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摘  要：【背景】铜绿假单胞菌是一种重要的水源和食源性致病菌，可引起急性肠道炎、脑膜炎、败

血症和皮肤炎症等疾病。加强铜绿假单胞菌的快速检测，对保障食品安全具有重要的意义。【目的】

建立聚合酶螺旋反应(Polymerase spiral reaction，PSR)方法快速检测铜绿假单胞菌。【方法】针对铜

绿假单胞菌外毒素 A 调控基因——ETA 基因(toxA)设计引物，通过引入加速引物、优化反应条件和筛

选颜色指示剂，建立快速检测铜绿假单胞菌的 PSR 方法，并研究方法的特异性、敏感性和可靠性。【结

果】建立的方法在等温 65 °C 条件下，40 min 内可完成 PSR 反应，且可通过钙黄绿素和羟基萘酚蓝直

接判读结果。方法特异性强、灵敏度高，最低检出限分别为 20 CFU/mL 细菌和 1.011 5 pg/µL 基因组

DNA。可视化 PSR 方法检测包装饮用水来源的分离菌株与传统生化方法检测结果一致。【结论】研

究建立的可视化 PSR 方法为铜绿假单胞菌 DNA 快速检测提供了一种可行的有效手段。 

关键词：铜绿假单胞菌，聚合酶螺旋反应，等温扩增，DNA 快速检测 
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Abstract: [Background] Pseudomonas aeruginosa is an important water- and food-borne pathogenic 
bacterium causing acute enteritis, meningitis, sepsis and skin inflammation. It is important to detect 
rapidly P. aeruginosa for food safety. [Objective] A rapid and simple method for detection of P. 
aeruginosa using polymerase spiral reaction (PSR) technique was established. [Methods] The primers 
were designed according to the P. aeruginosa exotoxin A gene—ETA gene (toxA), the visual PSR method 
for rapid detection of P. aeruginosa comprised primer screening, accelerated primer introduction, reaction 
conditions optimization and color indicator screening. The specificity, sensitivity and reliability of the 
method were evaluated. [Results] The PSR assay to detect toxA of P. aeruginosa could fulfill within 
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40 min at 65 °C, and visualize the results by Calcein and HNB. This method specifically detected P. 
aeruginosa without showing cross-reaction with closely related Pseudomonas species or other bacteria. 
The sensitivity of the method was high, with detection limit 20 CFU/mL bacteria and 1.011 5 pg/µL 
genomic DNA. The detection of isolated strain of packaged drinking water showed that the PSR method 
was consistent with the results of traditional biochemical methods for the P. aeruginosa detection. 
[Conclusion] The established visual PSR method provides a potential method to be used for rapid 
detection in the field.  

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, Polymerase spiral reaction (PSR), Isothermal amplification, DNA 
rapid detection 

