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摘要:依托高通量测序技术,分析了袁河水体相关环境因子、抗生素抗性基因(ARGs)、可移动遗传

元件(MGEs)与微生物群落之间的相互关系,探究了袁河 ARGs 的分布特征、主要驱动因素和宿主

特征。 结果表明:袁河水体磺胺甲噁唑和罗红霉素污染突出;全流域样品共检出 14 大类 159 种

ARGs 亚型,氨基糖苷类和多重耐药类抗性基因平均检出相对丰度较高,其中以多重耐药类外排泵

基因(mdtG)的平均相对丰度最高,为
 

0. 455(以
 

16S
 

rRNA
 

基因为参照);抗生素总浓度、ARGs 总相

对丰度表现为下游地区大于上游地区。 Mantel 检验分析结果表明,袁河水体中 ARGs 与大部分环

境因子并非直接相关,MGEs 与各环境因子之间亦未发现显著相关关系;环境因子、ARGs 与多数优

势菌群强烈正相关,推测环境因子(含抗生素)可通过影响优势菌群结构间接影响 ARGs 分布;菌种

unclassified_f_Bacteroidetes_vadinHA17 与 unclassified_o_Vicinamibacterales 在袁河水体中相对丰度较

高,是流域检测到的 ARGs 最重要的潜在宿主。
关键词:抗生素抗性基因;微生物群落;环境因子;驱动因子;袁河
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Abstract:

 

High-throughput
 

sequencing
 

was
 

applied
 

to
 

analyze
 

correlations
 

among
 

environmental
 

factors,
 

antibiotic
 

resistance
 

genes
 

(ARGs),
 

mobile
 

genetic
 

elements(MGEs)
 

and
 

microbial
 

communities
 

in
 

the
 

Yuan
 

River,
 

so
 

as
 

to
 

explore
 

distribution
 

patterns,
 

primary
 

driving
 

factors
 

and
 

potential
 

host
 

characteristics
 

of
 

ARGs
 

in
 

the
 

river.
 

The
 

results
 

showed
 

that
 

sulfamethoxazole
 

and
 

roxithromycin
 

were
 

dominant
 

antibiotic
 

contaminants
 

in
 

the
 

Yuan
 

River.
 

A
 

total
 

of
 

159
 

ARG
 

subtypes
 

belonging
 

to
 

14
 

classes
 

were
 

detected
 

across
 

all
 

water
 

samples,among
 

which
 

aminoglycoside
 

and
 

multidrug
 

resistance
 

genes
 

possessed
 

higher
 

average
 

relative
 

abundances,
 

and
 

multidrug
 

efflux
 

pump
 

gene
 

mdtG
 

exhibited
 

the
 

highest
 

average
 

relative
 

abundance
 

of
 

0. 455
 

(normalized
 

to
 

16S
 

rRNA
 

gene).
 

Both
 

total
 

antibiotic
 

concentrations
 

and
 

total
 

relative
 

abundances
 

of
 

ARGs
 

were
 

higher
 

in
 

downstream
 

reaches
 

than
 

upstream
 

reaches.
 

Mantel
 

test
 

revealed
 

no
 

significant
 

direct
 

correlations
 

between
 

ARGs
 

and
 

most
 

environmental
 

factors,
 

nor
 

between
 

MGEs
 

and
 

environmental
 

parameters.
 

Significant
 

positive
 

correlations
 

were
 

observed
 

among
 

environmental
 

factors,
 

ARGs
 

and
 

most
 

dominant
 

microbial
 

taxa,
 

implying
 

that
 

environmental
 

factors
 

( including
 

residual
 

antibiotics)
 

indirectly
 

regulate
 

distribution
 

of
 

ARGs
 

by
 

altering
 

composition
 

of
 

dominant
 

microbiota.
 

Two
 

taxa,
 

unclassified _ f _Bacteroidetes _ vadinHA17
 

and
 

unclassified _ o _ Vicinamibacterales,
 

were
 

predominant
 

in
 

the
 

Yuan
 

River
 

and
 

served
 

as
 

primary
 

potential
 

hosts
 

of
 

detected
 

ARGs
 

throughout
 

the
 

watershed.
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　 　 抗生素抗性基因 ( antibiotic
 

