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摘　要　振动光谱 (红外光谱和拉曼光谱)技术与化学计量学相结合的方法对微生物进行分类、鉴定

和无损检测,该方法快速简便、准确度高、仅需微量样品和少量化学试剂、对样品本身没有损害。介绍了振

动光谱技术在微生物鉴定检测中的工作原理、关键技术和应用,并对该方法存在的问题和研究前景进行了

分析和展望。
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1　引言
传统的微生物检测鉴定方法是根据菌落的形态及其生理生化反应来判断的,但是该方法通常
耗时耗力,涉及的实验较多,需要比较繁琐的过程和复杂的操作,而且对于一些表观特征相似的微
生物难以实现准确识别。利用分子生物学、免疫学和遗传学方法鉴别微生物的技术虽然具有较高的
特异性、敏感性和准确性,但是此类技术操作复杂,需要专业人员,而且仪器和试剂费用较高,难以
在常规实验室中实现广泛应用[1 ]。
光谱分析是现代仪器分析的重要组成部分,作为一种确定有机化合物结构的方法,该方法具有
微量、快速、准确等特点。随着科学技术的发展,光谱分析已经成为了一种重要的分析技术。目前,

在农业、食品工业、石油化工、珠宝鉴定、生物科学、制药和医学等众多领域内,红外光谱和拉曼光谱
技术作为一种测定分子结构的工具已经得到了较广泛的应用。另外,作为一种快速、简便、准确、高
效和无损的创新型工具,振动光谱技术在微生物的分类、鉴别和检测上的研究也逐渐兴起。
振动光谱技术作为一种检测鉴定微生物的新方法只需要微量样品,因此可以减少微生物培养
时间,提高鉴定速率; 样品前处理过程简单,可对完整的微生物细胞进行测定,不需要破坏细胞结
构;化学试剂使用量少,花费较低;鉴定过程自动化程度高,结果重现性好、准确度高。红外光谱应用
于微生物检测鉴定中的研究较早,但是由于早期的红外光谱仪和数据处理工具的落后,局限了该技
术的应用[2 ]。傅里叶变换红外光谱 (Fourier T ransfo rm Infrared Spectroscopy, FT IR )出现后,联合数
理统计学的方法可以在不同的属、种水平上很好的区分微生物,对有些菌种的鉴别甚至达到了菌株
的水平。拉曼光谱 (R am an Spectroscopy)应用于微生物研究是最近才兴起的一种技术,但是已有的
报道表明作为微生物分类、鉴定和检测的工具,该技术具有很高的潜力和可能性[3 ]。



2　振动光谱技术检测鉴定微生物的工作原理和关键技术
红外光谱仪和拉曼光谱仪可以测定样品分子振动所引起的光的吸收和散射,通过对谱图中官

能团和指纹区等灵敏区内的主要吸收峰进行判别及归属,比较峰的位置,强度和峰型,判断出分子
基本结构[4 ]。在对微生物的研究中,振动光谱技术可以作为一种化学分析的方法收集完整的菌体细

胞信息,尤其是官能团的信息。根据菌体细胞壁、细胞膜、细胞质甚至细胞核中的蛋白质、多糖、脂
质、核酸及其他生物大分子、水分等混合成分的分子振动信息来鉴别检测微生物[1, 5—8 ]。目前许多研

究机构正在从事的工作和努力的方向,是根据微生物菌株和种的特性建立光谱数据库,从而达到对
微生物快速检测和鉴定的目的。
不同微生物的振动光谱图存在着肉眼无法区分的差别,为了比较清晰、明确的分析实验数据,

比较实验结果,需要结合计算机技术对光谱图和实验数据进行适当的处理。一般,由于基线偏移或
样品量不同导致的谱图差异,可以对光谱图进行基线校正、归一化处理和计算一阶二阶导数。另外,

可以提取光谱图中的特殊信息,采用统计学处理,并结合不同的化学计量学方法进行分析。主成分
分析 (P rincipal Componen t A nalysis, PCA ) ,分级聚类分析 (H ierarch ical C luster A nalysis, HCA ) ,人
工神经网络法 (A rtificial N eural N etwork,ANN s) ,这一类方法可以揭示微生物光谱的相似性,并选
择合适的算法描绘树枝状分支图进行判别[9—12 ]。M engsh iL in 等人应用 PCA 的方法分析了八株脂

