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Occurrence characteristics and risk assessment of resistance genes in livestock waste from family farms in
Tianjin City，China
GU Yan-ru1,2, HAN Bing-jun2, HUANG Ji-yuan1,2, YANG Feng-xia2*, ZHANG Ke-qiang1,2*

（1.Northeast Agricultural University, Harbin 150036, China; 2.Agro-Environmental Protection Institute, Ministry of Agriculture and Rural
Affairs, Tianjin 300191, China）
Abstract：In order to understand the occurrence characteristics and potential environmental risks of the antibiotic resistance genes（ARGs）
in livestock waste from family farms, 22 typical family farms were selected to investigate the pollution characteristics of ARGs in different
livestock wastes and explore the effects on surrounding farmland soils in Jizhou area of Tianjin using real-time fluorescence quantitative
PCR. The results showed that the sulfonamide-, tetracyclic-, quinolone-, and macrolide-resistance genes were highly prevalent in live⁃
stock waste from these family farms. Among them, the pollution level of tetracycline resistance genes tetO, tetQ, tetW and macrolide resis⁃
tance gene ermB was most severe in these family farms. In addition, β-lactam resistance gene（bla gene）that is related to human health,
like blaOXA-1、blaTEM-1, and blaampC have also been detected in livestock waste. The following results were found：（1）Compared with pig waste
and cattle waste, the pollution level of ARGs was more serious in chicken waste;（2）The relative abundance of most ARGs was significant⁃
ly higher in sow waste than in piglet pig waste and fattening pig waste（P<0.05）;（3）Application of livestock waste could significantly in⁃
crease ARGs abundance in soil environment（approximately 8~18 times）（P<0.05）. The above results indicate that ARGs pollution was
prevalent and severe in livestock waste from family farms, which would increase the environmental risk via manure application. Finally, it
may harm human health by further polluting crops; thus, ARGs contamination in family livestock farms requires more attention.
Keywords：antibiotic resistance gene; family farm; livestock waste; farmland soil
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摘 要：为了解家庭农场养殖粪污中抗生素耐药基因（ARGs）的赋存特征及潜在风险，本研究选取天津市蓟州区 22家典型的家庭

农场，采用实时荧光定量PCR方法，考察了不同种类畜禽粪污中ARGs的污染特征及其对周边农田土壤的影响。结果表明，磺胺

类、四环素类、喹诺酮类和大环内酯类耐药基因在家庭农场畜禽粪污中普遍存在，且四环素类耐药基因 tetO、tetQ、tetW和大环内酯

类耐药基因 ermB含量最为丰富，同时检出了 blaOXA-1、blaTEM-1和 blaampC等与人类健康密切相关的β-内酰胺类抗生素耐药基因（bla基

因）。此外，还发现如下规律：相比于猪场和牛场，鸡场粪污中的ARGs污染程度更为严重；在不同生育阶段的猪群中，母猪粪污中

的多数耐药基因相对丰度要显著高于仔猪和育肥猪（P<0.05）；畜禽粪肥施用可显著增加土壤环境中ARGs的丰度（约 8~18倍）（P

<0.05）。本研究表明，家庭农场畜禽养殖粪污中耐药基因污染严重且普遍，同时随着粪污还田进入土壤环境增大环境风险，最终

可能会通过污染农作物危害人类健康，应引起高度重视。
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在畜禽养殖过程中，抗生素因具有预防疾病、提

高饲料转化率、促进动物生长等功效，在畜禽养殖业

被广泛应用[1]。据统计，2013年我国抗生素使用总量

约 16.2万 t，其中兽用抗生素占一半以上，高达 52%[2]。

兽用抗生素滥用会导致动物肠道内产生大量含有抗

生素耐药基因（ARGs）的耐药性细菌，进而增加疾病

的治疗难度[3]。现如今我国推行畜禽粪污的还田利

用，而大量的耐药性细菌和耐药基因随着粪污排出动

物体外[4]，并以粪肥、肥水的形式进入农田土壤，最终

危害人类健康[5]。

抗生素在畜禽养殖业中的长期、大量使用，导致

我国畜禽环境中ARGs污染形势十分严峻。Ji等[6]在

规模化猪场和牛场粪污中检测到磺胺类耐药基因

（sulⅠ、sulⅡ、sulⅢ和 sulA）和四环素类耐药基因（te⁃

tO、tetW、tetM和 tetB），其中 sulA、sul1和 tetW在两种粪

污中均显示较高丰度；Mu等[7]在规模化鸡场粪污中发

现喹诺酮类耐药基因 oqxB 和大环内酯类耐药基因

ermB，其绝对浓度分别达 3.5×1010、2×109 copies·g-1；

此外，在大规模养殖的猪场和鸡场粪污中也有研究[8]

