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许多植物和动物可供食用和药用，但有些是有毒性

的。由于形态上的相似，一些有毒物种常被误认为无毒

物种。因无意摄入有毒植物或动物而导致中毒甚至死亡

的意外事件时有发生，尤其在野外。在这种情况下，快

速而准确地鉴定有毒物种对于为中毒者提供最佳且紧急

的治疗是至关重要的，可以挽救生命或至少可以将健康

损害降到最低。遗憾的是，目前大多数物种鉴定方法，

包括DNA条形码、环介导等温扩增技术（LAMP）和色

谱技术等，都依赖于专业的设备和专门的实验室，无法

在现场实时应用。因此，开发一种快速、准确、无需任

何设备的有毒物种鉴定方法是非常有必要的。

重组聚合酶扩增（RPA）是Pipenburg等[1]开发的

一种独特的等温DNA扩增技术。该方法可在35~40 ℃
的恒温条件下（接近人体体表温度），在相对较短的时

间内（15~25 min）快速扩增目标基因片段，不论是否

借助热循环仪。由此产生的RPA反应产物可以通过多种

方式进行可视化，如琼脂糖凝胶电泳、基于探针的荧光

监测和侧向流检测试纸（LFD）。其中，LFD是一种便

携式的免仪器诊断性分析装置，其结果可通过直接观察

试纸条上的显色反应来判读。将RPA-LFD组合用于现

场快速核酸检测的前提是要先实现无需任何设备即可进

行DNA提取。2017年，Zou等[2]报道了一种基于滤纸

快速捕获核酸的可靠方案，该方案无需使用仪器设备。

在本研究中，我们利用这种快速简单的DNA提取方法，

并将其与RPA-LFD相结合，建立了一种快速鉴定剧毒

植物钩吻（Gelsemium elegans）的方法。

钩吻也称为断肠草，是一种剧毒的开花植物，广泛

分布在我国南方和东南亚。钩吻含有多种吲哚类生物

碱，包括蛇根精类、钩吻子素类、胡蔓藤乙素类、钩吻

素甲类和甲基钩吻乙素类生物碱[3]。这些生物碱不仅

具有较强的药理作用，还具有剧烈的毒性。口服钩吻或

其水提物会导致消化系统、循环系统和呼吸系统的严重

中毒反应，甚至会导致心脏或呼吸衰竭而死亡。不幸的

是，钩吻很容易被误认为常见的药用植物金银花（Loni­
cera japonica）。因为这两种植物在野外有时会缠绕在一

起，并且具有非常相似的芽形。因此，这种混淆会导致

意外中毒甚至死亡。

为建立一种快速、可行的野外鉴别钩吻的方法，我

们采集了钩吻和金银花，通过聚合酶链反应（PCR）扩

增和Sanger测序获得其psbA-trnH序列。基于这些序列，

我们设计了针对钩吻的特异性引物和探针，用于RPA-
LFD检测（见附录A中的表S1）。经过一系列的方法学

研究，我们提出了一种针对钩吻的现场快速鉴定方案。

该方案如图1（a）所示，并在附录A的第1节中简要描述。
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首先，将测试样品的新鲜叶片切成小块，按Zou等[2]所
述方法，使用滤纸进行快速DNA提取。接着，将携带

样本DNA的滤纸条浸入含有RPA反应液、物种特异性

引物和探针的反应管中，然后加入乙酸镁。接着将反应

管置于人的手掌中孵育至少20 min。最后将LFD试纸条

的底端浸入少量稀释的RPA反应产物中，再放入含有运

行缓冲液（running buffer）的PCR管中并静置。1~2 min
后，在LFD试纸条上可观察到一条或两条色带。对于钩

吻样品，LFD试纸条上应该出现两个条带，而对于非钩

吻样品，LFD试纸条上仅观察到对照条带[图1（b）]。

图1. 快速鉴定的方案流程及其方法学考察结果。（a）现场快速鉴定方案流程；（b）利用该方案对钩吻和金银花进行物种鉴定；（c）三组引物和探
针的特异性和扩增效率考察，LFD试纸条顶部的数字表示组号；（d）RPA孵育温度考察；（e）用手孵育时间考察；（f）基于梯度稀释钩吻gDNA的
灵敏度考察；（g）基于梯度稀释钩吻pEasy-psbA-trnH质粒的灵敏度考察。LF：侧流；FAM：荧光素；THF：四氢呋喃。
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在方法学考察中，我们进行了几项相关的考察（详

见附录A中的第2节），包括引物和探针的特异性、扩增

效率[图1（c）]、RPA反应温度[图1（d）]、反应时间[图
1（e）]和反应灵敏度的测试。反应温度试验表明，适合

RPA反应的合理温度范围为30 ~ 42 ℃，且在37 ℃时观

察到最优结果，这个温度非常接近人体表面的温度。在

反应灵敏度试验中，最低检出限分别为0.01 ng·g–1 DNA 
[图1（f）]和20.5拷贝psbA-trnH片段[图1（g）]。

综上所述，我们将基于滤纸的DNA提取和RPA-
LFD检测相结合，提供了一种快速鉴别剧毒植物钩吻

和药用植物金银花的方法。该方案至少需要0.01 ng·g–1 
DNA或20.5拷贝psbA-trnH片段，可在30 min内产生可

靠的结果。更重要的是，该方案易于执行且不需要专业

设备，因此适用于钩吻的现场快速鉴定。基于本方案可

以开发出商用试剂盒。另外，本研究为其他物种（包括

植物和动物，无论是否有毒）的快速现场鉴定提供了新

的思路。

Appendix A. Supplementary data

Supplementary data to this article can be found online 
at https://doi.org/10.1016/j.eng.2020.02.012.
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