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摘要：为精确定位鲍疱疹病毒 (HaHV-1) 在宿主不同组织器官中的分布，明确 HaHV-1 的
组织亲嗜性和侵染进程，实验基于环介导等温扩增技术 (LAMP) 和原位杂交技术建立了
HaHV-1 的原位 LAMP 检测方法。利用该方法研究了 HaHV-1 人工感染实验不同时间节点，
病毒在杂色鲍主要器官的分布规律和组织亲嗜性。并对已报道的 HaHV-1 LAMP 扩增引物
进行优化，实现对载玻片上原位固定靶组织内病毒 DNA 的稳定、特异扩增，筛选最佳显
色时间等原位杂交反应条件，最后通过免疫酶标技术分析 HaHV-1 在组织样本内的分布情
况。结果显示，HaHV-1 原位 LAMP 检测方法最适显色时间为 60 min。利用该方法对攻毒
后 24、36、48、60 和 72 h，HaHV-1 在杂色鲍外套膜、鳃、肝胰腺和腹足神经节 4 种样本
的组织分布情况进行检测和分析。病毒阳性信号最早于 36 h 出现在腹足神经节，48 h 在部
分外套膜样本中观察到病毒阳性信号，分布局限于外周神经中。在感染实验后期，病毒阳
性信号出现在肝胰腺结缔组织中。病毒阳性信号出现的部位常有大量细胞渗出和浸润，渗
出的细胞中可见被病毒感染的血淋巴细胞。本研究建立的 HaHV-1 原位 LAMP 检测方法，
同步实现了高灵敏度和精确定位的功能。该检测方法适用于病毒感染的确诊、不同组织器
官的亲嗜性、病毒侵染途径和致病机理等相关研究。
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鲍是一种高价值海产贝类，经过养殖、育种

技术的突破与创新，现已成为我国水产养殖的重

要组成部分。我国的鲍养殖产业起源于 20 世纪

60 年代末，从 20 世纪 80 年代以来，我国鲍产量

保持着总体稳定增长的趋势[1]。鲍产量从 1983 年

的 23  t，增长到 1999 年的 6  000 多 t。杂色鲍

(Haliotis diversicolor aquatilis) 曾是我国福建、广

东、台湾、海南等省鲍养殖业主要养殖品种，年

产量最多时达到约 5 000 t，占全国鲍养殖总产量

约 65% [2-3]。1999 年及随后几年，首发于福建、东

山地区的鲍低温病毒病疫情席卷我国南方各杂色

鲍养殖区 [4]。由于杂色鲍主要采用工厂化养殖模

式，从出现症状到大规模死亡仅 3~5 d，致死率往

往在 95% 以上，导致杂色鲍养殖产业一蹶不振，

2010 年产量约为 1  500  t，仅占全国鲍产量的

2.6%[5]。经过系统流行病学调查和感染实验验证，
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鲍低温病毒病病原被确认为鲍疱疹病毒  1 (Hali-
otid herpesvirus 1, HaHV-1)[6-7]。我国农业农村部新

修订的动物疫病名录将 HaHV-1 感染引起的鲍低

温病毒病列为二类动物疫病管理。2005 年起，澳

大利亚的棕唇鲍  (H. conicopora)、黑唇鲍  (H.
rubra)、绿唇鲍 (H. laevigata) 及其杂交种的养殖和

野生种群，相继发生类似急性病毒性感染引起的

大规模死亡案例[8-9]。发病鲍最显著的病理变化发

生在脑、腹足和口头部神经节，出现严重的炎症

反应和细胞浸润，因此该病在当地又被称为鲍病

毒性神经炎 (abalone viral ganglioneuritis, AVG)[8,10]。

HaHV-1感染也是世界上首例引起腹足贝类急性死

亡的病毒性病原，鉴于该病毒对养殖和野生鲍种

群造成的严重危害及高传染性，HaHV-1 被世界

动物卫生组织 (OIE) 列入必须通报的水生动物疫

病名录。

HaHV-1 是疱疹病毒目 (Herpesvirales) 软体动

物疱疹病毒科 (Malacoherpesviridae) 鲍疱疹病毒属

(Aurivirus) 下的唯一种，与感染双壳贝类的另一种

软体动物疱疹病毒，即牡蛎疱疹病毒  (Ostreid
herpesvirus 1, OsHV-1) 的亲缘关系最近[11]。HaHV-1
病毒粒子具有疱疹病毒典型的正二十面体结构，

