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宁夏桶装水中铜绿假单胞菌的污染情况、

耐药性及同源性分析

冯秀娟*，董川，苏洋，高俊峰

（宁夏回族自治区食品检测研究院，宁夏银川 750004）

摘要：为综合评价宁夏桶装水生产企业铜绿假单胞菌污染情况、耐药性及系统进化关系，确定污染来源，提升

产品质量，该研究对企业各生产环节的水样进行铜绿假单胞菌检测，并采用全自动微生物鉴定系统（VITEK-2）、基

质辅助激光解吸电离 -飞行时间质谱仪（Matrix Assisted Laser Desorption Ionization-time of Flight Mass Spectrometry，

MALDI-TOF MS）、16S rRNA 测序法对分离菌株进行鉴定。铜绿假单胞菌的耐药性实验应用微生物全自动鉴定

及药敏系统检测，采用 16S rRNA 基因序列测序构建系统发育树，MALDI-TOF MS 进行同源性分析。结果表明，

VITEK-2、MALDI-TOF MS、16S rRNA 鉴定结果与常规方法分离的 24 株阳性菌株鉴定结果 100% 相符。耐药性结

果表明，24 株铜绿假单胞菌中 2 株为耐药菌株，分别是 5-B-1，7-C-5，耐药率为 8.3%，说明水源性菌株的耐药水

平总体偏低。质谱结果表明来自同一地区的阳性菌株亲缘关系较近；16S rRNA 系统发育表明铜绿假单胞菌分离株与

地域不存在明显的相关性，但同一来源的铜绿假单胞菌属于同一簇，其来源主要为水源。该研究为桶装水中铜绿假

单胞菌的污染溯源积累了数据，为进一步研究菌种污染溯源提供理论依据。

    关键词：铜绿假单胞菌；耐药分析；基质辅助激光解吸电离 -飞行时间质谱；16S rRNA ；同源性分析
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水是生命之源，老百姓生活离不开水，为更好

