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鳜SMYD3基因的分子特征及其在抗病毒免疫中的功能
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摘要: 为了研究鳜(Siniperca chuatsi)赖氨酸甲基转移酶SMYD3 (SET and MYND Domain Containing 3)基因的

分子特征及其在抗病毒免疫中的功能, 首先通过氨基酸序列比对、蛋白质结构预测及进化树分析表明, 鳜
SMYD3基因在进化过程中具有较高的保守性。本文克隆了鳜SMYD3基因, 其全长1332个核苷酸, 编码443个
氨基酸。荧光定量qRT-PCR结果表明, 在感染鳜弹状病毒SCRV (Siniperca chuatsi Rhabdovirus)后, 过表达鳜

SMYD3显著抑制抗病毒基因的表达, 并且促进SCRV病毒的复制。分子机制解析表明, 鳜SMYD3和干扰素调

节因子3和7 (IRF3和IRF7)之间存在相互作用, 随后通过荧光素酶报告基因实验证明, 鳜SMYD3抑制由IRF3和
IRF7激活的干扰素启动子和干扰素刺激响应元件ISRE的活性。为了研究SMYD3在SCRV病毒感染过程中的

在体生物学功能, 利用模式生物斑马鱼作为模型, 对野生型斑马鱼和smyd3缺失的斑马鱼进行了SCRV的攻毒

实验, 发现smyd3缺失的斑马鱼抗SCRV病毒感染的能力显著增强。这些研究结果表明鳜SMYD3负调控抗病

毒先天免疫信号通路, 为深入解析鳜抗病毒免疫的分子调控机制提供依据, 同时为培育抗病毒鳜新种质提供

了分子靶标。
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鳜(Siniperca chuatsi)是鲈形目鮨科鳜属鱼类,
俗称桂花鱼、季花鱼, 具有肉质细嫩、营养丰富、

无肌间刺、蛋白质含量高等优点, 是我国一种具有

重要商业价值的淡水鱼类
[1, 2]

。然而, 随着养殖规

模的扩大以及对高养殖效益的追求, 人们过往疏忽

了对鳜人工繁殖选育的科学管理, 这导致鳜的抗病

性下降, 严重影响育种效益、质量和安全
[3]
。因此,

对鳜养殖中病害发病机制的解析及鳜抗病新品种

的培育受到越来越多的重视, 相关的研究也取得了

一系列的进展。

近年来, 病害的暴发给鳜养殖业带来巨大损失,
尤其是由病毒感染引起的病毒病, 已成为影响鳜养

殖业可持续发展的主要制约因素
[4–5]

。鳜弹状病毒

SCRV (Siniperca  chuatsi Rhabdovirus)是一种鳜的

重要病毒病原
[6], 其感染会导致鳜在体表、鳍部以

及鳃、肝脏和肠道等器官出现点状出血的临床症

状, 且致死率极高
[7—9]

。通过组织病理学检查, 感染

SCRV的病鱼样本中可以观察到鳜的脾、肝和肾出

第 50 卷 第 4 期 水   生   生   物   学   报 Vol. 50, No. 4
 

2026 年   4  月 ACTA HYDROBIOLOGICA SINICA A p r . ,  2 0 2 6 

 
 

收稿日期: 2025-10-23; 修订日期: 2025-12-22
基金项目: 湖北省自然科学基金(2022CFA110); 国家重点研发计划(2022YFF1000302); 国家自然科学基金(32273171、32430108和

U25A20721); 国家资助博士后研究人员计划和中国博士后科学基金(BX20250008)资助 [Supported by the Natural Science
Foundation  of  Hubei  Province  of  China  (2022CFA110);  the  National  Key  Research  and  Development  Program  of  China
(2022YFF1000302); the National Natural Science Foundation of China (32273171, 32430108 and U25A20721); the Postdoctoral
Fellowship Program and China Postdoctoral Science Foundation (BX20250008)]

作者简介: 石帅, 男, 硕士研究生; 主要从事鱼类抗逆抗病机理研究。E-mail: shishuai@ihb.ac.cn　王子旋, 女, 博士; 主要从事鱼类抗逆

抗病机理研究。E-mail: wangzixuan@ihb.ac.cn　*共同第一作者

通信作者: 肖武汉, 男, 研究员; 主要从事鱼类抗逆抗病机理研究。E-mail: w-xiao@ihb.ac.cn　刘兴, 男, 研究员; 主要从事鱼类抗逆抗病

机理研究。E-mail: liuxing@ihb.ac.cn　#
共同通信作者

©The Author(s) 2026. This is an open access article under the CC-BY 4.0 License (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

https://doi.org/10.3724/1000-3207.2025.2025.0373
https://doi.org/10.3724/1000-3207.2025.2025.0373
https://doi.org/10.3724/1000-3207.2025.2025.0373
https://cstr.cn/32229.14.SSSWXB.2025.0373
mailto:shishuai@ihb.ac.cn
mailto:wangzixuan@ihb.ac.cn
mailto:w-xiao@ihb.ac.cn
mailto:w-xiao@ihb.ac.cn
mailto:liuxing@ihb.ac.cn
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/


