
 

中华鲟 IFNe2的抗病毒天然免疫作用
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摘要：为探究中华鲟干扰素 e2 (AsIFNe2)的免疫调控作用，本实验通过原核表达获得了重
组中华鲟干扰素 e2蛋白 (rAsIFNe2)，并分析其对抗病毒相关基因的影响及其抗病毒活性。
实时荧光定量 PCR (RT-qPCR)结果显示，rAsIFNe2能显著激活中华鲟鳍细胞中干扰素刺
激基因  (IFN-stimulated  genes， ISGs)的表达，如 Mx、PKR、Viperin 和 ADAR4。此外，
rAsIFNe2还能通过激活 IRFs 和 IFNes 基因的表达，从而帮助宿主细胞迅速建立抗病毒状
态。在鲤春病毒血症病毒 (SVCV)感染鲤上皮细胞 (EPC)模型中，rAsIFNe2能够诱导 EPC
细胞中 Mx、PKR 和 Viperin 的表达，并降低 EPC细胞中 SVCV病毒 G、N 和 P 基因的表
达，减少病变效应的产生。研究表明，AsIFNe2在宿主抗病毒天然免疫反应中发挥作用。
本研究为深入了解中华鲟的干扰素免疫系统以及治疗病毒性疾病提供理论依据。
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干扰素 (interferon，IFN)是Ⅱ类 alpha螺旋细

胞因子家族中重要的成员，在脊椎动物先天性免

疫防御系统中扮演着非常重要的角色[1-2]。脊椎动

物 IFN可分为 4种主要类型，即Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ和Ⅳ

型 [3]。其中Ⅰ型 IFN被认为是宿主中参与抗病毒

免疫反应中最为重要的细胞因子之一，通过 IFNα
受体 1 (IFNAR1)和 IFNAR2结合形成的复合物诱

导 JAK激酶 (janus kinase 1，JAK1)和酪氨酸激酶

2 (tyrosine kinase 2，TYK2)发生磷酸化 [4-5]。活化

的激酶进一步促进 STAT1  (signal  transducer  and
activator of transcription 1)和 STAT2的磷酸化，并

招募干扰素调节因子 9 (interferon regulatory factor
9，IRF9)组装形成复合物干扰素刺激基因因子 3
(interferon-stimulated  gene  factor， ISGF3)。 随 后

ISGF3复合物迁移到细胞核中，与 ISGs启动子中的

干扰素刺激响应元件 (interferon-stimulated response
element，ISREs)结合，启动多种干扰素刺激基因

的转录[5-7]，从而建立宿主细胞抗病毒状态。

与哺乳动物类似，在硬骨鱼中也存在一系列

Ⅰ型干扰素，并参与病毒免疫反应。硬骨鱼类Ⅰ

型干扰素根据形成二硫键的半胱氨酸数目、结合

的受体、系统进化关系等可分为Ⅰ和Ⅱ组，Ⅰ组

(IFN-a,  IFN-e,  IFN-d,  IFN-h)和Ⅱ组 (IFN-b,  IFN-c,
IFN-i, IFN-f)也可进一步分为 4个亚组 [8-13]。在哺

乳动物中，Ⅰ型干扰素已经被证实为具有抗病毒

作用的细胞因子 [4]。在鱼类中，Ⅰ型干扰素也参

与了宿主抗病毒天然免疫，如青鱼 (Mylopharyn-
godon piceus) IFNb能刺激 EPC细胞抵御 SVCV和

草鱼呼肠孤病毒 (grass carp reovirus，GCRV)的感

染。大西洋鲑 (Salmo salar) IFNb和 IFNc能诱导
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抗病毒基因的表达来抵御鲑鱼甲病毒 (salmonid
alphavirus 3，SAV3)的感染[14-15]。此外，不同种类

的Ⅰ型干扰素还存在相互调控的功能 [16-17]。在鱼

类中，Ⅰ型 IFN可以促进 IRF3和 IRF7的磷酸化，

从而导致 IFN的级联放大效应  [17-19]。大黄鱼 (Lar-
imichthys  crocea)和 鳜 (Siniperca  chuatsi)的 IFNc
和 IFNh都能诱导其自身和其他Ⅰ型 IFNs的表达，

