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摘要 棉花是全球重要经济作物, 其遗传改良对提升纤维品质、抗逆性和产量至关重要. 陆地棉(Gossypium hir
sutum L.)作为主要栽培种, 其异源四倍体(AADD)基因组复杂且基因高度冗余, 严重制约了传统基因功能解析与 

育种效率的提升. 近年来, 随着高质量基因组测序的完成、遗传转化技术的突破及基因编辑工具的革新, 棉花功 

能基因组研究与精准分子育种迎来了前所未有的机遇. 本文系统梳理了该领域最新进展, 主要包括: (ⅰ) 针对遗 

传转化基因型依赖瓶颈, 总结高效受体材料(如Jin668)及连续再生驯化(SRA)策略的应用突破; (ⅱ) 聚焦我国主导 

开发的多维度编辑工具系统(CRISPR-Cas9/12/13核酸酶、碱基编辑器、表观编辑器等), 阐释这些工具在基因敲 

除与表达精准调控方面的应用, 并介绍了配套建立的全基因组脱靶效应评估体系; (ⅲ) 基于上述技术, 系统性构 

建了覆盖纤维品质、生物/非生物抗性以及棉籽改良等多维性状的5000余个基因的突变体库, 该资源库以标准化 

的可遗传材料为基础, 依托开放共享的种质与数据平台, 为基因功能解析与育种创新提供了重要资源支撑; (ⅳ) 
深入剖析当前面临的关键技术挑战, 包括转化效率瓶颈、脱靶风险、多倍体编辑复杂性及组织再生障碍; (ⅴ) 展 

望未来发展方向, 如新型递送系统开发、更高精准度编辑工具的创新、复杂性状调控网络的靶向编辑策略, 以及 

基因编辑棉花品种产业化的推进路径. 本文旨在为棉花生物育种技术的革新与突破性品种的培育提供系统的理 

论参考和实践指引. 
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棉花(Gossypium spp.)是最重要的经济作物之一, 
维系着全球超过1亿农业人口的生计, 支撑着逾2500 
亿美元的纺织产业链. 其种子是重要的油料与蛋白来 

源, 副产物在精细化工领域亦具战略价值. 然而, 日益 

严峻的生物与非生物胁迫持续造成严重经济损失, 直 

接威胁全球棉花产业的稳定与发展. 传统杂交育种在 

棉花遗传改良中曾发挥重要作用, 但受限于种质资源 

狭窄、育种周期长及性状连锁等固有障碍, 难以进一 

步突破产量与抗性瓶颈.  
棉花生物育种面临的深层挑战根植于其复杂的基 

因组特性. 作为主要栽培种, 陆地棉(Gossypium hirsu
tum)为异源四倍体(AADD), 基因组庞大(~2.5 Gb), 重 

复序列比例高达65%~69%. At与Dt亚基因组间存在广 

泛的基因复制与功能冗余, 极大地阻碍了关键性状基 

因的精准解析. 现代栽培种遗传基础狭窄, 全基因组 

重测序分析显示品种间遗传相似度超过98.7%, 核心 
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种质的遗传多态性仅为野生棉的1/3, 导致抗逆性提升 

困难与遗传增益饱和 [1,2]. 棉属包括50多个物种, 其中 

仅有4个被成功驯化为栽培种 [3]. 现存种质资源中, 野 

生棉占比不足15%, 其携带的珍贵抗性基因因种间生 

殖隔离难以通过常规杂交有效利用, 限制了种质创新 

潜力. 随着棉花基因组与重测序数据的积累, 研究重 

心正从遗传基础解析转向基因组时空调控机制的阐 

明. 在此背景下, 亟需推动棉花ENCODE等项目, 整合 

单细胞时空组学技术以系统解析基因调控网络, 并结 

合多组学、基因编辑与人工智能等方法, 最终实现基 

因组学驱动的精准育种 [4].  
为实现棉花关键性状的定向改良与产业可持续发 

展, 必须依赖高效、精准的现代分子育种技术作为支 

撑. 遗传转化技术是实现目标基因(内源编辑或外源导 

入)与基因组整合的关键桥梁, 是性状定向改良的基 

础 [5]. 基因编辑技术能够靶向修饰基因组, 有效克服多 

倍体冗余, 快速创制新种质. 因此, 系统攻克遗传转化 

效率低、基因型依赖性强等技术瓶颈, 建立稳定、高 

效的基因编辑平台, 已成为培育抗逆优质棉花新品种 

的核心路径.  

1 棉花遗传转化技术的研究进展 

遗传转化与植株再生是获得转基因/基因编辑植 

株的核心环节, 其效率直接影响分子育种进程. 植物体 

细胞再生依赖于细胞的多能性和全能性, 主要包括器 

官发生或体细胞胚胎发生(somatic embryogenesis, SE) 
两种途径 [6,7]. 根据递送机制, 现有技术可分为间接递 

送(如农杆菌介导法 [8,9]、病毒载体法等 [10~14])和直接 

递送(如基因枪法 [15,16]、花粉管通道法 [17]、纳米颗粒 

转化 [18,19]等)两大类.  

