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凡纳滨对虾不同组织对 ＥＨＰ 的感染差异研究
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（鲁东大学　 水产学院，山东 烟台 ２６４０３９）

摘要：近年来，虾肝肠胞虫在我国对虾养殖区具有较高的流行风险，已成为影响对虾养殖业健康发展的主要

病原。 为了解 ＥＨＰ 的早期感染机制，本研究利用常规 ＰＣＲ 和 ｑＰＣＲ 技术，对投喂攻毒 １０ 天的凡纳滨对虾 ５
种组织进行 ＥＨＰ 检测。 结果显示：不同组织中 ＥＨＰ 阳性率由高到低为（中肠与游泳足相同）、鳃、肝胰腺、肌
肉，分别为 ７０％、７０％、６０％、３０％、１０％；不同组织中 ＥＨＰ 载量高低顺序为中肠、游泳足、鳃、肝胰腺、肌肉。 这

一结果表明，凡纳滨对虾在感染 ＥＨＰ 早期阶段，多个组织可被感染，中肠是对 ＥＨＰ 最为敏感的组织。
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　 　 虾 肝 肠 胞 虫 （ Ｅｎｔｅｒｏｃｙｔｏｚｏｏｎ ｈｅｐａｔｏｐｅｎａｅｉ，
ＥＨＰ）属微孢子虫门（Ｍｉｃｒｏｓｐｏｒａ）、微孢子虫科

（Ｍｉｃｒｏｓｐｏｒｉｄｉａ）、肠胞虫属 （ Ｅｎｔｅｒｏｃｙｔｏｚｏｏｎ） ［１］ ，
主要养殖虾类如斑节对虾（Ｐｅｎａｅｕｓ ｍｏｎｏｄｏｎ）、
细角滨对虾（ Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓ ｓｔｙｌｉｒｏｓｔｒｉｓ）、凡纳滨对虾

