
摘 要：微生物溯源技术（Microbial source tracking，MST）通过靶标生物标记定位污染来源，为难以确定污染来源的非点源生物源污
染监测提供了技术手段。基于微生物溯源技术从定性到定量化的发展历程，介绍了 MST技术的产生、发展与特点以及 MST在水环
境污染监测与管理中的应用；重点论述了拟杆菌（Bacteroides spp.）基因标记水环境定量化溯源的研究进展，集中分析了温度、光照、
盐度等环境因子对拟杆菌基因标记环境衰变的影响以及环境因子与定量化溯源结果准确性的相关关系，并据此判定环境生物因子

可能对基因标记环境衰变结果存在一定的影响。依据目前定量溯源研究与应用现状，提出了提高拟杆菌定量溯源准确性和广泛性

的研究重点和应用前景。
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Abstract：Microbial source tracking（MST）provides an accessible method for tracking the non-point contamination from biological sources,
for it allows practitioners to discriminate among many possible sources of fecal contamination in the environmental waters by identifying the
target biomarkers. In this paper, the origin, development process from qualitative to quantitative, characteristics and environmental applica原
tions of MST technology were briefly reviewed. The screening criteria of microbes as indicators were developed. Bacteroides spp. as one of
the accepted indicators showed some advantages in quantitative MST because this microbe couldn忆t reproduce in vitro environment accord原
ing to the criteria. The research on quantitative source tracking with Bacteroides spp. gene marker under different conditions has made a
great progress. The research has been focused on the development of Bacteroides spp. gene-markers and their application to contamination
source tracking at a quantitative level in water environment. The effects of environmental factors such as light, dark, temperature etc. on the
decay of gene marks, and the correlation between gene-marker decay rate and different environmental factors were analyzed. The reported
literatures showed that biological factors in the vitro environment greatly impact the MST technique. Improvements of accuracy and applica原
tion scope of MST in the water environment were proposed.
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生物源污染包括养殖场废水和生活污水，由于这

类废水中的粪尿污染物携带大量的肠道微生物，具备

了微生物溯源的可行性。由于众多的生物污染源具有

非点源排放的特性，通过目标污染环境其他非生物成

分很难准确定位污染源，给污染管理和治理工作造成

了一定的难度。微生物溯源技术（MST）以其无需对污
染物人为标识、污染源分类定位快速而引起研究者极

大的兴趣，21世纪以来，美国、加拿大、澳大利亚、日
本及欧盟部分发达国家纷纷开展了利用微生物溯源

技术监测水体生物源污染的研究和应用工作，并逐渐

提高污染检测的定量化水平，为水环境污染管理和疾

病防治提供了科学依据[1-8]。我国近几年也开始了相关
的研究工作，并在方法的适宜性研究与应用方面取得

了一定的进展。

本文梳理了微生物溯源技术从起源、定性到定量

化的发展，重点论述了定量化溯源指示微生物拟杆菌

及其水环境定量化溯源的研究进展。拟杆菌作为主要

的肠道微生物菌群，以其环境的不可繁殖性和较强的

宿主鉴别能力成为定量化溯源的研究重点。针对目前

拟杆菌定量化溯源的研究结果与进展，提出深入全面

研究其他污染指标、环境因子与定量化检测结果的相

关关系，提高定量化检测与溯源结果的准确性，将有

助于微生物溯源技术在环境尤其是水环境定量化溯

源中更广泛的应用。

1 MST技术起源与发展
1.1 MST技术起源

MST技术最早产生于水体粪便污染样品的诊断。
20世纪 60年代末 70年代初有学者提出以粪大肠菌
群（Fecal coliform，FC）和粪链球菌（Fecal streptococ
cus，FS）的比例区分人类和其他动物源粪便污染，两
者比例大于 4（FC/FS>4）确定为人源的污染，小于 0.7
（FC/FS<0.7）确认为其他动物源的污染[9-10]。90年代研
究细化了其他动物源污染，提出当 FC/FS>4时可以认
为是人源粪便污染，0.1<FC/FS<0.6是畜禽养殖排泄
物造成的污染，而当 FC/FS<0.1 时则认为是野生动
物粪便污染[11]。但也有研究发现这种方法得到的结果
并不能完全准确诊断污染源，因为粪大肠杆菌和粪链

