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摘要    根据 GenBank 中公布的虾肝肠胞虫(Enterocytozoon hepatopenaei) (EHP) SSU rDNA 序列设

计 1 对特异性引物，建立并优化了 EHP 的 SYBR Green I 实时荧光定量 PCR (qPCR)检测方法。结

果显示，该方法在 60℃的退火温度时扩增效果最好，产物的熔解曲线为 1 个单峰，构建的方法对

8.3×101–8.3×108 copies/µl 的 EHP SSU rDNA 片段的检测响应具有良好的线性关系，扩增产物阈值

循环数(Ct)与模板起始量的对数[log(Sq)]的关系为 Ct=–3.369 log(Sq)+39.364 (R2=0.992)，扩增效率为

98.1%，检测灵敏度下限为 8.3×101 copies/µl，在线性范围内具有良好的组内和组间重复性。对实际

样品的检测表明该方法比已报道的套式 PCR 的检测灵敏度约高 4 倍。利用本方法对采集自江苏、

海南和山东的 3 批凡纳滨对虾样品的肝胰腺组织 DNA (HpDNA)中的 EHP SSU rDNA 进行了 qPCR

检测，结果显示，EHP的载量指数与对虾生长速率呈负相关关系，肝胰腺中EHP载量在 103 copies/(ng 

HpDNA)时代表了较高的风险水平。本研究建立的 qPCR 方法具有特异、灵敏、快速、定量的优点，

所建立的方法及检测数据可为 EHP 的防控提供技术参考。 
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微孢子虫是由孢子形成的单细胞寄生虫，只能寄

生于动物宿主细胞内，属于细胞内寄生虫。大部分的

动物物种以及人类会被微孢子虫寄生(Stentiford et al, 

2007; Lom et al, 2002)，昆虫等无脊椎动物微孢子虫

感染也有广泛报道(王维娜等, 2001)。微孢子虫也是

甲壳类常见寄生虫疾病的病原。早期发现寄生于对虾

体内的微孢子虫属有八孢虫属(Thelohania)、微粒子

虫属 (Nosema) 和匹里虫属 (Pleistop hora)(Lightner, 

1985)1)。微粒子虫属的微孢子虫主要寄生在对虾肌肉

组织。匹里虫属不仅寄生肌肉组织，同时还侵染心脏、

鳃、胃、肝脏及肠等组织。中国已经报道的感染微孢

子虫的对虾有凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)、脊

尾 白 虾 (Palaemon carincauda) 以 及 中 国 明 对 虾

(Fenneropenaeus chinensis) (郝斌等 , 1984; 王元等 , 

2013; 吴兴泰, 2010)。 

虾肝肠胞虫(Enterocytozoon hepatopenaei, EHP)

于 2009 年在泰国养殖的生长缓慢的斑节对虾(Penaeus 

monodon)中首次被分离和命名(Tourtip et al, 2009)，
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属于微孢子虫科、肠胞虫属。在泰国养殖的出现白便

