
猪场废水处理系统出水及周边河流中噬菌体携带抗性基因的污染特征

杨亦文, 陈颖熙, 蔡影峰, 邢斯程, 吴芮庭, 陈凝雪, 廖新俤

引用本文:
杨亦文,陈颖熙,蔡影峰,等. 猪场废水处理系统出水及周边河流中噬菌体携带抗性基因的污染特征[J]. 农业环境科学学报,
2020, 39(11): 2631-2639.

在线阅读 View online: https://doi.org/10.11654/jaes.2020-0659

您可能感兴趣的其他文章

Articles you may be interested in

华北地区不同规模畜禽养殖场粪便中抗生素抗性基因污染特征

邹威,金彩霞,魏闪,RamasamyRajeshKumar,周启星

农业环境科学学报. 2020, 39(11): 2640-2652   https://doi.org/10.11654/jaes.2020-0403

围垦对滨海稻田土壤N2O还原潜力的影响

汪方圆,张耀鸿,饶旭东,谢晴,贾仲君

农业环境科学学报. 2020, 39(11): 2668-2674   https://doi.org/10.11654/jaes.2020-0533

基于Moran's I的菜地土壤属性空间分布格局分析

王强,郑梦蕾,叶治山,杨善莲,马友华

农业环境科学学报. 2020, 39(10): 2297-2306   https://doi.org/10.11654/jaes.2020-0324

春季农田地表空气中PM10浓度变化与环境因子关系

武亚堂,吴建国,王立

农业环境科学学报. 2020, 39(8): 1792-1802   https://doi.org/10.11654/jaes.2020-0339

磺胺二甲嘧啶对稻田土壤微生物的中长期效应

徐佳迎,周金蓉,吴杰,王珏,程粟裕,赵鸽,蒋静艳

农业环境科学学报. 2020, 39(8): 1757-1766   https://doi.org/10.11654/jaes.2020-0123

关注微信公众号，获得更多资讯信息

http://www.aes.org.cn/nyhjkxxb/ch/index.aspx
http://www.aes.org.cn/nyhjkxxb/ch/reader/view_abstract.aspx?doi=10.11654/jaes.2020-0659
http://www.aes.org.cn/nyhjkxxb/ch/reader/view_abstract.aspx?doi=10.11654/jaes.2020-0403
http://www.aes.org.cn/nyhjkxxb/ch/reader/view_abstract.aspx?doi=10.11654/jaes.2020-0533
http://www.aes.org.cn/nyhjkxxb/ch/reader/view_abstract.aspx?doi=10.11654/jaes.2020-0533
http://www.aes.org.cn/nyhjkxxb/ch/reader/view_abstract.aspx?doi=10.11654/jaes.2020-0324
http://www.aes.org.cn/nyhjkxxb/ch/reader/view_abstract.aspx?doi=10.11654/jaes.2020-0324
http://www.aes.org.cn/nyhjkxxb/ch/reader/view_abstract.aspx?doi=10.11654/jaes.2020-0324
http://www.aes.org.cn/nyhjkxxb/ch/reader/view_abstract.aspx?doi=10.11654/jaes.2020-0339
http://www.aes.org.cn/nyhjkxxb/ch/reader/view_abstract.aspx?doi=10.11654/jaes.2020-0339
http://www.aes.org.cn/nyhjkxxb/ch/reader/view_abstract.aspx?doi=10.11654/jaes.2020-0123


