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摘  要：抗生素耐药性在环境中的发展和传播对人体健康造成潜在风险。随着高通量测序技术和

生物信息学方法的不断发展，宏基因组学技术被广泛应用于不同环境样本的抗生素耐药组研究。

本文介绍了两种针对环境耐药组筛查的宏基因组学分析方法，总结了当前主流的生物信息学软件

和数据库，并阐述了环境耐药组的风险评估框架和基于宏基因组学技术的相关实践，以期为环境

耐药组的监测、风险评估和管控提供可行的路线图。 
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Abstract: The development and spread of antibiotic resistance in the environment pose 
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potential risks to human health. With the advances in high-throughput sequencing and 
bioinformatics, metagenomics has been widely used in the study of antibiotic resistomes in 
different environmental samples. This paper introduces two metagenomic methods for 
environmental resistome screening, summarizes the current mainstream bioinformatic tools and 
databases, and describes the risk assessment framework of environmental resistome and the 
related practice based on metagenomic technology. We aim to provide a feasible roadmap for 
the monitoring, risk assessment, and control of environmental resistome. 
Keywords: antibiotic resistance genes (ARGs); resistome; metagenomics; bioinformatics; risk 
assessment 
 

抗生素作为 20 世纪最重要的科学发现之

一，为人类疾病防治和农业生产做出了重要贡

献[1]。不同抗生素能够特异性地抑制细菌的细

胞壁、蛋白质和核酸合成，或者损害细胞膜功

能，干扰细胞特定的能量代谢系统[2] (图 1)，从

而实现抑菌和杀菌效果。根据达尔文的进化选

择理论，针对自然环境中某些微生物(如真菌)
可以合成抗生素的“有意识”行为，细菌为了获

得更高的生存机会，成功进化出了抗生素抗性

基因(antibiotic resistance genes, ARGs)[3]，通过

使抗生素失活、细胞外排泵、改变膜通透性、

药物靶位点修饰等机制抵御抗生素的攻击 [4-5] 

(图 1)。细菌的耐药性是自然界固有和古老的现

象，是某些环境微生物的内在抗性[6-7]。例如，

有研究者在 3 万年前永冻土层沉积物中检测到

了 ARGs 的存在[8]，从一个过去 400 万年里无

人类接触的洞穴样品中同样筛选到了可培养的

抗生素抗性细菌 (antibiotic resistant bacteria, 
ARB)[9]。 

然而，由于抗生素的大量生产、使用甚至

滥用，这一自然进程被极大地加快，细菌耐药

性频繁发生并不断增强，甚至出现了可以抵抗

几乎所有抗生素的“超级细菌”。美国疾病控制

与预防中心 2019 年的报告显示，每年有 280 万

美国人感染抗生素耐药细菌，超过 3.5 万人因

此死亡[10]，如果目前的耐药性问题得不到遏制，

到 2050 年全球每年因耐药菌感染而死亡的人

数将达到 1 000 万[11]。2013 年，“八国集团首脑

峰会”明确指出，抗生素耐药性 (antimicrobial 
resistance, AMR)问题是与气候变暖同样严峻的

全球性危机；2015 年，世界卫生组织(World 
Health Organization, WHO)也将其列为 21 世纪

人类在健康领域面临的最大挑战之一。 
环境是 AMR 传播扩散的关键节点。近年

来，ARGs 在地表水、地下水、沉积物、废水、

污泥、土壤甚至饮用水和空气等不同生境中被

频繁地检测到[12-14]。大量研究证实，畜禽养殖、

疾病治疗和工业生产等人类活动对 ARGs 的广

泛存在和传播起到了主导作用[3,15-17]。通过多种

途径输入到环境中的大部分抗生素及其代谢产

物仍处于活性状态，虽然浓度已经很低，但是

足以对环境微生物产生持续的选择压力[2]，并

促使微生物通过遗传突变和水平基因转移

(horizontal gene transfer, HGT)等方式获得耐药

性[18]。整合子、转座子、质粒、噬菌体等可移

动遗传元件(mobile genetic elements, MGEs)介
导的 HGT 过程被认为是 ARGs 快速传播的主

要驱动力 [19]。值得注意的是，人类活动还会

带来大量非抗生素类抑菌化合物(如重金属、消

毒剂、生物杀灭剂等 ) [ 2 0 ]，会通过交叉抗性

(cross-resistance)、协同抗性(co-resistance)和共

调控(co-regulation)等机制实现与 AMR 的共选 
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图 1  抗生素作用机制和细菌耐药机制[2,4-5]   ①抑制细胞壁合成与修复；②改变细胞膜结构；③竞争

性拮抗；④干扰细胞能量代谢及电子传递系统；⑤抑制核酸合成；⑥抑制蛋白质合成；A：抗生素外排

泵；B：抗生素灭活；C：细胞膜渗透性降低；D：抗生素作用靶点突变或被修饰 
Figure 1  Main action mechanism of antibiotics and resistance mechanism of bacteria[2,4-5]. ① Inhibition of 
cell wall synthesis and repair; ② Alteration of cell membranes; ③ Competetive antagonism activity; ④ 
Interference of cell energy metabolism and electron transmission system; ⑤ Inhibition of nucleic acid 
synthesis; ⑥ Inhibition of protein synthesis; A: Antibiotic efflux; B: Antibiotic inactivation; C: Reduced 
permeability to antibiotic; D: Antibiotic target alteration/protection/replacement.  

