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基于转录组分析的低铁胁迫下 Bt 棉苗杀虫蛋白表达量下降机制 
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摘  要: 研究低铁对 Bt 棉杀虫蛋白含量的影响及其生理和分子机制, 可为 Bt 棉抗虫性安全表达提供理论参考。本

文以转基因抗虫棉品种中棉 50 为试验材料, 设置正常铁(CK, 20.0 µmol L–1)和低铁(LI, 0.1 µmol L–1) 2 个铁水平处理, 

采用水培法研究了低铁胁迫下 Bt 棉苗期 Bt 杀虫蛋白含量变化及氮代谢生理特征, 通过转录组测序挖掘差异表达基

因及其相关代谢途径, 并采用 qRT-PCR 方法对测序结果进行验证。结果表明, 与对照处理相比, 低铁胁迫下 Bt 棉根

和叶片中杀虫蛋白含量显著下降, 且根中杀虫蛋白含量下降幅度更大。低铁胁迫降低了叶片中 NH4+-N 和 NO3
–-N 含

量, 降低根和叶片中可溶性蛋白含量和全氮含量。根和叶片中硝酸还原酶、亚硝酸还原酶和谷氨酸合成酶活性的变

化趋势与 Bt 杀虫蛋白含量表现一致。转录组结果表明, 根和叶片中分别鉴定出 11,661 个和 8972 个差异表达基因, 其

中有 1652 个差异表达基因在根和叶片中均下调表达。GO 注释表明, 低铁处理根和叶片中差异基因的功能都主要富

集于刺激反应、细胞壁、质膜、结合、氧化还原活性等。KEGG 富集分析显示, 苯丙烷类物质生物合成、苯丙氨酸

代谢、半胱氨酸和蛋氨酸代谢、激素信号转导、玉米素生物合成、氮代谢、淀粉和蔗糖代谢、丙氨酸、天冬氨酸和

谷氨酸代谢和酪氨酸代谢等途径在根和叶片中均发生显著变化。低铁胁迫下与氮素还原、同化途径相关的 NR、NiR1

和 GLT1 基因表达显著下调。以上结果表明, 低铁胁迫会抑制 Bt 棉氮代谢相关基因的转录水平, 减弱氮代谢的生理

活性, 抑制 Bt 杀虫蛋白的合成。 
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Mechanism of reduced insecticidal protein expression in Bt cotton under 
low-iron stress based on transcriptome analysis 
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Abstract: To provide a theoretical basis for the safety of insecticidal efficiency in Bt cotton, this study investigated the effects of 
low iron on Bt insecticidal protein content and the physiological and molecular mechanisms in Bt cotton. Transgenic Bt cotton 
cultivar Zhongmian 50 was grown under low iron (LI, 0.1 µmol L–1 Fe(II)-EDTA) and normal iron (CK, 20.0 µmol L–1 
Fe(II)-EDTA) conditions in hydroponic culture to assess the impact of low iron stress on Bt insecticidal protein content, activities 
of nitrogen metabolism-related enzymes, and substances in cotton seedlings. Differentially expressed genes (DEGs) were 
screened, and their relative expression patterns were analyzed by high-throughput sequencing, with results verified by qRT-PCR. 
The results showed that, compared with the control, the insecticidal protein contents significantly decreased under low iron condi-
tions, with a more pronounced reduction in roots than in leaves. Iron deficiency decreased NH4

+-N and NO3
–-N levels in leaves 

and reduced soluble protein and nitrogen contents in both roots and leaves. Significant reductions in the activities of nitrate re-
ductase (NR), nitrite reductase (NiR), and glutamine synthetase (GS) were observed when Bt insecticidal protein contents in roots 
and leaves were significantly reduced. High-throughput sequencing identified 11,661 DEGs in roots and 8972 in leaves, with 1652 
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genes down-regulated in both organs. GO annotation revealed that the functions of the differential genes in two organs were 
mainly concentrated in response to stimulus, cell wall, plasma membrane, binding, and catalytic activity. KEGG enrichment 
analysis demonstrated significant changes in phenylpropanoid biosynthesis, phenylalanine metabolism, cysteine and methionine 
metabolism, plant hormone signal transduction, zeatin biosynthesis, nitrogen metabolism, starch and sucrose metabolism, alanine, 
aspartate and glutamate metabolism, and tyrosine metabolism in both roots and leaves. Genes coding for NR, NiR1, and GLT1 
related to the nitrogen reduction and assimilation pathway were significantly down-regulated under iron deficiency treatment. 
Therefore, low iron stress inhibits the transcription levels of genes related to nitrogen metabolism in Bt cotton, weakens the 
physiological activities of nitrogen metabolism, and subsequently reduces Bt insecticidal protein. 
Keywords: Bt cotton; insecticidal protein; low iron; transcriptome 

