
浙 江 林 业 科 技，2018，38（2）：44－49    

J Zhejiang For Sci Technol    

 

doi:10.3969/j.issn.1001-3776.2018.02.007 

 

刺苋和苋属的实时荧光 PCR 鉴定 
 

林晓佳，吴  姗，陈吴健，任  琰，沈旭芳 

（浙江省检验检疫科学技术研究院，浙江  杭州  310016） 

 

摘要：基于叶绿体的 PsbA 基因（Genbank 登录号：DQ006133.1），设计了 ASP-1 和 ASP-2 两组具有刺苋特异性

的引物探针，对苋科 Amaranthaceae 苋属 Amaranthus 刺苋 A. spinosus 的 9 个不同地理种、长芒苋 A. palmeri 的 2

个不同地理种、其它 5 种苋属植物和苋科非苋属 8 种，以及苋科外植物 3 种共 27 个样品进行 TaqMan 实时荧光

PCR 鉴定。结果表明，ASP-1 适合作为刺苋的实时荧光 PCR 鉴定引物，其最佳扩增温度 62℃；ASP-2 适合作为

苋属的实时荧光 PCR 鉴定，其最佳扩增温度为 60℃。首次建立了 TaqMan 探针实时荧光 PCR 快速鉴定刺苋和苋

属植物的方法。在优化后的检测条件下，ASP-1 的检测灵敏度可达到 0.03 ng·μL-1；ASP-2 的检测灵敏度则可达到

0.01 ng·μL-1。上述方法作为形态鉴定的辅助方法，可准确有效的对刺苋及苋属植物进行鉴定。 
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Real-time PCR Identification of Amaranthus spinosus and Amaranthus spp. 
 

LIN Xiao-jia，WU Shan，CHEN Wu-jian，REN Yan，SHEN Xu-fang 

  （Zhejiang Academy of Inspection and Quarantine, Hangzhou 310016, China） 

Abstract: Based on the conserved fragment of plant chloroplast genes (Genbank No. DQ006133.1), a primer-probe set specific for Amaranthus 

spinosus (ASP-1) and a primer-probe set specific for Amaranthus spp. (ASP-2) were designed. Screened by to the 27 species including 9 target 

species, 7 closely-related species and 11 other non-target species，the two primer-probe sets show good specificity. According to the real-time PCR 

tests results, the optimum amplification temperatures for ASP-1 and ASP-2 are 62℃ and 60℃ separately. Under optimal conditions ASP-1 and 

ASP-2 showed high efficiency in the detection of target plants with the detection limits of 0.03 ng·μL-1 for A.spinosus and 0.01 ng·μL-1 for 

Amaranthus spp., respectively. It is the first time to establish a real-time PCR method for rapid identification of Amaranthus spinosus and 

Amaranthus spp., and as an auxiliary method of morphological identification, it can be implemented accurately and effectively. 
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当外来物种在非原产地新生态环境中建立种群，进一步传播扩散改变或威胁本地生物多样性且带来一定危

害与影响的时候，就成为外来入侵物种（Alien invasive species）[1]。中国国土广袤，幅员辽阔，自然地理条件

复杂，无论栖息地类型还是结构均呈现多样化的特征，几乎适宜任何外来物种归化[2]。植物入侵一般比动物入

侵更频繁，更常见，入侵物种数量更大，危害程度更高[3]。植物入侵意味着外来植物可能取代土著植物，导致

土著植物多样性降低，最终导致生态系统多样性的改变[4]。据调查研究显示，中国外来入侵植物约 500 种，主

要为菊科 Compositae，豆科 Leguminosae，禾本科 Gramineae，苋科 Amaranthaceae 等，优势属中较为突出的是
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苋科苋属 Amaranthus[1]。该属的刺苋 A. spinosus，反枝苋 A. retroflexus，长芒苋 A. palmeri 属于杂草，种子细小，

