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虾肝肠胞虫感染凡纳滨对虾的脂质代谢变化特征
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摘要 为解析虾肝肠胞虫（Enterocytozoon hepatopenaei，EHP）影响宿主能量代谢并造成宿主生长受阻的相

关致病机制，从EHP慢性感染凡纳滨对虾的肝胰腺出发，综合运用透射电镜、组织病理学染色（油红O）、生化指

标检测、荧光定量 PCR（RT-qPCR）及高效液相色谱（HPLC）等技术，系统分析 EHP感染过程中肝胰腺脂质积

累、关键代谢酶活性、脂代谢相关基因表达及脂肪酸组成的变化。电镜结果显示EHP感染组的肝胰腺细胞间质

内有许多大小不一的脂滴。油红O染色发现，EHP感染 2周的对虾肝胰腺组织内出现明显的脂滴聚集。相关生

化指标检测发现，感染初期（2周）甘油三酯（TG）含量显著升高，总胆固醇（T-CHO）含量在感染过程中与对照组

变化趋势相似。此外，在感染的第 3周和第 4周，感染组对虾肝胰腺中脂蛋白脂肪酶（LPL）活性较对照组显著下

降，而肝脂肪酶（HL）活性代偿性上升。RT-qPCR 分析脂质代谢基因表达量发现，脂肪合成相关基因（FAS、
ACC）显著上调，而脂肪分解代谢相关基因（CPT1、AMPKα、ACDVL、ACDM、ACBP、ACDS）明显下调，抑制

脂肪酸 β氧化。高效液相色谱技术测定结果显示，总脂肪酸含量相对于对照组显著下降（P<0.05），但长链多不

饱和脂肪酸（ARA、EPA、DHA）比例升高。以上结果表明，EHP通过干扰凡纳滨对虾脂质合成与脂肪酸分解，

影响其体内的能量代谢循环。推测脂质代谢重塑是 EHP慢性感染导致凡纳滨对虾生长受阻的重要病理变化

之一。
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凡纳滨对虾（Litopenaeus vannamei）是全球沿海

地区主要的养殖品种［1］，凭借其适盐范围广、食性杂

及生长迅速的特性，自 1988年引入中国后迅速从南

方沿海扩展至北方及内陆养殖区［2］。然而，近年来肠

胞虫（Enterocytozoon hepatopenaei，EHP）病的频繁

暴发，导致对虾生长迟缓，养殖成本增加，严重制约

了对虾养殖业的可持续发展。EHP作为专性细胞内

寄生虫，特异性侵染对虾肝胰腺上皮细胞［3］。EHP
通常不会直接引起对虾死亡，感染 EHP早期对虾无

明显症状，后期开始出现摄食减少、生长缓慢甚至停

止生长［4］。

脂质是凡纳滨对虾能量代谢与生理稳态的核心

成分，对其生长发育、繁殖及抗逆能力具有重要作

用［5］。例如，甘油三酯是对虾的首要能量储备，可以

直接反映对虾的脂质代谢水平［6］；n-3/n-6系列长链

多不饱和必需脂肪酸不仅可以提高对虾的生长性

能，还是细胞膜磷脂的关键构成成分［7-8］；此外，总胆

固醇（T-CHO）作为对虾的必需营养物质，可以有效

提高对虾的生长性能、抗氧化能力和免疫力［9］，而微

孢子虫在进化过程中形成了高度特异的寄生适应策

略，它们能够直接截获宿主体内脂类物质或间接干

扰宿主脂质合成通路，以维持自身能量代谢［10-11］。

波氏螺旋体（Spiroplasma poulsonii）通过特异性消耗

宿主血淋巴二酰基甘油酯（diacylglyceride）来维持自

身增殖［12］；伯氏疟原虫（Plasmodium berghei）通过宿

主肝细胞内的磷脂酰胆碱来支持自身孢子复制以及

寄生物液泡膜的扩大［13］；刚地弓形虫（Toxoplasma 
gondii）获取储存在宿主脂滴中的脂质并将其整合到
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自己的细胞器膜中［14］。因此，脂质能量代谢途径以

