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植物 DNA 条形码技术的发展及应用
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摘要: 在对 DNA 条形码技术的发展过程进行归纳分析的基础上,对植物 DNA 条形码技术的研究进展、工作流程及

分析方法、影响其鉴定准确性的因素及其在植物分类学研究中的应用现状及存在的争议进行了综合分析和阐述,
并展望了植物 DNA 条形码技术的发展趋势及应用前景。 通过具体实例说明将植物 DNA 条形码技术与传统植物学

知识相结合可作为民族植物学的研究手段之一。 认为:目前常用的植物 DNA 条形码主要有单一片段和多片段组

合 2 种方式,这 2 种方式各有优缺点;常用的 DNA 序列有 matK、trnH-psbA、rbcL 和 ITS 等,但均有一定的局限性;针
对不同的使用目的,应选择不同的植物 DNA 条形码标准;影响植物 DNA 条形码鉴定准确性的因素包括物种的类

型和数量、系统树构建方法、杂交 /基因渗入、物种起源时间的差异、分子进化速率差异等;当前植物 DNA 条形码研

究工作的重点是选择合适的 DNA 片段并对其进行评价。
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Abstract: Based on summarization and analysis of development process of DNA barcoding technique,
research progress of DNA barcoding technique in plants, its working process and analysis method,
influencing factors on its identification accuracy, its application status and dispute existing in plant
taxonomic study were comprehensively analyzed and described, and further development trend and
application prospect of DNA barcoding technique in plants were proposed. By means of some research
examples, it was indicated that combining method of DNA barcoding technique in plants and traditional
botanical knowledge could be taken as one of studying ways for ethnobotany. And also, it was suggested
that common DNA barcoding in plants mainly were two modes of single fragment and multiple fragments
combining, and both of them had their respective advantages and disadvantages. Common DNA
sequences included matK, trnH鄄psbA, rbcL and ITS, etc, but they all had a certain limitation. Different
standards of DNA barcoding in plants should be selected in order to different application aims.
Influencing factors on its identification accuracy included type and number of species, construction
method of phylogenetic tree, hybridization and gene introgression, variance of species origin time and
variance of molecular evolution rate. Current focus on DNA barcoding in plants is how to select suitable
DNA fragments and to evaluate their values.
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摇 摇 人类社会发展至今,已经通过分类学方法鉴定和