铜绿假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa)是一

种重要的水源性致病菌，广泛存在于各种水源中，

对消毒剂、干燥、紫外线等理化因素具有很强的抵

抗力，可引起急性肠道炎、脑膜炎、败血症和皮肤

炎症等疾病[1]。桶(瓶)装水中有机物质含量极低，

且刚出厂的产品中铜绿假单胞菌数量较少，但桶

(瓶)装水消费周期较长，保存期至少半个月以上，

兼性化能自养代谢而对有机营养要求低的铜绿假

单胞菌可生长繁殖达到 104 CFU/mL[2]。水质卫生

管理方面，美国、加拿大、巴西、日本、欧洲各国

及世界卫生组织/粮农组织等，均限定瓶装饮用水

(包括天然矿泉水水源)中铜绿假单胞菌最大可能

数(Most probable number，MPN)<3/L 或每 250 mL
中不得检出[3]。我国实施的《GB 19298-2014 食品

安全国家标准包装饮用水》和《GB 8537-2008 饮

用天然矿泉水》标准中也明确规定每 250 mL 包装

饮用水和饮用天然矿泉水中不得检出铜绿假单胞

菌[3-4]。近年来，随着国内桶装饮用水消费量的不

断上升，有关铜绿假单胞菌污染桶装水的报道逐渐

增多，引起了诸多学者和消费者的普遍关注[5-9]。 
目前我国规定的包装饮用水铜绿假单胞菌检

测方法为传统国标法，其检验程序费时费力、繁琐

复杂，需要 2−7 d 才能得到检验结果[3]。近年来，

普通 PCR、荧光定量 PCR 和环介导等温扩增技术

(Loop-mediated isothermal amplification，LAMP)
等分子检测方法逐步建立起来，应用于水样快速

检测[3,10]。但普通 PCR 和荧光定量 PCR 都需要复

杂的具有变温功能的仪器，荧光定量 PCR 还需要

特异性探针，价格昂贵。LAMP 法是在 PCR 的基

础上建立起来的一种常温核酸扩增技术[11]，目前

已被应用于各种致病菌的快速检测 [12-16]。但是

LAMP 法需要针对靶序列上 6−8 个片段设计引物，

一般需要 6 条引物，引物设计较复杂，这 6 条引物

都要规避突变点区域，因此对靶序列的要求高，并

且日本的公司特别注重对其专利产权的保护，我国

在转化应用上有很大的局限性[17-18]。 
聚合酶螺旋反应(Polymerase spiral reaction，

PSR)是一种新型核酸等温扩增法，利用具有链转

移活性的 DNA 聚合酶(Bst DNA 聚合酶)在等温条

件下进行扩增[17-19]。该法从 LAMP 引物设计中得

到启示，并融合 PCR 引物设计简便的优点，仅在

PCR 引物的基础上从目标序列上再取一段序列，

将这段序列加到 PCR 引物的 5′端，构成正反向复

合引物，满足了简便快速、高灵敏度和特异性的要

求[17]。目前已有研究人员应用 PSR 技术进行细菌、

真菌和病毒的临床现场检测工作，其中包括以 toxA
为靶基因 PSR 检测铜绿假单胞菌的研究[17-22]。本

研究以铜绿假单胞菌外毒素 A 调控基因——ETA
基因(toxA)为靶基因，基于 PSR 技术建立铜绿假单

胞菌的快速检测法，从而为铜绿假单胞菌的快速检

测提供有力手段。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌种 

各种标准菌株铜绿假单胞菌 (P. aeruginosa) 
CGMCC1.10274 、 志 贺 氏 菌 (Shigella flexneri) 
CGMCC1.10599 、 大 肠 埃 希 菌 (Escherichia coli) 
CGMCC1.4245 、 沙 门 氏 菌 (Salmonella enterica) 
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CGMCC1.10603、阪崎杆菌(Cronobacter sakazakii) 
CGMCC1.6765、副溶血弧菌(Vibrio parahaemolyticus) 
CGMCC1.1997、粪肠球菌(Enterococcus faecium) 
CGMCC 1.101 、 马 红 球 菌 (Rhodococcus equi) 
CGMCC1.4262 、 蜡 状 芽 孢 杆 菌 (Bacillus cereus) 
CGMCC 1.10559、金黄色葡萄球菌(Staphylococcus 
aureus subsp. aureus) CGMCC1.2465 购自中国普通

微 生 物 菌 种 保 藏 管 理 中 心 ， 恶 臭 假 单 胞 菌 (P. 
putida)、荧光假单胞菌(P. fluorescens)、施氏假单

胞菌(P. stutzeri)[23]由本实验室提供，铜绿假单胞菌

(P. aeruginosa)分离株(16 株)从包装饮用水中分离

纯化，按照国家食品安全风险监测工作手册(GB/T 
8538-2008) 检 验 方 法 检 测 ， 并 使 用 VITECK2 
Compact 微生物鉴定仪进行结果确认。 
1.1.2  主要试剂和仪器 

营养肉汤、CN 琼脂平板，北京陆桥技术有限

责任公司；Bst DNA 聚合酶，NEB 公司；甜菜碱、

吐温-20、钙黄绿素、氯化锰、羟基萘酚蓝、二甲

基亚砜，Sigma 公司；MiniBEST Bacteria Genomic 
DNA Extraction Kit、ExTaq® DNA Polymerase，

TaKaRa 公司；石蜡油，百奥莱博公司；氢氧化钾、

Tris-HCl、氯化钾、硫酸铵、硫酸镁，国药集团化

学 试 剂 有 限 公 司 ； Nuclease-Free Water 、 dNTP 
Mixture，生工生物工程(上海)股份有限公司；QX 
Alignment Marker 15 kb/3kb 、 QX Size Marker 
0.1−2.5 kb，Qiagen 公司。 

