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菌物 DNA 条形码技术的研究进展
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摘要 DNA条形码技术是通过对一个DNA片段的分析比对,进而对物种进行鉴定的方法。研究的基因片

段可以是1个或多个,进而完成物种识别和鉴定或者发现新物种。该项技术的优势在于整个鉴定过程不受研究

对象不同发育阶段的影响。由于菌物具有独特而复杂的生活史,因此对菌物的鉴定工作相对较困难。世界上

许多科学家都尝试过寻找适合于大多数菌物的标准DNA条码,但还没有找到能满足条件的基因片段。笔者对

DNA条形码技术的发展历史、目的基因片段的筛选和研究进展等方面进行了综述,并讨论了DNA条形码技术

存在的问题和今后研究的方向。
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  DNA条形码技术(DNAbarcoding)是通过对

一个或多个相关基因进行大范围的扫描,进而识别

和鉴定未知物种或者发现新物种的技术。DNA条

形码的概念是由被誉为DNA条形码技术之父的加

拿大生物学家 Herbert在2003年首次提出的[1]。
目前,DNA条形码技术已经成为当今分类学和分子

生物学研究的热点之一。
对于标准条形码的选择标准,多数学者认为应

具有这样一些共同的特征:a.种间存在明显的遗传

变异,但是变异又不可以太大;b.目的片段要足够

短;c.所选片段应当便于提取、扩增和测序;d.应该

具备较好的保守区域,以方便通用引物的设计。符

合这些标准的DNA条形码将更加有利于分类学家

进行物种鉴定,并大大推进鉴定速率,从而丰富已报

道的物种资源和资料数据库[2-5]。

1 发展历史与现状

2003年9月,20多位分类专家、分子生物学家

和生物信息学家在美国冷泉港,召开了题为“Tax-
onomy,DNAandtheBarcodeofLife”的会议,对

DNA条形码编码所有真核生物的科学性与社会利

益进行了深入讨论 。2004年,AlfredSloan基金会

在华盛顿Smithsonian国家自然历史博物馆成立了

生命条形码联盟(ConsortiumfortheBarcodeof
Life,CBOL),致力于发展鉴定生物物种的全球标

准。2005年2月,由CBOL和英国自然历史博物馆

主办的生命条形码协会第一次国际会议在伦敦召

开,讨论决定为1000万物种建立条形码编码库。

2007年9月在中国台湾召开的第二次和2009年11
月在墨西哥召开的第三次国际 DNA 条形码会议

上,与会学者都对理想条形码的选择给予了高度重

视。这2次会议对在全球推进DNA条形码研究计

划起到了重要推动作用。2011年4月17日至25
日,在荷兰阿姆斯特丹举行了国际真菌DNA条形

码工作会议。在这次会议上,参与到这一广泛国际

合作的多国学者讨论了最新的研究进展,确定采用

ITS序列作为真菌通用条形码,部分类群可引入补

充条形码,并且向国际生命条码计划(International
BarcodeofLifeProject,iBOL)组织提出正式申请。

国际生命条形码计划(iBOL)是一个全新的国

际性科学计划,于2009年1月启动。该计划旨在建

立条形码文库、序列文库和信息学工具,希望使

DNA条形码技术成为全球生命科学体系的一部分。

2008年10月14日,中加国际生命条形码计划会议

在中国北京召开。同年10月20日,在中国科学院

微生物研究所又召开了中国真菌DNA条形码系统
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建设研讨会,这是为所有真菌派发“身份证”的分类

