
第
!"

卷!第
#

期
! !!!!!!!!!!!

光 谱 学 与 光 谱 分 析
$%&'!"

!

(%'#

!

))

;*#!

",""

年
#

月
!!!!!!!!!!! !

-

)

./01%2/%

)3

456-

)

./014&754&

3

282 945:41

3

!

",""

!

近红外光谱技术在微生物检测中的应用进展

田燕龙#

!

"

!

=

!王
!

毅=

!王
!

箫=

!高学军=

!周加才=

!陆道礼#

"

!陈
!

斌#

"

#e

江苏大学食品与生物工程学院!江苏 镇江
!

"#",#=

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

"e

北京京仪集团有限责任公司!北京
!

#,,,""

=e

北京北分瑞利分析仪器%集团&有限责任公司!北京市物质成分分析仪器工程技术研究中心"

北京市企业技术中心!北京
!

#,,,;>

摘
!

要
!

近红外光谱作为一种无损检测技术被广泛应用于农业"制药"食品等领域的多组分品质快速监测#

微生物的快速准确检测!在临床诊断"制药和食品加工等领域一直是一个难题#微生物菌体细胞壁"细胞膜

及细胞内生物大分子和水的近红外光谱具有高度特异性!因此可以使用近红外光谱快速识别和分类不同的

微生物#通过对相关文献的归纳整理与分析提炼!对近红外光谱技术在微生物检测中的研究进展做综述#对

微生物的基本知识和近红外光谱技术鉴定微生物的基本原理进行了介绍!并重点综述了近红外光谱技术在

微生物分类"食源性微生物检测和成像微生物检测等方面的国内外研究进展!最后对近红外光谱技术目前

存在的问题和未来的应用前景进行了展望!以期为今后在微生物检测领域更好地利用近红外光谱提供参考#
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微生物是指一切肉眼看不见或看不清的微小生物!形体

微小!结构简单!通常要用光学显微镜和电子显微镜才能看

清楚)

#

*

#微生物种类繁多"数目庞大!主要包括放线菌"细

菌"病毒"真菌"立克次体"支原体等#微生物无处不在!与

人类生产生活有着十分密切的关系#人们每天吃的馒头"面

包"泡菜等食品和喝的酸奶!以及各种酒类
*

调味品中的醋"

酱油!都是经过微生物发酵制作出来的#但是微生物在人们

日常生活中也有负作用#比如肉"蛋!水果等食物!如果保

存不当!就会腐烂"变质$人类感染细菌和病毒等病原微生

物后就会生病乃至死亡$药品生产过程中如果被有害微生物

污染!其有效成分会遭到破坏!从而失去有效性#凡此种种"

不胜枚举!为了防范和控制微生物的危害!微生物的快速"

准确检测变得尤为重要#

目前常用的微生物检测技术!主要包括传统生化方法"

色谱技术"显色培养基技术"链式反应检测技术"核酸探针

检测技术"电阻抗检测技术和免疫分析检测技术等)

"*=

*

#这

些技术虽然检测准确度很高!但都存在一定的局限性!或者

前处理步骤复杂"时间长"检测结果假阳性率偏高!或者仪

器设备昂贵"对检测环境要求高!均不适合快速检测#因此

探寻一种准确"简便"快捷的分析技术具重要意义#近红外

光谱%

(f?2

&技术是指利用物质对近红外光的选择性吸收及

其吸收强度来预测其成分和含量!主要用于有机物质定性和

定量分析!具有操作简单"分析速度快"对检测人员专业要

求低"分析过程无污染等优点!已广泛应用于农业"医药"

食品等多个领域!在微生物检测领域也展现出巨大的应用

潜力)
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*

#

#

!

近红外光谱技术鉴定微生物的基本原理

!!

近红外光是指位于
E+,

"

">,,5J

%

#"+",

"

!,,,/J

T#

&

范围的电磁波!

(f?2

主要测量分子振动的倍频及合频吸收!

包含了绝大多数类型有机物组成和分子结构的丰富信息#所

有的生物系统都是由水"核酸"蛋白质"糖类和脂类组成的!