现严重的病理变化, 包括坏死和细胞核收缩等
[7]
。

1999年中国科学院水生生物研究所团队首次通过

电子显微镜在受感染的鳜组织中观察到SCRV, 并
从患病鳜的组织中分离出SCRV毒株

[10—11]
。SCRV

属于弹状病毒科, 是一种单股负链RNA病毒, 呈现

出子弹状形态, 病毒颗粒的长度约为110—130 nm,
直径在80—100 nm [12]

。其基因组约为11 kb, 包含

5种结构蛋白, 分别是核蛋白(N)、磷蛋白(P)、基质

蛋白 (M)、糖蛋白(G)和聚合酶蛋白(L)[12—16]
。探究

SCRV的感染及鳜抗病毒免疫的调控机制, 在此基

础上培育具有抗病性状的鳜新品系 , 有望突破

SCRV对鳜养殖业健康发展的极大制约。

先天免疫系统是鱼类抵御病原感染的重要防

线
[17, 18]

。其激活过程核心在于模式识别受体(PRRs)
识别病原体保守的病原相关分子模式(PAMPs), 进
而触发复杂的细胞内信号转导

[19]
。RLR (RIG-I-like

receptors, RIG-I样受体)信号通路是细胞质中识别

病毒RNA并启动抗病毒先天免疫反应的关键途径。

当RNA病毒入侵细胞并在胞质内复制时, 会产生病

毒特异性RNA并被模式识别受体RIG-I或MDA5识
别。随后, 激活的RIG-I或MDA5与位于线粒体外膜

的接头蛋白MAVS发生相互作用, 并招募下游信号

分子, 如TANK结合激酶1 (TBK1)等形成复杂的信

号复合物。TBK1磷酸化转录因子IRF3和IRF7, 磷
酸化的IRF3/IRF7转入细胞核启动I型干扰素等基因

的转录, 发挥抗病毒免疫的生物学功能
[20, 21]

。干扰

素调节因子IRF3和IRF7是先天免疫应答中的主要

转录因子, 可驱动Ⅰ型干扰素基因的表达。IRF3和
IRF7都由N端的DNA结合结构域(DBD)、中央反式

激活结构域(TAD)及C端区域组成。C端区域会发

生多种翻译后修饰, 从而影响IRF3和IRF7的二聚

化、定位和功能的调控
[22, 23]

。

SMYD3是SMYD 赖氨酸甲基转移酶家族的一

员 ,  SMYD3的结构域包括 SET结构域、MYND
(myeloid-Nervy-DEAF-1)结构域和CTD (Carboxyl-
Terminal  Domain)结构域。其中 ,  SET结构域被

MYND结构域一分为二, 前面是pre-SET结构域, 后
面是富含半胱氨酸的post-SET结构域

[24]
。SMYD3

发挥甲基转移酶活性需要pre-SET结构域和post-
SET结构域相结合, 因此pre-SET和post-SET结构域

在SMYD3底物识别和酶活性中发挥关键作用
[25, 26]

。

SMYD3作为重要的赖氨酸甲基转移酶, 被报道介

导了多种组蛋白和非组蛋白底物的甲基化修饰, 从
而调控这些底物蛋白的表达和功能

[27—29]
。已有研

究表明, SMYD3在抗病毒免疫中发挥重要功能, 特
别是SMYD3在应答病毒感染时的表达变化

[30, 31]
及

在 IFN诱导中的抑制作用
[32— 34]

。此外 ,  SMYD3
与病毒蛋白, 如丙型肝炎病毒(HCV) NS5A蛋白和

乙型肝炎病毒(HBV) X蛋白之间的相互作用已有报

道
[35—38]

。然而, 鳜SMYD3在抗病毒免疫应答中的

作用和机制仍不清楚, 需要进一步研究。

本研究发现在SCRV感染时, 鳜SMYD3通过与

鳜IRF3和IRF7的相互作用, 显著抑制抗病毒先天免

疫反应。 进一步以模式生物斑马鱼作为模型, 通过

在体实验证明, smyd3缺失的斑马鱼幼鱼具有更强

的抗SCRV感染的能力。本研究不仅为理解鳜

SMYD3在SCRV等鳜重要病毒病原感染中如何调

控抗病毒免疫应答提供了关键理论依据, 也深化了

对SMYD3在不同物种中功能与作用机制的认识。

 1    材料与方法

 1.1   细胞、质粒、病毒和斑马鱼

EPC 细胞使用含10% 胎牛血清的  M-199培
养基 , 在  28℃,  5% CO2培养箱中培养 ;  HEK293T
细胞使用含10% 胎牛血清的  DMEM培养基 , 在
37℃, 5% CO2培养箱中培养。Sc-SMYD3 (NCBI登
录号 :  XP_044046134.1)、 Sc-IRF3  (NCBI登录号 :
XP_044035778.1)和Sc-IRF7 (NCBI登录号: XP_0440
49076.1)分别克隆到 pCMV-HA和pCMV-Flag 载体