低温高速离心机，Beckman 公司；PCR 仪，

ABI 公司；紫外分光光度计，Shimadzu 公司；恒

温水浴锅，杭州博日科技有限；全自动核酸蛋白分

析仪，Qiagen 公司；DensiCHEKTM 比浊仪，Bio 
Merieux 公司；NanoDrop One 超微量分光光度计，

Thermo Fisher Scientific 公司。 

1.2  方法 
1.2.1  引物设计 

根据 GenBank 中公布的铜绿假单胞菌 toxA 基

因序列(登录号为 NC_002516.2)，在 NCBI 上进行

BLAST 比对分析后，基于 toxA 基因的特异性区域，

利用软件 Primer premier 5 设计 PSR 反应的 4 条特

异性引物，分别为引物 Ft/Bt，加速引物 IF/IB。同

时设计 PCR 反应的引物 toxA-1f/toxA-1f，见表 1。

引物交由生工生物工程(上海)股份有限公司合成。 
1.2.2  细菌基因组 DNA 提取 

在 CN 琼脂平板上取细菌单菌落接入营养肉

汤[9]中，培养 12 h 到对数期。取 1.0 mL OD600 为

0.15 的菌悬液，12 000×g 离心 2 min，轻轻倒掉上

清。向革兰氏阳性细菌沉淀中加入 500 μL BS 缓冲

液和 50 μL 溶菌酶(20 mg/mL)，充分混匀沉淀，

37 °C 水浴 60 min，12 000×g 离心 2 min (革兰氏阴性

细菌省去此步骤)。向细菌沉淀中加入 20 μL 蛋白酶

K (20 mg/mL)和 10 μL RNase A (10 mg/mL)，180 μL 
GL 裂解液，充分混匀沉淀，56 °C 水浴 10 min，之

后严格按照 TaKaRa MiniBEST Bacteria Genomic 
DNA Extraction Kit 操作步骤提取细菌基因组

DNA。 
基因组 DNA 的质量浓度和纯度检测：取

DNA 溶液 1 μL，用 NanoDrop One 超微量分光光 

表 1  特异性检测引物序列 
Table 1  Primers used for PSR in the study 

引物名称 
Primers 

检测方法 
Detection methods

引物序列 
Primer sequences (5′→3′) 

基因位置 
Gene locations 

Ft* PSR gtcgatggccagcttgagcgATCGCCGACACCAACGG 258−238, 175−192 
Bt* gcgagttcgaccggtagctgGCCAGTTCAGCGACCAACT 238−258, 360−379 
IF GTAGTGCAGCACGCCCTG 210−192 
IB CGCTACAGCTACACGCG 331−348 
toxA-1f PCR AGATGGGCGACGAGTTGCTG 482−501 
toxA-1r GACTGATGACCGTGGGCTTGAT 811−789 

注：*：Ft 与 Bt 分别由 Nr (小写字母)和 F (大写字母)、N (小写字母)和 B (大写字母)组成. 
Note: *: Ft and Bt consist of Nr (lowercase) and F (uppercase), N (lowercase) and B (uppercase), respectively. 
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度计测定以上提取的 DNA 在波长 260 nm 和   
280 nm 处的紫外吸收值，通过 OD260/OD280 和浓度

值判断 DNA 的纯度和浓度。 
1.2.3  PSR 反应体系的建立及优化 

扩增反应体系参考 Liu 等[19]的方法并进行一

定优化。RM 储备液(20×)：KCl 1.49 g，(NH4)2SO4 
2.64 g，MgSO4·7H2O 3.95 g，吐温-20 2.0 mL，加

水溶解并定容至 100 mL。RM 反应液(2×)：RM 储

备液(20×) 200 μL，Tris-HCl (1.5 mol/L，pH 8.8) 
53.33 μL，dNTPs (10 mmol/L，Each) 560 μL，甜菜

碱溶液(0.375 g/mL) 1.0 mL，ddH2O 补齐至 2 mL。

25 μL 反应体系：RM 反应液(2×) 12.5 μL，引物 Ft/Bt 
(50 µmol/L，Each) 1.6 μL，模板 DNA 2 μL，Bst DNA
聚合酶(8 U/µL) 1 μL，ddH2O 7.9 μL。再加入石蜡

