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摘  要 

为探寻最佳EHP基因组提取方法，本研究采用传统酚/氯仿抽提法、改良酚/氯仿抽提法、几丁质酶法、

商品化海洋动物DNA提取试剂盒及商品化植物DNA提取试剂盒共5种方法分别对等量的EHP进行基因组

提取。提取的基因组浓度由高到低依次为：商品化海洋动物DNA提取试剂盒(18.825 ng/µL) > 几丁质酶

法(17.17 ng/µL) > 改良酚/氯仿抽提法(15.06 ng/µL) > 传统酚/氯仿抽提法(10.8 ng/µL) > 商品化植

物DNA提取试剂盒(2.175 ng/µL)；提取的基因组完整性由高到低依次为：商品化海洋动物DNA提取试剂

盒 > 改良酚/氯仿抽提法 > 商品化植物DNA提取试剂盒 > 传统酚/氯仿抽提法 > 几丁质酶法。由上述

结论可知，采用商品化海洋动物DNA提取试剂盒提取的EHP基因组浓度最高，且完整性最好，是5种方

法中最佳的提取方法。 
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Abstract 
In order to explore the most suitable extraction method of the Enterocytozoon hepatopenaei (EHP) 
genome, five methods were used to extract genomes of equal amounts of EHP, including tradi-
tional and improved phenol/chloroform extraction, enzymatic hydrolysis of chitin, marine ani-
mals DNA kit and plant genomic DNA kit. Results showed that the effect on the genomic concen-
tration was in descending order of marine animals DNA kit (18.825 ng/µL), enzymatic hydrolysis 
of chitin (17.17 ng/µL), improved phenol/chloroform extraction (15.06 ng/µL), traditional phe-
nol/chloroform extraction (10.8 ng/µL), plant genomic DNA kit (10.8 ng/µL); the effect on the ge-
nome integrity was in descending order of marine animals DNA kit, improved phenol/chloroform 
extraction, plant genomic DNA kit, traditional phenol/chloroform extraction, enzymatic hydroly-
sis of chitin. Due to the highest extraction concentration and the best integrity, this study confirms 
that the method of marine animals DNA kit was the most suitable extraction method for EHP ge-
nome. 
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1. 引言 

2009 年，泰国学者首次在生长缓慢的斑节对虾中发现了一种微孢子虫，经研究命名为肝肠胞虫

(Enterocytozoon hepatopenaei, EHP) [1]。虾肝肠胞虫是一种严格细胞内寄生的单细胞真核生物，可以引起

多种虾发病[2]。感染该寄生虫的对虾生长缓慢，甚至生长停滞，导致对虾养殖规格参差不齐，产量下降，

损失严重，已成为对虾养殖过程中重要病原之一，威胁着整个对虾养殖产业。2013 年以来，我国对虾养

殖主产区先后发现有 EHP 流行[3]。天津地区养殖对虾也出现该病的流行，2015~2017 年 EHP 的阳性率

分别为 56.96%、69.52%、29.28% [4]，2019 年 EHP 的阳性检出率为 65.4% [5]，已经成为主要流行病害。 
虾肝肠胞虫具有蛋白性孢子外壁和含几丁质的孢子内壁[6]，其孢子壁坚韧，且外壳对一般的化学物

质和不良环境有很强的抵御能力，常规的 DNA 提取方法不适用，而应用液氮反复冻融、研磨提纯后的虫

体提取核酸，其核酸获得量虽然较高，但是完整性相对较差，并不能满足研究需要。虾肝肠胞虫属于微

孢子虫，很难通过显微镜观察到[7]。快速、准确、高灵敏度地检测出病原，成为早期防控该疾病有效手

段之一。目前，虾肝肠胞虫的检测方法采用 PCR 技术，制备虾肝肠胞虫基因组 DNA 是后续实验顺利进

行的关键，提高基因组提取的完整性，是提高分子检测灵敏度的有效手段，同时也是全基因组 DNA 测序

的必要条件，对于虾肝肠胞虫病的防治和科学研究具有积极意义。本研究对 5 种虾肝肠胞虫基因组提取

方法进行基因组浓度和完整性参数比较，以选择最适合的虾肝肠胞虫基因组提取方法。 
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2. 材料与方法 

