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摘要： 【目的】在细胞水平探究小檗碱（BBR）对神经坏死病毒（NNV）的抗病毒效果并
阐明其作用机制。  【方法】以不同浓度梯度的 BBR处理卵形鲳鲹脾脏成纤维细胞
（TOSF），采用光镜观察及 CCK-8法确定 BBR的安全工作浓度。通过细胞病变观察、实
时荧光定量 PCR（RT-qPCR）检测 NNV衣壳蛋白（CP）基因的表达，评价 BBR对 NNV
增殖的抑制作用。综合运用病毒预处理、时间点加药、RT-qPCR和流式细胞术等多种实验
策略，系统分析 BBR对病毒颗粒的直接作用及其在对 NNV感染过程中吸附、侵入和复制
阶段的影响。此外，通过 RT-qPCR检测促炎因子 IL-1β和 IL-8的表达，评估 BBR对
NNV感染诱导炎症反应的调节作用。 【结果】确定了 6.25 ng/mL为 BBR在 TOSF细胞中
的最高安全浓度。安全浓度下 BBR处理 TOSF细胞，能够显著减轻细胞病变效应及降低
病毒 CP基因的表达，抑制 NNV增殖。机制研究结果显示，BBR可直接作用于 NNV病毒
颗粒降低其感染性，有效抑制 NNV对宿主细胞的吸附与侵入，且在病毒侵入细胞后仍能
显著抑制其胞内复制过程。此外，BBR还能显著下调 NNV感染引起的促炎因子 IL-1β和
IL-8的表达。 【结论】BBR能够通过直接作用病毒颗粒、阻断病毒吸附与侵入、抑制病毒
在细胞内复制，并缓解宿主的炎症反应，从而发挥抗 NNV效应。
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石斑鱼 (Epinephelus spp.)是我国及东南亚地

区重要的高经济价值海水养殖鱼类。然而，病害

问题严重制约了石斑鱼养殖业的健康发展，其中

由神经坏死病毒 (NNV)引发的病毒性神经坏死症

(VNN)危害尤为严重 [1]。NNV是一种单股正链

RNA病毒，属于诺达病毒科 β诺达病毒属 [2]，在

石斑鱼苗种阶段具有高度致死性，可导致 80%~
100%的死亡率，已对全球水产养殖业造成重大损

失[3-4]。NNV主要侵袭宿主中枢神经系统，引起神

经组织空泡化坏死，典型症状包括游泳失衡、螺

旋状游动及反应迟钝等 [1,5]。目前，针对 NNV的

防控主要依赖疫苗接种与药物干预 [6]，但由于苗

种在育苗阶段免疫系统尚未成熟，疫苗效果有

限，药物治疗仍是关键手段 [7]。然而，传统化学

药物及抗生素的长期使用易引发耐药性与残留问

题，因此，开发安全、高效的绿色替代药物迫在

眉睫。

中草药因其多靶点、低毒性、不易产生耐药

性等优势，正逐渐成为水产养殖中重要的药物资

源 [8]。中草药来源广泛，其活性成分能通过多途

径干扰病毒复制周期，并调节宿主免疫与抗氧化

等反应，从而实现对疾病的综合防控 [9-10]。近年

来，利用天然药用植物防治水生动物病毒病已成

为研究热点。大量研究表明，多种植物提取物或

活性成分对水产常见病毒，如大口黑鲈虹彩病毒

(LMBV)[11-12]、大口黑鲈弹状病毒 (MSRV)[13]、锦鲤

疱疹病毒 (KHV)[14-15]、石斑鱼虹彩病毒 (SGIV)[16-17]