其中的核酸%

?(7

和
Y(7

&"蛋白质%多肽&"糖类和脂类是

由分子量小于
>,,

的单体通过聚合作用形成的大分子!统称



为生物大分子)

@

*

#

(f?2

技术通过读取微生物菌体细胞壁"细

胞膜及细胞内生物大分子和水的化学键振动情况!提供整个

微生物菌体生化组成成分的光谱定性定量信息!因此可以区

分生化信息上的差别)

E*+

*

#此外!由于倍频与合频吸收强度

弱"吸收带较宽且重叠严重!导致
(f?2

解析困难!必须结合

化学计量学技术!才能实现对微生物的检测)

;

*

#

"

!

近红外光谱技术在微生物研究中的应用

8%$

!

国外近红外光谱技术检测微生物的研究发展状况

"'#'#

!

微生物分类

马里兰大学帕克分校的
?%618

L

:.V*-4%54

等利用氧化铝

多孔膜富集细菌!在光谱信息丰富的
#@@E

"

">,,5J

%

@,,,

"

!,,,/J

T#

&区域进行主成分分析%

]D7

&!最早用
(f?2

实

现了大肠杆菌
IN#,#

"大肠杆菌
7PDD!=+++

"大肠杆菌

#""!

"淀粉酶样芽孢杆菌"铜绿假单胞菌"蜡样芽孢杆菌"

伊诺卡氏李斯特菌等细菌的鉴定)

E*+

!

#,

*

#在此基础上!他们

又实现了
(f?2

对
#m#,

>

DCg

+

JG

T#浓度大肠杆菌"铜绿

假单胞菌"枯草芽孢杆菌"蜡样芽孢杆菌"苏云金杆菌等菌

株的快速检测和鉴定)

##

*

#

7&.c45614W82

等选择
E,,

"

;,,5J

%

#!"+@

"

#####

/J

T#

&的波长范围进行建模!对英诺库亚氏李斯特菌
CI

"乳

酸乳球菌"荧光假单胞菌"门多西纳假单胞菌"恶臭假单胞

菌进行鉴别!发现偏最小二乘%

]G-

&方法能够实现菌属水平

上
>

种细菌共
#"E

个样本
#,,R

的正确判别)

#"

*

#

C.5

L

等采用

竞争性自适应重加权采样%

D7?-

&技术!仅选择
=

个波长就

实现了对浓度为
#m#,

;

DCg

+

JG

T#的大肠杆菌和因诺氏李

斯特菌在菌种和菌株水平上的分类)

#=

*

#

-8Q4W.24Q4

等分别使

用傅里叶变换红外光谱%

CP*f?2

&和傅里叶变换近红外光谱

%

CP*(f?2

&对
>

种不同微生物进行了鉴别!发现
CP*(f?2

的

样品制备过程更加简单!但是在典型变量分析时需要更多的

主成分数!而且只能在菌属水平上对
>

种微生物进行分类!

不能在菌种水平上对
>

种微生物进行分类)

#!

*

#

U1.

)

.&W4

等提

出了一种
CP*(f?2

曲线拟合方法!该算法将光谱分解为特

定的吸收峰!简化了光谱!提高了对细菌种类的预测能

力)

#>

*

#

G8J4

等利用
CP*(f?2

方法结合多元分析快速鉴别了

产碳青霉烯酶肺炎克雷伯菌和不产碳青霉烯酶肺炎克雷

伯菌)

#@

*

#
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!

食源性微生物检测

食源性致病菌是引起食源性疾病的首要原因!全球每年

发生高达
#'>

亿的腹泻病例中!有
E,R

是由各种致病性微生

物污染食品所引起!因而快速"简便"特异的致病微生物检

测方法成为研究热点)

#E

*

#

使用
(f?2

法可以实现对肉类腐败程度的检测)

#+*""

*

#

7&.c45614W82

等利用
(f?2

和化学计量学检测和鉴定了接种

在鸡胸肉上的选定细菌!发现
(f?2

可以检测和区分接种和

未接种细菌的鸡胸肉!而且可以区分新鲜和不新鲜!但是却

未能区分用于本研究接种的五种不同菌株)

"#

*

#

]%K.&&

等在

#,,,

"

#===5J

%

#,,,,

"

E>,,/J

T#

&的光谱范围内!利用

CP*(f?2

方法实现了新鲜三文鱼鱼片与
!n

保存
;6

的鱼片

的分离鉴别!并利用
]G-

回归预测模型!预测了
;6

后的细

菌数量!证明了
(f?2

检测和预测鱼类微生物腐败的可

行性)

""

*

#

(f?2

还能够检测水果蔬菜中的微生物污染物)

"=*">

*

#有

研究发现!