resistance
 

genes,
ARGs)作为一类新型污染物,已在环境科学领域引

起了广泛关注[1] ,世界卫生组织将其作为 21 世纪

威胁人类健康的重大挑战之一。 自然环境中天然存

在 ARGs
 [2-4] ,但随着抗生素在人类临床医疗与畜禽

养殖业中长期大量使用乃至滥用,人畜粪便携带的

抗性细菌随着肠道微生物排出体外, 成为环境

ARGs 的重要来源之一[5] 。 与此同时,环境中外源

性抗生素[6] 、重金属[7-8] 、有机污染物[9] 、消毒副产

物[10]等复合污染物通过共同选择机制,使抗性基因

直接或间接的选择压力进一步增加[11] ,从而加速了

抗性基因突变与水平转移进程;抗性基因一旦形成

则难以消除[12] ,还可在不同细菌间转移、传播,甚至

自我扩增[13-14] 。
水环境是 ARGs 的重要归宿,废污水排放与污

染土壤淋滤作用使得人源、动物源致病菌最终汇集

于水环境。 现阶段全球多国水环境中均检测到了

ARGs,如中国嘉陵江(重庆段) [15] 、黑龙江、图们江、
鸭绿江[16] 等水体中均以多重耐药类 ARGs 最为丰

富;黄浦江[17] 、 长江 ( 武汉段) [18] 、 鄱阳湖[19] 、 赣

江[20]等水体以耐磺胺类 ARGs 为主;德国、澳大利

亚地表水中高频检出耐磺胺类 ARGs( sul1、sul2)与

耐甲氧苄氨嘧啶类 ARGs(dfrA1) [21] 。 环境中 ARGs
组成与细菌分类组成高度相关[22] ,细菌能够作为多

种 ARGs 的共同潜在宿主,并通过可移动遗传元件

(mobile
 

genetic
 

elements,MGEs)的水平基因转移机

制实现种内或种间 ARGs 转移。 MGEs 作为 ARGs
与微生物群落之间的桥梁以及 ARGs 扩散的重要途

径之一,可使流域水环境中与之相关的 ARGs 更易

于传播、持续赋存并促进超级细菌产生[20,23-25] ;水质

因子(pH、总氮( TN)、氨氮( NH+
4 -N)、抗生素等)亦

是影响河流水体 ARGs 组成和分布的主要驱动

力[15] 。 因此,在了解河流常见水质因子、ARGs 和微

生物群落之间的交互关系外,进一步探究 MGEs 与

这三者间的关联性,对阐明水环境中 ARGs 的传播

途径和作用机制十分必要。
袁河位于鄱阳湖西南部,系赣江一级支流,流域

内城镇化水平较高,周围分布着鄱阳湖区重要的畜

禽养殖基地和农业灌溉区。 受沿线城镇生猪养殖、
制药企业、生活等污废水排放的影响,大量营养物质

和抗生素可能排入水环境中[26] 。 李佳乐等[27-28] 研

究表明,袁河水体存在富营养化(尤其是 TN)风险,
且克拉霉素具有高生态风险,红霉素、土霉素、恩诺

沙星和磺胺噻唑均处于中等生态风险。 目前,关于

袁河流域抗生素的研究主要集中在其分布特征与生

态风险评价方面[27,29] ,鲜有关于袁河流域水环境中

抗性基因的报道[20,30] ,对于 ARGs 的分布特征、驱动

因子及形成机制尚不明晰。
本文对袁河流域地表水样品中的 ARGs、相关

环境因子和微生物群落进行了同步监测,研究了袁

河水体中 ARGs 的分布特征,并探讨了影响其变化

的主要驱动因素,以期为控制 ARGs 的环境传播、保
障流域水安全提供科学依据。

1　 材料与方法

1. 1　 研究区概况

袁河系鄱阳湖流域赣江一级支流,发源于萍乡

市马田乡武功山脉西麓,自西南向东北流经萍乡、
宜春、新余等地区,在樟树市张家山镇荷湖馆汇入

赣江。 袁河流域( 27°27′N ~ 28°04′N,114°10′E ~
115°29′E) 集 水 面 积 6 262 km2 , 主 河 道 长

279. 0 km,形状呈芭蕉叶形,地势由西向东倾斜,
流域内河系发达,北部有蒙山山脉与锦江(赣江一

级支流) 相隔[31] 。 近年来,受流域内农业种植和

畜禽养殖业迅速发展的影响,沿河(湖) 水体富营

养化风险加剧[28] 。

图 1　 采样点分布

Fig. 1　 Distribution
 

of
 

sampling
 

sites

1. 2　 样品采集

2021 年 10 月 13—14 日,在袁河干流均匀设置

6 个采样点(YH1 ~ YH6)采集样品。 采样点布设参

考 SL
 

187—1996《水质采样技术规程》,尽量选择河

道顺直、无急流湍滩处,避开死水区和人为干扰严重

区等不利影响区域,综合考虑行政区划分、水文分

区、重要节点、人为活动和取样便利性等因素,采样

点分布及位置信息分别如图 1 和表 1 所示。 水样采

集方法参照 HJ
 

494—2009《水质
 

采样技术指导》,使
用有机玻璃采水器在每个采样点河流近岸有明显水

流处采集表层(水深 30 ~ 50 cm 处)水样 5 ~ 10 L,现
场测定水体水温(T)、pH、氧化还原电位( ORP)、溶
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表 1　 采样点信息

Table
 

1　 Sampling
 

sites
 

information
 

采样点编号 高程 / m 位置

YH1 30 樟树市洲上乡严埠村(汇入赣江前)
YH2 39 樟树市昌傅镇马清村(樟吉高速路桥下)
YH3 37 新余市渝水区水西镇桥口村

YH4 87 新余市渝水区河下镇江口村(江口水库坝面
旁,仙女湖出口)

YH5 114 新余市分宜镇横溪村(仙女湖入口)
YH6 118 宜春市袁州区西村镇河北村(新袁河大桥下)

解氧(DO)和电导率(EC)等参数。 另采集 5 L 水样

装入棕色瓶中 4℃ 保存并立即运回实验室,在 48 h
内完成抗生素富集、DNA 提取以及水质化学指标测

定工作。
1. 3　 抗生素富集与测定

水体抗生素采用 Oasis
 

HLB 固相萃取小柱(美

国 Waters
 

公司,500 mg,6 mL),结合 SPE-24 固相萃

取装置(美国
 

Supelco
 

公司)
 

进行富集处理[32] 。 水

体中抗生素含量采用超高液相色谱(美国 Agilent 公
司,Agilent

 