描述了 170 万种生物,然而这个数字仅仅是分类学家

预计的全球物种总数的 15% ,因此,对地球上众多的

物种进行分类和鉴定仍然是全人类的一项长期而艰

巨的任务。 由于物种的形态会受到生物性别和发育

阶段的影响,因此,对物种进行分类客观上存在一定

的困难;同时,传统分类学方法无法鉴定出许多群体

中普遍存在的隐种(即外观相似但遗传特征截然不

同的物种),可能会导致物种划分有误,需要对这些

物种进行订正;另外,物种的分类需要长期的经验和

知识积累,往往要很多年才能培养出一位擅长某一类

群分类的专家。 鉴于以上因素并基于对时间和成本

的综合考虑,开发一种更灵活的物种标准化鉴定系统

已成为当前生物分类学研究领域的当务之急[1-3]。
DNA 条形码(DNA barcoding)技术是以染色体组

为基础,用 1 段标准 DNA 序列作为标记实现快速、准
确和自动化的物种鉴定方法,类似于超市用条形码扫

描识别成千上万种商品,该方法是近几年来迅速发展

起来的一项全新的物种鉴定技术,为解决传统分类学

面临的难题提供了新方法。 除物种鉴定功能外,DNA
条形码技术还有助于发现新种和隐种,也可应用于其

他学科(如民族植物学)的研究。 该技术在动物研究

中已得到广泛的应用,采用的标准片段是线粒体 COI
基因中 1 段约 650 bp 的 DNA 片段,然而,COI 基因在

植物中的进化速率远慢于在动物中的进化速率,因此

COI 基因只适用于低等植物中某些藻类的鉴定[4-5]。
迄今为止,在陆生植物中还没有找到通用性 DNA 条

形码[6]。 尽管如此,对植物 DNA 条形码的研究依然

在迅速有效地进行。 构建 DNA 条形码标准数据库、
利用该技术鉴别已知物种和发现新种及隐种、重建物

种和高级阶元的演化关系,是目前分子生物学和分类

学发展的最新研究方向,对植物保护生物学和生物多

样性研究具有重大意义。
DNA 条形码具有诸多优点:淤以信息稳定的

DNA 序列为检测对象,每一物种具有各自特定的

DNA 序列信息,同种生物不同生长时期具有相同的

DNA 序列信息,即使经过加工使其形态发生变化,但
其 DNA 序列信息不会改变,而传统形态学鉴别特征

会因趋同性和变异导致鉴定错误;与传统分类方法相

比,DNA 条形码技术扩大了检测样本的范围,即使样

本部分受损也不会影响鉴别结果。 于能够抛开形态

相似的假象,从基因水平上对传统分类方法难以区分

的类群进行物种鉴定。 盂建立 DNA 条形码数据库,
不但可以一次性鉴定大量物种,而且可以提供各物种

的明确信息;不仅能够弥补传统分类学对物种形态描

述的不足,而且还可以加快对已知物种的识别速度;
同时还便于发现新物种,对分类学科的快速深入发展

有一定的推动作用。 榆在 DNA 条形码技术的基础上

研制简便和高效的条形码扫描仪,可以加快物种鉴定

和进化研究的步伐,有益于推进分类学研究基础薄弱

的国家,尤其是发展中国家物种鉴定及进化研究的步

伐[2,7]。

1摇 植物 DNA 条形码技术的研究进展

1. 1摇 DNA 条形码的发展轨迹

从 2003 年至 2009 年,陆续召开了多次有关 DNA
条形码的国际会议。 2003 年,20 多位分类学专家、分
子生物学家和生物信息学家在冷泉港召开了 2 次研

讨会, 会议题目分别为 “ Taxonomy and DNA冶 和

“Taxonomy, DNA and the Barcode of Life冶,以期利用

某个特定基因实现物种鉴定的目标。 2004 年,由
Sloan 基 金 会 赞 助, 在 华 盛 顿 史 密 森 尼 研 究 院

(Smithsonian Institution ) 成立了生命条形码联盟

(CBOL, the Consortium for the Barcode of Life),大部

分国家的自然历史博物馆、标本馆、相关研究机构和

私人机构等都加入了该组织,致力于鉴定生物物种全

球标准的研制。 2005 年,由 CBOL 和英国自然历史

博物馆主办、在伦敦召开了生命条形码协会第一届国

际 DNA 条形码会议,决定为 1 000 万个物种建立

DNA 条形码编码库,并将其设置在 GenBank 中,作为

一个向公众开放的 DNA 序列数据库。 2007 年,在台

北召开的第二届国际 DNA 条形码会议对理想 DNA
条形码的选择展开了深入的讨论,并给予了高度的重

视。 2009 年,在墨西哥城召开的第三届国际 DNA 条

形码会议上,与会代表对植物 DNA 条形码达成共识,
决定将叶绿体基因片段 rbcL 和 matK 作为植物 DNA
标准条形码的核心码,同时建议将叶绿体基因片段

trnH-psbA 和核基因片段 ITS 作为植物 DNA 条形码

的补充码;并指出 ITS2 片段虽然在 DNA 条形码方面

具有较大的潜力,但要警惕操作过程中的真菌污染问

题。 此外,要继续开展通用单拷贝核基因片段的筛选

和测试,这对推进全球 DNA 条形码计划有重要作

用[8-10]。 可见,DNA 条形码技术正成为国际上生物
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分类学研究的一个重要方向和主要研究手段。
加拿大圭尔夫大学(University of Guelph)教授、

