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PET瓶装无气天然矿泉水中污染菌及其 
系统进化分析
高  雯1，胡晓敏2，周帼萍1,*

（1.武汉轻工大学生物与制药工程学院，湖北 武汉 430023；2.中国科学院武汉病毒研究所，湖北 武汉 430071）

摘  要：目的：了解某一批次聚对苯二甲酸乙二醇酯（polyethylene terephthalate，PET）瓶装无气天然矿泉水产生

异味的缘由。方法：首先采用膜过滤结合平板菌落计数法分离和计数污染菌，16S rRNA序列分析鉴定其为假单胞

菌属（Pseudomonas spp.），再采用假单胞菌属特异性rpoB引物进行梯度聚合酶链式反应优化扩增条件，产物进行

测序和序列分析将污染菌鉴定到种。结果：这批产品的主要污染菌是一种2009年从南极分离鉴定的假单胞菌属新种

P. extremaustralis。反接实验证实该菌能在天然矿泉水中生长繁殖，并产生刺激性异味。结论：P. extremaustralis部

分细菌能够透过两级串联0.2 μm过滤器，耐受中、低压紫外杀菌工艺，耐低温和低氧压，能在无任何添加的PET瓶

装无气天然矿泉水中生长并产生异味。
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Abstract: Objective: To figure out the cause of the occurrence of unpleasant odor in one batch of polyethylene terephthalate 

(PET) bottled natural mineral water. Methods: Firstly, we counted and isolated strains from the samples by membrane 

filtration and culture on plate count agar (PCA). Secondly, the main spoilage bacteria were identified as Pseudomonas spp. 

by 16S rRNA analysis. Then gradient PCR was used to optimize the PCR conditions for amplification of rpoB gene. The 

PCR amplified rpoB sequence was analyzed. Results: The main pollutant bacteria in this batch of bottled drinking water was 

found to belong to a new species of P. extremaustralis, which was firstly isolated from a temporary pond in Antarctica in 2009. 

The rpoB sequence analysis showed that P. extremaustralis spp. was responsible for the occurrence of off-flavor in natural mineral 

water. When being inoculated back into normal products, it grew well and stink. Conclusion: Some strains of P. extremaustralis 

spp. have the capability of passing through double 0.2 μm-pore-size filters, tolerating ultraviolet sterilization, growing in PET 

bottled natural mineral water at low temperature and low oxygen content, and giving out an unpleasant odor.
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2009年10月1日实施的GB 8537—2008《饮用天然