1.1 农杆菌介导法 

农杆菌介导法(Agrobacterium-mediated transfor
mation, AMT)是目前应用最广泛的遗传转化技术. 该 

技术利用根癌农杆菌(Agrobacterium tumefaciens)或发 

根农杆菌(Agrobacterium rhizogenes)的Ti/Ri质粒系统, 
将外源基因导入植物细胞, 并诱导其产生再生芽或发 

根(毛状根). 其中, 根癌农杆菌介导的T-DNA单/低拷 

贝整合更有利于外源基因在后代中的稳定表达 [20~22]. 
该技术通常以离体组织(如无菌种子的下胚轴)为受体, 

通过农杆菌侵染将外源DNA精准整合至植物基因组, 
从而在获得的转基因植株中实现目标基因与内源基因 

的同步表达 [23]. 其流程主要包括: 载体构建、农杆菌 

共培养、抗性筛选和植株再生等步骤(图1).  
然而, AMT在棉花中仍面临三大关键瓶颈. (ⅰ) 

基因型强依赖性: 棉花体细胞再生主要依赖SE, 该过 

程受基因型严格调控 [24,25]. 不同棉种及品种间再生能 

力差异显著, 如陆地棉(G. hirsutum)>亚洲棉(G. arbor
eum)>海岛棉(G. barbadense)>非洲棉(G. africanum); 
珂字棉的胚性愈伤诱导率约为35%, 而新陆早45号则 

低于10%. (ⅱ) 转化周期冗长: 基于SE途径的完整转 

化过程通常需6~8个月. (ⅲ) 菌株侵染效率差异: 不同 

农杆菌菌株的侵染活性显著影响转化成功率 [26,27].  

1.2 非组培遗传转化体系 

非组培遗传转化体系利用植物自身的再生能力 

(如分生组织、生殖器官), 规避了对传统组织培养依 

赖, 为难以转化的棉花基因型提供了新策略 [28,29].  

1.2.1 生物载体介导技术 

生物载体介导技术是指利用根癌农杆菌等活体微 

生物作为载体, 将其T-DNA区携带的外源基因导入并 

整合到植物基因组中的技术. Gurusaravanan等人 [30]首 

次在TM-1、中棉所49等顽固基因型中实现转化, 但转 

化效率较低且易产生嵌合体. Cui等人 [31]利用发根农 

杆菌侵染ZM-24子叶诱导毛状根再生, 建立了幼苗快 

速遗传转化体系. Ge等人 [32]开发的农杆菌-超声波协 

同体系SAMT(shoot apical meristem cell-mediated trans
formation)靶向棉花种子顶端分生组织干细胞, 并结合 

壮观霉素抑制主芽以诱导腋芽发生, 将顽固基因型(如 

TM-1)的转化效率提高了3~5倍, 且GFP报告基因可稳 

定遗传三代, 嵌合体比例显著降低.  

1.2.2 物理或化学递送技术 

(1) 花粉管通道法.  花粉管通道法是利用受精过 

程中花粉管形成的物理通道, 将外源DNA直接递送至 

胚囊并整合至受精卵或早期胚胎基因组 [17,33~35]. 因其 

无需组织培养, 其转化过程不受基因型限制. 在棉花 

中主要采用子房注射法, 并已成功培育出多个转基因 

品种, 但仍面临转化效率不稳定、筛选流程繁琐、假 

阳性率高等问题 [36,37].  
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(2) 基因枪法.  基因枪法是通过动力加速将吸附 

DNA的金属微粒射入细胞, 以实现外源DNA的整合, 
其转化效率约0.2%~4.0% [5]. Finer和McMullen [15]利用 

该技术将潮霉素抗性基因导入棉花胚性细胞并获得抗 

性植株. 后续研究通过优化轰击参数、筛选适宜受体 

(如下胚轴、茎尖分生组织)及采用分步筛选策略, 进 

一步提高了转化效率 [38]. 然而, 该方法存在多拷贝插 

入率高、设备成本高昂, 以及潜在的基因组损伤与基 

因重排风险, 限制了其规模化应用 [39].  

(3) 纳米材料递送.  纳米材料递送技术(nanoparti
cle-mediated delivery, NMT)利用磁性纳米颗粒、碳纳 

米管(carbon nanotube, CNT)、DNA纳米结构等载体克 

服细胞壁屏障, 将基因精准递送至细胞核或特定细胞 

器 [40,41]. Zhao等人 [35,42]利用磁性纳米颗粒穿透棉花花 

粉壁, 将质粒DNA递送至花粉内, 最终获得了可稳定 

遗传的转基因种子, 将育种周期缩短至约6个月. De
mirer等人 [43]开发的CNT平台可高效递送质粒DNA或 

基因编辑工具(如clustered regularly interspaced short 

图 1 农杆菌介导棉花遗传转化流程. ①从农杆菌中切除Ti质粒, 并使用限制性核酸内切酶消化; ②使用相同的限制性内切酶 
酶切目标基因片段; ③通过同源重组将 Ti 质粒与目标基因连接; ④将重组Ti质粒重新导入细菌中; ⑤携带重组质粒的农杆菌 
菌液侵染棉花下胚轴; ⑥在抗生素筛选培养基上诱导愈伤组织; ⑦于组织培养条件下使愈伤组织再生为幼苗; ⑧再生苗移栽 
Figure 1 The process of Agrobacterium-mediated cotton genetic transformation. ①�Excision of the Ti plasmid from Agrobacterium and digestion 
with a restriction endonuclease; ②�digestion of the target gene using the same restriction enzyme; ③�integration of the Ti plasmid and the target gene 
via homologous recombination; ④�introduction of the recombinant Ti plasmid back into Agrobacterium. ⑤�co-cultivation of cotton hypocotyls with 
the recombinant Agrobacterium for genetic transformation; ⑥�callus induction on antibiotic selection medium; ⑦�regeneration of plantlets from callus 
under tissue culture conditions; ⑧�transplantation of regenerated plantlets  
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palindromic repeats and CRISPR-associated protein 9, 
CRISPR/Cas9,)至棉花原生质体, 实现无外源基因整合 

的精准编辑, 且未观察到细胞毒性. 然而, 该技术在植 

物应用中仍面临两大挑战. (ⅰ) 遗传稳定性低: 多为瞬 

时表达, 难以获得稳定转化株系; (ⅱ) 再生效率低下, 
缺乏高效再生体系. 未来可通过共递送再生相关基因 

(如BBM和Wus2)以激活细胞全能性; 同时, 优化纳米 

材料的表面修饰及递送参数(如粒径、电荷、浓度)来 

提升转化与再生效率 [40,44,45].  