加拿大皇家学会会员 Hebert 率先将条形码技术引入

生物界并提出了“DNA 条形码冶的概念。 Hebert 等采

用线粒体细胞色素 C 氧化酶亚基 I(COI)上的 1 段基

因序列,先后对脊椎动物和无脊椎动物 11 个门共

13 320 个物种进行比较分析, 发现除腔肠动物

( Cnidaria ) 外, 98% 的物种种内遗传距离差异为

0% ~2% ,种间遗传距离差异平均值为 11. 3% ,说明

这段 COI 基因序列具有良好的分类鉴别能力,并据

此提出可以建立以 1 段长度为 650 bp 的 COI 基因序

列为基础的 DNA 条形码识别方法[11-12]。
近些年来,国内外的许多学者都对植物中适合作

为 DNA 条形码的基因序列进行了积极的探索和研

究[6,11-15]。 线粒体 COI 基因在植物中的进化速率远

远慢于动物,因此,线粒体基因不适合作为大多数植

物的 DNA 条形码;核基因组通常具有多拷贝的特性,
种内变异较大,引物通用性较差,并且扩增时对模板

DNA 的质量要求较高,不适宜于存在 DNA 降解的材

料;叶绿体基因组相对保守,但包含许多变异区域,而
且还具有一些自身的优势,如单亲遗传避免了基因重

组、植物个体中均有大量的叶绿体,即使模板 DNA 高

度降解也容易扩增成功。 所以,从叶绿体基因组中选

择植物 DNA 条形码是可行的。
目前,研究者主要通过单一片段或多片段组合 2

种植物 DNA 条形码对相关植物物种进行分类鉴定研

究,并尝试建立植物 DNA 条形码标准。
1. 2摇 单一片段植物 DNA 条形码研究进展及其优缺

点分析

1. 2. 1 摇 单一片段植物 DNA 条形码的研究进展

Newmaster 等[16-17]通过对部分植物叶绿体基因组全

面详细的分析总结出以下几点:淤UPA 片段是适合

于藻类的 DNA 条形码,同时也可以作为陆地植物

DNA 条形码的组合条形码之一;于trnD-trnY 片段的

分辨率比 trnH-psbA 片段高,但 trnD-trnY 片段目前在

基因数据库中的记录不多,因此,尚未引起研究者们

足够的重视;盂 rbcL 序列的进化率较低,不能用于识

别全部物种,但可以区分许多同属植物。 有研究者提

议将 UPA 片段作为光合作用植物的 DNA 条形码,已
有研究表明 UPA 片段在海藻中存在一定的变异,但
在陆地植物中变异率很低[6,18-19]。 在对陆地植物进

行大尺度取样研究后,Kress 和 Erickson 提出:虽然

rbcL 片段的变异率低但通用性较好,可以作为 DNA
条形码的核心片段,对不能识别的物种可以采用高变

异率的 trnH-psbA 片段进行进一步的细分[20]。 但是,
在一些特殊的植物类群中,如伞形科(Umbelliferae)
的独活属(Heracleum L.)和禾本科(Poaceae)的甜茅

属(Glyceria R. Br.)中, trnH - psbA 片段的变异率较

低[21-22],因而 trnH-psbA 片段的使用应根据物种而

定。 Lahaye 等[23] 用 8 个叶绿体 DNA 片段对兰科

(Orchidaceae)植物进行了研究,通过比较最终认为

matK 片段可以作为有花植物通用的 DNA 条形码。
Fazekas 等[6] 采用 matK、 trnH-psbA、 rbcL、 ITS1、UPA、
rpoB、rpoC1、atpF-atpH 和 psbK-psbI 等片段对 32 属

92 种共 251 株植物进行了研究,结果表明:在所有片

段中 trnH-psbA 片段的扩增成功率和物种识别率均

最高。 Newmaster 等[24]指出:采用 matK、trnH-psbA 和

rbcL 片段可以对金合欢属(Acacia Mill.)类群进行有

效的分类鉴定。 Song 等[25] 采用 rbcL、 trnH - psbA、
ndhJ、rpoB、rpoC1、accD、ycf5 和 nrITS 等片段对蓼科

(Polygonaceae)的 38 个类群进行分析,指出 trnH -
psbA 片段最适合作为蓼科植物鉴定的 DNA 条形码。

在 Hebert 提出“DNA 条形码冶概念后不久,中国

学者也开始关注 DNA 条形码技术。 陈士林领导的研

究小组针对 753 属 4 800 种植物 6 600 个样品的研究

结果显示:ITS2 序列具有良好的通用性,在种级水平

上的分辨成功率可以达到 92. 7% ,为此,该研究小组

建议将 ITS2 序列作为植物 DNA 条形码之一[26]。 作

者所在的课题组利用目前植物 DNA 条形码研究中的

热点候选序列 ITS2、trnH-psbA、rbcL、rpoC1 和 ycf5 对

芸香科(Rutaceae)72 属 192 个类群的 300 个样本进

行了研究和比较,结果显示: ITS2 序列具有良好的扩

增效率和测序成功率,在所考察的候选序列中具有最

大的种间变异和较小的种内变异,且种间变异明显大

于种内变异,同时, ITS2 序列的物种鉴定成功率最

高,其各个评价指标均优于其他候选序列[27];此外,
ITS2 序列在黄芪属(Astragalus L.)类群中也具有很好

的通用性,扩增效率为 100% ,测序成功率为 85. 7% ,
而且种间变异远大于种内变异[28]。 还有研究者对全

世界桦木科(Betulaceae)赤杨属(Alnus Mill.)所有类

群(共 26 种)的 131 个单株进行了分析,研究结果显

示:rbcL、matK、trnH-psbA 和 ITS 片段在种级水平上的

分辨能力差异较大,分辨率分别为 10. 0% 、31. 2% 、
63. 6%和 79. 6% [29]。
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1. 2. 2 摇 常用单一片段植物DNA条形码的优缺点

