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Occurrence of antibiotic resistance genes in livestock farms of different scales in North China
ZOU Wei1,2, JIN Cai-xia1, WEI Shan1, Ramasamy Rajesh Kumar2, ZHOU Qi-xing2*

（1. School of Environment, Key Laboratory for Yellow River and Huai River Water Environment and Pollution Control, Ministry of
Education, Henan Key Laboratory for Environmental Pollution Control, International Joint Laboratory on Key Techniques in Water
Treatment, Henan Normal University, Xinxiang 453007, China; 2. Key Laboratory of Pollution Processes and Environmental Criteria
（Ministry of Education）/Tianjin Key Laboratory of Environmental Remediation and Pollution Control, College of Environmental Science
and Engineering, Nankai University, Tianjin 300350, China）
Abstract：To investigate the contamination profile and influence factors of antibiotic resistance genes（ARGs）in livestock and poultry
industries in Northern China, the animal feces were collected from swine and chicken farms of different sizes in Hebei Province and
Tianjin. In the experiment, the ARG abundances and their relationship with organic matter in manures was determined. The results of real-
time fluorescent quantitative polymerase chain reaction indicated that the relative abundances of sul and erm in chicken feces were
significantly higher than those in swine feces. In contrast, the levels of tet encoding ribosome protection protein（RPP）resistance in swine

2020，39（11）: 2640-2652 2020年11月农 业 环 境 科 学 学 报
Journal of Agro⁃Environment Science

邹威，金彩霞，魏闪，等 . 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[J]. 农业环境科学学报, 2020, 39（11）：

2640-2652.
ZOU Wei, JIN Cai-xia, WEI Shan, et al. Occurrence of antibiotic resistance genes in livestock farms of different scales in North China[J].
Journal of Agro-Environment Science, 2020, 39（11）：2640-2652.

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 1，2，金彩霞 1，魏闪 1，Ramasamy Rajesh Kumar2，周启星 2*

（1.河南师范大学环境学院，黄淮水环境污染与防治教育部重点实验室，河南省环境污染控制重点实验室，水处理关键技术国际

联合实验室，河南 新乡 453007；2.南开大学环境科学与工程学院，环境污染过程与基准教育部重点实验室/天津市城市生态环境

修复与污染防治重点实验室，天津 300350）

收稿日期：2020-04-10 录用日期：2020-06-10
作者简介：邹威（1991—），男，湖北荆州人，博士，讲师，主要研究方向为污染生态化学。E-mail：zouwei08029128@126.com
*通信作者：周启星 E-mail：zhouqx@nankai.edu.cn
基金项目：教育部新世纪优秀人才支持计划（NCET-11-0254）；河南省科技攻关项目（202102310597）；河南师范大学博士科研启动基金（5101219170133）
Project supported：The Program for New Century Excellent Talents in Universities of Ministry of Education，China（NCET-11-0254）；The Key Science

and Technology Program of Henan Province, China（202102310597）；The Doctoral Scientific Research Foundation of Henan Normal University，
China（5101219170133）

摘 要：为调查华北地区畜禽养殖环境抗生素抗性基因（ARGs）污染特征及影响因素，采集河北省和天津市不同规模的养猪场和

养鸡场新鲜粪便样品，分析粪便中ARGs污染水平及有机质与ARGs含量的相关性。实时荧光定量PCR结果显示，不同种类畜禽

养殖场粪便ARGs的相对丰度有显著区别，鸡粪中 sul和 erm基因的相对丰度高于猪粪，而编码核糖体保护蛋白的 tet基因（4.24×
10-3~5.85×10-1）在猪粪和鸡粪中的相对丰度无明显差异，均显著高于 sul（1.07×10-4~2.26×10-1）、erm（6.36×10-4~2.62×10-1）以及编码

外派泵蛋白和酶抑制剂的 tet基因（1.24×10-4~5.41×10-2）。不同规模的养猪场粪便ARGs污染水平趋势为：中型>大型>小型，而不

同规模养鸡场粪便中ARGs相对丰度无显著性差异（P=0.551）；此外，正交偏最小二乘判别（OPLS-DA）与典型相关分析（CCA）结

果显示，畜禽粪便中编码核糖体保护蛋白的 tet基因（tetM、tetO和 tetW）相对丰度与有机碳（OC）和有机氮（ON）含量高度相关（VIP>
1），sul基因则与OC/ON明显相关。综上，粪便中有机质和生物可利用碳氮比是影响畜禽养殖业ARGs污染水平的重要因素。
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我国是抗生素生产和使用大国，总量一直居于全