调查了氨基糖苷类、氯霉素类和万古霉素类等耐药基

因，结果显示各类耐药基因在所测样本中均有检出。

值得关注的是，在规模化养殖的畜禽环境中发现了与

人类健康密切相关的高风险耐药基因。如有学者在

部分鸡场粪污中检出了绝对丰度高达 106~107 copies·
g-1的 blaTEM[9]；同时Yang等[10-11]在规模化猪场粪污中还

发现了 blaOXA-1、blaTEM-1、blaGES-1等十余种 β-内酰胺类

耐药基因，并证实猪场粪污是高风险耐药基因 blaNDM
和mcr-1的重要储库。另外，近年来畜禽养殖环境中

具有多重耐药性的“超级细菌”的出现[12]，进一步凸显

了养殖环境中细菌耐药问题的严重性。

目前，畜禽粪污中ARGs的污染问题已引起学者

们的广泛关注，相关报道亦陆续增多。然而现有报道

主要集中在规模化畜禽养殖环境中 ARGs的污染研

究，而有关家庭农场畜禽养殖环境中ARGs的污染规

律及其对农田环境的影响尚不清楚，仍缺乏相关的研

究数据。现如今，家庭农场畜禽养殖是我国乡村地区

的主要养殖方式，具有养殖场数量多、养殖地点分散、

抗生素使用不规范、粪污收集困难且缺乏后续处理设

施等特点[13]。其产生的粪污未经处理或者处理不当

而随意排放给农村生态环境造成了巨大压力，由此引

起的环境污染日益严重，对公共健康的危害不容忽

视。因此，解析家庭农场养殖粪污中ARGs污染情况

及其潜在的环境风险，对于全面了解和控制我国畜禽

养殖环境中ARGs的污染亦十分必要。

天津市蓟州区家庭农场具有分布广、数量多

（600~700家）、养殖畜种丰富等特点，是研究家庭农

场的典型区域。因此，本研究选取天津市蓟州区 22
家粪污还田达 2年以上的具有代表性的家庭农场（8
家猪场、8家牛场和 6家鸡场）作为考察对象，采用实

时荧光定量 PCR方法对养殖粪污及施用粪肥的农田

土壤中 ARGs进行了全面调查。比较天津市蓟州区

家庭农场不同畜种间常见 ARGs的污染特征及差异

性；详细分析不同畜种及其周边环境中常见ARGs的
多样性及污染水平；特别针对与人类健康密切相关的

高风险β-内酰胺类ARGs和多黏菌素耐药基因mcr-

1，评估其在家庭农场中的分布及污染状况；探讨家庭

农场畜禽粪肥的施用对农田土壤中 ARGs的影响及

存在的环境风险。本研究提供了家庭农场畜禽养殖

环境中各类抗生素耐药基因的综合概况，为家庭农场

畜禽养殖过程中兽用抗生素的管理和使用提供参考，

以期减轻这些高风险耐药决定因子的传播。

1 材料与方法

1.1 试验材料

试验样品于 2018年冬季在天津市蓟州区（北纬

39°45′~40°15′，东经 117°05′~117°47′）22家典型的

家庭农场内采集，包括 8 家猪场、8 家牛场和 6 家鸡

场，共 38个粪便样品和 44个土壤样品。粪便样品主

要采自舍内新鲜粪便，试验土壤为施用粪肥 2 年以

上的农田土壤，对照土壤则是在同区域未施用粪肥

或少有人活动的地方采集。养殖场分布的详细信息

见图 1。
1.2 样品采集及预处理

根据粪堆的大小分别收集 3~5 个粪便样本，

采样方法按照《畜禽粪便监测技术规范》（GB/T
25169—2010）操作。土壤样品采用梅花采样法采集

0~15 cm耕层土壤，采样方法按照《农田土壤环境质量

监测技术规范》（NY/T 39—2012）操作。将粪便和土壤

样品使用冷冻干燥机进行处理后，将等量的离散子样

品混合，并通过2 mm的网筛制备复合样品。样品预处

理完成后于-20 ℃保存至实验室，等待DNA提取。

1.3 DNA提取及PCR反应

采用 Fast DNA SPIN Kit for soil 试剂盒（MP Bio⁃
