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草鱼肠道微生物抗生素抗性基因研究
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摘要:水产养殖过程中抗生素的过度使用导致耐药菌株不断出现,细菌耐药性成了威胁公共安全的一个全球性

问题.抗性基因是细菌产生耐药性的根本原因,动物肠道微生物是抗性基因的储存库,目前我国对水产养殖动物

消化道微生物抗生素抗性基因的研究匮乏.为探究草鱼(Ctenopharyngodonidellus)肠道微生物中抗性基因的

类型和丰度,通过提取草鱼肠道内容物的基因组 DNA,采用shotgun宏基因组技术进行测序和序列注释,分析草

鱼肠道内容物微生物数据,对比抗性基因数据库 ARDB筛选出微生物序列中的抗性基因.结果表明,草鱼肠道

内容物共有６１５５４个可注释微生物的基因序列,包括４０９个真核生物序列、８８个古细菌序列和６１０５７个真细菌

序列;共得到１０１１个抗性基因,归为１２３种基因型,包括７８种单抗性基因型(６７９个单抗性基因),４５种多抗性基

因型(３０４个多抗性基因),多抗性基因数量占抗性基因总数的３０．１％,说明草鱼肠道中可能存在大量的多重耐药

性微生物;检出草鱼肠道中数量最多的抗性基因是抗大环内酯类抗生素基因 MacB,产生抗性基因数量最多的是

大环内酯类抗生素.研究结果可为水产养殖中抗生素的使用监管提供基础数据,验证了宏基因组测序技术检测

抗性基因的可行性.
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　　抗生素是一类抗病原微生物活性的天然、半合

成或人工合成化合物(徐冰洁等,２０１０).自从青霉

素被发现并应用于临床后,抗生素开始被广泛使用

(高立红等,２０１３).抗生素的广泛使用导致了微生

物的耐药性,抗生素抗性基因是细菌产生耐药性的

根本原因,抗性基因的出现增加了疾病的防治难度

(高盼盼等,２００９);即使携带抗性基因的细胞被杀

死,细胞中抗性基因的 DNA 片段仍可水平传播至

同属或不同属的细菌(文汉卿等,２０１５);在环境中持

续残留,污染养殖环境;另一方面,抗性基因一旦通

过食物链进入人体,含有新抗性基因的病原菌将严

重威胁到人类的健康(鲁曦,２０１２).因此,抗性基因

的污染受到了越来越多的关注(Prudenetal,２００６;
苏建强等,２０１３;文汉卿等,２０１５).

我国是全球水产养殖大国,２００８年中国大陆水

产养殖 产 量 占 世 界 水 产 养 殖 总 产 量 的 ６２．４％
(FAO,２０１０).然而,集约化与高密度下养殖鱼类

感染疾病的机率大大提高、病害频繁发生,导致抗生

素被大量过度使用(吕爱军等,２００６);但目前对水产

养殖中抗生素抗性基因污染的研究还不够全面(高
盼盼等,２００９).水产养殖中抗生素抗性基因的研究

大多基于微生物培养实验,并且只针对某种或某几

种抗性基因开展工作(王丽梅等,２０１０).近年来发

展的PCR、荧光定量PCR技术或DNA微阵列技术

虽然可以通过测定样品 DNA 研究抗性基因,但也

仅能研究几种特定的抗性基因(罗义和周启星,

２００８).宏基因组测序技术(MetagenomicsequenＧ
cing)直接测定环境样品中全部生物的 DNA,不仅

可以省去细菌培养,避免设计不同抗性基因引物扩

增的繁琐过程,还可全面检测出样品中抗性基因的

种类及丰度,是一条研究抗性基因的新途径(李丽娟

等,２００７).Hu等(２０１３)利用宏基因组技术研究了

１６２个来自不同国家和地区的人肠道抗性基因,发
现与欧美国家相比,中国人样本中抗性基因的丰度

和多样性较高.但宏基因组测序技术尚未应用于水

产养殖中抗生素抗性基因的研究,该技术的运用将

极大地丰富水产养殖中抗生素抗性基因的内容.



