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贡嘎山不同海拔土壤中抗生素抗性基因的多样性特征
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(西华师范大学环境科学与工程学院ꎬ四川 南充 ６３７００９)

摘　 要:抗生素抗性基因作为一种新型环境污染物ꎬ对生态环境安全和人类健康有严重的威胁ꎮ 目前对抗生素抗性基因的研

究大多是对城市土壤、污泥、农田土壤等受人为干扰较多的环境开展ꎮ 然而ꎬ人为干扰少的土壤中抗性基因的背景值研究仍

较为缺乏ꎮ 针对贡嘎山不同海拔高度的土壤ꎬ采用高通量实时荧光定量 ＰＣＲ 的方法ꎬ研究了其抗生素抗性基因和可移动遗传

元件的多样性及丰度特征ꎬ并探究其与环境因子的相关性ꎮ 结果发现:(１)贡嘎山海拔在 ２ ９４８~ ３ ６５１ ｍ 的 ７ 个土壤样品ꎬ共
检测到 １３２ 种不同的抗性基因和 １０ 种可移动遗传元件ꎮ 每个样品中的抗性基因种数为 ４６~ ８９ 个ꎬ并随着海拔的升高呈增加

趋势ꎮ 抗性基因的相对拷贝数为 ０.０１９~０.０４３ ｃｏｐｉｅｓ / ｃｅｌｌꎬ且不随海拔高度呈规律性变化ꎮ ７ 个土壤中检测到 ｉｎｔＩ－１(ｃｌｉｎｉｃ)和

ｔｎｐＡ－０２ 等可移动遗传元件ꎬ表明抗性基因的水平转移可能为这些土壤中抗性基因迁移的途径之一ꎮ (２)７ 种土壤的抗性基

因种类组成差异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ冗余分析表明 ＮＯ３
－－Ｎ、ＮＨ４

＋－Ｎ、含水量、海拔和有机质等土壤理化性质的差异可能

导致了不同土壤中抗性基因多样性的差异(解释率 ９７.１％)ꎮ 综上ꎬ受人为干扰较少的高原土壤中存在着多样性丰富的抗性

基因ꎬ该研究为抗生素抗性基因的污染研究提供了基础参考数据ꎮ
关键词:抗生素抗性基因多样性ꎻ高通量荧光定量 ＰＣＲꎻ土壤ꎻ贡嘎山ꎻ海拔

中图分类号:Ｓ１５４.３ꎻＸ５３　 　 文献标志码:Ａ　 　 文章编号:１６７３￣１８９１(２０２１)０２￣０００１￣０７

Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ Ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｓｏｉｌｓ ａｌｏｎｇ
Ｅｌｅｖａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｇｏｎｇｇａ Ｍｏｕｎｔａｉｎ

ＬＩＵ Ｙａｎꎬ ＬＵ Ｌｕ∗

(Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇꎬ Ｃｈｉｎａ Ｗｅｓｔ Ｎｏｒｍａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｎａｎｃｈｏｎｇꎬ Ｓｉｃｈｕａｎ ６３７００９ꎬ Ｃｈｉｎａ)

