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摘要:拟杆菌(Bacteroidales) 是粪便污染的主要标志之一，近年来被广泛应用在水体微生物溯源领域，并展现

了良好的应用前景。拟杆菌微生物溯源的优势在于不需要纯培养过程，直接根据拟杆菌具有的宿主特异性

生物标记引物设计，通过检测水体中拟杆菌生物标记的存在情况来判断粪便污染来源。本文从人、猪、反刍

动物等拟杆菌特异性生物标记的发现、引物设计以及其应用综述了拟杆菌在微生物溯源中的研究进展，指出

了应用过程中的局限性。本文还对拟杆菌在溯源中的应用进行了展望。提出了寻找新的宿主特异性拟杆菌

生物标记是研究的主要方向，在应用研究中应注重与其他溯源方法相结合以使溯源结果更加准确。
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近年来，随着畜牧业的大力发展，畜禽粪便和生

活污水逐渐发展成为水体粪便污染的主要来源，这

一污染已严重影响到人们的生存环境和饮水健康。
尽管目前采取了很多措施减小粪便污染，但由于缺

乏对粪便污染来源的准确掌握和定位，成为污染的

治理和控 制 的 主 要 瓶 颈
［1］。如 果 可 以 在 自 然 水 体

中找到潜在的污染源及时采取有效的管理和补救措

施，这对人类健康是非常重要的。因此，寻找和区分

水体中粪便污染主要来源成为了解决问题的关键，

微生物溯源技术在这一过程中发挥了重要的作用。
“微 生 物 溯 源 ( Microbial Source Tracking，

MST)”一词最 早 由 Hagedorn 和 Wiggins 提 出，它 是

指通过比较污染样品与可疑污染源中的粪便污染指

示微生物的差异或其生物标记的有无来判断污染样

品和可疑污染源之间存在的联系，从而确定污染来

源
［2 － 3］。目前分子技术的发展为微生物溯源的发展

提供了极大的优势，主要包括依赖纯培养溯源技术

和非培养溯源技术。纯培养的溯源技术需要建立一

个庞大的污染源数据库，要求涵盖尽可能多的典型

地理区域，存在耗费高、适用范围小等缺点;而非培

养微生物溯源方法免去了建立数据库的麻烦，研究

表明不同的宿主具有可以在水中检测到不随时间变

化的菌落群体的特异性生物标记
［4］，通过检测宿主

特异性的标记来区分不同的粪便污染源正是非培养

微生物溯源技术的主要依据。近年来，欧美等发达

国家纷纷开展了利用拟杆菌进行水体污染溯源的研

究工作，并取得 了 积 极 的 进 展
［5 － 7］。本 文 根 据 目 前

已开展的工作，对拟杆菌在微生物溯源中的应用研

究进行归纳总结，以期推动微生物溯源在水体污染

控制中的应用。
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1 拟杆菌概述

拟杆菌(Bacteroidales) 是一类革兰氏阴性、无芽

孢、专性厌氧的细菌，又称类杆菌。正常寄居于人和

动物体内
［8］。拟 杆 菌 是 肠 道 厌 氧 微 生 物 中 的 主 要

代表，比肠道内的大肠杆菌多 100 － 1000 倍，通常以

单个或两端相连形式存在，它是影响动物代谢的一

种重要微生物
［9 － 12］。在大分子物质的分解，促进含

氮物质的利用，以及加速胆汁酸和其他类固醇的生

物转化等方面有着极其重要的作用。拟杆菌在动物

肠道内不仅具有代谢活性，而且与其他厌氧微生物

在宿主内起 着 抑 制 病 原 微 生 物 在 肠 道 内 繁 殖 的 作

用;同时能够根据食物来源的变化将自身的基因调

节到活跃状态，向宿主提供营养的同时也使自身和

肠道中的其他细菌获得食物，维持整个肠道菌群的

健康。总之，这类微生物是作为一类益生菌定居在

人和动物肠道内
［13 － 14］。

拟杆菌在有氧条件下存活的状态不尽相同，大部

分拟杆菌在有氧环境中只能存活几个小时。尽管如

此，拟杆菌的 DNA 在水体中存在数天乃至数周仍然

