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DNA条形码技术在石斛分类鉴定中的应用进展 

涂国章*, 张显强 

(贵州警察学院刑事技术系, 贵阳  550005) 

摘  要: 由于石斛属植物种间、种内形态相似, 地域分布范围广泛、杂交种众多, 市场上混乱, 现亟需一种简

单、高效的鉴定方法对其进行准确地鉴定。DNA 条形码技术利用标准的一个或多个 DNA 片段对物种进行鉴

定, 是近年来生物学研究的热点领域, 也是生物学发展最迅速的方向之一。DNA 条形码技术可以从分子水平

弥补传统鉴定方法的一些不足。该技术具有良好的通用性, 使得物种鉴定过程更加快速, 已经广泛应用于石斛

的鉴定研究中。本文综述了 DNA 条形码技术及其原理, 同时讨论了基于核基因片段(ITS、ITS2)以及叶绿体基

因片段(matK、rbcL、psbA-trnH)在石斛分类鉴定中的应用, 以期为加大石斛分类鉴定的力度和精度, 以及为

DNA 条形码技术在石斛分类鉴定领域拓展和应用提供一定的理论指导依据。 
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Application progress of DNA barcoding technology in Dendrobium 
classification and identification 

TU Guo-Zhang*, ZHANG Xian-Qiang 

(Department of Criminal Technology, Guizhou Police College, Guiyang 550005, China) 

ABSTRACT: Due to the similar inter-species and intra-species morphology, wide geographical distribution and 

numerous hybrids of Dendrobium, the market is in chaos. Therefore, a simple and efficient identification method is 

urgently needed to accurately identify Dendrobium. DNA barcoding, which uses one or more standard DNA 

fragments to identify species, is one of the hot fields in biological research in recent years and one of the fastest 

developing directions of biology. DNA barcoding technology can make up for some shortcomings of traditional 

identification methods at the molecular level. This technology has good universality, which makes the process of 

species identification more rapid, and has been widely used in the identification of Dendrobium. This paper 

summarized the DNA barcoding technology and its principle, and discussed the application of nuclear gene fragments 

(ITS, ITS2) and chloroplast gene fragments (matK, rbcL, psbA-trnH) in the classification and identification of 

Dendrobium based on the research of DNA barcoding technology in the classification and identification of 

Dendrobium in recent years at home and abroad, in order to increase the strength and accuracy of Dendrobium 

classification and identification, and provide a theoretical basis for the development and application of DNA 

barcoding technology in the field of Dendrobium classification and identification. 
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0  引  言 

