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摘要: 在鲤(Cyprinus carpio)感染鲤疱疹病毒 III 型(CyHV-3)不同时期, 通过分析鲤疱疹病毒标志基因 TK 和 ORF72

与自噬标志基因 Beclin-1、LC3、P62 的差异表达情况, 探讨在 CyHV-3 感染中自噬的发生情况。研究表明: (1) 抗

病选育组与未选育组鲤 TK 和 ORF72 基因以及自噬标志因子 Beclin-1、LC3、P62 基因相对表达量均呈现先升高后

降低的趋势; TK 和 ORF72 基因相对表达量选育组均极显著低于未选育组(P<0.01)且在感染 144 h 达到最高; (2) 选

育组鲤 Beclin-1、LC3、P62 基因相对表达量在感染 48 h 达到最高, 且 Beclin-1、LC3 基因表达量极显著高于未选

育组(P<0.001), P62 显著高于未选育组(P<0.05); (3) 未选育组鲤 Beclin-1、LC3、P62 基因相对表达量在感染 96 h

达到最高且极显著高于选育组(P<0.001), 而 P62 基因相对表达量持续在感染 144 h、192 h 极显著高于选育组

(P<0.01), 说明 P62 基因表达发生了聚集; (4) LC3 蛋白表达趋势与基因相对表达量趋势一致。以上结果表明 CyHV-3

感染能够诱导鲤发生自噬, 推测自噬体降解过程可能被抑制产生不完全自噬从而促进病毒复制感染。 
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鲤 疱 疹 病 毒 III 型 (CyHV-3) 是 引 起 锦 鲤

(Cryprinus carpiod)和鲤(Cyprinus carpio)感染的

高致死率疾病, 死亡率高达 80%~100%[1]。该病在

基因水平上主要以胸苷激酶(thymidine kinase)基

因 TK 和衣壳蛋白 (capsid triplex protein)基因

ORF72 为标志检测基因[2-4]。 

自噬(autophagy)是细胞内的一种应激保护机

制, 利用自噬体将细胞内衰老的细胞器以及入侵

的病原微生物等转移到溶酶体进行降解来维持细

胞的稳态与平衡[5-6]。然而在病原微生物入侵宿主

的过程中自噬也可发挥截然不同的作用, 自噬体

可将病毒粒子转运至溶酶体进行降解, 从而抑制

自噬; 而一些病毒利用自噬逃避宿主免疫系统的

清除, 从而促进病毒增殖[7-8]。苄氯素 1 (Beclin-1)

是自噬关键调控基因及自噬体形成的核心基因 , 

参与调控自噬体的生成及成熟[9], 故可作为自噬

活性强弱的指标 [10-11]。微管相关蛋白 1 轻链 3 

(microtubule-associated protein light chain 3)基因

LC3 是自噬过程重要的标志基因[12-13], 并在自噬

体膜的延伸和成熟中发挥着关键作用[14], 当自噬

发生时 LC3 蛋白被水解成 LC3-I 后与磷脂酰乙醇

胺结合, 形成脂酰化 LC3-II, LC3-II可以特异性结

合到自噬体和自噬溶酶体膜上, 溶酶体中的水解

酶得以降解自噬体中成分。可以通过蛋白质印迹

法(western blot)检测 LC3-I 到 LC3-II 的带型转化

来判断自噬是否发生 [15]。选择性自噬衔接蛋白
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(SQSTM1/Sequestosome1) P62 能协助募集 LC3 将

