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摘要: 为探明长期施用牛粪对土壤抗生素抗性基因多样性的影响,以山西寿阳褐土长期定位试验为依托,选择 5 个施肥处理:
CK(不施肥)、N2P1M1(N:120 kg·hm-2;P:37.5 kg·hm-2;牛粪:22 500 kg·hm-2 )、N4P2M2(N:240 kg·hm-2;P:75 kg·hm-2;牛粪:
45 000 kg·hm-2 )、N3P2M3(N:180 kg·hm-2;P:75 kg·hm-2;牛粪:67 500 kg·hm-2 )和 N0P0M6(牛粪:135 000 kg·hm-2 ),采集玉米

生长中期耕层(0 ~ 20 cm)土样,通过高通量实时荧光定量聚合酶链式反应,对土壤中的抗生素抗性基因(antibiotics resistance
genes, ARGs)、可移动遗传元件及相关分类学基因等,共 384 个基因进行定量检测,分析其多样性及其与土壤理化因子的相关

性。 结果表明,随着牛粪施用量的增加,ARGs 相关基因多样性逐渐增加,5 个处理共有的 ARGs 相关基因亚型有 64 个,
N0P0M6 处理特有 ARGs 相关基因亚型有 21 个,显著高于其他处理,各处理中含量最高的 ARGs 相关基因亚型为:AAC(6’)-
Im、ANT(4’)-Ia、aadA5、AAC(3)-Via 和 copA;各处理中含量最高 ARGs 家族类型为氨基糖苷类、多药类、四环素类、氟喹诺酮

� 类、大环内酯类-林可霉素类-链阳性霉素 B 类(MLSB)抗生素;不同处理间 ARGs 相关基因亚型的 β-多样性差异显著,冗余分

析表明,对 ARGs 差异影响最大的环境因子是 pH、全氮和有机质。 综上,畜禽粪肥还田虽然可以提升土壤肥力,促进作物

生长,但同时也会造成 ARGs 的扩散和传播,今后的农业生产中需综合考虑环境生态效益,加大有机肥无害化处理力度,从
而控制 ARGs 的环境风险。
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Abstract: In order to explore the effects of long-term application of cattle manure on soil antibiotic resistome, five
fertilization treatments were selected from the long-term location experiment in the cinnamon soil of Shouyang,
Shanxi Province, i.e., CK (No fertilization), N2P1M1(N: 120 kg·hm-2 , P: 37.5 kg·hm-2 ; Cow dung: 22 500 kg·
hm-2), N4P2M2(N: 240 kg·hm-2 ; P: 75 kg·hm-2 ; Cow dung: 45 000 kg·hm-2 ), N3P2M3(N: 180 kg·hm-2 ; P: 75
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kg·hm-2 ; Cow dung: 67 500 kg·hm-2) and N0P0M6(Cow dung: 135 000 kg·hm-2). Soil samples of surface layer
(0 ~ 20 cm) at the middle growth stage of maize were collected. A total of 384 antibiotics resistance genes (ARGs),
mobile genetic elements and related taxonomic genes in soil were detected by high-throughput quantitative real-
time polymerase chain reaction (HT-qPCR), and their diversity and correlation with soil physical and chemical fac-
tors were analyzed. The results showed that with the increase of cow manure application amount, the diversity of
ARGs related genes increased gradually. There were 64 shared ARGs related gene subtypes in the five treatments,
and 21 specific ARGs related gene subtypes in treatment N0P0M6 , which was significantly higher than other treat-
ments. The highest abundance of ARGs related gene subtypes in all treatments were AAC(6’)-Im, ANT(4’)-Ia, aa-
dA5, AAC(3)-Via and copA. The highest abundance of ARGs types in all treatments were aminoglycoside, multi-