1290)-三重四级杆串联质谱联用仪(美

国 Agilent
 

公司, Agilent
 

6460) 同时检测水环境中

15 种目标抗生素 ( 表 2), 仪器参数设置参照文

献[33]。 抗生素定量采用内标法[33] ,内标物为阿特

拉津-13C3(atrazine-13C3)(德国
 

Dr
 

Ehrenstorfer 公司,
纯度大于等于 96. 9%),通过在样品处理过程中加

入同 位 素 抗 生 素 ( 加 拿 大
 

Toronto
 

Research
 

Chemicals 公司)作为替代物,分别为磺胺甲噁唑-D4
(sulfamethoxazole-D4)、 磺 胺 二 甲 嘧 啶-13C6
(sulfamethazine-13C6)、 噻苯达唑-D4 ( thiabendazole-
D4)、环丙沙星-D8(ciprofloxacin-D8)和红霉素-13C,d3

(erythromycin-13C,d3),保证定量结果的准确性和可

靠性。
表 2　 15 种目标抗生素信息

Table
 

2　 Information
 

of
 

15
 

target
 

antibiotics

抗生素种类 目标抗生素 缩写 化学式

磺胺类抗
生素(SAs)

喹诺酮类抗
生素(FQs)

四环素类抗
生素(TCs)

大环内酯类抗
生素(MLs)

磺胺吡啶(sulfapyridine) SP C11 H11 N3 O2 S
磺胺嘧啶(sulfadiazine) SD C10 H10 N4 O2 S

磺胺甲噁唑(sulfamethoxazole) SMX C10 H11 N3 O3 S
磺胺甲基嘧啶(sulfamerazine) SM C11 H12 N4 O2 S

磺胺二甲基嘧啶(sulfamethazine) SMZ C12 H14 N4 O2 S
磺胺对甲氧嘧啶(sulfameter) SMD C11 H12 N4 O3 S

诺氟沙星(norfloxacin) NFC C16 H18 FN3 O3

恩诺沙星(enrofloxacin) EFC C19 H22 FN3 O3

氧氟沙星(ofloxacin) OFC C18 H20 FN3 O4

土霉素(oxytetracycline) OTC C22 H24 N2 O9

金霉素(chlotetracycline) CTC C22 H23 lN2 O8

强力霉素(doxytetracycline) DC C22 H24 N2 O8

四环素(tetracycline) TC C22 H24 N2 O8

红霉素(erythromycin) ETM C37 H67 NO13

罗红霉素(roxithromycin) RTM C14 H76 N2 O15

1. 4　 DNA 提取及 ARGs 测定

将采集到的水样充分混匀后取 1 ~ 2 L,采用

0. 2 μm 硝酸纤维滤膜(德国 Sartorius 公司,11407-
47-ACN)过滤,将富集有微生物的滤膜置于无菌离

心管中、20℃条件保存,有待后续 DNA 提取。 采用

FastDNA® SPIN
 

Kit
 

for
 

Soil 试 剂 盒 ( 美 国
 

MP
 

Biomedicals 公司)提取滤膜中的 DNA[32] ,利用超微

分光光度计 ( 美国 Thermo
 

Fisher
 

Scientific 公司,
Nanodrop

 

2000) 检测 DNA 的含量和纯度。 基于

SmartChip 实时 PCR 系统(美国 Wafergen
 

Biosystems
公司),通过 HT-qPCR 方法检测样品中的 ARGs,使
用 384 组引物,包括 309 个 ARGs、57 个 MGEs、10 个

重金 属 抗 性 基 因 ( heavy
 

metal
 

resistance
 

genes,
HMRGs)和 8 个含 ARG 的细菌(含 1 个 16S

 

rRNA
基因),根据 Wafergen

 

Biosystems 公司提供的标准方

案进行质量控制和保证。 每个 qPCR 反应设置 3 个

技术重复,检测限阈值设定为(Ct)31,3 个技术重复

至少 2 个出现扩增,判定为有效扩增。 HT-qPCR 试

验操作和相对丰度计算方法参考文献 [ 34], 即

ARGs 的相对丰度为 ARGs 的基因拷贝数与 16S
 

rRNA 基因拷贝数之比。
1. 5　 细菌 16S

 

rRNA 基因的高通量 Illumina 测序

利用高通量 Illumina 测序对水体样本中的细菌

群 落 结 构 进 行 表 征。 使 用 引 物 515F
( GTGCCAGCMGCCGCGG ) 和 907R ( CCGTCAATT-

 

CMTTTRAGTTT)扩增细菌 16S
 

rRNA 基因的 V4 ~ V5
区域。 PCR 条件如下:95℃ 预变性 3 min,然后进行

30 个 PCR 循环:95℃30 s、55℃30 s 和 72℃45 s,最后

72℃延伸 10 min。 PCR 反应体系包括 4 μLFastpfu 聚

合酶和 10 ng 模板 DNA。 加入适量无核酸酶 H2O,
使终反应体积为 20 μL。 使用 DNA 凝胶提取试剂盒

(美国 AxyPrep
 

Biosciences 公司)从 2%琼脂糖凝胶

中提取扩增子并纯化。 纯化的 PCR 产物按照标准

协议在 Illumina
 

MiSeq 平台上进行测序,并完成物种

注释。
1. 6　 水质因子监测

利用配备 DO 探头、ORP 探头、pH 探头以及 EC
探头的便携式双通道多参数水质分析仪(上海哈希

公司,HQ40 d),现场直接测定采集水样的 T、pH、
ORP、DO 和 EC 等参数。 测定前,pH 探头采用 3 点

校准(校准液 pH 为 4. 01±0. 02、7. 00±0. 02、10. 01±
0. 02);DO 探头采用空气校准方法进行校准;ORP
探头和 EC 探头则分别采用电位 220 mV、电导率

