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摘要　食源性致病菌的快速检测是解决食品安全问题最有效的途径之一.为了实现对食源性致病菌的快速、高
效、无标记检测和分类,提升了原有的光纤共聚焦后向散射光谱系统的性能,将其光场直径减小到适合较小生物样

品的水平,即达到单菌水平检测.在无标记条件下,测定了三种常见的形态相近的食源性致病菌(肠炎沙门氏菌、

大肠杆菌、鼠伤寒沙门氏菌)的后向散射光谱.选取５００~８００nm范围的特征波段,将主成分分析和模糊聚类分析

相结合,建立多元分析模型.主成分分析结果表明,所得的前５个主成分已经包含８０．４１％的特征区光谱信息.将

前５个主成分分量作为模糊聚类分析的变量.由所求得的隶属度矩阵可知,三种细菌聚类结果的准确率均为

１００％.该结果说明光纤共聚焦后向散射光谱方法结合主成分分析和聚类分析法能够快速、高效、无标记地对单个

细菌进行分析和分类.
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Abstract　Rapiddetectionoffoodbornepathogensisoneofthemosteffectivewaystoovercomefoodsafety
problems敭Torealizearapid efficientandlabelＧfreedetectionandclassificationoffoodbornepathogens thisstudy
aimstoimprovetheperformanceofexistingopticalfiberconfocalbackscatteringspectrumsystem敭Throughthis
process thelightfielddiameterisreducedtofitsmallbiologicalsamples andsinglespectrumleveldetectioncanbe
achieved敭Furthermore thebackscatteringmicroＧspectrumofthreecategoriesofcommonfoodbornepathogens
 Salmonellaenteritidis Escherichiacoli andSalmonellatyphimurium withsimilarmorphologyismeasured
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withoutlabels敭Amultivariateanalysismodelisestablishedbycombiningprincipalcomponentanalysis PCA and
fuzzyclusteranalysis FCA atthecharacteristicwavelengthrangeof５００ＧＧ８００nm敭Resultsshowthatthetopfive
principalcomponentscontain８０敭４１％ characteristicspectralinformation敭Thescoresofthetopfiveprincipal
componentsaretakenasthevariablesfortheFCA敭Theaccuracyof１００％ accordingtothedegreematrixof
membership isachievedfortheclusteringresultsofthreekindsofbacteria敭Also resultsshowthatopticalfiber
confocalbackscatteringspectroscopy combinedwithPCAandFCA canbeusedtoanalyzeandclassifyasingle
spectrumrapidly efficiently andwithoutlabels敭
Keywords　biotechnology backscatteringmicroＧspectrum foodbornepathogens principalcomponentanalysis 
fuzzyclusteranalysis classification
OCIScodes　１７０敭１７９０ ２９０敭１３５０ ３００敭６５５０