的享受生活，越来越多的家庭、学校、企事业单

位选择桶装饮用水。目前，饮用桶装水已相当普

遍。随之而来的是桶装水相关的质量安全问题报道

层出不穷 [1-3] 。全国各地包装饮用水的抽检调查结

果显示，最突出的不合格检验指标为铜绿假单胞菌

（Pseudomonas aeruginosa） [4-7] ，国内外研究表明 [8-10] 包

装饮用水中铜绿假单胞菌的检出率较高。铜绿假

单胞菌是一种常见的条件致病菌 [11] ，天然耐药性极

强 [12,13] ，对免疫力低下或丧失免疫力的患者来说具

有较高的致病风险 [14,15] 。铜绿假单胞菌常见于动物

的肠道及人的体表等部位，也分布在空气、水源、

土壤等自然环境中 [16-18] 。目前，我国对医源性铜绿

假单胞菌耐药性的研究比较广泛 [19-21] ，而对于水源

性铜绿假单胞菌的耐药性研究比较少。消费者饮用

受污染的瓶装水，尤其是免疫功能低下的患者饮用

污染了铜绿假单胞菌的桶装水，可能导致铜绿假单

胞菌感染 [22-23] 。对铜绿假单胞菌进行耐药性及同源

性分析，对污染源的识别和污染检测分析途径的追

踪有重要意义 [24] 。MALDI TOF MS [25-27] 具有速度快、

高通量、低成本的优势，可快速鉴定出微生物类别，

也可进行微生物同源性分析。16S rRNA [28,29] 基因序

列测序后的同源性分析是细菌分类和鉴定的重要手

段，在细菌分类和同源性研究中被广泛应用。

本文采集桶装水生产企业各环节的样品检测铜

绿假单胞菌，采用法国梅里埃公司的革兰氏阴性菌

药敏卡片检测了阳性分离菌株对 14 种抗生素的耐

药性。利用基质辅助激光解吸电离 - 飞行时间质谱

（MALDI-TOF MS）、16S rRNA 基因序列测定方法

对检出的铜绿假单胞菌进行同源性分析，旨在初步建

立宁夏地区水源性铜绿假单胞菌菌株数据库及其药

敏数据库，以期为桶装饮用水生产企业防控铜绿假单

胞菌污染提供理论依据，为市场监管部门有效监管提

供参考依据，以保障广大消费群众的饮水安全。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

材料：实验中所用样品采自宁夏五个地市包括

银川、吴忠、固原、中卫、石嘴山（覆盖宁夏全区）

桶装饮用水生产企业的各个环节。

采样袋；假单胞菌琼脂基础培养基 CN、King’s 
B 培养基、乙酰胺液体培养基、绿脓菌素测定用培

养基、营养琼脂、氧化酶试剂、纳氏试剂，北京陆

桥技术股份有限公司；VITEK-2 GN13 革兰氏阴性

菌药敏鉴定卡及 GN 鉴定卡，法国生物梅里埃公司；

细菌基因组 DNA 提取试剂盒；引物，上海生工生物

工程技术服务有限公司合成；质谱样本预处理试剂

α-氰基 -4-羟基肉桂酸（α-Cyano-4-Hydroxycinnamic  
Acid，HCCA），安图生物工程有限公司。 

1.2 仪器设备

VITEK-2 Compact 全自动微生物鉴定仪，法国

生物梅里埃公司；基质辅助激光解吸电离 -飞行时

间质谱（MALDI-TOF MS），安图生物工程有限公司；

PCR 仪；凝胶成像系统；恒温培养箱（36±1）℃；

立式自动压力蒸汽灭菌器（GR850DF），致微仪器

有限公司；微生物膜过滤系统和配套滤膜；均质器；

高速台式冷冻离心机（≥ 7 000 r/min），加热模块

（100±1）℃等。

1.3 试验方法

1.3.1 铜绿假单胞菌的分离纯化与鉴定 
样品采集：选择企业不同生产环节采样，水源

identification results of the VITEK-2 system, MALDI-TOF MS, and 16S rRNA gene sequencing were 100% consistent with 

the identification results of the 24 positive strains isolated using conventional methods. Two of the 24 P. aeruginosa strains, 

5-B-1 and 7-C-5, were drug-resistant, and the drug resistance rate was 8.3%, indicating that the drug resistance level of water-

borne strains was low. The mass spectrometry results showed that the positive strains from the same area were closely related. 

The phylogeny analysis showed that the isolates of P. aeruginosa were not related to the geographical region, but the strains 

of P. aeruginosa from the same source were in the same cluster, and the main source of P. aeruginosa was water. This study 

provides accumulated data for the contamination traceability of P. aeruginosa in barreled water and the theoretical basis for 

further research on contamination traceability of bacterial species.

Key words: Pseudomonas aeruginosa; drug resistance analysis; matrix-assisted laser desorption ionization-time of 

flight mass spectrometry; 16S rRNA; homology analysis
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水、成品罐、罐装口等部位有水龙头，用酒精棉球

