
   

微生物学报  
Acta Microbiologica Sinica  
2018, 58(6): 1103-1115  
http://journals.im.ac.cn/actamicrocn  
DOI: 10.13343/j.cnki.wsxb.20170318  

Insect Microbes and Environmental Management 昆虫微生物与环境治理
 

                           

基金项目：国家水体污染控制与治理科技重大专项(2012ZX07101)；浙江省重点研发计划(2015C03009) 
*通信作者。E-mail：zhangzhijian@zju.edu.cn 

收稿日期：2017-06-28；修回日期：2017-09-18；网络出版日期：2017-12-04 

蝇蛆肠道微生物菌群对猪粪残留抗生素的降解及抗性基因的 

影响 

江承亮 1，李鸿毅 1，王行 1，腾昌运 1,2，冯诗韵 1,3，楼莉萍 1，张志剑 1,3* 

1 浙江大学环境与资源学院，浙江 杭州  310058 
2 杭州吾蚨美生物科技有限公司，浙江 杭州  311113 
3 杭州谷胜农业科技有限公司，浙江 杭州  311108 

 

摘要：【目的】过度使用抗生素作为动物饲料添加剂，导致畜禽粪便已成为抗生素抗性基因的主要蓄积

库，为了研究蝇蛆(Musca domestica)对猪粪中残留抗生素及抗性基因的影响，本文动态采集了实际农场

条件下蝇蛆转化过程中猪粪堆体及虫体样本。【方法】利用 qPCR、液相色谱-电喷雾质谱、同位素内标

法、Illumina 高通量测序以及局部相似性研究蝇蛆生物转化过程中残留抗生素降解效能及相关抗性基因

组变化的微生物生态机制。【结果】6 d 周期内，猪粪中四环素、土霉素、金霉素、强力霉素、磺胺嘧啶、

诺氟沙星、氧氟沙星、环丙沙星以及恩诺沙星等 9 种残留抗生素含量显著下降，累积减量为

34.3%–58.1%，每日减量百分比介于 7.8%–57.4%之间。猪粪中共检测到的 158 种抗性基因，其中有

118 种大幅衰减，衰减量平均达 79.3%；23 种抗性基因存在富集现象，富集倍数平均为 3.48。在蝇蛆肠

道的作用下，粪源微生物群落中 Bacteroidetes 相对丰度下降，Proteobacteria 相对丰度增加，尤其是

Ignatzschineria 增幅最大。网络分析发现，抗性基因的增减与微生物群落的变化显著相关，与抗性基因

衰减相关的微生物主要属于 Clostridiales 和 Bacteroidales，而与抗性基因富集相关的微生物主要为

Alcaligenaceae、[Weeksellaceae]及 Bacillales。【结论】蝇蛆可有效削减猪粪中的残留抗生素及防控抗性

基因向环境扩散。 
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中国是世界上最大的抗生素生产国和消费

国，有超过 46%的抗生素[1]作为疾病的预防治疗

剂或者促生长剂被用于畜牧养殖[2]，其中四环素

类、磺胺类与喹诺酮类是目前应用最广泛的三类
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广谱抗生素[3–4]。兽用抗生素进入动物体内后，只

有少量被吸收和降解，30%–90%的抗生素以母体

化合物的形式[5]连同其在体内诱导出的抗性基因[6] 