随研究的不断深入,研究人员发现一些单一片段

DNA 条形码存在一定的局限性,尤其是 matK、trnH-
psbA、rbcL 和 ITS 等常用植物 DNA 条形码的缺点在一

定程度上制约了 DNA 条形码技术的发展。
与其他片段相比,matK 片段的进化速率较快,但

该片段的引物通用性较差,鉴定不同类群时往往需要

设计不同的引物[2,30]。 Lahaye 等[23] 采用 matK 片段

的 390F / 1326R 引物对 1 667 个兰科植物进行扩增,
扩增成功率达到 100% ;但 Fazekas 等[6] 采用相同引

物获得的扩增成功率却低于 50% ,因此,matK 片段

的引物通用性还有待更多的实验检验。
trnH-psbA 片段是叶绿体基因进化速率最快的片

段之一[31],但该片段具有较高的突变率和简单的序

列重复和重排,在进行序列分析时需要人工校正[2],
从而限制了该片段在系统发育研究中的应用。 尽管

如此,也有研究者认为:虽然 trnH-psbA 片段具有一

定的缺陷,但仍然可以作为潜在的 DNA 条形码[20]。
在大部分植物中,rbcL 片段都比较容易扩增和测

序,因而该片段被许多学者作为研究对象并开展了相

关研究[2,16,32-33],但植物中 rbcL 片段的进化率远远低

于动物,且其变异主要存在于种级以上水平,种级水

平的变异很小,因此,有研究者提出可以将该片段作

为组合 DNA 条形码之一[20]。
ITS 序列在陆地植物中的引物通用性较差[20],但

是可将该片段作为一个潜在的 DNA 条码用于相关研

究[26,34],已有学者开始关注 ITS2 片段。 ITS2 是 ITS
序列中的 1 个片段,位于 5. 8S 和 26S rRNA 之间;
ITS2 片段较短,易于扩增和测序,尤其对发生 DNA
降解的材料更为有利[26-27,35];该片段在物种水平上

变异较大,已被广泛用于物种分类及系统进化研究。
尽管 ITS 序列比 ITS2 片段更早受到学者们的关注,
但是在某些植物类群中 ITS 序列的扩增效率比较低,
不符合 DNA 条形码通用性的要求[26,28,36]。

叶绿体 trnL(UAA)内含子全序列及其 p6 环种间

变异太小,限制了其在系统进化研究中的应用,不适

合作为陆地植物种级水平鉴别的 DNA 条形码。 虽有

这些不足,但该片段仍有许多优势,例如:高度保守、
扩增体系稳定、p6 环在 DNA 高度降解的样本中仍可

以成功扩增,因此,该片段在植物 DNA 条形码中的应

用需要进一步研究[37]。
此外,还有一些非重点研究的片段,例如:在非被

子植物中,rpoB2 片段具有较低的扩增率;rpoC1 片段

虽然具有较高的扩增率,但突变率较低。 这些片段均

不适合用于种级以上水平的植物物种鉴定研究[2,38]。
1. 3摇 多片段组合植物 DNA 条形码研究进展

大量的研究结果表明:单独使用某一个片段对所

有的植物物种进行准确鉴定是不太可能的,为此,研
究者们又相继提出了不同的植物 DNA 条形码的多序

列组合方案。 Kress 等早在 2005 年就提出了多序列

组合观点,他们预测将 trnH-psbA 和 ITS 序列组合用

于被子植物种类鉴定将有广泛的应用前景,但并未做

具体的实验研究[34]。 同年,Chase 等提出条形码分析

的“交通灯法冶:首先使用叶绿体条形码进行初步分

析,用绿灯表示能被准确鉴定的物种;用黄灯表示存

在问题的物种,再由分析者根据实际情况判定是否需

要进一步的精确鉴定;用红灯表示识别非常不准确的

物种[39]。 Newmaster 等[17]则提出将等级分类的方法

应用于植物物种鉴定的观点:首先选择 1 个核心片段

作为第 1 级条形码,然后再根据不同类群选择不同片

段作为第 2 级条形码。 Chase 等也提出了使用条形

码组合的建议,并指出:在 rpoC1 和 rpoB 与 matK 的

组合中,rpoC1 和 rpoB 序列的引物通用性较好,扩增

成功率也较高,虽然进化速率较慢,但也能区分出许

多物种;matK 序列变异较大,能够提供更多的识别信

息,但是 matK 序列的引物通用性还有待进一步研

究;在 rpoC1 和 matK 与 trnH-psbA 的组合中,保守的

rpoC1 序列和长度一定的 matK 序列可以保证大部分

物种的种间鉴定,再加上高变异率的 trnH-psbA 序列

就可以识别出更多的物种[30]。 2005 年, Kress 和

Erickson[20]通过对 rbcL、rpoC1、rpoB2、trnH-psbA、matK
和 ITS1 序列的两两组合分析,最终确定 rbcL 和 trnH-
psbA 组合适用于对陆地植物的识别和鉴定;在这些叶

