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四环素类耐药基因在不同国家人体、动物和环境微生态中的多样性
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［摘　要］　目的　了解四环素类耐药基因在不同国家人体、动物和环境微生态中的分布情况及其多样性。方法　

利用生物信息学方法，对２０３６份不同来源的微生态样本宏基因组测序数据进行四环素耐药基因的鉴定，研究四环

素耐药基因在不同来源、不同国别、不同人体部位的分布及耐药机制。结果　２０３６份样本中，四环素耐药基因检

出率为４４．７０％（９１０份），其中人源样本检出率最高，达７８．９９％（８８０／１１１４），其次是动物样本，检出率４０．９８％

（２５／６１）。共检出２８种四环素耐药基因，２４８份样本至少检出１０种以上四环素耐药基因，在人源性样本中２８种基

因全部检出，动物源样本中检出６种基因。２８种四环素类耐药基因中，包括１０种编码核糖体保护蛋白基因，其中

５种（狋犲狋Ｑ、狋犲狋３２、狋犲狋Ｗ、狋犲狋Ｏ、狋犲狋Ｍ）在５０％以上的人源样本中检出，４种在动物源样本中检出率＞１６％。３３８份人源

样本具有国别（中国、丹麦、西班牙、美国和日本）信息，耐药基因分析显示，狋犲狋Ｏ、狋犲狋Ｑ和狋犲狋Ｗ３种耐药基因在５个

国家均有检出；来源于中国的样本均检出狋犲狋３２、狋犲狋４０、狋犲狋Ｏ、狋犲狋Ｑ和狋犲狋Ｗ５种耐药基因，并匹配上２４种四环素耐药基

因型。在人体不同部位微生态四环素类耐药基因分布中，肠道中的耐药基因型分布最丰富，共有２６种四环素耐药

基因匹配到肠道样本中，其中狋犲狋Ｑ、狋犲狋Ｗ、狋犲狋Ｏ、狋犲狋３２、狋犲狋４０５种耐药基因型检出率＞７０％。结论　在人体、动物微生

态中存在着大量的、多样的四环素类耐药基因，公众健康和生态环境受到巨大威胁，需要引起高度重视。

［关　键　词］　宏基因组学；四环素；耐药性；四环素耐药基因；细菌
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　　自二十世纪四十年代抗生素作为抗感染治疗的

