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摘要：微生物ＤＮＡ条形码技术是利用ＤＮＡ条形码作为标记进行微生物物种鉴定的技术，目前在微生物的研究

中应用广泛。本文综述了微生物ＤＮＡ条形码技术在应用中的优势、局限性和发展，为微生物ＤＮＡ条形码技术

的进一步应用提供参考。
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０　引言

　　ＤＮＡ条形码是一段可以用来进行生物物种鉴定
的ＤＮＡ短小片段，而ＤＮＡ条形码技术是通过使用

ＤＮＡ条形码对物种进行快速、准确识别的技术［１］，一
直为生物学的研究热点。微生物ＤＮＡ条形码技术
是对微生物ＤＮＡ条形码及其应用的研究，目前，微

生物ＤＮＡ条形码技术不仅被应用于物种鉴定，还被
应用于微生物资源开发、生态学研究和安全监管等多
个重要领域［２］。由于存在微生物ＤＮＡ条形码普适
性和技术精确性有待提高等难题，促使研究人员对微
生物ＤＮＡ条形码技术和应用进行了大量的研究。

近年来，生物技术取得了长足的进步，促进了微生物

ＤＮＡ条形码技术发展，为该技术更好地应用打下了
基础［３］。本文从微生物ＤＮＡ条形码技术在应用中
的优势、局限性和发展进行综述。

１　应用优势

　　微生物ＤＮＡ条形码技术鉴定物种的操作流程
简易，包括：获取微生物材料→提取获得质量良好的

ＤＮＡ→设计引物ＰＣＲ扩增目标 ＤＮＡ片断→ＰＣＲ
产物测序→序列分析→确定适合的微生物ＤＮＡ条
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形码→与传统分类方法结合，验证微生物ＤＮＡ条形
码分类的精确性［４，５］。传统的微生物物种鉴定方法
包括形态学、生物化学、生理学等分类方法，与传统的
分类方法相比，科研人员掌握微生物ＤＮＡ条形码技
术相对容易，无需积累很多的经验和知识即可进行。
另外，微生物ＤＮＡ条形码技术鉴定物种不仅最快在

１天内可以完成，而且可以同时进行多个样品的测
定，达到了快速、高通量水平［６］。

１．１　微生物分类

　　在病毒分类研究方面，采用病毒的结构蛋白基因

ｇ２０、ｇ２３基因、ＤＮＡ 聚合酶基因、光合作用基因

ｐｓｂＡ 、ｐｓｂＤ 与焦磷核苷酸水解酶基因ＭａｚＧ 基因
等，成功的应用浮游病毒分类和多样性研究［７，８］。

　　在细菌和古生菌分类研究方面，采用小亚基核糖
体ＲＮＡ基因（ＳＳＵ　ｒＲＮＡ）可以对大多数微生物种
类进行分类［９，１０］，此外，配合其它ＤＮＡ条形码使用，
分类结果更佳，Ｎａｓｅｒ等［１１］使用苯丙氨酰ｔＲＮＡ合
成酶α亚基基因ｐｈｅＳ 和 ＲＮＡ聚合酶α亚基基因

ｒｐｏＡ 部分片段鉴定乳酸菌菌株，均能对不同乳酸菌
菌株很好的分类，表现为通过运算的分类单位（ｏｐｅｒ－
ａｔｉｏｎａｌ　ｔａｘｏｎｏｍｉｃ　ｕｎｉｔｓ，ＯＴＵ）分析，ｐｈｅＳ基因应用
于乳酸菌种分类，种间差异可以达到１０％以上，而种
内差异只有３％；ｒｏｐＡ 基因的种间差异可以达到

５％以上，而种内差异为２％。

　　在真菌的 ＤＮＡ条形码研究方面，相关报道较
多，在真菌中，内转录间隔区（ｉｎｔｅｒｎａｌ　ｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄ
ｓｐａｃｅｒ　ｒｅｇｉｏｎ，ＩＴＳ）是ｒＤＮＡ 的非编码区域，其中

