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摘　要　由于大量的抗生素被用于畜禽养殖行业，畜禽养殖场中的抗生素抗性基因  (ARGs，Antibiotic resistance
genes) 问题正逐渐变得严重。为调查畜禽养殖场中气载 ARGs的污染特征及季节性变化，分别在冬季和夏季采

集陕西省渭南市养猪场和养鸡场的空气和粪便样品，分析不同种类气载 ARGs的污染水平及 ARGs与环境因子

的相关性。结果表明：畜禽养殖场空气中主要检出的 ARGs类型为万古霉素类抗性基因、MLSB类抗性基因、

四环素类抗性基因、FCA类抗性基因；在不同类型养殖场中气载 ARGs总浓度趋势为养鸡场>养猪场，且养鸡

场中每种 ARGs浓度比养猪场中高约 2个数量级；在不同季节养殖场中，气载 ARGs总浓度趋势为冬季>夏季，

且每种 ARGs在冬季均高于夏季 2~3个数量级。Pearson相关性分析结果表明，养殖场中气载 ARGs总浓度与

PM2.5 呈显著相关  (P<0.05) ，与其他环境因子无显著相关性。本研究成果可为控制畜禽养殖场中气载 ARGs污染

的传播及防控提供参考。
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随着畜禽养殖数量的激增，畜禽养殖场对抗生素的需求大幅增加。VAN BOECKEL等 [1] 调查

发现大量抗生素在畜牧行业中被使用，比例约为 73%。2013年，我国畜牧行业共使用了 162 000 t
抗生素。其中，84 240 t用于动物饲养活动。然而，抗生素进入动物体内后只能少部分吸收代谢，

仍有大量抗生素通过排泄物进入环境中。通过长期的积累与环境选择性压力的不断诱导，畜禽养

殖场中会产生大量抗生素抗性基因  (ARGs) 及耐药性细菌  (ARB，antibiotic resistance bacteria) [2]，导

致养殖场成为了 ARGs携带菌的热点场所。

猪粪和鸡粪中均存在大量的 ARGs产生和传播 [3-5]，而粪便中的 ARGs还可通过气溶胶化进入

空气中 [6]。空气中的微生物气溶胶和细颗粒物是携带 ARGs的耐药菌从牲畜向人类传播的主要途径

之一 [7-8]。一旦空气中携带 ARGs的致病菌被人体吸入，将对人群健康产生影响。ARGs可通过包括

质粒、整合子、转座子和噬菌体在内的可移动遗传元件 (mobile genetic elements，MGEs) 在同种属或

不同种属之间进行水平转移  (horizontal gene transfer，HGT) ，并且可能转移到致病菌  (如肺炎链球

菌、金黄色葡萄球菌和铜绿假单胞菌) 中，进而严重威胁人群健康 [9]。因此，HGT可能会对整体抗
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性情况产生深远影响。ARGs可通过生物气溶胶进入环境中并进行远距离传播 [10]。荷兰科学家研究

