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实现水体致病菌的快速识别检测对防控由水体微生物污染引起的大规模疾病爆发有重要的现实意

义"生化鉴定,核酸检测等常规细菌检测方法存在耗费时间长,需要精密的实验仪器等特点!不足以满足水

体细菌微生物的快速实时在线监测"由于细菌的多波长透射光谱包含较丰富的特征信息!并且这项光谱检

测技术具有快速简便,无接触,无污染等优点!近年来成为细菌检测研究的热点"以肺炎克雷伯氏菌,金黄

色葡萄球菌,鼠伤寒沙门氏菌,铜绿假单胞菌和大肠埃希氏菌为研究对象!通过对细菌光谱作归一化处理和

方差分析得到光谱变动最显著的特征波长区间!在该区间提取
&00"4

处的吸光度值及短波段的斜率值作为

光谱特征值!结合支持向量机对不同种类细菌进行预测"结果表明!多波长透射光谱的归一化预处理能够有

效消除浓度影响!并保留完整的原始光谱信息+通过方差分析法得到特征波长区间为
&00

"

:00"4

波段!在

此区间内提取的五种细菌的归一化光谱趋势图的特征值分别为'

&00"4

处吸光度值为
0700$6

!

07006%

!

0700;6

!

0700;6

和
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!

&00

"

&96"4

波段的斜率值为
1$&796

!

1:67>9

!

1=%7:0

!

1=&7$;

和

1%0:79>

!

&60

"

&;6"4

波段处的斜率值为
1%679=

!

1%97=&

!

1&07>%

!

1%:7>&

和
1&$7&%

!

&=0
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:00"4

波段处的斜率值为
1&>7>$

!

1&97$&

!

1::7;%

!

1:$70>

和
1:07==

"对样本提取特征值并随机划分训练集

和测试集!支持向量机选择惩罚因子模型以及线性核函数!通过寻优算法确定最佳的惩罚因子参数
E

和核函

数参数
D

!对测试集样本进行测试!得到细菌种类的识别结果!五种细菌的预测准确率均达到
%0070h

"综

上所述!水体致病菌的多波长透射光谱通过合适的数据预处理能够提取出具有明显差异性的光谱特征值!

该光谱特征值结合支持向量机能够有效用于不同细菌种类的识别!该方法为水体细菌快速识别和实时在线

监测提供了重要的技术支持"
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近年来多波长透射光谱因具有丰富的特征光谱信息成为

研究水体致病菌的重要工具"不少学者结合细菌的多波长透

射光谱建立光谱解析模型!研究了细菌大小,浓度和化学组

分等特征信息的获取方法(

%̀:

)

"目前虽然在水体致病菌的多

波长透射光谱识别方面已经开展了一定的研究工作(

9̀6

)

!但

由于不同细菌微生物的光谱相似性较高!且光谱会随细菌微

生物所处环境条件的变化而变化!比如浓度,生长阶段等!

这些因素大大增加了细菌微生物的识别难度"分析不同细菌

多波长透射光谱的特征差异性!可以更好地实现基于多波长

透射光谱法的水体致病菌的识别"

在目标分析物的光谱特征提取和光谱识别方法研究方

面!高斌等以移动平滑算法处理光谱数据!通过.组合放大/

提取光谱特征并基于
T)

神经网络完成对不同动物血液的荧

光光谱识别(

$

)

+宫鹏等研究了高光谱数据处理的一系列方

法!结合神经元网络算法实现不同针叶树种的光谱差异分析

与识别(

;

)

+张正勇等将紫外可见光谱与化学计量法相结合提

取光谱特征!进行白酒年份的鉴别(

=

)

"鉴于此!本文以肺炎



克雷伯氏菌,金黄色葡萄球菌,鼠伤寒沙门氏菌,铜绿假单

胞菌和大肠埃希氏菌为研究对象!获取细菌在不同状态下的

多波长透射光谱!对光谱进行归一化处理得到了细菌光谱的

最佳测量范围!通过方差分析法得到光谱变动最显著的特征

波长区间!在该区间提取
&00"4

处的吸光度值及短波段的

斜率值等光谱特征值!结合支持向量机对不同细菌种类进行

识别!为水体细菌快速识别和检测提供技术支持"
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实验部分

IJI

!

