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通用中药 DNA条形码鉴定系统的研究及应用元
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摘 要：为了对特殊身份的物种或品种进行保护、检测转基因生物，以及追踪生物的扩散，对所采

集生物样本的来源物种进行准确地识别是非常必要的。简而言之，条形码物种鉴定技术即通过大范围

地对一个或多个参考基因进行筛选，从而达到将未知个体归属于某个分类单元的目的，其使用通用的

PCR引物对物种特异性的 DNA条形码识别区进行扩增，将扩增产物的测序结果与数据库进行比较即
可确定物种的身份。此项技术的推广尚面临 2个关键问题：淤如何进一步使用和分析 DNA条形码数
据；于如何建立起 DNA条形码与经典分类方法之间的关联。本文结合上述问题对 DNA条形码技术的
原理和应用进行了综述。
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一、研究意义及现状

在对生物体及其组织样本进行商品交易或研究

等很多情况下，均要求对其来源物种进行准确地鉴

定。物种鉴定技术的主要应用领域有：淤商标管理部
门及一部分消费者要求对商品（如中药材）进行标

记，除了外在的商品条形码外，商品本身内在的 DNA
标记可跟随其整个流通过程；于许多生物媒介均与
已知的病原或害虫具有密切的关系，因此，在利用转

基因生物作为生物防治的工具时，人工转入的高毒

力基因可能具有潜在的危害[1]。尤其是在使用生物防
治工具来控制杂草、细菌、真菌或有害昆虫，以及使

用其它活的生物作为接种体时，无论这些释放到环

境中的生物是野生型还是转基因型，均需要对其进

行追踪，以便了解它们在生物及环境中的扩散情况
[2]；盂对引起某种流行病的野生型菌株进行鉴定；榆
对于受知识产权保护的物种或品种，需证明其是否

未经许可进行非法种植。

对具有重要经济价值的转基因生物进行鉴定是

一笔很大的开销。在过去，种子公司使用 AFLP（Am原
plified Fragment Length Polymorphism）等分子标记技
术来确认其它竞争者是否使用了其专利的遗传信

息；确认农民是否保存和反复使用了未经认证的转

基因种子。以消费者权益保护组织为代表的管理部

门也使用类似的技术来确认转基因产品是否混合了

非转基因的生物[3]。
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聚合酶链式反应（Polymerase Chain Reaction,
PCR）技术的敏感性使得对作物和商品中痕量的转基
因进行检测成为可能，但考虑到作物的混合及其它

可能混入多种不同来源转基因等因素，此类问题有

可能会变得更加复杂。以含油菜的转基因商品为例，

由于油菜普遍受到花椰菜花叶病毒（CaMV）的感染，
因此，几乎所有的非转基因商品中也可发现常见的

35S启动子，从而造成假阳性的鉴定结果。为此，必须
进一步使用限制性内切酶法、Southern杂交或直接测
序的方法进行验证。对于经较剧烈条件加工后的产

品，由于 DNA片段长度较小（平均约<400bp），以及参
考 DNA序列的缺乏，造成鉴定可能会比较困难[4~5]。此
外，免疫学方法也被广泛用于许多转基因产品的检

测，如利用夹心法对编码抗除草剂草甘膦

（Glyphosate）抗性的细菌 5-烯醇丙酮酰莽草酸-3-磷
酸合酶（EPSP）进行检测等。此类方法的缺点在于：当
存在多个不同的转基因产品时，每个样品均需和多

个抗体进行反应，且可能受基因突变的影响使得鉴

定结果并不可靠。

二、DNA条形码鉴定
1. 基本原理及应注意的问题
设计商品条形码系统的目的是为了对各种商品

进行快速识别，条形码阅读器（即读码器，Barcode
Reader或 Barcoder）可以一种方向依赖性的方式对不
同样式顺序间隔的条形标记进行扫描和识别 [6~7]。如
图 1左所示，在商品条形码两端的通用识别区域之
间，是一系列指定的具不同宽度和间距的条形标记，

