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摘要:论述了微生物溯源(microbial source tracking, MST)技术的发展背景与特征,从源指示物的选

择、源指示物的检测和源解析总结了 MST 技术的开发与应用进展,并介绍了用于支持最大日负荷

总量( total maximum daily load, TMDL)方案制定或实施的 MST 技术工作流程,对今后 MST 技术的

研究与应用进行了展望,以期为我国地表水病原微生物污染控制提供参考。
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Development and application progress of microbial source
tracking in surface water
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Abstract: The development background and characteristics of microbial source tracking (MST) technology are
discussed. Development and application progress of MST are summarized from the aspect of selection, detection and
analysis of source indicators. The technical process of MST supporting total maximum daily load (TMDL) scheme
was also introduced. At last, the further study and application of MST were forecasted, to provide reference for
pathogenic microorganism pollution control in surface water in China.
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摇 摇 河流等地表水的病原微生物污染对人类健康构

成了巨大的潜在威胁,我国各大水系均已受到不同

程度的病原微生物污染,其中畜禽粪便和生活污水

是地表水病原微生物污染的最主要来源之一[1]。
病原微生物是美国地表水质不能达标的首要肇

因[2]。 随着我国对“水污染防治行动计划(简称“水
十条冶)冶的严格实施和水污染防治工作的持续推

进,地表水体的黑臭、富营养化等问题将会逐步得到

有效控制,而地表水病原微生物污染及其控制将日

益得到人们的重视。 最近 20 多年以来,欧美发达国

家开展了大量的地表水病原微生物污染防控工作,
其中实施病原微生物污染源调查,开展源控制以降

低病原微生物风险,已被证明是一个高效、实用的水

体保护措施[3]。 因此,笔者通过文献调研,从地表

水病原微生物的指示与溯源入手,通过梳理微生物

溯源(microbial source tracking, MST)技术的发展背
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景与技术特征,从源指示物的选择、源指示物的检测

和源解析等方面论述地表水微生物溯源技术的进

展,介绍用于支持流域病原微生物污染控制的工作

流程和案例,以期为我国地表水病原微生物污染控

制和地表水环境质量标准中有关病原微生物指标的

修订提供参考。

1摇 地表水中病原微生物的指示与溯源

1. 1摇 粪便污染指示微生物

地表水环境中病原微生物污染评价方法包括

淤直接检测地表水环境中的病原微生物;于采用病

原微生物的指示微生物,间接反映水环境的病原微

生物污染状况。 由于病原微生物的直接检测具有较

多困难,如种类繁多、部分微生物不可培养、浓度较

低、检测繁琐,故通常广泛采用指示微生物方法。 病

原微生物的指示微生物通常应具备以下几个特征:
淤仅存在于受污染水体;于数量上高于待测定的病

原微生物;盂与病原微生物对自然条件和污染处理

过程的抗性相似;榆易于通过简单、经济的方法进行

分离、鉴定和计数。 目前常用的指示微生物包括

淤细菌指示物,如细菌总数(Total bacteria, TB)、总
大肠菌群(Total coliforms,TC)、粪大肠菌群(Fecal
coliforms, FC)、肠球菌( Intestinal Enterococci,IE)、大
肠 杆 菌 ( Escherichia Coli, EC )、 粪 链 球 菌

(Streptococcus Faecilis)以及沙门氏菌(Salmonella)和
志贺氏菌(Shigella)等致病菌;于病毒指示物,如 SC
噬菌体 ( Somatic Coliphages), F鄄RNA 噬菌体 ( F鄄
specific RNA bacteriophages) 和脆弱拟杆菌噬菌体

(Bacteroides fragillis bacteriophage)等;盂原生动物指

示物,如贾第鞭毛虫 (Giardia lamblia),隐孢子虫

(Cryptosporidium)等 [1]。 目前粪便污染指示菌( fecal
indicator bacteria, FIB)被各国作为水质标准采用。
我国目前实施的 GB3838—2002《地表水环境质量标

