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摘要：【目的】分析有机、化肥和野生折耳根表面的附生细菌群落结构和抗生素抗性基因(ARGs)，揭示

细菌群落结构与 ARGs 相互关系。【方法】高通量测定 16S rRNA V3-V4 可变区序列分析样品表面附生

细菌群落结构；PCR 和 qPCR 扩增 29 种 ARGs 基因分析样品表面 ARGs 污染情况；冗余分析(RDA)探

讨细菌群落结构与 ARGs 的相互关系。【结果】折耳根表面检测到 35 个属的细菌，其中有机折耳根表面

附生细菌多样性低于化肥和野生折耳根(P<0.05)；29 种被检的 ARGs 中，有 14 种在折耳根中被检出，

其中有机折耳根含有全部被检出的 ARGs，化肥和野生折耳根则含有部分被检出的 ARGs。折耳根表面

ARGs 污染的多样性和丰度显著受到样品表面的菌群结构影响，其中 Lactococcus、Escherichia、

Fluviicola、Enterococcus、Sanguibacter 和 Acidovorax 是影响 ARGs 最主要的菌群。【结论】有机种植极

大地改变了折耳根表面附生细菌的群落结构，增加了 ARGs 的多样性和丰度，对有机折耳根的食品安全

带来了潜在威胁。因此，有必要将 ARGs 污染监测纳入到有机折耳根的食品安全考核范围内。 
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折耳根 (Houttuynia cordata Thunb)又名鱼腥

草，是一种多年生常见的药食两用草本植物，以鲜

食为主，为三白草科折耳根属，多生长在背阴山坡、

村边田埂、河畔溪边及湿地草丛中，广泛分布于我

国南方各省区，尤以云、贵、川地区居多。研究表

明，折耳根含有许多健康成分，如精油、类黄酮、

多酚、生物碱、有机酸、脂肪酸、甾醇和微量元素，

同时具有多种药理活性，包括利尿、抗菌、抗病毒、

抗肿瘤、抗炎、抗氧化、抗糖尿病、抗过敏和抗诱

变等作用[1–3]。然而，随着需求增加和不规律采集，
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野生折耳根资源受到了极大破坏，产量不断下降。