medicals，LLC，Santa Ana，CA，美国）按操作手册对

0.5 g粪便和 0.5 g土壤进行DNA提取，采用超微量紫

外可见光分光光度计检测 DNA 样品纯度。对每个
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DNA 模板进行普通 PCR 检测，PCR 反应体系为 25
µL，包括 12.5 µL 2×EasyTaq PCR SuperMix（TransGen
Biotech，Beijing，China）、上下游引物各 0.5 µL（10
μmol·L-1）、0.5 µL DNA模板和 11 µL ddH2O。反应条

件为 95 ℃预变性 5 min，35个循环包括 95 ℃变性 30
s，退火 30 s（退火温度详见表 1），72 ℃延伸 30 s至 1
min。特异性引物详细信息见表 1。最后采用 1%琼

脂糖凝胶电泳检测，确定扩增产物是否含有目的基

因，详细步骤见参考文献[14]。
1.4 实时荧光定量PCR

本研究对 21个ARGs进行 qPCR检测，使用仪器

7500实时荧光定量 PCR仪（Applied Biosystems美国）

进行实时 qPCR 分析。将提取的 DNA 样品稀释 10
倍，qPCR 反应体系为 20 µL，包括 10.0 µL TB Green
Premix Ex Taq（Tli RNase H Plus，Takara）、上下游引物

各 0.4 µL、0.4 µL ROX Reference Dye Ⅱ 、6.8 µL
ddH2O和 2 µL DNA模板。两步法 qPCR扩增过程如

下：预变性95 ℃持续30 s，随后是40个循环包括95 ℃
变性 5 s，60 ℃退火/延伸持续 34 s，熔点曲线分析在

60~95 ℃之间进行。每个DNA模板设置 3个平行，无

菌水为阴性对照，qPCR反应程序和标准曲线的制作

参照文献[10]。最终换算为样品中耐药基因的相对

浓度（ARGs copies/16S rRNA gene copies）。

1.5 数据分析

采用 SPSS 22.0对数据进行ANOVA方差分析，以

P<0.05作为差异显著水平。采用R软件的 pheatmap
制作热图，RStudio 软件的 Boxplot 制作箱线图，利用

Origin 2017绘制了土壤分析柱状图。数据的相对丰

度、平均值和标准差的计算均使用Excel 2007。
2 结果与讨论

2.1 家庭农场养殖粪污中常见耐药基因的总体污染

特征及差异性

为了研究家庭农场畜禽粪污中 ARGs的污染特

征及分布规律，本文在蓟州区选取 22家典型的养殖

场（包括牛场、鸡场和猪场），针对常见的 5类典型抗

生素的 15种ARGs进行了系统的调查。从耐药基因

的赋存来看（图 2），磺胺类耐药基因（sul1和 sul2）、四

环素类耐药基因（tetO、tetQ、tetW、tetX和 tetL）、大环内

酯类耐药基因（ermB 和 ermC）和链霉素类耐药基因

图1 天津市蓟州区养殖场分布图

Figure 1 Distribution map of livestock farms in Jizhou area of Tianjin

猪场 存栏量110~300
牛场 存栏量50~120
鸡场 存栏量5000~8000
1∶400 000

N

青甸洼蓄洪区
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（aadA、strA 和 strB）遍及所有样品，检出率为 100%
（38/38）；而喹诺酮类耐药基因 qnrS、qnrB和 oqxB的检