Pollution characteristics of bacteriophage resistance genes in pig farm wastewater treatment system effluent
and surrounding rivers
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Abstract：In this study, five typical pig farm wastewater treatment systems were selected as the research objects. The effluent, upstream
water, and downstream water samples were collected, and the bacteriophage DNA was extracted. Real-time PCR technology was used to
detect the abundances of tetracycline resistance genes（tetG, tetX, and tetW）, sulfonamide resistance genes（sul1 and sul2）, macrolide
resistance genes（ermA and ermB）, β-lactam resistance genes（blaTEM）, chloramphenicol resistance genes（cmlA）, and integrin genes（intl1
and intl2）. The results showed that the detection rate of phage resistance genes in the effluent was lower than that in the river samples.
Among them, cmlA was only detected in 1/5 of the effluent samples, and sul1 was only detected in 2/5 of the effluent samples. However, cmlA
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摘 要：噬菌体是抗生素抗性基因水平转移的重要载体，其携带的抗性基因受到广泛关注。本研究选择 5座典型猪场废水处理系

统为研究对象，采集其出水样、排入河流的上游和下游水样，提取其噬菌体DNA，利用实时荧光定量PCR技术检测四环素类抗性

基因 tetG、tetX和 tetW、磺胺类抗性基因 sul1和 sul2、大环内酯类抗性基因 ermA和 ermB、β-内酰胺类抗性基因 blaTEM、氯霉素类抗性

基因 cmlA，以及整合子基因 intl1和 intl2的含量。结果表明，猪场废水处理系统出水中噬菌体携带抗性基因的检出率低于河流样

品的检出率，其中只有在 1/5的系统出水样品中检测到 cmlA，2/5的系统出水样品中检测到 sul1，而所有河流样品都检测到 cmlA和

sul1；sul2的平均绝对丰度（4.09±0.16）显著高于其他抗性基因的丰度（P<0.05），其他抗性基因丰度由高到低依次为 tetX、tetG、sul1、

tetW、blaTEM、ermB、cmlA、ermA，并且 cmlA的丰度分别与 blaTEM和 sul1之间存在显著强正相关（P<0.05），intl1分别与 blaTEM、cmlA和

sul1之间呈显著强正相关（P<0.05）；只有 cmlA和 sul1的丰度在各猪场之间没有显著差异，其他噬菌体携带抗性基因的丰度在不

同猪场间存在较大的差异；系统出水（2.01±0.21）中总抗性基因的丰度显著低于河流上游（3.03±0.13）和下游（2.88±0.16）中的丰度

（P<0.05）。本研究表明，典型猪场废水处理系统出水中含有高丰度的噬菌体携带抗性基因，但未对周边河流造成显著影响。
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猪场废水处理系统是抗生素抗性基因的重要储

