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摘  要：【背景】近岸海域抗生素抗性基因(antibiotic resistance genes, ARGs)的污染和累积将直接影

响海产品质量和安全，海州湾作为江苏省的四大渔场之一，是江苏渔业发展的主要载体，有多条

大小河流注入，沿岸为重要农业区，对公众健康产生重大影响。【目的】对海州湾夏秋季的水样及

沉积物展开微生物及 ARGs 检测。【方法】基于宏基因组测序技术开展海州湾夏秋两季近岸 6 个站

点中水体和沉积物中 ARGs 种类和相对丰度以及微生物群落的组成研究。【结果】变形菌门

(Proteobacteria)和放线菌门(Actinobacteria)是夏秋季度两种介质中最优势的门类，水样中优势的科

级细菌为红细菌科(Rhodobacteraceae)，沉积物样品中为脱硫杆菌科(Desulfobacteraceae)；夏季水

样中的 ARGs 相对丰度要明显高于秋季，但沉积物中不同季节的 ARGs 相对丰度未表现出明显的

变化趋势；在水样中主要门级微生物群落的抗性机制主要是抗生素靶位替换和抗生素靶位保护，

沉积物样品则以抗生素灭活机制为主，而主要科级微生物群落的抗性机制更加多样；冗余分析

(redundancy analysis, RDA)和典型对应分析(canonical correspondence analysis, CCA)发现硝酸盐及

盐度等环境因子与 ARGs 的变化显著相关。【结论】海州湾近岸海域的微生物群落及 ARGs 组成在

夏秋季不同介质中有明显差异，且不同介质中主要微生物群落的抗性机制不尽相同，ARGs 的相对
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丰度和分布受盐度和硝酸盐等环境因子调控。研究结果为海州湾公共安全监测和生态环境的保护

提供了理论依据。 
关键词：抗生素抗性基因；微生物群落；海州湾；水样；沉积物 
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Abstract: [Background] The pollution and accumulation of antibiotic resistance genes (ARGs) 
in coastal waters directly affect the quality and safety of seafood. As one of the four major 
fishing grounds, Haizhou Bay is the main carrier of fishery development in Jiangsu province, 
with multiple rivers injected. The coast is an important agricultural area with a significant 
impact on public health. [Objective] To study the microorganisms and ARGs in the water and 
sediment samples collected from six points of Haizhou Bay in summer and autumn. [Methods] 
Metagenomic sequencing was employed to determine the composition and relative abundance of 
microorganisms and ARGs. [Results] Proteobacteria and Actinobacteria were the most 
dominant phyla in the two media in summer and autumn. The dominant families in water and 
sediment samples were Rhodobacteraceae and Desulfobacteraceae, respectively. The relative 
abundance of ARGs in water samples in summer was significantly higher than that in autumn, 
while the relative abundance of ARGs in sediments did not show a significant trend in different 
seasons. The resistance mechanisms of the main phyla in water samples were mainly antibiotic 
target replacement and antibiotic target protection, while that in the sediment samples was 
mainly antibiotic inactivation. The main families had more diverse resistance mechanisms. 
Redundancy analysis (RDA) and canonical correspondence analysis (CCA) showed that 
environmental factors such as nitrate and salinity were significantly correlated with the changes 
of ARGs. [Conclusion] The microbial community and ARGs in the coastal area of Haizhou Bay 
varied in different media in summer and autumn, and the main microbial communities in 
different media adopt different resistance mechanisms. The relative abundance and distribution 
of ARGs were regulated by environmental factors such as salinity and nitrate. The findings 
provide a theoretical basis for public safety monitoring and environment protection in Haizhou 
Bay. 
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抗生素抗药性正在成为 21 世纪的全球性危

