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摘 要 近年来，由草鱼呼肠孤病毒(Grass carp reovirus, GCRV)引发的草鱼出血病给该产业造成了严重

的损失。为探究重组干扰素对草鱼(Ctenopharyngodon idella)的免疫保护作用及其作用机制，本研究构建

草鱼干扰素 γ (interferon γ, IFNγ)的原核表达载体 PET-30a-rCiIFNγ，并转入大肠杆菌(Escherichia coli)
Transetta (DE3)感受态细胞，经 IPTG诱导表达及镍柱层析法纯化后获得重组蛋白 rCiIFNγ；通过细胞病变

效应(cytopathic effect, CPE)检测 rCiIFNγ的体外抗病毒活性；进一步在攻毒实验中评价 rCiIFNγ免疫对草

鱼体内抗GCRV感染的影响。结果显示，重组草鱼 IFNγ融合蛋白(rCiIFNγ)分子量约23 kD，纯化复性后

的 rCiIFNγ抗病毒效价达2.8×103 U/μg；rCiIFNγ不仅能在体外抑制GCRV引起的细胞病变，还可以诱导草

鱼肝、脾、肾、肠中 IFN、IRFl、IRF7、Mx、PKR和 STAT3等干扰素激活基因的表达，并能显著降低GCRV攻

毒草鱼的死亡率。上述结果提示重组草鱼 IFNγ融合蛋白 rCiIFNγ具有明显的体内和体外抗GCRV效果。

本研究为草鱼 IFNγ在抗病毒方面的应用提供了参考依据。
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Abstract In recent years, grass carp hemorrhagic disease caused by Grass carp reovirus (GCRV) has caused

serious losses to the grass carp industry. In order to explore the immune protective effects of recombinant

interferon on grass carp and its mechanism, the prokaryotic expression vector PET-30a-rCiIFNγ of

Ctenopharyngodon idella interferon γ (IFNγ) was constructed and transferred into Transetta (DE3). The

recombinant protein rCiIFNγ inducted by IPTG and purified by nickel column chromatography. The antiviral

activity of rCiIFNγ in vitro was detected by cytopathic effect (CPE) observation. The protective efficacy of

rCiIFNγ in vivo was evaluated by challenge experiment. The results showed that the molecular weight of

rCiIFNγ is about 23kD, and the antiviral titer of purified rCiIFNγ was 2.8×103 U/μg. rCiIFNγ could not only

inhibit cytopathic effect induced by GCRV in vitro, but also induced the expression of IFN-stimulated genes
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草鱼(Ctenopharyngodon idella)是我国最大的淡

水养殖品种之一。草鱼呼肠孤病毒(Grass carp reo⁃
virus, GCRV)是一种 dsRNA (double-stranded RNA)

病毒，广泛流行于草鱼养殖区域，可引起草鱼出血

性疾病，致死率极高(Wang et al., 2012)，对产业危

害巨大，尚无有效的防治措施。

干扰素(interferon, IFN)是一类具有抗病毒、调

节免疫作用的分泌蛋白(细胞因子)，在脊椎动物防

御病毒感染中发挥重要作用(Samuel, 2001)。根据

氨基酸结构、抗原性和细胞来源的不同，IFN分为

Ⅰ型和Ⅱ型两类(Pestka et al., 2004)。哺乳动物中

Ⅱ型 IFN只有一种，即 IFNγ，其不仅具备Ⅰ型 IFN

的抗病毒功能，还有多种免疫学和生物学活性

(Schroder et al., 2003)，如促进 MHC (major histo‐

compatibility complex)Ⅱ类抗原表达、增强 T 细胞

与APC细胞的相互作用等。最近，有关硬骨鱼(Os⁃
teichthyes)中Ⅱ型 IFN的研究陆续被报道，且一些硬

骨鱼有不止 1个 IFNγ基因(Igawa et al., 2006)。一

些研究表明鱼类 IFNγ具有一定的抗病毒功能，Sun

等(2011) 证明斑马鱼Ⅱ型 IFN具有抗传染性胰腺

坏死病毒(Infectious pancreatic necrosis virus, IPNV)