综合征的凡纳滨对虾中也出现较高的检出率，但通过

人工感染实验证明，EHP 并不是引起凡纳滨对虾白便

综合征的病原微生物(Amornrat et al, 2013)。与之前所

报道的感染对虾的微孢子虫不同，新报道的 EHP 只

侵染对虾肝胰腺组织。泰国学者已经报道了 PCR 法、

地高辛标记核酸探针原位杂交法以及 LAMP 检测方

法(Amornrat et al, 2013; Suebsing et al, 2013; Tourtip 

et al, 2009)检测寄生于斑节对虾和凡纳滨对虾肝胰腺

中的 EHP，但这些检测方法只能对该种病原微生物进

行定性描述，无法进行定量研究。 

为了定量了解 EHP 感染对对虾生长的影响，本

研究采用 SYBR Green I 荧光染料法建立了 EHP 的实

时定量 PCR(qPCR)检测技术，探讨了实际生产中对虾

肝胰腺组织中 EHP 含量与对虾生长情况的关系。 

1  材料与方法 

1.1  病料来源  

分别于 2013 年 7 月自浙江台州 (样品编号

20130722001–20130722003)、2014 年 8 月自江苏赣榆

(样品编号 20140829001–20140829054)、2014 年 10

月自海南儋州(样品编号 20140910101–20140910113

和 20140911101–20140900118)、2014 年 12 月自山东

即墨(样品编号 20141222001–20141222012)采集的凡

纳滨对虾，采样时逐尾测量对虾生物学体长，并解剖

取出对虾肝胰腺，用 RNALater 分别保存或冰冻，带

回实验室。 

1.2  样品肝胰腺总 DNA 的提取 

取样品肝胰腺组织约 20 mg，用 3 倍体积的 70%

乙醇洗涤除去 RNALater，利用海洋动物组织基因组

DNA 提取试剂盒(天根生化科技有限公司，北京)提取

样品肝胰腺总 DNA (HpDNA)，核酸分析仪(NanoDrop 

2000c, Thermo)测定样品 HpDNA 浓度后–20℃保存。 

1.3  EHP 引物设计及常规 PCR 扩增 

根据 GenBank 上公布的肠胞虫属 SSU rDNA 的

一段序列(序列号 KF362129)，利用 Primer Premier 5.0

设计 1 对特异性引物 ENF185 (5'-GTA GCG GAA CGG 

ATA GGG-3')和 ENR185 (5'-CCA GCA TTG TCG 

GCA TAG -3')，预计扩增目的片段大小为 185 bp。PCR

扩增体系为 25 µl，包含 2.5 µl 10×PCR 缓冲液、1.5 µl 

MgCl2 (25 mmol/L)、2 µl dNTP (10 mmol/L)、ENF185 

(10 mol/L)和 ENR185 (10 mol/L)各 0.5 µl、0.1 µl 

Taq DNA 聚合酶(5 U/l)(TaKaRa, 大连)。反应程序为

94℃预变性 3 min，94℃ 20 s、60℃ 20 s 和 72℃ 30 s

共 35 个循环，72℃延伸 5 min。 

1.4  标准品模板的制备  

以 EHP 阳性样品 DNA 为模板，用上述设计的引

物 ENF185/ENR185 进行常规 PCR 扩增获取目的产

物，用 pMD18-T 载体在 E. coli DH5α 中克隆，克隆

的片段送上海生工测序验证。目的产物的克隆经扩大

培养后，用质粒提取试剂盒 (上海生工 )提取质粒

DNA。用核酸分析仪(NanoDrop 2000c, Thermo)测定

重组质粒 DNA 浓度为 26.3 ng/µl，换算成拷贝数为

8.3×109 copies/µl，将该重组质粒作为本实验标准品原

液，–80℃保存。 

1.5  虾肝肠胞虫实时荧光定量 PCR方法的建立以及

条件的优化   

虾肝肠胞虫实时荧光定量 PCR (qPCR-EHP)反应

体系参照 SYBR® Premix Ex TaqTM Ⅱ (Tli RNaseH Plus)

试剂盒(TaKaRa, 大连)说明在冰上配制，25 μl 的反应

体系含 SYBR® Premix Ex TaqTM Ⅱ，不同终浓度(0.1– 

1.0 μmol/L)的引物 ENF185/ENR185 和 8.3×103 copies/µl

标准品为模板。扩增反应在实时荧光定量 PCR 仪

(Bio-Rad CFX96)中进行。95℃预变性 30 s 后，进行

95℃ 10 s 和 X℃ 45 s (X 为退火温度梯度，设定范围为

50–65℃)的 40 个循环扩增，选择最佳退火温度。扩

增完成后测定产物的熔解曲线。 

1.6  qPCR-EHP 标准曲线的绘制 

将构建好的质粒标准品进行 10 倍梯度稀释，共

得到 8.3×109–8.3×100 copies/μl 的 10 个梯度，每个梯

度 3 个平行，利用上述优化的条件进行 qPCR，建立

质粒标准品拷贝数与 Ct 值对应的标准曲线。通过分

析标准曲线相关系数以及扩增效率来判断标准曲线

的质量。 

1.7  qPCR-EHP 引物的特异性分析 

分别选择传染性皮下及造血组织坏死病毒

(IHHNV)阳性的凡纳滨对虾总 DNA、肝胰腺细小病

毒(HPV)阳性的中国明对虾总 DNA、纯化白斑综合征

病毒(WSSV)的核酸、感染副溶血弧菌的凡纳滨对虾

总 DNA，健康凡纳滨对虾总 DNA 为阴性对照，以水

为模板的空白对照，通过 qPCR-EHP 检测，分析引物

的特异性。 

1.8  qPCR-EHP 重复性实验 

重复性实验包括组内重复和组间重复，组内重复
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利用同一次实验中每个梯度 3 个平行的 Ct 均值和方

