
第 39 卷第 2 期
Vol． 39 No． 2

水　 资　 源　 保　 护
Water Resources Protection

2023 年 3 月
Mar． 2023

　 　 基金项目:国家自然科学基金(52009031,42107386);江苏省水利科技项目(2021042);江苏省重点研发计划(BE2022834)
作者简介:侯俊(1979—),男,教授,博士,主要从事水环境保护与生态修复研究。 E-mail: hjy_hj@ hhu. edu. cn

DOI:10． 3880 / j． issn． 1004 6933． 2023． 02． 029

改性植物单宁絮凝剂对污水中抗生素抗性基因的去除效果
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摘要:采用二甲基二烯丙基氯化铵(DMDAAC)改性植物单宁絮凝剂(TGCC-A)对污水处理厂的二

沉池出水进行絮凝处理,探究 TGCC-A 对污水中胞内抗生素抗性基因( iARGs)、胞外抗生素抗性基

因(eARGs)的去除效果以及对后续污水储存过程中抗生素抗性基因(ARGs)丰度的影响。 结果表

明:9 mg / L TGCC-A 和 7 mg / L 聚合氯化铝对原水中 8 种胞内目标基因的平均对数去除量分别为

103. 82 copies / mL、103. 92 copies / mL,胞外目标基因的平均对数去除量分别为 102. 27 copies / mL、
102. 89 copies / mL;两种絮凝剂絮凝处理后的水样中同种 ARGs 在胞外的丰度都大于其在胞内的丰

度,且在后续 5 d 的储存过程中 8 种目标基因丰度基本保持在絮凝后的即时丰度;TGCC-A 对污水

处理厂二级出水中的 ARGs 具有良好的去除和控制效果。
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Removal effect of modified plant tannin flocculant on antibiotic resistance genes in sewage∥HOU Jun1,2, LIU
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Abstract: The effluent from the secondary sedimentation tank of the sewage treatment plant was flocculated with the plant
tannin flocculant (TGCC-A) modified by dimethyl diallyl ammonium chloride (DMDAAC). The removal effect of TGCC-A
on intracellular antibiotic resistance genes (iARGs) and extracellular antibiotic resistance genes (eARGs) in sewage and
the impact on ARGs abundance in subsequent sewage storage was investigated. The results show that the average log
reduction of 8 intracellular target genes in raw water by 9 mg / L TGCC-A and 7 mg / L PAC are 103. 82 copies / mL and 103. 92

copies / mL, respectively, and the average log reduction of extracellular target genes were 102. 27 copies / mL、 102. 89

copies / mL, respectively. The abundance of the extracellular form of the same ARGs was greater than that of the
intracellular form in the water samples treated by the two flocculants, and the abundance of 8 target genes basically
remained at the immediate abundance after flocculation during the subsequent 5 days of storage. TGCC-A has good removal
and control effect on ARGs in secondary effluent of sewage plant.
Key words: modified plant tannin flocculant; antibiotic resistance genes; flocculation treatment; sewage disposal

　 　 抗生素的广泛使用导致自然环境中存在多种抗

生素[1],高强度的环境抗生素选择压力诱导产生了

抗 生 素 抗 性 细 菌 ( antibiotic resistance bacteria,
ARB),甚至产生了能够耐受多种抗生素的多重耐

药细菌和超级细菌[2],严重威胁了人体健康及生态

安全。 ARB 是抗生素抗性基因(antibiotic resistance
genes,ARGs)的携带者以及传播者。 ARGs 的体内

表达使细菌以不同的抗性机制耐受临床治疗细菌感
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染浓度的抗生素,导致抗生素失去治疗效力。 早在