核衣壳内是以双链 DNA 为核心的遗传物质[12]。核

衣壳直径约 100 nm，装配好的病毒颗粒直径约为

160 nm[7, 13-14]。温度是影响 HaHV-1 感染强度和危

害程度的关键环境因子。鲍疱疹病毒病只发生在

我国南方水温较低的季节，因此被称为鲍低温病

毒病[15]。感染实验结果显示，HaHV-1 在水温降低

到 21 °C 及以下时才能感染成功。病鲍主要表现

为摄食量减少、活力下降、黏液分泌增多和脱板

等非典型症状，出现症状 3~7 d 后即发生大规模

死亡。病鲍表现的主要病理特征是腹足神经节、

中枢神经与外周神经组织炎症和细胞浸润 [6-8, 10]。

渗出的细胞中有大量被病毒感染的血淋巴细胞；

感染后期的外套膜、肝胰腺等器官的结缔组织也

被病毒侵染[13]。

HaHV-1 感染的临床症状和病理特征仅能作

为 HaHV-1 感染诊断的辅助手段，其确诊需要使

用分子生物学技术 [9, 16-17]。Corbeil 等 [18] 基于 Taq-
Man® qPCR 技术，针对病毒开放阅读框 ORF48 设

计特异性引物，建立了 HaHV-1 特异性的实时定

量 PCR (qPCR) 检测方法。Crane 等[19] 基于地高辛

(DIG) 标记技术，针对 ORF66 设计探针，建立了

HaHV-1 的原位杂交检测技术。Gao 等 [20] 基于重

组酶聚合酶扩增 (RPA) 技术，针对 ORF38 设计引

物和探针，建立了 HaHV-1 的 qRPA 快速定量检

测技术。Corbeil 等[14] 的研究结果显示，绿唇鲍和

黑唇鲍杂交种人工感染 HaHV-1 后  36  h，使用

qPCR 可以从病鲍神经组织中检测到病毒 DNA，

而使用原位杂交方法在攻毒感染 48 h 后，可以在

鲍腹足神经节中检测到 HaHV-1 信号的存在。上

述结果说明原位杂交检测方法的灵敏度较实时定

量 PCR 方法低。

本研究旨在建立一种同时具备高灵敏度与精

确组织定位优点的原位环介导等温扩增 (LAMP)
检测方法。该方法对病毒感染早期，HaHV-1 在

重要器官的分布规律和组织亲嗜性、病毒侵染途

径、感染早期病例的确诊等研究提供技术支撑。 

1    材料与方法
 

1.1    实验方法
 

　　实验动物与养殖　　原位 LAMP 检测方法开

发阶段，使用 2019 年采集的 HaHV-1 感染杂色鲍

样本蜡块和 DNA。为了对原位 LAMP 检测方法在

不同感染阶段使用效果进行评估，于 2021 年 4 月

从厦门大学实验基地空运回实验用杂色鲍 200 只，

于青岛市黄海水产研究所的水实验室进行养殖实

验。实验用海水为天然海水，实验期间海水盐度

为 30~32，水温为 16.4~19.3 °C，海水经砂滤及黑

暗沉淀后备用，实验用水箱容积为 40 L，24 h 充

气，每天换水 1 次，换水量为 50%，换水后投喂

海带。暂养 15 d 后，随机选择 30 只个体，测量

壳长 [(6.2±1.1) cm]，体质量  [(42.8±2.6) g]，使用