准》采用 FC 为指示微生物,但基于大量的流行病学

研究结果,已有部分发达国家摒弃了应用已久的 TC
和 FC 指标,改为采用 EC 和 IE 作为指示微生物 [1]。
1. 2摇 病原微生物污染来源

地表水病原微生物污染的最主要来源是畜禽粪

便和生活污水[1]。 来自人类的病原微生物污染源

主要包括未经处理的直排污水、污水管道破损和处

理设施失效(工艺失败或者缺乏消毒措施)导致的

排放污水;非人类来源的病原微生物主要来自畜禽

(猪、牛、鸡等)和野生动物或宠物(鸟类、猫、狗)等。
当城市污水直接排放、污水处理厂违规排放或管道

泄漏等主要点源逐步被有效控制后,非点源如化粪

池渗漏、畜禽 /宠物 /野生动物等就可能成为地表水

体病原微生物指数超标的主要原因。 目前已知至少

有 200 多种动物传染病和寄生虫病可传染给人类,
其中最常见的人畜共患传染病有几十种,新出现的

各种感染性疾病越来越呈现出“人禽共患冶 或“人
畜共患冶的关系。 大多数此类共患传染病,如布氏

杆菌病病菌、结核病病菌、沙门氏菌病等是通过粪便

污染饮用水和食物等间接接触方式进行传播[4]。
仅仅测量 FIB 不能够有效提供有关病原微生物污染

来源或宿主的信息,因为一方面来自人、牛、狗、鸟这

些污染源的病原微生物共同存在,另一方面,多种来

源(人、畜禽、野生动物)的病原微生物是否对人群

有同样的致病作用尚不可知。 病原微生物的污染源

信息是实施决策的前提,如仅仅采用 FIB 指标,将会

导致缺乏足够的信息,这不仅将严重影响管理部门

的判断,而且会造成事倍功半的效果,因此,如何从

繁多的病原微生物来源中高效、准确查明罪魁祸首,
正是微生物溯源(Microbial Source Tracking, MST)
技术亟须解决的问题。
1. 3摇 结合 TMDL 制定流域保护方案

MST 技术开发的动力主要来自美国最大日负

荷 (total maximum daily load, TMDL)方案制定与实

施的需要 [5鄄6]。 TMDL 方案是美国联邦环保署推行

的控制水污染源、保护地表水环境质量的计划和措

施[7]。 自 TMDL 开展 30 多年以来,人们在流域水质

模拟、安全边际估算等方面积累了大量经验,对改善

水质、控制污染发挥了重要作用。 目前国内已有较

多的针对化学污染物控制 TMDL 方案的研究报道,
但还没有基于病原微生物污染控制的 TMDL 方案报

道。 制定 TMDL 方案的主要步骤包括源识别、负荷

分配以及实施效果评估。 源识别是 MST 技术在

TMDL 编制过程中最重要的用途,MST 技术的结果

不仅可以帮助方案编制者确定首要控制的病原微生

物污染源,以便有针对性地提高流域的污染负荷削

减效率,而且还可为优化方案的制定提供指导。

2摇 微生物溯源技术的开发进展

2. 1摇 开发历程

近几十年以来,人们利用指示微生物开展了大

量的水体病原微生物污染来源诊断的研究工作,并
逐步形成了 MST 的概念。 MST 就是利用宿主特异

性或者与宿主相关(单个物种或者群体)的微生物

指标,建立区别、鉴定粪便污染和其他污染源的流

程[3]。 MST 起源于 20 世纪 80 年代[8鄄9],可划分为

如下几个阶段:淤初期阶段。 主要是定义新的病原

微生 物 污 染 指 示 物[10鄄12]。 于 溯 源 方 法 开 发 阶

段[13鄄14]。 随着聚合酶链式反应 ( polymerase chain
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reaction, PCR)和实时定量 PCR (qPCR)等分子生