Ａｂｓｔｒａｃｔ:Ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｅｓ (ＡＲＧｓ) ａｒｅ ｅｍｅｒｇｉｎｇ ｐｏｌｌｕｔａｎｔｓ ｗｈｉｃｈ ｐｏｓｅ ａ ｓｅｒｉｏｕｓ ｔｈｒｅａｔ ｔｏ ｅｃｏｌｏｇｉｃａｌ ｅｎｖｉｒｏｎ￣
ｍｅｎｔ ａｎｄ ｈｕｍａｎ ｈｅａｌｔｈ. Ｒｅｃｅｎｔｌｙꎬ ｍｏｓｔ ｏｆ ｔｈｅ ＡＲＧｓ ｓｔｕｄｉｅｓ ａｒｅ ｆｏｃｕｓ ｏｎ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ ｕｒｂａｎ ｓｏｉｌｓꎬ ｓｌｕｄｇｅꎬ ａｎｄ ａｇｒｉ￣
ｃｕｌｔｕｒａｌ ｓｏｉｌｓ ｗｈｉｃｈ ａｒｅ ｉｎｔｅｎｓｉｖｅｌｙ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｄ ｂｙ ｈｕｍａｎｉｔｙ. Ｈｏｗｅｖｅｒꎬ ｔｈｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ＡＲＧｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｏｉｌｓ ｓｕｂｊｅｃｔｅｄ ｔｏ ｌｉｔ￣
ｔｌｅ ｄｉｓｔｕｒｂａｎｃｅ ｏｆ ｈｕｍａｎ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｉｓ ｌａｒｇｅｌｙ ｕｎｅｘｐｌｏｒｅｄ. Ｔｈｅ ｈｉｇｈ－ ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ
ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎｄ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ＡＲＧｓ ａｎｄ ｍｏｂｉｌｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｅｌｅｍｅｎｔｓ (ＭＥＧｓ) ｉｎ ｔｈｅ ７ ｓｏｉｌ ｓａｍ￣
ｐｌｅｓ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｌｔｉｔｕｄｅ ｏｆ ｔｈｅ Ｇｏｎｇｇａ Ｍｏｕｎｔａｉｎ. Ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ＡＲＧｓ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎｄ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｆａｃｔｏｒｓ ｗａｓ
ａｌｓｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ. Ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ １３２ ＡＲＧｓ ａｎｄ １０ ｍｏｂｉｌｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｅｌｅｍｅｎｔｓ (ＭＧＥｓ) ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ｓｏｉｌ ｓａｍｐｌｅｓ ａｔ ａｎ ａｌｔｉｔｕｄｅ
ｏｆ ２ ９４８~３ ６５１ ｍｅｔｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｇｏｎｇｇａ Ｍｏｕｎｔａｉｎ. Ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ４６~８９ ＡＲＧｓ ｓｕｂｔｙｐｅｓ ｐｅｒ ｓａｍｐｌｅｓ. Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ
ｉｎ ｔｈｅ ７ ｓｏｉｌ ｓａｍｐｌｅｓ ｒａｎｇｅｄ ｆｒｏｍ０.０１９ ｔｏ ０.０４３ ｃｏｐｉｅｓ / ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｅｌｌꎬ ａｎｄ ｄｉｄ ｎｏｔ ｃｈａｎｇｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｅｌｅｖａｔｉｏｎｓ. ＭＥＧｓꎬ ｉｎ￣
ｃｌｕｄｉｎｇ ｉｎｔＩ－１(ｃｌｉｎｉｃ) ａｎｄ ｔｎｐＡ－０２ꎬ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ａｌｌ ｔｈｅ ７ ｓｏｉｌ ｓａｍｐｌｅｓꎬ ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｈｏｒｉｚｏｎｔａｌ ｔｒａｎｓｆｅｒ ｏｆ
ＡＲＧｓ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ＡＲＧｓ ｓｐｒｅａｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓｏｉｌｓ. Ｔｈｅ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＡＲＧｓ ｓｕｂｔｙｐｅｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｄ ａｍｏｎｇ ｔｈｅ
７ ｓｏｉｌ ｓａｍｐｌｅｓ. Ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＮＯ３

－－Ｎꎬ ＮＨ４
＋－Ｎꎬ ｗａｔｅｒ ｃｏｎｔｅｎｔꎬ ａｌｔｉｔｕｄｅ ａｎｄ ＴＯＣ ｅｘｐｌａｉｎｅｄ ９７.１％ ｏｆ

ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ＡＲＧｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｌｔｉｔｕｄｅｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｇｏｎｇｇａ Ｍｏｕｎｔａｉｎ. Ｔｏ ｓｕｍ ｕｐꎬ ｄｉｖｅｒｓｅ ａｎｄ ａｂｕｎｄａｎｔ
ＡＲＧｓ ｅｘｉｔ ｉｎ ｔｈｅ ｎａｔｕｒａｌ ａｎｄ ｌｅｓｓ ｄｉｓｔｕｒｂｅｄ ｓｏｉｌｓ. Ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｄａｔａ ａｎｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｔｏ ｔｈｅ ＡＲＧｓ ｐｏｌｌｕｔｉｏｎ
ｒｅｓｅａｒｃｈ.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ:ＡＲＧｓ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙꎻ ｈｉｇｈ－ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲꎻ ｓｏｉｌꎻ Ｇｏｎｇｇａ Ｍｏｕｎｔａｉｎꎻ ａｌｔｉｔｕｄｅ