及脂质化合物的生物合成对微孢子虫在宿主体内的

专性寄生具有重要作用。

目前已有研究从转录组学层面揭示了EHP感染

后对虾会出现不同程度的脂代谢相关基因变化［15］，

但是对宿主响应EHP感染后脂质代谢变化机制研究

较少。因此，本研究系统性探究 EHP慢性感染对虾

后的脂代谢特征，以解析 EHP影响宿主能量代谢并

造成宿主生长受阻的相关致病机制，为病原寄生适

应性提供线索。

1　材料与方法

1.1　EHP感染试验

浙江北仑某渔场检测出凡纳滨对虾 EHP 感染，

采集感染的对虾并采购一批无外伤、体质健康和大

小相近［（2.65±0.14 ） g］的对虾共同于宁波大学中

试基地进行适应性养殖，环境温度控制在 25 ℃左右，

25 g/L 盐度海水，适当曝气，每天于 17：00左右投喂

饲料 1次，每 2~3 d换 1次水。适应性养殖 1周后，将

暂养的健康对虾分为 2 组，试验组将 30 尾感染 EHP
的对虾肝胰腺组织匀浆液与饲料拌饵投喂进行攻

毒，健康对虾作为对照组，对照组投喂与试验组相同

数量拌有健康对虾肝胰腺组织匀浆液的饲料，对照

组和试验组喂养总量为对虾总体质量的 10%~
15%，每天分别投喂 1次，连续投喂 3 d后，进行正常

的饲料喂养，分别随机筛选试验组和对照组对虾各

10 尾，利用 PCR 技术检测 2 组 EHP 感染情况。其

中，PCR 检测使用引物序列如下，EHP-F：CAC‐
CAGGTTGATTCTGCCTGA， EHP-R： TCT‐
GAAATAGTGACGGGCGG。 20 μL 反应体系如