物学技术的发展,MST 技术得到了迅速发展[15]。 盂
大规模的 MST 比选阶段(2003 年至今) [16]。 该阶

段 MST 技术已展现出作为管理手段的潜质,主要是

同一种方法在不同实验室间的可重复性,以及不同

方法间的大规模对比工作[17鄄19]。 榆应用阶段(2005
年至今)。 主要标志是 MST 技术作为病原微生物污

染源诊断的管理工具得到了美国联邦环保署的认

可,并出版了 MST 工作导则[20],这表明 MST 已开始

进入实地应用功效评估和实用标准程序制定的阶

段[21]。 需要注意的是,新的方法至今仍在不断被开

发。
MST 技术应用前景广泛,如污染责任界定[3]、

水质风险评价[22]、食品安全保障[23鄄24]等。 MST 技术

的推广应用不仅大大提高了水体病原微生物污染防

治的针对性,而且提高了治理效率和整体治理成果。
在水环境保护领域,应用 MST 技术主要有 3 个目

的[21]:淤确定人类来源(如市政污水、小区化粪池系

统或人类其他行为)的粪便污染物是否存在以及所

占比例;于确定与人类活动相关的非人源污染来源

(如家畜)的存在及其所占比例;盂明确所有粪便污

染物来源(如人、牛、马、狗、猫、鸟、水禽、啮齿动物

等)中各类别的存在及其所占比例。 MST 技术方案

包括 3 个环节:源指示物的选择、源指示物的检测和

源解析。
2. 2摇 源指示物的选择

MST 技术所用的源指示物是能够指示水体病

原微生物污染来源的代表性物质,包括大量具有种

属、遗传物质特异性的微生物或者某些特殊的化学

物质。 选择合适的源指示物是 MST 技术的基础和

关键。 除了在传统粪便监测中使用的 FIB (细菌、
病毒、原生动物),许多研究表明,某些化学物质也

可用作人或动物粪便污染的指示物。 这是因为人类

和动物的饮食组成和习惯有很大差异,经过体内代

谢会产生不同的副产物,特异性副产物可用作标记

物,进而推测其污染来源。 现有 MST 源指示物采用

的主要化学物质有粪甾醇、脂肪酸、胆汁酸等,以及与

人生活习性有关系的化学物质,如咖啡因、荧光增白

剂等[25]。 虽然化学检测法简单易行,但受环境因素

的影响很大,稳定性不高,难以区分各种病原微生物

的来源,目前主要用于判定人源污染物是否存在。
2. 3摇 源指示物的检测

MST 技术有多种分类方法,但基于检测和溯源

的方法是最主要的分类方法。 按照分离培养和建立

样本库, MST 技术方法有 4 类[25]: 培养建库法

( culture鄄dependent library鄄dependent);培养非建库

法 (culture鄄independent library鄄independent);非培养

建库法( culture鄄independent library鄄dependent)和培

养非建库法(culture鄄dependent library鄄independent)。
指示物的检测方法是 MST 方法学的关键组成部分,
主要 有 表 型 法 ( phenotypic methods )、 基 因 法

(genotypic methods)和化学法。 表 1 所列各项常用

MST 技术的原理与特征已有较多综述进行了整

理[2, 23, 25鄄27],本文不再赘述。
表 1摇 常用的微生物溯源技术

建 库方法 非建库方法

培
养
法

表型法(phenotypic methods)
摇 誗抗生素抗性分析(ARA)
摇 誗 碳 源 利 用 鉴 定 ( carbon鄄
source utilization profiling,CUP)
摇 誗脂肪酸鉴定(FAME)
基因法(genotypic methods)
摇 誗核糖体分型(ribotyping)
摇 誗重复序列扩曾分型( REP鄄
PCR)
摇 誗脉冲场凝胶电泳(PFGE)

大肠杆菌噬菌体
(F鄄specific RNA coliphages)

SC 噬菌体(somatic
coliphages)

非
培
养
法

群落指纹分析
(community fingerprinting)

化学法
摇 誗粪甾醇(fecal sterols)
摇 誗咖啡因(caffine)
基因法
摇 誗大肠杆菌宿主特异性毒
性基因
摇 誗双歧杆菌、拟杆菌宿主特
异 PCR(host鄄specific PCR)

表型法主要依赖培养的结果,利用微生物在不

同环境因素诱发下产生的特有生化代谢产物来判断

宿主来源。 表型法主要包括抗生素抗性分析、碳源

利用鉴定、血清型法和噬菌体法[28] 等。 基于培养法

的 MST,通过富集步骤增加靶标微生物的数量或提

供分离的菌株,其优势是相对价格便宜、技术门槛

低、易于广泛使用。 培养法常用 FIB 的存活、运输以

及相关流行病学资料较为充分[25],但其不足之处是

培养法无法提供用于溯源的 FIB 种群多样性和宿主

特定种群,这是因为:淤大多数细菌难以培养,限制

了培养法 MST 技术的应用范围;于微生物群落的组

成可能在培养时发生剧烈变化[25, 29],定量评价时必

须考虑“培养偏差冶;盂与培养法配合的菌株分子生

物学鉴别方法价格较高,如脉冲场凝胶电泳(pulsed鄄
field gel electrophoresis, PFGE)和扩增片段长度多

态 性 ( amplified fragment length polymorphism,
AFLP),部分抵消了培养法成本低的优势。

基因法的原理是利用微生物在不同宿主内环境

(如 pH 值、营养元素、菌群变化等)而发生的适应性

改变,并产生遗传多样性,反向追踪其所在宿主。 基

因法 主 要 检 测 方 法 有 PFGE、 核 糖 体 分 型

(ribotyping)、限制性片断长度多态性分析( terminal
restriction fragment length polymorphism, TRFLP )
[30]、qPCR 以及反转录定量 PCR(qRT鄄PCR) [31] 等。
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相对于表型法,基因法具有灵敏、特异、简便、快速和

可靠等优势,越来越广泛应用于源指示微生物的检

测。 表 2 是基于分子生物学的常规检测方法,在实

际应用时应综合考虑各项技术特征选用。 非培养

MST 技术的优点是可以覆盖样品中的整个种群,没
有培养偏差,不仅可用于易培养指示菌,还可用于难

培养或不可培养的指示菌[20]。 在美国加州,经过评

估,人们认为分子生物学方法将成为 MST 的最有效

工具,因而近年来投入大量资源支持分子生物学方

法的研究,但分子生物学方法的不足之处是某些条

件下特定标记物的含量很低(如病毒)或稀少(如毒

力基因,宿主肠道细胞),需要大量水样(超过 100
L)或富集步骤来开展检测。

表 2摇 常用分子生物学菌种鉴定技术比较[32]