对水龙头嘴消毒后，打开水龙头放水 1 min，然后

用 500 mL 的无菌采样袋进行采样；盛水的容器桶

随机抽取，用 250 mL 0.85% 的无菌生理盐水涮洗

容器，将洗液作为检测样品。共采集 14 家企业 138
份样品。水样按照 GB 8538-2016《食品安全国家标

准 饮用天然矿泉水检验方法》中 57 的要求进行实

验，将 250 mL 水样用孔径为 0.45 μm 的滤膜过滤，

将过滤后的滤膜贴在已制备好的 CN 琼脂平板上，

平板倒置于（36±1）℃培养箱中培养 24~48 h，观

察结果。（1）所有显蓝色或绿色（绿脓色素）的菌

落，经绿农菌素确证试验，判定为铜绿假单胞菌。（2）
将需验证的产荧光不产绿脓菌素及红褐色不产荧光

的可疑菌落进行纯化，分别采用微生物传统方法、

VITEK-2、MALDI-TOF MS、16S rRNA 测序法进

一步确认。

1.3.2 耐药性分析 

采用法国梅里埃公司的革兰氏阴性菌药敏卡

片对分离得到的 24 株铜绿假单胞菌进行耐药性分

析。选择美国国家临床实验室标准化委员会标准中

规定的 14 种抗生素分别为：阿米卡星（Amikacin，
AMK）、庆大霉素（Gentamicin，GEN）、头孢吡

肟（Cefepime，FEP）、 头 孢 他 啶（Cef-tazidime，
CAZ）、 头 孢 哌 酮（Cefoperazone，CPZ）、 头 孢

唑 林（Cefazolin，CEF）、 头 孢 替 坦（Cefotetan，
CFO）、 哌 拉 西 林 / 他 唑 巴 坦（Tazobactam，

TZP）、亚胺培南（Imipenem，IMP）、磺胺甲基

异 恶 唑（Sulfamethoxazole，SMZ）、 环 丙 沙 星

（Ciprofloxacin，CIP）、左氧氟沙星（Levofloxacin，
LVX）、四环素（Tetracycline，TE）和米诺环素

（Minocycline，MIN）， 以 铜 绿 假 单 胞 菌 ATCC 
27853、ATCC10145 作为质控菌株。

1.3.3 同源性分析 
1.3.3.1 MALDI TOF 分析

将分离的 24 株铜绿假单胞菌分别接种于营养

琼脂平板，放置于（36±1） ℃培养箱中培养 24 h。
用无菌接种环挑取单个菌落，将其均匀的涂布于

MALDI TOF MS 的样品靶板上，加入 1 μL 裂解液，

室温条件下自然晾干，然后，在其表面滴加 1 μL 
HCCA 基质溶液，待自然晾干后利用 MALDI-TOF 
MS 进行检测，仪器检测器测得样品分子的分子量

后生成特异性的铜绿假单胞菌蛋白质组指纹图谱，

并与仪器内的微生物数据库图谱进行比对，从而得

到分离菌鉴定结果。通过软件分析鉴定结果，将所

有鉴定为铜绿假单胞菌的蛋白图谱导入图谱数据库

进行聚类分析，最终形成聚类分析图谱，进行同源

性分析。 

1.3.3.2 16S rRNA 基因序列分析

采用细菌基因组 DNA 提取试剂盒提取 24 株

铜绿假单胞菌及标准菌株的 DNA，采用通用引物

27F/1492R（27F ：5′-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3′，
1492R ：5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′） 扩 增 16S 
rRNA 基因片段，PCR 结束后，配制 1% 琼脂糖凝

胶添加 gelred 预染色液，通过电泳检测扩增产物，

将 PCR 产物（目标扩增片段为 1 425 bp）送上海生

物工程有限公司测序，将测序后的序列在 NCBI 上
BLAST 进行序列比对，采用软件 Clustal X 1.83 及

MEGA 7.0 构建系统进化树。

1.3.4 数据分析

阳性菌检出结果数据分析：检出阳性菌株的数

量占到采样总数的百分比，即为阳性率。耐药性结

果分析：某一抗生素耐药性的样品数量与总样品数

（耐药与敏感）的比值，即为耐药率；敏感性的样

品数量与总样品数（耐药与敏感）的比值，即为敏

感率。

2 结果与分析

2.1 铜绿假单胞菌的检测

根据表 1 结果可知，采集的 138 份样品中共检

出铜绿假单胞菌 24 份，阳性率为 17.4%，各生产环

节铜绿的检出率分别是水源水 15.4%，冲洗容器水

12.5%，清洗后容器 30.9%，灌装口水 11.1%。分析

数据可知，清洗后容器铜绿的检出率最高，14 家企

业 7 家检出铜绿，高达 50%。由此可知容器清洗环

节较易出现问题，在生产中要重点关注该环节。水

源水和灌装口水环节虽然也检出，但存在偶然性，

与企业的规模以及卫生状况有关联。冲洗容器用水

环节因受限于企业生产工艺，采集的水样不多，但

检出铜绿，表明该环节存在一定风险。

将表 1 中检出的铜绿假单胞菌分离纯化，分别

进行编号，其编号的具体信息见表 2。分离纯化后

得到的 24 份分离株，1 株为深绿色（12-C-3），其

余菌落均为浅绿色，24 株菌均产荧光，未检出红褐

色与非蓝色产荧光菌。
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表 1  桶装饮用水企业各环节铜绿假单胞菌检测结果

