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摘要: 为了探讨II型干扰素IFN-γ (interferon-γ)在大口黑鲈(Micropterus salmoides)抗大口黑鲈蛙虹彩病毒

(Largemouth Bass Ranavirus, LMBV)感染中的作用及机制, 本研究利用pCold-TF/Rosetta (DE3)表达体系原核

表达并纯化获得重组蛋白rMsIFN-γ, 随后在大口黑鲈脊髓细胞系(Micropterus salmoides spinal cord cell line,
MSSC)及鱼体水平评估其活性与抗LMBV效果。结果显示 ,  rMsIFN-γ分子量约21 kD。体外可显著上调

MSSC细胞Mx、ISG15、SOCS1和IRF9的表达, 并在预防性与治疗性处理条件下均表现出一定抗LMBV作

用。体内方面, rMsIFN-γ可诱导脾脏与头肾中Mx、ISG15、SOCS1、IRF9及促炎因子IL-1β、TNF-α和趋化因

子IL-8表达。在体内治疗性实验中, 感染早期rMsIFN-γ处理组Mx与ISG15表达水平低于病毒感染对照组, 但
IL-1β与IL-8显著上调, LMBV即刻早期蛋白ICP46表达下降; 随后组织病毒载量降低并延缓感染鱼的死亡进

程。综上, rMsIFN-γ在体外与体内均具有一定抗LMBV作用, 其保护效应可能与典型干扰素诱导的ISGs通路

及体内炎症/趋化反应协同参与有关。本研究揭示了IFN-γ在大口黑鲈抗LMBV中的潜在应用价值, 为其免疫

防控提供了新思路。
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大口黑鲈(Micropterus salmoides)是一种原产

于北美洲的淡水鱼类, 因其生长速度快、环境适应

能力强、肉质优良, 自20世纪80年代引入中国以来,
已在全国范围内广泛养殖, 并成为我国重要的淡水

养殖品种之一, 在水产经济发展中占据重要地位
[1, 2]

。

随着养殖密度和规模不断扩大, 疾病问题日益突出,
尤其是由大口黑鲈蛙虹彩病毒 (Largemouth  bass
ranavirus, LMBV)引起的病毒性疾病, 已成为制约

其养殖效益的主要因素之一。LMBV属于虹彩病

毒科(Iridoviridae) 蛙虹彩病毒属(Ranavirus), 感染

可导致肝脏、脾脏等多器官组织损伤, 并干扰宿主

免疫功能, 常伴随细胞凋亡和强烈炎症反应; 自然

感染LMBV的大口黑鲈死亡率通常较高, 可达50%
至90%, 是目前造成该物种养殖损失最严重的病原

之一
[3—6]

。

近年来, 针对鱼类病毒性疾病的防控手段取得

了一定进展。例如 , 基于LMBV的主要衣壳蛋白

(Major Capsid Protein, MCP)为主要免疫抗原构建

重组疫苗的免疫策略显著提高了鱼体对LMBV的

抵抗力, 并在养殖中展现出良好的预防效果
[4, 7, 8]

。

此外, 已有研究表明, 植物提取物和益生菌等免疫

增强剂可在一定程度上提高鱼类抗病能力。例如
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从绿茶中提取的表没食子儿茶素没食子酸酯(Epi-
gallocatechin-3-gallate, EGCG)被证实可在大口黑鲈

中有效抑制LMBV的复制; 在其他鱼类中, 投喂枯

草芽孢杆菌属(Bacillus spp.)益生菌可有效增强罗

非鱼(Oreochromis spp.)的免疫反应并提高其对罗非

鱼湖病毒(Tilapia lake virus, TiLV)感染的抗性
 [9, 10]

。

相较于疫苗和免疫增强剂, 细胞因子通过调控宿主

的先天免疫通路, 快速诱导抗病毒相关基因表达,
在调控感染早期防御反应中具有独特优势

[11]
。

干扰素(Interferon, IFN)是一种能诱导宿主产

生抗病毒反应并调控免疫应答的细胞因子, 能通过

影响RNA和蛋白质的合成等细胞代谢过程发挥作

用, 属于先天免疫的重要组成部分
[12, 13]

。IFN-γ属
于Ⅱ型干扰素, 目前在哺乳动物中发现的Ⅱ型干扰

素仅包含IFN-γ, 主要由活化T淋巴细胞(T lympho-
cytes,  T  cells)和自然杀伤细胞 (Natural  killer  cells,
NK cells)产生, 参与调节免疫细胞功能、促进抗原

呈递, 诱导多种抗病毒基因的表达
[14]
。IFN-γ作为

免疫调节剂, 在人类医疗的多个领域中已开展了深

入的研究, 尤其是在免疫缺陷、癌症免疫疗法和抗

病毒治疗方面
[15—17]

。在畜牧养殖领域 ,  IFN-γ在
猪、牛等经济动物中已开展了抗病毒活性评估。

例如通过不同载体表达的重组猪IFN-γ具有显著的

抗病毒活性 , 可有效抑制塞内卡病毒A (Seneca
virus A, SVA)和非洲猪瘟病毒(African swine fever
virus, ASFV)的复制

[18, 19]; 重组牛IFN-γ也被证实具

有广谱抗病毒作用, 能显著抑制口蹄疫病毒(Foot-
and-mouth Disease Virus,  FMDV)和牛传染性鼻气

管炎病毒 (Infectious  Bovine  Rhinotracheitis  Virus,
IBRV)的增殖

[20, 21]
。对鱼类Ⅱ型干扰素的研究起步

较晚, 但也已取得不少进展, 与哺乳动物不同的是,
硬骨鱼中存在两种Ⅱ型干扰素, 即IFN-γ和IFN-γrel,
这两者在不同物种中可通过多种受体组合激活下

游抗病毒通路
[22]
。鱼类 IFN-γ能激活 Janus激酶–

信号转导与转录激活因子通路(Janus kinase-signal
transducer  and  activator  of  transcription  signaling
pathway, JAK-STAT)等信号并诱导抗病毒相关基

因表达, 从而增强宿主对病毒感染的防御能力, 例如

在中华鲟(Acipenser sinensis)、大黄鱼(Larimichthys
crocea)和黑鲷(Acanthopagrus schlegelii)中研究发现

IFN-γ能够有效增强机体对病毒感染的抵抗力
[23—25]

。

相比之下, IFN-γrel虽与IFN-γ同属Ⅱ型干扰素, 但
在结构特征、受体及免疫效应上存在区别。IFN-
γrel同样具备抗病毒潜力 , 银鲫(Carassius auratus
langsdorfii)的重组IFN-γrel表现出对鲫造血器官坏

