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　　摘要：基于微管蛋白多态性（ｔｕｂｕｌｉｎ－ｂａｓｅｄｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，简称 ＴＢＰ）是一种新型的分子标记技术，通过对植物 β
微管蛋白基因编码区的第１个内含子来进行遗传多样性分析，目前已被广泛应用于研究多种植物。概述ＴＢＰ标记的
原理、特点、引物设计方法、ＰＣＲ反应体系及其产物检测方法，并介绍其在种质资源遗传多样性与亲缘关系分析等方
面应用进展，同时，对其存在的问题进行讨论，并展望该分子标记的应用前景。
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　　ＤＮＡ分子标记技术因多态性高、检测方法简
单、快速、表达产物不依赖于植物的发育阶段和环

境因素等优点，在作物遗传连锁图谱构建、重要性

状基因定位与克隆、种质资源遗传多样性与系统发

育分析、品种指纹图谱绘制及遗传纯度检测等方面

应用广泛［１－２］。遗传多样性是种内不同种群之间或

一个种群内不同个体的遗传变异程度。遗传多样

性的评估对于研究生物多样性、种群动态和生态关

系非常重要，可以为研究物种起源、品种分类、亲本

选配、品种保护等提供依据，是支持新品种开发和

研究，保护和利用现有种质资源的重要基础［３－５］。

　　随着基因组学的发展，基于特定基因家族或基
因潜在可变区域来评估遗传变异的技术已得到广

泛应用，此方面的研究已在多种植物中报道过，其

中内含子长度多态性（ｉｎｔｒｏｎｌｅｎｇｔｈｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，简
称ＩＬＰ）是研究特定基因家族内含子的有效工
具［６－７］。内含子为非编码序列，更容易积累变异，且

内含子的位置在物种间存在高度保守性［８］。微管

蛋白基因家族对维持细胞的形态和功能及植物的

正常生长发育具有重要调节作用，而且广泛参与调

节植物的生物和非生物胁迫［９－１１］。有研究发现，植

株的矮化与植物体中微管的减少、变短和分离相

关［１２］。侯 董 亮 等 研 究 表 明，转 录 本 号 为

ＰＣＰ０４４４８７．１的β微管蛋白基因可能与梨矮生性状
形成的分子调控有关［１３］。张海月等的研究结果表

明，来自苹果的 β微管蛋白基因家族成员之一（转
录本号为 ＭＤＰ００００７４９８２４．１）的表达水平，可能受
激素调控的作用进而对茎的伸长生长造成影响

等［１４］。因此，对β微管蛋白基因家族进行研究具有
重要意义。

　　 基 于 微 管 蛋 白 多 态 性 （ｔｕｂｕｌｉｎ－ｂａｓｅｄ
ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，简称ＴＢＰ）分子标记技术是通对植物
β微管蛋白家族基因 ＤＮＡ内含子的长度来评估遗
传变异，对于植物物种遗传多样性分析和植物分类

学来说是非常有效的［１５－１８］。通过设计在两侧外显

子上的引物来检测内含子的长度，比引物设计在非

编码区域的分子标记，更能直接反映基因内的变

异，且不受表型影响，操作简单方便、试验结果稳

定，对广泛生物的遗传识别非常有用，具有更广阔

的应用前景［１９－２１］。经过近几年的迅速发展，ＴＢＰ分
子标记已应用于多种植物的多个研究领域，在植物

种质资源遗传多样性与亲缘关系分析等方面均取

得了阶段性的进展，但未见相关中文报道。本研究

对ＴＢＰ标记技术原理及在植物遗传多样性研究中
的应用进行综述，以期为该标记的研究和应用提供

参考。

１　ＴＢＰ分子标记技术

１．１　ＴＢＰ分子标记技术原理
　　β微管蛋白是微管的主要组成成分之一，与 α
微管蛋白共同参与细胞形态的维持、胞内物质运

输、细胞分裂、细胞运动等活动［２２－２５］。研究发现，动
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物、植物、原生生物和真菌中的β微管蛋白氨基酸序
列相似性高达 ８８％以上［２６－２８］。目前为止，很多植

