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摘要: DNA条形码(DNA barcoding)已成为近5年来国际上生物多样性研究的热点, 即通过使用短的标准DNA片段, 
对物种进行快速、准确的识别和鉴定。该技术在动物研究中已得到广泛的应用, 所采用的标准片段是线粒体COI
基因中约650 bp长的一段。然而在植物中DNA条形码的研究进展相对缓慢, 目前尚处于对所提议的各片段比较和

评价阶段, 还未获得一致的标准片段。由于植物中线粒体基因组进化速率较慢, 因此条形码片段主要在叶绿体基

因组上进行选择, 被提议的编码基因片段主要有rpoB, rpoC1, matK, rbcL, UPA, 非编码区片段有trnH-psbA, 
atpF-atpH, psbK-psbI, 此外还有核基因ITS。已有的研究表明以上任何一个单片段都不足以区分所有植物物种, 因
而不同的研究组相继提出了不同的片段组合方案, 目前被广泛讨论的组合主要有5种。本文综述了DNA条形码序

列的优点、标准、工作流程、分析方法和存在的争议, 重点论述了植物条形码研究中被提议的各序列片段和组合

的研究现状。 
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Abstract: DNA barcoding has become one of hotspots of biodiversity research in the last five years. It is a 
method of rapid and accurate species identification and recognition using a short, standardized DNA region. 
DNA barcoding is now well established for animals, using a portion of the mitochondrial cytochrome c oxi-
dase subunit 1 (COI or cox1) as the standard universal barcode. However, in plants, progress has been ham-
pered by slow substitution rates in mitochondrial DNA. A number of different chloroplast regions have been 
proposed. There has been considerable debate, but little consensus regarding region choice for DNA barcod-
ing land plants. Direct comparative assessment of different barcoding regions is now a priority to enable a 
standard barcoding solution to be agreed in plants. The proposed chloroplast barcoding regions mainly in-
clude five coding (rpoB, rpoC1, matK, rbcL, UPA) and three non-coding (trnH-psbA, atpF-atpH, psbK-psbI) 
regions. In addition, nrITS is also suggested as a potential plant barcode. Limited by the universality and re-
solvability of single barcoding region, five combinations of these regions are proposed. In this review, the 
advance of these barcoding regions, both their universality of primers and resolving power are reviewed. The 
advantages, standards, workflow and existent dispute of DNA barcoding are summarized.  
Key words: DNA barcoding, species identification, analysis methods, barcoding evaluation 

 
DNA条形码(DNA barcoding)是利用一个或少 数几个DNA片段对地球上现有物种进行识别和鉴
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定(Kress et al., 2005)的一项新技术, 是近年来进展

最迅速的学科前沿之一。虽然十多年前研究者就已

经采用小的基因片段对病毒、细菌、原生生物等缺

乏足够形态特征的类群进行识别(Niesters et al., 
1993; Pace, 1997; Allander et al., 2001; Hamels et al., 
2001), 在一些多细胞真核生物的研究中也有应用

(Brown et al., 1999; Doukakis et al., 1999; Jackson et 
al., 1999; Vincent et al., 2000; Wells et al., 2001; 
Wells & Sperling, 2001), 但20世纪末该技术并未扩

展至整个生物界。真正将条形码技术引入生物界并

提出“DNA条形码”概念的是加拿大University of 
Guelph教授、加拿大皇家学会会员Paul Hebert。
Hebert等(2003a)选取线粒体细胞色素c氧化酶亚基 
I (cytochrome c oxidase subunit 1, COI)的一段序列

在动物界不同分类水平上(门、目、种)进行分析, 发
现无论在哪个分类水平上该基因都具有良好的识

别能力, 从而提出建立以一段650 bp长的COI基因

序列为基础的条形码识别方法。大量研究结果证明

了COI条形码对动物物种的识别和鉴定切实可行

(如: Hebert et al., 2003b, 2004; Hajibabaei et al., 
2006; Yoo et al., 2006; Yancy et al., 2008)。截至2008
年3月 , 在DNA条形码数据库中已经收录了来自

50,039种生物的363,584条序列, 其中来自13,761种
生物的136,338条序列符合DNA条形码标准。这些物

种中, 98%以上来自动物界(其中昆虫纲最多, 达
65%以上) (Frézal & Leblois, 2008)。 

生物条形码联盟(Consortium for the Barcode of 
Life, CBOL)在题为Barcoding Life: Ten Reasons 的
小册子中清楚地阐述了 DNA 条形码的优点