ＩＴＳ－１（位于１８ＳｒＤＮＡ和５．８ＳｒＤＮＡ之间）和ＩＴＳ－２
（位于５．８ＳｒＤＮＡ和２８ＳｒＤＮＡ之间）常被用于真菌
的分类［１２，１３］。Ｌｏｎｇ等［１４］使用ＩＴＳ１、５．８Ｓ、ＩＴＳ２和
细胞色素ｃ氧化酶亚基Ｉ（ＣＯＸＩ）鉴定发现腐霉属两
个新 种 百 色 腐 霉 （Ｐ．ｂａｉｓｅｎｓｅ）、短 枝 腐 霉 （Ｐ．
ｂｒｅｖｅ）；蔡箐等［１５］选用的３个ＤＮＡ候选片段核糖体
大亚基（ｎＬＳＵ）、内转录间隔区（ＩＴＳ）和翻译延长因
子１?α（ｔｅｆ１?α），鉴定鹅膏属１０个种２８份样本材
料，确定ＩＴＳ作为鹅膏属分类的核心条形码，配合

ｔｅｆ１?α和ｎＬＳＵ辅助条形码进行鹅膏属样品鉴定。
此外，研究人员发现，对于有些真菌物种，需要使用

ＩＴＳ以外的ＤＮＡ条形码，如Ｚｈａｏ等［１６］在丛赤壳类
真菌中，选取ＩＴＳ、２８ＳｒＤＮＡ、β?ｔｕｂｕｌｉｎ和ＥＦ－１α基
因进行分类，β?ｔｕｂｕｌｉｎ种间距离为３．４５％，种内距离
为２．７７％，而且，β?ｔｕｂｕｌｉｎ基因具有高的ＰＣＲ和测
序成功率，能够很好的对所选２８种菌种进行分类，
没有种间和种内的交叠，显示出比ＩＴＳ更好的鉴定
效果；而李艳春等［１７］选取 ｎｒＬＳＵ、ｔｅｆ１?α、ｒｐｂ１ 和

ｒｐｂ２　４个ＩＴＳ之外的ＤＮＡ条形码，扩增５７５～８３４
ｂｐ片段测序，通过对牛肝菌４６份样品进行分类，将

４６份样品区分为１２个种，１２个种之间存在外观形态
特征和内部显微特征的差异，与ＤＮＡ条形码分类结
构保持一致，同样取得了较好的鉴定结果。

１．２　微生物的起源、进化等推断

　　ＤＮＡ条形码技术的应用不仅可以用来鉴定物
种，而且可用于物种的起源、进化等分析［３］。Ｍｉｎ
等［１８］利用线粒体ＤＮＡ条形码，进行７个子囊菌、２
菌种、３个担子菌和１个壶菌的分子系统学研究，所
构建的分子进化树与传统分类认定的物种进化关系

一致。

２　应用局限性

２．１　ＤＮＡ条形码普适性有待提高

　　目前，微生物ＤＮＡ条形码缺乏普适性，对于部
分微生物物种，不能成功用一段常用的ＤＮＡ链中的
碱基序列来作为物种分类的标志物。在分类时一般
选取几个代表属种进行测试，而微生物物种多样性丰
富，因此，在少数物种上验证分类成功的ＤＮＡ条形
码，在其它物种不一定适用［１９，２０］。根据生物条形码
协会（Ｃｏｎｓｏｒｔｉｕｍ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　Ｂａｒｃｏｄｅ　ｏｆ　Ｌｉｆｅ）提议，ＩＴＳ
是真菌鉴定使用的主要ＤＮＡ条形码，但还需要配合
其它ＤＮＡ条形码（ＬＳＵ、ＳＳＵ、ＲＰＢ１、ＣＯＩ等）一同
使用，才能提高真菌分类的精确性；ＣＯＩ基因条形码
适用于青霉，但ＣＯＩ基因条形码成功应用于其它真
菌分类却鲜有报道，在丛枝菌根真菌中，使用跨越

１５０ＳＳＵ、ＩＴＳ和ＬＳＵ 的一个１５００ｂｐ　ＤＮＡ片段分
类更为有效［２１］。

２．２　ＤＮＡ条形码技术的精确性受多种因素影响

　　目前，主要的影响因素有［１４，２２］：（１）ＤＮＡ片段进
化速度方面，所使用的ＤＮＡ片段在不同物种进化的
速度不一，不同物种种间差异和种内差异数值具有差
异；（２）样品 ＤＮＡ 方面，有些材料提取高质量的

ＤＮＡ困难，或有些 ＤＮＡ 片段 ＰＣＲ扩增成功率较
低，造成难以获取目标ＤＮＡ片断。赵鹏等［２２］以丛赤
壳科５个属１１个种１７个菌株为材料，评估ＣＯＩ基
因作为丛赤壳科真菌ＤＮＡ条形码的有效性，发现由
于丛赤壳科真菌ＣＯＩ基因存在较大的内含子，造成
分子实验操作困难，ＣＯＩ基因片断的ＰＣＲ 扩增测
序，成功仅率为２２．７％；（３）ＰＣＲ偏好性方面，使用