� drug, tetracycline, fluoroquinolone and macrolide-lincosamide-streptogramin B (MLSB). The β-diversity of ARGs
related gene subtypes was significantly different among different treatments. Redundancy analysis showed that pH,
total nitrogen and organic matter were the most important environmental factors affecting the difference of ARGs
between different treatments. In conclusion, although the returning livestock and poultry manure to the field can
improve soil fertility and promote crop growth, it can also cause the dispersal of ARGs in the soil ecosystem.
Therefore, in the future of agricultural production, environmental and ecological benefits should be taken into com-
prehensive consideration to strengthen the harmless treatment of manure, so as to control the environmental risk of
ARGs.
Keywords: antibiotic resistance genes; cinnamon soil; ecological risk

　 　 随着人民生活水平的提高,我国的畜禽及水产

养殖业日益规模化,为了防治疾病,提高动物生产性

能,越来越多的抗生素被用于日常饲喂中[1-2]。 据统

计,我国每年抗生素原料生产量约为 21 万 t,其中

9.7 万 t 用于畜牧养殖业,占比为 46.2% [3]。 抗生素

的使用虽然极大地促进了养殖业的发展,但由于抗

生素在动物体内不能被完全由吸收途径降解,60%
~ 90%以原药形式排出体外[4]。 据统计,畜禽粪便

的排放量从 2016 年的 31.6 亿 t 增加到了 2021 年的

38 亿 t,并且仍在逐年增加[5],因此造成了生态环境

中抗生素残留的点源及面源污染[6]。 抗生素的长期

大量使用诱导了耐药菌的产生,进而传播了一种新

型环境污染物———抗生素抗性基因 (antibiotics re-
sistance genes, ARGs)。

目前研究发现,ARGs 广泛存在于畜禽粪污[7]、
养殖场周围[8-9]及长期畜禽粪便还田的土壤[10-12]、城
市农贸市场的空气[13]、甚至饮用水系统[14] 及蔬菜

中[15-16]。 其中,含量较多的为四环素类抗性基因、β-
内酰胺类抗性基因、磺胺类抗性基因和喹诺酮类抗

性基因等。 携带 ARGs 的微生物菌株死亡后,携带

ARGs 的基因片段在脱氧核糖核酸酶的保护下依然

能够持久存在于环境中,并通过水平基因转移(hori-
zontal gene transfer, HGT),在不同微生物之间进行

传递[17-19]。 当环境中的 ARGs 位于基因转移单位

时,可整合到诸如插入序列、质粒、转座子、整合子、
基因岛和噬菌体等可移动遗传元件(mobile genetic
elements, MGEs)上,然后通过转化、转导和接合等方

式,在不同微生物物种间传播扩散[20-21],进而出现了

“超级细菌”,对生态环境造成严重的威胁[22]。
研究表明,抗生素目前已经克隆的抗生素抗性

相关基因有 384 个,高通量实时荧光定量聚合酶链

式反应 (high-throughput real-time quantitative poly-
merase chain reaction, HT-qPCR)弥补了传统 qPCR
的局限性,检测的通量更大,效率更高,可以同时准

确定量 384 个抗生素抗性相关基因,是目前基因定

量检测最为先进的技术。 Zhu 等[23]应用 HT-qPCR
技术在养猪场粪便、堆肥及周围施用粪肥农田土壤

中共检到 149 种 ARGs,基本涵盖目前的主要 ARGs
亚型,可以较为客观全面地反映出 ARGs 的多样性。
Li 等[19] 应用 HT-qPCR 技术对东北黑土农田的

ARGs 进行了研究,发现畜禽粪便有机肥显著增加

了土壤中 ARGs 和 MGEs 的数量和丰度。
农田中抗生素的主要来源为未经充分腐熟的畜

禽粪污还田[24-26],因此,农田土壤中 ARGs 污染也成

为了一种潜在风险,张俊华等[27]研究发现宁夏养牛

场粪污中主要抗生素为四环素类、喹诺酮类和磺胺

类,主要的 ARGs 为氨基糖胺类;李金阳[28]发现施加

牛粪/堆肥显著增加了生菜根际土壤中 ARGs 的多
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样性。 褐土占山西省总耕地面积的 54.9% ,是山西

