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河南省某小型猪场废水中细菌耐药性调查
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(南阳师范学院 南水北调中线水源区水安全河南省协同创新中心;

河南省南水北调中线水源区生态安全重点实验室,河南 南阳473061)

  摘 要:由于我国畜牧养殖业中抗生素长期使用,导致了养殖废水中的抗生素耐药菌(antibioticresistant
bacteria,ARB)的大量出现以及抗生素抗性基因(antibioticresistantgene,ARG)的污染,给周边水源以及生态环境

带来了巨大的风险.为调查河南区域小型养猪场废水中细菌的耐药性和抗生素抗性基因存在情况,对某小型猪场

8个取样点的污水及底泥样品进行检测.利用抗生素药敏试验调查了废水中细菌的耐药性及PCR扩增技术检测抗

生素抗性基因的存在情况.结果表明:(1)母猪舍、仔猪舍、育肥舍、妊娠舍和产房5个采样点的废水中细菌的耐药率

较高,在经过处理后污水池和沉淀池废水中细菌耐药率显著下降,但与自然环境相比依然较高;(2)四环素类、磺胺

类及氨基糖苷类抗生素抗性基因在猪场和生活区细菌中均有较高的检出率,可能在环境中发生迁移,进入附近生

活水源区.该研究的调查数据为规范小型养猪场中抗生素的合理使用和进一步展开小规模养猪场中抗生素抗性细

菌和抗性基因的污染研究提供了参考.
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我国是世界生猪生产第一大国,年末生猪存栏量由1990年的42.7%上升至2014年的47.2%,近几年

也维持在48%左右,占世界生猪存栏量的一半左右[1].而河南省是我国三大生猪主产省之一,生猪产业发展

在农业生产中甚至国民经济中均占据重要地位[2].
自20世纪50年代,美国食品与药物管理局(FDA)首次批准抗生素可以用作饲料添加剂以来,抗生素的

使用总量在不断增多[3].据统计,2013年中国的抗生素使用量估计约为162000t,其中动物消耗约占

52%[4].由于我国养殖行业抗生素的大量使用,造成动物肠道内的细菌产生耐药性,这些抗生素耐药菌(anti-
bioticresistantbacteria,ARB)经动物粪便被排放到外界环境中死亡后,其本身携带的抗生素抗性基因(an-
tibioticresistantgene,ARG)会被释放到土壤及水环境中,并进入其他生物体内,经过结合、转导等方式成为

宿主微生物的一部分继续编码抗生素抗性,引起环境中细菌耐药性的产生以及扩散[5-7].因此,从环境和公

共卫生的角度来看,残留的抗生素会诱发产生ARB并传播各类ARG,进而对人类健康产生威胁.而目前已

有研究表明,病原菌耐药性的获得与ARB和ARG紧密相关,抗生素与ARB和ARG之间存在一定的关系,
甚至能够影响ARG的传播[8-11].BROOKS等人[12]的研究表明,猪场的管理模式在很大程度上也会影响废

水中的微生物耐药种群,而微生物群落和环境因素的改变将会影响ARG的出现.再者养猪废水中残留的抗

生素诱导抗生素抗性微生物富集,通过抗性基因水平转移使微生物获得多重抗生素抗性进而产生“超级细

菌”[13-15].据报道[10],美国每年有超过200万人因ARB的感染而导致死亡.研究表明抗生素抗性细菌的污染
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能够导致抗生素抗性基因的传播和环境中菌群结构失调,对人类健康和生态环境造成潜在风险[16].
猪场污水池是一个汇集了不同来源的抗生素、ARB和ARG的场所,会造成细菌的相互作用和基因的水

平交换[17-18].ARG一旦产生便长期存在,虽然在污水处理过程中会发生减弱,但难以消除[19-20].猪场排污会

经过一定的处理,来降低抗生素残留和ARBs的存在,才能将废水排入自然环境,但是各种污水处理方法对

ARG作用较小或根本不起作用,ARG的长期存在也将造成一种新型污染—基因污染[21-23].因此有必要对

猪场废水中细菌耐药情况和ARG的分布进行探究.本研究主要通过抗生素药敏试验和PCR扩增技术检测

了河南唐河区域一规模化养猪场中8个不同位点环境中细菌的耐药性和抗性基因存在情况,来判断猪场废

水中和附近生活区水环境中细菌的耐药情况和ARG的污染水平,以监测规模化养猪场中抗生素的合理使

用和排放.