1 000 μs / cm(NaCl)的标准溶液进行校准。 校准完

毕后,将探头插入水中进行读数测定。 根据《水和

废水监测分析方法》 [35]测定水体总磷(TP)、正磷酸
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盐(PO3-
4 -P)、TN、NH+

4 -N、硝态氮( NO-
3 -N)和高锰酸

盐指数(CODMn)等化学指标。
1. 7　 统计分析

采样布点图借用 ArcGIS10. 0 和 Photoshop9. 2
软件绘制;其他数据分析图利用 CNSknowall(生物

医学数据分析和可视化综合网络服务) ( https: / /
cnsknowall. com),使用 R 软件和 OriginPro8. 5 生成。
利用 R( R-4. 4. 0)中 corrplot 进行 Spearman 相关性

分析;vegan 包用于微生物 β 多样性( Bray-Curtis’ s
 

abundance-based
 

dissimilarities ) 计 算; 基 于 Bray-
Curtis 距离进行微生物群落的相似性分析( analysis

 

of
 

similarities,ANOSIM);采用 Scheffé’ s 多重比较进

行组间差异分析。

2　 结果与分析

2. 1　 抗生素和抗性基因分布特征

袁河水体中共检测出 4 类 13 种目标抗生素,其
中 SD、SMX、OFC、OTC、CTC、DC、RTM 均为 100%检

出。 从检出质量浓度上看,袁河水体抗生素总质量

浓度表现为下游区域(YH1、YH2、YH3)大于上游区

域(YH4、YH5、YH6),与李佳乐等[27] 研究结果较一

致,并在 YH2 达到峰值(87. 20 ng / L) (图 2)。 其中,
SMX ( 均 值 为 12. 14 ng / L ) 和 RTM ( 均 值 为

11. 93 ng / L)的检出浓度最高,在汇入赣江前,SMX
(18. 39 ng / L)和 RTM(13. 77 ng / L)质量浓度均高于

其他目标抗生素。

图 2　 袁河 13 种目标抗生素质量浓度分布

Fig. 2　 Distribution
 

of
 

mass
 

concentrations
 

of
 

13
 

target
 

antibiotics
 

in
 

the
 

Yuan
 

River

袁河水体样本中共检测到 199 种基因(YH1 因

提取的 DNA 浓度太低未检测),包括 14 类 159 种

ARGs 亚型(含 7 种 HMRGs)、35 种 MGEs(包括 5 种

插入基因、3 种整合子基因、8 种转座子基因、6 种质

粒和 13 种其他类 MGEs)、4 种含 ARGs 菌类以及

16S
 

rRNA 基因。 YH2 ~ YH6 采样点 ARGs 亚型平均

检出数量依次为 65、93、30、38、63,其中,YH3 的检

出数量显著高于其他采样点
 

( p < 0. 05), YH2 和

YH6 的检出数量显著高于 YH4 和 YH5( p< 0. 05)
(图 3,组间差异采用 Scheffé’ s 多重比较,不同小写

字母表示采样点间差异显著 p<0. 05,下同),YH3 相

对较高的 ARGs 检出数量可能与城市人类活动密切

相关;YH2 和 YH6 虽位于乡村河段,但其上游附近有

支流汇入口,提示其受来自支流输入的 ARGs 影响。

图 3　 袁河水体中 ARGs 亚型检出数量

Fig. 3　 Number
 

of
 

ARG
 

subtypes
 

detected
 

in
 

the
 

Yuan
 

River

图 4　 袁河水体中 ARGs 相对丰度

Fig. 4　 Relative
 

abundance
 

of
 

ARGs
 

in
 

the
 

Yuan
 

River

从检出丰度来看,不同采样点 ARGs 总相对丰

度范围为 0. 07 ~ 2. 20(以 16S
 

rRNA 基因为参照),
其中,YH2 检出的 ARGs 总相对丰度显著高于其上

游区域(YH3、YH4、YH5) (p<0. 05) (图 4),与抗生

素质量浓度变化趋势较一致(图 2);各 ARGs 亚型

相对丰度范围为 6. 86 × 10-7 ~ 4. 55 × 10-1 ( 以 16S
 

rRNA 基因为参照) (mdtG),mdtG 属多重耐药类外

排泵基因, Zhang 等[36] 将其划分为 Ⅱ 类高风险

ARGs,可能导致不利于人类健康的潜在风险。 不同

采样点优势 ARGs 类型有所不同,如 YH2 和 YH4 均
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以氨基糖苷类和 MLSB 类(大环内酯类 林可酰胺类

链阳菌素 B 类)为主,YH5 和 YH6 则均以氨基糖苷

类和多重耐药类为主 (图 4)。 从检出频率上看,
AAC(3) -Via(氨基糖苷类)、aadA2(氨基糖苷类)、
sul1(磺胺类)、czcA(多重耐药类) 等亚型的检出频

