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摘要

由抗生素抗性基因（ARG）编码的抗生素抗性激增，对全球公共卫生构成日益严重的威胁。随着技术的进
步，特别是在宏基因组测序的普及方面，科学家们已经获得了高速解读不同样本中ARG谱的能力。为了
以高通量的方式分析数千个ARG，需要标准化和集成的流程。广泛使用的抗生素抗性基因在线分析流
程（ARGs-OAP）的新版本（v3.0）对参考数据库——结构化抗生素抗性基因（SARG）数据库和综合分析流
程都进行了重大改进。SARG通过序列管理得到加强，从而提高注释的可靠性，纳入新出现的抗性基因
型，并确定严格的机制分类。该数据库以树状结构的形式在线组织和可视化。针对不同的应用程序场景
将它划分为不同的子数据库。此外，ARGs-OAP已经通过调整量化方法、简化工具实施和用户自定义参
考数据库的多种功能进行了改进。而且，该在线平台现在提供了一个多样化的生物统计分析工作流程和
可视化软件包，用于有效解读ARG图谱。ARGs-OAP v3.0具有改进的数据库和分析流程，将有利于学术
界、政府管理部门和有关ARG环境流行率风险评估工作。
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1. 引言

抗生素的发现改变了临床治疗领域，并挽救了受到传

染病威胁的数亿人的生命。然而，抗生素的滥用和误用随

后导致了后抗生素时代全球对抗生素耐药性（AMR）的

关注。许多国家已经共同努力推进抗生素管理，并加强对

抗生素抗性基因（ARG） [1‒2]的监测。基因组测序在

ARG 监测中的应用越来越广泛，在高通量分析和解码

ARG基因组背景方面具有优势。随着测序技术的发展和

威胁人类健康的AMR危机，越来越需要可靠的参考数据

库和生物信息学工具，以便利用 DNA 序列的大数据对

ARG进行快速、准确的注释、分类和定量[3]。

结构化 ARG（SARG）数据库于 2016 年首次发布，

迅速成为广受欢迎的ARG数据库之一。它是基于综合抗

生素耐药数据库（CARD） [4]和抗药基因数据库（AR‐

DB）[5]构建的，生成包含4049个变异的集合，该集合具

有类型-亚型序列层次结构，并且每个变异都有明确的分

类序列[6]。ARG类型代表抗性基因编码的蛋白质所对抗

的抗生素（如一些研究中使用的抗生素/药物类别），而亚

型代表基因的基因型（如一些研究中使用的ARG家族）。

2018年，对 SARG数据库进行了进一步扩展，将其发展

为v2.0版本，其中通过序列比对和关键字匹配等严格选择
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标准，从美国国家生物技术信息中心（NCBI）非冗余