出率为 73%（28/38）、94%（36/38）和 92%（35/38），由

此可见，磺胺类、四环素类、大环内酯类和链霉素类耐

药基因在家庭农场畜禽粪污中存在范围最广。这主

要是因为这几类抗生素具有抗菌广、见效快和价格低

廉等优点，被广泛用于养殖业，导致其相应的 ARGs
在畜禽粪污中蓄积[20]。

值得注意的是，喹诺酮类耐药基因（oqxB、qnrS和

qnrB）在猪场粪污中不仅检出率为 100%，其污染水平

靶基因Target gene
16S rRNA

sul1

sul2

qnrB

qnrS

oqxB

aadA

strA

strB

tetL

tetX

tetO

tetW

tetQ

emrB

emrC

blaOXA-1

blaampC

blaTEM-1

blaGES-1

blaNDM

mcr-1

引物序列（5′~3′）Primer sequence（5′~3′）
F-CGGTGAATACGTTCYCGG

R-GGWTACCTTGTTACGACTT
F-CGCACCGGAAACATCGCTGCAC
R-TGAAGTTCCGCCGCAAGGCTCG
F-TCCGGTGGAGGCCGGTATCTGG
R-CGGGAATGCCATCTGCCTTGAG
F-GGMATHGAAATTCGCCACTG
R-TTYGCBGYYCGCCAGTCGAA
F-GCAAGTTCATTGAACAGGGT
R-TCTAAACCGTCGAGTTCGGCG
F-TCCTGATCTCCATTAACGCCCA
R-ACCGGAACCCATCTCGATGC

F-GGTTATCGCCGAAGTATCAACTC
R-CACCGTAACCAGCAAATCAATATC

F-TCAATCCCGACTTCTTACCG
R-CACCATGGCAAACAACCATA
F-ATCGCTTTGCAGCTTTGTTT

R-ATGATGCAGATCGCCATGTA
F-GGTTTTGAAYGTYTCATTACCTGAT
R-GATAGCTTTCCATATASAGCTGTTCC

F-AGCCTTACCAATGGGTGTAAA
R-TTCTTACCTTGGACATCCCG

F-ACGGARAGTTTATTGTATACC
R-TGGCGTATCTATAATGTTGAC
F-GAGAGCCTGCTATATGCCAGC
R-GGGCGTATCCACAATGTTAAC
F-AGAATCTGCTGTTTGCCAGTG
R-CGGAGTGTCAATGATATTGCA
F-CCGATACCGTTTACGAAATGG
R-TACTTTGGCGTGTTTCATTGC
F-GAAATCGGCTCAGGAAAAGG
R-TAGCAAACCCGTATTCCACG
F-TATCTACAGCAGCGCCAGTG
R-CGCATCAAATGCCATAAGTG

F-CCTCTTGCTCCACATTTGCT
R-ACAACGTTTGCTGTGTGACG
F-CATTTTCGTGTCGCCCTTAT

R-GGGCGAAAACTCTCAAGGAT
F-ATGGCACGTACTGTGGCTAA
R-TGACCGACAGAGGCAACAT

a-CGCCATCCCTGACG-ATCAAA
s-CTGAGCACCGCATTAGCCG
F-CGGTCAGTCCGTTTGTTC
R-CTTGGTCGGTCTGTAGGG

退火温度Annealing temperature/℃
55

56
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62
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60
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（10-6~10-3）也显著高于鸡场（10-7~10-4）和牛场（10-8~
10-6）（P<0.05），其原因可能是动物饲料中该类抗生素

的添加方式不同，以及不同畜种间肠道菌群存在差

异[21]。然而，喹诺酮类以外的其他类耐药基因在鸡场

粪污中的相对丰度（10-4~10-2）却比猪场（10-5~10-2）和

牛场（10-6~10-3）更为严重，这与规模化养殖场不同畜

禽粪污中ARGs的赋存特征一致[8]。鸡的养殖密度大

且销售周期短，使用的抗生素剂量远高于猪场和牛

场；另外，与哺乳动物猪和牛相比，鸡的消化功能较

差，容易造成肠道内抗生素的残留，为耐药细菌的产

生提供了有利条件[22]，由此导致鸡场中ARGs污染严

重。此外，调查还发现在同一养殖场不同猪群的发育

阶段中ARGs的多样性与丰度也有所不同，例如母猪

粪中 ARGs 的污染水平（10-3~100）显著高于育肥猪

（10-3~10-5）和仔猪（10-4~10-2）（P<0.05），这可能与其

饲料配比、使用剂量和频率的差异有关[6]。

2.2 不同家庭农场养殖粪污中常见抗生素耐药基因

的污染分析

不同畜禽粪污中耐药基因的相对含量如图 3所

示。在鸡场粪污中（图 3A），除了喹诺酮类ARGs，其
他类耐药基因均以高浓度普遍存在。其中，sul1、
sul2、tetO、tetQ、tetW、tetL、tetX、strA、strB、aadA、ermB
和 ermC赋存水平相对较高，数量级高达 10-3~100；而

