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摘   要：【目的】为了将表没食子儿茶素没食子酸酯(epigallocatechin gallate, EGCG)的 2 种衍生

物和过硫酸氢钾复合物粉(compound potassium peroxymonosulfate powder, KMPS)运用于体外细胞

实验中，以评估这 3 种药物对 I 型草鱼呼肠孤病毒(grass carp reovirus, GCRV)的抑制和杀灭效果。

【方法】利用 MUSE 法和 CCK-8 法评估表没食子儿茶素没食子酸酯棕榈酸酯(epigallocatechin 

gallate palmitate, EGCG-P)、乙酰化表没食子儿茶素没食子酸酯 (peracetylated epigallocatechin 

gallate, AcEGCG)和过硫酸氢钾复合物粉 3 种药物对细胞的安全浓度，利用体外细胞感染病毒模型，

使用不同浓度测试物处理病毒或细胞后感染病毒，通过实时荧光定量聚合酶链反应(quantitative 

real-time polymerase chain reaction, qRT-PCR)法分析不同测试物对病毒的抑制和杀灭效果。使用不

同浓度测试物处理细胞后，利用 qRT-PCR 法检测宿主免疫相关基因变化情况。【结果】EGCG-P

和 AcEGCG 对 GCRV-JX01 感染细胞的抑制作用呈剂量依赖性，且 EGCG-P 的抑制效果优于

AcEGCG，EGCG-P 浓度为 10 μg/mL 和 40 μg/mL 时病毒量相对于对照组上清中病毒的滴度分别

降低了 102 copies/μL 和 103 copies/μL，而 AcEGCG 浓度为 60 μg/mL 和 120 μg/mL 时才能达到相

同抑制效果。杀灭实验结果表明，EGCG-P、AcEGCG 和 KMPS 对 GCRV-I 毒株均有杀灭效果，
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最低有效杀灭剂量 KMPS (5 μg/mL)<EGCG-P (120 μg/mL)<AcEGCG (180 μg/mL)。草鱼白细胞

介素-1β (interleukin-1β, IL-1β)、白细胞介素-8 (interleukin-8, IL-8)、肿瘤坏死因子 α (tumor necrosis 

factor α, TNFα)和髓样分化因子(medullary differentiation factor, MyD88)相对于对照组在测试物中

均有不同程度上调，其中 EGCG-P (50 μg/mL)和 AcEGCG (10 μg/mL)处理组分别在 8 h 和 24 h 上调较

为显著。【结论】EGCG-P、AcEGCG 和 KMPS 对 GCRV-I 均有良好的抑制效果和杀灭效果，其中

EGCG-P 和 KMPS 能够在 40 μg/mL 较低浓度下对 GCRV 发挥显著性的抑制和杀灭效果，且在 24 h

后不会引起机体产生炎症反应。本研究为拮抗草鱼呼肠孤病毒环境友好型消毒产品的开发提供参考。 
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Abstract: [Objective] To evaluate the inhibitory and killing effects of two epigallocatechin 
gallate (EGCG) derivatives and compound potassium peroxymonosulfate powder (KMPS) on 
grass carp reovirus genotype I (GCRV) by in vitro cell experiments. [Methods] The safe 
concentrations of epigallocatechin gallate palmitate (EGCG-P), peracetylated epigallocatechin 
gallate (AcEGCG), and KMPS were assessed by MUSE and CCK-8 assays. Different 
concentrations of EGCG-P, AcEGCG, and KMPS were used to treat the cells infected with 
GCRV-JX01, and the inhibitory and killing effects of the three substances on the virus were 
analyzed by quantitative real-time polymerase chain reaction (qRT-PCR). Furthermore, 
qRT-PCR was employed to determine the expression levels of the genes involved in host 
immune responses in the cells treated with the three substances and then infected with the virus. 
[Results] EGCG-P and AcEGCG suppressed the viral proliferation in a concentration- dependent 
manner, and EGCG-P outperformed AcEGCG. The EGCG-P of 10 μg/mL and 40 μg/mL 
decreased the titer of GCRV-JX01 by 102 copies/μL and 103 copies/μL, respectively, compared 
with the control group, while AcEGCG achieved the same inhibitory effect at the 
concentrations of 60 μg/mL and 120 μg/mL, respectively. EGCG-P, AcEGCG, and KMPS 
all had killing effect on GCRV-JX01, and the lowest dose for effective killing followed the 
trend of KMPS (5 μg/mL)<EGCG-P (120 μg/mL)<AcEGCG (180 μg/mL). Moreover, 
EGCG-P, AcEGCG, and KMPS up-regulated the expression of interleukin-1β (IL-1β), 
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interleukin-8 (IL-8), tumor necrosis factor-α (TNF-α), and myeloid differentiation factor 
(MyD88) compared with the control group. In particular, the up-regulation was more 
significant after the treatment with EGCG-P (50 μg/mL) for 8 h and AcEGCG (10 μg/mL) for 
24 h. [Conclusion] EGCG-P, AcEGCG, and KMPS have good inhibitory and killing effects on 
GCRV-I. EGCG-P and KMPS at a concentration of 40 μg/mL can significantly inhibit GCRV 
replication without evoking an inflammatory response in 24 h. This study provides a reference 
for the development of environmentally friendly disinfection products for GCRV. 
Keywords: grass carp hemorrhagic disease; grass carp reovirus (GCRV); epigallocatechin 
gallate palmitate (EGCG-P); peracetylated epigallocatechin gallate (AcEGCG); compound 
potassium peroxymonosulfate powder 
 

