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基于可视化和实时荧光环介导等温扩增技术快速鉴定日本红菇
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摘 要：目的　利用可视化和实时荧光环介导等温扩增（LAMP）技术，建立日本红菇的快速鉴别方法。方法　基于

日本红菇内转录间隔区的基因序列设计了特异性的 LAMP 引物，在 23 种蘑菇物种间进行特异性验证，通过检测

10 ng/μL~1 fg/μL 系列浓度的基因组 DNA，评估方法的灵敏度。结果　设计的 LAMP 引物可特异性鉴别日本红菇，不

与其他蘑菇种类发生交叉反应。建立的 LAMP 方法检测灵敏度为 1% 混合蘑菇样本，或终浓度为 2 pg/μL 的日本红

菇 DNA。结论　本方法可用于新鲜/干制蘑菇及烹饪后蘑菇的检测，检测时间<1 h，其中可视化方法无需专业仪器设

备，适用于日本红菇的现场快速鉴别。
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Abstract： Objective　A method for the rapid detection of Russula japonica was established based on a visual or real-
time fluorescent loop-mediated isothermal amplification （LAMP） strategy. Methods　A LAMP primer group targeting the 
internal transcribed spacer sequence of R.  japonica was designed and primer specificity was tested in 23 mushroom 
species.  The sensitivity of the method was assessed by detecting DNA at a series of concentrations ranging from 10 ng/μL 
to 1 fg/μL. Results　 The designed primers specifically identified R.  japonica without cross-reaction with the other 22 
mushroom species.  Both developed LAMP methods could detect as low as 2 pg/μL of a DNA template or 1% R.  japonica in 
different mushroom mixtures. Conclusion　 The established method is suitable for rapid on-site identification of R.  

japonica and can be applied to fresh， dried， or cooked mushroom samples， with a detection time of <1 h.  This 
visualization strategy does not require professional equipment and is suitable for the rapid identification of R.  japonica.
Key words： Russula japonica； visual loop-mediated isothermal amplification； real-time loop-mediated isothermal 
amplification； rapid identification； mushroom products
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蘑菇因其味道鲜美、营养丰富而广受消费者喜

爱。据统计，全世界约有 14 000 种蘑菇，在我国约

4 000 种被发现，其中有毒蘑菇约 480 种［1］。某些毒

蘑菇与野生食用菌形态十分相似，非专业人士难以

准确鉴别，因而导致我国误食毒蘑菇中毒的事件频

频发生［2］。据国家食品安全风险评估中心统计，

2003—2017 年我国毒蘑菇中毒事件占总食源性中

毒事件的 31. 8%，位居各类食源性中毒诱因之首［3］。

日本红菇（Russula japonica）隶属于担子菌门、伞

菌纲、红菇目、红菇科、红菇属的有毒蘑菇，误食后可

引发急性胃肠炎，出现呕吐、腹泻等症状。日本红菇

子实体中大型，菌盖呈乳白色，中间下凹，边缘反卷，

近漏斗状，夏秋季于阔叶林地上群生或单生，北温带

及热带地区均有分布［4］。在我国其主要分布于华

中、华南地区，于 2013 年首次在我国被发现报道［5］。

日本红菇与一些野生食用菌的形态十分相似，仅凭

外观形态难以鉴别。据已知数据统计 2020 年因误

食日本红菇导致的全国中毒事件 58 起，中毒病例

151 例，对人民健康造成较大的危害［6-7］。

目前已有多种检测技术用于有毒蘑菇的检测

鉴别，如化学显色法、酶联免疫吸附测定法、免疫层

析法、液相色谱串联质谱法等。这些鉴别方法的检

测对象均为毒蘑菇中的蘑菇毒素，然而日本红菇中

的毒性成分至今仍不明确，无法通过此类方法进行

鉴 别 。 真 菌 内 转 录 间 隔 区（Internal transcribed 
spacers， ITS）被认为是高等真菌分类鉴定的 DNA
条形码，可用于真菌的分子鉴别［8］。当前基于 ITS
序列的 PCR 扩增技术已被用于有毒蘑菇的鉴定［9］，