(antibiotic resistance genes，ARGs)随粪便一并进入

各类受纳环境；加之抗生素的滥用和过度使用，

加重了猪粪中微生物的选择压力以及抗性基因

的转移速度[7]，导致抗性基因和耐药菌的大量富

集，畜禽粪便已成为抗生素抗性基因重要的蓄 

积库[8]。 

相比传统堆肥，蝇蛆共生微生物的复杂性促

使其具备更高效的生物降解能力[9]。近年来，科

学家利用蝇蛆(Musca domestica)设计废弃物生物

反应器(图 1)，研发了高效能的蝇蛆猪粪生物转化

技术，并在国内多处实际应用[10]。张志剑等研究

发现，蝇蛆在 5–7 d 内可将新鲜猪粪转化成可施

用于土壤的有机肥 [11]，猪粪减量速率平均达

106±17 kg/(m3·d)，总体减量超过 70%，水分总量

减少 80%；收获的成熟蝇蛆其蛋白质含量为 57%，

虫粪堆肥理化性质及微生物特性(如潜在的酶活

性，异养呼吸)变化明显[11–12]。 

微生物是环境系统中抗性基因的主要宿主[13–14]，

这意味着微生物群落结构的改变很可能引起环境

抗性基因种类及其丰度的相应变化，特别需要注

意的是粪源微生物中的抗性基因可赋存与转移到

环境中的土著细菌，甚至转归至潜在的人类病原

菌[15]。目前，我们对蝇蛆可以在多大程度上影响

猪粪中微生物在分类学和功能的分布，这些微生

物特征变化又与相关抗性基因存在怎样的联系 

 

 
 

图 1.  5–7 日周期内猪粪/污染物(例如抗生素等)-蝇蛆反应器生物降解过程示意图 

Figure 1.  The diagrammatic sketch on manure/waste biodegradation (i.g., antibiotics in a housefly larvae (Musca 
domestica) vermireactor within 5–7 days. 1: The metabolism and growth of housefly larvae. 2: The physical 
reduction process of waste materials. 3: The synergy of manure enzymes and microorganisms. 4: Larvae harvest. 
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等方面知之甚少。与此同时，研究粪源细菌与蝇

蛆肠道共生细菌潜在的相互作用，进而探讨抗性

基因环境持久性及其防控策略，更具有生态学 

意义。 

本文动态监测了 6 d 周期内蝇蛆生物转化猪粪

过程中的残留抗生素、抗性基因和微生物组的动态

变化，旨在：(1) 评估猪粪残留抗生素降解效能及

阐明猪粪中抗性基因组的变化特征；(2) 了解蝇蛆

肠道如何改变粪源微生物的群落结构；(3) 阐明与

抗性基因动态变化相关的微生物生态演替机制。 

1  材料和方法 

1.1  实地农场蝇蛆生物反应器的设计与操作 

选取位于杭州市萧山区 (30°49'47.02"N ，

120°39'22.12"E)的杭州天元农业开发有限公司为

试验点，该公司的蝇蛆生物转化技术已有 5 年以

上的实际应用，设计最大日处理猪粪容量 150 t。

生猪粪取自附近养猪场，无需固液分离，经几小

时储存后直接用于蝇蛆堆肥。 

该农场采用温室大棚辅助蝇蛆生物猪粪全季节

运行[11–12]。周期为 6 d 的蝇蛆生物反应器采用半连

续投料模式(图 2)，猪粪在蝇蛆接种前按 11.0 kg/m2

的面密度平铺于水泥槽中(7.2 m×2.5 m×0.2 m)，厚

度约为 5 cm；再均匀接种孵化 12 h 后的幼蛆，接

种密度平均为 580000 只/m2。接种 12 h 后的第 1

日、第 2 日、第 3 日、第 4 日分别按 5.56、15.60、

15.60、5.56 kg/m2 的面密度添加新鲜猪粪，蝇蛆堆

体厚度累计增至 8–10 cm。 

1.2  猪粪及蝇蛆肠道采样 

猪粪样品随机取自未加蝇蛆前的反应器，标

记为 S0d；如图 2 所示，6 d 周期内，每日早上 

 
图 2.  蝇蛆堆肥过程中猪粪的投加模式(A)、蝇蛆肠道中转化示意图(B)以及蝇蛆堆肥过程物量平衡(C) 

Figure 2.  The larvae vermicomposting module with swine manure input during larvae gut passage. A: Operation 
of the semi-continuous feeding larvae vermireactor. B: The anatomy of the gut transit of housefly larvae (Musca 
domestica). C: The cumulative amount of fresh manure input, remaining residues and cumulative manure reduction 
mass (green curve). 
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8 点采集蝇蛆处理组样品，标记为 S1d、S2d、S3d、