物的β微管蛋白基因已被克隆或鉴定，例如在拟南
芥中有９个β微管蛋白基因［２９］、水稻中有８个［３０］、

玉米（ＺｅａｍａｙｓＬ．）中有 ６个［３１］、毛果杨（Ｐｏｐｕｌｕｓ
ｔｒｉｃｈｏｃａｒｐａＴｏｒｒ．＆Ｇｒａｙ）中有 ２０个［３２］、美洲山杨

（ＰｏｐｕｌｕｓｔｒｅｍｕｌｏｉｄｅｓＭｉｃｈｘ．）中有 ２０个［３２］、旱柳

（ＳａｌｉｘｍａｔｓｕｄａｎａＫｏｉｄｚ．）和龙爪柳［Ｓ．ｍａｔｓｕｄａｎａ
ｖａｒ．ｔｏｒｔｕｓｏａ（Ｖｉｌｍ．）Ｒｅｈｄ．］中均有２０个［２６，３３］，此

外，亚麻 （Ｌｉｎｕｍ ｕｓｉｔａｔｉｓｓｉｍｕｍ Ｌ．）［３４］、梨 （Ｐｙｒｕｓ

ｓｐｐ．）［２８］、苹果（ＭａｌｕｓＭｉｌｌ．）［１４］中已有关于 β微管
蛋白基因的报道。植物β微管蛋白基因的组成通常
是保守的，有２个内含子位于编码区中的固定位置，
且２个内含子大小不一致［３５］。所有植物 β微管蛋
白基因组第１个内含子位于 ＡＴＧ密码子的３９６个
核苷酸位置，第２个位于７４２个核苷酸位置，其中玉
米β微管蛋白基因（ＴＵＢ１）和水稻 β微管蛋白基因
（ＴＵＢ２）是例外，它们只有第１个内含子［１８］，不同的

β微管蛋白基因的内含子的长度是不同的。ＴＢＰ分
子标记的原理如图１所示。

１．２　ＴＢＰ分子标记的特点
　　传统的随机 ＤＮＡ分子标记已被证明是有效且
可靠的，但这些标记也存在一定的缺点和不足。例

如，扩增片段长度多态性（ａｍｐｌｉｆｉｅｄｆｒａｇｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈ
ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，简称ＡＦＬＰ）标记试验成本高、技术繁
琐、耗时较长，对样本 ＤＮＡ的纯度和内切酶的质量
要求较为严格［３６］；随机扩增多态性 ＤＮＡ标记
（ｒａｎｄｏｍａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃＤＮＡ，简称 ＲＡＰＤ）技
术稳定性和重复性不好，试验结果不够可靠［３７］；简

单重复序列标记（ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔｓ，简称
ＳＳＲ）技术引物开发成本高，且只能对重复序列区域
进行染色体定位等［３８］。

　　与目前大多数分子标记的方法相比，ＴＢＰ分子
标记技术有如下特点［１８，３９］：（１）不需要有关植物基
因组的序列信息；（２）基于 β微管蛋白基因 ＤＮＡ序
列，提供了一个几乎是单个位点的靶点，而其他植

物基因家族的成员往往在基因组中排列紧密；（３）
不受进化环境等条件约束；（４）引物具有通用性。
基于内含子非编码区，设计引物简单，可以使用１对
通用引物来完成；（５）建立在以聚合酶链式反应
（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，简称 ＰＣＲ）基础之上，扩
增产物可用聚丙烯酰胺凝胶电泳来检测，试验过程

操作简单；（６）对ＤＮＡ的质量要求低、用量少、灵敏
度高；（７）多态性丰富；（８）数据分析简便。
１．３　ＴＢＰ分子标记的引物设计
　　植物β微管蛋白基因的第１个内含子的位置是
非常保守的，位于所有植物物种 ＡＴＧ密码子的３９６
个核苷酸位置。根据第１个内含子序列的位置来设
计ＴＢＰ－Ｆ和 ＴＢＰ－Ｒ引物扩增目的基因片段。目
前已筛选并应用于试验研究的引物总结如表 １
所示。

表１　 ＴＢＰ引物应用

引物 种质资源

ＴＢＰ－Ｆ：５′－ＧＡＲＧＣＹＧＡＲＡＡＹＴＧＹＧＡＹＴＧ－３′，
油菜（ＢｒａｓｓｉｃａｎａｐｕｓＬ．）、咖啡（ＣｏｆｆｅａＬ．）、莲（ＮｅｌｕｍｂｏｎｕｃｉｆｅｒａＡｐｒｉｃｏｔ．）［１８］

