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棉花中转基因成分多重犘犆犚检测体系的建立
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摘　要　以棉花内源基因狊犪犱１、报告基因犌犝犛、外源抗虫基因犆狉狔１犃犫／犃犮、筛选基因 犖犘犜Ⅱ、犖犗犛终止子和

犆犪犕犞３５犛启动子为检测对象，设计的６对引物能扩增长度合适的基因片段且避免了引物二聚体。通过优化ＰＣＲ

扩增体系中不同引物终浓度的配比以及退火温度对多重ＰＣＲ检测的影响，建立了棉花转基因成分６重ＰＣＲ检测

体系。结果表明：采用本研究建立的棉籽基因组ＤＮＡ提取方法，该６重ＰＣＲ检测体系能够有效地从少至１颗棉

籽的少量样品里检测出棉花中的转基因成分。
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　　棉花作物不仅可生产纤维应用在纺织品上，其

棉籽也是动物饲料和各种加工食品组分原材料的重

要来源。目前许多国家如印度、美国、中国、阿根廷

和南非等均种植转基因棉花，且发展迅速。２００７年

全世界种植转基因棉花面积达１５００万ｈｍ２，占世

界棉花总面积的４３％。截止到２００９年，美国、印度

和中国的转基因棉花种植面积分别为３２０万、８４０

万和３７０万ｈｍ２，约占本国棉花种植面积的８８％、

８９％和６０％
［１］。随着转基因棉花的广泛种植，出于

对转基因作物安全性的考虑，日本、欧盟等许多国家
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相继建立了转基因食品标识制度［２］。我国于２００２