下：试验组 EHP 的 DNA 模板 0.8 μL、上下游引物各

0.4 μmol/L、2×Taq Master Mix（Dye）（康为世纪，中

国）10 μL、补足 ddH2O至体积为 20 μL。PCR反应条

件：94 ℃预变性 2 min；94 ℃ 30 s，55 ℃ 30 s，72 ℃ 
30 s，共 35 个循环；72 ℃终延伸 2 min。PCR 产物采

用 1%琼脂糖凝胶电泳后，经Biorad显影仪观察并分

析，最终试验组结果为100%感染，对照组无污染。

1.2　对虾肝胰腺组织病理学分析

感染第 2周，分别从对照组和感染组中各取 3尾

对虾，取得新鲜肝胰腺组织样本，将肝胰腺组织样本

首先置于 3% 戊二醛溶液中，4 ℃固定 24 h，经 0.1 
mol/L磷酸盐缓冲液（PBS）洗涤（每次 15 min）后，在

1% 锇酸中 4 ℃固定 1~2 h。经过 PBS 多次洗涤后，

依次使用分级乙醇（30%、50%、70%和 90%）和分级

丙酮（90%、100%）脱水处理。随后，将样品浸入包

埋剂和丙酮的混合物中，经烘干后用超薄切片机切

割。切片经醋酸铀酰染色和柠檬酸铅反染色，采用

H-7650透射电子显微镜（日立，日本）观察。

1.3　对虾肝胰腺组织形态学观察

将对虾肝胰腺组织（第 1 周至第 2 周）的冰冻切

片在室温静置 15 min，然后用蒸馏水洗涤 2 次，每次

2 min，最后用 60% 的异丙醇洗涤 2 次，每次 2 min。
除去切片上多余液体，使用油红 O 工作液（索莱宝，

中国）对切片进行染色，染色时间为 5 min，使用 60%
的异丙醇对切片进行分化调色，使脂肪滴等结构染

色更加清晰，调色结束后立即用蒸馏水洗涤切片。

使用 50% 的苏木精对切片进行复染，复染时间为

30 s，随后再次用蒸馏水洗涤切片 5 min。最后，用甘

油明胶对切片进行封片并置于光学显微镜下观察

（脂滴呈红色），记录染色组织的形态和结构特征，并

用 ImageJ软件进行相对脂滴面积大小的统计。

1.4　对虾肝胰腺生化指标检测

感染后第 1周至第 4周，分别采集试验组与对照

组各 9尾对虾（n=3，每组设置 3份生物学重复）的肝

胰腺组织。每个样本由 3尾对虾肝胰腺组织块等量

混合组成，将样本置于无菌生理盐水中冰浴，并采

用匀浆仪（艾普，中国）进行机械匀浆 10 min，80 Hz，
1 500 r/min，得到 10%（m/V）的组织匀浆液后，使用

离心机（赛默飞，中国）对匀浆液在 4 ℃、2 500 r/min
条件下离心 10 min，，取蛋白上清液采用 Bradford 法

定量。相关生化指标包括：甘油三酯（TG）、总胆固

醇（T-CHO）、脂蛋白脂酶（LPL）和肝脂肪酶（HL）
等，指标的分析均按照试剂盒（南京建成，中国）标准

步骤实施检测，利用酶标仪（奥盛，杭州）读取数据。

1.5　关键脂代谢基因表达分析

为进一步解析EHP感染对凡纳滨对虾肝胰腺脂

质代谢调控机制，本研究选取脂肪酸合成、分解及利

用通路中的关键基因进行表达分析。采取感染EHP 
2周的新鲜对虾肝胰腺，用 Trizol法提取凡纳滨对虾

肝胰腺总RNA，依据试剂盒说明书将 1 μg RNA反转

录为 cDNA。采用 SYBR® Green Premix Ex Taq™

（诺唯赞，中国）进行实时荧光定量 PCR（RT-qP‐
CR），反应体系为 10 μL，包含 1 μL cDNA 模板、0.4 
μL上下游引物（表 1）及 SYBR预混液。内参基因选

用 β-actin，采用 2-ΔΔCt法计算目标基因相对表达量，

以对照组为基准，所有样本重复3次生物学实验。

283



第 45 卷  华 中 农 业 大 学 学 报

1.6　对虾肝胰腺脂肪酸组分及含量测定

选取 EHP 感染后期（6 周后）对照组和试验组

对虾各 9 尾，每组随机分为 3 个生物学重复（3 尾对

虾胰腺混合为 1 个平行样本），样本冷冻干燥 48 h
后研钵磨碎混匀，-20 ℃密封保存。准确吸取 1.0 
mL C23 标品（惠诚生物，中国）于带盖玻璃试管中，

氮气吹干，取约 100 mg 冻干粉样品缓慢送入玻璃

试管底部，加入≥3 mL BHT 溶液（晨明，中国），超

声波振荡 10 min；80 ℃水浴 3 h，加入 1 mL HPLC
级正己烷（赛默飞，美国），1 mL 去离子水，振荡，静

置分层，用 1 mL 注射器小心吸取上层液体至进样

瓶中，氮气吹干液体，加入 500 μL 正己烷，手动上

下颠倒混匀，用封口膜封口，防止正己烷挥发，4 ℃
冰箱保存。

利用高效液相色谱法检测肝胰腺样品中的脂肪

酸组分及含量。色谱柱选用反相 C18 柱（4.6 mm×
250 mm，5 μm）；流动相为乙腈和超纯水，采用梯度

洗脱程序；流速 1.0 mL/min；柱温 30 ℃；进样量 10 
μL。检测器根据仪器配置采用紫外检测器或蒸发光

散射检测器。每批样品检测前使用脂肪酸混合标准

品进行系统平衡和峰位校准。脂肪酸定性依据各脂

肪酸标准品保留时间进行判定，定量采用内标法，以

C23脂肪酸为内标，根据目标脂肪酸峰面积与内标峰

面积之比计算各组分含量。统计分析指标包括总脂

肪酸含量，饱和脂肪酸（SFA）、单不饱和脂肪酸

（MUFA）、多不饱和脂肪酸（PUFA）以及花生四烯

酸（ARA）、二十碳五烯酸（EPA）和二十二碳六烯酸

（DHA）等主要长链多不饱和脂肪酸含量。每个生物

学重复样品平行进样 2 次，取平均值用于后续统计

分析。

1.7　统计分析

EHP 感染对虾的肝胰腺生化指标、脂代谢关键

基因表达水平数据以平均值±标准差（mean±SD）
表示。分析各组数据的分布正态性和方差齐性后，

通过单因素方差分析（one-way ANOVA）结合邓肯

多重范围检验（Duncan’s multiple range test）进行组

间差异分析，显著性水平设置为P<0.05。

2　结果与分析

2.1　EHP感染对虾肝胰腺组织形态特征

EHP 感染组和健康组的透射电镜结果（图 1）显

示，EHP 感染组的肝胰腺细胞间质内有大量大小不

一的脂滴（如黑色箭头所示）。同时，细胞质内分布

着直径较小的 EHP孢子（如白色箭头所示），这与先

表1　关键基因的引物序列

Table 1　Primer sequences of key genes

基因

Genes

FAS

ACC

ACDS

ACDM

ACDVL

ACBP

CPT1

AMPKα

β-actin

引物

Primers

FAS-F
FAS-R

ACC-F
ACC-R

ACDS-F
ACDS-R

ACDM-F
ACDM-R

ACDVL-F
ACDVL-R

ACBP-F
ACBP-R

CPT1-F
CPT1-R

AMPKα-F
AMPKα-R

β-actin-F
β-actin-R

引物序列（5'-3'）
Sequence (5'-3')