入侵的病原体包裹在自噬体中[16], 在自噬和天然

免疫中均发挥着重要作用[17]。 

本课题组经多年利用群体选育和分子辅助选

育相结合的方法, 以德国镜鲤选育系(F4)为基础

群, 开展了抗 CyHV-3 镜鲤新品种选育[18], 孙佳

鑫等 [1]对抗病镜鲤选育系 (F4)(抗 CyHV-3)感染

CyHV-3 的头肾和脾组织的病毒表达量进行评估, 

表明抗病镜鲤选育系的病毒表达量显著低于德国

镜鲤选育系。Jia 等[19]对抗病镜鲤选和德国镜鲤选

育系在转录组水平上的分析结果显示, 自噬相关

基因均具有显著差异表达。本研究利用实时荧光

定量技术(RT-qPCR)确定不同感染时期抗病镜鲤

选育系和德国镜鲤选育系肝组织的病毒表达量情

况 , 利用 RT-qPCR 和 western blot 检测鲤受

CyHV-3 感染不同阶段肝组织中的自噬通路中关

键基因 Beclin-1、P62 的相对表达, 以及 LC3 基因

和蛋白表达差异情况, 探究鲤受 CyHV-3 感染过

程中是否发生自噬及自噬发生情况, 为鲤抗病机

制提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

本研究选用的实验鱼为抗病镜鲤选育系

(F4)(选育组 )和德国镜鲤选育系 (F4)(未选育组 ), 

均来自中国水产科学研究院黑龙江水产研究所宽

甸水产试验站, 来自孙佳鑫等[1]攻毒感染实验, 将携

带病毒的组织匀浆后投入养殖两组鱼的水体中在 

48 h、96 h、144 h、192 h、240 h 分别采集 3 尾鱼

的肝组织, 保存在 RNAlater 中, –80 ℃冰箱保存。

其中选育组与未选育组均在 144 h 达到死亡高峰, 

选育组成活率 87.3%, 未选育组成活率 62.3%[1]。 

1.2  实验方法 

1.2.1  总 RNA 提取  采用 QIAGEN RNA 提取试

剂盒(RNeasy lipid tissue mini kit)提取样品的总

RNA。用 Nanovue 微量分光光度仪(GE 公司)检测

RNA 浓度及纯度(A260/A280 在 1.8~2.0), 并用

1.5%的琼脂糖凝胶检测 RNA 的质量。用 RNA 逆

转录试剂盒 (PrimeScriptTM RT reagent Kit with 

gDNA Eraser)将总 RNA 逆转录合成 cDNA, 并根

据荧光定量试剂盒说明要求将 cDNA 稀释到同一

浓度, –80 ℃冰箱储存。 

1.2.2  RT-qPCR  以上述稀释好的 cDNA为模板, 

以 β-肌动蛋白基因(β-actin)作为内参, 使用 SYBR 

Green Ⅰ荧光染料试剂盒检测TK、ORF72和Beclin-1、

LC3、P62 基因相对表达量。使用 Agilent Mx3005

荧光定量 PCR 仪进行 RT-qPCR 反应。本实验中

所用的引物由生工生物工程(上海)有限公司提供, 

引物信息见表 1。所有反应均设 3 组生物学重复。 
 

表 1  引物序列 

Tab. 1  Primer sequence 

引物名称
primer

引物序列(5ʹ−3ʹ) 
sequence (5ʹ−3ʹ) 

退火温

度/℃
Tm

用途 
application

LC3 F: CCAATCAGGCTTTCTTCCTACTT 
R: TGTCTCCTGGGAGGCATAGAC 

64 RT-PCR

Beclin-1 F: AGTGGGCAGTTCGGAACAAT 
R: AGTACAGTTTGACCCCAGGC 

63 RT-PCR

P62 F: GAGCTGCCCTGGATACCATC 
R: GGCCAGAAGTTTCAAACAGCA 

64 RT-PCR

TK F: CCCTTCACCGTCAGAATCTCTC 
R: AGCTCGTACTGGGCCATCC 

60 RT-PCR

ORF72 F: CGAGAAGCAGGGTATGGTC 
R: GGCGTGTAGGGCACAAAG 

60 RT-PCR

β-actin F: GCCGTGACCTGACTGACTACCT 
R: GCCACATAGCAGAGCTTCTCCTTG 

61 RT-PCR

 

