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摘要　水体致病菌的快速识别和检测对于水质安全预警具有重要意义.以大肠埃希菌、肺炎克雷伯氏菌、金黄色

葡萄球菌和鼠伤寒沙门氏菌为研究对象,对其多波长透射光谱进行测量,提出了一种基于相似学原理、余弦相似

度、皮尔逊相关系数和联合相似度算法的水体细菌种类识别方法.结果表明:不同的相似度算法对不同细菌的光

谱差异性的敏感度不同,相似学原理对肺炎克雷伯氏菌的识别率最高,可达９８．２％;余弦相似度和皮尔逊相关系数

对金黄色葡萄球菌的识别率均为１００％;联合相似度算法可实现不同算法的优势互补,有效提高识别结果的可靠性

与稳定性,对低浓度肺炎克雷伯氏菌、金黄色葡萄球菌、鼠伤寒沙门氏菌和大肠埃希菌的识别率分别为９８．２％、

１００％、９４．１％和９１．４％,对较高浓度的上述４种细菌的识别率分别为１００％、１００％、１００％和９６％.
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Abstract　Rapidrecognitionanddetectionofwaterbornepathogensisofconsiderablesignificancefordetermining
waterqualityandensuringitssafety敭Inthisstudy themultiwavelengthtransmissionspectraofEscherichiacoli 
Klebsiella pneumoniae Staphylococcus aureus and Salmonella typhimurium are measured敭Further a
recognitionmethodofbacterialspeciesinwaterbodiesisproposedbasedontheprincipleofsimilarity cosine
similarity Pearson′scorrelationcoefficient andjointsimilarityalgorithm敭Itisfoundthatdifferentsimilarity
algorithmshavedifferentsensitivitiestothespectraldifferenceofdifferentbacteria敭Theprincipleofsimilarity
showsthehighestrecognitionrateforKlebsiellapneumoniae reaching９８敭２％ remarkably therecognitionrateof
cosinesimilarityandPearson′scorrelationcoefficientforStaphylococcusaureusare１００％敭Jointsimilarity
algorithmcanrealizethecomplementaryadvantagesofdifferentalgorithmsandeffectivelyimprovethereliabilityand
stabilityoftherecognitionresults敭Therecognitionratesofjointsimilarityalgorithmforlowconcentrationsof
Klebsiellapneumoniae Staphylococcusaureus Salmonellatyphimurium andEscherichiacoliare９８敭２％ 
１００％ ９４敭１％ and９１敭４％ respectively whereastherecognitionratesforhigherconcentrationsare１００％ 
１００％ １００％ and９６％ respectively敭
Keywords　spectroscopy waterbornepathogens multiwavelengthtransmissionspectra similarityalgorithm 
recognitionofspecies
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OCIScodes　２９０敭５８２５ ３００敭６３９０ ３００敭１０３０

１　引　　言

水体微生物污染易引起大规模的传染病爆发,
快速识别水体致病菌对于水质安全防控预警和饮用

水安全保障来说至关重要.传统的识别方法,如菌

体形态学观察法、聚合酶链式反应法、蛋白芯片法

等,虽然具有非常高的灵敏度和特异性,但难以满足

快速、实时、在线监测的需求.
光谱技术具有简便、快速、非接触、无需试剂、抗

干扰和无污染等特点,已成为细菌种类识别检测的

新趋势[１Ｇ３].多波长透射光谱包含了光与物质相互

作用产生的反映物质化学特征信息的吸收光谱,以
及反映物质结构、大小和形状等光学特征信息的散

射光谱,能为研究人员提供一组独立的、互补的,以
及可用于识别、表征和量化的样本数据.多波长透

射光谱技术以其测量简单、无需试剂的特点而在快

速检测水体致病菌方面具有很大的发展潜力[４].文

献[５Ｇ７]研究了红细胞和细菌的多波长透射光谱,并
将其用于估计细胞的数量及化学成分;Alupoaei
等[８Ｇ１０]构建了紫外Ｇ可见(UVＧVis)光谱解析模型,根
据该模型获得了细菌的宏观结构和内部结构尺寸以