球菌的生长速率和生存能力不同，两者的比率会随着

体外存续时间的延长而发生变化[12-13]。因此，美国公
共健康协会（American Public Health Associa tion，
APHA）便不再推荐以 FC/FS的比率来区分人类和动
物来源的粪便污染。如何筛选到有效的生物标记并建

立生物源污染诊断的适宜方法再次激发了人们的研

究兴趣。

1.2 MST技术发展
筛选 MST微生物宿主特异性生物标记的广泛研

究始于 20世纪 80年代[14-16]，Scott等[17]提出理想指示
微生物应该具备能够反映水体污染情况、不是致病

菌、能够快速检出、容易计数、和致病菌存在较密切联

系、非目标环境土著微生物等特点，并据此建立了指

示微生物的筛选标准。筛选出的微生物包括大肠菌群

（Total coliforms）、粪大肠菌群（Fecal coliforms）、大肠
杆菌（E. coli）和肠球菌（Enterococci）这类温血动物肠
道及粪便中普遍存在的细菌，研究与应用最多的当属

大肠杆菌和肠球菌，这类细菌的监测结果可以作为环

境样品是否受到生物源污染的判别依据。

随着生物标记功能的发掘，Farber[18]对污染指示
微生物标准做了进一步的补充完善，提出指示微生物

不仅应具备能够提供样本是否受到生物源污染的信

息，而且能够提供有效区分不同生物源污染的信息。

如人源特异的双歧杆菌（Bifidobacterium）和野生动物
源的嗜粪红球菌（Rhodococcus coprophilus）等，这类细
菌被用来作为不同宿主来源的指示菌[14-15]。这一研究
结果得到了一些学者的验证和支持[19]。虽然这类细菌
能够在一定程度上区别不同的宿主来源，但由于这些

细菌在体外环境中生存时间较短，且无法从高温环境

（如夏天）中检出而使其应用受到了限制；同时该方法

在美国、欧洲和南非的测试结果表明，对未知样品的

检测效果不是很理想[20]。此外有研究表明，单链 RNA
（F+RNA）和单链 DNA（F+DNA）噬菌体能够被用来区
分人类和动物粪便的污染[21-22]。其他被研究的溯源方
法包括肠球菌抗生素抗性分析法（Antibiotic resis
tance analysis，ARA）[23-24]、碳源利用分析法（Carbon
source utilization，CSU）[25]、大肠菌群的脂肪酸分析法
（Fatty acid methyl easter analysis，FAME）[26]、大肠杆
菌核糖体核型分析法（Ribotyping）[27]、重复序列 PCR
分析法（rep-PCR）[28]、脉冲凝胶电泳分析法（Pulse-
field gel electrophoresis，PFGE）等培养建库的方法[29]，
这些方法都有相应的一些应用，结果也存在一定的差

异。此外，区别以牛、猪、鸭和人源设计的大肠杆菌特

异性生物标记[30-33]、区分人源和动物源污染设计的肠
球菌生物标记 esp（Enterococcal surface protein）也已
经被应用到环境监测中[34]。虽然各种方法经过了长期
的研究，但对各种分析方法的优劣依然难有定论，其

诊断结果的准确性和灵敏性都受到了库容量和分析
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方法的影响[35]。因此，无需建库和纯培养、同时能够反
映定量化信息的溯源技术成为研究人员关注的焦点。

研究结果认为定量化溯源指示微生物应符合以

下条件：（1）只存在于靶标污染源中，即宿主特异性标
准；（2）靶标污染源中的浓度或者含量要足够多，即检
测灵敏度标准；（3）已知不同污染源生物标记的环境
存续性和增殖能力，即定量分析的可比性标准[2]。