草鱼呼肠孤病毒(grass carp reovirus, GCRV)

感染草鱼引起的病毒性草鱼出血病流行广、病

死率高，是危害草鱼严重的疾病之一，且该病

多发于鱼种阶段，给草鱼养殖业造成了严重的

经济损失。草鱼呼肠孤病毒隶属呼肠孤病毒

科、水生动物呼肠孤病毒属，是中国分离的第

一株鱼类病毒。目前已经有 50 多株分离的毒

株，其中包括 GCRV-JX01[1]、GCRV-873[2]、

GCRV-104[3]、GCRV-AH528[4]、GCRV-HZ08[5]

等，依据病毒基因序列及毒株带型分析可

以分为 3 种基因型：GCRV-Ⅰ、GCRV-Ⅱ和

GCRV-Ⅲ[6]。不同基因型毒株间氨基酸与核苷酸

序列同源性小于 30%，而同一基因型中，氨基

酸与核苷酸序列同源性大于 95%。在已报道的

草鱼细胞感染模型中，不同基因型 GCRV 分离

株感染细胞引起不同的症状，GCRV-Ⅰ可以在细

胞上产生经典的致细胞病变效应 (cytopathic 

effect, CPE)，细胞大量死亡皱缩呈破碎的渔网

结构，因其感染症状典型且感染速度快，是开

展药物筛选和评价的良好模型。GCRV-Ⅱ感染

细胞后观察不到典型的 CPE，但病毒仍然能在

细胞内增殖。GCRV-Ⅲ可以使细胞出现 CPE 现

象，但感染速率较 GCRV-Ⅰ更慢[3,7]。 

表没食子儿茶素没食子酸酯(epigallocatechin 

gallate, EGCG)是茶多酚中主要的活性成分，含

量约占茶多酚总量的 27%–59%[8]。EGCG 具有

广谱的抗病毒活性和增强免疫力作用，在不同

的病毒中其抗病毒和抑制病毒机制不尽相同。

前期研究显示，EGCG 能够通过阻断Ⅰ型 GCRV

的 VP5 蛋白与草鱼的层粘连蛋白受体蛋白

(laminin receptor)结合从而抑制病毒在宿主细

胞中增殖[8-12]。另外，EGCG 和茶多酚常作为饲

料添加剂被广泛地应用于农业生产，如茶多酚

对鱼体糖类与脂质代谢有促进作用[13-14]。EGCG

同时也可作为消毒剂，如 EGCG 能通过影响产

气荚膜梭菌的 DNA 分离和细胞分裂，达到一定

的抗菌作用[15]；EGCG 在一定钙离子浓度条件

下，能有效杀灭水中的大肠杆菌，EGCG 的这

一抗菌性能使其适用于饮用水消毒 [16]。EGCG

分子结构中含有大量的活性酚羟基，在保持自

身生物活性的同时，也使其存在脂溶性差、体

内不稳定、生物利用率低、机体吸收缓慢等缺

点，制约了 EGCG 的开发与应用[17]。近期有研

究显示，对 EGCG 的 8 个酚羟基进行结构修饰，

使其部分酰基化或甲基化，其衍生物表没食

子儿茶素没食子酸酯棕榈酸酯(epigallocatechin 

gallate palmitate, EGCG-P)和乙酰化表没食子儿

茶素没食子酸酯(peracetylated epigallocatechin 

gallate, AcEGCG)具有良好的脂溶性，生物利用

度也得到了明显提高，如在小鼠灌胃实验中，

AcEGCG 组血浆中药时曲线下面积是 EGCG 组

的 2.4 倍，说明 AcEGCG 在体内的生物利用度
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明显高于 EGCG[18]。在某些方面，其衍生物表

