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摘要: 为研究畜牧场土壤中重金属和抗生素抗性基因(ARGs)的空间分布特点,揭示二者之间的相关性,为后续特色黑土的修

复治理提供基础理论依据。 结合 GIS 优化布点,在黑龙江省大庆市杜尔伯特蒙古族自治县某畜牧场园区分别采集内部 10 cm
和 50 cm 深度的土壤。 采用原子吸收光谱仪和原子荧光分光光度计检测 8 种重金属含量,用单因子污染指数法和内梅罗综合

污染指数法对重金属进行污染评价;通过实时荧光定量 PCR 技术检测土壤中的 28 种 ARGs,运用 Pearson 分析重金属与

ARGs 的相关性,同时对二者之间的相似性进行聚类分析。 10 cm 和 50 cm 土壤的单因子污染指数分析显示,As 均属于重度

污染等级(Pi>3),其他 7 种元素属于安全等级(Pi≤1),内梅罗综合污染指数均属于重度污染等级(P综 >3)。 28 种 ARGs 污染分

� 布差异较大,除 β-内酰胺类 ARGs 随土壤深度的增加污染程度呈增大的趋势,其余都呈减小的趋势;50 cm 土层中 blaTEM 的

� 相对丰度较高,约为 0.65 拷贝数/16S rRNA 基因拷贝数。 相关性分析表明,杜蒙园区土壤中 sul2 与 tetX、tetR、tetW、tetC 和

� tet34 分别与重金属 Cr、As、Pb 和 Cd 存在一定程度的相关性(P<0.05);重金属污染程度较重的 As 和 Cr 对 ARGs 的选择压力相

似。 畜牧场中重金属污染严重,ARGs 污染水平亟待推行评价标准,为后续恢复受污染的特色黑土的生态功能提供依据。
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Abstract: In order to study the spatial distribution characteristics of heavy metals and antibiotic resistance genes
(ARGs) in the soil of livestock farms, reveal whether there is a correlation between the heavy metal and ARGs, and
provide the basic theoretical basis for the subsequent restoration and treatment of characteristic black soil. GIS was
used to optimize the sampling point design, soil samples both in 10 cm-depth and 50 cm-depth layer were collected
in Daqing Duerbert Mongolian Autonomous County, Heilongjiang Province. The contents of eight heavy metals
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were detected by atomic absorption spectrometer and atomic fluorescence photometer, and the pollution of heavy
metals was evaluated by single factor pollution index and Nemero comprehensive pollution index. Twenty-eight an-
tibiotic resistance genes in soil were detected by real-time fluorescence quantitative PCR, Pearson index was used
to analyze the correlation between heavy metals and ARGs, and the similarity between them was analyzed by clus-
tering. In the single-factor pollution index of 10 cm-depth and 50 cm-depth soil, As elements all belong to the
heavy pollution level (Pi>3), the other 7 elements belong to the safety level (Pi≤1), and the Nemerow comprehen-

� sive pollution index of 10 cm and 50 cm-depth soil all belonged to the heavy pollution level (Pcomprehensive>3). The
� distribution of 28 antibiotic resistance genes was significantly different, with the exception of β-lactams ARGs

showing an increasing trend with the increase of soil depth, and all the others showed a decreasing trend with the
increase of soil depth. The relative abundance of blaTEM in the 50 cm soil layer was high, approximately 0.65 cop-

� ies of genes/copies of 16S rRNA genes. Correlation analysis showed that sul2 and tetX, tetR, tetW, tetC and tet34
were respectively correlated with heavy metals Cr, As, Pb and Cd to a certain extent in the soil of livestock farms
(P<0.05). The selective pressure of As and Cr was similar to that of ARGs. Heavy metal pollution is serious in

� livestock farms, and the standard of ARGs pollution guidelines urgently need to be evaluated. This study can pro-
vide reference for restoring the ecological function of polluted black soil in the future.
Keywords: heavy metal; antibiotic resistance genes; black soil; distribution characteristics

