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摘   要：本研究旨在构建宿主 ADP-核糖基化因子 4 (ADP-ribosylation factor 4, ARF4)和 ADP-核糖

基化因子 5 (ADP-ribosylation factor 5, ARF5)基因敲除小鼠，明确 ARF4 和 ARF5 基因对寨卡病毒感

染的作用。首先利用 CRISPR-Cas9 技术，获得 ARF4 和 ARF5 单基因敲除小鼠(ARF4KO 和

ARF5KO)，并通过杂交繁育获得双基因敲除小鼠(ARF4KO/ARF5KO)，通过 PCR 法鉴定小鼠基因

型，定量 RT-PCR 法检测目标基因的敲除效果。之后，用寨卡病毒感染基因敲除小鼠，采集第 2、4、  
6天小鼠血液和各组织样本，提取核酸后用RT-qPCR法检测病毒载量，用HE染色观察组织病理变化。

结果显示，用 ARF4 和 ARF5 特异引物，分别在 ARF4KO–/+、ARF5KO–/–以及 ARF4KO–/+/ARF5KO–/–小

鼠扩增到与目标基因大小一致的条带。RT-qPCR 检测结果显示，ARF4KO–/+小鼠各组织中 ARF4 
mRNA 水平显著降低，其敲除效率在 37.8%-50.0%之间，ARF5 表达水平无变化。ARF5KO–/–小鼠组

织中 ARF5 mRNA 完全敲除，ARF4 无变化。ARF4KO–/+/ARF5KO–/–小鼠在肺、肾和睾丸中 ARF4 
mRNA 水平显著降低，ARF5 完全敲除。最后，用寨卡病毒分别感染基因敲除小鼠和野生型小鼠。

结果显示，与野生型小鼠相比，ARF4KO–/+小鼠在各时间点血清中病毒载量均显著下降，但

ARF5KO–/–小鼠与 ARF4KO–/+/ARF5KO–/–小鼠无明显变化。同时，与野生型小鼠相比，ARF4KO–/+

小鼠各组织病毒载量没有显著降低，但其大脑和睾丸的病理性改变减轻。本研究利用 CRISPR-Cas9
技术成功构建了 ARF4 和 ARF5 基因敲除小鼠，并证实 ARF4 是寨卡病毒感染必需的宿主蛋白，为

·生物技术与方法· 
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后续深入研究 ARF4 和 ARF5 在寨卡病毒感染致病中的作用机制以及抗病毒药物研发奠定了基础。 
关键词：CRISPR-Cas9 技术；基因敲除小鼠；ADP-核糖基化因子 4；ADP-核糖基化因子 5 
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Abstract: The effects of host factors ADP-ribosylation factor 4 (ARF4) and ADP-ribosylation 
factor 5 (ARF5) upon Zika virus (ZIKV) infection in vivo were characterized by construction of 
gene knockout mice via CRISPR-Cas9. Firstly, ARF5 and ARF4 genes were modified by the 
CRISPR-Cas9 system and then microinjected into the fertilized eggs of C57BL/6JGpt mice. 
Fertilized eggs were transplanted to obtain ARF4 or ARF5 knockout (ARF4KO or ARF5KO) mice, 
and ARF4/5 double knockout mice were achieved by the mating between ARF4KO and ARF5KO 
mice (ARF4KO/ARF5KO). Then, the mouse genotypes were identified by PCR to identify the 
positive knockout mice, and RT-qPCR was employed to examine the knockout efficiency. The mice 
were then infected with ZIKV and the blood and tissue samples were collected after 2, 4, and     
6 days. RT-qPCR was then employed to determine the virus load, and hematoxylin-eosin staining 
was employed to observe the pathological changes in the tissue. The results showed that expected 
PCR bands were detected from ARF4KO–/+, ARF5KO–/–, and ARF4KO–/+/ARF5KO–/– mice, 
respectively. The results of mRNA transcription measurement indicated the significant knockdown 
of ARF4 by 37.8%–50.0% but not ARF5 in ARF4KO–/+ compared with the wild-type mice. 
Meanwhile, complete knockout of ARF5 and no changes in ARF4 were observed in ARF5KO–/– 
mice. Additionally, completed knockout of ARF5 and down-regulated mRNA level of ARF4 in the 
lung, kidney, and testis were detected in ARF4KO–/+/ARF5KO–/–mice in comparison with the 
wild-type mice. The virus load in the serum decreased in ARF4KO–/+ mice, while it showed no 
significant change in ARF5KO–/– or ARF4KO–/+/ARF5KO–/– mice compared with that in the wild 
type. Meanwhile, ARF4KO–/+ mice showcased no significant difference in virus load in various 
tissues but attenuated pathological changes in the brain and testis compared with the wild-type 
mice. We successfully constructed ARF4KO and ARF5KO mice by CRISPR-Cas9 in this study. 
ARF4 rather than ARF5 is essential for ZIKV infection in vivo. This study provided animal models 
for studying the roles of ARF4 and ARF5 in ZIKV infection and developing antivirals.  
Keywords: CRISPR-Cas9; gene knockout mice; ADP-ribosylation factor 4; ADP-ribosylation 
factor 5 
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病毒生命周期极大依赖于宿主，特别是与