机[1]。据估计，如果不能有效控制，到 2050 年，

全球死于抗生素耐药性细菌感染的人数可能达

到每年 1 000 万[2]。自 2006 年以来，抗生素抗性

基因(antibiotic resistance gene, ARG)已被广泛认

为是一种新兴污染物[3]。目前，ARG 普遍存在

于环境中，如土壤、水和空气[4-5]，对人类健康

安全造成了潜在威胁。来自医院、养殖场和污水

处理厂等含有抗生素、ARG 和抗生素抗性菌的

多种类型废水最终被排入自然水体[6-8]，因此水

环境是 ARG 的重要储存库。 
ARG 在环境中的增加与人类活动密切相关[9]。

随着城市化进程的推进，人口、医疗水平和生活

污水排放量等都迅速增加[10]。从而加重了抗生素

和其他类型污染物(如非抗生素药物、重金属和消

毒副产品)向环境的释放，这将进一步促进不同微

生物之间 ARGs 的突变和基因水平转移[11-13]。 
河流易受人类活动的影响，为 ARG 的积累

和传播提供了理想的媒介[14]。水和沉积物之间

的交换可能进一步使河流生态系统更加复杂。尽

管如此，大多数河流 ARGs 的研究集中在人类污

染的水环境(如污水和畜禽废水)或单一的河流

介质(如水体和沉积物)[15]。近年来，中国沿海地

区经济发展迅速，近岸海域受到严重的人为干

扰，导致近岸海水 ARG 污染的报道频繁。例如，

在珠江河口检出磺胺类 ARG (sul1)[16]；在泰国  
2 个热带休闲海滩检出 6 种 ARG (blaNDM、

blaTEM、blaVIM、mcr-1、sul1 和 tetQ)等[17]。海州

湾为多条河流入海口，地理位置特殊，既受到地

表径流的影响，又与海洋有交互，因此海州湾

ARG 的时空分布具有较高的研究价值。 
本研究旨在对海州湾夏秋季节水样和沉积

物样品中的微生物群落组成和 ARG 的组成及丰

度进行分析，并对其潜在的公共卫生风险进行评

估，同时探讨了环境因子对微生物群落及 ARG
的影响，以期为沿海地区和河流入海口的微生物

群落及 ARG 研究提供数据参考和科学依据。 

1  材料与方法 
1.1  主要试剂和仪器 

细菌 DNA 提取试剂盒 HiPure Bacterial 
DNA Kit，上海迈跟生物科技有限公司；文库制

备试剂盒 NEBNext® ULtra™ DNA，南京赛泓瑞

生 物 科 技 有 限 公 司 。 Qubit 荧 光 仪 、

NanoDrop3300 荧光分光光度计，赛默飞世尔科

技(中国)有限公司；便携式水质分析仪，广州博

勒泰科技有限公司；multi N/C 3100 分析仪，耶

拿分析仪器有限公司；QuAAtro 39 分析仪，水尔

分析仪器(上海)有限公司；2100 生物分析仪，安

捷伦科技有限公司；Illumina NovaSeq 6000 测序

仪，上海土森视觉科技有限公司。 
1.2  样品采集 

样品采集自中国连云港海州湾近岸海域，范

围分别是 34.66−35.04°N 和 119.18−119.76°E。在

2022 年 7 月及 9 月进行了采样，海州湾的 6 个采

样点分别位于高公岛附近以及烧香河、临洪河、

龙王河、青口河、柘汪河入海口附近，这 6 个站

位对应编号为 1、2、3、4、5 和 6，水样以 W 表

示，沉积物样品以 S 表示，夏季以−1 表示，秋季

以−2 表示。站位的经纬度信息见表 1。在每个采

样点进行水样及沉积物的采集，并对一些理化因

子进行原位测定。从海州湾近岸海域共采集了  
24 份样品，水样和沉积物样品各 12 份。将水样及

沉积物样品置于冰上运回实验室，将每份样品存

储于−80 ℃，用于提取 DNA。 
表 1  站位信息表 
Table 1  Station information table 
站位 Station 经度 Longitude (°E) 纬度 Latitude (°N) 
W1/S1 119.484 0 34.699 1 
W2/S2 119.459 5 34.667 7 
W3/S3 119.222 6 34.786 0 
W4/S4 119.194 4 34.923 8 
W5/S5 119.199 7 34.831 7 
W6/S6 119.225 8 35.048 3 
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水样通过用 Schindler 采水器在采样点随机

取样 3 次，将 3 次水样在桶中进行充分混合，取

混合水样 2−3 L，现场采样真空过滤装置进行抽

滤。将水样先用 5 μm 的滤膜进行过滤，然后将

过滤后的水样再用 0.45 μm 滤膜进行过滤。将滤

膜放置于做好标记的离心管中再放入液氮中进

行保存，每个点位重复提取 6 次，再将滤膜(贮
存于冻存管)用干冰存贮，并立即送往广州进行

测序。另外，在每个点取混合水样 4 L 存贮于样

品瓶中置于冰上运回实验室，用于后续理化指标

的测定。采样过程中严格记录采样点环境、时间、

地点，并在现场用便携式水质分析仪测定水样的

pH、溶解氧、盐度、电导率和温度。沉积物样

在每个采样点用 Petersen 抓斗式采泥器随机 3次

抓取表层沉积物(0−10 cm)，将 3 次沉积物样品

进行充分混合，取出部分(≥2 g)放入离心管中，

剩余的用锡箔纸包好后放入自封袋，放入冰上运

回实验室，离心管中的沉积物样品同水样一起干

冰运输并测序，自封袋中的沉积物样品冷冻保

存，待下一步处理。整个采样期间佩戴手套，避

免样品污染。 
总有机碳和总氮利用 multi N/C 3100分析仪

进行自动测定，硝酸盐、亚硝酸盐、总磷和氨氮

用 QuAAtro 39 分析仪进行测定。 

1.3  DNA 提取和 Illumina 测序 
根据制造商的说明，使用 HiPure Bacterial 

DNA Kit 提取基因组 DNA。使用 Qubit 荧光仪

和 NanoDrop3300 荧光分光光度计对 DNA 质量

进行相应的检测。合格的基因组 DNA 首先被超

声处理成 350 bp 大小的片段，然后根据制备方

案使用 NEBNext® ΜLtra™ DNA 文库制备试剂

盒进行末端修复、A-tailed 和适配体连接。通过

PCR 富集长度为 300−400 bp 的 DNA 片段。PCR
反应体系：adaptor ligated DNA fragments 23 μL， 

NEBNext High Fidelity 2× PCR Master Mix     
25 μL，index primer 1 μL，universal PCR primer  

1 μL。PCR 反应条件：98 ℃ 30 s；98 ℃ 10 s，

65 ℃ 75 s，72 ℃ 30 s，12 个循环；72 ℃ 5 min。

PCR 产物使用 AMPure XP 系统纯化，用 2100

生物分析仪分析文库的大小分布，并使用实时

PCR 进行定量。基因组测序在 Illumina NovaSeq 

6000 测序仪上使用对端技术(PE 150)进行。 

1.4  质量控制和组装 
来自 Illumina 平台的原始数据使用 FASTP 

(v0.18.0)按照以下标准进行过滤：(1) 去除 N 的

比例大于 10%的 reads；(2) 去除低质量 reads (质

量值 Q≤20 的碱基数占整个 read 的 50%以上)；

(3) 去除含 adapter 的 reads。过滤后的 clean reads

被用于基因组组装。使用 MEGAHIT (v1.1.2)[18]