ＩＴＳ作为ＤＮＡ条形码分类时，必须科学设计引物，
否则在ＰＣＲ扩增时就会产生偏好扩增，对于从环境
直接提取的ＤＮＡ样品，这无疑会造成鉴定失误；（４）
序列分析的方法方面，分析算法还需要改进。

８２ Ｇｕａｎｇｘｉ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｖｏｌ．２２Ｎｏ．１，Ｆｅｂｒｕａｒｙ　２０１５



３　微生物ＤＮＡ条形码技术的发展

３．１　技术使用在不断提升

　　近年来，研究人员一直致力于提升微生物ＤＮＡ
条形码技术，主要成果有（１）使用多个ＤＮＡ片段组
合作为 ＤＮＡ 条形码来进行鉴定。使用对于单一

ＤＮＡ条形码不能正确进行分类的微生物物种，选取
不同的ＤＮＡ片段进行测定，即使用多个基因片段组
合，通过几个不同的 ＤＮＡ 序列组合来进行鉴定。

Ｒｏｅ等［２３］使用单一的 ＤＮＡ条形码，能够成功鉴定

４０％～７０％的长喙壳属和球腔菌属真菌，而使用ａｃ－
ｔｉｎ、ＥＦ１ａ、Ｂｔｕｂ、ＵＦＭ、ＩＴＳ２片段组合条形码分类，
鉴定成功率可以提升至１００％。目前，研究人员利用
多个ＤＮＡ片段组合鉴定物种发展形成了多位点序
列分型 （Ｍｕｌｔｉ　Ｌｏｃｕｓ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　Ｔｙｐｉｎｇ，ＭＬＳＴ）［２４］、
多位点序列分析（Ｍｕｌｔｉｌｏｃｕｓ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ，ＭＬ－
ＳＡ）技术［２５］的相关报道不断增多，ＭＬＳＴ技术已经
应用于肺炎链球菌、布鲁氏菌等微生物的分类［２６，２７］；
（２）ＰＣＲ扩增难度的不断降低。真菌的线粒体基因
具有很多较大的内含子，这个技术障碍可以通过应用
反转录ＰＣＲ的方式进行克服［２８］；（３）与其它技术联
合使用鉴定微生物物种。蒲小平等［２９］将生物条形码
技术与基于磁性纳米微球的免疫检测技术结合，建立
了生物条形码探针和金纳米颗粒（ｇｏｌｄ　ｎａｎｏｐａｒｔｉ－
ｃｌｅｓ，ＡｕＮＰｓ）快速检测致病性大肠杆菌Ｏ１５７：Ｈ７的
方法。

３．２　新的微生物ＤＮＡ条形码的发现

　　研究人员一直在寻找新的微生物ＤＮＡ条形码，
使微生物 ＤＮＡ 条形码技术的鉴定水平更精确。

Ｓｔｏｃｋｉｎｇｅｒ等［３０］通过优化，选择出了ＲＮＡ聚合酶Ⅱ
的大亚基ＲＰＢ１片段作为ＤＮＡ条形码的新区域，用
于研究丛枝菌根真菌的多样性。

３．３　应用范围的扩大

　　微生物ＤＮＡ条形码技术最常用的领域是微生
物分类。目前，研究人员已经将该技术的应用范围扩
大到分子系统学研究、生物安全监管、食品药品安全
监管等［２９，３１～３３］。

３．４　成本的降低

　　为了使微生物ＤＮＡ条形码技术更经济，研究人
员用微条形码进行物种分类，达到降低技术成本的目
的。常用ＤＮＡ条形码长度约几百ｂｐ，微条形码远远
小于常用 ＤＮＡ 条形码，有的只有２５ｂｐ大小，使

ＰＣＲ扩增的ＤＮＡ片段大为减小，从而降低了测试成
本［３４］，例如，ｖａｎ　Ｚｕｙｄａｍ等［３５］建立了鉴定小粘束霉
属真菌的微条形码系统。

４　展望

　　随着基因组学、蛋白组学和转录组学等分子生物
学技术和数据分析技术的进步，微生物ＤＮＡ条形码
技术水平不断提高，更适用的微生物ＤＮＡ条形码有
望出现，将更好地服务于微生物分类、多样性和进化
研究和其它微生物研究领域。
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