差来分析，并计算组内变异系数；组间重复主要根据

标准品–20℃储存 30 d 后扩增标准曲线的稳定性来评

定，利用 Excel 对 Ct 值进行方差分析，用 SPSS 软件

进行显著性检验分析。 

1.9  qPCR-EHP 与常规 PCR 灵敏度的比较 

取不同梯度的重组质粒标准品作为模板，采用引物

ENF185/ENR185，对 1.2 常规 PCR 检测方法和 1.4 的

qPCR-EHP 进行比较，以对比两种检测方法的灵敏度。 

1.10  qPCR-EHP 与套式 PCR 在样品检测上的比较 

取采集自海南的 31 份凡纳滨对虾肝胰腺样品，

用 qPCR-EHP 和 Amornrat 等(2013)报道的套式 PCR

检测方法同时进行检测，对比 qPCR-EHP 与套式 PCR

两种检测方法结果的差异。 

1.11  肝胰腺中 EHP 载量指数与对虾生长关系的测定 

对采集自不同地区的怀疑是 EHP 引起的生长大

小差异明显的对虾肝胰腺样品进行了单尾 qPCR- 

EHP 检测，以每 ng HpDNA 中 EHP SSU rDNA 的相

对拷贝数的对数为 EHP 载量指数(Exponential relative 

copies, ERC)，结合样品采集时测量的对虾单尾生物

学体长分析 EHP 感染后对对虾生长的影响，利用

Excel 绘制对虾生物学体长与 EHP 载量指数的散点

图，并对相同体长样品 SSU rDNA 拷贝数求平均值后

计算 EHP 平均载量指数，分析样品生物体长与 EHP

载量指数二者之间的相关性。 

2  结果 

2.1  qPCR-EHP 扩增条件的建立 

采用 8.3×103 copies/µl 的含有 SSU rDNA 基因的

扩增目标产物的克隆质粒 DNA 的标准品为模板进行

qPCR-EHP 扩增条件的建立，确定了 EHP SSU rDNA

基因的 qPCR-EHP 扩增体系，其中，引物 ENF185 和

ENR185 在反应体系中的最佳浓度为 0.2 μmol/L。即

25 µl qPCR-EHP 体系中，含 2×SYBR® Premix Ex 

TaqTM Ⅱ 12.5 µl，10 μmol/L 引物 ENF185 和 ENR185

各 0.5 µl，50 ng/µl DNA 模板 1 µl。退火温度为 60℃

时，扩增效率和引物特异性最佳，确定 qPCR-EHP 反

应条件为 95℃ 30 s 预变性，95℃ 10 s 和 60℃ 45 s，

40 个循环。 

2.2  qPCR-EHP 引物特异性检测 

在 NCBI 上 BLAST 本实验设计的 EHP SSU 

rDNA 目的片段的引物 ENF185 和 ENR185，没有搜

索到与其匹配的其他病原核酸序列。针对 IHHNV 阳

性的凡纳滨对虾总 DNA、HPV 阳性的中国明对虾总

DNA、纯化 WSSV 的核酸、感染副溶血弧菌的凡纳

滨对虾总 DNA、健康凡纳滨对虾总 DNA 以及水为模

板的空白对照，用引物 ENF185 和 ENR185 进行

qPCR-EHP，其扩增曲线显示(图 1)，除了 EHP 的常

规 PCR 为阳性的样品有扩增曲线外，其余样品以及

阴性对照均没有检测到荧光信号。 

 

 
 