　 　 抗生素抗性基因 ( antibiotic resistance genes,
ARGs)在环境中的形成、传播和扩散作为一个新的

全球性污染问题正在引起高度重视[1]。 抗生素的广

泛使用通常被认为是致病菌中 ARGs 水平升高的主

要原因[2]。 环境抗生素残留可影响动物肠道菌群[3],
显著增加细菌获得 ARGs 的频率,并通过基因水平

转移(horizontal gene transfer, HGT)加速 ARGs 的传

播,从而使畜禽粪便成为抗生素和 ARGs 的重要储

存库[4-5],然而在我国畜禽粪便利用率不足 50% ,含
有 ARGs 的粪肥很容易通过各种途径进入土壤,从
而威胁食物链,引起人类的健康风险,因此土壤被认

为是抗生素残留和 ARGs 的最重要受纳体之一[6]。
近年来,使用含有重金属元素的杀虫剂和促进

动物生长剂导致了更广泛的重金属非点源污染[7-8]。
越来越多的报道表明,ARGs 的丰度增加还可能是

由于重金属的废物排放,与抗生素不同的是,重金属

作为饲料添加剂广泛应用于畜牧场中,因其不易降

解,在暴露的生物体中会对 ARGs 产生长期的选择

压力,常常促进了 ARGs 在环境细菌种群中的传

播[9]。 许多试验研究表明,重金属与 ARGs 之间存

在极大的相关性[10-11]。 Ji 等[12]对上海地区 3 个典型

饲料厂采集土壤和肥料样品,发现某些 ARGs 与典

型重金属之间存在显著的相关性(P<0.05),如 sulA
和 sulⅢ与 Cu、Zn 和 Hg 的浓度水平高度相关。

� Wang 等[13]在厌氧消化过程中,研究了金霉素和 Cu
对 ARGs 的影响,结果表明,Cu 对 ARGs 有一定的

选择压力,但金霉素和 Cu 共同作用会对 ARGs 有极

大的选择压力,特别是 tetA 和 intⅠ1。 Knapp 等[14]检

测了澳大利亚的西澳大利亚州的 90 个花园土壤,比
较 12 种重金属和 13 种四环素、内酰胺和磺胺类

AGRs 的相关性,除 Se 和 Co 外,所有重金属在绝

对基因数上与至少一个 ARGs 相关,但 Al、Mn 和

Pb 与多种 ARGs 的相关性显著。 已有研究证实,
Cu 和 Ni 的暴露增加了土壤中 ARGs 的多样性和

丰度 [15-16]。
然而很少有研究调查大型畜牧场土壤中重金属

与 ARGs 的关系和分布,因此本研究以杜尔伯特蒙

古族自治县畜牧园区不同深度土壤为研究对象,采
用地理信息系统 (Geographic Information System/
Geo-Information system, GIS)模型的空间分析和可

视化功能模拟污染物的污染范围和趋势,以此获得

ARGs 与重金属在畜牧场土壤中的空间分布规律及

相关性。 为预测未来 ARGs 和重金属对北方特色黑

土的污染特征提供了理论依据,并为下一步寻找有

效的预防措施奠定基础,同时为相关部门提供基础

数据信息以制定控制 ARGs 污染的监管标准和指导

方针。

1　 材料与方法(Materials and methods)
1. 1　 样品采集

杜尔伯特蒙古族自治县是黑龙江省唯一的少数

民族自治县(以下简称杜蒙)。 地处松嫩平原、嫩江

东岸。 在地层结构上,以大型杂色砾岩块为主的第
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三系太康组和表层 1.0 m 为灰黑色腐殖土、砂砾层

等的第四系组成。 在中部、北部和东部地区,经常形

成不同程度的盐化和碱化草甸土壤,因此,杜蒙在具

有我国特色的盐碱化土地上发展畜牧业,使畜牧业

成为杜蒙不可替代的支柱产业。 本次研究的畜牧场

面积约 7 万 m2,奶牛约 200 头,是国内某知名奶业

品牌奶源的提供基地。 结合 GIS 优化布点,发现初

步调查第 1 阶段预设采样点与第 2 阶段实际采样点

因采样区域地貌存在些许偏差,因此 10 个实际土壤

采样点的布设如图 1 所示,采样点 S01 ~ S08 为成牛

的自由活动区,S09 和 S10 为犊牛的自由活动区。
分别在每个采样点采集土壤表面以下 10 cm 和 50
cm 的土壤样品各 500 g[17-18]。 在每个采样点 1 m2

