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长期有机 /无机肥配施对褐土细菌群落
及抗生素抗性基因赋存的影响
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摘　 要:为探明长期有机 / 无机肥配施对土壤细菌及抗生素抗性基因多样性的影响ꎬ以山西寿阳褐土长期定位

试验为依托ꎬ采集 ５ 个有机 / 无机肥配施处理(Ｎ０Ｐ０Ｍ０ꎬＮ２Ｐ１Ｍ１ꎬＮ４Ｐ２Ｍ２ꎬＮ３Ｐ２Ｍ３和 Ｎ０Ｐ０Ｍ６)０ ~ ２０ ｃｍ 土层土壤样

品ꎬ采用宏基因组测序技术研究有机 / 无机肥配施条件下褐土中细菌群落和抗生素抗性基因的差异ꎮ 结果表明:长
期有机 / 无机肥配施显著改变了土壤细菌及抗生素抗性基因的多样性ꎬ细菌优势门为变形菌门、酸杆菌门、放线菌

门、芽单胞菌门和绿弯菌门ꎮ 不同处理土壤共同抗性基因亚型有 ２５６ 个ꎬ土壤特有抗生素抗性基因亚型随施肥量的

增加均呈现先增加后降低的趋势ꎬ且在 Ｎ３Ｐ２Ｍ３处理中达到最高ꎮ 土壤中丰度较高的抗生素抗性基因种类有大环内

酯类、多药类、万古霉素类、四环素类、氯霉素类ꎬ其中含量最高的抗性基因亚型为 ＭａｃＢ、ＢｃｒＡ、ＭｅｘＷ、ＭｅｘＦ 和 ｐｂｐ１ａꎮ
皮尔森相关性分析表明:土壤理化性质直接或间接地影响着细菌群落及 ＡＲＧｓ 的组成和变异ꎬ冗余分析进一步表明ꎬ
抗生素抗性基因的变化受细菌群落结构的影响ꎮ 抗生素抗性基因已经成为威胁人类健康的潜在污染物ꎬ农业生产

中施用畜禽粪污时应充分腐熟并与化肥配合施用ꎬ以保障生态环境安全ꎮ
关键词:有机 / 无机肥配施ꎻ褐土ꎻ宏基因组ꎻ细菌群落ꎻ抗生素抗性基因
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　 　 有机肥与无机肥配合施用是目前农业生产中

所推崇的一种施肥方法ꎬ既可以改良培肥土壤又可

以提高作物产量ꎬ这是因为有机肥可将大量的有益

微生物带入土壤ꎮ 作为土壤的重要组成部分ꎬ微生

物是土壤有机质和养分循环的主要驱动力ꎬ在土壤

养分转化、能量流动和土壤有机质形成中具有关键

作用[１－４]ꎮ 细菌常因对土壤环境变化反应迅速而被

作为土壤质量的早期生物指标[５－６]ꎮ 细菌多样性和

群落组成受土壤 ｐＨ、有机质、土壤水分、矿物质等因

素影响[７－８]ꎬ而这些因素又受施肥管理措施的影响ꎮ
因此ꎬ研究细菌群落及多样性对于指导合理施肥具

有重大意义ꎮ
随着畜禽养殖的集约化ꎬ作为亚治疗剂量的食

品添加剂ꎬ抗生素被广泛应用于畜禽养殖业以防治

动物疾病、促进动物生长及提高饲料利用率ꎮ 我国

是世界上最大的抗生素生产国和消费国之一ꎬ统计

表明ꎬ２０１３ 年中国的抗生素生产量为 ２.４８×１０５ ｔꎬ使
用量达 １.６２×１０５ ｔꎬ居世界第一ꎬ约占世界总量的一

半ꎬ其中约 ７.８×１０４ ｔ 为人类使用ꎬ占比 ４８％ꎬ其余

８.４×１０４ ｔ 用于畜禽养殖[９]ꎮ 大约 ３０％~９０％兽用抗

生素通过粪便或尿液以母体化合物或代谢产物的

形式排出[１０－１２]ꎮ 未经充分腐熟的畜禽粪污还田又

将抗生素带入土壤ꎬ虽然抗生素可以通过生物降解

和光解等作用进行转化ꎬ但低浓度抗生素残留也会

对微生物群落产生选择性压力ꎬ诱导产生抗生素抗

性基因 ( Ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ Ｒｅｓｉｓｔｅｎｃｅ Ｇｅｎｅｓꎬ ＡＲＧｓ)ꎬ一些

