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牛粪沼渣中多重耐药细菌的环境风险

胡 涛,宋籽霖,谷 洁,王小娟,孙一凡,江 澜,张艺冉,陈志辉,刘玉成
(西北农林科技大学资源环境学院,陕西 杨凌712100)

摘要:为研究牛粪厌氧发酵沼渣中多重耐药细菌的环境污染风险,选用畜禽养殖中常用的5种抗生素(红

霉素、氨苄青霉素、金霉素、链霉素、环丙沙星)对牛粪沼渣中可培养抗生素抗性细菌进行筛选。结果表明:

多重耐药细菌的比例高达76.5%,其中,抗5种和4种抗生素的细菌分别有11,21株。所有多重耐药细菌

均对氨苄青霉素具有抗性,抗红霉素、金霉素和链霉素的细菌分别占总多重耐药细菌数的92.0%,89.3%,

61.3%。通过细菌16SrRNA测序鉴定,32株具有4种以上抗性的细菌分别属于福氏志贺氏菌、摩根氏菌

和假中间苍白杆菌,均为重要的临床致病菌。使用全基因组测序对7株典型多重耐药细菌携带的抗性基

因进行分析,共检测出28种抗生素抗性基因,对应9种抗生素抗性类型。通过分析抗性基因及插入序列

所在位点信息发现,多重耐药细菌普遍携带含有抗性基因和插入序列共存的质粒,表明抗性基因具有高度

的可移动性和较强的传播风险。综上所述,牛粪沼渣中含有大量的多重耐药细菌,可视作抗生素抗性基因

的储存库,应重视沼渣农业资源化利用过程中的环境风险监测与评估。
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StudyonEnvironmentalRisksofMultidrug-Resistant
BacteriainBiogasResidueofCattleManure

HUTao,SONGZilin,GUJie,WANGXiaojuan,SUNYifan,

JIANGLan,ZHANGYiran,CHENZhihui,LIUYucheng
(CollegeofNaturalResourcesandEnvironment,NorthwestA&FUniversity,Yangling,Shaanxi712100)

Abstract:Inordertoinvestigatethepollutionriskofmultidrug-resistantbacteriainbiogasresiduefrom
anaerobicdigestionofcattlemanure,fiveantibiotics(erythromycin,ampicillin,chlortetracyline,streptomycin
andciprofloxacin)thatcommonlyusedinlivestockandpoultrybreedingwereusedtoscreentheculturable
antibiotic-resistantbacteriafrombiogasresidueofcattlemanure.Theresultsshowedthattheproportionof
multidrug-resistantbacteriawasashighas76.5%,with11and21strainsofbacteriaresistanttofiveand
fourantibiotics,respectively.Allmultidrug-resistantbacteriawereresistanttoampicillin,andbacteria
resistanttoerythromycin,chlortetracylineandstreptomycinaccountedfor92.0%,89.3%and61.3%ofthe
totalmultidrug-resistantbacteriacount,respectively.Throughbacterial16SrRNAsequencing,32strains
withmorethanfourkindsofresistancewereidentifiedasShigellaflexneri,Morganella morganiiand
Ochrobactrumpseudointermedia,respectively,allofwhichwereimportantclinicalpathogens.Resistance
genescarriedbyseventypicalmulti-drugresistantbacteriastrainswereanalyzedusingwholegenomesequencing,

andatotalof28antibioticresistancegenesweredetected,correspondingtonineantibioticresistancetypes.
Analysisoftheantibioticresistancegenesandinsertionsequenceslocusinformationrevealedthatmultidrug-
resistantbacteriagenerallycarriedplasmidscontainingbothresistancegenesandinsertionsequences,indicating
thattheseresistancegeneshadhighmobilityandstrongtransmissionrisk.Inconclusion,thebiogasresidue
ofcowmanurecontainsalargenumberofmultidrug-resistantbacteria,whichcanberegardedasareservoir



ofantibioticresistancegenes,andattentionshouldbepaidtotheenvironmentalriskmonitoringandassessment
duringtheagriculturalresourceutilisationofbiogasresidue.
Keywords:biogasresidue;multidrug-resistantbacteria;antibioticresistancegene;plasmid

