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摘要: 为研究虾急性肝胰腺坏死病(Acute Hepatopancreas Necrosis Disease, AHPND)的发生与环境、病原和虾

体免疫间的相互关系, 文章对池塘养殖凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)AHPND发生及其环境、病原、虾体

免疫因子进行持续性跟踪监测。结果表明, 试验点的气温、水温、溶解氧(DO)、pH、盐度、氨氮(NH4-N)和
亚硝态氮(NO2-N)波动范围为21—29℃、24.8—31℃、1.4—8.32 mg/L、8—8.91、34—50、0.01—0.26 mg/L
和0.005—0.212 mg/L; 水体可培养细菌和弧菌数量变化范围为3×103—2.4×105

和2×102—1.8×104 CFU/mL, 虾
体肝胰腺内可培养细菌和弧菌数量变化范围为9.8×104—8.8×106

和3.9×103—3.61×106 CFU/g; 16S rDNA鉴定

结果显示, 在可培养优势菌株中, 弧菌检出数量达到135株, 占全部鉴定菌株的61.6%, 其中主要弧菌种类有欧

文氏弧菌(Vibrio owensii)、坎贝氏弧菌(V. campbellii)、副溶血弧菌(V. parahaemolyticus)、溶藻弧菌(V.
alginolyticus)和哈维氏弧菌(V. harveyi); 虾体中ACP、AKP、SOD、LZM和PO等免疫酶活的变化范围分别为

7.5—75、1—8.5、2.4—11.07、1.3—43和6.23—28 U/mg。结合AHPND发生前后各理化因子变化的相关性分

析表明, 水温、虾体肝胰腺内可培养细菌和弧菌数量、DO、LZM和PO可作为池塘养殖模式下对虾警示

AHPND的指示因子。相关研究结果为指导池塘养殖凡纳滨对虾健康养殖及AHPND临床防控提供数据支撑

和科学依据。
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凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)生长速度

快、耐高温、抗病力强, 是我国对虾养殖的优良品

种, 同时也是世界养殖产量最高的三种优良对虾种

类之一。但对虾养殖业的快速发展和不规范运作

导致对虾的病害问题日趋严重, 为对虾养殖产业带

来巨大的经济损失。对虾病害具有暴发性强、死

亡率高和控制困难等特点。且对虾养殖过程中病

害发生区域广、病害问题复杂、病原种类繁多, 严
重制约着对虾养殖业的健康稳定发展

[1—3]
。近几年

来, 对虾急性肝胰腺坏死病(Acute Hepatopancreas
Necrosis Disease, AHPND)造成大批对虾发病死亡,
给全球对虾养殖业带来巨大经济损失

[4, 5]
。迄今为

止, 已报道的AHPND致病原复杂多样, 包括副溶血

弧菌(Vibrio parahemolyticus)、哈维氏弧菌(V. har-
veyi)、欧文氏弧菌(V. owensii)、坎贝氏弧菌(V.
campbellii)和溶藻弧菌(V. alginolyticus)等[6—10]

。同

时, 针对AHPND的临床和病理特征、疾病发生机

制、分子检测技术等均开展了大量的基础理论研

究且获得阶段性研究成果
[11—13]

。

病害发生是由环境因子、病原微生物和机体

自身免疫力三要素相互作用的结果, 其中病原是引

发水产动物疫病发生的最主要因素, 也是病害预防

研究的关键内容。养殖环境变化是多种疾病发生

的诱因, 环境因子的变化既影响病原体生存代谢及

其对宿主的侵袭能力, 同时也影响宿主的免疫力,
是病害发生发展的重要调控因素

[14, 15]
。对虾病害
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发生与其生存的生态环境(EV/CV, Environmental
and climatic variability)息息相关, 水体中的pH、