2006 年,ARGs 就被认定为一种新型环境污染物[3]。
通常情况下,ARGs 位于细菌的可移动基因元件

(mobile genetic elements,MGEs)上,其能够通过水

平基因转移(horizontal gene transfer,HGT)的方式在

同菌种甚至跨菌种间增殖传播。 针对目前环境中普

遍存在的 ARGs,已有大量研究开始探究对 ARGs 的

控制和削减技术,如絮凝[4]、膜滤[5]、消毒[6]、高级

氧化[7]等水处理工艺对水中 ARGs 的去除效果。
絮凝是一种去除污水中 ARGs 的简单、经济、高

效的方式。 目前广泛使用的无机絮凝剂主要为铝盐

和铁盐类。 已有研究表明,当无机高分子絮凝剂聚

合氯化铝(PAC)的投加量为 50. 0 mg / L 时,对颗粒

附着的 ARGs 和游离的 ARGs 对数去除量分别为

104. 67 copies / mL、103. 18 copies / mL [8];合肥市某污水

处理厂出水中磺胺类抗性基因和四环素类抗性基因

的丰度分别在 5. 85 × 104 ~ 9. 18 × 104 copies / mL 和

1. 27 ×103 ~4. 44 ×104 copies / mL 范围内,经12mg / L 的

聚合氯化铁(PFC)絮凝处理后原水中的 sulI、sulII、
tetO、tetQ 基因的对数去除量分别为102. 9 copies / mL、
102. 3 copies / mL、102. 4 copies / mL、102. 9 copies / mL[4]。
然而,铝盐类产品残留的 Al3 + 会通过各种途径在人

体内蓄积,导致人体出现诸如铝性脑病等中毒症状;
铁盐类产品储存和稀释稳定性差,残留的铁离子具

有一定的色度,影响水质和后续水体使用[9-10]。
已有研究开发了许多环保型的絮凝剂,如微生

物絮凝剂[11]、壳聚糖基[12]、淀粉基[13] 天然有机高

分子絮凝剂等,这类絮凝剂具有原料来源广、成本

低、无毒、易于生物降解等优点。 改性植物单宁絮凝

剂是一种以植物中天然存在的单宁为原料,经过改

良其絮凝性能的方式制备的新型天然高分子絮凝

剂。 由于植物单宁的等电点较低( pH 值为 2. 0 ~
3. 0),而水中的常见污染物如细菌等一般呈表面负

电性,所以通常需要对其进行化学改性才能用于污

水处理。 比如通过曼尼希反应将氨基引入到植物单

宁的化学结构,可合成具有黄酮类结构的改性植物

单宁絮凝剂(Tanfloc) [14]。 改性之后植物单宁的等

电点明显增加(pH 值为 7. 0 ~ 8. 0),絮凝能力显著

提高,其在絮凝除藻[15]、去除城市污水处理厂原水

中的浊度、BOD5、COD 等污染物[16]中的性能已被证

实。 已有研究利用 Tanfloc 对污水处理厂二级出水

中的 ARGs 进行絮凝去除试验,发现 blaTEM、qnrS 两

种 ARGs 的平均对数去除量约为 101copies / mL [17]。
此外,通过接枝共聚的方式使单宁季铵盐化,不仅提

高了其阳离子度,使其絮凝性能更加优异,还能使其

具有抗菌 /抑菌性能[18]。 改性单宁絮凝剂作为一种

天然高分子有机絮凝剂,在水处理中具有广阔的应

用前景,但其对 ARGs 的去除行为还鲜有研究。 此

外,现有的研究主要关注絮凝对 ARGs 的即时去除

效率,忽略了后续的变化过程。 因此,本试验采用一

种新型改性植物单宁絮凝剂对抗性基因的“源”与

“汇” [19]—污水处理厂的二沉池出水进行絮凝处

理,并与典型的无机絮凝剂 PAC 进行比较,探究絮

凝对污水中 ARGs 的即时去除效果以及后续 5 d 内

ARGs 的丰度变化,为充分了解絮凝深度处理对出

水及排放过程中抗性基因的变化规律提供参考。

1　 材料与方法

1. 1　 水样采集与预处理

水样于 2020 年 12 月采集于南京市江宁区某生

活污水处理厂,该厂采用 A2O 工艺。 城市污水处理

厂二级处理出水的污染物的种类、组成十分复

杂[20],常采用后续添加以混凝沉淀为强化手段的深

度处理工艺[21],使出水水质稳定、优化。 采集二沉

池水样,用 25 L 灭菌聚乙烯桶储存,在 3 h 内迅速运

回实验室。 在实验室使用纱布简单过滤水样中的树

叶、树枝等杂质后,使用便携式水质分析仪检测水样

的理化性质,后置于 4 ℃冰箱保存,并尽快开始试

验。 供试水样的 pH 值为 7. 2 ± 0. 3,浊度为(7. 6 ±
1. 5)NTU,电导率为(703. 0 ± 247. 9)ms / cm,COD 质

