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微生物污染源解析技术研究进展 
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摘要：针对目前新兴的微生物污染源解析技术(MST)研究进展进行了归纳总结.结果表明,标记物的源强特征显著影响水体微生物污染水平的评估,选用

标记物时应同时考虑灵敏度和源强特征;与非目标物种样品产生交叉反应导致标记物特异性降低,可通过稀释样品或 DNA纯化等手段降低假阳性信号

强度;粪便源解析文库(FTL)中应涵盖的宿主种类,以及每类宿主应纳入的个体数量均会影响建库源解析结果的准确性,可通过权重分析来确定源文库中

各宿主应囊括的样本量,提高识别污染源的准确性; FTL中的物种与土著微生物分类较为接近时,SourceTracker难以准确区分微生物污染来源,将土著微

生物信息纳入 FTL并多次运行程序可提高 SourceTracker识别污染源的能力.未来应加强对标记物灵敏度和源强特征之间相关关系的研究,同时探讨标

记物源强特征产生差异的成因以及交叉反应产生的机理;另一方面,应深入探究粪源微生物种内变异程度和土著微生物的种类对建库源解析法的影响

机制,以期建立准确、完善的微生物污染源解析技术. 
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Abstract：This review summarized various detection methods of microbial source tracking (MST) in recent publications and the 

results showed as follow. Firstly, marker abundance significantly affects the risk assessment of microbial contamination in water. 

Thus we should consider both of sensitivity and abundance when selecting suitable markers. Meanwhile, the cross-reaction between 

non-target samples and markers may decrease the specificity of suitable markers and we could dilute the sample or purify the DNA to 

avoid this issue. Moreover, an important consideration with library-dependent MST assays is to determine the appropriate fecal taxon 

libraries (FTL) size of samples for each host, which can be accomplished by using power analysis. In addition, SourceTracker is 

difficult to distinguish the source of microbial contamination accurately when the species in the FTL are closer to the autochthonous 

taxa. This issue could be improved by incorporating autochthonous taxa in the FTL and increasing the number of model runs. To 

overcome these barriers and establish accurate and comprehensive MST methods , this study proposed to: 1) explore the relationship 

between sensitivity and abundance of selected markers and clarify the causes of the differences among marker abundances; 2) 

enhance the understanding of cross-reaction between non-target samples and markers; 3) verify the influence mechanism of the 

intragroup variability among fecal microorganisms and the types of autochthonous taxa on library-dependent MST method. 
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随着人口的激增和畜牧养殖业的快速发展,我国

地表水体受人和动物粪便污染的情况日益严重
[1]
.水

体遭受粪便污染后,粪便中携带的致病微生物进入水

体,会引起水源性疾病的爆发,对人类健康构成重大威

胁
[2-4]

.另一方面,粪便中含有的氮、磷等物质进入水体

中,会导致水体的富营养化,造成水质恶化
[5-6]

. 

目前 ,大多数国家采用粪大肠菌群 (Fecal 

coliform)或大肠埃希氏菌(Escherichia coli)等传统指

示微生物(FIB)来反映水体微生物污染状况
[7-9]

,包括

我国的《地表水环境质量标准》
[10]

(GB38382002)

也一直采用粪大肠菌群作为评价水环境受微生物

污染的指标
[11]

.然而,FIB 不能提供微生物污染宿主

来源方面的相关信息
[12-14]

,无法帮助研究和管理人

员准确识别污染来源以达到“精准治污”的目的
[15]

.

此外,来自于不同宿主粪便中的致病微生物对于人

体的致病机理和致病程度也有较大差异,因此识别

粪便排放来源也有助于准确评估人类接触水体后

的患病风险. 
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微生物污染源解析技术(MST)是一种通过检测

水体中特异性生物标记或特定微生物群落结构而

识别粪便污染来源的新技术
[16-17]

.相比于 FIB,该方

法不仅可以识别水体中的微生物污染来源,还能够

有效预测部分潜在致病菌的水环境行为,可对健康

风险评估提供更准确的信息
[18]

.目前,常用的MST主

要有非库依赖法和库依赖法 .非库依赖法主要以

PCR 技术为主,通过扩增特异性生物标记基因识别

粪便污染的排放源,具有时效强、成本低等特点
[19-20]