1.2.3  全蛋白提取  肝组织称重, 按 1∶8比例计

算蛋白酶及磷酸酶抑制剂量, PMSF 10 μL, 裂解

液 970 μL。匀浆后离心 12000 g/min, 30 min。上

清液与 Sample buffer (4×)以 1∶3 的比例混匀, 金属

浴 70 ,℃  10 min, –80 ℃保存。 

1.2.4  Western blot  取处理后的蛋白样品进行

SDS-PAGE 电泳后湿转至聚偏氟乙烯膜(PVDF), 

先用 5%脱脂奶粉室温封闭 1 h, 封闭结束后

Tris-HCL 平衡盐缓冲液(TBS)洗膜, 而后分别将

兔源 total LC3 单克隆抗体、兔源 β-actin 抗体用

TBS 稀释 1000 倍, 4 ℃孵育过夜, 经 TBST (TBS+ 

Tween)洗膜后 , 用辣根过氧化物酶(HRP)标记羊

抗兔免疫球蛋白 G (IgG)(H&L), 用 TBS稀释 2000

倍, 37 ℃孵育 1 h 后 TBS 洗膜。以上抗体均来自

于 Affinity Biosciences (美国)。在暗室中显影, 根

据 western blot 检测鉴定 LC3-I、LC3-II (分子量分

别为 16 kD 和 14 kD)。 
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1.3  数据统计与分析 

本研究使用 2–ΔΔCt方法计算 RT-qPCR 实验数

据得出的基因相对表达量, western blot 结果通过

Image J 软件分析每个标本的灰度值。利用 SPSS 

19.0 和 Graphpad 8.0.1 分析软件对结果数据进行

统计学分析及绘图 , 结果用平均值 ± 标准差

( x ±SD) 表 示 , 组 间 差 异 比 较 采 用 one-way 

ANOVA 进行显著性差异分析, 以 P<0.05 为差异

具有统计学意义, *、**和***分别表示在 0.05、

0.01 和 0.001 水平上有统计学差异。 

2  实验结果与分析 

2.1  不同感染时期病毒表达情况 

在 CyHV-3 感染的不同时期选育组和未选育

组肝组织中病毒基因的表达均呈现先升高后下降

的趋势, 且均在感染 144 h 呈现最高(图 1)。TK 基

因相对表达量在选育组和未选育组中感染 96 h 和

144 h 均极显著高于 48 h (P<0.001), 感染 192 h 和

240 h 极显著高于 48 h (P<0.01); 144 h 显著高于

192 h (P<0.05) (图 1a, 图 1b)。ORF72 基因相对表

达量在选育组中感染 96 h 显著高于 48 h (P<0.05), 

选育组中感染 144 h 极显著高于 48 h (P<0.01), 

144 h 极显著高于 192 h (P<0.01); 而在未选育组

中感染 144 h 极显著高于 48 h (P<0.001), 感染

192 h 和 240 h 显著高于 48 h (P<0.05), 144 h 极显

著高于 96 h 和 192 h (P<0.01)(图 1c 和 1d)。此外, 

在不同感染阶段, 选育组中 TK、ORF72 基因相对

表 达 量 均 极 显 著 低 于 未 选 育 组 (P<0.01, 

P<0.001)(图 2)。 

2.2  不同感染时期 Beclin-1 基因表达量的变化 

在 CyHV-3 感染的不同时期中, 选育组与未

选育组中 Beclin-1 基因相对表达量均呈现先升高

再下降的趋势。不同的是, 选育组在感染 48 h 时

表达量最高并极显著高于 0 h 和 96 h (P<0.001), 

96 h 至 240 h 极显著高于 0 h (P<0.01)(图 3a); 而

未选育组在感染 48 h 至 240 h 极显著高于 0 h 

(P<0.001), 但在 96 h 最高且显著高于 48 h 和 144 h 

(P<0.05)(图 3b)。选育组 Beclin-1 基因相对表达量 
 

 
 

图 1  不同感染时期选育组和未选育组镜鲤中肝组织 TK 基因和 ORF72 基因相对表达量情况 

*、**和***分别表示在 0.05, 0.01 和 0.001 水平上与 48 h 比较有统计学差异. Δ 和 ΔΔ 分别表示 

在 0.05 和 0.01 水平上两两比较有显著差异. 

