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摘要 

目的：棉花（Gossypium hirsutum）作为新疆主要经济作物，提高其产量对农业可持续发展具有重要

意义。作物产量的形成 95%来源于光合作用，光合作用碳同化的核心途径是卡尔文循环，果糖-1,6-

二磷酸醛缩酶（Fructose-1, 6-bisphosphate aldolase, FBA）是卡尔文循环的关键调节因子，催化果糖

-1,6-二磷酸生成磷酸二羟丙酮和甘油醛-3-磷酸的可逆反应，可以作为改善光合作用的重要靶点。本

课题组前期研究发现天山雪莲（Saussurea involucrata）SiFBA4 基因在烟草和番茄中能够显著加快植

株的生长，但其在棉花中的功能尚未明确。本研究采用农杆菌介导的棉花遗传转化体系将 SiFBA4

基因进行过表达，并对农艺性状和生理生化指标进行调查和测定，分析转 SiFBA4 基因棉花的光合效

率和生长发育特征。进一步通过转录组和代谢组联合分析，解析 SiFBA4 基因在棉花光合效率和产量

形成方面可能的调节机制，为棉花育种提供重要的理论依据和基因资源。 

方法：本研究采用农杆菌介导的遗传转化体系将 SiFBA4 基因转入棉花中，利用 PCR、RT-PCR 和

Western blot等分子生物学技术鉴定分析稳定表达的转基因棉花株系。并通过连续两个世代田间试验，

测定 SiFBA4 基因过表达对棉花光合生理、农艺性状、产量以及纤维品质的影响。进一步通过转录和

代谢网络分析，初步分析 SiFBA4 基因在棉花中可能的调控机制。 

结果：（1）本研究共获得 14 个棉花阳性转化体，经 RT-PCR 和 Western blot 鉴定发现 SiFBA4-OE-4、

SiFBA4-OE-14 和 SiFBA4-OE-17 中 SiFBA4 基因的表达丰度高于其他株系，其中 OE-4 株系的蛋白表

达水平最高，选择该材料用于后续研究。 

（2）转基因株系的光合能力显著增强，其中，OE-4 株系的净光合速率达到 34.22 μmol/m
2/s，

较 WT 提高 17.47%；叶绿素含量较 WT 增加 0.3 mg/g。结果表明，SiFBA4 基因过表达能够有效提

高棉花的光合速率。转基因株系 OE-4 和 OE-17 各生长发育阶段生物量均显著高于 WT（p≤0.002）。

其中，苗期、蕾期和铃期单株平均生物量分别为 1.27、32.95 和 115.63 g，分别较 WT 增加 23.30%、

49.75%和 42.40%，结果表明 SiFBA4 基因过表达促进了棉花生物量的积累。 

（3）通过测定三个株系的农艺性状，转 SiFBA4 基因棉花的株高、节间数、果枝数、蕾铃数和

叶面积指数等指标较 WT均显著增加，三个株系果枝数和棉铃数的平均值分别达到 10.61和 15.27个，

较 WT 提高 20.58%和 69.00%；下胚轴长度、节间长度及果枝夹角等性状显著减小。产量和纤维分

析表明，转基因株系 OE-4、OE-14 和 OE-17 的籽棉产量分别为 5.78、5.60 和 5.68×10
3
 kg/ha，较

WT（4.77×10
3
 kg/ha）显著提高（19.22%），但单铃重无显著差异，纤维长度和强度分别降低 6.67%

和 4.86%（p<0.05），纤维品级由 A 级降至 C2 级。结果表明 SiFBA4 基因通过增加果枝和棉铃数实

现产量的提高，而纤维品质降低。 

（4）OE-4 株系转录组分析发现，在棉花中过表达 SiFBA4 基因显著上调了卡尔文循环关键酶基

因 FBP、TKL、PGK 和 GAPDH 的表达量；增强了光合作用 PSⅠ和 PSⅡ复合物亚基 PSAs/PSBs 和叶
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绿素a/b光捕获复合体亚基LHCAs/LHCBs基因的表达；促进了叶绿素合成途径相关基因PROA、CHLs

和 NOL/NYC1 的上调表达；卡尔文循环关键酶 FBA 和 FBP 的酶活性显著增加，这些结果表明 SiFBA4

基因可以通过增强棉花光合作用光反应和暗反应过程，进而促进光合作用，为固定 CO2提供了较多

的 ATP 和 NADPH。 

（5）OE-4 株系代谢组分析发现，转 SiFBA4 基因株系叶片中可溶性糖和淀粉含量降低，卡尔文

循环中间产物果糖-6-磷酸、赤藓糖-4-磷酸、景天庚酮糖-7-磷酸和核酮糖-5-磷酸的积累量显著减少；

根系吡喃葡萄糖、景天庚酮糖、葡糖二酸-1-磷酸和景天庚酮糖-7-磷酸等糖类物质含量增加，淀粉含

量减少。结合转录组数据中糖转运相关基因 SWEETs、SUCs 和 STPs 普遍上调表达，推测 SiFBA4 基

因可能通过调控棉花糖转运相关基因的表达，促进光合产物从“源”到“库”的定向转运。 

结论：本研究通过生理、农艺、转录组和代谢组的多维度整合分析，初步分析了在陆地棉中异源表

达 SiFBA4 基因对棉花生长发育的影响及其可能的作用机制。SiFBA4 基因可以通过增强卡尔文循环

关键酶活性和光反应相关基因表达，提高光合效率。并通过促进糖转运蛋白基因表达，优化光合产

物从源到库的分配，最终实现生物量和产量的同步提升。这些研究揭示了 SiFBA4 基因通过卡尔文循

环在棉花生长发育中的关键作用，为棉花育种提供了新的基因资源和理论依据。 

关键词：陆地棉；SiFBA4；光合效率；糖转运；产量 
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Abstract 

Objective: Cotton (Gossypium hirsutum) is a major cash crop in Xinjiang and improving its yield is of great 

significance for sustainable agricultural development. Approximately 95% of the crop yield comes from 

photosynthesis, and the core pathway of photosynthetic carbon assimilation is the Calvin cycle. 

Fructose-1,6-bisphosphate aldolase (FBA) is a key regulator of the Calvin cycle, which catalyzes the 

formation of dihydroxyacetone phosphate (DAP) and glyceraldehyde-3-phosphate (G-3-phosphate) from 

fructose-1,6-bisphosphate and can be used as a reversible reaction for the formation of 

fructose-3-phosphate and G-3-phosphate. phosphate, which could be an important target for improving 

photosynthesis. In our previous study, we found that the SiFBA4 gene of Tianshan snow lotus (Saussurea 

involucrata) could significantly accelerate plant growth in tobacco and tomato; however, its function in 

cotton has not been clarified. In this study, the SiFBA4 gene was overexpressed using an 

Agrobacterium-mediated cotton genetic transformation system, and agronomic traits and physiological and 

biochemical indices were investigated and measured to analyze the photosynthetic efficiency, growth, and 

developmental characteristics of cotton with the trans-SiFBA4 gene. Further, through joint transcriptome 

and metabolome analysis, we will analyze the possible regulatory mechanism of the SiFBA4 gene in cotton 

photosynthetic efficiency and yield formation, which will provide an important theoretical basis and 

genetic resources for cotton breeding. 

Methods: In this study, we used an Agrobacterium-mediated genetic transformation system to transfer the 

SiFBA4 gene into cotton, and utilized molecular biology techniques, such as PCR, RT-PCR, and Western 

blotting, to identify and analyze stably expressed genes. Transgenic cotton lines were analyzed using 

molecular biology techniques, such as PCR, RT-PCR and Western blotting. The effects of SiFBA4 

overexpression on the photosynthetic physiology, agronomic traits, yield, and fiber quality of cotton were 

also determined by two consecutive generations of field experiments. The possible regulatory mechanisms 

of the SiFBA4 gene in cotton were further analyzed using transcriptional and metabolic network analyses. 

Results: (1) Fourteen cotton-positive transformants were obtained in this study and were identified by 

RT-PCR and Western blotting to reveal that SiFBA4-OE-4, SiFBA4-OE-14 and SiFBA4 -OE-17 had 

significantly higher expression levels of the SiFBA4 gene than the other strains, with the OE-4 strain having 

the highest protein expression level, which was selected for subsequent studies. 

(2) The photosynthetic capacity of the transgenic strains was significantly enhanced, in which the OE-4 line 

showed a net photosynthetic rate of 34.22 μmol/m
2
/s, which was increased by 17.47% compared with that 

of the WT; and the chlorophyll content increased by 0.3 mg/g. The results indicated that the overexpression 

of SiFBA4 gene could effectively increase the photosynthetic rate of cotton. The biomass of transgenic 

lines OE-4 and OE-17 was significantly higher than that of WT at all growth and development stages 
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(p≤0.002). The average biomass of a single plant at the seedling, bud, and boll stages was 1.27, 32.95 and 

115.63 g, which increased by 23.30%, 49.75%, and 42.40%, respectively, compared with that of the WT. 

These results indicated that overexpression of the SiFBA4 gene promoted the accumulation of cotton 

biomass. 

(3) By determining the agronomic traits of the three strains, the indicators of plant height, number of 

internodes, number of fruiting shoots, number of buds and bolls and leaf area index of cotton transfected 

with the SiFBA4 gene were significantly increased compared with that of WT, and the average values of 

the number of fruiting shoots and bolls of the three strains The average values of the number of fruiting 

branches and the number of cotton bolls of the three lines reached 10.61 and 15.27, respectively, which 

were 20.58% and 69.00% higher than that of WT; the traits of hypocotyl length, internode length and the 

angle of fruiting branches were significantly reduced. Yield and fiber analyses showed that the seed cotton 

yields of transgenic lines OE-4, OE-14, and OE-17 were 5.78, 5.60, and 5.68 × 10
3
 kg/ha, respectively, 

which were significantly higher (19.22%) than that of WT (4.77 × 10
3
 kg/ha), but there was no significant 

difference in boll weight. The fiber length and strength were reduced by 6.67% and 4.86%, respectively 

(p<0.05), and the fiber grade decreased from A to C2. The results indicated that the SiFBA4 gene achieved 

a higher yield by increasing the number of fruiting branches and bolls, while reducing fiber quality. 

(4) Transcriptome analysis of the OE-4 line revealed that overexpression of the SiFBA4 gene in cotton 

significantly upregulated the expression of the key enzymes of the Calvin cycle, FBP, TKL, PGK, and 

GAPDH; enhanced the expression of photosynthesis PSⅠ and PSⅡ complex subunits PSA/PSBs and 

chlorophyll a/b light-trapping complex subunits LHCAs/LHCB genes; promoted the upregulated 

expression of chlorophyll synthesis pathway-related genes PROA, CHLs, and NOL/NYC1; and significantly 

increased the enzyme activities of the key enzymes of the Calvin cycle FBA and FBP. These results 

indicate that the SiFBA4 gene could provide more ATP and NADPH for CO2 fixation by enhancing the 

processes of light and dark reactions of cotton photosynthesis, which in turn promotes photosynthesis. 

(5) OE-4 line metabolome analysis revealed that the soluble sugar and starch contents in the leaves of the 

transgenic SiFBA4 strain were reduced, the accumulation of the Calvin cycle intermediates 

fructose-6-phosphate, erythrose-4-phosphate, nectarine heptulose-7-phosphate, and ribulose-5-phosphate 

were significantly reduced, and the root system sugars such as glucopyranose, nectarine heptulose, 

glucurono-dicarboxylic acid-1-phosphate, and nectarine heptulose-7-phosphate content increased and 

starch content decreased. Combined with the generally up-regulated expression of sugar transport-related 

genes SWEETs, SUCs and STPs in the transcriptome data, it was hypothesized that the SiFBA4 gene might 

promote the directional transport of photosynthesis products from the “source” to the “sink” by regulating 

the expression of cotton sugar transport-related genes. The SiFBA4 gene may regulate the expression of 
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genes related to marshmallow transport by promoting the targeted transport of photosynthetic products 

from “source” to “sink”. 

Conclusion: This study conducted a preliminary analysis of the heterologous expression of SiFBA4 in 

relation to cotton growth and development, as well as its potential mechanisms of action. Key enzyme 

activity and light-response-related gene expression to improve photosynthetic efficiency. By promoting the 

expression of sugar transporter protein genes, it can optimize the distribution of photosynthetic products 

from the source to the reservoir, and ultimately achieve the simultaneous enhancement of biomass and 

yield. These studies reveal the key role of the SiFBA4 gene in cotton growth and development through the 

Calvin cycle and provide new genetic resources and a theoretical basis for cotton breeding. 

Key words: Gossypium hirsutum; SiFBA4; photosynthetic efficiency; sugar transport; yield 
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PCR Polymerase chain reaction 聚合酶链式反应 

RT-PCR Reverse transcriptative PCR 反转录 PCR 

qRT-PCR Quantitative real-time PCR 实时定量 PCR 

FC Fold chang 倍数变化 

DEGs Differentially expressed genes 差异表达基因 

DAMs 
Differentially accumulated 

metabolites 
差异积累代谢物 

GO Gene ontology 基因本体论 

KEGG 
Kyoto encyclopedia of genes and 

genomes 

京都基因与基因组

百科全书 
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第 1章 文献综述 

棉花作为全球最重要的天然纤维作物，对纺织工业的稳定发展具有重要意义，提高

棉花产量和品质是棉花育种工作的重要目标[1]。中国作为世界上最大棉花生产国和消费

国，纺织品是我国出口创汇的大宗产品，能够直接影响国民经济和外汇储备。同时，棉

花作为经济欠发达地区农民的主要经济来源，对农民收入和农村经济发展具有深远影响
[2]。新疆作为我国最大的商品棉生产基地，棉花产业已成为当地经济的支柱产业，根据

国家统计局和联合国粮农组织数据库（FAOSTAT）统计，近十年新疆地区棉花产量占全

国总产量的 80%以上，占全球总产量的 18%左右。然而，随着全球人口的增长和国际贸

易环境的复杂化，棉花产业面临着重大的挑战。因此，实现高产稳产成为棉花及其他作

物育种的主要任务。一直以来，杂交选育等传统育种技术为农业的发展做出了突出的贡

献，不断地改善了作物的产量和品质，但其时间成本高、效率有限等特点难以满足当前

农业发展的需求[3]。近年来，转基因技术和基因编辑技术等新的育种策略和技术手段被

育种学家所推崇，极大地促进了育种领域的发展。 

光合作用作为作物产量形成的基础，提高作物光能利用率成为提高作物产量的关键

途径[4, 5]。相关研究报道，自然环境下，植物光合作用固定的 CO2有 22.26%，有效截获

的光能仅占 5%左右[6]。在农业生产中，如何充分的利用太阳辐射能进行光合作用，增

强植物对光能的利用效率，以及增强光合碳固定能力，成为了一个亟需探索和发展的科

学研究问题。自 20 世纪 60 年代 Bonner 提出提高作物光合效率可以增加产量的设想以

来，科学家们不断地探索着高光效作物的筛选与鉴定标准[7]。2010 年沈允钢和程建峰通

过分析光能截获、光能吸收与转化、光合碳同化、光合产物的积累与分配以及干物质转

运和分配等光能利用过程，汇总了高光效作物筛选与鉴定的性状指标，为高光效育种提

供了理论依据（表 1-1）[8]。因此，从提高光合效率的角度，培育高光效中间种质材料，

以应对当前棉花产业面临的挑战，具有非常重要的理论和实践意义。 

1.1 棉花育种研究概述 

1.1.1 棉花常规育种技术 

棉花是粮食作物以外最重要的战略物资之一，发挥着重要的社会和经济价值。近代

以来，我国棉花育种经历了从引种到自主创新的转变，以陆地棉的引入取代传统的亚洲
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棉，通过系谱选育法培育出了如“徐州 1818”、“洞庭 1 号”和“中棉所 3 号”等优良

品种，极大地推动了我国棉花产业的发展[9]。然而，系谱选育法纯粹依赖自然变异，存

在效率低、周期长等局限性。20 世纪 70 年代起，杂交育种技术逐渐被采用，通过品种

间杂交和远缘杂交，使棉花在产量、纤维品质和环境适应性等方面表现出显著的杂种优

势[10-12]。棉花细胞质雄性不育“三系”（不育系、保持系和恢复系）制种技术等方面均

取得新突破，显著提升了育种效率，降低了制种成本[13]。早期研究主要通过分析产量、

纤维品质等数量性状来讨论棉花杂种优势的具体表现，后来逐步涉及棉花的生物量以及

早熟性和抗病性等功能表现的研究[10]。 

表 1-1 高光效作物筛选与鉴定的性状和指标[8]
 

Table 1-1 Characters and indexes of high-efficiency crop screening and identification 

光能利用过程 简要理论基础 植株性状 生理指标 

光能截获 

减少植物消光系数 
株型逐趋紧凑，矮秆，

叶片宽、短、厚、挺 
 

增大植株叶面积 多叶、多分蘖 

高气孔导度，高叶绿

体密度，多叶绿体基

粒片层 

光能吸收与转化 

改善叶片内在

结构 形成较多

的同化力

（ATP 和

NADPH） 

高气孔密度、厚栅栏

组织 

光合单位密度大，高

Chl、Chl a和Chl a/Chl 

b 

高效利用和转

化激发能 

叶色浓

绿 
叶片寿命

及光合功

能期长 

高 Fv/Fm(Fo)、ΦPSII 和

qP，低 qN，强 PSII 反

应中心 D1 蛋白合成

能力 

耐光抑制和光

转化 

叶片抗

衰老 

光合碳同化 
维持光合碳循环的高效运

转，形成更多的光合产物 

比叶面积小（比叶重

大） 

高 RuBP 羧化酶和 C4

途径关键酶活性，低

RuBPOase 活性，高光

饱和点，低 CO2补偿

点，高净光合速率 

光合产物的积累与

分配 

90%~95%植株生物量来自光

合产物 

合适的生育期，单株

生物量大 

低暗呼吸，高 FBPase、

SBPase 和 SPSase 活

性，单株总糖含量 

干物质转运和分配 
光合产物是作物产量的物质

基础 

高粒/叶、高鞘重/叶

重，灌浆速度快，高

经济系数（收获指数） 
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传统育种主要基于自然规律的稳定性和遗传多样性的逐渐积累，对我国农业的发展

做出了较为突出的贡献（如杂交水稻和小麦的高产突破），但面对产量、品质和株型改

良、以及生物和非生物胁迫环境等方面的巨大挑战，进展缓慢，已难以满足当前农业的

发展需求[14-17]。 

1.1.2 棉花生物育种技术 

随着生物学技术的发展，分子生物学、生物信息学和高通量测序等新型生物学科的

快速发展，作物育种领域也逐渐步入分子育种阶段。就棉花而言，棉花育种已经进入了

分子水平，转基因育种、分子辅助育种以及分子设计育种已逐步走向成熟。棉花作为兼

具经济价值与战略意义的纤维作物，其遗传改良面临多重挑战，“棉粮争地”矛盾加剧

背景下对单产突破的迫切需求；纤维品质与生物量的负相关特性；以及生物/非生物胁迫

的叠加效应等。但是，以转基因技术创制的抗虫（Bt 棉）与抗除草剂（EPSPS）棉花品

种，是棉花分子育种技术的典型应用，突破了传统育种方法的限制，在棉花品种改良中

展现精准调控优势[18, 19]，不仅提高了棉花的产量和品质，还显著降低了农业生产成本，

极大地促进了棉花种业的发展，但对光合效率等复杂数量性状控制的分子育种仍处于探

索阶段。 

我国抗虫转基因的研制开始于 20 世纪 90 年代初，随着转基因技术的发展，才得以

迅猛发展和广泛应用。转基因抗虫棉基因类型主要有苏云金芽孢杆菌杀虫蛋白基因（Bt）、

蛋白酶抑制剂基因（Pi）、植物外源凝集素类基因（lectin）三种。1992 年，我国科学家

通过人工设计合成了 Bt 杀虫基因序列，并在 1994 年将该基因成功导入棉花，使我国成

为了世界上第二个研制出转基因抗虫棉的国家，之后又创制了双价 Cry1Ac 和 CpTI 转基

因棉花新种质[20]。双价转基因抗虫棉的推广，为广谱抗虫棉的研制奠定了扎实的理论与

实践基础。我国转基因棉花研究经过 30 年的发展取得丰硕的成果，继抗虫棉之后，还

成功研究出具有除草剂抗性的棉花，并且已经进入转基因生物安全性评价阶段[21]。目前，

我国已进入大面积推广种植，如 2023 年《转 gr79epsps 和 gat 基因耐除草剂棉花 GGK2

生产应用安全证书》的颁发。与此同时，对于极端温度、干旱、盐碱等非生物胁迫的转

基因棉花亦进行大量的研究，尚未在农业生产中应用。新疆“三山夹两盆”的地形和荒

漠化，以及生育期平均温度低于棉花适宜温度（25~32℃）等因素，极大的制约着当地

棉花产业的发展。因此，寻找能够在非适宜温度下促进棉花产量形成的调控基因，并利

用转基因工程等技术进行棉花育种的开发和应用，对于新疆棉花产业的发展具有重要的

影响。 

基因编辑技术和高通量测序技术的出现，使基因工程育种跨入分子设计育种阶段，

以基因编辑技术为核心的分子设计育种可以更精确、更高效，更有目的地改造和创制新
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的作物种质，为实现精准育种提供了高效的技术手段[22]。2017 年，张献龙团队将 GhCLA1

基因作为靶点，利用 CRISPR/Cas9 系统进行基因编辑，再生植株出现白化现象，标志着

棉花 CRISPR/Cas9 编辑系统建立，棉花育种进入分子设计育种阶段[23]。紧接着，该团

队再次开发出胞苷碱基编辑器（CBEs）和腺嘌呤碱基编辑器（ABEs），并提出单碱基编

辑系统对棉花的基因组编辑具有特异性且能够稳定遗传[24, 25]。 

随着生命科学和生物信息学的发展，越来越多的外源基因显著提升了棉花的抗逆性、

产量、纤维品质以及环境适应性[26-32]。未来的基因工程育种将更多依赖于“生物技术+

信息技术+人工智能”的集成应用，进一步提升棉花育种的效率和准确性。 

1.1.3 棉花光合效率研究进展 

光合作用是棉花产量形成的关键生理过程，光合效率直接影响棉花的生物量积累、

产量和纤维品质。随着全球气候变化与耕地资源约束加剧，提升光合效率已成为棉花育

种与栽培技术革新的关键方向。近年来，从光合生理机制、遗传改良、环境响应及非叶

器官贡献等多方面，揭示了棉花光合系统的调控特点。 

全基因组解析结果表明，阔叶棉中多个光合作用相关基因家族（如 PF00421、

PF02392）呈现显著扩张特征，A02 和 A08 染色体特异的倒位变异事件，以及

Ghi_D06G01951 基因上游调控区的序列缺失，可能通过调控光周期响应相关基因的表达

网络，促进栽培棉光合适应性的演化进程[33]。在光合生理调控机制方面，研究揭示棉花

幼叶与成熟叶的光能利用存在差异，幼叶在叶绿素含量和气孔导度显著低于成熟叶的情

况下，通过建立类胡萝卜素介导的非光化学淬灭（NPQ）、光呼吸代谢、热耗散及 PSI

循环电子流等多级防御系统，有效缓解高光胁迫；而成熟叶则依赖增强型 PSI 循环电子

流促进 ATP 合成，维持其高光合能力[34]。从进化发育生物学视角分析，野生棉种虽能

通过萜烯类次生代谢物应对环境胁迫，但其光合速率显著低于栽培种。相较于野生棉种，

驯化过程中气孔密度的降低与叶肉细胞结构的协同进化，使 CO₂在叶肉导度提升，这可

能是栽培棉光合性能提升的关键进化事件[35]。在遗传改良研究方面，通过优化铃叶系统

（包括主茎叶、果枝叶及苞叶等非叶器官）的光合面积与光合速率（Pn）的时空配置，

发现主茎叶 Pn 与单位面积铃数呈显著正相关，而果枝叶 Pn 与单铃重关联性更强。通过

优化光合产物分配模式（如生殖器官优先策略）与光响应中心效能参数（如 ψEo/ϕEo 比

值），可实现产量与纤维品质的协同提升[36]。通过分析铃叶系统光合功能和棉铃发育的

变化，揭示了棉铃发育过程中的光合作用规律，为分析棉花产量形成的机制和调控提供

了新的依据[37]。 

关于棉花光合作用相关基因的研究中，叶绿素代谢调控方面，通过分析棉花芽黄突

变体与正常植株光合色素合成基因显示，突变体叶绿素含量低于正常植株，随着芽黄突
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变体叶片转绿，其 SGR、CAO 和 ZEP 编码基因表达量降低[38]。基因功能验证方面，通

过 VIGS 技术敲除棉花叶绿素合成的 GGPS 基因家族成员 Gohir.A13G151300，植物的叶

绿素含量显著降低，表明该基因可能参与了棉花中光合色素的合成，该基因的沉默导致

光合系统受损，从而导致叶片白化病和生长不良[39]。GhSBPase 表达与叶绿素荧光参数

呈正相关，表明 GhSBPase 表达的变化在提高棉花光合效率的育种中具有潜在的适用性
[40]。在杂种优势机理研究方面，通过比较杂交棉 H318 及其亲本双叶期的光合作用速率

以及蔗糖和淀粉的含量，H318 光合作用速率相对于其亲本系，光合作用过程相关的

Rubisco 激活酶 （RCA）、光系统 II 亚基 X（PSBX）、光系统 I 亚基 L（PSAL）和磷酸

盐激酶（PRK）基因的表达趋势与光合速率高度一致，表明 H318 的光合速率相对于其

亲本系增强[41]。这些研究为解析棉花光合作用调控网络和培育高光效品种提供了重要理

论支撑与分子育种靶点。 

1.2 植物光合作用概述 

1.2.1 植物光合作用的定义和过程 

植物光合作用，是指绿色植物在整个生理过程中，将光能转化成化学能，并利用化

学能将二氧化碳（CO2）和水（H2O）转化为植物生长发育所需能量的有机物，同时释

放出氧气的生理生化过程[42, 43]。光合作用作为地球上生命存在、繁衍和发展的根本源泉，

是生命的发动机，也是当前新绿色革命的核心问题。 

光合作用作为植物能量代谢的核心过程，根据是否需要光照被分为光反应和暗反应

阶段，二者通过能量载体与还原力的传递实现功能耦联[44]。光反应发生在叶绿体类囊体

膜上，包括原初反应、电子传递和光合磷酸化三个阶段，具体过程为，在光照条件下，

植物光系统Ⅱ（PSⅡ）通过叶绿体中的光合色素吸收光能，导致 H2O 分子光解产生高能

电子，传递给光系统Ⅰ（PSⅠ），PSⅠ再将电子传递给电子受体，形成电子传递链，将 NADP
+

生成还原型 NADPH；同时，另一部分电子被质子醌从类囊体基质带到外膜，促使 ADP

发生磷酸化形成 ATP。暗反应阶段（即卡尔文循环）是光合作用中将 CO2 转化为有机物

的关键过程，发生于叶绿体基质中，主要分为羧化、还原和再生三个阶段。在羧化阶段，

CO2 与二磷酸核酮糖（RuBP）结合生成不稳定的六碳化合物，随后分解为三磷酸甘油酸

（PGA）；还原阶段则利用光反应提供的 ATP 和 NADPH，将 PGA 还原为三碳糖（如甘

油醛-3-磷酸），同时 NADPH 被氧化为 NADP⁺，ATP 水解为 ADP 和 Pi；最后的再生阶

段通过一系列酶促反应，将部分三碳糖重新转化为 RuBP 以维持循环持续进行，其余三

碳糖则用于合成葡萄糖等碳水化合物。其化学反应可概括为：NADPH、H⁺、ATP 与 CO2
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在酶催化下生成碳水化合物（CH2O），并伴随 NADP⁺、Pi 和 ADP 的再生[45]。光合作用

的总反应式可概括为：在光能与叶绿体的共同驱动下，H2O 与 CO2 通过光反应和暗反应

的协同作用，最终生成 O2 及以 CH2O 为代表的有机物质（如葡萄糖）。其中，暗反应的

还原阶段作为光反应与暗反应的关键连接点，通过消耗光反应产生的 ATP 和 NADPH，

将 CO2 中的碳元素固定为有机物，实现光能向化学能的转化。这一过程不仅完成碳的有

机化，还通过再生 ADP、Pi 和 NADP⁺为光反应持续供能提供原料，形成能量物质循环
[46]。这种光反应和暗反应协同调控的过程，能够维持光合系统在不同环境条件下的高效

运转，其分子机制研究对提高作物光能利用率具有重要指导意义。 

1.2.2 植物光合作用的机制 

光合作用实质上是大自然一系列能量转化和物质循环的问题，根据是否需要光照被

分成光反应和暗反应两个阶段，包括三大步骤，即原初反应、电子传递和光合磷酸化、

碳同化三个步骤。 

原初反应(Primary photochemistry)是光合作用最初的关键的步骤，从光合色素分子

被光激发开始，直到引起第一个光化学反应为止的过程，它包括光能吸收、传递和转化
[47]。光反应从天线系统对光的吸收开始，该系统将获得的激发能量传递给 PSI 和 PSII，

它们是多聚体色素-蛋白质复合物，二者含有一个称为反应中心（Reaction Center，RC）

的中心区域。反应中心利用特殊的光活性色素分子捕获激发能，这些色素分子进行初级

光化学反应，形成一个带正电的分子和一个带负电的分子，从而将光能转化为电能[48]。

这一过程的发生与植物光合色素的积累呈现一种正向调节作用，因此从如何提高作物光

合色素的含量的角度出发，可能极大的改善作物的光合效率，为作物高光效育种提供新

的研究方向。 

光合电子传递链又称为光合链，是指定位在光合膜上，主要由 PSII、Cytb6f 和 PSI

三个电子传递系统组成，多个电子传递体组成的电子传递总轨道。电子传递通过两个光

系统按氧化还原电位高低排列，即 P680→P680*、P700→P700*，呈侧写的“Z”字，故

又称为“Z”链[49]，如图 1-1。根据电子在铁氧还蛋白（Fd）分岔口后的传递途径，将

光合电子传递分为线性电子传递、环式电子传递两种类型[50]。线性电子传递指电子在

H2O 中从 PSⅡ、Cytb6f 和 PSⅠ，到 NADP
+的电子传递途径，整个过程中质子跨膜转运形

成的梯度可驱动合成 ATP
[51]。环式电子传递指 PSⅠ中电子传递给 Fd，再到 Cytb6f，然后

经 PC（含铜蛋白质体蓝素）返回到 PSⅠ的传递过程。环式电子传递途径可能还存在 Fd

直接传给 Cytb6f，或经铁氧还蛋白-NADP
+还原酶（FNR）传递给质醌，或经 NADP

+传

递给质体醌（PQ），是一条闭合通路。另外，还存在一种假环式电子传递，即 H2O 中的

电子由 PSⅡ与 PSⅠ传给 Fd 后再传给 O2 的电子传递途径，是一条开放的通路。这一过程
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在强光照射下，没有足够的 NADP
+供应的情况下发生，是光合细胞产生超氧阴离子自

由基的主要途径[52]。绿色植物中，非环式电子传递链占主导地位[53]。已有诸多研究表明，

增加 PSII、和 PSI 三个电子传递系统相关蛋白活性，不仅能够提高光合生物的光保护作

用，也能够反馈调节光合色素的积累，进而提高光合生物的光合效率[54-58]。因此，作物

高光效育种策略的实现与光合电子传递链组成系统的高效表达相关。 

光合作用利用储存在类囊体膜的质子梯度，把 ADP 和 Pi 合成为 ATP 的过程，称为

光合磷酸化[49]。光合磷酸化与电子传递相偶联，因此它也被相应地分为非循环光合

磷酸化、循环光合磷酸化和假环式光合磷酸化三种类型 [59]。非循环光合磷酸化是

指 H2O 光解产生的电子经光系统的作用中心和一系列的电子传递体将电子传递给

NADP
+，形成 NADPH，并生成 O2 和 ATP，它是光合电子传递的主要形式，也是高等

植物体内使光能转变为化学能的主要形式。循环光合磷酸化是指电子在一系列电子

传递体的传递下，从 PSⅠ开始，最终又回到 PSⅠ的一个闭合回路传递的过程，这个过程

中只形成 ATP，没有 H2O 的光解和 O2 的释放。其中，ATP 合成过程需要 ATP 合酶参与，

ATP 合酶能够调节 PSI 中反应中心叶绿素 P700 的氧化还原状态，并抑制光合作用过程

中 PSI 中 ROS 的产生[60]。由此可见，从光合磷酸化角度考虑，提高光反应过程 ATP 和

NADPH 的合成速率，可以极大地改善光合生物的光能利用效率，从而促进光合生物的

生长发育过程中能量和物质高效利用。 

 

