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摘要：论文选取广州市天河区两家菜市场、一家海鲜市场和三家超市的 48 份水产品为研究对象，提取了三种不同水产品：虾、

鱼和贝类的总 DNA，采用实时荧光定量 PCR(Quantitative Real-time PCR)法，对市售水产品中 6 类抗生素抗性基因（Antibiotic Resistance 

Genes，ARGs）：tetA、tetB、tetM、sulⅡ、floR、aphA-1、aadA、ermB、cmlA 和Ⅰ类整合子 5’端整合酶基因 intI1、3’端磺胺耐药基因 sulⅠ、

季铵盐化合物及溴化乙锭的耐药基因 qacEΔ1 进行定量。研究显示：6 类 ARGs 及Ⅰ类整合子基因在水产品中均有检出，基因拷贝数大

小从 102~108跨越七个数量级，最小值为 1.86×102 copies/g，最大值为 8.98×108 copies/g。三种水产品虾、鱼、贝类中，虾类的 ARGs

含量最高，贝类最低；三类采样地点中，菜市场来源的水产品中 ARGs 含量最高，海鲜市场来源的次之，超市来源的最低。本研究为

进一步探索 ARGs 和可移动耐药元件整合子介导的细菌耐药性传播而引起的食源性疾病机理奠定了基础。 
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Abstract: Forty-eight aquatic products from two farmers’ markets, one seafood market, and three supermarkets in the Tianhe district of 

Guangzhou were used in this study, and the total DNA from three aquatic products-shrimps, fish, and shellfish-was extracted. Quantitative 

real-time polymerase chain reaction (PCR) was used to quantify six classes of antibiotic resistance genes (ARGs; tetA, tetB, tetM, sulII, floR, 

aphA-1, aadA, ermB, and cmlA), the intl1 gene on the 5′ end of class 1 integron, and the sulfanilamide resistance gene sul1 and quaternary 

ammonium salt compound and ethidium bromide resistance gene qaceΔ 1 on the 3′ end of class Ⅰ integron. The results revealed that all six 

classes of ARGs were detected in all aquatic products, and the abundance varied over seven orders of magnitude (102~108); the minimum and 

the maximum values were 1.86×102 copies/g and 8.98×108 copies/g, respectively. Among the three kinds of aquatic products, ARGs were 

present at the highest concentration in shrimps and the lowest concentration in shellfish. Among the three sampling sites, farmers’ markets had 

the highest concentration of ARGs, followed by the seafood market and the supermarkets. This study lays the foundation for further research on 

foodborne diseases caused by antibiotic resistant bacteria with ARGs and mobile integron resistance components.   

Key words: microorganisms in aquatic products; antibiotic resistance genes; class Ⅰ integron; quantitative real-time polymerase chain 

reaction; abundance; spread 
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中国是水产品生产和出口大国。随着现代水产养 
殖业集约化的发展，以生长促进及疾病预防为目的的

长期低剂量使用的抗生素已对养殖业环境构成威胁
[1~3]。研究表明抗生素可诱导抗生素抗性基因

（Antibiotic Resistance Genes，ARGs）的产生[4]。ARGs
是细菌耐药性产生的关键因素之一，在医疗废水[5]、

猪场土壤[6]、河床污泥[7]和饮用水处理系统[8]等环境中
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富集。其可通过可移动耐药元件进行基因水平转移，

一旦携带 ARGs 的食源性病原菌进入食物链，将对人

类健康造成威胁。 
常见的可移动耐药元件中，整合子是一种基因捕

获和整合系统，能够通过整合酶从外界环境中捕获和

堆积 ARGs[9]。目前已发现的整合子共有 8 类[10]，其

中Ⅰ、Ⅱ和Ⅲ类的研究最为成熟，并已被证明与细菌

的耐药性相关 [11] 。Ⅰ类整合子由 5’保守末端

（5’conserved segment，5’CS）、可变耐药基因盒区

（variable region）、3’保守末端（3’conserved segment，
3’CS）构成；5’CS 携带编码Ⅰ类整合酶的基因 intI1，
3’端携带磺胺耐药基因 sul1、季铵盐化合物及溴化乙