Fig. 1  Relative expression of TK gene and ORF72 gene in liver tissue of breeding and non-breeding  
Cyprinus carpio groups at different infection stages 

The markers *, ** and *** indicate significant difference at 0.05, 0.01 and 0.001 level compared with 48 h, respectively. 
The marker Δ and ΔΔ indicate sigrificant differnece at 0.05 and 0.01 level, respectively. 
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图 2  不同感染时期选育组和未选育组镜鲤肝组织中 TK 基因和 ORF72 基因相对表达情况 

**和***分别表示在 0.01 和 0.001 水平上有统计学差异. 

Fig. 2  Comparison of relative expression of TK gene and ORF72 gene in liver tissue of breeding and non-breeding 
 Cyprinus carpio groups at different infection stages 

The markers ** and *** indicate significant difference at 0.01 and 0.001 level, respectively. 
 

 
 

图 3  不同感染时期选育组和未选育组镜鲤肝组织中 Beclin-1 基因相对表达情况 

**和***分别表示在 0.01 和 0.001 水平上与 0 h 有统计学差异. Δ 和 ΔΔΔ 分别表示在 0.05 和 0.001 水平有显著差异. 

Fig. 3  Comparison of relative expression of Beclin-1 gene in liver tissue of breeding and non-breeding Cyprinus carpio groups at 
different infection stages 

The markers ** and *** indicate significant difference at 0.01 and 0.001 level compared with 0 h, respectively.  
Δ and ΔΔΔ inducate difference at 0.05 and 0.001 level, respectively 

 

在感染 48 h 高于未选育组并达到极显著差异

(P<0.001), 而在其他感染时期均低于选育组, 且

在 96 h 达到极显著差异(P<0.001), 在 144 h 达到

显著差异(P<0.05)(图 3c)。 

2.3  不同感染时期 LC3 表达量的变化 

在 CyHV-3 感染的不同时期中, 选育组与未

选育组的肝组织中 LC3 基因相对表达量呈先升高

再下降的趋势。不同的是, 选育组在感染 48 h 和

96 h 极显著高于 0 h (P<0.001), 但在 48 h 最高, 

在 144 h 至 240 h 极显著高于 0 h (P<0.01), 96 h 极

显著高于 144 h (P<0.001) (图 4a); 而未选育组在

感染 48 h 至 240 h 极显著高于 0 h (P<0.001), 但

在 96 h 最高且极显著高于 48 h 和 144 h (P<0.001) 

(图 4b)。选育组 LC3 基因相对表达量在感染 48 h

高于未选育组并达到极显著差异(P<0.001), 而在

其他感染时期均呈现未选育组高于选育组, 且在

96 h 达到极显著差异(P<0.001), 在 144 h 和 192 h

达到显著差异(P<0.05) (图 4c)。 
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图 4  不同感染时期选育组和未选育组镜鲤肝组织中 LC3 基因相对表达量情况 

**和***分别表示与 0 h 在 0.05, 0.01 和 0.001 水平上有统计学差异. Δ 和 ΔΔΔ 分别表示在 0.05 和 0.001 水平有显著差异. 

Fig. 4  Comparison of relative expression of LC3 gene in liver tissue of breeding and non-breeding Cyprinus carpio groups at 
different infection stages  

The markers ** and *** indicate significant difference at 0.01 and 0.001 level compared with 0 h, respectively.  
Δ and ΔΔΔ inducate difference at 0.05 and 0.001 level, respectively. 

 

在 CyHV-3 感染的不同时期中, 选育组与未

选育组的肝组织中 LC3-II/LC3-I 的蛋白含量比值

呈先上升再下降的趋势, 与 LC3 基因相对表达趋

势一致。选育组在感染 48 h 时最高并极显著高于

0 h (P<0.001), 96 h 时极显著高于 0 h 和 144 h 

(P<0.01)(图 5b、6a); 未选育组在感染 48 h 和 96 h

极显著高于 0 h (P<0.001), 但在 96 h 最高且极显

著高于 144 h (P<0.001)(图 5a、6b)。LC3-II/LC3-I 

的蛋白含量比值在感染 48 h 时选育组极显著高于

未选育组(P<0.001), 但在感染 96 h 时未选育组极

显著高于选育组(P<0.001)(图 6c)。 

 
 