1.2.3 病毒递送系统: 从基因沉默到CRISPR编辑 

病毒递送系统是以改造后的病毒颗粒为载体, 将 

目的基因导入特定细胞的高效生物递送技术.  
(1) VIGS技术的应用与局限. 病毒诱导的基因沉 

默(virus-induced gene silencing, VIGS)是基于植物转录 

后基因沉默(post-transcriptional gene silencing, PTGS) 
机制, 利用重组病毒载体如马铃薯X病毒(potato virus 
X, PVX)、烟草脆裂病毒(tobacco rattle virus, TRV)递 

送靶基因片段, 实现基因功能的快速鉴定 [46]. 该技术 

具有操作简便(农杆菌浸润或病毒汁液接种)与周期短 

(2~4周)等优势 [47].  
(2) 病毒递送CRISPR系统的突破性策略. 为克服 

载体容量与宿主限制, 已开发多种策略. 分步递送是一 

种常见策略, 即先创制稳定表达Cas9的转基因植物, 再 

利用病毒载体如PVX, 大麦黄条点花叶病毒(barley 
yellow striate mosaic virus, BYSMV), 苦苣菜黄网病 

毒(Sonchus yellownet virus, SYNV)等分别递送gRNA, 
从而在受体植物中实现基因编辑 [12,48,49]. 此外, 利用植 

物开花控制基因FT(FLOWER LOCUS T)协助病毒移 

动, 并结合SYNV、番茄斑萎病毒(tomato spotted wilt 
virus, TSWV)等大容量载体靶向植物分生组织, 可在 

不依赖组织培养、且不残留转基因成分的条件下, 直 

接创制可遗传的编辑种质 [12].  
然而, 病毒递送CRISPR仍面临以下挑战. (ⅰ) 递 

送效率低, 分生组织靶向效率通常低于20%, 且能稳定 

遗传的编辑株系较少; (ⅱ) 宿主兼容性差, 多数病毒载 

体不适用于棉花等非宿主植物, 例如, BYSMV仅适用 

于禾本科 [50]; (ⅲ) 存在潜在生物安全风险, 约15%~30% 
的病毒载体可能将其部分遗传物质整合至宿主基因 

组; (ⅳ) 载体容量有限, 多数病毒载体最大负载<1 kb, 
难以递送如CRISPR/Cas9等大片段工具, 且存在通量 

与宿主范围限制 [51~53]. 此外, 其他替代技术如聚乙二 

醇(polyethylene glycol, PEG)介导法, 也因棉花原生质 

体再生体系不完善、体细胞胚发生频率低而难以实现 

稳定遗传与规模化应用 [54].  

1.3 棉花遗传转化效率的关键调控因素与优化 
方案 

棉花遗传转化效率受基因型依赖性、选择标记系 

统、外植体类型、培养体系等多重因素共同调控, 是 

制约功能基因组研究与分子育种应用的关键瓶颈. 优 

化上述因素是提升转化成功率的核心路径.  

1.3.1 基因型依赖性突破 

非基因型依赖的普适性转化体系的核心特征在于 

其能够克服受体特定基因型的限制, 实现在多种遗传 

背景的棉花品种中高效应用. 建立此类体系是突破棉 

花遗传转化瓶颈的关键方向. Jin等人 [8]通过系统筛选 

获得高转化效率(>90%)的受体材料YZ-1, 但其农艺性 

状不理想. Li等人 [24]以主栽品种Y668为基础, 通过连 

续再生驯化(sequential regeneration acclimation, SRA) 
策略创制出高效通用的受体材料Jin668, 其转化效率 

达90%, 目前已被全球60余家机构用于5000余个基因 

的转化. Zhu等人 [55]基于单细胞测序分析, 揭示Jin668 
的强再生能力与生长素信号通路(GhARF5和GhPIN1) 
和干细胞重编程因子(GhWUS和GhBBM)的早期激活 

密切相关. Xu等人 [56]完成Jin668的端粒到端粒(telo
mere-to-telomere, T2T)基因组组装, 系统解析了该材 

料高效再生机制, 为非基因型依赖的普适性转化体系 

的建立提供重要理论依据.  
实现普适转化的关键路径包括: 精确调控激素(生 

长素/细胞分裂素)平衡、优化再生转录因子(如WUS/ 
BBM)表达、靶向表观标记解除抑制, 以及借鉴生长调 

节因子GRF(growth regulating factor)-生长调节因子互 

作因子GIF(GRF-interacting factor)嵌合体策略激活体 

细胞全能性 ( 其有效性已在其他作物中得到验 

证) [57~60]. 这些系统性探索为棉花普适性高效遗传转化 

体系的建立提供了关键理论依据与技术支撑.  

1.3.2 筛选标记基因的优化策略 

筛选标记基因的合理使用是影响棉花遗传转化的 

另一关键因素 [61]. 传统抗生素筛选系统如新霉素磷酸 
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转移酶II(neomycin phosphotransferase II , NPTII)和潮 

霉素磷酸转移酶(hygromycin B phosphotransferase, 
HPT)可实现约20%的转化效率, 但存在筛选浓度敏 

感、易产生逃逸株或嵌合体等问题 [62]. 无标记筛选系 

统(如双T-DNA、转座子等)可避免外源标记基因的引 

入, 但效率普遍较低(0.2%~0.7%)且操作流程较为繁 

琐 [63]. 近年来, CRISPR检测技术SHERLOCK(specific 
high-sensitivity enzymatic reporter unLOCKing)、等温 

核酸扩增技术(recombinase polymerase amplification, 
RPA)等新型快速、高灵敏度的分子检测技术 [64], 为阳 

性植株的高效精准筛选提供了新思路, 有望优化标记 

筛选流程.  