存库，其最高绝对丰度达到 108 copies·mL-1，相对丰

度达到 10-1 copies·16S rRNA-1 [1-2]。猪场废水中的抗

性基因由不同耐药类型的抗性基因亚类组成。Jia
等[3]在猪场废水中检测到 196种抗性基因，包括常见

四环素类、氨基糖苷类、磺胺类、多重耐药类、大环内

酯类、β-内酰胺类、喹诺酮类、甲氧苄啶、链霉素、多

黏菌素和万古霉素等的 14 大类抗性基因。废水中

不同类型的抗性基因存在于菌群中，赋予菌群抵御

不同类型抗生素的能力，甚至存在于作物病原菌和

人类致病菌中，增加耐药性的污染风险。然而，研究

表明猪场废水处理系统并不能完全去除废水中的抗

性基因，其系统出水中仍能检测到 102~106 copies·
mL-1的抗性基因[2，4]。系统出水中残留的抗性基因及

耐药菌会随着出水被重复利用或外排进入到环境

中，对猪场及周边环境造成更广泛的污染，威胁养殖

生产及公共健康。

废水中的总抗性基因包括细菌胞内抗性基因和

胞外抗性基因[5-6]。目前大部分的研究侧重细菌胞内

抗性基因，缺少对胞外抗性基因的研究。胞外抗性基

因包括废水中游离的抗性基因及噬菌体所携带的抗

性基因。水体中游离的抗性基因是指游离的核酸片

段，存在形态不稳定，容易受 pH、温度和重金属等环

境因子的影响[7]，并且只有融入到细菌中才能发挥其

耐药功能。噬菌体是细菌之间基因水平转移的主要

载体，可从感染细菌中摄取抗性基因，是废水中抗性

基因的小型储存库[8-9]。在噬菌体感染下一个细菌

时，其携带的抗性基因可通过转导的方式传播到其他

细菌中，实现抗性基因在不同细菌间的水平转移，增

加环境抗性基因污染的复杂性。因此，环境中噬菌体

携带抗性基因的污染现状受到广泛关注，在畜禽粪

便、农田土壤和城市污水等环境均检测到高丰度的噬

菌体携带抗性基因。猪场废水处理系统出水是周边

环境重要的潜在污染源之一。然而，目前鲜有关于猪

场废水处理系统出水及周边环境中噬菌体携带抗性

基因的报道。

基于此，本研究选择 5个典型猪场废水处理系统

为研究对象，采集其出水样及排入河流上下游水样，

检测 9种抗性基因及 2种整合子基因的丰度，分析其

在不同猪场出水及周边河流中的污染特征，初步探讨

猪场废水处理系统出水中噬菌体携带抗性基因对周

边河流环境的影响，为评估养猪场抗性基因污染风险

提供参考。

1 材料与方法

1.1 采样猪场

选择位于江西省境内的 5个规模化猪场的废水

处理系统，采集其系统出水及排入河流上、下游水样。

共采集 5个种猪场，编号分别为A、B、C、D、E，其养殖

规模分别为 5 500、3 500、6 000、9 000、16 000头（存栏

母猪），均采用厌养+两级A/O（缺氧、好氧工艺）+加药

混凝、消毒废水处理系统。

1.2 主要仪器及试剂

主要仪器：普通PCR仪（BIO-RAD，T100，美国）、

凝胶成像系统（Tanon，2500，中国）、实时荧光定量

PCR 仪（BIO-RAD，CFX96，美国）、循环水真空泵[瑞
德，SHZ-D（Ⅲ），中国]、台式高速冷冻离心机（Micro
17R，Thermo Scientific，美国）、微量紫外分光光度计

（Nano Drop，2000，Thermo Scientific，美国）和-80 ℃超

低温冰箱（Haier，DW-86L626，中国）。

主要试剂：SYBR Green 荧光定量检测试剂盒

（TIANGEN，FP209，中国）、pMD18-T Vector（Takara，
日本）、DH5α 感受态细胞（TIANGEN，CB101，中国）、

噬菌体 DNA 提取试剂盒（TIANGEN，TIANamp Virus
DNA /RNA Kit，中国）、质粒提取试剂盒（OMEGA，

Plasmid Mini Kit，美国）、超强高保真 PCR 试剂盒

and sul1 were detected in all the river samples. The average absolute abundance of sul2 was 4.09 ± 0.16, which was significantly higher than
that of the other antibiotic resistance genes（P<0.05）. There was a significant strong positive correlation between the abundance of cmlA
and the abundances of blaTEM and sul1, respectively（P<0.05）. Furthermore, there was a strong positive correlation between the abundance
of intl1 and the abundances of cmlA, blaTEM, and sul1, respectively（P<0.05）. There was no significant difference between the abundances of
cmlA and sul1 in different pig farm samples. However, there was a clear difference among the abundances of other genes in different pig
farm samples. The abundance of total resistance genes in the effluent was significantly lower than that in the upstream samples and
downstream samples（P<0.05）. This study shows that there is a high abundance of bacteriophage resistance genes in the effluent of typical
pig farm wastewater treatment systems, but it does not have a significant impact on the surrounding rivers.
Keywords：bacteriophage; antibiotic resistance gene; wastewater treatment system; pig farm; river
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1.3 试验方法

