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摘　 要　 抗生素耐药性是二十一世纪人类面对的最严峻的环境健康问题之一．抗生素耐药基因（Ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ
ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｅｓ， ＡＲＧｓ）被认为是一类新型环境污染物．当前针对 ＡＲＧｓ 的主要研究方法有细菌分离和培养

法、聚合酶链式反应（Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ Ｃｈａｉｎ Ｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）法、和宏基因组法．然而，仅有功能宏基因组方法能发现

新型的 ＡＲＧｓ．功能宏基因组方法利用新一代测序技术的高通量的特性，结合分子生物学技术和功能筛选构建

有关抗生素耐药性的基因库，通过生物信息学分析高效地发现新型 ＡＲＧｓ．本文综述了近来利用功能宏基因组

技术筛选新型 ＡＲＧｓ 的相关研究进展，总结了功能宏基因学相关的技术和方法的优势和限制，并展望了功能

宏基因学方法进一步发展的方向．
关键词　 抗生素耐药基因， 功能宏基因组学， 文库构建．
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　 ７ 期 何荣等：功能宏基因组学在新型抗生素耐药基因研究中的应用进展 １５４９　

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｅｓ， ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃｓ， ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃ ｌｉｂｒａｒｙ．

抗生素是人类医药史上最重大的发现之一，自 １９２８ 年弗莱明发现青霉素以来，有 ３ 次诺贝尔医学

或生理学奖颁给对新抗生素药物有突出贡献的科学家［１］ ．除临床使用外，１９５０ 年美国食品与药物管理局

（ＦＤＡ）首次批准抗生素可用作动物饲料添加剂［２］ ．自此，抗生素被广泛地用于人类与动物细菌性疾病的

预防和治疗．大部分抗生素易溶于水，抗生素在使用后约有 ３０％—９０％通过人和动物的粪、尿排出，随后

抗生素经不同途径进入环境，主要包括：污水处理厂、养殖场、垃圾填埋场、医院和药厂废水等．抗生素的

大量生产和广泛使用导致环境介质中（如土壤、环境水体）抗生素含量显著提高，抗生素的胁迫诱导了

环境微生物抗生素耐药性的进化和传播［３］ ．研究表明，低浓度抗生素暴露 １０ ｄ 后，大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ
ｃｏｌｉ）的耐药性能迅速提高约 １０００ 倍［４］ ．抗生素的长期滥用导致大量耐药菌的产生，包括对多种抗生素

均具有极强耐药性的“超级细菌” ［５］ ．据统计，每年欧洲有超过 ２５０００ 人死于耐药病原菌引起的感染，估
计 ２０５０ 年全球死于耐药病原菌感染的人数将超过一千万．２００６ 年 Ｐｒｕｄｅｎ 等明确提出，抗生素耐药基因

（Ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｅｓ， ＡＲＧｓ）是一类新型环境污染物［６］ ．
抗生素耐药基因的分析方法主要有细菌分离和培养法、聚合酶链式反应 （ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ Ｃｈａｉｎ

Ｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）方法和基于高通量测序的宏基因组分析方法［７］ ．上述分析方法各有优势：细菌分离和培

养法能直观反映被分离菌株的耐药性［８］；普通 ＰＣＲ 方法和定量聚合酶链式反应（Ｑｕａｌｉｔｙ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
Ｃｈａｉｎ Ｒｅａｃｔｉｏｎ，ｑ⁃ＰＣＲ）方法具有很高的灵敏度，可对环境样品中的 ＡＲＧｓ 进行准确的定性和定量分

析［８⁃９］，但这些方法都基于已知 ＡＲＧｓ 的序列信息，并不能发现新的 ＡＲＧｓ［１０］ ．功能宏基因组学法能发掘

新型的 ＡＲＧｓ，该方法利用新一代测序技术高通量的特性，结合分子生物学技术和功能筛选构建有关抗

生素的耐药性基因库，最后通过生物信息学分析发现新型的 ＡＲＧｓ［１１⁃１３］ ．新型 ＡＲＧｓ 的发现不仅有利于

提高对抗生素耐药性的认识，也能有助于新型抗生素的研发［１２］ ．
本文综述了近来功能宏基因组技术在筛选新型 ＡＲＧｓ 的研究进展，总结了运用功能宏基因学发现

新型 ＡＲＧｓ 的方法学，其基本流程如图 １ 所示，主要包括 ３ 个方面：宏基因组文库的构建、宏基因组文库

的功能筛选及后续的生物信息学分析．

图 １　 功能宏基因组方法发掘新型 ＡＲＧｓ 流程图

Ｆｉｇ．１　 Ｇｅｎｅｒａｌ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ ｒｅｇａｒｄｉｎｇ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｏｖｅｌ ＡＲＧｓ ｕｓｉｎｇ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃｓ
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１５５０　 环　 　 境　 　 化　 　 学 ３８ 卷

１　 宏基因组文库的构建（Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃ ｌｉｂｒａｒｙ）
１．１　 环境样品类型

由于抗生素耐药性在环境中普遍存在，能用于功能宏基因组法新型抗生素耐药基因研究的样品很

多，包括：人和动物肠道粪便［１４⁃１６］，污水处理厂样品［２，１７⁃１８］，医疗废水、养殖水体［１９］，环境水样［２０－２２］，农田

土壤［２３］，如表 １ 所示．近年来，科学工作者以上述样品构建宏基因组文库，功能筛选出多种新型 ＡＲＧ．如
Ｗｉｃｈｍａｎｎ 等在奶牛的排泄物中发现了 ８０ 多种 ＡＲＧｓ，其蛋白序列与 ＧｅｎＢａｎｋ 中序列的平均相似度仅为