球首位[1]。一直以来，抗生素被广泛应用于畜禽养殖

业中的动物疾病预防和治疗[2-3]。据专家调查和推

算，中国每年生产抗生素原料大约 21万 t，其中 9.7万

t应用于畜禽养殖业中，占年产抗生素总量的 46.1%。

进入到动物体内的抗生素只有少部分能被代谢、吸收

和降解，大部分残留在动物粪便中[4-7]，对肠道微生物

造成选择性压力，动物体内存在的抗生素抗性细菌

（Antibiotic resistant bacteria，ARBs）和抗生素抗性基

因（Antibiotic resistance genes，ARGs），不仅极大阻碍

畜禽养殖粪便的有效资源化利用，更可能给周边生态

环境带来潜在的健康风险[8-10]。

畜禽粪便的排放造成大量携带 ARGs的抗性细

菌进入到水和土壤环境，通过水平接合转移将抗性传

递给土著微生物，甚至进入食物链，给生态和人类健

康带来严重威胁[11-13]。当前针对畜禽养殖场（鸡、猪、

牛和羊等）及周边环境ARGs污染情况的调研已有大

量报道[14-19]。例如，Tina等[20]研究比利时畜禽粪便中

抗生素和ARGs迁移行为，发现猪粪样品中以四环素

类（tetB、tetL、tetM、tetO、tetQ 和 tetW）、磺胺类（sulⅡ）

和大环内酯类（ermB 和 ermF）抗性基因为主；Haley
等[21]调查发现美国 17个商业奶牛场养殖粪便 ARGs
以四环素类和氨基糖苷类最为丰富，其在小牛粪便中

的平均丰度（1.8×102）要明显高于其在乳牛粪便中的

丰度（1.7×10-1）；Qian等[22]在鸡、猪和牛的大型养殖场

粪便样品中共检测到 109 种 ARGs，且鸡场和猪场

ARGs污染水平显著高于牛场；Kong等[23]调查我国吉

林省羊场养殖粪便中 ARGs 污染特征，利用高通量

PCR 技术检测到多种抗生素抗性，包括氨基糖苷类

[aacC（6）I1、aacC2、aacC4、strA 和 strB）、β-内酰胺类

（blaCTX-M、blaSHV 和 blaTEM）、四环素类（tetB、tetC、tetE、

tetO 和 tetQ）、大环内酯-林酰胺类-链脲类（mphA、

mphB、ermA、ermB 和 ermC）、磺胺类（sulⅠ和 sulⅡ）、

喹诺酮类（qnrA 和 qnrS）、多黏菌素（MCR-1）和新德

里金属-β-内酰胺抗性（NDM-1）等，相对丰度为

8.99×10−9~3.00×10−1；Liu等[24]甚至在 5年不使用抗生

素的养鸡场粪便也检测到超过 80 种的 ARGs，其中

aadA、aadA1、aadA2、strB、tetM、tetK 和 tetX 的基因丰

度均超过 10-3，cphA基因丰度高达 10-1。最近，谷艳茹

等[25]调查天津市家庭农场粪污ARGs赋存特征，发现

tetO、tetQ、tetW 和 ermB 含量最为丰富，同时检出到

blaOXA-1、blaTEM-1和 blaampC等 β-内酰胺类抗性基因，这

些畜禽粪肥的施用可显著增加土壤环境中 ARGs的
丰度（约 8~18倍）。国内外研究重点集中在畜禽养殖

场粪便和周边环境的ARGs来源和污染程度解析，但

有关不同规模化养殖场的 ARGs污染特征差异还未

见报道。

环境中ARGs主要通过接合、转导和转化 3种方

式进行横向迁移[26-31]。研究表明，有机化合物可通过

调控可动遗传因子、引起细胞 SOS反应、胁迫细胞形

成自然感受态、影响生物膜形成、改变细胞膜通透性、

与胞外质粒形成加合物等方式，影响ARGs在微生物

之间的水平转移效率；还可通过影响微生物群落结

构，改变 ARGs的表达水平。例如，Kang等[32]发现多

环芳烃（菲、萘等）可通过与pUC19质粒形成非共价键

复合物，显著抑制氨苄青霉素抗性基因（Ampr）的转

化效率；刘璐[33]发现水体中溶解性有机质腐植酸和富

里酸都对 sul的增殖和传播具有明显的抑制效果，并

且随着浓度的升高抑制作用逐渐增强；Zhao等[34]发现

腐植酸（25 mg·L-1）可影响水处理系统中的微生物群

落结构，并显著抑制四环素抗性基因（tetC、tetG、tetW
和 tetX）和Ⅰ类整合子基因（intI）的表达水平；Zhou
等[35]研究我国华东地区高污染城市河流内ARGs污染

特征，发现总ARGs的绝对丰度与总有机碳和总溶解

性有机氮含量呈显著正相关（P<0.01）。上述研究均

表明有机质的含量和成分可一定程度上影响环境介

and chicken feces were similar（4.24 × 10−3~5.85 × 10−1）, but higher than those of sul（1.07 × 10−4~2.26 × 10−1）, erm（6.36 × 10−4~2.62 ×
10−1）, and tet encoding efflux pump proteins and enzyme−inhibitor complex resistance（1.24 × 10−4~5.41 × 10−2）. The relative abundances
of ARG in swine feedlots of different sizes were ranked as：middle > large > small, whereas no significant difference in ARG level was
found between middle− and small−sized chicken farms（P=0.551）. Further, the orthogonal partial least squares discriminant and canonical
correspondence analyses revealed that tet encoding RPP resistances（tetM, tetO, and tetW）were significantly correlated with organic carbon
（OC）and organic nitrogen（ON）contents（variable important in projection > 1）, while the OC/ON ratio was relevant to the prevalence of
the sulⅠ and sulⅡ genes. The above findings indicate that bioavailable organic matter in animal manures may be a key factor in
determining ARG pollution in the livestock and poultry industries.
Keywords：antibiotic resistance genes; livestock and poultry industries; organic matter; carbon to nitrogen ratio
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质中ARGs的污染水平。然而，相比于其他影响因子

