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摘  要：抗生素广泛应用于人类和动物疾病的治疗等过程中。不合理利用和滥用抗生素导致耐药细菌、

抗性基因的产生和传播。宏基因组学能够分析不同环境中抗生素抗性基因的多样性，并且完善目前已

有的或构建新的宏基因组文库，从而为将来进行基因比对提供有力的参考。本文将综述宏基因组学在

人类、动物和环境中微生物抗生素抗性基因检测的应用，以期为未来评估抗性基因风险和解决抗生素

耐药性问题提供技术支持。 
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Abstract: Antibiotics are widely used in the treatment of human and animal diseases. Unreasonable use 
and abuse of antibiotics lead to the production and spread of resistant bacteria and resistance genes. 
Metagenomics can analyze the diversity of antibiotic resistance genes in different environments, and 
improve the existing or construct new metagenomic libraries, which will provide powerful references for 
future gene comparison. This article will review the application of metagenomics in the detection of 
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microbial antibiotic resistance genes in human, animals and the environment, and provide technical 
support for future assessment of resistance gene risks and addressing antibiotic resistance. 

Keywords: Metagenomics, Antibiotic resistance genes, Human, Animals, Environment 

抗生素的使用已经成为全球广泛关注的热点，

抗生素的广泛使用以及滥用造成了抗生素耐药性

在微生物中的发展和传播[1]，并且加速了全球多重

耐药细菌和抗生素抗性基因(Antibiotic resistance 
genes，ARGs)的出现和传播[2]。在医疗和农业中对

抗生素的需求日益增加，这使得环境中细菌耐药性

水平日益加剧，并且破坏了微生物和抗生素之间的

自然平衡[3]。 
ARGs 作为一种新型的环境污染物[4]，广泛存

在于人类、动物体内以及复杂的环境中。ARGs 起

源早于人类使用抗生素，抗生素耐药性是一种存在

于环境中的古老的、自然发生的现象，从晚更新世

(Late pleistocene)永久冻土沉积物中回收的 DNA
序列，确定存在四环素类(tetM)、万古霉素(vanX)
以及 β-内酰胺酶类(bla)抗性基因[5]。人和动物会

将未代谢完的抗生素及 ARGs 通过粪便和肠道细

菌排放到环境中，环境中的耐药细菌会在抗生素

选择压力下获得富集 [6]，或通过水平基因转移

(Horizontal gene transfer，HGT)的方式将它们携带

的 ARGs 传播到水原微生物中[7]，造成 ARGs 在不

同菌之间的传播，这些原因共同促成了 ARGs 在畜

禽养殖废水、医院废水和生活污水中的聚集。然而

食物链富集代表了一种特殊情况，在肉类生产和水

产养殖过程中，可能会造成抗生素在组织细胞的富

集，产生含有短暂而高浓度抗生素的细菌[8]。 
自 1991 年 Pace 首次提出环境基因组学(也称

微生物环境基因组学、宏基因组学、生态组学)
的概念，并在同年构建了第一个通过克隆环境样

品中 DNA 的噬菌体文库以来[9-10]，发现 ARGs 在

土壤[11]、废水[12-13]、河水[14]、饮用水[15]、海水[16]、

沉积物[17]等环境中广泛存在，尤其是水生生态系

统(例如城市和医院废水)，是获取和传播 ARGs 的

理想环境，甚至在动物源性食品[18-19]以及人体(例

如肠道[20-21])中也检测到丰富的 ARGs。总而言之，

利用宏基因组学的方法，在很大程度上帮助我们更

全面地了解不同环境中 ARGs 的多样性与丰度变

化，对构建新的或完善目前已有的宏基因组文库，

研究其对人类的潜在威胁具有重大意义，为未来获

得基因的筛选比对提供了有力的参考。本文主要将

宏基因组学在人类、动物和环境微生物中 ARGs
的检测应用以及重要意义进行了综述。 

1  宏基因组学概述 
宏基因组学(也称为环境和社区基因组学)是

通过直接提取和克隆来自微生物组合的 DNA 来对

微生物进行基因组分析。随着组学技术的发展，宏

基因组学越来越多地被用于研究人类微生物群落

以及环境中存在的 ARGs，从而评估 ARGs 对人类

健康的风险。宏基因组学领域大致可以分为两种不

同的方法：基于序列的宏基因组学和功能性宏基因

组学(图 1)[22]。传统微生物学主要依赖于实验室对

细菌的分离培养，然而，由于细菌分离培养较缓慢，

且对细菌的生长基质选择与最适生长温度了解较

少，所以目前环境中大多数的细菌不能通过培养的

方式进行分离。董蕾等对金黄色葡萄球菌的检测方

法研究进展进行综述，发现传统的检测方法已经不

能适应现代化大规模的检测需要，而分子生物学方

法研究更加快速、准确和灵敏[23]，宏基因组学的

发展，使得研究更加简便、高效、且特异性强，成

本也在不断下降。 
基于测序的宏基因组学的技术路线主要包括：

(1) 直接从环境中提取 DNA(包括未培养细菌)；(2) 
对 DNA 片段进行宏基因组测序；(3) 将宏基因组

序列与多年来在国家和国际数据库(参考序列)中

累积的已知序列进行比较，以鉴定已知引起抗性的

抗性基因和突变[22]。功能性宏基因组学通常涉及

宏基因组文库的构建，近几年功能性宏基因组学 
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图 1  微生物群落抗生素抗性的宏基因组学分析[22] 