死病毒 (Crucian  carp hematopoietic  necrosis  virus,

CHNV)的显著抗病毒活性
[26]; 在七星鲈 (Lateo-

labrax maculatus)中, IFN-γrel能够通过特定的配体−
受体组合激活机体的抗病毒免疫状态, 显著降低大

口黑鲈溃疡综合征病毒(Largemouth bass ulcer syn-
drome virus, LBUSV)的病毒载量

[22]
。

近年来, 针对大口黑鲈干扰素系统在抗病毒及

细菌感染的免疫保护作用研究已取得显著进展。

已有研究构建食品级乳酸乳球菌(Lactococcus lactis)
表达大口黑鲈IFN-a3, 口服给药显著提高鱼体存活

率并降低病毒载量, 验证了Ⅰ型干扰素在体内抗

LMBV的潜力
[27]; 在另一项研究中, 克隆并表达大

口黑鲈IFN-γ, 可显著提高诺卡氏菌(Nocardia serio-
lae)感染鱼的存活率并展现了Ⅱ型干扰素在大口黑

鲈中的免疫调节作用
[28]; 同属鲈形目的七星鲈, 其

Ⅱ型干扰素IFN-γ和IFN-γrel可通过Ⅱ类细胞因子

受体家族B (Class Ⅱ cytokine receptor family B, CRFB)
受体组合激活JAK-STAT信号并抑制同属蛙虹彩病

毒属的LBUSV复制
[22]
。然而, 关于Ⅱ型干扰素IFN-

γ在大口黑鲈抵御 LMBV 过程中的直接抗病毒机

制仍缺乏系统性的深入研究。

本研究扩增大口黑鲈Ⅱ型干扰素IFN-γ (区别

于IFN-γrel), 在大肠杆菌中进行原核表达, 对表达

纯化的IFN-γ重组蛋白开展体内外抗LMBV效果评

估, 选择检测典型干扰素刺激基因(Interferon-stimu-
lated  genes,  ISGs)中的Mx (Myxovirus  resistance)和
ISG15 (Interferon-stimulated gene 15)以反映抗病毒

效应分子的诱导水平 , 同时检测 IRF9 (Interferon
regulatory factor 9)和SOCS1 (suppressor of cytokine
signaling 1),  分别作为信号转导与负反馈调控指

标。鉴于脊椎动物中IFN-γ具有突出的免疫调节作

用 , 本研究同步检测促炎因子IL-1β (Interleukin-1
beta)、TNF-α (Tumor  necrosis  factor  alpha)和趋化

因子IL-8 (Interleukin-8)的表达。在LMBV攻毒实验

中, 进一步以鱼的存活率作为整体保护效应的终点

指标, 检测脾和头肾等关键免疫器官的病毒载量以

评估体内病毒复制水平; 并以病毒ICP46的表达变

化作为评估病毒感染状态的辅助指标, 旨在为大口

黑鲈对 IFN-γ调控宿主免疫抗病毒机制及其在

LMBV防控中的潜在应用提供借鉴。

 1    材料与方法

 1.1   实验材料

健康大口黑鲈, 规格为(9.0±1.0) g, 购自浙江省

湖州市某规模化养殖场, 于循环水养殖桶中暂养

1周备用, 养殖水温保持在(26.0±2.0)℃, 日投饲2次
(8:00—9:00和17:00—18:00)。实验用大口黑鲈蛙虹
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彩病毒毒株为LMBV-ZJDSS-F5 (经检测病毒滴度为

109.0 TCID50/mL), 由本实验室分离、纯化并保存
[29],

实验用鲈脊髓组织细胞系 (Micropterus  salmoides
spinal  cord  cell  line,  MSSC)由本实验室建立并保

存
[30]
。大肠杆菌(Escherichia coli) DH5α感受态细

胞及Rosetta (DE3)感受态细胞购自上海碧云天生物

技术有限公司。pCold-TF质粒购自武汉淼灵生物

科技有限公司。

 1.2   大口黑鲈IFN-γ原核表达质粒的构建

提取大口黑鲈脾脏RNA, 合成cDNA, 采用以下

体系扩增IFN-γ基因(引物序列见表 1): cDNA 2 μL,
2×Hieff  Canace® PCR  Master  Mix  (翌圣 )  25  μL,
IFN-γF和IFN-γR (10 μmol/L)各 2 μL, ddH2O补足至

50 μL。扩增程序: 98℃, 3min; 98℃ 10s, 54℃ 20s,

72℃ 30s, 35个循环; 72℃, 5min。PCR产物与pCold-
TF质粒分别经Nde Ⅰ和BamH Ⅰ双酶切, 回收纯化

后, 使用T4 DNA连接酶进行连接, 连接产物转化入

DH5α感受态细胞, 转化产物涂布于含 50 μg/mL氨
苄青霉素的LB固体平板上, 37℃培养过夜, 挑阳性

克隆进行双酶切及测序验证。成功构建的重组表

达质粒命名为pCold-TF-rMsIFN-γ, 对应的菌种命

名为pCold-TF-rMsIFN-γ/DH5α。
 1.3   重组蛋白的诱导表达

将经鉴定正确的pCold-TF-rMsIFN-γ/DH5α甘
油菌株进行划线复苏培养, 挑取单菌落, 接种至液

体培养基中扩增, 提取重组质粒。将该重组质粒与

空载质粒pCold-TF分别转化至Rosetta (DE3)感受态

细胞 , 转化产物涂布于含50 μg/mL氨苄青霉素和

34 μg/mL氯霉素的LB固体平板上, 37℃培养过夜。

次日挑取单菌落接种至含相同抗生素的LB液体培

养基中, 在37℃、180 r/min条件下继续扩增培养,
所得菌液命名为pCold-TF-rMsIFN-γ/Rosetta (DE3)
并进行保藏。保藏的重组菌株与空载对照菌株接

