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基于多波长透射光谱法的水体细菌微生物检测能力初步研究
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搭建的水体细菌微生物多波长透射光谱快速测量实验系统!实验获取了肺炎克雷伯菌"金黄色葡

萄球菌和大肠杆菌在不同浓度下
,,-

!

>--6?

范围内的多波长透射光谱!研究建立了三种细菌基于不同波

长点及全光谱波段的浓度校准曲线!计算了肺炎克雷伯菌"金黄色葡萄球菌和大肠杆菌的检测限!并与紫

外
*

可见分光光度计测量分析结果进行了对比#结果表明!实验系统与紫外
*

可见分光光度计测量光谱线性相

关系数在
-'>>>"

以上!具有非常好的一致性!且
!-

次光谱信号采集时间仅需
#@3

$基于实验系统分析得到

三种细菌在
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和
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不同波长点以及全光谱波段的检测限结果均优于

紫外
*

可见分光光度计!且利用多波长透射光谱全光谱波段计算得到的细菌检测限均最低!其中%肺炎克雷

伯菌"金黄色葡萄球菌和大肠杆菌的检测限分别为
#'=-B#-

A

!

#'-=B#-

A 和
#'#=B#-

A

0/&&3
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?C

D#

#研究

结果为进一步发展水体细菌微生物的多波长透射光谱快速定量检测技术提供了基础数据#

关键词
!

多波长透射光谱$细菌微生物$检测限$饮用水安全

中图分类号!

EA!!'#

!!

文献标识码!

8

!!!

!"#

!

#-'!>=A

"

F

'9336'#---*-@>!

#

,-#"

$

-#*---#*-+

!

收稿日期!

,-#+*-,*#+

%修订日期!

,-#+*-=*-!

!

基金项目!安徽省自然科学基金项目'

#@-"-"@:GH-,

!

#=-"-"@IJ#!+

(!安徽省科技重大专项项目'

#@KLL-A#,@

(!国家自然科学基金项目

'

=#!+"-A#

!

=#+-@,!+

(资助

!

作者简介!喻慧娟!女!

#>>,

年生!中国科学院安徽光学精密机械研究所硕士研究生
!!

/*?59&

%

>,A,#=@+#!

"MM

<0%?

"

通讯联系人
!!

/*?59&

%

6

F

NO5%

"

59%P?'50'06

引
!

言

!!

水体中的病原菌如大肠杆菌"肺炎克雷伯菌等常造成传

染性的肠道疾病!引起疾病的爆发流行!危害人们的身体健

康#

水体细菌微生物现有检测方法主要包括生物学法和光谱

学法两大类!其中生物学检测方法中核酸探针法)

#

*

"酶联免

疫法)

,

*

"生物传感器检测法)

!

*等主要针对细菌自身的生物学

特性进行检测!准确度高!但存在样品预处理繁琐"实验操

作复杂"检测周期长等不足!难以实现水体细菌的快速在线

监测#近年来!光谱学检测技术快速发展!荧光光谱法)

A

*

"

散射光谱法)

@

*

"拉曼光谱法)

=

*

"傅里叶变换红外光谱法)
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*
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紫外
*

可见透射光谱法)

>

*等具有快速"实时"无损检测细菌微

生物等特点!逐渐成为细菌微生物在线检测的重要手段#因

此!发展基于光谱学方法的水体细菌微生物快速在线监测技

术!实现水体细菌微生物的在线监测与监控!对保障人们生

活用水安全"减少污染事故发生以及保护人体健康具有重要

意义#

紫外
*

可见多波长透射光谱法测量简便"无需试剂!其光

谱信息特征涵盖了细菌微生物的物理结构和化学组成)

#-

*

!