TGCTACTGTGCCTGTTGTGTATGC

CCACCAGAACCTGCGTGAATG

CGGCAGACAACATCCATACCACAG

GCAACCAGCGAGAGCAGTAACC

GACCCACGAGATGCTGAGAAAGAC

CTCTGCTTGTCCACCGCTGAAG

TGGATGAGAGCAGCCTGGGAAG

CAGCACGGTTAGCAGCATCTCC

TCGGTATGGCTGGTGCTCTCTC

CTGGATACGAGTTGTGGCGAAGTC

AGCAGCCAACTGATGACGAACTC

GCCTTTCCTTTGAAGTCCAACATGC

GCTGTATCGTGATGCAATGAATGGC

AGGCTGCTGGGATGTTGATAATGTC

CCACCTGCTCCTCCTACTCCATC

GTAGTCCACGATCACCACTCAATGC

CCGGCCGCGACCTCACAGACT

CCTCGGGGCAGCGGAACCTC

产物大小/bp
Product size

102

86

84

97

80

109

145

163

237

GenBank 序列号

GenBank ID

HM595630.1

NC_091550.1

NC_091590.1

NC_091574.1

NC_091555.1

NC_091560.1

NC_091553.1

NC_091554.1

NC_091571.1
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前研究中EHP孢子大小有一定差距［16］，这可能与感

染时间有很大的关系。

2.2　EHP感染后凡纳滨对虾脂质稳态

油红O染色能够可视化组织样本中的脂质分布

与含量。对EHP感染后的对虾肝胰腺组织细胞进行

油红O脂滴染色，结果显示，EHP感染第 1周和对照

组的对虾肝胰腺组织细胞内（图 2A~D）脂滴较为分

散，着色现象不明显；而EHP感染第 2周的对虾肝胰

腺组织细胞内出现明显的脂滴聚集，油红染料着色

更为清晰（图 2E~F，方框内所示）。如图 2G所示，随

着感染时间的增加，对虾肝胰腺组织细胞内脂滴的

相对面积显著增加（P<0.05）。

2.3　EHP感染后凡纳滨对虾生化指标

如图 3A 所示，凡纳滨对虾肝胰腺内甘油三酯

（TG）含量在 EHP 感染初期（前 2 周）显著高于健康

对照组（P<0.05），随后呈现动态恢复趋势，至感染

后期（第 3 周后）与健康对照组无显著差异；由图 3B
可见，总胆固醇（T-CHO）含量在感染前 2 周内持续

降低，且低于对照组，而在感染的第 3周和第 4周内，

又呈现上升趋势，且感染组均显著高于对照组（P<
0.05），且感染组肝胰腺内的 T-CHO 在整个感染过

程中始终与健康对照组保持相似波动规律。感染第

3~4 周，感染组脂蛋白脂肪酶（LPL）活性呈现显著

下降（P<0.05），第 3 周时其含量降至健康对照组的

A：EHP感染对虾肝胰腺细胞；B：健康对虾肝胰腺细胞；黑色箭头：脂滴；白色箭头：EHP孢子；NC：细胞核。A： EHP infected shrimp he‐
patopancreas； B： Large lipid droplets； black arrow： Lipid droplets； white arrow： EHP spores； NC： Nucleus.

图1 凡纳滨对虾肝胰腺组织透射电镜图

Fig. 1 TEM of hepatopancreas tissue for L. vannamei

A~B为对照组的对虾肝胰腺组织脂滴分布情况；C~D为EHP感染第 1周对虾肝胰腺组织内脂滴分布情况；E~F为EHP感染第 2周对

虾肝胰腺组织内脂滴分布情况；G为脂滴相对面积统计图。*表示P<0.05。A-B represent the distribution of lipid droplets in the hepatopan‐
creatic tissues of shrimp during the control group； C-D represent the distribution of lipid droplets in the hepatopancreatic tissues of shrimp dur‐
ing the 1st week of EHP infection； E-F represent the distribution of lipid droplets in the hepatopancreatic tissues of shrimp during the 2nd week 
of EHP infection； G represents the statistical chart of the relative area of lipid droplets. * represents P<0.05.

