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黄河中下游典型抗性细菌及抗性基因污染分布

闵威 1， 高明昌 2， 孙绍芳 1，3*， 宋茜茜 1， 邱立平 3，4
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术研究中心， 济南 250022； 4. 山东建筑大学市政与环境工程学院， 济南 250101）
摘要： 以黄河中下游某城市段的黄河水体作为研究对象，对其中可培养总细菌、 典型抗性细菌［阿莫西林（AMX）抗性细菌、 磺胺

甲 唑（SMZ）抗性细菌］及其对应的典型抗性基因［β-内酰胺类抗性基因（blaCTX-M）、 磺胺类抗性基因（sulI、 sulⅡ）］、 1种整合酶基

因 intⅠ1的季节及沿程分布进行调研分析 . 结果表明，该市黄河流域可培养总细菌、 AMX 抗性细菌和 SMZ抗性细菌受温度与人类

活动影响显著，其菌属组成与数量具有明显的时空分布特征，主要以芽孢杆菌属（Bacillus）和假单胞菌属（Pseudomonas）为主 . 抗

性基因丰度随温度降低呈下降趋势，β-内酰胺类抗性基因在总基因中占比高于磺胺类基因，磺胺类基因中以 sulI为优势基因 . 相

关性分析表明，Ⅰ型整合子是加速抗性基因传播的重要因素 . 研究有助于了解该地黄河水体抗性污染现状，可为黄河中下游流

域抗性基因风险评估提供理论支撑 .
关键词： 黄河流域； 抗性基因（ARGs）； 抗性细菌（ARB）； 时空分布； 荧光定量 PCR（qPCR）
中图分类号： X52 文献标识码： A 文章编号： 0250-3301（2024）02-0837-07 DOI： 10. 13227/j. hjkx. 202211314

Distribution of Typical Resistant Bacteria and Resistance Genes in Source Water of the 

Middle and Lower Reaches of the Yellow River
MIN Wei1，  GAO Ming-chang2，  SUN Shao-fang1，3*，  SONG Qian-qian1，  QIU Li-ping3，4

（1. School of Civil Engineering and Architecture， University of Jinan， Jinan 250022， China； 2. School of Conservancy and Environment， University of Jinan， Jinan 250022， China； 
3. Shandong Province Engineering Technology Research Center for Water Purification Functional Material， Jinan 250022， China； 4. School of Municipal and Environmental 
Engineering， Shandong Jianzhu University， Jinan 250101， China）
Abstract： The Yellow River water of an urban area located in the middle and lower reaches of the Yellow River was taken as the research object， in which the seasonal and along-
range distribution of total culturable bacteria， typical antibiotic resistant bacteria （amoxicillin resistant bacteria and sulfamethoxazole-resistant bacteria）， and their corresponding 
typical resistance genes ［β-lactam resistance gene （blaCTX-M） and sulfamamide resistance genes （sulI and sulⅡ）， as well as intⅠ1 were investigated.  The results showed that the total 
culturable bacteria， β-lactam-resistant bacteria and sulfonamide-resistant bacteria in the Yellow River Basin were significantly affected by temperature and human activities.  The 
composition and quantity of their genera had obvious spatiotemporal distribution characteristics， in which Bacillus and Pseudomonas were dominant in the composition and number of 
bacteria.  The abundance of resistance genes decreased with the decrease in temperature.  The proportion of β -lactam resistance genes in the total genes was higher than that of 
sulfanilamide genes， and sulI was the dominant gene in sulfanilamide genes.  Correlation analysis showed that class Ⅰ integron played an important role in accelerating the spread of 
resistance genes.  This study offers insight into the status quo of water resistance pollution in the Yellow River and provides theoretical support for the risk assessment of resistance 
genes in the middle and lower reaches of the Yellow River Basin.
Key words： Yellow River Basin； antibiotic resistance genes（ARGs）； antibiotic resistant bacteria（ARB）； spatial and temporal distribution； quantitative-polymerase chain reaction
（qPCR）