S4d、S5d、S6d；同时收集蝇蛆样品，标记为 L1d、

L2d、L3d、L4d、L5d、L6d。每日下午 2 点按 2.1

设置的面密度投加生猪粪。设置对照组，除不添

加蝇蛆外，其他操作均与处理组相同，采集的样

品分别标记为 C0d、C1d、C3d、C6d。每日取样

后快速封存于便携式制冷设备，2 h 内送至浙江大

学，储存于–20 ℃冰箱，以便后续实验。样品使用

前冷冻干燥，研磨后过 0.15 mm 筛。 

1.3  抗生素的提取与分析 

本文检测了 3 类广谱抗生素中的 9 种，均属

于环境中常见的抗生素[3–4]，分别为：(1) 四环素

类 (TCs) ： 四 环 素 (tetracycline, TC) ， 土 霉 素

(oxytetracycline, OTC)，金霉素(chlortetracycline, 

CTC)，强力霉素(doxycycline, DOC)；(2) 磺胺类

(SAs)：磺胺嘧啶(sulfadiazine, SDZ)；(3) 喹诺酮

类(QLs)：诺氟沙星(norfloxacin, NFC)，氧氟沙星

(ofloxacin, OFC)，环丙沙星(ciprofloxacin, CFC)，

恩诺沙星(enrofloxacin, EFC)。 

提取与分析：准确称取样品 2.00 g 于 50 mL

聚乙烯离心管中，加入 20 mL 提取剂(磷酸盐缓冲

液和乙腈 (Mg(NO3)2-NH3·H2O)按体积比 3:1 混

合)，黑暗处涡旋混合 10 min，超声提取 15 min

后，置于黑暗处 12 h 后取出，以 5000 r/min 离心

10 min，转移上清液于新离心管中，残渣再重复提

取 2 次，所得全部提取液过 0.7 mm 的玻璃微纤维

过滤器后加入 500 mL 的超纯水稀释，使有机溶剂

含量少于 5%。利用全自动固相萃取仪，按仪器设

定程序操作对所得溶液进行净化处理。抗生素的

分离与检测采用液相色谱-电喷雾质谱联用技术，

用同位素内标法进行定量。所有抗生素的校准范

围为 5.0–300 µg/L。 

猪粪残留抗生素的累积减量百分比与每日减

量百分比的计算按照公式(1–4)计算。 

Ri Ri Vi Vi( )C M C M

S

  
 
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式中：CRi，Cvi 分别表示生猪粪与蝇蛆堆体在

第 i 天的抗生素浓度，单位 mg；MRi，MVi 分别表

示第 i 天投加的猪粪量以及剩余蝇蛆堆体的质量，

单位 kg；S 表示蝇蛆反应器的底表面积，单位 m2；

Ti 表示堆肥时间，单位 d (天)。 

1.4  DNA 提取 

蝇蛆肠道 DNA 提取前，先将蝇蛆饥饿处理

8 h，达到空腹状态后解剖，获得的中肠及后肠用

于 DNA 提取。猪粪样品 DNA 提取采用强力土壤

DNA 提取试剂盒(PowerSoilTM DNA Isolation Kit，

MoBio，USA)，按照试剂盒说明书步骤进行操作，

所得 DNA 样品均一化至相同浓度后再用于下游

利用。 

1.5  高通量 qPCR 测定抗性基因 

利用 Wafergen 智能芯片实时 PCR 平台测定

猪粪 DNA 样品中的 285 种抗性基因，每个样品

做 3 个重复，Ct 值 31 作为检出限。当一个基因被

多种引物标记时，只算作单个抗性基因。样品的

抗性基因相对丰度参考 Pfaffl[16]提出的数学模型

计算；C0d 作为标准样品，用于进一步计算所有

其他样品抗性基因的倍数变化。在计算抗性基因
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倍数变化时，若抗性基因没有扩增，则使用 Ct 值

31。检测到的抗性基因按照抗性机制以可耐抗生

素的种类进行划分。  

1.6  16S rRNA 测序、数据处理及分析 

DNA 样品利用 515F/806R 通用引物片段扩增

细菌 16S rDNA V4 区段后，由 Illumina Hiseq 测序

仪完成测序。原始数据上传至 DDBJ Sequence 

Read Archive 数 据 库 (Accession number: 