锭耐药基因 qaceΔ1[12,13]。此外，整合子位于质粒、转

座子等可移动耐药元件上，可以在同种或不同菌属间

进行水平转移，这一机制是细菌，尤其是革兰氏阴性

菌进化成为多重耐药菌的重要原因之一[9,14,15]。 
近年来已有许多微生物 ARGs 及整合子的分布研

究[16~18]，但是大多数微生物的不可培养性增大了相关

研究的难度，那些占绝大多数的、不能培养或没有培

养出的微生物的耐药性成为一个基本上未被发现的领

域。因此越来越多的国内外学者在样本总 DNA 的基

础上，更加全面的对 ARGs 及整合子进行分布及定量

研究[18,19]。这些研究多集中于土壤等环境介质[6,20,21]，

对食品中的 ARGs 及整合子的分布及定量还不全面。 
因此，本文选取了广州市天河区两家菜市场、一

家海鲜市场和三家超市，随机采集虾、贝类、鱼类共

48 份水产品，采用实时荧光定量 PCR(Quantitative 
Real-time PCR)法，在总 DNA 水平（不依赖培养的方

法）上系统的探究 ARGs 及Ⅰ类整合子在水产品中的

分布和定量。本文选取 9 种 ARGs，其中 6 种主要针

对水产养殖业使用较为广泛的磺胺类、四环素类、氨

基糖苷类抗生素抗性基因[1,22]，包括：tetA、tetB、tetM、

sulⅡ、floR、aphA-1、aadA、ermB 和 cmlA。Ⅰ类整

合子基因包括：intI1、sulⅠ和 qacEΔ1。为了解水产品

中抗生素抗性基因及Ⅰ类整合子分布和含量、可移动

耐药元件Ⅰ类整合子介导的耐药传播及由此引起的食

源性疾病提供了数据基础。 

1  材料与方法 

1.1  原料 

1.1.1  实验所用菌株与质粒 
E.coli BL21（DE3）菌株为本实验室保存，其质

粒 R388 携带 sulⅠ、intI1 及 qacEΔ1 基因；Escherichia 
coli DH5α菌株为本实验保存，其重组质粒（本实验室

构建）分别携带 tetA、tetB、sulⅡ、floR、aphA-1、tetM、

ermB、aadA、cmlA 基因[23]。 
1.1.2  实验试剂及耗材 

LB 肉汤、脑心浸出液肉汤，广州环凯微生物科

技有限公司；Baird-Parker 琼脂平板、小量质粒提取试

剂盒、细菌 DNA 快速提取试剂盒，广州东盛创新有

限公司；QIAamp® Fast DNA Stool Mini Kit，QIAGEN；

SYBR® Premix Ex Taq II（TliRNaseHPlus）（2×），日

本 TaKaRa 公司。 

1.2  仪器与设备 

恒温培养箱，德国 Binder 公司；恒温培养摇床，

上海一恒科学仪器有限公司；GeneAmp PCR system 
2700、Gel Doc EQ 凝胶成像系统、核酸电泳仪、梯度

IcyclerThemal Cycler PCR 仪、Bio-Rad CFX96 实时荧

光定量 PCR 仪，美国 Applied Biosystems 公司；高速

离心机，美国 Thermo 公司；-80 ℃和-20 ℃超低温冰

箱，日本三洋公司。 

1.3  实验所用引物 

 
表1 6类 ARGs及Ⅰ类整合子实时荧光定量PCR的引物 

Table 1 Primers targeting six classes of ARGs and class Ⅰ integron for real-time PCR 

目标基因 引物 引物序列(5’-3’) 退火温度/℃ 产物长度/bp 参考文献 

16s 
338F CCTACGGGAGGCAGCAG 

55 194 [24] 
518R ATTACCGCGGCTGCTGG 

aadA 
aadA-F TGATTTGCTGGTTACGGTGAC 

58 284 [25] 
aadA-R CGCTATGTTCTCTTGCTTTTG 

aphA-1 
aphA-1-F ATGGGCTCGCGATAATGTC 

58 600 [25] 
aphA-1-R CTCACCGAGGCAGTTCCAT 

ermB 
ermB-F AGTAACGGTACTTAAATTGTTTAC 

52 639 [25] 
ermB-R GAAAAGGTACTCAACCAAATA 

     转下页
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cmlA 
cmlA-F CCGCCACGGTGTTGTTGTTATC 

