
 

 

对氯间二甲苯酚对抗生素抗性基因
接合转移的影响机制研究
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摘要： 水环境中残留的消毒剂可能通过影响微生物水平基因转移，促进抗生素抗性基因（Antibiotic
Resistance Genes，ARGs）的传播。对氯间二甲苯酚（p-Chloro-m-xylenol，PCMX）是一种广泛应用

的酚类消毒剂，在城市污水和地表水中常以 ng/L~μg/L 水平检出，其对 ARGs 传播的影响机制仍

不明确。本文以携带 RP4-8 质粒的大肠杆菌 CHS56 为供体菌、恶臭假单胞菌 TS44 为受体菌，构

建了属间接合转移模型。在 0.1~10 000.0 μg/L 浓度范围内评估 PCMX 对 ARGs 接合转移的影响，

并结合活性氧（ROS）、细胞膜通透性和转录组分析探讨其机制。研究结果表明，在环境相关浓度

（0.1~100.0 μg/L）范围内，PCMX 可促进质粒接合转移，且在 10 μg/L 时促进作用最为显著；当浓度

升高至 1 000~10 000 μg/L 时，转移频率下降，这可能与高浓度 PCMX 抑制细胞生长有关。此外，

PCMX 可以显著提高供体菌 ROS 水平，并增强受体菌膜通透性。转录组分析表明，PCMX 处理显

著上调甘油转运蛋白基因等多种跨膜物质转运相关基因的表达，提示 PCMX 通过改变细胞膜通

透性和干扰跨膜运输过程，进而促进 ARGs 的接合转移。因此，需加强 PCMX 的环境排放管控，

以降低其介导的 ARGs 环境传播风险。
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Abstract：Residual disinfectants in aquatic environments may influence the dissemination of antibiotic
resistance  genes  (ARGs)  by  affecting  horizontal  gene  transfer  among  microorganisms.  The  phenolic
disinfectant p-chloro-m-xylenol (PCMX) has been widely used and is frequently detected in municipal
wastewater  and  surface  waters  at  concentrations  ranging  from  ng/L  to  μg/L.  However,  its  potential
effects  on  plasmid-mediated  ARG  dissemination  remain  insufficiently  understood.  This  study
investigated  the  influence  of  PCMX on  the  conjugative  transfer  of  ARGs  and  explored  the  potential
mechanisms  involved.  An  intergeneric  conjugation  model  was  established  using  Escherichia  coli
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CHS56 carrying plasmid RP4-8 as the donor strain and Pseudomonas sp. TS44 as the recipient strain.
The effects of PCMX on conjugative transfer were evaluated over a concentration range of 0.1–10 000
μg/L.  Conjugation  experiments  were  combined  with  reactive  oxygen  species  (ROS)  detection,  cell
membrane  permeability  measurements,  and  transcriptomic  analysis  to  investigate  the  physiological
responses  and molecular  mechanisms associated  with  PCMX exposure.  The  results  demonstrated  that
PCMX promoted plasmid-mediated conjugative transfer within environmentally relevant concentration
ranges.  Specifically,  at  concentrations  between  0.1  and  100  μg/L,  PCMX  enhanced  the  transfer
frequency of plasmid RP4-8 between the donor and recipient strains. The highest conjugation frequency
(7.22×10−6) was observed at 10 μg/L PCMX. When the concentration increased to 1 000–10 000 μg/L,
the conjugation frequency declined, which may be associated with the inhibitory effects of high PCMX
concentrations  on  bacterial  growth  and  cellular  activity.  Flow  cytometry  analysis  using  DCF-DA
staining  indicated  that  PCMX exposure  increased  intracellular  ROS  levels  in  the  donor  strain E.  coli
CHS56 at concentrations of 100 and 10 000 μg/L. In contrast, no significant ROS variation was detected
in  the  recipient  strain Pseudomonas  sp.  TS44.  The  addition  of  the  ROS  scavenger  N-acetylcysteine
(NAC) significantly reduced intracellular ROS levels in the donor strain but did not markedly decrease
the conjugation frequency, suggesting that oxidative stress was not the dominant factor responsible for
the enhancement of plasmid transfer under PCMX exposure. Membrane permeability analysis revealed
that PCMX exposure altered the integrity and permeability of bacterial cell membranes, particularly in
the recipient strain. Increased membrane permeability may facilitate physical contact between donor and
recipient  cells  and  promote  plasmid  transfer.  Transcriptomic  analysis  further  showed  that  PCMX
exposure significantly affected the global gene expression profiles of both donor and recipient strains.
Multiple  genes  associated  with  membrane  transport  and  transmembrane  processes  were  differentially
expressed.  Among  them,  the  glycerol  uptake  facilitator  gene  involved  in  membrane  transport  was
significantly  upregulated,  indicating  enhanced  transmembrane  transport  activity  under  PCMX  stress.
These results suggest that PCMX can enhance plasmid-mediated ARG conjugative transfer primarily by
altering  cell  membrane  permeability  and  transmembrane  transport  processes  rather  than  by  ROS-
mediated oxidative stress. Considering that PCMX cannot be completely removed during conventional
wastewater  treatment,  residual  PCMX  may  persist  in  biological  treatment  units  containing  dense
microbial  communities,  thereby  increasing  the  potential  risk  of  ARG  dissemination.  The  findings
provide experimental evidence for evaluating the ecological risks of disinfectant residues in wastewater
treatment systems and aquatic environments.
Keywords： Antibiotic  resistance  genes； Mobile  genetic  elements； Horizontal  gene  transfer；
Phenolic compounds