中。用于质粒构建的引物列如表  1 所示 , 使用

NeoFect  (#TF20121201)试剂将质粒转染到细胞

中。EPC细胞和HEK293T细胞来自美国保藏中心

(ATCC), SCRV病毒由中国科学院水生生物研究所

柯飞博士馈赠。smyd3缺失斑马鱼的建立和相关信

息已在之前发表的论文中详细描述
[39]
。

 1.2   组织或细胞总RNA提取、cDNA合成、荧光

定量PCR
从细胞或组织中使用TRIzol法提取总RNA。

使用NanoDrop微量分光光度计分析RNA的完整

性、质量和纯度, 以及RNA的浓度。所有RNA的

A260/A280比值均在1.8—2.0。使用DNase I (Fermen-
tas, #EN0521)处理RNA, 然后将等量RNA (每20 μL
反应体系中加入1.5 μg RNA)用于cDNA合成, 根据

反转录试剂盒(TransGen Biotech, #AE311-03)的说

明书进行具体操作。使用RT-Mix (TransGen Biotech,
#AQ601-02)进行qRT-PCR检测, 最后进行熔解曲线

分析。qRT-PCR程序在CFX Connect实时PCR系统

(Bio-Rad Laboratories)上运行, 包括无模板对照和

3个技术重复。用于qRT-PCR检测的引物见表 1。
 1.3   免疫印迹与免疫共沉淀

在HEK293T细胞中转染 HA-Sc-IRF3或HA-Sc-
IRF7, 以及Flag-Sc-SMYD3 或 Flag 空载体作为对
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照(每个10 cm细胞培养皿每种质粒转染5 μg)。使

用含有以下成分的RIPA缓冲液提取总细胞蛋白:
50 mmol/L Tris (pH 7.4)、1% Nonidet P-40、0.25%
脱氧胆酸钠、1 mmol/L EDTA (pH 8.0)、150 mmol/L
NaCl、1 mmol/L NaF、1 mmol/L PMSF、1 mmol/L
Na3VO4、1﹕100稀释磷酸酶抑制剂混合液(Bimake)
及1﹕100稀释的蛋白酶抑制剂混合液(Bimake)。使

用anti-Flag偶联的琼脂糖珠(Sigma-Aldrich)进行免

疫沉淀。使用RIPA缓冲液洗beads 3次, 通过SDS-
PAGE分离后 , 转移到聚偏二氟乙烯膜(PVDF)上 ,
用5% (w/v)脱脂奶粉封闭, 然后用对应的一抗(anti-
Flag 抗体 ,  1﹕1000,  Sigma,  #F1804;  anti-HA 抗体 ,
1﹕1000, Biolegend, #901515)和相应的二抗进行孵

育, 通过ECL Western blot检测试剂进行孵育显色,
并使用富士胶片LAS4000 mini发光成像分析仪进

行拍照。

 1.4   免疫荧光

将细胞接种于玻璃底培养皿中 , 将Flag-Sc-
SMYD3和HA-Sc-IRF3或HA-Sc-IRF7质粒共转染至

HEK293T细胞(每个小皿每种质粒转染500 ng)。转

染24h后, 弃去培养基, 并立即使用4%的多聚甲醛

进行细胞固定。随后, 用PBS清洗细胞3次, 并向培

养皿中加入封闭液, 封闭10min。接着, 使用兔单克

隆 anti-HA抗体 (Cell  Signaling  Technology,  #3724),
以1﹕1000的稀释度对HA-Sc-IRF3或HA-Sc-IRF7进
行检测; 同时, 使用小鼠单克隆anti-Flag抗体(Sigma,
#F1804), 以1﹕1000的稀释度对Flag-Sc-SMYD3进行

检测。二抗分别为Alexa 488偶联抗体(Invitrogen, #
A11008)和Alexa 594偶联抗体(Invitrogen, #A11005),
稀释度为1﹕1000。DAPI用于细胞核染色。最后 ,
使用激光扫描共聚焦荧光显微镜(Leica SP8)拍摄

图像。

 1.5   双荧光素酶报告基因实验

将EPC 细胞接种在 24 孔板中培养24h后, 将
EPC-IFN-luc reporter或ISRE-reporter  (每个孔每种

质粒转染200  ng)、Flag-Sc-SMYD3和HA-Sc-IRF3
或HA-Sc-IRF7质粒(每个孔每种质粒转染200 ng),
以及pCMV-Renilla (每个孔每种质粒转染10 ng), 共
转染至EPC细胞。转染后 24h, 使用双荧光素酶报

告基因检测试剂盒 (Promega, # E1960) 测量荧光素

酶活性。

 1.6   SCRV病毒感染

病毒感染细胞　　EPC细胞被接种于6孔板中,
向每个孔中加入50 μL SCRV病毒, 感染8h后, 收集

细胞用于qRT-PCR实验。

病毒感染斑马鱼　　将受精后3d的斑马鱼幼鱼

放入一次性培养皿(直径 6 cm)中, 培养皿中装有

3.5 mL水, 然后向每个培养皿中加入1.5 mL SCRV。

随后, 统计斑马鱼死亡情况并进行拍照处理。

 1.7   统计学处理

统计分析使用GraphPad  Prism  10.4.0软件进

行。实验组与对照组之间的差异通过t检验或双因

素方差分析来确定。生存曲线的统计分析采用对

数秩检验(Mantel-Cox)。统计分析结果以均值±标

 

