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摘要：该研究抽取了 453 批在 2017~2018 年自越南、泰国、马来西亚进境的对虾样品进行对虾急性肝胰腺坏死病（Acute 

Hepatopancreatic Necrosis Disease，AHPND）病原的分离鉴定，并对结果进行分析。结果显示：直接取对虾肝胰腺组织进行病原分离

检出率只有 2.87%，而肝胰腺组织经过富集培养后，检出率则达到 16.11%；来自越南进境的对虾样品阳性检出率最高，312 批次的样

品阳性检出率为 21.79%，分离出 11 株阳性菌株，分离成功率为 15.07%。为了快速、灵敏和可靠的鉴定 AHPND 病原，该研究建立

了一种快速检测 AHPND 病原的环介导等温扩增（LAMP）方法。结果表明：仅 AHPND 病原具有明显的扩增曲线和颜色变化，质粒

的检测低限为 1 fg/μL，比普通 PCR 方法高 100 倍，且稳定性强；对 37 个实际样本检测显示，阳性率为 35.13%，阳性检出率高于普

通 PCR 检测结果。该研究建立的 LAMP 快速检测方法适用于 AHPND 病原特异性检测，病原的分离鉴定分析也可为进口对虾的实验

室检测提供参考数据。 
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Abstract: In this study, 453 batches of samples were collected from prawns imported from Vietnam, Thailand and Malaysia during 

2017~2018, to isolate and identify the pathogens of acute hepatopancreatic necrosis disease (AHPND). The analysis of the obtained results 

showed that the detection rate of the pathogen isolated from the hepatopancreas tissues of prawns was only 2.87%, whilst the detection rate 

reached 16.11% after enrichment culture. The prawn samples imported from Vietnam had the highest positive detection rate, with the positive 

detection rate of 312 batches of samples being 21.79%, and 11 positive strains were isolated with the rate of separation success being 15.07%. In 

order to identify quickly, sensitively and reliably the AHPND pathogens, a loop-mediated isothermal amplification (LAMP) assay was 

established for rapid detection of AHPND pathogens in this research. The results showed that only the AHPND pathogen had obvious  
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amplification curve and color change, and the limit of plasmid detection was 1 fg/μL, which was 100 times higher than that of the conventional 

PCR method, and had high stability. The detection of 37 actual samples showed that the positive rate was 35.13%, which was higher than that of 

conventional PCR test. The LAMP rapid detection method established in this study is suitable for the specific detection of AHPND pathogens, 

and the isolation, identification and analysis of pathogens can also provide reference data for laboratory detection of imported prawns. 

Key words: acute hepatopancreatic necrosis; isolation and identification; loop-mediated isothermal amplification (LAMP) 

 