省粮食生产的重要基地,由于当地少雨缺水,粪肥还

田显著提高了水分的利用率,而长期施用牛粪对褐

土 ARGs 种类及丰度的影响还缺乏系统的研究,这
在一定程度上阻碍的人们对农田土壤 ARGs 的全面

客观的认识。 本研究基于山西寿阳褐土长达 30 年

的长期牛粪还田定位试验,研究不同牛粪用量对褐

土中 ARGs 多样性的影响,本研究的结果将为农田

系统中 ARGs 的风险评估提供一定的理论依据。

1　 材料与方法(Materials and methods)
1. 1　 研究区概况

本长期定位试验位于山西省晋中市寿阳县宗艾

镇宗艾村“国家农业环境寿阳观测实验站” (北纬

37°58′23.0″、东经 113°06′38″),海拔为 1 130 m,试验

地块基本平坦,土壤类型为褐土,试验地初始 pH 值

为 8.4,有机质为 23.8 g·kg-1、碱解氮为 117.69 mg·
kg-1、有效磷为 4.84 mg·kg-1、有效钾为 100 mg·
kg-1,其余条件见文献[29]。

本长期定位试验从 1992 年春开始种植春玉米,
采用大田裂区方式分布,至 2021 年已历时 29 年。
设置 5 个处理:CK (不施肥)、N2P1M1 (N:120 kg·
hm-2;P:37.5 kg·hm-2;牛粪:22 500 kg·hm-2 )、
N4P2M2 (N: 240 kg·hm-2; P: 75 kg·hm-2; 牛粪:
45 000 kg·hm-2)、N3P2M3(N:180 kg·hm-2;P:75 kg·
hm-2;牛粪: 67 500 kg·hm-2 ) 和 N0P0M6 (牛粪:
135 000 kg·hm-2),氮肥种类为尿素,磷肥的种类为

过磷酸钙,牛粪施用前预先自然堆腐 (全磷 1.37 ~
1.46 g·kg-1、有机质 90.5 ~ 127.3 g·kg-1、全钾 14.1 ~
34.3 g·kg-1和全氮 3.93 ~ 4.97 g·kg-1 )。 每个处理 3
个生物学重复,共 15 个小区,每个小区面积为 66.7
m2,玉米品种为大丰 30,播种密度为 66 000 株·
hm-2,玉米播种前进行旋地和施肥,方式为全部播前

基施。
1. 2　 样品采集

2021 年 6 月,于各小区采用 5 点“S”法,用土钻

采集 0 ~ 20 cm 的土壤样品,将同一小区的 5 个样混

合为一个样品,去掉明显的石砾、残枝败叶等杂物,
一部分风干用于土壤理化性质的检测,另一部分用

无菌袋装好,将其置于冰盒带回实验室,进行土壤

DNA 的提取及后续 HT-qPCR 分析。
1. 3　 测定方法

1. 3. 1　 土壤理化性质测定方法

土壤理化性质的测定方法均采用鲍士旦编著的

《土壤农业化学分析方法》进行[30]。 其中,pH 采用

酸度计检测,水土比为 2.5 ∶ 1;碱解氮(alkali-hydro-
lysable nitrogen, AN)采用比色法检测;有效钾(avail-
able K, AK)采用 1 mol·L-1乙酸铵火焰光度计检测;
有效磷(available P, AP)采用 NaHCO3 (pH 8.5、0.05
mol·L-1)浸提法测定;有机质(organic matter, OM)采
用重铬酸钾容量法检测;全氮(total N, TN)采用凯氏

定氮仪检测;全磷(total K, TP)采用钼锑抗比色法检

测;全钾(total K, TK)采用火焰光度法检测。
1. 3. 2　 土壤 HT-qPCR 分析

准确称取土壤鲜样 0.5 g,采用 FastDNA® SPIN
Kit for soil 提取试剂盒(MP Biomedicals, Santa Ana,
CA, USA),根据生产商说明书的步骤提取土壤基因

组 DNA,通过琼脂糖凝胶电泳,鉴定条带的完整

性,用微量紫外分光光度计 NanoDrop 2000 (Ther-
mo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)测定 DNA
的浓度。

