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摘　要：本研究以中国四个沿海地区所产牡蛎为研究对象，分析了不同样品中细菌多样性以及肠道、腮和肌
肉３种组织器官中抗生素及重金属抗性基因分布情况及分布规律，最后采用相关性分析比较了抗性基因之间
的相关性。结果表明：微生物含量占比前５位的细菌分别为不可培养的拟杆菌、未分类的芽孢杆菌、未分类的
假单胞菌、河流弧菌及嗜盐杆菌斯氏弓形菌，包含了２类腐败菌属和１类致病菌属；从抗性基因种类来看：氨
基糖苷类ＡＲＧｓ检出率最高（８４．１％），β内酰胺类 ＡＲＧｓ和喹诺酮类 ＡＲＧｓ检出率最低（５７．１％）；以牡蛎不
同组织器官分析抗性基因：肌肉中检出率（６５．６％）＞腮中检出率（５９．１％）＞肠道中检出率（５８．４％）；以不同
样品来源分析抗性基因检出率：ＧＸＢＨ样品整体检出率最高（７２．７％），ＳＤＷＨ１整体检出率最低（５４．５％），不
同来源样品在抗性基因种类及丰度上各样品差异不显著，在进行 ＰＣＡ分析后发现同一样品可以进行明显的
归一化分类，说明同一样品不同组织器官中抗性基因关联性较大；从不同抗性基因 ＡＲＧｓ和 ＨＴＧｓ的相关性
分析来看，ＣＡＲＢ和ｑｎｒＳ相关性最高，ＣｈｒＲ则与ｓｕｌＡ和ｍｅｃＡ有较大相关性，ＣｏｐＡ与各大类ＡＲＧｓ都有一定相
关性，说明不同类型抗性基因有存在共用一个基因盒的可能性，从对不同来源样品的相关性分析来看，基本遵

循了以不同产地样品进行归一化的分类，说明养殖环境可以对牡蛎中抗性基因的分布产生影响。通过以上研

究，分析了牡蛎中微生物优势菌群，初步比较了抗性基因与品种、产地、各组织器官之间的相关性，为进一步研

究抗性产生机制打下了基础。
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中图分类号：ＴＳ２０７．３；ＴＳ２０１．６　　　文献标志码：Ａ

　　牡蛎（Ｏｓｔｒｅｉｄａｅ）作为一种近海养殖的海产
品，产量位于中国海水养殖产品首位，２０２０年产
量达５４２余万 ｔ［１］。中国沿海地区分布着种类多
样的牡蛎种群。其中，商业化利用程度最高的是

长牡蛎、福建牡蛎和香港牡蛎，而近江牡蛎和熊

本牡蛎也有一定的养殖规模。其中长牡蛎是我

国北方沿海主要养殖品种，福建牡蛎是闽浙地区

主要养殖品种，香港牡蛎和近江牡蛎则是两广地

区主要养殖品种［２］。因其营养价值高，生食味道

鲜美，牡蛎成为主要的生食水产品之一，但受生

活习性影响，牡蛎是一种善于富集微生物的滤食

性动物。而在过去十几年间，海产品等一些食品

中被发现存在大量广谱抗生素抗性细菌，其中许

多具有可传播的耐药基因［３］。耐药基因的扩散

和迁移主要通过水产品携带的微生物基因组可

移动的遗传元件介导的水平基因转移或由原核

生物群落介导的垂直基因转移实现的［４］，同时环

境中重金属也是影响细菌抗生素抗性的重要因

子，有些细菌能够对重金属毒性产生耐受，并能

够稳定遗传重金属耐受基因 （ｈｅａｖｙｍｅｔａｌ
ｔｏｌｅｒａｎｃｅｇｅｎｅｓ，ＨＴＧｓ），而这些遗传物质中存在同
时编码抗生素耐药基因（ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
ｇｅｎｅｓ，ＡＲＧｓ）的现象［５６］。因此，重金属耐受性与

抗生素抗性间存在的共选机制是一个值得关注
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的科学问题［７］。抗生素的过度使用和长期滥用