qPCR 方法确认这批杂色鲍未感染 HaHV-1。 

　　感染实验　　剪取 HaHV-1 感染的杂色鲍腹

足 3.0 g，加入 27 mL 灭菌海水，冰浴条件下匀浆

3 min，4 °C 下 1 000×g 离心 15 min，取上清液并

稀释 4 倍，依次经孔径为 5、2、0.45 和 0.22 μm
的滤膜过滤，过滤后液体即为病毒悬液。取健康

杂色鲍组织按相同流程处理，得到阴性对照组织

悬液。将上述健康杂色鲍分为处理组 (90 只) 和对

照组 (30 只)，每组设 3 个平行，分别注射病毒悬

液和阴性对照组织悬液。注射前用 MgCl2 (10 g/L，
质量体积比) 浸泡 2 h 进行麻醉处理，调整病毒悬

液病毒载量至 1×104 拷贝/μL，注射剂量为 100 μL。
注射攻毒后每 12 小时查验 1 次，记录相关异常现

象，发现死亡个体及时移出。实验根据已报道的
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HaHV-1 的侵染和增殖动力学模型，分别在注射

攻毒后 24、36、48、72 、96 和 120 h，从攻毒组

和对照组采集 3 只杂色鲍。取样时优先选择附着

力较弱的发病个体，避免选择脱板死亡的个体。 

　　样本采集　　剪取杂色鲍腹足神经与肌肉、

外套膜、鳃和肝胰腺组织，使用手术刀切取约 5
mm 厚组织块，使用 Davidson 氏 AFA 固定液固定约

24 h 后，使用常规方法进行组织脱水和石蜡包埋，

5 μm 连续切片。所得切片分别进行苏木精-伊红

(H.E) 染色法和原位 LAMP 检测。同时，取每个

杂色鲍样本外套膜约 30  mg，使用海洋动物总

DNA 提取试剂盒 [ 天根生化科技 (北京 ) 有限公

司 ] 提取 DNA。 

1.2    LAMP反应引物优化与验证

LAMP 内、外引物参考 Chen 等 [17] 的报道，

该引物的特异性已得到充分验证。同时，为了增

加 LAMP 反应速率和稳定性，根据本团队测定完

成的 HaHV-1 大陆株全基因组序列 (GenBank 序列

号：MF509813)，使用 LAMP 引物设计软件 Primer-
Explorer (http://primerexplorer.jp/lampv5e/index.html)
设计了 LAMP 环引物 (LE 和 LB)，委托生工生物

工程 (上海) 股份有限公司合成引物。

以提取的总 DNA 为模板，用 Bst 2.0 DNA 聚
合酶 (New England Biolabs，美国 ) 进行 LAMP 扩

增。反应体系： 10  ×  Thermopol  Buffer  2.5  μL，
MgSO4 (100  mmol/L)  3.5  μL，引物 FIP、BIP  (20
μm) 各 2  μL、LF∶LB  (20  μm) 各 1 μL  、F3∶B3
(10 μm) 各 0.5 μL、d NTPs (10 m mol/L) 3.5 μL，甜

