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摘 要 ： 地表水体的粪便污染是畜禽养殖业导致的主要环境污染问题之一，准确鉴别污染来源并从源头上控制畜禽动物粪

便排放对于水体粪便污染治理具有重要意义。微生物溯源（Microbial source tracking，MST）是依据源指示微生物与宿主之间所具

有的特异性关系来定位污染源的一类溯源技术。根据报道，多种肠道微生物可作为源指示微生物用于地表水环境的粪便污染溯源

分析，并基于其表型或者基因型特征开发出多样化的检测方法，包括依赖培养的检测和不依赖培养的分子检测。从不同类型的源

指示微生物入手，围绕两类主要的 MST 方法，即单源指示物法和多源指示物法，具体包括细菌指示物法、病毒指示物法、DNA 微

阵列法及高通量测序法等，重点综述了不同类型的源指示微生物及其常用的检测方法，包括其原理及优缺点，并讨论了目前 MST

技术所面临的问题与挑战。此外，还对现有的 MST 技术在美国环境保护署（U.S. Environmental protection agency，EPA）推行的最

大日负荷总量（Total maximum daily load，TMDL）方案制定过程中的应用做了简要概述，并对 MST 技术的发展趋势进行展望，以

期促进 MST 技术在我国环境水质监测领域中的应用。
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Abstract: One of the main environmental pollution problems caused by livestock and poultry farming is the fecal pollution to surface 
water. It is critical to identify the source of fecal pollution associated with livestock for the efficient control of the fecal pollution to water system. 
Microbial source tracking（MST）is a kind of technique that may locate pollution sources according to the specific relationship between source-
indicating microorganisms and hosts. A variety of intestinal microorganisms have been reported to be used as indicators for source tracking of 
fecal contamination in surface water environments. Based on their phenotypic or genotypic characteristics，various detection methods have been 
developed，including culture-dependent methods and culture-independent molecular methods. MST can be classified as single-source-indicator 
methods and multi-source-indicator methods，specifically including bacterial and viral indicator methods，as well as multi-source-indicating 
DNA microarray and high-throughput sequencing methods. Different types of source-indicating microorganisms and their related detection 
methods are reviewed in this paper，including their principles and pros and cons，and the issues and challenges while using MST are also 
discussed. In addition，the application of MST in total maximum daily load（TMDL）promoted by U.S. Environmental Protection Agency（EPA）

is briefly summarized，and the development trend of MST is also prospected，aiming at promoting the application of MST in the monitoring of 
water quality in China.
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养殖废水和生活污水的随意排放会导致水体的

粪便污染。粪便中含有大量对人体有害的病原微生

物，能够引起腹泻和急性肠胃炎等疾病［1］。许多粪

源病原体可以在体外环境水体中大量生长繁殖，从

而导致病原微生物的水源性传播［2-3］。目前，通常

用粪便指示细菌（Fecal indicator bacteria，FIB），如

大 肠 杆 菌（Escherichia coli）、 粪 大 肠 菌 群（Fecal 
coliforms）等来评估地表水体的粪便污染水平［4］。

但有研究表明 FIB 与粪便污染的关联度并不高［5］；

并且，FIB 的宿主特异性较差，不能提供有关污染

源的信息［6］。准确的污染源定位对于污染防治工作

至关重要。源于这个需求，各种污染溯源方法逐渐

发展起来。微生物溯源（Microbial source tracking，

MST）技术出现在 20 世纪后期，主要用于区分粪

便污染的宿主来源［7］。因饮食结构和消化系统不

同，不同动物消化道内的微生物表型或者基因型之

间存在差异［8］，MST 技术即利用这种差异建立污染

源指示物与动物宿主之间的特异性关系，进而来判

断粪便污染源。近年来，MST 技术以其客观性、低

成本、检测速度快和结果准确等优点受到普遍关 
注［9-10］。美国环境保护署（U.S. Environmental prote-
ction agency，EPA）已将 MST 技术应用于最大日负