(http://phe.rockefeller.edu/barcode/)。概括起来有: (1)
不受个体形态特征限制。采用一小块或一小片材料

识别一个物种, 即使样本受损也不会影响识别结

果。(2)不受个体发育阶段影响。有些物种在不同发

育时期有明显差异, 不容易识别, 但其条形码不会

发生变化。(3)对于分类学中难以区分的类群, 采用

DNA条形码可以抛开形态相似的假象, 从基因水平

上提供一种分类依据。(4)核苷酸序列组成的数据库

可以被视为数字化的数据库, 提供明确的信息, 不
仅弥补了形态描述的不足, 而且可以加快已知物种

的识别速度, 同时便于新物种的发现, 将会使分类

学科的发展更加快速和深入。(5)如果设想的条形码

扫描仪可以实现, 将会减少对传统分类学人力和物

力的需求, 会更有益于分类学家缺乏的国家, 尤其

是发展中国家。 
理想的DNA条形码应该符合以下几个标准: (1) 

在种间有明显的遗传变异和分化, 同时种内变异足

够小; (2) 片段足够短, 便于一个反应完成测序工

作, 而且便于DNA提取和PCR扩增, 尤其是对存在

DNA降解的材料(如: 保存已久的腊叶标本、处理过

的民间药材); (3) 存在保守区域, 便于设计通用引

物。 
DNA条形码在动物中采用线粒体基因, 而植物

中至今尚未获得广泛认同的条形码标准片段, 当前

工作重点依然是选择合适的片段并对其进行评价

(Pennisi, 2007; Kress & Erickson, 2008)。本文综述了

植物DNA条形码研究中被提议的序列片段和研究

现状, 以及目前常用的数据分析方法, 以期能使国

内植物学工作者对此有更多的了解和认识。 

1  植物条形码研究中的候选片段 

在植物中DNA条形码的研究进展相对缓慢, 主
要有两方面原因: (1)植物线粒体基因组进化速率较

慢, 遗传分化小, 因此动物中的标准片段COI不适

用于植物; (2)系统学研究中常用的片段变异较小, 
不适合用作条形码片段(Chase et al., 2005; Kress et 
al., 2005)。由于核基因组通常具有多拷贝的特性, 
且物种内变异较大, 引物通用性差, 并且扩增时对

模板DNA的质量要求高, 不适用于存在DNA降解

的材料(Kress et al., 2005), 因此, 植物中最可能的

条形码还是从叶绿体基因组中选择(Chase et al., 
2005; Cowan et al., 2006)。虽然叶绿体基因相对保

守, 但仍然包含许多变异区域, 同时叶绿体基因组

有其自身的优势: 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DNA高度降解也容

易扩增。 
生物条形码联盟(CBOL)最初建议的植物条形

码片段均为叶绿体片段: matK, rpoC1, rpoB, accD, 
nhdJ和YCF5。但因为后3个片段在一些主要的植物

类群中有缺失, 如YCF5在苔藓类植物中缺失, accD
在禾本科植物中缺失, 而ndhJ在松属植物中缺失, 
在部分兰花中变短或功能丧失, 因此它们在第二阶

段的更新中已被排除 (http://www.kew.org/barco- 
ding/)。此外, 一些研究者也建议了其他的片段, 例
如 : Kress等(2005)建议ITS和 trnH-psbA两个片段 , 
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Chase等(2005)和Newmaster等(2006)建议rbcL。更多

的 信 息 可 以 通 过 以 下 几 个 网 站 查 询 : 
www.barcoding.si. edu 、 www.barcodeoflife.org 、

http://phe.rockefeller. edu/BarcodeConference/、http:// 
www.kew.org/barco-ding/。 

由于越来越多的研究表明单靠某一个片段不

太可能对所有的植物物种进行准确鉴定, 研究者又

相继提出了不同的片段组合方案。片段组合的观点

最早在Kress等(2005)的文中有所提及, 他们预测

ITS + trnH-psbA将是被子植物中具有广泛应用价值

的组合, 但并未做分析。2007年Chase等明确提出两

套组合方案: rpoC1 + rpoB + matK 和 rpoC1+ matK 
+ trnH-psbA。同年Kress和Erickson (2007)又提出使