ＡＲＧｓ 甚至能够在选择性压力消失后持续存在ꎬ使
得土壤成为丰富的 ＡＲＧｓ 储存库[１３－１５]ꎮ 土壤中赋

存的 ＡＲＧｓ 可以通过食物链的传递对人体健康造成

潜在危害ꎮ 与其他污染物相比ꎬＡＲＧｓ 分布范围更

广、传播速度更快、环境风险更高ꎬ是人类面临的最

严峻的生态环境问题[１６]ꎬ已被世界卫生组织列为

２１ 世纪威胁公共健康的最重大挑战之一[１７]ꎮ 随着

检测技术的发展ꎬ越来越多的 ＡＲＧｓ 在污水处理厂、
动物粪便、土壤、河流、饮用水、冰川等不同环境样

品中被检测出来[１８－２２]ꎮ

研究土壤细菌及 ＡＲＧｓ 的方法众多ꎬ其中宏基

因组技术作为一种新兴技术可直接从样品中提取

总 ＤＮＡ 构建宏基因组文库进行测序ꎬ进而获得样品

中所包含的全部微生物及其遗传基因信息[２３]ꎬ有助

于全面了解不同环境中细菌群落及 ＡＲＧｓ 的多样性

与丰度变化ꎮ 在耕地中ꎬ检测长期施用有机肥对土

壤中 ＡＲＧｓ 赋存特征的影响具有重大意义ꎬ可以从

食物链源头评估施用有机肥对生态安全及食品安

全的潜在风险ꎬ但目前此类研究尚较为缺乏ꎮ 本研

究以山西寿阳长达 ３０ 年的有机 /无机肥配施试验为

基础ꎬ基于宏基因组测序技术分析耕层土壤 ＡＲＧｓ
及细菌多样性ꎬ旨在研究不同有机 /无机肥配施对

褐土中细菌群落及 ＡＲＧｓ 赋存特征的影响ꎬ为今后

农业生产中有机肥的投入量提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 研究区概况

本研究中长期定位试验位于山西省晋中市寿

阳县宗艾镇宗艾村国家农业环境寿阳观测实验站

(３７°５８′２３″Ｎꎬ１１３°０６′３８″Ｅ)ꎬ海拔 １ １３０ ｍꎬ土壤类

型为褐土ꎬ系统分类为简育干润雏形土[２４]ꎮ 该区域

属中纬度暖温带半湿润偏旱区大陆性季风气候区ꎬ
年均气温 ７.４℃ꎬ年均降水量 ５００ ｍｍꎮ 试验地初始

ｐＨ 为 ８.４ꎬ有机质 ２３.８ ｇｋｇ－１ꎻ碱解氮 １１７.６９ ｍｇ
ｋｇ－１ꎻ有 效 磷 ４. ８４ ｍｇ  ｋｇ－１ꎻ 有 效 钾 １００ ｍｇ
ｋｇ－１ [２５]ꎮ

该长期定位试验从 １９９２ 年开始种植春玉米直

至 ２０２１ 年ꎬ历时 ３０ ａꎮ 试验采用氮(Ｎ)、磷(Ｐ)、有
机肥(Ｍ)三因素四水平正交设计ꎬ另设有对照和高

量有机肥区ꎬ共 １８ 个处理ꎬ各处理 ３ 次重复ꎬ小区面

积 ６６.７ ｍ２ꎬ随机排列ꎮ 玉米品种为‘大丰 ３０’ꎬ播种

密度为 ６６ ０００ 株ｈｍ－２ꎬ玉米播种前进行旋地和施

肥ꎬ方式为全部播前基施ꎮ 本研究依据腐熟牛粪用

量梯度ꎬ选择其中 ５ 个处理ꎬ即 Ｎ０ Ｐ ０ Ｍ０ꎬＮ２ Ｐ １ Ｍ１ꎬ
Ｎ４Ｐ ２Ｍ２ꎬＮ３Ｐ ２Ｍ３和 Ｎ０Ｐ ０Ｍ６ꎬ研究长期施用牛粪对土

壤 ＡＲＧｓ 及细菌多样性的影响ꎬ具体施肥量见表 １ꎮ
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表 １　 不同试验处理施肥量

Ｔａｂｌｅ １　 Ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ ａｐｐｌｉｅｄ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

化肥 / (ｋｇｈｍ－２)
Ｃｈｅｍｉｃａｌ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ

Ｎ Ｐ２Ｏ５ Ｋ２Ｏ

有机肥 / (ｋｇｈｍ－２)
Ｏｒｇａｎｉｃ ｆｅｒｔｉｌｉｚｅｒ

Ｎ Ｐ２Ｏ５ Ｋ２Ｏ

总养分 / (ｋｇｈｍ－２)
Ｔｏｔａｌ ｎｕｔｒｉｅｎｔ

Ｎ Ｐ２Ｏ５ Ｋ２Ｏ
Ｎ０Ｐ０Ｍ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０
Ｎ２Ｐ１Ｍ１ １２０ ３７.５ ０ ８８ ３１ ３１７ ２０８ ６８.５ ３１７
Ｎ４Ｐ２Ｍ２ ２４０ ７５ ０ １７６ ６２ ６３３ ４１６ １３７ ６３３
Ｎ３Ｐ２Ｍ３ １８０ ７５ ０ ２６５ ９３ ９５０ ４４５ １６８ ９５０
Ｎ０Ｐ０Ｍ６ ０ ０ ０ ５３０ １８５ １９００ ５３０ １８５ １９００