荷 总 量（Total maximum daily load，TMDL） 方 案 制

定过程中［11］。尽管如此，MST 技术在实际应用过程

中仍然存在地区差异性和标准化等问题。

目前有多种源指示微生物可用于 MST，如双歧

杆菌（Bifidobacterium）和拟杆菌（Bacteroides）等，

但合适的源指示微生物及其相关检测方法的选择是

开展地表水环境粪便污染溯源的关键。根据检测通

量的不同，可将 MST 方法分为单源指示物法和多源

指示物法两类。本文围绕两大类 MST 方法，重点综

述了不同类型的指示微生物及其常用的检测方法，

包括原理、优缺点等，并简要总结了 MST 技术在

TMDL 方案制定过程中的实际应用以及讨论了 MST

技术目前所面临的问题与挑战，最后对 MST 技术的

发展趋势进行展望，以期促进 MST 技术在我国的应

用，为我国地表水质管理工作提供支持。

1 MST 基本原理

由于不同动物饮食结构、消化系统及体内环境

条件（如 pH、营养条件）等的不同，经过长期的协

同进化，特定微生物类群在相同物种宿主肠道中通

常具有类似或相同的基因型或表型，而在不同物种

宿主肠道中的基因型或表型存在差异。基于该原理，

MST 技术通过建立特定粪便污染指示物与动物宿主

间的特异关联来判定粪便污染来源［12］。MST 所检

测的粪源指示微生物通常应符合以下几个特征 ：（1）

宿主特异性 ；（2）在体外条件下难以繁殖 ；（3）一

定的环境耐受性 ；（4）浓度足以检测［12］等。常用

的粪便污染源指示物有双歧杆菌（Bifidobacterium）、

拟杆菌（Bacteroides）、脆弱拟杆菌噬菌体（Bacteroides 
fragilis bacteriophage）、大肠杆菌噬菌体（F+ specific 
RNA coliphages） 和 人 类 肠 道 病 毒（Human enteric 
viruses）等［13-14］。

目前，MST 方法主要用于追踪地表水体的粪便

污染来源。根据所检测指示物通量的不同，可分为

单源指示物法和多源指示物法两大类。单源指示物

法通常通过检测单一生物标记来判定污染来源 ；而

多源指示物法则通过分析微生物群落或多种生物标

记同时鉴别多个不同的污染源。

2 MST 方法

2.1 单源指示物法

2.1.1 细菌指示物法

2.1.1.1 粪便大肠菌群（Fecal coliform，FC）/ 粪便

链球菌（Fecal streptococcus，FS）法 由于人类粪

便中有较高数量的 FC，动物粪便中含有较高数量的

FS，所以，早在 20 世纪 60 年代末至 70 年代，有

学者提出用 FC 与 FS 的比值来指示污染源。他们认

为当“4<FC/FS”时表示主要是人源粪便污染，当

“FC/FS<0.7”时表示主要是其他动物粪便污染［15-16］。

之后该方法被细化为，当“4<FC/FS”时表示主要是

人源粪便污染 ；当“0.1<FC/FS<0.6”时表示主要是

畜禽养殖排泄物造成的污染，而当“FC/FS<0.1”时

表示主要是野生动物粪便污染［17］。该方法能较快地

产生结果，而且不需要很强的专业技能，但是由于

FC 和 FS 在环境水体中的生长速度和耐受性都不相

同，并且两者的比值极易受环境中的各个因素如雨

水或者工业污水的排入等的影响［18］，加之大肠杆菌

在环境中也是普遍存在的［19］，所以 FC/FS 法难以准
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确区分人类以及其他动物的粪便污染源。

2.1.1.2 双歧杆菌（Bifidobacterium）法 双歧杆菌

为专性厌氧菌，在人类肠道内的浓度很高，并且在

环境中难以繁殖［20］，所以通常不会出现在无污染

的环境水体中。有些山梨醇发酵双歧杆菌（Sorbitol-
fermenting Bifidobacteria，SFB）（如 B. adolescentis 和 B. 
breve）可作为人类粪便污染的指示物［21-22］。SFB 可