现出更强的生物活性 [19]，如酯化 EGCG 较

EGCG 显著提升了抗 PRRSV 活性与抗流感病

毒活性[20]、乙酰化 EGCG 较 EGCG 显著提升了

蛋白酶抑制活性[21]等，新官能团的引入可以提

高 EGCG 的利用效率，扩大其应用范围。 

过 硫 酸 氢 钾 复 合 物 粉 (compound 

potassium peroxymonosulfate powder, KMPS) 
2KHSO5KHSO4K2SO4 是一种平衡稳定的过氧

化物、表面活性剂、有机酸及无机缓冲系统组成

的混合物，其主要成分为过硫酸氢钾三盐复合物

(KMPS)。过硫酸氢钾复合物粉具有广谱的杀灭

病原微生物效果，对鸡新城疫病毒[22]、禽流感

病毒[23]、口蹄疫病毒[24]和非洲猪瘟病毒[25]均具

有较好的杀灭效果。过硫酸氢钾复合物粉为氧化

型消毒剂，基本不会产生导致“致癌、致畸性、

致突变”三致作用的消毒副产物，最终消毒产物

是大自然中存在的硫酸根离子、氧气等无机物，

对环境无毒害作用，且活性氧的增加可用于养殖

水体的解毒、降低应激反应、提高水能量等[26]，

有研究发现过硫酸氢钾复合物粉在饮用水消毒

方面有较好的应用前景[27]。因此，过硫酸氢钾

复合物粉使用安全性高，且能用于控制多种病毒

感染，在水产养殖上具有潜在的消毒应用价值。 

本研究应用Ⅰ型 GCRV 体外感染 CIK 细胞

模型，比较分析 EGCG 衍生物及过硫酸氢钾复

合物对 GCRV 病毒的抑制和杀灭效果，以期为

开发拮抗草鱼呼肠孤病毒的环境友好型消毒剂

产品提供数据参考。 

1  材料与方法 

1.1  实验细胞、试剂及毒株 
草鱼肾细胞系(CIK)和Ⅰ型草鱼呼肠孤病

毒(GCRV-JX01)由国家水生动物病原库(上海海

洋大学)保藏。细胞培养使用的 M199 细胞培养

基购于上海吉诺生物医药技术公司，胎牛血清

购于杭州四季青生物工程公司，胰蛋白酶购于

上海吉诺生物医药技术公司。表没食子儿茶素

没食子酸棕榈酸酯 (EGCG-P)购于长兴三聚生

物科技有限公司，乙酰化表没食子儿茶素没食

子酸(AcEGCG)购于成都普瑞法科技开发有限

公司，过硫酸氢钾复合物粉购于烟台金海药业

有限公司。CCK-8 试剂盒购于上海碧云天生物

技术有限公司。 

1.2  细胞毒性实验 
MUSE 法检测将 CIK 细胞接种至 6 孔板，

27 °C 条件下培养至细胞贴壁，将等量梯度稀释

的加药培养基逐孔加入，加药后在 27 °C 条件

下培养 24 h，收集细胞上清与消化后细胞至离

心管中，800 r/min 离心 5 min，将 2 管沉淀收

集在 50 μL 培养基中，与 450 μL MuseTM Count & 

Viability Reagent 混合，避光反应 5 min，MuseTM 

Cell Analyzer 仪器上机检测并分析数据。 

CCK-8 法检测，将 CIK 细胞传至 96 孔板，

27 °C 条件下培养至细胞贴壁，每孔加入 100 μL

梯度稀释的加药培养基，每个浓度设置 5 个重

复，按照 1:10 的比例配制 CCK-8 和 M199 混合

液，设置 24、48、72 h 3 个时间点，加入配制

好的混合液 100 μL，静置 5 min 后放入培养基

中继续培养 2–4 h。避光条件下用酶标仪检测

450 nm 处的吸光值，并计算各浓度药物干预下

细胞的存活率。 

1.3  药物对Ⅰ型 GCRV 的抑制实验 
将 CIK 细胞传至 6 孔板，27 °C 条件下培

养至细胞贴壁，每孔加入 2mL 梯度稀释的加药

培养基，并设置 DMSO 作为对照组用以排除药

物溶剂对细胞毒性胁迫，药物培养 1 h，然后加

入 GCRV-JX01 病毒(MOI=1)吸附 1 h，弃病毒

上清液，使用 1 mL 1×PBS 洗 3 次，继续加入等

量加药培养基，27 °C 培养直至阳性对照孔中细
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胞全部死亡，取各孔细胞上清样。 