图2 凡纳滨对虾肝胰腺组织脂滴染色

Fig. 2 Lipid droplet staining of hepatopancreas tissue of L. vannamei
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25%（图 3C），而感染组肝脂肪酶（HL）活性在第 4
周时则比对照组显著高近25%（图3D，P<0.05）。

2.4　关键脂代谢基因表达分析

如图4所示，在脂肪合成相关基因中，FAS、ACC
基因相对表达量显著升高（P<0.05）。脂肪分解相

关基因中CPT1、AMPKα基因相对表达量均降低，其

中，AMPKα基因表达显著降低（P<0.05），影响脂肪

酸 β 氧化的基因（ACDVL，ACDM，ACBP，ACDS）
中，ACDM基因相对表达量升高，但没有达到显著差

异，而其他基因相对表达量均发生不同程度的降低，

其中，ACBP、ACDS 基因相对表达量呈显著性降低

（P<0.05）。

2.5　脂肪酸组分及含量变化

色谱分析显示，EHP 感染后期对虾肝胰腺检测

出 5 种饱和脂肪酸、14 种不饱和脂肪酸（4 种单不饱

和脂肪酸、10种多不饱和脂肪酸）。EHP长期感染后

对虾肝胰腺内总脂肪酸含量较健康对照组出现显著

下 降（P<0.05），而 2 种 饱 和 脂 肪 酸（C16：0 和

C18：0）、4 种不饱和脂肪酸（C18：1n-9、C20：1n-9、
C18：2n-6、C18：3n-6）均显著降低（P<0.05），尤其是

棕榈酸（C16：0）、油酸（C18：1n-9）和亚油酸（C18：
2n-6）在对虾肝胰腺中含量较多，感染组相对于对照

组 分 别 下 降 了 约 65.27%、79.08% 和 75.94%，而

EHP 感染组检测出健康虾没有的 C18：4n-3、C20：

4n-3 和 C22：5n-3，同时感染组的 3 种长链不饱和必

需脂肪酸花生四烯酸（ARA）、二十碳五烯酸（EPA）

以及二十二碳六烯酸（DHA）相较于对照组含量有所

升高（表2）。

3　讨 论

微孢子虫 EHP 作为细胞内专性寄生原虫，其进

化过程中能量代谢相关基因的简化与丢失［17］，迫使

宿主通过脂代谢重编程满足其增殖需求。尽管EHP
感染通常不直接导致宿主死亡，但其可能通过持续

调控并利用宿主脂质资源维持自身增殖与长期寄生

状态。本研究从脂代谢动态调控角度出发，通过对

EHP 持续感染过程中多时间点的脂代谢指标检测，

解析EHP与宿主从急性感染到慢性共生的适应性演

化机制，为寄生虫与宿主的相互作用关系提供脂质

代谢维度的见解。

脂质作为对虾肝胰腺的核心组分，不仅构成细

胞器膜与生物膜的主要结构基础，更以脂滴形式承

担能量储存、代谢、免疫调控的多重功能［18-19］。脂滴

由中性脂质（甘油三酯、甾醇酯）形成的疏水核心与

包裹其外的极性脂质（磷脂、胆固醇、游离脂肪酸）构

成［20］。宿主非脂肪细胞中脂滴积累是应对病原感染

的普遍适应性反应［21-22］。TG 是真核动物中最主要

的能量储存分子，在大多数细胞中作为高度还原的

A. TG； B. T-CHO； C. LPL； D. HL. *： P<0.05；**： P<0.01；***： P<0.001；****： P<0.000 1.
图3 凡纳滨对虾感染EHP后肝胰腺各项生化指标变化

Fig. 3 The changes in biochemical parameers of hepatopancreas in L. vannamei after EHP infection
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可氧化能量储存，是细胞内能量代谢和稳态所必需