对虾急性肝胰腺坏死病（Acute Hepatopancreatic 
Necrosis Disease，AHPND）是由一种携带着编码毒力

蛋白pVA1质粒的特殊副溶血性弧菌引起的对虾病害。

2009 年以来，急性肝胰腺坏死病（AHPND）先后在

中国、越南、马来西亚、泰国爆发，2013 年蔓延到西

半球的墨西哥。该病发病快、死亡率高、流行面广，

给对虾养殖业造成极大的损失。2013 年全球养殖对虾

产量较 2012 年减少近四分之一，其中泰国下降约

50%，马来西亚对虾产量从 2010 年的 7.0×104 t 下降至

2011 年的 4.0×104 t，我国自 1.5×106 t 下降到 1.3×106 t，
下降约 17%[1]，且该病在接下来的时间仍将严重影响

着我国对虾产量，给我国对虾养殖业健康发展带来威

胁。因此，对 AHPND 病原的研究引起了国内外学者

的广泛关注，仍将是今后的研究焦点和热点，针对该

病的快速检测方法也在不断的研究和完善中。鉴于该

病的危害严重，目前世界动物卫生组织（OIE）已将

其列入水生动物疫病法定报告目录。 
2014 年，我国对虾养殖成功率仍然很低，发病率

超过 60%。为了满足国内市场的需求，我国开始大量

进口对虾，从对虾出口大国变为进口国，严重影响了

我国对虾产业发展[2]。目前，从广州口岸进境的对虾

主要是来自越南、泰国、马来西亚三个国家，数量从

2016 年的 1072.08 t 增长到 2018 年的 1990.83 t，金额

从 2016 年的 1404.85 万美元增长到 2018 年的 2596.99
万美元。其中越南的对虾进口量占总进口量的70%多，

而这几个国家的养殖对虾也是急性肝胰腺坏死病爆发

严重的国家。 
环介导等温扩增（LAMP）技术，利用 4 条特异

性引物识别靶基因的 6 个区域，并加入两条环引物加

速反应，利用一种具有链置换功能的 DNA 聚合酶（Bst 
DNA polymerase）在恒温条件（60~65 ℃）反应 40~60 
min，即可完成反应。LAMP 的结果判断方法很多，

可以选择荧光法，在反应体系中加入荧光染料，用荧

光检测系统实时监控，不用开盖，可以防止气溶胶的

污染，适合实验室检测；也可以选择染色法，扩增后

在反应液中加入荧光染料，混匀后看是否有颜色变化，

适合实地检测。本研究对 2017~2018 两年间白云机场

口岸进境的 453 批次对虾样品进行 AHPND 病原的分

离和鉴定并进行结果分析，建立快速检测 AHPND 病

原的环介导等温扩增（LAMP）方法，并对其特异性、

灵敏性、稳定性进行验证，该病原的分离鉴定结果分

析为进口对虾的检测提供了参考数据，快速检测方法

的建立为各实验室和基层养殖企业提供一种更加快速

和容易操作的方法选择。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  样品来源 
白云机场口岸进境的对虾样品分别来自越南、泰

国、马来西亚三个国家，本研究在 2017~2018 年两年

间从这三个国家进境的对虾样品中共抽取 453 批次进

行 AHPND 病原分离鉴定。每批次重 2 kg，采 2 g 肝

胰腺组织。 
1.1.2  主要仪器和试剂 

3K15 冷冻离心机，德国 Sima 公司；C1000 梯度

PCR 仪、电 泳仪 ，美 国 Bio-rad 公司 ； ABI 
QuantStudio7Flex 实时荧光定量 PCR 仪，美国 ABI 公
司；Multiskan GO 全波长读数仪，美国 Thermo 公司。 

引物由北京六合华大基因科技有限公司广州分公

司合成；甜菜碱（Betaine）和 MgSO4，购自美国 Sigma
公 司 ； Bst DNA polymerase large fragment 、
10×ThermoPol 反应缓冲液、SYBR Green I 荧光染料，

购自 New England Biolabs 公司；DNA 提取试剂盒、

DNA 胶回收试剂盒、18-T 载体克隆试剂盒、DH5α菌
株、质粒提取试剂盒、Taq 酶、Mg2+、dNTPs 和 PCR10× 
Buffer 反应液，购自宝生物工程(大连)有限公司。 

1.2  AHPND病原分离鉴定和感染分析 

1.2.1  AHPND 病原富集增菌培养 
肝胰腺组织匀浆后按照核酸抽提试剂盒的操作要

求提取基因组 DNA，后进行 PCR 扩增。剩下的组织

匀浆液按 1:10 的比例放入 3% APW（氯化钠碱性蛋白

胨水）培养基中，30 ℃，250 r/min 振荡培养 4 h，离

心弃上清，再进行核酸抽提和 PCR 扩增。 
1.2.2  AHPND 病原特定基因的 PCR 扩增 

PCR扩增使用OIE《水生动物疾病诊断手册第

2.2.1章》中推荐的引物AP3，检测AHPND致病相关的
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基 因 pVA1 。 引 物 序 列 为 ： AP3-F ：

5’-ATGAGTAACAATATAAAACATGAAAC-3’ ；

AR3-R：5’-GTGGTAATAGATTGTACAGAA-3’[3]。反

应体系（25 μL）为：2.5 μL 10×PCR buffer（Mg2+ free），
0.7 μL 50 mmol/L MgCl2，0.4 μL 10 mmol/L dNTP Mix，
0.5 μL 10 μmol/L AP3上游引物，0.5 μL 10 μmol/L AP3
下游引物，1.25 U Taq酶，DNA模板2 μL，DEPC水补

