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　　DNA条形码技术 (DNA Barcoding)是通过对一个标准目

的基因的 DNA序列进行分析从而进行物种鉴定的技术。这

个概念的原理与零售业中对商品进行辨认的商品条形码是

一样的。简单地说 , DNA条形码技术的关键就是对一个或

一些相关基因进行大范围的扫描 ,进而来鉴定某个未知的物

种或者发现新种 [ 1—3 ]。自从提出 DNA条形码的概念以来 ,

这种新兴分类学技术已经引起了越来越多的生物学家的关

注。DNA条形码技术是分类学中辅助物种鉴定的新技术 ,

它代表了生物分类学研究的一个新方向 [ 4 ] ,因此它在生态、

环境、食品等诸多领域都将会有广泛的应用 [ 5 ]。本文概括

综述了 DNA条形码技术的发展历史、原理与操作 ,分析了其

在生物分类中的应用及应用上的优势与限制 ,对 DNA条形

码技术在鱼类学研究的意义与可行性进行了探讨。

1　D NA条形码技术的发展历史

2003年 , Herbert研究发现利用线粒体细胞色素 C氧化

酶亚基 Ⅰ (M itochondrial cytochrome c oxidase subunit Ⅰ,

COⅠ)基因一段长度为 648bp的片段 ,能够在 DNA水平上

成功的区分物种 ,并且认为利用 COⅠ基因从分子演化的角

度 ,将提供一种快速、简便、可信的分类方法 [ 3 ]。这种方法

逐步发展起来并被研究者命名为 DNA条形码技术。

2003年于冷泉港召开的两个小型研讨会上 ,分类学、分

子生物学和生物信息学的专家提出利用特定 DNA序列实现

物种鉴定的目标。2004年 ,由 A lfred Sloan基金会赞助 ,在美

国华盛顿特区举办了一个关于 DNA条形码的大型研讨会 ,

此次会议创立了“生命条形码联盟”( CBOL, the Consortium

for the Barcode of L ife) ,大部分国家的自然历史博物馆、标本

馆以及研究机构和私人机构等都加入了这个组织。

DNA条形码技术的迅速发展吸引了研究者的广泛兴

趣。2004年秋 ,美国国立生物技术信息中心 (NCB I)与生命

条形码联盟 (CBOL)签署合作 ,物种条形码的标准 DNA序列

及其相关数据将存档于 GenBank (www. ncbi. nlm. nih. gov/

Taxonomy/ taxonomyhome. htm l/ )。此前 , Genbank虽然有很

多医药和其他领域的团队在扩充数据 ,但是迄今为止 ,除了

在系统发育研究上广泛应用的 DNA分子标记外 ,从来没有

与标准分类学相结合的 DNA序列数据。

2005年 2月 ,伦敦举办了第一届全球 DNA条形码会议。

大会对 DNA条形码的分类概念与思想、实验技术的细节分

析以及资料库建立等议题进行了讨论。目前 ,全球有很多个

不同项目在不同的类群中进行 ,最终的目的是联合各个类群

的 DNA条形码数据库组建一个全球生物的 DNA条形码数

据库 ,此数据库将设置在 Genbank中 ,是一个公众可以登陆

的 DNA序列数据库。

2　D NA条形码技术的原理及操作步骤

DNA条形码技术有一种潜在的可能性 ,能够成为地球

上已被认知的 1千万多种真核生物的有效的鉴定方法 [ 6 ]。

例如 ,一个长度 600bp的蛋白质编码基因的核苷酸片段在第

三密码子位点含有 200个核苷酸 ,这些位点上发生的替代经

常都是中性选择 ,并且突变大多是通过随机漂变在种群中固
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定下来。假设在一组物种中第三位点的核苷酸全部是 AT