的［23］。胆固醇作为细胞膜的基本结构和多种生物活

性分子的前体，在免疫反应中扮演着不可或缺的角

色［24］。本研究发现，EHP 感染 2 周后凡纳滨对虾脂

滴数量较对照组显著增加，并伴随 TG 含量升高，这

表明EHP感染会显著动态性地改变对虾肝胰腺细胞

内脂滴的重构。本研究还发现，在感染前 2周，感染

组 T-CHO 含量持续低于对照组。这可能是宿主应

对EHP感染而启动免疫应答的关键时期，大量的T-
CHO 用于构建主动免疫的细胞膜的组成成分［25］。

研究还发现，感染组和对照组T-CHO含量都随着感

染时间的增加而增加，且感染组显著高于对照组。

这表明宿主的生理状态由最初的主动免疫状态，改

变为由EHP持续感染引发肝胰腺脂质代谢紊乱与组

织损伤的状态［26］，而积累的T-CHO可用于其自身的

生长发育［27］。有研究发现，在微孢子虫-宿主互作

中，胆固醇被证实是微孢子虫增殖的关键资源，其体

内缺少从头合成胆固醇的途径，如恶性疟原虫（Plas⁃

modium falciparum）和利什曼原虫（Leishmania spp.）
利用宿主胆固醇重塑红细胞膜，增强寄生虫逃逸宿

主免疫识别以及自我增殖［25，28］。LPL 和 HL 是影响

FAS：脂肪酸合酶基因；ACC：乙酰辅酶A羧化酶基因；CPT1：肉

碱棕榈酰转移酶1基因；AMPKα：腺苷酸活化激酶α基因；ACDM：中

链特异性酰基辅酶 A 脱氢酶基因；ACDVL：极长链特异性酰基辅

酶 A 脱氢酶基因；ACBP：酰基辅酶 A 结合蛋白基因；ACDS：酰基

辅酶A脱氢酶基因。*表示P<0.05；**表示P<0.01；****表示P<
0.000 1。FAS： Fatty acid synthase； ACC： Acetyl-CoA carboxyl‐
ase； CPT1： Carnitine palmitoyltransferase 1； AMPKα： Adenosine 
monophosphate-activated protein kinase α； ACDM： Medium-chain 
specific acyl-CoA dehydrogenase； ACDVL： Very long-chain specif‐
ic acyl-CoA dehydrogenase； ACBP： Acyl-CoA binding protein； 
ACDS： Acyl-CoA dehydrogenases. * represents P<0.05； ** repre‐
sents P<0.01； **** represents P<0.000 1.

图4 EHP感染后影响凡纳滨对虾肝胰腺

脂代谢关键基因表达

Fig. 4 Expression of key genes affecting hepatopancre⁃
atic lipid metabolism in L. vannamei after EHP infection

表2　EHP感染后凡纳滨对虾肝胰腺脂肪酸含量变化

Table 2　Changes in fatty acid content of hepatopancreas 
of shrimp L. vannamei after EHP infection

mg/g 

脂肪酸种类

Types of fatty acids

C12:0

C14:0

C16:0

C18:0

C20:0

C16:1n-7

C18:1n-9

C20:1n-9

C22:1n-9

C18:2n-6(LA)

C20:2n-6

C18:3n-6

C18:3n-3(ALA)

C18:4n-3

C20:4n-3

C20:4n-6(ARA)

C20:5n-3(EPA)

C22:5n-3

C22:6n-3(DHA)

