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摘要 

近期的一项针对全球范围的研究发现矿物开采产生的酸性废水(AMD, acid 

mine drainage)拥有以多药(multidrug)耐药基因占据主导地位的抗生素抗性组

(antibiotic resistome)特征，且其丰度与城市污水厂相似但是高于淡水沉积物环境。

这些发现引起人们的担心：矿物开采可能增加抗生素抗性基因(ARGs, antibiotic 

resistance genes)环境扩散风险。该研究以典型金属矿为研究对象，而忽略了煤矿

这种富含各种金属的非典型金属矿。鉴于煤矿是世界上最主要的能源资源之一，

开采量巨大，研究煤矿酸性废水的抗性组特征及其对土壤抗性组的影响，能帮助

人们更全面认识采矿环境抗生素抗性组特征及其扩散风险。 

针对以上问题，首先，我们使用高通量宏基因组测序分析了一个煤矿 AMD

处理系统的抗性组特征。结果显示 multidrug 基因占据抗生素抗性组的主体，同

时重金属抗性组(heavy metal(loid) resistome)多样性更高，主要抗性种类包括汞

(mercury-)，铁(iron-)，和砷(arsenic-)。相关性分析显示移动元件(MGEs, mobile gene 

elements)对重金属抗性基因(MRGs, heavy metal(loid) resistance genes)比对 ARGs

具有更高的驱动效应。从组装得到的基因组 (MAGs, metagenomic assembled 

genomes)中回收到了 6 个潜在病原菌，它们携带多重抗性基因，对数种抗生素和

重(类)金属具有抗性。其中 Pseudomonas spp.携带最多数量的抗性基因(RGs, 

resistance genes)，对多达 2 种抗生素和 12 种重(类)金属具有抗性。这些携带多种

RGs 的病原菌以及以 multidrug 为主体的抗生素抗性组特征提示煤矿 AMD 或许

也是潜在的抗性基因的一个源，后续需要进一步调查其可能引起的 ARGs 环境扩

散风险。 

其次，为了研究煤矿 AMD 对土壤抗性组的影响，我们收集了受到煤矿 AMD

影响的土壤以及周围未受影响的背景土壤，利用宏基因组技术比较研究了 AMD

对土壤抗性组的影响。分析发现受 AMD 污染和未受污染的土壤均拥有 multidrug

占据主体的抗生素抗性组特征。AMD 污染土壤 ARGs 相对丰度低于背景土壤(分

别为：47.45±23.34 x/Gb，85.47±19.71 x/Gb)，但是 AMD 污染土壤 MRGs 和

MGEs 的相对丰度均高出背景组 56.26%和 412.12%。普氏分析显示微生物群落

(Genus 水平)和 MGE 对重(类)金属抗性组的驱动效应明显强于抗生素抗性组。代

谢相关分析发现微生物群落还增加了产能相关代谢，以满足酸和重(类)金属抗性

所需的能量。另外，研究还发现水平基因转移(HGT, horizontal gene transfer)事件

促进群落交换能量和信息相关基因来适应 AMD 环境。 

相关发现对于矿物开采环境 ARGs 的环境扩散风险提供了新的视野。 

 

关键词：煤矿酸性废水、宏基因组、抗生素抗性组、重(类)金属抗性组、废水

处理系统 
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ABSTRACT 

A recent global scale study found that mining-impacted environments such as acid 

mine drainage (AMD) have multidrug antibiotic resistance gene (ARG)-dominated 

resistomes with an abundance that is similar to that in urban sewage but much higher 

than that in freshwater sediment. These findings raised concern that mining-impacted 

environments may increase the risk of ARG environmental proliferation. However, this 

study mainly focused on typical metal(lid) mines and ignored coal mine, which also is 

a kind of metal(loid)-enriched mine. Considering the fact that coal mine is one of the 

most important energy resources in the world and so leads to large-scale mining 

activities, investigating resistome characteristics of coal mine source AMD and the 

effects to soil will help improving knowledge of antibiotic resistome characteristics 

from mining-impacted environments and ARGs diffusing risk. 

Focused on the above problem, we firstly analyzed characteristics of a coal source 

AMD passive treatment with metagenomic techniques. The results showed that the 

multidrug efflux type genes dominated the antibiotic resistome, and a highly diverse 

heavy metal(loid) resistome was dominated by mercury-, iron-, and arsenic--associated 

resistance. Correlation analysis indicated that mobile gene elements (MGEs) had a 

greater influence on the dynamic of MRGs (metal(loid) resistance genes) than ARGs. 

Among the metagenome-assembled genomes, six potential pathogens carrying multiple 

resistance genes resistant to several antibiotics and heavy metal(loid)s were recovered. 

Pseudomonas spp. contained the highest numbers of resistance genes, with resistance 

to two types of antibiotics and 12 types of heavy metal(loid)s. The occurrence of 

potential pathogens containing multiple resistance genes might increase the risk of 

ARG dissemination in the environment. 

Secondly, we analyzed resistome characteristics difference between this coal 

source AMD affected soil samples and surrounding unaffected soil samples with 

metagenomic techniques, in order to evaluate the effects on soil resistomes of AMD. 

Both contaminated and background soils have multidrug-dominated antibiotic 

resistomes that are attributed to the acidic environment. AMD-contaminated soils had 

a lower relative abundance of ARGs (47.45 ± 23.34 ×/Gb) than background soils (85.47 

± 19.71 ×/Gb) but held a higher relative abundance of heavy metal(loid) resistance 

genes (MRGs) and transposase- and insertion sequence-dominated MGEs, which was 

133.29 ± 29.36 ×/Gb and 188.51 ± 21.81 ×/Gb, respectively, 56.26% and 412.12% 



 

 

 

higher than that of background soils. Procrustes analysis showed that the microbial 

community and MGEs exerted more influencing on driving heavy metal(loid) antibiotic 

variation than antibiotic resistome. The microbial community increased energy 

production-related metabolism to fulfill the increasing energy needs required by acid 

and heavy metal(loid) resistance. Horizontal gene transfer (HGT) events primarily 

exchanged energy- and information-related genes to adapt to the harsh AMD 

environment.  

These findings provide new insight into the risk of ARG proliferation in mining 

environments. 

 

Keywords: coal source acid mine drainage, metagenomic, antibiotic resistome, 

heavy metal(loid) resistome, passive-type drainage treatment 
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1 绪论 

 

抗生素抗性基因(ARGs, antibiotic resistance genes)的环境扩散会引起病原菌

产生抗生素抗性和治疗失败，因此获得持续性关注。这些问题威胁到人类和其它

生物的健康，造成巨大经济损失和高死亡率 (Hendriksen et al., 2019; Zhuang et al., 

2021)。据估计，由抗生素抗性菌感染造成的死亡人数每年约为 700,000，问题如

果没有得到控制，到 2050 年该数字可能上升至 10,000,000 (Crofts et al., 2017)。

除了抗生素，相关研究显示非抗生素物质如重(类)金属也可以促进 ARGs 共现性

的产生，即所谓的抗生素重(类)金属共选择 (Imran et al., 2019)。共选择理论认为

通过共抗性、交叉抗性和共调节机制，重(类)金属能促进 ARGs 和 MRGs 的共表

达 (Li et al., 2017; Pal et al., 2017; Wales and Davies, 2015)。由此，人们假设矿物

开采环境可能是 ARGs 的一个源。事实上，已经有相关研究见诸报道。一个铜矿

尾矿污染土壤拥有以 rifamycin-, glycopeptide aminocoumarin-, 和  macrolide-

related resistance 占据主导的抗生素抗性组 (Jiang et al., 2021)。而在一个金矿尾

矿 污 染 的 农 田 里 ， 其 抗 生 素 抗 性 组 由 MLS- (macrolides-lincosamides-

streptogramins-), vancomycin-和 aminoglycoside 占据主导。特别是近期的一个全

球尺度的矿区环境抗性组研究更是证实了该假设，该研究发现在全球范围内的典

型金属矿物相关环境中，multidurg 占据抗生素抗性组的主体，且抗生素抗性基因

丰度与城市污水厂相似，但是高于淡水沉积物 (Yi et al., 2022)。考虑到矿区环境

是抗性基因潜在的源，人们不由得担心矿区环境的 ARGs 环境扩散风险。当认识

到重(类)金属在自然界的转化比抗生素更困难时，该问题变得更尖锐 (Song et al., 

2017; Stepanauskas et al., 2005)。 

尽管 Yi et al. (2022)的研究提供了关于矿区环境抗性组特征的新的视野，该

项研究并没有调查矿区周边未受到采矿活动明显影响的土壤环境抗性组特征。因

此，矿物开采活动对土壤环境抗性组的影响仍未可知，这限制了对于 ARGs 环境

扩散风险的评估。另外，由于该研究主要关注铜矿、铅锌矿、金矿、黄铁矿和多

金属矿，我们还不知道煤矿这一非典型金属矿物对周围环境抗性组的影响。在中

国，煤炭供应的能源超过了主要能源的 50% (Ma et al., 2020)。另外，作为全球的

主要能源，一直到 2035 年，煤矿对能源的供应预计一直高于 24% (Liu and Liu, 

2020)。对于煤矿能源的高度需求会刺激煤矿开采，这样会带来一系列污染物，其

中最典型就是 AMD。在嗜酸微生物的介导下，当含有硫化物的尾矿暴露在空气

和雨水中时，就会形成含有高浓度 SO4
2-以及多种金属离子的极端酸性(<4)废水 

(Dopson and Holmes, 2014; Pan et al., 2021; Xin et al., 2021)。而由于金属在酸性环

境中更容易溶解，生活在 AMD 中的微生物就会面对比在一般水生环境中的更大
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的金属胁迫。根据共选择理论，这种富含各种重(类)金属的环境会刺激 ARGs 和

