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摘 要：为探究不同施肥模式对洱海流域稻田土壤抗生素耐

药基因（ARGs）和可移动遗传元件（MGEs）的影响，通过长期

田间定位试验，采用高通量荧光定量PCR技术及实时荧光定

量PCR技术相结合的方法，对不同施肥模式下稻田土壤中的

144种ARGs和 10种MGEs进行检测，全面解析了稻田ARGs
的污染状况及空间分布规律。结果表明：不同施肥处理土壤

中ARGs分布特征不同，其赋存绝对丰度水平整体呈现施用

粪肥>施用缓控释肥>施用化肥>不施肥；施加粪肥土壤中的

ARGs 的赋存多样性和 MGEs 的种类显著高于其他处理土

壤，不施肥模式则显著低于其他处理模式（P<0.05）。不同

ARGs的相对丰度在稻田土壤柱中出现垂直迁移富集趋势，

但其在不同土层中的富集程度存在差异。不同施肥模式稻

田土壤各土层中的优势 ARGs 为多重耐药类（占比均值为

60.3%）、氨基糖苷类（占比均值为 10.5%）和四环素类（占比

均值为 7.5%），其水平多与MGEs丰度显著相关（P<0.05），表

明 MGEs促进了稻田土壤中 ARGs的传播，加剧了土壤中 ARGs的积累富集。研究表明，不同施肥模式对稻田土壤中 ARGs和
MGEs的分布规律有显著影响，不同深度土层中ARGs的富集程度各异。
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随着规模化养殖业的快速发展，抗生素滥用导致

的抗生素耐药基因（Antibiotic resistance genes，ARGs）
污染问题日益突出[1-2]。目前，粪污还田实现种养循

环是各级农业部门主推的粪污处理模式，因此ARGs
不可避免地发生水平转移而随施肥进入农田，进而对

土壤环境造成严重污染[3-4]。研究表明，粪肥施用可

增加农田土壤中耐药基因的丰度，如在施用鸡粪肥的

土壤中，喹诺酮类 ARGs（qnrA、qnrD 和 oqxB）和大环

内酯类ARGs（ermA、ermB）比不施肥的对照土中同类

ARGs的丰度最高可增加 4个数量级[5]。LIU等[6]在猪

粪、鸡粪和牛粪重复连续施用的农田土壤中发现

ARGs丰度及多样性呈上升趋势。土壤环境中含有大

量 ARGs的耐药菌可能会通过水平转移由内生菌进

入植物内部，从而将外源ARGs转移至植物的内生系

统。现已在新鲜果蔬中发现的大量 ARGs及多种相

关整合子，增加了其通过食物链向人类传播的风

险[7]。

不同施肥模式可显著影响 ARGs在土壤中的积

累和传播。研究表明，施加化肥、粪肥可使 ARGs水
平相较不施肥土壤增加[8-9]。尤其是粪肥施用能显著

增加土壤中ARGs的丰度水平，引起土壤环境微生物

抗性水平的提高。科学施用有机肥可能是限制ARGs
在农田传播的有效途径。然而，目前对不同施肥模式

下农田土壤ARGs的分布模式及传播研究较少，且长

期施用粪肥对不同土壤深度 ARGs垂直迁移的影响

尚未得到重视，即缺乏不同施肥方式下不同土层中

ARGs迁移富集的研究。因此，解析不同施肥方式下，

农田土壤不同深度中 ARGs的积累分布规律及其潜

在环境风险，对分析施肥方式对土壤中ARGs的污染

及传播十分必要，同时也可进一步认识不同施肥处理

模式对农田生态系统的影响。本研究选取云南大理

市洱海流域某水稻田作为研究对象，在减氮条件下设

置施用化肥、施用有机肥、施用缓控释肥处理，通过田

间小区试验，探究土壤中各类ARGs在长期定量不同

施肥方式下的组成及丰度变化特征，以及在受纳土壤

不同土层中的迁移富集规律，并统计ARGs与可移动

遗传元件（MGEs）的相关关系，分析土壤中 ARGs 多
样性程度与丰度水平差异的影响因素及环境风险。

本研究从 ARGs防控角度为水稻肥料施用配比及用

量提供科学依据和应用参考。

1 材料与方法

1.1 样品采集及处理

长期定位试验田位于云南省大理市农业农村部

环境保护科研监测所大理综合实验站内（25°53′34″
N，100°10′ 27″ E）。水稻试验采用完全随机区组设

计，共 8个处理，即（1）CK：不施肥；（2）CF：常规施肥，

尿素和普钙用量为 424 kg·hm-2 和 450 kg·hm-2；（3）
T1：常规施肥减量 20%，尿素和普钙用量分别为 339
kg·hm-2和 375 kg·hm-2；（4）T2：粪肥等氮替代 T1，粪
肥用量为 6 500 kg·hm-2；（5）T3：粪肥等磷替代 T1，尿
素补齐氮肥，粪肥和尿素用量分别为 2 609 kg·hm-2和