５０％—６０％，且发现一种新型的氯霉素转移酶［２４］ ．Ｌｅｃｌｅｒｃｑ 等研究了北京养猪场中的粪便样品，使用功能

宏基因组法筛选出 １７ 种耐四环素基因，其中有 ２ 种完全新型的 ＡＲＧｓ，分别是 ｔｅｔ（５９）、ｔｅｔ（Ｗ ／ Ｎ ／ Ｗ） ［２５］ ．
Ａｍｏｓ 等提取了污水处理厂上下游河水中的 ＤＮＡ，使用功能宏基因组学方法发现了一些新型的转运基

因，为提出抗生素的新型耐药机制提供了证据［１８］ ．土壤含有极其多样化的微生物群落［２６］，其基因组是大

肠杆菌基因组的 ５×１０３—５×１０５倍［２７］，是发现新型抗生素耐药基因的一类重要样品［１２］ ．通过使用土壤为

样本构建宏基因组文库，功能筛选出多种类型 ＡＲＧｓ［２８⁃２９］ ．一些研究直接从耐药菌株中提取 ＤＮＡ，构建

３５—４５ ｋｂ 大片段黏粒文库再亚克隆构建 ３ ｋｂ 质粒文库，通过功能筛选最终确定新型 ＡＲＧｓ 序列［３０］ ．

表 １　 功能宏基因组学方法在发掘新型 ＡＲＧｓ 的应用

Ｔａｂｌｅ １　 Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃｓ ａｐｐｒｏａｃｈｅｓ ｉｎ ｅｘｐｌｏｒｉｎｇ ｏｆ ｎｏｖｅｌ ＡＲＧｓ

样品
Ｓａｍｐｌｅｓ

载体
Ｖｅｃｔｏｒｓ

宿主
Ｈｏｓｔｓ

插入 ＤＮＡ 长度
Ｔｈｅ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ
ｉｎｓｅｒｔｅｄ ＤＮＡ

新型 ＡＲＧｓ
Ｎｏｖｅｌ ＡＲＧｓ

土壤 ｐＣＦ４３０ Ｅ． ｃｏｉｌ ＥＣ１００ 未知 ｂｌａＲｍ３［３１］

ｐＣＣ１ＦＯＳ Ｅ． ｃｏｉｌ ＥＰＩ３００ ２５—７０ ｋｂ
耐氨基糖苷类、磺胺类以及广谱 β⁃内酰

胺类的新型 ＡＲＧｓ［３２］

ｐＺＥ２１ Ｅ． ｃｏｌｉ ＤＨ１０Ｂ １—５ ｋｂ
耐四环素类、β⁃内酰胺类等抗生素的新

型 ＡＲＧｓ［３３］

ｐＷＥＤ⁃ＴＮＣ ／
ｐＪＴＵ２５５４

Ｅ． ｃｏｉｌ ＥＦＩ １００⁃Ｔ１ ／
Ｅ． ｃｏｉｌ ＪＴＵ００７ ３８ ／ ３０ ｋｂ ２１ 种 ＭＦＳ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ 基因［３４］

排泄物 ｐＣＣＦＯＳ２ Ｅ． ｃｏｉｌ ＥＰＩ３００ ～４０ ｋｂ ｔｅｔ（５９）， ｔｅｔ（Ｗ ／ Ｎ ／ Ｗ） ［２５］

ｐＺＥ２１ Ｅ． ｃｏｌｉ ＤＨ１０Ｂ １—５ ｋｂ 新型抗 Ｄ⁃环丝氨酸基因［３５］

ｐＺＥ２１ Ｅ． ｃｏｌｉ ＤＨ１０Ｂ ２—５ ｋｂ １６ Ｓ ｒＲＮＡ 甲基化酶［３６］

ｐＣＦ４３０ Ｅ． ｃｏｉｌ ＤＨ１０Ｂ ２．３—３．２ ｋｂ 氯霉素转移酶［２４］

水 ｐＺＥ⁃２１ Ｅ． ｃｏｉｌ ２—４ ｋｂ
耐氨苄、四环素、呋喃妥因、磺胺二甲嘧

啶的新型 ＡＲＧｓ［３７］

ｐＣＣ１ＦＯＳ Ｅ． ｃｏｉｌ ＥＰＩ３００ 未知 新型的 β⁃内酰胺酶［３８］

环境样品分离的可
培养细菌

ｐＵＣ１８ Ｅ． ｃｏｉｌ ＴＯＰ １０ 未知 ｔｅｔ４５［３９］

ｐＺＥ２１ Ｅ． ｃｏｉｌ ＴＯＰ １０ ０．７—５ ｋｂｐ
Ｏｎｅ ｍａｒｉｎｅ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ⁃ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ⁃
ｃｏｎｆｅｒｒｉｎｇ β⁃ｌａｃｔａｍａｓｅ［４０］