参考 ARGs 相关基因的 384 对引物[31],采用

SmartChip Real-time PCR(Warfergen Inc., USA)高通

量荧光定量反应平台对不同处理下褐土 ARGs 相关

基因进行定量检测[6], 其中包括 319 个已知的

ARGs、57 个 MGEs 及包括 16S rRNA 基因在内的 8
个分类学基因(分类学基因与 ARGs 的存在及移动

密切相关),基本涵盖了目前常见的与 ARGs 相关的

基因类型。 方法采用染料法,反应体系为 100 nL,
包括 LightCycler 480 SYBR Green Ⅰ Master Mix 1
×,牛血清白蛋白 1 mg·mL-1,上下游引物各 0.5
μmol·L-1,DNA 模板 5 ng·μL-1。 反应过程为:95
℃预变性 10 min;在 95 ℃变性 30 s,60 ℃退火 30 s,
72 ℃延伸 15 s。 所有样本均设 3 个技术重复,每个

反应均设置空白对照。 使用 Canco 软件获得各基因

在各样本中的检出情况和 Ct 值(扩增循环数),Ct 阈
值为 31,Ct 值>31 时将认为没有扩增。 同时构建

16S rRNA 基因的标准质粒,根据已知浓度的标准质

粒的 Ct 值绘制标准曲线 y = kx+b。 将样本 Ct 值代

� 入标准曲线公式,获得样本基因的绝对定量信息,统
计各基因在各样本中的基因数目,具体方法见参考

文献[19]。
1. 4　 数据统计

采用 SPSS 软件(version 19)检验土壤理化性质

和 ARGs 的正态分布和方差同质性,并进行数据的

单因素方差分析(ANOVA)。 在 P =0.05 水平下,采
� 用 LSD(least significant difference)检验分析数据间
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的显著性差异。 采用 R 语言的“VennDiagram” 和

“grid”程序包绘制不同处理 ARGs 相关基因的维恩

图,采用“ psych” “ reshape” “ pheatmap” 进行 ARGs
与 MGEs 的相关性分析,并通过 Gephi 软件进行共

现网络分析(co-occurrence network analysis)的可视

化,采用“ggplot2”程序包进行不同样品间 ARGs 相

关基因的主成分分析 (principal component analysis,
PCA),采用置换多元方差分析(PERMANOVA)[32]评
估各处理间 ARGs 相关基因组成差异的显著性,通
过 CANOCO4.5 软件进行 ARGs 与土壤理化因子的

冗余分析(redundancy analysis, RDA),并分析各项因

子对 ARGs 相关基因变异的解释度。

2　 结果(Results)
2. 1　 不同施肥措施对土壤理化性质的影响

不同施肥措施对土壤的理化性质造成了明显的

影响,由表 1 可知,与 CK 相比,随着牛粪施用量的

增加,土壤 pH 逐渐下降,降幅为 3.1% ~ 9.6% ,且不

同处理间差异显著(P<0.05)。 而土壤有机质、全氮、
� 全磷、碱解氮和有效磷呈现相反的规律,与 CK 相

比,随着牛粪施用量的增加,呈现逐渐显著增加趋

势,增幅分别为 20.5% ~ 125.6% 、61.4% ~ 224.1% 、
66.0% ~ 196.0% 、159.6% ~ 360.3% 和 442.5% ~
4 532.5% 。 此外,施肥也增加了土壤有效钾的含量。
2. 2　 不同施肥措施对 ARGs 多样性的影响

5 个施肥处理的土壤中,共测到 186 个 ARGs
相关基因亚型。 CK、N2P1M1、N4P2M2、N3P2M3 和

N0P0M6 5 个处理中检测到的 ARGs 相关基因亚型

的个数分别为 94、108、111、117 和 147 个,可见随着

牛粪施用量的增加,ARGs 相关基因亚型的个数逐

渐增加,即 ARGs 相关基因的多样性逐渐增加。 维

恩图(图 1)展示了不同处理土样共有及特有的 ARGs
相关基因亚型的个数,5 个处理共有的 ARGs 相关

基因亚型有 64 个,CK、N2P1M1、N4P2M2、N3P2M3

和 N0P0M6 特有的 ARGs 相关基因亚型个数分别为

9、8、6、6 和 21。 随着牛粪施用量的增加,特有的

ARGs 相关基因亚型个数呈现先减少后增加的趋

势,其中,N0P0M6 处理中独特 ARGs 相关基因亚型

的个数显著高于其他的处理。

图 1　 不同处理间抗生素抗性基因(ARGs)相关基因维恩图

Fig. 1　 Venn diagram of antibiotics resistance genes (ARGs)
related genes among different treatments