  抗生素在畜禽养殖业中的广泛使用,对动物肠道

微生物造成持续的选择性压力,导致畜禽粪便中存在

着大量的抗生素抗性细菌和抗生素抗性基因[1]。厌

氧发酵是处理畜禽粪便的有效方式,沼渣作为厌氧发

酵的副产物,常被用作农作物有机肥被施加到土壤

中,以提高土壤肥力,具有良好的资源化应用前景。
有研究[2]表明,厌氧发酵不能完全去除抗生素抗性细

菌和抗性基因,残留在沼渣中的抗生素抗性细菌随着

沼肥的农业利用进入土壤环境,将耐药基因转移给土

著微生物,进而通过可食用植物的吸收或泄漏至地下

水而进入人类食物链,对人类健康产生潜在的不利影

响。因此,对厌氧发酵沼渣中的抗生素抗性细菌及其

携带的抗生素抗性基因进行有效的分析研究,对评估

沼渣农业资源化利用的环境风险至关重要。
在多种抗生素的共胁迫和水平基因转移作用下,

抗生素抗性细菌会进化为具有3种及以上抗性的多

重耐药细菌[3]。临床上具有多重耐药性的病原菌,是
人类健康最主要的威胁之一。Pulami等[4]在沼气厂

的粪便原料和最终消化物中均检测到具有多重耐药

性的重要致病菌。因此,探明沼渣中多重耐药细菌的

赋存情况,对沼肥安全施用、有机农业发展及人类健

康均有重要意义。
不同位点的抗性基因移动性不同,在环境中的传

播风险也不同。位于染色体上的抗性基因移动性较

差,难以在细菌间传播,而位于质粒等移动基因元件

上的抗性基因则具有更强的移动性和传播能力。多

重耐药细菌在环境中主要通过移动遗传元件介导的

水平基因转移,传播并吸收多种抗生素抗性基因[5]。
质粒和转座子均是重要的移动遗传元件,携带抗性基

因的转座子能够在质粒和染色体或不同质粒之间转

移,促进抗生素抗性基因在环境中传播[6]。插入序列

(IS)是最简单的转座子,能够将抗性基因作为复合转

座子的一部分,随机移动到细胞或DNA分子中[7]。
因此,有必要分析多重耐药细菌质粒上携带的抗性基

因和转座子的共现情况,从而更全面地评估抗生素抗

性基因的传播风险。
目前,对于牛粪发酵沼渣中多重耐药细菌的赋存

情况未见报道,关于其中多重耐药细菌携带的抗生素

抗性基因的传播风险也尚不清楚。鉴于此,选择牛粪

厌氧发酵后的沼渣进行可培养的抗生素抗性细菌筛

选,探究沼渣中多重耐药细菌的分布和对不同抗生素

的抗性水平,通过全基因组测序和细菌16SrRNA测

序,对多重耐药细菌进行鉴定分析,明确沼渣中多重

耐药细菌的种类,分析多重耐药细菌所携带的抗生素

抗性基因及基因遗传信息,为评估沼渣中抗生素抗性

细菌的环境风险提供参考依据。

1 材料与方法
1.1 供试样品

对牛粪厌氧发酵后的沼渣进行多重耐药菌筛选。
厌氧发酵的原材料牛粪于2021年8月24日采集自

中国陕西杨凌某养牛场,并以该养牛场正常发酵池的

沼液作为发酵接种物。厌氧发酵牛粪和接种物的总

碳、总氮分别为421.9,17.5和278.6,14.4g/kg,C/N
分别为24.1,19.3,pH分别为7.34,8.07,固体含量分

别为17.22%,6.50%。在500mL锥形瓶(工作体

积:400mL)中进行中温厌氧消化(35℃),接种量为

20%,总固体含量为8%[8]。发酵试验在恒温培养箱

中进行,发酵开始前向反应器中充入氮气5min,以
保持初始厌氧环境,发酵过程中每天手动混合2次。
发酵实验于2021年8月26日至10月5日在西北农

林科技大学资源环境学院进行,总周期40天。发酵

结束后采集沼渣鲜样进行后续细菌筛选。
基础培养基:采用麦康凯琼脂(MacConkeyAgar),

购自青岛海博生物技术有限公司,分别含蛋白胨、乳糖、
牛胆盐、氯化钠、中性红和琼脂20,10,5,5,0.075,12g。
使用时取麦康凯琼脂52g,溶解于1L的蒸馏水中,pH
为7.4,121℃高压灭菌15min,备用。

