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广东省粤西地区凡纳滨对虾 3 种主要病毒的 PCR 与 LAMP
检测及流行病学特点分析 
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摘要: 应用聚合酶链式反应(Polymerase Chain Reaction, PCR)和环介导等温扩增(Loop-Mediated Isothermal Ampli-

cation, LAMP)两种检测技术分别对 2009年广东省粤西地区养殖体系中凡纳滨对虾 Litopenaeus vannamei白斑综合

症病毒(White Spot Syndrome, WSSV)、桃拉病毒(Taura Syndrome Virus, TSV)和传染性皮下及造血组织坏死病毒

(Infectious Hypodermal and Hematopoietic Necrosis Virus, IHHNV)的携带情况进行了调查。结果显示，WSSV和 TSV

的携带率较高, 是该地区凡纳滨对虾的主要流行病毒种类; LAMP检测方法与 PCR方法具有相当的灵敏度和特异

性, 但 LAMP检测方法更加简单方便、快速且成本低。 
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Epidemiological investigation of three kinds of major virus in Litopenaeus vannamei 
from western Guangdong Province 
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Abstract: In order to investigate the infected rates of White Spot Syndrome Virus (WSSV), Taura Syndrome Virus (TSV) and 

Infectious Hypodermal and Hematopoietic Necrosis Virus (IHHNV) among aquatic Litopenaeus vannamei, we tested the sam-
ples from western Guangdong Province using Polymerase Chain Reaction (PCR) and Loop-mediated Isothermal Amplication 
(LAMP). The results show that there were higher infected rates of WSSV and TSV, which suggests these two viruses were the 
dominant pathogens in this region. These data reveal that the LAMP method was equivalent to the PCR method in specificity 
and sensitivity, but the LAMP method was more convenient, rapid and low cost than the PCR. 
Key words: Litopenaeus vannamei; White Spot Syndrome Virus; Infectious Hypodermal and Hematopoietic Necrosis Virus; 

Taura Syndrome Virus; detection  
 

对虾养殖业是世界海水养殖业的支柱性产业 , 
其中凡纳滨对虾 Litopenaeus vannamei具有生长快、
个体大、产量高及广盐适应性等优点, 随着其人工
繁育和人工养殖技术的日益成熟, 已成为我国最主

要的养殖虾类[1]。 
由于各种对虾病毒病原的感染和病毒性流行病

的爆发 , 每年都给对虾养殖业带来巨大损失 [1], 因
此对虾病毒病原的研究, 一直是各国学者研究的热
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点之一[2]。目前已经发现有近 20种不同的对虾病毒, 
从它们以前和目前的致病情况以及将来潜在的危害

来看, 有 3 种病毒, 即白斑综合症病毒(White Spot 
Syndrome, WSSV)、桃拉病毒(Taura Syndrome Virus, 
TSV)和传染性皮下及造血组织坏死病毒(Infectious 
Hypodermal and Hematopoietic Necrosis Virus, 
IHHNV)对凡纳滨对虾养殖造成的危害最大[3]。 

本文对广东省阳江、湛江等地的凡纳滨对虾养

殖场的仔虾、幼虾及成虾进行了随机取样, 并应用
聚合酶链式反应 (Polymerase Chain Reaction, PCR) 
和环介导等温扩增(Loop-mediated Isothermal Am-
plication, LAMP)2种检测技术对 WSSV、IHHNV及

TSV 的携带情况进行了调查, 探讨这 3 种病毒在广
东省粤西地区养殖体系中的发生和流行情况, 以更
好地控制病害的发生。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 
2009年 4月、7月和 10月份 3次分别从广东省

阳江、湛江等地的凡纳滨对虾养殖场随机采集仔虾

(发育期 P2—P10, 体长小于 1cm)、幼虾(体重 5—
8g·尾−1)及成虾(体重大于 8g)进行病毒检测, 采集到
的样本采用液氮冷藏并迅速运回本实验室, 样品采
集情况见表 1。 