图 1-1 光合作用中光反应的“Z”型光合电子传递链示意图 

Figure 1-1 Schematic diagram of the “Z” type photosynthetic electron transport chain of the light reaction 

in photosynthesis 

CO2 同化，也称为碳同化，是指植物利用光反应中形成的同化力（ATP 和 NADPH）

将 CO2 固定和还原，转化成碳水化合物，从而使活跃的化学能转变为稳定化学能的过程。

高等植物中存在三条 CO2 固定的过程，即卡尔文循环、C4 途径和景天科酸代谢（CAM）
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[61]。卡尔文循环理论由卡尔文等利用放射性同位素示踪和双向纸层析等方法，历经 10

年的系统研究，在 20 世纪 50 年代提出，由于 CO2 的受体是一种戊糖（核酮糖二磷酸），

故称为还原戊糖磷酸途径（Reductive pentose phosphate pathway，RPPP）。又因为这个途

径中 CO2 被固定形成的最初产物是一种三碳化合物，故又称为 C3 途径。C3途径包括羧

化、还原和再生三个阶段[62]。在 20 世纪 60 年代，发现如甘蔗、玉米等起源于热带的植

物，除了具有卡尔文循环以外，还存在一条固定 CO2 的途径。它固定 CO2 的最初产物是

含四个碳的二羧酸，故称为 C4-二羧酸途径（C4-dicarboxylic acid pathway），简称 C4 途

径。C4 途径基本上可分为羧化、还原或转氨、脱羧和底物再生四个阶段[63]。根据植物所

形成的 C4-二羧酸的种类以及脱羧反应参与的酶类，又可把 C4 途径又分三种亚类型。一

是依赖 NADP-苹果酸酶（Malic enzyme）的苹果酸型（NADP-ME 型）；二是依赖 NAD-

苹果酸酶的天冬氨酸型（NAD-ME 型）；三是具有 PEP 羧激酶（PEP carboxy kinase, PCK）

的天冬氨酸型。NADP-ME 型的初期产物是苹果酸（MAL），而 NAD-ME 型和 PCK 型

的初期产物是天冬氨酸[64, 65]。CAM 是适应旱生环境的一种光合类型，一般气孔在白天

关闭，在夜间进行气体交换，在同化 CO2 的同时能够避免水分过度流失。它固定 CO2

的机制是由磷酸烯醇式丙酮酸（PEPC）和核酮糖-1,5-二磷酸羧化酶/加氧酶（Rubisco）

催化的羧化反应，分别在白天、夜晚形成时间上的分离。同时，气孔的开关性质对水分

利用效率也有了极大的提高[66]。植物暗反应过程相关调节酶的研究已经表明该过程对逆

境和生长发育等方面具有积极的调节作用[67-71]，为提高作物光合效率和产量的研究提供

了参考依据。 

光呼吸（Photorespiration）作用是植物初级代谢的重要组成部分，描述了 C3 植物在

光诱导下释放CO2和吸收O2的过程[72]。光呼吸代谢主要用于去除 2-磷酸乙醇酸盐（2PG），

在光照条件下，低 CO2/O2 比值存在下，Rubisco 进行加氧酶副反应，导致大量 2-磷酸乙

醇酸的形成。这一过程至关重要，因为 2PG 严重抑制碳同化和利用途径的关键酶，如卡

尔文循环、糖酵解和淀粉代谢[73]。因此，光呼吸通量的加速，既 2PG 降解的加快，刺

激上述途径的运行，最终提高光合作用、生长和非生物胁迫耐受性。此外，光呼吸对细

胞整体氧化还原稳态、气孔运动均有显著影响，并可能在光保护中发挥作用。因此，光

呼吸作用对植物在不同发育阶段的代谢稳健性起着重要作用[74-78]。 

1.3 卡尔文循环及其相关酶的研究进展 

卡尔文循环形成于约 20 亿年前，就氮资源而言，它是地球上最丰富的生物化学途

径，并且在全球碳和氧的循环中起着主导作用[78, 79]。该循环包括三个主要阶段：核酮糖

-1,5-二磷酸（RuBP）的羧化、3-磷酸甘油酸的还原和 CO2 受体 RuBP 的再生[80]。卡尔文
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循环利用光合作用的光反应产物 ATP 和 NADPH，将大气中的 CO2固定到碳骨架中，直

接用于淀粉和蔗糖的生物合成。这个循环由 11 种不同的酶组成，催化 13 个反应（如图

1-2 所示），由核酮糖-1,5-二磷酸羧化酶/加氧酶（Rubisco）启动，该酶催化 CO2 受体分

子 RuBP 的羧化。然后利用该反应生成的 3-磷酸甘油酸酯（3-PGA）通过消耗 ATP 和

NADPH 的两个反应生成磷酸三糖，即磷酸甘油醛（G-3P）和磷酸二羟丙酮（DHAP）。

循环的再生阶段涉及一系列反应，将磷酸三糖转化为 CO2 受体分子 RuBP。卡尔文循环

中产生的大部分磷酸三糖仍留在循环中以再生 RuBP
[81]。在这个循环中产生的碳化合物

对植物的生长和发育是必不可少的，磷酸三糖被用来合成蔗糖和淀粉。卡尔文循环还为

叶绿体中的一系列其他途径提供中间体，包括氨基酸和木质素生物合成的莽草酸途径、

类异戊二烯的生物合成以及核苷酸新陈代谢和细胞壁合成的前体[82]。目前对卡尔文循环

中酶的研究主要有 Rubisco、景天庚酮糖 1,7-二磷酸酶（SBPase）和果糖 1,6-二磷酸酶

（FBPase），这三个酶对卡尔文循环均非常重要[83-85]。 

 

图 1-2 光合作用卡尔文循环示意图 

Figure 1-2 Schematic diagram of Calvin cycle of photosynthesis 

1.3.1 核酮糖-1,5-二磷酸羧化酶/加氧酶（Rubisco） 

Rubisco是将CO2固定到生物圈中的主要酶[86]，同时Rubisco催化与O2相关的反应，

与 CO2 反应竞争，导致光合固定的碳通过光呼吸损失[87, 88]，Rubisco 被广泛地认为是一

种低效的催化剂[69, 89]。Rubisco 的结构是由 8 个大亚基（RbcL）和 8 个小亚基（RbcS）
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组成的十六聚体，RbcL 的分子量为 50～55 kDa，由叶绿体基因编码，具有催化的功能，

而 RbcS 的分子量为 12～18 kDa，由核基因编码，具有调节的功能[90]。RbcL 包括 N、C

两个结构域，N 结构域从 N-末端开始，由 137 个氨基酸残基组成，有 5 个 β-折叠结构，

C 结构域由 8 个 α-螺旋和 8 个 β-折叠，而且彼此连接成 8 个环。连接两者 8 个环组成的

α/β 桶状结构域（α/β barrel domain）引起科学家们广泛地关注[91]。 

通过基因工程技术改善 Rubisco 在叶绿体中的碳同化作用取得显著突破。研究表明，

将红藻 Rubisco 的小亚基编码基因 RbcS 导入烟草叶绿体，得到高效表达，但是表达的

小亚基却不能与烟草本身的大亚基组装成 Rubisco 全酶[92]。在水稻中过表达 RbcS 增加

了 Rubisco 含量，尽管 Rubisco 含量最多增加 30%，但无论在高或低 CO2浓度下均未观

察到光合速率的提高[93]。这些研究说明了单纯提高 Rubisco 组分大小亚基的表达并不能

有效的改善光合效率。水稻 OsrbcS2-5 突变在田间条件下表现出生长受抑制、抽穗延迟

和产量降低，Rubisco 含量和活性降低，以及光合效率显著降低等现象[68]。在玉米中关

于突变体的研究确定了 Rubisco 组装和幼苗存活所需的四个伴侣：Cpn60α1、CPS212、

BSD2、Raf1和Raf2
[94, 95]。进一步研究发现，Raf1能够拮抗支架蛋白CcmM介导的Rubisco

堆积及相变过程，进而参与调控 Rubisco 的堆积和羧酶体内核的形成[96]。由此可见，探

索 C3 植物中参与 Rubisco 生物发生的装配因子，能够为光合速率的改善带来了新的突破

口。变形菌的 Rubisco 取代天然烟草叶绿体中 Rubisco，在 1% CO2浓度下无需外源伴侣

能够保证转基因植物的自养生长速度与野生型植物相似[69]，表明在叶绿体中安装功能性

细菌的 Rubisco，可以更快、更高效地改善 Rubisco 羧化，从而在全球范围内提高作物

光合作用和作物产量。 

1.3.2 景天庚酮糖-1,7-二磷酸酶（SBPase） 

SBPase 由核基因编码，在细胞质中合成，在 N 端叶绿体靶向肽的引导下进入叶绿

体。SBPase 为同型二聚体，两个亚基配对形成一个有功能的蛋白二聚体。每个亚基的

分子量为 35~38 kDa，均有一系列的 α-螺旋和 β-折叠通过无规则卷曲联系在一起，酶的

活性位点在两亚基的分界线上[97]。SBPase 在卡尔文循环的再生阶段起作用，在这个分

支点，被同化的碳要么进入再生阶段，在循环中产生 CO2 受体分子 RuBP，要么从循环

中输出，用于蔗糖或暂时性淀粉的生物合成。高等植物的光合碳还原循环位于叶绿体基

质中[98]。这个位置突出了 SBPase 在卡尔文循环中调节碳流量的重要性。 

SBPase是光合生物特有的，它催化景天庚酮糖-1,7-二磷酸去磷酸化到景天庚酮糖-7-

磷酸。SBPase 活性受 pH、Mg
2+等多种因素的高度调控。此外，与其他卡尔文循环酶一

样，SBPase 通过铁氧还蛋白/硫氧还蛋白系统在光的作用下被激活[67]。研究表明，通过

在植株中过表达 SBPase 基因，可以提高光合效率，进而增加产量。在烟草中过表达拟
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南芥 SBPase 基因，发现转基因植株的光合作用得到显著提高，在植株生长以及生物量

提高[99]。弱光胁迫下观察到水稻 SBPase 活性与籽粒产量、净同化率、电子传递速率、

生物量和籽粒重量的显著相关性[100]。另外通过 SBPase 反义转基因烟草实验证实了，当

该基因表达量减少时，植株的光合效率明显降低，淀粉含量减少，生物量下降[101]。有

关 SBPase 基因的低温耐受性方面的研究表明，SBPase 基因在低温耐受性中起到作用，

在番茄中过表达拟南芥 SBPase 发现过表达的植株在生长状况，光合效率，及低温耐受

性方面有部分提高[102]。GhSBPase 在响应于干旱、盐分、高温和低温胁迫的表达模式不

同。其表达与叶绿素荧光参数呈正相关，表明 GhSBPase 表达的变化在提高棉花光合效

率的育种中具有潜在的适用性[40]。这些结果将有助于理解 SBPase 基因在光合作用中的

功能以及植物对外部胁迫的适应性，为未来作物的高产育种提供重要的基因信息。 

1.3.3 果糖-1,6-二磷酸酶（FBPase） 

FBPase 催化果糖-1,6-二磷酸分解为果糖-6-磷酸和无机磷酸，在碳固定途径中起着

关键的调控作用。这个反应表现出高的负自由能变化，这使它不可逆[103]。在高等植物

中，FBPase 至少有两种同工酶被鉴定，分别存在于叶绿体和胞质中[104]。非光合组织中，

调节糖酵解的速率；光合组织中，两种 FBPase 同工酶在碳同化和代谢中起关键作用。

胞质 FBPase 是蔗糖生物合成途径中的调节酶之一，叶绿体 FBPase 是受光转录调控的蛋

白质之一[105]，AMP 和果糖-1,6-二磷酸（FBP）不同程度地抑制叶绿体 FBPase 和胞质

FBPase 的酶活性[106]。从初级结构来看，胞质 FBPases 的同源性约为 80%，而叶绿体

FBPases的同源性高达 80%～90%。虽然胞质和叶绿体 FBPases之间的同源性不超过 50%，

而且它们之间缺乏免疫交叉反应，但它们都显示出相似的三级结构。两种 FBPase 亚型

都是约 340～360 个氨基酸的同型四聚体，每个亚基的分子质量约为 40 kDa。每个亚基

（约 150～200 个氨基酸）的 N 端支持 5 个 α 螺旋和 8 个 β 折叠，是 AMP 结合胞质酶

的位点[103]。 

研究表明，将土豆 CpFBPase 基因转化到土豆块茎的造粉体中表达，转基因土豆块

茎与野生型的土豆块茎相比 CpFBPase 的酶活性较高，并且块茎中合成的淀粉含量增加
[71]，该研究为生物高效合成淀粉提供了一条新的途径和方法。拟南芥 cfbp1 和 cpfbp-cfbp1

突变体表现出较小的莲座和较低的光合作用速率，并且导致可溶性糖含量较低、淀粉积

累较少和超氧化物歧化酶（SOD）活性升高，cpfbp 突变株在叶绿体中表现出较高的淀

粉含量，表明缺乏 cpFBPase 会导致植物发育的显着减少，而 cFBPase 的缺失会增加淀

粉含量而不影响表型[70]。cFBPase 不属于卡尔文循环，是光合器官蔗糖合成途径中的关

键酶，也是糖酵解中调控流动的一个控制点，卡尔文循环中产生的三碳化合物—丙糖磷

酸穿过叶绿体膜进入细胞质，参与蔗糖合成途径，cFBPase 催化果糖-1,6-二磷酸分解为
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果糖-6-磷酸和 Pi，调控蔗糖合成途径中必需单糖的生成[107]。FBPase 基因的研究为调控

卡尔文循环、增加作物产量以及控制 CO2 固定和碳元素分配开辟了一条新的途径。 

1.4 果糖-1,6-二磷酸醛缩酶（FBA 或 FBPA）的研究 

FBA，也称为醛缩酶（ALD），自 1934 年 Meyerhof 和 Lohmann 首次发现 FBA 开始，

科研工作者对 FBA 的探索研究正在逐步的深入。FBA 是能量代谢的关键调节因子，特

别是在光合生物的卡尔文循环和糖酵解/糖异生中[108]，催化果糖-1,6-二磷酸（FBP）生

成磷酸二羟丙酮（DHAP）和甘油醛-3-磷酸（G3P）的可逆反应[109]。FBA 和甘氨酸脱

羧酶-H 蛋白（GDC-H）基因已被认定可作为改善光合作用的靶点[110]。 

1.4.1 果糖-1,6-二磷酸醛缩酶的分类和结构特性 

根据 FBA 的催化机制和在物种进化中的普遍程度，FBAs 可大致分为Ⅰ和Ⅱ两类。Ⅰ

类 FBA 通常为四聚体，以底物为中间体形成席夫碱，并利用赖氨酸残基从 DHAP 生成

亲核的烯胺，不受 EDTA 的抑制或钾离子的影响。Ⅱ类 FBA 则是同源二聚体，需要二价

阳离子作为辅助因子来稳定参与醛醇缩合反应的 DHAP 烯酸中间体，并被 EDTA 抑制，

属于（α/β）8-TIM 桶酶家族。Ⅱ类根据其氨基酸序列分为“A”和“B”两个亚组。A 型

醛缩酶是锌依赖性的，参与糖酵解和糖异生，而 B 型醛缩酶具有不同的二价金属辅因子、

代谢作用和底物特异性。Ⅰ类 FBAs 存在于一些细菌、动物和植物中，而Ⅱ类 FBAs 存在

于大多数细菌、酵母和真菌中。植物的 FBA 是属于 I 类，分为质体型 FBA 和胞质型 FBA

两种类型[111-114]。叶绿体 FBA 是卡尔文循环中必不可少的酶，其活性产生淀粉生物合成

的代谢物，对 FBA 的抑制导致光合作用和生长的抑制。相反，胞质型 FBA 是蔗糖生物

合成和糖异生途径的一部分，在此过程中催化 FBP 的产生[115]。 

1.4.2 果糖-1,6-二磷酸醛缩酶基因家族的研究概况 

FBA 基因家族的不同成员已经在不同的植物中被鉴定和描述，目前 FBA 基因家族

已在拟南芥[116]、小麦[113]、番茄[115]、棉花[117]、杨树[118]等植物中利用生物信息学手段和

分子生物技术完成了分析。 

研究表明，在拟南芥中有 8 个 FBA 家族基因（AtFBA1-8）。这些基因具有高度保守

的醛缩酶型 TIM 桶状结构域和 C 端肽，但具有可变的 N 端肽。基于拟南芥等植物 FBA

蛋白序列的系统发育分析，将 AtFBA 家族分为 2 个亚家族，其中 3 个亚家族（AtFBA1-3）
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与发生在叶绿体上的 FBAs 高度相似，5 个亚家族（AtFBA4-8）与发生在细胞质上的 FBAs

高度相似[116]。在小麦中共鉴定出 21 个 TaFBA 基因，其中 I 类 FBA 基因 18 个，II 类 FBA

基因 3 个，被定位在 4 个同源类群的 12 条染色体上，大多数 TaFBA 基因位点有 3 个拷

贝，分布在小麦的 3 个基因组中[113]。水稻基因组包含至少四个编码醛缩酶同工酶的独

立位点。其中，醛缩酶 P（ALPP）基因是编码叶绿体醛缩酶的核基因，主要在水稻叶片

叶肉细胞中表达[119]。在番茄基因组中共鉴定出 8 个基因属于 SlFBA 家族成员。所鉴定

的 SlFBA 基因编码的蛋白质从 136 个（SlFBA5）到 397 个（SlFBA1）氨基酸，等电点

（PI）从 5.01（SlFBA3）到 5.26（SlFBA5），分子量从 33.8 kDa（SlFBA5）到 99.5kDa

（SlFBA1）。每条染色体上的 SlFBA 基因数量为 0～2 个。10 号染色体上有 2 个 SlFBA

基因，2 号染色体上有 2 个 SlFBA 基因，1 号、5 号、7 号和 9 号染色体上各有 1 个 SlFBA

基因。在叶绿体中发现 5 个 SlFBAs（SlFBA1、2、3、4 和 5）；SlFBA6、7 和 8 定位于细

胞质中[115]。陆地棉中共鉴定出 17 个 GhFBAs 基因。根据功能域、系统发育关系和基因

结构的分析，将 GhFBAs 基因分为两个亚群。9 个 GhFBAs 位于叶绿体中，8 个位于细

胞质中[117]。杨树中共鉴定出 9 个 FBA 家族基因，序列长度差异较大，其中最长 3482 bp

（PtFBA5），而最短 1842 bp（PtFBA3），PI 范围为 6.62～8.78。有 5 个 PtFBAs（2、4、

5 和 6）被定为在叶绿体上，4 个 PtFBAs（1、3、8 和 9）被定位在细胞质中，9 个 PtFBAs

基因无规律的分布在 9 条染色体上[118]。由此可见，FBAs 基因家族成员分布较广，在揭

示生物进化机制、解析基因功能分化以及指导分子育种等方面具有重要的理论价值和应

用前景。 

1.4.3 果糖-1,6-二磷酸醛缩酶的功能研究 

FBA 是参与糖酵解/糖异生和卡尔文循环的重要酶，参与低温、强光、干旱、高温、

高盐等非生物胁迫响应[109, 120-126]，CO2 固定[71]，同时调节植物生长发育等生理生化过程。 

研究表明，将番茄 SlFBA7 基因的 RNA 干扰（RNAi）载体转化番茄，与野生型相

比，RNAi-SlFBA7 植株的净光合速率、RuBP、可溶性糖含量、茎粗、生物量和种子大小

均有所下降。RNAi-SlFBA7 表达的下降导致 FBA 和其他主要酶在卡尔文循环中的活性

降低。RNAi-SlFBA7 植株获得的种子发芽率与野生型相比，也有明显的降低。并且在低

温弱光下，过氧化物与超氧阴离子含量也高于野生型植株。SlFBA7 在调控番茄幼苗生

长和耐冷性方面的重要作用，说明 FBA 在卡尔文循环中的催化活性对温度敏感[123]。马

齿苋 SpFBA 基因在海水和 NaCl 胁迫条件下表达上调，其转录产物在海水和 NaCl 胁迫

12 h 时达到峰值。PEG 和外源 ABA 对马齿苋根系处理，发现 SpFBA 在 0.5 h 迅速上调，

其转录本积累量显著增加，当 PEG-8000 浓度为 20%时，SpFBA 基因在 2 h 时在根中强

烈表达，12 h 时转录本几乎无法检测到，24 h 时则下降到低于对照的水平，海水胁迫下
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根系 SpFBA 表达变化与 NaCl 胁迫下根系 SpFBA 表达变化密切相关。原核表达重组

SpFBA 提高了酵母对干旱和盐的耐受性，SpFBA 在响应盐胁迫及相关非生物刺激、提高

马齿苋在高盐和干旱条件下的生存能力方面发挥着重要作用[125]。杉木在缺氧应激、过

氧化氢和低温处理后 2～8 h 内均可引起 ClAldC 的显著诱导。在 NaCl、伤、光、暗四种

胁迫下均无诱导作用。ClAldC 对 3 种非生物刺激的积极响应表明，杉木 ClAldC 可能有

助于抵御缺氧、低温和氧化应激等环境胁迫[121]。NaCl 处理 3 h 和 6 h 后，花生的根和

叶中 AhFBA 表达量最高。与对照相比，转化 AhFBA 的大肠杆菌耐盐性和存活率显著提

高。转基因烟草过表达 AhFBA 基因后，和野生型相比，过氧化氢含量、电导率、丙二

醛含量降低，光合效率、净光合速率、相对含水量、蔗糖和脯氨酸含量提高。AhFBA 可

能通过维持渗透平衡和清除过氧化氢，增强了大肠杆菌和烟草对盐胁迫的耐受性[109]。

烟草中过表达 AtFBA 结果显示，转基因烟草醛缩酶活性比野生型高 1.4～1.9 倍，且 CO2

固定能力也提高了 1.5 倍[71]。水稻叶绿素缺乏突变体 ygdl-1 在生育期表现出持续黄绿色

表型，其叶绿体发育异常表现为基粒片层结构紊乱，叶绿素和胡萝卜素的含量降低，Chl 

a/b 比值增加。序列分析发现，一段 T-DNA 插入 OsFBA 基因启动子区域导致该基因转

录水平显著下调。初级碳代谢物分析显示，突变体叶片中的蔗糖和果糖含量显著降低，

而葡萄糖含量与野生型植物相似。表明OsFBA通过影响水稻叶片的光合速率和糖代谢，

参与水稻叶绿素积累、叶绿体发育和植株生长[127]。低 CO2 环境下，转基因黄瓜光合作

用、荧光参数和酶学指标表明，Csβ-CA1、Csβ-CA4、CsSBP 和 CsFBA 在光合碳同化中

具有累积效应，这 4 个基因共表达可以增加 Rubisco 的羧化活性，促进 RuBP 的再生，

转基因植株表现出较高的净光合速率和产量，证明了通过调控参与光合碳同化代谢途径

的基因来培育高光合效率作物的可能性[128]。 

综上所述，FBA 在植物光合作用中表现出有利于植物生长发育的正向调节，并影响

植物生物量和种子形成。所以，将该基因用于作物育种领域，对培育优质高产的作物及

其种质材料具有重要的意义。 

1.5 研究目的意义、研究内容及技术路线 

1.5.1 研究目的意义 

棉花作为重要的天然纤维作物，是全球大宗作物之一，对国民经济发展具有重要影

响。然而，随着人口数量的增加，“棉粮争地”矛盾日益突出。新疆作为我国主要的棉

花产区，受“三山夹两盆”地形和荒漠化影响，适宜耕种的面积有限。因此，如何在有

限耕地面积上提高棉花产量以满足社会需求，成为当前棉花育种的重要目标之一。自高
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光效作物育种概念提出以来，已有诸多研究证明卡尔文循环关键酶基因能够提高植物的

光合效率，并促进生物量积累和产量形成。实验室前期研究也表明，天山雪莲 SiFBA4

基因可增强烟草和番茄植株的光合速率、生物量和产量。本研究利用农杆菌介导的遗传

转化体系，将天山雪莲 SiFBA4 基因整合到陆地棉 R15 基因组中，并通过生理、农艺、

转录和代谢网络分析，初步揭示高光效棉花种质材料的生理机制。 

1.5.2 研究内容 

（1）转 SiFBA4 基因棉花株系的获得与分子验证 

本研究以陆地棉 R15 品系为受体材料，采用农杆菌介导棉花遗传化体系将天山雪莲

SiFBA4 基因转化到棉花中。嫁接植株叶片完全伸展后，提取叶片 DNA 进行 PCR 鉴定，

筛选阳性转基因株系，并通过 RT-PCR 和 Western Blot 技术进行分子验证。经传代培养，

获得可稳定遗传的高代（≥ T3）转基因棉花株系。 

（2）转 SiFBA4 基因棉花田间试验 

以转基因和野生型棉花种子为材料，在田间播种。通过在苗期测定生理生化指标和

气孔参数，铃期测定光合生理指标，同时在苗期（室外盆栽）、蕾期和铃期分别测定农

艺性状指标。在棉花吐絮期测定产量，并对籽棉进行衣分和纤维品质测定，分析 SiFBA4

基因对棉花光合效率和产量形成的影响。 

（3）转 SiFBA4 基因棉花转录组和代谢组分析 

以苗期转基因和野生型棉花为材料，每个株系设置三个生物学重复，取样后于-80℃

保存，用于转录组测序和代谢组检测。结合转录组和代谢组数据，初步阐述 SiFBA4 基

因提高棉花光合效率和产量的生理机制。 
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1.5.3 技术路线 

 

图 1-3 技术路线图 

Figure 1-3 The technoLogy roadmap 
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第 2章 转 SiFBA4 基因棉花的获得 

2.1 引言 

转基因技术在高等植物中的应用已较为成熟。本研究克隆了天山雪莲卡尔文循环关

键酶基因——果糖-1,6-二磷酸醛缩酶（FBA）基因家族成员 SiFBA4，构建植物过表达载

体，并通过农杆菌介导法侵染陆地棉 R15 的下胚轴。利用棉花遗传转化体系和 MS 系列

诱导培养基创制转基因种质材料。获得转化体幼苗，并通过优化嫁接技术进行育苗，再

通过卡那霉素筛选抗性植株，并将其种植于田间。利用 RT-PCR 和 Western blot 等分子

检测技术筛选出 SiFBA4 基因及其编码蛋白表达的株系，通过传代培养获得纯合度较高

的转基因株系后代。 

2.2 研究材料 

2.2.1 主要仪器 

超净工作台（孚夏 SW-CJ-1FD，浙江）、PCR 仪（Bio-RAD icycler，美国）、恒温摇

床(ZWY-A211D，上海)、电泳仪（DYY-8B，上海）、凝胶成像系统（Bio-RAD，美国）、

实时荧光定量 PCR 仪（Bio-Rad iQ5，美国）等。 

2.2.2 主要材料及来源 

陆地棉R15（晋棉7号），来源于山西省农业科学院棉花研究所；大肠杆菌E.coli DH5α

菌株和 LBA4404 根癌农杆菌菌株来源于本实验室库存。 
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2.3 方法 

2.3.1 SiFBA4 基因表达载体的构建 

2.3.1.1 质粒提取及鉴定 

从超低温冰箱（-80℃）中取出保存的 pMD-19T-SiFBA4 载体进行活化（划线法），

通过 PCR 鉴定阳性菌株，测序样品送往青岛睿博兴科生物技术有限公司进行测序。测

序结果确认无误后，按照 Fast Pure
®
 Gel DNA Extraction Mini Kit 试剂盒的操作方法提取

质粒，并进行酶切鉴定。 

2.3.1.2 酶切质粒 pCAMBIA2300 和 pMD-19T-SiFBA4 

分别对 pCAMBIA2300 质粒与 pMD-19T-SiFBA4 重组质粒进行 Kpn I 和 Sal I 双酶切

反应，酶切体系如表 2-1 所示，酶切产物通过琼脂糖凝胶电泳进行验证。 

2.3.1.3 片段回收及连接表达载体 

在凝胶成像系统中定位目的条带，切胶并使用琼脂糖凝胶回收试剂盒回收扩增产物。

回收步骤按照 Fast Pure
®
 Gel DNA Extraction Mini Kit试剂盒的说明进行，具体步骤如下： 

（1）将琼脂糖凝胶中的目的条带切下，置于 1.5 mL 离心管中； 

（2）加入与凝胶等体积的 Buffer GDP，55℃水浴 8~10 min，直至凝胶完全溶解； 

（3）将溶解液转移至吸附柱中，12,000 rpm 离心 60 s，弃废液； 

（4）加入 300 μL Buffer GDP，静置 2 min，12,000 rpm 离心 60 s，弃废液； 

（5）加入 600 μL Buffer GW，12,000 rpm 离心 60 s，弃废液。重复两次后，12,000 

rpm 离心 2 min，除去残留乙醇； 

（6）将吸附柱置于 1.5 mL 灭菌离心管中，加入 30 μL Elution Buffer，静置 2 min，

12,000 rpm 离心 2 min，收集 DNA 溶液，保存于-20℃备用。 

将回收的 pCAMBIA2300 和 pMD-19T-SiFBA4 片段用 T4 DNA 连接酶连接，构建重

组质粒，反应体系如表 2-2 所示。 
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表 2-1 酶切体系 

Table 2-1 Enzyme digestion system 

酶切体系 体积（μL） 

ddH2O 8.0 

质粒 8.0 

Buffer 2.0 

Kpn I 1.0 

Sal I 1.0 

总体积 20.0 

注：酶反应体系需要在 37℃进行。 

表 2-2 pCAMBIA2300-SiFBA4 重组质粒连接体系 

Table 2-2 The ligation system of pCAMBIA2300-SiFBA4 recombinant vector 

反应体系 体积（μL） 

pMD-19T-SiFBA4（小片段） 6.0 

pCAMBIA2300（大片段） 2.0 

T4 DNA 连接酶 Buffer 1.0 

T4 DNA 连接酶 1.0 

总体积 10.0 

注：连接反应体系需要在 4℃过夜。 

2.3.1.4 大肠杆菌感受态细胞制备 

感受态细胞制备使用大肠杆菌 DH5α 菌株，具体步骤如下： 

（1）从超低温冰箱（-80℃）中的 DH5α 甘油管，接种到 20 mL LB 液体培养基中，

37℃，200 rpm 培养 6~8 h 活化菌株； 

（2）取 0.1~0.2 μL 培养物均匀的涂布在 20 mL LB 固体培养基中，37℃培养 6~8 h； 

（3）挑取单菌落接种到 2 mL 新鲜 LB 液体培养基中，37℃培养 2~3 h； 

（4）将培养物接种到 50 mL 新鲜 LB 液体培养基中，37℃，200 rpm 培养 4~5 h，

检测 OD590 值达到 0.3~0.4； 

（5）将培养物转移至预冷的 50 mL 的无菌离心管中，冰浴 10 min，4℃，5,000 rpm

离心 5 min； 

（6）弃上清，用 0.1 mol/L CaCl2 溶液重悬细胞沉淀，4℃，5,000 rpm 离心 5 min； 

（7）重复步骤 6，收集细胞沉淀； 

（8）用 2~3 mL 0.1 mol/L 的 10%甘油 CaCl2溶液重悬，以 100 μL/管分装，-80℃保

存备用。 
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2.3.1.5 重组质粒转化大肠杆菌 

（1）从超低温冰箱（-80℃）中取出 DH5α 感受态细胞，置于冰上； 

（2）在无菌条件下，将 5 μL 连接产物与 100 μL 大肠杆菌感受态细胞混合，冰浴

20 min； 

（3）42℃水浴热激 90 s，迅速冰浴 3 min； 

（4）加入 800 μL LB 液体培养基，37℃，200 rpm 恒温摇床培养 1 h； 

（5）5,000 rpm 离心 2 min，弃上清，保留 50~100 μL 上清悬浮菌体； 

（6）将菌液均匀涂布在含 50 mg·L
-1 卡那霉素（Kan）的 LB 固体培养基上，37℃

培养 6~8 h。 

2.3.1.6 阳性克隆的鉴定 

采用 PCR 扩增方法鉴定阳性克隆： 

（1）挑取单菌落接种到 800 μL 含 Kan 的 LB 液体培养基中，37℃，200 rpm 培养

3~4 h； 

（2）以培养物为模板进行 PCR，反应体系如表 2-3 所示； 

（3）0.8%琼脂糖凝胶电泳检测 PCR 产物； 

（4）提取阳性单克隆的质粒，送至青岛睿博兴科生物技术有限公司测序； 

（5）保存测序正确的菌液于-80℃冰箱备用。 

表 2-3 菌液 PCR 反应体系 

Table 2-3 PCR reaction system of bacteria liquid 

成份 体积（μL） 

ddH2O 8.0 

Mix（TM、dNTP、ATP） 10.0 

引物 1.0 

菌液 1.0 

总体积 20.0 

注：以未转化的大肠杆菌作为阴性对照，雪莲 cDNA 为阳性对照。 

2.3.2 重组载体导入农杆菌 

2.3.2.1 农杆菌菌株 LBA4404 感受态细胞的制备 

参考 2.3.1.4 步骤，培养温度为 28℃。 
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2.3.2.2 冻融法转化农杆菌菌株 LBA4404 