率最高( > 80%),在袁河流域水体中广泛存在。 此

外,ARGs 与 MGEs 的检出数量、相对丰度之间均呈

显著的线性相关关系(图 5),说明二者之间存在密

切联系,与 Zheng 等[37-38]研究结论一致。

图 5　 袁河水体中 ARGs 与 MGEs 检出数量与相对丰度线性相关关系

Fig. 5　 Linear
 

correlation
 

between
 

number
 

and
 

relative
 

abundance
 

of
 

detected
 

ARGs
 

and
 

MGEs
 

in
 

water
 

samples
 

collected
 

from
 

the
 

Yuan
 

River

图 6　 袁河水体细菌群落 β多样性聚类分析(门水平)
Fig. 6　 Custer

 

analysis
 

of
 

β-diversity
 

of
 

bacterial
 

communities
 

in
 

the
 

Yuan
 

River
 

(phylum
 

level)

2. 2　 袁河水体细菌群落的分类组成

在门分类水平上,袁河地表水中相对丰度占比

最高的 4 个细菌门分别为变形菌(Proteobacteria,占
比( 22 ± 7 )%)、 拟杆菌 ( Bacteroidota, 占比 ( 17 ±
7)%)、绿弯菌( Chloroflexi,占比(11±2)%)和酸杆

菌(Acidobacteria,占比(11±8)%),平均相对丰度大

于 1%的主要优势菌门与刘淑涵等[39]对三峡水库香

溪河库湾研究结果相似。 在属分类水平上,平均相

对丰度前 5 位菌属主要为未分类菌属,表明微生物

群落中属水平尚存在较多特征不明确的细菌谱系,

其细菌分类研究有待进一步探索。 不同采样点菌门

所占比例存在差异,根据 β 多样性聚类分析(图 6)
将 6 个采样点分成 3 类,第一类为 YH1,主要为河口

河段,以酸杆菌门为主要优势菌群,该门成员具有高

代谢多样性、在不同生态系统间跨殖民能力强的特

点[40] ,能够在受干扰后成为微生物群落的主要组成

部分[41] ;第二类为 YH3,主要存在于靠近城市河段,
以变形菌门为主要优势菌群,变形菌门在城市污水

系统中广泛存在,亦是 ARGs 的主要潜在宿主[42] ;
第三类为 YH2、YH4、YH5 和 YH6,主要存在于乡村

河段及沿途湖泊(水库),微生物群落组成相似性

高,主要优势菌群为变形菌门和拟杆菌门,二者在淡

水环境中均较为常见[43] ,尤其是在一些富营养化水

体中占主导[44-45] 。 其中,拟杆菌门还在巢湖表层水

环境中被发现与多种 ARGs(如多重耐药类、氨基糖

苷类)存在显著关联[43] 。
2. 3　 袁河水体环境因子与 ARGs、MGEs 的关系

Mantel 检验是一种用于检验两个矩阵之间关联

程度的非参数统计方法,适用于任何可以表示为
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2 个距离矩阵形式的数据集,对原始数据的类型和

分布形式没有要求[46] 。 通过置换检验( permutation
 

test)评估两个距离矩阵之间的整体相关性。 Mantel
检验天然适合多变量、非正态分布的数据集,并能明

确拒绝“伪相关”假说。 采用 Mantel 检验法探究袁

河水体各环境因子与 ARGs、MGEs 之间的相关性,
如图 7 所示(左侧相关性热图中颜色方块越深、颜
色矩形面积越大代表相关性系数的绝对值越大;∗

代表 p<0. 05,∗∗ 代表p<
 

0. 01,∗∗∗ 代表p<
 

0. 001,无
星号代表p>0. 05。 右侧网络图中连线的宽度表示

相关性绝对值(Mantel’s
 

r)的大小,连线颜色表示 p
值(Mantel’s

 

p)的范围,线型(实线或虚线)表示相

关系数的正负,图中仅显示相关性绝对值(Mantel’ s
 

r)大于 0. 4 的连线)。

图 7　 袁河水体环境因子与 ARGs、MGEs
的 Mantel 检验分析

Fig. 7　 Mantel
 

test
 

between
 

environmental
 

factors,
 

ARGs
 

and
 

MGEs
 

in
 

the
 

Yuan
 

River

可见,不同水体理化指标之间存在显著的相关

关系,如 pH 与 DC 之间显著正相关(p<0. 05),这可

能与在较高 pH 条件下抗生素的阴离子与沉积物

(带负电荷)产生静电排斥作用[47] ,使其不易被河流

中沉积物吸附有关[48] ;TN、NO-
3 -N 含量分别与 TP、

PO3-
4 -P 显著正相关( p< 0. 05),TN、NO-

3 -N、PO3-
4 -P

含量均与 OTC 显著正相关(p<0. 05),PO3-
4 -P 含量

还与 TC、RTM 显著正相关( p< 0. 05);同类抗生素

(如 SAs(SP 与 SMX 之间)、TCs(OTC 与 TC 之间)、
FQs(NFC 与 EFC 之间)、MLs(ETM 与 RTM 之间))
及不同类抗生素(如 TCs( TC、OTC) 与 MLs( ETM、
RTM)之间)显著正相关(p<0. 05)。 此外,仅发现袁

