
第３８卷　第４期 光　学　学　报 Vol．３８,No．４
２０１８年４月 ACTAOPTICASINICA April,２０１８

水体细菌微生物多波长透射光谱定量分析
归一化方法研究

胡玉霞１,２,３,赵南京１,３∗,甘婷婷１,３,段静波１,３,孟德硕１,３,刘建国１,３,刘文清１,３
１中国科学院安徽光学精密机械研究所,中国科学院环境光学与技术重点实验室,安徽 合肥２３００３１;

２中国科学技术大学,安徽 合肥２３００２６;
３安徽省环境光学监测技术重点实验室,安徽 合肥２３００３１

摘要　快速准确获取水体细菌微生物浓度信息,对饮用水卫生安全监管具有重要意义.基于多波长透射光谱技术

研究了水体细菌微生物浓度定量反演方法,并重点研究了光谱数据的归一化处理方法(颗粒浓度归一化、最大值归

一化、积分归一化、平均归一化)对水体细菌微生物浓度反演结果准确性的影响.基于 Mie散射理论建立了大肠埃

希氏菌(大肠杆菌)多波长透射光谱解析模型,通过对归一化后的光谱进行解析,获取了大肠杆菌的结构信息,并以

此构建出单种细菌的多波长透射参考光谱;根据测量光谱与单种细菌参考光谱的相关性反演细菌浓度,并对比分

析了不同归一化处理方法下细菌浓度反演结果的准确性.研究结果表明:与平板菌落计数法相比,平均归一化光

谱反演细菌浓度的最大相对误差为０．９２％,平均相对误差为０．７０％,线性相关系数达到０．９９８４,其准确性和稳定性

均为最优.本研究为水体细菌微生物的快速定量检测与预警提供了基础数据.
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Abstract　Acquiringtheconcentrationofbacteriainwaterquicklyandaccuratelyisofgreatsignificanceforthe
supervisionhygieneandsafetyofdrinkingwater敭WeusemultiＧwavelengthtransmissionspectroscopytodetermine
theconcentrationofbacteriainwater andmainlystudytheinfluencesofdifferentnormalizationsofthespectra
 particleconcentrationnormalization maximumnormalization integralnormalization andaveragenormalization on
theaccuracyofbacterialconcentration敭Accordingtothespectrainterpretation modelofEscherichiacoli E敭coli 
establishedonMiescatteringtheory wecanobtainthebacteriasizebythenormalizedspectrainterpretation and
calculateasinglebacterium sreferencespectra敭Basedontherelationcurvebetweenthemeasuredspectraanda
singlebacterium sreferencespectra wecanobtainthebacterialconcentrationandanalyzetheaccuracyofthe
bacterialconcentrationbyseveralnormalizationprocedures敭Comparedwithplatecounting thebacterialconcentration
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calculatedbytheaveragenormalizationhasthemaximumrelativeerrorof０敭９２％ theaveragerelativeerrorof
０敭７０％ andthecorrelationcoefficientof０敭９９８４敭Theaccuracyandstabilityofthemethodarethebest敭Thestudy
canprovidethebasicdataforthequantitativedetectionandearlywarningofbacteriainwater敭
Keywords　spectroscopy multiＧwavelengthtransmissionspectra bacteria spectrumnormalization quantitative
detection
OCIScodes　３００敭６３９０ １７０敭１４２０ ２９０敭５８５０ １７０敭１５３０