１　引　　言

尽管世界各国都在采取食品安全措施,但食源

性疾病仍严重威胁着人们的身体健康.食源性致病

菌是引起食源性疾病的主要原因.世界卫生组织的

调查结果显示,全球每年有多达６亿人因食用受到

污染的食品而生病[１].食源性疾病最常见的临床表

现为胃肠道症状,可能导致全身多器官衰竭,甚至引

发癌症,从而造成极大的残疾和死亡负担.自然界

存在的污染源分布广泛,包括受污染的粪便、水源、
土壤、野生动物等,运输中的防护措施不当、自然腐

坏等诸多因素都可能导致食品受到污染[２].因此,
快速检测与鉴定食源性致病菌是有效控制和预防食

品安全问题、降低临床感染率的第一步.
近年来,针对食源性致病菌,出现了很多新的微

生物快速检测方法,这些方法大致可分为分子生物

学检测技术和免疫学技术两类.其中:生物学检测

技术以聚合酶链式反应(PCR)为基础,衍生出了多

重PCR技术[３]、实时荧光定量PCR技术[４]、基因芯

片技术[５]及依赖 PCR 技术的 DNA 指纹图谱技

术[６]等;免疫学技术以抗原抗体特异性结合为基础,
主要包括酶联免疫吸附[７]、免疫胶体金技术[８]和免

疫磁珠技术[９]等.但采用以上方法对不同的细菌进

行检测和鉴定时仍存在一定的缺陷,例如:聚合酶链

式反应和免疫学方法往往需要几小时甚至几天才能

得到结果,不适合现场的快速检测;酶联免疫吸附法

往往有较高的假阳性率.ATP(三磷酸腺苷)发光

检测技术只能检测食品中所含微生物的总数,不能

对目标微生物进行特异性检测.
在食源性致病菌快速检测领域,光学手段同样

发挥着重要作用,例如:拉曼光谱由于其快速、灵敏

的特性,在食源性致病菌检测领域的应用越来越广

泛[１０Ｇ１１];高光谱成像技术在食品安全领域作出了巨

大贡献,它可以省去复杂的准备工作而直接在食品

上进行测试[１２].光散射是微小粒子与光相互作用

的主要形式,散射光的特性与散射粒子的特性直接

相关[１３].基于弹性散射光的光学检测方法可以在

不引入外部介质的情况下测量和分析自然状态下活

细胞内部结构的分布和变化.后向散射光谱携带着

细菌细胞内的结构和化学成分等信息.本文以肠炎

沙门氏菌、鼠伤寒沙门氏菌这两种高发病率的沙门

氏菌以及具有高风险的大肠杆菌为例[１４]进行研究.
这三种菌在形态上看都是杆状形态,在显微镜下很

难用肉眼区分.在无标记的情况下,本课题组利用

光纤共聚焦后向散射显微光谱方法对这三种细菌的

光谱进行测量和采集,通过对采集到的光谱进行主

成分分析和模糊聚类分析,实现了单菌水平的分类

和鉴定.

２　材料和方法

２．１　实验设备

如图１所示的光纤共聚焦后向散射光谱仪

(FCBS)在之前的研究中用于癌细胞的分类和鉴

定[１５Ｇ１６].在本实验中,基于共焦原理,采用光纤耦合

器来实现共焦的目的.带有聚焦系统的宽带光源

(BPS１２０,２０W)发射的光线通过单模光纤耦合器

的端口１至端口３与光探头耦合,将照明光传输到

物体使其成像,并收集来自照明焦点体积内的后向

散射光,光纤端口３可以起到共焦空间滤波的作用.
光探头由两个平场消光物镜构成,焦点的直径为

３．５μm.其中:一个平场消光物镜作为准直器,其数

值孔径NA＝０．４,倍率为２０;另一个平场消色差物镜

的NA＝０．６５,倍率为４０.位于焦平面上的细菌样本

与光作用后产生的后向散射光被光学探头接收,通过

光纤耦合器端口３后经耦合器端口２传输进入光谱

仪(BRC１１２).该光谱仪响应较好的光谱带宽有

６００nm(４００~１０００nm).样本下方的物镜与CCD相

机组成倒置显微结构,用于直接观测被探测细菌.

２．２　细菌样本

本实验所用细菌样本分别为肠炎沙门氏菌
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(Salmonellaenteritidis,ATCC５０３３５)、大 肠 杆 菌

(Escherichiacoli,ATCC２５９２２)、鼠伤寒沙门氏菌

(Salmonellatyphimurium,ATCC１４０２８).所有细

菌样本均来自上海理工大学微生物实验室.所有细

胞学样品均未沉淀.
细菌按下述方法进行分离:三株菌在营养肉汤

中培养１６h,然后用体积分数为１％的甲醇固定;取

２００μL 细菌悬浮液置于埃普多夫离心管中,在

５０００r/min的转速下离心５min;用１mL去离子水

冲洗沉淀部分,使细菌复苏,这个过程重复三次,最
后在５００mL去离子水中使细菌复苏.在酒精灯上

烘烤 干 净 无 油 的 载 玻 片,然 后 用 无 菌 涂 布 棒 将

２０μL细菌悬浮液涂在准备好的载玻片上.

图１ FCBS光谱仪原理图

Fig敭１ SchematicofFCBS

２．３　光谱的采集和预处理

使用在可见光和近红外波段反射率约为３０％
的硅片作为所有细菌后向散射光谱分析的标准反射

器,目的是提高样品后向散射光的相对强度,以准确

获得被测样品真实光谱的特征.分别将肠炎沙门氏

菌、大肠杆菌、鼠伤寒沙门氏菌放置于载玻片上,人
工调节载物台使其沿水平方向移动,照射光焦点可

在水平方向进行扫描.此时样品的微观信息是在单

个细菌水平上测量的.

２．４　多元分析方法

本文所采集的后向散射光谱的特征波段为

５００~８００nm,是一条连续的曲线,各个波段的光谱

数据虽然能为其分析提供大量的信息,但光谱数据

的维度过高,且数据之间存在着显著的相关性.为

了分析三种细菌后向散射光谱之间的差异,首先要

对光谱数据进行降维处理.主成分分析能够将许多

相关性很高的变量进行转化,使彼此之间相互独立

或不相关.最后可以选出变异的少数几个能够解释

数据综合性指标的新变量,即主成分,同时也实现了

降维的目的[１７].

　　聚类分析是一种无监督学习方式,不依赖于预

先定义的对象和带符号的训练实例,按照一定的要

求和规律将事物进行分类.与 KＧmeans聚类分析

等把每个待辨识的样本严格划分到某个类中的方法

不同,模糊聚类分析(FCA)引入“隶属度”的概念,
除了计算聚类中心以外,根据每个样本属于每个类

的程度建立隶属度矩阵U[１８].其中,样本隶属度

uij的值越接近１,表示编号为i的样本属于第j(j＝
１,２,３)类的程度越高.