 

0    引　　言

抗生素的广泛使用导致其在环境中持续残留，

进而驱动抗生素抗性基因（Antibiotic  Resistance
Genes,  ARGs）在各类生态系统中富集与扩散。

ARGs可通过垂直及水平基因转移（Horizontal Gene
Transfer, HGT）传播，其中质粒介导的接合转移是

ARGs实现跨菌种传播的关键途径之一 [1]。污水

处理系统具有微生物密度高、营养条件充足且长

期受多种污染物共同选择压力等特点，被视作

ARGs环境传播的典型热点区域 [2]。宏基因组学

研究表明，城市污水中富集的 ARGs往往与可移

动遗传元件（Mobile  Genetic  Elements,  MGEs）共
存，其遗传背景与临床多重耐药菌株高度相关，揭

示污水处理系统既是重要的 ARGs环境储存库，

也是耐药性进化与跨介质传播的关键节点[3]。

传统研究普遍将抗生素残留视为驱动 ARGs
扩散的核心因素，而近年来越来越多研究表明，多

种非抗生素类化学污染物也可显著促进 ARGs传
播，其中包括消毒剂、个人护理品组分及其他抗菌
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类化合物[4−5]。这类污染物通常以亚致死浓度长

期赋存于环境中，可通过诱导活性氧（Reactive
Oxygen Species, ROS）产生、改变细胞膜通透性或

调控相关基因表达等方式加速 ARGs的水平转移

过程[6]。同时，微生物在环境中的生存竞争策略也

会影响耐药基因传播，当资源竞争加剧或环境胁

迫增强时，ARGs丰度会显著上升，这一过程与微

生物应激响应及代谢调控通路密切相关[7]。此外，

ARGs与 MGEs在水体、沉积物、土壤等不同环境

介质中的分布存在明显差异，其迁移与归驱还受

到环境条件及生态过程的共同调控。

酚类化合物是一类应用广泛的抗菌物质，普

遍存在于消毒剂、清洁用品及个人护理产品中，且

在常规污水处理工艺中难以被完全去除[8]。已有

研究证实，部分酚类物质可显著促进 ARGs水平

转移。例如在活性污泥体系中，苯酚及其衍生物

可通过诱导 ROS累积、提高细胞膜通透性，进而

强化质粒介导的 ARGs接合转移 [9]。药物残留、

表面活性剂等其他外源污染物，也可通过改变细

菌生理状态、调控微生物种间互作等方式加剧

ARGs传播[10−11]，上述结果均表明，非抗生素类污

染物可通过多种机制参与环境 ARGs的扩散过程。

在常用酚类抗菌剂中，对氯间二甲苯酚（p-
Chloro-m-xylenol,  PCMX）因其广谱抗菌特性，被

大量应用于香皂、洗手液、织物整理及医疗卫生消

毒等领域[12]。环境监测数据显示，PCMX在污水、

地表水及近岸海域中均有检出，浓度多处于 ng/L~
μg/L水平，部分污水处理厂进水中浓度更高 [13]。

PCMX分子结构中的氯取代基与酚羟基使其具

有较高化学稳定性，常规污水处理工艺难以将其

彻底矿化[14]。尽管高级氧化工艺可借助活性氧

实现 PCMX降解，但在自然水体及传统处理单元

中，PCMX降解速率缓慢，表现出明显的环境持久

性[15]。与其他酚类物质相比，PCMX不仅环境残