1.3.1 水样采集及预处理

采集 5个典型猪场废水处理系统的出水样、排入

河流的上游 200 m处水样和下游 200 m处水样，每一

个采样点同时采集 3个样品作为 3个重复；每个重复

样采集相隔 1 m，采集水面 10 cm处水样，每个样 4 L。
所有样品用冰覆盖运输，当日到达实验室进行预处

理。用 0.22 μm孔径低蛋白结合滤膜去除水样中的

细菌，获得含有噬菌体的滤液，并用 100 kDaAmicon
Ultra离心过滤器（Millipore）滤去游离的核酸，并将滤

液浓缩至 1 mL（浓缩 500倍）。含噬菌体的浓缩样于-
80 ℃保存备用。

1.3.2 检测指标及方法

提取样品噬菌体中的DNA，检测 3种四环素类抗

性基因（tetG、tetX和 tetW）、2种磺胺类抗性基因（sul1和

sul2）、2种大环内酯类抗性基因（ermA和 ermB）、1种β-
内酰胺类抗性基因（blaTEM）、1 种氯霉素类抗性基因

（cmlA）和2个整合子基因（intl1和 intl2）的绝对丰度。

（1）噬菌体DNA提取：按照噬菌体DNA提取试剂

盒（TIANGEN，TIANamp Virus DNA/RNA Kit，中国）提

供的说明书提取样品中的噬菌体 DNA，用超微量分

光光度计测定所提取DNA样品的浓度及D260/280，
经 1% 凝胶电泳分析所提 DNA 样品的质量，并用

16S rRNA通用引物对所提DNA样品进行定性，确保

所提噬菌体DNA样品不含细菌DNA。

（2）建立荧光定量 PCR标准曲线：参考本团队之

前研究构建的 qPCR标准曲线[10]。主要步骤如下：利

用抗性基因特异性引物（表 1）对样品进行普通 PCR，

通过凝胶电泳获得特异性条带。将确认后的特异性

条带进行回收纯化，构建于 pMD180T载体中，并转化

到DH5α感受态细胞。菌液扩繁，提取菌液质粒进行

10倍稀释，获得以质粒为模板的荧光定量标准曲线。

标准曲线的拷贝数（copies）=L×C/（N×M×109），其中 L
为阿弗加德罗常数（6.02×1023），C是质粒DNA浓度，N
为目的 DNA模板长度（目的基因长度+2 992 bp），M
为每对DNA的平均分子量（660）。

每个稀释梯度设 3个重复进行扩增反应。反应

体系为 25 μL：SYBR Mix 12.5 μL，上下游引物（10
μmol·L-1）各 0.75 μL，ddH2O 10 mL，模板 1 μL。反应

程序为：95 ℃预变性 3 min，95 ℃变性 5 s，60 ℃退火

15 s，40个循环，溶解曲线按默认程序。所有基因的

标准曲线扩增效率在95%~105%，R2大于0.99。

（3）样品中抗性基因及可移动遗传元件的检测：

采用建立好的标准曲线，以样品噬菌体DNA为模板，

使用（2）的反应体系和反应程序，每个样品 3个重复，

检测样品噬菌体中抗性基因及可移动遗传元件的拷

贝数。抗性基因和可移动遗传元件拷贝数（copies·
mL-1）=标曲算出的拷贝数（copies·μL-1）×DNA洗脱体

积（μL）/样品体积（mL），基因绝对丰度使用基因拷贝

数（N）的以10为底的对数（lgN）表示。

1.4 数据分析

检 测 数 据 经 Excel 进 行 初 步 处 理 ，GraphPad
Prism 8.0 软件作图，SPSS 22.0 软件进行单因素方差

分析和相关性分析（Spearman），结果以“平均数±标准

误”表示，P<0.05表示差异显著。

2 结果与分析

2.1 噬菌体携带抗性基因的检出情况

对 5个典型猪场废水处理系统出水及周边河流

上下游水样中的9种噬菌体携带抗性基因和2种整合

表1 抗性基因及整合子PCR引物信息

Table 1 PCR primer information of resistance genes and
integrants

基因
Genes
tetG

tetX

tetW

sul1

sul2

ermA

ermB

blaTEM

cmlA

intl1

intl2

引物名称
Primer names

tetG-F
tetG-R
tetX-F
tetX-R
tetW-F
tetW-R
sul1-F
sul1-R
sul2-F
sul2-R
ermA-F
ermA-R
ermB-F
ermB-R
blaTEM-F
blaTEM-R
cmlA-F
cmlA-R
intl1-F
intl1-R
intl2-F
intI2-R