（如 pH、温度和抗生素）的大量报道[36-38]，畜禽养殖粪

便中残留有机质含量与ARGs污染的关系还不清楚。

华北地区（京津冀）作为我国重要的工业基地，其

土壤微生物环境和食品安全一直都是被关注的重点。

本实验选取天津和河北两地区规模化的养鸡场和

养猪场为研究对象，探讨不同规模（大型、中型和小

型）的养殖场畜禽粪便中ARGs（四环素类 tet、磺胺类

sul、大环内酯类 erm和喹诺酮类 qns）的污染特征；测

定粪便中残留有机碳（Organic carbon，OC）和有机氮

（Organic carbon，ON）的含量，分析畜禽粪便中残留有

机质含量与ARGs污染水平的相关性，以期为控制我

国规模化畜禽养殖场中抗生素和 ARGs污染与保障

土壤环境健康提供科学依据，为环境生态风险评价提

供参考。

1 材料与方法

1.1 样品的采集、运输与保存

选取具有一定规模的养猪场和养鸡场作为研究

对象，采样点主要分布在天津市西青区和河北省石家

庄市及周边地区，具体采样点分布见图 1。以动物的

年出栏量将养殖场规模划分为大型、中型和小型。养

鸡 场 年 出 栏 5 万 羽 以 上 为 中 型 养 鸡 场（MC，
HC1~HC4、TC1~TC2），年出栏 1万到 5万羽为小型养

鸡场（SC，TC3~TC4）；养猪场年出栏 10 000头以上为

大型养猪场（LS，HS1~HS2、TS1~TS2），5 000~10 000
头为中型养猪场（MS，HS3~HS4、TS3~TS4），5 000 头

以下为小型养猪场（SS，HS5~HS6、TS5~TS6）。采样

前对选取的养殖场养殖年限和抗生素使用情况进行

调研。中型和大型养殖场养殖年限均在 8年以上，小

型养殖场养殖年限在 3年左右。养鸡场常用药物包

括磺胺类（磺胺嘧啶和磺胺甲恶唑）、四环素类（四环

素、金霉素和强力霉素）、大环内酯类（吉他霉素）、氟

喹诺酮类（环丙沙星和诺氟沙星）和氨基糖苷类（庆大

霉素和卡那霉素）；养猪场常用药物包括磺胺类（磺胺

甲嘧啶和磺胺甲恶唑）、四环素类（四环素、金霉素和

土霉素）、大环内酯类（泰乐菌素）和氟喹诺酮类（环丙

沙星和恩诺沙星）。采样时利用铲子收集猪舍和鸡舍

新鲜出栏未经任何处理的粪便，每个养殖场随机选取

3个不同的养殖栏收集一定量粪便，然后迅速搅拌混

合均匀作为均一样品。粪便收集完毕后立即低温快

递运回实验室，提取DNA之前-20 ℃保存。

1.2 主要试剂与耗材

粪便基因组 DNA 提取试剂盒 FastDNA® SPIN
Kit for Feces 购买自美国 MP Biomedicals 生物医药公

司；琼脂糖凝胶DNA回收试剂盒（DP208/209）购买自

北京天根生化科技有限公司；异丙醇、乙醇、EDTA、

Na2EDTA、琼脂粉、Loading Buffer、溴化乙锭（EB）、

NaCl、Tris、IPTG、X-gal、氨苄青霉素、琼脂糖、牛肉膏、

蛋白胨、酵母浸粉、E.coli感受态细胞、pMD18-T Simple

图1 养殖场采样点分布

Figure 1 The locations of targeted livestock farms
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Vector、2×Taq PCR Green Mix等试剂均购自北京鼎国

昌盛生物技术有限公司；实时荧光定量 PCR试剂盒

则由TAKARA提供。实验用水均为双蒸水。

1.3 基因组DNA的提取与PCR反应

粪便细菌基因组 DNA 的提取依照 FastDNA®

SPIN Kit for Feces 试剂盒指示操作进行。DNA 提取

后，使用微量核酸蛋白测定仪（Nanodrop2000）鉴定核

酸浓度及纯度，保证OD260/OD280比值大于 1.8，以满足

后续 PCR实验要求。然后以基因组DNA为模板，经

稀释后混合为 25 μL PCR 反应体系，PCR 反应体系

为：12.5 μL的 2×Taq PCR Green Mix（包含 0.1 U·μL-1

Taq DNA Polymerase、2×PCR buffer、3 mmol·L-1 MgCl2
和 0.4 mmol·L-1 dNTPs）、前端引物 0.5 μL（10 mmol·
L-1）、后端引物 0.5 μL（10 mmol·L-1）、DNA 模板 1 μL
和 10.5 μL 的双蒸水，空白对照组以双蒸水为模板。

