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食源性致病菌是引发和威胁公众健康的主要因素之一#由于食源性致病菌种类繁多!常规检测方

法复杂耗时要求高!因此迫切需要一种更加快速精确的致病菌检测技术#在传统红外光谱检测致病菌的流

程中!如经典的溴化钾压片法!除了压片本身的操作之外通常还需对样品进行冷冻干燥$约需
#7

%等耗时前

处理过程!因而不利于高通量快速检测#本研究利用硒化锌薄膜法!在硒化锌窗片上直接滴加菌液"低温

$

!,k

%烘干后进行原位检测!无需漫长的冻干处理!整个检测过程在
?-G96

之内#同时!检测所需样品量

少$

"-

#

Y

%无需研磨等物理破坏性的制样过程!避免了常规溴化钾压片法中研磨颗粒粗细"制片厚薄误差及

易碎片"吸潮等的不利影响#四种常见食源性致病菌$大肠杆菌
MX?

-

'沙门氏菌
N@NN?--!"

'霍乱弧菌

.X-!

'金黄色葡萄球菌
.X"-

%的硒化锌薄膜法与溴化钾压片法红外谱图对比分析表明(在相同的峰值检测

阈值下$透过率大于
-'-?R

%!本研究所采用的方法获得的二阶导数图谱在
Q--

!

"?--0G

F"范围内可被识别

的特征峰个数比溴化钾压片法明显增多$硒化锌薄膜法共计
,"

个!溴化钾压片法共计
?,

个%!特征峰在多个

位置强度显著增加$

"""Q

!

"-,?

和
Q"?0G

F"等%!且可将溴化钾压片法中较宽的单峰或不明显的双峰显示为

较明显的双峰$大肠杆菌
MX?
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"*Q"

和
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F"等'沙门氏菌
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"#"Q

和

"-#?0G

F"

'霍乱弧菌
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和
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和
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%!说

明硒化锌薄膜法可以提高图谱分辨率及信噪比#基于硒化锌薄膜法的原位红外光谱法对常见食源性致病菌

整体快速高通量检测将具有巨大的应用前景#
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食源性致病菌可以直接或间接地污染食品和水源!导致

人类肠道传染病或禽畜传染病的流行!是引起食品安全问题

的重要来源#美国疾病控制中心报道显示!美国平均每年约

有
*---

人死于食源性致病菌所引发的疾病)

"

*

#近年来!我

国由微生物感染引起的疾患发病率高达
>"'Q#R

!其中主要

是大肠杆菌"沙门氏菌"副溶血性弧菌等)

#

*

#目前!食源性

致病菌常用的检测方法包括传统生化方法"分子生物学方

法"免疫学方法"生物传感器技术等方法)

*

*

#但这些方法往

往步骤繁琐"耗时耗力"有的需要专业人员!仪器试剂费用

高!难以在常规实验室广泛应用#相反!红外光谱技术可以

反映整个细胞组分的整体信息!相比其他方法更加快速"无

损"成本低且灵敏度高!受到众多研究者的关注)

!

*

#

溴化钾压片法是比较传统且至今最为常用的固体制样方

法!其在致病菌的红外检测中已有大量报道#杨丽君等)

?

*以

大肠杆菌为例!探讨了不同的细菌浓度和培养时间以及是否

加热灭活等不同的前处理方式对光谱特征的影响#结果表

明!统一的样品前处理是决定检测是否成功的关键#硒化锌

薄膜法是利用硒化锌窗片作为载体!将菌液进行简单预处理

后滴加至硒化锌窗片中央!低温烘干后可直接进行红外检测

的一种前处理方法#王静)

>

*等利用硒化锌薄膜法对两株不同

来源的大肠杆菌进行红外检测!并对所采集的光谱进行主成

分分析和层次聚类分析#结果表明红外光谱结合化学计量学

可以区分不同来源的同种细菌!但该研究并未对硒化锌薄膜



法和常规溴化钾压片法进行比较分析!硒化锌薄膜法的准确

性与优势并未得到揭示#以上研究均说明样品前处理是保证

红外检测质量的关键!因此!寻找一种更加快速"合适的前

处理方式仍为目前研究的热点#本研究分别采用硒化锌薄膜

法和常规溴化钾压片法!对四种食源性致病菌$大肠杆菌
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%进行原位红外光谱整体检测!并对所得图谱进

行详细对比分析!为更加快速精确的致病菌检测提供技术支

持#
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试剂与仪器
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(分析纯'国药集团化学试剂有限

公司%"超纯水$
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%"溴化钾$光谱纯'自贡三川

实业有限公司%"硒化锌窗片$直径
"#GG

!厚度
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'天津

博天胜达科技发展有限公司%"

CK">+̂ .