1.4  药物对Ⅰ型 GCRV 的杀灭实验 
等量梯度稀释药物中加入 GCRV-JX01 病毒

(MOI=1)作用 15 min，直接加入 12 孔板细胞中，

感染 2h 后弃上清，使用 1 mL 1×PBS 洗 3 次，

加入 1 mL 无血清培养基，27 °C 培养直至阳性

对照孔中细胞全部死亡，取各孔细胞上清样。 

1.5  病毒 RNA 的提取与逆转录 
将细胞上清 12 000 r/min 离心 1 min，取

200 μL 上清液加入 20 μL Proteininase K 振荡混

匀，使用病毒基因组 RNA 提取试剂盒提取

RNA[天根生化科技(北京)有限公司，DP315]，

然后使用逆转录试剂盒(TaKaRa, 6210A)进行

cDNA 合成。 

1.6  药物调控细胞中炎症相关基因的表达 
将 CIK 细胞传至 6 孔板，27 °C 条件下培

养至细胞贴壁，每孔加入 2 mL 梯度稀释的加药

培养基，药物培养至不同时间点，使用 TrizoL

法提取细胞中 RNA，500 μL TrizoL 中添加 100 μL

氯仿，剧烈振荡 30 s，室温下静置 5 min。4 °C、

12 000 r/min 离心约 15 min 至溶液分 3 层，将上

层水相转移至新的离心管，加入等体积异丙醇，

振荡 30 s 室温静置 10 min，4 °C、12 000 r/min

离心 10 min，离心管底部见白色沉淀，弃上清添

加 1 mL 75%乙醇，轻微振荡，4 °C、12 000 r/min

离心约 5 min，弃上清，室温静置 5 min 加入

20–30 μL 的 DEPC 水吹打至溶解，将总量校准

至 500 ng 后，然后使用逆转录试剂盒(TaKaRa, 

6210A)进行 cDNA 合成。 

1.7  实时荧光定量 PCR 
合成 cDNA 后，参照 Wang 等[1]的方法，反

应体系按照 Ssoadvanced SYBR Green Supermix

说明书进行：Ssoadvanced SYBR Green Supermix 

6.5 μL，引物(10 μmol/L)各 0.5 μL，模板 cDNA 

1 μL，ddH2O 补足至 13 μL 体系。实时荧光定

量 PCR (quantitative real-time polymerase chain 

reaction, qRT-PCR)反应条件：95 °C 预变性 3 s；

95 °C 变性 5 s，55 °C 延伸 15 s，共 40 个循环。

由于翻译延伸因子 1α (elongation factors 1α, 

EF1α)在试验条件下表达水平稳定，遂选用

EF1α 作为内参基因，草鱼白细胞介素 -1β 

(interleukin-1β, IL-1β) 、 白 细 胞 介 素 -8 

(interleukin-8, IL-8)、肿瘤坏死因子 α (tumor 

necrosis factor α, TNFα) 和 髓 样 分 化 因 子

(myeloid differentiation factor 88, MyD88)作为

免疫相关基因，引物是根据 GenBank 中登录的

核酸序列，利用 PrimerPremier 5.0 进行设计，由

生工生物工程(上海)股份有限公司合成(表 1)。 
 

表 1  qRT-PCR 分析中所用引物序列 
Table 1  Primers used in analysis of qRT-PCR 
Name Sequence (5′→3′) GenBank accession No. 

EF1α F：CGCCAGTGTTGCCTTCGT GQ266394.1[28] 

IL-8 

R：CGCTCAATCTTCCATCCCTT  

F：ATCCACGCTGTCGC JN255694.1[29] 

R：TCTTTACAGTGAGGGCTA  

MYD88 F：TCCAGTGGTAGACAGCTGCG 

R：AGGCATCAAAGGTCTCCGGT 

MW980918.1 

IL-1β F：TGTGCGGGGCTTGAAGTCAT 

R：ACGACGTGCTGTGGAGGTAA 

JQ692172.1 

TNFα F：AAAAGTAACGCTGCCCTTGC JQ670916.1[28] 

 R：GAGCCCAGTTGCACTTTCCT  

GCRV-JX01 F：CAAGACCATTCAAGACTC JQ042807.1[30] 

 R：TCACTCACTTCGACTAAT  
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1.8  统计学分析 
通过 CCK-8 法检测 EGCG-P、AcEGCG 与

过硫酸氢钾复合物粉的细胞毒性时，酶标仪测

定 450 nm 处的吸光值，使用 GrapPad Prism 软

件进行折线图绘制。通过 MUSE 法检测细胞毒

性时，MuseTM Cell Analyzer 仪进行阈值设置并

上样后直接检测得出。参照前期实验建立的病

毒标准曲线 Y=–3.368X+43.508 计算不同浓度药

物处理组中细胞上清液的病毒拷贝数[30]。利用

2ΔΔCt 法计算相关目的基因的相对表达量。使用

SPSS 软件对各组间数据进行 Tukey’s HSD 检

验，使用星号(*)表示组间差异，当 P>0.05 表示

2 组间的差异不显著，0.05≥P>0.01 表示 2 组间

差异显著，P≤0.01 表示 2 组间差异极显著。使

用 GrapPad Prism 软件进行折线图绘制。 

2  结果与分析 

2.1  药物对 CIK 细胞的毒性测试 
探究 EGCG-P、AcEGCG 与过硫酸氢钾复

合物粉对草鱼细胞 CIK 的安全浓度，用不同浓

度药物提前培养 24–36 h，显微镜观察对比实验

组与对照组细胞形态变化，并通过 MUSE 法和

CCK-8 法测试 3 种药物的细胞毒性。图 1 显示，

10–50 μg/mL EGCG-P 处理细胞后，显微镜下细

胞形态无明显变化，且细胞死亡数量相当，而

100 μg/mL EGCG-P 处理后显微镜下细胞相较于 
 

 
 