技术
培养
要求

操作
简易性

分析结果
简易性

分辨率 时间 重复性 费用

PFGE 是 适度 适度简便 高 长 高 适中 高

TRFLP 否 适度 简便 适中 适中 高 低

Ribotyping 是 适度 适度 适中 适中 高 高

Rep鄄PCR 是 简便 简便 高 短 高 低

qPCR 否 适度 简便 高 短 高 低

qRT鄄PCR 否 复杂 简便 适中 适中 高 适中、低

2. 4摇 源解析方法

按照是否需要建立已知单一污染源样本库,源
解析方法可分为建库和非建库微生物溯源(表 1)。
建库 MST 方法是通过与基础样本库或已知粪便来

源的细菌菌株的基因型或表型指纹水样进行比对,
进而确定病原微生物污染的粪便来源。 非建库

MST 方法基于所述细菌或病毒的已知宿主特定特

征的来源,无需与样本库进行对比。 样本库可根据

源指示微生物的宿主特异性来建立,而宿主特异性

好的源指示微生物及其特异基因片段可直接用于非

建库微生物溯源方法[20, 26鄄27]。
建库解析方法的优点是可以识别指示菌(如大

肠杆菌或肠球菌)的多种来源(人、宠物、家畜和野

生动物等),但比较昂贵。 建库 MST 方法具有劳动

密集型特点,样本量大,需满足代表性和地理稳定性

等复杂要求,样本量少会导致评价效果不佳[33]。 对

于特殊地点,需要建立专门的样本库[25],如果是跨

流域使用,还需要开展大量校正工作。 一般来说,采
用基因型检测方法的样本库通常包含 35 ~ 500 株

菌,采用表型法(如应用最广泛的抗生素抗性分析)
的样本库一般含有 1 000 ~ 6 000 株菌[34]。 因此,近
年来基于建库的源解析方法已大量被非建库方法所

替代,这是因为美国的大学或研究机构中仍保留的

水体病原微生物样本库已经很少,一些使用样本库

的研究组已经逐步转移了开发重点[21]。

2. 5摇 MST 方法的比选

迄今为止,人们对最佳 MST 方法还没有形成广

泛的共识[21],但经过多年来人们对多种分子生物学

方法的研究和筛选,非建库的聚合酶链式反应

(PCR)技术由于灵敏度高、特异性强、测试简单、检
测时间短等优点已显示出巨大潜力,特别是基于拟

杆菌 16S rRNA 基因序列扩增与比较的方法。 目前

很多实验室已经开发并注册了针对人或某类动物特

有的 16S rRNA 序列的基因探针(表 3),这些方法检

测复杂样品(如污水、废水)比菌种检测方法更为方

便,但在做定量评价时需要谨慎,因为标记物可以在

多菌种的菌株上存在,或者每个菌株上标记物的数

量不确定[35]。 因此,新指示生物的开发和新检测或

定量方法的改善仍然是当今的研究热点。 MST 方

法之间的比较有利于方法的完善,这其中 3 次大规

模比较研究极大地推动了 MST 方法的进步,克服了

小规模比较研究的覆盖范围小、缺乏盲样控制等

不足[25]。
2. 5. 1摇 2003 年美国实验室间比较研究

20 世纪 90 年代,美国许多实验室已开展了基

于分子生物学方法的 MST 溯源工作,但由于测试的

样本类别与数量有限,加之人们对不同 MST 溯源方

法的效果缺乏统一和综合的比较和鉴定,所以,为了

考察 MST 方法的可推广性,2003 年美国南加州沿海

水域研究所和美国加州环保局主持了一项大型的

MST 方法比较研究[36鄄38]。 在这次研究中,参与人员

得到一套含有人、牛、狗、海鸥、生活污水或它们的混

合物的水样(盲样)以及组成这些盲样的粪便样品。
参与溯源分析的比选方法包括基于大肠杆菌噬菌

体、病毒、抗生素抗性、碳利用种类分析、Ribotyping、
REP鄄PCR(重复序列 PCR)、PFGE、微生物种群指

纹、E. Coli 毒力基因宿主特异性 PCR、拟杆菌生物标

记物 PCR 等 12 种方法,其中 6 种方法基于培养

法[16]。
该项研究中,评价 MST 技术的指标包括病原微

生物来源的识别率,粪便污染的定量分析和多种应

用条件(淡水、咸水和腐殖酸干扰条件下)下的适用

性。 在这 12 种方法中,基于大肠杆菌毒素基因和拟

杆菌标记物的宿主特异性 PCR 方法可准确查明样

品与人类粪便和污水的关系,没有假阳性结果。 该

方法使用了人源、反刍类动物和狗的拟杆菌生物标

记物,以及人源和牛的大肠杆菌的毒力基因标记物,
但还缺少海鸥和狗的标记物。 Ribotyping 和 PFGE
方法在部分实验室也可正确识别人源和其他 4 个来

源。 但基于样品建库的表型法和基因型法表现不
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佳,只能部分识别人源污染,并出现了大量假阳性结