菜碱 (1.2 mol/L) 6 μL，8 U Bst DNA 聚合酶，以及

上述已提取的 DNA 模板 2 μL。反应在 PCR 仪上

进行，反应温度为  65 °C ，反应时间为 60 min，
然后 85 °C 灭活 5 min。为了避免气溶胶污染风险，

通过核酸检测试纸条和一次性检测装置，在 LAMP
扩增结束后，不开盖的情况下直接检测能否成功

扩增。 

1.3    HaHV-1原位 LAMP方法的建立

常规方法进行切片、展片后，使用黏附载玻

片捞片，随后置于烤片机  (Leica HI1220) 上烘烤

约 12 h，使组织牢固地黏附在切片上，防止缓冲

液浸洗等原位 LAMP 复杂操作引起的组织脱片。 

　　脱蜡与水化　　首先将充分烘烤黏附的切片

浸泡在杂交缸中，常温下进行常规脱蜡水化：二

甲苯 5 min (3 次)，无水乙醇 5 min (2 次)，95% 乙醇

5 min，85% 乙醇 5 min，70% 乙醇 5 min，50% 乙
醇 5 min。 

　　消化与变性　　0.2 mol/L HCl 室温浸浴 20 min；
蛋白酶 K (20 μg/mL) 37 °C 消化 15 min；95 °C 变

性 5 min，然后置于 4 °C 冷却 5 min。 

　　原位 LAMP 扩增　　将切片置于湿盒中，按

照“LAMP 反应引物优化与验证”所述配制 LAMP
反应体系  [dNTP 使用带有地高辛标记的 dNTP
(Roche)]，每张切片滴加 LAMP 反应体系 150 μL，
盖上盖玻片，在杂交炉中 65 °C 扩增 60 min。杂

交完成后移去盖玻片，依次使用 SSC (柠檬酸钠缓

冲液) 梯度缓冲液浸洗：2×SSC 室温 5 min (2 次)，
1×SSC 37 °C 5 min (2 次)，0.5×SSC 42 °C 15 min，
0.1×SSC 42 °C 15 min，清除非特异性信号。 

　　抗体孵育　　向每张切片滴加封闭剂

(MAB∶10% BMB∶山羊血清原液=7∶2∶1, 体积

比) 1 mL，室温下封闭 1 h。吸去预杂交液，滴加

500 μL 抗体孵育液 [ 碱性磷酸酶标记抗地高辛抗

体 (Roche) ∶封闭剂=1∶1 000] 孵育 90 min。孵育

完成后将切片转移到杂交缸中，首先使用 Buffer
Ⅰ(Tris-HCL 100 mol/L、  NaCl 150 mol/L) 浸洗 10
min (2次)，随后使用 Buffer Ⅱ(Tris-HCL 100 mol/L、
NaCl  100  mol/L、 MgCl2 250 mol/L)  浸 洗 5  min。 

　　显色与复染　　吸取配制好的碱性磷酸酶底

物显色剂 (40 μL 25×NBT 加入到 1 mL 1×AP 反应

缓冲液) 200 μL 滴加在切片组织样本上，湿盒内

室温显色 (显色时间优化：45、60、75 min)，苯胺

棕复染 2 min。复染完成后用 Buffer Ⅲ (Tris-HCL
100 mol/L、EDTA 10 mol/L) 浸洗 30 min 终止反应

并清洗切片。 

　　脱水与封片　　将切片浸泡在杂交缸中，常

温下进行酒精梯度脱水：50% 乙醇 5 min，70% 乙
醇 5 min，85% 乙醇 5 min，95% 乙醇 5 min，无水

乙醇 5 min (2 次) 二甲苯 5 min (3 次)，二甲苯透明，

树脂封片。显微镜 (Nikon Eclipse E80i) 下观察组

织切片的杂交信号并拍照。 

1.4    原位 LAMP检测方法的验证和初步应用

利用已优化的原位 LAMP 检测方法，对上述

感染实验不同时间点采集的杂色鲍 4 种组织 (腹足

神经与肌肉、外套膜、肝胰腺和鳃) 样本，分别进

行消化、原位 LAMP 扩增和抗体孵育，最后使用

碱性磷酸酶显色剂显色后，光镜下观察蓝紫色阳

性信号在不同组织中的分布情况并拍照。
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为验证所开发 HaHV-1 原位 LAMP 检测方法