石斛(Dendrobium)属植物为兰科附生草本, 全球约有

1200~1500 个物种, 中国约有 76 种, 常见为: 铁皮石斛、

霍山石斛、金钗石斛、喉红石斛等, 主要分布在云南、贵

州、四川以及华南等地区[1]。石斛类产品含有多种生物碱、

多糖、氨基酸和香豆素等成分, 具有抗氧化、抗衰老、抑

制肿瘤和降血糖等药用价值, 同时石斛也被作为茶饮、凉

拌菜、发酵食品等进行食用[2]。由于石斛属植物种间、种

内形态相似, 且地域分布范围广泛, 市场上出现的石斛类

药材质量参差不齐, 而且劣质产品众多, 导致石斛类药用

产品的安全和质量难以保证[3]。因此为了保证药用石斛的

临床疗效和使用安全, 迫切需要一种简单、高效、快捷的

方法对其进行准确鉴定。传统的石斛鉴定多为形态学鉴定

以及显微鉴定, 但是该方法带有一定的主观性, 同时又缺

乏大量的、专业的分类学家, 导致传统的鉴定方法难以大

规模推广[4]; 除此外, 色谱法、光谱法、质谱法等理化方法

虽然也被经常使用, 但是石斛中的化学成分及元素多样, 

缺乏专属性和特异性, 因此无法对不同石斛进行精准的鉴

别[5]。而 DNA 分子生物学鉴定方法的出现, 尤其是 DNA

条形码技术的应用 , 弥补了上述鉴定方法的不足 , 由于

DNA 条形码技术具有高通量、高准确性等优点, 已成为目

前物种鉴定的研究热点[6]。本文综述了 DNA 条形码技术及

其原理, 同时讨论了基于核基因片段(ITS、ITS2)以及叶绿

体基因片段(matK、rbcL、psbA-trnH)在石斛分类鉴定中的

应用 , 以期为加大石斛分类鉴定的力度和精度 , 以及为

DNA 条形码技术在石斛分类鉴定领域拓展和应用提供一

定的理论指导依据。 

1  DNA 条形码技术及原理  

长期以来, 生物分类学家一直在寻找能够迅速区分

不用物种的方法。2003 年, 加拿大动物学家 HEBERTT

等 [7]首次提出了 DNA 条形码(也叫生物条形码)概念, 很快

该技术广泛的在物种分子鉴别中得到应用, 成为生态学研

究的重要工具, 在生物分类学领域发挥了极为重要的作

用。国际生命条形码联盟(Consortium for the Barcode of 

Life, CBOL)对 DNA 条形码的定义是: DNA 条形码为一短

段能够高效鉴定物种的 DNA 标准区域[8]。DNA 条形码技

术通过对样品提取理想的候选 DNA 片段, 利用引物聚合

酶链反应(polymerase chain reaction, PCR)技术扩增和纯化

选取片段, 并进行测序分析序列, 从而寻找目标 DNA条形

码, 构建 DNA 条形码识别系统[9]。DNA 条形码技术可准

确地辨别形态相似性很高的物种, 该技术可以在生物任何

生长发育时期的任何形态下使用, 相对于传统的形态学鉴

定有着明显的优势, 而且该方法可以建立标准化的、统一

的 DNA 条形码数据库, 可方便、快速的一次性鉴定大量的

样本, 即使样本受损也不会影响识别结果, 这是传统分类

鉴定方法所无法比拟的, 这为分类学研究提供了可信息化

的分类学标准和有效的分类学手段, 使之快速的成为动、

植物等分类学领域发展最快的前沿学科之一[10]。 

研究 DNA 条形码的难点是如何找到理想的 DNA 片

段, 使所有的动、植物种群得到区分。在所有的基因序列

中, 理论上不存在一种普遍适用于所有种群生物的 DNA

条形码序列。这是因为任何一个基因序列都不可能在各

种生物中既表现出保守特征, 同时又包含足够的序列变

异信息来满足物种的辨别需求, 因此在分辨不同的物种

类群时需要选取不同的目标基因。理想的 DNA 条形码应

当符合以下特征: (1)具有可以区分不同物种的足够的遗

传变异性和一定的分化度, 同时种间变异大于种内变异, 

具有保守性[11]; (2)目标 DNA 区足够短, 便于 DNA 提取和

PCR 扩增[12]; (3)具有相对保守的引物设计区, 便于设计通

用引物[13]; (4)应该包含足够多的系统进化信息, 便于确认

物种的系统地位[14]。常见 DNA 条形码在石斛分类中的应

用见表 1。 

国际上公认的植物 DNA 条形码候选序列主要有 ITS、

ITS2、psbA-trnH、matK 和 rbcL[23]。《中国药典》2015 年

版收载 DNA 条形码技术指导原则建立了植物类采用

ITS2/ITS 为主、叶绿体 psbA-trnH 为辅的中药材鉴定体系。

目前 DNA 条形码技术被广泛应用于石斛的鉴定中, 相关

研究利用 DNA 技术已经成功区分多个石斛属物种[24]。 
 

 
表 1  常见 DNA 条形码在石斛分类中的应用 

Table 1  Classification and application of common DNA barcoding 

分类 基因片段 主要适用于对象 石斛分析对象 参考文献 

核基因 
ITS 

ITS1 

ITS2 

动物、植物、真菌 
秋石石斛、海南石斛 

铁皮石斛 

霍山石斛、喉红石斛 

[15] 