量浓度为(30. 1 ± 0. 9)mg / L。
1. 2　 絮凝试验

改性植物单宁絮凝剂 TGCC-A 由本实验室合

成:取一定量的黑荆树单宁栲胶溶于去离子水,50℃
加热搅拌分散 30 min,分散完成后加入一定浓度的

引发剂进行硝酸铈铵反应 10 min,之后用恒压滴液

漏斗逐滴加入二甲基二烯丙基氯化铵(DMDAAC),
氩气保护条件下反应 4 h,反应结束后,离心得到红

色溶液即为产物。 将产物用旋转蒸发仪干燥至胶状

后放入真空干燥箱干燥至恒重,研磨得到粉末状样

品。 根据组内已有研究结果[22],改性后的植物单宁

絮凝剂 TGCC-A 经傅立叶红外光谱(FIRT)、核磁共

振氢谱( 1H NMR)、Zeta 电位、电荷密度等手段表征

后,证实 DMDAAC 成功接枝到单宁结构上。 改性后

的 TGCC-A 具有阳离子 - N + (CH3) 3基团,因此其在

pH 值为 3 ~12 的范围内表现出正 Zeta 电位,而未改

性单宁溶液的等电点低至 pH 值为2. 1。 将 TGCC-A
和商业生产的 PAC(国药集团试剂有限公司)分别配

制成质量浓度为 1 g / L 的母液待用。
絮凝试验在六联搅拌器中进行。 有研究表明,

污水的浊度值与 ARGs 丰度显著相关[23],因此首先

以浊度为指标进行絮凝试验,探究浊度的最佳去除
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投加量,随后探究该投加量下的絮凝剂对 ARGs 的

去除效果。 将 2 L 水样置于烧杯中,投加不同体积

的絮凝剂。 搅拌程序为 200 r / min 快速搅拌 3 min,
50 r / min 慢速搅拌 15 min,静置 30 min。 随后用针管

吸取液面下 2 cm 的上清液,用便携式浊度仪(HACH
2100Q)测量浊度,观察浊度变化。 如表 1 所示,当
TGCC-A、 PAC 的 投 加 质 量 浓 度 分 别 为 9 mg / L、
7 mg / L时, 水样浊度达到的最佳去除率分别为

82. 7% 、85. 9% ,故以该投加量分别进行去除 ARGs
的絮凝试验。

去除 ARGs 的絮凝试验步骤同上。 静置 30 min
后,立即用 50 mL 针管将上层的 1 L 水样缓慢吸出,
用于后续 DNA 的提取。 将完成絮凝程序后的两组

平行水样置于培养箱室温静置避光保存 5d,在第 3
天、第 5 天定时取上清水样和提取 DNA,同时设置

不投加絮凝剂的空白对照组。 本文中,TGCC-A 和

PAC 絮凝处理组样品分别用 A 组、P 组表示;N 表示

未加絮凝剂的对照组样品;1、3、5 分别表示絮凝程

序结束后即时、絮凝后水样保存第 3 天、第 5 天的样

品;I、E 分别表示胞内抗生素抗性基因( iARGs)、胞
外抗生素抗性基因(eARGs)。 因此,试验编号 A-1-
E 即表示 A 组絮凝程序结束后即时测量的 iARGs
处理组,以此类推。
1. 3　 DNA 分离与提取

为了探究絮凝过程中 iARGs 和 eARGs 的变化,
使用 DNA 酶法[24] 分别提取 eDNA 和 iDNA。 首先,
将收集的 1 L 水样平均分配到两个 500 ml 烧杯中。
其次, 将 一 个 烧 杯 中 的 水 样 通 过 无 菌 膜 过 滤

