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金霉素胁迫下室内粪土模型中菌群多样性与四环素类

抗生素耐药基因丰度研究
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摘要: 【目的】探究金霉素在粪土环境中对土壤微生物群落结构多样性和四环素类耐药基因 (TRG) 丰度的影响。

【方法】分别设置金霉素质量 0(对照)、10、100、1 000 μg作为胁迫剂量，在处理后第 1、7、14、28、56天采集样品，使

用高通量测序和 qPCR技术研究群落结构多样性和 TRG丰度的变化。【结果】厚壁菌门能耐受低剂量 (10 μg)金霉

素的毒害作用，对中、高剂量 (100、1 000 μg)敏感；放线菌门能耐受中、高剂量的毒害作用，生存繁殖具有一定优势；

变形菌门的相对丰度除第 28天各剂量组均显著低于对照组外，其余时间多显著高于对照组。金霉素–猪粪–土壤模

型样品中共检测出 3种四环素类抗生素耐药基因 (TRGs)：tetO、tetT 和 tetW，3个基因丰度变化趋势相似：与第 1天

相比，第 56天各组 TRGs相对含量均显著减少；低剂量组 TRGs相对含量的日消减率在Ⅱ期高于对照组和中、高剂

量组，第 7天 TRGs相对含量显著高于对照组以及中、高剂量组；中剂量组 TRGs相对含量的日消减率在Ⅳ期低于

其余组，第 56 天 TRGs 相对含量显著高于其余组。【结论】在猪粪–土壤环境中，不同菌群对金霉素敏感程度不同，

金霉素可改变优势菌群的相对丰度，从而引起菌群群落结构的变化。金霉素可改变 TRGs相对含量的日消减率，从

而影响 TRGs相对含量。本研究可为下一步养殖源性抗菌药物残留的生态风险评估提供一定依据。
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Microbial community diversity and tetracycline resistance gene
abundance in manure-soil model under chlortetracycline stress
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Abstract: 【Objective】To explore the effects of chlortetracycline on microflora diversity and tetracycline

resistance gene (TRG) abundance in manure-soil environment.【Method】Four different chlortetracycline

dosages were adopted, including 0 (control), 10, 100, 1 000 μg. Samples were collected on the 1st, 7th, 14th,

28th and 56th day. High-throughput sequencing and qPCR were utilized to investigate the changes of microbial

community diversity and TRG abundance.【Result】Firmicutes could tolerate toxic effect of 10 μg

chlortetracycline, and was sensitive to 100 and 1 000 μg chlortetracycline. Actinobacteria could tolerate toxic

effects of 100 and 1 000 μg chlortetracycline, its survival and reproduction had some advantages. The relative

abundances of proteobacteria in all chlortetracycline groups on the 28th day were significantly lower than that of 
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control group, and usually significantly higher than control group on other sampling dates. Three TRGs (tetO,

tetT and tetW) were detected in chlortetracycline-manure-soil model, their changing trends of abundance were

similar. Compared with the 1st day, the relative abundances in all groups on the 56th day decreased

significantly. The day dissipation rates in 10 μg chlortetracycline group were significantly higher than other

groups in period Ⅱ, while their relative abundances on the 7th day were significantly higher. The day

dissipation rates in 100 μg chlortetracycline groups were significantly lower than other groups in period Ⅳ,

while the relative abundances on the 56th day were significantly higher.【Conclusion】In manure-soil

environment, the sensitivity degrees of different bacterium communities to chlortetracycline stress were

different, chlortetracycline can change microbial community composition by changing the relative abundances

of dominant bacteria. Chlortetracycline stress can change the day dissipation rates of TRGs, thereby affect the

relative abundances of TRGs. The results can provide a basis for further research on ecological risk evaluation

of antibiotic residue in poultry raising.