序列
Sequences

GCAGAGCAGGTCGCTGG
CCYGCAAGAGAAGCCAGAAG

GAAAGAGACAACGACCGAGAG
ACACCCATTGGTAAGGCTAAG
GAGAGCCTGCTATATGCCAGC
GGGCGTATCCACAATGTTAAC

CGCACCGGAAACATCGCTGCAC
TGAAGTTCCGCCGCAAGGCTCG
TCCGGTGGAGGCCGGTATATGG
CGGGAATGCCATCTGCCTTGAG
GGTTTGCTATTGATGGTGGAA
GAACGCGATATTCACGGTTTA
AAAACTTACCCGCCATACCA
TTTGGCGTGTTTCATTGCTT

GCKGCCAACTTACTTCTGACAACG
CTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTA

GCCAGCAGTGCCGTTTAT
GGCCACCTCCCAGTAGAA
GGCTTCGTGATGCCTGCTT
CATTCCTGGCCGTGGTTCT

GTTATTTTATTGCTGGGATTAGGC
TTTTACGCTGCTGTATGGTGC
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子基因进行普通PCR定性检测，结果如表 2所示。所

有样品均检测到抗性基因 blaTEM、sul2、tetW和 tetX；在

猪场废水处理系统出水中只有 1/5（C场）的采样点检

测到抗性基因 cmlA，2/5（B场和C场）的采样点检测到

抗性基因 sul1，而所有上下游样品均检测到 cmlA和

sul1；在系统出水中只有 1/5（E场）的采样点检测到抗

性基因 ermA，而有 4/5的上游河流采样点和 3/5的下

游河流采样点检测到 ermA，表明猪场废水处理系统

出水中噬菌体携带抗性基因检测率低于周边的河流

样，这也说明本研究中的猪场废水处理系统出水不是

周边河流噬菌体携带抗性基因的主要污染来源。所

有上游河流样都检测到抗性基因 ermB和 tetG，而在下

游河流中只有 4/5（除了 B场）的采样点检测到 ermB

和 tetG；上游河流样中有 4/5的采样点检测到抗性基

因 ermA，而下游只有 3/5的采样点检测到 ermA，表明

下游河流样中的噬菌体携带抗性基因检出率低于上

游河流样，也说明河流中的抗性基因等污染物可能通

过河流自净功能被消除[19]。此外，所有样品噬菌体中

都检测到与基因水平转移相关的整合子基因 intl1和

intl2，这增加了系统出水和周边河流中噬菌体携带抗

性基因污染的复杂性。

2.2 噬菌体携带抗性基因的含量及其相关性

对所有样品中的噬菌体携带抗性基因进行检测，

结果发现 5个猪场废水处理系统出水和周边河流中

含有较高丰度的噬菌体携带抗性基因（表 3），其中磺

胺类抗性基因 sul2的平均丰度最高，高达 4.09±0.16，
显著高于四环素类抗性基因 tetX（3.24±0.19）和 tetG

（3.22±0.29）（P<0.05）；tetX和 tetG的绝对丰度显著高

于磺胺类抗性基因 sul1（2.46±0.39）和四环素类抗性

基因 tetW（2.38±0.18）（P<0.05）；sul1和 tetW的绝对丰

度与 blaTEM（2.18±0.22）的丰度之间没有显著差异，显

著高于大环内酯类抗性基因 ermB（2.04±0.18）和氯霉

素类抗性基因 cmlA（1.93±0.34）（P<0.05）；大环内酯类

抗性基因 ermA的平均绝对丰度最低，为 1.05±0.28，显