用rbcL + trnH-psbA对陆生植物进行识别和鉴定。

2007年9月在台北举行的第二届国际生物条形码大

会上韩国植物学家Ki-Joong Kim等提出matK + 
atpF-atpH + psbK-psbI 和 matK + atpF-atpH + 
trnH-psbA两个组合(Pennisi, 2007; www.dnabarcodes- 
2007.org)。以上5种被提议的植物条形码组合方案

构成了当前广泛讨论和评价的内容。在这些叶绿

体片段中, rpoB, rpoC, rbcL、matK是编码区片段, 
trnH-psbA, atpF-atpH和psbK-psbI是非编码区片

段。 

2  各条形码片段和组合方案的应用现状 

究竟哪些片段或组合在植物条形码研究中具

有更好的应用前景？目前还没有一致意见。对片段

的选择和评价应该考虑以下几个方面: (1)引物的通

用性; (2)物种内部的变异程度; (3)区分物种的能力; 
(4)生物信息学的分析和应用 (Kress & Erickson, 
2008)。以此为标准, 以下就每个片段及组合分别进

行介绍。 
2.1  单片段情况 
2.1.1  matK  

相对于其他编码区片段, matK片段进化速率快, 
但不同分支类群间很难进行扩增和测序, 因此其作

为条形码最主要的争议是引物通用性差(Chase et 
al., 2007; Hollingsworth, 2008), 不同类群往往需要

采用不同的引物。使用生物条形码联盟植物工作组

(Plant Working Group of the Consortium for the Bar-
code of Life, PWG-CBOL)建议的matK引物, Sass等
(2007)未能在苏铁目中得到理想的扩增效果; Kress

和Erickson (2007)对48属96个物种检测的扩增成功

率仅为39.3%; Newmaster等(2008)在肉豆蔻科内毛

楠属(Compsoneura)8个物种中的扩增同样失败。即

使使用了10对该片段的不同引物, Fazekas等(2008)
在32属92种251个个体中仅获得87.6%的扩增成功

率。近些年, 该工作组和Ki-Joong Kim投入了相当

多的工作开发该片段的通用引物, 但至今未取得理

想的结果(Fazekas et al., 2008)。这一片段已有的部

分引物序列见表1。 
与上述结果截然不同的是, Lahaye等(2008b)采

用matK的390F/1326R引物(见表1)在所研究的1,667
个植物材料中得到100%的扩增率, 并且单独使用

matK或与trnH-psbA组合使用都可以正确识别90%
以上物种。最近, Lahaye等(2008a)又再次强调matK
可以作为单个片段应用于植物条形码, 而对于疑难

类群再针对性地增加片段。但是, 该实验设计本身

存在一些问题, 结论也有待商榷, 例如: 他们所分

析的材料96%是兰科植物, 不能说明其他科的情况

(Kress & Erickson, 2008); 有些物种缺乏重复个体, 
而 且 没 有 包 含 同 属 内 关 系 最 近 的 姊 妹 种

(Hollingsworth, 2008), 如果材料是姊妹种, 识别率

可能会降低(Lahaye et al., 2008b)。最近, Fazekas等
(2008)采用Lahaye等介绍的390F/1326R引物获得的

扩增成功率低于50%。我们使用该对引物在不同科、

属间的扩增效果也不理想(待发表)。因此matK的引

物通用性和鉴定效果还有待更多的实验数据检验, 
开发广泛适用于植物各类群的通用引物是matK的

一个工作重点。 
2.1.2  trnH-psbA 

trnH-psbA片段是进化速率最快的叶绿体间隔

区之一, 片段两端存在75 bp的保守序列, 便于设计

通用引物(Shaw et al., 2005)。该片段引物(表1)通用

性较好, 扩增成功率较高(Kress et al., 2005; Kress 
& Erickson, 2007; Fazekas et al., 2008; Lahaye et al., 
2008a, b; Newmaster et al., 2008), 并且平均长度较

短(大多数在450 bp左右), 有利于对降解材料的扩

增(Shaw et al., 2005)。但该片段中普遍存在插入/缺
失事件, 甚至在近缘种间也存在(Aldrich et al., 
1988), 从而导致了不同植物间片段长度变异较大。

在Kress等(2005)分析的53科80属99种植物中 , 
trnH-psbA扩增长度为247–1,221 bp, 间隔区(排除了

引物结合区和外显子侧翼区)为119–1,094 bp, 其中 
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表1  当前常用的部分条形码片段的引物序列 
Table 1  Different primers for several plant barcoding regions 

