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摘要　对于以种子形态为物种主要识别依据的口岸部门，外来入侵杂草长芒苋、西部苋和糙果苋一直是鉴定的难

点。本文对３４种苋属植物的ＩＴＳ序列和２６ＳｒＤＮＡ进行分析，通过ＳＮＰ变异位点及特异性引物，借助ＰＣＲＲＦＬＰ

方法，对长芒苋、西部苋与糙果苋进行快速、准确的分类鉴定。ＩＴＳ序列分析表明，长芒苋种内变异小，种间变异显

著，可与其他苋属植物明显区分。西部苋与糙果苋之间ＩＴＳ序列差异小，需依据ＳＮＰ位点来区别。

关键词　ＩＴＳ序列；　异株苋亚属；　长芒苋；　西部苋；　糙果苋；　２６ＳｒＤＮＡ；　ＳＮＰ；　ＰＣＲＲＦＬＰ
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２６犛狉犇犖犃；　犛犖犘；　犘犆犚犚犉犔犘

　　外来入侵植物长芒苋犃犿犪狉犪狀狋犺狌狊狆犪犾犿犲狉犻

Ｗａｔｓｏｎ、西部苋犃．狉狌犱犻狊Ｓａｕｅｒ和糙果苋犃．狋狌犫犲狉

犮狌犾犪狋狌狊（Ｍｏｑ．）Ｓａｕｅｒ隶属苋科Ａｍａｒａｎｔｈａｃｅａｅ苋

属犃犿犪狉犪狀狋犺狌狊异株苋亚属犃犮狀犻犱犪，原产北美，是美

国大豆、玉米田的超级杂草［１２］。近几年随中美两国

贸易增加，经粮谷等货物传入我国风险加大，已在我

国口岸多次被截获［３］。长芒苋、西部苋和糙果苋雌

雄异株，与中国苋属雌雄同株种类相比，容易区分。

其中，长芒苋雌株具有圆锥形穗状长花序和芒尖状

硬直苞片等明显特征，容易识别。但西部苋和糙果

苋形态相近，种间常发生杂交，一直是分类上的难

题。Ｓａｕｅｒ
［４５］根据雌花花被片数目及等位酶分析将

西部苋和糙果苋分开。Ｒｏｂｅｒｔｓｏｎ
［６］和Ｐｒａｔｔ

［７］认为

西部苋和糙果苋地理分布重叠，不能分为严格意义
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上的两个种。Ｃｏｓｔｅａ和Ｔａｒｄｉｆ
［８］建议将二者并为一

个种，将西部苋作为糙果苋的变种犃．狋狌犫犲狉犮狌犾犪狋狌狊

（Ｍｏｑ．）Ｓａｕｅｒｖａｒ．狉狌犱犻狊（Ｓａｕｅｒ）Ｃｏｓｔｅａ＆ Ｔａｒ

ｄｉｆ。笔者对西部苋和糙果苋长期观察研究发现，形

态学上，西部苋与糙果苋雌株可通过胞果以及叶片

的特征来区分，但雄株却难以分清。此外，苋属种子

小，仅１ｍｍ左右，形态学分辨技术难以掌握，容易

误判［９］。因此，借助新的方法来澄清两个物种的分

类问题十分必要。

内转录间隔区ＩＴＳ（ｉｎｔｅｒｎａｌｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄｓｐａｃ

ｅｒ）位于ｒＲＮＡ编码基因１８Ｓ、５．８Ｓ和２６Ｓ之间。通

常作条形码使用的ＩＴＳ序列指ＩＴＳ１、５．８Ｓ和ＩＴＳ２。

这些ｒＤＮＡ高度保守地分布在染色体的不同位置，

在每个单倍染色体基因组中的拷贝数超过２００个。

根据保守序列中的单核苷酸多态性（ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏ

ｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＮＰ）位点设计引物进行特异

性扩增比较，可用于物种鉴定。多拷贝序列２６ＳｒＤ

ＮＡ是编码核糖体亚基的基因，序列长度在６００ｂｐ
左右。Ｇｕｔｅｌｌ等研究表明这段区域具有较高的变异

率，可以用于亲缘关系较近的物种间的分类研

究［１０］。将ＩＴＳ序列与２６ＳｒＤＮＡ相结合，可发现更

有价值的分子标记，进而用于种下单元鉴定。

单核苷酸多态性是指由于单个核苷酸的变异所

形成的遗传标记，其数量多、多态性丰富、适于快速、

自动化分析。ＳＮＰ的检测方法有多种，但是由于技术

难度高、成本费用高，其应用受到了阻碍。ＰＣＲＲＦＬＰ

分子标记技术又称酶切扩增多态性序列（ｃｌｅａｖｅｄａｍ

ｐｌｉｆｉｅｄｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃｓｅｑｕｅｎｃｅｓ，ＣＡＰＳ）标记技术，是一