1 材料与方法

1.1 实验材料

实验材料:琼脂粉、琼脂糖、蒸馏水、无菌PBS(磷酸盐缓冲液),rTaqmix(购自大连宝生物工程有限公

司)、32种抗生素(购自杭州微生物试剂有限公司)、引物(购自苏州泓迅生物科技股份有限公司)、试剂盒E.
Z.N.A.TM WaterDNAKit(购自上海斯信生物科技有限公司).
1.2 样品采集与处理

样品采集严格按照《采样方案设计技术规定》(GB12997-91)与环境监测技术规范中关于监测断面、监测

点的布设原则来布点采集.
(1)采样点基本情况:本研究中的废水样品是从位于河南省南阳市某县郊外的小型猪场采集.该猪场占

地面积共达20万m2,在养猪数量近2000头,设有母猪舍、仔猪舍、育肥舍、妊娠舍、产房共20间,周边皆为

农田,附近有河流,方圆1km环绕村庄.
(2)样品采集:分别从母猪舍、仔猪舍、育肥舍、妊娠舍、产房、污水池、沉淀池共7个位点采集1L水样及

200g底泥,再从附近居民生活区采集水样及底泥作为对照.在24h内对采集的16个样品进行处理.
(3)处理方法:将在各采样点收集的废水样品与底泥搅拌混合,放置于4℃环境中沉降过夜.定性滤纸过

滤上清部分,沉淀部分加入20~50mL无菌的PBS缓冲液洗涤沉降,再在超净台中过滤上清,重复该操作

2~3次.然后在超净台中分别使用规格为0.45μm、0.22μm的一次性针型过滤器将水样进行过滤集菌处理,
后将过滤器中滤膜取出,置于装有40mL无菌PBS缓冲液的离心管中,置于4℃暂存.
1.3 药敏试验

本次选用常用兽药抗生素中的32种药物进行检测各样品中细菌耐药性.抗生素分类如下表1所示.
表1 抗生素的分类及种类

Tab.1 Theclassificationandkindsofantibiotic

分类 抗生素

四环素类 四环素、多西环素

磺胺类 磺胺异噁唑、复方新诺明

氯霉素类 氟苯尼考、氯霉素

喹诺酮类 环丙沙星、氧氟沙星、诺氟沙星

大环内酯类 红霉素、乙酰螺旋霉素、克林霉素、万古霉素

β内酰胺类 头孢拉定、青霉素、头孢吡肟、头孢噻肟、头孢唑啉、美洛西林、阿洛西林、氨苄西林

氨基糖苷类 链霉素、庆大霉素、卡那霉素、新霉素、妥布霉素

硝基呋喃类 呋喃唑酮、呋喃妥因

其他复合类 利福平、荂定酸、奥格门汀、甲氧氨苄嘧啶

  吸取100μL水样于5mLLB(Luria-Bertani)液体培养基中,置于37℃摇床中200r·min-1过夜.取

200μL新鲜菌液涂布于LB固体培养基上,涂布至半干状态,用镊子夹取抗生素药敏片,轻按在培养基表面,
最后置于37℃恒温培养箱中培养过夜.14~16h后观察药敏片周围是否出现抑菌圈,测量抑菌圈的直径,并
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做好记录.
1.4 细菌总DNA的提取

依照E.Z.N.A.TM WaterDNAKit试剂盒中的说明书,提取水样中细菌总基因组DNA.用微量核酸蛋

白质分析仪检测提取的DNA浓度(A260/A280值在1.8~2.2之间).
1.5 PCR分析

本研究选取了6类抗生素中的23种抗生素抗性基因,分别是四环素类:tetA,tetB,tetC,tetE,tetW;磺
胺类:sul1,sul2,sul3,sulA;大环内酯类:ermB,ermC,ermF;氟喹诺酮类:qnrD,qnrB,qnrS,qepA;氨基糖