将该指定区域的特征在数据库中进行检索，即可对

商品的来源进行识别。

DNA条形码系统的原理与商品条形码类似，该
系统采用单一参考数据库对代码进行设计和分配，

并结合通用 PCR引物扩增和测序技术对材料进行分

析。如图 1右所示，DNA条形码两端为通用引物的识
别位点，额外区是根据某些特殊要求针对特定生物

类群所指定的识别区域，将中间的特异识别区序列

在数据库中进行检索，即可实现对未知物种的鉴定。

对于转基因生物而言，人工设计的物种特异性识别

序列与转化的基因同时插入靶生物中作为转基因体

的一部分，而对于非转基因生物，该区域则是根据物

种自身的基因组序列特点人为指定的一段特异性

DNA序列[8]。值得一提的是，从“商品条形码”这一原
义来理解，“DNA条形码”本身似乎暗示了每个物种
都具有一个固定不变的特征，但从生物进化的角度

来看这种类推是值得怀疑的。

DNA 条形码的设计和使用需注意以下问题：淤
通用引物识别序列应足够长，使得少量的突变不会

对识别造成影响；于识别区序列也应足够长，以保证
有上百万种不同的组合，并允许一定程度的突变，且

为了避免 Taq酶扩增受阻，应尽量排除自身退火的
可能性；盂条形码序列的所有阅读框中应插入终止
密码，以阻止由于移码突变而产生可编码的序列；榆
对于单个产品包含多个条形码的情况（如由不同转

基因作物组成的混合物），则需对多个 PCR产物进行
测序和序列分析。

2. 读码方式的选择
鉴定和发现新的物种是 DNA条形码研究的 2个

主要目的，两者对所使用的 DNA数据的类型和数量
各有不同的要求。条形码阅读方式的选择是使用

DNA 序列信息进行生物分类研究所面临的首要问
题。

（1）距离和特征。
对应于所利用的 DNA数据类型—是“相似性和

距离数据（Similarity and Distance Data）”还是“离散特
征数据（Discrete Character Data）”，DNA 条形码可采
用以距离或特征为基础的两种阅读方法。

基于距离的阅读方法具体可分为

BLAST 法 -利用原始相似性分值（Raw
Similarity Score）确定与查询序列最近的
邻居和基于距离法构建系统树 2种，后者
利用的是所有种或运筹分类单位间的进

化距离来建树，采用的算法如邻接法

（NJ）、非加权组平均法（UPGMA）、“Fitch-
Margoliash”法等[9]。虽然基于距离的方法
一直以来被作为物种定界的参考，但却存

通用识别区域

指定区域
通用引物
结合位点

识别区

引物 L 额外L 引物R额外R特异识别区

图 1 商品条形码（左）和 DNA生物条形码（右）示意图
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在以下不足[10]：淤经典的分类方法大多以特征（Char原
acter）为基础，特征性性状对于物种身份的确定非常
关键，而距离法则难以与之形成统一；于按原始相似
性分值排序确定的最近邻居并不一定具有最近的亲

缘关系，当缺乏特征性性状时，以特征为基础的方法

虽然无法进行鉴定，但却允许一定程度的假设检验，

这对距离法来说则是无法实现的；盂种内和种间距
离存在广泛的重叠，这使得确定一个通用的可决定

物种地位的相似性阈值变得十分困难，研究者不得

不针对不同的生物群体对该数值进行修正。另外，在

以距离为基础对属内不同的群体进行研究时，所使

用的参数往往存在差异，这使得用距离法来描述物

种将难以建立起一套客观的标准。

基于特征的阅读方法是利用包括 DNA碱基排序
在内的具有离散特征状态的数据，该方法可分为建

树和无需建树两大类。其中前者是通过将离散特征

数据转换为距离数据后再利用最大简约法（MP）、最
大似然法（ML）、进化简约法（EP）等算法来构建系统
树 [9，11]，建树时考虑到了所有特征或核苷酸位点在运
筹分类单位或 DNA 序列间的进化关系等多方面的
因素。

由于与经典的形态学、行为学方法相互兼容，并

且可将上述信息组合在一起进行分析，因此，基于特

征的 DNA条形码阅读方法显得优势更为明显。
（2）构建进化树。
以树为基础的物种鉴定方法除了应避免使用距

离法所带来的问题之外，还需注意以下问题 [12]：淤利
用包括多个不同来源分组数据的组合分析法建树比

单基因树可更好地呈现出进化历史，并且还可针对

各分组数据对组合树的性状贡献或支持程度进行评

价，这在对多个基因单独进行分析时则往往难以实

现。利用查询序列构建总的证据树可作为引导树对

某未知个体的系统发育关系进行初步地识别，以节

点处的特征性共享性状为基础，利用生物信息学工

具可对查询序列进行进一步准确地定位；于根据建
树时所采用的等级分层法（Hierarchical Methods）和
以单系为基础的物种定界标准，当个体和种群无法

形成具明确祖先-后代关系的等级分层系统时，仍可
将单系重新定义为互为单系（Reciprocal Monophyly）
或排外（Exclusivity）；盂根据性状分布或树的拓扑学
特点将终端处的物种进行集合，这相对距离法建树