Figure 1  Metagenomic analysis of antibiotic resistance in microbial communities[22] 
 

的应用与发展，证明了人类微生物群落中 ARGs
的储存库比以前依赖培养的方法所建立的更加多

样化[24]。功能宏基因组学的技术路线主要包括：

(1) 直接从环境中提取 DNA(包括未培养细菌)；(2) 
将基因组 DNA 克隆到合适的载体中；(3) 将载体

转化到宿主细菌，构建宏基因组文库；(4) 宏基因

组文库的筛选和分析。利用功能性宏基因组学探

索自然环境中的 ARGs 集合，可以揭示 ARGs 的

真正多样性，确定新的耐药机制并揭示其生态作

用。ARGs 研究的目标包括确定：(1) 抗生素耐药

性是否是这些基因的主要功能；(2) 它们与临床

重要的耐药机制的关联；(3) 它们的生物技术潜

力[25]。利用宏基因组学在微生物方面的研究越来

越多，随着高通量测序技术的不断进步，基于测

序的宏基因组学的应用尤为广泛，而对于 ARGs
传播机制与功能研究也不容忽视，只有充分认识

到 ARGs 与抗生素耐药性之间的必然联系，才能

够为未来 ARGs 可能对人类构成的健康威胁提供

可靠地解决方法。 
选择一个精确、完善、更新及时的数据库对

ARGs 筛查工作非常关键。功能性筛选有可能根

据其序列识别出不可识别的基因，但基于序列的

筛选可以识别出携带库的宿主物种中不表达的序

列[26]。抗生素抗性基因数据库(Antibiotic resistance 
genes database，ARDB)整合了来自美国国立生物

技术信息中心 (National center for biotechnology 
information，NCBI)和 SwissProt 数据库的 13 254 个

ARGs 序列，经过数据过滤和去重后，得到 4 545 个

ARGs 序列，并且为研究细菌耐药性的分子基础的

研究人员提供了可靠的注释服务(包括耐药性概

况、作用机制、本体、COG 和 CDD 注释，以及到

序列和蛋白质数据库的外部链接)[27]。综合抗生素研
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究数据库(Comprehensive antibiotic research database，

CARD)是一个用于从基因组数据预测抗生素耐药

细菌(Antibiotic resistance bacterials，ARB)基因型

的分子序列参考数据库，其核心是 ARO (Antibiotic 
resistance ontology)，一种用于描述抗菌分子及其

靶标，抗性机制、基因和突变及其关系的控制词汇

表。除了高度发达的 ARO、CARD 还包括 RGI 
(Resistance gene identifier)软件，该软件可预测基

因组序列数据中的 ARGs，包括未注释的基因组序

列组装重叠群[28]。Resfams 是一个新的蛋白质家族

策 划 数 据 库 和 相 关 的 高 精 度 和 准 确 的 HMM 
(Hidden markov models)模型，通过本体确认抗生

素抗性功能，在土壤和人体肠道微生物群中使用

Resfams 鉴定 ARGs，假阳性率极低，并且结果要

优于 ARDB/CARD[29]。 

2  宏基因组学检测抗生素抗性基因的方法 
常用的 ARGs 检测方法主要分为传统微生物

培养法和分子生物学方法。传统微生物培养法主要

是评估微生物对抗生素的敏感性(或耐受程度)，常

见的药敏实验主要有纸片扩散法(K-B 琼脂法)、稀

释法(肉汤稀释法和琼脂稀释法)、抗生素浓度梯度

法(E-test)及利用自动化仪器(如 BD Phoenix、Vitek 
2 等全自动微生物分析仪)；分子生物学方法主要

用来鉴定不同环境中微生物含有的不同 ARGs 的

丰度与类型，包括 PCR、定量 PCR (q-PCR)、DNA
微阵列技术 (或基因芯片技术 )和宏基因组学方  
法[30]。基因测序技术在不同领域应用广泛，随着

科学技术的不断进步，实现了更高的通量，更短的

检测时间，测序结果更精确，成本有所降低。ARGs
的分子生物学检测方法优缺点比较见表 1。 

 
表 1  抗生素抗性基因分子生物学检测方法优缺点比较[31-35] 

Table 1  Comparison of advantages and disadvantages of molecular biological detection methods for antibiotic resistance 
genes[31-35] 

Items 
优点 

Advantages 
缺点 

Disadvantages 
PCR 精确，快速 

Precise, fast 
产物易交叉污染；扩增与检测不能同步完成；PCR 结束

后需要对产物进行凝胶电泳分析 
The products were easy to be cross-contaminated; 
Amplification and detection can not be completed 
simultaneously; The products need to be analyzed by gel 
electrophoresis after PCR 

q-PCR   
SYBR GreenⅠ 成本较低，不需合成和标记探针 

Lower costs, no need to synthesize and 
label probes 

特异性较差，检测通量低，灵敏度低 
Poor specificity, low detection throughput, low sensitivity 

TaqMan q-PCR 灵敏度高，具有良好的重复性 
High sensitivity and good repeatability 

淬灭难以彻底；定量时容易受酶活性影响 
Quenching is difficult to complete; It is easily affected by 
enzyme activity during quantification 

HT-qPCR 定量，高通量，高效率 
Quantitative, high-throughput, high 
efficiency 

只能检测已知序列的抗性基因 
Only detect resistance genes of known sequences 

DNA 微阵列或芯片 
DNA microarray or chips 

高通量 
High-throughput 

灵敏度低，精确度低，不能定量，有交叉杂合 
Low sensitivity, low accuracy, not quantitative, crossing 
heterozygosity 