造成了水产品及养殖环境（水体）中 ＡＲＧｓ的形
成与传播，以及种类和丰度的增加。环境中

ＡＲＧｓ的残留或传播，使水产品在源头上受到污
染，对人类健康产生了严重隐患。由于牡蛎特殊

的生活习性，极容易在其体内发生抗性基因的转

移，而在同一质粒和或转座子上通常发现编码金

属和抗生素抗性的多个基因［８］，从而产生协同抗

性，我们有必要对牡蛎中抗生素与重金属抗性基

因型分布情况及其相关性进行研究，以期对

ＡＲＧｓ的来源、传播、扩散等机制进行研究，从源
头上减少水产品中ＡＲＧｓ的出现。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
１．１．１　样本采集及处理

地点及对象：２０２１年１０月从上海市江阳水
产市场对所售不同产地牡蛎进行取样。共计取

样７份，根据产地分别将样品编号命名为：
ＳＤＷＨ１、ＳＤＷＨ２、ＳＤＷＨ３（产地山东威海，图
１ａ）；ＺＪＴＺ（产地浙江台州，图１ｂ）；ＧＤＺＪ１、ＧＤＺＪ２
（产地广东湛江，图１ｃ）；ＧＸＢＨ（产地广西北海，
图１ｄ）。

图１　牡蛎样品产地信息
Ｆｉｇ．１　Ｏｒｉｇｉｎｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｏｙｓｔｅｒｓａｍｐｌｅｓ

　　根据不同牡蛎品种典型外观对采样牡蛎种
类进行鉴别（表１），山东样品为长牡蛎（又称太

平洋牡蛎）、浙江样品为褶牡蛎，广东和广西样品

均为近江牡蛎。
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表１　牡蛎样品信息表
Ｔａｂ．１　Ｓａｍｐｌｅｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｏｙｓｔｅｒｓ

牡蛎品种

Ｏｙｓｔｅｒ
ｖａｒｉｅｔｉｅｓ

样品编号

Ｓａｍｐｌｅ
Ｎｕｍｂｅｒ

样品来源

Ｓａｍｐｌｉｎｇ
Ｌｏｃａｔｉｏｎ

长牡蛎 Ｃｒａｓｓｏｓｔｒｅａｇｉｇａｓ ＳＤＷＨ１ 山东威海

长牡蛎 Ｃｒａｓｓｏｓｔｒｅａｇｉｇａｓ ＳＤＷＨ２ 山东威海

长牡蛎 Ｃｒａｓｓｏｓｔｒｅａｇｉｇａｓ ＳＤＷＨ３ 山东威海

褶牡蛎 Ａｌｅｃｔｒｙｏｎｅｌｌａｐｌｉｃａｔｕｌａ ＺＪＴＺ 浙江台州

近江牡蛎 Ｃｒａｓｓｏｓｔｒｅａｒｉｖｕｌａｒｉｓ ＧＤＺＪ１ 广东湛江

近江牡蛎 Ｃｒａｓｓｏｓｔｒｅａｒｉｖｕｌａｒｉｓ ＧＤＺＪ２ 广东湛江

近江牡蛎 Ｃｒａｓｓｏｓｔｒｅａｒｉｖｕｌａｒｉｓ ＧＸＢＨ 广西北海

　　样品采样与处理：每８个牡蛎记为１份样品。
样品运输过程温度维持在０～５℃，抵达实验室
后无法当天检测的样品保存在－８０℃冰箱，并确
保样品最多低温冷冻１次。镊子、手术刀、手术
剪经高压灭菌后，将样品分离出肠道、腮和肌肉３
部分（分别在各自对应的样品名称后面加入Ｉ、Ｇ
和Ｍ进行区分），７份样品共得到 ２１份待测样
品，分别装入无菌袋中待下一步处理。

１．１．２　试剂
ＴｉｓｓｕｅＤＮＡＫｉｔ组织ＤＮＡ提取试剂盒（美国

ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）；ＴａｑＤＮＡ聚合酶，ｄＮＴＰ
（大连ＴａＫａＲａ公司）。
１．２　仪器与设备

ＡｄｖａｎｔａｇｅＡ１０超纯水仪（德国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公
司）；ＫｉｎｇＦｉｓｈｅｒＦｌｅｘ全自动核酸提取仪（美国
ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）；６２３５ＰＣＲ仪 （德国
Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）；ＧｅｌＤｏｃＸＲ电泳及凝胶成像分析
系统（美国 ＢｉｏＲａｄ公司）；Ｓｙｎｅｒｇｙ２酶标仪（美
国ＢｉｏＴｅｋ公司）。
１．３　方法
１．３．１　牡蛎中微生物菌群多样性分析方法

