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重组酶聚合酶快速扩增法测定瓶(桶)装水中 
铜绿假单胞菌 

刘  辉, 张  娟*, 张  燕, 赵丹霞, 吴胜泽 
(广东产品质量监督检验研究院, 佛山  528300) 

摘  要: 目的  建立重组酶聚合酶扩增法(recombinase polymerase amplification, RPA)检测瓶(桶)装水中铜绿

假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa)的分析方法。方法  通过基因组 DNA 提取、RPA 扩增反应方法对样品进

行检测。结果  该方法能够在 20 min 内特异地检测出铜绿假单胞菌, 方法检出限为 10 pg/µL 铜绿假单胞菌基

因组模板, 对人工污染的水样最低检出限为 36 CFU/mL, 且重复性良好。结论  本研究建立的 RPA 检测方法

能特异、准确、高效地检测出铜绿假单胞菌, 而且操作简单、耗时短, 为瓶(桶)装水中铜绿假单胞菌的快速诊

断提供技术参考。 
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Establishment of a recombinase polymerase amplification technology to 
detect Pseudomonas aeruginosa in bottled (or barreled) water 

LIU Hui, ZHANG Juan*, ZHANG Yan, ZHAO Dan-Xia, WU Sheng-Ze 
(Guangdong Testing Institute for Product Quality Supervision, Foshan 528300, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of Pseudomonas aeruginosa in bottled (or 

barreled) water by recombinase polymerase amplification (RPA) technology. Methods  The samples were detected 

by genomic DNA extraction and RPA amplification. Results  The method could detect Pseudomonas aeruginosa 

within 20 min and the method detection limit was 10 pg/µL. The minimum detection limit of artificial pollution water 

sample was 36 CFU/mL. The method repeatability was good. Conclusion  The established RPA detection method 

can detect Pseudomonas aeruginosa specifically, accurately and efficiently, and it is simple to operate and less 

time-consuming. It will provide a technical reference for the rapid diagnosis of Pseudomonas aeruginosa in bottled 

(or barreled) water. 
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1  引  言 

铜绿假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa)是一种重要的

水源性致病菌, 广泛存在于各类型水体中, 可用于评价水体

的微生物污染状况。随着人们生活水平的提高, 高品质的水

越来越受到消费者的青睐, 但成品水中时有曝出检出铜绿假

单胞菌。Vargal[1]在匈牙利 492 份成品水中 7 份检出铜绿假单

胞菌, 问题发现率为 1.4%。魏磊等[2]在全国 9 个省 36 家水厂

采集 108 份样品, 其中 34 份水样检出铜绿假单胞菌, 问题发

现率为 31.5%。王全新等[3]为了了解禹州市居民桶装饮用水中

铜绿假单胞菌污染状况, 调查了30份桶装饮用水, 其中14份

检出铜绿假单胞菌, 检出率为 46.7%, 表明桶装水的生产工

艺不规范, 未严格按照 GMP 进行操作。张晓丽[4]对实验室接

受的委托送检的(瓶)桶装饮用水产品进行检验发现, 103 份样

品中 23 份检出铜绿假单胞菌, 污染率为 22.3%。骆业巧[5]对

宿迁市市售包装饮用水中铜绿假单胞菌的污染情况进行调查

发现, 88 份样品中 22 份样品检出铜绿假单胞菌, 检出率为

25.6%。钟菲菲[6]通过抽取企业生产的 135 份桶装水进行检测, 
发现 17 份检出铜绿假单胞菌, 检出率达 12.6%。刘思超等[7]

