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PMA-qPCR 定量检测饮用水中铜绿假单胞菌的方法
张瑞停,王园媛,邢方潇,张　 晓,张　 岚∗

(中国疾病预防控制中心环境与健康相关产品安全所,传染病溯源预警与智能决策全国重点实验室,中国疾病预防控制中心

环境与人群健康重点实验室,北京　 100050)

摘　 要　 【目的】　 为预防水源性疾病暴发和保障水质安全,建立快速、准确的检测水中活性病原菌的方法至关重要。 鉴于生

活饮用水细菌含量较低,建立一种适用于大体积饮用水中铜绿假单胞菌检测的富集浓缩及叠氮溴化丙锭-定量聚合酶链式反

应(PMA-qPCR)方法。 【方法】　 通过调整涡旋振荡时长,计算加标回收率,优化富集浓缩方法;采用 L16(43 )正交试验筛选能

够有效去除铜绿假单胞菌死菌脱氧核糖核酸的 PMA 处理条件的最佳组合,并进行验证。 【结果】　 通过膜过滤法将 10
 

L 饮用

水中的铜绿假单胞菌富集至膜上后,采用涡旋振荡(转速为 3
 

000
 

r / min,振荡时间为 15
 

min,重复 2 次)及离心(8
 

000
 

g,10
 

min)的方式将膜上的细菌洗脱至 1
 

mL 磷酸盐缓冲液( PBS) 中。 该方法在 50
 

min 内完成且回收率可达 80. 95% ± 7. 43%。
PMA-qPCR 法的最优 PMA 处理条件:PMA 浓度为 30

 

μmol / L、黑暗中孵育时间为 20
 

min、光暴露时间为 20
 

min。 该方法与平

板计数法的检测结果一致,可有效抑制死菌 DNA 的扩增。 活菌数与 PMA-qPCR 扩增循环数为 1×102 ~ 1×106
 

CFU / mL 时呈现

良好的线性关系(R2 = 0. 99),建立的标准曲线方程(y= -3. 541x+44. 11)可定量检测活菌数量。 PMA-qPCR 法定量限为 1×102
 

CFU / mL,且结合富集的方式,灵敏度可被提高 1×104 倍。 【结论】　 该研究建立的检测方法适用于 10
 

L 大体积饮用水中铜绿

假单胞菌活菌的定量分析,为后续深入研究提供了有效的技术手段。
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Abstract　 [Objective]　 To
 

prevent
 

waterborne
 

disease
 

outbreaks
 

and
 

ensure
 

water
 

quality
 

safety,
 

it
 

is
 

crucial
 

to
 

establish
 

a
 

rapid
 

and
 

accurate
 

method
  

for
 

detecting
 

active
 

pathogenic
 

bacteria
 

in
 

water.
 

In
 

view
 

of
 

the
 

low
 

bacterial
 

content
 

of
 

domestic
 

drinking
 

water,
  

enrichment
 

concentration
 

and
 

propidium
 

monoazide-real
 

time
 

fluorescence
 

quantitative
 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

(PMA-qPCR)
 

method
 

that
 

suitable
 

for
 

the
 

detection
 

of
 

Pseudomonas
 

aeruginosa
 

in
 

large-volume
 

drinking
 

water
 

is
 

established. [Methods] 　 The
 

enrichment
 

and
 

concentration
 

method
  

was
 

optimized
 

by
 

adjusting
 

the
 

vortex
 

oscillation
 

duration
 

and
 

calculating
 

the
 

spiked
 

recovery
 

rate.
  

L16(43 )
 

orthogonal
 

array
 

design
 

was
 

employed
 

to
 

optimize
 

the
 

PMA
 

treatment
 

conditions
 

for
 

effective
 

removal
 

of
 

DNA
 

from
 

non-viable
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Pseudomonas
 

aeruginosa
 

cells,
 

followed
 

by
 

experimental
 

validation. [Results]　 After
 

enriching
 

Pseudomonas
 

aeruginosa
 

from
 

10
 

L
 

of
 

drinking
 

water
 

onto
 

the
 

membrane
 

by
 

membrane
 

filtration,
 

the
 

bacteria
 

on
 

the
 

membrane
 

were
 

eluted
 

into
 

1
 

mL
 

phosphate
 

buffer
 

solution(PBS)
 

by
 

vortex
 

shaking
 

( the
 

rotational
 

speed
 

was
 

3
 

000
 

r / min,
 

shaking
 

for
 

15
 

min,
 

repeated
 

twice)
 

and
 

centrifugation
 

(8
 

000
 

g,
 

10
 

minutes).
 