以及 IRF3、IRF7和下游抗病毒基因 Mx 与 Viperin
的表达[17, 20]。

中华鲟 (Acipenser sinensis)是我国一级濒危保

护动物，目前关于中华鲟的研究主要集中在养殖、

繁殖、生态学及遗传学等方面 [21-24]。中华鲟作为

八倍体生物，具有较高的免疫力[25]，但近年来大

多种疾病暴发造成中华鲟死亡[26-27]。2016年 12月，

人工繁殖的子 2代中华鲟幼鱼出现快速、持续、

不明缘故的死亡，解剖发现鱼体脾脏充血，实验

利用发病中华鲟脾脏进行转录组测序，发现了 3
种 I型干扰素 IFNe (IFNe1~IFNe3)基因，而在其

他多个中华鲟转录组中均未发现 IFN[28-30]。因此，

研究患病中华鲟中 IFNe 尤为重要。本实验室之前

的研究表明，同其他 IFNe 基因相比，中华鲟在受

到 poly I:C刺激后 IFNe2的上调表达倍数最高且

持续时间较长，在抗病毒免疫过程中可能发挥重

要作用 [31]。本实验主要研究中华鲟 IFNe2的抗病

毒活性及其对 IFN信号通路的影响，以期深入了

解中华鲟的干扰素免疫系统，并为治疗病毒性疾

病提供了理论依据。 

1    材料与方法
 

1.1    实验材料

中华鲟鳍细胞由本实验室建立并保存，鲤上

皮细胞 (epithelioma papulosum cyprini, EPC)保存于

本实验室。中华鲟鳍细胞和 EPC细胞分别使用含

有 10%胎牛血清 (Gibco，美国)和 1%青霉素-链
霉 素 (5  000  U/mL， Gibco， 美 国 )的 M199和

MEM培养，于 28 °C、5% CO2 的细胞培养箱中培

养。鲤春病毒血症病毒  (spring  viraemia  of  carp
virus，SVCV)由本实验室保存。本研究获得了长

江大学实验动物管理和使用伦理委员会批，实验

过程中操作人员严格遵守长江大学伦理规范，并

按照长江大学伦理委员会制定的规章制度执行。 

1.2    载体构建

根据中华鲟 IFNe2序列 (GenBank：MH645442)

设计特异性引物 AsIFNe2-F/R  (表 1)，以中华鲟

cDNA为模板扩增 AsIFNe2全长序列，使用琼脂

糖凝胶回收试剂盒 [宝生物工程 (大连 )有限公

司 ]回收。回收产物与 pET-32a质粒使用 BamHⅠ

和 XhoⅠ限制性核酸内切酶 (New England Biolabs®，
英国)酶切后进行胶回收，使用 T4 DNA连接酶

(New  England  Biolabs®，英国 )连接载体与 AsI-
FNe2片段。连接产物转化进入大肠杆菌 (Escheri-
chia coli) DH5α感受态细胞，经过 PCR验证后送