;

库依赖法则主要以高通量测序技术为基础,通过基

于贝叶斯思想开发出的 SourceTracker 源解析程

序  

[21]
、最大化微生物源跟踪工具

[22]
和随机森林

[23]

等识别特定的微生物群落结构,提供污染源信息,具

有通量高、微生物信息全面等优势
[24-25]

.然而,2种源

解析方法均有其特定的适用条件和缺陷.本文通过

对前人的研究进行归纳、总结,阐明不同源解析方法

存在的不足和使用条件,指出微生物污染源解析研

究的最新发展方向,为建立准确、完善的微生物污染

源解析技术提供帮助. 

1  非库依赖法 

1.1  qPCR-MST基本原理 

由于饮食结构和生存环境的差异,不同宿主肠

道中的微生物种类、群落结构存在一定的区别,并且

分类相同的指示微生物在不同宿主肠道中基因片

段也有所不同.MST 正是利用这一基因上的差异,通

过检测受污染水体中是否存在特异性生物标记,可

以判断不同粪便污染来源
[26]

.目前,研究人员已针对

反刍动物(牛、羊、鹿等)、哺乳动物(人、狗、马、

猪、猫等)和禽类(海鸥、鸡、鸭、鸽子、雁等)等开

发出了不同特异性标记物,并以 PCR技术为基础,在

世界各地区成功识别出环境水样中来自各种动物

的粪便污染
[15,26-28]

.例如,Bower 等
[29]
识别出美国密

歇根湖地区水体中的粪便污染主要来自于人和牛.

张杨等
[11]
在珠江三角洲地区识别出城市地表水中

的微生物污染主要来自人、禽类和反刍动物粪便. 

1.2  标记物检测-实时荧光定量 PCR(qPCR) 

聚合酶链式反应(PCR)是一项体外扩增核酸片

段的技术,具有简便易行、特异性强、灵敏度高等特

点
[30]

.通过使用特异性引物对水样 DNA 进行 PCR

扩增,观察是否出现目标条带,即可判断水样受到何

种动物粪便污染
[3]
.但 PCR 技术只能定性并且易产

生非特异性扩增.而实时荧光定量 PCR(qPCR)技术,

通过在 PCR 反应中加入荧光基团进行实时监测,比

PCR 具有更高的特异性和灵敏度.还可以通过制备

标准品构建标准曲线或加入内参基因的方法,确定

每个反应的基因拷贝数 ,实现对污染物的定量分

析  

[11]
.并且从采样到分析全过程仅需几小时就能完

成,成为标记物检测的首选方法. 

1.3  特异性生物标记的适用性  

特异性生物标记是针对不同宿主肠道微生物

中特定的基因序列开发而来,具有宿主遗传性和特

异性.然而,受不同地区的气候、饮食习惯及生活方

式等差异性的影响,各地区宿主体内的肠道微生物

种类和结构也不尽相同.例如,Lu 等在美国俄亥俄州

对野鹅的粪便进行生物多样性分析时发现,芽孢杆

菌占肠道菌的 30.2%,而在加拿大安大略省则为

46.3%
[1,31]

.不同地区宿主肠道微生物结构的变化也

进一步导致了开发出的特异性标记物表现出显著

的地区差异性.因此,在目标研究区域验证特异性标

记物的特性表现,识别具有地区适用性标记物是开

展微生物污染源解析工作的重要前提. 

1.3.1  定性灵敏度  灵敏度是指标记物在目标粪

便样本中的阳性率,计算公式 R=TP/(TP+FN),其中

TP 是对目标样本扩增显示阳性的样本数;FN 是对

目标样本扩增显示阴性的样本数
[32]

.标记物的灵敏

度与其对粪便污染物的检出率息息相关,灵敏度越

高,该标记物指示目标宿主粪便污染的性能越好.然

而,不同地区标记物的灵敏度表现通常存在较大差

异.例如,Schiaffino等
[33]
在秘鲁识别出人源拟杆菌标

记物 BacHum 灵敏度为 80%,具有较好的适用性.在

泰国和尼泊尔部分地区 BacHum 灵敏度甚至高达

95%~100%
[34]

.然而在印度
[35]
和肯尼亚

[36]
BacHum

的灵敏度分别仅有 50%和 18%.导致这一现象的主

要原因是拟杆菌的遗传变异以及各地区气候和生

态压力不同
[33,37]

. 