 
表 1  样品采集情况表 
Tab. 1  Composition of the detection samples 

4月采样(共 47尾) 7月采样(共 70尾) 10月采样(共 34尾) 

仔虾 幼虾 成虾 仔虾 幼虾 成虾 仔虾 幼虾 成虾 

13 0 34 0 10 60 0 0 34 

 
1.2  实验方法 
1.2.1  被检虾样基因组总 DNA 及 RNA 提取 

取凡纳滨对虾的肌肉组织 25—30mg 置于
1.5mL 离心管中, 加入 200 μL 组织裂解液, 捣烂, 
室温裂解 30min; 用 Axygen 公司的基因组 DNA 提
取试剂盒(Genomic DNA Purification Kit)提取基因
组总 DNA;按照试剂盒提供的操作步骤, 最后用 50 
μL灭菌去离子水溶解, −20℃保存备用。 

取凡纳滨对虾的肌肉组织 50—100mg 置于
1.5mL 离心管中 , 加入 500 μL RNAiso Reagent 
(Takara 公司)后匀浆, 室温静止 5min; 加入 100 μL 
氯仿, 震荡混匀, 室温静止 5min; 12000r/min、4℃条

件下离心 15min; 将上清液转移至新的离心管中 , 
加入与上清液等体积的异丙醇 ; 室温静止 10min; 
12000r/min、4℃条件下离心 10min; 向沉淀中加入
1mL的 75%乙醇清洗沉淀, 12000r/min、4℃条件下

离心 5min; 弃上清液保留沉淀, 干燥后溶于 80 μL
的 DEPC (焦炭酸二乙酯) 处理水中, −20℃保存备
用。          

1.2.2  被检虾样的病毒携带情况检测 
应用 PCR和LAMP两种检测技术分别对被检虾

样的 WSSV、IHHNV和 TSV的携带情况进行检测。 
1.2.2.1  WSSV、IHHNV及 TSV的 PCR检测 

用 PCR 方法检测 IHHNV 和用 RT-PCR 检测
TSV的 PCR扩增条件均参照本实验室已公开的发明
专利(专利公开号为 1410549的快速检测对虾传染性

皮下及造血组织坏死病毒试剂盒 [4]; 专利公开号为
1410550的快速检测对虾桃拉病毒试剂盒[5])。WSSV 
PCR检测引物由本实验室自行设计, 其序列为: 5’-T 
GGCTACATCTGCATTGCTC (wssv2f)及 5’-TAGA 
GACGTGGCTGGAGAGG (wssv2r), 扩增条件为 : 
94 ℃、2min; 94 ℃、30 s, 58 ℃、45 s, 72 ℃、45s, 30
个循环。各检测均以无菌去离子水为模板进行阴性

对照扩增 , 将扩增后的样品进行琼脂糖凝胶电泳 , 
并对其中的部分阳性株进行克隆测序, 以进一步验
证结果的准确性。 
1.2.2.2  WSSV、IHHNV及 TSV的 LAMP检测 

被检虾样 WSSV、IHHNV和 TSV的 LAMP检
测方法均采用本实验室专利 (专利公开号为
101691615A的WSSV LAMP检测试剂盒[6], 专利公
开号为 101643793 的 IHHNV LAMP 检测试剂盒[7]; 
专利公开号为 101845519A的 TSV LAMP检测试剂
盒[8])。参照试剂盒的说明配好反应体系, 以无菌去
离子水为模板进行阴性对照扩增, 将恒温金属浴调
至 64℃后, 把反应体系置于其中反应 60min; 反应
结束后, 加入 1 μL SYBR Green Ⅰ荧光染料轻轻振
荡, 直接观察反应液的颜色变化判断结果。 

2  结果 

2.1  WSSV、IHHNV及 TSV的 PCR检测结果 
部分被检凡纳滨对虾 PCR检测的扩增结果如图

1所示。其中, WSSV扩增出长度约 340bp的核酸片
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段, IHHNV扩增出长度约 540bp的核酸片段, TSV扩
增出长度约 360bp的核酸片段。 