草鱼(Ctenopharyngodonidellus)是我国淡水

养殖产量最高的品种,２０１５年草鱼养殖产量高达

５６８万t,占淡水鱼类养殖总产量的２０．９％ (农业部

渔业局,２０１６).草鱼肠道中存在大量的微生物(吴
康,２０１４),肠道微生物是抗生素抗性基因的储存库

(Huetal,２０１３);但迄今为止,对草鱼肠道抗生素

抗性基因认知还是空白.本研究运用宏基因组技

术,将草鱼微生物基因与抗性基因数据库进行比对,
分析抗性基因的种类和丰度,以期揭示抗生素抗性

基因在鱼类肠道中的扩散和传播规律,为国家对水

产渔药抗生素的规范管理提供依据.

１　材料与方法

１．１　实验动物

实验选取未饲喂过抗生素的的草鱼,饲养于湖

北省武汉市江夏区多福农庄养殖池塘.饲养时间为

２０１２年３月２９日至７月６日,期间水温１６．７~
３０９℃.将草鱼随机平均分为２组,每天分别饲喂

苏丹草(Sorghumsudanense)(９∶００am)或裕泰配

合饲料(９∶３０am,１５∶３０pm),直至实验结束,实
验过程不添加抗生素.

１．２　样品采集

选取投喂不同饲料的草鱼各４尾,体重０．８~
１２kg,体长３５~４３cm.用高剂量 MSＧ２２２处理草

鱼,无菌条件下解剖,取出肠道.按照倪达书和洪雪

峰(１９６３)的方法对草鱼肠道分段,并用发夹环固定.
轻轻将后肠内容物挤压出去,充分混匀后置于无菌

管中,液氮条件下暂存,用于抗生素抗性基因测序.

１．３　DNA提取和定量

取后肠内容物样品２００mg,加入０．４g磁珠使

细胞更好地裂解 (Wuetal,２０１２).用 QIAamp
DNAStoolMiniKit(Qiagen,Germany)试剂盒提

取基因组 DNA,２０℃保存,具体提取方法参照试

剂盒 说 明 书.用 超 微 量 分 光 光 度 计 (Nanodrop
８０００,Thermo)测定 DNA 的浓度.为达到测序要

求的DNA阈含量,将８个样品的DNA混合,２０℃
保存.

１．４　序列处理

采用PE１０１测序策略,Hiseq２０００测序平台,
将DNA样品构建成小片段文库,在上海美吉生物

公司进 行 shotgun 宏 基 因 组 测 序.原 始 低 质 量

reads主要依据序列长度和主要质量分数进行过

滤,当主要质量分数大于２０时,迭代停止;同样,含
有“N”且长度低于２０nt的reads也会被舍弃.用

Crossmatch(http://www．phrap．org)程序搜索IlＧ
lumina接头序列数据库,找出接头序列并去除.经

剪切和去接头后,成对和单个的高通量reads被保

留下来.运用SOAPＧdenovo组装reads(Luoetal,

２０１２);其中,kＧmers值选取３１,SOAPＧdenovo程序

集设置为默认程序.

１．５　微生物序列与抗性基因筛选

组装后的contigs经过 BLASTX(Altschulet
al,１９９７)与 NCBInr蛋 白 质 数 据 库 (EＧvalues＜
１０５)比对,通过 MEGAN 程序预测每一个基因的分

类学水平(Husonetal,２００７).用软件 MetaGene
Annotator进行 ORFs预测并选出长度大于５００bp
的 ORFs(Noguchietal,２００６),其中编码选用标准

的 BacterialGeneticCode (NCBI２００translation
table１１).选出的 ORFs经过 BLASTP 与非冗长

蛋白数据库比对,对蛋白进行注释.结果与 NCBI
中微生物数据库比对,得到微生物序列数据.ConＧ
tigs进一步拼接成scaffolds,选择大于５００bp的

scaffolds进行基因预测,用 BLAST 在抗生素抗性

基因 数 据 库 ARDB(AntibioticResistanceGenes
Database)中搜索Scaffolds中的抗性基因,进行汇

总得到抗性基因的种类、数量以及来源.
使用Excel进行数据统计与分析,将数据导入

Excel,取其中EＧvalue＜０．０００１且 Similarity＞４０％
的抗性基因数据进行分析.根据 ARDB(Antibiotic
ResistanceGenesDatabase)分类,将抗性基因归为