 
择[21]。人们逐渐认识到某些人类病原体可以获

得环境中非致病性细菌的耐药性特征，这对公共

健康是一个巨大威胁。因此 ARGs 被视为一种新

型的环境污染物[22]，而基因组或微生物群落中

的全部 ARGs 和可能表达耐药性的同系物构成

了耐药组，对其来源、分布、传播规律和潜在

风险的研究越来越受到人们的重视。 
目前，研究抗生素耐药性的方法主要有   

3 类[12]：(1) 基于细菌培养的药敏试验；(2) 基

于聚合酶链式反应(polymerase chain reaction, 
PCR)的分子生物学分析方法；(3) 基于高通量

测序的宏基因组学方法。其中药敏试验的方法

主要服务于病原菌的耐药性研究，是临床微生

物学最重要的方法之一，可以为感染性疾病的

治疗提供关键的细菌耐药性表型信息[23]，但是

由于环境中很大比例的微生物在实验室条件下

无法进行培养，该方法并不能有效追踪复杂微

生物群落中耐药性的出现和传播。PCR 技术可
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以根据目的基因的引物序列检测不同类型环境

样本中的 ARGs，具有快速、灵敏、准确等特点，

实时荧光定量 PCR (real-time quantitative PCR, 
RT-qPCR)技术还可以实现对 ARGs 的精确定量[12]。

在此基础上，近年来得到快速发展的高通量实

时荧光定量 PCR (high-throughput quantitative 
real-time PCR, HT-qPCR)技术，可以同时定量检

测上百种 ARGs 且自动化程度高，因此在许多环

境 ARGs 的研究中被广泛使用[24]。但是基于 PCR
的方法仍然存在一定的局限性[25]，一是 PCR 结

果的可靠性可能会受到扩增效率低和非特异性

反应的影响；二是受到引物的限制，无法有效

覆盖环境中丰富多样的 ARGs 序列。 
随着测序技术的不断发展和成熟，宏基因

组学方法克服了细菌培养和 PCR 扩增的限制，

可以有效识别环境样品中数以千计的 ARGs 及

其变体，同时还能解析物种组成和其他功能基

因的变化，通过序列组装确定 ARGs、MGEs
和病原菌之间的关键联系，从而提供 ARGs 传

播扩散规律及其潜在健康风险等重要信息。另

外，宏基因组学技术具有灵活、可扩展、易于

快速实施和标准化等优势，并且测序成本的不

断降低为大规模调研 ARGs 在污水处理厂、土

壤、海洋等复杂生境内的全球分布提供了经济

可行的监测平台。基于此，有效地利用生物信

息学手段解析测序数据，将是环境耐药组研究

的重要步骤。 

1  环境耐药组的宏基因组学研究

策略 
1.1  基于短序列和序列组装的分析方法 

测序技术和生物信息学方法的进步提高了

不同环境样本中微生物序列数据的可用性，为

环境耐药组的监测提供了可行的工具。近年来，

以 Illumina 测序平台为代表的二代测序技术是

宏基因组学研究的主要测序方法，具有读长短

(100−300 bp)、速度快、通量高、准确性高和成

本低等特点[26]。研究者们基于高通量测序平台

和一系列生物信息学分析工具，构建了较为成

熟的针对环境耐药组的宏基因组学研究策略。

如图 2 所示，首先提取环境样品中的所有 DNA，

通过二代测序平台的标准流程获得大量的原始

序列(raw reads)数据，然后需要进行质量控制和

去除宿主污染，输出高质量的清洁序列(clean 
reads)；此后，为了识别和表征宏基因组数据集

中的 ARGs 等功能基因，主要有两种数据分析

方法[26-28]，即基于短序列的分析与基于组装的

分析。 
基于短序列的研究方法是利用 Bowtie2、

Diamond 等工具直接将 clean reads 映射到参考

数据库，或者先将 clean reads 拆分成 k-mers，
再把它们映射到参考数据库，从而不需要通过序

列组装即可检测样品中的 ARGs。基于序列组装

的研究方法是首先利用 IDBA-UD、MEGAHIT、

MetaSPAdes 等工具将 reads 组装成较长的重叠

群序列(contigs)，或进一步利用 MetaBAT2、
MaxBin2、MetaWRAP 等工具进行分箱(binning)
获得细菌基因组草图 (metagenome-assembled 
genomes, MAGs)；然后通过 prokka、prodigal
等工具预测 contigs 或 MAGs 上具有编码蛋白质

潜能的开放阅读框(open reading frame, ORF)，
最后使用 BLAST、Usearch、Diamond 等工具将

它们与参考数据库进行比对，从而对 contigs 或

MAGs 进行 ARGs 的注释。 

1.2  序列同一性阈值的确定和数据标准化 
在上述分析流程中，从大量序列中识别

ARGs 等功能基因主要依赖于序列相似性比对，

即相似性高的基因通常表达相似功能，这是生物

信息学方法的核心原则[29]。因此，选择合适的序 
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图 2  针对环境抗生素耐药组的宏基因组学分析流程   红线代表基于短序列的分析步骤，蓝线代表基

于序列组装的分析步骤，灰线代表共同的步骤 
Figure 2  Metagenomics analysis process for environmental antibiotic resistome. The red line represents the 
analysis flow based on short reads, the blue line represents the analysis flow based on sequence assembly, 
and the gray line represents the common flow. 
 
列同一性阈值(比如 identity、query coverage、
e-values)对 ARGs 等功能基因的准确判定至关重

要。然而阈值的确定受到多种因素的影响[26,29]：

(1) 测序过程会带来一定错误，使得即使表达相

同功能的基因之间也存在细微差异；(2) 当前许

多相关数据库高度偏向经过实验验证、以临床

病原体和人类共生菌为特征的基因，忽略了环

境中更加多样的基因变体；(3) 测序得到的短读

长序列可能仅代表基因序列的一部分，该片段

可能无功能信息，即使与参考序列 100%匹配，

也不一定表达相同的功能；(4) 错配容许度越

高，需要比对的数据集也越大，那么处理它们

所需的计算资源就越多。因此，选择序列同一

性阈值需要权衡基因鉴别的灵敏性、严格性和

计算速度。现在相关研究大多采用 80%−95%的

序列同一性阈值作为序列比对的参数[29-32]。当

然，由于不同目标基因的序列长度、变异程度

等特征都有一定差别，未来研究可关注不同阈
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值对不同基因识别效力的影响，从而优化分析

