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虾肝肠胞虫(EHP)现场快速高灵敏度 

检测试剂盒的性能评价研究* 
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摘要    近年来，虾肝肠胞虫(Enterocytozoon hepatopenaei, EHP)流行使我国养殖对虾遭受严重

经济损失，现场快速检测是 EHP 防控的重要技术保证。本研究对本实验室研发的 EHP 现场快

速检测试剂盒的分析特异性(ASp)、分析灵敏度(ASe)、诊断特异性(DSp)、诊断灵敏度(DSe)、

重复性和稳定性 6 项性能参数开展了系统评估。ASp 测试显示，该试剂盒与对虾白斑综合征病

毒(WSSV)、偷死野田村病毒(CMNV)、虾血细胞虹彩病毒(SHIV)、致急性肝胰腺坏死病副溶血

弧菌(VpAHPND)、传染性皮下及造血组织坏死病毒(IHHNV)等 5 种对虾常见病原及健康对虾无交叉

反应；ASe 测试显示，该试剂盒检测下限为 101 copies/反应；以 EHP TaqMan RT-qPCR 方法为

标准，比较了试剂盒对 298 份临床样品的测试结果，试剂盒的 DSp 为 99.2%、DSe 为 91.7%；

试剂盒对 EHP 阴性样品及强阳性样品的检测重复率为 100%，弱阳性样品检测重复率为 95.8%；

试剂盒在–20℃和–40℃条件下分别可保存 7 个月和 12 个月以上。本研究表明，本实验室研制的

EHP 现场快速检测试剂盒具操作简便、快速、灵敏度高、特异性强、重复性好和稳定性强等优

点，可满足对虾养殖现场对 EHP 的高灵敏度检测。 
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微孢子虫感染对虾肝胰腺最早发现于马来西亚

养殖斑节对虾(Penaeus monodon)中(Anderson et al, 

1989)。Hudson 等 (2001)报道，日本对虾 (Penaeus 

japonicus)中也存在微孢子虫感染。Chayaburakul 等

(2004)发现，泰国养殖斑节对虾生长缓慢可能与包括

微孢子虫在内的多种病原有关。Tourtip 等(2009)将感

染对虾肝胰腺的一类微孢子虫正式命名虾肝肠胞虫

(Enterocytozoon hepatopenaei, EHP)。此后，越南、印

度尼西亚、印度、中国、委内瑞拉等国家养殖对虾中

都相继检出 EHP (Jaroenlak et al, 2018)。近年来，EHP
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在我国养殖对虾中流行率居高不下，已成为危害我国

养殖对虾的重要病原之一(农业农村部渔业渔政管理

局等, 2020)。 

EHP 在分类上属微孢子纲(Microsporea)、肠胞虫

科 (Enterocytozoonidae)、肠胞虫属 (Enterocytozoon) 