检测目标基因包含 tet类 [tetA、tetC、tetG、tetH、tetL、
tetM、tetO、tetW、tetT、tetX和 tet（B/P）]、sul类（sulⅠ、sul

Ⅱ和 sulⅢ）、erm类（ermB 和 ermC）和 qns类（oqxB、

qepA、qnrD和 qnrS）抗性基因，基因引物序列详情如表

1所示。定性PCR反应程序为：94 ℃预变性 3~5 min，
94 ℃变性 30 s，退火 30 s后，72 ℃延伸 30 s，共 40个循

环，最后 72 ℃延伸 7 min。反应结束后，利用DNA凝

胶电泳检测所得条带，统计目标基因的检出率。

1.4 实时荧光定量PCR（qPCR）
选择粪便样品中检出率为 100%的目标基因，鉴

定ARGs的相对丰度。本实验中ARGs的定量采用绝

对定量法，选取 16S rRNA作为内参基因。首先绘制

标准曲线：目的基因普通 PCR后，条带切胶回收，目

的基因片段与 pMD19-T载体连接，连接产物与 50 μL
解冻后的E.coli感受态细胞均匀混合，用未加入氨苄

青霉素的LB液体培养基适当培养。然后将菌液均匀

地涂在含有氨苄青霉素、X-gal和 IPTG的 LB固体抗

性平板上培养，蓝白斑筛选挑选出白色重组菌斑，挑

选出的白色菌斑在LB液体培养基上扩大培养后取出

抽提质粒，利用 Nanodrop2000鉴定所提质粒 DNA的

浓度及纯度，换算出质粒作为标准品的基因拷贝数，

然后将标准质粒梯度稀释，使其浓度在 10-7~10-1，经

RT-qPCR 扩增后作出 Ct值与 DNA 起始浓度有关的

线性曲线。通过标准曲线的绘制得到目标基因的扩

增曲线公式，目标基因的扩增效率 E 在 84.8%~
133.9%，相关系数R2基本都保持在 0.99以上，线性关

系良好。

基因
Genes
tetA
tetC
tetG
tetH
tetL
tetM
tetO
tetW
tetT
tetX

tet（B/P）
sulⅠ
sulⅡ
sulⅢ
ermB
ermC
oqxB
qepA
qnrD
qnrS

16SrRNA

正向引物（5′~3′）
Forward primer（5′~3′）

TGATCGTAATTCTGAGCACTGT
CACTGGTTAACTCAGCACGAAT

GTGCCTTGCTGTCGCTCTA
CGCTTGTTGCCAATAGGACAC
TCGTTAGCGTGCTGTCATTC

ACAGAAAGCTTATTATATAAC
ACGGARAGTTTATTGTATACC
GAGAGCCTGCTATATGCCAGC
AAGGTTTATTATATAAAAGTG
CAATAATTGGTGGTGGACCC
AAAACTTATTATATTATAGTG

CGCACCGGAAACATCGCTGCAC
TCCGGTGGAGGCCGGTATCTGG
TCCGTTCAGCGAATTGGTGCAG
CCGATACCGTTTACGAAATTGG
GAAATCGGCTCAGGAAAAGG
TCCTGATCTCCATTAACGCCCA
CCAGCTCGGCAACTTGATAC

ACGACAGGAATAGCTTGGAAGG
GCAAGTTCATTGAACAGGGT
CGGTGAATACGTTCYCGG

反向引物（5′~3′）
Reverse primer（5′~3′）

GAAGGCAAGCAGGATGTAGC
AGGCATCACTTCTTGGATAGGG
ACGGTCCTCGCCATAGATGA

ACCGCCAAAGACATACCGATAG
GTATCCCACCAATGTAGCCG
TGGCGTGTCTATGATGTTCAC
TGGCGTATCTATAATGTTGAC
GGGCGTATCCACAATGTTAAC
AGGTGTATCTATGATATTTAC
TTCTTACCTTGGACATCCCG

TGGAGTATCAATAATATTCAC
TGAAGTTCCGCCGCAAGGCTCG
CGGGAATGCCATCTGCCTTGAG
TTCGTTCACGCCTTACACCAGC
TACTTTGGCGTGTTTCATTGC
TAGCAAACCCGTATTCCACG
ACCGGAACCCATCTCGATGC
ATGCTCGCCTTCCAGAAAA

TCAGCCAAAGACCAATCAAACG
TCTAAACCGTCGAGTTCGGCG
GGWTACCTTGTTACGACTT

退火温度
Annealing temperature/℃

56
57

55.5
57.3
55

46.6
46.8
56
46
55
46
55
60
60
57
57
64
60
50
54
55

扩增片段
Amplified fragments/bp

869
296
584
198
267
171
171
168
169
468
169
163
191
128
190
293
131
570
465
428
123

来源
Sources

[39]
[39]
[39]
[39]
[39]
[40]
[40]
[40]
[40]
[41]
[42]
[43]
[43]
[43]
[44]
[44]
[45]
[46]
[47]
[48]
[49]