１　引　　言

水体细菌微生物污染严重威胁着人们的身体健

康,快速准确获取水体细菌微生物的含量信息,对保

障饮用水安全具有重要意义.水体细菌微生物含量

的常用检测方法有平板计数法、荧光显微镜计数法、
流式细胞计数法等[１Ｇ３].平板计数法根据培养生长

后的菌落数来计算细菌的数量,该方法要求操作者

技术熟练,而且检测过程复杂,耗时长,难以用于实

时快速检测;荧光显微镜计数法基于荧光探针和荧

光显微镜对细菌进行计数,需要荧光试剂辅助;流式

细胞计数法可以快速获取细菌的数量和大小,但样

品的前处理比较复杂,需要专业人员操作,而且仪器

的维护比较难.
多波长透射光谱技术可依据细菌对光的吸收或

散射特性得到细菌的大小和数量等信息,与常用检

测方法相比,具有操作简单、测量快速、不破坏细胞、
无需荧光试剂辅助、获取样品信息全面等特点,能够

用于水体细菌微生物的快速在线检测.Mattley
等[４]利用多波长透射光谱技术研究了隐孢子虫的平

均尺寸;Mourant等[５]基于多波长透射光谱技术、

RayleighＧDebyeＧGans近似和奇异衍射理论,分析了

细胞的形状和内在结构.目前,国内基于透射光谱

进行水体细菌微生物检测的研究还比较少,王立娟

等[６]利用偏振同步光散射对大肠杆菌的不同菌株进

行了鉴别;王亚伟等[７]进行了细胞光散射相位成像

仿真研究,获得了血细胞的结构和形态等参数;陶站

华等[８]利用光镊拉曼光谱技术研究了环境因素对葡

萄球菌黄素合成的影响.
光谱数据处理是准确获取水体细菌微生物参数

及对其进行定性、定量分析的基础.吴正洁等[９]研

究了以最高浓度乙醇拉曼光谱最高点作为归一化参

照的乙醇浓度的定量分析方法;孙杜娟等[１０]提出了

对微生物远红外波段吸收光谱进行最大值归一化处

理并计算样品含水量的方法;汪家升等[１１]利用激光

诱导击穿光谱技术并结合强度归一化方法定量分析

了岩石中 Mg和Ca元素的含量,在一定程度上提高

了测量的准确性;翟英花等[１２]对气相色谱进行面积

归一化处理后测定了氯气中氧、氢等的含量;王玲

等[１３]在建立冰雪目标表观反射率双向反射分布函

数(BRDF)模型的基础上,将两个冰雪目标的表观

反射率进行归一化,消除了表观反射率中与冰雪目

标BRDF特性相关的变化信息,获得了反映遥感器

辐射性能变化的参量.在多波长透射光谱定量分析

中,本文重点研究了光谱数据归一化处理方法对水

体细菌微生物浓度定量反演结果准确性的影响.

２　分析方法

２．１　参数解析与浓度反演

可见波段(４００~９００nm)光照射到细菌悬浮液

上主要发生散射作用,假设每个细菌的光散射满足

不相关单散射,基于Mie散射理论,４００~９００nm波

段透射光谱的光密度为[１４]

f(λ)＝ln(I０/I)＝
π
４lNpD２Qsca(λ,D,m),(１)

式中:I０和I分别为入射光和透射光的强度;l为光

程;Np为单位体积内的颗粒数量;Qsca为散射系数,
其精确表达式是由Bohren等在１９８３给出的与λ、
D和m 相关的函数[１５],其中λ为入射光波长,D为被

测细菌的直径,m为细菌相对于周围介质的相对折射

率.由于细菌本身结构复杂,基于多波长散射光谱对

细菌进行分析时,可将细胞结构分为外部结构和内

部结构两部分,外部结构由细胞质和细胞壁构成,内
部结构由对光没有吸收作用的大分子(如蛋白质、多
糖、脂肪等)组成的细胞器构成.因此(１)式可改为

f(λ)＝Npl
π
４
{xQ１sca[m１(λ),D１]D２

１＋

(１－x)Q２sca[m２(λ),D２]D２
２}, (２)

式中D１为细菌外部结构的等效粒径,D２为内部结

构的粒径,x为外部结构占细菌全部散射特性的比

例,m１(λ)、m２(λ)分别为细菌外部结构与内部结构

相对于周围介质的折射率.大肠杆菌外部、内部的

实折射率分别为[１６Ｇ１７]

m０１(λ)＝１．３７７６＋
３０３４．９１００

λ２
, (３)

m０２(λ)＝１．５５００＋
５９００
λ２
. (４)

０４３０００１Ｇ２
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　　Thormählen等在１９８５年给出了m１(λ)、m２(λ)
在不同波长下水的折射率的计算公式[１８].