１.２　 样品采集

于 ２０２１ 年 ６ 月在各小区采用 ５ 点“Ｓ”取样法ꎬ
用土钻采集 ０~２０ ｃｍ 的土壤样品ꎬ将同一小区的 ５
个样混合为一个样品ꎬ去掉明显的石砾和残枝败叶

等杂物后将土壤分成两部分ꎬ一部分风干用于土壤

理化性质的检测ꎬ另一部分用无菌袋装好ꎬ并置于

冰盒带回实验室ꎬ进行土壤 ＤＮＡ 的提取及后续宏基

因组测序ꎮ
１.３　 测定方法

１.３.１　 土壤理化性质测定 　 土壤理化性质的测定

方法按照«土壤农业化学分析方法» [２６] 进行ꎮ 其

中ꎬｐＨ 采用酸度计检测ꎬ水土比为 ２.５ ∶ １ꎻ碱解氮

(ＡＮ)采用比色法检测ꎻ有效钾(ＡＫ)采用 １ ｍｏｌ
Ｌ－１ 乙酸铵火焰光度计检测ꎻ有效磷 ( ＡＰ ) 采用

ＮａＨＣＯ３(ｐＨ ８.５、０.０５ ｍｏｌＬ－１)浸提法测定ꎻ有机

质(ＯＭ)采用重铬酸钾容量法检测ꎻ全氮(ＴＮ)采用

凯氏定氮仪检测ꎻ全磷(ＴＰ)采用钼锑抗比色法检

测ꎻ全钾(ＴＫ)采用火焰光度法检测ꎮ
１.３.２　 土壤宏基因组测序　 准确称取 ０.５ ｇ 土样ꎬ
采用 Ｆａｓｔ ＤＮＡ ＳＰＩＮ ＤＮＡ 提取试剂盒(ＭＰ Ｂｉｏｍｅｄ￣
ｉｃａｌｓꎬ Ｓａｎｔａ Ａｎａꎬ ＣＡꎬ Ｕｎｉｔｅｄ Ｓｔａｔｅｓ)ꎬ按照说明书的

方法提取土壤 ＤＮＡꎬ并用 ０.７％的琼脂糖凝胶进行

电泳ꎬ观察条带是否清晰、完整ꎬ而后用微量紫外分

光光度计 ＮａｎｏＤｒｏｐ ＮＤ－１０００ (Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎ￣
ｔｉｆｉｃꎬ Ｗａｌｔｈａｍꎬ ＭＡꎬ ＵＳＡ) 测定 ＤＮＡ 的浓度ꎮ 将合

格 ＤＮＡ 送至生工生物工程(上海)股份有限公司进

行宏基因组测序ꎮ
１.４　 数据统计

对测序原始数据通过 ＦａｓｔＱＣ 进行质量评估ꎬ并
通过 Ｔｒｉｍｍｏｍａｔｉｃ 进行过滤处理[２７]ꎬ得到有效数据ꎮ
使用 ＩＤＢＡ＿ＵＤ 对各样本有效序列进行拼接组装成

长序列 ｃｏｎｔｉｇｓꎬ并对多个 Ｋｍｅｒ 的组装结果进行综

合评定ꎬ选择最佳 Ｋｍｅｒ 组装结果ꎮ 采用 Ｐｒｏｄｉｇａｌ 对
拼接结果进行 ＯＲＦ 预测ꎬ选择长度≥１００ ｂｐ 的基因

并将其翻译成氨基酸序列ꎬ对于各样本的基因预测

结果ꎬ采用 ＣＤ－ＨＩＴ 软件进行去冗余ꎬ以获得非冗余

的基因集[２８]ꎮ 使用 ＤＩＡＭＯＮＤ 将基因集与 ＡＲＤＢ
(Ａｎｔｉｂｏｔｉｃ Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ Ｇｅｎｅｓ Ｄａｔａｂａｓｅ)数据库进行比

对ꎬ获得基因的物种注释信息和功能注释信息ꎬ并
根据基因集丰度得到功能丰度和物种丰度[２９]ꎮ 利

用 ＱＩＩＭＥ 计算 Ｃｈａｏ１、ＡＣＥ、Ｓｉｍｐｓｏｎ 和 Ｓｈａｎｎｏｎ 指

数ꎮ 利用 ＭＥＧＡＮ[３０]进行细菌群落分类组成和丰度

可视化ꎮ 采用 Ｒ 软件绘制不同处理 ＡＲＧｓ 维恩图ꎬ
采 用 主 成 分 分 析 ( Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓꎬ
ＰＣＡ)法研究不同样品间 ＡＲＧｓ 的变化ꎮ 采用置换