2.1. 病虾来源 

患病凡纳滨对虾采集自天津市东丽区某养殖场。 

2.2. 主要仪器 

组织匀浆仪(SPEX SamplePrep 1600MiniG)、冷冻离心机(Eppendorf 5810R)、核酸分析仪(NanoDrop 
2000)、PCR 仪(ProFlex PCR System)、毛细管电泳仪(Bioptic Qsep100)。 

2.3. 虾肝肠胞虫的分离、提纯 

取新鲜患病虾肝胰腺和肠道组织 3 g 左右，分装于 5 mL 离心管内，使用匀浆仪研磨；将匀浆组织液

全部转移到 50 mL 离心管中，加入 25~30 mL 无菌生理盐水，混匀，600 rpm 离心 30 min，取上层溶液，

弃沉淀；上层溶液 12000 rpm 离心 30 min，取沉淀，用生理盐水悬浮，12000 rpm 离心 30 min 取沉淀，

用生理盐水悬浮，获得虾肝肠胞虫粗提物；粗提物经过蔗糖密度梯度离心，收集含有肝肠胞虫的条带，

洗涤去除蔗糖残留，得到纯度高的肝肠胞虫。 

2.4. 虾肝肠胞虫基因组 DNA 提取 

1) 传统酚/氯仿抽提法提取虾肝肠胞虫基因组参照虾肝肠胞虫病诊断规程[10]的方法制备核酸。取约

107 cell 虫体于离心管中，加入 500 μL 2% CTAB 溶液，混匀，25℃孵育 2.5 h，加入 550 μL 抽提液 I，用

力混合至少 30 sec，12000 rpm 离心 5 min，小心吸取上层水相(约 430 μL)，加入抽提液 II 600 μL，用力

混合至少 30 sec，12000 rpm 离心 5 min，小心吸取上层水相(约 360 μL)，加入−20℃预冷的 1.5 倍体积无

水乙醇，倒置混匀数次，−20℃沉淀核酸 8 h 以上，12000 rpm 离心 5 min，弃上清，沉淀用 75%酒精洗盐

一次，自然干燥，加入 20 μL TE 缓冲液溶解，−20℃暂时保存。 
2) 改良酚/氯仿抽提法提取虾肝肠胞虫基因组取约 107 cell 虫体于离心管中，加入 500 μL 2% CTAB，

加入 20 mg/mL 的蛋白酶 K 20 μL，混匀，55℃孵育过夜，冷却至室温后，加入 550 μL 抽提液 I，用力混

合至少 30 sec，12000 rpm 离心 5 min，小心吸取上层水相(约 450 μL)，加入抽提液 II 600 μL，用力混合

至少 30 sec，12000 rpm 离心 5 min，小心吸取上层水相(约 360 μL)，加入 500 μL 异丙醇，倒置混匀数次，

−20℃沉淀 30 min，12000 rpm 离心 5 min，弃上清，沉淀用 75%酒精洗盐一次，自然干燥，加入 20 μL TE
缓冲液溶解，−20℃暂时保存。 

3) 海洋动物组织基因组 DNA 提取试剂盒法提取虾肝肠胞虫基因组使用 TIANGEN 公司海洋动物组

织基因组 DNA 提取试剂盒(离心柱型)，取约 107 cell 虫体，放入装有 200 Μl GA 缓冲液的离心管中，旋

涡振荡 15 sec；加入 20 μL Proteinase K (20 mg/mL)，旋涡混匀，短离心，56℃放置 2 h，每小时振荡混合

2~3 次，每次 15 sec；加入 200 μL 缓冲液 GB，充分颠倒混匀，70℃放置 10 min；加入 200 μL 无水乙醇，

充分颠倒混匀；将上步骤溶液加入吸附柱中(吸附柱放入收集管中)，12000 rpm 离心 30 sec，弃废液，将

吸附柱放回收集管中；向吸附柱加入 500 μL 缓冲液 GD，12000 rpm 离心 30 sec，弃废液，将吸附柱放回

收集管中；向吸附柱加入 600 μL 漂洗液 PW，倒掉废液，吸附柱放回收集管中；将吸附柱转入一个干净

的离心管中，向吸附膜的中间部位悬空滴加 20 μL TE 缓冲液，室温放置 5 min，12000 rpm 离心 2 min，
收集到离心管中，−20℃暂时保存。 