由(２)式可知,根据所测透射光谱值求D１、D２、

Np时,需要用多个波长光谱的测量值求解.为了准

确求解(２)式中的细菌尺寸等参数,首先需要对采集

的光谱数据进行归一化处理,使(２)式等号左边项是

多波长归一化后的光谱值,它可以通过测量获得,而
右边项只是与细菌参数(D１、D２、x)相关的函数.
这样,(２)式为线性无关的函数系,对于给定的一组

数据,通过最小二乘曲线拟合,便可求出未知参数

D１、D２、x,然后通过拟合出的细菌参数计算透射光

谱,再与原始的测量光谱进行线性回归,从而进一步

得到细菌浓度Np.

２．２　光谱处理及误差分析

在基于４００~９００nm波段的多波长透射光谱对

细菌结构参数进行解析之前,首先需要对光谱数据进

行归一化处理,以消除细菌浓度引起的光谱变化.分

别采用颗粒浓度归一化、最大值归一化、积分归一

化、平均归一化方法对采集的光谱进行归一化处理.

１)颗粒浓度归一化.对光谱数据采用颗粒浓

度归一化,即
τ(λ)＝τ０(λ)/C０, (５)

C０＝Np
πD３

６
æ

è
ç

ö

ø
÷ρ, (６)

式中τ(λ)为归一化后的光密度,τ０(λ)为测量不同

波长点的光密度,C０为单位体积的细菌质量,ρ为颗

粒密度.根据误差传播定理[１９],光密度函数的标准

差为

σ[τ(λ)]＝
τ０(λ)
C０

σ２Np
N２
p
＋
９σ２D
D２ ＋

σ２τ０(λ)
τ２０(λ)

, (７)

式中σNp
为颗粒浓度的标准差,σD为颗粒直径的标

准差,σ２τ０(λ)光密度测量值的标准差.由(７)式可知:
光密度的标准差与颗粒数量、大小的测量误差有关;
当C０＝Np时,光密度函数的标准差只与颗粒数量

的测量误差有关.

２)最大值归一化.光谱最大值归一化可表示为

τ(λ)＝
τ０(λ)
τmax(λ)

, (８)

式中τmax(λ)为光密度最大值.由(８)式可知,最大

值归一化的光密度谱的标准差为

σ[τ(λ)]＝
τ０(λ)
τmax(λ)

σ２τmax(λ)
τ２max(λ)

＋
σ２τ０(λ)
τ２０(λ)

. (９)

　　由于各波长点的光密度值相互独立且精度相

同,即σ２τmax(λ)＝σ
２
τ０(λ)
,则

σ[τ(λ)]＝
τ０(λ)
τmax(λ)
é

ë
êê

ù

û
úú

１
τ２max(λ)

＋
１

τ２０(λ)
é

ë

ê
ê

ù

û

ú
úστ０(λ)

.

(１０)

　　３)积分归一化.对光谱采用积分归一化处理

的方法,即

τ(λ)＝
τ０(λ)

∫
λf

λi

τ０(λ)dλ

. (１１)

　　(１１)式中的积分可通过梯度积分法估算[２０],即

IT＝∫
λn＋１

λ１

τ０(λ)dλ＝
Δl
２
[τ０(λ１)＋２τ０(λ２)＋＋

２τ０(λn)＋τ０(λn＋１)], (１２)
式中λj(j＝１,２,,n＋１)为测量的τ０(λ)的离散光

密度值的波长点.根据误差传播公式,积分归一化

的光密度谱的标准差为

σ[τ(λ)]＝
τ０(λ)
IT

Δλ２

I２T
M －

３
２

æ

è
ç

ö

ø
÷＋

１
τ２０(λ)

στ０(λ)
,

(１３)
式中M 为采集离散点的个数,Δλ为波长间隔.积分

归一化的光谱标准差与最大值归一化标准差在形式

上相似,但因IT≫τ０(λ),IT≫Δλ M－
３
２

æ

è
ç

ö

ø
÷,因此积

分归一化的光密度谱标准差小于最大值归一化标

准差.