抗性细菌筛选培养基:向基础培养基中分别加入

红霉素、氨苄青霉素、金霉素、链霉素、环丙沙星48,

60,16,30,8μg/mL。

1.2 抗生素抗性细菌筛选

1.2.1 菌株初筛 用于筛菌的原始样本由2mL沼渣

和18mL无菌水组成,使用螺旋接种仪(Interscience,法
国),将原液梯度稀释为10-1,10-2,10-3浓度,并将每个

稀释梯度下等分的100μL菌液分别涂布在5种抗生素

筛选培养基上(每组设置5个平板重复)。所有培养皿

在37℃厌氧培养箱中黑暗培养48h。

1.2.2 分离纯化 对所有单抗菌株进行显微观察,
根据形态学特征进行初步去重。对于所有的单菌落,
采用平板划线法进行纯化培养,新获得的单菌落再重

复划线,共进行3次分离纯化,以确保获得完全纯化

的单菌种[9]。

1.2.3 多重抗性筛选 将纯化后的单抗细菌在5种

不同抗生素抗性平板上进行涂布,37℃培养48h后
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观察菌落生长情况,统计各菌株对5种抗生素的抗

性,以计算所有菌株中多重耐药细菌比例。

1.3 菌株鉴定

选择所有具有5种及4种抗生素抗性的菌株,使用

细菌基因组DNA提取试剂盒(TIANampBacteriaDNA
Kit,北京天根生物技术有限公司)提取细菌DNA,使用

通用引物27F(5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’)
和1492R(5’-GGTTACCTTGTTACGACTT-3’)扩增菌