图 1  EGCG-P 对 CIK 细胞的毒性测试   A：不同浓度 EGCG-P 处理组 CIK 细胞状态. B：不同浓度

EGCG-P 处理组 MUSE 法检测细胞活力. C：不同浓度 EGCG-P 处理组 CCK-8 法检测细胞活力 

Figure 1  Toxicity test of EGCG-P on CIK cells. A: CIK cell condition in EGCG-P treated groups with different 
concentrations. B: Cell viability detected by MUSE method in different concentrations of EGCG-P treated groups. 
C: Cell viability detected by CCK-8 method in different concentrations of EGCG-P treated groups The error bar 
indicated mean±SD. Standard deviation reflects the degree of dispersion of the data. The same below. 
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低浓度条件下大量死亡，MUSE 检测 50 μg/mL

浓度以下，处理组细胞存活率在 75%以上，

CCK-8法检测 50 μg/mL浓度实验组与对照组的

吸光度比值在 90%以上，2 种方法联合检测表

明 50 μg/mL 及以下浓度 EGCG-P 处理细胞，

均无显著细胞毒性。图 2 显示，10–120 μg/mL 

AcEGCG 处理细胞后，显微镜下细胞形态无

明显变化，且细胞死亡数量相当，MUSE 检测

120 μg/mL 浓度以下，处理组细胞存活率在 75%

以上，CCK-8 法检测 120 μg/mL 浓度实验组与

对照组的吸光度比值在 90%以上，2 种方法联

合检测表明 120 μg/mL 及以下浓度 AcEGCG

处理细胞，均无显著细胞毒性。图 3 显示，25– 

100 μg/mL 过硫酸氢钾复合物处理细胞后，显

微镜下细胞形态无明显变化，且细胞死亡数量

相当，500 μg/mL 过硫酸氢钾复合物处理后显

微镜下细胞发生皱缩并大量死亡，MUSE 检测

100 μg/mL 浓度以下，处理组细胞存活率在 90%

以上，CCK-8 法检测 100 μg/mL 浓度实验组与

阴性对照组的吸光度比值在 90%以上，2 种方

法联合检测表明 100 μg/mL 及以下浓度过硫酸

氢钾复合物处理细胞，均无显著细胞毒性。 

2.2  EGCG-P 和 AcEGCG 对Ⅰ型 GCRV

的抑制作用 
为研究 EGCG 衍生物对 GCRV-JX01 的体

外抑制效果是否基于其对细胞的保护作用，使

用不同浓度的加药培养基预处理细胞 1 h 后，

加入病毒孵育 1 h，弃上清后换加药培养基继续 
 

 
 

图 2  AcEGCG 对 CIK 细胞的毒性测试   A：不同浓度 AcEGCG 处理组 CIK 细胞状态. B：不同浓度

AcEGCG 处理组 MUSE 法检测细胞活力. C：不同浓度 AcEGCG 处理组 CCK-8 法检测细胞活力 

Figure 2  Toxicity test of AcEGCG on CIK cells. A: CIK cell condition in AcEGCG treated groups with different 
concentrations. B: Cell viability detected by MUSE method in different concentrations of AcEGCG treated groups. 
C: Cell viability detected by CCK-8 method in different concentrations of AcEGCG treated groups. 
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图 3  KMPS 对 CIK 细胞的毒性测试   A：不同浓度 KMPS 处理组 CIK 细胞状态. B：不同浓度 KMPS

处理组 MUSE 法检测细胞活力. C：不同浓度 KMPS 处理组 CCK-8 法检测细胞活力 

Figure 3  Toxicity test of KMPS on CIK cells. A: CIK cell condition in KMPS treated groups with different 
concentrations. B: Cell viability detected by MUSE method in different concentrations of KMPS treated groups. 
C: Cell viability detected by CCK-8 method in different concentrations of KMPS treated groups. 

 
 