为克服传统 MST标记物(如拟杆菌、线粒体标

记物)存在的灵敏度低或对潜在致病菌指示性较差

等缺点,研究人员针对人肠道中丰度较高的噬菌体

crAssphage 开发出了人源特异性标记物 CPQ_056

和 CPQ_064
[38]

.由于该类标记物是针对噬菌体的特

异性基因开发而来,被认为与致病菌有近似的环境
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行为,成为目前标记物验证工作的热点
[39-40]

.Stachler

等
[41]
在美国部分地区识别出 CPQ_056 和 CPQ_064

灵敏度高达100%.然而,本实验室采用 crAssphage标

记物对在我国 28 个城市采集的粪便样品进行检测

时,CPQ_056 和 CPQ_064 灵敏度表现较差分别为

61%(71/117)和 67%(78/117)
[15]

.Ahmed 等
[26]
在澳大

利亚的研究中 CPQ_056灵敏度也仅有 38%.导致这

一结果的原因可能是 crAssphage在不同地区人类肠

道中的分布特征具有一定的差异性.已有研究报道

欧洲和美国地区受粪便污染的水体中 crAssphage的

丰 度 显 著 高 于 亚 洲 和 非 洲
[42-43]

. 说 明 尽 管

crAssphage 广泛存在于世界各地人类肠道中,但其

丰度也具有明显的地区差异性.此外,宿主年龄、健

康或其它因素均会改变粪便中 crAssphage的分布特

征
[44-46]

,从而影响 qPCR 检测结果
[15,46]

.因此,在大尺

度目标区域内开发出灵敏度表现稳定的标记物仍

是目前MST技术需要进一步解决的难题. 

1.3.2  源强特征  如果标记物仅具有较高的定性

灵敏度,而源强特征(即标记物在目标物种中的检出

浓度分布特征)较差,则当微生物污染源被稀释或是

样本处理过程中 DNA浓度损失时,可能会导致检测

的标记物浓度低估水体污染水平,甚至无法检出水

样中的粪便污染
[15,26]

.因此,近年来部分研究人员在

开展标记物验证时,除识别标记物的定性灵敏度外,

进一步探究了标记物的源强特征. 

研究表明,不同源指示微生物在目标宿主肠道

内的丰度会影响标记物的检出浓度.Zhang 等
[15]
的

研究发现人源拟杆菌标记物 HF183、BacHum 和

BacH在人粪样本中的检出浓度比假定蛋白 BF3236

标记物 Hum163 和 Hum2 以及 crAssphage 标记物

CPQ_064和 CPQ_056检出浓度高 1~2个数量级.导

致这一现象的原因可能是在大部分哺乳动物肠道

中 ,拟杆菌的相对丰度高于其它种类的肠道微生

物  

[47-48]
.此外,相同源指示微生物种类在不同宿主之

间的分布差异也对标记物的检出浓度有显著影响.

例如,Reischer 等
[49]
在世界六大洲针对拟杆菌标记

物适用性开展的研究发现,用于指示反刍动物粪便

污染的拟杆菌标记物 BoBac、BacR以及 BacCow的

检出浓度均高出人源拟杆菌标记物 BacH 和

BacHum 1~2个数量级,且浓度分布的离散程度更低,

说明反刍动物标记物具有较好的源强特征 ,这与

Zhang等
[15]
在我国调查的拟杆菌标记物源强特征的

结果一致.这可能是反刍动物肠道中的拟杆菌丰度

要高于人类所致.Hong 等
[50]
在分析哺乳动物肠道菌

群时发现,反刍动物和猪肠道内拟杆菌相对丰度普

遍高于人类 ,同时大部分拟杆菌属如 Bacteroides 

caccae、Bacteroides uniformis、Bacteroides vulgatus

和 Bacteroides fragilis 等在牛和猪肠道微生物群落

结构中的丰度表现也更为稳定.由此可见,源指示微

生物在宿主肠道中的分布特征与特异性标记物的

源强特征具有极强的关联性,在标记物的开发、设计

阶段,应充分考虑源指示微生物的分布及稳定性等

情况,以提高源解析结果的准确性. 

