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我国包装饮用水中铜绿假单胞菌检验方法标准 

问题分析及其质量控制探讨 
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摘  要: 铜绿假单胞菌是包装饮用水中污染风险较大的一种条件致病菌。科学规范的检验方法标准能够为包

装饮用水中铜绿假单胞菌的监测提供良好的技术保障。GB 8538—2016《食品安全国家标准 饮用天然矿泉水

检验方法》是我国包装饮用水中铜绿假单胞菌检测主要依据的食品安全标准。本文对 GB 8538—2016 的条款

57(铜绿假单胞菌)存在的问题进行了分析, 对方法涉及的培养基、试剂以及滤膜进行质量控制的必要性和质量

控制方法进行了阐述, 以期为完善包装饮用水中铜绿假单胞菌的检验工作提供参考。 
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Analysis on the problems and quality control of standard for test methold of 
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ABSTRACT: Pseudomonas aeruginosa is a kind of opportunistic pathogen with high contamination risk in packaged 

drinking water. Scientific and standardized standard test method can provide good technical support to monitor 

Pseudomonas aeruginosa in packaged drinking water. GB 8538—2016 National food safety standard-Methods for 

testing natural mineral water for drinking is the main basis of food safety standard for the detection of Pseudomonas 

aeruginosa in packaged drinking water in China. This paper analyzed the problems on the item 57 (Pseudomonas 

aeruginosa) of GB 8538—2016, and expounded the necessity and quality control methods of the media, reagents and 

filtration membrane involved in the method, so as to provide reference for improving the inspection of Pseudomonas 

aeruginosa in packaged drinking water. 
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0  引  言 

