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南美白对虾肝肠胞虫的分离及形态学观察 
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摘要: 为了研究江苏地区感染南美白对虾(Penaeus vannamei)的肝肠胞虫(Enterocytozoon hepatopenaei, EHP)的形态

学特点, 分析与国外报道的差异性, 本研究以江苏地区感染肝肠胞虫的南美白对虾肝胰腺组织为研究材料, 通过

蔗糖密度梯度离心等方法进行肝肠胞虫初步分离纯化, 构建一种肝肠胞虫荧光染色检测方法, 显微观察肝肠胞虫

的孢子形态结构。结果发现感染江苏地区南美白对虾的肝肠胞虫孢子主要分布在 35%~40%浓度的蔗糖层面, 可推

算其密度为 1.15~1.17 g/mL。荧光显微镜下可见孢子椭圆或圆形, 呈亮蓝色, 孢子微小但可计数, 显微观察可见肝

肠胞虫孢子大小约为 1.7 μm×0.9 μm, 外壁上有大量白色瘤状物, 疑似胞壁蛋白, 孢子表面布满细小褶皱, 孢子具

有一个细胞核, 极丝 4~6 圈, 细胞壁由一相对薄的电子透亮的孢子内壁和电子致密的孢子外壁组成。结论认为江苏

地区南美白对虾肝肠胞虫的形态结构与国外报道的吻合, 本研究建立的肝肠胞虫分离纯化、荧光染色方法以及取

得的肝肠胞虫形态学资料可为其检测和研究提供参考。 
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肝肠胞虫(Enterocytozoon hepatopenaei, EHP)

是近些年发现的一种主要寄生在虾类肝胰腺肝小

管上皮细胞内的微孢子虫。2003 年泰国斑节对虾

(Penaeus monodon)养殖过程中出现了严重的生长

缓慢综合征(Monodon slow growth syndrome, 

MSGS), 造成的损失可与对虾白斑综合征病毒暴

发带来的影响相当[1], Chayaburakul 等[2]进行组织

病理学研究, 在多个器官中发现疑似病原, Anan-

tasomboon 等[3]和 Sritunyalucksana 等[4]在淋巴器

官中发现球状体和多种病毒, 在受影响的肝胰腺

细胞中有时能检测到单核杆状病毒和肝胰腺细小

病毒以及一种未知的微孢子虫。Tourtip 等[5-6]研究

发现引起斑节对虾生长缓慢的是一种新的微孢子

虫, 分别在 2005 年和 2009 年对该微孢子虫进行 

了详细的研究和描述, 并正式命名为 Enterocytozoon 

hepatopenaei。Sritunyalucksana 等[4]曾告诫亚洲对

虾养殖人员和孵化场经营者要监测 EHP 病原, 但

是由于人们过多地关注对虾急性肝胰腺坏死疾病

(acute hepatopancreatic necrosis disease, AHPND), 

EHP 并没有引起足够的重视。2013 年 Tangp-

rasittipap 等[7]发现 EHP 感染南美白对虾(Penaeus 

vannamei), 并且可以通过摄食病虾进行水平传

播。后来, EHP 在中国、印度尼西亚、马来西亚、

越南、泰国和印度等亚洲南美白对虾重要养殖国

家大面积暴发[7-11]。EHP 主要感染斑节对虾和南

美白对虾, 感染后一般不引起对虾死亡, 主要表

现为对虾严重生长迟缓, 规格参差不齐, 饵料转

化率(food conversation ration, FCR)升高[12], 伴随 
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软壳、嗜睡、采食量减少和空肠空胃等症状[13], 还