表 1　 不同施肥措施下土壤理化性质

Table 1　 Soil physicochemical properties under different fertilization measures

处理

Treatment

酸碱度

pH

有机质(OM)

/(g·kg-1 )

Organic matter

(OM)/(g·kg-1 )

全氮(TN)

/(g·kg-1 )

Total N (TN)

/(g·kg-1 )

全磷(TP)

/(g·kg-1 )

Total P (TP)

/(g·kg-1 )

全钾(TK)

/(g·kg-1 )

Total K (TK)

/(g·kg-1 )

碱解氮(AN)

/(g·kg-1 )

Alkali-hydrolysable

N (AN)/(g·kg-1 )

有效磷(AP)

/(g·kg-1 )

Available P

(AP)/(g·kg-1 )

有效钾(AK)

/(g·kg-1 )

Available K (AK)

/(g·kg-1 )

CK 8.65±0.03 a 22.10±0.03 e 0.83±0.01 e 0.50±0.01 e 15.67±0.05 b 32.76±0.02 e 4.56±0.06 e 75.15±0.08 e

N2P1M1 8.38±0.03 b 26.62±0.01 d 1.34±0.01 d 0.83±0.01 d 15.67±0.03 b 85.05±0.05 d 24.74±0.04 d 93.20±0.05 d

N4P2M2 8.30±0.03 c 31.96±0.03 c 1.93±0.03 c 0.95±0.02 c 15.29±0.03 d 101.66±0.09 c 86.97±0.10 c 128.94±0.03 c

N3P2M3 8.16±0.05 d 40.32±0.04 b 2.17±0.04 b 1.24±0.02 b 16.19±0.02 a 126.23±0.12 b 170.51±0.09 b 277.92±0.09 a

N0P0M6 7.82±0.02 e 49.86±0.05 a 2.69±0.05 a 1.48±0.03 a 15.59±0.05 c 150.80±0.13 a 211.24±0.12 a 266.59±0.10 b

注:同列数据后不同小写字母表示处理间土壤的理化性质差异达到显著水平(P<0.05)。
Note: Different lowercase letters after the same column data indicate significant difference between soil physicochemical properties of different treatments

(P<0.05).
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2. 3　 不同施肥措施下 ARGs 相关基因主成分分析

用主 成 分 分 析 ( principal component analysis,
PCA)对检测到的 ARGs 相关基因进行降维处理,以
分析不同处理土样中 ARGs 相关基因的 β-多样性。
由图 2 可知,2 个主成分共可解释 40.6%的 ARGs 相
关基因组成差异,第一轴可解释 22.4% ,第二轴可解