(0. 22 μm孔径,PVDF, Osmonics,美国),另一个烧

杯中加入 500 单位的 DNase I (Worthington, 美国),
然后在 25°C 条件下振荡(100 rpm)孵育 2 h,水解水

样中的 eDNA。 为防止 DNase I 影响后续的 DNA 提

取和分析, 将该样品在 80℃ 下孵育 10 min, 使

DNase I失活,然后立即用 0. 22 μm 无菌膜过滤,提
取 DNA。 最后,使用 PowerSoil © DNA 分离试剂盒

从膜中提取 DNA。 经过 DNA 酶处理的水样经膜过

滤富集的细菌提取的 DNA 被视为仅来自胞内的

DNA,其与未经过 DNA 酶处理的水样中提取的基因

丰度的差值被视为水解掉的胞外 DNA。

1. 4　 抗性基因荧光定量 PCR 检测

本文检测了 2 种常见的编码四环素耐药( tetG、
tetX)、2 种大环内酯类耐药( ermB、ermF)、1 种磺胺

类耐药( sul1)基因,和 1 种Ⅰ类整合子( intI1)。 此

外,还检测了 1 种季铵化合物抗性基因( qacEΔ1),
这些基因均与细菌对消毒剂和抗生素的常见耐药性

有关[25]。 通过定量 16S rRNA (338F_806R) (简称

16S)的基因拷贝数检测细菌总丰度的变化。 将

ARGs 和移动元件的拷贝数归一化到 16S 基因的拷

贝数,得到相对丰度,以尽量减少不同细菌丰度和不

同 DNA 提取和定量效率所造成的差异。 聚合酶链

式反应(polymerase chain reaction,PCR)试验由上海

美吉生物科技有限公司完成,表 2 为 PCR 引物及扩

增过程相关信息。
1. 5　 数据分析

所有试验均开展至少 3 个平行试验,所得结

果以(平均值 ± 标准方差)的形式展示。 采用独

立样本 t 检验对两组间的平均基因丰度、平均对

数去除量进行统计学分析。 基因对数去除量的

计算方法为

LR = lgC0j - lgC j (1)
式中:LR为基因对数去除量;C0 j为目标基因 j 在处理

前水样中的原始拷贝数,copies / mL;C j为目标基因 j
在絮凝后水样中的拷贝数,copies / mL。

2　 结果与分析

2. 1　 絮凝前后 ARGs 绝对丰度的变化

图 1(a)为原水中 iARGs 的绝对丰度以及 A 组

和 P 组絮凝处理前后的即时丰度变化。 5 种 ARGs
( tetG、tetX、ermB、ermF、sul1)在原水中被检出,绝对

丰度在 2. 28 × 103 copies / mL( tetX,P 组) ~ 1. 35 ×
105 copies / mL ( sul1,A 组)范围内。 原水中移动遗

传元件 intI1 丰 度 在 104 copies / mL 范 围 内。 而

qacEΔ1 丰度高于 intI1,达到 8. 05 × 104 copies / mL
(A 组) ~ 5. 63 × 105 copies / mL(P 组),这表明环境

中存在很高的季铵盐抗性基因污染风险。 qacEΔ1
是一种由质粒、整合子或者转座子等 MGEs 所介导

的季铵盐类抗性基因,这些可移动遗传元件往往同

时携带着其他 ARGs,这些基因通过 MGEs 在细菌

　 　 　 　表 1　 不同质量浓度的两种絮凝剂处理后污水浊度去除率

Table 1 Turbidity removal rate of sewage by two kinds of flocculants at different mass concentrations

絮凝剂
去除率 / %

1 mg / L 3 mg / L 5 mg / L 7 mg / L 9 mg / L 15 mg / L

TGCC-A 60. 5 ± 2. 5 65. 4 ± 1. 6 69. 8 ± 0. 9 75. 9 ± 0. 5 82. 7 ± 1. 6 76. 7 ± 1. 3

PAC 62. 1 ± 1. 9 75. 6 ± 0. 8 82. 1 ± 1. 1 85. 9 ± 0. 9 78. 5 ± 1. 7 67. 3 ± 2. 1
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表 2　 PCR 引物及扩增过程相关信息