（NR）数据库中纳入了更多经过匹配的 ARG 参考序列。

抗性基因在线分析流程（ARGs-OAP）可用于ARG注释、

分类和两步分析定量。第一步是通过Usearch对ARG序列

进行快速过滤[7]，第二步是使用基本的局部比对搜索工

具（BLAST）进行精确分类[8]。ARGs-OAP得到了全球

关注，越来越多的用户推动了该工具的不断改进，随着

SARGfam的部署和基本单拷贝标记基因在细胞数量定量

中的应用而被更新到v2.0版本[9]。

需要不断改进基于SARG的ARGs-OAP，以提高其性

能及与其他下游分析的集成。因此，本研究描述了ARGs-

OAP v3.0的最新更新，如图1所示。其中包括：①一个精

心策划的数据库，通过修订层次结构减少注释偏差；②升

级了注释、分类和量化工具，增加了环境样本的ARG覆

盖率，以及计算 ARG 丰度的新方法；③改进网站，对

ARG进行综合深入分析和统计可视化。

2. 方法

2.1. 数据库管理

使用内部脚本对所有参考序列进行了严格的管理，然

后通过参考文献†、分子专家、其他相关数据库和NCBI注

释进行手动验证。对单个序列进行序列比对和关键字匹

配，如果比对结果与关键字搜索匹配，则得到准确的分

类。具体来说，首先，根据最新的知识，如四环素和大环

内酯-林可酰胺-链霉素（MLS）抗性基因[10‒11]的术语，

筛选出特定抗生素类型的ARG。其次，ARG亚型的名称

和分类由其他数据库进行补充，包括 CARD 数据库

（v3.2.4，2022 年 7 月 27 日下载） [12]。经过手动过滤，

CARD数据库中的4641个序列中有713条被纳入SARG数

据库，提供了更新的ARG亚型术语集合（表 1）。此外，

根据已发表论文中的分类，对SARG中的其余参考序列进

行了单独审查。那些没有可用亚型/类型分类的序列被移

除，以避免在定量中潜在的错误注释和误报。最后，将

SARG数据库与NCBI NR数据库（2022年8月28日下载）

进行比对，以检索更多的参考序列，并遵循严格的选择

标准[9]。

2.2. 用于评估ARGs-OAP v3.0的模拟数据集

为了评估ARGs-OAP v3.0的性能，我们使用定制的

脚本从Swiss-Prot数据库中生成了模拟数据集[13]。Swiss-

Prot数据库（2020年4月20日下载）中关键词为“抗生素

抗性”的序列被视为ARG，而Swiss-Prot数据库中的其他

序列被视为非 ARG。对整个集合生成了 50 个、67 个和

100 个氨基酸（aa）蛋白序列的 k-mers，以代表读长为

150个、201个和 300个碱基对（bp）的宏基因组数据集。

当将ARGs-OAP应用于模拟数据集时，评估了不同截断

点（即E值、相似度和比对长度比）。采用附录A中总结

的计算方法，根据Matthews相关系数（MCC）、灵敏度和

精度，评估了采用不同截断点的工具的鲁棒性。

2.3. 用于评估不同版本的ARGs-OAP的数据集

为了评估数据库更新带来的ARG丰度和多样性的变

化，对来自 7种不同环境类型的 36个样品进行了量化分

析，包括4个河水样本、3个沉积物样本、4个来自污水处

理厂（WWTP）的厌氧消化污泥（ADS）样本、9个来自

污水处理厂的活性污泥（AS）样品、两个来自污水处理

厂的废水样本、两个来自污水处理厂的进水样本、12个

来自牲畜粪便或养猪场的废水样本。对于每种环境类型，

对从不同的宏基因组中量化的ARG类型的丰度进行平均，

以代表该环境类型。

† https://smile.hku.hk/ARGs/Indexing.

表1　SARG v1.0/v2.2/v3.0和CARD v3.2.4数据库中的类型/机制/亚型/序

列的计数

Item

Type

Mechanism

Subtype

Sequence

Database

SARG v1.0

24

‒

1 208

4 499

SARG v2.2

24

‒

1 244

12 085

SARG v3.0-F

32

11

2 842

13 672

CARD v3.2.4

‒

‒

‒

4 641

SARG v3.0-F: SARG v3.0 full version.

图1. ARGs-OAP v3.0已经更新，包括一个新的数据库、一个完善的流程

和具有多种功能的网页。
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2.4. 参考ARG的风险排序

参考ARG的风险排名框架基于Zhang等[14]的工作，

该工作根据三个标准通过决策树将SARG数据库中的参考

序列分为4个风险等级（等级 I、II、III和 IV）。第一，使

用默认截断值在全球宏基因组集合（n = 1427，2022 年

9 月 17 日之前获得的数据）和 Refseq 基因组集合（n = 

256 788，2022年 8月 26日下载）中搜索 SARG v3.0数据

库中的所有参考ARG。那些未在任何宏基因组中检测到

的参考序列被列为“未评估”。第二，将与人类相关的环

境（包括人类粪便、牛粪便、猪粪便、污水、污水处理设

施、农业领域、工业废水处理设施和矿山）中的ARG流

行率与未受影响环境（包括海水、天然水、天然沉积物和

天然土壤）中的丰度进行了比较（附录A中的表S1）。那

些在人类相关环境中未被发现富集（定义为大于或等于

100倍）的ARG被归类为“等级 IV”。第三，在人类相关

环境中富集的ARG中，通过搜索移动遗传元素（MGE）

数据库（2022年4月4日下载的Refseq质粒数据库）判断

的非移动ARG被归类为“等级 III”。第四，在可移动的和

与人类相关的ARG中，那些非由病原体携带的ARG被归

类为“等级 II”。最后，那些符合所有三个标准的参考

ARG，包括①在人类相关环境中富集的、②可移动的和

③病原体携带的，被归类为“等级 I”，这表明风险最高。

2.5. 信息技术

ARGs-OAP v1.0 [6]和 v2.0 [9]是基于Galaxy项目[15]