类以ＰＣＲ为基础的共显性的分子标记。自１９９３年

Ｋｏｎｉｅｃｚｎｙ和Ａｕｓｕｂｅｌ在拟南芥上发展ＣＡＰＳ标记以

来［１１］，因其具有共显性、位点特异性、操作简单、成本

低、所需ＤＮＡ样品量少和对ＤＮＡ的纯度要求不高等

优点成为现代生物学研究的一个非常重要的分子标

记技术。在种质鉴定、辅助育种、基因鉴定和图谱构

建等领域得到相当广泛的应用［１２１３］。

宋葆华等［１４１５］曾采用ＲＡＰＤ方法和ＩＴＳ序列

对中国苋属植物系统进化关系进行研究，证明除凹

头苋亚属犃犾犫犲狉狊犻犪以及苋亚属犃犿犪狉犪狀狋犺狌狊的绿穗

苋犃．犺狔犫狉犻犱狌狊复合群分类效果不理想之外，运用

ＩＴＳ序列进行苋属植物的分类效果较好。本文在扩

充物种和样本数量的基础上，采用ＩＴＳ序列及其

ＳＮＰ位点对长芒苋、西部苋和糙果苋三种外来入侵

植物进行分类研究。本研究在苋属植物种子分类鉴

定以及西部苋和糙果苋的分类问题上具有十分重要

的意义和应用价值。

１　材料与方法

１．１　试验材料

供试材料为２００５年至今本实验室收集的苋属

１６种（表１）２１个居群的５１份样品，以及２种作为外

类群的青葙犆犲犾狅狊犻犪犪狉犵犲狀狋犲犪和空心莲子草犃犾狋犲狉

狀犪狀狋犺犲狉犪狆犺犻犾狅狓犲狉狅犻犱犲狊的植株和种子标本。标本

采自国内或来自口岸截获的粮谷下脚料中。所有材

料均通过专家复核鉴定。

表１　植物材料及来源

犜犪犫犾犲１　犘犾犪狀狋犿犪狋犲狉犻犪犾狊犪狀犱犾狅犮犪狋犻狅狀

中文名

Ｃｈｉｎｅｓｅｎａｍｅ

学名

Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃｎａｍｅ

标本来源

Ｌｏｃａｔｉｏｎ

标本采集信息（号）

Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

白苋 犃犿犪狉犪狀狋犺狌狊犪犾犫狌狊 中国内蒙古 Ｈ．Ｘｕ（２０１２）

北美苋 犃．犫犾犻狋狅犻犱犲狊 中国内蒙古 Ｈ．Ｘｕ（２０１２）

凹头苋 犃．犫犾犻狋狌犿 中国北京 Ｈ．Ｘｕ（２０１２）

繁穗苋 犃．犮狉狌犲狀狋狌狊 英国 ＵＫＳＥＥＤ

胀果苋 犃．犱犲犳犾犲狓狌狊 西班牙巴塞罗那 Ｈ．Ｘｕ（２０１２）

绿穗苋 犃．犺狔犫狉犻犱狌狊 中国北京 Ｈ．Ｘｕ（１１１３）

长芒苋 犃．狆犪犾犿犲狉犻

中国北京 Ｈ．Ｘｕｅｔａｌ．（２０１２）

美国西雅图 １８１４９２８

阿根廷 １８１４５１４

