
收稿日期: 2012-12-21 接受日期: 2013-02-04
作者简介:宋南( 1980 ～ ) ，男，博士，主要研究方向:半翅目昆虫分子系统发育及 DNA条形码研究，E-mail: songnan1980@126. com #并列第一作者
* 通讯作者 Corresponding author

DOI: 10． 3969 / j． issn． 1000 － 7083． 2013． 03． 031

DNA条形码在昆虫分类中的应用
宋南1，2#，刘杰3#，彩万志2，赵忠懿1*

( 1． 中华人民共和国河南出入境检验检疫局，郑州 450003; 2． 中国农业大学昆虫系，北京 100094;
3． 中国科学院动物研究所，北京 100101)

摘要: DNA条形码( DNA barcoding) 是生物分类学领域出现的一项新技术，其本质是一段含有生物信息的 DNA
片段，人们可以利用这段基因片段进行物种鉴别。在昆虫分类领域，DNA barcoding 采用的标记基因主要是线粒体
COⅠ基因。该基因在引物对应部分比较保守，其它部分具相当变异，容易利用通用引物进行 PCR扩增; 同时在近缘
种间，这段基因的差异又足够大。近年来，人们利用 DNA barcoding技术针对昆虫纲不同类群开展了广泛的研究，尤
其在物种鉴定和生物多样性领域。与传统分类相比，DNA barcoding具有客观、简便、准确、快捷等优势，但是作为一
种新技术，它仍有许多问题亟待解决，这主要表现在理论和技术两个方面。在理论方面，DNA barcoding 的基本功能
是物种鉴定而非物种定义。在技术方面，DNA barcoding应着力解决基因标记的选择、与形态分类系统的兼容以及
干扰基因的排除。本文主要针对 DNA barcoding 在昆虫分类中的应用、存在的问题以及可能的解决方法等予以
综述。
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Application of DNA Barcoding in Insect Taxonomy
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Abstract: DNA barcoding is a new technique in the field of taxonomy． This technique is based on a fragment of DNA se-
quence，such as the mitochondrial COⅠ gene，on which we can identify organisms by assessing its similarity to a set of ref-
erence taxa． The COⅠ gene is conservative enough to be amplified by the“universal primers”． Meanwhile，diversity in nu-
cleotide sequences of the same gene region of COⅠ permits the discrimination of closely allied species． In recent years，
DNA barcoding had been widely applied to the insect taxonomy，especially in species identification of different insects and
biodiversity researches． DNA barcoding is generally considered as a reliable，cost-effective and easy tool in molecular identi-
fication，yet it has faced several taxonomic and molecular problems． Firstly，DNA barcoding should be used as a tool for
species identification instead of species definition． Secondly，there are several issues in the DNA barcoding methodologies
including gene locus selection，compatibility with traditional taxonomic system，and pseudogenes as well． This paper aims to
review the DNA barcoding technique and its applications in insect taxonomy． Some problems and possible solutions in this
technique will be analyzed as well．
Key words: DNA barcoding; insect taxonomy; species identification; existing problem

近年来，随着分子生物学技术的快速发展，在分类学研

究领域人们以生物体的某段 DNA 序列作为类似于商品条形
码的标记，以此来标志一个物种。这项技术即为 DNA 条形
码( DNA barcoding) 。

21 世纪初，德国进化生物学家 Tautz 教授在 Nature 等杂
志撰文，首次提出将 DNA 作为生物分类研究平台的观点
( Tautz et al.，2002，2003) 。随后，加拿大 Hebert教授提出了
DNA barcoding的概念( Hebert et al.，2003a) ，并以 COⅠ ( cy-

tochrome oxidase subunit Ⅰ) 基因为基础进行动物分类研究
( Hebert et al.，2003b) 。昆虫作为世界上物种数量最多的类
群，其在分类上存在大量争议，并且，目前尚有大量种类有待

我们去发现、描述和命名，因此其分类任务复杂而艰巨。
DNA barcoding具有客观、简便、准确、快速、易操作等优点，它
的出现弥补了传统形态分类的诸多不足，为提高昆虫物种鉴

