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摘要: 由刺激隐核虫(Cryptocaryon irritans)感染引发的“白点病”为大黄鱼(Larimichthys crocea)养殖业带来重大损

失, 但仍未找到安全、有效的治疗方法。本研究应用免疫组织化学方法, 对健康大黄鱼和患刺激隐核虫病大黄鱼肠、

脾、头肾与肝组织中巨噬细胞移动抑制因子(macrophage migration inhibitory factor, MIF)蛋白进行检测, 研究刺激隐

核虫病大黄鱼组织中 MIF 的表达情况及其对预后的影响。结果表明, MIF 在健康大黄鱼肠、脾、头肾、肝各组织

中均无表达; MIF在刺激隐核虫病大黄鱼各组织中高表达, 表达强度从弱到强依次是肠、肝、脾、头肾, MIF表达

阳性率分别为 54%、80%、86%、90%。推测 MIF在大黄鱼刺激隐核虫病发病过程中发挥作用。 
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大 黄 鱼 (Larimichthys crocea) 属 鲈 形 目

(Perciformes), 石首鱼科 (Sciaenidae), 黄鱼属 , 

是中国东南沿海重要养殖鱼类 , 单品产量较高 , 

养殖规模不断增大, 各种疾病频繁发生。刺激隐

核虫病是由刺激隐核虫寄生于大黄鱼等多种海

水鱼类体表和鳃所引起的一种烈性病 , 在养殖

密度大、水质环境差、鱼体免疫力低下时, 极易

暴发, 且难以控制。2008–2010年, 宁德沙埕港、

三都湾以及福州罗源湾都暴发了刺激隐核虫病 , 

平均发病率在 30%~100%, 局部死亡率达 80%, 

经济损失都超过 1亿元[1]。刺激隐核虫病的暴发

造成经济损失较大 , 严重制约福建省大黄鱼养

殖业发展[2–3]。 

近年来 , 巨噬细胞移动抑制因子 (MIF)的研

究备受人们关注。虽然人类 MIF功能研究和疾病

治疗的应用已取得令人瞩目的成效, 目前 MIF 与

鱼疾病关系研究较少 [4], 主要进行黄鳍金枪鱼

(Thunnus albacares)、斑马鱼(Danio rerio)、红鳍

鲀东方 (Takifugu rubripes)等 MIF 基因研究[5–8]。

MIF 是与许多炎症疾病相关的免疫调节蛋白, 与

炎症应答、细胞增殖、神经内分泌及肿瘤血管生

成等关键环节密切相关[9], MIF 是机体炎症反应

重要的组成成分, 还参与体内多个系统疾病的发

生发展[10]。已有研究表明, 在多种炎症甚至肿瘤

疾病组织中 MIF表达水平高于正常组织[11], 虽然

MIF 对抗感染是必需的, 但 MIF 高表达易促进肿

瘤的生长及转移, 引起免疫系统功能紊乱, 出现

全身性炎症反应综合症。在败血症小鼠的循环系

统中发现有高水平的 MIF, 中和 MIF 活性或剔除

MIF 基因均可降低炎症前活性和提高实验动物的

存活率。MIF 在呼吸窘迫综合症和其他炎症疾病

形成过程中起作用[12], 说明MIF与炎症疾病的发

病机制有关。 

本文检测MIF在大黄鱼刺激隐核虫病和健康
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鱼组织中不同的表达量变化, 探讨 MIF 表达与疾