中国福建 Ｈ．Ｘｕｅｔａｌ．（２０１０）

反枝苋 犃．狉犲狋狉狅犳犾犲狓狌狊 中国内蒙古 Ｈ．Ｘｕ（２０１２）

刺苋 犃．狊狆犻狀狅狊狌狊 中国福建 Ｈ．Ｘｕｅｔａｌ．（２０１０）

菱叶苋 犃．狊狋犪狀犱犾犲狔犪狀狌狊 中国北京 Ｚ．Ｙ．Ｌｉ（１１３５０）

薄叶苋 犃．狋犲狀狌犻犳狅犾犻狌狊 中国山东 Ｙ．Ｔ．Ｈｏｕ（２００８）

皱叶苋 犃．犮狉犻狊狆狌狊 中国河北 Ｈ．Ｘｕｅｔａｌ．（２０１０）

苋 犃．狋狉犻犮狅犾狅狉 中国北京 Ｈ．Ｘｕ（２０１２）

糙果苋 犃．狋狌犫犲狉犮狌犾犪狋狌狊 中国福建 Ｈ．Ｘｕｅｔａｌ．（２０１０）

·９２１·
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续表１　犜犪犫犾犲１（犆狅狀狋犻狀狌犲犱）

中文名

Ｃｈｉｎｅｓｅｎａｍｅ

学名

Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃｎａｍｅ

标本来源

Ｌｏｃａｔｉｏｎ

标本采集信息（号）

Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

西部苋 犃．狉狌犱犻狊

中国福建 Ｈ．Ｘｕｅｔａｌ．（２０１０）

中国江苏 Ｈ．Ｘｕｅｔａｌ．（２０１１）

中国广东 Ｈ．Ｒ．Ｗｕ（２０１２）

中国北京 Ｚ．Ｘ．Ｌｉ（２０１２）

皱果苋 犃．狏犻狉犻犱犻狊 中国北京 Ｈ．Ｘｕ（２００８）

青葙 犆犲犾狅狊犻犪犪狉犵犲狀狋犲犪 中国北京 Ｈ．Ｘｕ（２０１１）

空心莲子草 犃犾狋犲狉狀犪狀狋犺犲狉犪狆犺犻犾狅狓犲狉狅犻犱犲狊 中国重庆 Ｚ．Ｙ．Ｌｉ（２０１０）

１．２　犇犖犃提取

称取经硅胶干燥的植物叶片或种子１００ｍｇ置于

事先加入４ｍｍ钢珠的２ｍＬＥＰ管中，迅速放入液氮

中冷冻，将ＥＰ管置于 Ｇｅｎｏ／Ｇｒｉｎｄｅｒ２０００（ＳＰＥＸ

ＳａｍｐｌｅＰｒｅｐ）高通量研磨机上，１０００ｒ／ｍｉｎ研磨１．５

ｍｉｎ。用Ｔｉａｎｇｅｎ植物基因组ＤＮＡ提取试剂盒提取

叶片总ＤＮＡ。

１．３　基因扩增及测序

ＩＴＳ序列通用引物为ＩＴＳ１（５′ＴＣＣＧＴＡＧＧＴ

ＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ３′）和ＩＴＳ４（５′ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡ

ＴＴＧＡＴＡＴＧＣ３′）。ＰＣＲ 反应体系：２５ｍｍｏｌ／Ｌ

ＭｇＣｌ２２μＬ，２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ２μＬ，１０×ＰＣＲ缓

冲液２．５μＬ，２．５μｍｏｌ／Ｌ引物各１．０μＬ，聚合酶

１Ｕ，总ＤＮＡ１μＬ（约３０ｎｇ），灭菌水补足２５μＬ。扩增

程序：９４℃变性５ｍｉｎ；９４℃变性１ｍｉｎ，５５℃退火１ｍｉｎ，

７２℃延伸９０ｓ（进行３０个循环）；７２℃延伸１０ｍｉｎ。

ＩＴＳ６１６序列通用引物为３４７ｆ（５′ＣＣＣＧＴＧＡ

ＡＣＣＡＴＣＧＡＧＴＴ３′）和８０７ｒ（５′ＡＡＣＡＴＣＡＧＡ

ＣＣＴＣＴＴＣＧＣＡＧＧ３）（专利申请号：２０１６１１１８５１５６７）。

ＰＣＲ反应体系２５μＬ：３０ｎｇ／μＬ模板ＤＮＡ１μＬ，

１０μｍｏｌ／Ｌ引物各１μＬ，２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ２．０

μＬ，５Ｕ／μＬ犜犪狇ＤＮＡ聚合酶０．３μＬ，１０×ＰＣＲ反

应缓冲液２．５μＬ，２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２２μＬ，余量为

水。ＰＣＲ扩增程序为：９４℃５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５１℃

６０ｓ，７２℃３５ｓ，３５个循环；７２℃１０ｍｉｎ。３％琼脂糖

凝胶电泳检查结果。ＰＣＲ产物经琼脂糖凝胶电泳检

测合格后，由上海生物工程技术服务有限公司测序，

扩增引物同时作为测序引物进行双向测序。

１．４　序列分析及系统树构建

序列编辑和拼接应用Ｌａｓｅｒｇｅｎｅｖ７．１软件中的

ＳｅｑＭａｎ完成，用ＣｌｕｓｔａｌＸ进行序列比对。以青葙和

空心莲子草为外类群，使用ＭＥＧＡ６．０软件进行系统

发育分析。空位被处理为缺失，以邻接法（ｎｅｉｇｈｂｏｕｒ

ｊｏｉｎｉｎｇ，ＮＪ）构建系统分支树。ＮＪ树序列间分化程度

使用Ｋｉｍｕｒａ双参数遗传距离（Ｋｉｍｕｒａ２ ｐａｒａｍｅｔｅｒ

ｄｉｓｔａｎｃｅ，Ｋ２ Ｐ）度量，每一分支的自展支持率为１０００

次重复取样的计算结果。

用于糙果苋和西部苋ＳＮＰ位点分析的序列除来

自本试验样本外，还含有ＧｅｎＢａｎｋ中苋属植物ＩＴＳ序

列，共计３４种１７７条。对序列进行比对分析后，根据

糙果苋全基因组序列的ｃｏｎｔｉｇ００００２片段（ＧｅｎＢａｎｋ

编号：ＡＣＱＫ００００００００．１ＡＣＱＫ０１０００００２．１），在ＳＮＰ

位点下游扩展寻找合适区间，通过ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５

软件设计特异引物，扩增易于检测该位点的序列。

并将扩增的目的片段命名为ＩＴＳ６１６（专利申请号：

２０１６１１１８５１５６７）。

１．５　犘犆犚犚犉犔犘酶切反应

ＰＣＲＲＦＬＰ酶切反应体系为２０μＬ：１μｇ／μＬ模

板ＤＮＡ１０μＬ，１０×ｂｕｆｆｅｒ２．０μＬ，犛狋狔Ⅰ（犈犮狅１３０Ⅰ）酶

１μＬ，余量为水。ＰＣＲＲＦＬＰ酶切反应条件为：

３７℃水浴１ｈ。３％琼脂糖凝胶电泳检查结果。

２　结果与分析

２．１　犐犜犛序列系统发育关系

以ＮＪ法构建的ＩＴＳ序列系统树将苋属植物分

为５个进化支（图１）。其中，长芒苋与同亚属的西

部苋和糙果苋分开，与刺苋聚在一起组成ｃｌａｄｅ３。

且长芒苋种内变异小，种间变异显著，可与其他苋明

显区分。西部苋和糙果苋以９７％的自展支持率聚

为ｃｌａｄｅ１，两者虽然可以与其他苋区分，但西部苋和

糙果苋之间差异小，同源性高，需借助特异性位点进

一步界定。

２．２　西部苋和糙果苋的区分

在对３４种苋属植物的１７７条ＩＴＳ基因序列进

行比较后，发现糙果苋与西部苋以及其他苋在６１６

位点存在稳定的变异，糙果苋在该位点为杂合位点

犃（犃＞犌），西部苋及其他苋在该位点为纯合位点犌

（图２）。该ＳＮＰ位点与相邻碱基组成“ＣＣＡＡＧＧ”，
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为犛狋狔Ⅰ内切酶识别位点。酶切后，糙果苋呈现３

条带，依次为４６１、２７３、１８８ｂｐ，其他无变异位点物种

仅有４６１ｂｐ一个条带（图３）。根据该特异性位点，

可将西部苋和糙果苋相区分。

图１　根据犖犑法构建的苋属植物犐犜犛序列系统进化树图

犉犻犵．１　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲狅犳犃犿犪狉犪狀狋犺狌狊犮狅狀狊狋狉狌犮狋犲犱犫狔犖犑犿犲狋犺狅犱