称样：选取牡蛎组织样品（提前解冻，每组２
份，每份１０ｍｇ，共１４份，分别放至无菌１．５ｍＬ
离心管中）。

裂解：每个离心管加入 ２００μＬＬｙｓｉｓＢｕｆｆｅｒ
和１０μＬＰｒｏ．Ｋ，混合均匀；６５℃金属浴１５ｍｉｎ，

至澄清，若不澄清可适当延长时间；向离心管中

加入５μＬＲＮａｓｅＡ，混合均匀；室温放置１０ｍｉｎ。
总ＤＮＡ提取（自动化 ＤＮＡ提取仪）：将裂解

得到的全部溶液移入９６深孔板（Ｓａｍｐｌｅ板），向
Ｓａｍｐｌｅ板中加入 ２００μＬＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ、３００μＬ
无水乙醇、２０μＬＭａｇｎｅｔｉｃＢｅａｄｓ；另取９６深孔板
（Ｗａｓｈ１板）向对应位置加入 ＷａｓｈＢｕｆｆｅｒ８００
μＬ；另取９６深孔板（Ｗａｓｈ２板）向对应位置加入
７０％ 乙醇８００μＬ；另取９６深孔板（Ｗａｓｈ３板）向
对应位置加入７０％ 乙醇 ８００μＬ；另取９６ＫＦ板
（Ｅｌｕｔｉｏｎ板）加入 ＥｌｕｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ１００μＬ。运行自
动化 ＤＮＡ提取程序，结束后，移取 Ｅｌｕｔｉｏｎ板中
ＤＮＡ至无菌１．５ｍＬ离心管中－２０℃保存。

用酶标仪测定 ＤＮＡ浓度，当浓度高于 ５００
ｎｇ／μＬ后，在上海美吉生物医药科技有限公司生
信云分析平台进行微生物菌群多样性分析。

１．３．２　重金属及抗生素耐药基因的ＰＣＲ扩增方
法

选取牡蛎不同组织器官样品，按照１．３．１节
中的方法获得宏基因组 ＤＮＡ。在２５μＬ的 ＰＣＲ
反应体系下，用 ＰＣＲ进行六大类２８种抗生素抗
性基因（ＡＲＧｓ）和４种重金属耐受基因（ＨＴＧｓ）
引物的扩增（表 ２）。ＰＣＲ扩增程序：９５℃ ５
ｍｉｎ；９４℃１ｍｉｎ，５５℃３０ｓ，７２℃１ｍｉｎ，共３０个
循环；７２℃ １０ｍｉｎ。得到的 ＰＣＲ产物用琼脂糖
凝胶电泳检测，并送至生工生物工程（上海）股份

有限公司测序，经过 Ｂｌａｓｔ比对，确认其是否目的
片段。重金属及抗生素抗性基因型对照信息见

表２。
１．４　引物合成

所有引物均由上海生工生物工程有限公司

合成。

１．５　数据处理
用ＳＰＳＳ２６．０进行统计分析，并使用 Ｏｒｉｇｉｎ

２０２１对数据进行处理和制图。
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表２　重金属及抗生素抗性基因信息表
Ｔａｂ．２　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｔａｂｌｅｆｏｒｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｅｎｅｓｏｆｈｅａｖｙｍｅｔａｌｓａｎｄａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ

基因名称

Ｇｅｎｅｎａｍｅ
引物类别

Ｐｒｉｍｅｒ
引物序列

Ｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｐｒｉｍｅｒｓ（５′３′）
扩增长度

Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｌｅｎｇｔｈ／ｂｐ

退火温度

Ａｎｎｅａｌｉｎｇ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ／℃

参考文献

Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

βｌａｃｔａｍＡＲＧｓ

ＣＡＲＢ ＦＷ
ＲＶ

ＣＡＡＧＴＡＣＴＴＴＹＡＡＡＡＣＡＡＴＡＧＣ
ＧＣＴＧＴＡＡＴＡＣＴＣＣＫＡＧＣＡＣ ５３４ ４６ ［９］

ａｍｐＣ ＦＷ
ＲＶ

ＧＴＧＡＣＣＡＧＡＴＡＣＴＧＧＣＣＡＣＡ
ＴＴＡＣＴＧＴＡＧＣＧＣＣＴＣＧＡＧＧＡ ８２２ ６１ ［９］

ｍｅｃＡ ＦＷ
ＲＶ

ＴＡＡＴＡＧＴＴＧＴＡＧＴＴＧＴＣＧＧＧＴＴＴＧ
ＴＡＡＣＣＴＡＡＴＡＧＡＴＧＴＧＡＡＧＴＣＧＣＴ ７３３ ６１ ［９］

ＴｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅＡＲＧｓ

ｔｅｔ（Ａ） ＦＷ
ＲＶ

ＧＣＧＣＴＮＴＡＴＧＣＧＴＴＧＡＴＧＣＡ
ＡＣＡＧＣＣＣＧＴＣＡＧＧＡＡＡＴＴ ３８７ ６２ ［９］

ｔｅｔ（Ｂ） ＦＷ
ＲＶ

ＴＡＣＧＴＧＡＡＴＴＴＡＴＴＧＣＴＴＣＧＧ
ＡＴＡＣＡＧＣＡＴＣＣＡＡＡＧＣＧＣＡＣ ２０６ ６０ ［９］

ｔｅｔ（Ｋ） ＦＷ
ＲＶ

ＴＣＧＡＴＡＧＧＡＡＣＡＧＣＡＧＴＡ
ＣＡＧＣＡＧＡＴＣＣＴＡＣＴＣＣＴＴ １６９ ６１ ［９］

ＡｍｉｎｏｇｌｙｃｏｓｉｄｅＡＲＧｓ

ａａｄＡ ＦＷ
ＲＶ

ＡＴＣＣＴＴＣＧＧＣＧＣＧＡＴＴＴＴＧ
ＧＣＡＧＣＧＣＡＡＴＧＡＣＡＴＴＣＴＴＧ ２８３ ５６ ［１０］

ａａｄＥ ＦＷ
ＲＶ

ＡＴＧＧＡＡＴＴＡＴＴＣＣＣＡＣＣＴＧＡ
ＴＣＡＡＡＡＣＣＣＣＴＡＴＴＡＡＡＧＣＣ ３８６ ５０ ［１０］

ｒｍｔＢ ＦＷ
ＲＶ

ＡＴＧＡＡＣＡＴＣＡＡＣＧＡＴＧＣＣＣＴ
ＣＣＴＴＣＴＧＡＴＴＧＧＣＴＴＡＴＣＣＡ ７６９ ５６ ［１１］

ＱｕｉｎｏｌｏｎｅＡＲＧｓ

ｑｎｒＳ ＦＷ
ＲＶ

ＣＣＣＣＡＴＧＣＣＣＧＡＡＧＴＴＡＴＣＡ
ＡＣＴＧＣＴＴＧＧＡＧＴＧＴＧＴＴＧＧＴ ４５７ ５９ ［１２］

ｑｎｒＡ ＦＷ
ＲＶ

ＡＴＴＴＣＴＣＡＣＧＣＣＡＧＧＡＴＴＴＧ
ＧＡＧＡＴＴＧＧＣＡＴＴＧＣＴＣＣＡＧＴ ４１３ ５６ ［１１］

ｑｎｒＢ ＦＷ
ＲＶ

ＴＧＧＴＧＣＴＧＴＡＴＧＣＡＣＣＧＡＡＴ
ＴＣＡＴＣＧＣＧＣＴＧＡＡＧＡＡＣＴＧＴ ４５３ ５８ ［１２］

ＣｈｌｏｒａｍｐｈｅｎｉｃｏｌＡＲＧｓ

ｃａｔＩ ＦＷ
ＲＶ

ＧＧＴＧＡＴＡＴＧＧＧＡＴＡＧＴＧＴＴ
ＣＣＡＴＣＡＣＡＴＡＣＴＧＣＡＴＧＡＴＧ ３４９ ６０ ［９］

ｃａｔＩＩ ＦＷ
ＲＶ

ＧＡＴＴＧＡＣＣＴＧＡＡＴＡＣＣＴＧＧＡＡ
ＣＣＡＴＣＡＣＡＴＡＣＴＧＣＡＴＧＡＴＧ ５６７ ６０ ［９］