病发生的关系, 为大黄鱼刺激隐核虫病的研究提

供参考资料。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  实验用鱼器官的采集  在福建省宁德市三

都澳大湾鱼排, 取体重 350~460 g 的健康大黄鱼

15尾, 暂养于养殖池, 换水 1次/日, 投饲料 2次/

日, 水温 24~25 , ℃ 暂养 1周, 取样。同时于“白点

病”发生期间, 取鱼排中 15 尾发病较严重, 有典

型病症, 鱼体布满白点, 体重 350~450 g 的大黄

鱼。分别从“白点病”组和对照组随机取大黄鱼各

6尾, 分别取肠、脾、头肾与肝组织, 固定于 10%

甲醛 24 h, 包埋, 切片(厚度 4 μm)。  

1.1.2  刺激隐核虫包囊的采集  刺激隐核虫分离

自患病且鱼体布满白点大黄鱼, 将平皿铺在有鱼

圆桶底部收集刺激隐核虫包囊。收集的包囊用灭

菌海水清洗几次, 用 12 孔板保存于 12℃恒温培

养箱, 用于观察。 

1.2  方法 

MIF 的免疫组织化学检测采用(S-P)法。由厦

门大学海洋与地球学院生化组实验室提供大黄鱼

的 MIF 抗体[8], 大黄鱼 MIF GenBank 登录号为

FJ415099。将 MIF 一抗按 1︰200 浓度稀释。

SP-9001 染色试剂盒、DAB 显色试剂盒及兔超敏

二步法试剂相关试剂购自北京中杉金桥公司。免

疫组织化学中染色方法同参考文献[13], 按试剂

盒说明书进行操作, 将在甲醛固定液中组织经过

脱蜡、水化, 滴入 5 mL 3% H2O2用于阻断内源性过

氧化物酶活力, 静置 10 min; 用 PBS冲洗, 5 min×3

次; 用 0.5% BSA封闭 1 h, 滴入一抗, 于 4℃中过

夜, 用 PBS冲洗切片 5 min×3次; 再滴入二抗, 于

37℃中孵育 20 min; 加入 DAB 显色 10 min, 用

PBS冲洗共 5 min×3次; 再复染苏木素 5 min后用

水冲洗; 用盐酸酒精分化再水冲洗, 于不同梯度

浓度酒精中脱水、于二甲苯溶液中透明, 最后用

中性树胶封片。以 PBS代替一抗作为阴性对照。

用已知阳性的大黄鱼刺激隐核虫病组织为MIF阳

性对照。 

1.3  结果判断           

MIF 阳性细胞呈棕黄色染色。在高倍镜下每

张切片随机选 10个视野, 共数 1000个细胞, 采取

染色强度及阳性细胞数百分比综合计分作半定量

分析[14]。①根据多数细胞染色特点评分: 无着色, 

0分; 淡黄色, 1分; 棕黄色, 2分; 棕褐色, 3分。

②以阳性细胞数百分比即按阳性细胞占所计数视

野内细胞总数的多少评分 : 0 分 : 0~5%, 1 分 : 

6%~25%,  2分: 26%~50%, 3分: 51%~75%, 4分: 

>75%。按这①、②两项指标的积分相加, 结果可

分为 4级: 阴性(–): 0分, 弱阳性(+): 1~2分, 中度

阳性(++): 3~4分, 强阳性(+++): 5~7分。 

1.4  统计处理 

采取 SPSS 17.0 软件包, 进行数据统计学分

析, 用 x2检验, P<0.05, 差异具统计学意义。 

2  结果与分析 

2.1  大黄鱼白点病及刺激隐核虫包囊 

刺激隐核虫寄生在大黄鱼体表与鳃丝等, 并

形成包囊 , 病鱼黏液分泌增多 , 表皮细胞增生 , 

包裹虫体, 结成白色包囊, 呈白点形状, 肉眼清

晰可见, 严重时鱼体体表白点较多, 鳞片部分脱

落(图 1-A、图 1-B)。刺激隐核虫引起大黄鱼活动

异常、食欲下降、呼吸困难, 造成鱼体器官受损

及功能障碍, 易继发细菌感染而死亡。严重时感

染率可达 70%, 死亡率大于 30%。 

选择鱼体布满白点的大黄鱼, 就能从体表收

集到刺激隐核虫包囊。其中包囊体形状呈圆形或

椭圆形, 包囊壁呈多层结构, 包囊表面出现较毛

糙的结构(图 1-C、图 1-D)。 

2.2  MIF 在刺激隐核虫病大黄鱼各组织器官中的

表达 

2.2.1  肠组织  健康大黄鱼肠组织中MIF表达呈

阴性(图 2-A)。刺激隐核虫病大黄鱼的肠壁黏膜下

层有空泡。MIF 呈阳性表达, 在病鱼肠固有膜结

缔组织与黏膜上皮细胞中, 棕黄色阳性颗粒比较

多, 在肠黏膜层着色较强, MIF 阳性细胞在肠肌

层和浆膜层存在一定程度的表达(图 2-B)。 
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图 1  大黄鱼白点病及刺激隐核虫包囊 

A、B: 大黄鱼白点病; C: 刺激隐核虫包囊. 

 Fig. 1  White-spots disease of Larimichthys crocea and cysts 
of Cryptocaryon irritans 

A, B: white-spots disease of Larimichthys crocea; C: cysts of 
Cryptocaryon irritans. 