The
 

method
  

was
 

completed
 

within
 

50
 

minutes
 

and
 

the
 

recovery
 

rate
 

was
 

80. 95%±7. 43%.
 

The
 

optimal
 

PMA
 

treatment
 

conditions
 

for
 

the
 

PMA-qPCR
 

method:
 

PMA
 

concentration
 

was
 

30
 

μmol / L,
 

incubation
 

time
 

in
 

the
 

dark
 

was
 

20
 

min,
 

light
 

exposure
 

time
 

was
 

20
 

minutes.
 

The
 

method
  

was
 

consistent
 

with
 

the
 

detection
 

result
  

of
 

the
 

plate
 

counting
 

method,
 

which
 

could
 

effectively
 

inhibit
 

the
 

amplification
 

of
 

dead
 

bacterial
 

DNA.
 

The
 

linear
 

relationship
 

between
 

the
 

number
 

of
 

viable
 

bacteria
 

and
 

the
 

number
 

of
 

PMA-qPCR
 

amplification
 

cycles
 

was
 

good
 

in
 

the
 

range
 

of
 

1×102
 

CFU / mL
 

to
 

1×106
 

CFU / mL
 

(R2
 

= 0. 99),
 

and
 

the
 

standard
 

curve
 

equation
 

(y= -3. 541x+44. 11)
 

was
 

established
 

to
 

quantitatively
 

detect
 

the
 

number
 

of
 

viable
 

bacteria.
 

The
 

limit
 

of
 

quantification
 

of
 

PMA-qPCR
 

was
 

1 × 102
 

CFU / mL,
 

and
 

the
 

sensitivity
 

could
 

be
 

improved
 

1 × 104
 

fold
 

by
 

combining
 

with
 

enrichment
 

method.
[Conclusion]　 The

 

assay
 

established
 

in
 

this
 

study
 

is
 

suitable
 

for
 

the
 

quantitative
 

analysis
 

of
 

Pseudomonas
 

aeruginosa
 

viable
 

bacteria
 

in
 

10
 

L
 

large-volume
 

drinking
 

water,
 

which
 

provides
 

an
 

effective
 

technical
 

means
 

for
 

subsequent
 

in-depth
 

research.
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　 　 铜绿假单胞菌是一种革兰氏阴性的机会性致病

菌,能够引起菌血症、肺炎、角膜炎、耳炎以及软组

织、皮肤和尿路感染等[1] ,是免疫抑制和慢性疾病

患者患病和死亡的主要原因[2] 。 众多研究者[3-4] 在

生活饮用水中检测到铜绿假单胞菌,发现其可在水

环境中生存繁殖。 全球已发生多起由铜绿假单胞菌

引起的水源性疾病暴发事件[5-6] 。 王雪玉等[7] 统计

了 2005 年—2022 年 27 个国家的 149 例铜绿假单胞

菌医院感染暴发事件,其中明确暴发源的 78 起事件

中有 35. 9%与生活饮用水相关。 2011 年—2012 年,
北爱尔兰发生数起因水受污染引起的疫情,其中有

4 名早产儿因铜绿假单胞菌感染致死[8] 。 为有效预

防与控制此类公共卫生问题,确保水质安全,开展水

质监测至关重要。 目前已有一些先进的检测方法,
如培养法、免疫学检测法、基于核酸检测法等。 培养

法检测周期为 2 ~ 3
 

d,耗时费力,且当铜绿假单胞菌

受消毒剂等不利条件影响转化为活的非可培养状态

(viable
 

but
 

non-culturable,VBNC)时,该方法会导致

漏检,引发生物安全风险;常规免疫学方法及基于

核酸的聚合酶链式反应( polymerase
 

chain
 

reaction,
PCR)法因无法区分细菌的生命状态,易造成假阳

性结果。 已有研究证明,叠氮溴化丙锭联合实时

荧光定量聚合酶链反应( propidium
 

monoazide-real
 

time
 

fluorescence
 

quanti-tative
 

polymerase
 

chain
 

reaction,PMA-qPCR)可有效消除由死亡细胞核酸

引起的假阳性结果,且其高效快速、操作简便,已
被广泛应用于水环境领域致病菌的检测[9-10] 。 Xie
等[11] 建立的 PMA-qPCR 方法适用于 50

 