西昌学院学报(自然科学版) 第 ３５ 卷

０ 引言

抗生素抗性基因作为一种新型环境污染物ꎬ不
同于传统的化学污染物ꎬ抗性基因可通过各种可移

动遗传元件ꎬ如整合子、转座子或质粒等ꎬ通过基因

水平转移的方式进入其它环境细菌和致病菌

中[１－２]ꎬ对人类健康和生态环境造成潜在威胁[３]ꎮ
随着社会经济的快速发展ꎬ抗生素抗性基因在各种

不同环境介质中检测出ꎬ人类活动的干预被认为是

导致抗性基因显著富集的主要原因[４－５]ꎮ 一方面长

时间的不合理使用抗生素ꎬ导致抗生素抗性细菌和

抗生素抗性基因的富集和传播ꎬ以往的研究发现在

城市河流[６]、污水处理厂污泥[４]、农田土壤[７] 等受

人为干扰较多的环境中ꎬ抗性基因有高度的富集污

染ꎻ另一方面人类活动造成的重金属以及有机物的

污染ꎬ对抗性基因的富集有加剧作用[８]ꎮ 土壤中的

抗性基因主要包括天然土壤环境中抗性基因背景

值ꎬ以及通过有机肥施用、污水灌溉等人为活动带

入土壤环境的抗性基因[９－１０]ꎮ 对于受人为干扰较少

对环境研究中ꎬＺｈａｎｇ 等[１１] 在冰川土壤和人类抗生

素出现之前的深冻土中ꎬ均发现了多样性丰富的抗

性基因和可移动遗传元件ꎮ 在陆地表层深处[１２] 和

海洋深处[１３]均检测出多种抗性基因的存在ꎮ 然而ꎬ
随着大量关于人类活动对环境中抗生素抗性基因

富集污染的研究[４－５ꎬ１４]ꎬ受人为干扰较少的自然环

境中ꎬ抗生素抗性基因的多样性和丰度水平研究仍

存在很大空缺ꎮ
因此ꎬ本研究针对人为活动影响较小的贡嘎山

区域ꎬ采集了 ７ 个不同海拔梯度(２ ９４８ ｍ~３ ６５１ ｍ)
的典型代表土壤ꎬ采用高通量荧光定量 ＰＣＲ 的方

法ꎬ使用 ２９６ 对引物ꎬ对 ２８３ 对抗生素抗性基因和

１２ 对可移动遗传元件标记基因进行定量分析ꎬ探究

贡嘎山各海拔梯度中抗性基因和可移动遗传元件

的多样性和丰度ꎬ并耦合分析其与理化因子的关

系ꎬ以期为评估高原土壤的微生物生态安全提供理

论依据ꎬ也为未来评估不同土壤环境的抗生素抗性

基因污染水平提供的参考数据ꎮ

１ 材料与方法

１.１ 采样点描述

贡嘎山位于青藏高原东南缘(北纬 ２９°３３′１２″ ~
２９°３６′３０″ꎬ东经 １０１°５７′５０″~ １０２°０５′４９″)ꎬ在雅砻江

与大渡河之间ꎬ横断山系大雪山脉的中南段ꎬ最高

海拔 ７ ５５６ ｍ[１５]ꎮ 气候上处于我国东部季风区亚热

带与青藏高原高寒区温带的过渡带上ꎬ由于受到季

风气候的影响ꎬ贡嘎山各海拔梯度的温度以及降水

量均存在显著的不同ꎬ由于其特殊的山地生态系

统ꎬ不同海拔梯度上的植被类型也存在差异[１６]ꎮ 由

于特定的地理环境和特殊的气候条件ꎬ相比于平原

的人居聚集地ꎬ生态环境受人类活动的影响较小ꎮ
因此ꎬ笔者选取了贡嘎山 ７ 个海拔梯度的土壤作为

研究对象ꎬ进行其抗性基因和可移动遗传元件的分

布特征进行了分析ꎬ具体样点描述如表 １ 所示ꎮ
表 １　 贡嘎山采样点描述

编号 经纬度 海拔 / ｍ
Ｇ１ 北纬 ３０°３５′４２９″ꎬ 东经 １０２°２３′１８２″ ２ ９４８
Ｇ２ 北纬 ３０°３５′６４３″ꎬ东经 １０２°２３′７５″ ２ ９８７
Ｇ３ 北纬 ３０°３７′３８３″ꎬ东经 １０２°２３′６５７″ ３ １７４
Ｇ４ 北纬 ３０°３７′４４３″ꎬ东经 １０２°２２′５３３″ ３ ２７４
Ｇ５ 北纬 ３０°４１′０３.１６″ꎬ东经 １０２°２７′４８.６５″ ３ ４６７
Ｇ６ 北纬 ３０°４１′２１７１″ꎬ东经 １０２°２７′２６２″ ３ ４９３
Ｇ７ 北纬 ３０°４１′２５.９３″ꎬ东经 １０２°２７′１７.３２″ ３ ６５１

１.２ 样品采集

样品于 ２０１６ 年 １０ 月在贡嘎山(２ ９４８ ~ ３ ６５１
ｍ)采集ꎬ沿海拔梯度由低到高进行的采集ꎬ沿途共

设置了 ７ 个海拔梯度ꎬ每个采样点采集 ３~５ 个土壤

样品混合(５０ ｍ×５０ ｍ 样方)ꎬ依次编号为 Ｇ１、Ｇ２、
Ｇ３、Ｇ４、Ｇ５、Ｇ６、Ｇ７(表 １)ꎬ所有土壤样品采集土壤

表层 １０ ｃｍꎬ并去除可见植物根系和有机质残渣ꎬ土
壤样品放置于无菌袋中ꎬ立即运回ꎬ过 ２ ｍｍ 筛ꎬ冷
藏保存(４ ℃)ꎬ以备后续实验分析ꎮ
１.３ 理化性质分析