该技术具有较好的特异性和稳定性，但反应过程依

赖 PCR 仪器，反应时间约 2 h，并不适用于现场快速

检测。核酸等温扩增技术因其无需循环温度的优

势被广泛应用于病原菌检测，其中环介导等温扩增

（Loop-mediated isothermal amplification，LAMP）技术

是 2000 年首次被提出的一种核酸等温扩增方法，

其原理为针对目标基因的 6 个区域设计 2 对特异

性引物，在具有链置换活性的 DNA 聚合酶作用下

60 ℃~65 ℃恒温扩增，1 h 内即可得到 109~1010 倍的

核酸扩增［10］，扩增产物通过浊度变化、颜色变化、侧

向流动试纸条、实时荧光法和分子探针等进行鉴

定。目前已有将 LAMP 技术用于剧毒鹅膏菌、大青

褶伞等毒蘑菇的鉴定［11-12］。

本 研 究 根 据 日 本 红 菇 的 ITS 序 列 ，设 计 了

LAMP 引物并进行特异性验证，建立了可视化和实

时荧光 LAMP 两种检测方法，并利用煮熟的蘑菇混

合物验证了方法的适用性。本研究建立的方法可

用于现场快速准确鉴别日本红菇，为毒蘑菇中毒事

件及临床诊断提供有效技术手段。

1　材料与方法

1. 1　主要仪器与试剂

96E 多样品冷冻研磨仪（上海万柏生物科技有

限公司）；5424r 高速冷冻离心机（德国 Eppendorf 公
司）；Nanodrop 2000c 超 微 量 分 光 光 度 计（美 国

Thermo scientific 公司）；HWS-12 恒温水浴锅（上海

生工生物工程技术服务有限公司）；LightCycler® 96
荧光定量 PCR 仪（瑞士 Roche 公司）。

供试的蘑菇样本共计 23 种，部分采集自上海

市和云南省普洱市，所采蘑菇均经过形态学和分子

生物学 ITS 测序鉴定，部分由吉林农业大学田恩静

博士提供并鉴定。蘑菇种类包含日本红菇等 7 种

红菇属和 16 种其他属蘑菇，样本信息详见表 1；
WarmStart® LAMP 变色预混液、LAMP 荧光染料（分

子 生 物 学 级 ，美 国 New England Biolabs 公 司）；

Nuclease-free Water（分子生物学级，北京全式金生

物技术有限公司）；CTAB， tris-HCl 缓冲液和石英砂

（纯度 99. 0%，美国 Sigma-Aldrich 公司）。

1. 2　DNA 提取

称取烘干蘑菇样本 25 mg 于 2 mL 离心管中，分

别 加 入 200 μL 石 英 砂 、650 μL CTAB 缓 冲 液

（55 mmol/L CTAB，1. 4 mol/L NaCl， 100 mmol/L 
Tris-HCl， 20 mmol/L EDTA 调 pH 至 8. 0）、550 μL
氯仿/异戊醇溶液（v/v，24/1），置于样品冷冻研磨仪

中 70 Hz 研磨 260 s。随后 13 523 g 离心 5 min，吸
取 500 μL 上清液于 1. 5 mL 离心管中，加入 500 μL
的异丙醇，50 μL 5 mol/L 的乙酸钠（pH 5. 2），上下

轻轻颠倒混匀后静置 3 min。13 523 g 离心 5 min，
弃掉上清液后，加入 500 μL 70% 的冰乙醇轻轻振

荡离心管底使 DNA 悬浮。13 523 g 离心 5 min，小
心倒去乙醇，DNA 室温自然干燥 30 min；最后，加入

50 μL 无 核 酸 酶 水 于 4 ℃ 过 夜 溶 解 DNA。 使 用

NanoDrop-2 000C 超微量分光光度计测量所提 DNA
的浓度，260/280 nm 比值评价所提 DNA 的纯度。

提取的 DNA 稀释至 10 ng/μL 备用，并于 4 ℃短期

保存，-20 ℃长期保存。

1. 3　特异性 LAMP 引物设计

采 用 在 线 引 物 设 计 工 具 NEB LAMP Primer 
Design Tool （https：//lamp. neb. com/#！/）进行多组