ｆｌｏＲ ＦＷ
ＲＶ

ＣＧＣＣＧＴＣＡＴＴＣＣＴＣＡＣＣＴＴＣ
ＧＡＴＣＡＣＧＧＧＣＣＡＣＧＣＴＧＴＧＴＣ ２１５ ５０ ［１３］

ＳｕｌｆｏｎａｍｉｄｅＡＲＧｓ

ｓｕｌＩ ＦＷ
ＲＶ

ＣＧＣＡＣＣＧＧＡＡＡＣＡＴＣＧＣＴＧＣＡＣ
ＴＧＡＡＧＴＴＣＣＧＣＣＧＣＡＡＧＧＣＴＣＧ １６３ ６３ ［９］

ｓｕｌＩＩ ＦＷ
ＲＶ

ＴＣＣＧＧＴＧＧＡＧＧＣＣＧＧＴＡＴＣＴＧＧ
ＣＧＧＧＡＡＴＧＣＣＡＴＣＴＧＣＣＴＴＧＡＧ １９１ ６３ ［９］

ｓｕｌＡ ＦＷ
ＲＶ

ＴＣＴＴＧＡＧＣＡＡＧＣＡＣＴＣＣＡＧＣＡＧ
ＴＣＣＡＧＣＣＴＴＡＧＣＡＡＣＣＡＣＡＴＧＧ ２９９ ６１ ［９］

ｃｏｐｐｅｒｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｎｇＡＴＰａｓｅ

ＣｏｐＡ ＦＷ
ＲＶ

ＣＧＧＴＣＴＣＴＡＣＧＡＡＴＡＣＣＧＣＴＴＣＡＡ
ＧＡＡＡＴＡＧＣＴＣＡＴＴＧＣＣＧＡＧＧＣＧＴＴ １３００ ５５ ［１４］

ｃｏｂａｌｔ／ｚｉｎｃ／ｃａｄｍｉｕｍｅｆｆｌｕｘｐｒｏｔｅｉｎ

ＣｚｃＡ ＦＷ
ＲＶ

ＧＴＴＣＡＣＣＴＴＧＣＴＣＴＴＣＧＣＣＡＴＧＴＴ
ＡＣＡＧＧＴＴＧＣＧＧＡＴＧＡＡＧＧＡＧＡＴＣＡ ３２０ ５５ ［１４］

Ｃｈｒｏｍｉｕｍｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

ＣｈｒＲ ＦＷ
ＲＶ

ＡＴＧＴＣＴＧＡＴＡＣＧＴＴＧＡＡＡＧＴＴＧＴＴＡ
ＣＡＧＧＣＣＴＴＣＡＣＣＣＧＣＴＴＡ ３５０ ５４ ［１５］

ｚｉｎｃ／ｃａｄｍｉｕｍ／ｌｅａｄｅｆｆｌｕｘｐｒｏｔｅｉｎ

ＺｎｔＡ ＦＷ
ＲＶ

ＴＣＴＡＧＡＡＴＧＴＣＧＡＣＴＣＣＴＧ
ＡＡＧＣＴＴＡＴＣＴＣＣＴＧＣＧＣＡＡＣ ９３３ ５６ ［１５］
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２　结果与分析

２．１　牡蛎中微生物菌群多样性分析
通过生信云分析平台对测序结果从种的水

平进行分析（图２）。以样本名为纵坐标，菌群物
种在该样本中所占的比例为横坐标，柱颜色代表

不同的菌群物种，柱长度代表该菌群物种所占比

例大小。由图２可知，含量占比前５位的细菌为
不可培养的拟杆菌（ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄＢａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ）、未分

类的芽孢杆菌（ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄＢａｃｉｌｌｕｓｃｏｈｎ）、未分类
的假单胞菌（ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）、河流弧菌
（Ｖｉｂｒｉｏｆｌｕｖｉａｌｉｓ）和 嗜 盐 杆 菌 斯 氏 弓 形 菌
（Ａｒｃｏｂａｃｔｅｒｓｋｉｒｒｏｗｉｉ），包含了２类腐败菌属（拟杆
菌、假单胞菌）和１类致病菌属（弧菌）。拟杆菌
是水产品加工过程中易感染的腐败菌，假单胞菌