图 5  不同感染时期选育组和未选育组鲤肝 

组织中 LC3 蛋白表达情况 

Fig. 5  Expression of LC3 in liver tissues of breeding and 
non-breeding Cyprinus carpio groups at different infection 

stages determined by western blot 

 

 
 

图 6  不同感染时期选育组和未选育组鲤肝组织中 LC3-II/LC3-I 的灰度比值变化 

**和***分别表示与 0 h 在 0.01 和 0.001 水平上具有显著差异. Δ 和 ΔΔΔ 分别表示在 0.05 和 0.001 水平有显著差异. 

Fig. 6  Comparison of intensity band ratios of LC3-II /LC3-I in liver of breeding and non-breeding  
Cyprinus carpio groups at different infection stages 

The markers ** and *** indicate significant difference at 0.01 and 0.001 level, respectively. Δ and ΔΔΔ inducate  
difference at 0.05 and 0.001 level, respectively. 

 

2.4  不同感染时期两组鱼间 P62 基因表达量的

变化 

在 CyHV-3 感染的不同时期中, 选育组和未

选育组肝组织中 P62 基因相对表达量呈现先升高

再下降的趋势。不同的是, 选育组在感染 48 h 时

最高且极显著高于 0 h 和 96 h (P<0.001), 96~240 h

均显著高于 0 h (P<0.05)(图 7a); 而未选育组在感

染 48 h 至 240 h 均极显著高于 0 h (P<0.001), 但

在 96 h 最高且显著高于 48 h 和 144 h (P<0.05)(图

7b)。选育组 P62 基因相对表达量在 48 h 显著高  
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图 7  不同感染时期及两组鲤肝组织中 P62 基因相对表达量情况 

*和***分别表示与 0 h 在 0.01 和 0.001 水平上具有显著差异. Δ 和 ΔΔΔ 分别表示在 0.01 和 0.001 水平有显著差异. Δ 和 ΔΔΔ

分别表示在 0.05 和 0.001 水平有显著差异. 
Fig. 7  Comparison of relative expression of P62 gene in liver of breeding and non-breeding  

Cyprinus carpio groups at different infection stages 
The markers * and *** indicate significant difference at 0.05 and 0.001 level, respectively. Δ and ΔΔΔ inducate difference at 0.05 and 

0.001 level, respectively 
 

于未选育组(P<0.05), 在其他感染时期均低于未选

育组, 且在 96 h 和 144 h 达到极显著差异(P<0.001),

在 192 h 达到极显著水平(P<0.01)(图 7c)。 

3  讨论 

自噬作为先天免疫重要的组成部分, 可以分

为自噬起始、延伸、自噬体的形成、与溶酶体结

合形成自噬溶酶体、降解 5 个过程[20], 并在病原

体感染机体的过程中具有双重作用: 一方面可以

通过激活或增强宿主免疫应答发挥抗病毒作用 , 

另一方面也可以被抑制或拮抗来增强病毒的复制

和感染[21-22]。因此, 深入研究自噬的发生机制及

其与疾病发生发展的关系对疾病防控具有重要意

义[23]。目前关于鱼类感染病毒后自噬反应已有较

多研究 , Li 等 [24]发现红石斑鱼神经坏死病毒

(RGNNV)和其衣壳蛋白能够诱导自噬发生病毒

通过阻断自噬体与溶酶体融合促进复制。Dong 等[25]

