
摘 要：为探索水环境因子对磺胺类抗性基因传播机制的影响，以磺胺类抗性基因 Sul1为目的基因，采用绝对定量 PCR技术，考
察了 pH、盐度、腐植酸、总氨氮和活性磷酸盐对 Sul1含量的影响。研究结果表明，Sul1含量在 pH 6~8时最高，而在酸性（pH 3~5）或
碱性（pH 9~10）条件下均显著降低，表现出明显的抑制作用（P<0.05）。Sul1含量随着盐度或腐植酸浓度升高而降低，呈显著的抑制
作用（P<0.05）；总氨氮或活性磷酸盐对 Sul1含量的影响表现为高浓度抑制、低浓度促进作用。当总氨氮或活性磷酸盐的浓度低于
0.05 mg·L-1时，Sul1含量显著增加（P<0.05）；而当浓度升高到 1 mg·L-1，Sul1的含量显著降低（P<0.05）。上述结果表明，水环境因子
会影响磺胺类抗性基因 Sul1的存在及分布。
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Abstract：In order to explore the influence of water quality on the mechanism of sulfonamide resistance gene transfer, the influence of pH,
salinity, humic acid, total ammonia nitrogen, and phosphate on the content of sulfonamide resistance gene Sul1 was investigated using the
absolute quantitative PCR method. It showed that, at neutral pH（6~8）, the content of Sul1 was higher than that at pH 3~5 and pH 9~10, in原
dicating a significant inhibitory effect（P<0.05）. Meanwhile, the Sul1 content decreased significantly（P<0.05）with the increase in the con原
centration of salinity or humic acid. For total ammonia nitrogen or phosphate, the inhibition of the Sul1 content was achieved at a high con原
centration, while promoting effects were observed at a low concentration. When the concentration of total ammonia nitrogen or phosphate was
lower than 0.05 mg·L-1, the Sul1 content increased significantly（P<0.05）, while it decreased significantly（P<0.05）when the concentration
of total ammonia nitrogen or phosphate increased to 1 mg·L-1. Therefore, water quality might play an important role in the occurrence and
distribution of sulfonamide resistance gene Sul1.
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磺胺类抗生素是一类具有广谱抗菌活性的人畜

共用抗菌剂，被广泛用于医疗、畜牧和水产养殖等领

域[1]。动物对磺胺类抗生素的排泄率为 67%~90%[2]，大
量的磺胺类抗生素最终会进入地表水环境中[3]。水环
境中的抗生素增加了水中微生物存活的选择性压力，

使可携带抗生素抗性基因（Antibiotic resistant genes，
ARGs）的耐药微生物成为水环境中的优势种。因而，
磺胺类抗生素引发的磺胺类抗性基因污染受到人们

的关注。目前，磺胺类抗性基因（Sul1、Sul2和 Sul3）已
在河流、河口及水产养殖区附近等水环境中检出[4-8]。
其中，Sul1是在水环境中含量较高、分布相对广泛的
磺胺类抗性基因[9-10]。

天然水环境的水质状况可能会影响抗生素抗性

基因的水平转移，进而影响抗生素抗性基因的扩散。

Bergeron 等 [11]对美国路易斯安那州东南部湿地中
ARGs的分布特征进行研究发现，盐度对 ARGs含量
具有显著影响。张俊等[12]研究结果表明，pH变化对四
环素 ARGs的含量具有显著影响。另外，水中营养元
素水平可能对 ARGs的分布和传播有直接或间接的
影响[13-14]。本研究选取 Sul1为目的基因，采用绝对定
量 PCR技术，考察了 5种水环境因子（pH、盐度、腐植
酸、总氨氮和活性磷酸盐）对 Sul1含量的影响，以期
为水环境中磺胺类抗生素抗性基因的生态环境风险

评估提供科学参考。

1 材料与方法

1.1 Sul1型模拟实验菌的构建
从水环境样品中提取基因组 DNA，扩增出长度

为 476 bp的 Sul1基因，经 1.5% 1伊TAE琼脂糖凝胶
电泳鉴定后纯化后，连接至 pMD18-T克隆载体[宝日
医生物技术（北京）有限公司]，转入 E. coli DH5琢感受
态细胞中，再通过蓝白斑筛选挑取含目的基因的阳性

菌落，37益恒温振荡培养过夜。采用质粒提取试剂盒
[宝日医生物技术（北京）有限公司]在所得菌液中提取
包含 Sul1基因的 pMD18-T/Sul1质粒，所得菌液命名
为 Sul1型模拟实验菌，将质粒送于生工生物工程（上
海）股份有限公司测序。