表1 PCR引物序列

Table 1 The sequence of PCR primers

2643



农业环境科学学报 第39卷第11期
RT-qPCR 反应体系为：12.5 μL TransStart® Top

Green qPCR SuperMix、正向和反向引物（10 mmol·L-1）

各 0.5 μL、DNA模板 1 μL和双蒸水 10.5 μL。具体反

应程序为：94 ℃下预变性 5 s，95 ℃变形 30 s，退火 30
s，72 ℃延伸 30 s，总共 40 个循环，溶解曲线程序在

55~95 ℃，每隔 0.5 s读数，每个温度停留 30 s。程序

结束后记录其循环数（Ct值），根据标准曲线计算出起

始样品中目标基因的拷贝数，以 16S rRNA基因校准，

计算得出目标基因在畜禽粪便样品中的相对丰度。

1.5 有机碳和有机氮测定

实验采用重铬酸钾氧化-分光光度法（HJ 615—
2011）测定粪便样品中的有机碳（OC）含量，以葡萄糖

为标准使用液绘制标准曲线。准确称取 0.5~1 g干燥

后的粪便样品加入到消解玻璃管中，每个样品做 3个

平行，然后加入 0.5 g硫酸汞和 10 mL重铬酸钾溶液，

摇匀后缓慢加入 7.5 mL浓硫酸，恒定温度 135 ℃加热

30 min。反应结束后加入约 50 mL水冷却至室温，倒

入比色管中加水至 100 mL，摇匀，静置 2 h后取 30 mL
溶液，2 000 r·min-1离心 10 min，静置澄清，收集上清

液，在 585 nm处以水为参比测定溶液吸光度。干燥

粪便样品中的OC含量（质量分数，%）按照如下公式

进行计算：
Woc = ( A - A0 - a ) / ( b × m1 × 1000 ) × 100

式中：Woc为样品中OC的含量（质量分数），mg C·g-1；m1
为风干样品质量，g；A为消解液的吸光度；A0为空白组

的吸光度；a为标准曲线截距；b为标准曲线斜率。

有机氮（ON）含量由凯氏氮和铵态氮含量差减法

计算得出。凯氏氮含量采用全自动凯氏定氮仪

（KJELTECTM 8400，FOSS，丹麦）测定，铵态氮含量则

采用纳氏试剂比色法（HJ 535—2009）测定。称取干

燥粪便样品 5 g 置于锥形瓶中，加入 0.05 mol·L-1的

盐酸 30 mL，振荡混匀 30 min 后取出倒入离心管中

3 000 r·min-1离心 10 min，静置澄清后取上清液 5 mL
置于容量瓶中定容至 100 mL，而后取稀释液 2 mL置

于 50 mL 的比色管中，加水至 50 mL，然后分别加入

1.5 mL的纳氏试剂和 1 mL的酒石酸钾钠溶液混匀，

在波长420 nm处以水为参比测定吸光度。

1.6 数据分析

文中所列数据为 3 个平行组的平均值，误差棒

表示标准偏差。数据的统计和绘制利用 IBM SPSS
Stastistic 20.0和Origin 9.0软件，显著性使用独立样本

t检验进行分析，P<0.05表示具有显著性差异。利用

SIMCA-P 11.5软件进行相关性分析，使用正交偏最

小二乘判别（OPLS-DA）方法，VIP（Variable important
in projection）是OPLS-DA模型变量的变量权重值，表

示有机质对不同种类ARGs的影响强度和解释能力，

VIP≥1表示具有显著性。利用Canoco 5.0软件进行典

型相关分析（CCA）。

2 结果与讨论

2.1 规模化养殖场粪便中ARGs的检出频率

养殖场采集畜禽粪便样品中 ARGs的检出频率

如表 2所示。实验结果显示，编码外排泵蛋白（Efflux
pump proteins，EPP）的 tetH和 tetL、编码核糖体保护蛋

白（Ribosomal protection proteins，RPP）的 tetM、tetO 和

tetW、以及编码酶抑制剂（Enzyme-inhibitor complex，
EI）的 tetX的检出率均达到 100%；对 sul基因而言，sul

Ⅰ和 sulⅡ在所有样品中均有检出，sulⅢ的检出频率

则相对较低（85%）；两种 erm基因在所有养殖场中均

检测到；所有 qns基因的检出率在 80%~95%之间，相

比于 tet、sul和 erm基因，检出率明显偏低。

2.2 规模化养殖场粪便样品中ARGs污染特征

2.2.1 不同畜禽种类养殖场粪便样品中ARGs的相对

丰度

河北和天津地区不同规模的养猪场和养鸡场

ARGs相对丰度分别如图2和图3所示，结果表明不同

种类养殖场粪便中ARGs的污染特征存在显著差异。

在猪粪便中，tetM，tetO 和 tetW 总体相对丰度是最高

的（4.24×10-3~5.85×10-1），erm基因次之（6.36×10-4~
6.45×10-2），sul基因的相对丰度最低（1.07×10-4~5.56×
10-2），这种趋势在河北地区尤为明显。而在鸡粪样

品中，ARGs整体丰度较高，不同抗生素的ARGs相对

丰度相差较小，erm基因（2.51×10-2~2.62×10-1）、sul基

因（1.86×10-3~2.26×10-1）与编码RPP的 tet基因（1.13×
表2 养殖场畜禽粪便中ARGs的检出频率（n=20）

Table 2 The detection frequencies of the targeted ARGs
in livestock manures（n=20）

