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分子标记物在禽类粪便污染溯源中的研究及应用进展

梁红霞１，余志晟１，∗，刘如铟１，张洪勋１，吴　 钢２

１ 中国科学院大学资源与环境学院， 北京　 １０００４９

２ 中国科学院生态环境研究中心， 北京　 １０００８５

摘要：排入环境后的禽类粪便不仅会造成水体和土壤环境污染，且其携带的致病菌对人类健康也存在潜在危害，因此快速准确

地识别并控制粪便污染源对环境保护和人类健康至关重要。 微生物溯源（Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｓｏｕｒｃｅ ｔｒａｃｋｉｎｇ， ＭＳＴ）技术可以利用分子标

记物识别人和不同动物的粪便污染，从而有助于及时发现并控制粪便污染。 鉴于禽类粪便对环境和人类健康的危害，越来越多

的禽类 ＭＳＴ 标记物被开发并用于禽类的粪便污染溯源研究。 归纳总结了多种禽类（如鸡、鸭、鸽子、海鸥、加拿大雁和沙丘鹤

等）ＭＳＴ 分子标记物及其敏感性和特异性，重点综述了禽类分子标记物的基因来源，包括细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因、线粒体 ＤＮＡ 和功

能基因等。 其中，细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因在标记物设计中的应用最为广泛，源指示菌主要包括厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）、拟杆菌目

（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄａｌｅｓ）、放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）和梭杆菌门（Ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉａ）及其家族成员；以 ｃｙｔｂ 基因、ＮＤ５
基因、１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因和 ＮＤ２ 基因等线粒体 ＤＮＡ（Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＤＮＡ， ｍｔＤＮＡ）为设计来源的禽类 ＭＳＴ 标记物在溯源研究中指示

效果最好，具有很大的应用潜能；使用功能基因作为设计来源的禽类 ＭＳＴ 标记物种类较少，且均表现出较低的敏感性，但是将

功能基因作为 ＭＳＴ 标记物的思路具有一定的参考价值。 通过对多种禽类标记物指示效果的比较，能为科研人员快速选择禽类

标记物时提供一定的参考。 此外，还对禽类 ＭＳＴ 技术的现存问题进行了分析总结，并对其在我国的发展进行了展望，以期促进

ＭＳＴ 技术在我国环境质量监测领域中的发展和应用。
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近年来，家禽的出栏量和存栏量在我国所有畜禽中排第一位［１］，这导致了大量禽类粪便的产生。 大量的

禽类粪便排入环境水体中，造成水质的不断恶化［２⁃４］。 将家禽粪便作为肥料用于土地中的事件也屡有报道，
这也会增加土壤污染的风险［５］。 而且，禽类粪便中携带的各种细菌和病毒也会威胁人类的身体健康［６⁃７］。 禽

类粪便可能会对水体和土壤环境以及人类健康造成的不利影响，因此快速准确的识别粪便污染并及时控制污

染源对于环境保护和人类健康至关重要。
传统的粪便污染指示菌，如大肠杆菌、肠球菌等在人和温血动物肠道微生物群落中为优势菌，因此常用于

指示水质状况［８］。 但是，它们在水体污染溯源检测方面存在一定的局限性［９］。 比如，对宿主特异性低导致不

能准确指示污染来源［１０⁃１１］，可以在体外繁殖而无法反映水体近期的污染情况等［１２⁃１３］。 为了准确判断粪便污

染物的来源，研究人员利用人和动物胃肠道中的微生物设计出具有特异性的标记物以检测粪便污染的来源，
并称之为微生物溯源技术（Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｓｏｕｒｃｅ ｔｒａｃｋｉｎｇ， ＭＳＴ） ［１４⁃１５］。 微生物溯源标记物开发的基本前提为，（１）
粪便源指示微生物在特定的宿主肠道内为优势菌且与宿主密切相关；（２）这些微生物存在宿主特异性序列且

