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!!摘!要!!针对地下水抗生素抗性基因的来源和传播!结合北京再生水入渗现场四环素类抗生

素抗性基因的分布特征!以 )*+"& 质粒作为载体!分别导入!"!,%!"!-%!"!.和!"!/基因片段作为模

式抗性基因!分析了游离态四环素类抗生素抗性基因在土壤中的吸附规律& 结果表明!对于四环素

类抗生素抗性基因!不同目的片段对其在包气带土壤介质中的平衡吸附量没有影响!而底泥对携带

!"!.和!"!/目的片段的质粒吸附量相对较高&

!!关键词!!四环素类抗生素抗性基因#!质粒#!吸附特性#!土壤
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!!随着再生水入渗补给地下水的广泛应用#研究

新兴污染物在补给过程中可能对土壤和地下水造成

的污染是十分必要的& #%%3 年#UGCDF< 等人'"(首次

在水环境中检测到抗生素抗性基因!VWXB"#并将其

定义为新兴污染物& 已有的研究表明#现行的污水

处理工艺#甚至包括紫外消毒等深度处理工艺对

VWXB的削减效果十分有限#在污水厂尾水中均检

测到不同丰度水平的 VWXB

'##4(

& 再生水中残留的

VWXB等污染物在地表入渗过程中可能会随着补水

进入到土壤甚至是地下水中& 与其他污染物不同#

VWXB具有遗传性''(

#携带 VWXB的质粒等遗传元

件#当其以游离态在土壤中存在时#会附着于土壤颗

粒及其有机质成分中而不易被YZV酶等分解#因此

能够在土壤中稳定存在#并对环境造成持久性污染#
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增大环境健康风险&

目前#关于VWXB的研究多集中于水体环境#而

针对再生水入渗场地土壤中的相关报道并不多见&

因此#随着对新兴污染物关注的提升以及对再生水

利用的推广#入渗场地土壤中 VWXB的分布特征及

其在土壤中的传播扩散机制研究显得尤为迫切&

!"

材料与方法

!#!"供试YZV

以 )*+"& 质粒作为载体#分别导入 !"!,*!"!-*

!"!.和!"!/基因片段作为模式抗性基因#质粒原液

浓度约为 #(% <=̂

!

5#用 )9值 _R 的 0G?B29+I缓

冲液!"% KK7Î5"稀释至 #( <=̂

!

5#并分装保存于

2#% `冰箱中&

!#$"土壤样品的采集与制备

潮白河再生水入渗工程于 #%%R 年开始运行#本

次采样距该工程开始运行已有 & 年& 根据河道沿河

水质及周边环境情况#共设置 3 处水样采集点#包括

再生水补给源!Y,""和 ( 处地表水采样点!Y,# a

Y,3#分别距补给源 "*#*4*'*($( bK"&

为了研究入渗区土壤中四环素类抗性基因和抗

性菌的存在丰度#选择场地中两种不同类型土壤进

行研究& 一种是底泥土壤!潮白河入渗流域#采样

深度为 "% HK"#该层土与入渗所用的地表水直接接

触#含有丰富有机质$另外一种是包气带土壤!潮白

河入渗流域#采样深度为 4% HK"#该层或处于底泥

层之下或直接与地表水接触#这两种土壤均易受污

染#因此选择此两种土壤作为研究介质& 另外#选择

上游非入渗区的土壤作为对照土&

!#%"试验方法

!#%#!"吸附动力学试验

在 ( K5离心管中分别加入 #$( K5四种质粒#

根据土水比试验所确定的最佳土水比!携带四环素

类VWXB质粒载体在底泥中的吸附选择 " c"%%#在

包气带土壤中的吸附选择 " c(%"加入相应量的土

壤样品#每组试验设计 # 个平行样& 将离心管置于

-7J?7水平旋转仪上#在 #%% ĜK?< 下水平振荡#分

别在 (*"%*"(*4% K?<#以及 "*#*4*'*( A 取下样品#

在 & %%% ĜK?<下离心 "% K?<#抽取 "%

!

5上清液过

%$##

!