基因
Genes
tetA
tetC
tetG
tetH
tetL
tetM
tetO

检出频率
Detection

frequency/%
85
80
65
100
100
100
100

基因
Genes
tetW
tetQ
tetT
tetX

tet（B/P）
sulⅠ
sulⅡ

检出频率
Detection

frequency/%
100
85
80
100
85
100
100

基因
Genes
sulⅢ
ermB
ermC
oqxB
qepA
qnrD
qnrS

检出频率
Detection

frequency/%
85
100
100
95
95
80
80
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10-2~2.59×10-1）的相对丰度较为接近，均高于编码

EPP（1.31×10-4~1.84×10-2）和EI（8.97×10-4~4.25×10-3）

的 tet基因相对丰度。

养鸡场粪便中 sul和 erm基因的相对丰度高于其

在养猪场粪便中的相对丰度。例如，河北省鸡粪中

sulⅡ基因的相对丰度为 2.16×10-2~2.26×10-1，而其在

猪粪中的相对丰度则为 1.2×10-4~5.56×10-2，研究结果

与 Cheng 等[50]调研我国华东地区畜禽粪便的结论一

致。对于畜禽养殖业ARGs污染水平而言，抗生素使

用量越高，粪便中残留的抗生素含量越高，ARGs的污

染就越严重。Zhao等[51]研究报道指出，我国畜禽养殖

业鸡粪中抗生素残留量（1 420.76 mg·g-1）明显高于猪

粪。更高含量的抗生素残留量和更严重的选择性压

力，导致鸡粪中 sul和 erm基因的污染水平比猪粪中

的更高。意外的是，编码RPP和 EPP抗性的 tet基因

在猪粪和鸡粪中的相对丰度较为接近，这可能与这两

类 ARGs广泛的宿主菌群和高水平转移扩散能力有

关[52]。

ARGs污染水平与其宿主菌的种类、数量以及微

生物种属之间的转移能力有关。大多数 tet基因坐落

于非移动性基因元件上[52]，但是编码 RPP 抗性的 tet

基因仍然具有较强的转移能力，可通过氧四环素抗性

质粒进行水平转移传播[53]；而且相对于编码EPP和EI
抗性的 tet基因，tetM、tetO和 tetW具有更广泛的宿主

菌（分别为60、24种和12种），导致粪便和环境介质中

编码RPP抗性的 tet基因相对丰度普遍更高[54]。同样

地，实验发现不同抗性机理的 tet基因相对丰度趋势

为：RPP>EPP>EI，tetM、tetO 和 tetW 的最高相对丰度

分别可达 1.96×10-1、2.59×10-1和 5.85×10-1。此外，大

部分 erm基因同时编码有大环内酯（Macrolide）、林酰

胺 类（Lincosamide）和 链 脲 类（Streptogramin）抗 性

（MLS），可轻易被移动质粒和转座子获得并随之水平

接合转移，在环境介质中污染水平也普遍较高[55-56]，

实验同样发现其相对丰度显著高于编码EPP和EI的
tet基因。对于 sul基因，sulⅠ和 sulⅡ都编码DHPS抗

性，且 sulⅠ基因多数位于Ⅰ类整合子移动基因元件

上[57]，大量研究发现环境介质（土壤、水体和污泥等）

中 sulⅠ基因的相对丰度普遍高于 sulⅡ基因[58]，但是

sulⅡ基因污染水平更易受到人为活动因素干扰[59]，这

可能是本研究发现畜禽粪便 sulⅡ基因相对丰度高于

sulⅠ基因的主要原因。重要的是，sulⅡ基因的检测

丰度最高可达 2.26×10-1，明显高于 Munir 等[60]和 Ji

图2 河北地区养殖场畜禽粪便ARGs的相对丰度

Figure 2 The relative abundances of ARGs in manures collected from livestock farms in Hebei Province
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（b）中型养猪场Middle swine farm
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（c）大型养猪场Large swine farm
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（d）小型养鸡场Small chicken farm
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等[61]研究动物粪便中检测到的 sulⅡ基因丰度，说明

近些年随着抗生素的进一步使用，畜禽养殖业中

ARGs的污染水平变得更加严重和不可忽视。

2.2.2 不同地区畜禽养殖场粪便样品中ARGs的相对

丰度

四环素类和磺胺类是畜禽养殖业使用最为频繁

的抗病药物，tet和 sul两类抗性基因的检出也极为频

繁。Heuer 等[62]2008 年调查发现德国养猪场粪便中

sul基因相对丰度的数量级保持在 10-5~10-2；2009 年

检测美国 24个畜禽养殖场粪便中ARGs污染水平，结

果显示 tetW和 sulⅠ基因的相对丰度分别在 10-3~10-2

和 10-6~10-5[63]；2014 年 Garder 等[64]研究表明 erm基因

在畜禽粪便样品中难以检测到，但是在排放粪便的周

边土壤和水体环境中则检出频率较高。上述研究表

明，不同地区畜禽养殖业ARGs的污染水平存在较大

差异。在本项研究中，河北地区养猪场和养鸡场

ARGs的平均相对丰度分别为 4.99×10-2和 1.36×10-1，

均高于天津市养猪场和养鸡场 ARGs的平均相对丰

度（分别为1.89×10-2和4.45×10-2），尤其是中型养猪场

（P=0.023），表明河北地区畜禽养殖场粪便 ARGs 污
染水平要比天津市更为严重，这可能与当地不同规模

的畜禽养殖场抗生素管控政策和措施有关。然而，受

图3 天津地区养殖场畜禽粪便ARGs的相对丰度

Figure 3 The relative abundances of ARGs in manures collected from livestock farms in Tianjin
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限于天津市未采集到中型养鸡场粪便样品和抗生素