Table 2　 Information about the primers and amplification of PCR

目标基因 类型 引物 引物序列 退火温度 / °C 扩增长度 / bp

tetG

tetX
四环素类

tetG-F GCTACATCCTGCTTGCCTTC
tetG-R CATAGATCGCCGTGAAGAGG
tetX-F CAATAATTGGTGGTGGACCC
tetX-R TTCTTACCTTGGACATCCCG

61. 0 210

64. 5 468

ermB

ermF
大环内酯类

ermB-F GATACCGTTTACGAAATTGG
ermB-R GAATCGAGACTTGAGTGTGC
ermF-F CGACACAGCTTTGGTTGAAC
ermF-R GGACCTACCTCATAGACAAG

58. 0 364

56. 0 309

sul1 磺胺类
sul1-F CACCGGAAACATCGCTGCA
sul1-R AAGTTCCGCCGCAAGGCT

55. 0 158

intI1 MGE
intI1-F CTGGATTTCGATCACGGCACG
intI1-R ACATGCGTGTAAATCATCGTCG

60. 0 473

16S Biomass
16S-338F ACTCCTACGGGAGGCAGCAG
16S-806R GGACTACHVGGGTWTCTAAT

55. 0 460

qacEΔ1 季铵盐类
qacEΔ1-F AATCCATCCCTGTCGGTGTT
qacEΔ1-R CGCAGCGACTTCCACGATGGGGAT

56. 0 175

(a) iARGs

(b) eARGs

图 1　 絮凝前后污水中 ARGs 绝对丰度的变化

Fig. 1　 Absolute abundances of ARGs in wastewater
before and after flocculation

之间传递,因此,qacEΔ1 基因和 ARGs 可同时表达,
从而表现出共同耐药[26]。 作为环境中细菌丰度的

指标,16S 基因丰度达 106 copies / mL。 同时,发现 A
组原水的平均基因丰度与 P 处理组无显著差异,这
证明两组试验所用的水样水质基本均匀。 由图 1
(b)可见,原水中 5 种 eARGs 的绝对丰度范围为

1. 77 × 102 copies / mL( tetX,P 组) ~ 5. 04 × 105( sul1,

P 组)copies / mL。 胞外移动遗传元件 intI1 的丰度在

105copies / mL 范围内,qacEΔ1 丰度高于 intI1,在 106

copies / mL 范围内。 代表生物量的 16S 基因丰度也

在 106 copies / mL 范围内,表明原水中存在高丰度的

eARGs,这可能与污水处理厂的前处理中存在大量

的死细胞裂解产生或由活细胞分泌产生的、不易去

除的胞外 DNA 有关。 eARGs 一般以游离态和附着

在颗粒物上的形态存在[27-28],且吸附的 eARGs 比游

离的 eARGs 更容易耦合到感受态细胞上[29],引起

水平基因转移。 此外,eARGs 具有环境持久性和低

衰减率[30],这可能是一种重要的但被忽视的污染物

来源,需要引起重视。
图 2 为絮凝前后污水中 ARGs 的对数去除量。

当投加 9 mg / L 的 TGCC-A 后,原水中的 5 种 iARGs
( tetG、 tetX、 ermB、 ermF、 sul1 ) 的绝对丰度降低至

10 - 1 ~ 102copies / mL (图1(a)),8 种胞内目标基因的

平均对数去除量为 103. 82 copies / mL,其中 ermB 的去

除量最高,为 103. 07 copies / mL,intI1 的去除量最低,
为 102. 09 copies / mL。 代表生物量的 16S 基因丰度降

低至 104 copies / mL,对数去除量为 102. 5 0 copies / mL。
当使用 7 mg / L 的 PAC 絮凝处理后,iARGs 绝对丰度

降低至 10 - 2 ~ 102copies / mL,8 种胞内目标基因的平

均对数去除量为 103. 92 copies / mL,其中 ermB 的去除

量最高,为 104. 28 copies / mL, tetG 的去除量最低,为
101. 43 copies / mL。 16S 基因丰度降低至 103 copies / mL,
对数去除量为 103. 20 copies / mL。 独立样本 t 检验证明

TGCC-A 处理组和 PAC 处理组对 8 种胞内基因的平

均去除量没有显著差异。 有研究发现,20 mg / L 投

加量下的 PAC 将二级出水中的 ARGs 有效降低了

101. 85 ~ 102. 64 copies / mL,本试验同样证明絮凝是一
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(a) iARGs

(b) eARGs

图 2　 絮凝前后污水中 ARGs 的对数去除量

Fig. 2　 Log reduction value of ARGs in wastewater
before and after flocculation

种有效去除污水中 ARGs 的方法。 图 2(b)为两处

理组对原水中 eARGs 的对数去除量。 TGCC-A 处理

后原水中的 5 种 eARGs 绝对丰度降低至 100 ~
103 copies / mL,对 8 种胞外目标基因的平均对数去

除量为 102. 27 copies / mL,其中 ermB 的去除量最高,
为 102. 61 copies / mL, intI1 的 去 除 量 最 低, 为

102. 07 copies / mL。16S 基因丰度降低至 104 copies / mL,
去除量仅为 101. 70 copies / mL。 PAC 处理后,eARGs
绝对丰度降低至 10 - 1 ~ 103 copies / mL,8 种胞外目