多元方差分析(ＰＥＲＭＡＮＯＶＡ) [３１]评估各组间 ＡＲＧｓ
组成差异的显著性ꎬ通过 ＣＡＮＯＣＯ 软件进行门水平

细菌与 ＡＲＧｓ 的冗余分析 ( Ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙ ａｎａｌｙｓｉｓꎬ
ＲＤＡ)ꎮ

采用 ＳＰＳＳ １９.０ 软件进行单因素方差分析ꎬ检
验土壤理化性质、细菌 α－多样性指数等的正态分布

和方差同质性ꎮ 采用 ＬＳＤ 检验分析数据间的显著

性差异(Ｐ<０.０５)ꎬ并进行细菌门及 ＡＲＧｓ 与土壤理

化性质间的皮尔森相关性分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 土壤理化性质分析

不同有机 /无机肥配施对土壤理化性质的影响

如表 ２ 所示ꎬ与对照处理 Ｎ０Ｐ ０Ｍ０相比ꎬ施肥显著降

低了土壤 ｐＨ 值ꎬ且随总施肥量增加呈现显著降低

趋势ꎮ 与此相反ꎬ随施入养分量的增加ꎬ土壤 ＯＭ、
ＴＮ、ＴＰ、ＡＮ 和 ＡＰ 的含量均呈增加趋势(Ｐ<０.０５)ꎮ

２.２　 土壤细菌多样性分析

２.２.１　 细菌 α－多样性　 α 多样性指数反映了细菌

物种的丰富度及均匀度ꎬ是鉴定土壤肥力的有效指

标之一ꎮ 由表 ３ 可见ꎬ不同有机 /无机肥配施处理

下ꎬ细菌 Ｃｈａｏ１ 指数在 Ｎ２Ｐ １Ｍ１处理和 Ｎ０Ｐ ０Ｍ６处理

中显著高于 Ｎ４ Ｐ ２ Ｍ２ 处理(Ｐ< ０. ０５)ꎬＡＣＥ 指数在

Ｎ２Ｐ １Ｍ１处理中显著高于 Ｎ４ Ｐ ２ Ｍ２ 处理(Ｐ < ０. ０５)ꎬ
Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数和 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数在 ４ 个处理中无显著

差异ꎮ
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表 ２　 各处理土壤理化性质

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｏｉｌ ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｐＨ

有机质
ＯＭ

/ (ｇｋｇ－１)

全氮
ＴＮ

/ (ｇｋｇ－１)

全磷
ＴＰ

/ (ｇｋｇ－１)

全钾
ＴＫ

/ (ｇｋｇ－１)

碱解氮
ＡＮ

/ (ｍｇｋｇ－１)

有效磷
ＡＰ

/ (ｍｇｋｇ－１)

有效钾
ＡＫ

/ (ｍｇｋｇ－１)

Ｎ０Ｐ０Ｍ０ ８.６５±０.０３ａ ２２.１０±０.０３ｅ ０.８３±０.０１ｅ ０.５０±０.０１ｅ １５.６７±０.０５ｂ ３２.７６±０.０２ｅ ４.５６±０.０６ｅ ７５.１５±０.０８ｅ

Ｎ２Ｐ１Ｍ１ ８.３８±０.０３ｂ ２６.６２±０.０１ｄ １.３４±０.０１ｄ ０.８３±０.０１ｄ １５.６７±０.０３ｂ ８５.０５±０.０５ｄ ２４.７４±０.０４ｄ ９３.２０±０.０５ｄ

Ｎ４Ｐ２Ｍ２ ８.３０±０.０３ｃ ３１.９６±０.０３ｃ １.９３±０.０３ｃ ０.９５±０.０２ｃ １５.２９±０.０３ｄ １０１.６６±０.０９ｃ ８６.９７±０.１０ｃ １２８.９４±０.０３ｃ

Ｎ３Ｐ２Ｍ３ ８.１６±０.０５ｄ ４０.３２±０.０４ｂ ２.１７±０.０４ｂ １.２４±０.０２ｂ １６.１９±０.０２ａ １２６.２３０.１２ｂ １７０.５１±０.０９ｂ ２７７.９２±０.０９ａ

Ｎ０Ｐ０Ｍ６ ７.８２±０.０２ｅ ４９.８６±０.０５ａ ２.６９±０.０５ａ １.４８±０.０３ａ １５.５９±０.０５ｃ １５０.８０±０.１３ａ ２１１.２４±０.１２ａ ２６６.５９±０.１０ｂ

　 　 注:同列数据后不同小写字母表示处理间差异达到显著水平(Ｐ<０.０５)ꎮ 下同ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ ｏｆ ｄａｔａ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ (Ｐ<０.０５) . Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

表 ３　 不同处理细菌 α 多样性

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｂａｃｔｅｒｉａｌ α－ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