能够表征细菌微生物的粒径尺寸分布"内部组成和颗粒结构

等的定量信息)

##

*

#目前主要使用紫外
*

可见分光光度计获取

光谱!测量耗时且灵敏度较低!主要用于实验室分析!不适

用于野外现场的快速在线监测+监控#本工作基于搭建的多

波长透射光谱快速测量实验系统!实验研究了肺炎克雷伯

菌"金黄色葡萄球菌和大肠杆菌的检测能力!并与紫外
*

可见

分光光度计测量结果进行了对比分析!取得了较好的效果#

#
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实验部分
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材料

蛋白胨'生物试剂!北京奥博星生物技术有限公司($氯

化钠'分析纯!国药集团化学试剂有限公司($牛肉浸膏'生

化试剂!国药集团化学试剂有限公司($牛肉膏蛋白胨培养

基'成分及质量分数%蛋白胨%
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!氯化钠%

-'@Q

!牛肉
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($无水乙醇'分析纯!上海泰坦科技股份有限公

司($去离子水'电阻
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业微生物菌种保藏中心#
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仪器

实验中多波长透射光谱采集分别采用紫外
*

可见分光光

度计'

W$,@@-

型!岛津(和搭建的多波长透射光谱快速测量

实验系统'光源%

C.X*H!-Y+@

卓立汉光$

#-??B@-??

石

英样品池$透镜$分光镜$

8$8(YV.

多通道光栅光谱仪%
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(!如图
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所示$
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型智能

光照培养箱'武汉瑞华仪器设备有限责任公司($

\X.*!K

型

精密
)

X

计'上海雷磁仪器厂($

]̂ *,"-

型立式压力蒸汽灭

菌锅'合肥华泰医疗有限公司($

X*#=@-_

型低温高速离心机

'上海利鑫坚离心机有限公司($

.̀ *K:*#H

型超净工作台'上

虞艾科仪器设备有限公司(#

图
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多波长透射光谱快速测量实验系统原理图
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方法

#'!'#

!

细菌培养

首先对菌种进行活化处理!取
#?C

活化菌液接种于牛

肉膏蛋白胨液体培养基中!于
!+a

智能光照培养箱中恒温

培养
,-O

#吸取
#-?C

菌液于离心管中!加入
@?C

无菌去

离子水!

#,---2

&

?96

D#离心
#@?96

!吸取上清液!加入无

菌去离子水进行清洗!清洗三次后加入无菌去离子水制备成

细菌菌悬液#

#'!',

!

光谱采集

紫外
*

可见分光光度计光谱采集%以去离子水作为参比

溶液!光谱测量范围为
,,-

!

>--6?

!扫描速度为中速!光

谱采集间隔为
#6?

!利用紫外
*

可见分光光度计分别测量不

同浓度的肺炎克雷伯菌"金黄色葡萄球菌和大肠杆菌菌悬液

的透射光谱!每次测量重复三次!取平均光谱作为最后测量

结果#

实验系统光谱采集%以去离子水作为参比溶液!光谱测

量范围为
,,-

!

>--6?

!积分时间设置为系统满量程的

>-Q

!利用实验系统分别测量不同浓度的肺炎克雷伯菌"金

黄色葡萄球菌和大肠杆菌菌悬液的透射光谱!利用实验系统

进行
!-

次光谱信号测量!取平均光谱作为最后测量结果#

,

!

结果与讨论

&%$

!

多波长透射光谱获取

选取不同浓度的肺炎克雷伯菌"金黄色葡萄球菌和大肠

杆菌菌悬液!分别利用实验系统和紫外
*

可见分光光度计进

行
,,-

!

>--6?

波段透射光谱测量!并利用平板计数法分别

获取不同菌悬液的浓度值#对实验系统与紫外
*

可见分光光

度计测得的结果进行对比分析!其中不同浓度的金黄色葡萄

球菌透射光谱如图
,

所示#

图
&

!

实验系统和紫外
:

可见分光光度计#

>?&@@A

$对不同浓

度金黄色葡萄球菌测得的透射光谱对比图
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)
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在
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波段范围内!实验系统和紫外
*

可见分

光光度计测得的透射光谱具有很好的一致性!其中
,,-

!