（1）在 100 μL 的农杆菌感受态细胞中加入 5 μL，冰浴 30 min； 

（2）液氮速冻 5 min，37℃水浴 5 min，冰浴 5 min； 

（3）加入 800 μL 液体 LB 培养基，28℃，200 rpm 培养 4 h； 

（4）5,000 rpm，离心 5 min，弃上清，100~200 μL 上清悬浮菌体； 

（5）将菌液涂布在含利福平（Rif）和卡那霉素的 LB 固体培养基上，28℃培养 1~2 

d。 

2.3.2.3 阳性克隆的鉴定及序列测定 

参考 2.3.1.6 步骤，培养温度为 28℃。 

2.3.3 转基因植株的获得 

采用农杆菌介导的遗传转化体系进行实验，培养基配方见附录 A。 

2.3.3.1 种子处理及外植体的培养 

挑选饱满无虫害无损伤的种子，用 75%酒精浸泡 30~45 s，无菌水冲洗 2~3 次，15%

的过氧化氢溶液消毒 2~3 h，无菌水冲洗 3~5 次。将种子置于无菌水中，28℃浸泡至露

白，剥去种皮，接种在 1/2MS 培养基上，28℃黑暗培养 2 d 后转移至弱光环境培养 4~5 d。 

2.3.3.2 棉花外植体的获取及侵染转化 

挑选出生长旺盛的无菌苗，将含有 SiFBA4 基因的农杆菌菌液离心，菌体沉淀与

1/2MS 液体培养基混匀。将下胚轴切为 7~10 mm 茎段，浸泡在侵染液中摇晃 7~10 min，

吸干液体后置于共培养培养基上，28℃黑暗培养 2 d。 

2.3.3.3 分化培养 

将茎段转接到含有抗生素的愈伤诱导培养基上，28℃培养3个月，每25 d继代一次。

挑选淡黄色、米粒状球形胚转移到胚状体诱导培养基中，继续培养至形成完整植株。 
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2.3.3.4 生根培养和炼苗 

将发育状况良好的幼苗转移到生根培养基中，光照培养至茎部木质化，打开瓶盖，

温室适应 3~5 d。 

2.3.3.5 嫁接及移栽 

采用劈接法嫁接，将转基因幼苗作为接穗插入砧木切口，固定后置于托盘中浇水，

覆盖地膜保持湿度。3 d 后开口通气，7 d 后撤去地膜，待植株稳定后移栽至田间，收获

T0 代种子。 

2.3.4 转基因植株验证分析 

2.3.4.1 转基因植株基因组 DNA 的提取 

使用 DNA secure 新型植物基因组 DNA 提取试剂盒（DNA secure Plant Kit）提取

DNA，具体步骤如下： 

（1）取 100 mg 新鲜叶片，液氮研磨后加入 400 μL 缓冲液 LP1 和 6 μL RNAase，

振荡 1 min，室温放置 10 min； 

（2）加入 130 μL 缓冲液 LP2，振荡 1 min，12,000 rpm 离心 5 min，取上清液； 

（3）加入 1.5 倍体积缓冲液 LP3，振荡 15 s，加入吸附柱 CB3，12,000 rpm 离心 30 

s； 

（4）加入 600 μL 漂洗液 PW，12,000 rpm 离心 30 s，重复两次； 

（5）12,000 rpm，离心 2 min，将吸附柱 CB3 置于室温晾干，加入 50 μL 洗脱缓冲

液 TE，放置 2~5 min，12,000 rpm 离心 2 min，收集 DNA，-20℃冰箱保存。 

2.3.4.2 PCR 检测转基因植株 

根据目的基因序列设计引物（表 2-4）。PCR 反应体系如表 2-5 所示，反应程序如表

2-6 所示。PCR 产物通过琼脂糖凝胶电泳检测，筛选阳性转基因株系。 

表 2-4 转基因棉花鉴定引物 

Table 2-4 Primers for identification of transgenic cotton 

引物名称 引物序列（5’→3’） 

SiFBA4-F ATGGCCTCAACATTTCTCTTC 

SiFBA4-R CTTAGTAGACATAGCCCTTAACG 
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表 2-5 鉴定转基因棉花的 PCR 体系 

Table 2-5 PCR system for identifying transgenic cotton 

试剂 体积（μL） 

MIX 10 

ddH2O 8 

3
，端引物 0.5 

5
，端引物 0.5 

DNA 1 

共计 20 

表 2-6 PCR 扩增反应程序 

Table 2-6 PCR amplification reaction procedure 

步骤 程序 循环 

预变性 95℃，5 min 1 

变性 95℃，30 s 

35 退火 58℃，45 s 

延伸 72℃，1 min15 s 

延伸 72℃，7 min 1 

保存 4℃ 1 

2.3.4.3 RT-PCR 检测 

（1）转基因棉花总 RNA 的提取 

1）取 SiFBA4 转化体棉花叶片 50 mg，液氮研磨后加入 1 mL TRIzol，振荡 15 s，冰

上静置； 

2）取上清加入 200 μL 的氯仿，振荡 15 s，振荡 3 次，室温静置 10 min； 

3）12,000 rpm 离心 15 min，取上清并加入等体积（500 μL）的异丙醇，混匀，静

置 10 min； 

4）4℃，12,000 rpm 离心 15 min，弃上清； 

5）分别加入 1 mL 75%和 100%的乙醇洗涤，4℃，7,500 rpm 离心 5 min； 

6）干燥后加入 50 µL DEPC 水，-80℃保存。 

（2）cDNA 链的合成 

cDNA 链的合成使用 BIOGENE 公司 BIOGOLD qRT Super-Mix for qPCR (+gDNA 

wiper)试剂盒，按说明书进行逆转录反应： 
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1）基因组 DNA 去除：取 1.5 mL 无 RNA 酶的 EP 管，分别加入 4 μL 的 4×gDNA wiper 

Mix 和 1 μg 的模板 RNA，并且添加 RNase-free ddH2O 至 16 μL，轻轻吹打混匀，42℃

水浴 2 min； 

2）水浴结束后，在上述 EP 管中加入 4 μL 的 5×Biogold q-RT Super-Mix II，轻轻吹

打混匀后进行逆转录反应（反应条件为：50℃水浴 15 min，85℃水浴 5 s）。 

（3）RT-PCR 扩增 

以 cDNA 为模板，SiFBA4 和 GhUBQ7 的特异引物进行扩增（表 2-7），反应体系如

表 2-8 所示，反应程序如表 2-9 所示。 

表 2-7 转基因棉花 RT-PCR 鉴定引物 

Table 2-7 RT-PCR primers for identification of transgenic cotton 

引物名称 引物序列（5’→3’） 

q-SiFBA4-F CCAACAGGGTGCTCGTTTTG 

q-SiFBA4-R TCAGGCTCGACAATTGGGAC 

GhUBQ7-F CGTCAAAACCCTAACGGGGA 

GhUBQ7-R CATCTTCGAGTTGCTTGCCG 

表 2-8 鉴定转基因棉花的 PCR 体系 

Table 2-8 PCR system for identifying transgenic cotton 

试剂 体积（μL） 

MIX 10 

ddH2O 8 

3
，端引物 0.5 

5
，端引物 0.5 

cDNA 1 

共计 20 

表 2-9 PCR 扩增反应程序 

Table 2-9 PCR amplification reaction procedure 

步骤 程序 循环 

预变性 95℃，5 min 1 

变性 95℃，30 s 

35 退火 58℃，45 s 

延伸 72℃，20 s 

延伸 72℃，7 min 1 

保存 4℃ 1 
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2.3.4.4 Western blot 检测目的蛋白 

（1）蛋白提取 

取适量的植物组织样本置于研钵中，加入适量的液氮充分研磨，尽量使组织研磨成

粉状，用天平称取适量研磨好的植物粉状组织，加入 5 倍于组织体积的蛋白提取试剂（使

用前数分钟内加入蛋白酶抑制剂），振荡，放在 4℃裂解过夜。4℃，12,000 rpm 离心 5 min，

收集上清。 

（2）蛋白浓度定量 

使用 BCA 蛋白质浓度测定试剂盒测定样品蛋白浓度。 

（3）SDS-PAGE 电泳 

1）样品处理 

①根据样品浓度确定需要点样的量，保证每个样品总蛋白点样的量相同（每孔至少

20 μg）； 

②在蛋白样品中加入适当量的 5×蛋白样品缓冲液，95~100℃沸水浴 5 min。 

2）制胶与上样 

①配制分离胶（见附录 B），加入 TEMED 后立即摇匀后进行灌胶。在胶面上缓慢

加入适量水以压平胶面，约 45 min 后倒去胶上层水并用吸水纸将剩余水吸干； 

②配制浓缩胶（见附录 B），加入 TEMED 后立即摇匀后再灌胶。将剩余空间灌满

浓缩胶然后将梳子插入浓缩胶中； 

③拔出梳子，将电泳架放入电泳槽中，加入电泳缓冲液，将样品加入点样孔中； 

④按浓缩胶 80 V、分离胶 120 V 进行恒压电泳，至溴酚蓝到达胶板下沿。 

（4）转膜 

1）准备滤纸和 PVDF 膜，PVDF 膜在使用之前先用甲醇活化，活化时间 3 min； 

2）按照正负极的方向依次摆放海绵、3 层滤纸、PVDF 膜、胶、3 层滤纸、海绵，

形成“三明治”样的结构进行转膜，摆放过程中要除尽各层中气泡； 

3）按 300 mA 恒定电流转膜，时间根据目的蛋白分子量大小调整。 

（5）抗体孵育 

1）结束转膜，将 PVDF 膜放入封闭液室温封闭 1 h； 

2）除去封闭液，加入用Ⅰ抗稀释液稀释好的Ⅰ抗 4℃过夜； 

3）回收已稀释的Ⅰ抗，用 TBST 洗三次，每次 5 min； 

4）加入用Ⅱ抗稀释液稀释好的Ⅱ抗，室温孵育 30 min，用 TBST 在室温下摇床上洗

四次，每次 5 min。 

（6）化学发光检测 
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1）滴加新鲜配制的 ECL 混合溶液（A:B=1:1）到 PVDF 膜的蛋白面侧，暗室中曝

光； 

2）根据不同的光强度调整曝光条件，显影、定影。 

（7）结果分析 

将胶片进行扫描存档，Alpha Ease FC 软件处理系统分析目标带的光密度值。 

2.4 结果与分析 

2.4.1 SiFBA4 基因棉花转化体的获得与嫁接 

通过农杆菌介导的遗传转化体系，成功将天山雪莲 SiFBA4 基因导入陆地棉 R15 基

因组中。 

如图 2-1 所示，无菌条件下处理的棉花种子经去种皮后接种于 1/2MS 培养基（图

2-1A），在弱光下生长 5~6 d 后将下胚轴切段（7~10 mm），经过与农杆菌共培养和愈伤

组织诱导图（2-1B-C）。通过胚性愈伤组织脱分化及胚状体诱导（图 2-1D-F），最终获得

鱼形胚（图 2-1G）并发育为完整植株（图 2-1H）。因为直接移栽的幼苗成活率低且生殖

器官发育迟缓，所以采用嫁接法将木质化幼苗（接穗）与不同发育阶段的砧木（R15 受

体）结合（图 2-1I）。 

如表 2-10 所示，以子叶期砧木（S0）嫁接的成活率显著高于一叶一心（S1）和两

叶一心（S2）阶段（p<0.05）。S0 砧木的接穗成活率达 80.95%（17/21），而 S1 和 S2 阶

段分别为 61.11%（11/18）和 50.00%（17/34），表明子叶期砧木更适于维持接穗的生理

活性与维管束连接效率。 

表 2-10 不同发育阶段砧木对嫁接成活率的影响 

Table 2-10 Survival rate of grafted seedlings with rootstocks at different developmental stages 

砧木发育阶段 嫁接苗数（株） 成活苗数（株） 成活率（%） 

S0 21 17 80.95 a 

S1 18 11 61.11 b 

S2 34 17 50.00 c 

注：不同字母表示组间差异显著（p<0.05）。 
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图 2-1 棉花 R15 品系遗传转化体系 

Figure 2-1 Genetic transformation system of cotton R15 line 

注：A. 播种无菌 R15 棉花种子；B. 棉花下胚轴茎段进行愈伤组织诱导；C. 愈伤组织；D-E. 将愈伤组织脱分化诱

导胚状体；F. 胚状体诱导鱼形胚；G. 鱼形胚；H. 幼苗；I. 嫁接。 

Note: A. Sowing of sterile R15 cotton seeds; B. Healing tissue induction in stem segments of cotton hypocotyls; C. Healing 

tissues; D-E. Dedifferentiation of healing tissues to induce embryos; F. Induction of ichthyogenic embryos from embryos; G. 

Fish embryos; H. Seedlings; I. Grafting. 

2.4.2 转基因株系的分子验证 

通过基因组 DNA（gDNA）、cDNA 及蛋白水平的验证，共获得 14 个 SiFBA4 基因

阳性转化体。如图 2-2A-B 所示，通过农杆菌介导的棉花遗传转化和嫁接共获得 22 个棉

花转化体，PCR 扩增和 RT-PCR 检测分别在 gDNA 和 cDNA 水平证实外源基因的整合与

转录。其中，OE-4、OE-14和OE-17三个株系表现出较高的转录水平（图 2-2B）。SDS-PAGE
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电泳技术和蛋白质免疫印记（Western blot）分析进一步验证了 SiFBA4 蛋白的表达（图

2-2D-E）。SDS-PAGE 电泳显示，OE-4、OE-14 和 OE-17 株系中检测到分子量约 40 kDa

的特异性条带（图 2-2D），与天山雪莲 FBA4 蛋白预测大小一致。灰度分析表明，OE-4

株系的 FBA4 蛋白相对表达量（灰度比 0.776）高于 OE-14（0.320）和 OE-17（0.416）

（图 2-2E）。值得注意的是，WT 植株中检测到微弱信号（灰度比 0.014），可能与内源

FBA 蛋白的交叉反应或非特异性结合有关。 

 

图 2-2 转基因棉花的分子鉴定 

Figure 2-2 Molecular characterization of cotton 

注：A. gDNA 水平 PCR 检测，M: DNA 标记；+: 阳性对照；-: 阴性对照；1-14: 转化体；B. cDNA 水平 RT-PCR 检

测；C. 内参基因 GhUBQ7/GAPDH 的 RT-PCR 验证；D. SDS-PSGE 电泳图，M. SDS-PAGE 及 Western blot 结果，

M: 蛋白标记；WT: 野生型；OE-4/OE-14/OE-17: 转基因株系；Actin: 内参蛋白；E. Western blot 灰度值定量分析。 

Note: A. gDNA level PCR detection, M: DNA marker; +: positive control; WT: wild type; 1-14: transformant; B. cDNA 

level RT-PCR detection; C. RT-PCR verification of internal reference gene GhUBQ7/GAPDH; D. SDS-PSGE 

electrophoresis, M. SDS-PAGE and Western blot results, M: protein label; WT: wild type; OE-4/OE-14/OE-17: transgenic 

strain; Actin: internal reference protein; E. Western blot quantitative analysis of gray value. 
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2.5 讨论 

本研究通过农杆菌介导的棉花遗传转化体系进行 SiFBA4 转基因棉花种质材料的创

制。棉花下胚轴是诱导愈伤组织较容易的外植体[129]，在技术体系优化过程中，受体材

料（R15 品系）胚根伸长后，从黑暗培养 2 d 后，转移至弱光条件下培养 4~5 d 获得的

下胚轴更利于农杆菌的侵染和愈伤组织的诱导，而且能够减轻外植体和愈伤组织的褐变

程度。这一现象与葡萄幼嫩茎段在 0~1500 Lux 光照强度下的愈伤组织诱导率（92%）和

褐变率优于 2000~4000 Lux的实验结果相似[130]。幼苗培养超过 5 d的下胚轴出现木质化，

且愈伤组织诱导困难。枸杞下胚轴和节间茎段诱导愈伤组织的实验叶印证了这一点[131]。

为避免组织褐变坏死，将愈伤组织剥离下胚轴时最大限度的减少对愈伤组织的机械损伤。

剥离后的愈伤组织先接种于与抗性愈伤诱导培养基成分一致的培养基中，经过两次继代

培养（50 d）过渡后转移至胚性愈伤诱导培养基，有助于提高愈伤组织的分化，并有效

防止农杆菌溢出造成的污染。根据前人经验，在培养基表面铺设滤纸进行适度胁迫诱导，

能够促进成苗过程并降低鱼形胚玻璃化现象的发生[132]。当幼苗出现胚根后，及时转移

至生根培养基（1/2MS）中，能够促进根系发育，并提高幼苗的成活率。 

通过植物组织培养获得的棉花幼苗在移栽至土壤后存在生长缓慢、繁殖力弱、存活

率低等问题。为解决这一问题，本研究将嫁接技术应用于转基因棉花的培育体系。嫁接

作为一种传统的农业技术，在提高作物生产力及增强环境胁迫抗性方面已得到广泛应用
[133-135]。通过比较不同嫁接部位的效果，发现子叶期子叶节点处作为接口嫁接的成活率

（80.95%）显著高于一叶一心和两叶一心茎秆中部嫁接（55.55%），此差异可能是因为

顶端优势生长素和细胞分裂素等激素的积累[136, 137]，进而缩短了接穗与砧木之间的愈合

期，增加了嫁接苗的成活率。为优化转基因棉花培育体系提供了重要的技术支撑，也为

其他双子叶作物的遗传转化研究提供了参考。 

棉花是遗传转化难度较高的作物，受内在因素基因型、外在因素农杆菌菌株、培养

基、激素、抗生素、共培养条件、培养时间、继代时间等环境以及外源基因整合位点甲

基化等因素影响，导致基因容易丢失[138, 139]。为确保实验顺利进行，本研究通过系列分

子生物学手段，在 DNA（PCR）、RNA（RT-PCR）和蛋白质（Western blot）三个水平

进行验证，筛选到 3 株正常表达且蛋白水平表达量较高的转 SiFBA4 基因棉花株系。 

2.6 小结 

（1）通过农杆菌介导的遗传转化体系获得 14 个转化体。 
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（2）为了保证存活率，对组培苗采用嫁接法提高存活率，以子叶期子叶节点为砧

木显著提高了嫁接幼苗的成活率（80.95%）。 

（3）对 14 个转化体进行 DNA、RNA 和蛋白质水平的分子鉴定，筛选到 3 个株系

用于本研究试验。 

 



第 3章 转 SiFBA4 基因棉花生长发育及生理分析 石河子大学博士学位论文 

31 

第 3章 转 SiFBA4 基因棉花生长发育及生理分析 

3.1 前言 

棉花作为重要的经济作物，其生长发育特征和生理指标直接影响产量和纤维品质，

而改造和优化光合作用是提高棉花产量的有效途径之一。本课题组前期研究表明，天山

雪莲 SiFBA5 基因可增强加工番茄（亚心 87-5）的低温耐受性，且转 SiFBA4 基因烟草

和番茄表现出生长进程加快的现象，但其是否能提高棉花产量尚未明确。本章利用已获

得的遗传稳定的高代转基因株系，对 T3 和 T4代转基因植株的光合生理、农艺、产量、

纤维品质及 FBA 相关酶活性进行了系统性分析。 

3.2 材料 

3.2.1 主要仪器 

Li-6400TX 便携式光合测定仪（LI-COR Biosciences，美国）、紫外/可见分光光度计

（UV-5100，上海）、显微镜（OLYMPUS-CX21，日本）、低温离心机（M1324R，瑞沃

德）、电子天平（舜宇恒平 FA224，上海）、HVI 1000 纤维品质测定仪（USTER TechnoLogies，

瑞士）。 

3.2.2 试验材料 

陆地棉R15品系（WT）；T3和T4代转SiFBA4基因棉花株系（OE-4、OE-14和OE-17）。 
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3.3 方法 

3.3.1 试验设计及试验地概况 

本研究于新疆石河子大学农学试验站转基因生物安全评价试验田（45°19′N，86°03′E）

开展。试验田位于天山北麓中段，属温带大陆性气候，2023-2024 年试验期间，年均温

度分别为 9.10℃和 8.97℃，年降水量分别为 128.90 和 265.40 mm（附录 C）。田间种植

采用覆膜滴灌模式（图 3-1），采用随机区组设计（Randomized Complete Block Design, 

RCBD），设置 5 个生物学重复，小区行长 5 m，面积 10 m
2，行距 76 cm，株距 10 cm，

每穴播种 2 粒，苗期定苗至单株。田间管理（灌溉、施肥、病虫害防治）严格遵循当地

田间农业生产管理。 

 

图 3-1 田间种植模式图 

Figure 3-1 Plot of planting pattern in the field 

3.3.2 种子萌发及生育期观测 

3.3.2.1 室内发芽动态 

选取野生型（WT）与转基因株系饱满种子各 300 粒（每组 100 粒×3 重复），经 75%

乙醇表面消毒后，浸种至胚根突破种皮。根据中华人民共和国国家标准农作物种子检验

规程发芽试验（GB/T3543.4-1995），将种子均匀放置于铺有滤纸的发芽盒中，25~28℃

暗培养，分别于第 3 天和第 7 天统计发芽数，根据叶武威等[140]的方法按公式（3-1）和

（3-2）计算发芽率（Germination Rate, GR）和发芽势（Germination Potential, GP）： 
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GR(%) =
发芽种子数

种子数量
× 100                               （3 − 1） 

GP(%) =
第三天发芽种子数量

种子数量
× 100                       （3 − 2） 

3.3.2.2 田间出苗动态 

选取饱满无病害的棉花种子在田间播种（人工点种），每小区人工点播 600 粒种子

（2 粒/穴），于播后 7 d 和 14 d 统计出苗数，按公式（3-1）和（3-2）计算田间种子的发

芽率和发芽势。 

3.3.2.3 生育期监测 

记录关键生育期：出苗期（50%子叶出土）、现蕾期（50%植株第一果枝现蕾）、开

花期（50%植株第一果枝开花）及吐絮期（50%棉铃完全开裂），计算各生育阶段持续时

间（Days After Sowing, DAS）。 

3.3.3 光合生理参数测定 

于铃期晴天 10:00~12:00，采用 Li-6400TX 便携式光合仪测定主茎倒 4 叶（打顶后

倒 3 叶）光合参数：净光合速率（Pn，μmol/m
2/s）、气孔导度（Gs，mol/m

2/s）、胞间

CO2 浓度（Ci，μmol/mol）及蒸腾速率（Tr，mmol/m
2/s）。仪器参数设定：光强 1,200 

μmol/m
2/s，CO2 浓度 400 ppm，叶室温度 25±2℃，相对湿度 60±5%。每株系测定 10

株，每叶片重复 3 次，取均值分析。 

3.3.4 叶绿素含量 

采用乙醇提取-分光光度法：取铃期功能叶（主茎倒 4 叶）叶盘（Φ=10 mm，20 mg）

浸于 25 mL 95%乙醇，避光浸提 48 h 至组织脱色。上清液于分光光度计测定 663 nm 和

645 nm 吸光值，根据杨敏文[141]的方法及公式（3-3）-（3-6）计算叶绿素含量： 

CChl a = 12.71 × A663 − 2.59 × A645                           （3 − 3） 

CChl b = 22.88 × A645 − 4.67 × A663                          （3 − 4） 

CChl T = CChl a + CChl b                                      （3 − 5） 
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色素含量(mg/g) = C × V ÷W                            （3 − 6） 

式中，C 表示色素浓度（mg/L），V 表示提取液体积（mL），W 表示样品鲜重（mg）。 

3.3.5 叶面积测定 

群体叶面积指数（LAI）：于苗期、蕾期和铃期，每小区选取 1 m
2 样方，统计总株

数后随机选取 10 株，采用 Image J 图像分析法（NIH, USA）测定单株叶面积，按公式

（3-7）和（3-8）计算： 

群体叶面积 =样方面积总株数 ×单株叶面积均值                  （3 − 7） 

LAI =
群体叶面积

土地面积
                                                 （3 − 8） 

3.3.6 生产潜力参数 

基于干物质积累和叶面积动态，计算以下指标： 

叶片光合势（LAD, Leaf Area Duration）： 

LAD =
1

2
× (LA2 + LA1) × (T2 − T2)                           （3 − 9） 

群体净同化率（NAR, Net Assimilation Rate）： 

NAR =
M2 −M1

T2 − T1
×
1nLA2 − 1nLA1
LA2 − LA1

                        （3 − 10） 

作物生长率（CGR, Crop Growth Rate）： 

CGR =
M2 −M1

T2 − T1
                                             （3 − 11） 

其中 T1 和 T2 表示时间；LA1 和 LA2 表示 T1、T2 时的叶面积；M1 和 M2 分别表示

T1、T2 时的干物质。 

3.3.7 生物量测定 

于苗期（室外盆栽）、蕾期和铃期，连续取样 10 株，分离根、茎、叶、蕾、花和铃，

105℃杀青 30 min 后 80℃烘干至恒重，称量各器官干重（精确至 0.01 g），分析基因型

对生物量分配的影响。 
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3.3.8 农艺性状与纤维品质分析 

3.3.8.1 形态指标 

每生育期标记 10 株，测定株高（地面至生长点）、茎粗（游标卡尺测定子叶节下 1 cm

处直径）、节间长度、果枝夹角、果枝数和蕾铃数等。吐絮期每小区采收 50 铃测定单铃

重，轧花后计算衣分及籽指。 

3.3.8.2 产量与纤维品质 

全小区收获计产，籽棉产量换算为 kg/ha。随机选取 15 株皮棉样品送新疆农科院检

测中心，采用 HVI 1000 测定纤维长度、强度、整齐度、伸长率及马克隆值，参照国际

棉花校准标准（ICC）执行。 

3.3.9 棉花气孔特征 

取 5~6 叶期功能叶，撕取下表皮制片，在显微镜下寻找清晰的气孔视野。拍照记录，

根据显微镜目镜视场数（10×/18）和物镜放大倍数（10 倍），Image J 软件量化气孔密度

（个/mm
2）、长度（μm）、宽度（μm）及开度（μm）。其中气孔长度为保卫细胞两端之

间的距离，气孔宽度为两个保卫细胞的最大距离，气孔开度为两个保卫细胞“哑铃型”

中轴之间气孔张开的距离，气孔密度为一个完整视野内含有的气孔数量与视野面积的比

值。 

3.3.10 光合作用关键酶活性测定 

光合作用关键酶活性测定使用苏州格锐思生物科技有限公司提供的试剂盒（Cat. No. 

G0517F，G0518W，G0520T），紫外分光光度法测定酶活，在棉花生长至 5~6 片真叶时

取样检测。所有的酶活定义为：每克组织每分钟消耗 1 nmol 的 NADH 定义为一个酶活

力单位（nmol/min/g）。 

3.3.10.1 果糖-1,6-二磷酸醛缩酶活性测定 

（1）样本制备 
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称取 0.1 g 的棉花叶片，将其迅速放入预冷的研钵中，并加入提取液 1 进行冰浴匀

浆，转入 1.5 mL 的离心管中，定容至 1 mL，4℃，13,000 rpm 离心 5 min，取上清液进

行测定。 

（2）紫外分光光度计检测 

将紫外分光光度计预热 30 min 后，依次将样本和试剂加入光径为 1 cm 的石英比色

皿中，轻轻混匀，2 min 时在 340 nm 波长下读取吸光度值，记为 A1，15 min 时再次读

取吸光度值，记为 A2。酶活性计算和检测试剂加入顺序按表 3-1 试剂顺序。 

（3）酶活计算（鲜重） 

𝑈𝐹𝐵𝐴 =
∆A × V2 × 10

9 × V × T

(ε × d) ×W× V1
=
156.5 × ∆A

W
                （3 − 12） 

式中 UFBA 表示 FBA 酶活性（单位：nmol/min/g）；ΔA 表示 A2-A1；V2 表示反应体

系总体积（0.73 mL）；V 表示加入提取液体积（1 mL）；T 表示反应时间（15 min）；ε

表示 NADH 摩尔消光系数（6.22×10
3 

L/mol/cm）；d 表示比色皿光径（1 cm）；W 表示

样本质量（g）；V1 表示加入样本体积（0.05 mL）。 

表 3-1 检测试剂加入顺序和用量 

Table 3-1 Adding sequence and dosage of test reagents 

试剂名称 比色皿（μL） 

样本 50 

试剂 1 40 

试剂 2 40 

试剂 3 40 

试剂 4 480 

试剂 5 80 

3.3.10.2 果糖-1,6-二磷酸酶活性测定 

（1）样本制备：同 3.3.9.1 

（2）紫外分光光度计检测 

将紫外分光光度计预热 30 min 后，依次将样本和试剂按照表 3-2 内容加入光径为 1 

cm 的石英比色皿中，轻轻混匀，1 min 时在 340 nm 波长下读取吸光度值，记为 A1，20 

min 后再次读取吸光度值，记为 A2。 

（3）酶活计算（鲜重） 

 𝑈𝐹𝐵𝑃 =
∆A × V2 × 10

9 × V × T

(ε × d) ×W× V1
=
281.4 × ∆A

W
                 （3 − 13） 
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式中 UFBP 表示 FBP 酶活性（单位：nmol/min/g）；V1 表示加入样本体积（0.08 mL）；

其他参考 3.3.9.1。 

表 3-2 检测试剂加入顺序和用量 

Table 3-2 Adding sequence and dosage of test reagents 

试剂名称 比色皿（μL） 

样本 80 

试剂 1 40 

试剂 2 40 

试剂 3 460 

加入试剂 3 后轻轻混匀，在室温条件下孵育 10 min。 

试剂 4 80 

3.3.10.3 核酮糖-1,5-二磷酸羧化酶/氧化酶（Rubisco）活性测定 

（1）样本制备 

快速称取 0.1 g 的棉花叶片，将其迅速放入预冷的研钵中，并加入提取液进行冰浴

匀浆，转入 1.5 mL 的离心管中，定容至 1 mL，4℃，12,000 rpm 离心 10 min，取上清液

进行测定。 

（2）紫外分光光度计检测 

将紫外分光光度计预热 30 min 后，依次将样本和试剂按照表 3-3 内容加入光径为 1 

cm 的石英比色皿中，轻轻混匀，10 s 时在 340 nm 波长下读取吸光度值，记为 A1，10 min

后再次读取吸光度值，记为 A2。 

（3）酶活计算（鲜重） 

                         𝑈𝑅𝑢𝑏𝑖𝑠𝑐𝑜 =
∆A × V2 × 10

9 × V × T

(ε × d) ×W× V1
=
92.44 × ∆A

W
                （3 − 14） 

式中 URubisco 表示 Rubisco 酶活性（单位：nmol/min/g）；ΔA 表示 A1-A2；V2 表示反

应体系总体积（0.69 mL）；V 表示加入提取液体积（1 mL）；T 表示反应时间（20 min）；

ε 表示 NADPH 摩尔消光系数（6.22×10
3
 L/mol/cm）；d 表示比色皿光径（1 cm）；W 表

示样本质量（g）；V1 表示加入样本体积（0.03 mL）。 
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表 3-3 检测试剂加入顺序和用量 

Table 3-3 Adding sequence and dosage of test reagents 

试剂名称 比色皿（μL） 

样本 30 

试剂 1 40 

试剂 2 40 

试剂 3 40 

试剂 4 500，混匀后孵育 15 min。 

试剂 5 40 

3.3.11 淀粉含量测定 

淀粉含量测定使用苏州格锐思生物科技有限公司提供的试剂盒（Cat. No. G0551F，

酶法），紫外分光光度法测定。 

3.3.11.1 样本制备 

各株系分别取三株棉花叶片和根系，50℃烘干至恒重，研磨过 60 目筛，得到待检

测均匀粉末样本。 

（1）除脂：分别称取 10 mg 粉末样本至 2 mL 离心管中，并加入 500 μL 石油醚，

研磨匀浆，50℃水浴 30 min（每 3 min 振荡一次），12,000 rpm 离心 5 min，弃上清，留

沉淀。 

（2）除糖：加入 1 mL 80%乙醇，悬浮沉淀，50℃水浴 20 min（每 3 min 振荡一次），

冷却后，12,000 rpm 离心 5 min，弃上清，留沉淀。此步骤重复两次。 

（3）加入 500 μL DMSO，悬浮沉淀，沸水浴至样本呈分散溶解状态（每 3 min 振

荡一次）。 

（4）冷却后加入加入 1 mL 无水乙醇，立即旋涡振荡，在加入 500 μL 无水乙醇混

匀，静止 5 min，5,000 rpm 离心 5 min，弃上清，留沉淀，吸干剩余乙醇。 

（5）加入 1 mL DMSO，悬浮沉淀，沸水浴 15 min（每 3 min 振荡一次），冷却后，

3,000 rpm 离心 5 min，取上清备用。 

3.3.11.2 分光光度检测 

将紫外分光光度计预热 30 min 后，依次将样本和试剂按照表 3-4 内容加入试剂。 
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表 3-4 检测试剂加入顺序及用量 