表 1   所用引物序列

Tab. 1   Primers sequences used in this study

引物名称
Primer name

引物序列
Primer sequence (5′—3′)

实验技术
Assay

technique
Sc-SMYD3-F ATGTGGAGGGAAAACATG

GTACTGAG
PCR

Sc-SMYD3-R TTAGTGACTGCTGGATGA
CTGTTGAA

PCR

Sc-IRF3-F ATGCCTCAGGAATCTCAG
GAGGG

PCR

Sc-IRF3-R TCAGTACATCTCCATCATC
TCTTCGAGC

PCR

Sc-IRF7-F ATGCAATGCCCTCCCAAGC PCR

Sc-IRF7-R TCAGAGCTGGTGTGTAAA
AGCCG

PCR

Zebrafish-β-actin-
RT-F

TACAATGAGCTCCGTGTT
GC

qRT-PCR

Zebrafish-β-actin-
RT-R

ACATACAATGGCAGGGGT
GTT

qRT-PCR

Zebrafish-ifn1-
RT-F

GAGCACATGAACTCGGTG
AA

qRT-PCR

Zebrafish-ifn1-
RT-R

TGCGTATCTTGCCACACAT
T

qRT-PCR

Zebrafish-lta-
RT-F

AAGCCAAACGAAGGTCA qRT-PCR

Zebrafish-lta-
RT-R

AACCCATTTCAGCGATTGT
C

qRT-PCR

Zebrafish-mxc-
RT-F

GAGGCTTCACTTGGCAAC
TC

qRT-PCR

Zebrafish-mxc-
RT-R

TTGTTCCAATAAGGCCAA
GC

qRT-PCR

EPC-β-actin-RT-
F

CACTGTGCCCATCTACGA
G

qRT-PCR

EPC-β-actin-RT-
R

CCATCTCCTGCTCGAAGTC qRT-PCR

EPC-ifn-RT-F ATGAAAACTCAAATGTGG
ACGTA

qRT-PCR

EPC-ifn-RT-R GATAGTTTCCACCCATTTC
CTTAA

qRT-PCR

EPC-isg15-RT-F CAGCCTTGAGGATGATTC
CAG

qRT-PCR

EPC-isg15-RT-R TGCCGTTGTAAATCAGTC
G

qRT-PCR

EPC-viperin-RT-
F

AGCGAGGCTTACGACTTC
TG

qRT-PCR

EPC-viperin-RT-
R

GCACCAACTCTCCCAGAA
AA

qRT-PCR

SCRV-G-RT-F ATGAAATCAATCATTGCA
CTTACGT

qRT-PCR

SCRV-G-RT-R TTAGGGAACAAATTGATA
CTGCTGC

qRT-PCR

SCRV-N-RT-F ATGGAAAACCAAATCATC
AAGAG

qRT-PCR

SCRV-N-RT-F TCACAAAGCTTGGTGTTTC
AG

qRT-PCR

SCRV-M-RT-F ATGCCTCTGTTTAAGAAG
AGCAACA

qRT-PCR

SCRV-M-RT-F TTAATGCCAGCTATGACC
AGGGTC

qRT-PCR
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准差(SD)表示。P<0.05被视为具有统计学意义。