对每个样本的 clean reads 进行单独组装，在

21−99 的 k-mer 范围内产生样本衍生的组装。使

用 MetaGeneMark (v3.38)[19]根据最终组装的等

位基因(>500 bp)预测基因。使用 CD-HIT (v4.6)[20]

将所有样本中长度≥300 bp 的预测基因集中起

来，并根据≥95%的一致性和 90%的 reads 覆盖

率进行合并，以减少下游组装步骤中的冗余基

因数量。使用 Bowtie (v2.2.5)[21]将 reads 与预测

的基因重新配对，以计算 reads 数。最终的基

因目录由比对到 reads 数大于 2 的非冗余基因

组成。 

1.5  数据分析处理 
Comprehensive antibiotic resistance database 

(CARD)以 antibiotic resistance ontology (ARO)为
分类单位(term)构建，用于关联抗生素模块及其

目标、抗性机制、基因变异等信息。使用 Diamond
将预测的基因序列比对至数据库进行注释，通过

该数据库的注释可以找到耐药性相关基因的名

称、所耐受的抗生素种类和抗性机制等信息。基
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于抗性基因丰度的 Bray-curtis 距离矩阵由 R 
Vegan 软件包[22]生成。使用 R vegan 软件包[22]计

算 bray-curtis 距离的多变量统计技术，包括主成分

分析(principal component analysis, PCA)、主坐标分

析(principal co-ordinates analysis, PCoA)和非计量

多 维 缩 放 (nonmetric multidimensional scaling, 
NMDS)，并使用 R ggplot2 软件包[23]绘图。使用

R Vegan 包进行 Welch’s t-检验、方差分析

(analysis of variance, ANOVA)、Adonis (也称

Permanova)和 Anosim 检验等统计分析。使用   
R Pheatmap 软件包[24]绘制热图。微生物与抗性

机制的关系利用使用 circos (v0.69-3)[25]进行绘

制 。 每 组 的 生 物 标 志 物 特 征 由 Metastats 
(v20090414)[26]和 LEfSe 软件(v1.0)[27]进行筛选。

测序所得原始数据已提交到 NCBI 的 SRA 
(sequence read archive) 数 据 库 ， 登 录 号 为

PRJNA949388。 

2  结果与分析 
2.1  夏秋两季不同介质中微生物群落的组成 

在这项研究中，夏季的水样中鉴定出 171 门

的微生物，在秋季的水样中鉴定出 169 门，总计

176 门；夏季的沉积物样品中鉴定出了 168 门的微

生物，秋季的沉积物样品中鉴定出 173 门，总计

175 门。 

在水样中，总相对丰度排名前 10 的细菌门

类中，相对丰度从高到低分别为变形菌门

(Proteobacteria)、放线菌门(Actinobacteria)、拟

杆菌门(Bacteroidetes)、绿弯菌门(Chloroflexi)、

疣 微 菌 门 (Verrucomicrobia) 、 广 古 菌 门

(Euryarchaeota)、蓝藻门(Cyanobacteria)、芽单

胞 菌 门 (Gemmatimonadetes) 和 酸 杆 菌 门

(Acidobacteria)。变形菌门和放线菌门是夏秋季

水样中最优势的门类，两者都在夏季水样中表现

出相对较高丰度，变形菌门是最优势的门，在各

站位中的占比为 28.78%−64.58%，平均占比为

46.48%，且夏季变形菌门的平均占比要高于秋

季，放线菌门则在 W3-1、W4-1 和 W5-2 站位中

占比较高，分别占 19.14%、19.22%和 16.93%；

拟杆菌门在夏季站位 W2-2 中表现出较高水平，

占比为 13.38% (图 1A)。 
相对丰度排名前 10 的科水平细菌为红细菌

科 (Rhodobacteraceae) 、 远 洋 杆 菌 科

(Pelagibacteraceae)、肌尾噬菌体科(Myoviridae)、

伯 克 氏 菌 科 (Burkholderiaceae) 、 莫 拉 菌 科

(Moraxellaceae)、黄杆菌科(Flavobacteriaceae)、

红 螺 菌 科 (Rhodospirillaceae) 、 脱 硫 杆 菌 科

(Desulfobacteraceae) 、 微 杆 菌 科

(Microbacteriaceae) 和 丛 毛 单 胞 菌 科

(Comamonadaceae)。秋季站位中放线菌门的红

细菌科和远洋杆菌科的水平明显高于夏季，红细

菌科在秋季 6 个站位的占比为 8.29%−25.02%，

平均占比为 12.40%，远洋杆菌科在秋季站位

W1-1、W1-2、W5-2 和 W6-2 中水平较高，在站

位的占比分别为 6.08% 、 4.00% 、 5.36% 和

4.23%%；变形菌门的伯克氏菌科和莫拉菌科则

在夏季个别站位中表现出较高丰度，伯克氏菌科

在夏季 W4-1 和 W6-1 站位中丰度较高，占比分

别为 5.26%和 5.37%，莫拉菌科在夏季 W6-1 站

位中丰度较高，占比为 10.43% (图 1B)。 

在水样中，夏秋季的样品均检测到了属于变

形 菌 门 的 多 种 致 病 菌 ， 如 铜 绿 假 单 胞 菌

(Pseudomonas aeruginosa) 、 大 肠 杆 菌

(Escherichia coli) 、 副 溶 血 弧 菌 (Vibrio 

parahaemolyticus) 、 肺 炎 克 雷 伯 菌 (klebsiella 

pneumoniae)、空肠弯曲菌(Campylobacter jejuni)
和土拉弗朗西斯菌(Francisella tularensis)等，其

中铜绿假单胞菌的丰度较高。 
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图 1  夏秋季水样中微生物群落组成   A：门水平. B：科水平 
Figure 1  Microbial community composition in water samples in summer and autumn. A: Phylum level. B: 
Family level. 
 