SRP050167)。先由 QIIME 软件(v1.8.0)[17]对原始数

据进行前处理 (过滤和分样后的样品 C6d.3 与

L5d.2 所含片段少于 100，因此没有用于下游分

析)；再运用 Usearch 软件(v6.1)去除嵌合体，每个

重复平均剩余 54250 条高质量片段，平均长度为

253 bp；然后，利用 Uclust 软件(v1.2.22q)将有效

序列在 97%的相似性水平上进行聚类，得 6436 个

OTUs，再与 Greengenes 数据库(13_8 release)[18]

比对，最后利用 RDP Classifier[19]对序列进行分类，

获得分类学信息。  

进一步分析前，将序列进行均一化处理以适应

不同的分析深度。微生物群落结构的 α 和 β 多样性

通过 QIIME 软件计算得出；运用 SourceTracker 追

溯微生物的来源[20]，过滤掉在小于 5 个样品中出

现的物种。6 d 周期内蝇蛆转化的猪粪作为“汇”，

蝇蛆肠道以及新鲜猪粪中的微生物为“源”，“未知”

表示“汇”中来源不明的“源”。 

此外，利用 Kruskal-Wallis 检验及 Dunn’s 事

后检验对数据进行差异统计分析，并以 C0d 的数

据作为参考底值，检验数据变化的显著性 (即   

P 值)。 

1.7  细菌类群与抗性基因的局部相似性分析 

基于局部相似性分析(Local Similarity Analysis，

LSA)[21]考察 6 日周期内 OTUs 或已注释细菌类群

的相对丰度与猪粪中抗性基因的关系，相对的局

部相似值和 P 值分别设为>0 和<0.01。获取基础网

络参数来构建原始结构关系，为减少网络结构的

复杂度，进一步去除相对丰度小于 0.1%的物种。

网络的可视化通过 Cytoscape 3.3 实现。 

2  结果和分析 

2.1  蝇蛆转化猪粪过程中残留抗生素的动态变化 

蝇蛆堆肥可显著影响猪粪中抗生素的浓度。

在蝇蛆转化过程中四环素类和磺胺类抗生素持续减

少，其中的土霉素、金霉素、磺胺嘧啶的累积减量

率分别为 23.8 mg/m2、8.34 mg/m2 和 4.09 mg/m2   

(表 1)，累积减量分别占投加生猪粪中相应抗生素

总量的 68.6%、69.8%和 72.3% (图 3)。由于在蝇

蛆成熟前(第 6 日)投加了生猪粪，每日减量率出现

部分下降。周期内喹诺酮类抗生素中的氧氟沙星和

恩诺沙星减量并没有持续，但氧氟沙星、环丙沙星

累积减量率持续上升，至第 6 日分别为 1.17 mg/m2

和 32.9 mg/m2，累积减量达 34.3%–58.1%。本实验

检测的 9 种抗生素接种蝇蛆后均快速减少，每日

减量百分比在 7.8%–57.4%之间，但减量速度随时

间推移逐渐下降。 

2.2  蝇蛆转化猪粪过程中抗性基因动态变化 

利用抗性基因集成芯片技术，本研究样品中

共检测到了 158 种不同的抗性基因(图 4)，其耐药

机制主要有三类：(1) 降解或取代活性基团，致使

抗生素失活；(2) 利用外排泵将细胞内的抗生素排

出，从而降低胞内抗生素浓度；(3) 胞外保护，即

在受体细胞的细胞膜上形成多糖类屏障阻止抗生

素进入[22]。 

猪粪中可对氨基糖苷类、氯霉素类、大环内

酯类、四环素类以及磺胺类抗生素产生耐药性的 
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表 1.  蝇蛆处理猪粪的第 1 (S1d)、3(S3d)、5 (S5d)、6(S6d)天的累积/每日抗生素减量率(n=3) 
Table 1. Cumulative and daily reduction rates of antibiotics after 1 (S1d), 3 (S3d), 5 (S5d), and 6 days (S6d) during swine 
manure vermicomposting using the housefly larvae (n=3) 