（Ｌ． ｖａｎｎａｍｅｉ）、脊尾白虾（Ｅｘｏｐａｌａｅｍｏｎ ｃａｒｉｎｉｃａｕｄａ）
等都是其主要的感染对象［２—５］。 我国在 ２０１３ 年

首次报道 ＥＨＰ，之后在浙江、天津、江苏、山东等

沿海省市的土塘和室内养殖基地均有 ＥＨＰ 感染

出现，并且感染率呈逐年上升趋势［６—１０］。 ＥＨＰ 是

一种专营细胞内寄生的寄生虫，主要寄生在对虾

肝小管上皮细胞的细胞质和肝小管的管腔中［１１］。
感染早期，养殖虾通常没有明显的病理特征，但随

着养殖周期的延长，感染 ＥＨＰ 的对虾生长速度大

幅降低，甚至停止生长，造成养殖个体大小出现明

显差异；感染后期，出现肝小管上皮细胞脱落、细
胞坏死和肝小管萎缩等肝胰腺坏死现象，使感染

对虾更易受其它病原（如细菌或病毒）的感染而

大量死亡［１２］。 由于一般药物难以透过由几丁质

和蛋白质构成的厚厚胞壁［１］，因此目前暂无有效

的 ＥＨＰ 防控药物，这也导致对虾的养殖风险日趋

严重。 ＥＨＰ 引发的肝胰微孢子虫病（ＨＰＭ）已经

严重危害我国对虾的育苗及养殖产业，造成很大

的经济损失，因此有学者建议将该病列入我国动

物疫病病种名录并制定相关的检测标准［１３］。
常规 ＰＣＲ 检测显示 ＥＨＰ 可感染凡纳滨对虾

的肝 胰 腺、 鳃、 血 淋 巴、 肠、 心 脏、 肌 肉 等 组

织［１１，１４］；原位杂交和 ＴａｑＭａｎ 实时荧光定量 ＰＣＲ
结果表明，感染 ＥＨＰ 的对虾多个组织均有杂交信

号并且载量具有差异［１４—１６］。 但在 ＥＨＰ 感染凡纳

滨对虾的初期阶段，对虾不同组织感染情况的差

异少有报道。 本研究通过人工投喂的方式，对一

批健康的凡纳滨对虾进行室内攻毒，采用常规

ＰＣＲ 和荧光定量 ＰＣＲ 方法对 ＥＨＰ 的感染情况进

行检测分析，以期探明在感染初期阶段，对虾不同

组织对 ＥＨＰ 敏感性的差异及 ＥＨＰ 载量的不同，
为对虾感染 ＥＨＰ 的早期检测和有效预防进一步

提供理论支撑。

１　 材料与方法

１．１　 样品来源

试验所用的健康凡纳滨对虾（平均长度 ８. ５８±
０. ２ ｃｍ，平均质量 ５. ８６５±０. ２ ｇ）购自山东省东营

市垦利区森淼养殖场。 每批随机取 １８ 只，用常规

ＰＣＲ 方法进行常见对虾病原 ＥＨＰ、ＩＨＨＮＶ（传染

性皮下及造血组织坏死病毒）和 ＷＳＳＶ（白斑综合
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症病毒）的检测。 当检测结果均为阴性时，选取

体色正常、规格均一的健康稚虾进行暂养，用于攻

毒试验。

１．２　 虾料的制备

试验所需病料虾采自滨州市北海新区，经检

测只感染 ＥＨＰ 的凡纳滨对虾稚虾，所需健康虾料

采集自东营市垦利区经检测未感染 ＥＨＰ、ＩＨＨＮＶ
和 ＷＳＳＶ 的凡纳滨对虾成虾。 分别取两类虾的头

胸部和肌肉组织（去除头胸甲），剪碎并研磨混匀

后，分装到 ＥＰ 管中，每只 ＥＰ 管添加一个养殖缸

内实验虾体总重约 ５％的虾料，储存于－８０ ℃超低

温冰箱中备用。 攻毒病料经 ｑＰＣＲ 检测，ＥＨＰ 载

量为 １０５ ｃｏｐｉｅｓ·μＬ－１ ＤＮＡ。

１．３　 试验设计

本研究设攻毒、阴性对照、空白对照 ３ 个组，
每组 １０ 只对虾，养殖缸规格为 ５０ ｃｍ × ３８ ｃｍ ×
４０ ｃｍ。 每天早晚定时投喂，其中，第 １ ～ ３ 天，空
白对照组投喂颗粒直径 ０. ８ ｍｍ 的通威对虾配合

饲料，阴性对照组投喂健康虾组织，攻毒组投喂感

染 ＥＨＰ 的虾组织，第 ４～ １０ 天所有实验组均投喂

配合饲料。 海水经过滤、沉淀后使用，盐度约为

２３‰～２５‰，水温 ２５ ～ ２７ ℃。 ２４ ｈ 充氧，每天吸

污两次，每两天更换约 １ ／ ３ 的海水。

１．４　 ＤＮＡ 的提取及 ＰＣＲ 扩增体系

在攻毒后第 １０ 天，用 ＤＮＡ 试剂盒（ＤＰ３２４，
ＴＩＡＮＧＥＮ）分别提取各组对虾肝胰腺、鳃、中肠、
肌肉、游泳足的总 ＤＮＡ，做好标记，保存于－２０ ℃
冰箱。

常规 ＰＣＲ 采用本实验室建立的方法［１０］。 引

物序列为 ＥＨＰ ３５８ Ｆ：５′－ＡＴＴ ＡＧＡ ＣＡＣ ＴＧＴ ＡＧＴ
ＡＧＴ ＴＣ－３′和 ＥＨＰ ３５８ Ｒ：５′－ＧＴＴ ＡＴＴ ＧＣＣ ＴＴＣ
ＴＣＣ ＣＴＣ－３′，扩增子大小为 ３５８ ｂｐ。 扩增体系

２５ μＬ，包含 １２. ５ μＬ ２ × ＰＣＲ Ｍｉｘ （ ＴａＫａＲａ，大

连）、引物 ３５８ Ｆ ／ Ｒ（１０ μｍｏｌ·Ｌ－１）１ μＬ，无菌双蒸

水 ９. ５ μＬ 和 ２ μＬ ＤＮＡ 模板。 反应程序为 ９４ ℃预

变性 ５ ｍｉｎ、 ９４ ℃变性 ２０ ｓ、５０ ℃ 退火 ４０ ｓ、７２ ℃
延伸 ３０ ｓ，共 ３５ 个循环；最后 ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ，
４ ℃保存。 采用 １. ５％琼脂糖凝胶电泳检测扩增