Table 1 Detection results of Pseudomonas aeruginosa in every link of barreled drinking water enterprises

企业编号
水源水 冲洗容器水 清洗后容器 精滤后水 灌装口水 瓶盖

样品 阳性 样品 阳性 样品 阳性 样品 阳性 样品 阳性 样品 阳性

1 2 0 / / 5 2 2 0 2 1 / 0

2 2 0 / / 5 1 2 0 2 0 / 0

3 2 0 / / 5 4 2 0 / / / 0

4 2 1 / / / / 2 0 / / / 0

5 2 0 2 1 / / 2 0 2 0 / 0

6 2 0 2 0 5 0 2 0 2 0 / 0

7 / / / / 5 2 / / / / 5* 0

8 2 0 2 0 5 0 2 0 2 0 5* 0

9 2 0 / / 5 1 2 0 2 0 5* 0

10 2 0 2 0 5 0 2 0 2 0 5* 0

11 2 0 / / 5 0 2 0 2 0 5* 0

12 2 2 / / 5 5 2 0 2 1 5* 0

13 2 0 / / 5 2 2 0 / / 5* 0

14 2 1 / / / / / / / / / /

各环节样品总数 26 4 8 1 55 17 24 0 18 2 7 0

各环节阳性率 /% 15.4 12.5 30.9 0 11.1 0

总阳性率 /% 17.4

注：“/”表示未取样检测，“0”表示未检出，“5*”表示一份样品。

2.2 耐药性结果分析

药敏结果见表 3，24 株纯化菌对阿米卡星

（AMK）、庆大霉素（GEN）、头孢吡肟（FEP）、
头孢他啶（CAZ）、头孢哌酮（CPZ）、哌拉西

林 / 他唑巴坦（TZP）、亚胺培南（IMP）不耐

药，对环丙沙星（CIP）、左氧氟沙星（LVX）耐

药率分别为 8.3%，4.2%，其中 12-C-4 对环丙沙

星中度敏感，对头孢唑林（CEF）、磺胺甲基异

恶唑（SMZ）、四环素（TE）、米诺环素（MIN）

耐药率达 100%，对头孢替坦（CFO）耐药率为

95.8%，其中 5-B-1、7-C-5 为 6 重耐药。结果表

明：宁夏地区水源性铜绿假单胞菌对 14 种抗生素

中 5 种耐药，耐药率达 35.7%，其中大多菌株的

耐药性与标准菌株 ATCC27853、ATCC10145 一

致，只有 2 株为耐药株，抗生素耐药水平较低，

与其它省区耐药性水平偏低结果一致 [14,19] 。其次，

水中铜绿假单胞菌与院感的铜绿假单菌在耐药性

上有较大的区别，院感株的耐药性较高  [30] 。

表 2  铜绿假单胞菌阳性菌株来源及编号

Table 2 Sources and number of the Pseudomonas aeruginosa

水源水 冲洗容器水 清洗后容器 灌装口水

0 / 1-C-2、1-C-4 1-E-1

0 / 2-C-3 0

0 / 3-C-2、3-C-3、3-C-4、3-C-5 /

4-A-2 / / /

0 5-B-1 / 0

0 0 0 0

/ / 7-C-1、7-C-5 /

0 0 0 0

0 / 9-C-5 0

0 0 0 0

0 / 0 0

12-A-1
12-A-2 / 12-C-1、12-C-2、12-C-3、

12-C-4、12-C-5 12-E-2

0 / 13-C-2、13-C-3 /

14-A-1 / / /

注：编号前面的数字代表企业，字母代表生产环节，后

面数字代表同一来源样品。
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表 3  24株铜绿假单胞菌的耐药结果