来说是一种改进，但对于那些包括多个个体在内的

同一类型的物种来说，使用任何以树为基础的方法

对其进行阅读看来都是不合适的。

由此看来，与建树法相比，仅对序列自身的特征

性性状进行分析似乎更符合实际的需要，这类似于

经典分类研究中所采用的两步法分析步骤，即先通

过特征性性状对处于终端的物种进行鉴定，随后再

对种间亲缘关系进行评价。只有在不同生物类群间

存在固定差异的鉴定方法才能被研究者所接受，

Sarkar 称之为“完美的（pure）”鉴定方法，关于此类方
法在物种分类及鉴定研究中的应用价值，前人已进

行了详细地讨论[13]。

三、样本数目和读码区域的选择

1. 样本数目
一个或少数个体并不能代表该物种的全体，尤

其对于那些分布广泛的物种来说更是如此。采集足

够数目的样本对于以距离或性状为基础的分析方法

来说都是必要的。和基因区域的选择一样，适合所有

物种的标准样本数目看来并不存在，不断尝试以及

对物种生活史、扩散能力和交配方式等相关背景信

息的了解是决定采样策略的重要因素。传统的分类

实践均针对某特定物种从覆盖其分布范围的不同地

理位置对其进行大规模采样和筛选，这将不仅有助

于获得代表性的种内和种间变异，同时还有助于对

某物种所有成员间的独有性状进行辨认。

2. 读码区域
为实现鉴定大量物种的目标，前人已针对各种

单分子标记所能提供的信息含量和分辨率进行了详

细地研究。作为动物 DNA条形码研究首选的对象，
目前已有很多关于成功使用线粒体编码基因的报

道，除此以外，以核糖体为代表的其它一些核基因标

记也被认可作为动物 DNA条形码使用。考虑到植物
线粒体基因组变异程度较小的特点，虽然 cox 1基因
也适用于对某些藻类进行研究，但与 trn H-psb A 基
因间隔区、rbc L 和 trn L-F等为代表的一些经典的
质体系统发育标记相比，其作为植物 DNA 条形码使
用仍存在很多不足之处[14~15]。

以当前在动物系统学研究中使用最多的线粒体

细胞色素氧化酶亚基 1（Cytochrome C Oxidase Sub原
unit 1，COX 1）的编码基因为例，Hebert 等 [16]指出，在
cox 1 基因中仅需 15 个变异位点即可提供 10 亿种
不同的碱基组合，从而产生足够的条形码式样，其以
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图 2 复合鉴定法实例

10倍的种内遗传距离作为通用的距离阈值用来对鸟
类进行种间水平的鉴定，并进一步肯定了 cox 1在动
物领域的应用价值。当然，种内遗传分化程度大于预

期的情况也时有发生，如对桡脚亚纲（Copepods）进
行研究发现，其种内 cox 1序列差异百分数可高达
20豫[17]。以上分类单元中遗传距离存在显著分化的事
实暗示可能有尚未认识的遗传多样性存在。

仅利用 cox 1 进行系统发育关系的研究显然是
不够的，但目前还无法确定其是否足以作为 DNA 条
形码使用，不过至少对于一部分生物类群来说，cox 1
已显示出足够的对物种进行鉴定的能力。

四、DNA条形码复合鉴定法及其应用
以性状为基础的复合鉴定法（Compound Diag原

nostics Method）原理如图 2所示，横线代表种群间的
地理屏障，序列 1耀6和 7耀12分别来自 2个不同的种
群集合体（Aggregates），其中 a、s列的碱基均为“pure”
鉴定性状；c 列虽不为“pure”鉴定性状，但 3 个 G 对
于其所在的种群来说是“独有的”鉴定性状；e、g 列组
合在一起（AA、AG、GA）构成了一个“pure”鉴定组合，
j耀m列碱基既非特征性也非独有，而将其中的 4个多
态性位点组合在一起（GA 或 AG + GA 或 AG）即可
用来对横线上方的种群进行“pure”鉴定。