使用量的不确定，不同地区养殖企业ARGs污染水平

差异的具体原因仍需进一步核查。

2.2.3 不同规模的畜禽养殖场粪便中 ARGs 的相对

丰度

图4和表3结果显示，河北地区小型、中型和大型

养猪场粪便ARGs的平均相对丰度为 1.62×10-2、6.76×
10-2和 6.60×10-2，中型养猪场平均 ARGs相对丰度最

高，显著高于小型养猪场（P=0.018），而中型与大型养

猪场、大型与小型养猪场之间均无显著性差异；天津

地区小型、中型和大型养猪场粪便ARGs的平均相对

丰度为 6.8×10-3、3.12×10-2和 1.87×10-2，与河北地区类

似，天津中型规模养猪场粪便ARGs丰度显著高于小

型养猪场（P=0.039），其他不同规模养猪场之间ARGs
污染水平无显著性差异。不同规模养猪场粪便中

ARGs的平均相对丰度趋势均为：中型>大型>小型，

说明中等规模的养猪场对抗生素的使用更为泛滥，小

型养猪场抗生素使用则相对较少。

河北地区中型养鸡场粪便 ARGs的平均相对丰

度为 1.36×10-1，天津市中型和小型养鸡场粪便ARGs
的平均相对丰度分别为5.37×10-2和3.53×10-2，相对于

相同地区同等规模的养猪场而言，养鸡场粪便中

ARGs相对丰度明显更高；此外，统计学分析结果显示

天津市小型和中型养鸡场之间 ARGs污染水平无显

著性差异（P=0.551）。上述研究结果表明，同一地区

鸡类养殖企业对抗生素的使用相比于养猪场可能更

为严重，养鸡场无论规模大小，粪便中 ARGs的污染

水平普遍较高。

2.3 畜禽粪便中有机质与ARGs污染水平的相关性分析

养殖场畜禽粪便中 OC和 ON的检测含量如表 4
所示，除HC4外所有粪便样品中OC/ON比值均超过

8。OPLS-DA 相关性分析（图 5）结果表明，猪粪中

ARGs相对丰度与 OC 含量的相关性比鸡粪要强，显

著相关的基因种类更多（sulⅠ、ermC、tetL、tetM、tetW和

tetX），而ARGs丰度与ON和OC/ON的相关性在猪粪

和鸡粪中则比较接近。此外，不同种类的ARGs与有

机质含量的相关性有差异。tet基因与OC和ON的相

关性要明显强于 sul和 erm基因，其中编码 RPP的 tet

基因与有机质的相关性最强，例如猪粪样品中 tetM与

OC和OC/ON均显著正相关，tetO与ON和OC/ON均显

著相关，tetW则与OC和ON均显著正相关；在鸡粪样

品中，tetM和 tetW基因则均与ON含量和OC/ON显著

相关。

已有研究表明，生物可利用碳氮比（C/N）影响着

微生物的群落结构及其活性[65]，而微生物群落结构与

ARGs的丰度和多样性紧密相关[66]。研究发现，鸡粪

注：*表示具有显著性差异。
Note：* represents the significant difference between groups.

表3 河北和天津地区不同规模养殖场粪便中ARGs丰度差异性显著水平（P）

Table 3 The statistical significance（P value）of ARGs abundances in different scaled livestock farms in Hebei Province and Tianjin
养殖场规模Farm scale

HB-SS
HB-MS
HB-LS
TJ-SS
TJ-MS
TJ-LS

HB-MC
TJ-SC
TJ-MC

HB-SS
1

HB-MS
0.018*

1

HB-LS
0.407
0.98
1

TJ-SS
0.315
—

—

1

TJ-MS
—

0.023*
—

0.039*
1

TJ-LS
—

—

0.429
0.168
0.441

1

HB-MC
—

—

—

—

—

—

1

TJ-SC
—

—

—

—

—

—

—

1

TJ-MC
—

—

—

—

—

—

0.043*
0.551

1

图4 不同规模畜禽养殖场粪便中ARGs的相对丰度

Figure 4 The relative abundance of ARGs in animal manures
collected from different scaled livestock farms
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样品中 sulⅠ和 sulⅡ基因均与OC/ON呈显著负相关，