河水体中 ARGs 与个别环境因子(如 NFC)之间存在

显著正相关( p<0. 05,r = 0. 83),MGEs 与各环境因

子之间未发现显著相关性(p>0. 05)。
2. 4　 袁河水体细菌群落与环境因素、ARGs、MGEs
之间的关系

　 　 为进一步探究环境因子与细菌群落(门水平)、
细菌群落(门水平) 与 ARGs 亚型之间、细菌群落

(门水平)与 MGEs 亚型之间的关系,分别对相对丰

度前 15 位的菌门与袁河地表水中理化指标(含抗

生素)和相对丰度前 30 位的 ARGs、MEGs 亚型进行

相关性分析,如图 8 所示(采用 Spearman 相关性分

析,计算不同变量之间的相关系数,仅展示相关系数

│r│>0. 8 且 p<0. 05 的变量;点表示变量,不同颜

色的点表示不同分组,点的大小与连接度相关,即点

越大连接度越大,与其连接点个数越多;线条的粗细

代表相关系数绝对值的大小,即线条越粗,相关性

越大)。
可见,环境因子与多数优势菌群之间存在显著

的相关关系(p<0. 05)(图 8(a))。 其中,T、DO 分别

与 unclassified_k_Bacteria、Cyanobacteria(蓝细菌门)
显著正相关;pH 与 Nitrospirota(硝化螺旋菌门)显著

正 相 关, 但 与 Bacteroidota ( 拟 杆 菌 门 )、
Verrucomicrobiota(疣微菌门) 显著负相关;TP 则与

Actinobacteriota(放线菌门)呈显著负相关关系。 T、
DO、pH 及营养状况( TN、TP)等环境因子能显著影

响微生物群落结构[49-50] , 袁河水温为 ( 23. 8 ±
1. 8)℃ ,处于 22 ~ 25℃ 范围内,有利于大多数细菌

群落的生长,且在适宜范围内水温与优势细菌间往

往呈正相关关系[51] ;Cyanobacteria 是进行近似于植

物有氧光合作用的一类原核生物,当水体未出现蓝

藻暴发时,Cyanobacteria 的产氧性光合作用可能使

水体中的 DO 含量有所增加;不同菌门对 pH 的响应

有所不同,Nitrospirota(硝化螺旋菌门) 具有多种代

谢功能(如无机硫化物歧化、亚硝酸盐氧化等),在
水体氮、硫元素循环中发挥了重要作用。 江昊飞

等[52]研究表明,pH 的降低会导致 Nitrospirota 的相

对含量下降,从而降低其硝化作用的活性,与本文

pH 与 Nitrospirota 显 著 正 相 关 的 规 律 相 符;
Bacteroidota、Verrucomicrobiota(疣微菌门)是人和动

物肠道微生物组中重要菌门[53] ,二者均可降解有机

物产生如乙酸、丙酸等短链脂肪酸[54-55] ,因此表现

出与 pH 之间的负相关关系。 此外,Bacteroidota 种

类众多、适应能力强且在肠道中丰度占比高,能接受

同属或不同属间耐药基因(如 tetQ、ermB)的水平转

移[56] ,成为耐药基因的储存库[57] ; Actinobacteriota
是驱动水体污染物净化的主要微生物之一[58] ,在生

物生态耦合污水处理系统中与 TP 去除率显著正相
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图 8　 袁河水体关联网络图

Fig. 8　 Correlation
 

network
 

diagram
 

of
 

water
 

samples
 

from
 

the
 

Yuan
 

River

关[59] ,对水体磷污染净化具有重要作用。
各优势菌门与不同种类抗生素之间呈强烈正相

关 关 系 ( p<0. 05 ), 如 Methylomirabilota、
Latescibacterota 与 SMX, Bacteroidota 与 NFC、 EFC,
Nitrospirota 与 DC,Desulfobacterota(脱硫杆菌门)与

CTC, Myxococcota ( 黏 菌 门 ) 与 TC、 RTM,
Acidobacteriota(酸杆菌门)与 ETM(图 8(a)),表明

这些优势菌门对相应抗生素的耐受程度较高。 值得

注意的是,主要优势菌群与 ARGs、MGEs 之间亦存

在显著相关关系 ( p < 0. 05 ) ( 图 8 ( b ) ( c )),
Planctomycetota ( 浮 酶 菌 门 )、 Bacteroidota 和

Desulfobacterota 对于袁河水体抗生素抗性产生至关

重要。 其中,Planctomycetota 与 ARGs、MGEs 之间的

连接度均最高,表现为与氨基糖苷类(aadA、aadA2、
AAC(3) -IV、APH(6) -Ic、AAC(6) -IIa)、多重耐药类

(copA)、氯霉素类( cmlv)、四环素类( tetA) 等多种

ARGs 亚型之间以及与 tnpA-4(转座子)、 trb-C (质

粒)、intI1(整合子) 等 MGEs 之间的显著正相关关

系;Bacteroidota 与 β-内酰胺类(VEB
 

beta-lac)、氨基

糖苷类( aadA7、APH( 6) -Id、APH( 4) -Ib、AAC ( 6) -

Ib)、EreA ( MLSB 类)、 IS6100 ( 插入序列)、 ISPps1-
pseud(插入子) 之间均显著正相关;Desulfobacterota
与氨基糖苷类 ( aadA2、AAC ( 3) -IV、APH ( 6) -Ic)、
tnpA-4、trb-C、intI1 等均显著正相关(p<0. 05)。

