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摘要: 利用分子系统学方法分析了 20 条水产养殖环境中常见的四环素抗性 tet(M)基因的序列特点、多

态性及系统发育, 并对其细菌寄主分类、环境介质来源作相关性分析。结果表明, 20 条基因序列有 4

种单倍型, 其中 tet(M)-b 和 d 是两种远缘基因型, 而 a 和 c 则是二者之间的序列变异。系统发育树分成

三大分支, tet(M)基因在进化及传播过程与其细菌寄主的基因背景及环境介质的来源并无严格的相关

性, 暗示该类基因在环境中传播与进化迅速, 其传播机制及环境毒性有待于深入的研究。 
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自 20 世纪中后期, 发达国家即开始对环境中抗
生素的含量及可能的生态效应高度关注, 并相继建
立了不同环境介质中的抗生素浓度标准[1]。而中国相

关方面的研究起步较晚, 但随着临床医学中抗生素
使用剂量的不断增大及耐药性的出现, 国内学者也
开始越来越关注抗生素的环境污染与生态毒性效 
应[2-5]。抗生素的长期使用会造成生态环境中耐药性

细菌及抗生素抗性基因(Antibiotic Resistance Genes, 
ARGs)的产生[6]。ARGs 在生物体中可能长久而持续
地传播, 即使携带 ARGs的细胞被杀灭或消亡, 它释
放到环境中的DNA仍可能通过垂直传播或水平转移
转染给同属或不同属的其他细菌, 进而在环境中传
播、扩散, 从而对公共健康和食品卫生、饮用水安全
等构成威胁[7-8]。众多国内外学者认为 ARGs 在环境
中的持续性残留、菌群间的迁移、转化和传播, 比抗
生素残留本身对生态环境的危害更大[9-10]。针对这些

问题, Pruden 等[11]2006 年首次提出将抗生素抗性基
因作为一类新型环境污染物。 

四环素类抗生素由于其广谱性和低毒性, 广泛应
用于医药卫生、畜牧业、农业以及养殖业。而近几年, 四
环素耐药细菌及抗性基因的不断发现成为多个领域面

临的严重问题[12]。细菌对四环素类的抗性主要由两种

机制介导: 一种是能量依赖性排出泵(energy dependent 
efflux pump), 另一种是核糖体保护蛋白 (ribosomal 
protection proteins, RPPs)[13]。目前已经发现了 40多种

四环素抗性基因, 两种机制的抗性基因大多可以通过
可转移的质粒或转座子传播, 进而渗透到各种需氧或
厌氧的革兰氏阳性和阴性细菌中[14]。其中 RPPs基因广
泛分布于地球多种环境介质中, 并且它们与生物蛋白
质合成过程中起重要作用的延长因子, 如 EF-G(原核
生物蛋白质合成过程中催化 tRNA 的移位和多肽延伸
的每个循环后期mRNA从核糖体上掉下来)/EF-2(参与
真核生物蛋白质合成, 功能相当于原核生物的 EF-G)
以及 EF-Tu(介导氨酰-tRNA进入核糖体的空位)/EF-1α 
(真核生物 EF-1的 α亚基, 相当于原核生物中的 EF-Tu
亚基)具有近缘关系[15-17]。通常抗性基因作为“附件”

基因单位(“accessory” genes), 一般位于质粒、转座子等
可动遗传因子上, 他们与细菌自然环境下的成长并没
有必然的联系, 而延长因子是细菌生长所必需的基因, 
并且来自具有很长进化历史的参与蛋白合成的GTPase
家族[18]。鉴于 RPPs 基因与延长因子的特殊关系, 对
RPPs基因本质的研究是了解该类抗性基因的抗药性机
制和传播途径的非常有效且直接的方法。  

本研究关注的 tet(M)基因就是一类重要的 RPPs
基因, 它通常和接合性转座子 Tn1545-Tn916相结合, 
而 Tn1545-Tn916 是一个广宿主转座子, 它可以在多
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种细菌之间转移[14, 19-20]。这使得 tet(M)基因可以通过
染色体垂直传播或质粒、转座子水平传播进而在环