留风险更高，还具有显著的生态毒性，可显著干扰

微生物群落结构与功能[16]。研究发现，高浓度

PCMX会降低沉积物微生物多样性，并富集多药

外排泵相关耐药基因[17]。

PCMX在污水管网等缺氧环境中性质稳定，

其环境行为主要受生物膜吸附与微生物互作调

控[18]，这意味着 PCMX在进入污水处理系统前即

可与微生物群落长期接触，为其影响 ARGs传播

提供了潜在环境条件。已有研究表明，多种消毒

剂可通过交叉耐受、共选择等机制改变细菌耐药

性表型[19−21]，并可改变细菌对外源质粒的接收能

力，进而影响 ARGs在群落中的传播潜力 [22−23]。

此外，细菌胞外聚合物 （ Extracellular  Polymeric
Substances, EPS）可通过强化菌株间接触与黏附，

促进 ARGs接合转移 [24]。然而，相较于其他消毒

剂，目前关于 PCMX对 ARGs水平转移过程的影

响及其分子机制，仍缺乏系统性研究。

值得关注的是，ARGs在环境中不仅可在同种

细菌内部传播，还能在不同属甚至不同科的菌株

间发生水平转移。属间接合转移是耐药质粒跨生

态位传播的重要方式，可显著拓宽 ARGs宿主范

围，加速耐药基因在环境微生物群落中的扩散。

因此，在评价环境污染物对 ARGs传播风险的影

响时，系统探究其对属间接合转移的调控效应具

有重要科学意义。基于此，本文以携带 RP4‑8质

粒的大肠杆菌 CHS56为供体菌、恶臭假单胞菌

TS44为受体菌，构建属间接合转移模型，系统探

究环境相关浓度 PCMX对 ARGs接合转移频率的

影响，并结合 ROS水平、细胞膜通透性及转录组

响应变化，解析其潜在分子机制。研究结果旨在

深化酚类抗菌剂对环境 ARGs传播驱动机制的科

学认识，为评估 PCMX的生态风险与公共健康安

全提供理论依据。 

1    材料与方法
 

1.1    细菌菌株与培养条件

本文采用大肠杆菌 CHS56（携带 RP4-8质粒，

具有庆大霉素和氨苄青霉素抗性）作为供体菌株，

恶臭假单胞菌 TS44（具有利福平和氨苄青霉素抗

性）作为受体菌株。CHS56购自武汉淼灵生物科

技有限公司，TS44由本实验室长期保存。2种菌

株均保存于−80 ℃ 甘油管中，实验前在 LB琼脂培

养基上 30 ℃ 活化 24 h后，挑取单菌落接种于 LB
液体培养基中 30 ℃ 振荡培养过夜，用于后续实验。

LB液体培养基由胰蛋白胨、酵母粉和氯化钠

溶于超纯水中配制，经 121 ℃ 灭菌 20 min后备

用。LB琼脂培养基在上述配方中加入琼脂粉灭

菌后，冷却至约 50 ℃ 时加入含相应抗生素的磷酸

盐缓冲溶液（PBS），PBS由 KCl、NaCl、KH2PO4 和

Na2HPO4 配制后灭菌备用。实验中使用的 PCMX
溶液由无菌水配制成不同浓度，并通过 0.22 μm滤

膜过滤除菌。 

1.2    水平基因转移实验

为研究酚类抗菌物质 PCMX对质粒介导的
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ARGs水平转移的影响，将活化后的供体 CHS56
与受体 TS44分别离心、PBS清洗，并调节至 1×108