果。 基于病毒检测的方法可以非常有效地判别生活

污水样品,但在检测人源粪便污染时表现欠佳。 总

体而言,该研究中没有一种方法能正确识别所有样

品的污染来源,所有方法均在确定污染来源比例上

表现不佳,并且同样的方法在不同实验室的差异也

很大,这对 MST 方法的标准化提出了较高的要求。
2. 5. 2摇 2006 年欧洲实验室间比较研究

基于当时主流的 MST 方法,欧洲的研究人员于

2006 年开展了跨实验室(西班牙、法国、瑞典、英国、
塞浦路斯)的 MST 方法比较研究[17],检测对象包括

大肠杆菌噬菌体、拟杆菌噬菌体、山梨糖醇发酵双歧

杆菌( sorbitol鄄fermenting bifidobacteria)、FC 噬菌体、
大肠杆菌和肠球菌表观分型、 B. dentium 与 B.
adolescentis 的 PCR 基因型检测、粪甾醇化学检测

等。 该研究除了对 MST 方法进行单项评估外,还基

于实验结果开发出多个低参数要求的预测模型。 本

次比选与 2003 年美国比选的最大区别是没有采用

统一的盲样进行分析,而是按照统一方法自行采集

当地污水和猪场废水进行样品配制。 虽然盲样检测

可确保实验室间方法的可比性,但针对不同地理位

置的已知源样品,该研究探明了在跨地区使用时哪

些方法或哪些组合方法能有效识别人源和动物来源

的病原微生物,这对完善 MST 方法具有重要意义。
两个最佳方法分别是通过检测山梨糖醇发酵双歧杆

菌与噬菌体感染的拟杆菌(B. thetaiotaomicron)是否

存在及其与噬菌体的比例判断人源污染物的存在。
虽然没有一个方法可把人源污染 100% 地识别出

来,但由微生物和化学指标定义的 38 个变量(独立

和组合变量)而开发的多个模型可有效识别人源污

染物[17]。 研究人员指出,下阶段的研究重点是考察

MST 方法对实际样品(如浓度较低的或者更多种来

源的混合物)的检测效果以及实际样品中标记物的

持久性。
2. 5. 3摇 2012 年 美国实验室间比较研究

MST 方法经过 10 年的发展,主流方法除了病毒

培养法之外,均是非建库的方法。 2011—2012 年,
南加州沿海水域研究所牵头,联合美国和欧洲 27 个

研究机构的实验室,对 41 种较为成熟的 MST 方法

进行了特异性和敏感性的比较研究[16, 19]。
这次研究与 2003 年的比较研究存在较大的差

异。 这 41 种方法绝大多数都采用 PCR 或 qPCR 技

术,并以 16S rRNA 作为分子标记物(表 3[39鄄65] ),包
括了专门针对人类、反刍动物类、狗、海鸥、猪、马、羊
的 MST 方法。 针对病毒的分析多基于 qRT鄄PCR 技

术,而噬菌体仍使用培养法检测。 参与测试的方法

也包括 3 个以微生物群落分析为基础的方法,分别

是 PhyloChip、16S 末端限制性片段长度多态性法

(TRFLP)和 Bacteroidales 16S TRFLP。 样本分别来

自生活污水和直接从各种动物体外采集的排泄物标

本。 用以识别人类粪便或生活污水的指示物包括病

毒和噬菌体两大类,其中病毒类指示物包括腺病毒

(HAdV)、肠道病毒 ( EV)、玉类和域类诺如病毒

(NoV I 和 NoV II)和多瘤病毒(HPyVs);噬菌体类

包括用作一般性粪便污染指标的大肠杆菌噬菌体和

F鄄特异性 RNA 噬菌体(F鄄RNAPH)。 每一种方法都

由 1 至 7 个实验室进行测试。
比选结果表明:淤按照以标记物在粪便样品中

的定性存在或不存在作为判定粪便来源的鉴定标

准,针对不同宿主的敏感性和特异性最高的方法分

别为 HF183 端 点 法 和 HF183SYBR 法 ( 人 类 ),
CF193 法和 Rum2Bac 法(反刍动物类),CowM2 和

CowM3(牛),BacCan(狗),Gull2SYBR 和 LeeSeaGull
(海鸥), PF163 和 pigmtDNA (猪), HoF597 (马),
PhyloChip(猪,马,鸡,鹿),通用 16S TRFLP(鹿)和