Table 3-4 Adding sequence and dosage of test reagents 

试剂名称 测定管（μL） 空白管（μL） 标准管（μL） 

待测液 40  16 

试剂 2 300 160 144 

试剂 3 50   

混合液，40℃水浴 30 min， 

混合液 160 160 160 

试剂 4 80 80 80 

试剂 5 560 560 560 

40℃避光水浴 20 min，以蒸馏水调零，于 510 nm 处读取吸光值 A。 

3.3.11.3 含量计算 

按照公式 3-15 计算棉花叶片和根系总淀粉含量（mg/g）： 

总淀粉含量 =
C × V1 × V2 × (A1 − A0) × (A2 − A0) ×W × 2.18

V
             （3 − 15） 

式中 C 表示标准品浓度；V1 表示待检测淀粉体积（40 μL）；V2 表示显色反应中标

准品体积（160 μL）；A0 表示空白管吸光度值；A1 表示测定管吸光度值；A2 表示标准管

吸光度值；W 表示样本质量（mg）；V 表示检测液体积（1 mL）。 

3.3.12 统计分析 

使用 SPSS 26 和 Excel 2010 软件对数据进行统计分析，采用单因素方差分析和邓肯

多重比较（p<0.05），所有数据至少设置 3 个生物学重复。使用 Origin 2021pro 软件对统

计数据进行绘图，数据用平均值±标准差表示。使用 Adobe Photoshop 2021、Adobe 

Illustrator 2021 和 Image J 软件进行图像处理。 

3.4 结果分析 

基于 3 个 SiFBA4 稳定表达株系（OE-4、OE-14、OE-17），本研究系统分析了转基

因棉花在不同生育期的生物量积累、生理特性与农艺表现。结果显示 SiFBA4 过表达对

棉花生长发育、光合效率及产量构成因素产生积极影响，但是显著降低了棉花纤维品质。 
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3.4.1 生物量积累 

生物量是作物产量形成的基础。因此，本研究对转 SiFBA4 基因棉花苗期、蕾期和

铃期的生物量进行了分析。 

3.4.1.1 转基因棉花苗期生物量 

苗期试验生物量统计数据显示（图 3-2），2023 年转基因株系在生物量分配中呈现

基因型特异性差异。转基因株系 OE-4（1.27±0.058 g）与 OE-17（1.38±0.061 g）较

WT（0.97±0.014 g）分别显著增加 31.20%（p=0.002）与 42.56%（p<0.001），OE-14

（1.00±0.083 g）增加 3.72%（图 3-2A，p=0.672）。OE-17 根生物量（0.13±0.007 g）

较 WT（0.08±0.005 g）显著增加 59.52%（p<0.001），OE-4（0.11±0.007 g）增幅次之

（35.71%，p<0.05），OE-14（0.09±0.010 g）增加 9.52%（图 3-2B，p=0.508）。OE-4 茎

生物量（0.41±0.021 g）较 WT（0.32±0.009 g）增加 27.27%（p=0.013），OE-17（0.44±0.020 

g）增加 36.67%（p=0.002），OE-14（0.31±0.032 g）减少 4.07%（图 3-2C，p>0.05）。

OE-4（0.75±0.033 g）与 OE-17（0.81±0.038 g）叶生物量较 WT（0.56±0.014 g）显著

增加 32.98%和 43.62%（p<0.001），OE-14（0.61±0.043 g）增加 7.45%（图 3-2D，p=0.386）。

根冠比在各基因型间无显著差异（p>0.05），表明生物量积累的提升未显著改变器官间

分配比例（图 3-2E）。 

2024 年试验数据数据显示（图 3-2），转基因株系在生物量分配中呈现基因型特异

性差异。转基因株系 OE-4（1.42±0.047 g）与 OE-17（1.34±0.019 g）较 WT（1.08±0.010 

g）分别显著增加 30.81%与 23.62%（p<0.001），OE-14（1.18±0.022 g）增加 9.23%（图

3-2A，p=0.023）。如图 3-2B-D 所示，OE-4 根生物量（0.14±0.005 g）较 WT（0.11±0.008 

g）显著增加 19.30%（p=0.028），OE-14（0.13±0.007 g，12.28%）与 OE-17（0.13±0.005 

g，14.04%）差异不显著（p>0.05）。WT 茎生物量为 0.35±0.012 g，叶生物量为 0.62±0.020 

g，OE-4 茎生物量（0.46±0.017 g）增加 28.81%（p<0.001），叶生物量（0.83±0.032 g）

增加 34.09%（p<0.001）；OE-17 茎生物量（0.43±0.016 g）增加 20.90%（p=0.003），叶

生物量（0.78±0.010 g）增加 26.95%（p<0.001）；OE-14 茎生物量（0.37±0.014 g）增

加 3.39%（p>0.05），叶生物量（0.69±0.018 g）增加 12.01%（p<0.05），OE-4 和 OE-17

与 WT 之间差异显著。根冠比在转基因株系中显著升高（OE-4：24.42%，p<0.001；OE-14：

40.70%，p=0.012；OE-17：24.42%，p=0.015），表明根系生物量积累比例相对增加，分

别为 0.086（WT）、0.107、0.121 和 0.107（图 3-2E）。 

综合两年试验结果显示，SiFBA4转基因株系苗期生物量积累及分配方面差异显著。

与WT相比，OE-4和OE-17株系总生物量在 2023年显著增加 31.20%~42.56%（p≤0.002），
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2024 年增加 23.62%~30.81%（p<0.001），OE-14 增幅较低（3.72%~9.23%）。茎和叶生物

量在 OE-4 和 OE-17 株系均显著提升（2023 年茎：27.27%~36.67%，叶：32.98%~43.62%；

2024 年茎：20.90%~28.81%，叶：26.95%~34.09%），根生物量增幅存在年度波动（2023

年 35.71%~59.52%，2024 年 OE-4 增加 19.30%）。根冠比在 2023 年无显著变化（p>0.05），

而 2024 年转基因株系显著升高（24.42%~40.70%，p≤0.015），表明根系生物量比例相对

增加。数据分析表明 SiFBA4 过表达可调控生物量积累与器官分配模式，叶片与根系生

物量协同增加可能与糖转运途径有关。 

 

图 3-2 2023 年和 2024 年转基因棉花苗期生物量 

Figure 3-2 Seedling biomass of transgenic cotton in 2023 and 2024 

注：A. 单株生物量；B. 单株根生物量；C. 单株茎生物量；D. 单株叶生物量；E. 根冠比。数据采用单因素方差分

析和邓肯多重比较，用平均值±标准差表示，显著性差异用 a、b 和 c 表示，p<0.05。 

Note: A. Biomass per plant; B. Root biomass per plant; C. Stem biomass per plant; D. Leaf biomass per plant; E. root-shoot 

ratio. Data were analyzed by one-way ANOVA and Duncan's multiple comparisons, expressed as mean ± standard deviation, 

and significant differences are expressed as a, b, and c, p<0.05. 
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3.4.1.2 转基因棉花蕾期生物量 

2023 年田间试验数据显示，转基因株系在单株及各器官生物量分配中呈现显著差异，

如图 3-3 所示。转基因株系 OE-4 单株总生物量（37.59±2.163 g）较 WT（19.65±1.359 

g）显著增加 91.30%（p<0.001），OE-17（31.21±2.233 g, 58.83%）与 OE-14（29.19±2.226 

g, 48.55%）增幅显著（图 3-3A，p<0.01）。如图 3-3B-E 所示，OE-4 根生物量（3.14±0.166 

g）增加 50.24%（p=0.001），OE-14（2.76±0.202 g，32.06%，p<0.05）差异显著，OE-17

（2.48±0.175 g，18.66%，p=0.130）。OE-4 茎生物量（12.86±0.934 g）增加 87.19%

（p<0.001），OE-14（10.12±0.732 g，47.31%）与 OE-17（10.67±0.833 g，55.31%）差

异显著（p<0.05）。OE-4 叶生物量（20.63±1.112 g）增加 102.85%（p<0.001），OE-14

（15.70±1.392 g，54.38%）与 OE-17（17.27±1.332 g，69.81%）差异显著（p<0.05）。

OE-4 蕾生物量（0.96±0.064 g）较 WT（0.52±0.072 g）显著提升 84.62%（p<0.001），

OE-17（0.80±0.095 g）增加 53.85%（p<0.05），OE-14（0.61±0.030 g
1）增加 17.31%（p>0.05）。

OE-4（0.083）与 OE-17（0.090）根冠比显著低于 WT（0.107，p<0.05），OE-4（0.095）

无显著差异（p=0.077）。 

2024 年田间试验数据显示（图 3-3），转基因株系 OE-4 单株总生物量（38.48±0.362 

g）较 WT（24.35±0.515 g）显著增加 58.03%（图 3-3A，p<0.001），OE-14（30.14±0.363 

g，23.78%）与 OE-17（31.08±0.606 g，23.53%）增幅次之（p<0.001）。OE-4 根生物量

（3.54±0.242 g）增加 52.59%（p<0.001），OE-17（2.87±0.179 g）与 OE-14（2.63±0.117 

g）根生物量增加 23.71%（p<0.05）和 13.36%（p=0.229）。OE-4 茎生物量（13.06±0.279 

g）增加 34.09%（p<0.001），OE-17（11.54±0.500 g）与 OE-14（10.65±0.196 g）茎生

物量增加 18.48%（p=0.001）和 9.34%（p=0.057）。OE-4 叶生物量（20.85±0.476 g）增

加 81.30%（p<0.001），OE-17（15.81±0.514 g）与 OE-14（16.02±0.381 g）叶生物量增

加 37.48%和 39.30%（p<0.001），差异显著。OE-4 蕾生物量（1.02±0.038 g）较 WT

（0.79±0.050 g）显著提升 29.11%（p=0.001）。OE-17（0.86±0.030 g）与 OE-14

（0.84±0.030 g）蕾生物量增加 8.86%和 6.33%，差异不显著（p>0.05）。根冠比在各基

因型间无显著差异（p>0.05）。 

2023 和 2024 年田间试验数据表明，OE-4 株系总生物量较 WT 增幅达 58.03~91.30%

（p<0.001），OE-17（23.53~58.83%）和 OE-14（23.78~48.55%）次之。各器官生物量积

累差异显著，OE-4 根、茎、叶及蕾生物量在 2023 年分别增加 50.24%、87.19%、102.85%

和 84.62%（p≤0.001），2024 年增加 52.59%、34.09%、81.30%和 29.11%（p≤0.001）；OE-17

与 OE-14 茎、叶生物量增幅显著（9.34~69.81%），但根和蕾生物量增幅存在年度波动

（p=0.057~0.229）。2023年OE-4和OE-17根冠比较WT显著降低（15.89~24.30%，p<0.05），
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而 2024 年无显著差异。结果表明 SiFBA4 过表达可显著促进蕾期生物量积累，且 OE-4

株系差异最显著。 

 

图 3-3 2023 和 2024 年转基因棉花蕾期生物量 

Figure 3-3 Transgenic cotton biomass at bud stage in 2023 and 2024 

注：A. 单株生物量；B. 单株根生物量；C. 单株茎生物量；D. 单株叶生物量；E. 单株蕾生物量；F. 根冠比。数据

采用单因素方差分析和邓肯多重比较，用平均值±标准差表示，显著性差异用 a、b 和 c 表示，p<0.05。 

Note: A. Biomass per plant; B. Root biomass per plant; C. Stem biomass per plant; D. Leaf biomass per plant; E. Biomass 

per bud; F. Root-shoot ratio. Data were analyzed by one-way ANOVA and Duncan's multiple comparisons, expressed as 

mean ± standard deviation, and significant differences are expressed as a, b, and c, p<0.05. 

3.4.1.3 转基因棉花铃期生物量 

如图 3-4 所示，本研究系统量化了过表达 SiFBA4 基因对棉花铃期生物量积累的影

响。基于 2023 年田间试验数据分析，转基因株系在单株及各器官生物量分配中呈现显

著基因型特异性差异。转基因株系 OE-4 株系单株生物量（135.90±3.966 g）较 WT

（86.87±1.766 g）显著增加 56.47%（p<0.001），OE-17 株系（128.82±3.667 g）增幅达

48.32%（p<0.001），OE-14 株系（104.51±2.413 g）增加 20.33%（图 3-4A，p=0.001）。

OE-4 和 OE-17 株系根、茎、叶和铃的生物量显著高于 WT（图 3-4B-E），WT 根、茎、
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叶和花铃生物量分别为 5.09±0.322、18.82±0.643、17.52±0.525 和 45.42±2.032 g。根

生物量分别较 WT 高 60.62%（8.18±0.299 g）和 57.05%（8.00±0.229 g），OE-14

（6.80±0.187 g）增加 33.45%（p<0.001）。茎生物量较 WT 高 52.36%（26.55±1.429 g）

和 25.24%（23.62±0.966 g，p<0.01），OE-14（21.22±0.640 g）增加 12.77%（p=0.101）。

叶生物量较 WT 高 52.36%（26.70±1.837 g）和 48.22%（25.97±1.117 g，p<0.01），OE-14

（20.65±0.782 g）增加 17.83%（p=0.078）。OE-4 铃生物量（74.47±1.932 g）较 WT

（45.42±2.031 g）显著提升 63.96%，OE-17（63.23±1.782 g）增加 39.20%（p<0.001），

OE-14（55.85±1.424 g）增加 22.95%（p=0.001）。根冠比在各基因型间无显著差异（p>0.05）。 

 

图 3-4 2023 和 2024 年转基因棉花铃期生物量 

Figure 3-4 Transgenic cotton biomass at boll stage in 2023 and 2024 

注：A. 单株生物量；B. 单株根生物量；C. 单株茎生物量；D. 单株叶生物量；E. 单株花铃生物量；F. 根冠比。数

据采用单因素方差分析和邓肯多重比较，用平均值±标准差表示，显著性差异用 a、b 和 c 表示，p<0.05。 

Note: A. Biomass per plant; B. Root biomass per plant; C. Stem biomass per plant; D. Leaf biomass per plant; E. Flower-boll 

biomass per plant; F. Root-shoot ratio. Data were analyzed by one-way ANOVA and Duncan's multiple comparisons, 

expressed as mean ± standard deviation, and significant differences are expressed as a, b, and c, p<0.05. 

2024 年独立田间试验数据显示（图 3-4），OE-4 株系单株生物量（120.93±2.420 g）

较 WT（75.55±2.234 g）显著增加 60.07%（p<0.001）；OE-17 株系（111.32±2.139 g）

增加 47.36%（p<0.001），OE-14 株系（92.30±1.770 g）增加 22.17%（p<0.001）。转基
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因株系各器官生物量显著高于 WT（图 3-4B-E），OE-4 根生物量（7.69±0.244 g）较

WT（4.69±0.135 g）显著增加 63.97%（p<0.001），OE-17 增加 40.51%（p<0.001），OE-14

增幅 26.65%（p=0.002）。OE-4 茎生物量（24.59±0.543 g）增加 52.54%，OE-14

（21.41±0.484 g）增加 32.82%，OE-17（21.73±0.539 g）增加 34.80%（p<0.001），WT

为 16.12±0.860 g。OE-4 叶生物量（23.62±0.843 g）增加 57.68%，OE-17（22.37±1.235 

g）增加 49.33%，OE-14（20.28±0.543 g）增加 35.38%（p<0.001），WT 为 14.98±0.598 

g。OE-4 铃生物量（65.03±1.462 g）较 WT（39.76±1.211 g）显著提升 63.56%（p<0.001），

OE-17（60.64±1.775 g）增加 52.46%（p<0.001），OE-14（44.67±0.985 g）增加 12.35%

（p<0.05）。根冠比在各基因型间无显著差异（图 3-4F，p>0.05）。 

本研究分析了过表达 SiFBA4 基因对棉花铃期生物量积累的影响。2023-2024 年田间

试验表明，转基因株系 OE-4 单株总生物量较野生型（WT）显著增加 56.47~60.07%

（p<0.001），OE-17（47.36~48.32%）和 OE-14（20.33~22.17%）次之。各器官生物量呈

基因型特异性提升：OE-4 根、茎、叶及铃生物量在 2023 年分别增加 60.62%、52.36%、

52.36%和 63.96%（p≤0.001），2024年增幅为 63.97%、52.54%、57.68%和 63.56%（p<0.001）；

OE-17 茎、叶及铃生物量增幅达 25.24%~52.46%（p<0.001）；OE-14 根、茎生物量增幅

为 26.65%~33.45%（p≤0.002）。根冠比在各株系间无显著差异（p>0.05）。结果表明，SiFBA4

过表达可显著促进铃期生物量积累。 

3.4.2 光合生理 

为了解 SiFBA4 转基因株系生物量增加的原因，进一步对铃期的转 SiFBA4 基因棉花

的气体交换参数进行了分析。 

3.4.2.1 转基因棉花气体交换参数 

2023 年统计数据显示（图 3-5），净光合速率（Pn）在转基因株系显著提高（图 3-5A），

WT 的 Pn 为 29.03±1.018 μmol/m
2/s，OE-4、OE-14 和 OE-17 分别达到 34.22±0.411、

32.55±0.399 和 33.65±0.439 μmol/m
2/s，较 WT 显著增加 17.88%、12.13%和 15.92%

（p<0.001）。气孔导度（Gs）在各株系间差异不显著（p=0.148），但转基因株系 Gs

（0.11±0.008~0.14±0.008 mol/m
2/s）高于 WT（0.10±0.005 mol/m

2/s，图 3-5B）。WT

（121.25±11.910 μmol/mol）的胞间 CO2 浓度（Ci）显著高于转基因株系（p<0.01），

其中 OE-4 和 OE-17 与 WT 差异显著，分别降低 35.22%和 33.44%（图 3-5C）。蒸腾速

率（Tr）分析表明（图 3-5D），OE-17 株系（5.42±0.210 mmol/m
2/s）较 WT（4.05±0.177 
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mmol/m
2/s）显著提高 33.80%（p=0.032），而 OE-4 和 OE-14 株系的 Tr（4.71±0.239

和 4.47±0.125 mmol/m
2/s）与 WT 间无统计学差异（p>0.05）。 

 

图 3-5 2023 年和 2024 年转基因棉花气体交换参数 

Figure 3-5 Gas exchange parameters of transgenic cotton in 2023 and 2024 

注：A. 净光合速率；B. 气孔导度；C. 胞间二氧化碳浓度；D. 蒸腾速率。数据采用单因素方差分析和邓肯多重比较，

用平均值±标准差表示，显著性差异用 a、b 和 c 表示，p<0.05。 

Note: A. Net photosynthetic rate; B. Stomatal conductance; C. Intercellular carbon dioxide concentration; D. Transpiration 

rate. Data were analyzed by one-way ANOVA and Duncan's multiple comparisons, expressed as mean ± standard deviation, 

and significant differences are expressed as a, b, and c, p<0.05. 
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基于 2024 年铃期光合参数，如图 3-5A 所示，Pn 在转基因株系中呈现显著提升，

OE-4、OE-14、OE-17 分别达到 33.24±0.816、30.55±0.947 和 30.49±1.058 μmol/m
2/s，

较 WT（26.11±0.479 μmol/m
2/s）增加 27.31%、17.01%和 16.78%（p<0.001）。Gs 在各

株系间无统计学差异（p=0.203），但转基因株系 Gs 值（0.10~0.11 mol/m
2/s）较 WT（0.09 

mol/m
2/s）有所提高（图 3-5B）。Ci 数据显示（图 3-5C），WT（142.76±10.747 μmol/mol）

显著高于转基因株系（p<0.01），其中 OE-4 株系的 Ci 降幅达 33.32%（p<0.001）。Tr 分

析表明（图 3-5D），OE-4（6.72±0.287 mmol/m
2/s）和 OE-14（6.38±0.348 mmol/m

2/s）

株系较 WT（5.06±0.247 mmol/m
2/s）显著提高 32.76%和 26.18%（p<0.05），而 OE-17

株系（5.46±0.348 mmol/m
2/s）与 WT 间无显著差异（p=0.124）。 

结合两年数据分析显示（2023-2024），转基因株系平均 Pn 值较 WT 增加 4.88 

μmol/m
2/s（p<0.001）。结果表明，SiFBA4 基因过表达可显著提高棉花光合效率，具体

表现为 Pn 提升与 Ci 降低。 

3.4.2.2 转基因棉花光合色素含量变化 

叶绿素作为光合色素，在光化学反应中发挥着光能吸收的功能，最大限度的保证将

吸收的光量子转移到反应中心[142]。因此，进一步分析了转基因株系叶绿素含量的变化。 

2023 年，铃期叶绿素测定显示（图 3-6），转基因株系在光合色素积累与组成比例上

呈现显著改变（p<0.05）。转基因株系的叶绿素 a（Chl a）含量分别为 1.22±0.032、

1.29±0.022 和 1.06±0.028 mg/g，较 WT（0.94±0.033 mg/g）显著增加 30.19%、37.30%

和 13.05%（图 3-6A）。叶绿素 b（Chl b）含量较 WT（0.26±0.015 mg·g
-1）显著增加

9.60%~27.33%（图 3-6B）。转基因株系总叶绿素含量（1.34±0.031~1.61±0.014 mg/g）

较 WT（1.19±0.048 mg/g）提高 24.45%。OE-4（4.32±0.137）的 Chl a/b 显著地高于

WT（3.65±0.114），OE-14 和 OE-17 的 Chl a/b 分别为 3.94±0.168 和 3.77±0.182，差异

不显著。 

2024 年叶绿素含量数据显示（图 3-6），转基因株系的 Chl a 含量分别为 1.24±0.032、

1.33±0.068 和 1.46±0.025 mg/g，WT 的 Chl a 为 1.05±0.507 mg/g，较野生型显著提升

18.10~38.09%（p<0.05），其中 OE-17 株系增幅最大（图 3-6A）。各株系 Chl b 含量差异

未达显著水平，WT 为 0.26±0.015 mg/g，转基因株系为 0.28±0.028~0.32±0.033 mg/g

（图 3-6B，p>0.05）。WT的Chl T为 1.31±0.054 mg/g，转基因株系分别较WT提高 19.15%

（1.56±0.015 mg/g）、24.76%（1.63±0.053 mg/g）和 33.04%（1.74±0.053 mg/g），OE-17

株系积累量最高（图 3-6C）。各株系的 Chl a/b 比值分别为 3.36±0.305、4.12±0.333、

4.05±0.122 和 4.32±0.136，OE-17 株系显著高于 WT（28.77%，p<0.05）。 
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连续两年实验数据显示，OE-17 株系 Chl a 增幅保持在 13.05~39.03%，Chl T 增幅达

12.30~35.15%（p<0.01）。Chl a/b 比值仅在 OE-4 和 OE-17 中稳定高于 WT（p<0.05），

表现出基因表达量的差异效应，Chl b 含量无显著变化（p>0.05）。 

 

图 3-6 2023 年和 2024 年转基因棉花叶绿素含量 

Figure 3-6 Pigment content of transgenic cotton at bud stage in 2023 and 2024 

注：A. 叶绿素 a 含量；B. 叶绿素 b 含量；C. 叶绿素含量；D. 叶绿素 a/叶绿素 b。数据采用单因素方差分析和邓肯

多重比较，用平均值±标准差表示，显著性差异用 a、b 和 c 表示，p<0.05。 

Note: A. Chlorophyll a content; B. Chlorophyll b content; C. Chlorophyll content; D. Chlorophyll a/b. Data were analyzed by 

one-way ANOVA and Duncan's multiple comparisons, expressed as mean ± standard deviation, and significant differences 

are expressed as a, b, and c, p<0.05. 
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3.4.2.3 转基因棉花酶活性和淀粉含量分析 

为了进一步了解因 SiFBA4 基因对棉花光合效率和光合产物的影响而引起的生理生

化变化情况，分别对棉花叶片的 FBA、FBP 和 Rubisco 酶活性和淀粉含量进行了测定。 

 

图 3-7 转基因棉花光合作用关键酶活性和淀粉含量 

Figure 3-7 Photosynthetic key enzyme activities and starch content in transgenic cotton 

注：A. 果糖-1,6-二磷酸醛缩酶活性；B. 核酮糖-1,5-二磷酸加氧酶/羧化酶活性；C. 果糖-1,6-二磷酸酶活性；D. 叶片

淀粉含量；E. 根系淀粉含量。数据采用单因素方差分析和邓肯多重比较，用平均值±标准差表示，显著性差异用 a、

b 和 c 表示，p<0.05。 

Note: A. Fructose-1, 6-diphosphate aldolase activity; B. Ribulose-1, 5-diphosphate oxygenase/carboxylase activity; C. 

Fructose-1, 6-biphosphatase activity; D. Leaf starch content; E. Root starch content. Data were analyzed by one-way 

ANOVA and Duncan's multiple comparisons, expressed as mean ± standard deviation, and significant differences are 

expressed as a, b, and c, p<0.05. 

酶活性测定（图 3-7）表明，转基因株系的 FBA 酶活性分别为 578.03±14.301、

438.55±27.098 和 458.07±30.343 nmol/min/g，而 WT 的为 308.20±12.780 nmol/min/g

（图 3-7A），FBA 酶活性在转基因株系中提高 42.23~87.55%（p<0.05）。OE-4 株系 FBP

酶活性最高（430.86±11.267 nmol/min/g），OE-17 次之（382.97±13.120 nmol/min/g）。

转基因株系 OE-4 和 OE-17 中 FBP 酶活性较 WT（300.00±5.721 nmol/min/g）显著提高
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27.66~43.62%（p<0.05），而 OE-14 中 FBP 酶活性（318.55±9.829 nmol/min/g）与 WT

无 统 计 学 差 异 （ 图 3-7C ， p>0.05 ）。 转 基 因 株 系 Rubisco 酶 活 性 值 处 于

30.00±1.217~31.11±2.743 nmol/min/g 范围，较 WT（29.41±0.951 nmol/min/g）提高

2.03~5.81%，但差异未达显著水平（图 3-7B，p>0.05）。 

淀粉含量分析显示（图 3-7D-E），转基因株系叶片和根系淀粉含量（叶片：

62.42±4.240~116.27±12.054 mg/g；根系：44.06±2.120~130.95±4.413 mg/g）显著低

于 WT（叶片：159.12±4.900 mg/g；根系：150.54±2.120 mg/g），OE-4 株系降幅最大

（p≤0.005）。结果表明，SiFBA4 过表达增强了 FBA 和 FBP 活性，提高了光合效率，降

低了光合产物叶片和根系的淀粉含量。 

3.4.2.4 转基因棉花生产潜力评估 

为了分析 SiFBA4 基因对棉花在生物量和产量影响，本研究通过各生长发育阶段的

叶面积、生物量和生育期分析了转基因株系的光合势（LAD）、作物生长率（CGR）及

净同化率（NAR）。统计分析显示（图 3-8），转基因株系在生产潜力方面显著优于 WT。 

2023 年数据显示，苗期至蕾期（S-b 阶段）OE-4 和 OE-17 株系的 LAD（6.18±0.256

和 5.54±0.330 m
2/d）较 WT（3.58±0.148 m

2/d）提高 72.92%和 54.87%（图 3-8A，p<0.05）。

CGR 分析表明（图 3-8B），WT（0.29±0.209 g/m
2）较转基因株系降低 32.81~48.92%（OE-4：

0.57±0.033 g/m
2；OE-14：0.43±0.035 g/m

2；OE-17：0.46±0.035 g/m
2）。NAR 仅在

OE-4 株系（9.00±0.920 g/m
2/d）与 WT（5.31±0.562 g/m

2/d）间存在显著差异（图 3-8C，

p<0.05）。苗期至铃期（S-B 阶段）转基因株系 LAD（7.92±0.356~11.40±0.613 m
2/d）

较 WT（6.58±0.232 m
2/d）提高 16.84~42.25%（图 3-8D，p<0.05）。CGR 数据显示（图

3-8E），WT（0.95±0.020 g/m
2）显著低于转基因株系（OE-4：1.50±0.044 g/m

2；OE-14：

1.15±0.026 g/m
2；OE-17：1.42±0.040 g/m

2）。OE-4 株系的 NAR（16.15±0.313 g/m
2/d）

较 WT（11.98±0.877 g/m
2/d）提高 25.84%，差异达显著水平（图 3-8F，p<0.05）。 

2024 年数据与 2023 年趋势一致，转基因株系在 LAD、CGR 及 NAR 等参数持续表

现 显 著 优 势 （ p<0.05 ）。 苗 期 至 蕾 期 （ S-b 阶 段 ） 转 基 因 株 系 的 LAD

（4.53±0.245~5.45±0.156 m
2/d）较 WT（3.56±0.141 m

2/d）提高 27.00~53.00%（图

3-8A）。WT 的 CGR 显著低于转基因株系，其中 OE-4 株系的 CGR 值 0.57±0.005 g/m
2，

WT、OE-14 和 OE-17 株系的 CGR 分别为 0.36±0.008、0.44±0.006 和 0.46±0.009 g/m
2

（图 3-8B）。仅OE-4株系的NAR较WT（6.59±0.403 g/m
2/d）显著增加 20.93%（p<0.05），

转基因株系分别为 8.33±0.441、5.78±0.220 和 5.46±0.193 g/m
2/d（图 3-8C）。苗期至

铃期（S-B 阶段）转基因株的 LAD 较 WT 显著提高 26.21~49.28%，WT 和转基因株系

的 LAD 依次为 5.81±0.208（WT）、11.45±0.712、7.87±0.299 和 8.50±0.383 m
2/d（图
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3-8D）。WT 的 CGR（0.83±0.025 m
2/d）显著低于转基因株系，转基因株系的 CGR 依

次为 1.33±0.027、1.01±0.020 和 1.22±0.024 g/m
2（图 3-8E）。OE-4（13.01±0.439 g/m

2/d）

和 OE-17（12.86±0.425 g/m
2/d）的 NAR 显著高于 WT（10.61±0.717 g/m

2/d，p<0.05），

而 OE-14（11.64±0.483 g/m
2/d）与 WT 无显著差异（图 3-8F）。 

 

图 3-8 2023 年和 2024 年转基因棉花光合势、作物生长率和净同化率 

Figure 3-8 Leaf area duration, crop growth rate, and net assimilation rate of transgenic cotton in 2023 and 

2024 

注：A. 苗期到蕾期的光合势；B. 苗期到蕾期的作物生长率；C. 苗期到蕾期的净同化率；D. 苗期到铃期的光合势；

E. 苗期到铃期的作物生长率；F. 苗期到铃期的净同化率；S-b 表示苗期到蕾期，S-B 表示苗期到铃期。数据采用单

因素方差分析和邓肯多重比较，用平均值±标准差表示，显著性差异用 a、b 和 c 表示，p<0.05。 

Note: A. Leaf area duration from seedling to bud stage; B. Crop growth rate from seedling to bud stage; C. Net assimilation 

rate from seedling to bud stage; D. Leaf area duration from seedling to boll stage; E. Crop growth rate from seedling to boll 

stage; F. Net assimilation rate from seedling to boll stage; S-b represents seedling to bud stage, and S-B represents seedling to 

boll stage. Data were analyzed by one-way ANOVA and Duncan's multiple comparisons, expressed as mean ± standard 

deviation, and significant differences are expressed as a, b, and c, p<0.05. 