株16SrRNA序列。将获得的PCR产物送北京擎科生

物科技有限公司进行测序。将获得的序列使用MAFFT
7.037进行多重序列比对去重,并与NCBI数据库进行比

对,利用Mega10.0构建系统发育树对菌株进行鉴定。

1.4 全基因组测序和注释

选择代表性的多重耐药细菌,在北京诺禾致源科

技有限公司进行全基因组测序,以获得菌株基因和物

种信 息。使 用 NanoporePromethION 和Illumina
NovaSeqPE150 进 行 基 因 组 测 序。基 因 组 使 用

SPAdes(https://github.com/ablab/spades)进行组

装,物种信息通过 GTDB-Tk(https://github.com/

Ecogenomics/GTDBTk)进行注释,抗生素抗性基因

和质粒信息分别通过 ABRicate(https://github.com/

tseemann/abricate)和 PlasFlow(https://github.com/

smaegol/PlasFlow)进行注释。

2 结果与分析
2.1 沼渣中可培养细菌的抗生素抗性

使用5种不同类型抗生素进行单抗菌株筛选,分
别为红霉素(大环内酯类)、氨苄青霉素(β-内酰胺

类)、金霉素(四环素类)、链霉素(氨基糖苷类)及环丙

沙星(氟喹诺酮类)。共从牛粪厌氧发酵沼渣中筛选

98株可培养的抗生素抗性细菌,其中可培养抗性细

菌对金霉素和红霉素的抗性比例最高,分别达到

32.7%和26.5%,具有氨苄青霉素抗性和链霉素抗性

的细菌占比相似,分别为16.3%和18.4%,具有环丙

沙星抗性的细菌占比最低,仅为6.1%。
进一步调查初筛的98株单抗细菌对不同抗生素的

抗性水平,图1为抗性细菌抗生素抗性种类的分布。结

果表明,多重耐药细菌共有75株,其中具有3种抗生素

抗性的细菌数最多,占总多重耐药菌数的43.9%。此外,
能够抗5种和4种抗生素的细菌分别有11和21株。

由图2可知,75株多重耐药菌对5种抗生素的

抗性分布情况。经统计,所有多重耐药菌均对氨苄青

霉素具有抗性,其次是对红霉素和金霉素具有抗性的

多重耐药菌,抗性菌数目分别为69株和67株,分别

占总多重耐药菌数的92.0%和89.3%。对链霉素具

有抗性的多重耐药菌为46株,占比61.3%。多重耐

药细菌对环丙沙星的抗性比例最低,仅有12株菌具

有环丙沙星抗性,占比16.0%。

图1 牛粪沼渣中抗性细菌抗抗生素种类数分布

图2 多重耐药细菌对5种抗生素的抗性分布

2.2 多重耐药细菌的鉴定及系统进化树构建

对32株具有5种或4种抗生素抗性的多重耐药菌

进行16SrRNA测序鉴定。与NCBI数据库比对结果显

示,32株多重耐药菌均属于变形菌门,其中有28株属于

福氏志贺氏菌属,3株属于苍白杆菌属,1株属于摩根氏

菌属。多重序列比对结果显示,福氏志贺氏菌属中有24
株菌的序列完全一致,其他4株菌的序列存在1~5处

不同序列;3株布鲁氏菌的基因序列完全吻合。通过

合并相同序列的菌株,选出7株细菌作为典型多重耐

药菌,进行后续的全基因组测序分析。
通过与NCBI数据库进行比对,筛选下载同源序列

以及典型菌株的16SrRNA基因序列,在 Mega10.0中

构建系统进化树,显示牛粪沼渣中部分多重耐药细菌的

系统进化树(图3)。有6株多重耐药菌聚集在福氏志贺

氏菌属,且与ShigellaflexneriSGM2亲缘性最高,最终

鉴定为福氏志贺氏菌。HT27与 Morganellamorganii
M11亲缘性最高,最终被鉴定为摩根氏菌。HT13、

HT15和 HT17均属于布鲁氏菌科苍白杆菌属,与

Ochrobactrumpseudintermedium ADV43亲缘性最

高,被鉴定为假中间苍白杆菌。

2.3 多重耐药细菌所携带的抗性基因多样性及遗传

环境

使用全基因组测序对7株典型多重耐药细菌的抗

性基因进行分析,共检测出28种抗生素抗性基因,分别

对应9种抗生素抗性类型(表1)。表2显示7株多重耐

药菌所携带的抗生素抗性基因及插入序列所在位点信

息。分析结果表明,β-内酰胺类抗性基因在菌株的中的
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检出率达到100%,且种类最多。其次是四环素类抗性

基因,在除Ochrobactrumpseudintermedium HT13外的

所有菌株中均被检出。氨基糖苷类抗性基因在福氏志

贺氏菌中均被检出。值得注意的是,另外4种并未使用

的抗生素对应的抗性基因在一些菌株中也被检出,如磺

胺类抗性基因(sul2,sul3,dfrA7,dfrA14)和酰胺醇类

抗性基因(floR,catA2),表明多重耐药菌株可能对

更多种类的抗生素存在抗性。

图3 牛粪沼渣中部分多重耐药细菌的系统进化树

表1 多重耐药细菌所携带的抗生素抗性基因种类

抗性类型 抗性基因

β-内酰胺类 blaTEM-1,blaLAP-2,blaCTX-M-55,blaEC,blaEC-15,blaEC-18,blaOCH-3,blaDHA-10
四环素类 tetA,tetB,tetD

氨基糖苷类 aph(6)-Id,aph(3'')-Ib,aadA22,aph(3')-Ia,aac(3)-IId
氟喹诺酮 qnrS1,qnrD1
大环内酯 mphA,mphB

磺胺 sul2,sul3,dfrA7,dfrA14
酰胺醇类(氯霉素;氟苯尼考) floR,catA2

利福霉素 arr-2
林可霉素 linG

  进一步鉴定7株多重耐药菌株所携带的抗生素抗

性基因和插入序列所在位点,以剖析菌株中抗生素抗性

基因的遗传环境和传播风险。在7株多重耐药细菌中,
仅ShigellaflexneriHT6和Ochrobactrumpseudinter-
mediumHT13仅携带位于染色体上的抗生素抗性基因,
其余5株多重耐药细菌普遍携带位于质粒上的抗生素