采用共现网络分析揭示前 50 位 ARGs 亚型和

前 50 位 OTUs 之间的共现模式(图 9,圆形节点表示

ARGs 亚型与 OTUs,节点越大表示与其连接的点数

量越多;节点间的连线表示 Spearman 相关系数 | r | >
0. 7 且经 Benjamini-Hochberg 校正后 p<0. 05),进一

步探究二者之间的共生关系。
可见,网络中节点有 65 个,边线 105 个(其中正

相关的边 98 个),共现网络模块化指数为 0. 813,表
明菌群与 ARGs 间共发生模式的模块化程度较高,
且大多为显著正相关性,可为 ARGs 提供潜在宿主

信息[60] 。 5 种细菌与 14 个 ARGs 亚型间存在紧密

共存关系,如 OTU46 ( unclassified _ f _Bacteroidetes _
vadinHA17, 拟 杆 菌 门 )、 OTU12 ( unclassified _ o _
Vicinamibacterales,酸杆菌门) 与 AAC ( 6) -IIa、 aadA
(氨基糖苷类)、tetA(四环素类)、cmlv(氯霉素类)、
sul1(磺胺类)、oleC( MLSB 类)、OXY-1-1( β-内酰胺
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图 9　 前 50 位 ARGs 亚型和前 50 位 OTUs 之间的共现

网络分析

Fig. 9　 Co-occurrence
 

network
 

analysis
 

between
 

top
 

50
 

ARGs
 

subtypes
 

and
 

top
 

50
 

OTUs

类)均强烈正相关(p<0. 05);OTU51(unclassified_g_
Geothermobacter,脱硫杆菌门) 与 aadA2、AAC(3) -IV
(氨基糖苷类)、lnuF( MLSB 类)均强烈正相关( p<
0. 05);OTU61(unclassified_g_Anaeromyxobacter,黏菌

门)与 tetR(四环素类)、sugE(多重耐药类)均强烈

正相关( p<0. 05);OTU101(Anaerolineae_bacterium_
UTCFX1,绿弯菌门)则分别与 copA(多重耐药类)、
ErmF(MLSB 类)强烈正相关( p<0. 05)。 在该 5 种

细菌中, unclassified _ f _ Bacteroidetes _ vadinHA17 和

unclassified_o_Vicinamibacterales 在袁河水体中相对

丰度较高,也是流域检测到的 ARGs 最重要的潜在

宿主。 其中,unclassified_ f_Bacteroidetes_ vadinHA17
是一种发酵菌属, 与厌氧硝化和甲烷等产生有

关[61] ,Wei 等[62] 研究表明,污水管道中在重金属

(Zn、 Cu) 共同和交叉抗性压力下, unclassified _ f _
Bacteroidetes_vadinHA17 能够成为多重耐药类( copA,
HMRGs)、磺胺类( sul2)、四环素类( tetM)、MLSB 类

(czcD)等多种抗性基因的主要潜在宿主之一,与本

文研究结果类似。 unclassified_o _Vicinamibacterales
属严格厌氧微生物,广泛分布于河滩砂质土壤、稻
田[63]和沉积物[64]中,目前尚未见其与 ARGs 之间的

关系研究,但已有研究表明其对于重金属环境耐受

性高,对矿区高污染环境适应能力强[65] 。

3　 讨　 论

袁河水体主要受 SMX 和 RTM 污染影响。 其

中,SMX 是在全球超 1 000 处地表水监测点中检出

率最高的抗生素种类[66] ,本文 SMX 的高检出率和

检出浓度与李佳乐等[27]的研究结果相一致,检出浓

度(平均检出质量浓度 12. 14 ng / L)又与同年锦江质

量流域的研究结果(12. 58 ng / L) [32] 较为相近,表明

SMX 是袁河流域地表水中长期存在的最主要抗生

素种类。 SMX 主要用于畜禽养殖业,因强大的水溶

性、不易水解或被生物降解,从而广泛存在于水环境

中[67] 。 与涪江 ( 163. 15 ng / L, 丰水期) [68] 、 辽河

(84. 90 ng / L) [69] 、南渡江(65. 03 ng / L) [70] 、钱塘江

( 杭 州 段 ) ( 3. 60 ng / L ) [71] 、 长 江 ( 武 汉 段 )
(3. 17 ng / L) [18] 、大嵩江( 1. 22 ng / L) [72] 等水体相