至武汉擎科生物科技有限公司进行测序确定。 

1.3    rAsIFNe2重组蛋白的表达和纯化

将构建成功的重组 pET-32a-AsIFNe2质粒转

入大肠杆菌 BL21(DE3)感受态细胞后，挑取单

克隆于 10 mL含氨苄青霉素的液体 LB培养基，

37  °C下 200  r/min培养过夜。次日以体积比为

1∶100的比例扩大培养至 OD600 值 0.6~0.8，加入

终浓度为 1 mmol/L IPTG，于 18 °C、160 r/min摇

床中诱导 12 h。诱导结束后收集菌体进行超声波

破碎，SDS-PAGE电泳检测重组蛋白表达。使用

Ni Sepharose 6 Fast Flow填料 (Cytiva，中国)对重

组蛋白进行纯化并使用 Bradford法蛋白质定量试

剂盒 [宝生物工程 (大连 )有限公司 ]检测蛋白

含量。 

1.4      rAsIFNe2诱 导 中 华 鲟 鳍 细 胞 IRFs、
IFNes和 ISGs表达

在 6孔板中加入 2  mL含 10% FBS的 M199
培养基培养中华鲟鳍细胞系，培养细胞至形成致

密的单层细胞后加入 1 µg/mL rAsIFNe2或等体积

的磷酸盐缓冲溶液 (PBS)继续培养，在 3、6、12
和 24 h时使用 PBS清洗细胞 2次。收集细胞至无

RNA酶的 EP管中保存于−80 °C，用于检测 IRFs、
IFNes以及 ISGs的表达变化。 

1.5    rAsIFNe2的抗病毒作用

将 EPC细胞按每孔 2×106 个细胞接种于 6孔

板中，使用 2 mL含 10% FBS的 MEM培养基培

养细胞至形成致密的单层细胞后，加入 1 µg/mL
rAsIFNe2或等体积的 PBS继续培养。在 3、 6、
12和 24 h时使用 PBS清洗 2次后，收集细胞至

无 RNA酶的 EP管中保存于 –80  °C，用于检测

EPC细胞中抗病毒基因 Mx、PKR 和 Viperin 的转

录水平。

将 EPC细胞按每孔 2×106 个细胞接种于 6孔
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板中，使用 2 mL含 10% FBS的 MEM培养基培

养细胞至形成致密的单层细胞后，加入 1 µg/mL
rAsIFNe2或等体积的 PBS继续培养 2 h。用 PBS
清洗 2次后，将测定好病毒滴度的 SVCV用不含

血清的 MEM培养基稀释后按感染复数 (MOI)为
1的剂量感染细胞， 2  h后换成含 2%  FBS的

MEM培养基培养，观察细胞的病变效应。在 24
和 48  h时，细胞用 PBS清洗 2次后收集至无

RNA酶的 EP管中，保存于−80 °C，用于检测细

胞中 SVCV病毒的 G、N 和 P 基因的表达量。 

1.6    RT-qPCR

2−∆∆CT

利用 Primer premier  5软件设计 RT-qPCR引

物 (表 1)，使用 TRIzol法提取收集样品的总 RNA，

并使用定量 PCR专用反转录试剂 PrimeScript™
RT reagent Kit with gDNA Eraser [宝生物工程 (大
连 )有限公司 ]将 RNA反转录成 cDNA，以 β-
actin 作为内参基因进行 RT-qPCR，并以 的

方法计算定量结果。RT-qPCR检测的反应体系：

KAPA SYBR® FAST qPCR Master Mix 10 µL，上下

游引物 (10 µmol/L)各 0.5 µL，cDNA 4 µL，无菌

水 5  µL；反应程序：在 Step-one  Plus  real-time
PCR system (ABI)仪器设置 95 °C 10  min；95 °C
15 s，60 °C 30 s，72 °C 20 s，40个循环；95 °C
15 s，60 °C 1 min，95 °C 15 s。 

1.7    数据分析

实验结果采用 SPSS 21.0软件进行单因素方

差分析 (One-Way  ANOVA)和最小显著差异法

(LSD)比较不同数据组间的差异。所有结果均以

平均值±标准差 (mean±SD)表示。 

2    结果
 

2.1    rAsIFNe2蛋白表达及纯化

重组 pET-32a-AsIFNe2质粒转入大肠杆菌

BL21 (DE3)后，使用 IPTG诱导蛋白表达。SDS-
PAGE电泳检测发现，与未加 IPTG诱导组相比，

加 IPTG诱导组出现明显的目标蛋白表达条带，

大小与预测一致约为 33 ku (图 1-a)。此外，rAsI-
FNe2主要以可溶性表达为主，并且可以通过 Ni

 

表 1    载体构建及实时荧光定量 PCR (RT-qPCR)引物信息

Tab. 1    The primers and their designated applications in vector construction and RT-qPCR

引物名称
primer name

引物序列(5′-3′)
primer sequences (5′-3′)