(Sprague et al, 1992; Tourtip et al, 2009)。对虾感染

EHP 后生长缓慢，但通常不会发生死亡(Biju et al, 

2016; 黄倢等, 2016; 姜宏波等, 2020)；EHP 感染对虾

早期可正常摄食、无明显病症(Remany et al, 2017)，

感染 2~3 个月后才出现摄食减少、生长缓慢甚至停止

生长等现象(胡吉卉等, 2020; Aranguren et al, 2017)，

给对虾养殖产业造成极大的经济损失 (宋增磊等 , 

2019)。目前，尚无商品化药物可有效杀灭对虾体内

的 EHP，对虾养殖过程中开展 EHP 早期检测或监测，

阻断其进入养殖系统极为重要。EHP 直径仅为 1 μm，

用光镜直接观察和确认较为困难(Tourtip et al, 2009)，

而 EHP 的组织学检测法流程繁琐、耗时长，且极易

漏诊。分子生物学方法更适用于 EHP 检测，目前最

常用的方法为套式 PCR 和荧光定量 PCR 法，但这 2 种

方法需要基因扩增仪等精密仪器，限制了其在基层养

殖现场的应用。 

作者前期利用环介导等温扩增 (loop-mediated 

isothermal amplification, LAMP)技术建立了 EHP 的现

场快速检测法，开发制备了其现场检测试剂盒。为系

统测试该检测试剂盒的检测性能参数，本研究参照世

界动物卫生组织(OIE)《水生动物诊断手册》、农业

农村部公告第 683 号和质检行业标准等规范性文件

要求，对试剂盒的分析特异性(analytical specificity, 

ASp)、分析灵敏度(analytical sensitivity, ASe)、诊断

特异性 (diagnostic sensitivity, DSe) 、诊断灵敏度

(diagnostic specificity, DSp)、重复性和稳定性等性能

开展了系统测试和评价。 

1  材料与方法 

1.1  病原阳性样品及实验动物 

虾肝肠胞虫(EHP)、偷死野田村病毒(CMNV)、

白斑综合征病毒(WSSV)、致急性肝胰腺坏死病副溶

血弧菌(VpAHPND)、传染性皮下及造血组织坏死病毒

(IHHNV)和虾血细胞虹彩病毒(SHIV)等病原阳性核

酸由作者实验室制备保存。 

2019 年 10 月从山东省海阳市某养殖场购入健康

凡纳滨对虾活虾 250 尾，经 TaqMan 探针荧光定量

PCR (TaqMan-qPCR)方法检测显示为 EHP 阴性。从

山东省潍坊某养殖场采集典型生长缓慢症状凡纳滨

对虾(Litopenaeus vannamei)样品，其中 48 份样品经

TaqMan-qPCR 法(Liu et al, 2018)检测为 EHP 阳性，

将其作为 EHP 阳性病料样品。 

1.2  主要仪器与试剂 

主要仪器：ABI VERITI 96-Wel 梯度 PCR 仪(美

国, 加利福尼亚)，BIO-Rad CFX 实时荧光定量 PCR

仪 (美国 , 加利福尼亚 )；Eppendorf 离心机 (德国 , 

Saxony)，博日恒温金属浴(中国, 杭州)，佳能 70D 照

相机(日本, 大分县)。 

主要试剂：FIP/BIP/F3/B3/LF/LB 引物[生工生物

工程(上海)股份有限公司]，Ex Taq 酶，10×Isothermal 

Amplification Buffer，MgSO4，Betaine(Sigma, 美国)，

dNTPs (索莱宝, 中国, 北京)以及 Bst 2.0 WarmStart® 

DNA Polymerase (NEB, 美国)，TIANGEN (中国, 北京)

海洋动物组织基因组 DNA 提取试剂盒，TaKaRa (中国, 

大连)质粒小提取试剂盒。 

1.3  组织样品 DNA 提取  

对 1.1 中的 298 份样品进行编号，每尾对虾用医

用刀片切取鳃与肝胰腺组织 60 mg，将样品均分为两

等份：一份为检测样品，按海洋动物组织基因组 DNA

提取试剂盒制备组织 DNA，溶解于 60 μL 洗脱缓冲

液(TE)中，Thermo NanoDrop 2000c 测定核酸浓度，

并保存于–40℃冰箱中；另一份样品同上编号，用冻

存管保存，用于 EHP 诊断灵敏度和诊断特异性测试。 

1.4  EHP 靶基因重组质粒标准品制备 

为比较检测试剂盒和 TaqMan-qPCR 检测的灵敏

度，用试剂盒的 2 条外引物(表 1 F3 和 B3)对 EHP 阳

性核酸进行 PCR 扩增，获得包含有 EHP 靶基因的目

标片段，按照李小平(2018)的方法构建含 EHP 片段的

重组质粒。TaKaRa 质粒提取试剂盒提取重组质粒

DNA，NanoDrop 2000c 测定重组质粒 DNA 浓度，质

粒置于–40℃保存备用。按下列公式计算质粒拷贝数： 

拷贝数=6.02×l023 拷贝数/摩尔×(质粒浓度)/(含插

入片段的质粒长度×660)。 

适量 1×TE缓冲液对已知拷贝数的 EHP阳性质粒

DNA 进行 10 倍浓度梯度稀释，制备浓度为 5.05×100~ 

5.05×107 copies/μL EHP 阳性质粒标准品，–80℃保存，

用于分析灵敏度测定。 

扩增 EHP 靶基因片段的 PCR 反应体系：2× 

Reaction buffer 12.5 μL；EHP-F1 (10 mmol/L) 0.5 μL；

EHP-R1 (10 mmol/L) 0.5 μL；无菌双蒸水 10 μL；PCR  
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表 1  EHP-LAMP 引物序列 
Tab.1  EHP-LAMP primer sequences 