苷类:aph(3’)Ⅰa,aph(3’)Ⅱa,aac(6’)Ⅰb;β-内酰胺类:blaTem,blaSHV,blaCTX,ampC.抗性基因引物

序列见下表2.
表2 抗生素抗性基因的引物序列

Tab.2 Primerssequenceofantibioticresistancegenes

目的基因 引物序列 文献出处

tetA F:GCTACATCCTGCTTGCCTTC R:CATAGATCGCCGTGAAGAGG [6]

tetB F:TACGTGAATTTATTGCTTCGG R:ATACAGCATCCAAAGCGCAC [6]

tetC F:TGCGTTGATGCAATTTCTATGC R:GGAATGGTGCATGCAAGGAG [22]

tetE F:GGCGCTGTATGCAATGATGC R:ATACGAAGCGCTCTTCTCG [23]

tetW F:GAGAGCCTGCTATATGCCAGC R:GGGCGTATCCACAATGTTAAC [22]

sul1 F:CCGTTGGCCTTCCTGTAAAG R:TTGCCGATCGCGTGAAGT [3]

sul2 F:CTCCGATGGAGGCCGGTAT R:GGGAATGCCATCTGCCTTGA [3]

sul3 F:TCCGTTCAGCGAATTGGTGCAG R:TTCGTTCACGCCTTACACCAGC [24]

sulA F:TCTTGAGCAAGCACTCCAGCAG R:TCCAGCCTTAGCAACCACATGG [3]

ermB F:CCGTGCGTCTGACATCTATCT R:GTGGTATGGCGGGTAAGTTTT [6]

ermC F:GAAATCGGCTCAGGAAAAGG R:TAGCAAACCCGTATTCCACG [6]

ermF F:TCGTTTTACGGGTCAGCACTT R:CAACCAAAGCTGTGTCGTTT [6]

qnrD F:GGAGCTGATTTTCGAGGG R:AGAAAAATTAGCGTAACTAAGATTTGTC [16]

qnrB F:GGMATHGAAATTCGCCACTG R:TTYGCBGYYCGCCAGTCG [16]

qnrS F:GTGAGTAATCGTATGTACTT R:AAACACCTCGACTTAAGTCT [16]

qepA F:GCCGGTGATGCTGCTGA R:CAGRAACAGCGCSCCS [16]

aph(3’)-Ⅰa F:ATGTGCCATATTCAACGGGAAACG R:TCAGAAAAACTCATCGAGCATCAA [25]

aph(3’)-Ⅱa F:GGCTAAAATGAGAATATCACCGG R:CTTTAAAAAATCATACAGCTCGCG [26]

aac(6’)-Ⅰb F:ATGACTGAGCATGACCTTGC R:TTAGGCATCACTGCGTGTTC [27]

ampC F:GGGAATGCTGGATGCACAA R:CATGACCCAGTTCGCCATATC [28]

blaTem F:TCGGGGAAATGTGCG R:GGAATAAGGGCGACA [6]

blaSHV F:TGATTTATCTGCGGGATACG R:TTAGCGTTGCCAGTGCTCG [6]

blaCTX F:ATGTGCAGYACCAGTAARGTKATGGC R:ATCACKCGGRTCGCCNGGRAT [6]

  应用PCR扩增技术[29],PCR反应体系体积为20μL,包括10μLrTaqmixDNA 聚合酶(TaKaRa),上
下游引物各0.4μL,DNA样品1μL,无菌水8.2μL.PCR反应条件为:95℃下预变性5min,95℃变性30s,

55℃退火45s,72℃延伸1min,34个循环,72℃下延伸10min.取10μLPCR产物与2μL6×Loading
buffer(TaKaRa)混匀,用经EB染色的琼脂糖凝胶进行电泳检测.根据待检测目标片段的大小,选择琼脂糖

质量分数为1%的核酸胶,1000DNAMarker,电压为150V,30min.电泳结束后在核酸蛋白凝胶成像仪中

成像,注释并保存检测结果.
1.6 数据处理

本实验数据是利用 MicrosoftExel2010进行统计,利用Graphpadprism.v5.0进行作图及统计分析.耐
药率=耐药数/总检测量;抗性基因检出率=抗性基因检出样本数/抗性基因总检测样本.
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2 结 果

2.1 药敏试验结果

研究选用常用兽药抗生素中的32种药物进行检测各样品中细菌耐药性.抗生素分类见表1,接种药敏片

14h之后的结果统计如表3所示.表4数据为8个取样点样品中细菌的药敏检测实验重复3次的结果.通过

统计耐药情况来判断细菌耐药性的强弱.
  综合表3和图1结果可以看出:
母猪舍、仔猪舍、育肥舍、妊娠舍和产

房5个猪舍废水中细菌耐药性较高,
污水池和沉淀池细菌的耐药性低,而
生活区水样中细菌的耐药性最低,与
其他采样点均存在显著差异.因此,场
内猪舍、废水处理区、生活水源区3个

位置的样品中细菌的耐药性存在逐次

递减关系.