通过用含有山梨醇的琼脂培养基进行培养鉴定［23］，

但有研究表明基于 SFB 培养的 MST 方法的特异性并

不高［24］。相比之下，利用不依赖于培养的分子检测

方法，主要是基于 PCR 的方法，能够区分不同宿主

类型中的不同双歧杆菌基因型。例如，Balleste 等［25］

发现在人类、禽类和牛的粪便样品中存在不同类型

的双歧杆菌 16S rRNA 基因片段且可作为宿主特异性

基因标记来指示特定来源的粪便污染。一些研究还

建立了基于宿主特异性双歧杆菌 16S rRNA 基因标记

的 qPCR 方法［26-27］（表 1），能够进一步定量区分污

染来源。

2.1.1.3 大肠杆菌（Escherichia coli）法 大肠杆菌

为杆状的革兰氏阴性细菌，主要存在于恒温动物

的肠道内，代谢类型为异养兼性厌氧型，可通过

粪便或者生活污水进入环境［18］。长期以来，环境

水域中的大肠杆菌被认为是粪便污染的指示微生

物，并被 EPA 推荐作为淡水中的 FIB［11］。大肠杆

菌普遍存在于人和动物肠道内，无法简单地通过培

养的方法区分粪便污染源，需要结合抗生素抗性分

析技术、免疫学方法或 DNA 指纹图谱（如 PFGE、

rep-PCR、核糖体分型等）等技术以区分动物和人

类的粪便污染［13，21，28］。但因携带于质粒上的抗生

素抗性基因易受环境或培养条件影响而丢失、需要

较大的抗血清数据库或 DNA 指纹图谱数据库等缺 
点［29-31］，基于大肠杆菌培养的溯源方法已很少使用。

近年来多采用分子方法检测大肠杆菌宿主特异性基

因标记来鉴别粪便污染源，简化了操作步骤［32］。例

如，Khatib 等［33］以大肠杆菌的 STII 毒力基因作为

猪源粪便污染的指示物，采用 PCR 方法可有效地检

测环境水体中的猪源粪便污染。

2.1.1.4 拟杆菌（Bacteroides）法 拟杆菌是肠道中

的主要专性厌氧菌群，因其数量多、特异性较强且

在环境中难以繁殖［34］，许多研究者推荐以拟杆菌作

为 MST 的源指示微生物。一些拟杆菌物种如脆弱拟

杆菌（Bacteroides fragilis）因只存在于人类粪便中且

浓度很高，故可作为人源粪便污染的指示微生物［21］。

B. fragilis 主要通过培养的方法进行检测以鉴别人源

粪便污染，不过有研究发现从猪粪便中也能够分离

培养出 B. fragilis［35］。此外，拟杆菌在环境水体中

通常只能存活几个小时，导致分离培养困难，因此

目前基于拟杆菌分离培养的 MST 方法已不多见。相

比之下，近年来基于拟杆菌宿主特异性基因标记的

MST 方法（通常为靶向拟杆菌 16S rRNA 基因片段的

qPCR 方法）因其较高的特异性和敏感性（表 1）而

得到了快速发展［36-44］。

目前，利用拟杆菌特异性基因标记能够很好地

区分人、猪和反刍动物的粪便污染源，但在禽类粪

便污染的溯源研究中应用较少。需要注意的是，因

研究区域不同，各个基因标记检测污染源的敏感性

和特异性会略有差别［14］。

2.1.1.5 其他细菌指示物法 除了上述常见的粪源

指示细菌外，还有一些其他的粪源菌也可用于微生

物溯源。例如，短杆菌（Brevibacterium）16S rRNA

基因片段 LA35 可作为禽类粪便污染的指示物（表

1）［45］；细菌 Catellicoccus marimammalium 16S rRNA

基因片段 GFC 和螺杆菌（Helicobacter）16S rRNA 基

因片段 GFD 可作为鸟类粪便污染的指示物［46］；乳

酸杆菌（Lactobacillales）16S rRNA 基因片段 Crane1

可作为鹤源粪便污染指示物等［47］。

2.1.2 病毒指示物法

2.1.2.1 拟杆菌噬菌体法 有些以脆弱拟杆菌（如

菌株 RYC 2056）为宿主的噬菌体广泛存在于受人类

粪便污染的水体中，可以采用双层平板进行培养以

检测人源粪便污染［48］。不过该方法的敏感性并不高，

需谨慎使用［49］。

2.1.2.2 大肠杆菌噬菌体（F+ RNA coliphage）法 
F+ RNA 大肠杆菌噬菌体主要分为 4 种类型，即型Ⅰ、

型Ⅱ、型Ⅲ和型Ⅳ。其中，型Ⅱ和型Ⅲ主要与人类

粪便污染有关，型Ⅳ主要与动物粪便污染有关，而

型Ⅰ与人类和动物粪便污染都有关［13，49］。对于检测

到的噬菌体可以通过免疫学方法或者遗传学方法进

行鉴定，进而利用不同类型 F+ RNA 大肠杆菌噬菌

体的宿主差异性来区分污染源［49-50］。近年来，基于
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分子方法（如反转录 PCR 等）来检测 4 种类型 F+ 
RNA 大肠杆菌噬菌体的 MST 方法不仅简化了检测过