１．２　 ＤＮＡ 提取

目前，环境样品 ＤＮＡ 的提取方法主要有：细胞提取法和直接裂解法．细胞提取法是利用离心介质或

梯度离心等方法先把微生物从环境样品中分离出来， 再按处理纯培养细胞的方法裂解微生物提取

ＤＮＡ，其优点是 ＤＮＡ 片段长（２０—５００ ｋｂ）且纯度高，提取的 ＤＮＡ 可用于构建染色体文库［４１］ ．然而，细胞

提取过程会导致部分微生物不能从样品中被有效分离，且该方法对于一些细胞壁较厚的微生物 ＤＮＡ 提

取效率较低，ＤＮＡ 的提取产率一般比直接裂解法低约 １００ 倍［４２］ ．直接裂解法是将环境样品直接悬浮在

裂解缓冲液中进行提取及纯化．该方法优点是，操作容易、成本低、ＤＮＡ 产率高、重复性好．但是机械剪切

作用导致提取的 ＤＮＡ 片段较短（１—５０ ｋｂ），此外，该方法对酚类物质（尤其是腐殖酸）去除效率低，提取

的 ＤＮＡ 需进一步纯化才能进行下游实验［４３］ ．直接裂解法无需进行微生物培养，且黏附颗粒上的微生物

亦能被裂解，所得 ＤＮＡ 能更好地反映样品中微生物群落的多样性，目前该方法被普遍用于环境样品

ＤＮＡ 的提取［４４］ ．
土壤是由水、矿物质及有机质组成，其中有机质尤其是腐殖质在 ＤＮＡ 提取过程中难以去除，大大降
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低了提取的 ＤＮＡ 质量，严重干扰了如 ＤＮＡ 连接，ＰＣＲ 等下游实验［２６］ ．在 ＤＮＡ 提取前对土壤样品进行清

洗，能去除土壤中可溶性的有机质，同时也会导致胞外 ＤＮＡ 损失．有研究发现直接裂解法联合 ＣｓＣｌ⁃ＥｔＢｒ
密度梯度超速离心法能去除大部分腐殖酸，提取的 ＤＮＡ 具有较高的纯度［２６］ ．当土壤样品中含有较高比

例的革兰氏阳性菌，研磨、冻融及 ＳＤＳ 联合使用可获得高产量且片段完整的 ＤＮＡ［４５］ ．
目前，有许多方法被用于提取排泄物中的 ＤＮＡ，如硫氰酸胍法、双水相系统法、酚⁃氯仿法［４６］ ．然而

这些方法都会受排泄物中杂质、样品保存时间及样品中微生物种类影响． Ｌｉ 等发现使用商业试剂盒

（ＱＩＡａｍｐ ＤＮＡ Ｓｔｏｏｌ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ）能有效的去除排泄物中的杂质，并用硅胶进一步纯化提取液中的 ＤＮＡ，保
证 ＤＮＡ 提取的质量，但这种方法的成本相对较高［４７］ ．

样品类型及其所携带的微生物群落结构的不同，采用的 ＤＮＡ 提取方法也略有不同，其目的都为确

保 ＤＮＡ 完整性和质量，并能最大程度的保持样品中微生物多样性．为了获得较为完整的 ＤＮＡ，应在提取

过程中及时使一些 ＤＮＡ 酶（如 ＤＮＡ 剪切酶等）失活，防止 ＤＮＡ 被降解；微生物裂解后，应避免剧烈振

荡，防止 ＤＮＡ 被机械剪切．一些环境样品的 ＤＮＡ 产率很低，主要原因是一些细胞壁较厚的菌株未完全

裂解．为了提高产率并获得多样性高的 ＤＮＡ，可联合使用酶裂解和物理裂解，以实现环境样品中微生物

的充分破碎．
１．３　 ＤＮＡ 片段化

由于选择的载体不同，插入的 ＤＮＡ 长度也不同，如表 １ 所示．使用质粒（ｐｌａｓｍｉｄ）作为载体，插入的

ＤＮＡ 片段约为 ３ ｋｂ，主要原因是 ＡＲＧｓ 是由单个基因编码的，一个耐药基因的长度约为几百至上千个碱

基［３３］ ．如使用 ｆｏｓｍｉｄ 为载体，插入的 ＤＮＡ 片段约为 ３０—７０ ｋｂ，较长的 ＤＮＡ 片段有利于识别 ＡＲＧｓ 的来

源，即是位于细菌染色体上或质粒上．直接裂解法提取环境样品中的 ＤＮＡ，其长度一般是 １—５０ ｋｂ，若是

直接用于构建质粒载体文库，ＤＮＡ 片段过长，将大大降低载体连接效率和转化效率，所以必须进一步将

ＤＮＡ 片段化（约 ３ ｋｂ）．
ＤＮＡ 片段化的方法包括物理法（声学剪切、超声波剪切、水力剪切）、酶剪切法（限制性核酸内切酶、

非特异性酶、转座酶）及化学法（热力学、二价阳离子） ［４８］ ．其中适用于构建功能宏基因组文库的方法为

酶切法和超声波法．超声波破碎 ＤＮＡ 时，将电能转化为超声波，超声波能在水溶液中产生密集的小气

泡，随着气泡的震动和聚爆而产生机械切割力 ＤＮＡ 片段化．与酶切法相比，超声波操作更为简单，片段

化精准， 成功率高且可重复， 所以目前普遍使用超声波法剪切用于构建功能宏基因组文库

的 ＤＮＡ［１８， ３３， ４０］ ．
１．４　 载体和宿主菌的选择

功能宏基因组载体的选择原则是便于宿主中目标基因的稳定存在和功能的正常表达．目前用于研

究新型 ＡＲＧｓ 的载体包括，小片段 ＤＮＡ 插入文库载体（质粒载体［４９］ ）和大片段 ＤＮＡ 插入文库载体（细
菌人工染色体（ＢＡＣ） ［５０］、Ｆｏｓｍｉｄ 载体［２５， ３１， ３４］）．研究 ＡＲＧｓ 的质粒载体有 ｐＺＥ２１、ｐＵＣ 系列载体、ｐＨＴ０１
载体．使用较为广泛的载体是 ｐＺＥ２１ 载体［３３， ３６， ４０］，ｐＺＥ２１ 载体通过 ３ 个位点（ＸｈｏＩ ／ ＡａｔＩＩ， ＸｂａＩ 及 ＳａｃＩ）
分为 ３ 个功能模块：模块 １ 有多克隆位点，可插入 ＡＲＧｓ，多克隆位点上游含有 ＰＬｔｅｔｏ⁃１ 转录识别位点和