流程。 
在获得 ARGs 的注释信息之后，可以对

ARGs 的丰度和多样性进行分析。然而，由于

不同样本的宏基因组数据量大小可能差异很

大，为了提高 ARGs 的组成数据在样本之间的

可比性，进行数据标准化是不可或缺的。有研

究直接采用各个样本宏基因组清洁序列的数据

量对 ARGs 序列数进行标准化(copies/Gb)[31]，

或者基于测序深度和基因长度对 ARGs 序列数

进行标准化(RPKM、FPKM 和 TPM)[33-34]。还有

研究采用通用的微生物标记基因的拷贝数进行

数据标准化，比如 16S rRNA 基因的应用已经

较为成熟 [35]。但由于不同细菌基因组中 16S 
rRNA 基因的拷贝数是不一样的[36]，使得不同

样本的 ARGs 丰度受到微生物群落组成的影

响。因此，在这种情况下，有研究建议使用 recA、

rpoA、rpoB、gapA、gyrB 和 pyrH 等单拷贝管

家基因[37-39]，或者计算宏基因组数据集中的细

胞数量[35]对 ARGs 丰度进行标准化，以减少微

生物组成差异带来的不确定性，增加样本之间

的可比性。 

1.3  两种分析方法的比较和选择 
针对环境耐药组的两种宏基因组学分析方

法各有优劣[27,40]，基于短序列的方法通常快速

且对计算的要求较低，能够鉴定低丰度物种中

的 ARGs，但是将 clean reads 直接映射到数据

库可能会增加基因比对的假阳性，而且该分析

也缺乏 ARGs 的遗传位置信息；基于序列组装

的方法可以更准确地检测到蛋白质编码基因，

同时提供有关基因的系统发育和遗传位置的信

息，这对于在环境中评估 ARGs 的风险非常重

要，但是从头组装和注释的过程在计算上昂贵

且费时，并且会丢失序列信息，导致遗漏掉一

些 ARGs，尤其是在分析具有高微生物多样性

和不均匀物种组成的复杂宏基因组数据集时。

三代测序(PacBio 或纳米孔测序)和染色体构象

捕获技术可显著提高基因组组装的保真度，在

一定程度上弥补了上述方法的一些弊端，但是

此类新兴的测序技术也存在数据噪音大、错误

率较高等问题，还需要不断地发展和完善[27-28]。

这意味着尚无哪种序列分析方法可以满足全部

的研究需求，需要根据研究目的、测序类型及

计算资源进行权衡，选择更恰当的方法或者综

合使用多种方法来解析环境耐药组。 

2  环境耐药组的生物信息学解

析工具 
无论是使用哪种宏基因组学分析方法，在

测序数据中识别 ARGs 很大程度上依赖经过整

理的 ARGs 数据库。同时，目前关于抗生素耐

药性的研究，仅进行 ARGs 的注释往往不够，

还需要解析样本中 MGEs、毒力因子等功能基

因，从而可以更深入地研究 ARGs 的水平基因

转移过程和潜在的致病性风险。涉及环境耐药

组研究的生物信息学工具层出不穷，本文仅对

当前主要的生物信息学分析管道、软件和数据

库等资源进行了总结，如表 1−表 3 所示。 

2.1  抗生素抗性基因的注释 
自 Liu 等[41]于 2009 年手动整理第一个综合

性的 ARGs 数据库(antibiotic resistance genes 
database, ARDB)以来，越来越多的研究者基于

不同的目标建立起各类 ARGs 数据库以及相关

的分析软件和流程(表 1)，极大地推动了抗生素

耐药性的组学研究。这些公开的数据库在涵盖的

ARGs 范围和提供的信息类型方面有很大的差

异：ARDB[41]、CARD[42]、SARG[35]、ResFinder[43]、

MEGARes[44]和 ARGminer[45]等数据库是通用的

ARGs 数据库，涵盖了较为广泛的 ARGs 序列 
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表 1  宏基因组学研究抗生素抗性基因的主要资源列表 
Table 1  List of general resources for metagenomic analysis of antibiotic resistance genes 
Bioinformatic tools Tool types Descriptions Version status Website 
ARDB[41] Database Manually collected ARG database 

(4 500 sequences) 
V1.1, 2009.07 http://ardb.cbcb.umd.edu/ 

CARD (RGI)[42] Database 
(software) 

Organized by the Antibiotic 
Resistance Ontology (ARO) and 
AMR gene detection models. 

V3.2.5 (V6.0.0)  https://card.mcmaster.ca/ 

SARG 
(ARGs-OAP)[35] 

Database 
(software) 

Hierarchical database derived from 
ARDB, CARD, and NCBI-NR  
(>12 000 sequences) 

V2.2 (V2.3), 
2021.01 

https://smile.hku.hk/SARGs 

ResFinder[43] Database/ 
Software 

Acquired ARGs associated with 
horizontal gene transfer events 

V4.1, 2021.09/06 https://cge.cbs.dtu.dk/services/ 
ResFinder/ 

MEGARes[44] Database Manually collected ARG database 
(~8 000 sequences) 

V2.0.0, 2019.10 https://megares.meglab.org/ 

ARGminer[45] Database/ 
Online 

ARGs detection platform 
integrating multiple databases 

2020 https://bench.cs.vt.edu/argminer 

Resfams[46] Database ARG database based on Hidden 
Markov Model (HMM) 

V1.2, 2015.01 http://www.dantaslab.org/resfams/ 

DeepARG[47] Database/ 
Software 

Prediction of ARGs based on deep 
learning method 

V1.0.2, 2020.10 https://bench.cs.vt.edu/deeparg 

Mustard[48] Database Predict ARGs integrated 3D Protein 
Structure (>6 000 sequences) 