及白斑综合征病毒 (WSSV)[18-19]等，均表现出显著

的抑制效果，显示出中草药在水产病毒病绿色防

控中的应用前景。在中草药抗 NNV的研究中，多

种天然产物及提取物已被证实具有显著的抗病毒

活性。例如，齐墩果酸在体内外均具有抗 NNV作

用，其通过抑制病毒诱导的细胞凋亡、上调宿主

免疫基因表达等机制发挥抗病毒作用[20]。大黄酸

则可通过干扰 NNV引起的 S期细胞周期阻滞、抑

制 ATP合成，从而有效抑制病毒复制 [21]。此外，

酸枣仁醇提物及其活性成分白桦脂酸也被证实能

够干扰 NNV的吸附、侵入与复制过程，并通过调

节抗氧化相关基因的表达，发挥抗病毒作用 [22]。

这些研究为中草药来源的绿色抗 NNV药物开发提

供了重要依据。

小檗碱 (BBR)是一种从黄连、黄柏等中药材

中提取的异喹啉类生物碱。现代药理研究表明，

BBR具有广谱的抗病原微生物、抗炎、抗氧化及

免疫调节等多重药理活性，已被广泛应用于人类

医学领域[23]。在抗病毒方面，BBR对包括严重急

性呼吸综合征冠状病毒 2(SARS-CoV-2)、流感病

毒、乙型肝炎病毒 (HBV)在内的多种病毒均有抑

制作用 [24-26]。其作用机制兼具直接抗病毒效应，

如阻断病毒吸附与复制等，以及间接宿主调控效

应，如抑制炎症通路与缓解氧化应激等。在水产

养殖中，BBR的抗病毒潜力也已初步得到验证，

例如其对鲤春病毒血症病毒 (SVCV)[27]、LMBV[28]

和 SGIV[29] 的感染具有明显的抑制效果。然而，

关于 BBR是否对石斑鱼的重要病原 NNV具有抗

病毒活性，目前尚未见报道。

因此，本研究旨在探究 BBR对 NNV在细胞

水平的抑制作用，并初步阐明其潜在的作用机制，

为开发针对 NNV的绿色防控策略提供新的候选药

物与理论依据。

 1    材料与方法

 1.1    实验材料

小檗碱 (BBR，CAS号：2086-83-1)购于上海

麦克林生化科技股份有限公司，根据说明书使用

二甲基亚砜 (DMSO)溶解并配制成 100 mg/mL母

液，随后使用 Leibovitz’s L15培养基将其稀释至

各工作浓度。实验所用的卵形鲳鲹 (Trachinotus
ovatus)脾脏成纤维细胞 (TOSF)[30] 及 NNV均为广

西水产生物技术与现代生态养殖重点实验室保存。

实验过程中操作人员严格遵守实验动物伦理规范，

并按照实验动物伦理委员会制定的规章制度执行。

 1.2    小檗碱在 TOSF细胞中安全浓度的确定

将 TOSF细胞以 1×105 个/孔接种于 96孔细胞

培养板，置于 28 ℃ 培养 18 h。用 L15培养基将

BBR稀释至 100、 50、 25、 12.5和 6.25  ng/mL，
分别加入孔中 (100 μL /孔)，以未加药细胞作为对

照，每组设 4个复孔。继续培养 48 h后，每孔加

入 10 μL CCK-8试剂，室温避光孵育 4 h。使用酶

标仪在 450 nm波长处测定吸光值 (OD450)，并按以

下公式计算细胞相对存活率：细胞相对存活率

(%)=(实验组 OD450 / 对照组 OD450)×100%。为进一

步确定 BBR的细胞安全浓度，选取与对照组存活

率无显著性差异的 BBR浓度 (6.25 ng/mL)处理细

胞，分别于 24、48和 72 h在光学显微镜下观察

形态，并同上方法测定各时间点的细胞存活率。
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 1.3    实时荧光定量 PCR(RT-qPCR)

2−∆∆Ct

使 用 TRIzol试 剂 (Invitrogen)提 取 细 胞 总

RNA。取 1 μg RNA，按照反转录试剂盒 (Vazyme)
说明书合成 cDNA，反应体系包含：1 μL random
primer、4 μL 4×gDNA wiper  Mix，用无 RNase水