拟杆菌（Bacteroides spp.）在众多的候选指示菌中
受到了更多的关注，并成为定量化溯源研究的主要

指示微生物。拟杆菌作为肠道中的主要厌氧菌群，具

有数量众多，在环境中不可繁殖，同时具有较高分类

水平的宿主特异性基因标记，因此以拟杆菌特异性

生物标记为基础的定性与定量溯源技术得到了快

速发展[36-37]。Bernhard和 Field[3]最先在 MST技术中利
用了拟杆菌特异性生物标记。目前针对人、鸡、狗、加

拿大雁、马、反刍动物和猪粪便的溯源方法已经先后

建立并应用到实际的水环境监测中[38-47]。王显贵等[48]

建立了 qPCR定量检测模拟水体中猪源拟杆菌特异
性生物标记的方法，以宿主特异性引物定量识别检测

水体中猪源拟杆菌 16S rRNA基因拷贝数，从而确定
猪源拟杆菌污染量，以进一步明确水体受猪场废水污

染的程度。该方法以混合污水进行试验时，表现出了

很好的特异性，能够排除其他寄主来源拟杆菌的干

扰。

当然，即使不依赖培养建库的生物标记也具有

一定的时空差异[49]，所以更好地了解基因标记的环境
持续性、时空变异性、基因标记与其他污染指标的定

量关系显得尤为重要，这也成为近几年和今后的研

究重点。

2 MST水环境生物源污染监测
绝大多数水体对生物源污染非常敏感，因为生物

源污染不仅能通过娱乐水体和饮用水引起人类疾病，

而且能破坏水体生态环境产生富营养化、引起水生生

物毒害。目前，重金属和抗生素也成为我国生物源污

染的威胁。因此利用 MST明确水体生物源污染来源
和污染贡献率对于水环境污染治理和病害防治方法

的建立非常关键。

2.1 MST与其他污染指标的相关性
MST在国外主要用于娱乐水质监测、健康和最大

污染负荷管理，主要针对水环境中与人类健康相关的

致病微生物[1，50-52]，研究热点集中在一些与致病微生物
或某些病症关系相对比较清楚的指示微生物，例如大

肠杆菌和肠球菌等。但是随着对病原菌与指示微生物

关系的深入研究，也出现了不同程度的分歧，大部

分结果认为它们之间存在相关性 [53]，但也有研究者
认为它们之间不存在相关性或相关性很低[6，38，54]。研
究结果的差异与所选择的指示微生物生物标记和环

境条件都有一定的关系，为提高结果的可靠性和准确

率，在实际应用中应结合环境条件进行多标记印证。

尽管生物源污染紧密伴随着富营养化和水生生

物毒害，但是目前生物标记与生物源污染相关的氮、

磷、重金属和抗生素等的相关性研究和应用仍然比较

少。Weidhaas等[55]以短杆菌（Brevibacterium sp.）LA35
基因为家禽粪便生物标记，通过 qPCR技术确定了该
生物标记与家禽粪便、径流、地表水和地下水中粪便