有研究认为 EHP 感染与对虾白便综合征(white 

feces syndrome, WFS)相关[14-16], 但也有学者不赞

同这个观点[7]。 

目前, 世界上南美白对虾主要养殖区域均出

现 EHP 感染的报道, EHP 感染在苗种培育和成虾

养殖阶段均有出现, 严重影响对虾的生长速度和

成虾品质, 给该产业带来巨大的经济损失, 在亚

洲每年的损失上亿美元。该病原的诊断方法主要

有光学显微镜观察、组织病理和细胞病理学观察、

聚合酶链反应、环介导等温扩增、原位杂交和实

时荧光定量 PCR 等[11, 17-19]。基于 EHP 小亚基

(small subunit ribosomal RNA, ssu rRNA)基因的

检测最为常见[7], 18S rRNA 和孢子细胞壁蛋白也

是诊断的目的基因[11]。实时荧光定量 PCR 研究发

现, EHP 的载量指数与对虾生长速率呈负相关, 

肝胰腺中 EHP 载量在 103copies, 代表了较高的风

险水平[18]。感染后目前还没有有效的治疗方法。 

江苏省是我国南美白对虾养殖重要省份, 其

养殖面积约 90 万亩(1 亩666.6 m2), 产量约 20 万 t。

2015—2016 年, 该地区大面积出现对虾严重滞长

现象, 导致该地区南美白对虾减产 15%~30%, 超

过一半的养殖户出现亏损 , 经检测发现滞长虾

EHP 的小亚基基因(ssu rRNA)基因几乎全部阳性, 

经分析发现该基因序列与印度、越南和泰国报道

的序列同源性达到 97%以上。为了分析江苏地区

EHP 孢子与国外报道在形态学方面是否存在差异, 

本研究尝试以江苏省EHP感染的南美白对虾肝胰

腺组织为材料, 初步建立 EHP 孢子分离纯化方法, 

对其形态结构进行观察。 

1  材料和方法 

1.1  实验材料 

具有典型 EHP 寄生症状的南美白对虾取自江

苏如东县某养殖场, 养殖时间 86 d, 平均体重 5.3 

g(2.1~15.7 g)。按照 Tangprasittipap 等[7]设计的两

组 EHP ssu rRNA 特异性引物(ENF779-5ʹ-CAG-

CAGGCGC GAAAATTGTCCA-3ʹ和 ENR779-5ʹ- 

AAGAGATATTGTATTGCGCTTGCTG-3ʹ; ENF176- 

5ʹ-CAACGCG GGAAAACTTACCA-3ʹ和 ENR176- 

5ʹ-ACCTGTTATTGCCTTCTCCCTCC-3ʹ) 进 行 巢

式 PCR 扩增。电泳结果得到预期大小的目标条带, 

序列与基因库 EHP ssu rRNA 基因(KF362130)同

源性达 100%, 由此确认采集的南美白对虾样品

EHP 阳性。 

1.2  试验方法 

1.2.1  EHP 分离  取约 100 只 EHP 阳性的南美

白对虾肝胰腺 , 混合后于研钵中加入液氮研磨 , 

30℃水浴融化, 如此反复冻融 5 次, 组织匀浆液

中加入 2 倍体积的 PBS 溶液稀释, 通过 8 层 200

目的筛绢过滤除去粗的组织碎片。滤出液于

13000 r/min 离心 30 min, 弃上清, 加入 PBS 重悬

沉淀, 重复该步骤 2 次; 300 r/min 离心 10 min, 取

上清; 14000 r/min离心 30 min, 弃上清; 沉淀用少

量 PBS 重悬。取 200 μL 重悬液缓慢注入到预先铺

制的两种蔗糖密度梯度试管表面(由上至下浓度

依次为 30%、40%、50%、60%和 30%、35%、40%、

45%、50%), 水平方向 4500 r/min 离心 1.5 h。小心

吸出各层可见物, 用 PBS稀释 10倍后 14000 r/min

离心 10 min, 弃上清, 沉淀用少量 PBS悬浮后 4℃

保存, 取适量悬浮液进行总 DNA 提取, 通过 PCR

扩增 EHP 的 ssu rRNA 基因进行确认。 
1.2.2  EHP 染色及计数  吸取 1 μL 分离得到的

EHP 悬浮液 , 滴在干净的细胞计数板上 ; 吸取

1 μL 荧光染色剂和 1 μL10%的 KOH 与 EHP 悬浮

液混匀; 静置染色 3 min, 45°接触缓慢盖上盖玻

片, 轻压盖玻片使悬浮液布满整个计数框。在荧

光显微镜下利用汞灯及紫外滤光片观察。计数框

在放大 600 倍后存在的视野数按公式(1)计算; 在

计数框的中心和四角取 5 个大致区域, 每个区域

随机找 30 个不重复视野计数 EHP 数目, 按公式(2)