绿体基因片段中,rpoB2、rpoC1、rbcL、matK 属于编码

区片段,trnH-psbA 属于非编码区片段。 Fazekas 等[6]

认为:DNA 条形码的识别能力与组合片段的数目有

一定关系;在两两片段组合中,rbcL 和 trnH-psbA 组合

的扩增率和物种识别率最高。 通过对 7 个候选序列

进行单个分析、两两组合分析和三个组合分析后,
CBOL 植物工作组指出:三个组合与两两组合的鉴别

力一样,而且增加了鉴别工作量和投入成本,建议将

rbcL 和 matK 组合作为鉴别陆地植物的通用 DNA 条

形码[2] 。任保青等[29] 认为:在整个植物界,若想用

1 个基因或 1 个短的 DNA 片段来区别所有物种几乎
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是不可能的,但是可以通过 1 个条形码组合在基因组

范围内实现阶层条形码,进而逐级缩小鉴定范围,最
终达到物种自动鉴定的目的;在陆地植物中比较可行

的 DNA 条形码组合是 rbcL、matK、ITS 与 trnH-psbA
的组合,分别适于科级、属级、种级类群的鉴别。

多序列组合方案为植物 DNA 条形码的研究指出

了一个新的方向,但根据现有的研究结果筛选出的片

段并不能完全满足 DNA 条形码的标准,仍需要大量

的实验去验证它们的物种识别和鉴定能力。
1. 4摇 植物 DNA 条形码标准的筛选

迄今为止,已有大量的 DNA 片段被作为 DNA 条

形码用于物种鉴定,有的是单一片段方式,有的则是

序列组合方式,但目前对于植物 DNA 条形码的选择

还没有一个明确的标准。 根据当前的发展状况,
Kress 等[34]和 Taberlet 等[37]提出了理想的 DNA 条形

码标准:淤种间应有明显的变异以鉴别所有物种,同
时种内变异应足够小;于DNA 条形码应尽可能标准

化,即采用同一 DNA 片段来鉴定物种;盂DNA 片段

应足够短,长度约 700 bp,便于单向测序,也有利于

PCR 扩增,尤其是对 DNA 易降解的材料更有利;榆存

在高度保守区域,便于设计通用引物,并且该 DNA 片

段易扩增和测序;虞目标 DNA 条形码应包括足够的

种系进化信息,以便对物种进行系统分类。
Erickson 等[40]提出了可进行量化和优化的陆生

植物 DNA 条形码标准:淤 PCR 扩增成功率至少

90% ;于选择 1 个在系统进化研究中已经被研究多年

的 DNA 片段作为条形码;盂DNA 条形码之间应具有

互补性且不相关联,将准确鉴定的可能性最大化;榆
使用的 DNA 条形码在分类学应用中应具有普遍意

义;虞具有可行的生物信息学分析方法。
事实上,完美的植物 DNA 条形码并不存在,对于

不同的使用目的,以上标准并非都适用。 例如,对于

分类学家而言,DNA 条形码具有足够种系进化信息

和高度变异非常重要;而对于法医鉴定或者加工食品

的鉴定,DNA 条形码的标准化更为重要[39]。

2摇 植物 DNA 条形码技术的应用范畴

2. 1摇 物种鉴定以及新种和隐种的发现

除了可以进行物种鉴定外,利用 DNA 条形码技

术还可以发现许多新种和隐种。 例如,Lahaye 等[23]

