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摘要　细菌多波长透射光谱包含有细菌结构、组分、浓度等信息,这些特征信息的有效提取是实现细菌微生物快速

识别与检测的基础.以水体常见的大肠埃希氏菌(大肠杆菌)为研究对象,采用紫外Ｇ可见分光光度法获得了其多波

长透射光谱;基于 Mie散射理论,在充分考虑水体大肠杆菌散射和吸收特性的基础上,构建了２４０~９００nm波段范

围内细菌微生物多波长透射光谱的解析模型;基于该模型对２５０~７５０nm特征波段范围内的光谱进行解析,获得

了大肠杆菌的体积、粒径、结构及浓度等相关参数,并将这些参数与文献及实验得到的结果进行了对比验证.结果

表明,建立的多波长透射光谱解析模型能够准确表征水体细菌微生物的光谱特征,该模型可为水体细菌微生物的

快速识别分析和检测提供关键数据.
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Abstract　 MultiＧwavelengthtransmittancespectraofbacteriain watercontainlotsofinformationontheir
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１　引　　言
水体细菌微生物污染严重威胁着人类的身体健康和生态环境安全.发展快速、有效、低成本的细菌微生

物检测方法是保障饮用水安全的关键.
目前,检测水体细菌微生物的方法主要有显色培养基法[１]、核酸探针技术法[２]和蛋白芯片法[３]等.虽然

这些方法的检测结果相对准确,但是检测过程复杂,耗时长,所需生物学试剂比较昂贵,不适合实时在线检

测.为了实现水体细菌微生物的快速识别与检测,近年来国内外相关学者采用荧光光谱法[４Ｇ６]、拉曼光谱

法[７Ｇ９]以及角散射光谱法[１０]等光学检测方法,针对细菌微生物的部分结构或组分特征信息等进行了研究.
与之相比,多波长透射光谱测量技术具有仪器设备相对简单、测量速度快、可测量粒径范围较宽、测量信息全

面,以及能够实时在线测量等优点,一些学者已经将该技术应用于细菌微生物领域的研究中.Katz等[１１]测

量得到了３种大小和形态不同的细菌的消光光谱和角散射光谱,并利用高斯散射理论对透射光谱进行反常

衍射分析,得到了细菌体的平均直径.Mourant等[１２]利用RayleighＧDebyeＧGans近似和奇异衍射理论分析

了细胞的形状和内在结构.虽然现有的研究能够通过透射光谱得到细菌的特征参数,但这些研究考虑的因

素较为单一,或者仅是从理论出发,脱离了被测物质本身的结构特征,存在诸多问题,如:１)多角度散射光谱

对仪器的要求较高;２)针对理想的瑞利散射和奇异衍射条件建模,难以与实际水体细菌微生物的状况相关

联;３)无法体现细菌中核酸、蛋白质等主要组分对透射光谱的影响.
基于此,本文采用紫外Ｇ可见分光光度计对大肠杆菌的多波长透射光谱进行了测定,并分析了光谱的特

征.根据细菌散射部分的折射率以及 Murell[１３]给出的细菌微生物的主要化学组分(核酸、氨基酸等)在不同

波长下的吸收系数,同时基于 Mie散射理论,构建了水体细菌微生物多波长透射光谱的解析模型,并分析了

该模型的准确性.

２　制备样品与获取光谱
大肠埃希氏菌菌种购于中国工业菌种保藏管理中心,菌种悬浮液的制备流程为:菌种活化→接种到牛肉

膏蛋白胨培养基中培养→液体培养基扩菌培养→离心机离心→去离子水清洗.
采用岛津UV２５５０型紫外Ｇ可见分光光度计测量多波长透射光谱,光谱测量范围为２４０~９００nm,采样

间隔为１nm,以去离子水作为参比.重复测量３次,取平均值作为测量结果.
采用平板培养法测细菌的浓度.取１０mL细菌悬浮液,加入去离子水稀释至１００mL,摇匀即成１０－１稀

释菌液;按照１０倍稀释,分别制成１０－２,１０－３,,１０－９等一系列稀释菌液.用１mL的无菌吸管吸取不同浓

度的稀释菌液放入平皿中,然后在平皿中分别倒入４５℃的营养琼脂培养基,轻轻转动平皿,使菌液与培养基

混合均匀;将平皿冷凝倒置,置于３７℃的培养箱中培养２４h,进而统计菌落数.
图１为处于生长稳定期的大肠杆菌的多波长透射光谱,纵轴表示光密度值,其计算公式为

τ＝lg
１
T ＝lg

１
Itrs/Ii＝

lg
Ii
Itrs
, (１)

式中Ii和Itrs分别为入射光强和透射光强;τ 为光密度,包含大肠杆菌的散射和吸收信息.根据细胞的组

成、特性以及细胞中核酸、蛋白质及其它生物大分子的紫外光谱的分布特征[１４]可知:在２４０~４００nm范围

内,大肠杆菌在２６０nm 处存在一个肩峰,这主要是由细菌内核酸分子对光的吸收作用造成的;在

４００~９００nm范围内,透射光谱的变化比较平缓,没有明显的吸收峰,这主要源于细菌的散射作用.这些特

征为多波长透射光谱解析模型的构建以及复折射率的计算提供了依据.