可以被检测到，为其在微生物溯源中的应用提供了可

能
［15］。拟杆菌等肠道厌氧微生物作为研究对象进行

检测成为粪便污染溯源方法的标志性改变
［16］。

2 利用拟杆菌分子标记物进行溯源的

研究进展

拟杆菌自然存在于人和动物肠道内，具有宿主

特异性。因此，通过检测水体中不同宿主的拟杆菌

生物标记存在情况就可以证明水体遭受的主要粪便

的污染来源。Fiksdal 等
［17］

第一 次 证 明 拟 杆 菌 适 合

作为粪便污染的指示菌。分子生物学技术的迅速发

展为拟杆菌在微生物溯源中的应用提供了有利的条

件
［4］。拟杆菌 中 的 一 些 特 异 性 的 分 子 标 记 要 比 大

肠杆菌的检测更为灵敏;因此，在复杂的自然环境中

拟杆菌非常适合作为粪便污染指示菌。
2. 1 拟杆菌通用引物在微生物溯源中的应用研究

Bernhard 等
［4］

在研究美国俄勒冈州提拉木克县

附近海湾的水质污染情况时，针对拟杆菌 16S rRNA
基因设计了拟杆菌群体特异性引物，以期直接通过

PCR 扩增 从 样 品 中 获 得 拟 杆 菌 的 基 因 片 段，运 用

LH － PCR 和 T-RFLP 技 术 进 行 水 质 污 染 情 况 的 分

析。作为主要渔业基地，提拉木克县附近海湾受到

的污染日益严重，普遍认为其主要的污染是奶牛粪

便，但也不排除来自化粪池或生活污水中的人的粪

便污染的可能性。Bernhard 等在这一区域采集样品

进 行 了 研 究，运 用 Bac32F /Bac303R，Bac32F /
Bac708R 这 2 种引物进行验证 ( 引物 Bac303R 的序

列在 Manz 等
［18］

研究的基础之上稍作了修饰) ，研究

发现引物 Bac32F /Bac303R 的扩增产物在牛的粪便

样品中产生 276bp 的特异性波峰，但在人的粪便中

并未发 现 特 异 性 波 峰，证 明 引 物 Bac32F /Bac708R
的特异性优于引物 Bac32F /Bac303R。目前，在利用

拟杆菌特异 性 基 因 进 行 非 培 养 的 微 生 物 溯 源 过 程

中，引 物 Bac32F /Bac708R 被 广 泛 的 采 用。拟 杆 菌

通用性引物如表 1 所示。

表 1 拟杆菌通用性引物

Table 1 Universal primers of Bacteroidales
Primer Sequence(5'—3') Annealing temp /℃

Bac32F［4］ AACGCTAGCTACAGGCTT 53
Bac303R［18］ CCAATGTGGGGGACCTTC
Bac32F［4］ AACGCTAGCTACAGGCTT 53
Bac708R［4］ CAATCGGAGTTCTTCGTG

图 1 拟杆菌通用引物扩增结果 A 为 2009 年 12 月份采

集的 水 样，B 为 2010 年 5 月 份 采 集 的 水 样 ( M 代 表

maker，DS5000;1 和 2 为饮用水，3-13 均为池塘水)

Fig． 1 DNA amplified with universal primers of Bacteriodales． A:

Water collected in December 2009; B: Water collected in May 2010

(M: maker，DS5000; sample 1 and 2 were collected from different

drinking water，sample 3-13 were collected from different pond) ．

本实验室在广东省惠州市先后于 2009 年 12 月

份及 2010 年 5 月 份 2 次 采 集 地 表 水 样 应 用 引 物
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Bac32F /Bac708R 进行 PCR 检 测，对 水 样 中 提 取 的