结实量极大，且具有化感潜力[5]。刺苋原产热带美洲，目前中国、日本、印度、中南半岛、马来西亚、菲律宾

等地皆有分布。我国 19 世纪 30 年代在澳门发现，现已成为我国热带、亚热带和暖温带地区的常见杂草，广布

于陕西、河北、北京、山东、安徽、浙江、广东、香港、台湾等二十余个省市。刺苋胞果边熟边开裂，散落种

子于土壤中，入侵旷地、园圃、农耕地等，常大量孳生危害旱作农田、蔬菜地及果园，严重消耗土壤肥力[6]，

对生长在其周围植物的萌发和光合速率都会有一定的影响，降低多种作物的生长和产量[5]。成熟植株有刺因而

清除比较困难，并伤害人畜。2010 年被我国环保部列入“中国第二批外来入侵物种名单”，成为我国第二批十

种外来入侵杂草之一[6]。 

入侵生物的传播途径主要有 3 种。有意识引进，即人为引进具有一定经济价值、实用价值的物种，最后演

变为入侵种；无意识引进，即随着贸易、运输、旅游等活动而传入的物种演变而成的入侵种；自然入侵，即通

过物种自身的扩散能力或者借助自然条件而实现的入侵[7]。据悉，中国外来入侵植物中约 50%是由于检疫人员

疏漏，随贸易品、运输工具等方式引进，即无意识引进。但随着贸易全球化，人为活动范围的扩大，进出口贸

易量的与日俱增，对检疫工作提出了更高的要求。而检疫工作中面临的业务量大、鉴定专家匮乏，特别是植物

物种鉴定通常以传统的形态学鉴定为主，若植物以种子、果实等形态出现，或形态学信息不足等都会使鉴定面

临困难[8]。利用分子生物学手段，通过检测物种 DNA 序列中特异性的片段，是解决形态学鉴定不足的有效方法

之一，也为快速检疫鉴定携带或夹带的植物样本或种子提供有效的解决方案。实时荧光 PCR 方法是基于传统

PCR 法的基础上，设计具有物种特异性的引物和探针，通过特异性引物的扩增，鉴定该物种是否为目标物种，

同时结合具有荧光标识的探针实现同步扩增同步检测，提高检测效率。本研究基于植物叶绿体基因的保守片段，

研究了刺苋和苋属植物的实时荧光 PCR 快速鉴定方法。 

1  材料和方法 

1.1  供试样品 

供试植物样品包括苋科苋属 7 种（包含刺苋的 9 个不同地理种、长芒苋的 2 个不同地理种和其它 5 种）和

苋科非苋属 8 种，以及苋科外植物 3 种共 27 个样品（表 1）。2014－2015 年 7－8 月，在浙江、江苏及广东等

地粮库周边、农舍周围、村道边和田间等地采集相关植物样品，每个采集地点每种样品均随机采集 3 株，将其

放入塑料样品保鲜袋中，带回实验室后放置于－70℃冰箱保存、备用。种子样品是 2015 年从进口大豆中截获，

置于 4℃冰箱中保存、备用。 

表 1  供试样品 
Table 1  Samples for test 

中文名 学名 科属 采集地 来源 

刺苋 A. spinosus 苋科苋属 浙江衢州、金华、湖州、舟
山、建德，广东从化、茂名

野外采集，进口美国和阿根廷
大豆中截获 

长芒苋 A. palmeri 苋科苋属 浙江衢州、建德 野外采集 

三色苋 A.tricolor 苋科苋属 浙江杭州 野外采集 

籽粒苋 A. hypochondriacus 苋科苋属 浙江舟山 野外采集 

反枝苋 A. retroflexus 苋科苋属 浙江舟山 野外采集 

白苋 A. albus 苋科苋属 江苏南通 野外采集 

皱果苋 A. viridis 苋科苋属 广东从化 野外采集 

土牛膝 Achyranthes aspera 苋科土膝属Achyranthes 广东从化 野外采集 
千日红 Gomphrena globasa 苋科千日红属Gomphrena 广东从化 野外采集 
莲子草 Alternanthera sessilis 苋科莲子草属Alternanthera 江苏南通 野外采集 
青葙 Celosia argentea 苋科青葙属Celosia 浙江金华 野外采集 
浆果苋 Deeringia amaranthoides 苋科浆果苋属Deeringia 广东湛江 野外采集 
血苋 Iresine herbstii  苋科血苋属Iresine 广东湛江 野外采集 
少毛白花苋 Aerva glabrata  苋科白花苋属Aerva 广东湛江 野外采集 
杯苋 Cyathula prostrata 苋科杯苋属Cyathula 广东湛江 野外采集 
刺蒺藜草 Cenchrus echinatus 禾本科蒺藜草属Cenchrus 浙江舟山 野外采集 
大豆 Glycine max 豆科大豆属Glycine 浙江湖州 田间采集 
玉蜀黍 Zea mays 禾本科玉蜀黍属Zea 浙江湖州 田间采集 
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1.2  基因组 DNA 提取 