Ｃｈａｏ１
指数

Ｃｈａｏ１ ｉｎｄｅｘ

ＡＣＥ
指数

ＡＣＥ ｉｎｄｅｘ

Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数
Ｓｉｍｐｓｏｎ
ｉｎｄｅｘ

Ｓｈａｎｎｏｎ 指数
Ｓｈａｎｎｏｎ
ｉｎｄｅｘ

Ｎ０Ｐ０Ｍ０ ２９３１.３６±４８２.３８ａｂ ３０１９.２１±５９４.９０ａｂ ０.９９±０.０１ａ １０.７１±０.０８ａ
Ｎ２Ｐ１Ｍ１ ３９２８.８９±１８５.２２ａ ４０７７.０３±２０５.８５ａ １.００±０.０１ａ １０.５２±０.２４ａ
Ｎ４Ｐ２Ｍ２ ２６０１.１４±２５３.６６ｂ ２６６５.６９±３６１.６０ｂ １.００±０.０１ａ １０.６２±０.０６ａ
Ｎ３Ｐ２Ｍ３ ３４５８.５０±３６３.６０ａｂ ３６５０.１７±４７６.７１ａｂ １.００±０.０１ａ １０.５９±０.１７ａ
Ｎ０Ｐ０Ｍ６ ３６６６.５６±５５５.０３ａ ３７８６.３１±４５６.９１ａｂ １.００±０.０１ａ １０.６９±０.０７ａ

２.２.２　 土壤门水平细菌丰度　 由图 １ 可见(见 １７２
页)ꎬ不同处理土壤样品中门水平细菌种类相似ꎬ相
对丰度前五位的分别为变形菌门 ( Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａꎬ
４８.６％~ ５９.１％)、酸杆菌门(Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａꎬ７.１９％ ~
１６.４％)、放线菌门(Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａꎬ８.６１％ ~ １５.１％)、
芽单胞菌门(Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓꎬ５.１９％ ~ ６.９７％)和

绿弯菌门(Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉꎬ２.５３％ ~ ４.２１％)ꎬ平均相对含

量占总量的 ８２.６％~８５.９％ꎮ 变形菌门、放线菌门和

绿弯菌门的相对丰度随着养分投入量的增加呈先

升高后降低的趋势ꎬＮ３Ｐ ２Ｍ３处理变形菌门相对丰度

最高且显著高于其他处理(Ｐ<０.０５)ꎻＮ４Ｐ ２Ｍ２处理放

线菌门和绿弯菌门相对丰度最高ꎬ且显著高于其他

处理(Ｐ<０.０５)ꎮ 酸杆菌门的相对丰度随牛粪施用

量的增加呈下降趋势ꎬ且 Ｎ０ Ｐ ０ Ｍ０ 处理显著高于

Ｎ２Ｐ １Ｍ１处理ꎬ但在 Ｎ４Ｐ ２Ｍ２、Ｎ３Ｐ ２Ｍ３和 Ｎ０Ｐ ０Ｍ６处理

中无显著差异ꎮ 芽单胞菌门的相对丰度随牛粪施

用量增加呈升高趋势ꎬ且 Ｎ０ Ｐ ０ Ｍ６ 处理显著高于

Ｎ０Ｐ ０Ｍ０处理ꎮ
２.３　 土壤抗生素抗性基因分析

２.３.１　 抗生素抗性基因 Ｖｅｎｎ 图 　 由图 ２ 可见(见
１７２ 页)ꎬ５ 个处理土壤样品共有 ２５６ 个共同 ＡＲＧｓ
亚型ꎬＮ０Ｐ ０Ｍ０、Ｎ２Ｐ １Ｍ１、Ｎ４Ｐ ２Ｍ２、Ｎ３Ｐ ２Ｍ３和 Ｎ０Ｐ ０Ｍ６

处理含有的独特 ＡＲＧｓ 亚型个数分别为 ０ꎬ０ꎬ１ꎬ５ 和

３ꎬ说明高量施用牛粪可增加土壤独特 ＡＲＧｓ 亚型的

数量ꎬ且随着养分投入量的增加呈先增加后降低趋

势ꎬ并在Ｎ３Ｐ ２Ｍ３处理达到峰值ꎮ
２.３.２　 抗生素抗性基因组成 　 １５ 个土壤样品中检

测到的 ＡＲＧｓ 亚型共有 ３１８ 个ꎬ共分为 １２ 个种类ꎮ
其中亚型较多的种类有大环内酯－林可霉素－链阳

性霉素 Ｂ 类(４８ 个)、氨基糖苷类(３９ 个)、四环素类

(３４ 个)、万古霉素类(３４ 个)、多药类(３１ 个)ꎮ 图 ３
展示了相对丰度前 ３０ 位的 ＡＲＧｓ 亚型ꎬ平均相对丰

度>３％的抗性基因亚型有 １３ 种ꎬ按照含量高低依次

为 ＭａｃＢ、 ＢｃｒＡ、 ＭｅｘＷ、 ＭｅｘＦ、 ｐｂｐ１ａ、 ＣａｒＡ、 ＶａｎＳＤ、
ＣｅｏＢ、ＶａｎＲＥ、ＶａｎＲＣ、ＶａｎＲＡ、ｔｅｔＰＢ 和 ｏｔｒＡꎬ其中万古