混合 DNA 进行扩增均得到了目的片段 ( 如 图 1-A、
图 1-B) ，可以推断水样中普遍受到了粪便污染。
2. 2 利用人体内拟杆菌特异性引物进行微生物溯源

Bernhard 和 Field［19］
建立拟杆菌的克隆文库，通

过进化树的建立发现人的粪便中的拟杆菌主要集中

在 HF8、HF10 这两个聚簇，据此设计了人的 2 种特

异 性 引 物 HF134F /Bac708R 和 HF183F /Bac708R。
HF134F /Bac708R 针 对 HF10 聚 簇 设 计，HF183F /
Bac708R 针 对 HF8 聚 簇 设 计。采 集 一 定 数 量 的 人

和不同 动 物 粪 便 样 品 后 进 行 检 测，结 果 表 明 针 对

HF8 聚簇设计的人的特异性引物 HF183F /Bac708R
与其他的动物之间没有发现交叉反应，且在人的粪

便样品中普遍存在。而引物 HF134F /Bac708R 只在

不 到 一 半 的 人 粪 便 样 品 中 有 特 异 性 扩 增
［19］。

Ahmed 等
［20］

采用了 这 2 种 引 物 在 澳 大 利 亚 昆 士 兰

东南部地区进行适用性的研究，采集了来自于 13 个

宿主的 207 个粪便样品，其中包括来自于人的样品

有 52 个，研 究 结 果 表 明 在 人 的 特 异 性 拟 杆 菌 引 物

中，HF183F /Bac708R 比 HF134F /Bac708R 在 粪 便

污染检测中具有更强的特异性。此外，针对人设计

的拟 杆 菌 特 异 性 引 物 还 包 括 BacH、HuBac 和

BacHum 等
［21 － 23］。目 前 引 物 HF183F /Bac708R 在

微生物溯源中应用最为广泛，在美国、澳大利亚、法

国、葡萄牙、比利时等国的研究均证明引物 HF183F /
Bac708R 的特异性在 90% 以上

［24 － 26］。其 他 几 种 引

物仅在最初 设 计 时 针 对 某 一 特 定 地 点 被 特 异 性 检

测，并没有进行广泛的应用，关于这些引物在其他地

区是否适用有待进一步的研究。根据人体内拟杆菌

生物标记的特异性引物序列如表 2 所示。

表 2 人的拟杆菌生物标记的特异性引物

Table 2 Primers of Human Bacteroidales

Primer Sequence(5'→3')
Annealing
temp /℃

HF134F［19］ GCCGTCTACTCTTGGCC 61
Bac708R CAATCGGAGTTCTTCGTG

HF183F［19］ ATCTATGAGTTCACATGTCCG 59
Bac708R CAATCGGAGTTCTTCGTG

BacH F［21］ CTTGGCCAGCCTTCTGAAAG 61
BacH R CCCCATCGTCTACCGAAAATAC

HuBac F［22］ GTTGTGAAAGTTTGCGGCTCA 62
HuBac R CAATCGGAGTTCTTCGTGATATCTA

BacHum F［23］ TGAGTTCACATGTCCGCATGA 60
BacHum R CGTTACCCCGCCTACTATCTAATG

本实验室采用了 HF183F /Bac708R 引物对采集

的粪便和地表水样品进行检测，在实验室已有的人

的粪便样品中产生特异性的扩增，其余样品均未有

目标条带产生。采集点为养殖业密集地，因此推断

人类粪便及生活污水等对这一区域的污染不是主要

的因素。
2. 3 利用反刍动物体内拟杆菌特异性引物进行微

生物溯源

牛的体内的拟杆菌主要为 CF123 和 CF151 这 2
类，Bernhard 和 Field［19］

针对这 2 类拟杆菌设计特异

性引 物 CF128F /Bac708R 和 CF193F /Bac708R。结

果证 明 CF128 F /Bac708R 检 测 的 灵 敏 度 比 CF193
F /Bac708R 的灵敏度要高出 10 － 100 倍。但这 2 种

引物除了在牛的粪便样品中得到特异性扩增，还能

在鹿、山 羊、绵 羊、骆 驼 等 动 物 中 得 到 特 异 性 扩 增。
这说明牛体内存在的这一拟杆菌类群为反刍动物中

普 遍 存 在
［4］。 多 项 研 究

［27 － 29］
表 明 CF128F /