统计显著性如下所示 : P>0.05表示差异不显著 ,
*P<0.05表示差异显著, **P<0.01表示差异极显著;
所有相关实验至少重复3次。

 2    结果

 2.1   鳜SMYD3基因的分子特征

鳜 SMYD3编码序列 (NCBI登录号 :  XP_044
046134.1)包含1332个碱基 , 编码443个氨基酸残

基。通过氨基酸序列比对 , 发现SMYD3在人、

小鼠、斑马鱼和鳜中具有较高保守性。通过SWISS
MODEL(https://www.swissmodel.expasy.org/) 在线

软件, 预测人、小鼠、斑马鱼和鳜SMYD3蛋白的

二级结构(图 1A), 同样的, SMYD3蛋白的结构在物

种间高度保守。进一步对来自多个不同物种的

SMYD3蛋白的氨基酸序列构建进化树 (图  1B)。
这些结果表明, 鳜SMYD3可能具有保守的生物学

功能。

 2.2   鳜SMYD3抑制SCRV感染时干扰素等抗病毒

基因的表达, 并且促进病毒的复制

本文构建了SMYD3的表达载体, 并在EPC细胞

中转染了带有Flag标签的鳜SMYD3的质粒, 进一步

利用免疫荧光检测外源过表达鳜SMYD3的亚细胞

定位。实验结果表明, 鳜SMYD3主要在细胞质内

表达, 但是细胞核内也有少量的表达(图 2A)。随

后对转染了鳜SMYD3的细胞进行了SCRV的攻毒,
并利用实时定量PCR检测Ⅰ型干扰素ifn及干扰素

诱导基因viperin和isg15的mRNA水平。结果显示,
鳜SMYD3可以抑制SCRV感染条件下细胞内Ⅰ型

干扰素ifn及干扰素诱导基因viperin和isg15的表达

(图 2B—2D)。同时检测了同样条件下SCRV病毒

基因的表达水平, 发现鳜SMYD3显著增强了SCRV
病毒的复制(图 2E—2G)。
 2.3   鳜SMYD3与转录因子IRF3和IRF7相结合

为了探究鳜SMYD3抑制抗病毒免疫应答的

分子机制, 本文分析了鳜SMYD3与抗病毒免疫应

答通路中的关键转录因子IRF3和IRF7相互作用的

情况。将Flag-Sc-SMYD3与HA-Sc-IRF3或HA-Sc-
IRF7共同转染到HEK293T细胞中, 通过免疫共沉淀

实验分析, 发现Flag-Sc-SMYD3与HA-Sc-IRF3或HA-
Sc-IRF7之间存在相互作用(图 3A 和3B)。通过进

行免疫荧光染色实验, 结果表明Flag-Sc-SMYD3与
HA-Sc-IRF3或HA-Sc-IRF7之间存在共定位的现象

(图 3C 和3D)。以上实验表明, 鳜SMYD3与转录因

子IRF3和IRF7可以相互结合。

 2.4   鳜SMYD3抑制IRF3或IRF7激活的ISRE活性

既然鳜SMYD3可以与转录因子IRF3和IRF7相
互结合, 接下来本文探究了鳜SMYD3是否可以抑

制转录因子IRF3或IRF7对下游信号通路的激活。

已有研究报道, 抗病毒先天免疫信号通路激活后,
可诱导干扰素和干扰素刺激响应元件(ISRE)依赖

性基因的表达, 从而建立抗病毒状态
[40, 41]

。首先,
本文检测了鳜SMYD3对 IFN启动子的影响 , 鳜
SMYD3显著抑制了由鳜IRF3或IRF7激活的IFN启

动子的活性(图 4A)。ISRE报告基因系统被广泛应

用于检测干扰素通路活性, 将ISRE基序与荧光素酶

基因相连, 通过测定荧光素酶的表达水平, 即可反

映先天免疫信号通路的激活程度
[41—43]

。因此, 本研

究进一步采用ISRE报告基因评估鳜SMYD3在抗病

毒免疫应答中的调控作用, 以揭示其潜在分子机
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图 1    鳜SMYD3的保守性分析

Fig. 1    Conservation analysis of Siniperca chuatsi SMYD3
A. 人SMYD3、小鼠Smyd3、斑马鱼smyd3、鳜SMYD3的蛋白二级结构预测; B. 鳜SMYD3的系统进化树

A.  Prediction  of  the  secondary  structure  of Homo  sapiens SMYD3, Mus  musculus Smyd3, Danio  rerio smyd3,  and Siniperca  chuatsi
SMYD3 proteins; B. Phylogenetic tree analysis of the SMYD3 amino acid sequence from different vertebrate species
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制。将Flag-Sc-SMYD3分别与HA-Sc-IRF3或HA-
Sc-IRF7, 以及相应的报告质粒共同转染到EPC细胞

中, 24h后, 进行了荧光素酶报告基因分析, 检测了

报告基因ISRE reporter的活性。结果表明, Flag-Sc-
SMYD3可以抑制HA-Sc-IRF3或HA-Sc-IRF7激活的

ISRE报告基因的活性(图 4B)。因此, 鳜SMYD3可
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图 2    鳜SMYD3抑制SCRV感染时干扰素等基因的表达, 并且促进病毒的复制

Fig. 2    Sc-SMYD3 suppresses ifn, viperin and isg15 gene expression and enhances SCRV genes replication during SCRV infection
A. 免疫荧光分析外源过表达 Flag-Sc-SMYD3的亚细胞定位; B—D. EPC细胞中转染Flag-Sc-SMYD3或以Flag空载体为对照, 转染

24h后, 分别进行感染或不感染SCRV的处理8h, 检测ifn (B), viperin (C)和isg15 (D)的表达; E—G. EPC细胞中转染Flag-Sc-SMYD3或以

Flag空载体为对照, 转染24h后, 分别进行感染或不感染SCRV的处理8h, 检测SCRV-G (E), SCRV-N (F)和SCRV-M (G)的表达; *P<0.05;
**P<0.01; 下同

A. Immunofluorescence analysis of the subcellular localization of exogenous Flag-Sc-SMYD3; B—D. qRT-PCR assays for the expression of
ifn (B), viperin (C), and isg15 (D) in the control (Flag empty vector) or SMYD3-overexpressed (Flag-Sc-SMYD3) EPC cells infected with-
out (UI) or with SCRV; E—G. qRT-PCR assays for the expression of SCRV-G (E), SCRV-N (F), and SCRV-M (G) in the control (Flag empty
vector) or SMYD3-overexpressed (Flag-Sc-SMYD3) EPC cells infected with SCRV; *P<0.05; **P<0.01; The same applies below
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能是通过结合转录因子IRF3和IRF7, 并抑制这些转