油 10 μL 后的反应混合液放入水浴锅中 65 °C 反应

90 min，毛细管凝胶电泳检测扩增结果。 
为使 PSR 反应更加迅速，25 μL 反应体系中引

入加速引物 IF/IB，上述 25 μL 反应体系中加入加

速引物 IF/IB (50 µmol/L，Each) 0.8 μL。同时对

DNA 双链解链的关键物质——甜菜碱的浓度进行

优化。PSR 反应体系中其他物质浓度不变，设置甜

菜碱浓度梯度 0.2、0.5、0.8、1.1、1.3 mol/L，摸

索最佳浓度。同时，为避免气溶胶污染，确保实验

准确性，PSR 反应前在反应液液面上加入 10 μL 石

蜡油，上层形成的石蜡油密封层能有效阻止反应过

程中产生的气溶胶污染。 
1.2.4  PSR 反应结果的可视化研究 

为符合等温扩增法简便、快捷的特点，进行

PSR 反应结果的可视化研究，即在 PSR 反应体系

中加入颜色指示剂，通过阴、阳性反应的颜色差异

快速判断实验结果。 
钙黄绿素(Calcein)作指示剂：设立钙黄绿素

(6.5 mmol/L，DMSO 配制)和氯化锰(130 mmol/L)
不同组别见表 2，在 25 μL PSR 反应体系中加入不

同组别的钙黄绿素指示剂 1 μL，分别设立阳性组

与阴性组，65 °C 反应后取出于黑背景下观察结果。

PSR 反应阳性，溶液由橙色变成绿色；PSR 反应

阴性，溶液保持橙色不变。当肉眼观察无法清晰分

辨绿色和橙色时，可在紫外光下观察，可见阳性样

品管发绿色荧光，阴性样品管无荧光发出。 
羟基萘酚蓝(HNB)作指示剂：参考 Goto 等[24]

方法，采用 0.2% HNB 指示剂溶液，在 25 μL PSR
反应体系中加 1.0 μL HNB 溶液，65 °C 反应后白

色背景下观察溶液的变化。PSR 反应阳性，溶液

由紫色变成天蓝色；PSR 反应阴性，溶液保持紫

色不变。 
1.2.5  PSR 反应特异性和灵敏度检测 

提取铜绿假单胞菌和 12 株非铜绿假单胞菌基

因组 DNA，以此为模板进行 PSR 反应，验证方法

特异性。 
将提取的铜绿假单胞菌(P. aeruginosa)原菌液

总 DNA 测定浓度后，对 DNA 进行 10 倍比梯度稀

释，最后选取 10.115 fg、101.15 fg、1.011 5 pg、  
10.115 pg、101.15 pg、1.011 5 ng、10.115 ng/μL 共

7 个浓度梯度，取 2 μL 各浓度梯度的 DNA 为模板

进行 PSR 反应检测纯培养铜绿假单胞菌灵敏度。 
 

表 2  不同组别的钙黄绿素指示剂 
Table 2  Calcein indicators of different groups 

组别 
Group 

钙黄绿素体积 
Calcein  
(µL/mL) 

氯化锰体积 
MnCl2  

(µL/mL) 

钙黄绿素终浓度 
Final concentration of calcein 

(µmol/L) 

氯化锰终浓度 
Final concentration of MnCl2  

(mmol/L) 

钙黄绿素与氯化锰摩尔比

Calcein:MnCl2  
(M/M) 

1 100 100 25 0.5 1:20 
2 100 80 25 0.4 1:16 
3 100 60 25 0.3 1:12 
4 100 40 25 0.2 1:8 
5 200 200 50 1.0 1:20 
6 200 160 50 0.8 1:16 
7 200 120 50 0.6 1:12 
8 200 80 50 0.4 1:8 
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1.2.6  PCR 和 PSR 反应在包装饮用水中的灵敏度