1. 鲟 鱼

鲟科有 3个物种被 CITES列为濒危行列，分别
为欧洲鳇（Husu huso）、俄罗斯鲟（Acipenser guelden原
staedti）和闪光鲟（Acipenser stellatus），在利用 DNA
序列对与之有关的鱼子酱贸易进行监控的过程中，

有报道俄罗斯鲟鱼子酱可能来自于西伯利亚鲟

（Acipenser baerii）。Birstein等[18]将俄罗斯鲟和西伯利
亚鲟与其它近 150 种鲟科（Acipenseridae）鱼类的约
700 bp的线粒体细胞色素 b（cyt b）基因片段进行比

较发现，俄罗斯鲟和西伯利亚鲟间存在 36个可变位
点，其中有 3个位点可同时对这 2个物种实现“pure”
鉴定，有 15个单位点或超过 1000种不同的双位点组
合分别对以上 2个物种具有特异性。另外，研究还发
现了一个在形态上与俄罗斯鲟相同，同时又与西伯

利亚鲟相似的隐种，DNA 鉴定说明该隐种与俄罗斯
鲟并非同种实体。该实例不仅说明了 DNA序列信息
可用于揭示隐藏的多态性，同时值得一提的是，还有

与之有关的 2个技术方面的问题：淤当样本量较小
时，俄罗斯鲟鱼的隐种被错误鉴定为西伯利亚鲟，这

说明样本数量是影响鉴定准确性的重要因素；于为
了推进 DNA条形码在物种定界实践中的广泛应用，
综合性 DNA序列数据库的建立是非常重要的。

2. 毛冠鹿
毛冠鹿（Elaphodus cephalophus）在我国属于二级

保护动物，由于其肉味鲜嫩、毛皮质量好而受到人类

的大肆捕捉，并濒于灭绝。经验表明，当样本数目较

少时，若所选基因区域的变异程度较高，则容易造成

种内和种间水平变异的混淆，反之则无法覆盖足够

的变异，从而无法识别出真实的物种差异—出于平

衡以上 2 种误差的考虑，Amato 等选择线粒体 16S
rRNA基因建立了一个包括毛冠鹿属（Elaphodus）所
有物种和外群在内的含 114 个个体的 DNA 序列矩
阵，所有物种均来自于已经形态学描述并命名的馆

藏样品。研究发现，于 1932年在老挝采集的罗氏鹿
标准品（Muntiacus rooseveltorum）的 DNA 与所有新采
集的样品享有共同的鉴定位点，这意味着所有随后

发现的罗氏鹿均并非新的物种。此时若仅使用 DNA
数据而不将组群中包括标准品在内的所有物种包括

在一起进行分析，则很有可能得到相反的结论。

3. 药用水蛭
欧洲药用水蛭（Hirudo medicinalis）曾在肥胖和

中风的治疗中风靡一时，作为一种极具价值的生物

医药研究工具，美国 FDA已于 2004年正式通过将其
作为药用“装置”使用，Leeches USA、BioPharm 和 Ri原
carimpex等国际知名公司早已涉足于“水蛭微创”治
疗技术的研究。对于这样一个如此广泛地在医学、神

经生物学和基因组学研究中使用的药用物种，Black
等首次用 cox 1 序列对其进行了系统发育研究，随
后，Trontelj等 [19]以 cox 1为基础将欧洲药用水蛭明确
划分为 4个不同的家系，同时发现该位点具较高的
碱基组成偏爱，其中约 24豫的可变位点表现为二元
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性，高达 72豫的核苷酸由 A和 T组成，且第 3密码子
位置的 AT含量高达 96豫[20]。

五、注意的问题

DNA分类学是当前分类学（包括物种鉴定）研究
中很活跃的一个研究领域，而条形码技术的出现再

一次引发了分子生态学和形态分类学研究者之间的

争论，具体表现在[21~24]：淤大型数据库的建立，必将有
助于辅助解决分类学上的争议和加快新物种发现的

速度；于在建立统一的物种定界标准、提高鉴定的可
靠性和准确性，以及多位点鉴定技术的开发等方面，

依然存在很多尚未解决的难题；盂尤其对于那些亲
缘关系密切且依然保留有祖先 DNA 多态性的物种，
以及当研究对象内部存在杂交时，利用线粒体 DNA
进行物种鉴定将存在很多局限[25]。

