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Diversity of antibiotic resistance genes in paddy soils in Sichuan Province，China
HE Yan1, ZHU Dong2,3, WANG Dong2, LIU Yan2, PENG Chao1, HUANG Li-ping1, PENG Zheng-song1,4, LU Lu2*
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3.Research Center for Eco-Environmental Sciences, Chinese Academy of Sciences, Beijing 100085, China; 4.College of Agriculture Sci⁃
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Abstract：To clarify the abundance and diversity of antibiotic resistance genes（ARGs）and their correlation with environmental factors in
Sichuan Province, a high-throughput quantitative PCR technique（HT-qPCR）was performed on seven geographically separated paddy
soils using 283 ARGs and 12 mobile genetic elements（MGEs）primers sets. The results showed that a total of 166 ARGs and 9 MGEs were
detected in all seven paddy soils, with a range of 56~84 ARGs in each soil. The ARGs profiles in the seven paddy soils varied in their com⁃
positions and dominant ARGs types, and each soil contained their unique ARG sub-types. The relative abundance and absolute abundance
of ARGs among paddy soils were different. The ARGs copy number ranged from 9.55 × 108 to 2.83 × 1010 copies·g-1（dry soil）, and the rela⁃
tive gene copy number was 0.012 ± 0.006 copies·cell- 1. The abundance of ARGs was significantly correlated（P<0.01）with that of MGEs,
which suggests that horizontal gene transfer could play a vital role in the propagation and enrichment ARGs in agricultural soils. The top
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摘 要：为了全面明晰四川省稻田土壤中抗生素抗性基因的丰度和多样性，及其与环境因子的相关性，对 7个不同地区的稻田土

壤采用高通量荧光定量PCR技术，对 283种抗生素抗性基因和 12种可移动遗传元件遗传标记引物进行检测，揭示抗性基因的污

染状况及空间分布规律。结果表明，7个稻田土中共检出 166种不同的抗生素抗性基因和 9种可移动遗传元件，每个土壤分别检

出56~84种抗生素抗性基因。7个稻田土的抗生素抗性基因组成各异，且都存在其独有的抗生素抗性基因。不同稻田土的抗生素

抗性基因的相对和绝对丰度均不同，抗生素抗性基因的绝对丰度范围为 9.55×108~2.83×1010 copies·g-1（干质量），相对丰度为

0.012±0.006 copies·cell-1。7个稻田土的抗生素抗性基因和可移动遗传元件的丰度都呈极显著正相关（P<0.01），说明抗生素抗性

基因的水平转移可能促进抗生素抗性基因的迁移和富集，加剧了农田土壤的抗生素抗性基因污染。总体相对丰度较高的抗生素

抗性基因类型为多重耐药类（49.26%）、大环内脂类-林可酰胺类-链阳性菌素B类（11.30%）和 β-内酰胺类（10.87%）。冗余分析表

明土壤肥力重要指标总氮与 7个稻田土中的抗生素抗性基因多样性极显著相关（P<0.01）。四川不同地区的稻田土抗生素抗性基

因分布规律各异，农业耕种活动可能影响土壤抗生素抗性基因的多样性。

关键词：稻田土；抗生素抗性基因；高通量荧光定量PCR
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抗生素自 20世纪被发现以来，为人类传染病的

防治[1]、畜牧养殖中饲料转化率的提高[2]以及农业病

虫害的防治[3]做出了重要贡献。农业领域抗生素的

滥用问题已经引起了世界各国的关注，中国抗生素使

用量约占世界一半，其中 52%用于农业生产中[4]。抗

生素的大量使用导致抗生素抗性细菌（Antibiotics re⁃
sistance bacteria，ARB）和抗生素抗性基因（Antibiotic
resistance genes，ARGs）的富集和传播，对生态环境和

人类健康构成严重威胁[5]。同时，绝大多数 ARGs位
于微生物细胞中可移动遗传元件（Mobile genetic ele⁃
ments，MGES，如质粒和整合子等）上，使耐药性细菌