著低于其他抗性基因（P<0.05）。整合子基因 intl1和

intl2也被检测含有较高的丰度，其平均丰度对数值分

别为3.70±0.15和2.28±0.18。
对样品中 9种噬菌体携带抗性基因和 2种整合子

基因的丰度进行双变量相关性分析，采用 Spearman
相关系数，双尾检验，结果如图 1所示。结果发现，除

基因 tetW和 blaTEM、intl2和 ermB，以及 intl2和 tetW之

间外，其余抗性基因之间均呈显著正相关（P<0.05），

其中氯霉素抗性基因 cmlA分别与 β-内酰胺类抗性

基因 blaTEM和磺胺类抗性基因 sul1之间存在强正相

关（P<0.05）；整合子基因 intl1分别与抗性基因 blaTEM、

注：“A~E”表示不同猪场废水处理系统，“+”表示检测结果为阳
性，“-”表示检测结果为阴性。

Note："A~E" mean the different pig farm wastewater treatment
systems，"+" means the result is positive，"-" means the result is negative.
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表2 不同采样点中抗性基因及整合子基因的检出情况

Table 2 Detection of resistance genes and integron genes in
different sampling sites

注：不同小写字母表示不同基因之间差异显著（P<0.05）；ND表示
检测结果为阴性。

Note：Different lowercase letters indicate significant differences
among different genes（P<0.05）；ND indicates a negative test result.

表3 样品中抗性基因及整合基因绝对丰度

Table 3 The logarithm of the copy number of resistance genes and
integron genes in samples

基因
Genes
blaTEM

cmlA

sul1

sul2

ermB

ermA

tetG

tetW

tetX

intl1

intl2

基因类型
Gene types

β-内酰胺类

氯霉素类

磺胺类

磺胺类

大环内酯类

大环内酯类

四环素类

四环素类

四环素类

整合子

整合子

基因丰度 lgN
最小值

Minimum
0.41±0.30

ND
ND

2.82±0.08
ND
ND
ND

1.37±0.14
1.68±0.58
2.15±0.50
0.63±0.12

最大值
Maximum
2.84±0.02
3.10±0.05
3.10±0.05
5.17±0.01
3.00±0.28
2.89±0.01
4.21±0.05
3.94±0.16
4.46±0.01
4.30±0.00
3.13±0.03

平均值
Average

2.18±0.22de
1.93±0.34e
2.46±0.39d
4.09±0.16a
2.04±0.18e
1.05±0.28f
3.22±0.29c
2.38±0.18d
3.24±0.19b
3.70±0.15b
2.28±0.18d
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cmlA和 sul1之间呈强正相关（P<0.05）。以上结果表