试剂和仪器

肺炎克雷伯氏菌$
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&,大肠杆菌$

!7EQ>(

&,

鼠伤寒沙门氏菌$

+7S

"7

0(

&,金黄色葡萄球菌$

+7<8%?89

&和铜

绿假单胞菌$

'7<?%8

D

(BQ9<
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种水体常见致病性细菌微生物

菌种均购于中国工业微生物菌种保藏管理中心$

'KD"('3"J3G

BIA"?,HJGD(Q',QJ,G3'BQQ3<JDB"

!
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&+牛肉膏蛋白胨培养

基$主要成分及其质量分数!牛肉膏'

07:h

!氯化钠'

076h

!蛋白胨'

076h

+

M

O

'

;7&

&+去离子水等"

紫外可见分光光度计$

bf&660

!日本岛津&!高速冷冻

离心机$

Ò%$60U

型!江东&!压力蒸汽灭菌锅$

P[̀&=0@

型!

上海华泰&!超净工作台$

\Ẁ'L̀A@

型!苏州安泰&!组合式

光照振荡培养箱$

!X)̀T:V

型!上海旻泉&等"

IJK

!

光谱测量

将液体培养基及所用器皿在
%&%g

下灭菌
&04D"

后!在

超净台上用接种环挑取斜面固体培养基中的一个细菌菌落!

接种到液体培养基中!将接种后的细菌培养液放入培养箱!

在温度为
:6g

!转速为
%&0G

%

4D"

1%条件下进行培养"培养

到特定生长阶段!取适量细菌培养液于离心管中!在
%&000

G

%

4D"

1%的转速下离心
64D"

!倒出上清液+再向离心管中倒

入去离子水!同样转速下对细菌离心洗涤三次!将离心洗涤

后的细菌再次分散在去离子水中!并对该细菌悬浮液进行稀

释!获得不同浓度的细菌悬浮液用于细菌多波长透射光谱的

测量"

取摇匀后的细菌悬浮液
:764/

加于石英比色皿中进行

多波长透射光谱测量!以去离子水为参比扣除背景!消除杂

散光"多波长透射光谱测量范围为
&00

"

>00"4

!采样间隔

为
%"4

"

IJM

!

光谱数据预处理

消除细菌浓度对光谱的影响!需要对细菌的多波长透射

光谱进行归一化处理!根据胡玉霞的研究!总和归一化的光

密度谱的标准偏差值最小!该归一化方法得到的细菌浓度反

演的结果准确性和稳定性最好(

>

)

"

!)!

(
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H,4
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其中
!

表示经总和归一化后的光谱数据!

!

(

表示原光谱数据

第
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个波长点对应的光密度值!

(

从
&00

到
>00

"

IJN

!

光谱特征区间和特征值提取

数据量很大的情况下!需要进行一定的特征提取!或者

有些特征之间相互关联!其中一些特征可以用其他特征来表

述!利用特征提取来达到问题化简,处理方便的目的"

利用方差分析法计算归一化预处理后的光谱阵在
&00

"

>00"4

区间内各波长的标准偏差!对应标准偏差越大的波

长!其光谱变动越显著!给定一阈值来选取用于细菌识别的

特征波长区间!在此区间进行光谱特征值的提取"基于
4(J̀

Q(8

平台对特征波长区间进行特征值提取!利用
ID"?

函数提

取
&00"4

处的光密度值作为第一特征值!利用
M

BQ

N

IDJ

函数

提取
&00

"

&96

!

&60

"

&;6

和
&=0

"

:00"4

波段的斜率值分

别作为第二,三,四特征值!得到一个降维后的特征值矩阵"

IJR

!

支持向量机

支持向量机$

H,

MM

BGJY3<JBG4(<KD"3H

!

\f!

&是建立在

统计学习理论
f'

维理论和结构风险最小化原理上的机器学

习方法(

%0

)

!其主要思想是建立一个超平面作为决策曲面!使

正反例之间的隔离边缘被最大化"

\f!