1.3.3 外植体转化效率的系统评估 

外植体类型与培养体系的优化是建立高效系统的 

基石. 研究表明, 未成熟组织(如幼嫩芽尖、胚轴)的转 

化效率通常优于成熟组织. 其中, 茎尖分生组织再生潜 

能最高, 利用5日龄茎尖通过农杆菌介导转化可获得高 

达76%的转化再生率 [65]. 胚胎轴通过器官发生途径的 

再生率约为3.5%, 其转化效率优于下胚轴和胚芽 [66,67]. 
不同外植体对转化方法的响应存在差异: 茎尖更适宜 

农杆菌转化, 而胚轴对基因枪轰击适应性良好. 未来 

需建立标准化的外植体-转化方法适配体系(如茎尖-农 

杆菌、胚胎轴-基因枪), 以系统性提升转化效率与可 

重复性.  

2 基因编辑技术: 精准设计育种的范式革新 
及其在棉花中的进展 

2.1 基因编辑技术的发展历程 

基因编辑技术历经三代演进: 从锌指核酸酶(zinc 
finger nuclease, ZFN)、类转录激活因子效应物核酸酶 

(transcription activator-like effector nuclease, TALEN) 
和规律成簇间隔短回文重复序列及其相关蛋白系统 

(clustered regularly interspaced short palindromic re
peats-associated protein, CRISPR/Cas). 这些系统均通 

过在基因组特定位点诱导DNA双链断裂(double-strand 
breaks, DSB), 并依赖细胞自身的非同源末端连接(non- 
homologous end joining, NHEJ)或同源重组修复 

(homology-directed repair, HDR)实现基因编辑 [68,69]. 
然而, ZFN存在脱靶率较高、载体构建复杂等局限, 

TALEN亦面临操作繁琐的瓶颈, 制约它们在棉花等作 

物中的广泛应用 [70]. CRISPR/Cas系统凭借单个向导 

RNA(single guide RNA, sgRNA)引导的精准靶向、多 

位点编辑及操作简便等优势 [71], 迅速成为棉花基因编 

辑的主流工具.  

2.2 基因编辑技术的精准性优势 

基因编辑(genome editing)技术通过人工核酸酶系 

统在基因组特定位点实现精准修饰(如插入/缺失/替换 

等), 彻底革新了植物遗传改良范式. 以CRISPR/Cas系 

统为代表的第三代技术, 利用sgRNA引导Cas蛋白对靶 

DNA位点进行精确切割或修饰, 推动育种从“随机诱 

变”向“精准设计”跃迁. 其核心优势在于: (ⅰ) 靶向精 

准性. 可针对启动子、内含子或编码区等特定功能区 

域编辑, 精确调控基因表达或蛋白功能. (ⅱ) 编辑模 

式灵活性. 支持基因敲除、碱基替换、片段插入、转 

录激活等多种操作, 突破传统转基因的过表达局限. 
(ⅲ) 多基因协同编辑能力. 能够同步靶向多个位点, 
克服性状连锁障碍, 实现复杂农艺性状协同优化. 该 

技术为棉花复杂基因组(多倍体、大基因组)的定向改 

良提供革命性工具, 在纤维品质、抗逆性等关键性状 

的精准调控中展现巨大潜力.  

2.3 棉花中CRISPR/Cas介导的基因编辑技术: 体 
系建立、优化与应用 

2.3.1 CRISPR/Cas9体系的建立与优化 

CRISPR/Cas9系统通过sgRNA引导Cas9蛋白靶向 

基因组特定位点, 利用其HNH和RuvC结构域切割 

DNA双链形成DSB, 依赖易错的NHEJ进行修复, 导致 

目标基因功能丧失 [72](图2A). 该技术的建立与持续优 

化是棉花基因编辑研究取得突破的关键基础. Wang等 

人 [73,74]基于pRGEB32载体, 利用棉花内源启动子 

pGhU6.9构建优化载体pRGEB32-GhU6.9-NPTII, 并通 

过tRNA-sgRNA自剪切系统实现双sgRNA表达, 在受 

体材料Jin668中实现了对靶基因DsRed2和GhCLA的高 

效编辑, 编辑效率66.7%~100%. Long等人 [75]采用 

GhU6.3启动子提升sgRNA表达水平, 显著提高瞬时表 

达的编辑效率 .  Chen等人 [ 7 6 ]通过原生质体编辑 

GhCLA1/GhVP验证有效性, 稳定转化植株突变率达 

47.6%~81.8%. Gao等人 [77]开发基于TM-1受体的 

CRISPR/Cas9瞬时验证体系并建立农杆菌-GUS瞬时 
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系统用于载体预筛, 证实sgRNA对GhPDS等基因的编 

辑以碱基缺失为主, 编辑效率约为64%. Li等人 [78]利用 

菜豆矮缩病毒(bean dwarf virus, BeYDV)滚环复制元 

件改良编辑系统, 将sgRNA插入复制环后显著提升编 

辑效率(GhCLA1纯合突变效率达73.3%, DsRed2敲入 

效率约6%). Li等人 [79]基于全基因测序评估发现, 棉花 

编辑后代中存在的数千个SNP(single nucleotide poly
morphism)/Indels主要源于亲本差异或组培过程的体 

细胞变异, 远超过CRISPR/Cas9引起的脱靶位点, 证实 

该系统具有高度特异性且脱靶率极低. 上述研究为棉 

花中进行定点敲除的功能基因验证提供了精准高效的 

工具.  

