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摘要：以野生型拟南芥(Arabidopsis thaliana，Col-0)、TC1A-GUS、TC1A-GFP和过表达株系OE-TC1A#1和OE-TC1A#2

为试验材料，分析拟南芥中功能未知的1个编码MATH结构域的基因TC1A的表达模式和TC1A蛋白的亚细胞定位，在

干旱胁迫下对野生型和过表达株系的表型进行观察和生理指标测定，并对过表达株系进行转录组分析和激素水平分

析，研究TC1A对植物耐旱性的影响。结果表明：TC1A蛋白定位于细胞质膜和细胞核；过表达植株与野生型植株Col-0

之间的差异表达基因主要分布在与逆境应答与植物激素转导相关的途径；TC1A的转录水平因受干旱胁迫诱导而上

调，且过表达TC1A基因能显著提高拟南芥植株对干旱的耐受性；过表达植株与野生型植株的ABA含量变化无显著差

异，而茉莉酸合成过程的中间产物12–氧–植物二烯酸(OPDA)在TC1A过表达植株中显著增加，推测TC1A调控植株的

耐旱性可能不依赖ABA信号，而是与OPDA水平的上升有关。 
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Abstract: Using wild-type Arabidopsis thaliana(Col-0), TC1A-GUS, TC1A-GFP reporter lines, and two independent 
overexpression lines(OE-TC1A#1 and OE-TC1A#2) as experimental materials, we first characterized the expression 
pattern and subcellular localization of TC1A—a previously uncharacterized MATH domain gene in Arabidopsis. We then 
performed integrated phenotypic, physiological, transcriptomic, and hormonal analyses on wild-type and 
TC1A-overexpressing plants to elucidate the role of TC1A in mediating drought tolerance. Subcellular localization 
revealed that the TC1A protein localizes to the plasma membrane and nucleus. Transcriptomic analysis indicated that 
genes differentially expressed between TC1A-overexpressed plants and wild-type (Col-0) plants were predominantly 
enriched in stress response and hormone signaling pathways. The transcriptional level of TC1A was up-regulated under 
drought stress, and overexpression of the TC1A gene significantly improved the drought tolerance of Arabidopsis plants. 
Hormonal profiling revealed no significant difference in ABA content between overexpressed plants and wild-type plants. 
However, the level of intermediate product 12-oxo-phytodienoic acid(OPDA) in the jasmonic acid synthesis process was 
significantly increased in TC1A overexpression plants, suggesting that TC1A regulates drought tolerance via OPDA 
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signaling rather than ABA signaling. 
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MATH 结构域(meprin and TRAF-C homology 