2017.09 http://mgps.eu/Mustard/ 

FARME DB[49] Database ARG sequences from functional 
metagenomic studies 

2017 http://staff.washington.edu/jwallace/ 
farme/ 

BLDB[50] Database Sequence information on all the 
currently known β-lactamases 

2022.11.16 http://bldb.eu/ 

LacED[51-52] Database Sequence information on TEM and 
SHV β-lactamases 

TEM, 2017; 
SHV, 2010 

http://www.laced.uni-stuttgart.de/ 

MUBII-TB-DB[53] Database Database of ARG mutants of 
Mycobacterium tuberculosis 

V2.0, 2013.12 https://umr5558-bibiserv.univ-lyon1. 
fr/mubii/mubii-select.cgi 

U-CARE[54] Database Comprehensive ARG database of 
Escherichia coli 

2016 http://www.e-bioinformatics.net/ucare 

ARIBA[55] Software A combined mapping and targeted 
local assembly approach 

V2.14.6, 2020.09 https://github.com/sanger-pathogens/ 
ariba 

GROOT[56] Software Variation graph for reference gene 
sets with an LSH indexing scheme 

V1.1.2, 2020.05 https://github.com/will-rowe/groot 

ShortBRED[57] Software A marker-based approach V0.9.4, 2020.05 https://github.com/biobakery/shortbred 
 
及其抗性机制信息；Resfams[46]、DeepARG[47]、

Mustard[48]、FARME DB[49]等数据库是结合深

度学习算法、统计分析模型或功能宏基因组学

研究建立起的数据库，包含了数量更多的新型

ARGs 和已知 ARGs 的远距离同源物；还有一

些数据库仅提供了特定基因家族或物种的耐

药性信息，如 BLDB[50]和 LacED[51-52]只关注了

β-内酰胺酶的序列、突变和结构，而 MUBII- 
TB-DB[53]和 U-CARE[54]则关注了特定模式细菌

的耐药性。 
为了提高 ARGs 预测的准确性和节约计算资

源，很多研究者也提出了不同的解决策略。比如，
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Hunt 等[55]开发的 ARIBA 首先使用 CD-HIT 对

参考序列进行聚类，挑取每个 ARG 的代表性序

列，再通过靶向局部组装的方法将测序数据与

代表序列进行比对，从而减少分析所需的时间

和计算资源；Rowe 等[56]开发的 GROOT 为参

考基因集编译变异图，并通过图遍历算法将测

序数据与变异图进行比对，提高了复杂样本中

大量序列的比对效率和准确率；Kaminski 等[57]

为了避免将目标序列虚假映射到不相关蛋白

序列的同源区域而导致假阳性，开发了一种基

于标记的识别方法(ShortBRED)，主要是从参

考数据库中识别每个抗生素抗性蛋白家族的

代表性短肽序列作为“标记”，然后将测序数据

与这些标记进行比对，该方法在保证灵敏度、

特异性的基础上，比全长蛋白序列比对的策略更

快速。 

2.2  可移动遗传元件的注释和水平基因转移

事件的识别 
可移动遗传元件 (MGEs)本身也是遗传物

质的片段，能够在基因组内或不同生物体的基

因组之间移动，被认为是 ARGs 发生水平转移

进而在环境中快速传播的关键驱动力。近年来，

许多研究者也围绕从宏基因组数据中识别

MGEs 开发了一系列分析工具和数据库，如表 2
所示，不仅有涵盖范围较广的综合性数据库，

还有专门整理的质粒、整合子、插入序列、噬

菌体等特定数据库。但是需要说明的是，MGEs
特殊的基因结构对其生物信息学解析是一个挑

战，比如不同的质粒通常包含相似的复制和接合

元件，而转座子和噬菌体包含高频的重复序列和

模块化结构，这使针对 MGEs 的序列组装和基

因注释的完整性和准确度受到了较大影响[80]。 
此外，基于宏基因组序列组装的策略，一

些生物信息学工具还可以从 contigs 和 MAGs
数据集中推断潜在的水平基因转移 (HGT)事

件，为表征 ARGs 的传播扩散提供了直接证据。

比如，IslandViewer 根据不同种属细菌间基因组

序列构成的差异，预测携带了转座子、插入序

列等移动元件的基因组岛，还能同时对毒力因

子和耐药基因进行注释[68]；HGTector 比较了不

同系统发育距离的基因组中的蛋白质序列，通

过识别亲缘关系较远的物种之间具有更高序列

相似性的基因来检测 HGT 的发生[69]；WAAFLE
将重叠群序列的每个基因与泛基因组数据库进

行相似性匹配，确定重叠群的基因是否可以完

全由单个物种解释，或者是否需要多个物种来

解释重叠群的基因组成，后一种情况被视为

HGT 发生的推断证据；RANGER-DTL 通过系统

发育不一致性测试来确定物种树上最有可能发

生 HGT 的位置，该测试方法是将基于跨类群同

源序列的基因树与这些类群的系统发育树进行

比较[70]；MetaCHIP 则结合了基因相似性比对和

系统发育不一致性测试的方法，专门用来识别群

落水平供体和受体基因组之间的 HGT 事件[71]。 

2.3  其他微生物抗性基因和毒力因子的注释 
细菌耐药性的选择压力不仅来自抗生素，

其他化学污染物(如重金属和生物杀灭剂)也参

与了抗生素抗性的选择[81]。有研究表明，微生

物对这些外源物质的胁迫具有相似的抗性机

制，还在某些基因的调控下产生多重抗性[82]。

因此，解析 ARGs 与其他微生物抗性基因的相互

关系，将有助于更深刻地理解微生物群落中抗生

素抗性的发展和维持机制。BacMet 数据库[72]为

鉴定 DNA 和蛋白质序列中的生物杀灭剂和金

属抗性基因提供了有力工具，该数据库包括两

部分：一是手动整理的高质量基因数据库，充

分参考了已发表的文献、经实验确定的功能基

因；二是预测抗性基因的数据库，基于手动整

理的基因序列在公共数据库进行相似性搜索生

成，但尚未经过实验研究。 
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表 2  宏基因组学研究可移动遗传元件和水平基因转移事件的主要资源列表 
Table 2  List of general resources for metagenomic analysis of mobile genetic elements and horizontal gene 
transfer events 
Bioinformatic tools Tool types Descriptions Version status Website 
ACLAME[58] Database/