发现，来自养殖场的 ARB可能导致周围半径 3 km内的居民暴露 [11]。目前，ARGs在地表水和土壤

2种常见介质中的传播已被充分研究[10, 12-13]，而极少有研究关注畜禽养殖场空气中的 ARGs分布特征。

本课题组选取陕西省渭南市规模化养殖的养鸡场和养猪场为研究对象，探究畜禽养殖场中气

载 ARGs的分布情况、不同类型  (鸡场和猪场) 的养殖场中气载 ARGs的污染特征、养殖场中气载

ARGs的季节性 (冬季和夏季) 变化，从而分析养殖场中气载 ARGs与环境因素的相关性，以期为控

制我国畜禽养殖场中气载 ARGs污染的传播与防控提供参考，为空气环境生态风险评估提供依据。

 1    材料与方法

 1.1    样品采集及预处理

选取陕西省渭南市猪场和鸡场为研究对象。这 2个养殖场采用集约化养殖方式，均未设置机

械净化系统。样品信息如表 1所示。在夏季养殖场内通过工业风扇通风，在冬季采用加热设备调

节温度。鸡舍的占地面积为 20 m×11 m，高 3 m；猪舍的占地面积为 26 m×7 m，高 3 m。

养殖场内空气样品使用中流量采样器  (TH-150F，武汉天虹仪器有限公司 ) 。采样流量为

100 L·min−1，采集时间为 6 h，采样器距离地

面 1.5 m。玻璃纤维滤膜经 121 ℃ 灭菌 20 min。
鸡舍内每天进行 2~3次机械清粪，猪舍每天

2次人工清粪。在鸡舍和猪舍内通过四点采样

法采集未经任何处理的新鲜的鸡粪和猪粪，

在鸡舍或猪舍内随机布置 4个采样点，采样

后迅速搅拌混匀作为均一样本。分别在冬季

(2月) 和夏季  (8月) 对养猪场和养鸡场的空气

和粪便连续采样 3 d，将测得的平行样本数据

取平均值进行分析。在采样同时，使用温湿

度计监测养殖厂内的温度和湿度，使用风速

仪监测风速。PM2.5 使用重量法进行测定。

 1.2    DNA提取

使用 FastDNA® Spin Kit for Soil 试剂盒 ( MP Biomedicals，美国)提取 DNA。将含有气体样品的

玻璃纤维滤膜的 1/8剪碎并进行超声处理，以保证最佳提取效率[14]。称取粪便样本 (约 0.5 g) 添加到

试剂盒中的  Lysing Matrix E tube，按照生产商提供的方法提取 DNA。使用紫外 -可见分光光度计

(Q5000; Quawell, USA) 测定 DNA浓度。将提取的 DNA样品置于−20 ℃ 冰箱保存。

 1.3    高通量 qPCR
本实验采用 Wafergen SmartChip Real-time PCR系统进行 HT-qPCR (High Throughput-qPCR) 。共

使用 296种引物对提取的 DNA进行扩增，这些引物包括 283个 ARGs引物，12个 MGEs引物和 16S
rRNA引物 [15]。每种引物包括 1个阴性对照。HT-qPCR反应条件为：95 ℃ 预变性 10 min；95 ℃ 变

性 30 s，60 ℃ 退火 30 s，共进行 40个循环[16]。熔解曲线由Wafergen软件自动生成。

 1.4    数据分析

HT-qPCR的基因拷贝数 (gene copies number，后文缩写为 GCN) 的计算方法参照 Looft等 [17] 的方

法，用公式 (1) 进行计算.

GCN = 10[(31−CT)/(10/3)] (1)

式中：CT 为 HT-qPCR数据，31为样品检测限。  HT-qPCR数据采用 Excel 2019与 SPSS 27进行计算

表 1    样品信息

Table 1    Information of the samples

样品编号 季节 养殖场类型 样品类型

WPA 冬季 猪场 空气

SPA 夏季 猪场 空气

WCA 冬季 鸡场 空气

SCA 夏季 鸡场 空气

WPF 冬季 猪场 粪便

SPF 夏季 猪场 粪便

WCF 冬季 鸡场 粪便

SCF 夏季 鸡场 粪便
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与分析，并采用 Origin 2023制图。

 2    结果与讨论

 2.1    畜禽养殖场中气载 ARGs的检出情况

使用 HT-qPCR对畜禽养殖场空气及粪便样品中的 283种 ARGs进行检测。将 ARGs根据耐抗生

素的类型分为 8类： β-内酰胺类 ARGs  (β-lactamase)  52个；氨基糖苷类 ARGs  (Aminoglycoside)
36个；磺胺类 ARGs (Sulfonamide)  7个；四环素类 ARGs (Tetracycline)  39个；万古霉素类 ARGs
(Vancomycin) 32个、氟喹诺酮类-氯霉素类-胺酰醇类 ARGs (FCA) 24个；大环内酯类-林肯酰胺类-
链阳性菌素 B类 ARGs (MLSB) 44个；其他类 /发挥外排泵作用 ARGs (other/efflux) 49个。通过分析

