
书书书

华南师范大学学报（自然科学版）

ＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｏｕｔｈＣｈｉｎａＮｏｒｍａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（ＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＥｄｉｔｉｏｎ）
２０１８，５０（１）：１－１０

ｄｏｉ：１０．６０５４／ｊ．ｊｓｃｎｕｎ．２０１８００９

收稿日期：２０１７－１１－１２　　　　《华南师范大学学报（自然科学版）》网址：ｈｔｔｐ：／／ｊｏｕｒｎａｌ．ｓｃｎｕ．ｅｄｕ．ｃｎ／ｎ

基金项目：国家自然科学基金项目（４１７０３１１７）；中国科学院前沿科学重点研究项目（ＱＹＺＤＪ－ＳＳＷ－ＤＱＣ０２９）；中国博士后科学基金项目
（２０１６ＬＨ００２１，２０１７Ｍ６１２７７３）

通讯作者：何良英，博士后，Ｅｍａｉｌ：ｈｅｌｉａｎｇｙｉｎｇ＠１６３．ｃｏｍ；应光国，研究员，Ｅｍａｉｌ：ｇｕａｎｇｇｕｏ．ｙｉｎｇ＠ｇｍａｉｌ．ｃｏｍ．

长期施用粪肥的土壤中抗生素耐药基因的消减规律
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摘要：为研究长期施用粪肥的土壤中抗生素耐药基因（ＡＲＧｓ）的消减规律，分别采集长期施用与从未施用粪肥的农
田土壤，进行培养对照实验，探究土壤含水率及生物质炭的添加对土壤中可移动元件（ＭＧＥｓ）及耐药基因在３１０ｄ
内的丰度变化的影响．结果表明：长期施用粪肥提高了耐药基因与可移动元件在土壤中的污染水平；长期施用粪肥
的土壤在实验室培养条件下，耐药基因与可移动元件呈现指数消减的趋势；添加生物质炭的土壤中耐药基因和可

移动元件消减较慢，含水率较高的土壤中耐药基因和可移动元件消减较快；可移动元件相对丰度在一定程度上反

映土壤培养过程中耐药基因的消减．实验结果揭示了受污染的农田土壤中耐药基因的动态变化规律，可以为土壤
耐药基因污染风险评估提供基础数据，为我国抗生素耐药性防控提供科学参考．
关键词：粪肥；耐药基因；可移动元件；土壤
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　　抗生素常以亚治疗的剂量被添加入饲料［１］，在全

球养殖业内被广泛使用
［２］．进入动物体内约２５％～

７５％的抗生素会以母体化合物的形式随粪尿排出体
外
［２］．抗生素对原著微生物和菌落产生选择压力，导

致粪便中微生物耐药基因（ＡｎｔｉｂｉｏｔｉｃＲｅｓｉｓｔａｎｃｅ

Ｇｅｎｅｓ，ＡＲＧｓ）的出现和高浓度残留［３］．养殖场的动物
粪便、废水一般由储污池或沼气池处理后排入环境

中，甚至未经有效处理便直接排放至环境，将大量耐

药基因和耐药菌输入到受纳环境中．抗生素、耐药菌
及耐药基因进入农田土壤中，可能会导致土壤微生物



的抗生素耐药性增强
［４］．在可移动元件（Ｍｏｂｉｌｅ

ＧｅｎｅｔｉｃＥｌｅｍｅｎｔｓ，ＭＧＥｓ）（如质粒、转座子、整合子等）
的参与条件下，耐药基因能够在同种甚至不同种菌株

间发生水平扩散，这也极大地促使耐药基因在群落菌

株间的传播扩散
［５］．研究显示［６－７］，在土壤中，仅四环

素类耐药基因就有４０余种，其中ｔｅｔＡ、ｔｅｔＯ、ｔｅｔＷ以及
ｔｅｔＺ基因检出率较高．而磺胺类耐药基因（ｓｕｌ）、红霉
素耐药基因（ｅｒｍ）、多重耐药基因（ｃｆｒ）等其他耐药基
因也被多次检出．前期研究集中关注耐药基因的产生
及传播机制、环境污染等，缺乏对长期使用粪肥的土