Gene Primer Direction Sequence 5′→3′ 
2.1 f CCTATCCATCTGGAAATCTTAG  
2.1a f ATCCATCTGGAAATCTTAGTTC 
5 r GTTCTAGCACAAGAAAGTCG  
3.2 r CTTCCTCTGTAAAGAATTC 
2.1-Myristicaceae f CCTATCCATCTGGATATCTTGG 
5-Myristicaceae r GTTCTAGCACACGAAAATCG 
390F f CGATCTATTCATTCAATATTTC 
1326R r TCTAGCACACGAAAGTCGAAGT 

F ATCCATCTGGAAATCTTAGTTC Angiosperms-KIM 
r GTTCTAGCACAAGAAAGTCG 
f CRATCWATTCATTCAATATT Plants-KIM 
r CGTACAGTACTTTTGTGTTT 
f AATATCCAAATACCAAATCC 

matK 

matK_Kew 
r ACCCAGTCCATCTGGAAATCTTGGTTC 

psbA3 f GTTATGCATGAACGTAATGCTC trnH-psbA 
trnH-05 r CGCGCATGGTGGATTCACAATCC 
 f ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC 
 r GTYAAATCAAGTCCACCYCG 
 f ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC 

rbcL-a 

 r CTTCTGCTACAAATAAGAATCGATCTC 
atpF  ACTCGCACACACTCCCTTTCC atpF-atpH_KIM 
atpH  GCTTTTATGGAAGCTTTAACAAT 
psbK  TTAGCCTTTGTTTGGCAAG psbK-psbI_KIM 
psbI  AGAGTTTGAGAGTAAGCAT 

 
 
92%的物种扩增所得的片段长度为340–660 bp, 而
且均具有独特的间隔区序列, 符合理想的条形码标

准。 Kress 和 Erickson (2007)采用 9个候选片段 
(rpoB、rpoC1、matK、trnH-psbA、rbcL、ITS、accD、

nhdJ和YCF5)比较分析了39目43科48属的96个种

(包括海藻、苔藓和地钱类、蕨类、裸子植物和被子

植物), Fazekas等(2008)采用另外9个相似的片段

(rpoB、rpoC1、matK、trnH-psbA、rbcL、ITS1、UPA、

atpF-atpH 和psbK-psbI)对32属92种251个植物个体

进行了分析, 结果均表明所有片段中trnH-psbA在
扩增成功率和物种识别率方面表现是最好的。 

区分近缘或近期分化的物种是任何DNA条形

码面临的一个挑战(Newmaster et al., 2008)。肉豆蔻

科是被子植物中一个古老的类群, 但又包含了一些

近期分化的物种。在Newmaster等(2008)对该科内毛

楠属开展的研究中, 只有trnH-psbA可以在每个种

产生特异片段, 并能成功识别70%的种。Lahaye等
(2008b)使用该片段对兰科植物进行鉴定, 识别率达

90%以上。这些结果说明trnH-psbA对近缘种也有较

好的识别。不过在某些类群中, 如伞形科独活属

(Heracleum)和禾本科甜茅属(Glyceria), trnH-psbA

却不能提供足够的变异以识别物种(Whipple et al., 
2007; Logacheva et al., 2008)。 

目前使用trnH-psbA最大的困难是非同属物种

间的比对, 主要是由插入/缺失过多所引起 (Kress 
et al., 2005; Lahaye et al., 2008b)。然而, 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(Kress et al., 2005)。在现阶段研究中, 
比对可以先在同属种间进行, 之后再对所有物种进

行比对, 并且尽量增加插入/缺失以保证同属种的

同源性(Lahaye et al., 2008a)。比较已有的多数研究

结果, 我们认为trnH-psbA是非常有用的条形码片

段之一, 即便不能单独使用, 也将可以成为组合方

案中的一部分。 
2.1.3  rbcL 

由于在GenBank中有大量的rbcL序列数据, 并
且其具有通用、易扩增、易比对的特点, rbcL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 (Kress & 
Erickson, 2007; Sass et al., 2007; Fazekas et al., 2008; 
Lahaye et al., 2008b; Newmaster et al., 2008)。通过使
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用距离法对GenBank中大约10,300条长度大于1,000 
bp的rbcL序列进行比较分析, Newmaster等(2006)发
现尽管rbcL不能识别全部物种, 但可以区分不少同