棉花中过表达苏云金芽孢杆菌(Bt)杀虫蛋白可

显著增强棉花对昆虫的抗性, 控制棉铃虫等鳞翅目

害虫的危害, 减少化学农药的用量, 已在农业生产

上广泛应用。从 20 世纪 90 年代开始, 我国转基因

抗虫棉的应用面积迅速推广, 至 2008 年已达近 200

多万公顷, 占全国棉花种植面积七成以上, 取得了

显著的社会、经济和生态效益[1-2]。然而, 抗虫棉体

内合成的 Bt 杀虫蛋白表达不稳定, 易受外部不良环

境因素的影响, 从而降低其杀虫效果。前人研究表

明, 除外界极端温湿度、干旱、涝渍和高盐[3-5]等环

境因素外, 营养元素的亏缺同样会造成 Bt 棉杀虫蛋

白含量的显著下降[6], 如 Chen 等[7]研究发现, 低氮

胁迫会降低 Bt 棉氮代谢, 蛋白质合成下降而分解加

快, 导致 Bt 棉棉蕾中杀虫蛋白表达量的下降。 

铁是植物生长与发育必需的微量矿质元素, 在

植物能量代谢与物质交换中发挥关键作用[8]。铁作

为多种酶的辅基, 不仅参与植物 DNA的合成及质体

发育, 还参与多种代谢途径如光合作用、呼吸作用、

固氮作用[9-10]。尽管地球土壤中总铁含量通常很高, 

但主要以较稳定的难溶性铁(氢)氧化物的形式存在, 

能够被植物吸收利用的有效铁含量较低。农田缺铁

是一个全球性问题, 特别是在通气性良好的石灰质

和碱性土壤中更为常见, 全球大约 40%的可耕地上

的植物都遭受到不同程度的缺铁胁迫[11-12]。缺铁不

但会抑制叶片叶绿素合成, 而且还会影响植物氮素

吸收、转运和同化等代谢活动及相关基因的表达水

平。Borlotti 等[13]研究认为, 黄瓜幼苗缺铁时, 根和

叶片中硝酸盐还原酶活性均降低, 而叶片中谷氨酰

胺合成酶和谷氨酸合成酶活性及相应基因的 mRNA

表达水平显著升高。Li 等[14]研究发现, 低铁会抑制

儿茶叶片中硝酸还原酶和谷氨酸合成酶活性, 并下

调参与氮同化途径的基因表达, 降低儿茶地上部全

氮和可溶性蛋白含量。虽然前人研究已表明铁营养

亏缺会对作物氮素代谢有较大影响, 但有关低铁胁

迫对 Bt 棉氮代谢影响的系统研究相对较少。Bt 杀

虫蛋白是一种可溶性蛋白 , 作为蛋白质组分之一 , 

易受棉花植株自身氮代谢的影响[15]。因此, 我们假

设低铁胁迫会影响 Bt棉氮素代谢, 进而影响 Bt杀虫

蛋白的表达。 

转录组测序(RNA-Seq)具有高通量、低成本、高

精度等特点, 能全面快速地获取生物体细胞、组织

及器官中在特定环境下的绝大多数转录本信息, 从

整体水平上揭示特定生物学过程中的分子机制, 已

广泛应用于植物抗病、逆境胁迫响应机制的研究。

因此, 本文从生理代谢和转录组分析角度入手, 探

究低铁胁迫对 Bt棉杀虫蛋白表达的影响及其相关机

制, 以期为抗虫棉安全生产应用提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料与设计  

试验于 2022 年 5 月至 6 月在江苏盐城南洋试验

场试验温室中进行。以转基因 Bt 抗虫棉“中棉 50”

为研究材料。选用大小均匀一致、完整无损的棉花

种子, 采用沙培法进行育苗。出苗 2 d 后选择长势一

致的棉苗转移到水培塑料盒(10 L, 35 cm×25 cm× 

20 cm)中, 每个塑料盒上配有 12 个孔的塑料板。用

正常的 1/2 Hoagland 营养液进行 1 周缓苗, 缓苗结

束后每孔定植棉苗 1 株并进行低铁试验处理。 

以 Fe(II)-EDTA 为铁源, 设置低铁(LI, 0.1 µmol 

L–1 )和正常铁(CK, 20 µmol L–1 ) 2 个铁浓度, 其他营

养元素的浓度为 500 µmol L–1 KNO3、250 µmol L–1 

Ca(NO3)2·4H2O、250 µmol L–1 NH4H2PO4、300 µmol 

L–1 MgSO4、1.5 µmol L–1 MnCl2、1.5 µmol L–1 ZnSO4、

0.5 µmol L–1 CuSO4、0.15 µmol L–1 (NH4)6Mo7O24 和

2.5 µmol L–1 H3BO3。处理期间, 通过真空泵给营养

液连续充气, 以保持根系有充足的氧气, 每隔 3 d 更

换 1 次营养液, 通过添加 KOH 或者 H2SO4, 将水培

营养液 pH 值维持在 6.4~6.5。低铁培养 21 d 后, 每

个处理随机选择 10 株棉苗, 用无菌剪刀分棉花功能

叶(去除主脉)、侧根两部位取样, 将样品分为 4 个处
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理, 分别为: 对照叶片(LCK)、低铁叶片(LLI)、对照

根(RCK)和低铁根(RLI)等处理。液氮速冻后在80

℃冰箱保存, 用于理化指标的测定和转录组分析。

每个处理设置 3 次生物学重复, 共 12 份样品。剩余

的棉株分叶片和根烘干称重, 计算出棉苗单株叶片

和根干物质质量, 样品粉碎过筛后用于铁离子含量

测定。 

1.2  测定项目与方法 

1.2.1  Bt 杀 虫 蛋 白 含 量     采用酶联免疫法

(ELISA)测定 Bt 杀虫蛋白含量, 试剂盒由中国农业

大学提供, 测定方法参见文献[16]。 

1.2.2  氮代谢相关酶活性和物质测定    采用离体

比色法测定硝酸还原酶和亚硝酸还原酶活性[17], 参

考文献[18]的方法测定谷氨酰胺合成酶、谷氨酸合成

酶活性 , 按照苏州科铭生物技术有限公司试剂盒

(ZATD-2-G、ZXTD-2-G)的使用手册 , 测定铵态氮

(NH4
+-N)、硝态氮(NO3

–-N)含量, 采用 Bradford 法[19]