程，还提高了方法的灵敏性［51-52］。

2.1.2.3 其他病毒指示物法 除了上述病毒外，还

有一些其他的病毒也可作为粪源指示物（宿主多为

人类）。例如，人类多瘤病毒（HPyVs）［53］、胡椒粉

斑驳病毒（PMMoV）［54］等，都可以通过分子检测

方法鉴别人源粪便污染。表 1 列举了目前单源指示

物法常用的基因标记及其对应的引物。

2.2 多源指示物法

2.2.1 DNA 微 阵 列（Microarray） 法 DNA 微 阵 列

又称为 DNA 芯片或基因芯片，主要由硅片、玻片等

材质的载体和附着其上并已知序列的基因探针分子

构成。将待测样品与 DNA 微阵列进行杂交，通过

杂交信号的有无及强弱获得待测样品中微生物群落

的基因组成信息［55］。近年来 DNA 微阵列技术在环

境监管领域日益受到关注。该方法可用于环境水体

粪便污染溯源［56］，能够高通量、快速地鉴别多种粪

便污染源。但也存在特定污染源的基因指示物数据

库缺乏、成本和复杂度较高等问题。Dubinsky 等［57］

通过针对 16S rRNA 基因的系统发育微阵列分析识别

了不同动物粪便中的特征微生物类群，并且野外试

验表明这种基于微阵列的 MST 方法能够通过一次实

验追踪多种污染来源。美国国家环境保护署（U.S. 
Environmental protection agency，EPA） 也 报 道 了 一

种采用 DNA 微阵列技术进行溯源的方法，该微阵列

由 453 个探针组成，能够检测粪便和宿主特异的细

菌、病毒、抗生素耐药性基因以及其他与环境污染

相关的基因标记，可用于娱乐水体病原菌检测和粪

便污染源鉴定［58］。

2.2.2 高 通 量 测 序（High-throughput-sequencing，

HTS）法 高通量测序技术能一次对 PCR 扩增产物

或来自环境样品的 DNA 序列信息进行大规模平行分

析，从而获得海量数据。通过对微生物群落分析和

开发新的 MST 标记，HTS-MST 法提供了一个快速、

有效的定性粪便污染源检测途径［59］，为水体粪便污

染溯源带来新的机遇。

HTS-MST 方法不是依赖单个基因标记检测或者

源指示微生物的培养计数，而是从微生物群落的角

度，更全面地解析环境水体中的粪便污染来源［60］。

近年来，主要发展起来两种 HTS-MST 方法 ：一种是

经过对测序结果的聚类分析，选出某类粪便污染源

（如人类和动物）特异的可操作分类单元（Operational 
taxonomic units，OTUs），或者是多个污染源共有的

OTUs，再根据环境样品的微生物群落组成特征判

断粪便污染程度和可能的污染源 ；另一种方法是使

用基于贝叶斯算法的 SourceTracker 分析，通过比较

环境样品与不同动物粪便中微生物群落组成特征，

进而判断不同污染源对环境样品微生物群落的贡

献［60］，目前已被用于鉴别环境水体的粪便污染源［61］。

3 MST 的实例应用——TMDL 方案

在环境管理和水质监测方面，MST 技术已经被

广泛地应用于地表水体的粪便污染鉴定及溯源，有

助于管理人员针对水体污染源实施有效的治理和修

复措施［62-64］。该技术可以结合 TMDL 方案制定流域

保护措施。TMDL 指水体可以接受并仍然满足水质

量标准的污染物的最大日负荷量［11］。TMDL 方案是

EPA 推行的控制水体污染源、保护地表水环境质量

的计划和措施［65］。该方案已经开展了 30 多年，人

们通过流域水质模拟、安全边际估算等积累了大量

的经验，促进了水质改善和污染控制措施的实施［66］。

MST 技 术 能 够 通 过 准 确 判 断 污 染 源 以 支 持

TMDL 方案的制定和实施，具体体现在以下 3 个方

面［11］：（1）源识别——在 TMDL 制定过程中，MST

最明显的用途是鉴别水体粪便污染源，并将结果用

于 TMDL 分析中。（2）负荷分配分析——MST 有助

于识别流域中最主要的污染源，其结果可用于指导

开发和选择较可行的负荷分配方案。（3）实施方案

制定——MST 有助于将管理目标集中于其已确定的

污染源上，促进制定相关的污染控制实施方案。

在 TMDL 方案的制定过程中采用 MST 技术，能

够根据溯源结果更加具体地分配微生物污染负荷削

减任务。例如，可以根据实际情况削减农场污染排放、

减少化粪池渗漏或者是污水管道泄漏等［66］。据 EPA

报道，美国的爱达荷州、俄勒冈州、新墨西哥州等

多个地区已将 MST 技术应用于当地的 TMDL 方案的

开发和实施中，促进了当地水环境的修复［11］。
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表 1 单源指示物法常用的基因标记及其引物