 

    

图 2  MIF在大黄鱼各组织中的表达 

A: MIF在健康大黄鱼肠中呈阴性表达; B: MIF在刺激隐核虫

病鱼肠呈阳性表达(箭头示阳性细胞); C: MIF在健康大黄鱼

脾呈阴性表达; D、E: MIF 在刺激隐核虫病鱼脾呈阳性表 

达(箭头示阳性细胞). 

Fig. 2  MIF immunohistochemistry in the healthy tissues and 
diseased tissues of Larimichthys crocea infected with Crypto-

caryon irritans 
A: no stained cell is observed in the healthy intestines; B: many 
intensely labeled cells are observed in the diseased intestines 
(marked with arrows); C: no stained cell is observed in the 
healthy spleen; D and E: many intensely labeled cells are  

observed in the diseased spleen (marked with arrows). 

2.2.2  脾组织  健康大黄鱼的脾组织MIF表达呈

阴性(图 2-C)。患刺激隐核虫病大黄鱼脾索和脾窦

分界不清晰, 脾脏边缘组织严重坏死。病鱼脾组

织 MIF 阳性棕黄色颗粒呈弥漫性或灶状, 阳性表

达较强(图 2-D、图 2-E)。 

2.2.3  头肾组织  健康大黄鱼的头肾中MIF表达

阴性(图 3-A), 患刺激隐核虫病大黄鱼头肾空泡

增多。头肾中有许多 MIF 阳性细胞, 其小型颗粒

异常地增多, 且染色强度为棕褐色, 为强阳性高

度表达(图 3-B、图 3-C)。 

2.2.4  肝组织  MIF 在健康大黄鱼肝中阴性表达

(图 3-D), 刺激隐核虫病大黄鱼部分肝细胞萎缩

(图 3-E), 随着病程的发展, 肝细胞解体, 形成局

灶性坏死 (图 3-F)。MIF 在患病大黄鱼肝组织 

 

 
 

图 3  MIF在大黄鱼各组织中的表达 

A: MIF在健康大黄鱼头肾呈阴性表达; B、C: MIF在刺激隐

核虫病鱼头肾呈阳性表达(箭头示阳性细胞); D: MIF在健康

大黄鱼肝呈阴性表达; E、F: MIF在刺激隐核虫病鱼肝呈阳性

表达(箭头示阳性细胞). 

Fig. 3  MIF immunohistochemistry in the healthy tissues and 
diseased tissues of Larimichthys crocea infected with Crypto-

caryon irritans 
A: no stained cell is observed in the healthy head kidney; B and 
C: many intensely labeled cells are observed in the diseased 
head kidney (marked with arrows); D: no stained cell is observed 
in the healthy liver; E and F: many intensely labeled cells are 

observed in the diseased liver (marked with arrows). 
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中的表达为强阳性, 阳性部分呈现棕黄色颗粒状

(图 3-E、图 3-F)。 

2.3  患刺激隐核虫病大黄鱼各免疫器官 MIF 免疫

组织化学比较研究 

健康大黄鱼肠、脾、头肾、肝中MIF均呈阴性; 

大黄鱼患刺激隐核虫病肠组织中MIF表达强阳性率

45%, 阳性率 54%。MIF在病鱼脾强阳性表达率 76%, 

阳性率 86%。病鱼头肾 MIF表达强阳性率 79%, 阳

性率 90%。病鱼肝MIF表达强阳率为 71%, 阳性率

80%(表 1)。说明患刺激隐核虫病大黄鱼头肾中 MIF

强阳性表达率最高, MIF 在刺激隐核虫病大黄鱼表

达强度从弱到强依次是肠、肝、脾、头肾(表 1)。 

 
表 1  MIF 在健康大黄鱼与刺激隐核虫病大黄鱼组织中的表达 

Tab. 1  Synopsis of MIF reactivity in the tissues of Larimichthys crocea between healthy and diseased fish 

肠 intestine 脾 spleen 头肾 head kidney 肝 liver 

类别 subject 对照组 
control 

刺激隐核虫病
diseased 

对照组
control

刺激隐核虫病
diseased 

对照组
control

刺激隐核虫病
diseased 

对照组
control 

刺激隐核虫

病 diseased

例数 number 100 100 100 100 100 100 100 100 

– 100 46 100 14 100 10 100 20 

+ 0 9 0 10 0 11 0 9 

++ 0 21 0 30 0 25 0 26 

MIF 的表达强

度 /% staining 
intensity 

+++ 0 24 0 46 0 54 0 45 

阳性表达率/% 
expression rate 

0 54.00* 0 86.00* 0 90.00△ 0 80.00△ 

注: * P<0.05, △P<0.01. 阳性表达强度: 阴性(–), 弱阳性(+), 中度阳性(++), 强阳性(+++). 