内采集 3 份土壤样品混匀,按照四分法缩减,过 0.25
mm(20 目)尼龙筛,共 20 份土壤样品。 20 份土壤样

品分别均匀分成 2 部分:一部分土壤过 0.15 mm(100
目)筛,自然风干,用于后续重金属含量的测定;另一

部分土壤过 0.25 mm(60 目)筛,-80 ℃保存,用于后

续 DNA 的提取和 ARGs 的测定。 样品的基本信息

如表 1 所示。
1. 2　 重金属含量的检测

土壤 pH 值的测定采用土壤的去 CO2 水悬浮

液,土液比为 1 ∶ 2.5,搅拌静置后用多参数测定仪测

定[19];土壤中的 Cu、Zn、Pb、Ni、Cr 和 Cd 经 HNO3 -
HF-HClO4(体积分别为 5 mL、2 mL 和 1 mL)石墨消

解后用原子吸收光谱仪测定[20-21];Hg 和 As 经(1+1)
王水(1 份硝酸与 3 份盐酸混合,去离子水稀释 1 倍)
沸水浴后用原子荧光分光光度计测定[22-23];同时进

行空白试样的制备。 为保证分析的准确性,对质控

样品(GBW07427)和试验样品进行平行样分析,并确

定了平均值,相对标准偏差<15% 。
1. 3　 DNA 的提取

土壤基因组 DNA 的提取使用快速提取试剂盒

TIANNAMP Soil DNA Kit(DP336,天根生化科技(北
京)有限公司,中国),按照说明书要求提取。 提取完

毕后,超微量紫外分光光度计 (Q3000,Quawell,美
国)检测含量及纯度,A260 /A280 在 1.8 ~ 2.0 之间,-80

� ℃保存,进行后续定量分析。
1. 4　 ARGs 相对丰度的实时荧光定量 PCR 检测

标准 PCR 定性检测 ARGs 后,采用 StepOne-
PlusTM 实时荧光定量 PCR 仪(Thermo,美国)对 β-内
酰 胺 类 ( ampC2、 ampC4、 blaOXA1/blaOXA30、

� blaOXA10、blaPSE、blaTEM、 cfxA 和 fox5 )、磺胺类

� (sul1、 sul2 和 sul3 )、 四环素类 ( tet32、 tet34、 tet36、
� tetAP、 tetB、 tetC、 tetG、 tetM、 tetO、 tetPA、 tetR、 tetS、
� tetT、tetW、tetX、 tetY 和 tetZ)共 28 种 ARGs 及 16S
� rRNA 进行靶向定量测定[24-25]。 qPCR 采用 10 μL

体系,包含 5 μL 的 TB Green Premix Ex Taq Ⅱ(Tli
RNaseH Plus)(2 ×),2 个引物各 0.4 μL,0.2 μL 的

ROX Reference Dye(50×),1 μL 的 DNA 模板以及 3
μL 的 ddH2O。 反应体系为:95 ℃预变性 10 min,95
℃变性 30 s,60 ℃退火 30 s,共 40 个循环,△CT 方

� 法计算 ARGs 的相对丰度。 每个样品设置 3 个平行

样,同时做空白对照。

图 1　 采样点分布图

Fig. 1　 Distribution of sampling points

表 1　 样品编号和精确采样经纬度

Table 1　 Sample numbers and sampling
longitudes and latitudes

采样点

Sampling points

样品编号

(10 cm/50 cm)

Sample numbers

(10 cm/50 cm)

经纬度

Latitude and longitude

S01 T01/T11 N46.846332°,E124.604995°

S02 T02/T12 N46.846246°,E124.604802°

S03 T03/T13 N46.846060°,E124.604645°

S04 T04/T14 N46.846053°,E124.604409°

S05 T05/T15 N46.846610°,E124.604452°

S06 T06/T16 N46.846417°,E124.604038°

S07 T07/T17 N46.846817°,E124.604338°

S08 T08/T18 N46.846546°,E124.603874°

S09 T09/T19 N46.846481°,E124.602967°

S10 T10/T20 N46.846353°,E124.603082°
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1. 5　 数据分析