2.3.2 棉花新型基因编辑衍生工具的突破 

(1) 单碱基编辑器的建立与应用. 针对棉花基因组 

高度同源等位基因间常仅存在少数SNP, 传统CRISPR/ 
Cas9难以实现等位基因特异性点突变的难题, 华中农 

业大学棉花团队在单碱基编辑领域取得系列重要突 

破. Wang等人 [80]将保留单链切割能力的核酸酶缺陷型 

Cas9(nickase Cas9, nCas9)或完全丧失切割能力的失活 

型Cas9(dead Cas9, dCas9)与不同腺苷脱氨酶变体融合, 
构建了靶点范围拓展的系列腺嘌呤碱基编辑器(ade
nine base editor, ABE), 包括GhABE6.3n/d, 7.8n/d, 7.9n/ 
d, 7.10n/d及GhABE7.10-dCpf1等(图2B). 高通量测序 

结果表明, GhABE7.10n表现出最高的编辑效率(单株 

效率达64%), 且全基因组及转录组测序均未检测到 

DNA或RNA水平的脱靶效应. 随后, Wang等人 [81]通过 

优化腺嘌呤脱氨酶, 建立了高效的碱基编辑器GhABE- 
8e, 其编辑效率高达99%; 通过对GhTFL1基因进行高 

密度饱和碱基突变, 创制出系列具有连续表型变异的 

突变体材料. Qin等人 [82]通过融合nCas9、胞嘧啶脱氨 

酶APOBEC1及尿嘧啶糖基化酶抑制剂UGI, 成功建立 

了首个棉花胞嘧啶碱基编辑器(cytosine base editor, 
CBE)GhBE3(图2C). 该系统在GhPEBP和GhCLA等关 

键基因的编辑中实现了高达57.78%的C-to-T转换效率 

(与水稻、拟南芥相当), 且多位点同步编辑效率高. 全 

基因组深度测序在1500个预测脱靶位点均未检出突 

变, 证实其具有高度特异性. 这些单碱基编辑工具的建 

立为棉花新遗传位点发掘及SNP精准育种提供高效 

平台.  
(2) 转录激活系统的建立与应用. 精确上调基因表 

达是功能研究与性状改良的重要策略. 传统的过表达 

策略受限于载体容量与调控元件, 而基于CRISPR/ 
dCas9的转录激活技术为实现多基因协同调控提供了 

新途径 [83]. Yu等人 [84]系统评估了转录激活因子VP64 
(由四个串联拷贝的单纯疱疹病毒VP16激活结构域组 

成)、TAL(transcription activator-like effectors)、植物 

特异性激活域EDLL与dCas9融合效果, 成功建立适用 

于棉花的dCas9-TV系统(图2D). 利用该系统激活基因 

GhTULP34和GhTLP19, 其转录水平分别最高上调35.5 
倍和30.5倍; 激活GhPAPID基因后转录水平最高上调 

41.7倍, 并伴随原花青素/花青素显著积累, 棉株呈现 

红/紫色表型; 通过激活GhEPSP基因, 成功创制出草甘 

膦抗性材料, 其表达量上调2.9~33.5倍, 且抗性可稳定 

遗传. 这一工具为同步上调多基因表达提升棉花复合 

抗性、激活代谢合成通路等提供了极具潜力的创新策 

略. 基于dCas9的靶向定位能力, 未来可通过将其与不 

同的DNA甲基化转移酶或组蛋白修饰酶等融合, 实现 

对目标基因的表观遗传编辑(图2E), 从而在转录层面 

精准调控基因表达, 为多维度的基因功能研究开辟了 

新视野.  

2.3.3 基于CRISPR/Cas12的基因编辑体系 

CRISPR/Cas12系统属于Ⅱ类Ⅴ型效应蛋白, 仅含 

一个RuvC样切割结构域, 可在crRNA引导下切割双链 

DNA, 产生黏性末端(区别于Cas9的平末端)(图2F). 其 

优势在于突破原间隔序列邻近基序(protospacer adja
cent motif, PAM)为NGG的限制, 显著拓展AT富集区 

(如启动子)的编辑范围. 此外, Cas12核酸酶具有反式 

切割活性, 可非特异性切割附近的单链DNA(single- 
stranded DNA, ssDNA), 这一特性已被开发用于高灵 

敏度的核酸检测技术.  
Li等人 [85,86]研究表明, LbCpf1(Cas12a)对棉花内 

源基因GhCLA的编辑效率为20%~60%(与水稻、玉米 

中的效率相当), 且偏好产生5~12 bp长片段缺失(区别 

于Cas9通常产生的1~5 bp小片段插入/缺失). 其最适编 

辑温度为34℃, 该条件下无脱靶效应, 并已成功用于创 

制非转基因的无腺体棉花材料. Hui等人 [87]建立了 

PAM位点为VTTV的CRISPR/Mb2Cas12a系统, 可在 

22~32℃下高效工作, 利用单个载体即可实现8个基因 

的同步编辑, 展现出强大的多基因编辑能力. Li等 

人 [88]通过优化内源启动子pGhαGloA驱动crRNA表达, 
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将针对两个不同靶点的crRNA编辑效率分别提升至 

93.37%和88.24%. Wang等人 [89]首次构建棉花CRISPR/ 
Cas12b(AacCas12b)系统(图2G), 发现在45℃处理4天 

的条件下编辑效率最佳, 偏好产生9~14 bp缺失, 在预 

测脱靶位点没有检测到脱靶事件, 且T 0代产生的编辑 

能够稳定遗传. 该系统已获中国国家发明专利授权, 
是我国自主研发的基因编辑核心底盘工具, 填补了该 

领域技术空白.  

2.3.4 基于CRISPR/Cas13的棉花RNA编辑与表观 

转录组编辑 

( 1 )  基于C R I S P R / C a s 1 3的R N A编辑系统 .  
CRISPR/Cas13属于Ⅵ型效应蛋白, 在crRNA引导下特 

异性切割靶标RNA(图2H). 此外, Cas13还具有反式切 

割活性, 又称旁切活性(collateral activity). 一旦其被激 

活, 便可非序列特异性地切割其他单链RNA分子, 导 

致广泛的RNA降解, 该特性在病原体核酸检测中极具 

应用潜力. Yu等人 [90]在棉花中首次系统性建立7套 

CRISPR/Cas13系统, 涵盖Cas13a, b, d, x和y五个亚型. 
以GhCLA和GhPGF为靶标评估其编辑效率, 结果表明, 
Cas13d和Cas13x亚型的编辑更稳定和高效, 编辑效率 

为40%~80%, 并成功创制出叶绿素/棉酚含量显著降 

低的新型棉花种质. 该工具填补了植物RNA精准编辑 

工具的空白, 为非编码RNA功能研究和弱突变体创制 

提供了新策略.  
(2) 基于CRISPR/dCas13的表观转录组编辑系统. 