定效率、发现新种和隐存种、研究系统进化关系、保护昆虫物
种资源多样性等提供了新的研究方法。本文主要综述了
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DNA barcoding在昆虫分类研究中的进展以及存在的问题和
解决的办法，旨在使人们对这项新技术有一个更加深入的

了解。

1 DNA barcoding概述

DNA barcoding本质就是一段 DNA 片段，这个片段具有

的某些特点可以使其成为某一物种的分子标签，即人们以已

知的一系列分类单元的 DNA 序列为参考，通过序列间相似
度的评价来实现物种的鉴定。中文资料中多将 DNA barcod-
ing翻译为 DNA条形码，但事实上，DNA 条形码与传统意义
的条形码有着本质区别。现将 DNA barcoding 与传统条形码
的一些内容进行比较( 表 1) ，以此来探究它们之间的差异。

表 1 DNA barcoding与传统条形码的比较
Table 1 Comparison of DNA barcoding and commodity barcode

DNA barcoding 传统条形码

编码本身是否有意义 自然形成的，非人为赋予，本身具有生物学意义 人为赋予，离开数据库则没有任何意义

是否可变 DNA序列处于进化中，是可变的，其变化的机理未完全明确 人为设定的，不会变化

使用方式
使用时需要进行运算，通常以距离或者序列差异进行核对，目前
的研究中未能实现精确对应

直接查对，一一对应

有无明确的对应性
没有明确的对应。可以对应一个群体，也可以对应于个体。当前
的概念主要用于对应物种，应用时必须考虑到群体的个体差异

明确对应

在昆虫分类研究中，人们主要利用线粒体 COⅠ基因进
行物种鉴定。目前作为 DNA barcoding 使用的 COⅠ基因是
靠近 5'末端的约 650 bp的一段。DNA barcoding的技术流程
比较简洁( 图) ，主要包括样品获取、DNA 提取、PCR 扩增、序
列测定、序列比对及根据序列差异进行判别。

2 DNA barcoding 在昆虫分类中的应用

DNA barcoding最基本的用途是物种间的相互区别和新
物种的发现。由这两个用途衍生出许多其它用途，比如: 物
种多样性分析、发现新种和隐存种、监测外来物种入侵、检验
检疫中的快速物种鉴定等。
目前，DNA barcoding 技术已经应用于昆虫纲 31 个目的

种类鉴定( 表 2) ，已经公布的 COⅠ序列主要集中在物种多样
性较为突出的鳞翅目、膜翅目、双翅目、鞘翅目、毛翅目和半
翅目。最早将 DNA barcoding技术应用于昆虫分类研究的是
加拿大 Guelph大学的 Hebert教授，他基于 COⅠ序列对双翅 图 DNA barcoding的技术流程

Fig. Roadmap for DNA barcoding

表 2 DNA barcoding 在昆虫纲部分种类中的应用( 来自 BOLD，截止 2012 年 8 月)
Table 2 Utilization of DNA barcoding in different insect orders ( from BOLD，up to August，2012)

