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基于 16S rRNA 测序技术分析桶装水中野生 
铜绿假单胞菌的系统发育 
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(1. 湖南省产商品质量检验研究院, 长沙  410007; 2. 食品安全监测与预警湖南省重点实验室, 长沙  410007) 

摘  要: 目的  以铜绿假单胞菌 16S rRNA 为研究对象, 利用 16S rRNA 测序分析技术构建系统发育树, 研究

湖南省内 28 株野生水源性铜绿假单胞菌的系统发育。方法   收集 28 株野生阳性铜绿假单胞菌, 利用

27F/1492R 通用引物进行 16S rRNA PCR 扩增, 将胶回收产物进行测序, 测序结果利用 MEGA 11.0 构建系统发

育树, 并进行遗传距离计算。结果  28 株铜绿假单胞菌可分为 3 支, 一株来源于永州的菌株单独为一支, 3 株

分别来源于常德、永州、郴州的菌株聚为一支, 其余 24株聚为一支; 28株铜绿假单胞菌平均遗传距离为 0.0064。

结论  28 株野生铜绿假单胞菌之间具有高度同源性, 通过实验进一步完善了水源性铜绿假单胞菌溯源数据

库, 为桶装水铜绿假单胞菌污染源监测提供了理论依据。 
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Phylogenetic analysis of wild Pseudomonas aeruginosa in bottled water  
based on the 16S rRNA sequencing technology 
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ABSTRACT: Objective  To study the phylogeny of 28 wild water source Pseudomonas aeruginosa strains in 

Hunan Province, a phylogenetic tree was constructed using 16S rRNA sequencing analysis technology, with 

Pseudomonas aeruginosa 16S rRNA as the research object. Methods  Twenty-eight wild-type Pseudomonas 

aeruginosa strains were collected and amplified using 27F/1492R universal primers for 16S rRNA. The PCR 

products obtained from the gels were sequenced. The phylogenetic tree was constructed using MEGA 11.0 and the 

genetic distance was calculated. Results  The 28 strains of Pseudomonas aeruginosa could be divided into three 

branches, one strain from Yongzhou was a single strain, three strains from Changde, Yongzhou and Chenzhou were 

combined into one strain, and the other 24 strains were combined into one strain. The average genetic distance of 28 

Pseudomonas aeruginosa strains was 0.0064. Conclusion  There is a high degree of homology between 28 wild 

Pseudomonas aeruginosa strains. The traceability database of waterborne Pseudomonas aeruginosa is further 
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improved by the experiments and the theoretical basis for monitoring the source of Pseudomonas aeruginosa 

contamination in bottled water has been provided. 
KEY WORDS: Pseudomonas aeruginosa; 16S rRNA; phylogenetic tree 
 
 

0  引  言 

铜绿假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa, PA)属于革兰

氏阴性菌, 又称绿脓杆菌, 是一种专性需氧菌, 能够适应

和定殖于不同的生态环境中, 其中包括土壤、湿地、空气、

河水、动植物体表和体内等[1–4]。同时其作为一种机会性人

类病原体, 在临床中与多种危及生命的急性和慢性感染相

关, 当人体的免疫力下降时, 会造成人体感染[5–6], 包括肺

炎、囊性纤维化、败血症、呼吸道和尿道感染等[7–9]。 
近年来, 随着经济水平的发展, 人们对于饮用水的安

全意识日益提高, 包装饮用水中铜绿假单胞菌的污染情况

受到越来越高的重视, 包括广东省、安徽省、浙江省和湖

南省等市场监管总局均对包装饮用水进行了专项抽检, 其
中铜绿假单胞菌的检出率很高 , 部分地区甚至可达到

10%[10–13], 这给广大的消费者带来了健康隐患。 
在世界卫生组织(World Health Organization, WHO)发

布的第四版《饮用水水质指南》中铜绿假单胞菌被认定为

水污染的致病性指示菌。GB 19298—2014《食品安全国家

标准 包装饮用水》和 GB 8537—2018《食品安全国家标准 
饮用天然矿泉水》均对铜绿假单胞菌作出“n=5, c=0, m=0”
的限量要求, 即抽检 5 份样品, 每一份均不得检出铜绿假