境中广泛传播。研究显示, tet(M)基因在水产养殖环
境中分布广泛, 很有可能迅速在环境中造成抗性基
因污染[21]。国外学者对不同环境介质不同细菌寄主

的 tet(M) 基因进行了研究 , 试图从分子水平分析
tet(M)基因的起源[22-25]。根据我们掌握的文献, 目前
国内尚无单独对 tet(M)基因的研究报道, 只有从不
同环境介质检测到 tet(M)基因的存在[26]。为了研究

不同来源的 tet(M)基因与其环境介质、细菌宿主的相
关性, 从 DNA序列这一最本质的层面揭示抗生素抗
性基因的分化及潜在的传播机制, 本文采用分子系

统学的方法针对水产养殖环境中常见的四环素类抗

生素抗性基因 tet(M)的序列特点及系统发育进行分
析, 旨在为今后分析抗生素抗性基因来源、污染机理
及控制对策奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  养殖环境 tet(M)基因数据获取 

从 GenBank 下载来自不同水产养殖生物和养殖
环境的常见四环素类抗性基因 tet(M)序列, 基本信
息包括抗性基因种类、细菌种属、环境介质及序列

接受号 Accession number列于表 1。 

 
表 1  水产养殖环境检出的 tet(M)基因 

Tab. 1  Detection of tet(M) genes in aquaculture environment 
细菌种名 中文名称 环境介质(代表符号*) 序列名称# 基因序列号 参考文献

Aeromonas hydrophila subsp. 1 嗜水气单胞菌 加拿大海水养殖鱼体( A) A1 EF471997 [27] 
Aeromonas hydrophila subsp. 2 嗜水气单胞菌 加拿大海水养殖鱼体(A) A2 EF471999 [27] 
Edwardsiella tarda 迟钝爱德华菌 加拿大海水养殖鱼体(A) A3 EF471996 [27] 
Vibrio tasmaniensis 塔氏弧菌 中国海水养殖水体(B) B1 FJ481094 [28] 
Vibrio tasmaniensis 塔氏弧菌 中国海参、海胆养殖场(C) C1 EF647591 [29] 
Vibrio plendidus  灿烂弧菌 中国海参、海胆养殖场(C) C2 EF533679 [29] 
Vibrio sp.1 弧菌 韩国海水养殖场(D) D1 Gi114803669 [30] 
Vibrio sp.2 弧菌 日本水产养殖场底泥及海水(E) E1 AB267750 [31] 
Vibrio sp.3 弧菌 日本水产养殖场底泥及海水(E) E2 AB267762 [31] 

Pseudoalteromonas marina 
海洋交替假单

胞菌 
中国海水养殖水体(B) B2 EF633741 [28] 

Shewanella sp.1 希瓦氏菌 日本水产养殖场底泥及海水(E) E3 AB267757 [31] 
Shewanella sp.2 希瓦氏菌 日本水产养殖场底泥及海水(E) E4 AB267802 [31] 
Streptococcus sp. 链球菌 韩国海水养殖场(D) D2 DQ868544 [30] 
Bacillus sp.1 芽孢杆菌 日本水产养殖场底泥及海水(E) E5 AB267759 [31] 
Bacillus sp.2 芽孢杆菌 日本近岸海域底泥(F) F1 AB369825 [25] 
Bacillus sp.3 芽孢杆菌 日本近岸海域底泥(F) F2 AB369838 [25] 
Sporosarcina sp. 芽孢八叠球菌 日本水产养殖场底泥及海水(E) E6 AB267804 [31] 
Paenibacillus sp. 类芽孢杆菌 日本水产养殖场底泥及海水(E) E7 AB267805 [31] 
Actinomycetales bacterium 放线细菌 日本近岸海域底泥(F) F3 AB369851 [25] 
Flavobacterium sp. 黄杆菌 日本近岸海域底泥(F) F4 AB369854 [25] 