能迅速蔓延，ARGs在不同细菌种群间的基因水平转

移（Horizontal gene transfer，HGT），更是加剧了 ARGs
在不同环境介质中的传播，且存在ARGs通过食物链

向人体迁移的潜在风险[6-7]。

农田土壤是ARGs的重要储存库，也是抗生素环

境效应形成的主要场所[8]。农田土壤中的ARGs主要

包括天然土壤环境中ARGs背景值，以及通过有机肥

施 用 、污 水 灌 溉 等 农 业 活 动 进 入 土 壤 环 境 的

ARGs[9-10]。不同种类的ARGs在农田土壤中被检出，

其中包括四环素类、多重耐药性类、β-内酰胺类、氨

基糖苷类、磺胺类、氯霉素类、万古霉素类、大环内酯

类-林可酰胺类-链阳性菌素 B类（MLSB类）等[11-12]。

不同类型的农田土壤由于其生物[11]和理化性质[13-15]、

受人为干扰程度和类型[14]的差异，可能导致了农田土

壤 ARGs组成特征的差异。如前期研究表明农田土

壤的 ARGs 分布特征与土壤 pH、总有机质、总氮、总

磷、重金属等理化性质都有显著相关性[13-15]。微生物

群落多样性作为重要的生物学指标，也是ARGs分布

差异的主要驱动因子[11]。在农田土壤中，很多研究表

明施用有机肥显著提高了土壤中 ARGs的丰度和多

样性，同时也可能导致耐药性致病菌的传播[16-17]。因

此，作为受人为干扰较为频繁的土壤环境，在大尺度

上或区域水平探究农田土壤 ARGs的分布规律及其

驱动机制，既可以揭示不同区域的 ARGs 的污染特

征，也为ARGs的产生途径研究提供数据支撑。

新的 ARGs 不断被发现[18]，针对 ARGs 的引物越

来越多，这也要求有更高通量、更快速和灵敏的检测

技术来探究环境样品ARGs的多样性。近年来，美国

Wafergen 公司开发的高通量荧光定量 PCR（High-
throughput qPCR，HT-qPCR）技术为快速定量检测大

量样品提供了新途径，其可同时进行 5 184 个 qPCR
反应[19]。该技术已应用于环境中水体[20]、污泥[21]、土

壤[17]、污水处理厂[22]和植物[23]等各类样品 ARGs 的检

测，为本研究提供了技术支撑。

以往大多数的稻田土壤 ARGs的污染现状研究

主要集中在我国南方的水稻种植区，如江西和湖南

等[15，24]，中国西部稻田种植区的土壤 ARGs分布特征

仍不清楚。四川盆地属于亚热带季风气候，降水丰

富，为我国主要的水稻种植区之一[25]。因此，本文采

用HT-qPCR技术，对四川省 7个不同区域的稻田土

壤 ARGs的丰度和多样性进行研究。旨在揭示四川

省稻田土壤的ARGs分布特征和规律；探究四川稻田

土壤的潜在“指示ARGs”及影响ARGs分布格局的主

导环境因子。为全面了解四川省稻田土壤的 ARGs
污染现状提供重要数据，并为农田土壤的潜在生物污

染评估和制定ARGs防控措施提供理论支持。

1 材料与方法

1.1 采样点信息

于 2016年 11月在四川省的 7个水稻种植区域采

集了土壤样品（图 1），分别是巴中市（BZ）、广安市

（GA）、南充市（NC）、成都市（CD）、绵阳市（MY）、攀枝

花市（PZH）、西昌市（XC）。7个采样区域均长期施用

农家肥，其中包括发酵的农家粪肥、沼气废液或附近

养殖场的发酵粪肥等。每个采样点采用网格布点法，

在 50 m×50 m 范围内，分别采集 3份表层土壤（0~10
cm），清除植物根系、石砾等，过 2 mm孔径的不锈钢

筛。将过筛后的土壤取部分自然风干后过 0.90 mm
孔径筛，用于土壤理化性质分析。另取一部分过 2
mm孔径筛的土壤装入塑封袋中置于-20 ℃的冰箱以

备后续分子生物学分析。

three ARGs types with relatively higher abundances were multidrug resistant（49.26%）, macrolides – lincosamides – streptavidin B（MLSB）
（11.30%）, and beta lactamase（10.87%）. Redundant analysis showed that total nitrogen, an important indicator of soil fertility, was signifi⁃
cantly correlated with ARGs profiles in the seven paddy soils（P<0.01）. In summary, a regional difference in ARGs patterns was observed
in the Sichuan province. The distinct distribution patterns of ARGs among different paddy soils may be influenced by farmland manage⁃
ments. The implication of this study is that it can be used to objectively assess agricultural environmental risks of ARGs.
Keywords：paddy soils; antibiotic resistance genes; high throughput qPCR
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1.2 土壤基本理化性质的测定