A--

6?

波段光密度值较高!主要是细菌细胞内部核酸和蛋白质

等化学组分对光的吸收贡献$

A--

!

>--6?

波段光谱较为平

缓!光密度值较低!主要是细胞内部的细胞器以及细菌整体

颗粒对光的散射贡献#为了进一步对比实验系统和紫外
*

可

见分光光度计测量光谱一致性!将两种仪器测得的浓度分别

为
#'"#!B#-

+ 和
#'!=-B#-

+

0/&&3

&

?C

D#的金黄色葡萄球菌

透射光谱进行线性拟合!结果如图
!

所示#

!!

从图
!

可以看出!浓度为
#'"#!B#-

+ 和
#'!=-B#-

+

0/&&3

&

?C

D#的金黄色葡萄球菌透射光谱线性拟合相关系数

分别为
-'>>>"

和
-'>>>>

!两种仪器测量光谱具有很好的一

致性#设置紫外
*

可见分光光度计采样间隔为
#6?

!单条光

谱测量时间约为
#'@?96

$搭建实验系统重复采集
!-

次光谱

信号!得到平均透射光谱的单次测量时间也仅约为
#@3

!与

紫外
*

可见分光光度计相比!实验系统能够更为快速地实现

光谱获取#

&%&

!

基于不同波长点的检测限分析

根据国际纯粹与应用化学联合会'

UW*\8K

(对检测限的

定义)

#,

*

!多波长透射光谱法对水体细菌微生物分析的检测

限为式'

#

(
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其中
!

C

为待检细菌的检测限!

%

为校准曲线斜率!

$

T

为
#-

次空白样的测量标准偏差!置信因子
#

取
!

!置信度约为

>-Q

#

!!

由图
,

金黄色葡萄球菌的透射光谱可以看出!大于
@@-

6?

波段的透射光谱较为平缓!光密度值较低!不同浓度菌

悬液光密度值较为接近!即大于
@@-6?

波段的透射光谱灵

敏度较低!本实验不对该波段的透射光谱进行检测限分析#

将由实验系统和紫外
*

可见分光光度计测得的不同浓度肺炎

克雷伯菌"金黄色葡萄球菌和大肠杆菌透射光谱在
,,-

!

,@"

!
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!
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!

A--

!

A@-

!

@--

和
@@-6?

波长处的光密度值

图
=

!

不同浓度金黄色葡萄球菌光密度值线性拟合
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图
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肺炎克雷伯菌校准曲线

'

5

(%紫外
*

可见分光光度计'
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T

(%实验系统
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!
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图
@

!

金黄色葡萄球菌校准曲线

'

0

(%紫外
*

可见分光光度计'
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图
I

!

大肠杆菌校准曲线

'

/

(%紫外
*

可见分光光度计'

W$,@@-

($'

P

(%实验系统

'(

)
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!
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4
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对菌悬液的浓度分别进行最小二乘拟合!得到的两种仪器在

上述几个波长点处的三种细菌校准曲线分别如图
A

"图
@

和

图
=

所示#可以看出!实验系统和紫外
*

可见分光光度计测得

的肺炎克雷伯菌"金黄色葡萄球菌和大肠杆菌光密度值与浓

度之间具有非常好的线性关系!并且波长越小!校准曲线的

斜率越大#

!!

实验中以去离子水为空白样!进行平行测定
#-

次后分

别计算空白样在
,,-

!

,@"

!

!--

!

!@-

!

A--

!

A@-

!

@--

和
@@-

6?

的标准偏差!并利用检测限公式分别计算紫外
*

可见分光

光度计和实验系统对肺炎克雷伯菌"金黄色葡萄球菌和大肠

杆菌在上述几个波长点处的检测限#将不同波长处肺炎克雷

伯菌"金黄色葡萄球菌和大肠杆菌的校准曲线及计算的检测

限列于表
#

"表
,

和表
!

中#

表
$

!