宏基因组测序 
Metagenome sequencing 

特异性高，灵敏度高，高通量；不依赖

于微生物的培养和筛选过程 
High specificity and sensitivity, 
high-throughput; Independent microbial 
culture and screening process 

并行检测样品中的自由 DNA 及死亡微生物中 DNA；成本

较高(如酶制剂、高精密仪器)；数据分析量大 
Free DNA and DNA from dead microorganisms are detected 
in parallel; High costs (e.g. enzyme preparations, 
high-precision instruments); Large amount of data analysis 
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PCR 方法是最为经典的用于环境样品及纯菌

株中 ARGs 的检测方法。通过 SYBR Green 荧光染

料定量 PCR 方法和 TaqMan 荧光探针定量 PCR 方

法联用发现，农业土壤中某些抗生素的亚临床浓度

可以增强噬菌体介导的 ARGs 向潜在人类病原体

的水平转移[36]。利用高通量荧光定量 PCR 技术

(High-throughput quantitative PCR，HT-qPCR)，研

究城市饮用水处理厂不同水处理方式(例如臭氧预

处理、砂滤、生物活性炭)对饮用水中的 ARGs 多

样性与丰度的影响，探索 ARGs 在饮用水系统中的

潜在转移机制 [37]等。另外，DNA 微阵列 (DNA 
microarray)或芯片(Chip)技术证实，屎肠球菌分离

株中存在万古霉素和替考拉宁抗性基因 van(A)和
van(Z)，并鉴定了其他抗性基因，例如四环素类

tet(M)、大环内酯类 erm(B)和氨基糖苷类 aac(6)-Ii
抗性基因[38]。 

对宏基因组的测序分析，目前主要有 Sanger/鸟枪

法和高通量测序技术(High-throughput sequencing)。
高通量测序技术又称第二代测序技术，目前主要代

表平台有 Roche 454 焦磷酸测序(Pyrosequencing)、
Illumina Solexa 合成测序、ABI SOLiD 连接法测序

等[30]。利用这些平台对动物体内(例如淡水鱼类)
及养殖水环境[39]、废水以及废水接收河水[40]，甚

至是人体(例如人类肠道)[1]中存在的 ARGs 进行测

序，探索 ARGs 在环境中的传播机制以及对人类健

康的潜在影响。随着人们对高通量测序的进一步研

究，被称为第三代测序技术的 Helicos 单分子测序、

Pacific Bioscience 的 SMRT (Single molecule 
real-time)技术和 Oxford Nanopore Technologies 公

司的纳米孔单分子测序技术正向着高通量、低成

本、更长的读取长度发展[31]。测序技术的快速进

步推动了宏基因组学的发展，本文对第二代以及第

三代测序技术的特点进行比较(表 2)[32,42-43]。 
利用宏基因组测序得到很大的数据量，将较短

读数组装成重叠群的过程可以采用两种不同的途

径：基于参考的组装和从头组装。选择哪条路线取

决于需要分析的数据集以及每个研究项目的具体

需求，用于宏基因组数据分析的工具和数据库目

前正朝着越来越高效和精细化的方向发展，Oulas
等对目前最常用的有关宏基因组数据分析的工具

进行了综述[44]。有参分析流程适合人类肠道、海

洋、土壤等有较好参考数据库的领域，而无参分 
 

表 2  第二代、第三代宏基因组测序技术特点 
Table 2  Characteristics of second-generation and third-generation metagenomic sequencing technologies 

Items 
通量 

Throughput 
读长 

Length (bp)
准确性 

Accuracy (%)
化学原理 

Chemical principle 
第二代 Second-generation     

Roche 454 400 Mb 400−500 99 焦磷酸测序 
Pyrosequencing 

Illumina HiSeq 2500 600 Gb 180 98 边合成边测序 
Sequencing-by-synthesis process 

SOLiD 5500 xl 30 Gb 50−100 99 边连接边测序 
Sequencing-by-ligation process 

第三代 Third-generation     

Helicos 35 Gb 30−35 96 边合成边测序/DNA 聚合酶 
Sequencing-by-synthesis process/DNA polymerase

SMRT No data 100 000 85 边合成边测序/DNA 聚合酶 
Sequencing-by-synthesis process/DNA polymerase

Nanopore 10–20 Gb 不限 
Unlimited

99 电信号测序/核酸外切酶 
Electrical signal sequencing/exonuclease 
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析流程能够获得未被注释的物种和基因注释表达