用途
usage

AsIFNe2-F/R CGCGGATCCCAGAATTTCAGT/ CCCCTCGAGTTATGCATTGGT 载体构建

CcMx-qF/R ATCTGGTGGATAAGGGAAC/ CATCCTCTGTTAATGTGGC RT-qPCR

CcPKR-qF/R ACCTGAAGCCTCCAAACATA/ GCATTCGCTCATCATTGTC RT-qPCR

CcViperin-qF/R GCAAAGCGAGGGTTACGAC/ CTGCCATTACTAACGATGCTGAC RT-qPCR

Ccβ-actin-qF/R GCTATGTGGCTCTTGACTTCGA/ CCGTCAGGCAGCTCATAGCT RT-qPCR

SVCV-G-qF/R GCTACATCGCATTCCTTTTGC/ GCTGAATTACAGGTTGCCATGAT RT-qPCR

SVCV-N-qF/R AACAGCGCGTCTTACATGC/ CTAAGGCGTAAGCCATCAGC RT-qPCR

SVCV-P-qF/R TGAGGAGGAATGGGAATCAG/ AGCTGACTGTCGGGAGATGT RT-qPCR

AsIFNe1-qF/R GCTGCTGCTCATCGCTAGGAT/ TGTTCCATGCTGTCACCGAGTC RT-qPCR

AsIFNe2-qF/R AACCTTCACCGCACGACTTCT/ TGACGCTTCAGACTCCTGTTCT RT-qPCR

AsIFNe3-qF/R GGTAGCCGTGAGCCAGAGTT/ GGTAGCAGTTGCAGGACTCAGT RT-qPCR

AsIRF1-qF/R CCACAGCCGACAGCACAAAC/ TCAGGAAACCTTTGCCATTA RT-qPCR

AsIRF2-qF/R TCATCAGCAACCCCCCCGAC/ TTGCCTTTGTGTCGTCATCG RT-qPCR

AsIRF3-qF/R ACCCCTCCCCCTTGCTTGATA/ GGTTGGTGTTGTAAATCTCCG RT-qPCR

AsIRF7-qF/R ACTCCTCCTGCCTGATTTGA/ GTGTCCCGTAGATGCCCTTT RT-qPCR

AsMx-qF/R GGAATAGCCAGAAATCCAGTGGGA/ GTTTCGTTAGCACAGCCAGAGTTC RT-qPCR

AsViperin-qF/R TAAAAGACTCAGGCATGGAGAAG/ GACACTGCCAAAATGTCCAGGTA RT-qPCR

AsPKR-qF/R GAGAGACACTCGGACAAGGATG/ GCGTACAATGTTGTCATGCTCA RT-qPCR

AsADAR4-qF/R ATCTGCCAGTATCTGTACAAGTC/ CATGAGCTCCCTCTTCTTGTCG RT-qPCR

Asβ-actin-qF/R CCTTCTTGGGTATGGAATCTTGC/ CAGAGTATTTACGCTCAGGTGGG RT-qPCR

注：下划线部分分别为BamHⅠ和XhoⅠ的酶切位点。
Notes: Underlined are the restriction sites of BamHⅠ and XhoⅠ, respectively.
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亲和层析的方法获得较纯的 rAsIFNe2蛋白 (图 1-b)。 

2.2    rAsIFNe2诱导中华鲟 ISGs表达变化

为了验证 AsIFNe2蛋白的生物活性，在中华

鲟鳍细胞系中添加终浓度为 1 µg/mL的 rAsIFNe2，
通过RT-qPCR检测了是否影响 ISGs (ADAR4、PKR、
Viperin 和 Mx)的表达 (图 2)。结果显示，中华鲟

鳍细胞在受到 rAsIFNe2处理后，Viperin 和 Mx 的

表达从 3~24 h都表现出显著上调 (P<0.05)，并且

都在 24 h达到峰值，分别上调 669.01倍 (P<0.01)
和 460.95倍 (P<0.01)。此外，rAsIFNe2也上调了

PKR 和 ADAR4的表达，其中 PKR 在处理后的 6 h
表达上调最高 (42.76倍，P<0.01)。 

2.3    rAsIFNe2诱导中华鲟 IRFs和 IFNes的表

达变化

为了验证 rAsIFNe2蛋白是否影响 IRFs的表

达，在中华鲟鳍细胞中添加终浓度为 1 µg/mL的

rAsIFNe2后，RT-qPCR检测 IRFs的表达 (图 3)。
结果显示，添加 rAsIFNe2后中华鲟鳍细胞中

IRF1和 IRF2都在 3 h时开始显著上调表达 (分别

为 5.31倍和 2.26倍，P<0.05)，在 6 h达到最高表

达水平 (分别为 11.56倍和 3.08倍，P<0.001)(图 3)。
IRF3和 IRF7的表达在 rAsIFNe2处理后表现出相

同的趋势，在 3 h后出现显著上调并且一直持续

到 24 h，不同的是， IRF7的表达量在受到 rAsI-
FNe2诱导后的 6 h上调了 1 083.07倍 (P<0.001)，
而 IRF3仅上调 9.72倍 (P<0.001)(图 3)。