CFU/mL。将浓度均为 1×108 CFU/mL的供体菌液

与受体菌液等体积混合，分别暴露于不同浓度的

PCMX溶液（0.1、1、10、100、1 000和 10 000 μg/L）
中，于 30 ℃ 反应 7 h。以未添加 PCMX、仅加入

等体积 PBS的体系作为空白对照组。

反应结束后将混合菌悬液适当稀释，涂布于

含有庆大霉素、氨苄青霉素和利福平的 LB琼脂

平板以计数转导结合体；同时涂布于仅含利福平

的平板以计数受体菌落。转移频率计算方式为转

导结合体数量除以受体菌落数量。为排除突变导

致的假阳性，分别设置供体单独处理组和受体单

独处理组，并在相同 PCMX浓度下进行处理，以确

保选择性平板上的菌落均为真正的转导结合体。 

1.3    最低抑制浓度的测定

为验证转导结合体是否获得供体质粒上的抗

性基因，本文分别测定供体菌、受体菌及接合后

转导结合体对庆大霉素、氨苄青霉素和利福平的

最低抑制浓度（Minimum Inhibitory Concentration,
MIC）。将活化后的各菌株接种于 LB液体培养基

中，振荡培养 12 h，随后根据菌液的光密度（Optical
Density, OD）值，将其调节至约 1×106 CFU/mL，将
调节好浓度的菌液接种至预先配制好、含不同浓

度梯度抗生素的 96孔板中，置于 30 ℃ 恒温培养

箱中培养 16 h，期间于 600 nm波长处每小时测定

一次菌液的 OD600 值，以监测菌株生长情况。

由于利福平本身呈红色，会影响 OD测量，因

此其 MIC采用肉眼观察浑浊度的方式确定。所

有实验均设置 3次平行，以 LB液体培养基作为阴

性对照。 

1.4    质粒 DNA 的提取与鉴定

为确认转导结合体是否携带供体的 RP4-8质

粒，分别从供体、受体及不同处理条件下的转导结

合体中提取质粒 DNA。采用 SanPrep柱式质粒

DNA小量抽提试剂盒（生工生物工程上海有限公

司）获取质粒 DNA，并使用酶标仪测定其浓度，随

后使用琼脂糖凝胶电泳分析质粒条带情况。同时

选取 RP4-8质粒上的两段特征序列进行 PCR扩

增，并对扩增产物进行 Sanger测序，以判断转导结

合体携带的质粒是否来源于供体质粒。 

1.5    ROS 水平的检测

为探究 PCMX对细菌氧化应激的影响，将供

体 CHS56和受体 TS44重悬于 PBS中至 1×106

CFU/mL，加入 ROS荧光探针 DCF-DA，在 37 ℃、

100 r/min、避光条件下孵育 30 min。随后加入不

同浓度的 PCMX，继续孵育 2 h。
为评估 ROS在促进质粒转移中的作用，在加

入 PCMX之前，在部分体系中加入 ROS清除剂

N-乙酰基-L-半胱氨酸。孵育结束后使用流式细

胞仪（美国 Beckman Coulter，CytoFLEX）检测荧光

强度变化，以反映 ROS水平的变化。 

1.6    细胞膜通透性测定

通过碘化丙啶（PI）染色后使用流式细胞仪测

定 PCMX对细菌细胞膜通透性的影响。将供体和

受体菌株分别暴露于不同浓度的 PCMX，与 PI溶
液混合，在避光条件下孵育 30 min。随即使用流

式细胞仪检测荧光信号强度，以评估细胞膜的受

损程度。未经处理的菌体作为完整细胞对照，而

经 80 ℃ 加热 2 h的菌体作为受损细胞对照。 

1.7    转录组测序与分析

为分析 PCMX对细菌基因表达的影响，将供

体和受体菌株分别在 0、100和 10 000 μg/L PCMX
作用 2  h后收集菌体，采用 RNA prep  Pure  Cell/
Bacteria试剂盒（天根，中国）提取样品的总 RNA用