检测 
为 保 证 检 测 结 果 的 准 确 性 ， 经 国 标      

GB/T 8538-2008 方法验证试验所用包装饮用水不

含铜绿假单胞菌。取新鲜培养 12 h 的铜绿假单胞

菌(CGMCC1.10274)，用生理盐水充分洗涤培养基，

10 倍比梯度系列稀释。取各稀释度菌液 1 mL 加入

到 100 mL 包装饮用水样品中，使包装饮用水中菌

液浓度达到 2×100、2×101、2×102、2×103、2×104、

2×105、2×106 CFU/mL，充分混合，作为人工污染

包装饮用水样品。 
取各菌液浓度的人工污染包装饮用水样品 

1 mL，提取样品 DNA，同时取不加铜绿假单胞菌

的包装饮用水样品 1 mL 作为阴性对照。分别进行

PCR 和 PSR 反应，比较两种方法的检测灵敏度。

按照 ExTaq® DNA Polymerase 说明书进行 PCR 扩

增反应。 
1.2.7  PSR 反应在实际样本检测中的应用 

将实际检验工作中分离纯化的包装饮用水来

源的 16 株铜绿假单胞菌菌株提取核酸分别进行

PSR 反应，同时以无菌水和铜绿假单胞菌阴性的包

装饮用水样本为对照，观察检测结果。 

2  结果与分析 

2.1  PSR 反应体系的建立及优化 
以铜绿假单胞菌基因组 DNA 为模板，按 PSR

反应体系配制反应液，以无菌水为阴性对照。毛细

管凝胶电泳检测结果显示，65 °C 水浴反应 90 min
后呈现出特异性梯状条带，且肉眼观察可见反应溶

液处于浑浊状态，阴性对照溶液澄清且无梯状条带

(图 1)。结果表明 PSR 能且只能在有特定核酸及能

与特定核酸序列结合的引物时发生反应，验证了

PSR 反应的可行性。 
PSR 反应体系中使用 Ft/Bt 一对引物时，反应

时间要在 60 min 之后，不能满足快速检测的要求，

因此引入加速引物 IF/IB。为使 Ft/Bt 首先与靶序列

结合，加速引物 IF/IB 使用浓度(终浓度 0.8 μmol/L) 

 
 

图 1  铜绿假单胞菌 PSR 反应毛细管凝胶电泳结果 
Figure 1  The capillary gel electrophoresis results of PSR 
注：M：Alignment marker 15 kb/3 kb；N：阴性对照；1：引

物 Ft/Bt；2：引物 Ft/Bt+IF/IB. 
Note: M: Alignment marker 15 kb/3 kb; N: Negative control; 1: 
Primer Ft/Bt; 2: Primer Ft/Bt+IF/IB. 

 
是引物 Ft/Bt 使用浓度(终浓度 1.6 μmol/L)的一半。

结果显示引入加速引物后，65 °C 水浴反应 40 min
即可观察到溶液呈现浑浊状态，毛细管凝胶电泳检

测结果显示出特异性梯状条带(图 1)。 
甜菜碱是恒温下使 DNA 双链解链的关键物

质，RM 反应液中其他物质浓度不变，甜菜碱浓度

分别为 0.2、0.5、0.8、1.1、1.3 mol/L 时，65 °C
水浴反应 40 min 均能观察到溶液浑浊状态。毛细

管凝胶电泳检测结果显示，同等时间下，甜菜碱浓

度为 0.8 mol/L 时梯状条带更加清晰(图 2)，表示其

反应效率更高，因此 0.8 mol/L 可作为 PSR 反应下

一步试验的甜菜碱浓度。 

2.2  PSR 反应结果的可视化研究 
按 PSR 反应的可视化方法(表 2)，使用不同

浓度组合的钙黄绿素指示剂(组别 1−8)进行 PSR
反应，观察其产物在可见光下(图 3A)和紫外光激

发下的荧光情况(图 3B)。钙黄绿素指示剂低浓度

组(组别 2、3、4)和高浓度组(组别 8)的阳性组溶液

呈现绿色，阴性组保持橙色不变，肉眼即可分辨 
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图 2  甜菜碱浓度筛选结果 
Figure 2  The betaine concentration of PSR  
注：M：Alignment marker 15 kb/3 kb；N：阴性对照；1：甜

菜碱 0.2 mol/L；2：甜菜碱 0.5 mol/L；3：甜菜碱 0.8 mol/L；

4：甜菜碱 1.1 mol/L；5：甜菜碱 1.3 mol/L.  
Note: M: Alignment marker 15 kb/3 kb; N: Negative control; 1: 
Betaine 0.2 mol/L; 2: Betaine 0.5 mol/L; 3: Betaine 0.8 mol/L; 4: 
Betaine 1.1 mol/L; 5: Betaine 1.3 mol/L. 