种于含双抗的LB固体平板中在37 ℃复苏培养, 次
日挑取单菌落接种至3 mL含相同抗生素的LB液体

培养基中, 在37℃、180 r/min条件下培养过夜。随

后按1﹕100比例接种至新鲜培养基中, 继续培养至

OD600达到0.4—0.5。菌液在15℃预冷30min后, 分
别加入终浓度为0.1、0.5和1.0 mmol/L的IPTG进行

诱导, 在15℃、150 r/min条件下继续培养24h。诱

导结束后取200 μL菌液, 离心收集菌体, 使用PBS重
悬, 加入上样缓冲液煮沸变性后进行SDS-PAGE分
析, 以筛选最佳IPTG诱导浓度。

 1.4   重组蛋白的纯化与标签蛋白去除

诱导表达结束后, 菌液在4℃、7000 r/min条件

下离心15min收集菌体 , 用细菌蛋白抽提试剂(康
为)重悬, 超声离心后, 分别收集上清液与沉淀。沉

淀部分用PBS重悬后进行SDS-PAGE分析以判断不

溶性表达; 上清液采用His标签蛋白纯化试剂盒(康
为)进行亲和纯化, 纯化产物经50 mmol/L Tris-HCl、
0.15 mol/L NaCl缓冲液透析。透析后蛋白浓度使用

Bradford法测定。透析完成后的蛋白液中按1 mg蛋
白: 2 U凝血酶的比例加入凝血酶, 在4℃条件下切

割72h, 以充分断开TF标签与rMsIFN-γ蛋白之间的

连接。在酶切反应结束后, 蛋白混合液经弱阳离子

交换层析分离, 去除游离的TF标签, 收集目标蛋白

rMsIFN-γ。最终产物经0.22 μm滤膜过滤分装, 保
存于–80℃备用。

 1.5   rMsIFN-γ的体外和体内活性验证

在体外实验中, 将大口黑鲈MSSC细胞接种于

 

表 1   引物序列

Tab. 1   Primer sequences
基因
Gene

引物序列
Primer sequence (5′—3′)

来源
Source

用途
Application

IFN-γ F CGCCATATGTTTCAAATC
CCTCTGAAGATGAACA

XM_038
707474.1

PCR

IFN-γ R CGCGGATCCCTAGACTCT
CAGATGAGTTTTGGC

Mx F ACACGACAGACAAAGAC
CCATAA

[31] qPCR

Mx R ATGATTTGAGGTGCAAC
ATGAGC

ISG15 F TCAAGACCAAGGTCCAG
CACA

[32]

ISG15 R GTAGTCTGAAAGTCTACC
ACCCATC

SOCS1 F AGTTGACAGCACCCTATC
GC

XM_0387
12981.1

SOCS1 R CCAGGCAAGGTGCTCAT
GTT

IRF9 F GAAGCTGACGGATGGGA
GT

[33]

IRF9 R CGAGGCGGTAGACCTTG
TAG

IL-1β F TGGTGGAAAACAGCATG
GAGC

[4]

IL-1β R AGGGTGCACGTAGTTCG
ACA

TNF-α F ACTTCGTCTACAGCCAGG
CA

[4]

TNF-α R AGTAACGCGAGACCCTG
TGG

IL-8 F TGCCGCTGCATCCAAAC
AGAGAG

[34]

IL-8 R TGTCCTCTTCAGAGTGGC
AATGATC

ICP46 F CAACTGCAGACTGGTCCT
GA

[9]

ICP46 R AAAGCCTGTTGAGGAGA
CGA

LMBV-taq
F

ACTGGCCACCACCTCTAC
TC

[29]

LMBV-taq
R

AGACACGTTGATGCTTGC
GT

LMBV-taq
p

ACGCCCTGAGCCTCAAC
GATCC

β-actin F CCTTCTTTCCTCGGTATG
GAGT

[35]

β-actin R CAGGTCCTTACGGATGTC
CAC
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24孔板, 待形成致密单层(细胞量约为1.5×105 个/孔)
后 , 分别加入500  μL含 rMsIFN-γ蛋白 (浓度为10、
1、 0.1  µg/mL)的完全培养基 (L15+20%  FBS+1%
PS, L15、FBS、PS均购自Gibco, 下同), 不加蛋白

的完全培养基为对照组 , 每组设3个重复孔。在

28℃孵育后, 于6h、12h、24h、48h 和 72h收集细

胞, 提取总RNA并反转录为cDNA, qPCR检测干扰

素刺激基因Mx、ISG15、SOCS1和IRF9及促炎因

子IL-1β、TNF-α和趋化因子IL-8表达, 以β-actin为
内参。qPCR反应体系20 µL (引物序列见表 1), 包
含2×  SuperReal  PreMix  Plus  (SYBR Green)  10  µL,
上、下游引物 (10  µmol/L)各0.6  µL,  cDNA  2  µL,
RNase-Free ddH2O补足至20 µL, 使用Roche Light-
Cycler®96进行扩增, 每样设3个技术重复。

在体内实验中, 大口黑鲈适养1周后腹腔注射

100 μL rMsIFN-γ (5、1、0.2 μg/g鱼体重), 对照组

注射等体积Tris-HCl缓冲液, 实验期间水温保持在

(26.0±2.0)℃。4组处理均设3个重复 , 每重复20尾
鱼。于注射后6h、12h、24h、48h 和72h分别取脾

脏和头肾组织(每组3个重复, 每个重复随机取3尾),
组织用于RNA提取及cDNA合成。qPCR检测干扰

素刺激基因Mx、ISG15、SOCS1、IRF9及促炎因

子IL-1β、TNF-α和趋化因子IL-8表达, β-actin为内

参, 扩增体系与体外实验相同。

 1.6   rMsIFN-γ的体外和体内抗LMBV效果

为评估 rMsIFN-γ在细胞和个体水平上的抗

LMBV效果, 分别开展了体外细胞实验和体内注射

实验。在体外实验中, 将MSSC细胞接种于24孔板,
实验分为A、B组。A组先用完全培养基将rMsIFN-
γ蛋白稀释至终浓度10和1 μg/mL, 设不添加蛋白的

完全培养基为对照组, 每组设3个重复孔。待形成

致密单层(细胞量约为1.5×105 个/孔)后, 每孔加入

500 μL相应蛋白浓度的完全培养基, 28℃孵育12h
后, 弃去培养基, 加入200 μL MOI=0.1的LMBV病毒

液, 在24℃孵育1h。随后弃去病毒液, 加入500 μL
维持液(L15+2% FBS+1% PS), 继续在24℃培养, 并
于24h、48h、72h、120h和168h收集200 μL上清液,
用于提取病毒DNA并按本实验室建立的标准曲线

