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(污染控制与资源化国家重点实验室,南京大学环境学院,江苏南京　 210023)

摘　 要　 【目的】　 抗生素抗性细菌(ARB)和抗生素抗性基因(ARGs)的传播和扩散已成为全球公共卫生领域的一大挑战,其
中因水环境具有流动性和广泛性,成为抗生素耐药性( AMR)传播的重要媒介,因此对其中细菌 AMR 的检测显得尤为关键。
文章旨在探讨水环境中细菌 AMR 的检测方法,以期为未来的研究方向提供指导。 【方法】　 文章介绍了包括基于传统培养的

药敏试验法、基于聚合酶链式反应(PCR)的分子生物学、基于高通量测序的宏基因组学 3 种检测水环境细菌 AMR 的主流方

法,并阐述了它们的优缺点。 还主要介绍了单分子纳米孔测序技术的原理与特点,综述了纳米孔测序技术凭借长读长优势在

检测水环境细菌 AMR 的应用进展及存在的问题。 【结果】　 药敏试验法、分子生物学检测复杂水环境中的 ARB 均存在一定

的局限性,而宏基因组学可检测数百种 ARGs,并能直接定位 ARGs 宿主。 这其中使用纳米孔测序技术无需组装、分装便能直

接得到 ARGs 宿主、遗传位置等丰富的抗生素 ARGs 组信息,但现主要面向生物量大的水环境样本,对饮用水等生物量少的水

环境原位分析能力不足。 【结论】　 可使用多种检测方法全面识别水环境中细菌 AMR 的表型和基因型,需要发展水环境细菌

富集和 DNA 提取技术,这方便使用纳米孔测序对更多种类的环境进行抗生素抗性基因组深度识别。
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Abstract　 [Objective]
 

　 The
 

transmission
 

and
 

spread
 

of
 

antibiotic
 

resistant
 

bacteria
 

(ARB)
 

and
 

antibiotic
 

resistant
 

genes
 

(ARGs)
 

have
 

become
 

a
 

major
 

challenge
 

in
 

global
 

public
 

health.
 

The
 

water
 

environment
 

is
 

an
 

important
 

vector
 

for
 

the
 

spread
 

of
 

antimicrobial
 

resistance
 

(AMR)
 

due
 

to
 

its
 

mobility
 

and
 

widespread
 

characteristics.
 

Therefore,
 

the
 

detection
 

of
 

bacteria
 

antibiotic
 

resistance
 

in
 

it
 

is
 

particularly
 

critical.
 

This
 

paper
 

aims
 

to
 

explore
 

the
 

detection
 

methods
 

for
 

bacteria
 

AMR
 

in
 

water
 

environments,
 

with
 

the
 

hope
 

of
 

providing
 

guidance
 

for
 

future
 

research
 

directions. [Methods]
 

　 This
 

paper
 

introduces
 

and
 

contrasts
 

the
 

strengths
 

and
 

weaknesses
 

of
 

three
 

mainstream
 

methods
 

for
 

detecting
 

bacteria
 

antibiotic
 

resistance
 

in
 

water
 

environment,
 

including
 

susceptibility
 

test
 

based
 

on
 

traditional
 

culture,
 

molecular
 

biology
 

based
 

on
 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

( PCR),
 

and
 

metagenomics
 

based
 

on
 

high-throughput
 

sequencing.
 

The
 

paper
 

primarily
 

discusses
 

the
 

principles
 

and
 

features
 

of
 

nanopore
 

sequencing
 

technology,
 

and
 

summarizes
 

the
 

advancements
 

as
 

well
 

as
 

problems
 

in
 

its
 

application
 

for
 

detecting
 

bacteria
 

AMR
 

in
 

water
 

environment,
 

which
 

benefits
 

from
 

its
 

capability
 

of
 

generating
 

long
 

reads.
 

[Results]
 

　 The
 

susceptibility
 

test
 

and
 

molecular
 

biology
 

have
 

limitations
 

in
 

complex
 

water
 

environments.
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However,
 

metagenomics
 

can
 

detect
 

hundreds
 

of
 

ARGs
 

and
 

locate
 

the
 

ARG
 

hosts
 

directly.
 

Furthermore,
 

nanopore
 

sequencing
 

technology
 

can
 

directly
 

obtain
 

rich
 

antibiotic
 

resistome
 

information
 

such
 

as
 

ARG
 

hosts
 

and
 

ARGs
 

locations
 

without
 

the
 

need
 

for
 

assembly
 

or
 

binning.
 