[16] 

[17‒18] 

叶绿体基因 

matK 

rbcL 

trnH-psbA 

植物 

铁皮石斛、仙桃石斛 

镰刀石斛 

金钗石斛、细叶石斛 

[19‒20] 

[21] 

[22] 

rpoB、rpoC1、UPA、accD、ndhJ、

YCF5、psbk-psbI 
植物 不单独作为核心条形码使用 [23] 
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2  基于核基因的 DNA 条形码技术在石斛分类

鉴定中的应用 

核基因组是串联重复排列的基因家族, 其含有非常

丰富的 DNA 序列, 该序列常用于 rRNA 编码, 但是大多数

单拷贝基因和它们的内含子基因由于缺乏通用引物不利于

PCR 扩增从而不能作为 DNA 条形码候选序列[25]。内转录

间隔区(internal transcribed spacer, ITS)(如图 1)基因位于

18S rRNA (ribosomal RNA)基因和 28S rRNA 基因之间, 中

部被 5.8S rRNA 基因分割为 ITS1 区与 ITS2 区[27]。在前体

RNA 形成 rRNA 时, ITS1 和 ITS2 会被剪断, 不参与核糖体

的形成, 因此该区域所受选择压力小, 进化速度快, 在大

部分的真核生物中都表现出了较为广泛的序列多态性, 现

已被广泛应用于石斛近缘种间的系统发育关系研究, 其序

列常用来鉴定物种同源性[28‒29]。栗丹等[15]对搜集的 35 个

已知石斛样品以及 8 个未确定石斛样品进行研究, 石斛的

ITS 序列大小通常比其他生物短, 变幅在 187~298 bp 之间, 

通过分析 ITS 序列差异与形态特征的关系, 结果表明, ITS

同源性的高低, 与形态的相似性成正相关, 即形态差异越

小, ITS 序列同源性也就越高。ITS 序列分析不仅可以鉴定

石斛种类 , 还可以为寻找新的石斛来源提供分子证据。

DUONG 等[30]构建了 32 种越南本土石斛的 ITS1-5.8S-ITS2

序列数据库, 通过与世界石斛物种的序列进行对比, 其中

23 种完全相同, 在剩余的 9 个物种也重新进行拉丁名称编

辑。由此可以看出, ITS 作为一个强大的系统进化编辑, 在

石斛鉴定中表现出较高水平的种间差异。然而, 由于其完

整的协同进化、扩增测序困难、真菌污染以及测序中会

扩增所包含真菌的序列进而导致与植物目的序列相混淆, 

在实际应用过程中影响鉴定结果, 中国植物条形码研究

团队认为其只是石斛鉴定中的一个补充点位 , 建议用

ITS2 作为候选序列[31]。WANG 等[17]筛选了霍山石斛鉴定

的通用序列, 发现 ITS2 为可以作为鉴定霍山石斛及其混淆

品的 DNA 条形码序列。目前关于喉红石斛的分类在《中

国植物志》中一直未被定义。刘红梅等[18]建立了一种新的

ITS2 二级结构信息挖掘方法来探索喉红石斛的分类归属

问题, 该方法打破了以往“看图说话”的主观分析模式, 通

过在分析 ITS2 二级结构的 4 个螺旋臂形态差异的基础上, 

进行了“数据化”分析, 同时对比了 ITS2 序列信息、遗传距

离、NJ 系统发育树, 结果表明, 喉红石斛与黑毛组石斛的

亲缘关系非常接近, 因此认为喉红石斛应该被归为黑毛组

石斛。 

ITS 基因在石斛分类鉴定中也存在一定的局限

性 [32]。李园园等 [33]以贵州赤水产金钗石斛(包括鱼肚兰、

竹叶兰和圆茎兰)为研究对象, 结果显示, 金钗石斛 3 种种质

核糖体 ITS2 共有序列相似度达 96.69%, 两两比较, 相似度均

为 100.0%, 长度分别为: 圆茎兰 491 bp、竹叶兰 492 bp、鱼

肚兰 493 pb。由此可见 , ITS2 在种内遗传变异较小 , 不

能鉴定出金钗石斛种内变异。将 3 种种质的核糖体 ITS2

共有序列分别上传 “ 中药材 DNA 条形码鉴定系统 ” 