两年数据整合分析表明，转基因株系在 LAD、CGR 及 NAR 等关键生理参数上呈现

系统性优势（p<0.05）。苗期至蕾期（S-b 阶段）转基因株系平均 LAD 较 WT 提高 43.9%。

CGR 较 WT 增加 51.02%，NAR 较 WT 提高 8.02%。苗期至铃期（S-B 阶段）LAD 在转
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基因株系较 WT 提高 49.87%。CGR 与 NAR 分别较 WT 提高 42.64%和 16.48%。结果表

明，SiFBA4 基因过表达持续提升的生物量积累，为产量形成提供生理基础。 

3.4.3 转基因棉花农艺性状 

为了分析 SiFBA4 基因过表达对棉花生长发育的影响，连续两年（2023 年和 2024

年）分别对转基因株系在苗期（室外盆栽）、蕾期和铃期的农艺性状（株高、茎粗、蕾

铃数和叶面积等）进行了统计分析。 

3.4.3.1 转基因棉花叶片气孔特征 

气孔作为植物叶片进行气体交换的主要通道，其形态特征和密度直接影响 CO2 同化

能力。本研究通过显微镜观察，分析了转基因株系与 WT 的气孔表型参数。 

 

图 3-9 转基因棉花叶片气孔特征 

Figure 3-9 Stomatal characteristics of transgenic cotton leaves 

注：A. WT 气孔；B. OE-4 气孔；C. OE-14 气孔；D. OE-17 气孔；E. 气孔长度；F. 气孔宽度；G. 气孔密度；H. 气

孔开度。数据采用单因素方差分析和邓肯多重比较，用平均值±标准差表示，显著性差异用 a、b 和 c 表示，p<0.05；

红色标尺表示长度为 180μm。 

Note: A. Stomata of WT; B. Stomata of OE-4; C. Stomata of OE-14; D. Stomata of OE-17; E. Stomatal length; F. Stomatal 

width; G. Stomatal density; H. Stomatal aperture. Data were analyzed by one-way ANOVA and Duncan's multiple 

comparisons, expressed as mean ± standard deviation, and significant differences are expressed as a, b, and c, p<0.05; Red 

bar indicates length of 180μm. 
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如图 3-9A-D 所示，叶片气孔结构完整，发育正常。形态特征数据显示，转基因株

系与 WT 在气孔长度（p=0.314）和宽度（p=0.465）方面无统计学差异（图 3-9E-F）。

但在气孔密度方面（图 3-9G），OE-4、OE-14和OE-17分别达到18.54±0.409、17.57±0.497

和 17.72±0.502 个/mm
2，较 WT（14.85±0.517 个/mm

2）显著增加 24.87%、18.25%和

19.31%（p<0.01）。气孔开度分析显示（图 3-9H），OE-4（25.40±0.520 μm）和 OE-17

（25.90±0.500 μm）的开度显著高于 WT（21.60±0.490 μm，p<0.05），分别增加 17.59%

和 19.91%。而 OE-14 株系（22.30±0.540 μm）与 WT 间无显著差异（p=0.236）。结果

表明，转基因株系通过提高气孔密度（平均增加 20.81%）和气孔开度，可能增强叶片

表皮气体交换能力。气孔特征的改变与光合速率提升（图 3-5A）具有一致性，提示气

孔参数变化可能是影响碳同化效率原因之一。 

3.4.3.2 转基因棉花萌发与生育期特征 

为了解转基因株系的发芽状态和各生育期生长持续时间，分别在室内和田间统计种

子的发芽势和发芽率，并对室内胚根长度和田间生育期进行了动态监测。 

如图 3-10 所示，SiFBA4 过表达对转基因株系萌发特性及生育周期产生显著影响

（p<0.05）。室内萌发实验数据显示（图 3-10B-C），转基因株系 OE-4、OE-14 和 OE-17

的发芽势较 WT 下降 8.66~31.33%（p<0.05），发芽率降低 3.67~6.00%。具体而言，WT

的发芽势和发芽率分别为 93.33±1.202%和 98.00±0.577%，而 OE-4、OE-14、OE-17 的

发芽势依次为 84.67±1.202%、 82.67±1.764%、 62.00±1.528% ，发芽率分别为

93.33±1.764%、94.67±0.333%、92.00±1.155%。胚根生长动态监测显示（图 3-10F），

萌发初期（第 1 天）各基因型间胚根长度无统计学差异（p>0.05），但至第 3 天，转基

因株系胚根长度（3.55±0.242~3.86±0.295 cm）较 WT（4.14±0.334 cm）减少 7.27~16.58%

（p<0.05）。此差异持续至萌发第 7 天，WT 胚根长度为 5.82±0.296 cm，较 OE-4

（4.91±0.205 cm）、OE-14（5.12±0.196 cm）、OE-17（5.00±0.278 cm）分别长 0.91、

0.70、0.82 cm。 

田间出苗分析表明（图 3-10D-E），WT 田间发芽势（71.97±1.017%）较转基因株

系高 24.58~25.14%，发芽率（97.57±0.567%）较转基因株系（88.67±1.571~89.64±1.765%）

高 7.93~8.90%（p<0.05）。生育周期观测数据（图 3-10G）显示，转基因株系从播种至出

苗所需时间较 WT 延长 2.3~3.1 d，全生育期延长 5.8~7.2 d，但现蕾期至花期的生殖生长

阶段较 WT 缩短 1.5~2.3 d。 
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图 3-10 转基因棉花萌发状态与生育期特征 

Figure 3-10 Germination status and growth period characteristics of transgenic cotton 

注：A. 田间发芽状态；B. 室内发芽率；C. 室内发芽势；D. 田间发芽率；C. 田间发芽势；F. 种子室内发芽期间胚

根长度统计；G. 生育期统计。数据采用单因素方差分析和邓肯多重比较，用平均值±标准差表示，显著性差异用 a、

b 和 c 表示，p<0.05。 

Note: A. Field germination status; B. Indoor germination rate; C. Indoor germination potential; D. Field germination rate; C. 

field germination potential; F. Radicle length statistics during germination in seed chamber; G. growth period statistics. Data 

were analyzed by one-way ANOVA and Duncan's multiple comparisons, expressed as mean ± standard deviation, and 

significant differences are expressed as a, b, and c, p<0.05. 
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3.4.3.3 转基因棉花苗期农艺性状 

如图 3-11 所示，转基因株系连续两年在株高、下胚轴、叶面积及群体叶面积指数

等指标上表现出显著优势（p<0.05）。 

2023 年统计数据显示，30 日龄转基因株系 OE-4 株高（27.16±0.671 cm）较 WT

（20.95±0.455 cm）显著增加 29.64%（p<0.001），OE-17（25.43±0.631 cm，21.38%，

p<0.001）次之，OE-14（20.41±0.264 cm）与 WT 无显著差异（p=0.476）（图 3-11B）。

转基因株系下胚轴长度较 WT（12.57±0.190 cm）显著缩短（OE-4：10.31±0.396 cm，

17.98%；OE-14：8.93±0.364 cm，28.96%；OE-17：9.62±0.256 cm，23.47%，p<0.001，

图 3-11C）。OE-4（2.91±0.145 mm）、OE-17（3.10±0.062 mm）与 OE-14（2.66±0.039 

mm）的茎粗较WT（2.35±0.073 mm）分别显著增加 23.85%、13.25%和 31.81%（图 3-11D，

p<0.05）。OE-4（4.60±0.163 个）与 OE-17（4.7±0.2130 个）节间数较 WT（3.20±0.133

个）显著增加 43.75%和 46.88%，OE-14（4.00±0.000 个）增幅 25.00%，差异显著（图

3-11E，p<0.01）。叶面积方面（图 3-11F-G），OE-4 单株叶面积（178.51±9.497 cm
2）较

WT（125.87±5.183 cm
2）显著增加 41.81%（p<0.001），OE-17（168.76±7.431 cm

2）增

幅（34.07%）次之，OE-14（155.58±8.478 cm
2）增幅 23.60%，差异显著（p<0.05）。

OE-4 群体叶面积指数（0.69±0.025）较 WT（0.50±0.009）提升 39.82%（p<0.001），

OE-17（0.65±0.012）与 OE-14（0.59±0.019）增加 19.45%和 30.51%，差异显著（p<0.01）。 

2024 年苗期试验数据显示（图 3-11），转基因株系在株型参数中呈现基因型特异性

差异。OE-4（25.65±0.336 cm）与 OE-17（25.57±0.382 cm）株高较 WT（20.11±0.434 

cm）分别显著增加 27.55%与 27.15%（p<0.001），OE-14 株高（21.37±0.576 cm）与 WT

差异未达显著水平（图 3-11B，p=0.051）。转基因株系下胚轴长度较 WT（13.71±0.348 

cm）显著缩短（OE-4：25.31%；OE-14：29.83%；OE-17：28.67%，p<0.001，图 3-11C）。

转基因株系的茎粗较 WT（2.71±0.069 mm）增加 7.38%（2.91±0.054 mm）、3.32%

（2.80±0.100 mm）和 10.33%（2.99±0.040 mm），仅 OE-17 株系显著增加（图 3-11D，

p<0.05）。OE-4（4.40±0.163 个）与 OE-17（4.50±0.224 个）节间数较 WT（3.50±0.167

个）显著增加 25.71%和 28.57%（p<0.001），OE-14（3.70±0.153 个）增幅 5.71%，差异

不显著（图 3-6E，p=0.434）。所有转基因株系单株叶面积显著高于 WT（OE-4：38.39%；

OE-14：21.23%；OE-17：33.91%，p<0.001）。WT 和转基因株系的单株叶面积依次为

134.90±4.358、186.68±7.239、163.53±4.173 和 180.64±2.356 cm
2（图 3-11F）。OE-4

群体叶面积指数（0.76±0.029）较 WT（0.52±0.008）提升 45.17%（p<0.001），OE-17

（0.66±0.024）与 OE-14（0.63±0.009）增加 20.44%和 26.05%，差异显著（图 3-11G，

p<0.01）。 
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图 3-11 2023 年和 2024 年转基因棉花苗期农艺性状 

Figure 3-11 Agronomic traits of transgenic cotton at seedling stage in 2023 and 2024 

注：A. 生长表型；B. 株高；C. 下胚轴长度；D. 茎粗；E. 节间数量；F. 单株叶面积；G. 群体叶面积。数据采用

单因素方差分析和邓肯多重比较，用平均值±标准差表示，显著性差异用 a、b 和 c 表示，p<0.05。 

Note: A. Growth phenotypes; B. Plant height; C. Hypocotyl length; D. Stem diameter; E. number of internodes; F. Leaf area 

per plant; G. Population leaf area. Data were analyzed by one-way ANOVA and Duncan's multiple comparisons, expressed 

as mean ± standard deviation, and significant differences are expressed as a, b, and c, p<0.05. 

综合两年试验结果显示，SiFBA4 转基因株系苗期农艺性状呈现显著基因型差异。

与 WT 相比，OE-4 和 OE-17 株系株高在 2023 年和 2024 年分别增加 21.38~29.64%和

20.75~27.55%（p<0.001），OE-14 株高无显著变化（p>0.05）。转基因株系下胚轴长度较
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WT缩短 17.98~29.96%（p<0.001），茎粗在部分株系及年度间呈显著增加（最高达 31.81%）。

单株叶面积和群体叶面积指数均显著提升，OE-4 叶面积指数增幅达 39.82~45.17%，节

间数增加 5.71~46.87%。数据表明 SiFBA4 过表达可调控棉花苗期株型参数，对植株形态

建成具有显著改良作用。 

3.4.3.4 转基因棉花蕾期农艺性状 

如图 3-12 所示，基于 2023 年田间试验数据，转基因株系在株高、茎粗及蕾数方面

表现显著优势。转基因株系 OE-14 株高（43.18±0.996 cm）较 WT（35.76±0.511 cm）

显著增加 20.73%（p<0.001），OE-4（39.26±0.455 cm，9.79%）与 OE-17（38.60±0.617 

cm，7.94%）增幅次之（图 3-12B，p<0.05）。OE-4 茎粗（7.53±0.245 mm）较 WT（5.80±0.156 

mm）显著增加 29.83%（p<0.001），OE-17（22.41%）与 OE-14（16.55%）差异显著（图

3-12C，p<0.01），OE-4 与 OE-17 果枝数（4.30±0.213 和 0.158 个）较 WT（2.90±0.180

个）显著增加 38.71%（图 3-12D，p<0.001）。OE-17 蕾数（5.70±0.260 个）较 WT

（3.40±0.163 个）显著增加 67.65%（p<0.001），OE-4（5.50±0.342 个，61.76%）与

OE-14（5.10±0.277 个，50.00%）增幅显著（图 3-12E，p<0.01）。OE-4 节间数（5.60±0.221

个）较 WT（4.40±0.267 个）显著增加 21.60%（p=0.003），OE-17（5.4±0.221 个）增

加 19.20%，OE-14（5.4±221 个）增加 10.40%（图 3-12F）。叶面积分析表明（图 3-12 G-H），

转基因株系 OE-4 单株叶面积（2081.15±74.060 cm
2）较 WT（1226.19±41.531 cm

2）显

著增加 69.70%（p<0.001），OE-17（1,872.77±101.725 cm
2，52.73%，p=0.014）差异显

著，OE-14（1,433.26±77.579 cm
2，16.89%，p=0.527）差异不显著。OE-4 群体叶面积

指数（13.67±0.992）较 WT（7.55±0.252）提高 81.00%（p<0.001），OE-17（11.10±0.977）

提高 46.94%（p=0.008），OE-14（8.79±0.263）提高 16.37%（p=0.259）。 

基于 2024 年田间试验数据（图 3-12），如图 3-12B 所示，转基因株系 OE-4 株高

（43.67±0.653 cm）较 WT（37.34±0.729 cm）显著增加 16.94%（p<0.001），OE-17

（40.20±0.440 cm, 7.65%）与 OE-14（39.44±0.912 cm，5.62%）增幅次之（p<0.05）。

OE-4 茎粗（7.92±0.112 mm）较 WT（6.63±0.178 mm）显著增加 19.46%（p=0.002），

OE-14（6.98±0.182 mm）与 OE-17（6.98±0.210 mm）茎粗差异不显著（图 3-12C，p>0.05）。

转基因株系果枝数（5.30±0.193~5.60±0.210 个）较 WT（3.70±0.164 个）增加

43.24%~51.35%（p<0.01），其中 OE-4 增幅最显著（图 3-12D，p<0.001）。OE-4 蕾数

（7.35±0.196个）较WT（4.20±0.200个）显著增加 75.00%（p<0.001），OE-14（6.70±0.291

个，59.52%）与 OE-17（6.40±0.234 个，52.38%）差异显著（图 3-12E，p<0.01）。转

基因株系节间数（6.50±0.224~6.75±0.250 个）较 WT（5.30±0.193 个）增加 22.64~27.36%

（图 3-12F，p<0.05）。叶面积统计分析表明（图 3-12G-H），OE-4 单株叶面积
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（1864.33±54.395 cm
2）较 WT（1231.42±42.196 cm

2）显著增加 59.21%（p<0.001），

OE-14（1556.09±75.576 cm
2）增加 37.00%（p=0.02），OE-17（1720.76±47.725 cm

2）

增加 47.63%（p<0.05）。OE-4 群体叶面积指数（12.48±1.243）较 WT（6.66±0.280）

提高 87.44%（p<0.001），OE-14（9.08±0.233）提高 36.39%，OE-17（9.58±0.193）提

高 43.93%（p<0.05）。 

 

图 3-12 2023 年和 2024 年转基因棉花蕾期农艺性状 

Figure 3-12 Agronomic traits of transgenic cotton at bud stage in 2023 and 2024 

注：A. 生长表型；B. 株高；C. 茎粗；D. 果枝数；E. 蕾数；F. 节间数；G. 单株叶面积；H. 群体叶面积。数据采

用单因素方差分析和邓肯多重比较，用平均值±标准差表示，显著性差异用 a、b 和 c 表示，p<0.05。 

Note: A. Growth phenotypes; B. Plant height; C. Stem diameter; D. Number of fruit branches; E. Number of buds; F. 

Number of internodes; G. Leaf area per plant; H. Leaf area index. Data were analyzed by one-way ANOVA and Duncan's 

multiple comparisons, expressed as mean ± standard deviation, and significant differences are expressed as a, b, and c, 

p<0.05. 
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2023 和 2024 年田间试验表明，转基因株系 OE-4 和 OE-17 在株型参数（株高

9.79~29.83%、茎粗 19.46~29.83%）及生殖指标（果枝数 38.71~51.35%、蕾数 52.38~75.00%）

上均较 WT 显著提升（p<0.05）。单株叶面积增幅达 16.89%~69.70%（OE-4 最显著，

p<0.001），群体叶面积指数最大提升 87.44%（p<0.001）。OE-14 株系在茎粗（16.55%）

及叶面积（16.37~37.00%）增幅较小。农艺性状分析表明，SiFBA4 过表达可促进棉花营

养器官与生殖器官发育，且 OE-4 株系改良效应最显著。 

3.4.3.5 转基因棉花铃期农艺性状 

如图 3-13 所示，本研究在连续两年种植过程中调查了过表达 SiFBA4 基因对棉花铃

期表型特征的调控效应，基于 2023 年田间试验数据分析，株高分别为 86.99±1.012（WT）、

87.51±1.966（OE-4）、83.75±1.459（OE-14）和 82.08±0.919 cm（OE-17），仅 OE-17

株高较 WT 显著降低 5.64%（p=0.016），其他株系与 WT 无显著差异（图 3-13A，p>0.05）。

转基因株系的茎粗显著地高于 WT（图 3-13B），分别为 9.20±0.229（WT）、11.97±0.461

（OE-4）、9.96±0.261（OE-14）和 10.62±0.421 mm（OE-17），OE-4 株系较 WT 显著

增加 30.11%（p<0.001），OE-14（8.26%，p=0.136）与 OE-17（15.43%，p<0.05）增幅

次之。转基因株系果枝夹角（44.54±0.593°~46.70±0.178°）较 WT（55.60±0.498°）显

著减小 15.97%~20.00%（p<0.001），株型更紧凑（图 3-13C）。同时 WT（79.48±3.994 mm）

节间长度较转基因株系显著高 27.32%、24.29%和 24.12%，p<0.01（图 3-13D）。OE-4

和 OE-17 株系的果枝数分别为 10.53±0.424 个和 10.33±0.444 个，较 WT 显著增多 21.28%

（1.83 个）（p<0.001），而 OE-14 较 WT 多 0.40个果枝（p=0.431），差异不显著（图 3-13E）。

转基因株系的花铃数分别为 18.80 个、13.40 个和 15.00 个，WT 有 9.87 个，OE-4 和 OE-17

株系铃数增幅达 90.54%（OE-4）和 52.03%（OE-17）（p<0.001）。果枝结铃数显著高于

WT，WT、OE-4、OE-14和OE-17果枝的双铃率分别为 15.73%、43.28%、24.92%和 40.45%，

OE-4和OE-17双铃率较WT显著高出175.07%和157.10%（p<0.001），OE-14增幅（58.42%）

达显著水平（图 3-13F-G，p=0.010）。在叶面积方面（图 3-13H-I），转基因株系 OE-4

单株叶面积较WT显著增加70.64%（p<0.001），单株叶面积分别为1,588.68±53.494（WT）、

2,711.59±141.573（OE-4）、2,060.85±71.234（OE-14）和 1,927.86±86.143 cm
2（OE-17），

差异显著（p<0.05）。OE-4 群体叶面积指数（11.91±0.590）较 WT（6.43±0.275）提高

85.21%（p<0.001），OE-14（8.69±0.090）提高 35.09%（p=0.001），OE-17（8.98±0.590）

提高 39.62%（p=0.001）。 
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图 3-13 2023 年和 2024 年转基因棉花铃期农艺性状 

Figure 3-13 Agronomic traits of transgenic cotton at boll stage in 2023 and 2024 

注：A. 株高；B. 茎粗；C. 果枝与主茎夹角；D. 节间长度；E. 花铃数量；F. 果枝数量； G. 双铃率；H. 单株叶

面积；I. 群体叶面积指数。数据采用单因素方差分析和邓肯多重比较，用平均值±标准差表示，显著性差异用 a、b

和 c 表示，p<0.05。 

Note: A. Plant height; B. stem dimeter; C. Angle between fruit branch and main stem; D. Internode length; E. number of 

flowers and bolls; F. number of fruit branches; G. double boll rate; H. Leaf area per plant; I. Population leaf area index. Data 

were analyzed by one-way ANOVA and Duncan's multiple comparisons, expressed as mean ± standard deviation, and 

significant differences are expressed as a, b, and c, p<0.05. 
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2024 年田间试验数据显示，转基因株系的株型结构与生殖参数表现出与 2023 年相

似的模式。WT 的株高为 79.30±0.828 cm，OE-4 株高（90.28±0.852 cm）较 WT 显著

增加 13.85%（p<0.001），OE-17 株高增加 10.74%（p<0.001），OE-14 与 WT 差异显著（图

3-13A，p=0.004）。转基因株系茎粗较 WT（8.12±0.066 mm）增加 22.67%~27.83%

（p<0.001），转基因株系依次为 9.98±0.231、9.96±0.075和 10.38±0.271 mm（图 3-13B）。

转基因株系夹角（42.43±0.786°~48.39±0.616°）较 WT（54.54±0.497°）显著减小

11.27%~22.19%（图 3-13C，p<0.01）。转基因株系节间长度（64.84±1.108~66.89±3.319 

mm）较 WT（75.47±3.836 mm）显著减小 12.82%~16.40%（图 3-13D，p<0.05）。相对

于 2023 年，2024 年的果枝数普遍的增多，OE-4 果枝数（12.20±0.374 个）较 WT（9.00

±0.316 个）提升 35.56%（p<0.001），OE-17 增加 17.78%（p<0.001），OE-14 增加 22.22%

（图 3-13E，p<0.01）。转基因株系 OE-4 铃数（16.60±0.678 个）较 WT（8.20±0.374

个）增幅达 102.44%，OE-14（82.93%）与 OE-17（56.10%）（p<0.001），差异显著。

WT、OE-4、OE-14 和 OE-17 果枝的双铃率分别为 9.8%、28.28%、17.87%和 23.73%，

OE-4 和 OE-17 显著高于 WT（图 3-13F-G，p<0.01）。在叶面积方面（图 3-13H-I），转

基因株系 OE-4 单株叶面积较 WT 显著增加 70.64%（p<0.001），单株叶面积分别为

1,425.36±43.375（WT）、1,912.42±67.890（OE-4）、2,069.36±87.468（OE-14）和 2,730.72

±152.775 cm
2（OE-17），差异显著（p<0.01）。OE-4 群体叶面积指数（10.29±0.662）

较 WT（5.85）提高 76.06%（p<0.001），OE-14（8.29±0.071）提高 41.73%（p=0.001），

OE-17（8.53±0.076）提高 45.83%（p=0.001）。 

2023-2024 年田间试验表明，转基因株系 OE-4 和 OE-17 茎粗较 WT 显著增加

15.43~30.11%（p<0.05），果枝夹角减小 11.27~22.19%（p<0.01），节间长度减小 12.82~27.32%

（p<0.05）。OE-4 果枝数较 WT 增加 21.28~35.56%（p<0.001），花铃数增幅达 51.98~102.44%

（p<0.001），双铃率显著提高 157.10~175.07%（p<0.01）。单株叶面积及群体叶面积指

数分别提升 70.64~85.21%（OE-4 最显著，p<0.001）。结果表明，SiFBA4 基因过表达能

够改变株型结构并提高生殖生长效率。 

3.4.4 成熟期产量与纤维品质性状 

为了解棉花产量和纤维品质的变化，本研究对成熟期产量性状（单铃重、单株重、

棉铃数、产量）和纤维品质（长度、强度、整齐度、伸长率、马克隆）进行了统计分析。 
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3.4.4.1 转基因棉花产量分析 

如图 3-14 所示，基于 2023 年田间试验数据，本研究分析了 SiFBA4 基因过表达对

棉花产量构成因子的影响。转基因株系单位面积产量显著高于 WT（图 3-14B），OE-4、

OE-14、OE-17 分别达到 5.81±0.234、5.72±0.142 和 5.69±0.374×10
3
 kg/ha，较 WT

（4.80±0.167×10
3
 kg/ha）提升 20.99%、19.16%和 18.58%（p<0.001）。OE-4 株系单株

棉铃数（10.01±0.429 个）较 WT（7.95±0.266 个）显著增加 25.91%（p<0.01），而 OE-14

（8.90±0.261个）和OE-17（9.05±0.336个）株系与WT间差异未达显著水平（图 3-14C，

p=0.067~0.083）。单株籽棉重仅 OE-4 株系（58.27±2.411 g）较 WT（46.31±1.522 g）

显著提升 25.83%（p<0.05），OE-14（51.37±1.574 g）和 OE-17（51.42±1.351 g）株系

与 WT 间无统计学差异（图 3-14D，p>0.05）。各株系单铃籽棉重（5.68±0.134~5.83±0.085 

g）与 WT（5.83±0.085 g）无显著差异（图 3-14E，p=0.456）。 

基于 2024 年田间试验数据（图 3-14），转基因株系单位面积产量呈现年度稳定性（图

3-14B），OE-4（5.76±0.145×10
3
 kg/ha）和 OE-17（5.67±0.324×10

3
 kg/ha）较 WT

（4.77±0.124×10
3
 kg/ha）分别提升 20.75%和 18.87%（p<0.001），而 OE-14 株系

（5.49±0.267×10
3
 kg/ha）与 WT 间差异未达统计学显著水平（p=0.052）。转基因株系

棉铃数均高于 WT（13.48~16.85%），其中仅 OE-4 株系（10.40±0.373 个）与 WT

（8.90±0.280 个）差异显著（p=0.007），OE-14（10.10±0.422 个）和 OE-17（10.10±0.497

个）株系与 WT 间 p 值分别为 0.061 和 0.058（图 3-14C）。转基因株系的单株籽棉重仅

OE-4 株系（60.36±2.224 g）较 WT（50.52±1.832 g）显著增加 23.55%（p=0.013），OE-14

（58.20±2.613 g）和 OE-17（57.47±2.870 g）株系与 WT 差异未达显著水平（图 3-14D，

p=0.089 和 p=0.076）。各株系单铃籽棉重（5.69±0.140~5.86±0.174 g）与 WT（5.69±0.140 

g）无显著差异（p=0.354）。 

2023 和 2024 年田间试验表明，OE-4 株系单位面积产量较野生型（WT）显著提升

20.75~20.99%（p<0.001），OE-17（18.58~18.87%）次之。OE-4 单株棉铃数显著增加（2023

年 25.91%，p<0.01；2024 年 16.85%，p=0.007），OE-14 和 OE-17 增幅（13.48~14.04%）

未达显著水平（p≥0.058）。OE-4 单株籽棉重显著提高 23.55~25.83%（p≤0.013），其他株

系无统计学差异（p≥0.076）。各株系单铃籽棉重与 WT 无显著差异（p≥0.354）。结果表

明，SiFBA4 过表达可显著提高棉花单位面积产量，且棉铃数量增加显著，而单铃重未

受影响，初步揭示了 SiFBA4 基因过表达能提高棉花产量。 
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图 3-14 2023 年和 2024 年转基因棉花成熟期产量性状 

Figure 3-14 Yield traits of transgenic cotton at maturity stage in 2023 and 2024 

注：A. 生长表型；B. 单位面积产量；C. 单株吐絮棉铃数量；D. 单株籽棉重量；E. 单铃籽棉重量；F. 吐絮期完成

表型。数据采用单因素方差分析和邓肯多重比较，用平均值±标准差表示，显著性差异用 a、b 和 c 表示，p<0.05。 

Note: A. Growth phenotypes; B. Yield per unit area; C. Number of bolls per plant; D. Seed cotton weight per plant; E. Seed 

cotton weight of single boll; F. Boll spilling completes the phenotype. Data were analyzed by one-way ANOVA and 

Duncan's multiple comparisons, expressed as mean ± standard deviation, and significant differences are expressed as a, b, 

and c, p<0.05. 

3.4.4.2 转基因棉花纤维品质分析 

如图 3-15 所示，本研究分析了 SiFBA4 基因过表达对棉花纤维品质的影响。2023

年田间试验数据显示，转基因株系的纤维长度显著低于 WT（图 3-15B），OE-4、OE-14、 
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图 3-15 2023 年和 2024 年转基因棉花纤维品质 

Figure 3-15 Fiber quality of transgenic cotton in 2023 and 2024 

注：A. 纤维表型；B. 纤维上半部平均长度；C. 纤维强度；D. 纤维整齐度；E. 纤维马克隆；F. 纤维伸长率；G. 籽

指；H. 衣分。数据采用单因素方差分析和邓肯多重比较，用平均值±标准差表示，显著性差异用 a、b 和 c表示，p<0.05。 

Note: A. Fiber phenotypes; B. Fiber Length; C. Fiber Strength; D. Fiber Uniformity; E. Fiber Microneme; F. Fiber 

Elongation; G. Seed Index; H. Lint Score. Data were analyzed by one-way ANOVA and Duncan's multiple comparisons, 

expressed as mean ± standard deviation, and significant differences are expressed as a, b, and c, p<0.05. 

OE-17 分别为 28.96±0.186、28.64±0.158 和 28.66±0.199 mm，较 WT（31.03±0.172 mm）

降低 6.68%、7.70%和 7.64%（p<0.001）。纤维强度分析显示（图 3-15C），转基因株系

（24.52±0.219~24.76±0.201 CN/tex）显著低于 WT（25.46±0.152 CN/tex，p=0.003）。

纤维马克隆值、伸长率及籽指在转基因株系中显著升高（p<0.01），其中 OE-14 株系的
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马克隆值（4.43±0.093）和伸长率（12.73±0.181%）增幅最大，较 WT 分别提高 14.18%

和 19.42%（图 3-15E-F）。籽指方面（图 3-15G），OE-17 株系（10.19±0.164 g）较 WT

（9.47±0.043 g）增加 7.60%（p<0.001）。纤维整齐度（p=0.541）与衣分（p=0.396）在

各株系间无显著差异（图 3-15D, H）。 

2024 年试验数据显示（图 3-15），转基因株系的纤维长度显著低于 WT（图 3-15B），

OE-4、OE-14、OE-17 分别为 29.53±0.207、29.04±0.238 和 28.97±0.219 mm，较 WT

（31.18±0.251 mm）降低 5.29%、6.86%和 7.09%（p<0.001）。纤维强度分析显示（图

3-15C），转基因株系（27.50±0.317~27.90±0.285 CN/tex）较 WT（29.63±0.557 CN/tex）

显著降低 6.22%~7.19%（p<0.001）。纤维马克隆值在转基因株系中显著升高（图 3-15E），

OE-4 株系（5.09±0.142）较 WT（3.91±0.047）增幅达 30.18%（p<0.001）。纤维伸长

率与籽指同样呈现显著差异，OE-4 株系伸长率（14.25±0.324%）较 WT（11.31±0.180%）

提高 26.00%（图 3-15F）。OE-17 株系籽指（10.17±0.094 g）较 WT（9.47±0.057 g）增

加 7.39%（图 3-15G，p<0.01）。纤维整齐度（p=0.476）与衣分（p=0.442）在各组间无

统计学显著差异。 

结合两年纤维品质参数，转基因株系纤维长度连续两年显著低于 WT（p<0.001），

平均降幅 6.37%（2023）和 6.41%（2024）。纤维强度在 WT 中呈现显著年度正增长

（16.38%），而转基因株系增幅较低（11.95~13.09%），导致其与WT的强度差距扩大（2023：

2.83~3.22%；2024：6.21~7.76%）。马克隆值在转基因株系中持续升高，OE-4 株系两年

累计增幅达 30.18%（2023：9.79%；2024：19.48%）。纤维伸长率同步增加，OE-4 株系

2024 年伸长率（14.25%）较 2023 年（12.58%）显著提升 13.27%（p=0.008）。上述结果

表明，过表达 SiFBA4 基因导致纤维长度、强度等纺织品质关键参数持续劣化，同时伴

随马克隆值和伸长率等加工参数的升高。 

3.5 讨论 

在棉花育种工作中，产量和纤维品质是主要的性状目标。然而，这些目标性状受到

株型、生物量、早熟性以及抗病性等农艺性状的间接影响。当这些农艺性状发生改变时，

会直接对棉花的生产力产生作用，进而影响棉花的产量和纤维品质。因此，提高棉花产

量和纤维品质作为核心育种目标，需要密切关注相关农艺性状的变化，因为它们的改变

将直接左右棉花的生产水平[80, 143]。卡尔文循环相关基因的过表达能够促进植物的光合

速率、CO2 固定和碳水化合物积累，从而提高作物产量[71, 102, 122, 144, 145]。本研究通过统

计分析 T3 和 T4 代转基因株系在苗期、蕾期、铃期和成熟期的生物量、生理学表现和农
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艺性状，发现 SiFBA4 基因通过增强卡尔文循环速率显著提升生物量的积累与产量的形

成，同时导致纤维品质下降。这一发现为高光效作物育种提供了新的目标。 

3.5.1 SiFBA4 基因促进棉花生物量积累 

棉花生物量作为产量和纤维品质形成的物质基础，本质上是植物光合碳同化与矿质

营养吸收协同作用的结果[146]。棉花生育期主要分为苗期、蕾期、铃期和吐絮期（成熟

期），最终产量和纤维品质受生物量积累持续性的影响，尤其在蕾期至吐絮期期间[147]。

本研究对各发育时期转基因株系的生物量进行调查，发现转基因株系各生长阶段生物量

均显著高于 WT。其中，苗期、蕾期和铃期单株平均生物量分别为 1.27、32.95 和 115.63 

g，较 WT 显著增加 23.30%、49.75%和 42.40%。通过对 5 种生物量差异显著的烟草进

行杂交配对和转录组分析表明，LHCs、PsAs、RbcL 等基因的上调促进了烟草的光合作

用，并增加了生物量的积累[148]。C4 盐生植物的 NADP-苹果酸脱氢酶基因 SmNADP-mdh

过表达能够增强 C3 植物的光合作用和生长[149]。拟南芥中过表达 TPT 和 cFBPase 增加了

转基因植株的生物量[150]。这些光合作用相关基因的功能验证说明了 SiFBA4 基因提高棉

花生物量积累的可能性。转基因株系中跨生育期持续增益现象进一步说明，SiFBA4 基

因在生物量的积累方面的可持续性。从器官水平分析发现，转基因植株根、茎、叶等营

养器官及蕾、铃等生殖器官的生物量同步增加，但根冠比维持稳定。表明 SiFBA4 基因

可能在源-库器官协同发育中发挥作用，其过表达可能打破传统认知中“库强源弱”或

“源强库弱”的代谢限制[151, 152]。这表明过表达 SiFBA4 基因能够促进棉花生物量积累，

为提升棉花产量和纤维品质提供必要条件。 

3.5.2 SiFBA4 基因过表达提高棉花光合效率 

植物生物量的积累本质上源于光合作用的能量转化过程，研究显示作物经济产量的

物质基础中有 90~95%以上是通过光合碳同化途径获取[8]。叶片作为光合作用的主要器

官，其光合能力几乎反映了整个植株的光合作用能力[153]。 

转基因株系 OE-4 的 Pn 达到 34.22 μmol/m
2/s，较 WT 显著提升 17.47%（p<0.01），

这一数值接近 C4 植物玉米的光饱和点（35~40μmol/m
2/s）[154]。深入分析发现，SiFBA4

基因光合增益效应源于光反应和暗反应的协同调控，光反应层面叶绿素 a/b 比值由 WT

的 3.65 提升至 4.32（p<0.05），叶绿素总量（1.48 mg/g）较 WT（1.16 mg/g）稳定增加

27.59%（p<0.05），表明光系统 II（PSII）捕光复合体结构发生优化；暗反应层面 FBA

（42.23~87.55%，p<0.05）、FBP（6.18~43.62%，p<0.05）和 Rubisco（2.03~5.81%，p>0.05）

酶活性升高，促进单位叶面积 CO2 同化量。这种多维度增效机制为高光效育种提供了新
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的靶点。通过显微形态计量学分析发现，转基因株系气孔密度（17.94 个/mm
2）较 WT