单独使用 matK 片段对分布在中美洲的 1 000 多种兰

科植物进行分析,显示单独使用 matK 片段能够揭示

隐种并且证明了 DNA 条形码的可行性;2010 年,
Newmaster 等[41]通过 DNA 条形码技术发现了感应草

属(Biophytum DC.)中的 3 个隐种,并发现了草沙蚕属

(Tripogon Roem. et Schult.)的 1 个新种。 协助传统

分类方法发现那些形态相似但存在遗传分化的隐种

是 DNA 条形码技术对分类学研究的重要贡献,可显

著提高实地生态学考察研究的准确性和效率。
2. 2摇 用于解决一些生物学问题

Jurado-Rivera 等[38]认为:DNA 条形码还可用于

解决一些复杂的生物学问题,如寄生关系等。 通过扩

增草食性动物牛的 trnL 基因,发现 Peltoschema 与 4
种寄生植物关系密切。 因此,利用 DNA 条形码可以

正确识别寄生植物并确定营养关系。
2. 3摇 在民族植物学研究中的应用

值得一提的是,DNA 条形码技术在民族植物学

研究中也得到了一定的应用。 民族植物学以传统社

会管理和利用的植物为主要研究对象,在研究过程中

常常通过借助民间分类学家(parataxonomist)的知识

来获得当地人对植物进行分门别类的信息。 这些民

间分类学家的知识有些是传承自长辈、有些则结合了

自己的观察和实践,他们不必像分类学家那样一般需

要获得植物的繁殖器官才能有效鉴定物种,而是基于

他们长期积累的知识、通过植物某个生长阶段的某个

(些)器官(通常是营养器官),就能准确说出植物的

当地名称、生长习性、资源和分布状况、用途和用法

等。 在开展民族植物学研究的过程中,由植物分类学

家和民间分类学家分别获得的植物种数往往存在一

定的差异,或前者数量多于后者,或后者数量多于前

者。 到底哪一个物种数是准确的? 在没有足够的时

间等待植物开花和结果的情况下,采集植物叶片通过

DNA 条形码技术进行分类鉴定,是一种理想的快速

鉴别方法。 基于这样的设想,加拿大圭尔夫大学的

Newmaster 博士及其合作者,将 DNA 条形码技术应用

于民族植物学的研究。 印度南部西高止山脉的 2 个

山地部落 Irulas 和 Malasars 把在当地被称为“ Sunai
pul冶的 1 种草沙蚕属禾草用于祭祀和其他经济用途,
这种植物对当地社区居民十分重要,因而当地的民间

分类学家(或信息提供者 informant)能轻易识别这一

物种。 有趣的是,这是 1 个植物分类学上的隐种,植
物分类学家难以通过形态特征来识别。 Newmaster 等
采用 DNA 条形码技术,不仅证实了民间分类学家鉴
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定该物种的正确性,而且发现 Sunai pul 是植物学上

的 1 个新种,将其命名为 Tripogon cope Newmaster。
因此,他们认为 DNA 条形码技术可以应用于一些民

间分类群(ethnotaxon)的鉴定和识别[42]。 Newmaster
等还将 DNA 条形码与基因组学的相关技术相结合,
应用于印度一些部落的民间分类群,包括民族药用植

物。 在此基础上,他们提出了“民族植物基因组学冶
(ethnobotany genomics)的概念,认为通过民族植物基

因组学的研究,可以识别一些隐种,还能确定一些珍

稀植物的分布及其生态学特性[41]。
清风藤属(Sabia Colebr.)中的小花清风藤(Sabia

parviflora Wall. ex Roxb.)是 1 种非常重要的民间药

用植物,被贵州和云南的布依族民众广泛用于治疗黄

疸型肝炎、止血和消炎,布依族民众也使用同属植物

作为代用品,但是一些形态相似的混淆品已经进入市

场。 龙春林领导的研究组用 trnH-psbA、rbcL 和 matK
片段对 6 种清风藤属植物和 7 种市场混淆品进行鉴

定[43],结果表明:这 3 个 DNA 片段的扩增成功率和

物种识别率都很高,且小花清风藤与同属替代品之间

的序列差异率较低(仅为 0. 00% ~ 0. 86% ),但与混

淆品之间的序列差异率却较高(达 24. 50% ),说明布

依族民众识别清风藤属植物的传统知识是可靠的。
研究结果还表明,DNA 条形码技术不仅可以有效鉴

别市场上小花清风藤的混淆品,而且对民族传统医药

文化的保护有重要作用。
2. 4摇 构建 AIT 系统

2009 年,Newmaster 等[44] 提出开发和研制 AIT
(automated identification technology)系统,即:将 1 片