核糖体结合位点，这些位点保证插入的基因能在宿主中被正常表达；模块 ２ 含有适于大肠杆菌内的复制

起始位点，确保插入基因能在大肠杆菌宿主中稳定存在并复制；模块 ３ 含有卡那霉素耐药基因及相应的

转录和核糖体结合位点，便于阳性克隆的筛选． ｐＵＣ 系列载体对宿主代谢机制干扰小，且在宿主中高拷

贝存在［５１］，通常与大片段 ＤＮＡ 插入文库载体联合使用．ｐＨＴ０１ 是一种穿梭载体，含有两个亲缘关系不同

的复制起始点，能在大肠杆菌和枯草杆菌中都稳定存在［５２］ ．质粒载体常用于研究 ＡＲＧｓ 的序列信息，无
法提供 ＡＲＧｓ 的结构以及位置信息，大片段 ＤＮＡ 插入文库载体可与此互补．ＢＡＣ 载体能够稳定地克隆

和保持大于 ７０ ｋｂ 的 ＤＮＡ 片段［４９］，Ｆｏｓｍｉｄ 载体适用于 ３５—４５ ｋｂ 的 ＤＮＡ 片段［５３］，与 ＢＡＣ 载体相比，
Ｆｏｓｍｉｄ 载体具有以下优点［５４］：（１） Ｆｏｓｍｉｄ 载体携带 Ｅ． ｃｏｌｉ 的 Ｆ 因子，可保证单拷贝克隆的高稳定性；
（２）Ｆｏｓｍｉｄ 载体含有高拷贝复制起始位点，有利于细菌宿主内目标基因及其载体的复制；（３）可有效并

准确的控制插入 ＤＮＡ 片段的长度（３５—４５ ｋｐ），降低 Ｆｏｓｍｉｄ 构建的宏基因组文库的假阳性．这些优势使

得 Ｆｏｓｍｉｄ 载体成为较受欢迎的大文库构建载体之一．大片段 ＤＮＡ 能保证基因簇的完整性，有利于 ＡＲＧｓ
的结构与功能分析．然而，大片段 ＤＮＡ 插入文库载体克隆效率低，插入基因很难在宿主菌中正常转录与
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翻译，且由于 ＤＮＡ 片段过长，需要亚克隆从而确定 ＡＲＧｓ 的位点与序列［５１］ ．
目前，最常用的表达 ＡＲＧｓ 的细菌宿主是大肠杆菌［１８， ３３， ４０， ５５］ ．由于 ｐＺＥ２１ 上含有大肠杆菌复制起

始位点，使得重组质粒能在大肠杆菌中稳定存在和复制．ｐＺＥ２１ 的结构特点使其能利用宿主细菌的转录

翻译体系，使插入的目标基因的功能被有效表达，且由于大肠杆菌具有良好的生长特性，完善的基因编

辑工具，使大肠杆菌宿主⁃ｐＺＥ２１ 载体体系被广泛地用于 ＡＲＧｓ 的功能宏基因组方法［３７，５６］ ．然而，研究表

明大肠杆菌只能表达外源基因的 ３０％左右，对于富含高 ＧＣ 的放线菌 ＤＮＡ，大肠杆菌仅能表达 ７％［１５］ ．
尽管 ｐＺＥ２１ 载体上含有能被宿主识别的转录和核糖体结合位点，保证外源基因的转录与翻译，但大肠杆

菌缺乏一些确保外源性多肽组装的物质，如蛋白修饰酶、分子伴侣、辅因子等，结果导致一些外源性的

ＤＮＡ 在大肠杆菌内不能表达，且外源性基因能干扰大肠杆菌内部的代谢过程［５７］ ．研究发现，使用革兰氏

阴性菌变形杆菌和富含 ＧＣ 的变铅青霉链菌作为表达宿主，可使大肠杆菌中不能表达的基因正常表达

其功能［５８］ ．Ｂｉｖｅｒ 等就用枯草杆菌为宿主，筛选出具有抗蜡状芽孢杆菌活性的新型物质，这种物质对蛋白

酶 Ｋ 敏感，但在大肠杆菌中却无法表达出来这种物质［５２］ ．
１．５　 转化方法

将重组的质粒载体导入宿主菌的方法有化学转化法和电转化法．化学转化法是利用氯化钙改变感

受态细菌膜的通透性［５９］，其转化效率较低，一般低于 １０８ ＣＦＵ ／ μｇＤＮＡ．电转化的基本原理是将细菌置于

电场中，菌膜起着电容器的作用，随着电压升高，菌膜组分被极化，并在细菌膜两侧产生电位差，当电位

差超过阈值，菌膜局部被击穿，形成一些瞬时的孔洞，孔径大小足以让外源性基因进入细菌［５９］ ．与化学

转化法相比，电转化法的转化效率高近 １００ 倍［６０］ ．因此，功能宏基因组的方法普遍使用电转化法将重组

的质粒导入宿主菌．
影响电转化效率的因素有很多，主要包括电转化溶液的离子强度、宿主菌培养条件、宿主菌生长状

态等［６０］ ．降低电转化溶液的离子强度有助于提高电转化效率［６１］ ．使用去离子水或 １０％甘油洗涤菌体，降
低菌液中的离子浓度，则电阻越小，避免电转化过程中产生电火花，但洗涤次数过多，会造成宿主菌损失