病毒感染关键的宿主蛋白。因此，发现关键宿

主蛋白并阐明其与病毒的相互作用及其机制，

对于理解病毒感染致病的分子机制以及抗病毒

药物研发都具有非常重要的意义[1-3]。ADP-核糖

基化因子 (ADP-ribosylation factor, ARF)属于

Ras 超家族的小型 GTP 酶，已知的生物学功能

主要是调控制细胞内囊泡运输和维持细胞器结

构[4-5]。根据其氨基酸序列同源性，可将哺乳动

物的 ARF 蛋白分为 3 类：I 类(ARF1–3)、II 类

(ARF4–5)和 III 类(ARF6)。研究发现，ARF 蛋

白能被病毒利用以帮助其完成细胞内的感染复

制周期[6-10]。例如，小鼠肝炎冠状病毒和柯萨奇

病毒被证实可劫持和操纵 ARF1 相关的信号通

路[7,9]。而 II 类(ARF4–5)序列高度保守，生物学

功能被认为是类似的且具有互补作用[11-12]。本

课题组前期研究表明，利用 II 类 ARF 特异性的

siRNA 敲低细胞内 ARF4 和 ARF5 的表达可显

著降低登革病毒子代病毒的释放[13]。近期，本

课题组利用 CRISPR-Cas9 技术，成功获得了

ARF4 和 ARF5 完全敲除的细胞系，明确了

ARF4 而非 ARF5 是寨卡病毒的关键宿主因子

(尚未发表)。然而，ARF4 和 ARF5 对寨卡病毒

体内感染和致病性的影响尚不清楚。 
基因敲除小鼠是研究某个特定基因功能的

重要工具，其中，CRISPR-Cas9 技术是近年来

高速发展成熟的最为先进的基因编辑技术，具

有靶向精确性高、易操作、实验周期短、不受

物种限制的特征[14-16]。目前，这项技术已经被

成熟地应用于基因敲除、基因激活或者抑制以

及高通量筛选方面，对包括小鼠、大鼠等实验

动物以及人类的基因编辑均适用。 
本研究首先利用 CRISPR-Cas9 技术，分别

构建了 ARF4 和 ARF5 单基因和双基因敲除小

鼠。然后，通过 PCR 鉴定 ARF4 和 ARF5 基因

敲除小鼠是否构建成功，通过 RT-qPCR 鉴定敲

除小鼠组织中目标基因的敲除效果。最后，利

用基因敲除小鼠进行寨卡病毒感染实验，通过

RT-qPCR 检测感染小鼠血清和组织中的病毒载

量，并通过 HE 染色观察脑组织和睾丸中的病

理变化，明确 ARF4 和 ARF5 在寨卡病毒体内

感染中的作用。本研究的发现不仅为后续深入

研究 ARF4 在寨卡病毒感染致病中的作用机制

提供了重要线索，也为筛选宿主靶向的抗寨卡

病毒药物提供了潜在靶标。 

1  材料与方法  
1.1  材料 
1.1.1  实验动物 

60只 CRISPR-Cas9 基因编辑和对照组野生

型小鼠，均为 C57BL/6JGpt 背景，2–3 周龄，

体重约 10 g，由江苏集萃药康生物科技股份有

限公司提供[SCXK(苏)2023-0009]，在中国人民

解放军军事科学院军事医学研究院实验动物中

心进行繁育和饲养。饲养环境：昼夜各半循环

照明，湿度恒定，温度控制在 22–25 ℃。所有

操作均符合军事医学研究院实验动物伦理委 
员会(动物伦理审批号：IACUC-IME-2022-051)
要求。 
1.1.2  病毒 

寨 卡 病 毒 GZ01 株 (GenBank 登 录 号 : 