属植物。因此, 几位研究者都曾建议将rbcL与另外

一个或多个片段组合使用。此外, rbcL的整体长度较

长(至少1,300 bp), 需要使用4个引物并进行双向测

序才能完成整个基因的测序(Kress et al., 2005), 但
理想的条形码要求片段长度较短, 因此有些研究仅

选取其中一段进行扩增, 如rbcL-a (Kress & Erick-
son, 2007)。虽然该片段的引物通用性相对较好, 但
也并不是对所有植物类群都适用。我们采用Kress
和Erickson(2007)介绍的rbcL-a引物扩增后发现, 不
同科、属间的扩增成功率存在很大差异(待发表)。 
2.1.4  nrITS 

核基因组的核糖体DNA ITS片段广泛分布于可

进行光合作用的真核生物(除蕨类植物外)和真菌中, 
是系统学研究中最常用的片段之一, 在GenBank中
也积累了大量数据。Kress等(2005)最早将其视为植

物条形码候选片段。组成该片段的不同部分(ITS1、
ITS2和5.8S)序列变异差别较大 , 5.8S最为保守 , 
ITS1的识别效果好于ITS2 (Chase et al., 2005)。Kress
和Erickson(2007)的研究中, ITS1在成功扩增的材料

中可以达到81.5%的正确识别率, 但该片段的扩增

成功率仅为60.4%, 分析所有研究材料时正确识别

率就下降为45.8%。因此扩增成功率是ITS作为条形

码应用的一个限制因素。除此以外, 仍有下列原因

导致ITS在一些类群中不适合作植物条形码: (1)其
长度变异大, 多数物种扩增片段长度超过1,100 bp, 
需要使用中间引物才能扩增获得整个基因; (2)存在

长的poly-G、poly-C和poly-A, 导致测序和序列分析

困难(Sass et al., 2007); (3)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(Kress & Erickson, 2007)。 
除ITS外, 研究者们也考虑过系统学研究中表

现较好的一些低拷贝核基因以及它们的内含子, 但
由于缺乏通用引物最终被排除作为条形码片段的

可能性(Kress et al., 2005)。 
2.1.5  其他片段 

Taberlet等(2007)设计了扩增trnL内含子及部分

P6 loop片段的引物。这两个片段具有引物保守、容

易扩增等优点, 但最大的弱点是进化速率过慢, 在
物种水平上识别率较低(Chase et al., 2007; Taberlet 

et al., 2007; Kress & Erickson, 2007)。Presting (2006)
提议将UPA片段(Universal Plastid Amplicon)作为光

合作用植物的条形码, 已有研究表明该片段在海藻

中存在一定变异, 但在陆生植物内没有显著变异

(Sass et al., 2007; Fazekas et al., 2008; Newmaster et 
al., 2008)。另外, 在多数研究中rpoB和rpoC1也容易

扩增, 虽然Chase等(2007)认为rpoC1片段的识别率

较高, 他们提出的两个组合中均包含了该片段, 但
多数实验数据显示rpoB和rpoC1序列相对保守, 变
异较小。 

以上各片段的更多引物序列可参见Fazekas等
(2008)。 
2.2  多片段组合情况 

在植物中很难找到像动物中COI一样通用的单

个片段, 即便找到“完美”的植物条形码, 靠单亲遗

传的一个片段来区分杂交种或存在基因渗透的类

群也会存在问题(Newmaster et al., 2006)。多数研究

结果也显示, 采用单片段的识别率很低, 不能达到

条形码的要求(Kress & Erickson, 2007; Sass et al., 
2007; Newmaster et al., 2008; Fazekas et al., 2008), 
因此筛选植物条形码不能仅关注单个片段, 必要时

应增加片段。Chase等(2005)用交通灯法(traffic light 
approach)详细论述了植物中筛选DNA条形码的方

法: 首先用单亲的叶绿体条形码进行初步分析, 能
被准确鉴定的物种用绿灯(green light)表示; 若部分

鉴定存在问题, 用黄灯(yellow light)表示, 由使用

者根据需要决定是否需要进一步精确识别; 如果识

别非常不精确则用红灯(red light)表示, 使用者需要

进一步精确识别。Newmaster等(2006)以等级(tier)
分类的观点支持这一方法: 首先找一个核心(core)
片段作为第一级分类标准, 然后再根据不同类群选