至25 μL。反应条件为：94 ℃预变性5 min；94 ℃变性

30 s、53 ℃退火30 s、72 ℃延伸40 s，30个循环；最后

72 ℃延伸5 min；4 ℃保温。取反应产物5 μL在1%琼

脂糖凝胶中进行电泳20 min，在凝胶成像系统中观察

并拍照记录结果。AHPND致病相关的基因pVA1的目

的片段为333 bp，在333 bp处有明显条带的判定为

AHPND病原可疑。 
1.2.3  AHPND 病原菌株分离 

将可疑的肝胰腺组织培养液用无菌接种环蘸取后

于TCBS（硫代硫酸盐-柠檬酸盐-胆盐-蔗糖）琼脂平板

上划线分离，划5~10个平板，37 ℃培养箱中培养8~18 
h。挑取符合典型副溶血弧菌的可疑菌落，分别接种到

5 mL 3% APW培养基的试管中，37 ℃培养箱中培养

8~18 h，后用细菌DNA提取试剂盒提取菌液基因组

DNA，再进行PCR扩增（反应体系和条件如1.2.2）。 
1.2.4  AHPND 病原菌株鉴定 

扩增产物为可疑 AHPND 阳性的则进行生化鉴定

（按照 GB 4789.7-2013 进行），确定是否符合副溶血

性弧菌生化反应结果。同时将菌液 PCR 产物送测序，

经 BLAST 比对后，确定该分离的菌株是否为携带致

病基因 pVA1 的特殊副溶血性弧菌。 
1.2.5  AHPND 病原分离鉴定结果分析 

对 453 批次的进境对虾感染 AHPND 病原的分离

鉴定结果进行分析，确定越南、泰国、马来西亚三个

国家进境对虾感染 AHPND 病原的阳性检出率情况。 

1.3  AHPND-LAMP引物的设计合成，构建反

应体系和优化反应条件 

1.3.1  引物设计 
根据文献报道，以急性肝胰腺坏死病病原质粒

pVA1 的 AP2 基因作为靶基因，采用引物设计软件

Primer Explorer 4.0设计包括环引物在内的 6条LAMP
引物，利用 BLAST 工具对引物序列进行特异性比对，

并利用 DNAMAN 和 Oligo 7.0 软件对引物的发夹结

构、错配等情况进行分析。引物由北京六合华大基因

科技有限公司广州分公司合成，利用 BLAST 工具对

引物序列进行特异性比对，使用阳性样品，分别对引

物进行筛选，选取表现最好的引物。引物序列见表 1。 
1.3.2  AHPND 病原检测靶标基因 pVA1 的

AP2 质粒构建 
用 LAMP 引物的外引物 F3、B3 对 AHPND 病原

基因组 DNA 进行 PCR 扩增，使用 Takara 公司的

Agarose Gel DNA Extraction Kit Ver.4.0 试剂盒，按照

说明书步骤进行 DNA 片段的回收，使用 Takara 公司

的 pMDTM 18-T Vector Cloning Kit 试剂盒，按照说明

书步骤进行质粒构建，使用 Takara 公司的 Plasmid 
Purification Kit Ver.4.0 试剂盒，按照说明书步骤进行质

粒的提取。用 Multiskan GO 全波长读数仪检测质粒

DNA 的浓度，将质粒置于-20 ℃冰箱保存。 
1.3.3  AHPND-LAMP 反应体系优化 

本研究采用优化后的 LAMP 反应体系及条件，25 
μL 反应体系含有：8 mmol/L dNTP mix、10×ThermoPol
反应缓冲液、100 mmol/L MgSO4水溶液、5 mol/L 甜

菜碱、F3 0.2 μmol/L、B3 0.2 μmol/L、FIP 1.6 μmol/L、
BIP 1.6 μmol/L、LF 0.8 μmol/L、LB 0.8 μmol/L、DNA
聚合酶 8 U、10×SYBR Green I 0.5 μL，待检样品 2 μL，
用超纯水补齐至 25 μL，最后在体系表面加密封油防