是冷藏水产品中的优势腐败菌，弧菌是新鲜水产

品中的优势腐败菌以及致病菌［１６］。

图２　牡蛎中微生物菌群多样性分析
Ｆｉｇ．２　Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆｍｉｃｒｏｂｉａｌｆｌｏｒａｉｎｏｙｓｔｅｒｓ

　　利用主成分分析（ＰＣＡ）分析７份样本菌群
组成差异（图３）可以看出明显的因地理距离造成
的显著菌群差异。其中 ＺＪＴＺ（浙江台州）样品与
其他样本菌群差异最为显著。同时从图 ２中也
可以看出，ＺＪＴＺ样品中优势菌群为芽孢杆菌，其
他样品优势菌群则是多形拟杆菌。

２．２　牡蛎中抗性基因多样性分析
从 ＡＲＧｓ的检出率来看：ｔｅｔ（Ａ）、ｔｅｔ（Ｂ）、

ａａｄＡ、ｇｒｙＡ、ｆｌｏＲ和ｓｕｌⅡ的检出率为１００．０％，ｓｕｌ

Ⅰ的检出率为９５．２％，ｃａｔⅡ的检出率为９０．５％。
从ＡＲＧｓ的种类来看：氨基糖苷类 ＡＲＧｓ检出率
最高（８４．１％），β内酰胺类 ＡＲＧｓ和喹诺酮类
ＡＲＧｓ检出率最低（５７．１％）；具体为氨基糖苷类
ＡＲＧｓ＞氯霉素类ＡＲＧｓ＞磺胺类 ＡＲＧｓ＞四环素
类ＡＲＧｓ＞β内酰胺类ＡＲＧｓ／喹诺酮类ＡＲＧｓ。

从ＨＴＧｓ的检出率来看：ＣｏｐＡ的检出率为
７１．４％，ＣｈｒＲ的检出率为２３．８％，ＣｚｃＡ和 ＺｎｔＡ
未检出，ＨＴＧｓ的整体检出率为２３．８％。
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图３　不同产地牡蛎细菌多样性ＰＣＡ分析
Ｆｉｇ．３　ＰＣＡａｎａｌｙｓｉｓｏｆｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｆｌｏｒａｄｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆｏｙｓｔｅｒｓｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｈａｂｉｔａｔｓ

２．２．１　从牡蛎不同品种层面进行分析
褶牡蛎和长牡蛎在抗性基因种类及丰度上

差异不显著。在进行 ＰＣＡ分析后发现长牡蛎的
抗性基因分布较为集中，表明抗性基因种类较为

相似。而褶牡蛎的抗性基因分布较为分散，其中

样品 ＺＪＴＺＩ和 ＳＤＷＨ１Ｇ呈现明显离散。见图
４。

图４　牡蛎不同品种抗性基因丰度及ＰＣＡ分析
Ｆｉｇ．４　ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｅｎｅｓａｂｕｎｄａｎｃｅａｎｄＰＣＡｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｏｙｓｔｅｒｖａｒｉｅｔｉｅｓ

２．２．２　从牡蛎不同组织器官层面进行分析
以牡蛎不同组织器官分析抗性基因：肌肉中

检出率（６５．６％）＞腮中检出率（５９．１％）＞肠道
中检出率（５８．４％），但在抗性基因种类及丰度上
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差异不显著。肌肉中较高的检出率也提醒人们

牡蛎的食用安全风险不容忽视。在进行 ＰＣＡ分
析后发现肌肉中的抗性基因分布较为集中，表明

抗性基因种类较为相似。而腮和肠道中的抗性

基因分布较为分散，其中样品 ＺＪＴＺＩ和 ＳＤＷＨ１
Ｇ呈现明显离散。见图５。

图５　牡蛎不同组织器官抗性基因丰度及ＰＣＡ分析
Ｆｉｇ．５　ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｅｎｅｓａｂｕｎｄａｎｃｅａｎｄＰＣＡｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｏｙｓｔｅｒｔｉｓｓｕｅｓ

２．２．３　从牡蛎不同样品来源层面进行分析
以不同样品来源分析抗性基因检出率：

ＧＸＢＨ样品整体检出率最高（７２．７％），ＳＤＷＨ１
整体检出率最低（５４．５％）；具体为 ＧＸＢＨ＞
ＧＤＺＪ２＞ＳＤＷＨ３＞ＳＤＷＨ２／ＧＤＺＪ１＞ＺＪＴＺ＞
ＳＤＷＨ１。在抗性基因种类及丰度上各样品差异

