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摘要：目的：有效弥补传统微生物学检验方法的缺陷。方

法：针对 ＧＢ８５３８—２０２２中铜绿假单胞菌的毒力基因

狆犮狉犔和１６ＳｒＲＮＡ基因的Ｖ３～Ｖ４区保守序列设计合成

引物和探针，建立实时荧光ＰＣＲ方法。结果：该方法可以

有效扩增常见标准储备菌株的１６ＳｒＲＮＡ基因，且对铜绿

假单胞菌标准储备菌株的毒力基因狆犮狉犔 的检测效果良

好，观察到明显的“Ｓ”型扩增曲线，但对常见的食源性致病

菌无扩增曲线。当菌液浓度＜１０ＣＦＵ／ｍＬ时，狆犮狉犔 基因

仍有扩增曲线，其检测范围为１０～１０７ＣＦＵ／ｍＬ，检测限为

１０ＣＦＵ／ｍＬ；不同菌液浓度下毒力基因狆犮狉犔 的Ｃｔ平均

值为１８．０～３８．６。对近３年湖南省１４个县、市抽查检验

（瓶）桶装水中铜绿假单胞菌不合格样品进行进一步检

测，符合率达到１００％。结论：该方法对铜绿假单胞菌携

带毒力因子狆犮狉犔 检测的灵敏度较高；且操作简便、特异

性强，具有良好的实用性。
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铜绿假单胞菌（犘．犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪）俗称绿脓杆菌，是一

种让免疫受损的机会性感染病原菌，一般影响肺部及泌

尿道，或由伤口进入血液感染引起败血病。该菌广泛存

在于各种水环境中，是评价水体微生物污染状况的重要

指标［１－４］。铜绿假单胞菌是一种重要的机会致病菌，广

泛存在于各种环境中，包括水和土壤，是医院感染的主要

病原体之一［５－７］。

中国饮用水标准ＧＢ８５３７—２０１８和ＧＢ１９２９８—２０１４

规定，同批次５个独立包装的饮用水中，均不得检出铜绿

假单胞菌［８－９］；美国、加拿大等发达国家对饮用水卫生标

准也做了类似规定；世界卫生组织（ＷＴＯ）的食品安全保

障体系（ＨＡＣＣＰ）评估明确指出铜绿假单胞菌是婴儿瓶

装饮用水的危害指示菌［１０］。对湖南省２０２０—２０２２年

１４个县、市抽查检验（瓶）桶装水样品的检测数据显示

（表１），铜绿假单胞菌污染情况较为严重，这引起了人们

对饮用水中微生物污染状况的关注，凸显了确保饮用水

质量的紧迫性。

表１　湖南省３年来瓶（桶）装饮用水中铜绿

假单胞菌的抽检情况

Ｔａｂｌｅ１　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆ犘．犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪ｉｎｂｏｔｔｌｅｄｄｒｉｎｋｉｎｇ