MRGs 的共同出现。所以，煤矿来源的 AMD 可能含有大量的 ARGs 和 MRGs，

AMD 污染可能会刺激土壤环境抗性基因相对丰度增加，但是相关研究还未见诸

报道。 

针对上述问题，我们选择了位于中国西南地区贵州省某处废弃煤矿作为研究

对象，分别从山脚下的酸性废水 passive-type 处理系统中采集污水样品，从山坡

上采集受到 AMD 污染和未受污染的土壤样品。对于污水样品，使用宏基因组分

析技术我们(1)调查了煤矿 AMD 的抗性组特征；(2)分析了 RGs 的宿主特征；(3)

确定了 MGEs 对 RGs 的驱动效应。对于土壤样品，使用宏基因组技术我们比较

分析了 AMD 对土壤抗性组的影响，主要(1)调查并比较了两组土壤中的抗性组和

MEGs 的特征与相对丰度差异；(2)分析了微生物群落和 MGEs 对土壤抗性组的

驱动效应；(3)分析了 AMD 污染对土壤微生物群落代谢特征的影响并在 MAGs

层面分析了潜在的 HGT(horizontal gene transfer)事件。 

相关研究有助于人们更全面了解不同种类矿山开采活动对于周围环境抗性

组的影响，有助于评估矿山开采造成的 ARGs 环境扩散风险。 
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2 煤矿酸性废水抗性组特征 

 

2.1 前言 

不同处理系统被开发出来用于 AMD 的处理。其中，passive-type 类型的处理

系统因其相对低的投资和维护简易性，被视为最有前途的工艺技术 (Akcil and 

Koldas, 2006)。在中国西南部的贵州省，一个中试规模的 passive-type 处理系统在

2013 年被建造，并一直用于对 AMD 进行原位修复。Chen 和同事分析了系统在

处理 AMD 过程中的微生物群落结构变化以及该系统对 Fe(II)的去除效果，但是

并没有分析该处理系统的抗性组特征 (Chen et al., 2020)。本研究在此基础上调查

处理系统内部 AMD 的抗性组特征。因为 MGEs 介导 RGs 在微生物之间的转移 

(Wozniak and Waldor, 2010)，环境参数如 pH 等被报道能直接或者间接影响 RGs

的变化 (Zhou et al., 2022)，所以我们还分析了 MGEs 和环境参数与 ARGs 和

MRGs 之间的相关性。我们从处理系统的不同单元收集 AMD 样品，测量其中的

地球化学参数，还利用宏基因组技术进行分析。借助这些技术，我们希望能：(1)

调查煤矿酸性废水的抗性组特征；(2)分析 RGs 的宿主特征；(3)分析 MGEs 在驱

动 ARGs 和 MRGs 过程中所起的作用。我们的研究在 passive-type 处理系统内部

的抗性组特征和煤矿酸性废水抗性基因环境扩散方面提供了初步见解。 

 

2.2 材料与方法 

2.2.1 样品采集与处理 

所有样品采集自中国西南部贵州省内的一个煤矿 AMD passive-type 处理系

统 (26°31′28.68″N, 106°34′13.72″E)。AMD 自山顶流下，依次流过处理系统的 5

个处理单元 (Fig. 1)。6 个采样点分布在第 1 个处理单元的进水口与所有 5 个处

理单元的出水口，分别命名为Entrance，Pond1，Pond2，Pond3，Pond4和Effluence。

在每个采样点的表层水中(0-30cm)采集 3 个平行样品。每个样品的阴阳离子都被

测量，另外样品还送交测序公司进行 16S rRNA 扩增子和宏基因组测序。 

使用多通道水质分析仪(YSI, Ohio, USA)对每个样点在原位测量 pH 值和溶

解氧(DO)。对于每个样品，使用 0.45 μm 滤膜过滤 200 mL 水，然后等分成 4 个

50 mL 分别用来测量阴阳离子。50 mL 使用浓硝酸(16 mol/L)酸化后，使用 ICP-

OES (Optima 5300 DV, PerkinElmer, USA)测量样品的 Mn 含量。50 mL 水样使用

浓盐酸(12 mol/L)酸化后，使用 ICP-MS (PerkinElmer, USA)测量样品的微量元素。

50 mL 水样不经处理，直接使用 ICS-90(Dionex, USA)测量 SO4
2-浓度。使用
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ferrozine 方法测量样品的 Fe2+和 Fe (Stookey, 1970)。所有采样点的环境参数以平

均值 ± standard error 表示。 

2.2.2 DNA 提取、扩增子测序、宏基因组测序和分析 

从每个样品中，使用 0.22 μm 滤膜过滤 5 L 原水。滤膜被分开存放在无菌离

心管中，离心管和干冰一起放置于泡沫盒中，送往 Sangon Biotech Company 

(Shanghai, China)进行 DNA 提取。 

使用 V3-V4 引物进行扩增子测序，平台选用 Illumina HiSeq2500 平台。下机

数据使用 Qiime2 (v2021.4, qiime2.org) (Bolyen et al., 2019)进行分析。简单来说，

使用 dada2 算法进行 100% ASV 聚类(Callahan et al., 2016)，物种数据库选用 Silva 

database (v138, not weighted) (Bokulich et al., 2018; Robeson et al., 2021)。 

同样使用 Illumina HiSeq2500 平台 PE150 模式对 18 个样品进行宏基因组测

序，最低测序量定为 10 Gb。Kneaddata (v0.6.1) (github.com/biobakery/kneaddata) 

(Bolger et al., 2014)用于进行质控与宿主污染过滤 (key parameters were set as --

trimmomatic-options 'ILLUMINACLIP: adapters/TruSeq3-PE.fa:2:40:15 

SLIDINGWINDOW:4:20 MINLEN:50' )。序列组装使用 MEGAHIT (v1.1.3) (Li et 

al., 2015)。开放阅读框 (ORF, open reading frame)预测、去冗余和基因定量分别使

用 Prodigal (v2.6.3, with default parameters) (Hyatt et al., 2010)，CD-HIT (v4.8.1, -

aS 0.9 -c 0.95 -G 0 -g 0 -T 0 -M 0) (Fu et al., 2012)，和 Salmon (v0.13.1, with default 

parameters) (Patro et al., 2017)进行。 

调用 Diamond (v2.0.2)的 blastp 模式比对 genes 至 SARG 数据库 (Yin et al., 

2018)和 BacMet2 (Pal et al., 2014)数据库，用于检测 ARGs 和 MRGs，参数设置为

identity ≥ 70%，e-value = 10−5，alignment length ≥ 20。Blastn (v2.5.0+)比对 genes

至 MobileGeneitcElement Database (Pärnänen et al., 2018)，用于检测 MGEs，参数

设定为 identity ≥ 70%，e-value = 10−5， alignment length ≥ 28，blasting strand 设

定为 both。CARD database 用于对 ARGs 进行抗性机制分类。RGs 或者 MGEs 的

丰度根据下列表达式计算得到 (Patro et al., 2017)： 

Relative abundance (coverage, × / Gb) = ∑
𝑁𝑚𝑎𝑝𝑝𝑒𝑑 𝑟𝑒𝑎𝑑𝑠 × 𝐿𝑟𝑒𝑎𝑑𝑠 / 𝐿𝑅𝐺/𝑀𝐺𝐸−𝑙𝑖𝑘𝑒 𝑂𝑅𝐹

𝑆

𝑛
1  

Nmapped reads 是比对到 RG/MGE-like ORFs 的序列数；Lreads 是 reads 长度，即 150；

LRG/MGE-like ORF 是 RG/MGE-like ORFs 的长度；n 是属于同一个 RG/MGE 类型的

ORFs 数，该数值由 Salmon 计算得到；S 是每个样品宏基因组的大小，该值为双

端序列进行质控后得到的干净序列的平均值。 

使用 MetaWRAP pipeline (v1.3.2) (Uritskiy et al., 2018)对长度大于 1000 bp 的

contigs 进行基因组分箱。该 pipeline 包含数个模块，可以分别进行基因组分箱、

基因组提纯和基因组定量。软件 checkM (v1.0.12) (Parks et al., 2015)用于进行完

https://qiime2.org/
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整度和污染率评估。随后，高质量 MAGs (contamination < 5%, completeness > 70%)

被用于检测 RGs 和 MGEs，MAGs 的物种注释使用 CTDBB-Tk (v2.0.0)完成，配

套数据库版本为 version release_207 (Parks et al., 2022)。 

2.2.3 数据分析与可视化 

R (v3.6.1)被用于进行数据分析和可视化。Barplots 使用在线平台 ImageGP 

(ehbio.com)进行绘制。ANOSIM 分析、RDA 分析、普氏分析和斯皮尔曼相关性

热图分析在在线平台 Tutools (cloudtutu.com)上完成。使用在线平台 iTOL 

(itol.embl.de)对 MAGs 构建物种进化树。使用 Gephi (v0.9.2, github.com/gephi)绘

制网络图。每个采样点基因相对丰度由该点三个样品的平均值 ± standard error 表

示。 

 

2.3 结果 

2.3.1 环境参数特征 

Table 1 展示各样品主要环境参数值。pH 值由进水口的 3.03 ± 0.00 轻微上升

至出水口的 3.13 ± 0.00。DO 由进水口的 4.19 ± 0.09 mg L-1 上升至 Pond 2 处的

5.05 ± 0.11 mg L-1，然后在出水口降低至 3.86 ± 0.01 mg L-1。SO4
2-浓度由进水口

的 4,030.23 ± 199.93 mg L-1 增加至出水口的 6,060.09 ± 209.79 mg L-1。Fe2+浓度有

微弱变化，而总 Fe 浓度先由进水口的 5.92 ± 0.08 mg L-1 上升至 Pond 1 处的 22.14 

± 0.98 mg L-1，然后在出水口，该值降低至 14.55 ± 0.03 mg L-1。金属如 Mn、Zn、

As、Hg、Cu、Sb 和 Pb 的浓度呈现先下降后上升的趋势。 

总的来说，pH、DO 和 Fe2+的浓度有轻微改变，而其它参数从进水口到出水

口均呈现不同程度的上升趋势。对于微生物群落结构，请参考 Fig. S1。 

 

表 1. 各采样点 AMD pH，溶解氧(DO)，SO4
2-浓度以及主要金属离子浓度。值以 mean ± 

standard error 表示。 

Table 1. Water pH, dissolved oxygen (DO), and concentrations of SO4
2- and main metal(loid) 

elements at different sample sites in the passive treatment of coal source acid mine drainage. Values 

are the mean ± standard error. 