于转录组测序。通过NanoDrop 2000（ThermoFisher，
美国)和琼脂糖凝胶检测其纯度和完整性，并使

用 Agilent 2100生物分析仪（Agilent Technologies，
美国）测定 RNA完整性指数，该指数大于 8.0的样

品用于建库。构建链特异性文库后，通过 Illumina
NovaSeq 6000平台进行 PE150测序。

采用 Bowtie2软件（v2.2.6） [25] 将测序获得的

clean reads与供体和受体的参考基因组进行比对，

利用 Samtools软件（v1.10）[26] 将 Bowtie2比对产生

的 Sam格式文件转换为 bam格式并排序，然后根

据 bam文件，利用 HTSeq软件（v0.11.3）[27] 计算基

因表达量。使用 R软件包 DESeq2鉴定处理组和

对照组的差异表达基因（Differentially Expression
Gene, DEG），输入文件为HTSeq产生的基因表达量

矩阵。差异表达基因的筛选使用 DESeq2软件进

行，筛选标准为 |log2FoldChange|≥1且 p.adj<0.05。
进一步对 HTSeq进行差异表达分析，采用 DESeq2
完成归一化与差异检验，并对计数矩阵进行 VST
转换用于样本层面汇总。根据 KO注释结果，重

点关注与膜通透性、细胞包膜及跨膜运输相关的

功能类别。 

1.8    数据统计分析

本研究设置 3个平行实验，数据以平均值 ± 标
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准差表示。采用 Origin 2019进行绘图，SPSS 2.0
进行差异显著性分析。相关性分析使用 Spearman
相关系数，差异显著性判断采用 t检验，其中 p<
0.05表示差异显著，p<0.01表示差异极显著。 

2    结果和讨论
 

2.1    PCMX 影响细菌质粒介导的 ARGs 水平转移

为探究 PCMX对细菌质粒介导的接合转移的

影响，本文选择了供体大肠杆菌 CHS56及受体恶

臭假单胞菌 TS44暴露在不同浓度（0、0.1、1、10、
100、1 000和 10 000 µg/L）的 PCMX溶液下进行

属间转移，以模拟环境中 PCMX对细菌 ARGs水
平转移的影响。基于水平转移频率，即转导结合

体选择平板的菌落数量除以受体选择平板上的菌

落数量的数值来代表转导结合率。如图 1所示，

所有浓度下的 PCMX均会增加细菌属间转移的水

平基因转移频率，整体呈现先上升后下降趋势，其

中在 10 µg/L的 PCMX下，水平转移频率最高达到

7.22×10−6。当 PCMX浓度不断增大，可能由于它

对细菌生长造成了毒害作用，水平转移频率降低。

PCMX在环境中残留的浓度范围（0.1~100.0 µg/L）
较可能影响细菌 ARGs水平基因转移，因此需关

注环境中 PCMX对 ARGs传播造成的影响。
 
 

1.0×10−5

8.0×10−6

6.0×10−6

4.0×10−6

2.0×10−6

0
0 0.1 1 10 100 1 000 10 000

PCMX 浓度/(μg·L−1)