未知的植物叶片插入 AIT 机,通过无线网络,就可以

获得该叶片所代表植物的名称、分布、化学成分、食用

价值等,既省时又经济,可代替昂贵又费时的传统分

类方法,同时也减少了通过形态特征识别物种的一些

限制因素。 预计 AIT 系统可能会给生物界带来革命

性的改变,也会对人类社会产生重要影响。

3摇 植物 DNA 条形码技术的

工作流程及分析方法

3. 1摇 工作流程

植物 DNA 条形码技术的工作流程主要包括采集

样品、提取 DNA、选择 DNA 条形码、设计引物或者使

用通用引物、扩增序列、编辑与人工校正序列、分析结

果、将最终结果提交至相应数据库等八大步骤。 其

中,采样是全部工作的基础,需要制定标准化流程以

便能进一步复核研究结果。 序列分析是 DNA 条形码

研究中最重要的一步,经过对序列进行比对和人工校

正后,采用 MEGA 或 PAUP 法计算物种的种内和种间

K2P 距离(kimura-2 -parameter distance),以确定遗

传距离的阈值,比较种、属和科 3 个水平上的序列差

异。 然后,根据上述分析结果建立系统进化树,最后

依据 DNA 条形码分析的聚类结果就能对未知样本进

行分类和鉴定,也可以发现隐种[38,45-50]。
3. 2摇 分析方法

由于植物的种间杂交现象比较普遍,因此植物

DNA 条形码的分析方法也处于不断的摸索过程中,
目前报道的分析方法主要包括以下几种:
3. 2. 1摇 DNA 条形码校对机制摇 在分析过程中,可能

会由于多种原因导致扩增的序列不正确,如采样时存

在污染、PCR 污染、测序过程错误等,可以通过 DNA
条形码序列分析发现这些错误,并重新进行 PCR 扩

增、测序和人工校正以纠正错误序列,或找多位专家

对凭证标本进行重新鉴定。 DNA 条形码序列具有三

大校对防错机制,即序列校对防错、系统树分析防错、
barcoding gap 检验防错,以确保 DNA 条形码序列和

物种的正确对应关系[14]。
3. 2. 2 摇 DNA 条形码序列分析 摇 向 GenBank 提交获

得的序列后,用 Clustal X 软件对序列进行排序并用

DNAMAN 软件对序列进行比对后,使用 Bioedit 软件

完成格式转换,再用 MEGA4. 0 软件进行统计分析并

构建系统树,最后,用 bootstrap 分析法检验(1 000 次

重复)严格一致性树中各分支的可信度[2,14]。
3. 2. 3摇 DNA 条形码序列的鉴定效率评价 摇 一般采

用 4 种方法评价 DNA 条形码序列的物种鉴定能力。
一是 BLAST 搜索法(相似性搜索算法)。 该方法

首先需要通过实验建立物种的序列数据库,并确定一

个阈值,将样本的 DNA 序列与全体序列进行比对,如
果可以在数据库中搜索到仅包含 query 序列及同物

种的序列,则认为该 query 序列可以准确鉴定到种。
该方法具有运行速度快、精确度高的特点。

二是序列之间遗传距离的比较法。 通过比较样

本 DNA 序列与全体序列的 K2P 距离,确定种内和种

间变异的阈值,即 barcoding gap,进而评估其物种鉴

定效果。 常用柱形图来呈现种内及种间遗传距离的
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分布频度。 该方法比较耗时,并且对于缺失位点和变

异位点的等价处理会造成一些数据误差[51]。
三是系统进化树的建立。 建树的目的是为了检

验每个物种的单系性,即同一物种的不同个体能否紧

密聚集在一起,当不同物种聚在一起时则认为该

DNA 条形码不能够正确鉴定物种[14,23,52]。
四是在筛选 DNA 条形码的研究过程中,需要对

各个片段的效果进行评估,因此需要对不同片段在种

内和种间的变异进行比较,目前采用 Wilcoxon signed
rank tests 法进行比较。

4摇 影响植物 DNA 条形码技术

鉴定准确性的因素

4. 1摇 物种的类型和数量

评价种内距离通常采用 3 个参数,即 K2P 距离、
平均 兹 值和平均溯祖度,这 3 个参数均会随样本数的

增多而增大,因此应尽可能增加物种内的取样个体

数。 然而,出于对成本的考虑,通常认为每个物种内

的个体采集数量应尽量不超过 10 个,并且最好包括

5 个居群的个体,这就要求研究者必须对拟作为 DNA
条形码使用的基因片段有充分的了解[53]。 此外,还
可以 应 用 种 间 距 离 平 均 值 ( average interspecific
distance)、种间平均变异 兹 值(average theta prime)和
种间最小距离(smallest interspecific distance) [26,51] 这