随着人民生活水平的提高和对自身健康的日益关

注 , 加工生产的包装饮用水在水源、卫生和健康方面具

有越来越突出的优势 [1‒2]。目前 , 包装饮用水已成为饮

料行业的最大品类 [3], 其质量安全涉及到千家万户 , 关

系着社会公共安全。然而 , 世界卫生组织制定的饮用水

水质标准已明确指出 , 与饮用水有关的安全问题大多

来自微生物 [4]。微生物污染仍然是影响包装饮用水质量

的最主要问题 , 也是长期困扰生产企业质量控制技术

的难题 [5‒7]。分析我国近年来对各类食品监督抽检结果

数据 , 包装饮用水占了饮料样品中微生物不合格报道

的绝大多数 (90.78%), 且主要集中为桶装饮用水中铜

绿假单胞菌的超标问题 [6, 8‒10]。  

铜绿假单胞菌对生长条件要求低 , 对不良环境耐

受性强 , 广泛分布于自然界中 , 是一种重要的水源性

条件致病菌 [11]。自 2015 年 5 月以来 , 我国国家食品安

全标准 GB 19298—2014《食品安全国家标准  包装饮用

水》已将该菌作为各类包装饮用水质量检测指标之一。

GB 8538—2016《食品安全国家标准  饮用天然矿泉水

检验方法》则是我国包装饮用水中铜绿假单胞菌检测

唯一可参考的食品安全国家标准 , 是企业对产品质控

和政府实施抽检任务的重要检验依据。然而 , 该标准中

铜绿假单胞菌检验方法无论是语言文字规范性、严谨

性 , 还是技术参数科学性均存在较多问题 , 且缺乏科

学明确的质量控制原则和配套方法 , 难以发挥其正常

的技术指导功能。  

目前, 国内外研究学者更多关注铜绿假单胞菌的风

险监控、菌株生物学特性及新型检测方法开发等方面的研

究[9‒10, 12‒14], 较少对该菌检验方法标准及其质量控制方法

的规范性进行研究。本文较全面地从标准的语言文字、方

法技术参数以及关键质量控制方法等方面存在的问题进行

分析, 并提出相应的解决对策。对指导企业和政府部门对

该类产品的精准监控、完善工艺流程等具有十分重要的现

实意义。 

1  包装饮用水中铜绿假单胞菌检验方法标准问

题分析 

1.1  语言、文字问题 

GB 8538—2016《食品安全国家标准 饮用天然矿泉

水检验方法》中条款 57(铜绿假单胞菌)的行文内容方面

存在着诸如部分内容语句不严谨、条理性欠缺, 前后文

相关内容不一致, 部分操作步骤细节表述不清等问题。

一些学者对该标准中存在的问题进行研究时, 更多侧重

于方法技术内容或限量要求等, 对语言文字问题总结的

并不全面细致[5, 15‒17]。现将该方法标准中涉及的语言文

字问题及修改建议总结如表 1 所示。 

1.2  技术参数问题分析 

1.2.1  100 级的洁净工作台进行过滤操作必要性问题 

GB 8538—2016 中要求检测铜绿假单胞菌时应在 100

级的洁净工作台进行。GB 50457—2008《医药工业洁净厂

房设计规范》规定空气洁净度 100 级对空气悬浮粒子、微

生物含量以及气流流型等要求严格。然而, 在检验过程中

人员、样品和设备存在于整个操作中, 尤其在检测一些大

体积包装饮用水时不可避免地对环境存在一定干扰, 100

级的洁净环境较难保证。食品微生物检验应强调无菌操作, 

并做好过程质量控制, 因此过于具体严格的环境洁净度要

求对检验本身意义不大, 反而增加了实验室的维护难度和

成本。此外, 国内外的水质检测标准中尚无类似规定。国

内现行有效的、主要的洁净厂房设计规范和生物安全实验

室建筑技术规范(GB 50073—2013《洁净厂房设计规范》、

GB 50457—2019《医药工业洁净厂房设计规范》、GB 

50346—2011《生物安全实验室建筑技术规范》)等基本取

消了 100 级洁净度的说法。因此建议删除方法标准中的相

关要求。 

1.2.2  水样稀释液、稀释水平和稀释方法的选取问题 

一些桶装饮用水中铜绿假单胞菌污染程度高, 且该

菌过分生长容易出现菌落融合现象[8‒9], 因此, 在铜绿假

单胞菌定量检验方法中, 对水样稀释检验显得尤为重要。

然而, GB 8538—2016 中并没有稀释液、稀释水平和稀释

方法的具体规定。这可能导致不同人员或机构在检测铜

绿假单胞菌时结果偏差较大, 对高污染样品的影响则更

为明显。李静[16]建议按照 GB 4789.2 的方法进行稀释和

计数 , 但铜绿假单胞菌检测采用的是膜过滤方法 , 检验

原理存在较大差异, 因此稀释方法和计数的适宜范围等

不能简单参照。 

参照国内外标准 , 例如 ISO 8199: 2018[18]和 GB 

4789.2—2016《食品安全国家标准  食品微生物学检验 

菌落总数测定》等, 无菌生理盐水和无菌磷酸盐缓冲液

是应用于一般微生物检测的主要稀释液。铜绿假单胞菌

均为能够需氧培养的普通微生物, 故建议将铜绿假单胞

菌检测的水样稀释液明确、统一为“无菌生理盐水”或“无

菌磷酸盐缓冲液”。稀释方法则明确为微生物检测常用的

梯度稀释方法。稀释水平选取则取决于水样的实际污染

水平和滤膜过滤后菌落计数的适宜范围, 例如 ISO 8199: 

2018 中规定直径 47～50 mm 膜过滤计数菌落的适宜范

围为 10～80 CFU[18], 因此可参照上述标准并经实验验

证后, 确定最终适合我国铜绿假单胞菌检测的相关技术

参数。 
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表 1  GB 8538—2016 的条款 57(铜绿假单胞菌)中语言文字问题及修改建议 

Table 1  Language problems and amendment suggestions on the item 57 (Pseudomonas aeruginosa) of GB 8538—2016 

项目 标准文本序号 文本问题 修改建议 

57 铜绿

假单菌 

57.1 

培养时间缺少波动范围 “48 h”修改为“48 h±2 h” 

方法提要中对 3 种可疑菌落情况表述不清晰 
根据可疑菌落的不同颜色、是否产荧光以及所

需进行的确证性试验逐条描述 

 
“溴化十六烷基三甲铵选择性培养基”与后文表述的

铜绿假单胞菌计数培养基的名称不一致 

铜绿假单胞菌计数培养基的名称统一修改为

“CN 琼脂” 