DO、温度和盐度等环境因子对其生长、发育和繁

殖都有着重要的调控作用。目前, 对于池塘养殖对

虾的疾病发生与环境因子的相互关系还缺乏全面

深入的研究。通过多种因子的联合分析, 全面了解

池塘养殖模式下凡纳滨对虾养殖系统内的环境因

子、微生物因子和健康指示因子的级联关系, 掌握

疾病发生与各因素的相互关系, 对控制和预防池塘

养殖凡纳滨对虾疾病的发生具有重要的指导意义。

本研究以河北省沧州市池塘养殖凡纳滨对虾

为研究对象, 通过持续追踪对虾养殖系统中环境因

子、微生物因子和对虾健康指标三要素, 探索池塘

养殖对虾AHPND的发生与病原、环境和机体免疫

因子三者间的耦合关系, 掌握环境因子及其变化与

对虾疾病发生的相互关系, 为池塘养殖对虾疾病临

床防控提供依据与技术支撑。 

1    材料与方法
 

1.1    养殖背景与样品采集

本实验在河北省沧州市对虾池塘养殖基地进

行, 养殖用水为渤海水源, 养殖区共有水面133 km2,
全部为池塘养殖模式, 单个池塘面积为0.02—0.04 km2

不等, 平均有效水深1.4 m, 每年4月中旬至5月下旬

集中投苗, 投苗密度约为25—35尾/m2
。本试验共

选择核心养殖区内4个无串联的池塘作为试验点

(分别标记为Pond 1、Pond 2、Pond 3和Pond 4), 养
殖池塘基本信息见表 1, 试验池塘所处位置具有独

立的进排水系统, 在保证生产管理方式统一的情况

下, 试验池塘间无水质交换和生物污染。全程投喂

商业化配合饵料, 投喂频率为2次/日, 投饵量为对

虾体重的3%。并利用市售商业化AHPND检测试

剂盒(DHelix, 031092M Ⅱ)定期监测池塘发病风险

和确定疾病类型。

本实验自2020年7月5日开始, 8月8日结束, 共
35d, 每天早上7点开始进行样品采集工作: (1)观察

记录各试验点对虾的体色、活力、摄食强度、健

康程度和生产管理情况, 并记录气候、气温、风

力、降雨量等气候因子; (2)通过定点撒网随机捕捞

10尾对虾装入含原池水的采样箱中, 打包充气低温

带回基地实验室进行可培养微生物和免疫酶活性

分析; (3)利用采水器采集各池塘离岸2 m、水下0.5 m
处的水样1.5 L, 低温带回基地实验室进行可培养微

生物与氨氮(NH4-N)/亚硝态氮(NO2-N)检测。 

1.2    水质理化因子测定

每个实验池塘设置3个不同采样点, 采用YSI便
携式水质测定仪(proplus, 美国)每日定点测量各实

验池塘3个不同位点水体的实时温度、盐度、DO
和pH, 并计算各池塘内3个试验点均值。取100 mL
水样利用0.45 μm滤膜进行抽滤处理, 取过滤后的

海水测定水体氨氮和亚硝态氮含量, 测量方式采用

WTW 6600分光光度仪结合氨氮、亚硝态氮检测试

剂盒(Supelco, ISO7150和ISO6777), 每组样品平行

测定3次并计算均值。 

1.3    虾体和水体中可培养细菌和弧菌数量分析

每个试验池塘随机剪取5尾对虾肝胰腺组织,
每尾对虾取约0.2 g, 混合后称重并加入0.5 mL无菌

PBS溶液进行匀浆, 用无菌1.5% NaCl溶液对匀浆液

进行10倍梯度稀释, 取稀释后的溶液100 μL涂布于

TSB(胰蛋白胨大豆肉汤)和TCBS(硫代硫酸盐柠檬

酸盐胆盐蔗糖)琼脂培养基上, 28℃培养24h后进行

菌落计数。根据特定稀释梯度下TSB和TCBS平板

上所生长的菌落数量推算单位虾体肝胰腺内可培

养细菌与弧菌总数。同步对池塘水样进行梯度稀

释和可培养细菌与弧菌数量统计。 

1.4    可培养优势细菌的鉴定

根据TSB和TCBS琼脂培养基上的细菌形态、

大小及颜色区分优势细菌种类和数量, 随后, 挑取

优势单菌落接种于新的TSB琼脂培养基上进行优

势菌株的分离纯化, 在28℃培养24h后用灭菌枪头

刮取纯化后的优势菌保存于含20%甘油的保种液

中, –80℃冰箱冻存。同步挑取优势菌单菌落重悬

于100 μL无菌去离子水内并吹吸均匀, 经99℃金属

浴15min后, 置于4℃, 12000 r/min的条件下离心

2min, 吸取上清液作为PCR扩增的DNA模板, 采用

分光光度法测定DNA浓度并用无菌超纯水将其调