图 1  虾肝肠胞虫 SSU rDNA qPCR 扩增曲线 
Fig.1  The amplification curve of specific detection of 

microsporidian E. hepatopenaei 
 

2.3  qPCR-EHP 与常规 PCR 灵敏度比较   

qPCR-EHP 结果显示，所用的标准模板在 8.3×108– 

8.3×101 copies/µl 之间均有较强的荧光信号(图 2)，而

且扩增曲线呈现标准的 S 型曲线，在模板浓度为 8.3× 

100 copies/µl 时经 40 个循环扩增，未检测到扩增的荧光

信号，说明qPCR-EHP至少可以检测到8.3×101 copies/µl

的模板，具有较高的灵敏度。 

常规 PCR 采用 8.3×105–8.3×101 copies/µl 质粒标 

 

 
 

图 2  虾肝肠胞虫 SSU rDNA 的质粒标准模板的 

qPCR 扩增曲线 
Fig.2  Amplification curves of qPCR for E. hepatopenaei 

SSU rDNA with plasmid standard templates 
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准为模板，经 35 个循环扩增后产物电泳分析，结果

显示，该对引物通过常规 PCR 能检测到最低为 8.3× 

102 copies/µl 的模板，但在该浓度下电泳条带亮度特

别弱，几乎看不到(图 3)，说明 qPCR-EHP 至少比常

规 PCR 定性检测的灵敏度高 1 个数量级。 
 

 
 

图 3  虾肝肠胞虫 SSU rDNA 常规 PCR 扩增的灵敏度测试 
Fig.3  Sensitivity test of normal PCR for E. hepatopenaei 

SSU rDNA with plasmid standard template 

M. DL2000; 1. 8.3×100 copies/µl; 2. 8.3×101 copies/µl; 3. 
8.3×102 copies/µl; 4. 8.3×103 copies/µl; 5. 8.3×104 copies/µl; 

6. 8.3×105 copies/µl 
 

2.4  qPCR-EHP 标准曲线的构建 

利用优化后的 qPCR-EHP 体系，对 10 倍梯度稀

释的 9 个 EHP 的标准模板(8.3×108–8.3×100 copies/µl)

进行扩增，建立扩增产物阈值循环数 Ct 值与标准模

板起始量的对数值[log(Sq)]之间对应关系的标准曲

线。质粒标准模板在 8.3×108–8.3×101 copies/µl 范围

内有明显扩增，每个浓度的 3 个平行 Ct 值的差异符

合 qPCR 要求。qPCR-EHP 的扩增产物阈值循环数 Ct

值与标准模板起始量的关系曲线为 Ct=–3.369 log(Sq) 

+ 39.364，R2 = 0.992(图 4)，扩增效率为 98.1%。 

由扩增产物的熔解曲线可以看出(图 5)，每个梯

度的扩增产物的熔解曲线都是单一的熔解峰，出现位

置重叠，Tm 值为 83.5℃，表明扩增过程中没有非特

异性扩增和引物二聚体。样品检测过程中通过扩增产

物的熔解曲线(Tm 值为 83.5℃)分析检测结果的特异性。 

2.5  qPCR-EHP 检测方法的重复性分析结果  

选取 8.3×107–8.3×101 copies/µl 的 7 个浓度梯度

标准模板，每个梯度 3 个平行进行 qPCR-EHP，计算 

 
 

图 4  虾肝肠胞虫 SSU rDNA 的 qPCR 扩增的标准曲线 
Fig.4  The standard curve of qPCR for SSU rDNA of 

microsporidian E. hepatopenaei 
 

 
 

图 5  虾肝肠胞虫 SSU rDNA 标准品的 qPCR 扩增的 

熔解曲线 
Fig.5  Melting curves of qPCR for SSU rDNA of EHP with 

standard plasmid as the template 
 

Ct 值的均值、方差以及变异系数(表 1)。结果显示，组

内 3 个平行 Ct 值基本一致，变异系数小于 1%，而且没

有显著的模板浓度相关性，表明组内重复性满足要求。 
 

表 1  虾肝肠胞虫 SSU rDNA qPCR 检测组内重复性 
Tab.1  Intra-group variability of qPCR for E. hepatopenaei 

模板量 
Template 

(copies/µl)

Ct 组内重复均值 
Mean Ct of 
Intra-group 

标准差 
S.D. 