标基因的平均对数去除量为 102. 89 copies / mL,其中

ermB 的去除量最高,为 104. 12 copies / mL,tetG 的去除

量最低,为 101. 11 copies / mL。 16S 基因丰度降低至

103copies / mL,对数去除量为 102. 77 copies / mL。 A 处

理组和 P 处理组对 8 种胞外目标基因的平均对数去

除量同样不存在显著差异。 通过比较发现,TGCC-A
对 eARGs 的总体去除效果小于 PAC,且两者对

eARGs 的去除效果都小于 iARGs。
混凝法对于抗性基因的去除取决于混凝剂对胞

外 DNA 以及对胞内抗性基因的宿主(如细菌)的电

中和、吸附、网捕等作用。 污水中的 eARGs 和携带

iARGs 的微生物等在混凝作用下沉降,使得上清液

中的 ARGs 总量减少,基因的检出率随之变低。 本

研究发现,两种絮凝剂对于同种基因的胞外形式的

去除效果都小于胞内形式,但对于不同种类的基因

的去除效果却没有显著的规律可言。 这是合理的,
因为 DNA 是一种小分子物质,胞外 DNA 通常游离

存在,或者附着在颗粒物上,而 iARGs 通常存在于

微生物细胞内,这使得 iARGs、eARGs 的存在形式具

有粒径分级的特点。 有研究发现,与颗粒附着的

ARGs 相比,需要更大的混凝剂剂量来去除游离的

ARGs,说明 iARGs 相比 eARGs 更容易被去除[8]。
混凝对于不同抗性基因的去除作用的差异可能与抗

性基因本身和存在的复杂性、宿主微生物种类的多

样性有关,需要更深入的研究。 综上,TGCC-A 与

PAC 对污水中的 ARGs 都有着良好的去除效果,两
种絮凝剂对于去除 iARGs 更有效,而 eARGs 可能需

要后续通过膜滤等更有针对性的方式去除。
2. 2　 絮凝前后 ARGs 相对丰度的变化

一般情况下,16S 基因是用来表征环境中细菌

丰度的指标,也可以利用其丰度对 ARGs 的丰度进

行标准化处理,以表示单个细菌中 ARGs 的数量,称
为 ARGs 的相对丰度。 因此,本文定义 iARGs 与胞

内 16S 的比值、eARGs 与胞外 16S 的比值分别表示

iARGs 的相对丰度和 eARGs 的相对丰度。 理论上

来说,iARGs 具有接合转移的潜力,eARGs 具有转化

的潜力,因此两者的相对丰度既表明了单个细菌中

ARGs 的相对含量,又在某种程度上与水平基因转

移的潜力正相关。
图 3 为絮凝前后 iARGs、eARGs 的相对丰度变

化。 由图 3 ( a)可见,在 A 和 P 组的原水中,5 种

iARGs( tetG、tetX、ermB、ermF、sul1)的相对丰度分布

相似,最高为 sul1(1. 87 × 10 - 2,A 组),最低为 tetX
(4. 13 × 10 - 4,A 组)。 A 组中,原水中的 7 种( tetG、
tetX、ermB、ermF、sul1、 intI1、qacEΔ1)胞内基因相对

丰度均值与处理后没有显著差异,但可以观察到

sul1、intI1、 qacEΔ1 的胞内相对丰度上升, sul1 从

1. 87 × 10 - 2上升至 9. 44 × 10 - 2,intI1 从 3. 41 × 10 - 3

上升至 4. 51 × 10 - 1,qacEΔ1 从 1. 12 × 10 - 2 上升至

2. 57 × 10 - 1。 P 组中也观察到相似的情况,sul1 从

1. 01 × 10 - 2上升至 1. 49 × 10 - 1,intI1 从 1. 64 × 10 - 2

上升至 1. 89 × 10 - 1,qacEΔ1 从 1. 27 × 10 - 1 上升至

2. 26 × 10 - 1。 有研究基于宏基因组序列的组装技术

得到的重叠群中发现了 sul1 和 intI1 的共存模式,同
时也在该重叠群中发现了 aadA、tetA 和 qacEΔ1 基因

的共现性[19]。 因此,这很好地解释了絮凝对于

sul1、intI1、qacEΔ1 这 3 种基因的共去除行为。 同

时,絮凝后部分基因的相对丰度升高可能预示着污

水中水平基因转移的风险提高。 由图 3( b)可见,
TGCC-A 絮凝处理后 7 种胞外目标基因的相对丰度
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图 3　 絮凝前后污水中 ARGs 相对丰度