整为约100 ng/μL, 用作PCR模板DNA, 并进行16S
rDNA基因序列扩增。上下游引物分别为5′-GAGTT
TGATCCTGGCTCAG-3′ (27F)和5′-GGTTACCT
TGTTACGACTT-3′ (1492R)[16]

。PCR反应体系(50 μL)
为: 2×Master Mix 25.0 μL, 上下游引物各1.0 μL, 模
板DNA 1.0 μL, dH2O 22.0 μL。扩增条件为: 94℃

表 1   试验池塘基本信息

Tab. 1   Basic information of the four test ponds

编号
No.

面积
Aera
(hm2)

水深
Depth
(m)

苗种投放密度
Density of initial
shrimp postlarva

(ind./m2)

养殖时间
Breeding
time (d)

投喂时间
Feeding

time

Pond 1 2.40 1.50 22.5 68 5:00;
16:30

Pond 2 3.33 1.30 35.0 61 6:30;
16:30

Pond 3 3.33 1.30 26.0 70 5:00;
16:30

Pond 4 3.20 1.30 21.5 60 5:30;
16:40
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预变性5min; 94℃变性30s、52.5℃退火30s、72℃
延伸1.5min, 循环30次; 72℃温育10min, 4℃保存。

PCR产物通过1%琼脂糖凝胶电泳检测合格后委托

生工生物工程(上海)股份有限公司进行测序, 所得

序列在BLAST数据库和EZBioCloud标准菌株数据

库进行同源比对, 对鉴定出的优势菌株种类和数量

进行统计分析。 

1.5    对虾肌肉免疫酶活性测定

用75%酒精棉擦拭对虾体表, 待酒精挥发后剪

取尾部肌肉, 每个池塘5尾虾混为一个样品并称重

约1.0 g, 等比加入0.9%无菌NaCl溶液进行混合, 并
置于冰水浴条件下进行匀浆, 匀浆后在4℃、4000 r/
min条件下离心10min后取上清液

[17]
。使用南京建

成生物技术有限公司的免疫酶活试剂盒测定肌肉

内的免疫酶活性, 检测方法按照试剂盒说明书进

行。检测指标主要包括碱性磷酸酶(AKP)、酸性磷

酸酶(ACP)、溶菌酶(LZM)、超氧化物歧化酶

(SOD)和酚氧化酶(PO)等5种对虾非特异性免疫酶

活性。 

2    结果
 

2.1    池塘养殖凡纳滨对虾健康监测及管理信息

实验期间试验区多为晴朗天气, 其中8场降雨

分别出现在7月6日(5.33 mm)、7月11日(19.6 mm)、
7月12日(1.57 mm)、7月13日(47 mm)、7月17日
(40 mm)、7月26日(47 mm)、7月31日(110 mm)和
8月1日(47 mm) (降雨量数据来源: 中国气象网)。
试验期内各池塘发病情况不一, 除Pond 1以外的

3个试验点在观察期不同时间均出现一定的肝胰腺

坏死症状, 各池塘采样对虾出现典型AHPND发病

症状且伴有对虾死亡的时间分布见表 2。Pond 2和
Pond 4试验点发病较严重, 死亡率较高, 期间采取

泼洒复方中草药制剂和微生态制剂进行治疗与疾

病防控, Pond 3试验点对虾两次发病病程较短, 采

用大量换水处理后症状消失。 

2.2    环境因子监测及其与对虾健康状况的相关性

分析

温度　　统计分析表明, 在试验周期内, 对虾

养殖池塘范围内, 离岸气温整体呈先升高后下降趋

势, 清晨气温最高29.0℃, 最低21.0℃, 平均气温24.6℃。

实验池塘水温变化与离岸气温呈相似的波动趋势,
波动范围为24.8—31.0℃, 随着时间的增长呈波动

上升, 且水温的变化与气温同步但相对缓和(图 1A)。
DO　　孔巧香等

[18]
认为南美白对虾养殖过程

中良好DO水平在4.00 mg/L以上。试验周期内4个
试验点DO变化明显, 波动范围为1.4—8.32 mg/L,
Pond 1和Pond 3试验点基本保持在4.00 mg/L以上,
Pond 2和Pond 4试验点有超过40%的天数处于4.00 mg/
L以下(图 1B)。