部署的。在更新的版本中，Galaxy项目是通过定制的Py‐

thon Flask框架、Vue.js框架和Quasar框架以及由R-Studio

生成的支持性数据集进行原位开发的。MySQL存储支持

使用大量数据的数据库索引，并由 markmap 包进行可

视化。

3. 结果和讨论

3.1. SARG数据库更新

与 SARG 的前两个版本一样，SARG v3.0 中的 ARG

参考序列以分层结构（类型-亚型-序列）组织，这有利于

自上而下地解读环境样本，特别是当应用ARGs-OAP来

量化 ARG 的表型（ARG 类型）和基因型（ARG 亚型）

时。在SARG v3.0中，确定了抗性机制，形成了一个新的

四层（类型-机制-亚型-序列）结构。其包括 6个机制组：

抗生素靶点改变、抗生素靶点保护、抗生素靶点替代、外

排泵、酶失活和渗透性降低[16‒26]。某些机制组被进一

步划分为亚组。例如，外排泵进一步分为五个亚组：三磷

酸腺苷（ATP）结合盒（ABC）转运蛋白、主要促进剂超

家族 （MFS） 转运蛋白、多药和毒性化合物挤压

（MATE）转运蛋白、抗性结瘤细胞分裂（RND）转运蛋

白、小多药耐药性（SMR）转运蛋白[24‒25]。

此外，在SARG v3.0中，对那些具有编码抗生素抗性

的双组分系统或三组分系统的 ARG 亚型给予了特殊的

“双组分”和“三组分”标签。例如，四环素抗性[27]需

要一对具有外排泵 [tetA(46)和 tetB(46)]的基因。AcrEF-

TolC是RND转运蛋白亚家族的三组分系统的另一个例子，

其功能需要膜融合蛋白（AcrE）、内膜转运体（AcrF）和

外膜因子（TolC）的参与[28]。

此外，对 ARG 类型和亚型的整理导致 1717 个新的

ARG亚型被添加到SARG数据库，包括 157个氨基糖苷、

230个 β-内酰胺、35个氯霉素、96个MLS、99个多药、

106个喹诺酮、73个万古霉素和其他耐药亚型（表1和附

录 A 中的表 S2）。已经确定了 11 个同义词。特别是，

SARG 数据库现在除了 CARD 外，还包括 127 个 ARG 亚

型，包括 mdtL、SHV-112、SHV-39 和 tetX1。对于 SARG 

v3.0数据库，已经对这些亚型名称进行了手动管理。

综上所述，由于对特定类型或亚型的分类不一致，从

SARG v2.2中删除了1425个序列，并添加了3012个序列，

从而更新了数据库SARG v3.0完整版（SARG v3.0-F），包

含 32 个类型、 2842 个亚型和 13 672 个序列（表 1 和

表S1）。

为了更好地利用不同长度的DNA序列对ARG进行注

释和分类，在 SARG v3.0-F 基础上构建了 SARG v3.0-L

（长读数注释子数据库，n = 13 439），删除了 233个由突

变进化而来或在过表达时发挥作用的序列，这些序列不适

合基于相似性搜索进行注释。此外，还创建了 SARG 

v3.0-S（用于短读数定量，n = 12 746），作为SARG v3.0-

L的子数据库，该数据库排除了用转录调控因子（包括激

活因子和抑制因子）标记的693个序列，这些序列不能使

用短读长进行正确注释。子数据库SARG 3.0-E（用于表

达分析，目前为 n = 10 538）只包括在不同环境的全面调

查中至少检测到一次的环境流行SARG序列。SARG v3.0-

S和SARG v3.0-E都是ARGs-OAP中的参考数据库，用于

使用相似性搜索算法对环境宏基因组短读数数据集进行完

整或快速分析。

3.2. 数据库索引平台

SARG v3.0-F数据库的结构清晰地显示在ARGs-OAP

网站上，供用户检索每个基因和参考序列的信息，并在

13 672个参考序列中引用任何感兴趣的ARG。
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对 SARG数据库的索引采用了两种格式（图 2）。一