采用称重法测定稻田土含水量，采用 pH 计

（PHS-3C，上海，中国）测量土壤pH值[m（土）∶V（水）=
1∶2.5]，采用全自动间断化学分析仪（CleverChem
200+，Hamburg，德国）测定土壤总氮、硝态氮和铵态

氮。土壤总有机质由 TOC分析仪（Elementar-TOC &
Water Analysis，德国）测定。本试验采用悬浮液培养

法，通过测定短期内土壤硝化速率来估算土壤的硝化

潜势[26]。

1.3 土壤总DNA提取与荧光定量PCR分析

总 DNA 提取使用 FastDNA spin kit for soil（MP
Biomedicals，美国）试剂盒，每个土壤 3个重复。DNA
浓度用 NanoDrop分光光度计（NanoDrop 2000，德国）

测定。提取的DNA置于-20 ℃的冰箱，待用后续分析。

实时荧光定量 PCR扩增分析使用 SYBR® Permix
ExTaqTM 试剂盒（Tli RNaseH Plus）在 CFX96 Optical
Real - time Detection PCR System 荧光定量仪（Bio-
Rad Laboratories Inc.，美国）上进行。测定 16S rRNA
基因，氨氧化古菌（Ammonia-oxidizing archaea，AOA）
和氨氧化细菌（Ammonia-oxidizing bacteria，AOB）的

amoA基因的丰度[27]。实时荧光定量PCR标准曲线采

用含有 16S rRNA基因、AOA的 amoA和AOB的 amoA

基因质粒，质粒标线按 10倍梯度稀释，标准曲线质粒

浓度的变化范围为 103~109 copies·μL-1。定量PCR的

反应体系为 20 μL，包括 1 μL DNA 模板、10 μL
SYBR© Premix EX TaqTM（Til RNaseH Plus）、正反向引

物各 0.1 μL和 8.8 μL的灭菌蒸馏水。阴性对照用灭

菌双蒸水代替样品。

1.4 高通量荧光定量PCR（HT-qPCR）
使用 Wafergen SmartChip Real-time PCR System

荧光定量的反应平台（Warfergen Inc.，美国；Takara
Bio，日本）对 296个引物对进行高通量荧光定量 PCR
分析。其中，296个引物包括了 283个 ARGs（针对 9
类主要的抗生素：氨基糖苷类、β-内酰胺类、氯霉素

类、MLSB类、磺胺类、四环素类、万古霉素类、多重耐

药性类和其他类）、8个转座酶基因、4个整合酶-整合

子基因和 1个 16S rRNA 基因[21，28]。为保证每个样品

DNA的初始浓度一致，使用Qubit 3.0荧光计（Thermo⁃
Fisher Scientific，USA）测定所有样品DNA的浓度，然

后稀释至相同浓度。每个 PCR 体系的引物、样品

DNA、酶等由 SmartChip 多样品纳米分配器（Wafer⁃
Gen Inc.，美国）分别加样到 SmartChip芯片孔（Takara
Bio，日本）中，SmartChip芯片共有 5 184孔，可同时进

行 qPCR 反应。随后将 SmartChip 芯片置于 Smart
Chip Cycler高通量 qPCR仪（Takara Bio，日本）进行反

应。HT-qPCR反应体系为 100 nL，各试剂终浓度为：

1 ×Light Cycler 480 SYBR Green Ⅰ Master Mix、1 μg·
μL-1 BSA、5 ng·μL-1 DNA 模板、1 μmol·L-1前置和后

置引物，无核酸酶双蒸水。扩增反应条件如下：95 ℃
预变性 10 min；95 ℃变性 30 s，60 ℃退火 30 s，扩增 40
个循环[28]。所有 qPCR 均进行了两次以上的技术重

复，以灭菌水代替样品作为阴性对照。根据 Wafer⁃
gen SmartChip Real-time PCR System的检测限和灵敏

度，对数据的筛选标准为：（1）扩增效率在 80%~
120%；（2）循环临界值（Cycle Threshold，Ct）小于 31；
（3）3个技术重复至少2个得到扩增为有效扩增。

基因相对拷贝数和绝对丰度分别用公式（1）和公

式（2）进行计算。根据 Looft等[19]的方法，高通量荧光

定量 PCR 基因的相对拷贝数计算公式为（1）；根据

Zhu等[28]的研究，绝对丰度的计算公式为公式（2）。

基因相对拷贝数=10[（31-Ct）/（10/3）] （1）
ARGs的绝对丰度= ARGs基因相对拷贝数

16S rRNA基因相对拷贝数
×

16S rRNA基因的绝对拷贝数 （2）
1.5 统计分析

使用 SPSS 20进行方差分析（ANOVA），P<0.05被

认为具有统计学意义。使用R软件和Gephi（0.9.2）软

件进行 ARGs网络分析[29-30]。ARGs和环境因子相关

性冗余分析（Redundancy analysis，RDA）采用 Canoco
4.5软件。用Origin 8.5制图。

图1 稻田土采样分布情况

Figure 1 Soil sampling site locations of the 7 paddy soils
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2 结果与分析