58 698 [25] 
cmlA-R CACCTTGCCTGCCCATCATTAG 

floR 
floR-F TATCTCCCTGTCGTTCCAG 

58 399 [25] 
floR-R AGAACTCGCCGATCAATG 

intI1 
intI1-F GGCTTCGTGATGCCTGCTT 

60 146 [20] 
intI1-R CATTCCTGGCCGTGGTTCT 

SulⅠ 
sulI-F CACCGGAAACATCGCTGCA 

60 158 [26] 
sulI-R AAGTTCCGCCGCAAGGCT 

qaceΔ1 
qaceΔ1-F AGGCTGGCTTTTTCTTGTTAT 

60 328 [18] 
qaceΔ1-R CCTCCGCAGCGACTTCCACGAT 

SulⅡ sulII-F CGGCATCGTCAACATAACC 60 722 [27] 
sulII-R GTGTGCGGATGAAGTCAG 

tetA 
tetA-F GCTACATCCTGCTTGCCTTC 

55 210 [28] 
tetA-R CATAGATCGCCGTGAAGAGG 

tetB 
tetB-F TTGGTTAGGGGCAAGTTTTG 

55 659 [28] 
tetB-R GTAATGGGCCAATAACACCG 

tetM 
tetM-F GTGGACAAAGGTACAACGAG 

55 406 [29] 
tetM-R CGGTAAAGTTCGTCACACAC 

1.4  试验方法 

1.4.1  样品采集及前处理 
2015 年 9 月至 10 月，分别从广州市某区两家菜

市场、一家海鲜市场和三家超市随机抽取虾、鱼、贝

类样品 48 份，样品 2 h 内运送至实验室于 4 ℃保存待

后续处理。 
1.4.2  水产品样品总 DNA 的提取 

采用磁珠破碎法法提取水产品样品总 DNA[30]，

随后用 1%的琼脂糖凝胶进行电泳验证。所提取的

DNA 用微量核酸蛋白质分析仪（Nanodrop ND1000，
NanoDrop Technologies Inc）测定浓度及纯度。 
1.4.3  实时荧光定量 PCR 标准曲线的建立 

裂解细菌，使用小量快速提取试剂盒提取 R388
质粒及重组质粒，提取的质粒通过微量核酸蛋白分析

仪检测浓度和纯度，用于稀释制备标准曲线。 
基因拷贝数按以下公式计算： 
Copies/μL=(6.02×1023)×(ng/μL×10-9)/(DNA 

length×660) 
其中阿伏伽德罗常数（每 mol 的微粒数）是

6.02×1023/mol，DNA length=pBackZero-T Vector 长度

+目的片段长度，每个碱基的平均分子量是 330（每对

碱基/bp 是 660），质粒原液 Xng/µL[23]。如 R388 质粒

总长 33913 bp，质粒原液 X ng/µL，则每 µL 的绝对模

板量是(6.02×1023)×(Xng/μL×10-9)/(33913 bp×660)，从

而计算出基因拷贝数。按 10 倍浓度梯度稀释，以标准

品品拷贝数（Copies）的对数值为横坐标，以测得的

Ct 值为纵坐标，构建实时荧光定量 PCR 标准曲线。

通过标准曲线及样品的 Ct 值，计算出样品中相应基因

的拷贝数。 
1.4.4  实时荧光定量 PCR 反应体系 

使用 Bio-Bad CFX 96 Real-time PCR 仪对目标基

因进行实时荧光定量 PCR 反应，每个样品 3 个平行。

反应体系 25 µL，其中各试剂体积为：SYBR® Premix 
Ex Taq II1X 12.5 µL；上引物、下引物各 1 µL；待测

DNA 模板 2 µL；ddH2O 8.5 µL。每个样品进行 3 次技

术重复试验，3 次重复均扩增出来则认为是阳性。 
反应过程为：95 ℃预变性 1 min；95 ℃变性 15 s，

60 ℃退火 1 min，72 ℃延伸 30 s，40 个循环；程序自

动升温进行熔解曲线分析。 
1.4.5  统计方法 

采用 SPSS 19.0（SPSS, Inc. Chicago，IL）统计软

件进行数据分析。 

2  结果与讨论 

2.1  基因标准曲线 

通过实验获得水产品中 6 类抗生素抗性基因及Ⅰ

类整合子的标准曲线，结果如表 2 所示（以拷贝数为

横坐标，Ct 值为纵坐标绘制标准曲线）。 
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表2 目的基因标准曲线 