变异系数
C.V.(%) 

8.3×107 15.42 0.1466 0.95 

8.3×106 19.19 0.0694 0.36 

8.3×105 21.69 0.0840 0.39 

8.3×104 26.12 0.0280 0.11 

8.3×103 28.01 0.0373 0.13 

8.3×102 33.45 0.3285 0.98 

8.3×101 36.57 0.0432 0.12 

 
组间重复性实验选用放置在–20℃下 8.3×107– 

8.3×101 copies/µl 的 6 个浓度梯度标准品进行分析(表

2)，对比即时稀释和存放 30 d 的两组标准品的扩增数

据，结果显示，7 个浓度梯度显著性分析结果 P＞0.05，

说明储存–20℃下 30 d 和即时稀释的标准品扩增的标

准曲线差异不显著，组内和组间重复性结果均表明，

构建的方法具有良好的重复性。 
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表 2  虾肝肠胞虫 SSU rDNA qPCR 检测组间重复性 
Tab.2  Inter-group variability of qPCR for E. hepatopenaei 

模板量 
Template (copies/µl) 

F 值 
F-value 

P 值 
P-value 

8.3×107 1.363 0.308 

8.3×106 0.026 0.887 

8.3×105 3.034 0.157 

8.3×104 5.654 0.076 

8.3×103 0.857 0.407 

8.3×102 0.747 0.436 

8.3×101 0.244 0.647 
 

2.6  qPCR-EHP 对临床样品的检测 

2.6.1  套式 PCR 与 qPCR-EHP 对样品检测结果的比

较    于海南儋州某对虾养殖场，分别采集出现生长

缓慢的两个池塘的 31 份凡纳滨对虾，编号为

20140910101–20140910113、20140911101–20140911118

共，同时进行套式 PCR 和 qPCR-EHP 检测。套式 PCR

检测结果显示，共有 10 份样品为阳性，阳性检出率

为 32.2%。qPCR-EHP 检测结果显示，全部样品中 21

份样品有扩增曲线，阳性检出率为 67.7%，根据 Ct

值换算出 的 EHP SSU rDNA 的量为 8.50×101– 

1.42×107 copies/µl。qPCR-EHP 和套式 PCR 样品检测

结果显示，11 份 qPCR-EHP 为阳性的样品套式 PCR

检测结果为阴性(表 3)，这些检测结果差异显示，

qPCR-EHP 检测的 DNA 样品中 EHP 的 SSU rDNA 拷

贝数低于 3.28×102 copies/µl 时，套式 PCR 检测结果

均为阴性。在 2.3 中测定得出 qPCR-EHP 的检测灵敏

度为 8.3×101 copies/µl，说明对实际样品的检测时，

qPCR-EHP 的检测灵敏度比套式 PCR 高约 4 倍。 

2.6.2  对虾生长速率与 EHP 载量关系的 qPCR-EHP

验证    对采集自海南儋州、山东即墨和江苏赣榆  

3 个养殖场的凡纳滨对虾样品进行了逐尾体长测定和

肝胰腺组织中 EHP 的 qPCR-EHP 检测。这 3 批凡纳

滨对虾样品均为放苗养殖且相同批内来源，但批内均

表现出个体大小不均匀，表明部分个体生长缓慢。江

苏 54 尾凡纳滨对虾样品为幼虾，平均体长为

(3.26±0.79) cm，分布在 2.1–4.7 cm 范围内。qPCR-EHP

检测结果均为阳性 (图 6)，平均 EHP 载量指数

(Exponential relative copies of EHP) ERCEHP 为 3.42± 

1.23，与对虾体长呈轻微负相关性(R= –0.2681)。体长

为 2.1–4.2 cm 时，ERCEHP 均值为 3.58±1.18，二者相

关性不明显(R= –0.0876)；而体长为 4.3–4.7 cm 时，

ERCEHP 均值为 2.50±1.19，二者呈现出明显的负相关

性(R=–0.7128)。ERCEHP 在体长为 3.41 时达到其与生 

表 3  肝肠胞虫套式 PCR 和 qPCR-EHP 对实际样品 

检测的比较 
Tab.3  Comparison between nested PCR and qPCR for 

detecting E. hepatopenaei samples from farms 

样品编号 
Sample No. 

