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桶装水中铜绿假单胞菌耐药性分析及 RAPD-PCR 

分型研究 
 

曾晓琮，苏妙贞，韩志杰，陈丹霞，周露 

（广东省食品检验所，广东省酒类检测中心，广东广州 510435） 

摘要：采用 Kirby-Bauer 纸片扩散法和随机扩增多态性 DNA（Random Amplified Polymorphic，RAPD）分型法对 23 株水源性铜

绿假单胞菌进行耐药性及遗传多样性研究。药敏实验结果显示，23 株分离株对磺胺甲基异恶唑/甲氧苄氨嘧啶(SXT)、四环素(TE)、米

诺环素(MH)的耐药率分别为 69.4%、13.2%和 39.2%，对另外 13 种抗生素的敏感性几乎 100%。RAPD-PCR 指纹图谱聚类分析显示，

在相对系数为 62%时，引物 208 将 24 株菌分为 5 簇（A~E），其中 C 为主要的簇，引物 272 将 24 株菌分为 4 簇（F~I），其中 I 和 G

簇为主要的簇。23 株分离株中无耐药菌株主要集中在 B 簇，3 株多重耐药菌株集中在 D 簇，对 SXT、MH 耐药菌株主要集中在 I 簇。

本研究发现水源性铜绿假单胞菌具有较高的遗传多样性，且存在多重耐药，为水源性铜绿假单胞菌的污染溯源和控制提供了相应的数

据支持。 
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Typing of Pseudomonas aeruginosa Isolated from Barreled Water 
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Abstract: The Kirby-Bauer disk diffusion method and random amplified polymorphic DNA (RAPD) typing were used to study the 

antibiotic resistance and the genetic diversity of 23 waterborne Pseudomonas aeruginosa strains. The susceptibility test showed that the drug 

resistance rates of the 23 P. aeruginosa isolates to sulfamethoxazole/trimethoprim (SXT), tetracycline (TE), and minocycline hydrochloride (MH) 

were 69.4%, 13.2%, and 39.2%, respectively, while they showed an almost 100% susceptibility to the other 13 antibiotics tested. Cluster analysis 

of the RAPD-polymerase chain reaction (PCR) fingerprints showed that at a similarity coefficient of 62%, the strains were grouped into five 

clusters (A~E, cluster C as the dominant cluster) and four clusters (F~I, clusters I and G as the dominant clusters) by primers 208 and 272, 

respectively. Among 23 strains, those with no drug resistance were mostly grouped into cluster B, three multidrug-resistant isolates were grouped 

into cluster D, and cluster I contained most of the isolates that were resistant to SXT and MH. The results from this study revealed that 

waterborne P. aeruginosa strains have a high genetic diversity and multiple drug resistance, and provide corresponding supporting data for the 

tracking and control of waterborne P. aeruginosa contamination. 

Key words: Pseudomonas aeruginosa; antibiotic resistance; random amplified polymorphic deoxyribonucleic acid polymerase chain 

reaction 

 

据世界卫生组织(WHO)统计，人类 70%~80%的

疾病都与不洁净的饮用水有关。铜绿假单胞菌

(Pseudomonas aeruginosa)是一种重要的食源性和水源 
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性致病菌，因其能够在低营养的水环境中生存而广泛

存在于各类型水中，是化脓性感染的重要致病菌之一
[1]。近年来，桶装水因其便利的特点在家庭和公共场

所得到广泛的使用，然而，关于铜绿假单胞菌污染桶

装水的报道也逐渐增多，甚至引起食物中毒[2,3]。此外，

由于抗菌药物的使用，铜绿假单胞菌耐药现象逐渐成

为国内乃至全球性问题，给临床感染治疔带来巨大挑

战。2010 年美国 CAITAL 监测计划报道了 2722 株铜
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绿假单胞菌的耐药率，其中亚胺培南与美罗培南的耐