止污染。设置阳性对照和 15 次阴性对照平行，在荧光

检测系统中，63 ℃反应 45~60 min。如果用染色法则

将反应液置于金属浴或水浴锅中 63 ℃反应 30~45 
min，再把 1 μL 1000×SYBR Green I 显色液小心滴在

反应管盖中间，然后颠倒混匀反应管，观察反应液颜

色，若呈现黄绿色则为阳性，呈现橙色则为阴性。 
1.3.4  灵敏性分析 

表1 LAMP引物序列 

Table 1 Sequence of primers for the LAMP 

引物名称 序列（5’-3’） 

F3 CTCTGGCTGTACCTACTACA 

B3 TTACAGTCATTCAGCGATCC 

FIP（F1c+F2） TCGATTAAGCAACCATCCACCTGTAAGTCTCGAGCTTGCTG 

BIP（B1c+B2） TTGGGCGAAACGGCAAGATTCAACGTAGGAAGCAACAA 

LoopF GGATTTGACGCCACCACT 

LoopB CTTAGTGTACCCAGAGCCAAA 
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表2 2017~2018年进境对虾AHPND分离鉴定情况 

Table 2 Identification results of imported shrimp in 2017~2018 

样品 

来源 

采样 

批次 

肝胰腺直接分离 

AHPND 病原阳性 

检出率 

/% 

分离出 AHPND

阳性菌株 

肝胰腺富集培养后分离 

AHPND 病原阳性 

检出率 

/% 

分离出 AHPND

阳性菌株 

越南 312 13 4.17 0 株 68 21.79 11 株 
泰国 92 0 0 0 株 5 0.05 0 株 

马来西亚 49 0 0 0 株 0 0 0 株 

总计 453 13 2.87 0 株 73 16.11 11 株 

将阳性对照质粒进行 10 倍梯度稀释，分别以 1 
ng/μL、100 pg/μL、10 pg/μL、1 pg/μL、100 fg/μL、10 
fg/μL、1 fg/μL、100 ag/μL 八个梯度浓度作为模板和

阴性对照（灭菌超纯水），用优化的荧光法、染色法进

行检测，以确定 AHPND-LAMP 反应体系的灵敏性。

同时使用相同稀释度的模板进行普通 PCR 反应，对比

两种方法的检测灵敏性。 
1.3.5  特异性分析 

用建立的AHPND-LAMP的反应体系和条件对含传

染性皮下和造血器官坏死病毒（IHHNV）、对虾白斑综

合症病（WSSV）、斑节对虾杆状病毒（MBV）、虾细菌

性肝胰腺坏死病（NHPB）、对虾杆状病毒（BP）、对虾

黄头病毒（YHV）、对虾桃拉病毒（TSV）和副溶血弧

菌DNA（不含 pVA1 基因）及AHPND 病原的阳性模板

进行扩增和结果判定。IHHNV、WSSV、MBV、YHV、
副溶血弧菌均由本实验室分离、鉴定并保存，NHPB、
BP、TSV 由广州双螺旋基因技术有限公司赠予。 
1.3.6  稳定性分析 