4) 植物组织基因组 DNA 提取试剂盒法提取虾肝肠胞虫基因组使用 TIANGEN 公司植物基因组 DNA
提取试剂盒(离心柱型)，取约 107 cell 虫体，加入 400 μL 缓冲液 LP1 和 6 μL RNase (10 mg/mL)，旋涡振

荡 1 min，室温放置 10 min；加入 130 μL 缓冲液 LP2，充分混匀，旋涡振荡 1 min；12000 rpm 离心 5 min，
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将上清液移至新的离心管中；加入 1.5 倍体积的缓冲液 LP3，立即充分振荡混匀 15 sec，全部加入一个吸

附柱中，12000 rpm 离心 30 sec，弃废液，将吸附柱放回收集管中；加入 600 μL 漂洗液 PW，12000 rpm
离心 30 sec，倒掉废液，将吸附柱放回收集管中，重复漂洗一次；将吸附柱置于室温放置 5 min，放回干

净的收集管中，向吸附膜中间部位悬空滴加 20 μL洗脱缓冲液TE，室温放置 5 min，12000 rpm离心 2 min，
收集到离心管中，−20℃暂时保存。 

5) 几丁质酶法提取虾肝肠胞虫基因组几丁质酶能够特异性水解几丁质，也是蜗牛消化酶系的一部分，

使用几丁质酶替代蜗牛消化酶，参照刘洪岩[7]的方法制备基因组 DNA。取约 107 cell 虫体，用 500 μL 无

菌生理盐水混悬，加入终浓度 10% SDS 50 μL，加入浓度 20 mg/mL 蛋白酶 K 25 μL，37℃消化 2 h，95℃
处理 10 min，冷却至室温后加入浓度 0.5 mg/mL 几丁质酶 500 μL，酶促反应温度为 37℃，恒温作用 4 h，
冷却至室温后加入等体积抽提液 I，用力混合至少 30 sec，12000 rpm 离心 5 min，小心吸取上层水相，加

入抽提液 II 900 μL，用力混合至少 30 sec，12000 rpm 离心 5 min，小心吸取上层水相(800 μL)，加入−20℃
预冷的 1.5 倍体积无水乙醇，倒置混匀数次，−20℃沉淀核酸 8 h 以上，12000 rpm 离心 5 min，弃上清，

沉淀用 75%酒精洗盐一次，自然干燥，加入 20 μL TE 缓冲液溶解，−20℃暂时保存。 

2.5. 虾肝肠胞虫 PCR 检测 

参照虾肝肠胞虫病诊断规程[8]的方法进行。套式 PCR 第一步：PCR 反应体系(25 μL)包括 514F 引物

(10 μmol/L)和 514R 引物(10 μmol/L)各 1 μL，Premix Ex Taq 12.5 μL，模板基因组 DNA (提取的虾肝肠胞

虫基因组 DNA) 1 μL，最后用 DEPC 水定容至 25 μL。PCR 反应条件为：95℃ 5 min；95℃ 30 s、58℃ 30 
s、68℃ 45 s、30 个循环；68℃延伸 5 min，最后 4℃保温。套式 PCR 第二步：PCR 反应体系(25 μL)包括

147F 引物(10 μmol/L)和 147R 引物(10 μmol/L)各 1 μL，Premix Ex Taq 12.5 μL 及套式 PCR 第一步反应产

物 1 μL，最后用 DEPC 水定容至 25 μL。PCR 反应条件为：95℃ 5min；95℃ 30 s、58℃ 30 s、68℃ 45 s、
35 个循环；68℃延伸 5 min，最后 4℃保温。使用毛细管电泳仪分析结果。 

2.6. 虾肝肠胞虫基因组 DNA 检测 

将提取的基因组 DNA 直接进行毛细管电泳分析。 

3. 结果与分析 

3.1. 虾肝肠胞虫核酸提取浓度 

使用 NanoDrop2000 型核酸测定仪检测浓度，每种方法测量四个平行样，取平均值，测量结果见表

1。由表 1 可见，核酸浓度由大到小的顺序为海洋动物组织基因组 DNA 提取试剂盒法 > 几丁质酶法 > 改
良酚/氯仿抽提法 > 传统酚/氯仿抽提法 > 植物组织基因组 DNA 提取试剂盒法。 

