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　　摘要：ＤＮＡ条形码技术是近几年迅速发展的一种基于分子水平的物种鉴定技术，基本原理是根据不同物种间特
定基因片段的序列差异，利用生物信息学技术对物种进行快速分类和鉴定，在植物的物种鉴定中已有较广泛的应用。

本文从植物ＤＮＡ条形码鉴定的步骤、ＤＮＡ条形码在植物鉴定中的研究进展方面进行综述，并提出ＤＮＡ条形码技术在
植物中应用的一些展望。
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　　常用的植物鉴定方法有表型鉴定和分子水平鉴定。由于
生长环境、加工方式的差异，植物外观形态出现较大变化，因

此在实际应用中很难通过表现型对其进行物种鉴定。ＤＮＡ
是一种稳定的生物大分子，利用ＤＮＡ分子水平的鉴定方法能
准确有效地对新鲜和加工过的植物样品进行鉴定，避免表型

鉴定造成的误差和生化检测的繁杂操作。目前常用的 ＤＮＡ
鉴定方法有ＤＮＡ指纹图谱技术、ＤＮＡ芯片技术和 ＤＮＡ条形
码技术等。ＤＮＡ条形码技术是利用一段短而标准的 ＤＮＡ序
列作为标记来实现快速、准确和自动化物种鉴定的方法，是由

加拿大的动物学家 Ｈｅｒｂｅｒｔ在２００３年提出的［１］，经过多年的

发展ＤＮＡ条形码技术在分子系统发育、进化生态学［２］等研究

和动植物品种、食品组成［３］、法医物证等鉴定中有广泛的

应用。

１　植物ＤＮＡ条形码鉴定的步骤

１．１　植物ＤＮＡ提取
提取一定浓度和纯度的ＤＮＡ是完成植物ＤＮＡ条形码研

究的前提。目前常用的植物 ＤＮＡ提取方法有 ＣＴＡＢ法、ＳＤＳ
法、高盐低ｐＨ值法和试剂盒法等，在提取植物样品 ＤＮＡ前，
应针对其特异性选择合适的 ＤＮＡ提取方法。对于新鲜的植
物样品，一般采用传统的ＣＴＡＢ法或者常规的植物ＤＮＡ提取
试剂盒提取即可得到一定质量的植物样品 ＤＮＡ。对于干燥
或者经特殊处理过的植物样品，则须根据样品的特性对传统

的方法进行改良。刘少峰利用ＣＴＡＢ法、ＣＴＡＢ法联用试剂盒
法和试剂盒法分别提取沉香的总 ＤＮＡ，结果表明 ＣＴＡＢ法联
合试剂盒法提取的 ＤＮＡ，经 ＰＣＲ扩增后目的片段的产率最
高，且方法简单、快速［４］。Ｃｏｓｔａ等利用改良的试剂盒法提取
植物性滋补品和茶叶的总 ＤＮＡ［５－６］，Ａｒｏｌｌａ等对 ＣＴＡＢ法进

行改良［７－８］，成功提取出穿心莲属和黏液质种子的总 ＤＮＡ，
ＤＮＡ浓度均较高且电泳条带清晰。
１．２　陆地植物通用的ＤＮＡ条形码序列选择

生命条形码联盟（ＣｏｎｓｏｒｔｉｕｍｆｏｒｔｈｅＢａｒｃｏｄｅｏｆＬｉｆｅ，
ＣＢＯＬ）作为全球ＤＮＡ条形码研究的权威机构，在综合以往研
究和工作组所提供数据的分析结果，建议将叶绿体基因ｒｂｃＬ、
ｍａｔＫ、ｔｒｎＨ－ｐｓｂＡ和核基因ＩＴＳ作为陆地植物通用的 ＤＮＡ条
形码［９－１０］。

１．２．１　ｒｂｃＬ序列　ｒｂｃＬ片段在 ＧｅｎＢａｎｋ中有大量的序列数
据，并且具有通用、易扩增、易比对的特点，因而被提议作为条

形码片段，但是ｒｂｃＬ的变异主要存在于种以上水平，物种水
平上通常变异不够大。此外，ｒｂｃＬ的整体长度较长（至少
１３００ｂｐ），给整个基因的测序带来了困难。
１．２．２　ｍａｔＫ序列　与其他编码区片段相比，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，其引物通用性和扩增成功率有待进

一步检验，适用于种属水平的物种鉴别。

１．２．３　ｔｒｎＨ－ｐｓｂＡ序列　ｔｒｎＨ－ｐｓｂＡ片段作为植物 ＤＮＡ条
形码最大的优势是进化速率快，但同时也由于插入／缺失过多
引起了较高的突变率和简单的序列重复和重排，在进行序列