环酸芽孢杆菌 (A licy clobacillus sp p. )的傅里叶变换红外光谱指纹区 (1500—800cm - 1)的数据,不同
菌株样品的光谱数据形成了有差别的簇组,非常相近的菌株也能被顺利的区分,而且使用簇类独立
软模式法 (Soft Independen t M odeling of C lass A nalogy, S IM CA )的方法还可以区别产甘油醚和不
产甘油醚的菌株,成功率可达 89% [12 ]。判别因子分析 (D iscrim inan t Function A nalysis, D FA ) ,标准

差分析 (Canon ical V ariate A nalysis, CVA )则常用来判别不同的菌株或同菌种的不同菌株群,这两
类方法都可以用来预测未知样品[9 ]。

3　振动光谱技术在微生物检测和鉴定中的应用
1951年R and 等提出可以对细菌的整体进行红外检测, 1959年N oris首次指出细菌的红外特

征吸收可用于细菌鉴定[13 ]。但是由于仪器条件的限制,早期的研究还局限在属的水平上。1972年,

Kuroda 和A rai利用了红外光谱技术成功的区分了链霉菌属、放线菌属、诺卡氏菌属和分枝杆菌

属[13 ]。我国的慈云祥等人也在研究中发现了酵母菌, 大肠杆菌, 谷氨酸菌, 和金黄色葡萄球菌的

FT IR 光谱图呈现出的明显的差异,但并没有对所得的数据进行深入的分析,只是简单的比较了谱
图的不同[14 ]。随着光谱技术的发展和计算机技术的推广,利用红外光谱和拉曼光谱对微生物进行

鉴定的研究也逐渐深入。其中以德国的D ieter N aum ann 为主的研究小组,在近 30年来对振动光谱
技术在微生物中的应用进行了深入、系统的探索[15 ]。目前,利用振动光谱技术鉴定细菌和酵母的报

道较多,对于大型真菌、放线菌、藻类的研究还较少,而对于病毒,振动光谱的应用主要还是集中在
对其组成和结构的分析上。

3. 1　振动光谱技术在细菌鉴定中的应用

利用振动光谱技术,尤其是红外光谱技术对细菌进行分类、鉴定和检测的研究较早也较为深

入。目前已有很多报道证实使用 FT IR 可以在种、菌株和血清型等不同的分类学水平上区分细

菌[15—20 ]。Cecilia A. R ebuffo2Scheer和A strid O ust所在的研究小组分别对李斯特菌属细菌的傅里叶

变换红外光谱进行了较为细致的研究[5, 16—18 ]。其中,在 2008年, Cecilia A. R ebuffo2Scheer等人利用

5种不同的李斯特菌,其中一种为单增李斯特菌,并且每一种菌选定了 5株不同的菌株分别用傅里
叶变换红外光谱常量取样和微量取样的方法进行鉴定。结果发现,利用参考菌株的谱图数据可以做

到李斯特菌种间和种内的鉴别 ,而且认为该方法可以区分非常相似的微生物[16 ]。M urad A. A l2
Holy 等人使用 FT IR 与 PCA 相结合的方法从接种于苹果汁中的 4株菌 (E scherich ia coli O 157: H 7
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A TCC 35150, E. coli A TCC 25522, B acillus cereus A TCC 10876, L isteria innocua A TCC 51742)中明
显的成功区分了 E scherich ia coli O 157: H 7 (如图 1) ,并认为该方法可用于鉴别致病性和非致病性的
大肠杆菌,而且通过 S IM CA 分析,其可信度均可达到 77%以上的水平[7 ]。

图 1　区分了 1)L . innocua A TCC 51742, 2)B . cereus A TCC 10876, 3) E. coli O 157: H 7 A TCC 35150,

4) E. coli A TCC 25522和 5)离心后的苹果汁上清液的 PCA 三维立体投射图[7 ]

拉曼光谱应用于细菌鉴定的研究相对较晚,但已有研究表明共振拉曼光谱可以对种水平以下
的细菌进行很好的区分,而且准确率可达 95%以上[21 ]。近年来,相继有报道使用 SER S和紫外共振
拉曼光谱 (UV R esonance R am an , UV RR )鉴定细菌,虽然这些方法都不同程度的增强了样品的拉
曼散射效应,提高了仪器检测的灵敏度[22—24 ] ,但是,在研究的过程中也发现了一些问题,例如使用