对惠州市 223 份桶装天然矿泉水和包装饮用水中铜绿假单胞

菌的污染状况进行检测分析, 24 份样品检出铜绿假单胞菌, 
存在 3 种典型菌株的菌落形态, 总阳性率为 10.76%。马群飞

等[8]采集检测福建省 77 个生产厂家已投入灌装生产的 80 处

饮用天然矿泉水水源, 铜绿假单胞菌检出阳性率为 22.5%, 
其检出率与水源的菌落总数和大肠菌群无显著相关性。李莉

等[9]对连云港市区内桶装饮用水进行铜绿假单胞菌检测, 150
份水样 39 份检出铜绿假单胞菌, 检出率为 26.0%, 与菌落总

数的检出率比较, 差异有统计学意义, 而与大肠菌群的差异

无统计学意义。周臣清等[10]对广州市售瓶(桶)装水中铜绿假

单胞菌的污染状况进行分析发现, 392件样品中铜绿假单胞菌

检出率为 5.1%。国内外各地水源中铜绿假单胞菌的检出率虽

有不同, 但均显示了一定程度的污染, 增加了消费者健康危

害的风险。如何控制铜绿假单胞菌的污染, 现已成为生产企

业重点关注的问题。 
目前, 铜绿假单胞菌的实验室检测方法主要是传统

的分离培养法。但传统的检测方法因为周期长、步骤繁琐、

试剂有毒等特点, 远不能满足现代检测的需求。随着分子

生物学检测技术的发展, 各种快速检测技术应运而生, 缩
短了检测时间, 提高了检测效率[11‒13]。但这些技术存在需

要使用复杂的仪器, 对操作人员要求高等问题, 限制了其

在应急检测中的应用。核酸恒温扩增技术由于无需特殊设

备, 反应速度快, 灵敏度高等特点, 在诸多领域已经得到

广泛应用。重组酶聚合酶扩增法(recombinase polymerase 
amplification, RPA)作为一种新型的恒温扩增技术, 反应模

式与 PCR 类似, 但不需要加热变性步骤, 而是利用重组酶

代替高温解链, 采用单链结合蛋白防止 DNA复性, 整个反

应仅需 15~20 min 完成。相对比较成熟的环介导等温扩增

技术, RPA 引物设计简单, 无需加热反应, 扩增产物可进

行后续分析。本研究以铜绿假单胞菌为研究对象, 建立快

速、灵敏的 RPA 检测方法, 弥补和完善现有快速检测技术

的缺憾, 为进一步推进我国食源性致病菌的快速监测发展

提供有效的技术支持。 

2  材料与方法 

2.1  实验菌株 

铜绿假单胞菌标准菌株(ATCC 27853)、产气荚膜梭菌

标准菌株(ATCC 13124)、大肠埃希氏菌标准菌株(ATCC 
25922)(广东环凯微生物科技有限公司); 荧光假单胞菌标

准菌株(CICC 21620)(中国工业微生物菌种保藏管理中心); 

桶装水中分离并鉴定的 3 株铜绿假单胞菌(Pae-1、Pae-2、

Pae-3)。 

2.2  实验材料与仪器 

实验标准菌株、乙酰胺肉汤(广东环凯微生物科技有

限公司); 0.45 µm 滤膜(美国 Millipore 公司); 细菌基因组提

取试剂盒(美国 Omega Bio-Tek 公司); 铜绿假单胞菌 RAA
荧光检测试剂盒(杭州众测生物科技有限公司)。 

HTY-30B 不锈钢六联过滤系统(浙江泰林生物技术股

份公司); GHP-9160 隔水式恒温培养箱(上海一恒科技有限

公司); CL-40M 高压蒸汽灭菌锅(日本 ALP 公司); Quant 
Studio 7 Flex 实时荧光定量 PCR 仪、Nanodrop 2000 微量

紫外分光光度计[赛默飞世尔科技(中国)有限公司）。 

2.3  实验方法 

2.3.1  基因组 DNA 提取 
取3 mL过夜增菌的培养基在室温下4000 g离心10 min, 

吸走上层培养基, 加入 100 µL TE 缓冲液, 涡旋混匀, 再加入

10 µL 溶菌酶, 37 ℃孵育 30 min; 孵育完毕后加入 100 µL 
BTL 缓冲液和 20 µL 蛋白酶 K 溶液涡旋混匀, 55 ℃振荡水浴

1 h; 水浴完后 10000 g 离心 2 min, 转移上清液至 1.5 mL 离心

管中, 在此过程中注意不要吸取到下层沉淀物; 加入 220 µL 
BDL 缓冲液, 涡旋混匀, 65 ℃孵育 10 min, 再加入 220 µL 无

水乙醇, 以最大转速涡旋 20 s 混匀; 将硅胶柱放入 2 mL 收集

管中, 转移全部样品提取液至硅胶柱中, 10000 g 离心 1 min, 
弃掉滤液和收集管; 将硅胶柱重新放入 1 个新的收集管中, 
加入 500 µL HBC 缓冲液, 10000 g 离心 1 min; 弃掉滤液后重