计算平均每个视野中 EHP的数量; 按公式(3)估算

整个计数框上 EHP的总数; 通过 EHP浓度计算公

式(4)估算悬浮液中 EHP 的浓度。 
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式中, a 为计数框每个小方格的边长; n 为放大

600 倍后平均每个视野中 EHP 的数量; ni 为放大

600倍后每个视野中 EHP的数量; N为整个计数框

中 EHP 的数量; C 为悬浮液中 EHP 的浓度; V 为计

数框上 EHP 悬浮液的体积。 

1.2.3  原子力显微镜观察  取 EHP 分离纯化后

的悬浮液 50 μL, 10000 r/min 离心 5 min, 弃上清; 

沉淀用 500 μL 三蒸水悬浮洗涤, 10000 r/min 离心

5 min, 弃上清, 重复该步骤两次; 将沉淀用 100 

μL 三蒸水悬浮, 取 1.5 μL 悬液滴加于新揭开的云

母上, 室温干燥。干燥后的样品使用 Multimode 

Nanoscope V(Bruker AXS)原子力显微镜在气相下

观察, 使用 XSC11/AIBS 探针在 ScanAsyst 模式下

扫描。 

1.2.4  扫描电镜观察   吸取适量 EHP 悬浮液 , 

8000 r/min 离心 3 min, 弃上清, 沉淀用 2.5%的

戊二醛溶液重悬, 固定 3 h; 以 5000 r/min 离心

5 min, 弃上清, 沉淀用冰预冷的 0.2 mol/L PBS 

(pH7.4)重悬洗涤, 4℃静置 15 min, 重复该步骤 3

次; 1%的锇酸固定 5 h, 以 5000 r/min 离心 5 min, 

弃上清, 沉淀用冰预冷的 0.2 mol/L PBS(pH7.4)洗

涤 3 次; 依次用浓度为 10%、30%、50%、70%、

80%、90%、100%的乙醇溶液对样品进行脱水, 每

个梯度脱水 15 min。用含有脱水剂的无水乙醇将

脱水后的样品混匀, 滴加在擦镜纸上, 二氧化碳

临界干燥箱干燥 2 h, 将形成的粉末状样品粘在

金属样品台上, 轻摇尽量分散样品, 真空蒸发器

中喷镀一层胶体金。然后通过日立-S4800 场发射

扫描电镜观察和拍照。 

1.2.5  透射电镜观察  取 EHP 寄生的南美白对

虾肝胰腺样品, 用 2.5%的戊二醛固定, 用 0.1 mol/L

磷酸漂洗液漂洗 3 次, 每次 15 min, 1%锇酸固定

液固定 2~3 h, 再次用 0.1 mol/L 磷酸漂洗液以相

同的方法漂洗 3 次。脱水: 50%乙醇 15~20 min, 

70%乙醇 15~0 min, 90%乙醇 15~20 min, 90%乙

醇 90%丙酮(1∶1)15~20 min, 90%丙酮 15~20 min 

(以上在 4 度冰箱内进行), 100%丙酮室温处理 3

次, 每次 15~20 min。包埋: 纯丙酮+包埋液(2∶1)

室温 3~4 h, 纯丙酮+包埋液(1∶2)室温 过夜, 纯

包埋液 37  2~3 h℃ 。固化: 37℃过夜, 45  12℃  h, 

60  24 h℃ 。超薄切片 50~60 nm, 3%醋酸铀-枸橼

酸铅双染色, 透射电镜观察及拍照。 

2  结果与分析 

2.1  EHP 的分离 

通过 30%、40%、50%、60%的不连续密度梯

度蔗糖溶液分离 EHP 悬浮液, 可见悬浮液主要被

分成 3 层(图 1A)。第 1 层为 30%、40%、50%的

蔗糖溶液上层。EHP 悬浮液通过 30%、35%、40%、

45%、50%的不连续密度梯度蔗糖溶液分离后, 结

果主要分为 4 层(图 1B), 分别为 30%、35%、40%

和 45%的蔗糖溶液上层。从各层中提取总 DNA, 

用 EHP ssu rRNA 基因的巢式 PCR 引物进行扩增, 

结果发现从图 1A 中的 30%和 50%层面和图 1B 的

30%、45%层面提取的 DNA, 巢式第一步 PCR 检

测为阴性, 第二步检测为阳性; 图 1A 的 40%层面

和图 1B 的 35%、40%层面提取的 DNA, 巢式 PCR

的第一步和第二步均检测到高亮度目标条带。说

明 EHP 主要分布在 35%~40%的蔗糖层面。 

 