57.2 
“无菌玻璃器具”指代不明, 显微镜在检验方法中未使

用到 

修改为“无菌滤器”, 删除“57.2.5”显微镜相关

内容 

57.3 操作步骤中使用的盐酸溶液、三氯甲烷没有列举。 增加相关试剂的描述 

 
“57.3.2”～“57.3.7”中培养基或试剂在附录 A 中对应序

号错误 
参照附录 A, 逐一更正 

57.4 
检测程序图中培养时间、可疑菌落纯化、绿脓菌素试

验等内容与操作步骤不一致或缺失 

修改流程图, 增加可疑菌落纯化、绿脓菌素试

验等内容 

57.5.1 膜过滤、水样稀释等操作细节不明确 
明确“稀释液”指代的具体溶液; 明确滤膜截留

细菌面向上培养 

57.5.3 
标题为“结果观察”, 但部分内容提到确证性试验, 且

与表 31 内容部分重复 

确证性试验内容应简化, 且应调整到“57.5.4 

确证性试验”部分描述 

表 31 
菌落形态描述不严谨, 存在歧义; 缺少绿脓菌素试验

的描述 

调整至“57.5.4 确证性试验”部分描述; 菌落形

态描述增加是否产荧光描述, 减少歧义; 增加

绿脓菌素试验的描述 

57.5.4.1 
要求挑取所有可疑菌纯化, 当滤膜上可疑菌落较多时

操作难度大, 且意义不大 

参考国外标准, 选择确定数量的代表性可疑菌

落进行纯化 

57.5.4.5 行文中“58.5.5.1”错误 修改为“57.5.4.1” 

57.5.5 
计数内容放在确证性试验后, 不符合行文逻辑; 提到

的编号错误 
调整行文位置, 可与“57.5.3”合并描述 

57.6 
结果与报告内容语言描述不统一, 未考虑绿脓菌素确

证实验 
调整计算公式, 使与操作步骤内容统一 

 57.7 阴性对照菌缺少英文名称 补充相应的英文名称 

附录 A 
A.9、A.10、A.11、

A.12、A.13 

培养基部分成分名称书写不规范, 只给出化学分子

式; 培养基 pH 值缺少波动范围, 制法表述不统一 

统一书写规范, 培养基 pH 值参照相关文献增

加波动范围 

 
 

1.2.3  绿脓菌素试验和乙酰胺肉汤产氨试验中关键技术

参数不明确问题 

GB 8538—2016 的条款 57(铜绿假单胞菌)中的确证性

试验是检测铜绿假单胞菌的关键技术内容。然而, “57.5.4.4

绿脓菌素试验”中存在“静置片刻”等模糊表述。同时, 不同

来源的铜绿假单胞菌产绿脓菌素能力存在较大差异[19], 因

此标准文本中提到的“充分振荡”方式可能不是较优的绿脓

菌素提取方式。该标准方法中涉及绿脓菌素提取方式、提

取后静置时间等参数应当优化, 例如将培养基捣碎对绿脓

菌素的检测效果可能更佳[20]。 

产氨试验主要利用了铜绿假单胞菌产脱酰胺酶的特

点, 使乙酰胺经脱酰胺作用释放氨, 氨在碱性条件下与钠

氏试剂作用, 从而生成砖红色的络合物[11]。由于空气或实

验用水中少量氨的影响, 用于阴性对照或空白对照的乙酰

氨肉汤中滴加钠氏试剂一段时间后也可能变成砖红色[21]。

GB 8538—2016 中铜绿假单胞菌检验方法没有规定钠氏试

剂滴加后的观察时间点, 因此容易导致结果误判。国内外

相关标准亦无上述内容的规定。因此有必要对该部分内容

进行实验验证, 确证钠氏试剂滴加后观察的最优时间点。 

1.2.4  检验方法导致的其他假阳性问题 

经 CN 琼脂培养基培养后呈产荧光、非蓝色菌落按照

GB 8538—2016 中确证性方法检测时, 能发现假阳性问

题。实际检测过程中, 一些阴性菌, 例如洋葱假单胞菌、

恶臭假单胞菌、荧光假单胞菌和杀鲑气单胞菌等的野生分

离株经 CN 琼脂培养基培养后呈产荧光、非蓝色菌落, 且

乙酰胺产氨试验阳性的情况时有报道[22‒23]。这类微生物若

依据 GB 8538—2016 中铜绿假单胞菌检验方法检测, 则结

果为阳性。张帆等[23]以 VTEK2 微生物鉴定系统为参照, 对

27株已知菌株依据GB 8538—2016中铜绿假单胞菌检验方

法检测后, 发现假阳性率高达 29.6%, 且假阳性菌均呈现
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上述菌落形态和生化特征。因此对于产荧光, 非蓝色菌落