壤中耐药基因消减规律的研究．
生物质炭是有机资源变性的一种重要形式，其

回田利用对农田土壤肥力和环境将产生重要影

响
［１０］．生物质炭不仅可以改良土壤理化性状，提高

土壤中酶的活性
［１１］，还可以为微生物繁殖提供理想

场所
［１２］．研究表明，生物质炭的添加会对土壤中微

生物的种群结构产生影响
［１２］，如生物质炭可以提升

土壤中细菌、真菌以及放线菌的数量
［１３］．然而生物

质炭对长期施用粪肥的土壤中耐药基因变化趋势的

影响目前还缺乏研究．提高土壤含水率可改变土壤
间隙度、离子电位和吸附系数等理化性质，对抗生素

降解速率产生影响
［１４］，可影响耐药基因的存在水

平
［１５］，同时制造了厌氧环境，进而改变土壤微生物

群落结构，如提高厌氧氨氧化细菌的含量
［１６］．然而，

土壤含水率对长期施用粪肥的土壤中耐药基因变化

趋势的影响缺乏相关研究．
本团队已对典型畜禽养殖环境及受纳环境中耐

药基因的多样性分布特征进行了研究
［１７］．结果表

明，养猪粪肥的长期施用已导致农田土壤耐药基因

丰度明显高于附近未施用畜禽粪肥的土壤本底值．
为了阐明耐药基因在受污染农田土壤中的消减规

律，本文采集长期施用粪肥的农田土壤，并进行培养

实验，考察土壤含水率及生物质炭的添加对耐药基

因消减规律的影响，以揭示受污染的农田土壤中耐

药基因的动态变化规律．实验结果可以为土壤耐药
基因污染风险评估提供基础数据，为我国抗生素耐

药性防控提供科学参考．

１　研究方法

１．１　供试材料
长期施用粪肥的土壤采自开平市龙尾岗猪场浇

灌的葱田．该猪场建于１９９１年，总存栏９７０６头猪，
每年出栏至少１６６００头育肥猪，废水处理采用还田
模式．该葱田常年种植小葱，每天使用养猪粪水灌
溉１～２次．选用附近多年未施用过粪肥的葱田土壤

作为对照土壤．采用多点采样法采集土壤，并混合
均匀，去除植物根系等杂物，经风干、粉碎过筛（孔

径２ｍｍ）备用．
１．２　土壤实验方案

土壤培养试验于２０１６年１１月—２０１７年９月在
中国科学院广州地球化学研究所的温室（２５℃）中
进行．实验设置如表１所示，其中Ａ～Ｄ组为长期施
用粪肥的葱田土壤，Ｅ～Ｈ组为对照土壤，即未施用
畜禽粪肥的葱田土壤．

表１　土壤培养实验设置
Ｔａｂｌｅ１　Ｓｅｔｔｉｎｇｏｆｔｈｅｓｏｉｌｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

分组 相对含水率／％ 生物质炭质量分数／％
Ａ ２０ １
Ｂ ２０ ０
Ｃ ７０ １
Ｄ ７０ ０
Ｅ ２０ １
Ｆ ２０ ０
Ｇ ７０ １
Ｈ ７０ ０

　注：长期施用粪肥的葱田土壤；对照土壤（未施用粪肥的葱田
土壤）．

　　相对含水率及生物质炭添加量（质量分数）的
计算方法：相对含水率（２０％或７０％）＝土壤持水量／
土壤最大持水量；生物质炭质量分数（１％或０）＝生
物质炭质量／（土壤干质量＋生物质炭质量）．添加的
生物质炭为果木制成的高纯度黑炭粉末．

水分控制和生物质炭添加方法：将不同质量生物

质炭与土壤（３０ｋｇ）混合均匀后置于４０Ｌ白色ＰＶＣ
箱．生物质炭添加方式：根据土壤干质量，加入一定质
量黑炭，混匀（Ａ、Ｃ、Ｅ、Ｇ组）．水分添加方式：根据土
壤最大持水量与风干后土壤含水量，加入纯净水控制

土壤相对含水率为２０％或７０％，进行土壤培养．
样品采集：在第 ０、８、２４、３２、６３、９４、１２５、１５５、

１８５、２１９、３１０ｄ采集土壤样本．采集方式：使用无菌
不锈钢土钻以５点取样法采集２５０ｇ样品，混合均
匀后分成３等份装入密封袋中．冷冻干燥后磨碎，
置于冰箱（－２０℃）中保存备用．
１．３　主要仪器与试剂

所用仪器及耗材有 ＤＮＡ提取试剂盒（Ｐｏｗｅｒ
Ｓｏｉｌ ＤＮＡＩｓｏｌａｔｉｏｎＫｉｔ，美国）、ＮａｎｏＤｒｏｐＴＭ Ｏｎｅ超
微量紫外分光光度计（Ｔｈｅｒｍｏ，美国）、荧光定量仪
（ＶｉｉＡＴＭ７，ＡＢＩ，美国）、ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ ＩＩ
（ＴｌｉＲＮａｓｅＨＰｌｕｓ，Ｔａｋａｒａ，大连）、ＲＯＸＲｅｆｅｒｅｎｃｅＤｙｅ
ＩＩ（Ｔａｋａｒａ，大连）、引物合成（华大基因）．
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１．４　测定方法和条件
１．４．１　ＤＮＡ提取及质量检测　称取一定量冷冻干燥
并研磨后的样品，按照试剂盒 ＰｏｗｅｒＳｏｉｌ ＤＮＡ
ＩｓｏｌａｔｉｏｎＫｉｔ说明书操作提取和纯化样品总ＤＮＡ．总
ＤＮＡ提取质量检测方法：取 ２μＬＤＮＡ样品，测定
ＯＤ２６０和ＯＤ２８０值（ＮａｎｏＤｒｏｐ