 

 
 

图 3  钙黄绿素指示剂显色(A)和荧光素(B)结果 
Figure 3  Indicating results of Calcein indicators by 
coloration (A) and fluorescence (B) 
注：+：阳性组；−：阴性组；1−8：组别 1−8. 
Note: +: Positive group; −: Negative group; 1−8: Group 1−8. 

(图 3A)，且在紫外灯下可见绿色荧光(图 3B)。为

确保检测结果的准确性，进行 3 次重复实验，数

据统计如表 3 所示。结果表明氯化锰终浓度低于

0.5 mmol/L (组别 4、3、2、8)时，建立的 PSR 反

应正常进行。但氯化锰终浓度高于 0.4 mmol/L (组
别 1、7、6、5)时，过量的锰离子可能对 PSR 反应

有抑制作用。同时组别 8 阴、阳性颜色对比与组别

2、3、4 相比，视觉差异更加明显，而且显色时间

更短。因此，组别 8 (钙黄绿素 50 µmol/L、氯化锰

0.4 mmol/L)可作为钙黄绿素指示剂的使用浓度。 
同时羟基萘酚蓝指示剂(HNB)结果显示，阳性

组溶液反应 40 min 后由紫色变成天蓝色，而阴性

组溶液保持紫色不变(图 4)，因此 0.2% HNB 可作

为 HNB 指示剂的使用浓度。 

2.3  PSR 反应特异性和灵敏度检测 
根据建立的 PSR 反应体系，对包括铜绿假单

胞菌在内的 13 株常见细菌进行 PSR 特异性检测。

只有 P. aeruginosa 的基因组 DNA 呈现阳性结果

(钙黄绿素指示剂显绿色，HNB 指示剂显蓝色且电

泳呈特异性梯状条带)。其他 12 个对照样品，分别

为 Shigella flexneri、Escherichia coli、Salmonella 
enterica 、 Cronobacter sakazakii 、 Vibrio 
parahaemolyticus 、 Enterococcus faecium 、

Rhodococcus equi、Bacillus cereus、Staphylococcus 
aureus subsp. aureus、P. putida、P. fluorescens、P. 
stutzeri 以及阴性对照(添加无菌水)呈现阴性结果

(图 5)。实验结果表明，基于 toxA 建立的 PSR 检

测法对 P. aeruginosa 具有较高的特异性。 
 

表 3  PSR 反应不同组别钙黄绿素指示结果 
Table 3  The different groups Calcein indicating results of PSR 

Indicating method Group 1 Group 2 Group 3 Group 4 Group 5 Group 6 Group 7 Group 8 
Coloration − + + + − − − + 

− + + + − − − + 
− + + + − − − + 

Fluorescence − + + + − − − + 
− + + + − − − + 
− + + + − − − + 

注：+：阳性组；−：阴性组. 
Note: +: Positive group; −: Negative group.  
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图 4  羟基萘酚蓝指示剂显色结果 
Figure 4  Indicating results of HNB indicator 
注：+：阳性组；−：阴性组. 
Note: +: Positive group; −: Negative group. 

提取纯培养铜绿假单胞菌基因组 DNA 作为阳

性模板，对模板进行 10 倍比梯度稀释，检测 PSR
反应的灵敏度。由图 6 可知，PSR 检测 toxA 的灵

敏度为 1.011 5 pg/μL。 

2.4  PCR 和 PSR 反应在包装饮用水中的灵敏度

检测 
对人工污染包装饮用水样品提取 DNA 进行

PSR 和 PCR 灵敏度检测。由图 7 可知，PSR 反应

灵敏度达到 20 CFU/mL (图 7，A6、B6、C6)，PCR
反应灵敏度达到 200 CFU/mL (图 7，D5)。结果表

明建立的 PSR 方法灵敏度较高，是 PCR 反应灵敏

度的 10 倍。 
 

 
 

图 5  基于铜绿假单胞菌 toxA 基因 PSR 检测对其他不同病原菌的特异性 
Figure 5  The product specificity of toxA targeted PSR for different pathogens 
注：A：钙黄绿素显色结果；B：羟基萘酚蓝显色结果；C：毛细管凝胶电泳结果. M：Alignment marker 15 kb/3 kb；1：铜绿假单