学革命会议,是继基因组计划后的又一个大型生命

科学计划。这2次会议都对DNA条形码技术在中

国菌物领域的应用和发展有着里程碑的意义。学者

们一致认为,抓住时机开展菌物条码工作,将会对我

国生物多样性检测与利用具有重要意义,在法医学、
流行病学、医药、食品质量控制等社会经济领域都有

广泛的应用前景。

2 研究进展

近年来科学家在多种生物的物种鉴定中广泛开

展了DNA条形码技术的研究,并取得了可喜的进

展。Herbert等[1]的研究发现,通过对线粒体基因

COⅠ(细胞色素c氧化酶第Ⅰ亚基)的比对,能够在

种级分类单位上将200种鳞翅目的近缘种成功地区

分开。为了进一步探究COⅠ对物种的辨别能力,

Herbert等[6]又将研究拓展到了整个动物界。其研

究结果表明,应用COⅠ能够区分除刺胞动物门外

的所有动物门。COⅠ基因序列在这些动物门之间

的差异能够很好地区分。此后,为了探讨COⅠ基因

是否能够作为所有物种的DAN条形码标准基因,
科学家们在许多生物类群中对其进行了测试,研究

结果涵盖了鸟类[7]、两栖爬行动物[8]、鱼类[9]、昆

虫[10-11]、陆生植物[12-13]、藻类植物[14]、病毒[15]和细

菌[16]。与上述研究相比,菌物DNA条形码研究才

刚刚起步,且有关研究主要集中在条码基因的筛选

上。
2.1 菌物 DNA 条形码的选择

与动物的DNA条形码研究比较而言,关于菌

物DNA条形码技术的研究进展是颇为缓慢的,目
前仍处于寻找适合的目的基因片段并对其进行调试

的阶段。人们最先将焦点放在对单一片段的筛选

上,研究涉及了细胞色素c氧化酶第Ⅰ和第Ⅱ亚基

(COⅠ和COⅡ)基因,核糖体基因中的ITS序列、
大亚基、小亚基和小亚基基因操纵子片段,肌动蛋

白、延长因子、核糖体聚合酶B1和B2基因和β-微
管蛋白等序列。

1)COⅠ基因。尽管COⅠ已被公认可较好地

作为动物的DNA条形码,但这段基因在菌物中的

应用却出现了问题。在菌物中,COⅠ基因的长度变

化范围较大,较短的也有1584bp,而长的片段可达

22kb。这种长度上的变化是由其中所插入的内含

子序列个数以及长短的不同造成的[17]。由于这一

因素的存在,对COⅠ基因的研究结果可谓喜忧参

半。Seifert等[18]在2007年利用针对青霉菌(Peni-
cilliumspp.)所设计的COⅠ通用引物,对青霉属的

370多份样本进行了扩增,并得到了540bp左右的

PCR产物。经分析比对,该DNA片段能够很好地

区分试验所涉及到的青霉属青霉亚属的58个种和

12个近缘种,其区分效果在不同程度上都要优于

ITS序列和β-微管蛋白序列,而且COⅠ中内含子的

检出率仅为1%。Nguyen和Seifert[19]在2008年以

COⅠ为参考,发现了Leohumicola的3个新种,这
不仅成为应用条形码发现菌物隐藏种和新种的试验

依据,更为后人的进一步研究提供了详尽的理论指

导。Martin和 Tooley[20]在2003年应用 COⅠ和

COⅡ基因,在系统发育方面对疫霉属(Phytophtho-
raspp.)菌物进行了分析。他们坚信利用COⅠ和

COⅡ基因相结合的分析方法,其结果往往比单一考

虑ITS序列更加稳定可靠。但是,由于内含子的扰