１.３.１ 土壤中 ｐＨ 的测定

采用 ｐＨ 仪 ( ＹＳＩ ６６００ ｍｕｌｔｉｐａｒａｍｅｔｅｒ ｐｒｏｂｅꎬ
ＵＳＡ)测定土壤的 ｐＨ 值ꎮ 取 ８ ｇ 土壤于 １５０ ｍＬ 的

锥形瓶中ꎬ加入水土质量比为 ５ ∶２的超纯水ꎬ随后将

样品放置于摇床上ꎬ用 １８０ ｒ / ｍｉｎ 的转速振荡 ６０
ｍｉｎꎬ振荡结束后ꎬ静置 １０ ~ １５ ｍｉｎ 后ꎬ取其上清液ꎬ
用 ｐＨ 计进行测定ꎮ
１.３.２ 土壤中含水量的测定

使用烘干称重法测定土壤中的含水量ꎮ 将小

烧杯洗净烘干ꎬ称取烧杯质量记下质量为 ｍ１ꎮ 称取

８ ｇ 新鲜土壤样品至烧杯中ꎬ把烧杯和土壤样品的总

质量记为 ｍ２ꎬ然后放在 ８０ ℃烘箱内烘干 １８ ｈ 后ꎬ取
出ꎬ盖好盖子后ꎬ放置于烘干器中ꎬ冷却至室温后ꎬ
记下质量 ｍ３ꎮ 根据公式:ｗ(Ｈ２Ｏ)＝ (ｍ２－ｍ３) / (ｍ３

－ｍ１)×１００％ꎬ计算其土壤的含水量 ｗ(Ｈ２Ｏ)ꎮ
１.３.３ 土壤有机碳的测定

取部分土壤样品进行风干ꎬ然后称取 １００ ｍｇ 样

品放入 ５０ ｍＬ 离心管中ꎬ加入少量去离子水ꎬ然后再
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加入 １０ ｍＬ 浓度为 １ ｍｏｌ / Ｌ 的盐酸溶液ꎬ并将其混

匀ꎮ 混匀后把离心管移至 ８０ ℃水浴锅里加热 ２０ ~
３０ ｍｉｎꎬ之后取出ꎬ冷却之后ꎬ去离子水定容到 ５０
ｍＬꎮ 以 ４ ０００ ｒ / ｍｉｎ 的转速在离心机上离心 １０
ｍｉｎꎬ去除上清液ꎬ之后再加入 ５０ ｍＬ 去离子水ꎬ重复

以上操作 ２ 次ꎮ 将离心管置于 ７０ ℃烘箱中 １２ ｈ 烘

干后ꎬ将其烘干的样品压碎至粉末状ꎬ再用锡箔纸

进行包样ꎮ 使用碳氮分析仪 ( Ｅｌｅｍｅｎｔａｒ － ＴＯＣꎬ德
国) 测定土壤中的有机碳 ( ｔｏｔａｌ ｏｒｇａｎｉｃ ｃａｒｂｏｎꎬ
ＴＯＣ)ꎮ
１.３.４ 土壤中的铵态氮和硝态氮的测定

采用 ２ ｍｏｌ / Ｌ 氯化钾浸提的方法来测定土壤中

的 ＮＯ３
－－Ｎ 和 ＮＨ４

＋－Ｎꎮ 称取 ５.０ ｇ 土壤样品至 ２５０
ｍＬ 的锥形瓶中ꎬ加入 ２５ ｍＬ 的 ２ ｍｏｌ / Ｌ 氯化钾溶

液ꎬ锥形瓶封口ꎬ在室温条件下ꎬ将样品放置于摇床

以 １８０ ｒ / ｍｉｎ 的转速保持 ６０ ｍｉｎꎬ之后取出放在稳定

的位置静置 ３０ ｍｉｎꎬ使用定量滤纸过滤后ꎬ可得滤

液ꎮ 如果提取液的颜色较深ꎬ可加入活性炭除色ꎮ
采用全自动间断化学分析仪(ＣｌｅｖｅｒＣｈｅｍ２００ꎬ德国)
测定滤液中的 ＮＯ３

－ －Ｎ 和 ＮＨ４
＋ －Ｎ 的含量ꎬ然后把

测定结果换算成每克干重的无机氮含量ꎬ每个土壤

样品做 ３ 个重复ꎮ
１.４ 总 ＤＮＡ 的提取

采用 Ｆａｓｔ ＤＮＡ Ｓｐｉｎ Ｋｉｔ ｆｏｒ Ｓｏｉｌ 试剂盒(ＭＰ Ｂｉｏ￣
ｍｅｄｉｃａｌｓꎬ Ｃｌｅｖｅｌａｎｄꎬ ＯＨꎬ ＵＳＡ) 提取土壤中的微生

物总 ＤＮＡꎬ每个样品 ３ 个重复ꎮ ＤＮＡ 浓度和质量采

用 ＮａｎｏＤｒｏｐ 分光光度计 ( Ｎａｎｏｄｒｏｐ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ
Ｉｎｃ.ꎬ Ｗｉｌｍｉｎｇｔｏｎꎬ ＤＥ)进行测定和评估ꎬ所提取的