单胞菌。 
16S rDNA 是细菌基因组上编码 16S rRNA 的基因序

列, 存在于所有细菌基因组中[14–16], 由于其在进化过程中

高度保守, 又具有相对的独特性, 随着核酸测序技术的发展, 
通过 16S rRNA 基因的序列测定, 从分子遗传进化和分子水

平上对细菌进行鉴定, 已得到越来越广泛的应用[17–21]。最新

版的《伯杰氏细菌系统分类学手册》就参考 16S rRNA 序列, 
不再是依据类型, 而是以系统进化框架为基础进行细菌分

类和命名。一些研究人员对不同地理种群栖稻假单胞菌进

行 16S rRNA 基因序列分析, 发现大部分栖稻假单胞菌可

根据 16S rRNA 基因序列鉴别不同地理种群株[22]。 
本研究通过测定湖南省内水源性铜绿假单胞菌 16S 

rRNA 基因序列, 在分子生物学水平上对水源性铜绿假单

胞菌进行系统发育分析, 研究湖南省各市区包装饮用水中

典型铜绿假单胞菌菌株, 积累铜绿假单胞菌 16S rRNA 基

因序列, 旨在为建立具有湖南特色的水源性铜绿假单胞菌

菌种资源库奠定基础。以期为监管部门防控桶装水中铜绿

假单胞菌污染及溯源提供支持, 从而有利于提高湖南省地

区包装饮用水的安全生产水平。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

菌株: 28 株菌株来源于 2021 年度至 2023 年度实验室

通过 GB 8538—2016《食品安全国家标准 饮用天然矿泉水

检验方法》和 GB 8538—2022《食品安全国家标准 饮用天

然矿泉水检验方法》检测包装饮用水分离保存的阳性菌株

(表 1)。并经 VITEK 2 COMPACT30 全自动微生物鉴定仪

和实时荧光定量 PCR 方法确认。 
革兰氏阴性菌鉴定卡(法国生物梅里埃公司 ); PCR 

Master Mix、DNA Marker、胶回收试剂盒(大连宝生物工程

有限公司); 琼脂糖、4S Red Plus 核酸染色剂、Tris-硼酸

-EDTA 缓冲液(Tris-borate-EDTA buffer, TBE)(上海生工生

物工程股份有限公司); 细菌基因组提取试剂盒(北京天根

生化科技有限公司); 引物由上海生工生物工程股份有限

公司合成。 

 
表 1  铜绿假单胞菌菌株来源信息 

Table 1  Sources of strains of Pseudomonas aeruginosa 

序号 菌株编号 菌株来源 序号 菌株编号 菌株来源

1 Pae-2101 邵阳 15 Pae-2211 郴州 

2 Pae-2102 怀化 16 Pae-2301 衡阳 

3 Pae-2103 湘西 17 Pae-2302 永州 

4 Pae-2104 常德 18 Pae-2303 邵阳 

5 Pae-2201 永州 19 Pae-2304 郴州 

6 Pae-2202 湘潭 20 Pae-2305 常德 

7 Pae-2203 岳阳 21 Pae-2306 永州 

8 Pae-2204 张家界 22 Pae-2307 湘潭 

9 Pae-2205 怀化 23 Pae-2308 张家界 

10 Pae-2206 郴州 24 Pae-2309 怀化 

11 Pae-2207 永州 25 Pae-2310 衡阳 

12 Pae-2208 常德 26 Pae-2311 常德 

13 
14 

Pae-2209
Pae-2210

郴州 
郴州 

27 
28 

Pae-2312 
Pae-2313 

邵阳 
永州 

 
1.2  仪器与设备 

VITEK 2 COMPACT30 全自动微生物鉴定仪(法国生

物梅里埃公司); C1000 Touch 梯度 PCR 仪、ChemiDoc 
XRS+凝胶成像系统(美国伯乐公司); DYCP-31DN 琼脂糖

水平电泳仪(北京六一生物科技有限公司); Fresco 17 冷冻

离心机(美国赛默飞世尔科技公司)。 
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1.3  实验方法 

1.3.1  菌株培养及鉴定 
将保存于超低温培养箱中的 28 株铜绿假单胞菌磁珠

取出, 在脑心浸出液肉汤(brain heart infusion broth, BHI)中
36 ℃培养 24 h, 然后在营养琼脂上平板划线, 36 ℃培养24 h, 
挑取单菌落利用 VITEK 2 COMPACT30 全自动微生物鉴定

仪进行菌种鉴定。 
1.3.2  PCR 扩增 

利用北京天根的细菌基因组提取试剂盒提取 28 株阳

性铜绿假单胞菌 DNA, DNA 采用细菌 16SrRNA 通用引物

27F/1492R 进行扩增 , 扩增引物为 27F: 5'-AGAGTT 
TGATCMTGGCTCAG-3', 1492R: 5'-CGGTTACCTTGTT 
ACGACTT-3'。PCR 扩增体系为 DNA 模板 2 μL、上下游

引物各 0.5 μL、EmeraldAmp PCR Master Mix (2X Premix) 
10 μL、dH2O 7 μL。PCR 反应条件为 94 ℃预变性 5 min; 
94 ℃变性 30 s, 58 ℃退火 30 s, 72 ℃延伸 90 s, 共 40 个循

环; 72 ℃延伸 5 min, 4 ℃保存。 
1.3.3  琼脂糖凝胶电泳及胶回收 

称取 0.75 g 琼脂糖配制 50 mL 琼脂糖凝胶, 利用 4S 
Red Plus 核酸染色剂进行染色, 然后检测 PCR 扩增产物, 
目标片段大小约为 1500 bp。电泳结束后 , 根据 DNA 
Marker 指示, 将 1500 bp 附近产物利用胶回收试剂盒进行