证明了传染性胰脏坏死病毒(IPNV)感染诱导大马

哈鱼胚胎细胞 CHSE-214 发生自噬, 使用自噬诱

导剂 rapamycin 提高细胞的自噬水平可以促进

IPNV mRNA 的复制。但关于鲤抗 CyHV-3 的自噬

反应相关研究鲜有报道, 因此本研究从自噬角度

出发研究机体的抗病毒免疫机制。 

CyHV-3 是导致鲤与锦鲤感染并死亡的 DNA

双链病毒, 严重危害养殖业的发展。本研究以 TK

和 ORF72 为标志基因确定感染鲤不同时期肝组

织的病毒表达量。结果显示, CyHV-3 感染两组鱼

后不同时期肝组织中 TK 和 ORF72 基因相对表达

量均呈先上升后下降的趋势, 并在感染 144 h 达

到峰值, 该研究结果与孙佳鑫等[1]在脾、肾组织上

的病毒表达量趋势相同, 与 Jia 等[19]的病毒感染

死亡率时间是一致的, 推测在 CyHV-3 感染过程

中鲤肝组织产生一系列免疫反应以抵御病毒的入

侵。此外,选育组肝组织中的病毒表达量均显著低

于未选育组, 与孙佳鑫等[1]在脾、肾组织上的研究

结果相同, 说明选育组与未选育组肝组织均受到

了病毒感染, 且选育组的抗病能力强于未选育组, 

说明通过选育提高了机体抗病毒能力。 

本研究系统地从自噬起始到自噬溶酶体的形

成开展了自噬在鲤抗 CyHV-3 中的研究。Beclin-1

是自噬的起始基因调控自噬前体的形成, 其表达

量跟自噬活性呈正相关[26], 宿鑫[27]发现大鼠发生

急性心肌缺血时上调 Beclin-1 基因表达水平, 表

明自噬功能被激活。Russell 等[28]研究发现在过表

达 Beclin-1 后自噬体显著积累。本研究结果显示, 

在 CyHV-3 感染后, 两组鱼中 Beclin-1 基因相对表

达量均显著升高, 说明病毒感染使自噬功能被激

活。Beclin-1 基因相对表达量均呈先上升后下降

的趋势, 在病毒感染 48 h 选育组达到峰值且极显

著高于未选育组, 在 96 h 选育组的表达量下降, 

未选育组达到峰值且极显著高于选育组, 在 144 

h 未选育组显著高于选育组, 说明自噬主要发生

在病毒感染早期且选育组早于未选育组激活自噬

功能。LC3 是自噬的标志基因, 经翻译修饰后定
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位在自噬体膜上, 当自噬发生时, LC3 经酶切形

成 LC3-I 后与 PE 结合生成脂酰化 LC3-II, 

LC3-II/LC3-I 的比值可以代表自噬过程强弱[29-30]。

Kabeya 等[29]发现饥饿可以引起 LC3 水解成 LC3-I

后修饰成 LC3-II 导致自噬增强。Wang 等[31]发现

在猪肺炎支原体感染后 LC3 表达量升高 , 且

LC3-II/LC3-I 的比值与之相对应, 证明肺支原体

感染增强自噬的发生。本研究结果显示, 在 CyHV-3

感染后 LC3 基因相对表达量及 LC3-II/ LC3-I 的比

值均显著升高, 该研究结果与 Beclin-1 基因研究

结果是一致的, 进一步说明鲤在病毒感染后自噬

体的形成。LC3 蛋白含量趋势与基因相对表达量

结果一致, 均呈先上升后下降的趋势, 在 48 h 选

育组达到最高且极显著高于未选育组, 在 96 h 选

育组的表达量下降, 未选育组中达到峰值且极显

著高于选育组, 在 144~192 h 未选育组显著高于

选育组, 说明后期未选育组自噬体形成高于选育

组。P62 是自噬通量标志基因, 与 LC3 蛋白直接

作用特异性地定位于自噬溶酶体上[32]。有研究表

明 P62 的表达量升高, 自噬体降解过程被抑制发

生不完全自噬, 从而促进病毒复制[31-33]; P62 的表

达量降低, 自噬体被降解发生完全自噬以抵抗病

毒[33]。本研究结果显示, 在 CyHV-3 感染后, 两组

鱼中 P62 基因相对表达量均呈先上升后下降的趋

势, 在 48 h 选育组达到峰值且显著高于未选育组, 

在 96 h 选育组表达量下降, 未选育组达到峰值且

极显著高于选育组, 且在 144 h、192 h 未选育组

均极显著高于选育组, 说明鲤在病毒感染后自噬

发生, 但自噬体降解过程被抑制, 这与 Wang 等[31]