补至 16 μL。42 ℃ 孵育 2 min后，加入 4 μL 5×
select qRT supermix II，依次在 37 ℃ 反应 15 min、
85 ℃ 反应 5 s。定量 PCR反应体系为 20 µL，包含

10 µL AceQ qPCR SYBR Green Master Mix (Cwbio)、
1 µL cDNA模板、0.4 µL正向与反向引物以及 8.2 µL
ddH2O。反应程序为：95 ℃ 预变性 5 min；95 ℃
10 s，60 ℃ 10 s，72 ℃ 15 s，共 40个循环；最后

进行熔解曲线分析 (从 65 ℃ 升至 95 ℃，升温速

率 5 ℃/s)。以 β-actin为内参基因，采用 法计

算目的基因的相对表达量。所用引物序列见表 1。
  

表 1    RT-qPCR的引物

Tab. 1    Primers of RT-qPCR

引物名称
primers

序列(5’-3’)
sequence

CP-F CAACTGACAACGATCACACCTTC

CP-R CAATCGAACACTCCAGCGACA

β-actin-F ACGAGCTGCCTGACGGACA

β-actin-R GGCTGTGATCTCCTTCTGCA

IL-1β-F GGCGTCGTTCAGAGTCTCCT

IL-1β-R GCGGGCAGACATGAAGGTG

IL-8-F CCGATCAACAGGGACTTCAA

IL-8-R GAGGACCGAGGGTTCAGACAG

 

 1.4    小檗碱在细胞水平抗 NNV效果评估

将 TOSF细胞以 1×105 个/孔接种于 96孔细胞

培养板，置于 28 ℃ 培养 18 h。实验组分别加入

6.25、3.125或 1.562 5 ng/mL BBR及 0.8 μL NNV
病毒液 (TCID50 = 10

−6 mL−1)；阴性对照组仅加培

养基，阳性对照组仅加等量病毒。各组混合液在

4 ℃ 孵育 2 h后加入细胞，28 ℃ 继续培养 48 h，
于光学显微镜下观察细胞病变并拍照。

将 TOSF细胞以 1×106 个 /孔接种于 12孔板

中，其余处理与上述实验一致。培养结束后提取

RNA并反转录为 cDNA，以 β-actin为内参，通过

RT-qPCR检测 NNV CP基因的表达水平。每组设

3个生物学重复，qPCR设 4个技术重复。

 1.5    小檗碱抗 NNV直接作用机制

  小檗碱对 NNV病毒颗粒的直接作用　　将

TOSF细胞接种于 12孔板中，过夜培养。将 BBR
与 NNV病毒液混合，4 ℃ 孵育 2 h。4 ℃、25 000×
g 离心 30 min，弃上清液，用 100 μL TN缓冲液

(pH 7.5)重悬病毒颗粒。取 20 μL病毒悬液感染细

胞，于 28 ℃ 培养 48 h后收集细胞，提取 RNA并

通过 RT-qPCR检测 CP基因的表达。

  小檗碱对 NNV吸附宿主细胞的影响　　将

TOSF细胞接种于 12孔板中，过夜培养。将 BBR
与 NNV病毒液混合后加入细胞，4 ℃ 孵育1 h。
孵育结束后，弃去上清液，使用 PBS清洗细胞

2次，洗去 BBR及未吸附的 NNV，更换新鲜 L15
培养基并于 28 ℃ 继续培养 12 h，通过 RT-qPCR
检测 CP基因的表达。以仅感染 NNV的细胞作为