或全部是 GC,即在其 200多个位点上只有两种可能的核苷

酸 ,那么就仅第三密码子位点的变化而言能够产生 2200或

1060的可能序列 [ 7 ]。如此大数目的可能序列为 DNA条形码

技术进行众多生物的物种鉴定提供了一个最基本的条件。

鉴于 DNA条形码技术的广泛应用前景 ,研究者们通过

归纳总结得出一个完善的 DNA条形码标准数据库包含以下

操作步骤 :物种个体的保存 ,因 DNA提取的需要个体应保存

在浓度为 95%的酒精中 ;物种个体的标签 , DNA条形码技术

必须将序列与个体联合对应起来 ,其中还应包括个体的相关

信息 ,如采集者、分类确认、日期和全球地理位置坐标等 ;提

取样本 DNA;目的基因序列扩增 , DNA条形码标准目的基因

的扩增 ,如在动物 DNA条形码研究中一般选取的标准基因

序列为 COⅠ基因 5′端的长度为 600bp左右的片段 ;数据库

结果录入 ,数据库所含括的数据应包含物种个体及其标签 ,

以及相对应的标准序列。

3　D NA条形码技术的研究进展

自 Hebert对 DNA条形码技术开展研究后 ,越来越多的

研究报告都支持 DNA条形码技术能够准确的进行物种鉴

定。为了探讨 COⅠ基因在整个动物界中辨别物种的能力 ,

Hebert, et al1对动物界中除刺胞动物门以外的所有动物门 ,

共 11个门 13320个物种的 COⅠ基因序列进行分析 ,发现其

序列间的差异能够很好的区分所有研究物种 ,并认为在动物

界中 COⅠ基因是合适的 DNA条形码标准基因 [ 3 ]。Vences,

et al1于 2005年探讨了 DNA条形码对两栖爬行类物种的鉴

定能力 ,结果显示选用的 COⅠ基因能够准确的辨别各物

种 [ 8 ]。此外 Vences, et al1选用 16S rRNA基因进行条形码

分析 ,发现在两栖爬行类中 16S rRNA基因具有较强的引物

适应性 ,并且序列相对保守 [ 9 ]。对北美哥斯达黎加地区

1000多种鳞翅目昆虫生物多样性的调查中 , Janzen, et al1利
用 DNA条形码的 COⅠ基因序列建立的一个分类学平台 ,能

够鉴定物种以及发现这一区域存在的模糊种等 ,并且能准确

鉴定 97%的物种 ,其余不能被确认的物种是亲缘关系极近

的物种或形态定义模糊的物种 ,因此其研究认为 DNA条形

码能够很好的协助一地区生物多样性调查 [ 10 ]。Hebert, et

a l1利用 COⅠ基因序列对北美 260余种鸟类进行了有效区

分 [ 2 ]。利用 DNA条形码能够对鱼类以及热带鳞翅目昆虫进

行有效的物种鉴别 [ 11, 12 ]。对于国际上分类混乱的两栖爬行

类 DNA条形码技术 ,不仅能够准确地鉴别出各物种 ,而且还

能无误地识别出其不同地理类群的变异 [ 8 ]。对动物类群的

研究表明 , COⅠ基因一段长约 648bp的序列能够准确的进

行物种鉴定。陆生植物由于质体 DNA的特殊性质 , DNA条

形码研究一直难以开展。Chase, et al1利用陆生植物在系统
发育分析中常用的分子标记即质体 rbcL基因和 ITS基因进

行物种鉴定分析 ,得到的序列变异度能够清楚的辨认物种 ,

认为陆生植物能够利用 DNA条形码技术可靠的进行物种鉴

定 [ 13 ]。红藻门是一类难以运用传统分类手段进行物种鉴定

的类群 ,它们的形态结构和生理特征简单 ,并且有形态、生理

上的趋同性和表型上高度的可变性。 Saunders选用红藻门

中分类地位明确的物种检测 COⅠ基因对此类群物种的鉴别