KU820898)，由本实验室分离并于–80 ℃保存。

使用 C6/36 细胞扩增，并用 Vero 细胞进行空斑

滴定。 
1.1.3  主要试剂与仪器 

2×Taq Master Mix、RNase-free ddH2O、

1×TEA buffer 和 DL2000 marker 购自南京诺唯

赞生物科技股份有限公司，DNA/RNA 提取试

剂盒购自西安天隆科技有限公司，One-step 

PrimeScript RT-PCR kit 购自 TaKaRa 公司。 
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凝胶电泳仪购自上海天能生物有限公司，

GeneRotex 96 全自动核酸提取仪购自天隆科技有

限公司，LightCycler 480 Real-time PCR system 
购自 Roche 公司。 
1.1.4  引物和探针 

PCR 和 RT-qPCR 检测所需引物使用 Oligo

软件设计，由生工生物工程(上海)股份有限公司

合成，引物序列见表 1。 

1.2  方法 
1.2.1  基因敲除小鼠构建与繁殖 

应用 CRISPR-Cas9 技术构建 ARF4 和 ARF5
基因敲除小鼠的实验方案如图 1 所示。具体操

作步骤如下：首先，将构建好的 ARF4 或 ARF5
靶向特异的 CRISPR-Cas9 载体体外转录成

gRNA，将 gRNA 和 Cas9 混合后显微注射到

C57BL/6JGpt 小鼠受精卵的细胞质中，再将受

精卵移植到假孕的 C57BL/6 母鼠子宫中，出生

的 F0 代小鼠通过 PCR 验证敲除结果。然后，将

阳性 F0 代小鼠与野生型小鼠进行杂交，经 PCR
鉴定获得稳定的阳性 F1 代杂合子小鼠。将 F1
代小鼠互相交配，产生 F2 代小鼠，经 PCR 鉴定

获得稳定的纯合基因敲除(knockout, KO)小鼠。

此外，将 ARF4 和 ARF5 敲除阳性小鼠进行杂交，

经 PCR 鉴定获得 ARF4 和 ARF5 双敲阳性小鼠。 
 
表 1  本研究所用引物和探针序列 
Table 1  Primers and probes used in this study   
Gene Primer name Sequence of primer (5ʹ→3ʹ) Product size (bp) 
ARF4 ARF4 F1 GGACTTGGTGAGAATGCTTCTG WT 7 656 bp 

KO 307 bp ARF4 R1 CAGCCTAGGAACAACAGTATGGA 
ARF4 F2 GGCATCCTTAGCCACATAATGAG WT 377 bp 

KO 0 bp ARF4 R2 ACCGATGGTTTCCTATCTGTGC 
ARF4 F3 CAGTATGGGATGTTGGTGGTCAA 125 bp 
ARF4 R3 AGCTGCTCCTTCCTGGATTCTT 

ARF5 ARF5 F1 AGCAGGAATGTCGCTTTGAGCCTT WT 1 223 bp 
KO 326 bp ARF5 R1 TTCATTGCTGAACGTCAACACGG 

ARF5 F2 AGGATAAGATTCGGCCTCTGTGGC WT 324 bp 
KO 0 bp ARF5 R2 CCTGGTCTCACTTCTCCCATCTTGA 

ARF5 F3 TGTTGGAGGCCAGGATAAGATTC 130 bp 
ARF5 R3 CATCTTCTGGAGTTCATCAGCAGAC 

NS5 ZIKV-ASF GGTCAGCGTCCTCTCTAATAAACG 147 bp 
ZIKV-ASR GCACCCTAGTGTCCACTTTTTCC 
ZIKV-Probe FAM-AGCCATGACCGACACCACACCGT-BQ1 

 

 
 

图 1   CRISPR-Cas9 介导的 ARF4 和 ARF5 敲

除小鼠的构建策略 
Figure 1  The schematic diagram of CRISPR-Cas9 
mediated establishment of ARF4 and ARF5 
constitutive knock-out (KO) mice. 