Item TC OTC CTC DOC SDZ NFZ OFC CFC EFC 

Cumulative reduction rate/(mg/m2) 

S1d 0.186±0.005c 5.23±0.34c 3.67±0.03d 0.204±0.014d 0.945±0.30d 0.476±0.031b 0.119±0.004d 10.7±0.5d 3.20±0.40d 

S3d 0.452±0.0027b 14.5±1.0b 6.65±0.43c 0.332±0.016c 2.74±0.06c 0.356±0.017c 0.523±0.017c 16.8±0.5c 6.57±2.24c 

S5d 0.542±0.046a 23.7±0.4a 7.62±0.25b 0.644±0.010b 3.82±0.03b 1.17±0.04a 1.51±0.050a 29.9±1.4b 8.58±0.56a 

S6d 0.595±0.037a 23.8±0.5a 8.34±0.06a 0.713±0.011a 4.09±0.12a 1.17±0.02a 0.857±0.036b 32.9±1.4a 7.92±0.18b 

Daily reduction rate/[mg/(m2·d)] 

S1d 0.194±0.007a 2.24±0.34a 3.67±0.00a 0.216±0.019a 0.935±0.033a 0.476±0.031a 0.123±0.051c 10.9±0.6a 3.20±0.40a 

S3d 0.145±0.020b 5.26±0.15a 2.20±0.18b 0.104±0.010c 0.913±0.020a 0.119±0.007d 0.174±0.006b 5.36±0.26b 2.19±0.08b 

S5d 0.108±0.009c 4.82±0.14a 1.43±0.67c 0.144±0.003b 0.808±0.027b 0.238±0.011b 0.298±0.012a 5.94±0.27b 1.72±0.11c 

S6d 0.099±0.006c 3.92±0.08b 1.39±0.10c 0.112±0.007c 0.630±0.11c 0.196±0.003bc 0.139±0.008c 5.49±0.22b 1.33±0.33d 

n is the number of repetitions. 
 

 
 

图 3.  蝇蛆处理猪粪的第 1、3、5、6 天的累积(A)和每日抗生素减量百分比(B) 
Figure 3.  Cumulative (A) and daily (B) antibiotic reduction in vermicompost after 1 (S1d), 3 (S3d), 5 (S5d) and 6 
days (S6d) during swine manure larvae vermicomposting. Lowercase letters represent significant levels of each group. 



江承亮等 | 微生物学报, 2018, 58(6) 1109 

 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

 
 

图 4.  抗性基因的衰减(A)、富集(B)及相关耐药机制的分布(C) 
Figure 4.  Attenuation or enrichment of antibiotic resistance genes and the associated mechanism of resistome. A: 
The descriptive statistics for attenuated resistance genes. B: The mechanism of resistance to the absence/presence of 
antibiotic resistant genes. C: The antibiotic to which they confer resistance.  
 

抗性基因均有存在。如图 4 所示，相比对照组，

处理组中 113种抗性基因在 6日周期内衰减 79.3% 

(P<0.05)，16 种抗性基因富集 5.6 倍，23 种抗性

基因富集 3.48 倍。这些基因主要通过失活以及胞

外保护机制对 β-内酰胺类、大环内酯类、四环素

类以及万古霉素类抗生素产生耐药性。 

2.3  蝇蛆肠道重塑堆体的微生物群落组成 

如图 5 所示，对照组相比，蝇蛆处理组的猪

粪细菌物种丰度随转化时间显著下降。所有样品

中，蝇蛆肠道菌群的多样性最低，并且第 1 日至

第 6 日群落结构(β 多样性)的变化最小。处理组堆

体 中 的 Proteobacteria( 变 形 菌 门 ) 显 著 增 加 

(P<0.05)，Bacteroidetes(拟杆菌门)下降(P<0.05)。

变形菌门为蝇蛆肠道的优势菌群，占所有序列的

92%，主要由 50%的 Ignatzschineria(依格纳季氏菌

属)、21%的 Providencia(普罗维登斯菌属)以及 12% 
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图 5.  微生物多样性(A)及群落结构(B) 
Figure 5.  Microbial diversity (A) and community structure (B) determined among studied samples by 16S rRNA analysis.  
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的 Pseudomonas (假单胞菌属)组成；但蝇蛆堆体中