水
平
转
移
频
率

* ** *

注：*，p<0.05；**，p<0.01，余同

图 1   PCMX 对质粒 RP4-8 从大肠杆菌 CHS56 到恶臭假

单胞菌 TS44 的接合转移频率的影响

Fig. 1    Effect of PCMX on the the conjugative transfer

frequency of plasmid RP4-8 from Escherichia coli

CHS56 to Pseudomonas sp. TS44
 

在实际污水处理系统中，PCMX并不能被完

全去除，其在生物处理单元中的长期存在可能对

抗性基因传播产生潜在风险。尤其在以化学强化

初沉为主的处理工艺中[28]，PCMX几乎无法被有

效去除，其出水是水环境中 PCMX的重要持续污

染源。

本文结果表明，在环境相关浓度范围内的

PCMX可显著促进供受体菌之间的接合转移频

率，说明在实际污水生物处理单元（如曝气池和生

物膜反应器）中，残留 PCMX可能通过影响细胞

膜通透性和氧化应激水平，进一步增强抗性基因

在微生物群落中的扩散风险。该发现为评估消毒

剂类污染物在污水处理系统中的潜在生态风险提

供了新的证据，也提示了未来有必要在工程运行

层面加强对 PCMX等消毒剂残留的监测与控制。 

2.2    最低抑制浓度分析

通过比较庆大霉素、氨苄西林和利福平对供

体 CHS56、受体 TS44和转导结合体菌株的 MIC，
能够为转导结合体通过水平转移获得质粒提供证

据。结果见表 1，供体 CHS56对庆大霉素和氨苄西

林抗生素具有抗性，MIC分别达到 1 000 mg/L和

>2 000 mg/L，而利福平的MIC为 0。具有利福平和

氨苄西林抗性的受体 TS44对庆大霉素、氨苄西林

和利福平的 MIC分别为 0、>2 000和 1 000 mg/L。
经过水平基因转移之后的转导结合体既具备供体

对抗生素产生的抗性，也具备受体对抗生素产生

的抗性，与预期设想的结果一致。转导结合体

对庆大霉素、氨苄西林和利福平的 MIC分别为

1 000、>2 000和 1 000 mg/L。此外，所有转导结合

体均在假单胞菌选择性平板上生长，由于供体大

肠杆菌 CHS56在假单胞菌选择性培养基上不具

备生长能力，因此能够在该平板上形成菌落的菌

株为获得质粒的受体假单胞菌，从而排除了供体

菌突变耐药的可能性，这证实它们是转导结合体

的假单胞菌属物种，而不是具有高利福平抗性的

供体大肠杆菌。
 
 

表 1    抗生素对菌株的最低抑制浓度测定结果

Table 1    Minimum inhibitory concentrations of
antibiotics against the tested strains

 

类别
庆大霉素MIC/

（mg·L−1）

氨苄西林MIC/

（mg·L−1）

利福平MIC/

（mg·L−1）

供体CHS56 1 000 >2 000 0

受体TS44 0 >2 000 1 000

转导结合体 1 000 >2 000 1 000
  

2.3    质粒鉴定分析

本文提取了供体 CHS56、受体 TS44以及不

同 PCMX浓度下属间转移后转导结合体菌株的质

粒，并进行了琼脂糖凝胶电泳。从供体和所有转
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导结合体的质粒中可以观察到一条明显的质粒

DNA条带，在受体中没有检测到可观察的质粒

DNA条带。琼脂糖凝胶电泳图中所有来自转导

结合体质粒与供体质粒的 DNA迁移距离相似，表

明供体和转导结合体之间质粒大小相似。

为了进一步确认提取的质粒的遗传同一性，

采用 Sanger测序方法对供体及转导结合体质粒

DNA的 PCR扩增产物进行了测序。对于每个样

品，选择质粒上两段序列，引物信息见表 2，具体位

置如图 2所示。对质粒 DNA进行 PCR扩增，随

后对产物进行 Sanger测序，测序得到序列与 RP4-8
质粒相应序列完全匹配，证明转导结合体的质粒

来源于供体质粒。

 
 
 

表 2    质粒 RP4-8 序列的引物信息

Table 2    Primer information for the plasmid RP4-8 sequence
 

类别 正向引物 反向引物 扩增产物/bp

序列1 catagttcctcgcgtgtcgatggt acgtcatggcaattctaacaagccg 640

序列2 acggtggccgtctggatcagctt tgcttgtcggcgtcatcctgcac 1 027
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图 2   质粒 RP4-8 的序列信息

Fig. 2    Sequence information of plasmid RP4-8
 
 

2.4    细胞内活性氧分析

为了测试增加的共轭转移频率是否与 ROS
的过量产生有关，本文使用流式细胞仪测量 PCMX
对细菌 ROS产生的影响。使用特定染色剂 2'，7'-
二氯荧光素二乙酸盐（DCF-DA）对细菌染色，然后