ＤＮＡ 样品的 Ａ２６０ / Ａ２８０ 值为 １.８~２.０ꎬ提取的 ＤＮＡ
保存于－２０ ℃以备后续分析ꎮ
１.５ 高通量荧光定量 ＰＣＲ 测定抗生素抗性基因和

可移动遗传元件

　 　 土壤样品中的抗生素抗性基因在 ＳｍａｒｔＣｈｉｐ
Ｒｅａｌ－Ｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｓｙｓｔｅｍｓ(ＷａｆｅｒＧｅｎ Ｉｎｃ. ꎬ ＵＳＡ)高通

量实时荧光定量 ＰＣＲ 平台测定ꎮ 抗性基因引物根

据参照文献[５]ꎬ使用了 ２８３ 对抗性基因引物ꎬ８ 对

转座酶基因ꎬ４ 对整合酶－整合子基因和 １ 对细菌通

用 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因引物ꎮ 高通量荧光定量 ＰＣＲ 扩增

体系的体积为 １００ ｎＬꎬ其中各试剂终质量浓度为:
１×ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ ４８０ ＳＹＢＲ􀅹 Ｇｒｅｅｎ ＩＭａｓｔｅｒ Ｍｉｘ(Ｒｏｃｈｅꎬ
ＵＳＡ)ꎬ Ｎｕｃｌｅａｓｅ－ｆｒｅｅ ＰＣＲ－Ｇｒａｄｅ ｗａｔｅｒꎬ１ μｇ / μＬ 的

牛血 清 蛋 白 ( ＢＳＡ )ꎬ ５ ｎｇ / μＬ 的 ＤＮＡ 模 板 和

１ μｍｏｌ / Ｌ的上下游引物ꎮ 定量 ＰＣＲ 反应条件为:
９５℃预变性 １０ ｍｉｎꎻ９５ ℃变性 ３０ ｓꎬ６０ ℃退火延伸

３０ ｓꎬ总共 ４０ 个循环ꎻ热循环仪 Ｃｙｃｌｅｒ 的程序自动

升温进行熔解曲线分析ꎮ 高通量荧光定量 ＰＣＲ 每

个芯片都有不添加 ＤＮＡ 模板(用灭菌超纯水代替)
的阴性对照ꎮ 高通量荧光定量 ＰＣＲ 反应得到的数

据通过 Ｃｙｃｌｅｒ 预设定的筛选条件(扩增效率介于１.８
~２.２)进行导出ꎮ 根据 ＳｍａｒｔＣｈｉｐ Ｒｅａｌ －Ｔｉｍｅ ＰＣＲ
Ｓｙｓｔｅｍｓ 的灵敏度和精确度ꎬ确定循环次数 Ｃｔ 值为

３１ 时作为仪器的检测限ꎬ每个样品的 ２ 个重复均被

检测出ꎬ且扩增效率在 ９０％ ~ １１０％内被视为有效

数值ꎮ
１.６ 统计分析

抗生素抗性基因和可移动遗传元件的相对拷

贝数参照 Ｚｈｕ 等[１７] 的研究ꎬ用公式(１)进行估算ꎮ
根据 Ｓｔａｌｄｅｒ 等[１８]计算其绝对丰度ꎬ用公式(２)进行

计算ꎮ
Ｃ＝ １０[(３１－Ｃｔ) / (１０ / ３)] (１)

Ａ＝ Ｃ
１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的相对拷贝数

×

１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因绝对拷贝数 (２)
式中:Ｃ 是抗生素抗性基因的相对拷贝数ꎬｃｏｐｉｅｓ /
ｃｅｌｌꎻＣ ｔ是 ＰＣＲ 反应收集到特定荧光时的循环次数ꎻ
Ａ 是抗生素抗性基因的绝对丰度ꎬｃｏｐｉｅｓ / ｇꎮ