ｗａｔｅｒｉｎ Ｈｕｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｐａｓｔ

３ｙｅａｒｓ

年份 样品数／批 不合格数／批 不合格率／％

２０２０ ６５３ ９９ １５．２

２０２１ ６５８ ６９ １０．５

２０２２ ５９９ ６１ １０．２

　　ＧＢ８５３８—２０２２中铜绿假单胞菌的检测方法采用的

是传统的形态学和生物生化方法，存在一定的漏洞，一定

程度上可能造成误判、漏判。张帆等［１１－１５］发现一些非铜

绿假单胞菌的野生分离株也会产荧光且产氨试验为阳

性，而部分铜绿假单胞菌却出现产荧光但产氨试验为阴

性，或是表型为绿色菌落但绿脓菌素测定试验为阴性。

因此，为了保证检测结果的准确性，实际检测过程中经常

需要用到分子生物学手段进行辅助检测。

冯秀娟等［１６－１７］利用核酸等温环介导（ＬＡＭＰ）荧光检

测法检测包装饮用水中的铜绿假单胞菌，该方法对引物

设计要求较高，需４条引物，如引物特异性不足会严重影

响结果的判读；吴春明等［１８］使用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ实时 ＲＴ

ＰＣＲ定量方法检测铜绿假单胞菌，该方法扩增的序列特

异性不佳，与任何双链ＤＮＡ可结合，容易产生假阳性信

号；黄河等［１９－２２］利用Ｔａｑｍａｎ实时定量ＰＣＲ方法检测铜

绿假单胞菌，有效解决了常规生化检测的低效、漏检等缺

点，检出限为１００ＣＦＵ／Ｌ。目前市场上现有的商品化试

剂盒质量参差不齐，大多操作步骤繁琐，成本较高，对于

需要考虑经济效益，又需要准确、快速、简便同时大批量

检测样品的检测检验机构或公司并不适用。研究拟采用

ＴａｑＭａｎ探针技术，针对铜绿假单胞菌的毒力基因狆犮狉犔

和１６ＳｒＲＮＡ基因的 Ｖ３～Ｖ４区保守序列设计合成引物

和探针，同时使用多种标准储备菌株对方法的特异性、灵

敏度、准确度等进行验证，并对近３年的湖南省国家级、

省级食品安全监督抽查、风险监测和委托检验的不合格

样品进行对比验证检测，旨在为桶装水企业或检验检疫

机构的检测或监测提供依据。

１　材料和方法
１．１　材料

Ｃｈｅｌｅｘ１００提取液、ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（２×）：宝生

物工程（大连）有限公司；

脑心浸液培养基、ＣＮ琼脂、十六烷三甲基溴化铵、绿

脓菌素琼脂、平板计数琼脂（ＰＣＡ）等培养基：北京陆桥技

术股份有限公司；

引物、探针：上海生工生物工程有限公司；

ＧＮ／ＧＰ卡：生物梅里埃美国股份有限公司；

试验所用标准储备菌株：美国菌株保存中心（ＡＴＣＣ）

和中国工业微生物菌种保藏管理中心（ＣＩＣＣ）；

冷冻离心机：ＦＲＥＳＣＯ１７ 型，美国／赛 默 飞 世 尔

科技；

不锈钢多联过滤系统：ＨＴＹ３０Ｂ隔膜型，浙江泰林

生物技术股份有限公司；

漩涡混匀器：ＶＸＭＮＡＬ型，奥豪斯仪器（常德）有限

公司；

实时荧光定量 ＰＣＲ 仪：７５００ＦａｓｔＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ

Ｓｙｓｔｅｍ型，美国ＡＢＩ公司。

１．２　引物和探针的设计与合成

首先在ＮＣＢＩ网站中查找铜绿假单胞菌的毒力基因

为狆犮狉犔 和涉及表２中实验室标准储备菌株１６ＳｒＲＮＡ

的多个Ｇｅｎｅｂａｎｋ序列号的基因序列，其中１６ＳｒＲＮＡ包

含９个可变 Ｖ区和１０个保守Ｃ区，对１６ＳｒＲＮＡ基因

Ｖ３～Ｖ４区进行设计，通过 Ｇｅｎｂａｎｋ软件和ＢＬＡＳＴ分析

菌种间１６ＳｒＲＮＡ基因的同源性和变异性，确定各毒力基

因的保守区域，采用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０和ＤＮＡｓｔａｒ软件

在保守区域中各自设计引物与探针［２３－２４］，将设计的引物

和探针委托上海生工生物工程有限公司人工合成。

１．３　模板制备

１．３．１　菌种活化和计数　将包括铜绿假单胞菌在内的食

品中常见致病菌的标准储备菌株（见表３）在ＢＨＩ培养基

中培养１８ｈ，取１ｍＬ收集提取核酸；另取１ｍＬ铜绿假
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表２　铜绿假单胞菌毒力基因的引物和探针序列


Ｔａｂｌｅ２　Ｐｒｉｍｅｒｓａｎｄｐｒｏｂｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｖｉｒｕｌｅｎｃｅｇｅｎｅｓｏｆ犘．犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪

名称 基因 片段编号 引物和探针序列

铜绿 假 单 胞

菌毒力基因

狆犮狉犔 ＩＤ：８８２９９１ Ｆ：ＧＡＣＧＧＣＡＧＣＣＴＧＡＧＣＧＡ

Ｒ：ＧＣＴＴＣＣＧＧＣＴＴＣＡＧＧＴＣＧ

Ｔ：ＦＡＭＡＡＧＣＣＧＣＴＣＴＧＣＧＴＧＣＧＡＴＣＡＣＣＡＢＨＱ１

通用引物 １６ＳｒＲＮＡ Ｖ３～Ｖ４ Ｆ：ＣＣＴＡＣＧＧＧＮＧＧＣＷＧＣＡＧ

Ｒ：ＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧＧＴＡＴＣＴＡＡＴＣＣ

Ｔ：ＦＡＭＧＴＧＣＣＡＧＣＡＧＣＣＧＣＧＧＴＡＡＢＨＱ１

　　　　　　　Ｆ为上游引物；Ｒ为下游引物；Ｔ为探针；ＦＡＭ为荧光基团；ＢＨＱ１为淬灭基团。

表３　食源性致病菌标准储备菌株

Ｔａｂｌｅ３　Ｓｔａｎｄａｒｄｒｅｓｅｒｖｅｓｔｒａｉｎｓｏｆｆｏｏｄｂｏｒｎｅ

ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｂａｃｔｅｒｉａ

菌株名称 菌种库编号
携带毒力

基因

铜绿假单胞菌犘．犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪 ＡＴＣＣ２７８５３ 狆犮狉犔

荧光假单胞菌犘．犉犾狌狅狉犲狊犮犲狀狊 ＡＴＣＣ１３５２５ ／

单增李斯特氏菌犔．犿狅狀狅犮狔狋狅犵犲狀犲狊 ＡＴＣＣ１９１１５ ／

阪崎肠杆菌犈．狊犪犽犪狕犪犽犻犻 ＡＴＣＣ２５９４４ ／

金黄色葡萄球菌犛．犪狌狉犲狌狊 ＡＴＣＣ６５３８ ／

蜡样芽孢杆菌犅．犮犲狉犲狌狊 ＡＴＣＣ１１７７８ ／

鼠伤寒沙门菌犛．狋狔狆犺犻犿狌狉犻狌犿 ＡＴＣＣ１４０２８ ／

副溶血性弧菌犞．狆犪狉犪犺犪犲犿狅犾狔狋犻犮狌狊 ＡＴＣＣ１７８０２ ／

恶臭假单胞菌犘．狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊狆狌狋犻犱犪 ＣＩＣＣ２０５７６ ／

单胞菌（或恶臭假单胞菌）液逐级稀释至１０－７，选择７个

稀释度（１０－１，１０－２，１０－３，１０－４，１０－５，１０－６，１０－７）分别吸

取１ｍＬ加入２５０ｍＬ无菌水中，使用不锈钢多联过滤系

统通过孔径为０．４５μｍ的滤膜过滤，将滤膜贴在ＣＮ平板

中，３６℃培养１～２ｄ后计数，其他常见致病菌逐级稀释

后，分别吸取１ｍＬ于 ＰＣＡ 平板中，３６ ℃培养２ｄ后

计数。

１．３．２　核酸提取　取１ｍＬ已活化的实验室标准储备菌

液至１．５ｍＬ离心管中，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ。弃上

清，加入Ｃｈｅｌｅｘ１００裂解液２０μＬ，混匀，煮沸８ｍｉｎ后于

冰上冷却，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ，取上清备用。

１．４　实时荧光ＰＣＲ聚合酶链式反应体系

根据铜绿假单胞菌的毒力基因及其探针的荧光报告

基团，按表４设计引物和探针进行实时荧光ＰＣＲ扩增，扩

增条件：９５℃预变性３０ｓ，９５℃变性５ｓ，６０℃退火３４ｓ，

４０个循环。

１．５　特异性分析

取１ｍＬ已活化的鼠伤寒沙门氏菌、荧光假单胞菌、

恶臭假单胞菌、副溶血性弧菌、单增李斯特氏菌、阪崎肠

表４　ＰＣＲ扩增反应体系

Ｔａｂｌｅ４　ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅａｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ

项目 体积／μＬ

ＰＣＲ反应体系 ２５．０

预混合ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（２×） １２．５

引物Ｆ ０．５

引物Ｒ ０．５

探针 １．０

菌株ＤＮＡ ２．０

ＲＯＸ ０．５

ｄｄＨ２Ｏ ８．０

杆菌、金黄色葡萄球菌和蜡样芽孢杆菌菌液，按１．３．２的

方法提取核酸。对常见食源性致病菌的基因组ＤＮＡ进

行检测，Ｃｔ值报告为“Ｕｎｄｅｔ”或无明显的“Ｓ”型扩增曲线，

判定为阴性；Ｃｔ值报告＜４０，且扩增曲线呈典型的“Ｓ”型

扩增曲线，判定为阳性。

１．６　灵敏度分析

将已计数的铜绿假单胞菌进行１０倍梯度稀释，取

１ｍＬ稀释液，按１．３．２的方法提取核酸，对各梯度稀释液

的核酸进行检测，Ｃｔ值报告为“Ｕｎｄｅｔ”或无明显的“Ｓ”型

扩增曲线，判定为阴性；Ｃｔ值报告＜４０，且扩增曲线呈典

型的“Ｓ”型扩增曲线，判定为阳性。

１．７　涉及的检测方法

按照饮用天然矿泉水标准（ＧＢ８５３７—２０１８）和包装

饮用水标准（ＧＢ１９２９８—２０１４）对微生物限量进行评价，

铜绿假单胞菌检验严格遵循《食品安全国家标准　饮用

天然矿泉水检验方法》（ＧＢ／Ｔ８５３８—２０２２）中５７条款铜

绿假单胞菌的滤膜法，评价标准为同批次５个独立包装

的饮用水中铜绿假单胞菌均为０ＣＦＵ／２５０ｍＬ。

１．８　样本验证

对湖南省２０２０—２０２２年１４个县、市抽查检验（瓶）桶

装水不合格样品，分别使用试验建立的实时荧光ＰＣＲ扩

增体系和传统的检测方法进行同步检测，分析两种方法

检测结果，统计阳性与阴性符合率情况。
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２　结果与分析
２．１　核酸提取质量监测

针对包括铜绿假单胞菌在内的９种常见食源性致病

菌的１６ＳｒＲＮＡ的Ｖ３～Ｖ４区基因设计相应的含有１８ｂｐ

随机标 签 序 列 的 扩 增 引 物 及 其 探 针：上 游 引 物 为

５′ＣＣＴＡＣＧＧＧＮＧＧＣＷＧＣＡＧ３′， 下 游 引 物 ５′

ＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧＧＴＡＴＣＴＡＡＴＣＣ３′，探 针 为 ５′ＦＡＭ

ＧＴＧＣＣＡＧＣＡＧＣＣＧＣＧＧＴＡＡ３′）
［２５］。以该９种菌标准

菌株的ＤＮＡ文库为模版，使用ＡＢＩ７５００Ｆａｓｔ实时荧光定

量ＰＣＲ仪扩增目的基因。由图１可知，所有被测样本均

有明显的“Ｓ”型扩增曲线，并且Ｃｔ值基本一致，为１５～

３５，说明使用该方法提取的细菌核酸质量良好，可以保障

后续试验有效进行。

图１　食源性致病菌标准储备菌株１６ＳｒＲＮＡ的

扩增图谱

Ｆｉｇｕｒｅ１　１６ＳｒＲＮＡａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｆｉｌｅｓｏｆｆｏｏｄｂｏｒｎｅ

ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｂａｃｔｅｒｉａ

２．２　引物特异性验证

为确保狆犮狉犔基因引物的特异性，以包括铜绿假单胞

菌在内的９种常见食源性致病菌标准菌株的ＤＮＡ文库

为模版，以１６ＳｒＲＮＡ基因为内参，使用狆犮狉犔 毒力基因

引物进行扩增。由图２和表５可知，只有铜绿假单胞菌

有明显的“Ｓ”型扩增曲线，且Ｃｔ值为１８．７，位于１５与３５

之间，其余菌株包括与铜绿假单胞菌较多生理生化现象

相似的荧光假单胞菌和不动容杆菌均未见扩增曲线，说

明毒力基因狆犮狉犔 在假单胞菌属中为铜绿假单胞菌所特

有，可作为检出铜绿假单胞菌的标志物，并且引物的特异

性良好，不会引起非特异性扩增。说明试验建立的铜绿

假单胞菌检测方法准确可行。

２．３　体系灵敏度检测

由图３可知，当菌液浓度＜１０ＣＦＵ／ｍＬ时，狆犮狉犔 基

因仍 有 扩 增 曲 线，因 此 其 检 测 范 围 大 致 为 １０～

１０７ＣＦＵ／ｍＬ。毒力基因狆犮狉犔扩增的Ｃｔ值在不同菌液

图２　食源性致病标准储备菌株扩增毒力基因狆犮狉犔图谱

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ａｍｐｌｉｆｉｅｄｖｉｒｕｌｅｎｃｅｇｅｎｅ狆犮狉犔 ｍａｐｐｉｎｇｏｆ