套式 PCR 
Nested PCR 

qPCR-EHP(copies/µl)

20140910107 – NA 

20140910109 – NA 

20140911102 – NA 

20140911107 – NA 

20140911108 – NA 

20140911110 – NA 

20140911111 – NA 

20140911112 – NA 

20140911113 – NA 

20140910106 – 8.50×101 

20140910112 – 8.69×101 

20140910101 – 8.87×101 

20140910113 – 8.97×101 

20140910102 – 9.96×101 

20140910110 – 1.16×102 

20140910105 – 1.48×102 

20140910103 – 1.67×102 

20140910111 – 1.76×102 

20140911117 – 1.87×102 

20140910108 – 3.15×102 

20140911115 – 3.28×102 

20140911103 + 4.27×102 

20140910104 + 4.67×102 

20140911104 + 2.29×103 

20140911116 + 8.11×104 

20140911105 + 4.51×105 

20140911109 + 7.05×105 

20140911106 + 1.75×106 

20140911101 + 5.25×106 

20140911114 + 8.95×106 

20140911118 + 1.42×107 

NA: 无扩增; +: 阳性; –: 阴性 
NA: No amplification; +: Positive; –: Negative 

 
长率相关性变化的拐点，表明 EHP 在组织中的相对

载量为 2.6×103 copies/(ng HpDNA)左右时已达到较高

的风险水平。 

海南 27 尾凡纳滨对虾样品平均体长为 (4.89± 

1.06) cm，分布在 3.4–7.7 cm 范围内。qPCR-EHP 检

测结果统计显示(图 7)，ERCEHP 与对虾体长呈现负相

关性(R=–0.4198)。有 9 尾对虾在 40 个循环的 qPCR- 

EHP 检测中未出现扩增信号，检测结果为阴性，阴性
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样品的平均体长为(4.94±0.98) cm。qPCR-EHP 检测结

果为阳性的对虾为 18 尾，平均体长为(4.86±1.12) cm，

阴性和阳性对虾样品的体长未表现出显著性差异

(P>0.05)。但在阳性检出的样品中，体长为 4.0–4.4 cm

的 12 尾对虾肝胰腺中的 ERCEHP 平均为 3.80±2.06，

与体长呈较明显的负相关(R=–0.5009)，其中，EHP 

SSU rDNA 相对拷贝数高于 105 copies/(ng HpDNA)的

3 尾对虾的体长均在 4.3 cm 以内；体长 5 cm 以上的

6 尾对虾的肝胰腺 ERCEHP 平均为 2.44±1.45，与体长

仍呈弱的负相关性(R=–0.4413)，但其线性下降显得稍

平缓。ERCEHP 为 2.95 时，达到其与体长相关性变化

的拐点，表明肝胰腺组织中 EHP SSU rDNA 相对拷贝

数在 900 copies/(ng HpDNA)左右时达到较高的风险

水平。 
 

 
 

图 6  采集自江苏的凡纳滨对虾肝胰腺中 EHP 载量 

指数与对虾体长的相关性 
Fig.6  Correlation between the body length and exponential 

relative copies of EHP in hepatopancreas of L. vannamei 
collected from a farm in Jiangsu Province 

 

 
 

图 7  采集自海南的凡纳滨对虾肝胰腺中相对 EHP 

载量指数与对虾体长的相关性 
Fig.7  Correlation between the body length and exponential 

relative copies of EHP in hepatopancreas of L. vannamei 
collected from a farm in Hainan Province 

山东即墨 12 份样品为养殖 4 个月的凡纳滨对虾，平

均体长为(7.28±1.57) cm，体长分布范围为 5.0–10.5 cm，

明显小于同期生长正常的对虾，而且体长差异大。

qPCR-EHP 检测结果分析显示(图 8)，ERCEHP 平均值

为 3.13±0.45，与体长呈弱的负相关性(R=–0.2252)，

EHP SSU rDNA 在对虾肝胰腺中的平均相对拷贝数

已达(2.07±1.78)×103 copies/(ng HpDNA)水平，即已经

是较高的感染水平。 
 

 
 