domain)是安眠蛋白和肿瘤坏死因子受体相关因子

(TNF-receptor associated factors, TRAF)共有的结构

域，由7个反平行的β–折叠组成[1–2]。含MATH结构域

的蛋白多参与蛋白互作和蛋白泛素化[3–4]。迄今为止，

有关MATH蛋白的研究主要集中在动物中，它们广

泛参与调控细胞生长、分化和衰老[5–9]，而对其在

植物中的功能研究较少。已有研究表明，多种植物

基 因组中 均存在 MATH同 源基因 ，例如 拟南芥

(Arabidopsis thaliana)、白菜型油菜(Brassica rapa)、

苜蓿(Medicago sativa)和水稻(Oryza sativa)等[10–11]。

E3泛素连接酶BPM是一种MATH-BTB蛋白，它能够

与E3泛素连接酶组分Cullin3a(CUL3a)和Cullin3b 
(CUL3b)结合形成RBX1复合物，并通过MATH结构

域识别其靶蛋白[12]。BPM蛋白通过MATH结构域与

乙烯响应转录因子发生相互作用，从而对下游基因

的转录进行调控[13]。MAB1是一种具有MATH-BTB

结构域的蛋白，在玉米(Zea mays)的生殖细胞系和

受精卵中特异性表达，在细胞质中与CUL3a以及微

管剪切蛋白Katanin亚基P60发生相互作用，并作为

衔接蛋白(adaptor protein)发挥类似于不对称细胞分

裂 调 控 因 子 MEL-26 的 作 用 [14] 。 在 拟 南 芥 中 ，

MATH-BTB/POZ 复 合 物 可 介 导 E3 泛 素 连 接 酶

CULLIN3与转录因子AP2/ERF(APETALA2/ethylene 

responsive factor)间的相互作用，从而调节蛋白质的特

异性降解并使脂肪酸含量增加[15]。此外，MATH-BTB

蛋白还能够定向作用于ATHB6[16]。 

在拟南芥和油菜的基因组中，MATH基因家族

可分为6个亚族，其中第三亚族(Ⅲ)具有独特的结

构，其推定的编码序列中仅有4个串联重复的MATH

结构域，而无任何其他已知的结构域[11]。在拟南芥

中，AtTC1A(AT2G25330)属于MATH家族的第Ⅲ亚

族，但第Ⅲ亚族成员的生物学功能目前尚不明确。

近期研究发现，AtTC1A的同源基因参与调控拟南芥

的自身免疫反应[17]。本研究中，通过对拟南芥过表

达TC1A植株进行表型分析、生理生化指标和激素水

平的测定以及转录组技术分析，旨在探讨MATH结

构域基因TC1A在植物耐旱中的作用，为作物耐旱品

种的选育提供参考。 

1 材料与方法 

1.1 材料 

野生型拟南芥(Col-0)、TC1A-GUS、TC1A-GFP

和过表达株系OE-TC1A#1、OE-TC1A#2均由湖南省

作物表观遗传调控与发育重点实验室提供。以野生

型拟南芥Col-0为对照材料。 

1.2 方法 

1.2.1 培养条件 

拟南芥种子经消毒、层化后播种在高压灭菌的

土壤中，在120 μmol/(m2·s–1)、(22 ± 2) °C、16 h光照/ 

8 h黑暗的生长室中培养生长。 

1.2.2 非生物胁迫条件下的GUS组织化学染色和

GFP荧光亚细胞定位 

在正常生长条件下，对带有TC1A-GUS表达框

的转基因品系幼苗(12 d)、叶、花和果荚进行GUS

组织化学染色，取组织器官与幼苗浸于GUS染液

中，抽真空后用锡箔纸包裹避光，于37 ℃下孵育过

夜，显色24 h后，用70%乙醇脱色，利用体视显微

镜MODELC-BD230(Nikon，日本)进行观察[18–20]。

将带有35S启动子驱动的TC1A-GFP表达框的农杆

菌注射到本氏烟草(Nicotiana benthamiana)叶片中，

让其瞬时表达48 h后，撕取烟草叶片在激光共聚焦显

微镜(LSM880，Zeiss™，德国)下进行绿色荧光观察[21]。 

1.2.3 RNA提取和实时荧光定量PCR 

采用RNA试剂盒(普洛麦格生物产品有限公

司，上海)提取拟南芥幼苗总RNA，RNA经RevertAid 

First Strand cDNA Synthesis Kit(欧洲Fermantas公司)

试剂盒反转录成cDNA。使用CFX96 Real-Time PCR 

System C1000 Touch Thermal Cycler(Bio- 
RADSingapore)和SYBR Green Master mix (Applied 

Biosystems，美国)进行实时定量PCR扩增，每个样

品设3次重复。95 °C预变性10 min；95 °C变性15 s，
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60 °C退火15 s，72 °C延伸30 s，共40个循环。用2–ΔΔCt