３　多波长透射光谱的解析模型
３．１　模型的构建

当光波穿过含有细菌的水体介质后,透射光强会发生衰减,衰减的程度由吸收和散射共同决定,而细菌

的散射和吸收特性则取决于其结构形态和化学组分[１５].根据 Mie散射理论,对于粒径分布为f(D)的均匀

的细菌悬浮液,光密度的表达式为[１６]
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图１ 大肠杆菌的多波长透射光谱

Fig．１ MultiＧwavelengthtransmissionspectrumofEscherichiacoli

τ(λ)＝Npl
π
４∫

¥

０

Qext[m(λ),D]D２f(D)dD, (２)

式中m(λ)为细菌在悬浮液中的复折射率,λ为波长;D 为细菌的直径;l为光程;Np 为细菌数;Qext[m(λ),D]
为细菌的消光系数,由吸收系数Qabs和散射系数Qsca两部分组成.对于近似球形的粒子,其消光系数和散射

系数计算公式为[１７]

Qext＝
２
α２
Re[∑

¥

n＝１

(２n＋１)(an ＋bn)], (３)

Qsca＝
２
α２∑

¥

n＝１

(２n＋１)(an
２＋ bn

２), (４)

an ＝ψ′n(mα)ψn(α)－mψn(mα)ψ′n(α)
ψ′n(mα)ξn(α)－mψn(mα)ξ′n(α)

, (５)

bn ＝
mψ′n(mα)ψn(α)－ψn(mα)ψ′n(α)
mψ′n(mα)ξn(α)－ψn(mα)ξ′n(α)

, (６)

式中an、bn 为 Mie系数;n 为级数需要计算的最大项;α＝πD/λ;ψn(x)＝ πx/２Jn＋１２(x),Jn＋１２(x)为半整

数阶Bessel函数;ξn(x)＝ πx/２H２n＋１２(x),Hn＋１２
(x)为第二类Hankel函数.

m(λ)的计算公式为

m(λ)＝
n(λ)＋ik(λ)

n０(λ)
, (７)

式中n(λ)为细菌复折射率的实部,k(λ)为细菌复折射率的虚部,n０(λ)为细菌悬浮液的折射率[１８].
在２４０~９００nm波段范围内,为了更好地刻画细菌的结构特征,在建模时将大肠杆菌的细胞分为两部分,

一部分为细菌的宏观结构及其尺寸,另一部分为细菌的内部结构.光谱受细菌宏观结构粒径分布和内部结构

粒径分布变化的影响很小[１９Ｇ２０],因此,细菌的粒径分布函数f１(D)和f２(D)可近似用宏观结构的平均直径D１

和内部结构的平均直径D２表示.根据(２)式,在２４０~９００nm波段范围内细菌的光密度计算公式可改写为

τ(λ０)＝Npl
π
４
{zQext１[mouter(λ０),D１]D２

１＋(１－z)Qext２[minner(λ０),D２]D２
２}, (８)

式中mouter(λ０)和minner(λ０)分别为细菌外部结构的折射率和内部结构的折射率,z为细菌外部结构占总消光

的比例.(８)式为水体细菌多波长透射光谱模型的通用形式,等号右侧第一项为细菌外部结构的消光特性,
第二项为内部结构的消光特性.吸收部分复折射率的实部和虚部是化学组分的函数,每部分化学组分折射

率的加权和为

ng ＝∑
M

j＝１
wgjngj, (９)

kg ＝∑
M

j＝１
wgjkgj, (１０)
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式中wgj为第g 部分第j个组分的质量分数,M 为化学组分的总数,ng 和kg 分别为第g 部分各组分折射率

的实部和虚部.mg(λ)作为化学组分的函数,可通过M 个化学组分的加权和进行计算:

mg(λ)＝
∑
M

j＝１
wgjngj

n０(λ) ＋
i∑

M

j＝１
wgjkgj

n０(λ)
. (１１)

　　为了描述细菌的透射光谱,需要对细菌的复折射率mouter(λ０)和minner(λ０)进行计算.