喹诺酮类耐药基因 qnrB、qnrS 和 oqxB 的相对丰度仅

为 10-7~10-4。特别值得注意是，磺胺类耐药基因 sul1
和大环内酯类耐药基因 ermB在鸡场粪污中的丰度显

著高出其他类耐药基因（P<0.05），达到 10-2~100，其污

染最为严重的原因可能是 sul1位于可移动遗传元件

int1和 int2上，可以促进 sul1在微生物群落中的持久

性[23]；以及类似 Tn1545-like转座子的移动基因元件

可促进 ermB在不同介质间转移，提高了其在粪污环

境中的污染水平[24]。此外，关于四环素类ARGs的研

究发现，表达核糖体保护蛋白机制的基因含量高于其

他表达机制[25]，而在本研究中表达核糖体保护蛋白机

制的基因 tetO、tetQ、tetW与编码外排泵基因 tetL和酶

修饰基因 tetX 的相对丰度却在同一污染水平（10-3~
10-1）；tetL和 tetX浓度偏高的原因可能是蓟州区鸡场

粪污环境与其传播机制相互作用的结果。另外，从污

染水平来看，还发现家庭农场的鸡场粪污中耐药基因

的丰富度高于规模化鸡场粪污，如 Mu等[7]在天津市

规模化鸡场中的调查结果显示四环素类耐药基因

tetW和 tetX丰度水平为 10-2~10-1，而本研究中相应的

四环素类耐药基因的最高含量却达到了 100；同时

sul1和 ermB的污染水平也比规模化鸡场中相应耐药

基因的水平高出1~2个数量级[26]。

与鸡场粪污中 ARGs 不同的是，猪场粪污中所

有耐药基因包括喹诺酮类ARGs普遍存在（图 3B），且

tetO、tetQ、tetW、tetX、tetL和 ermB的污染相对较严重，

其水平高达 10-3~100。从图 2B还可以明显看出，四环

素类耐药基因 tetO和大环内酯类耐药基因 ermB在猪

场粪污中的相对水平显著高出其他类耐药基因，均达

到 10-2~100。其中 tetO普遍存在偶联质粒上，增加了

其水平转移的风险[27]；ermB的宿主菌如肠球菌等在粪

污中广泛分布[24]，由此导致 tetO和 ermB含量偏高。从

四环素的抗性机制角度分析，发现猪粪中编码核糖体

保护蛋白基因 tetO、tetQ和 tetW的相对含量（10-2~100）

图2 家庭农场畜禽养殖粪污及其周边土壤中ARGs的相对丰度

Figure 2 The relative abundance of ARGs in livestock waste and surrounding soils from family farms

1F~8F：育肥猪粪；1P~8P：仔猪粪；1S~8S：母猪粪；1C~8C：牛粪；1J~8J：鸡粪；PS：施用猪粪肥的土壤；CS：施用牛粪肥的土壤；JS：施用鸡粪肥的
土壤；PCK：猪场对照土；CCK：牛场对照土；JCK：鸡场对照土；NULL：未检出

1F~8F：Fattening pig feces；1P~8P：Piglet feces；1S~8S：Sow feces；1C~8C：Cattle feces；1J~8J：Chicken feces；PS：Soil of pig manure；CS：Soil of cattle
manure；JS：Soil of chicken manure；PCK：Control soil of pig farms；CCK：Control soil of cow farms；JCK：Control soil of chicken farms；NULL：No detected
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显著高于编码外排泵基因 tetL（10-3~10-2）和酶修饰基