指示微生物和重金属的相关性，并且发现该生物标记

拷贝数与大肠杆菌、肠球菌、砷、铜、磷和锌的浓度有

共变关系，因为只要在能够检出该生物标记的径流样

品中，指示微生物和砷、铜、磷、锌的浓度也较没有检

出生物标记的样品中高。目前国内未见利用微生物对

水体中相关指标进行溯源的研究报道。尽管氮磷是生

物源污染的主要成分，但尚未见应用微生物溯源技术

对水体中氮磷富营养化物质进行溯源的报道。

无论如何，要明确水环境生物源其他监测指标与

指示微生物生物标记的相关性，生物标记在环境因子

影响下定量检出的准确性是进一步研究的关键。

2.2 拟杆菌与水环境污染定量化溯源
拟杆菌是水环境定量化溯源研究与应用相对集

中的指示菌，目前应用研究的关注点主要集中在拟杆

菌环境存续性和衰变方面。尽管目前建立了许多人类

和动物粪便的基因特异性标记，但由于基因标记的环

境持续性差异，虽然在定性层面上的研究结果相对比

较一致，但是不同地理区域的定量溯源结果差异相对

比较大。即使同一地区，如果对于拟杆菌基因标记水

环境衰变机制不十分清楚，也可影响拟杆菌基因标记

定量溯源技术在实际水环境的应用效果[56-58]。由于拟
杆菌在环境中的不可繁殖性，其基因标记环境持续

性的本质就是拟杆菌基因标记在水环境中的衰退，

尤其是在生物因子和非生物因子交互作用影响下的

衰退。目前相关性的研究报道主要集中在水环境非

生物因子对指示菌和特异性基因标记衰变速率的影

响方面[7，37，49，59-61]，且研究结果也不尽相同，有的甚至截
然相反。

有研究认为不同寄主来源的拟杆菌基因标记的

环境行为趋势一致，其中以温度与基因标记环境存续
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量的负相关关系最为一致[48，62-64]，尽管不同的研究结
果在二者的相关程度上有差异，但并不影响相关结论

的一致性。而与基因标记环境存续量相关的其他环境

因子的研究结果却不尽相同，有的甚至完全相反，比

如盐度、光照对拟杆菌基因标记持续性的影响、拟杆

菌基因标记与活菌细胞和可培养菌群的相对衰变速

率等。

Marti等[42]认为水中的溶解氧和温度都对猪源宿
主特异性拟杆菌生物标记的稳定性影响较大。Okabe
等[7]研究结果表明寄主特异性基因标记在不同盐度水
体中的行为特征没有差异，只与温度相关。Okabe以
可培养脆弱拟杆菌作为拟杆菌参照，研究了拟杆菌人

源特异性基因标记 Human-Bac1、猪源特异性基因标
记 Pig-Bac2、牛源特异性基因标记 Cow-Bac2等在不
同的温度和盐度水环境条件下的衰变行为，在低温（4
益）高盐（海水）的环境中存续时间较高温（30 益）低盐
（淡水）下的持续时间长，同时基因标记与活菌的衰变

速率无差异，明显低于可培养大肠菌群和脆弱拟杆菌

的衰变速率。Bae 等[63，65-66]利用加入 PMA（叠氮溴化
丙锭，Propidium monoazide）和不加入 PMA提取DNA，
研究了拟杆菌活细胞与基因标记的衰变，结果表明基

因标记的持续时间（177 h）远高于活细胞（28 h），并且
在海水中的衰变速率要快于淡水。Okabe与 Bae关于
基因标记与活菌衰变速率研究结果的差异来源于二

者选用的方法和参照活菌体系不同，Bae以与基因标
记相同的活菌作为比较对象，加入非活菌 DNA检出
抑制剂 PMA，研究结果较以可培养活菌作参照更接
近实际情况。

Walters等[67]分别以 DNA和 cDNA为模板的qPCR
（quantitative PCR）和 RTPCR（real-time PCR）方法检
测了拟杆菌基因标记和拟杆菌细胞的持续性，认为基

因标记的衰变快于活菌细胞，两者均快于大肠杆菌和

肠球菌等指示菌，与 Okabe和 Bae的研究结果都不相
同，可能与所选择的基因标记和检测方法不同有关，

但基因标记的衰变快于或者高于活细胞的结论有待

进一步的研究印证。同时Walters等的研究结果认为
光照对基因标记没有影响，而高温（30 益）环境下的
衰变速率远高于低温（4 益）环境，进一步为基因标记
与温度负相关的研究结论提供了支撑。Dick等[59]以
污水构建拟杆菌通用基因标记 AIIBac、人基因标记
BacH、HF183及大肠杆菌的环境衰退速率研究体系，
认为在恒定的温度（15 益）下，不同光照、底泥等环境
因子的处理效果没有显著差异，但基因标记都会出现

比较快速的衰变，明显高于大肠杆菌，与Walters等的
研究结果相一致。Tambalo等[68]采用 0.45 滋m微孔滤
膜过滤水样提取 DNA研究了基因标记的环境衰变，
结果表明人拟杆菌基因标记BacH、反刍动物基因标
记 BacR、牛特异性基因标记 CowM2等在自然水环境
中衰减 99%的时间少于 8 d，明显快于大肠杆菌 15 d
以上的衰减期，同样得出了基因标记衰变速率快于大