该序列可以设计为宿主粪便污染的标记物［１６］。 另外，指示标记物在排放环境中的赋存周期、行为也是需要考

虑的因素［１７］。
为了快速准确地检测来自禽类粪便的污染以减少其对环境和人类健康的影响，针对不同禽类的粪便污染

标记物已经被开发，包括家禽（如鸡（Ｇａｌｌｕｓ ｇａｌｌｕｓ） ［１８］、鸭（Ａｉｘ ｓｐｏｎｓａ） ［５］ 和鸽子（Ｃｏｌｕｍｂａ ｌｉｖｉａ） ［１９］ ）和野鸟

（如加拿大雁（Ｂｒａｎｔａ ｃａｎａｄｅｎｓｉｓ） ［２０］、海鸥（Ｌａｒｕｓ ｃａｎｕｓ） ［３］和沙丘鹤（Ｇｒｕｓ ｃａｎａｄｅｎｓｉｓ） ［２１］等）。 但是，随着禽类

标记物种类和数目的增加，研究人员难以快速准确地选择出指示效果最好的禽类标记物用于粪便污染的检

测。 本文在前人研究基础上，对禽类微生物溯源标记物的开发和研究进展进行归纳和总结，为禽类标记物的

快速选择提供一定的理论支持，为禽类微生物溯源技术在我国的发展和应用提供参考。

１　 禽类微生物溯源标记物的性能评价

目前，多种禽类标记物已经被设计用于检测来自家禽（如鸡、鸭和鸽子等）和野鸟（如海鸥、加拿大雁和沙

丘鹤等）的粪便污染（表 １）。 禽类标记物可分为通用标记物和特异性标记物，通用标记物用于检测所有禽类

的粪便污染，而特异性标记物用于特定禽类的检测。 一般地，可使用敏感性（Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ）和特异性（Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ）
来衡量标记物的指示效果［１４］。 敏感性指标记物在目标宿主粪便样品中的阳性率；特异性指标记物在非目标

宿主粪便样品中的阴性率。 敏感性和特异性的数值越大，表明该标记物的指示效果越可信。 敏感性和特异性

的计算公式如下：

Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ＝ ＴＰ
ＴＰ ＋ ＦＮ

× １００％ （１）
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Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ＝ ＴＮ
ＴＮ ＋ ＦＰ

× １００％ （２）

式中，ＴＰ（Ｔｒｕｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ）指标记物显示阳性的目标宿主粪便样品的数量；ＦＮ（Ｆａｌｓｅ ｎｅｇａｔｉｖｅ）指标记物显示阴性

的目标宿主粪便样品的数量；ＴＮ（Ｔｒｕｅ ｎｅｇａｔｉｖｅ）指标记物显示阴性的非目标宿主粪便样品的数量；ＦＰ（Ｆａｌｓｅ
ｐｏｓｉｔｉｖｅ）指标记物显示阳性的非目标宿主粪便样品的数量。

表 １　 家禽和野鸟的微生物溯源标记物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｏｕｌｔｒｙ⁃ ａｎｄ ｗｉｌｄ ｂｉｒｄｓ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍａｒｋｅｒｓ ｆｏｒ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｓｏｕｒｃｅ ｔｒａｃｋｉｎｇ

目标宿主
Ｔａｒｇｅｔ ｈｏｓｔ

标记物
Ｍａｒｋｅｒｓ

敏感性
Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ

特异性
Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ

目标序列来源
Ｓｏｕｒｃｅ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

禽类通用标记物 禽类 ＧＦＤ［２２］ ５７（２３８ ／ ４１５） １００（２１８ ／ ２１８） Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ ｓｐｐ．

Ａｖｉａｎ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ＡＶ４１４３［２３］ ９３（９０ ／ ９７） ９７（１０１ ／ １０４） Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ

ｍａｒｋｅｒｓ ＡＶ１６３［２３］ ７０（６８ ／ ９７） ８６（８９ ／ １０４） Ｇａｌｌｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ

家禽标记物 鸡和鸭 Ｃｈｉｃｋｅｎ ／ Ｄｕｃｋ⁃Ｂａｃ［１８］ ８０（３９ ／ ４９） １００（８９ ／ ８９） Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ⁃Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ

Ｐｏｕｌｔｒｙ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ＮＤ５⁃ＣＤ［２４］ １００（５０ ／ ５０） ８５（１０４ ／ １２３） Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＤＮＡ

ｍａｒｋｅｒｓ ｃｙｔｂ⁃ＣＤ［２４］ １００（５０ ／ ５０） ８９（１０９ ／ １２３） Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＤＮＡ

鸡 Ｃｈｉｃｋｅｎ⁃Ｂａｃ［１８］ ７０（１６ ／ ２３） ９２（１０６ ／ １１５） Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ⁃Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ

ＰＬｐｒｏｂｅＢａｃ［２５］ ７３（８ ／ １１） １００（３３ ／ ３３） Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ ｓｐｐ．

ＰＬｐｒｏｂｅ［２６］ １００（５ ／ ５） １００（２０ ／ ２０） Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓｐ．

Ｃｋｍｉｔｏ［２７］ １００ １００ Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＤＮＡ

ＣＬ⁃ＴａｑＭａｎ［２８］ １２（２２ ／ １８６） １００（４８３ ／ ４８４） Ｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓｐ．

ＬＡ３５［２９］ ７３（３２ ／ ４２） ９３（１０８ ／ １１６） Ｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓｐ．

ＩＶＳ⁃ｐ［３０］ ７６（１２０ ／ １５８） １００（３２６ ／ ３２６） Ｆａｅｃａｌｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ

ｃｙｔｂ⁃Ｃｈｉｃｋｅｎ［３１］ ５０（１ ／ ２） ９４（１７ ／ １８） Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＤＮＡ

ＣＰ２⁃９［３２］ ４０（２８ ／ ７０） １００（３４２ ／ ３４２） Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ ｆｒａｇｉｌｉｓ

鸭子 Ｅ２［３３］ ７６（３２ ／ ４２） ９５（１４８ ／ １５５） Ａｎ ｕｎｋｎｏｗｎ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ （Ｅ２）

ＦＳＤ［５］ ４３（１３ ／ ３０） １００（１３８ ／ １３８） Ｆａｅｃａｌｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ

Ｄｕｃｋ⁃Ｂａｃ［１８］ ８５（２２ ／ ２６） ９６（１０８ ／ １１２） Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ⁃Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ

鸽子 ＣｙｔＢｍｉｓ［１９］ １００（６ ／ ６） ９６（６６ ／ ６９） Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＤＮＡ

野鸟标记物 海鸥 Ｇｕｌｌ⁃ ２［３］ ７１（４１ ／ ５８） １００（３００ ／ ３００） Ｃａｔｅｌｌｉｃｏｃｃｕｓ ｍａｒｉｍａｍｍａｌｉｕｍ

Ｗｉｌｄ ｂｉｒｄｓ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ Ｇｕｌｌ３［３４］ ２８（７１ ／ ２５５） ７６（３２６ ／ ４２９） Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｓｐｐ．

ｍａｒｋｅｒｓ Ｇｕｌｌ４［３４］ ８７（２２１ ／ ２５５） ９１（３９０ ／ ４２９） Ｃａｔｅｌｌｉｃｏｃｃｕｓ ｍａｒｉｍａｍｍａｌｉｕｍ

Ｓｋｅｔａ［２］ ８１（３８ ／ ４７） ９２（１０１ ／ １１０） Ｃａｔｅｌｌｉｃｏｃｃｕｓ ｍａｒｉｍａｍｍａｌｉｕｍ

加拿大雁 ＣＧＯＦ１⁃Ｂａｃ［２０］ ５７（５８ ／ １０１） １００（２９１ ／ ２９１） Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ

ＣＧＯＦ２⁃Ｂａｃ［２０］ ５１（５１ ／ １０１） １００（２９１ ／ ２９１） Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ

ＮＤ２⁃Ｇｏｏｓｅ［３５］ ／ １００ Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＤＮＡ

Ｃｙｔｂ⁃Ｇｏｏｓｅ［３１］ １００（２ ／ ２） １００（１８ ／ １８） Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＤＮＡ

沙丘鹤 Ｃｒａｎｅ１［２１］ ６９（６６ ／ ９６） ９５（５２８ ／ ５５３） Ｃａｔｅｌｌｉｃｏｃｃｕｓ⁃ｌｉｋｅ ｓｐｐ．

２　 禽类微生物溯源标记物的发展

禽类微生物溯源标记物的设计来源主要为细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因、线粒体 ＤＮＡ 和功能基因等（图 １）。 以细

菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因为设计来源的分子标记物具有广泛的应用，但有些禽类特别是野鸟会随季节的变化发生迁

徙，其肠道微生物组成随宿主地理位置的变化而变化，使得设计出的标记物在不同区域的指示效果存在差别；
线粒体 ＤＮＡ 设计的禽类标记物多表现出高敏感性和高特异性的特征，且受宿主所在地理区域的影响较小，可
广泛用于禽类的微生物溯源研究；尽管目前基于功能基因设计出的禽类标记物指示效果较差，但是使用功能

基因设计禽类标记物的思路值得参考和借鉴。

８００１ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４１ 卷　
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２．１　 细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因

在禽类微生物溯源研究中，最常使用的细菌是厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）和拟杆菌目（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄａｌｅｓ）及其家族

成员，其次是放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）、变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）和梭杆菌门（Ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉａ）及其家族成员。 此

外，也有一些种属信息尚未确定的源指示菌的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因用于禽类分子标记物的开发，如 Ｅ２［３３］ 和

ＡＶ２１６［２３］等。
２．１．１　 厚壁菌门及其家族成员

厚壁菌门及其家族成员在禽类的粪便样品中具有较高的相对丰度［２３， ３６］。 Ｏｈａｄ 等［２３］ 基于家禽和水鸟粪

便样品的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因高通量测序数据，针对在门水平上相对丰度为 ９４％的厚壁菌设计出高特异性（９９％）
的禽类通用标记物 ＡＶ４３；针对在科水平上相对丰度为 ９０％的乳酸杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ）设计出敏感性和特异性

分别为 ９３％和 ９７％的禽类通用标记物 ＡＶ４１４３。
Ｃａｔｅｌｌｉｃｏｃｃｕｓ ｍａｒｉｍａｍｍａｌｉｕｍ 属于肠球菌科（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃａｃｅａｅ）。 有研究表明 Ｃ． ｍａｒｉｍａｍｍａｌｉｕｍ 为海鸥粪

便微生物群落中的优势菌，且在海鸥粪便中存在特异性序列［３］。 研究人员基于 Ｃ． ｍａｒｉｍａｍｍａｌｉｕｍ １６Ｓ ｒＲＮＡ
基因开发出的海鸥标记物 Ｇｕｌｌ２［３］、Ｇｕｌｌ４［３４］和 Ｓｋｅｔａ［２］，其敏感性和特异性均分别在 ７１％和 ９１％以上。 但是，
利用同属于厚壁菌门的链球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｓｐｐ．）１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因设计出的海鸥标记物 Ｇｕｌｌ３，其敏感性仅为

２８％［３４］。 Ｇｒｅｅｎ 等［２２］根据 Ｃ． ｍａｒｉｍａｍｍａｌｉｕｍ １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因开发的禽类通用标记物 ＧＦＣ，在 ６４％的海鸥粪便

样品中检出，但在其他禽类样品中的阳性率均不足 ５％。 因此，Ｃ． ｍａｒｉｍａｍｍａｌｉｕｍ １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因设计的标记

物对海鸥表现出较高的宿主特异性，能够用于海鸥的微生物溯源研究中。
柔嫩梭菌属（Ｆａｅｃａｌｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ）属于瘤胃球菌科（Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ）。 因其严格厌氧，在体外不能繁殖且存