Despite
 

the
 

prowess
 

of
 

nanopore
 

sequencing
 

technology
 

in
 

handling
 

water
 

environment
 

samples
 

with
 

high
 

biomass,
 

it
 

exhibits
 

certain
 

limitations
 

when
 

it
 

comes
 

to
 

in
 

situ
 

analysis
 

of
 

water
 

environments
 

with
 

lower
 

biomass,
 

such
 

as
 

drinking
 

water.
 

[Conclusion]
 

　 A
 

combination
 

of
 

detection
 

methods
 

can
 

be
 

used
 

to
 

comprehensively
 

identify
 

the
 

phenotype
 

and
 

genotype
 

of
 

bacteria
 

AMR
 

in
 

water
 

environments.
 

The
 

development
 

of
 

efficient
 

bacteria
 

enrichment
 

and
 

DNA
 

extraction
 

techniques
 

for
 

aquatic
 

environments
 

is
 

essential
 

to
 

facilitate
 

in-depth
 

identification
 

of
 

antibiotic
 

resistome
 

in
 

a
 

broader
 

range
 

of
 

environments
 

using
 

nanopore
 

sequencing
 

technology.
Keywords　 nanopore

 

sequencing
 

technology 　 water
 

environment 　 antimicrobial
 

resistance( AMR) 　 susceptibility
 

test 　 molecular
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细菌抗生素耐药性 ( antimicrobial
 