水环境中抗生素的长期赋存会诱导抗生素抗性

细菌（antibiotic resistance genes， ARGs）的增殖，进而

导 致 环 境 中 抗 性 基 因（antibiotic resistant bacteria， 
ARB）大量传播［1，2］. 抗性细菌和抗性基因作为新型环

境污染物，近年来在国际上引起广泛关注［3］. 抗性基

因可通过垂直基因转移［4］不断累积，并有可能通过水

平基因转移的方式［5，6］从抗性细菌传递到致病菌中，

引起抗药性的散播和流行［7］，给生态系统安全和人类

健康带来严重威胁［8，9］.
近年来，我国各大流域都发现存在不同程度的

抗性基因与抗性细菌污染问题［10 ~ 15］. 黄河作为中国

的母亲河，在中国经济社会发展和生态安全方面具

有十分重要的地位［16］，黄河中下游流域畜禽养殖业

发达，而导致抗生素污染问题尤其突出［17］. 但是目前

有关黄河中下游流域水体抗性细菌与抗性基因的污

染问题缺乏系统的研究 .
因此，本文以黄河中下游某城市段的黄河水体

为研究对象，对其中可培养总细菌、 典型抗性细菌

（AMX 抗性细菌、 SMZ 抗性细菌）、 典型抗性基因

（sulI、 sulⅡ 、 blaCTX-M）及 16S rDNA 含量的季节及沿程

分布进行调研分析，以期为黄河中下游流域水体抗

性细菌与抗性基因污染风险评价提供参考，并为全

面控制黄河中下游水环境中典型抗性细菌和抗性基
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因污染提供可靠数据支撑和依据 .
1　材料与方法

1. 1　实验试剂及仪器

主要试剂如下：E. Z. N. A Soil DNA Kit（Omega， 
美国），TaKaRa MiniBEST Agarose Gel DNA Extraction 
Kit Ver. 4. 0、 SYBR® Premix Ex TaqTM Ⅱ（Tli RNaseH 
Plus）和 TaKaRa Ex Taq （TaKaRa 日 本），TIAN prep 
Mini Plasmid Kit Ⅱ、 pGM-T 克隆试剂盒、 D2000 DNA 
Maker 和 6 × loading buffer（天根生化科技有限公司，

中国），PCR 引物（Invitrogen， 美国），磺胺甲 唑和阿

莫西林（源叶生物，中国）.
主 要 仪 器 如 下 ：梯 度 PCR 仪（MultigeneTM 

optimax， Labnet 美国），荧光定量 PCR 仪（LightCycle 
Nano， Roche 瑞士），凝胶成像仪（MiniBIS Pro， DNR， 
以色列），核酸微量定量仪（Nanodrop2000， Thermo 
Scientific， 美国）.
1. 2　水样采集

黄河自西向东流经该市，根据该市地形特点，

沿黄河流向设立 6 个取样点（A ~ F 点，如图 1 所

示），采样时间分别为夏季（6 月）、 秋季（10 月）和冬

季（12 月），环境温度分别在 28 ~ 35、 16 ~ 25 及−5 ~ 
8℃，采样时尽量避免降水与温差的影响；使用提前

消毒和反复冲洗后的 10 L 聚乙烯塑料桶于采样点

河流中央地带采样，避免河岸沉积物对水样的污

染 . 每个采样点在距离表层水体 1 m 的位置取 3 个

平行样品，取后避光用冰袋保存运送到实验室尽快

完成分析［18］.
1. 3　细菌检测

利用异养菌平板计数法来测定不同水样中可培

养总细菌（不添加抗生素 R2A 琼脂培养基［19］）、 可培

养 SMZ 抗性细菌（添加 64 mg·L-1磺胺甲噁唑 R2A 琼

脂培养基）和可培养 AMX 抗性细菌（添加 16 mg·L-1阿

莫西林 R2A 琼脂培养基）［20，21］的数量 . 筛选出单菌落

后，保存在 15% 的甘油中，委托上海博尚生物公司

测序 .
1. 4　抗性基因检测

1. 4. 1　水样 DNA 的提取

本实验中所涉及实验材料事先置于灭菌器中高

压灭菌，将不同采样点采集的水样用真空泵抽滤，利

用 0. 22 µm 孔径的醋酸纤维素滤膜收集水中细菌 .
使用 E. Z. N. A Soil DNA Kit（Omega 美国）试剂盒提取

样品 DNA.
1. 4. 2　PCR 反应

PCR 反应体系（50 µL）包括 Ex Taq 酶 0. 125 µL，
10 × Ex Taq Buffer（20mmol·L−1 Mg2 +  Plus） 2. 5 µL，
dNTP Mixture（2. 5 mmol·L−1） 2. 0 µL，模板 DNA 2. 0 
µL，上下游引物各 1. 0 µL，ddH2O 16. 375 µL. 反应程

序为：预变性（94℃， 5 min）、 变性（94℃， 30 s）、 退火

（30 s）、 延伸（72℃， 30 s）、 循环（36 次）和延伸（72℃， 
7 min）. 相关引物序列及相关信息如表 1所示 .