药率分别为 21.9%与 15.4%，且发现多药耐药菌株比

例达 14.8%[4]。根据我国 2013 年细菌耐药监测数据，

铜绿假单胞菌对碳青霉烯类的耐药率达到了 25%以

上，且出现了广泛耐药株[5]。季京淑[6]2010 年收集了

来自全国 22 个省市，65 家医院的 2818 株铜绿假单胞

菌，体外药敏试验结果显示亚胺培南、美罗培南和头

孢他啶的耐药率分别为 23.1%、18.1%和 15.3%，而其

他主要内酰胺类抗菌药物的耐药率在 15~25%左右。

徐立群[7]报道了68株铜绿假单胞菌对除多黏菌素外的

抗菌药物耐药率为 16.3%~35.2%。 
目前，对临床中获得的铜绿假单胞菌的耐药性研

究较多，而对于食品尤其是饮用水中分离得到的铜绿

假单胞菌，其抗药性情况亟待研究。此外，对耐药菌

进行分型研究可以了解耐药菌之间的关系，进而分析

出传播来源和途径，制定出有效的控制措施和预防策

略[8,9]。随机扩增多态性 DNA（Random Amplified 
Polymorphic，RAPD）分型是采用基因组遗传标记作

为单一引物，长度约为 10 bp，确保引物与模板的稳定

配对且允许一定程度的错配，通过随机 PCR 扩增产生

DNA 指纹图谱的一种遗传多样性分析技术[10]。RAPD
操作简单、成本较低，但重复性稍差，因而当只采用

RAPD 作为分型方法时，则需要采用两条以上的引物

进行 RAPD 分型[11]。尽管如此，RAPD 在诸多微生物，

如单增李斯特氏菌[11]、利什曼虫原虫[12]、白色念珠菌
[13]、肺炎克雷伯菌[14]和大肠埃希菌[15]等研究均有采

用，在铜绿假单胞菌的流行病学调查研究上也得到广

泛应用[16~18]。 
因此，在前期桶装水抽检的基础上，本研究对 23

株铜绿假单胞菌进行 16 种抗生素药敏性实验，及

RAPD-PCR 分型研究，以期为水源性铜绿假单胞菌污

染的溯源和控制提供相应的数据支持。 

1  材料与方法 

1.1  原料 

1.1.1  样品来源 
实验所用菌株为 1 株铜绿假单胞标准菌株 ATCC 

27853、1 株大肠杆菌标准菌株 ATCC 25922（购自广

东环凯生物技术有限公司）及 23 株野生型菌株。23
株野生型铜绿假单胞菌均来自日常桶装水抽检，依据

GB/T 8538-2008《饮用天然矿泉水检验方法》、GB 
19298-2014《食品安全国家标准 包装饮用水》筛查所

得，且经过 16S rRNA 基因序列分析法复核鉴定。实

验所用菌株相关信息如表 1 所示。 

表1 实验所用菌株 

Table 1 Strains used in this study 

序号 菌株来源  序号 菌株来源 序号 菌株来源 序号 菌株来源 

1 佛山  7 东莞 13 江门-1 厂 19 中山 

2 湛江  8 广州-1 厂 14 江门-1 厂 20 汕头 

3 韶关  9 河源-1 厂 15 广州-2 厂 21 惠州 

4 茂名  10 河源-2 厂 16 广州-2 厂 22 揭阳 

5 云浮  11 肇庆 17 广州-3 厂 23 清远 
6 梅州  12 江门-1 厂 18 中山 24 ATCC 27853 

1.1.2  培养基及主要试剂 
营养肉汤、Mueller-Hinton（MH）琼脂培养基购

自广东环凯生物技术有限公司；16 种抗生素纸片（阿

米卡星、庆大霉素、头孢吡肟、头孢他啶、头孢哌酮、

头孢哌酮/舒巴坦（2:1）、安曲南、环丙沙星、多粘菌

素 B、亚胺培南、美罗培南、哌拉西林、哌拉西林/
他唑巴坦、磺胺甲基异恶唑/甲氧苄氨嘧啶、四环素和

米诺环素）购自 Oxid 公司；DNA 提取试剂盒和 DNA 
marker 5000 购自 Takara 公司；电泳级琼脂糖购自

Biowest（西班牙）；超纯水、50×TAE、Gold View 购

自广州民塞生物科技有限公司；Dream TaqTM Green 
PCR Master mix（2×）购自 Fermentas 公司；RAPD-PCR
引物由华大基因合成。以上试剂均在有效期内使用。 

1.1.3  主要仪器设备 
冷冻离心机：SIGMA 1-15；Biometra DNA 扩增

循环仪（T-professional thermocycler）：德国 Biometra
公司；UVP 凝胶成像仪（ImageQuant 350 system）：美