采用 ArcGIS 10.4.1 软件绘制重金属和 ARGs
空间污染云图,分析重金属和 ARGs 垂直、水平污染

空间分布特征;利用 Cluster 3.0 和 Java Treeview 软

件绘制热图,对比分析重金属对 ARGs 的选择压力

是否存在差异;采用 SPSS 23.0 对重金属和 ARGs 进
行 Pearson 相关性分析;应用 Origin 2017 绘图软件

进行堆积柱状图的绘制。

2　 结果与讨论(Results and discussion)
2. 1　 不同土层中重金属污染情况及污染评价

对不同土层样品进行 pH 值测定,结果所有样品

pH>8;对 10 cm和 50 cm 土壤深度的 Cu、Zn、Pb、Ni、
Cr、Cd、Hg 和 As 含量进行描述性分析,统计结果如

表 2 所示。 以国家土壤环境质量农用地土壤污染风

险管控标准值(pH>7.5)为评价基准,采用单因子污染

指数法[26]和内梅罗综合污染指数法[27]对杜蒙园区土

壤重金属(10 cm和 50 cm)污染状况进行评价,并与黑

龙江省土壤重金属含量背景值进行对比。 污染程度

等级为:单因子污染指数 Pi≤1 为不存在污染;Pi≥3
� 为重度污染,内梅罗综合指数法 P综≥3 为重度污染。
� 由表 2 可知,检测的 As、Zn、Cu、Cr、Cd、Ni、Pb 和 Hg

这 8 种重金属中,As 处于重度污染,其余 7 种重金属

均为安全等级,其中,50 cm 土层的 As 的单因子污染

指数最高,达到 7.74,远高于其他 7 种重金属。 从超

标率来看,10 cm 和 50 cm 的 As 远远高于黑龙江土

壤背景值[28]7.3 mg·kg-1和 11.4 mg·kg-1,10 cm 的 Zn
超背景值 1.26 倍,10 cm的 Cd 超背景值 1.06 倍,且超

标率均≥60% ,表明杜蒙畜牧园区土壤可能已受这 3
种重金属污染。 内梅罗综合污染指数法的公式为:

P综 =
P 2
imax+P

2
iave

2

式中:P综为内梅罗综合污染指数;Pi 为单因子污染

� 指数;Pi max 为各重金属元素单因子污染指数的最大

� 值;Pi ave 为各重金属元素单因子污染指数的平均值。
� P综10 cm =4.608、P综50 cm =5.526,同样表明杜蒙畜牧园

� 区土壤重金属污染已达到重度污染等级。

表 2　 土壤重金属统计分析

Table 2　 Statistical analysis of heavy metals in the soils

重金属

Metal

土壤

深度/cm

Soil

depth/cm

最大值

/(mg·kg-1 )

Max

/(mg·kg-1 )

最小值

/(mg·kg-1 )

Min

/(mg·kg-1 )

平均值±标准差

/(mg·kg-1 )

Average±
standard deviation

/(mg·kg-1 )

黑龙江土壤背景值

/(mg·kg-1 )

Background value

of Heilongjiang

soils/(mg·kg-1 )

标准值

/(mg·kg-1 )

Standard

values

/(mg·kg-1 )

单因子污染指数

(Pi )

Single factor

pollution

index (Pi )

变异系数

Coefficient

of variation

超标率/%

Qver-limit
ratio/%

As
10 259.76 5.59 161.25±92.44 7.3

50 313.22 6.02 193.45±114.03 11.4
25

6.45 0.57 80

7.74 0.59 80

Zn
10 174.60 49.14 88.73±41.04 70.7

50 72.43 48.19 54.24±7.66 69.9
300

0.30 0.46 60

0.18 0.14 10

Cu
10 34.84 11.71 19.13±7.28 20.0

50 16.20 9.96 12.83±1.75 21.0
100

0.19 0.38 40

0.13 0.14 0

Cr
10 78.71 16.15 45.11±19.20 58.6

50 210.10 30.57 63.52±52.54 59.5
250

0.18 0.43 20

0.25 0.83 20

Cd
10 0.14 0.048 0.091±0.025 0.086

50 0.11 0.0008 0.070±0.035 0.078
0.6

0.15 0.27 60

0.12 0.50 40

Ni
10 20.83 7.06 15.29±4.51 22.8

50 50.53 8.26 24.19±11.68 24.3
190

0.080 0.29 0

0.13 0.48 40

Pb
10 13.47 3.08 7.59±3.70 24.2

50 23.62 6.87 10.51±5.00 24.4
170

0.045 0.49 0

0.062 0.48 0

Hg
10 0.034 0.012 0.019±0.0082 0.037

50 0.028 0.011 0.018±0.0055 0.040
3.4

0.0056 0.43 0

0.0053 0.31 0

内梅罗综合指数 P综 10 cm 4.608

Nemerow index P综 50 cm 5.526
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　 　 变异系数(coefficient of variation, CV)代表样本