法[22]测定相对表达水平，以GAPDH为内参，3次重

复，数值结果以平均值±标准偏差(SD)表示。 

1.2.4 干旱胁迫处理和生理指标测定及活性氧

(ROS)的组织化学染色 

干旱胁迫处理：待OE-TC1A#1和OE-TC1A#2过

表达株系与Col-0植株长至5～6片真叶后，14 d不浇

水，14 d后再复水1 d后拍照。 

生理指标测定：采用索莱宝公司的试剂盒检测

果糖、葡萄糖、丙二醛(MDA)、丙酮酸和脯氨酸含

量。参照李合生[23]的方法，用国产雷磁DDS-307型

电导率仪测定相对电导率。 

活性氧(ROS)的组织化学染色[24]：选用武汉赛

维尔生物科技有限公司的植物超氧阴离子染色液

(G1023-100ML)，通过NBT染色法检测超氧阴离子

(O2–)水平；选用武汉赛维尔生物科技有限公司的植

物过氧化氢染色液(G1022-100ML)，通过DAB染色

法检测过氧化氢(H2O2)含量。 

1.2.5 植物激素的测定 

将材料分为2组，野生型拟南芥为对照组Col

组，OE-TC1A#1和OE-TC1A#2过表达株系为试验

组。参照文献[25]的方法提取植物激素：将样品在

低温液氮条件下研磨成粉末，称取200 mg，加入  

0.9 mL含有生长素、细胞分裂素等同位素内标物(内

标物质量浓度为10 ng/mL)的提取缓冲液(异丙醇、

水、盐酸的体积比为2∶1∶0.002)，在4 °C下轻轻搅

拌30 min后，向每份样品中加入0.9 mL二氯甲烷，

在4 °C下搅拌30 min后以13 000 r/min离心5 min，取

1 mL下层溶液用氮吹仪吹干，加入120 µL甲醇和 

80 µL超纯水将干燥提取物溶解，标注样品，备用。

采用LC-MS对吲哚乙酸及其衍生物、吲哚丁酸、茉

莉酸、OPDA、水杨酸、赤霉素、脱落酸等多种植

物激素进行检测，每份样品各取10 µL注入C18色谱

柱，使用ExionLC/Triple Quad质谱仪(AB SCIEX, 

4500)进行分析，由广州市唯誉智合科技有限公司完成

测定。 

1.2.6 转录组测序和数据分析 

采集生长3周的拟南芥野生型Col-0和OE-TC1A

过表达株系的地上部分，由北京百迈客生物科技有

限公司进行转录组测序及分析(RNA-Seq)。具体测

序步骤如下：使用Agilent Bioanalyzer 2100系统

(Agilent Technologies，CA)的RNA Nano6000 Assay 

Kit对RNA完整性进行评估，以确认RNA质量是否

满足建库要求。每个样品使用1 μg的总RNA作为

RNA样品制备的输入材料。建库使用NEBNext® 

Ultra TM RNA Library Prep Kit for Illumina试剂盒，

采用Illumina平台对构建好的文库进行测序，并为每

个样品添加索引代码以标识序列。利用DESeq2软件

进行差异基因的表达分析，鉴定拟南芥野生型和

OE-TC1A过表达株系间的差异表达基因，筛选参数

为 P<0.01。 基于 Nr(NCBI蛋 白 质序 列数 据 库 )、

Nt(NCBI核苷酸序列数据库)、Pfam(蛋白质家族数

据库)、KOG(eukaryotic orthologous groups)、COG(同

源蛋白质聚类系统)、Swiss-Prot(高质量蛋白质序列

数据库)、KO(基因功能注释数据库)和GO(基因本

体)等数据库，对差异表达基因(DEGs)进行注释和

分析。使用R语言软件包GOseq对DEGs进行GO富集

分析[26]。根据京都基因和基因组百科全书(KEGG)

注 释 结 果 ， 使 用 KOBAS(KEGG orthology-based 

annotation system)进行通路富集分析[27–28]。 

1.2.7 数据分析与处理 

采用Excel 2021处理数据，利用GraphPad Prism 

8.0进行数据分析、统计和绘图，采用t检验方法进

行差异显著性分析。 

2 结果与分析 

2.1 TC1A基因的表达模式分析 

定量PCR检测以及报告系统的启动子活性分析

能够较为直观地反映目的基因在植物不同生长环

境下或不同组织器官中的相对表达量。基于此，笔

者构建了由TC1A基因启动子驱动的GUS报告系统

并将其导入野生型拟南芥中，通过组织化学染色分

析检测GUS报告基因在不同组织以及条件下的表

达。在正常条件下，叶、幼茎、果荚、花中都有蓝

色出现(图1(a)、图1(b)、图1(c)、图1(d))，说明MATH

串联基因TC1A在植株的叶、花和果荚中都有表达，

并在拟南芥的生长发育过程中发挥作用。干旱处理

下，蓝色更深(图1(e))，TC1A基因表达上升(图1(f))。
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由此可见，干旱胁迫能够诱导TC1A基因表达，暗示 TC1A基因可能参与植株受非生物胁迫的应答过程。 
   