2.1 不同稻田土壤中ARGs的类型多样性

如图 2所示，7个稻田土中，一共检出 166种不同

的ARGs，6种转座子基因，3种整合子基因。平均每

个土壤中检出 71种ARGs，在CD土壤检出的ARGs个
数最多，为 84个，PZH土壤最少，为 56个。7个稻田

土中检出的 MEGs的数量范围为 4~7种，在 MY土壤

检出的MEGs个数最多。对 7个稻田土ARGs的检出

个数进行方差分析（ANOVA）检验发现，稻田土壤样

品间有差异。MY、PZH和XC土壤的ARGs个数无显

著差异（P>0.05），但都显著高于其余土壤（P<0.05）。

7 个稻田土中检出的 166 种 ARGs 亚型中，主要的

ARGs 种类为多重耐药性类（22.89%）、β-内酰胺

类（16.87%）、氨 基 糖 苷 类（16.27%）、四 环 素 类

（13.86%）、MLSB 类（13.85%）、万古霉素类（7.23%）、

磺胺类（2.41%）、氯霉素类（1.20%）和其他类（5.42%）

9类（图 2b）。根据不同引物所对应的耐药机制，7个

稻 田 土 中 抗 生 素 抗 性 机 制 主 要 为 抗 生 素 失 活

（42.17%）、抗生素外排泵（32.53%）和细胞核糖体保

护（22.29%）（图2c）。

2.2 不同稻田土中ARGs和MEGs的丰度比较分析

7个稻田土中ARGs的基因拷贝数，即绝对丰度，

范围为 9.55×108（GA）~2.83×1010（NC）copies·g-1（干质

量）（图 3a）。NC土壤 ARGs的绝对丰度极显著高于

MY 和 NC 土壤（P<0.01）。CD 和 GA 土壤 ARGs 的绝

对丰度极显著低于 MY、NC 和 XC 土壤（P<0.01）（图

3a）。7个稻田土中丰度最高的ARGs类型均为多重

耐药类，占总丰度的 26.26%~77.57%，约 3.15×108~
7.49×109 copies·g-1（干质量），以NC土壤中丰度最高

（图 3b）；其 次 为 MLSB 类 ，占 总 丰 度 的 1.74%~
22.60%，约 1.55×108~4.79×109 copies·g-1（干质量）（图

3b）。氨基糖苷类抗性基因在NC土壤中丰度最高，而

且显著高于其他土壤（P<0.05），是其他 6 个土壤的

4.65~189.43 倍。四环素类抗性基因的绝对丰度以

NC土壤为最高，达 2.46×109 copies·g-1（干质量）。万

古霉素类抗性基因在 7个土壤中都有检出，丰度约为

8.86×107~4.32×109 copies g-1（干质量），以 NC土壤中

最高。7 个稻田土中 MGEs 的总拷贝数检测到的范

围为 1.14×109~2.29×1010 copies·g-1（干质量），NC土壤

丰度显著高于其他样品（P<0.05）。MGEs和ARGs的
总基因拷贝数呈极显著正相关（R=0.979，P<0.001）
（图3a）。

为评估 ARGs在整个细菌群落中的相对丰度及

传播风险，将ARGs和MGEs丰度归一化到单个细菌

水平，平均到每个细胞中的ARGs和MGEs的基因拷

贝数（图 3c），即相对丰度。7个稻田土中ARGs的相

对丰度范围为 0.006~0.025 copies·cell-1，平均每个细

图2 7个稻田土中的ARGs个数、各类ARGs的检出个数和各类抗生素抗性机制比例

Figure 2 The detected numbers of ARGs in the 7 paddy soils, the resistance genes detected in all samples were classified based on the
antibiotic to which they confer resistance，and the percentage of the resistance mechanism
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胞有 0.01 个 ARGs。NC 土壤 ARGs 的相对丰度显著