因 tetX（10-3~10-1）（P<0.05），这可能由于核糖体保护

蛋白机制是动物胃肠道中四环素抗性的主导机制，且

与接合质粒和整合子等密切相关造成的[27]，同时该规

律与 Chen等[23]研究结论一致。此外，虽然喹诺酮类

ARGs在猪场粪污中均有检出，但其污染水平不高，仅

为 10-7~10-4；qnrS和 qnrB同为质粒介导的喹诺酮类耐

药基因[28]，而前者的污染水平（10-5~10-3）显著高于后

者（10-7~10-5）（P<0.05），其原因可能是本试验所测的

区域环境不利于相应菌落的生长繁殖。有学者对规

模化猪场ARGs的分析中发现，ermB、strA、sul1、tetO、

tetQ、tetW和 tetX的污染较严重，相对含量在 10-6~10-1

范围内[8，29]，而上述基因在家庭猪场中的污染水平均

较高，最高达 100。蓟州区家庭农户主要依靠经验养

殖，养殖技术不完善、不规范和不标准，这是其污染较

重的主要原因[30]。

相比于鸡场和猪场，牛场粪污中各类耐药基因的

污染水平稍低，其相对丰度范围为 10-6~10-1（图 3C）。

四环素类耐药基因 tetO、tetQ、tetW和 tetX在牛场粪污

中的相对丰度最高，可达 10-2~10-1；磺胺类基因（sul1
和 sul2）、大环内酯类基因（ermB和 ermC）和链霉素类

基因（aadA、strA 和 strB）的污染水平次之，相对浓度

为 10-4~10-2。tetL（10-6~10-4）的相对含量显著低于其

他四环素类耐药基因，原因可能是 tetL在牛场粪污中

的相关菌属内分布有限。此外，喹诺酮类耐药基因在

牛场粪污中的污染水平相比于其他类的耐药基因亦

是最低，仅为 10-8~10-6，这与鸡场和猪场结果相似。

原因可能是牛本身对喹诺酮类抗生素摄入较少导致

粪污中的含量最低。

2.3 高风险耐药基因在家庭农场养殖粪污中的污染

情况及赋存规律

本研究针对家庭农场畜禽粪污中高风险的β-内
酰胺类耐药基因（bla基因）和多黏菌素耐药基因mcr-

1进行了详细调查。高风险耐药基因在家庭农场畜

禽粪污中的分布情况见图 2。从图中可知，blaampC、

blaTEM-1和 blaOXA-1在家庭农场（猪、鸡和牛）中存在普

遍，检出率均为 100%（38/38）；此外，mcr-1和 blaNDM也

有较高的检出率，分别达 84%（32/38）和 76%（29/38）；

而 blaGES-1的检出数量仅占总样品的 39%（15/38）。以

上结果表明高风险 bla基因中 blaampC、blaTEM-1和 blaOXA-1
在家庭农场畜禽粪污中较为常见，意味着这些基因及

其宿主细菌在目标养殖场存在高普遍性。

图 4表示养殖粪污中高风险耐药基因的相对含

量。如图所示，除 blaGES-1外，3种粪污中高风险耐药基

因的相对丰度大小一致为 blaampC>blaTEM-1>blaOXA-1>
blaNDM>mcr-1，与本课题组 Yang等[10-11]在规模化养殖

场报道的结果类似。其中 blaampC、blaTEM-1和 blaOXA-1在

猪场、鸡场和牛场粪污中均为主导基因，且相对丰度

较高，分别达 10-5~10-2、10-4~10-1和 10-6~10-3，与各养

殖场中常见的大环内酯类耐药基因 ermC的污染水平

相似。牛场中 blaampC、blaTEM-1和 blaOXA-1的污染水平较

低，其与不同畜禽的代谢能力及养殖方式的不同有着

密切关系。图 2 可看出，仔猪和母猪粪污中 blaampC、

blaTEM-1和 blaOXA-1的相对含量显著高出育肥猪约 1~2
个数量级（P<0.05），喂食的抗生素剂量和频率的差异

导致了该结果的发生。然而，与优势基因相比较，

blaNDM和mcr-1在猪场、鸡场和牛场粪污中的污染水

平显著偏低（P<0.05），分别为 10-8~10-5、10-9~10-6 和

图3 家庭农场中不同畜禽粪污中常见ARGs的相对丰度

Figure 3 Relative abundance of common ARGs in different livestock wastes from family farms
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图4 不同畜禽粪污中高风险ARGs的相对丰度

Figure 4 The relative abundance of high risk ARGs in different livestock manures
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10-9~10-5。blaGES-1在牛场中未检出，而在猪场和鸡场