工具箱种类很多!本

研究所用程序采用台大林智仁的
QD8HY4

(

%%

)中的多类模式识

别!易于使用且快速有效"在特征提取的基础上!将所有样

本随机划分为训练集和测试集!支持向量机选择惩罚因子模

型以及线性核函数!通过寻优算法确定最佳的惩罚因子参数

E

和核函数参数
D

!再对测试集样本进行测试!得到细菌种类

的识别结果"

&

!

结果与讨论

KJI

!

数据预处理

以金黄色葡萄球菌为例!将细菌悬浮液进行稀释得到一

系列浓度梯度的金黄色葡萄球菌测试样品!并进行多波长透

射光谱测量!对测得的光谱进行总和归一化预处理!并将高

浓度和低浓度测试样品的归一化光谱进行对比分析!结果如

图
%

所示"

!!

由图
%

可以看出!细菌浓度越高!对应的光谱吸光度值

越大!高浓度的归一化光谱特征峰更明显但重合度并不高!

低浓度的归一化光谱具有很好的重合性!其他四种细菌的光

谱图也有类似的规律"当细菌样品浓度高时!吸光粒子间的

平均距离减小!受粒子间电荷分布相互作用的影响!摩尔吸

收系数发生改变!偏离朗博比尔定律"通过实验确定当细菌

的多波长透射光谱最大吸光度值不超过
%76(7,7

时!对光谱

进行归一化处理可以有效消除浓度对细菌光谱的影响"

以余弦相似度(

%&

)度量归一化处理方法对不同细菌光谱

间的影响!余弦相似度越低!说明光谱差异性越大!余弦相

似度越高!说明光谱差异性越小"对原始光谱和归一化处理

后的光谱差异程度进行对比分析!结果表
%

所示"

!!

由表
%

可知!对光谱进行归一化变换后!各光谱间的相

似度值不变!说明归一化处理并不影响不同细菌微生物光谱

之间的差异性程度!归一化处理能最大程度保留光谱的原始

信息"

KJK

!

特征提取

选择五种细菌的低浓度样品的光谱曲线各
%&

条进行归

一化预处理!得到五种细菌的归一化光谱!对细菌的
%&

条归

一化后的光谱曲线求平均值得到平均值曲线!即为五种细菌

各自的归一化光谱图趋势线!结果如图
&

所示"

%9>&
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图
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!

金黄色葡萄球菌在不同浓度下的多波长透射光谱图及归一化图
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不同细菌微生物光谱之间的余弦相似度

"#$%&I

!

?,+/.&+/5/%#-/*

@

$&*=&&.:/((&-&.*5/)-,$/#%+

A

&)*-#,($#)*&-/#

%!7EQ>(

!

&F7

7

B?8.QB(<?

!

:+7<8%?89

!

9+7S

"7

0(

!

6'7<?%8

D

(BQ9<

#

!

BGD

+

D"(Q

!!!

T

!

"BG4(QDC3?

%̀& %̀: %̀9 %̀6 &̀: &̀9 &̀6 :̀9 :̀6 9̀6

# 07>>>9 07>$90 07>>;> 07>==& 07>$;0 07>>;& 07>=6& 07>9$6 07>%6& 07>>60

T 07>>>9 07>$90 07>>;> 07>==& 07>$;0 07>>;& 07>=6& 07>9$6 07>%6& 07>>60

图
K

!

五种细菌低浓度下的多波长透射光谱归一化趋势图
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图
M

!

细菌多波长透射光谱的方差分析图
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!!

利用方差分析法计算归一化预处理后的光谱阵在
&00

"

>00"4

区间内各波长下的标准偏差!标准偏差越大!其光谱

变动越显著!通过确定一阈值得到细菌的特征波长区间!根

据该区间提取实验样本多波长透射光谱的特征值作为细菌种

类识别的光谱数据"方差分析的结果如图
:

所示"

!!

根据图
:

显示!选择
&00

"

:00"4

波段为特征波长区

间!在此区间提取不同种类细菌的光谱特征值!选择图
&

中

&00"4

处对应的光密度值!
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&96"4

波段,

&60

"

&;6

"4

波段和
&=0

"

:00"4

波段的曲线斜率进行特征值提取!

结果如表
&

所示"

表
K

!

五种细菌微生物的多波长透射光谱归一化图差异性对比
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