矿泉水》中关于微生物指标增加了3 项，粪链球菌、铜

绿假单胞菌和产气荚膜梭菌，删除了1 项菌落总数[1-2]。 

之前的《饮用天然矿泉水》国家标准要求灌装产品菌落

总数低于50 CFU/mL[2]。为达到这个标准，矿泉水企业

普遍采用了臭氧杀菌工艺，但该工艺极易产生溴酸盐，

而国际癌症研究中心认为溴酸钾对实验动物有致癌作

用，但溴酸盐对人的致癌作用还不能肯定，为此将其列

为可能对人致癌的物质。因此，新国标和国际接轨，限

定溴酸盐含量不得超过0.01 mg/L，而不再限定菌落总

数[3]。为响应新国标要求，一些新建生产线普遍采用紫

外杀菌或无菌过滤工艺替代臭氧杀菌工艺，但是新工

艺新设备的推广过程中会遭遇新问题。天然矿泉水中

存在着极微细胞ultramicrocells能透过0.2 μm或0.45 μm
无菌细菌滤器。曾报道在水源地存在并具有极微细胞

形态的有假单胞菌属、黄杆菌属（Flavobacterium）、

弧菌属（Vibrio）、螺菌属（Spirillium）、沙雷氏菌属

（Serratia）和鞘氨醇单胞菌属（Sphingomonas）。其中

某些细菌，如假单胞菌、黄杆菌和鞘氨醇单胞菌，还是

某些天然矿泉水源中地方性独特种群之一。在低营养物

环境或饥饿状态，饥饿的细胞会形成球形或细长杆菌的

极微细胞，它们不仅能透过无菌细菌过滤器还能在极低

营养环境中繁殖。矿泉水企业必须认识到“无菌”细菌

过滤器不能100%截留矿泉水中的细胞，更值得注意的是

极微细胞生长缓慢，检验时容易被忽视或低估。目前没

有一种滤器能够截留所有细胞，所以单纯过滤除菌是不

足以保证产品的长期稳定性[4]。

2015年1月，某企业生产的水源地为吉林长白山

地区的某一批次聚对苯二甲酸乙二醇酯（polyethylene 

terephthalate，PET）无气天然矿泉水遭消费者投诉产品

有异味。企业召回产品后检验发现该批次有近1/3产品有

刺激性异味，有人将其描述为类似臭鸡蛋味，且细菌总

数很高（不低于103 CFU/250 mL）。为分析污染原因，

本实验室对变质产品和正常产品进行了比对分析。以期

通过本次实验确定污染菌种及其特性，为企业及时采取

相应的控制和防治措施，也为行业提供参考。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

送检的样品为2015年1月异常批次的5 瓶样品编号

1～5和膜过滤后培养编号为24、27、28和34的平板计数

琼脂（plate count agar，PCA）平板，以及12 瓶正常批次

样品和膜过滤后培养的编号22的PCA平板。

某矿泉水生产企业生产的PET瓶装天然矿泉水的主

要工艺流程为：水源→50 μm过滤→50 μm过滤→超滤

膜超滤→活性炭过滤→1 μm过滤→紫外杀菌→0.45 μm 
过滤→0.2 μm过滤→紫外杀菌→0.2 μm过滤→成品。

Premix Taq聚合酶链式反应（polymerase chain 

reaction，PCR）预混试剂、DL2000 DNA Marker、

Goldview核酸染料 日本TaKaRa公司；琼脂糖 西班

牙Biowest公司；PCA、伊红美蓝琼脂（eosin-methylene 

blue medium，EMB）、马铃薯葡萄糖琼脂（potato 

dextrose agar，PDA） 北京陆桥技术股份有限公司；

Salmonella-Shigella（SS）琼脂 英国Oxoid公司；

Lysogeny broth （LB）培养基自制。PCR引物合成和产物

测序均由苏州金唯智科技有限公司完成。

1.2 仪器与设备

无菌过滤器（配套0.2 μm滤膜） 德国密理博公

司；T100 Thermal Cycler PCR仪 美国Bio-Rad公司； 

电子舌T S - 5 0 0 0 Z（配有D B M S数据库管理系统和

APACHE2网络服务器） 日本Insent公司；GeneGenius

凝胶图像分析系统 英国Syngene公司。

1.3 方法

1.3.1 样品中微生物的检测、计数、染色观察 

采用0.2 μm膜过滤250 mL水样，然后取下滤膜分别

贴在PCA/EMB/PDA 3 种平板上进行细菌总数/大肠杆菌/

霉菌酵母总数计数；分离株在LB培养基上划线分离单菌

落用于提取DNA模板；纯化后菌株在EMB和SS平板上划

线观察菌落形态。荚膜染色参见文献[5]的方法。

1.3.2 菌裂解液的制备

LB平板划线分离待测菌株，30 ℃培养24 h。挑取单

菌落，加入装有50 μL无菌去离子水的PCR管中，混匀，

94 ℃ 10 min裂解，12 000 r/min离心5 min，收集上清液

即菌裂解液，4 ℃保存。

1.3.3 分离株的16S rRNA和rpoB序列分析

表 1 PCR所用引物

Table 1 Primers used for PCR

基因 引物 序列 产物/bp 参考文献

16S rRNA
27F 5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’

1 465 [6]
1492R 5’-ACGGTTACCTTGTTACGACTT-3’

rpoB LAPS 5’-TGGCCGAGAACCAGTTCCGCGT-3’
1 247 [7]