高于其他 6 个土壤（P<0.01）。 7 个稻田土的主导

ARGs 的 种 类 为 多 重 耐 药 类（49.26%）、MLSB 类

（11.29%）和 β-内酰胺类（10.87%），占总相对丰度的

71.42%（图 3d）。不同种类ARGs相对丰度的差异性

分析表明，XC土壤的 β-内酰胺类和多重耐药性类抗

性基因的相对丰度最高，都显著高于其他土壤（P<
0.05）；GA和 BZ土壤的四环素类抗性基因相对丰度

显著高于其他土壤（P<0.05）；NC土壤的氯霉素类抗

性基因相对丰度最高，而 PZH土壤的磺胺类抗性基

因丰度最高。7 个土壤样品中，平均每个细胞中有

0.008±0.004个MGEs。其中，XC土壤MGEs的相对丰

度最高，为 0.02 copies·cell-1，显著高于其他样品（P<
0.05）。ARGs 和 MGEs 的总相对丰度呈显著正相关

（R=0.882，P=0.009）（图3c）。

2.3 不同土壤中ARGs和MEGs的组成比较分析

基于稻田土 ARGs 的相对丰度的热图（图 4）表

明，不同土壤样品中的 ARGs组成有所差异，每种土

壤都有其独有的ARGs类群（图 4中B~G分组模块）。

7 个土壤共有的主导 ARGs 类群分别为 oprJ、oprD、

acrA-04（多重耐药性类）、vanC-03（万古霉素类）、

tetG-01（四环素类）、aacC（氨基糖苷类）、mphA-01
（MLSB类）、blaCTX-M-04（β-内酰胺类）、pncA（其他

类）。每个样品的主导ARGs均不同。如PZH土壤的

主导 ARGs 为 aacC、acrA- 04、acrA- 05、mphA-01 和

oprD，占其总相对丰度的 34.99%，其中 acrA-04基因

丰度是其他土壤中该基因的 1.48~19.45倍。CD土壤

的主导ARGs是 tet（37）、ampC_bla DHA、fabK和 blaC⁃

TX-M-03，其中，tet（37）的相对丰度比 XC 土壤高出

2 843.39倍。各样品中都检出其独有的ARGs，在XC

图3 7个稻田土中的各类ARGs绝对丰度与相对丰度及其平均绝对丰度与平均相对丰度比例
Figure 3 The absolute copy number and the normalized copy number of ARGs and the averaged absolute copy number proportion and the

averaged normalized copy number proportion of different ARGs types in the 7 paddy soils
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土壤中检出 16种，而且其中的mexF（多重耐药性类）

和 fox5（β-内酰胺类）为 XC 土壤的主导 ARGs，丰度

占其总相对丰度的 82.21%。7 个稻田土中均检出

MGEs，如 intI-1（clinic）、tnpA-04、intI-1LC、tnpA-02
等。其中，intI-1（clinic）在 7个样品中都被检出，相对

丰度范围为0.003~0.011 copies·cell-1。

2.4 7个稻田土壤中ARGs和MGEs的网络分析

基于ARGs和MEGs的相对丰度，分析不同ARGs
和MEGs在 7个稻田土中相对丰度变化的相关性（相

关性系数 r范围 0.5~1），将显著相关（P<0.05）的基因

呈现于网络图中（图 5）。相连线的两个基因为显著

正相关，线条越粗，表明相关性越强。图中的圆圈大

小表示模块中所占比例大小，根据ARGs之间相关性

强弱和相关的 ARGs个数决定。使用 Gephi-0.9.2软

件计算与分析，该网络分析的模块系数为 0.513，该相

关性网络分析可分为 4个模块。网络图共有 64个节

点和 312条边（图 5）。模块Ⅰ、模块Ⅱ、模块Ⅲ、模块

Ⅳ 分别占 28.12%、26.56%、26.56%、18.75%。 blaC⁃

MY2-02（β-内酰胺类）、tetL-02（四环素类）、oleC

（MLSB 类）、aadA-01（氨基糖苷类）分别为模块Ⅰ、

Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ的枢纽中心。

2.5 土壤生物理化性质与ARGs相对丰度的冗余分析

利用 7 个稻田土中相对丰度排在前 50 的 ARGs
和8种环境因子做冗余分析（图6）。可见，7个样品分

图4 基于稻田土ARGs相对丰度的热图

Figure 4 Heatmap based on the normalized copy number of ARGs
profiles of the 7 paddy soils

