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摘 要：农田土壤中抗生素抗性基因（ARGs）与可移动遗传元件（MGEs）的污染问题，在学术界已引发广泛关注。为研

究沈阳市粳稻种植区稻田土壤中ARGs与MGEs的存在和相关性，并探讨其对土壤-植物系统的潜在影响，通过采集沈

阳市辽中区、新民市、沈北新区和苏家屯区的粳稻种植区域土壤样品，利用高通量qPCR技术，对285个ARGs、10个MG⁃
Es和一个 16S rRNA基因进行检测和定量分析。结果表明：在不同地区的稻田土壤中共检测到 273种ARGs和MGEs，
且种类和丰度存在显著差异。进一步的相关性分析发现，ARGs与MGEs之间存在一定相关性，并且这种相关性在不同

地区间有所差异。多种ARGs与MGEs之间存在显著正相关(p<0.05)，其中部分ARGs[tet(32)等]与MGEs (tnpA-01等)存在

及极显著正相关(p<0.01)，这表明在土壤中MGEs对ARGs迁移和扩散起到促进作用。4个采样区根际土中ARGs和MGEs
的总相对丰度均高于非根际土壤，这进一步凸显根际环境在ARGs和MGEs分布中的重要性。此外，还发现在不同地区的

稻田土壤中，抗生素失活机制在ARGs中占据主导地位。综上所述，试验结果为深入了解东北水稻种植区稻田土壤中

ARGs的污染现状及其潜在影响提供了数据支持和理论基础。这些发现不仅有助于认识农田土壤中ARGs和MGEs的
分布与迁移规律，还为制定针对性的土壤污染防控措施提供了科学依据。
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Analysis of the Current Status of Antibiotic Resistance Gene

Contamination in the Soil of Japonica Rice Paddy Field in Shenyang
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Abstract：The issue of antibiotic resistance genes (ARGs) and mobile genetic elements (MGEs) pollution in agricultural soil
has attracted widespread attention in the academic community. This study aimed to investigate the presence and correlation
of ARGs and MGEs in paddy soil in Shenyang City's Japonica rice planting areas, and explore their potential impact on
soil-plant systems. Soil samples were collected from Japonica rice planting areas in Liaozhong District, Xinmin City,
Shenbei New District, and Sujiatun District of Shenyang City. High-throughput qPCR technology was used to detect and
quantify 285 ARGs, 10 MGEs and a 16S rRNA gene. The results showed that a total of 273 ARGs and MGEs were
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detected in paddy soil from different regions, with significant differences in species and abundance. Further correlation
analysis revealed a certain correlation between ARGs and MGEs, which varied among different regions. Several ARGs [such
as tet(32)] showed significant positive correlations with MGEs (such as tnpA-01), indicating that MGEs play a promoting
role in the migration and diffusion of ARGs in soil. The total relative abundance of ARGs and MGEs in rhizosphere soil
was higher than that in non-rhizosphere soil in all four sampling areas, highlighting the importance of rhizosphere
environment in the distribution of ARGs and MGEs. Additionally, the study found that the antibiotic inactivation
mechanism predominated in ARGs in paddy soil in different regions. In conclusion, this study provides data support and
theoretical basis for understanding the pollution status and potential impact of ARGs in paddy soil in the northeast rice
planting areas. These findings not only contribute to understanding the distribution and migration patterns of ARGs and
MGEs in agricultural soil but also provide scientific basis for the development of targeted soil pollution prevention and
control measures.
Key words：Japonica rice paddy soil; antibiotics; antibiotic resistance genes; mobile genetic elements