为满足社会需求，近几十年来，折耳根的人工种植

迅速发展起来。在这些种植中，有机种植被认为是

最有发展前景和最安全的种植方式。 

抗生素在畜牧业、农业和养殖业的大量使用

或滥用造成了农业生态环境微生物群落结构发生

改变，含有抗生素抗性基因(ARGs)的微生物菌群

明显增加[4]。蔬菜在种植过程中不可避免地会污染

这些 ARGs 携带菌或离体的 ARGs，当这些 ARGs

携带菌或离体的 ARGs 伴随蔬菜特别是生食蔬菜

进入人体肠道后，可能会通过水平转移机制将

ARGs 转移给其他微生物，甚至是致病菌，从而给

疾病治疗带来困难。因此，农业生态 ARGs 污染

加剧对农产品特别是鲜食蔬菜的食品安全造成了

潜在威胁[5–8]。 

目前，国内外关于 ARGs 污染的研究主要是针

对城市污泥、猪场土壤、垃圾处理场和蔬菜基地等

环境中微生物，而对折耳根表面附生细菌以及

ARGs 污染情况鲜有报道。因此本研究以有机、化

肥和野生折耳根为实验对象，高通量测定原核微生

物 16S rRNA V3-V4 可变区，分析折耳根样品表面

附生细菌群落结构和多样性；PCR 和 qPCR 对四环

素类、氨基糖苷类和 β-内酰胺类共 29 种 ARGs 进

行定性和定量检测，然后通过冗余分析(RDA)揭示附

生细菌菌群和 ARGs 之间的相关性，以期为从 ARGs

角度评估鲜食折耳根的安全性提供基础数据。 

1  材料和方法 

1.1  样品采集及预处理 

选取成都平原周边 9 个折耳根生产点作为采

样点，包括 6 个人工种植基地(3 个化肥种植和 3 个

有机种植)和 3 个折耳根野生地。其中，人工种植

点自然环境良好，污染较少，一直以来为农业耕

地，过去以种植水稻为主，目前已连续种植折耳

根 5 年以上；3 个有机折耳根生产基地严格按照国

家有机食品标准 GB/T 19630.1-2011 进行生产，在

折耳根种植过程中以畜禽粪便经堆积发酵后为主

要肥料，禁止使用化肥、农药、生长调节剂等。

化肥种植则以商用化肥作为肥料，野生折耳根采

集于自然生长地。各蔬菜基地主要以地下水为灌

溉水。采样时间为 2017 年 3 月。采用 5 点混合采

样法，每个采样点采集 3 种生产方式的折耳根各  

3 份重复样品，放入装有冰盒的采样箱运回实验

室，–80 °C 保存，备用。 

1.2  原核微生物群落分析 

无菌水冲洗折耳根样品后，根据 Bokai Zhu

等[9]的方法分离折耳根表面的微生物，FastDNA® 

Spin Kit for Soil (MP Biomedicals，美国)进行总

DNA 提取。DNA 提取完毕后，用微量核酸蛋白分

析仪(NanoDrop Technologies Inc，美国)测定 DNA

浓度和纯度，于–80 °C 保存。 

高通量测序检测折耳根中表面附生细菌的群

落结构并分析多样性。引物 341F (5′-AGAGTTTG 

ATCCTGGCTCAG-3′)和 806R (5′-TTACCGCGGCT 

GCTGGCAC-3′)扩增 16S rRNA V3-V4 可变区[10]，

Illuminate Hiaeq 2500 (上海美吉生物医药有限公

司)平台完成测序。 

使用 QIIME[11]软件对测序数据进行过滤，通

过 flash[12]软件将有 overlap 的一对 reads 进行拼接。

用 UClust[13]软件对序列进行聚类，将 97%相似性

的 序 列 聚 类 成 为 OTUs (operational taxonomic 

units)，RDP classifier[14]对序列进行物种注释。统

计每个样品在各分类水平上的构成，利用 OTUs

的数值及比对注释种类到属水平上计算各个采样

点的 Chao1、Shannon 和 PD 指数分析比较原核微
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生物群落多样性。 

1.3  ARGs 的 PCR 和 qPCR 分析 

PCR 检测折耳根中的 ARGs，扩增引物序列

见表 1。在此基础上，荧光定量 PCR (Analytikjena，

德 国 ) 测 定 折 耳 根 样 品 中 的 总 基 因 拷 贝 数 (16S 

rRNA)、3 类抗生素(氨基糖苷类、四环素类和 β-

内酰胺类抗生素)抗性基因的浓度。并采用标准质

粒外标法对样品的丰度进行绝对定量[6]。所制备的

标准质粒浓度为 1.75×1010–1.83×1011 copies/L。选

取 5 个点，通过预实验选取标准品的 10–2–10–8 稀

释液用于制备标准曲线。qPCR 反应体系为 20 μL，

10 μL 的 SybrGreen qPCR Master Mix (TaKaRa，日

本)，0.5 μL 的 DNA 模板，0.4 μL 的 10 μmol/L    

上下游引物和 9.1 μL 灭菌超纯水。扩增效率为   

96.27%–118.17%，R2 值为 0.9915–0.9996。每个样

品做 3 次重复，每次设置阴性对照实验。 

1.4  统计分析 

不同样品间显著性平均值差异采用 SPSS20.0

进行 t-Test 检验，P<0.05 为显著水平。Excel 2003

和 Heatmap 用 于 细 菌 群 落 统 计 热 点 图 分 析 ；

Canoco 4.5 分析软件和 Canodraw 4.5 分析 ARGs

和微生物群落相互关系。 

2  结果和分析 

2.1  细菌群落多样性 

9 个样品获得总共 357282 个高质量序列   

(表 2)，每个样品的序列数为 34093 至 46029。这

些序列按 97%相似性划分为 1245 个 OTU。野生、

化肥和有机折耳根样品的平均 OTU 数分别为

201、136 和 81，9 组样品文库覆盖率均在 95%   

以上，能够反映样品中真实存在的细菌种类和  

结构。 
 
 

表 1.  检测的基因种类及其参考文献 

Table 1.  Detected gene types and related references    
Antibiotics Genes Ref. 