计算病毒拷贝数
[27]
。B组则在细胞形成单层(细胞

量约为 1.5×105 个 /孔 )后加入 200  μL  MOI=0.1的
LMBV病毒液, 24℃孵育1h后弃去病毒液, 加入用

维持液稀释好的 rMsIFN-γ蛋白液 (终浓度 10和
1 μg/mL), 继续培养, 采样及检测方法与A组相同。

在体内实验中, 为评估LMBV感染后rMsIFN-γ
干预的治疗效果 , 将适养1周的大口黑鲈分为

rMsIFN-γ处理组(LMBV+rMsIFN-γ)、病毒感染对

照组 (LMBV+Tris-HCl)和未感染对照组 (M199+
Tris-HCl),  rMsIFN-γ处理组和病毒感染对照组设

6个生物学重复(每组中3个生物学重复用于取样、

另外3个生物学重复用于观察存活率), 未感染对照

组设3个生物学重复(用于取样), 每重复20尾, 实验

期间水温维持在(26.0±2.0)℃。rMsIFN-γ处理组和

病毒感染对照组鱼体先腹腔注射100 μL LMBV, 剂
量为1×105 TCID50/尾 ; 未感染对照组注射100 μL
M199, rMsIFN-γ处理组注射100 μL rMsIFN-γ (1 μg/g
体重), 两个对照组注射等体积Tris-HCl缓冲液。于

给药后6h、12h、24h、48h和72h分别取脾脏和头

肾组织(每组3个重复, 每个重复随机取3尾), 提取总

RNA和DNA, RNA反转录为cDNA, 用于qPCR检测

Mx、 ISG15、SOCS1、 IRF9、 IL-1β、TNF-α、 IL-
8及LMBV的ICP46表达, β-actin为内参基因; DNA
用于检测组织病毒载量。qPCR反应体系、扩增程

序同前述实验。rMsIFN-γ处理组和病毒感染对照

组的其余3个生物学重复用于计算平均存活率, 以
评估rMsIFN-γ在LMBV感染后的治疗效果。

 1.7   数据处理与分析

使用2–ΔΔCt
方法计算各基因相对表达量, 并以

log2 fold change (log2 FC)形式表示。实验数据采用

GraphPad Prism 10.2进行统计分析, 具体统计分析

方法见各图注。文中图表采用GraphPad Prism 10.2
绘制。

 2    结果

 2.1   重组大口黑鲈IFN-γ (rMsIFN-γ)表达载体的

构建

以大口黑鲈脾脏提取的RNA反转录获得的

cDNA为模板进行PCR扩增, 获得略大于500 bp的目

的片段, 条带大小与理论预期(567 bp)一致(图 1A)。
重组质粒pCold-TF-IFN-γ经测序验证, 其启动子至

终止子的序列正确, 插入片段未发生突变。进一步

使用限制性内切酶双酶切重组质粒和空载质粒并

进行琼脂糖凝胶电泳, 结果显示, 重组质粒经切割

获得目的条带(大约500 bp), 而空载质粒不存在该

条带(图 1B), 表明重组表达载体构建成功。

 2.2   rMsIFN-γ的表达与纯化

SDS-PAGE检测结果显示, 诱导所得蛋白条带

大小与预期大小(空载表达产物55 kD, TF-rMsIFN-γ
76 kD)一致, 不同IPTG浓度对目标蛋白的表达占比

无明显影响(图 2A)。纯化结果显示, TF-rMsIFN-γ
主要以可溶性形式存在于上清液中, 纯化后蛋白纯

度超过90% (图 2B)。纯化蛋白在透析后, 加入凝

血酶切割72h实现TF标签与rMsIFN-γ的有效分离
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(图 2C), 随后经弱阳离子交换层析去除TF标签, 最
终获得高纯度rMsIFN-γ蛋白(图 2D)。Bradford法测

得终浓度为 0.35 mg/mL。
 2.3   rMsIFN-γ的体外与体内活性验证

在体外实验中, 选用不同浓度的rMsIFN-γ (10、
1和0.1 μg/mL)处理大口黑鲈MSSC细胞, qPCR结果

显示, 与对照组相比, 抗病毒基因Mx、ISG15, 细胞

因子信号抑制因子SOCS1及干扰素调节因子IRF9
表达均被显著诱导(P<0.01), 且多数基因在处理

12h表达水平达到峰值。10 μg/mL组诱导效果最为

明显, 不仅各靶基因表达水平最高, 且高表达状态

维持时间较长(图 3), 但促炎因子IL-1β、TNF-α和
趋化因子IL-8的表达无显著差异, 相关数据未展示。

在体内实验中, 与对照组(Tris-HCl缓冲液)相
比 , 在3种蛋白浓度条件处理下 , 均可诱导Mx、
ISG15、SOCS1、IRF9及炎症因子IL-1β、TNF-α及
趋化因子IL-8的表达上调。在脾脏组织中, 干扰素

刺激基因大多在注射24h内先显著上调(P<0.01)后
迅速下调, 随后逐渐恢复至基线水平; 炎症因子和

趋化因子则在6—12h显著上调(P<0.01), 24h开始下

降, 提示其参与rMsIFN-γ介导的早期炎症应答。头

肾组织中基因表达变化趋势与脾脏基本一致, 均在

6—12h内显著升高(P<0.01), 24h后迅速下降。并且

结果显示, 在脾脏和头肾中, 低剂量组(0.2 μg/g鱼体

重)相比其他两组(5、1 μg/g 鱼体重)诱导水平下降

更快, 且更早进入表达回落状态并趋于平稳(图 4)。
 2.4   rMsIFN-γ的体外及体内抗LMBV效果

在细胞水平, 通过A组实验(病毒感染前处理)
发现, rMsIFN-γ预处理可显著抑制LMBV在MSSC
细胞中的复制(P<0.05), 不同时间点中两种蛋白浓

度处理的病毒载量均低于对照组, 且10 μg/mL组抑

制效果更为明显(图 5A)。在B组实验(病毒感染后

处理)中, 24h时10 μg/mL处理组的抗病毒效果较好,
病毒拷贝数在检测时间点显著低于对照组(P<0.05),
1 μg/mL处理组的病毒拷贝数仅在实验前期显著低

于对照组(P<0.05); 尽管后续时间点3组上清的病毒

拷贝数仍存在一定差异, 但病毒拷贝数之间的差距

逐渐缩小(图 5B)。
在体内试验中, 通过腹腔注射rMsIFN-γ后检测

感染大口黑鲈脾脏与头肾中的相关因子表达情

况。结果显示 , 在脾脏组织中 ,  rMsIFN-γ处理组

Mx和ISG15基因于6h表达水平显著低于病毒感染

对照组(P<0.01), SOCS1则显著上调(<0.05); 炎症因

子IL-1β、TNF-α与趋化因子IL-8在6h表达均显著高

于病毒感染对照组(P<0.01), 后续时间点差异逐渐

减弱。头肾中基因表达趋势与脾脏基本一致, Mx
和ISG15表达在6h显著低于病毒感染对照组, SOCS1
上调, IL-1β与IL-8显著升高(P<0.01), 其中脾脏组织