 
 

图 1  EHP 孢子分离纯化结果 

A. 30%、40%、50%和 60%的蔗糖浓度梯度离心; B. 30%、

35%、40%、45%和 50%的蔗糖浓度梯度离心. 

Fig.1  The isolation and purification result of EHP spores  
A. sucrose concentration gradients centrifugation of 30%,  

40%, 50% and 60%; B. sucrose gradient centrifugation  
of 30%, 35%, 40%, 45% and 50%. 

 
2.2  荧光染色结果 

EHP 悬浮液经 Fluorescent Brightener 28 荧光
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染色剂染色, 紫外光激发后, 只有 35%和 40%两

个蔗糖梯度浓度层面的悬浮液在显微镜下可观察

到散发青蓝色荧光的卵圆形孢子(图 2)。其中图

2A 为放大 200 倍后的照片, 图 2B 为放大 600 倍后

的照片。通过计算, 每 1 μL EHP 悬浮液平铺在计

数框中, 在 600 倍显微镜下存在 4586 个视野, 计

数 150 个视野中 EHP 的数量(数据未列出)后可算

得平均每个视野中存在 39.32 个 EHP, 由此可算

得悬浮液中 EHP 成熟孢子浓度约为 1.8×108 个/mL。 

2.3  原子力显微镜观察结果 

原子力显微镜扫描后可观察 EHP 呈梨形, 一

端钝圆, 另一端尖细(图 3A、图 3B)。EHP 表面部

分区域有凹陷, 表面有细小的褶皱, 特别在尖细

一端较为明显。 
 

 
 

图 2  EHP 孢子荧光染色剂染色结果 

A. 放大 400 倍; B. 放大 1000 倍. 

Fig. 2  The fluorescent stain result of EHP spores  
A. magnified by 400 times; B. magnified by 1000 times. 

 

 
 

图 3  EHP 孢子原子力显微镜观察结果 

A. 平面图; B. 立体图. 

Fig.3  Observation of EHP spores by atomic force microscopy 
A. plane diagram; B. stereogram. 

 
2.4  扫描电镜观察结果 

扫描电镜结果可见悬浮液中有大量椭圆形的

孢子, 同时也可见大量组织碎片夹杂在 EHP 中

(图 4A: 放大 9000 倍);  EHP 约为 1.7 μm×0.9 μm

的椭圆形状, 外壁并不光滑, 有大量白色的突起

物(图 4B: 放大 50000 倍)。 

2.5  透射电镜观察结果 

对 EHP 寄生的南美白对虾肝胰腺组织进行超
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薄切片, 在透射电镜下可见肝胰腺细胞核仁裂解, 

线粒体嵴减少, 成熟的 EHP 孢子分布在肝胰腺细

胞的细胞质中(图 5A)。超微结构显示成熟的 EHP

孢子呈椭圆形, 孢子约为 1.1 μm×0.8 μm, 一个细

胞核, 4~6 圈极丝, 一个后位空泡, 一个锚盘附在

极丝上, 细胞壁由一相对薄的电子透亮的孢子内

壁(约 10 m)和电子致密的孢子外壁(约 2 nm)组成

(图 5B、图 5C)。 

 

 
 

图 4  EHP 孢子扫描电镜观察结果 

A. 放大 9.0×103 倍; B. 放大 5.0×104 倍. 

Fig. 4  Observation of EHP spores by scanning electron microscopy 
A. magnified by 9.0×103 times; B. magnified by 5.0×104 times. 