pH　　试验期内pH整体变化幅度较小, 波动

范围为8.0—8.91, Pond 1和Pond 3试验点呈现先增

高后降低的变化趋势, Pond 2和Pond 4试验点呈先

降低后增高再降低趋势。140次pH检测数据中有

5次超过8.8, 12次低于8.2, 大部分处于8.2—8.8, 为
对虾健康养殖水质pH的正常波动范围(图 1C)。

盐度　　试验周期内养殖水体盐度变化范围

较小, 整体处于34—50, 平均盐度为42.82, 盐度范围

较常规海水盐度偏高, 通过地理区域分析表明, 盐
度变化受地理区系、海区海水盐度、换水量、降

雨和水分蒸发等多种因素共同影响(图 1D)。
氨氮和亚硝态氮　　试验周期内各养殖池水

体中氨氮和亚硝态氮浓度均较低。氨氮整体变化

幅度在0.01—0.26 mg/L, 且随着监测时间的推移整

体略有增高趋势; 亚硝态氮监测初期含量较低, 整
个周期变化相对平稳, 在监测后期略有增加的趋势,
变化幅度为0.01—0.21 mg/L(图 1E, F)。

结合试验周期内池塘对虾健康状况分析表明,
患病池塘出现典型AHPND发病症状和死亡前

1—2d, 水体温度先上升达到峰值后再下降; DO随

着水温的增高降幅滞后明显, 且与天气阴晴密切相

关; pH随着温度的增高小幅度增高, 降雨后小幅度

下降; 4个试验点, 氨氮和亚硝态氮随着水温升高也

呈一定升高趋势, 但均处于较低水平, 与疾病发生

关联性较低。 

2.3    对虾养殖池塘水体和虾体内可培养微生物变

化规律及其与对虾健康水平的相关性分析

通过对试验周期内各试验点虾体和水体中可

培养微生物含量进行统计分析表明, Pond 2、Pond
3和Pond 4试验点虾体肝胰腺内可培养微生物数量

大多处于106 CFU/g, 水体中细菌和弧菌数量分别

表 2   各实验点对虾出现典型AHPND发病和死亡时的信息统计

Tab. 2   AHPND occurrence and distribution information in each
test sites

实验点
Groups

对虾AHPND检测阳性且具有典型肝胰腺坏死症状
发生时间Time points of AHPND positive with typical

hepatopancreas necrosis symptom
7.7 7.10 7.12 7.15 7.16 7.26

Pond 1

Pond 2 + + +

Pond 3 + +
Pond 4 + + +

注: “+”代表发病, 空白代表未发病
Note: The “+” means outbeak of AHPND and the blank

means absence points
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处于104—105
和103—104 CFU/mL数量级范围内。