K滤膜后检测相应指标&

!#%#$"吸附特性试验

在 ( K5离心管中分别加入不同量的!"!,*!"!-*

!"!.和!"!/质粒#补充0G?B29+I溶液!"% KK7Î5"

使总体积为 #$( K5#吸附试验初始浓度梯度分别为

(*"%*"(*#% 和 #( <=̂

!

5& 按照最佳土水比在离心

管中加入相应量的底泥和包气带土壤#每组试验设

置 # 个平行样& 将离心管置于 -7J?7水平旋转仪

上#在 #%% ĜK?<下水平振荡 #$( A#然后在 & %%% Ĝ

K?<下离心 "% K?<#取上清液经 %$##

!

K滤膜过滤

后待测& 每组试验均设计了 # 组不投加土壤的样品

作为对照组&

最后#测定上清液在 #3% <K下的吸光度以确定

平衡时剩余溶液中质粒的平衡浓度&

$"

结果与讨论

$#!"潮白河入渗区四环素类VWXB的分布

$#!#!"地表水中四环素类VWXB的存在丰度

在 3 处采样点中除了 !"!,基因的检出率为

&4$4d之外#其余 4 种基因在地表水中的检出率均

为 "%%d& ' 种目的基因在各采样点的绝对量丰度

如图 " 所示&
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图 !"地表水中四环素类&'()的绝对量丰度

:?=$"!VJB7IC@F;J7C<D;<HF7M@F@G;HEHI?<FBVWXB?<

BCGM;HFL;@FG

由图 " 可知#进水中四环素类 VWXB的总绝对

量丰度较高#随着水体的流动#VWXB总丰度由进水

的 4 &%% H7)?FB̂K5降低至 " 3%% H7)?FB̂K5#降低了

(R$1d& Y,# aY,3 采样点处#各基因绝对量丰度

分布比较均匀#在所有样品中#!"!.基因的存在水平

普遍较高#为 4'3 a1#R H7)?FB̂K5#平均值为 ((R

H7)?FB̂K5$最低的为!"!/基因#其存在水平在 41$R

a"&1 H7)?FB̂K5之间#平均值为 1&$1 H7)?FB̂K5#这

与马业萍'#(的研究结果基本一致&

抗性基因相对量是引入 "3\ GYZV作为内参基

因#考察不同样本单位菌体中目标 VWXB所占的比

例#可以用来比较不同样本中目标基因的存在水平&

潮白河入渗区地表水中 ' 种四环素类 VWXB的相对

量丰度如图 # 所示& 可以看出#不同采样点各基因

)#1)
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的相对量分布比较均匀#数量级为 "%

2(

a"%

2'

& 采

样点Y,3 处四环素类VWXB相对量丰度所含的!"!,

基因最高#为 ($(# e"%

2'

& Y,# 处四环素类 VWXB

相对量丰度所含的 !"!/基因最低#为 "$(3 e"%

2(

&

' 种四环素 VWXB相对量丰度的平均值分别是%!"!,

为 #$(3 e"%

2'

*!"!-为 "$R3 e"%

2'

*!"!.为 #$4& e
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2'和!"!/为 '$#& e"%
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图 $"地表水中四环素类&'()的相对量丰度

:?=$#!WFI;@?QF;J7CD;<HF7M@F@G;HEHI?<FBVWXB?< BCGM;HF

L;@FG

$#!#$"土壤中四环素类VWXB的存在丰度

在 4 个土壤样品中均检出 ' 种四环素类VWXB#

检出率均为 "%%d& ' 种目标基因在土壤样品中的

绝对量丰度如图 4 所示&
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图 %"土壤中四环素类&'()的绝对量丰度