利用 Ｅｘｃｅｌ ２０１６ 计算所有数据的平均值和标准

差ꎮ 采用 ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ２３(ＩＢＭꎬ 美国)进行高级数

据 统 计 分 析ꎮ 条 形 图 是 由 ＯｒｉｇｉｎＰｒｏ ２０１８
(ＯｒｉｇｉｎＬａｂꎬ 美 国 ) 生 成 的ꎮ 采 用 冗 余 分 析 和

Ｐｒｏｃｒｕｓｔｅｓ 检验对抗性基因和细菌群落进行相关性

分析ꎬ使用 Ｒ ３.６.０ 软件的 ｖｅｇａｎꎬｄｅｖｔｏｏｌｓ 和 ａｄｅ４ 软

件包进行制图(Ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙ ａｎａｌｙｓｉｓꎬＲＤＡ)ꎮ 使用

ＨｅｍＩ 绘制热图ꎮ

２ 结果与讨论

２.１ 贡嘎山各海拔梯度的抗生素抗性基因和可移动

遗传元件的检测个数比较分析

　 　 如图 １ 所示ꎬ在贡嘎山 ２ ９４８ ~ ３ ６５１ ｍ 海拔区

间的 ７ 个土壤样品中ꎬ总共检测到 １３２ 种抗性基因

和 １０ 种可移动遗传元件ꎮ 在 ７ 个土壤样品中ꎬ每个

土壤中含有 ４６~８９ 种抗性基因和 ３ ~ ７ 种可移动遗

传元件ꎮ 在海拔 ３ ２７４ ｍ 的土壤(Ｇ４)中检测到最

高ꎬ在海拔 ２ ９８７ ｍ 的土壤(Ｇ２)中检测到最低ꎬ并
随着海拔的升高有增加趋势ꎮ 并且这一结果与 Ｍｃ￣
Ｃａｎｎ 等[１９]研究的高北极土壤生态系统中检测到抗

性基因种类数相当ꎬ在高北极土壤中共检测到 １３１
种抗性基因ꎬ并且各样品中检测到 １９~ ８９ 种抗性基

因ꎮ 该数据显著低于受人为干扰较多的环境中的

抗生素抗性基因种类个数ꎮ 在这 ７ 个土壤中的检测
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到的抗生素抗性基因个数(４６ ~ ８９ 种)显著低于河