CP*(f?2

方法在
####

"

",,,5J

%

;,,,

"

>,,,

/J

T#

&范围内可用于菠萝果肉中
#m#,

+

DCg

+

JG

T#浓度水

平大肠杆菌和肠炎链球菌的鉴别!认为该技术在食品中污染

物的检测方面具有很大的潜力)

"=

*

#在
E,,

"

##,,5J

%

#!"+@

"

;,;#/J

T#

&短波区域内!

(f?2

也被证明是一种快速"无

损检测卷心菜细菌污染的方法)

"!*">

*

#

此外!

DiJ414*H410%2

等使用
CP*(f?2

方法实现了对水

基食品基质中的乳酸菌以及牛奶中的大肠杆菌和铜绿假单胞

菌的鉴定和定量)

"@*"E

*

#

Y42W4&%Q

等发现
(f?2

可以成功区分

保加利亚黄色奶酪是否被低浓度%

#m#,

#

m#,

=

DCg

+

L

T#

&

的单核增生李斯特菌污染)

"+

*

#

7&*b46818

利用短波
(f?2

技

术!将光谱特征的变化与细菌增殖和牛奶腐败程度相关联!

实现了快速"无创地检测和监测牛奶腐败)

";

*

#

"'#'=

!

粮食中产毒真菌检测

据联合国粮农组织调查估算!全球每年受真菌毒素的污

染的粮食约有
">R

#因污染严重而失去商业价值的农作物约

有
"R

!利用
(f?2

可以实现对产毒真菌的快速检测)

=,*=!

*

#

N.1416%

等采用
(f?2

法快速检测了玉米籽粒的腐败和霉菌

毒素!发现
(f?2

可以准确预测真菌侵染果仁的发生率!特

别是黄萎病菌侵染果仁的发生率!以及膳食中麦角甾醇和富

马菌素
N#

的含量)

=#

*

#

d42

)

416%

等研究发现
CP*(f?2

方法

是检测玉米粉中富马菌素
N#

和
N"

的一种较好的方法!可用

于安全食品和污染食品的鉴别)

="

*

#

P4%

等使用
D7?-*]G-

模型对黄曲霉毒素污染玉米粒和健康玉米粒进行了分类!当

阈值为
",

和
#,,

))

J

时分类的总体准确率分别达到

+@'@ER

和
+!'!!R

)

==

*

#

C.15i56.V*f̀4o.V

等分别使用
CP*

(f?2

仪器和色散型
(f?2

仪器测试了玉米和大麦籽粒中的

黄曲霉毒素
N#

!发现在
CP*(f?2

仪器上建立的校正模型可

以获得更好的光谱信息!无需数学预处理就能得到较好的统

计结果)

=!

*

#

"'#'!

!

近红外光谱成像微生物检测

运用常规的
(f?2

技术得到的是样品某一点%或区域&的

平均光谱!因而是样品组成或性质的平均结果#利用
(f?2

成像技术则可以实现样品空间各点的信息!从而进一步得到

空间各点的组成和结构信息)

=>

*

#

Y:̀%82

等利用近红外化学

成像技术分别在
#,,,

"

"=>,5J

%

#,,,,

"

!">>/J

T#

&和

#",,

"

"!,,5J

%

+===

"

!#@E/J

T#

&的光谱范围内对沉积

在特制抛光铝卡片上的细菌细胞进行了高通量分析)

=@*=E

*

#结

果表明!通过分析特定波长的强度差异可以来识别细菌!并

且可以使用离散波长来区分和识别卡片中包含的各种生物

体#

-:5

等利用高光谱成像技术先后快速测定了鸡胸肉中假

单胞菌和肠杆菌含量以及三文鱼肉中乳酸菌的腐败!证明近

红外高光谱成像技术是一种不需要复杂的实验室条件就能确

定食品卫生和检测食品基质上致病菌的潜在工具)

=+*!,

*

#

U8JJ8.2

等利用近红外高光谱成像和多元数据分析对食源性

细菌进行鉴别!成功分离了革兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌!

,#

光谱学与光谱分析
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并实现了颜色相似细菌的区分和致病菌与非致病菌的

区分)

!#

*

#

"'#'>

!

其他微生物检测

除了上述应用外!

(f?2

技术在微生物检测领域还有一

些其他的应用#

b:850.&42

等在
#@@E

"

#+>"5J

%

@,,,

"

>!,,/J

T#

&的光谱区域内使用
CP*(f?2

技术对药品中的细

菌污染进行了检测和定量!结果表明在
=

种药物制剂%隐形

眼镜液"止咳糖浆和主题消炎液&中!