抗性基因。ShigellaflexneriHT6携带位于染色体

上的tetA、blaEC-18和mphB3种抗性基因,对除

环丙沙星外的4种抗生素均表现出抗性。虽然,该菌

株未直接携带氨基糖苷类的抗生素抗性基因,但在其

染色体上发现氨基糖苷外排泵acrD,导致其对链霉

素表 现 出 抗 性。Ochrobactrum pseudintermedium
HT13仅携带位于染色体上的blaOCH-3,但对5
种抗生素均表现出抗性。位于染色体上的抗性基因

更易通过世代垂直遗传进行传播。
四抗菌株ShigellaflexneriHT7含有pHT7-

1、pHT7-2和pHT7-3的3个质粒,其长度分别为

9132,8006,6311bp,遗 传 图 谱 通 过 Geneious
Prime可 视 化(图4)。floR、tetA 同 时 位 于 质 粒

pHT7-1上,且该质粒上检测出ISVsa3、ISKpn19
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2个插入序列。质粒pHT7-1的图谱显示ISVsa3
与floR 相距仅1135bp,ISKpn19与tetA 仅747
bp,表明 该 质 粒 具 有 很 高 的 抗 性 基 因 传 播 潜 力。

pHT7-2上同时含有blaLAP-2、qnrS1及3段

ISKpn19插入序列。pHT7-3上携带的aph(6)-
Id、aph(3″)-Ib和sul2距离很近,表明3个基因可

能更易同时进行转移传播。值得注意的是aph(6)-
Id、aph(3″)-Ib 在ShigellaflexneriHT3的染色

体上也被检出,意味着2个基因既可以遗传给后代细

菌又能够向其他细菌传播。
在所有菌株中ShigellaflexneriHT29含有最

多抗性基因数和质粒数,且10个质粒中有4个质粒

上存在抗生素抗性基因与插入序列的共现。图5显

示pHT29-1和pHT29-2的遗传图谱。pHT29-
2质粒中存在3种广谱β-内酰胺类抗性基因,分别

为blaCTX-M-55、blaLAP-2和blaTEM-1。
质粒图谱表明在pHT29-2质粒中同时存在插入序

列ISEc9、转座子Tn2和DNA转化酶tnpR 分布在

3种抗性基因周围。其中blaCTX-M-55的上下

端被Tn2和ISEc9包围,表明该基因具有高度可移

动性。总体而言,ShigellaflexneriHT29具有较强

的抗性基因传播风险。

ShigellaflexneriHT18对5种抗生素均表现

出抗性,注释结果表明,该菌株携带对应抗生素的te-
tA、aph(3″)-Ib、blaTEM-1、mphB 等抗性基因。
同时在该菌株的染色体上还发现emrB、emrA 和

emrR 多药外排泵调剂基因,赋予该菌株氟喹诺酮类

抗生素抗性。

MorganellamorganiiHT27具有4种不同类型的

抗生素抗性基因分别位于4条质粒上,其中pHT27-1
(图6a)和pHT27-3(图6b)上均存在插入序列与抗生素

抗性基因的共现。值得注意的是,该菌株染色体上存在

全局调控因子CRP,能够控制mdtEF多药外排泵表达,
从而对大环内酯类抗生素产生耐药性。

表2 多重耐药细菌所携带的抗生素抗性基因和插入序列所在位点

菌株 基因位点 片段大小/bp 基因 插入序列

ShigellaflexneriHT3 pHT3-1 94979 blaTEM-1 IS1133
pHT3-2 6651 tetB /
染色体 / mphA,aph(6)-Id,aph(3'')-Ib,blaEC-18 /

