
摘 要：以石家庄汪洋沟地区为研究对象，采用高效液相色谱-质谱法（HPLC-MS）、平板计数、实时荧光定量（qPCR）法分别对地表
水、地下水及沉积物样品中的抗生素、抗性细菌和抗性基因进行定量分析。结果表明，汪洋沟地区四环素类抗生素总体含量高于磺

胺类抗生素，水体中 籽（移四环素）为 5.81伊101~3.87伊105 ng·L-1，籽（移磺胺）为 1.02伊101~5.37伊103 ng·L-1；沉积物中 w（移四环素）为
4.28伊101~1.63伊105 ng·g-1，w（移磺胺）为 1.18伊101~1.68 伊104 ng·g-1；水体中四环素的抗性细菌数量为 4.00伊101~2.13伊104 CFU·mL-1，磺
胺抗性细菌数量为 6.67伊101~7.34伊105 CFU·mL-1；水体中抗性细菌含量比沉积物中低 3~4个数量级。样品中检出的 5种四环素类抗
性基因（tetA、tetB、tetE、tetW和 tetZ）、2种磺胺类抗性基因（sul1，sul2）及 2种整合子基因（int1，int2）的相对表达量较高，其中 tetA及
sul1为汪洋沟地区的优势抗性基因，相对表达量均高于 1.58伊10-2。主成分分析结果表明 ARGs的含量分布受不同污染源和复杂的
水质特征的影响。从 tet（B）基因的系统发育分析结果可以看出，水质的变化会导致抗性菌种存在差异。与国内外河流相比，汪洋沟
抗生素含量处于较高污染水平，抗性基因污染也较为严重。
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Abstract：Extensive uses of antibiotics have promoted development of antibiotic-resistant bacteria and genes in the environment. In this
study, high performance liquid chromatography-mass spectrometry（HPLC-MS）, plate counting, and real-time quantitative polymerase
chain reaction（qPCR）were respectively applied to analyze the level of antibiotics, antibiotic-resistant bacteria and genes in surface water,
groundwater and sediment samples from Wangyanggou River. The total concentration of tetracyclines was higher than that of sulfonamides.
The concentrations of three tetracyclines（tetracycline, oxytetracycline and chlortetracycline）and six sulfonamides（sulfadiazine, sulfamer原
azine, sulfadimidine, sulfachinoxaline, sulfamethoxazole and trimethoprim）ranged from 5.81伊101 to 3.87伊105 ng·L-1 and 1.02伊101 to 5.37伊
103 ng·L-1 in water, and from 4.28伊101 to 1.63伊105 ng·g-1 and 1.18伊101 to 1.68伊104 ng·g-1 in sediments, respectively. The number of tetra原
cycline and sulfonamide resistant bacteria in water was 4.00伊101 to 2.13伊104 CFU·mL-1 and 6.67伊101 to 7.34伊105 CFU·mL-1, respectively,
3 to 4 orders of magnitude lower than that in sediments. The abundance of five tetracycline resistant genes（tetA, tetB, tetE, tetW and tetZ）,
two sulfonamide（sul1and sul2）resistant genes and two integron genes（int1, int2）detected was relatively high in all samples. The genes, te原
tA and sul1, were dominant resistant genes with relative abundance greater than 1.58伊10 -2 in Wangyanggou River. Principal component
analysis indicated that the abundance of antibiotic-resistant genes might be affected by different pollution sources and water quality charac原
teristics. The phylogenetic analysis of tet（B）showed that water quality change resulted in diverse resistant strains. The current results indi原
cate that pollution of antibiotics, antibiotic-resistant genes in Wangyanggou River is more severe than in other rivers.
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抗生素的大量使用诱导环境微生物产生抗性基

因[1-3]，抗性基因的存在是细菌产生抗性的根源。早在
20世纪 70年代，Cohen等[1，4]在未受污染和受污染的
大西洋水样中发现了抗性细菌之后，江河海口等多种