乱,COⅠ基因在担子菌的鉴定中并不理想[21]。另

外,还有的研究结果表明,在镰孢菌属(Fusarium
spp.)中应用COⅠ作为标准条码基因也是不可行

的[22]。

2)核糖体基因。在解决菌物系统发育和分子鉴

定等 问 题 方 面,核 糖 体 基 因 是 最 早 被 应 用 的。

White等[23]所设计的通用引物至今还在世界各地

的实验室被使用,它们主要被用于扩增3种主要菌

物核糖体基因:a.大亚基(LSU,亦有被称为28S或

26S),如今对D1、D2亚区的研究也逐渐深入;b.小
亚基(SSU);c.内转录间隔区(ITS),研究主要针对

ITS1和ITS2,也有将5.8S保留下来一并研究的。
其中,ITS在菌物分子生物学研究领域的应用是最

频繁,也是测得序列最多的片段(表1),主要涉及系

统学研究、系统发育和菌株鉴定等。多数学者也认

为ITS是 菌 物 条 形 码 的 最 有 潜 力 的 候 选 片 段。

Kashimoto等[24]利用ITS序列,将在日本发现的番

茄白粉病菌鉴定为Oidiumneolycopersici。刘淑艳

等[25]通过分析从病原菌中扩增出的ITS序列,将蝴

蝶兰茎基腐病的病原菌鉴定为镰孢菌(Fusarium
spp.),为今后对该病菌的诊断提供了分子依据。尽

管如此,ITS也无法避免其自身的缺陷,即种内差异

过于明显,大多研究者对ITS的质疑也在于此。不

仅如此,ITS在不同类群中的变异度也是不统一

的[26]。Montero等[27]从试验所涉及的133份样品

(其中涵盖了Candidaspp.,Trichosporonspp.,
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Cryptococcusspp.,Malasseziaspp.,Rhodotorula
spp.,Geotrichum spp.,Blastoschizomycesspp.
等)的ITS序列中得到了其扩增子,并应用焦磷酸

测序技术(pyrosequencingtechnology)对其进行了

分析。试验结果显示,应用焦磷酸测序技术能够对

Candidaspp.的样本在物种水平上进行鉴定,但是

Trichosporonspp.和部分Cryptococcusspp.则不

能用同样的方法对物种作出较为精确的鉴定。这一

结果与之前Nilsson等[28]在同年5月发表的试验结

果相近。Nilsson等[28]有针对性地分析了在研究真

菌分类时应用ITS序列总会出现的种内差异问题,
并利用ITS数据库中近乎全部的资料进行了比对。
但是,试验结果未能像预期的那样有一个明确的结

论。由此可见,对ITS序列的研究不仅包含了对病

原真菌的鉴定,也涉及了针对ITS序列本身的全面

研究和测试。该序列的种内差异问题是否可以忽

略,仍有待更进一步深入研究。
表1 NCBI中可检索到的菌物相关序列数目

和平均长度(截止到2011年8月)

Table1 Statisticaldataaboutthenumberand

theaveragelengthofrelatedfungalsequences

whichwereavailablefromNCBI(asofAugust2011)