Bacteroidales 16S TRFLP(猪,马,鸡,鹿)。 这些方法

的敏感性和特异性在所有实验室都超过了 80% 。
于按照定量分析的标准,表现最好的方法只有

HF183Taqman[66] 和 BacH (人), Rum2Bac 和 BacR
(反刍动物类),LeeSeaGull(海鸥)和 Pig2Bac(猪),
而针对牛或狗的检测方法都没达到定量分析的特异

性和敏感性标准。
在这次测试中,几种用来检测人类特异病毒方

法的测试结果都不太理想 [67]。 这些方法一般都具

备高度的特异性,但对人类粪便源的敏感性都不高。
特异性和敏感性方面表现最佳的方法是腺病毒

qPCR 法(Tetra Tech 公司),虽然用该方法测试结果

的准确度达到 100% ,但灵敏度仅为 13郾 2% ,也就是

说,如果检测出病毒标记物,可以有把握地确认污染

源包括人粪便;如果没有检测到病毒标记物,研究者

还不能轻易排除人类污染源。 该研究结果很有代表

性,反映了目前采用 qRT鄄PCR 技术检测人体特异病

毒的现状和面临的挑战。 除非受到大量生活污水的

污染,一般情况下地表水中病毒含量偏低,需要将大

量采集的水样浓缩后进行病毒分析。 虽然水样富集

方法近年来有所改进,但找到一个既可以有效提取

和分离水样中的病毒,同时又避免其副作用(富集

浓缩过程同时干扰 PCR 反应) 的方法还是一个

难题。
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表 3摇 参与 2011—2012 美国南加州 MST 技术比较研究的指示微生物检测方法

方法名称 / 代号
方法类型及针对微生物

针对宿主 源指示物 检测方法
方法开发机构

CowM2 牛
拟杆菌( total Bacteroidales
and B. thetaiotaomicron) qPCR A [39]

CowM3 牛
拟杆菌( total Bacteroidales
and B. thetaiotaomicron) qPCR A [39]

BacCow 牛 拟杆菌 qPCR B[40]

BacR 反刍动物类 拟杆菌 qPCR(TaqMan襆 minor groove binder probes) C[41]

Rum2Bac 反刍动物类 拟杆菌 qPCR(TaqMan襆 real time PCR) D[42]

CF128 反刍动物类 拟杆菌 PCR E[12]

CF193 牛 拟杆菌 PCR E[12]

Gull2SYBR 海鸥 细菌(Catellicoccus marimammalium) qPCR A[43]

Gull2Taqman 海鸥 细菌(Catellicoccus marimammalium) qPCR(TagMan) F[44]

LeeSeaGullSpecific 海鸥 细菌(Catellicoccus spp. ) qPCR G [45]

Gull2Endpt 海鸥 细菌(Catellicoccus marimammalium) qPCR A[43]

Pig2Bac 猪 拟杆菌 qPCR D[42]

PF163 猪 拟杆菌 qPCR E[46]

PigmtDNA 猪 拟杆菌 Host鄄specific mitochondrial DNA qPCR H[47]

DogBact 犬 拟杆菌 qPCR F[44]

BacCan 犬 拟杆菌 qPCR B[40]

HoF597 马 拟杆菌 qPCR E[46]

Omvito 羊 拟杆菌 Host鄄specific mitochondrial DNA PCR H[47]

HF183SYBR 人 拟杆菌 qPCR I[48]

HF183Taqman 人 拟杆菌 qPCR J[49]

BacHum 人 拟杆菌 qPCR B[40]

HumM2 人 拟杆菌 qPCR A[50]

BsteriF1 人 拟杆菌 qPCR J[49]

nifH 人 产甲烷古菌(methanogenic archaea) qPCR K[51]

BacH 人 拟杆菌 qPCR C[52]

gyrB 人 拟杆菌 qPCR(gyrB gene鄄based) G [53]

Btheta 人 拟杆菌 qPCR(gene VPI 5482鄄based) L[54]

GB124 phage 人 噬菌体 双层琼脂培养法 M[55]

HB73 phage 人 噬菌体 双层琼脂培养法 N[56]

F鄄specific coliphage 人 噬菌体 双层琼脂培养法 D[57]

HF183Endpt 人 拟杆菌 PCR E[12]

Enterovirus 人 肠病毒 qRT鄄PCR O 等[58鄄59]