图 8  采集自山东的凡纳滨对虾肝胰腺中相对 EHP 

载量指数与对虾体长的相关性 
Fig.8  Correlation between the body length and exponential 

relative copies of EHP in hepatopancreas of L. vannamei 
collected from a farm in Shandong Province 

 

3  讨论 

虾肝肠胞虫(Enterocytozoon hepatopenaei)自 2009

年泰国养殖的斑节对虾首次被鉴定和命名(Tourtip et al, 

2009)，本实验室采集的样品检测结果显示，最早在

我国养殖的日本囊对虾、凡纳滨对虾以及罗氏沼虾样

品中也检出了该病原。此外，虾肝肠胞虫还在印度、

印度尼西亚、越南、马来西亚等国家的养殖对虾中检

出(Sritunyalucksana et al, 2014)。目前，未观察到虾肝

肠胞虫的感染如同白斑综合征(WSD)、黄头病(YHD)

和副溶血弧菌(V. parahaemolyticus)引起的急性肝胰

腺坏死(AHPND)等导致对虾大量死亡的情况，但其导

致对虾生长缓慢的问题给对虾养殖业带来了巨大损

失，而且在 AHPND 的掩盖下传播范围逐渐扩大，需

要引起高度重视。 

微孢子虫个体小于细胞，难以通过镜检观察到，

分子检测是微孢子虫的有效检测手段，qPCR 与常规

PCR 相比具有灵敏度高、重复性好、高通量等优点，

而且 qPCR 扩增产物无需电泳分析，整个检测过程在

封闭的 PCR 管中进行，结果可以根据扩增曲线直接

判定，避免电泳过程中的产物污染，同时，相比常规
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PCR 检测方法缩短了检测时间。常用的两种 qPCR 方