Bac708R 针对反刍 动 物 体 内 的 拟 杆 菌 进 行 检 测，其

特异性灵敏性均比较高。目前这一特异性引物被广

泛采用。反刍动物的拟杆菌生物标记特异性引物序

列如表 3 所示。

表 3 反刍动物的拟杆菌生物标记特异性引物

Table 3 Primers of Ruminant Bacteroidales biomarker

Primer Sequence(5'→3')
Annealing
temp /℃

CF128F［19］ CCAACYTTCCCGWTACTC 58
Bac708R CAATCGGAGTTCTTCGTG

CF193F［19］ TATGAAAGCTCCGGCC 55
Bac708R CAATCGGAGTTCTTCGTG

2. 4 利用猪体内拟杆菌特异性引物进行微生物溯

源

目前，除了关于人及反刍动物体内拟杆菌的特

异性生物标记展开研究，关于猪体内拟杆菌特异性

标记也备受关注。到目前为止，只有 1 种猪体内拟

杆菌的 16S rRNA 基因标记被识别，Dick 等
［30］

根据

这一特异性标记设计了引物 PF163F /Bac708R，并对

采集的 80 个不同动物的粪便样品进行验证，证明该

引物具有高度的特异性，最低检出限为 100 个拷贝。
Okabe 等

［22］
针 对 猪 体 内 的 拟 杆 菌-普 雷 沃 氏 菌 的

16S rRNA 基 因 设 计 了 引 物 PS422F /Bac581R 和

Bac41F /PS183R 这 2 种 引 物，针 对 在 日 本 的 札 幌 和

江别市采集的动物粪便样品进行检测，结果表明引

物具 有 很 好 的 特 异 性。Mieszkin 等
［31］

设 计 引 物
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Bac32F /Bac108R 和 Bac41F /Bac163R 2 种 引 物，同

时也将 Okabe 等 设 计 的 引 物 Bac41F /PS183R 在 法

国 布 列 塔 尼 地 区 进 行 验 证，结 果 表 明 Bac41F /
PS183R 这 1 种引物虽然在猪的粪便 样 品 中 完 全 得

到扩增，但是在其他物种的一些样品中也有阳性结

果产生;而其所设计的 2 种引物中 Bac41F /Bac163R
的灵敏性更高。由此可见，不同地区各引物的特异

性存在很大差异，在实际应用中应根据当地具体情

况，通过引物特异性验证后适用。猪的特异性引物

序列见表 4。

表 4 猪的拟杆菌生物标记的特异性引物

Table 4 Primers of Swine Bacteroidales biomarker

Primer Sequence(5'→3')
Annealing
temp /℃

PF163F［30］ GCGGATTAATACCGTATGA 53
Bac708R CAATCGGAGTTCTTCGTG

PS422F［22］ CGGGTTGTAAACTGCTTTTATGAAG 62
Bac581R CGCTCCCTTTAAACCCAATAAA

Bac41F［22］ TACAGGCTTAACACATGCAAGTCG 62
PS183R CTCATACGGTATTAATCCGCCTTT
Bac32F AACGCTAGCTACAGGCTTAAC 60

Bac108R［31］ CGGGCTATTCCTGACTATGGG

Bac41F［31］ GCATGAATTTAGCTTGCTAAATTTGAT 60
Bac163R ACCTCATACGGTATTAATCCGC

图 2 PF41F /Bac163R 引 物 扩 增 结 果 ( M 为 marker，

DS5000; 1，2 为 饮 用 水，3 － 9B 为 池 塘 水，“ + ”为 阳 性 对

照，CK 为阴性对照)

Fig． 2 DNA amplified with primer PF41F /Bac163R ( M: marker，

DS5000; 1 and 2 were sampled from different drinking，3 － 9B were

sampled from different pond water，“ + ”was positive control，CK was

negative control) .