水环境中相继检出了抗性细菌 [5-6]。2006 年 Pruden
等 [7]将抗性基因作为一种新型污染物提出，环境中
抗性基因的研究报道逐渐增多。近年来，我国学者也

逐渐关注环境中抗生素和抗性基因的污染问题。Luo
等[8-9]研究了海河流域磺胺类抗生素与抗性基因的分
布情况，发现磺胺类抗生素和磺胺类抗性基因的表

达有一定的相关性。Wu等[10]对养殖场附近的四环素
类抗性基因的丰度及多样性进行分析，发现养殖场

附近的土壤是抗性基因污染的主要环境介质。Zhang
等[11-12]研究了江苏省不同水体以及污水和饮用水处理
设施中 int（1）、tet（A）和 tet（C）基因的分布趋势，发现
抗性基因分布在各个环境介质中，并通过基因的横向

转移机制在环境微生物间广泛传播。当前我国还未建

立抗生素抗性基因的环境生态风险性评估体系，同时

缺乏对细菌抗药性的来源及分子机理和相关抗性基

因的相互作用的研究。

汪洋沟是海河水系子牙河流域的一条支流，全长

85 km。河水主要来源于石家庄市高新技术开发区和
经济技术开发区各工业企业达到纳管标准后的综合

废水，日排放量 10万 t左右。该区域分布多家大型制
药企业，如华北制药、石药集团等，其产品包含多种抗

生素、抗生素中间体、制剂及输液制剂等。本研究选择

石家庄汪洋沟地区作为研究对象，采用高效液相色

谱-质谱法、平板计数和实时荧光定量法对地表水、沉
积物及地下水中 9种常见的抗生素、两类抗性细菌及
9种典型的抗性基因进行定量检测，分析汪洋沟地区
不同环境介质中抗生素、抗性细菌及抗性基因的污染

特征。本研究结果可为评价汪洋沟地区抗生素污染造

成的环境风险提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 标样与试剂
四环素（Tetracycline）、土霉素（Oxytetracycline）和

金霉素（Chlortetracycline）购自中国药品生物制品检
定所。磺胺嘧啶（Sulfadiazine）、磺胺甲基嘧啶（Sul原
famerazine）、磺胺二甲嘧啶（Sulfadimidine）、磺胺喹恶
啉（Sulfachinoxaline）、磺胺甲基异恶唑（Sulfamethoxa原
zole）购自德国Dr.Ehrenstorfer公司。甲氧苄氨（Trimetho原
prim）购于 Sigma公司。内标物 Sulfamethoxazole-D4

（SMX-D4），Trimethoprim-D3（TMP-D3）购自加拿大
Toronto研究所。
1.2 样品采集

2012年 10月，自汪洋沟上游至下游共设 11个
采样点，编号为 S1~S11，采集地表水及沉积物样品。
且受采样地区条件限制，从 S2、S3、S4、S9、S10及 S11
点位附近的水井（20~30 m）中采集 6个地下水样（图
1），编号为 DS2、DS3、DS4、DS9、DS10及 DS11。采集
距河面 0.3 m深处的地表水样 2 L，保存在棕色试剂
瓶中。取沉积物 1 kg。样品保存于 4 益环境中运输，并
在 24 h内处理完毕。
1.3 抗生素分析

水体和沉积物中抗生素的提取净化及仪器分析

详见文献[13-14]。
1.4 抗性细菌分析

将样品分别稀释 10、102、103倍，取 100 滋L稀释
后的样品涂布到麦康凯琼脂培养板上。平板分为三

种，一种为无抗生素的平板，其余两种分别加入两种

不同的抗生素，即 16.0 滋g·mL-1的盐酸四环素与 50.4
滋g·mL-1的磺胺嘧啶[15-16]。同时，取 100 滋L对抗生素
无抗性的大肠杆菌（Escherichia coli DH5琢）涂布在抗
生素抗性平板上，作为对照。将平板在 35 益条件下倒
置培养 24~48 h，每样品设置 3个平行，分析样品中细
菌对两种抗生素的抗性情况。