用流式细胞仪检测荧光强度的变化来判断细菌在

PCMX刺激前后 ROS的变化。结果如图 3所示，

ROS的变化由对照的百分比表示。对于供体大

肠杆菌 CHS56来说，当 PCMX的浓度在 100 µg/L
和 10 000 µg/L时，ROS水平显著增加，而受体恶

臭假单胞菌 TS44菌株在不同浓度的 PCMX刺激

下 ROS水平没有明显变化。

为进一步探讨 ROS在 PCMX介导的接合转

移过程中的潜在作用，本文引入 ROS清除剂 N-乙
酰半胱氨酸（NAC）进行辅助实验。结果表明，在

加入 NAC后，供体菌 CHS56的 ROS水平呈下降

趋势，表明 ROS参与了 PCMX诱导的细胞应激响

应过程。然而，与前人关于 ARGs接合转移的研

究相比[29−30]，本研究 ROS清除剂未显著降低接合

转移频率，说明 PCMX可能并非主要通过 ROS途

径发挥作用，更可能是通过影响细胞膜结构和转

录调控实现其促进效应。 
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2.5    细胞膜通透性分析

为了测试增加的接合转移频率是否与细胞膜

通透性变化有关，本文采用流式细胞仪测量 PCMX
对细菌细胞膜通透性产生的影响。使用染色剂碘

化丙啶对细菌染色，然后用流式细胞仪检测荧光

强度来判断细菌在 PCMX刺激前后细胞膜通透性

的变化，因此 PI阳性细胞（即被 PI染色的细胞）的

比例可反映细胞膜通透性的变化。结果如图 4所

示，用 PCMX处理的受体 TS44细胞的 PI阳性百

分比在不同 PCMX浓度下均呈现增加的趋势，在

10 000 µg/L时明显增加。说明一定浓度 PCMX
刺激下会引起受体细胞膜的通透性增加。然而对

于供体 CHS56，其 PI阳性细胞在 PCMX的刺激下

与空白对照相比没有较显著变化，仅在 10 000 µg/L
时呈现较明显的增加趋势。 

2.6    转录组分析

为了研究 PCMX在分子水平上对细菌水平转

移的影响，本文通过提取不同浓度酚作用下水平

转移 2 h后菌体的 RNA进行转录组测序。首先通

过聚类分析剔除误差较大的样品，PCA分析和

Spearman分析供体与受体样品基因差异表达的相

关性。为便于结果展示与区分不同处理条件，本

研究对转录组样本进行统一编号。X0表示未添

加 PCMX的空白对照组；P1和 P3分别表示不同

浓度 PCMX处理组，其中 P1为 10 000 μg/L，P3为

100 μg/L；D4和 D6分别表示不同浓度的 2,4-DCP
处理组，D4为 1 mg/L，D6为 0.01 mg/L。其中 2,4-
DCP处理组作为典型酚类污染物对照，用于比较

不同酚类化合物对细菌转录响应的影响。结果如

图 5和图 6所示。PCA分析显示 ， 10  000  μg/L

PCMX处理组与对照组明显分离，表明 PCMX可
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图 3    不同浓度 PCMX 处理下 CHS56 和 TS44 的

活性氧产生情况

Fig. 3    Reactive oxidative species (ROS) generation of

CHS56 and TS44 under different PCMX concentrations
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图 4    不同浓度 PCMX 处理下 CHS56 和 TS44 的

细胞膜通透性

Fig. 4    Cell membrane permeability of CHS56 and TS44

under different PCMX concentrations
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Fig. 5    Spearman correlation heatmap (a) and PCA plot
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显著改变菌株的整体转录响应模式，其偏离程度