本 实 验 室 应 用 PF163F /Bac708R 和 Bac41F /
Bac163R 这 2 种引 物，但 是 在 实 验 室 现 有 的 粪 便 样

品 中 PF163F /Bac708R 并 未 得 到 阳 性 结 果，而

Bac41F /Bac163R 特异性较好，同时将这种引物应用

于两次水样的检测，结果( 如图 2) 表明在水样 1、4、
9A、9B 中有目标条带的扩增，说明 4 个水样中猪的

粪便污染可能为潜在的污染源。但在第二次采集的

水样中并没有得到阳性结果，推断原因为当地猪场

拆除，污染源被切断。
2. 5 利用其他物种的一些特异性引物进行微生物

溯源

Dick 等
［30］

建立马的粪便的克隆文库，通过系统

进化树的建立发现在马体内的拟杆菌存在特异性的

一 类，据 此 设 计 了 马 的 引 物 HoF597F /Bac708R
(HoF597F:5' － CCAGCCGTAAAATAGTCGG-3') ，在

俄勒冈州立大学的动物研究实验室采集样品进行验

证，研究证明该引物具有良好的特异性，最低检出限

为 100 个拷 贝。此 外，Kildarea 等
［23］

针 对 狗 体 内 的

拟杆菌设计引物，但是在加利福尼亚地区采集的样

品结果表明灵敏度和特异 性 较 差。Dick 等
［30］

研 究

表明一些宠物体内的拟杆菌特异性较差，不利于特

异性引物的设计，这一结果也同 Kildare 等针对狗体

内的拟杆菌设计的引物特异性较差的现象相吻合。
总之，人、猪、反刍动物之外的其他物种的特异性引

物的设计有待进一步研究。

3 研究展望

目前水污染事件频发，在水体治理过程中快速、
准确定位污染来源显得尤为重要。利用拟杆菌进行

粪便污染源溯源具备了这种特点，因此有非常广阔

的应用前景。目前利用拟杆菌进行微生物溯源的重

点在于特异性引物的设计，而目前研究的引物种类

较为单一，仅限于人、猪、反刍动物等，关于鸡、鸭等

农业养殖中常见的物种的特异性引物的设计将是今

后研究的重点。由于这种方法是针对某一物种进行

特异性引物设计，只能证明水体中是否特定物种的

污染，不能提供各污染源之间的相互联系。宿主消

化道内各种肠道菌群之间的相互作用极为复杂，并

且环境的多变性易导致菌群的基因发生变化，其中

的演变过程无法通过单个基因完全表现出来，因此

应积极开展新的生物标记的研究。同时在溯源方法

的应用过程中，还应当注重其他方法之间相互结合

对水体中粪便污染进行分析，从而进一步保证分析

结果的准确可靠。
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Uncultivated Host-specific Bacteroidales Markers for
Identification of Fecal Source Pollution—A review
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Abstract:Bacteroidales has been proposed as a fecal pollution indicator． Microbial Source Tracking ( MST) based on
Bacteroidales host-specific gene markers has recently been applied in the fecal pollution identification，which does not
require culturing the fecal pollution indicator organisms． This method needs to design specific primers． The primers are
designed based on Bacteroidales specific 16S rRNA gene． Once a pair of specific primers was amplified，the fecal pollution
can be identified． In this paper，the progress of specific primers of Bacteroidales in human，swine，ruminant feces were
reviewed and discussed． The advantages and disadvantages were put forward． Future researchers should be focused on the
new biological markers and the combination of different MST methods．
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