LAPS27 5’-CGGCTTCGTCCAGCTTGTTCAG-3’

表 2 PCR反应体系和条件

Table 2 PCR systems and conditions

基因 反应体系 PCR反应条件

16S rRNA 2×Taq PCR MasterMix12.5 μL，
引物各2 μL（10 nmol/mL），
DNA模板5 μL，加水至50 μL

94 ℃ 10 min，（94 ℃ 45 s，50 ℃ 45 s，72 ℃ 90 s）× 
35，72 ℃ 7 min

rpoB 94 ℃ 5 min，（94 ℃ 20 s，64～54 ℃ 5 个温度梯度20 s，
72 ℃ 75 s）×35，72 ℃ 7 min

PCR引物、体系和条件参见表1、2，产物用1%

的琼脂糖凝胶电泳分离，Goldenview染色，凝胶成像

分析仪观察PCR扩增结果，产物送苏州金维智公司测

序。序列比对：在http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST

进行比对。
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1.3.4 反接种验证实验

将污染菌反接种到正常无菌水样中，30  ℃培养

30 d，做嗅觉和电子舌测试。

1.3.5 电子舌测试

水样未做任何处理，直接倒入电子舌专用杯子后，

静止3 min，常温检测，采用了酸味、鲜味、咸味、涩味

和苦味5 种传感器，每个样品重复测定3 次。

1.3.6 亚硝酸盐含量测定

依据GB/T 8538—2008《饮用天然矿泉水检验方法》[8]。

1.3.7 易挥发性成分分析

样品外送采取顶空气相色谱法分析。

2 结果与分析

2.1 样品检测

正常样品平均亚硝酸含量为2 μg/L，而细菌总数异常

的样品亚硝酸含量大幅上升，平均达90 μg/L，但尚未超

过GB 8537—2008《饮用天然矿泉水》要求，亚硝酸盐含

量要低于0.1 mg/L[1]。顶空气相色谱法分析结果显示硫醚

类化合物含量大幅升高。

肉眼观察5 瓶异常批次样品与正常水样外观无差

异，未出现混浊、沉淀、变色等异常，其中4 瓶有难以描

述的刺激性气味。EMB培养基上有菌落出现，但并非典

型的大肠菌群形态，所以大肠杆菌群值和霉菌酵母数未

检出，细菌总数和风味见表3。

表 3 送检样品的细菌总数和风味

Table 3 Total bacterial counts and flavor of samples

编号 样品 批次 风味 细菌总数 分离株

22 PCA平板 正常批次 正常 560 CFU/250 mL NMW22

24 PCA平板 异常批次 有异味 ＞1 000 CFU/250 mL NMW24

27 PCA平板 异常批次 有异味 ＞1 000 CFU/250 mL NMW27

28 PCA平板 异常批次 有异味 ＞1 000 CFU/250 mL NMW28

34 PCA平板 异常批次 有异味 ＞1 000 CFU/250 mL NMW34

1 瓶装水 异常批次 有异味 ＞10 000 CFU/mL NMW1

2 瓶装水 异常批次 有异味 ＞10 000 CFU/mL NMW2

3 瓶装水 异常批次 有异味 ＞10 000 CFU/mL NMW3

4 瓶装水 异常批次 正常 ＜5 CFU/mL

5 瓶装水 异常批次 有异味 ＞10 000 CFU/mL NMW5

22号样品是异常批次之前的正常批次中偶然发现个

别细菌总数偏高的计数平板，其分离株NMW22与异常批

次的分离株明显不同，在PCA平板上菌落形态为白色不

透明小菌落，圆而边缘整齐，老熟后微泛黄。显微形态

为革兰氏阴性短杆菌，宽约0.2 μm，长0.2～1 μm。初始

菌体均一，老熟后细胞内部出现着色不均一的特点（图

1A）。虽然不具备产荚膜细菌的光滑型菌落典型特征，

但是荚膜染色结果类似NMW27，也是产荚膜菌。

从1、2、3、5号成品水样中分离的菌株和24、27、

28、34号PCA平板中的分离株菌落形态和显微形态很相

似初步判断为同类菌株。以NMW27为例，革兰氏阴性

短杆菌，宽约0.2～0.5 μm，长1.5～2 μm。PCA上菌落圆

整、细小、扁平而半透明；SS培养基上近乎无色，边缘

圆整而透明，中心有乳头样凸起，直径仅为1 mm的细小

菌落；EMB上为紫色直径为2～3 mm小菌落，不湿润不