1.2 Sul1荧光定量 PCR方法的建立及标准曲线的绘制
经 Nanodrop 核酸定量仪测定质粒的浓度及纯

度，将标准质粒用超纯水稀释成 1010~102 copies·滋L-1

的 9个浓度，选取 107、106、105、104、103和 102这 6个
浓度作为模板，以 0.3 滋mol·L-1的 Sul1F和 Sul1R为特
异引物，并加入 10 滋L 的 SYBR Premix Dimer Eraser

（2伊）、0.4 滋L的 ROX Reference Dye域（50伊）和 6.4 滋L
的无菌水，反应体系 20 滋L。荧光定量 PCR反应条件：
95 益预变性 5 min；95 益变性 30 s，60 益退火 30 s，72
益延伸 30 s，进行 35个循环；72益延伸 7 min。每个反
应进行 3次重复，并设置空白对照。以 SYBR-Green I
荧光染料法，应用 Step-one定量 PCR仪（ABI，美国）
绘制 Sul1 的标准曲线。绘制出的 Sul1 标准曲线为
Y =-3.50lgX+39.03，熔解曲线具有特异性，决定系数
R2为 0.984，相对效率达 96%。荧光定量 PCR中所用
试剂均购于宝日医生物技术（北京）有限公司。

1.3 环境因子对 Sul1含量的影响
在 100 mL锥形瓶中加入 10 mL LB肉汤培养基，

加入 0.01 mL Sul1型模拟实验菌，Sul1的初始浓度为
1.10伊105 copies·mL-1。所有实验均设置 3组平行，同时
设置空白对照。pH 对 Sul1 含量的影响试验：通过
150 g·L-1 NaOH或（1+5）HCl溶液调节 LB肉汤培养
基 pH的初始值分别为 3、4、5、6、7、8、9、10 和 11；盐
度对 Sul1 含量的影响试验：通过 NaCl 溶液（200 g·
L-1）将空白培养基盐度 20逐渐增加至 25、30、35、40
和 45；设置 LB肉汤培养基的总氨氮（NH3-N）、活性
磷酸盐（PO4-P）、腐植酸（HA）的初始浓度分别为 0、
0.05、0.1、0.2、0.5、1 mg·L-1。所有实验组均经 37 益恒
温振荡培养 24 h后，取 1.5 mL菌液，采用 MiniBEST
Bacteria Genomic DNA试剂盒 [宝日医生物技术（北
京）有限公司]提取各实验组的菌液基因组 DNA，经过
1.5%的 1伊TAE琼脂糖凝胶电泳（220 V，15 min，美国
伯乐公司），纯度的测定采用微量核酸定量仪（赛默飞

科技有限公司，美国）。Sul1含量的单因素方差分析
（One-way ANOVA）应用 SPSS 17.0软件计算，其中
P<0.05为差异显著，P<0.01为差异极显著；并使用 O原
rigin 8.60进行绘图。
2 结果与讨论

2.1 pH和盐度对磺胺类抗性基因 Sul1含量的影响
图 1 为 pH 初始值分别为 3.0、4.0、5.0、6.0、7.0、

8.0、9.0、10.0和 11.0时对 Sul1含量的影响。当 Sul1
的初始浓度为 1.10伊105 copies·mL-1、pH值为 3~11时，
Sul1 基因含量的变化范围为 4.66 伊104 ~1.14 伊108

copies·mL-1。当 pH值为 11时，Sul1的平均含量仅为
4.66伊104 copies·mL-1；而 pH值为 6时，Sul1的平均含
量达到 1.14伊108 copies·mL-1，其含量极显著高于酸性
（pH 3~5）和碱性（pH 9~11）条件（P<0.01）。由此可见，
中性 pH适于抗性大肠杆菌的生长，间接促进了 Sul1
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的含量增加，而酸性和碱性 pH条件对 Sul1的含量均
呈现显著的抑制作用。

pH是重要的水质指标，其过高或过低，都会直接
影响水环境中抗性细菌菌落数量，进而影响到 ARGs
的存在和传播。本实验结果显示 pH值为 6时，Sul1
的平均含量达到 1.14伊108 copies·mL-1，显著高于其他
pH 条件（P<0.01），表明 ARGs在环境中增殖和传播
的最适 pH值在 6左右。

图 2 为盐度对磺胺类抗性基因 Sul1 含量的影
响，结果表明盐度对 Sul1的含量有着极显著的影响
（P约0.01）。盐度从 20上升到 45，Sul1含量的变化范
围从 1.04伊108 copies·mL -1 下降到 8.34伊105 copies·
mL-1，这意味着盐度增加对 Sul1的含量有明显的抑制
作用。这可能是在高盐度条件下，细菌为了保持自身

生命活动，避免盐度对其内部的生物化学反应造成干

扰，细菌细胞膜阻止了绝大部分的外界物质进入，进

而影响了 Sul1的含量。
盐度是影响细菌与外部环境发生物质与能量交

换的一个重要因素，其高低决定了细菌渗透压的变

化，从而直接影响细菌的活性。本研究中盐度从 20提
高到 45，Sul1 的含量显著下降了近 3 个数量级。
Bergeron 等 [11]对美国路易斯安那州东南部湿地中
ARGs的分布特征进行研究，结果显示盐度为 6的采
样点区域的 ARGs分布和含量显著高于盐度为 12的
采样点区域，这个结果与本实验一致，证实了水环境