不显著。在进行 ＰＣＡ分析后发现同一样品可以
进行明显的归一化分类，说明同一样品不同组织

器官中抗性基因关联性较大。从离散程度来看，

ＳＤＷＨ３和ＧＤＺＪ２两个样品分布较为集中。见图
６。

图６　牡蛎不同样品来源抗性基因丰度及ＰＣＡ分析
Ｆｉｇ．６　ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｅｎｅｓａｂｕｎｄａｎｃｅａｎｄＰＣＡｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｏｙｓｔｅｒｓａｍｐｌｅｓｏｕｒｃｅｓ
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２．３　牡蛎中抗性基因相关性分析
从不同抗性基因 ＡＲＧｓ和 ＨＴＧｓ的相关性分

析（图７）来看：ＣＡＲＢ和 ｑｎｒＳ相关性最高，ＣｈｒＲ
则与ｓｕｌＡ和ｍｅｃＡ有较大相关性，ＣｏｐＡ与各大类
ＡＲＧｓ都有一定相关性，说明不同类型抗性基因有
存在共用一个基因盒的可能性［１７］。从对不同来

源样品的相关性分析（图７横坐标）来看，基本遵

循了以不同产地样品进行归一化的分类，说明养

殖环境可以对牡蛎中抗性基因的分布产生影响。

牡蛎作为滩涂或者近海养殖的水产品，环境中排

放的包括水产养殖环境中大量投放含重金属的

促生长剂和杀菌剂、工业废水、生活废水等，这些

环境因素对对牡蛎中抗性基因的分布产生的影

响值得进一步研究。

图７　牡蛎肠道、腮、肌肉中ＡＲＧｓ和ＨＴＧｓＪａｃｃａｒｄ相关性分析
Ｆｉｇ．７　ＪａｃｃａｒｄｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｏｆＡＲＧｓａｎｄＨＴＧＳｉｎｉｎｔｅｓｔｉｎｅ，ｇｉｌｌａｎｄｍｕｓｃｌｅｏｆｏｙｓｔｅｒ