UV RR 在分析细菌时,由于光源能量过高,包括光化学效应在内的反应会导致样品降解,而且对被
测样品具有选择性,局限了该方法的使用。另外, 2004年Roger M. Jarvis和Royston Goodacre用

SER S 鉴定从泌尿感染中分离出来的临床细菌时,发现该方法的重现性差,而且在样品浓度较低
时,检测受到了限制[22 ]。这可能是由于拉曼光谱作为一种化学分类法,它的重现性和分类结果受到
细胞分子组成的影响,而细胞的分子组成又取决于其生长条件,不同的培养基和培养时间,以及不
同的培养温度都会对实验结果的重现性产生影响。2007年, Jacob Grun 等人第一次将扫描波长光
学共振拉曼装置 (Sw ep t w avelength op tical resonan t2R am an device, SWO rRD )应用于对表皮葡萄球
菌 (S tap hy lococcus ep id erm id is)、蜡状芽孢杆菌 (B acillus cereus)、苏云金杆菌 (B acillus thu ring iensis)、
大肠杆菌 (E scherich ia coli)和耶尔森氏菌 (Y ersinia rohd ei)的鉴定,该设备可以使用不同波长的紫外
线连续照射细菌,通过其产生的二维空间谱图结合光学实时适应谱的识别系统 (Op tical R eal2tim e

A dap tive Spectral Iden tification System , ORA S IS)的方法可以区分两种在基因上非常相似的细

菌[21 ]。目前用于鉴定研究的微生物多是使用纯培养的方法,在真实样品和复杂环境中的研究较少,

SWO rRD 设备也为这一领域的发展提供了新的途径。

3. 2　振动光谱技术在真菌鉴定中的应用

应用振动光谱技术对真菌的分类鉴定主要集中在酵母菌和大型食用真菌的研究上。1998年,

M ichael Kumm erle等人利用 332株确定的酵母菌建立了光谱数据库,另外的 722株未知酵母菌分
别用传统方法和 FT IR 结合系统发育树的方法进行分类鉴定。发现其中有 5个菌株不能被这两类
方法鉴别,余下的 717个菌株中 699株酵母菌可以同时被传统方法和 FT IR 方法识别,应用 FT IR

技术识别的正确率可达 97. 5% ,而所花费的时间仅为 24—26h [25 ]。由此可见 FT IR 可以作为一种优
质、快速、便利的检测食源性酵母的方法。但是同时指出该方法的最大局限性在于数据库全面和准
确的建立[25 ]。 2002 年, M areike W enn ing 等人将显微傅里叶变换红外光谱 (Fourier2T ransfo rm

Infrared M icrospectroscopy ) 应用于酵母菌的鉴定, 结果表明该方法对 21 株德巴利酵母
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(D ebary om y ces hansenii)和 9株啤酒酵母 (S accharom y ces cerev isiae)在菌株水平上鉴定的正确率可达
到 92%和 91% ,而且,与普通傅里叶变换红外光谱相比,由于之前不需要对样品进行分离纯化的前
处理,从而节省了时间[26 ]。因此显微傅里叶变换红外光谱可以作为一种工具快速的分析混合菌群
中的微生物。 2005 年 Petra Rosch 等人利用微拉曼 (M icro2R am an)结合分级簇分析 (H ierarch ical

C luster A nalysic)的方法在单细胞水平上鉴定了不同种类的酵母菌[27 ]。但是,目前拉曼光谱在酵母
鉴定中的研究还较少。
在大型食用菌鉴定的研究中,我国的刘刚等人利用傅里叶变换红外光谱技术成功的鉴别了不
同种类的野生菌、同一种食用菌的不同部位以及不同产地的同一种食用菌[28—30 ]。并且结合曲线拟
合分析对外观比较相似的灰疣鹅膏菌、灰绒鹅膏菌和灰褶鹅膏菌进行研究,结果表明,根据傅里叶
变换红外光谱技术所提供的蛋白质二级结构信息,可以对以上 3种菌进行很好的区分[31 ]。
除了酵母菌和食用菌,振动光谱技术在真菌鉴定研究的其他方面也取得了一些进展。聂明等人
利用 FT IR 结合多元统计方法测定了镰刀菌属 5种 6株镰刀菌,分析了吸收峰的归属,确定了镰刀
菌红外谱图 3000—2800cm - 1, 1800—1600cm - 1与指纹 3个分析灵敏区,发现该方法可以鉴别镰刀
菌及种间相似程度,但不适合用于镰刀菌遗传亲缘关系的反映[32 ]。