Aminoglycoside strA、strB、aadA [15] 

Tetracycline tetA、tetE [16] 

tetB、tetC、tetD、tetG、tetL、tetO、

tetQ、tetS、tetW、tetX 

[17] 

tetH、tetJ、tetK、tetY、tetZ、tet30、

tetBP 

[18] 

tetM [19] 

tetT、OtrA [20] 

β-lactamase  Bla-tem、Bla-oxa-1 [21] 

Bla、BlaZ [22] 

 16S rRNA [23] 
 

表 2.  折耳根样品的 Alpha 指数统计表 

Table 2.  Alpha indices statistics 
Sample Reads OTUs Chao1 Shannon PD Good’s coverage/% 

OPH 37419 85 84.21 2.45 4.56 97.01 

OJH 36927 80 88.07 1.99 5.02 95.55 

OSH 34093 79 85.50 2.03 4.73 95.37 

CPH 42170 135 144.71 3.65 7.18 96.74 

CJH 44021 128 133.83 3.67 6.47 95.38 

CSH 35897 146 152.57 2.47 7.94 95.82 

WPH 42098 204 207.00 4.77 10.15 96.64 

WJH 46029 200 213.93 4.94 10.67 95.99 

WSH 38628 199 273.37 4.40 10.17 97.82 

O, C and W respectively indicate organic planting, fertilizer planting and wild planting; P, S and J respectively indicate the planting 
sites of Pengzhou, Shifang and Jintang; H indicates H. cordata Thunb. 
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测序得到的 OTU 数经分析主要为原核微生物

的 8 个 门 ， 包 括 变 形 菌 门 (Proteobacteria ，

92.0%–99.5%)、拟杆菌门(Bacteroidetes，0%–0.1%)

和放线菌门(Actinobacteria，0.005%–0.015%)等。9

个折耳根样品中的细菌分属于 35 个属的微生   

物 ( 图 1) ， 其 中 优 菌 属 依 次 为 假 单 胞 菌 属

(Pseudomonas，0.67%–12.14%)、泛菌属(Pantoea，

1.39%–20.84%) 、 不 动 杆 菌 属 (Acinetobacter ，

2.64%–9.44%)、农杆菌属(Agrobacterium)、草螺属

(Herbaspirillum)、嗜菌属(Stenotrophomonas)、金

黄 杆 菌 属 (Chyseobacterium) 、 黄 杆 菌 属

(Flavobacterium)和盐单胞菌属(Halomonas)，但他

们在不同种植折耳根中所占比例差异较大，如：

假单胞菌属在有机、化肥和野生折耳根中的比例

分 别 为 10.00%–12.14% 、 0.67%–0.79% 和

7.03%–8.96%；泛菌属在有机、化肥和野生折耳根

中的比例则分别为 7.00%–20.84%、1.39%–3.13%

和 6.47%–9.20%；而不动杆菌属在有机、化肥和

野生折耳根中的比例则分别为 6.00%–9.44%、

2.64%–5.01%和 3.90%–9.18%。 

基于每个样品中物种种类和丰度，对菌群进行

分类地位聚类和样本聚类(图 1)，结果表明：有机种

植的折耳根表面的细菌群落结构与化肥种植的相

近，与野生折耳根相差较大。其中 Pseudomonas、

Pantoea、Acinetobacter 和 Agrobacterium 在所有折

耳根样品中的丰度均显著高于其他菌属。基于细 

 

图 1.  折耳根表面附生细菌菌群聚类 

Figure 1.  The cluster analysis of the bacterial community in samples. 
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菌种类和丰度，3 个有机的折耳根样品和 3 个化肥

的折耳根样品聚为一簇，野生折耳根样品单独为

一簇，表明有机和化肥种植的折耳根相比于野生

折耳根在细菌群结构组成上发生了明显变化。总

体而言，有机折耳根表面附生细菌多样性小于化

肥和野生折耳根。 

2.2  ARGs 的种类和丰度 

根据 PCR 和 qPCR 分析结果，折耳根样品中

总 ARGs 的 绝 对 拷 贝 数 和 相 对 拷 贝 数 达 到

4.86×102–2.02×106 和 1.83×10–4–3.93×10–2(图 2)，

其中有机折耳根样品的总 ARGs 的绝对拷贝数和

相对拷贝数均高于化肥和野生折耳根样品。 

折耳根样品中检出了 9 种四环素、3 种氨基糖

苷和 2 种 β-内酰胺酶基因(图 3)。有机折耳根样品

中检出的四环素耐药基因包括 6 个外排泵基因

(tetA、tetB、tetC、tetD、tetE 和 tetG)、1 个核糖

体保护蛋白基因(tetM)和 1 个酶修饰基因(tetX)的

四环素抗性基因，而施用化肥的折耳根样品中仅

发现 tetE 和 tetX 四环素耐药基因，野生折耳根样

品中没有四环素抗性基因；9 个样品中每种种植方

式或者每处地区的样品中都检测到 3 种编码氨基

糖苷类抗性基因，包括核苷酸转移酶基因(aadA)