目( Order) 已公布的 COⅠ
序列数目

目( Order) 已公布的 COⅠ
序列数目

石蛃目 Archaeognatha 78 长翅目 Mecoptera 84

蜚蠊目 Blattaria 680 广翅目 Megaloptera 1290

鞘翅目 Coleoptera 36 458 脉翅目 Neuroptera 1780

革翅目 Dermaptera 137 蜻蜓目 Odonata 4976

双尾目 Diplura 10 直翅目 Orthoptera 5363

双翅目 Diptera 114 009 口目 Phasmatodea 108

纺足目 Embioptera 14 虱目 Phthiraptera 701

蜉蝣目 Ephemeroptera 9444 襀翅目 Plecoptera 3852

恐蠊目 Grylloblattodea 1 啮虫目 Psocoptera 432

半翅目 Hemiptera 25 225 蛇蛉目 Raphidioptera 15

膜翅目 Hymenoptera 136 816 蚤目 Siphonaptera 156

等翅目 Isoptera 826 捻翅目 Strepsiptera 12

鳞翅目 Lepidoptera 584 881 缨翅目 Thysanoptera 1618

螳螂目 Mantodea 372 缨尾目 Thysanura 12

螳 目 Mantophasmatodea 2 毛翅目 Trichoptera 27 781
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目、鞘翅目、膜翅目和鳞翅目昆虫进行序列差异分析，其结果
显示鳞翅目具有较低的序列分歧( Herbert et al.，2003b) 。此
后，Herbert等( 2004a) 又基于 COⅠ基因证明了双带蓝闪弄蝶
Astraptes fulgerator 实际上是 10 种蝴蝶的混合种团。针对长
久保存的馆藏标本，人们提出了 DNA 微型条形码( mini-bar-
code) 技术( 约 130 bp的 COⅠ序列) ，起初这项技术被应用于
寄生蜂的种类鉴定( Hajibabaei et al.，2006a) 。Hajibabaei 等
( 2006b) 利用 DNA barcoding 对鳞翅目 3 科 521 种昆虫进行
分类鉴定，其结果证明 DNA barcoding 具有很高的准确性。
Linares等( 2009) 利用 DNA barcoding 技术研究了马达加斯加
特有的蝴蝶 Heteropsis的进化多样性。Jurado-Rivera等( 2009)
通过 DNA barcoding研究了鞘翅目叶甲类昆虫与寄主植物之
间的关系。Gauthier( 2010 ) 基于微卫星序列和 COⅠ序列研
究了鞘翅目小蠹亚科 683 个样本的分类关系，证明了同一种
Hypothenemus hampei中存在隐存复合体。Seabra等( 2010) 通
过 DNA barcoding对沫蝉 Philaenus spumarius进行了准确的分
类鉴定。Virgilio等( 2010) 比较了 DNA barcoding在昆虫纲鞘
翅目、双翅目、半翅目、膜翅目、鳞翅目和直翅目中的鉴定效
率，其结果显示在没有数据库资料作为参照的情况下，利用

DNA barcoding 进行物种鉴定的效率会受到一定的影响。
Zhou等( 2011) 测定了毛翅目石蛾类昆虫 1000 余条 COⅠ基
因序列，并基于这些序列构建了 DNA barcoding 参考数据库。
Park等( 2011) 通过 DNA barcoding 研究了半翅目 178 属 344
种蝽类的分类关系，揭示了隐存种的存在。Elderkin 等
( 2012) 利用 DNA barcoding成功地鉴定了两种蜉蝣: Hexage-
nia limbata和 Hexagenia rigida的幼虫，而这两种蜉蝣在幼虫
阶段是无法通过形态特征予以区分的。Lee 等( 2012 ) 基于
DNA barcoding对鞘翅目、半翅目和鳞翅目 77 种昆虫进行分
类鉴定，证明了 DNA barcode在林木害虫鉴定方面的有效性。
Smith等( 2012 ) 研究了 DNA barcoding 在昆虫共生菌 Wolba-
chia存在情况下的鉴定效率，其结果表明 DNA barcoding对昆
虫的种类鉴定不会受到 Wolbachia DNA的影响。
近年来，我国昆虫学家也利用 DNA barcoding 开展了大

量的研究，并取得了丰硕的成果。如安榆林等( 2006 ) 通过
COⅠ基因研究了鞘翅目光肩星天牛的种间遗传差异。付景
和张迎春( 2006) 基于 DNA barcoding探讨了鞘翅目瓢虫科的
分类关系。欧阳小艳等( 2007 ) 基于 COⅠ基因比较了 DNA
条形码在口岸医学媒介蚊类识别中的准确性。Zhang 等
( 2008) 将 DNA barcoding 与反向传播神经网络( Back-Propa-
gation Neural Networks) 相结合，提出了基于 BP人工神经网络
的物种鉴定新方法; 并且，他们通过数据模拟验证了基于 BP
物种鉴定的可行性，成功地鉴定了东亚步甲和哥斯达黎加弄