显著大于典型酚类 D4组，表明高浓度 PCMX对

细菌整体转录模式的影响比传统酚类污染物更为

剧烈。然后对样品进行基因表达分析，得到供体

和受体在空白对照及加入酚之后基因表达量的变

化，图 7和图 8中 ，Up-regulated、Down-regulated
和 Not-significant分别表示显著上调基因、显著下

调基因及差异不显著基因。结果如图 7和图 8所

示，10 000 µg/L PCMX处理后，供体大肠杆菌和受

体恶臭假单胞菌的基因上下调结果较明显，供体

CHS56有 208个 DEGs显著上调，497个 DEGs显
著下调，而受体 TS44有 28个 DEGs显著上调，

60个 DEGs显著下调。100 µg/L PCMX处理的样

品基因差异表达情况不显著。

进一步的 KEGG代谢通路富集分析结果显

示，供体菌株 CHS56的转录组数据中，相较于空

白对照组（X0），P1处理组膜相关功能基因集的整

体表达水平存在明显差异（图 9（a））。在关键基因

层面，典型跨膜通道与跨膜转运相关基因呈现显

著响应特征：基于 KofamScan的 KO功能注释，筛

选出膜通透性相关关键基因后发现，甘油转运蛋

白基因（glycerol uptake facilitator, K02440）在 P1处

理条件下显著上调（ log2FoldChange=2.67，p.adj=
0.051，满足 p.adj<0.1的统计标准），同时多类转运

系统相关基因也均呈现上调趋势（图 9（b））。上述

结果从转录组水平直接佐证了 P1处理可引发菌

株跨膜物质交换能力及膜通透性相关过程的改

变，为该调控机制的论证提供了关键数据支撑。
 

3    结　　论

本文构建了以大肠杆菌 CHS56为供体、恶臭

假单胞菌 TS44为受体的属间接合转移体系，系统

评估了酚类消毒剂对氯间二甲苯酚（PCMX）在

0.1~10 000.0 μg/L浓度范围内对质粒 RP4-8介导
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Fig. 6    Spearman correlation heatmap (a) and PCA plot

(b) of TS44
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的抗生素抗性基因（ARGs）接合转移的影响，并结

合 ROS测定、细胞膜通透性分析和转录组测序解

析其作用机制。

综上，在环境相关浓度（0.1~100.0 μg/L）范围内，

PCMX可显著促进 ARGs的属间接合转移，最大

转移频率（10 μg/L时）达 7.22×10−6，表明环境残留

的 PCMX可能加剧抗生素抗性基因的传播风险。

当 PCMX浓度进一步升高至 1 000~10 000 μg/L
时，接合转移频率出现下降趋势，这可能与高浓度

PCMX对细胞生长和代谢产生毒性抑制作用有

关，从而降低细胞活性及供受体细胞间有效接触

概率。该结果表明，PCMX在亚抑制浓度条件下，

能够作为一种非抗生素选择压力促进耐药质粒传

播，而在高浓度条件下，则表现出抑制微生物活性

的毒性效应。

ROS检测结果显示，可在 100 μg/L和 10 000
μg/L PCMX条件下诱导供体菌 CHS56的 ROS水

平升高，但受体菌 TS44的 ROS水平变化不明

显。进一步通过添加 ROS清除剂 N-乙酰半胱氨

酸（NAC）验证后发现，尽管 ROS水平下降，但接

合转移频率并未明显降低，说明 ROS并非 PCMX

促进 ARGs接合转移的主要驱动因素。

细胞膜通透性分析表明，PCMX处理后 受体

菌 TS44的 PI阳性细胞比例随浓度升高而增加，在

10 000 μg/L时显著上升（p<0.01），表明 PCMX可

改变细胞膜完整性并提高膜通透性，从而有利于供

受体细胞之间的物理接触及质粒传递过程。转录

组结果进一步证实了该调控机制：在 10 000 μg/L
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的 PCMX处理条件下，供体菌 CHS56出现 208个

显著上调基因和 497个显著下调基因，并且多类

跨膜运输相关基因表达显著增强。其中甘油转运

蛋白基因显著上调（ log2FoldChange=2.67），表明

PCMX暴露能够调控膜运输及跨膜物质交换过

程，从分子水平解释了 PCMX对细胞膜通透性及

接合转移能力的影响。

综上所述，研究结果表明 PCMX在环境相关

浓度（0.1~100.0 μg/L）下能够促进质粒 RP4-8介导

的 ARGs属间接合转移，其主要机制与细胞膜通

透性增强及跨膜运输相关基因表达变化有关，而

ROS并非主要的驱动因素。由于 PCMX在常规

污水处理过程中难以完全去除，其在生物处理单

元中的长期残留可能增加耐药基因在微生物群落

中的传播风险。因此，应加强对 PCMX等消毒剂

残留的环境监测与管理，以降低其对水环境抗生

素耐药性传播的潜在生态风险。
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