特定的抗性基因型;其中,仅对应一种抗生素的基因

为单抗性基因型,对应两种及两种以上抗生素的基

因为多抗性基因型.综上,一种抗性基因型所含的

抗性基因数量一般不同,同时其可能属于多种抗生

素;另外,一种抗生素也可能包含多种抗生素抗性基

因型.根据以上关系,要计算某种抗生素包含的抗

性基因数量,则将该抗生素所有的抗性基因型数量

相加:

Nj＝∑
k

i＝１
Reij (１)

式中:Nj 代表第j 种抗生素抗性基因的数量;

k 表示所求抗生素含有抗性基因型种类数;Reij表

示第j种抗生素中第i类抗性基因型包含的抗性基

因数量;计算所有抗生素抗性基因总和,则将公式

(１)得出的所有抗生素抗性基因数量相加,公式如

下:

N＝∑
n

j＝１
Nj (２)

式中:n 表示实验统计得出的抗生素种类数.
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２　结果与分析

２．１　序列处理

测序得到原始序列(Rawread)２．０３亿条,上传

至 NCBI中的 SRA,序列号为 PRJNA３０５４６(htＧ
tp://trace．ncbi．nlm．nih．gov/Traces/sra_sub/sub．
cgi? subid ＝５５５７９５ &from ＝list& action ＝
show:submission);其中有效序列１．５亿条,占原始

序列 的 ７４．０８％. 预 测 到 contigs２５．９３ M,共

１２０１７４条序列.拼接后,大于５００bp的scaffolds
有２８５８６ 条,结 果 保 存 在 NCBI 中,序 列 号 为

LTCX００００００００(https://submit．ncbi．nlm．nih．gov/

subs/wgs/SUB１２８７３８２/overview).

２．２　草鱼肠道微生物宏基因组

微生物基因序列共有６１８２５个,注释出的序列

有６１５５４个,包括４０９个真核生物序列,占微生物

序列总数的０．６７％;６１０５７个真细菌,占９９２％;

８８个古细菌,占０．１３％(图１).真细菌中,变形菌门

(Proteobacteria)、厚壁菌门(Firmicutes)以及拟杆

菌(Bacteroidetes)为优势类群,分别占真细菌数的

５１．１％、２８．１％和１４．８％.古细菌中,广古菌门(EuＧ
ryarchaeota)为优势类群,占总古菌数的８５％.

２．３　单抗性基因与多抗性基因

本研究共得到１０１１个抗性基因,归为１２３种

基因型;其中单抗性基因型７８种(７０７个单抗性基

因),多抗性基因型４５种(３０４个多抗性基因).多

抗性基因数量占基因总数的３０．１％,且一些多抗性

基因可对应不同类型的抗生素(表１).丰度最高的

４种多抗性基因型 AcrB、CarA、VanRA 和SrmB
均对应研究中不同分类的抗生素.

图１　微生物序列门水平上的分类

Fig．１　Classificationofmicroorganismsequencesatthephylumlevel
表１　优势抗性基因型相关参数

Tab．１　Parametersrelatedtothedominantresistantgenotypes

抗性基因型 数量 对应抗生素 同源微生物

MacB １７６ macrolide Citrobacterkoseri;Enterobactercancerogenus;Escherichiaspp．
BcrA ７６ bacitrac Bacilluscereus;Staphylococcusspp．

AcrB ４２
aminoglycoside;acriflavin;glycylcycline;

macrolide;beta_lactam
Salmonellaenteric;Enterobaerogenes;Citrobacterkoseri

CarA ３０ Lincosamide;streptogramin_b Streptomycesthermotolerans
VanRA ２５ vancomycin;teicoplanin Bacilluscirculans;Enterococcusfaecium;Paenibacillusapiarius
SrmB ２５ lincosamide;macrolidestreptogramin_b Strambofaciens