并通过分箱(Binning)挖掘新物种的基因组。通过宏

基因组测序，构建和完善不同领域宏基因组文库，

可以捕获样本中系统发育和遗传多样性[27]，能够

在充分了解 ARGs 存在种类、传播途径以及抗生素

耐药机制的基础上，预测未来可能出现的抗生素抗

性以及对人类构成的其他潜在威胁。 

3  宏基因组学在抗生素抗性基因领域的研
究现状与重要意义 

近年来，人们意识到 ARGs 在人类健康、环境

污染方面问题的严重性，随着宏基因组学的发展，

越来越多的 ARGs 在人类体内、动物体内、水环境、

土壤和空气中被检测到，利用宏基因组学技术发现

和了解不同领域存在的 ARGs，建立健全宏基因组

文库，ARGs 的传播途径以及与抗生素耐药机制之

间的联系，对各领域发展以及了解 ARGs 对人类健

康的潜在威胁具有重要意义。 

3.1  宏基因组学对人类抗生素抗性基因的研究

现状与意义 
ARGs 大量存在于人体，人类既是 ARGs 的来

源也是传播载体。首先，人类肠道微生物群是

ARGs 的重要宿主。利用 PCR 技术和宏基因组方

法从不同国家志愿者的粪便中检测出的四环素、大

环内酯、林可酰胺、链阳性菌素、杆菌肽、万古霉

素、β-内酰胺和氨基糖苷类抗性基因是前七种最丰

富的 ARGs 类型[45-46]。更有研究表明，人类肠道菌

群中的噬菌体携带的 ARGs 能够使人对抗菌肽、林

可霉素、链球菌产生耐药性以及多药耐药性[22]。

检测来自欧洲、中国和美国的 1 267 个人类粪便样

品，其中有 3 个中国人肠道微生物组中存在完整的

可移动的黏菌素耐药(Mobile colistin resistance)基
因 mcr-1 (100%核苷酸同一性)，说明 mcr-1 在中国

广泛存在并且已经扩散到健康人类的肠道中[23]。 
其次，人体其他器官和系统也含有复杂的微生

物群落结构，人类口腔也是 ARGs 的储存库。人类

口腔中的 ARGs 有许多是在质粒和转座子上发现

的，整合子是天然基因捕获和表达单位，利用基于

PCR 的宏基因组方法研究健康人类口腔中携带

ARGs 整合子的存在，获得了临床重要抗生素抗性

的功能基因[47]。对人类唾液中的微生物群落进行

宏基因组学分析与鉴定，发现唾液中存在新型四环

素、替加环素抗性基因，这表明口腔环境可能会危

及这些抗生素的有效性[48]，我们需要进一步研究

和了解口腔环境中 ARGs 的存在对抗生素有效性

的影响以及监测口腔环境中存在的 ARGs 的变化

与出现。充分利用宏基因组数据分析，参考 ARGs
的出现频率、在人体细菌中携带的 ARGs 的丰度与

多样性的变化以及一些其他的重要信息，对于医生

临床中抗生素的使用及用量具有一定的指导意义。 
抗生素被用来治疗不同年龄阶段出现的各种

疾病，例如成人、青少年、儿童甚至是新生婴儿，

利用宏基因组学方法检测不同年龄段人体微生物

含有的 ARGs，例如肠道或粪便。新生婴儿体内的

ARGs 可能来源于母体，利用宏基因组学方法，研

究新生婴儿肠道内微生物群落以及存在的 ARGs，

发现一周龄婴儿粪便中含有 β-内酰胺类(mecA)和
四环素类[tet(A)、tet(B)、tet(D)、tet(O)、tet(Q)、
tet(X)]抗性基因[49]。研究不同年龄阶段(学龄前儿

童、学龄儿童、高中生和成人)肠道内 ARGs 的多

样性，从 124 个个体的肠道微生物群中发现 80 种

不同的 ARGs 类型，包括氨基糖苷类、青霉素 β-
内酰胺类、酰胺醇类、甲氧苄啶、大环内酯类-
林 可 酰 胺 - 链 阳 性 菌 素 (Macrolide-lincosamide- 
streptogramins，MLS)、磺胺类、四环素类等抗性

基因，并且在学龄前儿童、学龄儿童、高中生和成

人组中分别鉴定出 25、37、58 和 72 种 ARGs，说

明人类肠道中 ARGs 的多样性随着年龄的增长而

增加[50]。 
如今我们面临更大的世界性难题，抗生素的发

现和广泛用于人类疾病的治疗意义深远，但复杂、

滥用以及不合理地使用抗生素引发的细菌抗生素

耐药性增加以及 ARGs 的传播等问题，导致了临床

药师在抗菌药物选用时面临着困难，医院抗感染的
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治疗面临着巨大压力[51]。加强抗生素管理措施，