特异性 LAMP 引物设计。在 NCBI GenBank 数据库

上检索下载日本红菇 ITS 序列（No.  MN648957. 1，
MN648956. 1，MK167414. 1），同时检索同属的美味

红菇、短柄红菇序列作为背景基因序列。根据日本

红菇与其他红菇的序列差异性设计引物，引物包括
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4 条核心引物：即正向外引物（F3）、反向外引物

（B3）、正向内引物（FIP）由 F1c 与 F2 构成，反向内

引物（BIP）由 B1c 与 B2 构成，还有 1 条正向环引物

（LF），所设计的引物由生工生物（上海）有限公司

合成。

1. 4　可视化 LAMP 方法建立

可视化检测方法的 LAMP 反应体系总体积为

10 μL， 包括 2×WarmStart® LAMP 变色预混液（New 

England Biolabs，美国）5 μL、DNA 模板 2 μL、引物混

合液 1. 09 μL（包括 12. 8 μmol/L 的内引物 FIP/
BIP，1. 2 μmol/L 的外引物 F3/B3 和 6. 4 μmol/L 的

环引物 LF），补水至 10 μL。在 62 ℃恒温水浴锅中进

行等温扩增，反应持续 45 min。根据反应前后颜色变

化判断是否为日本红菇。当样本中含有日本红菇时，

反应体系颜色由粉红色变为黄色；当样本中无日本红

菇时，体系颜色则保持粉红色不变。

表 1　采集的蘑菇样本

Table 1　Collected mushroom specimens used in this study
属

红菇属

Russula

鹅膏属

Amanita

蘑菇属

Agaricus

青褶伞属 Chlorophyllum

白环蘑属 Leucoagaricus

裸脚伞属 Gymnopus

皮伞属

Marasmius
香菇属

Lentinus

种

毒红菇

Russula emetica
菱红菇

Russula resca
亚稀褶红菇

Russula subnigricans
铜绿红菇

Russula aeruginea
稀褶黑红菇

Russula nigricans
密褶红菇

Russula densifolia
日本红菇

Russula japonica
芥橙黄鹅膏

Amanita subjunquillea
锥麟白鹅膏

Amanita virgineoides
杵柄鹅膏

Amanita sinocitrina
小豹斑鹅膏

Amanita parvipantherna
淡红鹅膏

Amanita pallidorosea
异味鹅膏

Amanita kotohiraensis
欧式鹅膏

Amanita oberwinklerana
爪哇鹅膏

Amanita javanica
球基鹅膏

Amanita subglobosa
豹斑鹅膏

Amanita pantherina
球基蘑菇

Agaricus abruptibulbus
大青褶伞

Chlorophyllum molybdites
橙褐白环蘑

Leucoagaricus tangerinus
裸脚伞

Gymnopus subnudus
紫皮小红伞

Marasmius pulcherripes
香菇

Lentinus edodes

试验编号

REM

RRE

RSU

RAE

RNI

RDN

RJA

ASU

AVI

ASI

APAR

APAL

AKO

AOB

AJA

ASUB

APA

AAB

CMO

LTA

GYS

MPU

LED

采集地点

云南省普洱市

上海市

浙江省湖州市

内蒙古根河市

贵州省毕节市

云南省普洱市

云南省普洱市

吉林省蛟河市

云南省普洱市

安徽省合肥市

贵州省毕节市

河南省驻马店市

湘西土家族苗族自治州

江苏省南京市

云南省普洱市

云南省普洱市

云南省普洱市

云南省普洱市

上海市

云南省普洱市

云南省普洱市

上海市

上海市

Gene Bank 登录号

—

KU237465.1

—

—

KX812835.1

AB291761.1

AB509603.1

KR996715.1

—

MK388152.1

MW192484.1

KY616971.1

MH508415.1

—

LC100003.1

MH508619.1

AB015701.1

MW192484.1

AY081243.1

KF981791.1

MW816520.1

MW291124.1

—

特异性

-

-

-

-

-

-

+

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-
注：香菇 (L. edodes)为人工栽培物种，购于上海某超市 ; 毒红菇 (R. emetica)、亚稀褶红菇 (R. subnigricans)、铜绿红菇 (R. aeruginea)、锥鳞白鹅膏 (A. 
virgineoides)和欧式鹅膏(A. oberwinklerana)由菌物专家田恩静老师根据宏观形态和微观特征鉴定