的稳定性和特异性，每批原位 LAMP 操作过程中

均使用已知感染和未感染 HaHV-1 的杂色鲍组织

切片作为阳性和阴性对照。 

2    结果
 

2.1    杂色鲍感染实验

用于本研究的杂色鲍在暂养期间有 4 只死亡，

推测与运输过程中产生的应激有关。处理组 3 个

重复在注射攻毒后 36 h 时，水体出现浑浊、起泡

等异常现象。虽然每天换水 1 次，但是随着时间

推移，起泡量越来越大。死亡首次发生在攻毒后

48 h，发病和死亡个体迅速增加，攻毒 132 h 后攻

毒组全部死亡。感染实验期间阴性对照组未发现

水体浑浊、起泡，鲍活力不足和死亡等异常现象。 

2.2    LAMP引物设计和反应

Chen 等[17] 根据 HaHV-1 台湾株设计了该病毒

的 LAMP 扩增引物，实现对 HaHV-1 感染杂色鲍

的特异性检测。在借鉴 Chen 等 [17] 内、外引物信

息的基础上，为了提高 LAMP 反应的稳定性和速

率，实验使用 LAMP 引物专业设计软件设计了环

引物 LF： 5 ′-CGAACAGCTTGTCGATCACGT-3 ′
和 LB： 5 ′-CTTGGTAGACGGGAAAACGG-3 ′ ，
以便适应在切片上进行 LAMP 扩增时，面临的更

加复杂、不稳定的扩增环境。为适应核酸试纸条

检测需求，分别使用 Biotin 和 6-FAM 标记 FIP 和

LF 的 5′端；FIP：5′-Biotin-GGAGCGAAGGAAG
CCACTTCTTTTTTTTCTTTCAAAGCGGAGTGCG-
3′，BIP：5′-ATTCCGGGCAAGTCTGCAGTTTTT
GCTTGTCGTCCCTGATGAAC-3′，F3：5′-6-FAM-
CGAACAGCTTGTCGATCACGT-3′和 B3：5′-CTT
GGTAGACGGGAAAACGG-3′。核酸试纸检测结

果显示，感染 HaHV-1 的杂色鲍检测结果为阳性

(图 1-b)，而未感染 HaHV-1 的杂色鲍，反应结果

均为阴性 (图 1-a)，表明该 LAMP 体系可应用于后

续原位 LAMP 测试。 

2.3    原位 LAMP反应及条件优化

在建立 HaHV-1 原位 LAMP 检测方法过程中，

发现在当前实验条件下，孵育时间是信号强弱和

检测结果的关键。为此，实验测试了 45、60 和

75 min 这 3 种孵育时间，对杂色鲍足神经节及肌

肉组织样本病毒信号显色效果的影响。结果显示，

孵育时间为 45 min 时，有杂交信号但显色不明显

(图版Ⅰ-1)；孵育时间为 75 min 时，病毒信号区域

着色过重，导致与周边组织界限模糊 (图版Ⅰ-3)；
孵育时间为 60 min 时，病毒信号显色清晰、易分

辨 (图版Ⅰ-2)。不加抗体的阴性对照未出现病毒

信号 (图版Ⅰ-4)。 

2.4    原位 LAMP检测方法的应用

为了验证本研究所开发原位 LAMP 检测方法

的稳定性，应用该方法对感染实验不同时间点采

集的杂色鲍样本进行检测。结果显示，攻毒组

杂色鲍足神经束边缘最先发生病变，神经纤维出

现坏死并伴随着细胞浸润现象，渗出的细胞中有

血淋巴样细胞。同时，病毒信号最早出现在感染

36 h 的病变组织样本中 ，随着感染进程，神经束

病变程度和病毒感染强度逐步、稳定增加 (图版Ⅱ，

表 1)。足神经束边缘的肌肉组织未出现明显病理

变化，也未检测到病毒信号。外套膜中含有丰富

的肌肉和结缔组织，原位杂交信号多出现在结缔

组织中，疑似感染成纤维细胞 (图版Ⅲ)，偶尔会

在切片中观察到外周神经。外套膜外周神经虽然

较早出现类似足神经束的病变和病毒信号 (36 h)，
但不同个体外周神经病变差异比较大，即使在感

染实验中晚期，亦有外周神经未表现出明显病理

变化和病毒信号 (表 1)。在感染实验晚期，部分样

本肝胰腺和外套膜结缔组织出现病变和血细胞浸润

(图版Ⅳ)。鳃丝样本中也能经常观察到病毒阳性

信号，杂交信号多聚集在鳃部结缔组织，偶见于

鳃丝中，推测为鳃丝中的血淋巴细胞 (图版Ⅴ)。 

(a) (b) 
图 1    核酸试纸条测试 LAMP扩增结果

(a) 阴性，(b) 阳性；C. 质控线，T. 检测线

Fig. 1    Nucleic acid strip test result of LAMP amplification
(a) negative, (b) positive; C. quality control line, T. test line
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3    讨论