透明，边缘不规整，表面发干，轻微发皱。菌落在PCA

平板上有光滑型菌落的特征（表面光滑发黏），经荚膜

染色证实为产荚膜菌（图1B）。

5 µm 5 µm

A B

A. NMW22单染色；B. NMW27荚膜染色。

图 1 2 个分离株的显微照片

Fig.1 Micrographs of two isolates 

2.2 16S rRNA序列分析

Pseudomonas veronii strain:INA06 AB056120.1
Pseudomonas sp.NMW34 
Pseudomonas extremaustralis strain 14-3 NR114911.0）
Pseudomonas sp.NMW24 
Pseudomonas veronii strain LHC100 KC951913.1
Pseudomonas veronii strain SMC54 KF358 450.1
Pseudomonas veronii strain 4P D2 5CS2014 KP762262.1
Pseudomonas sp.NMW28 
Pseudomonas fluorescens strain REN1 KF731833.1
Pseudomonas putida strain CEN7 KF822674.1
Pseudomonas extremaustralis strain N-16 KM386366.1
Pseudomonas veronii strain PAZ1 KP858504.1
Pseudomonas fluorescens strain hswX151 JQ236822.1
Pseudomonas veronii isolate Bug25 LN613123.1
Pseudomonas fluorescens strain CPO 4.0100 KF923836.1
Pseudomonas sp.NMW27 

Curvibacter gracilis strain 7-1 NR028655.1
Curvibacter lanceolatus strain NBRC 103051 NR114201.1
Curvibacter lanceolatus strain JPPB B27 GU368379.1
Curvibacter sp.NMW22

Curvibacter lanceolatus strain ATCC 14669 NR024702.131
30 
97

99

29

50

43

0.02
显示异常批次分离株NMW24、NMW27、NMW28和NMW34均

属于假单胞菌属Pseudomonas spp.，而正常批次分离株NMW22

则属于Curvibacter sp. Bootstrap为1 000，表示经过1 000 次数

值分析；图下标尺表示每50 个碱基序列中有一个碱基替换。

图 2 MEGA 6.0用邻近法基于16S rRNA基因序列构建的系统进化树

Fig.2 Phylogenetic tree inferred by neighbor-joining method based on 

16S rRNA gene sequences

如图 2所示，这次的污染菌是假单胞菌属细菌

（Pseudomonas spp.），与其相似度最高的主要有4 个

种：P. veroni、P. extemaustralis、P. putida和P. flurescens。
但是因为16S rRNA序列的高度保守性，一般认为16S 

rRNA序列分析只能准确鉴定到属，不适合鉴定到种。而

假单胞菌属是一个庞大的类群，广泛分布于环境中，包

括土壤、水、植物和动物组织中。其中大部分是普通环境
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微生物，但也有条件致病菌如饮用天然矿泉水国标中严禁

检出的铜绿假单胞菌，还有食品中常见的腐败菌荧光假单

胞菌，为评估其安全性，需要对该污染菌准确鉴定到种。

2.3 rpoB梯度PCR条件优化

2 000 bp
1 000 bp

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 1314 1516 17

1. Marker DL 2 000；2.空白对照；3～5.退火温度为64 ℃；

6～8.退火温度为62 ℃；9～11.退火温度为60.1 ℃；12～14.