Phases Entrance Pond1 Pond2 Pond3 Pond4 Effluence 

pH 3.03±0 3.00±0.00 2.97±0.00 3.04±0.00 3.08±0.00 3.13±0.00 

SO4
2- (mg L-1) 4030.23±199.93 5337.03±418.19 6167.26±355.75 6122.6±32.22 6217.91±16.76 6060.09±209.79 

DO (mg L-1) 4.19±0.09 4.3±0.07 5.05±0.11 4.73±0.05 3.05±0.05 3.86±0.01 

Fe2+ (mg L-1) 0.71±0.07 0.77±0.07 0.85±0.05 0.65±0.02 0.73±0.04 0.72±0.02 

Fe (mg L-1) 5.92±0.08 22.14±0.98 21.20±3.93 16.48±0.13 14.37±0.09 14.55±0.03 

Mn (mg L-1) 13.22±0.17 14.08±0.22 12.27±0.11 20.30±2.22 20.51±4.49 20.82±4.42 

http://www.ehbio.com/Cloud_Platform/front/#/
https://github.com/gephi/gephi
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Zn (μg L-1) 298.51±6.46 291.27±3.82 282.06±10.97 301.88±1.01 354.50±13.45 347.03±6.50 

As (μg L-1) 1.60±0.49 0.70±0.22 1.70±0.142 2.38±0.25 3.14±0.71 4.41±0.12 

Hg (μg L-1) 0.37±0.24 0.06±0.02 0.01±0.01 0.05±0.02 1.03±0.74 2.04±0.46 

Cu (μg L-1) 8.16±0.28 7.78±0.11 9.63±0.24 15.98±0.19 26.58±3.88 26.38±0.46 

Sb (μg L-1) 1.91±2.09 0.13±0.08 0.08±0.03 0.36±0.02 3.91±1.62 5.20±0.38 

Pb (μg L-1) 1.84±0.74 0.99±0.10 1.59±0.31 1.45±0.23 14.94±8.71 24.22±1.70 

 

 

图 1. 煤矿酸性废水处理系统结构图。6 个采样点分别位于 5 个子单元的进出水口，分别命

名为 Entrance，Pond1，Pond2，Pond3，Pond4 和 Effluence。 

Fig. 1. Photographs of five ponds and schematic of the passive treatment of coal source acid mine 

drainage. Six sampling sites were at the entrance of the first pond and the effluences of five ponds, 

named as Entrance, Pond1, Pond2, Pond3, Pond4, and Effluence, respectively.  

2.3.2 抗性组和移动元件在不同采样点的特征 

ANOSIM 分析(Fig. S2a, 2b 和 2c)中 R 值为正且均具有显著性，表明组间差

异大于组内差异。结果说明 AMD 在流过不同处理单元时，抗性基因和 MGEs 浓

度发生了明显的变化。 

Fig. 2a, 2b 显示抗生素抗性基因的种类特征和相对丰度变化。共有针对 18 种

抗生素的 69 种抗性基因被检测到，其中包括一些临床上的重要抗生素，如

multidrug (30 种)，beta-lactams (8 种)和 vancomycin (4 种)。Multidrug-type ARGs

的相对丰度在所有样品中占比超过 65%，占据着抗生素抗性组的绝对优势。三个

相对丰度最高的基因均为 multidrug-type，为分别为 mdtB，mexF 和 mdtC，总占
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比超过 25%。总ARGs的相对丰度由进水处的 30.609 ×/Gb降低至出水口的 17.368 

×/Gb，减少 43.26%。 

Fig. 2c 显示重类金属抗性基因的种类特征和相对丰度变化。针对 36 种金属

类型(包括 21 种多金属类型)的 101 种 MRGs(包括 37 种多抗性基因)被检测到。

其中，fpvA 对多达 8 种重金属具有抗性，包括 Cd，Co，Cu，Fe，gallium (Ga)，

Mn，Ni 和 Zn，但是只是在进水处被检测到。丰度最高的抗性类型包括 Hg-，

multiresistance-，As-和 Fe-related 抗性，它们在进出水口的丰度变化百分比分别

为 21.23%到 49.15%，12.74%到 26.86%，15.82%到 25.46%以及 9.40%到 14.03%。

对于单金属抗性基因多样性，Cu-related 抗性拥有最多 14 种抗性基因，As-，Hg-

和 Fe-related 抗性基因种类分别为 9，8 和 7。Hg-related merA 拥有最高相对丰度，

其次为 arsH (As-related resistance)，ruvB (Cr–selenium (Se)–tellurium (Te)-related 

resistance)，dpsA (Fe-related resistance)和 arsA (As–Sb-related resistance). MRGs 的

丰度由进水口的 135.55 ×/Gb 降低至出水口的 50.859 ×/Gb，降幅达 62.48%。 

Fig. 2d 显示了 MGEs 的种类特征和相对丰度变化。包括 integrase，insertion 

sequences，qacEdelta，plasmid，transposition module 和 transposase 在内的 6 种

type 被检测到。另外，针对这 6 种 type，一共有 29 种 subtype 被检测到。这其

中，IS91 和 tnpA 占据最高相对丰度，在所有样品两者丰度之和占比均超过 75%。

与 ARGs 和 MRGs 的变化趋势相似，MGEs 的相对丰度由进水处的 501.005 ×/Gb

降低至出水处的 198.438 ×/Gb，降幅达 60.39%。 
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图 2. (a) 抗生素抗性组在各采样点的特征以及变化；(b) 多药耐药基因在各采样点的平均百

分比占比；(c) (类)金属抗性组在各采样点的特征以及变化；(d) 移动元件在各采样点的特征

以及变化。相应的值为各采样点 3 个平行样的平均值。 

Fig. 2. Characteristics and dynamics of (a) antibiotic resistome (ARGs, antibiotic resistant genes) 

and (b) average percentage of multidrug-resistant ARGs and other types in six sample sites of the 

passive treatment of acid mine drainage. Characteristics and dynamics of (c) heavy metal(loid)s 

resistome (MRGs, heavy metal(loid) resistance genes), and (d) mobile gene elements (MGEs) in 

six sample sites. The six sample sites were at the entrance of the first pond and the effluences of five 

ponds, named as Entrance, Pond1, Pond2, Pond3, Pond4, and Effluence, respectively.  The values 

are the mean abundance of each antibiotic type. In (a), MLS is macrolide–lincosamide–

streptogramin. In (c), multi-resistance included resistance to 21 types of multimetal(loid)s.  

2.3.3 ARGs、MRGs、MGEs 和微生物群落之间的相关性 

Fig. 3a 显示 MGEs–ARGs–MRGs (MAM)网络图，Fig. 3b 显示 Genera–ARGs–

MRGs (GAM)网络图。Real-network 的结构参数(包括 clustering coefficient，average 

path length 和 network diameter)均大于 random Erdös–Réyni network (Tables S1 and 

S2)，表示真实网络并不是随机分布的，而是有高度相关的拓扑结构。 

MAM 网络一共有 78 个节点 (包括 29 个 ARGs，32 个 MRGs 和 17 个 MGEs)

和 215 条边 (包括 81 个 ARG-MGE 和 134 个 MRG-MGE)。29 个 ARGs 节点包

含 19 个 multidrug-related ARGs 和 4 个 beta-lactam-related ARGs。32 个 MRGs 节

点包含 4 个 As-related MRGs，5 个 Cu-related MRGs，4 个 Fe-related MRGs 和 5

个 Hg-related MRGs。在 215 条边中，81 条为 ARG-MGE type，其中 51 条属于

multidrug-related type。与之相对应，134 条属于 MGE-MGE type，包括 22 条 Cu-

related，17 条 Fe-related，21 条 Hg-related 和 19 条 As-related。此外，还有 43 条

属于 multimetal-related，如 arsA 和 ruvB。拥有最多条 edges 的 MGEs 有 IS26 (19 

ARGs 和 9 MRGs)，istA5 (11 ARGs 和 17 MRGs)，tnpA2 (9 ARGs 和 13 MRGs)和

ISRj1 (10 ARGs 和 12 MRGs)。其中，大多数 MGEs 更多地与 MRGs 呈现显著的

正相关关系。IS26 与 19 个 ARGs 呈现显著的正相关关系，而仅与 9 个 MRGs

呈现显著的正相关关系。 

在 GAM network 中，multidrug-related ARG multlidrug_ABC_transporter 与多

达 28 个 genera 形成 edges，其中包括数个典型的 AMD 物种，如 Ferrovum，

Leptospirillum， Acidicaldus， Acidobacterium，Acidibacillus，Metallibacterium 和

Desulfurispora。As-related MRG pstB 也与多达 28 个 genera 显著正相关。Genera

中，Acinetobacter 与多达 30 种 RGs 形成显著正相关关系，包括 9 种重(类)金属

和 21 种抗生素。其它与多个 RGs 存在显著正相关关系的属包括

Desulfitobacterium (20 ARGs 和 8 MRGs)，Granulicella (12 ARGs 和 9 MRGs)，
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Syntrophobacter (12 ARGs 和 7 MRGs)和 Acidiphilium (4 ARGs 和 11 MRGs)。这

些属可能是 AMD 环境中的 RGs 潜在宿主。 

 

 

图  3. (a) 抗生素抗性基因，(类)金属抗性基因以及移动元件的 co-occurrence 网络图 

(Spearman correlations: r > 0.7, p < 0.05); (b) 抗生素抗性基因，(类)金属抗性基因以及属水平

群落结构的 co-occurrence 网络图 (Spearman correlations: r > 0.7, p < 0.05)。蓝色节点代表抗

生素抗性基因，棕色节点代表(类)金属抗性基因，浅橙色节点代表移动元件(a)或者属(b)。节

点大小代表每个节点所拥有的边。红色的边代表节点之间呈现显著正相关，黑色的边代表节

点之间呈现显著负相关。 

Fig. 3. (a) Co-occurrence relations among antibiotic resistance genes (ARGs), heavy metal(loid) 

resistance genes (MRGs), and mobile gene elements (MGEs) (Spearman correlations: r > 0.7, p < 

0.05); (b) Co-occurrence relations among ARGs, MRGs, and genera (Spearman correlations: r > 

0.7, p < 0.05). Blue nodes represent ARGs, brown nodes represent MRGs, and salmon nodes 
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represent MGEs in (a) or genera in (b). The size of each node corresponds to the number of edges 

with other nodes. The red edges represent significantly positive correlations between MRGs and 

MGEs in (a) or between MRGs and genera in (b); the black edges represent significantly positive 

correlations between ARGs and MGEs in (a) or between ARGs and genera in (b); and the gray 

edges represent other significantly positive correlations between other types. 