比,袁河 SMX 总体处于中等偏下水平;而 RTM 的检

出质量浓度(11. 93
 

ng / L)则与同年王萌[29] 的研究

结果(33. 92 ng / L)处于同一量级,与同时期锦江流

域的最大检出质量浓度较接近(10. 83 ng / L) [32] 。
RTM 是一类人兽共用的大环内酯类抗生

素[73] ,可作用于革兰氏阴性菌、厌氧菌、衣原体和支

原体,广泛用于治疗人禽呼吸道、尿道和软组织感染

等疾病,其迁移能力强、可生化性较差[74] ,常在城市

污水 处 理 厂 尾 水 中 检 出, 且 检 出 浓 度 整 体 偏

高[32,75] ,因而推测袁河水体中 SMX 和 RTM 主要受

生活污水和畜禽养殖共同来源的影响。 抗生素的地

理分布模式与流经地区的社会因素、环境条件等密

切相关。 袁河与锦江同为赣江一级支流,二者所在

地理位置与流经地区紧密相邻,因而主要检出抗生

素种类与浓度水平具有相似性。 此外,河流接受来

自多种污染源的污染物输入,表现出高度复杂性,自
河源至河口浓度多呈上升趋势[76] 。 本文袁河水体

抗生素总质量浓度和 ARGs 总相对丰度基本表现为

下游地区大于上游地区,与长江(武汉段)的分布模

式类似[18] 。 但水流的稀释效应可能会使污染源下

游短距离内 ARGs 丰度迅速下降,如位于城市下游

河段 2 km 内的 YH3;额外的源和汇又能显著影响

ARGs 动态[77] ,如 Xu 等[78] 在对北京城市河流的研

究中,发现点源释放在 ARGs 分布中起到重要作用;
采样点 YH2 的监测结果也表明了来自支流的 ARGs
输入值得引起注意。

袁河水体中 ARGs 亚型检出数量(159 种)低于

锦江( 277 种) [32] 、太湖( 235 种) [79] ,稍高于敖江

(城市下游段) (129 种) [80] 、巢湖(146 种) [43] 等天

然水域,整体处于中等水平。 值得注意的是,AAC
(3) -Via(氨基糖苷类)、aadA2(氨基糖苷类)、 sul1
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(磺胺类)、czcA(多重耐药类,HMRGs)等 ARGs 亚型

在袁河流域水体中广泛存在,表现出重金属抗性与

抗生素抗性的交叉关联。 其中,sul1 广泛存在于河

流自然环境中[81] ,AAC(3) -Via 和 aadA2 分别为氨

基糖苷类乙酰转移酶和核苷酸转移酶基因,可通过

N-乙酰化或 O-腺苷化修饰氨基糖苷类化合物上特

定位置的活性基团钝化氨基糖苷类抗生素,在氨基

糖苷类抗生素的耐药过程中发挥极大作用[82] ;czcA
作为重金属镉抗性基因,是存在于重金属抗性质粒

(pMOL30) 上的质子反向运输泵的核心[83] ,起到

Cd2+ 、Co2+ 、Zn2+等离子转运和离子通道的作用[84] ,
pMOL30 质粒同时还参与抗生素的外排,从而产生

抗生素抗性[85] 。
环境中 ARGs 的赋存与传播受微生物群落、多

种环境因素间相互作用的综合影响[86] ,其中环境因

素受外界条件作用复杂多变,与 ARGs 的赋存与传

播存在较强联系[87] 。 例如 Chen 等[88] 研究表明,长
江口河口 ARGs 的空间变化与 T、pH 及化学污染物

(如抗生素、重金属残留物等)呈正相关关系。 本文

部分抗生素与水体氮、磷污染物显著正相关,环境因

子(如 SMX、NFC、EFC、TC、RTM) 与多数优势菌群

间亦存在显著正相关关系,共同表明袁河水体中氮、
磷污染与抗生素污染伴随发生,这与其存在共同污

染来源有关,因而亦有研究将 TN 作为水样中抗生

素总浓度的最佳预测因素[76] 。 除个别环境因子外,
袁河 ARGs 和 MGEs 受大多数环境因子的直接作用

并不显著,这与邢月等[89]的研究结果类似。 但本文

研究发现,环境因子(如 T、DO、pH、TP、SMX、NFC、
EFC、DC、CTC、TC、RTM、ETM 等)可通过影响优势

菌群结构间接影响 ARGs 的分布,Planctomycetota、
Bacteroidota 和 Desulfobacterota 等微生物菌群可通

过转座子、 质粒、 整合子、 插入子 ( 插入序列) 等

MGEs 介导的菌群间水平基因转移,加速水相环境

中 ARGs 的传播。 从菌种水平上看,unclassified_ f_
Bacteroidetes _ vadinHA17 和 unclassified _ o _
Vicinamibacterales 是在袁河流域检测到的 ARGs 最

重要的潜在宿主菌种,其耐污能力强,易产生多重抗

性,需引起重视。

4　 结　 语

本文研究了袁河流域的地表水理化性质、抗生

素和抗性基因的分布特征,探究了环境因子、抗生素

抗性基因(ARGs)、可移动遗传元件(MGEs)和微生

物群落(门、OUT 水平)之间的相关关系,发现袁河

水体主要受 SMX、 RTM 和多重耐药类抗性基因
 

(mdtG)污染,AAC(3) -Via(氨基糖苷类)、aadA2(氨

基糖苷类)、 sul1 (磺胺类)、 czcA (多重耐药类) 等

ARGs 在袁河流域水体中广泛存在,抗生素总质量

浓度和 ARGs 总相对丰度在下游地区高于上游地

区。 不同区域优势菌门的分布存在差异,环境因子

(如 T、 DO、 pH、 TP、 SMX、 NFC、 EFC、 DC、 CTC、 TC、
RTM、ETM 等)可通过影响优势菌群结构间接影响

ARGs 的 分 布。 值 得 注 意 的 是, unclassified _ f _
Bacteroidetes _ vadinHA17 和 unclassified _ o _
Vicinamibacterales 是袁河流域中与多种 ARGs 密切

相关的潜在宿主菌种。
本次调查受单次瞬时、单一介质(地表水)采样

局限,所揭示的水体水质、抗生素、ARGs 污染特征、
微生物群落组成及其相关关系可能存在偶然性偏

差,在后续研究中将通过多批次、多介质采样验证以

排除随机误差, 进一步系统解析季节性变化对

ARGs 传播的影响以及在多介质环境中的 ARGs 归

趋机制。
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