退火温度为55.9 ℃；15～17.退火温度为54 ℃。每组加样

顺序从左往右依次为：NMW22、NMW27、NMW28。

图 3 假单胞菌属rpoB引物的梯度PCR结果

Fig.3 Gradient PCR analysis with rpoB primes for Pseudomonas

为准确鉴定到种，选用了rpoB序列作为靶序列，

首先进行了梯度PCR以优化PCR条件。由图3可知，

假单胞菌属的rpoB引物特异性很高，只有NMW27和

NMW28两株假单胞菌分离株出现了大小正确的产物，而

Curbibacter属的NMW22就没有对应大小的扩增产物。此

外，为获得高质量的扩增产物进行测序，退火温度应该

取64 ℃。

2.4 rpoB序列分析

P. extremaustralis NMW27
P. extremaustralis NMW3

P. extremaustralis JN814371.1
P. marginalis LMG 5170 AJ748148.1
P. veronii CIP 104663T AJ717445.1

P. fluorescens LMG 7216 AJ748139.1
P. fluorescens LMG 14571 HE586411.1

P. marginalis LMG 2211 AJ748196.1
P. viridiflavam LMG 12647(AJ748183.1)

P. ficuserectae LMG 5696 AJ748165.1
P. syringae LMG 1392 AJ748185.1

P. marincola JCM 14761T FN554739.1
P. peli SHZ8 KJ909276.1

P. anguilliseptica LMG 21629T FN554726.1
P. cremoricolorata CIP 107616T AJ717476.1

P. putida LMG 126449 AJ748178.1
P. monteilii CIP 104883T AJ717455.1

P. flavescens CIP 104204T AJ717468.1
P. argentinensis LMG 22563T FN554728.1

P. straminea LMG 21615T FN554758.1
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显 示 分 离 株 N M W 3 和 N M W 2 7 均 属 于 假 单 胞 菌 属 

P. extremaustralis细菌，Bootstrap为1 000，表示经过1 000 次数

值分析；图下标尺表示每50 个碱基序列中有一个碱基替换。

图 4 MEGA 6.0用邻近法基于rpoB基因序列构建的系统进化树

Fig.4 Phylogenetic tree inferred by neighbor-joining method based on 

rpoB gene sequences

研究表明目前假单胞菌属中至少有202 个种[9]，它们大

体可以分为P. fluorescens、P. yringae、P. anguilliseptica、
P. putida、P. straminea、P. oleovorans、P. aeruginosa和 