蝶。范京安等( 2009) 基于 COⅠ基因对双翅目实蝇科 12 属
36 种昆虫进行分类鉴定，其结果证实了 DNA barcoding 在果
实蝇鉴定中具有较高的准确率。Zhang等( 2010) 通过计算机
模拟与实例研究相结合，提出了与 DNA barcoding 相关的物
种取样策略，并给出了关键取样量的计算方法。Zhang 等
( 2011) 将模糊集合理论与 DNA 条形码相结合，成功地对蝶
类和蝇类昆虫进行分类鉴定。岳巧云等( 2011) 通过 COⅠ基
因对形态无法区分的鞘翅目幼虫进行鉴定，证实了 DNA bar-

coding在幼虫种类鉴定中的准确性和实用性。Zhang 等
( 2011) 通过 DNA barcoding 证明了内寄生蜂 Anicetus 具有很
强的寄主特异性。梁亮等( 2011 ) 测定了 25 种果实蝇的 155
条 COⅠ条形码序列，验证了 COⅠ基因对果实蝇属的鉴定效
率。Zhang等 ( 2012 ) 将生物信息学方法 ( DV-RBF 和 FJ-
RBF) 引入 DNA barcoding 技术中，证明了新方法的优越性。
中国科学院动物研究所 Chesters 等( 2012 ) 基于 COⅠ基因与
核基因 28S rDNA序列，揭示了膜翅目跳小蜂科中的 Encyrtus
sasakii包含了 3 个隐存种。刘慎思等( 2012 ) 将 DNA barcod-
ing应用于桔小实蝇幼虫及成虫残体的分类鉴定。乔玮娜等
( 2012) 将 DNA 条形码技术应用于蓟马分类研究，验证了
DNA条形码在蓟马快速准确鉴别中的有效性。Dai 等
( 2012) 基于 COⅠ基因以及 ITS1 和 ITS2 基因对松毛虫近缘
种进行了分类鉴定，并构建了相关类群的系统演化关系。

3 存在的问题

DNA barcoding的出现表明了生物微观特征进入分类学
研究的趋势。然而，如同一切新生事物一样，DNA barcoding
从开始提出就存在许多争议。目前，这种争论仍然非常激
烈，其焦点主要集中在两个方面: 一是 DNA barcoding 与传统
分类学的关系，二是关于 DNA barcoding的一些技术问题。
3. 1 DNA barcoding与传统分类学的关系
传统的生物分类学是以众多的形态特征为基础，而 DNA

序列可以被看作众多特征中的一个。因此，有研究者认为不
应赋予 DNA 序列高于其它特征的“特权”，仅仅以有限的
DNA序列作为鉴定物种的依据可能会存在说服力不足的问
题( Prendini，2005) 。因此，关于 DNA barcoding 与分类学的
关系，合理的看法应该是把 DNA barcoding 定义为一个有前
途的技术工具( Schindel ＆ Miller，2005) ，其作用应该是服务
于分类学而不是取代分类学( Ebach ＆ Holdrege，2005) 。

DNA barcoding的初衷是提供一个简便的物种鉴定方法，
然而在分类研究中，研究者时常遇到两个问题，一是物种的

区分与鉴定，二是定义新发现的物种，DNA 序列在这两个方
面都具有应用的潜力。因此有学者指出，这两种相近的潜力
必须予以区别，强调物种鉴定而非物种定义是 DNA barcoding
技术的基本功能。DNA序列用于区别不同物种是可行的，例
如在检疫鉴定方面用以区别形态学上十分相近的物种。但
用于定义物种，或者仅仅依据 DNA 的差别定义物种是不充
分的( Prendini，2005) 。
3. 2 关于 DNA barcoding的几个技术性问题
3. 2. 1 DNA barcoding标记基因的选择及取样数量 关于
使用什么序列作为 DNA Barcoding 的问题存在诸多争论，仅
以 COⅠ基因的部分序列作为 Barcoding 可能是不充分的
( Prendini，2005) 。Hebert 等( 2004b) 基于对鸟类的研究，提
出 10 倍于种内差异可以作为界定物种的界线，并提议将此
界线作为一个通用标准。但 COⅠ是一个处在不断变化中的
基因，而且人们已经发现 COⅠ基因序列在某些物种的同种
个体间也存在非常大的差异 ( Edmands，2001; Goetze，
2003) 。因此，决定采用什么基因序列作为 Barcode和划定什
么样的界线作为物种界定的问题尚待商榷。与此相关联的
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还有取样数量的问题，即多少个体可以代表一个物种。由于
不同类群的种内差异与种间差异是未知的，所以必须有充足