1.3.3  交叉反应(假阳性反应)  特异性是评价标记

物的另一重要指标,是指标记物在非目标粪便样本

中的阴性率,计算公式 S=TN/(TN+FP),其中 TN是对

非目标样本扩增显示阴性的样品数;FP 是对非目标

样本扩增显示阳性的样品数
[32]

.一个高度宿主特异

性的标记物可以准确识别粪便污染的来源.迄今为

止,尚未发现一种标记物可对其宿主表现出绝对的

特异性
[15]

.在非目标样品中发生的交叉反应是导致

标记物特异性降低的主要原因
[51]

,例如 Malla 等
[34]

发现人源特异性标记物 crAssphage 与狗、鸭、鸡,

猪产生较高比例的假阳性反应,导致其特异性下降

至 63%.目前,关于标记物与非目标动物产生交叉反

应的机理尚不明确,部分研究推测不同动物在特定

环境中存在的共居关系可能会导致含有标记基因

的微生物在肠道内短暂定殖,进而使得标记物产生

假阳性结果.例如,Nshimyimana 等
[52]
在新加坡的研

究发现人源特异性标记物 HF183 中来自兔子粪便

的假阳性信号比例较高,而该地区兔子是常见的宠

物.同时,相似的饮食也会引起标记物与非目标宿主

产生交叉反应
[33,39,53]

.如在本文前期研究中,马和驴

与反刍动物标记物 Rum-2-Bac、Bac708、BacCow

产生较高水平的交叉反应
[15]

,进一步分析可能是因

为马、驴和反刍动物饮食均以草料为主,其肠道微生

物具有同源性或相似性
[54]

. 

尽管标记物均会产生假阳性扩增,但大多数标

记物仅与部分非目标动物产生交叉反应,且不同标

记物产生的交叉反应动物也不尽相同,这为有效排

除假阳性反应,准确识别微生物污染来源提供了可

能.已有诸多研究报道,标记物与粪便样品的交叉反
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应可以通过同时检测两个或多个标记物来解决
[15,26]

.例如,本文前期研究表明,Hum2 在驴粪样品中

存在的交叉反应可以通过使用人源标记物

CPQ_056进行识别,并且 CPQ_056在狗和鸭粪样本

中的假阳性扩增也可用 Hum2 识别
[15]

.Ahmed 等
[26]

也发现 HF183在鸡、鸸鹋和考拉粪便中的假阳性扩

增可以用 crAssphage标记物 CPQ_056来识别. 

1.3.4  假阳性信号强度  尽管标记物对非目标宿

主粪便样品产生的假阳性扩增给微生物污染源解

析的应用带来了一个重大挑战,但大多数假阳性信

号强度显著低于标记物的源强特征.例如,Reishcer

等在 16 个国家开展评估人和反刍动物拟杆菌标记

物表现时,发现 BacH、BacHum、BacCow、BacR和

BoBac 的源强特征较假阳性信号强度高出 2~4 个

数量级
[49]

.Ahmed 等
[26]
的研究也发现标记物

CPQ_056、HF183和 Lachno3的源强特征比假阳性

信号强度高 1~5 个数量级.因此,通过稀释样品、纯

化 DNA等方法,可以将标记物的假阳性信号降低至

检测限以下,从而准确识别粪便污染来源
[55-56]

.例

如,Hundesa等
[7]
和Li等

[57]
在进行微生物污染源解析

工作时,通过稀释 DNA,降低了假阳性信号水平,准

确识别出目标区域的猪源粪便污染.值得注意的是,

部分非目标动物与标记物产生的假阳性信号强度

可能与目标动物中的检出浓度位于同一数量级.此

类假阳性信号可能无法通过实验手段予以排除
[15]

.