分析时需要辅以人工校正，而给非同属物种间的比对带来了

较大困难。不过，比对容易与否并不是条形码必需的条件，一

旦建立恰当的条形码数据分析方法，插入／缺失还将会增加物
种识别所需要的信息。

１．２．４　ＩＴＳ序列　ＩＴＳ片段在物种水平上变异较大，且已广
泛应用于物种分类及系统进化研究，然而扩增成功率是 ＩＴＳ
作为条形码应用的一个限制因素，主要表现为：其长度变异

大，多数物种扩增片段长度超过１１００ｂｐ，需要使用中间引物
才能扩增获得整个基因，且存在长的 ｐｏｌｙ结构，导致测序和
序列分析困难。另外，核基因本身存在多拷贝的特性，在种内

序列变异较大，进一步降低了该片段作为条形码的应

用性［９，１１－１２］。

除了以上这４种ＤＮＡ条形码序列，ｔｒｎＬ、ｒｐｏＣ１、ｒｐｏＢ、ｎｄｈＪ
等ＤＮＡ片段也常作为植物的 ＤＮＡ条形码序列［１３］，另外，将

不同的 ＤＮＡ片段进行组合可提高 ＤＮＡ条形码的鉴定
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能力［１４－５］。

１．３　植物ＤＮＡ条形码数据分析
将特定序列ＰＣＲ扩增后的产物回收、纯化、测序，即得到

植物样本的目的基因序列，此时须对其进行人工校正再使用

序列处理软件进行拼接，去除低质量序列及引物区［１６］。常用

序列拼接软件有 ＣｏｄｏｎＣｏｄｅＡｌｉｇｎｅｒＶ２．０６（ＣｏｄｏｎＣｏｄｅＣｏ．
ＵＳＡ）和ＤＮＡＭＡＮ等。校正拼接后的序列即可进行 ＤＮＡ条
形码的数据分析，常用的方法有 Ｂｌａｓｔ分析、遗传距离比较和
系统进化关系的构建３种方式［１６］。Ｂｌａｓｔ即局部相似性基本
查询工具，是由 ＮＣＢＩ开发的基于序列相似性的数据库搜索
程序，将待研究序列与 ＤＮＡ序列库进行比较，即可确定该序
列的生物属性；遗传距离分析是运用 ＭＥＧＡ等软件工具，采
用Ｋｉｍｕｒａ－２－Ｐａｒａｍｅｔｅｒｄｉｓｔａｎｃｅ（Ｋ２Ｐ）或者 ｐａｉｒｗｉｓｅｕｎｃｏｒ
ｒｅｃｔｅｄｐ－ｄｉｓｔａｎｃｅ模型来计算种间距离，通过种内、种间的差
异比较确定种内及种间变异的阈值，从而对未知植物样品进

行检索与鉴定［１７－１８］；系统进化关系一般用进化树来描述，以

确定同一谱系植物的进化关系。

３　ＤＮＡ条形码技术在植物鉴定中的应用现状

３．１　ＤＮＡ条形码在中药材鉴定中的研究
在日常生活和临床应用中，中药都起着重要的作用，传统

的中药鉴定方法主要有基元鉴定、形态鉴定和理化鉴定，随着

分子技术的发展，分子水平的鉴定技术已广泛应用，而 ＤＮＡ
条形码鉴定的重复性高、方法通用性强，近年来得到了众多研

究者的关注［１９］。

汤欢等将ＩＴＳ２作为鉴定凉茶药材布渣叶及其混伪品的
序列，对所取样品的 ＤＮＡ进行 ＰＣＲ扩增、测序，将测得序列
拼接、计算布渣叶及其混伪品的遗传距离并构建系统ＮＪ进化
树，结果显示基于ＩＴＳ２序列的 ＤＮＡ条形码序列可准确地鉴
定布渣叶及其混伪品［２０］；黄琼林等利用ｒｂｃＬ序列成功鉴定出
青天葵及其混伪品［２１］；王晓明等则利用 ｍａｔＫ序列有效鉴别
出同为豆科的苜蓿、鸡骨草和毛鸡骨草［２２］。而由于中药材的

多样性，在对中药进行 ＤＮＡ条形码鉴定前，通常需要先选择
鉴定该药材的合适 ＤＮＡ条形码序列或序列组合。张忠廉等
为了筛选一种能高效准确鉴别千斤拨属药用植物的 ＤＮＡ条
形码序列，研究认为ＩＴＳ可明显区分千斤拔属植物的不同物
种，可作为千斤拨药材基原植物鉴定的条形码序列［２３］。Ｌｉｕ
等利用ＩＴＳ２、ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ、ＩＴＳ２与ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ的组合分别鉴定
药用沙棘和非药用沙棘，结果表明 ＩＴＳ与 ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ序列的
组合鉴定效果最好［２４］。随着ＤＮＡ条形码技术在中药领域的
应用不断增多，研究者们也陆续寻找出鉴定血蝎［２５］、金线

