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摘　要　过去的一年中 , DNA条形编码 (DNA Barcoding) 成为生物分类学中引人注目的新方向。DNA条形编

码 , 根据对一个统一的目标基因 DNA序列的分析 , 达到物种鉴定的目的 , 它操作的简便性和高效性将以我们无

法想象的速度加快物种鉴定和进化历史研究的步伐 , 但国际上对此的争论也不少。本文综述了 DNA 条形编码的

原理、操作过程及最新进展 , 讨论了其可能存在的问题 [动物学报 50 (5) : 852 - 855 , 2004 ]。
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Abstract　DNA Barcoding is rising to be a charming approach in taxonomy last year. With the sequence analysis of a uni2
form target gene , it can enable species identification. Being simple and highly efficient , it can accelerate the process of
species identity and the research on evolutionary history at a speed that we can not imagine. But it is still in dispute inter2
nationally. We here summarize its principles , manipulation and recent advances , with a discussion of the potential prob2
lems [ Acta Zoologica S inica 50 (5) : 852 - 855 , 2004 ] .
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　　由于资金不足以及年轻分类学家的匮乏 , 分类

学的发展在过去几十年里受到了严峻的考验 , 曾一

度有沉寂的趋势 (Mallet and Willmott , 2003) , 但

在最近一年多时间里突然又呈现出勃勃生机 , 让人

看到了新的希望。其原因之一就是由于分子生物学

技术和因特网的介入而提出的 DNA分类学 (DNA

Taxonomy) 和 DNA 条形编码 ( DNA Barcoding)

( Hebert et al. , 2003) 。

Tautz等人首先提出要用 DNA 序列作为生物

分类系统的主要平台 (即 DNA Taxonomy) ( Tautz

et al. , 2002 ; Tautz et al. , 2003) , 随后 Paul Hebert

等连续发表两篇文章 , 他们考虑得更深入 , 提出利

用线粒体 COI这一特定基因的特定区段来做 DNA

条形编码的基础 , 期待给所有生物种进行编码

( Hebert et al. , 2003a , 2003b) 。继而 , 仅去年一年

时间里 , 在著名刊物上发表一系列相关的文章 , 对

此专题展开了热烈的讨论 (Blaxter , 2003 ; Mallet

and Willmott , 2003 ; Pennisi , 2003) 。

2003年 3月 , 20 多位分类专家、分子生物学

家和生物信息学家会聚美国冷泉港 , 召开了题为

“TAXONOM Y AND DNA”的会议 , 提出对全球

所有生物种的某个特定基因进行大规模测序 , 以期



实现物种鉴定的目标 , 进而推进生物进化历史的研

究。5 月 , 海洋生物普查研究首次将 DNA 条形编

码技术用于其标本编码。6月 , 美国软体动物学会

(American Malacological Society) 年会上提出“所

有蜗牛行动” (Allsnails Initiative) , 预计在未来 5

年时间里 , 利用线粒体 COI和 16S两个基因对所

有现存腹足动物进行条形编码 , 从而推动这一世界

第二大纲动物的生物鉴定及生物学其它方面的研

究。7 月 , 生物条形编码网站 ( http : / / www.