 
Table 1. Genome concentration of EHP under different extraction methods 
表 1. 不同提取方法下虾肝肠胞虫基因组浓度 

提取方法 浓度(ng/µL) 

传统酚/氯仿抽提法 7.775 

改良酚/氯仿抽提法 10.425 

海洋动物组织基因组 DNA 提取试剂盒法 18.825 

植物组织基因组 DNA 提取试剂盒法 2.175 

几丁质酶法 12.775 
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本研究采用 5 种方法提取 EHP 核酸，分析、比较提取方法，海洋动物组织基因组 DNA 提取试剂盒

法与植物组织基因组 DNA 提取试剂盒法属于离心柱法，所有提取的核酸都被回收，而另外三种核酸抽提

均采用商品试剂(抽提液 I、II)，由于操作的局限性，只回收了部分核酸。根据操作步骤，实际核酸浓度

(ng/µL) = 测量核酸浓度(ng/µL) ÷ 回收率；回收率计算，改良酚/氯仿抽提法为 69.23%，传统酚/氯仿抽

提法为 72%，几丁质酶法为 74.42%。由此推算改良酚/氯仿抽提法实际提取浓度为 15.06 ng/µL，传统酚/
氯仿抽提法为 10.8 ng/µL，几丁质酶法为 17.17 ng/µL。提取效果由大致小为海洋动物组织基因组 DNA 提

取试剂盒法(18.825 ng/µL) > 几丁质酶法(17.17 ng/µL) > 改良酚/氯仿抽提法(15.06 ng/µL) > 传统酚/氯仿

抽提法(10.8 ng/µL) > 植物组织基因组 DNA 提取试剂盒法(2.175 ng/µL)。 

3.2. 虾肝肠胞虫 PCR 检测结果 

套式 PCR 第一、二步电泳均出现目的条带，说明采用的五种提取虾肝肠胞虫基因组 DNA 的方法都

可以制备符合该病原检测要求的核酸。根据该病诊断规程，套式 PCR 第一步 541 bp 处出现目的条带就可

以判定为阳性，电泳结果见图 1。 
 

 
Figure 1. The capillary electrophoresis imaging on the first step of EHP nested PCR 
图 1. 虾肝肠胞虫套式 PCR 第一步毛细管电泳成像 

3.3. 虾肝肠胞虫基因组 DNA 检测结果 

基因组检测范围选定从 1200~20000 bp，由表 2 可见，从浓度上比较，海洋动物组织基因组 DNA 提

取试剂盒法最高，其次是改良酚/氯仿抽提法，再次传统酚/氯仿抽提法，随后植物组织基因组 DNA 提取

试剂盒法，最后几丁质酶法。DQN 值可以定义 DNA 样本的完整性，满分为 10 分，越接近 10 说明 DNA
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的质量越好，计算方式是框选的主片段占整个样本的百分比；DON 值表明，传统酚/氯仿抽提法、海洋动

物组织基因组 DNA 提取试剂盒法与植物组织基因组 DNA 提取试剂盒法相差不大，基因组有降解但不大，

改良酚/氯仿抽提法居中，几丁质酶法基因组降解非常严重。 
 

Table 2. Genomic DNA test results of EHP under different extraction methods 
表 2. 不同提取方法下虾肝肠胞虫基因组 DNA 检测结果 

提取方法 平均摩尔浓度(nmole/L) DQN 

传统酚/氯仿抽提法 116824.71 8.9 

改良酚/氯仿抽提法 123258.12 5.8 

海洋动物组织基因组 DNA 提取试剂盒法 198663.98 8.4 

植物组织基因组 DNA 提取试剂盒法 49215.5 7.9 

几丁质酶法 4020.67 0.9 

 