和磷酸转移酶基因(strA 和 strB)；β-内酰胺酶

(Bla-tem 和 Bla-oxa-1)耐药基因仅在有机和化肥折

耳根样品中发现，野生样品中没有检出。qPCR 结

果表明，有机折耳根样品中 tetA、tetC 和 tetE 的 

绝 对 拷 贝 数 高 达 2.04×104–2.09×105 copies/g 、

1.14×104–3.10×105 copies/g 和 3.08×104–1.92×106 

copies/g ， 相 对 拷 贝 数 为 9.03×10–4–3.35×10–2 、

9.34×10–4–4.97×10–2 和 4.94×10–3–8.50×10–2。aadA

的绝对拷贝数为 3.71×104–4.92×105 copies/g，相对

拷贝数为 2.46×10–3–7.88×10–2。上述结果表明，有

机种植和施用化肥的折耳根比野生折耳根污染了

更重的 ARGs。 

2.3  细菌菌群与 ARGs 的相关性 

为了明确细菌群落与 ARGs 的关系，对 9 个

折耳根样品中属水平的细菌种类与 ARGs 相对丰

度进行 RDA 分析(图 4)。RDA 结果表明，第一和

第二排序轴分别对应 36.1%和 20.5%的抗性基因

相对丰度与菌群结构的关系。Lactococcus、 
 

 

图 2.  总 ARGs 的绝对拷贝数和相对拷贝数 

Figure 2.  The absolute and relative abundance of total ARGs. Error bars represent discreteness of multiple 
experiments. 
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图 3.  折耳根中 ARGs 的绝对丰度和相对丰度 

Figure 3.  The absolute abundance (A) and relative abundance (B) of ARGs in HCT. 

 

Escherichia 、 Burkholderia 、 Brevundimonas 和

Achromobacter 菌群丰度与 aadA 显著正相关，

Fluviicola、Enterococcus 和 Sanguibacter 菌属与

tetA、tetB、tetC、tetD、tetE、tetG、tetM、tetS、

tetX、strA、Bla-oxa-1 和 Bla-tem 呈显著正相关，

Acidovorax、Methylotenera 和 Delftia 等与 strB 显

著 正 相 关 。 而 多 数 检 出 的 属 菌 群 丰 度 如

Janthinobacterium 、 Stenotrophomonas 、

Ochrobactrum 和 Comamonas 等 与 所 有 检 出 的

ARGs 均显著负相关。 

3  讨论 

2006 年，ARGs 作为一种新型的环境面源污

染物由美国学者 Pruden[24]首次提出，由于其在环 

境介质中的持久残留以及在不同宿主间的水平转

移往往比抗生素本身的危害更大，因此其对食品

安全和公共健康构成的威胁，已逐渐成为植物学、

土壤学、环境科学和食品科学等领域的研究热  

点 [25–28]。长期以来，蔬菜生产过程中一直忽视

ARGs 的影响，特别是有机蔬菜。动物粪便是 ARGs

的潜在基因库，动物粪便在有机农业种植中的使

用会显著增加蔬菜表面 ARGs 的丰度[29]，Marti 等

的研究指出仅在施粪肥蔬菜上检出了不属于土壤

中的 ARGs[30]，表明粪肥能增加 ARGs 的丰度和多

样性。在调查的 29 种 ARGs 中，有机种植折耳根

样品比施用化肥和野生折耳根样品检出更多的

ARGs，同时总 ARGs 的相对拷贝数达到非有机种

植折耳根的 2000 倍以上，表明有机种植增加了 
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图 4.  原核微生物群落与 ARGs 的相关性 

Figure 4.  The relationship between bacterial community and ARGs. 
 