resistance,
 

AMR)是全球性“人类-动物-环境”健康问题,它依

赖于抗生素抗性细菌( antibiotic
 

resistance
 

bacteria,
 

ARB)和抗生素抗性基因(antibiotic
 

resistance
 

genes,
 

ARGs)的传播扩散,对公众健康构成严重威胁。 研

究[1]指出,从 2000 年—2015 年,人均抗生素消耗增

加了约 39%,全球抗生素消耗量增加了约 65%。 随

着全球抗生素消耗量的快速增长,人们逐渐意识到

AMR 问题造成的危害。 2015 年,世界卫生组织将

AMR 问题列为 21 世纪人类在健康领域面临的最大

挑战之一[2] 。 2019 年,AMR 问题直接导致了全球

127 万人死亡,间接导致 495 万人死亡[3] ,我国每年

因 AMR 问题导致的死亡人数约为 60 万,占全年死

亡总人数的 5. 58%,其中 14. 5 万例死亡可直接归因

于 AMR[4] 。 研究[5]预测,在 2050 年 ARB 感染将导

致每年 1
 

000 万人死亡,如果对 AMR 问题不加以控

制,每 3
 

s 就会有 1 人因此而死亡,是引起全球死亡

的首要原因。
水环境是 AMR 传播的关键节点,它具有较高

流动性和较大生物量。 例如城市污水、医疗废水等

水环境因接收高浓度的机会病原菌、抗生素及其他

可能诱导 AMR 的化学物质,而加速 AMR 在污水中

的传播[6] 。 此外,研究[7] 表明,我国介水传染病病

例虽然有所下降,但仍是传染病的主要组成部分,占
比约为 22%。 在美国,每年约发生 715 万例介水传

染病,占比约为 21. 3%,导致 60. 1 万人急诊、6
 

630
人死亡,23. 9 亿美元的损失[8] 。 目前,已有大量研

究[9-11]对污水处理厂各工艺段、水厂各工艺段、饮用

水等环境中 ARGs 的赋存特点进行了归纳总结。 然

而,需要指出的是,仅依据 ARGs 的种类和丰度来评

估 AMR 传播和扩散的风险是不全面的,进一步追

溯 ARB 可以更准确地识别潜在风险,因为 ARGs 的

宿主为病原菌,会极大提高感染人类的可能性。
2019 年,仅耐甲氧西林的金黄色葡萄球菌就直接导

致了 12. 1 万人死亡,如果致病菌对氟喹诺酮类和碳

青霉烯类抗生素产生抗性,也更易致使人感染,因为

这 2 种抗生素耐药问题直接导致了超过 70%死亡案

例[3,12] 。 随着检测技术的不断发展,对 ARGs 识别

定量、ARB 的判定方法也在不断升级,文章总结对

比了 ARB 的 3 种主流检测方法,并主要介绍纳米孔

测序技术的原理及其在水环境中检测细菌 AMR 的

研究进展,以期为水环境中细菌 AMR 的检测提供

方法支撑。
1　 水环境中细菌 AMR 检测方法
1. 1　 药敏试验

药敏试验虽然是判断 ARB 的“金标准”,但在

面对复杂的真实水体时,局限性较大。 抗生素药敏

试验是通过对比目标细菌在含有抗生素的肉汤或者

平板上的最低抑菌浓度与标准限值来判断该细菌是

否为 ARB,该方法主要面向临床上的病原菌[13-14] 。
应用于水环境中时,该方法主要有 2 个缺点:其一,
该方法只面向可培养细菌,而水环境中存在大量的

活的但不可培养的细菌[15] , 这些细菌是否携带

ARGs 就无法用该手段判断;其二,该方法需要有明

确的标准进行参考。 所以在获得水环境的可培养细

菌后,必须有其他手段辅助来确定该菌株种类,才能

衡量该菌株的抗生素抗性强弱,操作较为繁琐[16] 。
最后,只有少数抗生素与细菌种属的组合有耐药性

参考值,面对真实水体中多种细菌,可能出现没有参

考标准的情况[17-18] 。 研究[19] 指出,从水环境中分

离出的 162 个细菌中,只有 13 个可以使用药敏试验

判断细菌的抗生素抗性。
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1. 2　 分子生物学

通过分子生物学来检测细菌 AMR 主要有 2 种

途径:一是从水环境分离得到单菌后,基于聚合酶链

式反应( polymerase
 

chain
 

reaction,
 

PCR) 得到该单

菌的物种及其上的 ARGs 种类;二是直接得到富集

后水环境样品的 ARGs 种类丰度与物种信息,再使

用相关性分析手段去判定 ARB。 前者主要可以确

定 ARB 的抗生素抗性来源,比如 mecA 可使金黄色

葡萄球菌对甲氧西林产生耐药性,blaSHV 可使肠杆

菌科细菌对 β -内酰胺类抗生素产生耐药性,vanA
可使肠球菌对万古霉素产生耐药性[20-22] 。 后者则

是对环境样品脱氧核糖核酸( deoxyribonucleic
 

acid,
 

DNA)直接进行分析,一般对多种 ARGs 同时定量,
再使用 16S

 