型离心机$上海卢

湘仪离心机仪器有限公司%"
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小型台式离心机$上

海年悦仪器有限公司%"
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立式超低温保存箱
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隔水式
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gHgJ+O-P

振荡

培养箱$上海知楚仪器有限公司%"
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型鼓风干燥箱$上

海慧泰仪器制造有限公司%"
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型压片机$天津市港东科

技发展有限公司%"红外光谱$
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%仪$英国
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公司!配置
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以上菌种均来自上海海洋大学食品学院微生物重点实验室'

菌株用
#?R

甘油保存于
F,-k

冰箱中备用'

YP

琼脂培养基

$北京陆桥生物技术有限公司%'胰蛋白胨大豆肉汤$

C.P

!北

京奥博星生物技术有限责任公司%#

)*B

!

样品的制备及光谱采集

将保存于
F,-k

冰箱的菌株取出!用无菌接种环挑取

一环划线至
YP

固体培养基!并于
*Ok

恒温培养箱中培养

">_

!挑取单菌落至盛有
"-GYC.P

的培养基!并于
*Ok

恒温震荡培养箱中培养
?_

左右!使其处于对数期!浓度约

为
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,

!
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&
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'分别取
?

和
"GY

菌液于
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和
#

GY

的离心管!

,---2

&

G96

F"

!

#-k

!离心
!G96

并除去上

清液!用
-'QR

生理盐水清洗一次!超纯水清洗两次$离心条

件同上%!其中
?GY

菌液除上清后置于真空冷冻干燥机中冻

干
#7

备用!另一份
"GY

菌液去上清!重悬于
"--

#

Y

的超

纯水中备用)

O

*

#

取
"

!

"'?G

`

冻干的菌体粉末与约
"--G

`

溴化钾晶体

充分混合研磨!将研磨好的粉末倒入压片模具中!施加压力

$约
,1

左右%!

"G96

后卸载压力!即可得到半透明样品薄

片!对薄片进行光谱采集)

,

*

'另吸取
"-

#

Y

菌液于硒化锌窗

片中央!并置于
!,k

干燥箱!烘干
!-G96

左右!至呈现干

燥菌斑!取出后置于红外光谱仪样品舱内进行光谱采集#分

辨率
!0G

F"

'扫描范围
!---

!

>--0G

F"

'扫描次数(

*#

次'

扫描过程中扣除
NS

#

和
X

#

S

的干扰#

)*>

!

数据预处理

为降低噪音并提高图谱,表观分辨率-!利用
.

)

/012<G

"-C@

$

V/2W96[&G/2

%对所采集的光谱进行基线校正"平滑"

归一化等处理!并利用二阶
"*

点
.5e913W

4

K%&5

4

算法计算二

阶导数图!每个样品做六个平行!求平均光谱!并在不同时

间段重复测试三次)

Q+""

*

#

#

!

结果与讨论

$*)

!

样品前处理对比分析

硒化锌薄膜法与溴化钾压片法的前处理流程图$图
"

%显

示(两种方法均需要对菌株进行活化纯培养及离心去除培养

基等处理#此外!硒化锌薄膜法仅需要对菌体沉淀进行重悬

$

"G96

%"低温烘干$

!,k

%即可进行红外检测!共计耗时约

?-G96

#而溴化钾压片法则需要对备用菌株进行低温预冻

$

#

?_

%"冻干$

#7

左右%以及压片处理才可进行检测!共计

耗时约
?!_

#结果表明!与溴化钾压片法相比硒化锌薄膜法

不仅可以简化前处理流程!大大节省时间!且所需样品量少

$

"-

#

Y

%!对样品不须进行研磨等物理破坏!保持了样品的完

整性!有益于检测结果的准确性#

图
)

!

硒化锌薄膜法与溴化钾压片法#含前处理$流程图
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整体红外宏观指纹图谱对比分析

四种食源性致病菌的整体红外宏观指纹图谱$图
#

%不同

特征峰代表了致病菌不同的组成成分#

(5<G566

等)

"#

*将细

菌的中红外谱图划分为五个区域!脂质区
*---

!