测定可溶性蛋白含量, 浓硫酸消煮法[18]测定全氮含

量, 铁离子含量用原子吸收分光光度计测定[20]。 

1.3  RNA 的提取、文库构建和测序 

由南京派森诺生物科技有限公司进行样品总

RNA 提取、质量检测、cDNA 文库构建以及高通量

测序。简要流程如下 : 通过 Oligo(dT)磁珠富集总

RNA 中带有 polyA 结构的 mRNA, 采用离子打断的

方式, 将 RNA 打断到长度 300 bp 左右的片段。以

RNA 为模板, 用 6 碱基随机引物和逆转录酶合成

cDNA 第一链, 并以第一链 cDNA 为模板进行第二

链 cDNA 的合成。文库构建完成后, 采用 PCR 扩增

进行文库片段富集, 用 Agilent 2100 Bioanalyzer 对

文库总浓度及文库有效浓度进行检测。库检合格后, 

在 Illumina HiSeq平台上对文库进行双末端测序, 以

生成原始数据。 

1.4  转录组分析 

使用 HISAT2 软件将过滤后的 Reads 比对到棉 

花基因组数据库 (www.cottongen.org), 对基因组注

释文件中指定的基因位置信息进行统计学分析。通

过计算原始测序、有效测序、Q30 和 GC 含量对测

序质量进行综合评估。采用 FPKM[21]对基因表达量

进行标准化计算, 并利用 DESeq2 软件进行样品组

间差异表达分析, 筛选差异表达基因条件为: 表达

差异倍数|log2 (Fold Change)| > 1, 显著性 P-value< 

0.05。筛选完成后, 将 4 个处理分 2 组进行转录组比

对分析: 对照叶片(LCK) vs 低铁叶片组(LLI), 对照

根(RCK) vs 低铁根组(RLI)。利用 GO (Gene Ontology)

数据库和 KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and 

Genomes)数据库对差异表达基因进行富集分析, 从

而确定差异表达基因(differentially expressed genes, 

DEGs)行使的主要生物学功能和代谢通道。利用派

森诺基因云平台 (https://genescloud.cn/)的绘图工具

绘制出部分差异基因表达量热图。 

1.5  差异基因的 qRT-PCR 验证 

以 ACT14 作为内参基因, 选择与氮代谢相关的

4 个差异基因为待验证基因, 利用在线工具 Primer 

5.0 设计基因的特异引物, 引物序列见表 1。用 SYBR 

Green 染料进行 qRT-PCR, 每个样品设置 3 个技术重

复, 采用 2–∆∆Ct 法[22]计算得出样本间表达量差异倍

数关系。 

1.6  数据处理及统计分析方法 

运用 Microsoft Excel 2016 进行数据处理和作图, 

采用 IBM SPSS Statistics 25 软件进行单因素方差分

析(One-way ANOVA), 在 P<0.05 时 LSD 检验不同处

理间的差异显著性。 

2  结果与分析 

2.1  低铁胁迫对 Bt 棉干物重和铁离子含量影响 

在低铁胁迫条件下, Bt 棉生长受到抑制, 叶片

和根干物重显著下降, 与对照相比, Bt 棉根、叶片干

物质质量分别下降 28.7%和 32.6% (图 1-A)。低铁胁 

 
表 1  实时荧光定量引物 
Table 1  Primers for qRT-PCR  

基因名称 

Gene name 

正向引物 

Forward sequence (5′–3′) 

反向引物 

Reverse sequence (5′–3′) 

基因 ID 

Gene ID 

ACT14 CTGGAGACTGCCAAGAGCAGCT CCGGGCAACGGAATCTCTCAGC  

NR GAGCATATCCCGGTGGGTTC GCTGCACAGCGAACTGAATC Gh_D02G0815 

NiR1 GGGGCAGACATATTCTTGGGA AGCTCCAAAGTGTTCCACCA Gh_A13G0352 

GS1.1 CAATTCGTGTTGGGCGAGAC CAAACATGGGCTTCCCCTCA Gh_A13G0512 

GLT1 CGGAGGCTTGTGCTGAGTAT TCTGTACAGTGTGGGGCAAG Gh_D12G2422 
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图 1  低铁对 Bt 棉根和叶片干物重及铁离子含量影响 
Fig. 1  Effects of low iron stress on dry weight and iron content in the roots and leaves of Bt cotton 
A: 低铁对 Bt 棉根和叶片干物重影响; B: 低铁对 Bt 棉根和叶片铁离子含量影响。CK: 对照处理; LI: 低铁处理。不同小写字母表示
处理间差异显著(P < 0.05)。 
A: effects of low iron stress on dry weight in the roots and leaves of Bt cotton; B: effects of low iron stress on iron content in the roots and 
leaves of Bt cotton. CK: 20 µmol L–1 Fe (II)-EDTA; LI: 0.1 µmol L–1 Fe (II)-EDTA. Different lowercase letters represent significant differ-
ence among treatments at the P < 0.05.  