培养至阳性对照组出现明显 CPE，提取细胞上

清中的病毒 RNA，qRT-PCR 检测细胞上清中病

毒的复制情况。如图 4 所示，2 种 EGCG 衍生

物均表现出抑制病毒感染细胞的效果，随着药

物浓度的升高，相较于对照组，加药处理组中细

胞 CPE 现象明显减弱。当 EGCG-P 和 AcEGCG

浓度分别达到 10 μg/mL 和 30 μg/mL 时，细胞未

出现明显 CPE 现象。且随着浓度提高，50 μg/mL 

EGCG-P 处理组的细胞中病毒量较对照组由

4.31×105 copies/μL 显著下降至 7.25×102 copies/μL，

120 μg/mL AcEGCG 处理组的细胞中病毒量

较阳性对照组由 5.91×106 copies/μL 显著下

降至 9.94×103 copies/μL，证明 10–50 μg/mL 

EGCG-P 和 30–120 μg/mL AcEGCG 对 CIK 细胞

有明显的保护效果。 

2.3  EGCG-P、AcEGCG 和 KMPS 对Ⅰ型

GCRV 的杀灭作用 
为了研究 EGCG 衍生物对 GCRV-JX01

的体外抑制效果是否基于其对病毒的杀灭作

用，将不同浓度的加药培养基中加入病毒处

理 15 min，直接加入细胞中作用 2 h，弃上清

后加入培养基继续培养至阳性对照组出现明显

CPE，提取细胞上清中的病毒 RNA，qRT-PCR

检测细胞上清中病毒的复制情况。如图 5 所示，

2 种 EGCG 衍生物和 KMPS 表现出杀灭病毒效

果不同，其中 KMPS 浓度达到 10 μg/mL 时，细 
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图 4  EGCG-P 和 AcEGCG 对 CIK 细胞的保护作用   A：GCRV 感染后不同浓度 EGCG-P 处理组 CIK

细胞状态. B：GCRV 感染后不同浓度 AcEGCG 处理组 CIK 细胞状态. C：qRT-PCR 检测各浓度药物组 GCRV

病毒复制水平 

Figure 4  Protective effect of EGCG-P and AcEGCG on CIK cells. A: CIK cell condition in the group 
treated with different concentrations of EGCG-P after GCRV infection. B: CIK cell condition in the group 
treated with different concentrations of AcEGCG after GCRV infection. C: qRT-PCR detection of GCRV 
virus replication level in each concentration of drug group. ns: P>0.05; *: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001. 
The same below. 

 
 

胞中未出现明显 CPE 现象，EGCG-P 和 AcEGCG

浓度分别升高至 120 μg/mL 和 250 μg/mL 时，细

胞 CPE 现象才能消失。随着浓度提高，加药处理

组的细胞中病毒量显著下降，其中 50 μg/mL 

KMPS 中病毒量为 1.8×102 copies/μL 相较于对

照组 1.27×106 copies/μL 显著下降，120 μg/mL 

EGCG-P中病毒量为 6.81×103 copies/μL相较于对

照组 1.60×106 copies/μL 显著下降，而 250 μg/mL 

AcEGCG 中病毒量为 1.21×105 copies/μL 相较于

对照组 3.30×106 copies/μL 显著下降，证明高浓

度 KMPS 和 EGCG-P 对 GCRV-JX01 有较好的

杀灭效果，而高浓度 AcEGCG 对 GCRV-JX01

有杀灭效果，但杀灭效果较弱。 

2.4  药物对草鱼免疫相关基因表达的影响 
药物对 IL-1β 基因表达的影响，由图 6A 可

以看出，加入 EGCG-P 处理细胞后，细胞中

IL-1β 基因表达量与对照组相比随时间呈先下

降后上升趋势，24 h 后各浓度实验组 IL-1β 基

因的表达量无显著差异(P>0.05)；加入 AcEGCG

处理细胞后，低浓度组(10 μg/mL)中 IL-1β 基因

表达量与对照组相比随时间呈先下降后上升趋

势，24 h后 IL-1β的表达量极显著上升(P<0.001)，

而中浓度 (50 μg/mL)与高浓度 (100 μg/mL) 

IL-1β 的表达量极显著下降(P<0.01)；加入过硫

酸氢钾复合物粉处理细胞，2h 后低浓度组 IL-1β

表达量显著上升(P<0.05)，然而随着药物处理时 
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图 5  EGCG-P、AcEGCG 和 KMPS 对Ⅰ型 GCRV 的杀灭作用   A：GCRV 感染后不同浓度 EGCG-P

处理组 CIK 细胞状态. B：GCRV 感染后不同浓度 AcEGCG 处理组 CIK 细胞状态. C：GCRV 感染后不同浓

度 KMPS 处理组 CIK 细胞状态. D：qRT-PCR 检测各浓度药物组 GCRV 病毒复制水平 

Figure 5  Inactivation of genotype IGCRV by EGCG-P, AcEGCG and KMPS. A: CIK cell condition in the 
group treated with different concentrations of EGCG-P after GCRV infection. B: CIK cell condition in the 
group treated with different concentrations of AcEGCG after GCRV infection. C: CIK cell condition in the 
group treated with different concentrations of KMPS after GCRV infection. D: qRT-PCR detection of GCRV 
virus replication level in each concentration of drug group. 