能力 ,研究证实 DNA 条形码能够准确的区分红藻门

物种 [ 14 ]。

随着 DNA条形码技术的推进 ,各类物种信息和 DNA条

形码数据在网络数据库上相继发布。最新统计显示 ,已经发

布的 DNA条形码序列有 168719种 ,其中完整的物种 DNA

条形码序列 (包含准确的物种信息和条形码序列信息 )有

19163个物种。很多国际组织自行建立的 DNA条形码数据

库构成整个 DNA条形码项目的重要组成部分 ,有较大影响

和规模较大组织包括 A ll Lep s、F ISH2BOL、Canadian Fauna和

B irds等。A ll Lep s组织主要对澳大利亚、加拿大、哥斯达黎

加和美国等四国的鳞翅目共 215万个物种进行 DNA条形码

数据库的构建 ,已经取得 7512个物种的完整 DNA条形码数

据。F ISH2BOL组织旨在建立所有鱼类将近 3万个种的 DNA

条形码数据库 ,重点对 115万种海鱼的 DNA条形码数据进

行收集 ,目前已经获得 2538种鱼类的 DNA条形码数据。

Canadian Fauna组织的最终目标是建成加拿大的所有生物的

DNA条形码数据库 ,已经获得 2133个物种的 DNA条形码数

据。B irds组织计划在 5年内完成所有鸟类约 1万种的 DNA

条形码数据库的构建 , 1233种鸟类的 DNA条形码数据已经

得到。

尽管 DNA条形码技术能够准确的进行物种鉴定 ,但是

确立 COⅠ基因在物种内变异的衡定标准还需要大量的工

作。目前的研究支持利用线粒体基因的生物地理学分析给

种内变异确定一个普遍的标准。因此 ,第一 ,种内差异很少

有大于 2% ,一般是小于 1% ;第二 ,如果检测到高的变异时 ,

这些个体很可能是处在不同的地理隔离种群 ,反映出在隔离

种群形成前基因库的片段 [ 15 ]。总的说来 ,种内的序列变异

普遍的要比种间的变异小得多。在脊椎动物中 ,近缘种间

COⅠ基因的差异通常要比其他线粒体基因大 ,例如细胞色

素 b (Cyt b)。因此 ,利用 COⅠ基因序列的 DNA条形码技术

能够作为物种鉴定的有效手段。

地球上的 1千多万物种仅有 15%被分类学家描述 ,因

此还有大量的没有被描述过的新种可以通过 DNA条形码挖

掘出来。但是这些新种的命名不能仅仅依靠 DNA条形码的

结果 [ 16—19 ] ,必须依靠被鉴定的标本个体、个体高清晰的图像

照片和采集地等信息对物种进行标准的林奈命名 [ 20—22 ]。在

动物学研究中 ,利用线粒体 DNA获取的生物地理和系统分

析证据经常与形态学不一致。这种差异将促使研究者对形

态以及生态特征重新进行评定 ,甚至可能影响到分类上的修

订。近期认为线粒体 DNA序列的差异可以作为不同物种划

分的首要标准 [ 23 ]。但是这个标准必须与其他生态形态等传

统鉴别特征相联合 [ 24 ]。

4　D NA条形码技术的优势

作为一种标准的物种鉴定方法 ,由于其快速简便的操作
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过程 , DNA条形码技术有巨大的潜力能够广泛的进行科学

应用 ,在保护生物学 ,包括生物多样性调查等领域尤其显著。

当传统的分类学受到阻碍时 ,这种技术就更可以发挥其优

势 [ 25 ]。另外 ,利用 DNA条形码技术为分类学家发现新种提

供了一个契机 [ 26 ]。

DNA条形码技术的优势主要体现在以下几个方面 :