 
迫降低了 Bt 棉铁离子含量, 与对照相比, 低铁胁迫

下 Bt 棉根、叶片中铁离子含量分别下降 82.5%和

79.7% (图 1-B)。表明 0.1 µmol L–1 的低铁处理能显

著抑制根系对铁离子的吸收和转运。 

2.2  低铁胁迫对 Bt 棉杀虫蛋白含量影响 

由图 2 可知, 低铁处理可显著降低 Bt 棉根和叶

片中杀虫蛋白含量。与对照相比, 根中杀虫蛋白含量

下降 31.7%, 叶片中杀虫蛋白含量下降 13.8%, 说明

根中杀虫蛋白的表达更容易受到低铁环境的影响。 

2.3  低铁胁迫对 Bt 棉氮代谢相关酶活性和物质

含量影响 

由表 2 和表 3 可知, 低铁处理降低 Bt 棉氮代谢

酶活性及相关物质的转运与合成。低铁处理下除叶

片中 GS 活性与对照差异不显著外, 其余氮代谢相

关酶活性均出现不同程度的下降, 其中根系中硝酸

还原酶(nitrate reductase, NR)、亚硝酸还原酶(nitrite 

reductase, NiR)、谷氨酰胺合成酶 (glutamine syn-

thetase, GS) 和谷氨酸合成酶 (glutamate synthase, 

GOGAT)活性与对照相比, 分别下降 16.7%、11.2%、

57.1%和 42.1%; 叶片中 NR、NiR 和 GOGAT 活性与

对照相比, 分别下降 31.0%、16.5%和 20.6%。与对

照相比, 低铁胁迫下根中 NH4
+-N 和 NO3

–-N 含量无

明显变化 , 但叶片中 2 种无机氮素浓度显著降低 , 

分别比对照下降 21.7%和 33.3%, 表明低铁胁迫会影

响根系中铵态氮和硝态氮向叶片中转运。低铁处理

下根和叶片中可溶性蛋白含量、全氮含量同样出现

明显下降, 与对照相比, 根系中可溶性蛋白含量、全

氮含量分别下降 26.7%和 13.5%, 叶片中可溶性蛋白

含量、全氮含量分别下降 16.4%和 9.2%。 

2.4  转录组数据质量分析 

利用 Illumina HiSeq 平台对 Bt 棉幼苗 12 个样

品进行转录组测序。原始数据过滤后得到的有效数

据为 35,735,176~49,554,758, 数据 Q30 最小值为

94.03%, GC 含量平均占比大于 43%, 96%以上的测

序数据可以映射到棉花基因组中 , 并且 Uniquely 

Mapped 达 91%以上(表 4)。说明测序结果可靠性较

高, 可以进行后续分析。 

 

图 2  低铁对 Bt 棉根和叶片中杀虫蛋白含量影响  
Fig. 2  Effects of low iron stress on insecticidal protein content 
in the roots and leaves of Bt cotton 
处理同图 1。不同小写字母表示处理间差异显著(P < 0.05)。 
Treatments are the same as those given in Fig. 1. Different lower-
case letters represent significant difference among treatments at the 
P < 0.05.  
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表 2  低铁胁迫对 Bt 棉根和叶片中硝酸还原酶、亚硝酸还原酶、谷氨酰胺合成酶和谷氨酸合成酶活性的影响 
Table 2  Effects of low iron stress on nitrate reductase (NR), nitrite reductase (NiR), glutamine synthetase (GS) and glutamate syn-
thase (GOGAT) activities in the roots and leaves of Bt cotton 

器官/处理 

Organ/ treatment 

硝酸还原酶活性 

Nitrate reductase activities 

(μmol g–1 h–1) 

亚硝酸还原酶活性 

Nitrite reductase activities

(μmol g–1 h–1) 

谷氨酰胺合成酶活性 

Glutamine synthetase 

activities 

(ΔA g–1 h–1) 

谷氨酸合成酶活性 

Glutamate synthase activities

(µmol g–1 min–1) 

根系 Root     

CK 3.35 a 7.85 a 0.77 a 0.76 a 

LI 2.79 b 6.97 b 0.34 b 0.44 b 

叶片 Leaf     

CK 5.13 a 10.82 a 0.86 a 1.02 a 

LI 3.54 b 9.03 b 0.83 a 0.81 b 

处理同图 1。不同小写字母表示处理间差异显著(P < 0.05)。 

Treatments are the same as those given in Fig. 1. Different lowercase letters represent significant difference among treatments at the P < 0.05.  

 
表 3  低铁胁迫对 Bt 棉根和叶片中铵态氮、硝态氮、可溶性蛋白和全氮含量的影响 
Table 3  Effects of low iron stress on NH4

+-N, NO3
-N, soluble protein, and N content in the roots and leaves of Bt cotton 

器官/处理 

Organ/ treatment 

铵态氮 

NH4+-N 

(μg g–1 FW) 

硝态氮 

NO3
–-N 

(μmol g–1 FW) 

可溶性蛋白含量 

Soluble protein content 

(mg g–1 FW) 

全氮含量 

N content 

(mg g–1 DW) 

根系 Root     

CK 6.6 a 13.4 a 12.7 a 41.4 a 

LI 6.8 a 14.1 a 9.3 b 35.8 b 

叶片 Leaf     

CK 13.2 a 26.4 a 21.3 a 57.1 a 

LI 10.3 b 17.6 b 17.8 b 51.8 b 

处理同图 1。不同小写字母表示处理间差异显著(P < 0.05)。 

Treatments are the same as those given in Fig. 1. Different lowercase letters represent significant difference among treatments at the P < 0.05. 