引物名称 Primer name 引物序列 Primer sequence 

FIP CGTTTGGTTCGACAGTCCAATTTTTATGAGTAACAATATAAAACATGA 

BIP GAGGCGTCACAGAAGTAGACATTTTCCCGTATTCTCAATGTCTACAC 

F3 GTGCAATTTAATAGGAGAACATC 

B3 GAATGGTAAGCTCCCCAC 

LF CGTGAGAATAGTCAGTT 

LB ACATACACCTATCATCCCGGAAG 

 

反应程序：94℃变性 5 min；30 个循环：94℃ 30 s，

59℃ 30 s，72℃ 30 s；72℃延伸 5 min。 

1.5  EHP 检测试剂盒检测流程  

EHP 现场快速检测试剂盒按以下步骤开展样品

检测： 

(1)样品采集：将待测对虾样品置于无菌培养皿

中，用医用刀片切取黄豆粒大小的肝胰腺组织，放入

试剂盒的样品采集管中，快速将组织样品研磨成浆

状，将采样用膜片放入浆状样品中充分浸润，随后把

膜片转移到采样用膜片小管中。 

(2)膜片处理：向采样用膜片小管内加入 30 μL 试

剂盒提供的 A 液，轻轻搅动膜片 10 s 后，将采样用

膜片转移至装有漂洗液的管内震荡漂洗 1 min，然后

将漂洗完的采样用膜片和试剂盒提供的阴性对照膜

片、阳性对照膜片转移至核酸变性管内，95℃保温

3 min，取出置于室温冷却 2 min。 

(3)扩增反应：将上述变性冷却后的膜片转移到对

应编号的核酸检测管内，在 63℃条件下保温 60 min

进行扩增反应。 

(4)检测管显色：将检测管置于 95℃的金属浴中保

温 3 min，然后取出检测管，将其迅速上下用力甩动

10 s，使检测管内盖上预置的核酸染料融化并与检测

管内的反应液充分混匀。 

(5)结果判定：待检测管温度降至室温后，将其放

置于黑色背景下观察颜色；加入阴性膜片的检测管为

橙红色，加入阳性膜片的反应管为荧光绿色，根据试

剂盒自带的比色卡判断样品的检测结果。 

1.6  EHP 检测试剂盒性能参数评价  

1.6.1  分析特异性(ASp)测试    随机选取 4 套同一

批制成的 EHP 现场快速高灵敏检测试剂盒，分别检

测 EHP、CMNV、WSSV、VpAHPND、SHIV 和 IHHNV

的阳性核酸样品，每份样品做 3 个重复。具体检测方

法：各取 1 μL 上述阳性核酸样品直接加入检测管内，

63℃金属浴中保温 60 min 后显色，评估试剂盒的 ASp。 

 
 