３　讨论

ＩＴＳ序列已广泛应用于解决科内不同等级的

系统发育和分类问题［１６］，并被Ｋｒｅｓｓ等人选作植

物条形码候选序列［１７］。宋葆华等已对中国苋属

１６个类群ＩＴＳ序列进行系统进化关系分析，表明

ＩＴＳ序列在苋属属内具有良好的分类价值
［１５］。

但之前研究的种类不全，存在大量异名问题。本

研究发现，苋属大部分植物，包括长芒苋，可以通

过ＩＴＳ序列相区分。但西部苋和糙果苋ＩＴＳ序列

的种间差异却很小，需借助ＳＮＰ位点进一步辨

识。ＳＮＰ标记于１９９４年被首次提出，在拟南芥、

水稻、马铃薯等植物的研究中已得到了很好的应

用［１８２０］。随着ＤＮＡ条形码技术从基因跨越到基

因组时代，ＳＮＰ在物种鉴定、系统进化等领域发

挥了越来越多的作用［２１］。这种基因上的单核苷

酸多态性可辅助形态特征，对糙果苋和西部苋进

行最终判定。

·１３１·
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图２　糙果苋犐犜犛序列犛犖犘位点（仅列出部分序列）

犉犻犵．２　犜犺犲犛犖犘狅犳犐犜犛狊犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳犃犿犪狉犪狀狋犺狌狊狋狌犫犲狉犮狌犾犪狋狌狊

图３　苋属植物犐犜犛６１６序列酶切电泳图

犉犻犵．３　犜犺犲犲犾犲犮狋狉狅狆犺犲狉狅犵狉犪犿狅犳犲狀狕狔犿犲犱犻犵犲狊狋犲犱狆狉狅犱狌犮狋狊狅犳犐犜犛６１６狊犲狇狌犲狀犮犲

　　通过ＩＴＳ序列，将长芒苋与西部苋和糙果苋复

合群与苋属其他物种区分后，再根据ＳＮＰ位点对西

部苋和糙果苋进行辅助判定。形态上，西部苋雌株

胞果周裂、１～２花被片、雌花花序间生有小叶、叶片

黄绿或绿色并长椭圆形，与糙果苋雌株胞果不裂、无

花被片、雌花花序细长无小叶、叶片深绿色并狭长椭

圆形的特征相区别，但雄株间的形态却十分接近。

二者在ＩＴＳ序列上有稳定的ＳＮＰ位点，且为杂合位

点，而且变异位点较少。因此，综合形态特征和ＩＴＳ

序列分析，建议采用Ｃｏｓｔｅａ和Ｔａｒｄｉｆ
［８］的分类观

点，即将西部苋作为糙果苋的变种犃．狋狌犫犲狉犮狌犾犪狋狌狊

（Ｍｏｑ．）Ｓａｕｅｒｖａｒ．狉狌犱犻狊（Ｓａｕｅｒ）Ｃｏｓｔｅａ＆Ｔａｒｄｉｆ

来处理。
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征订启事 　　　欢迎订阅２０１８年《中国稻米》杂志

《中国稻米》是由农业部主管，中国水稻研究所主办，全国农业技术推广服务中心等单位协办的全国性水稻科学技术期刊，

兼具学术性、技术性、知识性、信息性等特点。２０１４年被国家新闻出版广电总局认定为首批学术类期刊，为中文核心期刊和中

国科技核心期刊，曾荣获全国农业期刊金犁奖技术类一等奖、浙江省优秀科技期刊二等奖等奖项。据《中国科技期刊引证报

告》（核心版）统计，《中国稻米》２０１６年的影响因子为０．５７２。适合我国水稻产区各级技术人员及农业与粮食行政管理人员、科

研教学人员和稻农阅读。本刊为双月刊，标准大１６开本，单月２０日出版。每期定价１０．００元，全年６０．００元，全国公开发行，

邮发代码：３２ ３１，国内刊号：ＣＮ３３ １２０１／Ｓ，国际统一刊号：ＩＳＳＮ１００６ ８０８２。欢迎新老读者到当地邮局订阅，也可直接汇款

到本刊编辑部订阅。
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电　　话：０５７１ ６３３７０２７１，６３３７０３６８
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