HaHV-1 是首例引起鲍急性死亡的病毒性病

原 [21]，病程短  (约 3 d)、死亡率高  (几乎 100%)，
所有规格的个体均易感，给我国南方 (包括台湾

省) 杂色鲍养殖产业造成毁灭性打击[22]。台湾省水

产养殖业界称为“九孔 SARS ” (杂色鲍在台湾习惯

称为九孔鲍)，HaHV-1 使台湾省杂色鲍养殖产量

从 2001—2007 年巅峰期的 2 500 余 t 锐减至不足

200 t[22]。由于 HaHV-1 对杂色鲍养殖产业的巨大

危害，进入 21 世纪后，我国皱纹盘鲍 (H. discus
hanni) 品种大规模推广，并成为我国的主养物种[2]，

pnb

m

100 μm

pnb

m

100 μm1 2

3 4100 μm

pnb

m

pnb

m

100 μm
 

图版Ⅰ    不同显色时间的显色效果

1~3 分别为显色 45、60 和 75 min，4. 不加抗体阴性对照；pnb. 足神经束，m. 肌肉；黑色箭头示病毒杂交信号，下同

Plate Ⅰ    Color effect of different durations
1-3. color for 45, 60 and 75 min, respectively, 4. negative control without antibody; pnb. pedal nerve branches, m. muscle; black arrow shows the virus
hybridization signal, the same below

pnb

m

m

100 μm

pnb

100 μm1 2 
图版Ⅱ    腹足神经束病理切片

1. H.E 染色，2.原位 LAMP 检测结果

Plate Ⅱ    Gastropodal nerve tracts
1. H.E staining, 2. in situ LAMP detection
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同时也带动我国鲍养殖产业的快速增长。2001 年

我国鲍养殖年产量仅有 7 705 t，2019 和 2020 年我

国鲍产量分别达 18.03 万和 20.35 万 t。同一时期，

世界鲍产量 (除中国外) 表现出稳定、平缓增长的

趋势，从 2001 年约 3 000 t 增长到 2019 年 1.99 万

t (联合国粮食及农业组织渔业统计年鉴)。我国鲍

产量在世界鲍总产量中所占比例呈稳定增加的趋

势，2001 年产量占 72.0%，2019 年占比上升到

90.3%。2018 年皱纹盘鲍产量约占全国鲍产量的

85%，其中绿盘鲍和西氏鲍 (H. sieboldii) 与皱纹盘

鲍等新品种约占总产量的 12%[23]。目前我国主养

物种皱纹盘鲍对 HaHV-1 的易感性尚有争议，绿

盘鲍和西盘鲍对 HaHV-1 的易感性尚未评估过。

有研究表明，2012—2013 年从福建东山和广东汕

头皱纹盘鲍养殖群体中检测出 HaHV-1感染，涉及

人工池塘和海区阀式 2 种主要的养殖模式。在发

病高峰期的 11 和 12 月，部分养殖场的病毒核酸

阳性率高达 100%[24]。PCR 方法对 HaHV-1 病毒核

酸的筛查，不能视为 HaHV-1 感染的确诊病例。

Bai 等[7] 使用注射、浸泡和共浴 3 种方法开展的人

工感染实验结果显示，皱纹盘鲍对 HaHV-1 不敏

感，但该研究仅使用了一个群体，结果缺乏代表

性。这些结果说明目前对 HaHV-1 的宿主范围和

流行情况等致病特征缺乏基本了解。

原位 LAMP 技术是结合原位杂交可定位与

LAMP 高敏感性和方便快捷的优势，从而实现对

特定核酸在组织与细胞中的分布而进行检测的。

表 1    攻毒组杂色鲍不同组织器官检测到病毒信号的样本数

Tab. 1    Number of samples of virus signal detected in
different tissues and organs of H. variegata in