合理使用抗生素，可有效地降低抗生素的使用强度

和常见致病菌的耐药性[52]；利用宏基因组学了解

内在细菌耐药性的遗传基础，从而了解抗生素的活

性谱，可以指导具有针对靶标改善或增加活性的组

合新药剂的开发[53]。人体是 ARGs 的储存库，通

过宏基因组学的应用，能够更好地确定并了解人体

内细菌群落中基础 ARGs 以及内在抗性机制，抗生

素对复杂的微生物群落的影响，最大限度地减少抗

生素耐药性的负面影响和确定 ARGs 从健康人类

肠道菌群转移到致病菌的风险和潜在途径[54]。 

3.2  宏基因组学对动物抗生素抗性基因的研究

现状与意义 
兽用抗生素在提高畜禽生产性能、防治疾病方

面发挥着重要作用，目前全球超过一半以上的抗生

素用于畜禽养殖，从而产生的耐药病原菌、ARGs
及其传播风险越来越得到人们的重视[55]。动物体

内含有多种具有抗生素耐药性的细菌种类，使用宏

基因组测序发现绵羊瘤胃中 30 种(包括达托霉素、

氟喹诺酮类、新生霉素、环丙沙星等)已知抗生素

的耐药性，曾经被认为是“最后的希望抗生素”的达

托霉素和粘菌素(因为对它们的耐药性在临床环境

中尚未广泛传播)也在绵阳瘤胃中检测出高丰度的

ARGs[56]。动物的粪便中也含有大量的 ARGs，对

成年奶牛、小牛犊和断奶前犊牛的 28 种粪便进行

宏基因组测序，发现四环素抗性基因是最常识别的

ARGs (占所有抗性基因的 61%)，其次是氨基糖苷

类、大环内酯类、β-内酰胺类、磺胺类抗性基因[57]。

利用宏基因组学研究猪、鸡和人类粪便样本中的共

同 ARGs，在粪便样本中发现了高水平的四环素、

红霉素、氨基糖苷类和多药抗性基因，鸡、猪和人类

粪便共有许多 ARGs (如 macA-macB 和 tetA-tetR)[58]。

宏基因组测序技术在动物、人类粪便中发现不同种

类、丰度的 ARGs，说明在动物、人类的肠道细菌

含有 ARGs，许多 ARGs 在动物、人类粪便共有，

说明 ARGs 已经通过某些途径从动物相关细菌传

播给人类肠道细菌，或者一些人兽共用类型抗生素

导致动物与人类对该类抗生素都产生了相同的

ARGs。目前已有几种人用抗生素被禁止用于动物

养殖与疾病的治疗。利用宏基因组研究表明，

SYN-007 (Ribaxamase)——一种口服 β-内酰胺酶

类抗生素与阿莫西林共同作用于动物，能够使肠道

微生物群落的变化减少，ARGs 产生频率降低[39]，

含有 2 g/L 金霉素的水饲喂肉鸡，使得粪便中大肠

杆菌减少并抑制多药耐药基因(mdtA、mdtC、mdtK、

ompR 和 TolC)的产生，促进四环素抗性基因(tetA
和 tetW)的丰度并导致双歧杆菌的富集[59]，说明抗

生素的使用对动物肠道及粪便微生物群落结构具

有一定的影响，且伴随着微生物群落中携带特定

ARG 宿主细菌丰度的变化。 
水产养殖过程中抗生素的使用也使得鱼类体

内以及水环境中出现大量的 ARGs 并进行传播。从

水库收集野生淡水鱼类肠道黏液，使用宏基因组测

序检测到水库中鱼类肠道黏液中含有 β-内酰胺类

(blaTEM)、大环内酯类(ermB)、喹诺酮类(qnrS)和磺

胺类(sulI)抗性基因，说明 ARGs 不仅存在于常规

使用抗生素的水产动物中，而且还存在于水生环境

中生存的其他生物体内[60]。 
目前食源性动物产品所携带的 ARGs 对人类

的潜在危害并不是很了解，只有充分了解动物体携

带以及所处环境 ARGs 的丰度和多样性，才能预估

潜在影响或者更好地应对将来发生的问题。邢萌茹

等对奶牛乳房炎的危害、主要致病菌的耐药现状及

耐药机制、耐药性检测方法以及抗生素耐药性的防

治措施等进行了综述，旨在为奶牛乳房炎的治疗和

新型抗生素的开发提供参考，通过对乳房炎源细菌

耐药机制及宏基因组测序分析所携带 ARGs，可以

形成相关的风险评估报告，建立切实可行的预警防

控体系等[61]。人类处于食物链的最顶端，而食物

链可能会产生具有短暂且高浓度抗生素的细菌，特

别是在肉类生产和水产养殖中(图 2)[8]。从大型生

猪 屠 宰 场 采 集 的 猪 肉 样 品 中 发 现 β - 内 酰 胺 类

(blaTEM、blaCMY-2、blaCTX-M)、四环素[tet(L)、tet(M)]
和磺胺类(sul1、sul2)抗性基因的流行和分布[12]， 
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图 2  抗生素抗性基因在食物链中的富集与传播[8] 
Figure 2  Enrichment and spread of antibiotic resistance genes in the food chain[8] 