ShigellaflexneriiHT6 染色体 / tetA,blaEC-18,mphB,acrD /

ShigellaflexneriHT7

pHT7-1 9132 floR,tetA ISVsa3,ISKpn19
pHT7-2 8006 blaLAP-2,qnrS1 ISKpn19
pHT7-3 6311 aph(6)-Id,aph(3'')-Ib,sul2 IS5075
染色体 / mphB,blaEC-15,acrD /

pHT18-1 19993 tetA /

pHT18-2 2716 dfrA7 /

ShigellaflexneriHT18
pHT18-3 2591 floR /

pHT18-4 1886 aph(6)-Id,aph(3'')-Ib /

pHT18-5 1593 blaTEM-1 /
染色体 / blaEC,acrD,mphB,emrR,emrA,emrB /

pHT29-1 16391 sul3 IS1B
pHT29-2 11033 blaCTX-M-55,blaLAP-2,blaTEM-1 ISEc9
pHT29-3 6368 floR ISKpn19
pHT29-4 4409 qnrS1 ISVsa3,ISKpn19
pHT29-5 4091 tetA /

ShigellaflexneriHT29 pHT29-6 3908 aac(3)-IId /

pHT29-7 3704 mphA /

pHT29-8 2401 arr-2,dfrA14 /

pHT29-9 1992 ant(3'')-IIa,linG /

pHT29-10 1333 aph(3')-Ia /
染色体 / blaEC-18 /

Ochrobactrumpseudintermedium HT13 染色体 / blaOCH-3 /

pHT27-1 151031 tetD ISCfr4
pHT27-2 103443 blaDHA-10 /

MorganellamorganiiHT27 pHT27-3 69575 catA2 ISEc75
pHT27-4 2760 qnrD1 /

染色体 180451 CRP /
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图4 ShigellaflexneriHT7质粒图谱

图5 ShigellaflexneriHT29部分质粒图谱

图6 MorganellamorganiiHT27部分质粒图谱

3 讨 论
抗生素在畜禽养殖业的大量使用导致畜禽粪便

中抗生素抗性细菌数量剧增,特别是多重耐药细菌和

抗性致病菌的传播对环境和人类健康造成严重威胁。
大量研究[10]发现,厌氧发酵对抗生素抗性细菌和抗

性基因的去除效果有限,导致沼渣中仍残留有大量的

抗生素抗性细菌。本试验表明,牛粪厌氧发酵沼渣中

普遍存在抗生素抗性细菌,且筛选出的98株抗生素

抗性细菌对金霉素和红霉素的抗性比例最高,2类抗

生素在养殖业中的高使用率可能是导致沼渣中可培

养细菌对其抗性比例高的主要原因[11]。
本试验中,多重耐药细菌比例达到76.5%,表明厌

氧发酵并不能完全去除来源于畜禽粪便的多重耐药细

菌,在牛粪沼渣中多重耐药细菌仍普遍存在。Beneraga-
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ma等[12]在中温条件下进行以奶牛粪为原料的厌氧发酵

