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转 BT + CPTI基因抗虫棉的种植对土壤根际反硝化菌丰度和
多样性影响
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摘要:【目的】为评价转基因棉花的种植对根际土壤反硝化细菌丰度和多样性的影响，【方法】以转 Bt + CpTI
基因抗虫棉(SGK321)及非转基因亲本棉花石远 321( SY321)根际土壤反硝化细菌为研究对象，分别在种植
前和棉花的不同生长时期(蕾期、花期、铃期和絮期)取样。采用实时荧光定量 PCＲ 方法和末端标记限制性
片段多态性(T-ＲFLP)技术对土壤中反硝化细菌的功能基因 nosZ 基因进行定量和多样性分析。【结果】结
果发现随棉花不同生长时期两种棉花根际土壤中的反硝化细菌丰度均发生显著变化，但变化趋势不同。转
基因棉花根际土壤反硝化细菌从种植前的 3. 12 × 106 copies / g dry soil 一直增加到铃期的 2. 81 × 107 copies / g
dry soil，增加了 8 倍。非转基因棉花根际土壤反硝化细菌丰度变化受生长周期影响更为显著，表现为蕾期增
加，花期降低，铃期又增加的趋势。典范相关及部分典范相关分析反硝化细菌多样性结果表明其多样性受环
境因素 pH、硝酸根浓度以及棉花生长时期(蕾期和花期)影响最为显著，但此外棉花品种也起到了非常重要
的作用，【结论】反硝化细菌的丰度和多样性既受棉花生长时期的影响，同时也受棉花品种的影响，转基因棉
花通过调节根际土壤中的 pH 和硝酸根浓度，来影响其多样性和丰度。转 Bt + CpTI 基因抗虫棉的种植增加
了土壤 pH，从而导致根际土壤反硝化细菌的多样性和丰度增加。
关键词:实时荧光定量 PCＲ，反硝化细菌，转 Bt + CpTI 基因棉花，石远 321，nosZ 基因，末端标记限制性片段
多态性(T-ＲFLP)
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随着转基因棉花的大面积种植，转基因棉花对
土壤微生物群落结构的影响逐渐成为研究热点。已
有研究报道转基因棉花的多个品系其残体可以改变
土壤微生物的群落组成，表现为导致土壤细菌、真菌
的数量增加［1 － 2］，也有研究报道转基因作物对土壤

微生物群落结构没有显著影响［3］。然而，要全面评
价转基因植物对土壤微生物的影响，在研究整体微
生物群落的基础上，还应选取指示性微生物种群或
生物过程作为代表来研究转基因植物对其影响，如
参与氮循环的氨氧化细菌和反硝化菌，可作为指示
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性微生物加以研究，这样可以更加准确和快速的判
断转基因植物对土壤微生物是否有影响。

反硝化细菌是参与反硝化作用的重要功能微生
物，氧化二氮还原酶( nitrous oxidere ductase，nosZ)
反硝化细菌的关键酶，目前多数研究者通过研究
nosZ 基因多样性来探讨反硝化细菌的群落结构和
多样性。研究 nosZ 基因丰度多采用实时荧光定量
PCＲ 技术［4］，研究 nosZ 基因多样性多采用的技术包
括基因克隆文库［5］、PCＲ-ＲFLP［6 － 7］、T-ＲFLP［8］和
PCＲ-DGGE［9］等，这些研究对不同环境中的 nosZ 基
因进行了分析，例如森林土壤［10］、草地［11］、耕
地［9 － 12］和湿地［8］等，研究发现反硝化细菌具有明
显的多样性。但是利用这些技术研究转基因棉花根
际土壤中反硝化细菌的丰度和多样性还未见报道。

转 Bt + CpTI 基因双价抗虫棉，与单价抗虫棉花
相比，由于其抗性更持久，因此逐渐取代了单价抗虫
棉的种植，成为我国种植面积最广的转基因棉花。
我们在前期的研究中发现转 Bt + CpTI 基因棉花对
土壤总细菌数量没有显著影响，但是对土壤中氨氧
化细菌丰度有显著影响［13］，表明转基因棉花的种植
可能对丰度低的功能菌产生影响，从而影响土壤生
态系统的功能。本研究从功能微生物反硝化细菌入
手，目的在于研究转 Bt + CpTI 基因抗虫棉的种植对
土壤根际反硝化细菌的丰度和多样性的影响，进而
揭示其对氮循环的作用。