的确证, 还要补充相关生化鉴定试验, 尽可能降低假阳性

检验结果风险。 

对于在 CN 琼脂上产荧光, 非蓝色菌落特征的微生物

确证, 国内外较多的铜绿假单胞菌检测方法标准(如 GB/T 

14926. 17—2001《实验动物 绿脓杆菌检测方法》、SN/T 

2099—2008《进出口食品中绿脓杆菌检测方法》), 除了乙

酰胺产氨实验外, 还需要考虑硝酸盐还原产气和 42 ℃生

长情况[24]。一些研究认为若能同时进行镜检、氧化酶试验

以及绿脓菌素试验也能减少 GB 8538—2016 中铜绿假单胞

菌检验方法导致的结果误判问题[23]。这些思路对该方法标

准修订均能提供较好的参考。 

2  包装饮用水中铜绿假单胞菌检验方法标准质量控

制方法探讨 

除了对人员、环境和设施设备等常规技术要求外, 培

养基、试剂和关键耗材是微生物检验室质量控制的基础, 

直接影响检验方法结果的准确性[25]。与我国食品微生物学

检验方法 GB 4789 系列食品安全国家标准相比 , GB 

8538—2016 则缺乏对培养基和试剂、以及该方法涉及的关

键耗材——微孔滤膜的质量控制要求, 影响了方法的正确

使用。 

2.1  培养基和试剂质控分析 

我国食品微生物检验总则 GB 4789.1—2016《食品安

全国家标准 食品微生物学检验 总则》要求定期对检验过

程进行质控。GB 8538—2016 的条款 57.7(其他)中虽然提

到了检验及计数过程中应以铜绿假单胞菌标准菌株作为阳

性对照菌, 以荧光假单胞菌作为阴性对照菌, 但是方法涉

及的培养基和生化反应较多, 单一的阴性和阳性菌并不能

对整个过程进行质控。该内容的表述存在矛盾之处, 且达

不到较好的过程控制效果。标准 GB 4789.28—2013《食品

安全国家标准 食品微生物学检验 培养基和试剂的质量

要求》虽然规定了培养基和试剂质量要求, 但并不包含铜

绿假单胞菌的相关内容。SN/T 1538.2—2016《培养基制备

指南 第 2 部分: 培养基性能测试实用指南》参考了欧洲药

典中使用的质控菌株和培养基测试方法, 虽然列举了常用

培养基质量要求, 但亦无包装饮用水中铜绿假单胞菌检验

培养基和试剂质量控制可参考的内容。与 GB 8538—2016

相比 , 国外相关方法标准中 , 如 ISO 16206:2006、 ISO 

22717:2015 和 ISO 16206-2:2018 等, 在关键计数培养基和

生化鉴定方法上也不尽相同[26‒28]。因此, 有必要筛选合适

的标准菌株用于铜绿假单胞菌检验各步骤的阴性和阳性对

照, 单独建立与 GB 8538—2016 中铜绿单胞菌检验方法配

套的培养基和试剂的质量要求。参照 GB 4789.28—2013

等标准中的方法, 对 CN 琼脂、金氏 B 培养基、乙酰胺肉

汤和绿脓菌素测定用培养基等关键培养基和试剂的生长

率、选择性或生化特性等指标进行规范。 

2.2  微孔滤膜质控分析 

GB 8538—2016 中铜绿假单胞菌检验方法采用的是

膜过滤方法。滤膜属于该方法的关键耗材, 影响目标菌的

检测效率。我国其他食品安全国家标准尚无类似原理的方

法。一些出口饮料中微生物检验虽然涉及膜过滤法, 但检

验项目不涉及铜绿假单胞菌, 且也没有规定滤膜的质控要

求(如 SN/T 1607—2017《出口饮料中菌落总数、大肠菌群、

粪大肠菌群、大肠杆菌计数方法 疏水栅格滤膜法》)。现

行的滤膜相关行业标准, HY/T 039—1995《微孔滤膜孔性

能测定方法》和 HY/T 053—2001《微孔滤膜》以及国际标

准如 ISO 7704:1985等, 不仅已年代久远, 而且存在应用局

限性, 与特定微生物检验方法配套的质量需求更是难以满

足[29]。实际研究中对滤膜材质、滤膜截留率的比较常见于

报道[30‒31], 但对滤膜在微生物应用方面缺乏一个统一的质

量要求和评价规范。因此, 为了保证包装饮用水中铜绿假

单胞菌检测结果的准确性, 滤膜的材质、灭菌方法、滤膜

对铜绿假单胞菌的回收率和过滤分布均匀度等方面均需重

点考虑, 并建立相应滤膜的质量规范。 

3  结束语 

从检验项目和方法原理来看, 铜绿假单胞菌的检测

方法标准在我国食品安全国家标准体系中具有独立性和特

殊性。同时, 我国包装饮用水中该菌污染严重, 导致产品

不合格率居高不下。因此, 对相关检验方法标准及其关键

质控技术研究具有迫切需求和重要意义。随着时代的发展, 

对铜绿假单胞菌检测方法标准的研究, 除了立足现有传统

方法进行完善之外, 探索新型检测手段, 例如全自动微生

物生化鉴定系统、分子生物学和免疫学方法等作为补充检

验方法标准也应成为重要的关注点。这有助于不同方法之

间的相互验证, 确保结果的准确性和产品质量的提升。 
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