年３月２０日起施行《农业转基因生物标识管理办

法》，要求对５类转基因生物所涉及的１７种转基因

产品进行标识，其中也包括了转基因棉花种子［３］。

因此建立一套方便、快捷的棉花转基因产品检测技

术是贯彻标识制度的重要前提。

近年来国内外关于转基因植物检测的报道多涉

及转基因大豆、玉米、水稻及其加工产品［４］，对于转

基因棉花的检测研究则报道较少。这些报道中虽然

包括ＳＳＲ（ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｒｅｐｅａｔ，简单重复序列）

ＰＣＲ技术
［５］、ＥＬＩＳＡ检测

［６］和单一ＰＣＲ检测
［７］，但

是现有的检测技术操作复杂、检测耗时长且无法同

时检测转基因棉花中多个外源基因。本研究以棉籽

为试验材料提取基因组ＤＮＡ，根据检验检疫行业标

准以及技术规范［８９］，对６种基因（５种外源基因、１

种内源基因）进行６重ＰＣＲ检测分析，以建立稳定、

低成本且便于在科研机构和相关检疫部门应用的转

基因棉花多重ＰＣＲ检测体系。

１　材料与方法

１．１　材料及试剂

材料：本试验于２００９年夏在暨南大学理工学院

和生科院进行。转基因棉花（内含棉籽）由北京出入

境检验检疫局提供；质粒ＰＴＦ１０２（含犌犝犛、犖犗犛和

犆犪犕犞３５犛基因）由暨南大学生殖免疫研究所保存；

转基因大米、菜籽粕和大豆由广东出入境检验检疫

局提供。

主要试剂：ＷｉｚａｒｄＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

试剂 盒，美 国 Ｐｒｏｍｅｇａ 公 司；犜犪狇 聚 合 酶、

ｄＮＴＰｓ、１０×ＰＣＲ缓冲液、ＭｇＣｌ２（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）、

１００ｂｐＤＮＡＬａｄｄｅｒＭａｒｋｅｒ，６×ＬｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ，

ＭｕｌｔｉｐｌｅｘＰＣＲＡｓｓａｙＫｉｔ，大连宝生物工程有限

公司。

１．２　主要仪器及设备

高速离心机；ＮＡＮＯＤＲＯＰ１０００生物分光光度

计，Ｇｅｎｅ Ｃｏｍｐａｎｙ Ｌｉｍｉｔｅｄ；ＰＴ１１４８ ＭＪ ｍｉｎｉ

ＴｈｅｒｍａｌＣｙｃｌｅｒ梯度ＰＣＲ仪，Ｂｉｏｒａｄ公司；核酸电

泳仪；凝胶成像仪；电热恒温水槽。

１．３　引物

引物由上海生工生物技术有限公司合成（表

１）；利用国标 （行标、农标）的引物在 ＮＣＢＩ中

ＢＬＡＳＴ搜索基因的原序列，再利用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ

Ｖ５．０软件进行单一 ＰＣＲ 的引物设计，用 Ｏｌｉｇｏ

Ｖ６．２２软件筛选出各种指标优良的引物。引物设计

遵循的原则是：３′端要避免发生碱基配对，当３′端

发生聚合现象时，其︱ΔＧ︱尽量控制在８．０以内；

引物的熔解温度（犜ｍ 值）应该高于６５ ℃以增加

ＰＣＲ反应的特异性
［１０］；ＰＣＲ产物片段大小在在２００

ｂｐ以内时，片段差异大于３０ｂｐ，５００ｂｐ以上片段差

异要大于７０ｂｐ。

表１　引物序列及扩增产物

Ｔａｂｌｅ１　ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅａｎｄＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓ

扩增基因 引物名称 引物序列（５′３′） 犜ｍ／℃ 产物大小／ｂｐ

狊犪犱１ 狊犪犱１Ｆ ＣＣＡＣＧＡＧＡＣＡＧＣＣＴＡＴＡＣＣＡＡＡＡＴ ７０．９ ５３９

狊犪犱１Ｒ ＣＣＣＴＡＡＣＣＡＡＡＧＣＣＡＣＧＣＡ ７２．８

犌犝犛 犌犝犛Ｆ ＣＴＧＣＧＡＣＧＣＴＣＡＣＡＣＣＧＡＴＡＣＣ ７７．１ ４４１

犌犝犛Ｒ ＴＣＡＣＣＧＡＡＧＴＴＣＡＴＧＣＣＡＧＴＣＣＡＧ ７８．０

犆狉狔１犃犫／犃犮 犆狉狔１犃犫／犃犮Ｆ ＧＡＡＧＧＡＴＴＧＡＧＣＡＡＴＣＴＣＴＡＣＣＡＡ ６９．３ ３０４

犆狉狔１犃犫／犃犮Ｒ ＴＴＣＣＡＡＴＣＡＧＣＣＴＡＧＴＡＡＧＧＴＣＧＴ ７０．７

犖犘犜Ⅱ 犖犘犜ⅡＦ ＣＴＣＡＣＣＴＴＧＣＴＣＣＴＧＣＣＧＡＧＡ ７５．８ ２１５

犖犘犜ⅡＲ ＣＧＣＣＴＴＧＡＧＣＣＴＧＧＣＧＡＡＣＡＧ ７９．９

犖犗犛 犖犗犛Ｆ ＴＧＡＡＴＣＣＴＧＴＴＧＣＣＧＧＴＣＴＴ ７１．３ １３８

犖犗犛Ｒ ＡＡＡＴＧＴＡＴＡＡＴＴＧＣＧＧＧＡＣＴＣＴＡＡＴＣ ６８．２

犆犪犕犞３５犛 犆犪犕犞３５犛Ｆ ＡＴＴＧＡＴＧＴＧＡＴＡＴＣＴＣＣＡＣＴＧＡＣＧＴ ６９．４ １０１

犆犪犕犞３５犛Ｒ ＣＣＴＣＴＣＣＡＡＡＴＧＡＡＡＴＧＡＡＣＴＴＣＣＴ ７１．３

　　注：犜ｍ 值来源于ＯｌｉｇｏＶ６．２２软件。
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１．４　方法

１．４．１　基因组ＤＮＡ提取

棉籽用９８％浓硫酸脱绒处理
［１１］，将脱绒籽用水

浸泡６～８ｈ，然后取出用研钵研碎，接着放入６５℃

烘箱稍微烘干（３０ｍｉｎ），采用改进的试剂盒法

（Ｐｒｏｍｅｇａ公司）提取棉籽基因组ＤＮＡ，提取方法按

照说明书进行，将原来的裂解水浴时间由２０ｍｉｎ延

长至４０ｍｉｎ～１ｈ，离心时间由５ｍｉｎ延长至８ｍｉｎ。

提取后的ＤＮＡ在生物分光光度计上测定其浓度和

纯度。棉籽ＤＮＡ稀释为５０ｎｇ／μＬ。

１．４．２　内源基因和外源转基因的单一ＰＣＲ检测

单一ＰＣＲ反应体系包括：１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ５

μＬ，ｄＮＴＰｍｉｘｔｕｒｅ４μＬ，ＭｇＣｌ２（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）３μＬ，