活周期短的特点逐渐用于粪便污染研究中［３７］。 Ｓｈｅｎ 等［３０］通过比较不同动物粪便中的柔嫩梭菌属 １６Ｓ ｒＲＮＡ
基因，在鸡粪便中发现一段特异性序列，并据此设计出敏感性和特异性分别为 ７６％和 １００％的鸡粪源标记物

ＩＶＳ⁃ｐ。 另外，柔嫩梭菌属通用标记物和特异性标记物对鸡粪便污染的检测在我国珠江三角洲地区都得到了

很好的验证［３７⁃３８］。 目前，美国政府机构已经把 Ｆａｅｃａｌｉｂａｔｅｒｉｕ 检测方法纳入饮用水的辅助检测项目之中［３９］，说
明柔嫩梭菌属在水质监测中的应用正逐渐受到重视。

图 １　 禽类微生物溯源标记物的分类

Ｆｉｇ．１　 Ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａｖｉａｎ ｍａｒｋｅｒｓ ｆｏｒ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｓｏｕｒｃｅ ｔｒａｃｋｉｎｇ

２．１．２　 拟杆菌目及其家族成员

拟杆菌（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ）是人和温血动物粪便微生物中的优势菌，其 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因经常被用于设计人、哺乳

９００１　 ３ 期 　 　 　 梁红霞　 等：分子标记物在禽类粪便污染溯源中的研究及应用进展 　



ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｅｃｏｌｏｇｉｃａ．ｃｎ

动物和反刍动物的微生物溯源分子标记物［１４］，也有研究者将拟杆菌用于鸡［１８］、鸭［１８］和加拿大雁［２０］等禽类微

生物溯源研究中。 但是，拟杆菌标记物在禽类微生物溯源研究中的指示效果一般，如在加拿大雁粪便样品中

的敏感性低于 ６０％［２０］，在鸡粪便中的检出率也低于 ７５％［１８， ２５］。
拟杆菌在禽类粪便污染研究中指示效果差的原因可能如下， （１）拟杆菌在不同种类禽类的粪便微生物相

对丰度差异较大，使得拟杆菌禽类通用标记物的设计很困难。 Ｏｈａｄ 等［２３］ 发现拟杆菌在母鸡粪便细菌群落中

的相对丰度为 ９．５６％，但在水鸟中仅为 ０．１％；（２）拟杆菌在有些禽类肠道微生物群落并不是优势菌。 有研究

表明拟杆菌在部分禽类肠道和排泄物样品中几乎不存在，如水鸟［２３］ 和海鸥［３］ 等。 Ｎｓｈｉｍｙｉｍａｎａ 等［４０］ 在新加

坡的研究发现，通用拟杆菌标记物 ＢａｃＵｎｉ 在人和哺乳动物粪便样品均有检出，但在鸟类粪便中均表现为阴

性。 总之，拟杆菌并不能准确地指示来自禽类的粪便污染。
２．１．３ 放线菌门、变形菌门和梭杆菌门及其家族成员

短杆菌（Ｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ）属于放线菌门，短杆菌科（Ｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ）。 Ｌｕ 等［４１］ 发现短杆菌在鸡垫料中为

优势菌，且该菌暂未在其他禽类，如海鸥［４１］、雪雁［２１］ 和沙丘鹤［２１］ 等粪便样品中发现。 研究者利用短杆菌在

鸡粪便中的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 特异性基因开发出鸡粪源标记物 ＣＬ⁃ＴａｑＭａｎ［２８］ 和 ＬＡ３５［２９］。 Ｒｙｕ 等［２８］ 使用鸡垫料和