遗传信息的表达受到复杂调控, RNA上的动态化学修 

饰(如m 6A)是调控基因表达的关键因素, 影响mRNA的 

代谢与功能. 通过关键结构域突变获得的失活型Cas13 
(dead Cas13, dCas13)保留了RNA靶向能力, 但丧失了 

RNA切割活性. Yu等人 [91]首次在棉花中将dCas13分别 

与m 6A甲基化酶(writer)GhMTA和去甲基化酶(eraser) 
GhALKBH融合, 构建了新型m 6A定点编辑工具-甲基 

化编辑器(TME)与去甲基化编辑器(TDE)(图2I). 针对 

靶标转录本GhDi9和GhECA1的特定位点, TME和TDE 
能在0~46 nt的宽窗口范围内有效动态调控m 6A甲基化 

水平, 进而影响目标转录本的丰度, 其产生的功能效应 

与基因敲除或过表达策略相当. 这一开创性工作不仅 

揭示了特定m 6A修饰的生物学功能, 更为培育耐旱等 

优良性状的棉花新品种提供了宝贵的基因资源和技术 

平台.  

2.4 CRISPR/Cas技术在棉花生物育种中的应用 

CRISPR/Cas技术已广泛应用于棉花多个重要性 

状的精准改良(图3). 在纤维品质精准提升方面, 研究 

者们利用CRISPR/Cas9系统靶向编辑关键基因以解析 

其功能机制: Zhu等人 [92]利用CRISPR/Cas9系统敲除 

GhAlaRP, 证实其通过调节细胞伸长和细胞壁合成影 

响纤维发育; Zhang等人 [93]通过敲除GhIm, 揭示了该 

基因在线粒体mRNA的剪接及纤维发育的关键作用; 
Zhao等人 [94]对纤维起始的关键调控节点GhMYB25- 
like及其自然突变GhMYB25-like_AthapT的研究, 阐明 

了二者通过剂量效应和显性负效应共同决定棉花的绒 

长起始; Tian等人 [95]则通过敲除GRF4抑制独脚金内酯 

合成, 阐明了该通路对纤维细胞伸长和细胞壁厚度的 

调控作用.  
在油分改良方面, 通过CRISPR/Cas9敲除基因 

GhFAD2或GhPDCT1, 可显著提高油酸含量并降低亚 

油酸比例, 有效提升棉籽油的工业应用价值 [96,97]. Lin 
等人 [98]针对棉籽中具有生殖毒性的左旋棉酚, 通过特 

异性敲除控制其合成的关键基因GhDIR5, 在保留抗虫 

性右旋棉酚的前提下降低左旋棉酚含量, 显著增强了 

棉籽的食用和饲用安全性. Gao等人 [99]利用CRISPR/ 
Cas9敲除有腺体棉花品种中的CGP1基因, 创制出与 

显性无腺体突变体Gl2e相似的无腺体表型, 突变体中 

棉酚等萜类化合物的含量显著降低, 为培育低酚棉品 

种提供了新途径.  
在抗病抗虫及逆境响应方面, 该技术亦发挥重要 

作用. Zhang等人 [100]利用CRISPR/Cas9编辑Gh14-3-3, 
增强了棉花对黄萎病的抗性; 多重靶向编辑策略可有 

效切割棉花卷叶病毒基因组, 抑制病毒危害 [101~104]. 
Zhang等人 [105]利用CRISPR/Cas9构建lncD09和lncA07 
的敲除突变体, 发现突变体植株感虫性显著增强, 揭示 

了lncRNA在虫害防御中的新功能. 高通量编辑体系加 

速了抗虫基因挖掘. Sun等人 [106]利用sgRNA混池建库 

的方法, 设计了968个sgRNA靶向502个前期鉴定的可 

能参与棉花抗虫的基因, 获得了含2000多个独立编辑 

株系的突变体库 ,  并从中鉴定出广谱抗虫基因 

GhMLP423; Wang等人 [107,108]构建靶向82个GhCPKs同 

源基因的饱和突变体库, 获得518个T 0代突变体, 筛选 

出GhCPK33/GhCPK74等抗虫基因并解析其机制; 另 

一项研究通过构建GhGLRs突变体库, 筛选出三个响 

应斜纹夜蛾和烟粉虱侵染的关键基因GhGLR3 .4 .  
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Alariqi等人 [109]利用CRISPR/Cas9敲除基因Gh4CL3, 发 