rRNA 基因测序或者仍基于 PCR 得到病

原菌丰度,最后用相关性分析判定 ARB,这种基于

斯皮尔曼(Spearman)相关性分析确定的假定关系来

检测细菌抗生素耐药性结果存在较高的假阳性,因
为该关系可能是间接或由其他未知变量介导,所以

表现出了较强的相关性[9,23] 。
除了 ARB 的判定,该方法在检测 ARGs 种类丰

度上相较药敏试验有较大优势,可检测近 300 种已

知的 ARGs,已在多种环境中得到广泛应用[24-25] 。
但是该方法必须有目标基因的特异性引物,在检测

未知或新型 ARGs 方面还存在局限性[26] 。 除此之

外,如果水环境中存在过量 DNA 或 PCR 抑制剂,就
会降低扩增效率,从而导致定量不准确[27] 。
1. 3　 宏基因组学

相较于有引物限制的分子生物学方法,基于高

通量测序的宏基因组学方法已成为一种被普遍接受

的 ARGs 广谱定量检测方法。 该方法打破了基于传

统培养方法的局限性,补充了基于 PCR 方法的相关

性分析不确定的空白,可以快速检测数百种 ARGs,
同时还能直接定位 ARGs 的细菌宿主。

目前主要的测序技术主要有以桑格(Sanger)测

序为代表的一代测序技术,因美纳(Illumina)测序为

代表的二代测序技术,以及纳米孔测序为代表的三

代测序技术。 Sanger 测序准确度最高,但通量最低,
一般适用于有限长度 DNA 的碱基识别,在对细菌的

研究中,多用于确定突变位点[28] 。 Illumina 测序通

量有所增大,可针对大规模采样,是目前最常用的测

序方法。 该测序技术主要生成错误率仅在 0. 1%的

高精度短读序列[29] 。 报道[30] 显示,同时能检测 32

类共 2
 

842 种 ARG 亚型。 研究[31-32]对全球 25 个地

点的自来水进行采样分析,共检出 16 类共 181 种

ARG 亚型,发现 21 个样品中的 ARGs 相对丰度高于

沉积物和土壤中的丰度,其中杆菌肽类、多药类、磺
胺类、β-内酰胺和氨基糖苷类 ARGs 在自来水中检

出频次更高。 Illumina 测序对 ARGs 种类识别和丰

度定量方法已十分成熟,也得到了广泛应用。 但是

Illumina 测序不能直接判定 ARGs 宿主,要通过对生

成的 100 ~ 300
 

bp 的短读序列进行组装、分箱,得到

连续性更好、完整度更高的重叠群或者宏基因组组

装基因组才能获得物种信息[33-34] 。 研究[35-36] 发

现,假单胞菌属可能是造成自来水中 ARGs 增殖和

传播的最重要菌属之一,但通过组装或分箱来确定

ARB,其宿主的识别率较低,如研究[37] 在对饮用水

水库采样后进行物种注释,发现 22. 2%的重叠群在

门水平无法被识别。 除此之外,由于该方法仍是以

PCR 为基础进行建库,因此会存在碱基错配的情

况,从而引入系统偏差[38] 。 另外,该方法在建库过

程中会对中等 GC 含量的序列有偏好性,所以会出

现以偏概全的问题[39] 。 而单分子纳米孔测序技术

可以直接生成长序列,能弥补二代测序技术的不足,
是测序技术新的发展方向,也促进了环境微生物的

组学相关研究的发展[40] 。
2　 纳米孔测序技术简介

与 Illumina 测序技术不同,纳米孔测序技术建

库时无需进行 PCR 扩增,理论上可以测定不限长度

的序列。 此外,得益于其便携性和实时性的特点,该
技术在宏基因组学中得到了快速应用。
2. 1　 纳米孔测序的原理

虽然纳米孔测序原理的设想在 20 世纪 80 年代

就已 被 提 出, 但 直 到 2014 年, Oxford
 

Nanopore
 

Technologies 公司才推出第一台以该原理为基础的

MinION 测序仪, 从此纳米孔测序技术迈入商业

化[41] 。 该方法测序的主体部分为多聚物膜上的跨

膜蛋白、锚定蛋白、马达蛋白,当 DNA 双链靠近该主

体部位时,锚定蛋白固定住一个 DNA 双链分子,马
达蛋白则使双链 DNA 解开螺旋,并提供通过跨膜蛋

白的动力。 在膜两侧施加不一样的电位,不同碱基

流动过跨膜蛋白产生的不同电流信号,通过捕捉每

5 个碱基流过产生的电信号,最后将识别形成的频

谱还原为读数完成测序[42] 。 自 2014 年以来,该公
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司不断升级跨膜蛋白和马达蛋白,已发布了 8 个版

本的芯片,以及 5 款纳米孔测序仪[43] 。
2. 2　 纳米孔测序特点

纳米孔测序最大的优势便是可以直接生成长序

列,其余对比如表 1[44] 所示。 虽然 Illumina 测序技

术是目前的主流测序手段,但因其只产生短读长的

局限性,即使使用组装手段形成重叠群,也会出现结

果的高度碎片化[38] 。 与之相反,有研究[45] 利用纳

米孔测序技术得到了平均测序读长为 23. 8
 

kbp 的

基因组,另有研究[46]得到了 2
 

273
 

kbp 的超长序列。
这说明在不引进系统偏差时,纳米孔测序产出了与

Illumina 重叠群长度相当的序列,无需进一步组装或

者分箱,直接满足了环境微生物组学相关分析的要

求。 但值得注意的是,纳米孔测序技术的生成序列错

误率相对 Illumina 测序较高,然而随着产品的更新迭

代,两者之间的差距越来越小。 Oxford
 

Nanopore
 

Technologies 公司不断更新跨膜蛋白、马达蛋白来升

级测序芯片以达到提高准确度的目的。 研究[47-48] 表

明,使用最新版本的 R10. 4 芯片进行测序时,序列的

准确性可达 99%,无需其他测序手段的帮助,经组装

后可获得接近完整的微生物基因组。 此外,也有研究

人员[49-51]不断推出新的生物信息分析手段来对长序

列或者由长序列生成的重叠群进行校正纠错,常见的

手段有 Racon、Polypolish 以及 Pilon 等。
表 1　 Illumina 与纳米孔测序技术优缺点

Tab. 1　 Advantages
 

and
 

Disadvantages
 

of
 

Illumina
 

and
 

Nanopore
 

Sequencing
 

Technology

优 / 缺点 Illumina 测序技术 纳米孔测序技术

优点 商业测序便宜,群落覆盖度高 测序仪价格低廉,快速得到测序结果

建库 DNA 浓度要求低 可定制测序模式,测序场景更多样

高正确率的短序列 没有系统偏差

组装得到的重叠群正确率高 长序列的分析优势,有更连续的组装结果

各种成熟的生物信息学工具 更容易区分相近物种

缺点 测序仪价格高昂 相对昂贵的商业测序服务,群落覆盖度不足

测序结果等待时间长 建库 DNA 浓度和质量有严格要求

PCR 步骤引入的系统偏差 相对高错误率的长序列

难以开展精确的菌种区分 缺少生物信息学分析工具

3　 纳米孔测序检测水环境中抗生素抗性基
因组应用进展

目前,纳米孔测序多应用于临床环境或者经传

统培养后得到的单菌,这主要是纳米孔测序为单分

子测序技术之一,不经历 DNA 扩增步骤,所以对样

品 DNA 的要求更为严格。 研究[52] 发现,纳米孔测

序建库需要总量不低于 1
 

000
 

ng、质量浓度不低于

20
 

ng / μL 的 DNA,远远高于 Illumina 的质控要求,
这无疑对真实环境微生物组研究提出了挑战,特别

是对于那些原位采样生物量较少的水体环境,若以

自来水中菌落总数的 DNA 当量估算,需富集 260 ~
52

 