图 1  EHP 现场快速检测试剂盒 
Fig.1  High sensitive kit for rapid  

detection of EHP in field 
 

1.6.2  分析灵敏度(ASe)测试    为了测试 EHP 现场

快速高灵敏检测试剂盒检测 EHP 标准质粒样品的分

析灵敏度，以 5.05×100~5.05×107 copies/L 的 EHP 阳

性质粒标准品为模板，分别采用试剂盒(同一批制作

的试剂盒随机选取 20 套)及套式 PCR 方法进行 ASe

测试。试剂盒检测的具体流程为：将 5.05×100~ 

5.05×107 copies/L 的 EHP 阳性质粒标准品在 95℃预

变性 5 min，然后取 1 L 加入试剂盒检测管，将检测

管放入 63℃金属浴中保温 60 min 进行显色反应。

5.05×107~5.05×103 copies/L 及 5.05×100 copies/L 的

EHP 阳性质粒标准品设置 3 个重复，5.05×102~5.05×  

101 copies/L EHP 阳性质粒标准品设置 10 个重复。

ASe 的检测结果根据 50%平行样品检出阳性结果的

最低 EHP 阳性质粒标准品浓度来决定。 

1.6.3  诊断特异性(DSp)和诊断灵敏度(DSe)测试 

根据 OIE《水生动物诊断手册》1.2 章“感染性

疫病诊断分析验证的原理和方法”中关于若拟使 DSp

和 DSe 测试的可靠性在“95%以上置信区间、允许误

差 2%范围”内，需要利用试剂盒和参比方法对 279 份

或以上临床样品进行逐个检测并对比的要求。本研究

利用 EHP 现场快速高灵敏检测试剂盒和已报道的

EHP TaqMan-qPCR 法对 298 份临床样品进行对比测
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试，然后根据试剂盒检测与 TaqMan-qPCR 检测的结

果，利用根据计算公式：DSp=试剂盒阴性数/(试剂盒

阴性数+试剂盒假阳性数)×100%，DSe=试剂盒阳性数

/(试剂盒阳性数+试剂盒假阴性数)×100%，对 EHP 检

测试剂盒的 DSp 和 DSe 进行评估。 

1.6.4  重复性实验    用 EHP TaqMan-PCR 法检测

患病对虾临床组织样品 DNA，根据检测结果确定“在

30 个循环内起峰的临床组织样品作为 EHP 强阳性样

品”、“在 30~35 个循环内起峰的临床组织样品作为

EHP 弱阳性样品”“在 39 个循环内未起峰的临床组

织样品作为 EHP 阴性样品”(Liu et al, 2018)，并利用

上述 3 类临床组织样品对 EHP 的现场快速高灵敏检

测试剂盒进行重复性测试。利用上述 3 类临床组织样

品对同一批次生产的 EHP 检测试剂盒进行批内重复

性测试，利用上述 3 类临床组织样品对 3 个批次生产

的 EHP 检测试剂盒进行批次间重复性测试。将 EHP

检测试剂盒的采样用膜片分别浸润于待测的 3 类临

床组织样品匀浆液中，然后按照试剂盒说明书要求进

行膜片漂洗和变性处理，最后，将每类临床组织样品

浸润的膜片(EHP 强阳性、弱阳性、阴性)置于 8 个 EHP

检测管中进行扩增，扩增结束后观察检测管显色情

况，并根据试剂盒提供的比色卡统计记录检测结果情

况：检测管中荧光绿色信号强度为比色卡中 3 个以上

“+”，判为强阳性；检测管中荧光绿色信号强度为

比色卡中 1~2 个“+”，判为弱阳性；检测管中荧光

绿色信号强度为比色卡中“–”，判为阴性。 

1.6.5  稳定性测试    抽取 3 个批次生产的试剂盒，

每个批次的试剂盒均分为 2 组分别进行稳定性测试。

2 组稳定性测试实验为：第 1 组试剂盒全程在–40℃

储存，前 12 个月每 4 个月抽检 1 次；第 2 组试剂盒

全程在–20℃储存，每月抽检 1 次，每次抽检同一批

试剂盒中的 3 个检测管。为了保证测试的可靠性和可

比性，采用 5.05×105 copies/L 的 EHP 阳性质粒标准

品作为模板用于 EHP 检测试剂盒的稳定性测试。测

试过程中，根据反应后 EHP 检测管显色与试剂盒内

标准比色卡的比对结果判断 EHP 试剂盒内扩增体系

是否有效。 

2  结果 

2.1  分析特异性(ASp)测试结果 

当利用 WSSV、VpAHPND、CMNV、IHHNV 和 SHIV

等 5 种病原的阳性核酸样品进行测试时，本研究 EHP

检测试剂盒的检测管均显示为橙红色，判断为 EHP

阴性；3 份 EHP 阳性核酸样品经检测，其检测管均显

示为绿色，判断为 EHP 阳性。上述结果表明，本研

究的 EHP 检测试剂盒与上述 5 种对虾病原核酸均无

交叉反应(图 2)。 
 

 
 