中重金属含量的离散性,可反映人为活动对重金属

含量的影响,CV 值越大,说明受人为活动的干扰越

明显。 Wilding[29]发现,CV<0.15 为轻度变异,0.15<
CV<0.36 为中等变异,CV>0.36 为高度变异。 在这

8 种重金属中,As、Cr 和 Pb 的变异系数均高于 0.36,
说明土壤中 As、Cr 和 Pb 受外界干扰显著,空间分

散程度较大,很大程度上归结为畜牧业和交通等人

为活动的影响。
2. 2　 不同土层中重金属的空间分布特征

利用 ArcGIS 对土壤重金属进行反距离加权插

值,绘制杜蒙畜牧园区 10 cm 和 50 cm 土壤中 8 种

重金属空间分布云层图。 由图 2 可知,8 种重金属

的分布差异较大,但仍存在一定的规律性。 垂直剖

图 2　 不同土层中重金属的空间分布图

注:同一元素,(a)图 10 cm 深土层,(b)图 50 cm 深土层。

Fig. 2　 Spatial distribution of heavy metals in the different depths of soil
Note: For the same element, (a) 10 cm-depth soil layer, (b) 50 cm-depth soil layer.
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面分析来看,As、Hg、Cr、Ni 和 Pb 由上至下呈逐渐

增大的污染特征,但 Cu、Zn 和 Cd 随着土壤深度的

增加由上至下呈逐渐减小的污染特征,很大程度上

与牧场园区使用动物生长剂有关[30],这与阮心玲

等[31]和梁玉峰等[32]研究得出的土壤中 Cu、Zn 和 Cd
更易在表层富集的结论一致。 研究表明,多数重金

属不仅易在表层富集,且随着土壤深度的增加会逐

渐迁移及蓄积 [33-34]。 因此,重金属垂直分布变化的

原因有待进一步的深入研究。 从水平结构分析来

看,As 在 10 cm 和 50 cm 土层的水平结构类似,从
西向东污染特征呈先增加后减小再增加的趋势,且
污染主要集中于东南部地区,很大程度上与大气沉

降[35]及牧场园区施用杀虫剂和除草剂等有关。 Pb
在 10 cm 和 50 cm 土层的水平结构类似,从西向东

呈先增加再减小的趋势,且在中部地区污染最严重;
Hg 和 Cr 在 10 cm 土层的结构类似,主要污染特征

集中在东南部,由于该地区 Hg 的平均含量较低,推
测该分布特征与自然来源土壤母岩等有关[36];Ni 和
Zn 在 10 cm 土层的结构类似,污染特征在西部和中

部聚集;As 和 Ni、Pb 和 Zn、Cu 和 Cr 分别在 50 cm
土层水平结构类似,污染特征分别在东南部、中部和

西部地区较高。 总体来说,畜牧场重金属污染呈重

度等级,很大程度上与天然矿石、大气沉降以及畜牧

场的养殖模式有关。 同时,重金属之间存在同源性,
污染来源可能与畜牧场农业活动和土壤母质因素等

有关。
2. 3　 不同土层中 ARGs 的空间分布特征

土壤中 28 种 ARGs 的检测结果如图 3 和图 4
所示,可以看出,各类 ARGs 在不同土层中的含量有

较大差异。 在磺胺类 ARGs 中,sul2 的相对丰度最

� 高,赵祥等[37]用 real-time qPCR 对土壤中 ARGs 的丰

度进行检测,发现磺胺类 ARGs 中 sul2 的含量较高,
与本研究结果相似。 张兰河等[38]研究土壤 ARGs 的
分布特征发现磺胺类 ARGs 中 sul1 和 sul2 的检出