种是分层树视图，其中每棵树植根于一种ARG类型，然

后作为分支成长为不同的抗性机制、蛋白质家族和ARG

亚型。树状结构索引是对SARG数据库的层次结构的一种

用户友好的可视化。另一种显示格式被设计为将SARG数

据库中的每个本体进行存档并提供全面的描述，类似于其

他数据库，如UniProt [29]和Pfam [30]。

ARGs-OAP索引中最值得注意的部分是每个ARG亚

型的环境流行率信息，这是由来自不同环境样本的

1000 多个宏基因组数据集的数据挖掘结果总结的

（表S1）。此外，SARG v3.0-S中的12 746个参考序列被分

为风险等级 I、II、III和 IV †。基于我们最近发表的风险等

级方案[14]，风险等级 I的ARG由于其跨越系统发育边界

的高流动性、在人类活动中的广泛传播以及其宿主的致病

† https://smile.hku.hk/ARGs/Indexing/riskranking.

图2. SARG v3.0-F（n = 13 672）的可视化版本有两种格式。（a）具有支持搜索功能的树ARG类型；（b）SARG数据库中每个本体的存档信息，包括

相关类型、亚型、机制组、亚组、参考序列和环境流行度信息。aadA：氨基糖苷-3'-腺苷酸转移酶。
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性而最受关注。因此，风险等级 I的ARG在网页上的字典