1.5 抗性基因分析
1.5.1 DNA提取

取 0.3 L水样过 0.45 滋m滤膜，将滤膜剪碎放到
含有裂解液的离心管中，用 E.Z.N.A.Plasmid Mini kit
（OMEGA）试剂盒提取水样中的 DNA，依照试剂盒内
说明方法操作。同样取 0.5 g沉积物用 POWERDNA
SPIN kit for soil（MoBioLaboratories，Inc.）试剂盒提取
DNA。用微量核酸蛋白质分析仪（Nanodrop）检测 DNA
含量及纯度。

1.5.2 定性 PCR分析
PCR反应体系体积为 50 滋L，包括：1.25UEx Taq

DNA 聚合酶（TaKaRa Biotechnology）；5 滋L 缓冲液
10伊ExTaq buffer；4 滋L dNTPs（1 mmol·L-1 each）；0.2
滋mol·L-1引物；5 ngDNA模板。

PCR反应程序：94 益 4 min；94 益 45 s；退火 45 s；
72 益 1 min；循环 30次；72 益 4 min。PCR产物经纯化
后，进行琼脂糖凝胶电泳检测确定目的基因的存在，

其中目的基因的片段大小为 100~600 bp，选择浓度为
1%的琼脂糖凝胶，在 80~120 V电压下电泳 20 min。
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图 1 汪洋沟采样点分布
Figure 1 The location of sampling sites in Wangyanggou River

1.5.3 实时荧光定量 PCR
实时荧光定量采用 SYBR Green Premix TaqII 反

应体系，利用 iQ5（Bio-rad，USA）测定分析（大连宝生
物有限公司）。反应体系的体积为 20 滋L，包括：10 滋L
荧光染料 SYBR PremixExTaq（TaKaRaBiotechnology）；
0.4 滋L 引物（10 滋mol·L-1）；模板浓度 20 ng 左右；
ddH2O7.2 滋L。反应程序[10]为 94 益 4 min；94 益 45 s；退
火 45 s；72 益 1 min；循环 35次；72 益 6 min。

采用 2-吟吟Ct法来计算目的基因与管家基因表达
量的比值。其中 Ct值（Threshold Cycle）表示反应体系
的荧光信号达到设定的阈值所经历的循环数。

1.6 数据分析
所有数据用 Excel 和 SPSS 16.0 进行统计分析，

组间差异性分析采用 one-way ANOVA，用 t检验进行
显著性分析。系统分析采用 DNAStar与 MEGA 5.1。
2 结果与讨论

2.1 抗生素污染状况
四环素和磺胺类抗生素含量分布情况如图 2所

示。9种抗生素在绝大部分样品中均有不同程度的检
出，其中四环素类抗生素浓度总体高于磺胺类抗生

素。水样中 籽（四环素）为 5.81伊101~3.87伊105 ng·L-1，其
中 S8、S9、S10、S11采样点较高，与冀秀玲等[18]研究的

养殖场废水中 籽（四环素）均值为 1.74伊105 ng·L-1，
Campagnob等[19]检测的美国某养猪场废水中 籽（四环
素）均值 5.33伊105 ng·L-1相当；与自然水体相比，远高
于黄浦江水域中 籽（四环素）均值 9.1伊102 ng·L-1[20]，以
及美国 30个州 139条河流中抗生素的残留水平[21]。
这几个采样点处于宁晋县附近，医院、制药厂和饲料

厂分布密集，含量分布受到周边环境影响较大。水样

中 籽（移磺胺）分布为 1.02伊101~5.37伊103 ng·L-1，此含
量高于北江河[15]、邕江南宁区段[22]磺胺类抗生素，与黄
浦江水域中 籽（磺胺）分布（9.7伊102~1.47伊103 ng·L-1）相
当。其中 S10点磺胺浓度最高，籽均值达 45.25 ng·L-1，
与该点位于某卫生院附近，受医疗废水的影响有关。