及化学组分信息,尤其是核酸和显色氨基酸的浓度

信息;胡玉霞等[１１Ｇ１２]对大肠埃希菌的多波长透射光

谱进行了解析,获得了其在不同生长阶段的结构特

征和化学组分特征信息的动态变化;甘婷婷等[１３]利

用光谱去卷积的方法分析了不同细菌的散射光谱和

吸收光谱的差异.现阶段,国内外关于细菌多波长

透射光谱的研究主要集中于解析细菌的结构大小和

化学组分上,仅有Smith等[４,１４]根据初始训练集的

光谱创建了识别模型,结合多元统计技术对特征谱

带差异较为明显的几种细菌(临床分离的金黄色葡

萄球菌、大肠埃希菌、肺炎链球菌、铜绿假单胞菌等)
进行了识别,灵敏度为８７．７％~９４．６％;王久悦

等[１５]将支持向量机的多向量分析方法与多波长透

射光谱相结合,研究了细菌的快速分类鉴别.这些

研究以光谱解析[１６]、获取细菌的各参数信息为主,
而关于不同细菌的识别研究还有待完善.

本文在获取４种常见水体致病菌的多波长透射

光谱的基础上,采用３种度量光谱相似性的相似度

算法对不同细菌的光谱进行了识别,结果表明,联合

相似度算法比单一相似度算法的准确度和稳定性更

高,可以有效识别、鉴定不同细菌的光谱,为水体致

病菌的快速检测提供了一种简单可靠的方法.

２　材料与方法

２．１　材　　料

供试的４种水体常见致病性细菌菌种为肺炎克

雷伯氏菌(Klebsiellapneumoniae)、大 肠 埃 希 菌

(Escherichiacoli)、鼠伤寒沙门氏菌(Salmonella
typhimurium)和金黄色葡萄球菌(Staphylococcus
aureus),均购于中国工业微生物菌种保藏管理中心

(CICC);培养基由牛肉膏、氯化钠、蛋白胨和去离子

水配制而成,其中牛肉膏、氯化钠和蛋白胨的质量分

数分别为０．３％、０．５％和０．５％,各组成分购于国药

集团化学试剂有限公司.其他试剂包括氢氧化钠

(用于调节pH值)、去离子水、无水乙醇.

２．２　仪　　器

实验所用仪器如下:UV２５５０型紫外可见分光

光度计,采样间隔为１nm,光谱测量范围为２００~
９００nm,分辨率为０．１nm,采样速度为中速(５nm/

s),样品池长度为１０mm;HＧ１６５０R型高速冷冻离

心机,设置转速为１２０００r/min,离心处理时间为

５min;YXＧ２８０D型压力蒸汽灭菌锅;SWＧCJＧID型

超净工作台;MQPＧB３G型组合式光照振荡培养箱.

２．３　样品制备与光谱测量

以下操作均在无菌环境中进行.
细菌扩大培养:用接种环挑取斜面固体培养基

中的一个菌落,将其接种到装有５０mL牛肉膏蛋白

胨液体培养基的２５０mL锥形瓶中扩增培养,贴上

标签,注明时间、细菌种类;将锥形瓶放入恒温振荡

培养箱中培养,振荡速度为１２０r/min.大肠埃希

菌和金黄色葡萄球菌的培养温度均为３７℃;肺炎克

雷伯氏菌和鼠伤寒沙门氏菌的培养温度均为３１℃.
培养时间为１２~１８h.在细菌生长繁殖的对数期,
细菌的大小、形态、生理活性等都较为典型,适合对

不同的细菌进行分析与鉴定.
细菌悬浮液的制备:吸取５mL细菌培养液于

离心管中,在１２０００r/min转速下离心处理５min,
倒出上清液,向离心管中加入１０mL去离子水进行

洗涤,再次以１２０００r/min的速度离心处理５min,
倒出上清液,用此方法对细菌洗涤３遍,目的是消除

培养基对细菌多波长透射光谱测量的影响.最后一

次清洗后,加入１０mL去离子水制成细菌悬浮液.
通过稀释,得到一系列浓度的细菌悬浮液,用于光谱

０３３０００２Ｇ２



光　　　学　　　学　　　报

测量.
光谱测量:以去离子水为参比,将制备的细菌悬

浮液放入紫外可见分光光度计中进行光谱的测定.
实验参数如下:光谱测量波段为２００~９００nm,采样

间隔为１nm,扫描速度为中速(５nm/s).