畜禽养殖场环境中检出 ARGs亚型数发现四环素类抗性基因、万古霉素类抗性基因和 MLSB类抗

性基因是养殖场环境中的主要检出类型，分别占总检出类型的 16.51%、14.33%、17.10% (图 1 (a) )。
此外，通过 Venn图进一步分析了 ARGs在畜禽养殖场空气中的相互关系  (图 1 (b) ) ，结果表明有

12种 ARGs在所有空气样品中均有检出，其中主要的是四环素类抗性基因。这可能是由于四环素

为广谱抗生素，且价格低廉，被广泛应用于养殖行业中[18]。

图 2展示了所有样品中每种 ARGs的浓度。在畜禽养殖场空气样品中的每种 ARGs浓度可达到
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图 1    ARGs亚型数检出情况及韦恩图

Fig. 1    The number of subtypes of ARGs and Venn diagram

 

0

10

20

30

40

50

60

70

0

10

20

30

40

50

60

70  MGE

 other

 MLSB

 FCA

 Vancomycin

 Tetracycline

 Sulfonamide

 Aminoglycoside

 β-lactamase

A
R

G
s浓

度
/l

g
(c

o
p
ie

s·
g
−1

)

A
R

G
s浓

度
/l

g
(c

o
p
ie

s·
m

−3
)

空气 粪便

样品名称

CAS CAW PAS PAW CFS CFW PFS PFW

图 2    各类型 ARGs的浓度
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103~106 copies·m−³，在粪便样品中浓度可达到 107~108 copies·g−1，空气中的 ARGs浓度以万古霉素

类 、MLSB类 、 四 环 素 类 、 FCA类 ARGs为 主 ， 分 别 占 总 浓 度 的  (25.88%±17.52%)  (5.28×102~
1.85×106 copies·m−3) 、 (19.06%±8.88%) (2.59×102~2.24×106 copies·m−3) 、 (17.64%±8.06%) (1.32×102~4.25×
105 copies·m−3) 、  (17.50%±9.73%) (4.23×102~1.35×106 copies·m−3) 。粪便中的 ARGs浓度以四环素类、

MLSB类和氨基糖苷类 ARGs为主，分别占总浓度的 (22.12%±13.93%) (9.46×106~1.38×108 copies·g−1)、
(28.40%±15.22%) (2.14×107~1.44×108 copies·g−1)、  (17.28%±9.63%) (1.26×107~1.18×108 copies·g−1) 。畜禽

养殖场内的动物粪便是养殖场内空气中微生物的主要来源[19]，由于不同的 ARGs的潜在宿主菌存在

差异 [20]，而不同种类 ARB的气溶胶化能力亦有差别，故空气样品中的主要 ARGs种类与粪便样品

中的亦存在差异。

 2.2    不同畜禽种类养殖场中气载 ARGs的变化

分析养鸡场和养猪场 ARGs种类和各亚型浓度分别如图 3和图 4所示。结果表明，不同养殖场

中气载 ARGs的污染特征存在差异，气载 ARGs的平均浓度趋势为：养鸡场>养猪场。在检出亚型

方面，养鸡场总检出亚型数比猪场多 33种。养鸡场空气样品中总体浓度比养猪场高约 1个数量

级。其中，FCA类、MLSB类、磺胺类抗性基因在养鸡场空气中的平均浓度为 1.12×106 copies·m−3、

1.27×106 copies·m−3、 2.13×105 copies·m−3，比养猪场  (1.51×104 copies·m−3、 1.96×104 copies·m−3、 2.29×
103 copies·m−3) 高约 2个数量级。因此养鸡场中 ARGs对环境产生威胁的可能性更大。

