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摘　要 : DNA条形码 (DNA barcoding)是根据对一段标准的 DNA序列的分析来鉴定物种 ,已成为生物

物种鉴定的新方向 ,受到世界 40多个国家 130多个组织中传统生物分类学家、分子生物学家和生物信息

学家等多学科专家的关注。本文通过介绍 DNA条形码的产生、发展和研究现状 ,探讨其在中药材鉴定中

应用的技术方法、技术路线、关键问题以及应用范围 ,并展望了 DNA条形码在中药材鉴定中的应用前景。
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　　条形码技术 (Barcode techniques)是为实现对信息

的自动扫描而设计的 ,它在零售业的发展过程中起到

了重要作用 ,节省了交易时间 ,提高了销售效率。随着

分子生物学技术和生物信息学的发展 ,基于 DNA bar2
coding技术进行鉴定和分类的研究已成为生物分类学

研究中引人注目的新方向和研究热点。关于 DNA

barcoding的大量报道见诸于相关学术刊物和其他媒

体上 ,如 Science
[ 1, 2 ]

, Nature
[ 3, 4 ]

, PNAS
[ 5, 6 ]

, The New

York Times[ 7 ] , National Geographic News[ 8 ]等。生物条

形码协会 ( Consortium for the Barcode of L ife)已有 40

个国家的 130多个研究单位参与其中 [ 9 ]。生物条形码

网站 http: / /www. barcodinglife. com,真菌编码网站 ht2
tp: / /www. allfungi. org / ,鳞翅目编码网站 http: / /www.

lepbarcoding. org / ,鱼类编码网站 http: / /www. fishbol.

org /等网站相继建立 , 2007年 5月 10日 ,世界上第一

个 DNA barcoding鉴定中心在加拿大 University of

Guelph成立 [ 10 ]。本文综述了 DNA barcoding技术的研
究现状 ,并就该技术在中药材鉴定中应用的技术方法、

技术路线、关键问题以及应用范围等方面开展研究进

行了论述 ,为建立中药材 DNA barcoding鉴定技术奠

定基础。

一、DNA条形码及其研究现状

1. DNA条形码的定义

在 DNA分类学 (DNA Taxonomy,即以 DNA序列
作为生物分类系统平台 )的基础上 [ 7, 8 ]

,加拿大动物学

家 Paul Hebert等对动物界 ,包括脊椎动物和无脊椎动
物共 11门 13 320个物种的线粒体细胞色素 c氧化酶

亚基 1 (Cytochrome c oxidase I, CO I)基因序列比较分
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析 ,除腔肠动物 Cnidaria外 , 98%的物种遗传距离差异

在种内 0%～2% ,种间平均可达到 11. 3% ,据此提出

可以用单一的小片段基因来代表物种 ,作为物种的条

形编码 ,为全球生物编码 [ 9, 10 ]
,即 DNA barcoding (DNA

条形码 )是利用一段标准 DNA序列作为标记来实现

快速、准确和自动化的物种鉴定 ,类似于超市利用条形
码扫描区分成千上万种不同的商品。由于 Paul Hebert

首先倡导将条形码编码技术应用到生物物种鉴定中 ,

因此他被称为 DNA条形编码之父。

2.作为 DNA条形码序列的特点及与基因组序列

的关系
理想的 DNA barcdoing应当符合下列标准 : (1)具

有足够的变异性以区分不同的物种 ,同时具有相对的

保守性 ; (2)必须是一段标准的 DNA区来尽可能鉴别

不同的分类群 ; (3)目标 DNA区应当包含足够的系统
进化信息以定位物种在分类系统 (科、属等 )中的位

置 ; (4)应该是高度保守的引物设计区以便于通用引

物的设计 ; (5)目标 DNA区应该足够的短以便于有部

分降解的 DNA的扩增 [ 11 ]。

DNA barcoding作为生物“种水平 species - level”

