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摘要: ２０１９ 年在新疆塔城市进行入侵有害生物实地踏查中发现疑似假苍耳的植株ꎬ首先采用传统形态学

鉴定方法ꎬ根据植物的根、茎、叶、花及果实等外部形态特征进行初步鉴定ꎬ再以植物的 Ｒｐｓ１６、ｐｓｂＡ 和

ｍａｔＫ 基因序列为参考ꎬ设计特异性引物(分别为 ＩＸＲ、ＩＸＰ 及 ＩＸＭ)进行聚合酶链式反应(ＰＣＲ)扩增和测

序ꎮ 通过形态学和 ＤＮＡ 分子鉴定可知ꎬ采自塔城市的野生杂草为假苍耳ꎬ待检测植物基因测序片段与假

苍耳 ｐｓｂＡ 和 ｍａｔＫ 基因序列的相似度高达 ９８％ꎬ是我国入境植物检疫性有害生物之一ꎮ 本研究建立了假

苍耳的快速检测方法ꎬ可为新疆地区假苍耳的检验检疫及有效防控提供参考ꎮ
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是一年生草本植物ꎬ属菊科假苍耳属ꎬ原产于北美ꎬ
是我国入境植物检疫性有害生物之一(李凤兰等ꎬ

２０２０)ꎮ 假苍耳在农田、路旁及荒地等生境中较为

常见ꎬ对环境适应能力较好ꎬ其生长迅速、繁殖力

强ꎬ主要靠抢夺当地植物的阳光、养分和水分等来

生物安全学报 ２０２３ꎬ ３２(２): １３３－１３８
ＪＯＵＲＮＡＬ ＯＦ ＢＩＯＳＡＦＥＴＹ ｈｔｔｐ:∥ｗｗｗ.ｊｂｓｃｎ.ｎｅｔ



生存ꎮ 假苍耳在生长过程中极易排斥其他植物ꎬ形
成单一群落ꎬ改变当地原有植物种类和群落类型ꎬ
这种极强的竞争力对农业生产和生态环境的多样

性具有潜在危害(王晶ꎬ２０１２)ꎮ 此外ꎬ假苍耳的花

粉易引起枯草热病ꎬ皮肤敏感的人接触到假苍耳的

叶片会引起皮肤炎ꎬ危害人类健康 (王丽娟等ꎬ
２０２１ꎻ 许志东等ꎬ２０１２)ꎮ

１９８１ 年ꎬ关广清(１９８３)在辽宁省朝阳县大营

子公社发现一种过去从未见过的植物ꎬ经形态学鉴

定得出该植物为假苍耳ꎬ之后其主要分布在我国东

北地区ꎮ ２０１２ 年 ８ 月ꎬ杜珍珠等(２０１７)首次在新

疆塔城市发现该植物ꎮ ２０１９ 年ꎬ本课题组在新疆塔

城市进行入侵有害生物实地踏查中发现疑似假苍

耳的植株ꎬ但目前对假苍耳形态鉴定方面的研究较

少ꎬ暂未见其 ＤＮＡ 分子鉴定相关研究的报道ꎮ 因

此ꎬ亟需建立假苍耳快速、准确的检测方法ꎬ避免其

在新疆大范围的扩散ꎮ 本研究通过传统形态学结

合 ＤＮＡ 分子鉴定方法ꎬ旨在简便、高效地识别和鉴

定假苍耳ꎬ为新疆地区假苍耳的检验检疫及有效防

控提供参考ꎮ

１　 材料与方法
１.１　 供试材料

供试材料于 ２０１９ 年 ９ 月 １１ 日采自塔城市巴

克图口岸ꎮ
１.２　 试剂与仪器

主要试剂:ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ、２ ×Ｓａｎ Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍｉｘ、
ＴＡＥ 溶液、核酸染料、Ｅｚｕｐ 柱式植物基因组 ＤＮＡ 抽