靶标微生物 基因标记 污染源 引物 / 探针 序列（5'-3'）
敏感性

（R）*

特异性

（S）#

双歧杆菌 W25［26］ 人 W257F GGGTGGTAATGCCGGATG 92% 94.5%

W255R GGTGCTTATTCGAAAGGTACACTCA

W256p （FAM）ATGTCCTTCTGGGAAAGATTCATCGGTATG（TAMRA）

HMBif［27］ 人 BifF TTCGGGTTGTAAACCGCTTTT - -
BifR TACGTATTACCGCGGCTGCT

HMBifp （FAM）TCGGGGTGAGTGTACCT（MGB-NFQ）

CWBif［27］ 牛 BifF TTCGGGTTGTAAACCGCTTTT - -
BifR TACGTATTACCGCGGCTGCT

CWBifPp （FAM）TTCGGCCGTGTTGAGT（MGB-NFQ）

拟杆菌 HF183［36］ 人 HF183F ATCATGAGTTCACATGTCCG 87.5% 100%

Bac708R CAATCGGAGTTCTTCGTGAT

HF183$［43］ 人 HF183F ATCATGAGTTCACATGTCCG 19.4% 98.2%

Bac708R CAATCGGAGTTCTTCGTGAT

Rum-2-Bac［37］ 反刍动

物

BacB2-590F ACAGCCCGCGATTGATACTGGTAA 97% 100%

Bac708R CAATCGGAGTTCTTCGTGAT

BacB2-626p （FAM）ATGAGGTGGATGGAATTCGTGGTGT（BHQ-1）

BacCan［38］ 狗 BacCan545F GGAGCGCAGACGGGTTTT 62.5% 86.1%

BacCan690R1 CAATCGGAGTTCTTCGTGATATCTA

BacCan690R2 AATCGGAGTTCCTCGTGATATCTA

BacCan656p （FAM）TGGTGTAGCGGTGAAA（MGB）

BacH［39］ 人 BacHF CTTGGCCAGCCTTCTGAAAG 97.5% 97.5%

BacHR CCCCATCGTCTACCGAAAATAC

BaCHp1 （FAM）TCATGATCCCATCCTG（MGB）

BaCHp2 （FAM）TCATGATGCCATCTTG（MGB）

BacHum［38］ 人 BacHum160F TGAGTTCACATGTCCGCATGA 81.25% 97.56%

BacHum241R CGTTACCCCGCCTACTATCTAATG

BacHum193p （FAM）TCCGGTAGACGATGGGGATGCGTT（TAMRA）

BacHum$［43］ 人 BacHum160F TGAGTTCACATGTCCGCATGA 9.7% 91.6%

BacHum241R CGTTACCCCGCCTACTATCTAATG

BacR［40］ 反刍动

物

BacRF GCGTATCCAACCTTCCCG 100% 100%

BacRR CATCCCCATCCGTTACCG

BacRp （FAM）CTTCCGAAAGGGAGATT（NFQ-MGB）

BacR$［43］ 反刍动

物

BacRF GCGTATCCAACCTTCCCG 78.6% 88.2%

BacRR CATCCCCATCCGTTACCG

Pig-1-Bac［42］ 猪 Pig-1-Bac32F AACGCTAGCTACAGGCTTAAC 98.55% 100%

Pig-1-Bac108R CGGGCTATTCCTGACTATGGG

Pig-1-Bac44p （FAM）ATCGAAGCTTGCTTTGATAGATGGCG（BHQ-1）

Pig-2-Bac［42］ 猪 Pig-2-Bac41F GCATGAATTTAGCTTGCTAAATTTGAT 100% 100%

Pig-2-Bac163R ACCTCATACGGTATTAATCCGC

Pig-2Bac-113p （VIC）TCCACGGGATAGCC（NFQ-MGB）

Pig-1-Bac$［44］ 猪 Pig-1-Bac32F AACGCTAGCTACAGGCTTAAC - -
Pig-1-Bac108R CGGGCTATTCCTGACTATGGG