1 材料和方法

1. 1 主要试剂和仪器
土壤 DNA 提取试剂盒购自美国 MOBIO 公司;

实时荧光定量 PCＲ 扩增试剂盒购自美国 AB 公司;
引物和探针均由上海英俊公司合成。 PCＲ 仪
(AB9700)、离心机 ( Sigma 3k-15 )、微量分析天平
(Metler toledo xp205)、NanoDrop2000、水浴摇床等。
1. 2 土壤样品采集

土壤样品采自中国农业科学院北京平谷区棉花
生物技术育种试验基地，选取种植转 Bt + CpTI 基因
抗虫棉花( SGK321)及非转基因亲本棉花石远 321
(SY321)2 个大田，每个棉田面积约 20 m × 30 m。
于 2012 年 5 月 11 日播种。采用 3 点取样法，分别
在棉田的两端和中间取样。采样时间设置为棉花种
植前(对照)、蕾期、花期、铃期和絮期。非根际土壤
的采集:取土壤表层以下 5 cm － 15 cm，去除根系后
土壤作为非根际土。根际土壤采集:在棉田的每个
点取 3 株棉花，将根系挖出，抖落大块土，收集附着
在根系上的土壤混合均匀作为根际土壤装入保鲜袋
中带回实验室，放于 － 20℃保存。
1. 3 土壤理化性质

供试土壤的理化性质，包括全氮、有机碳、有效
磷、硝态氮和铵态氮的测定方法及测定结果见前期
的相关研究和表 1［13］。土壤 pH 测定方法:将不同
时期采取的根际土壤自然风干后，取 0. 5 g 根际土
加入 5 mL 水，充分混匀，测定悬浊液的 pH 值。
1. 4 DNA 提取

采用 土 壤 DNA 提 取 试 剂 盒 ( MOBIO DNA
Extraction kit，MOBIO Laboratories Inc．，Carlsbad，CA)
提取根际土壤基因组 DNA，最终溶于 TE 0. 1(10 mmol /L
Tris，0. 1 mmol /L EDTA，pH 8. 0)。提取的土壤 DNA用
Nanodrop2000(Thermo Fisher)初步测定 DNA 浓度，通
过测定 A260 /A280的比值来判断 DNA的纯度。

表 1． 供试土壤理化性质
Table 1． Soil physical and chemical property

Sample Total N /( g / kg) Organic carbon /( g / kg) Available phosphate /(mg /kg) pH
SY1 1. 65 13. 0 233. 67 6. 1
SGK1 1. 00 10. 2 72. 80 6. 3

表 2． 荧光定量 PCＲ 扩增的引物和探针序列
Table 2． Primer and probe sequence and concentration for quantitative PCＲ

Primers / Probe Target /Aim Sequence (5'→3')
Concentration /

( nmol / L)

Product size /

bp
Ｒeference

nosZ-1F qPCＲ WCSYTGTTCMTCGACAGCCAG 200
nosZ-1Ｒ qPCＲ ATGTCGATCAＲCTGVKCＲTTYTC 400

259 ［3］

nosZ-F T-ＲFLP FAM-CGYTGTTCMTCGACAGCCAG 400
nosZ-Ｒ T-ＲFLP CATGTGCAGNGCＲTGGCAGAA 600

700 ［14］

953



Lianhua Dong et al． / Acta Microbiologica Sinica(2015)55(3)

1. 5 实时荧光定量 PCＲ 定量分析 nosZ 基因拷贝
数

采用 SYBＲ Green 实时荧光定量 PCＲ 方法对反
硝化细菌中的一氧化二氮还原酶基因 nosZ 进行扩
增。25 μL 反应体系中包括 12. 5 μL 的 2 × Fast
SYBＲ Green Master Mix (Life technology)，正向引物
和反向引物 (浓度和序列见表 2 )，以及 5 μL 的
DNA 模板。PCＲ 扩增的热循环条件为第一步预变
性:95℃，5 min。第二步是 6 个循环的降落 PCＲ:
95℃，15 s;67 － 62℃，30 s;2℃，45 s;80℃，15 s。第
三步 39 个循环:95℃，15 s;62℃，20 s;72℃，30 s;
80℃，15 s。第四步溶解曲线:95℃，15 s;60℃，20 s。
1. 6 末端标记限制性片段多态性分析(T-ＲFLP)
nosZ 基因多样性