图 1　黄河中下游某城市段取样点分布示意

Fig. 1　Distribution of sampling sites in a city in the middle 
and lower reaches of the Yellow River

表 1　目标引物序列

Table 1　Target primer sequence
目标基因

sulⅠ

sulⅡ

blaCTX-M

intⅠ1

16S rDNA

引物名称

sulⅠ⁃F
sulⅠ⁃R
sulⅡ⁃F
sulⅡ⁃R

blaCTX-M⁃F
blaCTX-M⁃R

intⅠ1⁃F
intⅠ1⁃R
1369F
1492R

引物序列（5´-3´）
CGCACCGGAAACATCGCTGCAC
TGAAGTTCCGCCGCAAGGCTCG
TCCGGTGGAGGCCGGTATCTGG
CGGGAATGCCATCTGCCTTGAG

ATGTGCAGYACCAGTAARGTKATGGC
ATCACKCGGRTCGCCXGGRAT

GGCTTCGTGATGCCTGCTT
CATTCCTGGCCGTGGTTCT
CGGTGAATACGTTCYCGG

GGWTACCTTGTTACGACTT

扩增片段

163

191

300

146

143
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1. 4. 3　抗性基因定量检测及计算

本文利用荧光定量 PCR 技术（qPCR）对目标基因

进行定量检测 . 荧光定量 PCR 反应体系（20 µL）包括

SYBR Green PCR 混合染料 10 µL，上下游引物各 0. 8 
µL，模板 DNA 2 µL，ddH2O 6. 4 µL. 反应程序设定为：

预变性（95℃， 5 min）、 变性（95℃， 15 s）、 退火（20 
s）、 循环（45次）. 利用产物的溶解曲线验证样品扩增

特异性 .
将携带目标基因的质粒梯度稀释 10 倍，绘制

qPCR 标准曲线 . 相关目标基因的标准曲线和扩增率

如表 2所示 .

水环境样品中抗性基因的量可用绝对丰度和相

对丰度按公式（1）和公式（2）计算：

水样抗性基因的绝对丰度 ( copies·mL-1 ) =
模板拷贝数 ( copies·µL-1 ) × DNA模板总量 (µL )