每株植物样品取 2 g 叶片，用液氮研磨后混匀，再取其中 0.2 g；每个种子样品随机抽取 10 粒，用液氮研磨

后混匀，再分别采用 QIAGE N DNeasy Plant Mini Kit（美国）试剂盒提取，得到的 DNA 溶解在 50 μL 去离子水

中。所得 DNA 样品置于－20℃冰箱保存、备用。 

1.3  特异性引物探针的设计与合成 

引物和探针的设计是基于叶绿体的 PsbA 基因（Genbank 登录号：DQ006133.1），通过 Primer 5 软件选取

了 ASP-1 和 ASP-2 两组具有刺苋特异性的引物探针（表 2）。本研究所用的 TaqMan 实时荧光 PCR 引物和探针

由杭州擎科梓熙生物技术有限公司合成。 

表 2  引物探针序列 
Table 2  Primers and probes designed for detection of A. spp. 

引物探针 核酸序列(5'→3')及荧光标记 

ASP-1 F: TAAAGGAGCAATGCCGTTTTCTT 
R: CAGTATTCAGAACTTGCCTTTGA 
P: FAM- TTTTTTTTTTAATTCAAAATGGATTCAAGAT-Eclipse 

ASP-2 F: AGGAGCAATGCCGTTTTCTT 
R: CAGTATTCAGAACTTGCCTTTGA 
P: FAM- TGTCAAGAAATTGGTTATTGCTCC -Eclipse 

 
1.4  TaqMan 实时荧光 PCR 

实时荧光 PCR 反应体系如下：10 μL Premix Ex Taq（Takara，中国），上游引物（10 pmol·μL-1）0.4 μL，

下游引物（10 pmol·μL-1）0.4 μL，探针（10 pmol·μL-1）0.4 μL，取上述提取得到 DNA 液 2 μL，用去离

子水补足体积至 20 μL。阴性对照反应用 2 μL 的去离子水替代 DNA 进行反应。应用荧光定量 PCR 仪 lightcycle 

480（Roche，美国）进行反应，反应程序为（1）95℃，10 s；（2）95℃，5 s；58 ~ 62℃（每 2℃为一个梯度进

行优化），23 s；40 个循环。在特异性和灵敏度验证实验中，real-time PCR 反应都重复 3 次，Ct 值表示结果（Ct

值表示每个反应管内荧光信号到达设定的域值时所经历的循环数），SD 表示标准差。 

1.5  引物的特异性和灵敏度验证 

1.5.1  特异性验证  对 27 个样品进行荧光 PCR 检测，以验证所设计引物探针的特异性（表 3）。同时设置了 3

个 PCR 退火温度（58℃，60℃，62℃），以比较不同温度下的荧光 PCR 反应特异性。 

1.5.2  灵敏度验证  以初始浓度为 6.7 ng·μL-1 的衢州刺苋 DNA 为材料，用去离子水对上述 DNA 进行 2 倍稀

释，共得到 12 个浓度的 DNA 样本进行荧光 PCR 检测，以验证引物探针 ASP-1 与 ASP-2 的灵敏度（表 4）。其

中 DNA 的初始浓度通过核酸浓度仪（Nanodrop 1000）测定获得，其余样品的浓度则通过 2 倍梯度稀释推算得

到[9]。 

1.6  数据分析    

荧光 PCR 反应完成后，用仪器自带的软件 lightcycle 480 software release 计算并得到 Ct 值。根据重复 3 次

的 Ct 值，利用 Excel 2007 软件计算相应的标准差（SD）。取 3 次结果的平均值，平均 Ct 值＞35.0 或无 Ct 值可

判为阴性，Ct 值≤35.0 可判为阳性。  

2  结果与分析 

2.1  引物探针特异性验证 

设计的两组引物探针经特异性验证后显示，不同的扩增温度对引物探针的特异性存在影响。58℃时，ASP-1

不仅能在刺苋中扩增出相应条带，同时也能在苋属植物中扩增到目的片段，但当温度提高到 60℃时，特异性有

所升高，当温度设定为 62℃时，只有目标物种得到阳性结果（表 3）。对苋属具有特异性的引物探针组合 ASP-2

而言，当扩增温度设定为 58℃时，在非苋属植物中也出现了非特异性扩增，但当温度设为 60℃和 62℃时，分

别都只有在目标苋属植物中得到了阳性结果，但在 60℃时，得到的 Ct 值低于 62℃时的结果，相比较 60℃时检
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测的灵敏度较高。因此，ASP-1 适合作为刺苋的实时荧光 PCR 特异性鉴定引物探针，其最佳扩增温度 62℃；