:?=$4!VJB7IC@F;J7C<D;<HF7M@F@G;HEHI?<FBVWXB?< B7?I

从图 4 可以看出#4 种土壤中四环素类 VWXB

绝对量丰度高且变化幅度大#其数量级在 "%

(

a"%

R

H7)?FB̂=之间& 入渗场地内的底泥和包气带土样中

' 种基因的绝对量丰度均高于对照土#底泥*包气带

土*对照土的四环素类 VWXB总绝对量丰度值分别

为 R$#R e"%

R

*3$R1 e"%

3 和 4$1" e"%

3

H7)?FB̂=& 底

泥中不同种四环素类 VWXB的绝对量丰度均最高&

四环素类VWXB在土壤中绝对量丰度最低的是对照

土中的!"!/基因#为 "$1R e"%

(

H7)?FB̂=$绝对量丰

度最高的是底泥土壤中的 !"!.基因#为 3$11 e"%

R

H7)?FB̂=& 不同土壤中#!"!.基因的丰度普遍较高&

!"!,*!"!-*!"!.*!"!/基因的绝对量丰度平均值分别

为 #$3& e"%

3

*#$"' e"%

3

*#$#' e"%

R

*&$4% e"%

(

H7)f

?FB̂=&

图 ' 为四环素类VWXB的相对量丰度& 可以看

出#土壤四环素类 VWXB的相对量丰度分布在 "%

2(

a"%

24数量级& 土壤中 !"!,*!"!-*!"!.*!"!/基因的

相对量丰度平均值分别为 ($14 e"%

2'

*R$&4 e

"%

2'

*#$"4 e"%

24和 "$&3 e"%

2'

& 不同土壤中四环

素类VWXB相对量丰度最高的是底泥中的 !"!.基

因#为 4$%R e"%

24

$相对量丰度最低的为底泥中的

!"!/基因#为 3$%' e"%

2(

& 此外#包气带土壤样品

中的四环素类 VWXB相对量丰度普遍高于底泥的#

这可能是由于底泥中所含有的微生物量远高于其他

土壤#所以即使四环素类 VWXB绝对量丰度水平最

高#其所对应的相对量水平仍相对较低&
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图 *"土壤中四环素类&'()的相对量丰度

:?=$'!WFI;@?QF;J7C<D;<HF7M@F@G;HEHI?<FBVWXB?< B7?I

比较 4 个样本中四环素类 VWXB的相对量丰

度#可以看出入渗场地的底泥和包气带土壤整体上

高于对照土#这可能是由于入渗补水携带外源

VWXB进入土壤中#造成其在土壤中滞留*丰度升

高#或者受入渗补水的影响加速了土壤中本底

VWXB的传播扩散&

研究区域所在地下水中仅检出 4 种四环素类

VWXB!!"!,*!"!.和 !"!/"#未检出 !"!-基因& 与地

表水相比#地下水中各四环素类 VWXB的绝对量丰

度降低 " a# 个数量级&

对再生水*地表水*入渗场地土壤!底泥*包气

带"*地下水中!"!,*!"!-*!"!.和!"!/四种基因的相

对量丰度作图#可反映四环素类 VWXB在入渗场地

中垂直方向的变化#结果如图 ( 所示!地表水相对

量丰度取采样点 Y,# aY,3 相应基因的中位数"&

可以看出#包气带土壤中四环素类 VWXB相对量丰

度普遍较高#地下水中 ' 种四环素类 VWXB的相对

)41)
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量丰度均最低#说明土壤中四环素类 VWXB所占比

例较高#这可能是由于在入渗过程中四环素类

VWXB尚未进入地下水中#土壤对目标基因具有吸

附*截留等作用使其在土壤中滞留&
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图 +"四环素类&'()在垂直方向的变化
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$#$"游离态四环素类VWXB在土壤中的吸附试验

$#$#!"吸附动力学试验

使用双室一级动力学方程描述质粒载体在底泥

以及包气带土壤中的吸附量随着时间的变化#线性

拟合的结果如图 3 所示#选用方差参数!.

#

"评价拟

合效果&
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图 ,"土壤对质粒载体的吸附动力学双室一级拟合曲线

:?=$3!Y7CJIFfG77Kb?<F@?HBB?KCI;@?7< 7M;DB7G)@?7<

)G7HFBB?< B7?I

拟合效果.