 

 
 

图 5  EHP 孢子透射电镜观察结果 

A. 肝胰腺细胞切片; B. EHP 孢子横切; C. EHP 孢子纵切. 

Fig. 5  Observation of EHP spores by transmission electron microscopy 
A. hepatopancreas cell slice; B. EHP spores transverse slice; C. EHP spores longitudinal slice. 

 

3  讨论 

通过不连续蔗糖密度梯度离心, 将不同密度

层面收集的物质进行 EHP 基因检测, 结果发现

35%~40%的蔗糖层面分离物中检测到 EHP 强阳

性, 在其他层面检测到 EHP 微弱阳性, 由此表明

EHP孢子主要分布在 35%~40%的蔗糖层面, 可推

测 EHP 的孢子密度为 1.15~1.17g/mL。分离纯化

对微孢子虫的诊断、形态学观察、药物筛选和其

他相关研究有重要意义, 目前关于微孢子虫分离 

纯化方面有较多研究, 但关于 EHP 的分离纯化鲜

见报道, 仅有印度学者 Rajendran 等[16]利用乙醚

洗涤法从寄生 EHP 的南美白对虾粪便分离纯化

EHP 孢子。孢子密度是微孢子虫分类学中的一项

重要依据, 目前关于 EHP 的孢子密度没有相关报

道, 姜义仁等[20]分离柞蚕(Antheraea pernyi)微孢

子虫时发现该孢子主要集中在 75%和 100%的

Percoll 层面, 其密度为 1.09~1.13 g/mL, 与 EHP 孢

子密度存在较大差异。EHP 为细胞内寄生虫, 本研 
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究以南美白对虾肝胰腺组织为分离材料 , 相比

Rajendran 等选用粪便, 其干扰物质较多, 分离难

度相对较大, 但是获得的孢子更有利掌握其感染

时期的相关信息 , 也是药物筛选等的良好材料 , 

有利于进一步深入研究。 

本研究利用 EHP 孢子壁内壁富含几丁质成分, 

而 Fluorescent Brightener 28 为二苯乙烯类化合物

荧光染料, 能够与几丁质 β-1, 4 糖苷键结合着色, 

在发散光和激发光下散发明亮的蓝色荧光这一特

性, 建立了一种 EHP 荧光染色方法, 在荧光显微

镜下可见 EHP 孢子形状规则, 圆形或椭圆, 轮廓

清晰, 大小基本一致(直径约为 1 μm)。Fluorescent 

Brightener 28 染色在微孢子虫鉴别时能够很好地

与宿主细胞、细菌、病毒区分, 目前被推崇为微

孢子虫鉴别的重要荧光染色剂[21-23]。刘吉平等[24]