鉴定的工具引人注目 , Genbank数据库中 CO I序列正

在快速增加。M in等分析了 CO I序列及其来源基因

组核苷酸含量之间的关系 ,结果表明 849个 CO I基因

的 5′端的 DNA barcoding序列令人惊奇地准确地代表

了其来源完整线粒体基因 m tDNA的重要信息 ,也就是

说对于未测序的基因组 ,从 DNA barcoding能快速预

知完整基因组的组成 [ 12 ]。
3. DNA条形码的发展及研究进展

2003年 3月 , 20多位分类专家、分子生物学家和

生物信息学家会聚美国冷泉港 ,召开了题为“Taxonomy

and DNA”的会议 ,提出对全球所有生物种的某个特定
基因进行大规模测序 ,以期实现物种鉴定的目标 ,进而

推进生物进化历史的研究。9月 ,在冷泉港再次召开

题为“Taxonomy, DNA and the Barcode of L ife”的会议 ,

对 DNA条形编码所有真核生物的科学性、社会利益有
了更深入的讨论和确定 ,并且还提出了组织策略及国

际生物条形编码计划 ( International Barcode of L ife Pro2
ject)的发展蓝图 [ 9 ]。
利用 DNA barcoding可以进行物种的鉴定、发现

新种和隐存种 ,如巨藻 [ 17 ]、马达加斯加蚂蚁 [ 18 ]、蝴

蝶 [ 19 ]、热带鳞翅类 [ 6 ]、澳大利亚鱼 [ 20 ]、显花植物 [ 5 ]等。

Hebert等对鳞翅目 (Lep idop terans)昆虫 200个密切相
关的种进行 CO I基因特定片段分析的结果表明该特

定片段可以 100%成功地鉴定每一个个体 [ 21 ]。Yoo等
运用 CO I作为条形码对韩国 92种鸟类物种进行了有

效鉴定。同时 , CO I基因特定片段作为 DNA barcoding

在真菌的鉴定研究中也取得了有价值的结果 [ 22 ]。M in

等对 A scomycota、Basidiomycota、Chytridiomycota的 31

个真菌物种 CO I进行了研究 ,结果显示约 600 bp的

CO I基因片段长度可以准确进行鉴定 [ 23 ]。
由于 CO I基因在植物中的进化速率远慢于在动
物中的进化速率 ,不适合作为大多数植物的编码基因 ,

许多学者对植物中适合作为 DNA barcoding的基因进

行了积极的探索。Kress等应用 rDNA ITS序列和质体

trnH - psbA基因间序列对 53个科 88个属 99个物种
的进行研究 ,结果表明 rDNA ITS序列和质体 trnH - ps2
bA基因间序列可以对植物物种进行 DNA条形编
码 [ 5 ]。Chase等评价了叶绿体 rbcL序列和 rDNA ITS

序列 ,并提出在陆地植物长期的 DNA条形编码目标研
究中 ,需要进行更为精确的多标记序列条形码研

究 [ 24 ]。Taberlet等研究认为叶绿体 trnL (UAA )内含子

全序列 (254 - 767 bp)及其 P6环 (10 - 143 bp)在作为

DNA条形编码中虽有不足 ,但仍具有许多优势 ,如引

物高度保守 ,扩增体系稳定 , P6环在高度降解的 DNA

样本中仍然可以扩增出来 ,在食品行业 ,法医鉴定和永

冻层中的样品的鉴定研究中优势明显 [ 11 ]。

由此可见 , DNA barcoding技术可以利用一段或几

段标准 DNA序列实现动物、植物和真菌物种的快速鉴

定 ,该技术将是今后生物物种鉴定发展的必然趋

势 [ 4 ]。

二、中药材 DNA barcoding鉴定方法研究

1.与现有鉴定方法相比较的区别和优势
中药材传统鉴定方法如形态、显微结构、超微结构

和化学指纹图谱等鉴定方法 ,在中药材鉴定和评价其

质量研究中发挥了重要作用 ,但随着现代分子生物学
技术的快速发展 ,涌现了一批中药材 DNA分子鉴定技

术 ,如 RFLP、RAPD、AP - PCR等 [ 25 ]以及基因芯片技
术 [ 26, 27 ] ,中药材 DNA barcoding鉴定技术与上述技术

相比 ,其主要区别在于 : ( 1 ) DNA barcoding直接利用
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DNA序列进行物种的鉴定 ,具有独一无二的可重复

性 ; (2) DNA barcoding序列具有通用性 ,在不同物种

之间具有可比性 ,在全球物种鉴定中可以形成统一的

标准 ,也更利于对植物系统进化的研究 ,而其它 DNA

分子鉴定技术通常针对特定物种选择特定 DNA序列

或应用特定的分子标记进行研究 ,结果缺乏通用性 ,数

据库不能集成 ; (3) DNA barcoding只需一对或几对通

用引物 ,而其它 DNA分子鉴定技术需要十几甚至几十

对引物 ; (4)在技术发展成熟的基础上 ,根据 DNA bar2
coding鉴定技术可以设计生产“便携式中药鉴定分析
扫描仪”,任何人可以实时完成物种鉴定工作 ,而其它