Adenovirus 人 腺病毒 qPCR P[60鄄61]

Norovirus I 人 诺如病毒 qRT鄄PCR P[60鄄62]

Norovirus II 人 诺如病毒 qRT鄄PCR P[60, 62]

Polyomavirus 人 多瘤病毒 qRT鄄PCR Q[63]

MB55 phage 人 噬菌体 双层琼脂培养法 N[56]

Canine scent tracking 犬 气味 qRT鄄PCR R[64]

PhyloChip 多种 细菌群落 phylogenetic DNA microarray analysis S[65]

Bacteroidales TRFLP 多种 拟杆菌群落 TRFLP T [30]

General TRFLP 多种 全细菌群落 TRFLP T [30]

摇 摇 注:A—美国环保署国家风险管理研究实验室,B—美国加州大学戴维斯分校土木环境工程系,C—奥地利维也纳技术大学,D—法国海洋开

发研究所微生物实验室,E—美国俄勒冈州立大学微生物系,F—美国北伊利诺伊大学护理和健康研究学院,G—美国俄亥俄州立大学公共卫生

学院,H—加拿大魁北克大学国立科学研究所,I—比利时根特大学微生物生态学技术实验室,J—美国环保署国家接触研究实验室,K—美国国

家海洋大气局沿海环境健康和分子生物研究中心,L—美国密苏里大学兽医病理系,M—英国布莱顿大学,N—美国夏威夷大学水资源研究中

心,O—美国斯坦福大学土木和环境工程系,P—美国疾病控制预防中心,Q—美国南佛罗里达大学生物系,R—美国加州圣塔芭芭拉市,S—美国

加州洛伦斯伯克利国家实验室地球科学部,T—美国南加州沿海水域研究所。

2. 6摇 MST 综合方法在 TMDL 中的应用

如果能提前进行 MST 诊断,TMDL 方案中有关

病原微生物污染负荷削减的任务分配将更加具体、
准确和切合实际情况。 如,削减措施可具体到控制

畜牧区的径流、某化粪池或者泄漏的污水管道。 污

染排放者通过排污权交易对流域内的经营行为进行

调整,如调整放牧和农业用地的面积。 目前美国联

邦环保署不建议将 MST 结果作为病原微生物污染

源负荷估计或削减负荷分配的依据,因为现有的

MST 方法在实际操作中尚不能进行可靠的定量分
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析,但 MST 结果可用于定性识别或者半定量识别污

染源。 在美国污染源管理体制下,MST 结果可为国

家污 染 物 排 放 削 减 ( national pollution discharge
elimination System, NPDES)许可证持有人接受污染

源控制方案提供有力证据。

图 1摇 基于水质保护的病原微生物溯源工作实施流程[21]

准确、可行的病原微生物污染控制方案的制定

依赖于污染源的准确识别。 在实际工作中究竟使用

哪种 MST 方法和何时使用 MST 方法,主要取决于

TMDL 的要求、技术方法的效能和成本。 根据 MST
方法比选的结果,单一方法不能有效解决源识别的

问题[17],宜采用 MST 综合方法。 各种方法在效率、
成本、检测时间、操作便捷性等方面均各具特点,在
实际工作中可结合多种手段形成复合方法。 研究人

员建议在制定 TMDL 方案之前,可在 MST 技术的

“工具箱冶中遵循从一般到特殊的方式选择 MST 方

法,或者使用多步检测法(multi鄄tiered methods),实
施从廉价到昂贵的检测措施 [16, 33]。 其主要思路如

下,一旦决定使用 MST 方法。 开始时尽可能以较便

宜的方法集中在一个或少数几个具有高度可能的微

生物污染来源,首先是识别的人源,然后采用宿主特

异性 PCR 方法确定 /选择特定来源。 一般情况下,
MST 的初步结果已能提供足够的信息进行管理决

策,也可作为是否需要采用更加昂贵、全面方法(如
基于样本库的方法识别所有物种)的依据。 图 1 为

TMDL 框架下应用 MST 技术的工作流程。 开始时

使用化学物质溯源等低成本、低工作量的方法,后期

综合使用多种方法更为有效,如拟杆菌 PCR[68]是一

种常用的低成本方法,如果与低成本的病毒检测组

合,则可提供更为准确的结果。
佛罗里达州 Lower St. Johns 河流域的 TMDL 方

案[21]制定过程中,采用了 MST 综合诊断技术,流程

如下:淤资料收集,采用地理信息系统对流域内的数

据进行整理;于大规模的现场调查,如 20 人以上的

为期 8 d 和 2 个水期的调查;盂第一批 10 个支流所

采用的 MST 综合方法使用 qPCR 技术识别人源、反
刍动物类和马的细菌指示物。 为提高检测精确度,
降低 工 作 成 本, 其 中 对 人 源 的 细 菌 分 析 选 用

enterococcus faecium 特 异 性 引 物 和 human
polyomavirus(HPyV) 特异性标记物;榆清查排污口

点源,包括化粪池和连接错误的管线。
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总体而言,MST 方法已成为地表水中病原微生