胞菌；2：志贺氏菌；3：大肠埃希菌；4：沙门氏菌；5：阪崎杆菌；6：副溶血弧菌；7：粪肠球菌；8：马红球菌；9：蜡状芽

孢杆菌；10：金黄色葡萄球菌；11：恶臭假单胞菌；12：荧光假单胞菌；13：施氏假单胞菌；N：阴性对照. 
Note: A: Visualized with Calcein; B: HNB; C: Capillary gel electrophoresis. M: Alignment marker 15 kb/3 kb; 1: P. aeruginosa; 2: 
Shigella flexneri; 3: Escherichia coli; 4: Salmonella enterica; 5: Cronobacter sakazakii; 6: Vibrio parahaemolyticus; 7: Enterococcus 
faecium; 8: Rhodococcus equi; 9: Bacillus cereus; 10: Staphylococcus aureus subsp. aureus; 11: P. putida; 12: P. fluorescens; 13: P. 
stutzeri; N: Negative control. 
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图 6  PSR 灵敏性检测钙黄绿素显色结果(A)、羟基萘酚蓝显色结果(B)和毛细管凝胶电泳结果(C) 
Figure 6  The detection sensitivity of PSR visualized with Calcein (A), HNB (B) and capillary gel electrophoresis (C) 
Note: M: Alignment marker 15 kb/3 kb; 1: 10.115 ng/μL; 2: 1.011 5 ng/μL; 3: 101.15 pg/μL; 4: 10.115 pg/μL; 5: 1.011 5 pg/μL; 6: 
101.15 fg/μL; 7: 10.115 fg/μL; N: Negative control. 

 

 
 

图 7  人工接种铜绿假单胞菌污染的包装饮用水 PSR (A、B、C)和 PCR (D)反应灵敏度对比 
Figure 7  The toxA detection sensitivity by PSR (A, B, C) and PCR (D) for artificial contamination of P. aeruginosa in 
packaged drinking water  
注：A：PSR 钙黄绿素显色结果；B：PSR 羟基萘酚蓝显色结果；C：PSR 毛细管电泳结果；D：PCR 毛细管凝胶电泳结果. M：

Alignment marker 15 kb/3 kb；1：2×106 CFU/mL；2：2×105 CFU/mL；3：2×104 CFU/mL；4：2×103 CFU/mL；5：2×102 CFU/mL；

6：2×101 CFU/mL；7：2×100 CFU/mL；N：阴性对照. 
Note: A: Calcein; B: HNB; C: Capillary electrophoresis; D: PCR capillary gel electrophoresis. M: Alignment marker 15 kb/3 kb;  
1: 2×106 CFU/mL; 2: 2×105 CFU/mL; 3: 2×104 CFU/mL; 4: 2×103 CFU/mL; 5: 2×102 CFU/mL; 6: 2×101 CFU/mL; 7: 2×100 CFU/mL;  
N: Negative control. 

 

2.5  PSR 反应检测样本分离株 
对 16 株包装饮用水来源的铜绿假单胞菌分离

株提取基因组 DNA，以无菌水和铜绿假单胞菌阴

性的包装饮用水样本为对照，进行 PSR 检测。由

图 8 可知，从包装饮用水中分离纯化到的 16 株铜

绿假单胞菌菌株都被 PSR 反应检测出来，检出率

100%。实验结果表明 PSR 反应可以用来检测实际

样本可能存在的铜绿假单胞菌。 
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图 8  PSR 反应检测样本分离结果 
Figure 8  PSR test results of packaged drinking water isolates 
注：A：钙黄绿素显色结果；B：羟基萘酚蓝显色结果；C：毛细管凝胶电泳结果. M：Alignment marker 15 kb/3 kb；1−16：样本

分离株 1−16；H：H2O；N：阴性对照. 
Note: A: Calcein; B: HNB; C: Capillary electrophoresis. M: Alignment marker 15 kb/3 kb; 1−16: Isolate 1−16; H: H2O; N: Negative control. 