000
 

L 水样[53] ,操作难度显著增加,迫切需要高

效的水样富集装置。
“ ARGs 组”这一概念首次于 2006 年提出,先

指包括病原菌在内的细菌以及抗生素生产者中循

环的所有 ARGs 的集合[54-55] 。 利用宏基因组学技

术,以 ARGs 组为支撑,研究人员逐渐揭示了 AMR

的关键信息。 目前经过大量研究[56-58] 发现,ARGs
组在人类、动物、环境微生物组中无处不在,且

ARGs 起源于环境抗性基因组并在此富集[59] 。 可

移动遗传元件( mobile
 

genetic
 

elements,
 

MGEs) 是

导致 ARGs 在人类、动物和环境中流动的罪魁祸

首[60] 。 纳米孔测序在水环境 ARGs 组的应用如图

1 所示。 一般通过对真实水体进行富集浓缩或者

抗性培养得到 DNA 样品进行测序。 数据分析时

主要有 2 种策略:一是以纳米孔测序长序列为主;
二是对长序列组装得到的重叠群进行分析。 最后

在评估 ARGs 组组成时,不仅要分析 ARGs 的种类

丰度和环境宿主,还要确定 ARGs 的遗传位置以判

断 ARGs 的移动能力,若其位于质粒上,则有更高

的概率进行水平基因转移至其他不同的菌属上;
还要确定与 MGEs、 毒力因子 ( virulence

 

factors,
 

VFs)等风险基因的物理连接情况,以此全面识别

环境 ARGs 组风险。
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图 1　 纳米孔测序技术在水环境中的应用

Fig. 1　 Application
 

of
 

Nanopore
 

Sequencing
 

Technology
 

in
 

Water
 

Environment

3. 1　 基于重叠群的分析

重叠群是指经组装软件将质控后测序序列拼接

为首尾相连的更长序列,对纳米孔测序生成的长序

列来说,一般有仅输入长序列的长读组装以及结合

Illumina 数据的长短读混合组装 2 种手段[61-64] 。 在

对水环境的重叠群进行 ARGs 组分析时,主要针对

已富集培养后得到的单菌体系或微生物群落,这种

分析策略可以从基因组的高度上来评估其抗生素抗

性风险。 只有得到连续性更好的重叠群,才会得到

从头组装的完整或近完整基因组,从而可以更好地

回答“谁在哪里做什么”这个宏基因组组学本质问

题[65-66] 。 研究者们[67-68] 首先在污水处理厂进出水

中进行多重耐药菌的筛选,经单菌富集后通过长短

读混合组装方法 Unicycler 重建完整基因组,发现了

质粒是污水处理厂中多重耐药的主要来源,以及插

入序列在 ARGs 的水平基因转移中发挥重要作用。
研究者们[63,69] 通过将样品置于含有抗生素的肉汤

中培养,经纳米孔测序后使用 metaFlye 组装,得到重

叠群,发现位于质粒和整合性结合元件上的 ARGs
可以在系统发育距离较远的细菌种间进行水平基因

转移。 Peter 等[70] 通过对医院环境中分离鉴别得到

的单菌进行长短读混合组装,得到的从头组装细菌

基因组后,发现了一个多重耐药质粒在铜绿假单胞

菌、弗氏柠檬酸杆菌、克罗那柠檬酸杆菌间进行水平

基因转移。 由此可见,通过培养方法得到 ARB,进
行纳米孔测序,经组装后获取几乎完整的序列,这种

手段主要分析 ARGs 是否位于可以横跨不同菌属的

质粒上,是否有在不同种类病原菌间进行水平基因

转移的能力。
3. 2　 基于长序列的分析

直接使用纳米孔长序列对 ARGs 组进行分析,
可以得到更全面更丰富的信息。 用长序列进行

ARGs 鉴定、物种识别等分析,可以避免部分数据的

丢失,因为一些低覆盖率序列在组装时会直接被抛

弃[71] 。 在面对复杂的水环境样品时,由于群落覆盖

度不足,很多长序列难以被组装,这些未被保留的长

序列其实同 Illumina 短序列组装得到的重叠群长度

差不多,本身就可以提供 ARGs 组学的组成信息,并
且更加强调了群落的功能多样性[44] 。 研究[72] 表

明,比起重叠群,纳米孔长序列的物种谱扩大了

40%。
自纳米孔测序技术商业化以来,已有多个研究

直接利用长序列对如污水厂进水或活性污泥等水环

境样品中的细菌 AMR 进行了检测。 Bialasek 等[73]
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用纳米孔测序长序列在斯德哥尔摩的雨水中鉴定到