明猪场废水处理系统出水及周边河流中的噬菌体携

带抗性基因及整合子基因之间存在共现模式。

2.3 不同猪场样品中噬菌体携带抗性基因的绝对丰度

对不同猪场废水处理系统出水样和上下河流水

样中的噬菌体携带抗性基因丰度进行分析（图 2），结

果发现不同猪场样品中噬菌体携带抗性基因的丰度

有较大差异。氯霉素抗性基因 cmlA和磺胺类抗性基

因 sul1的丰度在各猪场之间没有显著差异（P>0.05）；

而 β-内酰胺类抗性基因 blaTEM在猪场 E的绝对丰度

最高，为 2.69±0.29，显著高于其他猪场（P<0.05）；磺

胺类抗性基因 sul2在猪场 B（4.58±0.21）和 C（4.50±
0.16）中的丰度显著高于其他猪场（P<0.05）；大环内

酯类抗性基因 ermB在猪场C（2.62±0.16）中的丰度显

著高于其他猪场（P<0.05）；大环内酯类抗性基因 ermA

在猪场E中的丰度最高，为1.43±0.4；四环素类抗性基

因 tetG在猪场A中的丰度最高，为 3.62±0.34；tetW在

猪场 B（2.88±0.35）中的丰度最高；tetX在猪场 E中的

丰度最高，为3.68±0.25。
2.4 猪场废水处理系统出水和河流上下游水样中噬

菌体携带抗性基因的绝对丰度

对猪场废水处理系统出水、河流上游和下游水

样中噬菌体携带抗性基因的丰度进行分析，结果发

现系统出水中 9种抗性基因的总丰度（2.01±0.21）显

著低于河流上游（3.03±0.13）和下游（2.88±0.16）中总

抗性基因的丰度（P<0.05）（图 3），河流上游的总抗性

基因丰度高于河流下游，但差异不显著（P>0.05）。

其中，β-内酰胺类抗性基因 blaTEM、氯霉素类抗性基

因 cmlA、磺胺类抗性基因 sul1和大环内酯类抗性基

因 ermA在系统出水中的绝对丰度分别为 1.38±0.34、
0.10±0.10、0.50±0.31 和 0.26±0.26，显著低于其在河

流上下游中的丰度（P<0.05）（图 4）；抗性基因 sul2在

河流上游中的丰度高于系统出水和河流下游中的丰

度，但差异不显著（P>0.05）；其他噬菌体携带抗性基

因在系统出水、河流上游和下游中的丰度没有显著

差异。此外，整合子基因 intl1和 intl2基因在系统出

水中的丰度显著低于河流上游和下游中的丰度（P<
0.05）。综上结果表明，猪场废水系统出水中抗性基

因的丰度显著低于河流中抗性基因的丰度，这也进

一步说明猪场废水处理系统出水中噬菌体携带的抗

性基因未对周边河流造成显著影响。

3 讨论

猪场废水处理系统是连接废水和外界环境的重

要桥梁，其出水中残留的抗性基因直接影响周边环境

的安全。然而目前大部分的报道仅对系统出水中的

细菌抗性基因进行了研究，缺少关于系统出水中噬菌

体携带抗性基因的报道。研究表明，猪场废水处理系

统出水中仍能检测到高丰度的细菌抗性基因，其检出

丰度高达 105~106 copies·mL-1 [20-21]。本研究对 5个典

图1 不同基因丰度之间相关性分析热图

Figure 1 Heatmap of correlation analysis between different gene abundances

｜r｜≥0.80表示强相关，0.50≤｜r｜<0.8表示中等相关，0<｜r｜<0.50表示弱相关，r=0表示不存在相关性，“*”表示相关性显著（P<0.05）
｜r｜≥0.80 means strong correlation，0.50≤｜r｜<0.8 means medium correlation，0<｜r｜<0.50 means weak correlation，

r=0 means there is no correlation，“*”means significant correlation（P<0.05）
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型猪场废水处理系统出水中的 9种噬菌体携带抗性

基因进行检测，结果发现系统出水中噬菌体携带抗性

基因的平均丰度高达 2.01±0.21，其中 sul2和 tetX平均

丰度分别高达 3.85±0.38和 3.24±0.28，说明猪场废水

处理系统不能完全去除废水中的噬菌体携带抗性

基因。此外，还检测到高丰度的整合子基因 intl1和

intl2。整合子基因与细菌基因水平转移相关，可把抗

性基因等遗传物质整合到转座子和质粒等可移动遗

传因子上，实现抗性基因在不同细菌间的传播[22]，进

一步促进系统出水中抗性基因的水平转移。系统出

水中残留的噬菌体携带抗性基因和整合子基因增加

了抗性基因防控的复杂性，也说明在关注细菌抗性基

因污染的同时，也应重视环境中噬菌体携带抗性基因

污染问题。

猪场废水处理系统出水中残留的抗性基因会随

着出水外排进入周边河流中，对周边环境安全造成威

胁。本研究在 5个猪场周边河流的上下游样品中均

检测到 9种噬菌体携带抗性基因，其中 blaTEM、cmlA、

sul1、sul2、tetW和 tetX的检出率是 100%。在河流上游

中噬菌体携带抗性基因的平均检出丰度高于下游的

图2 不同猪场样品噬菌体携带抗性基因的绝对丰度

Figure 2 Absolute abundance of phage carrying resistance genes in samples from different farms

A~E表示不同猪场对应的所有样品（系统出水和周边河流样品），不同小写字母代表猪场间差异显著
A~E represent all samples from different farms（effluent and surrounding river samples）.