mL 环境

水中铜绿假单胞菌的检测,但富集时间为 6 ~ 8
 

h,
检测体积小,耗时较长。 检索文献[12-13] 发现,已有

的 PMA-qPCR 法 多 适 用 于 纯 菌 液 或 体 积 为

600
 

μL ~ 2
 

L 小体积废水或池塘水中活菌的检测。
鉴于生活饮用水中细菌含量较低,为确保检测结

果的准确性和可靠性,需要富集大体积水样以获

得足够的核酸量[14] 。 但对于大体积水样中活菌检

测,该方法的研究和应用相对较少。 因此,开发一

种适用于大体积水样中活菌检测的 PMA-qPCR 方

法显得尤为迫切。
本研究旨探寻 PMA 对饮用水中铜绿假单胞菌

处理的最佳方案,以期为利用 PMA 处理大体积饮用

水中活 / 死菌的条件优化提供理论与方法依据,有助

于提高水质监测的准确性,为健康风险评估提供更

坚实的数据支撑,为制定更有效的公共卫生干预措

施、减少水传播疾病的风险奠定基础。
1　 试验材料和方法
1. 1　 试验材料

1. 1. 1　 菌种及培养条件

　 　 试验菌株:铜绿假单胞菌 ATCC27853 购买自宁

波明舟生物科技有限公司,将菌种接种至假单胞菌

琼脂基础培养基(CN 琼脂)平板上 37 ℃
 

24
 

h 传代

培养。
1. 1. 2　 试剂

　 　 PMAxxTM 染料(40069),美国
 

Biotium
 

公司;铜
绿假单胞菌核酸实时荧光 PCR 检测试剂盒,北京卓

诚惠生生物科技股份有限公司;磁珠法环境微生物

基因组 DNA 提取试剂盒( DP712-T7),北京天根生
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化科技有限公司;无菌磷酸盐缓冲液(PBS)(浓度为

0. 01
 

mol / L,pH 值为 7. 2 ~ 7. 4),北京索莱宝科技有

限公司;假单胞菌琼脂培养基,北京陆桥技术有限公

司;无菌硝酸纤维滤膜,GVS 北美公司。
1. 1. 3　 仪器

　 　 650W 卤素灯,欧司朗;QantStudio
 

7
 

Flex 荧光定

量 PCR 仪,美国 Thermo
 

Fisher
 

Scientific 公司;TCL-
16M 冷冻离心机,湖南湘仪;HFsafe1800LC 生物安

全柜,上海力申;高压蒸汽灭菌器,生化培养箱,上海

新苗医疗器械制造有限公司;TGuide
 

S96 全自动核

酸提取纯化仪, 北京天根生化科技有限公司;
BT600S 调速型智能蠕动泵,保定雷弗流体科技有限

公司;142
 

mm 不锈钢过滤盘,美国 Millipore 公司;涡
旋仪,上海析牛莱伯仪器有限公司。
1. 2　 细菌富集方法的建立

1. 2. 1　 加标水样制备

　 　 打开水龙头,放水 5
 

min 后收集饮用水 10
 

L 至

无菌采样桶中,每升水中加入 0. 8
 

mg 硫代硫酸钠

(Na2S2O3·5H2O)以中和余氯[15] 。 用高压蒸汽灭菌

器灭菌后,制备含有 2. 8×108
 

CFU 铜绿假单胞菌的

加标水样。
1. 2. 2　 水样富集方法建立

　 　 连接过滤装置,使用酒精棉球擦拭滤盘,放置直

径为 142
 

mm、孔径为 0. 20
 

μm 无菌硝酸纤维素膜,
用蠕动泵以恒定速度 ( 210

 

r / min) 将空白水样或

1. 2. 1 制备的加标水样通过滤膜。 将过滤后滤膜折

叠剪成条状,置于预加有 45
 

mL
 

PBS 的 50
 

mL 离心

管中,采用涡旋振荡法洗脱细菌至 PBS 缓冲液中。
为优化洗脱程序,分别设置 3 种洗脱方式。 方式 A:
“20

 

min+20
 

min”,即用涡旋仪(3
 

000
 

r / min) 振荡

20
 

min, 取出膜至新的 50
 

mL 离心管, 加入 PBS
 

45
 

mL,继续振荡 20
 

min。 方式 B:涡旋振荡时间为

“15
 

min+15
 

min”,其他操作同方式 A。 方式 C:涡
旋振荡时间为“10

 

min + 10
 

min”,其他操作同方式

A。 最后将两管洗脱液合并,离心(8
 

000
 

g,10
 

min)
获得加标细菌[16] 。 弃去所有上清液,用 1

 

mL
 

PBS
缓冲液重悬。 空白水样作相同处理作为对照,每组

设置 3 个重复,最后使用稀释涂布平板法对洗脱液

中的铜绿假单胞菌进行培养计数[17] 。
1. 2. 3　 回收率测定

　 　 评估水样中细菌的回收率计算如式(1)。

ρ =
Cr

Co

× 100% (1)