SFA

MUFA

PUFA

n-3 PUFA

n-6 PUFA

ΣFA

对照组

Control group

0.08±0.00

1.41±0.13

44.29±2.22b

17.72±0.09b

0.93±0.01

4.87±0.43

106.90±4.23b

5.08±0.70b

0.47±0.13

47.54±3.70b

14.30±1.22b

1.05±0.09b

8.97±1.23b

1.17±0.16

2.22±0.22

3.56±0.39b

64.42±2.43b

117.32±3.83b

78.82±4.39

15.81±1.75

64.07±2.55b

260.56±10.65b

感染组

Infected group

0.04±0.00

1.91±0.33

15.38±1.41a

4.51±0.45a

0.21±0.03

4.71±0.10

22.36±2.94a

1.39±0.14a

0.26±0.13

11.44±1.59a

0.61±0.05a

0.17±0.03a

2.07±0.33a

0.16±0.03

1.48±2.25

1.86±0.19

4.60±2.26

0.39±0.23

7.34±0.71a

22.05±2.20a

28.73±2.95a

30.12±2.81

16.20±1.18

14.08±1.74a

80.9±7.90a

注：LA：亚油酸；ALA：α-亚麻酸；ARA：花生四烯酸；EPA：二十

碳五烯酸；DHA：二十二碳六烯酸。SFA：饱和脂肪酸；MUFA：单

不饱和脂肪酸；n-3 PUFA：n-3 多不饱和脂肪酸；n-6 PUFA：n-6
多不饱和脂肪酸；ΣFA：总脂肪酸。不同小写字母表示 2 组间存

在显著差异（P<0.05）。Note：LA： Linoleic acid； ALA： α-Lino‐
lenic acid； ARA： Arachidonic acid； EPA：Eicosapentaenoic acid； 
DHA： Docosahexaenoic acid； SFA： Saturated fatty acid； MUFA： Mono‐
unsaturated fatty acids； n-3 PUFA： n-3 polyunsaturated fatty acids； 
n-6 PUFA： n-6 polyunsaturated fatty acids； ΣFA： Fatty acid. Dif‐
ferent lowercase letters represent significant differences between the 
two groups （P<0.05）.
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生物体内脂质代谢的 2种重要的脂肪酶，能催化 TG
等脂质分解为脂肪酸，从而为组织提供氧化供能的

原料［29-30］，HL还具有转运胆固醇的作用［31］。本研究

发现，随着感染时间的增加，对虾肝胰腺 LPL 与 HL
的代谢调控呈现显著拮抗性，这表明 EHP可能通过

影响不同通路干扰宿主脂质代谢稳态，并推测 EHP
能使 HL 酶代偿性升高来分解过量的 TG，这可能与

EHP 的增殖需求有关，从而进一步满足自身的代谢

需求［15］。第 3周和第 4周的LPL酶活降低，而HL酶

活增加，会使 TG和 T-CHO的含量分别呈现上升和

下降，这与本研究中 TG及 T-CHO测定的结果相符

合，进一步支持了之前的结论。

EHP 会干扰脂肪酸代谢过程中关键基因的表

达［32-33］。本研究发现参与脂肪酸合成的关键基因

（FAS、ACC）表 达 上 调 ，分 解 通 路 基 因（CPT1、
AMPKα）表达下调，影响脂肪酸 β氧化的基因（ACD⁃
VL、ACDM、ACBP、ACDS）中，除 ACDM 异常升高