试验,在该发酵系统的产物中同样检测到多重耐药细菌

的存在。广谱类抗生素的大量开发使用,促进抗生素抗

性基因在细菌间和不同物种之间的水平转移,是导致环

境中多重耐药细菌数量增加的重要原因[13]。随着沼渣

在土壤中的施用,具有强环境适应性的多重耐药细

菌,造成土壤微生物群落的变化,成为优势群体而过

量繁殖,对公共卫生安全造成严重威胁。
近年来,多项研究[14]表明,沼渣中普遍存在抗生素

抗性基因残留。本试验在典型多重耐药细菌中检测多

种不同类型的抗生素抗性基因,且在所有典型多重耐药

细菌中均检出β-内酰胺类抗性基因,包括blaTEM-1,

blaEC 等,能够对青霉素和头孢菌素产生耐药性[15],解
释了多重耐药菌株对青霉素的100%耐药率的结论。

Schauss等[16]在沼气厂的消化产物中筛选到43株携带

广谱类β-内酰胺类抗性的大肠杆菌,均表现出对青霉

素类抗生素的高耐药性,与本研究结果一致。随着沼

渣在土壤中的施用,抗生素抗性基因可以在土壤环境

中持续存在。Cao等[17]研究发现,施用猪粪厌氧发

酵沼渣后的苹果园土壤中的抗生素抗性基因相对丰

度是原始土壤的1.4倍,在苹果表皮上检测到的抗性

基因丰度是原始土壤的122.5倍。因此,沼渣在农业

利用过程中的抗生素抗性基因风险不容忽视。
沼渣中多重耐药细菌的致病性是其环境风险的

主要因素之一。菌株鉴定结果显示,从沼渣中分离出

的32株具有4种以上抗性的细菌分别属于福氏志贺

氏菌,摩根氏菌和假中间苍白杆菌,也有研究[18-20]表

明,以上3种菌均为重要的人类致病菌。随着沼渣在

土壤中的施用,残留在环境中的致病菌可能通过多种

途径进入人体,危害人类健康。
多重耐药细菌向其他细菌传播抗生素抗性基因

的能力是其环境风险最重要因素。质粒是介导抗生

素抗性基因进行水平基因转移的重要移动遗传元件,
位于质粒上的抗生素抗性基因随质粒移动在细菌间

传播[21]。本试验中,5株多重耐药细菌的大部分抗性

基因均位于质粒上,表明沼渣中多重耐药细菌所携带

的抗性基因普遍具有可移动性。位于质粒上的基因,
更易通过水平基因转移作用,传播到土著微生物当中,
通过食物链对人类健康造成危害。Zhang等[22]研究认

为,在抗生素抗性基因上下端5000bp范围内存在的移

动遗传元件,会赋予抗性基因高度的可移动性。插入序

列位点分析显示,Shigellaflexneri HT7和Shigella
flexneriHT29的质粒中均存在插入序列和抗性基因共

存且距离接近的情况,意味着抗性基因将具有高度的传

播风险。根据Zhang等[23]基于微生物组学提出的抗生

素抗性基因的健康风险评估框架,本试验中,检出的

aph(6)-Id、blaTEM-1和floR 等基因均属于I
类高风险抗性基因,与人类高度相关且具有很强的移

动性和致病性。高风险基因存在于Shigellaflexne-
riHT29等多个多重耐药细菌中,也进一步凸显出沼

渣中多重耐药细菌的高环境风险。
值得 注 意 的 是,Ochrobactrum pseudintermedium

HT13仅携带位于染色体上的blaOCH-3,能够对5种

抗生素均表现出抗性。Ochrobactrumpseuditermedium
被认为是重要的机会性致病菌[24]。Ochrobactrum 物种

由于能够产生可诱导的和染色体编码的ampC 型β-内
酰胺酶,该属的成员对β-内酰胺类抗菌剂表现出耐药

性[25]。Alonso等[26]在24株Ochrobactrum 分离细菌中

均检出blaOCH,且所有分离菌株均对广谱β-内酰胺

类、氨苄青霉素及链霉素具有耐药性,45.8%的分离

菌株对环丙沙星具有耐药性,与本试验研究结果相

似。因此,牛粪沼渣可能是多重耐药Ochrobactrum
物种和ampC 型基因的重要来源之一。

总之,沼渣是多重耐药细菌和抗生素抗性基因的重

要富集点,多重耐药细菌的致病性以及多重耐药细菌携

带的质粒中存在的插入序列与抗性基因共现情况,进一

步增加多重耐药细菌的环境风险和抗性传播能力。

4 结 论
从牛粪沼渣中共筛选出98株抗生素抗性细菌,其

中多重耐药细菌的比例高达到76.5%,多重耐药细菌对

氨苄青霉素、红霉素、金霉素和链霉素的抗性比例达到

61.3%~100%。32株具有4种以上抗性的细菌经鉴定

后分别属于福氏志贺氏菌、摩根氏菌和假中间苍白杆

菌,均为重要的临床致病菌。在7株典型多重耐药细菌

的染色体和质粒中共检测出28种抗生素抗性基因,
其中5株细菌的大部分抗性基因均由质粒携带,且普

遍存在抗性基因和插入序列在质粒中共存的情况,表
明多重耐药细菌所携带的抗性基因具有高度的可移

动性,更易通过水平基因转移作用在环境中传播。综

上所述,多重耐药细菌在牛粪沼渣中分布广泛,具有

较强的抗生素抗性基因传播风险,因此,在牛粪沼渣

农业资源化应用过程中开展相关的环境风险评估,并
采取有效手段进一步削减抗生素抗性细菌和抗生素

抗性基因,对保障沼渣的安全使用至关重要。
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