# 表明#双室模型对吸附过程有较好

的拟合效果& 从图 3 可以看出#无论是底泥或者包

气带土壤#代表快吸附室的速率 A

"

远大于代表慢吸

附室的速率A

#

#整合 & 组拟合结果#基本上 A

"

是 A

#

的 '% 倍& 其中#底泥对 !"!/质粒*包气带土壤对

!"!,和!"!.质粒的吸附#A

"

与A

#

之间相差 # 个数量

级& 对比分析快吸附贡献率 )

"

#& 组拟合数据的 )

"

在 %$(41 a%$1#R 之间#底泥对 !"!/质粒的吸附试

验中)

"

值最高& 快吸附所占比例最低的是携带!"!.

片段质粒载体在土壤中的吸附#对应的 )

"

值分别是

%$(1% 和 %$(4'#但仍以快吸附为主&

从图 3 还可以看出#底泥和包气带土壤对携带

不同目的基因片段的 )*+"& 质粒载体的吸附全部

经历了快吸附和慢吸附过程& 底泥对 !"!,*!"!-*

!"!.和!"!/质粒载体在前 " A内的吸附量分别达到

平衡吸附量的 &3$(d*&3$1d*1"$&d和 1'$&d##

A时均达到吸附平衡$在包气带土壤中#' 种质粒载

体在 " A内分别达到平衡吸附量的 1#$3d*1"$(d*

1"$3d和 14$1d#"$( A 时接近平衡& 为了确保携

带不同目的片段的质粒载体均能够达到吸附平衡状

态#并且避免载体长时间吸附而被土壤中的YZV酶

等降解#本试验中两种土壤的吸附平衡时间均选取

#$( A#这与胞外 YZV分子在土壤中的吸附平衡时

间一致'(#3(

&

综上所述#土壤对携带四环素类抗生素抗性基

因片段的质粒载体的吸附以快吸附为主#特别是初

始阶段#快吸附作用占有绝对优势&

$#$#$"等温吸附试验

使用线性模型*:GFC<DI?HA 模型和 5;<=KC?G模

型对质粒载体在两种土壤中吸附平衡结果进行拟

合#底泥和包气带土壤的吸附拟合参数见表 "#拟合

曲线见图 R&

表 !"土壤对质粒载体的吸附等温线模型拟合参数

0;J$"!VDB7G)@?7< ?B7@AFGKM?@@?<=);G;KF@FGB7M)I;BK?DB?< B7?I

项!目 物质
线性模型 :GFC<DI?HA模型 5;<=KC?G模型

B

D

!̂K5)=

2"

"

.

#

B

M

+

.

#

C

K

!̂

!

=)=

2"

" B

5

!̂K5)

!

=

2"

"

.

#

底泥

!"!,质粒 #($'3 %$&'# 'R$%1 %$RR3 %$11R " ("#$1 %$%#4 %$11(

!"!-质粒 #R$R' %$&&1 ('$&R %$R'1 %$1&R " '%%$" %$%#1 %$1&&

!"!.质粒 #&$%4 %$&1" 3&$R4 %$33& %$11( 13R$%" %$%(4 %$11R

!"!/质粒 #&$#3 %$R#" R'$'( %$3'' %$113 1R3$11 %$%(" %$11R

包气带

!"!,质粒 ($4'( %$R'" #'$4# %$'3( %$11% "'#$4( %$"%& %$11R

!"!-质粒 ($"13 %$&'' ##$R3 %$'R1 %$1&& "'#$43 %$""% %$11(

!"!.质粒 '$13% %$&41 ##$"% %$'R( %$1R1 "43$%1 %$"%" %$114

!"!/质粒 '$R1( %$R4" #4$'4 %$''# %$1R3 "#'$&" %$""& %$11"

)'1)
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图 -"质粒载体在土壤中的吸附拟合模型

:?=$R!VDB7G)@?7< ?B7@AFGK7M)I;BK?DB?< B7?I

!!由表 " 可知#相对于线性模型#:GFC<DI?HA 模型

和5;<=KC?G模型的拟合效果较好#拟合方差参数 .