肺炎克雷伯菌校准曲线及检测限

G/C9-$

!

G,-+/9(C3/0(18+73<-/850,-5-0-+0(189(.(012H9-C6(-99/

4

8-7.18(/-

波长+
6?

仪器 空白样标准偏差 校准曲线 线性相关系数
&

, 检测限+'

#-

@

0/&&3

&

?C

D#

(

,,- W$,@@- -'---= 'c-'->-,(d-'-A-, -'>>>A #'>>=

系统
-'--#- 'c-'@>+,(d-'#>=A -'>>-@ -'@-,

,@" W$,@@- -'---@ 'c-'-==-(d-'-#-> -'>>>+ ,',+!

系统
-'---A 'c-'A>=!(D-'--,# -'>>>@ -',A,

!-- W$,@@- -'--#= 'c-'-A=>(d-'-#!, -'>>>@ !'"!"

系统
-'---A 'c-'!",-(D-'-#>A -'>>>+ -'!#A

!@- W$,@@- -'---A 'c-'-!A!(d-'--#+ -'>>>> !'A>>

系统
-'---! 'c-',@,"(D-'-,!" -'>>>, -'!@=

A-- W$,@@- -'---! 'c-'-,+#(D-'---# -'>>>> !'!,#

系统
-'---A 'c-'#""A(D-'-#", -'>>"> -'=!+

A@- W$,@@- -'---@ 'c-'-,,-(D-'---, -'>>>> ='"#"

系统
-'---> 'c-'#!",(d-'--"= -'>>=A #'>@A

@-- W$,@@- -'---A 'c-'-#"!(D-'--#, -'>>>" ='@@+

系统
-'---" 'c-'#-=#(D-'--A! -'>>>@ ,',=,

@@- W$,@@- -'---@ 'c-'-#@@(D-'--#, -'>>>" >'=++

系统
-'---= 'c-'-"+A(D-'--## -'>>>= ,'-@>

表
&

!

金黄色葡萄球菌校准曲线及检测限

G/C9-&

!

G,-+/9(C3/0(18+73<-/850,-5-0-+0(189(.(012*0/

4

,

D

91+1++76/73-76

波长

+

6?

仪器
空白样

标准偏差
校准曲线

线性相关

系数
&

,

检测限

+'

#-

@

0/&&3

&

?C

D#

(

,,- W$,@@- -'---= 'c-',-+"(d-'-,#! -'>>>= -'"==

系统
-'--#- 'c-'>,!>(d-'#A+@ -'>>+- -'!,@

,@" W$,@@- -'---@ 'c-'#A>=(d-'--+A -'>>>" #'--!

系统
-'---A 'c-'+A-@(D-'-A"> -'>>"+ -'#=,

!-- W$,@@- -'---= 'c-'##@@(d-'--!, -'>>>> #'@@"

系统
-'---A 'c-'@==@(D-'-A>A -'>>"! -',#,

A
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!

续表
,

!@- W$,@@- -'---A 'c-'-"A+(d-'--## -'>>>> #'A#+

系统
-'---! 'c-'!"-,(D-'-A"@ -'>>=+ -',!+

A-- W$,@@- -'---! 'c-'-=+,(D-'---" -'>>>+ #'!!>

系统
-'---A 'c-',+"+(D-'-!A@ -'>>=" -'A!#

A@- W$,@@- -'---@ 'c-'-@A!(D-'---, -'>>>+ ,'+=,

系统
-'---> 'c-',#!=(D-'-!,@ -'>>+@ #',=A

@-- W$,@@- -'---A 'c-'-A@-(D-'---" -'>>>@ ,'==+

系统
-'---" 'c-'#=+,(D-'-,"> -'>>== #'A!@

@@- W$,@@- -'---@ 'c-'-!+"(D-'---= -'>>># !'>="

系统
-'---= 'c-'#!>-(D-'-,A- -'>>"- #',>@

表
=

!