其中:ρ———细菌回收率;
Co———浓缩前添加至水样中的细菌数,CFU;
Cr———浓缩后的洗脱液中的 细 菌 数,
CFU。

1. 3　 PMA-qPCR 方法的建立

1. 3. 1　 死菌菌液制备

　 　 用 PBS 缓冲液制备铜绿假单胞菌菌液,并稀释

至 1×107
 

CFU / mL。 为制备死菌,将菌液在 100
 

℃水

浴 20
 

min[18-19] ,置于冰上冷却,吸取 100
 

μL 涂布于

假单胞菌琼脂培养基平板上进行验证,37 ℃ 培养

24 ~ 48
 

h 后发现未有菌落长出。
1. 3. 2　 加标死菌浓缩水样制备

　 　 为评估 PMA 处理富集浓缩水样的效果,用

1. 2. 2 中的富集方法浓缩水样基质,制备浓度为

1×106
 

CFU / mL 的铜绿假单胞菌死菌浓缩水样。
1. 3. 3　 正交试验设计

　 　 PMA 能够穿过破损的细胞质膜进入细胞内部

与脱氧核糖核酸结合,在可见光(最大吸收峰为 460
 

nm)的作用下发生光解,产生氮烯,氮烯与 PMA 结

合的 DNA 发生共价交联反应,进而抑制 DNA 的扩

增。 同时,这种交联作用可使 DNA 形成沉淀,并在

细菌核酸的提取中同细胞碎片一起被除去[20] 。 设

置适当的暗育时间可以使 PMA 与样品中死细胞及

游离的核酸充分地结合;加入过量的 PMA 可充分抑

制死细胞 DNA 扩增,同时剩余的 PMA 可通过加长

光照时间,使其与水分子发生交联而失活,从而保证

在 DNA 提取中活细胞被裂解后也不会与过剩的

PMA 反应。 因此,本研究选取了 PMA 浓度、暗育时

间、光照时间 3 个因素进行正交试验[21-22] ,正交试

验因素水平如表 1 所示,用 SPSSAU 在线软件生成 3
因素 4 水平正交试验设计表(表 2),共 16 组 PMA
处理组作为试验组,未用 PMA 处理的作为对照组,
每组处理设置 3 个重复。

表 1　 正交试验因素水平表
Tab. 1　 Table

 

of
 

Orthogonal
 

Test
 

Factor
 

Levels
 

水平 A:PMA 浓度 B:暗育时间 C:卤素灯照射时间

1 10 5 10
2 30 10 15
3 50 15 20
4 70 20 25
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表 2　 正交试验设计
Tab. 2　 Design

 

of
 

Orthogonal
 

Experiment
 

试验号
各试验因素水平

PMA 浓度 暗育时间 卤素灯照射时间

1 1 1 1

2 1 2 2

3 1 3 3

4 1 4 4

5 2 1 2

6 2 2 1

7 2 3 4

8 2 4 3

9 3 1 3

10 3 2 4

11 3 3 1

12 3 4 2

13 4 1 4

14 4 2 3

15 4 3 2

16 4 4 1

1. 4　 细菌基因组的提取和检测

　 　 本试验采用磁珠法环境微生物基因组 DNA 提

取试剂盒(DP712-T7)提取基因组 DNA。 利用铜绿

假单胞菌荧光定量 PCR 反应检测试剂盒进行定量

检测。

表 3　 不同的振荡时间下细菌的回收率
Tab. 3　 Bacterial

 

Recovery
 

Rates
 

under
 

Different
 

Vortex
 

Shaking
 

Time

洗脱方式 振荡时间 / min 加标菌种 洗脱液细菌个数 / CFU( 􀭰x±s,n= 3) 回收率( 􀭰x±s,n= 3)

A 20
 

+20
 

(2. 30±0. 10) ×108 82. 14%±3. 57%

B 15
 

+15
 

铜绿假单胞菌 (2. 27±0. 21) ×108 80. 95%±7. 43%

C 10
 

+10
 

(1. 67±0. 21) ×108 59. 52%±4. 12%

　 注:􀭰x±s 表示平均值±标准差,n 表示试验重复次数,下同。

1. 5　 PMA-qPCR 方法的验证

1. 5. 1　 PMA-qPCR 法检测加标活菌或死菌模拟浓

缩水样

　 　 将铜绿假单胞菌制备为浓度分别约为 1×106、1×
105、1×104、1×103、1×102、10

 