Key words:  chlortetracycline; microbial community diversity; tetracycline antibiotic; resistance gene; 

abundance; day dissipation rate
  

目前，我国养殖业每年抗生素的消耗量高达

8 万 t，然而抗生素在动物体内并不能完全代谢，约

60%~90% 以原型或代谢产物的形式随粪尿排至环

境中[1-2]。同时，我国作为世界第一养猪大国，每年

可产生猪粪 8.64亿 t[3]，猪粪中残留量最大的抗生素

为四环素类抗生素，占抗生素总残留量的 73.5%[4]。

金霉素属于四环素类抗生素，常作为饲料添加剂大

量应用于畜禽养殖。调查福建省猪场附近耕地土壤

中四环素类抗生素残留量，发现金霉素平均残留量

最高，为 55.6 μg·kg–1，检出率达 75%[5]。残留在土壤

中的四环素类抗生素会改变土壤微生物原有的群

落结构，但牛粪可削弱四环素类抗生素的毒害作

用 [ 6 ]。相对于金霉素，四环素类抗生素耐药基因

(Tetracycline resistance gene，TRG)是一种潜在危害

更大的污染物。TRGs 不仅能在细菌间通过质粒转

移，而且在细菌死亡裂解被释放到外环境后仍能保

持稳定继续传播[7]。土壤中的 TRGs 可能是土壤微

生物自身携带，也可能是经畜禽粪便引入土壤中。

在山东省 9 个猪场的 TRGs相对含量检测中，土壤

中 TRGs 相对含量为 9.9×10–5~1.1×10–2，猪粪中

TRGs相对含量为 3.3×10–5~5.2×10–1[8]。堆放或者作

为肥料施用携带四环素类抗生素和 TRGs 的猪粪，

是其进入土壤环境的主要途径。目前有关猪粪中残

留的四环素类抗生素和 TRGs影响土壤微生物的研

究尚少且不够深入。

本研究以金霉素作为胁迫因子，构建室内粪土

金霉素暴露胁迫模型，模拟金霉素残留给土壤微生

物带来的生态毒性效应，利用高通量测序技术研究

菌群群落结构多样性的变化，通过 qPCR 技术研究

TRGs 相对含量的改变，为下一步养殖源性抗菌药

物残留的生态风险评估提供一定依据。

1   材料与方法

1.1    材料

金霉素购自大连美仑生物技术有限公司，纯度

(w)95%；10×PCR Buffer、dNTP Mixture、rTaq
DNA聚合酶和 SYBR Premix Ex Taq II(宝生物染料

法荧光定量试剂盒) 等均由 TaKaRa 公司提供。猪

粪采自广州市钟落潭镇某猪场 (喂养的饲料不添加

抗生素)，土壤采自华南农业大学树木园无抗生素污

染的 5~20 cm 表层，两者经检测均无抗生素残留。

供试土壤为砂质粘壤土，pH 5.77、含水量 (w)12.5%、

总碳 77 mg·kg–1、全氮 660 mg·kg–1、总磷 270 mg·kg–1。
1.2    方法

1 .2 .1        金霉素–猪粪–土壤模型构建　土壤过

2 mm筛后于黑暗条件下室温孵育 7 d，猪粪于室温

条件下平铺风干，粉碎过 2 mm 筛后置于–20 ℃ 冰

箱保存。使用超纯水将金霉素配制成相应浓度的母

液，并与猪粪、土壤充分混匀，分装到直径 10 cm、

高 15 cm 的棕色塑料花盆中，每个花盆土壤用量

0.5 kg、猪粪用量 10 g，设对照组和金霉素低、中、高

剂量组，金霉素用量分别为 0、10、100 和 1 000 μg，
各组均设 3 次重复。各处理花盆置于 25 ℃ 的室温

条件下培养，每天定时浇超纯水，使土壤含水量为

最大持水量的 50%，每天光照时间为 12 h。在处理

后第 1、7、14、28和 56天的 20:00—21:00采集样品

并置于–20 ℃ 冰箱保存。试验分 4 期：Ⅰ期 (第
1~7 天)、Ⅱ期 (第 8~14 天)、Ⅲ期 (第 15~28 天) 和
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Ⅳ期 (第 29~56天)。
1.2.2    TRGs 定性及定量检测　称取 0.9 g样品，依

据 E.Z.N.A®土壤 DNA 提取试剂盒 (Omega Biotek，
美国)的方法提取总 DNA。PCR反应程序：94 ℃ 预

变性 5 min；94 ℃ 变性 30 s，退火 30 s (温度见表 1)，

72 ℃ 延伸 45 s，35个循环；72℃ 延伸 10 min[9]。目

标 TRGs 和 16S rDNA 的引物设计如表 1 所示。采

用 25 μL 的 PCR 反应体系：ddH2O 18.375 μL、
10×PCR Buffer 2.5 μL、dNTP Mixture 2 μL、上下游引物各