基因 Genes/
序列Sequences

序列条数
No.ofsequences

平均长度/bp
Averagelength

 内转录间隔区ITS 510410 570

 β-微管蛋白
 Beta-tubulin

23253 430

 延长因子EF 24136 1000
 肌动蛋白 Actin 10443 1100
 核糖体大亚基LSU 5943 800
 核糖体小亚基SSU 3651 480

 细胞色素c氧化酶第Ⅰ亚基
 COⅠ 593 1500

  3)其他基因。相比之下,对其他基因的研究和

报道均比较零散。所登录的基因序列也比ITS少

很多(表1)。其中包括刘淑艳等[29]在中国首次将长

尖团毛菌(Trichiadecipiens)的小亚基序列扩增成

功,为后续的分子生物学研究提供了有价值的素材。

Geiser等[30]研究认为,对于曲霉菌 Aspergillus而

言,β-微管蛋白和钙调蛋白基因可能会更适合作为

该真菌的条码基因。另有部分研究结果表明,大亚

基基因和EF-1α对毛霉目真菌的辨认程度可以达

到或接近种的水平[31-33]。Fiore-Donno等[34]分别利

用小亚基和延长因子基因,试图从分子角度来讨论

腹黏菌亚纲内的系统发生关系,已取得了初步成果。

Fiore-Donno等[35]又利用小亚基基因研究了黏菌纲

绒泡菌目与发网菌目的系统进化关系,并将讨论的

焦点汇集在亮皮菌属(Lamproderma)和发菌属

(Comatricha),分子数据显示这2个属都不是一个

单系类群。而且,试验结果并没有像之前预料的那

么好,在个别类群中SSU的灵敏度较低。在这2次

试验以后,研究人员均反复强调了分子系统学研究

将为解决困扰传统分类学许久的难题带来新的

出路。

4)多基因片段分析。以上所涉及的内容主要集

中在对单个片段的选拔和分析上。多片段联合分析

的情况在植物DNA条形码的研究中进展较快[36]。
宁淑萍等[4]对此做过详尽的调查和统计,但在真菌

方面还鲜有报道。其研究中涵盖的基因片段较多的

是Helgason等[37]对 AM 真菌(arbuscularmycor-
rhizalfungi)的分子系统学研究。该试验对AM 真

菌的小亚基、肌动蛋白和延长因子1-α等基因片段

进行了比较和分析,结果表明AM 真菌在系统发育

中与接合菌纲的被孢霉目 (Mortierellales)亲缘关

系较 近。Fiore-Donnoa等[38]利 用 18SrDNA 和

EF-1α序列,分析了腹黏菌亚纲(Myxogastria)、网
柄黏菌亚纲(Dictyostelia)和原柄黏菌亚纲(Protos-
telia)之间的系统发育关系,系统进化分析结果显