challenge group

组织类型
tissues type

感染时间/h　infection time

24 36 48 72 96 120

足神经束　gastropodal nerve tracts 0 2 3 3 3 3

外套膜　mantle 0 1 0 2 3 2

肝胰腺　hepatopancreas 0 0 0 2 1 0

鳃　gills 0 2 3 3 2 3

100 μm 20 μm1 2 
图版Ⅲ    外套膜原位 LAMP检测结果

图 2 为图 1 黑色方框区域放大视图，下同

Plate Ⅲ    In situ LAMP detection results of mantle
Fig. 2 is an enlarged view of the black box area in Fig. 1, the same below

*

100 μm 20 μm1 2

*

 
图版Ⅳ    肝胰腺原位 LAMP检测结果

Plate Ⅳ    In situ LAMP detection results of hepatopancreas
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原位 LAMP 技术最早被应用于细菌携带 stx2 的检

测 [25]，随后被应用于食品中沙门氏菌属 (Salmon-
ella)[26]、疟原虫属 (Plasmodium)[27]、日本脑炎病毒

(Japanese  encephalitis  virus,  JEV)[28] 等病原检测，

以及 RNA 表达情况 [29] 和 DNA 序列的染色体定

位 [30] 等研究。Jitrakorn 等 [31] 和 Chen 等 [32] 分别基

于原位 LAMP 技术开发了传染性皮下及造血组织

坏死病毒  (infectious  hypodermal  and hematopoietic
necrosis virus，IHHNV) 和十足目虹彩病毒 1 (Deca-
pod iridescent virus 1，DIV1) 原位 LAMP 检测方法。

由于 LAMP 是由链置换活性的  DNA 聚合酶 (Bst
DNA polymerase) 介导的，在恒温条件下 (约 65 °C)
进行的核酸扩增反应[33]；原位 LAMP 与原位 PCR
相比，表现出优势：①相对低和恒定的扩增温度

