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ＤＮＡ条形码技术在病原真菌分类鉴定中的应用
刘　娜，李梦臻

（河南工业大学，河南郑州４５０００１）

　　摘要：病原真菌是一种具有致病性的真菌，对植物有极大的危害。ＤＮＡ条形码技术是通过对足够变异、短、能够
作为标准目的基因的ＤＮＡ序列进行分析，并进一步对未知物种进行快速、高效地分类和鉴定或者发现新物种的一项
新技术。在介绍ＤＮＡ条形码技术概况的基础上，对ＤＮＡ条形码技术在病原真菌分类鉴定中的应用前景进行展望，以
推进我国病原真菌ＤＮＡ条形码在相关研究和应用领域的发展。
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作者简介：刘　娜（１９７８—），女，河南周口人，博士，副教授，主要从事
真菌分子系统学研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｌｉｕｎａ３４５６＠１６３．ｃｏｍ。

　　真菌是自然界中一类庞大而广泛的生物类群，已确认
１万余属１２万余种［１－２］。病原真菌（Ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｆｕｎｇｉ）是一种
具有致病性的真菌，分布广泛，尤其在植物中普遍存在，７０％～
８０％的植物病害均由病原真菌引起，对植物造成极大的危害，
严重影响生态平衡［３］。病原真菌能使花草及农作物的质量

受到较大程度损害，产量明显下降［４］。对物种进行正确的分

类鉴定，识别每一个生物体的内部信息，如分类地位、生理生

化指标和危害程度等，可以及时采取一定的措施阻止病原真

菌危害［５］；因此，病原真菌分类鉴定具有重要意义。

１　病原真菌传统分类鉴定方法的不足之处

病原真菌的传统分类和鉴定主要以微观形态特征、生长

特性及生理生化指标为依据，对病原真菌进行形态学、生理及

生化特征等分析，并对照已有的研究资料判断它所处的分类

地位以及不同菌株之间的亲缘关系。采用传统分类方法进行

病原真菌鉴定费时、耗力、复杂且繁乱［６］，其不足之处具体如

下所示。

１．１　病菌形态简单，分类鉴定较为困难
病原真菌形态简单，有些菌株仅用形态观察进行分类鉴

定很难，如尖孢镰孢菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍ）和串珠镰孢菌
（Ｆ．ｍｏｎｉｌｉｆｏｒｍｅ）的分生孢子都呈镰刀状，两端渐尖，菌落及
显微形态特征相似，特别是有时培养物不典型或不产孢，仅用

传统方法鉴定更加困难［７］。朱桂宁等对２５个病害标样的１２
个炭疽病原菌株进行形态观察和生物学特征研究发现，炭疽

病病原菌结构比较单一，传统生物学特性及致病性基本一致，

病原菌形态和生物学特征均无明显差异［８］。

１．２　病原真菌形态特征易受外界环境影响
病原真菌形态特征易受培养条件和其他因素影响，生长

特性和生理生化指标不稳定［９］。如炭疽菌菌丝生长和产孢
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受温度、ｐＨ值等生态条件和碳源、氮源等营养条件的影响
较大［１０］。

２　ＤＮＡ条形码技术概述及其在病原真菌分类鉴定中的应用

随着分子生物学技术和一些相关学科的飞速发展以及对

ＤＮＡ序列认识的不断增加，人们提出利用 ＤＮＡ条形码进行
病原真菌分类鉴定的设想［１１］。从遗传本质探索病原真菌的

亲缘关系，以ＤＮＡ条形码技术替代传统分类方法进行病原真
菌鉴定，为病原真菌的分类鉴定构建了新前景［１２］。

２．１　ＤＮＡ条形码技术简介
２００３年，Ｈｅｒｂｅｒｔ等提出ＤＮＡ条形码概念［１３］。生命ＤＮＡ

条形码协会对ＤＮＡ条形码的定义是：ＤＮＡ条形码为一短段
能够高效鉴定物种的ＤＮＡ标准区域［１４］。ＤＮＡ条形码技术通
过对２个来自不同生物个体的较短同源 ＤＮＡ序列进行 ＰＣＲ
扩增和测序，对序列进行多重比对和聚类分析，将该个体精确