释 18.2% 。 每个处理的 3 个重复聚集在一起,说明

平行性良好;不同处理样本间相互分离,且置换多元

方差分析结果显示,R2 =0.65,P =0.004,说明不同处

� 理间 ARGs 相关基因的 β-多样性差异显著。 由图 2
可知,N2P1M1、N4P2M2 和 N3P2M3 3 个处理的样本

距离相对较近,可能是因为三者均为有机无机配施,
养分含量的差异较小;而 CK 和 N0P0M6 处理的样

本有偏离其他处理的倾向,这进一步说明施肥模式

对土壤中 ARGs 相关基因影响较大。
2. 4　 不同施肥措施对 ARGs 相关基因绝对丰度的

影响

CK、N2P1M1、N4P2M2、N3P2M3 和 N0P0M6 5 个

处理中除 MGEs 之外的 ARGs 的绝对丰度分别为

9.03×105、7.42×105、7.16×105、6.78×105 和 5.89×105

copies·ng-1(以单位质量的土壤 DNA 计);MGEs 的

绝对丰度分别为 6.94×103、5.69×103、3.26×103、3.97
×103 和 5.72×103 copies·ng-1。 可见,随着牛粪施用

量的增加,除 MGEs 之外的 ARGs 的绝对丰度呈现

降低趋势;而 MGEs 的绝对丰度呈现先降低后增加

的趋势。
如图 3 所示,绝对丰度排名前十的 ARGs 相关

基因占总数的 98.5% ~ 99.3% ,分别为 AAC(6’ )-
Im(46.9% ~ 55.2% )、ANT(4’ )-Ia(6 .4% ~ 19.4% )、

Bacteroidetes (8. 9% ~ 20. 1% )、 Firmicutes (7. 4% ~
� 14.3% )、aadA5(4.4% ~ 8.2% )、AAC(3)-Via(2.4% ~
� 4.0% )、copA(0.3% ~ 0.5% )、trb-C(0.3% ~ 0.5% )、te-

tA(P)(<0.3% )和 czcA(<0.3% )。 其中 Bacteroidetes
和 Firmicutes 为分类学基因, trb-C 为 MGE,均与

� ARGs 的存在及移动密切相关。
与 CK 相比,施肥显著增加了 AAC (6’)-Im、

� Bacteroidetes 和 copA 基因的绝对丰度,增加范围分

� 别为 2.2% ~ 17.5% 、10.4% ~ 126.1% 和 23.7% ~
384.5% ,Bacteroidetes 和 copA 基因均在 N0P0M6 处

� 理中达到最高;相反,施肥显著降低了 ANT(4’)-Ia、
� Firmicutes、tetA(P)和 czcA 基因的绝对丰度,降低范

� 围分别为 1.9% ~ 67.0% 、31.4% ~ 48.7% 、31.4% ~
95.6%和 12.8% ~ 84.1% ,随着施肥量的增加, tetA
(P)和 czcA 的含量呈现先降低后升高的趋势,且在

� N3P2M3 处理中达到最低。

图 2　 不同处理间 ARGs 相关基因的主成分分析

Fig. 2　 Principal component analysis of ARGs related
genes among different treatments

图 3　 不同处理 ARGs 相关基因亚型绝对丰度

Fig. 3　 Absolute abundance of ARGs related genes subtypes in different treatments
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2. 5　 不同施肥措施下 ARGs 基因家族分类

图 4 展示了排名前十五的 ARGs 基因家族分

类,可见,主要 ARGs 的类型分别为氨基糖苷类

(aminoglycosides antibiotic)(68.0% ~ 78.2% )、多药类

(multidrug)(0.4% ~ 1.5% )、四环素类(tetracycline anti-
biotic)(0.1% ~ 0.5% )、氟喹诺酮类 (fluoroquinolone
antibiotic)(0.1% ~ 0.3% )、大环内酯-林可酞胺-链阳

菌素 B 类(MLSB antibiotic)(0.04% ~ 0.2% )、β-内酰

胺酶类 (β-lactamase) (< 0.2% )、磺胺类 (sulfonamide
antibiotic)(<0.2% )、利胆醇类 (phenicol antibiotic) (<
0.2% )。 主要水平遗传元件的类型为:质粒(plasmid)
(0.3% ~ 0.5% )、转座酶(transposase)(<0.05% )、插入

序列(insertional)(<0.05% )、incp-1 质粒(plasmid-inc1)
(<0.05% )和整合酶(intergrase)(<0.05% )等。

图 4　 不同处理主要 ARGs 基因家族分类

Fig. 4　 Main ARGs gene family classification under different treatments

　 　 与 CK 相 比, 施 用 牛 粪 (N2P1M1、 N4P2M2、
N3P2M3 和 N0P0M6)显著降低了氨基糖苷类、四环素

类、喹诺酮类 ARGs 基因家族的绝对丰度,降幅分别

为 9.9% ~ 35.5% 、18.6% ~ 86.8%和 12.6% ~ 90.9% ;
与此相反,施用牛粪显著增加了磺胺类基因家族的绝

对丰度,增幅为 159.8% ~414.6% 。 此外,高量施用牛

粪的处理 N0P0M6 显著增加了多药类、MGE 类、
Transposase 类基因家族的绝对丰度。 不同处理间

ARGs 基因家族相似性分析结果显示,R2 =0.28,P =
0.023,说明不同处理间 ARGs 基因家族的差异显著。
2. 6　 ARGs 与 MGEs 的共现网络分析