注: *是指将不同的环境介质用 A, B, C⋯⋯标记, #是指从不同环境介质中采集的细菌分别用环境介质标号+数字表
示, 如 A1、A2、B1⋯⋯ 
 

1.2  序列比对与系统学分析 

将 20 条序列用 Clustal W 软件[32]比对, DnaSP 
4.0[33](DNA sequence Polymorphism)软件进行单倍型
及多态性分析。采用 MEGA 4.0[34](molecular evolu-
tion genetic analysis)软件 , 用最大简约信息 (Most 

Parsimony, MP)法和邻近(Neibourgh Joining)法构建
系统发育树。再应用自展法(bootstrap)检验树的可靠
性(500 次重复)。空位始终作为缺失状态, 大肠杆菌
延长因子 EF-Tu基因(Gi| 296507628:5254-6438)作为
外源基因, 并结合寄主细菌分类及环境介质与 tet(M)
基因的系统发育作相关性分析。 
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2  结果与分析 

2.1  序列多态性分析 
序列比对得到 662 bp同源片段, 55个多态位点。

20 条基因序列有 4 种基因型(表 2), 其中基因型
tet(M)-a存在于来自澳大利亚养殖鱼体内分离的 3种
细菌, 包括嗜水气单胞菌两个亚种及迟钝爱德华菌
Edwardsiella tarda; b基因型广泛分布于多种细菌中, 
包括 B1、C1、C2、D1、E2、E4、E6、E7、F2、F3、

F4 、B2共 5种环境介质 12种细菌, 其中 B1、C1、
C2、D1、E2等 5种细菌均来自弧菌属(Vibrio); c基
因型只存在于 1种链球菌中, 且与 d基因型具有很近
的亲缘关系, 仅在 405bp位点上有一个单碱基的A/G
转换; d 基因型存在于 4 种细菌, 包括 2 种芽孢杆菌
F1、E5,一种弧菌 E1, 以及一种希瓦氏菌 E3。4种基
因型的平均核苷酸差异度为 4.2%, 最大值 8.3%出现
在 b和 c两种基因型之间, 最小值在 c和 d之间, 为
0.2%。 

 
表 2  tet(M)基因型核苷酸差异度及多态位点 
Tab. 2  Nucleotide divergence and polymorphic sites in different tet(M) genotypes 

核苷酸差异度(%) 核苷酸多态位点* 

基因型名称 
(序列名称) tet (M)-a tet(M)-b tet(M)-c tet(M)-d

111111111222222333333333334444444555555555 
223344566788900123459900367800134556667013456
8003567788 
352512638109547321153504438458165692591534924
5693572713 

tet(M)-a 
(A1A2A3) 0 - - - CTGGGACCAGGCGATTACATTAATCGTAGGATT

GGATAGAAATCATCTTACGCTG 
tet(M)-b 

(B1 C1 C2 D1 E2 
E4 E6 E7 F2 F3 

F4 B2) 

7.5 0 - - .....G....AAACCCGTGCCTTCAAAGTAGCGAAGCG
A.GGCTGCTCCGTATAA 

tet(M)-c 
(D2) 3.8 8.2 0 - GAAAA.TGGA.............................G......TCCGTATAA

tet(M)-d 
(E1 E3 E5 F1) 3.7 8.3 0.2 0 GAAAA.TGGA....................................TCCGTATAA 

注: *多态位点碱基位置, 如第一个多态位点为 23 bp处, 最后一个多态位点位于 583 bp碱基处 
 

2.2  系统发育分析  
最大简约树显示 20 条 tet(M)序列清晰分成三大

分支(图 1), 其中 Clade1 对应于 tet(M)-a 基因型 , 
Clade2 对应于 tet(M)-c 和 d 基因型, Clade3 对应于
tet(M)-b, 500 次重复检验, 枝上置信度均为 100%。
邻近法构建的系统树与此树形结构相同, 文中未列
出。 