回收, 回收产物送至生工生物工程(上海)股份有限公司进

行测序。 

1.4  数据处理 

胶回收产物的基因测序结果利用基于局部比对算法

的搜索工具(basic local alignment search tool, BLAST)进行

序列比对及系统发育分析, 利用 MEGA 11.0 软件通过邻接

距离矩阵法进行系统发育树的构建。 

2  结果与分析 

2.1  PCR 扩增产物琼脂糖凝胶电泳结果及分析 

28 株阳性铜绿假单胞菌 DNA 扩增产物经琼脂糖凝胶

电泳结果如图 1 所示, 大约在 1500 bp 处出现明亮的单一

条带, 符合预期结果。将双向测序得到的 16S rRNA 序列

进行相互拼接, 以 2 段波峰独立不交互为准, 得到有效的

序列进行下一步分析。部分测序序列波峰图如图 2。 

2.2  铜绿假单胞菌 16S rRNA 基因系统发育树构建 

通过美国国家生物技术信息中心(National Center for 
Biotechnology Information, NCBI)中 BLAST 比对胶回收产

物的基因序列, 发现比对结果均在 99.7%以上, 进一步说

明 28 株阳性菌均为铜绿假单胞菌。利用 28 株铜绿假单胞

菌 16S rRNA 测序序列构建系统发育树(图 3), 从系统发育

树中可以看到: 28 株野生铜绿假单胞菌主要聚集在 3 个不 

 

 
 

图 1  铜绿假单胞菌 16S rRNA 序列的 PCR 扩增结果 
Fig.1  Results of PCR amplification of the 16S rRNA sequence of Pseudomonas aeruginosa 

 
 

 
 

图 2  部分序列测序波峰图 
Fig.2  Partial sequence sequencing peak map 
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图 3  铜绿假单胞菌 16S rRNA 系统发育树 

Fig.3  16S rRNA phylogenetic tree of Pseudomonas aeruginosa 

 
同分支, 其中 Pae-2201 单独聚为一支, Pae-2104、Pae-2302、
Pae-2210 聚为一支, 其余 24 株聚为一支。结合菌株来源信

息, Pae-2201 来源于永州, Pae-2104、Pae-2302、Pae-2210
分别来源于常德、永州、郴州, 说明 28 株水源性铜绿假单

胞菌的亲缘远近与地域来源无关。 

2.3  遗传距离 

利用 MEGA 11.0 软件计算 28 株铜绿假单胞菌的遗传

距离(图 4), 28 株铜绿假单胞菌的遗传距离在 0~0.0205, 平
均遗传距离为 0.0064。其中 Pae-2201 和 Pae-2304 的遗传

距离最远, 达到 0.0205。遗传距离在 0~0.005 范围内占比 
 

 

 
 

图 4  基于铜绿假单胞菌 16S rRNA 序列遗传距离矩阵 
Fig.4  Genetic distance matrix of Pseudomonas aeruginosa based on 16S rRNA sequences 
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48.7%, 0.005~0.015 占比 48.9%, 0.015~0.025 占比 2.4%, 说
明 28 株野生铜绿假单胞菌同源性很高, 未出现明显进化。 

3  讨论与结论 

铜绿假单胞菌作为一种机会致病菌, 不仅会造成局

部性的损伤, 如呼吸道感染、尿路感染等, 还可以造成全

身性的疾病, 例如菌血症、败血症等[23]。本研究收集了 28
株野生铜绿假单胞菌, 主要从 2021 年至 2023 年湖南省监

督抽查的包装饮用水中分离得到, 利用 16S rRNA 基因构

建系统发育树研究 28 株野生阳性菌的系统发育。 
16S rRNA 基因长度约 1500 bp, 序列长度较为适中, 

其包含 9 个保守区以及 9 个可变区, 可变区的变异程度与

细菌进化水平息息相关, 同时 16S rRNA 广泛存在于所有

细菌中, 是研究细菌进化的有效靶标[24]。16S rRNA 在细

菌的漫长进化史中 , 由于其特殊的构成 , 使其具有高度

的保守性, 细菌保守性对于研究细菌间的亲缘关系尤为

重要, 因此选择 16S rRNA 构建系统发育树。同时 16S 
rRNA 具有特定可变区, 可以通过可变区碱基的不同区分

不同的种、属[25–26]。 
系统发育反映的是某个物种的演化历史, 而系统发

育树是用图形表示上述演化历史, 记录物种之间的相互关

系[27–29]。进化树是由一系列的节点和分支组成 , 末端节

点代表研究的物种或者基因, 内部节点是指推断的共同

祖先, 节点之间通过分支相连接[30]。系统发育树可以分

为有根树和无根树, 有根树指所有的节点有共同的祖先, 
能够反映节点形成顺序, 而无根树只能反映物种间的相互

关系[31–34]。 
本研究中, 28 株野生阳性铜绿假单胞菌之间具有高度

同源性, 平均遗传距离仅为 0.0064, 主要聚集在 3 个不同

的分支, 其中 Pae-2201 单独聚为一支, Pae-2104、Pae-2302、
Pae-2210 聚为一支, 其余 24 株聚为一支。但是结合菌株来

源研究发现, 系统发育树的分支与菌株的地缘没有明显关

系, 表明地域差异不是导致铜绿假单胞菌发育进化不同的

原因, 其具体原因有待进一步研究发现。 
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