序列，用紫外凝胶成像系统观察结果并拍照。
荧光定量 ＰＣＲ 参考 Ｌｉｕ 等［１７］ 建立的荧光定

量 ＰＣＲ 方法。 引物序列为 ＥＨＰ １５７Ｆ：５′ －ＡＧＴ
ＡＡＡ ＣＴＡ ＴＧＣ ＣＧＡ ＣＡＡ－ ３′和 ＥＨＰ １５７Ｒ：５′ －
ＡＡＴ ＴＡＡ ＧＣＡ ＧＣＡ ＣＡＡ ＴＣＣ－３′，扩增子大小为

１５７ ｂｐ。 扩增体系 ２５ μＬ，包含 １２. ５ μＬ ２×ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ Ｐｒｅｍｉｘ Ｔａｑ（ＴａＫａＲａ，大连）、引物 １５７ Ｆ ／ Ｒ
（１０ μｍｏｌ·Ｌ－１ ） １ μＬ，无菌双蒸水 ９. ５ μＬ 和

ＤＮＡ 模板 ２ μＬ。 反应程序为 ９４ ℃预变性 ３０ ｓ、
９５ ℃变性 ５ ｓ、６０ ℃退火 ３０ ｓ，共 ３５ 个循环，采用

Ｂｉｏ－Ｒａｄ－ＣＦＸ 管理器进行扩增检测和数据分析。

２　 结果

２．１　 凡纳滨对虾生长状况

在整个试验期间，各组养殖对虾摄食正常，没
有出现白便及异常死亡现象。 由于攻毒时间仅为

１０ ｄ，攻毒组与对照组对虾体重和体长没有明显

差异，与试验前相比也没有明显变化。

２．２　 常规 ＰＣＲ 检测 ＥＨＰ

在攻毒试验的第 １０ 天，阴性对照组、空白对

照组对虾经常规 ＰＣＲ 检测均无特异性条带出现，
说明这两种对照组对虾均无 ＥＨＰ 感染（图 １（ｂ），
（ｃ））。 攻毒组对虾的五种组织常规 ＰＣＲ 检测结果

如图 １ 所示，ＥＨＰ 阳性结果在 ３５８ ｂｐ 处出现明显

的扩增条带。 攻毒组 １０ 只对虾中，中肠（图 １（ｃ）
Ａ）和游泳足（图 １（ｅ） Ａ）中 ＥＨＰ 的阳性率最高，
为 ７０％，对应 ２、３、４、５、６、７、１０ 号对虾个体；其次

为鳃组织（图 １（ｂ） Ａ），有 ６ 只呈 ＥＨＰ 阳性，分别

为 ２、３、４、６、７、１０ 号个体，阳性率为 ６０％；肝胰腺

（图 １（ａ） Ａ）中有 ３ 只呈 ＥＨＰ 阳性，分别为 ４、５、７
号个体，阳性率为 ３０％；肌肉（图 １（ｄ） Ａ）中仅有

１ 只呈阳性，为 ７ 号个体，阳性率为 １０％。 常规

ＰＣＲ 检测 ＥＨＰ 阳性率高低顺序为中肠与游泳足

相同、鳃、肝胰腺、肌肉，中肠、游泳足和鳃的阳性

率检测具有一致性。 在攻毒第 １０ 天，有 １ 只对虾

（７ 号个体）的五种组织同时检测出 ＥＨＰ 阳性，有
３ 只对虾（４、５、７ 号个体）的肝胰腺、中肠、游泳足

３ 种组织同时检测出 ＥＨＰ 阳性。 由此可见，在
ＥＨＰ 初期感染阶段，对虾的多个组织器官都可成

为孢子侵染的目标，使感染个体成为 ＥＨＰ 的携

带者。
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（ａ） 肝胰腺

（ｂ） 鳃

（ｃ） 中肠

（ｄ） 肌肉

（ｅ） 游泳足

　 　 注：Ａ 代表攻毒组对虾；Ｂ 代表阴性对照组对虾；Ｃ 代表空白对照组对虾；Ｍ 代表 ＤＬ ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；１～１０ 代表 １～１０ 号对虾样品；
Ｐ 代表阳性对照；Ｎ 代表阴性对照（无菌双蒸水）。

图 １　 对虾 ５ 种组织 ＤＮＡ 常规 ＰＣＲ 检测结果

Ｆｉｇ．１ Ｏｒｄｉｎａｒｙ ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｆｉｖｅ ｔｉｓｓｕｅｓ ｉｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｓｈｒｉｍｐ

２．３　 攻毒组荧光定量 ＰＣＲ 检测结果

本研究设计的 ＥＨＰ １５７ 特异性引物，经普通

ＰＣＲ 扩增、胶回收、测序验证、目的产物的克隆、
提取质粒等流程，制备重组质粒 ＤＮＡ。 经核酸

分析检测仪 （ＤｅＮｏｖｉｘ，Ｗｉｌｍｉｎｇｔｏｎ，ＤＥ，ＵＳＡ）测

得 ＤＮＡ 质粒浓度为 ９６. ６２８ ｎｇ·μＬ－１，经换算为

５. ５ ｃｏｐｉｅｓ·μＬ－１。 将质粒标准品进行梯度稀释，

得到 ５. ５～５. ５×１０７ ｃｏｐｉｅｓ·μＬ－１ ８ 个梯度的标准

品，建立标准品浓度与对应 Ｃｑ 值的标准曲线。
然后对保存的攻毒对虾各组织样品进行 ｑＰＣＲ 定

量检测。
攻毒组 １０ 只对虾不同组织器官的 ＥＨＰ 平均

感染载量如图 ２ 所示，５ 种不同的组织器官，ＥＨＰ
载量也不同，从高到低依次为中肠、游泳足、鳃、肝
胰腺、肌肉。 在已感染的样品中，ＥＨＰ 平均载量
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最高的组织出现在第 ７ 只虾的中肠组织，达到