Note: * P<0.05, △P<0.01. Staining intensity: – , no staining; +, few; ++, weak; +++, strong. 
 

3  讨论 

在自然海域中, 刺激隐核虫密度较低, 野生

鱼较少受到严重感染, 目前未有报道海洋中其他

非鱼类动物感染刺激隐核虫。但在海水养殖鱼类

中, 刺激隐核虫没有特异性选择宿主, 除蓝子鱼

与软骨鱼类有抵抗力外, 其他所有养殖鱼如大黄

鱼、石斑鱼与黑鲷等[3]都易得病。在春秋两季即

水温 24~28 , ℃ 每年 3–4 月及 9–10 月, 养殖水体

上凉下热, 海底的鱼粪便及残饵等污物浮到表面, 

水易浑浊, 水质变差, 这时刺激隐核虫繁殖迅速, 

易于寄生于鱼类。尤其是网箱、水族箱与水泥池

等高密度人工养殖过程中鱼易致病。因此, 近几

年来, 在福建、浙江、广东等主要海水鱼类养殖

地区刺激隐核虫暴发频繁, 与海区中养殖密度不

断增加密切相关。高密度养殖环境下, 水流不畅、

鱼体营养不良、抗病力差, 这时容易引起刺激隐

核虫病暴发, 造成了较为严重的经济损失[15]。 

目前还未有明显疗效的刺激隐核虫病治疗方

法, 刺激隐核虫寄生鱼体, 会使鱼体产生氧化胁

迫与脂质过氧化反应, 寄生虫增多, 会造成鱼体

免疫因子释放受抑制及紊乱发生, 鱼体质下降明

显[16]。采用药浴法治疗大黄鱼刺激隐核虫病, 用

三氯异氰脲酸、硫酸铜、甲醛或高锰酸钾均有一

定疗效 , 能杀灭大黄鱼体表寄生的刺激隐核虫 , 

但也易造成鱼体死亡。这些防治方法存在一定的

缺陷 , 主要是由于刺激隐核虫一旦进入鱼体后 , 

能够刺激鱼体分泌黏液, 形成包囊, 能较好地抵

抗外源药物的处理。刺激隐核虫的生活史可分为

营养体(成虫)、包囊、纤毛幼虫３个时期。包囊

壁呈多层结构, 包囊能无性分裂, 出现多细胞结

构, 并最终形成纤毛幼虫。使用药物治疗, 只能杀

死在鱼体表上的幼虫 , 而成虫形成包囊并脱落 , 

并迅速增殖 , 长出的纤毛幼虫呈几何级数增长 , 

再侵袭鱼体 , 治疗效果甚微。对于其他海水鱼 ,  

闫茂仓等 [16]发现用淡水浸泡再进行甲醛药浴对

鮸鱼刺激隐核虫病疗效较好。也有学者为预防刺

激隐核虫寄生将网箱移到水深达 30 m的外海, 海

水水流不断冲刷, 使鱼体表包囊得以脱落, 或在

人工养殖过程中, 通过换水超过 50%, 避免继发
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性感染。尽管如此, 借助免疫手段将是今后刺激

隐核虫病预防研究的主要方向[17]。MIF来源于单

核细胞、巨噬细胞及垂体前叶细胞, 在机体多个

器官表达, MIF 因其可抑制单核细胞与巨噬细胞

移动而得名, MIF 加强巨噬细胞黏附与吞噬功能, 

可促进巨噬细胞的聚集及在炎症局部浸润、增生, 

在多种免疫反应性与炎症疾病中发挥重要作用。

MIF在肿瘤血管形成过程中也发挥重要作用[18]。

MIF 能限制巨噬细胞聚集于异位灶处[19], 激活并

增强巨噬细胞功能, 使其分泌出各种细胞因子包

括单核细胞趋化蛋白-1(monocyte chemoattractant 

protein-1, MCP-1)、肿瘤坏死因子(tumor necrosis 

factor-a, TNF-a)、白细胞介素-1(interleukin-1, IL-1)