ＴＭＯｎｅ超微量紫外分光光
度计），ＯＤ２６０／ＯＤ２８０比值应在１．６～１．８．ＯＤ２６０反映溶液
中核酸浓度，ＯＤ２８０反映溶液中蛋白质或氨基酸浓度．
比值过高表明有ＲＮＡ污染；比值过低表明有蛋白质、
酚等污染．纯度不高的样品总ＤＮＡ可直接影响下游
对目的基因的荧光定量分析．
１．４．２　耐药基因荧光定量 ＰＣＲ检测（ＳＹＢＲ
ＧｒｅｅｎＩ染料法）　本实验采用的定量策略是绝对定
量，即用已知浓度的标准品绘制标准曲线来推算未

知模板中目标基因的浓度．本实验室已建立抗生素
耐药基因绝对定量的荧光定量（ｑＲＴ－ＰＣＲ）方法［１４］．
目前已建立３２个基因ｑＲＴ－ＰＣＲ标准曲线［１８－１９］，可

表征细菌总量、可移动元件以及环境中常见耐药基

因的丰度，包括：表征细菌总量 １６ＳｒＲＮＡ基因；可
移动元件 ＩＳＣＲ１、Ｔｎ９１６、ｉｎｔＩ１、ｉｎｔＩ２、Ｔｒｂｃ；四环素类
ｔｅｔＣ、ｔｅｔＧ、ｔｅｔＯ、ｔｅｔＷ、ｔｅｔＢ／Ｐ、ｔｅｔＨ；氯霉素类 ｆｅｘＡ、
ｆｅｘＢ、ｃｍｌＡ、ｃｆｒ、ｆｌｏＲ；大环内酯类 ｅｒｍＡ、ｍｅｆｅ、ｅｒｅＡ；喹
诺酮类 ｑｎｒＡ、ｑｎｒＤ、ｑｎｒＳ、ｑｅｐＡ、ｏｑｘＡ、ｏｑｘＢ；磷霉素
ｆｏｓＡ３；黏菌素 ｍｃｒ１；氨基糖苷类 ａａｄＡ、ｒｍｔＢ；磺胺类
ｓｕｌ１、ｓｕｌ２．本实验首先采用定性ＰＣＲ，筛选实验样品
中阳性基因，其次对阳性基因进行 ｑＲＴ－ＰＣＲ定量．
经筛查，实验体系中阳性基因共１２个，其引物序列
及片段大小见表２．

表２　耐药基因荧光定量引物设计
Ｔａｂｌｅ２　Ｐｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｆｏｒｒｅａｌ－ｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ

目的基因 引物名称 序列（５′→３′） 扩增子大小／ｂｐ　退火温度／℃ 参考文献

１６ＳｒＲＮＡ １６ＳｒＲＮＡ－Ｆ ＴＧＴＧＴＡＧＣＧＧＴＧＡＡＡＴＧＣＧ １４０ ６２ ［２０］
１６ＳｒＲＮＡ－Ｒ ＣＡＴＣＧＴＴＴＡＣＧＧＣＧＴＧＧＡＣ

ｉｎｔＩ１ ｉｎｔＩ１－Ｆ ＧＧＣＴＴＣＧＴＧＡＴＧＣＣＴＧＣＴＴ １４８ ５５ ［２１］
ｉｎｔＩ１－Ｒ ＣＡＴＴＣＣＴＧＧＣＣＧＴＧＧＴＴＣＴ

Ｔｎ９１６ Ｔｎ９１６－Ｆ ＧＡＣＡＧＴＡＴＴＡＡＧＣＣＡＴＣＡＧＡＣ １４２ ５０ ［２２］
Ｔｎ９１６－Ｒ ＴＣＴＴＣＣＧＡＡＣＡＣＡＡＴＣＡＴＣＴ

ｓｕｌ１ ｓｕｌ１－Ｆ ＣＧＣＡＣＣＧＧＡＡＡＣＡＴＣＧＣＴＧＣＡＣ １６３ ６２ ［２３］
ｓｕｌ１－Ｒ ＴＧＡＡＧＴＴＣＣＧＣＣＧＣＡＡＧＧＣＴＣＧ

ｓｕｌ２ ｓｕｌ２－Ｆ ＴＣＣＧＧＴＧＧＡＧＧＣＣＧＧＴＡＴＣＴＧＧ １９１ ６２ ［２３］
ｓｕｌ２－Ｒ ＣＧＧＧＡＡＴＧＣＣＡＴＣＴＧＣＣＴＴＧＡＧ

ｔｅｔＧ ｔｅｔＧ－Ｆ ＧＣＴＣＧＧＴＧＧＴＡＴＣＴＣＴＧＣＴＣ ４６８ ６０ ［２４］
ｔｅｔＧ－Ｒ ＡＧＣＡＡＣＡＧＡＡＴＣＧＧＧＡＡＣＡＣ

ｔｅｔＯ ｔｅｔＯ－Ｆ ＡＣＧＧＡＲＡＧＴＴＴＡＴＴＧＴＡＴＡＣＣ １７１ ５５ ［２５］
ｔｅｔＯ－Ｒ ＴＧＧＣＧＴＡＴＣＴＡＴＡＡＴＧＴＴＧＡＣ

ｔｅｔＷ ｔｅｔＷ－Ｆ ＧＡＧＡＧＣＣＴＧＣＴＡＴＡＴＧＣＣＡＧＣ １６８ ５５ ［２５］
ｔｅｔＷ－Ｒ ＧＧＧＣＧＴＡＴＣＣＡＣＡＡＴＧＴＴＡＡＣ

ｔｅｔＣ ｔｅｔＣ－Ｆ ＧＣＧＧＧＡＴＡＴＣＧＴＣＣＡＴＴＣＣＧ ２０７ ６０ ［２４］
ｔｅｔＣ－Ｒ ＧＣＧＴＡＧＡＧＧＡＴＣＣＡＣＡＧＧＡＣＧ

ｃｍｌＡ ｃｍｌＡ－Ｆ ＧＣＣＡＧＣＡＧＴＧＣＣＧＴＴＴＡＴ １５８ ５５ ［２６］
ｃｍｌＡ－Ｒ ＧＧＣＣＡＣＣＴＣＣＣＡＧＴＡＧＡＡ

ｆｌｏＲ ｆｌｏＲ－Ｆ ＣＧＧＴＣＧＧＴＡＴＴＧＴＣＴＴＣＡＣＧ １７１ ５６ ［２６］
ｆｌｏＲ－Ｒ ＴＣＡＣＧＧＧＣＣＡＣＧＣＴＧＴＡＴ

ａａｄＡ ａａｄＡ－Ｆ ＧＣＡＧＣＧＣＡＡＴＧＡＣＡＴＴＣＴＴＧ ２８２ ５５ ［２６］
ａａｄＡ－Ｒ ＡＴＣＣＴＴＣＧＧＣＧＣＧＡＴＴＴＴＧ

　注：Ｆ为上游引物，Ｒ为下游引物．

　　ｑＲＴ－ＰＣＲ反应体系为２０μＬ，各组分加样量见
表３，各基因退火温度见表２．每个目的基因的扩增
均设置阳性对照（模板为含有目的基因的 ＤＮＡ溶
液）和阴性对照（模板为无菌超纯水）．反应程序：

（１）预变性，９５℃下变性１ｍｉｎ；（２）４０个循环扩增，
９５℃下变性１５ｓ、退火３０ｓ，７２℃下延伸３０ｓ；（３）
融解曲线检测．反应结束后查看扩增曲线（反应效
率）和融解曲线（扩增特异性）．根据荧光信号到达
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域值时的循环数 ＣＴ值，即可从标准曲线计算出样
品中目标基因的含量（ｃｏｐｉｅｓ／μＬＤＮＡ）．

表３　ｑＲＴ－ＰＣＲ反应体系
Ｔａｂｌｅ３　ｑＲＴ－ＰＣＲｒｅａｃｔｉｏｎｓｏｌｕｔｉｏｎ μＬ

ｑＲＴ－ＰＣＲ反应组分 Ｖ
ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭＩＩ（ＴｌｉＲＮａｓｅＨＰｌｕｓ）（２×） １０．０

上游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ） ０．４
下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ） ０．４

ＲＯＸＲｅｆｅｒｅｎｃｅＤｙｅＩＩ（５０×） ０．４
ＤＮＡ ４．０
灭菌水 ４．８

１．５　数据处理
基因绝对丰度：根据稀释倍数，换算荧光实时定

量ＰＣＲ所得基因拷贝数为基因绝对丰度，单位为
ｃｏｐｉｅｓ／ｇ（土壤干质量）．基因相对丰度计算：基因相
对丰度＝基因绝对丰度／１６ＳｒＲＮＡ基因绝对丰度．

Ｐｅａｒｓｏｎ相关性分析用于分析耐药基因之间、耐
药基因与可移动元件、耐药基因与不同处理方法之

间的相关性．热图用于描述样品中各类基因的丰度

变化．指数拟合用于描述耐药基因与可移动元件变
化趋势．线性拟合用于分析耐药基因相对丰度与可
移动元件相对丰度之间的相关性．ＰＣＡ主成分分析
用于描述各样品耐药基因与可移动元件污染特征之