１３２. ５ ｃｏｐｉｅｓ·μＬ－１ ＤＮＡ，这表明在 ＥＨＰ 感染早

期，对虾的不同组织器官之间 ＥＨＰ 的载量不同，
且差异较为明显。

图 ２　 攻毒组实时荧光定量 ＰＣＲ 检测结果

Ｆｉｇ．２ Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｈａｌｌｅｎｇｅｄ ｓｈｒｉｍｐ

３　 讨论

３．１　 不同组织 ＥＨＰ 载量

肝胰腺是对虾消化吸收、营养储备和免疫的

重要器官，是公认的 ＥＨＰ 主要攻击目标，感染对

虾的肝小管细胞中可见不同发育时期的 ＥＨＰ ［１８］。
近年来利用 ＰＣＲ 技术在除肝胰腺以外的其它组

织，如鳃、血淋巴、肠、心脏、肌肉等组织均检测到

ＥＨＰ 阳性［１１，１５，１９］。 但这些研究只利用普通 ＰＣＲ
定性检测出感染对虾不同组织的 ＥＨＰ 阳性，均未

定量检测不同组织 ＥＨＰ 载量的差异。 仅见程东

远等［１６］通过 ｑＰＣＲ 获得了 ＥＨＰ 在凡纳滨对虾日

照群体不同组织的载量差异，肝胰腺载量最高，其
次为中肠、血淋巴、鳃、肌肉。 在本研究的检测结

果中，ＥＨＰ 的载量高低顺序为中肠、游泳足、鳃、
肝胰腺、肌肉。 出现这样的差异可能是由于前者

的检测对象为日照养殖 ８０ 天的自然感染个体，感
染时间可能较长；本研究中的对虾为投喂攻毒感

染 １０ ｄ 的对虾，属于 ＥＨＰ 感染的早期阶段。 由

于所检测对虾的生长阶段及被感染时间不一样，
所以导致 ＥＨＰ 的载量高低顺序不同。 在本研究

中，中肠 ＥＨＰ 载量较高，中肠的 ＥＨＰ 阳性率也比

较高。 这种现象说明在经口投喂攻毒时，ＥＨＰ 最

先感染的部位有可能是肠壁组织。 另外，本实验

室研究还发现，感染 ＥＨＰ 的对虾肠道显微结构受

损，并且一些肠道关键免疫基因的表达显著增强

（结果待发表）。 由于中肠是对虾的主要消化吸

收器官，一旦中肠受损将严重影响对虾的生长发

育。 游泳足和鳃的 ＥＨＰ 载量也高于肝胰腺，这是

由于二者均是与水环境直接相接触的，在投喂过

程中扩散于水中的 ＥＨＰ 孢子可能会首选附着于

其上，然后再感染相应的组织。 在本研究中，感染

１０ ｄ 的对虾肝胰腺 ＥＨＰ 载量较低，并且取肝胰腺

进行检测需将对虾处死，因此对于一些昂贵的进

口对虾亲本，最好采取对对虾损伤性较小的组织

如附肢来代替肝胰腺。

３．２　 攻毒方法与不同组织 ＥＨＰ 阳性的出现时间

目前实验室设计的攻毒方法主要有与感染对

虾共养、浸浴感染对虾的组织液、投喂感染对虾组

织、反向灌胃、肌肉注射等［２０］。 不同实验室设计

的攻毒方法不同，对虾不同组织常规 ＰＣＲ 检测

ＥＨＰ 阳性条带出现的时间及信号的强弱也不同。
Ｋａｒｔｈｉｋｅｙａｎ 等［２１］将健康仔虾（ＰＬ－９）浸浴入浓度

为 ０. ２％的感染 ＥＨＰ 对虾组织匀浆的水缸中 ４８ ｈ，
在攻毒后第 １２０ 天，多个组织器官，包括肝胰腺、心
脏、肌肉、肠、神经、附肢、眼柄等，均可检测到 ＥＨＰ
阳性。 Ｓａｎｔｈｏｓｈｋｕｍａｒ 等［１１］ 将 １０ ～ １２ ｇ 的凡纳滨

对虾禁食 １ ｄ，第二天投喂 ３ 次病虾肝胰腺，第三

天开始投喂正常饲料。 在攻毒后第 ５ 天在对虾肝
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胰腺中即可检测出强的阳性信号，在肠和心脏中

检测出较强的阳性信号，鳃在第 １０ 天出现阳性信

号，肌肉直到第 ３０ 天才出现微弱的阳性条带。
Ｔａｎｇｐｒａｓｉｔｔｉｐａｐ 等［２２］连续 ７ ｄ 对 ６ ～ ８ ｇ 的凡纳滨

对虾每天投喂 １ 次病虾肝胰脏，在攻毒后的第 ２
天，利用 ＰＣＲ 方法即可检测出肝胰腺中微弱的阳

性信号。 在本研究设计的投喂 ＥＨＰ 感染对虾组

织中，在攻毒试验的第 １０ 天，５ 种组织可检测到

ＥＨＰ 阳性信号，阳性率高低顺序为（中肠与游泳

足相等）、鳃、肝胰腺、肌肉。 可见不同的攻毒方

式，均可导致对虾不同组织的感染，但不同组织的

易感性不同。

３．３　 病料保存方法与攻毒效果

ＥＨＰ 阳性条带出现的早晚可能也与攻毒病

料孢子的质量有关，病料中孢子的活力影响 ＥＨＰ
在目标组织中的繁殖速度。 Ｍａｉ 等［２０］ 的研究表

明，用冷冻（－８０ ℃和－２０ ℃）的孢子提取物或感

染 ＥＨＰ 的对虾肝胰腺进行攻毒时，均无法使 ＳＰＦ
对虾感染 ＥＨＰ。 因此认为冷冻可导致孢子丧失

活力，无法启动感染。 而宁梓健［１８］的研究结果表

明，－８０ ℃保存不会使 ＥＨＰ 孢子失活，用保存于

－８０ ℃的感染 ＥＨＰ 的对虾肝胰腺投喂健康对虾，
仍可以使健康对虾感染 ＥＨＰ，可以在肝胰腺细胞

中观察到不同发育期的 ＥＨＰ。 本研究所用的

ＥＨＰ 对虾病料也是保存在－８０ ℃条件下，实验结

果证明－８０ ℃可以保存孢子的活力。 不少研究证

实了－２０ ℃冻存可以使虾肝肠胞虫侵染性降低或

丧失［２３—２４］，因此在投喂饲料、活体饵料前，为了避

免 ＥＨＰ 的感染，最好将它们贮存于－２０ ℃环境。
在实验室内设计攻毒试验时最好使用新鲜的病

料，或将感染组织保存于－８０ ℃条件下。

４　 结论

本研究利用常规 ＰＣＲ 和 ｑＰＣＲ，证实了在早

期感染阶段，ＥＨＰ 可以随机侵染对虾的多种组织

器官，相对其他组织，中肠对 ＥＨＰ 更为敏感，ＥＨＰ
载量也最高。 可见在攻毒的第 １０ 天，健康对虾即

可成为 ＥＨＰ 携带者，从而引起 ＥＨＰ 孢子在养殖

水体中的扩散，这为 ＥＨＰ 的早期预防提供一定的

理论参考。
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