３　实验结果

本实验采用改进的FCBS测定肠炎沙门氏菌、
大肠杆菌、鼠伤寒沙门氏菌的后散射光谱,利用

BWSpec软件对这三种食源性致病菌的光谱数据进

行采集.

３．１　光谱及主成分提取

本文所使用的三种细菌的光谱数据均为５０组,
选择的特征波段为５００~８００nm,平均光谱曲线如

图２所示.纵坐标表示细菌后向散射光谱相对参考

硅片反射的后向散射光强之比(R).采用相对测量

的手段可以提高样品后向散射光的相对强度和信噪

比.原始光谱数据的维度高,数据量大,不利于进一

步的分析,需要对光谱进行降维,采用主成分分析提

取光谱的主成分.对原始光谱数据进行主成分分

析,前１０个主成分的特征值、贡献率和累计贡献率

如表１所示.结果显示,前５个主成分的累计贡献

率已经超过８０％,说明已经包含了原始光谱数据的

主要信息.

图２ 三种细菌的平均光谱曲线

Fig敭２ Averagespectralcurvesofthreebacteria

通过主成分分析可以求出各主成分的分量,提
取每一个样本的前３个主成分分量绘制三维散点

图,如图３所示.结果显示,使用改良后的FCBS所

得到的肠炎沙门氏菌、大肠杆菌、鼠伤寒沙门氏菌的

显微光谱数据能够被有效分为三类.

０２０７０３０Ｇ３
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表１　前１０个主成分的特征值、贡献率和累计贡献率

Table１　Characteristicvalues,contributionratesandcumulative
contributionratesofthetop１０principalcomponents

Principal
component

Eigenvalue
Contribution
rate/％

Cumulative
contributionrate/％

PC１ ３６５．６８ ５１．２２ ５１．２２
PC２ １５３．４８ ２１．５０ ７２．７１
PC３ ３４．８５ ４．８８ ７７．５９
PC４ １１．８６ １．６６ ７９．２５
PC５ ８．２３ １．１５ ８０．４１
PC６ ３．８８ ０．５４ ８０．９５
PC７ ２．７５ ０．３９ ８１．３４
PC８ ２．５８ ０．３６ ８１．７０
PC９ ２．４９ ０．３５ ８２．０５
PC１０ ２．４５ ０．３４ ８２．３９

３．２　模糊聚类分析结果

经过上述主成分分析,将各样本的前５个主成

分分量作为模糊聚类分析的变量,得到了三种细菌

图３ 主成分分析散点图

Fig敭３ Scatterdiagramofprincipalcomponentanalysis

样本的中心坐标值(表２)和隶属度矩阵U.表３展

示了隶属度矩阵的部分内容,其中,样本编号１~５０
为肠炎沙门氏菌,５１~１００为大肠杆菌,１０１~１５０为

鼠伤寒沙门氏菌.在隶属度矩阵中,样本隶属度uij
的值越接近１,表示编号为i的样本属于第j(j＝１,

２,３)类的程度越高.
表２　三类细菌的样本中心

Table２　Samplecentersofthreecategoriesofbacteria

Category PC１ PC２ PC３ PC４ PC５
Salmonellaenteritidis －２１．５３６９ ９．４９０５５５ －１．０４７３８ －０．１１２９８ ０．６１０７４
Escherichiacoli －２．００４０９ －１６．７１３８ ０．８５９５１５ ０．５３０６３４ －０．３８００７

Salmonellatyphimurium ２４．６９１０４ ７．６８１２９７ －１．０５５２７ ０．３７５９３９ －０．３４８８４

表３　隶属度矩阵

Table３　Degreematrixofmembership

Number Category１ Category２ Category３
􀆺 􀆺 􀆺 􀆺

４ ０．０２７２３３ ０．９５８２８９ ０．０１４４７８
５ ０．０１８１９１ ０．９７２０８８ ０．００９７２１
６ ０．０３６９９９ ０．９４２８５６ ０．０２０１４５
７ ０．０２７４０８ ０．９５８４４１ ０．０１４１５１
８ ０．０１７１６５ ０．９７３９０６ ０．００８９２９
􀆺 􀆺 􀆺 􀆺

６３ ０．９５４０３９ ０．０２５６９３ ０．０２０２６８
６４ ０．９７７１９３ ０．０１２４３８ ０．０１０３６９
６５ ０．９７０２９３ ０．０１６５０２ ０．０１３２０５
６６ ０．９８１３０２ ０．０１０１１８ ０．００８５７９
６７ ０．９９２６０９ ０．００４１２ ０．００３２７１
􀆺 􀆺 􀆺 􀆺