霉素类抗性基因居多ꎬＭａｃＢ 基因和 ＢｃｒＡ 基因在

Ｎ３Ｐ ２Ｍ３处理中含量最高、在 Ｎ０ Ｐ ０ Ｍ０ 处理中含量

最低ꎮ
２.３.３　 主成分分析及置换多元方差分析 　 将注释

到的 ＡＲＧｓ 进行降维处理ꎬ提取主成分进行分析ꎮ
由图 ４ 可知ꎬ三个主成分共解释了 ６２. ７１％(ＰＣ１:
３１.９７％ꎬＰＣ２:１５.８６％ꎬＰＣ３:１４.８８％)的 ＡＲＧｓ 组成

及变化ꎮ 每个处理的三个重复聚拢在一起ꎬ说明样

品平行性良好ꎮ 置换多元方差分析进一步显示(图
５)ꎬ不同施肥处理中土壤 ＡＲＧｓ 差异显著ꎬ检验结果

可信度高(Ｒ＝ ０.９９２６ꎬＰ＝ ０.００１)ꎮ
２.３. ４ 　 抗生素抗性基因与门水平细菌的冗余分

析　 为了评价 ＡＲＧｓ 与细菌群落结构之间的关系ꎬ
选择相对丰度前十位的 ＡＲＧｓ 和门水平细菌进行冗

余分析ꎮ 由图 ６(见 １７２ 页)可知ꎬ细菌群落可以解

释 ８９.８％(ＲＤＡ１:８０.７％ꎬＲＤＡ２:９.１％)的 ＡＲＧｓ 变

化ꎮ 变形菌门与 ＭａｃＢ、ＣａｒＡ、ＢｃｒＡ、ＶａｎＲＣ、ＶａｎＲＡ 等

之间的夹角均为锐角ꎬ表明它们之间呈正相关关

系ꎻ酸杆菌门(Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ)与 ｔｅｔＰＢ、ＭｅｘＦ、ｐｂｐ１ａ 等

呈正相关关系ꎬ芽单胞菌门(Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ)与

ＭｅｘＷ、ＣａｒＡ、ＭａｃＢ、ＢｃｒＡ 等呈正相关关系ꎬ表明这些

细菌门中的某些物种可能是相应 ＡＲＧｓ 的重要宿主

菌ꎮ 综上所述ꎬＡＲＧｓ 的变化受细菌群落结构的影响ꎮ
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图 ３　 ＡＲＧｓ 相对丰度

Ｆｉｇ.３　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ＡＲＧｓ

图 ４　 ＡＲＧｓ 主成分分析

Ｆｉｇ.４　 Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＡＲＧｓ

　 　 　 　 　 　

图 ５　 置换多元方差分析

Ｆｉｇ.５　 Ｐｅｒｍａｎｏｖａ

２.３.５　 门水平细菌及 ＡＲＧｓ 与土壤理化性质的相关

性分析　 为了进一步揭示细菌及 ＡＲＧｓ 与土壤理化

性质间的关系ꎬ对排名前十位的细菌门和 ＡＲＧｓ 与 ８
项土壤理化性质进行皮尔森相关性分析ꎮ 如表 ４ 所

示ꎬ除了放线菌门(Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ)、ＭｅｘＦ 和 ＣｅｏＢ 以

外ꎬ其余细菌门及 ＡＲＧｓ 与某些理化性质均存在显

著相关性ꎮ 变形菌门 ( Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ)、拟杆菌门

(Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ)、ＭａｃＢ、ＢｃｒＡ、ＭｅｘＷ、ＣａｒＡ、ＶａｎＲＡ 和

ＶａｎＲＣ 除了与土壤 ｐＨ 呈负相关外ꎬ与其余因子均呈

正相关关系ꎻ与此相反ꎬ酸杆菌门(Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ)、绿
弯菌门 ( Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ)、 Ｂａｃｔｅｒｉａ ＿ ｎｏｎａｍｅ、浮霉菌门

(Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ)、厚壁菌门 ( Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ)、ＭｅｘＦ 和