0.5 μL、DNA模板 1 μL和 rTaq DNA聚合酶 0.125 μL。

经 PCR 产物回收、纯化、克隆、连接和质粒提取[10]，

送生工生物工程 (上海)股份有限公司测序。

对测序合格的质粒进行纯度和浓度检测，

D260 nm/D280 nm 在 1.8~2.0之间，说明所提取的 DNA
纯度较高。对质粒进行 10倍梯度稀释，计算质粒拷

贝数，做 qPCR 标准曲线。采用 20 μL 的 qPCR 反

应体系：SYBR Premix Ex Taq II 10 μL、ddH2O
7.4 μL、上下游引物各 0.8 μL和 DNA模板 1 μL。每

个样品设置 3 次重复，在 LightCycler®96 实时荧光

定量 PCR仪 (Roche，瑞士)上反应。

1.2.3    高通量测序　将第 1、7、14、28、56天的对照

组和金霉素低、中、高剂量组中设置的 3 次重复样

品混合，提取 DNA，送往金唯智广州公司测序。

1.3    数据分析

采用 ACE 和 Chao1 指数评估群落丰富度，

Shannon 指数反映群落多样性。利用 SPSS 23.0 单

因素方差分析对 TRGs 相对含量 (TRGs 相对含

量=TRGs基因拷贝数/16S rDNA拷贝数)进行差异

显著性分析，Fisher’s 精确检验进行菌群丰度差异

显著性分析，SigmaPlot 进行图表绘制。TRGs 相对

含量的日消减率 (Day dissipation rate，DDR)计算公

式如下：

DDR =
N1−N2

N1T
×100%,

式中，T 为相邻 2 个采样时间点的间隔时间，N1 为

TRGs 在较前采样时间点样品中的相对含量，N2 为

TRGs在较后采样时间点样品中的相对含量。

2   结果与分析

2.1    金霉素胁迫下粪土模型中菌群多样性的变化

2.1.1    α 多样性指数分析　通过对各采样时间对照

组和金霉素不同剂量组的宏基因组 DNA进行高通

量测序分析，每组均获得约 32 000 条克隆序列，在

97% 序列相似性水平上共获得 456 个不同种类的

操作分类单元 (OTU)。所有试验组的覆盖率均高

于 90%(表 2)，表明测序得到的 OTU 序列覆盖率

高，能反映样品中绝大部分菌群的真实情况。随时

间延长，各组 OTU 数量、ACE 指数、Chao1 指数和

Shannon 指数整体均呈上升趋势。第 1 天金霉素组

的 ACE 指数和 Chao1 指数高于对照组，其余采样

时间金霉素组的 ACE指数和 Chao1指数与对照组

相近，可能提示金霉素在第 1 天对群落丰富度有促

 

表 1   目的基因引物信息

Table 1    Primers of target genes
 

目的基因 引物序列(5′→3′) 片段大小/bp 退火温度/℃ 参考文献

tetA F：GCTACATCCTGCTTGCCTTC 210 55/60 [11]

R：CATAGATCGCCGTGAAGAGG

tetB F：AAAACTTATTATATTATAGTG 169 40/47 [12]

R：TGGAGTATCAATAATATTCAC

tetT F：AAGGTTTATTATATAAAAGTG 167 45/40 [13]

R：AGGTGTATCTATGATATTTAC

tetM F：ACAGAAAGCTTATTATATAAC 171 45/57 [13]

R：TGGCGTGTCTATGATGTTCAC

tetO F：ACGGARAGTTTATTGTATACC 171 60/60 [13]

R：TGGCGTATCTATAATGTTGAC

tetW F：GAGAGCCTGCTATATGCCAGC 168 60.5/60 [13]

R：GGGCGTATCCACAATGTTAAC

16S rDNA F：CCTACGGGAGGCAGCAG 193 58/58 [14]

R：TTACCGCGGCTGCTGGCAC
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进作用，其余时间作用不明显。第 7 天随金霉素剂