在沉积物样品中，总相对丰度排名前 10 的

细菌门类中，其相对丰度从高到低分别为变形菌

门、放线菌门、拟杆菌门、绿弯菌门、酸杆菌门、

浮霉菌门(Planctomycetes)、芽单胞菌门和蓝藻

门。变形菌门是夏秋季沉积物样品中最优势的门

类，夏秋季的变化对于变形菌门的影响较小，变

形菌门在各站位的占比为 24.12%−62.32%，平均

占比为 50.54%；放线菌门则在部分站位表现出

较高的丰度，放线菌门在夏季站位 S2-1、S3-1
和 S5-1 站位中占比较高，分别占 24.13%、27.80%
和 26.08% (图 2A)。 

在沉积物样品中，相对丰度排名前 10 的科

水平细菌为脱硫杆菌科(Desulfobacteraceae)、红

细 菌 科 (Rhodobacteraceae) 、 伯 克 氏 菌 科
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(Burkholderiaceae) 、 黄 杆 菌 科

(Flavobacteriaceae) 、 慢 生 根 瘤 菌 科

(Bradyrhizobiaceae) 、 假 单 胞 菌 科

(Pseudomonadaceae) 、 丛 毛 单 胞 菌 科

(Comamonadaceae) 、 甲 基 杆 菌 科

(Methylobacteriaceae) 、 脱 硫 棒 菌 科

(Desulfobulbaceae) 和 微 杆 菌 科

(Microbacteriaceae)。变形菌门的脱硫杆菌科具

有相对优势，在 S1-1、S6-1 和 S4-2 站位中丰度

较高，在各站位的占比分别为 3.48%、3.07%和

3.20%；变形菌门的红细菌科、伯克氏菌科和  
慢生根瘤菌科等则在夏季个别站位有较高丰度

(图 2B)。 
铜绿假单胞菌、大肠杆菌、副溶血弧菌、肺

炎克雷伯菌、空肠弯曲菌和土拉弗朗西斯菌等变

形菌门的致病菌在沉积物样品中也均被检出。 
 

 
 

图 2  夏秋季沉积物样品中微生物群落组成   A：门水平. B：科水平 
Figure 2  Microbial community composition in sediment samples in summer and autumn. A: Phylum-level. B: 
Family-level. 
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2.2  夏秋两季不同介质中 ARGs 相对丰度

及类型 
在夏秋两季的水样和沉积物样品中共检测

出 1 179 种 ARG 亚型，分属于 37 种 ARG 类型。

检测出的 ARGs 可以根据其对应的药物种类进

行分类，在整体样品中相对丰度排名前 10 的

ARGs 种 类 分 别 为 四 环 素 类 (tetracycline 
antibiotic)、大环内酯类(macrolide antibiotic)、氟

喹诺酮类(fluoroquinolone antibiotic)、青霉烷类

(penam)、氨基糖苷类(aminoglycoside antibiotic)、
酚类 (phenicol antibiotic)、糖肽类 (glycopeptide 
antibiotic)、肽类 (peptide antibiotic)、杀菌剂