现该基因缺失会削弱木质素合成与茉莉酸信号, 进而 

证实了其对抗病性的正向调控功能. Wang等人 [110]借 

助CRISPR/Cas9敲除突变体, 揭示GhFKBP17-2基因在 

棉铃虫侵染过程中调控内质网应激介导的免疫反应. 
Zhu等人 [111]利用CRISPR/Cas9技术, 通过饱和突变绘 

制了棉花MIR482家族各成员的免疫功能图谱, 揭示了 

其内部的功能冗余与特异性规律. Liu等人 [112]敲除 

GhGLR4.8使高抗品种转为高感, 并开发相应分子标 

记, 为抗枯萎病育种提供技术支持.  
在非生物胁迫方面, 多项研究利用CRISPR/Cas9 

技术揭示了关键基因的调控功能. Li等人 [113]编辑 

GhALKBH10B通过增加m 6A修饰水平, 增强了棉花的 

抗旱性. Wang等人 [114]通过同时敲除陆地棉A和D亚基 

因 组 精 氨 酸 酶 编 码 基 因 G h _ A 0 5 G 2 1 4 3 和  

Gh_D05G2397, 获得的双基因纯合株系在高氮或低氮 

条件下侧根生长发育均得到显著提升. Sun等人 [115]发 

现钙信号通路中同源基因GhCIPK6在调控棉花抗旱性 

上功能存在分化, 其中GhCIPK6D1突变体抗旱性增强. 
Wu等人 [116]定位高温诱导表达的恢复基因GhNSP, 揭 

示其调控花粉外壁形成, 为耐热育种提供靶点. Zhang 
等人 [117]结合转录组与基因编辑, 鉴定出影响花药开裂 

的高温响应基因Ghir_D12G012350并建立快速鉴定体 

系. Li等人 [118]通过单细胞多组学结合CRISPR技术验 

证, 揭示GhCYP703A2和GhQRT3是高温育性的关键正 

向调控因子, 其敲除突变体常温不育. Li等人 [119]还通 

过精确编辑GhCKI启动子(分别使用CRISPR/Cas9和 

CRISPR/Cpf1), 成功培育出耐高温棉花新品系.  
在单倍体诱导与发育调控方面, Long等人 [120]通 

过敲除花粉精细胞特异表达的GhDMP, 成功创制棉花 

单倍体诱导系. Deng等人 [121]发现敲除GhTCE1导致 

ROS过度积累, 从而抑制愈伤细胞伸长并促进器官发 

生 ,  揭示了其调控体细胞向全能细胞转变的机制 .  
Zhang等人 [122]证实GPAT12/25存在功能冗余, 双敲除 

导致完全雄性不育. Wang等人 [123]则验证了GhAP1-D3 
过表达可促进早熟且不影响产量与纤维品质.  

3 棉花遗传转化和基因编辑的局限和挑战 

随着基因编辑技术的精准化发展, 棉花功能基因 

图 3 利用CRISPR/Cas技术进行基因组编辑, 旨在培育兼具胁迫抗性与高产性状的棉花新种质 
Figure 3 Genome editing via CRISPR/Cas technology aims to develop novel cotton germplasms with combined stress tolerance and high-yield traits  
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组学研究正逐步深入基因组“暗物质”领域, 特别是对 

小开放阅读框(small ORF, sORF)编码的功能性小肽的 

解析. 植物基因组中广泛存在sORF(如上游uORF或 

lncRNA中的编码序列), 其翻译产物在生长发育中发 

挥关键调控作用. 例如, 棉花中的GhPSK肽激素能显 

著促进纤维伸长 [124]; 新发现的小肽GbCEP1通过调控 

纤维细胞节律性生长影响纤维品质 [125]. 然而, 由于 

sORF片段短小, 传统敲除技术难以实现其功能验证, 
亟需单碱基编辑器等精准编辑工具. 通过特异性突变 

sORF起始密码子或在编码区引入提前终止密码子, 可 

有效解析其功能. 系统挖掘与验证棉花sORF功能, 将 

为解析复杂性状的精细调控网络提供新视角. 
然而, 要实现这些精细化编辑目标并推动其广泛 

应用, 仍需克服该领域长期存在的一些核心挑战(图4). 
当前技术在实际推广中存在效率与适应性限制, 其中 

棉花再生困难是制约遗传转化的核心瓶颈, 导致转化 

周期长且效率低. 现有体系对基因型依赖性强, 难以 

在农艺性状优良但再生能力弱的栽培品种中广泛应 

用. 其主要限制因素主要包括: (ⅰ) 缺乏通用高效的再 

生体系; (ⅱ) 现有递送系统(如农杆菌、基因枪)在棉 

花中的效率仍有待提升, 尤其对大片段DNA或复杂载 

体的递送能力不足; (ⅲ) 筛选过程繁琐且耗时.  
棉花的异源四倍体(AADD)基因组中, At与Dt亚基 

因组间存在高度序列相似性, 导致基因功能冗余. 为实 

现性状有效改良, 通常需同步编辑所有同源拷贝, 这显 

著增加了技术难度 [126]. 此外, 基因组中大量重复序列 

及同源基因间的高度相似性, 使得设计可精准区分并 

高效靶向全部目标拷贝的gRNA极具挑战 [74,127,128]. 上 

述因素常导致不同同源拷贝编辑状态不一致, 形成嵌 

合突变, 难以获得纯合稳定的多拷贝编辑植株.  
除技术瓶颈外, 由于棉花基因组庞大复杂, 编辑过 

程中的潜在脱靶效应可能引发非预期有害突变, 进而 

影响其他农艺性状或遗传稳定性, 存在潜在的生物安 

全风险 [68,129]. 在全球范围内, 基因编辑作物(尤其是 

图 4 棉花遗传转化与基因编辑: 发展脉络与前景展望. 左栏总结基于高质量基因组与高效遗传转化体系取得的核心进展, 涵 
盖多维编辑工具开发、规模化突变体库构建及其在基因功能解析与育种中的应用. 中栏归纳了当前面临的主要技术瓶颈, 包 
括基因型依赖性、再生效率低、多倍体编辑复杂性等制约因素. 右栏展望了未来重点发展方向, 包括建立基因型非依赖的转 
化体系、开发新型递送技术、提升编辑精准度, 并通过智能育种平台整合实现多维性状协同改良. 该发展路径需以明确的监 
管规范、公众认知支持与多学科融合为基础支撑 
Figure 4 Genetic transformation and gene editing in cotton: a roadmap and future perspectives. The left panel summarizes key advances driven by 
high-quality genomes and efficient transformation systems; the middle panel outlines persistent technical bottlenecks; the right panel envisions future 
priorities, including the development of genotype-independent systems and intelligent breeding platforms. This developmental pathway requires 
supportive regulatory frameworks, public understanding, and multidisciplinary integration  
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SDN-1类, 即不引入外源DNA的编辑)的监管框架尚未 

统一, 为其产业化带来不确定性. 现行法规多聚焦于编 

辑产品的安全性评估, 包括脱靶效应与非预期效应, 并 

关注其与传统转基因生物的界定. 值得注意的是, “基 

因编辑”概念在公众认知中易与“转基因”混淆, 可能引 

发类似疑虑, 进而影响市场接受度与商业化进程.  