Pig-2-Bac$［44］ 猪 Pig-2-Bac41F GCATGAATTTAGCTTGCTAAATTTGAT - -
Pig-2-Bac163R ACCTCATACGGTATTAATCCGC

CowM2［41］ 牛 CowM2F CGGCCAAATACTCCTGATCGT 100% -
CowM2R GCTTGTTGCGTTCCTTGAGATAAT ；

CowM2p （FAM）AGGCACCTATGTCCTTTACCTCATCAACTACAGACA

（TAMRA）
CowM3［41］ 牛 CowM3F CCTCTAATGGAAAATGGATGGTATCT 100% -

CowM3R CCATACTTCGCCTGCTAATACCTT ；

CowM3p （FAM）TTATGCATTGAGCATCGAGGCC（TAMRA）
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大肠杆菌 Hycj［32］ 人 HycjF YTMYAGTAAAGAGATAACGAC-3' 100% 99.7%

HycjR CTTCTTTGAATTCGCATTACAA-3'
Hycjp （FAM）AACAATAAAZENGCGACATTAAGGTATTCGA（ABkFQ）

STII［33］ 猪 STIIF TGCCTATGCATCTACACAAT - -
STIIR TAGAGATGGTACTG CTGGAAG

短杆菌 LA35［45］ 禽 LA35F ACCGGATACGACCATCTGC - -
LA35R TCCCCAGTGTCAGTCACAGC

细菌 Catellicoccus 
marimammalium

GFC［46］ 鸟 GFCF CCCTTGTCGTTAGTTGCCATCATTC 17% 98%

GFCR GCCCTCGCGAGTTCGCTGC

螺杆菌 GFD［46］ 鸟 GFDF TCGGCTGAGCACTCTAGGG 57% 100%

GFDR GCGTCTCTTTGTACATCCCA

乳酸杆菌 Crane1［47］ 鹤 Crane176F GGTGCTTGCACCGACYTAAG 69% -
Crane1471R GATACCGTCAAGGAGAAG

甲烷短杆菌 Mnif［53］ 人 Mnif-342F AACAGAAAACCCAGTGAAGAG 100% 99%

Mnif-363R ACGTAAAGGCACTGAAAAACC

F+ RNA 大肠杆

菌噬菌体

FRNAPH I［51］ 动物 GIF TCGATGGTCCATACCTTAGATGC - -
GIR ACCCCGTTAGCGAAGTTGCT

GIp （FAM）CTCGTCGACAATGG（MGBNFQ）

FRNAPH II［51］ 人 GIIF TGCAAACCTAACTCGGAATGG - -
GIIR AGGAGAGAACGCAGGCCTCTA

GIIp （FAM）TCCCTCTATTTCCTC（MGBNFQ）

FRNAPH III［51］ 人 GIIIF CCGCGTGGGGTAAATCC - -
GIIIR TTCTTACGATTGCGAGAAGGCT

GIIIp （FAM）AAGCGGGTGCAGTT（MGBNFQ）

FRNAPH IV［51］ 动物 GIVF GCTACTAGCCTTCGTCGCAAGA - -
GIVR GAAGGCACTGTCCTGAATCCA

GIVp （FAM）AGGTCGGTACAAAGTG（MGBNFQ）

人类多瘤病毒 T 抗原基因［53］ 人 SM2F AGTCTTTAGGGTCTTCTACCTTT 100% 100%

P6R GGTGCCAACCTATGGAACAG

KGJ3p （FAM）TCATCACTGGCAAACAT（MGBNFQ）

胡椒粉斑驳病毒 PMMV［54］ 人 PMMVR GAGTGGTTTGACCTTAACGTTGA - -
PMMVR TTGTCGGTTGCAATGCAAGT

PMMVp CCTACCGAAGCAAATG

腺病毒 hexAA［52］ 人 hexAA1885F GCCGCAGTGGTCTTACATGCACATC 100% 100%

hexAA1913R CAGCACGCCGCGGATGTCAAAGT

注 ：* R=TP/（TP+FN），其中 TP（真阳性）表示特异性 PCR 引物对目标种属的样品进行扩增显示阳性的样本数 ；FN（假阴性）表示特异性 PCR 引物对目标