（14.85 个/mm
2）显著增加 20.81%（p<0.01），气孔开度扩大 18.75%（WT：21.60 μm），

气孔开度减小可能与叶片蔗糖积累有关[155]。这种气孔形态重构导致气孔导度（Gs）增

加，促进 CO2 扩散。但是 Pn/Tr 的比值低于 WT，表明转基因株系水分损耗较高。通过

多代系验证揭示了 SiFBA4 基因对棉花光合系统的深度调控作用。 

转基因株系淀粉含量降低（叶片 26.92~60.77%，根系 13.01~70.73%），但生物量增

加 38.48%，光合速率提高，表现出“低糖-高生长”表型。已有研究表明，蔗糖的合成

要优先于碳分配，而淀粉的合成受蔗糖控制[156]。源器官组织（叶片）合成的蔗糖通过

分解代谢和转运，向库器官组织（根、茎和籽粒等）提供碳骨架和能量[157]。莱氏衣藻

CrFBA1 过表达激活了糖酵解途径，促进了淀粉向脂肪酸的转化，淀粉含量降低[108]的研

究结果，与玉米 FBA8 缺失导致的淀粉含量增加[158]进一步印证了 SiFBA4 基因过表达株

系淀粉含量减少的现象。因此，SiFBA4 基因过表达可能通过某种代谢加速了淀粉或糖

类向其它物质的转化，从而消耗了光合产物，降低了转基因棉花中的淀粉含量，而消耗

的光合产物很可能用来供应棉花的快速生长。 

3.5.3 SiFBA4 基因过表达优化棉花株型结构 

农艺性状是评价作物产量形成的基础[80]，本研究通过分析 SiFBA4 基因过表达对棉

花株型发育的影响，发现株型结构表现出相对紧凑的冠层结构。 

转基因株系在苗期表现出生育进程加快的显著特征，T3 和 T4 代株系苗期节间数分

别较 WT 增加 1.23 和 0.7 个（p<0.01），出苗至四叶一心时间缩短 2.3~3.1 d。苗期转基

因株系下胚轴长度较 WT 缩短 17.98%、28.96%和 23.47%（p<0.01），铃期节间长度较

WT 缩短 12.82~27.32%（p<0.05）。猜测该基因可能通过赤霉素[159, 160]、细胞分裂素[161]

和油菜素内脂[162]等信号途径，调控细胞的伸长与分裂，从而影响下胚轴和茎的伸长，

为调控作物节间发育提供了新的靶点。在生殖生长阶段，转基因株系展现出显著的株型

改良特征，蕾期和铃期的果枝数增加 20.58%和 44.44%（p<0.05），果枝与主茎夹角减小

9.43°，形成相对紧凑的冠层结构。源库关系分析表明，苗期、蕾期和铃期转基因植株叶

面积指数提高 30.24%、52.01%和 53.92%，说明转基因株系单株蕾铃数增加 69.00%和

65.09%（p<0.01），推测 SiFBA4 基因过表达增强了源器官光合效率和库器官同化物分配

能力。 
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3.5.4 SiFBA4 基因过表达促进棉花产量形成 

产量形成因素分析表明，转基因株系产量提高 19.22%，双铃果枝占比提升 20.49%

（p<0.01），而单铃重无显著差异。拟南芥中过表达 GDC-H、SBPase 和 FBA 会增加拟

南芥 CO2 的同化、营养生物量和种子产量的研究[163]为 SiFBA4 转基因株系产量的增加提

供了依据。水稻低分蘖突变体 c6635 中发现卡尔文循环 SBPase 基因 C 端氨基酸 Gly-364

突变为 Asp，其生产穗数、粒数和结实率显著降低，导致产量急剧下降，但是其 rbcS、

FBAase 和 PRKase 基因的表达水平显著上调，这与本研究结果相反[164]。推测 SBPase 基

因氨基酸的突变可能引起蛋白构象改变，导致异常的信号调控，进而激活了其他光合作

用相关基因的补偿性表达。番茄中反义表达 cpFBPase，降低了 FBP 酶的活性，导致平

均果实重量降低 20%
[165]。转 SiFBA4 基因株系 FBP 酶活性升高（6.18~43.62%），产量增

加，进一步揭示了 SiFBA4 基因调节的 FBP 酶活性在作物产量形成中的重要作用。上述

结果共同为转 SiFBA4 基因棉花产量的增加提供了参考依据，推测 SiFBA4 基因可能通过

调节 FBP 酶的活性，促进棉花产量的形成。 

产量提升伴随纤维品质性状的显著改变，纤维长度和强度分别降低 6.67%和 4.86%

（p<0.05），纤维品级由A级降至C2级，这一发现与棉花纤维发育相关的研究高度一致。

棉花纤维性状是受多个基因控制复杂数量性状，在肌动蛋白细胞骨架和微管组织的调控

下以高度极化的方式生长，与产量潜力往往呈现负相关关系[166, 167]。纤维细胞的快速扩

增需要持续的糖供应作为物质基础[168]。蔗糖是纤维发育过程中唯一的光合同化碳源，

不仅为细胞提供碳骨架，对棉花纤维伸长和细胞壁形成也至关重要。在蔗糖合酶作用下

转化为果糖和尿苷二磷酸-葡萄糖等纤维素合成的底物[169]；通过转化酶催化蔗糖及其己

糖衍生物产生渗透活性物质，为纤维细胞扩增提供必需的膨胀压[170]。所以棉花长纤维

的产生依赖于纤维扩增和纤维细胞中蔗糖的有效积累之间的协同功能相互作用。本研究

结果表明，SiFBA4 基因过表达通过促进光合同化产物向源库器官的分配，显著增加了

生物量积累所需的光合产物消耗，可能导致纤维发育关键时期的蔗糖供应相对不足；纤

维素合成底物减少；以及细胞膨胀压降低，最终共同导致纤维品质下降。也为突破棉花

育种中产量与品质协同改良的瓶颈问题提供了理论依据。未来可重点关注如何通过时空

特异性调控糖代谢途径，在保证产量的同时维持纤维发育所需的碳源供应。 

本研究通过分析 SiFBA4 基因对棉花生长发育的调控机制，证实该基因通过增强卡

尔文循环关键酶（FBA/FBP）活性、促进光反应系统及气孔形态特征的改变，使转基因

株系净光合速率提高 17.47%，揭示了 SiFBA4 基因提高光合效率的调控机制。淀粉含量

降低（叶片 26.92~60.77%，根系 13.01~70.73%），但促进了营养与生殖器官生物量积累，

产量提升 19.22%，揭示其光合产物向结构物质的高效转化。由上述结果推测 SiFBA4 基
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因可能通过促进糖转运在源-库协同中的调节作用，实现生物量与产量同步提升，为高

光效育种提供新靶点。但产量与纤维品质的负相关可能与光合产物分配有关，需结合代

谢网络调控优化光合产物分配，为突破多目标协同育种瓶颈提供理论框架。 

3.6 小结 

（1）在生物量积累方面，转基因株系各生育期的生物量均显著高于 WT。苗期 OE-4

和 OE-17 株系总生物量显著增加 23.62~42.56%，OE-14 株系增幅较低（3.72~9.23%）。

蕾期OE-4株系总生物量较WT增加58.03~91.30%，OE-17株系增加23.53~58.83%，OE-14

株系增加 23.78~48.55%。铃期 OE-4 株系总生物量较 WT 显著增加 56.47~60.07%，OE-17

株系增加 47.36~48.32%，OE-14 株系增加 20.33~22.17%。其中蕾的生物量为 0.85 g，较

WT 增加 18.97%，棉铃的生物量为 60.65 g，较 WT 增加 42.40%。 

（2）从生理水平分析，过表达 SiFBA4 基因棉花表现出较高的光合速率，最高达到

34.22 μmol/m
2/s，较 WT 高 17.47%；光合色素叶绿素含量较 WT 高 0.31 mg/g；卡尔文

循环酶活性表现出较高的水平，其中 FBA 酶活性的平均值为 491.55 nmol/min/g，较

WT 高 59.49%，FBP 酶活性较 WT（300.00 nmol/min/g）显著提高 43.6~27.7%。 

（3）通过分析转基因棉花的农艺性状，发现转基因棉花的发芽率和发芽势比 WT

低，并且在三叶一心前期，生长状态弱于 WT，直至植株生长到三叶一心时，转基因棉

花的生长速度明显加快，在短时间内超过 WT，并始终保持着优势，比如株高、节间数

量、果枝数量、蕾铃数量以及叶面积均表现出增高的水平，气孔密度和气孔开度也明显

的大于 WT，下胚轴长度、节间长度和果枝与主茎之间的夹角要低于 WT。 

（4）通过比较转基因棉花与 WT 之间的产量性状，发现转基因棉花依赖单株结铃

数量和单株籽棉重量，使单位面积的总产量较 WT 高 19.22%。纤维长度和强度分别较

WT 减小 6.87%和 4.97%，马克隆值较 WT 增加 17.34%，使纤维品级由 A 级降至 C2 级。 
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第 4章 SiFBA4 基因对棉花生物量和产量形成的机制分析 

4.1 引言 

研究表明，卡尔文循环关键酶基因（如 SBP、FBP、FBA 和 RbcS 等）过表达能够

有效提高光合碳同化效率，促进光合作用，使作物生物量和产量增加[102, 171, 172]。第三章

的实验结果表明，SiFBA4 基因过表达显著提高了转基因株系的生物量和产量。然而，

SiFBA4 基因在促进生物量积累和产量方面形成，以及导致纤维品质降低的机制尚未阐

明。为此，本研究通过构建转录和代谢网络，初步解析了 SiFBA4 基因调控棉花生物量

和产量形成的生理机制。 

4.2 材料 

4.2.1 主要仪器 

Qubit 荧光定量仪（Qubit 4.0，美国），MD 酶标仪（SpectraMax iD3，美国），高通

量生物片段分析仪（Qsep400，中国），测序仪（NovaSeq 6000，Illumina，美国），离心

机（TDZ5-WS，湖南），漩涡震荡仪（FV-2400，拉脱维亚），超高效液相色谱 UPLC

（Shim-pack UFLC），串联质谱 MS/MS（Applied Biosystems 4500 QTRAP），冻干机

（Scientz-100F），研磨仪（MM40 Retsch），电子天平（MS105DΜ）。 

4.2.2 植物材料 

本研究以野生型棉花 R15 和 SiFBA4 转基因棉花 OE-4 为实验材料，培养过程在人

工气候培养箱中进行，培养条件设置为：恒温 28℃、相对湿度 50%、光周期 16 h/8 h

（光照/黑暗）。转基因棉花幼苗的生长速率显著超过野生型时，于光照处理 5 h 后分别

采集各株系倒数第二片完全展开的叶片及完整的根系样品，液氮速冻后于干冰条件下运

输。 
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4.3 方法 

4.3.1 转录组学和代谢组学检测和分析 

检测和分析方法见附录 D 和附录 E。 

4.3.2 qRT-PCR 验证转录组 

根据 2.3.4.3 的方法将 RNA 样品反转录获得 cDNA，分别在叶片和根系随机选择 10

个 DEGs（5 个上调表达，5 个下调表达）进行 qRT-PCR 验证和转录组数据相关性分析，

引物序列见表 4-1，内参基因 GhUBQ7 的特异引物见表 2-7，反应体系与表 2-3 相同。 

表 4-1 qRT-PCR 验证引物序列 

Table 4-1 Primer sequence for qRT-PCR validation 

组织 序列编号 
引物序列 

正向引物（5’→3’） 反向向引物（5’→3’） 

叶片 

Gh_D11G317500 GCACCACGAGTGTTGTAACG AACGCGGAAGGATGGATTGT 

Gh_A04G043300 CCACTCCGTATGAGGCTGAC GAGAGCCCAGCCACAAAGAT 

Gh_D09G017800 CCTCAGCACTGACGGCAATA GGAAATGCAATGGCACGGTT 

Gh_D10G271200 TCCGTCTCCTGGAAAACCCA TAAAGCATGCCGTGAGTGGT 

Gh_D08G137400 TGGCTTCTGTCCAGGAACAC TCTGGCTCTGACGCAAAAGT 

Gh_D06G067400 GCAGAGATGCCCCAATGGAT GTCGCATAGCTATCAGCAGGT 

Gh_A07G258400 GGGCCGGGCCAGACTAA GATGCTGCACTGTAGAGGTGA 

Gh_A10G225500 GAGAATAAGGCGGAGCAAGGA ACTCTGAGCACTTGTCTTTGAGA 

Gh_D13G177100 TCACATGGAGGGTTTCGGTG TGTGGTTGGTTCCTCCGATG 

Gh_A13G232900 GGTCTCTCGCTAATCGCCAA AGGCATTTGCAGGGGCTAAA 

根系 

Gh_D13G016000 TGAACAAGGAATCGTCCCCG CAAAACGAGCACCCTGTTGG 

Gh_A04G016600 GCAGTGAGTACACCCTTCACA ATATGCACGAGCCGATCCAG 

Gh_D05G387200 ATCGCACCCAAGTCCGAGT TCGATCCATAGGCACCCAAAG 

Gh_D10G246000 AGCCATGAAAAACAGTGACGG AGGATCCAGGTTCCCAATGC 

Gh_D12G071300 GGGACGAATAGCTGAAAAGGG CCCCGGCCAACCTAATCTTT 

Gh_D09G161200 GAGTTCCTCACTGGAAAACGG AGTGAGCATTGTCAAGCACTG 

Gh_A07G003300 GGGGCTTTCTTGGATGTGGA TTGAAATCTCCACGGCTTCA 

Gh_D02G028100 AATGGCCAATGCCATCATGC GAGCCGCATTCGTTTGATGC 

Gh_A06G156800 TAACGCAGCCCACCTGTATG CAGTTGCCATACTTTGATGCCA 

Gh_D06G149100 CCACGGGTCTGCATAATTGG CAATACACGCTTCAGAGTTCCA 



第 4章 SiFBA4 基因对棉花生物量和产量形成的机制分析 石河子大学博士学位论文 

72 

4.4 结果分析 

4.4.1 转录组测序分析 

4.4.1.1 测序原始数据质量评估 

对 12 个生物学重复样本进行 Illumina HiSeq 平台双端测序，经质控分析后共获得

84.16 Gb有效数据（表4-2）。质量评估显示，所有样本的Clean Base均超过6 Gb（6.37~7.66 

Gb），测序错误率控制在 0.02%以内，Q30 碱基百分比大于 94%（94.45~95.14%），GC

含量分布符合双子叶植物转录组特征（43.65~45.13%）。样本间皮尔逊相关系数分析表

明，生物学重复间具有良好的一致性（r=0.94~0.99），支持后续差异基因分析（图 4-1）。 

表 4-2 转录组测序质量参数统计表 

Table 4-2 Summary statistics of transcriptome sequencing quality parameters 

Sample Clean Reads Clean Base(G) Error Rate (%) Q30(%) GC Content (%) 

WT-L1 44172106 6.63 0.02 94.46 45.11 

WT-L2 43919354 6.59 0.02 94.45 44.97 

WT-L3 51083828 7.66 0.02 94.85 44.97 

WT-R1 50379374 7.56 0.02 94.48 43.74 

WT-R2 47462456 7.12 0.02 94.84 43.70 

WT-R3 47241900 7.09 0.02 94.66 43.71 

FBA-L1 47352128 7.10 0.02 94.67 45.11 

FBA-L2 47101988 7.07 0.02 94.86 45.13 

FBA-L3 49867564 7.48 0.02 94.64 45.12 

FBA-R1 46173408 6.93 0.02 94.61 43.65 

FBA-R2 43727288 6.56 0.02 95.14 45.10 

FBA-R3 42449260 6.37 0.02 94.78 43.65 
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图 4-1 测序原始数据质量评估 

Figure 4-1 Quality assessment of sequencing raw data 

注：A. 原始数据比对；B. 测序错误率分布图；C. GC 含量分布图；D. 样品间相关性。 

Note: A. Raw data comparison;B. Distribution of sequencing error rate; C. GCcontent distribution map; D. Between-sample 

correlation. 

4.4.1.2 差异表达基因分析 

基于 DESeq2 分析（阈值：| Log2FC | ≥ 1，FDR<0.05），在转基因植株中检测到显

著差异表达基因（Differentially Expressed Genes，DEGs）。其中叶片组织鉴定到 566 个

DEGs（上调 261 个，下调 305 个）（图 4-2A），根系组织鉴定到 1163 个 DEGs（上调 860

个，下调 303 个）（图 4-2B）。层级聚类分析显示，各处理组间基因表达模式呈现显著分

离（图 4-3A-B）。值得注意的是，根系 DEGs 数量是叶片的 2.05 倍，提示 SiFBA4 基因

可能在不同组织中的调控具有差异性。 

 

图 4-2 棉花叶片和根系差异表达基因火山图 

Figure 4-2 Volcano plot of differentially expressed genes in cotton leaves and roots 
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注：A. 叶片；B. 根系. 

Note: A. Leaves; B. Roots. 

 

图 4-3 棉花叶片和根系差异表达基因聚类分析 

Figure 4-3 Cluster analysis of differentially expressed genes in cotton leaves and roots 

注：A. 叶片；B. 根系. 

Note: A. Leaves; B. Roots. 
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4.4.1.3 转录组数据验证 

通过 qRT-PCR 对随机选取的 20 个 DEGs（叶片 10 个，根系 10 个）进行验证。线

性回归分析显示，转录组数据与 qRT-PCR 结果的 Log2FC 值呈显著正相关（叶片：

R
2
=0.852；根系：R

2
=0.951，p<0.001），验证了测序数据的可靠性（图 4-4）。 

 

图 4-4 qRT-PCR 验证 RNA-Seq 数据 

Figure 4-4 qRT-PCR validation of RNA-Seq data 

注：A. 叶片 DEGs 通过 qRT-PCR 验证结果；B. 根系 DEGs 通过 qRT-PCR 验证结果，浅色表示预测区间，深色表示

置信区间，p<0.05。 

Note: A. Results of leaf DEGs validated by qRT-PCR; B. Results of root DEGs validated by qRT-PCR, light colors indicate 

prediction intervals, dark colors indicate confidence intervals, p<0.05. 

4.4.1.4 叶片功能富集分析 

基于 Gene Ontology 数据库的富集分析显示（图 4-5），叶片中上调表达的差异基因

（DEGs）在生物过程（Biological Process）层面显著富集于以下条目：细胞过程

（GO:0009987, p=0.0175）、生物合成过程（GO:0009058, p=0.0066）、有机循环化合物代

谢过程（GO:1901360, p=0.0007）、细胞生物合成过程（GO:0044249, p=0.0141）和细胞

芳香族化合物（GO:0006725, p=0.0004）等。细胞组分（Cellular Component）分析表明，

差异基因主要定位于细胞内解剖结构（GO:0005622, p=0.0024）、细胞器（GO:0043226, 

p=0.0020）、细胞内的细胞器（GO:0043229, p=0.0020）、细胞质（GO:0005737, p=0.0035）

和面上细胞器（GO:0043227, p=0.0043）。分子功能（Molecular Function）层面，核酸结

合（GO:0003676, p=0.0069）、RNA 结合（GO:0003723, p=0.0006）、内切酶活性

（ GO:0004519, p=0.0012 ）、核酸酶活性（ GO:0004518, p=0.0277 ）和催化活性

（GO:0140640, p=0.0277）等呈现显著富集。对比分析显示（图 4-6），叶片下调 DEGs
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呈现差异化的功能特征，主要关联刺激响应（GO:0050896, p=0.0151）、胁迫响应

（GO:0006950, p=0.0059）、生物调控过程（GO:0050789, p=0.0185）、防御反应

（GO:0006952, p=0.0013）和对外界刺激的反应（GO:0009605, p=0.0072）等生物过程。

其细胞定位显著富集于膜（GO:0016020, p=0.0104）、膜的固有成分（GO:0031224, 

p=0.0016）、膜的积分分量（GO:0016021, p=0.0037）、细胞周边（GO:0071944, p=0.0024）

和质膜（GO:0005886, p=0.0008）等细胞组分。分子功能分析显示，小分子结合

（GO:0036094, p=0.0278）、阴离子结合（GO:0043168, p=0.0180）、核苷酸结合

（GO:0000166, p=0.0396）、核苷磷酸结合（GO:1901265, p=0.0396）和碳水化合物衍生

物结合（GO:0097367, p=0.0176）等功能具有统计学显著性。 

KEGG 通路分析揭示（图 4-7, 4-8），叶片 DEGs 呈现显著的组织特异性通路分布特

征。叶片上调 DEGs 显著富集于核糖体（ko03010）、内质网中的蛋白质加工（ko04141）、

碳代谢（ko01200）、辅因子（ko01240）及氨基酸生物合成（ko01230）等通路（p<0.001）。

而下调 DEGs 显著富集于代谢途径（ko01100, p=0.0410）、次生代谢物的生物合成

（ko01100, p=0.0015）、植物-病原互作（ko01100, p<0.001）、MAPK 信号通路-植物

（ko04016, p=0.0075）和色氨酸代谢（ko00380, p=0.0001）等通路。 

4.4.1.5 根系功能富集分析 

根系组织 GO 富集模式（图 4-9）显示，上调 DEGs 在生物过程、细胞组分及分子

功能层面的富集特征与叶片组织具有高度相似性，主要富集于细胞过程（p=0.0175）、

生物合成过程（p=0.0066）和有机循环化合物代谢过程（p=0.0007）等生物过程。差异

基因富集较多的细胞组分主要有细胞内解剖结构（p=0.0024）、细胞器（p=0.0020）和细

胞内的细胞器（p=0.0020）。在分子功能方面主要有核酸结合（p=0.0069）、RNA 结合

（p=0.0006）和酶催化活性（p=0.0277）等。下调 DEGs（图 4-10）主要富集于应激响

应（p=0.0151）、有机氮化合物代谢过程（p=0.0381）和生物调控（p=0.0216）等生物过

程。主要富集在膜系统结构（p<0.005）和质膜（p=0.0008）等细胞组分。在分子功能方

面主要富集在小分子结合（p=0.0277）和阴离子结合（p=0.0180）等。 

根系 KEGG 富集图谱显示（图 4-11, 4-12），根系上调的 DEGs 主要富集在核糖体、

内质网中的蛋白质加工、碳代谢、辅因子及氨基酸的生物合成等途径（p<0.001）。下调

的 DEGs 主要富集在代谢途径（p=0.0410）、次生代谢物的生物合成（p=0.0015）、植物-

病原互作（p<0.001）、MAPK 信号通路-植物（p=0.0075）和色氨酸代谢（p=0.0001）等

途径。 
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图 4-5 叶片上调差异表达基因 GO 富集 

Figure 4-5 GO enrichment of up-regulated differentially expressed genes in leaves 

注：A.柱状图；B.气泡图。 

Note: A. Bar chart; B. Bubble diagram. 
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图 4-6 叶片下调差异表达基因 GO 富集 

Figure 4-6 GO enrichment of down-regulated differentially expressed genes in leaves 

注：A.柱状图；B.气泡图。 

Note: A. Bar chart; B. Bubble diagram. 



第 4章 SiFBA4 基因对棉花生物量和产量形成的机制分析 石河子大学博士学位论文 

79 

 

图 4-7 叶片上调差异表达基因 KEGG 富集 

Figure 4-7 KEGG enrichment of up-regulated differentially expressed genes in leaves 

注：A.柱状图；B.气泡图。 

Note: A. Bar chart; B. Bubble diagram. 
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图 4-8 叶片下调差异表达基因 KEGG 富集 

Figure 4-8 KEGG enrichment of down-regulated differentially expressed genes in leaves 

注：A.柱状图；B.气泡图。 

Note: A. Bar chart; B. Bubble diagram. 
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图 4-9 根系上调差异表达基因 GO 富集 

Figure 4-9 GO enrichment of up-regulated differentially expressed genes in roots 

注：A.柱状图；B.气泡图。 

Note: A. Bar chart; B. Bubble diagram. 
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图 4-10 根系下调差异表达基因 GO 富集 

Figure 4-10 GO enrichment of down-regulated differentially expressed genes in roots 

注：A.柱状图；B.气泡图。 

Note: A. Bar chart; B. Bubble diagram. 
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图 4-11 根系上调差异表达基因 KEGG 富集 

Figure 4-11 KEGG enrichment of up-regulated differentially expressed genes in roots 

注：A.柱状图；B.气泡图。 

Note: A. Bar chart; B. Bubble diagram. 
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图 4-12 根系下调差异表达基因 KEGG 富集 

Figure 4-12 KEGG enrichment of down-regulated differentially expressed genes in roots 

注：A.柱状图；B.气泡图。 

Note: A. Bar chart; B. Bubble diagram. 
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4.4.1.6 叶片通路差异基因分析 

基于转录组数据系统分析叶片中卡尔文循环、光反应系统、叶绿素代谢、淀粉/蔗糖

代谢、糖酵解途径和 TCA 循环等相关的 DEGs（| Log2FC | ≥ 0.2）表明（图 4-13），SiFBA4

过表达对光合相关代谢通路产生显著影响。 

 

图 4-13 叶片光合作用和碳水化合物代谢相关途径的 DEGs 

Figure 4-13 DEGs in pathways related to leaf photosynthesis and carbohydrate metabolism 

注：A. 光合作用；B. 光合作用碳固定；C. 淀粉和蔗糖代谢途径；D. 糖酵解途径；E. TCA 循环；F. 卟啉和叶绿素

代谢途径。 

Note: A. Photosynthesis; B. Photosynthetic Carbon Fixation; C. Starch and Sucrose Metabolic Pathways; D. Glycolytic 

Pathways; E. TCA Cycle; F. Porphyrin and Chlorophyll Metabolic Pathways. 

如图 4-13B 所示，卡尔文循环中 SiFBA4 基因表达显著上调（Log2FC=11.39），伴随

果糖-1,6-二磷酸酶（FBP, Log2FC=1.32）、磷酸甘油酸激酶（PGK, Log2FC=0.54）和磷

酸烯醇式丙酮酸羧化酶（PPC16, Log2FC=0.54）等基因表达上调，而核酮糖-5-磷酸异构

酶（RPIA, Log2FC=-0.95）和苹果酸酶（NAD-ME2, Log2FC=-0.66）等基因表达下调。

光反应系统中，中心蛋白复合体相关基因 PSBQ2（Log2FC=3.42）、叶绿素 a/b 结合蛋白

（CAB13, Log2FC=1.15）、细胞色素 b6/f 复合体亚基（petA, Log2FC=0.79）及捕光复合

体 II（LHCB5, Log2FC=0.60）显著上调；而 petH 基因（Log2FC=-0.30）和铁氧还蛋白

（FD3, Log2FC=-0.37）等电子传递链及 LHCB4.3（Log2FC=-1.17）基因表达下调。碳

水化合物代谢方面，淀粉/蔗糖代谢途径中 β-淀粉酶（BAM9, Log2FC=1.29）、葡萄糖激
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酶（GN1/2/3, Log2FC=1.14）和蔗糖合成酶（SUS2, Log2FC=0.97）显著上调；α-淀粉酶

（AMY, Log2FC=-1.11）和糖原分支酶（GBE1, Log2FC=-0.78）等基因表达下调。糖酵

解途径关键调控基因 FBP（Log2FC=1.32）、磷酸果糖激酶（PFK3, Log2FC=0.97）和丙

酮酸激酶（PK, Log2FC=0.73）上调表达；乳酸脱氢酶（LDH, Log2FC=-2.14）和丙酮酸

脱氢酶（PDH-E1, Log2FC=-0.42）等表达下调。TCA 循环中苹果酸脱氢酶（MDH, 

Log2FC=0.48）和异柠檬酸脱氢酶（IDH1, Log2FC=0.34）等基因上调，而顺乌头酸酶（ACO, 

Log2FC=-1.97）和琥珀酸脱氢酶（SDH1, Log2FC=-0.61）等基因表达下调。叶绿素代谢

方面，原叶绿素酸酯氧化还原酶（PORA, Log2FC=0.60）和尿卟啉原脱羧酶（HEMC, 

Log2FC=0.52）等合成相关基因显著上调；而叶绿素降解调控基因 SGR1（Log2FC=-0.66）

和叶绿素酶（CLH1, Log2FC=-0.93）下调表达。 

4.4.1.7 根系通路差异基因分析 

进一步分析根系碳水化合物代谢途径的 DEGs 显示，根系代谢通路呈现特异性调控

特征。 

 

图 4-14 根系主要碳水化合物代谢途径的 DEGs 

Figure 4-14 DEGs of major carbohydrate metabolic pathways in roots 

注：A. TCA 循环；B. 糖酵解途径；C. 淀粉和蔗糖代谢途径。 

Note: A. TCA cycle; B. glycolytic pathway; C. starch and sucrose metabolic pathways. 
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如图 4-14 所示，糖酵解途径中非磷酸化甘油醛脱氢酶（gapN, Log2FC=0.64）和丙

酮酸激酶（PKP4, Log2FC=0.93）显著上调；乙醇脱氢酶（ADH1, Log2FC=-2.82）磷酸

甘油酸激酶（PGK, Log2FC=-1.14）等基因表达下调。淀粉/蔗糖代谢途径中 α-淀粉酶

（AMY1, Log2FC=1.94）和海藻糖-6-磷酸磷酸酶（TPPD, Log2FC=1.59）上调表达；β-

淀粉酶（BAM3, Log2FC=-1.33）等基因表达下调。TCA 循环中苹果酸脱氢酶（MDH1, 

Log2FC=0.90）和异柠檬酸脱氢酶（IDH1, Log2FC=0.45）显著上调；而延胡索酸酶（FUM1, 

Log2FC=-0.32）等基因表达下调。 

4.4.1.8 糖转运通路差异基因分析 

糖转运系统呈现显著的组织特异性表达模式（图 4-15）。叶片转运系统中，SWEETs

家族基因（SWEET17, Log2FC=1.65）、蔗糖转运蛋白（SUC3, Log2FC=0.52）和质体葡

萄糖转运体（pGlcT, Log2FC=0.97）显著上调；根系转运系统则表现为 SWEET17

（Log2FC=0.93）、单糖转运蛋白（STP5, Log2FC=0.97）、质体单糖转运体（MEX1, 

Log2FC=0.43）和磷酸丙糖转运体（TPT, Log2FC=0.95）的显著上调，同时质体葡萄糖

转运体（pGlcT, Log2FC=-1.93）表达显著下调。 

 

图 4-15 源库系统糖转运途径及相关的 DEGs 

Figure 4-15 Source-sink system sugar transport pathways and related DEGs 

注：A. 叶片糖转运相关 DEGs；B. 根系糖转运相关 DEGs。 

Note: A. leaf sugar transport-associated DEGs; B. root sugar transport-associated DEGs. 
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4.4.2 代谢组数据分析 

4.4.2.1 代谢物定性与相关性分析 

基于超高效液相色谱-串联质谱（UHPLC-MS/MS）平台，采用 Analyst 1.6.3 软件进

行代谢物检测与定量分析。质控样本（QC）的总离子流图（TIC）显示（图 4-16A），

色谱峰分离度良好。多反应监测（MRM）模式下提取的离子流谱图（XIC）显示（图

4-16B），目标代谢物在保留时间维度具有良好分离度，基峰强度分布符合正态性检验。 

 

图 4-16 棉花代谢物定性定量和相关性分析 

Figure 4-16 TIC diagram and ion flow spectrum of multi-substance extraction of cotton QC sample 

注：A. TIC 图；B. 多物质提取的离子流谱图；C. 代谢物积分校正图；D. 样品间相关性图。 

Note: A. TICplots; B. Ion flow spectra of multi-substance extractions; C. Metabolite integral correction plots; D. Inter-sample 

correlation plots. 
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为确保数据可靠性，本研究根据代谢物保留时间与峰型的信息，对每个代谢物在不

同样本中检测到的色谱峰进行校正，以确保定性定量的准确。随机抽取的代谢物在不同

样本中的定量分析积分校正结果（图 4-16C）。通过样品之间的相关性分析可以观察组内

样品之间的生物学重复。同时组内样品相对组间样品的相关系数越高，获得的差异代谢

物越可靠。本研究采用皮尔逊相关系数 r（Pearson’s Correlation Coefficient）作为生物学

重复相关性的评估指标。组内皮尔逊相关系数 r=0.93~1，组间相关性系数 r=0.29~0.42

（图 4-16D），证实实验体系具有良好重复性。 

4.4.2.2 组织特异性代谢物差异分析 

通过广泛靶向代谢组学技术，在棉花叶片和根系中鉴定到 11 类 388 种差异积累代

谢物（Differentially accumulated metabolites，DAMs，VIP>1, | Log2FC | ≥ 1）。 

 

图 4-17 转基因棉花叶片和根系中的差异代谢物类别 

Figure 4-17 Differential metabolite classes in transgenic cotton leaf and root 

注：A. 差异代谢物分类；B. 主成分分析：蓝色点为 QC 样本，绿色点为野生型叶片样本，橙色点为野生型根系样本，

紫色点为转基因叶片样本，粉色点为转基因根系样本，每个颜色的数量代表各样本的数量；C. 棉花叶片和根系差异

代谢物聚类分析热图； D. VIP>1 和| Log2FC |>1 时叶片中的差异代谢物火山图；E. VIP>1 和| Log2FC | > 1 时根中的

差异代谢物火山图。 
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Note: A. Differential metabolite categories; B. Principal component analysis: Blue dots are QC samples, green dots are 

wild-type leaf samples, orange dots are wild-type root samples, purple dots are transgenic leaf samples, pink dots are 

transgenic root samples, and the number of each color represents the number of samples; C. Cluster analysis heatmap. 