间的相似性．以上分析基于Ｏｒｉｇｉｎ８．５、ＩＢＭ、ＳｐｓｓＳｔａ
ｔｉｓｔｉｃｓ１９、Ｒ语言、Ｅｘｃｅｌ２００７、ＣａｎｏｃｏＦｏｒＷｉｎｄｏｗｓ４．５
等软件及系统．

２　结果与分析

２．１　１６ＳｒＲＮＡ基因、耐药基因、可移动元件绝对丰
度分析

　　以处理组代号＋采样天数来编号样品，例如 Ａ
组第０ｄ样品为Ａ０．将施用粪肥土壤的４个实验组
Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ统称为 Ｍ＋实验组，未施用粪肥土壤的 ４
个实验组Ｅ、Ｆ、Ｇ、Ｈ统称为Ｍ－实验组．各组样本中
耐药基因分布及１６ＳｒＲＮＡ、ＭＧＥｓ、总 ＡＲＧｓ变化趋
势如图１所示．为更直观分析各类 ＡＲＧｓ与 ＭＧＥｓ
在样品中的分布，作热图如图２所示．
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图１　土壤培养过程中１６ＳｒＲＮＡ基因、可移动元件、耐药基因绝对丰度的动态变化
Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｄｙｎａｍｉｃｃｈａｎｇｅｓｏｆ１６ＳｒＲＮＡ，ＭＧＥｓａｎｄＡＲＧｓａｂｓｏｌｕｔｅａｂｕｎｄａｎｃｅｉｎｓｏｉｌｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ
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图２　土壤培养实验中耐药基因与可移动元件相对丰度热图
Ｆｉｇｕｒｅ２　ＨｅａｔｍａｐｏｆＡＲＧｓａｎｄＭＧＥｓｉｎｓｏｉｌｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

　　从Ｍ＋实验组检出ｉｎｔＩ１、Ｔｎ９１６两种可移动元件，
ｔｅｔＣ、ｔｅｔＧ、ｔｅｔＷ、ｔｅｔＯ（四环素类）、ｓｕｌ１、ｓｕｌ２（磺胺类）、
ａａｄＡ（氨基糖苷类）、ｃｍｌＡ、ｆｌｏＲ（氯霉素类）等９种耐
药基因．Ｍ－实验组中检出了ｉｎｔＩ１、Ｔｎ９１６两种可移动
元件以及ｔｅｔＷ、ｔｅｔＯ（四环素类）、ｓｕｌ１、ｓｕｌ２（磺胺类）、
ａａｄＡ（氨基糖苷类）、ｃｍｌＡ、ｆｌｏＲ（氯霉素类）等７种耐
药基因．Ｍ＋组各耐药基因绝对丰度均远远高于Ｍ－
组．Ｍ＋组的总ＡＲＧｓ起始丰度达到２．２６×１０９ｃｏｐｉｅｓ／ｇ，
其中ｔｅｔＧ、ｆｌｏＲ、ｃｍｌＡ、ａａｄＡ占总耐药基因的比例较高．
Ｍ－组ＡＲＧ的起始丰度为１．１８×１０８ｃｏｐｉｅｓ／ｇ，远小于
Ｍ＋组的起始丰度２．２６×１０９ｃｏｐｉｅｓ／ｇ，其中ｓｕｌ１、ａａｄＡ、
ｃｍｌＡ占总耐药基因比例较高．同时，Ｍ＋组和Ｍ－组均
检出了 ２种可移动元件（整合子 ｉｎｔＩ１，转座子
Ｔｎ９１６），其中整合子 ｉｎｔＩ１的丰度远高于转座子
Ｔｎ９１６．Ｍ＋组ＭＧＥｓ的绝对丰度远远高于Ｍ－组．

耐药基因和１６ＳｒＲＮＡ基因绝对丰度在各组土
壤体系总体上呈现出不同变化趋势．Ｍ＋组培养过程
中，１６ＳｒＲＮＡ绝对丰度均呈缓慢下降的趋势，其中
Ａ、Ｂ组下降趋势比相对含水率较高的 Ｃ、Ｄ组更为
缓慢．各组总ＡＲＧ的绝对丰度均随时间呈现下降的
趋势．分别对比Ａ、Ｂ组及Ｃ、Ｄ组可以发现，生物质
炭的添加会有效减慢 ＡＲＧｓ的消减速度．分别对比