1.2.2  小鼠基因型 PCR 鉴定 
待新生小鼠 2–3 周龄，剪取少许鼠尾组织，

研磨后提取组织 DNA，采用 PCR 法对基因型

进行鉴定。PCR 扩增体系为 20 μL，引物序列见

表 1。反应条件为：94 ℃预变性 5–10 min；95 ℃变

性 30 s；58 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 60 s，35–40 个

循环；72 ℃总延伸 7 min。使用 1.5%琼脂糖凝

胶电泳鉴定 PCR 产物。 
1.2.3  小鼠组织靶基因 mRNA 水平检测 

处死小鼠，取脑、心、肝、脾、肺、肾和
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睾丸(雄鼠)，加入 1 mL 预冷的 PBS，低温研磨，

4 ℃、12 000 r/min 离心 2 min。取 100 μL 上清，

用 DNA/RNA 提取试剂盒和 GeneRotex 96 全自

动核酸提取仪提取 RNA，分别用 ARF4 和 ARF5
特异引物 F3/R3 (表 1)，采用 One-step PrimeScript 
RT-PCR kit 进行 RT-qPCR 检测。将 18 µL 反应

混合物与 2 µL RNA 混合后置于 LightCycler 
480 实时 PCR 系统。反应条件为：42 ℃ 5 min，
95 ℃ 10 s；95 ℃ 5 s，60 ℃ 20 s，45 个循环，