提试剂盒等ꎬ均为上海生工生物工程股份有限公司

提供ꎮ
主要仪器:ＳＺＮ４５ 型双目体视显微镜(宁波舜宇

仪器有限公司)、ＺＥＩＳＳ(蔡司)Ｖ２０ 体视显微镜(蔡司

ＺＥＩＳＳ 集团)、ＤＫ￣８Ｄ 型数显恒温水浴锅(金坛市医

疗仪器厂)、Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 离心机 (德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公

司)、ＮａｎｏＤｒｏｐ Ｏｎｅ 微量分光光度计(美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ)、ＱＬ￣９０１ 型旋涡混合器(江苏海门其林贝尔仪

器制造有限公司)、Ｂｉｏｍｅｔｒａ 型 ＰＣＲ 扩增仪(德国 Ｂｉ￣
ｏｍｅｔｒａ 公司)、ＤＹＹ￣６Ｃ 型水平电泳槽(北京六一生物

科技有限公司)等ꎮ
１.３　 实验方法

１.３.１　 形态学鉴定 　 根据植物的外部形态特征ꎬ
对其根、茎、叶、花、果实进行描述ꎮ 先将植物的细

微结构如种子、雌雄蕊等放入培养皿中ꎬ用清水浸

泡 ２０ ｍｉｎꎬ取出晾干后用 ＺＥＩＳＳ(蔡司)Ｖ２０ 体视显

微镜观察ꎬ并对其进行拍照ꎬ根据相关文献(关广

清ꎬ１９８３ꎻ 杜珍珠等ꎬ２０１７)进行形态鉴定ꎮ
１.３.２　 ＤＮＡ 分子鉴定 　 (１)基因组 ＤＮＡ 提取:取
植物叶片 ５０~１００ ｍｇ 置于预冷的无菌研钵中ꎬ加入

液氮迅速研磨成粉末状并转移至 １. ５ ｍＬ 离心管

中ꎮ 参照 Ｅｚｕｐ 柱式植物基因组 ＤＮＡ 抽提试剂盒

说明书进行操作ꎬ提取植物基因组 ＤＮＡꎬ并用微量

分光光度计检测所提基因组 ＤＮＡ 的纯度和浓度ꎮ
(２)设计引物:根据形态学鉴定结果ꎬ在美国国立生

物技术信息中心 (Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
ＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎꎬＮＣＢＩ)网站(ｈｔｔｐｓ:∥ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.
ｇｏｖ)上搜索假苍耳核苷酸序列ꎮ 经过筛选ꎬ以该物

种 Ｒｐｓ１６、ＰｓｂＡ 和 ｍａｔＫ 基因序列为参考ꎬ设计特异

性引物(表 １)ꎮ (３)ＰＣＲ 扩增反应:反应体系为 ２×
Ｓａｎ Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍｉｘ １２.５ μＬ、１０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１上下游引