ｔｅｔＰＢ 除了与土壤 ｐＨ 呈正相关外ꎬ与其余因子均呈

负相关关系ꎮ 土壤 ＯＭ、ＴＮ 和 ＡＮ 与门水平细菌和

ＡＲＧｓ 的相关性呈现相似的规律ꎻＴＰ 和 ＡＰ 与门水

平细菌和 ＡＲＧｓ 的相关性呈现相同的规律ꎮ 综上所

述ꎬ土壤理化性质直接或间接地影响着细菌群落和

ＡＲＧｓ 的组成和变异ꎮ

３　 讨　 论

３.１　 不同有机 /无机肥配施对土壤细菌多样性的

影响

　 　 不同有机 /无机肥配施影响了细菌的 α－多样

性ꎬ细菌 Ｃｈａｏ１ 指数和 ＡＣＥ 指数在 Ｎ２Ｐ １Ｍ１处理中

高于其他处理ꎬ分析认为该施肥量下土壤环境(碳
源、水分、ｐＨ)为细菌生长和繁殖提供了良好的条

件ꎬ更有利于保持细菌多样性ꎮ 土壤养分的可利用

性通常与贫营养微生物向富营养微生物的转化有

关ꎮ 例如ꎬ土壤中较高的养分利用率促进了富营养

微生物的生长和繁殖ꎬ而在营养有限的土壤环境

中ꎬ生长缓慢的贫营养微生物的数量会增加[３２－３３]ꎮ
变形菌门、酸杆菌门、放线菌门、芽单胞菌门和绿弯

菌门是本研究土壤样品中丰度最高的五大菌门ꎬ占
细菌总数的 ８２％以上ꎬ与之前不同系统报道的结果

一致[３４－３６]ꎮ 在这些菌门中ꎬ变形菌门被认为是一种

广泛存在于土壤中的富营养微生物ꎬ在粪便处理中
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图 １　 不同处理门水平细菌相对丰度

Ｆｉｇ.１　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｔ
ｐｈｙｌｕｍ ｌｅｖｅｌ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

图 ２　 不同处理抗生素抗性基因 Ｖｅｎｎ 图
Ｆｉｇ.２　 Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

其丰度相对较高ꎻ酸杆菌门内的大多数类群被认为

是生长缓慢的贫营养细菌[３２]ꎮ 本研究中ꎬＮ３Ｐ ２Ｍ３

和 Ｎ０Ｐ ０Ｍ６ 处理中变形菌门的相对丰度显著高于

Ｎ０Ｐ ０Ｍ０处理(Ｐ<０.０５)ꎻ与之相反ꎬ随着养分投入量

增加ꎬ酸杆菌门丰度呈现下降趋势ꎬ贫营养微生物

绿弯菌门的相对丰度在 Ｎ０Ｐ ０Ｍ６处理中降到最低ꎮ
３.２　 不同有机 /无机肥配施对土壤抗生素抗性基因

的影响

　 　 随着养殖业的集约化及兽用抗生素的广泛使

用ꎬ畜禽粪便已经成为残留抗生素的主要储存库ꎬ
其施用到耕地土壤后ꎬ会明显激发土壤微生物的抗

性及ＡＲＧｓ 的丰度 [３７]ꎮ 本研究中ꎬＰＣＡ 和 Ｐｅｒｍａｎｏｖａ

图 ６　 抗生素抗性基因与门水平细菌的冗余分析

Ｆｉｇ.６　 Ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＡＲＧｓ ａｎｄ
ｂａｃｔｅｒｉａ ａｔ ｐｈｙｌｕｍ ｌｅｖｅｌ

表明ꎬ不同有机 /无机肥配施处理 ＡＲＧｓ 存在显著差

异(Ｐ<０.００１)ꎬ分析认为施肥通过改变土壤养分影

响了土壤中细菌的活性ꎬ进而导致 ＡＲＧｓ 出现差异ꎮ
含量较多的 ＡＲＧｓ 有大环内酯类、多药类、万古

霉素类、四环素类、氯霉素类ꎬ这些 ＡＲＧｓ 普遍存在

于畜禽粪便、草鱼肠道、土壤及水体中[３８－４１]ꎬ相对应

的这几类抗生素也是广谱性抗生素ꎮ 其中万古霉

素是一种临床上重要的糖肽类抗生素ꎬ对革兰氏阳

性菌和一些多重耐药菌具有极好的杀灭效果ꎬ被称

为人类健康的最后一道防线[４２－４３]ꎬ但在本长期定位

试验中ꎬ万古霉素类的抗性基因亚型最多ꎬ这不得

不引起我们的警惕ꎮ
本研究中未施用牛粪的处理 Ｎ０Ｐ ０Ｍ０中仍然有

大量的 ＡＲＧｓꎬ这进一步说明 ＡＲＧｓ 的存在具有普遍

性[３７]ꎮ 分析其原因认为土壤微生物本底中含有

ＡＲＧｓꎬ也有可能是长年累月施肥中ꎬＡＲＧｓ 通过水平

转移到达空白土壤[４４]ꎮ ＡＲＧｓ 中的质粒、转座子、整
合子等可移动因子可以通过接合、转化和转导等方

式从一种菌株转移到其他菌种中ꎬ从而使后者携带

相应的抗性ꎬ并通过微生物的大量繁殖将 ＡＲＧｓ 传

递下去ꎮ 因此当微生物菌群一旦建立对抗生素的

抗性ꎬ即便抗生素的选择压力消失ꎬ这类菌群也会

持续对此类抗生素产生抵抗作用[４５]ꎮ

４　 结　 论

(１)不同有机 /无机肥配施处理改变了细菌及

ＡＲＧｓ 的多样性ꎬ且不同处理间 ＡＲＧｓ 差异显著(Ｐ<
０.００１)ꎮ
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表 ４　 优势细菌门及抗生素抗性基因与土壤理化性质的皮尔森相关性分析