叶片有 167 种 DAMs（上调 49，下调 118），根系 221 种（上调 158，下调 63）（图

4-17A, 4-18A-B）。代谢物分类统计显示：初级代谢产物有氨基酸及其衍生物 44 种、核

苷酸及其衍生物 19 种、有机酸 18 种、脂质 11 种；次级代谢产物包括黄酮类 77 种、生

物碱 18 种、酚酸类 50 种、萜类 32 种、木质素和香豆素 23 种、醌类 2 种、鞣质 2 种，

和其他 48 种。主成分分析（PCA）结果显示（图 4-16B），QC 样本集中于坐标原点，

证实数据稳定性。转基因样本在 PC1（67.28%）负向分布，WT 样本在 PC1 正向分布；

转基因叶片样本沿 PC2（6.80%）负向分布，WT 叶片则分布于 PC2 正向，根系样本呈

现相反分布模式，表明 WT 和转基因的代谢差异显著。层次聚类热图（图 4-17C）进一

步揭示各组的生物学重复之间较为集中，样品间的生物学重复良好，且数据可靠性较高。 

 

图 4-18 转基因棉花叶片和根系中的差异代谢物火山图 

Figure 4-18 Volcano map of differential metabolites in transgenic cotton leaf and root tissues 

注：A.. VIP>1 和| Log2FC |>1 时叶片中的差异代谢物火山图；B. VIP>1 和| Log2FC | > 1 时根中的差异代谢物火山图。 

Note: A. Differential metabolite volcano plots in leaves at VIP>1 and | Log2FC | > 1; B. Differential metabolite volcano plots 

in roots at VIP>1 and | Log2FC | > 1) (metabolite volcano plots. 

4.4.2.3 代谢通路富集特征 

基于 KEGG 数据库的富集分析显示（图 4-19，4-20），差异代谢物呈现显著的器官

组织特异性分布特征。 
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图 4-19 棉花叶片差异代谢物 KEGG 富集图 

Figure 4-19 KEGG enrichment map of differential metabolites in cotton leaves 

 

图 4-20 棉花根系差异代谢物 KEGG 富集图 

Figure 4-20 KEGG enrichment map of differential metabolites in cotton roots 
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经超几何分布检验（FDR<0.05），叶片中差异代谢物显著富集于 68 条代谢通路，其

中前 5 位核心通路为：代谢途径（ko01100, 67.80%）；次生代谢物生物合成（ko01110, 

32.20%）；ABC 转运蛋白系统（ko02010, 22.03%）；嘧啶代谢（ko00240, 11.86%）；嘌呤

代谢（ko00230, 11.86%）。根系中差异代谢物主要富集于 38 条通路（FDR<0.05），其显

著富集通路包括：初级代谢途径（ko01100, 47.48%）、次生代谢物生物合成（ko01110, 

40.76%）、香豆素生物合成（ko00944, 20.34%）和辅酶因子合成（ko01240, 8.47%）。 

4.4.2.4 转基因棉花组织特异性糖代谢特征 

基于谢组学的定量分析显示（图 4-21），SiFBA4 过表达引发叶片与根系糖代谢的显

著异质性变化。 

 

图 4-21 叶片和根系差异积累的糖类以及糖酵解和 TCA 循环其他代谢物 

Figure 4-21 Differentially accumulated sugars and other metabolites of glycolysis and TCA cycle in leaves 

and roots 

注：A. 叶片糖类代谢物；B. 根系糖类代谢物；C. 叶片糖酵解和 TCA 循环其他代谢物；D. 根系糖酵解和 TCA 循环

其他代谢物。 

Note: A. Leaf sugar metabolites; B. Root sugar metabolites; C. Leaf glycolysis and other metabolites of the TCA cycle; D. 

Root glycolysis and other metabolites of the TCA cycle. 

在糖类代谢物层面（图 4-21A-B），叶片中检测到 29 种糖类呈现显著积累差异

（FDR<0.05），其中 9 种代谢物上调，20 种下调：含量上调的代谢物有 N-乙酰-D-葡萄

糖胺-1-磷酸（Log2FC=2.65）、景天庚酮糖（Log2FC=2.61）、D-苏糖醇（Log2FC=1.34）

等。含量下调的代谢物有 D-阿拉伯糖（Log2FC=1.00）、蜜二糖（Log2FC=-1.08）、D-
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核糖（Log2FC=-1.13）、葡糖二酸-1-磷酸（Log2FC=-1.16）、D-麦芽糖（Log2FC=-1.23）、

肌醇（Log2FC=-1.31）、山梨糖（Log2FC=-1.32）、甘露糖（Log2FC=-1.36）、3-脱氢-L-

苏糖酸（Log2FC=-1.36）、D-果糖（Log2FC=-1.37）、D-果糖-6-磷酸（Log2FC=-1.42）、

D-葡萄糖（Log2FC=-1.47）、D-葡萄糖-1-磷酸（Log2FC=-1.56）、L-葡萄糖（Log2FC=-1.59）、

硫酸三叶草苷 C（Log2FC=-2.69）、L-岩藻糖醇（Log2FC=-2.81）、海藻糖 -6-磷酸

（Log2FC=-3.01）、核酮糖-5-磷酸（Log2FC=-3.07）和橡胶肌醇（Log2FC=-3.28）等糖

类。根系共鉴定 22 种差异糖类，含量上调的主要有吡喃葡萄糖（Log2FC=5.32）、景天

庚酮糖（Log2FC=3.95）、葡糖二酸-1-磷酸（Log2FC=3.64）和 D-景天庚酮糖-7-磷酸

（Log2FC=2.78），含量减少较多的糖类主要有 D-阿拉伯-1,4-内酯（Log2FC=-2.41）和

D-氨基葡萄糖-1-磷酸（Log2FC=-3.79）。关键转运糖类呈现器官差异积累，叶片中蔗糖

（Log2FC=-0.82）含量降低，根系对应糖类积累增加（蔗糖 Log2FC=0.16）。 

能量代谢通路分析（图 4-21C-D）显示，叶片糖酵解和 TCA 循环中间代谢物未呈

现显著变化，而根系代谢显著增强，具体表现为糖酵解产物尿苷 5'-二磷酸-D-葡萄糖

（Log2FC=0.41），TCA 循环中间体柠檬酸（Log2FC=0.41）和 α-酮戊二酸（Log2FC=0.41），

以及有机酸 L-苹果酸（Log2FC=0.41）的显著积累。 

4.4.3 转基因棉花转录代谢网络调控机制解析 

为阐明 SiFBA4 基因过表达对棉花光合碳同化产物运输和产量形成的调控机制，本

研究通过分析叶片与根系差异表达基因（DEGs）及差异积累代谢物（DAMs）数据（图

4-22，4-23），构建了源-库器官协同作用的代谢调控网络（图 4-24）。 

4.4.3.1 叶片光合碳同化与能量代谢调控 

叶片是植物光合碳固定的主要器官，大气中的 CO2 由卡尔文循环碳固定开始，形成

蔗糖等有机物，并经过糖酵解和淀粉/蔗糖代谢等途径调节植物的生长发育。 

卡尔文循环作为光合碳同化的核心途径，其三个关键阶段在转基因植株中表现出差

异化调控特征（图 4-22）。羧化阶段中，Rubisco 小亚基编码基因 RbcS（Log2FC=0.26）

表达下调，但其底物 RuBP 含量保持稳定；还原阶段调控基因未见显著变化；再生阶段

关键酶基因（FBP, Log2FC=1.32；PGK, Log2FC=0.54）表达显著上调，而 RPIA 基因

（Log2FC=0.95）表达降低，其催化产物核酮糖-5-磷酸（Log2FC=-3.07）显著降低。值

得注意的是，尽管 FBP 等再生阶段酶基因表达上调，但其催化产物（果糖-6-磷酸，

Log2FC=-1.42 ）含量却显著降低。结合光系统相关基因（ PSⅠ/Ⅱ 核心亚基，

Log2FC=0.21~3.42；LHC 蛋白编码基因 Log2FC=0.22~0.60）的协同上调，提示转基因
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植株可能通过提升光能捕获效率（叶绿素 a/b 合成蛋白基因上调，Log2FC=0.21~0.59；

SGR1 基因下调，Log2FC=-0.66），促进 ATP 和 NADPH 合成，进而加速卡尔文循环代谢

和光反应过程，导致中间产物浓度降低而周转速率提升（图 4-23）。 

 

图 4-22 SiFBA4 转基因棉花叶片糖代谢相关基因表达和代谢调控机制图 

Figure 4-22 Mapping of gene expression and metabolic regulatory mechanisms associated with sugar 

metabolism in SiFBA4 transgenic cotton leaves 

注：斜体表示基因，非斜体表示中间产物，红色字体表示表达水平提高，绿色表示表达水平降低，蓝色字体表示表

达水平既有提高也有降低。 

Note: Italicized text denotes genes, whereas non-italicized text represents intermediates. The red font signifies increased 

expression levels, the green font indicates decreased expression levels, and the blue font denotes both increased and 

decreased expression levels. 

在碳代谢过程中，叶片中果糖-6-磷酸（Log2FC=-0.84）、葡萄糖（Log2FC=-1.47）

等中间产物含量降低，而丙酮酸合成相关基因（PK, Log2FC=0.73）及 TCA 循环限速酶

基因（IDH1, Log2FC=0.43；MDH, Log2FC=0.48）表达量升高，促进 NADH 生成。淀粉

和蔗糖代谢通路中，尽管葡萄糖-1-磷酸（Log2FC=-1.56）等前体物质减少，但淀粉合成

关键基因（glgC, Log2FC=0.24；PYG, Log2FC=0.64）与分解基因（ISA, Log2FC=0.64；

AMY, Log2FC=1.11）上调，显示转基因植株通过合成和分解机制实现碳水化合物的代谢
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平衡。蔗糖合成酶 SUS（Log2FC=0.97）和己糖激酶 HXK（Log2FC=0.36）的上调可能

促进蔗糖进入其他代谢途径，为进一步解析植物碳源-库关系提供了理论依据。 

 

图 4-23 SiFBA4 转基因棉花叶片光反应相关基因表达和代谢调控机制图 

Figure 4-23 Mapping of gene expression related to light response and the mechanism of metabolic 

regulation in SiFBA4 transgenic cotton leaves 

注：斜体表示基因，非斜体表示中间产物，红色字体表示表达水平提高，绿色表示表达水平降低，蓝色字体表示表

达水平既有提高也有降低。 

Note: Italicized text denotes genes, whereas non-italicized text represents intermediates. The red font signifies increased 

expression levels, the green font indicates decreased expression levels, and the blue font denotes both increased and 

decreased expression levels. 
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4.4.3.2 根系碳同化与能量代谢调控 

与叶片碳代谢不同，根系糖酵解与 TCA 循环表现出显著地差异调控（图 4-24）。 

 

图 4-24 SiFBA4 转基因棉花根系基因和代谢调控机制图 

Figure 4-24 General figure of SiFBA4 transgenic cotton root regulatory mechanism 

注：斜体表示基因，非斜体表示中间产物，红色字体表示表达水平提高，绿色表示表达水平降低，蓝色字体表示表

达水平既有提高也有降低。 

Note: Italicized text denotes genes, whereas non-italicized text represents intermediates. The red font signifies increased 

expression levels, the green font indicates decreased expression levels, and the blue font denotes both increased and 

decreased expression levels. 

糖酵解主要代谢物（葡萄糖，Log2FC=-0.42）含量降低，可能因为 FBP（Log2FC=1.80）、

GAPN（Log2FC=0.64）、PCKA（Log2FC=0.23）和 PK（Log2FC=0.78）等基因的上调改

变了代谢水平。TCA 循环中间产物（柠檬酸、α-酮戊二酸等，Log2FC=0.41）的积累与

ACO（Log2FC=-3.13）下调表达与 MDH（Log2FC=0.90）基因上调直接相关，而 IDH
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（Log2FC=0.45）基因上调表达与 SDH 基因差异表达（部分亚基上调、部分下调）可能

通过产生还原力（NADH 和 FADH2），提升能量代谢效率。值得注意的是，根系淀粉/

蔗糖代谢途径蔗糖合成酶基因 SPS（Log2FC=0.42）和分解酶基因 scrK（Log2FC=0.31）

协同上调，促进蔗糖快速转化为储存形式；而 GBE1/glgB（Log2FC=0.52）等糖原合成

基因上调与 BAMs 基因表达分化，提示根系可能通过改变糖原储存以维持根系碳代谢的

稳态。 

4.4.3.3 源-库协同运输机制解析 

代谢组-转录组联合分析表明，SiFBA4 转基因株系通过促进糖转运系统实现源-库碳

水化合物分配（图 4-25）。在源器官叶片中，SWEETs 家族基因的差异调控可能促进光合

同化产物向韧皮部的装载，与蔗糖转运蛋白 SUC/T4 的表达上调共同促进了光合同化产

物向维管束的高效运输。库器官根系中，细胞壁转化酶基因 CWINV1（Log2FC=1.12）

的上调表达可能促进蔗糖在质外体的分解，而 STP 单糖转运蛋白（Log2FC=0.97）则促

进葡萄糖和果糖的跨膜吸收。值得关注的是，韧皮部卸载环节中 SWEETs 家族基因的差

异性表达，可能通过建立跨膜浓度梯度驱动蔗糖的定向运输，调控模式与质外体/共质体

运输理论一致。 

4.5 讨论 

本研究从棉花农艺性状和生理学角度讨论了过表达 SiFBA4 基因对棉花生长发育及

光合生理的影响，过表达 SiFBA4 基因增加了棉花的光合效率，同时也使棉花的生物量

和产量得到提高，纤维品质降低，尚不清楚其生理机制。为此，我们利用转录组和代谢

组学分析了 OE-4 株系中 SiFBA4 基因在转录和代谢网络对棉花叶片和根系的影响，通过

比较光合作用和碳水化合物代谢等相关途径，进一步揭示了 SiFBA4 基因能够促进棉花

生物量和产量增加的生理机制。 

4.5.1 转基因株系碳水化合物代谢网络构建与调控机制解析 

光合作用作为植物能量转化的核心过程，其效率直接影响作物碳同化能力及产量形

成[173]。本研究通过分析转录组和代谢组数据，初步揭示了 SiFBA4 基因过表达引起的棉

花光合代谢网络及其对碳分配的变化。转录组和代谢组联合分析表明，转基因株系 OE-4

在叶片与根系中表现出显著的代谢差异。叶片中糖类物质含量降低，而糖酵解和 TCA

循环中间产物无显著差异，根系则表现出糖类积累与代谢增强的变化。这种器官间的差
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异变化表明，SiFBA4 基因可能通过优化光合产物的运输分配（如将更多养分输送到棉

铃等生殖器官）。 

 

图 4-25 SiFBA4 转基因棉花糖转运机制图 

Figure 4-25 Diagram of the SiFBA4 transgenic cotton regulatory mechanism of sugar transport 

注：斜体表示基因，非斜体表示中间产物，红色字体表示表达水平提高，绿色表示表达水平降低，蓝色字体表示表

达水平既有提高也有降低。 

Note: Italicized text denotes genes, whereas non-italicized text represents intermediates. The red font signifies increased 

expression levels, the green font indicates decreased expression levels, and the blue font denotes both increased and 

decreased expression levels. 



第 4章 SiFBA4 基因对棉花生物量和产量形成的机制分析 石河子大学博士学位论文 

99 

4.5.1.1 促进光合作用系统的调控 

在光系统调控层面，PSBs、PSAs、LHCBs 和 LHCAs 等基因在光反应过程上调表达，

共同促进光能转化效率的优化。其中，PSBQ2、CAB13 和 LHCB5 基因在高光合能力的

植株中均上调表达，促进生物量的积累[174, 175]。敲除 LHCB5 会导致类囊体排列紊乱，

基粒膜数量减少，淀粉颗粒数量增加，但是对电子传输速率影响较小[176]。所以过表达

SiFBA4 基因可能通过激活光反应中心复合物和光捕获复合体组成亚基的活性，协同增

强光反应过程，从而提升光能-化学能的转化效率。 

叶片转录组数据显示，叶绿素代谢途径上调的 DEGs 主要有 PROA、NYC1、HEMC、

CPX1 和 NOL 等，下调表达的 DEGs 有 PTC52、CLH1、SGR1、TPD1 和 cysG。其中，

原叶绿素氧化还原酶（PRO）在光照条件下催化原叶绿素还原为叶绿素，是叶绿素生物

合成过程中的关键步骤，催化过程需要 NADPH、原叶绿素和光[177, 178]。拟南芥中过表

达 BnGA2ox6 增强了叶绿素 b 和总叶绿素积累，参与叶绿素降解的 CLH1 和 RCCR 基因

的 mRNA 表达水平降低[179]。SGR1 在叶绿素降解中发挥作用，sgr1 敲除突变体在多种

植物中表现出维持持绿色的表型[180, 181]。上述关于叶绿体合成和分解代谢途径的研究结

果表明，PROA、NYC1 等叶绿素合成相关基因的激活（Log2FC>0.58）可以促进叶绿素

的合成，SGR1 等基因的下调表达（Log2FC=-0.66）抑制了叶绿素的降解途径。在分子

层面揭示了 SiFBA4 过表达可能通过双向调控（生物合成促进+降解抑制）维持叶绿体功

能稳态的机制，该发现为高光效育种提供了重要靶点。 

上述结果共同表明，SiFBA4 基因过表达能够促进光能的吸收、传递和转化，优化

了光反应系统，在多基因协同作用下使棉花保持高效的光能利用效率，进一步解释了田

间试验中叶绿素含量的增加的结果。 

4.5.1.2 加速碳代谢网络循环 

深入解析卡尔文循环关键调控节点发现，FBP、PGK、PPC16、TKL 和 GAPDH 等

基因上调，RPIA、NAD-ME2、SUD1、GAPC 和 ALAAT2 等基因下调。在高 CO2 浓度下，

胞质 FBP 酶活性的增加能够影响糖的分配，并使烟草植株的侧枝增加[105]，而 PGK 具有

ATP 生成与 3-PGA 还原的双重作用[182]。以及抑制硅藻 PPC 基因导致电子传输速率和光

利用效率降低[183]等结果，为本研究中光合速率提升提供了酶动力学依据。核糖-5-磷酸

异构酶（RPI）将核糖-5-磷酸异构化形成核酮糖-5-磷酸，参与卡尔文循环中 Rubisco 底

物的再生[184]。与野生型相比，OsGAPC7 敲除突变体株高降低，GBeI 基因的表达比野生

型植物高三倍，而 SS 和 PGK 基因的表达显著降低，淀粉和可溶性糖含量增加 60%以上
[185]，为本研究中转基因株系下胚轴降低，生物量增加的表型数据提供了证据。推测植
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物可能通过激活替代途径（如糖酵解）维持能量稳态，为理解植物代谢网络可塑性提供

了新视角。值得注意的是，本研究中 GAPC 基因下调表达，而 GBEI 下调表达，SS 和

PGK 基因上调表达。猜测 GAPC 基因活性降低，但依然像“代谢总开关”一样调控着

其他关键基因的活动（如 GBEI、SS 和 PGK）。这种动态调控机制为理解作物如何精细

调控养分储存提供了新视角。 

糖酵解作为植物碳代谢的途径之一，通过 10 种关键酶的调控实现葡萄糖向丙酮酸

的转化及 ATP 生成，其代谢过程对植物生长发育与逆境响应具有重要的影响。在糖代谢

调控方面，发现 OE-4 株系 HXK 基因上调表达（Log2FC=0.36），与番茄中过表达 ZjHXK5

和 ZjHXK6 导致可溶性糖含量降低的表现机制一致[186, 187]。HXK 作为己糖磷酸化的限速

酶，推测其表达水平的升高可能通过抑制质体糖转运蛋白活性，进而导致光合产物输出

受阻。pfk3/6突变体加速叶片的生长[188]，推测PFK3（叶Log2FC=0.97, 根Log2FC=-0.61）

可能通过调控果糖-1,6-二磷酸的生成，进而调节糖酵解与生物量积累和产量形成之间的

关系。叶片和根系 FBP 表达水平上升（叶 Log2FC=1.32, 根 Log2FC=1.80），根据蓝细

菌 FBP/SBPase 基因过表达提高水稻的光合作用能力，并且显著地提高拟南芥的生物量

和种子量[110, 189]相关的研究，为转基因株系高光效、高生物量和高产的表现提供了有力

的证明。ADH1 基因在根和叶的差异表达模式（叶：Log2FC=0.88；根：Log2FC=-2.82），

与拟南芥中过表达 ZaADH1 增加植株总叶面积和叶绿素含量的作用机制一致[190]，揭示

了该基因在代谢调控中的双重角色：在叶片中可能通过增强乙醛脱氢酶活性促进叶绿体

NADPH 再生，而在根系可能通过调节乙醇代谢途径影响厌氧呼吸效率，为作物器官定

向改良提供了理论依据。本研究通过构建 SiFBA4 基因过表达棉花株系，推测该基因可

能通过改变糖酵解关键酶基因表达网络，实现碳水化合物再分配并提高棉花生物量的分

子机制。 

作为连接糖类、脂类和蛋白质三大物质代谢的核心枢纽，TCA 循环的酶系统通过氧

化还原反应与电子传递链耦联，其代谢流量直接影响线粒体 ATP 生成效率[191]。本研究

发现转基因株系叶片转录组数据中 TCA 循环上调表达 DEGs 有 MDH、fumD、IDH1、

E2-OGDH1 和 ACO3 等，下调表达的 DEGs 有 ACO、SUD1、SDH1、ACLB-2 和 FUM2

等。根系转录组数据中 TCA 循环 MDH1、PDH-E1、ACLB-1、ACLA-1 和 IDH1 等 DEGs

上调表达，ACO、PDH2、MTE2-2、ACLA-2 和 FUM1 下调表达。其中 IDH1 基因（叶：

Log2FC=0.34；根：Log2FC=0.45）在叶片和根系中均上调表达，该基因编码的异柠檬

酸脱氢酶作为 NAD
+
/NADP

+双辅酶依赖性酶，可能通过调控 α-酮戊二酸/异柠檬酸比值，

影响组蛋白去甲基化酶的活性，从而在表观遗传层面调控碳代谢相关基因的表达。而番

茄中反义表达线粒体 NAD 依赖性异柠檬酸脱氢酶基因（SlIDH1），导致在生长没有明显

变化状态下，果实的大小和产量减少，最大光合效率（Fv/Fm）略有下降[192]，揭示了该

基因可能调控碳代谢方面的机制，为转基因株系产量的增加提供参考依据。MDH1 上调
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表达（叶：Log2FC=0.48；根：Log2FC=0.90），与拟南芥和玉米 MDH1 过表达株系的叶

绿素含量增加现象形成代谢机制层面的呼应[193, 194]。除此之外，ACO 基因的下调表达（叶：

Log2FC=-1.97；根：Log2FC=-3.13），可能与转基因株系全生育期延迟和糖代谢水平相

关[195, 196]，其作用机制可能涉及柠檬酸代谢通量的重新分配对糖代谢水平的影响。结果

表明，TCA 循环 IDH1 和 MDH1 的上调表达，以及 ACO 的下调表达，通过调节异柠檬

酸、苹果酸和柠檬酸的合成和分解，形成多层次调控网络影响植物碳代谢平衡，为解析

本研究中转基因株系产量增加的分子机制提供了重要线索。 

卡尔文循环、糖酵解/糖异生和 TCA 循环等碳代谢相关途径的调控变化结果表明，

SiFBA4 基因过表达可能通过调节碳水化合物的再分配和还原力（ATP、NADH 和 FADH2）

的再生，加速碳水化合物的循环速率。 

4.5.1.3 优化碳水化合物分配 

本研究叶片 BAM9、GN1/2/3、malQ、CEL1 和 SUS2 等 DEGs 上调表达，BAM7、INV、

AMY、GBE1 和 BAM3 等 DEGs 下调表达，根系 GN1/2/3、AMY1、TPPD、malQ 和 CEL3

等 DEGs 在淀粉和蔗糖代谢途径上调表达，下调表达的 DEGs 主要有 BAM3、BAM7、

PYG、GBE3 和 INV 等。淀粉/蔗糖转录代谢网络揭示了淀粉在根和叶中可能得调控特征：

叶片中 BAM9、SUS2 等淀粉降解基因的激活与根系 GBE1、INV 等合成基因的抑制，共

同驱动碳源向生殖器官的再分配。 

AMY 基因家族在根和叶器官中的表达异质性（叶片 Log2FC=-1.11，根系

Log2FC=1.94）揭示了其生物学功能的分化特征。结合 α-淀粉酶在植物中的功能理论
[197-199]，本研究认为在棉花生长过程中，AMY 既通过维持淀粉降解与能量供给的动态平

衡（叶片上调），又通过参与碳源再动员（根系上调）以支持发育过程中提供所需的能

量，以完成其生命周期。这种特异的功能分化现象为解析植物发育机制提供了新视角。

叶片 BAM9 基因的显著上调（Log2FC=1.29）与 BAM7 基因的深度抑制（Log2FC=-1.62）

形成此消彼长的调控模式，与拟南芥中 BAM9 过表达引发的淀粉降解增强现象具有保守

性[200]。BAM1 在叶片的特异上调（Log2FC=0.87）与根系（Log2FC=-0.27）的相对稳定

表达形成组织分化特征，这可能与叶片作为碳源的功能密切相关，与 bam1 敲除突变体

保卫细胞淀粉含量增加，气孔开度减小的现象相似[201]，解释了转基因株系叶片气孔密

度和开度增大的现象。 

蔗糖合酶（SUS）在光合碳分配过程中发挥着重要的作用，在本研究中表现出多方

面的调控特征。SUS2 基因参与 UDPG 的合成，其上调表达（Log2FC=0.97）验证了其

在纤维素生物合成过程中的底物供给功能[202]。INV 基因的下调表达（Log2FC=-1.25）与

TPP/TPS（TPS5, Log2FC=0.80）基因的上调，以及 SUS2 的表达模式通过抑制蔗糖的分
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解和促进海藻糖的合成过程，提示植物可能通过抑制酸性转化酶途径来减少胞质蔗糖水

解，进而强化海藻糖介导的碳缓冲机制[203]。这种代谢模式的转变与 ZmSUS1 转基因玉

米中观察到的光合增强效应的机制相似[204]。此外，在狗尾草中过表达拟南芥 AtCEL1 提

高了生物量和产量，促进早熟的研究现象[205]（CEL1, Log2FC=1.01），进一步为 SiFBA4

转基因棉花生物量和产量增加提供了理论参考。 

叶片和根系中 PYG（WAXY）的差异表达（叶：Log2FC=0.64；根：Log2FC=-0.90），

以及 ISA 基因的上调表达（叶：Log2FC=0.63；根：Log2FC=0.44），导致淀粉含量减少。

其中 PYG 基因促进淀粉的合成，而 ISA 负责淀粉的降解，水稻 waxy 突变体和拟南芥 isa

突变体中淀粉含量的变化印证了这一现象[206-208]。而GNs基因在根和叶中的表达上调（叶：

Log2FC=1.14，根：Log2FC=3.72）则推断其可能具有代谢-防御双重功能：在叶片中通

过降解 β-1,3-葡聚糖参与碳源再活化，而在根系中则维持基础水平以应对病原胁迫。这

种功能分化现象为理解植物代谢网络的生态适应性进化提供了新视角。关于 GNs 基因的

研究集中在植物与病原体之间的相互作用，几乎没有研究报导关于该基因在植物生物量

积累方面的研究[209]。GNs 在许多植物物种中都大量存在，通过降解真菌细胞壁在对抗

真菌病原体的防御反应中起主要作用，在真菌感染后与几丁质酶一起协调表达[210]。 

综上所述，本研究通过分析调节光合作用、糖酵解与 TCA 循环关键酶基因（FBP、

PFK3、IDH1 等），从光合碳同化、糖酵解和线粒体代谢角度揭示了 SiFBA4 基因促进转

基因株系生物量和产量增加的代谢调控模式。具体表现为，通过促进 FBP 基因上调，

增强卡尔文循环再生阶段，提高 CO2 固定能力和光反应效率；通过调节 PFK3 等基因介

导的糖酵解反应，促进碳水化合物（葡萄糖）合成丙酮酸；进而提高 IDH1 等基因的表

达，催化 TCA 循环，加快线粒体 ATP 生成速率。淀粉/蔗糖代谢途径调控基因（AMY、

BAM9、BAM7、BAM1、PYG 和 GNs）的异质性表达模式进一步解释了碳水化合物在源

库器官分配的差异调控机制。为突破生物育种技术提供了参考方案。 

4.5.2 SiFBA4 基因促进棉花源-库糖转运效率 

植物光合碳同化产物的动态分配与再平衡是作物产量形成的关键调控节点，其中糖

类物质不仅是能量载体，更是通过信号传导网络调控源-库关系的重要分子元件[211, 212]。

淀粉和蔗糖是植物中主要的碳水化合物，其中淀粉作为碳水化合物贮存在细胞质的淀粉

粒中，而蔗糖以运输的形式通过维管组织在细胞和各组织之间输送[213, 214]。然而，在蔗

糖合成过程中释放的无机磷酸盐分子被返回到叶绿体中，用于合成更多的磷酸丙糖，如

果蔗糖积累过多，光合作用会受到抑制[215, 216]。 

本研究发现，转 SiFBA4 基因棉花通过改变糖转运通路，显著改变了碳水化合物的

分配模式。深入分析表明，SWEET17 在转基因株系叶片和根系的上调表达（叶
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Log2FC=1.65, 根 Log2FC=0.93）可能形成器官间的糖转运通道，与 SWEET17 介导的液

泡和质外体之间糖分循环机制一致[217]。结合本研究中转 SiFBA4 基因棉花的 STP5 基因

在叶片和根系的上调（叶，Log2FC=2.53；根，Log2FC=0.97），有理由推测转基因株系

调控植株发育进程也可能是通过激活“SWEET17-STP5”双模块，前者通过液泡糖分释

放维持渗透平衡，后者介导单糖吸收和利用来促进细胞增殖[218, 219]。pGlcT 基因呈现出

叶片上调（Log2FC=0.97）和根系下调（Log2FC=-1.93）两种截然相反的趋势，也进一

步佐证了转基因株系可能改变了“质体-液泡-质外体”三位一体的糖转运网络，增强源

端的淀粉降解产物输出，抑制库端的葡萄糖无效循环[220]。尽管已有研究报导了泛素结

合酶 34（UBC34）以光依赖性方式触发 SUC2 的周转模式[221]，然而本研究中 SUC2 基

因在根系特异上调（Log2FC=0.97），与 UBC34 基因的微弱表达变化（Log2FC=0.04）

相矛盾。猜测 SUC2 基因在根系的调控可能独立于 UBC34-SUC2 泛素化降解途径，或存

在其他调控因子参与该基因的转录后修饰过程，使 SUC2 的表达能够维持糖转运速率。

这一猜测可以用转录因子 EIN3（Log2FC=-0.23）通过与 SUC2 启动子结合直接抑制 SUC2

活性，进而调节与根生长相关的葡萄糖信号传导机制[222]来解释转基因株系根中 SUC2

基因的上调表达。为作物韧皮部装载的遗传改良提供了构建 UBC34 非依赖型 SUC2 表

达系统的新思路，可能突破源器官碳输出能力。 

4.5.3 SiFBA4 基因调控光合碳代谢网络的分子机制及其育种创新性 

转录组和代谢组学的生物信息学分析初步揭示了 SiFBA4 基因可能通过多个层级代

谢网络协同重塑棉花光合碳分配格局的分子机制（图 4-26），具体体现在以下三个维度：

首先，FBAs 家族基因通过“卡尔文循环-糖酵解-TCA 循环-糖转运”的调控系统实现源-

库协同增效的分子路径；FBAs 介导的碳代谢途径对糖信号网络的调控机制；以及碳代

谢与细胞发育基因调控对棉花株型结构和纤维发育的影响。这些分析不仅能够解释 C3

作物光合碳分配的调控理论，更为分子设计育种提供了新的思路和靶标系统。 

从能量代谢网络角度，SiFBA4 过表达引发的卡尔文循环关键酶（FBP、TPI、TKL、

GAPDH）和光吸收转化蛋白（PSBs、PSAs、LHCs）等协同上调形成“代谢引擎”，通

过加速卡尔文循环速率，使光合碳同化速率提高，光反应进程加快。表明 SiFBA4 通过

动态平衡光反应与暗反应的能荷状态，实现了 C3 作物高光合效率的目标。在碳代谢流

分配层面，SiFBA4 通过 BAMs 激活叶绿体淀粉到胞质蔗糖的转化通道，使源叶蔗糖输

出通量提升；并通过糖酵解和 TCA 循环的能量耦合网络，使线粒体呼吸作用增强，ATP

合成速率提高。 
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图 4-26 SiFBA4 转基因棉花调控机制图 

Figure 4-26 Diagram of the regulatory mechanism of SiFBA4 transgenic cotton 

注：斜体表示基因，非斜体表示中间产物，红色字体表示表达水平提高，绿色表示表达水平降低。 

Note: Italicized text denotes genes, whereas non-italicized text represents intermediates. The red font signifies increased 

expression levels, the green font indicates decreased expression levels. 