沉积物中 w（移四环素、移磺胺）分别在 4.28 伊
101~1.63伊105 ng·g-1和 1.18伊101~1.68伊104 ng·g-1范围
内。两类抗生素浓度分布趋势大致相同，在 S8、S9、
S10点处含量都呈现高峰，它们的含量远高于苕溪流
域沉积物中 w（四环素）均值 1.04伊102 ng·g-1、w（磺胺）
均值 0.3 ng·g-1[23]及美国科罗拉多州北部 Cache La
Poudre河[7]。S1~S5点处地表水、沉积物及地下水中两
类抗生素检出含量均较低，可能与区域用药特征、物

质的迁移性及水环境中稳定性有关[24-26]。水样与沉积
物中不同抗生素的含量水平在一定程度上反映了汪

洋沟地区抗生素的使用与排放特征。
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图 2 各采样点四环素和磺胺类抗生素浓度分布
Figure 2 Concentrations of tetracyclines and sulfonamides in water and sediment samples
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采样点
总活菌数/CFU·mL-1 四环素抗性细菌/CFU·mL-1（%） 磺胺抗性细菌/CFU·mL-1（%）
水样 沉积物 水样 沉积物 水样 沉积物

S1 1.23伊104 8.40伊107 3.33伊103（27.03） 1.71伊107（20.32） 7.00伊103（56.76） 2.52伊107（30.00）
S2 8.40伊103 2.47伊107 4.67伊103（55.56） 2.13伊107（86.49） 6.60伊103（78.57） 1.58伊107（64.05）
S3 6.67伊103 8.00伊107 6.67伊101（1.00） 8.67伊105（1.08） 1.80伊103（27.00） 6.23伊107（77.92）
S4 6.81伊104 1.67伊107 1.80伊103（0.10） 2.80伊106（16.8） 2.12伊104（31.12） 6.93伊106（41.60）
S5 2.71伊105 1.07伊107 8.20伊103（0.83） 5.33伊105（5.00） 1.34伊105（61.66） 1.02伊107（95.67）
S6 1.02伊104 3.87伊107 1.33伊103（8.03） 5.40伊106（13.97） 2.20伊103（21.57） 4.07伊106（10.52）
S7 6.89伊104 2.53伊108 1.07伊103（1.93） 4.76伊107（18.79） 4.67伊104（67.70） 1.13伊108（44.61）
S8 1.11伊105 3.20伊107 6.67伊103（9.64） 5.93伊106（18.54） 8.32伊104（75.18） 3.15伊107（98.54）
S9 1.80伊105 1.29伊108 2.13伊104（3.70） 6.60伊107（51.03） 7.90伊104（43.91） 5.33伊107（41.24）
S10 4.50伊104 5.22伊108 1.33伊104（47.40） 8.13伊106（1.56） 4.40伊104（97.78） 1.00伊107（1.92）
S11 6.67伊104 8.00伊106 2.07伊104（20.00） 2.67伊106（33.33） 2.00伊104（30.00） 7.33伊106（91.67）
DS2 7.33伊101 — 6.00伊101（81.82） — 5.33伊101（72.73） —

DS3 1.62伊104 — 2.00伊102（1.23） — 2.67伊103（16.46） —

DS4 2.67伊102 — 6.67伊101（25.00） — 1.00伊102（37.50） —

DS9 7.47伊102 — 8.87伊102（9.24） — 6.00伊103（62.50） —

DS10 1.00伊102 — 4.00伊101（40.00） — 6.67伊101（66.67） —

DS11 6.67伊102 — 2.00伊102（0.74） — 1.33伊104（49.14） —

表 1 抗性细菌数目及所占比例
Table 1 Number and proportion of antibiotic-resistant bacteria

注：—表示无样品；括号中数据为抗性细菌占总活菌数百分比。

2.2 活菌计数和抗性细菌比例
汪洋沟地区水体中总细菌数在 8.40伊103~2.71伊

105 CFU·mL-1范围内，而沉积物中活菌总数比水体中
高出 2~3 lg单位（表 1）。地下水中总细菌量为 7.33伊
101~1.62伊104 CFU·mL-1。从抗性细菌检测结果来看，
磺胺类抗性细菌数比四环素的高 1个数量级，并且磺
胺类细菌抗性率较高，表明汪洋沟地区受磺胺类抗生