 

普氏分析发现群落结构(属水平)与 ARGs 和 MRGs 存在相近的一致性 (对于

ARGs，M2 = 0.3365, p = 0.001, Fig. 4a；而对于 MRGs，M2 = 0.4692, p = 0.001, Fig. 

4b)。尽管 MGEs 与 ARGs 和 MRGs 均存在显著的一致性，但是 MGEs 和 MRGs

存在更小的 M2 值 (对于 ARGs，M2 = 0.5631，p = 0.001，Fig. 4c；对于 MRGs，

M2 = 0.2228，p = 0.001，Fig. 4d)，这表示 MGEs 相对于 ARGs，对 MRGs 具有更

强烈的驱动效应。 

 

 

图 4. (a) 属水平群落结构与抗生素抗性基因的普氏分析；(b) 属水平群落结构与(类)金属抗

性基因的普氏分析；(c) 移动元件与抗生素抗性基因的普氏分析；(d) 移动元件与(类)金属抗

性基因的普氏分析； 
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Fig. 4. Procrustes analysis with Spearman correlations displaying significant correlations between 

(a) genera and antibiotic resistance genes (ARGs), (b) genera and heavy metal(loid) resistance genes 

(MRGs), (c) mobile gene elements (MGEs) and ARGs, and (d) MGEs and MRGs. In the passive 

treatment of coal source acid mine drainage, the six sample sites were at the entrance of the first 

pond and the effluences of five ponds, named as Entrance, Pond1, Pond2, Pond3, Pond4, and 

Effluence, respectively. 

 

Spearman 相关性分析 (Fig. S3)显示，大多数 ARGs 与重(类)金属之间存在微

弱的正相关或者显著的负相关关系。相反，多个 MRGs 与对应金属以及其它金属

存在显著的正相关关系，如 pstB (As resistance)，merP (Hg resistance)，merR (Hg 

resistance)，此外还包括多个多金属抗性基因，如 cueA，modC，wtpC 和 nia。RDA

分析(Fig. S4)也显示出相似结果，即大多数 ARGs 和 MRGs 与重(类)金属显示出

负的相关性。 

2.3.4 基因组水平抗性基因的携带特征 

宏基因组分箱用于分析 AMD 物种 RG 携带情况。一共有 215 个高质量

(contamination < 5%，completeness > 70%) MAGs 被回收得到，其中包括 209 个

细菌 MAGs 和 6 个古菌 MAGs (Fig. 5)。在 6 个古菌 MAGs 中，只有一个包含一

个 Cu-related MRG。在细菌 MAGs 中，有 101 个包含至少 1 个 RG 或者 MGE。

Multidrug-related ARGs 在基因组水平也占据数量优势，在 13 个携带 ARG 的

MAGs 中，有 8 个携带至少一个 multidrug-type ARGs。 

6 个携带最多数量 RGs 的 MAGs 同时被鉴定为潜在病原菌，包括

Pseudomonas (entrance_MAG01) ， Mycobacterium (entrance_MAG11 和

pond1_MAG02 被 鉴 定 为 M. numidiamassiliense ， 以 及 pond2_MAG16) 和

Acinetobacter (entrance_MAG06 被鉴定为 A. junii，entrance_MAG29 被鉴定为 A. 

guillouiae)。Entrance_MAG01 携带 1 个 MGE 和 25 个 RGs，对 2 种抗生素

(multidrug 和 bacitracin)和 12 种重(类 )金属具有抗性；Entrance_MAG11 和

pond1_MAG02携带 6个MGEs和 13个RGs，对 4种抗生素(multidrug，quinolone，

rifamycin 和 aminoglycoside)和 4 种重(类)金属具有抗性；Pond2_MAG16 携带 10

个 RGs，对 2 种抗生素(aminoglycoside 和 quinolone)和 4 种重(类)金属具有抗性；

Entrance_MAG06 携带 2 个 MGEs 和 8 个 RGs，对 multidrug 和 2 种重(类)金属具

有抗性；Entrance_MAG29 携带 1 个 MGE 和 14 个 RGs，对 3 种抗生素(multidrug，

beta-lactam 和 aminoglycodise)和 4 种重(类)金属具有抗性。 
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图 5. 回收到的基因组(completeness > 70% and contamination < 5%)物种进化树图。圈层由内

向外，彩色条带、蓝色条带、绿色条带和红色条带分别代表代表代表每个基因组注释到的门

分类、基因组注释到的抗生素抗性基因信息、基因组注释到的移动元件注释信息以及基因组

注释到的金属抗性基因信息。 

Fig. 5. Phylogenetic tree of bacterial metagenome-assembled genomes (MAGs) and loading of 

resistance genes, with MAG completeness > 70% and contamination < 5%. From inner to outer 

circles, colored bars of first circle represent the phyla of every MAG, blue bars of the second circle 

represent MAGs carrying antibiotic resistance genes (ARGs), green bars of the third circle represent 

MAGs carrying mobile gene elements (MGEs), and red bars of the fourth circle represent MAGs 

carrying heavy metal(loid) resistance genes (MRGs). 

 

2.4 讨论 

2.4.1 AMD 包含以 multidrug 为主的抗生素抗性组和高度多样的重(类)金属抗性

组 

本研究中的煤矿 AMD 抗生素抗性组以 multidrug-type 抗性基因占据主要丰

度优势 (Fig. 2a 和 Fig. 2b)，该结果与 Yi et al. (2022)的研究结果一致。Zhao et al. 

(2020)和 Malik et al. (2017)也发现了相似的现象，他们分别发现在一个轻微酸性

的 As-、Cu-污染农田和没有明显金属污染的酸性环境中发现了以 multidrug 为主

的抗生素抗性组。在本研究中 multidrug-realted RGs 总相对丰度占据每个样品的



 

13 

 

65%以上，这说明微生物群落形成 multidrug 主导的抗生素抗性组有助于群落在

酸性环境中的生存。这可能跟 multidrug-related RGs 具有多重功能有关，尤其是

这些基因在对酸性和重(类)金属的抗性方面。有一些 multidrug-resistant ARGs 能

形成 tripartite-like organization，帮助 gram-negative 菌抵抗酸性胁迫，维持包内外

pH 平衡 (Teelucksingh et al., 2020)，比如 emrB–mdtB–tolC 能通过调节 gadAB 这

种关键酸抗性基因的表达而帮助 Escherichia coli 抵抗酸性胁迫 (Deininger et al., 

2011; Schaffner et al., 2021)。mdtB 和 mdtC 能帮助宿主抵抗 Zn (Lee et al., 2005)，

而携带 mexl 的宿主能抵抗 V (Aendekerk et al., 2002)。另外，multidrug-related 

organization 还有其它诸如生物膜形成、群体感应和解毒功能 (Alav et al., 2021; 

Okusu et al., 1996; Yu et al., 2003)。 

但是在一些其它矿区的研究中发现了不一样的现象。如在一个受到铜矿尾矿

污染的土壤中，则是 rifamycin-，glycopeptide aminocoumarin-和 macrolide-抗性占

据抗生素抗性组的主体  (Jiang et al., 2021) ；此外， MLS- (macrolides-

lincosamidsstreptogramins-)，vancomycin-和 aminoglycoside-抗性占据了一个受到

金矿尾矿污染的农田中的抗生素抗性组的主体 (Qiao et al., 2021)。因此，需要更

加深入的研究来确认矿区环境抗性组特征的主要决定因素。 

与抗生素抗性组相比，煤矿 AMD 包含一个以 Hg-，multimetal(loid)s-，As-

和 Fe-占据主要丰度优势的更加多样化的重(类)金属抗性组。MRGs 中相对丰度

最高的如 merA (Hg resistance)，arsA (As-Sb resistance)，arsH (As resistance)，ruvB 

(Cr-Se-Te resistance)和 dpsA (Fe resistance)对多种重(类)金属具有抗性。MerA 是汞

还原酶，能转化 Hg2+为毒性较弱的单质 Hg0 (Rugh et al., 1996)。另外，merA 对

Au 有微弱的还原能力，能将 Au3+还原为 Au+ (Summers and Sugarman, 1974)。

ArsA 编码一个外排泵蛋白的催化亚基，能运输 As 和 Sb 通过 arsB 膜结合蛋白，

而基因 arsH 能催化依赖于 NADPH 的 Fe，Cu 和 As 的还原 (Yang and Rosen, 

2016)。此外，ruvB 对 Cr，Se 和 Te 具有抗性。Fe 抗性基因 dpsA 编码的蛋白能

保护染色体 DNA 免受氧化性伤害，在营养缺乏环境，如 N 和 P 的摄取受到限制

时，其表达会上升 (Michel et al., 2003)。AMD 属于典型的寡营养环境 (Chen et 

al., 2016)，因此 dpsA 在群落中的富集能帮助微生物群落在该环境中的存活。和

multidrug-related ARGs 一样，这些多重(类)金属抗性 MRGs 起着帮助微生物群落

适应煤矿 AMD 环境的重要功能。 

2.4.2 移动元件是 AMD 环境中多功能抗性基因的主要驱动力 

与 MGEs 相比，群落结构被普遍认为对抗性组的变化起到更大的作用。然

而，对于本研究中的 AMD 环境，MGEs 和 MRGs 之间的 M2 值(0.2228, p = 0.001)