４)平均光密度归一化.如果将(１１)式中的积

分式替换为平均光密度 τ－ ＝
１
M∑

M

i＝１
τ０i

æ

è
ç

ö

ø
÷ ,则平均归

一化后的光密度为

τ(λ)＝
τ０(λ)
１
M∑

M

i＝１
τ０i
. (１４)

　　平均归一化的光密度谱的标准差为

σ[τ(λ)]＝
τ０(λ)
τ－

１
M(τ－)２＋

１
τ２０(λ)

στ０(λ)
. (１５)

因为M
I２T
＞

１
M(τ－)２

,所以平均归一化的光密度谱的标

准差最小.

３　光谱获取

３．１　试剂及菌种

大肠杆菌(EscherichiacoliCICC１０３８９)购于

中国工业菌种保藏中心;牛肉膏蛋白胨培养基由

０．９g牛肉膏、１．５g蛋白胨、１．５g氯化钠、３００mL
去离子水混合而成.

０４３０００１Ｇ３
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３．２　仪器和方法

实验仪器包括:智能培养箱(HP４００G),可提供

静置温差为＋１℃的恒温环境;高速冷冻离心机

(HＧ１６５０R);UVＧ２５５０紫外可见分光光度计(日本

岛津);无菌操作台(SWＧCJＧID型).
细菌培养:大肠杆菌菌种进行菌种复活后,吸取

活化菌液１mL,接种到装有牛肉膏蛋白胨液体培养

基的２５０mL的锥形瓶中,将锥形瓶放入培养箱中

静止培养１６~１８h.吸取稳定期３个不同培养时间

下细菌培养液５mL加入离心管中,以１２０００r/min
的转速离心１０min,吸取上清液,加入５mL去离子

水,再次离心,以此方法清洗３次.将洗净的细菌加

入５mL去离子水并摇匀,得到均匀的细菌悬浮液.
光谱采集:取３支１０mL试管,分别加入５０μL

上述细菌悬浮液,并用去离子水稀释至５mL,配制

成３份不同浓度的细菌稀释液,将稀释液在水浴振

荡摇床中振荡２０min,以去离子水为参比,分别进

行多波长透射光谱测量.光谱测量范围为２３０~
９００nm,采样间隔为１nm,扫描速度为中速,每个样

品测量３次,取平均值.光谱测量后利用平板菌落

计数法获取对应菌液的浓度值.
平板菌落计数:取１mL细菌悬浮液,加入去离

子水稀释至１０mL,摇匀即成１０－１稀释液,按照

１０倍稀释方法,制成１０－２,１０－３,,１０－９等一系列

稀释菌液.用１mL无菌吸管吸取不同浓度的稀释

液(１０－４、１０－５、１０－６)放入平皿中,每个稀释液做

３个平行样,然后在平皿中分别倒入４５℃营养琼脂

培养基,轻轻转动平板,使菌液与培养基混合均匀,
冷凝倒置,在培养箱(３７℃)中培养２４h,然后对菌

落进行计数.

３．３　光谱测量

不同浓度的大肠杆菌悬浮液在２３０~９００nm波

段透射光谱的测定结果如图１所示,图中每份悬浮

液的透射谱为３次测量结果的平均值.