物各 １ μＬ、ＤＮＡ 模版 ２ μＬꎬ以 ｄｄＨ２Ｏ 定容至 ２５
μＬꎮ ＰＣＲ 反应程序为 ９５ ℃预变性 ３ ｍｉｎꎬ９５ ℃变

性 ３０ ｓ、５０ ℃退火 １ ｍｉｎ、７２ ℃延伸 １ ｍｉｎꎬ３５ 个循

环ꎬ７２ ℃保持 １０ ｍｉｎꎮ (４)测序与序列比对:使用

Ｅｚｕｐ 柱式植物基因 ＤＮＡ 抽提试剂盒ꎬ提取待检测

物种 ＤＮＡ 作为模板ꎬ分别以 Ｒｐｓ１６、ＰｓｂＡ 和 ｍａｔＫ 基

因的特异性引物进行扩增ꎬ均获得了对应长度的目

标片段ꎮ 目标片段送上海生工生物工程有限公司

测序ꎬ以测序获得的序列在 ＮＣＢＩ 上进行 Ｂｌａｓｔ Ｘ 比

对ꎬ最高相似度均为对应参考基因ꎮ

２　 结果与分析
２.１　 形态学鉴定

根:根系为直根系ꎬ主根发达ꎬ周围有多个侧根

(图 １Ａ)ꎮ
茎:茎秆绿色或紫色ꎬ具有明显的纵条纹ꎬ表面

有毛(图 １Ｂ)ꎮ
叶:叶为单叶ꎬ长卵圆形ꎬ叶片前段渐尖ꎬ叶缘

呈重锯齿状ꎬ有明显的的主脉(图 １Ｃ)ꎮ
花:花序为头状花序ꎬ有 ５ 枚总苞ꎬ覆瓦状排列

(图 １Ｄ)ꎻ苞片椭圆状至菱形ꎬ长约 ２.５ ｍｍꎬ宽约 ２
ｍｍꎬ顶端有短尖ꎬ边缘呈齿状ꎬ有毛(图 １Ｅ)ꎻ萼片

膜质ꎬ长约 ３ ｍｍꎬ宽约 ２ ｍｍ(图 １Ｆ)ꎻ雌雄同花ꎬ雌
蕊为特化的舌状花ꎬ子房 ５ 个ꎬ长约 １. ５ ｍｍ(图

１Ｇ)ꎻ雄花中具有特化的雌蕊ꎬ花柱长约 １ ｍｍꎬ柱头

盘状(图 １Ｈ)ꎮ
果实:瘦果黑褐色至灰褐色ꎬ倒卵形ꎬ长约 ２
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ｍｍꎬ宽约 １.５ ｍｍꎬ背面隆起ꎬ腹面光滑ꎬ中部、两侧

各有一条脊棱ꎬ顶端略有毛(图 １Ｉ)ꎮ
根据植物的外部形态特征ꎬ通过查阅相关文献

可知ꎬ采自塔城市巴克图口岸的野生杂草初步鉴定

为假苍耳ꎬ为菊科假苍耳属植物ꎬ是我国入境植物

检疫性有害生物之一ꎮ

表 １　 引物序列及参考基因 ＧｅｎＢａｎｋ 序列号
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅ ＧｅｎＢａｎｋ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｎｕｍｂｅｒ

参考基因
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ

引物序列(５′￣３′)
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′￣３′)

产物长度
Ｐｒｏｄｕｃｔ

ｌｅｎｇｔｈ / ｂｐ

ＧｅｎＢａｎｋ 序列号
ＧｅｎＢａｎｋ ｓｅｒｉａｌ

ｎｕｍｂｅｒ

ｍａｔＫ ＩＸＭ ＣＡＴＴＴＡＴＴＡＡＧＡＴＴＣＴＴＴＣＴＴＡＧＣＣＧＣＡＣＡＣＴＴＧＡＡＣ ５０５ ＭＫ５１９９７５.１
ＰｓｂＡ ＩＸＰ ＣＴＧＣＴＡＴＴＧＡＡＧＣＴＣＣＡＴＣＡＴＣＣＡＣＴＴＧＧＣＴＡＣＡＴＣＣ ４６１ ＫＹ２１５７６６.１
Ｒｐｓ１６ ＩＸＲ ＧＴＣＡＴＴＧＧＴＴＣＡＧＴＣＧＧＴＣＡＡＧＧＴＴＣＴＣＴＴＴＣＡＡＧＧＴＣ ８６０ ＫＹ２１５７９８.１

图 １　 假苍耳的形态特征
Ｆｉｇ.１　 Ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ Ｃ. ｘａｎｔｈｉｉｆｏｌｉａ 　 　

　 　 Ａ:根ꎻＢ:茎ꎻＣ:叶ꎻＤ:头状花序ꎻＥ:苞片ꎻＦ:萼片ꎻＧ:雌蕊ꎻＨ:雄花中特化的雌蕊ꎻＩ:瘦果ꎮ
Ａ: Ｒｏｏｔꎻ Ｂ: Ｓｔｅｍꎻ Ｃ: Ｌｅａｆꎻ Ｄ: Ｃａｐｉｔｕｌｕｍꎻ Ｅ: Ｂｒａｃｔꎻ Ｆ: Ｓｅｐａｌꎻ Ｇ: Ｐｉｓｔｉｌꎻ Ｈ: Ｓｐｅｃｉａｌｉｚｅｄ ｐｉｓｔｉｌｓ ｉｎ ｍａｌｅ ｆｌｏｗｅｒｓꎻ Ｉ: Ａｃｈｅｎｅ.