Ａ、Ｃ组及Ｂ、Ｄ组发现，相对含水率较高的实验组耐
药基因消减较快．Ｍ－组培养过程中，Ｅ、Ｆ组 １６Ｓ
ｒＲＮＡ基因的绝对丰度均呈平稳下降的趋势，Ｇ、Ｈ
组１６ＳｒＲＮＡ呈现类似的变化规律，均在１２５ｄ前平
稳下降，１５５ｄ处有上升的趋势，而后再次下降．Ｅ、Ｆ
组耐药基因呈现平稳下降的趋势，对比 Ｅ、Ｆ组可以
发现生物质炭的添加会有效减慢ＡＲＧ的消减．Ｇ组
耐药基因在０～９４ｄ时呈现消减的趋势，而后绝对
丰度在稳定中有所上升．Ｈ组耐药基因在０～８ｄ迅
速消减，而后在稳定中缓慢上升．

可移动元件在各组土壤实验中亦呈现一定的变

化趋势．分别对比Ａ、Ｃ组和Ｂ、Ｄ组可发现，相对含
水率较高的实验组 ＭＧＥｓ消减较快．分别对比 Ａ、Ｂ
组和Ｃ、Ｄ组可以发现，生物质炭的添加会有效减慢
ＭＧＥｓ的消减．在Ｍ－组培养过程中，ＭＧＥｓ起始绝对
丰度为５．６２×１０７ｃｏｐｉｅｓ／ｇ，远小于 Ｍ＋组的 ＭＧＥｓ起
始丰度４．３５×１０８ｃｏｐｉｅｓ／ｇ．Ｅ、Ｆ组ＭＧＥｓ呈现平稳下
降的趋势．Ｇ组ＭＧＥｓ在０～９４ｄ时呈现消减趋势，
然后趋于稳定．Ｈ组ＭＧＥｓ在０～８ｄ迅速消减，而后
趋于稳定．分别对比Ｅ、Ｇ组和 Ｆ、Ｈ组可以发现，相
对含水率较高的处理组ＭＧＥｓ的下降比相对含水率
较低的处理组更为明显．
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２．２　长期施用粪肥土壤培养组中可移动元件、总耐
药基因消减拟合曲线

　　在培养过程中，Ｍ＋组 ＡＲＧｓ及 ＭＧＥｓ均呈下降
的趋势（图１、图 ２），作散点图并进行趋势拟合，发
现指数拟合较为符合耐药基因及可移动元件绝对丰

度随时间的变化趋势（图３）．

图３　长期施用粪肥的土壤培养体系中培养时间与 ＡＲＧｓ、
ＭＧＥｓ总量的指数拟合曲线

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＥｘｐｏｎｅｎｔｉａｌｆｉｔｔｉｎｇｇｒａｐｈｓｏｆＡＲＧｓ，ＭＧＥｓａｂｓｏｌｕｔｅ
ａｂｕｎｄａｎｃｅｉｎｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓｏｆｓｏｉｌｃｈｒｏｎｉ
ｃａｌｌｙｆｅｒｔｉｌｉｚｅｄｗｉｔｈｍａｎｕｒｅ

　　对Ｍ＋组ＡＲＧｓ和ＭＧＥｓ绝对丰度作指数拟合：
ｙ＝ｙ０＋Ａｅｘｐ（Ｒ０ｘ），

其中，ｙ为 ＡＲＧｓ或 ＭＧＥｓ的绝对丰度（ｃｏｐｉｅｓ／ｇ）；ｘ
为采样日期（ｄ）．

为了比较各组土壤体系中耐药基因和可移动元

件的消减速度，根据拟合方程计算基因绝对丰度消

减至起始浓度一半时所需时间（ｈａｌｆ－ｔｉｍｅ，ｔＨ）：
ｔＨ＝ｌｎ［（ｃ－ｙ０）／Ａ］／Ｒ０，

其中ｃ为ＡＲＧｓ或ＭＧＥｓ起始绝对丰度的一半．
ＡＲＧｓ或ＭＧＥｓ绝对丰度的ＨＴ计算结果见表４．

相对含水率为２０％的实验组中ＡＲＧｓ消减所需时间
最长（Ａ组：２５３．１ｄ；Ｂ组：９１．６ｄ）．相比之下，当土壤
相对含水率为７０％时，所需时间较短（Ｃ组：８３．４ｄ；Ｄ
组：１４．５ｄ．综合图３、表４可知，对比Ａ、Ｃ组以及Ｂ、Ｄ