barcodinglife1com/ ) 开通 , 为全球所有研究者提供

有关生物条形编码研究的信息。9月 , 在冷泉港再

次召开题为“Taxonomy , DNA and the Barcode of

Life”的会议 , 对 DNA 条形编码所有真核生物的

科学性、社会利益有了更深入的讨论和确定 , 并且

还提出了组织策略及国际生物条形编码计划 ( In2
ternational Barcode of Life Project ) 的发展蓝图

(Stoeckle , 2003) 。同年 12 月 , 英国 M ICRO GEN

公司代表到 Paul Hebert 所在的 Guelph大学进行实

地考察 , 这对 DNA条形编码计划的推进起了重要

的作用。同时 , GenBank 提供的 COI序列数迅速

增长 , 尤其表现在除脊索动物之外类群里 COI数

量的剧增 , 目前脊索动物的分类基本上都已经完

成 , 大量未知的生物都集中在体型较小的生物类群

里 (Blaxter , 2003) 。这些类群 COI序列数的迅速

增长将大大促进 DNA Barcoding 工作的开展。

1　DNA条形编码的意义

条形码技术 (Bar code techniques) 在零售业的

发展过程中起到了举足轻重作用 , 它大大节省了交

易时间 , 提高了销售效率。类似地 , 在分类学上 ,

根据对一个统一的目标基因 DNA序列的分析来完

成物种鉴定的过程被称为 DNA 条形码编码过程。

加拿大生物学家 Paul Hebert 首先倡导将条形码编

码技术应用到比零售业更复杂的生物物种鉴定之中

( Hebert et al. , 2003a , 2003b) 。

由于依靠形态学手段进行物种鉴定本身的复杂

性和低效性 , 传统分类学家即使持续不断地工作也

很难在几个世纪之内把整个地球上的生物完全鉴定

出来 , 可见物种鉴定是一项很艰巨的任务。常规形

态学鉴定方法尚有 4 个很大的缺陷 : 1) 表型可塑

性 ( Phenotypic plasticity) 和遗传可变性 ( Genetic

variability) 容易导致不正确的鉴定 ; 2) 形态学方

法无法鉴定许多群体中普遍存在的隐存分类单元 ;

3) 形态学鉴定受生物性别和发育阶段的限制 , 因

此很多生物无法被鉴定 ; 4) 虽然现代交互式鉴定

系统是一个很大的进步 , 但它要求很高的专业技

术 , 一旦操作不正确则很容易导致错误的鉴定。形

态学鉴定的局限性和不断缩减的分类学家队伍 , 使

分类学的发展面临巨大的挑战 , 亟需一种快捷方便

的物种鉴定方法产生 ( Hebert et al. , 2003a ;

Hebert et al. , 2003b) 。能够充分利用现有分子生

物学和因特网技术的 DNA Barcoding技术似乎能够

满足这种要求。

DNA Barcoding一旦被证明是一个行之有效的

生物鉴定手段 , 它将对保护生物学 , 生物多样性研

究的发展起着至关重要的作用。其主要作用包括可

以完成物种的区别和鉴定 , 发现新种和隐存种 , 重

建物种和高级阶元的演化关系。它将完成一些传统

形态学鉴定手段无法完成的工作 , 比如可以鉴定生

物的卵和幼体、动物或植物的寄生物 , 还能很快鉴

定新种 , 并有可能解决形态学手段难以攻克的隐存

种问题 , 或者根据动物肠道包含物或排泄物分析来

解决食物链问题。另外 , 这个计划本身的发展 , 要

求一系列更快、更好、更廉价技术的产生 , 这势必

会推动相关的分子生物学技术的进步 , 从而让其它

相关的生物科学受益。再者 , 一旦解决了鉴定的问

题 , 必将给构建系统发育树提供足够可靠的“树

叶”, 从而推进生物进化历史研究 ( Tautz et al. ,

2003) 。

2　DNA条形编码的原理和操作

就像零售业条形编码一样 , 每个物种的 DNA

序列都是惟一的。因为在 DNA序列上 , 每个位点

都有 A、T、G、C四种选择 , 从理论上来讲 , 15

个碱基位点就有 415 种编码 , 是现存动物种数的

100倍。由于自然选择的原因 , 某些位点上的碱基

是固定的 , 从而导致可能的编码组合数减少。这可

以通过只考虑蛋白编码基因来解决 , 因为在蛋白编

码基因里 , 由于密码子的简并性 , 其第三位碱基通

常都不受自然选择作用 , 是自由变化的 , 因此只要

考虑在蛋白编码基因上的一条 45 个碱基序列就可

以获得将近 10亿种可选择的编码。更何况 , 由于

分子生物学技术的发展 , 在实际研究过程中 , 要获

得一段几百个碱基长度的序列已经比较容易 , 所以

根本就没有必要考虑仅仅 45 个碱基长度的序列。

DNA条形编码工作可以建立在一段长度为几百个

碱基的基因序列信息的基础之上 , 从理论上来讲完

全可以包括所有物种。
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作为能够用作条形编码的基因 , 必须具备两个