203 kg·hm-2；（6）T4：考虑粪肥矿化率 25%，以氮计粪

肥替代 T1，粪肥用量为 26 000 kg·hm-2；（7）T5：考虑

粪肥矿化率 25%，以磷计有机肥替代 T1，尿素补齐氮

肥，粪肥和尿素用量分别为 10 435 kg·hm-2和 203 kg·

Experimental Station of National Agricultural Environment, Dali 671004, China）
Abstract：To explore the effects of different fertilization modes on antibiotic resistance genes（ARGs）and mobile genetic elements（MGEs）
in paddy soils of Erhai Lake basin, 144 ARGs and 10 MGEs in paddy soil under different fertilization modes were detected using high-
throughput quantitative PCR and real-time quantitative PCR to comprehensively analyze the pollution status and spatial distribution of
ARGs in paddy fields. The results showed that the distribution patterns of ARGs were different in different fertilization treatments; the
absolute abundance of ARGs in the soil was in the order of manure application>slow and controlled release fertilizer application>chemical
fertilizer treatment > no fertilization. The occurrence and diversity of ARGs and the types of MGEs in soil with manure application were
significantly higher than those in other treatments, whereas those in the non-fertilization treatment were significantly lower than those in
other treatments. The relative abundance of different ARGs showed a vertical migration and enrichment trend in the paddy soil column, but
their enrichment degree was different in different soil layers. The dominant ARGs in each paddy soil layer under different fertilization
modes were multidrug（average proportion of 60.3%）, aminoglycoside（average proportion of 10.5%）, and tetracycline（average proportion
of 7.5%）. Their levels were significantly correlated with the abundance of MGEs（P<0.05）, thereby indicating that MGEs promoted the
spread of ARGs and aggravated the accumulation and enrichment of ARGs in the soil. The distribution of ARGs and MGEs in paddy soil
was significantly affected by different fertilization modes, and the enrichment degree of ARGs in different soil layers was different.
Keywords：manure application; fertilization mode; antibiotic resistance gene; pollution spectrum; distribution patterns

2504



韩秉君，等：不同施肥模式对洱海流域稻田土壤中耐药基因污染的影响2021年11月

www.aes.org.cn

hm-2；（8）T6：缓控释肥，缓控释肥用量为 678 kg·hm-2。

每个处理 3次重复，共 24个小区，种植方式和农田管

理方式相同。2019 年 10 月水稻收获后采集土壤样

品，分别按 0~20、20~50 cm 和 50~80 cm 不同剖层采

集。每个小区采取梅花采样法，现场均匀混合，去除

水稻根和可见有机物残体后，采取四分法，留样 1 kg
左右，并将土样保存于-20 ℃冰箱，待DNA提取。

1.2 土壤样品DNA的提取

称取约 0.5 g土壤样品，所有样品采用 Fast DNA
SPIN Kit for soil 试剂盒（MP Bio⁃medicals，LLC，Santa
Ana，CA，美国）并按生产商提供的操作手册进行总

DNA 提取，每个土壤样品 3个重复。提取后用 1.0%
琼脂糖凝胶电泳验证DNA的质量。提取的DNA样品

浓度使用超微量核酸蛋白检测仪（Nanodrop 2000，德
国）进行测定，所提取的DNA样品的A260/A280值在

1.8左右。提取后的DNA样品置于-20 ℃的冰箱中保

存，用于后续的检测分析。

1.3 高通量荧光定量PCR与实时荧光定量检测方法

使用 WafergenSmartchip 超高通量荧光定量 PCR
系统检测ARGs及MGEs，共设置 144对引物，其中包

括 1对 16S rRNA 内参引物。反应体系为 1×LightCy⁃
cler 480 SYBR Gree I Master；引物浓度为 500 nmol·
L-1；DNA模板 2 ng·µL-1，扩增反应体系为 100 nL。反