#

可达到 %$1 以上#且 5;<=KC?G拟合效果相对更好#

与质粒 FYZV在海河底泥中的吸附拟合模型一

致'R#&(

& 5;<=KC?G模型的吸附强度参数表明#在两

种土壤中 ' 种四环素类VWXB质粒的参数变化范围

为 4$' e"%

2'

a%$%%&#属于易吸附类型&

底泥对携带 !"!,和 !"!-目的片段质粒载体的

各吸附参数值比较接近#并且!"!.和!"!/的相应值

比较接近& 根据 :GFC<DI?HA 模型拟合参数值#底泥

对!"!,质粒和!"!-质粒的吸附平衡系数 B

M

值分别

为 'R$%1 和 ('$&R#相应的 !"!.质粒和 !"!/质粒的

该值分别为 3&$R4 和 R'$'(& 系数 B

M

的差异说明#

相比于对!"!,质粒和!"!-质粒的吸附能力#底泥对

携带!"!.和!"!/目的片段的质粒载体的吸附能力

较高&

包气带土壤对携带 !"!,*!"!-*!"!.和 !"!/质粒

的吸附能力十分接近#5;<=KC?G吸附模型下的最大

吸附量分别为 "'#$4(*"'#$43*"43$%1 和 "#'$&"

!

=̂=#并且表征吸附能力强弱的吸附系数 B

5

处于

%$"%" a%$""& K5̂

!

=之间& 在 :GFC<DI?HA 模型下

也具有类似的拟合结果&

从图 R 可以看出#在底泥中#随着液相初始浓度

的升高#底泥对质粒载体的吸附量逐渐增大#接近于

线性变化& 尽管载体上导入了不同的四环素抗性基

因目的片段#但是底泥的吸附特性没有显著差异&

)(1)
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在相同初始浓度下#!"!,*!"!-*!"!.*!"!/吸附平衡量

相差 ( a4%

!

=̂=& 另外#' 种质粒平衡时的液相浓

度!9

F

"与初始浓度!9

%

"的比值比较相近#例如当

9

%

_"(

!

=̂K5时#携带 !"!,*!"!-*!"!.和 !"!/基因

质粒的 9

F

9̂

%

值分别为 R&$%d*R3$1d*R($(d和

R($4d&

从图 R 还可以看出#在所给的初始浓度范围下#

当9

%

g#%

!

=̂K5时#包气带土壤对质粒载体的吸

附趋于平衡& 另外#不同目的片段的导入对其在包

气带土壤中的吸附没有显著影响#推测原因可能是

由于 ' 种质粒的分子质量基本相同& 已有的研究结

果表明#在其他条件均相同的情况下#YZV分子质

量与分子结构是影响吸附量的主要因素'1(

& 因此

在本试验的结果中#尽管载体上携带有不同的四环

素类VWXB#但是其吸附量比较接近并且没有明显

差别&

%"

结论

"

!检测北京市潮白河入渗区地表水和土壤中

' 种四环素类 VWXB的存在水平#在地表水中#!"!,

的检出率为 &4$4d#其余 4 种基因的检出率均为

"%%d#绝对量丰度存在范围为 41$R a" 3%% H7)?FB̂

K5#大致符合沿程递减规律#四环素类 VWXB总绝

对量丰度降低了 (R$1d$土壤中 ' 种四环素类

VWXB的检出率均为 "%%d#绝对量丰度高且变化幅

度大#其数量级在 "%

(

a"%

R

H7)?FB̂=之间#VWXB在

4 种土壤中的绝对量丰度均符合底泥 g包气带土 g

对照土&

#

!双室一级动力学模型能够较好地拟合底泥

及包气带土壤介质对游离态四环素类 VWXB质粒的

吸附过程#拟合相关系数.

#

g%$1& 吸附均经历了快

吸附*慢吸附两个过程#其中以快吸附为主& 游离态

VWXB质粒在土壤中的吸附平衡时间为 #$( A&

$

!5;<=KC?G模型对游离态 VWXB质粒在底泥

和包气带土壤介质中的吸附特性拟合效果最佳#吸

附属于易吸附类型& 底泥对游离态 VWXB质粒的吸

附能力显著高于包气带土壤介质& 对于四环素类抗

性基因#不同目的片段对其在包气带土壤介质中的

平衡吸附量没有影响#而底泥对携带!"!.和!"!/目

的片段的质粒吸附量相对较高&
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