抗生素的发明以及广泛使用在医学发展历史上具有里程碑式的重要意义，因抗生素具有治疗疾

病和促进生长等效用，其被广泛应用于畜禽生产[1]。随着抗生素的不断使用，微生物对抗生素的抗性

逐年增加，对畜禽生产与环境安全构成了潜在危害，由于抗生素的过量使用，60%~90%的抗生素会以

原始形态或其代谢物的方式随着动物粪便和尿液排出体外[2]。在农业生产中畜禽粪便又常被用作土

壤改良剂以提高作物产量[3]，导致大量的抗生素流入土壤[4]，对土壤环境健康造成危害。我国目前的抗

生素生产和消费量皆为世界排名靠前[5]，同时又存在极大产量的畜禽粪便。统计显示，我国每年产生

约 3.8×109亿 t畜禽粪便。四环素抗性基因(tet)和磺胺类抗性基因(sul)是家畜育种中最常见的抗性基因

类型[6]。这使得大量未代谢抗生素残留通过粪便外排进入土壤生态系统。XU等[7]研究表明，在土壤中

施用鸡粪1年后，土壤中四环素总量比对照组增加了168.5%~217.9%。

当外源抗生素通过各种途径进入土壤环境后，土壤系统中的微生物会在抗生素的选择性压力下

逐渐产生抗药性，继而形成大量抗生素抗性基因(antibiotic resistance genes, ARGs)和抗生素耐药菌(an⁃
tibiotic resistant bacteria, ARB)[8]。ARGs作为新型污染物，其污染问题是当前生态环境和健康领域面临

的重大挑战之一[9]。美国自 1996年起，由美国农业部、美国疾病控制中心、美国食品药品监督管理局

三方部门共同实施了国家抗生素抗药性监测计划(National Antimicrobial Resistance Monitoring System,
NARMS)[10]。世界卫生组织于 2001年将ARGs新型污染物列为了 21世纪重大威胁人类健康挑战源，继

而在 2014年首次发布了世界范围内 114个不同国家抗生素抗药的监测报告[11]。抗生素和ARGs污染

已经成为严重影响环境健康的全球性问题[12]。农业来源的抗生素被广泛认为是土壤环境中ARGs增
加的主要驱动因素[13]。国内外研究表明，由于长期施用有机畜禽粪便，不论是大田菜地还是设施农业

土壤均检测到不同程度的ARGs及相关的MGEs。根据GAO等[14]的研究发现，猪粪的施用会导致地表

土壤中存在大量ARGs，甚至可能迁移到蔬菜上。已有研究表明ARGs扩散的重要因素是水平基因转

移，可移动遗传元件(mobile genetic elements, MGEs)可以通过水平基因转移机制进一步促进ARGs在土

壤中的传播和扩散[15]。PU等[16]在未施加粪肥的土壤中只检出一种独有ARGs，在施加粪肥的土壤中检

测到 50种独有的 ARGs和 4种MGEs。施用畜禽粪便的土壤中 I类整合子 (intI)的丰度较高[17]，且与

ARGs存在呈正相关性[18]。同时土壤中的抗生素抗性基因(ARGs)还可能会通过土壤-植物系统进入到

食物链[19]。武轶等[20]研究表明，ARGs和MGEs能够迁移到蔬菜内部，特别是根茎类蔬菜[21]，这将对人类

健康造成潜在的风险。

水稻在各种不同的自然环境中具有良好的适应性，包括不同的土壤、水质和气候条件。水稻作为

我国主要的粮食作物，稻田的ARGs污染情况应受到广泛关注。因此，探究稻田ARGs污染有助于认

识稻田ARGs污染现状，降低ARGs在土壤-植物系统中的迁移和扩散速度，消减由此带来的人类和动

物的潜在危害具有重要意义。目前，研究人员在稻田土壤中已经检测到ARGs的存在。GUO等[8]在我

国东部 11个稻田中均检测到ARGs，并强调了粪肥施加对稻田土壤中中抗生素和ARGs积累的风险。

WU等[19]研究发现，稻田土壤中抗生素的浓度明显高于其他土壤类型，且目前稻田土壤中ARGs的研究
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依旧主要集中在我国南方地区[22-23]，东北稻田土壤ARGs污染状况研究较少。我国东北地区是传统粳