３．２　散射部分折射率的计算

细菌的散射分为外部结构散射和内部结构散射,在２４０~９００nm范围内,不考虑吸收物质的作用,细菌

复折射率的实部可以通过柯西公式来估算:

n(λ)＝a０＋
a１

λ２＋
a３

λ４＋, (１２)

式中a０、a１和a３为常数,由介质决定.
根据文献[２１]可知,大肠杆菌宏观结构复折射率的实部为

n(λ０)＝１．３７７６＋
３０３４．９１

λ２０
. (１３)

　　根据文献[１２]可知,大肠杆菌细胞的内部结构比外部结构多了一些非吸收蛋白质和多糖分子,细菌平均

复折射率的实部为

n(λ０)＝１．５５０＋
５９００
λ２０
. (１４)

３．３　吸收部分折射率的计算

细菌对光的吸收能力主要取决于细菌内化学组分(核酸、氨基酸、吡啶二羧酸等)的吸收作用[１５].因此,
细菌对光的吸收可近似为细菌主要化学组分对光的吸收的总和.大肠杆菌中不含有吡啶二羧酸(DPA),吸
收部分的折射率可近似为细菌内发色团氨基酸和总核酸折射率的线性加和.

细菌微生物中主要组分的吸收系数与波长的关系如图２所示.在生物体中,组成蛋白质的氨基酸大约

有２０种,这些氨基酸在可见光区域没有吸收,在远紫外区有吸收.在紫外区(２４０~３００nm),含有苯环共轭

双键系统的酪氨酸、苯丙氨酸和色氨酸对光具有吸收能力,最大吸收波长为２８０nm.核酸中的嘌呤、嘧啶碱

基具有共轭双键系统,对２５０~２８０nm波长的紫外光具有强烈的吸收作用.发色团氨基酸和核酸在可见波

段近似为无吸收,由此可以确定核酸和发色团氨基酸在２４０~９００nm波段的吸收系数.

图２ 细菌微生物中总核酸、发色团氨基酸和吡啶二羧酸的吸收系数[１３]

Fig．２ Absorptioncoefficientsoftotalnucleicacid chromophoricaminoacid 

anddipicolinicacidinbacterialmicroorganism １３ 

　　根据BeerＧLambert定律,发色团氨基酸、总核酸的吸收系数ε(λ)与复折射率虚部k(λ)的关系可表示为

ε(λ)＝
４πk(λ)

λ
. (１５)
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得到发色团氨基酸和总核酸的吸收系数后,将其代入(１５)式就可计算出发色团氨基酸和总核酸复折射率的

虚部,如图３所示.

图３ (a)发色团氨基酸和(b)总核酸复折射率的虚部

Fig．３ Imaginarypartofcomplexrefractiveindexof a chromophoricaminoacidand b totalnucleicacid

　　根据发色团氨基酸和总核酸复折射率的虚部,基于KramersＧKronig关系(KＧK关系)[２２Ｇ２３]就可计算出

复折射率的实部.KＧK关系可表示为

k１(λ)＝ －２
πP∫

¥

０

λn１(λ０)
λ２－λ２０

dλ０, (１６)

n１(λ)－１＝
２λ２

πP∫
¥

０

k１(λ０)
λ０(λ２－λ２０)

dλ０, (１７)

式中k１(λ)为复折射率的虚部,n１(λ)为复折射率的实部,λ 为波长,P 为柯西主值函数.实际上,考虑到仪

器的工作稳定性以及电磁波的有效利用范围,若已知发色团氨基酸和核酸在２４０~９００nm波段范围的复折

射率的虚部,则其它波段复折射率的虚部就可通过常数外推得到[２４].根据(１７)式可计算出细菌内发色团氨

基酸和总核酸复折射率实部的变化量,即n１(λ)－１,计算结果如图４所示.

图４ (a)发色团氨基酸和(b)总核酸复折射率实部的变化量

Fig．４ Variationinrealpartofcomplexrefractiveindexof a chromophoricaminoacidand b totalnucleicacid

　　由于细菌细胞的内部结构和化学组分较为复杂,将细菌对光的吸收近似为细菌内主要化学组分对光吸

收的加和,可使问题得到简化.

４　结果与讨论
为了消除细菌浓度对光密度的影响,对测量的透射光谱进行总和归一化处理,转换公式为

τ(λ０)＝τλ０ ∑
λ＝９００

λ＝２４０
τλ (１８)

　　根据(８)式建立的模型,利用非线性最小二乘算法对归一化后的２４０~９００nm波段的透射光谱进行迭
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代拟合,测量光谱与拟合光谱的残差平方和为２．９２０９×１０－７.测量光谱与拟合光谱的对比结果如图５所示,
可以看出,测量光谱与拟合光谱间的残差较小,说明建立的光谱解析模型能够有效地表征大肠杆菌的光谱

特征.