折耳根中 ARGs 的污染程度。目前关于蔬菜和水

果表面 ARGs 的污染情况的研究指出，施用畜禽

粪便会增加蔬菜中抗生素抗性菌和 ARGs 的检出

频率[28]，有些 ARGs 只在使用有机粪肥的蔬菜附

生菌中检出[31]。最近研究指出植物叶面和根部附

生原核微生物在很大程度上有重叠现象，表明植

物中原核微生物可能来源于土壤[32]，原核微生物

可以在土壤和植物叶部之间互相迁移[33]。例如，土

壤微生物可以影响葡萄藤中的微生物[34]，并且可作

为多种根际原核微生物的起始物种[35]。原核微生物

在土壤和植物中的来回迁移可能是增加蔬菜中

ARGs 丰度的最重要的原因之一。此外，通过气溶

胶传播的土壤微生物也是植物叶面微生物的主要

来源之一，进一步增加植物叶际 ARGs 的丰度[10]。 

微生物菌群的改变会影响 ARGs 的种类和丰

度，但是目前关于蔬菜中微生物菌群改变导致

ARGs 变化的研究较少。高通量测序表明有机和化

肥折耳根表面原核微生物菌群多样性相比于野生

折耳根发生了显著改变(P<0.05)，这与之前报道的

长期施用鸡粪便降低了莴笋叶片细菌群落的多样

性的结果一致[36]。微生物菌群结构与 ARGs 之间

的 RDA 分析表明，Lactococcus 与 aadA 等显著正

相关，Methylotenera 和 Bacillus 与 strB 正相关，

而这三种菌属在有机折耳根中的比例都高于野生

折耳根样品。由此可以推测，蔬菜中微生物菌群

结构的改变会影响 ARGs 的分布。 
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本研究一方面利用高通量测序分析折耳根表

面原核微生物的多样性，较全面地揭示了折耳根

中原核微生物的结构组成，但是由于测序深度有

限，未对原核微生物在种上的分布进行解读，在

后续实验中应该更深入地研究原核微生物的多样

性。另一方面通过 PCR 和 qPCR 对有限的 ARGs

进行定性和定量分析，为了更全面地了解蔬菜中

ARGs 的污染情况，在后续研究中可以利用高通量

定量 PCR 技术对 ARGs 的污染情况提供更广泛的

信息。此外，原核微生物与 ARGs 的相关性还需

建立在高通量测序手段上进行精准的预测。 

4  结论 

人工种植影响折耳根表面原核微生物群落结

构，增加 ARGs 的种类和丰度，有机种植对此影

响表现最显著。因此有必要把 ARGs 污染作为有

机蔬菜的安全指标之一。 
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Bacterial community structure and antibiotic resistance gene on 
the surface of Houttuynia cordata Thunb from different planting 
patterns in Chengdu plain 

Kekun Lu, Wenliang Xiang*, Qianwen Lu 
Key Laboratory of Food Biotechnology of Sichuan, Institute of Traditional Brewing Technology, College of Food and 
Bioengineering, Xihua University, Chengdu 610039, Sichuan Province, China 

Abstract: [Objective] The aim of this study is to analyze bacterial community and antibiotic resistant genes 

(ARGs) in organic, fertilized and wild Houttuynia cordata Thunb, and to reveal the relationship between bacterial 

community and ARGs. [Methods] The bacterial community structure was investigated by high-throughput 16S 

rRNA V3-V4 variable region sequencing. The qualitative and quantitative analysis of 29 ARGs was determined by 

PCR and qPCR. The redundancy analysis was used to reveal the relationship between bacterial community and 

ARGs. [Results] A total of 35 genera of bacteria were detected. The bacterial diversity in organic H. cordata Thunb 

was lower than that in fertilized and wild H. cordata Thunb. Fourteen ARGs were detected on H. cordata Thunb. 

All detected ARGs were found in the organic H. cordata Thunb, while only part was found in the fertilized and wild 

H. cordata Thunb. Redundancy analysis showed ARGs were significantly affected by bacterial diversity and 

abundance, and Lactococcus, Escherichia, Fluviicola, Enterococcus, Sanguibacter and Acidovorax were main 

bacteria which affected on the diversity and abundance of ARGs on H. cordata Thunb. [Conclusion] Organic 

planting affects bacterial community on H. Cordata Thunb, and increases diversity and abundance of ARGs, 

suggesting a potential food safety risk. Therefore, it is necessary to bring ARGs contamination into the scope of 

food safety assessment for organic H. cordata Thunb. 

Keywords: Houttuynia cordata Thunb, high throughput sequencing, prokaryotic microbial diversity, antibiotic 

resistance genes, quantitative PCR 
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