的小部分样品中检出，这可能是由于相关的抗生素使

用较少或牛场粪污环境不利于相应菌群生长导致。

同时，Yang 等[10-11]在天津市规模化猪场的研究中显

示，bla基因和mcr-1的相对含量范围为 10-9~10-3，而

本研究中相应的高风险基因的最高含量却达到了

10-1。暗示着家庭农场畜禽环境中高风险耐药基因

污染问题的严重性，同时也反映出加强畜禽粪污合理

化处置的必要性。

2.4 家庭农场畜禽粪肥的施用对农田土壤中耐药基

因污染的影响

现如今我国推行畜禽粪污的还田利用，以改良土

壤和提高土壤肥力。为了确定家庭农场的畜禽粪肥

对农田土壤中耐药基因的影响，本研究还对长期施用

粪肥的农田土壤展开了系统的调查。结果如图 2所

示，在施用有机肥的土壤中抗生素耐药基因普遍存

在，其中磺胺类（sul1 和 sul2）、四环素类（tetO、tetQ、

tetW、tetL 和 tetX）、大环内酯类（ermB 和 ermC）、链霉

素类（strA、strB 和 aadA）和高风险的 β-内酰胺类

（blaampC、blaTEM-1和 blaOXA-1）耐药基因在所用样品中均

有检出，其中相对含量最高的 3种耐药基因为 sul1、
sul2和 tetO，均在 10-4~10-2范围内；另外，虽然高风险

基因中 blaNDM和mcr-1相对水平较低，为 10-7~10-5，但

其在土壤中亦分布广泛，检出率分别达 78%和 75%。

土壤中 ARGs的高检出表明它们在土壤环境中存在

高稳定性，应引起广泛注意。喹诺酮类耐药基因

qnrS、qnrB和 oqxB检出率最低，仅分别为 27%、34%和

52%。该类耐药基因在畜禽粪污中含量低是导致这

一结果的原因之一，其二也可能是因为粪污的堆肥过

程削减了部分喹诺酮类耐药基因，但该想法需要进一

步验证。这说明粪肥施用对农田土壤中喹诺酮类耐

药基因的赋存影响不大。

不同畜禽粪污的处理对农田土壤中 ARGs的影

响不同。通过对比未施用粪肥的对照土壤，分析粪肥

施用的农田土壤中耐药基因的富集情况，结果如图 5
所示。施用鸡粪肥后的土壤中 ARGs的相对丰度增

加了 18倍，而施用猪粪肥和牛粪肥则分别增加了 14
倍和 8 倍。由上述可得，3 种粪肥的施入对土壤中

ARGs影响依次为鸡粪肥>猪粪肥>牛粪肥。该结果

与不同动物粪污中ARGs的污染规律相一致，表明家

庭农场粪污中 ARGs的差异是造成不同粪肥土壤中

ARGs污染差异的主要原因；同时不同粪肥土壤中寄

主细菌的多样性和生存能力的差异，也可导致ARGs
的持久性不同[8，31]。显然，畜禽粪肥的施加可显著增

加土壤环境中抗生素耐药基因的丰度，这与以往的研

究结果相一致[32-33]。此外，不同施肥土壤中相同基因

的含量也有所不同（图 2），如鸡粪肥土壤中 sul1、emrB
和 blaOXA-1的相对丰度（10-2~100）显著高于施用猪粪肥

（10-3~10-2）和牛粪肥土壤（10-4~10-3）（P<0.05），这表

明同种耐药基因在不同土壤中的持久性也有所不同。

综上分析，除了喹诺酮类ARGs在 3种不同土壤中很

少检出，且mcr-1和 blaNDM浓度较低外，其他基因在施

肥后的土壤中均以高浓度普遍存在，由此可充分证明

家庭农场的畜禽粪污是农田土壤环境中抗生素耐药

基因的一个重要污染源。因此，采用有效的粪污处理

技术来控制家庭农场粪肥中耐药基因的污染问题势

在必行。

3 结论

（1）家庭农场畜禽养殖粪污中常见耐药基因污染
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图5 施用不同粪肥的土壤中ARGs的相对丰度

Figure 5 Relative abundance of ARGs in soil applied different animal manures

soil：试验土；ck：对照土；1~8：养殖场编号
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较为普遍且存在多种耐药机制并存的污染特点；高

风险耐药基因在畜禽粪污中的广泛分布，进一步凸

显了家庭农场畜禽养殖环境中耐药基因污染问题的

严重性。

（2）不同种类畜禽粪污中抗生素耐药基因的污染

程度存在差异，且不同生长发育阶段对猪粪中的耐药

基因污染存在影响。

（3）家庭农场畜禽粪肥的施用不仅显著增加土壤

环境中耐药基因的丰度，也增大了耐药基因在农业系

统中的扩散风险，同时揭示出家庭农场的畜禽粪污是

农业环境中耐药基因的一个重要污染源。

（4）应加强对家庭畜禽养殖场的管理，并针对养

殖密集区域集中设置粪污存储和处置设施，如粪污处

理厂和有机肥加工厂，遵循源头减量、过程控制和末

端利用的原则，实现粪水肥处理技术的一体化，进而

降低环境中耐药基因的传播风险。
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