
中华流行病学杂志 2023 年 6 月第 44 卷第 6 期　Chin J Epidemiol, June 2023, Vol. 44, No. 6

城市对海口市南渡江的微生物群落及其
毒力因子与抗生素耐药基因组的影响

范宇峰 1 李臻鹏 1 遇晓杰 2 李哲 1 周海健 1 张亚淋 2 甘晓婷 2 华德 2 卢昕 1 
阚飙 3

1中国疾病预防控制中心传染病预防控制所腹泻病室，北京 102206；2海南省疾病预防控

制中心检验检测所，海口 570203；3中国疾病预防控制中心传染病预防控制所/传染病预

防控制国家重点实验室， 北京 102206
通信作者：阚飙，Email：kanbiao@icdc.cn；卢昕，Email：luxin@icdc.cn

【摘要】　目的　探讨河流流经海口市前后河水中细菌菌群结构、抗生素耐药基因组和病原菌毒

力基因组的变化，及其传播扩散模式。方法　从流经海口市前的南渡江上游至南渡江入海口划分前、

中、后段 3 个研究区域，每个区域选择 3 个采样点，每个采样点平行采集 6 份样本并混合为 1 份，每份

3 L。通过宏基因组测序和 16S rRNA 基因全长测序获得相关生物信息数据，分析前、中、后 3 段水体中

微生物群落结构以及耐药基因、毒力因子和可移动遗传元件信息。运用主坐标分析、普氏分析和曼特

尔检测等方法分析样本间菌群分布差异以及传播模式相关性。结果　随着河水流经海口市，微生物

的 α 多样性呈现逐渐降低趋势。其中变形菌门在前、中、后段的细菌群落中均占据主导地位，中、后段

变形菌门相对丰度高于前段。抗生素耐药基因、毒力因子及可移动遗传元件的多样性和丰度在前段

均处于较低水平，流经海口市后，均明显升高。同时，可移动遗传元件介导的水平传播在抗生素耐药

基因和毒力因子扩散中发挥较大作用。结论　城市化对河流中的微生物及其携带的耐药基因、毒力

因子和可移动遗传元件产生显著影响。在海口市南渡江，河流流经城市受纳了人群排出的抗生素耐

药菌和病原相关细菌，同时抗生素耐药基因和毒力因子在细菌中的富集，显示了城市人群排出的抗生

素耐药菌和病原菌对环境健康和公共卫生的威胁。流经城市前后微生物组和抗生素耐药基因组的比

较，也可成为有价值的抗生素耐药扩散监测预警指标。
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【Abstract】 Objective　To explore the changes in bacterial community structure, antibiotic 

resistance genome, and pathogen virulence genome in river water before and after the river flowing 
through Haikou City and their transmission and dispersal patterns and to reveal anthropogenic 
disturbance's effects on microorganisms and resistance genes in the aquatic environment. 
Methods　The Nandu River was divided into three study areas: the front, middle and rear sections 
from the upstream before it flowed through Haikou City to the estuary. Three sampling sites were 
selected in each area, and six copies of the sample were collected in parallel at each site and mixed 
for 3 L per sample. Microbial community structure, antibiotic resistance, virulence factors, and 
mobile genetic elements were analyzed through bioinformatic data obtained by metagenomic 
sequencing and full-length sequencing of 16S rRNA genes. Variations in the distribution of bacterial 
communities between samples and correlation of transmission patterns were analyzed by principal 
co-ordinates analysis, procrustes analysis, and Mantel test. Results　 As the river flowed through 
Haikou City, microbes' alpha diversity gradually decreased. Among them, Proteobacteria dominates 
in the bacterial community in the front, middle, and rear sections, and the relative abundance of 
Proteobacteria in the middle and rear sections was higher than that in the front segment. The 
diversity and abundance of antibiotic resistance genes, virulence factors, and mobile genetic 
elements were all at low levels in the front section and all increased significantly after flow through 
Haikou City. At the same time, horizontal transmission mediated by mobile genetic elements played 
a more significant role in the spread of antibiotic-resistance genes and virulence factors. 
Conclusions　Urbanization significantly impacts river bacteria and the resistance genes, virulence 
factors, and mobile genetic elements they carry. The Nandu River in Haikou flows through the city, 
receiving antibiotic-resistant and pathogen-associated bacteria excreted by the population. In 
contrast, antibiotic-resistant genes and virulence factors are enriched in bacteria, which indicates a 
threat to environmental health and public health. Comparison of river microbiomes and antibiotic 
resistance genomes before and after flow through cities is a valuable early warning indicator for 
monitoring the spread of antibiotic resistance.
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Urbanization
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城市河流承载了城市中各类再生水以及污水，