4 总结与展望 

当前, 棉花遗传转化与基因编辑技术的发展机遇 

与挑战并存, 其未来突破的核心驱动力在于持续的技 

术创新、多学科交叉融合以及育种过程的智能化升 

级. 为系统应对现有挑战, 需在技术、资源与育种应用 

等多个层面进行重点布局.  
在关键技术突破层面, 首要任务是建立基因型非 

依赖的遗传转化体系. 重点发展方向包括: (ⅰ) 筛选 

和利用强再生能力外植体(如分生组织), 并挖掘利用 

关键再生调控因子. 例如, 本实验室最新研究表明 [56], 
过表达再生相关转录因子AGL15能显著促进棉花体 

细胞胚发生, 为构建基于内源再生因子协同作用的高 

效遗传转化体系提供了新思路, 这与国际上利用GRF- 
GIF等嵌合体提升再生效率的研究形成有效互补. (ⅱ) 
开发新型高效递送系统, 如改造大容量病毒载体, 结合 

物理/化学方法(如粒子轰击与纳米材料)以提升递送效 

率. (ⅲ) 优化筛选流程, 采用可视化标记等策略, 显著 

提高阳性植株的筛选通量与准确性.  
在基因编辑工具研发方面, 我国已从早期的跟踪 

学习进入并行引领阶段. 针对棉花多倍体基因组特性, 
我国主导开发的多维度编辑工具系统(如CRISPR- 
Cas9/12/13、碱基编辑器、表观编辑器)为复杂性状改 

良提供了强大支撑. 未来需着力优化gRNA设计策略 

(如采用特异性更高的长gRNA, 并利用生物信息学工 

具严格预测脱靶位点), 完善多重编辑体系, 并积极开 

发高保真、高活性、PAM范围更广的新型Cas变体, 
推动先导编辑等精准编辑技术在棉花中的应用. 相较 

于国际同行在原始工具创新上的优势, 我国在编辑工 

具与作物的深度适配及规模化应用上特色鲜明, 未来 

需继续巩固并扩大这一优势.  
在研究体系与育种目标层面, 必须加强棉花关键 

生物学过程的分子机制解析, 并通过深度整合多组学 

数据, 构建基因功能与表型关联的综合数据库. 我国 

已系统性构建了覆盖5000余个基因的突变体库, 其规 

模与性状覆盖维度已具备国际影响力, 为功能基因组 

研究奠定了坚实基础. 未来的育种目标应推动从单一 

追求高产抗逆, 向高产、优质(纤维与棉籽)、多抗(生 

物与非生物胁迫)、高效营养利用、早熟、宜机化等 

多维性状协同改良转变. 这一目标既顺应了国际作物 

育种趋势, 也紧密契合我国棉区的实际生产需求.  
综上所述, 棉花遗传转化与基因编辑技术正经 

历一场深刻变革. 未来的核心任务在于突破基因型 

依赖与转化效率的限制、攻克多倍体精准编辑的难 

题, 并深度融合人工智能与大数据技术, 实现育种过 

程的智能化与精准化. 我国在该领域已展现出强大 

的应用研发能力与规模优势. 为实现从“并跑”到“领 

跑”的历史性跨越, 未来需持续加强底层工具的原始 

创新能力, 深化对关键基因功能与调控网络的解析, 
并构建多学科交叉融合的协同创新体系. 同时, 建立 

科学、明晰、可预测的监管框架, 加强科学传播, 积 

极提升公众认知与接受度, 这将为技术的顺利落地 

与产业化营造健康良好的环境. 通过上述系统性的 

战略布局, 棉花分子设计育种有望加速从实验室走 

向田间, 为实现全球棉花产业的高产、优质、绿色 

和可持续发展目标, 贡献坚实的科技支撑与卓有成 

效的“中国方案”.    
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Cotton (Gossypium spp.) is a vital global crop, and its genetic improvement is crucial for enhancing fiber quality, stress resistance, and 
yield. As the predominant cultivated species, upland cotton (Gossypium hirsutum L.) possesses a complex allotetraploid (AADD) 
genome and highly redundant genes, which have severely constrained conventional gene functional studies and breeding efficiency. 
Recent advances in high-quality genome sequencing, breakthroughs in genetic transformation, and innovations in gene-editing tools 
have created unprecedented opportunities for cotton functional genomics and precision molecular breeding. This review 
systematically summarizes the latest progress: (i) to address the genotype-dependent bottleneck in genetic transformation, we 
discuss high-efficiency recipient materials (e.g., Jin668) and sequential regeneration acclimation strategies. (ii) We focus on multi- 
dimensional gene-editing systems including CRISPR-Cas9/12/13 nucleases, base editors, and epigenetic editors, which were largely 
developed in China, and elucidate their applications in precise gene knockout and expression regulation, alongside the establishment 
of a genome-wide off-target assessment system. (iii) These technologies have enabled the construction of a systematic mutant library 
covering over 5000 genes governing multidimensional traits including fiber quality, biotic/abiotic stress resistance, and seed 
improvement. Founded on standardized heritable materials and open-access platforms, this resource is a key asset for gene functional 
analysis and breeding innovation. (iv) We present an in-depth analysis of major technical challenges, including transformation 
efficiency limitations, off-target risks, polyploid editing complexity, and regeneration barriers. (v) Finally, we outline future 
directions, including developing novel delivery systems, more precise editing tools, and targeted strategies for complex trait 
regulatory networks, as well as pathways toward the commercialization of gene-edited cotton varieties. This review will serve as a 
systematic theoretical reference and a practical guide for innovating cotton biotechnology and developing breakthrough breeding 
varieties. 

upland cotton, genetic transformation, CRISPR/Cas system, gene delivery, breeding improvement 
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