ASP-2 适合作为苋属的实时荧光 PCR 特异性鉴定引物探针，其最佳扩增温度为 60℃。 

表 3  引物探针特异性验证 
Table 3  Specificity verification for the primers and probes 

种类 
Ct±SD 

ASP-1 ASP-2 
58℃ 60℃ 62℃ 58℃ 60℃ 62℃ 

衢州刺苋 21.1±0.4 23.3±0.4 25.1±0.7 17.9±0.7 18.9±0.4 21.9±0.4 

金华刺苋 24.1±0.8 24.8±0.9 27.4±0.4 18.3±0.8 17.5±0.7 18.5±0.7 

湖州刺苋 22.5±0.8 23.9±0.9 26.8±0.4 16.5±0.9 17.9±0.7 20.3±0.7 

舟山刺苋 23.4±1.0 30.4±0.5 31.4±0.8 22.2±0.3 21.9±0.4 22.7±0.5 

建德刺苋 31.7±0.6 22.4±0.7 20.8±0.4 18.8±0.7 19.5±0.8 20.5±0.5 

从化刺苋 25.5±0.7 24.3±0.6 26.4±0.6 20.1±0.4 18.6±0.6 19.5±0.8 

茂名刺苋 26.5±0.6 25.8±0.7 27.8±0.5 18.8±0.5 19.9±0.7 20.6±0.9 

美国刺苋 27.5±1.0 29.4±0.3 30.6±0.6 23.2±0.5 22.2±0.4 24.1±0.8 

阿根廷刺苋 26.1±0.7 27.8±0.4 28.4±0.8 22.3±0.8 19.5±0.6 21.3±0.7 

衢州长芒苋 28.3±0.7 26.4±0.3 － 22.1±0.3 21.8±0.5 21.9±0.4 

建德长芒苋 22.1±0.5 24.6±0.7 － 20.5±0.8 22.5±0.6 25.0±0.3 

三色苋 32.8±0.3 － － 20.7±0.4 23.9±0.9 24.5±0.7 

籽粒苋 22.4±0.2 22.5±0.5 － 26.0±0.8 27.0±0.3 31.8±0.5 

反枝苋 28.7±0.4 29.1±0.4 － 23.4±0.7 24.7±0.5 27.9±0.5 

白苋 29.6±0.2 － － 22.5±0.7 26.5±0.8 29.2±0.3 

皱果苋 30.5±0.5 － － 26.4±0.4 27.8±0.3 30.7±0.4 

土牛膝 － － － － － － 

千日红 － － － － － － 

莲子草 － － － － － － 

青葙 － － － － － － 

浆果苋 － － － 27.5±0.3 － － 

血苋 － － － － － － 

少毛白花苋 － － － 22.3±0.7 － － 

杯苋 － － － － － － 

刺蒺藜草 － － － 24.4±0.5 － － 

大豆 － － － 25.6±0.8 － － 

玉蜀黍 － － － － － － 

阴性对照（水） － － － － － － 

注：表中所示温度为荧光 PCR 退火温度；“－”表示 Ct 值低于检测限。 
 

2.2  引物探针灵敏度验证 

验证结果显示（表 4），当 DNA 浓度稀释至 0.03 ng·μL－1 时，ASP-1 得到的 Ct 值为 32.2，当浓度降至 0.02 

ng·μL－1 时，Ct 值已经低于检测限。该引物探针的灵敏度为 0.03 ng·μL－1。而 ASP-2 的灵敏度则相对高，当检

测用 DNA 的浓度降低至 0.01 ng·μL－1 时，得到的 Ct 值为 33.8，DNA 浓度进一步降低至 0.005 ng·μL－1 时才出

现阴性结果。 

表 4  引物探针灵敏度验证 
Table 4  Sensitivity verification for the primers and probes  

注：“－”表示 Ct 值低于检测限。 

DNA 样品 DNA浓度/(ng·μL－1) 
Ct±SD 

DNA样品 NA浓度/(ng·μL-1) 
Ct±SD 

ASP-1 ASP-2 ASP-1 ASP-2 

1 6.7* 22.3±0.7 20.4±0.5 8 0.05** 31.2±0.7 29.9±0.4 
2 3.3** 24.0±0.3 22.2±0.4 9 0.03** 32.2±0.6 31.0±0.3 
3 1.6** 24.6±0.2 23.3±0.3 10 0.02** － 32.5±0.2 
4 0.8** 25.4±0.4 24.2±0.6 11 0.01** － 33.8±0.2 
5 0.4** 26.8±0.6 25.7±0.7 12 0.005** － － 
6 0.2** 28.1±0.5 26.8±0.8 13 阴性对照（水） － － 
7 0.1** 29.1±0.5 28.1±0.6     
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3  结论与讨论 