 
表 4  转录组测序基础数据统计分析  
Table 4  Statistical analysis of transcriptome sequencing basic data 

样品 

Sample 

原始数据 

Raw reads 

有效数据 

Clean reads 

总映射率 

Total mapped rate (%)

唯一映射率 

Uniquely mapped rate (%)

Q30  

(%) 

GC 含量 

GC content (%) 

RCK_1 46,179,118 45,290,042 98.13 93.01 94.27 42.77 

RCK_2 47,909,866 46,989,512 98.17 93.05 94.05 42.76 

RCK_3 46,776,936 45,955,806 98.20 93.17 94.41 42.73 

RLI_1 36,534,072 35,735,176 96.03 92.59 94.18 43.28 

RLI_2 42,611,888 41,690,972 96.02 92.72 94.18 43.29 

RID_3 36,994,328 36,155,932 95.98 92.77 94.03 43.30 

LCK_1 47,984,028 47,017,502 98.50 91.19 94.25 44.13 

LCK_2 54,041,314 53,158,296 98.55 92.01 94.24 44.13 

LCK_3 45,829,824 44,978,082 98.55 91.28 94.13 44.15 

LLI_1 37,090,636 36,270,280 98.48 91.46 94.09 43.65 

LLI_2 46,722,582 45,791,778 98.49 91.67 94.26 43.65 

LLI_3 50,516,840 49,554,758 98.46 91.53 94.34 43.62 

RCK: 对照根; RLL: 低铁根; LCK: 对照叶片; LID: 低铁叶片。 

RCK: CK roots; RLI: low iron roots; LCK: CK leaves; LLI: low iron leaves.  
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2.5  差异表达基因分析 

对低铁胁迫和对照处理下 Bt棉根和叶片差异表

达基因情况进行统计。转录组数据中共筛选出差异

表达基因 17,927 个, 其中在 RCK vs RLI 组筛选出差

异基因 11,661 个, 其中有 6672 个基因上调, 4989 个

基因下调; 在 LCK vs LLI 组筛选出差异基因 8972

个, 其中有 4134 个基因上调, 4838 个基因下调。维

恩图显示, 有 2985 个基因在棉花根和叶片中共同表

达, 其中包括 1333 个上调基因和 1652 个下调基因

(图 3), 表明在低铁胁迫下, Bt 棉根和叶片可能存在 

共同或者独特的响应机制。 

2.6  差异表达基因的 GO 注释与富集 

对识别出的差异基因进行 GO 功能注释, 将其

分为 3 个主要功能类别: 分子功能、细胞组分和生

物过程。由表 5 可知, RCK vs RLI 和 LCK vs LLI 2

对比较组差异基因显著富集前 20 的 GO 条目中有 17

个 条 目 都 相 同 。 多 数 基 因 被 富 集 于 刺 激 反 应

(GO:0050896)、细胞壁(GO:0005618)、质膜(plasma 

membrane) 、结合 (GO:0046906) 、氧化还原活性

(GO:0016491)等代谢通路。 

 

图 3  低铁胁迫下差异表达的基因  
Fig. 3  Differentially expressed genes (DEGs) under low iron stress 
A: 上调和下调的 DEG 数量; B: 差异表达基因 Venn 图。缩写同表 4。 
A: numbers of up-regulate and down-regulate genes in each sample; B: Venn diagram of differentially expressed genes. Abbreviations are the 
same as those given in Table 4. 

 
表 5  差异表达基因的 GO 注释 
Table 5  GO annotation of differentially expressed genes (DEGs) 

GO 号 

GO ID 

GO 功能 

GO function 

总基因数目 

Total numbers 

RCK vs RLI 

差异基因数目 

DEG numbers in

RCK vs RLI 

LCK vs LLI 

差异基因数目 

DEG numbers in 

LCK vs LLI 

GO 类别 

Category 

GO:0071555 细胞壁组织 

Cell wall organization 

1433 349 319 BP 

GO:0071554 细胞壁组织或生物发生 

Cell wall organization or biogenesis 

1904 447 398 BP 

GO:0050896 刺激反应 

Response to stimulus 

15,817 3040 2434 BP 

GO:0009725 对激素的反应 

Response to hormone 

5317 1134 885 BP 

GO:0055072 铁离子平衡 

Iron ion homeostasis 

148 62 50 BP 

GO:0005576 胞外区 

Extracellular region 

2833 733 588 CC 

GO:0071944 细胞外围 

Cell periphery 

9137 1803 1528 CC 
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(续表 5) 

GO 号 

GO ID 

GO 功能 

GO function 

总基因数目 

Total numbers 

RCK vs RLI 

差异基因数目 

DEG numbers in

RCK vs RLI 

LCK vs LLI 

差异基因数目 

DEG numbers in 

LCK vs LLI 

GO 类别 

Category 

GO:0030312 外部封装结构 

External encapsulating structure 

1816 466 387 CC 

GO:0005618 细胞壁 

Cell wall 

1775 453 375 CC 

GO:0005886 质膜 

Plasma membrane 

7785 1470 1263 CC 

GO:0031226 质膜的内在成分 

Intrinsic component of plasma membrane 

922 237 224 CC 

GO:0031224 膜的内在成分 

Intrinsic component of membrane 

10,103 1841 1646 CC 

GO:0031225 膜锚定组件 

Anchored component of membrane 

412 122 125 CC 

GO:0003700 DNA 结合转录因子活性 

DNA-binding transcription factor activity 

3821 899 644 MF 

GO:0016491 氧化还原酶活性 

Oxidoreductase activity 

3512 827 671 MF 

GO:0046906 四吡咯结合 

Tetrapyrrole binding 

863 246 194 MF 

GO:0020037 血红素结合 

Heme binding 

736 236 156 MF 

BP、CC、MF 分别代表生物学过程、细胞组分、分子功能。缩写同表 4。 

BP: biological process; CC: cellular component; MF: molecular function. Abbreviations are the same as those given in Table 4. 