量升高，ACE 指数从 416 降低至 374，Chao1 指数

从 437 降低至 388，其余采样时间金霉素不同剂量

作用下 ACE 指数和 Chao1 指数变化不大，可能提

示金霉素剂量升高在第 7 天减弱了金霉素对群落

丰富度的促进作用。各采样时间金霉素组的 Shannon
指数均与对照组相近，提示金霉素对群落多样性的

选择作用可能不明显。

2.1.2    菌群群落结构分析　门水平群落结构组成

如图 1 所示。试验第 1 天，厚壁菌门 Firmicutes 菌
群相对丰度最高，其次为放线菌门 Actinobacteria
和变形菌门 Proteobacteria；第 7和 14天，厚壁菌门

相对丰度>变形菌门相对丰度>放线菌门相对丰度；

第 28和 56天，变形菌门相对丰度>厚壁菌门相对丰

度>放线菌门相对丰度。整个试验过程中，金霉素

中、高剂量组放线菌门菌群的相对丰度显著高于对

照组和低剂量组；金霉素低剂量组厚壁菌门第 7、
28 和 56 天的相对丰度显著高于对照组，整个试验

周期中、高剂量组相对丰度均显著低于对照组；变

形菌门相对丰度除第 28 天各剂量金霉素组显著低

于对照组外，其余时间多显著高于对照组 (表 3)。
属水平群落结构组成如图 2 所示。可能携带

TRGs 的菌属有梭菌属 Clostr idium、链霉菌属

Streptomyces、链球菌属 Streptococcus 和棒状杆菌

属 Corynebacterium，梭菌属和链球菌属属于厚壁菌

门，链霉菌属和棒状杆菌属属于放线菌门。可能存

在致病性的菌属有梭菌属、棒状杆菌属和鞘氨醇单

胞菌属 Sphingomonas，鞘氨醇单胞菌属属于变形菌

门。棒状杆菌属的相对丰度从第 1 天到第 56 天持

 

表 2   金霉素胁迫下粪土模型中菌群 α 多样性指数分析

Table 2    Analysis of α diversity index of microflora in
manure-soil model under chlortetracycline stress

 

采样

时间

m(金霉素)/
μg

OTU
数量1)

ACE
指数

Chao1
指数

Shannon
指数

覆盖

率/%

第1天 0(对照) 214 259 249 2.853 99.8

10(低) 216 271 286 2.819 99.8

100(中) 229 289 290 2.952 99.8

1 000(高) 239 302 310 3.224 99.8

第7天 0(对照) 367 390 391 5.414 99.9

10(低) 382 416 437 5.410 99.8

100(中) 361 393 395 5.285 99.8

1 000(高) 345 374 388 5.278 99.9

第14天 0(对照) 370 380 382 5.474 99.9

10(低) 376 397 405 5.518 99.9

100(中) 379 395 398 5.605 99.9

1 000(高) 375 399 406 5.408 99.9

第28天 0(对照) 396 409 414 6.319 99.9

10(低) 390 397 398 6.124 99.9

100(中) 387 397 404 6.152 99.9

1 000(高) 388 412 419 6.010 99.9

第56天 0(对照) 396 407 411 6.476 99.9

10(低) 385 395 398 6.435 99.9

100(中) 391 403 416 6.467 99.9

1 000(高) 387 400 404 6.552 99.9

　1) OTU为操作分类单元
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样品编号

厚壁菌门 Firmicutes

变形菌门 Proteobacteria

放线菌门 Actinobacteria

拟杆菌门 Bacteroidetes

酸杆菌门 Acidobacteria

绿弯菌门 Chloroflexi

芽单胞菌门 Gemmatimonadetes

疣微菌门 Verrucomicrobia

GAL 15

硝化螺旋菌门 Nitrospirae

其余菌门

 
1~5、6~10、11~15、16~20分别为 0、10、100、1 000 μg金霉素剂量组，各组中的样品编号依次代表在第 1、7、14、28、56天采集的样品

图 1    金霉素胁迫下粪土模型中门分类水平上的优势菌群相对丰度

Fig. 1    Relative abundances of dominant bacteria at phylum level in manure-soil model under chlortetracycline stress
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续减少；鞘氨醇单胞菌属的相对丰度从第 1 天到第