７６２１



上 海 海 洋 大 学 学 报 ３１卷

３　讨论

陈慧斌等［１８］研究了４℃冷藏期间牡蛎鳃部
菌群的动态变化，发现冷藏后期主要腐败优势菌

群为假单胞菌属和气单胞菌属等。但目前对于

水产品中肠道细菌种群特征的研究甚少，根据本

文在牡蛎细菌多样性研究结果，拟杆菌、假单胞

菌和弧菌３种菌在牡蛎中占比均很高，推断这些
微生物是引起水产品腐败变质的主要污染源之

一。新鲜牡蛎因其自身蛋白质含量较高，更有利

于微生物的繁殖［１９］，进而影响牡蛎的 Ｋ值、ＴＶＢ
Ｎ值、质构和颜色等，因此微生物菌群可作为反映
水产品新鲜度和腐败程度的一项重要指标［２０］。

同时，一些致病微生物会直接进入人体消化道导

致一系列肠胃疾病［２１］。因此，食用牡蛎前要注意

流通运输过程中的冷藏保鲜，避免由有害微生物

过量生长导致腐败引发的胃肠道疾病［２２］。

在抗性基因多样性的分析中所有样本均检

测到了大量的多重抗性基因，说明 ＡＲＧｓ等抗性
基因在水产品中广泛存在着，污染程度比较严

重。研究人员在韩国水产品中检测出喹诺酮类

抗性基因 ｑｎｒＳ５、氯霉素抗性基因 ｃａｔＡ１和 ｃａｔＢ
以及万古霉素抗性基因ｖａｎＢ［２３２４］。除此之外，还
在水产品中检测出了临床上医用抗生素相关的

抗性基因［２５］。随着养殖规模的扩大，养殖人员为

了获得更高的经济利益，在水产养殖中便开始大

规模的使用抗生素，引起水产环境中存在 ＡＲＧｓ，
且种类多丰度高，而水产相关环境是水产品中

ＡＲＧｓ的主要来源之一，所以对水产相关环境中
ＡＲＧｓ的检测也是必不可少的。除此之外，水产
养殖环境中抗生素污染不只是单一的。黄志坚

等［２６］通过ＰＣＲ的方法分析了来自国内各个水产
养殖环境中分离的１３９株细菌，发现这些细菌携
带了超过４种 ＡＲＧｓ，按丰度排序依次为氟氯霉
素抗性基因（ｆｌｏＲ）、磺胺类抗性基因（ｓｕｌⅠ、ｓｕｌ
Ⅱ）以及链霉素抗性基因（ｓｔｒ），它们出现率均超
过１０％。此外甲氧苄啶抗性基因（ｄｆｒＡ２０）也有
检出，检出率仅为２．８８％，这表明水产养殖生物
和养殖环境中存在不同程度的抗生素污染。

崔丁心等［２７］对从牡蛎肌肉中分离出的２５株
细菌进行抗生素与重金属的交叉抗性研究，结果

发现有１３株出现了交叉抗性。微生物的基因组
上天然存在某些 ＡＲＧｓ［２８］，但种类较少，丰度较

低，尚不构成水产品及相关环境中 ＡＲＧｓ产生的
主要原因。ＡＲＧｓ的获得和传递主要体现在生物
体与环境的相互影响上。水产品的产地环境是

水体，而环境中的 ＡＲＧｓ会直接或间接的进入水
体中，在水产品自身残留或传播，从而使水产品

在源头上受到污染。此外，医疗农业上的抗生素

可以直接影响环境中的原生菌，使其产生耐药

性，并通过自然循环进入水体，造成水产品的污

染。进入水产品中，携有ＡＲＧｓ的裸漏ＤＮＡ可在
其中长期存在，并且在相应的加工环节中依旧不

会消失，而水产品中 ＡＲＧｓ可通过食物链再次进
入生物体内，开始又一次的恶性循环［２９］。抗生素

的过度使用和长期滥用污染了养殖水体，造成了

水产品中ＡＲＧｓ的形成与传播、种类和丰度增加，
对人类健康产生了严重隐患。但我国对于 ＡＲＧｓ
在水产品中来源、传播、扩散等研究并不详尽，并

且没有引起足够重视。结合本文研究，发现牡蛎

肌肉中虽然细菌多样性没有肠道等组织丰富，但

耐药菌以及耐药基因含量却很高，提醒人们牡蛎

的食用安全风险不容忽视。

本研究中牡蛎宏基因组中 ＡＲＧｓ和 ＨＴＧｓ呈
现出对应性，说明重金属污染作为一种环境压力

能够刺激菌株运行协同调控机制，通过协同调控

ＡＲＧｓ的表达增强菌株的耐药性，重金属离子也
可以协同调控 ＡＲＧｓ降低菌株对抗生素的敏感
度。环境中抗生素的存在会导致 ＡＲＧｓ的产生，
但有研究［３０］表明，即使环境中不含抗生素，依然

存在ＡＲＧｓ的产生和转移，这与重金属有着密切
联系。这也可以解释细菌耐药表型与基因型大

部分情况下不对应的现象。重金属污染作为一

种环境压力能够刺激菌株运行协同调控机制，通

过协同调控ＡＲＧｓ的表达增强菌株的耐药性；重
金属离子也可以协同调控ＡＲＧｓ降低菌株对抗生
素的敏感度［３１］。ＬＩ等［３２］通过 Ｓｐｅａｒｍａｎ相关分
析和 Ｍａｎｔｅｌ试验表明，重金属富集对微生物群
落、ＡＲＧｓ和ＭＲＧｓ有显著影响。

总之，目前研究中抗生素的过度使用与耐药

细菌的频繁检出密切相关，而重金属污染也影响

着环境中抗性基因的选择。现如今对环境中抗

生素的抗性研究主要集中在抗性基因的定性定

量和一些相应抗性菌株的检测等，大多数的研究

比较单一，缺乏整体性和系统性，而现实中，细菌

主要生存在于各种因素相互影响相互作用的复
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杂生态环境中，例如多重抗生素污染，抗生素重

金属复合污染等。所以，在以后的研究中除了更

加深入研究抗生素ＡＲＧｓ在环境中传播扩散机制
以外，也要注重对多重抗性、微生物的重金属和

抗生素的抗性机制以及抗性基因组学的研究。
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