表3 各采样点细菌的耐药情况(种类)

Tab.3 Drugresistanceofbacteriaineachsample

组别 母猪舍 仔猪舍 育肥舍 妊娠舍 产房 污水池 沉淀池 生活区

1 28 27 28 30 27 12 11 8

2 28 29 26 28 28 15 14 8

3 29 29 28 30 24 13 10 8

平均 28 28 27 29 26 13 12 8

2.2 抗生素抗性基因检测结果

为了调查养殖场内抗生素抗性基因的存在情况,初步选择了6类抗生素的23种抗性基因进行研究,利
用PCR扩增技术和琼脂糖凝胶电泳法进行了检测,结果统计如下表4所示.

表4 ARGs在各采样点的检测情况

Tab.4 DetectionofARGsateachlocation

抗性基因 母猪舍 仔猪舍 育肥舍 妊娠舍 产房 污水池 沉淀池 生活区 检出率/%

tetA + + + + + + + + 100.0

tetB + + + + + + + + 100.0

tetC + + + + + + + + 100.0

tetE + + + + + + + + 100.0

tetW - - - - - - - - 0.0

sul1 + + + + + + + + 100.0

sul2 + + + + + + + + 100.0

sul3 + + + + + + + + 100.0

sulA - - - - - - - - 0.0

ermB - - + + + - - - 37.5

ermC - - - - - - - - 0.0

ermF + + + + + - - - 62.5

qnrD - + - + - + + - 50.0

qnrB - - - - - - - - 0.0

qnrS - - - - - - - - 0.0

qepA - - - - - - - - 0.0

aph(3’)-Ⅰa + + + + + + + + 100.0

aph(3’)-Ⅱa + + + + + + + + 100.0

aac(6’)-Ⅰb + + + + + + + + 100.0

ampC - - - - - - - - 0.0

blaTem + + + + + + - - 75.0

blaSHV - - - - - - - - 0.0

blaCTX + + + + + + + - 87.5

检出种类 13 14 14 15 14 13 12 10

  注:+表示样品中已检测到该抗性基因;-表示样品中未检测到该抗性基因.
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  检测结果显示(表4),仔猪舍、育肥舍、妊娠舍和产房4个采样点检测到的ARG种类较多,污水池和沉

淀池检测到的ARG种类相对猪舍采样点存在降低,生活区水样中检测到的抗性基因种类最少.由此可见,猪
舍、污水池、沉淀池和生活区检测到的抗性基因种类存在递减现象.

另外,四环素类、磺胺类、大环内酯类、喹诺酮类、氨基糖苷类及β-内酰胺类ARGs都在各采样点被检测

到.其中在8个采样点废水中均检测到检出

率高达100%的四环素类抗性基因tetA,

tetB,tetC,tetE,磺胺类抗性基因sul1,sul2,

sul3,以及氨基糖苷类抗性基因aph(3’)-Ⅰ
a,aph(3’)-Ⅱa,aac(6’)-Ⅰb.仅部分采样

点 检 出 了 大 环 内 脂 类 抗 性 基 因 ermB,

ermF,喹诺酮类抗性基因qnrD,及β-内酰胺

类抗性基因blaTem,blaCTX.而抗性基因

ermB 检出率为37.5%,抗性基因ermF 检出

率为 62.5%,抗 性 基 因 qnrD 检 出 率 为

50.0%,抗性基因blaTem 检出率为75.0%,
抗性基因blaCTX 检出率为87.5%.

综上所述,该猪场废水经过污水池和沉

淀池中废水工艺处理之后仍存在 ARGs,四
环素类、磺胺类和氨基糖苷类抗性基因稳定

存在,β-内酰胺类与大环内酯类ARGs被消减.