反应结束后进行分析，得出 Ct 值。 
1.2.4  寨卡病毒小鼠感染实验 

随机挑选 4–6 周龄野生型或敲除小鼠进行

寨卡病毒感染实验。首先，在病毒感染前 1 天，

腹腔注射抗小鼠 I 型干扰素抗体(2 mg/只)。然

后，经腹腔注射寨卡病毒 GZ01 株(5×105 PFU/只)，
在感染后第 2、4 和 6 天分别眼眶采血和处死小

鼠收集各组织，用 DNA/RNA 提取试剂盒提取

RNA，采用 One Step PrimeScript RT-PCR kit 进
行 RT-qPCR 检测，引物序列见表 1。 
1.2.5  组织病理观察 

在感染后第 6 天处死小鼠，取脑和睾丸(雄
鼠)，用 4%多聚甲醛固定，经水洗、脱水和石

蜡包埋后进行切片，HE 染色后观察组织病理性

变化。 
1.2.6  统计学分析 

使用 GraphPad Prism 软件进行统计和分

析，实验数据用平均值±标准差( x s± )表示，显

著 性 差 异 采 用 Student’s unpaired t-test 或

Two-way ANOVA 进行分析显著性。*：P<0.05；
**：P<0.01；***：P<0.001；****：P<0.000 1。 

2  结果与分析 
2.1  ARF4 和 ARF5 单基因和双基因敲除小

鼠基因型的鉴定 
为鉴定 ARF4和 ARF5单基因敲除小鼠是否

构建成功，分别采用 ARF4 和 ARF5 特异引物进

行 PCR 扩增，其中 PCR-1 含有被剪切片段，

PCR-2 则在剪切片段内(图 2A)。如图 2B 所示，

编号为 1、6–7、9–10、12–13 和 16–19 小鼠同

时检测到了 PCR-1 和 PCR-2 片段，提示为 ARF4
杂合敲除小鼠(ARF4KO–/+)，而其余小鼠仅能检

测到 PCR-2 片段，不能检测到 PCR-1 片段，提

示其为野生型小鼠，表明成功构建了 ARF4 杂

合敲除小鼠。如图 2C 所示，编号为 2–5、7–8、
10 和 12 小鼠只能检测 PCR-1 片段，不能检测到

PCR-2 片段，提示其为 ARF5 纯合敲除小鼠

(ARF5KO–/–)，而其余小鼠同时检测到 2 个片段，

提示其为 ARF5 杂合敲除小鼠(ARF5KO–/+)，表

明同时成功构建了 ARF5 纯合敲除和杂合敲除

小鼠。 
为鉴定 ARF4和 ARF5双基因敲除小鼠是否

构建成功，同时用 ARF4 和 ARF5 特异引物进行

PCR 鉴定(图 3A)。结果显示，编号为 11 和 15
为 ARF4 杂合敲除和 ARF5 纯合敲除小鼠

(ARF4KO–/+/ARF5KO–/–)，编号 1、4–7、10 和

12 是 ARF4 杂合敲除和 ARF5 杂合敲除小鼠

(ARF4KO–/+/ARF5KO–/+)，编号 9、13 和 14 是

ARF5 纯合敲除小鼠(ARF5KO–/–)，而其余的是

ARF5 杂合敲除小鼠(ARF5KO–/+) (图 3B)，表明

成功构建了 ARF4 和 ARF5 基因双敲除小鼠。 

2.2  敲除小鼠ARF4和ARF5基因敲除效果

的检测 
为评价敲除小鼠 ARF4 和 ARF5 基因的敲除

效果，分别挑选 3 只 4–6 周龄的 ARF4KO–/+、

ARF5KO–/–和 ARF4KO–/+/ARF5KO–/–和野生型

小鼠，取脑、心、肝、脾、肺、肾和睾丸(雄鼠)，
提取 RNA 后用 ARF4 和 ARF5 特异引物分别对

其 mRNA 转录水平进行 RT-qPCR 检测。如图

4A 所示，与野生型小鼠相比，ARF4KO–/+小鼠

在各组织中的 ARF4 mRNA 水平均下降。其中， 
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图 2  ARF4 和 ARF5 敲除小鼠基因型 PCR 鉴定结果   A：基因型鉴定策略示意图. 野生型：F1/R1
引物 PCR 扩增得 1 条 WT 条带；F2/R2 引物 PCR 扩增得 1 条 WT 条带. 杂合：F1/R1 引物 PCR 扩增得

1 条 KO 条带；F2/R2 引物 PCR 扩增得 1 条 WT 条带. 纯合：F1/R1 引物 PCR 扩增得 1 条 KO 条带；

F2/R2 引物 PCR 扩增无任何条带. B：ARF4 杂合敲除小鼠鉴定结果. C：ARF5 纯合敲除小鼠鉴定结果. KO
为阳性对照，WT 为野生型对照，N 为阴性对照，M 为 DNA marker 
Figure 2  Genotype identification of ARF4 and ARF5 KO mice by PCR. A: The schematic diagram of 
genotyping strategy. Wild type: PCR reaction with primers-F1/R1 obtains a single WT band; PCR reaction 
with primers-F2/R2 obtains a single WT band; Heterozygote: PCR reaction with primers-F1/R1 obtains a WT 
band and a KO band; PCR reaction with primers-F2/R2 obtains a WT band; Homozygote: PCR reaction with 
primers-F1/R1 obtains a single KO band; PCR reaction with primers-F2/R2 without product. B: Genotype 
results of ARF4 KO mice. C: Genotype results of ARF5 KO mice. KO: Positive control; WT: Wild-type 
control; N: Negative control; M: DNA marker. 
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睾丸的最为明显，仅为原来的 37.8 %，其他组

织也降低至原来的 50.0 %左右。而 ARF5 mRNA
水平没有变化，表明 ARF4KO–/+小鼠可特异性

地敲低 ARF4 基因。同样，如图 4B 所示，与野生

型小鼠相比，ARF5KO–/–小鼠的各组织中基本检测

不到 ARF5 mRNA，而 ARF4 mRNA 水平没有改

变，表明 ARF5KO–/–小鼠的 ARF5 基因可特异性地

完全敲除。最后，ARF4KO–/+/ARF5KO–/–小鼠的

ARF4 mRNA 水平在肺、肾和睾丸中显著性下

降，而 ARF5 mRNA 在各组织中基本检测不到

(图 4C)。上述结果表明，各基因敲除小鼠能在

组织中显著降低了 ARF4 和 ARF5 mRNA 水平。
 

 
图 3  ARF4 和 ARF5 双基因敲除小鼠的繁育和基因型 PCR 鉴定结果   A：ARF4 和 ARF5 双敲除小鼠

的孵育示意图. B：ARF4 和 ARF5 双敲除小鼠基因型 PCR 鉴定结果. KO 为阳性对照，WT 为野生型对

照，N 为阴性对照，M 为 DNA marker 
Figure 3  Genotype identification of ARF4KO/ARF5KO mice by PCR. A: The schematic diagram of 
genotyping strategy. B: Genotype results of ARF4KO/ARF5KO mice. KO: Positive control; WT: Wild-type 
control; N: Negative control. M: DNA marker. 
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图 4  基因敲除小鼠组织 ARF4 和 ARF5 mRNA 的 RT-qPCR 检测结果   A：ARF4KO–/+小鼠组织 ARF4
和 ARF5 mRNA 的 RT-qPCR 检测结果. B：ARF5KO–/–小鼠组织 ARF4 和 ARF5 mRNA 的 RT-qPCR 检测