的功能；马普(2015)克隆出红鳍东方鲀(Takifugu ru‐

bripes) IFNγ，并证明重组 IFN-γ蛋白具有体外抗病

毒活性。目前，有关草鱼的干扰素及相关基因研究

较为广泛，但用于抗GCRV研究的仅限于草鱼Ⅰ型

干扰素。李东明 (2013)克隆表达了草鱼干扰素

IFNα，并进行抗GCRV研究，结果表明，重组干扰素

IFNα蛋白可以抑制GCRV在肾细胞系CIK中的复

制增殖，上调草鱼体内干扰素激活的基因 (IFN-

stimulated genes, ISGs) 的表达水平 ，降低感染

GCRV草鱼的死亡率。本课题组在前期研究中发

现，携带草鱼 IFNα基因的真核表达载体在细胞和

鱼体上具有抗GCRV效果(Yuan et al., 2019)。本研

究拟扩增草鱼Ⅱ型干扰素 IFNγ基因并克隆至原核

表达载体，以纯化的 IFNγ重组蛋白进行体内和体

外外抗GCRV研究，为深入探讨草鱼抗病机制及高

效抗病毒制剂的开发提供基础资料。

1 材料与方法

1.1 实验用细胞株及实验动物

草鱼(Ctenopharyngodon idella)肾细胞系CIK和

草鱼卵巢细胞系CO为本实验室保存。GCRV流行

毒株 HZ13 为本实验室分离保存。标准参考株

GCRV873由长江水产研究所鱼病研究室惠赠。体重

(20±5) g的健康草鱼购自湖州浙北新品种繁育公司。

1.2 菌株和载体

克隆所用大肠杆菌 (Escherichia coli)感受态

DH5α及表达用感受态Transetta(DE3)购自北京全

式金生物公司。原核表达载体 pET-30a (Clontech,

美国)由本实验室保存。克隆载体 pMD19-T Sim‐

ple Vector试剂盒购自宝生物工程(大连)有限公司。

1.3 主要试剂

TRIzol RNA提取试剂盒、反转录试剂盒、限制

性 内 切 酶 、DNA Ligation Kit、PrimeSTAR® HS

DNA Polymerase购自宝生物工程(大连)有限公司；

DNA凝胶回收试剂盒、质粒小量抽提试剂盒购自

爱思进生物技术(杭州)公司；异丙基-β-D-硫代半乳

糖苷(isopropyl β-D-thiogalactopyranoside, IPTG)购

自上海索莱宝生物科技有限公司；细胞培养基

M199和胰酶购自GIBCO (美国)；小牛血清购自四

季青公司(杭州)。

1.4 草鱼 IFNγ基因的PCR扩增、克隆和鉴定

1.4.1 PCR扩增

为刺激草鱼体内干扰素基因的表达，用Poly I:

C (1 mg/mL)经腹腔注射健康草鱼，用量为每克鱼

体重 5 μL。3 d后取脾脏组织 100 mg，参照TRIzol

说明书提取脾脏组织的总RNA，测定RNA纯度及

浓度；然后利用反转录试剂盒合成 cDNA。根据草

鱼 IFNγ基因序列(GenBank No.FJ695520)设计引物

(IFN, IRF1, IRF7, Mx, PKR, STAT3 and IFNr) in liver, spleen, kidney and intestine, and significantly reduced

the mortality of C. idellus challenged with GCRV. These results indicated that the recombinant interferon IFNγ

fusion protein rCiIFNγ was effective in protecting grass carp against GCRV infection. This study provides a

theoretical basis for the antiviral application of grass carp interferon γ.

Keywords Grass carp; Recombinant interferon; Interferon γ (IFNγ); Antiviral activity; Grass carp reovirus
(GCRV)
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对 pET-IFNγ -F (5'-CGCGGATCCGATTCTTGGCT‐