Table 3 Drug sensitivity of 24 Pseudomonas aeruginosa strains

菌株编号
抗生素种类

AMK GEN FEP CAZ CPZ CEF CFO TZP IMP SMZ CIP LVX TE MIN
1-C-2 S S S S S R R S S R S S R R
1-C-4 S S S S S R R S S R S S R R
1-E-1 S S S S S R R S S R S S R R
2-C-3 S S S S S R R S S R S S R R
3-C-2 S S S S S R R S S R S S R R
3-C-3 S S S S S R R S S R S S R R
3-C-4 S S S S S R R S S R S S R R
3-C-5 S S S S S R R S S R S S R R
4-A-2 S S S S S R R S S R S S R R
5-B-1 S S S S S R R S S R R S R R
7-C-1 S S S S S R R S S R S S R R
7-C-5 S S S S S R S S S R R R R R
9-C-5 S S S S S R R S S R S S R R

12-A-1 S S S S S R R S S R S S R R
12-A-2 S S S S S R R S S R S S R R
12-C-1 S S S S S R R S S R S S R R
12-C-2 S S S S S R R S S R S S R R
12-C-3 S S S S S R R S S R S S R R
12-C-4 S S S S S R R S S R I S R R
12-C-5 S S S S S R R S S R S S R R
12-E-2 S S S S S R R S S R S S R R
13-C-2 S S S S S R R S S R S S R R
13-C-3 S S S S S R R S S R S S R R
14-A-1 S S S S S R R S S R S S R R

ATCC27853 S S S S S R R S S R S S R R
ATCC10145 S S S S S R R S S R S S R R

注：R 表示耐药，S 表示敏感。

13-C-3 来自回收桶，由此表明回收桶的重复使用不

仅引起铜绿假单胞菌的污染，也增加了铜绿假单胞

菌异地传播的风险。

2.4 16S rRNA序列分析

从 NCBI 数据库中下载 3 株铜绿假单胞菌

标 准 菌 株 P. aeruginosa ATCC 27853（genebank 
AF094719.1）、P. aeruginosa ATCC 15442（genebank 
AF094718.1）、P. aeruginosa CMCC(B)10104
（genebank MK341714.1）， 将 其 与 24 株 菌 测 序

后的 16s rRNA 基因序列在 NCBI 上经过 BLAST
比对，比对结果显示：铜绿假单胞菌的同源性在

99.4% 以上。图 2 是以荧光假单胞菌 Pseudomonas 
fluorescens OP493230.1 为 外 群 的 16S rRNA 基 因

序列系统发生树，从图中可知 24 株分离株和 3

2.3 MALDI TOF结果分析

24 株菌经 MALDI TOF MS 测试，其结果均为

铜绿假单胞菌，鉴定结果得分大多都在 9.4 分以上，

该结果与传统方法鉴定结果一致。通过将 24 株铜

绿假单胞菌的蛋白质指纹图谱进行聚类分析。24 株

铜绿假单胞菌的亲缘关系树如图 1 所示，亲缘关系

树分为两大类：A类与B类，其中A类群又分为两类，

一类只包含检出的 1-E-1，其与标准菌 ATCC27853
和 ATCC15442 为一簇，表明该株菌与两株标准菌

在蛋白成分上很相似；另一簇的菌株来自 3 个市区

的水厂，其中来自同一地区的阳性菌株亲缘关系较

近（如红、蓝框所示），标准菌株 CMCC10104 与

12-C-5（固原市区水厂回收桶）的阳性株亲缘关系

近。B 类群中除 13-C-3 外都是同一市区的阳性株，
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株标准株分成两大类群，A 类群来自三个区域，