图 2  EHP 检测试剂盒的 ASp 测试结果 
Fig.2  The result of analytical specificity of the  

EHP detection kit 
 

2.2  分析灵敏度(ASe)测试结果 

利用 EHP 检测试剂盒与 TaqMan-qPCR 方法对

EHP 阳性质粒标准品的 10 倍梯度稀释液(5.05×100~ 

5.05×107 copies/L)分别进行检测，依据检测结果判

定 EHP 的检测试剂盒相比于 TaqMan-qPCR 方法的分

析灵敏度 (ASe)。测试结果显示，当检测管中加入

103~107 拷贝的 EHP 阳性质粒标准品时，检测管显色

后均为亮绿色，颜色亮度均在比色卡“+++”阳性显

色亮度以上；当检测管中加入 102 拷贝的 EHP 阳性质

粒标准品时，检测管显示的绿色亮度在比色卡“++”

水平；当检测管中加入 101 拷贝的 EHP 阳性质粒标准

品时，检测管显示的绿色亮度处于比色卡“++”~“+”

水平，但 EHP 检测试剂盒对 101 拷贝 EHP 阳性质粒

标准品的检出率为 50%；另外，试剂盒检测 100 拷贝

EHP 阳性质粒标准品时，其显色为橙色，检测结果判

定为阴性。综合上述结果，EHP 检测试剂盒的 ASe 为

101 copies/反应(图 3)。 

2.3  诊断特异性(DSp)和诊断灵敏度(DSe)测试结果 

利用 EHP TaqMan-qPCR 方法对 298 份临床样品

进行检测分析，检测结果显示，其中 48 份样品为 EHP

阳性、250 份样品为 EHP 阴性。利用 EHP 检测试剂

盒对上述临床样品进行检测的结果显示，4 8 份

TaqMan-qPCR 方法检测为阳性的临床样品中 44 份为

EHP 检测试剂盒测试的阳性、4 份为阴性，250 份

TaqMan-qPCR 方法检测为阴性的临床样品中 2 份为

EHP 检测试剂盒测试的阳性、248 份为阴性。计算得 
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图 3  EHP 的检测试剂盒相比于 TaqMan-qPCR 

检测方法 ASe 测试结果 
Fig.3  Comparison of analytical sensitivity of EHP  

TaqMan-qPCR and the EHP detection kit 

1~8: 5.05×107, 5.05×106, 5.05×105, 5.05×104, 
 5.05×103, 5.05×102, 5.05×101, 5.05×100 copies/L;  

9: Negative control; 10: Positive control. 
 