0.1

0.01

4.17E-05

2.69E-06

0

BZ CD GA MY NC PZH XC

tet（37）
arcR-02

ermA
acrB-01

aph（2′）-Id-01
blaOXA1_blaOXA30

catBB
aac（6′）-II

tet（32）
addA5-01
blaVEB

yidY_mdtL-01
mefA

blaOXA10-01
fox5
mexF
vanHD

aphA1（aka kanR）
carB

ampC_blaDHA
fabK

blaCTX-M-03
ermB

yceL_mdtH-02
blaCMY2-01
bla-ACC-1
vgaA-01

tetK
vanRB
fosX

vanSA
vatE-01

qacA_qacB
mtrC-02

ermC
tetT

ImrA-01
aadD

vanC-01
qacA

ermT-02
blaMOX_blaCMY

vaNRA-01
opr

vanC-03
mphA-01
tetG-01
oprD

acrA-01
aacO
oleO

blaCTX-M-01
pncA

qacEdeltal1-02
sul2

blaSHV-01
floR

acrA-05
mphA-02

mepA
pikR2

cphA-01
tolC-02
blaSFO

strB
ttgB

aadA2-03
ceoA

mtrD-02
blaCTX-M-01

blaOXY
marR-01
tetPB-02
vanTC-02
tetG-02
aadA1

erm（36）
aadA-02

mexE
tetPA

acra-01
blaCMY2-02

tetL-02
vanYD-01
qacH-01
vanHB

yceL_mdtH-03
aadA-01
tolC-03

ttgA
tetD-02
tetR-02
cmx（A）
cphA-02

mdtE_yhiU
tetPB-03
aadA5-02
cmla1-01
teta-02
penA

aac（6′）-lb（aka aacA4）-
03

ampC-01
aadA2-01
ampC-01
bacA-01

aadE
bla1

tetO-01
vanA
mexA

acrR-01
aac（6′）-lb（aka aacA4）-

01
tetS

vgb-01
aac（6′）-lb（aka aacA4）-

02
mtrC-01
tetPB-01
spcN-02
erm（34）
ampC-02
aadA9-01

blaOXA10-02
yceL_mdtH-01

blaOCH
tetM-01
tetM-02

aadA2-02
aacC1

vanC2_vanC3
acrA-02

cfiA
aadA-1-02

tolC-01
bla-L1
acrF

mtrD-03
sat4

acrA-03
catB3
ereA

aadA9-02
lnuB-02
tetPB-01

aadA-1-01
tetPB-05
blaVIM
aacC2

rarD-02
ermF

tet（34）
tetX
aac

sulA-folP-03
vanSB

lnuB-01
dfrA1

matA_mel
mphB

blaCTX-M-05
adeA

tet（36）-01
ermT-01

str
nisB
sul1

bacA-02

G

E

D

F

B

C

A

图5 稻田土ARGs和MGEs网络分析图
Figure 5 Network analysis depicting co-occurrence patterns

among ARGs and MGEs of the 7 paddy soils
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散于 4个象限中，如CD和PZH土壤ARGs的多样性类