国 GE Healthcare 公司；微量核酸测定仪（Bio 
Spec-nano spectrophotometer）：日本岛津公司；全自动

灭菌锅（ES-215）：日本 Tomy Digital Biology 公司；

超净工作台：中国苏净安泰公司；生物安全柜（新加

波，ESCO）；电热恒温培养箱：广东环凯微生物科技

有限公司。 

1.2  试验方法 

1.2.1  Kirby-Bauer 纸片扩散法 
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参照美国临床实验室标准化协会（Clinical and 
Laboratory Standards Institute，CLSI）抗菌药物敏感性

试验执行标准推荐的纸片扩散法及判定标准进行。以

P.aeruginosa ATCC 27853 为阳性对照，E. coli ATCC 
25922为质控菌株，选取16种临床常用的抗生素测试，

药片浓度和判断标准见表 2。根据抑菌圈直径判断是

属于敏感（S）、中介（I）还是耐药（R）。具有三种

或三种以上抗生素抗性的菌株定义为多重药耐药性菌

株。由于 CLSI 未提供铜绿假单胞菌对头孢哌酮/舒巴

坦、头孢哌酮、四环素、复方新诺明及米诺环素的折

点标准，故此五种药物结果的判读参照肠杆菌科细菌

在 CLSI（头孢哌酮、四环素、复方新诺明及米诺环素；

头孢哌酮/舒巴坦的折点参考头孢哌酮）的折点标准。 

表2 铜绿假单胞菌药敏试验抗生素信息 

Table 2 Antibiotics used in P. aeruginosa antimicrobial susceptibility tests 

分类 抗生素名称 英文名(缩写) 药片浓度/(μg/片) 
抑菌圈直径/mm 

敏感(S) 中介(I) 耐药(R)

氨基糖苷类 阿米卡星 Amikacin(AK) 30 ≥17 15~16 ≤14 
庆大霉素 Gentamicin(CN) 10 ≥15 13~14 ≤13 

头孢类 

头孢吡肟 Cefepime(FEP) 30 ≥18 15~17 ≤14 

头孢他啶 Ceftazidime(CZA) 30 ≥18 15~17 ≤14 

头孢哌酮 Cefoperazone(CFP) 30 ≥21 16~20 ≤15 

头孢哌酮/舒巴坦（2:1） Cefoperazone/sulbactam 2:1(SCF) 105 ≥21 16~20 ≤15 

单环内酰胺类 氨曲南 Aztreonam(ATM) 30 ≥22 16~21 ≤15 

氟喹诺酮类 环丙沙星 Ciprofloxacin(CIP) 5 ≥21 16~20 ≤15 

脂肽类 多粘菌素 B Polymyxin B Sulfate(PB) 300units ≥12 - ≤11 

碳青霉烯类 
亚胺培南 Imipenem(IPM) 10 ≥19 16~18 ≤15 

美罗培南 Meropenem(MEM) 10 ≥19 16~18 ≤15 

青霉素类 哌拉西林 Piperacillin(PRL) 100 ≥21 15~20 ≤14 

β-内酰胺/β-内酰

胺酶抑制复合物 
哌拉西林/他唑巴坦 Piperacillin /tazobactam(TZP) 100 ≥21 15~20 ≤14 

磺胺类 
磺胺甲基异恶唑/甲氧

苄氨嘧啶 

Sulphamethoxazole 

with trimethoprim (SXT) 
23.75/1.25 ≥16 11~15 ≤10 

四环素类 四环素 Tetracycline(TE) 30 ≥15 12~14 ≤11 
米诺环素 Minocycline(MH) 30 ≥16 13~15 ≤12 

注：R 表示 Resistant；S 表示 Susceptible；I 表示 Intermediate。 

1.2.2  RAPD-PCR 分型 
RAPD 引物 208（ACGGCCGACC）和 272（AGC 

GGGCCAA）参考文献[16]。PCR 反应体积为 25 µL，
其成分为：2 µL DNA 模板（浓度 25 µg/µL），2 µL 引

物（浓度 10 µmol/L），12.5 µL Dream TaqTM Green 
PCR Master mix（2×），超纯水补足 25 µL。扩增程序

为：首先 95 ℃预变性 5 min；然后 94 ℃变性 45 s，58 ℃
退火 45 s，72 ℃延伸 1 min 30 s，共进行 35 个循环；

后 72 ℃延伸 5 min。扩增产物进行 2%琼脂糖凝胶

电泳分离（100 V，40 min）。利用 UVP 凝胶成像仪拍

照并保存 TIFF 格式，并采用 Gel-ProAnalyzer 软件和

Ntsys 软件处理分析。 

2  结果与讨论 

 