的研究结果是一致的, 进一步表明自噬体发生了

聚集, 推测在 CyHV-3 感染过程中自噬体降解过

程被抑制发生不完全自噬且促进病毒复制。此外, 

鲤肝组织中 Beclin-1、LC3、P62 基因表达量与

LC3-II/LC3-I 的比值在 48 h 选育组均显著高于未

选育组, 在 96 h 未选育组均显著高于选育组, 说

明在选育中更早产生自噬反应, 而在未选育中产

生了更为强烈的自噬反应。  

以上结果显示, CyHV-3 感染可诱导鲤自噬发

生, 但自噬体降解过程被抑制, 推测产生不完全

自噬从而促进病毒复制。但选育组比未选育组产

生较早的自噬反应, 未选育组比选育组自噬反应

更为强烈, 因而不能确定完全自噬是否发生, 仍

需进一步深入研究。本研究结果将为深入探究鲤

抗 CyHV-3 的作用机制提供理论依据。 
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Autophagy induced by CyHV-3 in the common carp (Cyprinus carpio) 
liver 

TIAN Lijing1, 2, 3, JIANG Xiaona2, 3, REN Wanying2, 3, LI Yan1, 2, 3, GE Yanlong2, 3, LI Chitao2, 3, HU Xuesong2, 3, 
CHENG Lei2, 3, SHI Xiaodan2, 3, SHI Lianyu2, 3, JIA Zhiying1, 2, 3 

1. College of Fisheries and Life Science, Dalian Ocean University, Dalian 116023, China; 
2. Key Laboratory of Aquatic Genomics, Ministry of Agriculture and Rural Affairs; Heilongjiang River Fisheries 

Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Harbin 150070, China;  
3. Research Center for Genetic and Breeding Engineering Technology of Common Carp, Chinese Academy of Fishery 

Sciences, Harbin 150070, China 

Abstract: CyHV-3 infection causes a highly lethal disease in common carp, and it can be mainly detected by using 
TK and ORF72 gene markers. Autophagy is a stress protection mechanism in cells, mainly marked by Beclin-1, 
LC3, and P62 genes. This paper aimed to analyze the differential expression of CyHV-3 marker genes, TK and 
ORF72, in common carp (Cyprinus carpio) and autophagy marker genes Beclin-1, LC3, and P62 during different 
stages of CyHV-3 infection, and to explore the occurrence of autophagy in CyHV-3 infected common carp. The 
results showed that: (1) The relative expression of TK and ORF72 genes and the autophagy marker genes, Beclin-1, 
LC3, and P62, in the breeding group and the non-breeding group increased initially and then decreased. The 
relative expression of TK and ORF72 genes in the breeding group was significantly lower than that in the 
non-breeding group (P<0.01), and reached the highest at 144 h post-infection; (2) The relative expression of 
Beclin-1, LC3, and P62 genes in the breeding group reached the highest level at 48 h post-infection, and the 
expression of Beclin-1 and LC3 genes in the breeding group was extremely significantly higher than that in the 
non-breeding group (P<0.001), and P62 expression was extremely significantly higher in the breeding group than 
that in the non-breeding group (P<0.05); (3) The relative expression of Beclin-1, LC3, and P62 genes in the 
non-breeding group reached the highest level at 96 h post-infection and was significantly higher than that in the 
breeding group (P<0.001), while the relative expression of P62 gene was significantly higher at 144 h and 192 h 
post-infection in the non-breeding group (P<0.01), indicating that the expression of P62 gene was clustered; (4) 
The trend of LC3 protein expression was consistent with the trend of relative gene expression. The above studies 
indicate that CyHV-3 infection can induce autophagy in carp. It is speculated that the autophagy degradation 
process may be inhibited resulting in incomplete autophagy, thus promoting viral replication and infection. The 
probability of occurrence of complete autophagy needs further investigation. This study provides an important 
basis for the investigation of the mechanism of carp anti-CyHV-3 and the molecular mechanism of fish autophagy 
during viral infection. 
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