 
间的延长，低浓度组 IL-1β 基因的表达量无显

著差异(P>0.05)，中浓度细胞中 IL-1β 基因表达

量与对照组相比随时间呈先下降后上升再下降

趋势，8 h 后高浓度组 IL-1β 表达量显著上升

(P<0.05)，在 24 h 后中浓度与高浓度的药物处

理组中 IL-1β 的表达量极显著下降(P<0.01)。 

药物对 IL-8 基因表达的影响，由图 6B 可

以看出，加入 EGCG-P 处理细胞后，除 8 h 时

中浓度组 (25 μg/mL) IL-8 表达量显著下降

(P<0.05)，其余各浓度实验组在各时间点 IL-8

基因的表达量无显著差异(P>0.05)；AcEGCG

处理后，除 2h 时低浓度组(10 μg/mL) IL-8 表达

量显著上升(P<0.05)，其余各浓度实验组在各时

间点 IL-8 基因的表达量无显著差异(P>0.05)；

加入过硫酸氢钾复合物粉处理后，在 8 h 时高浓

度组(100 μg/mL)与对照组相比，IL-8 表达量显著

上升(P<0.05)，在 24 h 时中浓度组(50 μg/mL) IL-8

表达量极显著下降(P<0.01)。 
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图 6  EGCG-P、AcEGCG 和 KMPS 对 CIK 细胞中 IL-1β (A)、IL-8 (B)、TNF-α (C)、MyD88 (D) mRNA

转录表达的影响 
Figure 6  Expression of IL-1β (A), IL-8 (B), TNF-α (C), MyD88 (D) mRNA in CIK cells stimulated with 
EGCG-P, AcEGCG and KMPS. 
 

药物对 TNF-α 基因表达的影响，由图 6C

可以看出，EGCG-P 处理 2 h 和 24 h 后，显著

下调细胞中 TNF-αmRNA 的转录水平；加入

AcEGCG 处理细胞后，低浓度(5 μg/mL)和高浓

度(120 μg/mL) TNF-α 基因表达量与对照组相

比随时间呈先下降后上升趋势，于 24 h 达最高

值，中浓度(60 μg/mL) TNF-α 的表达量与对照组

相比在各时间点试验组中无显著差异(P>0.05)；

过硫酸氢钾复合物粉处理细胞后，除中浓度组

2 h 时 TNF-α 表达量随时间显著下降(P<0.05)，

其余实验组在各时间点对细胞中 TNF-α 基因的

表达量无显著差异(P>0.05)。 

药物对 MyD88 基因表达的影响如图 6D

所示，加入 EGCG-P 处理细胞后，细胞中

MyD88 基因表达量与对照组相比随时间呈先

下降后上升趋势，24 h 后低浓度(5 μg/mL)和

中浓度(25 μg/mL)处理组 MyD88 的表达量显

著上升(P<0.05)；AcEGCG 组细胞中 MyD88
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基因变化趋势与 EGCG-P 组类似，低浓度组