组可以发现，在施用过粪肥的土壤实验组中，相对含

水率较高的实验组ＭＧＥｓ与ＡＲＧｓ消减较快．对比Ａ、
Ｂ两组以及Ｃ、Ｄ两组，可以发现，在施用粪肥的土壤
实验组中，添加生物质炭的实验组ＭＧＥｓ与ＡＲＧｓ消
减较慢．这与２．１得出的结论一致．

表４　耐药基因与可移动元件消减一半时所需的时间
Ｔａｂｌｅ４　Ｈａｌｆ－ｔｉｍｅｏｆＡＲＧｓａｎｄＭＧＥｓ ｄ

项目
ｔＨ

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ
ＡＲＧｓ ２５３．１ ９１．６ ８３．４ １４．５
ＭＧＥｓ ６１．２ ２９．５ ６０．６ １２．２

２．３　耐药基因、可移动元件相对丰度的相关性
为了分析土壤实验过程中耐药基因与可移动元

件的相关性，本实验计算了各基因绝对丰度与 １６Ｓ
ｒＲＮＡ丰度的比值，获得相对丰度，可反映总耐药基
因、总可移动元件等在总 ＤＮＡ中的比例．对 Ｍ＋组
及Ｍ－组的 ＡＲＧｓ、ＭＧＥｓ相对丰度进行相关性分析
及线性拟合如图４所示．结果表明，Ｍ＋组及Ｍ－组中
ＡＲＧｓ相对丰度与ＭＧＥｓ相对丰度均成正相关关系，
Ｐｅａｒｓｏｎ’ｓＲ分别达到０．８７（Ｐ＜０．０００１）和０．８３（Ｐ＜
０．０００１），为显著相关．

图４　土壤培养实验中ＭＧＥｓ与ＡＲＧｓ相对丰度线性拟合图
Ｆｉｇｕｒｅ４　ＬｉｎｅａｒｆｉｔｔｉｎｇｏｆＭＧＥｓａｎｄＡＲＧｓｂｙｒｅｌａｔｉｖｅａｂｕｎ

ｄａｎｃｅｉｎｓｏｉｌｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ
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２．４　样品主成分分析
以耐药基因与可移动元件作为分析指标，从主

成分分析图（图５）中可以看出，Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ中样品的
分布比Ｅ、Ｆ、Ｇ、Ｈ更为分散，且 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ污染程度
远高于Ｅ、Ｆ、Ｇ、Ｈ组．对比Ａ、Ｂ组发现，Ｂ组降解程

度高于Ａ组；对比 Ｃ、Ｄ组发现，Ｄ组降解程度高于
Ｃ组；对比Ａ、Ｃ组发现，Ｃ组降解程度高于 Ａ组；对
比Ｂ、Ｄ组发现，Ｄ组降解程度高于Ｂ组；对比Ｅ、Ｆ、
Ｇ、Ｈ组发现，降解程度Ｅ＞Ｆ＞Ｇ!Ｈ．
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图５　土壤培养实验ＰＣＡ主成分分析图
Ｆｉｇｕｒｅ５　Ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆｓｏｉｌｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

３　讨论

３．１　长期施用粪肥对土壤中耐药基因水平的影响
由于不同地区各类抗生素的使用量和传播环境

条件不同，土壤中不同耐药基因残留水平与丰度也

不尽相同．在一些国家（如挪威、法国和中国），耕地
土壤中的耐药基因丰度超过了１０７ｃｏｐｉｅｓ／ｇ，有的甚

至超过了３．１６×１０８ｃｏｐｉｅｓ／ｇ，而在丹麦和英国，其土
壤中耐药基因的水平相对较低，各类耐药基因残留

丰度范围为（１．９９×１０４～１．５８×１０７）ｃｏｐｉｅｓ／ｇ［２７］．由
图１、图２可以看出，长期施用粪肥的土壤中耐药基
因绝对丰度远远高于长期施用化肥的土壤，超过了