图１ ３种浓度大肠杆菌悬浮液的透射光谱

Fig．１ TransmissionspectraofEscherichiacoli
suspensionwiththreeconcentrations

　　由图１可知:在４００~９００nm波长范围内,透
射光谱的变化较平缓,无明显的吸收峰,主要表现为

细菌微生物整体和内部所含细胞器的散射作用,反
映了细菌浓度、粒径以及结构等相关信息;２３０~
４００nm波长范围内的光谱强度高于４００~９００nm波

长范围内的光谱强度,此波段的光谱不仅包含细菌

的散射信息,也包含细菌内部化学组分的吸收信息.
因此,采用４００~９００nm波长范围内的透射光谱解

析细菌的粒径和浓度等信息.

４　结果与讨论

４．１　结构参数的提取

采用颗粒浓度归一化、最大值归一化、积分归一

化、平均归一化对大肠杆菌在４００~９００nm波长范

围内的透射光谱数据进行处理,基于非线性最小二

乘LevebergＧMarquart(LM)算法计算水体大肠杆

菌的结构参数,如表１所示.
表１ 不同归一化透射光谱反演得到的大肠杆菌的结构参数

Table１ StructuralparametersofEscherichiacoliobtainedwiththeinversionofdifferentnormalizationtransmissionspectra

Spectrum

Particleconcentration
normalization

D１/μm D２/μm

Maximumnormalization

D１/μm D２/μm

Integralnormalization

D１/μm D２/μm

Averagenormalization

D１/μm D２/μm

１ １．４９００ ０．０５００ １．７５７１ ０．０５０１ １．２７９２ ０．０５０１ １．２７１５ ０．０５０１

２ １．３９００ ０．０５００ １．４３５１ ０．０５０１ １．４６３５ ０．０５０１ １．４６０２ ０．０５０１

３ １．４９００ ０．０５００ １．４７９９ ０．０５０１ １．４０８６ ０．０５２５ １．４０８６ ０．０５００

　　从表１中可以看出,３条光谱使用４种归一化

方法反演得到的大肠杆菌的D１不同,D２几乎相近,
其中D１与文献[３]报道的平均粒径范围(１．２６~
２．３８μm)相符.４种归一化方法得到的体积与文

献[１５]采用不同方法得到的大肠杆菌的体积(１~
７μm３)范围相符,这表明通过(２)式反演细菌的尺

寸具有一定的可行性.但是,各归一化后光谱反演

出的部分菌体的粒径比较接近,不适合作为评判水

０４３０００１Ｇ４



光　　　学　　　学　　　报

体细菌透射光谱归一化优劣的依据.根据表１中细

菌的结构参数估算出单个大肠杆菌的光谱光密度,
对测量和计算得到的光谱的光密度进行线性回归分

析,可以获得它们之间的函数关系,进而计算出水体

中细菌的浓度,然后与平板计数结果进行比较.

４．２　浓度反演与分析

图２(a)是光谱１颗粒浓度归一化后光密度的

测量值与计算值,可以看出,光谱的重合性较高,残
差接近于０,这表明通过 Mie散射理论解析模型反

演大 肠 杆 菌 的 结 构 参 数 具 有 一 定 的 可 行 性.
图２(b)是３条透射光谱的浓度拟合线,可以看出,

３条光谱的拟合曲线的斜率不同,斜率越大表明细

菌浓度越大.与平板菌落计数进行对比后可知,

３条光谱反演细菌浓度的最大相对误差为３０．８０％,
平均相对误差为２４．４５％.

图２ (a)光谱１颗粒浓度归一化后光密度的测量值与计算值;
(b)３条透射光谱的浓度拟合线

Fig．２  a Measuredandcalculatedopticaldensityof
spectrum１afterparticleconcentrationnormalization 

 b concentrationfittingcurvesofthree
differenttransmissionspectra

图３(a)是光谱１最大值归一化后光密度的测

量值与计算值.图３(b)中光密度拟合曲线２、３的

斜率比较接近,与曲线１的斜率相差较大.与平板

菌落计数结果相比,３条光谱反演细菌浓度的相对

误差分别为７０．７４％、７．８４％和１６．４９％,平均相对误

差为３１．６９％.这主要是因为采集单个波长点的光

密度值归一化后的结果,所以光谱解析结果的稳定

性较差.