大肠杆菌校准曲线及检测限

G/C9-=

!

G,-+/9(C3/0(18+73<-/850,-5-0-+0(189(.(012J6+,-3(+,(/+19(

波长

+

6?

仪器
空白样

标准偏差
校准曲线

线性相关

系数
&

,

检测限

+'

#-

@

0/&&3

&

?C

D#

(

,,- W$,@@- -'---= 'c#',>"A(d-'-A>" -'>>>- #'!"=

系统
-'--#- 'c-'+>A"(d-',=-# -'>+#+ -'!++

,@" W$,@@- -'---@ 'c-'>,,#(d-'-#!# -'>>>@ #'=,+

系统
-'---A 'c-'=>>"(D-'--@A -'>>+@ -'#+#

!-- W$,@@- -'---= 'c-'=A>=(d-'-,-A -'>>+> ,'++#

系统
-'---A 'c-'@,=#(D-'-#+, -'>>"# -',,"

!@- W$,@@- -'---A 'c-'A+"#(d-'--#- -'>>>+ ,'@#-

系统
-'---! 'c-'!A->(D-'-,-# -'>>"! -',=A

A-- W$,@@- -'---! 'c-'!+=A(D-'---! -'>>>@ ,'!>#

系统
-'---A 'c-',@-,(D-'-##- -'>>"! -'A"-

A@- W$,@@- -'---@ 'c-'!-A=(d-'---# -'>>>! A'>,A

系统
-'---> 'c-'#">+(d-'--@! -'>>+- #'A,!

@-- W$,@@- -'---A 'c-',@,A(D-'--#! -'>>>, A'+@A

系统
-'---" 'c-'#A!+(d-'--,> -'>>,! #'=+-

@@- W$,@@- -'---@ 'c-',##=(D-'--## -'>>>, +'-">

系统
-'---= 'c-'#,##(d-'--#A -'>>-, #'A"=

!!

由表
#

"表
,

和表
!

可以看出!实验系统得到的肺炎克

雷伯菌"金黄色葡萄球菌和大肠杆菌在
,,-

!

,@"

!

!--

!

!@-

!

A--

!

A@-

!

@--

和
@@-6?

八个波长点处的检测限均低于相应

波长点处紫外
*

可见分光光度计值!并且实验系统对肺炎克

雷伯菌"金黄色葡萄球菌和大肠杆菌在波长
,@"6?

处的检

测限分别为
,'A,B#-

A

!

#'=,B#-

A 和
#'+#B#-

A

0/&&3

&

?C

D#

!均低于其他波长点处的检测限值#

&%=

!

基于全光谱波段的检测限分析

细菌微生物多波长透射光谱产生于光与细菌外部结构与

内部组分等的相互作用!充分反映了细菌微生物对光的吸收

和散射作用!利用
,,-

!

>--6?

全光谱波段研究了细菌微生

物的检测限#将实验系统和紫外可见分光光度计测得的不同

浓度肺炎克雷伯菌"金黄色葡萄球菌和大肠杆菌的总光密度

值对菌悬液的浓度分别进行最小二乘拟合!建立的三种细菌

校准曲线分别如图
+

"图
"

和图
>

所示#

图
K

!

肺炎克雷伯菌校准曲线

'

5

(%紫外
*

可见分光光度计'

W$,@@-

($'

T

(%实验系统

'(

)

%K

!

G,-+/9(C3/0(18+73<-12H9-C6(-99/

4

8-7.18(/-

'

5

(%

YO/;&125Z9%&/1*Z939T&/3

)

/012%

)

O%1%?/1/2

'

W$,@@-

($'

T

(%

YO//b

)

/29?/615&3

4

31/?

@
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图
L

!

金黄色葡萄球菌校准曲线

'

0

(%紫外
*

可见分光光度计'

W$,@@-

($'

7

(%实验系统

'(

)

%L

!