 
***表示组间差异极显著(P<0.001)。 

(a) 叶片；(b) 幼茎；(c) 果荚；(d) 花；(e) 胁迫条件下的GUS染色；(f) TC1A基因的相对表达量 

图1 TC1A基因表达模式分析结果 
Fig.1 Analysis of TC1A gene expression pattern  

2.2 TC1A的亚细胞定位分析 

为进一步揭示TC1A的潜在功能与作用机制，本

研究构建了35S启动子驱动的TC1A-GFP融合蛋白

表达框。通过农杆菌介导的转化，将TC1A-GFP融

合蛋白在本氏烟草中进行瞬时表达。采用带有

35S::GFP表达框的农杆菌作为对照，在荧光显微镜

下观察并比较分析GFP以及TC1A-GFP融合蛋白的

亚细胞定位。撕取本氏烟草叶片下表皮，在激发光

以及明场下进行细胞学观察，结果表明：单独的GFP

荧光蛋白在细胞中均匀分布且呈现弥散状态，无明

显的信号集中点，说明GFP荧光蛋白缺乏特异的亚

细胞定位；TC1A-GFP融合蛋白的绿色荧光信号主

要分布于细胞质膜和细胞核(图2)，推测TC1A可能

在这2个亚细胞结构中发挥作用。 
   

 绿色荧光 蓝色荧光 明场 混合场 
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图2 TC1A-GFP融合蛋白的亚细胞定位分析结果 
Fig.2 Subcellular localization of TC1A-GFP fusion protein  

2.3 TC1A过表达植株对干旱胁迫的反应 

TC1A的表达因受到干旱胁迫的诱导而上调  

(图1(f))，暗示其可能参与调控干旱应答反应。由图3

可知，在干旱处理14 d后，Col-0植株萎蔫枯死，且

复水后无法恢复活性，说明Col-0野生型在实验处理 

条件下已丧失活性；在干旱条件下，TC1A过表达植

株的部分叶片仍然为绿色，萎蔫程度较野生型的轻，

且复水后能继续生长，说明TC1A过表达植株在干旱

条件下依然存有活力。另外，TC1A基因过表达植株

(特别在生长早期)整体较Col-0植株矮小。 
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(a) (b) (c) (d) (e) (f) 
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图3 不同生长条件下Col-0和TC1A过表达株系的表型 

Fig.3 Phenotypes of Col-0 and overexpressing TC1A lines under different growth conditions  
处理后对果糖含量、葡萄糖含量、丙二醛含量、

相对电导率、丙酮酸含量、脯氨酸含量等多项生理

指标进行测定，结果(图4)表明：干旱处理后，过表

达植株的相对电导率和丙二醛含量较野生型的低，

果糖含量、丙酮酸含量和脯氨酸含量显著高于野生

型的，说明TC1A过表达植株可能通过降低电导率和

丙二醛含量，提高果糖、丙酮酸和脯氨酸含量来应

对干旱造成的胁迫。 

 
同一指标不同小写字母表示6个处理间的差异有统计学意义(P<0.05)。 

图4 拟南芥野生型和TC1A过表达株系的生理生化指标 
Fig.4 Physiological and biochemical indexes in wild-type and TC1A overexpressing Arabidopsis thaliana under drought stress  

DAB和NBT染色结果(图5)显示，在非胁迫条件

下，Co1-0植株叶片与TC1A过表达植株的染色无显

著差异；而在干旱条件下，野生型叶片的染色比

TC1A过表达株系的染色更深，野生型叶片积累了更 
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(a) DAB染色结果；(b) NBT染色结果 

图5 野生型和TC1A过表达株系叶片的活性氧检测结果 
Fig.5 Detection result of reactive oxygen species in the leaves of wild-type and overexpressed TC1A strains  

多的棕色和蓝色沉淀，表明TC1A过表达植株叶片中

的过氧化物含量和超氧阴离子水平更低，叶片受损

伤程度比野生型的轻。这些结果表明，在相同的干

旱胁迫条件下，TC1A过表达植株较野生型Col-0具

有更强的抗干旱能力，说明TC1A水平升高能显著增

强植株的耐旱能力。 

2.4 TC1A过表达植株的转录组分析 

分析TC1A过表达植株与Col-0植株之间的转录

组数据，发现两者之间共有1 185个差异表达基因

(DEGs)，包含显著差异表达基因700个，其中351个 

基因表达下调，349个基因表达上调。GO注释结果

表明，显著差异表达基因主要富集在植物的代谢调

控、化合物合成项、细胞结构、蛋白存储和逆境响

应项，涉及显著差异基因数量最多的是分子功能中

的DNA结合转录因子活性。KEGG分析结果显示，

DEGs主要富集在植物激素信号转导途径、苯丙烷

类生物合成途径和苯丙氨酸代谢途径中，显著差异

基因数量最多的通路是植物激素信号转导途径，占

所有DEGs的28%(图6)。推测TC1A可能参与调控植

物内源激素的水平。 

 
图6 显著差异表达基因的KEGG和GO功能注释结果 

Fig. 6 KEGG and GO functional annotations for significantly differentially expressed genes  