在开展微生物污染源解析工作时,应注意筛选出对

标记物产生假阳性信号强度较高的物种,通过标记

物组合的方式对其进行识别,甚至避免使用此类标

记物.然而,盲目增加标记物个数,会导致组合中存在

冗余的标记物,增加监测成本.因此,建立不同标记物

组合的工具箱(toolbox)对于准确识别污染源具有重

大意义.基于此,Ballesté 等
[58]
和 Blanch 等

[59]
研究了

影响标记物组合的因素.Ballesté 等考虑了标记物衰

减对MST结果的影响,发现当水样老化和稀释后,标

记物的源强特征降低,而难以识别污染源
[58]

.Blanch

等人提出,如果标记物在环境中具有相似的衰减规

律,则此类标记物组合能较好地识别环境水体中粪

便污染,适合建立“toolbox”,在检测被稀释或混合样

品时也具有优势
[59]

.然而根据本文目前正在开展的

研究结果,使用具有不同衰减趋势的标记物,建立

“toolbox”可以帮助研究人员获得粪便污染的更多

背景信息,包括定性和定量信息.如拟杆菌标记物

BacHum 具有较高的灵敏度 ,crAssphage 标记物

CPQ_056衰减速率较小,同时使用BacHum和CPQ_ 

056 可以帮助识别不同时期(近期和远期)甚至是远

离监测点的污染源. 

本文前期研究识别出部分适用于我国的标记

物(见表 1)
[15]

,并成功识别出龙江流域人源污染>反

刍动物(牛)>猪和禽类.从表 1 可以看出标记物的灵

敏度和特异性呈现一定负相关关系,较难同时满足

灵敏度、特异性>80%.根据美国国家环境保护局(US 

EPA)建议,表现好的标记物灵敏度和特异性应大于

80%
[26,60]

.同时,在同一宿主中不同种类标记物的源

强特征差异较大,这在以往的研究中容易被忽略,而

这为选取何种标记物作为评价污染源贡献率和潜

在的健康风险水平提出了重大挑战.例如,在开展微

生物定量风险评估以 USEPA 感染胃肠道疾病的风

险阈值(30/1000)为标准时,拟杆菌标记物 HF183 浓

度为 4100GC/100mL
[61]

,而 crAssphage标记物 CPQ_ 

056浓度为 9100GC/100mL
[62]

.未来应进一步探索致

病菌的分布特征和传统水质指标与各类标记物检

出浓度的内在关系,以期为相关水质指标的制定以

及人类健康风险的评估提供关键信息. 

2  库依赖法 

高通量测序(HTS)又叫下一代测序或深度测序,

可一次对几十万到几百万条核酸分子同时进行序

列测定.大量序列数据的产生,让研究人员能更深入

地挖掘基因组信息,扩展到以前难以深入的领域,极

大地促进了人们对肠道微生物多样性的理解,也使

得研究人员可通过分析微生物群落的结构特征来

识别微生物污染的来源
[63-66]

.库依赖法的基本原理

是通过对不同来源动物粪便 16S rRNA基因进行高

通量测序
[67-71]

,然后构建粪便源解析文库(FTL),并

通过开发出的机器学习方法与水样中的微生物群

落进行对比,最终识别出微生物污染来源及相对贡

献 量 . 目 前 , 已 开 发 出 的 机 器 学 习 方 法 有

SourceTracker、最大化微生物源跟踪工具(FEAST)、

随机森林(Random Forest)等
[21-23]

,SourceTracker 因

具有准确性好,灵敏度高和特异性强等优势得到了

较为广泛的应用
[6]
.因此 ,本文主要对采用

SourceTracker开展源解析的方法进行论述. 
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表 1  不同标记物表现 

Table 1  Different marker performance in China 

源指示微生物 标记物 污染源 灵敏度(%) 特异性(%) 浓度(Log10GC/g) 