3  讨论 
从表 1可以看出, 水产养殖环境中 tet(M)基因存

在于多种细菌中, 从海水环境中常见的病原菌到一
些环境细菌。有研究表明, 日本东京海域 21%~96%
四环素抗性细菌携带有 tet(M)基因, 越南湄公河养
殖区及中国海洋生物养殖场也检测到大量的 tet(M)
基因, 暗示 tet(M)基因是养殖环境细菌四环素抗性
的主要机制[25, 29, 35]。tet(M)基因存在于细菌的可动遗
传元件如质粒、转座子、接合转座子以及整合     
子[14, 22, 36], 这使得 tet(M)基因能更容易从一个物种

传播到另一个物种[37], 进而导致其在环境中大量细 

 

图 1  水产养殖环境 tet(M)基因分子系统发育树(分支上数
字为自展支持率) 

Fig. 1  Molecular phylogenetic tree of tet(M) genes in 
Aquaculture environment (The numbers above the 
branches indicate bootstrap support of MP) 
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菌内的广泛分布[15]。在中国, 长期以来四环素类抗生
素因其广谱及低毒性, 一直作为水产养殖的常用药, 
并作为添加剂低剂量加入饵料以促进养殖生物的生

长, 使得养殖环境成为四环素类抗生素的重要潴留
池。因此, tet(M)基因的环境毒理效应, 应作为中国养
殖环境重要的关注对象。 

基因序列多态性分析显示(表 2), 20条水产养殖
环境中 tet(M)基因共有 4种基因型, 其中, tet(M)-a基
因型仅存于从澳大利亚养殖鱼体分离的 3 种细菌中, 
其他 3种基因型在各种介质中均有出现, 暗示着 a基
因型具有一定的环境介质特异性。相同的环境介质

代表着相同或近似的抗生素使用背景。研究发现抗

生素抗性基因与抗生素的使用背景有着直接的关系, 
抗生素对耐药菌株抗性基因的诱导具有专一性, 因
此, 理论上抗生素本身在环境中的迁移、转化及归趋
等环境行为与其所诱导的抗生素抗性基因, 在环境
中的传播应该具有很大的相似性和一致性, 抗生素
的使用历史与其抗性基因之间存在相关性[38-39]。日

本科学家对太西洋远洋海域的抗性基因研究发现 , 
在大洋深处未被抗生素污染的区域, 仍然检测到了
tet(M)抗性基因的存在[40]; Neela 等[41]研究发现, 有
些革兰氏阳性菌虽然携带 tet(M)基因, 但仍对四环
素敏感, 说明 tet(M)抗性基因的检出频率并不代表
着抗性水平, 还需要从基因表达的角度去分析。本研
究中, 大多数 tet(M)的基因型与环境介质并无直接
关系, 相同或相近的环境介质内, tet(M)基因型可能
相同或近缘(如 A1、A2与 A3), 但也可能远缘(如 D1
与 D2, F1与 F2), 说明环境介质与 tet(M)基因型并无
严格的相关性, 暗示着 tet(M)基因在环境中的迅速
传播及分化。根据前人报道, 很多抗生素抗性基因其
实在抗生素使用之前就已存在, Kobayashi等[42]的分

子系统学研究结果更加证实了RPPs基因包括 tet(M), 
早在地球上生物总界分化之前已经存在, 也就是说, 
RPPs在原核与真核生物分化之前就已经开始进化。
从寄主细菌的分类地位角度看, 水产养殖环境中 4 种
基因型在细菌中分布没有严格的种属特异性(表 2)。相
同或相近的 tet(M)基因型可以存在于近缘或相同的细
菌中(如弧菌属的 5种细菌均携带 tet(M)-b基因型), 也
可以存在于远缘的物种(如 tet(M)-d 同时存在于芽孢杆
菌 F1、E5, 弧菌 E1以及希瓦氏菌 E33类细菌中)。同
种或近缘的细菌应该具有相同或类似的遗传背景, 而
本研究中相同的遗传背景包含不同的 tet(M)等位基因
或者相同的 tet(M)在远源的细菌株系中发现, 进一步