的IRF9和头肾组织的IRF9与TNF-α表达无显著差

异, 相关数据未展示(图 6)。
LMBV的即刻早期基因ICP46的表达水平检测

结果显示, rMsIFN-γ可有效抑制其在组织内的表达,
且抑制作用在脾脏中出现较早 , 自感染早期起

rMsIFN-γ处理组表达水平持续低于病毒感染对照

组(P<0.01); 而在头肾中, 两组差异自24h起开始显

现, 并于72h时趋于一致(图 7A)。病毒载量检测亦

验证了该趋势 ,  rMsIFN-γ处理组在脾脏中 12h、
24h与48h时的病毒拷贝数显著低于病毒感染对照

组(P<0.05), 在头肾中则仅24h差异显著(P<0.05), 其
余时间点病毒载量虽有降低趋势, 但差异不显著,
且组间差距随时间推移逐渐缩小(图 7B)。

在病毒感染后的存活率实验中, rMsIFN-γ处理

显著延缓了大口黑鲈的死亡进程。rMsIFN-γ处理

组(LMBV + rMsIFN-γ)自第4天起存活率高于病毒

感染对照组(LMBV + Tris-HCl), 第7天rMsIFN-γ处
理组平均存活率(70%)显著高于病毒感染对照组

(33.3%; P<0.01); 第14天, rMsIFN-γ处理组平均存活

率(53.3%)仍显著高于病毒感染对照组(26.7%; P<
0.05; 图 8)。该结果表明, rMsIFN-γ可延缓LMBV感

染所致死亡并提高鱼体存活率。
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图 1   大口黑鲈IFN-γ的PCR扩增(A)及重组表达质粒的双酶切

验证(B)
Fig. 1   PCR amplification of IFN-γ from largemouth bass (A) and
verification  of  the  recombinant  expression  plasmid  by  double-
enzyme digestion (B)
A. M1. DNA 分子质量标准; 1. 大口黑鲈 IFN-γ的PCR扩增结果;
B. M2. DNA 分子质量标准; 1. 重组质粒pCold-TF-IFN-γ的双酶

切结果; 2. 空载质粒pCold-TF的双酶切结果

A.  M1.  DNA  molecular  weight  marker;  1.  PCR  amplification
product of largemouth bass IFN-γ; B. M2. DNA molecular weight
marker; 1. double-enzyme digestion of recombinant plasmid pCold-
TF-IFN-γ; 2. double-enzyme digestion of empty vector pCold-TF
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 3    讨论

 3.1   原核表达系统优化提升rMsIFN-γ的可溶性与

活性

在表达策略方面, 本研究采用低温诱导表达载

体pCold-TF联合表达优化的宿主菌Rosetta (DE3),
实现了大口黑鲈干扰素γ (rMsIFN-γ)的原核表达。

在研究早期曾尝试利用pET-30a(+)搭配BL21 (DE3)
或Rosetta (DE3)进行表达, 存在重组蛋白无法表达

或表达的蛋白经纯化复性后比活性较低的问题, 这
可能是由于MsIFN-γ含有较多稀有密码子且折叠过

程复杂所致。pCold-TF搭配Rosetta (DE3)在一定程

度上缓解了因目标基因中稀有密码子频繁使用而

限制蛋白表达的问题, 显著提高了目的蛋白的表达

量与可溶性, 并降低了因蛋白质变性复性过程而导

致生物活性丧失的风险
[36, 37]

。然而, pCold-TF载体

自带较大标签蛋白, 仍可能对重组蛋白的天然构象

和功能产生不利影响, 存在一定程度的失活风险
[38]
。
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图 2    不同IPTG浓度诱导条件下空载蛋白和 TF-rMsIFN-γ 的表达结果(A)、TF-rMsIFN-γ 的纯化结果(B)、TF-rMsIFN-γ 的酶切及分

(C、D)
Fig. 2    Expression of empty vector protein and TF-rMsIFN-γ induced by different IPTG concentration (A), purification of TF-rMsIFN-γ
(B), and thrombin digestion and separation of TF-rMsIFN-γ (C, D)
A. M1. 蛋白分子质量标准; 1—3. 不同终浓度IPTG诱导空载表达蛋白表达; 4—6. 不同终浓度IPTG诱导TF-rMsIFN-γ表达; B. M2. 蛋
白分子质量标准; 1. 破碎离心后上清; 2. 0.45 μm 过滤后上清; 3. 离心后沉淀; 4. 流穿液; 5—7. 不同咪唑浓度缓冲液洗涤; 8—9. 500 mmol/
L 咪唑缓冲液洗脱; C. M3. 蛋白分子质量标准; 1. 凝血酶切割前 TF-rMsIFN-γ; 2. 凝血酶切割后 TF 标签蛋白和 rMsIFN-γ; D. M4. 蛋
白分子质量标准; 1. 上样液; 2. 流穿液; 3—5. 不同浓度 NaCl 缓冲液洗涤; 6—8. 0.5 mol/L NaCl 缓冲液洗脱

A. M1. Protein molecular weight marker; 1—3. expression of empty vector protein induced by different IPTG concentrations; 4—6. expres-
sion of TF-rMsIFN-γ induced by different IPTG concentrations; B. M2. Protein molecular weight marker; 1. supernatant after cell disrup-
tion  and  centrifugation;  2.  supernatant  after  0.45  μm  filtration;  3.  pellet  after  centrifugation;  4.  flow-through;  5—7.  washes  with  buffers
containing different concentrations of imidazole; 8—9. elution with 500 mmol/L imidazole buffer; C. M3. Protein molecular weight marker;
1.  TF-rMsIFN-γ  before  thrombin  digestion;  2.  TF  tag  and  rMsIFN-γ  after  digestion;  D.  M4.  Protein  molecular  weight  marker;  1.  sample
loaded; 2. flow-through; 3—5. washes with buffers containing different concentrations of NaCl; 6—8. elution with 0.5 mol/L NaCl buffer
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为此, 在采用Ni2+
亲和层析进行初步纯化的基础上,