将得到的扩增产物进行切胶回收, 克隆后送测序
公司测序, 将测序结果与美国国立生物技术信息中心
(National Center for Biotechnology Information，NCBI)
数据库中对应的WSSV、IHHNV和 TSV3种病毒的相
似序列分别进行比对鉴定。其中, WSSV 测序片段与

NCBI中对应的WSSV全序列(登录号: AF332093)比对
后相似率为100%, IHHNV测序片段与NCBI中对应的
IHHNV 全序列(登录号: AF273215)比对后相似率为
99%, TSV测序片段与 NCBI中对应的 TSV全序列(登
录号: GQ502201)比对后相似率为 100%, 说明检测的
阳性株与 NCBI 序列库中已有的各自阳性株有高度相
似性, 检测结果有效。各序列比对结果如图2—4所示。 
 

 
 
图 1  凡纳滨对虾各病毒 PCR及 RT-PCR扩增电泳图 
a. WSSV PCR检测电泳图; b. IHHNV PCR检测电泳图; c. TSV RT-PCR检测电泳图。 M: DL1000 DNA Marker; 1—4: 凡纳滨对虾样品 PCR或
者 RT-PCR扩增结果; −: 阴性对照; +: 阳性对照 

Fig. 1  Detection of WSSV by PCR among L. vannamei samples (a), of IHHNV by PCR among L. vannamei samples (b), and 
of TSV by RT-PCR among L. vannamei samples (c). M: DL1000 DNA Marker; Lines 1−4: PCR or RT-PCR results of four 
Litopenaeus vannamei samples; sign “−” is for negative control; and “+” for positive control 

 

图 2  WSSV测序片段与 NCBI数据库中对应的 WSSV全序列 AF332093序列比对图 
Fig. 2  An alignment of WSSV sequence fragments, compared with NCBI corresponding WSSV complete genome of AF332093 
 
2.2  WSSV、IHHNV和 TSV LAMP检测结果 

被检虾样 LAMP 反应结果如图 5 所示 ,  以
WSSV 和 IHHNV 阳性 DNA 及 TSV 阳性 RNA
为模板的反应产物呈现明显的亮绿色 ,  而以
WSSV 和 IHHNV 阴性 DNA、TSV 阴性 RNA
和以无菌去离子水为阴性对照的反应液则为

橙黄色。  

2.3  WSSV、IHHNV及 TSV在被检凡纳滨对虾中
的分布情况 
本次共检测凡纳滨对虾 151尾(批), 其中WSSV

携带率为 22 %左右, IHHNV携带率为 5 %左右, TSV
携带率为 23 %左右, 说明 WSSV 和 TSV 是该地区
的主要传播种类。WSSV、IHHNV 及 TSV 的 PCR
检测结果及 LAMP检测结果见表 2。 
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图 3  IHHNV测序片段与 NCBI数据库中对应的 IHHNV全序列 AF273215序列比对图 
Fig. 3  An alignment of IHHNV sequence fragments, compared with NCBI corresponding IHHNV complete genome of AF2732153 

 

图 4  TSV测序片段与 NCBI数据库中对应的 TSV全序列 GQ502201序列比对图 
Fig. 4  An alignment of TSV sequence fragments, compared with NCBI corresponding TSV complete genome of CQ502201 

 
 

图 5  凡纳滨对虾各病毒 LAMP检测图 
a. 凡纳滨对虾 WSSV LAMP 检测结果; b. 凡纳滨对虾 IHHNV LAMP检测结果; c. 凡纳滨对虾 TSV LAMP检测结果。−: 阴性对照; 1—4: 样
品; +: 阳性对照 
Fig. 5  Detection of WSSV by LAMP with L.vannamei (a); of IHHNV by LAMP with L. vannamei; and of TSV by LAMP with L. 
vannamei. Sign “−” is for negative control, and sign “+” for positive control. Lines 1−4 : PCR or RT-PCR results of four L.samples 
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表 2  凡纳滨对虾不同生长阶段 WSSV、IHHNV 及 TSV 检测结果 
Tab. 2  Investigation of WSSV, IHHNV and TSV by PCR and LAMP 