要小于群落与 MRGs 之间的 M2 值(0.4692, p = 0.001)，这说明在 MRGs 的变化过

程中，MGEs 起到比群落结构更大的驱动作用。微生物一般通过 MGEs 介导的
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HGT 事件获得新的抗性，以此来适应环境胁迫 (Blair et al., 2015)。在 MAM 

network (Fig. 3a)中，与 ARGs 相比，MRGs 被发现更频繁地与 MGEs 如 tnpA，

tnpA2，IS91，ICSau1，istA 和 intI1 形成显著正相关关系。因此，该发现与普氏

分析中的发现 MGEs 和 MRGs 的 M2 值小于 MGEs 和 ARGs 的 M2 值现象一致，

即在面对多重金属胁迫时，微生物群落更倾向于通过 MGE 介导的 HGT 事件交

换 MGEs。这可能是相比于 ARGs，MRGs 在帮助微生物群落抵抗金属胁迫中更

具有特异性，这也可以解释环境中 MRGs 的相对丰度要高于 ARGs。另外，群落

中 MGEs 的相对丰度要高于 MRGs 和 ARGs，可能原因是除了介导 ARGs 和

MRGs 的水平传播，群落也需要通过 HGT 获得其他能力，如酸抗性、金属转移

和相关代谢能力来适应 AMD 环境 (Chen et al., 2021; Guo et al., 2015)。 

2.4.3 从 AMD 中回收到数个潜在抗性病原菌 

大 多 数 multi-RG 携带 者 为 典 型 酸 性 异 养 菌 ， 如 Acinetobacter ，

Desulfitobacterium，Granulicella，Syntrophobacter，Acidiphilium，Acidocella 和

Acidibacter (Fig. 3b)，它们被频繁地在酸性环境中检测到 (Chen et al., 2016; Huang 

et al., 2016)。携带多重重(类)金属抗性 MRGs 和多功能 RND-type RGs 帮助它们

更好地适应极端酸性多种金属富集的 AMD 环境。 

通过 binning 回收到的 MAGs，携带最多 RGs 的 6 个 MAGs 均被鉴定为潜

在病原菌，归属于三个属 Pseudomonas，Mycobacterium 和 Acinetobacter。这些属

下面的菌株广泛分布在各种环境中，其中有些属于人、动物或者植物的病原菌或

者选择性病原菌 (Forbes, 2017; Peix et al., 2009; Towner, 2009)。除了多样的抗性，

其中的很多物种同时具有酸抗性。好几个深海热泉来源的 Pseudomonas strains 能

适应酸性和抗生素 (Bravakos et al., 2021)，如能引起医院感染的 P. aeruginosa 具

有酸抗性 (Lewenza et al., 2020; Naveed et al., 2020)。Mycobacterium avium 能通过

下调跨膜蛋白的活性和上调脂肪酸代谢酶的活性，从而在 pH 为 4.5 的环境中存

活下来  (O'Brien et al., 1996; Roxas and Li, 2009; Shahbaaz et al., 2020)。

Acinetobacter 在生活在酸性重金属污染环境中的青蛙的表皮上被发现 (Proença 

et al., 2021)。 

抗性病原菌是世界范围内的一大公共卫生威胁 (Ayobami et al., 2022)。另外，

很多重(类)金属如 As，Cd，Cu，Hg，silver (Ag)，Te 和 Zn 由于能部分替代抗生

素而被应用于临床治疗。因此，由于重(类)金属抗性病原菌的存在导致的重(类)

金属疗法失效也引起担忧 (Zagui et al., 2021)。而且同时携带 ARGs 和 MRGs 的

病原菌相比于携带单一种 RGs 的病原菌因为具有更强的环境适应性而更具有威

胁性。一个 multidrug-resistant 和 mercury-tolerant 的 E. coli 近期就被从一个受采

矿活动影响的河流中被发现，它对重金属的抗性被认为与采矿活动相关 (Gaeta 

et al., 2022)。 
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尽管只有 entrance_MAG06 明确被鉴定为与 A. junii 这种引起尿道感染的病

原菌高度相似 (Abo-Zed et al., 2020)，但是其他五个 MAGs 仍属于潜在病原菌。

另外，考虑到 HGT 事件更倾向于发生在亲缘关系接近的物种之间，所以这几个

潜在病原菌仍有可能把 RGs 传递给亲缘关系接近的同一个属下的病原菌中 

(Daubin and Szöllősi, 2016)。如果 AMD 没有经过适当处理就被排放到周围环境

中，携带 multi-RGs 的 MAGs 可能会增加 ARG 的扩散风险，导致治疗失败并危

害公共健康。 

2.4.4 对于 AMD passive treatment 的建议 

目前为止，还没有 AMD passive treatment 对于 ARGs 处理效果的报道。在本

研究中，ARGs、MRGs 和 MGEs 的丰度有不同程度的降低。一个可能的原因是

重(类)金属的共选择效应对 RGs 的刺激作用被寡营养环境带来的负面作用所抵

消 (Herren and Baym, 2022b)，因为很多抗性机制尤其是外排泵机制，是需要消

耗能量的。除此之外，HGT 的效率在酸性环境中被降低，因为酸溶液和重(类)金

属能阻止基因转移以及微生物对裸露DNA的摄取 (Guo et al., 2015; Wenhua et al., 

2003)。在不同环境参数下，AMD passive treatment 运行效率不一样。因此，在不

同的处理系统中，微生物群落和抗性组会表现出和本研究不一样的特征。所以，

更多针对 passive treatment 对 ARGs 处理效果的研究需要进行，为改善 AMD 处

理提供指导。 
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3 煤矿酸性废水对土壤抗性组的影响 

 

3.1 前言 

为了理解矿物开采活动如何影响土壤环境抗性组，我们还采集了前文提到的

煤矿山坡上受到 AMD 影响的土壤以及周围未受 AMD 明显影响的土壤。使用宏

基因组技术，我们主要进行了以下研究：(1)调查和比较了 AMD 污染土壤和周围

背景土壤之间的抗性组特征以及移动元件特征；(2)分析了群落结构和移动元件

对两种抗性基因的驱动贡献；(3)比较了产能相关代谢途径的丰度变化，并评估了

AMD 污染土壤环境中物种之间的潜在的水平基因转移(HGT, horizontal gene 

transfer)现象。相关结果有助于增加我们对 AMD 如何影响土壤环境抗性组特征、

微生物如何适应酸性 AMD 环境的认识，帮助我们评估煤矿来源 AMD 的 ARGs

环境扩散风险。 

 

3.2 材料与方法 

3.2.1 样品采集与处理 

 如图 Fig. 6 所示，AMD 从矿顶洞口沿着山腰流到山脚。6 个受 AMD 影响

的土壤样品采集自山坡上 AMD 浸润过的地方，5 个背景土壤样品采集自离山坡

500-2000 米远的林地。所有 11 个样品分别放在 50 ml 无菌离心管中。样品采集

完后，离心管在 4℃条件下在 1 个小时之内被运送至实验室进行后续处理。每个

样品分为两份，一份用于测量土壤 pH 值，一份用于进行 DNA 提取与宏基因组

测序。对于 pH 值测量，土壤样品首先风干 2 天以上，在与纯水以 1:3(1:3, w/v)

的比例进行混合后用 pH 计进行测定。用于 DNA 提取与宏基因组测序的样品放

于泡沫盒中，泡沫盒塞满干冰后送至广东美格基因生物科技公司进行后续相关处

理。使用 MagaBio soil/feces 试剂盒提取 DNA，建库后，在 Illumina HiSeq2500 平

台上进行 PE150 双端测序，测序深度至少为~10G，该深度满足 AMD 极端环境

宏基因组分析。 

 



 

17 

 

 

图 6. 土壤样品采样点信息。6 个 AMD 污染土壤样品收集于 AMD 流过的坡道，5 个背景样

品收集于周边未受 AMD 明显影响的林地土壤。 

Fig. 6. Sampling sites. Six AMD affected soil samples (blue dots) were collected from slope where 

AMD flowed, while five AMD unaffected background soil samples (orange dots) were collected 

from surrounding woodlands 500~2000 meters far away from the slope. 