中盐度可能对 ARGs的分布和传播造成影响。
2.2 腐植酸对磺胺类抗性基因 Sul1含量的影响

图 3为不同浓度的 HA对 Sul1含量的影响。当
无 HA时，24 h后，Sul1含量上升到 1.04伊108 copies·
mL-1。HA 浓度为 0.05 mg·L-1 时，Sul1 含量下降至
1.00伊108 copies·mL-1，差异不显著（P=0.130）。而当 HA
浓度高于 0.05 mg·L-1时，随其浓度的升高，Sul1含量
极显著降低（P约0.01），表明高浓度的 HA（大于 0.05
mg·L-1）对 Sul1含量呈现显著的抑制作用（P约0.01），
这可能是由于 HA附着在 E.coli-sul1细胞膜表面，影
响了细胞从培养基中吸收必要的营养物质，间接影响

了 Sul1的增殖和传播。

HA是天然水环境中广泛存在的重要吸光物质，
是水体中色度构成和溶解性有机质（Dissolved organic
matter，DOM）的主要成分[15]。HA含有大量的环状（苯
环、稠苯环等）结构和多种官能团（羧基、酚羟基、酮

基、胺基等），易与水环境中的抗生素或金属离子形成

络合物或螯合物[16]。近年来，Chen等[17]研究表明，水溶
液中 DOM 的存在，使四环素与其形成络合物，降低
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Figure 4 Impact of ammonia nitrogen（NH3-N）on the content of
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了四环素对 E. coli的生物有效性，进而减弱了 ARGs
的筛选压力。本研究结果进一步证实，即使抗生素不

存在时，高浓度的 HA可能直接影响磺胺类抗性基因
Sul1在水环境中的传播。
2.3 总氨氮和活性磷酸盐对磺胺类抗性基因 Sul1含
量的影响

图 4 为 NH3-N 对磺胺类抗性基因 Sul1 含量的
影响。由图 4可见，低浓度的 NH3-N对 Sul1的含量
呈促进作用，而高浓度呈抑制作用。当无 NH3-N存在
时，培养 24 h后，Sul1基因含量达到 7.30伊107 copies·
mL-1；随着 NH3-N浓度提高到 0.05 mg·L-1，Sul1含量
增长到 9.97伊107 copies·mL-1；NH3-N浓度为 0.05~0.2
mg·L-1时，对 Sul1 含量表现出促进作用（P<0.05）；
NH3-N 浓度为 0.5 mg·L-1时，对 Sul1 含量具有抑
制作用；当NH3-N浓度提高到 1 mg·L-1，Sul1含量降
低到 5.87伊107 copies·mL-1。可见 NH3-N浓度高于 0.5
mg·L-1时，对 Sul1含量具有显著的抑制作用（P<0.05）。

图 5为 PO4-P对磺胺类抗性基因Sul1含量的影
响。图 5表明，当无 PO4-P时，Sul1含量为 7.30伊107

copies·mL-1。当 PO4-P浓度为 0.05 mg·L-1时，Sul1含
量达到 1.19伊108 copies·mL-1，高出对照实验组 1个数
量级，揭示低浓度的 PO4-P对 Sul1含量呈显著的促
进作用（P<0.05）；但当 PO4-P浓度为 0.5 mg·L-1时，
Sul1含量为 7.56伊107 copies·mL-1，与对照组相比差异
不显著（P=0.403）；而 PO4-P浓度为 1 mg·L-1时，Sul1
含量仅为 5.15伊107 copies·mL-1，被显著抑制（P<0.05）。

氮和磷都是水环境中的营养元素，本研究考察了

总氨氮和活性磷酸盐对 Sul1含量的影响，研究结果
显示低浓度的氮、磷对目的基因的含量变化呈促进作

用，而高浓度则呈现显著的抑制作用。Guo等[18]研究
结果表明，与缺乏氮或磷条件相比，当氮、磷和葡萄糖

同时存在时，细菌 ARGs接合转移的转化效率提高近
2倍，而与仅存葡萄糖相比，转化效率提高近 100倍，
实验结果进一步证明氮、磷的存在对 ARGs在环境中
的迁移和转化有显著的影响。

3 结论

水环境因子对水中磺胺类抗性基因 Sul1的存在
及分布可能产生极其重要的影响，pH 3~5、pH 9~10、
高盐度（25~45）、高 HA浓度和高氮磷浓度对 Sul1含
量均呈显著的抑制作用，低浓度氮磷对 Sul1含量起
促进作用。
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