(http://www.tcmbarcode.cn/china/index.php?optionid=174#this), 

结果均显示最接近的物种为中药材金钗石斛, 表明用核糖

体 ITS2 序列可将金钗石斛与其他物种区分开。因此, 不同

物种在分类鉴定时, 单纯的分子生物学鉴定也会有一定的

局限性, 需要传统鉴定方法加以辅助, 才能达到对物种精

确鉴定的目的。 

3  基于叶绿体基因的 DNA 条形码技术在石斛

分类鉴定中的应用 

虽然核基因片段 ITS/ITS2 已经得到了广泛的应用, 但是

叶绿体基因在石斛分类鉴定中也发挥着至关重要的作用。叶

绿体基因组是生物体内的第二大基因序列组, 包含了丰富的

遗传相关信息, 主要可以分为 3 类: 编码序列区(matK、rbcL)、

非编码序列内含子区 (rpl16、 trnl)和非编码序列间隔区

(psbA-trnH、trnL-trnF)等, 其中, 编码序列区基因具有高度的

保守性, 而内含子区则变异速率相对较快。叶绿体 DNA 

(chloroplast DNA, cpDNA)条形码技术在种间系统发育关系、

种间亲缘关系以及同源性的分辨上发挥着重要的作用, 这主

要是因为 cpDNA 分子量小、结构上相对简单, 同时在发育过

程中突变少、进化速率中, 因此被广泛应用于物种鉴定、分

子地理学和物种起源研究[34‒35]。目前叶绿体基因序列应用最

多的为matK、rbcL、psbA-trnH, 其他叶绿体基因序列(如 rpoB、

rpoC1、UPA、accD、ndhJ 和 YCF5 等)由于存在不同方面的

缺点, 在单独作为核心基因条形码进行物种分类鉴定时会出

现相对较大的偏差, 因此该基因只能作为备用或与其他核心

基因进行联用进行物种鉴别[36]。 

 

 
 

 

图 1  铁皮石斛 ITS 基因序列[26] 

Fig.1  ITS gene sequence of Dendrobium candidum[26] 
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3.1  matK 基因在石斛分类鉴定中的应用 

matk基因, 即成熟酶 K蛋白(maturase K protein)基因。

该序列片段位于叶绿体赖氨酸 tRNA 基因内含子中, 在大

部分的种子植物中都有存在, 属于单拷贝编码基因, 序列

长度较长, 约为 1500 bp(如图 2)。matK 的进化速度在

cpDNA 中属于最快的, 并且其存在较大的遗传变异, 多适

用于植物科、属水平下的分类鉴定工作[19,38]。相关文献报道, 

90%的兰科植物能够被 matK 基因分辨出[39]。黄周英等[20]