3.2.2 原始数据分析 

每 个 样 品 单 独 进 行 相 关 分 析 。 Kneaddata pipeline (v0.6.1) 

(github.com/biobakery/kneaddata, 关 键 参 数 设 置 : --trimmomatic-options 

‘ILLUMINACLIP: adapters/TruSeq3-PE.fa:2:40:15 SLIDINGWINDOW:4:20 

MINLEN:50’)。使用 PhyloFlash 软件进行物种注释(Gruber-Vodicka et al., 2020)，

该软件从宏基因组序列中搜寻 RNAs (SSU rRNAs)序列，然后进行物种注释。被

注释为细菌或古菌的 OTUs 被保留下来用于后续分析，被注释为真菌的 OTUs 则

被过滤掉。质控后的 clean reads 使用 MEGAHIT (v1.1.3, kmer was set as --k-min 

27 --k-max 141 --k-step 12, minimum length of 200 bp) 组装为 contigs (Li et al., 

2015)。长度大于 200 bp 的 contigs 随后被用于 ORF 预测、ORF 去冗余和基因定

量操作，相应软件分别为 prodigal (v2.6.3，默认参数) (Hyatt et al., 2010), CD-HIT 

(v4.8.1, -aS 0.9 -c 0.95 -G 0 -g 0 -T 0 -M 0) (Fu et al., 2012)以及 salmon (v0.13.1，默

认参数) (Patro et al., 2017)。抗性基因或者移动元件的相对丰度计算公式如(a)所

示 (Zhao, R. et al., 2020)： 

Abundance (coverage, × / Gb) = ∑
𝑁𝑚𝑎𝑝𝑝𝑒𝑑 𝑟𝑒𝑎𝑑𝑠 × 𝐿𝑟𝑒𝑎𝑑𝑠 / 𝐿𝑅𝐺/𝑀𝐺𝐸−𝑙𝑖𝑘𝑒 𝑂𝑅𝐹

𝑆

𝑛
1  (a) 

Nmapped reads 为比对到 RG 或者 MGE 的 ORF 的 reads 数，Lreads 是 Illumina 序列的

长度(此处为 150 bp)，LRG/MGE-like ORF 是 RG 或者 MGE 的 ORF 长度，n 是属于同
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一个 RG 或者 MGE 类型的 ORF 数量，该值由 salmon 计算得来，S 是测序样品

的大小，在本研究中为同一个样品两对干净序列的平均值。 

 使用 diamond 比对 ORFs 蛋白序列至 SARG 数据库 (Yin et al., 2018)和

BacMet2 数据库 (Pal et al., 2014)，得到 ARGs 和 MRGs，使用 blast 比对 ORGs

核酸序列至 MobileGeneitcElementDatabase (Pärnänen et al., 2018)得到 MGEs。

CARD 数据库 (Jia et al., 2017)用于对 ARGs 进行机制分类。 

从 6 个受 AMD 影响的土壤样品组装结果中选择长度 > 1000 bp 的 contigs

进行 binning 分箱，该过程调用 MetaWRAP pipeline (v1.3.2) (Uritskiy et al., 2018)。

该 pipeline 包含数个模块，能够分别进行 MAG 分箱，提纯与 MAG 定量。使用

CheckM (v1.0.12)确定 MAG 的完成度与污染度。使用 Drep 对 MAGs 进行去冗

余，相关参数设置为-sa 0.99 -nc 0.30 -p 24 -comp 50 -con 5 (Olm et al., 2017)。随

后对中高质量的 MAGs (污染度<5%，完整度>50%)基因组进行物种注释与 RG 和

MGE 挖掘。基因组物种注释调用 gtdbtk (v2.0.0)，配套参考数据库为(version 

release_207) (Parks et al., 2022)。使用 Metachip 调用默认参数检测基因组之间潜

在的 HGT 事件 (Song et al., 2019)。 

使用DiTing比较AMD污染组与背景组之间代谢途径丰度的变化 (Xue et al., 

2021)，相关基因和代谢途径的相对丰度根据公式(b)和(c)计算得到： 

TPMi = 
𝑏𝑖

∑ 𝑏𝑗𝑗
∙ 106 = 

𝑋𝑖
𝐿𝑖

∑
𝑋𝑗

𝐿𝑗
𝑗

∙ 106                        (b) 

𝐴𝑖 = 
𝑎1_1+𝑎1_2+𝑎1_𝑛

𝑛
 + 

𝑎2_1+𝑎2_2+ … +𝑎2_𝑛

𝑛
 + … + 

𝑎𝑚_1+𝑎𝑚_2+ … +𝑎𝑚_𝑛 

𝑛
        (c) 

对于公式(b)，TPMi 表示基因 i 的相对丰度，bi 表示基因 i 的拷贝数，Li 表示基因

i 的长度，Xi表示基因 i 在样品中被检测到的次数，j 表示每个样品中基因的个数。

对于公式(c)，Ai 表示途径 i 的相对丰度，am_n表示每个样品中蛋白 m_n 的相对丰

度，m 是 i 途径中的可替换途径，而 n 是可替换途径中的蛋白数目。 

3.2.3 数据分析与可视化 

R(v3.6.1)和 Excel(version 2019)被用于进行数据分析与可视化。所有图片使

用 Adobe Illustrator (version CC 2019)进行调整。 

Barplots 在在线平台 ImageGP 上进行绘制 (Chen, T. et al., 2022)。普氏分析

和相关性热图在在线平台 Tutools (cloudtutu.com)上进行绘制，相关性分析方法设

置为 Spearman。另一个在线平台 iTOL (itol.embl.de)则用于构建和美化 MAG 系

统进化树，相关配置文件调用 R 生成。热图调用 R 包“pheatmap” package (v1.0.12)

进行绘制。HGT 网络图由 Gephi (v0.9)生成。Student t-test 被用于进行 ANOVA 统

计学分析，“*”, “**” and “***” 分别代表不同的显著性水平，分别对应于 p-值 

“≤0.1”, “≤0.05” 以及 “≤0.01”。 
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3.3 结果 

3.3.1 ARG 变化 

背景和 AMD 污染土壤的环境 pH 值范围分别为 3.34–5.03 和 2.9–3.1，说明

AMD 污染降低土壤 pH 值。 

背景土壤和 AMD 污染土壤抗生素抗性组发生了明显的变化(Fig. 7 and 

Figure S5a)。相对丰度由背景平均值的 85.47 ± 19.71 ×/Gb 降低为 47.45 ± 23.34 

×/Gb (p = 0.0266**)。在背景土壤里检测到更多种类的抗生素抗性类型 (16 相比

于 AMD 污染土壤中的 14)，sulfonamide 和 carbomycin 抗性没有在 AMD 污染土

壤中被检测到。具体到 ARGs，有 82 种在背景土壤中被检测到，而只有 45 种在

AMD 污染土壤中被检测到。在这两种土壤中，multidrug 抗性均占据主导地位，

分别为 68.85% ± 6.10%和 84.13% ± 3.30% (p = 0.004***)，显著性 p 值 0.004 表示

AMD 污染与 multidrug 的相对丰度的增加之间具有显著相关性。Multidrug 抗性

也包含了最多种类的 ARGs (在背景土和 AMD 污染土中分别为 29 和 21 种)。在

这两组土壤中，mdtB 和 mdtC 相对丰度最高，它们的丰度之和分别占据了总丰度

的 43.70%和 56.16%。 

 

 

图 7. 抗生素抗性基因的相对丰度(a)以及百分比占比(b)。BG代表对照组样品，PO代表AMD

污染组样品。 

Fig. 7. Differences in the (a) relative abundance and (b) percentage of the antibiotic resistome 

between background and AMD contamination areas, by ARG type; BG represents background 

samples, and PO represents AMD contaminated samples.  

3.3.2 MRG 变化和 MGE 变化 

重(类)金属抗性组在两组土壤中的变化如 Fig. 8a 所示(参考 Figure S5b)。平

均相对丰度由背景土壤中的 85.30 ± 4.36 ×/Gb 上升至 AMD 污染土壤中的 133.29 
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± 29.36 ×/Gb (p = 0.014082**)，增幅达 56.26%。分别在背景土壤和 AMD 污染土

壤中检测到 17 种和 15 种重(类)金属抗性，Cd 和 Te 抗性没有在后者中检测到。

另外，102 种 MRGs 和 79 种 MRGs 分别在背景和 AMD 污染组中检测到。相对

丰度最高的四种抗性包括 Hg-resistance, multimetal(loid)s-resistance, Cu-resistance

和 Fe-resistance。AMD 污染增加了它们的平均相对丰度，分别由 0.49 ×/Gb, 13.56 

×/Gb, 10.43 ×/Gb 和 19.856 ×/Gb 上升至 34.68 ×/Gb, 29.50 ×/Gb, 19.06 ×/Gb 和

24.328 ×/Gb。上升最显著的 MRGs 包括 Hg-resistance 基因 merA，其平均相对丰

度在背景土壤中仅为 0.20 ×/Gb，而在污染土壤中，该值达到了 21.95 ×/Gb。其次

是 multimetal(loid)s-resistance ruvB (Cr-Se-Te resistance)，由背景土壤中的 2.20 

×/Gb 上升至污染土壤中的 14.75 ×/Gb。此外，还有 Fe-resistance dpsA 和 Hg-

resistance merT，分别由背景土壤中的 0.056 ×/Gb 和 0.244 ×/Gb 上升至污染土壤

中的 12.20 ×/Gb 和 8.57 ×/Gb。 

移动元件在两组土壤中的变化如 Fig. 8b 所示(参考 Figure S5c)。在背景土壤

中，MGEs 的平均相对丰度为 36.81 ± 6.25 ×/Gb，而在污染土壤中，该值增加至

188.51 ± 21.81 ×/Gb (p = 5.95E-06***)，增幅达 412.12%。在背景土壤中，4 组类

型被检测到，包括 transposase, insertion_sequences, transposition_module 和

integrase，此外在背景土壤中，还另外检测到 plasmid 类型。另外，21 种 MGE 

subtypes 在背景土壤中被检测到，而 23 种 subtypes 在 AMD 污染土壤中被检测

到。最丰富的的两种 MGE types 包括 transposase 和 insertion_sequences，它们的

平均相对丰度由背景土壤中的 19.91 ×/Gb 和 15.71 ×/Gb 增加至 AMD 污染土壤

中的 108.53 ×/Gb 和 77.46 ×/Gb。TnpA, IS91 和 ISRj1 这三种 subtypes 为 MGEs 平

均丰度的增加贡献了最多。平均相对丰度分别由背景土壤中的 18.91 ×/Gb, 10.79 

×/Gb 和 1.21 ×/Gb 增加至污染土壤中的 89.89 ×/Gb, 47.51 ×/Gb 和 18.19 ×/Gb。 

 

图 8. (类)金属抗性基因(a)以及移动元件(b)在各样品中的相对丰度。BG 代表对照组样品，

PO 代表 AMD 污染组样品。 
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Fig. 8. Variations in (a) heavy metal(loid)s and (b) MGEs between the background and AMD 

contamination areas by type; BG represents background samples, and PO represents AMD 

contaminated samples.  