应程序：95 ℃预变性 10 min；95 ℃变性 30 s，60 ℃退

火处理，30 s，40 个循环；最后系统自动进行熔解曲

线分析。使用 7500 实时荧光定量 PCR 仪（Applied
Biosystems，美国）对 16S rRNA 进行实时 qPCR 分析。

反应体系为 20 µL，包括 16S rRNA上下游引物各 0.4
µL、ddH2O 6.8 µL、TB Green Premix Ex Taq（Tli
RNase H Plus，Takara）10.0 µL、ROX Reference Dye
Ⅱ 0.4 µL 以及 DNA 模板 2 µL。 qPCR 扩增过程：

95 ℃预变性 30 s；然后为 40 个循环，包括 95 ℃变性

5 s和 60 ℃退火持续 34 s，熔解曲线分析在 60~95 ℃
之间进行。其中无菌水为阴性对照，每个DNA模板

设置 3个平行，qPCR反应程序和标准曲线的制作参

照文献[10]。
1.4 数据分析

使用Excel 2007计算数据的绝对丰度、相对丰度、

平均值和标准差等。采用 SPSS 22.0对数据进行相关

分析和ANOVA方差分析，P<0.05表示差异显著。采

用Origin 2021软件绘制柱状图、热图和维恩图。

利用标准曲线计算 16S rRNA 基因的绝对拷贝

数，经线性拟合分析可知其与高通量定量 PCR检测

出的 16S rRNA的相对拷贝数有较好的线性关系（r=
0.956），且极显著相关（P＜0.01），故可以使用公式

（1）[11]和公式（2）计算ARGs的绝对丰度，进一步ARGs
的相对丰度通过公式（3）可计算得到。

基因的相对拷贝数=10（31-CT）/（10/3） （1）
ARGs的绝对丰度=ARGs的相对拷贝数/16S rRNA

基因的相对拷贝数×16S rRNA基因的绝对拷贝数（2）
ARGs的相对丰度=基因的相对拷贝数/16S rRNA

基因的相对拷贝数 （3）
式中：ARGs是所要测定的 144种抗生素抗性基因；CT
是高通量荧光定量所测定的循环阈值。

2 结果与讨论

2.1 长期施用粪肥稻田土壤中抗生素耐药基因的赋

存多样性特征

选取 7大类 144种常见的ARGs及 10种与ARGs
传播密切相关的MGEs，对其在长期施用粪肥的稻田

土壤中的存在情况进行了分析检测，结果如图 1 所

示。在长期施肥土壤中，共检出100种ARGs亚型和9
种 MGEs编码基因（7种转座子基因和 2种整合子基

因）。从不同类别与不同作用机制来看，水稻土中检

测到的ARGs包含了目前已知且常见的ARGs类型，

主要包括氨基糖苷类 aac-ARGs（13种）、β-内酰胺类

bla-ARGs（16种）、磺胺类 sul-ARGs（5种）、大环内脂

类林肯酰胺类链阳性菌素MLSB-ARGs（20种）、多重

耐药类MDR-ARGs（9种）、四环素类 tet-ARGs（18种）

和万古霉素类 van-ARGs（8种）等 7大类耐药基因，另

外还有 11种其他类的 ARGs。其中，四环素类 ARGs
和大环内脂类林肯酰胺类链阳性菌素 B（MLSB）的

ARGs 在 水 稻 土 中 检 出 较 多 ，分 别 达 23.00% 和

22.13%）；其次是与人类危害息息相关的多重耐药类

和 β-内酰胺类抗生素 ARGs[12-15]，占比达 16.84% 和

13.12%，值得引起注意。氨基糖苷类ARGs检出占比

为 10.99%；磺胺类和万古霉素类的数量较少，占比仅

为 6.17%和 4.90%。所有水稻土处理中检测到ARGs
的抗生素抗性机制主要是抗生素失活（Antibiotic
deactivation）、抗生素外排泵（Efflux pump）和细胞核

糖保护（Cellular protection），这 3 类抗生素抗性机制

在整体中的比例分别为 37.06%、37.60% 和 24.84%，

还有0.50%的其他或未知抗性机制（图2）。

值得注意的是，不同施肥模式下，稻田土壤中

ARGs 的赋存多样性存在差异，其中施用粪肥土壤

（T2~T5处理）中ARGs的多样性最为丰富，其检出种
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类可达 88种；其次为长期施用缓控释肥的 T6处理土