和污染［６１］ ．目标基因与质粒的连接反应溶液中含有 Ｃｌ－，Ｎａ＋等盐离子，需对其进行脱盐处理，方法包括

硅胶柱和微量透析，后者的脱盐效率是前者的 ３—５ 倍［６２］ ．制备大肠杆菌感受态细胞的最佳培养温度为

２５ ℃，这时细胞膜不饱和脂肪酸的含量增加，能提高膜的流动性，从而提高菌体对外源性 ＤＮＡ 的摄取

能力［６３］ ．培养基中可添加调节渗透性的物质（如甘氨酸），影响细胞壁的合成，提高菌膜的渗透性，导致

电转化效率的提高［６３］ ．此外，选择合适的制备感受态细菌的生长期也是影响转化效率的关键因素，对数

生长期前期的菌体制备的感受态菌的转化效率是后期的 ５ 倍［６１］ ．

２　 宏基因组文库的功能筛选（Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃ ｌｉｂｒａｒｙ）
目前，构建宏基因组文库的受体菌大多使用革兰氏阴性大肠杆菌．进行抗生素耐药功能筛选时，应

尽可能避免革兰氏阴性菌不敏感的糖肽类、大环内酯类、噁唑烷酮类以及万古霉素抗生素等［１３］，可选择

在环境中检出率较高的抗生素，如四环素类、磺胺类、大环内酯类和喹诺酮类［６４］，也可选择一些新型的

抗生素，如替加环素．β－内酰胺类抗生素虽然使用量较大，但在环境中易水解，因此检出率较低［６５］ ．功能

宏基因组在进行抗生素耐药性筛选时，一般使用抗生素的最小抑菌浓度［６６］，即在最佳培养条件下能抑

制 ９０％的菌（３７ ℃）生长的浓度［２４］ ．每个阳性克隆（抗生素胁迫下能存活的宿主菌）都携带 ＡＲＧｓ，收集

阳性克隆，并以此为模板，设计 ＰＣＲ 引物扩增能表达抗生素耐药性的插入基因，以用于后续的高通量测

序和生物信息学分析．

３　 生物信息学分析（Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ）
３．１　 高通量测序

目前常用的高通量 ＤＮＡ 测序技术主要包括焦磷酸测序技术（４５４ ｌｉｆｅ ｓｃｉｅｎｃｅｓ 公司）、Ｓｏｌｉｄ 测序技

术（ＡＢＩ 公司）和 Ｓｏｌｅｘａ 测序技术（Ｉｌｌｕｍｉｎａ 公司）．这 ３ 种测序技术基本原理类似，核心策略都是边合成

边测序，即生成新 ＤＮＡ 互补链时，加入的 ｄＮＴＰ 通过酶促级联反应催化底物激发出荧光，或直接加入荧

光标记的 ｄＮＴＰ 或半简并引物，在合成或连接生成互补链时释放出荧光信号，捕获光信号并转化为一个
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测序峰值，获得互补链序列信息．这 ３ 种技术平台各有优点，焦磷酸测序法的测序片段较长，能达到

４００ ｂｐ，Ｓｏｌｅｘａ 测序技术性价比最高，不仅测序仪器的价格低且运行成本也低，测序成本只有焦磷酸测

序法的十分之一．Ｓｏｌｉｄ 测序的准确度最高，原始碱基数据的准确度大于 ９９．９４％，而在 １５ｘ 覆盖率的准确

度可以达到 ９９．９９９％，是目前准确度最高二代测序平台［６７］ ．二代测序技术虽然测序通量高．可缺点是读

长短（３０—４５０ ｂｐ），扩增过程也易引入外源基因而错配．随着大数据时代的到来，出现了 Ｈｅｌｉｃｏｓ
Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ 公司的单分子 ＤＮＡ 测序（Ｔｒｕｅ ｓｉｎｇｌｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ， ｔＳＭＳ）、Ｐａｃｉｆｉｃ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ 公司的

单分子实时测序（Ｓｉｎｇｌｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ＳＭＲＴ）以及 ｏｘｆｏｒｄ Ｎａｎｏｐｏｒｅ 的纳米孔单分子技术

为代表的第三代测序平台［６８］ ．第三代测序技术是集高通量、快速、长读长及低成本等多种优点的新一代

测序技术，其最大特点是无需 ＰＣＲ 扩增，可直接读取目标序列，假阳性大大减少，避免了 ＰＣＲ 扩增中常

见的碱基替换及偏置等错误［６９］ ．但是，其准确度远低于二代测序技术，其测序错误率达到 １５％［７０］ ．目前，
三代测序仍处于初步发展的阶段，二代测序仍占据 ＤＮＡ 测序的主流市场．
３．２　 生物信息学分析

测序所得的 ｒａｗ ｒｅａｄｓ 经质量过滤并去除宿主序列后进行组装．宏基因组组装有两种常见的策略，一
种是基于序列 ｏｖｅｒｌａｐ 关系进行拼接，代表软件有 ｐｈｒａｐ；另一种就是基于 ｄｅ Ｂｒｕｉｊｎ 图进行组装，软件有

Ｖｅｌｖｅｔ、ｍｅｇａｈｉｔ、ＳＯＡＰｄｅｎｏｖｏ．基于序列 ｏｖｅｒｌａｐ 策略组装方法需要较长的基因测序长度，因此这种策略更

有利于跨越短重复序列，避免宏基因组数据中复杂的重复序列带来的干扰．基于 ｄｅ Ｂｒｕｉｊｎ 图的算法是先

把 ｒｅａｄｓ 分割成一定长度的 ｋ－ｍｅｒ，然后根据 ｋ－ｍｅｒ 之间的碱基配对关系去构建 ｄｅ Ｂｒｕｉｊｕｎ 图，最后分析

ｄｅ Ｂｒｕｉｊｕｎ 图找出合理的序列组装结果，该方法是现阶段主流的组装方法，其中 ｖｅｌｖｅｔ 可用于短 ｒｅａｄｓ 的

组装（２５—５０ ｂｐ） ［７１］ ．功能宏基因组筛选子平行组装与注释 （ Ｐａｒａｌｌｅｌ Ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｒｅａｓｓｅｍｂｌｙ ｏｆ
Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ Ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃ Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ，ＰＡＲＦｕＭＳ）结合 ｏｖｅｒｌａｐ 和 ｄｅ Ｂｒｕｉｊｎ 两种算法，已被成功用于土壤和排