利用 Fluorescent Brightener 28 建立了快速鉴别家

蚕微孢子虫 (Nosema bombycis)的方法 , 秦浩然  

等[25]结合 Fluorescent Brightener 28 和 Sytox Green

双重染色建立了一种有效区分东方蜜蜂微孢子虫

(Nosema ceranae)孢子存活状态的方法。虾类微孢

子虫已有报道十多种[26], 多为专性寄生, 寄生肌

肉组织最为常见, 常引起“棉花虾”或“白背虾”[27]。

对虾匹里虫 (Pleistaphra panaei)、对虾八孢虫

(Agmasoma penaei)、奈氏微粒子虫(Ameson nel-

soni) 和 对 虾 肝 肠 胞 虫 (Enterocytozoon hepato-

penaei)有寄生南美白对虾肝胰腺组织的报道。本

研究中观察到的 EHP 与国外学者 Rajendran 等[16]、

Tourtip 等[6]和 Tangprasittipap 等[7]发现的孢子大

小非常接近。本研究建立的荧光染色法与微孢子

虫常见的吉姆萨染色、KMnO4-甲基紫染色、抗酸

三色染色和韦伯氏染色等相比, 具有染色时间短, 

操作简单, 孢子明晰易辨, 对阅片人的要求较低

等优点。 

扫描电镜下 EHP 孢子椭圆, 约为 1.7 μm× 

0.9 μm, 高倍镜下可见孢子壁表面有大量白色突

起, 疑似胞壁蛋白, 这与印度学者 Rajendran 分离

到的 EHP 孢子高度吻合[16]。微孢子虫细胞外壁的

刺突状外层分布大量表面蛋白, 该蛋白在微孢子

虫的侵染过程中扮演重要角色[28-30], 与孢子壁的

通透性相关, 很可能是控制孢子与外界物质交换

的通道。首次采用原子力显微镜对 EHP 孢子进行

观察, 发现 EHP 孢子梨形, 表面部分区域有凹陷

且布满细小的褶皱, Rajendran 等[16]通过扫描电镜

观察, 也发现了类似的凹陷和脊状隆起。目前有

研究发现变形孢虫属孢子存在 2 种或 3 种形态[31], 

关于 EHP 孢子形态是否存在多样性未见相关报

道, 研究中孢子形态出现差异的原因还需做进一

步分析。微孢子虫细胞核数目、核糖体的排列方

式可作为微孢子虫属间的划分依据, 极膜、极丝

圈数与倾斜角可作为微孢子虫种间的划分依   

据[32]。本研究分离的 EHP 孢子透射电镜下呈椭圆

形, 孢子约为 1.1 μm×0.8 μm, 具有 1 个细胞核, 

极丝 4~6圈, 一个后位空泡, 极丝上附着 1个锚盘, 

细胞壁由一相对薄的电子透亮的孢子内壁 (约

10 nm)和电子致密的孢子外壁(约 2 nm)构成, 这

与 Tourtip 等[5-6]和 Sritunyalucksana 等[4]观察到的

EHP 形态结构非常相似。 

本研究初步建立了 EHP 的分离纯化方法, 结

合荧光染色技术可以为 EHP 的快速诊断、离体培

养和药物筛选提供理论支持。通过形态学比较发

现, 江苏地区南美白对虾分离的 EHP 形态上与国

外的报道基本一致, 推测江苏地区与国外报道的

EHP 极有可能为同一株系, 本实验结果可为 EHP

流行病学研究提供参考。 
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Preliminary isolation and morphological observation of Enterocyto-
zoon hepatopenaei infecting the shrimp Penaeus vannamei 

QIAO Yi, SHEN Hui, WAN Xihe, FAN Xianping, JIANG Ge, LI Hui, WANG Libao, SHI Wenjun, CHENG Jie 

Jiangsu Institute of Oceanology and Marine Fisheries, Nantong 226007, China 

Abstract: Enterocytozoon hepatopenaei is a new species of microsporidia found to be affecting shrimp culture. 
Previous studies have shown that shrimps infected with Enterocytozoon hepatopenaei grow slowly. In recent years, 
slow growth has been observed in Penaeus vannamei cultured in Jiangsu Province, and severe Enterocytozoon 
hepatopenaei infection has been reported. To study the morphological characteristics of Enterocytozoon hepato-
penaei in Jiangsu Province and interpret the differences in context of the reports from other studies conducted 
abroad, this study used Enterocytozoon hepatopenaei-infected hepatopancreas of Penaeus vannamei cultured in 
Jiangsu Province as the research material. Preliminary isolation and purification of Enterocytozoon hepatopenaei 
through sucrose density gradient centrifugation was performed. A method of diagnosing Enterocytozoon hepato-
penaei using Fluorescent Brightener 28 staining was established and the spore morphology was observed under a 
microscope. The results showed that the spores of Enterocytozoon hepatopenaei were mainly distributed along the 
sucrose gradient of 35%–40%, and their buoyant density was 1.15g/mL–1.17g/mL. The spores were elliptical or 
round, bright blue, and small, but countable under the fluorescence microscope. The spores were approximately 
1.7 μm×0.9 μm. The spore surface is covered with small folds and there is a large amount of white nodules present 
on their outer wall, which may be wall protein; the cell wall is composed of a relatively thin, electron-transparent 
inner wall and an electron dense spore wall. The spores have a nucleus, and 4–6 coils of the pole filament. The 
morphological structure of Enterocytozoon hepatopenaei in Jiangsu was consistent with the reports abroad. The 
methods of isolation, purification, and fluorescent staining developed, as well as the morphological data of En-
terocytozoon hepatopenaei obtained in this study provide reference for diagnosis and research. 
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