Pond 1试验点虾体细菌和弧菌数量稳定维持在

105
和104 CFU/g以下, 水体内细菌和弧菌数量稳定

维持在104
和103 CFU/mL以下。Pond 1试验点内虾

体和水体可培养微生物数量较其他3个池塘低至少

1个数量级(图 2A—D)。
结合对虾健康状况分析表明, 对虾出现典型

AHPND临床症状期间, 虾体细菌和弧菌数量处于

106
和105 CFU/g水平, 在出现症状前1—2d达到峰

值, 且多伴随水温升高和DO的降低; 水体中可培养

细菌和弧菌数量变化较大, 且虾体细菌和弧菌数量

与水体相比存在明显的滞后效应。Pond 1试验点

全程未发病, 虽然细菌数在105 CFU/g水平波动, 但
弧菌量整体较低。比较分析表明, 对虾患病越严重

的池塘内弧菌数量越高。 

2.4    池塘养殖凡纳滨对虾肝胰腺中可培养优势菌

鉴定

检测期间共鉴定优势菌株219株, 分别包含弧

菌属(Vibrio)、发光杆菌属(Photobacterium)、希瓦

氏菌属(Shewanella)、芽孢杆菌属(Bacillus)、假交

替单胞菌属(Pseudoalteromonas)、假单胞菌属

(Pseudomonas)、不动杆菌属(Acinetobacter)、气单

胞菌属(Aeromonas)和微小杆菌属(Exiguobacterium)
等9个属, 共41个种(表 3)。弧菌属菌株数量共135株,
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图 1    实验周期内池塘水质因子变化趋势

Fig. 1    Trends of environmental factors in the ponds water during the experiment period
A. 温度; B. DO; C. pH; D. 盐度; E. 氨氮; F. 亚硝态氮; . pond 2 发病节点; . pond 3 发病节点; . pond 4 发病节点

A. water and air temperature; B. DO; C. pH; D. salinity; E. NH4-N; F. NO2-N; . Time of AHPND occurrence in pond 2; . Time of
AHPND occurrence in pond 3; . Time of AHPND occurrence in pond 4
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19种, 占全部鉴定菌株的61.6%, 其中包含欧文氏弧

菌(V. owensii)、坎贝氏弧菌(V. campbellii)、副溶

血弧菌(V. parahaemolyticus)、溶藻弧菌(V. algi-
nolyticus)和哈维氏弧菌(V. harveyi)等与AHPND
发生相关的菌株99株, 占总弧菌数的73.3%。此外,
芽孢杆菌属菌株数量达到38株, 占全部鉴定菌株的

17.4%, 结合养殖管理分析, 芽孢杆菌作为优势菌检

出的日期主要集中在使用微生态制剂后的1—2d。 

2.5    对虾机体免疫酶活及其与对虾健康状况相关

性分析

通过对试验周期内各试验点对虾体内免疫酶

活性进行统计分析表明, ACP、LZM、AKP和SOD
整体波动明显, PO变化幅度较小(图 3)。AKP和
SOD的活性在各组内均波动明显, 活性变化范围为

1.0—8.5和2.4—11.07 U/mg, 且无显著的组间差异

和疾病发生相关性。Pond 3试验点ACP活性最高,
波动范围在35.4—74.5 U/mg, 其后依次为Pond 2和
Pond 4试验点, ACP活性变化范围为12.6—29.9和
7.4—20.3 U/mg, Pond 1试验点活性总体保持在最

低, 波动范围为4.4—15.2 U/mg; Pond 1试验点LZM

活性在1.3—7.6 U/mg, 其他3个试验点在10.2—42.8 U/
mg, 且出现典型肝胰腺坏死症状时LZM活性均高

于25.6 U/mg; Pond 3和Pond 4试验点PO活性最高,
波动范围在22.2—28.1 U/mg, Pond 2试验点PO活性

变化范围为6.2—10.8 U/mg, Pond 1试验点活性最

低, PO活性变化范围为2.2—5.4 U/mg。
结合对虾健康状况分析表明, 发病池塘与未发

病池塘内对虾肌肉中AKP和SOD活性波动明显但

无明显组间差异性; 检测期间Pond 1试验点全程处

于健康状态, 且该实验组对虾肌肉内ACP、LZM、

PO活性水平全程较低, Pond 3试验点的对虾疾病暴

发迅猛, 以上3种免疫酶活性水平整体升高, 且发病

池塘Pond 2和Pond 4对虾肌肉中的LZM和PO活性

全程高于Pond 1试验点, 综合分析表明, 低水平的

LZM和PO可作为池塘养殖系统内对虾健康状况的

潜在指示因子。 

2.6    监测因子权重分析

在极差、均值、标准差和方差等统计量中, 标
准差是最常用、最重要的离散趋势统计量(表 4),
标准差越大, 表示变量值之间的差异越大, 各数据
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图 2    实验周期内池塘水体和对虾肝胰腺内细菌和弧菌数量变化趋势