为了进一步验证 rAsIFNe2蛋白是否能够诱

导 IFNes  (IFNe1、 IFNe2和 IFNe3)的表达变化，

利用 RT-qPCR检测了 rAsIFNe2孵育后中华鲟鳍

细胞中 IFNes 的表达 (图 4)。结果显示，当中华鲟

鳍细胞受到 rAsIFNe2刺激后，细胞中 IFNe2的表

达在 6 h时先出现下调，随后在 12 h极显著上调

(119.15倍，P<0.01)，在 24 h后恢复到正常水平。

rAsIFNe2刺激不仅能在鳍细胞中上调其自身表达，

还能在早期阶段上调细胞中 IFNe1和 IFNe2的表

达 (P<0.01)，随即在 6 h后恢复到正常水平。 

2.4    rAsIFNe2抗 SVCV病毒的活性

为验证 rAsIFNe2蛋白的抗病毒活性，实验选

择 EPC作为宿主细胞来研究 rAsIFNe2能否抵抗

SVCV感染。通过 RT-qPCR检测，发现 rAsIFNe2
能显著上调 EPC细胞中 Mx、PKR 和 Viperin 的表

达 (图 5)，表明 EPC细胞可以作为 AsIFNe2抗病

毒活性的研究模型。

为了进一步确定 rAsIFNe2的抗病毒活性，实

验比较了正常 EPC细胞和受到 rAsIFNe2处理后

的 EPC细胞应对 SVCV病毒侵染的变化。结果显

示，正常 EPC细胞在 24 h和 48 h时出现明显病

变效应，而 rAsIFNe2孵育后的 EPC细胞在受

SVCV感染 24 h后未出现明显病变效应，在 48 h
出现轻微病变效应 (图 6-a)。同时通过 RT-qPCR
对 SVCV病毒的 G、N 和 P 基因的定量结果发现，

与对照组相比，rAsIFNe2处理组中 SVCV病毒的

G、N 和 P 基因的表达量都显著下调 (图 6-b)，说

明 rAsIFNe2能有效保护 EPC细胞抵抗 SVCV病
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图 1    rAsIFNe2蛋白表达及纯化结果

(a) rAsIFNe2蛋白小量表达结果，M. 蛋白 marker，1. 未加 IPTG诱导组，2. 加 IPTG诱导组；(b) rAsIFNe2蛋白纯化结果，M. 蛋白 marker，
1. 纯化的 rAsIFNe2蛋白。

Fig. 1　Expression and purification results of rAsIFNe2
(a) small-scale expression of rAsIFNe2 protein, M. protein marker, 1. uninduced group, 2. IPTG-induced group; (b) purification results of rAsIFNe2 pro-
tein, M. protein marker, 1. purified rAsIFNe2 protein.
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毒的侵染。 