56天持续增加，金霉素中、高剂量组第 56天的相对

丰度显著高于对照组；梭菌属相对丰度从第 1 天到

第 7 天增加，之后持续降低，金霉素低剂量组第

56 天的相对丰度显著高于对照组和中、高剂量组

(表 4)。
2.2    金霉素胁迫下粪土模型中 TRGs 丰度变化

对所有样品进行目标 TRGs 检测，共检测出

3 种 TRGs： tetO、 tetT 和 tetW，检出率达 85%~
100%。经 qPCR 检测得扩增效率为 101%~109%，

相关系数 R2 均为 0.999。tetO、tetT 和 tetW 基因丰

度变化趋势相似：相对于试验第 1 天，各组第 56 天

的基因丰度均显著减少；金霉素低剂量组第 7 天的

基因丰度显著高于同时期的对照组和中、高剂量

组；金霉素中剂量组第 56 天的基因丰度显著高于

同时期的其余各组。tetT、tetO 和 tetW 基因丰度的

DDR 变化也十分相似：各组 DDR 在Ⅰ和Ⅲ期相

近，在Ⅱ和Ⅳ期出现明显差异；Ⅱ期金霉素低剂量

组 DDR高于对照组与中剂量组，高剂量组 DDR为

负值，低于对照组与中剂量组；Ⅳ期金霉素各剂量

组 DDR均低于对照组，且均为负值，中剂量组 DDR
最小，其次分别为低、高剂量组 (表 5，图 3)。

 

表 3   金霉素胁迫下粪土模型中门分类水平上主要优势菌群的相对丰度差异1)

Table 3    Discrepancies of the relative abundances of dominant bacteria at phylum level in manure-soil model under
chlortetracycline stress                                                                                                                                                          %

 

菌门 m(金霉素)/μg 第1天 第7天 第14天 第24天 第56天
放线菌门

Actinobacteria
0(对照) 14.69c 22.57c 22.55d 16.21d 18.35b

10(低) 14.37c 21.65d 25.45b 17.55c 16.29c

100(中) 16.16a 23.36b 23.79c 20.57a 18.57b

1 000(高) 15.57b 24.58a 26.81a 19.41b 19.18a
厚壁菌门

Finmicutes
0(对照) 82.77a 45.12b 40.06a 32.54b 32.70b

10(低) 82.95a 46.06a 39.41a 33.57a 34.49a

100(中) 80.79b 44.18c 37.29b 31.12c 31.65c

1 000(高) 80.91b 41.58d 36.81b 31.32c 26.96d
变形菌门

Proteobacteria
0(对照) 1.75c 24.12c 27.24c 38.74a 35.45c

10(低) 1.72c 24.96b 28.07b 36.69b 35.23c

100(中) 1.98b 24.94b 29.52a 36.58b 36.39b

1 000(高) 2.38a 26.21a 28.33b 35.98b 37.75a

　1)相同菌门同列数据后凡是有一个相同小写字母者，表示不同处理间差异不显著(P>0.05，Fisher’s精确检验法)

 

相
对
丰
度

/%
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0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

样品编号

库特氏菌属 Kurthia

未知菌属
梭菌属 Clostridium

棒状杆菌属 Corynebacterium

链霉菌属 Streptomyces

土孢杆菌属 Terrisporobacter

溶杆菌属 Lysobacter

鞘氨醇单胞菌属 Sphingomonas

链球菌属 Streptococcus

中慢生根瘤菌属 Mesorhizobium

分支杆菌属 Mycobacterium

短根瘤菌属 Bradyrhizobium

农研丝杆菌属 Agrobactrium

其余菌属

 
1~5、6~10、11~15、16~20分别为 0、10、100、1 000 μg金霉素剂量组，各组中的样品编号依次代表在第 1、7、14、28、56天采集的样品

图 2    金霉素胁迫下粪土模型中属分类水平上的优势菌群相对丰度

Fig. 2    Relative abundances of dominant bacteria at genus level in manure-soil model under chlortetracycline stress
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表 4   金霉素胁迫下粪土模型中属分类水平上主要优势菌群的相对丰度差异1)

Table 4    Discrepancies of the relative abundances of dominant bacteria at genus level in manure-soil model
under chlortetracycline stress                                                                                                                                 %

 