稻种植区，高产粳稻品种多，种植面积广，肥料来源复杂。一方面，稻田施肥中畜禽农家肥所占比例依

旧较高；另一方面，水稻内生菌可作为土壤植物系统中的基因传递媒介实现基因的转移。因此，本研

究采用高通量qPCR技术，对沈阳市辽中区、新民市、沈北新区和苏家屯区等传统粳稻种植区的稻田土壤

进行ARGs和MGEs检测，对ARGs和MGEs的种类、相对丰度、分布特征、相关性等进行定性定量分析，以

期为探究东北水稻种植区稻田土壤生态系统中ARGs污染现状提供依据，并为进一步明确水稻内生菌介

导的抗生素抗性基因在土壤-植物系统中基因迁移风险状况提供相应的研究基础与借鉴。

1 材料与方法

1.1 样品采集

根据沈阳粳稻种植区分布，分别选取辽中区、

新民市、沈北新区和苏家屯区 4处典型粳稻稻田作

为土壤样品采样区域。各地土壤样品名称分别按

照根系土与非根系土进行编号，见表 1。4处稻田

附近均有畜禽养殖场，并长期以畜禽粪便作为肥料

施用于水稻田。本研究以五点采样法进行采样。

五点取样法为点状取样法中的常用方法。即首先

确定不同区域的对角线中点用作中心抽样点，然后

在对角线上分别选取另外 4个与中心抽样点间距

相等的点用作抽样样点。五点采样法适用于本研

究的采样区个体分布比较均匀的特征，样品采集后

取出石块秸秆等杂物，放置于‒80 ℃冰箱以备用于

DNA的提取和ARGs的测定。采得土壤分为根际

土壤和非根际土壤(拔出过程中能够自然抖动掉落

的为非根际土，直接附着在水稻根系上土壤用毛刷

轻轻扫下为根际土)。
1.2 土壤样品总DNA提取及高通量荧光定量PCR检测

土壤样品总DNA提取使用MP Fast DNA Spin kit for Soil试剂盒(MP，美国)。试验操作参照试剂盒

说明书进行，并通过琼脂糖凝胶电泳检测总DNA提纯结果。同时，使用微量核酸蛋白分析仪(Nano⁃
drop，美国)对提纯后的DNA进行纯度检测，并保证A260/A280数值为1.8~2.0[24]。

土壤样品总DNA采用Wafergen Smartchip超高通量荧光定量 PCR系统，对 296个目标引物(包括

285个ARGs，10个MGEs和一个 16S rRNA基因)进行检测。PCR反应混合液首先使用纳升级多样品点

样仪加入微孔芯片中，然后在热循环仪上进行荧光定量PCR (qPCR)反应。每个反应体系使用 100 nL
的反应体系：1×Light Cycler 480 SYBR GreenIMaster；每个引物浓度为500 nmol·L-1；DNA模板浓度为2 ng·
μL-1[25]。PCR反应程序包括：预变性步骤 95 ℃，10 min；40个循环：95 ℃，30 s；60 ℃，30 s；最后进行溶

解曲线分析。qPCR结果使用仪器自带的 qPCR软件进行自动分析。检出域设定Ct值为 31，符合曲线

拟合分析条件的结果被判定为检出。

1.3 统计分析

采用Excel软件和R语言对ARGs和MGEs种类、数量、相对丰度进行分析，并分析ARGs和MGEs
之间的Pearson相关系数。用R语言和Origin 2022进行相关性热图与堆积图绘制。

2 结果与分析

2.1 稻田土壤中ARGs和MGEs的种类和相对丰度

4个采样区稻田土壤中共检出九大类ARGs，分别为氨基糖苷类(aminoglycoside)、β-内酰胺类(be⁃
ta-lactamase)、氯霉素类(chloramphenicol)、大环内脂类-林肯酰胺类-链阳性菌素B类(macrolides-linco⁃

样品编号
Sample number

L1
L2
X1
X2
S1
S2
SJ1
SJ2

样品名称
Sample name

辽中区根际土
The rhizosphere soil in Liaozhong District
辽中区非根际土
The non-rhizosphere soil in Liaozhong District
新民市根际土
The rhizosphere soil in Xinmin City
新民市非根际土
The non-rhizosphere soil in Xinmin City
沈北新区根际土
The rhizosphere soil in Shenbei New District
沈北新区非根际土
The non-rhizosphere soil in Shenbei New District
苏家屯区根际土
The rhizosphere soil in Sujiatun District
苏家屯区非根际土
The non-rhizosphere soil in Sujiatun District