G,-+/9(C3/0(18+73<-12*0/

4

,

D

91+1++76/73-76

'

0

(%

YO/;&125Z9%&/1*Z939T&/3

)

/012%

)

O%1%?/1/2

'

W$,@@-

($'

7

(%

YO//b

)

/29?/615&3

4

31/?

图
M

!

大肠杆菌校准曲线

'

/

(%紫外
*

可见分光光度计'

W$,@@-

($'

P

(%实验系统

'(

)

%M

!

G,-+/9(C3/0(18+73<-12J6+,-3(+,(/+19(

'

/

(%

YO/;&125Z9%&/1*Z939T&/3

)

/012%

)

O%1%?/1/2

'

W$,@@-

($'

P

(%

YO//b

)

/29?/615&3

4

31/?

!!

实验中以去离子水为空白样!平行测定
#-

次后!紫外
*

可见分光光光度计测得的空白样总光密度的标准偏差为

-'-+,#

!实验系统测得的空白样总光密度的标准偏差为

-'++>!

!分别计算紫外
*

可见分光光度计和实验系统对肺炎

克雷伯菌"金黄色葡萄球菌和大肠杆菌的检测限!结果如表

A

所示#

表
F

!

细菌校准曲线及检测限

G/C9-F

!

G,-+/9(C3/0(18+73<-/850,-5-0-+0(189(.(012C/+0-3(/9

细菌 仪器 校准曲线
线性相关

系数
&

,

检测限

+'

#-

@

0/&&3

&

?C

D#

(

肺炎克雷伯菌
W$,@@- 'c#+',+AA(d,'AA>- -'>>>> #',@,

实验系统
'c#A@+'AA"@(D='"=>" -'>>>A -'#=-

金黄色葡萄球菌
W$,@@- 'c!='+-!#(d-'@>@@ -'>>>> -'@">

实验系统
'c,#>"'A@>>(D#>A'=!,# -'>>"@ -'#-=

大肠杆菌
W$,@@- 'c,##'A>+=(d#'+++# -'>>>A #'-,!

实验系统
'c,-,-'!=,A(d@'-=,A -'>>+@ -'##=

!!

由表
A

可以看出!由紫外
*

可见分光光度计计算得到的

肺炎克雷伯菌"金黄色葡萄球菌和大肠杆菌检测限分别为

#',@,B#-

@

!

@'">B#-

@ 和
#'-,!B#-

@

0/&&3

&

?C

D#

!而实验

系统对应三种细菌的检测限分别为
#'=-B#-

A

!

#'-=B#-

A 和

#'#=B#-

A

0/&&3

&

?C

D#

!相比于
,@"6?

波长点处的检测限

数值也更低#说明实验系统得到的三种细菌检测限值均优于

紫外
*

可见分光光度计分析结果!且利用多波长透射光谱全

光谱波段计算分析细菌微生物的检测能力更具优势#

!

!

结
!

论

!!

基于搭建的水体细菌微生物多波长透射光谱快速测量实

验系统!获得了不同浓度肺炎克雷伯菌"金黄色葡萄球菌及

大肠杆菌
,,-

!

>--6?

波段范围内透射光谱!研究了三种细

=
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菌在不同波长点处以及全光谱波段细菌微生物的检测限!并

与紫外
*

可见分光光度计测量结果进行了对比分析#研究结

果表明!实验系统不仅可以快速准确地获取细菌微生物的多

波长透射光谱!相比于紫外
*

可见分光光度计具有更高的灵

敏度!且多波长透射光谱全光谱波段具有更好的检测能力#

研究结果为进一步发展水体细菌微生物的多波长透射光谱快

速定量检测技术提供了基础数据#

N-2-3-8+-6

)

#

*

!

CU8(G:96*

F

9

!

.E(GH/*O56

!

CU];6*09

'梁金姬!宋德涵!李韵辞(

<.O567%6

e

KO/?905&U67;312

4

'山东化工(!

,-#@

!

AA

'

#-

(%

A#<

)

,

*

!
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光谱学与光谱分析