Bacteroides-Prevotella BacH 98 51 5.19±2.11 

Bacteroidales BacHum 82 55 4.82±1.81 

Bacteroides dorei HF183 74 70 5.07±1.44 

Hum2 59 87 3.61±0.77 
Hypothetical protein BF3236 

Hum163 66 84 3.49±1.26 

CPQ_056 61 86 4.17±1.25 
crAssphage 

CPQ_064 

人源  

67 89 4.15±1.26 

Pig-1-Bac 100 68 6.29±1.26 
Pig-specific Bacteroidales 

Pig-2-Bac 95 88 6.58±1.59 

Lactobacillus amylovorus L.amylovorus 68 72 4.99±1.79 

Mitochondrial DNA NADH 5gene P.ND5 

猪源 

95 90 6.10±0.96 

Ruminant-specific Bacteroidales Rum-2-Bac 96 69 6.38±1.28 

Bacteroides-Prevotella Bac708 100 50 6.19±1.26 

Cow Bacteroidales BacCow 

反刍动物 

100 77 7.15±0.89 

Unclassified Helicobacter spp. GFD 禽类 68 91 4.09±0.96 

注:Log10GC/g为标记物在动物样本中的浓度. 

2.1  SourceTracker 

通过对不同宿主粪便以及环境水样 16S rRNA

基因进行高通量测序,SourceTracker 源解析程序将

不同粪便来源微生物群落和待分析的水体微生物

群落当做一个整体,基于贝叶斯算法,识别水样中不

同宿主来源微生物所占比例,解析水样粪便污染来

源
[21]

.目前,研究人员已在不同区域应用此方法识别

出了水环境中不同粪便污染来源及其贡献率
[71-72]

.

例如,Brown 等
[73]
使用 SourceTracker 成功识别出苏

必利尔湖河口粪便污染主要来自污水处理厂排放

的废水(70%)和海鸥粪便(30%),与qPCR方法所得结

果一致
[74-75]

.为了进一步评估 SourceTracker 解析污

染源的能力,Staley等
[76]
将 5种来源粪便以不同比例

添加到淡水中 ,发现其识别粪便污染准确性高达

91%;即使在较低浓度下也未出现假阴性结果,其特

异性超过现有大部分MST标记物.此外,有研究表明

库依赖法源解析结果的准确性与 SourceTracker 运

行参数设置存在一定的内在联系
[77-78]

.Brown 等
[73]

在解析苏必利尔湖河口的污染源时,发现多次运行

SourceTracker 所得相对标准偏差(RSD)与预测结果

呈负相关关系,污水处理厂排放废水的粪便污染比

例为 68.3%,其 RSD 为 2.48%;而鹅粪便污染比例为

6.1%,RSD达 20.71%.Henry等
[79]
评估近海岸粪便污

染时观察到类似的现象,当人源污染比例为 10%

时,RSD为 8%;而人源污染比例为 0.1%时,RSD高达

55%,其预测准确性较低 .因此 ,可以通过增加

SourceTracker的运行次数,利用 RSD值排除假阳性

结果(RSD>100%)
[80]

,以获取更为准确的污染源信

息 

[81]
.此外,Henry等

[79]
研究了抽平深度、burn-in次

数、dirichlet超参数 α和 β对 SourceTracker预测的

灵敏度和准确性影响;发现随着 SourceTracker 抽平

深度从 1000增加到 50000,检测灵敏度可以从 90%增

加到 100%,α和 β值的改变也提高了 SourceTracker预

测的灵敏度和准确性,而 burn-in次数对结果影响较

小.可见,SourceTracker 运行参数显著影响源解析结

果,而目前相关研究较少,尚未确定 SourceTracker运

行最优参数.综上所述,SourceTracker 为识别不同污

染来源提供了便利,但仍需对程序运行参数进行优

化,使预测结果更加准确. 

2.2  粪便源解析文库(FTL) 

2.2.1  宿主种类对 FTL 的影响  库依赖法解析污

染源的准确性与粪便源解析文库息息相关.由于不

同区域、不同宿主之间粪源微生物结构的变异性有

较大差异,使用 SourceTracker解析污染源时,必须考

虑 FTL 的 不 同 组 成 .Brown 等
[82]
在 使 用

SourceTracker分析已知污染源(牛粪和污水)的水样

时,发现当 FTL中纳入过多的宿主类型(海狸、猫、

鸡、牛、鹿、狗、鹅、鸥、马、兔子、猪、火鸡、

污水)时,预测结果出现了禽类和马的假阳性结果,

而禽类和马粪污染在目标研究区域内实际是不存

在的.与此相对,当 FTL中仅纳入牛、马和污水样本

时,虽然禽类污染的假阳性结果消失,但马粪污染的
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假阳性结果仍然存在.由此可见,FTL 中涵盖宿主种

类过多或过少均会影响 SourceTracker 源解析结果.