CAACATGAT-3', 含 BamHⅠ酶切位点) 和 pET-

IFNγ -R (5'-CCCAAGCTTTCATTGAACCTTTT‐

GTG-3', 含HindⅢ酶切位点)，由南京金斯瑞生物科

技有限公司合成。PCR反应体系(50 μL)：模板 cD‐

NA 1 μL，5×PrimeSTAR Buffer (内含Mg2+) 10 μL，

pET-IFNγ -F (100 nmol/L) 1 μL，pET-IFNγ -R (100

nmol/L) 1 μL，dNTP Mixture (2.5 mmol/L) 4 μL，

PrimeSTAR HS DNA Polymerase (2.5 U/μL) 0.5

μL，ddH2O 32.5 μL；PCR反应条件：预变性 98 ℃ 5

min；98 ℃ 10 s，55 ℃ 15 s，72 ℃ 35 s，30个循环；

72 ℃延伸 10 min，4 ℃ 10 min。取 5 μL PCR产物

进行琼脂糖凝胶电泳鉴定。

1.4.2 PCR产物的克隆和鉴定

将 IFNγ基因的 PCR 扩增产物用琼脂糖凝胶

DNA 纯化试剂盒回收纯化，与载体 pMD20-T 连

接，转化大肠杆菌DH5α感受态细胞，涂布于含有

100 μg/mL Amp的LB平板进行初步筛选；挑取单

个菌落抽提质粒，进行酶切和 PCR 鉴定，将阳性重

组质粒 pMD20-rCiIFNγ (rCi: recombinant Cteno‐

pharyngodon idella)送至南京金斯瑞生物科技有限

公司测序。

1.5 原核表达质粒 pET-30a-rCiIFNγ的构建及

鉴定

1.5.1 pET-30a-rCiIFNγ的构建

以 BamHⅠ和 HindⅢ对 pMD20-rCiIFNγ及质

粒载体pET-30a分别进行双酶切，酶切产物分别用

琼脂糖凝胶DNA纯化试剂盒回收纯化。然后按照

0.03 pmol∶0.03~0.30 pmol (pET-30a∶目的片段)的

比例将两者混合，加入等体积的SolutionⅠ，充分混

匀，于 16 ℃反应 30 min以上。将连接产物转化大

肠杆菌DH5α感受态细胞，在含有50 μg/mL Kan的

LB平板上进行筛选，挑取单个菌落进行扩增培养，

并小量提取质粒。

1.5.2 重组质粒pET-30a-rCiIFNγ的鉴定

利用 1.4.1 中的特异性引物对重组质粒 pET-

30a-rCiIFNγ进行PCR扩增，以BamHⅠ和HindⅢ对

重组质粒进行双酶切鉴定。

1.6 重组蛋白的诱导表达和SDS-PAGE分析

分别取鉴定正确的重组表达质粒pET-30a-rCi‐

IFNγ及空质粒 pET-30a转化大肠杆菌感受态细胞

Transetta (DE3)，挑取阳性菌落接种于 3 mL 含 50

μg/mL Kan的LB培养基，于 37 ℃振荡培养过夜；

以 1∶100的比例接种于 200 mL含 50 μg/mL Kan的

LB培养基，于37 ℃振荡培养至对数生长期(OD600=

0.6~1.0)；加入终浓度为 0.5 mmol/L 的 IPTG，于

37 ℃诱导表达，于不同的时间取样用于确定最佳

诱导时间。

1.7包涵体的制备、纯化及Western blot分析

参照常恒祯等(2021)的方法对诱导表达的重

组蛋白进行分离纯化及复性。于 8 000×g离心 15

min收集表达菌，用 lysis buffer (5 mmol/L Tris-HCl,

30 mmol/L NaCl, 1 mmol/L咪唑, pH 7.9)重悬菌体；

超声破碎后，于4 ℃、12 000×g离心30 min；分别取

上清液和沉淀进行 12%的SDS-PAGE分析。按照

QIAGEN公司的Ni-NTA Fast Start Kit蛋白纯化系

统操作指南进行包涵体纯化。纯化产物经0.1 mol/

L PBS缓冲液透析，以Bradford法定量纯化的 rCi‐

IFNγ蛋白浓度并进行Western blot检测，最后分装

保存于-80 ℃。

1.8抗病毒效价的测定

按照实验室常规方法进行细胞培养及病毒滴

度测定(徐洋等, 2010)。重组干扰素蛋白效价测定

参照Li等(2013)的方法进行：将纯化的 rCiIFNγ进

行连续 10倍梯度稀释，对已生长形成致密单层的

CIK细胞进行处理，每孔100 μL，每个稀释度设置8

个重复孔；于28℃继续培养6 h，随后每孔加入100

μL GCRV (1.0×104.5 TCID50/mL)(其中TCID50为半数

组织培养感染剂量 (50% tissue culture infective

dose))感染CIK细胞，培养至病毒感染对照组细胞

(未经 rCiIFNγ处理)出现明显的细胞病变效应(cy‐

topathic effect, CPE)。在各稀释度中，以能抑制

50%细胞病变的最高稀释度的倒数为 rCiIFNγ的抗

病毒效价，以U/μg作为其量化衡量单位。

1.9 rCiIFNγ对CO细胞的免疫保护

采用 MTS 法检测 rCiIFNγ的体外抗病毒活

性(Xu et al., 2010)。rCiIFNγ的处理方式同1.8。将

起始浓度为100 μg/mL的 rCiIFNγ进行10倍梯度稀

释，以各稀释度的 rCiIFNγ处理CO细胞，于 28 ℃

培养 24 h，显微镜下观察细胞生长情况；用 1.0×
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104.5 TCID50/mL的GCRV接种CO细胞，28 ℃孵育