ＴＢＰ－Ｒ：５′－ＲＴＣＨＧＧＲＴＡＹＴＣＹＴＣＨＣＫＲＡＴ－３′

ＴＢＰ－Ｆ：５′－ＣＴＧＧＧＣＢＡＡＲＧＧＮＣＡＹＴＡＹＡＣ－３′，
亚麻（ＬｉｎｕｍｕｓｉｔａｔｉｓｓｉｍｕｍＬ．）［３９］

ＴＢＰ－Ｒ：５′－ＡＣＣＡＴＲＣＡＹＴＣＲＴＣＤＧＣＲＴＴＹＴＣ－３′

ＴＢＰ－Ｆ：５′－ＴＡＧＣＧＴＡＴＴＴＧＧＧＡＡＡＴＴＴＴＲＧＧＴＣＴＧ－３′，
葡萄 （Ｖｉｔｉｓｖｉｎｉｆｅｒａ）［４０－４１］

ＴＢＰ－Ｒ：５′－ＡＴＣＣＧＡＣＧＣＡＡＡＡＴＧＣＣＣＡＡＴＡＣ－３′
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１．４　ＰＣＲ反应体系
　　ＴＢＰ是ＰＣＲ为基础，其中ＰＣＲ的反应体系和反
应条件是影响试验结果的重要因素［４２］。Ｂａｒｄｉｎｉ等
通过试验，建立了以２０μＬ反应体系为基础的 ＰＣＲ
检测方法，发现最适条件：９４℃预变性 ３ｍｉｎ；９４℃
３０ｓ，５５℃４０ｓ，７２℃９０ｓ，３５个循环；最后在７２℃
延伸８ｍｉｎ，并保持在１５℃，该反应体系和条件已成
功应用于油菜（ＢｒａｓｓｉｃａｎａｐｕｓＬ．）、咖啡（Ｃｏｆｆｅａ
Ｌｉｎｎ．）、亚麻等植物品种［１８，３９］。Ｇａｖａｚｚｉ等对葡萄属
（Ｖｉｔｉｓ）的植物进行 ＴＢＰ分析，得出最佳 ＰＣＲ条件
为：９４℃预变性４ｍｉｎ；９４℃ ４５ｓ，６２℃ ４０ｓ，７２℃
３０ｓ，３５个循环；最终在７２℃延伸３０ｍｉｎ［４０］。
１．５　ＰＣＲ产物检测
　　分子标记的检测主要利用聚丙烯酰胺凝胶电
泳和琼脂糖凝胶电泳２种技术［４３］。Ｂａｒｄｉｎｉ等的研
究结果表明，６％变性聚丙烯酰胺凝胶检测 ＴＢＰ分
子标记效果最好［１８，３９］。随着科学技术的发展，

Ｇａｖａｚｚｉ等研究出基于毛细管电泳和荧光检测 ＴＢＰ
的技术，与传统方法相比，该方法具有试验操作可

自动化、速度快、分辨率高、重现性好等特点［４１］。

２　ＴＢＰ分子标记技术的应用

２．１　遗传多样性分析
　　微卫星简单序列重复（ｓｉｎｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ，
简称ＳＳＲ）因多态性高、数量丰富、重复性好、呈共显
性，且广泛分布于基因组等优点，已广泛应用于植

物遗传多样性的研究中［４４］。

　　Ｂａｒｄｉｎｉ等利用 ＴＢＰ分子标记方法研究了６个
品种油菜的遗传多样性，并与 ＳＳＲ方法进行比较分
析［１８］。凝胶电泳结果表明，２种方法均显示了品种
间和品种内的多态性。通过对６个品种进行２６６个
指纹分析，主成分分析结果表明，ＴＢＰ方法提供了关
于遗传相似性的信息，类似于使用 ＳＳＲ标记获得的
结果。利用分子方差分析法（ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｖａｒｉａｎｃｅ，简称ＡＭＯＶＡ）分析数据，验证２种方法在
油菜品种间和品种内的区别程度。ＴＢＰ方法能够检
测出品种间的方差为６６％，品种内的方差为３４％，
这些值与ＳＳＲ分子标记中８０％和２０％的值相差不
大。此外，利用遗传估算值比较分析２种方法在品
种鉴定能力的相似性，得到的相关值为０．６５（Ｐ＞
０００１）。Ｒａｂｏｋｏｎ等利用 ＴＢＰ和 ＳＳＲ分子标记比
较分析亚麻属植物的遗传变异与 １６个亚麻品种
ＴＢＰ的结果表明，样品中均检测到大量单一性条带，