3 讨论与结论

河南省是我国连续多年名列前茅的养猪大省,其中小型养猪企业在河南省的数量较多,分布较为广

泛[30].虽然我国畜牧养殖业的总体技术水平逐渐提升,但小型养殖企业中依旧存在养殖技术落后、滥用抗生

素的情况,导致生态环境以及人类健康都面临着威胁.
通过本次研究发现:(1)所调查的猪场内不同猪舍所排放的废水中细菌存在较高的耐药率,经过管道排

放进入的污水池和沉淀池中,细菌的耐药率下降.可能是由于废水在污水池和沉淀池中经过曝气处理导致大

量耐药细菌死亡所造成的.之前SHARMA等人[31]的研究也表示,常用的消毒工艺会造成废水中的耐药细

菌的死亡.场内猪舍、废水处理区、生活水源区3个位置的样品中细菌的耐药率逐次递减,推测一部分原因是

场内猪舍、废水处理区、生活水源区3个位置的抗生素残留存在较大的差别.且PRUDEN[15]在研究中也表明

抗生素的残留会造成耐药微生物的富集.(2)所检测样本中四环素类、磺胺类、氨基糖苷类部分抗性基因的检

出率较高,可能是由于养殖户长期大量这3类抗生素导致残留抗生素的积累,而且这4类抗生素结构稳定、
自然状态下难以降解,使得废水中抗性细菌的富集.马光强[32]在研究中也提到,养殖场最常用的抗菌药物有

四环素类、磺胺类和氨基糖苷类等药物.而ARG会因为相应抗生素的广泛使用和在环境中的持久性被普遍

检测到[33].(3)四环素类、磺胺类和氨基糖苷类3类 ARGs在养殖场废水处理后依然存在.而 BEN 和

BENGTSSON-PALME等人的研究报道废水处理工艺对抗性基因的消减存在一定的效果,但难以完全去

除[19,34].(4)生活区水环境及检测到与猪场废水相同的四环素类、磺胺类和氨基糖苷类抗性基因,可能是猪场

废水排放过程中,抗性基因在猪场与生活区的土壤和水体微生物之间迁移,进入生活区的水环境中.
经过调查发现该猪场的污水排放对周边居民的生活造成的生态和安全隐患,急需采取一定的治理措施.

同时该实验结果也为进一步展开各小规模养猪场中抗生素抗性细菌和抗性基因的污染研究提供了数据基

础,也为当下兽药的使用提供了参考.
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Investigationofbacterialresistanceinwastewaterfrom
asmall-scaleswinefeedlotinHenanprovince

QinHuiling,ChangDao,LiuYangkun,ZhangWeicheng,FuLing,LiNa,YaoLunguang
(CollaborativeInnovationCenterofWaterSecurityforWaterSourceRegionofMid-lineof

South-to-NorthDiversionProjectofHenanProvince;HenanKeyLaboratoryofEcologicalSecurityfor

WaterSourceRegionofMid-lineofSouth-to-NorthDiversionProject,NanyangNormalUniversity,Nanyang473061,China)

  Abstract:TheexcessiveuseofantibioticsinanimalhusbandryinChinainducestheincreasingemergenceofantibiotic
resistancebacteria(ARB)andantibioticresistancegenes(ARG),whichresultsinthewidedisseminationofbacterialresist-
anceandgreatriskstothesurroundingwatersourceandtheecologicalenvironment.Sampleswerecollectedfromasmall-scale
swinefeedlotinHenanprovincetoinvestigatethebacterialresistanceandARGsinthewastewater.Usingantimicrobialsuscep-
tibilitytestandPCRamplificationtechniquecandemonstratethat:(1)thedrugresistancerateofbacteriafromthefivelagoons
includingsowhouses,nurseryhouses,finisherhouses,gestationhousesandfarrowinghousesarehigherthanthatinthela-

goonwastewater,settlingtankandlivingquarters.Andthereweresignificantdifferencesindrugresistance;(2)thefrequency
ofdetectionforARGsoftetracycline,sulfonamideandaminoglycosidewerehigherinswinefeedlotandlivingquarters.ARGs
maypresenttranslocationinenvironmentandtransferintobacteriaofwatersourceinlivingquarters.Thisstudyprovidesvalu-
abledataforregulatingthefairuseofantibioticsandconductingfurtherresearchesoninvestigatingtheARBandpollutionsta-
tusofARGsinswinefeedlotwastewater.

Keywords:lagoonwastewater;antibiotic;resistance;antibioticresistancegene;antibioticresistantbacteria
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