基于皮尔逊相关性分析结果,对相关系数(r)>
� 0.6 且 P<0.05 的 ARGs 和 MGEs 进行共现网络分析

� (co-occurrence network analysis),由图 5 可知,ARGs
与 MGEs 共现网络包含 52 个节点,305 条边,可以

分为 5 个主要模块。 其中的 10 个 MGEs(IS1133、
� IS3、IS21-ISAs29、 IncQ _oriT、 tnpA-4、 tnpA-6、 tnpA-

7、IncN_rep、Tp614 和 TraN)分布于模块Ⅰ、Ⅱ、Ⅳ和

� Ⅴ中,与不同种类的 ARGs 相互连接。 转座子基因

tnpA-7、tnpA-6 是模块Ⅰ的关键网络枢纽,与不同亚

� 型的 ARGs 紧密相连,进一步说明了 ARGs 与 MG-
Es 的相关性。
2. 7　 ARGs 相关基因与环境理化因子的冗余分析

通过 CANOCO 软件对各处理下排名前十的

ARGs 相关基因与土壤理化性质进行 RDA 分析,结
果如图 6 所示。 前 2 个轴总共解释了 41.7% 的

ARGs 相关基因组成变化,第一轴为 36.5% ,第二

轴为 5.2% 。 其中,土壤 pH(F =4.579,P =0.018)对
� ARGs 相关基因变化的贡献率最大,解释了 26.0%

的群落变化;其次为 TN(F =4.536,P =0.018),解释

� 了 11.5%的 ARGs 相关基因变化,8 项土壤理化因

子对 ARGs 相关基因变化的贡献率顺序为:pH>
TN>OM>TP>AP>AN>AK>TK。 由图 6 可知,pH
与 aadA5、ANT(4’)-Ia、Firmicutes、tetA(P)、czcA、trb-C、
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图 5　 ARGs 与可移动遗传元件(MGEs)的共现网络分析

Fig. 5　 Co-occurrence network analysis of ARGs and mobile genetic elements (MGEs)

图 6　 ARGs 相关基因与环境因子的冗余分析(RDA)
Fig. 6　 Redundancy analysis (RDA) of ARGs-related

genes and environmental factors

AAC(6’)-Im、AAC(3)-Via 的夹角均<90°,说明它们

� 之间呈正相关;与 Bacteroidetes 和 copA 的夹角 >
� 90°,说明它们之间呈负相关。 而 AK、AP、TP、AN、

TN 和 OM 与 Bacteroidetes 和 copA 之间呈正相关。

� TK 与 aadA5 和 ANT (4 ’)-Ia 呈正相关, 与其他

� ARGs 相关基因均呈负相关。

3　 讨论(Discussion)
3. 1　 不同施肥措施对 ARGs 相关基因亚型及丰度

的影响

Zhang 等[33]研究发现施用鸡粪、牛粪和猪粪均

显著提高了土壤中 ARGs 的多样性和丰度。 Han
等[24]在进行微宇宙试验中发现,施用有机肥可以引

入新的 ARGs,在整个培养过程中,施用有机肥的土

壤中 ARGs 的数量均高于对照处理,在施肥 4 个月

后,施用有机肥的土壤中 ARGs 的丰度高于未施有

机肥的土壤,这说明有机肥是 ARGs 的一个主要来

源。 在本研究中,随着牛粪施用量的增加,ARGs 相

关基因亚型的数量逐渐增加,即 ARGs 相关基因的

多样性逐渐增加。 在长期不施肥的土壤中也检测到

了大量的 ARGs 相关基因,可能是本底值和 ARGs
扩散传播的共同结果。 土壤中的 ARGs 除了能通过

质粒、转座子和整合子等可移动遗传元件在不同微

生物之间转移,还能垂直传播,即携带 ARGs 的细菌

在增殖过程中将 ARGs 传递给子代细菌,从而使得

ARGs 在环境中传播和扩散[34]。 研究表明,高浓度
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的 ARGs 还可以形成生物气溶胶,对空气造成污染,
红霉素和四环素耐药菌动力粒径研究结果显示,2
种耐药菌可能主要沉降在人体的咽喉部[35]。 如果