种属的样品进行扩增显示阴性的样本数。# S=TN/（TN+FP），其中 TN（真阴性）表示特异性 PCR 引物对非目标种属的样品进行扩增显示阴性的样本数，FP（假

阳性）表示特异性 PCR 引物对非目标种属的样品进行扩增显示阳性的样本数 ；$ 国内的基于单源指示物法的 MST 研究，其余均为国外相关 MST 研究

续表 

4 MST 的问题

在实际应用中，MST 面临的一个主要问题是该

技术存在地区差异性［14］。例如，研究发现在美国被

推荐为人类粪便污染指示物的特异性拟杆菌基因标

记 HF183［67］，并不适用于印度的人源粪便污染判

定［64］，并且在中国珠三角河网地区的 MST 适用性

研究中发现敏感性也较低［43］；而在印度能够有效鉴

别人源粪便污染的拟杆菌基因标记 BacHum［64］，在

新加坡进行 MST 时的敏感性并不高［14］。导致 MST

方法地区差异性的原因主要源自宿主本身和环境因

素两个方面。

宿主方面，由于不同地区的畜禽饲养方式及人

类饮食结构往往存在一定差异，微生物在适应不同

地区的宿主肠道环境的过程中可能产生遗传多样性，

进而使得 MST 指示物的表型或基因型发生变异［68］，

导致 MST 方法在不同地区的适用性问题。Shanks

等［68］在美国对 7 个追踪牛粪便污染源的 MST 方法

进行适用性评估时发现，由于牛粪便样品采集于不

同地区并且各地喂养方法不同，使 MST 方法在不同

地区的敏感性和特异性存在显著差异。
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环境因素方面，由于指示物在不同环境条件下

的衰减速率不一样，加之环境水体成分的复杂性，

从而致使 MST 方法在不同地区的适用性存在差异。

具体来说 ：（1）指示物排入环境水体后因受周围环

境条件的影响而使其行为变的极其复杂，其衰减速

率也是影响 MST 方法适用性的重要原因。许多学者

针对指示物在不同环境条件下的衰减进行了相关研

究，发现基因标记极易受环境条件的影响，如温度

越低基因标记的存在时间越长［69］，盐度越高基因标

记的衰减速度越慢［70］等。（2）环境样品的类型及

其物理和化学特征（如颗粒物、酸碱度等）直接影

响 MST 方法的敏感性和检测限［71-72］。环境样品中

通常含有腐殖酸等抑制物，难以在 DNA 提取过程

中完全去除，从而可能导致 PCR 或 qPCR 检测的敏

感性降低，检测限升高［66］。因此，在进行 MST 前，

需要对研究区域水环境进行方法的敏感性评估，以

确定方法是否受到环境样品 DNA 提取物中杂质成分

的抑制。

5 总结及展望

综上所述，环境监测和管理的需要推动了 MST

技术的发展。根据指示物检测通量的不同，本文把

当前的 MST 方法分为单源指示物法和多源指示物法

两大类。其中单源指示物法检测速度快、操作简单，

能定量鉴别不同动物的粪便污染，但通量较低，一

次只能检测一种粪便污染 ；而多源指示物法能同时

对多个污染源进行定性解析，但尚存在成本较高、

操作较复杂、难以准确定量等不足。在实际操作中

可将两种方法联用，以提高溯源的效率和准确性，

例如可首先通过多源指示物法定性分析环境水体中

的所有可能的粪便污染来源，进而使用单源指示物

法定量评估特定粪源污染程度。

MST 方法目前所面临的最大挑战仍然是地区差

异性问题［14］，不同地区的宿主肠道菌群差异以及环

境条件都可能会导致方法适用性发生改变。本课题

组在评估已有的 MST 方法在我国华北地区的适用性

时也发现，许多已报道的基于猪源特异性拟杆菌基

因标记的 MST 方法的特异性并不高。因此在 MST 实

际应用前，尤其是没有相关地区 MST 方法应用报道

时，需要对 MST 方法的适用性进行评估，充分了解

其特异性、敏感性和检测限等，以判断方法是否适用。

目前，MST 技术作为一种环境监测手段在我国

的应用还相对较少。未来应建立 MST 方法的标准化

检测流程，并促进 MST 技术在我国水质监测和水环

境保护领域的应用，以期为我国环境管理工作提供

技术支持。
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