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｐｅａｒｓｏｎ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｏｍｉｎａｎｔ ｐｈｙｌｕｍ￣ｂａｃｔｅｒｉａ ａｎｄ ＡＲＧｓ ｗｉｔｈ ｓｏｉｌ ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ

指标 Ｉｎｄｅｘ ｐＨ 有机质
ＯＭ

全氮
ＴＮ

全磷
ＴＰ

全钾
ＴＫ

碱解氮
ＡＮ

有效磷
ＡＰ

有效钾
ＡＫ

变形菌门 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ －０.６５１∗∗ ０.６９９∗∗ ０.６９９∗∗ ０.７５４∗∗ ０.６２５∗ ０.７５２∗∗ ０.７６０∗∗ ０.８４７∗∗

酸杆菌门 Ａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉａ ０.８３０∗∗ －０.８２７∗∗ －０.９２３∗∗ －０.８７８∗∗ －０.０８６ －０.９１７∗∗ －０.８５７∗∗ －０.７９８∗∗

放线菌门 Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ －０.２１７ ０.２２１ ０.３９０ ０.２３２ －０.４４１ ０.３００ ０.２７０ ０.１４５
芽单细胞菌门 Ｇｅｍｍａｔｉｍｏｎａｄｅｔｅｓ －０.６２２∗ ０.５３２∗ ０.５２０∗ ０.５６０∗ －０.１２３ ０.５６３∗ ０.４３７ ０.３４７

绿弯菌门 Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ ０.３８１ －０.４１８ －０.２２５ －０.３８４ －０.６２８∗ －０.２８８ －０.３８２ －０.４８８
Ｂａｃｔｅｒｉａ＿ｎｏｎａｍｅ ０.８３９∗∗ －０.８６３∗∗ －０.９１０∗∗ －０.９０８∗∗ －０.３１９ －０.９２２∗∗ －０.９０３∗∗ －０.８９７∗∗

浮霉菌门 Ｐｌａｎｃｔｏｍｙｃｅｔｅｓ ０.５７８∗ －０.６０９∗ －０.７２２∗∗ －０.６７１∗∗ －０.２１０ －０.７１９∗∗ －０.６８７∗∗ －０.６８４∗∗

蓝藻细菌 Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ －０.５２１∗ ０.４９０ ０.３５９ ０.４０１ －０.２００ ０.３２３ ０.３７２ ０.２６２
厚壁菌门 Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ ０.７６８∗∗ －０.８３９∗∗ －０.８２４∗∗ －０.８５２∗∗ －０.５２６∗ －０.８２８∗∗ －０.８９７∗∗ －０.９４４∗∗
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　 　 注:∗和∗∗分别代表在 Ｐ<０.０５ 和 Ｐ<０.０１ 水平上显著相关ꎮ
Ｎｏｔｅ: ∗ ａｎｄ ∗∗ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｔ Ｐ<０.０５ ａｎｄ Ｐ<０.０１ ｌｅｖｅｌꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

　 　 (２)不同有机 /无机肥配施处理褐土中ꎬ５ 个主

要的细菌门依次为变形菌门、酸杆菌门、放线菌门、
芽单胞菌门和绿弯菌门ꎮ

(３)不同有机 /无机肥配施处理褐土中ꎬ相对丰

度较高的 ＡＲＧｓ 种类为大环内酯类、多药类、万古霉

素类、四环素类、氯霉素类ꎻ其中相对丰度最高的

ＡＲＧｓ 为 ＭａｃＢ、ＢｃｒＡ 和 ＭｅｘＷꎮ
(４)土壤理化性质直接或间接地影响着细菌群

落及 ＡＲＧｓ 的组成和变异ꎬ而 ＡＲＧｓ 的变化受细菌

群落结构的影响ꎮ
ＡＲＧｓ 已经成为威胁人类健康的潜在污染物ꎬ

农业生产中施用畜禽粪污时应充分腐熟并与化肥

配合施用ꎬ以保障生态环境安全ꎮ 在未来研究中ꎬ
探索有机肥与化肥的合理配比既可以保障粮食安

全ꎬ又可以合理规避 ＡＲＧｓ 带来的潜在风险ꎮ
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