阳性对照。

使用花菁染料 (Cy5)标记 NNV。取 100  μL
NNV病毒液与 2.5 μL Cy5染料在冰上避光孵育

2 h。4 ℃、24 000×g 条件下离心 1.5 h，弃上清液

以去除游离染料。向沉淀中加入 300 μL TN缓冲

液重悬，再次于相同条件下离心 1.5 h，弃上清液

以进一步洗涤。最后，使用 100 μL TN缓冲液重

悬，获得 Cy5标记的 NNV(Cy5-NNV)。
将 TOSF细胞接种于 6孔板中，过夜培养。

阴性对照组在细胞中仅加入 L15培养基；阳性对

照组仅加入 Cy5-NNV；实验组则同时加入 BBR
及 Cy5-NNV。各组细胞于 4 ℃ 避光孵育 2 h后，

弃去上清液，使用细胞刮刀收集细胞，并用 PBS
洗涤 2次，最后用 PBS重悬细胞。利用流式细胞

仪检测细胞的荧光强度。

  小檗碱对 NNV侵入宿主细胞的影响　　将

TOSF细胞接种于 12孔板中，过夜培养。先将

NNV与细胞在 4 ℃ 孵育 1 h，使病毒吸附于细胞

表面。用 PBS洗涤细胞，弃去未吸附的病毒，加

入 BBR，28 ℃ 培养 2 h。随后，用 PBS洗去 BBR，
更换为新鲜 L15培养基，于 28 ℃ 继续培养至 12 h，
通过 RT-qPCR检测 CP的表达。以仅感染 NNV
的细胞作为阳性对照。

将 TOSF细胞接种于 6孔板中，过夜培养。

先将 Cy5-NNV与细胞在 4 ℃ 避光孵育 1 h，使病

毒吸附于细胞表面。用 PBS洗涤细胞，弃去未吸

附的病毒，加入 BBR，28 ℃ 培养 2 h。培养结束后

弃去上清液，加入蛋白酶 K 消化细胞 10 min，收

集细胞。细胞收集后再次用 PBS清洗 2次，最后

用适量 PBS重悬。利用流式细胞仪检测细胞荧光

强度。以仅感染 Cy5-NNV的细胞作为阳性对照。
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  小檗碱对 NNV在细胞内复制的影响　　将

TOSF细胞接种于 12孔板中，过夜培养。先在 4 ℃
条件下加入 NNV孵育 1 h，弃去上清液，加入新

鲜 L15培养基，于 28 ℃ 培养 2 h。随后加入 BBR，
继续在 28 ℃ 培养 8 h。待 NNV在 TOSF细胞内复

制后，弃去药液，用 PBS清洗细胞，补充新鲜

L15培养基，继续在 28 ℃ 培养 2 h后，通过 RT-
qPCR检测 CP基因的表达。以仅感染 NNV的细胞

作为阳性对照。

 1.6    小檗碱对宿主促炎因子表达的影响

将 TOSF细胞接种于 12孔板中，过夜培养。

在 28 ℃ 条件下同时加入 NNV和 BBR，培养 48 h。
培养结束后，通过 RT-qPCR检测 IL-1β和 IL-8基

因的表达水平。以仅感染 NNV的细胞作为对照。

 1.7    数据分析

细胞存活率数据经反正弦转换后再进行统计

分析。实验数据以平均值  ± 标准误表示 (mean ±
SE)，采用 GraphPad Prism 9和 Excel 2010软件处

理数据并制作图表，利用 SPSS 16.0软件进行单因

素方差分析，比较各组数据之间差异的显著性，

P<0.05为差异具有统计学意义。

 2    结果

 2.1    小檗碱在 TOSF细胞中安全浓度的测定

将不同浓度梯度的 BBR处理 TOSF细胞 48 h。
显微观察结果显示，BBR浓度高于 6.25 ng/mL时，

TOSF细胞形态发生明显改变，细胞活力下降；而

BBR浓度为 6.25 ng/mL的实验组细胞形态与对照

组一致，仍维持正常的形态结构 (图 1-a)。CCK-8
实验检测细胞活性结果显示，BBR浓度高于 6.25
ng/mL时细胞活性显著降低，而 6.25 ng/mL浓度