2.5 TC1A过表达植株的激素谱分析 

植物可以通过调控体内的激素含量来应对外

界胁迫对植物造成的伤害，但植物中存在多种激素

且其含量普遍较低，为了从整体水平上探究TC1A
过表达植株中的激素水平，进而揭示TC1A对植物激 

素的调控作用，本研究通过LC-MS分析测定了5类

激素的含量，以探索TC1A–植物激素–耐旱之间的关

系。在检测到的17种激素成分中，与野生型植株(Col
组 ) 相 比 较 ， 吲 哚 –3– 乙 酸 (IAA) 、 IAA 代 谢 物

(OxIAA)、吲哚乙酸–丙氨酸(IAA-Ala)、吲哚乙酸–
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天冬氨酸(IAA-Asp)、吲哚乙酸–谷氨酸(IAA-Glu)、
吲哚乙酸–苯丙氨酸(IAA-Phe)、吲哚乙酸–缬氨酸

(IAA-Val)、吲哚丁酸(IBA)、吲哚乙腈(IAN)、脱落

酸(ABA)、茉莉酸(JA)、茉莉酸–异亮氨酸(JA-Ile)、
水杨酸(SA)和水杨酸2–O–β–葡萄糖苷(SAG)共14种

成分在TC1A过表达植株(MATH组)中的含量变化不

显著；吲哚乙酰胺(IAM)、赤霉素(GA3)和12–氧–植

物二烯酸(OPDA)这3种激素的含量在TC1A过表达

植株中显著或极显著增加，其中OPDA的含量变化

最为显著(P<0.001)(图7)。推测TC1A通过促进OPDA
而非ABA的累积来参与植物干旱应答反应。已有研

究表明OPDA能促进气孔关闭并提升植物保水能

力，进而提升植物耐旱能力[29–31]。IAM属于生长素

类，相比于Col-0植株，TC1A过表达植株中的IAM
含量显著下降，赤霉素GA3含量显著上升，这2种激

素的变化均不利于植株的成长，这可能是TC1A过表

达植株较Col-0植株矮小的原因。 

 
*表示差异显著(P<0.05)；***表示差异极显著(P<0.001)。 

(a) 生长素类及其同系物的含量变化；(b) 赤霉素的含量变化；(c) 脱落酸的含量变化；(d) 茉莉酸类激素的含量变化；(e) 水杨酸类激素的含量变化 

图7 野生型拟南芥与TC1A过表达植株中的激素含量 
Fig. 7 Hormone content in wild-type and TC1A-overexpressing Arabidopsis plants  

｝ 

3 结论与讨论 

在哺乳动物中，有关含MATH结构域蛋白的功

能已有较深入的研究，这类蛋白最初被鉴定为适配

器分子，它们将来自细胞表面受体的上游信号传递 

给下游效应因子[6]，具有天然免疫、获得性免疫和

细胞增殖[14]等功能。在植物中，MATH结构域的基因

参与非生物胁迫过程，如拟南芥的BTB/POZ-MATH 
(BPM)蛋白直接与ABA负调控因子AtHB6相互作

用，AtHB6负调控ABA的指示基因RD29B的表达，进
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而影响植株的缺水(如寒冷、高盐和干燥)反应[16,29]。 
本研究结果显示，过表达TC1A基因能显著提升

植株耐旱的能力，表现为叶片枯萎程度较轻而植株

存活率更高。在TC1A过表达植物中，茉莉酸合成途

径中的中间产物OPDA水平显著高于Col-0中的含

量，而ABA含量变化并不显著。已有研究表明OPDA
能促进植物抗逆[30–32]，推测TC1A过表达植株耐旱

能力的提高可能与OPDA水平的上升有关，而与

ABA的关系不大。OPDA水平的上升可能促进抗非

生物胁迫重要因子如果糖、丙酮酸和脯氨酸含量增

加，为TC1A过表达植物耐旱能力的提高提供生化物

质的保障。这些结果也表明TC1A参与调控植物应对

干旱胁迫的过程，且其与已知ABA依赖的耐旱途径

不同，具有较为独特的调控机制。 
另外，TC1A过表达植株(特别在生长早期)较

Col-0植株矮小，说明TC1A基因可能参与调控植物

的生长发育过程。生长素和赤霉素与植物生长发育

密切相关，从激素测定结果来看，过表达植株体内

的生长素类激素IAM含量下降、赤霉素类激素GA3

含量上升，推测TC1A可能同时调控植物生长与抗

逆。TC1A的双重作用机制及其平衡生长与逆境应答

的具体机理还有待进一步研究。 
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