似，均聚类在第 2象限，而BZ和GA土壤的ARGs聚类

在第 3象限。影响土壤ARGs在不同地区分布格局的

第 1 排序轴和第 2 排序轴特征值分别为 42.6%、

28.4%，可以解释ARGs差异总方差值的 71.0%。冗余

分析表明，总氮解释了 32.0% ARGs多样性在不同土

壤中的差异，对ARGs分布格局的影响达极显著水平

（P=0.006）（表 1）。此外，土壤的硝态氮、pH、铵态氮、

总有机质以及氨氧化微生物的丰度均不同程度地解

释了ARGs多样性在不同土壤中的差异，但并无显著

相关性（P>0.05）。

3 讨论

稻田作为一种典型的人为土壤，其生物理化性质

受到自然与人为农业耕种因素的双重影响，在区域水

平揭示稻田土壤ARGs多样性的分布格局，为理解农

业活动对稻田生态系统中ARGs多样性的影响，以及

为优化耕种和施肥方式提供依据。

四川省 7个不同区域的稻田土ARGs的丰度和多

样性有所差异。Tang等[15]在中国南方 4个不同水稻

试验田中也发现，不同样地的ARGs丰度和组成有显

著差异，且 ARGs丰度和组成受土壤理化性质、施肥

频率的影响。土壤环境的差异会造成土壤微生物地

理分布的不同[31]，很多研究发现ARGs的多样性与微

生物群落结构有显著相关性[21，32]，前期对这 7个土壤

的微生物指标研究发现其氨氧化微生物群落有显著

差异[33]，因此，推测微生物群落结构的差异可能导致

这 7个稻田土ARGs多样性地域分布差异。7个稻田

土中 ARGs的检出个数和丰度最高的均为多重耐药

性类，与很多农田土壤中的研究结果类似[11，34]。多重

耐药性类抗性基因的传播对人类和动物的抗感染治

疗是极大的威胁[35]，一旦这些ARGs转移至致病菌中，

则可能通过食物链或者直接感染进入人体，进而对当

地农民的健康产生潜在威胁。如Chen等[36]研究表明

施肥的土壤及其地上种植的植物叶际都检测到多种

ARGs，且在植物叶际上大量检出在肥料中独有的

ARGs。该研究表明，ARGs可能以土壤为载体迁移至

植物或蔬菜叶际，进而进入食物链影响人类健康。因

此，加强监管与教育，促进农用抗生素合理应用显得

更为必要，尤其是对各类广谱抗菌药物的使用管制。

万古霉素是人类抵抗细菌感染的“最后一道防线”之

一[37]，然而，随着在人类医疗中的广泛使用，万古霉素

已在很多环境中富集，如河口沉积物[28]、土壤[34]、水

体[21]。7个稻田土中万古霉素类抗性基因的检出表明

该稻田生态系统可能受到人为污染源的影响。虽然

这些ARGs可能仅存在于微生物中，实际不表现出抗

性或在外界抗生素压力下才能表达[38]，但对农田土壤

中ARGs多样性的深入分析，能对ARGs潜在的农业

环境风险做科学评估，同时为未来进一步检测农田土

表1 基于相对丰度前50的ARGs和环境因子的冗余分析所得的Eigen、F和P值
Table 1 Eigen values，F values，P values obtained from normalized copy number of ARGs（top50）and redundancy analysis

of soil environmental factors
变量Variables

总氮

AOB amoA基因拷贝数

硝态氮

AOA amoA基因拷贝数

海拔

Eigen值Eigen value
0.32
0.19
0.15
0.20
0.07

变量解释率Variation explains solely/%
32
19
15
20
7

F

2.34
1.52
1.30
2.91
1.08

P

0.006**
0.200
0.310
0.148
0.448

图6 基于相对丰度前50的ARGs和环境因子的冗余分析
Figure 6 Redundancy discrimination analysis（RDA）of paddy
soil based on the normalized copy number of ARGs（top 50）and

soil environmental factors
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壤抗生素抗性指明了方向。此外，这些ARGs可能会

随着土壤微生物通过孔隙水、雨水、灌溉水等载体，冲

刷至周围的河流水体、池塘、井水或沉积物中[39]，导致

更大尺度的垂直或水平的ARGs基因转移和扩散，因

此，农田土壤ARGs的富集所造成的潜在环境影响应

高度重视。

7个稻田土中检出的ARGs基本涵盖了主要的已

知抗生素类型，如氨基糖苷类（aac和 aad等基因）、四

环素类（tet基因）、β-内酰胺类（blaCTX-M和 blaCMY

等基因）等，这些 ARGs类型在以往的土壤环境研究

中也有检出[17，40]。其中，7个稻田土中的主导ARGs之
一 aacC基因是在污水、废水和动物粪便中最频繁检

出的一类ARGs[41]，表明其可能是随施肥或灌溉等途

径进入土壤环境。编码外排泵类四环素抗性基因

tetG-01在 7个土壤中有较高丰度，tetG基因在猪粪、

土壤、沼气残渣、废水等样品中都被检出[13，42]，说明该

四环素类抗性基因在环境中普遍存在，tetG基因随着

粪肥施用和废水灌溉等农业活动进入农田土壤，并可

能在农田土壤中富集。同时，抗生素的残留也是农田

土壤ARGs富集的主要原因，如 Zhu等[17]在我国多处

大型养殖场的粪肥和周边土壤中发现，四环素的残留

量可达 15.2 mg·kg-1和 0.78 mg·kg-1。且Gullberg等[43]