Fig. 2    Trend of the number of culturable bacteria in water and shrimp hepatopancreas during the experiment period
A. 虾体内细菌数量; B. 虾体内弧菌数量; C. 水体细菌数量; D. 水体弧菌数量; . pond 2 发病节点; . pond 3 发病节点; . pond
4 发病节点

A. the number of culturable bacteria in shrimp hepatopancreas; B. the number of culturable Vibrios in shrimp hepatopancreas; C. the number
of culturable bacteria in water; D. the number of culturable Vibrios in water; . time of AHPND occurrence in pond 2; . time of
AHPND occurrence in pond 3; . time of AHPND occurrence in pond 4
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距离均值越远, 则平均数的代表性就越低。反之,
标准差越小, 表示变量值之间的差异越小, 各数据

距离均值较近, 则平均数的代表性就越高。比较表

2中各水质理化因子的描述统计量, 按标准差从大

到小依次排列为盐度>DO>温度>pH>亚硝态氮>氨
氮, 由此可知在本次监测过程中, 盐度、DO和温度

变化幅度比较大, pH、亚硝态氮和氨氮变化幅度较

小即在池塘养殖模式下最易控制; 比较表 2中各虾

体免疫因子的描述统计量, 按标准差从大到小依次

排列为ACP>LZM>SOD>AKP>PO, 可知在养殖过

程中, ACP、LZM变化幅度比较大, SOD、AKP和
PO变化幅度比较小; 可培养细菌标准差由大到小

依次为虾体细菌>虾体弧菌>水体细菌>水体弧菌,
虾体可培养细菌和胡菌含量变化幅度较大。 

3    讨论

系统解析病原、宿主和环境间的耦合关系, 是
建立和发展水生动物疫病防控策略的核心

[19]
。本

文通过对池塘养殖模式下凡纳滨对虾AHPND发生

及其环境、病原、虾体免疫因子进行持续性跟踪

监测, 系统解析了AHPND发生与环境、病原和虾

体免疫间的相互关系。研究表明, 环境因子、微生

物因子和机体免疫因子之间存在相互作用, 且对于

池塘养殖对虾AHPND发生都有一定的指示作用,
其中温度、DO、可培养细菌和弧菌数量、LZM和

PO等指示因子与对虾健康具有直接相关性。

环境因子作为养殖生态系统的重要组成部分,
对养殖生物的存活、生长及生理代谢均有很明显

的影响
[20]

。研究表明, 降雨会改变水体的盐度、水

温、pH和DO等, 且一般雨后的1—2d内容易暴发病

害
[21]

。这与本文监测结果较为一致。在本试验周

期内, 盐度明显受降雨、换水和蒸发的影响, 与AHPND
的发病无直接相关性。温度变化会导致水质变化

加快, 水质的不稳定容易引起疾病暴发
[22]

。本文监

测结果发现水温受气温和降雨的双重影响, 其改变

会引起水体中DO、pH、氨氮和亚硝态氮的联动变

化。研究表明凡纳滨对虾养殖池DO含量应不低于

3 mg/L, 低溶解氧水平会造成对虾缺氧, 进而增加

表 3    基于16S rDNA的对虾肝胰腺可培养优势菌株鉴定信息

Tab. 3    The composition of dominant bacteria in the L. vannamei pond culture system

菌株
Strain

数量
Number

菌株
Strain

数量
Number

Vobrio弧菌属 135 　Bacillus芽孢杆菌属 38
欧文氏弧菌V. owensii 41 　枯草芽孢杆菌B. subtilis 17
坎贝氏弧菌V. campbellii 23 　暹罗芽孢杆菌B. siamensis 10
溶藻弧菌V. alginolyticus 21 　特基拉芽孢杆菌B. tequilensis 4
副溶血弧菌V. parahaemolyticus 10 　弯曲芽孢杆菌B. flexus 2
肝弧菌V. hepatarius 8 　短小芽孢杆菌B. pumilus 2
需钠弧菌V. natriegens 6 　黄海芽胞杆菌B.marisflavi 2