水样体积 (mL )
（1）

水样抗性基因的相对丰度 =
水样中抗性基因的绝对丰度

16S rDNA的绝对丰度
（2）

2　结果与讨论

2. 1　典型抗性细菌时空分布特征

2. 1. 1　典型抗性细菌时间分布特征

不同季节黄河中下游某市黄河沿程取样点中可

培养总细菌、 AMX 抗性细菌和 SMZ 抗性细菌数量及

分布状况如图 2所示 . 可培养总细菌、 AMX抗性细菌

和 SMZ 抗性细菌数量在该市水体中具有明显的季节

性特征，随着温度降低（夏季到冬季），各取样点 3 种

菌的菌属数与菌落数量均呈现下降趋势，表明温度

下降对抗性细菌活性影响较大 .
如表 3 所示，随温度降低，可培养总细菌数量逐

渐减少，由夏季的 1. 99 × 104 CFU·mL−1降低至冬季的

0. 63 × 104 CFU·mL−1，数量减少 68% 以上，但菌属数

始终维持在 3 ~ 6 种之间，夏季总细菌菌属以芽孢杆

菌属（Bacillus）和假单胞菌属（Pseudomonas）为主，随

着温度下降，秋季芽孢杆菌属丰度由 64. 03% 下降至

13. 78%，假 单 胞 菌 属 、 莱 茵 海 默 氏 菌 属

（Rheinheimera）和 脑 膜 脓 毒 性 菌（Elizabethkingia 

meningoseptica）占比上升，冬季时假单胞菌属成为主

要菌属（68. 94%）. AMX 抗性细菌丰度受温度影响较

大，由夏季到冬季，其平均丰度由 1. 32 × 104 CFU·

表 2　目标基因定量所需的标准曲线与扩增效率 1）

Table 2　Standard curve and amplification efficiency 
of target genes for qPCR

目标基因

sulⅠ

sulⅡ

blaCTX-M

intⅠ1

16S rDNA

标准曲线

y = −3.502 2x + 40.64
y = −3.314 3x + 43.54
y = −3.513 4x + 46.68
y = −3.436 7x + 48.96
y = −3.544 3x + 36.78

R2

0.993 2
0.992 0
0.995 0
0.997 4
0.997 8

扩增效率/%
95

100
92
95
92

1）y为检测 Ct值，x为细胞拷贝数的 lg值

柱状图右侧数字表示各取样点检测到的不同菌属的数量

图 2　黄河水各季沿程可培养细菌分布

Fig.  2　Distribution of culturable bacteria along the Yellow River in 
different seasons

表 3　各季可培养细菌菌落数平均值/CFU·mL−1

Table 3　Mean number of culturable bacterial colonies 
in each season/CFU·mL−1

类型

总细菌

AMX 抗性细菌

SMZ 抗性细菌

夏季

2.08 × 104

1.38 × 104

1.12 × 104

秋季

1.70 × 104

7.03 × 103

4.19 × 103

冬季

6.35 × 103

2.63 × 103

1.66 × 103
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mL−1降低至 0. 26 × 104 CFU·mL−1，下降 80% 以上 . 同

时，平均菌属数量由 3 种下降为 2 种 . 夏季菌属以芽

孢杆菌属（15. 25%）、 假单胞菌属（72. 43%）和莱茵海

默氏菌属（9. 76%）为主，冬季低温下以假单胞菌属为

主要菌属，占比超过 85%. SMZ 抗性细菌丰度变化与

AMX 抗性细菌相类似，平均丰度随着温度降低，由

1. 10 × 104 CFU·mL−1 降低至 0. 17 × 104 CFU·mL−1，芽

孢杆菌属逐渐减少，假单胞菌属成为主要菌属 . 以上

结果表明温度对可培养总细菌、 AMX 抗性细菌和

SMZ抗性细菌具有较强选择性，假单胞菌属抗性细菌

具有良好的低温抵抗能力 .
从检测结果看，AMX 抗性细菌数在总体上高于

SMZ抗性细菌，这一现象可能是由于华东地区 β-内酰

胺类抗生素使用量远高于磺胺类［25］. 徐艳等［26］报道石

家庄汪洋沟地区地表水总细菌和磺胺类抗性细菌丰度

分别在 8. 40 × 103 ~ 2. 71 × 105 CFU·mL−1和 5. 33 × 101 
~ 8. 32 × 104 CFU·mL−1之间；欧丹云等［27］研究九龙江下

游流域四环素与氟甲砜霉素抗性细菌丰度在 8. 41 × 
103 ~ 1. 14 × 105 cells·mL−1 及 1. 61 × 102 ~ 5. 88 × 102 
cells·mL−1 之间；Moore 等［28］研究北爱尔兰 Lagan River
中四环素和 β-内酰胺类等 12种抗生素抗性细菌丰度