发现即使是非常低浓度的抗生素浓度，也能对环境中

的ARB和ARGs产生选择压力。通过施肥进入农田

土壤环境的抗生素，与环境微生物产生互作效应，对

环境中的土著微生物产生抗生素的选择压力和耐药

基因的选择[44]，本研究中的 7个水稻种植点均施用有

机肥，包括养殖场中发酵的粪肥，因此，不同土壤中的

主导 ARGs类型可能也受有机肥中残留抗生素的影

响。如施用了当地养殖场粪肥的XC土壤中的mexF

基因（多重耐药类）比在其他 6个土壤中显著富集，这

与黄福义等[45]的结果吻合，其发现施用了猪粪的水稻

土壤中 mexF基因的丰度相对于对照组土壤增加 1
791倍。多重耐药类抗性基因 acrA-04在PZH土壤中

的显著富集（高达 19.45倍），有研究表明 acrA基因在

养殖场的废水中[46]以及施用鸡粪的土壤中[11]也都有

很高的检出率和丰度。因此，耕种、施肥、灌溉等农田

管理措施，可能已造成了土壤中 ARGs的富集，且四

川省内不同地区的土壤具有明显的空间分布差异，未

来进一步测定土壤抗生素残留情况及检测土壤抗性

水平，对更深入地研究不同农业耕种区的ARGs污染

状况有重要参考意义。

网络分析显示 59种ARGs和 5种MGEs的相对丰

度之间存在关联（P<0.05）。分析表明，每个模块的中

心都可作为此模块中其他基因的“指示 ARG”，模块

中心的 ARGs的微生物宿主可能与同一模块中的其

他ARGs的宿主相同[47]。例如，blaCMY2-02是模块Ⅰ
的中心，可作为在 strB（氨基糖苷类）、blaOXY（β-内酰

胺类）、aadA90-01（氨基糖苷类）等基因的“指示

ARG”（图 5）。利用网络分析探索“指示ARGs”，可以

快速估算环境样品中的ARGs污染状况。此外，许多

研究表明ARGs在微生物间的传播和扩散与MEGs密
切相关[17，48]，ARGs与转座子、整合子的显著正相关表

明MEGs可能促进了ARGs在稻田土壤中的迁移和传

播。本研究所有样品中均检测到整合子 intI1（clin⁃

ic），该基因被用作判定环境是否受人为源污染的标

志基因[49]。研究发现医疗和环境菌株中的 intI1与很

多ARGs的基因盒相关，如氨基糖苷类抗性基因aadA、

四环素类抗性基因 tetG等都在 intIl整合子基因盒中

发现[50]。网络分析表明7个稻田土中的 tetG、acrA-01、
mexE等ARGs与 intI1（clinic）、intI-1LC等整合子基因

呈显著正相关（图5），进一步表明稻田土壤中 intI1整合

子-基因盒系统对ARGs的传播起着重要作用，且基

因盒可能含有多样性很高的ARGs。此外，基于ARGs
和 MEGs 的相对丰度的网络分析可知，四环素类抗

性基因 tetL-2与转座子 tnpA基因显著正相关（P<
0.05）（图 5），这些结果表明该基因可能存在于转座

子上。如Chopra等[51]研究发现携带有 tet基因的转座

子将 tet基因转座至不同的共轭质粒中。因此，ARGs的
水平转移作为ARGs的重要传播方式应得到重视，并

应加强农田土壤中ARGs的水平转移机制研究。

冗余分析表明，ARGs的组成和分布受多种理化

性质的影响。总氮解释了 32.0% ARGs组成在不同土

壤中的差异，对ARGs分布格局的影响达极显著水平

（P=0.006）（表 1）。这一结果与Cheng等[13]和成卫孝[52]

在农田土壤中的研究结果一致。总氮是表征土壤肥

力的重要指标之一，农田土壤中总氮的含量通常与施肥

量呈正相关[53]。该结果说明施肥可能是这 7个稻田

土壤中ARGs的重要来源。因此，有必要针对性地制定

科学合理的施肥制度，探究堆肥过程中耐药微生物和

ARGs的产生与去除，以减少农田生态系统的生物污

染。然而，土壤中ARGs的多样性受各环境因子的选

择压力、基因水平转移、微生物增殖和死亡等多重因

素的影响[17，48，54]，仅依靠土壤理化性质可能难以精准

预测或评估 ARGs的来源和污染现状，因此，未来探

究农田环境ARGs的污染机理和控制对策尤为重要。
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4 结论

（1）稻田土是ARGs的一个重要存储库，ARGs的
水平转移可能促进抗性基因的迁移和富集，进而加剧

农田土壤的ARGs污染。

（2）基于 ARGs相关性的网络分析所识别的“指

示 ARGs”可作为评估四川稻田土 ARGs污染水平的

潜在方法。

（3）不同地区的稻田土壤 ARGs组成各异，造成

其差异的自然环境和人为因素，以及ARGs在农田环

境中的传播机制仍需进一步探究。

（4）施肥可能是稻田土壤 ARGs的重要来源，未

来需加强对农田肥料，尤其是粪肥的ARGs污染风险

评估。
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