２．４　光谱相似性分析方法

相似学原理[１７]:两变量间的相似性由变量中各

个要素的作用叠加而成.与余弦相似度、皮尔逊相

关系数不同,相似学原理考虑了向量中每一个变量

对整个向量的影响.假设两条光谱曲线在某个取样

点λi 处对应的光密度值分别为xi 和yi,那么在λi

处的相似值可以表示为

g(i)＝１－
xi－yi

xi＋yi
. (１)

　　光密度值是各有效组分在各个取样点对光的吸

收和散射作用的叠加.为简化问题,假设每个取样

点对整个光谱曲线的作用加权因子都相等,设有n
个取样点,加权因子为１/n,则两条光谱的相似度指

数可表示为

S１＝
１
n∑

n

i＝１
g(i)＝１－

１
n∑

n

i＝１

xi－yi

xi＋yi
. (２)

　　S１的值越接近１,说明两条光谱越相似,越接近

０,说明两条光谱差异越大.
余弦相似度:通过计算两条光谱的光密度值向

量的夹角余弦值来量化不同细菌之间的光谱的相似

性.这种相似学算法的优越性在于对向量进行了归

一化处理,避免了向量个体间因度量标准不统一而

产生的计算偏差.参考光谱和待测光谱的光密度值

分别为

x＝(x１,x２,x３,􀆺,xi), (３)

y＝(y１,y２,y３,􀆺,yi), (４)
式中:下标代表第i个波长点的位置.余弦相似度

可表示为

S２＝cosθ＝
xiyi

|xi||yi|＝

x１y１＋x２y２＋􀆺＋xiyi

x２
１＋x２

２＋􀆺＋x２
i y２

１＋y２
２＋􀆺＋y２

i

.(５)

　　S２值越接近１,说明两条光谱的相似性越大,越
接近０,说明两条光谱的相似性越小.

皮尔逊相关系数(S３):用于度量两个变量之间

的相关程度,其值为－１~１,用来量化两条光谱之间

的相关程度.皮尔逊相关系数的优势在于对变量进

行了均值化处理,减少了变量个体的数值差异对变

量间相似度的影响.皮尔逊相关系数定义为两个变

量的协方差和标准差的商,可表示为

S３＝ρx,y ＝
cov(x,y)

σxσy
＝

∑
n

i＝１

(xi－x－)(yi－y－)

∑
n

i＝１

(xi－x－)２ ∑
n

i＝１

(yi－y－)２
, (６)

式中:ρx,y为两条光谱的皮尔逊相关系数;cov(x,y)
为两光谱见的协方差;σx 为光谱x 的标准差;σy 为

光谱y 的标准差;x－ 为光谱x 的平均值;y－ 为光谱y
的平均值.

S３的值为０,说明两个变量之间没有关系,S３的

值越接近１,说明两个变量成正相关,即两条光谱越

相似.
根据不同细菌属种间的光谱差异性可以对细

菌进行识别.选取４种细菌的典型光谱作为参考

光谱,准备４种细菌的随机样本光谱若干,逐一计

算样品光谱与参考光谱的３种相似度指数,形成

相似度矩阵Sij(i＝１,２,３;j＝１,２,􀆺,M,M 为参

考光谱数).为避免误判,Sij必须大于０．９;选取３
个最大的相似度指数Sijmax进行细菌种类匹配,当
至少２个相似度指数指向同一种细菌时,判定识

别为此种细菌.同时,记录每种相似度算法对不

同细菌的识别率.