录因子对下游通路激活, 从而抑制抗病毒免疫应答。

 2.5   smyd3的缺失增强斑马鱼对SCRV感染的抵抗力

为了探究SMYD3在SCRV病毒感染过程中的

在体生物学功能, 以模式生物斑马鱼作为模型进

行了相关的研究。在先前的研究工作中已成功构

建了smyd3缺失的斑马鱼
[39]
。本研究将受精后3d的

野生型斑马鱼和 smyd3缺失的斑马鱼幼鱼感染

SCRV, 并在病毒感染后21h拍照记录幼鱼死亡数量

(图 5A)。同时记录不同时间点斑马鱼的死亡情况,
结果显示, 在SCRV病毒感染后17h野生型斑马鱼开

始出现死亡, 而smyd3缺失的斑马鱼开始出现死亡
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图 3    鳜SMYD3与IRF3或IRF7相互结合

Fig. 3    Sc-SMYD3 interacts with IRF3 or IRF7
A. Flag-Sc-SMYD3与HA-Sc-IRF3的免疫共沉淀实验; 在HEK293T细胞中, 共转染HA-Sc-IRF3与Flag-Sc-SMYD3或Flag空载体质粒

24h后, 用anti-Flag抗体偶联的琼脂糖进行免疫沉淀, 用免疫印迹法检测相互作用; B. Flag-Sc-SMYD3与HA-Sc-IRF7的免疫共沉淀实

验; 在HEK293T细胞中, 共转染HA-Sc-IRF7与Flag-Sc-SMYD3或Flag空载体质粒24h后, 用anti-Flag抗体偶联的琼脂糖进行免疫沉淀,
用免疫印迹法检测相互作用; C. 在HEK293T细胞中, 共转染Flag-Sc-SMYD3与HA-Sc-IRF3质粒24h后, 使用相应的抗体进行免疫荧光,
检测Flag-Sc-SMYD3与HA-Sc-IRF3之间的共定位情况; D. 在HEK293T细胞中, 共转染Flag-Sc-SMYD3与HA-Sc-IRF7质粒24h后, 使用

相应的抗体进行免疫荧光, 检测Flag-Sc-SMYD3与HA-Sc-IRF7之间的共定位情况; 图C和D中的比例尺为10 μm, 细胞核通过DAPI复
染标记

A. Co-immunoprecipitation of Flag-Sc-SMYD3 with HA-Sc-IRF3. HEK293T cells are co-transfected with HA-Sc-IRF3 together with Flag-
Sc-SMYD3 or Flag empty vector as a control for 24h; Anti-Flag antibody conjugated agarose beads are used for immunoprecipitation, and
the  interaction  is  detected  by  immunoblotting  with  the  indicated  antibodies;  B.  Co-immunoprecipitation  of  Flag-Sc-SMYD3 with  HA-Sc-
IRF7. HEK293T cells are co-transfected with HA-Sc-IRF7 together with Flag-Sc-SMYD3 or Flag empty vector as a control for 24h. Anti-
Flag antibody conjugated agarose beads are used for immunoprecipitation, and the interaction is detected by immunoblotting with the indi-
cated antibodies; C. HEK293T cells are co-transfected with Flag-Sc-SMYD3 together with HA-Sc-IRF3 for 24h, and immunofluorescence
analysis of the co-localization of Flag-Sc-SMYD3 and HA-Sc-IRF3 with the indicated antibodies; D. HEK293T cells are co-transfected with
Flag-Sc-SMYD3 together with HA-Sc-IRF7 for 24h, and immunofluorescence analysis of the co-localization of Flag-Sc-SMYD3 and HA-
Sc-IRF7 with the indicated antibodies. Scale bar=10 μm, and nuclei are counterstained with DAPI in C and D
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是在感染后19h; 野生型斑马鱼在感染后23h全部死

亡, smyd3缺失的斑马鱼仍有存活(图 5B)。随后通

过实时荧光定量PCR检测了野生型和smyd3缺失的

斑马鱼体内免疫下游基因的mRNA水平, 结果显示,
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图 4    鳜SMYD3抑制IRF3或IRF7激活的IFN和ISRE的活性

Fig. 4    Sc-SMYD3 suppresses the IFN promoter or ISRE reporter activity activated by IRF3 and IRF7
A. 将EPC细胞接种到24孔板, 24h后, 将Flag-Sc-SMYD3和HA-Sc-IRF3或HA-Sc-IRF7质粒, 以及EPC-IFN-luc和pCMV-Renilla共转染到

EPC细胞内(分别以Flag和HA空载体为对照), 检测EPC-IFN-luc的活性; B. 将EPC细胞接种到24孔板, 24h后, 将Flag-Sc-SMYD3和HA-
Sc-IRF3或HA-Sc-IRF7质粒 , 以及ISRE-reporter和pCMV-Renilla共转染到EPC细胞内(分别以Flag和HA空载体为对照), 检测ISRE
reporter的活性