 
2.7  差异基因的 KEGG 富集分析 

KEGG 结果表明, RCK vs RLI 组的差异基因被

富集到 123 条 KEGG 通路上, 其中有 45 条通路显著

富集。LCK vs LLI 组的差异基因被富集到 121 条

KEGG 通路上, 其中 37 条通路显著富集。对富集程

度最显著的 30 条通路进行 KEGG 富集图绘制(图 4)

发现, 2 对比较组差异基因都在苯丙烷类物质生物合

成、苯丙氨酸代谢、半胱氨酸和蛋氨酸代谢、丙氨

酸、天冬氨酸和谷氨酸代谢、酪氨酸代谢、植物激

素信号转导、玉米素生物合成、淀粉和蔗糖代谢途

径中显著富集。表明, Bt 棉可能通过渗透调节、抗氧

化代谢和信号转导等过程来抵抗低铁胁迫。此外 , 

氮代谢途径也在根和叶片中共同显著富集, 表明低

铁处理有可能通过对调节氮代谢来影响 Bt杀虫蛋白

表达。 

2.8  氮素转运相关差异基因表达分析 

植物硝酸根离子和铵离子的吸收和转运主要依

赖于硝酸盐转运蛋白(nitrate transporter, NRT)基因

家族和铵转运蛋白(ammonium transporter, AMT)基

因家族。为探究 Bt 棉对低铁胁迫下氮素转运的响应

机制, 本文对硝酸盐转运蛋白和铵转运蛋白相关的 

差异基因进行分析 , 并对其表达量进行热图绘制

(图 5)。由图 5 可知, 低铁胁迫影响根系硝酸盐转运

体 2 家族 (NRT2) 基因表达水平 , NRT2.1 (Gh_ 

D05G1003)、NRT2.3 (Gh_D03G1308)、NRT2.5 (Gh_ 

D12G1457、Gh_A12G1331)被显著诱导上调表达, 铵

转运蛋白基因 AMT1.1 (Gh_D02G0484、Gh_A02G0434、

Gh_D10G1604) 、 AMT2 (Gh_A01G1981) 、 AMT3.1 

(Gh_A10G1378、Gh_D10G1085)全部上调。与根中

氮 素 转 运 蛋 白 基 因 变 化 相 反 , 叶 片 中 NRT2.3 

(Gh_A03G0256)基因下调表达, AMT 家族基因大多数

表达水平受到抑制, 其中 AMT1.1 (Gh_A10G0954、

Gh_A10G0956)基因的表达量均下调。表明, 低铁胁

迫会诱导根中氮素转运蛋白基因的上调表达, 但抑

制叶片中相关基因的表达水平。 

2.9  氮代谢通路中相关差异基因表达分析 

Bt 棉杀虫蛋白表达与氮代谢密切相关, 本研究

对氮代谢通路中相关差异基因进行统计分析(表 6)

发现, 与对照相比, 低铁胁迫下根和叶片硝酸还原

酶基因 NR (Gh_D02G0815、Gh_A02G0769)下调表

达, Gh_A01G1586、Gh_D01G1872 仅在叶片中特异

下调表达 ;  铁氧还蛋白 - 亚硝酸盐还原酶基因 
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图 4  KEGG 通路富集散点图 
Fig. 4  Scatter diagram of KEGG pathway enrichment  
缩写同表 4。Abbreviations are the same as those given in Table 4. 
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图 5  氮素转运相关差异基因表达热图 
Fig. 5  Heatmaps of differentially expressed genes (DEGs) related NRT and AMT family  
缩写同表 4。Abbreviations are the same as those given in Table 4. 

 
表 6  氮代谢途径中差异基因表达分析 
Table 6  Relative expression profiles of differentially expressed genes (DEGs) in the nitrogen metabolism pathway 

调控 Regulation 基因 ID 

Gene ID 

基因功能注释 

Gene function annotation RCK vs RLI LCK vs LLI 

基因名称 

Gene name

Gh_D02G0815 硝酸还原酶[NADH] 

Nitrate reductase [NADH] 

↓ ↓ NR 

Gh_A02G0769 硝酸还原酶[NADH] 

Nitrate reductase [NADH] 

↓ ↓ NR 

Gh_A01G1586 硝酸还原酶[NADH] 

Nitrate reductase [NADH] 

-- ↓ NR 

Gh_D01G1872 硝酸还原酶[NADH] 

Nitrate reductase [NADH] 