多态信息含量（ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｃｏｎｔｅｎｔ，简
称ＰＩＣ）为０．４８，Ｎｅｉ和Ｌｉ的相似系数在大多数基因
型中都在０．２５～１．００范围内。ＳＳＲ分析结果表明，
在１６个样本中 Ｎｅｉ和 Ｌｉ的相似系数值均在０．０～
１．０之间，ＰＩＣ分别在０．８１～０．６１之间［３９］。以上研

究结果证明，ＴＢＰ可以成功地应用于亚麻品种和基
因型的鉴别，并且操作时间相对较少，不须要处理

大量的数据。根据计算出的 ＰＩＣ，ＴＢＰ数据同 ＳＳＲ
分析中得到的数据一样可靠，ＴＢＰ方法对亚麻基因
型的分辨具有较高的效率。Ｇａｖａｚｚｉ等对来自葡萄
属３７个材料进行ＴＢＰ分子标记分析，并与６组ＳＳＲ
标记结果进行比较，结果表明 ＴＢＰ方法在葡萄属基
因分型领域具有可行性和可靠性［４０］。

　　以上研究结果均表明，ＴＢＰ分子标记与 ＳＳＲ分
子标记的分析结果基本一致，进一步证明 ＴＢＰ分子
标记的可靠性，且ＴＢＰ分子标记更能揭示供试材料
的亲缘关系，具有高效性，可以单独使用，也可以和

其他标记方法同时使用，有利于减小单一标记方法

使用时的误差。

２．２　种质资源亲缘关系分析
　　近年来，由于各地域相互引种，种质交流日益
频繁，不断出现同物异名或同名异物的现象，这使

得对种质的鉴定提出了更高的要求。同时，通过传

统鉴定方法进行品种的鉴别和杂种鉴定，其周期较

长，而且表型性状等形态学特征容易受到环境条件

的影响［４５－４６］，因此 ＴＢＰ分子标记的应用为植物种
质鉴定研究提供了一种新方法，为丰富种质资源的

遗传多样性研究提供一条新途径。

　　Ｂａｒｄｉｎｉ等利用 ＴＢＰ分子标记对来自于不同国
家的二倍体咖啡 Ｃ．ｅｕｇｅｎｏｉｄｅｓ、Ｃ．ｃａｎｅｐｈｏｒａ以及
四倍体咖啡Ｃ．ａｒａｂｉｃａ进行分析，在四倍体咖啡 Ｃ．
ａｒａｂｉｃａ样本中均扩增出 ４个 ＴＢＰ条带，在 Ｃ．
ｃａｎｅｐｈｏｒａ样本中扩增出其中３条，没扩增出的那条
在 Ｃ．ｅｕｇｅｎｏｉｄｅｓ样 本 中 扩 增 出 来，支 持 Ｃ．
ｅｕｇｅｎｏｉｄｅｓ是 Ｃ．ａｒａｂｉｃａ的祖源的假设［１８］，这与