定位到一个已描述的分类群中［１５］。ＤＮＡ条形码技术可准确
地辨别形态分类难以区分的病原真菌，任何生长发育时期的

任何形态均可使用该技术，是传统鉴定方法所不能比拟

的［１６］，且易于构建统一的ＤＮＡ条形码数据库，可一次性快速
鉴定大量样本或者发现新物种［１７］，弥补了传统分类鉴定方法

的不足，这为分类学研究提供了标准快速的物种鉴定方法，并

逐渐成为病原真菌分类学领域进展最迅速的前沿学科［１８］。

ＤＮＡ条形码需具备以下特征特性：（１）具有可以区分不
同物种的足够变异性和系统进化信息［１９］，同时种间存在明显

的遗传变异，种间变异超过种内变异［２０］；（２）在普遍的分类群
中均存在，并且有利于 ＤＮＡ提取和 ＰＣＲ扩增；（３）具有高度
保守的区域，便于设计通用引物［２１］；（４）包含充分的系统进化
信息，便于确认物种的系统地位［２２－２３］。

２．２　ＤＮＡ条形码技术在病原真菌分类鉴定中的应用
ＤＮＡ条形码技术利用病原真菌有足够变异、容易扩增、

较短的标准ＤＮＡ片段对物种进行分类鉴定［２４］，其中，ＣＯ１和
ＩＴＳ等已被提出较适合作为备选片段［２５］。

２．２．１　ＣＯ１线粒体ＤＮＡ细胞色素氧化酶亚基Ⅰ在病原真菌
中的应用　２００３—２００４年，已有少量学者使用ＣＯ１对真菌进
行研究［２６］。有研究发现，利用病原真菌 ＣＯ１一段长度为
６４８ｂｐ（５末端开始第５８～７０５位）的基因片断，能够在 ＤＮＡ
水平上成功地将物种进行分类［２７］，这被认为是每种生物都具

有的独一无二的ＤＮＡ条形码编码理想区域［２８］。ＣＯ１序列拥
有更多的系统发育信号，更适合于分析亲缘关系密切的分类

类群［２９］。Ｓｅｉｆｅｒｔ等对青霉属（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ）的 ５８个物种 ３７０
余份样本ＣＯ１序列进行扩增，对 ＰＣＲ产物进行分析，发现了
４个属，并认为ＣＯ１序列适合作为青霉属分类鉴定的ＤＮＡ条
形码［５］。Ｎｇｕｙｅｎ等利用菌物的ＣＯ１序列进行研究，发现锤舌
菌属（Ｌｅｏｈｕｍｉｃｏｌａ）的３个新种，ＣＯ１序列作为该类群有效的
物种分类鉴定条码，可以发现菌物的隐藏种和新种［３０］。Ｍａｒ
ｔｉｎ对疫霉属（Ｐｈｙｔｏｐｈｔｏｒａｓｐｐ．）ＣＯ１和 ＣＯ１１基因进行研究
发现，利用ＣＯ１和ＣＯ１１基因相结合对物种进行分类鉴定，比
单一考虑ＩＴＳ序列更加稳定可靠［３１］。

２．２．２　ＩＴＳ核糖体转录间隔区在病原真菌分类鉴定中的应
用　转录间隔区是位于１８ＳｒＤＮＡ和５．８ＳｒＤＮＡ之间及５．８Ｓ
ｒＤＮＡ和２８ＳｒＤＮＡ之间的区域片段［９］，是目前真菌物种分辨