� 率均为 100% ,与本实验结果相似。 同样有研究表

明,磺胺甲噁唑的污染会引起土壤中磺胺抗性基因

sul1 的丰度显著增加且能提高 sul2 的丰度[39],饲料

� 添加剂中的磺胺脒也可能是磺胺类 ARGs 丰度增加

的原因之一[40]。 垂直方向上,磺胺类 ARGs 都随着

土壤深度的增加呈逐渐降低的趋势,水平方向上,从
西向东污染特征逐渐增大,主要污染特征集中在东

部地区;β-内酰胺类 ARGs 中,50 cm 中 blaTEM 的

� 相对丰度极大,主要集中在 S02 ~ S04 的成牛自由

活动区和 S9 ~ S10 犊牛自由活动区。 这也是造成

50 cm 土层中 ARGs 明显升高的原因,但在 10 cm
土层中,β-内酰胺类 ARGs 相对丰度含量极小,且随

图 3　 抗生素抗性基因(ARGs)在不同土层的相对丰度

Fig. 3　 Relative abundance of antibiotic resistance genes (ARGs) in the different depths of soil
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土壤深度的增加有明显上升趋势,表明 β-内酰胺类

ARGs 可能有垂直向下传播转移的风险,也可能是

杜蒙畜牧场奶牛食用头孢类抗生素治疗奶牛乳腺炎

的缘故,有研究表明,头孢菌素或重金属胁迫条件

下,β-内酰胺类 ARGs 的相对丰度逐渐升高[41],例
如,袁晓春[42]在乳制品中检测出了头孢氨苄,含量为

45.0 μg·L-1。 从水平方向看,β-内酰胺类 ARGs 污

染特征差异较大,主要集中于西部的犊牛活动区和

东北部成牛活动区,推测 β-内酰胺类 ARGs 可能在

亲代和子代之间有传播转移的风险。 四环素类

ARGs 的种类和相对丰度较高,这与 Zhou 等[43]研究

得出的我国农田土壤 ARGs 的分布结果一致,说明

四环素类 ARGs 在环境中的持久性强于磺胺类

ARGs[44],且随着土壤深度的增加有逐渐降低的趋

势,其中,除 tet32、 tet34、 tet36、 tetO、 tetPA 和 tetR
外,其余四环素类 ARGs 的检出率均为 100% ,且

� tetAP 和 tetX 的相对丰度较高。 蒋临正等 [45]的研

� 究表明,长期使用四环素对奶牛乳房炎进行治疗

会导致耐药性的增加。 水平方向上,四环素类

ARGs 从西向东污染特征逐步增大,主要集中于东

部地区。
不同奶牛场的 ARGs 分布特征各有不同。 Liu

等[46]研究美国华盛顿州中部地区 6 个不同的住房区

域奶牛场粪便和土壤的 ARGs 分布时,发现犊牛区

域的土壤 ARGs 最高,特别是 rmtC 和 fosA3。 与本

� 研究犊牛自由活动区的土壤中所含 blaTEM 较高的

� 结果有明显差异。 Zhou 等[47]研究了中国山西省 17
个奶牛场的 ARGs 的分布,发现土壤中的四环素类

ARGs>磺胺类 ARGs>β-内酰胺类 ARGs,与本研究

中 β-内酰胺类 ARGs 的相对丰度最高的结论相反。
Sun 等[48]对中国南京市郊区的 7 个奶牛场的土壤调

查发现,sul1 和 sul2 在每一个奶牛场的检出率均为

� 100% ,且相对丰度范围为 4.5 �10-7 ~ 5.5 �10-4 拷贝

数/16S rRNA 基因拷贝数,远远小于本研究结果中

磺胺类 ARGs 的相对丰度。 以上不一致的研究结果

表明,ARGs 差异较大的原因可能与不同区域的土

壤理化性质、历史抗生素使用背景及重金属、细菌群

落等其他因素有关[49-52]。
2. 4　 重金属与 ARGs 的相关性分析

重金属与 ARGs 的相关性分析如表 3 所示,在
P<0.05 水平上,Cr 与 sul2、tetX 和 As 与 tetR 呈中度

� 正相关(r>0.5);Pb 与 tetW 呈低度正相关(r =0.495);
� Cd 与 tetC 呈低度正相关(r =0.463),但在 P<0.01 水