——1442



基于可视化和实时荧光环介导等温扩增技术快速鉴定日本红菇——赵兰馨，等

1. 5　实时荧光 LAMP 方法建立

实时荧光检测法的 LAMP 反应体系总体积为

10 μL，包括  WarmStart LAMP 预混液 5 μL、DNA 模

板 2 μL、5×LAMP 荧光染料（New England Biolabs，美
国）1 μL，引物混合液 1. 09 μL （包括 12. 8 μmol/L
的内引物 FIP/BIP，1. 2 μmol/L 的外引物 F3/B3 和

6. 4 μmol/L 的环引物 LF）， 补水至 10 μL。使用

LightCycler® 96 荧光定量 PCR 仪（Roche，瑞士）进行

恒温扩增，程序设置为预热 62 ℃ 15 s，扩增反应

62 ℃恒温 60 s/循环，每 45 s 收集一次荧光信号，共

设 60 个循环，总时间约为 1 h。采用荧光信号强度

随时间变化的扩增曲线反映扩增结果，荧光阈值默

认为系统预设值，Ct 值反映每个管内的荧光信号达

到设定的荧光阈值时所经历的循环数。

1. 6　LAMP 方法的特异性验证

为验证 LAMP 方法的特异性，以 ddH2O 为空

白，日本红菇为阳性样本，其他 22 种蘑菇为阴性样

本，包括毒红菇、密褶红菇、亚稀褶红菇、菱红菇、铜

绿红菇等（表 1）。按照 1. 3. 3 和 1. 3. 4 所建立的反

应体系进行等温扩增，根据颜色变化和荧光信号值

来判断可视化和荧光 LAMP 检测方法的特异性。

1. 7　LAMP 方法的灵敏度分析

为测定 LAMP 检测方法的灵敏度，将日本红菇

基因组 DNA 梯度稀释为 10、1、0. 1、0. 01 ng/μL、1、
0. 1、0. 01 pg/μL 和 1 fg/μL，按照 1. 3. 3 和 1. 3. 4
所建立的方法进行等温扩增，根据颜色变化和荧光

信号值来确定可视化和荧光 LAMP 检测方法的灵

敏度。

1. 8　方法应用

实际生活中，有毒蘑菇往往混杂于其他蘑菇中

经烹饪加工后食用。为验证所建立的两种 LAMP
检测方法的适用性，将研磨后的日本红菇与香菇按

不同质量比充分混合，日本红菇与香菇质量比分别

为 1∶0、1∶1、1∶3、1∶19、1∶99 和 0∶1。取 50 mg 混合

蘑菇粉末样本和 1. 5 mL 纯水于 2 mL 离心管中，涡

旋混合 1 min 后，将离心管固定于泡沫漂浮板，然后

置于 100 ℃水浴锅中加热 15 min，模拟蘑菇烹煮过

程。直接取蘑菇蒸煮后的汤水 10 μL 稀释 10 倍

后，分别按照 1. 3. 3 和 1. 3. 4 所建立的方法进行等

温扩增，评价两种 LAMP 检测方法在实际样本中的

适用性。

1. 9　统计学分析

所得数据以均数±标准差（Mean±SD）表示，统

计 学 分 析 采 用 SPSS 26. 0 软 件（IBM Corporation，
美国）。统计比较采用单因素方差分析（ANOVA）
进行邓肯事后检验，以 P<0. 05 为差异有统计学