值得注意的是，在猪场和鸡场检出的万古霉素类抗性基因、β-内酰胺类抗性基因、氨基糖苷

类抗性基因浓度均相近。其中，万古霉素类抗性基因的浓度高达 105  copies·m−3，万古霉素

(C66H75Cl2N9O24) 属于糖肽类抗生素，万古霉素类抗性基因的高浓度检出暗示养殖场环境中存在较高
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Fig. 3    Concentration of ARGs detected in air samples
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的生态健康风险及人体健康暴露风险。因

此，应加强对畜禽养殖行业相关糖肽类抗生

素的添加及使用管理，以控制畜禽养殖场内

空气环境中相关 ARGs的污染情况。

 2.3    季节对不同畜禽养殖场中气载 ARGs的
影响

通过分析畜禽养殖场中冬季和夏季 ARGs
种类（图 4）和亚型（图 5），结果发现冬季

空气样品中各 ARGs种类及亚型的检出数量及

平均浓度均显著高于夏季空气样品。其中，

冬季畜禽养殖场中的空气样品检出的亚型数

比夏季空气样本多 55种。冬季样品中的四环

素类、万古霉素类、MLSB类抗性基因分别比

夏季空气样本多 11种、8种、10种，而氨基

糖苷类和磺胺类 ARGs在夏季于冬季空气样本

中检出亚型数几乎相同。这说明四环素类和

MLSB类抗性基因的检出类型受季节影响较

大。通过对比冬季和夏季空气样本中 ARGs的
浓度发现冬季样本中的总 ARGs浓度 (4.67×106

copies·m−3) 高 于 夏 季  (1.65×104  copies·m−3) 约
2个数量级，且每种 ARGs在冬季均高于夏季

2~3个数量级。

在冬季，为了保持畜禽养殖场内的温度

而减少通风，因此使得室内空气中的 ARGs不
断富集；而在夏季，养殖场内通常使用机械

通风等方式进行降温，养殖场内空气流动性

高于冬季，这可能导致了气载 ARGs的稀释。

其次，冬季畜禽养殖场中 PM2.5 的平均质量浓

度为 513.3 μg·m−3，夏季为 105.68 μg·m−3，存在

较大差异。又由于 PM2.5 可作为细菌和 ARGs的载体 [21]，故可能会对 ARGs的检出类型和浓度产生

影响。另一方面，耐药细菌作为 ARGs的宿主也会受到季节性变化的影响，冬季气溶胶中具有抗

生素耐药性的细菌数量远多于夏季[22]，进而影响到 ARGs的种类和浓度。这亦证明了畜禽养殖场气

溶胶中 ARGs对人群健康的危害不应被忽视。

 2.4    畜禽养殖场气载 ARGs与环境因素相关

性分析

畜禽养殖场采集样品的环境监测数据如

表 2所示，冬季和夏季的温度与 PM2.5 相差较

大，而湿度和风速相差不大。图 6展示了代

表 性 ARGs亚 型 浓 度 、 总 MGE浓 度 、 总

ARGs浓度以及环境因子的 Pearson相关性。

选取每个样品中的 Top10 ARGs亚型，且为了

表 2    鸡场和猪场在冬、夏季环境监测数据

Table 2    Environmental monitoring data of chicken farm and
pig farm in winter and

summer

样品编号 温度/ ℃ 湿度 风速/(m·s−1) PM2.5/(μg·m−3)

CAS 29.97±1.57 98.07%±3.45% 0.01±0.01 99.16±39.05

CAW 7.70±1.25 94.83%±4.10% 0.00±0.00 588.93±160.72

PAS 31.16±1.27 86.07%±19.56% 0.01±0.01 112.20±29.49

PAW 6.2±0.95 87.50%±18.54% 0.00±0.00 437.67±170.46
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避免偶然性，选取在每个样品中均有检出的