3 个参数来对种间差异进行评估。
4. 2摇 系统树构建方法

系统树又叫进化树,构建进化树的方法主要分为

独立元素法(discrete character method)和距离依靠法

(distance method)2 种。 其中,独立元素法包括最大

简约性法(maximum parsimony method)和最大可能性

法(maximum likelihood method);距离依靠法包括除

权配 对 法 ( UPGMA ) 和 邻 位 相 连 法 ( neighbor鄄
joining)。 Lahaye 等[23] 对进化树进行了分析,认为

MP 和 UPGMA 的物种正确识别率相对较高,但结果

相差不大时选用 NJ 树则能达到快速简便的效果。 不

同建树方法得到的结果有一定差异,只有采用适当方

法构建的进化树才会接近真实的“进化树冶。
4. 3摇 杂交 /基因渗入

通常,物种间的边界会由于杂交或基因渗入等原

因而显得模糊不清,这种情况下需要通过 DNA 条形

码的不同组合方式来增加标记数,以达到准确区分物

种的目的。
4. 4摇 物种起源时间的差异

如果物种之间产生生殖隔离的时间非常短,那么

采用 DNA 条形码技术来鉴定这些物种就比较困难。
然而,化石记录显示大多数物种分化时间都超过了

100 万年,因此,对于大部分物种而言,采用 DNA 条

形码技术进行鉴定工作比较简单[54-55]。
4. 5摇 分子进化速率差异

有研究表明,如果某个类群中的各个谱系分子进

化速率不一致且差异达到 100 倍时,由于进化快的谱

系存在 2 次突变,在这个类群中鉴定出进化速率慢的

物种将变得非常困难[56]。 因此,分子进化速率差异

对 DNA 条形码技术鉴定物种的准确率有较大影响。

5摇 植物 DNA 条形码技术研究

存在的问题与展望

自 Hebert 提出“DNA 条形码冶概念以来,该技术

得到了许多生物学家的支持并有较大进展。 由于

COI 基因在动物鉴定中几乎百分之百的成功,因此许

多学者认为 DNA 条形码技术在一定条件下是可行

的[11,57-58];然而,也有部分学者持怀疑和反对态度,
认为采用 DNA 条形码技术将是一种倒退[59],会将分

类学退回到类型学[60]。 虽然有人认为传统分类学在

未来将被 DNA 条形码取而代之,但多数学者认为

DNA 条形码可弥补传统分类学方法的不足,是对日

渐萎缩的传统形态分类学强有力的补充。 此外,还有

一些学者认为如此短的 DNA 片段不能提供物种水平

的可靠信息,完全依靠 DNA 条形码会导致鉴定错误。
同一 DNA 条形码片段在不同类群中的应用效果

不一样,因而目前尚未获得一致的植物 DNA 条形码

标准片段,因此,当前的研究热点仍然是对可能的

DNA 条形码片段进行选择和评价,并进行更大规模

的分析和整体评价。 将 DNA 条形码技术与其他分类

学方法结合使用,有助于区别个体及加快发现新物种

的速度,然而,DNA 条形码只能作为一种初步筛选技

术达到快速识别的目的,若要最终确定一个新物种,
还需要经过很多缜密的检测手段。 目前,植物 DNA
条形码的分析方法还不够成熟,需要生物信息学领域

的专家开发出适合多片段和针对某些特殊片段的分
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析方法。 另外,对于植物 DNA 条形码技术的价值还

存在一些争议,关于该技术能否适用于动植物近缘和

近期分化物种的鉴定也存在较大的争议,这也是

DNA 条形码技术研究的难点[41,61-65]。
虽然目前在 DNA 条形码研究中投入的资金比较

大,但是一旦成功构建出一个标准、统一的 DNA 条形

码序列数据库,设计出 AIT 系统,不仅能方便不同人

群和民众准确地采集和鉴别植物,而且还能满足不同

背景的专业人员快速鉴定植物的需求,并能降低鉴定

物种所需的人力和资金成本。 随着生物技术的发展,
测序过程将会更快速、更便宜,从这个意义上讲,DNA
条形码技术是一个快捷、经济又实用的技术[24]。

序列标记、DNA 库和组织库(分类凭证标本)是
实现条形码标准化的 3 个关键环节。 随着条形码序

列数据的不断积累及研究范围的不断扩大,同时伴随

大规模测序所产生的大量数据,条形码研究会逐渐实

现与世界范围内其他分类学研究计划的协调发展,作
为一种物种鉴定工具必将广泛应用于植物系统分类

学的研究,并在其他领域(如生药学、民族植物学等)
得到应用。 同时,包括质体、核糖体、较短的低拷贝核

基因等多个基因位点在内的组合 DNA 条形码的出

现,将有效克服在被子植物物种分类和鉴定过程中经

常出现的由于杂交和多倍体现象所带来的问题。
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