出，该 EHP 检测试剂盒相比于 EHP TaqMan-qPCR 方

法的 DSp 为 99.2%，DSe 为 91.7% (表 2)。 

2.4  重复性测试结果 

利用 3 个批次生产的 EHP 检测试剂盒分别测试

经 TaqMan-qPCR 方法鉴定为阴性、弱阳性和强阳性

的 3 组匀浆的对虾组织样品，每组测试 8 个检测管。

测试结果显示，对于阴性样品和强阳样品，EHP 检测

试剂盒的批内及批间检测管重复性均为 100%；对于

弱阳性样品，3 个批次检测试剂盒的批内重复性依次 

为 100%、87.5%和 100%，3 个批间检测试剂盒的重

复性为 95.8% (表 3)。 

2.5  稳定性测试结果 

对保存于不同温度条件下的 EHP 检测试剂盒的

测试结果显示(图 4、图 5)，EHP 检测试剂盒在–20℃

条件下保存 7 个月时均能够检测出含 105 copies/L

的 EHP 阳性质粒标准品，显色亮度相当于试剂盒比

色卡上“+++”阳性绿色荧光强度；EHP 检测试剂盒在–40

℃条件下保存 12 个月时均能够检测出含 105 copies/L 的

EHP 阳性质粒标准品，显色亮度相当于试剂盒比色 

卡上“+++”阳性绿色荧光强度。因此，EHP 试剂盒

在–20℃条件下的保存期至少为 7 个月，在–40℃的条件

下保存期至少为 12 个月。 

3  讨论 

本研究对作者实验室前期研发的 EHP 现场快速

高灵敏检测试剂盒的 6 个性能参数进行了测试和评

估。特异性测试结果表明，该试剂盒能特异性地扩增

EHP，具有很高的特异性；ASe 测试结果表明，该试

剂盒的检测管最低可检测 101 copies/反应的目标核酸，

具有较高的灵敏度。本研究中，EHP 检测试剂盒的 ASe  
 

表 2  试剂盒对不同状态样品检测结果 
Tab.2  The detecting results of different samples 

参考样品数 Number of reference samples 
项目 
Items TaqMan-qPCR 确认的阳性样品(48) 

Positive samples confirmed by TaqMan-qPCR (48)
TaqMan-qPCR 确认的阴性样品(250) 

Negative samples confirmed by TaqMan-qPCR (250)

EHP 检测试剂盒测试为阳性
Detected EHP positive of kit 

44 2 

EHP 检测试剂盒测试为阴性
Detected EHP negative of kit 

4 248 

结果计算 Calculation result DSe=91.7% DSp=99.2% 

 
表 3  EHP 检测试剂盒的重复性测试结果 

Tab.3  The repeatability test result of the EHP detection kit 

生产批次 
Production batch 

阴性样品 
Samples confirmed as negative

弱阳性样品 
Samples confirmed as weak positive

强阳性样品 
Samples confirmed as strong positive

20191128 8︰0︰0 0︰3︰5 0︰0︰8 

20191204 8︰0︰0 1︰2︰5 0︰0︰8 

20191206 8︰0︰0 0︰2︰6 0︰0︰8 
 

注：数据结果为试剂盒检测的样本数，表示为阴性数︰弱阳性数︰强阳性数。 

Note: The results are the numbers of samples detected using the kit and display in the way: Number of negatives︰Number 

of weak positives︰Number of strong positives. 
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图 4  –20℃储存条件下试剂盒的稳定性测试结果 
Fig.4  The stability test result of EHP detection kit  

stored at –20℃ 
 

 
 

图 5  –40℃储存条件下试剂盒的稳定性测试结果 
Fig.5  The stability test result of EHP detection kit  

stored at –40℃ 
 

比马芳等(2016)评估的基于等温扩增技术的 WSSV 现

场快速高灵敏度检测试剂盒 ASe (102 copies/反应)略

高。在开展 EHP 现场快速高灵敏检测试剂盒 ASp 和

ASe 测试过程中，为提高测试结果的可靠性与可信

度，本研究根据 OIE《水生动物诊断手册》要求，利

用 EHP 检测试剂盒对 298 份临床样品进行了测试分

析，与 EHP TaqMan RT-qPCR 方法相比，该试剂盒的

DSp 为 99.2%、DSe 为 91.7%，表现出了优异的诊断

性能。从总体上看，本研究 EHP 检测试剂盒诊断性

能与参比的 EHP TaqMan RT-qPCR 基本相当，能较好

地满足现场快速和高灵敏检测 EHP 的需要。 

检测试剂盒生产过程中相同批次/不同批次产品

间诊断性能的稳定性，即不同试剂盒检测同类样本的

可重复性，对于保障用户使用过程中检测结果的可靠

性非常重要。本研究对 EHP 检测试剂盒可重复的测

试结果表明，对于阴性样品和强阳样品，试剂盒的批

内及批间检测管的重复性均为 100%，表现稳定；对

于弱阳性样品，3 个生产批次试剂盒批内的重复性依

次为 100%、87.5%和 100%，推测这是由于该试剂盒

检测灵敏度略低于用于样品分类(强阳性、弱阳性和

阴性)的 TaqMan RT-qPCR 方法所导致的，上述研究

中该试剂盒 DSe 为 91.7% (与 DSp 相比未超过 99%)