外，其余基因表达量均出现不同程度降低，这表明

EHP 促进了对虾肝胰腺细胞内脂肪酸的合成，并抑

制脂肪酸分解与氧化产能，这与前述脂滴积累、TG
升高及脂质代谢酶活性变化结果基本一致。而

ACDM 为中链特异性酰基辅酶 A 脱氢酶，负责氧化

中链脂肪酸，在长链脂肪酸 β氧化途径被整体抑制的

情况下，细胞可通过特异性增强中链脂肪酸的氧化

能力，作为一种代偿性的能量供应策略［34］，在本研究

中，其异常升高，推测是为了弥补EHP感染而造成宿

主脂肪酸 β氧化的能量损失［35］。脂肪酸对多种寄生

虫生长发育具有重要作用［36］。本研究发现，与对照

组相比，EHP 感染组总脂肪酸含量大大降低，其中，

棕榈酸（C16：0）、油酸（C18：1n-9）和亚油酸（C18：
2n-6）在对虾肝胰腺中含量较多，受EHP影响显著下

降，这与 Hoch 等［37］的研究结果相似。有研究发现，

恶性疟原虫（Plasmodium falciparum）会摄取宿主血

清中的脂肪酸用于自身的生长发育［38］，Mazumdar
等［39］对弓形虫（Toxoplasma gondii）的研究也有相似

的结果，而本研究结果表明 EHP对宿主存在能量依

赖性，感染后期的 EHP在对虾肝胰腺中会摄取大量

饱和脂肪酸和不饱和脂肪酸等获取能量，这部分能

量可能用于孢子的分裂增殖或其他的代谢活动。花

生四烯酸（ARA）的代谢产物，例如，白三烯（LTs）、

前列腺素（PG）和环戊酮前列腺素（CPG）等在促炎

和抗炎调节中起关键作用［40］。n-3 族脂肪酸（以

EPA和DHA为主）在炎症和免疫过程中具有重要的

调节作用，可以激活PPAR信号通路，从而抑制生物

体内的炎症反应并增强其非特异性免疫［41］。本研究

发现，感染组对虾肝胰腺中的 ARA、EPA以及 DHA
相较于对照组有所增加，这表明在感染后期，EHP可

能通过减少宿主肝胰腺内 ARA、EPA 及 DHA 的分

解利用，从而抑制其代谢产物免疫应激和炎症反应，

来逃避宿主对它的非特异性免疫作用。

综上，本研究系统揭示了 EHP 感染对凡纳滨对

虾脂质代谢的调控机制及其对宿主能量稳态的影

响。研究发现，在感染前期，EHP通过上调脂肪合成

关键基因（FAS、ACC）的表达，促进甘油三酯（TG）

的积累与肝胰腺细胞内脂滴的形成；同时，抑制脂肪

酸 β 氧化通路关键基因（如 CPT1、AMPKα）的表达

及脂蛋白脂肪酶（LPL）的活性，阻碍脂肪分解供能，

而肝脂肪酶（HL）活性则代偿性上升，提示EHP可能

通过调控宿主脂代谢酶活性以获取能量。感染后

期，高效液相色谱分析显示总脂肪酸含量显著下降，

尤其是棕榈酸（C16：0）、油酸（C18：1n-9）和亚油酸

（C18：2n-6）等主要脂肪酸，表明 EHP大量摄取宿主

脂肪酸以满足自身生长发育需求。此外，具有免疫

调节功能的长链多不饱和脂肪酸（如 ARA、EPA、

DHA等）比例升高，可能通过其代谢产物抑制宿主炎

症与免疫反应，为 EHP的慢性感染与免疫逃逸提供

了有利的微环境。本研究从多层面解析了EHP通过

脂代谢重编程干扰对虾能量循环的分子机制，为对

虾EHP感染的防控策略提供了新的理论依据和潜在

靶点。
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Characterization of lipid metabolic alterations in Litopenaeus 
vannamei infected with Enterocytozoon hepatopenaei  （EHP）
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Nanning 530021，China；
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3.School of Marine Sciences，Ningbo University，Ningbo 315211，China

Abstract To elucidate the pathogenic mechanism by which Enterocytozoon hepatopenaei （EHP） af‐
fects host energy metabolism and causes growth retardation，this study focused on the hepatopancreas of 
Litopenaeus vannamei with chronic EHP infection.A comprehensive approach was employed utilizing tech‐
niques such as transmission electron microscopy，histopathological staining （Oil Red O），biochemical index 
assays，fluorescence quantitative PCR （RT-qPCR），and high-performance liquid chromatography （HPLC） 
to systematically analyze changes in lipid accumulation，key metabolic enzyme activities，expression of lipid 
metabolism-related genes，and fatty acid composition in the hepatopancreas during infection.Electron micros‐
copy results revealed numerous lipid droplets of varying sizes in the interstitium of hepatopancreas cells in 
the EHP-infected group.Histological analysis showed obvious aggregation of lipid droplets in the hepatopan‐
creas tissue of prawns infected with EHP for 2 weeks.Biochemical assays indicated a significant increase in 
triglyceride （TG） content during the early stage of infection （2 weeks），while total cholesterol （T-CHO） 
levels exhibited a trend similar to that of the control group during the infection process.In addition，in the 
3rd and 4th weeks of infection，lipoprotein lipase （LPL） activity in the hepatopancreas of infected prawns 
decreased significantly compared to controls，whereas hepatic lipase （HL） activity increased compensatorily.
RT-qPCR analysis of lipid metabolism gene expression showed that genes associated with fat synthesis 
（FAS，ACC） were significantly upregulated，while genes involved in fatty acid catabolism （CPT1，
AMPKα，ACDVL，ACDM，ACBP，ACDS） were significantly downregulated，thereby inhibiting fatty acid 
β-oxidation.High-performance liquid chromatography results showed a significant decrease in total fatty acid 
content decreased significantly compared to the control group （P<0.05），while the proportion of long-
chain polyunsaturated fatty acids （ARA，EPA，DHA） increased.The above results indicate that EHP dis‐
rupts the energy metabolism cycle in L.vannamei by interfering with lipid synthesis and fatty acid degrada‐
tion.This study demonstrates that lipid metabolism remodeling is an important pathological mechanism un‐
derlying growth retardation in L.vannamei caused by chronic EHP infection，providing a theoretical founda‐
tion for the prevention and control of EHP disease.

Keywords Enterocytozoon hepatopenaei； Litopenaeus vannamei； lipids； energy metabolism
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