壤（76种）和施用化肥（CF和T1处理）的稻田土壤（74
种）；而在 CK土壤中也存在多种 ARGs，种类亦达 63
种。同ARGs污染多样性特征相似，在施用粪肥量最

大的 T4处理中检测到的MGEs种类最多，达 7种，显

著高于其他施肥类型的土壤。由维恩图（图 3）可以

看出，有 55 种（50.5%）ARGs 亚型为 6 种不同施肥模

式稻田土壤中的核心 ARGs（即共现 ARGs）。其中，

CK 处理中 ARGs的总检出数量最少，基因多样性最

低；另外 3种施用肥料的处理中ARGs的总检出数量

均有增多。施用粪肥的处理中 ARGs的总检出数量

最多，其次是施用缓控释肥和施用化肥的处理，分别

是CK处理的 1.3、1.2倍和 1.1倍，均显著高于CK水稻

土（P<0.05）。施用化肥的处理中，T1处理的ARGs数
量与CF处理相比有所降低。施用粪肥水稻土中独有

的ARGs有 7个（blaampC-6、vatB-1、sulA/folP-3、tetL-2、
tetM-2、vanRA-2、mtrC-2）。从 ARGs 的检出数量来

看，在 4种不同用量的粪肥替代处理组中，T4处理田

块中ARGs的总检出量最高，所有样品中总共有 210
个 ARGs；其次是 T3处理，检出 185个 ARGs；T2处理

和T5处理的检出量相差较少，分别为 176个和 179个

ARGs。施用粪肥土壤中的 ARGs 相对于 CK 土壤具

有更复杂的多样性，施用粪肥显著改变了稻田土壤中

的ARGs种类组成（P<0.05）。

图2 稻田土中ARGs的检出种类

Figure 2 Profiles of detected ARGs in paddy soil

图1 稻田土壤中ARGs的绝对丰度

Figure 1 The absolute abundance of ARGs in paddy soil
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2.2 不同施肥模式稻田土壤中抗生素耐药基因的污