图３ (a)光谱１最大值归一化后光密度的测量值与计算值;
(b)３条透射光谱的浓度拟合线

Fig．３  a Measuredandcalculatedopticaldensityof
spectrum１aftermaximumnormalization 

 b concentrationfittingcurvesofthree
differenttransmissionspectra

图４(a)是光谱１积分归一化后光密度的测量

值与计算值,残差几乎接近于０.图４(b)中光密度

拟合曲线１和曲线３的斜率较接近,与曲线２的相

差较大.３条光谱的最小相关系数R为０．９９８４,与
平板菌落计数结果相比,３条光谱反演细菌浓度的

最大相对误差为２．０１％,平均相对误差为１．１４％.
显然,与最大值归一化或颗粒浓度归一化比较,积分

归一化方法的平均相对误差较小.
图５(a)为光谱１平均归一化后光密度的测量

值与计算值,残差十分接近于零.图５(b)为３条透

射光谱的浓度拟合线.３条光谱的最小相关系数R
高达０．９９８４,３条光谱反演出的细菌浓度与平板菌

落计数值比较接近,细菌浓度的最大相对误差为

０．９２％,平均相对误差为０．７０％,可见平均归一化方

法的平均相对误差最小.
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图４ (a)光谱１积分归一化后光密度的测量值与计算值;
(b)３条透射光谱的浓度拟合线

Fig．４  a Measuredandcalculatedopticaldensityof
spectrum１afterintegralnormalization  b concentration
fittingcurvesofthreedifferenttransmissionspectra

　　表２为４种归一化光谱反演得到的细菌浓度.
由表２可知:同一光谱采用不同的归一化方法反演

图５ (a)光谱１平均归一化后光密度的测量值与计算值;
(b)３条透射光谱的浓度拟合线

Fig．５  a Measuredandcalculatedopticaldensityof
spectrum１afteraveragenormalization  b concentration
fittingcurvesofthreedifferenttransmissionspectra

得到的大肠杆菌的浓度不同;与平板菌落计数相比,

颗粒浓度归一化和最大值归一化反演结果的误差较

大;积分归一化和平均归一化反演结果的误差相近,
平均归一化的误差最小.

表２ ４种归一化法与平板计数法得到的水体大肠杆菌的浓度

Table２ Concentrationsobtainedwithfournormalizationmethodsandserialdilutionplatecountingmethod

No．

Concentration
fromplate
counting

/(１０７mL－１)

Particleconcentration
normalization

Concentration
/(１０７mL－１)

Error/％

Maximumnormalization

Concentration
/(１０７mL－１)

Error/％

Integralnormalization

Concentration
/(１０７mL－１)

Error/％

Averagenormalization

Concentration
/(１０７mL－１)

Error/％

１ ３．４２００ ２．３６６８ ３０．８０ １．０００８ ７０．７４ ３．３５１２ ２．０１ ３．４３００ ０．２９

２ ２．５２００ ３．０７１２ ２１．８７ ２．７１７５ ７．８４ ２．５２４８ ０．１９ ２．５４３２ ０．９２

３ ３．５０００ ２．７７６６ ２０．６７ ２．９２３０ １６．４９ ３．５４２４ １．２１ ３．５３１０ ０．８９

　Averagerelativeerror/％ ２４．４５ ３１．６９ １．１４ ０．７０

５　结　　论

研究了多波长透射光谱数据归一化处理方法,
对比了不同归一化方法用于水体细菌微生物浓度定

量反演的准确性.结果表明:以水体细菌平均光密

度作为归一化参照,利用多波长透射光谱反演的细

菌浓度准确性和稳定性均较优,与平板菌落计数法

相比,平均归一化光谱反演细菌浓度的平均相对误

差和最大相对误差均小于１％,实现了水体细菌微

生物浓度的准确定量反演.研究结果为快速、准确

地监测水体中细菌微生物含量提供了参考.
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