 
1                                2                                3 

    
4                                   5 

注：1：传统酚/氯仿抽提法，2：改良酚/氯仿抽提法，3：海洋动物组织基因组 DNA 提取试剂盒法，4：植物组织基

因组 DNA 提取试剂盒法，5：几丁质酶法 

Figure 2. Genomic DNA capillary electrophoresis map 
图 2. 基因组 DNA 毛细管电泳图谱 

 
由图 2 可见，基因组 DNA 提取的完整性高低依次为海洋动物组织提取试剂盒法(5453 bp)、改良酚/

氯仿抽提法(5258 bp)、植物组织基因组 DNA 提取试剂盒法(5070 bp)、传统酚/氯仿抽提法(4103 bp)、几丁

质酶法。植物组织基因组 DNA 提取试剂盒法基因组完整性尚可，但是浓度小，不推荐使用。几丁质酶法

提取基因组，小片段 DNA 多，集中在 20~1000 bp，且含量低，不能满足研究需要。以上结果表明，提

取虾肝肠胞虫基因组 DNA，首先建议使用海洋动物组织提取试剂盒法，其次使用改良酚/氯仿抽提法。 
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4. 讨论 

当前，虾肝肠胞虫(EHP)已经在全世界对虾养殖基地被检测到，对印度[9]、泰国[10]、越南[11]、中

国[12]等亚洲国家的对虾养殖产业造成了严重的经济损失。EHP 可以感染斑节对虾[1]、凡纳滨对虾[12]、
脊尾白虾[13]等养殖虾类，是当今虾养殖产业的重要病害之一。针对该病原进行快速、准确、高灵敏度的

检测能够在一定程度上阻断病原传播，从而减少疫病的扩散，降低经济损失。目前，EHP 的检测主要依

靠分子生物学方法，而获得含有高质量的 EHP 基因组 DNA 就成为了准确检测该病原的前提条件。 
本文采用 5 种提取虾肝肠胞虫核酸的方法，在第一步 PCR 检测中都出现条带，表明 5 种提取方法均

能满足 PCR 检测的要求，均适用于虾肝肠胞虫核酸的制备；比较提取浓度由大致小为海洋动物组织基因

组 DNA 提取试剂盒法(18.825 ng/µL) > 几丁质酶法(17.17 ng/µL) > 改良酚/氯仿抽提法(15.06 ng/µL) > 传
统酚/氯仿抽提法(10.8 ng/µL) > 植物组织基因组 DNA 提取试剂盒法(2.175 ng/µL)，显示出明显的差异性，

前三种方法提取效果好，传统酚/氯仿抽提法是目前广泛采用的方法，前三种方法优于该方法，说明更适

用于核酸的制备，植物组织基因组 DNA 提取试剂盒法浓度低，当病原载量低时可能影响检测的准确性，

相对而言不建议采用该方法制备虾肝肠胞虫基因组 DNA。 
毛细管电泳仪检测基因组 DNA 结果，框选检测范围，比较提取浓度，显示出差别，海洋动物组织基

因组 DNA 提取试剂盒法明显高于其它四种方法，改良酚/氯仿抽提法略高于传统酚/氯仿抽提法，传统酚

/氯仿抽提法是目前常用的方法，说明前两种方法更适用于基因组 DNA 的制备，植物基因组 DNA 试剂盒

法与几丁质酶法平均摩尔浓度低，说明后两种方法不适于基因组 DNA 的检测。从完整性分析，依次为海

洋动物组织提取试剂盒法 5453 bp、其次为改良酚/氯仿抽提法 5258 bp、再次为植物组织提取试剂盒 5070 
bp、接下来为传统酚/氯仿抽提法 4103 bp、最后为几丁质酶法。植物组织提取试剂盒法完整度尚可，但

是浓度低；几丁质酶法提取的核酸大多是小片段，集中在 20~1000 bp。所以，海洋动物试剂盒法、改良

酚/氯仿抽提法与传统酚/氯仿抽提法适于提取虾肝肠胞虫大片段核酸的方法，为该领域的研究提供技术支

撑。 

5. 结论 

本文采用 5 种方法提取虾肝肠胞虫基因组 DNA，从提取浓度分析、比较，海洋动物组织基因组 DNA
试剂盒法最高；选用 5 种方法提取的基因组 DNA，套式 PCR 第一步出现明显条带，说明 5 种方法均能

满足虾肝肠胞虫病 PCR 检测对核酸的要求；框选大片段基因组 DNA (1200~20000 bp)进行毛细管电泳，

海洋动物组织基因组 DNA 试剂盒法提取浓度最高，完整性较好。综上所述，海洋动物组织基因组 DNA
试剂盒法是最佳的提取方法。 
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