Online 
Comprehensive database that collects 
and categorizes MGE from different 
sources (>120 000 sequences) 

V0.4, 2009.08 http://aclame.ulb.ac.be/ 

MGEdatabase[59] Database More than 270 gene types, including 
plasmids, integrase, transposase, and 
insertion sequences 

2018 https://github.com/KatariinaParnan
en/MobileGeneticElementDatabase 

mobileOG-db[60] Database Covering 6 140 MGE protein families 2021.08  https://mobileogdb.flsi.cloud.vt.edu/ 
PLSDB[61] Database Integrated plasmid sequences from 

NCBI database  
V.2021_06_23 https://ccb-microbe.cs.uni-saarland.

de/plsdb/ 
PlasFlow[62] Software Predicted plasmid sequences from 

metagenomic data 
V1.1, 2018.05 https://github.com/smaegol/ 

PlasFlow 
ICEberg 
(ICEfinder)[63] 

Database 
(online) 

Integrated and conjugated elements of 
bacteria 

V2.0, 2018.09 http://db-mml.sjtu.edu.cn/ICEberg/ 

ISfinder[64] Database/
Online 

Insertion sequences for bacteria and 
archaea 

2021.09 https://www-is.biotoul.fr/ 

INTEGRALL[65] Database/
Online 

Comprehensive integron information 2021.09 http://integrall.bio.ua.pt/ 

PHASTER[66] Database/
Online 

Identification and annotation of phage 
sequences 

2020.12 http://phaster.ca 

Phigaro[67] Software Detect the prophage genome V2.3, 2021.03 https://github.com/bobeobibo/phigaro 
IslandViewer[68] Database/

Online 
Predict genomic islands from bacteria 
and archaea 

V4, 2017.05 http://www.pathogenomics.sfu.ca/ 
islandviewer/ 

HGTector[69] Software Identify genes in genomes displaying 
taxonomically 
Discordant similarity to genes within 
reference database 

V2.0, 2020.12 https://github.com/DittmarLab/ 
HGTector 

WAAFLE Software Identify genes in contigs displaying 
taxonomically 
Discordant similarity to genes within 
reference database 

2018 http://huttenhower.sph.harvard.edu/
waafle 

RANGER-DTL[70] Software Reconcile phylogenetic incongruencies 
between gene and species trees 

V2.0, 2018 https://compbio.engr.uconn.edu/ 
software/RANGER-DTL/ 

MetaCHIP[71] Software Combined similarity and phylogenetic 
incongruency approach 

V1.10.6, 
2021.09  

https://github.com/songweizhi/ 
MetaCHIP 

 
环境中的 ARGs 向人类病原菌的传播扩散

会造成巨大的健康风险，一直是环境耐药组研

究的重点。毒力因子(virulence factor, VF)是指

由细菌、病毒、真菌等微生物代谢产生、带有

侵袭力和毒素等毒力性质的分子，表征了病原

菌致病能力的强弱[83]。调控毒力因子的基因可

编码在 MGEs 上并进行水平转移，使无害细菌

变成危险的病原菌 [84]。因此，毒力因子基因

成为研究耐药细菌的致病性风险的靶标基因。

如表 3 所示，目前已有多种生物信息学工具用

来识别宏基因组数据集中的病原菌和毒力因子

基因，其中 VFDB 和 PATRIC 的应用更广泛。由 
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表 3  宏基因组学研究其他微生物抗性基因和毒力因子的资源列表 
Table 3  List of general resources for metagenomic analysis of other microbial resistance genes and virulence 
factor 
Bioinformatic tools Tool types Descriptions Version 

status 
Website 

BacMet[72] Database/ 
Online 

Antibacterial biocide- and metal-resistance 
gene database, including 753 experimentally 
confirmed resistance genes 

V2.0, 
2018.03 

http://bacmet.biomedicine.gu.se/ 

VFDB[73] Database/ 
Online 

Database of virulence factors of pathogenic 
bacteria, including 4 271 experimentally 
confirmed resistance genes 

2021.12 http://www.mgc.ac.cn/VFs/ 
main.htm 

Victors[74] Online 5 304 virulence factors of human and animal 
pathogens 

2018.08 http://www.phidias.us/victors 

PHI-base[75] Database/ 
Online 

Molecular information that affects the 
pathogen-host interaction 

V4.12, 
2021.02 

http://www.phi-base.org/ 

PAIDB[76] Database/ 
Online 

223 types of pathogenic islands and 88 types 
of drug-resistant islands 

V2.0, 
2014.10 

http://lilab2.sysu.edu.cn/ 
microphenodb 

PATRIC[77] Database/ 
Online 

A comprehensive database of pathogenic 
bacteria 

V3.6.12, 
2020 

https://www.patricbrc.org/ 

PathoFact[78] Software Easy-to-use modular pipeline to analyze 
toxins, virulence factors, and drug resistance 
genes in metagenomic data 

V1.0, 
2014.10 

https://pathofact.lcsb.uni.lu 

VirulenceFinder[79] Database/ 
Online 

Identify virulence factors in the genomes of 
E. coli, Enterococcus, Staphylococcus aureus 
and Listeria 