等及血管形成因子与生长因子, MIF 能刺激血管

内皮细胞增殖及血管上皮细胞进行有丝分裂, 促

进血管形成[20]。 

近年来福建多次暴发严重的大黄鱼刺激隐核

虫病, 而 MIF 与大黄鱼激隐核虫病发病机制的关

系, 尚未有报道。本研究结果中, MIF在正常大黄

鱼头肾、脾、肝、肠组织中表达呈阴性, 在患刺

激隐核虫病大黄鱼组织中高表达, 患病大黄鱼头

肾、脾、肝 MIF阳性率达到 80%以上, 在不同器

官中 MIF 表达差异较大, 表达强度从强到弱依次

是头肾、脾、肝、肠。MIF 在患病大黄鱼头肾表

达强阳性为 79%, 阳性率为 90%, 达最高。MIF

在患刺激隐核虫病大黄鱼肠表达强阳性为 45%, 

阳性率为 54%, 最低。说明 MIF与刺激隐核虫病

有着密切的关系。 

自 MIF 发现至今, 随着其结构与功能研究的

逐渐深入, 研究 MIF 和鱼类炎症疾病的相关性及

其在鱼类疾病防治中的潜在应用价值越来越受到

人们重视。MIF参与炎症反应[14]。关于 MIF蛋白

的表达与炎症疾病的发病因素、发展过程、预后

等究竟有怎样的关系？既往的研究结果包括 : 

MIF 涉及机体各种炎症性、自身免疫性疾病的发

病机制, MIF能促使巨噬细胞在炎症部位聚集、增

生、活化及分泌炎症因子, 活化的炎症因子又进

一步促进巨噬细胞大量释放 , 聚集在炎症部位 , 

以扩大炎症反应[21–23]。在肺部炎症反应时, 大量

炎症细胞及炎症因子聚集在肺泡腔、肺毛细血管

内, 在增强炎症反应的同时使正常肺组织遭到破

坏, 从而导致肺泡损伤和毛细血管通透性增加加, 

最终可致肺的炎症反应失调 , 阻碍肺发育 , MIF

在早产儿肺组织中高度表达, 尤其在新生儿呼吸

窘迫综合征患儿更为显著[24]。研究表明, MIF 还

参与感染等病理过程, MIF 在全身多种炎症性疾

病中高表达, MIF 通过炎症反应促进子宫内膜异

位症的发生, 在正常子宫内膜、在位内膜、异位

内膜 MIF 均有表达, 以正常子宫内膜、异位内膜

和在位内膜的顺序逐渐呈强表达。MIF 还参与子

宫内膜异位症血瘀证的发病, MIF 抑制 P53 基因

引起调亡, MIF 通过炎症反应促进子宫内膜异位

症的发生[25]。MIF在肾虚血瘀型异位及在位内膜

中高表达, 在分泌中晚期增高最为显著[25]。 

综上所述, MIF 在刺激隐核虫病大黄鱼器官

中的阳性表达及联合检测可作为评价鱼病的发生

发展、恶性程度的重要指标之一, 对大黄鱼白点

病的早期诊断治疗及预后等具有重要指导意义。

而深入研究MIF在大黄鱼刺激隐核虫病中的调控

机制, 有利于为白点病的治疗提供新思路。 
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Detecting macrophage migration inhibitory factor in tissues of Larimi-
chthys crocea with Cryptocaryon irritans disease  
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1. Fujian Provincial Key Laboratory of Marine Fishery Resources and Eco-environment, Fisheries College, Jimei Uni-
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Abstract: Cryptocaryon irritans is a holotrichous marine ciliate protozoan that causes “white spot disease”, which is 
one of the most devastating parasites of Larimichthys crocea in Fujian Province. No safe drug strategy has been identi-
fied to prevent and cure “white spot disease”. To investigate the expression and prognostic value of macrophage migra-
tion inhibitory factor (MIF) in C. irritans diseased L. crocea tissues, MIF expression was detected by immunohisto-
chemistry of intestine, spleen, head kidney, and liver specimens of pathologically identified and healthy L. crocea tis-
sues. None of the negative controls reacted, but MIF staining was intense in all L. crocea tissues infected with C. irri-
tans disease. The MIF staining rates for the intestines, liver, spleen, and head kidney were 54%, 80%, 86% and 90%, 
respectively. The high MIF expression levels in diseased tissues indicate that MIF plays an important role in homeosta-
sis of C. irritans infected with L. crocea. 

Key words: Larimichthys crocea; macrophage migration inhibitory factor; Cryptocaryon irritans; immunohistohemistry 