ARGs作为代表性 ARGs亚型。图 6表明，总

ARGs及多种 ARGs亚型与 PM2.5 呈显著相关

关系，与温度呈正相关，与其他环境因素几

乎没有相关性。这表明 PM2.5 可能是影响畜禽

养殖场中气载 ARGs的重要因素。Pbp5、mexA
与总 MGEs浓度具有显著相关性 (p<0.05) 。这

表明这些 ARGs亚型在畜禽养殖场空气环境中

通过 MGEs的水平转移可能性较大。Pbp5、
VanC2/VanC3与总 ARGs具有显著相关性，故

这 2种 ARGs可作为养鸡场和养猪场中检测气

载 ARGs的指示型 ARGs (表 3) 。然而，由于

一些清粪频率、抗生素或其他药物的的投加

量等人为行为及粪便中微生物的气溶胶化水

平、养殖场动物呼出气中微生物群落特征等

生物物理过程均可能会引起畜禽养殖场中气载 ARGs的产生、传播和转移的改变，因此应对各种

因素间的互作关系展开进一步研究。

 3    结论

1) 鸡场中的气载 ARGs亚型数比猪场多 33种，其中主要为 MLSB、Vancomycin类 ARGs;在畜

禽养殖场中，冬季气载 ARGs的亚型数比夏季多 55种其中主要为 Tetracycline类 ARGs。
2) 鸡场中的气载 ARGs浓度均高于猪场，尤其是鸡场中 FCA及 MLSB类 ARGs的浓度高于猪

场约 2个数量级；在畜禽养殖场中，冬季气载 ARGs的浓度均高于夏季约 2~3个数量级。

3) PM2.5 与畜禽养殖场中气载 ARGs浓度呈显著正相关，Pbp5、VanC2/VanC3可以作为长期监

测畜禽养殖场中气载 ARGs的指示型 ARGs。

表 3    ARGs与MGEs线性拟合方程

Table 3    Linear fitting equation of ARGs and MGEs

y x 相关系数 线性方程

ΣMGEs Pbp5 0.991* y=0.05x−9.58 (R2=0.999 8)

ΣMGEs mexA 0.987* y=0.01x+1.20×102 (R2=0.994 1)

ΣARGs Pbp5 0.996* y=113.33x−1.84×105 (R2=0.997 1)

ΣARGs VanC2/VanC3 0.998* y=66.27x−2.55×105 (R2=0.990 7)
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图 6    畜禽养殖场空气样本中 Top10ARGs、总 ARGs、
总MGEs浓度与环境因子相关性分析矩阵

Fig. 6    Correlation analysis matrix of Top10
ARGs,ΣARGs,ΣMGEs concentration and environment

factors in samples of livestock and poultry farms
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Pollution  characteristics  and  seasonal  variation  of  airborne  antibiotic
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Abstract      In  recent  years,  antibiotic  resistance  genes  (ARGs)  in  livestock  farms  have  attracted  widespread
attention due to the massive use of antibiotics. In this study, in order to investigate the pollution characteristics
and seasonal changes of airborne ARGs in livestock farms, air and fecal samples were collected from pig farms
and  chicken  farms  in  Weinan,  Shaanxi  Province  in  winter  and  summer,  respectively.  The  pollution  levels  of
airborne ARGs and the correlation between ARGs and environmental factors in all samples were analyzed. The
results  showed that  the  main  types  of  airborne  ARGs detected  in  livestock farms were  vancomycin  resistance
genes, MLSB resistance genes, tetracycline resistance genes and FCA resistance genes. The total concentration
of  airborne  ARGs  in  different  types  of  farms  was  higher  in  chicken  farms  than  in  pig  farms,  and  the
concentration of ARGs in chicken farms was about 2 orders of magnitude higher than that in pig farms. The total
concentration  trend  of  airborne  ARGs  in  different  seasons  was:  winter  >  summer,  and  the  concentration  of
ARGs  in  winter  was  2~3  orders  of  magnitude  higher  than  that  in  summer.  In  addition,  pearson  correlation
analysis showed that the total concentration of ARGs in air was positive correlated with PM2.5 (P<0.05), but had
no significant correlation with other environmental factors.
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