CFU / mL 的加标活菌模

拟浓缩水样及加标死菌模拟浓缩水样,操作同 1. 3. 1、
1. 3. 2 节。 分别采用 qPCR 法、优化的 PMA-qPCR 法

和平板计数法进行检测,每组设置 4 个重复。
1. 5. 2　 PMA-qPCR 法检测加标活、死菌混合模拟浓

缩水样

　 　 在模拟浓缩水样基质中,通过将活菌菌液和死

菌菌液以不同体积比混合,形成活 / 死菌混合体系。
混合体系中的活菌所占比例为 0 ~ 100% (0、10%、
30%、50%、70%和 100%)。 分别采用 qPCR 法及优

化的 PMA-qPCR 法进行检测,每组设置 3 个重复。
1. 5. 3　 PMA-qPCR 法测定活菌数的标准曲线的

建立

　 　 利用 1. 5. 1 制备的不同浓度梯度的加标活菌模

拟浓缩水样的平板计数得到的菌落浓度(菌落浓度

的对数)与对应的 PMA-qPCR 检测得到的阈值循环

数(cycle
 

threshold,Ct 值)建立线性关系,通过式(2)
确定扩增效率。 每组设置 3 个重复。

E = 10 -1 / K - 1 (2)

其中:E———标准曲线扩增效率;
K———标准曲线的斜率。

1. 6　 数据分析与处理

　 　 使用 Microsoft
 

Excel
 

2021、IBM
 

SPSS
 

Statistics
 

27
和 GraphPad

 

prism
 

8、OriginPro
 

2021 对试验数据进行

整理、t 检验、方差比值(F)检验分析和图形绘制。
2　 结果和讨论
2. 1　 最佳振荡时间

　 　 水中致病菌具有浓度低、分离培养困难等特点,
往往需要富集后进行核酸提取[23] ,所以本研究选择

孔径为 0. 2
 

μm 的滤膜对水中致病菌进行富集。 而

直接利用 PMA 处理滤膜,会因为滤膜的遮光作用降

低 PMA 的处理效果[24] 。 因此,本研究在 PMA 处理

样品前通过剧烈振荡来洗脱膜上的细菌[25] 。 振荡

时间为 20 ~ 40
 

min,不同振荡时间下加标水样中细

菌的回收率情况如表 3 所示,随着振荡时间的缩短,
A、B、C

 

3 组加标试验组中洗脱液的细菌个数在逐渐

减少。 当振荡时间为 30
 

min 时,细菌的回收率为

80. 95%,与振荡 20
 

min 的结果相比,具有统计学差

异(P<0. 05),与振荡 40
 

min 的结果无统计学差异

(P>0. 05) (图 1),所以确定最佳洗脱方式为方式

B,结合过滤及离心时间 ( 20
 

min), 此方式可在
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　 注:误差线表示标准偏差,不同小写字母间表示

差异显著(P<0. 05)。

图 1　 不同振荡时间对细菌回收率的影响

Fig. 1　 Effect
 

of
 

Different
 

Vortex
 

Oscillation
 

Time
 

on
 

Bacterial
 

Recovery
 

Rates

　 　 　

50
 

min 内从 10
 

L 水中回收超过 80%的细菌并浓缩

体积至 1
 

mL。
2. 2　 PMA浓度、暗育时间、光照时间最佳组合试验

　 　 在对样品进行 PMA 处理时,应保证 PMA 对死

菌 DNA 的充分抑制。 因此,本研究基于正交试验,
以 1. 3. 2 中制备的铜绿假单胞菌死菌浓缩加标水样

为研究对象,将 PMA 处理组与未处理组 qPCR 检测

结果阈值循环数差值(ΔCt 值)作为评估指标[26] ,旨
在确定能够抑制饮用水中铜绿假单胞菌死菌 DNA
扩增的最佳 PMA 条件,其中 ΔCt 值越大,PMA 对死

菌 DNA 的处理效果越明显。 计算均值和变异系数,
结果如表 4 所示,试验变异系数低于 10%,试验数据

可靠。 采用极差分析法和方差分析法 2 种途径对正

交试验的结果进行分析。
表 4　 正交试验极差分析

Tab. 4　 Extreme
 

Variance
 

Analysis
 

of
 

Orthogonal
 

Tests

项目
各试验因素水平

A:PMA 浓度 B:暗育时间 C:光照时间

试验组 Ct
平均值(n= 3)