↑ ↓ NR 

Gh_A13G0352 铁氧还蛋白-亚硝酸盐还原酶, 叶绿体 ↓ ↓ NiR1 

 Ferredoxin-nitrite reductase, chloroplastic    

Gh_D07G1773 谷氨酰胺合成酶, 胞质同工酶 1 ↑ ↑ GS1;1 

 Glutamine synthetase, cytosolic isozyme 1    

Gh_A13G0512 谷氨酰胺合成酶, 胞质同工酶 1 ↑ ↑ GS1;1 

 Glutamine synthetase, cytosolic isozyme 1    

Gh_D13G0620 谷氨酰胺合成酶, 胞质同工酶 1 -- ↑ GS1;1 

 Glutamine synthetase, cytosolic isozyme 1    

Gh_D11G3479 谷氨酰胺合成酶, 结节同工酶 ↑ ↓ GS 

 Glutamine synthetase, nodule isozyme    

Gh_D09G1909 谷氨酰胺合成酶, 叶同工酶, 叶绿体 ↓ -- GS 

 Glutamine synthetase, leaf isozyme, chloroplastic    

Gh_A09G1788 谷氨酰胺合成酶, 叶同工酶, 叶绿体 ↓ -- GS 

 Glutamine synthetase, leaf isozyme, chloroplastic    

Gh_D12G2422 谷氨酸合成酶 1 [NADH], 叶绿体 ↓ ↓ GLT1 

 Glutamate synthase 1 [NADH], chloroplastic    

Gh_A12G2272 谷氨酸合成酶 1 [NADH], 叶绿体 ↓ -- GLT1 

 Glutamate synthase 1 [NADH], chloroplastic    

“↑”表示上调表达, “↓”表示下调表达, “--”表示正常表达。缩写同表 4。 

“↑”: up-regulated; “↑”: down-regulated; “--”: normal. Abbreviations are the same as those given in Table 4. 
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NiR1 (Gh_A13G0352)在根和叶片中共同下调表达。

谷氨酰胺合成酶基因 GS1.1 中 Gh_A13G0512、

Gh_D07G1773 在 根 和 叶 片 中 共 同 上 调 表 达 , 

Gh_D13G0620 在叶片中特异上调表达; GS 基因中

Gh_D09G1909、Gh_A09G1788 仅在根中特异下调表

达, Gh_D11G3479 在根中上调表达, 在叶片中下调

表达。谷氨酸合成酶基因 GLT1 (Gh_D12G2422) 在

根和叶片中共同下调表达, Gh_A12G2272 仅在根中

特异下调表达。表明低铁胁迫抑制了 Bt 棉根和叶片

中氮代谢相关的 NR、NiR1、GLT1 基因表达水平, 但

诱导了 GS1.1 基因表达。 

2.10  qRT-PCR 验证  

转录组测序鉴定出低铁胁迫下 Bt 棉幼苗根和

叶片中氮代谢相关的差异表达基因。为检验 RNA- 

seq 结果是否可靠, 本研究使用定量 qPCR 技术对 4

个酶基因进行了验证(图 6)。测定结果与 RNA-seq

结果的表达趋势相同, 表明转录组数据具有较高的

可靠性。 

 

图 6  差异基因 qRT-PCR 验证 
Fig. 6  Verification of the differentially expressed genes by qRT-PCR 
 

3  讨论 

前人研究表明, 营养元素的亏缺对 Bt 棉杀虫蛋

白合成有一定影响。周冬生等[23]和 Chen 等[7,24]发现

土壤缺氮可引起叶片、幼蕾和棉籽中杀虫蛋白含量

降低, Bt 棉对棉铃虫低龄幼虫的杀虫活性和对高龄

幼虫的抑制生长作用明显降低。Rochester 等[6]研究

认为, 除氮肥亏缺降低抗虫棉 Bt 棉杀虫蛋白合成外, 

其他营养元素的缺乏也能降低 Bt 杀虫蛋白的表达。

缺铁是一种常见植物营养障碍 [8,25], 世界上大部分

干旱、半干旱土壤都存在植物缺铁问题, 尤其是在

石灰质土壤中, 可溶性的 Fe2+极易被固定为不溶性

的 Fe3+, 使得土壤中有效铁含量降低, 影响植物对

铁的正常吸收, 造成植物叶片黄化, 发育迟缓。已有

文献报道[26], 我国新疆摩库尔勒地区出现大面积棉 

田缺铁黄化现象 , 严重棉株叶缘出现红褐色斑点 , 

导致棉花产量大幅下降。本研究结果表明, 铁营养

的亏缺会显著降低抗虫棉 Bt 杀虫蛋白含量, 且根系

中 Bt 杀虫蛋白含量下降幅度更大。说明低铁不仅会

对 Bt 棉产量有显著影响, 而且能显著降低抗虫棉 Bt

杀虫蛋白的合成。 

NH4
+-N 和 NO3

-N 是植物吸收的 2 种主要无机

氮素形态, 植物对其吸收利用不但受外界环境影响, 

还与植物体内硝酸盐转运蛋白和铵转运蛋白基因的

表达水平有关[27-28]。丁伟[29]研究发现, 缺铁处理下

杜梨组培苗根中硝酸盐低亲和转运蛋白 NRT1.3 和

NRT1.2 基因在缺铁后期表达上调, 而 NRT1 基因和

高亲和转运蛋白 NRT2 基因表达量未发生显著变化。

J i n 等 [ 2 5 ]研究表明 ,  低铁胁迫会导致香橙叶片

NRT2.5 转录水平大幅降低。本研究结果与之相类似,  
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根系中 NRT2 家族基因(NRT2.1、NRT2.3、NRT2.5)