V2.0, 
2020.02 

https://bitbucket.org/ 
genomicepidemiology/ 
virulencefinder 

 
中国医学科学院研发的病原菌毒力因子数据库

(virulence factor database, VFDB)[73]收集整理了

32 个病原菌属的所有已知毒力因子信息，涵盖了

14 个大类 100 多个子类的功能基因，与 BacMet
数据库类似，也分为经实验验证的毒力因子基

因核心数据库(setA)和增加了预测基因的全库

(setB)。而由美国弗吉尼亚理工大学等科研团队

开发的病理系统资源整合中心 (pathosystems 
resource integration center, PATRIC)[77]集成和储

存了病原体的基因组、转录组、蛋白质组等多

种数据类型，并提供了各类在线分析和可视化

的工具。 
上述的各类数据库和工具，同样有着各自

的优劣和应用场景，也受到不同因素的限制，

需要根据研究目标进行合理选择。特别是从更

复杂的环境微生物群落中鉴定 ARGs 时，数据

库的选择尤为重要，使用不匹配的数据库可能

会漏掉部分重要的 ARGs，从而低估 ARGs 的

多样性。而数据库本身也存在问题，一方面，

大多数据库缺乏可持续的管理和更新，无法及

时收录新兴 ARGs 的序列；另一方面，数据库

很难正确识别某些基因表达过程中的突变或修

饰，造成错误的预测，而对一部分 ARGs 不同

的命名策略又会带来数据库的冗余和混淆[26-27]。 
已有研究比较了主要的 ARGs 数据库对宏

基因组数据集中 ARG 序列的识别效力[26,28]，结

果表明 ARG-miner、CARD、MEGARes 和 SARG
等通用数据库在环境样本的 ARGs 检测方面最

有效，并且在某些情况下可以识别使用特定数

据库(比如 BLDB)无法识别的 β-内酰胺酶，而使

用 2 个或更多的数据库可以获得更多的 ARGs。
因此，对大规模环境样本的宏基因组数据集进
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行解析时，可优先选择多个通用数据库，这种

联合使用可获取更全面的环境调查结果。同时，

由于下游的数理统计分析高度依赖参考数据库

的正确性，应该持续加强相关数据库的建设、

管理和维护，确保数据库的质量，为抗生素耐

药性的环境监测提供可靠平台。 

3  环境耐药组的风险评价框架 
环境中不断累积和传播的 ARGs 和 ARB 可

能会增大病原体获得耐药性的几率，并通过某

种途径使耐药性病原体直接暴露于人体，进而

对人类健康产生不利影响。近年来，许多科学

家认识到一些严重威胁公共健康安全的流行性

传染病可能与环境起源的细菌、病毒及原生动

物密切相关，有研究表明多种临床病原体和常

见土壤细菌所携带的 ARGs有着 100%的序列同

一性[85]，这都说明环境 AMR 带来的健康风险

不容忽视。然而针对环境 AMR 发展和传播的人

类健康风险评估(human health risk assessment, 
HHRA)极具挑战性[86]，这严重制约了后续风险

管理政策的制定。WHO 提出了基于微生物预测

模型 (predictive model, PM)和剂量 -效应模型

(dose response model, DRM)的微生物定量风险

评估方法(quantitative microbial risk assessment, 
QMRA)，对环境中特定致病微生物产生危害的

可能性和严重性进行了数学描述，包括了危害鉴

定、危害表征、暴露评估和风险特征描述 4 个步

骤[87-88]。这似乎为定量评估 AMR 的风险提供

了借鉴，因为一个重要的原则是必须根据 ARB
而不是其携带的 ARGs 来评估 AMR 从环境传

播到人类的风险[89]。 
本文根据已有研究[86,89-90]，将 AMR 的风险

评价框架绘制为图 3 所示的流程：(1) 危害鉴

定：全面分析 ARGs 和 ARB 的环境分布和丰度

水平，识别不同抗菌物质对 ARB 的选择作用。

(2) 危害表征：定性和定量地评估 ARGs 向病原

体转移的发生，并表征其潜在的不良影响。(3) 暴
露评估：定性和定量地评估环境中的耐药性病原

体通过不同途径影响人体的概率。(4) 风险特征

描述：最终目标是估计由环境 ARGs 和 ARB 引

起的感染性疾病数量。然而必须指出的是，这

一风险评价框架在实际操作上极为复杂，在多

个环节受到限制[91-92]：一是环境中抗生素及共

选择化合物(如重金属、生物杀灭剂)的暴露与细

菌耐药性发展之间的关系还不清楚，它们可能

的混合效应将更为复杂；二是 ARGs 发生水平

转移的频率和影响 ARGs 从环境 ARB 向病原体

转移的条件并不清楚，对新型 ARGs 和 ARB 的

生物学特征研究还不足；三是环境 ARGs 和 ARB
向人体传播的途径、模式和频率仍然知之甚少，

绝大多数 ARB 的剂量-效应数据严重缺乏。因

此，若实现准确的环境 AMR 风险评估还需要大

量的研究工作支持。目前研究者们主要在危害鉴

定、危害表征这两个环节取得了一系列成果。 

3.1  危害鉴定：预测抗生素的选择作用 
首先，依据通过实验发现的细菌与抗生素

之间的浓度-响应关系来评估环境中抗生素暴

露对细菌耐药性选择的作用，从而预测 AMR
发展的风险。一般情况下，环境中抗生素的暴

露浓度远低于最小抑菌浓度(minimum inhibitory 
concentration, MIC)，而亚抑菌浓度的抗生素能

诱导细菌产生 ARGs。但是要在复杂的微生物

群落中通过试验测定所有抗生素的最小选择浓

度(minimum selective concentration, MSC)，需要

付出相当大的努力[93]。Bengtsson-Palme 等[94]

的研究提出了一种估算诱发细菌耐药性的预测

无影响浓度(predicted no effect concentration, 
PNEC)的方法，即 MIC 除以一个评价因子(研究

中取 10)，用于解释 MIC 和 MSC 之间的差异，

若抗生素浓度维持在 PNEC 以下，则认为诱发 
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图 3  环境抗生素耐药性的风险评价框架 
Figure 3  Framework for risk assessment of antimicrobial resistance in the environment. 
 