而在猪粪中则呈正相关；对于 tet基因，tetH基因和编

码RPP的 tet基因相对丰度几乎均与OC/ON呈显著性

相关。上述研究结果表明畜禽粪便中OC/ON可能是

决定 ARGs污染水平的重要因素之一。研究结果还

显示ARGs的相对丰度与OC/ON之间的相关性和其

与ON之间的相关性几乎完全相反，尤其是显著性相

关的基因（sulⅡ、ermC、tetH、tetM、tetO 和 tetW），表明

畜禽养殖场粪便中ON含量与ARGs污染水平有较强

的关联性。

畜禽粪便中 ARGs污染水平受到多种因子的影

响。本研究发现粪便中有机质（尤其是ON）含量与多

种ARGs污染水平呈现显著性相关，表明有机质成分

和含量可能是调控粪便 ARGs赋存特征和水平的重

要因素。研究表明，可生物利用的 OC和 ON等营养

物质决定着微生物胞外酶活性和细胞外基质的组分

和功能[67]，这些胞外酶和胞外基质可通过吸附和水解

等作用影响外来分子（包括DNA）转移进入细胞内部

的效率和能力。Tets等[68]发现在生物膜中，胞外的蛋

白水解酶可显著抑制抗性质粒的接合频率。这些研

究结果预示着有机质可能通过影响细菌胞外分泌物

的成分和活性，从而影响ARGs在肠道微生物之间的

转移和扩散。此外，Hu等[69]发现粪便中OC/ON比值

高于 8时，反硝化细菌会成为主要的优势菌群，在一

定范围内，ON含量越高和有效C/N越大，反硝化效率

会增高，反硝化细菌越容易占据优势主导地位；任四

伟[70] 研 究 发 现 养 鸡 场 和 养 猪 场 粪 便 中 的 单 一

（62.58%~89.43% 和 29.62%~49.72%）和多重抗生素

类群（95.29%和 88.55%）主要是拟杆菌门（Bacteroide⁃
tes）；蒋志云等[71]采用Miseq高通量测序技术发现，在

污水处理反硝化过程中，优势微生物菌群始终以变形

菌门（Proteobacteria）和拟杆菌门（Bacteroidetes）为主。

综合上述研究结果，有机质（OC和ON）可能通过调控

畜禽粪便中的优势抗性菌群及其胞外分泌物的成分

和活性，影响畜禽养殖业粪便中ARGs的污染水平。

CCA分析结果（图6）表明：sul基因与OC/ON显著

相关，tetM、tetO和 tetW均具有丰富的宿主菌群[28]，更

容易受到有机质含量的影响，与 OC和 ON均表现出

非常强的相关性，这与OPLS-DA相关性分析的结果

是一致的。相比之下，erm基因和 tetX基因与有机质

含量的相关性很弱。众多研究表明 erm基因和编码

EI的 tet基因在养殖业粪便和周边土壤环境中普遍存

在且丰度较高[72-73]，表明畜禽养殖业ARGs污染水平

的环境影响因子仍需进一步探索和研究。

3 结论

（1）华北地区养鸡场粪便中 sul和 erm基因的相

对丰度显著高于其在猪粪中的水平，编码 RPP的 tet

基因（10-2~10-1）在两种畜禽粪便中的相对丰度比较

表4 天津和河北地区养殖场畜禽粪便中有机碳和有机氮含量

Table 4 The contents of organic carbon and organic nitrogen in
collected manures in Tianjin and Hebei Province

采样点
Sample sites

HC1
HC2
HC3
HC4
HS1
HS2
HS3
HS4
HS5
HS6
TC1
TC2
TC3
TC4
TS1
TS2
TS3
TS4
TS5
TS6

有机碳
Organic carbon/
（mg C·g-1）

284.0
317.5
452.9
286.9
391.3
404.6
323.7
394.9
382.7
397.1
380.8
268.5
349.2
372.3
344.7
409.9
387.5
128.7
402.6
387.6

有机氮
Organic nitrogen/
（mg N·g-1）

18.43
14.32
21.58
49.36
25.87
22.31
23.58
28.45
24.51
21.66
47.51
19.87
28.12
19.95
26.70
22.90
27.28
8.63
24.43
18.23

有机碳氮比
Orgnic carbon
nitrogen ratio

15.41
22.18
20.99
5.81
15.13
18.14
13.72
13.88
15.61
18.33
8.08
13.49
12.42
18.66
12.91
17.90
14.20
14.91
16.48
21.26

图6 畜禽粪便中ARGs丰度与有机质含量的典型对应分析

Figure 6 Canonical correspondence analysis of ARGs abundance
and the contents of organic matter in livestock manures
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接近，高于 sul（10-4~10-1）、erm（10-3~10-1）、编码EPP和

编码EI的 tet基因（10-5~10-2）的相对丰度。

（2）不同规模养猪场粪便中ARGs污染水平趋势

为：中型>大型>小型，不同规模的养鸡场ARGs的平

均相对丰度无显著差异。

（3）养殖粪便中ARGs污染水平与有机质含量高

度相关。tetM、tetO和 tetW基因与有机碳（OC）和有机

氮（ON）含量高度相关（VIP>1），sul基因则与 OC/ON
呈明显的相关性，ON和生物可利用 C/N是影响畜禽

养殖粪便ARGs污染水平的重要因素。
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