看似矛盾的特征 : 1) 必须具有相对的保守性 , 便

于用通用引物扩增出来 ; 2) 要有足够的变异能够

将物种区别开来。核内基因变化速率通常要低于线

粒体基因好几倍 , 太过保守 , 要解决物种级的问题

有困难。目前线粒体 12S和 16S基因被广泛用做系

统发育研究的标志基因 , 但这些核糖体基因中存在

大量的插入和缺失 (即 Indels) 现象 , 从而使序列

比对 (Alignment) 受到障碍 , 不便操作 , 而且还

容易造成错误的比对。但线粒体中存在的 13 个蛋

白编码基因却很少存在插入和缺失 , 在这 13 个候

选基因中 , 综合基因序列的长度和进化速率两个条

件 , Paul Hebert最终选定了 COI中一段约 645 个

碱基长度的片断。因为 COI在能够保证足够变异

的同时又很容易被通用引物扩增 , 而且目前研究表

明 , 其 DNA序列本身很少存在插入和缺失 (即使

有少数也主要分布于该基因的 3′端 , 对结果的分

析不会造成很大的影响) 。同时 , 它还拥有蛋白编

码基因所共有的特征 , 即密码子第三位碱基不受自

然选择压力的影响 , 可以自由变异。

DNA Barcoding 的基本操作过程简单 , 包括以

下几个步骤 : 提取 DNA、利用通用引物 PCR扩增

目的片断 (位于线粒体轻链 1 490 和重链 2 198 之

间) 、纯化 PCR产物、测序以及序列分析。序列分

析的思路很简单 , 只要将所有序列进行两两比较并

计算其差异值 , 然后根据差异值来确定物种之间的

关系即可。

3　DNA条形编码的发展趋势

Diethard Tautz 等甚至提出了一个以发达国家

自然历史博物馆为基地的 DNA Taxonomy 发展计

划 , 其中涉及 DNA测序系统、DNA保存系统的建

立 , 还包括全球 DNA Taxonomy 管理机构的组建

以及数据库的管理、维护和软件的开发等 , 如此的

统一管理既有利于发展中国家的参与 , 增加研究队

伍的力量 , 又有利于得到高质量的序列 , 避免混乱

( Tautz et al. , 2003) 。

国际生物条形编码计划倡导全球统一行动 , 在

未来 20年时间里建立起完整的 DNA Barcoding 系

统。现在一个分子生物学实验室平均每年可得到

1 000个以上物种的目的片断序列 , 而且随着 DNA

测序技术的革新 , DNA鉴定 (DNA Identification)

的成本还会大大降低。最终建成的 COI序列数据

库将包含所有生物 COI基因的全部信息 , 是分类

学最直接的信息资源 , 将成为全球生物鉴定系统

( Global Bioidentification System , GBS) 的基础。若

该数据库被全球生物多样性信息机构 ( Global Bio2
diversity Information Facility ) 或生物物种基金

(All Species Foundation) 利用 , 将会解决网络信息

资源长期缺乏的问题。Paul Hebert 预计整个计划

的实施将花费 10 亿美元 , 远远低于人类基因组计

划和国际空间站的成本 ( Hebert et al. , 2003a ;