复使用收集管, 加入 700 µL DNA 洗脱液, 10000 g 离心 1 min, 
弃掉滤液后再重复此步骤 1 次; 弃掉滤液后, 把硅胶柱重新

放入收集管中, 以最大转速(≥10000 g)离心 2 min 以干燥硅

胶柱, 然后弃掉收集管, 将硅胶柱放入1个新灭菌的  1.5 mL
离心管中, 加入预热至 65 ℃洗脱液 100 µL, 放置室温 3~    
5 min, 然后 10000 g 离心 1 min 洗脱 DNA。DNA 提取纯化后
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保存于‒20 ℃备用。 
2.3.2  RPA 扩增反应 

按照 RPA 荧光检测试剂盒说明书进行操作。反应体

系为 50 µL, 向装有干粉酶制剂的反应管中加入 45.5 µL 反

应缓冲液, 再分别加入 2.0 µL 待测 DNA、阳性对照(铜绿

假单胞菌标准菌株的基因组)或阴性对照(灭菌的去离子

水), 在反应管盖上加入 2.5 µL 的醋酸镁溶液, 盖上管盖, 
上下颠倒充分混匀 5~6 次, 低速离心 10 s。RPA 反应干粉

酶制剂包含 SSB 单链结合蛋白、重组酶蛋白、DNA 聚合

酶、Exo 核酸外切酶和辅酶等。 
扩增反应程序: 预热, 39 ℃, 40 s, 一个循环; 扩增, 

39 ℃, 30 s, 30 个循环, 收集荧光信号。 
2.3.3  灵敏度检测 

以铜绿假单胞菌标准菌株基因组 DNA 为模板评价

RPA 反应的灵敏度。将初始浓度为 98 ng/µL 的铜绿假单胞

菌基因组 DNA 稀释至 10 ng/µL, 然后再进行梯度稀释, 分
别得到浓度为 10 ng/µL、1.0 ng/µL、100 pg/µL、10 pg/µL、