仔虾(13批) 幼虾(10尾) 成虾(128尾) 
 

WSSV IHHNV TSV WSSV IHHNV TSV WSSV IHHNV TSV 

阳性株 0 0 2 8 0 6 25 5 27 
PCR 

阳性率/% 0 0 15.38 80 0 60 19.53 3.9 21.09 

阳性株 1 2 2 9 0 7 28 6 29 
LAMP 

阳性率/% 7.69 15.38 15.38 90 0 70 21.88 4.69 22.66 

 

3  讨论 

3.1  凡纳滨对虾不同生长阶段 3种病毒的感染特点 
3.1.1  凡纳滨对虾不同生长阶段 WSSV 感染特点 

从表 2 可以看出 , 在对虾生长的 3 个阶段 , 
WSSV 主要出现在幼虾和成虾中, 随机调查阳性率
分别为 80 %和 20 %。原因可能如下。 

1)由于白斑杆状病毒的宿主非常广泛, 虾类等
甲壳动物极易感染 [9], 使凡纳滨对虾极易从外界环
境通过其他野生甲壳类而感染 WSSV, 故有些在仔
虾和幼虾阶段没有感染WSSV的个体在成虾阶段又
会患病;  

2)在粤西地区, 凡纳滨对虾主要采取集约化高
密度养殖, 随着仔虾个体不断增大, 投饵量也不断
加大, 残饵和排泄物不断积聚, 造成幼虾感染病毒
几率比仔虾大;  

3)由于WSSV感染后在一个星期左右就会造成对
虾死亡[10], 因此, 存活并能生长至成虾阶段的个体一
般未被病毒感染或感染率低[11-12], 故在成虾阶段的携
带率(20%)反而与幼虾阶段(80%)相比呈下降趋势。  

3.1.2  凡纳滨对虾不同生长阶段 IHHNV感染特点 
从表 2可以看出, 在仔虾中, 应用 PCR 方法没

有检测到 IHHNV, 但应用 LAMP技术, 在 13批仔虾
中, 检测到呈 IHHNV阳性的仔虾 2批, 占 15%; 在
幼虾阶段, 应用 2 种方法均没有检测到 IHHNV; 但
是在成虾阶段, IHHNV随机调查阳性率均为 4%。原
因可能如下。 

1)由于 LAMP 检测技术较之 PCR 方法灵敏 100
倍, 故某些 IHHNV 携带量较低的虾体可以通过此方

法检测出来, 而 PCR方法检测结果则呈阴性[13-14];  
2)部分仔虾样品中每份样品不是单尾仔虾, 而

是多尾仔虾组成一份样品, 相对提高了以批为单位
的样品阳性检出率;  

3)IHHNV 对凡纳滨对虾仅造成矮小残缺综合
征[15-16], 感染 IHHNV 或患病后存活下来的凡纳滨
对虾会终生携带病毒, 并通过垂直传播和水平传播
方式将病毒传给下一代和其他种 群 [17], 故本次实
验中, IHHNV可能是由于成虾中的部分患病虾被作
为亲虾进行繁殖, 从而将 IHHNV 通过亲虾携带传
染给仔虾;  

4)在粤西地区, 凡纳滨对虾主要采取集约化高密
度养殖, 大面积的苗种放养, 患病个体逐渐被淘汰, 
因此在幼虾中没有出现 IHHNV; 5)随着仔虾个体不断
增大, 投饵量也不断加大, 残饵和排泄物不断积聚, 
造成幼虾感染病毒几率增大[18-19], 故在成虾阶段本来
没有携带 IHHNV的对虾反而感染该病毒。  