下的细胞活力与对照组相比无显著性差异 (图 1-b)。
此外，使用 6.25 ng/mL BBR分别处理 TOSF细胞

24、48和 72 h后，显微镜下观察显示其细胞形态

始终与对照组一致，未见明显异常 (图 1-c)。CCK-
8细胞活性检测进一步证实，6.25 ng/mL BBR在

72 h内对 TOSF细胞未产生显著毒性影响。综上

所述，本实验选择 6.25 ng/mL作为 BBR在 TOSF
细胞上的最高安全工作浓度。

 2.2    小檗碱对 NNV增殖的抑制作用

在 6.25、3.125和 1.562 5 ng/mL 3种不同浓度

的 BBR处理下，NNV感染所引起的细胞病变效

应 (CPE)均较阳性对照组有所减轻（图 2-a）。进

一步通过 RT-qPCR检测发现，各 BBR处理组细

胞内 NNV CP基因的表达显著低于阳性对照组

(图 2-b)，且呈现剂量依赖。结果表明，BBR能够

有效抑制 NNV的增殖，且其抑制作用具有浓度依

赖性。

 2.3    小檗碱抗 NNV直接作用机制

 小檗碱对 NNV病毒颗粒的影响　　为探究

BBR是否能直接作用于病毒颗粒，将 6.25 ng/mL
BBR与 NNV共孵育，经离心洗涤去除游离药物

后，用 BBR处理后的病毒悬液感染 TOSF细胞。

RT-qPCR检测结果显示，与对照组相比，BBR
处理组细胞中 NNV CP基因的表达量显著降低

(图 3-a)。结果表明，BBR能与病毒颗粒发生直接

相互作用，可能通过破坏病毒结构完整性或降低

其感染能力，从而抑制病毒活性。

 小檗碱对NNV吸附 TOSF细胞的影响　　为

了探究 BBR能否干扰 NNV在宿主细胞上的吸附，

首 先 将 TOSF细 胞 与 6.25  ng/mL  BBR及 NNV
在 4 ℃ 条件下共孵育，允许病毒附着但阻断内化。

随后洗去药物以及未结合的病毒，并将细胞转至

28 ℃ 培养。RT-qPCR结果显示，与仅接受 NNV
处理的对照组相比，BBR处理组中 NNV CP基因

的相对表达量显著降低 (图 3-b)。为进一步验证该

结果，利用 Cy5标记的 NNV进行上述吸附实验，

并进行流式细胞术检测。结果表明，BBR处理组

细胞的 Cy5荧光强度显著低于仅感染 Cy5-NNV
的对照组 (图 3-c)。结果表明，BBR能够有效抑

制 NNV在 TOSF细胞的吸附过程。

 小檗碱对NNV侵入 TOSF细胞的影响　　为

了探究 BBR对 NNV侵入过程的影响，首先将

NNV与细胞在 4 ℃ 孵育后，加入 6.25  ng/mL
BBR并转移至 28 ℃ 培养 2 h。随后洗去药物，继

续在 28 ℃ 培养。RT-qPCR结果显示，与仅接受

NNV处理的对照组相比，BBR处理组中 NNV CP
基因的相对表达量显著降低 (图 3-d)。此外，利

用 Cy5标记的 NNV进行上述侵入实验，并用流式

细胞术定量分析。结果表明，与仅接受 Cy5-NNV
处理的阳性对照组相比，BBR处理组细胞内的荧

光信号较对照组显著减少 (图 3-e)。结果表明，在

病毒吸附于细胞表面后，BBR仍能有效干扰其后

续的侵入过程。

5 期 水    产    学    报 50 卷

https://www.china-fishery.cn 中国水产学会主办    sponsored by China Society of Fisheries

4

https://www.china-fishery.cn
https://www.china-fishery.cn
https://www.china-fishery.cn