染水平及差异性

不同施肥模式下，稻田土壤中ARGs的污染水平

见图 4。结果显示，不同处理模式下的稻田土壤

ARGs污染水平在 1.0×107~1.3×1010 copies·g-1的范围

内，且不同施肥模式的稻田土壤中ARGs的存在水平

不同，整体呈现出施用粪肥>施用缓控释肥>施用化

肥>不施肥的趋势，这与之前的研究结果一致[16-17]。

在 4种施用粪肥的处理模式中，施用粪肥较多的 T3
处理中 ARGs 的丰度水平最高，ARGs 的总丰度达

9.6×1010 copies·g-1；其次为 T4和 T5处理，ARGs总丰

度分别达 7.6×1010 copies·g-1和 7.3×1010 copies·g-1；施

用粪肥量较少的T2处理中ARGs的总绝对丰度最低，

是T3处理的 60%，其相应的ARGs种类数也较低。从

ARGs的类别来看，不同施肥模式下稻田土壤中的优

势基因主要包括多重耐药类和氨基糖苷类，且各模式

稻田中污染水平最高的类型均为多重耐药类，占

ARGs 总丰度的 62.9%~77.4%，为 1.1 × 107~1.3 × 1010

copies·g-1；其次为氨基糖苷类，占 ARGs 总丰度的

8.2%~12.3%，为 1.0×107~3.3×109 copies·g-1。而四环

素类和MLSB类ARGs在各处理稻田土壤中总丰度的

占比较低，分别为 4.0%~9.2% 和 3.0%~8.2%。此外，

虽然与人类健康密切相关的 β-内酰胺类和万古霉素

类ARGs在所有稻田处理中的丰度水平较低，但其检

出率较高，分布较为广泛，亦应引起重视。

为了规避不同处理中微生物量对ARGs的影响，

又进一步从 ARGs 的相对丰度分析了不同模式下

ARGs的污染水平，结果见图 4。当不同施肥土壤中

ARGs的丰度水平统一平均到每个细胞中ARGs的拷

贝数，即将 ARGs的丰度归一到单个细菌水平时，所

有处理稻田土壤中 ARGs 的相对丰度水平在 1.7×
10-5~3.6×10-2范围内。在施用粪肥的 4 个处理模式

中，T4处理稻田土壤中的ARGs总相对丰度最低，为

0.13，这可能是由于 T4处理较大的粪肥施肥量显著

增加了土壤中的微生物总量，从而使得ARGs的相对

丰度低于其他粪肥施用量较少的处理；而 T3处理总

相对丰度水平稍高，是T4处理的 1.4倍；而T2和T5处

理中的 ARGs 总相对丰度水平相似，分别为 0.19 和

0.18。综上可见，施用粪肥处理的相对丰度水平与绝

对丰度的赋存规律不一致，这主要是因为不同施肥模

式下，稻田土壤中微生物量的不同所致。从相对丰度

的角度来看，稻田土的主导ARGs类型与绝对丰度处

理的规律一致，亦为多重耐药类、氨基糖苷类和四环

素类。丰度最高的多重耐药类ARGs在 T5处理中相

对丰度最高（7.4×10-5~2.5×10-2），而氨基糖苷类和四

图3 不同施肥模式ARGs的维恩图

Figure 3 Venn diagram of ARGs in different fertilization patterns

图4 不同施肥模式稻田土中各类ARGs的污染水平

Figure 4 Pollution levels of different ARGs types in paddy soils under different fertilization modes
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环素类ARGs则分别在施用粪肥的 T2处理和减量施

用化肥的 T1处理中丰度最高，分别为 6.2×10-5~2.1×
10-2和 8.9×10-5~8.3×10-3。MLSB类和磺胺类ARGs在
所有处理中分别占总丰度的 4.5%~11.1% 和 2.3%~
9.6%，分别在 T1和 T6处理中相对丰度最高；与人类

关系密切的 β-内酰胺类在各处理水稻田中也有检

出，但总丰度占比较低，为 3.2%~6.9%；万古霉素类的

相对丰度在各处理中差异不显著（P>0.05），且丰度水

平最低。

相比于CK处理的稻田土壤，施用化肥、粪肥以及

缓控释肥均明显增加了稻田土壤中 ARGs的多样性

与丰度。其中，在施用粪肥处理中，ARGs的丰度水平

较施用化肥处理也有较大程度的增加，多重耐药类、

氨基糖苷类以及β-内酰胺类ARGs水平增加较为明

显。不同施用粪肥处理中 ARGs含量的高低水平在

绝对丰度与相对丰度中存在一定差异，绝对丰度较高

的 T4处理，其相对丰度水平最低，这可能是由于 T4
处理施用粪肥量较大，土壤中微生物量（16S rRNA）
显著增加，从而使得归一后的相对丰度水平降低。与

WANG等[8]的研究结果相似，施用化肥或粪肥的土壤

与不施肥土壤相比，能够不同程度地提高ARGs的多

样性及丰度。

2.3 长期不同施肥模式下稻田土壤中耐药基因的垂

直积累分布规律

为了明确长期施肥稻田土壤中 ARGs的垂直积

累特征，本研究又进一步调查了各施肥模式下不同土

层中ARGs的积累富集规律。调查结果显示，在不同

施肥模式各土层中含量较高的 ARGs依然是多重耐

药类、氨基糖苷类以及四环素类，但不同模式各土层

中 ARGs的迁移富集规律不同。如在长期施用粪肥

的 4个处理模式中，稻田土壤中ARGs的绝对丰度总

体呈现由表层向深层土壤递减的趋势，这与 PAN等

在污水灌溉农田不同土层中 ARGs 的丰度变化一

致[18]。且 β-内酰胺类、磺胺类、多重耐药类和 MLSB
类 ARGs在耕层（0~20 cm）中的丰度分别是底层 50~
80 cm的2.3、1.8、1.7倍和1.5倍。此外，在施用粪肥量