并且作为城市的重要水资源和环境载体，对人类的

健康和生产生活具有重要影响。然而，随着城市扩

张建设和人口增加，几乎所有城市内河流都面临着

严重的环境污染，尤其是城市河流承受了较高水平

的抗生素耐药基因（ARGs）污染［1-2］。水是细菌重要

的栖息地和繁殖地，在环境与人类和其他动物之间

传播抗生素耐药方面发挥着重要作用［3］。在过去

的几十年中，抗生素滥用使水生环境遭受了严重的

抗生素污染［4-5］。抗生素选择压力为环境中的细菌

维持 ARGs 的携带提供了适宜的环境［6-7］，从而促进

了耐药菌的发生和增殖，以及耐药基因的传播［8-10］。

当人类摄入被 ARGs 污染的水和食物，或直接暴露

于含有抗生素耐药菌的环境中［11-12］，可能会对健康

造成潜在威胁。开展有针对性的环境监测，是研究

和处理环境健康问题的关键，也有利于相关决策和

政策的制定，对保障人群健康具有重要意义［13-14］。

南渡江是海南省最大的河流，江水穿过海口

市，最终汇入琼州海峡。南渡江不但是海口市重要

的城市饮用水源，同时其周边汇集了丰富的渔业、

农业以及休闲旅游产业等［15］。城镇居民污水、养殖

业等产生污水中的抗生素污染物排入河流后增加

了人群暴露于 ARGs 的概率和危险。本研究在海

口市南渡江海口段进行连续河水样本采集，并基于

PacBio 环形一致性 16S rRNA 全长测序技术和宏基

因组测序技术，描述和分析了这一区域的细菌群落

（BAC）结构、ARGs、毒力因子（VFs）和可移动遗传

元件（MGEs）的多样性和丰度，并分析 ARGs 和 VFs
的传播模式。

材料与方法

1. 研究区域和样本采集：根据采集样本与海口

市的相对位置，将研究区域分为前段（HN01~HN03）、
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中 段（HN04~HN06）和 后 段（HN07~HN09）。 其 中