Ａｎｔｈｏｎｙ等通过扩增片段长度多态性（ａｍｐｌｉｆｉｅｄ
ｆｒａｇｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈｐｌａｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，简称ＡＦＬＰ）和ＳＳＲ标
记所获得的研究结果［４７］一致。此外，有研究者对５
种百 脉 根 （Ｌｏｔｕｓａｌｐｉｎｕｓ、 Ｌ． ｃｏｒｎｉｃｕｌａｔｕｓ、 Ｌ．
ａｎｇｕｓｔｉｓｓｉｍｕｓ、Ｌ．ｔｅｎｕｉｓ、Ｌ．ｐｅｄｕｎｃｕｌａｔｕｓ）进行ＴＢＰ分
析，其中四倍体Ｌ．ｃｏｒｎｉｃｕｌａｔｕｓ样本具有较好的多态
性。在 Ｌ．ｃｏｒｎｉｃｕｌａｔｕｓ样本中发现，与四倍体 Ｌ．
ａｌｐｉｎｕｓ以及二倍体 Ｌ．ｔｅｎｕｉｓ和 Ｌ．ａｎｇｕｓｔｉｓｓｉｍｕｓ样
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本中相似的条带，而在二倍体和四倍体的 Ｌ．
ｐｅｄｕｎｃｕｌａｔｕｓ样本中未发现，证明 Ｌ．ｐｅｄｕｎｃｕｌａｔｕｓ不
是Ｌ．ｃｏｒｎｉｃｕｌａｔｕｓ的祖先，这与 Ｃａｍｐｏｓ等的研究结
果［４８］一致。Ｌ．ａｌｐｉｎｕｓ和Ｌ．ｔｅｎｕｉｓ的祖先可能是Ｌ．
ｃｏｒｎｉｃｕｌａｔｕｓ，这与 Ｒｏｏｓ等的研究结果［４９］一致。此

外，二倍体和四倍体的 Ｌ．ｐｅｄｕｎｃｕｌａｔｕｓＴＢＰ条带没
有差异，证明该四倍体是同源多倍体。相比较于表

现出单一独特模式的二倍体 Ｌ．ａｌｐｉｎｕｓＴＢＰ结果，
四倍体 Ｌ．ａｌｐｉｎｕｓ则具有更显著的变化特征，表明
四倍体 Ｌ．ａｌｐｉｎｕｓ并非源自二倍体 Ｌ．ａｌｐｉｎｕｓ的同
源四倍体，更有可能来自 ２个二倍体物种之间的
杂交。

　　此外，ＴＢＰ分子标记在大麦、水稻和小麦研究中
也有应用，但多态性低。目前，通过引物序列的修

改已在菊花属和木筒篙属中成功地扩增出 ＴＢＰ
条带［１８］。

３　问题与展望

　　ＴＢＰ作为一种新型的分子标记，已成功地应用
于大范围的单子叶和双子叶物种，并同 ＳＳＲ标记获
得的数据进行比较分析，充分证明了 ＴＢＰ的可靠
性。此外，ＴＢＰ不需要植物基因组更多的信息，试验
操作简单、快速、经济，该方法适合于评估遗传多样

性和基因组起源。然而，与目前其他ＤＮＡ分子标记
的方法相比，ＴＢＰ分子标记具有一定的局限性：（１）
ＴＢＰ方法只能检测１组有限的标记，与 ＳＳＲ或其他
方法相比，需要大量试验材料来获得统计学上有意

义的系统发育树。（２）对于高自交系栽培作物所获
得的遗传多样性水平低，原因可能是这些农业作物

的近亲繁殖［１８］。

　　笔者认为，ＴＢＰ分子标记的利用应加强以下几
个方面的研究：（１）大量开发具有材料特异性的
ＴＢＰ引物。ＴＢＰ分子标记引物的通用性强，但文献
报道的数量依然有限，无法满足研究的需要。（２）
建立并优化适合 ＴＢＰ分子标记类型的 ＰＣＲ反应体
系。因为在标记分析同一材料时，ＰＣＲ最优反应体
系存在差异，而同一标记类型应用于不同的材料

时，其体系也存在不同［５０］。因此，建立优化适合特

定材料的ＰＣＲ反应体系和反应条件，是应用ＴＢＰ分
子标记的基础。（３）加强 ＴＢＰ分子标记在种质鉴
定与指纹图谱构建的应用。ＴＢＰ作为一种新型分子
标记在油菜、咖啡、亚麻、葡萄等植物中表现出优

势，成功应用于品种的鉴别和杂种鉴定，不仅可以

实现品种保护，而且还可以提高种质纯度，给生产

与研究带来了便利。虽然 ＴＢＰ分子标记技术在植
物研究中的应用尚在起步阶段，但相信随着基因组

学和检测技术的发展，其在遗传多样性精确评价、

种质资源的评价与利用、种质鉴定与辅助育种等方

面具有广阔的应用前景。
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