3    讨论

IFNs是一种具有抗病毒特性的细胞因子，在

病毒感染后诱导宿主细胞产生免疫应答。干扰素

的抗病毒功能已经在鱼类中进行了深入的研究。

在金鱼 (Carassius auratus auratus)中，IFNa2和非

糖基化突变体 IFNa2-N177Q对 SVCV和 GCRV具

有相似的抵抗能力。在大西洋鲑中，重组 IFNa、
IFNb和 IFNc均能诱导细胞内抗病毒活性，而只

有 IFNb和 IFNc对 SAV3感染有保护作用。在大

黄鱼中，过表达 IFNc、IFNd和 IFNh都能诱导石

斑鱼脾细胞 (grouper spleen cells，GS)中 Mx、PKR
和 ISG15等抗病毒基因的表达，并且对石斑鱼虹

彩病病毒 (singapore grouper iridovirus，SGIV)的复

制增殖具有干扰作用[15, 17, 32-33]。在受到 rAsIFNe2的

刺激之后，EPC细胞中 Mx、PKR 和 Viperin基因

的表达均显著上调表达，说明 AsIFNe2能诱导

EPC细胞的抗病毒活性并作为抗病毒研究的模型。

在研究 AsIFNe2抗病毒活性中，实验结果与大黄

鱼和大西洋鲑 IFNs的结果一样，病变效应和

SVCV病毒的增殖在 rAsIFNe2孵育后的 EPC细胞

中都显著降低，表明重组 AsIFNe2蛋白可以帮助

EPC细胞抵御 SVCV的感染，具备抗病毒活性。

中华鲟 IFNe2的抗病毒活性在中华鲟鳍细胞

中也有体现。在受到 rAsIFNe2刺激后，中华鲟鳍

细胞中 ISGs (Mx、Viperin 和 PKR)的表达均显著

上调，这与大黄鱼 IFNd和 IFNh诱导大黄鱼肾细

胞 Mx 和 PKR 表达上调 [17]，大西洋鲑胞内 IFNa1/
a2诱导 Mx 表达上调一致 [34]。干扰素调节因子作

为重要的转录因子可以调控 IFN的转录，许多研

究也表明 IFN可以诱导 IRFs 的表达，同时促进

IRF3和 IRF7的磷酸化以扩大 IFN的反应。例如

Sun等 [18] 在异育银鲫 (C. auratus gibelio)中过表达

IFN导致 IRF3在 12 h和 24 h时上调表达，并鉴
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图 2    rAsIFNe2蛋白诱导中华鲟鳍细胞中 ISGs的表达变化

(a) Mx，(b) PKR，(c) Viperin，(d) ADAR4； *. P<0.05，**. P<0.01，***. P<0.001；下同。

Fig. 2　Expression of ISGs in fin cells of A. sinensis induced by rAsIFNe2
(a) Mx; (b) PKR; (c) Viperin; (d) ADAR4; *. P<0.05, **. P<0.01, ***. P<0.001; the same below.
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定出 IRF3不仅作为转录因子，还作为一个典型

的 ISG而存在，同时 IFN也能够诱导异育银鲫

IRF3磷酸化。在斑马鱼 (Danio rerio)中也发现重

组 IFN能在诱导后 24 h上调 IRF1的表达 [35]。在

本研究中 rAsIFNe2诱导 IRF1和 IRF2的早期表达，

这可能是在不同的鱼类物种中表现的表达差异。

同时也发现，与大黄鱼 IFNd能刺激 IRF3和 IRF7
的表达以及磷酸化相似[17]，在受 rAsIFNe2刺激后，

中华鲟鳍细胞中 IRF3和 IRF7持续上调表达至

24 h。以往的研究表明，哺乳动物 IFNβ能调控其
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图 3    rAsIFNe2诱导中华鲟鳍细胞中 IRFs的表达变化

Fig. 3　Expression of IRFs in fin cells of A. sinensis induced by rAsIFNe2
(a) IRF1; (b) IRF2; (c) IRF3; (d) IRF7.
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图 4    rAsIFNe2蛋白诱导中华鲟鳍细胞中 IFNes的表达变化

Fig. 4　Expression of IFNes in fin cells of A. sinensis induced by IFNe2 protein
(a) IFNe1; (b) IFNe2; (c) IFNe3.
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他Ⅰ型 IFNs，但不能直接诱导自身表达 [36-38]。而

在鱼类中却发现Ⅰ型 IFNs可以显著诱导自身和其

他 IFN基因的表达，例如在大黄鱼中，IFNd能诱

导 IFNd 本身和 IFNh 的表达，IFNc也能诱导自身

表达以及 IFNd 和 IFNh 的表达[10, 16-17, 32]。此外，鱼

类Ⅰ型 IFNs不仅能诱导 IRFs、 ISGs等的表达，

还能显著上调一些模式识别受体 (如 TLR、RIG-Ⅰ、

MDA5和 LGP2等)的表达 [34]。与这些报道一样，

rAsIFNe诱导了其本身的表达，并且在早期阶段诱

导 IFNe1和 IFNe3的表达。上述研究表明，鱼类

Ⅰ型 IFNs可能通过刺激 IRF 的表达正反馈调节

IFNs的免疫应答，快速诱导 Mx、Viperin 和 PKR
等抗病毒基因的表达，从而帮助宿主细胞快速建

立抗病毒状态。
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图 5    rAsIFNe2蛋白诱导 EPC细胞中 ISGs的表达