前段位于海口市上游，受城市化影响较小；中段位

于海口市中心，受城市化和人为扰动程度高；后段

位于南渡江河口区域，紧邻琼州海峡。每段研究区

域包含 3 个连续采样点，2020 年 10 月 15 日在每个

采样点平行采集 6 份水体样本作为生物学重复样

本，共 3 L，充分混合后储存于无菌储水袋中。其中

1 L 水保存于 4 ℃冰箱用于样本理化指标的测定，

2 L 水保存于-80 ℃冰箱用于 DNA 提取和进一步分

析。共采集了 9 份河流表层（1 m）水体样本，采样

区域全长 16.2 km。

2. DNA 提取与测序：将 2 L 水样通过 0.22 μm
膜过滤器（德国 Millipore 公司）过滤以收集细菌。

使用 DNeasy® PowerSoil Kit 试剂盒（德国 Qiagen 公

司）提取样本的总 DNA。

采 用 环 形 一 致 性 测 序 方 法 ，对 样 本 进 行

16S rRNA 基因全长测序方法以检测细菌多样性和

群落结构。使用 SMRTbell™ Template Prep Kit 试剂

盒（美 国 PacBio 公 司）生 成 测 序 文 库 ，在 PacBio 
Sequel 平台（美国 PacBio 公司）上进行测序。

采用宏基因组二代测序技术，获得样本中的核

酸序列以分析 ARGs、VFs 和 MGEs 等信息。使用

MGIEasy Fast PCR-FREE FS Library Prep Set 试剂盒

（中 国 华 大 智 造 公 司）和 DNBSEQ OneStep DNB 
Make Regent Kit 2.0 试剂盒（中国华大智造公司）构

建测序文库。使用 DNBSEQ-2000RS 测序平台（中

国华大智造公司）进行测序。对测序获得的原始数

据进行质控后获得有效数据并进一步进行分析。

3. 微生物群落分析：使用 UPARSE 11.0 软件对

所有样本的有效数据进行聚类［16］，97% 同一性的序

列被聚类为操作分类单元（OTUs）。使用 Mothur 软

件［17］和 SILVA ribosomal RNA gene 数 据 库［18］对

OTUs 序列进行物种注释（阈值为 0.8~1.0），以获得

样本中微生物的各个分类级别信息。

4. ARGs、VFs 和 基 因 扩 散 模 式 分 析 ：基 于

ResFinder 4.1数据库［19］、VFs数据库［20］，分别对 ARGs
和 VFs 的多样性和丰度进行分析。使用 SOAP 2 软

件进行测序数据与数据库比对，参数设置为-r 1，

-m 100，-x 1 000，-M 4［21］。根据 Greengenes 数据库

进 行 本 地 比 对［22］，并 通 过 Bowtie 2［23］和 SAMtools 
1.9 软件［24］确定每个样本中 16S rRNA 序列的丰度。

以相同方法，通过 mobilegeneticelement 数据库分析

基因水平转移相关的 MGEs 数据［25］。每个样本的

ARGs、MGEs 和 VFs 丰度注释结果进行标准化处理

（ARGs、VFs、MGEs 的绝对丰度除以 16S rRNA 的丰

度）后用于后续数据分析。

5. 统计学分析与数据可视化：采用 K-W 检验

进行数据显著差异性比较。通过 QIIME 11.9.1 软

件计算每个样本中 BAC 的 α 多样性指数：香浓指

数、辛普森指数、Chao1 指数和 ACE 指数［26］。应用

主坐标分析（PCoA）方法和基于 Bray-Curtis 多样性

距离的非加权组平均法聚类分析不同样本之间的

差 异 性 。 通 过 普 氏 分 析 和 曼 特 尔 检 验 分 别 对

ARGs、VFs 与 BAC（门水平）及 MGEs 的相关性和一

致性进行分析。统计学分析以及数据可视化均通

过 R 4.1.2 软件完成。双侧检验，检验水准 α=0.05。

结 果

1. 微生物群落组成变化：基于香浓指数曲线监

测每个样本的测序深度（图 1A），9 份水体样本的测

序数据量达到平台期，提示能够获得样本中的绝大

多数微生物信息。随着河水流经海口市，微生物的

α 多样性呈现逐渐降低趋势（图 1B），前段的 ACE
指数高于后段，差异有统计学意义（K-W 检验，P<
0.05）。通过 PCoA 样本中微生物群落组成的差异

性（图 1C），结果显示前、中、后段样本分别聚集在

各自的置信椭圆中，前两个主成分轴解释了总变异

的 81.74%，提示前、中、后段的微生物群落结构有

明显差异。变形菌门在前、中、后段的 BAC 中均占

据主导地位，中、后段变形菌门相对丰度高于前段

（图 1D）。具体而言，在前段区域中变形菌门、放线

菌门和拟杆菌门平均相对丰度分别占总细菌的

39.3%、28.0% 和 8.5%；在中段区域中变形菌门的平

均相对丰度占比提高至 64.9%，而放线菌门则下降

至 10.0%，另外拟杆菌门的相对丰度占比小幅提升

至 14.9%；在后段区域变形菌门的平均相对丰度占

比进一步提升至 78.0%，而放线菌门和拟杆菌门的

平均相对丰度占比分别降至 4.9% 和 9.8%。在种水

平中微生物的丰度有波动，分布特征与门水平基本

一致（图 1E），仅在前段检测到 1 种放线菌（RBG_
16_70_10），而中、后段中则检测到大量的变形菌

门，其中包括条件致病菌假单胞菌、不动杆菌和非

致病性环境菌株，其丰度在流经城市后显著上升。

例 如 ，种 水 平 下 的 条 件 致 病 菌 铜 绿 假 单 胞 菌

JXH-276 在前段未检出，中段平均 OTUs 数量为 3，

后段平均 OTUs 数量为 28。

2. 耐药基因的多样性与相对丰度变化：从 9 份
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水体样本中共分析 13 个 ARG 类型和 145 个 ARG 亚