 
3  讨论与结论 

绿脓杆菌外毒素 A (ETA)是 P. aeruginosa 最具

毒性的胞外产物，95%以上的临床分离株都会分泌

该种毒素[25]。外毒素 A 调控基因——ETA 基因(toxA)
在 P. aeruginosa 中高度保守[26]，已被应用于 PCR
和 RT-PCR 法检测 P. aeruginosa 的工作中[10,27-30]。

本研究中利用生物信息学技术对 toxA 基因进行分

析，选取 175−379 bp 的基因片段作为 PSR 扩增的

靶基因片段(表 1)，BLAST 结果显示选取的基因片

段高度保守。针对该 toxA 片段设计了一对特异性

扩增引物(Ft/Bt)，该引物不同于其他研究引物[17]，

扩增结果证明了 PSR 反应的可行性(图 1)，且灵敏

度得到提升。同时为满足快速检测的要求，我们又

设计了一对特异性的加速引物(IF/IB)，将 PSR 反

应时间由 90 min 缩短至 40 min (图 1)。在 toxA 基

因、扩增引物、加速引物的高度特异性的三重保证

下，检测更为准确，特异性实验结果显示基于 toxA

基因的 PSR 检测具有很好的特异性(图 5)。 
我们建立的 PSR 方法是利用具有链置换活性

的高效 Bst DNA 聚合酶，使反应在等温(65 °C)条
件下快速进行，因此等温条件下使 DNA 双链解链

的关键物质甜菜碱的浓度变化至关重要。甜菜碱浓

度梯度实验结果显示浓度为 0.8 mol/L 时，PSR 反

应效率最高(图 2)。气溶胶污染是困扰整个核酸扩

增领域的难题，PSR 反应扩增效率高，反应剧烈，

也不免会形成带有大量核酸的气溶胶。为防止气溶

胶污染，确保实验准确性，反应前将 10 μL 石蜡油

加入到反应管中，反应过程中有效地阻止了气溶胶

的挥发，并且对扩增反应无任何影响。 
PSR 反应过程中，大量 DNA 和不溶性的焦磷

酸镁被合成，导致溶液浊度增加，浊度达到一定浓

度时，可通过凝胶电泳观察形成特异性“梯形条

带”[19]。因此 PSR 扩增产物的检测法主要有浊度仪

检测和凝胶电泳检测。为符合快速简单的检测要
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求，我们采用钙黄绿素和羟基萘酚蓝为指示剂。钙

黄绿素是一种螯合剂，在 Mn2+存在时被淬灭不发

光。随着 PSR 反应的进行，阳性反应形成的焦磷

酸根与钙黄绿素竞争 Mn2+，当钙黄绿素游离出来

便可自发荧光，由原本的橘黄色变成亮绿色。本

实验中，我们研究了不同浓度比的钙黄绿素与氯

化锰(表 2)的显色效果，实验结果显示钙黄绿素

50 µmol/L、氯化锰 0.4 mmol/L 时显色效果最佳，

显色时间最短(图 3)。羟基萘酚蓝(HNB)是一种金

属离子指示剂，高浓度金属离子环境下溶液呈紫

色，低浓度金属离子环境下溶液呈天蓝色。在 PSR
反应开始前，游离的 Mg2+浓度较高(8 mmol/L)，加

入 HNB 后溶液呈紫色，而当发生 PSR 反应后，游

离的 Mg2+不断消耗生成焦磷酸镁沉淀，导致溶

液由紫色变为天蓝色。我们参考 Goto 等[24]的方

法，采用 0.2% HNB，能有效地显示 PSR 反应结

果(图 4)。两种颜色指示剂均在反应前添加，使得

反应从开始至结束均不需要打开反应管，可避免产

生假阳性，检测时间短，直接观察颜色变化，肉眼

即可判读结果。 
通过灵敏度检测发现，PSR 灵敏性高，最低

检测限度可达到 1.011 5 pg/μL (图 6)。同时，通

过人工污染包装饮用水样品检测发现，PSR 对包

装饮用水样品中铜绿假单胞菌的检测限度可达

20 CFU/mL，是常规 PCR 反应灵敏度的 10 倍  
(图 7)。通过建立的 PSR 方法检测包装饮用水来源

的铜绿假单胞菌分离株，检出率为 100% (图 8)，
表明该法可应用于实际的检测工作中。据我们所

知，本研究首次实现对包装饮用水样品实现高灵

敏度快速可视化检测。综上所述，本研究所建立

的 PSR 检测技术，引物设计简单，只需一种酶，

无需反复加样，能在恒温条件下完成反应，具有

良好的特异性、敏感性、易操作性。同时使用适

用于该技术的扩增结果快速判读方法，在反应基

础上不再借助于浊度仪、电泳槽等任何检测仪器，

直接通过肉眼观察即可判读实验结果，具有方便、

快速的优点。 
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