3.1.3  凡纳滨对虾不同生长阶段 TSV 的感染特点 
从表 2 可以看出, TSV 在幼虾中的患病率极高

(60 %), 庞德斌等[20]研究也发现, TSV发病虾规格为
6—9 cm, 而本次取样中 , 幼虾的体长大约为
5—9cm, 两者结果一致。在本实验中, TSV随机抽查
阳性率较高, 说明该病毒为粤西地区凡纳滨对虾养
殖的主要流行病毒。同时, 在仔虾、幼虾及成虾中
均有发现, 但是仔虾的随机抽查阳性率很低, 仅为
(15%), 说明可能存在垂直传播, 但主要以水平传播
为主, 这也与前人研究结论一致[20]。  

3.2  WSSV的流行特点 
从表 3 中可以看出, WSSV 在 4 月、7 月及 10  

 
表 3  凡纳滨对虾不同养殖月份 WSSV、IHHNV 及 TSV 检测结果 
Tab. 3  Investigation of WSSV, IHHNV and TSV by PCR and LAMP 

 4月采样(共 47尾) 7月采样(共 70尾) 10月采样(共 34尾) 

 WSSV IHHNV TSV WSSV IHHNV TSV WSSV IHHNV TSV 

阳性数 6 0 18 20 5 0 7 0 17 
PCR 

阳性率/% 12.76 0 38.29 28.57 7.14 0 20.59 0 50 

阳性数 8 2 19 23 6 1 7 0 18 
LAMP 

阳性率/% 17.02 4.26 40.42 32.86 8.57 1.4 20.59 0 52.94 
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月均有分布, 4 月和 10 月的随机抽查阳性率相似, 
均为 20%左右; 7月的随机抽查阳性率稍高, 在 30%
左右, 说明该病毒仍然是粤西地区的主要流行性病
毒[1]。前人的研究也表明, 6—8 月, 水温 25℃左右, 
是凡纳滨对虾WSSV最容易暴发的阶段[10]; 而环境突
变, 如连续阴雨天气造成池水突变是诱发WSSV的主
要条件, 故 7月的随机抽查率较其他月份稍高[21]。 

3.3  IHHNV的流行特点 
从表 3 中可以看出, IHHNV 用 PCR 方法在 4

月和 10月中均没有检测到, 7月的检出率也仅为 7%; 
用 LAMP方法在 10月未检测到 IHHNV, 4月和 7月
的随机检测阳性率分别为 4%和 9%, 原因可能是由
于 LAMP检测技术较之 PCR方法灵敏 100倍, 故某
些 IHHNV 携带量较低的虾体可以通过此方法检测
出来, 而 PCR 方法检测结果则呈阴性[13-14]; 另一方
面, 2009年 6月底到 7月初, 广东粤西地区出现了较
长时间的雨季天气, 集约化高密度养殖, 加之池水
突变, 造成养殖池生物量过高, 氨氮、亚硝酸盐等指
标上升, 成为疾病暴发的主要诱因, 故初期携带较
低含量 IHHNV的对虾表现出发病症状, 即本来 4月
没有检出的超低含量的 IHHNV 又在 7 月被检测出
来; 或者水体和饵料中存活的少量病毒通过水平传
播感染健康虾体[18,19]。 

3.4  TSV的流行特点 
从表 3可以看出, TSV主要在 4月、10月两次

检测中出现, 且在幼虾中的患病率极高(60 %)。庞德
斌等[20]研究也发现, TSV 病毒发病虾规格为 6—9 
cm, 两者结果一致。在本实验中, TSV随机抽查阳性
率较高, 说明该病毒为粤西地区凡纳滨对虾养殖的
主要流行病毒。同时, 在本实验中, 10 月检测的 34
尾虾中, 有 6 尾幼虾为 WSSV 和 TSV 共患病个体, 
说明WSSV和 TSV可混合感染凡纳滨对虾, 与谢芝
勋等[22]的研究结果相似。 