2 h；吸掉病毒液，加入100 μL维持液。设置阴性对

照组，包括未经任何处理的细胞、经 rCiIFNγ处理的

不接种病毒的细胞以及只接种病毒的细胞。于

28 ℃继续培养至未经 rCiIFNγ处理的病毒感染组

细胞出现明显病变，用CellTiter 96® AQueous单溶

液细胞增殖检测试剂盒(Promega, 美国)检测不同

处理组的细胞活力，在96孔板的读板仪上记录490

nm 吸光率。实验结果为 8 次重复测定结果的均

值，并均以X±SD表示。按下列公式计算相对保护

率：相对保护率(%)=(rCiIFNγ处理组的OD490-病毒

对照组的OD490)/(正常细胞对照组的OD490-病毒对

照组的OD490)×100。采用SPSS 19.0软件中的Dun‐

can方法对数据进行差异显著性分析。

1.10 rCiIFNγ对草鱼的免疫保护

将适养2周的草鱼(10 g左右)随机分为4组，其

中3组为免疫组、1组为对照组，每组30尾；所有草

鱼在实验前均将其放在含 0.005% MS-222的水中

进行麻醉处理。3个免疫组草鱼分别经腹腔注射

100 μL rCiIFNγ溶液，其中 rCiIFNγ使用量分别为

0.5、2.0、5.0 μg/g (鱼体重)；阴性对照组注射100 μL

PBS；24 h后按照Yuan等(2019)的方法进行GCRV

攻毒，每天观察各组草鱼的死亡情况，连续观察21

d，通过计算累积死亡率(cumulative mortality rate,

CMR)来评价 rCiIFNγ对草鱼的免疫保护作用，各

试验组累积死亡率为 21 d内死亡率的总和。采用

SPSS 19.0软件中的Duncan方法对数据进行差异

显著性分析。

1.11 rCiIFNγ对干扰素激活基因的诱导表达模

式分析

为研究重组干扰素 rCiIFNγ对草鱼干扰素激活

基因(IFN-stimulated genes, ISGs)的诱导表达模式，

以 2 μg/g (鱼体重)的 rCiIFNγ经腹腔注射草鱼，分

别诱导 6、12、24、48 和 72 h；阴性对照组注射 100

μL PBS。每个诱导时间点取诱导组和对照组草鱼

各 3尾，分别取其肝、脾、肾及肠道，提取各组织的

总RNA并反转录为 cDNA。应用 qPCR方法分析

IFNα、IFNγ、IRF1 (interferon regulatory factor 1)、

IRF7、Mx (myxovirus resistance)、PKR (double-

stranded RNA-dependent protein kinase) 和 STAT3
(signal transducers and activators of transcription 3)

等 7种 ISGs的诱导表达情况，以 β-actin为内参基

因，设置3个重复；引物序列及qPCR方法参照文献

(Yuan et al., 2019)。利用2-ΔΔCt方法计算各基因相对

表达量，使用SPSS 19.0软件进行数据处理，采用方

差分析法(ANOVA)进行差异显著性分析，P＜0.05

为差异显著，P＜0.01为差异极显著。

2 结果与分析

2.1 重组草鱼 IFNγ (rCiIFNγ)表达载体的构建

对重组菌进行 PCR 扩增，得到略大于 500 bp

的片段，与预期大小一致(图1A)。对重组表达质粒

进行测序，序列与目的片段一致。以 BamHⅠ和

HindⅢ对重组表达质粒进行双酶切鉴定，获得约 5

000 bp的载体条带及略大于500 bp的目的条带(图

1B)，说明重组表达载体构建成功 。

2.2 重组草鱼 IFNγ的表达与纯化

将重组载体 pET-30a-rCiIFNγ转化大肠杆菌

Transetta (DE3)，经1.0 mmol/L IPTG诱导表达获得

重组蛋白 rCiIFNγ。对表达产物进行SDS-PAGE检

测，显示与预期大小(23 kD)相吻合的杂交条带(图

2A泳道 2)；表达产物经包涵体洗涤、过柱纯化后，

图 1 重组表达质粒pET-30a-rCiIFNγ的PCR (A)及酶切

鉴定(B)
Figure 1 PCR (A) and enzyme digestion identification (B)
of the recombinant plasmid pET-30a-rCiIFNγ
M1: DL2000 DNA Marker; 1:重组菌的 PCR 扩增产物; M2:

DL15000 DNA Marker; 2: pET-30a-rCiIFNγ 的 BamHⅠ和

HindⅢ酶切产物

M1:DL2000 DNA Marker; 1: PCR products from recombinant

bacteria; M2: DL2000 DNA Marker; 2: Digestion products

from pET-30a-rCiIFNγ by BamHⅠand HindⅢ
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蛋白纯度达 90%以上(图2A泳道3)；纯化蛋白进行

Western blot分析(图 2B)，以His抗体为一抗，可得

到明显的单一条带。上述结果表明重组蛋白 rCi‐

IFNγ特异性较好，纯度较高。包涵体蛋白经复性

浓缩后，应用 Bradford 法检测终浓度为 1.41 mg/

mL。

2.3 体外抗病毒活性

将纯化的 rCiIFNγ进行连续 10倍梯度稀释并

处理CIK细胞，以能抑制50%细胞病变的最高稀释

度的倒数为抗病毒效价。rCiIFNγ的抗病毒效价经

测算为 2.8×103 U/μg，具有较好的抗病毒效果。采

用MTS法测定 rCiIFNγ对CO细胞的抗病毒保护效

果，结果显示，rCiIFNγ在 10-2 (1 μg/mL)~10-3 (0.1

μg/mL)稀释浓度时的抗病毒效果最好(保护率＞

图2 rCiIFNγ的诱导表达、纯化及鉴定

Figure 2 Induced expression, purification and identification of rCiIFNγ
A. SDS-PAGE。B. Western blot。M：蛋白质分子量标准；1和4：pET30a空载体；2：pET-30a-rCiIFNγ；3和5：纯化的 rCiIFNγ

A. SDS-PAGE. B. Western blot. M: Protein marker; 1 and 4: Empty vector pET30a; 2: pET-30a-rCiIFNγ;3 and 5: Purified rCi‐

IFNγ

图3 MTS法测定rCiIFNγ对CO细胞抗病毒活性的影响

Figure 3 Effect of rCiIFNγ on antiviral activity in CO cells determined by MTS method
CPE：细胞病变效应；rCiIFNγ在10-2 (1 μg/mL, n=2)至10-3 (n=3)稀释浓度时的抗病毒效果最好(保护率＞70%)；不同小写字

母表示差异具有统计学意义(P＜0.05)，下同

CPE: Cytopathic effect; rCiIFNγ had the best antiviral effect (protection rate＞70%) at the dilution concentration of 10-2 (1 μg/

mL, n=2) to 10-3 (n=3); Different lowercase letters indicate that the difference is statistically significant (P＜0.05), the same be‐

low
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图4 经rCiIFNγ免疫的草鱼抗GCRV感染的累积死亡率(CMR)
Figure 4 Cumulative mortality rate (CMR) of grass carp immunized with rCiIFNγ against GCRV infection

图5 rCiIFNγ免疫不同时间对草鱼不同组织中7个干扰素激活基因表达的影响

Figure 5 Effects of rCiIFNγ immunization with different time on the expression of 7 interferon (IFN)-stimulated genes
in different tissues of grass carp
Reference gene: β-actin; n=3; *: P＜0.05；**: P＜0.01
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70%)，在10-4~10-5的稀释浓度时的保护效果稍有下

降(保护率＞45%)，但在稀释度 10-6~10-8时几乎未

表现出抗病毒活性(图3)。

2.4 体内抗病毒活性

为确定最佳免疫剂量，以 3种不同剂量的 rCi‐

IFNγ免疫草鱼，24 h后进行GCRV攻毒，通过计算

累积死亡率来评价重组干扰素对草鱼的免疫保护

作用。结果显示，2.0 μg/(g鱼体重)处理组草鱼的

累积死亡率最低(32.43%)，其次是5.0 μg/(g鱼体重)