对照组 Ct
平均值(n= 3)

ΔCt 值 变异系数

试验编号 1 1 1 1 32. 68 12. 86 4. 18%

2 1 2 2 33. 79 13. 78 1. 73%

3 1 3 3 33. 97 14. 12 1. 01%

4 1 4 4 33. 55 13. 99 2. 93%

5 2 1 2 32. 79 12. 80 0. 57%

6 2 2 1 33. 30 13. 14 7. 86%

7 2 3 4 34. 19 14. 20 5. 51%

8 2 4 3 36. 03
20. 01

16. 01 1. 28%

9 3 1 3 34. 02 13. 96 1. 46%

10 3 2 4 34. 26 14. 25 3. 39%

11 3 3 1 32. 29 12. 36 0. 65%

12 3 4 2 32. 61 12. 42 6. 44%

13 4 1 4 33. 99 13. 72 9. 50%

14 4 2 3 33. 98 14. 12 1. 54%

15 4 3 2 34. 29 14. 35 2. 58%

16 4 4 1 33. 64 13. 47 4. 59%

试验结果和 K1 54. 74 53. 34 51. 83 - - - -

K2 56. 16 55. 29 53. 36 - - - -

K3 52. 99 55. 03 58. 20 - - - -

K4 55. 66 55. 89 56. 16 - - - -

试验结果均值 k1 13. 69 13. 34 12. 96 - - - -

k2 14. 04 13. 82 13. 34 - - - -

k3 13. 25 13. 76 14. 55 - - - -

k4 13. 92 13. 97 14. 04 - - - -

极差 R 0. 79 0. 64 1. 59 - - - -
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图 2　 各因素对 ΔCt 值的影响

Fig. 2　 Effect
 

of
 

Various
 

Factors
 

on
  

ΔCt
 

Values

2. 2. 1　 正交试验对 ΔCt 值的极差分析

　 　 正交试验的极差分析可用于研究不同因素间的

主次作用和因素间不同水平的优势[27-28] ,若同一因

素同一水平下所有试验结果的和为 K i,均值为 ki( i
代表水平数),同一因素不同水平下的极差为 R,R
反映各因素水平变化对试验指标的影响程度,R 值

越大代表该因素对指标的影响越显著。 各因素 R
值的变化情况如图 2 所示。

由极差 R 值的分析结果可知,3 个因素对饮用

水中活菌检测影响的主要顺序为 RC >RA >RB,光照

时间对 PMA-qPCR 检测水中死菌的影响最大,在

10 ~ 25
 

min 时,ΔCt 值先增大后减小,在 20
 

min 时

ΔCt 值达到最大。 PMA 浓度为 10 ~ 70
 

μmol / L 时,
ΔCt 值呈现波动性,没有明显的上升或下降趋势,当
浓度为 30

 

μmol / L 时处理效果最佳;相比之下,暗育

时间影响最小,当暗育时间为 20
 

min 时,ΔCt 值最

大,为 5 ~ 20
 

min,随着暗育时间的延长,ΔCt 值整体

呈上升趋势。
2. 2. 2　 正交试验对 ΔCt 值的方差分析

　 　 本研究通过 SPSS 中无交互作用的多因素单变

量模型进行分析(表 5)。 3 个因素按重要性排序

C>B>A,光照时间显著地影响了 ΔCt 值(P<0. 05)。

在浓度为 10 ~ 70
 

μmol / L 时,PMA 对 ΔCt 值的影响

随浓度的变化不显著(P>0. 05),即当 PMA 浓度达

到 10
 

μmol / L 时,PMA 可有效抑制死菌核酸的扩

增,这与 Gensberger 等[12]利用 PMA-qPCR 方法检测

饮用水中大肠埃希氏菌、肠球菌时所用 PMA 浓度一

致。 在暗处孵育时间为 5 ~ 20
 

min 时,PMA 对 ΔCt
值的影响随暗育时间无显著性变化(P>0. 05)。 黑

暗环境下孵育振荡目的是使 PMA 充分穿过受损的

细胞膜,与膜内的 DNA 结合,与 Santiago
 

等[29] PMA
处理饮用水中的幽门螺旋杆菌方法中所用的暗育时

间一致。 基于上述分析,为充分抑制死菌 DNA 的扩

增,选择最优的组合方式为 A2B4C3 组合(PMA 浓度

为 30
 

μmol / L、暗育时间为 20
 

min、光照时间为 20
 

min),ΔCt 值为 16. 01,即最有利于抑制死菌 DNA 的

扩增,这与李聪聪等[30] 的研究中 PMA 对死菌的最

大抑制作用结果一致。 值得注意的是,PCR 的荧光

信号并没有随着三因素组合方式的改变而完全消

失,因多种因素如细菌浓度和特性、光照波长、qPCR
引物特性、扩增 DNA 长度等[31] 限制了 PMA 对死菌

DNA 的抑制功效, PMA 不 可 能 完 全 去 除 死 菌

DNA[32] 。 因此,为更好地区分死菌和活菌,将 Ct 值
>36 判定为阴性结果。

表 5　 正交试验方差分析
Tab. 5　 Analysis

 