择不同片段作为第二级标准进一步分析。不同植物

类群间进化速率差异较大, 理想的片段组合应该能

够检测出多重水平的差异(Newmaster et al., 2008)。
到目前为止, 主要提出的片段组合有以下几种:  
2.2.1  rpoC1 + rpoB + matK或rpoC1 + matK+trnH- 
psbA 

这两套组合方案由Chase等在2007年提出, 是
由相对保守的编码基因(rpoC1和rpoB)加进化相对

较快的编码基因(matK)或非编码区(trnH-psbA)组
成。rpoC1和rpoB引物通用性好, 扩增成功率高, 虽
然进化较慢, 但也能区分相当数量的物种; matK序
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列变异较大, 能够提供更多的识别。不过matK引物

的通用性有待加强。另一个组合中保守的rpoB和长

度一定的matK可以保证物种间进行广泛的比较, 加
上高度变异的trnH-psbA就可以识别更多的物种。不

过, 如前所述trnH-psbA的特性使得应用该组合时

需要进一步发展序列分析策略。但在其他研究中, 
这两个组合方案的识别效果并不理想(Sass et al., 
2007; Fazekas et al., 2008), 其中rpoC1 + rpoB + 
matK的识别率还要低于rpoC1+ matK + trnH-psbA。
因此需要更多的实验数据来检测这两个组合的应

用前景。 
2.2.2  rbcL + trnH-psbA 

该组合由Kress和Erickson于2007年提出, 他们

选取了rbcL的一段rbcL-a。编码片段rbcL虽然变异

较小但通用性好, 可以用作第一级分类的核心片段

将一个未知样品锚定到科、属, 甚至是种, 不能被

识别的样品则采用高变异的trnH-psbA进一步细分, 
因此该组合尤其适用于被子植物中物种丰富的属。

在Kress和Erickson(2007)所分析的48属96个物种中, 
trnH-psbA分别与rpoC1、rpoB2或rbcL-a的组合均拥

有最高的通用性和物种识别能力(88%), 但rbcL被
证明在陆生植物中很容易扩增, 而且能够在属和科

水平上识别材料, 因此被认为是与trnH-psbA组合

使用的最佳选择。Fazekas等(2008)认为条形码的识

别能力与组合片段的数目相关, 虽然当采用4个片

段时正确识别率达到最大值, 但rbcL + trnH-psbA是
扩增和物种识别效果最好的两片段组合, 对物种的

正确识别率(64%)与三片段组合的结果相近。 
2.2.3  matK + atpF-atpH + psbK-psbI或 matK + 
atpF-atpH + trnH-psbA 