1.0 pg/µL 的铜绿假单胞菌基因组 DNA 样本, 各取 2.0 µL
模板 DNA 进行 RPA 反应。 
2.3.4  特异性检测 

以从食品中分离并鉴定的铜绿假单胞菌、荧光假单胞

菌标准菌株、产气荚膜梭菌标准菌株、大肠埃希氏菌标准

菌株基因组为模板, 用铜绿假单胞菌引物和探针进行扩增, 
评价 RPA 方法的特异性。 
2.3.5  重复性验证 

以 2.3.3 中能检测出的最低基因组 DNA 浓度, 进行 3
组生物学重复, 验证检测方法的可重复性。 
2.3.6  人工污染样品检测 

铜绿假单胞菌(ATCC 27853)经过纯培养后, 用生理

盐水稀释至浓度约为 1.1 麦氏浊度, 然后进行 10 倍梯度稀

释。将不同稀释度的 1 mL 菌液分别添加到 250 mL 桶装水

样中(样品预先按照 GB 8538-2016《食品安全国家标准饮

用天然矿泉水检验方法》[14]检测, 未检出铜绿假单胞菌), 
用拍击式均质器连续均质 1~2 min, 用孔径为 0.45 µm 的滤

膜过滤, 将滤膜转移至 100 mL LB 肉汤, 均质, 分别取   
1 mL 模拟样品, 采用稀释平板法, 测定其活菌添加范围为

36～3.6×105 CFU/mL, 同时各另取 1 mL 模拟样品按照

2.3.1 提取基因组, 然后进行检测。 

3  结果与分析 

3.1  灵敏度 

以不同浓度梯度(10 ng/µL、1.0 ng/µL、100 pg/µL、

10 pg/µL)铜绿假单胞菌标准菌株基因组 DNA 为模板, 进
行 RPA 检测方法的灵敏度验证实验。如图 1 所示, 浓度为

10 ng/µL 时在 10 min 时即可观察到扩增, 不同浓度基因组

DNA 的扩增均可在 20 min 之内完成, 但随着浓度的降低, 
扩增起峰时间也随之延迟, 最低可检出 10 pg/µL 的基因组

DNA。空白及阴性对照均无扩增曲线出现。重复检测 3 次

均取得一致结果。 

3.2  特异性 

以荧光假单胞菌标准菌株、产气荚膜梭菌标准菌株、

大肠埃希氏菌标准菌株、铜绿假单胞菌标准菌株和从桶装

水中分离的 3 株铜绿假单胞菌(Pae-1、Pae-2、Pae-3)基因

组为模板, 验证 RPA 检测方法的特异性。结果表明, 只有

铜绿假单胞菌标准菌株和分离的铜绿假单胞菌株出现特异

性的扩增曲线, 空白对照和其他细菌均未出现相应的扩增, 
如图 2 所示。重复独立检测 3 次均取得一致性结果。 

 

 
 

图 1  铜绿假单胞菌灵敏度实验结果(n=3) 
Fig.1  Sensitivity results of Pseudomonas aeruginosa(n=3) 
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图 2  铜绿假单胞菌特异性实验结果(n=3) 
Fig.2  Specific results of Pseudomonas aeruginosa(n=3) 

 
 
 

3.3  重复性 

以最低检测模板浓度(10 pg/µL), 进行 3 组平行实验, 
验证 RPA 检测方法的重复性。结果表明, 3 组平行均出现

扩增曲线, 而空白对照和阴性对照无扩增曲线(如图 3 所

示), 说明 RPA 检测方法具有较好的稳定性。重复独立检测

3 次均取得一致性检测结果。 

3.4  人工污染样品的检测结果 

如图 4 所示, 人工污染铜绿假单胞菌的桶装饮用水

的检测结果表明, 当污染量≥36 CFU/mL, real-time RPA
即可在 8～20 min 时检出饮用水中的铜绿假单胞菌, 全部

反应均可在 20 min 内完成。重复独立检测 3 次均取得一

致结果。 
 
 
 

 
 

 
图 3  铜绿假单胞菌重复性实验结果(n=3) 

Fig.3  Repetitive results of Pseudomonas aeruginosa(n=3) 
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图 4  铜绿假单胞菌人工污染样品的实验结果(n=3) 
Fig.4  Artificially contaminated samples results of Pseudomonas aeruginosa(n=3) 

 

4  结论与讨论 

本研究初步建立了铜绿假单胞菌的 real-time RPA 检

测方法, 其检测灵敏度、特异性和重复性完全满足相关行

业的日常检测要求。在不降低检测灵敏度的情况下, 相比

同是恒温扩增的环介导恒温扩增技术 (loop-mediated 
isothermal amplification, LAMP), real-time RPA 方法仅需一

对引物和一条探针在接近常温的条件下即可完成扩增反应, 
因此更适合核酸的快速检测领域。 

目前瓶(桶)装饮用水的铜绿假单胞菌检测主要以传统

的生化培养为主, 鲜见其他快速检测方法的研发。张淑红

等[15]曾采用传统国标法 GB/T 8538 滤膜法、PCR 和 LAMP
方法进行比较发现, 国标法相比其他 2 种方法具有较低的

阳性检出率而且操作耗时, PCR 和 LAMP 具有更加快速灵

敏的特点。GB 8537-2018《食品安全国家标准 饮用天然矿

泉水》[16]明确规定饮用天然矿泉水中铜绿假单胞菌不得检

出, 这就对我国的饮用水企业的生产工艺提出了更高的质

控要求, 但是现有的传统方法无法适应企业的生产需求, 
同时传统方法对人员的技术要求也更高, 无法实现大批量

水样的快速检测。为了提高检测效率, 进一步拓展和应用

分子生物学方法, 本研究建立了基于恒温扩增的实时荧光

RPA, 相比 LAMP 扩增法, 具有更适合于生产企业铜绿假

单胞菌快速出厂检验的优势。 
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