表1 土壤样品编号及名称

Table 1 Number and name of soil samples
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lamides-streptavidin class B, MLSB)、多重耐药类 (multidrug)、磺胺类 (sulfonamide)、四环素类 (tetracy⁃
cline)、万古霉素类(vancomycin)、其他(others)和两大类MGEs (2种整合子和 8种转座子)，不同地土壤中

ARGs和MGEs的种类和相对丰度具有明显差异。

辽中区稻田非根际土壤中检测出的ARGs种类最多为233种，苏家屯区稻田非根际土壤中检测出的

ARGs种类最少为191种。除苏家屯区和沈北新区氨基糖苷类ARGs种类为根际土多于非根际土，其他

种类均为非根际土多于根际土(图1)。辽中区稻田根际土与非根际土中均检出10种MGEs，苏家屯区非

根际土壤中检测出的MGEs种类最少为7种。4个地区氯霉素类抗生素抗性基因(cml)检出率为100%。

图1 土壤样品中ARGs和MGEs种类

Figure 1 Types of ARGs and MGEs in soil samples

由图 2可知，4个采样区 9类ARGs均有检出，沈北新区粳稻根际土中的ARGs总相对丰度最高，苏

家屯区粳稻非根际土中的ARGs总相对丰度最低。同一地区根际土ARGs和MGEs的总相对丰度均大

于非根际土ARGs和MGEs总相对丰度。沈北新区粳稻稻田ARGs相对丰度明显高于其他地区。在 9

图2 土壤样品中各类ARGs和MGEs相对丰度

Figure 2 Relative abundance of various ARGs and MGEs in soil samples
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类ARGs中，相对丰度最高的为多重耐药类，其相对丰度为 0.384 2~0.935 5 copies·cell-1；其次依次为氨

基糖苷类、β-内酰胺类和四环素类，其相对丰度区间分别为 0.058 2~0.115 6 copies·cell-1、0.046 1~
0.173 0 copies·cell-1和 0.021 2~0.085 2 copies·cell-1。辽中区稻田土壤中MGEs总相对丰度最高，为

0.030 9 copies·cell-1；新民市稻田土壤中MGEs总相对丰度最低，为0.013 5 copies·cell-1。在10种MGEs
中，整合子 intI-1(clinic)相对丰度最高，并且检出率为100%。

2.2 稻田土壤中ARGs与MGEs相关性分析

分别对273种ARGs与10种MGEs进行相关性分析，结果显示不同种类的ARGs和MGEs在土壤中

存在一定的相关性。在非根际土中(图 3)，与ARGs具有相关性的MGEs主要有 9种(图 4)，分别 IS613、
tnpA-01、tnpA-03、tnpA-04、tnpA-05、tnpA-07、tp614、clntl-1(class1)和 intI-1(clinic)。这 9种MGEs与氨

基糖苷类 aacC2、str等；β-内酰胺类 blaCTX-M-06、cfxA；MLSB类 ereA、ermB等；多重耐药类mexE、

a.氨基糖苷类；b. β-内酰胺类；c. MLSB类；d.多重耐药类；e.磺胺类；f.四环素类；g.氯霉素类；h.万古霉素类；i.其他。*p<0.05；**p<0.01。下同
a. Aminoglycosides; b. β-lactams; c. MLSB; d. Multi-resistant; e. Sulfonamides; f. Tetracyclines; g. Chloramphenicol; h. Vancomycins; i. Others.

*p<0.05; **p<0.01. The same below
图3 非根际土各类ARGs与MGEs相关性热图

Figure 3 Heat map of correlation between various ARGs and MGEs in non-inter-rooted soils

a. b. c.

d.

h.

f.

g.

i.

e.