通过对一氧化二氮还原酶基因 nosZ 基因的末
端标记限制性片段多态性分析( T-ＲFLP)来揭示反
硝化细菌的多样性。50 μL 反应体系中包括 25 μL
的 2 × Environmental Master Mix (Life technology)，正
向引物和反向引物 (浓度和序列见表 1)，以及 10
μL 的 DNA 模板。PCＲ 扩增的热循环条件为降落
PCＲ:第一步预变性:95℃，5 min;第二步是 10 个循
环的降落 PCＲ:变性 95℃，30 s，退火 58 － 53℃，1
min，延伸 72℃，1 min;第三步 25 个循环:变性
95℃，30 s，退火 53℃，1 min，延伸 72℃，1 min。扩
增产物 4 μL 进行 1. 0% 的琼脂糖凝胶电泳。每个
样品进行 3 个 PCＲ 重复，扩增完成后将 3 个重复共
150 μL 混匀，利用天根生化的胶回收试剂盒进行
PCＲ 产物纯化，最后溶解至 50 μL 的无菌水中。

纯化的 PCＲ 产物利用 Hha I (GCG’C) 于 37
度酶解 3 h。50 μL 酶解体系:15 μL PCＲ 产物，0. 5
μL 的 10 U /μL 的酶，5 μL 10 ×酶解缓冲液，用无菌
水补足。酶解产物经过纯化后与 0. 3 mL GeneScan
ＲOX 500 分 子量标 准 ( Applied Biosystems，NJ，
USA)和 10 mL 甲酰胺混合后，利用 ABI PＲISM
3100-Avant 基因分析仪的(Applied Biosystems，NJ，
USA)GeneScan 功能进行片段长度分析。得到的数
据结果利用软件 GENE MAPPEＲ ( version 1. 6，
Applied Biosystems，NJ，USA)进行分析，以峰面积
为纵坐标，以片段长度为横坐标，对样品中的标记片
度(TＲF)进行分析。只有在 45 － 600 bp 的 TＲFs 且
峰高大于 80 个荧光单位的峰才被看做目标峰进行
分析［15］。

1. 7 统计结果分析
采用生态分析软件 CANOCO ( Microcomputer

Power，Ithaca，N． Y． )分析反硝化细菌多样性以及
与环境因素的相关性。分别利用相关性分析
( correspondence analysis，CA )、典范相关性分析
( canonical correspondence analysis，CCA)和部分典范
相关性分析( partial CCA，pCCA)［16 － 17］对 nosZ 基因
的多样性与环境因素进行分析。为了降低环境噪
声，只有超过 10%的样品中均含有的 TＲFs 才用于
CA、CCA 和 pCCA 分析。Monte Carlo permutation 测
试用于检验环境与反硝化细菌多样性之间相关性的
显著程度［17］。

2 结果分析

2. 1 反硝化细菌丰度变化
通过定量分析棉花不同生长时期的根际反硝化

细菌中的 nosZ 基因拷贝数来反映反硝化细菌的丰
度变化，结果见图 1-A。在种植前期 ( Pre-planting)
两者土壤中的反硝化细菌数量差异显著，种植非转
基因棉花(SY321)的土壤中反硝化细菌数量为 5. 98
× 106 copies / g dry soil，种植转基因棉花(SGK321)的
土壤中反硝化细菌的数量为 3. 12 × 106 copies / g dry
soil。在芽期(Budding)，两者土壤中的反硝化细菌
数量均增加了，SY321 增加至 1. 63 × 107 copies / g dry
soil，而 SGK321 增加至 7. 28 × 106 copies / g dry soil。
在花期 ( Flowering)，SY321 显著降低至 2. 72 × 106

copies / g dry soil，而 SGK321 继续增加至 9. 53 × 106

copies / g dry soil。在铃期(Belling)，SY321 又显著增
加了 4. 5 倍，增加至 1. 52 × 107 copies / g dry soil，而
SGK321 继续增加至 2. 81 × 107 copies / g dry soil。在
絮期(Boll opening)，SY321 根际反硝化细菌数量没
有显著变化，而 SGK321 的数量显著降低至 1. 54 ×
107 copies / g dry soil。具体变化见图 1。由此可见，
转基因棉花和非转基因棉花根际反硝化细菌数量变
化趋势不同:种植非转基因棉花的根际土壤中反硝
化细菌数量先增加后降低，之后又增加，随棉花生长
周期变化比较显著，而转基因棉花根际土壤中反硝
化细菌的数量从种植前至铃期一直呈增加的趋势，
但在絮期显著降低了 1 倍左右。
2. 2 土壤 pH 变化