图５ 大肠杆菌测量光谱与模拟光谱的比较

Fig．５ ComparisionbetweenmeasuredandcalculatedopticaldensityspectraofEscherichiacoli

　　表１给出了不同波段下实测光谱与模拟光谱之间的相对误差.在２５０~４００nm波段内,总核酸的吸收

带位于２６０nm处,蛋白质的吸收带位于２８０nm处,该波段包含了细菌较多的吸收特征信息,平均相对误差

小于１％.４００~７５０nm的可见光波段主要包含了细菌散射作用的信息,平均相对误差仅为０．９７％.在

２４０~２５０nm和７５０~９００nm波段,平均相对误差较大,均高于２５０~７５０nm波段内的平均误差,且该波段

范围所包含的细菌光谱的主要特征信息较少.
表１ 不同波段下测量光谱与模拟光谱的相对误差

Table１ Relativeerrorbetweenmeasuredandcalculatedopticaldensityspectraindifferentbands

Wavelength/nm ２４０Ｇ２５０ ２５０Ｇ４００ ４００Ｇ７５０ ７５０Ｇ９００ ２４０Ｇ９００

Maximumrelativeerror/％ ６．１８ ３．１１ ３．１２ ９．７６ ９．７６

Averagerelativeerror/％ ２．０９ ０．９９ ０．９７ ３．６７ １．６２

　　为了验证模型的准确性并使解析参数更加准确,对２５０~７５０nm波段的透射光谱进行了重点研究,表２
给出了基于模型得到的相关的解析参数.

表２ ２５０~７５０nm波段范围内大肠杆菌透射光谱模型解析参数

Table２ Calculatedparametersfromthetransmittancemodelin２５０Ｇ７５０nmbandforEscherichiacoli

Parameter Calculatedvalue Literature/experimentalvalue

Volume/μm３ ４．６０９３ １Ｇ７[２３]

AveragediameterofexternalstructureD１/μm ２．０６４８ １．９１８９

ParticlenumberNp/mL－１ ２０４９７０００ ２０００００００

AveragediameterofinternalstructureD２/μm ０．０６６７

Volumefractionofinternalstructure/％ ３０

　　由表２给出的平均粒径可计算出大肠杆菌的体积为４．６０９３μm３,其值与文献[２５]报道的大肠杆菌的体

积相吻合.采用光学显微镜测量得到的大肠杆菌的平均粒径为１．９１８９μm,与模型计算值２．０６４８μm的相

对误差为７．０７％.将模型的解析参数代入(７)式可得到单个大肠杆菌的光谱,将测量光谱与单个大肠杆菌的

模拟光谱进行对比,根据光程l＝１cm可计算出细菌的浓度.为了提高计算的准确性,对测量光谱与单个大

肠杆菌的模拟光谱进行线性回归,结果如图６所示.

　　在图６中,黑色点表示每个波长的计算光谱与实测光谱的对应关系,红色线表示这些点的线性拟合,模
拟光谱与测量光谱拟合的相关系数达到了０．９９９８,计算得到细菌浓度为２．０４９７×１０７mL－１,而平板计数法

测得的细菌浓度为２．００００×１０７mL－１,它们的相对误差为２．４９％.可见,通过所建模型获得的细菌相关参

数可以作为水体细菌微生物快速识别与检测的基础数据.
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图６ 单个大肠杆菌模拟光谱与测量光谱的线性拟合关系

Fig．６ CorrelationbetweencalculatedspectraandmeasuredspectraofsingleEscherichiacolicell

５　结　　论
以 Mie散射理论为基础,结合细菌生理学结构分析了水体细菌(大肠杆菌)的散射和吸收特性,构建了

细菌多波长透射光谱的解析模型.所建模型不仅包含细菌散射特性的信息,而且还包含了吸收特性的信息,
这是该模型的优势.使用该模型对大肠杆菌的光谱进行模拟,模拟光谱与实测光谱的残差值较低,说明模型

能够准确地表征水体细菌的光谱特征.利用该模型对２５０~７５０nm波段范围内的大肠杆菌的透射光谱进

行解析,得到大肠杆菌的体积为４．６０９３μm３,与文献报道的结果相吻合.计算得到的细菌浓度与平板计数

法测得的细菌浓度的相对误差为２．４９％,这表明构建的解析模型能够准确获得细菌的特征信息.构建的水

体细菌微生物多波长透射光谱解析模型不仅可为细菌微生物科学研究提供新的测量手段,而且可以为水体

细菌微生物的快速识别与检测提供基础参数.
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