Fig. 3　 Relative abundances of ARGs in wastewater
before and after flocculation

与原水中并无显著差异,而经 PAC 絮凝处理后,tetG
的相对丰度由 6. 72 × 10 - 3显著上升至 8. 33 × 10 - 1,
其余 6 种胞外基因的相对丰度则未发生显著变化,
这再次体现了絮凝对于 eARGs 的去除性能小于

iARGs 的特点。 絮凝过程中部分 ARGs 的相对丰度

升高可能是由于絮凝过程中细胞裂解,导致部分胞

内 ARGs 释放到胞外引起的,需要进一步研究。
2. 3　 絮凝前后胞内、胞外 ARGs 的分布比例

图 4 为不同处理组 8 种基因胞内、胞外 ARGs
的分布比例。 A 组的原水中,16S、tetG、ermB 的胞内

基因占比分别为 77. 41% 、59. 07% 、67. 33% ,大于

其胞外基因占比。 而剩余的 5 种基因的胞外基因占

比大于胞内,尤其是 sul1、intI1 和 qacEΔ1 这 3 种基

因,胞外基因占比分别达到了 78. 89% 、93. 88% 和

96. 42% 。 这与 2. 2 节中分析的结论一致,即 sul1、
qacEΔ1 与 intI1 显著相关,而 intI1 通常以游离态存

在且常在胞外分布。 经过 TGCC-A 絮凝处理后,
16S、tetG、ermB 的胞内基因比例显著下降至 0. 47% 、
1. 51% 、4. 38% , tetX、 ermF、 sul1、 intI1、qacEΔ1 这 5
种基因经絮凝处理后也呈现胞内基因分布比例小于

胞外的情况, 分别 为 0. 81% 、 1. 02% 、 0. 90% 、
2. 67% 、0. 99% 。 这充分表明 TGCC-A 主要去除了

与细菌结合的 iARGs,从而大大降低了 iARGs 的占

比。 P 组的原水中,16S、tetG、tetX、ermF 的胞内基因

占比 大 于 它 们 的 胞 外 基 因, 分 别 为 64. 24% 、
52. 83% 、92. 80% 、82. 70% ,而 sul1、qacEΔ1、intI1 这

3 种基因的胞外基因占比显著高于胞内,分别达

91. 76% 、90. 54% 、81. 95% 。 经 PAC 絮凝处理后,P
组也呈现与 A 组相似的情况,即 8 种胞外基因占比

远大于胞内基因。 这表明混凝后 eARGs 含量占主

导地位,大部分 iARG 被完全去除,且 PAC 与 TGCC-
A 一样,对 iARGs 的去除更具优势。 以上数据说明

原水中部分 iARGs 和 16S 基因的含量要高于胞外,
而经过两种絮凝剂处理后,无一例外显示出 iARGs
被显著去除,絮凝后的水样中呈现 eARGs 占比大于

iARGs 的现象。 该结果表明,加强对 eARGs 丰度的

控制才能有效降低二沉池出水中 ARGs 传播与转移

的风险。

图 4　 不同处理组 8 种 ARGs 的胞内、胞外分布比例

Fig. 4　 Distribution ratio of extracellular and intracellular
genes of 8 ARGs in different treatment groups

2. 4　 絮凝后的储存过程中 ARGs 的变化

将絮凝后的水样置于培养箱室温(25℃)静置

避光储存,在絮凝过程结束后即时、第 3 天、第 5 天

检测保存后水体中的 iARGs、eARGs 的绝对丰度的

变化,分析污水处理厂出水保存及排放过程中

ARGs 的变化。 图 5 采用热图的形式,将 8 种基因丰

度使用 Z 分数归一化,得到 8 种基因在即时、第 3
天、第 5 天的丰度变化的可视化结果。 由图 5(a)可
见,TGCC-A 处理组中原水的 5 种 iARGs 在 5 d 的保

存时间内丰度逐渐降低,这可能是由于携带 iARGs
的微生物随着时间的推移在重力作用下自然沉降导

致的。 而 TGCC-A 絮凝处理后的水样中基因丰度在

5 d 的保存时间内无明显变化。 有研究发现,改性

单宁絮凝剂 Tanfloc 对蓝藻细胞的去除具有长达 8 d
的保存作用,并且能控制絮体中蓝藻的胞内物质的

释放[31]。 这表明 TGCC-A 对于 ARGs 去除效果的维
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持可能来自 TGCC-A 形成的絮体,其阻碍了 iARGs
的释放。 图 5(a)中原水对照组的 eARGs 在絮凝 5
d 的保存过程中的变化情况不同于 iARGs: sul1、
qacEΔ1 和 intI1 3 种基因在第 5 天的丰度显著升高,
16S rRNA、tetG 丰度也略有上升,其他 3 种基因最终