肠杆菌等指示菌的结论。这一结果与大肠杆菌的环境

可繁殖性不无关系。

Ekaterina 等 [69]利用 0.2 滋m 滤膜过滤水体提取
DNA，研究了人基因标记 BacH和反刍动物基因标记
BacR在水环境中迁移和衰变特征，认为各基因标记
之间无差异，温度是影响衰变的关键因子，基因标记

的衰退速率与温度成正比，但不受光照的影响，并且

基因标记相对于总大肠菌群和肠球菌的衰变没有显

著差异。其他的研究结果既有支持光照不会影响基因

标记衰变的观点[59，63，67，70]，也有支持基因标记在光照条
件下较黑暗条件下衰退更快的观点[61-62]。光照影响拟
杆菌基因标记和拟杆菌衰变的不同结论，以及拟杆菌

活菌和基因标记衰减相对快慢的不同结论差异，可能

与研究体系中的其他生物因子相关，而关于其他生物

因子如何在不同环境条件下影响了基因标记衰变的

研究相对较少。

目前关于生物因子对拟杆菌和拟杆菌基因标记

衰变和持续性的影响也有一些初步的研究报道。

Kreader[71]认为温度是影响拟杆菌基因标记环境持续
性的关键因子，并提出原生生物捕食也是重要的影响

因素，证据就是当地表水用放线菌酮-真核生物抑
制剂和 0.45 滋m滤膜过滤处理后，其中拟杆菌基因
标记的持续周期会明显延长，由此推断拟杆菌基因

衰变可能与真核生物的捕食相关。Kobayashi等[72]以
18S rRNA监测水体中各种原生动物也得到了同样的
结果。有些研究也在拟杆菌基因标记衰变与其他生物

捕食相关方面给出了一些推断性结论[8，61，70]。尽管以上
的研究结果为生物因子和非生物因子对基因标记环

境持续性或者衰退的影响提供了一些证据，但生物因

子对基因标记衰变的影响仍然有待深入，尤其是生物

因子与非生物因子的互作机制，及其对基因标记环境

衰变的影响机制都还是未知数。

国内在水环境微生物溯源监测方法和应用方面

也做了初步探索研究，冯广达[73-74]和张曦[75]等应用大
肠杆菌和拟杆菌的相关基因标记分析了水源和饮用

水的污染路径，并证明了水源周边的养猪场是造成水
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源和饮用水污染的重要污染源；冯雯雯 [76]应用肠球
菌的抗生素抗性对近海岸水域的污染源进行了比对

分析，明确了在不同污染源分类水平下溯源结果的准

确率。

2.3 MST技术发展前景
微生物溯源技术作为一种新兴的环境监测手段

以其环境友好性、监测源广泛、灵敏度高、样品需求量

少等优点展示了很好的发展前景。在实际应用中要考

虑以下几点：

（1）适宜技术的选择：利用微生物进行溯源时要
结合自己的目的和所具备的条件、实验要求等多方面

因素选择合适的溯源技术。此外多种溯源技术结合使

用，相互验证能够提高实验结果的可信度。

（2）环境参数的综合考虑：因为目前的研究结果
还难以给出明确的环境应用参数，所以要建立应用范

围广、结果准确可信、成本低、省时省力的环境应用溯

源技术还需进一步深入研究基因标记与环境参数的

相关性，不断完善检测的灵敏度和准确性，提高诊断

结果的准确性。

（3）提高定量化水平：微生物溯源技术虽然被广
泛应用到水环境监测中，所反映的信息仍然在“水体

是否被污染与被什么污染”这个层面上，而“不同污染

源的贡献率”信息很少，所以定量化的 MST技术有待
进一步的发展和应用。

（4）提高 MST的信息量：目前的微生物溯源技术
主要是针对水体中致病微生物的监测，对水体中的有

毒有害物质和氮磷有机物等溯源监测的研究几乎没

有开展，因此开展利用生物溯源技术对水体中的有毒

有害物质和氮磷有机物等监测溯源的研究具有很大

的发展空间。

总体来说，我国微生物溯源研究和应用工作开展

较晚，技术相对落后，大多处于定性化水平，加强微生

物溯源有关的研究和应用工作，可加快微生物溯源技

术在我国水体污染定位中的应用，丰富我国水污染监

测手段，提高水污染管理效率。
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