２．４　抗性基因对应的抗生素

统计不同抗生素对应的抗性基因数量,丰度最

高的前５种抗生素是万古霉素(vancomycin)、链霉

杀阳菌素(streptogramin)、杆菌肽(bacitracin)、盘
尼西林(penicillin)和四环素(tetracycline),其对应

的抗性基因数量分别为１４９、１０８、９９、８１和７９个,其
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中杆菌肽与万古霉素同属于多肽类抗生素.
参考李秀银等(２０１２)的分类方法进行改进,本

研究将基因对应的抗性物质分为１１类;其中,青霉

素类与头孢菌素类抗生素归为βＧ内酰胺类抗生素,
糖肽类抗生素扩展为多肽类抗生素,磺胺类、喹诺酮

类和硝咪唑类抗生素归为其他类抗生素,单独分出

链霉杀阳菌素和化学消毒类(如吖啶黄和氯根离子)
抗性物质.根据１．６中的方法计算得到抗性基因

１７３０个.从图２中可以看出,抗性基因丰度最高的

６类抗性物质依次是大环内酯类、多肽类、化学消毒

类、βＧ内酰胺类、林可胺类和链霉杀阳菌素,对应的

抗性基因数量分别是３５３、３１９、２２３、１８７、１０８和１０８
个;此外,链霉杀阳菌素分为 A型和B型,对应的抗

性基因数量分别是２６个和８２个.

图２　不同抗性物质对应的抗性基因数量

Fig．２　Numberofresistancegenescorresponding
todifferentantibiotics

３　讨论

３．１　草鱼肠道微生物优势菌群的组成

本研究中,古细菌占草鱼肠道总微生物数量的

０．１％,与 Wu等(２０１２)的研究结果一致.草鱼肠道

中的优势菌群包括变形菌门、厚壁菌门以及拟杆菌

门菌群,与其它淡水鱼类肠道微生物优势类群一致,
且优势菌群的比例与其他学者的研究结果相似(Wu
etal,２０１０;Wuetal,２０１２),说明宏基因组测序结果

可靠性较高.

３．２　草鱼肠道内抗性基因丰度差异的影响因素

本研究检测出草鱼肠道中数量最多的抗性基因

是抗大环内酯类抗生素基因 MacB,该基因曾在河

水中被检出(Stolletal,２０１２),但在国内水环境中

研究甚少.虽然四环素类、大环内酯类、氨基糖苷类

和磺胺类药物均是水产养殖中常用的抗生素(苏仲

毅,２００８),但 关 于 大 环 内 酯 类 抗 生 素 抗 性 基 因

MacB的报道远少于磺胺类抗性基因或四环素类抗

性基因,这可能是因为 MacB通过与 MacA 以及外

膜通道蛋白 Tolc结合形成药物排出泵导致细菌耐

药性(Kobayashietal,２００３);而单独的抗性基因存

在时,无法使微生物表现出抗性(王芝敏和郑铃,

２００５),因此之前的研究中往往被忽视;而宏基因组

测序可以避免遗漏具有抗性但不在本物种中表达的

抗性基因(李丽娟等,２００７).抗万古霉素的抗性基

因VanRA属于草鱼肠道微生物中优势抗性基因之

一,是具有万古霉素抗性菌株中大多数含有的基因

型(宋刚等,２０１５),但万古霉素属于水产禁用药物

(全国水产技术推广总站,２０１０).草鱼中存在万古

霉素的抗性基因可能是因为地表水中存在抗生素或

者抗性基因 DNA 片段的水平传播(金煜,２０１４;文
汉卿等,２０１５).

草鱼肠道中不同抗性基因丰度的差异可能与不

同地区的养殖环境中使用的抗生素种类差异相关,
因为抗生素的选择压力是影响抗性基因丰度的主要

因素(Huetal,２０１３);此外,抗性基因存在于不同

的微生物基因组中,而不同鱼类肠道细菌的种类和

丰度有差异,这也会引起草鱼肠道微生物抗性基因

丰度的差异(周玉法,２０１１);另外,本研究发现鱼类

肠道中许多未曾报道过的抗性基因,如 MexW,

EmrD和MdfA,可能是因为传统的方法不易培养

出含有这些抗性基因的细菌或难以设计出扩增这类

抗性基因的引物,而本研究中宏基因组测序可全面

检测出样品中的抗性基因.