口底泥 ( ２００ 种) [５]、养猪场以及周边土壤 ( １４９
种) [１４]、活性污泥(１５６ 种) [４] 等受人为干扰多的环

境中检测到抗性基因数量ꎬ该结果表明人类活动可

能加剧了抗性基因的传播ꎮ

图 １　 贡嘎山各海拔梯度的土壤中检测到的抗性基因和

可移动遗传元件的个数

从检测出的抗性基因个数来看ꎬ主导的抗性基

因是多重耐药类ꎬ占整体的 ２７.４％ꎬ其次是 β－内酰

胺类、氨基糖类、四环素类和 ＭＬＳＢ 类ꎬ分别占整体

的 １９. ２％、１３. １％、１２. ３％ 和 １１. １％ꎮ 这一结果与

Ｃｈｅｎ 等[２０]在南极深海底泥检测的抗性基因抗性类

型相似ꎬ表明在不受人类活动排入环境的抗生素或

污染物的胁迫下ꎬ抗生素抗性基因的自然背景组成

在不同环境样品中有一定的相似性ꎮ
２.２ 贡嘎山各海拔梯度土壤中的抗生素抗性基因和

可移动遗传元件的检测丰度比较分析

　 　 为了评估抗性基因和可移动遗传元件在整个

细菌群落中富集程度ꎬ计算了所有样品中每个细菌

细胞中抗性基因和可移动遗传元件的基因相对拷

贝数(图 ２)ꎬ以表征该样品中抗生素抗性基因的富

集程度和传播风险[４]ꎮ 由图 ２ 可知ꎬ贡嘎山各海拔

梯度的土壤样品中抗生素抗性基因的相对丰度为

０.０１９~ ０.０４３ ｃｏｐｉｅｓ / ｃｅｌｌꎬ可移动遗传元件的相对丰

度为 ０.０００~０.０１３ ｃｏｐｉｅｓ / ｃｅｌｌꎬ且其抗生素抗性基因

不随海拔高度呈规律性变化ꎬ而可移动遗传元件的

相对丰度则随着海拔高度的升高而增加ꎮ 贡嘎山

土壤中的抗生素抗性基因相对丰度与人为干扰少

的地区南极深海沉积物[２０]的结果相似ꎬ而显著低于

河口底泥[５]ꎬ养猪场及周边土壤[１４]ꎬ稻田土壤[７] 等

人为干扰多的地区ꎮ 进一步表明人类活动是抗生

素抗性基因传播和富集的重要因素ꎮ
贡嘎山各海拔梯度的土壤样品中抗性基因和

可移动遗传元件的相对丰度差异均有统计学意义

(Ｐ<０.０５)ꎮ 各海拔梯度上土壤环境的差异可能对

其抗性基因和可移动遗传元件的丰度有显著的影

响ꎮ 李超男等[２１] 发现海拔的高度会影响地区的营

养物质、ｐＨ、温度等环境因素ꎬ对土壤中的微生物群

落结构有着显著的影响ꎮ 已有大量的研究发现微

生物的群落结构和抗生素抗性基因有显著相关

性[２２]ꎬ表明贡嘎山各海拔梯度土壤中微生物群落结

构的不同ꎬ可能是造成抗生素抗性基因丰度的差异

的原因之一ꎮ
从不同种类抗生素抗性基因的相对丰度来看ꎬ

贡嘎山各海拔梯度的土壤样品中主导的抗性基因

的类型为多重耐药类、β－内酰胺类和万古霉素类ꎬ
分别占总相对丰度的 ７６.５％、７.５％和 ５.６％ꎮ 有研究

表明携带有多重耐药类基因的微生物可能对多种

抗生素具有耐药性ꎬ进而形成“超级细菌”ꎬ多重耐

药性类抗性基因的传播对人类和动物的抗感染治

疗是极大的威胁[２３]ꎬ一旦这些抗生素抗性基因进入

致病菌ꎬ则可能通过食物链或者直接感染进入人

体[２４]ꎬ对人类健康会有潜在的威胁ꎮ 万古霉素作为

人类抵抗细菌感染的“最后一道防线”之一[２５]ꎮ 在

贡嘎山样品中检测出万古霉素抗性基因ꎬ表明高原

土壤的微生物安全问题也亟待做科学评估ꎬ避免抗

性基因的潜在传播ꎮ

图 ２　 贡嘎山各海拔梯度的土壤中抗性基因和可移动

遗传元件的相对拷贝数

抗生素抗性基因在环境中的水平基因转移与

可移动遗传元件密切相关ꎬ抗性基因可以随着可移

动元件(如整合子、转座酶、质粒等)进行水平基因

转移ꎬ使得抗性基因在不同种属微生物间传播ꎬ更
是加剧了抗性基因在不同环境介质中的传播风

险[２６]ꎮ 如表 ２ 所示ꎬ在贡嘎山的土壤样品中ꎬ相关

性分析发现总抗性基因与总可移动遗传元件差异

无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎬ这一结果与以往对受人为

干扰较大的环境的研究相反ꎬ如在城市河流沉积

物[６]、稻田土壤[７]、粪肥[２７]等环境中ꎬ抗生素抗性基

因和可移动遗传元件的丰度均呈显著正相关ꎬ预示

着在这些环境中抗性基因的水平转移加剧抗性基

因的迁移和传播风险ꎮ 而在贡嘎山的土壤样品中
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相反的结果可能表明高原土壤中的抗生素抗性基

因的水平转移通量低于受人为干扰较多的环境ꎮ
然而ꎬ其总的抗性基因与转座酶类可移动元件有显

著相关性( ｒ＝ ０.８１ꎬＰ<０.０５)ꎬ表明贡嘎山的抗性基

因可能通过转座酶类移动元件进行水平基因转移ꎬ
进而增加其传播风险ꎮ

表 ２　 可移动遗传元件与各抗性基因相对拷贝数的相关性分析

总可移动遗传元件 整合子 转座酶

总抗性基因 －０.００７ －０.００６ ０.８１０∗

注:“∗”表示 Ｐ<０.０５ꎮ

２.３ 贡嘎山各海拔梯度的土壤中抗生素抗性基因和

可移动遗传元件的亚基组成分析

　 　 如图 ３ 所示ꎬ贡嘎山 ７ 个海拔梯度的土壤中抗

性基因和可移动遗传元件亚基组成差异有统计学

意义(Ｐ<０.０５)ꎮ ７ 个土壤样品中的主导抗性基因和

可移动遗传元件亚基为 ｍｅｘＦ、ｏｐｒＪ、ａｃｒＡ－０４、ａｃｒＡ－
０５(多重耐药类)ꎬｖａｎＣ－０３(万古霉素类)ꎬｍｐｈＡ－
０１(ＭＬＳＢ 类)ꎬｆｏｘ５(β－内酰胺类)和 ｉｎｔＩ－１(ｃｌｉｎｉｃ)
(整合子类)ꎬ占总相对丰度的 １.５％ ~ ４７.５％ꎮ 黄福

义等[２８]也研究发现施用了猪粪的水稻土壤中 ｍｅｘＦ
基因的丰度ꎬ相对于对照组土壤增加 １ ７９１ 倍ꎮ 随

着人类医疗中万古霉素的广泛使用ꎬ已在很多环境

中富集ꎬ如河口沉积物[５]、土壤[２９]、水体[３０]ꎮ 多重

耐药类基因 ｍｅｘＦ 和万古霉素类基因 ｖａｎＣ 在贡嘎

山地区被检测出高的丰度ꎬ表明贡嘎山地区可能受

到了轻微人类活动的影响ꎬ或是该高原环境选择出

这些抗性基因ꎮ ｉｎｔＩ－１(ｃｌｉｎｉｃ)临床一类整合子是环

境细菌 ｉｎｔ Ｉ１ 变体进化过程中的一个衍生物[３１]ꎮ
ｉｎｔＩ－１(ｃｌｉｎｉｃ)基因作为可移动遗传元件亚基可能加

剧其贡嘎山地区抗性基因的传播和扩散ꎮ
贡嘎山各海拔梯度的土壤中主导抗性基因和

可移动遗传元件亚基有所不同ꎮ 如低海拔 Ｇ１
(２ ９４８ ｍ)主导的亚基型为 ｍｅｘＦ、ｏｐｒＪ、ｏｐｒＤ(多重

耐药类)ꎬ ｃｐｈＡ － ０１、 ｆｏｘ５、 ｂｌａＳＦＯ ( β －内酰胺类)ꎬ
ｖａｎＹＢ(万古霉素类)ꎬｅｒｍ(３６)(ＭＬＳＢ 类)和 ｉｎｔＩ－１
(ｃｌｉｎｉｃ)(整合子类)ꎬ占总相对丰度的 ９３％ꎮ 高海