3.3.3 群落和 MGEs 对 ARGs 和 MRGs 的驱动效应 

Community (属水平)、MGEs、ARGs 和 MRGs 在水平方向上根据分组聚为

明显的两类(Fig. 9)，表明 AMD 污染显著改变了土壤群落结构、MGEs 和抗性组。 

群落与 MRGs 之间的 M2 为 0.3753 (p=0.001***)，明显低于群落与 ARGs 之

间的 M2 (0.8289; p = 0.045**)。与之类似，MGEs 和 MRGs 之间的 M2 (0.2088, 

p=0.001***)也明显低于 MGEs 和 ARGs 之间的 M2 (0.6956; p = 0.021**)。群落和

MGEs 对 MRGs 比对 ARGs 有更小且显著的 M2，说明群落与 MGEs 对 MRGs 比

对 ARGs 有更明显的驱动效应。 

 

 

图 9. (a) 属水平群落结构与抗生素抗性基因的普氏分析；(b) 属水平群落结构与(类)金属抗

性基因的普氏分析；(c) 移动元件与抗生素抗性基因的普氏分析；(d) 移动元件与(类)金属抗

性基因的普氏分析。 

Fig. 9. Procrustes analysis comparing (a) Genera and ARGs, (b) Genera and MRGs, (c) MGEs and 

ARGs, and (d) MGEs and MRGs; BG represents background samples, and PO represents AMD 
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contaminated samples. A smaller M2 represents higher similarity, and the P-value represents M2 

significance. Genera annotation and abundance are found in Table S4. 

3.3.4 产能代谢的变化 

产能代谢途径的相对丰度变化如 Fig. 10 (详细代谢数据请参考 Figure S6)。

大多数能量相关代谢途径的相关丰度在 AMD 污染刺激下得到了增加。对于 C 循

环，Enter-Doudoroff (ED)途径由 63.79 ± 19.998 TPM 上升至 108.912 ± 12.662 TPM 

(corrected p = 0.0227**)，TCA 由 53.063 ± 17.492 TPM 增加至 191.273 ± 25.21 

TPM (p = 1e-04***)，glycolysis 由 91.728 ± 10.461 TPM 增加至 230.88 ± 15.998 

TPM (p = 0***)。此外，好几种发酵产能途径丰度也得到了提升。对于 N 循环，

参与反硝化途径的三个主要反应，包括由 NO3
-还原为 NO2

-，由 NO2
-还原为 NO，

由 NO 还原为 N2O，它们的相对丰度分别由 9.768 ± 9.256 TPM, 12.021 ± 11.588 

TPM 和 17.402 ± 13.665 TPM 增加至 12.724 ± 6.399 TPM, 33.593 ± 6.563 TPM 和

34.229 ± 8.877 TPM，但是分组检验显示这种增加均不显著(p > 0.05)。对于 S 循

环，参与异化性硫酸盐还原途径的两个主要反应，包括由 SO4
2-还原至 SO3

2-，由

SO3
2-还原为 S2-分别由 43.277 ± 16.343 TPM 和 2.152 ± 2.673 TPM 增加至 153.75 

± 25.573 TPM (p = 3e-04***)和 8.2 ± 2.792 TPM (p = 0.0212**)。 

 

 

图 10. 产能相关代谢在对照组与污染组之间的变化。相对丰度单位为 TMP，P 值经过 BH

方法矫正。蓝色条带代表背景组平均丰度，红色条带代表 AMD 污染组平均丰度。BG 代表

背景组样品，PO 代表 AMD 污染组样品。 

Fig. 10. Energy production-related metabolism. The unit of relative abundance was TMP and the P-

value was adjusted using the BH method; the blue and red bars represent the average abundance of 

background and AMD contaminated samples. BG represents background samples, and PO 

represents AMD contaminated samples. 
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3.3.5 水平基因转移事件 

通过 Binning，我们得到了 107 个中高完成度 MAGs，包括 59 个细菌和 48

个古菌 (Figure S7)。在同一个门内或不同门的物种之间共检测到存在 130个HGT

事件 (Fig. 11a)。结果显示，HGT 事件更频繁发生在亲缘关系较近的物种之间。

在古菌与古菌之间检测到 10 次事件，细菌与细菌之间检测到 115 次事件，而细

菌与古菌之间只检测到 5 次事件。72 次事件发生在同一个门内，包括

Proteobacteria (43 次 ) ， Acidobacteriota (16 次 ) ， Actinobacteriota (8 次 ) ，

Thermoproteota (3 次)和 Thermoplasmatota (2 次)。 

对 HGT 事件涉及的基因进行 RG 和 MGE 数据库比对，没有发现有基因被

注释到。Fig. 11b 显示的是 130 次 HGT 事件涉及的基因的 COG 注释结果。供体

和受体之间的注释结果没有明显区别。基因组主要被注释为能量产生与转移相关，

包括在供体上有 24 次，在受体上有 22 次。其次是转移、核糖体结构和生源相

关，在供体和受体中分别为 17 次和 18 次。 

130 个 HGT 事件涉及到的基因 KEGG 注释结果见 Fig. 11c。基因主要被注

释为基因信息处理相关，其在供体和受体中分别为 31 次和 32 次，其次是信号和

细胞过程，其在供体和受体中分别为 14 次和 13 次。 

 

 

图 11. 水平基因转移事件与基因注释。(a) 网络图代表发生在 107 个基因组之间的水平基因

转移事件。箭头代表转移方向，箭头的粗细代表基因组之间转移的基因个数，节点颜色代表

不同的门。(b) 基因的 COG 注释，(c) 基因的 KEGG 注释。红色条带代表基因供应者，绿

色条带代表基因接受者。 

Fig. 11. HGT events and gene annotation. (a) The network representing HGT events included 107 

MAGs; the arrow represents the transfer direction between the donor and recipient, the size of the 

arrow represents the number of genes transferred between the two MAGs, and the color represents 
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the different MAG phyla. The annotation of genes involved in HGT events in the (b) COG and (c) 

KEGG databases; the red bar represents donor genes and the green bar represents recipient genes. 

 

3.4 讨论 

3.4.1 AMD 污染对 ARGs 的影响 

在巴西发生的一次尾矿倾倒事件增加了受影响河流 ARGs 的种类和相对丰

度 (Furlan et al., 2020)，而另外一次铅矿污染也被发现增加了污染环境的 ARGs

的相对丰度 (Chen, X. et al., 2022)。因此，我们猜测富含多金属的 AMD 污染也

会增加污染地区 ARGs 的相对丰度。 

但是意外的是，本研究显示ADM污染降低了土壤抗生素抗性组的相对丰度。

在前面两个案例中，pH 值分别是 6.4-7.1 和 8.5-9.5，而本研究中的土壤 pH 呈现

酸性。另外本研究中 ARGs 相对丰度的降低与 Lin et al. (2020)相似，该研究发现

酸性条件有助于 sulfonamide 抗性和整个抗性组的相对丰度的降低。这些研究显

示酸化有降低抗生素抗性基因相对丰度的功能。 

本研究发现 multidrug resistance genes，如 mdtB 和 mdtC 占据最高相对丰度，

multidrug resistance genes 基因占据最高相对丰度这一现象与很多相关研究的发

现类似。如 Zhao et al. (2020)和 Malik et al. (2017)的研究就分别揭示了 multidrug 

resistance 在酸性土壤环境中占据着抗生素抗性组的主导地位，这很可能是由于

这些 multidrug RGs 具备维持酸性环境微生物生存所需要的多种功能，如 pH 维

持和重(类)金属抗性 (Teelucksingh et al., 2020; Zgurskaya et al., 2021)。尽管在本

研究中，总的 ARGs 的平均丰度呈现降低趋势，但是 multidrug RGs 的总的平均

相对丰度占比由背景土壤中的 68.851% ± 6.099% 上升至污染土壤中的 84.129% 

± 3.302%。因此，在酸性环境中，微生物群落倾向于增加多功能的 multidrug 

resistance genes 来适应酸性多金属环境胁迫。 

3.4.2 AMD 污染对 MRGs 的影响 

AMD 污染导致的 MRGs 平均相对丰度的增加主要归功于 Hg-resistance-

related merA, multimetal(loid)-resistance-related ruvB, Fe-resistance-related dpsA 和

Hg-resistance-related merT。 MerA 编码 mercuric reductase (SM et al., 2006)，还参

与 Au3+和 Au+的还原 (Summers and Sugarman, 1974)。MerT 编码一种参与 Hg(II)

抗性的内膜蛋白 (Hamlett et al., 1992)，它还参与 Cd 的转运 (Ohshiro et al., 2020)。

黄铁矿是煤矿中的主要金属硫化矿，同时也是毒性金属 Hg 的主要宿主，黄铁矿

的氧化性溶解释放了很多 Hg 进入环境，刺激了群落中 merA 和 merT 丰度的增

加，以此来抵抗 Hg 的毒性。RuvB 是一种多金属抗性基因，能抗 Cr、Se 和 Te。

Fe-related dpsA 编码一种蛋白，能保护染色体 DNA 免受氧化性损伤，在营养贫
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乏如缺少氮和磷等元素的环境中，其表达量会得到提升 (Michel et al., 2003)，基