ｓｔａｎｄａｒｄ ｒｅｓｅｒｖｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ ｆｏｏｄｂｏｒｎｅ

ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｂａｃｔｅｒｉａ

表５　食源性致病标准储备菌株基因的检测结果


Ｔａｂｌｅ５　Ｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆｇｅｎｅｓｏｆｅａｃｈｓｔａｎｄａｒｄｒｅｓｅｒｖｅ

ｓｔｒａｉｎｏｆｆｏｏｄｂｏｒｎｅｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｂａｃｔｅｒｉａ

菌株 １６ＳｒＲＮＡ 狆犮狉犔

荧光假单胞菌　 ＋ －

铜绿假单胞菌　 ＋ ＋

恶臭假单胞菌　 ＋ －

不动容杆菌　　 ＋ －

金黄色葡萄球菌 ＋ －

蜡样芽孢杆菌　 ＋ －

鼠伤寒沙门氏菌 ＋ －

副溶血性弧菌　 ＋ －

单增李斯特氏菌 ＋ －

阪崎肠杆菌　　 ＋ －

　　　“＋”表示有扩增曲线；“－”表示未见扩增曲线。

图３　不同浓度下铜绿假单胞菌携带毒力因子

狆犮狉犔扩增图谱

Ｆｉｇｕｒｅ３ 　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｏｆ 犘．犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪

ｃａｒｒｙｉｎｇ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｆａｃｔｏｒ 狆犮狉犔 ａｔ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ
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浓度下的平均值为１８．０～３８．６，表明试验建立的检测方法

对铜绿假单胞菌携带毒力因子狆犮狉犔 的灵敏度较高，检出

限为１０ＣＦＵ／ｍＬ，适合检测包装饮用水中存留的微量铜

绿假单胞菌。

２．４　实际样品检测

分别使用试验建立的实时荧光ＰＣＲ扩增体系和传

统检测方法同步对２０２０—２０２２年湖南省１４个县、市抽

查检验（瓶）桶装水不合格样品进行检测，其符合率为

１００％（表６），说明两种方法的检测结果完全一致，进一

步表明试验建立的实时荧光定量ＰＣＲ方法具有良好的

实用性。

表６　不同方法对样品检出阳性的检测结果


Ｔａｂｌｅ６　Ｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓａｍｐｌｅｓｉｎａｄｉｆｆｅｒｅｎｔｗａｙ

年份
实时荧光ＰＣＲ（探针法）

＋ －

ＧＢ８５３８—２０２２

＋ －

符合率／

％

２０２０ ９９ ６５３ ９９ ６５３ １００

２０２１ ６９ ６５８ ６９ ６５８ １００

２０２２ ６１ ５９９ ６１ ５９９ １００

　　“＋”为检出铜绿假单胞菌；“－”为未检出铜绿假单胞菌。

３　结论
以铜绿假单胞菌特有的毒力因子基因狆犮狉犔 为靶标，

建立了铜绿假单胞菌的实时荧光定量ＰＣＲ技术。结果

表明，该方法不仅特异性好，能排除形态和生化特征相似

的如荧光假单胞菌等的干扰，并且灵敏度极高，检出限可

达１０ＣＦＵ／ｍＬ，能有效降低漏检风险。此外，试验方法

还克服了传统微生物检测方法周期长、操作较繁琐、人为

因素干扰强等缺点。但试验方法不能有效区分死菌：样

品中细菌被杀死破裂后，释放出的ＤＮＡ等内容物在一定

时间内仍能被ＰＣＲ检测到，造成假阳性结果；无法精确

定量：现有技术只能利用拷贝数目保守的如１６ＳｒＲＮＡ基

因作为内参，根据荧光的相对强度得出一个估算结果。

后续将优化条件、增加样本数目，得到更多可行性数据以

完善方法。
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