P. stutzeri  8 大群 [10]。由图4可知，分离株NMW3、

NMW27是P. extremaustralis种的细菌，在进化树上与条

件致病菌铜绿假单胞群（P. aeruginosa）距离比较远，而

与常见的耐低温食品腐败菌-荧光假单胞菌属于同一个群 

P. fluorescens group。

2.5 反接验证实验结果

0.0 0.10.1 0.2

0#

1#

2#

3#

0#.正常水样；1#、2#、3#为接种NMW27 30 ℃培养30 d的水样。

图 5 接种验证实验的味觉雷达图

Fig.5 Radar chart of taste analysis for inoculation test

将污染菌分离株NMW27反接到3 瓶正常水样中，

空白实验证实该批次水样的细菌总数未检出，30 ℃放置

30 d，选5 个人做嗅觉评价，有4 人觉得反接的3 个样有

难描述的刺激性异味，1 人未觉得有任何异常，做平板菌

落计数发现细菌总数不小于103 CFU/mL。取这3 瓶反接

样品做电子舌检测，观察污染菌对水样味觉的影响。从

图5可知，污染菌给水样带来的很细微的味觉变化，总体

来说水中涩味、苦回味和涩回味都有所上升。

3 讨 论

正常批次检出污染菌NMW22为Curbibacter属，该属

为革兰氏阴性类弧菌或微弯曲的杆菌，（0.3～0.9） μm× 

（1.1～1.8） μm，是2004年新建的属[11]。目前有4 个种

C. gracilis、C. lanceolatu、C. delicatus和C. fontanus。 

C. lanceolatu是从Pseudomonas lanceolatu Leifson 1962

变更而来，其模式株最初就分离自日本和温哥华的蒸馏

水。C. gracilis和C. delicatus的模式株都从井水中分离[11]。 

而C. fontana模式株也是从井水中分离的微需氧菌[12]。

Silbaq[13]采用免培养的FISH技术证实β变形菌亚纲目伯

克霍尔德目细菌是无气天然矿泉水中能活跃繁殖的优势

细菌种群。而Curbibacter属正是隶属于伯克霍尔德目。

由此可推测该属细菌是水（水源地）中细菌种群之一。

NMW22可以推测污染源是水源地，而且该菌也能在天然

矿泉水中生长，但未造成嗅觉或味觉的异常。

P. extremaustralis是2009年第1次报道的从南极短暂形
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成的湖泊中64°09’S、60°57’W分离出的一种非致病性新

菌种，能产荧光色素，4～37 ℃生长，42 ℃不生长。菌

落光滑、圆整、无色。以辛酸钠为碳源时细胞内会积累

聚三羟基丁酸酯（polyhydroxybutyrate，PHB）[14-15]。其

抗逆能力和环境适应性强，目前研究已发现其能降解多

种复杂化合物，厌氧生长、耐氧化和渗透压压力，耐低

温、耐热等独特能力，而且这些抗逆性推测与PHB的积

累和生物膜形成能力有关联[16-19]。我国兰州大学团队也曾

从乌鲁木齐河源区高寒冰缘植物中分离到一株内生适冷

菌假单胞菌P. extremaustralis PF[20]。

从本次污染案例来看，该批次产品1月出厂检测时细

菌总数几乎未检出，可是1～2 个月召回后发现近1/3产品

细菌总数超标，甚至达到103～105 CFU/mL；另外2/3产品

细菌总数正常基本未检出，可以推测该批次产品出厂时

只偶然有微量污染菌存在，但是该污染菌能在1～2 个月

内快速增殖104以上，推测：经检测矿泉水瓶子密封性完

好，仅有少量顶空空气存在，可推测污染菌能厌氧或在

极低氧压的环境中生长繁殖；两级串联0.2 μm无菌过滤

器的滤膜完整性测试结果正常，推测有少数极微细胞可

以透过两级串联0.2 μm无菌过滤器；生产线紫外杀菌设

备各项参数和运行记录正常，推测该菌可能具有耐紫外

能力；产品无任何添加，且经过8 道过滤，其有机营养物

含量极其低微，推测污染菌营养要求非常简单；企业位

于长白山地区，1月批次中出现该菌株污染，而且能在我

国北方地区1～2 个月内就能大幅增殖并导致产品变质，

推测污染菌能耐低温。

该批次与之前和之后批次的不同是启用了活性炭过

滤器，启用之前用RO水反复冲洗活性炭滤器长达36 h以

达到活性炭滤器运行的pH值的要求，而事后活性炭滤器

出口水样确实出现大量类似P. extremaustralis的菌落，说

明该细菌可能在活性炭滤器中富集增殖，给后续滤器和

紫外杀菌机增加工作负荷。之前的研究[21-25]也多次证实活

性炭多孔材料容易吸附多种微生物，有的甚至能在活性

炭中繁殖。之所以该批次出现严重污染即可能是活性炭

过滤器使用不当，导致该细菌有机会在活性炭过滤器中

吸附、大量富集和繁殖所致。

该企业污染的P. extremaustralis具有很强的抗逆性，

有荚膜，具备生物膜形成能力，耐低温、耐紫外杀菌，

耐低氧压，具有极微细胞能透过“无菌”过滤器，营养

要求简单，在瓶装天然矿泉水中能生长，代谢产生亚硝

酸盐和硫醚类异味物质，产生轻微涩味、苦回味和涩回

味，对矿泉水企业危害很大。随着我国矿泉水工业的发

展，新技术和新工艺采用和改良，食品安全性得到重视

和提高，但是也必须注意某些特殊微生物可能突破多种

除菌屏障导致产品质量问题，甚至是安全问题。
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