of
 

Variance
 

for
 

Orthogonal
 

Tests

方差来源 平方和(SS) 自由度(DF) 均方(MS) F P

A:
 

PMA 浓度 / (μmol·L-1 ) 1. 472 3 0. 491 0. 955 0. 424

B:
 

暗育时间 / min 4. 113 3 1. 371 2. 668 0. 061

C:
 

光照时间 / min 16. 229 3 5. 410 10. 526 <0. 001①

误差 19. 530 38 - - -

总计 9
 

196. 850 48 - - -

　 注:<0. 001①表示差异显著(P<0. 05)。
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2. 3　 PMA-qPCR 方法的验证

2. 3. 1　 PMA-qPCR 法检测不同浓度加标模拟浓缩

水样

　 　 利用 PMA-qPCR 法检测活菌,要保证去除环境

中死菌 DNA 的干扰,避免出现“假阳性”结果;同时

当 PMA 浓度过高或者光照不能使过剩的 PMA 完全

钝化时,PMA 则会与活菌 DNA 结合,出现“假阴性”
的结果[30] 。 因此,设置不同浓度梯度的死菌模拟水

样与活菌模拟水样来验证所建立的 PMA-qPCR 方

法的适用性。 结果如表 6 所示,通过 t 检验比较

PMA-qPCR 与 qPCR
 

2 种方法检测活菌模拟样本的

结果无显著性差异(P> 0. 05),即此方法对活菌的

DNA 扩增无影响。 当模拟水样中死菌浓度为 10 ~
1×106

 

CFU / mL 时,PMA-qPCR 与平板计数的检测

结果一致(表 7),而常规 qPCR 法均能检测到铜绿

假单胞菌的存在,不能区分死、活菌。

表 6　 qPCR、PMA-qPCR 法检测浓缩水样中活菌
Tab. 6　 qPCR,

 

PMA-qPCR
 

for
 

Detection
 

of
 

Live
 

Bacteria
 

in
 

Concentrated
 

Water
 

Samples

活菌模拟水样浓度 /

(CFU·mL-1 )

平板计数法 /

(CFU·mL-1 )(n= 4)

qPCR(Ct 值)
( 􀭰x±s,n= 4)

PMA-qPCR(Ct 值)
( 􀭰x±s,n= 4)

t 检验

t p

1×101 25 36. 86±0. 49 37. 65±0. 78 -1. 655 >0. 05

1×102 2. 5×102 35. 65±0. 25 35. 67±0. 56 -0. 071 >0. 05

1×103 2. 5×103 32. 26±0. 42 31. 69±0. 58 1. 597 >0. 05

1×104 2. 5×104 28. 92±0. 40 28. 88±0. 27 0. 165 >0. 05

1×105 2. 5×105 25. 27±0. 39 25. 23±0. 56 0. 122 >0. 05

1×106 2. 5×106 21. 43±0. 45 21. 19±0. 19 1. 041 >0. 05

表 7　 qPCR、PMA-qPCR、平板计数法检测浓缩水样中的死菌
Tab. 7　 qPCR,

 

PMA-qPCR,
 

and
 

Plate
 

Counting
 

Methods
 

for
 

Detection
 

of
 

Dead
 

Bacteria
 

in
 

Concentrated
 

Water
 

Samples

死菌模拟

水样浓度 /
(CFU·mL-1 )

qPCR
(Ct 值)

( 􀭰x±s,n= 4)

PMA-qPCR
(Ct 值)
(n= 4)

平板计数法 /
(CFU·mL-1 )

(n= 4)