(disinfecting agents and antiseptics)和氨基香豆素

类(aminocoumarin antibiotic)。 
在水样排名前 10 的 ARGs 种类中，四环素

类 ARGs和大环内酯类ARGs的总相对丰度是这

10 种主要抗性类型中排名最高的。四环素类

ARGs 的相对丰度为 3.94×10−3−1.12×10−2，在所

有站位的平均相对丰度为 7.57×10−3；在排名前

10 的 ARGs 种类中，四环素类 ARGs 在各站位

的占比为 19.11%−22.20%，在各个站位平均占比

为 19.97%。大环内酯类 ARGs 的相对丰度为

4.10×10−3−1.02×10−2，在所有站位的平均相对丰

度为 6.92×10−3；在排名前 10 的 ARGs 种类中，

大 环 内 酯 类 ARGs 在 各 站 位 的 占 比 为

15.82%‒21.21% ， 在 各 个 站 位 平 均 占 比 为

18.94%；青霉烷类氟喹诺酮类 ARGs、氨基糖苷

类氟喹诺酮类 ARGs、酚类氟喹诺酮类 ARGs 和

糖肽类氟喹诺酮类 ARGs 等在各站位的平均占

比都低于 10%。图 3A 展示了海州湾 6 个采样点

夏秋季度 ARGs的总相对丰度和TOP10的 ARGs
种类。W1 站位为高公岛近岸海域站位，该站位

的 ARGs 相对丰度在夏秋两季并未表现出比较

明显的变化。剩余的 5 个站位均为河流入海口站

位，它们的总 ARGs 相对丰度从夏季(W2-1−W6-1)
到秋季(W2-2−W6-2)有明显的下降趋势。在夏季

站位中，W6-1 站点的 ARGs 相对丰度最高，是

W1-1 站位的近 3 倍，且 W1-1 站位的总 ARGs
相对丰度明显低于其余 5 个河流入海口的站位。

在秋季站位中，W3-2 站位的总 ARGs 相对丰度

最高，但 6 个站位的总 ARGs 相对丰度都表现出

较低的水平(图 3A)。 
沉积物样品中，四环素类 ARGs 和大环内酯

类 ARGs 的相对丰度同样在这 10 种主要抗性类

型中排名最高。四环素类 ARGs 的相对丰度为

5.42×10−3−1.33×10−2，在所有站位的平均相对丰

度为 1.06×10−2；在排名前 10 的抗性基因种类中，

四 环 素 类 ARGs 在 各 站 位 的 占 比 为

18.51%−22.11% ， 在 各 个 站 位 平 均 占 比 为

20.55%；大环内酯类 ARGs 的相对丰度为

6.07×10−3−1.17×10−2，在所有站位的平均相对丰

度为 9.15×10−3；在排名前 10 的抗性基因种类中，

大 环 内 酯 类 ARGs 各 站 位 的 占 比 为

16.61%−21.09% ； 在 各 个 站 位 平 均 占 比 为

17.96%；剩余的青霉烷类抗性基因等的占比则

相对较低。除夏季 S5-1 站位外，各站位无论是

受夏秋季节变化的影响，还是地理位置改变的

影响，其总 ARGs 的相对丰度都未表现出较明

显的变化趋势，整体趋于一个较为平稳的状  
态(图 3B)。 

2.3  夏秋两季不同介质中主要抗性机制

解析 
本研究对海州湾夏秋两季不同介质中细菌

群落的抗性机制进行了初步研究。选取了主要的

门级细菌群落和科级细菌群落作为研究对象，研

究发现这些细菌群落主要与抗生素外排泵、抗生

素灭活和抗生素靶位的保护、替换，以及改变细

胞膜渗透性等多种抗性机制相关。 
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夏秋季水样中主要门级微生物群落的抗性机

制为抗生素灭活(17 .99%)、抗生素靶位替换

(32.79%)和抗生素靶位保护(38.09%)，主要科级微

生物群落的抗性机制为抗生素灭活(22.83%)、抗生

素靶位改变(20.15%)、抗生素靶位替换(18.92%)和

抗生素外排泵(13.97%)。在鉴定出的主要细菌群落

中，变形菌门主要以抗生素靶位保护抗性机制为

主，放线菌门主要依靠抗生素靶位保护(61.81%)
和抗生素灭活(38.19%)这两类抗性机制，绿弯菌门

则以抗生素靶位改变的抗性机制为主，广古菌门 

 

 
 

图 3  夏秋季样品 ARGs 组成及类型   A：水样. B：沉积物样品 
Figure 3  Composition and type of ARGs in summer and autumn samples. A: Water samples. B: Sediment 
samples. 
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则以抗生素靶位保护(31.06%)和抗生素靶位替

换抗性机制(68.94%)为主，疣微菌门以抗生素

靶位保护抗性机制为主(图 4A)。在科水平主要

的细菌群落中，伯克氏菌科主要依赖抗生素外

排泵和改变细胞膜渗透性机制，丛毛单胞菌科

主要依赖抗生素灭活和抗生素靶位保护机制，

脱硫杆菌科主要依赖抗生素靶位改变、保护和

替换机制，微杆菌科以抗生素靶位改变机制为

主，莫拉菌科主要依赖抗生素靶位改变、替换

和抗生素外排泵机制，远洋杆菌科以抗生素灭

活机制为主，红螺菌科和红细菌科都以抗生素

靶位替换机制为主(图 4B)。 
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图 4  夏秋季水样中主要微生物的抗性机制   A：门水平. B：科水平. 图中左边为不同抗性机制，右边

为不同细菌群落，中间连线的粗细代表细菌群落和抗性机制的占比程度 
Figure 4  Resistance mechanism of main microorganisms in summer and autumn water samples. A: Phylum 
level. B: Family level. The left side of the figure is different resistance mechanisms, and the right side is 
different bacterial communities, the thickness of the middle line represents the proportion of bacterial 
communities and resistance mechanisms. 
 

夏秋季沉积物样品中主要门级微生物群落

的抗性机制为改变细胞膜渗透性(11.29%)、抗生

素靶位替换(19.34%)和抗生素灭活(51.75%)，主

要科级微生物群落的抗性机制为抗生素靶位替

换(19.26%)、抗生素灭活(17.13%)、抗生素靶位

改变(13.83%)、抗生素外排泵(13.68%)和抗生素
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靶位改保护(13.31%) (图 5)。在鉴定出的主要细

菌群落中，拟杆菌门则依靠抗生素灭活机制，绿

弯菌门依赖抗生素靶位替换机制，变形菌门主要

依靠改变细胞膜渗透性的机制(图 5A)。在科水

平上，慢生根瘤菌科涉及多种抗性机制，最主要

的是抗生素靶位改变机制，伯克氏菌科主要依赖

抗生素靶位保护和改变机制，丛毛单胞菌科和甲

基杆菌科以抗生素靶位替换机制为主，脱硫杆菌

科主要依赖抗生素靶位替换和改变细胞膜渗透

性机制，红细菌科只涉及抗生素灭活和改变细胞

膜渗透性两种机制，黄杆菌科只涉及抗生素灭活

机制(图 5B)。 
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图 5  夏秋季沉积物样品中主要微生物的抗性机制   A：门水平. B：科水平. 图中左边为不同抗性机制，

右边为不同细菌群落，中间连线的粗细代表细菌群落和抗性机制的占比程度 
Figure 5  Resistance mechanism of main microorganisms in summer and autumn sediment samples. A: 
Phylum-level. B: Family-level. The left side of the figure is different resistance mechanisms, and the right side 
is different bacterial communities, the thickness of the middle line represents the proportion of bacterial 
communities and resistance mechanisms. 
 