对组织的破坏性较小；②不需要配备特殊的仪器

设备，如玻片 PCR 扩增仪；③核酸扩增时间更短，

减少反应缓冲液的蒸发量 [25, 34]。本研究基于原位

LAMP 技术原理建立的 HaHV-1 检测方法，兼具

方便、快捷与能够确诊的技术优势，为未来开展

更多流行病学调查和病例确诊奠定了基础。

对 HaHV-1 台湾株的研究表明，其主要侵染

神经节和神经干，不侵染肝胰腺等器官的结缔组

织[10]，HaHV-1 澳大利亚株表现出类似的组织亲嗜

性 [35]。最近对 HaHV-1 大陆株的研究表明，虽然

神经干和足神经束是该病毒株的主要侵染器官，

但血淋巴细胞对该变异株同样易感，并推测是该

病毒迅速在体内传播引起急性发病和死亡的主要

推手 [7]。同时该研究还表明，部分外周神经在感

染早期即被病毒侵袭，肝胰腺和外套膜等器官结

缔组织在晚期被感染 [7]。本研究利用新开发的原

位 LAMP 方法对感染实验不同时间点杂色鲍进行

的分析发现，足神经束等中枢神经组织是 HaHV-1

大陆株的主要靶组织，在整个感染时期持续被检

出，且感染强度随着感染进程的推进而加强。这

一结果与之前的研究相一致，说明 HaHV-1 与很

多脊椎动物疱疹病毒相似，是一种嗜神经的病毒。

由于足神经束相对外周神经有相对固定的解剖位

置，且肉眼可见，因此是进行 HaHV-1 感染诊断

的首选组织器官。本研究首次在鳃组织发现大量

病毒杂交信号。推测鳃丝部位的杂交信号主要来

自渗出的血淋巴细胞，而鳃丝基部结缔组织中也

发现大量杂交信号。病毒杂交信号在整个感染周

期的多数样本中都存在，这说明鳃也是 HaHV-1
大陆株的主要靶器官之一。

综上所述，HaHV-1 不同变异株的组织亲嗜

性存在一定差异，这可能是病毒在传播过程中发

生的株系分化和变异所致。但由于缺乏不同杂色

鲍种群的数据，不排除不同种群对病毒易感性和

亲嗜性方面存在差异的可能性。本研究开发的

HaHV-1 原位 LAMP 检测方法适用于不同鲍宿主

和种群感染的确诊，可为该病毒组织亲嗜性、病

毒侵染途径和流行病学调查提供技术支撑。

（作者声明本文无实际或潜在的利益冲突）
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Establishment and application of in situ LAMP for detection of
Haliotid herpesvirus 1 (HaHV-1)

GU Li 1,2,     ZHENG Yudong 2,3,     ZHANG Xiang 1,2,     BAI Changming 2,     LIU Jinlan 1*,    
XIN Lusheng 2,     LI Chen 2,     WANG Chongming 2*

(1. Tianjin Key Laboratory of Aqua-Ecology and Aquaculture,
College of Fishery, Tianjin Agriculture University, Tianjin    300384, China;

2. Key Laboratory of Maricultural Organism Disease Control, Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Laboratory for
Marine Fisheries Science and Food Production Processes, Qingdao National Laboratory for Marine Science and Technology,

Qingdao Key Laboratory of Mariculture Epidemiology and Biosecurity, Yellow Sea Fisheries Research Institute,
Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao    266071, China;

3. Laboratory of Pathology and Immuunology of Aquatic Animals, Ocean University of China, Qingdao    266071, China)

Abstract: To elucidate the tissue tropism and spreading routes of Haliotid herpesvirus 1 (HaHV-1) in susceptible
Haliotis  diversicolor  aquatilis  after  infection,  an in  situ loop-mediated  isothermal  amplification  (LAMP)  method
for HaHV-1 was developed in this study based on LAMP and in situ hybridization techniques. The developed in
situ LAMP method was then applied on pedal nerve branches, mantle, hepatopancreas and gill of specimens col-
lected  across  the  experimental  infection  process.  For  the  establishment  of  the  HaHV-1 in  situ LAMP  detection
method, we firstly optimized LAMP primers for specific detection of HaHV-1, improving the specificity and sta-
bility of the LAMP reaction on slides. We then optimized the time for color development (about 60 min) on pedal
nerve branches, which was identified as the most suitable target for pathological investigation and in situ LAMP
detection.  Finally,  the  HaHV-1 in  situ LAMP method  was  established  after  color  development  with  immunoen-
zymatic labeling technique. The results showed that the incorporation of the designed loop primers yielded stabile
results  during LAMP amplification.  The developed in  situ LAMP detection method was applied on major  tissue
collected at 24、36、48、60 and 72 h across the experimental infection process. The in situ LAMP signals were
firstly detected at 36 h on pedal nerve branches, and at 48 h on mantles after infection. The viral signals detected at
mantle were confined to the peripheral nerves scattered throughout the mantle. Finally, in situ LAMP signals were
identified occasionally in connective tissue of hepatopancreas of samples collected at the end of the experimental
infection. The viral infection signals were always accompanied by tissue lesions and infiltrated haemocytes infec-
ted with HaHV-1. The in situ LAMP method developed in this study achieved the goal of rapid detection and def-
inite  diagnosis  of  HaHV-1,  and  is  helpful  for  investigating  the  tissue  tropism and  pathological  characteristics  in
different  susceptible  species.  The  detection  method  constitutes  a  potentially  valuable  tool  for  the  diagnosis  of
HaHV-1  infection,  and  studies  associated  with  tissue  tropism,  invasion  pathways  and  pathogenic  mechanism  of
HaHV-1.

Key words: Haliotis diversicolor aquatilis; Haliotid herpesvirus 1; in situ LAMP; detection method
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