 小檗碱对 NNV在 TOSF细胞中复制的影响

　　为了探究 BBR对 NNV在细胞内复制的影响，

在NNV完成吸附与侵入步骤后加入BBR。RT-qPCR
结果显示，与仅接受 NNV处理的对照组相比，

6.25 ng/mL BBR处理组中 NNV CP基因的相对表

达量显著降低 (图 3-f)，表明 BBR能够有效抑制

NNV在 TOSF细胞内的复制过程。

 2.4    小檗碱对 NNV感染诱导的炎症反应的影响

有研究报道 BBR可以通过调控宿主炎症反应
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图 1    小檗碱在 TOSF细胞中安全浓度的测定

(a)不同浓度 BBR处理下 TOSF细胞的形态变化；(b)通过 CCK8试剂检测不同浓度 BBR处理后 TOSF的细胞活力；(c)TOSF细胞与 6.25
ng/mL BBR共孵育 24、48和 72 h后的细胞形态。与对照组比较，ns. P>0.05；**. P<0.01，con.对照组。

Fig. 1　Determination of safe concentration of BBR in TOSF cells
(a) morphological changes of TOSF cells under different concentrations of BBR; (b) cell viability under different concentrations of BBR; (c) morphological
changes of TOSF cells incubated with 6.25 ng/mL BBR for 24, 48, 72 h. Compared with the control group, ns. P>0.05; **. P<0.01, con. control group.
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抑制 SGIV增殖[29]。为进一步探究 BBR是否通过

调节细胞炎症反应来抑制 NNV增殖，本研究检测

了 NNV感染后促炎因子 IL-1β和 IL-8的表达。

RT-qPCR结果显示，与仅感染 NNV的对照组相

比，BBR处理组中促炎因子 IL-1β和 IL-8的相对

表达量显著降低 (图 4)。以上结果表明，除了直接

抗病毒作用外，BBR还能够有效减轻 NNV感染

诱导的炎症反应。

 3    讨论

NNV作为一种对全球水产养殖业构成严重威

胁的病原体，开发有效的防控策略对降低其感染

所造成的损失具有重要意义。本研究报道了天然

产物 BBR在细胞水平对 NNV具有显著的抗病毒

活性，并初步揭示了其直接作用于病毒颗粒、干

扰病毒吸附与侵入、抑制病毒在细胞内复制以及

调节宿主炎症反应等多重作用机制。

确定药物的安全浓度是将其应用于水产健康

养殖的前提。药物浓度过低可能无法发挥疗效，

而过高则可能引起细胞毒性，抑制生长甚至导致

死亡。本研究通过细胞毒性实验，确定 6.25 ng/mL
为 BBR在 TOSF细胞上的安全作用浓度。在此浓

度下，BBR对细胞的形态和活力均无显著影响，

为后续抗病毒机制研究提供了可靠的浓度依据。

BBR的抗病毒活性已在多种病毒中被广泛

报道，例如丙型肝炎病毒 (HCV)[31-32]、登革病毒

(DENV)[33]、 寨 卡 病 毒 (ZIKV)[33] 和 SARS-CoV-2
等[34-35]。这些研究表明 BBR是一种广谱抗病毒天

然产物。近年来，BBR在水产病毒防控中的应用

也逐渐受到关注，有报道 BBR对 LMBV和 SGIV
均具有显著的抑制效果 [28-29]。本研究发现，BBR
对 NNV同样表现出显著的抗病毒效果。本研究

将 BBR的抗病毒作用延伸至新的重要水产病原

体 NNV，相关发现也与已有研究互为补充，为
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图 2    小檗碱抗 NNV作用效果评估

将不同浓度 (6.25、3.125和 1.5625 ng/mL)BBR处理 TOSF细胞，并感染 NNV，通过光学显微镜观察 TOSF细胞的 CPE(a)，通过 RT-qPCR
检测 CP的相对表达量 (b)。与阴性对照组 (con)比较，##. P<0.01；与阳性对照组 (NNV)比较，**. P<0.01。