粪便样品对这两种标记物的指示效果进行测试，发现 ＬＡ３５ 和 ＣＬ⁃ＴａｑＭａｎ 的敏感性在鸡粪便样品中均

≤２３％，但在鸡垫料样品中均≥９８％。 有研究报道鸡粪便和垫料样品的细菌群落结构存在差异［４１⁃４２］，短杆菌

属在鸡垫料样品是相对丰度最高的菌属之一［４３］，但在鸡的粪便和肠道样品中不存在或者少量存在［４４⁃４５］，这可

能解释了 ＬＡ３５ 和 ＣＬ⁃ＴａｑＭａｎ 在鸡垫料和粪便样品中的检出差异。 总之，利用短杆菌属 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因开发

出的这两种标记物能够很好地指示鸡垫料的污染。
禽类通用标记物 ＡＶ１６３［２３］和 ＧＦＤ［２２］分别由变形菌门分类下的卡氏杆菌属（Ｇａｌｌｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ）和幽门螺旋

杆菌属（Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ）１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因设计而来。 其中，标记物 ＧＦＤ 在中国、美国、新西兰和澳大利亚等多个国

家进行过溯源研究［２２， ４６⁃４７］，但该标记物在不同国家的指示效果有所不同。 比如，在美国的粪便样品中显示

３０％的敏感性［４７］，而在中国显示 ７０％的敏感性［４６］。 对于在不同区域敏感性表现不同的标记物，使用前应进

行预实验以判断其在本地的适用性。

图 ２　 线粒体 ＤＮＡ 的基本分子结构［４８］

Ｆｉｇ．２　 Ｔｈｅ ｂａｓｉｃ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＤＮＡ［４８］

禽类通用标记物 ＧＦＢ［２２］、ＡＶ１３［２３］和 ＡＶ２４［２３］均来自梭杆菌科（Ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ）１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因。 在引物

设计者的研究中［２２⁃２３］，这 ３ 个标记物的特异性均为 １００％，但是它们的敏感性均低于 １０％，或许其所对应的基

因序列在禽类粪便微生物中相对丰度较低。 总之，这些标记物不适用于禽类的微生物溯源研究中。
２．２　 线粒体 ＤＮＡ

人类和动物肠道上皮细胞在肠道内脱落的过程中，肠道上皮细胞中的线粒体 ＤＮＡ 会随肠道内容物以粪

便的形式排出体外，所以人和动物粪便中均含有大量的

线粒体 ＤＮＡ［４８⁃４９］。 另外，线粒体 ＤＮＡ 对宿主具有高度

特异性［５０⁃５１］，因此其逐渐运用于粪便污染溯源研究

中［５２⁃５４］。 ２００５ 年，Ｍａｒｔｅｌｌｉｎｉ 等［５５］ 将线粒体 ＤＮＡ 首次

用于粪便污染微生物溯源中，实现了流域污染源的快速

判断。
在禽类微生物溯源研究中，线粒体 ＤＮＡ 的 ｃｙｔｂ 基

因常用于设计禽类标记物，其次是 ＮＤ５ 基因、１６Ｓ ｒＲＮＡ
基因和 ＮＤ２ 基因（图 ２）。 Ｚｈｕａｎｇ 等［２４］ 分别利用线粒

体 ＮＤ５ 和 ｃｙｔｂ 基因开发出鸡和鸭粪便污染标记物，且
设计出的标记物敏感性和特异性分别达到 １００％和≥
８５％，表现出良好的指示效果。 Ｋｏｒｔｂａｏｕｉ 等［２７］ 使用巢

式 ＰＣＲ 技术对线粒体 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因设计的鸡粪源标
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记物进行指示效果评估，结果表明该标记物的特异性和敏感性均达到 １００％。
禽类特别是野鸟因季节性迁徙或觅食等因素，不会在同一区域长期停留。 有研究表明饮食的改变和地理