影响条形码鉴定准确性的因素主要集中在凭证

标本、样本数目和读码区域 3个方面：淤凭证标本不
仅可提供 DNA，还可为形态学等其它方面的研究提
供材料，来自馆藏样本的 DNA 序列数据已证明对物
种状态的精确评价是非常关键的；于相对种间变异
而言较低的种内变异是影响鉴定准确性的重要因

素。Ebach 等 [26]提出：“在一般情况下，每个分类群
（Taxonomic Group）均存在一个特征性的变异阈值，
该数值在一般情况下约为 2豫耀12豫，高于此阈值的
个体组合将不再属于同一物种而形成一个种上等级

的分类单元”。因此，样本数目必须足够大才得以容

纳某特定基因区域内尽可能多的变异，将种群内部、

种群之间或不同的物种组群中尽可能多的物种包括

在内一起进行分析对于新物种的发现是非常必要

的；盂读码区域必须具备足够的可反映种间真实差
异的变异。

另外，采用建树为基础的条形码阅读方式目前

还存在很多不足。单分子标记所构建的系统进化树

虽然在通常情况下都是有意义的，但其对应的支持

值却不高，组合数据矩阵的利用可解决该难题。与

此同时，由于缺少地理和形态学信息的配合，条形

码在对环境微生物样本进行鉴定时可能会存在很

多困难。

六、总结与展望

综上，无论是对于物种定界还是对物种进行描

述，线粒体 DNA 均非必须也非主要的标准，在分类

鉴定研究中忽略形态学、生态学和行为学等方面特

征的做法是不可取的，DNA不应被作为物种分类或
鉴定的唯一的信息来源，以 DNA为基础的分类并不
能取代传统的系统学和分类学研究方法，如以多个

性状为基础的对物种进行详细地描述和对假说进行

严格地测试等。综合 DNA分子系统学和传统分类方
法为一体的“整合分类学（Integrated Taxonomy）”的出
现，已成为促进 DNA条形码不断发展的一个关键要
素。

对各种 DNA条形码所适用的对象及其范围进行
深入地研究是很有必要的，通过大规模采样，从而包

含足够的种内变异，可保证即使潜在的姐妹种也能

得到评估并被正确地区分。在对数据进行分析时，还

需注意将前人已描述过的与研究对象同属的物种包

括在内，并附带一个关于置信程度（如系统发育支持

值）及由于采样频率过小所引起的不确定因素的说

明。另外，那些频繁杂交的生物类群、最近刚扩展形

成的组织群落，以及线粒体和细胞核之间的高速基

因传递，也值得进一步地研究。无论如何，条形码方

法与过去常规的物种鉴定技术相比，具有明显的优

势，条形码序列数据库的建立可节省大量的资源，并

为所有者提供必要的保护。

目前，DNA 条形码研究在国内尚处于起步阶
段[27~31]，本实验室当前正尝试以鉴定国内药用动物为
突破口[32~33]，希望由此引起国内研究者的关注。其它
有关该领域的最新进展可参见 http://www.barcod原
inglife.org和 http://barcoding.si.edu等网站的介绍。
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"Global System" for Species Identification: DNA Barcode
Chen Nian, Lai Xiaoping

渊School of Chinese Materia Medica, Guangzhou University of Chinese Medicine, Guangzhou 510006, China冤
Abstract院The identification of biological samples is a contributing factor in the recognition and protection of identity
preserved species, detection of transgenic species and tracing of biological dispersal. The "barcode"identification
technique, which uses the universal PCR primers to recognize the target sequences in unknown samples, recognizes
a species identity by comparing its barcode DNA sequences to databases. Two major issues ought to be clarified be鄄
fore its extensive use in taxonomy and species delimitation: 淤 How to analyze and use DNA data? Currently, the
tree building methods are commonly used to place certain DNA sequences into a taxonomic context; 于 How to find
the relevance between barcode and traditional taxonomic methods in order to make the barcode technique accepted
by the taxonomic community? The principles and applications of DNA barcode are reviewed in this paper.
Keywords: DNA barcode, Taxonomy, Molecular identification
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