型，每份样本的 ARGs 亚型数量在 20~96 个之间。

其中氨基糖苷类和 β-内酰胺类 ARGs 具有较高的

亚型多样性，均为 30 个 ARG 亚型。在前段区域，河

流受到城市化污染和人为影响较小，ARGs 的多样

性处于较低水平。在流经城市后，河流中、后段的

ARGs 亚型数及总丰度均明显升高（K-W 检验，多样

性 P=0.061，丰度 P=0.039）。见图 2。总体而言，氨

基糖苷类 ARGs 的丰度最高（0.092%），其次为磺胺

类（0.080%）和 β-内酰胺类（0.046%）。其中 aph（6）
和 aph（3）分别为氨基糖苷类 ARGs 贡献了 25.7% 和

19.1% 的丰度，sul1 和 sul2 分别为磺胺类 ARGs 贡献

了 61.8% 和 26.7% 的 丰 度 ，blaOXA 和 blaCARB 分 别 为

β-内酰胺类贡献了 41.6% 和 22.8% 的丰度。

3. VFs 的多样性与相对丰度变化：共确定了

10 个 VF 类型以及 93 个亚型。前段的 VFs 的多样

性和丰度均低于中、后段（K-W 检验 ，多样性 P=
0.059，丰度 P=0.061）。见图 3。其中黏附相关因素

是丰度最高的 VFs（0.014%），其次是效应子输送系

统，丰度为 0.011%。Ⅳ型菌毛贡献了总黏附相关

因素 43.2% 的丰度。值得注意的是，细菌的分泌系

统在 HN01~HN04 之间处于极低的丰度。同时Ⅵ型

注：A：9 份水体样本 16S rRNA 基因全长测序结果获得的香浓指数曲线；B：组间 α 多样性指数（香浓指数、辛普森指数、Chao1 指数

和 ACE 指数）差异性分析；C：HN01~HN03 为前段水体、HN04~HN06 为中段水体、HN07~HN09 为后段水体，通过主坐标分析样本间微

生物组成的差异性，椭圆分别表示各组的 95%CI；D：门水平细菌的相对丰度；E：种水平细菌除“其他”外丰度最高的 10 种微生物操作

分类单元数量

图 1　海口市南渡江细菌群落构成与差异性分析
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分泌系统 Hcp 岛的 HIS-1 和 HIS-2 分别贡献了总效