 
并且在珠江三角洲河口水产养殖区虾肠道样本中

也检测到磺胺类(sul1，sul2)、四环素类(tetO，tetX)、
喹诺酮类(qnrA)抗性基因[62]。从 195 份原料乳样品

中分离出 53 株金黄色葡萄球菌具有多重耐药性，

对青霉素 G、氨苄青霉素、红霉素等抗生素具有耐

药性，可能对公众健康造成威胁，并且 63%的青

霉素抗性菌株具有 β-内酰胺类(blaZ)抗性基因，

60%的红霉素抗性菌株具有大环内酯类[erm(A)、
erm(B)、erm(C)、msr(A)或 msr(B)]抗性基因，对

庆大霉素、卡那霉素和苯唑西林具有抗性的分离株

分别携带氨基糖苷类(aac6′-aphʺ，ant(4′)-Ia)和 β-
内酰胺类(mecA)抗性基因[21]。反刍动物瘤胃可能成

为临床重要抗生素的 ARGs 来源，而人类可以通过

与反刍动物的密切接触(例如在农场、屠宰场或通过

食用受污染的肉类产品)，从而使这些 ARGs 传递到

与人类相关的细菌[39]。目前就有研究发现，鱼类和

人类两种主要的病原体发光杆菌和弧菌对多种抗

生素具有耐药性，并在鱼类宏基因组中发现 β-内酰

胺类(blaTEM)、四环素类(tetA)、大环内酯类(ermB)、
氨基糖苷类(aadA)和磺胺类(sul1)等 ARGs，所以鱼

是抗生素抗性病原体的潜在载体，ARGs 可通过食

物链进入人体肠道，这是抗生素抗性病原体从特定

海洋鱼类向人类传播的直接证据[63]。 
抗生素在畜牧养殖中的广泛使用，造成畜产品

携带 ARB 或 ARGs，通过对奶产品质量与安全相

关研究，发现奶牛、山羊、水牛、骆驼和牦牛奶中

中除了存在致病菌外，还大量存在假单胞菌属细 
菌[64-65]，假单胞菌属属于非致病菌，但会影响牛奶

储存过程中品质的变化，可能携带 ARGs。即使在

巴氏杀菌乳中，蜡状芽孢杆菌也能够以孢子的形式

存活，在贮存温度升高大量生长并产生肠毒素与催

吐毒素[66]，并且检测到蜡状芽孢杆菌具有 β-内酰

胺类、利福平抗生素耐药性，对喹诺酮类、氨基糖

苷类、大环内酯类抗生素敏感[67]。在奶产品质量

安全风险评估工作中，发现分离得到的乳房炎源致

病菌对治疗疾病抗生素具有多重耐药性，因此，充

分了解致病菌的抗生素耐药性以及携带的 ARGs，

对奶牛乳房炎或其他疾病治疗过程中抗生素的使

用具有指导意义。虽然通过培养的方式从原料乳中

分 离 出 两 株 携 带 四 环 素 类 [tet(M)] 抗 性 基 因 和

Tn916-Tn1545 转座子基因的金黄色葡萄球菌[20]，

但是通过宏基因组学等非培养的方式能够发现更

多未知的 ARGs 以及传播机制，并建立丰富的

ARGs 数据库。结合笔者实验室研究，认为应该充

分利用宏基因组学技术，探索牛奶中 ARGs 的存在

以及传播机制，建立牛奶微生物 ARGs 宏基因组文

库，并且利用宏基因组学进一步深入研究，以确定

与 ARGs 相关的生态、分类和遗传风险因素。 

3.3  宏基因组学对环境抗生素抗性基因的研究

现状与意义 
3.3.1  水环境中的抗生素抗性基因 

大量的 ARGs 存在于城市生活废水、医院废水
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以及废水接收河水、沉积物中，应用宏基因组学研