另一方面,解析目标研究区域的污染源时,能否采用

其它地区粪便样本建立 FTL 也是研究者关注的重

点.例如,Staley 等
[76]
发现,使用非目标区域采集的粪

便样本构建 FTL 时,难以准确识别区域内水环境中

的粪便污染来源,转而使用目标区域内的粪便样本

构建 FTL后,运用 SourceTracker模型则能够准确将

不同的污染源准确区分开来 .因此在使用

SourceTracker 解析污染源时,对目标区域潜在粪便

来源调查以构建合适 FTL 对于准确识别污染源至

关重要.此外,还有研究发现不同时期收集的粪便样

本构建的 FTL 可能对源解析结果也具有一定影

响.O'Dea 等
[6]
在探究 FTL 的变异性时发现,两次收

集的粪便样本微生物群落相似性最大仅为 15%,主

要原因是宿主肠道微生物群落可能受到气候变化

的影响,同种类宿主在不同时期表现出的粪源微生

物群落结构差异较大.综上所述,FTL 也具有“地区

适用性”,在目标区域解析污染源时,应考虑粪源微

生物群落组成的地理以及种间变异性 ,定期更新

FTL以保证源解析结果的准确性. 

2.2.2  样本量对 FTL 的影响  FTL 构建使用每个

粪便来源共同的 OTU,高种内变异性可能会使

SourceTracker 难以识别污染源,因此每类宿主应纳

入的个体数量成为困扰建库源解析法准确性的重

要因素.已有部分研究尝试通过权重分析来确定源

文库中各宿主应囊括的样本量,以保证源解析结果

的准确性
[83]

.例如,Brown 等
[82]
在使用 SourceTracker

解析苏必利尔湖河口的污染源时,用权重分析确定

了使 FTL 中具有统计意义的样本数,发现当每类宿

主的样本量小于 12时,权重在 31%以下,而样本量大

于 12 时,权重达到了 100%,能够准确识别各污染

源.Staley等
[76]
的研究表明,即使 FTL中仅包含 10个

样本,采用 SourceTracker 仍然能够准确识别盲样中

的粪便污染来源.甚至有研究人员仅采用了 2 个样

本即可建立 FTL,并准确识别水体中的污染来源
[84]

.

值得注意的是,除了权重分析,部分研究还通过 RSD

来评估宿主样本量大小对源解析结果的影响 .当

FTL 中样本量较小时,SourceTracker 解析污染源的

准确性相对较低.例如,当蝙蝠、人、牛和兔子样本

数量分别为 8、2、3和 4时,SourceTracker预测结果

的相对标准偏差高达 68%,运行结果难以真实地反

映出水体中污染物的宿主来源
[79]

.由此可见,未来仍

需加强对 FTL 最适样本量的研究,在保证源解析结

果的同时避免资源的浪费. 

2.3  土著微生物对库依赖法源解析结果影响 

表 2  2种源解析方法对比 

Table 2  Comparison of two MST methods 

项目 qPCR-MST HTS-MST 

原理 
基于 PCR 技术,通过检测受污染水体中是否存在特异性生物标记,解析

不同污染来源. 

基于高通量测序技术,通过比较不同粪便来源微生物群落和待

分析的水体微生物群落,识别水样中不同粪便来源及其比例. 

应用条件 需要针对不同宿主动物开发标记物. 对样本进行高通量测序. 

优点 
实验操作简单、时效强、成本低;无需建库;能对被测样品进行正确的定

性和准确的定量分析. 

从微生物群落角度,全面解析污染源,识别各污染源所占比例;

可排除由于标记物特异性较差而产生的假阳性结果. 

缺点 
标记物存在地区适用性问题,开展目标区域源解析工作时需先验证标记

物性能;不能成功鉴别出所有动物粪便污染. 

测序数据庞大,SourceTracker分析所需时间较长;FTL 组成影响

源解析结果,目前尚无构建 FTL的规范. 