(1)利用小块生物体组织进行鉴别。一旦生命条码数据库

建立起来 ,条形码技术能够快速的从部分零散组织中鉴别出

物种 ,例如通过鉴别胃里的食物小块能够帮助重建食物链循

环 ,还有土壤层里植物根的样本可被准确鉴定。 (2)能够在

生物的不同生长阶段鉴别物种。动植物在不同生长发育时

期的不同形态都能够利用 DNA条形码技术鉴别出物种。

(3)准确地辨别形态相似性很高的物种。部分不同物种有

高度相似的外形 ,还有一些具有潜在危险的物种常伪装成不

具有威胁性的物种。DNA条形码技术就能够很好地区分此

类物种。 (4)减少鉴别的模糊性。DNA条形码技术利用碱

基 ACTG组成的序列使物种鉴别数字化。这种数据库使得

全球范围内的现生物种能够很简单准确的鉴定出来。

(5)鉴定过程更加迅捷。地球上的已经被分类专家们鉴别

出的种类大概就有 2百万多种 [ 6 ] ,但这些物种仅仅是动植物

界的一小部分。在今后的鉴定工作中 ,分类学家依据 DNA

条形码数据库来鉴定物种或者发现新种 ,这将使分类工作变

得更加迅捷。 (6)鉴定过程无限制。一个标准 DNA条形码

数据库的建立 ,可使各种物种的辨认成为可能 ,如濒危物种

或常见种、土著物种或入侵种等 ,也使更多的无分类学专业

知识的人能够准确的辨认出某个物种。 ( 7)在分类领域开

展了用电子技术处理的新方向。条形码技术使生物鉴定与

DNA测序的前沿、电子技术上的便携性以及计算机的信息

储存功能相结合。 (8 )对生命之树新的贡献。条形码数据

库提供的大量的遗传信息可以帮助构建地球上所有生物的

生命之树。此外对新近发现的新种也可以通过其条形码数

据来追寻它在生命之树中的系统位置。 ( 9)展示出收藏样

本的价值。通过将博物馆、标本馆、动物园、植物园以及其他

机构收藏的物种个体的条形码资料进行汇编 ,将进一步促进

这些组织机构在保护地球生物的多样性的领域的工作。

(10)完善生命的百科全书。将条形码数据库与物种标本个

体以及物种相关信息联合起来 ,将使大众更好地了解生物。

5　D NA条形码技术应用的局限性

在整个基因组中 ,有大量的基因序列能够满足我们一个

或多个要求 [ 27 ]。作为 DNA条形码技术的标准基因 ,一方面

应该足够保守 (其引物有强的保守性 ,能够进行大范围的物

种扩増 ) ,另一方面应该有足够的变异来区分不同物种 DNA

序列从而进行鉴定。但是理论上不存在一种普遍适用的

DNA条形码基因 ,因为任何一个基因都不可能在各种生物

中都保守 ,同时又包含足够的序列变异信息来进行物种的辨

别。因此在鉴定不同的物种类群时需要确定不同的目的基

因。在珊瑚虫、水母和海葵中 ,由于存在线粒体 DNA修复体

系 ,线粒体基因显然不适合作为条形码技术的标准基因。另

外 ,植物的线粒体 DNA因杂交和基因渗入而变异很小 ;真菌

线粒体 DNA含有内含子。对这些特殊类群的标准条形码基

因的选择还有待进一步探讨 [ 28 ]。

目前 , DNA条形码技术的应用主要是对物种进行鉴定。

然而 DNA介导的物种鉴定重点在于种内和种间遗传差异的

限定。种内和种间变异范围都不明确 ,而且不同物种的变异

范围也不相同。就线粒体 DNA而言 ,种内差异通常小于种

间差异 ,但是也有一些特例 [ 29 ]。不同种系间线粒体基因水

平转移 ,近缘物种共享线粒体多态性以及同属物种间的线粒

体 DNA修剪机制 ,都将造成近期快速分化物种和通过杂交

产生的新种在鉴定上的困难。此外 ,同属物种间较低的差异

也会带来在物种分类鉴定上的疑虑。

6　D NA条形码在我国鱼类分类学的意义及可行性

由于地理环境和地区气候的巨大差异 ,我国的鱼类资源

拥有极其丰富的生物多样性。据最新统计 ,淡水鱼类约有

1050种 [ 6 ] ,它们是淡水生物资源的重要组成部分。其中 ,鲤

科鱼类将近占一半左右 ,约 132属 532种 ,特有种 384个 ,约

占我国鲤科鱼类总数的 74%。这些生物资源不仅是系统发

育和生物地理学的特殊珍贵的研究材料 ,也是非常重要的生

物资源。但最近几十年来 ,许多种类成了濒危物种 ,大约

10%共 92种中国淡水鱼类是濒危物种。因此建立一个我国

鱼类的 DNA条形码数据库是非常必要的 ,这对于保存我国

鱼类尤其是濒危鱼类的基因资源和物种信息等都是至关重

要的。

对于我国生物多样性极高的鱼类资源而言 ,研究者可以

根据馆藏鱼类资源来补充采集新鲜样本 ,构建一个完整的包

含物种标准基因序列、物种个体图片、采集地点经纬度、采集

者、采集时间和分类地位等重要信息的我国鱼类 DNA条形

码数据库。在我国鱼类 DNA条形码数据库构建的同时 ,研

究者也应该分析所选的 DNA条形码标准基因对于我国鱼类

的适用性 ,包括是否能够在不同物种中显示出 DNA序列的

差别 ,以及这些序列差异程度能否准确清晰的辨别各个不同

物种等。无论是从 DNA条形码数据库的应用价值出发 ,还

是从其科研角度来看 ,这种标准数据库的建立将给我国科研

和生物资源商业领域带来便利。

大量的研究结果都显示 COⅠ基因能够在动物类群中很

好的区分各物种 ,所以可以选用 COⅠ基因作为标准条形码

基因构建鱼类 DNA条形码数据库。我们也应该对这个基因

在此生物类群中的鉴别能力先进行一番评估 ,制定 COⅠ基

因在不同物种间序列变异度的衡定标准。通常 ,我们可以大

概的确定不同物种间的最小基因变异在一个特定的范围。

但是对于一些特殊的类群 ,例如快速进化的类群 ,划定的种

间最小变异值 ,应该在标准值范围内有一定的波动。因此在

构建不同物种类群的 DNA条形码数据库时 ,要充分结合所

研究类群的物种形成模式和进化模式 ,确定可行的路线和标

准 ,使其所建立的数据库可以进行准确可靠的应用。
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