引物终浓度各０．４μｍｏｌ／Ｌ，模板ＤＮＡ２μＬ，犜犪狇
ＴＭ

ＤＮＡ聚合酶１．２５Ｕ，ｄｄＨ２Ｏ将体积调整为５０μＬ。

ＰＣＲ反应条件为：９４ ℃，５ｍｉｎ；９４ ℃，４０ｓ，

６０℃，６０ｓ，７２ ℃，６０ｓ，３５ 个循环；７２ ℃，

５ｍｉｎ。取６μＬＰＣＲ产物，经质量分数２．５％琼脂

糖凝胶电泳检测。

１．４．３　多重ＰＣＲ体系的建立与检测

多重 ＰＣＲ 反 应 体 系 包 括：Ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ ＰＣＲ

ＡｓｓａｙＫｉｔ中 Ｍｉｘ１（含Ｂｕｆｆｅｒ、ｄＮＴＰ、ＭｇＣｌ２）２５

μＬ，Ｍｉｘ２（含犜犪狇
ＴＭ ＤＮＡ聚合酶）０．２５μＬ，引物终

浓度分别为０．１、０．４、０．１、０．１、０．４和０．４μｍｏｌ／Ｌ

（次序见表１），模板ＤＮＡ３μＬ（５０ｎｇ／μＬ），ｄｄＨ２Ｏ

将体积调整为５０μＬ。ＰＣＲ反应条件为：９４℃，１

ｍｉｎ；９４℃，３０ｓ，６０．４℃，９０ｓ，７２℃，９０ｓ，３５个循

环；７２℃，１０ｍｉｎ。取ＰＣＲ产物８μＬ于２．５％琼脂

糖凝胶电泳检测。

１．４．４　ＰＣＲ产物的序列测定

ＰＣＲ产物测序委托上海博尚生物技术有限公

司完成，序列结果用ＮＣＢＩＢＬＡＳＴ在线软件对其进

行生物信息学分析。

２　结果与分析

２．１　犇犖犃提取和转基因成分单一犘犆犚检测

采用改进的Ｐｒｏｍｅｇａ试剂盒法提取的棉籽基

因组ＤＮＡ，经生物分光光度计检测，ＯＤ２６０／ＯＤ２８０值

在１．７～１．９之间，所提取的ＤＮＡ纯度较好，ＤＮＡ

含量为２７６ｎｇ／μＬ，符合ＰＣＲ反应的要求。经单一

ＰＣＲ分别检测狊犪犱１、犌犝犛、犆狉狔１犃犫／犃犮、犖犘犜Ⅱ、

犖犗犛、犆犪犕犞３５犛均呈阳性（图１）。

Ｍ为１００ｂｐＬａｄｄｅｒＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１～６分别为狊犪犱１、犌犝犛、

犆狉狔１犃犫／犃犮、犖犘犜Ⅱ、犖犗犛、犆犪犕犞３５犛基因的单一

ＰＣＲ产物；７为上述６个基因的多重ＰＣＲ产物。

图１　转基因成分的单一犘犆犚检测和多重犘犆犚检测结果

Ｆｉｇ．１　ＳｉｎｇｌｅＰＣＲａｎｄｍｕｌｔｉｐｌｅｘＰＣＲｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

ｆｏｒｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

２．２　转基因成分多重犘犆犚检测结果

多重ＰＣＲ检测结果与单一ＰＣＲ检测结果一致

（图１），表明研究建立的多重ＰＣＲ方法是可行的。

在同一ＰＣＲ体系中同时扩增６种基因（内源

狊犪犱１基因、犌犝犛报告基因、犆狉狔１犃（犫）／犃（犮）抗虫基

因、犖犘犜Ⅱ筛选基因、犖犗犛终止子基因和犆犪犕犞３５犛

启动子基因）时，对ＰＣＲ扩增条件中的各引物的浓

度配比及退火温度进行了研究。当引物浓度配比为

１∶１∶１∶１∶１∶１时，在所采用的各个退火温度

下，犆狉狔１犃犫／犃犮基因和犖犘犜Ⅱ基因的ＰＣＲ产物产

量较大，且内源狊犪犱１基因的扩增受到极大的抑制。

当引物的终浓度配比为１∶４∶１∶１∶４∶４时，退火

温度采用６０．４℃时，狊犪犱１、犌犝犛、犆狉狔１犃（犫）／犃（犮）、

犖犘犜Ⅱ基因都能得到很好的扩增，且条带清晰均一

（图１）。

２．３　狊犪犱１、犌犝犛、犆狉狔１犃犫／犃犮、犖犘犜Ⅱ、犖犗犛、犆犪犕犞３５犛

基因犘犆犚产物的序列测定

多重ＰＣＲ扩增产物的ＤＮＡ序列与ＮＣＢＩ数据

库进行 ＢＬＡＳＴ 比对分析可见，ＰＣＲ 扩增产物

狊犪犱１、犌犝犛、犆狉狔１犃犫／犃犮、犖犘犜 Ⅱ、犖犗犛 和

犆犪犕犞３５犛的ＤＮＡ序列与已知序列的同源性分别

为９９％、９８％、１００％、１００％、１００％和９９％，从而证

实ＰＣＲ扩增产物确为目的扩增产物。

２．４　６重犘犆犚体系检测实证分析

利用现有的其他转基因材料验证本实验中建立

的多重ＰＣＲ检测体系，结果见图２。这些转基因植

物材料的ＤＮＡ提取方法和ＰＣＲ条件同上述６重
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ＰＣＲ体系。

Ｍ为１００ｂｐＬａｄｄｅｒＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１～５分别为上述建立

的６重ＰＣＲ体系检测转基因棉花、ＰＴＦ１０２、

转基因大米、转基因菜籽粕、转基因大豆。

图２　６重犘犆犚体系分别检测各已知转基因样品

Ｆｉｇ．２　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｆｏｒｔｈｅｋｎｏｗｎｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｓａｍｐｌｅｓｕｓｉｎｇ

ｔｈｅａｂｏｖｅｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄＳｉｘＰｌｅｘＰＣＲｓｙｓｔｅｍ

　　从质粒图谱中得出ＰＴＦ１０２含有犌犝犛、犖犗犛

和犆犪犕犞３５犛 基因；转基因大米经检验检疫行业标

准和欧盟认可方法（广东出入境检验检疫局）所采用

的荧光定量ＰＣＲ
［１２］验证含有犆狉狔１犃犫／犃犮、犖犘犜Ⅱ、

犖犗犛和犆犪犕犞３５犛基因；转基因菜籽粕经检验检疫

行业标准（广东出入境检验检疫局）采用荧光定量

ＰＣＲ验证含有犖犘犜Ⅱ、犖犗犛和犆犪犕犞３５犛基因；转

基因大豆经检验检疫行业标准（广东出入境检验检

疫局）采 用 荧 光 定 量 ＰＣＲ 验 证 含 有 犖犗犛 和

犆犪犕犞３５犛。因而图２中的结果与检验检疫行业标

准方法（检疫局）检测结果一致。再用单一ＰＣＲ分

别验证转基因棉花、ＰＴＦ１０２、大米、菜籽粕、大豆含

狊犪犱１、犌犝犛、犆狉狔１犃犫／犃犮、犖犘犜 Ⅱ、犖犗犛 和

犆犪犕犞３５犛基因的情况，结果见图３。

以上结果表明，单一 ＰＣＲ 的结果也与多重

ＰＣＲ的结果一致，再次证实了多重ＰＣＲ体系的特

异性和可靠性。

（ａ）～（ｅ）模板依次为转基因棉花、ＰＴＦ１０２、大米、菜籽粕、大豆；Ｍ为１００ｂｐＬａｄｄｅｒＤＮＡＭａｒｋｅｒ；

１～６分别为狊犪犱１、犌犝犛、犆狉狔１犃犫／犃犮、犖犘犜Ⅱ、犖犗犛和犆犪犕犞３５犛基因。

图３　单一犘犆犚分别验证狊犪犱１、犌犝犛、犆狉狔１犃犫／犃犮、犖犘犜Ⅱ、犖犗犛、犆犪犕犞３５犛基因

Ｆｉｇ．３　ＳｉｎｇｌｅＰＣＲｄｅｔｅｃｔｉｏｎｆｏｒ狊犪犱１，犌犝犛，犆狉狔１犃犫／犃犮，犖犘犜Ⅱ，犖犗犛ａｎｄ犆犪犕犞３５犛ｇｅｎｅ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