DNA分子鉴定技术包括传统鉴定方法要求鉴定人员

具有很高的专业知识和技术能力。

根据以上区别 ,中药材 DNA barcoding鉴定方法

具有三大优势 : (1)技术的简便性 ,易于实现 ,易于操

作 ,易于构建统一的 DNA barcoding序列数据库 ; ( 2)

鉴定的准确性 , DNA barcoding序列可以实现门、纲、
目、科、属、种、变种等不同分类水平物种的鉴定 ,且具

有独一无二的可重复性 ; (3)使用的方便性 ,任何人可

以利用 DNA barcoding序列数据库 ,方便地进行数据
比对完成鉴定工作。

2.技术方法

综合多学科的知识和方法 ,包括 :植物系统进化学

方法 ;生物统计学方法 ;生物信息学方法 ;基因组学方

法 ,即应用分子系统进化的方法对特定植物物种进行

研究 ;应用生物信息学对已获取的分子系统进化的数

据进行处理分析。DNA barcoding的基本操作过程包
括以下几个步骤 :设计通用引物 ,提取 DNA,利用通用

引物进行 PCR扩增、纯化 PCR产物、测序以及序列分

析。具体方法包括 :

(1)通用引物的设计方法。

研究分析 NCB I和 GenBank数据库中的 DNA序

列 ,确定 GenBank数据库中可以用做条形码的基因区
的序列数量 ,确定不同分子标记 DNA序列用于 PCR通

用引物的设计 ,如对于动物来源的药材可以根据 CO I

基因设计通用引物 ,植物来源的药材可以根据 rDNA ITS

序列 , 18S rDNA,叶绿体 m atK, rbcL和 trnH - psbA等多

个标记基因设计通用引物。
(2)中药材样品 DNA的提取方法。

利用各种成熟的方法如 CTAB法、Q iagen DNeasy

kit等提取样品的 DNA。
(3) PCR扩增的方法。

根据目标产物的长度设计 PCR的条件 ,以样品

DNA为模板 ,以通用引物进行 PCR扩增 ,如果扩增失

败 ,需要重新进行引物设计和改变 PCR的条件 ,直到

获得扩增条带。此步成功的关键在于样品 DNA的完

整性。如果样品 DNA降解严重 ,可以根据标记基因叶

绿体 trnL (UAA )内含子的短片段设计通用引物 ,有利

于获得扩增条带 [ 15 ]。
(4) PCR产物的序列测定方法。

利用 AB I3730 sequencers (App lied B iosystem s)等

对 PCR产物直接进行双向测序或克隆后测序。
(5)中药材 DNA条形码的确定与聚类分析方法。

测序结果经过校正 ,确定待分析的序列 ,采用

B last比较分析确定多位点的 DNA分子标记中适合作

为 DNA条形码的序列 ,构建所研究物种的 DNA条形

码序列数据库 ;采用 UPGMA法进行聚类分析构建物

种的亲缘关系树。

3.技术路线

见图 1。

4.关键问题

DNA barcoding从提出后就在国际上引起了热烈

的讨论 ,讨论的焦点主要集中在“是否单一的小片段

CO I基因序列能给全球的物种编码 ”[ 28 ]。Sperling根

图 1　技术路线示意图
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据其所在实验室一系列昆虫 CO I序列的数据 ,认为至

少 1 /4的物种是不容易用 DNA barcoding的方法来区

分 [ 29 ]。腔肠动物 Cnidaria 94. 1% CO I序列差异小于
2%的结果表明 CO I不适于该类群的鉴定 [ 14 ]。Lam2
bert等就 DNA barcoding能否对古生物进行条形编码

