感染病毒后

IL-6、IL-8表达水平显著高于WT感染组，表明 SIRT3基因缺失加剧了流感病毒感染诱导的炎症，但具体

分子机制还有待进一步研究。

综上所述，本研究利用CRISPR/Cas9基因编辑技术成功构建了 SIRT3基因敲除细胞系，并且通过感

染流感病毒，初步发现敲除 SIRT3基因能增加炎症反应。研究结果为后续进一步在细胞水平深入研究

SIRT3在肺泡巨噬细胞中的功能及作用机制提供基础。
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