和 AMT 家族基因(AMT1.1、AMT2、AMT3.1)在低铁

胁迫下均大幅上调, 而叶片中 NRT2.3 基因和铵高亲

和转运蛋白 AMT1.1 基因均下调表达。低铁处理下, 

棉花根中 NO3
-N 和 NH4

+-N 含量无明显变化, 而叶

片中这 2 种形态氮素浓度显著降低。说明 Bt 棉根和

叶片中氮素的吸收、转运对低铁胁迫的响应机制不

同, 低铁会诱导 Bt 棉根系加快氮素转运基因的转录

速度, 以利于根系氮素的吸收, 而叶片氮素转运蛋

白基因表达水平的下降, 会降低氮素向叶片的转运

效率。类似结果在植物缺氮胁迫[30]、盐胁迫[31]时也

有报道。 

根系吸收的 NO3
首先被分布在细胞质内或细

胞膜外的硝酸还原酶降解为 NO2
, NO2

进入叶绿体

或非绿色组织的质体后, 在亚硝酸还原酶的催化下

进一步还原为 NH4
+。还原 NH4

+在谷氨酰胺合成酶

和谷氨酸合成酶催化下进入谷氨酸合成循环转变为

可被植物直接利用的有机态氮。本研究表明, 根系

和叶片中硝酸还原酶、亚硝酸还原酶、谷氨酸合成

酶活性低铁胁迫后明显下降 , 相应的 NR、NiR1、

GLT1基因转录水平也与之相一致, 多数基因表达下

调。铁离子是氮素同化还原途径中关键酶的金属辅

助因子, 硝酸盐还原酶、亚硝酸盐还原酶和谷氨酸

合成酶都需要铁作为 Fe-血红素基团或 Fe-S 簇[8,32]。

本文 GO 富集分析也发现, 低铁胁迫下根和叶片差

异基因的分子功能都富集于四吡咯结合(tetrapyrrole 

binding)、血红素结合(heme binding)。因此, 上述 3

种酶活性的降低可能与基因转录抑制和血红素失活

有关。与谷氨酰胺合成酶相关基因大多上调表达不

同, 叶片中谷氨酰胺合成酶变化较小, 而根系中谷

氨酰胺合成酶活性大幅降低。究其原因, 一方面可

能是由于谷氨酰胺合成酶活性的强弱受底物 NH4
+、

Glu 浓度的影响, 叶片中氨态氮含量大幅下降, 会影

响谷氨酰胺合成酶催化效率, 另一方面可能与谷氨

酰胺合成酶转录后基因的调控(翻译速率、蛋白修饰

等)相关。谷氨酰胺合成酶(GS)基于亚细胞定位可分

为胞液型(GS1)和质体型(GS2) [33], 其中 GS1 主要

参与叶片衰老过程中氮素的转运和再利用, GS2 主

要负责对硝酸还原、光呼吸释放产生的氨进行同化。

Ishiyama 等 [34] 研 究 发 现 , 缺 氮 可 以 诱 导 水 稻

OsGS1;1 在根系表皮和外皮层中过量表达。Bernard

等[35]研究认为, 小麦 TaGS1;2 在叶片衰老时表达量

明显上调, 并在老叶氮素的转运过程中发挥主要作

用。本文转录组数据也得到类似的结果, 根系和叶

片中 GS1.1 表达量均显著上调。这也说明低铁胁迫

后可能会引发 Bt 棉早衰, 诱导 GS1 基因转录水平的

提高。 

此外, 本文通过测定 Bt 棉根系和叶片可溶性蛋

白含量和全氮含量可知, 低铁会导致根系和叶片可

溶性蛋白含量和氮素积累量显著下降。由此可见, Bt

棉在低铁环境下, 氮代谢关键酶基因的显著下调抑

制了氮素还原、同化相关酶的活性, 降低了根系和

叶片中蛋白质的合成, 导致 Bt 棉杀虫蛋白含量显著

下降。 

综上所述, 低铁胁迫会降低抗虫棉氮素代谢途

径中关键酶基因的转录水平、生理活性, 从而抑制

蛋白质的合成, 导致 Bt 杀虫蛋白含量下降。我国北

方地区大部分棉田为碱性钙质土壤, 土壤缺铁程度

普遍较高[9]。因此, 生产上应通过增施有机肥料、合

理调节土壤酸碱度、叶面喷施铁肥[25]等栽培方式来

促进 Bt 杀虫蛋白的稳定、高效表达, 为转 Bt 基因棉

的安全高产栽培提供有效保障。 

4  结论 

低铁胁迫会显著降低 Bt棉棉苗根和叶片中杀虫

蛋白含量。低铁处理抑制了 Bt 棉根和叶片中硝酸还

原酶、亚硝酸还原酶和谷氨酸合成酶活性, 降低了

可溶性蛋白含量和全氮含量。转录组分析发现, 低

铁处理下 Bt棉根和叶片中差异表达基因主要集中于

苯丙氨酸代谢、半胱氨酸和蛋氨酸代谢、激素信号

转导、玉米素生物合成、氮代谢等途径, 低铁胁迫

下调了氮代谢途径中 NR、NiR1 和 GLT1 基因表达水

平。以上结果为解析低铁胁迫下 Bt 棉杀虫蛋白含量

变化特征提供新的理论依据。 
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