提出质疑 [ 30 ]。M in等对 31个真菌物种的研究 ,结果
显示作为 DNA barcoding长度的 CO I基因 (648 bp)不

适于其系统发育关系的研究 ,约 1200 bp的 CO I基因
片段长度能准确用于鉴定和系统发育关系的研究 [ 23 ]。

Mallet等建议最好应用多个基因片段区分形态相近的

物种 ,而不是单一的基因 [ 31 ]。DNA条形编码仅靠单

个基因片断可能会显得力度不够 ,同时要跟形态学数
据结合起来 ,不能完全抛弃形态学手段 [ 12 ]。有学者认

为对于脊椎动物尤其是系统发生关系远的物种 ,最好

将 16S rRNA和 CO I一起作为 DNA条形编码的标记

基因 [ 32 ]。此外 ,要尝试多个分子标记的结合使用 ,而

且在选取除 CO Ⅰ之外的基因时 ,也决不能仅仅局限
于现行通用的分子标记 ,要大胆尝试一些新的有潜力

解决问题的基因。

在中药材样品 DNA条形码鉴定中 ,应用生物信息

学分析方法解决通用引物设计是中药材 DNA条形码

鉴定可行性的第一大关键问题。采用 DNA序列测定

和 B last比较分析解决确定多位点的 DNA分子标记中

适合作为中药材样品 DNA条形码的序列是中药材
DNA条形码鉴定可行性的第二大关键问题。上述两

大关键问题已经在动植物 DNA条形码鉴定与分类的
研究中得到很好解决 [ 5, 13, 14, 15 ] ,为研究中药材 DNA条

形码鉴定与亲缘关系研究提供了有益的借鉴。另外 ,

中药材加工成饮片或粉末后 , DNA降解较严重 ,需要

探索多个以短的 DNA模板进行有效扩增的标记基因 ,

Taberlet等已报道用叶绿体 trnL (UAA )内含子 P6环
(10 - 143 bp)作为 DNA条形码鉴定食品工业中已加

工的 23种主要植物 ,包括小麦、水稻、茄子、草莓
等 [ 15 ] ,当然还需要研究和探索基因组中更适合作为

DNA barcoding的 DNA序列。

三、DNA barcoding在中药材鉴定与分类的应用范围

1.植物、动物来源中药材的物种鉴定研究
据第三次全国中草药资源普查统计 ,我国现有中

药资源 12 807种 ,其中药用植物 11 146种 ( 383科 2

309属 ) ,药用动物 1 581种。由于药用植物形态的多

样性 ,即使专业的鉴定与分类人员也难以将如此众多

的物种进行准确鉴定 ,特别对药用真菌的鉴定必须诱

导出子实体进一步增加了鉴定的难度。已有一些文献
报道利用 DNA序列鉴定药用植物 ,但是这些研究通常

针对特定物种选择不同的分子标记。因此 ,结果缺乏

通用性。DNA barcoding的提出 ,运用统一的 DNA序

列进行研究对分子系统学的研究将具有重要意义。
DNA barcoding鉴定技术为动植物来源中药材的

物种鉴定研究提供了方便快捷的方法 ,以药用植物的

部分叶片、种子或其它部位 ,以药用真菌的菌丝、孢子 ,

以药用动物的毛发、血液或部分组织等 ,甚至对保存的

标本和冰冻的组织 ,均可方便地提取较为完整的

DNA ,利用通用引物扩增短的 DNA barcoding序列来实

现动植物物种的快速准确鉴定。
2.中药饮片、粉末及传统中成药鉴定研究

对于加工后的中药饮片、粉末和含有生药原型的

传统中成药 (丸剂、散剂等 )的鉴定 ,形态鉴定已经无

能为力 ,传统上采用显微结构、超微结构和化学指纹图

谱研究进行鉴定 ,结构鉴定多为描述性 ,化学指纹图谱

鉴定受到干扰的因素较多 ,有一定局限性。

DNA barcoding鉴定技术实现鉴定的数字化和定
量化 ,易于成为国际上通行的鉴定标准 ,针对加工后的

中药饮片、粉末和以粉末入药的传统中成药的鉴定 ,可

根据 DNA存在部分降解的特点 ,设计通用引物扩增更

短的 DNA barcoding序列来实现动植物物种的快速准
确鉴定。

3.促进药用植物亲缘学和植物化学分类学的研究

药用植物亲缘学 ( Pharmaphylogeny)是研究药用

植物的植物亲缘关系 -化学成分 -疗效 (药理活性及

传统疗效 )间的相关性的一门新兴的边缘学科 ,它对

于开发药用植物资源具有重要指导意义 [ 33 ]。植物化

学分类学 (Chemotaxonomy)研究植物化学成分在植物

界的分布 ,分析植物化学成分与植物亲缘系统的相关

性 ,探讨植物界的演化规律并为植物的开发利用提供
科学依据 [ 34 ]。DNA barcoding技术获得的标准 DNA

序列不仅可以有效地进行药用动植物的鉴定 ,而且可

以基于多个系统发育标记进行药用动植物的系统进化

分析 ,比单位点得到的系统进化树更为可靠 ,结合传统

的动植物形态分类学 ,与植物化学分类学、药用植物亲
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缘学共同促进药用动植物的系统进化树的构建 ,有助