显示了 tet(M)基因活跃的运动和进化[23]。 
系统发育树上 20 条基因序列分成了三大分支

(图 1), 其中 Clade1 对应于 tet(M)-a 基因型, Clade2
对应于 tet(M)-c和 d基因型, Clade3对应于 tet(M)-b
基因型。Rahman等[25]对日本近岸海域细菌抗性的研

究 , 将海洋环境的 tet(M)基因分成两种类型 : 
tet(M)-A和 tet(M)-B, 其中前者代表起源于前抗生素
时代即存在的自然基因储备(natural gene pool); 后
者则代表通过选择或水平基因转移获得的基因。三

大支系中, Clade2包含的 tet(M)-d基因型与 tet(M)-A
相同, clade3对应的 tet(M)-b则与 tetM-B型相同, 二
者的平均核苷酸差异度达到 8%; 这两种基因型与前
人研究结果相比, 分别对应于 Agerso等[43]2006年所
分的 tet(M)-II和 tet(M)-III, Gevers等[24]2003年所分
的 tet(M)-2 和 tet(M)-1, 以及 Huys等[44]2004年所分
的 type-I和 type-V。Clade1对应的 tet(M)-a及 Clade2
中的 tet(M)-c 与 tet(M)-d 近缘, 但已有一定的分化, 
核苷酸差异度分别为 3.7%和 0.2%。Oggioni 研究显
示, tet(M)的基因变异是由于两种远缘的等位基因的
同源重组产生的, 这两种远缘等位基因类型分别发
现于 Tn1545和 Staphylococcus aureus[45]。新的 tet(M)
基因型可能是由于前两种等位基因重组形成的镶嵌

结构(mosaic structure), 进而形成了介于两类远缘等
位基因之间的基因型 [23, 24, 46]。由此本研究中 , 
tet(M)-a与 tet(M)-c应为 tet(M)-b 和 tet(M)-d 两种远
缘基因型的中间类型。 

综上所述, tet(M)基因的分型与细菌的分类及环
境介质的来源并无严格的相关性, 因此今后在研究
此类基因的环境毒理效应时, 不应只分析基因的检
出率及抗生素背景, 还应从分子水平研究基因的变
异及表达在不同细菌寄主及环境介质中的变化, 了
解该类基因的抗性分化机制, 以期从分子手段入手
降低甚至消除其抗药性或阻断其传播途径。中国作

为水产养殖大国, 在生产过程中抗生素特别是四环
素类抗生素滥用严重, 抗药细菌及抗生素抗性基因
的增多将大大增加养殖业及人体耐药病原菌病害发

生和流行的可能性及危害程度。tet(M)基因是水产养
殖环境中的优势抗性基因 , 传播及进化活跃 , 广泛
分布于多种耐药性病原菌及环境细菌中 , 因此 , 在
今后的科研及环境保护过程中应予以一定的重视。 
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Abstract: Antibiotic resistance genes as new pollutant have been received increasingly wide attention, and their 

mechanisms of access and routes of transmission have become the focus of research. tet(M) gene is a common tet-

racycline resistance gene in many environmental media. In this study, the genetic characteristic, polymorphism and 

phylogenic relationship of 20 tet(M) gene sequences in aquaculture with their bacterial hosts and environmental 

media sources were analyzed using molecular phylogenetic method. There are 4 haplotypes in these 20 tet(M) gene 

sequences, in which tet(M)-b and d are two distinct types of tetracline resistance determinants, while the other two 

types are sequence variation of tet(M)-b and d; Three clear clades were found in the phylogeny tree, and the evolu-

tion and transmission of tet(M) gene had nothing to do with the taxonomy of their bacteria hosts and environmental 

sources, suggesting the spreading mechanism and environmental toxicity of tet(M) gene need to be further studied. 
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