1×101 37. 40±0. 22 UD 0

1×102 35. 75±0. 54 UD 0

1×103 34. 11±0. 22 UD 0

1×104 32. 40±0. 14 UD 0

1×105 26. 85±0. 75 UD 0

1×106 22. 10±0. 52 UD 0

　 注:UD 表示未检出。

2. 3. 2　 PMA-qPCR 方法对活 / 死菌混合体系中活菌

的鉴别

　 　 将 1×106
 

CFU / mL 的死菌与活菌以不同体积比

混合进行 PMA-qPCR 检测,并以未经 PMA 处理的

样品(qPCR 组)作为对照,各组的试验数据结果如

表 8 所示。 如图 3 所示,当活菌所占比例为 0 时,
PMA-qPCR 组未检出(Ct 值>36)。 随着活菌比例的

增加,PMA-qPCR 组 Ct 值逐渐下降,但始终高于

qPCR 组 Ct 值。 当活菌所占比例为 100%时,PMA-
qPCR 组与 qPCR 组 Ct 值差异无统计学意义(P>
0. 05),这表明无论是否存在死菌,PMA-qPCR 都能

　 　 　表 8　 qPCR、PMA-qPCR 检测不同比例的活菌、死菌
混合水样

Tab. 8　 qPCR,
 

PMA-qPCR
 

for
 

Detection
 

of
  

Different
 

Proportions
 

of
 

Live
 

and
 

Dead
 

Bacteria
 

in
 

Mixed
 

Water
 

Samples

活菌所占百分比
PMA-qPCR(Ct 值)

( 􀭰x±s,n= 3)
qPCR(Ct 值)
( 􀭰x±s,n= 3)

0 38. 70±0. 74 26. 23±0. 49

10% 29. 36±0. 78 25. 53±0. 69

30% 27. 57±0. 16 25. 99±0. 27

50% 26. 75±0. 25 25. 41±0. 51

70% 26. 46±0. 16 25. 38±0. 47

100% 25. 96±0. 25 26. 03±0. 39

准确检测活菌。
2. 3. 3　 PMA-qPCR 法测定活菌数的标准曲线的

建立

　 　 本研究利用 PMA-qPCR 法建立了测定活菌数

的标准曲线,将加标活菌模拟水样浓度调至 2. 5 ×
106

 

CFU / mL,进行 10 倍梯度稀释,使浓度依次为

2. 5×105、2. 5×104、2. 5×103、2. 5×102
 

CFU / mL,分别

进行 PMA-qPCR 检测。 结果以活菌浓度的对数为 x
轴,相应的 Ct 值为 y 轴,对活菌浓度进行定量。 如

图 4 所示, 当活菌浓度为 2. 5 × 102 ~ 2. 5 × 106
 

CFU / mL 时,PMA-qPCR 标准曲线表现出很强的线

性相关性(R2 = 0. 990
 

1),扩增效率 E 为 91. 6%,
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　 　 注:误差线表示标准偏差,∗表示 P<0. 05 差异性显著。

图 3　 PMA-qPCR 与 qPCR 方法检测不同比例死、
活菌混合物

Fig. 3　 Detection
 

for
 

Mixture
 

of
 

Dead
 

and
 

Live
 

Bacteria
 

in
 

Different
 

Proportion
 

with
 

qPCR
 

PMA-qPCR
 

Methods

图 4　 PMA-qPCR 检测铜绿假单胞菌的标准曲线

Fig. 4　 Standard
 

Curve
 

for
 

Pseudomonas
 

Aeruginosa
 

Detection
 

by
 

PMA-qPCR

PCR 反应效率良好[33] 。 其关系式为 y= -3. 541x+
44. 11。 该方法的定量检测值为 1 × 102 ~ 1 × 106

 

CFU / mL。 综上,此方法可应用于饮用水中的铜绿

假单胞菌定量。
3　 结论
　 　 本文建立了一种膜过滤富集方法,该方法可以

将 10
 

L 饮用水铜绿假单胞菌富集至 1
 

mL
 

PBS 缓冲

液中,回收率超过 80%。 并利用正交试验设计不同

PMA 处理条件的组合方式,最终确定了抑制死菌

DNA 扩增的最佳条件,即 PMA 浓度为 30
 

μmol / L、
黑暗中孵育时间为 20

 

min、光暴露时间为 20
 

min。
该 PMA-qPCR 方法在复杂的饮用水环境基质中不

仅有效地去除了死菌对铜绿假单胞菌活菌检测的干

扰,而且不会影响活菌 DNA 的扩增,可在死菌存在

下实现对活菌的定量检测。 通过 PMA-qPCR 方法

检测不同浓度梯度的铜绿假单胞菌活菌建立标准曲

线 y= -3. 541x+44. 11,获得定量限为 1×102
 

CFU / mL,
且结合膜过滤富集的方式,该方法的灵敏度可提高

1×104 倍,可应用于大体积饮用水中铜绿假单胞菌

活菌的定量检测。
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