3. 3　振动光谱技术在放线菌和病毒鉴定中的应用

从细胞结构上来说,放线菌较细菌更为复杂一些。利用振动光谱技术来鉴定放线菌的研究还较
少。H ubert H aag等人 1996年第一次报道了 FT IR 可以在经典分类学水平上鉴定放线菌,并且认为
该方法有将菌株鉴定到亚种水平上的可能性。但是,与细菌细胞相比,试验结果的重现性相对较

差[33 ]。
对病毒的结构解析是当前振动光谱在病毒研究中的主要方向。根据不同病毒的结构在光谱图
上所表现出来的差异区分和鉴定不同种的病毒和同种病毒的不同株。Yip ing Zhao 等人使用OAD
(O blique2A ngle deposition)制造的银纳米柱阵列 (Silver nanorod array)作为非常灵敏的 SER S基底,

D riskell等人则将免疫学的技术应用于 SER S的测定中,使待测的基质形成一种由金纳米颗粒,病
毒的抗体和硫酸盐等组成的三明治结构,这些创新的方法都可以在很大程度上提高仪器检测的灵
敏度和特异性[34—36 ] ,并且通过银纳米柱阵列为基底的 SER S分析区分了腺病毒 (A denovirus)、鼻病
毒 (R h inovirus)和人体免疫缺陷病毒 (H um an imm unode2fciency virus, H IV ) (如图 2)以及流感病毒
的不同菌株 (如图 3) [34 ]。但是由于病毒非常容易发生变异,遗传物质结构不稳定,也给这一领域的
工作带来了挑战。

图 2　不同种类病毒的 SER S光谱[34 ] 图 3　流感病毒不同菌株的 SER S光谱[34 ]
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4　前景与展望
利用振动光谱快速无损检测和鉴定微生物作为一种新兴的方法,在诸多方面显示出了独特的

优势,目前的文献报道也基本证实了该方法的可行性,对有些微生物的鉴别还做到了血清型的水

平。但是,在该研究领域也存在着一些问题,例如试验多是在一种相对理想的情况下进行,人为的排

除了真实环境中一些变量的干扰;而且,振动光谱法和表型法、遗传学法相关性的报道较少。在未来

的研究中,可以将振动光谱法与传统的微生物鉴定方法、分子生物学方法相结合,做到更为快速、准

确、高效的应用。

如果作为一种推广的技术,应该还可以在以下几点做深入的探索。首先,进一步的进行研究,评

价振动光谱技术鉴定检测微生物的灵敏度及准确度。为了提高该方法的准确度,探索一种比较可行

的,规范的样品前处理标准和操作过程是前提条件。这就需要对微生物不同的生长条件,不同的生

长时期的波谱数据进行比对分析,选择合适的标准。另外,要通过试验进一步的完善微生物的波谱

数据库,这也是为了做到快速检测所必需的。还可以选择微生物群落复杂的纯培养和实际样品进行

鉴定检测,分析该方法效果的优劣。

随着现代物理学、电子学、计算机技术、信息处理技术等学科的基础进一步发展,仪器的推陈出

新,以及计算机分析能力的提高,利用振动光谱技术快速无损鉴定和检测微生物必将得到快速的发

展和广泛的应用。
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Rev iew of Appl ica tion s of V ibra tiona l Spectroscopy for Iden tif ica tion

of M icroorgan ism s

LU Chun2X ia　L IU Yuan　SUN X iao2Hong　PAN Ying2J ie　ZHAO Yong
(College of Food S cience & T echnology , S hanghai O cean U niversity , S hanghai 201306, P. R. China)

Abstract　T he m icroorgan ism s w as iden tified and classified by vibration spectrum ( infrared and

ram an spectroscopy ) com bined w ith the m ethod of chemom etrics. T h is m ethod is simp le, rap id,

accurate, and it need little samp le, little chem ical reagen t and no dam age to the samp le. T he work ing

p rincip le, key techno logy and its app lications in the iden tification of m icroorgan ism s of vibration

spectral techno logy are in troduced in th is paper. T he ex isting p roblem s and app lication p rospect of the

techno logy are analyzed and fo reseed.

Key words　 Infrared Spectra; R am an Spectra;M icroorgan ism s
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