的样本来反映种间差异与种内差异，依此来制定一个鉴别的

标准，而且对于不同的类群，这个标准可能会有差异。
3. 2. 2 与形态分类系统的兼容问题 形态分类系统已经被
广泛应用了 200 多年，当今的生物分类主要基于此系统。新
出现的 DNA barcoding必须解决与此系统的兼容问题。在形
态分类系统出现并不断完善的过程中，人们依据形态分类命

名了大量的物种。要获取 DNA barcoding 需要的基因片段，
最可靠的方法就是直接从这些物种的模式标本取样。然而，
某些物种的模式标本已经遗失，有的也因年代过于久远而无

法取样。并且这些标本通常具有重要的分类学价值，提取
DNA的操作对于标本具有破坏性，因此把 DNA barcoding 用
于珍贵的模式标本是不合适的。对于这个问题可以采取使
用一般标本的方式作为折衷，但这种处理方式可能导致 DNA
barcoding系统与林奈分类系统在对应上出现偏差。
3. 2. 3 存在基因序列的干扰 细胞内含有大量的不同 DNA
序列，包括自身序列以及非自身序列，这就导致出现干扰的

可能。在造成干扰的因素中，核基因是一个主要的方面。核
基因组里存在线粒体基因的同源序列( 假基因，pseudo-
gene) ，如果这些序列被错误用作 DNA barcodes，将会引起严
重干扰。但由于核基因组里的线粒体同源序列为假基因，不
被表达，所以细胞中不存在相应的 RNA ( Collura et al.，
1996) ，可以通过 RT-PCR 的方法予以解决( Lorenz et al.，
2005) 。
此外，由共生微生物导致的干扰也是亟待解决的问题。

昆虫体内存在共生微生物的现象十分普遍，比如 Wolbachia
( Hilgenboecker et al.，2008; Nice et al.，2009; Sun et al.，
2011; Smith et al.，2012) 。近年来的研究发现，这些共生体
可对线粒体发生选择作用，使线粒体差异发生增大或减小的

变化，进而使得线粒体 DNA 的进化偏离中性进化( Hurst ＆
Jiggins，2005) 。这种影响对依据 COⅠ片段差异判定物种的
DNA barcoding技术有着非常严重的影响。比如，地理分布上
相距较远的同种生物因共生体的不同可能会导致线粒体 DNA
序列的差异变大，从而出现一个物种具有多个不同COⅠBar-
code的情况。这种现象在果蝇 Drosophila simulans 中已被发
现( James ＆ Ballard，2000) 。另外，一种共生体生物可以寄生
于不同的物种，从而可能导致两种生物对应一个 COⅠ Bar-
code的情况。这些可能的影响都将使一条 COⅠ Barcode 对
应一个物种的设想不能实现。针对这类问题，有研究者建议
联合使用核基因予以解决( Rokas et al.，2001) 。

4 结语

在通常情况下，同一物种中不同个体的 DNA 序列存在
一定的差别，但是其差别通常并不显著。基于这样的假设，
DNA barcoding使用的基因片段可以依据相似性产生一个线
索，进而对该样本是否属于某个物种提供数据上的支持或者

不支持。所以，DNA barcode 应该是一个用于检索的线索而
非一个传统意义上的“Barcode”。在某种意义上，DNA bar-
code更应该被视为一个物种所具有的众多特征中的一个特

征，因此，人们应当将 DNA序列作为与形态特征等宏观特征
并列的特征进行记录。
对于昆虫分类学而言，DNA barcoding的提出具有十分积

极的一面。同时，如同任何新技术刚刚出现时一样，它也不
可避免的要面临一些问题。但是，DNA作为一种微观特征加
入到分类研究中是大势所趋。将分子生物学技术应用于分
类学是一个巨大的进步，它使分类学发展到了分子水平。尽
管 DNA barcoding技术不能解决所有问题，但是它仍然可以
作为一件有用的工具服务于昆虫分类与系统学。
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