应子输送系统 38.2% 和 34.0% 的丰度，并主要分布

于中、后段。

4. ARGs 和 VFs 的扩散方式：细菌在环境中通

过 MGEs 携带的 ARGs 和 VFs 在群落中进行横向传

播，同时，基于群落演替的垂直传播也使细菌更稳

定地获得和扩散 ARGs 与 VFs。为了进一步明确

ARGs 和 VFs 在环境中可能的主要扩散方式，基于

ARGs、VFs、MGEs 和 BAC（门水平）的丰度数据集，

分别进行普氏分析和曼特尔检验进行一致性和相

关性检验。

对于 MGEs，共检测到 64 个亚型，归属于 4 个

MGEs 类型，分别为整合酶、插入序列、质粒和转座

酶。其中转座酶具有最高的多样性（64 个亚型）和

丰度（6.48%），其中亚型 tnpA 贡献了 92.8% 的丰度。

中、后段的 MGEs 亚型数和总丰度均高于前段 K-W
检验，亚型数 P=0.061，总丰度 P=0.066。见图 4。

通过普氏分析和曼特尔检验计算 ARGs、VFs
与 MGEs 及 BAC 之间的相关性和一致性，得到其偏

差平方和（M2）与相关性系数（r），并分析 ARGs 和

VFs 在环境中扩散模式（水平传播和垂直传播）。

ARGs 和 MGEs 之 间 具 有 显 著 的 一 致 性（M2=

0.205 2，P=0.001）与相关性（r=0.862 5，P=0.002，图

5A）。ARGs与 BAC 具有显著的一致性（M2=0.327 2，

P=0.009）与相关性（r=0.714 3，P=0.017，图 5B）。提

示垂直传播和水平传播对于 ARGs 的扩散起到了

几乎相同重要的作用。

对于 VFs 的扩散方式，VFs 与 MGEs 也显示了

良好的一致性（M2=0.192 7，P=0.003）和相关性（r=
0.823 7，P=0.002，图 5C）。尽管 VFs 与 BAC 显著相

关（r=0.691 1，P=0.009），但一致性较差（M2=0.840 4，

P=0.305，图 5D）。提示 VFs 的扩散更多依靠 MGEs
介导的水平传播。

讨 论

水生环境中的 ARGs 和 VFs 能持续、稳定的存

在于环境中，由于其潜在的抗生素耐药和致病性，

可能从环境细菌中传播到致病菌中，给人类带来健

康风险和经济负担［27-28］。因此，监测和分析水环境

中 ARGs、MGEs 和 VFs 的多样性、丰度和分布具有

公共卫生意义。基于 16S rRNA 全长测序和宏基因

组测序方法，本研究沿海口市南渡江对微生物及其

携带的 ARGs，MGEs 和 VFs，以及他们之间的相关

性进行了描述和分析。

微生物栖息地环境是影响其群落结构的主要

因素［29-30］，PCoA 显示南渡江流经海口市前、中、后段

菌群结构存在差异，考虑不同河段的自然环境因

素、海口市区的微生物排出，以及市区排水造成的

河段中化学物质的改变综合影响了不同河段的菌

群构成。本研究结果显示，在流经城市的中、后段

变形菌门的丰度大量增加，尤其是条件致病菌的相

对丰度明显增加，这显示了城市排放病原菌对河流

菌群构成变化的作用。

图 4　可移动遗传元件亚型数量及总丰度差异

图 3　毒力因子亚型数量及总丰度差异

图 2　耐药基因亚型数量及总丰度差异
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本研究结果显示，以低城市化和传统农业为主

的前段位于南渡江海口段上游，其 ARGs、MGEs 和

VFs 的多样性和丰度均处于非常低的水平。随着

河流入城，这些指标的数值大幅提升至较高水平。

氨基糖苷类抗生素作为饲料添加剂被大量用于畜

禽养殖业［31］，在污水、废水或天然水体中被频繁检

出［32］。由于此类抗生素基因常随 MGEs 一起转移，

因此在南渡江区域中氨基糖胺类耐药基因的高丰

度提示，应注意由于 ARGs 传播和扩散造成的潜在

健康和经济威胁。MGEs 被认为是评估河口生态系

统 ARG 污染水平的有力指标［33］。在本研究中 tnpA
是丰度最高的 MGE 亚型，tnpA 被认为是一种 MGE
标记基因，与水生环境中的 ARGs 和金属耐药基因

有很强的关联［34］。本研究未检出与高致病性细菌

毒素相关的基因，但高丰度的菌毛和分泌系统仍可

能在细菌致病性、抗生素耐药和微生物生态位竞争

中发挥重要作用。

携带 ARGs 和 VFs 的宿主细菌稳定存在于水环

境中，不但破坏水体环境，还对周边人群的健康造

成严重威胁，其扩散和传播进一步加重了这种危险

程度。在抗生素选择压力下，BAC 介导的垂直传播

是 影 响 ARGs 在 某 些 环 境 中 传 播 的 关 键 驱 动 因

素［35-36］。同时，由 MGEs 介导的横向转移在细菌间

ARGs 和 VFs 的交叉扩散中也发挥了重要作用。

微生物抗生素耐药是一个重大生态问题，其特

征是涉及影响人类、动物和环境健康的各种微生物

种群的复杂相互作用。同一健康理念通过联合多

领域、多学科、多部门等方式，以协调一致的措施解

决抗生素耐药造成的健康威胁［37］，包括消除抗生素

的不当使用，控制工业、农业和生活来源的抗生素

污染等措施［38］。针对抗生素及相关问题的环境监

测和风险评估，可以更好地了解环境中抗菌药物耐

药的选择和传播中的作用，为解决抗生素耐药性问

题提供基础数据［39］。通常，医院、污水处理厂等的

废水监测受到更多的关注和研究［40-41］。本研究结

果提示，河流流经城市前后的微生物组和 ARGs 组

的比较分析，能够展示病原菌和 ARGs 的改变，也

可成为具有公共卫生意义和价值的监测预警指标。

综上所述，本研究基于宏基因组测序技术和

16S rRNA 全长测序技术，沿海南省海口市南渡江

开展了连续样本采集和分析研究，分析了这一区域

浮游 BAC、ARGs、MGEs 和 VFs 的序列变化和相互

关系。本研究结果显示，变形菌门是这一区域的主

导细菌类型，而城市化和人为活动如污水排放等影

响了微生物栖息地生境，间接改变了 BAC 的多样

性 和 丰 度 。 氨 基 糖 苷 类、磺 胺 类 和 β -内 酰 胺 类

注：MGEs：可移动遗传元件；BAC：细菌群落

图 5　抗生素耐药基因（ARGs）与毒力因子（VFs）的扩散方式
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ARGs 是南渡江海口段中丰度最高的 3 类 ARGs。

在南渡江流入城市后，ARGs 和 VFs 的多样性和丰

度均有所升高，显示了因人为排放造成的影响。而

ARGs 和 VFs 的增加会对当地河流生态系统以及人

群健康构成潜在威胁。本研究对南渡江海口段水

体中 ARGs 等的监测有助于了解当地水体流经人

口密集城市后对一系列与健康相关的因素变化和

影响，为进一步治理和解决这一健康风险问题以及

环境保护提供参考。
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