 

水环境中的土著微生物对维持生态平衡,修复

和改善水质状况起到重要作用,但同时也给建库源

解析方法的应用带来较多的不确定性.已有研究表

明,源文库中与土著微生物分类较为接近的物种可

能会导致难以准确区分微生物污染来源
[85]

.例如,在

Brown 等
[73]
的研究中,由于海鸥和鹅的粪源微生物

群落与研究区域水体中的部分土著微生物分类较

为接近,导致源解析结果中出现了海鸥和鹅等动物

的假阳性信号.Brown 等
[82]
在验证源文库的有效性

时也发现由于污水中存在接近 40%的微生物种类

与湖水中的土著微生物较为接近,导致源解析结果

的准确性显著降低.此外,土著微生物与水体中粪源

微生物存在的相互作用也可能显著干扰建库源解

析法的准确性.Byappanahalli 等
[86]
在探讨土著微生

物与粪源微生物的共存关系时发现,在土著微生物

的抑制作用下,粪源微生物繁殖数量减少了 1~2 个
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数量级,这显著影响粪源微生物与源文库的对应关

系.相反,部分肠道微生物也可能在环境中与土著微

生物产生共生效应,进而导致源解析结果中包含部

分假阴性结果.目前,关于环境中生物因素对于测序

源解析方法的影响研究较少,未来应加强土著微生

物与源文库中各类微生物相互作用机制的研究. 

近年来,MST 在准确识别和量化环境中的粪便

污染来源上取得了较大的进展,2种源解析方法均得

到了广泛应用.基于 PCR 技术的库依赖法可以在较

短时间内获得粪便污染信息,基于高通量测序的库

依赖法可一次识别和量化多个污染源.总体而言,2

种源解析方法有其各自的适用条件(表 2),在帮助管

理和研究人员识别环境水体中的粪便污染上各有

优势. 

3  结论 

非库依赖法识别污染源的性能与标记物表现

相关,对地区适用性标记物的识别和评估应基于定

性(即灵敏度和特异性)和定量(即源强特征)两方面

的研究.在开展微生物溯源工作时,使用具有不同衰

减规律的标记物,建立标记物组合“toolbox”有助于

排除假阳性信号,提高污染源识别的准确性.库依赖

法识别污染源的准确性受 SourceTracker 运行参数

和 FTL 组成的影响.FTL 构建仍需考虑“地区适用

性”,在通过权重分析确定 FTL中应涵盖的宿主种类

及个体数量的同时增加程序运行次数可显著提高

SourceTracker识别污染源的能力. 

4  展望 

对于非库依赖法,大多数研究对标记物的适用

性评价主要以定性灵敏度和特异性为主,而忽略了

标记物的源强特征.此外,对导致标记物特异性下降

的交叉反应产生的机理尚不明确,影响源解析结果

的准确性.而建立不同标记物组合的“toolbox”可以

提高识别污染源的能力,基于此本文课题组已构建

模拟反应器探究不同标记物的衰减规律 ,以期为

“toolbox”建立提供理论依据.未来应加强对标记物

源强特征产生差异的成因以及交叉反应产生机理

方面的探索,为标记物的开发提供理论支撑. 

对建库源解析方法而言,由于粪源微生物群落

结构具有变异性,导致 FTL 表现出时间和空间上的

差异,进而影响源解析结果.因此,未来应加强种内和

种间变异程度对建库源解析方法影响的研究,探究

构建 FTL 时应涵盖的宿主种类、个体数量及 FTL

更新周期,提高识别粪便污染的能力. 

环境中土著微生物的种类对于建库源解析方

法影响较为显著,但由于土著微生物群落结构变化

及地区差异性较大,使得关于土著微生物对建库源

解析方法的影响规律认识还不够深入.基于此,本文

课题组已对不同样本进行高通量测序,以期揭示不

同粪源微生物群落结构的异同,区分粪源微生物与

土著微生物的丰度及分布特征.未来应加强对土著

微生物与粪源微生物竞争机制的研究,阐明 FTL 受

土著微生物种类的影响机理,提高在土著微生物影

响下 SourceTracker识别污染源的能力. 
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