2.1  分离株抗药性测定 

 
图1 23株铜绿假单胞菌体外药物敏感性 

Fig.1 Resistance 23 P. aeruginosa isolates 

注：R 表示耐药；I 表示中介；S 表示敏感；AK 表示阿米 
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卡星；CN 表示庆大霉素；FEP 表示头孢吡肟 CZA，头孢他啶；

CFP 表示头孢哌酮；SCF 表示头孢哌酮/舒巴坦（2:1）；ATM 表

示安曲南；CIP 表示环丙沙星；PB 表示多粘菌素 B；IPM 表示 

亚胺培南；MEM 表示美罗培南；PRL 表示哌拉西林；TZP 表

示哌拉西林/他唑巴坦；SXT 表示磺胺甲基异恶唑/甲氧苄氨嘧

啶；TE 表示四环素；MH 表示米诺环素。 

 

图2 23株铜绿假单胞菌体外药物敏感性分布 

Fig.2 Resistance patterns of 23 P. aeruginosa isolates 

如图 1 药敏实验结果所示，23 株铜绿假单胞菌对

AK、FEP、CZA、CIP、PB、IPM、MEM、PRL 和

TZP 有 100%敏感性；对 CFP 和 SCF 有 4.40%的中介

率；对 CN 和 ATM 有 4.40%的抗性；而对 SXT、TE
和 MH 的敏感性与其他 13 种抗生素有较大差异；对

SXT、TE 和 MH 的抗性为 69.60%、13.20%和 39.20%，

中介率为 17.40%、43.40%和 30.40%，敏感性为

13.00%、43.40%和 30.40%。图 2 显示，23 株分离株

中，无耐药菌株 6 株，耐 1 种抗生素 7 株，耐 2 种抗

生素 7 株，耐 3 种抗生素 3 株。菌株耐药性存在一定

多样性。 

2.2  分离株 RAPD-PCR分型 

 

 
图3 桶装水铜绿假单胞菌分离株RAPD聚类分析 

Fig.3 Dendrograms of P. aeruginosa strains from barreled 

water based on primers 

注：Ⅰ表示引物为 208；Ⅱ表示引物为 272。 

利用208和272两条引物对23株分离株和1株标

准菌株进行 RAPD 分型，结果经 Gel-Pro Analyzer 软
件和 Ntsys 软件处理后如图 3，在相似系数为 62%时，

引物 208 将 24 株菌分为 5 簇（A~E），其中 C 为主要

的簇，同一相似系数下，引物 272 将 24 株菌分为 4
簇（F~I），其中 I 和 G 簇为主要的簇。 

3  结论 

3.1  本研究对前期桶装水抽检中收集的 23 株铜绿假

单胞菌进行了 16 种抗生素药敏实验，发现有 6 株无耐

药，7 株对 1 种抗生素耐药，7 株对 2 种抗生素耐药，

3 株对 3 种抗生素耐药。其中，分离株对磺胺类（磺

胺甲基异恶唑/甲氧苄氨嘧啶）和四环素类（四环素、

米诺环素）耐药的耐药率分别达到 69.60%、13.20%及

39.20%。而分离株对氨基糖苷类（阿米卡星、庆大霉

素）、头孢类（头孢吡肟、头孢他啶、头孢哌酮、头孢

哌酮/舒巴坦）、单环内酰胺类（氨曲南）、氟喹诺酮类

（环丙沙星）、脂肽类（多粘菌素 B）、碳青霉烯类（亚

胺培南、美罗培南）、青霉素类（哌拉西林）、β-内酰

胺/β-内酰胺酶抑制复合物（哌拉西林/他唑巴坦）的敏

感性则远高于磺胺类和四环素类抗生素，敏感率范围

在 95.60%~100%。 
3.2  铜绿假单胞菌在临床上是一种重要的机会致病

菌，可引发尿道感染、呼吸系统感染、皮肤炎和菌血

症，尤其对于烧伤者、癌症患者和以及免疫功能不全

的艾滋病患者能引发一系列的系统性感染，该菌能够

通过医护工作者的手或者被污染的水等环境传播
[19,20]。过去数十年，人类在医疗和牲畜治疗上广泛使 
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用抗生素，导致了水中抗生素的残留和耐药菌株的进