#,--

0G

F"

!即大多数食品成分$蛋白质!糖类等%包含脂肪族

N

.

X

键振动!但这一区域的振动主要归属于脂肪酸'蛋白

质和多肽区
",--

!

"?--0G

F"包含在
"O!-0G

F"处的脂肪

酸
11

N S

伸缩振动特征峰!主要是蛋白质和多肽的酰胺
*

带和酰胺
.

带振动特征峰'混合区
"?--

!

"#--0G

F"提供蛋

白质"脂肪酸和磷酸盐化合物的信息'多糖区
"#--

!

Q--

0G

F"主要由细胞壁内碳水化合物的吸收带决定'指纹区
Q--

!

O--0G

F"展示了一些还没被分配到细胞成分或官能团中的

非常特殊的光谱模式$表
"

%!其中混合区以及多糖区为细菌

的主要鉴别区域!因此利用硒化锌薄膜法与溴化钾压片法对

"?--

!

Q--0G

F"范围内四种致病菌的红外图谱做详细对比

分析$图
*

"图
?

%#

图
$

!

基于硒化锌薄膜法的四种食源性致病菌整体红外宏观

指纹图谱

+,

-

*$

!

(925

-

;.25F,93;.;5F 7.:;08:0

D

,:3,9

-

5;

D

;,9203301;

300F@0;95

D

.240

-

598@.85F09d9L53,E72;.987,88,09

75240F

表
)

!

四种食源性致病菌的红外特征谱带指认

6.@E5)

!

S.

^

0;8

D

5:2;.E@.9F.88,

-

97592830;+01;,5;2;.9830;7,93;.;5F8

D

5:2;08:0

D/

$

+6#(U

%

03301;300F@0;95

D

.240

-

598

5̂e/6<G;/2

+

0G

F"

.

)

/0125&2/

`

9%6 P5675339

`

6G/61

*---

!

#,-- Y9

)

973

*

53

+

3

$

NX

*

%!

*

53

+

3

$

NX

#

%

",--

!

"?-- V2%1/963567

)

/

)

197/3 8G97/

*

!

8G97/

.

"?--

!

"#-- 8G9A/72/

`

9%6

$

3

$

NX

#

%!

*

3

$

NSS

F

%!

8G97/

,

!

*

53

$

V S

11

%

"#--

!

Q-- V%&

4

3500_5297/3 N

.

S

.

N

!

N

.

S296

`

e9;2519%63

Q--

!

O-- 8d96

`

/2

)

29612/

`

9%6 F

图
B

!

基于硒化锌薄膜法与溴化钾压片法的四种食源性致病菌整体红外宏观指纹对比图
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四种食源性致病菌利用硒化锌薄膜法与溴化钾压片法的

全波段$

!---

!

>--0G

F"

%红外谱图$图
*

%基本一致!特征峰

的位置"强度以及峰形总体没有明显差异#然而!硒化锌薄

膜法的特征峰在
!---

!

#?--0G

F"更为尖锐!较溴化钾压片

法更为明显#

$*B

!

二阶导数整体红外宏观指纹图谱
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#此外!薄膜法可将压片法中较宽的单峰

或不明显双峰显示为较明显的双峰!如
('=WH8MX?

-

在

"!!"

!

"*Q"

!

"#"Q

和
"->-0G

F"

'

5'V*<V'8<8M8&N@NN

?--!"

在
"!Q-

!

"#"Q

和
"-#?0G

F"

'

U'=FWHV'#V.X-!

在

"!!"

和
"#"Q0G

F"

'

5'#X'VX&.X"-

在
"!Q"

!

"*QO

和
"#"Q

0G

F"

'然而!

U'=FWHV'#V.X-!

利用压片法在
"-""0G

F"附

近表现为小的双峰!而薄膜法却显示为单峰!可能是测试中

某环境因素所致#由此表明!硒化锌薄膜法可以提高信噪比

以及光谱分辨率!推测与其温和的前处理有关!而压片法中

冻干及研磨操作均使致病菌细胞遭到长时间破坏!且压片过

程极易受到空气中水的影响!没有很好保持细胞的完整性!

因此效果欠佳#
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四种食源性致病菌的硒化锌薄膜法与溴化钾压片法对比
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此!基于硒化锌薄膜法的食源性致病菌原位红外光谱整体检

测技术对于快速"无损的致病菌红外检测具有重要的应用价
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