2.4  细菌群落与抗性基因的相关性 
在夏秋两季度的水样中，丰度前 25 的细菌

门与丰度前 20 的 ARGs 之间的相关关系如图 6A
所示。丰度前 25 的细菌门中有 20 种与 ARGs

显著相关或极显著相关。从微生物群落结构与

ARGs 之间的关系来看，共计存在 83 对显著或

极显著相关关系(正、负相关)，其中 35 对显著

或极显著负相关关系，48 对显著或极显著正相关 
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图 6  夏秋季水样中主要微生物群落与 ARGs 的相关性   A：门水平. B：科水平. R 值(相关系数)在图中

以不同颜色表示，红色表示正相关，蓝色表示负相关，*：0.01≤P<0.05，**：0.001≤P<0.01，***：P<0.001 
Figure 6  The correlation between the main microbial communities in summer and autumn water samples and 
ARGs. A: Phylum-level. B: Family-level. The R value (correlation coefficient) is represented by different colors 
in the figure, red indicates positive correlation, blue indicates negative correlation, *: 0.01≤P<0.05, **: 
0.001≤P<0.01, ***: P<0.001. 
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关系。TxR 和 MexW 与绿弯菌门(Chloroflexi)、硝化

螺旋菌门(Nitrospirae)和酸杆菌门(Acidobacteria)等
呈显著或极显著正相关关系(P<0.05 或 P<0.001)；
bcrA 与海微菌门(Candidatus_Marinimicrobia)呈
极显著负相关关系(R=−0.84, P<0.001)；海微菌门

(Candidatus_Marinimicrobia)与 7 种 ARGs 呈显

著或极显著负相关关系(P<0.05 或 P<0.001)；拟

杆菌门(Bacteroidetes)与 7 种 ARGs 呈显著负相

关关系(P<0.05)。在科水平上，丰度前 25 的科级

细菌与丰度前 20 的 ARGs 之间的相关关系如图

6B 所示。丰度前 25 的科级细菌中有 18 种与

ARGs 显著相关或极显著相关。从微生物群落结

构与 ARGs 之间的关系来看，共计存在 55 对显

著或极显著相关关系(正、负相关)，28 对显著或

极显著负相关关系，27 对显著或极显著正相关

关系。短尾噬菌体科与 TxR 和 evgS 等多种 ARGs
呈显著或极显著负相关关系(P<0.05 或 P<0.001)；
丛毛单胞菌科和嗜甲基菌科与 cpxA 等多种相同

的 ARGs 呈显著或极显著正相关关系(P<0.05 或

P<0.001)；红细菌科与 2 种 ARGs 呈显著负相关关

系(P<0.05)，与2种ARGs呈显著正相关关系(P<0.05)。 
在夏秋两季度的沉积物样品中，丰度前 25

的细菌门与丰度前 20 的 ARGs 之间的相关关系

如图 7A 所示。丰度前 25 的细菌门中有 19 种与

ARGs 显著相关或极显著相关。从微生物群落结

构与 ARGs 之间的关系来看，共计存在 118 对显

著或极显著相关关系(正、负相关)，81 对显著或

极显著负相关关系，37 对显著或极显著正相关

关系。放线菌门与 novA 和 patA 等多种 ARGs
呈显著或极显著正相关关系(P<0.05 或 P<0.001)；
放线菌门与蓝藻门和 macB 及 baeS 等 4 种 ARGs
呈显著或极显著负相关关系(P<0.05 或 P<0.001)；
evgS 与圣诞岛盐菌门等多种门级细菌呈显著或

极显著正相关关系(P<0.05 或 P<0.001)；酸杆菌

门和硝化螺旋菌门与 efrA 及 cpxA 等多种 ARGs

呈显著或极显著正相关关系(P<0.05 或 P<0.001)。
在科水平上，丰度前 25 的科级细菌与丰度前 20
的 ARGs 之间的相关关系如图 7B 所示。丰度前