以浓度为100 pg/μL和1 pg/μL的阳性质粒为模板

DNA，各自设置 15 次平行，同时设置阴性对照（灭

菌超纯水），用优化的 AHPND-LAMP 反应体系和条

件进行荧光法检测，计算 Ct 值的标准差（SD）和变

异系数（CV），以确定 AHPND-LAMP 方法的稳定性。 
1.3.7  AHPND-LAMP方法与普通PCR方法的

比对 
用 AHPND-LAMP 荧光法对 37 批次进境对虾样品

（越南 21 批次、泰国 9 批次、马来西亚 7 批次）进行

AHPND病原的检测，并与普通PCR检测方法进行比对。 

2  结果与讨论 

2.1  AHPND病原分离鉴定和结果分析 

分离的菌株符合副溶血性弧菌生化反应结果，同

时菌液 PCR 产物的测序结果与 GenBank 数据库的

AHPND 参考序列（BAVF00000000.1）[4]的同源性达

到 98%~99%，则确定该分离的菌株为携带致病基因

pVA1 的特殊副溶血性弧菌[4-6]。 

由于广州白云机场口岸进境的对虾是食用养殖鲜

活对虾，进境时外观上观察都是健康的。采用无菌接

种环蘸取肝胰腺组织划线接种到培养基上，培养后很

难分离出形态一致的优势菌群。本研究采用两种病原

的分离方法，一种是直接用对虾的肝胰腺组织抽提基

因组 DNA 后进行 PCR 扩增，分离病原；另一种是采

用 OIE《水生动物疾病诊断手册第 2.2.1 章》中的要求，

把肝胰腺组织富集培养后抽提基因组DNA，进行PCR
扩增再分离病原。实验结果发现：取对虾的肝胰腺组

织不富集培养直接进行 PCR 检测，检出核酸阳性 13
批次，感染率仅 2.87%，且无法分离出阳性菌株；取

肝胰腺组织经过富集增菌培养后，检出核酸阳性 73
批次，感染率则高达 16.11%。自越南、泰国、马来西

亚进境的 453 批次对虾样品中，越南的对虾样品阳性

感染率最高，达到 21.79%，分离出 11 株阳性菌株，

分离成功率为 15.07%。泰国进境对虾感染率只有

0.05%，未分离出阳性菌株。而马来西亚的进境对虾

未检出 AHPND 病原（见表 2）。 
由此可见，针对病原含量不高的亚临床感染样品或

环境样品，富集增菌培养后再进行检测，对于检测实验

室来讲，是非常必要的，可以防止大量的漏检情况出现。

采肝胰腺→富集增菌培养→PCR 初筛→分离菌株→菌

株鉴定，是比较好的AHPND 病原分离方法[7-11]。 

2.2  AHPND-LAMP反应条件优化 

 
图1 LAMP法检测AHPND病原的反应条件优化试验 

Fig.1 Assessment of optimization of reaction system for the 

AHPND-LAMP assay 
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观察 AHPND-LAMP 反应结果，荧光法最佳的反

应条件是 63  30 ℃ s；63  15 ℃ s，63  45 ℃ s，60 个循

环，最佳的反应时间是 60 min 30 s（见图 1）；而染色

法最佳的反应时间是 45 min。 

2.3  AHPND-LAMP灵敏性检测 

将阳性质粒进行 10 倍梯度稀释后进行 LAMP 检

测，当模板浓度为 1 ng/μL、100 pg/μL、10 pg/μL、1 
pg/μL、100 fg/μL、10 fg/μL 和 1 fg/μL 时有明显的扩

增曲线和颜色变化，可见质粒的检测限为 1 fg/μL（图

2a，b）。采用普通 PCR 方法对同样浓度的质粒模板进

行扩增，当模板浓度为 1 ng/μL、100 pg/μL、10 pg/μL、
1 pg/μL、100 fg/μL 时有目标条带，可见其检测限为

100 fg/μL（见图 3）。综合上述检测方法的结果发现，

本文建立的AHPND-LAMP检测方法具有很高的灵敏

度，且 LAMP 方法的灵敏度比 PCR 方法高出两个数

量级。 
 

 

图2 LAMP法检测AHPND病原的灵敏性试验 

Fig.2 Assessment of sensitivity for the AHPND-LAMP assay 

 
图3 PCR法检测AHPND病原的灵敏性试验 

Fig.3 Assessment of sensitivity for the conventional PCR assay 

2.4  AHPND-LAMP特异性检测 

 

 

图4 LAMP法检测AHPND病原的特异性试验 

Fig.4 Assessment of specificity for the AHPND-LAMP assay 

使用优化后的 AHPND-LAMP 反应方法，对 10
种虾类疫病进行检测，荧光法只有 AHPND 出现明显

的扩增曲线，其他疫病没有扩增曲线；染色法只有

AHPND 出现黄绿色，其他疫病都是橙色。说明设计

的 AHPND-LAMP 反应引物特异性良好（见图 4）。 

2.5  AHPND-LAMP稳定性检测 

 
图5 LAMP法检测AHPND病原的稳定性试验 

Fig.5 Assessment of stability for the AHPND-LAMP assay 
表3 LAMP法检测AHPND病原的稳定性试验 

Table 3 Assessment of stability for the AHPND-LAMP assay 

样品名称 Ct 值平均值 SD CV/%

100 pg/μL 15.65 0.18 1.15 
1 pg/μL 20.93 0.20 0.95 

用 100 pg/μL 和 1 pg/μL 的质粒模板进行 15 次重

复试验，验证AHPND-LAMP荧光反应方法的稳定性。

如图 5 所示，模板浓度为 100 pg/μL 和 1 pg/μL 的 15
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次平行试验中，均产生“S”型扩增曲线，阴性对照无扩