A. Relative luciferase activities of the EPC-IFN-luc reporter activated by overexpressed HA-Sc-IRF3 or HA-Sc-IRF7 when the control (Flag
empty vector) or Flag-Sc-SMYD3 is co-transfected into EPC cells; B. Relative luciferase activities of the ISRE reporter activated by overex-
pressed HA-Sc-IRF3 or HA-Sc-IRF7 when the control (Flag empty vector) or Flag-Sc-SMYD3 is co-transfected into EPC cells

 

A B

D

UI +SCRV
0

5

10

15

lt
a
的
相
对
表
达
量

R
el

at
iv

e 
ex

p
re

ss
io

n
 o

f 
lt
a

 (
fo

ld
) **

E

UI +SCRV

m
xc
的
相
对
表
达
量

R
el

at
iv

e 
ex

p
re

ss
io

n
 o

f 
m
xc

 (
fo

ld
)

0

2

4

6

8

10 **C

UI +SCRV
0

5

10

15

if
n
1
的
相
对
表
达
量

R
el

at
iv

e 
ex

p
re

ss
io

n
 o

f 
if
n
1
 (

fo
ld

)

**smyd3+/+

smyd3−/−

0 10
0

50

100

16 18 20 22 24

SCRV病毒感染时间Time after SCRV treatment (h)

存
活
率

S
u
rv

iv
al

 r
at

e 
(%

)

smyd3+/+

smyd3−/−

**

−SCRV

+SCRV

smyd3+/+ smyd3−/−

图 5    smyd3缺失的斑马鱼抗SCRV感染能力增强

Fig. 5    smyd3-deficient zebrafish exhibit enhanced resistance to SCRV infection
A.将smyd3缺失的斑马鱼和野生型斑马鱼(3 dpf)(n=30)分为对照组和实验组, 实验组加入SCRV病毒。死亡的斑马鱼幼鱼表现出血液

循环停止、心脏停止跳动及身体弯曲等行为, 如箭头所示; B.在不同的时间点内记录smyd3缺失的斑马鱼和野生斑马鱼的存活率;
C—E. qRT-PCR检测未感染或感染SCRV的斑马鱼幼鱼体内抗病毒相关基因ifn1(C)、lta(D)和mxc(E)的表达量

A. smyd3-deficient and wild-type zebrafish (3 dpf) (n=30) are treated with or without SCRV infection; The dead zebrafish exhibit circula-
tion cessation, heart stoppage, and body bending, as indicate by the arrows; B. The number of deaths of both SMYD3-deficient and wild-
type zebrafish is recorded at various time points; C—E. qRT-PCR analysis of the expression levels of antiviral genes, such as ifn1 (C), lta
(D), and mxc (E) in zebrafish larvae upon treatment with or without SCRV infection; Data are shown as mean ± SD; Two-way ANOVA test
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在SCRV病毒感染条件下, smyd3缺失的斑马鱼体内

抗病毒相关基因的表达量更高(图 5C—5E)。这表

明smyd3的缺失会增强斑马鱼对SCRV感染的抵抗

能力。

 3    讨论

 3.1   SMYD3在病毒感染过程中的生物学功能

作为一个重要的赖氨酸甲基转移酶, SMYD3
的功能被报道与病毒感染密切相关。一方面 ,
SMYD3与病毒蛋白存在相互作用。SMYD3与丙

型肝炎病毒的NS5A蛋白有相互作用, 作为病毒颗

粒产生的负调控因子诱导激活蛋白1活化
[35, 36]

。同

样, SMYD3与乙型肝炎病毒X蛋白相互作用, 进而

诱导激活蛋白1活化
[37]
。此外, 埃博拉病毒核蛋白

招募SMYD3促进病毒mRNA转录
[38]
。另一方面 ,

SMYD3与干扰素激活和抗病毒途径有关
[32—34]

。在

HPV阴性的鳞状细胞癌中, SMYD3已被证明通过

组蛋白甲基化抑制I型干扰素应答
[32]
。在硬骨鱼中,

SMYD3已被证明可促进TAK1降解, 从而抑制抗病

毒反应
[33]
。但是, 鳜SMYD3是否在鳜的病毒病原

感染时发挥重要的作用仍不十分清楚。

在本研究中, 通过序列比对和进化树分析, 证
实鳜SMYD3在进化上具有高度的保守性, 其编码

的氨基酸序列与斑马鱼、小鼠和人类中的SMYD3
的功能结构域高度相似。通过机制解析, 发现鳜

SMYD3与IRF3和IRF7相互作用, 从而抑制IRF3和
IRF7介导的干扰素通路的激活。进一步发现smyd3
缺失的斑马鱼抗SCRV感染的能力显著增强, 从活

体层面进一步证明SMYD3在SCRV感染中发挥重

要的负调控作用。该研究结果, 与在哺乳动物和其

他鱼类中发现的SMYD3的功能是一致的
[34]
。因此,

鳜SMYD3通过保守的分子机制负调控SCRV感染

时的抗病毒免疫反应, 这为理解鳜SMYD3的免疫

调控功能提供了重要依据。

 3.2   SMYD3作用于IRF3/IRF7的分子机制

作为先天免疫信号通路中的关键转录因子 ,
IRF3和IRF7的翻译后修饰已被广泛研究, 这些修饰

可以增强或抑制IRF3和IRF7的活化
[44—56]