结果. C：ARF4KO–/+/ARF5KO–/–小鼠组织 ARF4 和 ARF5 mRNA 的 RT-qPCR 检测结果. 实验数据用平

均值±标准差( x s± )表示，显著性差异采用 Student’s unpaired t-test. *：P<0.05；**：P<0.01；***：P<0.001；
****：P<0.000 1 
Figure 4  Detection of ARF4 and ARF5 mRNA levels in multiple tissues of KO mice by quantitative 
RT-PCR. A: Detection of ARF4 and ARF5 mRNA levels in ARF4KO–/+ mice by quantitative RT-PCR. B: 
Detection of ARF4 and ARF5 mRNA levels in multiple tissues of ARF5KO–/– mice by quantitative RT-PCR. 
C: Detection of ARF4 and ARF5 mRNA levels in ARF4KO–/+/ARF5KO–/– by quantitative RT-PCR. All data 
were expressed as x s± , Student’s t-test was performed to analyze the significance. *: P<0.05; **: P<0.01; 
***: P<0.001; ****: P<0.000 1. 

 

2.3  ARF4 和 ARF5 基因敲除抑制寨卡病毒

感染效果评价 
为观察 ARF4和 ARF5基因敲除对寨卡病毒

感染的影响，将寨卡病毒分别感染 ARF4KO–/+、

ARF5KO–/–、ARF4KO–/+/ARF5KO–/–和野生型小

鼠，检测攻毒后血清中的病毒载量(图 5A)。
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RT-qPCR 结果显示，与野生型小鼠相比，

ARF4KO–/+小鼠血清中的病毒载量在第 2、4 和

6 天分别下降了 76.8%、68.9%和 77.5% (图 5B)，
而 ARF5KO–/–和 ARF4KO–/+/ARF5KO–/–小鼠血

清中的病毒载量则无明显下降(图 5C 和 5D)，表

明 ARF4 基因敲除可显著抑制寨卡病毒在小鼠体

内感染，而 ARF5 基因敲除则没有影响。 
分别对感染后第 2、4 和 6 天的野生型小鼠

和 ARF4KO–/+小鼠进行解剖，RT-qPCR 检测各

组织中的病毒载量。结果显示，与野生型小鼠

相比，ARF4KO–/+小鼠各组织中的病毒载量没

有明显变化(图 5E)。最后，对感染后第 6 天的

脑和睾丸进行 HE 染色。结果显示，与野生型

小鼠相比，ARF4 基因敲除可以缓解由寨卡病毒

感染引起的病理性变化，如大脑内的炎症细胞

浸润和睾丸内部分生精小管结构性破坏和生精

小管被渗出物充盈(图 5F)。上述结果表明，尽

管 ARF4 基因敲除没有降低小鼠组织中的病毒

载量，但仍然可缓解由寨卡病毒感染引起的脑

和睾丸病理性变化。 

 

 

 
图 5  寨卡病毒感染基因敲除小鼠的检测结果   A：寨卡病毒感染小鼠及检测示意图. B–D：基因敲除

小鼠病毒血症的 RT-qPCR检测结果. E：ARF4基因敲除小鼠组织病毒载量的 RT-qPCR检测结果. F：ARF4
基因敲除小鼠感染第 6 天脑和睾丸的 HE 染色结果. 标尺为 100 μm. 实验数据用平均值±标准差( x s± )
表示，显著性差异采用 two-way ANOVA 进行分析显著性. *：P<0.05；**：P<0.01；***：P<0.001；****：
P<0.000 1 
Figure 5  Detection of ZIKV infection in KO mice. A: Schematic diagram of the experimental design. B–D: 
Detection of viremia of WT and KO mice at 2, 4, and 6 dpi by quantitative RT-PCR. E: Detection of viral 
load in various tissue of WT and ARF4KO–/+ mice at 2, 4, and 6 dpi by quantitative RT-PCR. F: HE staining 
of ZIKV infected brain and testis collected from WT and ARF4KO–/+ mice at 6 dpi. Scale bar=100 μm. All 
data were expressed as x s± , two-way ANOVA was performed to analyze the significance. *: P<0.05; **: 
P<0.01; ***: P<0.001; ****: P<0.000 1. 
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3  讨论与结论 
本研究成功获得 ARF4和 ARF5基因特异性