最大的T4处理中，各类ARGs的绝对丰度从稻田土表

层到底层逐渐减少（图 5）。而在 CK稻田土中，多重

耐药类ARGs在 20~50 cm的丰度最高，高达 1.3×1010

copies·g-1，分别是 50~80 cm和 0~20 cm土壤的 1.7倍

和 48.9倍；而四环素类、磺胺类以及MLSB类ARGs在
0~20 cm的丰度最高；万古霉素类、氨基糖苷类以及

β-内酰胺类ARGs的绝对丰度则出现向下累积的趋

势。施用化肥后的处理中丰度较高的多重耐药类、氨

基糖苷类和四环素类 ARGs在不同土层中的累积情

况不同，氨基糖苷类在 0~20 cm的丰度最高，多重耐

药类则是在较深层的 50~80 cm丰度最高，而四环素

类在各土层中无明显丰度变化差异（P>0.05）。T6处

理稻田土壤中，丰度最高的多重耐药类在 20~50 cm
的绝对丰度最高，与 CK 处理规律一致，达 1.0×1010

copies·g-1，不同深度土层中的各类ARGs，大部分都在

施用缓控释肥后丰度增加。

而从相对丰度来看，CK、CF、T1和T6处理的土壤

中，大多数ARGs在 50~80 cm的深层土壤中的丰度相

比 0~20 cm和 20~50 cm土层显著增高（P<0.05），其与

绝对丰度中 20~50 cm和 50~80 cm的ARGs赋存规律

不一致。ARGs的相对丰度在深层土中更高的原因主

要是因为深层土壤中微生物量含量较少，从而导致归

一后相对丰度水平较高。施用粪肥的稻田土壤中，

ARGs在 50~80 cm土层中的相对丰度水平比 0~20 cm
高（是0~20 cm的1.2倍）。施用粪肥量较少的T2处理

中 ARGs的丰度相较其他施肥处理在深层 50~80 cm
土层中累积显著（P<0.05）。在 6个不同施肥处理模

式中，心层土（30~50 cm）和底层土（60~80 cm）中

ARGs的相对丰度与耕层土（0~20 cm）相比均较高，不

同类型 ARGs 从耕层（0~20 cm）经 20~50 cm 土层向

50~80 cm的累积速度有一定差异。不同深度的稻田

土中，相对丰度呈现明显垂直向下层累积的现象，这

与之前的研究结果相同[19]。可能是由于本研究于水稻

收获后采集稻田土壤，已超过施用肥料1个月的时间，

且经过了较长时间水稻种植的淹水时期，携带ARGs
的细菌由水分的渗透作用加快了向下层土迁移的速

度[20]。同时，粪肥的施用年限、土壤理化性质和相关

MGEs等因素的不确定性[21]，可能导致不同土层中不同

种类ARGs的分布累积具有差异，部分在 20~50 cm富

集，部分则主要在 50~80 cm。综上，施肥方式会对

ARGs在不同深度土层的分布产生一定的影响，但具

体的迁移机制有待进一步研究。

2.4 不同施肥模式下主导 ARGs的谱图特征及其与

MGEs的关系

在水稻土中多重耐药类、氨基糖苷类、四环素类

和 β-内酰胺类ARGs为主导基因类型，占比较高；多

重耐药类不仅丰度高，且其和 β-内酰胺类ARGs均与

人类健康密切相关，因此风险性较高。在多重耐药类

ARGs的不同亚型中，mexF和 oprJ的丰度在各处理中

检出量均较高，其绝对丰度分别为 7.3×109~2.4×1010
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copies·g-1和 5.6×109~2.4×1010 copies·g-1，是稻田土中

流行的ARGs，很多关于农田土壤的研究结果也表明

多种耐药类的丰度较高[22-24]；acrA-1、acrA-4、acrA-5、
catB3和mexE等基因在各处理中均有检出且丰度也

较高，平均丰度达 108 copies·g-1；cfr及 yidY/mdtL-1的

丰度较低，在施肥处理后才有检出。氨基糖苷类

ARGs中，aac（6′）-Ib（aka aacA4）-3的丰度最高，其

次为 aacC，绝对丰度水平分别为 2.5×109~5.5×109 cop⁃
ies·g-1和 8.7×107~2.4×109 copies·g-1；aacC、aacC1、aa⁃
dA-1、aadA-2、aadD、aadE和 strB也在水稻土中普遍

图5 不同土层中各类ARGs的绝对丰度与相对丰度的分布热图

Figure 5 Heatmaps of absolute abundance and the relative abundance of ARGs in different soil layers