意义。

2　结果

2. 1　引物设计

通过在 NCBI 上搜索日本红菇基因序列，采用

5. 8S rDNA 两侧的 ITS 序列作为目标基因，进一步

与同亚属的美味红菇、短柄红菇基因序列比对，找

到种内保守、种间特异的序列片段。本研究设计的

日本红菇特异性 LAMP 引物在靶标序列上的位置

和方向如图 1 所示，共靶向 7 个结合位点，对应

LAMP 引物序列信息见表 2。

2. 2　引物特异性验证

利用自行设计的日本红菇特异性引物，分别

采用可视化 LAMP 法和荧光 LAMP 法在 23 种不

同 蘑 菇 物 种 间 进 行 特 异 性 验 证 。 如 图 2（A）所

示，ddH2O 为空白对照（No. 1），日本红菇为阳性

样本（No. 24），其他 22 种蘑菇为阴性样本（No. 2~

图 1　日本红菇 LAMP 引物设计位置

Figure 1　LAMP primer designing sites for Russula japonica

表 2　日本红菇引物序列

Table 2　Primer sequences of Russula japonica

引物

F3
B3
FIP
BIP
LF

序列  (5'-3')
GTGTCATGATATCTTCAACCTT

AGTCTCTGACGAGACAGTT
AGCTGGCTTTGAGAGGAAAGCGGTTTCTTGATCAAGAAGGC

TAGTAGGGTCTACTTTGCTGATCCGGTTTGCAAAAAGCCCAAG
GCAAAAGCCTCCAAATTCCAA

长度/bp
22
19
41
43
21
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23）。结果显示第 1~23 反应管的颜色保持粉红

色不变，无扩增反应发生；第 24 反应管的颜色由

粉红色变为黄色，发生了扩增反应导致体系颜色

变化。

同时采用该引物组进行实时荧光 LAMP 扩增

反应。如图 2（B）所示，只有日本红菇发生扩增反应

产生了 S 型荧光曲线，Ct 值为 19. 32，其他蘑菇样本

及空白对照未产生任何荧光信号。结果表明本研

究设计的引物具有良好的特异性，未出现交叉反应

和假阳性结果。

2. 3　方法灵敏度分析

将获得的日本红菇 DNA 模板进行梯度稀释，

浓度范围为 101~10-6 ng/μL，按照 1. 4 和 1. 5 步骤

分别进行可视化和实时荧光 LAMP 扩增反应，每个

浓度水平重复 3 次实验。如图 3（A）和 3（B）所示，

可视化和实时荧光 LAMP 方法均可检出 20 pg 的样

本添加量，即终浓度为 2 pg/μL 的样本 DNA。

2. 4　方法适用性验证

利用开发的 LAMP 方法用于煮沸后的混合蘑

菇样本中。如图 4（A）和 4（B）所示，可视化法和实

时荧光 LAMP 法均可检测到混合样品中 1% 的日本

红菇添加量，空白对照无反应。结果表明该方法可

用于蘑菇及加工蘑菇中日本红菇的鉴定。

3　讨论

红菇属是大型野生真菌类群之一，种类丰富，

分布广泛。全世界共有 800 余种，我国报道的约

180 种，其中可食红菇种类 78 种，有毒种类 18 种，

如日本红菇、毒红菇、臭黄菇、拟臭黄菇、点柄黄红

菇和亚稀褶红菇等［13-15］。除亚稀褶红菇引起横纹肌

溶解症状外，其他红菇类误食后均可导致胃肠炎症

状。近年来，由日本红菇引起的中毒事件逐年上

升，在我国湖南、江西、重庆、浙江和贵州等地均有

中毒事件发生［16］。然而，目前尚无任何日本红菇的

快速鉴别方法被报道。LAMP 技术具有恒温高效、

无需外加温度循环仪可实现扩增的特点，反应时间

<1 h，相比传统的 PCR 检测手段具有显著优势。此

注：图(A)为可视化 LAMP 法的引物特异性验证结果 .1: ddH2O; 2: ASU; 3: AVI; 4: ASI; 5: APAR; 6: APAL; 7: AKO; 8: AOB; 9: AJA; 10: ASUB; 11: 
APA; 12: AAB; 13: CMO; 14: LTA; 15: GYS; 16: MPU; 17: LED; 18: REM; 19: RRE; 20: RSU; 21: RAE; 22: RNI; 23: RDN; 24: RJA; 图(B)为实时荧光