敲除小鼠，且基因型鉴定结果显示基因敲除达

到预期效果，这表明 CRISPR-Cas9 技术可以准

确地对目标基因进行剪切，而对高度同源的非

目标基因没有影响。然而，本研究并没有获得

ARF4 基因敲除纯合小鼠，这与此前报道的使用

其他方法进行 ARF4 敲除的结果相一致[17]，原

因可能是纯合敲除会导致小鼠胚胎死亡。在敲

除效果方面，ARF5KO–/–小鼠各组织中几乎可以

完全敲除，而 ARF4KO–/+小鼠的则只能敲低

38%–50%左右。因此，为了更好地达到完全敲

除，下一步可以尝试采用 Cre/LoxP 系统构建诱

导型基因敲除小鼠[18]，该技术可在小鼠出生后

通过注射诱导剂的方式进行基因敲除，从而避

免了因胚胎死亡而得不到基因敲除纯合小鼠。

此外，CRISPR-Cas9 技术有潜在的脱靶风险，

虽然在设计 ARF4 和 ARF5 sgRNA 时规避了有

潜在脱靶风险的序列，但后续还需要经过基因

检测的方式确定敲除小鼠基因组其他位置有没

有出现碱基减少、突变或移码等异常，从而确

认 ARF4 和 ARF5 基因敲除小鼠 sgRNA 没有发

生脱靶，ARF4 和 ARF5 基因敲除是特异性的，

以更好地为之后的研究提供实验证据支持。 
体外感染实验结果显示，寨卡病毒对

CRISPR-Cas9 介导的 ARF4 敲除细胞内子代病

毒的释放量在第 2、6 天显著性下降了 99%–99.99%。

因此，本研究又利用构建好的基因敲除小鼠模

型评价了 ARF 敲除对寨卡病毒感染的影响。结

果显示，寨卡病毒对 ARF4 敲除杂合小鼠感染

明显减弱，而对 ARF5 敲除纯合小鼠的感染没

有影响，该结果与体外感染实验的结果相一致。

但与体外感染结果相比，血清中病毒载量降低

不多，组织中病毒载量无明显降低，这可能与

ARF4 基因没有在敲除小鼠各组织内完全敲除

有关。然而，ARF4 基因敲除仍然能够缓解由寨

卡病毒感染引起的脑组织和睾丸病理性变化。

令人意外的是，ARF4 和 ARF5 共同敲除对病毒

感染没有影响，这可能与 ARF4 在双敲小鼠内

的敲除效率不如单敲小鼠的有关，导致大脑、

心、肝和脾脏在内的寨卡病毒靶器官的 ARF4
转录水平明显没有下降。 

细胞内不同亚细胞器之间的囊泡运输是胞

内蛋白和脂质交换的主要方式，也是通过内吞、

吞噬、胞吐和分泌等方式进行细胞间物质交换的

重要途径[19-20]。囊泡运输无疑在病毒胞内感染复

制周期，特别是进入和释放这两个重要感染过程

中起到了关键性的作用[21]。病毒被认为可以劫持

并调控细胞囊泡分选过程，为其有效进入和正确

释放提供保障[21-23]。ARF 家族是召集囊泡成分并

决定其运送目的地的重要调控蛋白，前期的体外

研究已证明了 ARF 家族参与了一系列高致病性

病毒的胞内感染过程[6-10,13]。但由于目前缺乏合适

的动物模型，ARF 家族对病毒体内感染和致病性

的影响尚不清楚，因此阻碍了以 ARF 为靶标的

抗病毒药物的研发。本研究构建的 ARF4 和 ARF5
单敲和双敲小鼠有望协助解决这一难题。未来将

利用这些基因敲除小鼠构建登革、流感和新冠等

病毒的动物模型，进一步明确 ARF4 和 ARF5 在

病毒侵染、组织嗜性和致病上的作用。 
总之，本研究首次利用 CRISPR-Cas9 技术

构建了 ARF4 和 ARF5 基因敲除小鼠，并进一步

验证了 ARF4 基因在寨卡病毒体内感染中作用，

为今后研究 ARF4 在病毒感染致病中的作用机

制以及抗病毒药物研发提供了动物模型。 
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