菌属 m(金霉素)/μg 第1天 第7天 第14天 第24天 第56天

梭菌属

Clostridium
0(对照) 16.66b 28.23a 26.15a 21.72a 20.78b

10(低) 15.54c 28.42a 24.52b 21.70a 21.48a

100(中) 15.06c 28.60a 25.95a 20.50b 20.02c

1 000(高) 20.51a 26.44b 24.60b 21.88a 17.42d

棒状杆菌属

Corynebacterium
0(对照) 12.00b 1.87b 0.18b 0.52a 0.02a

10(低) 12.10b 2.78a 0.15b 0.05b 0.02a

100(中) 13.53a 1.38d 0.96a 0.06b 0.02a

1 000(高) 13.08a 1.66c 0.07c 0.07b 0.03a

鞘氨醇单胞菌属

Sphingomonas
0(对照) 0.07a 1.61a 2.06a 4.53a 3.53c

10(低) 0.06a 1.57a 1.78bc 3.62b 3.65c

100(中) 0.10a 1.36b 1.80b 3.22c 4.09b

1 000(高) 0.07a 1.18c 1.69c 3.35bc 5.25a

链球菌属

Streptococcus
0(对照) 2.61c 0.81b 0.09b 0.06a 0a

10(低) 2.82c 1.02a 0.05b 0.01bc 0a

100(中) 3.17b 0.36c 0.27a 0.02b 0a

1 000(高) 3.56a 0.42c 0.05b 0c 0.01a

链霉菌属

Streptornyces
0(对照) 0.06a 10.55c 12.43b 5.59d 6.14b

10(低) 0.07a 9.77d 12.63b 8.43b 4.21c

100(中) 0.06a 11.81b 10.69c 9.35a 6.29b

1 000(高) 0.04a 12.87a 14.14a 8.00c 8.07a

　1)相同菌属同列数据后凡是有一个相同小写字母者，表示不同处理间差异不显著(P>0.05，Fisher’s 精确检验法)

 

表 5   金霉素胁迫下粪土模型中 3 个四环素类抗生素耐药基因 (TRGs) 日消减率变化
 

Table 5    Day dissipation rate changes of three tetracycline resistance genes (TRGs) in manure-soil model
under chlortetracycline stress %

 

四环素类抗生素耐药基因 m(金霉素)/μg Ⅰ期 Ⅱ期 Ⅲ期 Ⅳ期

tetO 0(对照) 13.28 –4.67 3.28 1.06

10(低) 10.88 6.81 4.19 –5.95

100(中) 13.51 –3.58 5.44 –34.47

1 000(高) 13.94 –31.32 3.35 –3.79

tetT 0(对照) 13.73 8.07 6.67 0.83

10(低) 11.62 13.80 5.97 –11.49

100(中) 13.92 10.39 6.79 –36.98

1 000(高) 14.21 –24.66 6.58 –3.68

tetW 0(对照) 13.92 –0.22 4.28 –0.26

10(低) 13.16 9.60 3.22 –6.22

100(中) 14.06 1.03 5.10 –36.41

1 000(高) 14.15 –14.80 3.78 –5.58
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相同采样时间不同柱子上方凡是有一个相同小写字母者，表示相同采样时间不同处理组间差异不显著 (P>0.05，Fisher’s 精确检验法)；相同处理组

第 1天和第 56天的柱子上方凡是有一个相同大写字母者，表示相同处理组第 1天和第 56天处理间差异不显著 (P>0.05，Fisher’s精确检验法)

图 3    金霉素胁迫下粪土模型中 3 个四环素类抗生素耐药基因 (TRGs) 相对含量变化

Fig. 3    Relative abundance changes of three tetracycline resistance genes (TRGs) in manure-soil model under
chlortetracycline stress
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3   讨论与结论