也从侧面佐证了这一点。对不同批次 EHP 检测试剂

盒的重复性测试发现，3 个检测试剂盒批次间，EHP

检测管检测结果的可重复性为 95.8%，性能表现稳

定。分析上述结果可以得出，EHP 检测试剂盒具有良

好的可重复性。 

水产病原检测试剂盒从生产到现场使用一般需

要经历生产存储、运输、分销商存储以及用户存储等

多个环节。因此，具备良好的存储稳定性也是一款病

原检测试剂盒必须满足的条件之一。本研究开展的

EHP 检测试剂盒的稳定性测试结果显示，在–20℃条

件下存储 7 个月，在–40℃条件下存储 12 个月，试剂

盒的检测性能仍能够保持有良好的稳定性。这说明，

该试剂盒在–20℃和–40℃的条件下储藏均能够满足

实际生产、分销等过程对较长仓储期限的需要。 

综上所述，本研究开发的 EHP 现场快速高灵敏

度检测试剂盒不仅具有操作简便、无需复杂设备即可

使用的优点，同时其特异性、灵敏度、重复性和稳定

性等性能参数均表现优良，可为对虾 EHP 的现场诊

断提供快速、灵敏、简捷的检测技术，有助于提高对

虾养殖企业或对虾疫病检测基层单位对 EHP 的检测

能力，具有较高的实际应用价值。 
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Validation of a Highly Sensitive Kit for the Rapid Detection of  
Enterocytozoon hepatopenaei in Field 

LI Yingxia1,2, XU Tingting2, LIU Shuang2, WAN Xiaoyuan2, ZHANG Qingli2①
 

(1. National Experimental Teaching Demonstration Centre for Aquatic Sciences, Shanghai Ocean University, Shanghai  
201306, China; 2. Key Laboratory of Sustainable Development of Marine Fisheries, Ministry of Agriculture and Rural Affairs, 

Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao, Shandong  266071, China) 

Abstract    Enterocytozoon hepatopenaei (EHP) has caused serious losses in shrimp aquaculture in 

China in recent years. For cultured shrimp, disease prevention cannot be carried out by vaccination 

because of the lack of specific immune mechanisms. The most effective measure to prevent disease 

outbreaks is to conduct on-site rapid pathogen detection as far as possible for relatives or seedlings or to 

carry out on-site detection early in the onset of shrimp, timely detection, and identification of pathogens. 

There is, therefore, an urgent demand for rapid detection techniques and kits for controlling and 

preventing EHP. A novel, highly sensitive kit, developed in our laboratory, can achieve rapid detection of 

EHP in the field by optimizing the three steps of tissue nucleic acid extraction, nucleic acid amplification, 

and nucleic acid detection, and provide a practical solution for early rapid screening and detection of 

shrimp EHP disease. To validate the newly developed highly sensitive kit for rapid EHP detection in the 

field, a systematic evaluation of the six performance parameters of the kit was carried out in this study. 

The analytical specificity results showed that the kit did not cross-react with the DNA/RNA extracted 

from healthy shrimp or shrimp infected with five other pathogens, including WSSV, CMNV, SHIV, 

VpAHPND, and IHHNV. The analytical sensitivity analysis showed that the detection limit was 101 

copies/μL with shrimp DNA preparation. The diagnostic sensitivity and diagnostic specificity were 

determined to be 91.7% and 99.2%, respectively, in tests of 298 clinical samples, in comparison with the 

TaqMan qPCR protocol of EHP. The repeatability was 100% for strongly positive and negative samples 

and 95.8% for weakly positive samples. The period of validity of the kit was tested and found to be over 7 

months at –20℃ storage and over 12 months at –40℃. The study results demonstrated that the kit is a 

simple, sensitive, specific, and accurate tool for the rapid detection of EHP in practical applications. 

Key words    EHP; LAMP; Kit; On-site rapid detection; Performance parameter evaluation  
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