普罗维登斯菌属并不丰富，主要为 30%的依格纳

季氏菌属和 6.3%的假单胞菌属。蝇蛆处理后堆体

中的依格纳季氏菌属和假单胞菌属分别比猪粪丰

富 28倍和 2倍。Bacteroides(拟杆菌属)和 Prevotella 

(普氏菌属)是已知猪肠道的优势菌群，但在处理组

堆体中却十分稀少。处理组前后堆体的微生物群

落结构差异显著，前期与猪粪最为接近，后期与

蝇蛆肠道共生菌群更相似。  

2.4  蝇蛆肠道共生微生物组与抗性基因的关系 

基于局部相似性分析发现(图 6)，某些衰减或

富集抗性基因与特定细菌类群的动态变化显著相

关；此外，富集抗性基因的网络结构比衰减的更

复杂，每个衰减抗性基因平均连接了 30.3 个节点，

而富集抗性基因只有 5.4 个。 

如图 6-A 所示，分类等级从门到 OTUs 的细菌都

与抗性基因存在关联，说明抗性基因在生物分类学上

分布很广。如 ermJ/ermD、vgaA-01、blaGES、vanXB

与拟杆菌门相关(P<0.01)，cfr 和 vatE-01 分别与

Acinetobacter (不动杆菌属)、Prevotellaceae(普雷沃

氏菌科)相关(P<0.01)。而与衰减抗性基因相联系

的细菌主要属于 Clostridiales (梭菌目)和拟杆菌 
 

 
图 6.  衰减、富集抗性基因与多水平菌群的网络分析图 

Figure 6. Local similarity analyses showing the potential linkage between dynamics of antibiotic resistance genes 
(ARGs) and taxa/OTU changing patterns in manure under vermicomposting (day 1 to day 6). A: Subnetwork 
organized between significantly attenuated ARGs and taxa/OTUs. B: Subnetwork organized between significantly 
enriched ARGs and taxa/OTUs. C: Subnetwork organized between significantly attenuated ARGs and members 
belonging to the order Clostridiales. D: Subnetwork organized between significantly attenuated ARGs and family 
members belonging to the order Bacteroidales. E: Subnetwork organized between significantly attenuated ARGs 
and OTUs/taxa belonging to the family Bacteroidaceae. 
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目，均属于猪粪的优势菌群。由图 6-C 和 6-D 可