波 Ｇ７(３ ６５１ ｍ)主导的亚基型为 ｍｅｘＦ、ａｃｒＡ－０４、
ｍｅｐＡ、ａｃｒＡ－０５、ｑａｃＥｄｅｌｔａ１－０２(多重耐药类)ꎬｍｐｈＡ
－０１(ＭＬＳＢ 类)ꎬｔｅｔＧ－ ０１(四环素类)ꎬｐｎｃＡ(其他

类)和 ｉｎｔＩ－１(ｃｌｉｎｉｃ) (整合子类)ꎬ占总相对丰度的

８４％ꎮ 该结果表明ꎬ海拔高度是影响抗生素抗性基

因多样性组成的因素之一ꎮ 此前已有研究发现海

拔是影响稻田土壤中抗生素抗性基因分布和组成

差异的因素[７]ꎮ

图 ３　 基于抗性基因和可移动遗传元件的相对拷贝数热图

２.４ 贡嘎山海拔梯度的土壤中抗性基因与环境因子

的冗余分析

　 　 如图 ４ 所示ꎬ利用贡嘎山不同海拔梯度的 ７ 个
土壤样品抗性基因的相对丰度ꎬ以及 ６ 种理化因子
(ｐＨ、ＮＨ４

＋ －Ｎ、ＮＯ３
－ －Ｎ、海拔、ＴＯＣ 和含水量)做冗

余分析ꎮ 结果发现ꎬ贡嘎山各海拔梯度的土壤样品
分散于 ４ 个象限中ꎬ进一步表明贡嘎山各海拔梯度
土壤中的抗性基因多样性组成有所差异ꎮ 冗余分
析的总方差为 ９７.１％ꎬ表明能够真实地反映贡嘎山
各海拔梯度中环境因子对抗性基因分布的影响(图
４)ꎮ 冗余分析表明ꎬ影响贡嘎山各海拔梯度中抗性
基因的多样性和丰度的环境因子有 ＮＯ３

－－Ｎ、ＮＨ４
＋－

Ｎ、含水量、海拔和 ＴＯＣꎬ然而ꎬ各理化性质与抗生素
抗性基因差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)(图 ４、表 ３)ꎮ
很多研究表明抗生素抗性基因的组成和分布受到
环境样品理化性质的显著影响[７ꎬ３２－３３]ꎮ 有研究表示
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图 ４　 基于抗性基因的相对丰度和各环境因子的冗余分析

表 ３　 基于土壤样品的抗性基因相对丰度和各环境因子的

冗余分析得到 Ｅｉｇｅｎ、Ｆ 和 Ｐ 值

　 变量 Ｅｉｇｅｎ 值 变量解释率 / ％ Ｆ 值 Ｐ 值

ＮＯ－
３ －Ｎ ０.３３ ３３ ２.４４ ０.１４８

ＮＨ＋
４ －Ｎ ０.２９ ２９ ３.０５ ０.１２６

含水量 ０.２０ ２０ ６.６６ ０.２１２

海拔 ０.０９ ９ ０.９９ ０.４３８

ＴＯＣ ０.０５ ５ ０.４６ ０.６７０

ＮＯ３
－－Ｎ 和 ＮＨ４

＋ －Ｎ 作为土壤中重要的营养物质ꎬ
与土壤中抗生素抗性基因的分布情况呈显著相

关[７]ꎬｐＨ 作为影响土壤微生物群落结构的重要环

境因子ꎬ也对土壤的抗生素抗性基因的多样性有重

要影响[３４]ꎮ

３ 结论

本研究通过高通量荧光定量 ＰＣＲ 的方法ꎬ对贡

嘎山各海拔梯度的土壤中抗生素抗性基因的多样

性特征进行分析ꎬ得出以下结论:(１)在贡嘎山不同

海拔的土壤样品中抗性基因和可移动遗传元件的

个数、丰度及种类组成有显著差异ꎮ 所有样品中主

导的抗性基因的类型均为多重耐药类、β－内酰胺类

和万古霉素类ꎮ (２)贡嘎山各海拔梯度的土壤样品

中抗性基因和可移动遗传元件的种类个数和丰度

都显著低于受人为干扰较多的环境样品ꎬ为研究抗

生素抗性基因污染提供基础对照数据ꎮ (３)贡嘎山

不同海拔土壤的理化性质的差异可能导致不同土

壤中抗生素抗性基因多样性的差异ꎮ 未来针对受

人为干扰较少的自然环境中的抗生素抗性基因背

景值的研究ꎬ可从广度和深度上比较不同高原土壤

中抗生素抗性基因的分布规律ꎮ
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