Fig. 2　Evaluation of the anti-NNV effect of BBR
TOSF cells were treated with different concentrations (6.25、3.125 and 1.5625 ng/mL) of BBR and infected with NNV, CPEs were observed under a
light microscope (a) and the expression levels of CP were detected by RT-qPCR (b). Compared with the negative control group (con), ##. P<0.01; com-
pared with the positive control group (NNV), **. P<0.01.
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BBR作为广谱性抗水生动物病毒天然分子的应用

提供了新的支持。

抗病毒药物通常通过干预病毒生命周期的关

键阶段来发挥抗病毒作用。本研究发现，BBR在

NNV复制周期的多个阶段具有显著的抑制作用。

BBR既能够直接破坏 NNV病毒颗粒的感染性，

也能阻断 NNV对宿主细胞的吸附与侵入。此外，

即使在病毒侵入细胞后给药，BBR仍可显著抑制

NNV在细胞内的复制。这表明 BBR能够通过多

靶点方式发挥作用，不仅作用于感染早期，还可

能通过调节宿主细胞内环境来干扰病毒的复制过

程。这一多靶点作用模式在 BBR抑制其他病毒的

报道中也有类似体现。例如，BBR能够同时影响

病毒侵入、复制等多个阶段，从而抑制 HCV及一

些冠状病毒的增殖 [31, 34]。本研究的结果进一步证

实了 BBR作为一种多靶点抗病毒分子的潜力，为

其在水产病毒防控中的应用提供了依据。

除了直接抑制病毒作用外，BBR还能够通过
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图 3    小檗碱对 NNV病毒颗粒及其感染周期关键环节的影响

(a)将 BBR处理 NNV病毒颗粒，然后感染 TOSF细胞，通过 RT-qPCR检测 CP的相对表达量。将 BBR与 NNV处理 TOSF细胞，4 ℃ 孵

育 1 h，弃去上清液并洗涤后，加入新鲜 L15培养基置于 28 ℃ 继续培养，然后通过 RT-qPCR检测 CP的相对表达量 (b)，通过流式细胞术

检测细胞的荧光强度 (c)。将 NNV处理 TOSF细胞，在 4 ℃ 孵育 1 h，孵育结束后弃去上清液，加入 BBR并置于 28 ℃ 培养 2 h，待 NNV
侵入细胞后，弃去上清液并洗涤，加入新鲜 L15培养基于 28 ℃ 继续培养，然后通过 RT-qPCR检测 CP的相对表达量 (d)，通过流式细胞

术检测细胞的荧光强度 (e)。(f)将 NNV在 4 ℃ 条件下处理 TOSF细胞 1 h，弃去上清液并加入新鲜 L15培养基，于 28 ℃ 培养 2 h，随后加

入 BBR，继续在 28 ℃ 培养，通过 RT-qPCR检测 CP的相对表达量。**. P < 0.01。

Fig. 3　Effect of BBR on NNV viral particles and key steps of its infection cycle
(a) TOSF cells were infected with BBR-treated NNV particles, and the relative expression of CP was detected by RT-qPCR. TOSF cells were treated
with BBR and NNV and incubated at 4 ℃ for 1 h. After removing the supernatant and washing, fresh L15 medium was added, and the cells were
further cultured at 28 ℃. The relative expression of CP was then detected by RT-qPCR (b), and the fluorescence intensity of the cells was measured
by flow cytometry (c). TOSF cells were treated with NNV and incubated at 4 ℃ for 1 h. The supernatant was then removed, BBR was added, and
the cells were cultured at 28 ℃ for 2 h to allow viral entry. After discarding the supernatant and washing, fresh L15 medium was added for con-
tinued culture  at  28  ℃. The relative expression of CP was detected by RT-qPCR (d),  and the  fluorescence intensity  was measured by flow cyto-
metry (e). (f) TOSF cells were treated with NNV at 4 ℃ for 1 h. After removing the supernatant and adding fresh L15 medium, the cells were cul-
tured at 28 ℃ for 2 h, followed by the addition of BBR and continued culture. The relative expression of CP was detected by RT-qPCR. Com-
pared with the group treated with NNV alone, **. P < 0.01.
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调节宿主炎症反应间接影响病毒感染进程。已有