Fig. 5　Expression of ISGs in EPC cells induced by rAsIFNe2
(a) Mx, (b) PKR, (c) Viperin.
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图 6    rAsIFNe2的抗病毒活性 (×200)

(a) rAsIFNe2的抗病毒活性，(b) SVCV-G，(c) SVCV-N，(d) SVCV-P。

Fig. 6　Antiviral activity of rAsIFNe2 (×200)
(a) antiviral activity of rAsIFNe2, (b) SVCV-G, (c) SVCV-N, (d) SVCV-P.
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总之，本实验发现 rAsIFNe2可以刺激中华鲟

细胞中 Mx、PKR 和 Viperin 的表达，同时上调

IRFs，尤其是 IRF7的表达，还能诱导其自身和其

他 IFNes 的表达。rAsIFNe2蛋白能够诱导 EPC细

胞的抗病毒状态并且保护 EPC细胞抵抗 SVCV的

感染。综上表明，① AsIFNe2可能通过诱导 IRF3
和 IRF7的表达而调控 IFN的应答反应；② rAsI-
FNe2蛋白具备抗病毒活性。

（作者声明本文无实际或潜在的利益冲突）
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Antiviral innate immune function of Chinese sturgeon
(Acipenser sinensis) IFNe2

LI Youshen 1,     DING Guangyi 1,     ZHANG Shuhuan 2,     GUO Huizhi 1,    
ZHOU Jiang 1,     LUO Kai 1*,     XU Qiaoqing 1*

(1. Institute of Chinese Sturgeon Disease, Yangtze University, Jingzhou　434020, China;
2. Sturgeon Healthy Breeding and Medicinal Value Research Center,

Guizhou University of Traditional Chinese Medicine, Guiyang　550025, China)

Abstract: Chinese sturgeon (Acipenser sinensis) is a critically endangered fish species found in the Yangtze River
of China, for which there is scarce immunological research. Type Ⅰ interferons (IFNs) are widely recognized as
pivotal  cytokines  in  the  host's  antiviral  immune  response.  Therefore,  the  present  study  aimed  to  investigate  the
immune  function  of  interferon  e2  in A.  sinensis  (rAsIFNe2).  The  recombinant A.  sinensis  interferon  e2  protein
(rAsIFNe2)  was  expressed  through prokaryotic  expression,  and its  effects  on  antiviral-related genes  and its  anti-
viral  activity  were  analyzed.  Real-time  quantitative  PCR (RT-qPCR)  results  showed  that  rAsIFNe2  significantly
activated the expression of interferon-stimulated genes (ISGs) in A. sinensis fin cells,  such as Mx, Viperin, PKR,
and ADAR4 with 460.95-fold and 669.01-fold changes at 24 h, a 42.76-fold change at 6 h, and 6.72 fold change at
12 h of incubation, respectively. Furthermore, rAsIFNe2 also helped host cells establish an antiviral state by activ-
ating  the  expression  of  IRF1,  IRF2,  IRF3,  IRF7,  IFNe1,  IFNe2 and  IFNe3 genes  with  increases  by  11.56,  3.08,
9.72 and 1 083.07 times at 6 h, a 2.15-fold change at 3 h, a 119.15-fold change at 12 h, and a-6.88 fold change at 3
h  of  incubation,  respectively.  In  the  spring  viremia  of  carp  virus  (SVCV)-infected  carp  epithelial  cells  (EPC)
model,  rAsIFNe2  induced  the  expression  of Mx, PKR,  and Viperin  in  EPC cells  with  13.29-fold  and  14.36-fold
changes at 6 h, and a 19.25-fold change at 24 h of infection. The SVCV virus G, N, and P genes in EPC cells were
significantly downregulated by rAsIFNe2 with 388.50,  259.74 and 979.91-fold changes after  24 h,  thereby redu-
cing the lesions.  These results  indicate  that AsIFNe2 plays a  role  in the host's  antiviral  innate immune response,
providing a theoretical basis for understanding the interferon immune system of A. sinensis and treating viral dis-
eases.
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