以兰科的石斛属、石仙桃属、石豆兰属等 14 属 matK 全长

的 CDS 为研究对象, 表明基于 matK 序列可将中药石斛鉴

定到属。而 XU 等[40]的研究则显示 matK 不适合单独的作

为石斛属的 DNA 条形码鉴定。通常情况下, 会选择采用

matK 基因与其他基因片段联合的方式, 将其应用在植物

物、种水平下的系统发育关系、亲缘关系等的研究中。LI

等[41]采用 4 个叶绿体基因(matK、rbcL、ndhF 和 ycf1)对石

斛进行研究, 通过比较 4 个基因间单序列或组合序列的核

苷酸置换饱和度, 发现这些序列达到饱和状态, 适用于系

统发育关系分析 , 基于遗传距离的系统发育分析表明 , 

matK+ycf1 可作为石斛鉴定的候选条形码。此外, matK 基

因的引物存在一些问题, 在 PCR 扩增时, 往往需要针对不

同的植物类群设计专门的引物[42], 这对于 DNA 条形码的

方便、快速性将大大受到影响, 虽然众多的研究学者在解

决 matK 基因引物通用性差的问题上进行了大量的研究工

作, 但是目前该问题仍未得到有效解决。因此, 未来关于

matK 通用引物的研究和验证工作仍然是重中之重。 

3.2  rbcL 基因在石斛分类鉴定中的应用 

rbcL 基因 , 即核酮糖 1,5-二磷酸羧化酶  (ribulose- 

l,5-bisphosphate carboxylase) 基因[43‒44], 存在于 cpDNA 大

单拷贝区。rbcL 基因在高等植物中以连续的方式存在, 序

列长度比 matk 基因较短, 约为 1300 bp(如图 3)[45]。rbcL

基因的进化速度相对较慢, 通常为 matk 基因进化速度的

1/3 左右, 适合应用于高级分类种以上水平的遗传研究。另

外, 由于该序列相对较长, 要得到完整的 rbcL 序列通常需

要两对及以上的引物双向测序才能完成, 这违背了理想

DNA 条形码的特征, 因此研究者们常选择 rbcL 基因中的

一段进行 PCR 扩增、测序分析[46]。PHAM 等[47]的研究中

表明, rbcL 基因序列在石斛分类鉴定中具有一定的意义, 

但鉴别效果并不理想, 在其所测的 12 种石斛中, 显示物种

的遗传距离较低, 无明显的分支, 核苷酸序列几乎没有变

化。而王晖等[48]在对霍山石斛及常见混伪品的研究中发现, 

rbcL 序列扩增成功率低(88%)、NJ 系统树可靠性不高, 同

时构建的系统树中形成单系的物种支持百分率比较低, 因

此得出单独的 rbcL 序列不作为 DNA 条形码用来鉴别霍山

石斛和铜皮石斛、铁皮石斛。这主要是因为 rbcL 序列在

植物光合作用及光呼吸中有着及其重要的作用, 受其功

能作用的影响, 导致 rbcL 进化速度相对较慢, 在物种水

平遗传变异较小 , 主要表现为种以上水平的遗传变异 , 

但 rbcL 具有引物通用性强、易扩增、易比对等特点, 可

作为重要的候选片段与其他片段组合联用, 从而提高物种

鉴定效率[49]。FU 等[21]采用 DNA 条形码技术对 15 株铁皮

石斛和 1 株镰刀石斛进行分子鉴定, 结果表明, 5 种条形码

序列(matK、rbcL、trnH-psbA、petA-psbJ 和 rpl32-trnL)种

间遗传距离显著高于种内遗传距离, 但是无论单个条形码

还是 matK+rbcL 鉴定率均不高于 70%, 而在 matK+rbcL 基

础上再结合其他序列(≥3)则可以将鉴定率提高至 81.25%, 

尤其 matK+rbcL+petA-psbJ 是铁皮石斛分子鉴定的最佳条形

码组合, 其鉴定率达到 100%。因此, 虽然单独使用该序列并

不能达到人们的设计预期, 但是它与其他单一或多种序列相

结合能够更准确鉴别石斛属植物也被研究者所证实的。 

 
 

 
 

图 2  铁皮石斛 matK 基因序列[37] 

Fig.2  The matK gene sequence of Dendrobium candidum[37] 
 
 

 
 

图 3  铁皮石斛 rbcL 基因序列[45] 