２.２　 ＤＮＡ 分子鉴定

２.２.１　 ＰＣＲ 扩增结果　 以提取 ＤＮＡ 作为模板ꎬ分
别以 Ｒｐｓ１６、ＰｓｂＡ 和 ｍａｔＫ 基因的特异性引物进行

扩增ꎬ得到的 ＰＣＲ 产物经凝胶电泳检测后ꎬ分别

得到 ８６０、４６１ 和 ５０５ ｂｐ 左右的目的条带ꎬ条带明

亮且无杂带(图 ２)ꎮ

２.２.２　 ＵＮＫＮＯＷＮ＿１ 为待检测物种测序片段与假苍

耳基因部分片段测序结果　 ＵＮＫＮＯＷＮ＿１ 为待检测

物种测序片段ꎬｍａｔＫ＿ＭＫ５１９９７５.１ 为假苍耳 ｍａｔＫ 基

因部分序列ꎬＧｅｎＢａｎｋ 序列号为 ＭＫ５１９９７５.１ꎮ 由图

３ 可知ꎬ待检测物种测序片段与假苍耳 ｍａｔＫ 基因
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序列比对只有 ９ 个碱基不同ꎬ基因序列配对率可达

９８％以上ꎬ待检测物种为假苍耳的准确度很高ꎮ
２.２.３　 ＵＮＫＮＯＷＮ＿２ 为待检测物种测序片段与假

苍耳基因部分片段测序结果　 ＵＮＫＮＯＷＮ＿２ 为待

检测物种测序片段ꎬｐｓｂＡ＿ＫＹ２１５７６６.１ 为假苍耳

ｐｓｂＡ 基 因 部 分 序 列ꎬ ＧｅｎＢａｎｋ 序 列 号 为

ＫＹ２１５７６６.１ꎮ 由图 ４ 可知ꎬ待检测物种测序片段

与假苍耳 ｐｓｂＡ 基因序列比对前 ３７２ 个基因序列相

同ꎬ后 ６０ 个基因序列中有 ８ 个碱基不同ꎬ相似度

达 ９８％以上ꎮ 可知待检测植物为假苍耳的准确率

为 ９８％ꎮ

图 ２　 ＰＣＲ 扩增结果
Ｆｉｇ.２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　 　

１~２、３~４ 和 ５~６ 分别为基于 Ｒｐｓ１６、ｍａｔＫ 和
ＰｓｂＡ 基因序列的扩增条带ꎻ Ｍ:Ｍａｒｋｅｒꎮ

１－２ꎬ３－４ ａｎｄ ５－６: Ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｂａｎｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ Ｒｐｓ１６ ꎬ
ｍａｔＫ ａｎｄ ＰｓｂＡ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

图 ３　 待检测物种测序片段与假苍耳 ｍａｔＫ 基因序列比对
Ｆｉｇ.３　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ｍａｔＫ ｇｅｎｅ ｏｆ Ｃ. ｘａｎｔｈｉｉｆｏｌｉａ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｏｆ ｔｅｓｔｅｄ ｓｐｅｃｉｅｓ