Table 2 Standard curve of targeted genes 

基因 线性方程 相关系数 R2 扩增效率 E/% 

intI1 Y=-3.344X+41.086 0.994 99.2 

SulⅠ Y=-3.292X+40.235 0.998 101.2 

qaceΔ1 Y=-3.448X+39.942 0.993 94.9 

16S-rRNA Y=-3.342X+43.150 0.999 99.2 

aadA Y=-3.305X+43.707 0.996 100.7 

aphA-1 Y=-3.463X+49.188 0.999 94.5 

cmlA Y=-3.325X+44.206 0.990 99.9 

ermB Y=-3.401X+46.060 0.991 96.8 

floR Y=-3.388X+44.907 0.996 97.3 

SulⅡ Y=-3.079X+42.666 0.993 111.3 

tetA Y=-3.211X+47.321 0.966 104.9 

tetB Y=-3.227X+43.672 0.993 104.1 
tetM Y=-3.318X+44.913 0.994 100.2 

表 2 显示：Ct 值与目的基因拷贝数之间的相关系

数 R2 在 0.993~0.998 之间。扩增效率 E 在 94.9%~ 
111.3%之间；斜率在-3.448~3.079 之间。线性相关良

好，可用于计算各基因的拷贝数。 

2.2  6类ARGs及Ⅰ类整合子的定量检测 

根据标准曲线可以计算得出各基因的拷贝数，12
种基因的拷贝数结果如图 1 所示。 

 
图1 水产品中12种基因拷贝数 

Fig.1 Copy number of 12 genes in aquatic products 

图 1 表明了 6 类抗生素抗性基因 tetA、tetB、tetM、

sulⅡ、floR、aphA-1、aadA、ermB、cmlA 和Ⅰ类整合

子 5’端整合酶基因 intI1、3’端磺胺耐药基因 sulⅠ、3’
端季铵盐化合物及溴化乙锭的耐药基因 qacEΔ1 在水

产品中的拷贝数。12 种基因在 48 份水产品样品中均

有检出，基因拷贝数跨越七个数量级，最小值为

1.86×102 copies/g（cmlA 基因，鱼类样品 A29），最大

值为 8.98×108 copies/g（tetB 基因，虾类样品 A22）。所

检测的 6 类抗生素抗性基因及Ⅰ类整合子基因中，四

环素抗性基因（tetA、tetB 和 tetM）在水产品中含量

最高，总拷贝数为 2.11×109 copies/g，三种所测四环素

抗性基因中，tetA 在水产品中含量最高，总拷贝数为

1.17×109 copies/g。其次是磺胺类抗性基因（sulⅡ）、

氟苯尼考抗性基因（floR）、Ⅰ类整合子基因(intI1、sulⅠ
和 qaceΔ1)、氨基糖苷类抗性基因（aphA-1、aadA）、
红霉素抗性基因（ermB），氯霉素抗性基因（cmlA）
在水产品中含量最低，总拷贝数为 2.11×106 copies/g。 

本文就水产品中携带的四环素抗性基因（tetA、
tetB 和 tetM）、磺胺类抗性基因（sulⅡ）、氟苯尼考抗

性基因（floR）、氨基糖苷类抗性基因（aphA-1和aadA）、
红霉素抗性基因（ermB）和氯霉素抗性基因（cmlA）、
Ⅰ类整合子基因（5’端整合酶基因 intI1、3’端磺胺耐

药基因 sulⅠ、3’端季铵盐化合物及溴化乙锭的耐药基

因 qacEΔ1）展开了定量研究，结果显示在 48 份水产

品中均有检出（图 1），说明水产品是抗生素抗性基因

及Ⅰ类整合子的储存库，为 ARGs 及Ⅰ类整合子在食

物链中的分布和转移提供了环境介质。其中，四环素

抗性基因及磺胺类抗性基因在水产品中含量高于其它

几种抗生素抗性基因，该现象可能与四环素、磺胺类

抗生素广泛用于水产养殖业中有关，进一步证实了抗

生素可诱导相应抗生素抗性基因的产生[20]。Zihao Lu
等在 2014 年对辽河及大辽河进行研究，发现所有水样

中均检测到三种磺胺耐药基因及整合酶基因，且

ARGs 平均含量分别为 1.16×105 copies/mL 和

3.13×105 copies/mL[20]；Windi I. Muziasari 等研究了波

罗的海水体的耐药污染情况，结果显示所测 71 种

ARGs 中，所有海水样品均含有其中 31 种 ARGs[32]。

本研究结果与这两个学者的研究结论相似，说明水环

境中 ARGs 污染较为严重，大量的 ARGs 可通过基因
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水平转移机制从水体传播到水产品中，进而威胁人类

健康[33]。 

 