LAMP 法的引物特异性验证结果，红色曲线为日本红菇；绿色曲线为其他物种和 ddH2O
图 2　引物特异性验证

Figure 2　Specificity test of primers
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外 LAMP 扩增产物检测方法多样，其中颜色变化法

是最为直接快速的检测方法，其原理是由于扩增反

应产生大量的 P2O7
4-与体系金属离子结合，导致反

应体系组分或 pH 改变从而引起染料颜色变化。本

研究中可视化染料为粉红色与黄色的转变，相较于

HNB 法的颜色变化（天蓝和紫罗兰），更易于区分。

此外，为了更好地验证设计引物的特异性及了解扩

增反应的实时动态 ，本研究也建立了实时荧光

注：图(A)为可视化 LAMP 法的灵敏度结果图；图(B)为实时荧光 LAMP 法的灵敏度结果 .1~8 对应模板 DNA 浓度 :
10、1、0.1、0.01 ng/μL、1、0.1、0.01、1 fg/μL

图 3　灵敏度分析

Figure 3　Method sensitivity analysis

注：图(A)为可视化 LAMP 法适用性验证结果；图(B)为实时荧光 LAMP 法适用性验证结果 . 1~6 对应日本红菇与香菇样本

不同质量比混合，日本红菇与香菇质量比例分别为 1:0、1:1、1:3、1:19、1:99 和 0:1
图 4　方法适用性验证

Figure 4　Method applicability
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LAMP 方法，作为另一种方法验证手段，可通过 Ct
值来进一步确定所建立的 LAMP 方法达到信号阈

值的最短时间。

为设计出特异的 LAMP 引物，目标序列的选择

尤为重要。在真菌中，核糖体 DNA 具有较高的保

守性，其中 5. 8S rDNA 及其两侧的 ITS 区域，具有

进化速率快，序列片段小，遗传信息丰富等特点，更

能够反映出种属间的差异［17］，因此优先选择 ITS 作

为 日 本 红 菇 LAMP 引 物 的 靶 标 序 列 。 当 前 ，

GeneBank 中共记录 5 条被鉴定为日本红菇的基因

序列 ，经分析后发现仅有的 5 条序列相似性较

低［18］，其 中 GeneBank 号 为 AB509603. 1（2009）和

AB154697. 1（2003）的基因序列相似较高，来源于日

本 ；GeneBank 号 为 MN648957. 1、MN648956. 1
（2019）和 MK167414. 1（2018）的基因序列相似度较

高，来源于中国。经过进一步比较分析发现，来源

于日本的两条序列中，AB154697. 1 包含 ITS2 和

28S rDNA 区域，AB509603. 1 包含 5. 8S rDNA、ITS2
和 28S rDNA 部分序列，序列片段较小。而来源于

中国的 3 条基因序列均含有 5. 8S rDNA 及其两侧

的 ITS 序列，序列长度相近，相比前一组更适合作为

引物设计的目标序列。基于此，本研究共设计了

3 组备选引物，通过试验筛选了一组无交叉污染且

扩增效果最优的引物，并用 22 种不同种属的蘑菇

样本验证了其特异性，结果显示引物特异性良好，

无交叉反应。

本研究基于 LAMP 技术分别建立了快速鉴定

日本红菇可视化和实时荧光方法，二者均具有良好

的特异性和灵敏度，可检测出终浓度为 2 pg/μL 的

模板 DNA。此外直接将煮熟的混合菌汤作为扩增

模板仍可得到良好的结果，可检出低至 1% 的日本

红菇添加量，整个 LAMP 检测过程用时不到 1 h，其
中可视化检测结果通过肉眼观察颜色变化即可判

断，方便快捷，可用于现场诊断；实时荧光法则可以

监测反应进程实时跟踪，适用于实验室检测。本研

究建立日本红菇快速鉴别技术，对毒蘑菇中毒的预

防和临床诊断具有重要意义。
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