3.5  PCR和 LAMP检测结果与方法比较 
本次实验采用 PCR和 LAMP两种检测方法, 结

果显示, 两种方法的检测结果基本一致; LAMP 检
测出的阳性株均包括 PCR方法检测出的阳性株, 且
一些没有被 PCR 方法检测出的阳性株也被 LAMP
方法检测出来, 这主要是因为 LAMP方法较之 PCR
方法特异性更高, 灵敏性更强。Sun 等[13]研究发现, 
LAMP 检测方法检测灵敏性比 PCR 方法高 100 倍; 
赵哲等[14]通过对 IHHNV的荧光定量 PCR和 LAMP
两种检测技术的对比研究发现, 两者具有相当的灵
敏度、特异性和精确性。 

PCR技术具有灵敏性高、特异性强、操作简便和
快速等特点, 是应用较广的虾病检测方法之一。本文
所介绍的凡纳滨对虾的WSSV和 IHHNV的 PCR技术
及 TSV的 RT-PCR技术, 特异性能达到 99%以上, 测
定结果准确可靠、灵敏, 但是不能定量。  

LAMP 是一种新型的核酸等温扩增技术, 该技
术针对靶基因的 6 个区域设计 4 条特异引物, 利用
一种链置换 DNA聚合酶(Bst DNA polymerase)在恒
温条件下即可完成核酸扩增反应, 扩增出 LAMP 特
征性梯状条带。与 PCR 技术相比, 它在保持传统
PCR 技术优点的基础上, 不需要模板的热变性及温
度循环过程, 在等温条件下就能完成反应, 缩短了
检测时间; 特殊的引物设计进一步增强了反应的特异
性; 等温扩增后的产物直接加入荧光染料, 通过观察
反应液的颜色变化即可用肉眼判读实验结果, 操作方
便快捷; 特别是它不需要使用昂贵的热循环仪, 凝胶
电泳和紫外投射仪等设备, 降低了检测成本。 

为了适应对虾养殖现场检测的需要, 检测方法
不仅要具有较高的灵敏性和准确性, 快速、简单、
成本低等特点也是必不可少的因素。显然, LAMP技
术在这些方面较之 PCR技术更胜一筹。 

3.6  凡纳滨对虾病毒病原的检测及预防对策 
近年来, 对凡纳滨对虾 WSSV、IHHNV和 TSV

的研究较为详细 , 已构建了这些病毒的基因文库 , 
部分基因片段或基因组全序列已测定。但到目前为

止, 凡纳滨对虾病毒病害尚无有效的药物治疗方法, 
防止病毒病原感染和传播是目前控制虾病大规模爆

发的有效途径。现在, 一些高敏感性、高特异性、
简单、快速的检测方法已被应用于对虾病毒病的诊

断中, 本实验室 2 种对虾病毒病检测发明专利建立
在快速的 PCR诊断技术基础之上, 经过多年来在华
南沿海地区的推广使用, 因其敏感性和特异性高、
简单、快速等特点, 已得到广泛认可。现在, 我们新
研发的 WSSV、IHHNV 和 TSVLAMP 检测试剂盒
也申请了发明专利, 即将投入市场。通过本实验也
可以看出, PCR和 LAMP技术在凡纳滨对虾快速检
测方面行之有效。 

另外, 通过本次调查, 我们发现, 经过近 10 年
的不断努力, 通过严格控制亲虾的品质及引进无病
毒感染的种苗, 广东省的凡纳滨对虾品质已得到提
升, 但是, WSSV 和 TSV 依旧是粤西地区的主要流
行病毒。所以, 建立凡纳滨对虾虾苗快速、灵敏、
准确的病毒检测体系, 严格控制亲虾的品质, 有目
的地选择无病原的苗种, 并在养殖过程中, 根据疾
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病爆发的规律, 在不同时期对虾体、养殖水体及饵
料随机采样进行检测, 可以及时掌握凡纳滨对虾病

毒的传播和流行情况, 阻止外来病原的引入, 对推
动凡纳滨对虾养殖业的健康发展十分必要。 
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