究新加坡城市废水和地表水环境中的 ARGs，发现

废水、处理后的污水和地表水共有 21 个 ARGs 的

耐药基因组，编码多药耐药外排泵或对氨基糖苷

类、MLS、喹诺酮类、磺胺类和四环素类抗生素

的耐药性。水环境是细菌生长和 ARGs 传播的良

好介质，在医院废水中含有大量的肠道细菌、肠

杆菌和机会致病菌，所以具有更高的 ARGs 多样

性和丰度，以及临床上重要的超广谱 β-内酰胺酶

(Extended-spectrum β-lactams ， ESBL) (blaCTX 、

blaTEM 、 blaOXA 、 blaSHV)和 碳 青 霉烯类 (blaKPC 、

blaNDM)抗性基因[68]，所以医院废水在特定的废水

处理厂(Wastewater treatment plant，WWTP)处理，

提高废水中 ARGs 去除的处理工艺，废水处理后的

排放与利用都应该重视起来，医院废水是 ARGs
最为复杂、丰度较高的载体，是控制 ARGs 传播的

源头以及困难所在。 
畜牧养殖中抗生素的大量使用，农场污水中也

含有大量的 ARGs，平均而言，农场污水中 ARGs
的丰度是河源水的 3 倍，通过宏基因组测序发现，

即使经过 WWTP 处理，废水接收河水中最丰富的

ARGs 是来自农场污水的四环素类(tetC、tetW)抗
性基因[69]。而且废水排放明显增加了接收河水中

的细菌多样性，并能够诱导接收河水中细菌群落的

变化，一些在废水样品中占主导地位的 ARGs，在

接收河水中几乎消失[40]，所以废水、废水接收河

水以及环境中 ARGs 具有很大的相关性。 
经过 WWTP 处理的废水仍然含有 ARGs，释

放到环境中，研究周围河流沉积物的基因和有机

物，废水对接收水体沉积物中 ARGs 的含量和微生

物群落结构的影响很大，随着与 WWTP 的距离增

加，湖泊沉积物的丰度降低[70]。而且在 WWTP 好

氧活性污泥样品和厌氧消化污泥中发现了各种

ARGs (包括氟喹诺酮类、四环素、β-内酰胺类、

MLS、磺胺类、氨基糖苷类、糖肽类、苯酚类和

甲氧苄氨嘧啶类抗性基因)，还检测到细菌中存在

潜在的多药耐药性[71]。废水的处理至关重要，经

过 WWTP 处理过后的污水仍然能够携带和传播

ARGs，所以通过宏基因组学对 ARGs 的传播机制

以及来源的不断探索，可以制定更加合理的废水处

理策略，减少 ARGs 的传播与不良影响。例如在废

水处理过程中，在加入氯化钠的污水处理池中，

ARGs (特别是 sul2、tetG 和 amrB)的相对丰度下降

了近 50%，表明高盐度可能会抑制携带 ARGs 细

菌的生长[72]。综上所述，废水微生物群落汇集了

环境、人类和动物起源的细菌，其中很多都含有

ARGs[73]，但是在废水处理过程中，其含有的抗生

素残留以及金属等，影响 ARB 和 ARGs 的含量和

组成[74]。因此，减少抗生素和重金属向污水系统

的释放(或增强其在预处理过程中的去除)可以减

轻抗生素耐药性选择压力，并减轻 WWTP 中 ARGs
的扩散[75]。废水处理过程中细菌群落的改变，不

可避免地影响 ARGs，进一步了解废水处理过程中

细菌群落的动态及其与 ARGs 变化的关系，废水与

沉积物中 ARGs 的差异[76]，对进一步优化废水处

理过程中操作参数，控制 ARGs 在环境中的传播具

有重要意义[77]。 
随着水产养殖的快速发展以及抗生素的过度

使用，在水产养殖系统中检测到 ARGs 并广泛在环

境中传播。根据宏基因组学分析结果显示，在虾养

殖池水中四环素类、磺胺类、大环内酯类、MLS、

氨基糖苷类、氯霉素抗性基因丰度较高，且水样中

移动遗传原件(Mobile genetic elements，MGEs)的
相对丰度显著高于相应的虾肠和沉积物样品[78]。

通过对水产养殖环境中 ARGs、MGEs 的丰度和多

样性研究，能够更好地了解二者之间的相关性，减

少传播并改善水生生态系统的生态管理。通过基于

高通量测序的宏基因组分析，在工业海水养殖系统

的样本中鉴定了 21 种 ARGs 类型(包括四环素类、

磺胺类、氯霉素类、杆菌肽类、替加环素、链霉素、

卡那霉素、碳青霉烯类、青霉素、林可酰胺、链霉

素、大环内酯、氟喹诺酮类等)，发现变形杆菌和

拟杆菌是 ARGs 的潜在优势宿主，常规海水养殖系

统与再循环系统相比较，后者能够控制 ARGs 的水
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平，是比较有发展前景的海水养殖系统[16]。 
水资源的再利用已经在全世界范围内被提倡，