� 平上,Cd 与 tet34 呈中度负相关(r = -0.590);总体而

� 言,重金属 As 对总四环素类 ARGs 呈低度正相关(r
=0.469,P=0.037),其他重金属与 ARGs 之间则没有

� 较明显的相关性。 事实上,在某些情况下,重金属可

能比特定的抗生素对 ARGs 更有选择性[12]。 而对于

重金属与 ARGs 之间关系的研究,不同研究者得到

的结论也不尽相同。 Zhao 等[53]对英国北爱尔兰地

区受金属污染的城市土壤金属含量和 ARGs 进行相

关性分析,发现 24 种金属与 ARGs 呈显著正相关,
其中,Cr、Zn 与 β-内酰胺类 ARGs 显著相关。 Deng
等[54]研究重金属、抗生素和营养物质影响施肥土壤

中 ARGs 的结果表明,Cu 与 ARGs 呈显著正相关。
Knapp 等[55]对英国苏格兰土壤重金属和 ARGs 的关

系进行定量研究,发现许多 ARGs 与 Cu 呈正相关,
而 Cr、Ni、Pb 和 Fe 也与特定的 ARGs 显著相关。 而

Ding 等[56]的研究结果表明,当 Zn 或 Cu 与土霉素同

时存在时会对 ARGs 产生很强的协同作用。 因此重

金属对土壤中 ARGs 有潜在的影响,但多种因素联

合发挥作用往往是造成重金属对 ARGs 的选择差异

的原因。
通过聚类分析,进一步分析重金属与 ARGs 的

关系,如图 5 所示,热图的横向代表 ARGs 的相对丰

度,纵向代表 8 种重金属的聚类情况,可反映出重金

属对 ARGs 是否有选择压力的相似性,由图 5 可

知,重金属污染程度较重的 As 和 Cr 可以聚类,污
染程度一般的 Cd、Zn 和 Cu 可以聚类,污染程度较

轻的 Hg、Ni 和 Pb 可以聚类。 这表明,As 和 Cr 对
ARGs 的选择压力相似,Cd、Zn 和 Cu 对 ARGs 的

选择压力相似,Hg、Ni 和 Pb 对 ARGs 的选择压力

相似。
综上所述,本研究结果表明:
(1)杜蒙畜牧园区不同土层重金属污染严重,内

表 3　 重金属与 ARGs 相对丰度的相关性

Table 3　 Correlations between heavy metal content
and relative abundances of ARGs

重金属

Heavy metal

与 ARGs 的相关性

Correlation with ARGs

Cr
tetX (r =0.507;P=0.023)

sul2(r =0.502;P=0.024)

As tetR(r =0.505;P=0.023)

Pb tetW(r=0.495;P=0.027)

Cd
tetC(r =0.463;P=0.040)

tet34 (r =-0.590;P=0.006)
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图 4　 磺胺类、β-内酰胺类和四环素类 ARGs
在不同土层的空间分布图

注:同一 ARGs,(a)图 10 cm 深土层,(b)图 50 cm 深土层。

Fig. 4　 Spatial distribution of sulfonamides, β-lactams and
tetracyclines ARGs in the different depths of soil
Note: For the same ARGs, (a) 10 cm-depth soil layer,

and (b) 50 cm-depth soil layer.

梅罗综合污染指数等级为重度污染,其中 As 污染

最为严重,单因子污染指数为重度污染等级(Pi>3),
� 其他 7 种元素属于安全等级(Pi≤1)。

(2)杜蒙畜牧园区空间污染分布云层图显示重

金属 As 由上至下呈逐渐增加的垂直污染,而 Cu、
Zn 和 Cd 更易在表层富集,污染主要集中于东南部

地区。
(3)ARGs 污染特征明显,在不同土层中的相对

丰度有较大差异,其中,blaTEM 在 50 cm 的土层污

� 染较为严重,主要集中于西部和东南部地区。
(4)杜蒙畜牧园区土壤中个别四环素类 ARGs

和磺胺类 ARGs 相对丰度与重金属 As、Pb、Cd 和 Cr

存在不同程度的相关性,同时重金属污染程度较重

的 As 和 Cr 对 ARGs 的选择压力相似。

图 5　 重金属与 ARGs 的聚类分析

Fig. 5　 Cluster analysis of heavy metals and ARGs
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