从源-库关系角度，SiFBA4 通过 SWEETs-STPs-SUCs 转运系统实现光合产物的时空

精准分配。SWEET17 在叶片和根系上调表达促进蔗糖向质外体卸载；STP5 在叶片和根

系的高表达增强单糖吸收效率；SUC2 在根系细胞的持续激活维持运输效率；以及 pGclT

在叶片和根系差异表达，增强源端淀粉降解产物输出，并抑制库端葡萄糖无效循环。这

种“源-渠-库”协同调控模式使转基因株系库器官（棉桃）数量增加 69.00%，产量提高

19.22%，这种由高效运输到产能提升的良性循环，为高光效棉花育种策略提供了参考依

据。但是纤维品质降低，纤维长度和强度分别降低 6.67%和 4.86%（p<0.05），纤维品级

由 A 级降至 C2 级。转录组分析揭示，这一现象可能与库器官中细胞骨架相关基因的表

达下调密切相关，特别是肌动蛋白关键调控基因 ACT7（Log2FC=-0.35）和 FIM2

（Log2FC=-0.71）的表达水平显著降低。已有研究证实，ghactin1 的 RNA 干扰会破坏

肌动蛋白细胞骨架网络，显著抑制纤维延伸生长[223]。而 GhFIM2 的过表达则能通过促

进肌动蛋白束形成来加速纤维生长[224]。结合转录组数据中细胞壁酸性转化酶（CWINV）

基因表达量显著上调（log2FC=1.12），其可能通过质外体途径将蔗糖分解为葡萄糖和果
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糖，导致胞外基质中可转运蔗糖浓度梯度降低，从而削弱库器官的蔗糖卸载效率。这些

结果在分子水平为纤维品质降低提供了参考依据。这种代谢特征虽然促进了生物量的快

速积累，但可能导致光合产物的过度消耗使得生殖生长后期可分配碳源相对不足。这种

“代谢透支”现象可能是导致纤维品质下降的内在原因，也凸显出棉花高产优质协同改

良面临的生理瓶颈。这一发现提示，在追求高产育种的同时，需要建立更为精细的碳分

配调控策略，通过时空特异性地协调营养生长与生殖生长、产量形成与纤维发育之间的

代谢平衡，最终实现棉花产量与品质的同步提升。 

此外，多组学分析还初步揭示了棉花株型结构发生变化的可能调控机制：DELLA

蛋白基因 GAI 在转基因株系中的上调表达（Log2FC=1.00），可能是通过抑制赤霉素信

号通路（GID1 下调 Log2FC=-1.23）实现节间缩短（降低 12.82%~27.32%）的 GAI-GID1

模块调控株型理论，实现株型结构的改变[225]；XTHs 基因家族差异表达（XTH23 下调

Log2FC=-1.40，XTH22 上调 Log2FC=1.68），极有可能是转基因株系通过动态调控细胞

壁延展性，引起了节间缩短，并使果枝夹角减小 9.43°，为构建紧凑株型的分子育种提

供了新思路。为通过 CRISPR/Cas9 多靶点编辑系统协同优化植株碳代谢流的分配与重构

株型结构，有望打破棉花产量与纤维品质的遗传负相关连锁效应，为植物分子育种提供

了新的思路和方向。 

4.6 小结 

（1）通过转录组测序技术，在 SiFBA4 转基因棉花中筛选得到了 2305 个与光合作

用和碳水化合物代谢相关的 DEGs，其中，叶片组织中有 1429 个 DEGs，根系组织中有

876 个 DEGs。代谢组数据显示有 388 个差异积累的糖类代谢物，叶片中有 167 个，以

下调为主，根系有 221 个，以上调为主。 

（2）光合作用光反应相关的 DEGs 分析发现，SiFBA4 基因可能通过促进卡尔文循

环酶基因的表达，增强卡尔文循环速率。光反应中 PSⅠ和 PSⅡ中编码蛋白质亚基和叶绿

素 a/b 光捕获复合体亚基的基因上调表达，增强了光捕获效率、提高了光能利用率。叶

绿素合成相关基因上调表达，促进叶绿素的积累，增强了叶绿素的光能吸收、传递和转

化效率。卡尔文循环速率增强、光反应效率提高和叶绿素含量增加共同促进棉花的光合

效率提升。 

（3）分析还发现，糖酵解途径受 SiFBA4 基因表达水平和光合产物的影响，促进了

丙酮酸和草酰乙酸合成过程中的相关调节酶基因的表达，进而激活 TCA 循环，积累生

长代谢过程中所必需的物质和能量。 
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（4）SiFBA4 基因的过表达还影响了棉花的“源-库”分配关系。源器官产生的糖类

化合物经蔗糖转运途径输送到库器官中，致使叶片糖类化合物含量减少，根系糖类化合

物含量增加，棉铃数量增多，产量增加。
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第 5章 总结和展望 

本研究以棉花为主要研究材料，天山雪莲卡尔文循环关键酶基因 SiFBA4 基因为目

的基因，创制具有高光合效率的棉花种质材料。从生理学和农艺学角度对野生型和转基

因棉花进行系统的研究，并通过转录组和代谢组生物信息学分析，初步解释了 SiFBA4

基因能够促进棉花生物量和产量的形成的分子机制，并构建了 SiFBA4 转基因棉花生物

量和产量形成的代谢通路模型。 

5.1 结论 

（1）以 SiFBA4 转基因棉花和野生型棉花 R15 为材料，分析棉花中光合作用相关的

生理变化，发现过表达 SiFBA4 基因棉花的净光合速率显著地高于 WT。转基因棉花的

叶绿素含量和卡尔文循环酶 FBA 和 FBP 的活性也表现出较高水平。表明过表达 SiFBA4

基因能够通过调节卡尔文循环酶活性提高棉花的光合效率。 

（2）分析 SiFBA4 转基因棉花和野生型棉花 R15 在苗期、蕾期和铃期的农艺性状和

生物量。结果显示，SiFBA4 转基因棉花在各生长发育时期始终保持较高的生物量，各

器官组织生物量的积累高于 WT，农艺性状指标也优于 WT。说明转基因棉花的光合效

率提高，有助于积累更多的生物量，为棉花的产量的形成奠定基础。 

（3）转录组学和代谢分析发现，暗反应过程中，在 SiFBA4 基因的作用下，卡尔文

循环调节基因上调表达，增强了卡尔文循环速率。光反应 PSⅠ和 PSⅡ中编码蛋白质亚基

和叶绿素 a/b 光捕获复合体亚基的基因上调表达，增强棉花叶片的光能转化和利用效率，

叶绿素含量的增加，增强了棉花吸收光能的能力。糖酵解途径调节基因 FBP、PFK 和

PK 等上调表达，促进丙酮酸和草酰乙酸合成过程基因的上调表达，激活 TCA 循环，产

生 NADH 还原力。中间产物糖类经糖转运进入库器官中，导致叶片糖类化合物含量减

少，根系糖类化合物含量增加，棉铃数量增多。表明 SiFBA4 基因主要通过提高棉花叶

片光合效率和从源到库的糖转运效率，促进棉花生物量和产量的形成。 

（4）通过比较分析转基因棉花和 WT 之间的产量形成性状，发现转基因棉花依赖

单株棉铃数量和单株籽棉重量使单位面积的总产量得到提高。但是，对棉纤维品质的比

较分析发现，转基因棉花的纤维长度和强度减小，纤维品级降低。结果表明，SiFBA4

基因通过调控光合作用能力促进棉花产量的形成，导致棉花纤维品质降低。 
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综上所述，在棉花中过表达 SiFBA4 基因，能够增强棉花光合作用效率，并通过从

“源”到“库”的高效糖转运效率，促进棉花生物量和产量的形成，实现了棉花高光效

种质材料的创制。 

5.2 创新点 

（1）首次将天山雪莲 SiFBA4 基因应用于棉花 R15 品系的遗传改良，为棉花高光效

育种提供了理论和技术支撑； 

（2）初步揭示了 SiFBA4 通过调控光合作用和糖代谢网络提升棉花产量的生理机制。 

5.3 展望 

本文通过对 SiFBA4 转基因进行生理学、农艺学、转录组学和代谢组学方面的差异

分析，初步揭示了过表达 SiFBA4 基因能够促进棉花生物量积累和产量形成的机制，然

而还有一系列的问题需要深入探讨和研究。 

（1）在进行棉花嫁接时，我们发现不同时期的棉花幼苗作为砧木时，子叶期的棉

花幼苗的嫁接成活率明显得高于一叶一心和两叶一心时的成活率，猜测可能是因为顶端

优势引起生长素积累，加速了伤口的愈合，从而保证了较高的成活率。这一现象需要进

一步采用转录组、代谢组和蛋白组等多种组学技术和其他实验手段进行验证分析。 

（2）SiFBA4 基因前期在加工番茄的生理水平上表现出低温耐受性，本研究通过转

录组和广泛靶向代谢组分析，在转基因棉花中也发现了响应低温胁迫的基因和代谢物质

的差异表达，因此需要对转基因棉花进行低温胁迫处理，并结合生理变化和蛋白水平的

差异来进一步验证 SiFBA4 基因是否具有广谱的低温耐受性，并阐释其低温耐受的机制

机理。 

（3）诸多植物中证明 FBA 基因家族在植物的生长发育和胁迫响应方面发挥积极的

作用，但是在棉花中尚未被证明是否具有相同的功能。Małgorzata Cieśla 等提出酵母

FBA1 参与 RNA 聚合酶Ⅲ导向转录的控制[226]，并且直接作用于基因 katG 和 rpoA 转录

调节，分别编码过氧化氢酶和 RNA 聚合酶亚基[227]。但本文通过转录组数据分析未发现

与 SiFBA4 基因存在互作关系的基因，所以可以将 FBAs 基因作为一个潜在调控因子进

行深入的研究，发现并解析一些新的生物学理论。 
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（4）在进行代谢组分析时，在叶片和根系发现景天庚酮糖含量增加，关于该物质

在植物中几乎没有被研究，尚不确定该物质在植物中发挥着怎样的功能，无法对此进行

深入的讨论。因此，需要进一步对该物质进行功能和分子机理的解析。 
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致谢 

落笔至此，感慨万千，回望种种，无不悸动，唯有一书，致敬师门，致谢亲友。 

辛丑九月，不知天高，不知地厚，求学石大，欲解学术之疑，踏足学术坦途。然学

海无涯，其理至深，迷途不见来时路，终不得正解。幸遇恩师（祝建波研究员，王爱英

教授），寒江引舟，自此方知，学术无空，需积跬步。先生治学，经纬分明，一丝不苟。

初呈拙文，逻辑混沌，先生不厌其烦，字字斧正，句句点拨。先生训诫：为学先为人，

心正则理明，寥寥数语，受用终身。师恩厚重，非笔墨可载，唯以余生勤勉，报此涓埃。 

初入师门，懵懂无知，幸得（师兄焦天齐、郭新勇、李锦、张尧、王赛赛，师姐刘

瑞娜、张丽、夏雯雯、李忠晴）倾囊相授。至暗时刻，数据无常，举步维艰，师门（师

弟辛洪亮，师妹吴小燕、李倩琴、何萍）同行，伴我枯坐，常笑言道：此役已破，当大

庆之。此间情谊，譬如雪中薪火，寂夜钟声。今朝别离，各赴山河，然同门之谊，当如

松柏长青。 

父母之爱，无声无痕，却如大地承托万物。少时无知，欲弃学从工，幸得严父厉斥，

身无长技，安能立身。母慈若水，添衣加餐，絮絮叮咛。长兄如峻岭，蔽我风雨，亦如

长风，助我展翼。妻若明月，独携稚女，孤夜长明。今文成稿，伊抱幼女，倍感欣慰。

寸草之心，难报春晖，唯以余生，奉亲于堂，敬兄如父，护妻女如珍。 

昔年球场逐日，汗浸青衫，君笑语“败便烧烤，胜则痛饮”；论文困于实证，君携

烈酒迎门，以毒攻毒，至星斗满天，瘫卧草野，醉眼望天，竟得灵感飞渡。今墨将干，

君来电约战球场：“胜者饮冰啤，败者诵论文”，长风掠过篮筐，恍见少年驰骋如昨。

以此致谢陈斌、曹军军、张云川等挚友。 

学问之道，寂如险峰，冷若寒江。初涉此道，自负才高，以为挥毫可破万卷。孰料

文献如山，压碎轻狂；数据似锁，困死方寸。然终未弃笔，盖因深信：萤火虽微，可照

旷野；跬步虽缓，能至千里。今拙论即成，非敢言功，唯求无愧于本心。 

搁笔之际，东方既白。推窗远眺，见朝霞染云，恰如初见石大那日。此去经年，愿

携师长之智、亲友之暖、己身之志，行稳致远。纵前路多艰，亦当如稼轩词云：“青山

遮不住，毕竟东流去。” 
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附录 

附录 A.棉花培养基配方 

表 A-1 棉花 MS 培养基配方 

Table A-1 Cotton MS medium formulation 

成分 化合物 母液浓度（g/L） 贮备液倍数 母液用量（mL/L） 

大量元素 

CaCl2 6.6 

10 100 

KNO3 38 

KH2PO4 3.4 

NH4NO3 33 

MgSO4∙7H2O 7.4 

微量元素 

MnSO4∙4H2O 10 

100 1 

ZnSO4∙7H2O 2 

H3BO3 3 

KI 0.75 

Na2MoO4∙2H2O 0.25 

CuSO4∙5H2O 0.025 

CoCl2∙6H20 0.025 

铁盐 
FeSO4 2.78 

100 10 
Na2EDTA 3.73 

有机 

肌醇 10 

100 10 
VB1 0.1 

VBpp 0.1 

VB6 0.1 

注：无菌苗培养基：1/2MS 培养基；共培养培养基：在 MS 培养基中加入 2,4-D 0.05 mg/L +IAA 0.05 mg/L +KT 

0.1 mg/L；抗性愈伤诱导培养基：MS 培养基中加入 2,4-D 0.05 mg/L +KT 0.1 mg/L +Kan 50 mg/L +Tm 100 mg/L +Cb 

200 mg/L；分化培养基：MS 培养基加 1.9 g/L 的硝酸钾；胚状体诱导培养基：MS 培养基中大量元素去除硝酸铵并

加入 1.9 g/L 的硝酸钾和 1 g/L 的谷氨酰胺和 0.5 g/L 的天门冬酰胺。 
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附录 B. SDS-PAGE 分离胶和浓缩胶 

表 B-1 SDS-PAGE 分离胶组成成分 

Table B-1 Components of separation gels by SDS-PAGE 

试剂 
分离胶浓度 

8% 10% 12% 15% 18% 20% 

H2O（mL） 4.63 4 3.3 2.3 1.3 0.63 

30％丙烯酰胺（29: 1）（mL） 2.67 3.3 4 5 6 6.67 

1.5M Tris-HCl(pH 8.8)（mL） 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 

10％SDS（mL） 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 

过硫酸铵 AP（mL） 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 

TEMED（μL）  5 5 5 5 5 5 

总体积（mL） 10 

表 B-2 SDS-PAGE 浓缩胶组成成分 

Table B-2 Composition of concentrated gels by SDS-PAGE 

试剂 浓缩胶浓度（5%） 

H2O（mL） 2 3 4 6 

30％丙烯酰胺（29: 1）（mL） 0.5 0.75 1 1.5 

1M  TRIS-HCl(pH 6.8)（mL） 0.5 0.75 1 1.5 

10％SDS（μL） 40 60 80 120 

过硫酸铵 AP（μL） 30 45 60 90 

TEMED（μL） 4 6 8 12 

总体积（mL） 3 4.5 6 9 
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附录 C.2023 年和 2024 年月平均温度和月平均降水量 

 

图 C01. 2023 年和 2024 年月平均温度 

Figure C01. Mean monthly temperatures for 2023 and 2024 

 

图 C02. 2023 年和 2024 年月平均降水量 

Figure C02. Mean monthly precipitations for 2023 and 2024 

  



附录 石河子大学博士学位论文 

132 

附录 D.转录组测序及分析方法 

D.1 样品收集和准备 

D.1.1 RNA 提取与检测 

植物样本采用乙醇沉淀法和 CTAB-PBIOZOL 进行提取，动物样本采用 Trizol 法进

行提取。提取成功后的 RNA 加入 50 µL DEPC 处理过的水溶解。随后，使用 Qubit 荧光

定量仪和 Qsep400 高通量生物片段分析仪对总 RNA 进行鉴定和定量。 

D.1.2 文库构建与质检 

（1）利用真核生物大部分 mRNA 都带有 polyA 尾的结构特征，通过 Oligo（dT）

磁珠富集带有 polyA 尾的 mRNA； 

（2）将纯化后的 mRNA 在适当温度下用片段缓冲液裂解成小片段； 

（3）使用随机六聚体引物反转录生成第一链 cDNA； 

（4）合成第二链 cDNA（链特异性文库：二链合成时，使用 dUTP 代替 dTTP，使 

cDNA 第二链中掺入 dUTP，而本方法使用的高保真 DNA 聚合酶无法扩增含尿嘧啶的 

DNA 模板，实现链特异性），同时完成、末端修复和 dA-Tailing； 

（5）进行测序接头连接（Adapter Ligation），连接完成后进行 DNA 磁珠纯化和片

段选择，获得 250~350 bp 的插入片段的文库； 

（6）将连接产物进行 PCR 扩增，并再次使用 DNA 磁珠纯化扩增产物，用 Nuclear 

Free Water 溶解产物； 

（7）文库构建完成后，先使用 Qubit 荧光定量仪进行浓度检测，随后使用 Qsep400

高通量生物片段分析仪进行片段大小检测，最后使用 Q-PCR 方法对文库的有效浓度进

行准确定量。 

D.1.3 上机测序 

库检合格后，把不同文库按照有效浓度及目标下机数据量的需求 pooling 后进行

Illumina测序，并产生 150 bp配对末端读数。测序的基本原理是边合成边测序（Sequencing 

by Synthesis）。在测序的 flow cell 中加入四种荧光标记的 dNTP、DNA 聚合酶以及接头

引物进行扩增，在每一个测序簇延伸互补链时，每加入一个被荧光标记的 dNTP 就能释
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放出相对应的荧光，测序仪通过捕获荧光信号，并通过计算机软件将光信号转化为测序

峰，从而获得待测片段的序列信息。 

D.2 数据分析 

D.2.1 数据质控 

使用 fastp 对原始数据进行过滤，主要去除带接头(adapter)的 reads：当任一测序 reads

中 N 含量超过该 reads 碱基数的 10%时，去除此 pairedreads；当任一测序 reads 中含有

的低质量(Q≤20)碱基数超过该条 reads 碱基数的 50%时，去除此 paired reads。后续所有

分析均是基于 clean reads. 

D.2.2 序列比对到参考基因组 

从指定网站上下载参考基因组及其注释文件，使用HISAT构建索引，并将 clean reads

比对到参考基因组。 

D.2.3 新转录本预测 

使用 StringTie 进行新基因预测，StringTie 应用网络流算法和可选的从头组装(de 

novo)来拼接转录本。与 Cufflinks 等软件相比，StringTie 能够拼接出更完整、更准确的

转录本，拼接速度也更快。 

D.2.4 基因表达水平定量 

使用 featureCounts 对基因比对情况进行计算，然后根据基因长度计算每个基因的

FPKM。FPKM 是目前最常用的估计基因表达水平的方法。 

D.2.5 差异分析 

使用 DESeq2 进行两组之间的差异表达分析，使用 Benjamini & Hochberg 方法校正

P 值。校正后的 P 值以及| Log2FC | ≥ 1 作为显著差异表达的阈值。 

D.2.6 差异基因富集分析 

基于超几何检验进行富集分析，对于 KEGG，以 pathway 为单位进行超几何分布检

验；对于 GO，则基于 GO term 进行。 
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D.2.7 差异可变剪切分析 

使用 rMATS 分析可变剪切事件，主要包括 SE、RI、MXE、A5SS、A3SS 五种可变

剪接事件。 

D.2.8 SNP 分析 

使用 GATK 进行变异位点分析，并用 annovar 对变异位点进行注释。 

D.2.9 差异基因蛋白互作分析 

差异表达基因的蛋白互作分析基于已知和预测蛋白质-蛋白质相互作用的 STRING

数据库。对于数据库中存在的物种，我们通过从数据库中提取目标基因列表来构建网络；

否则，使用 blastx 将目标基因序列与选择的参考蛋白序列进行比对，然后根据所选参考

物种的已知相互作用建立网络。 

D.2.10 GSEA 

使用 gsea 进行基因集富集分析。 

D.2.11WGCNA 

使用 WGCNA 进行加权基因共表达网络分析。 
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附录 E.代谢组学测序及分析方法 

E.1 标准品与试剂 

表 E-1 标准品及试剂信息 

Table E-1 Information on standards and reagents 

试剂 级别 品牌 

甲醇 色谱纯 Merck 

乙腈 色谱纯 Merck 

甲酸 色谱纯 Aladdin 

E.2 样品提取流程 

E.2.1 干样提取 

1）生物样品放置于冻干机（Scientz-100F）中真空冷冻干燥； 

2）利用研磨仪（MM 400, Retsch）研磨（30 Hz，1.5 min）至粉末状； 

3）利用电子天平（MS105DΜ）称取 50mg 样本粉末，加入 1,200 μL，-20℃预冷的

70%甲醇水内标提取液（不足 50 mg 按每 50 mg 样本加入 1,200 μL 提取剂的比例加入）； 

4）每 30 min 涡旋一次，每次持续 30 s，共涡旋 6 次； 

5）离心（转速 12,000 rpm，3 min）后，吸取上清，用微孔滤膜（0.22 μm pore size）

过滤样品，并保存于进样瓶中，用于 UPLC-MS/MS 分析。 

E.2.2 色谱质谱采集条件 

数据采集仪器系统主要包括超高效液相色谱（ Ultra Performance Liquid 

Chromatography，UPLC）（ExionLC™ AD，https://sciex.com.cn/）和串联质谱（Tandem mass 

spectrometry，MS/MS）。 

E.2.2.1 液相条件 

1）色谱柱：Agilent SB-C18 1.8 µm，2.1 mm×100 mm； 

2）流动相：A 相为超纯水（加入 0.1%的甲酸），B 相为乙腈（加入 0.1%的甲酸）； 

3）洗脱梯度：0.00 min B 相比例为 5%，9.00 min 内 B 相比例线性增加到 95%，并

维持在 95% 1 min，10.00~11.10 min，B 相比例降为 5%，并以 5%平衡至 14 min； 
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4）流速 0.35 mL·min
-1；柱温 40°C；进样量 2 μL。 

E.2.2.2 质谱条件 

电喷雾离子源（Electrospray ionization，ESI）温度 550 °C；离子喷雾电压（IS）5,500 

V（正离子模式）/-4500 V（负离子模式）；离子源气体 I（GSI），气体 II（GSII）和气

帘气（CUR）分别设置为 50、60 和 25 psi，碰撞诱导电离参数设置为高。QQQ 扫描使

用 MRM 模式，并将碰撞气体（氮气）设置为中等。通过进一步的去簇电压（Declustering 

potential，DP）和碰撞能（Collision energy，CE）优化，完成了各个 MRM 离子对的 DP

和 CE。根据每个时期内洗脱的代谢物，在每个时期监测一组特定的 MRM 离子对。 

E.2.3 数据预处理 

在所有代谢物的基础上，首先使用每行（代谢物）最小值的 1/5 对缺失值进行填

充，然后计算 QC 样本 CV 值，保留 CV 值小于 0.5 的物质得到最终数据。 

E.3 数据结果评估 

E.3.1 代谢物定性定量分析 

基于本地代谢数据库，利用软件 Analyst 1.6.3 处理质谱数据，对样本的代谢物进行

了质谱定性定量分析。通过三重四级杆筛选出每个物质的特征离子，在检测器中获得

特征离子的信号强度（CPS），用 MultiQuant 软件打开样本下机质谱文件，进行色谱峰

的积分和校正工作，每个色谱峰的峰面积（Area）代表对应物质的相对含量，最后导出

所有色谱峰面积积分数据保存。 

为了比较所有检测到的代谢物中每个代谢物在不同样本中的物质含量差异，根据

代谢物保留时间与峰型的信息，对每个代谢物在不同样本中检测到的色谱峰进行校正，

以确保定性定量的准确。 

代谢物的组成具有样本特异性，不同类型的样本所包含的代谢物类别及比例不同；

此外，在不同的处理或生物过程中，代谢物组成也会发生改变。通过代谢物组成比例

分析，可以从整体上考察样本中的主要代谢物分布情况。 
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E.3.2 样本质控分析 

质控样本（QC）由样本提取物混合制备而成，用于分析样本在相同的处理方法下

的重复性。在仪器分析的过程中，一般每 10 个检测分析样本中插入一个质控样本，以

监测分析过程的重复性。 

E.3.3 主成分分析（PCA） 

E.3.3.1 总体样本主成分分析 

通过对样本（包括质控样品）进行主成分分析，以便初步了解各组样本之间的总体

代谢物差异和组内样本之间的变异度大小。PCA 结果显示各组之间代谢组分离趋势，

提示样品组内代谢组是否存在差异。 

E.3.3.2 主成分单变量统计过程控制 

基于每个样本检测到的离子峰，通过上述建立的 PCA 模型对 QC 样本进行监控，

来判断仪器状态是否稳定。 

E.3.4 聚类分析 

代谢物含量数据采用 UV（unit variance scaling）处理（具体计算公式见附录），通

过R软件Complex Heatmap包绘制热图，对代谢物在不同样本间的积累模式进行层次聚

类分析（Hierarchical Cluster Analysis，HCA）。 

E.3.5 重复相关性评估 

通过样品之间的相关性分析可以观察组内样品之间的生物学重复。同时组内样品

相对组间样品的相关系数越高，获得的差异代谢物越可靠。将皮尔逊相关系数 r

（Pearson’s Correlation Coefficient）作为生物学重复相关性的评估指标。皮尔逊相关系数

利用 R 软件的内置 cor 函数计算，| r |越接近 1，说明两个重复样品相关性越强。 

E.4 数据结果分析 

E.4.1 分组主成分分析 

在做差异分析前，首先对进行差异比较的分组样品进行主成分分析，观察差异分

组之间和组内样本之间的变异度大小。 
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E.4.2 正交偏最小二乘法判别分析（OPLS-DA） 

正交偏最小二乘法判别分析（OPLS-DA）结合了正交信号矫正（OSC）和 PLS-DA

方法，能够将 X 矩阵信息分解成与 Y 相关和不相关的两类信息，通过去除不相关的差

异来筛选差异变量。OPLS-DA 在原始数据进行 log2 转换后，再进行中心化处理。 

E.4.3 OPLS-DA 模型验证 

OPLS-DA 评价模型的预测参数有 R
2
X，R

2
Y 和 Q

2，其中 R
2
X 和 R

2
Y 分别表示所建

模型对 X 和 Y 矩阵的解释率，Q
2 表示模型的预测能力，这三个指标越接近于 1 时表示

模型越稳定可靠，Q
2
>0.5 时可认为是有效的模型，Q

2
>0.9 时为出色的模型。 

E.4.4 代谢物含量差异动态分布 

为了更清楚、直观的展示总体代谢差异情况，对比较组中代谢物进行差异倍数

（Fold Change，FC）值计算，计算之后根据 FC 值大小进行从小到大的排列，绘制代谢

物含量差异动态分布图，对上调和下调前 10 个代谢物进行标注。 

E.4.5 差异代谢物筛选 

代谢组学数据具有“高维、海量”的特点，因此需要结合单变量统计分析和多变

量统计分析的方法，并根据数据特性从多角度分析，最终准确地挖掘差异代谢物。单

变量统计分析方法包括假设检验（Hypothesis testing）和差异倍数（Fold Change，FC）

分析。多变量统计分析方法包括主成分分析（Principal Component Analysis，PCA）、正

交偏最小二乘法判别分析（Orthogonal Partial Least Squares-Discriminant Analysis，

OPLS-DA）等。基于 OPLS-DA 模型（生物学重复≥3）得到的变量重要性投影（Variable 

Importance in Projection, VIP），可以初步筛选出不同品种或组织间差异的代谢物。同时

可以结合单变量分析的 P-value/FDR（生物学重复≥2）或者 FC 值来进一步筛选出差异

代谢物。本项目差异代谢物筛选标准为： 

1.选取 VIP>1 的代谢物。VIP 值表示对应代谢物的组间差异在模型中各组样本分类

判别中的影响强度，一般认为 VIP>1 的代谢物则为差异显著。 

2.选取 fold change≥2 和 fold change≤0.5 的代谢物。代谢物在对照组和实验组中差异

为 2 倍以上或 0.5 以下，则认为差异显著。 
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E.4.5.1 差异代谢物相关性分析 

不同代谢物之间具有协同或互斥关系，相关性分析可以帮助衡量显著性差异代谢

物之间的代谢密切程度（Metabolic Proximities），有利于进一步了解生物状态变化过程

中代谢物之间的相互调节关系。通过皮尔逊相关分析方法对按照筛选标准鉴定得到的

差异代谢物进行相关性分析。 

E.4.5.2 K-Means 分析 

为了研究代谢物在不同分组中的相对含量变化趋势，将所有比较组中按照筛选标

准鉴定得到全部差异代谢物的相对含量进行 UV（Unit variance scaling）处理，随后进行

K 均值（K-Means）聚类分析。 

E.4.5.3 差异代谢物 KEGG 和 MetMap 功能注释及富集分析 

KEGG（Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes）数据库有助于研究者把基因、

表达信息以及代谢物含量作为一个整体网络进行研究。作为有关 Pathway的主要公共数

据库，KEGG 提供的整合代谢途径（Pathway）查询，包括碳水化合物、核苷酸、氨基

酸等的代谢及有机物的生物降解，不仅提供了所有可能的代谢途径，而且对催化各步

反应的酶进行了全面的注解，包含有氨基酸序列、PDB 库的链接等等，是进行生物体

内代谢分析、代谢网络研究的强有力工具。 

E.4.5.4 代谢物功能注释 

代谢物在生物体内相互作用，形成不同的通路。利用KEGG数据库和MetMap数据

库对代谢物进行注释。 

E.4.5.5 差异代谢物富集分析 

根据差异代谢物结果，进行通路富集分析，其中 Rich Factor 为对应通路中差异代

谢物个数与该通路注释到的代谢物总数的比值，该值越大表示富集程度越大。P-value

为超几何检验 p 值，超几何分布的计算公式如下所示： 

 = 1 − ∑
( 
𝑖
)(   

  𝑖
)

( 
 
)

  1

𝑖 0

 

其中，N 代表全部代谢物中具有 KEGG 或 MetMap 注释的代谢物数量，n 代表 N 中

差异代谢物的数量，M 代表 N 中某 KEGG 或 MetMap 通路的代谢物数量，m 代表 M 中

某KEGG或MetMap通路的差异代谢物数量。P-value越接近于 0，表示富集越显著。图

中点的大小代表富集到相应通路上的差异显著代谢物个数。
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