化，从而导致严重的环境和公共健康问题[21]。近年来

关于水源性铜绿假单胞菌耐药性的报道逐渐增多。

2012 年李飞[22]及 2013 年魏磊[23]分别进行了广东省及

全国 9 个省的矿泉水和山泉水污染调查，筛查所得的

79 株铜绿假单胞菌未发现耐药性，这可能与采样地点

为人口稀疏的偏远地区及水源水均为地下水所受外界

作用较少有关。2012~2013 年徐励琴[24]对惠州市 80 份

桶装水中分离出的 8 株铜绿假单胞菌则对氨苄青霉

素、氨苄青霉素/舒巴坦、复方新诺明、头孢三嗪、头

孢唑啉、头孢替坦、呋喃妥因的耐药率达 100%。巴

西 Silva M.E.Z[25]等对从自来水、瓶装矿泉水和井水中

分离得到的 30 株铜绿假单胞菌进行药敏试验，分离株

普遍对氯霉素、庆大霉素和甲氧苄氨嘧啶磺胺甲基异

恶唑具有抗性，少量菌株对氨噻肟头孢菌素具有抗性。

而在临床上，2010 年季京淑[6]曾报道 2818 株铜绿假单

胞菌对磺胺甲基异恶唑/甲氧苄氨嘧啶、四环素、米诺

环素的耐药率分别为 92.1%、63.8%和 76.2%，对阿米

卡星等 13 种抗生素也有 4.2%~28.8%的抗性，与本研

究结果比较，临床分离株的耐药率普遍高于水源性分

离株，这与医院经常使用抗生素必然相关。Ce´line 
Slekovec[26]等评估了耐药性铜绿假单胞菌通过废水系

统从医院传播到环境中的危害，得出结论是耐药性铜

绿假单胞菌在废水处理系统下游及污泥中出现，对环

境污染产生了潜在的危害，因为污泥有可能作为肥料，

废水则可能进入江河，通过食物链进入人体。 
3.3  本研究推测，从桶装水中分离得到的铜绿假单胞

菌有向多重耐药发展的趋势。来自医院的耐药菌株可

能随水的传播进入到自然环境，使得水源性铜绿假单

胞菌的耐药性增强，从而危害人类和动物的健康。这

不仅提示我们应该合理使用抗生素，还警示桶装水厂

家须从水处理工艺、水桶清洁、生产过程控制等方面

加强监管，防止铜绿假单胞菌污染。时刻监测饮用水

中铜绿假单胞菌的耐药情况对保障人们饮水安全具有

重要意义。 
3.4  本研究通过 RAPD 对铜绿假单胞菌的多样性进

行研究。引物 208 将菌株分为 5 簇，引物 272 将菌株

分为 4 簇，相似系数在 0.62~1.00，反应出具有较高的

遗传多样性。相关研究发现[27]同一份样品中收集到的

菌株应该具有较高的相似性，从同一城市应该更能分

出型别相近或相同菌株（如本研究中编号 15 和 16 菌

株），而不同城市分离株则会表现出遗传多样性。但本

研究RAPD分型显示不同来源地域的菌株在不同的簇

中均有分布，来源同一地域的菌株也不一定在同一簇

(如编号 12、13 和 14 菌株)，这一方面显示了分离菌

株的遗传多样性，另一方面也提示我们今后仍需要不

断加强饮用水中铜绿假单胞菌的检测，以获取更多的

菌株，建立更完善的铜绿假单胞菌分型数据库，进而

对本省饮用水安全进行风险评估。此外，综合本次菌

株耐药性和RAPD-PCR 分型研究，我们发现，对 SXT、
MH 耐药菌株主要集中在Ⅰ簇，无耐药菌株则主要集

中在 B 簇，3 株多重耐药（编号 9、11 和 20）集中在

D 簇，这提示我们本次筛查的铜绿假单胞菌耐药性菌

株可能具有较近的亲缘性。进行菌种耐药机理、耐药

亲缘性和毒力基因分布研究将是下一步工作的重点。 
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