知，除拟杆菌目的普雷沃氏菌科以及梭菌目中的

Tissierellaceae(泰式菌科)外，这两个目中其他大部

分科水平菌群存在相同的抗生素耐药机制，且与

普雷沃氏菌科和泰式菌科相关的抗性基因主要赋

存于移动遗传元件中。此外，通过图 6-C 可知，丰

度最大的 Bacteroidales 菌目与上述情况相同。这表

明族系相同的物种之间具有类似的抗生素耐药机

制，这也就解释了抗性基因可以在环境中长期存

在的原因。如图 6-B 所示，大部分衰减的抗性基

因不赋存于移动遗传元件内，可能与某些细菌类

群呈线性关系。mphA、aadA2、aadA5-2、aadA9-02、

tetG-01、cmlA1、tetR-02 等富集抗性基因，主要与

Alcaligenaceae ( 产碱菌科 ) 、 [Weeksellaceae]和

Bacillales (芽孢杆菌目)相关，它们在蝇蛆堆肥过程

中丰度明显增加，分别从 0.18%、0.38%、0.64%增

至 13%、26%、4.5%(图 5-B)。相比衰减抗性基因，

与富集菌群相关的抗性基因更可能赋存于移动遗

传元件内。假单胞菌属与 ampC-07、tet-xtet、L-02

等 富 集 抗 性 基 因 相 关 ， OTU 109756 属 于

Pseudomonadaceae(假单胞菌科)，与 mphA、aadA2、

aadA5-2、aadA9-02 和 tetG-01 正相关。依格纳季

氏菌属是猪粪经蝇蛆转化后堆肥中丰度最大的菌

群，但它仅与 aacC1 相联系。 

3  讨论 

本文发现，在蝇蛆与微生物共同作用下猪粪

中残留抗生素浓度显著下降。同样，已有众多研

究发现传统堆肥也可去除动物粪便中兽用抗生

素。Ramaswamy 等实验发现，家禽粪便经 38 d

堆肥后，盐霉素削减 99%[23]；鸡粪进行堆肥处理

40 d 后发现，超过 99%的 NFCs 被去除[24]。Dolliver

等研究猪粪堆肥 22–35 d 后莫能菌素和泰乐菌素

的变化，发现这两者减量可达 54%–76%[25]。但相

比传统堆肥，蝇蛆可在 6 d 内削减猪粪中 70%的

抗生素，显著缩短了处理周期，在处理时长和效

率等方面具有显著优势。有研究表明，温度、pH

等环境因子与抗生素的生物降解及转化存在正相

关关系[26–27]。课题组前期研究发现，与猪粪减量

关联的化学/生物化学因子(如有机质含量、酶活等)

也会影响抗生素的衰减[28]。 

蝇蛆肠道微生物组对猪粪中抗性基因组的动

态变化起着至关重要的作用，蝇蛆肠道筛选特定

的微生物物种(如依格纳季氏菌属、假单胞菌属和

产碱杆菌属)定殖成为后期蝇蛆堆体的优势菌群。

通过 Sourcetracking 分析发现，富集菌群来源于肠

道微生物组和/或环境，例如，产碱杆菌属仅在后

期蝇蛆堆体中检测到；蝇蛆堆体中富集的依格纳季

氏菌属也主要来源于肠道微生物组，这说明处理组

中的某些细菌类群可被追溯回蝇蛆肠道。同时，蝇

蛆堆肥还可以改变生猪粪的物理化学性质[11–12, 28]，

导致部分不属于猪粪的微生物组细菌富集。这些

富集的类群主要属于需氧/兼性厌氧细菌，因此这

些细菌可在有氧的蝇蛆堆肥中生存和繁殖[29]。总

的来说，蝇蛆处理后蝇蛆堆体的细菌群落结构类

似于猪粪与蝇蛆肠道之间的一个过渡状态(图 5)。 

通过局部相似性分析可知，相比富集抗性基

因，衰减抗性基因与细菌类群的关系更紧密(图 6)，

这意味着细菌多样性减少的同时，伴随着某些抗

性基因的削减，而且这些微生物可能主要属于粪

源微生物。Heck 等研究发现，生活垃圾和剩余污

泥堆肥过程会富集抗生素耐药微生物，在蝇蛆堆

体中的假单胞菌属和苍白杆菌内发现了多种耐药

机制并存的抗性基因[30]。类似地，Riber 等在粪便
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有机肥改良后的土壤中发现，假单胞菌属可通过