Kim 等 2007 年 (Pennisi, 2007; www.dnabar- 
codes2007.org)在第二届国际生物条形码大会上提

出这两种组合。Lahaye等(2008a)采用18科31种101
个植物个体检测了新提出的这两个片段组合, 结果

显示psbK-psbI和atpF-atpH的成功率较高，分别为

98%和93.1%，当采用以上两种片段组合时，成功率

均达到100%。在物种识别方面，采用UPGMA聚类

法， matK + atpF-atpH + psbK-psbI 和 matK + 
atpF-atpH + trnH-psbA在物种单系性分辨率上分别

为93.1%和89.3%。在Fazekas等(2008)对32属92种
251个植物个体的分析中, psbK-psbI的扩增成功率

仅有79%, 而atpF-atpH达到88%, 主要是在非种子

植物(苔藓和蕨类植物)中扩增失败。在成功扩增的

个体中, 单独使用psbK-psbI和atpF-atpH识别物种

的正确率分别仅为44%和45%。matK + atpF-联单

atpH + psbK -psbI是正确识别率最高(69%)的三片

段组合。虽然所检测的各片段效果相近, 没有出现

特别理想的片段或组合, 但综合扩增成功率和物种

识别率两方面表现, Fazekas等建议多片段联合时, 
编码片段在rbcL, rpoB, matK中选择, 而非编码片段

则在trnH-psbA和atpF-atpH中选择。 
综上所述, 植物条形码需要采用多个片段组

合。片段组合一定程度上可以降低种内变异带来的

影响, 同时减少种内和种间变异的重叠(Newmaster 
et al., 2006)。多片段组合应该由进化速率快慢不同

的片段组成, 编码基因和非编码区组合是较好的选

择。当前多数研究者倾向于matK和trnH-psbA这两个

片段参与组合, 而第三个片段将可能是Kim等提出

的atpF-atpH或psbK-psbI片段(Pennisi, 2007)。此外, 
片段组合后分析应该分步进行, 编码基因受选择压

力大, 变异通常较小但通用性好, 应该先用编码基

因锚定到科或属, 再用变异更大的片段(编码或非

编码的)区分到种。但是多数论文都是将不同片段的

序列直接拼接进行分析, 序列演化速率的差异可能

会影响到物种的正确识别率。因此，片段组合的分

析方法有待进一步探讨。 

3  DNA条形码的工作流程及分析方法  

3.1  DNA条形码的工作流程 
DNA条形码的工作流程与分子系统学研究的

操作相似, 主要有以下步骤: (1)采集所需样品并提

取DNA; (2)设计和合成通用引物; (3)进行PCR扩增, 
筛选引物, 优化反应条件; (4)测序; (5)序列编辑、人

工校正; (6)结果分析; (7)提交结果到相关数据库。 
目前DNA条形码技术(工作流程)在植物中尚处

于评估阶段, 但当该技术取得一致标准并完善后, 
会建立相关的数据库来保存所得到的条形码序列, 
届时将会对所提交的信息做出一定要求。目前只有

动物的相关数据库Barcode of Life Database (BOLD) 
(http://www.boldsystems.org)。Ratnasingham和Hebert 
(2007)明确指出提交动物条形码序列应包含以下信

息: (1)物种名称; (2)凭证标本信息(目录号和馆藏

号); (3)采集号(采集人、采集日期和GPS定位地点); 
(4)标本鉴定人; (5) COI序列至少500 bp; (6) 用于
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PCR扩增的引物; (7) 序列峰图。植物条形码数据库

信息也可以参照此标准进行, 并要求配有照片, 以
及采集地、形态特征等有关信息的文字描述。 
3.2  DNA条形码的分析方法 

在动物COI片段研究中, 所用到的分析方法比

较简单。首先进行序列比对和人工校正, 剪去序列

两端不可靠的碱基序列, 之后, 通过MEGA或PAUP
计算种内和种间的 Kimura-2-parameter distance 
(K2P) 距 离 ; 再 根 据 距 离 计 算 结 果 建 立

Neighbour-joining tree (NJ树)。在数据较多的时候, 
还可以进行多元尺度分析, 以图的形式更直观地反

映物种水平的分辨效果(Hebert et al., 2003a)。由于

植物条形码研究还处于对片段的评价阶段, 分析方

法与动物中已成熟的方法有所不同。主要分析内容

和步骤如下:  
(1) 序列比对和人工校正, 与动物条形码及分

子系统学研究相同。 
(2) 遗传距离计算: 种间距离通常采用pairwise 

uncorrected p-distance (Newmaster et al., 2008)或
Kimura-2-parameter distance (K2P) (Meyer & Paulay, 
2005; Lahaye et al., 2008a, b)模型计算。K2P是距离

值很小时的最佳模型(Hebert et al., 2003a), 也是生

物条形码联盟(CBOL)推荐使用的距离计算模型

(barcoding.si.edu/)。 
种内距离通常采用3种参数表示(Meyer & Pau-

lay, 2005; Lahaye et al., 2008a, b): K2P 距离(K2P 
distance), 平均θ值和平均溯祖度(average coalescent 
depth)。其中平均θ值是指每个物种内不同个体间的

平均K2P距离, 目的是消除不同物种因采样个体数

不均引起的偏差; 平均溯祖度是指物种内所有个体

间最大的K2P距离, 用以反映种内最大变异范围。

K2P距离可以通过MEGA或PAUP计算, 在此基础上

计算其余两个参数。究竟种内应该选用多少个体？

Meyer和Paulay(2005)对此进行了分析, 通过比较选

用2、5、10个个体时的种内遗传距离, 发现平均溯

祖度随着采样数目的增加而增加, 由0.0049(n≥2), 
到0.0057(n≥5), 再到0.0070(n≥10)。其他两个参数也

有此特征, 因此应该尽可能地增加物种内的取样个

体数。然而, 考虑到研究成本, 现在通常认为每个

物种内不超过10个个体, 并最好包括5个不同居群。 
当前植物条形码研究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