组(39.74 %)和 0.5 μg/(g鱼体重)组(47.81%)，3个免

疫组的累积死亡率均显著低于对照组(56.52%)(P
＜0.01)(图 4)。上述结果说明 rCiIFNγ具有体内抗

GCRV效果，且2.0 μg/(g鱼体重)的作用浓度效果最

好。

2.5 rCiIFNγ对草鱼干扰素激活基因的诱导表达

模式分析

为确定 rCiIFNγ在草鱼体内诱导干扰素激活基

因(ISGs)表达的效果，采用腹腔注射途径免疫草

鱼，通过 qPCR 方法检测草鱼肝、脾、肾、肠中的

ISGs 表达量，包括 IFNα、IFNγ、IRF1、IRF7、Mx、PKR和

STAT3等 7个基因。与对照组比较，这些干扰素激

活基因在肝、脾、肾、肠中均被强烈诱导表达，在脾

脏中的表达水平最高，4种组织中 IFNγ的表达水平

均低于 IFNα；大多数 ISGs基因在 24 h达到最高水

平，在 72 h内回落到正常水平(图 5)。上述结果提

示，rCiIFNγ可显著提高 ISGs的表达水平，从而刺

图5 rCiIFNγ免疫不同时间对草鱼不同组织中7个干扰素激活基因表达的影响

Figure 5 Effects of rCiIFNγ immunization with different time on the expression of 7 interferon (IFN)-stimulated genes
in different tissues of grass carp
Reference gene: β-actin; n=3; *: P＜0.05；**: P＜0.01
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激机体进入抗病毒状态。

3 讨论

本研究探讨原核表达的草鱼Ⅱ型干扰素 IFNγ

对GCRV引起的出血性疾病是否具有保护作用，首

先成功获得了草鱼 IFNγ重组蛋白，并证明该蛋白

可以在CO细胞上抑制GCRV的复制；然后进行免

疫保护试验，分析 IFNγ重组蛋白处理后草鱼肝、

肾、脾和肠道组织中 IFN激活基因的表达，发现注

射 IFNγ重组蛋白的草鱼在GCRV攻毒后的存活率

高于对照，并且Mx、IRF1、IRF7、STAT3和PKR基因

在注射 IFNγ鱼的肝脏、肾脏、脾脏和肠道中的表达

被有效上调，提示由 IFNγ介导的先天免疫可保护

宿主免受GCRV感染。

本课题组在前期工作中研究了草鱼Ⅰ型干扰

素 IFNα在细胞和鱼体上的抗GCRV效果(Yuan et

al., 2019)，携带草鱼 IFNα基因的真核表达载体用

脂质体包裹后注射草鱼，GCRV攻毒后草鱼死亡率

较病毒阳性对照组下降33.65%。本研究以 IFNγ重

组蛋白注射草鱼，GCRV攻毒后草鱼死亡率最多下

降 24.09%，其抗GCRV效果低于 IFNα。Gattoni等

(2006)研究发现，单一的Ⅱ型干扰素 IFNγ显示出一

些抗病毒特性，但抗病毒活性低于Ⅰ型干扰素

IFNα。Xiang等(2017)发现，达氏鲟(Acipenser dab‐

ryanus) IFNγ也具有抗病毒功能。罗凯(2018)对比

分析poly I:C诱导后的细胞内表达，发现 IFNγ的开

始合成时间较 IFNα延后，表达水平较 IFNα低，发

挥抗病毒功能较 IFNα弱，但是 IFNγ抗病毒功能的

持续时间比 IFNα长。

硬骨鱼 IFNγ具有一定的抗病毒作用。在病

毒感染时，IFNγ可刺激 JAK-STAT信号通路，通过

激活下游抗病毒效应器而保护宿主(Zhang et al.,

2012; Platanias, 2005)。Mx (Verhelst et al., 2013)和

PKR (余新建等, 2013)是两种由干扰素诱导产生的

抗病毒蛋白，被证明在硬骨鱼的病毒感染防御中发

挥重要作用。干扰素调节因子家族基因 IRF1、
IRF7及转录激活因子 STAT家族基因 STAT3均属

于干扰素激活基因(刘洋等 , 2018)。本研究应用

IFNγ重组蛋白注射草鱼，STAT3、PKR、Mx、IRF1、
IRF7的表达均被快速激活，因此可能使机体细胞

建立抗病毒状态，从而获得较强的抗病毒性能；另

外，4种组织中的 IFNα在5个时间点的表达量均高

于 IFNγ，推测 IFNγ可能通过激活 IFNα诱导细胞进

入抗病毒状态。Sun等(2011)研究表明，IFNγ的抗

病毒活性可能部分依赖于 IFNα的诱导，与本研究

结果相似。

4 结论

本研究成功建立了草鱼Ⅱ型干扰素 IFNγ的原

核表达系统，纯化的重组蛋白 rCiIFNγ具有诱导干

扰素激活基因在草鱼体内表达的能力；通过注射

rCiIFNγ可有效提高GCRV感染鱼的存活率。本研

究为草鱼传染性疾病的防治提供了新的途径。
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