　　综合以上结果，本研究所建立的６重ＰＣＲ体系

能有效地检测出棉籽、ＰＴＦ１０２质粒、大米、菜籽粕

和大豆中的转基因成分，由此证明以上建立的６重

ＰＣＲ体系用来检测棉花中的转基因成分是可行的，
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　第３期 陈贞等：棉花中转基因成分多重ＰＣＲ检测体系的建立

检测方法效率高且简便准确。

３　讨　论

１）本研究根据２００３年检验检疫行业标准
［９］（以

犆犪犕犞３５犛、犖犗犛、犖犘犜 Ⅱ、１８狉 犇犖犃、犌犝犛、

犆狉狔１犃犫／犃犮和犆狉狔１犃犮基因为检测对象）以及２００５

年技术规范［８］（以棉花的狊犪犱１基因和转基因抗虫棉

花中的犆犪犕犞３５犛启动子、犖犗犛终止子和犆狉狔抗虫

基因为检测对象），选取狊犪犱１（能检测出棉花成分的

内源基因）、犌犝犛（常见报告基因）、犆狉狔１犃犫／犃犮（常见

抗虫基因）、犖犘犜Ⅱ、犖犗犛和犆犪犕犞３５犛（一般转基

因作物含有的筛选基因）这６个基因作为检测对象

建立６重ＰＣＲ检测技术，通量较高，提高了检测效

率，避免了漏检。

２）本研究试验材料仅用一颗棉籽，借鉴棉籽脱

绒的方法，成功提取了基因组ＤＮＡ并用于ＰＣＲ检

测，方法新颖，且可应用于少量样品抽样检测的情

况。另外本试验对ＤＮＡ的提取方法进行了适当的

改进，使提取的ＤＮＡ纯度和效率相对较高，满足了

多重ＰＣＲ的需求。

３）引物设计是多重ＰＣＲ成功的关键因素。在

多重ＰＣＲ引物设计中对ＰＣＲ反应有着较大影响的

是引物二聚体，本试验采用Ｐｒｉｍｅｒ５．０的 Ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ

ｐｒｉｍｅｒ功能，进行多条引物的二聚体检验，检验不

合格的重新设计引物。

４）在多重ＰＣＲ扩增中另一个要考虑的主要因

素是扩增产物的片段大小不能太接近。目前在已发

布的 标 准 和 外 文 文 献 里 的 扩 增 片 段 中 针 对

犆犪犕犞３５犛 启动子主要有 １９５、１６５
［１３１４］、１８８

［１５］、

１６２
［１６］、１２３

［１７］和 １０１ｂｐ
［１８］，Ｎｏｓ终止子主要有

２１３
［１６］、１６５、１８０

［１４］、１７０
［１９］、１５１

［１８］、１３８
［１５］和 １１８

ｂｐ
［２０］，筛选基因 犖犘犜Ⅱ主要有３６４

［１６］、２１５
［２０］、

１８３
［２１］、１７３

［２２］、１５７
［１５］和１５５ｂｐ

［１８］，考虑到扩增片

段大小不应太接近的原则同时分析了各引物间的序

列和退火温度以及相互二聚体情况后，选择了１０１、

１３８和２１５ｂｐ以分别扩增内源３５Ｓ启动子、犖犗犛终

止子和筛选基因犖犘犜Ⅱ的相应片段。犆狉狔１犃犫／犃犮

的引物设计参考了文献［２３］，增加了文献中的引物序

列的长度，使之退火温度满足需求。犌犝犛基因参照

文献［２４］。狊犪犱１基因的引物由本课题组自行设计。

５）配比引物时，通常根据扩增条带质量调整不

同引物的浓度，降低过亮条带的引物浓度，增加条带

过暗的引物浓度，直至最佳扩增结果［４］。本研究发

现在一定条件下调整过亮条带的引物浓度时会对过

暗条带的亮度有较大的影响。当减少犆狉狔１犃犫／犃犮

和犖犘犜Ⅱ的引物量，其产物量会随之减少，但是

狊犪犱１基因的ＰＣＲ产物量会大大增加，其原因可能

是当犆狉狔１犃犫／犃犮和犖犘犜Ⅱ引物量（原始浓度均为

２０μｍｏｌ／Ｌ）相对较大，竞争了犜犪狇酶，导致狊犪犱１基

因扩增受到抑制。当减小犆狉狔１犃犫／犃犮和犖犘犜Ⅱ引

物量（原始浓度分别稀释为３和２μｍｏｌ／Ｌ）时，

犆狉狔１犃犫／犃犮和犖犘犜Ⅱ基因对酶的竞争减少，狊犪犱１

在体系中有足够的酶和引物量得以较大的扩增

（狊犪犱１基因扩增过多，其引物原始浓度也相应从２０

μｍｏｌ／Ｌ调整到５μｍｏｌ／Ｌ）。试验结果证明配比引

物受多因素的作用，必须通过试验反复验证才能

确定。
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ｗｉｔｈ ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ ＰＣＲ ａｎｄｃｌｉｎｉｃａｌａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ［Ｊ］．Ｃｌｉｎｉｃａｌ

Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２００８，４６（４）：１１６１１１６８

［１１］张存信．棉花种子硫酸脱绒技术［Ｊ］．北京农业，１９９５（２）：１３

［１２］ＭｄｅＺ，ＤｅｇｎｅｒＣ，Ｇｒｏｈｍａｎｎ Ｌ．Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ

ｍｏｄｉｆｉｅｄｒｉｃｅ：ａｃｏｎｓｔｒｕｃｔｓｐｅｃｉｆｉｃｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｍｅｔｈｏｄｂａｓｅｄ

ｏｎＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓｔｒａｎｓｇｅｎｉｃＢｔｒｉｃｅ［Ｊ］．ＥｕｒＦｏｏｄ Ｒｅｓ
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Ｔｅｃｈｎｏｌ，２００６，２２４：２７４２７８

［１３］ＨｕｒｓｔＣＤ，ＫｎｉｇｈｔＡ，ＢｒｕｃｅＩＪ．ＰＣＲｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ

ｍｏｄｉｆｉｅｄｓｏｙａａｎｄｍａｉｚｅｉｎｆｏｏｄｓｔｕｆｆｓ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｒｅｅｄｉｎｇ，

１９９９（５）：５７９５８６

［１４］ＬｉｐｐＭ，ＢｒｏｄｍａｎｎＰ，ＰｉｅｔｓｃｈＫ，ｅｔａｌ．ＩＵＰＡＣｃｏｌｌａｂｏｒａｔｉｖｅ

ｔｒｉａｌｓｔｕｄｙｏｆａｍｅｔｈｏｄｔｏｄｅｔｅｃｔｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙｍｏｄｉｆｉｅｄｓｏｙｂｅａｎｓ

ａｎｄｍａｉｚｅｉｎｄｒｉｅｄｐｏｗｄｅｒ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＡＯＡＣＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ，

１９９９，８２（４）：９２３９２８

［１５］中华人民共和国深圳出入境检验检疫局、国家质量监督检验检

疫总局动植物检疫实验所．ＧＢ／Ｔ１９４９５．６２００４，转基因产品检

测基因芯片检测方法［Ｓ］．北京：中国标准出版社，２００４

［１６］ＺｈｏｕＰＰ，ＺｈａｎｇＪＺ，ＹｏｕＹＨ，ｅｔａｌ．Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ

ｍｏｄｉｆｉｅｄｃｒｏｐｓｂｙｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｏｆｍｕｌｔｉｐｌｅｘＰＣＲａｎｄｌｏｗ

ｄｅｎｓｉｔｙＤＮＡ ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ［Ｊ］．ＢｉｏｍｅｄｉｃａｌａｎｄＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ

Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，２００８，２１：５３６２

［１７］Ｎｉｋｏｌｉｃ′Ｚ，ＭｉｌｏｓｅｖｉｃＭ，ＶｕｊａｋｏｖｉｃＭ，ｅｔａｌ．Ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅｔｒｉｐｌｅｘ

ＰＣＲｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ ｍｏｄｉｆｉｅｄｓｏｙｂｅａｎａｎｄ

ｍａｉｚｅ［Ｊ］．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ，２００８，２２：８０１８０３

［１８］ＭａｎｏＪ，ＯｇｕｃｈｉＴ，ＡｋｉｙａｍａＨ，ｅｔａｌ．ＳｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓＤｅｔｅｃｔｉｏｎ

ｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＤＮＡ ｓｅｇｍｅｎｔｓｉｎｔｒｏｄｕｃｅｄｉｎｔｏｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ

ｍｏｄｉｆｉｅｄｃｒｏｐｓｗｉｔｈ ｍｕｌｔｉｐｌｅｘｌｉｇａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎｃｏｕｐｌｅｄ

ｗｉｔｈｍｕｌｔｉｐｌｅｘＰｏｌｙｍｅｒａｓｅＣｈａｉｎＲｅａｃｔｉｏｎ［Ｊ］．Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ

ａｎｄＦｏｏｄＣｈｅｍｉｓｔｒｙ，２００９，５７（７）：２６４０２６４６

［１９］中国检验检疫科学研究院、中华人民共和国新疆出入境检验检

疫局和山东出入境检疫局．ＳＮ／Ｔ１８１６２００６，番茄中转基因成

分定性ＰＣＲ检测方法［Ｓ］．北京：中国标准出版社，２００６

［２０］中华人民共和国上海出入境检验检疫局和天津出入境检疫局．

ＧＢ／Ｔ１９４９５．４２００４，转基因产品检测核酸定性ＰＣＲ检测方

法［Ｓ］．北京：中国标准出版社，２００４

［２１］中华人民共和国辽宁出入境检验检疫局．ＳＮ／Ｔ１１９６２００３，玉

米中转基因成分定性ＰＣＲ检测方法［Ｓ］．北京：中国标准出版

社，２００３

［２２］中华人民共和国上海出入境检验检疫局．ＳＮ／Ｔ１１９７２００３，油

菜籽中转基因成分定性ＰＣＲ检测方法［Ｓ］．北京：中国标准出

版社，２００３

［２３］闻伟刚，盛蕾，张吉红，等．痕量及微量转基因大米成分半巢式

ＰＣＲ检测方法的建立［Ｊ］．食品科学，２００８，２９（１２）：６２２６２６

［２４］李伟丰，杨朗，黄鹂．应用复合ＰＣＲ检测水稻种子的转基因成

分［Ｊ］．种子，２００７，２６（１）：３２３５

（棉花专栏研究论文３，责任编辑：袁文业
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）

·科研简讯·

我校工学院“沼液沼渣利用和农村生活污水处理”两项成果通过教育部鉴定

由工学院董仁杰教授主持的“沼气工程沼液、沼渣高值利用技术研究”，“北方户用农村污水生态净化系

统”两项成果，通过了教育部组织的专家鉴定。

“规模化沼气工程沼液沼渣高值利用技术研究与工程示范”课题，是“十一五”国家科技支撑计划课题。

该课题针对沼液沼渣减量化、资源化和土地承载力等难点，定量确定了沼液养分和活性成分，在小试和大田

施用规模上确定了不同作物施用沼液沼渣的土地承载力，研发了沼液大回流工艺、沼液浓缩工艺、高效沼液

营养液配方、沼渣有机肥配方和生产工艺、沼渣人工基质配方等技术。其中沼液大回流工艺在干清粪养殖场

沼气工程中实现沼液排放减量７０％以上，复配固氮菌剂的沼液有机营养液稳定期３个月以上，优质沼渣人

工育苗基质可完全或部分替代草炭，且育苗效果优于常规人工育苗基质。

“北方户用农村污水生态净化系统”是科技部科技成果转化项目。课题组针对农村地区生活污水排放规

律和排放规模，分别研发了单户型、小规模型（多户型）和综合型（村级型）３种适宜于北方农村地区生活污水

人工湿地处理系统，并在山东、河北、北京和天津建立了推广应用示范点。项目研发的小型人工湿地系统，首

次考虑了农村地区居民的生活习惯和文化传统，将家庭生活污水的处理设施建在庭院之外、深埋于地下、并

采用柳树等耐涝树种作为湿地植物，既不改变村容、不占用地表面积，还解决了北方冬季湿地运行和湿地常

年运行后的堵塞等难题。

鉴定委员会认为，“沼气工程沼液沼渣高值利用技术研究”解决了沼液、沼渣高值利用的多项关键技术问

题，所取得的多项技术成果将为生物质能的开发和减少矿物资源消耗、应对气候变化，提供重要的技术基础；

“北方户用农村污水生态净化系统”为北方地区农村污水净化提供了切实可行的技术，保护了农村生态环境。

这２个项目成果，具有显著的经济、社会和生态效益，应用前景广阔；成果达到国际先进水平。

（摘自中国农大校园网）
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