重要手段进入临床以来，抗生素的应用范围不断扩

大，近几十年来已全面推广到畜牧、水产养殖业，用

于促进动物健康生长和疾病预防。在人类和动物

中，抗菌药物过度使用，甚至滥用、误用，导致细菌对

抗菌药物的耐药性急剧增加，已经发展成为全世界

关注的公共卫生难题，人类健康受到极大威胁。抗

菌药物耐药性是由抗菌药物耐药性基因（ａｎｔｉｍｉｃｒｏ

ｂｉａｌｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｅｎｅ，ＡＲＧ）导致的，近年研究表明，

ＡＲＧ广泛存在于自然环境中，如土壤
［１］、水［２］、

沉积物［３］、动物［４］和人的肠道［５］中。尽管ＡＲＧ已被

证明具有悠久的历史，可以追溯到抗生素时代之前，

但是抗菌药物的使用无疑加速了其在环境－动物－

人体中的传播。在众多的抗菌药物类中，四环素类

药物因其价格低、作用范围广、毒性低等优点，曾作为

一种广谱抗生素广泛应用于临床和禽畜养殖业［６］。

然而，随着四环素类抗生素的大量使用，细菌对其

逐渐产生了耐药性，治疗效果大大降低，限制了

四环素类抗生素在临床上的应用。目前，临床仅有

少量四环素类药物用于治疗非典型肺炎、牙周感染、

急性盆腔炎、痤疮等局部或全身感染［７１０］。而在兽医

和禽畜养殖业中，四环素类药物仍被用作动物的抗菌

促生长剂［７，１１］。自第一个耐四环素志贺痢疾杆菌

（１９５３年）和多重耐药志贺菌属（１９５５年）发现以来，

耐四环素菌株不断增多，并以多重耐药为主。细菌

对四环素类药物耐药的机制主要是获得编码相关蛋白

的四环素耐药基因，目前发现的四环素类耐药基因种

类已达４０多种，已知的耐药机制主要有外排泵出机

制、核糖体保护机制及产生灭活四环素的钝化酶等［１２］。

而耐药基因与可移动成分，如可传递性质粒、

转座子、接合转座子等结合，发生水平基因转移是

导致四环素类耐药基因传播的重要因素之一，从而

导致四环素耐药基因广泛分布于人源、动物源和环

境源这些由细菌组成的微生态环境中［１３］。

目前，四环素耐药基因在自然界微生态环境中的

分布情况尚不明确，为深入、系统的探索四环素类耐

药基因在人体、动物和环境微生态中的分布情况和耐

药基因多样性，本研究拟采用宏基因组学和生物信息

学分析工具，对２０３６份来自于人、动物和环境微生态

的宏基因组测序样本进行四环素类耐药基因研究，为

临床和畜牧业感染性疾病的治疗提供理论基础。

１　材料与方法

１．１　 宏 基 因 组 数 据 来 源 　 收 集 ＨＭＰ
［１４］、

ＭＥＴＡＨＩＴ
［１５］、ＭＧＲＡＳＴ

［１６］和ＩＭｉｃｒｏｂｅ
［１７］四个

公共数据库，以及２型糖尿病研究中
［１８］所测得的中

国健康人肠道数据的宏基因组测序样本。ＨＭＰ和

ＭＥＴＡＨＩＴ数据库主要是关注人类微生物组；

ＭＧＲＡＳＴ数据库是一个开源数据库，样本来源涉

及人、动物和环境；ＩＭｉｃｒｏｂｅ数据库主要关注环境

样本的宏基因组研究；Ｔ２ＤＣｈｉｎｅｓｅ中的人类样本

是关于２型糖尿病研究
［１８］中的健康对照。

１．２　四环素耐药基因来源　目前已经发现４４种四环素

耐药基因，基因序列均下载于ＣＡＲＤ耐药数据库
［１９］。

１．３　生物信息分析　基于基因序列相似度比对的

方法，对来自耐药基因数据库ＣＡＲＤ的４４种四环

素耐药基因（狋犲狋）在人体、动物和环境中的分布进行

筛查。使用自主编写的ｐｅｒｌ脚本对测序的原始数

据进行过滤，然后用Ｂｏｗｔｉｅ２（ｖ．２．２．６）
［２０］将过滤后

的数据分别与４４种四环素耐药基因进行比对。

ｒｅａｄｓ比对长度＞５０ｂｐ，且匹配ｒｅａｄｓ数＞１０条则
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认为该样本中存在此耐药基因，反之则认为可能是

随机匹配，此样本中未检出耐药基因。

１．４　统计分析方法　应用Ｒ３．４．０软件进行数据

分析，组间差异采用Ｆｉｓｈｅｒ确切概率检验，以犘≤

０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　宏基因组测序样本分布情况　共收集２０３６份

微生态样本的宏基因组测序数据，均来自公共数据

库或已发表的研究项目，分别为人１１１４份，动物

６１份和环境８６１份，样本多来自人类与环境，动物

源样本较少。详见表１。

表１　２０３６份宏基因组数据来源及类别分布情况

犜犪犫犾犲１　Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｓｏｕｒｃｅｓａｎｄｃａｔｅｇｏｒｉｅｓｏｆ２０３６

ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃｄａｔａ

样本来源 样本数（份） 构成比（％）

数据库

　ＨＭＰ ７４９ ３６．７９

　ＭＥＴＡＨＩＴ １２４ ６．０９

　ＭＧＲＡＳＴ １８９ ９．２８

　ＩＭｉｃｒｏｂｅ ９００ ４４．２０

　Ｔ２ＤＣｈｉｎｅｓｅ ７４ ３．６４

国家＃

　中国 ７４ ６．６４

　西班牙 ３９ ３．５０

　丹麦 ８５ ７．６３

　美国 １１２ １０．０６

　日本 ２８ ２．５１

　其他国家 ７７６ ６９．６６

类别

　人源 １１１４ ５４．７１

　动物源 ６１ ３．００

　环境 ８６１ ４２．２９

部位＃

　肠道 ４４２ ３９．６８

　口腔 ４８６ ４３．６３

　阴道 ６５ ５．８３

　皮肤 ２７ ２．４２

　呼吸道 ９４ ８．４４

　　＃：为人源样本

２．２　不同样本来源四环素耐药基因分布　２０３６份样

本中，９１０份样本检出四环素耐药基因，检出率

４４．７０％。共检出２８种四环素耐药基因，２４８份样

本至少检出１０种以上四环素耐药基因。人源样本

中检出率最高，达７８．９９％（８８０／１１１４），且耐药基

因分布最丰富，２８种四环素类耐药基因全部检出，

占比较大；其次是动物样本，检出率４０．９８％（２５／６１），

检出６种四环素类耐药基因；环境样本中检出率最

低，８６１份样本中仅５份（０．５８％）检出，且耐药基因

多样性的分布比较窄，仅匹配到２种四环素类耐药

基因，分别为狋犲狋Ｇ（４份）、狋犲狋Ｋ（１份）。见图１。

２．３　四环素不同耐药机制的耐药基因分布　２８种

四环素类耐药基因根据耐药机制进行分类，结果显

示，１０种为编码核糖体保护蛋白基因（狋犲狋Ｍ、狋犲狋Ｏ、

狋犲狋Ｑ、狋犲狋Ｓ、狋犲狋Ｔ、狋犲狋Ｗ、狋犲狋ＢＰ、狋犲狋３２、狋犲狋３６、狋犲狋４４），１６

种为编码泵外排蛋白基因（狋犲狋Ａ、狋犲狋Ｂ、狋犲狋Ｃ、狋犲狋Ｄ、

狋犲狋Ｇ、狋犲狋Ｋ、狋犲狋Ｌ、狋犲狋ＡＰ、狋犲狋Ａ４６、狋犲狋Ａ６０、狋犲狋Ｂ４６、

狋犲狋Ｂ６０、狋犲狋３３、狋犲狋３８、狋犲狋３９、狋犲狋４０），以及２种编码钝化

四环素类分子酶基因（狋犲狋Ｘ、狋犲狋３７）。编码核糖体保

护蛋白基因耐药机制占据绝对优势，１０种基因中有

５种（狋犲狋Ｑ、狋犲狋３２、狋犲狋Ｗ、狋犲狋Ｏ、狋犲狋Ｍ）在５０％以上的人

类样本中检出，其中４种在动物中也有较高的检出

率（１６％以上）；而编码泵外排蛋白基因分布较广，基

因型别最丰富，在人源样本中广泛分布，７种耐药基

因占比２０％以上，动物源样本中仅检出１种耐药基因

（狋犲狋４０），同时此耐药机制也是环境源样本仅检出的

１种；编码钝化四环素类分子酶基因型别较少，且只

匹配到了人类样本上。见图１。

２．４　不同国别四环素耐药基因的分布　１１１４份

人源样本中有７７６份样本国别信息不完整，剔除此

部分数据（如 ＨＭＰ和ＩＭｉｃｒｏｂｅ中缺乏清楚的国别

信息的样本），３３８份人源样本具有国别信息，其中，

中国７４份，西班牙３９份，丹麦８５份，美国１１２份，

日本２８份。分析结果显示，不同国家的微生态样本

耐药基因分布存在很大的差异。中国来源的微生态

样本共匹配上２４种四环素耐药基因型，有５种耐药

基因型别在样本中所占百分比为１００％，即在所有

中国样本中均检出了该耐药基因，分别是狋犲狋３２、

狋犲狋４０、狋犲狋Ｏ、狋犲狋Ｑ和狋犲狋Ｗ；其次是丹麦，匹配上１７种

四环素耐药基因型，狋犲狋３２、狋犲狋Ｏ、狋犲狋Ｑ和狋犲狋Ｗ四种基

因型占比１００％；西班牙共匹配上１６种四环素耐药

基因型，狋犲狋３２、狋犲狋Ｏ和狋犲狋Ｗ三种基因型占比１００％；美

国和日本耐药基因型别最少，分别匹配上５种和３种

四环素耐药基因型，且耐药率很低，基本在２０％以

下。同时研究发现，狋犲狋Ｏ、狋犲狋Ｑ和狋犲狋Ｗ 三种基因在

５个国家中均有检出，而狋犲狋Ｌ、狋犲狋Ｓ、狋犲狋３３、狋犲狋３６、狋犲狋Ａ６０、

狋犲狋Ｔ、狋犲狋３８为中国特有四环素耐药基因。详见图２。
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图１　不同来源样本中四环素耐药基因和耐药机制的分布
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图２　不同国别四环素耐药基因分布情况
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２．５　不同部位四环素耐药基因分布情况　１１１４份

人源样本根据采样部位进行分类，分为肠道、口腔、

阴道、皮肤和呼吸道５大类。人体不同部位的四环

素耐药基因分布是不均匀的，肠道中的耐药基因型

分布最丰富，共有２６种四环素耐药基因匹配到肠道

样本中，其中有５种耐药基因型所占百分比＞７０％，

即狋犲狋Ｑ、狋犲狋Ｗ、狋犲狋Ｏ、狋犲狋３２和狋犲狋４０；其次是口腔，共检

出２１种四环素耐药基因，狋犲狋Ｍ、狋犲狋Ｑ和狋犲狋３２三种

耐药基因型占比＞７０％；阴道和皮肤中均检出

１０种耐药基因，呼吸道中检出９种耐药基因，阴

道、皮肤及呼吸道检出的耐药基因所占百分比均低

于４５％。见图３。
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图３　不同部位四环素耐药基因分布情况
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３　讨论