泄物中新型 ＡＲＧｓ 的研究［３３， ３５］，主要步骤如下：１） 屏蔽测序数据中的载体序列；２） 使用 ｖｅｌｖｅｔ 进行三

次迭代组装；３）最后使用 ｐｈｒａｐ 迭代组装两次．将组装的 ｃｏｎｔｉｇｓ 进行基因预测获得开放阅读框（Ｏｐｅｎ
ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅｓ，ＯＲＦｓ），将 ＯＲＦｓ 通过功能注释筛选具有抗生素耐药性功能的 ＯＲＦｓ．目前 ＡＲＧｓ 预测方法

有基于全序列相似度和基于结构域分析的方法．基于序列相似度的方法是通过与抗生素抗性基因数据

库（Ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ Ｇｅｎｅｓ Ｄａｔａｂａｓｅ， ＡＲＤＢ） 或综合抗生素数据库 （ ｔｈｅ Ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ Ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ
Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｄａｔａｂａｓｅ，ＣＡＲＤ）等进行比对，但是仅仅 ２５ ａａ 的比对长度的设置将大大影响分析结果的准确

性［７２］ ．蛋白质的功能主要与其核心结构域相关．基于结构域的 ＡＲＧｓ 预测方法是使用 ＨＭＭＥＲ 软件与

Ｒｅｓｆａｍｓ 隐马尔可夫模型（Ｈｉｄｄｅｎ Ｍａｒｋｏｖ Ｍｏｄｅｌ ＨＭＭ）进行比对［７３］ ．与全序列相似度分析方法相比，
ＨＭＭ 模型的结构域预测能更准确的注释 ＡＲＧｓ，特别是宏基因组测序数据，即使 ＡＲＧｓ 基因序列不完

整，只要含有关键结构域，也能预测 ＡＲＧｓ 的功能．Ｒｅｓｆａｍｓ 数据库以 ＣＡＲＤ 的抗性基因数据为基础，结
合其他的抗性基因数据库（Ｐｆａｍ，ＴＩＧＲＦａｍ）构建了 ＨＭＭ 模型，提高了新型 ＡＲＧｓ 预测的准确度．土壤和

排泄物宏基因组中的 ＡＲＧｓ 研究表明，Ｒｅｓｆａｍｓ 数据库预测的 ＡＲＧｓ 种类高于使用 ＡＲＤＢ ／ ＣＲＤＢ 数据的

结果［７４］ ．最后将所有具有抗生素耐药性功能的 ＯＲＦｓ 与 ＧｅｎｅＢａｎｋ 非冗余蛋白数据库进行对比分析，若
与已知的抗生素耐药基因相似度低于 ６０％或该序列没有抗生素耐药功能注释，可判定被分析的基因为

新型 ＡＲＧｓ［１３］ ．

４　 展望（Ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅ）
功能宏基因组学技术是目前发现新型 ＡＲＧｓ 的最强大的工具，该技术在新型 ＡＲＧｓ 的研究中的应

用，极大的提高了对现代环境中抗生素耐药性的起源、进化及传播的认识．今后可从以下三个方面对功

能宏基因组学技术进一步完善：
（１）构建宏基因组文库过程中，从 ＤＮＡ 提取到后续的转化，一些基因片段不可避免的遗失导致

ＤＮＡ 的利用率极低，如何提高 ＤＮＡ 的提取和转化效率，避免 ＤＮＡ 的遗失，将显著提高新型 ＡＲＧｓ 的发

现效率．
（２）革兰阴性大肠杆菌对大环内酯类，噁唑晥酮类及糖肽类等抗生素具有耐药性，这将限制大肠杆

菌在发现这些抗生素耐药基因的应用，发现并有效评价适合对上述抗生素药敏的宿主菌，将极大的推动
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对这些抗生素耐药性的研究．
（３）尽管大肠杆菌结合 ＰＺＥ２１ 质粒载体目前是一个较好的目标基因的功能表达体系，但大肠杆菌

仅能表达约 ３０％外源性基因，对于高 ＧＣ 的 ＤＮＡ 表达效率则更低（约 ７％），因此有必要开发更多样的基

因功能表达体系，使得 ＡＲＧｓ 在进入宿主菌后能正常表达．
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［３２］ 　 ＬＡＵ Ｃ Ｈ， ｖａｎ ＥＮＧＥＬＥＮ Ｋ， ＧＯＲＤＯＮ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｎｏｖｅｌ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｎｔｓ ｆｒｏｍ ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ ｓｏｉｌ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ

ｗｉｄｅｌｙ ｕｓｅｄ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ａｎｄ ａｎｉｍａｌ ｆａｒｍｉｎｇ［Ｊ］ ． Ａｐｐｌｉｅｄ ａｎｄ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ， ２０１７，８３（１６）： ｅ０９８９⁃１７．
［３３］ 　 ＦＯＲＳＢＥＲＧ Ｋ Ｊ， ＰＡＴＥＬ Ｓ， ＧＩＢＳＯＮ Ｍ Ｋ， ｅｔ ａｌ． Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｐｈｙｌｏｇｅｎｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｓｏｉｌ ｒｅｓｉｓｔｏｍｅｓ ａｃｒｏｓｓ ｈａｂｉｔａｔｓ［ Ｊ］ ． Ｎａｔｕｒｅ， ２０１４，５０９