25 的科级细菌中有 24 种与 ARGs 显著相关或极

显著相关。从微生物群落结构与 ARGs 之间的关

系来看，共计存在 151 对显著或极显著相关关系

(正、负相关)，64 对显著或极显著负相关关系，

87 对显著或极显著正相关关系。柄杆菌科

(Caulobacteraceae)与 2 种 ARGs 呈显著负相关关

系(P<0.05)，与 9 种 ARGs 呈显著或极显著正相

关关系(P<0.05 或 P<0.001)；嗜甲基菌科与 4 种

ARGs 呈显著或极显著负相关关系(P<0.05 或

P<0.001)，与 7 种 ARGs 呈显著正相关关系

(P<0.05)；伯克氏菌科与 3 种 ARGs 呈显著或极

显著负相关关系(P<0.05 或 P<0.001)，与 7 种

ARGs 呈显著正相关关系(P<0.05)；微杆菌科与

2 种 ARGs 呈显著负相关关系(P<0.05)。 

2.5  ARGs 的主成分分析及与环境因子的

关系 
为了研究不同介质中 ARGs 在夏秋两个季

度的抗性基因是否具有相似性，利用主成分分析

方法对样品进行了分析。结果表明，秋季的水样

和沉积物样品的 ARGs 样点分别能较好地聚在

一起，说明秋季样品中 ARGs 在不同介质中都表

现出较高的相似性，而夏季样品中的 ARGs 无论

是在沉积物样品还是水样中的样点都比较分散，

相似性比较低，特别是夏季水样中的样点特别分

散(图 8A)。可能夏秋两季的水样中存在一些相应

的环境因素影响海州湾近岸海域 ARGs 的变化，

而水环境中夏季的总 ARGs 的相对丰度明显高于

秋季，因此将继续对水环境的样本进行分析。 
基于 Pearson 对 ARGs 与水环境因子进行了

CCA 分析，研究水环境影响 ARGs 丰度变化的

驱动机制。测定了水样的温度(TEMP)、盐度

(SAL)、电导率(σ)、溶氧(DO)、磷酸盐(PHOS)、 
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图 7  夏秋季沉积物样品中主要微生物群落与 ARGs 的相关性   A：门水平. B：科水平. R 值(相关系数)
在图中以不同颜色表示，红色表示正相关，蓝色表示负相关， *：0.01≤P<0.05，**：0.001≤P<0.01，***：
P<0.001 
Figure 7  The correlation between the main microbial communities in summer and autumn sediment samples 
and ARGs. A: Phylum-level. B: Family-level. The R value (correlation coefficient) is represented by different 
colors in the figure, red indicates positive correlation, blue indicates negative correlation, *: 0.01≤P<0.05, **: 
0.001≤P<0.01, ***: P<0.001. 
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图 8  抗生素抗性基因(ARGs)主成分分析(A)及与环境因子的 CCA 分析(B)   WS-1：夏季水样；WS-2：
秋季水样；SS-1：夏季沉积物样品；SS-2：秋季沉积物样品 
Figure 8  Principal component analysis of antibiotic resistance genes (A) and CCA analysis (B) with 
environmental factors. WS-1: Summer water sample; WS-2: Autumn water sample; SS-1: Summer sediment 
sample; SS-2: Autumn sediment sample. 
 
硝酸盐(nitro)、亚硝酸盐(nit)、总有机碳(TOC)
和总氮(TN)等水环境因子。如图 8B 所示，CCA1
轴解释了 31.26%的 ARGs 的减少，CCA2 轴解

释了 22.47%，其中 pH、溶氧、盐度、硝酸盐和

TOC 与 ARGs 的变化显著相关(P<0.05)。  

3  讨论 
本研究利用宏基因组测序技术，对海州湾近

岸夏秋两季的海域微生物群落和 ARGs 组成及

丰度进行了研究。在夏秋季度的水样和沉积物样

品中，变形菌门和放线菌门都占据主导地位，检

出的科级细菌群落大多属于变形菌门。大连海域

沉积物研究表明变形菌门占绝对优势地位[28]，

与本研究结果表现出一致性，说明同属黄海的连

云港海州湾与大连海域的主要门类细菌具有相

似性。微生物群落特征也受温度的调控，进而影

响 ARGs 的丰度和迁移传播行为[29]，夏季较高

的温度也可能为假单胞菌属等微生物提供了较

为适宜的生存条件[30]，本研究中，红细菌科在

秋季水样中表现出较高丰度，假单胞菌属

(Pseudomonas)和多核杆菌属 (Polynucleobacter)
的相对丰度在夏季的沉积物样品和水样中较高，

不动杆菌属(Acinetobacter)的相对丰度在夏季的

水样中有较高的占比，特别是假单胞菌属和不动

杆菌属的适宜生长温度都是 30 ℃，证实了温度

对细菌群落的调控作用。其他环境也可能对微生

物群落特征具有影响，如变形菌门与氮循环有着

密切的联系[31]，总氮对该门的一些属级细菌的

生长和繁殖具有重要作用[32]，同样有研究表明

土壤中的硝态氮含量与拟杆菌门呈显著正相关

关系[33]，在本研究中，海州湾夏季水样中氨氮

水平较高可能导致变形菌门和拟杆菌门在夏季

站位中表现出相对高的丰度。 
值得注意的是，本研究在各站位检测出多种

与人类相关的致病菌或病原体，比如铜绿假单胞

菌 (Pseudomonas aeruginosa) 、 大 肠 杆 菌
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(Escherichia coli) 、 沙 眼 衣 原 体 (Chlamydia 
trachomatis)、肉毒杆菌(Clostridium botulinum)、
蜡样芽孢杆菌 (Bacillus cereus)、副溶血弧菌