异情况进行比较, 通常采用Wilcoxon Signed Rank 
Tests 进行检验。此项操作可以通过编写程序在

PERL或R软件等统计分析软件中进行, 也可以通过

网上的程序执行运算(http://faculty.vassar.edu/lowry/ 
wilcoxon.html)。Newmaster等(2008)采用SPSS软件

进行Kolmogorov-Smirnov检验, 其目的与Wilcoxon 
Signed Rank Tests相同。 

(3)系统学分析: 条形码分析中通常采用标准

的分子系统学方法(比如NJ、UPGMA、ML、MP、
Bayes)建立多种系统树。然而, 建树的目的并不是

利用条形码重建系统发育树, 而是为了检验每个物

种的单系性, 即同一物种的不同个体能否紧密聚类

到一起。不同的建树方法可能得到不同的效果 , 
Lahaye等(2008b)对以上几种系统树进行了比较, 最
终认为MP树和UPGMA树得到的物种正确识别率

最高, 因此在他们最新的论文中只选用了这两种分

析方法。但MP树所需要的运算时间长, 未必适合应

用于大规模的数据计算。不同方法的运算时间差别

很大, 而且适用的条件不同, 在使用时应根据需要

进行选择。结果相差不大时应该选择最简单的树, 
如NJ树, 这样才能达到条形码快速简便的效果。 

(4) barcoding gap检验: 理想条形码检测到的同

属内种间遗传变异应明显大于种内遗传变异, 并在

两者之间存在显著差异, 形成一个明显的间隔区, 
称作barcoding gap (Meyer & Paulay, 2005; Lahaye et 
al., 2008a, b)。barcoding gap是评价DNA条形码理想

与否的一个重要指标, 因此现阶段评价各片段时通

常会进行barcoding gap检验。该检验实际上是用柱

形图呈现种间、种内的遗传距离的分布频度, 采用

Meier等(2006)开发的TaxonDNA软件结合一般的统

计软件来完成。理想状况下, 柱形图上的种内变异

集中在数值较小一侧, 而种间距离集中在数值较高

一侧。 
以上是当前植物条形码研究中最常用的分析

方法, 文献中还有一些其他分析方法, 如: 相似法

的BLAST、诊断法的DNA-BAR/DEGENBAR、多

元尺度分析(multidimensional scaling)等, 但均未被

广泛应用。 

4  存在的争议和发展趋势 

自提出DNA条形码概念以来, 大量生物学从业

者持积极支持的态度, 但也有部分专家持怀疑和反
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对态度。反对者往往强调如此短片段的DNA条形码

不能提供物种水平上的可靠信息(Mallet & Will-
mott, 2003), 完全依靠遗传分化会导致错误的识别。

另外, 对此方法的价值存在一些争议, 一些学者认

为这个新技术会削弱或者取代、而非增强传统的以

形态为基础的分类方法(Kress et al., 2005)。无论是

对动物还是植物的条形码研究最大的争议都是该

方法能否适用于近缘和近期分化的物种, 这也是

DNA条形码研究的难点。我们认为对于这样的类群

可能应采用更多的分子标记(如SNP, SSR, AFLP等)
来解决, 而不是局限于少量片段的序列。 

由于各片段(尤其是多片段的组合选择)在不同

类群中的应用效果不同, 目前尚未获得一致的植物

条形码标准片段, 因此, 当前的研究热点仍然是选

择和评价可能的条形码片段, 进行更大规模的分析

和整体评价。另外, 植物条形码的分析方法也不够

成熟, 需要生物信息学进一步发展开发出适合多片

段和针对某些特殊片段(如trnH-psbA)的分析方法。

正如林奈双名法为物种建立了一个形态特征的小

型标签, 短的特征DNA序列构成了一个物种基因组

的小型标签(Hollingsworth, 2008)。尽管还存在争议, 
但DNA条形码已经在动物中得到广泛应用, 在植物

中的研究也正在快速开展, 这将有助于非分类学专

业工作者对有关材料进行快速、准确的鉴定。DNA
条形码不能取代传统的分类学, 但作为数字信息

DNA序列, 其准确性、丰富性以及独一无二的可重

复性将使该技术成为分类学家有用的工具(Schindel 
& Miller, 2005)。随着生物技术的发展, 测序反应将

会更快速、更便宜, 有利于构建更完整的公共序列

数据库, 最终将使DNA条形码这一快捷、高效的技

术越来越实用。 
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