310



- -第 3期 张 珣等：沈阳典型粳稻种植区稻田土壤ARGs和MGEs污染分布特征分析

mtrD-03等；其他类 qnrA、sat4；四环素类 tet(32)、tet(34)、tetH等；磺胺类 dfrA1；万古霉素类 vanWB等呈

显著正相关(p<0.05)。IS613、tnpA-01、tnpA-07、tp614与氨基糖苷类 aacC2、str,；β-内酰胺类 blaCTX-
M-06和 cfxA；MLSB类 ermB、mefA；多重耐药类 mexE、qacH-02；其他类 qnrA、sat4；四环素类 tet(32)、
tetM-02等呈极显著正相关(p<0.01)。

图4 根际土各类ARGs与MGEs相关性热图

Figure 4 Heat map of correlation between various ARGs and MGEs in inter-root soils

a. b. c.

d.

h.

f.

g.

i.

e.
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由图 4可知，根际土中，氨基糖苷类 aacA/aphD与 intI-1(clinic)等；β内酰胺类 clntl-1(class1)与 intI-
1(clinic)等；MLSB类 erm(36)与 intI-1(clinic)、tnpA-02等；多重耐药类 qacH-01与 intI-1(clinic)等；磺胺类

sulA/folP-01与 cIntI-1(class1)；四环素类 tetB-01与 tnpA-02等呈显著正相关(p<0.05)；氨基糖苷类 spcN-
02与 tnpA-02等；β-内酰胺类 blaROB、penA与 intI-1(clinic)，blaCMY与 tnpA-07；MLSB类 ermX与 tnpA-
07等；磺胺类 sul2与 cIntI-1(class1)；四环素类 tet(32)与 tnpA-07等呈极显著正相关。通过对比根际土

与非根土的Pearson相关分析结果显示，同种ARGs与MGEs的相关性在根际土和非根际土中的相关性

并不相同。

数据表明，10种MGEs(2种整合子和8种转座子)中，两种整合子的相对丰度最高，其次是 tnpA-04、
tnpA-02等。根据ARGs与MGEs相关性热图显示，非根际土中 56种ARGs与MGEs具有相关性，与 tn⁃
pA类MGEs具有正相关性的ARGs比例最高，为 55.4%。根际土中 58种ARGs与MGEs具有相关性，与

整合子 intI-1(clinic)具有正相关性的ARGs比例最高，为 20.7%。不同ARGs与 intI或 tnpA会显示出不

同的相关性[26]。
2.3 土壤中抗生素耐药机制

本研究通过深入分析不同稻田土壤样品中ARGs的种类与丰度，对不同采样区域的ARGs抗性机

制进行了系统比较。由图 5可知，在 4个采样区域中，均检测到了 6种抗生素抗性机制。其中，抗生素

失活机制在不同采样稻田土壤中的ARGs中占据主导地位，其占比范围为 35.46%~41.07%。其次是外

排泵机制和细胞保护机制，它们的占比分别为25.09%~30.92%和17.14%~21.74%。

图5 不同抗生素耐药机制占比

Figure 5 Percentage of different resistance mechanisms

3 讨论与结论

ARGs作为新兴污染物，已经成全球范围内的重要环境污染问题。环境中的抗生素残留对水体和

土壤生态系统健康构成严重威胁，其中ARGs更加剧了环境风险。因此，深入探究土壤环境中ARGs
的多样性和分布特征，对于新兴污染物的环境治理研究至关重要。本研究发现沈阳 4处粳稻稻田土

壤中ARGs和MGEs的种类和丰度有一定差异。4个采样区的根际土与非根际土检测结果均显示多重

耐药类ARGs相对丰度最高，与WU等[19]得出的多重耐药类和四环素类ARGs在农业土壤中丰度较高

结果相吻合。同时，QIU等[27]的研究也表明，多重耐药基因是粪便中致病性抗生素耐药菌的主要

ARGs。不同地区土壤中ARGs和MGEs的差异可能源于不同区域土壤特性、微生物群落、耕作模式[28]、
粪肥种类及施加频率[29]等多种因素影响。鉴于 4个抽样地区都属于沈阳市，可排除地域和土壤类型带

来的影响。因此，推测辽中区粳稻稻田土壤中ARGs和MGEs相对丰度较高的原因可能与种植过程中
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施加粪肥量较大，或施加的粪肥本身ARGs含量较高有关。前期研究已表明，在田间施用有机粪肥可