进一步通过凝血酶切除标签, 并结合弱阳离子交换

层析精细纯化去除标签蛋白, 最终获得了高纯度且

具有生物活性的rMsIFN-γ蛋白。

 3.2   rMsIFN-γ诱导干扰素刺激基因的表达动态

在MSSC细胞中 ,  rMsIFN-γ可显著诱导Mx、
ISG15、SOCS1和IRF9等干扰素刺激基因的表达 ,
且诱导效应具有明显的时间依赖性和浓度依赖性,
符合宿主对于Ⅱ型干扰素的典型应答特征

[39, 40]
。

在MSSC细胞中, 上述基因的表达水平在刺激后迅

速升高, 并于12h达到峰值, 随后进入缓慢下降阶段,
在一定时间范围内相较对照组仍保持较高水平。

这可能与体外刺激条件下rMsIFN-γ在培养体系中

浓度相对稳定、缺乏体内清除过程, 且系统性负调

控因素较少有关, 从而使转录应答衰减相对缓慢。

在鱼体水平, Mx、ISG15等基因表达具有明显

的瞬时性(6—12h达峰, 24h回落), 这可能与体内外

源刺激在分布与降解后有效浓度下降有关, 同时本

研究检测到SOCS1在刺激后显著上调, 提示干扰素

信号的负反馈调节被激活, 其可能参与限制干扰素

通路持续激活并促进ISGs表达在后期逐步回落
[41]
。

这种负反馈调节机制在鱼类中普遍存在, 旨在防止

过度的干扰素应答导致自身免疫损伤, 也见于草鱼

(Ctenopharyngodon idella)、七星鲈等鱼类的相关研

究
[22, 42], 推测IFN-γ应答动力学与体内复杂的免疫调

控网络有关, 并提示单一剂量的IFN-γ可能仅提供短

期的保护窗口, 未来需考虑缓释制剂或连续给药策略。

此外, 本研究观察到鱼体免疫器官中促炎因子

IL-1β、TNF-α及趋化因子IL-8上调, 而MSSC细胞中

上述基因诱导并不显著, 提示该单一细胞系对IFN-
γ的应答更偏向ISGs途径。体内炎症/趋化反应的增

强可能与头肾、脾脏等免疫器官中多类免疫细胞的

参与有关, 这些细胞可产生炎症细胞因子与趋化因子,
并通过细胞因子级联的旁分泌方式进一步放大局部
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图 3    rMsIFN-γ 刺激下大口黑鲈脊髓细胞系中干扰素相关基因的表达

Fig. 3    Expression of interferon-related genes in largemouth bass spinal cord cells stimulated with rMsIFN-γ
图中纵坐标所示为各浓度蛋白组相对于对照组在β-actin校正后的log2 FC值, 用于反映基因的相对表达倍数变化; 对照组作为基准组,
其log2 FC定义为0, 未在图中显示; Two-Way ANOVA, 图中显著性标注表示在同一时间点内, 各蛋白浓度处理组与对照组之间的比较

结果; *表示P<0.05, **表示P<0.01; 下同

The y-axis shows the log2 fold change (log2 FC) of each protein concentration group relative to the control group after β-actin normalization,
reflecting relative changes in gene expression; The control group is used as the reference and its log2 FC is defined as 0; therefore, it is not
shown in the figure; Two-way ANOVA is performed, and significance annotations indicate only comparisons in each protein concentration
treatment group and the control group at the same time point. *P<0.05; **P<0.01; The same applies below
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免疫应答, 从而呈现更强的炎症相关转录特征
[43, 44]

。

 3.3   炎症应答与典型抗病毒通路协同介导rMsIFN-
γ的抗病毒保护作用

本研究发现, 在鱼体内, rMsIFN-γ不仅诱导典型

抗病毒基因(Mx, ISG15)的表达, 对促炎因子(IL-1β,
TNF-α)及趋化因子IL-8也具有显著的诱导作用。从

典型Ⅱ型干扰素信号转导来看, IFN-γ与受体结合

后可激活JAK-STAT通路并诱导ISGs建立抗病毒状
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Fig. 4    Expression of interferon-related genes and inflammation-related genes in the spleen and head kidney of largemouth bass stimulated
with rMsIFN-γ
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态
[45]; 另外, IRF9通常被视为Ⅰ型干扰素ISGF3复合

体 (STAT1-STAT2-IRF9)的关键组分 , 参与 ISRE
靶基因的转录调控, 其上调提示IFN-γ可能存在与

Ⅰ型干扰素转录网络的交叉调控, 进而影响更广谱

ISGs的表达, 从而促进Mx、ISG15等基因表达
[46, 47]

。

进一步结合LMBV感染后的免疫应答结果
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图 6    rMsIFN-γ 刺激下染病大口黑鲈脾脏、头肾组织中干扰素刺激基因及炎症相关基因的表达

Fig. 6    Expression of interferon-stimulated genes and inflammation-related genes in the spleen and head kidney of diseased largemouth bass
stimulated with rMsIFN-γ
图中纵坐标所示为rMsIFN-γ处理组(LMBV+rMsIFN-γ)和病毒感染对照组(LMBV+Tris-Hcl)相对于未感染对照组在β-actin校正后的

log2 FC值, 用于反映目的基因的相对表达倍数变化(未感染对照组作为基准组, 其log2 FC定义为0, 图中未显示); Two-Way ANOVA,
图中显著性标注表示在同一时间点内, rMsIFN-γ处理组和病毒感染对照组之间的比较结果

The y-axis  shows  the  β-actin–normalized  log2 fold  change  (log2 FC)  of  the  rMsIFN-γ–treated  group  (LMBV+rMsIFN-γ)  and  the  virus-
infected control group (LMBV+Tris-Hcl) relative to the uninfected control group, reflecting relative changes in the expression of the target
genes (the uninfected control group is used as the reference and its log2FC is defined as 0; therefore, it is not shown in the figure); Two-way
ANOVA  is  performed,  and  significance  annotations  indicate  comparisons  between  the  rMsIFN-γ–treated  group  and  the  virus-infected
control group at the same time point
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发现 , 在LMBV感染早期 ,  rMsIFN-γ处理组Mx和
ISG15的表达相对较低, 这可能与病毒感染状态下

本已被激活的干扰素信号负反馈调节通路 (如
SOCS1分子介导)进一步增强有关, 从而在早期抑制

部分ISGs (如Mx、ISG15)的表达, 而IL-1β与IL-8的
表达则显著高于病毒感染对照组。这些结果提示,
rMsIFN-γ的抗病毒机制可能并非单一依赖于JAK-
STAT通路介导的抗病毒效应分子, 其激发的炎症/
趋化反应同样在早期抗病毒过程中发挥重要作