了 11 类共 26 种 ARG 亚型,共计 37 个 ARB,其中包

括产碱杆菌科鲍特氏菌、贪婪丙酸杆菌等机会病原

菌。 Wu 等[74]对接收污水处理厂的水体进行 ARB
分析,发现 Illumina 组装后仅得到 18 个含 ARGs 的

重叠群,但基于纳米孔测序长序列可以得到 380 个

含 ARGs 的长序列,并且其宿主组成与培养基因组

的高度一致,均显示大肠杆菌和克雷伯菌是该水体

中主要的 ARB。 Yang 等[75] 还通过在提取 DNA 前

加内标的方法实现了对污水处理厂进出水中病原菌

和 ARGs 绝对定量。 Dai 等[6] 通过采集污水厂进水

和活性污泥中样品进行纳米孔测序,通过对 ARGs
的遗传位置、ARGs 与 MGEs 的共定位分析,发现活

性污泥中位于质粒上的 ARGs 丰度有所下降。 另一

方面,即使抗性组组成发生了显著变化,染色体上的

ARGs 宿主门类却保持相对一致,这说明在活性污

泥法中垂直基因转移是 ARGs 传播的关键途径。 可

以看出,直接使用纳米孔长序列分析时,由于保留了

更丰富的基因组数据,落脚点会更偏向 ARB 的组成

分析,但仍可以分析 ARGs 的移动潜能以及与风险

基因的共存情况,以充实水样中 ARGs 组的组成

信息。
4　 总结与展望

(1)
 

药敏试验法、分子生物学、宏基因组学等方

法均可检测各类水环境的细菌 AMR 情况,可以根

据研究目的与各方法的优缺点进行选择。 总体来

说,如要全面识别细菌 AMR 表型和基因型情况,则
需结合多种检测方法。

(2)
 

近年来使用纳米孔测序技术检测水环境样

品中的 ARGs 组研究逐渐增多,不仅能得到 ARGs
的丰度信息,还可以追溯其宿主与遗传位置,确定与

其他风险因子的共存情况,丰富了细菌 AMR 的识

别结果。
(3)

 

目前使用纳米孔测序技术主要集中在培养

基因组或者如污水厂进水、活性污泥等生物量大的

点位中,缺乏对如饮用水这种生物量少但与人类密

切接触的环境水样品的原位分析。 所以亟须高效的

细菌富集浓缩装置,以及建立适用于纳米孔测序的

水环境样品总 DNA 无损提取方法,以便在纳米孔测

序技术的支持下,对更多类型的水环境进行深入的

AMR 识别。
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效沉淀池分步投加除氟剂,并将除氟污泥回流到系统

前端,可使出水氟离子保持稳定,并有效降低投药量。
(4)通过物化工艺调试,氟离子能够稳定达到

地表Ⅳ类水质标准(1. 5
 

mg / L),同时也使 CODCr 等

其他指标稳定达标。

参考文献

[ 1 ]　 金月清,
 

曾旭.
 

两级沉淀法处理液晶面板生产中含氟废水的

研究
 

[J] .
 

中国给水排水,
 

2019,
 

35(21):
 

109-112.
JIN

 

Y
 

Q,
 

ZENG
 

X.
 

Treatment
 

of
 

fluoride
 

wastewater
 

in
 

liquid
 

crystal
 

panel
 

production
 

by
 

two-stage
 

precipitation
 

method
 

[J] .
 

China
 

Water
 

&
 

Wastewater,
 

2019,
 

35(21):
 

109-112.
[ 2 ] 　 余琴芳,

 

镇祥华,
 

邹磊,
 

等.
 

含氟工业废水深度处理工艺方

案
 

[J] .
 

净水技术,
 

2020,
 

39(5):
 

140-146.
YU

 

Q
 

F,
 

ZHEN
 

X
 

H,
 

ZOU
 

L,
 

et
 

al.
 

Solutions
 

of
 

advanced
 

treatment
 

process
 

for
 

industrial
 

fluoride
 

wastewater
 

[J] .
 

Water
 

Purification
 

Technology,
 

2020,
 

39(5):
 

140-146.
[ 3 ] 　 王小兵,

 

曾佳玮,
 

汤钟.
 

高出水标准要求下高含氟工业废水

处理实践
 

[J] .
 

中国给水排水,
 

2022,
 

38(10):
 

83-89.
WANG

 

X
 

B,
 

ZENG
 

J
 

W,
 

TANG
 

Z.
 

Practice
 

of
 

high
 

fluorine
 

industrial
 

wastewater
 

treatment
 

under
 

the
 

requirement
 

of
 

high
 

effluent
 

standard
 

[J] .
 