Fig.3  The rbcL gene sequence of Dendrobium candidum[45] 
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3.3  psbA-trnH 基因在石斛分类鉴定中的应用 

psbA-trnH 基因是位于叶绿体 psbA 基因和 trnH 基因

之间的一段非编码区, 长度一般是 350~750 bp 之间, 该间

区进化速率较快, 适合种以及种以下水平的分析[50](如图

4)。psbA-trnH 是最广泛使用的质体条形码, 其两端高度

保守的基因序列有利于设计通用引物, 且只用一对引物

就可以扩增几乎所有被子植物的该序列基因[51]。大量的

条形码研究表明 psbA-trnH 基因几乎可以鉴别石斛属所有

的物种[52]。彭小凤等[22]通过叶绿体 psbA-trnH 基因对 12

种石斛进行研究, 实验结果表明, 该基因间隔区序列平均

长度为 742.3 bp, 其中变异位点约为 72 个左右, 能有效的

对金钗石斛、铁皮石斛、细叶石斛等 9 种石斛进行分类鉴

定, 同时显示出铁皮石斛具有不同居群间的显著差异。此

外, 由于 psbA-trnH 序列中存在众多基因片段的插入/缺失, 

这导致非同属物种间的比对难度系数大大增加, 在实际分

析时需要通过人工比对进行分析鉴别; 但正因如此, 会使

psbA-trnH 序列的进化速率大大增加, 适用于种间或种内

亲缘关系的分类鉴别, 尤其对于单倍型变异方面的检测有

着巨大的优势[53]。在 ZHU 等[54]的研究中, psbA-trnH 基因

在铁皮石斛的分类鉴定中具有非常高的扩增效率和鉴定成

功率, 且其种间变异扩增效率到达 96.2%, 测序成功率达

到 100%, 在属、种级水平上该序列鉴定成功率分别为

100%和 75.0%。但是 WU 等[55]在对石斛进行分类鉴定时候

发现, psbA-trnH 虽然可以成功鉴定物种, 但会出现测序失

败的情况, 这主要是因为 poly(A) 结构域尾巴的存在, 从

而导致测序难以进行。相关研究证明, 约有 11.4%的测序

问题是由于 poly(A)结构导致的[56]。因此, 使用 psbA-trnH

作为标准条形码进行石斛分类鉴定时, 不仅需要考虑基因

的选取, 同时需要优化目前的测序技术, 进而能够得到高

质量、高标准的基因序列。 

 

 
 

图 4  铁皮石斛 psbA-trnH 基因序列[50] 

Fig.4  The psbA-trnH gene sequence of Dendrobium candidum[50] 

 

4  结束语 

石斛 DNA 条形码鉴别应根据具体情况采用核基因

(ITS/ITS2)或者叶绿体通用标记(如 matK、rbcL 和 psbA-trnH

等)与专一标记(如 UPA、accD、ndhJ 和 YCF5 等)共存的方

法, 分层次(如科、属、种以及种下等级)寻找最适合的条形

码组合。DNA 条形码技术不仅仅是传统物种鉴定方法的有

力补充, 更由于其具有多元化、数字化、信息化的特点, 使

石斛分类鉴定过程能够实现自动化和标准化, 打破了以往

长期对经验过度依赖的方法。通过 DNA 条形码技术对石

斛分类的鉴定, 丰富了人们对石斛鉴定的认识, 同时也提

高了对药材质量、来源等的评价水平及标准。但是目前石

斛的 DNA 条形码研究还不成熟, 很多物种的序列并未及

时上传到数据库, 在数据库中已有的序列信息也可能存在

序列错误、分类命名错误等问题。因此, DNA 条形码仍然

需要众多学者进行更加深入的研究。每项技术本身都有各

自的优缺点, 并非所有的碱基变化都会形成新物种, 所以

DNA 条形码技术也有其受限的因素, 因此将 DNA 条形码

技术与传统鉴定方法以及分类学、细胞学等相结合, 才能

更加精确的、快速的对石斛进行分类鉴定。 

另外, 随着 DNA 条形码鉴别技术在石斛分类鉴别中

的不断深入, 通过构建 DNA 条形码序列数据库, 将 DNA

条形码与生物信息学技术相结合, 形成属于石斛的“二维

码”, 这样就可将石斛特征、特性、产地、生产时间等信息

都整合在一起, 应用到研究、采购、销售等普通的扫描终

端, 从而使石斛的市场更加标准化、规范化。 
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