以提高土壤中ARGs和MGEs的丰度。TANG等[5]通过田间试验证实，长期施用粪肥会普遍提高稻田土

壤中抗生素浓度及ARGs丰度，四环素类和磺胺类抗性基因随着粪肥的施加含量显著升高[30]。施用粪

肥 1个月后，土壤中四环素抗性基因(tet)、1类整合酶基因(intI1)和磺胺类药抗性基因(sul)等ARGs的绝

对丰度均有不同程度的增加[31]。进一步分析显示，ARGs的分布和迁移与MGEs密切相关。本研究中

转座子 tnpA与 tet(32)、tet(34)、tetH、tetM等存在显著相关性。这与PU等[32]发现转座子 tnpA与四环素类

抗性基因(tet)等具有相关性的研究相似。并且许多研究均发现，在MGEs中整合子 intI-1(clinic)的检出

率最高，本研究中其检出率为 100%。GATICA等[33]在 2013年提出，由于 intI1与残留抗生素水平之间

的明显联系(p<0.01)，intI1可作为人为污染的有效评价指标。

植物根际能富集大量的抗生素、ARB以及ARGs[34]。本研究也发现，根际土壤中ARGs和MGEs的
相对丰度均高于非根际土。通过对比根际土与非根际土中ARGs与MGEs的相对丰度与相关性，发现

同种ARGs与MGEs在根际土和非根际土中的相关性和相对丰度均存在显著差异，这可能与根际土壤

受根系结构、根际分泌物等多种因素的影响有关。植物生长过程中会释放根际分泌物，根际分泌物会

通过提供一定养分、改变土壤理化性质影响根际土壤中微生物的构成[35]，进一步对根际土壤中的

ARGs产生影响。研究表明根际微生物可能会促进ARB和ARGs在根际传播[9]。因此，根际分泌物与根

际微生物可能是ARGs在根际土与非根际土中存在差异的重要因素。值得注意的是，各采样区域的抗性

机制分布组成特征呈现出较高的相似性，且每种抗性机制所对应的ARGs数量在地区间未见显著差异。

这一发现与SORG等[36]的研究结果相契合，其指出抗生素失活机制能够通过修饰或破坏抗生素结构、改

变靶点，以及降低通透性或增加外排等方式，减少抗生素的积累，从而实现细菌群落的集体耐药。

为了保障国家粮食供应安全和持续稳定发展，水稻作为我国最重要的粮食作物，其安全生产及种

植稻田的生态安全尤其值得我们重视与重点关注。水稻内生菌可作为土壤植物系统中的基因传递媒

介，能够实现基因的转移。已有研究表明，抗生素抗性基因可以通过植物内生菌介导的基因转移进入

蔬菜植株体内。HUANG等[37]的研究进一步表明，细菌与根际表面中所含的ARGs和MGEs最具关联

性，且根际表面与细菌之间的生物网互作较叶际细菌和土壤系统之间更为紧密。这些结果均说明，根

际表面很可能是土壤-植物系统内ARGs交换的热点区域，而植物系统则是ARGs迁移转化的主要媒

介。综上所述，明确水稻稻田土壤生态系统中ARGs和MGEs污染分布特征，以及进一步分析不同基

因型水稻植株内的内生菌群落对抗生素抗性基因水平转移的影响，将有助于深入研究阻控ARGs在根

际土壤与植物之间的迁移，从而有效控制ARGs从污染土壤向植物以及动物，尤其是人体传播的潜在

环境风险。

通过对东北粳稻种植区稻田土壤中ARGs与MGEs的调查分析，本研究发现了多种ARGs和MGEs
的存在，并验证了它们之间存在一定的相关性。不同地区的稻田土壤中ARGs和MGEs的丰度和种类

存在显著差异，反映了地域特征对土壤微生物群落的影响。此外，不同地区间ARGs与MGEs的相关

性表现出一定的差异，这可能受到环境因素和微生物群落结构的影响。另外，本研究还发现了不同地

区稻田土壤中抗生素抗性机制的普遍存在，其中抗生素失活机制为主导。这些发现为进一步研究土

壤微生物群落结构及其与环境因素的关系提供了重要参考。未来，可以进一步研究水稻内生菌介导

的抗生素抗性基因在土壤-植物系统中的基因迁移风险，以及相关的土壤管理措施，以期更好地理解

抗生素抗性的传播和演化，为农业生产和环境保护提供科学依据。
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