Stoeckle , 2003) 。

4　有关 DNA条形编码的争论

这是一个很大胆的设想 , 在理论上也很有力 ,

可以给物种鉴定的工作提供一个统一的标准 , 从而

使得这项工作可以在全球范围联合起来并井然有序

地进行。但是 , 国际上对此项计划的争论也相当

大 , 其中最主要的质疑就是 , 单靠一段 600多碱基

序列能否解决所有物种鉴定的问题 , 尤其是能否解

决关系非常近的物种问题。Felix Sperling根据他所

在实验室一系列昆虫 COI序列的数据 , 认为至少

有 1/ 4的物种是不容易用 DNA Barcoding的方法来

区分的 (Sperling , 2003) 。再者 , 所有这些关系远

近问题的解决都是基于两两比较的差异度 , 那么 ,

这些差异到何种程度才可以被称为传统意义上的一

个物种呢 ? Paul Hebert 利用鳞翅目的序列数据分

析结果表明 , 同属各种 COI序列的平均差异程度

是 1113 % , 而种内的 COI序列差异程度通常都很

低 , 低于 2 % , 因此不妨碍物种鉴定 ( Hebert et

al. , 2003b) 。

目前所引数据似乎证明 COI能够完成生物条

形编码 , 但其前提是现在所有的数据都来自于各属

非常有代表性的种类 , 并都能很明确地鉴定 , 如果

要深入到以后更难鉴定的物种中去 , 估计还会碰到

很多问题。而且随着数据的增多 , 我们还不得不再

去考虑一个阶元划分标准的问题 , 到底序列差异到

何种程度是一个种间差别 , 到何种程度又分别是属

间、科间差别。

自林奈双名法以来 , 分类学发展了 200多年时

间 , 积累了大量宝贵的形态学物种鉴定数据 , 分类

学家已经给相当多的物种命名并确定了其分类地

位。现在如果仅仅依靠一小段 DNA片断来给所有

物种重新贴标签 , 势必存在一个如何将 DNA标签

和根据林奈命名系统所定的名字两两对应联系起来

的问题。再说很多模式标本已经不能提取 DNA并

制作分子标签 , 必须找到一个新模式标本 , 而找到
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的新模式标本跟原来的到底是否一致也很难确知。

即便超市给商品贴条形码 , 也要首先基于实物比

较 , 故 DNA Barcoding仅靠单个基因片断可能会显

得力度不够 , 也要跟形态学数据结合起来 , 不能完

全抛弃形态学手段 (Lipscomb et al. , 2003 ; Tautz

et al. , 2003) 。

线粒体 COI基因用作 Barcoding的目的基因尚

存在某些不足。目前 COI序列主要适用于动物界 ,

对于植物界和其它生命界 , 尚需选择其它基因序列

作为标记 ; 而且线粒体基因中可能会存在杂交或者

基因渗透现象 , 不能解决某些复杂生物的关系问

题 , 因此就需要联合几个核内基因来增加标记数 ,

以求解决问题 ; 同时线粒体基因也许不能解决年轻

物种 ( Young species) 的问题 , 我们假定基因序列

变化的速率是每百万年 2 % , 相对于 600 bp 长度的

COI来说 , 对那些 100 万年前分化的物种将有 12

个以上可供分析的变化位点 , 但是随着物种生殖隔

离时间的缩短 , 可供分析的变化位点就会变少 , 这

些物种的关系问题就很难解决 , 好在化石记录表明

大部分物种的进化时间都超过了 100万年。

应该扩大基因选取的范围。毫无疑问 , DNA

条形编码是大势所趋 , 不可阻挡。但我们必须突破

单分子标记的局限性 , 要尝试多个分子标记的结合

使用 , 而且在选取除 COI之外的基因时 , 也决不

能仅仅囿于现行通用的分子标记 , 要大胆尝试一些

新的有潜力解决问题的基因 , 比如物种形成基因可

能是区分近缘物种的重要分子标记。

该计划期望所有的 DNA提取物、所有的序列

数据在全球范围内集中统一管理并全球共享。通过

互联网 , 序列数据完全可以实现统一管理并全球共

享 , 作为生物多样性评估和物种鉴定的基础

(Blaxter , 2003 ; Tautz et al. , 2003) 。另一方面 ,

期望将所有的 DNA提取物集中保存 , 合适的时候

取出一部分用作科研或者商业用途 , 这看似是个很

好的规划 , 但是由于 DNA序列本身易被降解 , 其

保存期限是我们必须考虑的问题 ; 而且很多标本由

于用于提取 DNA 而被毁坏 , 从此也许不再存在

(Seberg et al. , 2003 ; Tautz et al. , 2003) , 这对于

传统分类学模式标本的保存来说是个很大的损失。

5　关于在我国开展 DNA 条形编码研
究的建议

　　目前国内还没有相关工作进展的报道。尽管

许多实验室已经在基因测序方面积累了大量经验与

数据 , 但将 DNA 序列用于物种鉴定的报道还不

多 , 更没有 DNA条形编码的系统报道。我们在冷

静思考其可行性的前提下 , 应该积极参与到这项工

作中 , 充分利用我国丰富的生物资源 , 促进 DNA

条形编码工作的进行 , 为构建一个强大的 DNA分

类学平台贡献我们应有的力量。我们建议国家有关

机构关注这方面的国际动态 , 支持我国科学家开展

相关工作。我国科学家们也应该互相联合起来 , 齐

心协力 , 共同推进这项全球性工作的顺利进展。
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