用。在MSSC细胞中rMsIFN-γ虽未显著上调IL-1β、
TNF-α和IL-8, 但仍表现出一定抗病毒效应, 提示其

在细胞水平可主要通过典型干扰素信号诱导ISGs
发挥直接抗病毒作用; 而鱼体内炎症因子与趋化因

子的上调更可能反映多细胞免疫调控网络参与, 从
而与ISGs形成协同保护。

与Ⅰ型干扰素不同, Ⅱ型干扰素(IFN-γ)在硬骨

鱼中被普遍认为是“免疫调节型”细胞因子, 在鲤

(Cyprinus  carpio L.)、金鱼 (Carassius  auratus L.)、
日本河豚(Takifugu rubripes)等鱼中, IFN-γ已被证实

是炎症因子(IL-1β、TNF-α等)的强效诱导剂
[48—50]

。

除了可通过JAK-STAT通路诱导ISGs外, IFN-γ还可

刺激促炎因子和趋化因子表达并增强免疫细胞的

效应功能, 从而在病原入侵早期快速提高先天免

疫。IL-1β和TNF-α可通过NF-κB/MAPK等炎症信

号驱动广谱抗感染转录程序, 并与干扰素信号存在

交叉放大, 有助于机体进入抗感染状态
[51—54]; IL-8

是一种强效的趋化因子, 能够介导粒细胞向炎症部

位的迁移、聚集并促进其功能发挥, 从而减少病毒

扩散机会并加速清除, 同时进一步募集其他免疫细

胞, 增强局部免疫效应
[55]
。本研究中观察到的3种

炎症因子早期显著上调与IFN-γ在鱼类中具有促进

炎症与免疫调节功能的认识一致, 为其在感染早期

快速提供保护提供了合理解释。

然而炎症反应具有双刃剑效应, 鱼类急性炎症
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图 7    rMsIFN-γ 刺激下染病大口黑鲈脾脏、头肾组织中ICP46的表达和LMBV病毒载量

Fig. 7    Expression of ICP46 and copies of LMBV in the spleen and head kidney tissues of LMBV-infected largemouth bass stimulated with
rMsIFN-γ
ICP46 图中纵坐标表示rMsIFN-γ处理组相对于病毒感染对照组在β-actin校正后的log2 FC值, 用于反映rMsIFN-γ干预对LMBV即刻早

期基因ICP46转录的抑制效果, 当 log2 FC<0 时, 表示ICP46的表达量低于病毒感染对照组; LMBV图中纵坐标为脾脏和头肾组织中的

LMBV病毒拷贝数

For the ICP46 panel, y-axis represents β-actin–normalized log2 fold change (log2 FC) of the rMsIFN-γ–treated group relative to the virus-
infected control group, indicating the inhibitory effect of rMsIFN-γ on transcription of the LMBV immediate-early gene ICP46; When log2

FC<0, ICP46 expression is lower than that in the virus-infected control group; For the LMBV panel, y-axis indicates the LMBV viral copy
number in spleen and head kidney tissues
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有助于限制病原扩增与启动修复, 但若诱导失控或

炎症持续时间过久, 会导致组织损伤与修复延迟等

免疫病理后果
[56]
。在本研究中, 炎症与ISGs表达均

呈现明显时间窗, 且SOCS1作为JAK-STAT信号负

调控因子快速诱导, 提示IFN-γ相关应答存在负反

馈调节, 有助于限制反应持续放大并降低潜在免疫

损伤风险。因此, rMsIFN-γ作为免疫增强策略的应

用需在保护效应与炎症安全性之间取得平衡, 通过

给药方式的优化进一步提升安全性与稳定性。

 3.4   rMsIFN-γ对LMBV干预呈感染阶段依赖性

在rMsIFN-γ的体外抗LMBV实验中观察到, 其
对病毒载量的抑制效果随时间推移而逐渐减弱, 尤
其在处理后期, 各处理组之间的病毒拷贝数差异明

显缩小。既往研究已表明干扰素效应具有时间依

赖性, 这一现象可能与多因素有关, 包括感染进程

不同阶段对干扰素干预的敏感性差异
[57]
、干扰素

刺激后宿主抗病毒状态随时间回落
[58—60], 以及病毒

在感染进程中通过免疫逃逸降低干扰素效能
[61, 62]

。

已有研究表明, 细胞因子在鱼类中的预防性使

用可在多个时间点有效抵御病毒感染, 但若在病毒

侵染后再施用, 其作用窗口通常较为有限。在传染

性脾肾坏死病毒(Infectious spleen and kidney necro-
sis virus, ISKNV)感染斑马鱼前24h、前6h、感染时

(0h)和感染后6h腹腔注射IFN1, 均可显著提高感染

鱼的存活率, 感染后24h以相同剂量给药则未显示

保护效果
[57]
。干扰素相关效应在感染早期通过影

响病毒进入或早期时间形成抑制的现象已有报道。

例如在褐牙鲆(Paralichthys olivaceus)中, IFN诱导的

跨膜蛋白IFITM1的过表达可通过阻碍病毒入侵, 限

制其复制; 在石斑鱼(Epinephelus spp.)中, 干扰素诱

导的胆固醇25-羟化酶(Cholesterol 25-hydroxylase,
CH25H)则可显著抑制石斑鱼虹彩病毒(Singapore
grouper iridovirus, SGIV)和赤点石斑鱼神经坏死病毒

(Red-spotted grouper nervous necrosis virus, RGNNV)
进入细胞

[63, 64]
。此外, IFN-γ对多种病毒的早期基

因表达也具有抑制作用。在腺病毒研究中, IFN-
γ可有效下调其早期基因E1A的表达, 从而阻止病

毒复制
[65]; 在小鼠模型中, IFN-γ可在数小时内通过

抑制巨细胞病毒(Cytomegalovirus, CMV)即刻早期

蛋白IE1的表达, 快速形成免疫屏障
[66]
。

另一方面, 干扰素诱导的抗病毒状态通常难以

长期维持, 相关信号与效应基因表达在达到峰值后

可在负反馈调控作用下逐步回落, 从而使干预效应

呈现时间窗特征; 随着感染进程推进, 病毒往往会

通过拮抗先天免疫识别或干扰干扰素的信号转导

等方式降低宿主持续的抗病毒压力, 例如, 在哺乳

动物中, 许多病毒可通过干扰IRF与STAT的翻译后

修饰、阻碍转录复合体组装及核内转位, 并促进

IRFs/STATs的蛋白水解或泛素化降解, 从而削弱甚

至阻断抗病毒防御反应的建立
[67]; 与LMBV同属蛙

虹彩病毒属的SGIV感染模型中, 多项研究已经揭

示病毒蛋白能够针对宿主cGAS-STING-TBK1-IRF3
通路的多个关键节点进行抑制, 从而削弱IFN的产

生与效应, 这为理解LMBV在感染后期干扰素效能

下降提供了潜在的类比
[68, 69]