棉花不同生长时期的土壤 pH 值测定结果见图
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图 1． 转基因棉花 ( SGK321 )与非转基因棉花
(SY321)根际土壤中反硝化细菌的氧化亚氮还

原酶基因拷贝数变化(A)及土壤 pH 变化(B)
Figure 1． Changes of nosZ gene copy number of denitrifier

(A) and soil pH ( B) in rhizosphere of transgenic cotton

( SGK321) and non-transgenic cotton ( SY321) ．

1-B。在种植前两种土壤的 pH 没有显著差异。在
蕾期，转基因棉花 ( SGK321)根际土壤中的 pH 增
加，但与非转基因棉花(SY321)根际土壤中 pH 还没
有达到显著差异。在花期，SY321 根际土壤中 pH

显著降低，而 SGK321 根际土壤中的 pH 继续增加，

两种棉花根际土壤中的 pH 达到显著差异。在铃
期，SGK321 根际土壤中 pH 继续增加至最高值，
SY321 根际土壤中的 pH 也显著增加，但仍然显著
低于 SGK321 根际土壤 pH。在絮期，两种根际土壤
中的 pH 均降低了，但 SGK321 根际土壤 pH 仍显著
高于 SY321 根际土壤中的 pH。
2. 3 反硝化细菌多样性变化

采用典范相关性分析 ( CCA)反硝化细菌的群
落结构多样性结果见图 2。CCA 分析中，第一个轴
解释了 49% 的总变量，前两个轴解释了大部分

(65. 9% )的总变量。从样品分布图 (图 2-A) 可以
看出，非转基因棉花 SY321 (NON-GM)根际土壤反
硝化细菌的多样性在种植前(Pre)、蕾期(Bud)和花
期( Flower) 与其他时期以及转基因棉花 SGK321
(GM)所有时期的多样性显著不同。从 TＲF 分布图
(图 2-B ) 也可 以 看 出: 多 数 的 TＲF 都 分 布 在
SGK321 根际土壤中以及 SY321 的铃期和絮期根际
土壤中，而在种植前、蕾期和花期，可检测的到的
TＲF 非常少，即多样性低。

环境因素分布图 (图 2-C)中，箭头越长，代表
该因素的作用越显著。由图可知，pH、蕾期(Bud)、
花期(Flower)和硝酸根浓度(NO3

－ )是 CCA 分析中
最显著的环境因素。反硝化细菌的数量 ( nosZ) 与
pH 正相关:pH 越高，反硝化细菌的丰度越高。从
TＲF 分布图还可看出 pH 越高，反硝化细菌的多样
性也越丰富。因此 pH 是决定反硝化细菌数量和丰
度的一个重要环境因素。反硝化细菌的丰度与花期
以及硝酸根离子浓度负相关，这与上述花期时，
SY321 根际土壤中反硝化细菌数量最低的结果一
致。反硝化细菌的数量与硝酸根离子浓度负相关，
表明反硝化细菌的数量增加，加快了硝酸根的转化，
从而导致硝酸根浓度的降低。此外，转基因棉花
(GM)与非转基因棉花 (NON-GM) 作用负相关，表
明两种棉花对根际土壤反硝化细菌的作用相反，但
由于 pH、硝酸根浓度以及蕾期和花期对反硝化细菌
的影响作用更大，从而掩盖了棉花品种的影响。

将棉花的生长周期中作用最显著的蕾期(Bud)
和花期(Flower)作为共变量，进行部分典范相关分
析(pCCA)，可以进一步揭示一些被掩盖的环境因
素的作用。部分典范相关分析反硝化细菌的多样性
结果见图 3。pCCA 分析中，第一个轴解释了 53%的
总变量，比 CCA 分析中增加了 4%，而第二个轴解
释的与 CCA 分析的第二个轴解释的总变量基本一
致。由样品分布图(图 3-A)可知，所有的样品被显
著分成了两组，一组是 SGK321 转基因棉花(GM)根
际土壤样品，另外一组是 SY321 非转基因棉花
(NON-GM)根际土壤样品。这表明转基因棉花与非
转基因棉花根际土壤中的反硝化细菌多样性差异显
著。从 TＲF 分布图(图 3-B)可知，非转基因棉花根
际土壤中的反硝化细菌多样性较低，而转基因棉花
根际土壤中的反硝化细菌多样性丰富。