物检测的首选,但在 TMDL 方案制定中需谨慎采用

MST 方案。 弗吉尼亚环保署在 Carters 溪的 TMDL
方案中有关病原微生物污染控制部分采用了 MST
方案[21],其中 MST 的溯源结果给出了野生动物、
人、牲畜和宠物 4 种来源的病原微生物相对丰度,该
TMDL 方案针对每种污染源做了负荷配置,这无疑

提高了 TMDL 方案的精度,但在应用上需要小心谨

慎,一方面这种方法假设样本中的病原微生物丰度

反映了流域内 4 种来源的实际贡献,但这种假设不

可靠,因为水体中病原微生物的污染程度不仅在空间

上分布非常不均匀,而且所采集水样只是部分代表实

际情况,检测结果还受采样时间、采样深度等参数的

影响[69];另一方面,Carters 溪的 MST 方案是基于抗

生素耐药性的分析,其培养偏差不能忽略。
制定和实施 MST 方案的最重要原则是从项目

的需求出发选择合适的 MST 方法,不仅需要考虑方

法的用途、质量控制、盲样检测结果的精度,以及是

否建实验室适用的样本库,测试周期,样本库大小,
检测费用等,还需要综合考虑项目的自然地理、社会

经济等因素。 如迫切需要确定具体、多样化的粪便

来源,可选用建立 DNA 样本库的方法以提高检测方

法的区分度[25, 70]。 如果成本是主要约束因素,则需

要在检测内容或者区分度上做出妥协。 如果一个

TMDL 项目只需要识别人类和非人类污染来源的相

对比例,就不推荐使用 PFGE 等可以识别特定种类

的 MST 方法,因为 PFGE 价格远超过噬菌体等方

法。 虽然 MST 方法在探明污染流域的病原微生物

来源方面非常有效,但 TMDL 开发者应谨慎使用其

结果。 在评估和确定粪便细菌的来源时,MST 方法应

该用于补充而不是取代现有的方法和工具[21](现有

的传统工具包括检测粪便细菌指标、卫生学调查和现

场调查),同时应采用管理部门的数据和流行病学报

告等。
2. 7摇 MST 技术开发及应用中的挑战

影响病原微生物源检测推广的障碍是 MST 结

果的可靠性欠佳,不同实验室对同一样品的分析精

度和准确性相差较大,其难点主要在于:淤PCR 检

测中出现的假阴性结果[71],这是最常见问题,因为

粪便中含有大量 Taq 聚合酶的抑制物质,可严重干

扰结果的可靠性。 于标记物自身的适应性。 如,在
采用 MST 技术评估美国各地采集的牛粪便标本时,
由于各地喂养方法不同,牛粪便的生物标记物也有

很明显的改变[72]。 盂因为病原微生物浓度的波动

极大,现场取样时必须考虑所取水样的代表性,同时

需考虑遗传标记物在体外自然环境中的持久性和衰

减率、各种环境因素对灵敏度的潜在干扰[71]。 如,
PCR 方法在检测集中排放的城市污水中的病毒时

非常有效,但对分散的小规模化粪池等污染源的检

测效果较差,这会导致人们错误估算城市污染负荷

的贡献值。
基于生物标记物进行病原微生物溯源的缺点是

与现行基于 FIB 的水质管理标准脱节[1]。 目前生物

标记物与 FIB 等粪便污染指示物的相关性知识较为

欠缺,如,目前可用的标记物仅针对数量较少的动物

物种,来源较窄,还不具备广泛的动物代表性,但这

个趋势正在改变,如,加州环保署正在开展基于分子

生物学标记物的水质标准研究。

3摇 结语与展望

经过了 20 多年的发展,MST 技术基本具备了实

施病原微生物溯源的功能,较为成熟的 MST 方法包

括宿主特异性病毒、拟杆菌和毒素 /毒力基因的

PCR 检测;在人源病原微生物识别方面,拟杆菌、拟
杆菌噬菌体和 FC 噬菌体是综合表现较好的方法。
因此,更加准确、快捷、廉价的检测手段仍然是今后

MST 方法的主要研发目标。
在我国河流污染治理有所改善的背景下,MST

方法在河流 TMDL 应用领域还需要向标准化和规范

化推进,尤其是对于 TMDL 应用人员而言,MST 是个

复杂的技术包,在方案编制过程中应从污染源识别的

需求出发,在应用中推动 MST 技术的发展与完善。
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