１１２ ０．０２８４９９ ０．０２０５２６ ０．９５０９７５
１１３ ０．０４１７８０ ０．０３１５３９ ０．９２６６８１
１１４ ０．０２７１５３ ０．０１６６７４ ０．９５６１７３
１１５ ０．１０５５５１ ０．０９３６０８ ０．８００８４１
１１６ ０．００８９７６ ０．００５８４３ ０．９８５１８２
􀆺 􀆺 􀆺 􀆺

　　对三种细菌的隶属度矩阵进行统计,得到了三

种细菌判别分析结果,如表４所示,三种细菌的光谱

数据各为５０组,对三种细菌的判别准确率均达到

１００％,说明三种细菌的所有样本都得到了正确

分类.
表４　三种细菌的判别分析结果

Table４　Discriminantanalysisresultsofthree

kindsofbacteria

Category
Discriminantanalysisresult

Category１Category２Category３
Salmonellaenteritidis

(５０groups)
０ ５０ ０

Escherichiacoli
(５０groups)

５０ ０ ０

Salmonellatyphimurium
(５０groups)

０ ０ ５０

Discriminant
accuracy/％

１００ １００ １００

４　讨　　论

食品安全问题关系到国计民生.传统的细菌鉴

定技术耗时长,而且检测灵敏度低.基于分子生物

学、免疫学和流式细胞术等的检测方法流程复杂,对
操作人员的专业要求较高,而且高昂的仪器和试剂

价格使其难以在常规实验室和现场检测中广泛使

０２０７０３０Ｇ４
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用[１９].与其他光学及光谱学手段相比[２０Ｇ２２],本文提

出的基于共焦显微后向散射的检测方法操作简单,
采样涂片后即可进行检测,亦可在线直接进行检测,
无需复杂的预处理就能够实现单细胞水平的测量,
重复性和准确性良好.由于后向散射光的光强较

强,能够有效避免样品和装载容器背景荧光的干扰.
采用主成分分析法大大简化了光谱数据的维度,可
以更方便地提取其有效信息.因此在样本量较小的

情况下,通常可在几分钟至几十分钟内得到完整的

分类结果.本文所提方法是一种快速、无标记的检

测方法,它可以将细菌细胞的空间信息抽象成光谱

信息,进而得到不同细菌的散射特性.通过提取散

射光谱的特征,可以对不同的细胞进行分析,具有系

统简单、重复性好、光谱信号精度高等优点.
随着对食品微生物的进一步了解,相信更多的

食源性致病菌分析方法和检测技术可以应用于实

际.其中,光学检测方法是重要的一个分支.光与

微小粒子作用的主要表现形式就是散射,散射光的

特性与散射粒子的结构密切相关,如细胞散射光强

度是由细胞大小、细胞内部结构的复杂程度等参数

共同影响的结果[２３Ｇ２５].然而针对细菌,目前尚未有

明确的理论能够定性分析其内部微结构对其后向散

射光的影响.虽然本研究对培养的三种形态类似的

细菌有较好的区分能力,但由于食品中常见的食源

性致病菌种类繁多,作用复杂,混合菌株样本的自动

分类及其在临床检测和治疗中的应用也有待进一步

研究.针对细菌的鉴别仍有大量的工作要做:一方

面,需要收集更多的样本来确认目前的数据,然后将

这项技术应用于实际工作中;另一方面,需要研究后

向散射显微光谱与细菌形态结构之间的关系,探究

生长阶段、生长环境等因素对细菌形态结构的影响.
将光学技术与微流控、人工智能识别等技术相结合,
有望实现食源性致病菌的准确、快速检测.

５　结　　论

本文采用改进后的FCBS采集了形态相近的肠

炎沙门氏菌、大肠杆菌、鼠伤寒沙门氏菌的后向散射

光谱数据,利用主成分分析与模糊聚类分析相结合

的方法,对三种形态相近的食源性致病菌进行了分

析和分类.结果表明:主成分分析所得前５个主成

分的累计贡献率达到了８０．４１％,包含了光谱数据的

绝大多数信息;根据前５个主成分分量,三种细菌光

谱数据组间的差异较大,组内差异较小;对模糊聚类

分析所得到的隶属度矩阵进行分析和统计,得到三

种细菌在所对应类中的隶属度的值均接近１,判别

准确率均达到１００％,再次说明了三种细菌光谱数

据组间差异较大,组内差异较小.可见,使用改进后

的FCBS所得到的肠炎沙门氏菌、大肠杆菌、鼠伤寒

沙门氏菌的后向散射显微光谱数据具有明显的区

别.为下一步针对细菌亚种之间的分类奠定了

基础.
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