进一步分析环境因素对反硝化细菌的影响(图
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图 2． 典范相关分析转基因棉花( SGK321)与非转基因

棉花(SY321)根际土壤中反硝化细菌的末端标记限制

性片段长度多样性
Figure 2． Canonical correspondence analysis ( CCA ) of nosZ

TＲFLP profile of denitrifier in rhizosphere of transgenic cotton

(SGK321) and non-transgenic cotton ( SY321) ． A: sample plot;

B: T-ＲF plot; C: environmental variable plot．

3-C)可以看出，将蕾期和花期作为共变量后，棉花
品种的影响作用凸显出来了，转基因(GM)和非转
基因(NON-GM)两个因素变成了最为显著的因素，
并且彼此严格负相关。这表明转基因棉花的种植对
土壤反硝化细菌的多样性产生了显著影响，并且与
非转基因棉花的作用不同。

3 讨论

转基因棉花对土壤微生物的影响这方面的报道
很多［1 － 2］，但从功能微生物角度去揭示转基因棉花
对土壤微生物的真正影响的研究还未多见［13］。从
对整体微生物的关注逐渐向对功能微生物的关注，

图 3． 部分典范相关分析转基因棉花( SGK321)与非

转基因棉花(SY321)根际土壤中反硝化细菌的末端标

记限制性片段长度多样性
Figure 3． Partial canonical correspondence analysis ( pCCA) of

nosZ TＲFLP profile of denitrifier in rhizosphere of transgenic

cotton ( SGK321 ) and non-transgenic cotton ( SY321 ) ． A:

sample plot; B: T-ＲF plot; C: environmental variable plot．

这也是对转基因作物生态风险评价研究的进一步深
化和提升。之前的一些研究结果表明转基因作物对
整体微生物数量没有显著影响，但并不代表转基因
作物对一些功能微生物也没有影响。如董莲华
等［13］报道转基因棉花对土壤中总细菌数量没有明
显作用，但是对参与氮循环的氨氧化细菌的数量影
响作用显著。导致这一矛盾的原因是氨氧化细菌占
总细菌的丰度非常低，约为 0. 01% － 0. 1%，因此氨
氧化细菌这样低的丰度的变化很难直接表现为总细
菌丰度的变化，因此如果仅针对总细菌的丰度进行
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检测，就有可能忽略丰度低但作用非常关键的功能