环境细菌产生耐药性的可能较低；研究中汇总

了 EUCAST 数据库中 111 种抗生素及 11 种抗

生素组合的 MIC，并在此基础上计算出了相应

的 PNEC。Zhang 等[95]利用该方法研究了我国东

江流域抗生素所带来的潜在的耐药性风险，结

果表明 36 种被检测的抗生素中有 23 种抗生素

的风险水平较高，风险高的河段属于污染源下

游的 15 km 范围内。另外，Rico 等[96]提出了一种

评估环境中 AMR 发展风险的概率方法，并在

集约化水产养殖的场景进行了应用，该方法基

本的数据来源也是 EUCAST 数据库。应该注意

的是，EUCAST 数据库中抗生素 MIC 的获得大

多是基于病原菌，未覆盖大多数环境微生物，

目前则假设试验菌种的响应特征可代表多数环

境菌种。更进一步地，在多种化合物共存的环

境中，充分根据混合物成分的信息来预测综合

效应和风险显得尤为重要，已有研究通过开发

新的统计模型对评估这种环境综合风险做了初

步探索[97]。当然还需要更多的实验数据来进行

方法优化，以及考察方法在不同场景的实际应



 
1550 微生物学通报 Microbiol. China 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

用效果。 

3.2  危害表征：ARGs 的宿主识别 
在整个环境 AMR 的风险评估框架中，耐

药性病原体的识别和表征无疑是最基础和关键

的组成部分[89]。在环境 AMR 的监测工作当中，

全面解析复杂多样的 ARB 组成是必不可少的，

一方面对于确定它们对人类健康的风险至关重

要；另一方面可以利用先进的靶向调控方法，

如噬菌体疗法和工程化溶菌酶等来控制 AMR
的传播，这就需要 ARGs 的宿主信息来帮助设

计有针对性的策略[98]。最新的研究总结了现有

的 ARGs 宿主表征方法[98-99]，并讨论了它们的

优势和局限性(表 4)。 
如前所述，基于细菌培养的方法是识别

ARB 及其相关 ARGs 的“黄金标准”，但忽略了

环境中大部分不可培养的微生物。因此，目前

主要使用分子生物学和统计学手段识别环境

ARB，包括相关性分析、宏基因组学技术、荧

光激活细胞分选技术(FACS)、细胞内融合基因

技术 (epicPCR)和高通量染色体构象捕获技术

(Hi-C)等 5 种方法。目前相关性分析和宏基因组

学方法被广泛应用于污水、污泥、粪便、河水、

沉积物和土壤等环境样品的 ARB 筛查，而其他

3 种技术属于新兴的检测方法，仅有少量相关

研究应用了这 3 种方法，还有待不断发展和更

多研究的检验。相关性分析是使用统计方法(如
Pearson 和 Spearman 相关系数)来评估 ARGs 丰

度与微生物丰度之间的关联，从而确定潜在的

“ARGs-宿主”关系。宏基因组学技术可以获得

更丰富的微生物结构和功能信息，基于 contigs
和 MAGs，通过识别与 ARGs 共定位的系统发

育标志物，可以将 ARGs 与微生物分类信息联

系起来。比较这两种常用方法，宏基因组学技

术在表征环境 ARGs 及其宿主的多样性方面更

强大，而且准确性更高，有较好的应用前景，

但是仍需要针对其局限性不断优化。 

 
表 4  主要的 ARGs 宿主识别方法及其优缺点 
Table 4  Summary of ARG-host identification methods and their advantages and disadvantages 
Host identification method Advantages Disadvantages 
Traditional bacterial culture 
method 

Reliable and stable, and can be 
characterized by phenotype 

Only the resistance of culturable microorganisms, 
time-consuming, laborious and difficult to 
quantify 

Correlation analysis Low cost, simple operation, high 
throughput 

Easily result in false positive or false negative 
results. Data standardization methods affect the 
quantity and intensity of correlation 

Metagenomics Non-targeting, high throughput, avoiding 
the bias of primer use, can obtain more 
abundant genetic localization information 

Limited by sequencing depth and assembly 
strategy, impossible to capture strain variation 
effectively and locate host of broad-spectrum 
plasmid effectively 

Fluorescence-activated cell 
sorting (FACS) 

High sensitivity, fast speed, can track 
plasmid transfer 

Affected by pH, temperature, and oxygen 
concentration, and cannot effectively screen for 
more complex environments 

Single-cell fusion PCR 
(epicPCR) 

Low cost, high throughput, highly parallel Limited by primers, not accurate quantification, 
cannot obtain genetic background of target genes 

High throughput chromosome 
conformation capture 
technologies (Hi-C) 

High throughput, high resolution, can 
obtain the genetic background of the 
target gene 

The experiment cost is high, the data noise is 
loud, the experiment process is tedious 
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3.3  危害表征：ARGs 的风险分级 
基于上述环境 ARB 的识别，有学者进一步