但有研究表明，重复利用的水资源可以比饮用水传

递更多的 ARGs，所以评估水再利用的总体安全

时，需要考虑水中的 ARGs 以及携带 ARB[79-80]。

海洋生态环境中其他物质与 ARGs 的相互作用也

可能产生一定的影响，萘或菲是沿海微生物群落

中两种典型的多环芳香烃，一定量的萘或菲存在

显著提高了微生物群落中磺胺类(sull)和氨基糖

苷类(aadA2)抗性基因的丰度[81]。抗生素使用引发

的问题日益严峻，部分抗生素的禁用以及 ARB、

ARGs 的产生与传播，使得研究和寻找抗生素的

替代品(例如益生菌)成为迫在眉睫的事情。从位

于台湾奇古西南岸的海水鱼塘中分离出一种光合

紫色硫细菌(Photosynthetic purple sulfur bacteria，

Marichromatium purpuratum RuA2)，对温度具有更

高的耐受性，能够改善水质、减少磺胺类(sul1)
抗性基因的出现以及增加微生物群落组成的多样

性，这种细菌可以作为抗生素的一种益生菌替代

方法[82]。 
3.3.2  土壤中的抗生素抗性基因 

土壤作为 ARGs 的储存库，和临床耐药基因组

之间存在明显的重叠，但影响土壤中 ARGs 组成及

其在基因组和栖息地之间运动的因素在很大程度

上是未知的。农业土壤中 ARGs 丰富，对来自    
18 个草地和农业土壤样品中的 ARGs 进行了功能

性宏基因组筛选，确定了 2 895 个 ARGs，其序列

与公共数据库中的序列不同[83]。采集长江三角洲

农业土壤样品，所有样品中均检测到抗生素，其中

15 个土壤样品中检测到 ARGs，例如四环素类

(tetA)、磺胺类(sulI)和喹诺酮类(qnrS)，并且磺胺

类(sulI)抗性基因与喹诺酮类、四环素类抗生素以

及铜和锌都显示出显著的相关性[84]。一些源自土

壤的 ARGs，例如 β-内酰胺类(blaP1)、四环素类

[tetA(G)、tetA]、氨基糖苷类(aadB、aacA4)和磺胺

类(sul1)抗性基因，被发现分布于人类病原体中[85]，

这不仅提供 ARGs 在人类与环境中水平传播的证

据，而且有利于了解 ARGs 传播的机制。 
农业土壤中 ARB、ARGs 出现和传播的诱导

因素有很多，因为药物可以通过人为活动夹带到农

田上，这可能是土壤细菌耐药性出现和传播的潜在

驱动因素。研究加拿大农业土壤中新发现几种基因

产物(包括假设的酶类)，它们赋予对氨基糖苷类、

磺胺类和 ESBL 高水平耐药性；将功能宏基因组学

和高分辨率蛋白质组学分析相结合，发现一种富含

脯氨酸的肽(PPPAZI 4)，其表达可以促进对不同大环

内酯类抗生素的耐药性，而不是其他核糖体靶向抗

生素，所以大胆推测 PPPAZI 4 可能涉及一种新的大

环内酯特异性耐药机制[86]。农田中施用粪肥或用

污水进行灌溉，是土壤中细菌耐药性和 ARGs 出现

和传播的另一个潜在因素。来自猪饲养场的抗生素

残留和 ARGs 主要通过粪肥和养殖废水扩散到河

水(福氏志贺氏菌、百日咳杆菌)、河流沉积物(四环

素、艰难梭菌和结核分枝杆菌抗性基因)和温室土

壤(多重抗性基因、炭疽杆菌)中[87]。对蔬菜基地

的鸡粪和温室土壤中 ARGs 的多样性和丰度进行

研究发现，人工温室土壤中抗生素、ARGs、人类

致病菌和携带 ARGs 的人类致病菌水平更高，并

且它们的相对丰度随着温室种植年限的延长而增

加[88]。更有研究表明，施用粪肥土壤中不仅 ARGs
的丰度和多样性显著增加，而且导致 ARGs 和移动

遗传元件显著富集，说明粪肥的施用可通过 HGT
加速 ARGs 在土壤中的传播[11]。 

随着生活水平的不断提高，生活垃圾造成的环

境污染一直是人类面临的巨大难题。然而通过宏基

因组分析城市垃圾填埋场中 ARGs 的丰度和变异，

发现在垃圾分解期间，编码外排泵的 ARGs 的百分

比增加，增加了抗生素耐药性，所以我们应该对垃

圾填埋场的 ARGs 的丰度和多样性进行全面的评

估，从而能够更全面地掌握 ARGs 的动态以及预估

其对环境和人类健康的潜在影响[89]。 
3.3.3  空气中的抗生素抗性基因 

随着人们对环境中抗生素残留、ARB 的产生

以及 ARGs 的传播越来越重视，空气中 ARGs 的存
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在对空气质量与安全也显得尤为重要。在动物养殖

中，抗生素的使用对空气中 ARGs 的存在具有间接

影响。测定来自肉牛养殖场的流动空气中 PM 
(Particulate matters)抗生素、ARB 和 ARGs 的含量，

发现 PM 可促进几种兽用抗生素以及含有 ARGs
的微生物群落的传播，因此自然环境因素促进 PM
的扩散，从而将养殖场存在的微生物(包括含有

ARGs 的微生物)传播到其他环境中，例如人类生

活区[90]。工业化的迅速发展造成了空气污染程度

的加重，宏基因组分析显示，雾霾天气时空气中

ARGs 丰度和种类都高于非雾霾天气，在 14 个 PM
样本中共检测到 22 种 ARGs 类型的 205 种亚型，

31 种 ARGs 亚型被确定为优势 ARGs，包括四环素

类、β-内酰胺类、氨基糖苷类、MLS 耐药性、氯

霉素、多肽、多药、林可霉素、大环内酯、链阳性

菌素和磺胺类抗性基因。在不同的非空气环境样本

中，土壤中 ARGs 与空气样本的相似性最高[91]。

空气中 ARGs 的存在不容小觑，与土壤、水环境相

比，更加容易传播给人类，其潜在影响与危害目前

并不了解，通过对空气中 PM 携带的 ARGs 进行研

究，掌握空气中 ARGs 的来源，降低空气受 ARGs
的污染程度，避免空气作为传播介质将 ARB 和

ARGs 在环境、动物和人类之间广泛传播。 

4  总结与展望 

由于抗生素的广泛使用与滥用引发的问题日

益严峻，ARGs 的传播对人类公共健康的威胁已经

引起了科学家的注意。在过去几十年中，人类体内、

土壤、水环境(包括城市生活、医院废水，畜牧养

殖废水，水产养殖环境，WWTP 排出水，河流及

污泥等)甚至是空气以及食品中，不断检测出不同

种类型抗生素的 ARGs，尤其是在人类医学与动物

养殖过程中广泛使用的 β-内酰胺类、四环素类、

氨基糖苷类和磺胺类等抗生素。ARGs 在不同环境

样品中同时存在，说明人类的活动会导致环境中出

现高丰度的 ARGs，并且 ARGs 已经在不同环境中

广泛传播。目前已经开展了不同环境中 ARGs 的多

样性与丰度、传播途径(例如 HGT)、与耐药机制之

间的关系以及特定微生物携带特定的 ARGs 等研

究，未来将致力于探索抑制不同环境中 ARGs 发生

与传播的方法，防止 ARGs 传播至与人类相关的病

原体中，从而降低 ARGs 对人类健康的威胁。 
在科学信息技术发展迅速的时代，宏基因组学

技术的发展与应用，为人类在微生物方面的研究与

发展作出了巨大贡献，未来宏基因组学的发展将向

着更高通量，更准确，更低成本的方向发展，但是

对于目前研究得到的海量数据，怎样选择和构建更

完善的宏基因组数据库进行 ARGs 的筛选与分析，

以及更加清晰、简单地诠释结果内容，仍然是大家

关注和需要克服的技术难题。 
人类目前研究的可培养的细菌种类仍然是“冰

山一角”，不基于培养的宏基因组学对剖析不同环

境中 ARGs 的多样性与丰度，以及目前很多研究关

注的 ARGs 通过 MGEs 的传播、ARGs 与抗生素耐

药机制之间的关系，鉴定抗生素耐药性的特殊分子

特性，提供了更丰富的分析。利用宏基因组学对人

类医学、动物养殖与疾病治疗过程中抗生素的使

用、WWTP 中抗生素残留以及 ARGs 的处理方式

具有指导意义。目前全球面临严峻的抗生素耐药问

题，使得宏基因组学的发展与利用显得尤为重要。

宏基因组学能够探索和发现自然界中更广泛的

ARGs，捕获更完整的 ARGs 图谱，为研究 ARGs
的功能、预测未来可能出现的抗生素耐药性、研究

新的抗生素以及寻找抗生素的替代品奠定了基础；

并且宏基因组学与其他组学技术(例如宏转录组

学)联用，可以探索学习更多的 ARGs 相关知识，

为未来评估 ARGs 风险和解决抗生素耐药性问题

提供技术支持。 
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