率最高的单一ＤＮＡ片段。该基因片段虽然较短，但人们可以
从不太长的序列中获得足够的信息，有更高的ＰＣＲ扩增成功
率，进行测序和克隆也比较容易［３２］。种内的不同菌株之间高

度保守，但在种间变化极大，近缘的种属也能够通过ＩＴＳ序列
上的不同而加以鉴别。Ｌａｎｄｅｗｅｅｒｔ等认为，真菌通过 ＩＴＳ区
域比对，序列相似性小于９５％，鉴别为同科；序列相似性大于
９５％且小于９９％，鉴别为同属；序列相似性大于９９％，鉴别为
同种［３３］。没有一种单一线粒体基因在病原真菌分类鉴定上

比ＩＴＳ基因更加合适［３４］。

段维军等对轮枝菌的 ＩＴＳ片段进行研究，成功区分了所
涉及的１０个种，ＩＴＳ序列是轮枝菌理想的 ＤＮＡ条形码，能对
物种或未知菌进行准确分类鉴定［３５］。Ｂｒｙｎ等通过 ＩＴＳ序列
对伞菌亚门（Ａｇａｒｉｃｏｍｙｃｏｔｉｎａ）进行研究，发现 ＩＴＳ基因比
ＣＯ１基因更适合作为该类群的 ＤＮＡ条形码［３６］。Ｂｏｙａｎｔｏｎ等
对６０株念珠菌属（Ｃａｎｄｉｄａ）进行ＩＴＳ２序列扩增，并进行菌种
分类鉴定，检测出８种不同菌株，其结果与生化检测和形态学
鉴定结果一致，且所用时间均比两者短［３７］。Ｓｅｒｔ等利用 ＩＴＳ
序列和１８ＳｒＤＮＡ片段，对古代大理石纪念碑中的２５０个黑色
真菌样品进行研究，发现其中有９９种不同的真菌菌株，它们
全都是子囊菌的新种［３８］，利用 ＤＮＡ条形码技术对物种进行
分类鉴定，不受物种生长时期的限制。Ｆｅａｕ等对８个不同的
栅锈菌（Ｍｅｌａｍｐｓｏｒａ）物种的形态学特征和 ＤＮＡ条形码进行
比较，纠正加拿大标本馆的错误定名，证明 Ｍｅｌａｍｐｓｏｒａａｅｃｉｄ
ｉｏｉｄｅｓ与栅锈菌属的其他４个种密切相关但不相同［３９］。李依

韦等应用ＩＴＳ序列进行腐霉菌（Ｐｙｔｈｉｕｍ）的分子鉴定及菌群
之间的系统发育分析，从形态学角度对腐霉菌的分类起到了

修正和补充的作用［４０］。

３　展望

目前，病原真菌的分类鉴定方法多种多样。依据病原真

菌的形态特征、生长特性以及生理生化指标进行分类鉴定的

传统方法，由于受到许多客观因素影响，测定指标往往不稳

定，给病原真菌的分类鉴定带来严峻挑战。随着分子生物学

的飞速发展和不断成熟，一种高效的标准化分子生物学鉴定

体系———ＤＮＡ条形码技术应运而生［４１－４２］。ＤＮＡ条形码技术
为探测未知物种和识别病原菌提供了大量数据，成为阐明宿

主寄生和共生关系的一种有效的工具［４３］。需要说明的是，

ＤＮＡ条形码技术也有一定的局限性，适用于所有物种的ＤＮＡ
条形码是基本不存在的，在对不同物种类群进行分类鉴别时

需要用不同的目的基因［１４］。ＤＮＡ条形码技术是传统鉴定方
法强有力的补充，有着其他方法不可比拟的优势，已在病原真

菌的研究中得到广泛应用，已经成为病原真菌分类鉴定的有

力工具，解决了许多重要的生物问题，为国家经济和生态环境

建设、生物多样性维护、生物安全保障、物种保护等科学领域

开辟了一个新的方向［２４］。
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