Different lowercase letters indicate significant differences among pig farms
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Figure 4 Abundance of resistance genes carried by different bacteriophages in samples from the effluent，upstream and downstream
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图3 系统出水及河流上下游水样中总抗性基因及整合子基因的丰度

Figure 3 Abundance of total resistance genes and integron genes in the effluent of the system and the water samples
of the upstream and downstream
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检测丰度，但差异不显著（P>0.05）。这说明河流本身

有一定的自净功能[19]，能一定程度上降低水体中残留

的噬菌体携带抗性基因。意外的是，研究发现猪场废

水处理系统出水中噬菌体携带抗性基因的平均丰度

远低于河流上下游的平均丰度（P<0.05），达到 1个数

量级的差异，表明猪场废水处理系统出水不是周边河

流噬菌体携带抗性基因的主要污染源。前期研究也

表明，猪场废水处理系统出水中残留的细菌抗性基因

丰度显著低于周边河流中的丰度（P<0.05），未对周边

河流造成显著影响[10]。目前，我国典型的猪场废水处

理系统末端都有深度处理工艺，系统出水在外排到外

界环境之前会经过化学物理等深度处理，虽然不能完

全去除出水中残留的抗性基因，但能杀死大部分的细

菌及噬菌体等微生物，从而能有效减低出水中细菌及

噬菌体携带抗性基因的丰度，降低了其对周边环境安

全的污染风险[23-24]。但是个别噬菌体携带抗性基因，

如 ermB和 tetW，在废水处理系统出水中的丰度高于

周边河流中的丰度，对周边环境的安全仍存在较大的

威胁，需要加以重视。

本研究结果发现不同猪场废水处理系统及周边河

流中噬菌体携带抗性基因的分布特征具有显著差异，

如猪场E废水处理系统的出水及周边河流中噬菌体携

带抗性基因 blaTEM的丰度显著高于其他处理系统（P<
0.05），猪场C的出水及周边河流中 ermB的丰度显著高

于其他系统（P<0.05），而猪场D的出水及周边河流中

sul2的丰度显著低于其他系统（P<0.05）。影响抗性基

因分布的因子很多，如抗生素、重金属和消毒水等污染

物[1，25]。不同猪场废水处理系统及周边河流中环境因子

的不同导致其抗性基因分布的差异。在此需要特别注

意的是，规模化猪场和中小型猪场所使用的废水处理

设施与管理水平有一定的差异，可能会造成其出水的

水质及抗性基因残留水平差异。本研究仅评估了规模

化猪场废水处理系统出水对周边河流的影响，中小型

猪场废水处理系统出水中残留的噬菌体携带抗性基因

及对周边环境的污染风险需要进一步评估。以上结果

说明，噬菌体携带抗性基因在不同处理系统及环境之

间的污染差异增加了耐药性防控的复杂性，需要针对

不同抗性基因污染的环境设计不同的防控方案。

4 结论

（1）典型猪场废水处理系统出水中常见噬菌体携

带抗性基因污染普遍存在，表明猪场废水处理系统未

能完全去除废水中残留的噬菌体携带抗性基因，进一

步凸显了猪场及周边环境中抗性基因污染问题的严

重性。

（2）猪场废水处理系统周边河流中噬菌体携带抗

性基因的检测率及丰度显著高于其废水处理系统出

水中的检出率及丰度（P<0.05），表明典型猪场废水处

理系统出水中残留的噬菌体携带抗性基因未对周边

河流造成显著影响。
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