３．３　鱼类多抗性基因的产生及影响

随着抗生素的广泛使用,多种细菌出现了多重

耐药性,草鱼肠道中存在多种多抗性基因,这些多抗

性基因占抗性基因总数的３０．１％,并且部分多抗性

基因对应不同分类的抗性物质,说明草鱼肠道中的

细菌具有多重耐药性.细菌的多重耐药性已经在许

多研究中被证实,Jun等(２００４)分离出２０个菌株具

有多重抗药性,同一菌株可以同时抗四环素、氯霉

素、恶喹酸和卡那霉素.细菌产生多重抗药性,可能

与目前养殖环境中使用的多种抗生素造成的微生物

选择压力或者细菌之间抗性基因的交换有关(鲁曦,

２０１２).本文为建立水产养殖中抗生素的使用监管

提供了基础数据,验证了宏基因组测序技术检测抗

性基因的可行性.随着分子技术的成熟,宏基因组

测序将广泛应用于水产养殖以及抗性基因检测.
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AntibioticResistanceGenesintheIntestinalMicroorganismsofGrassCarp

ZHAODi１,２,XUZaiＧyan３,WUShanＧgong１,２,XIONGFan１,２,HAOYaoＧtong１,２

(１．TheKeyLaboratoryofAquaticBiodiversityandConservationofChineseAcademyofScience,

InstituteofHydrobiology,ChineseAcademyofSciences,Wuhan　４３００７２,P．R．China;

２．UniversityofChineseAcademyofSciences,Beijing　１０００３９,P．R．China;

３．HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan　４３００７０,P．R．China)

Abstract:AbuseofantibioticsintheaquacultureindustryhasresultedinantibioticＧresistantbacteria,which
poseaglobalthreattohumanandanimalhealth．Theresistancegeneistheunderlyingcauseofresistance
toantibiotics,andintestinalmicrobesarearepositoryofresistancegenes．However,littleresearchhas
beencarriedoutonbacterialantibioticresistancegenesinthedigestivetractofaquacultureanimalsinChiＧ
na．Inthisstudy,weexploredthetypeandabundanceofresistancegenesintheintestinalmicrobiomeof
grasscarp(Ctenopharyngodonidellus)．GenomicDNAfromtheintestinalcontentsofgrasscarpwasexＧ
tractedandsequenced,andthesequenceswerethenannotatedusingshotgun metagenomicsequencing
technology．Theresistancegenedatabase(ARDB)wasthenscreenedforantibioticresistancegenes．We
obtainedatotalof６１,５５４annotatedmicrobialgenesequences,including４０９eukaryoticsequences,８８arＧ
chaealsequencesand６１,０５７eubacterialsequences．Atotalof１,０１１antibioticresistancegenesfrom１２３
genotypeswereobtained,including７８singleＧresistancegenotypes(６７９singleresistancegenes)and４５
multiＧresistancegenotypes(３０４multiＧresistancegenes)．ThemultiＧresistancegenesaccountedfor３０．１％
ofthetotalresistancegenes,indicatingthepossibilityofalargenumberofmultiＧdrugresistantmicroorＧ
ganismsintheintestinaltractofgrasscarp．Further,theantiＧmacrolideantibioticgene,MacB,wasthe
mostabundantresistancegeneinthegrasscarpgut．Thisgeneisrarelyreportedinstudiesonthedomestic
waterenvironment,probablybecausemicroorganismsarenotresistantwhenMacBexistsalone．This
studydocumentedthetypesandquantitiesofmicrobialantibioticresistancegenesinthegutofgrasscarp,

providingbasicdatafortheregulationofantibioticuseinaquacultureandverifyingthefeasibilityofdetecＧ
tingresistancegenesbymetagenomicsequencingtechnology．
Keywords:grasscarp;resistancegene;metagenomicsequencing;microorganism
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