V. hyugaensis 5 　B. cabrialesii 1
哈维氏弧菌V. harveyi 4 　Photobacterium发光杆菌属 26
轮虫弧菌V. rotiferianus 3 　美人鱼发光杆菌P. damselae 25
蓝弧菌V. azureus 2 　海洋发光杆菌P. marinum 1
日本弧菌V. japonicus 2 　Exiguobacterium微小杆菌属 6
沙蚕弧菌V. nereis 2 　墨西哥微小杆菌E. mexicanum 3
变异弧菌V. variabilis 2 　印度微小杆菌E. indicum 2
锡那罗州弧菌V. sinaloensis 1 　深海微小杆菌E. profundum 1

V. ruber 1 　Acinetobacter不动杆菌属 5
萨迦米弧菌V. sagamiensis 1 　约氏不动杆菌A. johnsonii 2
拟态弧菌V. mimicus 1 　琼氏不动杆菌A. junii 2
非典型弧菌V. atypicus 1 　皮特不动杆菌A. pittii 1
巴西弧菌V. brasiliensis 1 　Pseudomonas假单胞菌属 2
Shewanella希瓦氏菌属 3 　P. oryzihabitans 1
海滨希瓦氏菌S. litorisediminis 2 　恶臭假单胞菌P. alloputida 1
瓦氏希瓦氏菌S. waksmanii 1 　维氏气单胞菌Aeromonas veronii 2

　假交替单胞菌Pseudoalteromonas shioyasakiensis 2
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疾病暴发风险
[23]

。监测期间对虾发病前后DO可降

到1.4 mg/L, DO过低可能是导致对虾发病的重要因

素。此外, 有研究认为氨氮和亚硝酸盐的安全浓度

为0.5 mg/L以下
[24]

。但较低浓度的氨氮和亚硝酸盐

胁迫也能降低凡纳滨对虾的生理功能和抵抗力, 增
加对副溶血弧菌的易感性

[25]
。本实验所测氨氮浓

度最高为0.26 mg/L, 亚硝酸盐浓度最高为0.21 mg/
L, 均处在安全浓度范围内, 说明在大水面池塘养殖

模式下氨氮和亚硝酸盐对对虾健康的影响较小, 但
监测其浓度的变化能够反应对虾的健康状况。

弧菌是对虾养殖中最常见的病原菌, 对虾体内

和养殖水体的细菌在对虾病害暴发期间主要以弧

菌丰度的增加为主
[26, 27]

。已有报道发现弧菌是多

种对虾疾病的主要病原菌, 弧菌类疾病已经成为虾

类养殖的重要病害之一
[28, 29]

。AHPND作为近年来

最主要的弧菌类疾病, 给对虾养殖带来的危害也越

来越严重
[30]

。据报道，该疾病是通过AHPND发生

池塘的共生或水介导而引起的
[31]

。AHPND病原复

杂且多元化, 本实验监测到发病前虾体和水体弧菌

数量分别达到105 CFU/g和104 CFU/mL以上, 经细

菌鉴定主要是以欧文氏弧菌(V. owensii)、坎贝氏

弧菌(V. campbellii)、副溶血弧菌(V. parahaemolyti-
cus)、哈维氏弧菌(V. harveyi)和溶藻弧菌(V. al-
ginolyticus)等为主导, 说明监测的对虾肝胰腺坏死

症出现是由多种致病弧菌的大量扩增共同引起的。

通过本文研究初步表明, 虾体弧菌数在104 CFU/g,
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图 3    四个实验点监测周期内对虾机体门免疫酶活性的变化趋势

Fig. 3    Four experimental points monitor the trend of changes in shrimp phyla immune enzyme activity during the period
A. AKP; B. ACP; C. SOD; D. LZM; E. PO; . pond 2 发病节点; . pond 3 发病节点; . pond 4 发病节点

A. AKP; B. ACP; C. SOD; D. LZM; E. PO; . Time of AHPND occurrence in pond 2; . Time of AHPND occurrence in pond 3;
. Time of AHPND occurrence in pond 4
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水体弧菌数在103 CFU/mL以下可作为池塘养殖对

虾可培养细菌数量的安全监测范围。

由于对虾缺乏抗体介导的特异性免疫反应 ,
AKP、LZM、ACP、SOD和PO等非特异性免疫酶

活性常被用作衡量凡纳滨对虾免疫能力的重要指

标
[32—34]