水平基因转移长期存在，并获得多种耐药基因[31]。

假单胞菌属内的基因盒隐藏着可对氨基糖苷类和

四环素产生耐药的抗性基因。此外，可对氯霉素

类、大环内酯类抗生素产生耐药性的富集抗性基

因与芽孢杆菌目、产碱菌科和[Weeksellaceae]密切

相关(图 6)。芽孢杆菌目不仅可以分泌耐热的纤维

素酶和多酚氧化酶促进蝇蛆堆体的腐熟，还能在

恶劣环境中生存成为新的有效定殖细菌。蝇蛆转

化过程中产碱菌科和[Weeksellaceae]快速繁殖，在

第 6 天成为优势菌群。此外，蝇蛆转化过程中发

生水平基因转移，使得富集的细菌类群成为抗性

基因的受体[32–33]。 

动物粪便的减量化与无害化利用是畜牧业粪

便管理的主要目标[34]。蝇蛆堆肥可在 6 d 周期内

有效削减猪粪中残留的大量抗生素以及大部分抗

性基因，但由于蝇蛆肠道微生物也存在潜在的抗

性基因水平转移的风险，这使得蝇蛆处理所得的

虫粪有机肥的成分更加复杂，因此在农田施用过

程中进行一定的风险评估。 

4  结论 

蝇蛆在 6 d 周期内可有效削减猪粪中的残留

抗生素以及大部分抗性基因。 

(1) 检测的 9 种抗生素的累积减量可达

34.3%–58.1%，每日减量百分比介于 7.8%–57.4%。 

(2) 相比对照组，猪粪经蝇蛆转化后 113 种抗

性基因衰减 79.3%，16 种抗性基因富集了 5.6 倍，

23 种抗性基因增加了 3.48 倍。这些抗性基因主要

通过编码失活以及胞外保护机制对 β-内酰胺类、

大环内酯类、四环素类以及万古霉素类抗生素产

生抗性。 

(3) 蝇蛆堆体中变形菌门明显增加，而拟杆菌

门大幅减少(P<0.05)，而变形菌门是蝇蛆肠道的优

势菌群(主要由 50%的依格纳季氏菌属、21%的普

罗维登斯菌属以及 12%的假单胞菌属组成)，但堆

体中的普罗维登斯菌属并不丰富，主要为 30%的

依格纳季氏菌属及 6.3%的假单胞菌属。 

(4) 相比富集抗性基因，衰减抗性基因与细菌

类群的网络结构更复杂，每个衰减抗性基因平均

与 30.3 个节点相关，而富集的只有 5.4 个。与衰

减抗性基因相关的细菌主要属于梭菌目菌目和拟

杆菌目，与富集抗性基因相关的属水平细菌主要

属于产碱菌科、Weeksellaceae 和芽孢杆菌目。 
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Housefly larvae gut microbiome may attenuate veterinary 
antibiotics and alter the resistome in swine manure 

Chengliang Jiang1, Hongyi Li1, Hang Wang1, Changyun Teng1,2, Shiyun Feng1.3,  
Liping Lou1, Zhijian Zhang1,3* 
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2 Hangzhou Wufumei Biotechnology co., LTD, Hangzhou 311113, Zhejiang Province, China 
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Abstract: [Objective] The overuse of antibiotics as veterinary feed additives is contributing to a significant 
reservoir of antibiotic resistance in livestock manure. A housefly larvae (Musca domestica) vermireactor has been 
increasingly adopted for swine manure value-added bioconversion and pollution control. In order to investigate its 
efficiency on attenuations of antibiotic and the associated resistome during manure vermicomposting, we 
implemented dynamic sampling during a typical cycle (6 days). [Methods] High-capacity qPCR, liquid 
chromatography-electrospray ionization tandem mass spectrometry, the isotope-labeled internal standard method 
and Illumina Hiseq sequencer were used to explore the effectiveness of antibiotic degradation and microbial 
mechanisms on dynamics of the associated resistome of full-scale larvae manure vermicomposting. [Results] Nine 
antibiotics (tetracycline, oxytetracycline, chlortetracycline, doxycycline, sulfadiazine, norfloxacin, ofloxacin, 
ciprofloxacin and enrofloxacin) were dramatically removed. The cumulative removal of these tested antibiotics 
reached 34.3%–58.1%, along with the daily reduction percentages ranging from 7.8% to 57.4%. In total, 113 of 158 
antibiotic resistance genes (ARGs) were significantly attenuated (by 79.3%), while 23 were significantly enriched 
(3.48-fold) following vermicomposting. The manure-borne bacterial community showed a decrease in the relative 
abundance of Bacteroidetes, and an increase in Proteobacteria, specifically Ignatzschineria, following gut transit, 
while ARG attenuation was significantly correlated with changes in microbial community structure. Bacteria 
correlated with attenuated ARGs mainly belonged to order Clostridiales and Bacteroidales. Enriched ARGs, were 
mostly correlated with family Alcaligenaceae, [Weeksellaceae] and order Bacillales. [Conclusion] Housefly larvae 
vermicomposting is an efficient way to attenuate antibiotics and ARGs in swine manure within the 6-day treatment. 
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