法包括 TaqMan 探针法和 SYBR Green I 荧光染料法。

TaqMan 探针法检测特异性更高，但检测成本也较高，

适用于科学研究。SYBR Green I 荧光法则具有低成

本、简单易行的优点，更加适用于快速检测(Durand  

et al, 2002)。建立微孢子虫的 qPCR 方法，不仅能灵

敏高效地检测到微孢子虫，而且能确定其数量，这对

于分析微孢子虫的载量、开展该病原的防控研究具有

重要意义。 

qPCR 技术对微孢子虫的检测有不少应用报道。

Verweij 等(2007)利用 qPCR 检测粪便样品中比氏肠微

孢子虫和脑炎微孢子虫属，与常规 PCR 技术相比，

特异性和灵敏度达到了 100%。Phelps 等(2007)利用该

技术检测美鳊微孢子虫，每个反应最低能够检测到

10 个基因拷贝数，由于微孢子虫 SSU rRNA 基因不

是单拷贝基因，超声波处理孢子再提取 DNA，能提

高检测灵敏度，使每个反应最低检测到 0.14 个孢子

(王见杨等, 2001)。Samie 等(2007)利用 qPCR 和三色

染色法在南非地区验证了 PCR-RFLP 测定比氏肠微

孢子虫在医院病人和学校儿童中的比例。Burgher- 

MacLellan 等(2010)利用双重荧光 qPCR 同时检测蜜

蜂身上的两种不同微孢子虫。 

本研究建立的虾肝肠胞虫 SYBR Green I的 qPCR

检测方法的灵敏度均高于常规 PCR 和套式 PCR。通

过实际样品检测来比较本研究建立的方法与 Amornrat

等(2013)建立的套式 PCR，结果显示，套式 PCR 对样

品中低于 3.28×102 copies/µl 的目的 DNA 片段无法检

出，灵敏度只有 qPCR-EHP 的 1/4 左右，在一批实际

样品的检测中，qPCR-EHP 检出率(67.7%)明显高于套

式 PCR 检出率(32.2%)。 

本研究采集了海南、江苏以及山东的 3 批凡纳滨

对虾样品，逐尾测量体长，利用建立的 qPCR-EHP 测

定各对虾的 EHP 载量指数，结果显示，EHP 载量指

数与对虾体长呈负相关。江苏样品 EHP SSU rDNA 相

对拷贝数在 6.98×100–2.24×106 copies/(ng HpDNA)范

围内，其中，体长大于 4.3 cm 的较大对虾中 EHP 载

量指数与体长的负相关性明显(R=–0.7128)，而体长小

于 4.2 cm 的对虾的 EHP 载量指数与体长相关性不明

显(R =–0.0876)。海南样品 EHP SSU rDNA 相对拷贝

数在 0–7.55×106 copies/(ng HpDNA)范围内，其中，

体长＜4.4 cm 的较小对虾的 EHP 载量指数与体长的

负相关性(R=–0.5009)比体长＞5 cm 的较大对虾的负

相关性(R=–0.4413)更强，而 EHP 为阴性的样品未表

现出特征性的体长分布。山东样品 EHP SSU rDNA 相

对拷贝数为 2.08×102–5.84×103 copies/(ng HpDNA)，

体长分布在 5.0–10.5 cm 范围内，其体长与 EHP 载量

呈弱的负相关(R=–0.2252)，这 3 批样品在 EHP 载量

指数与生长速率关系的模式上表现出差异，可能与对

虾中 EHP 感染的时间早晚、养殖技术、环境条件、

饲料营养、虾苗质量以及抽样随机性等多方面因素相

关。总体来看，当对虾肝胰腺中 EHP SSU rDNA 的相

对拷贝数在 103 copies/(ng HpDNA)数量级或 EHP 载

量指数在 3 以上时，对虾的生长均处于明显较慢的水

平，表明该载量的 EHP 对该对虾的生长的影响已经

处于一个较高的风险水平。本研究建立的技术及检测

数据为虾肝肠胞虫的预防和控制提供了手段和参考。 
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Development of Real-Time PCR Assay for Detecting Microsporidian 
Enterocytozoon hepatopenaei and the Application in Shrimp  

Samples with Different Growth Rates 
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(1. Key Laboratory of Sustainable Development of Marine Fisheries, Ministry of Agriculture, Yellow Sea Fisheries Research 
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University, Shanghai  201306; 3. Function Laboratory for Marine Fisheries Science and Food Production Processes, Qingdao 
National Laboratory for Marine Science and Technology, Qingdao  266200) 

Abstract    In this study we developed fluorescence SYBR Green I real-time quantitative PCR (qPCR) 

to detect shrimp microsporidian Enterocytozoon hepatopenaei (EHP). A pair of specific primers was 

designed according to the SSU rDNA sequences of shrimp EHP published in GenBank and the optimized 

annealing temperature was determined to be 60℃. The melting curve of amplified products exhibited only 

one specific peak. Between 8.3×101–8.3×108 copies/µl the test results were linearly correlated with the 

titers of EHP. The cycles of amplification threshold (Ct) and the logarithmic of the initial template 

quantity [log(Sq)] conformed to Ct = –3.369 log(Sq) + 39.364, of which the coefficient of association R2 

was 0.992 and the amplification efficiency was 98.1%. This method had high sensitivity (8.3×101 

copies/µl), and generated duplicable results both within a group and between different groups. The test of 

31 samples of farmed L. vannamei suggested that the qPCR method was 4 times more sensitive than the 

previously reported nested PCR method. To further verify this method, we tested hepatopancreatic DNA 

(HpDNA) samples extracted from 94 samples of L. vannamei that were collected from farms in Jiangsu, 

Hainan, and Shandong provinces. The results showed that the EHP loads in the hepatopancreas were 

negatively correlated with the shrimp growth rates. EHP load above 103 copies/(ng HpDNA) indicated 

high risk. In conclusion, we developed a highly specific, sensitive, rapid and quantitative method, which 

could be a useful tool in the prevention and control of shrimp microsporidian E. hepatopenaei. 

Key words    Real-time quantitative PCR; Microsporidian Enterocytozoon hepatopenaei; SYBR Green I 
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