。研究表明, PO、LZM、SOD和ACP等免

疫酶活性会在氨态氮、亚硝态氮、温度、盐度和

pH等环境因子的调控下下降
[35—37], LZM对水温尤

其敏感, 温度的骤升骤降往往会影响酶的活性
[38, 39]

。

病原菌的侵入会引起ACP、LZM活性升高, 发病结

束后活性下降。本研究表明, 各试验点对虾肌肉内

PO活性稳定维持在一个相对高的水平, 不随外界

干扰变化。Pond 1试验点未发病且ACP、LZM
和PO活性最低, Pond 3试验点发病病程短、结束

快, 3种免疫酶活性水平整体最高, 表明外界刺激会

引起免疫酶活性的升高, 自身免疫应激水平越高抵

抗疾病的能力越强。

综上所述, 本文系统性完成了凡纳滨对虾池塘

养殖系统内的环境因子、微生物因子和健康指示

因子与对虾AHPND发生的关联分析 ,  初步掌握

AHPND发生与各因子的相互关系。并选定温度、

DO、可培养细菌和弧菌数量、LZM、PO等指示

因子作为从“环境-病原-宿主”三方面预警池塘养殖

凡纳滨对虾AHPND发生的候选警示因子。相关研

究结果为进一步构建对虾疾病发生预警模型及池

塘养殖凡纳滨对虾疾病临床防控提供数据支撑。
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THE OCCURRENCE OF AHPND IN POND CULTURED LITOPENAEUS
VANNAMEI AND ITS INFLUENCE ON ENVIRONMENT,

PATHOGEN AND IMMUNE FACTORS

YU Yong-Xiang1,2, WANG Yin-Geng1,2, CAI Xin-Xin1, ZHANG Zheng1,2, LIAO Mei-Jie1,2, LI Bin1,2,
RONG Xiao-Jun1,2, ZHU Hong-Yang1, TANG Miao-Miao1 and WANG Chun-Yuan1

(1. Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao 266071, China; 2. Laboratory for
Marine Fisheries Science and Food Production Processes, Pilot National Laboratory for Marine Science and Technology

(Qingdao), Qingdao 266237, China)

Abstract: Acute Hepatopancreatic Necrosis Disease (AHPND) is an important limiting factor affecting the healthy cul-
tivation of shrimp in recent years, which has brought huge economic losses to the global shrimp industry. In order to
explore the relationship between the occurrence of AHPND and environment, pathogen and shrimp immunity factors,
the pond cultured Litopenaeus vannamei systems were continuously monitored. Based on the 35 days continuously
monitoring showed that, the air temperature, water temperature, dissolved oxygen (DO), pH, salinity, ammonia nitro-
gen (NH4-N) and nitrite (NO2-N) were fluctuated in the range of 21—29℃, 24.8—31℃, 1.4—8.32 mg/L, 8—8.91,
34—50, 0.01—0.26 mg/L and 0.005—0.212 mg/L, respectively; the culturable bacteria and Vibrio sp. in water and
shrimp  hepatopancreas  were  fluctuated  in  the  range  of  3×103—2.4×105  CFU/mL,  2×102—1.8×104  CFU/mL,
9.8×104—8.8×106 and 3.9×103—3.61×106 CFU/g, respectively; 135 isolates of Vibrio sp. were detected based on 16S
rDNA, and the main Vibrio species was V. owensii, V. campbellii, V. parahaemolyticus, V. alginolyticus and V. harveyi;
the activities of ACP, AKP, SOD, LZM and PO were 7.5—75, 1.0—8.5, 2.4—11.07, 1.3—43 and 23—28 U/mg, re-
spectively. Combined the physical and chemical factors before and after the occurrence of AHPND, the results showed
that, water temperature, culturable bacteria and Vibrio sp. in hepatopancreas, DO, LZM and PO could be used as the
early warning candidate factors for the occurrence of AHPND in pond culture. The results provide a scientific basis for
the healthy culture of L. vannamei and the prevention and control of AHPND disease.

Key words: AHPND; Environmental factors; Culturable bacteria; Immune factors; Early warning factors; Litopenaeus
vannamei
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