在 103. 8 ~ 104. 3 CFU·mL−1之间 . 对比可知，该市黄河水

中总细菌与 SMZ抗性细菌的赋存水平处于中等水平 .
2. 1. 2　典型抗性细菌空间分布特征

沿程条件下黄河中下游某市黄河沿程取样点中

抗性细菌数量变化及分布状况如图 2 所示 . 各季节

中 3类细菌数量从 A ~ F点检测的沿程菌落数具有明

显的区域特征，即沿河水流向呈现先上升后下降趋

势 . 从图 2 可知，A 和 F 点的 3 类细菌菌属数量最低，

而 E点 3类细菌菌属数量最高 . 可培养总细菌年平均

菌落数的低值区出现在 A 点，可培养总细菌数为

1. 05 × 104 CFU·mL−1，沿流向到取样点 C 可培养总细

菌数量上升至 1. 68 × 104 CFU·mL−1，随后在 F 点下降

至 1. 07 × 104 CFU·mL−1. 该市黄河中 AMX 抗性细菌

与 SMZ 抗性细菌年平均菌落数变化趋势与可培养总

细菌相似，在 E点达到最高值，F点取得最低值 . 由图

1 可知，A 点和 F 点位于该市郊区，人口较稀疏，而 E
点位于人口密集的城市下游，受人类活动干扰较大 .
以上数据表明，抗性细菌的空间分布特征受人类活

动影响显著 .
2. 2　典型抗性基因时空分布特征

2. 2. 1　典型抗性基因绝对丰度变化特征

为避免纯培养方法的局限性，对黄河中两种磺

胺类抗性基因（sulⅠ、 sulⅡ），一种 β-内酰胺类抗性基

因（blaCTX-M）和一种整合酶基因（intⅠ1）进行了定量检

测，结果如图 3所示 .

4 种基因绝对丰度的变化在总体上仍呈由夏至

冬逐渐衰减的趋势，这与 Luo等［24］报道的抗性基因季

节变化规律是一致的 . 磺胺类抗性基因受温度变化

影响较大，夏季各取样点 sulⅠ和 sulⅡ丰度平均值为

2. 07 × 105 copies·mL−1和 8. 75 × 104 copies·mL−1，到冬

季 sulⅠ和 sulⅡ丰度平均值仅剩 3. 63 × 103 copies·mL−1

和 4. 98 × 102 copies·mL−1，下 降 率 达 98. 25% 和

99. 43%. blaCTX-M与 intⅠ1基因同样遵循上述规律，但温

度对 β-内酰胺类抗性基因和Ⅰ型整合子 intⅠ1的影响

不如磺胺类抗性基因明显，intⅠ1 在三季里总平均丰

度最高，达 2. 47 × 105 copies·mL−1，这可能与整合子具

有广泛的抗生素抗性有关［29］. 徐秋鸿等［14］对夏季长

江口近岸地区水样进行了研究，结果表明水样中抗

性基因的绝对丰度平均值为 2. 32 × 104 ~ 7. 66 × 104 
copies·mL−1. 张丹丹等［30］研究了敖江下游各类抗生素

抗性基因的分布特征，目的基因绝对丰度介于 7. 7 × 
104 ~ 1. 5 × 106 copies·mL−1之间 . Na 等［31］对北黄海中

sulⅠ ， sulⅡ 进行了表征，其丰度范围在 3. 3 × 104 ~ 
3. 55 × 104 copies·mL−1之间 . 胡亚茹等［32］检测到华东

地区某饮用水源地中 sulⅠ和 sulⅡ的平均丰度分别为

2. 10 × 105 copies·mL−1和 1. 70 × 104 copies·mL−1. 上述

长江、 海河流域人口密集，抗生素使用和排放量

大［25］，致使其抗性基因污染较为严重，而该市黄河流

域抗性基因污染则处于国内一般水平 .
从空间角度分析，各抗性基因沿流向呈先降低后

上升趋势 . 上游段（A点和 B点）sulⅠ、 sulⅡ、 blaCTX-M和

intI1在夏秋中的丰度平均值相对较高，分别为 9. 87 × 
104、 5. 04 × 104、 1. 46 × 105 和 4. 37 × 105 copies·mL−1，

该段是农村禽、 畜、 渔养殖密集区，且夏秋季为畜禽

疫病防治重点时期，抗生素类药物使用量大且面源污

染严重，可能是加重该段河流中抗性基因富集的主要

原因［33-35］；中游段（C 点和 D 点）上述 4 种基因有所下

降；城市下游 E点受城市人类活动影响其抗性基因丰

度再次上升，达到最高值 2. 48 × 105、 1. 18 × 105、 1. 65 
× 105和 4. 50 × 104 copies·mL−1；在远离城市的 F 点，抗