２.２.４　 ＵＮＫＮＯＷＮ＿３ 为待检测物种测序片段与假

苍耳基因部分片段测序结果 　 ＵＮＫＮＯＷＮ＿３ 为待

检测物种测序片段ꎬＲｐｓ１６＿ＫＹ２１５７９８.１ 为假苍耳

Ｒｐｓ１６ 基 因 部 分 序 列ꎬ ＧｅｎＢａｎｋ 序 列 号 为

ＫＹ２１５７９８.１ꎮ 由图 ５ 可知ꎬ待检测物种测序片段

与假苍耳 Ｒｐｓ１６ 基因序列对比中有 ２７ 个碱基不

同ꎬ相似度达 ９３％ꎬ待测物种的相似度与假苍耳

Ｒｐｓ１６ 基因序列低于假苍耳的 ｐｓｂＡ 基因片段和

ｍａｔＫ 基因片段ꎮ 原因可能是所选假苍耳的基因

片段较长ꎬ其中有部分基因发生突变导致相似度

降低ꎬ或是因假苍耳在不同的生长环境中会有部

分基因发生突变导致相似度降低ꎮ 故 Ｒｐｓ１６ ＿
ＫＹ２１５７９８.１ 不适宜作为假苍耳分子生物学鉴定

基因序列ꎮ
综上所述ꎬ综合传统形态学与现代 ＤＮＡ 分子

鉴定结果ꎬ最终确定采自塔城市巴克图口岸的野生

植物为假苍耳ꎮ
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图 ４　 待检测物种测序片段与假苍耳 ｐｓｂＡ 基因序列比对
Ｆｉｇ.４　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ｐｓｂＡ ｇｅｎｅ ｏｆ Ｃ. ｘａｎｔｈｉｉｆｏｌｉａ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｏｆ ｔｅｓｔｅｄ ｓｐｅｃｉｅｓ　 　

　 　

图 ５　 待检测物种测序片段与假苍耳 Ｒｐｓ１６ 基因序列比对
Ｆｉｇ.５　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ Ｒｐｓ１６ ｇｅｎｅ ｏｆ Ｃ. ｘａｎｔｈｉｉｆｏｌｉａ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｔｅｓｔｅｄ ｓｐｅｃｉｅｓ　 　

３　 讨论
假苍耳种子小ꎬ主要以种子为传播途径ꎬ不仅

能随风进行短距离传播ꎬ还极易混杂于作物种子、
进口货物及交通工具中进行远距离传播(贾晶ꎬ
２００７)ꎮ 新疆巴克图口岸毗邻哈萨克斯坦共和国

东哈州ꎬ进出口贸易往来为假苍耳的扩散提供了

有利条件ꎮ 假苍耳适应能力强ꎬ占领发生地后排

挤本土植物ꎬ对当地的生态环境构成威胁(赵微和

陶波ꎬ２００９)ꎮ 其入侵到农作物区ꎬ会影响农作物

生长ꎬ降低农产品的质量ꎬ对农、林、牧业生产均有

较大威胁(姚树宽等ꎬ２０１８)ꎮ 新疆主要以农业和

畜牧业为主ꎬ若假苍耳进一步扩散势必会造成严

重的经济损失ꎮ 强化口岸检疫措施ꎬ筑牢假苍耳
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入侵的第一道防线ꎬ是防范其入侵最直接、有效ꎬ
也是最经济的手段和措施ꎮ

仅采用传统形态学鉴定方法对假苍耳进行鉴

定ꎬ需具备较高的专业能力ꎬ且容易造成鉴定结果

不准确ꎬ将形态学鉴定与 ＤＮＡ 分子鉴定方法相结

合可以保证鉴定结果的可靠性ꎮ ＤＮＡ 条形码技

术较为通用、能够利用容易扩增且相对较短的

ＤＮＡ 片段来进行物种的快速鉴定ꎬ该技术在物种

鉴定 方 面 具 有 良 好 的 应 用 前 景 ( 胡 志 刚 等ꎬ
２０１４)ꎮ

本研究根据假苍耳的形态特征进行初步鉴

定ꎬ再以植物的 ｐｓｂＡ 和 ｍａｔＫ 基因序列为参考ꎬ设
计特异性引物进行 ＰＣＲ 扩增和测序ꎬ待检测植物

基因测序片段与假苍耳 ｐｓｂＡ 和 ｍａｔＫ 基因序列的

相似度高达 ９８％ꎬ最终确定采自塔城市巴克图口

岸的野生杂草为假苍耳ꎬ研究结果可为后期口岸

检疫人员快速、准确鉴定假苍耳提供参考ꎮ
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