7-C-5 来自青铜峡市，9-C-5、12-C-1~12-C-5、12-
E-2 来自固原市，2-C-3、3-C-2 来自永宁县，其与

ATCC27853、ATCC15442 属同一类群，除 12-E-2
外其余菌株来自回收桶，表明来源相同的菌株亲缘

关系较近，但菌株的分型与地域没有明显的对应关

系。本结果与国内报道的结果一致 [19] 。B 类群也分

布在不同的市区，但水源水中分离的阳性菌 4-A-2、
12-A-1、12-A-2、14-A-1 都在该群，表明来自水源

的铜绿假单胞菌具有相同的簇。

图 1 菌株 MALDI TOF MS 同源性结果

Fig.1 The result of MALDI TOF MS homologyg

图 2 菌株 16s rRNA 基因测序系统发育树

Fig.2 The phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequencing 
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3 结论

本研究主要通过对企业水源水、各环节水样中

所存在的铜绿假单胞菌进行检测，其中回收桶清洗

环节铜绿的检出率最高。究其原因：企业为节省成

本，会对水桶进行回收再利用，回收的桶在用前要

清洗消毒。部分企业没有配备清洗水桶的专用设备，

致使桶消毒不彻底，微生物残留造成交叉污染。配

备了清洗水桶专用设备的企业，因设置的清洗程序

以及所用的消毒剂的浓度达不到清洗要求，清洗桶

用的水没有严格把控，造成污染源。水源水和灌装

口环节也有检出，这与企业的规模以及卫生状况相

关，也因部分企业的灌装车间的洁净度并未达到万

级的要求，环境潮湿、常有积水，铜绿假单胞菌在

潮湿环境下容易滋生；生产设备的维护保养不及时、

贮水罐和管道无冲洗消毒设施。耐药性分析结果表

明宁夏地区水源性铜绿假单胞菌抗生素耐药水平总

体偏低，本次分离出 2 株 6 重耐药株，这与国内同

行报道从水源中分离出多重耐药菌株结果一致。尽

管水源性铜绿假单胞菌耐药性远低于临床分离株，

但仍要加强关注并监测桶装饮用水中铜绿假单胞菌

的耐药情况，以保障广大消费群体的饮水安全。

MALDI TOF MS 具有速度快、高通量、低成本

的优势，可快速鉴定出微生物类别，也可进行微生

物同源性分析。采用常规手段分离的 24 株分离株

经飞行时间质谱鉴定均 100% 符合生化鉴定结果。

MALDI TOF MS 通过蛋白质指纹图谱进行聚类分析

的结果表明，铜绿假单胞菌的分型与地域有明显的

对应关系，同一地区分离的铜绿假单胞菌亲缘关系

较近，出现地域偏差较大的菌株（如 9-C-5）来自

回收桶，再次验证重复利用回收桶污染风险较大，

可能会引起跨地域的交叉污染。16S rRNA 系统发

育分析结果表明其与各标准菌株同源性达 99.4%，

来源相同的菌株亲缘关系较近，但菌株的分型与地

域没有明显的对应关系，这与该法在近亲缘关系的

菌株分型上有局限性有关，在一定程度上暴露了该

方法在需要进行近亲缘关系菌株分析上存在不足。

综上，本研究对检出铜绿假单胞菌的污染环节进行

了梳理并分析了污染的原因，收集了宁夏地区水源

性铜绿假单胞菌，建立了菌株资源库及药敏数据

库。采用铜绿假单胞菌的快速检测方法定期监控水

源，确保水源水不受污染；进一步了解水源性铜绿

假单胞菌的特性，在回收桶的清洗消毒环节、灌装

及贮存环节优化消毒流程达到消除铜绿假单胞菌的

目的，为实现桶装水中铜绿假单胞菌的防控提供技

术支持。MALDI TOF MS 与 16S rRNA 的同源性分

析可以为桶装水中铜绿假单胞菌的污染溯源积累数

据。MALDI TOF MS 在蛋白水平上的同源性分析与

16S rRNA 在分子水平上的同源性分析结果存在差

异，具体原因仍需在后期研究中加大菌株的分析数

量进一步确证；同时将分子分型、多重耐药菌株毒

力因子分析作为今后的研究重点。
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