目前国内对刺苋和苋属的研究主要集中在其形态结构、化学成分、生理生化和适生性分析，如姜建萍等研

究了刺苋的显微结构[10]；李洁运用多种色谱学方法深入而系统地研究了刺苋的化学成分，并依据其化学成分进

行生物活性研究，从而评价刺苋的生物活性与化学成分之间的关系[11]；陶爱林等利用基因克隆技术，同时采用

生物信息学软件 MULTIPREDSWISS-MODEL 在线软件对所得基因编码蛋白进行抗原性评估及三级结构模拟[12]；

黄飞龙等采用原核系统高效表达刺苋花粉过敏原 Prf23 的条件及免疫学鉴定[13]；李妮亚等和崔聪淑等分别对刺

苋种子的萌发特性和野生刺苋种子休眠特性及其发芽方法进行了研究[14-15]；朱慧等采用全挖法对粤东地区的皱

果苋、刺苋、空心莲子草 Alternanthera philoxeroides 3 种入侵植物在两种不同生境下的种群构件生物量结构特征

进行测量和比较[16]；郑卉等基于包括刺苋在内的 4 种苋属杂草已有的分布点数据，使用 GARP 和 Maxent 两个

模型对其在中国的适生区进行预测[17]。王秋实结合历史标本信息和野外调查，对中国苋属植物进行了详细的经

典分类学研究，同时对其入侵风险进行了评估[1]。而对刺苋和苋属快速分子鉴定的研究目前尚未有报道。 

目前检疫鉴定杂草的常用分子生物学方法主要有以下几种：限制性内切酶片段长度多态性（RFLP）、随机

扩增多态性（RAPD）、扩增片段长度多态性（AFLP）、简单重复序列（SSR）、单核苷酸多态性（SNP），

以及应用较多的 DNA 条形码技术。如 Transue 等对 33 个籽粒苋材料进行了 RAPD 解析，结果与传统形态学分

类吻合[18]；陈景堂等利用 RAPD 技术研究了亚洲和中南美洲产的苋属植物 7 种 14 个品系遗传关系[5]。但上述 5

种方法中，前 4 种更多的用于种属间的聚类分析比较，较少用于对某一样本的种属鉴定，只有“DNA 条形码技

术”则可直接用于种属鉴定。所谓“DNA 条形码技术”就是利用 1 段至几段标准的、易扩增的、种间差异显著

大于种内差异的DNA片段来鉴别物种的新技术[19]。该方法已被应用到锦葵科Malvaceae植物[20]、苍耳属Xanthium 

spp.植物[21]、毒麦属 Lolium spp.植物[22]以及银毛龙葵 Solanum elaeagnifolium[23]等的鉴定。 

本研究在 DNA 条形码的基础上，比较了 matK，rpoC1，rpoB，accD 及 PsbA 等基因在苋属内的序列异同(略)，

最后在 PsbA 上找到了适合苋属及属内刺苋鉴定的引物和探针序列，建立了一种能快速、灵敏、准确地鉴定刺苋

及苋属植物的新方法——实时荧光 PCR 鉴定方法。该方法对刺苋的检测灵敏度可达到 0.03 ng·μL－1；苋属的检

测灵敏度则可达到 0.01 ng·μL－1，足以满足日常鉴定的检测需求。同时该方法从 DNA 抽提到获取实时荧光 PCR

图谱，整个过程可在 3 h 内完成，能达到快速鉴定入侵杂草刺苋和苋属植物的目的。实时荧光 PCR 方法适用于

植物任何生长周期和生长部位，不受实验材料存活状态的影响；同时可对疑似目标植物残体进行快速准确鉴定，

弥补了形态学鉴定方法的不足，可作为形态鉴定的辅助方法，可快速准确有效地对刺苋及苋属植物进行鉴定。 
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