莲［２６］、槟榔青属［２７］、北沙参［２８］等种属最适的 ＤＮＡ条形码序
列或序列组合。

目前，中药 ＤＮＡ条形码分子鉴定法指导原则已纳入
２０１０版《中国药典》中。另外相关书籍如《中药 ＤＮＡ条形码
分子鉴定》和《中国药典中药材 ＤＮＡ条形码标准序列》的出
版也标志着我国常用中药材 ＤＮＡ条形码鉴定技术已趋于系
统化和规范化［２９］，为中药材的基元鉴定提供了一种科学规范

的方法。

３．２　ＤＮＡ条形码在植物物证鉴定分析中的应用
将ＤＮＡ条形码技术应用于植物物证的鉴定分析中，可避

免在案件现场发现的植物样本由于破碎、腐败等原因无法进

行形态学的辨认，为案件的侦破提供科学性的证据［３０］。

杨雪莹等提取了３个可疑毒品样本的总ＤＮＡ，利用ＩＴＳ２
引物分别进行扩增，将扩增产物进行测序，对序列校队拼接，

应用Ｂｌａｓｔ方法在ＮＣＢＩ数据库中进行比对，成功分析了３种
新型毒品的植物种属［３１］。宋炳轲等分别用通用引物 ＩＴＳ２和
ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ对５个地区的６０份大麻样品进行ＰＣＲ扩增，发现
所有大麻样本的 ＩＴＳ２扩增片段序列一致，没有变异；
ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ扩增片段变异较大，可以区分５个地区的大麻样
本［３２］。宋炳柯等还利用 ｐｓｂＡ－ｔｒｎＨ成功鉴别出毒品原植物
大麻及其混伪品，提供了一种快速准确鉴定大麻种属的方法，

能有效打击大麻毒品犯罪［３３］。

３．３　ＤＮＡ条形码技术在其他植物鉴定中的作用
由于部分植物种属内形态变异复杂，性状受环境影响大，

往往呈现多样性，易对属、组和种类的划分造成影响，ＤＮＡ条
形码技术可快速、准确鉴定出物种，逐渐在植物的分类鉴定中

得到广泛应用。

焦丽娟等利用４个ＤＮＡ条形码候选片段对秋海棠属２６
种１３６个个体进行分析，结果表明 ＩＴＳ／ＩＴＳ２序列的种内和种
间变异大，可作为鉴定秋海棠属的候选序列［３４］。张玉宵等运

用１６个叶绿体ＤＮＡ片段，对青篱竹族和
!

竹族的１０个属２２
种３０个个体进行扩增、测序及变异位点的分析，结果表明
ｔｒｎＧ－ｔｒｎＴ（ｔ）可作为竹内亚科鉴定的 ＤＮＡ条形码［３５］。董洋

龙等对１１个茶花品种基因组进行了 ＩＴＳ－ＰＣＲ扩增、多重序
列比对及种系发生等研究，结果表明１１个样品基因组存在较
高的一致性和位点的多态性，ＩＴＳ技术可用于分析茶花样品
间的遗传关系［３６］。黄卫娟利用 ｔｒｎＨ－ｐｓｂＡ、ｒｂｃＬ－ａ、ｔｒｎＬ－Ｆ
和ＩＴＳ等４个 ＤＮＡ片段对１４０份荞麦及其野生近缘种进行
了系统发育重建，将采集的荞麦样品进行了分类，将荞麦及其

野生近缘种和野生型进行了初步区分，同时对野生种进行了

鉴定［３７］。Ｓｔｏｅｃｋｌｅ等利用ｍａｔＫ和 ｒｂｃＬ序列对市售的１４３个
茶叶样品进行了鉴定，结果表明ＤＮＡ条形码技术也可应用于
成品茶叶的分类和品种鉴定中［６］。为了能有效地对相关产

品的质量进行监管和生物多样性的研究，研究者陆续将 ＤＮＡ
条形码技术应用于木材的种属鉴定中，对桦木属［３８］、杨树

属［３９］、桤木属［４０］等种属进行了鉴定，均取得了较好的鉴定

效果。

４　研究展望

虽然ＤＮＡ条形码技术在中药中的应用已经较系统和规
范，在其他植物的鉴定中也有相关报道，但是研究都不够深

入，相较于其他鉴定方法，ＤＮＡ条形码技术的认知度相对较
低。因此，在今后的研究中，应扩大 ＤＮＡ条形码技术在其他
植物中的应用范围，寻找出最适合各个植物物种的ＤＮＡ条形
码序列，为今后实现植物物种的快速鉴定奠定基础。

由于ＤＮＡ条形码序列较短，遗传信息有限［４１－４３］，在鉴定

近缘和近期分化的物种上还存在较大的争议［１７］，与其他分子

标记结合，提高ＤＮＡ条形码技术鉴定的效率也是重要的研究
方向之一。
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