ARGs 转移到人类致病菌中,会形成“超级细菌”,
2010 年印度新德里报道的“超级细菌”对近 30 种抗

生素产生耐药性[36],这给依赖抗生素治疗的疾病用

药选择造成了极大的困难。 近 10 年,新抗生素多黏

菌素成为治疗多重耐药菌的极少数药物之一,但在

2015 年,中国科学家首次从人和猪体内发现了多黏

菌素耐药性基因 mcr-1,其一旦在全球开始传播和

� 蔓延,人类将进入后抗生素时代,可能会出现无药可

医的困境,最终会威胁人类的健康[37]。
本研究的 5 个处理中检测到的 ARGs 种类主要

有氨基糖苷类、多药类、四环素类、氟喹诺酮类和

MLSB 类。 施用牛粪(N2P1M1、N4P2M2、N3P2M3 和

N0P0M6)显著增加了氨基糖苷类和 β-内酰胺酶类抗

性基因的绝对丰度,并且高量施用牛粪的处理

N0P0M6 显著增加了质粒类、四环素类、MLSB 类、利
胆醇类、插入序列及 IncP-1 质粒的绝对丰度。 在不

同研究中检测到的 ARGs 类型大体一致,只是比例

不尽相同。 例如,Zhang 等[33]在发现澳大利亚蔬菜

农场土壤中主要的 ARGs 类型为氨基糖苷类、β-内
酰胺类、FCA 类、MLSB 类及多药类;而 Li 等[19]在东

北黑土农田中检测到的 ARGs 类型主要是MLSB类、
多药类、四环素类、氨基糖苷类和 β-内酰胺类等,这个

差异主要取决于畜禽类型及养殖中饲喂的抗生素种

类及数量,通常,猪粪和鸡粪中的 ARGs 比牛粪中更

丰富[28],对土壤抗性造成了更大的选择压力[33]。
3. 2　 ARGs 相关基因差异的环境驱动因子

ARGs 的差异驱动因子包括微生物群落、土壤

理化因子、气候变化、MGEs 和植物群落等[38-39]。 Hu
等[40]研究发现土壤 ARGs 的分布主要受地上植物和

地下微生物的影响;Chen 等[6]研究发现,土壤微生

物群落对 ARGs 的影响最大(解释率为 39.8% ),其次

是环境因素 (解释率为 8.2% )和 MGEs (解释率为

4.1% );在本研究中 8 项理化因子对 ARGs 变异的解

释度占 41.7% 。 在土壤理化因子中,Li 等[19]研究东

北黑土农田时发现,OM 与 ARGs 呈显著负相关。
左金龙等[16]研究北京大兴不同施肥处理蔬菜地时发

现 pH 与不施肥和单施化肥土壤中的 ARGs 呈显著

正相关;何燕等[11]研究四川稻田土壤时发现,TN 与

ARGs 呈显著正相关。 本研究中,对不同处理 ARGs
差异影响最大的环境因子是 pH、TN 和 OM,其中,

pH 与绝对丰度排名前十的 ARGs 相关基因呈显著

正相关,可能是因为 ARGs 主要存在于土壤微生物

中,而微生物的生长需要合适的 pH。 TN 与 OM 是

土壤环境中的核心要素,通常成显著正相关,为土壤

微生物的生长提供基本的碳源和氮源,因此对

ARGs 差异贡献率也相对较大。

通信作者简介:周怀平(1964—),男,学士,研究员,主要研究

方向为耕地质量保育。
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