大量研究表明，BBR可通过抑制 NF-κB和 MAPK
等信号通路，下调 TNF-α、IL-1β、IL-6和 IL-8等

促炎细胞因子的表达，从而发挥抗炎作用 [36-41]。

在水产病毒研究领域，BBR也被报道能够抑制

SGIV和 LMBV感染所引起的过度炎症反应 [28-29]。

本研究发现，BBR能够显著抑制 NNV感染所诱

导的 IL-1β和 IL-8的表达，这一结果与上述研究

相符，提示 BBR在 NNV感染中也能够通过调节

炎症反应发挥辅助抗病毒作用。但是，本研究仅

初步证实了 BBR对 IL-1β和 IL-8的抑制作用，

BBR是否同样影响其他关键炎症因子及通路 (如
TNF-α、 IL-6及 MAPK相 关 分 子 )， 以 及 其 在

NNV感染中具体的抗炎调控机制尚未完全阐明，

仍有待进一步探索。

综上所述，本研究在细胞水平阐明了 BBR通

过多靶点、多环节发挥抗 NNV作用，兼具直接抗

病毒与调节宿主反应的潜力。这些结果为进一步

开发 BBR作为一种绿色、高效的抗 NNV候选药

物提供了重要的理论依据。未来的研究可进一步

深入探索 BBR作用的具体宿主靶点与信号通路，

并通过体内实验评估其在实际养殖环境中的防控

效果与安全性。

（作者声明本文无利益冲突）
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图 4    小檗碱对 NNV感染 TOSF细胞中

促炎因子表达的影响

将 BBR与 NNV同时处理 TOSF细胞，通过 RT-qPCR检测 IL-1β
(a)和 IL-8  (b)的相对表达量。与仅接受 NNV处理组相比，**.
P < 0.01。

Fig. 4　The effect of BBR on pro-inflammatory
cytokines expression in TOSF cells

TOSF  cells  were  treated  with  BBR  and  infected  with  NNV,  and  the
expression levels of IL-1β (a) and IL-8 (b) were detected by RT-qPCR.
Compared with the group treated with NNV alone, **. P < 0.01.
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Effects and mechanisms of berberine on inhibiting nervous
necrosis virus proliferation in vitro
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Abstract: Nervous necrosis virus (NNV) is a highly pathogenic agent that threatens global aquaculture. Berberine (BBR) is a

natural alkaloid with broad-spectrum antiviral activity,  yet its effect and mechanism against NNV remain unclear.  This study

investigated the antiviral effect and mechanism of BBR against NNV in vitro. The safe concentration of BBR was determined

via CCK-8 assay. Antiviral activity was assessed through cytopathic observation and RT-qPCR detection of NNV capsid pro-

tein gene expression. Mechanistic insights were gained through virus pretreatment, time-of-addition assays, RT-qPCR, and flow

cytometry,  evaluating BBR’s direct  virucidal  effect  and its  interference with viral  adsorption,  entry,  and intracellular  replica-

tion.  Additionally,  RT-qPCR  was  used  to  examine  BBR’s  modulation  of  NNV-induced  expression  of  pro-inflammatory

cytokines IL-1β and IL-8. Results showed that BBR significantly inhibited NNV proliferation at non-cytotoxic concentrations.

Mechanistically, BBR directly inactivated viral particles, blocked viral adsorption and cellular entry, and suppressed intracellu-

lar  replication.  It  also  downregulated  NNV-induced  overexpression  of  IL-1β  and  IL-8.  In  conclusion,  BBR exerts  anti-NNV

effects through multi-target actions, including direct antiviral activity, inhibition of key infection steps, and attenuation of host

inflammatory response. These findings provide a theoretical foundation for developing BBR as a green antiviral agent against

NNV in aquaculture.
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