呈现下降的趋势。 这表明原水中部分 eARGs 尤其

是 MGEs 在长期储存过程中会不断释放,而 iARGs
则大多自然沉降,提示污水处理厂二沉池静置出水

的过程中可能存在 eARGs 丰度增加的风险。 对于

TGCC-A 絮凝处理后的原水,其上清液中的 eARGs
在保存 5d 后并没有呈现出明显的再生情况,表明

TGCC-A 对絮凝后 eARGs 的释放也有很好的控制作

用。 由图 5(b)可见,PAC 絮凝剂对胞内、胞外基因

的控制情况。 P 组原水中 iARGs 丰度在 5 d 的保存

过程中总体上呈现降低趋势,而除了 tetG 以外的

eARGs 却与 A 组原水不同,呈现先增加后减少的趋

势,这可能是由于不同基因的宿主细菌差异导致的,
需要进一步的研究。 同 TGCC-A 一样,PAC 絮凝剂

对二沉池出水保存过程中 iARGs、eARGs 的再生情

况也呈现出较好的抑制作用,其基因丰度在 5 d 内

基本保持在絮凝过程结束后的水平。

(a) A 组

(b) P 组

图 5　 絮凝保存过程中胞内、胞外基因的绝对丰度变化

Fig. 5　 Changes in the absolute abundance of intracellular
and extracellular genes during flocculation and preservation

综上,本研究中采用的天然有机高分子絮凝剂

TGCC-A 与无机高分子絮凝剂 PAC 具有相似的

ARGs 去除和控制效果。 因此,可对两种絮凝剂在

饮用水处理或污水处理应用中可能造成的环境影响

进行了合理展望:PAC 絮凝后的出水中可能存在铝

离子超标的风险[32],而 TGCC-A 絮凝剂则不存在这

一风险;除了在处理后的水中产生残留物外,PAC
絮凝后会产生低或无生物降解性和毒性效应的污

泥[33],造成二次固体污染,而 TGCC-A 具有良好的

生物降解性能,这使得污泥处理更加方便,成本更

低[34];季铵盐改性的单宁絮凝剂 TGCC-A 可能具有

抗菌特性,有助于控制饮用水生产中引起感染和水

媒疾病的致病微生物,而 PAC 则无抗菌效果。 以上

推测需要进一步的探究。

3　 结　 论

a. 在 9 mg / L TGCC-A 和 7 mg / L PAC 的投加量

下,污水处理厂二沉池出水中浊度去除率最高分别

为 82. 7% 、85. 9% ,以此投加量对原水中的 ARGs 进
行絮凝去除试验,发现原水中 5 种 ARGs、1 种季铵

盐抗性基因、1 种移动遗传元件均被检测出;两种絮

凝剂对原水中 8 种胞内目标基因的对数去除量分别

在 102. 09 ~ 103. 07 copies / mL、101. 43 ~ 104. 28 copies / mL
范围内,对 8 种胞外目标基因的对数去除量分别在

102. 07 ~ 102. 61 copies / mL、101. 11 ~ 104. 12 copies / mL 范

围内;sul1、intI1、qacEΔ1 3 种基因在絮凝过程中表

现出相似的去除效果。 试验证明 TGCC-A、PAC 均

能有效絮凝去除污水中的 iARGs、eARGs。
b. 在 TGCC-A、PAC 絮凝处理后水体的 5 d 保

存过程中,目标基因丰度基本保持在絮凝后的即时

丰度,没有回升; 而原水中部分 eARGs, 尤其是

intI1,在长期保存过程中丰度会有所增加,表明污水

处理厂二沉池静置出水的过程中可能存在 eARGs
增加的风险。

c. TGCC-A 与 PAC 相比具有相似的 ARGs 去除

效果,但 PAC 絮凝后会造成二次固体污染, 而

TGCC-A 具有良好的生物降解性能,在考虑到环境

影响、综合利用率的情况下, TGCC-A 是更好的

选择。
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