（７５０２）：６１２⁃６１６．
［３４］ 　 ＷＡＮＧ Ｓ， ＧＡＯ Ｘ， ＧＡＯ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｆｒｏｍ ｄｉｓｔｉｎｃｔ ｓｏｉｌ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｓ ｉｎ Ｃｈｉｎａ ｂｙ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ

ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃｓ［Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ， ２０１７，８：１⁃９．
［３５］ 　 ＦＯＲＳＢＥＲＧ Ｋ Ｊ， ＲＥＹＥＳ Ａ， ＷＡＮＧ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ Ｓｈａｒｅｄ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ ｒｅｓｉｓｔｏｍｅ ｏｆ ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｎｄ ｈｕｍａｎ ｐａｔｈｏｇｅｎｓ［Ｊ］ ． Ｓｃｉｅｎｃｅ， ２０１２，

３３７（６０９８）：１１０７⁃１１１１．
［３６］ 　 ＭＯＯＲＥ Ａ Ｍ， ＰＡＴＥＬ Ｓ， ＦＯＲＳＢＥＲＧ Ｋ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｐｅｄｉａｔｒｉｃ ｆｅｃａｌ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｈａｒｂｏｒ ｄｉｖｅｒｓｅ ａｎｄ ｎｏｖｅｌ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｅｓ［Ｊ］ ． ＰＬｏＳ

ＯＮＥ， ２０１３，８（１１）： ｅ７８８２２．
［３７］ 　 ＨＡＴＯＳＹ Ｓ Ｍ， ＭＡＲＴＩＮＹ Ａ Ｃ． Ｔｈｅ ｏｃｅａｎ ａｓ ａ ｇｌｏｂａｌ ｒｅｓｅｒｖｏｉｒ ｏｆ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｅｓ［Ｊ］ ． Ａｐｐｌｉｅｄ ａｎｄ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，

２０１５，８１（２１）：７５９３⁃７５９９．
［３８］ 　 ＶＥＲＣＡＭＭＥＮ Ｋ， ＧＡＲＣＩＡ⁃ＡＲＭＩＳＥＮ Ｔ， ＧＯＥＤＥＲＳ Ｎ， ｅｔ ａｌ． Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃ ｇｅｎｅ ｃｌｕｓｔｅｒ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ａ ｎｅｗ ｃｌａｓｓ Ａ ｂｅｔａ⁃

ｌａｃｔａｍａｓｅ ａｎｄ ｔｏｘｉｎ⁃ａｎｔｉｔｏｘｉｎ ｓｙｓｔｅｍｓ［Ｊ］ ． Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙｏｐｅｎ， ２０１３，２（４）：６７４⁃６８３．
［３９］ 　 ＹＯＵ Ｙ， ＨＩＬＰＥＲＴ Ｍ， ＷＡＲＤ Ｍ Ｊ． Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｅｔ４５， ａ ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ ｅｆｆｌｕｘ ｐｕｍｐ， ｆｒｏｍ ａ ｐｏｕｌｔｒｙ⁃ｌｉｔｔｅｒ⁃ｅｘｐｏｓｅｄ ｓｏｉｌ ｉｓｏｌａｔｅ ａｎｄ

ｐｅｒｓｉｓｔｅｎｃｅ ｏｆ ｔｅｔ（４５） ｉｎ ｔｈｅ ｓｏｉｌ［Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ， ２０１３，６８（９）：１９６２⁃１９６９．
［４０］ 　 ＶＥＲＳＬＵＩＳ Ｄ， ＲＯＤＲＩＧＵＥＺ ＤＥ ＥＶＧＲＡＦＯＶ Ｍ， ＳＯＭＭＥＲ Ｍ Ｏ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｓｐｏｎｇｅ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ａｒｅ ａ ｒｅｓｅｒｖｏｉｒ ｏｆ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ

ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｅｓ［Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔｉｅｒｓ ｉｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ， ２０１６，７：１８４８．
［４１］ 　 ＣＯＵＲＴＯＩＳ Ｓ， ＣＡＰＰＥＬＬＡＮＯ Ｃ Ｍ， ＢＡＬＬ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｌｉｂｒａｒｉｅｓ ｐｒｏｖｉｄｅ ａｃｃｅｓｓ ｔｏ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｆｏｒ ｄｒｕｇ

ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ ｆｒｏｍ ｎａｔｕｒａｌ ｐｒｏｄｕｃｔｓ［Ｊ］ ． Ａｐｐｌｉｅｄ ａｎｄ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ， ２００３，６９（１）：４９⁃５５．
［４２］ 　 ＣＯＵＲＴＯＩＳ Ｓ， ＦＲＯＳＴＥＧＡＲＤ Ａ， ＧＯＲＡＮＳＳＯＮ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｕｂｇｒｏｕｐｓ ｉｎ ｓｏｉｌ： ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＤＮＡ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ

ｄｉｒｅｃｔｌｙ ｆｒｏｍ ｓｏｉｌ ｏｒ ｆｒｏｍ ｃｅｌｌｓ ｐｒｅｖｉｏｕｓｌｙ ｒｅｌｅａｓｅｄ ｂｙ ｄｅｎｓｉｔｙ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎ［Ｊ］ ． Ｅｎｖｉｒｏｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ， ２００１，３（７）：４３１⁃４３９．
［４３］ 　 ＬＥＶＥＲ Ｍ Ａ， ＴＯＲＴＩ Ａ， ＥＩＣＫＥＮＢＵＳＣＨ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｍｏｄｕｌａｒ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ＤＮＡ ａｎｄ ＲＮＡ， ａｎｄ ｔｈｅ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＤＮＡ

ｐｏｏｌｓ ｆｒｏｍ ｄｉｖｅｒｓｅ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｓａｍｐｌｅ ｔｙｐｅｓ［Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔｉｅｒｓ ｉｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ， ２０１５，６（４７６）：４７６．
［４４］ 　 ＬＩ Ｈ， ＺＨＡＮＧ Ｙ， ＺＨＡＮＧ Ｃ Ｇ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐｅｔｒｏｌｅｕｍ⁃ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｗａｓｔｅｗａｔｅｒ ｉｒｒｉｇａｔｉｏｎ ｏｎ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｄｉｖｅｒｓｉｔｉｅｓ ａｎｄ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ

ｉｎ ａ ｐａｄｄｙ ｓｏｉｌ ｉｒｒｉｇａｔｉｏｎ ａｒｅａ［Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ Ｑｕａｌｉｔｙ， ２００５，３４（３）：１０７３⁃１０８０．
［４５］ 　 ＲＯＢＥ Ｐ， ＮＡＬＩＮ Ｒ， ＣＡＰＥＬＬＡＮＯ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ＤＮＡ ｆｒｏｍ ｓｏｉｌ［Ｊ］ ． Ｅｕｒｏｐｅａｎ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｓｏｉｌ Ｂｉｏｌｏｇｙ， ２００３，３９（４）：１８３⁃１９０．
［４６］ 　 ＺＨＡＮＧ Ｂ， ＬＩ Ｍ， ＭＡ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｗｉｄｅｌｙ ａｐｐｌｉｃａｂｌｅ ｐｒｏｔｏｃｏｌ ｆｏｒ ＤＮＡ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ｆｅｃａｌ ｓａｍｐｌｅｓ［ Ｊ］ ． Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ Ｇｅｎｅｔｉｃｓ， ２００６，４４

（１１⁃１２）：４９４⁃５０３．
［４７］ 　 ＬＩ Ｍ， ＧＯＮＧ Ｊ， ＣＯＴＴＲＩＬＬ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ＱＩＡａｍｐ ＤＮＡ Ｓｔｏｏｌ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ ｆｏｒ ｅｃｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｆ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ［Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ

Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｍｅｔｈｏｄｓ， ２００３，５４（１）：１３⁃２０．
［４８］ 　 ＬＥＥ ＬＥ ＪＩＥ， ＡＢＤＵＬＬＡＨ Ｍ． Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ ｓｈｅａｒｉｎｇ ｂｙ ｓｏｎｉｃａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｎｅｘｔ⁃ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｌｉｂｒａｒｙ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ［Ｊ］ ．

ＡｓＰａｃ Ｊ． Ｍｏｌ． Ｂｉｏｌ． Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ， ２０１４，２２ （３）：２００⁃２０８．
［４９］ 　 ＭＣＧＡＲＶＥＹ Ｋ Ｍ， ＱＵＥＩＴＳＣＨ Ｋ， ＦＩＥＬＤＳ Ｓ． Ｗｉｄｅ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｉｎ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃ

ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ａ ｓｏｉｌ ＤＮＡ ｌｉｂｒａｒｙ［Ｊ］ ． Ａｐｐｌｉｅｄ ａｎｄ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ， ２０１２，７８（６）：１７０８⁃１７１４．
［５０］ 　 ＲＩＥＳＥＮＦＥＬＤ Ｃ Ｓ， ＧＯＯＤＭＡＮ Ｒ Ｍ， ＨＡＮＤＥＬＳＭＡＮ Ｊ． Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ ｓｏｉｌ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｒｅ ａ ｒｅｓｅｒｖｏｉｒ ｏｆ ｎｅｗ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｅｓ［ Ｊ］ ．

Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ， ２００４，６（９）：９８１⁃９８９．
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［５１］　 ＭＵＬＬＡＮＹ Ｐ． Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ［Ｊ］ ． Ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ， ２０１４，５（３）：４４３⁃４４７．
［５２］ 　 ＢＩＶＥＲ Ｓ． Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｕｂｔｉｌｉｓ ａｓ ａ ｔｏｏｌ ｆｏｒ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｓｏｉｌ ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃ ｌｉｂｒａｒｉｅｓ ｆｏｒ ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ［ Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ

Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， ２０１３，２３（６）：８５０⁃８５５．
［５３］ 　 ＳＴＲＥＩＴ Ｗ Ｒ， ＳＣＨＭＩＴＺ Ｒ Ａ． Ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃｓ⁃ｔｈｅ ｋｅｙ ｔｏ ｔｈｅ ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ ｍｉｃｒｏｂｅｓ Ｗｏｌｆｇａｎｇ Ｒ Ｓｔｒｅｉｔ １，２ ａｎｄ Ｒｕｔｈ Ａ Ｓｃｈｍｉｔｚ１［Ｊ］ ． Ｃｕｒｒｅｎｔ

Ｏｐｉｎｉｏｎ ｉｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ， ２００４， ７：４９２⁃４９８．
［５４］ 　 ＣＨＵＮＧ Ｅ Ｊ， ＬＩＭ Ｈ Ｋ， ＫＩＭ Ｊ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｆｏｒｅｓｔ ｓｏｉｌ ｍｅｔａｇｅｎｏｍｅ ｇｅｎｅ ｃｌｕｓｔｅｒ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ａｎｔｉｆｕｎｇａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ

［Ｊ］ ． Ａｐｐｌ Ｅｎｖｉｒｏｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ， ２００８，７４（３）：７２３⁃７３０．
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