微生物的变化。

本研究中对参与氮循环中反硝化作用的关键微

生物反硝化细菌的氧化二氮还原酶的功能基因
nosZ 的丰度进行监测，发现在棉花的不同生长时

期，nosZ 基因的丰度均会发生显著变化，但转基因

棉花与非转基因棉花根际土壤中的反硝化细菌
nosZ 基因丰度变化趋势不同。这表明转基因棉花

的种植对反硝化细菌丰度的变化起到了一定的作

用。李孝刚［18］研究发现转基因抗虫棉对土壤微生

物群落数量影响随着棉花生长期的不同，反硝化细

菌数量呈显著的季节性变化。但是，与常规棉田相

比，连续多年种植转基因抗虫棉对土壤反硝化细菌

数量没有显著影响。此外，王成鹏［19］采用可培养法

研究转基因棉花土壤中反硝化细菌数量时发现转基

因抗虫棉对土壤反硝化细菌数量没有显著影响。这

与本研究中采用实时荧光定量 PCＲ 方法的结果不

完全一致，笔者认为采用方法的不同可能是导致得

出结论不一致的主要原因。本研究中采用的是实时

荧光定量 PCＲ 方法，而李孝刚［18］和王成鹏［19］均采

用了培养法来研究反硝化细菌的数量变化。由于土

壤中的大部分微生物都不可培养，能够被培养的反

硝化细菌所占比例非常小，所以可培养的反硝化细

菌的数量的变化并不能真实反映反硝化细菌的丰度

变化。而实时荧光定量 PCＲ 方法所检测的是所有

含有 nosZ 基因的反硝化细菌的丰度，并且该方法与

培养法相比灵敏度非常高，所得结果应该更具全面

性和接近真实情况，所以两者得出的结论不可能完

全一致。

而且，通过对反硝化细菌多样性进一步分析发

现，除了 pH、硝酸根浓度、蕾期和花期外，棉花品种

即转基因棉花与非转基因棉花的种植对反硝化细菌

的多样性影响最为显著，且两者的影响作用呈相反

趋势。此外，转基因棉花与 pH 正相关，而非转基因

棉花与硝酸根浓度正相关，由此我们推测转基因棉

花根际土壤中 pH 较高，而非转基因棉花根际土壤

中硝酸根离子浓度较高。这与我们测定得到的土壤
pH 和硝酸根离子浓度结果一致:即从种植前一直到

铃期(包括种植前、蕾期、花期和铃期)，转基因棉花

根际土壤中的 pH 一直在增加，且相比非转基因棉

花根际土壤中的 pH 高，而转基因棉花根际土壤中
的硝酸根浓度比非转基因棉花根际土壤中的硝酸根
浓度显著偏低。到絮期，转基因棉花根际土壤 pH

略有降低。这可以解释转基因棉花根际土壤反硝化

细菌丰度从种植前到铃期一直增加，而到絮期有所
降低。同时，非转基因棉花根际土壤中 pH 在花期
最低，而此时的反硝化细菌丰度和多样性均达到最
低。这表明转基因棉花的种植可以调节根际土壤微

环境的 pH 和硝酸根离子浓度，从而影响反硝化细
菌的丰度和多样性。

因此，我们推测通过转基因棉花的种植，其根系
分泌物改变了转基因棉花根际土壤的微环境，可能

是通过调节 pH 和硝酸根浓度，从而导致反硝化细
菌的多样性发生变化。本研究中没有发现转基因棉
花的种植会对反硝化细菌产生不良影响，而且从检
测到的 TＲF 个数看，转基因棉花的反硝化细菌的多

样性显著高于非转基因棉花的多样性。这一发现将
为转基因棉花的生态安全评价提供更全面的依据。

致谢:本研究在取样过程中得到了中国农业科学院
生物技术研究所孙国清博士的大力帮助，在此特表
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Effects of planting transgenic Bt + CpTI cotton on
rhizosphere denitrifier abundance and diversity

Lianhua Dong1* ，Ying Meng2，Jing Wang1
1National Institute of Metrology，Beijing 100013，China
2Hubei Institute of Measurement and Testing Technology，430223 Wuhan，Hubei Province，China

Abstract:［Objective］ To evaluate the effect of planting genetically modified cotton on soil denitrifer． ［Methods］ The
impact of transgenic Bt + CpTI cotton ( SGK321) and its receptor cotton ( SY321) on rhizosphere denitrifier abundance
and diversity were investigated by using quantitative PCＲ (qPCＲ) and terminal restriction fragment length polymorphism
(T-ＲFLP) ． We collected rhizosphere soil before cotton planting (Pre) and along with the cotton growth stage (budding，
flowering，belling and boll opening) ． ［Ｒesults］The abundance of denitrifier in both cottons changed significantly across
the growth stage，but the variation tendency was different． In the rhizosphere of transgenic cotton， the denitrifier
abundance increased from 3. 12 × 106 copies / g dry soil ( Pre) to 2. 81 × 107 copies / g dry soil ( belling) ． The denitrifier
abundance in non-transgenic cotton was significantly affected by the growth stage: increased at budding，decreased at
flowering，and then increased at belling． Canonical correspondence analysis and partial canonical correspondence analysis
show that the denitrifier diversity was more correlated with pH，concentration of NO3

－ and budding and flowering．
Additionally，cotton genotype was an important factor of influencing the diversity of denitrifier． ［Conclusions］ This
indicates the abundance and diversity were influenced by both the cotton growth stage and the cotton genotype by adjusting
the soil pH and concentration of NO3

－ ． Planting of transgenic Bt + CpTI cotton leads an increase in the soil pH，which
results in an increase in abundance and diversity of denitrifier．
Keywords: quantitative real time PCＲ，denitrifier， transgenic Bt + CpTI cotton，Shiyuan321，nosZ gene， terminal
restriction fragment length polymorphism (T-ＲFLP)
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