China
 

Water
 

&
 

Wastewater,
 

2022,
 

38
(10):

 

83-89.
[ 4 ] 　 冯丽霞,

 

牟洁,
 

魏铮,
 

等.
 

集成技术处理光伏行业生产废水

工程实例
 

[J] .
 

工业水处理,
 

2020,
 

40(5):
 

118-121.
FENG

 

L
 

X,
 

MOU
 

J,
 

WEI
 

Z,
 

et
 

al.
 

A
 

project
 

example
 

on
 

integrated
 

technology
 

for
 

production
 

wastewater
 

treatment
 

of
 

photovoltaic
 

industry
 

[J] .
 

Industrial
 

Water
 

Treatment,
 

2020,
 

40
(5):

 

118-121.
[ 5 ] 　 顾晨晨.

 

改性除氟剂对含氟废水深度处理方案优化
 

[J] .
 

山

东化工,
 

2021,
 

50(20):
 

274-278.
GU

 

C
 

C.
 

Optimization
 

of
 

fluorine-containing
 

wastewater
 

treatment
 

[J] .
 

Shandong
 

Chemical
 

Industry,
 

2021,
 

50(20):
 

274-278.

(上接第 15 页)
[59]　 FINLEY

 

R
 

L,
 

COLLIGNON
 

P,
 

LARSSON
 

D
 

G
 

J,
 

et
 

al.
 

The
 

scourge
 

of
 

antibiotic
 

resistance:
 

The
 

important
 

role
 

of
 

the
 

environment
 

[J] .
 

Clinical
 

Infectious
 

Diseases,
 

2013,
 

57 ( 5):
 

704-710.
[60] 　 PERRY

 

J
 

A,
 

WRIGHT
 

G
 

D.
 

The
 

antibiotic
 

resistance
 

" mobilome" :
 

Searching
 

for
 

the
 

link
 

between
 

environment
 

and
 

clinic
 

[J] .
 

Frontiers
 

in
 

Microbiology,
 

2013,
 

4:
 

138.
 

DOI:
 

10.
3389 / fmicb. 2013. 00138.

[61] 　 ANTIPOV
 

D,
 

KOROBEYNIKOV
 

A,
 

MCLEAN
 

J
 

S,
 

et
 

al.
 

Hybridspades:
 

An
 

algorithm
 

for
 

hybrid
 

assembly
 

of
 

short
 

and
 

long
 

reads
 

[J] .
 

Bioinformatics,
 

2016,
 

32(7):
 

1009-1015.
[62] 　 BERTRAND

 

D,
 

SHAW
 

J,
 

KALATHIYAPPAN
 

M,
 

et
 

al.
 

Hybrid
 

metagenomic
 

assembly
 

enables
 

high-resolution
 

analysis
 

of
 

resistance
 

determinants
 

and
 

mobile
 

elements
 

in
 

human
 

microbiomes
 

[J] .
 

Nature
 

Biotechnology,
 

2019,
 

37( 8):
 

937 -
944.

[63] 　 KOLMOGOROV
 

M,
 

BICKHART
 

D
 

M,
 

BEHSAZ
 

B,
 

et
 

al.
 

MetaFlye:
 

Scalable
 

long-read
 

metagenome
 

assembly
 

using
 

repeat
 

graphs
 

[J] .
 

Nature
 

Methods,
 

2020,
 

17(11):
 

1103-1110.
[64] 　 VASER

 

R,
 

SIKIC
 

M.
 

Time-
 

and
 

memory-efficient
 

genome
 

assembly
 

with
 

Raven
 

[J] .
 

Nature
 

Computational
 

Science,
 

2021,
 

1(5):
 

332-336.
[65] 　 MOSS

 

E
 

L,
 

MAGHINI
 

D
 

G,
 

BHATT
 

A
 

S.
 

Complete,
 

closed
 

bacterial
 

genomes
 

from
 

microbiomes
 

using
 

nanopore
 

sequencing
 

[J] .
 

Nature
 

Biotechnology,
 

2020,
 

38(6):
 

701-709.
[66] 　 KAFETZOPOULOU

 

L
 

E,
 

EFTHYMIADIS
 

K,
 

LEWANDOWSKI
 

K,
 

et
 

al.
 

Assessment
 

of
 

metagenomic
 

nanopore
 

and
 

illumina
 

sequencing
 

for
 

recovering
 

whole
 

genome
 

sequences
 

of
 

chikungunya
 

and
 

dengue
 

viruses
 

directly
 

from
 

clinical
 

samples
 

[J] .
 

Eurosurveillance,
 

2018,
 

23(50):
 

18-30.
[67] 　 CHE

 

Y,
 

XU
 

X
 

Q,
 

YANG
 

Y,
 

et
 

al.
 