３　分析与讨论

３．１　光谱数据的预处理

对于同一种细菌来说,其浓度越大,对光的吸收

越强,即对应的光密度值越大.为了降低细菌浓度

对光谱识别分析的影响,对光谱数据进行总和归一

化处理[１８],公式为

τ＝
τi

∑
i＝９００

i＝２００
τi

, (７)

式中:τi 为原光谱数据中第i个波长点对应的光密

度值;τ为经总和归一化后的光谱数据.
不同浓度下４种细菌的多波长透射光谱,以及

经过总和归一化之后的光谱如图１~４所示.
由图１~４可以看出:由于细菌在宏观上的结

构、大小和化学成分类似,归一化处理后４种细菌的

多波长透射光谱总体较为相似,但在微观上仍有差

别,如杆状菌、球状菌的形状差异,以及不同细菌的

核酸和蛋白含量的差异等,体现在光谱的截距、不同

波段光谱的倾斜程度,以及波峰位置的差异等方面.

０３３０００２Ｇ３
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图１ 不同浓度大肠埃希菌的光谱图.(a)多波长透射光谱图;(b)总和归一化图

Fig．１ SpectraofEscherichiacoliwithdifferentconcentrations敭 a Multiwavelengthtransmissionspectra 

 b sumnormalizationspectrum

图２ 不同浓度肺炎克雷伯氏菌的光谱图.(a)多波长透射光谱图;(b)总和归一化图

Fig．２ SpectraofofKlebsiellapneumoniaewithdifferentconcentrations敭 a Multiwavelengthtransmissionspectra 

 b sumnormalizationspectrum

图３ 不同浓度金黄色葡萄球菌的光谱图.(a)多波长透射光谱图;(b)总和归一化图

Fig．３ SpectraofStaphylococcusaureuswithdifferentconcentrations敭 a Multiwavelengthtransmissionspectra 

 b sumnormalizationspectrum

特征波段的光谱差异性为不同细菌的识别提供了可

能.针对肺炎克雷伯氏菌、大肠埃希菌、鼠伤寒沙门

氏菌和金黄色葡萄球菌,本研究中选取它们的归一

化光谱作为识别参考光谱.

３．２　不同相似性方法的识别结果

实验中培养了大肠埃希菌、肺炎克雷伯氏菌、金

黄色葡萄球菌和鼠伤寒沙门氏菌,并得到多个随机

样本,将２００nm处光密度值小于１．５arb．units的

样本作为低浓度样本,光密度值为１．５~３．５arb．
units的样本作为高浓度样本.所有样本均采用盲

分析法,３种相似度算法的识别结果如表１和表２
所示.

０３３０００２Ｇ４
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图４ 不同浓度鼠伤寒沙门氏菌的光谱图.(a)多波长透射光谱图;(b)总和归一化图

Fig．４ SpectraofSalmonellatyphimurium withdifferentconcentrations敭 a Multiwavelengthtransmissionspectra 

 b sumnormalizationspectrum

表１ ４种致病菌在２００~９００nm波段的相似度

识别结果(低浓度)

Table１ Resultsofsimilarityrecognitionoffourpathogenic
bacteriainbandof２００ＧＧ９００nm lowconcentration 

Bacteria
Sample

quantity
S１/％ S２/％ S３/％

Klebsiellapneumoniae ５５ ９８．２ ９４．５ ９３．６

Staphylococcusaureus １０４ ９３．３ １００ １００

Salmonellatyphimurium ５１ ７８．４ ９４．１ ９４．１

Escherichiacoli ７０ ９１．４ ９０．０ ９２．９

表２ ４种致病菌在２００~９００nm波段的相似度

识别结果(高浓度)

Table２ Resultsofsimilarityrecognitionoffourpathogenic
bacteriainbandof２００ＧＧ９００nm highconcentration 