中的“环境流行率”和“序列”部分都被突出显示。一般

而言，ARG流行率数据和等级排名计划为学术界和政府

了解ARG的传播和制定控制策略提供了有价值的参考。

3.3. ARG量化工具和可视化的更新

利用SARG数据库对ARG进行注释和量化的集成工

具被称为ARGs-OAP †。它在3.0版本中进行了改进，可以

精确地从宏基因组数据集中量化ARG丰度，采用以下修

正方程：

Abundance =ån
i=1( )k´

NiARG−like sequence´Liread /LiARGs reference sequence

Ncell number

其中，NiARG-like sequence是注释到一个特定ARG参考序列的类

ARG读取的数量；Liread是读取的长度；LiARGs reference sequence为

对应的 ARG 参考序列的核苷酸序列长度；n 为属于该

ARG类型或亚型的映射ARG参考序列的数量；Ncell number

是通过定位到一个必需单拷贝标记基因数据库或从 16S 

rRNA序列的拷贝数中进行校正来估计的细胞数[9]。如果

特定ARG参考序列为双组分系统，则参数 k为 0.5，如果

特定ARG参考序列为三组分系统，则参数k为0.33，对于

除上述两类外的所有ARG，参数k为1.0。

在 SARG v3.0中，不同亚型的ARG亚型被标记为不

同的k值，用于调整量化。共有3552个序列被标记为“三

组分”系统，其 k值为0.33，因为真正的抗性需要该类别

中的三个基因作为一组同步出现，并且在没有0.33的调整

参数的情况下，将每个组分计为1的旧量化方法将导致三

倍的高估。同样地，65个序列被标记为“双组分”系统，

k值为 0.5，因为这一类中的两个基因都出现会导致抗性；

因此，单个事件已通过参数0.5进行调整。这种修改将有

助于减少少数 ARG 类型的定量偏差，包括多药 ARG、

MLS抗性基因等。k值为1.0的ARG亚型在更新公式的量

化过程中不受影响。

此外，在线分析平台已经更新为一个新的文件管理系

统，在许多方面促进了更用户友好的在线分析的发展。首

先，旧版本的ARGs-OAP需要局部样品预处理。通过更

新，用户可以选择上传原始读取的内容（通过网页或

FTP），然后只需点击一下，就可以完成ARGs-OAP的量

化步骤。其次，更新后的在线流程在使用上述量化后提供

了多个下游分析。可视化软件包已经集成到ARGs-OAP

和下游分析工具中，用来显示结果，以便更好地进行解

释。具体来说，环境样本的短读长可以作为ARGs-OAP

分析的查询输入，用于对ARG进行分类，并量化ARG流

行率，生成ARG类型、亚型和变异的丰度表。还有一个

仪表板，其中包含检测到的ARG的汇总计数和ARG丰度

的柱状图（以每个细胞的ARG拷贝数为单位）。

以“地理比较”分析为例，下游分析的工作流程如

图3和图4所示。整个下游分析软件包包括：

（1）通过输入来自不同地点的ARG类型样本的丰度

表进行地理比较，以将ARG污染水平与来自同一类型栖

息地的全球数据进行基准比较；

（2）基于微生物源跟踪（MST）的ARG污染源识别，

确定不同来源（包括污水、人类粪便、牲畜粪便、污水处

理厂、农田、工业污水处理厂、矿山、自然样品）对感兴

趣样本中ARG的贡献比例；

（3）通过参考数据库中不同生态系统集合中的ARG

谱，对样本进行排序分析（ordination analysis），得到相

似性和差异性；

（4）感兴趣样本中，关于 ARG 风险的四个等级的

概况。

除了对短读数进行宏基因组分析外，基于长读数的

ARG注释的应用也越来越多，它要么是由第三代测序生

成的[31‒32]，要么是将短读长从头组装[33]。通过参考

SARG数据库，长读数可以很容易地与蛋白质或核苷酸参

考序列进行比对††，以注释ARG，这取决于测序的准确性

和研究场景。通过整合子可视化和识别流程（I-VIP）[34]

或质粒分类流程（Plascad）[35]，MGE分析可以进一步

解读遗传背景。ARG和MGE共定位的鉴定为进一步探索

细菌群落中潜在的水平基因转移提供了关键信息。

3.4. ARGs-OAP v3.0性能评估

我们通过在读取长度分别为150 bp、201 bp和300 bp

的模拟宏基因组数据集中注释ARG，根据MCC、灵敏度

和精度评估了更新流程的性能（图5、附录A中的图S1）。

评估结果显示，ARGs-OAP v3.0具有良好的性能，在三组

环境宏基因组中应用推荐的截止点（即E值：1×10−7；相

似度：80%；比对长度比：75%），ARGs-OAP v3.0 在

ARG识别方面表现出很高的精度和灵敏度。在注释复杂

样本中的基因时，误报始终是一个问题。事实证明，

ARGs-OAP v3.0是高质量的，误报率低于2%。

为了进一步评估其性能，我们应用 ARGs-OAP 的

三个版本（v1.0、v2.2和 v3.0）分析了 7个典型环境源的

36个宏基因组数据集，它们代表了不同程度的人类活动。

† https://smile.hku.hk/S ARGs.
†† https://smile.hku.hk/ARGs/Indexing/download.
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结果显示，使用更新的数据库有明显的改善，即在所有研