。在SeV,
VSV或HSV-1感染的抗病毒先天免疫应答中, IRF3
的单甲基化修饰对其转录活性至关重要

[50]
。相反,

IRF3的二甲基化会抑制SeV、VSV或HSV-1感染时

的抗病毒先天免疫应答
[34]
。此外 , 去乙酰化酶

SIRT1对IRF3和IRF7的DNA结合结构域的去乙酰

化对它们的激活至关重要
[56]
。由于IRF3和IRF7的

激活是一个连续的过程, 包括磷酸化、二聚化和随

后的核易位
[57], 病毒刺激通常通过干扰这些步骤来

影响IRF3和IRF7的激活。而本研究揭示了鳜SMYD3
能够抑制由IRF3和IRF7诱导的ISRE以及IFN的活

性。目前尚不清楚鳜SMYD3是否影响IRF3和IRF7
的磷酸化、二聚化和随后的核转位, 从而抑制其活

性。深入研究鳜SMYD3是否可以催化鳜IRF3和
IRF7上赖氨酸的甲基化修饰, 以及鉴定其修饰位

点, 将有助于深入理解鳜SMYD3在抗病毒先天免

疫中的分子机制。此外发现鳜SMYD3与IRF3和IRF7
存在相互作用, 而鳜SMYD3的关键结构域在互作

中的具体作用尚不可知。已有研究报道, 哺乳动物

SMYD3的SET结构域和CTD结构域在与底物结合

过程中发挥着重要作用
[34, 58]

。构建鳜SMYD3关键

结构域缺失突变体, 将有利于揭示鳜SMYD3各个

结构域在与IRF3和IRF7互作中的具体作用, 从而深

化对鳜SMYD3的生物学功能的理解。

 3.3   SMYD3是培育鳜抗病新品种的潜在靶标

鳜是名特优养殖对象, 具有重要的经济价值,
然而多种病毒性病害, 包括RNA病毒如鳜弹状病毒

SCRV和DNA病毒如传染性脾肾坏死病毒ISKNV、

鳜蛙虹彩病毒MRV等严重制约了其养殖产业的健

康发展
[59, 60]

。在先天免疫信号通路中, 转录因子

IRF3和IRF7作为核心转录因子, 在抗病毒应答中发

挥着关键作用。无论是RNA病毒还是DNA病毒感

染, 最终均可通过激活IRF3和IRF7, 从而诱导干扰

素等抗病毒相关基因的表达, 激活机体的抗病毒免

疫反应
[21, 61]

。因此, 探究IRF3/IRF7的调控因子对

于机体抵抗RNA病毒和DNA病毒侵染具有重要意

义。本研究聚焦于鳜SMYD3在抗病毒免疫中的功

能, 研究结果表明其通过调控IRF3/IRF7的转录活

性参与抗病毒关键通路的调节, 为理解鳜抗RNA病

毒和DNA病毒免疫机制提供了新的视角, 也为病害

防控策略的开发奠定了理论基础。

此外, 以斑马鱼作为模式生物的研究结果表明,
smyd3缺失的斑马鱼, 其正常生理功能并未表现出

明显的缺陷, 但是其抗病毒能力却得到了显著的提

升。因此, 利用基因编辑技术, 对鳜SMYD3进行敲

除或定点突变, 有望获得抗SCRV及其他鳜重要病

毒病原的新种质。因此, 本研究不仅深化了对鳜抗

病毒先天免疫调控机制的理解, 也为鳜抗病新品种

的培育提供了潜在的分子靶标。
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Abstract: Interferon regulatory factor 3 and 7 (IRF3 and IRF7), which serve as key transcription factors in IFN activa-
tion,  are  tightly  regulated  to  fulfill  normal  physiological  functions.  In  this  study,  we  found  that  SMYD3  (SET  and
MYND domain containing 3),  a  lysine methylase,  exerts  a  negative regulatory effect  on antiviral  innate  immunity in
Siniperca chuatsi. Firstly, amino acid sequence alignment, protein structure prediction, and phylogenetic analysis indi-
cated that the SMYD3 gene in Siniperca chuatsi exhibits high evolutionary conservation. Furthermore, overexpression
of Sc-SMYD3 significantly  suppressed  antiviral  gene  expression  upon Siniperca  chuatsi Rhabdovirus (SCRV) infec-
tion.  Mechanistically,  SMYD3 interacts  with  the  key transcription  factors  IRF3 and IRF7 and inhibits  the  activity  to
activate  interferon  promoter  and  interferon-sensitive  response  element  (ISRE)  reporters.  Finally,  using  zebrafish  as  a
model,  we  found  that smyd3-deficient  zebrafish  exhibited  enhanced  resistance  to  SCRV infection  compared  to  wild-
type zebrafish. Our results reveal a novel function of the lysine methyltransferase SMYD3 during SCRV infection and
identify SMYD3 as a potential target for breeding new Siniperca chuatsi strains with anti-SCRV ability.
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