Bacteria
Sample

quantity
S１/％ S２/％ S３/％

Klebsiellapneumoniae ２９ １００ ９６．６ ９３．１

Staphylococcusaureus ３５ １００ １００ １００

Salmonellatyphimurium ２４ ７６ １００ １００

Escherichiacoli ２５ ７６ ９６．０ ９６．０

　　从表１中可以看出:低浓度肺炎克雷伯氏菌的

３种相似度指数(S１、S２和 S３)的识别率分别为

９８．２％、９４．５％和９３．６％,S１对肺炎克雷伯氏菌光谱

间的差异更敏感,识别率最高;低浓度金黄色葡萄球

菌的３种相似度指数(S１、S２和S３)的识别率分别为

９３．３％、１００％ 和１００％,S２和S３对金黄色葡萄球菌

光谱间的差异更敏感,识别率均为１００％;低浓度鼠

伤寒沙门氏菌的３种相似度指数(S１、S２和S３)的识

别率分别为７８．４％、９４．１％和９４．１％,S２和S３对鼠

伤寒沙门氏菌光谱间的差异更敏感,识别率达到

１００％;低浓度大肠埃希菌的３种相似度指数(S１、

S２和S３)的识别率分别为９１．４％、９０．０％和９２．９％,

S３对大肠埃希菌光谱间的差异更敏感,识别率最

高.结果表明,不同相似度算法对不同细菌光谱的

敏感性不同,如果仅采取某种相似度算法进行识别,
结果将会产生较大误差.

３．３　联合相似度方法的识别结果

联合３种相似度指数对不同的细菌进行识别,
当至少两种相似度指数的最大值指向同一种细菌

时,则判定识别为此种细菌,否则认为识别无效.４
种菌株的联合相似度总体识别率S,以及３种相似

度指数各自识别率与总体识别率之差(敏感度s１、

s２、s３)如表３和表４所示.
表３ 联合相似度与单一相似度的识别结果对比(低浓度)

Table３ Comparisonofrecognitionresultsofjointsimilarity
andsinglesimilarity lowconcentration ％

Bacteria S s１ s２ s３

Klebsiellapneumoniae ９８．２ ０ －３．７ －４．６

Staphylococcusaureus １００ －６．３ ０ ０

Salmonellatyphimurium ９４．１ －１５．７ ０ ０

Escherichiacoli ９１．４ ０ －１．４ １．５

表４ 联合相似度与单一相似度的识别结果对比(高浓度)

Table４ Comparisonofrecognitionresultsofjointsimilarity
andsinglesimilarity highconcentration ％

Bacteria S s１ s２ s３

Klebsiellapneumoniae １００ ０ －３．４ －６．９

Staphylococcusaureus １００ ０ ０ ０

Salmonellatyphimurium １００ －２４ ０ ０

Escherichiacoli ９６ －２０ ０ ０

　　从表３和表４可以看出:低浓度肺炎克雷伯氏

菌、金黄色葡萄球菌、鼠伤寒沙门氏菌和大肠埃希菌

０３３０００２Ｇ５



光　　　学　　　学　　　报

的联合相似度总体识别率分别为９８．２％、１００％、

９４．１％和９１．４％;高浓度肺炎克雷伯氏菌、金黄色葡

萄球菌、鼠伤寒沙门氏菌和大肠埃希菌的联合相似

度识别率分别为１００％、１００％、１００％和９６％.正的

敏感度代表单一相似度算法比联合相似度算法准确

度高,负的敏感度代表单一相似度算法比联合相似

度算法的准确度低.可以看出,在对不同细菌进行

识别时,相比于单一相似度算法,联合相似度算法可

以提高识别结果的稳定性和可靠性.

４　结　　论

基于多波长透射光谱,利用不同水体致病菌的

光谱差异性,结合多种相似度指数,对４种细菌的随

机盲样本进行识别.结果表明:不同相似度指数对

细菌光谱差异的敏感性不同,联合多种相似度指数

对细菌进行识别可以提高结果的稳定性和可靠性.
该方法对低浓度肺炎克雷伯氏菌、金黄色葡萄球菌、
鼠伤寒沙门氏菌和大肠埃希菌的总体识别率分别为

９８．２％、１００％、９４．１％和９１．４％,当细菌浓度较高

时,即光密度值为１．５~３．５arb．units,识别率分别

达到１００％、１００％、１００％和９６％.本研究揭示了不

同细菌的光谱相似性分析在细菌光谱识别方面的潜

力,研究结果为快速识别、实时监测水体致病菌提供

了参考.
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