于科学地研究药用动植物的系统发育关系 ,进而推动

植物化学分类学和药用植物亲缘学的发展和深入。

四、中药材 DNA barcoding鉴定研究

的发展前景与展望

　　Paul Hebert称假如目前的技术研制成功 ,将未知
生物的一部分放进一种掌上型扫描仪中进行分析 ,稍

后就可以鉴定出该生物物种 ,并配以图片说明 ,知道其

是否有危险。利用该技术 ,快速分析一小段 DNA片

段 ,可以鉴定出地球上每一个植物和动物物种 ,这与商

场中扫描仪检测条形码的方式几乎完全一样。任何人

都能简单地用这种技术来检测其所遇到的任何生物
体 ,而且只需要一小块组织 ,如一块皮、一根头发或一

片叶子 ,一旦输进掌上型 DNA扫描仪 ,通过这些组织
片断就可以检测出任何生物体。

我们有理由相信 ,如果专门针对中药材的 DNA

barcoding Scanner研制成功 ,将未知药材的一部分放进
微型分析扫描仪中进行分析 ,就可以鉴定出该中药材

生物物种 ,并配以图片说明 ,还可以了解其在全世界的
分布、资源量、所含主要化学成分及其主要功效 ,是否

具有毒性和成瘾性。任何人都能简单地用这种技术 ,

而且只需要一小块组织即可检测。目前 ,课题组正积

极开展 DNA barcoding鉴定方法的研究 ,中国医学科

学院药用植物研究所与香港大学李嘉诚医学院分子中
药实验室联合开展应用 DNA barcoding对贝母属中药

进行鉴定研究。中国医学科学院药用植物研究所与英
国皇家植物园 Royal Botanic Gardens, Kew已经联合

建立了“中草药鉴定中心 ”( The Chinese Medicinal

Plants Authentication Centre, CMPAC) ,针对英国草药

市场开展了中药鉴定的研究 [ 35 ]。英国皇家植物园
Chase等发表“陆地植物与 DNA barcodes的近期和远

期目标”等论文 [ 24 ]。
目前 ,国内学者也开始关注该项技术 ,肖金花、王

鑫、王剑锋等 [ 36 - 38 ]分别对 DNA条形编码及其在相关
学科中应用的可行性进行了综述。潘程莹等以我国常

见的斑腿蝗科 ( Catantop idae) 7种蝗虫为对象测定了

CO I基因序列 ,探讨了 CO I基因作为 DNA条形码在

识别蝗虫物种方面的可行性 [ 39 ]。虽然 DNA条形编码

技术还受到部分专家的置疑以及存在一定的缺陷 ,但

DNA序列信息的丰富性 ,以及独一无二的可重复性 ,

都将使 DNA条形编码成为分类学家的有用工具 [ 4 ]
,

DNA条形编码技术也将成为生物分类发展的大势所

趋。
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Use of D NA barcod ing to iden tify Ch inese m ed ic ina l ma ter ia ls

Chen Sh ilin, Yao Hui, Song J ingyuan
3

, L i X iw en

( Institu te of M edicina l P lan t D evelopm ent, Ch inese A cadem y of M edica l Sciences,

Pek ing U nion M edica l College, B eijing 100094, Ch ina)

L iu Chang

(M olecu la r Chinese M edicine L abora tory, L i Ka Sh ing Facu lty of M edicine, The U n iversity of

Hong Kong, 21 Sassoon R oad, Pok Fu L am , HongKong)

L u J ianw ei

(S ta te adm in istra tion of trad itiona l Chinese m edicine of P. R. China, B eijing 100026)

To identify biological species, DNA barcoding as a new technique is developed. DNA barcoding sequences from a

standardized and agreed - upon position in the genome are very short relative to the entire genome and they can be ob2
tained reasonably quickly and cheap ly, which attracted more than 130 organizations from 40 countries in the globe. This

paper reviews the appearance and development of DNA barcoding. Simultaneously, we study the methods, stepwise

technique map and key questions of DNA barcoding which was used to identify Chinese medicinal materials. In conclu2
sion, DNA barcoding has a good p rospect in authentication of Chinese medicinal materials.

Keywords: Chinese medicinal materials; DNA barcoding; Identification
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