在对菌群多样性影响方面，随培养时间的延

长，各组 OTU 数量、ACE 指数、Chao1 指数和

Shannon 指数整体均呈上升趋势，大部分金霉素组

的 ACE指数、Chao1指数和 Shannon指数均与对照

组相近，这可能与金霉素的降解或土壤吸附作用有

关。Liu 等[15]研究表明土壤对金霉素有较强的吸附

作用，从而降低其药效，削弱其对土壤微生物的毒

害作用；Chessa 等[6]研究发现 TCs 只能短期影响菌

群结构，7 d 后作用逐渐下降，60 d 内完全消失；

Xiong 等[16]研究发现相对于金霉素，猪粪对土壤微

生物群落结构具有更强的决定性作用，而且施加猪

粪可为土壤微生物提供丰富的营养物质。基于以上

报道，推测当金霉素和猪粪共同作用于土壤微生物

时，金霉素对菌群的毒害作用受抑制，群落丰度与

多样性的变化主要是猪粪促进作用的结果。

从试验各组菌群丰度和 TRGs相对含量变化可

发现厚壁菌门相对丰度持续减少，放线菌门相对丰

度先增后减，各组 TRGs相对含量总体表现为减少，

提示 TRGs 相对含量变化可能与菌群丰度变化有

关。有研究[16]表明带有 TRGs的菌门相对丰度减少

时，将有助于粪土环境及 TCs–粪土环境中 TRGs的
消减。

有研究表明耐药菌的丰度与抗生素含量有显

著相关性[17]。Heuer 等[18]认为粪便中的耐药基因通

过水平基因转移进入土壤菌群，获得耐药基因的菌

群在抗生素环境下更具生存优势。本研究中厚壁菌

门金霉素低剂量组的相对丰度高于或显著高于对

照组和中、高剂量组，说明厚壁菌门菌群能耐受低

剂量金霉素的毒害作用，对中、高剂量金霉素较敏

感，从而在中、高剂量金霉素环境中逐渐失去生存

优势。放线菌门金霉素中、高剂量组的相对丰度高

于或显著高于对照组和低剂量组，可能是由于放线

菌门自身可产生 TCs，能够适应被金霉素污染的生

长环境[16]，因此在其他门菌群生存受到金霉素毒害

时，放线菌门能耐受住这种毒害作用，生存繁殖更

具优势。变形菌门第 28 天金霉素各剂量组的相对

丰度均显著低于对照组，这与 Xiong 等 [16]结果相

似，其余时间金霉素各剂量组相对丰度多显著高于

对照组，这可能是因为变形菌门是携带耐药基因的

主要菌群之一，其生存与耐药基因的产生及产生时

间相关[19]。

此外，金霉素也可能改变部分致病菌的相对丰

度，低剂量金霉素有利于梭菌属相对丰度的增加，

而中、高剂量金霉素更有利于鞘氨醇单胞菌属相对

丰度的增加。由此可见，金霉素能引起菌群群落结

构发生变化，实质是不同菌群对金霉素敏感程度的

差异。

在对 TRGs 相对含量影响方面，tetO、tetT 和

tetW 相对含量的变化趋势相似，各组第 56天的 TRGs
相对含量均显著低于第 1 天，这可能是因为样品中

的菌群结构发生明显变化。Sengeløv等[20]研究发现

由粪便引入的耐药菌大部分不适应土壤环境，只能

短暂存活，耐药基因相对含量逐渐下降至未经粪便

污染的原土水平。此外，施加粪便后 16S rDNA 拷

贝数的增加也可能促使 TRGs相对含量消减[12]。

Ⅱ期金霉素高剂量组和Ⅳ期金霉素各剂量组

的 DDR 均为负值，这说明金霉素在此阶段不仅能

延缓 TRGs相对含量的消减，还能促进其积累，可能

是因为水平基因转移是粪便与土壤之间菌群耐药

性传播的重要途径[18]，TCs 可为土壤中水平基因转

移或耐药基因增殖提供必需的抗生素胁迫压力[16]，

所以在第 56天，各剂量金霉素组的 TRGs相对含量

均高于对照组。

TRGs 相对含量随金霉素胁迫剂量的不同而产

生差异。试验第 7天金霉素低剂量组 TRGs的相对

含量显著高于对照组，中、高剂量组显著低于对照

组，这可能是抗生素的毒物兴奋效应所致，其表现

为低剂量促进，高剂量抑制 [ 21 ]。金霉素中剂量组

Ⅳ期的 DDR 最小，第 56 天 TRGs 相对含量显著高

于其余各组，其原因可能是金霉素发生自然降解。

据报道金霉素在粪 (猪粪) 土模型中自然降解 50 d
后，降解率可达 97%[18]，推测第 56天土壤中残留的

金霉素已至低剂量范围，促进了 TRGs积累，金霉素

低剂量组由于本身剂量较低，自然降解后削弱了其

促进作用，所以此时各剂量金霉素对 TRGs 积累的

促进效果为：中剂量>低剂量>高剂量。

综上所述，在猪粪–土壤环境中，不同菌群对金

霉素敏感程度不同，金霉素可改变优势菌群的相对

丰度，从而引起菌群群落结构的变化。金霉素可改

变 TRGs 相对含量的日消减率，从而影响 TRGs 相
对含量。
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