１０９ｃｏｐｉｅｓ／ｇ，其中检出的ｔｅｔ、ｓｕｌ、ａａｄＡ、ｃｍｌ四类耐药

基因的绝对丰度均大于１０７ｃｏｐｉｅｓ／ｇ．而未施用粪肥

的土壤中总耐药基因丰度也超过了１０８ｃｏｐｉｅｓ／ｇ，与
文献［２８］、［２９］报道的结果相符．长期施用粪肥的
过程中，残留抗生素进入土壤生态环境后，对土壤微

生物群落会有较大影响：一方面，抗生素能直接杀死

或者抑制某些微生物的生长，影响微生物分布和群

落功能
［３０］；另一方面，高浓度抗生素残留诱导了耐

药菌株的出现和繁殖
［３１］，并且在这种诱导作用下，

各类耐药基因逐渐出现．

３．２　生物质炭及土壤相对含水率对耐药基因及可
移动元件消减规律的影响

　　在土壤培养过程中，长期施用粪肥的土壤中耐
药基因与可移动元件的绝对丰度与采样日期呈指数

拟合关系，可认为在实验室培养条件下，随着时间推

移，长期施用粪肥土壤的耐药基因与可移动元件的

绝对丰度呈指数下降趋势，最终稳定在某一水平上．

生物质炭的添加可有效延缓耐药基因及可移动

元件的消减速度．对比添加生物质炭的实验组（Ａ、
Ｃ、Ｅ、Ｇ）与不添加生物质炭的实验组（Ｂ、Ｄ、Ｆ、Ｈ），

可发现生物质炭的添加实验组耐药基因与可移动元

件的消减较慢．其原因可能与生物质炭对土壤微生
物活性的影响有关．生物质炭的施用可以改良土壤
理化性状（如疏松土壤、降低容重、增加保水能力、

提高团聚性
［３２－３３］），提高土壤中活性碳组分的含量
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和土壤酶活性
［１０］，对土壤物理化学性质的改变均作

用于微生物环境，为硝化菌、固氮菌等好氧微生物的

生长繁殖提供了良好的环境
［３４］．同时，生物质炭可

以改善微生物细胞附着性能，某些特殊类群的微生

物也许能够进入生物质炭的孔隙
［３５］，为微生物提供

了生长栖息的理想场所
［１１］，使土壤微生物生理活动

更加活跃，而土壤微生物是耐药基因组及可移动元

件的主要携带者和传播者，可通过多种途径获取耐

药性．同时，添加生物质炭还可以显著影响土壤微
生物的群落结构及活性，如有研究表明生物质炭的

添加可以影响土壤中氨氧化菌的丰度和活性
［３６－３７］．

土壤相对含水率可不同程度影响耐药基因及可

移动元件的消减速度．对比不同相对含水率的实验
组可发现，相对含水率较高的实验组耐药基因与可

移动元件消减较快，这可能与土壤中抗生素的降解

及耐药微生物的活性有关．相对含水率的改变引起
土壤间隙、离子电位和吸附系数的改变

［３８］，可能影

响土壤中抗生素的降解．已有研究表明，土壤的相
对含水率也是影响抗生素去除效果的关键因素，相

对含水率较高（８０％）的土壤在消减速率和消减一
半所需时间方面明显优于相对含水率较低（２０％）
的土壤

［３９］，而耐药基因含量与抗生素残留量显著相

关
［４０］，相对含水率较高的实验组耐药基因消减较

快，可能是因为其中的抗生素降解较快．提高土壤
相对含水率还可影响土壤中厌氧微生物与好氧微生

物的种群结构．有研究表明，相对含水率较高的土
壤中厌氧氨氧化细菌含量较高

［１６］．
３．３　土壤耐药基因消减过程中可移动元件与耐药

基因的相关性

　　实验结果表明，Ｍ＋组及 Ｍ－组中 ＡＲＧｓ相对丰
度与ＭＧＥｓ相对丰度均成正相关关系．近期研究显
示，施用有机肥可以影响土壤中耐药基因与整合子

的比例
［３０］，其丰度与整合子 ｉｎｔＩ１基因的相对丰度

显著正相关
［４１］，也会引起转座子含量的升高

［４２］．在
特殊环境下，携带耐药基因的游离分子能使受体细

胞与土壤的细菌细胞之间发生基因的水平扩散转

移，从而将耐药基因从游离ＤＮＡ分子中完全转移到
细菌体内，使该细菌获取耐药性，而细胞中的遗传物

质通过载体（如质粒）、直接（如结合）或者间接（如

转化）的形式进一步转移
［４３］．在移动遗传载体（如

质粒、转座子、整合子等）的参与条件下，耐药基因

能够在同种或不同种菌株间发生水平扩散，这可促

使耐药基因在群落菌株间的传播扩散
［５］．因此，在

土壤培养过程中，可移动元件在一定程度上可反映

耐药基因丰度的消减．

４　结论

对比研究了长期施用粪肥和未施粪肥的土壤中

耐药基因的消减规律，结果表明：长期施用粪肥可显

著提高耐药基因及可移动元件在土壤中的丰度；实

验室培养条件下，耐药基因及可移动元件的消减与

培养时间之间符合指数拟合关系；生物质炭的添加

可减缓耐药基因及可移动元件的消减；相对含水率

的增加可加快耐药基因及可移动元件的消减；可移

动元件相对丰度的变化在一定程度上可指示土壤中

耐药基因相对丰度的消减；长期施用粪肥以及向土

壤中添加生物质炭可能会造成耐药基因污染的加

剧，具有较大的生态风险．
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