区域的差异会显著影响动物的肠道微生物群落组成［５６⁃５７］，禽类所处的高度多样性的环境可能会影响其肠道

微生物组成，使得禽类微生物溯源标记物的发展存在一定困难。 但是，许多研究表明线粒体 ＤＮＡ 不易受宿主

的饮食状况和所在地理区域的影响［３５， ５０］。 Ｌｉａｎｇ 等［５８］使用中国 ５ 个不同区域的粪便样品对已有鸡源标记物

进行系统评估后发现，以线粒体 ＤＮＡ 为设计来源的鸡源标记物表现出最好的指示效果。 本文归纳总结的标

记物中（表 １），利用线粒体 ＤＮＡ 开发出的禽类标记物大多表现出高敏感性和特异性，所以线粒体 ＤＮＡ 比细

菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因更适用于禽类微生物溯源标记物的开发。
２．３　 功能基因

有研究表明与细胞有关的功能基因是宿主特异性实验的良好标记物［５９］，所以功能基因也能应用到粪便

微生物溯源研究中。 樊丽华等［６０］发现能够编码某些细菌表面蛋白、膜分泌蛋白及碳水化合物代谢蛋白的相

关基因可作为猪特异性分子标记物设计的目标序列。
在禽类微生物溯源中，也有将功能基因作为特异性标记物的相关研究。 Ｌｕ 等［３２］ 利用与细胞新陈代谢，

细胞进程和信息的储存与处理等有关的基因设计禽类特异性标记物。 比如，部分标记物对应的基因与新陈代

谢有关，这些基因负责编码的细胞膜功能蛋白参与运输营养物质，包括碳水化合物（ＣＰ１⁃２６）、无机离子（ＣＰ１⁃
２４ 和 ＣＰ２⁃９）和氨基酸（ＣＰ１⁃５５ 和 ＣＰ３⁃４９）等。 Ｈａｍｉｌｔｏｎ 等［６１］基于宏基因组数据开发出加拿大雁特异性标

记物 ＧＢ２ 和 ＧＥ１１，这些标记物对应的基因负责编码粘附素细菌表面蛋白，该蛋白能够介导细菌对上皮细胞

粘附、侵袭、细菌的自动聚集和生物膜的形成［６２］，为细菌在宿主肠道内的定殖起关键作用。
已开发的功能基因标记物对宿主的敏感性普遍较低。 Ｌｕ 等［３２］利用 ２１ 种动物的粪便样品对功能基因标

记物的性能进行测试。 在测试的鸡粪源标记物中，效果最好的标记物为 ＣＰ２⁃９，其敏感性仅为 ４０％。 Ｈａｍｉｌｔｏｎ
等［６１］使用 １３５ 份加拿大雁样品对标记物的敏感性测试，结果表明其敏感性均在 ２０．７％到 ４８．１％之间。 虽然这

些禽类功能基因标记物的敏感性较低，但是将功能基因设计为禽类标记物的研究思路具有很大的参考价值。

３　 总结与展望

近年来，禽类微生物溯源的研究已经取得了很大的进展，针对家禽（如鸡、鸭和鸽子）和野鸟（如海鸥、加
拿大雁和沙丘鹤）均设计出了相应的标记物。 部分细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因标记物表现良好，如禽类标记物

ＡＶ４１４３［２３］和海鸥标记物 Ｓｋｅｔａ［２］等；线粒体 ＤＮＡ 不受宿主饮食和地理环境的影响，其对应的标记物大都表现

出较高的敏感性和特异性，可重点用于禽类标记物的开发；利用功能基因进行标记物的设计也为禽类微生物

溯源研究提供了新思路。
但是，禽类微生物溯源仍然面临较大的挑战。 （１）许多禽类标记物并不是在我国发展而来，这些标记物

在我国的指示效果并不可知，因此需要将现有禽类标记物在我国进行系统的比较以选择指示效果较好的标记

物。 （２）现有禽类标记物多表现为敏感性较低，所以应设计更多禽类标记物以准确检测禽类粪便污染。 （３）
现有溯源技术手段多表现为低通量，可将高通量数据溯源分析平台（如 ＳｏｕｒｃｅＴｒａｃｋｅｒ［６３］和 ＦＥＡＳＴ［６４］等）应用

到禽类粪便污染检测中。
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