素影响较大。由于河流中四环素及磺胺在水样及沉积

物中的浓度普遍较高，抗生素水样及沉积物中的浓度

与相应的抗性细菌的含量呈现一定负相关[16-17]，在一
定范围内，抗生素浓度大对抗性细菌表达有相应的抑

制作用。四环素及磺胺的化学特性不同，对细菌的影

响程度也会不同，进而导致抗性细菌含量的差异。通

过地表水与地下水的抗性细菌比较分析可知，地下水

磺胺类抗性细菌比例普遍较高（均值 50.8%），而不同
点位四环素抗性细菌比例差别较大。本研究结果与越

南北部水产环境中磺胺和四环素的抗性细菌比例相

似[27]，而与澳大利亚的水产养殖场中这两类抗性细菌
结果相反[28-29]。日本的某些河流中 E.coli对四环素及
磺胺类抗生素的抗性率最高分别达到 69.6%和
55.6%[30-31]，说明复杂的水质环境导致抗生素对抗性
细菌的效应也不同。通过抗性细菌的含量分布情况表

明细菌抗性与区域周边生活污水、工业废水的排放，

以及人类活动等因素密切相关。

2.3 抗性基因污染状况
定量 PCR的结果表达了抗性基因的含量水平和

相对表达量，其中相对表达量（即相对丰度）是根据样

品中目的基因的绝对拷贝数相对于管家基因 16S
rRNA绝对拷贝数得出的，可表达微生物群落中所含
抗性基因的量，定量说明抗生素对抗性基因的诱导

率[18]，因此相对定量更能反映样品中抗性基因的分布
情况。汪洋沟地区 5种四环素类抗性基因（tetA、tetB、
tetE、tetW 和 tetZ），2 种磺胺类抗性基因（sul1 和
sul2）和 2 种整合子基因（int1和 int2）含量分布情况
见图 3。

5种四环素类抗性基因中，tetA与管家基因 16S
rRNA相对表达量最高，且在整个区域的地表水、地下
水和沉积物样品中含量也较高（4.68 伊10-3~9.8 伊10-1）。
tetB含量分布在 S6~S11点较低（均值为 3.76伊10-10），
与该地区较高的四环素浓度不存在一致性。本研究其

他的 tet基因含量均较低且未出现显著的分布峰值，
故在汪洋沟地区不作为优势基因。

磺胺类抗性基因中 sul1为优势基因，表达量均
值在 4.79伊10-6。在采样点分布中，S6~S11及 DS4点表
达量比其他各点高出 7个数量级，表达量达到 3.09伊
10-4耀1.26伊10-2。这与海河流域[8]检测到的 sul1和 sul2
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图 3 汪洋沟地区抗生素抗性基因分布情况
Figure 3 Abundance of tetracyclines and sulfonamides resistant genes in Wangyanggou River
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相对表达量（3.2伊10-4~2.7伊10-1），北江水域[15]受 sul基
因的含量水平（3.02伊10-4~3.1伊10-1）相近，但高于美国
科罗拉多州北部河流[21]。在采集的所有样品中，两种

整合子基因 int1和 int2的检出较高，表明该地区的
抗性基因在菌群之间有较大的传播风险。而 int1和
int2的相对表达比值较低，表明两者不是主要的抗性
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基因传播向量[32-33]。从表达结果来看，区域中四环素类
抗性基因总体表达较高，与四环素的浓度分布关系不