图2 不同种类和不同采样地点水产品中抗生素抗性绝对基因

平均拷贝数 

Fig.2 Copy number of antibiotic resistance absolute genes in 

aquatic products in different categories and from different 

sampling sites 

注：a 表示不同种类水产品中抗性绝对基因平均拷贝数；

b 表示不同采样地点水产品中抗性绝对基因平均拷贝数。 

对于 3 种不同类型的水产品（虾、贝和鱼），9 种

抗生素抗性基因在虾类样品中含量最高，平均拷贝数

高达 1.06×107 copies/g，在贝类样品中含量最低，平均

拷贝数低至 9.68×104 copies/g；Ⅰ类整合子在鱼类样品

中含量最高，平均拷贝数高达 1.13×105 copies/g，在贝

类样品中含量最低，平均拷贝数低至 9.53×103 copies/g
（图 2a）。对于 3 种不同的采样地点（菜市场、海鲜

市场和超市），9 种抗生素抗性基因和Ⅰ类整合子在水

产品中含量均有所差异，其中 ARGs 和Ⅰ类整合子均

在菜市场水产品中含量最高，平均拷贝数分别为

3.82×105 copies/g 和 1.26×105 copies/g，超市水产品中

含量最低，平均拷贝数分别为 1.74×105 copies/g 和

3.28×104 copies/g（图 2b）。 
由图 2a 可知，虾、贝和鱼类三种水产品中，虾样

品 ARGs 污染程度最为严重，远高于其他两种产品；

鱼样品中，Ⅰ类整合子含量最为丰富，所得试验结果

均与国外类似研究成果相似，Yutaka Y 等曾在泰国水

产品市场虾分离得到的霍乱弧菌中检测到了大量的抗

生素抗性基因[34]；澳大利亚学者在当地鱼类产品分离

得到的迟钝爱德华氏菌中发现了四环素抗性基因的存

在[2]。虾类、鱼类产品富含蛋白质，是人类食用频率

最高的食物之一[22]，抗生素在虾类、鱼类等水产养殖

业的滥用，将会导致水产品成为 ARGs 的直接载体，

将 ARGs 带入人体内。图 2b 结果表明三种采样点中，

菜市场 ARGs 及Ⅰ类整合子污染最为严重。水产养殖

业中抗生素的大量使用使得水产品在源头上即受到

ARGs 污染；此外，水产品加工过程、流通环节卫生

状况堪忧也可能对水产品造成 ARGs 污染[2]。相对于

菜市场，超市水产品来源、加工及流通环境更加卫生，

因此 ARGs 及Ⅰ类整合子含量相对较低。 
表 3 为 Pearson 相关性分析，结果表明水产品中

sul1、qacEΔ1 含量与整合酶Ⅰ基因 intI1 显著相关。 
表3 sul1、qacEΔ1及 intI1相关度分析结果 

Table 3 Correlation analysis of the relative expression of sul1, 

qacEΔ1, and intl1 genes 

基因 sulⅠ qacEΔ1 

与 intI1 相关系数 P 0.799** 0.743** 

注：**在 0.1 水平（双侧）上显著相关。 

Pearson 相关性分析结果表明，水产品中 sul1 和

qacEΔ1 含量与 intI1 显著相关（p>0.5），Hao-Chang Su
等也曾对河流污泥样品进行检测，发现了相似现象[7]。

原因可能与Ⅰ类整合子的 3’保守末端携带 sulⅠ、

qacEΔ1 基因有关[12]。整合子作为可移动元件的一种，

其 5’-3’结构及其对耐药基因盒的捕获机理，使其可以

不断地通过整合酶从外界捕获和整合耐药基因盒，从

而使细菌获得多重耐药性[9]。应进一步开展由整合子

引起的细菌耐药基因传播现状的机理研究，以期在基

因水平转移过程中遏制 ARGs 的传播。 

3  结论 

综上所述，水产品是抗生素抗性基因重要的储存

库之一，为抗生素抗性基因进入人体提供了一个直接

的来源；Ⅰ类整合子作为可移动耐药元件的一种，在

水产品中大量检出，可移动耐药元件介导的细菌耐药

性传播而引起的食源性疾病应引起重视。虾、鱼作为

人类日常最常食用的水产品，耐药污染较为严重，这

为水产养殖的规范化敲响警钟；同时，菜市场水产品

耐药污染状况较超市更为严重，从侧面说明了水产品

的流通、运输及加工环节卫生与否，将会直接影响水

产品 ARGs 污染的严重程度。因此，应加强对水产养

殖环境及水产品流通、运输和加工环节管理，以期从

源头上遏制细菌耐药性传播而引起的食源性疾病。 
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