因 dpsA 的丰度在群落中增加能帮助群落在 AMD 这种典型的贫营养环境中生存 

(Chen et al., 2016)。总的来说，微生物群落增加了多功能 MRGs 的相对丰度来适

应多金属富集的 AMD 环境。 

3.4.3 驱动抗性组多样性的关键因素 

本研究发现 AMD 污染增加了 MRGs 平均相对丰度的同时，降低了 ARGs 的

平均相对丰度。类似的，Xu et al. (2022)的研究发现生物物理干燥能降低 ARGs 的

丰度的同时，MRGs 的丰度得到了增加，研究者把这种现象归因于环境对 MRG

携带者的选择效应。 

普氏分析 (Fig. 9)显示群落与 MGEs 对 MRGs 比对 ARGs 有更强的相关性。

群落与 MRGs 之间存在着与 ARGs 之间更高的相似性支持了 Xu et al. (2022)的观

点，即重(类)金属压力更加特异性地选择了 MRG 携带者。同时 MGEs 与 MRGs

之间更高的相似性显示 MGEs 介导了更多的 MRGs 在物种之间的水平转移。 

这些发现显示微生物更加特异地通过 MRGs 的垂直和水平传播来增加群落

对环境的适应。 

3.4.4 AMD 污染对群落产能相关代谢的影响 

KEGG 注释显示 AMD 污染刺激微生物群落产能代谢途径相对丰度的增加。

有机碳或许来自于环境中无法适应环境的凋亡的细胞物质。同时硝酸盐和硫酸盐

还原能力的增强也刺激了能量产生。类似的， Lopatkin et al. (2021)也发现了由

抗生素介导的代谢刺激现象。这些跟补偿代价理论一致。在补偿代价理论下，微

生物要发挥抗生素抗性或者会扰乱重要的细胞过程，或者会引入大量的能量负担，

因为很多抗生素作用于这些生理机制 (Melnyk et al., 2015)。同时，抗性机制如

multidurg 的多功能外排泵机制要发挥作用需要消耗能量 (Guazzaroni et al., 2013; 

Herren and Baym, 2022a; Nanda et al., 2019)。所以，在营养贫乏富含重(类)金属的

AMD 环境中，群落中的 RG 携带者必须通过刺激产能代谢来适应恶劣的环境 

(Chen, L.X. et al., 2015)。 

3.4.5 MAGs 之间的 HGT 事件 

在 130 次 HGT 事件所涉及到的基因中没有注释到 RGs，这可能是由于我们

仅回收了有限数量的 MAGs。大多数 COG 注释为产能和能量转运以及转移和核

糖体结构和生源相关，而 KEGG 注释大多与基因信息处理、信号和细胞过程相

关。这些注释结果显示除了 RGs，微生物还通过基因水平转移增强或获得其他能

力，如酸抗性、金属转移和相关代谢能力以此来适应恶劣的 AMD 环境 (Chen et 

al., 2021; Guo et al., 2015)。 
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有好几个研究显示当面对抗生素压力时，代谢相关基因(尤其是参与缓解能

量压力有关)会通过由 plasmid 介导的 HGT 事件在群落之间被共享 (Chen, K. et 

al., 2015; Schlüter et al., 2003)。一项最近发表的研究也报道了当面对抗生素压力

时，临床上重要的大肠杆菌细胞内的接合质粒上中广泛存在代谢基因。这些结果

可能显示细胞代谢过程在抗生素或者金属抗性和提供选择优势方面发挥着未知

的功能 (Palomino et al., 2023)。 

本研究发现了类似的现象，即产能和信息处理相关的基因频繁参与到由

MGEs 介导的 HGT 事件中。这说明代谢相关基因可能确实存在着某些未知的抗

性功能。 

3.4.6 MRG 环境扩散风险 

MRG 表达是微生物适应多金属环境的重要策略(Chandrangsu et al., 2017)。

然而，很多重(类)金属如 As、Cd、Cu、Hg、Ag、Te 和 Zn 在临床上能发挥着类

似于抗生素的功能 (Cheeseman et al., 2020)。这些已经导致重(类)金属抗性病原

菌的出现，并引起对 MRG 环境扩散的担忧。本研究观察 AMD 污染显著增加了

MRGs 的平均相对丰度。所以类似地区的 MRGs 环境扩散风险也应该被慎重对

待。 
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4 结论 

 

当前的针对典型金属矿环境的抗性组特征研究忽略了煤矿环境，该环境包含

不同种类的重(类)金属，因此也可能是潜在的 RG 源。本研究使用宏基因组学分

析技术结合地球化学参数，来调查一个煤矿酸性废水 passive treatment 中的 AMD

抗性组特征和变化。主要发现包括：(1)multidrug 外排机制占据抗生素抗性组的

主体地位，而重(类)金属抗性组拥有更多的多样性；(2)微生物群落主要通过多功

能 RGs 的水平转移来维持在 AMD 中的存活；(3)在 AMD 中回收到携带多重 RG

的病原菌，说明煤矿酸性废水的排放必须受到监管，来减小 ARG 环境扩散对人

类健康带来的威胁。为了指导 AMD 处理，更多针对 AMD passive treatment 对

ARGs 的处理研究必须得到开展。 

针对矿区环境的抗性组研究主要集中在解析污染环境的抗性组特征，少有研

究对矿区环境和未明显受到采矿活动影响的环境进行比较分析，这限制了对于采

矿活动如何影响环境抗性组的理解。本研究通过比较分析受到 AMD 污染土壤样

品和未明显受到 AMD 污染土壤样品的抗性组特征，发现 AMD 污染降低了土壤

抗生素抗性基因的平均相对丰度的同时，增加了重(类)金属抗性基因和 MGEs 的

平均相对丰度。和 AMD 的分析结果一致，微生物群落和 MGEs 主要驱动着 MRGs

的变化，而对 ARGs 的驱动效应相对较弱。此外，代谢相关分析发现微生物群落

通过增强产能代谢来适应 AMD 环境。进一步研究需要针对不同矿区环境开展更

广泛的对照研究来获得采矿活动对抗性组影响的一般性结论。另外，考虑到金属

抗性病原菌已经出现，对于矿区环境 MRGs 的环境扩散也需要得到应有的关注。 
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5 附录 

 

图 S1. 群落结构变化，(a) 门水平，(b) 属水平。 

Figure S1. characteristics of microbial community at phylum level (a) and genus level (b). 
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图 S2. ANOSIM 分析。(a)抗生素抗性基因，(b)(类)金属抗性基因，(c)移动元件。R > 0 代表

组间差异大于组内差异，P 值代表显著性，Entra 代表 Entrance，Efflu 代表 Effluence。 

Figure S2. ANOSIM analysis of (a) ARGs, (b) MRGs and (c) MGEs. R > 0 means that between 

group dissimilarities is bigger than within group dissimilarities, P value represents significance. 

Entra represents Entrance, and Efflu represents Effluence. 

 

 

图 S3. 环境因子与抗生素抗性基因(a)和金属抗性基因(b)之间的相关性。灰色代表正相关，

蓝色代表负相关，颜色的深浅代表相关系数的大小。*, **和***分别代表 P 值 <0.1, <0.05 以

及<0.01。 

Figure S3. Correlations between environmental parameters (including heavy metal(loid)s) and (a) 

ARGs or (b) MRGs by method of Spearman. Grey represented positive correlation and blue 

represented negative correlation, the depth of color represented correlation coefficient. *, ** and 

*** represented  p-value of <0.1, <0.05 and <0.01 respectively. Three multidrug-related RGs mdtB, 

mdtC and mexl appeared at both (a) and (b), because they were annotated at both SARG database 

and BacMet database. 
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图 S4. RDA 分析。(a) 抗生素抗性基因与理化参数；(b) (类)金属抗性基因和理化参数。 

Figure S4. RDA analysis (a) between ARGs and physicochemical parameters; (b) between MRGs 

and physicochemical parameters. 
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图 S5. (a) 抗生素抗性组的变化，(b) (类)金属抗性组的变化，(c) 移动元件的变化。(a)和(b)

仅展示丰度最高的前 30 个抗性基因。 

Figure S5. Variations of the (a) antibiotic resistome, (b) heavy metal(loid) resistome, and (c) MGEs 

between the background and AMD contaminated areas by subtype; (a) and (b) only show the top 30 

RGs; BG represents the background samples, and PO represents the AMD contaminated samples.
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图 S6. (a) 碳循环代谢通路，(b) 氮循环代谢通路，(c) 硫循环代谢通路和 (d) 其它循环代

谢通路。相对丰度单位为 TMP，P 值经过 BH 方法矫正。 

Figure S6. Variations of the (a) carbon, (b) nitrogen, (c) sulfur, and (d) other metabolic pathways. 

The unit of relative abundance was TMP, and the P-value was adjusted using the BH method. 
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图 S7. 污染土壤样品中回收到的基因组(completeness >50% and contamination <5%)的物种

与抗性基因注释。圈层由内向外，彩色条带、蓝色条带、红色条带和绿色条带分别代表代表

代表每个基因组注释到的门分类、基因组注释到的抗生素抗性基因信息、基因组注释到的金

属抗性基因信息以及移动元件信息。 

Figure S7. The phylogenetic tree of dereplicated bacteria MAGs and resistance genes with a 

completeness >50% and contamination <5%. The colored bar of the first inner circle represents the 

phylum of every MAG, the blue bar of the second inner circle represents the ARG-carrying MAGs, 

the red bar of the third inner circle represents the MRG-carrying MAGs, and the green bar of the 

outer circle represents the MGE-carrying MAGs. 
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表 S1 抗生素抗性基因、(类)金属抗性基因和属水平群落结构网络图的拓扑结构参数信息。 

Table S1 Topological properties of co-occurrence networks among ARGs, MRGs and Genus. 

 Clustering 

coefficient 

Average path 

length 

Network 

diameter 

Graph density 

Whole 

network 
0.594 4.218 13 0.084 

Random 

network 
0.0835±0.0033 2.1835±0.0034 3.4525±0.498 0.0835±0 

The random network is an identically sized random network generated based on 

the Erdös-Réyni model; the topological properties are calculated as the average value 

of 10,000 random Erdös-Réyni networks. Table following S2 was the same. 

 

 

表 S2 抗生素抗性基因、(类)金属抗性基因和移动元件网络图的拓扑结构参数信息。 

Table S2 Topological properties of co-occurrence networks among ARGs, MRGs and MGEs. 

 Clustering 

coefficient 

Average path 

length 

Network 

diameter 

Graph density 

Whole 

network 
0.678 2.399 6 0.153 

Random 

network 
0.1524±0.0058 1.9363±0.0051 3.002±0.0447 0.1527±0 
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