性基因恢复到低丰度水平 . 上述分析表明：水环境中

整合子和抗性基因的赋存水平与人类活动、 城市开

发及抗生素释放密切相关［28，36 ~ 38］.
2. 2. 2　典型抗性基因相对丰度变化特征

抗性基因相对丰度可更好地反映各抗性基因的

分布情况，sulⅠ、 sulⅡ和 blaCTX-M的相对丰度计算结果

如图 4 所示 . 随着温度降低，3 种抗性基因相对丰度

均呈先减少后增多趋势 . 夏季 blaCTX-M 抗性基因相对

丰度为 1. 53 × 10−3，秋季略有下降，但冬季相对丰度

迅速上升至 1. 36 × 10−2，表明 AMX 抗性细菌对低温

具有较强适应性，导致该类抗性基因大量赋存 . 磺胺
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类抗性基因主要以 sulⅠ为主，夏季 sulⅠ相对丰度均

值为 1. 50 × 10−3，而 sulⅡ仅为 6. 09 × 10−4. 冬季时两者

增至 3. 66 × 10−3和 4. 82 × 10−4水平，含量差距更为明

显 . 冬季该市黄河流域进入枯水期，水面结冰导致常

规方法检测不到的厌氧菌与异养菌大量繁殖［39］，可

能是造成冬季 blaCTX-M与 sulⅠ的平均相对丰度高于夏

秋季的原因 .
3 类抗性基因相对丰度随沿程总体呈现先下降

后上升的趋势 . 其中，上游（A 点和 B 点）的高相对量

与养殖业抗生素的集中使用有关，而城市中心取样

点（C 点和 D 点）3 类抗性基因相对丰度略微下降，结

合总细菌变化趋势，推测人类活动导致河流中细菌

大量繁殖，进而 16S rDNA 检测值升高，而沿程下游中

细菌丰度下降，相对值有所上升 . 对比已有研究，该

流域段 β-内酰胺类抗性基因相对丰度高于太湖水

体［40］与黄浦江表层水体［41］. 磺胺类基因相对丰度与

海河流域［24］相近，低于北江流域［42］，而 Pruden 等［3］检

测科罗拉多州北部河流受磺胺类基因污染最严重的

地区中 sulⅠ和 sulⅡ相对丰度仅为 10−3和 10−4. 可见国

内各流域抗性基因污染问题必须予以高度重视 .

2. 3　Ⅰ型整合子与抗性基因相关性分析

整合子是实现抗性基因水平转移的重要遗传单

位［43， 44］，本研究采用 Spearman相关性检验［45］对Ⅰ型整

合子基因和其他抗性基因进行了相关分析，结果如

表 4 所示 . 可知磺胺类和 β-内酰胺类抗性基因均与

intⅠ1呈极显著相关性（P < 0. 01），说明整合子仍是加

速抗性基因传播的重要因素［44］. Luo等［24］对海河流域

进行了磺胺类基因与 I型整合子的相关性分析，结果

与本研究的相同 . 然而，前人对长江口近岸地区［14］和

温榆河流域［46］的分析表明 sulⅡ 与 intⅠ1 无显著相关

性，与本研究的结果不符 . sulⅠ可能作为Ⅰ型整合子

3’-CS 的组分，故与 intⅠ1 具有更强的相关性［47］. 除整

图 3　黄河水沿程抗性基因绝对丰度

Fig. 3　Absolute abundance of antibiotic resistance genes along the Yellow River

图 4　黄河水沿程抗性基因相对丰度

Fig. 4　Relative abundance of antibiotic resistance genes along the Yellow River
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合子外，sulⅡ 和 β-内酰胺酶基因的水平播散还与

ISCR 元件耦合，而 ISCR 结构使得抗性基因更容易在

质粒上整合，导致抗性基因的加速传播［48］.

3　结论

（1）该市黄河流域夏秋冬三季中可培养总细菌、 
AMX 抗性细菌、 SMZ 抗性细菌在菌属组成与数量变

化上均有明显的时空分布特征，这是由于温度变化

和人类活动影响造成的 .
（2）该流域段抗性基因污染情况处于一般水平，

其中 β-内酰胺类抗性基因（blaCTX-M）的检出丰度明显

高于磺胺类抗性基因，磺胺类抗性基因中 sulⅠ为优

势基因 .
（3）相关性分析表明，磺胺类抗性基因（sulⅠ 、 

sulⅡ）和 β-内酰胺类抗性基因（blaCTX-M）均与 intI1具有

显著相关性（P < 0. 01），表明整合子基因仍是加速抗

性基因传播的重要因素 .
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