抗菌药物的使用和细菌耐药性是相互依存、相

互制约的两个方面。人类、动物和环境之间也不是

孤立存在的，抗菌药物耐药基因可以通过水平转移

在细菌间传播，也可以通过食物和接触的方式从动

物微生态环境到人群微生态环境传播，而生活污水、

废水，以及排泄物又造成耐药基因从动物和人类的

微生态环境向环境中进一步传播，环境微生态中的

抗菌药物积累到一定浓度也会通过生物链对人体和

其他生物体构成潜在危害。采用宏基因组学分析方

法，对来源于人、动物、环境的２０３６份微生态样本

的宏基因组测序数据进行四环素类耐药基因筛查和

耐药机制研究，结果显示，不同来源的微生态样本中

四环素耐药基因分布不同，人类样本中的耐药基因

分布最丰富，其次是动物样本和环境样本。人类样

本中的四环素耐药基因最丰富，且多为多种耐药基

因并存，可能与长期以来人类抗菌药物滥用和误用

有关。同时四环素类药物作为动物的抗菌促生长

剂，广泛用于禽畜养殖业，因此，在动物样本中检测

到了高比例的四环素耐药基因。相比于人类和动物

样本，环境样本中耐药基因占比很小，推测可能是

由于环境样本主要来源于海洋、大气、土壤等，并未

暴露在抗菌药物聚集的地方；其次也可能受实验和

测序深度的影响，造成检出率比较低。目前，已发现

４４种四环素耐药基因，本研究检出２８种耐药基因，

以编码核糖体保护蛋白的耐药机制占据主导，其次

为编码泵外排蛋白耐药，且此机制耐药基因检出型

别最多，说明四环素耐药性的产生主要是由于获得

了此两种耐药机制编码的四环素耐药基因而介导。

同时研究发现，不同国家间四环素耐药基因的

分布也是不均衡的，中国、丹麦和西班牙的微生态样

本中都检出不同类型的四环素耐药基因，狋犲狋Ｌ、狋犲狋Ｓ、

狋犲狋３３、狋犲狋３６、狋犲狋Ａ６０、狋犲狋Ｔ、狋犲狋３８为仅在中国微生态

样本中检出的耐药基因，美国和日本耐药比例相对

比较低，与胡永飞等［２１］研究结果一致，可能是国家

的医疗制度和饮食习惯不同造成的。狋犲狋Ｏ、狋犲狋Ｑ和

狋犲狋Ｗ３种基因在５个国家中均有检出，说明此３种

基因是四环素耐药基因中最普遍，分布最广的基因

型。人体不同部位耐药基因分布研究显示，肠道和

口腔微生态中的耐药基因都很丰富，肠道中的耐药

基因型分布最普遍的是狋犲狋Ｑ、狋犲狋Ｗ、狋犲狋Ｏ、狋犲狋３２和

狋犲狋４０，而口腔中普遍存在的是狋犲狋Ｍ、狋犲狋Ｑ和狋犲狋３２

３种耐药基因型。耐药基因型差异较大，可能是人体

不同部位的微生物菌群结构的差异造成的。此结果

·１０８·中国感染控制杂志２０１９年９月第１８卷第９期　ＣｈｉｎＪＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌＶｏｌ１８Ｎｏ９Ｓｅｐ２０１９
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［２２］在２００９年的研究结果一致，研究

分析欧洲六国健康人群的粪便和唾液样品中的四环

素耐药基因，发现口腔中最普遍存在的是狋犲狋Ｍ，肠道

中普遍存在的依次是狋犲狋Ｗ、狋犲狋Ｑ和狋犲狋Ｏ。人体肠道中

定植着大量的微生物群体，这些正常菌群作为耐药基

因的储存库，不断的将耐药基因水平转移给致病菌，

通过与外界环境的交互作用，在人和动物中交叉传

播，尤其是释放到环境中的耐药菌危害更严重，可造

成耐药基因的迅速转移散播，因此，肠道菌群中分布

最丰富，占比最高的耐药基因应受到足够的重视。

研究四环素类耐药基因在人体、动物和环境微

生态中的分布情况，以及耐药基因在不同来源、不同

国别、不同人体部位的分布及耐药机制，旨在为临床

和畜牧业等感染性疾病的治疗提供一定的理论基

础。细菌耐药性是全世界共同关注的议题，促进临

床合理合规使用抗菌药物，以及减少动物例行使用

抗菌药物，是减缓人类和动物中抗药性产生速度的

重大措施。同时也呼吁相关部门结合环境中抗菌药

物的污染现状，建立抗菌药物环境风险评估机制，对

抗菌药物耐药进行有效的监控，提出符合我国国情

的控制策略和预防措施。
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