0~20 cm

20~50 cm

50~80 cm

处理Treatment
耐药基因的绝对丰度Absolute abundance of ARGs

0~20 cm

20~50 cm

50~80 cm

处理Treatment
耐药基因的相对丰度Relative abundance of ARGs

2509



农业环境科学学报·畜禽养殖与环境专刊 第40卷第11期

图6 不同施肥处理稻田土壤中主导ARGs的分布规律

Figure 6 Distribution of dominant ARGs in paddy soils under different fertilization treatments
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存在。四环素类ARGs中，丰度最高的是 tetA-2，所有

处理的平均丰度均达到 109 copies·g-1；其次是 tetG-1
和 tetB-2，分别为 tetA-2的 19%和 14%。β-内酰胺类

ARGs在稻田土中丰度最高的是 fox5，为 2.8×108~2.6×
109 copies·g-1，blaVEB和 blaOXA1-2丰度略低于 fox5，平均

丰度在 107 copies·g-1 水平；blaOXA-1 /blaOXA-3、blaOXA1-1、

blaOXA1-2、blaTEM和 penA也在各处理中普遍存在。多重

耐药类、氨基糖苷类、四环素类以及 β-内酰胺类

ARGs的总绝对丰度，施用化肥、粪肥以及缓控释肥的

3种处理相对于未施肥土壤中均有增多，分别增加了

0.4、1.6倍和 1.1倍，其中施用粪肥和缓控释肥的水稻

土显著富集了ARGs。
研究表明，ARGs在环境微生物间的传播和转移

与 MEGs 紧密相关[25-26]，因此对 ARGs 的绝对丰度与

MGEs之间的相关性进行分析，结果显示（表 1），部分

ARGs与转座子基因、整合子基因存在显著相关性，表

明MGEs可能促进了ARGs在稻田土壤中的迁移和传

播。有研究发现环境微生物中的 intI1（clinic）与许多

ARGs 有关[27]，aadA、tetG、acrA-1、mexE 等均与 intI1
（clinic）显著相关。本研究中 intI-1（clinic）与多重耐

药类 ARGs（acrA-1、acrA-4、acrA-5、mexF 和 oprJ）以

及 β-内酰胺类（blaampC-4、blaCMY2-2、blaCTX-M-2、blaCTX-M-4和

fox5）有显著正相关，进一步证明稻田土壤中 intI1整

合子基因对ARGs的传播转移起着重要作用。此外，

转座子基因也与高丰度的基因显著相关，如 tnpA-3
与多重耐药类ARGs中的 oprJ以及 tnpA-3、tnpA-4与

β-内酰胺类ARGs中的 fox5。在施用粪肥及施用缓控

释肥的处理中，检测到MGEs的丰度分别是 CK处理

稻田土的 2.0倍和 2.1倍，表明MGEs在施用粪肥及缓

控释肥的水稻土中富集。在 intI-1（clinic）、tnpA-3和

tnpA-4等主要MGEs的丰度较高的情况下，可能导致

ARGs的基因水平转移速度加快，进而促进了其在稻

田土中的进一步传播、富集和演化。ARGs通过MGEs
水平转移作为基因的重要转移方式应在施肥土壤环

境中得到重视，并应加强农田土壤中ARGs的水平转

移机制的研究。

3 结论

（1）不同施肥模式下，稻田土壤中 ARGs具有不

同的分布特征，其中ARGs绝对丰度呈现施用粪肥土

壤>施用缓控释肥土壤>施用化肥土壤>不施肥对照

土壤，但不同施肥处理模式下的稻田土中优势基因基

本一致，多为多重耐药类、氨基糖苷类和四环素类

ARGs。
（2）不同施肥模式下，稻田土壤中ARGs和MGEs

的赋存多样性存在显著差异，其中施加粪肥稻田土壤

中的ARGs的赋存多样性和MGEs的种类显著高于不

施肥、施加化肥和施加缓控释肥的田块，不施肥模式

则显著低于其他处理模式。

（3）不同深度土层中稻田土壤ARGs的相对丰度

呈现向下富集的趋势，转移传播的速度可能受水稻生

长条件、可移动遗传元件、施肥方式等自然环境和人

为因素影响，其在不同土层中的传播机制仍需进一步

探究。

（4）长期施肥模式下，不同土层土壤中的 ARGs
水平与MGEs丰度显著相关，其中 intI-1（clinic）与丰

度较高的多重耐药类和 β-内酰胺类中的多种ARGs
有极显著正相关性（P<0.01），表明土壤中MGEs可能

促进了 ARGs的传播扩增，加剧了农田土壤的 ARGs
污染。
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