大，而磺胺类抗生素的浓度分布对相应抗性基因具有

一定的影响。这与抗生素使用和残留的环境选择压力

密切相关[20]。
对抗性基因的结果进行主成分分析如图 4。水样

及沉积物主成分 PC1和 PC2的累计贡献率分别达到
92.38%和 94.89%。用 PC1，PC2与所有样品的分值作
图，通过荷载图分析得到水样可被聚为 4类，沉积物
被聚为 3类。对于水样，A类（包括 S1、S2、S3、S4、S6、
S7、S8、S9、S10、S11、DS2、DS4）中样品 PC1的得分为
正的较大值，说明 A类的 12个样品抗性基因表达量
受外界的影响因素比较相似。同样 B类（S3，DS11）和
C 类（S5，DS9）跟 PC2 有较正的载荷，显示受到的外
界污染源相近。人类的活动及水环境中不同的污染源

都会影响抗性基因的分布情况，与 Chen等[34]研究的
珠江口附近四环素抗性基因污染状况相似。沉积物样

品中，A 类（包括 S1、S2、S3、S4、S5、S6、S7）与 PC1 有
较高的正得分，此类为河流进入宁晋县之前的上游部

分；B类（S8、S9、S10、S11）与 PC2存在正得分，此类位

于河流下游。这两类区别在于人类活动、河流物化及

生物指标不同的影响。SUH等[35]对 sul基因和 int基
因在东江河流域主成分分析发现，人类活动和河流分

布都是影响基因分布的因素。

2.4 tet（B）系统发育分析
为分析整个汪洋沟地区抗性菌种遗传进化中可

能受到的影响，对抗性细菌的种属及亲缘关系进行系

统发育研究，选择 3 个代表性的采样点（S5、S10、
DS10）为研究对象。选取抗性基因 tet（B）的阳性克隆
子进行测序，其结果用 BLAST与 Genbank数据库中
已有的序列进行比对，选择同源性在 99%~100%的菌
种及克隆子。tet（B）的遗传进化发育树如图 5，结果显
示遗传过程中基因发生不同类型的变异，S5 点处抗
性菌种与大部分菌种（例如鲍曼不动杆菌、肠道沙门

氏菌等）遗传特征比较相近，S5与 S10点的遗传距离
比较相近，说明 S10处于遗传过渡点，从地下水到地
表水的变化过程中，抗性菌种也发生较大的改变。这

可能由于地表水与地下水水质的差异，导致抗性菌种

遗传性质发生变化，然而 Fuentefria等[30，36]在通过系统
发育树分析发现，医院污水与被其污染后的地表水中

的绿脓杆菌在遗传学上并无密切关系。因此，抗性细

菌遗传进化过程中具体的环境影响因素有待于进一

步研究。同时系统发育分析为抗性基因的功能预测提

供了帮助。

3 结论

（1）研究了石家庄汪洋沟地区水体和沉积物中
四环素类和磺胺类抗生素的浓度水平和分布特征。

水体及沉积物中检出的四环素含量总体水平高于磺

胺类抗生素，水样中 籽（移四环素）和 籽（移磺胺）分别
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Figure 5 Phylogenetic tree for tet（B）

图 4 ARGs的相对表达量的主成分分析
Figure 4 Principal component analysis of relative abundance of

antibiotic-resistant genes in Wangyanggou River
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为5.81伊101~3.87伊105 ng·L-1和 1.02伊101~5.37伊103 ng·
L-1，沉积物中 w（移四环素）和 w（移磺胺）分别在
4.28伊101~1.63伊105 ng·g-1和 1.18伊101~1.68伊104 ng·g-1

范围内。

（2）首次报道了该地区四环素和磺胺类抗性细菌
的抗性水平，结果显示该地区水体及沉积物中磺胺抗

性细菌均值和抗性比率均值均高于四环素类，表明该

地区受磺胺类抗生素影响较大。

（3）汪洋沟地区中检测的抗性基因相对表达量偏
高，抗性基因 tetA和 sul1表达量最高，尤其 tetA在整
个区域地表水、地下水和沉积物样品中含量为 4.68伊
10-3~9.8伊10-1，为汪洋沟地区的优势抗性基因。主成分
分析表明 ARGs在水体和沉积物中种类及分布受多
种环境因素的影响。
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