。

 3.5   rMsIFN-γ保护效应具短时性, 递送策略优化

或可延长保护作用

本研究结果表明, rMsIFN-γ在大口黑鲈体内注

射后可在短时间内诱导抗病毒基因与炎症因子的

表达上调, 有效抑制LMBV的扩增, 并延缓鱼体死

亡进程。然而, 该保护作用呈现明显的时效性衰减

特征: 自注射后72h起, 相关基因的表达水平及病毒

载量逐渐趋近于对照组, 提示rMsIFN-γ在体内的生

物稳定性有限, 并易受到机体多重调控机制的影响,
难以维持持久的免疫激活状态。为延长其免疫活

性窗口期并提升抗病毒效果, 近年来已有多项研究

探索不同的递送方式可供借鉴, 如口服包埋、注射

缓释等策略。目前, 在多种鱼类中, 已通过海藻酸

钠、壳聚糖等材料包裹抗原实现口服免疫, 具有良

好的稳定性, 可避免在胃内降解, 在肠道中缓释并

激活黏膜免疫应答
[70]
。此外 , 注射缓释系统如

PLGA微球已被广泛用于蛋白质类免疫分子的持续

释放, 有助于延长作用时间并显著增强疗效
[71]
。基

因工程微生物表达系统(如重组乳酸菌)也为外源性

蛋白的递送提供了新思路。在草鱼中, 通过口服能
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图 8   经rMsIFN-γ治疗的大口黑鲈抗LMBV感染的存活率

Fig. 8   Survival rate of rMsIFN-γ-treated largemouth bass follow-
ing LMBV infection
存活率曲线由3个平行组的均值±标准差(SD)表示。显著性差

异采用独立样本t检验进行分析(n=3)
Survival  curves  are  presented  as  mean±SD  from  three  biological
replicates.  Statistical  significance is  assessed using an unpaired t-
test (n=3); *P<0.05, **P<0.01
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表达草鱼呼肠孤病毒(Grass carp hemorrhage virus,
GCRV)衣壳蛋白VP5的重组乳酸菌能在较长时间

内保护草鱼免受GCRV感染; 而在大口黑鲈中, 口
服能表达IFN-a3的重组乳酸菌能诱导大口黑鲈的

免疫反应, 从而有效预防和对抗LMBV感染
[27, 72]

。

 4    结论

本研究成功建立了大口黑鲈Ⅱ型干扰素IFN-γ
的原核表达系统, 纯化的重组蛋白rMsIFN-γ具有诱

导干扰素相关基因在大口黑鲈细胞和体内表达的

能力; 通过腹腔注射rMsIFN-γ可延缓LMBV感染鱼

的死亡进程, 提高存活率。本研究为LMBV的防治

新途径提供基础数据与参考。
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BIOLOGICAL ACTIVITY OF RECOMBINANT IFN-γ FROM LARGEMOUTH
BASS (MICROPTERUS SALMOIDES) AND ITS PROTECTIVE MECHANISM

AGAINST LMBV INFECTION

MENG Huai-Xin1, 2, LIN Ling-Yun2, YAO Jia-Yun2, GUO Qiong-Yao2, 3, SHEN Jin-Yu1, 2 and PAN Xiao-Yi2, 3

(1. School of Life Sciences, Huzhou Normal University, Huzhou 313000, China; 2. Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Key
Laboratory of Fish Health and Nutrition of Zhejiang Province, Key Laboratory of Fishery Environment and Aquatic Product
Quality and Safety of Huzhou City, Zhejiang Institute of Freshwater Fisheries (Zhejiang Freshwater Fishery Environmental

Monitoring Station), Huzhou 313001, China; 3. College of Marine Science and Fisheries,
Jiangsu Ocean University, Lianyungang 222005, China)

Abstract: Largemouth bass ranavirus (LMBV) is a major pathogen in largemouth bass (Micropterus salmoides) aqua-
culture, frequently causing high mortality and substantial economic losses. Non-specific immune responses are crucial
for host antiviral defence. Although interferons are known to mediate antiviral immunity in teleosts,  the function and
underlying  mechanisms  of  type Ⅱ interferon  IFN-γ  (interferon-γ)  in  largemouth  bass  resistance  to  LMBV  infection
remain  insufficiently  elucidated.  To  address  this,  recombinant  rMsIFN-γ  was  expressed  and  purified  using  a  pCold-
TF/Rosetta (DE3) prokaryotic system, and its bioactivity and anti-LMBV effects were assessed both in vitro using the
Micropterus salmoides spinal  cord cell  line  (MSSC) and in  vivo.  The results  showed that  rMsIFN-γ had an apparent
molecular  mass  of  approximately  21  kDa.  In  vitro,  rMsIFN-γ  markedly  upregulated  the  expression  of Mx, ISG15,
SOCS1, and IRF9 in MSSC cells, and exhibited measurable anti-LMBV activity under both prophylactic and therapeu-
tic treatment regimens. In vivo, rMsIFN-γ induced the expression of Mx, ISG15, SOCS1, and IRF9, as well as the pro-
inflammatory cytokines IL-1β and TNF-α and the chemokine IL-8, in the spleen and head kidney. In therapeutic experi-
ments,  early  rMsIFN-γ  administration  after  infection  resulted  in  lower Mx and ISG15 expression  than  that  in  virus-
infected controls, while IL-1β and IL-8 were significantly elevated; concomitantly, expression of the LMBV immediate-
early protein ICP-46 was reduced. Thereafter, viral loads in tissues decreased and mortality progression in infected fish
was delayed. Collectively, rMsIFN-γ confers demonstrable anti-LMBV effects both in vitro and in vivo, likely associa-
ted with the canonical  interferon-stimulated genes (ISGs) pathway in conjunction with coordinated inflammatory and
chemotactic responses in vivo. These findings highlight the potential utility of IFN-γ for LMBV control and provide a
novel perspective for immunological prevention and intervention strategies in largemouth bass.

Key words: Interferon-γ; Antiviral activity; Largemouth bass ranavirus (LMBV); Micropterus salmoides
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