提出了围绕耐药性病原体表征的风险评价思路，

即环境 AMR 风险主要取决于 3 个方面：ARGs
对应的抗生素耐药类型，ARGs 是否存在于实

际病原体中，以及 ARGs 是否有可能被转移到

实际病原体中。宏基因组学方法在上述风险评

价思路的实践中发挥了重要作用，许多研究已

经做了有益的探索。 
比如，Martínez 等[100]将 ARGs 风险按照不

同标准(RESCon)分成 7 类：RESCon7 风险最低，

包含比对 ARGs 数据库后相似度达到一定阈值

的基因序列；如果该序列被检测到在 MGEs 上，

则归为 RESCon6；对 ARGs 进行功能评估，如果

编码了已知基因家族的抗性机制归为 RESCon5，
而编码了全新的抗性机制则归为 RESCon4；对

过去使用或现在很少使用的抗生素表达了抗

性的 ARGs 属于 RESCon3；风险最高的类别包

括对目前使用的抗生素产生耐药性的基因并且

位于 MGEs 上，这些基因可存在于非病原体

(RESCon2)或人类病原体中(RESCon1)。 
类似的 ARGs 风险分级的思想也被应用于

Hu 等[101]的研究中，该研究提出了针对饮用水系

统的耐药性风险评价体系(R3DW)，与 RESCon
最显著的区别是重新定义了最高等级的风险水

平，如果饮用水系统中的 ARGs 定位于 MGEs
上且存在于能耐受氯消毒的人类病原体内，则

被认为是风险最高的(R3DW1)。Ma 等[102]同样

针对饮用水系统开展了相关研究，根据 ARGs、
病原体和携带 ARGs 的病原体的检测结果，将

饮用水的公共健康风险分为三级：A 级，样本

中检测到携带 ARGs 的病原体；B 级，样本中

检测到 ARGs 和病原体，但无携带 ARGs 的病原

体；C 级，样本中仅检测到 ARGs。根据病原体

是专性还是机会性的，又进一步把 A 级和 B 级

分别分成两个亚级，表示专性病原体带来的潜

在风险更高。Zhang 等[103]提出了一个基于“人为

富集性” “可移动性”和“宿主致病性”这 3 个因

素对 ARGs 风险进行排序的框架，通过这个框

架筛选到的高风险 ARGs (Rank I)覆盖了绝大

部分被 WHO 认定为高风险的 ARGs。 
还有研究结合宏基因组序列组装方法和

ARGs 遗传位置识别，对环境样本进行了耐药

性风险的综合评价。比如，Oh 等[104]基于宏基

因组学和生物信息学开发了一种计算方法

(MetaCompare)，根据每个 ARG 的相对丰度、

移动性和病原体内的存在情况进行评估，然后

对耐药性风险进行综合评分。Su 等[16]将 ARB
的杀菌剂和金属抗性也纳入考量，提出了一种

针对环境耐药组的综合风险评分方法，能够有

效识别高风险热点。 
另外，目前宏基因组分箱的方法使得获取

较完整的细菌基因组成为可能，Liang 等[105]就

利用该方法对携带 ARGs 和毒力因子基因的细

菌进行了鉴定和定量，以此来进行微生物水平

的风险评估。Zhang 等[106]在获取全球不同生境

的微生物基因组数据基础上，通过综合考虑人

类可及性、可移动性、致病性和临床可用性，

定量评估了 2 561 种 ARGs 对人类的健康风险。

Su 等[107]则基于不同风险指示基因在基因组中

的共现模式，筛选出了全球微生物基因组目录

中需要优先监控的高风险耐药菌清单。 
以上方法为后续耐药性病原体的人体暴露

评估和最终的风险特征描述提供了预测性质的

危害特征数据，但是如何更完整地表征耐药性

病原体的危害特性，以及如何分配不同特性的

风险权重值，仍是一个值得深入讨论的问题。 

4  总结与展望 
抗生素耐药性问题严重威胁全球公共健
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康。在“同一个健康(one health)”框架下，人类、

动物和环境健康紧密联系、互相影响[108]。监测

和预判环境耐药组的流行、传播和潜在风险是

应对挑战的重要基础工作。随着高通量测序技

术和生物信息学方法的进步，宏基因组学技术

已被广泛应用于不同环境样本中的 ARGs 检

测。如本文所述，当前针对环境耐药组研究有

不同的宏基因组学分析方法和多种生物信息学

分析管道，极大地助力于抗生素耐药性研究，

减少其对人类健康的不利影响，表现在：(1) 为
快速全面地了解不同环境介质中 ARGs 的多样

性和丰度变化提供了技术平台，特别是医院、

污水处理厂、养殖场等重点场所中高风险 ARGs 
(如 CTX-M、NDM、mcr 和 optrA)的流行和变

异，对研究其造成的潜在健康威胁具有重要意

义；(2) 宏基因组学方法的应用能够更好地研究

ARGs 的传播机制，确定 ARGs 从环境细菌转

移到人类致病菌的风险和传播途径，解析抗生

素、消毒剂、重金属等污染物对复杂微生物群

落的影响，为合理管控相关化学品的使用和排

放提供科学依据；(3) 有助于发现环境中更多未

知的 ARGs，预测出未来可能会发生的抗生素

耐药性，同时可以深入研究细菌耐药性的内在

遗传基础，指导新型抗生素或抗生素替代品的

研发。 
然而，宏基因组学方法在环境耐药组研究

中的应用尚存在不足：(1) 针对研究中的海量数

据，如何选择和组配生物信息软件和数据库进

行耐药组的筛查和分析是一项非常复杂的工

作，对研究者生物信息知识的储备和分子生物

学实验的操作能力提出了更高的要求；(2) 目前

仍缺乏标准和稳健的数据分析平台，如何确定

基因比对时的同一性阈值还存在争议，有些功

能基因数据库还不够完善、更新不够及时，基

因检测的准确度和灵敏度受到测序深度和序列

质量的限制，这都影响了实际应用中数据解析

的效果；(3) 宏基因组学方法只能从 DNA 序列

中识别潜在的 ARGs，而对 ARGs 的遗传特性、

表达活力、功能表型等信息还无法完全掌握。

因此，建立合理化、规范化和标准化的数据分

析流程应是一项持续和动态的工作，需要基于

不同的样本类型和研究目标，不断优化生物信

息软件和数据库的组合。 
此外，为了增强对耐药基因传播扩散规律

和抗性机制的认识，提高环境耐药组风险预测

的准确度，未来研究中应将传统技术与先进技

术进行有机结合，一方面宏基因组学技术可与

传统的环境微生物富集培养方法结合，在筛选

具有靶标耐药表型的 ARB 基础上，有效解析其

分类学、致病性和耐药性等核心特征，与 PCR、

RT-qPCR 等分子生物学技术结合，能够为特异

性引物的设计提供更多的耐药基因参考序列；另

一方面，三代测序、单细胞测序、功能基因组测

序等技术正蓬勃发展，宏基因组结合宏转录组、

宏蛋白组等多组学联用技术也广泛应用于环境

微生物学研究，这些先进的技术手段可为精准深

入地探索耐药基因的分子遗传特性提供有力支

撑，也为将来解决抗生素耐药性问题奠定基础。 
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