(Vibrio parahaemolyticus) 、 肺 炎 链 球 菌

(Streptococcus pneumoniae) 、 肺 炎 克 雷 伯 菌

(Klebsiella pneumoniae) 、 空 肠 弯 曲 菌

(Campylobacter jejuni) 和 土 拉 弗 朗 西 斯 菌

(Francisella tularensis)等，其中土拉弗朗西斯菌

在夏季青口河的沉积物样品、秋季青口河水样

及夏季龙王河和柘汪河水样中检出，土拉弗朗

西斯菌作为生物安全等级为Ⅲ级的高风险人类

致病菌，具有可以通过空气高效传播的特质，

有很高的传染性，需要人们提高警惕[34]。在海

州湾检出的致病菌也在其他海洋环境中检出，

如在浙江象山港的海洋沉积物中检出高丰度的

肺炎链球菌、肺炎克雷伯菌和铜绿假单胞菌[35]，

相较而言，海州湾检出的致病菌种类要更多一

些。海州湾中大量致病菌在海州湾水样或沉积

物中的检出暗示此海域对公众健康可能存在潜

在威胁。 
就抗性机制而言，海州湾主要微生物群落的

抗性机制在不同介质中无统一的分布趋势，主要

门级和科级微生物群落依赖的抗性机制也无良

好的相似性，但大部分的研究表明在水环境中抗

性机制多以抗生素外排泵为主[36]，而海州湾河

口地区中的外排泵机制并不是主要的抗性机制，

说明河流入海口区域的主要抗性机制可能与其

他水环境的主要抗性机制具有差异。 
就 ARGs 与微生物群落的相关性而言，徐秋

鸿等认为当微生物与目的 ARGs 呈显著正相关

关系时，这些微生物可能是 ARGs 的潜在宿主；

当微生物与目的 ARGs 呈显著负相关关系时，这

些微生物可能会影响 ARGs 的水平转移[37]。海

州湾水样中绿弯菌门、硝化螺旋菌门和酸杆菌门

可能是 TxR 和 MexW 等 ARGs 的潜在宿主，海

微菌门可能影响 bcrA 的水平转移，短尾噬菌体

科可能影响 TxR 和 evgS 等多种 ARGs 的水平转

移，丛毛单胞菌科和嗜甲基菌科可能是 cpxA 等

多种相同 ARGs 的潜在宿主，在水样和沉积物样

品中存在单一的微生物群落与多种 ARGs 或单

一的 ARG 与微生物群落存在相关关系，说明单

一的微生物可以是多种 ARGs 的潜在宿主，也可

以影响不同 ARGs 的水平转移，而单一的 ARG
也能有多种宿主。总体而言，在门级和科级微生

物群落与 ARGs 的相关性分析中，沉积物中往往

存在更多的显著或极显著负相关关系，特别是在

ARGs 与门级微生物群落的相关性分析中，沉积

物中微生物群落与 ARGs 的显著或极显著负相

关关系数量有很大的提升，说明沉积物环境中的

微生物群落更能影响 ARGs 的水平转移，由于科

级微生物并不占总体样本的主体，因此科级微生

物群落与 ARGs 的相关性分析并不能完全说明

整个样本中 ARGs 与微生物群落关系的概况。 
对于 ARGs 的研究，夏季 ARGs 的总相对丰

度是要高于秋季的，特别是在 5 个河流入海口站

位中表现得尤为明显，这也与长江口及邻近海域

中 ARGs 在夏季的高水平表现出一致性 [38]。

ARGs 总相对丰度在沉积物中的季节性变化不

明显，与在中越边境北仑河的研究相类似[39]，

表明与水环境相比，海州湾沉积物是一个相对稳

定的 ARGs 储存库。环境因子对抗性基因有影响

毋庸置疑[40]，同为黄海海域的烟台四十里湾，

其 ARGs 丰度在很大程度上受到降雨的调控[41]。

本研究中，夏秋季水样中的 ARGs 表现出很大的

差异，夏季水样相似性低，秋季水样中的相似性

较高，CCA 分析表明 TOC、盐度、溶氧、硝酸

盐和 pH (P<0.05)是影响 ARGs 的重要环境变量，

而这些环境因子中大部分易受到降雨影响。由于

海州湾受季风气候影响，降水集中于夏季，与秋

季相比，河流入海口站位海水的水环境在夏季出
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现了明显的变化，从而导致夏季河流入海口站

位的 ARGs 相对丰度比秋季高，表明地表径流

是海州湾近岸海域 ARGs 的主要来源之一。沉

积物样品的 S5-1 站位中 ARGs 相对丰度表现出

较低水平则可能是由于一系列人为的河流治理

措施导致，研究表明污水处理厂对 ARGs 有一

定的去除效果[42]。总体而言，海州湾近岸海域

ARGs 在夏秋季度的变化受多方面因素调控，

需要更加全面的分析才能更准确地解释其变化

规律。 

4  结论 
本研究利用宏基因组分析方法对海州湾近

岸海域夏秋季不同介质中的微生物群落的组成

和主要抗性机制，ARGs 的组成和分布，以及微

生物群落与 ARGs 的相关性进行了分析。夏秋季

不同介质中微生物群落在门水平上有较高的稳

定性，都以变形菌门和放线菌门为优势门类，水

样中优势的科级细菌为红细菌科，沉积物样品中

为脱硫杆菌科，且红细菌科和脱硫杆菌科同属变

形菌门。水样中总 ARGs 的相对丰度从夏季到秋

季有明显下降的趋势，而沉积物中总 ARGs 的相

对丰度受季节变化影响较小。在水样中主要微生

物的抗性机制是主要抗生素靶位替换和抗生素

靶位保护，沉积物样品中则以抗生素灭活机制为

主。沉积物中的微生物群落更能影响 ARGs 的水

平转移，同种 ARGs 有多种潜在的宿主。TOC、

盐度、溶氧、硝酸盐和 pH 等环境因子能显著影

响水环境中 ARGs 的组成和相对丰度。对海州

湾夏秋季节不同介质样本进行的分析研究，有

助于更清楚地了解此海域微生物群落和 ARGs
的组成和变化以及 ARGs 与微生物群落的相关

关系。同时，大量 ARGs 及人类致病菌的检出

也表明近岸海域的河流入海口地区的 ARGs 污

染需要更多的关注。 
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