究的不同 ARG 水平的环境样本中，都发现了 ARG 丰度

（每个细胞的ARG拷贝数）和丰富度（检测到的ARG亚

型数量）的增加。

如图 5（d）所示，与 SARG v2.2 相比，应用 SARG 

v3.0使ARG检测度在环境中发生了不同程度的变化，在

污水中变化了 12.6%，在河水中变化了 28.8%。自然环境

（河水和沉积物）样品有不同程度的改变（4.7%～

28.8%），而来自污水处理系统的样品（WWTP ADS、AS

和出水）检测总丰度提高的程度很相似（12.4%～

15.9%），其他样品的总丰度有所下降。基于Mann-Whit‐

ney测试（P < 0.05），发现不同的环境类型中ARG总丰度

存在显著差异，进而形成四个丰度水平分层，丰度从高到

低如下：牲畜粪便>污水>污水处理厂>自然环境样品。无

论应用哪个版本的数据库，ARG丰度水平的分层都保持

不变。

自然环境样品和污水处理厂中ARG检出率增加，与

此同时，这些样本中的检测丰富度（检测ARG亚型的数

量）也有所增加，而污水和牲畜粪便中ARG总丰度的减

少归因于在数据库中删除了模糊的参考序列，其主要是多

药耐药基因。总的来说，SARG v2.2 检测到 736 个亚型

（数据库中有 1244个亚型），而SARG v3.0检测到 1019个

亚型。也就是说，更新后的数据库多检索到了283种ARG

亚型，这些亚型来自7种环境类型的至少一个样本中，并

图3. ARGs-OAP v3.0平台的短读长工作流程。查询数据集可以进行分析，以一种高效和准确的方式量化ARG，然后使用集成的工具进行可视化和解

释。一个例子是“地理比较”包，它的接口需要选择查询样本的环境类型，然后上传一个输入文件，这是对ARGs-OAP进行分析后的ARG丰度的母

表。生成的概要文件包括一个箱形图及一个基于查询样本和存档数据库生成的地图，该数据库包含来自13种栖息地的1427个样本。
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图5. 评估更新后的数据库及用于ARG注释和量化的流程。在读长为150 bp的模拟宏基因组数据集上应用ARGs-OAP v3.0并采用梯度的截断点时，评

估MCC（a）、灵敏度（b）和精度（c）。颜色梯度代表了在 0～1范围内的MCC（a）、灵敏度（b）和精度（c）的值。（d）通过应用三个版本的

ARGs-OAP，对来自不同环境的宏基因组进行进一步评估。对于每个环境，条形图表示所使用的参考数据库：（左）SARG v1.0；（中）SARG v2.2；
（右）SARG v3.0。ARG定量单位为每个原核细胞的平均的ARG拷贝数。图中的百分比标签是与版本v2.2相比，使用SARG v3.0检测到的ARG数量的

增加。BF：生物膜。

图4. ARGs-OAP v3.0平台上可用于长读长的工具，包括整合子识别和质粒分类。I-VIP：整合子可视化和识别流程。
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且使用以前的版本没有被检测到（附录A中的表S3）。这

些新检索到的亚型包括氨基糖苷、β-内酰胺、MLS、多

药、多黏菌素和其他耐药类型，在测试样品中每个细胞的

ARG丰度范围为6.17×10−6~0.92个拷贝。新检测到的每个

细胞ARG丰度超过 0.4个拷贝的亚型包括耐药型MLS中

的 lnuC和 optrA，以及耐药型氟芬尼考中的 lnuH和 fexB，

表明添加新的参考基因至SARG v3.0中后，这些新检测到

的亚型将被覆盖。因此，更新后的数据库将提高不同环境

样本中ARG监测的检测覆盖率。与此同时，新的数据库

将通过减少误报来促进ARG的准确预测。

4. 结论

ARGs-OAP于 2016年首次发布，并于 2018年进行更

新。如本研究所述，这种分析工具已继续开发，以在抗生

素抗性的环境方面的研究中取得更好的性能。在ARGs-

OAP v3.0中，对数据库更新和不同分析工具的集成都进

行了改进。首先，参考数据库SARG已经更新到3.0版本，

根据更新的知识删除/添加序列，调整类型和亚型的名称，

添加机制组和亚组的信息，并在CARD等其他数据库的基

础上扩大覆盖范围。SARG v3.0-S（短读长定量的子数据

库）和SARG v3.0-E（快速分析的子数据库）排除了与突

变、阻遏物和调节因子相关的基因，已经嵌入了ARGs-

OAP v3.0作为参考数据库，而SARG v3.0-F可以通过树结

构和字典形式进行可视化。其次，从 ARGs-OAP 开始，

使用集成工具开发了用户友好的工作流程，并进行了后续

分析，包括风险等级方案、地理比较、MST和与其他生

态系统的相似性/不相似性分析。在分析流程中实现了可

视化，这将促进数据解释和有效沟通。
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