增；同一个模板浓度出峰时间相差不大，Ct 值的变异

系数小于 3%（见表 3）。由此可见，本文建立的

AHPND-LAMP 方法具有良好的稳定性。 

2.6  LAMP方法与普通 PCR方法的比对 

对进境的对虾肝胰腺组织样品富集培养后进行

AHPND-LAMP 荧光法检测，并与普通 PCR 检测方法

进行比对。共 37 个实际样本，其中 LAMP 检测有 13
个 AHPND 病原阳性样本，阳性率为 35.13%，阳性检

出率高于普通 PCR 检测结果（见表 4）。说明本研究

建立的 LAMP 方法对实际样品检测的适用性良好。 
表4 实际样品中LAMP和 PCR方法检测AHPND病原的结果 

Table 4 Detection results of samples by LAMP method and PCR method 

样品来源 样品数量 
LAMP PCR 

阳性 阴性 阳性检出率/% 阳性 阴性 阳性检出率/% 

越南 21 11 10 

35.13 

7 14 

24.32 
泰国 9 2 7 2 7 

马来西亚 7 0 7 0 7 

总计 37 13 24 9 28 

3  结论 

3.1  目前，关于对虾急性肝胰腺坏死病（Acute 
Hepatopancreatic Necrosis Disease，AHPND）的研究更

多的是聚焦在病原的确定、致病机理分析和检测方法

的建立方面，针对不同样品的病原分离鉴定的研究较

少涉及。在病原的分离鉴定上，都是直接采用无菌接

种环蘸取肝胰腺组织划线接种到培养基上进行菌株分

离，这种分离方法适用于病原含量高的样品，不适用

于病原含量不高的亚临床感染样品或环境样品。本研

究在分离 AHPND 的病原时发现针对病原含量不高的

亚临床感染样品或环境样品，富集增菌培养后再进行

检测，对于检测实验室来讲，是非常必要的，不仅可

以防止大量的漏检情况出现，而且可以提高病原的检

出率。采样→富集增菌培养→PCR 初筛→分离菌株→
菌株鉴定，是比较好的病原分离方法。但是在病原菌

株分离过程中发现，进行肝胰腺组织富集增菌培养的

时候，AHPND 的病原菌株在大量增殖的同时，存在

于肝胰腺中的普通副溶血性弧菌也在大量的增殖，而

且普通副溶血性弧菌常常会形成优势菌群，压制

AHPND 的病原菌株生长，划板挑菌时，常常挑到的

是普通副溶血性弧菌，这给 AHPND 病原菌株的准确

分离带来很大的干扰。使用 OIE《水生动物疾病诊断

手册第 2.2.1 章》的富集增菌方法来分离 AHPND 的病

原菌株，对于样品量多的检测，仍不是一个十分高效

的方法。所以如何优化 AHPND 病原菌株的分离鉴定

方法，仍是检测上需要进一步研究解决的问题。 
3.2  本研究建立的 AHPND 病原 LAMP 检测方法，

其特异性好，仅 AHPND 病原具有明显的扩增曲线和

颜色变化，没有交叉反应，灵敏度可达到 1 fg/μL，比

普通 PCR 方法高 100 倍。对实际样品进行检测时，阳

性检出率高于 PCR 检测结果。传统的 PCR 方法至少

需要 2~3 h，而 LAMP 方法可在 60 min 30 s 内完成反

应。本检测方法非常适用于基层实验室，为 AHPND
病原的快速鉴定、流行病学调查和风险监控等提供了

更好的方法选择。 
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