High-resolution
 

genomic
 

surveillance
 

elucidates
 

a
 

multilayered
 

hierarchical
 

transfer
 

of
 

resistance
 

between
 

WWTP
 

and
 

human / animal-associated
 

bacteria
 

[J] .
 

Microbiome,
 

2022,
 

10:
 

16.
 

DOI:
 

10. 1186 / s40168-021-

01192-w.
[68] 　 WICK

 

R
 

R,
 

JUDD
 

L
 

M,
 

GORRIE
 

C
 

L,
 

et
 

al.
 

Unicycler:
 

Resolving
 

bacterial
 

genome
 

assemblies
 

from
 

short
 

and
 

long
 

sequencing
 

reads
 

[J] .
 

Plos
 

Computational
 

Biology,
 

2017,
 

13
(6):

 

e1005595.
 

DOI:
 

10. 1371 / journal. pcbi. 1005595.
[69] 　 QIAN

 

X,
 

GUNTURU
 

S,
 

SUN
 

W,
 

et
 

al.
 

Long-read
 

sequencing
 

revealed
 

cooccurrence,
 

host
 

range,
 

and
 

potential
 

mobility
 

of
 

antibiotic
 

resistome
 

in
 

cow
 

feces
 

[J] .
 

Proceedings
 

of
 

the
 

National
 

Academy
 

of
 

Sciences
 

of
 

the
 

United
 

States
 

of
 

America,
 

2021,
 

118
(25):

 

e2024464118.
 

DOI:
 

10. 1073 / pnas. 2024464118.
[70] 　 PETER

 

S,
 

BOSIO
 

M,
 

GROSS
 

C,
 

et
 

al.
 

Tracking
 

of
 

antibiotic
 

resistance
 

transfer
 

and
 

rapid
 

plasmid
 

evolution
 

in
 

a
 

hospital
 

setting
 

by
 

nanopore
 

sequencing
 

[J] .
 

Msphere,
 

2020,
 

5 ( 4):
 

e00525-20.
 

DOI:
 

10. 1128 / mSphere. 00525-20.
[71] 　 LIU

 

L,
 

WANG
 

Y
 

L,
 

CHE
 

Y,
 

et
 

al.
 

High-quality
 

bacterial
 

genomes
 

of
 

a
 

partial-nitritation / anammox
 

system
 

by
 

an
 

iterative
 

hybrid
 

assembly
 

method
 

[J] .
 

Microbiome,
 

2020,
 

8:
 

155.
 

DOI:
 

10. 1186 / s40168-020-00937-3.
[72] 　 DANG

 

C,
 

WU
 

Z,
 

ZHANG
 

M,
 

et
 

al.
 

Microorganisms
 

as
 

bio-
filters

 

to
 

mitigate
 

greenhouse
 

gas
 

emissions
 

from
 

high-altitude
 

permafrost
 

revealed
 

by
 

nanopore-based
 

metagenomics
 

[J] .
 

Imeta,
 

2022,
 

1(2):
 

e24.
 

DOI:
 

10. 1002 / imt2. 24.
[73] 　 BIALASEK

 

M,
 

MILOBEDZKA
 

A.
 

Revealing
 

antimicrobial
 

resistance
 

in
 

stormwater
 

with
 

MinION
 

[J] .
 

Chemosphere,
 

2020,
 

258:
 

127392.
 

DOI:
 

10. 1016 / j. chemosphere. 2020. 127392.
[74] 　 WU

 

Z,
 

CHE
 

Y,
 

DANG
 

C,
 

et
 

al.
 

Nanopore-based
 

long-read
 

metagenomics
 

uncover
 

the
 

resistome
 

intrusion
 

by
 

antibiotic
 

resistant
 

bacteria
 

from
 

treated
 

wastewater
 

in
 

receiving
 

water
 

body
 

[J] .
 

Water
 

Research,
 

2022,
 

226:
 

119282.
 

DOI:
 

10. 1016 / j.
watres. 2022. 119282.

[75] 　 YANG
 

Y,
 

CHE
 

Y,
 

LIU
 

L,
 

et
 

al.
 

Rapid
 

absolute
 

quantification
 

of
 

pathogens
 

and
 

ARGs
 

by
 

nanopore
 

sequencing
 

[J] .
 

Science
 

of
 

the
 

Total
 

Environment,
 

2022,
 

809:
 

152190.
 

DOI:
 

10. 1016 / j.
scitotenv. 2021. 152190.

—431—

唐玮曦,陆文超,王乾坤,等.
光伏工业园区含氟废水处理工艺调试实例

　
Vol. 44,No. 1,2025