(10 μg/mL)与高浓度组(120 μg/mL)随时间呈先

下降后上升趋势，而中浓度组(60 μg/mL) MyD88

的表达量随时间显著下降(P<0.05)；加入过硫酸

氢钾复合物粉处理后，细胞中的 MyD88 的表达量

与对照组相比在 2 h 与 8 h 试验组中无显著差异

(P>0.05)，24 h 后中浓度组(50 μg/mL)和高浓度组

(100 μg/mL) MyD88 的表达量显著下降(P<0.05)。 

3  讨论与结论 

草鱼是我国重要的淡水养殖鱼类，年产量

达到 553 万 t[31]。而 GCRV 导致的草鱼出血病

危害最大，重点养殖场的 GCRV 阳性检出率高

达 15.7%，而良种场阳性率也达到 14.3%。目前

针对草鱼出血病的防控手段主要有注射疫苗、

使用抗病毒药物和生态养殖等[32]，由于 3 种基

因型 GCRV 的同源性低于 30%[5]，而生产中

GCRV 混合感染使得疫苗难以有效防治。所以，

生产上急需环境友好型渔药和消毒剂产品对

GCRV 等水产病原进行有效防控。 

EGCG 是茶多酚中含量最丰富的儿茶素类

单体物质，其结构中富含酚羟基，具有抗氧化、

抗炎、抗病毒等多种生物活性[33-34]，但 EGCG

的多羟基结构使其存在化学性质不稳定、脂溶

性差、生物利用度低等问题，在体内易被生物

转化或者肠道菌群降解[35]，且高浓度 EGCG 表

现出一定的生理毒性，因而限制了 EGCG 的深

度开发利用。EGCG 衍生物改性为脂溶性，生

物利用度高，其生物活性和生物安全性优于

EGCG，是潜在的抗病毒原料药物。本研究探究

了体外使用 EGCG 衍生物控制Ⅰ型 GCRV 的可

行性，确定了 EGCG 衍生物对 CIK 细胞的安全

浓度，在安全浓度范围内，2 种 EGCG 衍生物

均在减轻细胞病理变化程度和降低病毒粒子增

殖方面呈现出剂量依赖性，说明 2 种 EGCG 衍

生物对Ⅰ型 GCRV 有良好的体外抑制效应。 

过硫酸氢钾复合物粉是 2020 年农业农村部

公布的水产养殖白名单消毒剂产品，其能够作用

于病毒粒子的多个位点，包括囊膜、纤突、蛋白

衣壳和核酸，进而干扰病毒自身 DNA 或 RNA 的

合成，并使病毒核衣壳蛋白变性、凝固。过硫酸

氢钾复合物粉水中溶解后仅产生硫酸根离子及

钾离子，不产生毒副产物，具有安全、无残留的

优势，适用于水产动物养殖过程中水体消毒[36]。

本研究探究了体外使用过硫酸氢钾复合物粉杀

灭Ⅰ型 GCRV 的可行性，在安全浓度范围内，

在 10 μg/mL 低浓度处理时细胞不产生病理变化，

50 μg/mL KMPS 与Ⅰ型 GCRV 接触作用 15 min

后，与对照组相比病毒量降低 104 copies/μL，说

明 KMPS 对Ⅰ型 GCRV 有良好的杀灭效果。 

通过研究不同测试物浓度及作用时间条件

下细胞中部分免疫相关基因的表达，可进一步

分析测试物对宿主免疫相关信号因子的影响，

从基因水平检测 3 种测试物的生物安全性。髓

样分化因子(MyD88)是 TLR 信号通路中的关键

接头分子，参与 IL-1 受体和 IL-18 受体介导的

信号通路。膜受体激活后，引起该受体胞内的

TolL 样受体 IL-1 受体结构域(TIR-domain)与

MyD88 蛋白上相同结构域发生同源结合，从而

导致 IL-1 受体相关激酶(IRAK)的活化，最终使

得核转录因子(NF-κB)游离并进入细胞核内，调

控相应靶基因的转录等。相关研究发现，GCRV

感染草鱼后，MyD88 基因在肌肉、肝胰脏、中

肾、皮肤、鳃、脾脏、肠和心脏等组织中的表

达量均有上调[37]。白细胞介素 8 (IL-8)则能够诱

导中性粒细胞向机体损伤部位迁移，在机体抵

抗病原入侵及组织损伤中起重要作用[38]。IL-1β

是中枢性的促炎症反应细胞因子，可通过诱导

级联效应，间接介导其他细胞因子的表达，最

终导致炎症反应 [39]。肿瘤坏死因子 α 是调节
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细胞免疫的促炎症因子，能通过基因表达形成

受体及相关因子，从而诱导白细胞的增殖、分

化及诱导其他细胞因子的产生 [40]。本研究结

果表明，3 种测试物显著影响炎症因子相关基

因的表达，其中低浓度 AcEGCG 对 CIK 细胞

中 IL-1β、IL-8 和 TNFα 基因有先上调后下调

的作用，但在中高浓度 AcEGCG 组，这一趋

势并未持续，相较于低浓度组表达更稳定，评

估 60120 μg/mL AcEGCG 的使用不会引起草

鱼产生炎症反应；培养 24 h 后，EGCG-P 对

TNFα 的基因表达量显著性下调，而对 IL-1β、

IL-8 基因表达量无显著差异，评估 EGCG-P 的

使用不会引起草鱼产生炎症反应；培养 8 h 后，

过硫酸氢钾复合物粉上调 CIK 细胞中 IL-1β 与

IL-8 的 mRNA 转录水平，且诱导效应与药物浓

度呈正相关；但培养 24 h 后，与空白对照组相

比，MyD88 及 IL-1β、IL-82 种细胞因子的基因

表达量均显著性下调，评估过硫酸氢钾复合物

粉的使用不会引起草鱼产生炎症反应。因此，

本研究中 EGCG-P、AcEGCG 和过硫酸氢钾复

合物粉 3 种药物的试验结果，可能为生产上草

鱼呼肠孤病毒环境友好型药物的开发奠定基础

并提供新的思路。 

使用消毒剂进行水环境的消毒，可以有效

杀灭传播媒介中的病原微生物。而植物提取物

具有生物安全性好、无药物残留等优点，进行

机体病毒防控的同时还具有一定的营养价值。

EGCG 及其衍生物在进入机体后，与宿主细胞

膜表面 LamR 蛋白发生相互作用，而 GCRV 病

毒粒子需借助 LamR 作为膜受体蛋白质介导进

入宿主细胞，因此，EGCG 及其衍生物可通过

封闭宿主细胞，形成竞争性结合从而拮抗病毒

感染。而过硫酸氢钾复合物粉具备的高效、安

全、无残留的优势，使用过硫酸氢钾复合物消

毒剂对器具器械及养殖水体环境等进行消毒，

联合使用 EGCG-P 和 AcEGCG 等植物提取物对

病鱼进行拌饲投喂，以更为科学的应用达到对

病毒的防控及消杀。 
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