示,原柱黏菌亚纲很有可能是黏菌与阿米巴类的过

度类群,而鹅绒菌(Ceratiomyxafruticulosa)则是

以腹黏菌亚纲姐妹群的形式出现的。Stockinger
等[39]的研究表明,ITS并不适合用于区分灌木菌根

菌,尤其是在某些近缘种方面。通过筛选 SSU、

ITS1、ITS2、LSU-D1、LSU-D2 等 候 选 片 段,

Stockinger等[39]认为,1段长度大约是1500bp的

SSU-ITS-LSU组合片段最适合作为灌木菌根的标

准Barcoding片段。
2.2 菌物 DNA 条形码的分析方法

DNA条形码技术的关键不仅仅是候选片段的

筛选,对目标片段的组合策略以及相应分析方法的

选择同样重要。Markus等[40]在2009年通过群集

算法对已知的Peronospora的ITS序列进行了分析

和研究,其研究结果将经典分类学与分子生物学技

术相结合,得到了一个可靠的关于Peronospora的

分类系统。以此验证了群集算法在分析菌物DNA
条形码数据时的重要作用。同年 Marlis等[41]运用

DNA条形码微点阵与PhyloChip(生物芯片)技术

相结合的方法,解决了交叉杂交的问题。而一直以

来,这个问题在研究外生菌根菌的群落关系时是无

321



  华 中 农 业 大 学 学 报 第31卷 

法克服的。Santamaria等[42]在2009年10月自主

改编了BLAST(basiclocalalignmentsearchtool)
比对 程 序 对 输 入 序 列 的 识 别 方 式,重 新 编 写 了

BLAST识别系统。与此同时,他的团队有针对性

地分析了子囊菌门真菌的线粒体基因中的全部内含

子区域,并首次绘制了这些内含子区域的图谱。有

了该图谱以后,无论研究对象的内含子有多么杂乱,
都能够实现对特定基因区域的BLAST比对。为设

计子囊菌门真菌的标准DNA条形码扫清了障碍。
与菌物相关的DNA条形码技术的研究资料,大多

只是记载了其分子生物学的数据,而且在已公布的

基因数据中又穿插了许多内含子,这就给分子系统

学鉴定带来了很大的麻烦,从而使得菌物界标准条

码的公布一拖再拖。

3 问题与展望

将地球上无数的生物区分开来,这对任何一位

分类学家来说都是一个不敢奢望的目标。事实上,
只有少数的分类学家能够精确地鉴定出预计存在的

1000万至1500万个物种的0.01%。照这样计算,
要想认全所有物种,至少还需要一个由15000位分

类学家组成的团体[9],而且,经典分类学自身也存在

局限性:A.不同的基因型共有同样表型,这使得通

过形态学来进行分类研究变得非常困难,常常导致

将不同基因类型,但是外表很相似的不同物种归为

一个类群;B.形态学所依据的大多数指标和特征通

常只是被鉴定生物的一个特定的生长时期,许多处

在不同发育期的个体并不易辨认;C.即便是在分类

学研究上有很高造诣的分类学家,也有时会做出一

些误判;D.形态分类有时会漏掉一些隐藏种。
在当今的菌物分类和鉴定中,非常需要一种高

效的标准化分子生物学鉴定体系,来鉴定这些在人

们身边无处不在且深深影响着人们的小生命体。

DNA条形码技术讲求以较短的标靶序列来完成对

物种的精确鉴定。到目前为止,长度仅有640bp左

右的线粒体细胞色素c氧化酶Ⅰ(COⅠ)作为标准

条形码的通用性已经在动物界被证实[12]。在植物

界,COⅠ的进化速率较动物慢,所以COⅠ的应用

也仅限于一些藻类[14]。对于植物条形码的探索,许
多学者目前所采用的策略是利用多片段组合的方

案[43-44],而且生命条形码联盟(CBOL)最初建议了6
个片段作为候选片段:matK、rpoC1、rpoB、accD、

nhdJ和YCF5[36],但至今在植物条形码上也没有

达成一个共识。虽然菌物线粒体DNA条形码技术

的应用已经越来越广泛,但不幸的是又不得不面对

一个切实存在的问题,即在菌物线粒体基因中充斥

着的内含子,而且至今也未见学者对菌物DNA条

形码的筛选方向,即采取单一的基因片段还是仿照

植物采取多片段组合的方式给出明确的结论。虽然

在2011年4月的荷兰会议上,确定采用ITS序列作

为真菌通用条形码,对于部分类群可引入补充条形

码。然而,在菌物中的不少类群,ITS并不适用,例
如在黏菌的分子生物及系统发育的研究中,SSU和

EF-1a序列的应用是最为广泛的[29,34-35,39]。由此可

见,对菌物DNA条形码的筛选和检测是非常有必

要的。
中国地域广阔,地理环境和气候差异巨大,因此

菌物资源非常丰富。这些生物资源不仅是系统发育

特殊的珍贵研究材料,也是非常重要的生物资源。
我国拥有生物多样性极高的菌物资源,完全可以根

据已有的标本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

息的菌物DNA条形码数据库。无论是从DNA条

形码数据库的应用价值,还是从生命探索来看,这种

标准数据库的建立将给科研工作和生物资源的保护

与开发带来便利。
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AdvancesinresearchonthefungalDNAbarcodingtechnology

LIUShu-yan ZHANGAo LIYu

EngineeringResearchCenterofChineseMinistryofEducationforEdibleandMedicinalFungi,

JilinAgriculturalUniversity,Changchun130118,China

Abstract DNAbarcodeisatechnologywhichutilizesashortstandardizedDNAfragmenttopro-
viderapidDNA-basedidentificationofunknownlifesamples.Itsadvantageisthattheentireidentifica-
tionprocesswouldnotbetroubledbydifferentlifestagesofthespecimen,especiallyinfungi.Thefun-
galidentificationisusuallydifficultbecauseoftheircomplexlifecycle.Inliteraturemorestudieshave
beenconductedtoscreenapowerfulsuitablegenewhichcouldbeusedasthestandardDNAbarcodefor
fungi.ThecurrentreviewintroducesthehistoryofDNAbarcode,DNAfragmentscreening,andthe
significanceofDNAbarcodetofungaltaxonomyinChina.
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