CP*(f?2

能够对所有

细菌的无菌溶液和污染溶液进行鉴别!对枯草杆菌"大肠杆

菌"荧光假单胞菌"肠沙门氏菌"表皮葡萄球菌的检测限分

别为
;',

!

>'#

!

>'E

!

E'+

和
>'EDCg

+

JG

T#

)

!"

*

#铜绿假单

胞菌是医院感染的主要原因!并且在治疗的
=

"

!6

后就会产

生耐药性!

H41

M

:.2

等利用线性判别分析%

GY7

&和遗传算法

%

d7

&对铜绿假单胞菌进行
CP*(f?2

分析!根据耐药和敏感

性实现了对临床标本中铜绿假单胞菌的分离)

!=

*

#

-8W:&:*

G%16

等利用
(f?2

检测和鉴定了实验室饲养的雄性和雌性埃

及伊蚊中两种沃尔巴克氏体菌株%

KH.&]%

)

和
KH.&

&!发现

(f?2

可以将感染
KH.&]%

)

和
KH.&

的埃及伊蚊与未感染的

野生样本区分开!鉴别准确率最低也达到了
+!'>R

)

!!

*

#此

外!

].24&4

等利用红外光谱和
(f?2

对结核分枝杆菌进行无

创检测$

-4145K%5

L

等设计了一种生牛奶化学成分和总需氧

菌计数的无损近红外光谱分析系统)

!>

*

#

8%8

!

国内近红外微生物检测研究发展状况

和国外相比!国内关于
(f?2

微生物检测的研究起步较

晚!

",,+

年刘建学等使用
(f?2

快速预测了原料乳中大肠菌

群)

!@

*

#目前国内关于
(f?2

微生物检测的文献主要集中在不

同细菌分类"食源性致病菌检测以及粮食中产毒真菌检测等

三方面#

"'"'#

!

微生物分类

河南科技大学的刘建学等在基于
(f?2

技术的细菌分型

和鉴别方面做了大量工作#该课题组利用基于
]D7

的投影

判别技术!检测和识别了大肠杆菌"单增李斯特菌和沙门氏

菌!

>!

个样本的判别正确率达到
#,,R

)

!E

*

$以
(f?2

结合支

持向量机%

-$H

&实现了对大肠杆菌
<#>EaIE

"单增李斯特

菌"金黄色葡萄球菌%

;,

个样本&的
#,,R

分类鉴别)

!+

*

$采用

改进的贝叶斯判别模型%

NY7

&实现了对大肠埃希氏菌
,#>Ea

IE

"单增李斯特菌和金黄色葡萄球菌
=

种细菌%

+,

个样本&

#,,R

的正确分类)

!;

*

#最近!马凯旋等研究了大肠埃希氏菌

<#>EaIE

"金黄色葡萄球菌"单增李斯特菌
=

种致病菌的

不同浓度和不同培养阶段的光谱数据!发现在
#,DCg

+

JG

T#的低浓度下仍然能够实现对细菌的识别$此外在对致

病菌检测时!应对样品的前处理进行统一!以提高鉴别的准

确度)

>,

*

#

西北农林科技大学的相关研究通过采集
#

株酵母和
>

株

细菌标准菌株的近红外漫反射光谱!在
#+>"

"

">,,5J

%

>!,,

"

!,,,/J

T#

&的光谱范围内采用
]D7

对光谱数据进

行了分析!构建了基于
CP*(f?2

的微生物快速鉴定模型!这

是国内较早进行的基于
(f?2

技术的细菌分型和鉴别工作#

随后!该课题组又基于
CP*(f?2

技术实现了脂环酸芽孢杆

菌种间的分类鉴定#

第三军医大学马宁等进行了
(f?2

鉴别耐甲氧西林金葡

菌和甲氧西林敏感金葡菌的研究!发现在
;,,

"

"",,5J

%

#####

"

!>!>/J

T#

&光谱范围内使用
(f?2

结合
-$H

的分

析方法具有精确区分耐甲氧西林金葡菌和甲氧西林敏感金葡

菌的能力)

>#

*

#

H:

等研究了
CP*(f?2

技术在不同菌种中对

单个菌株进行分类的潜力!结果表明!

-$H

和径向基函数神

经网络%

?NC

&等非线性分类方法的分类正确率均在
;@R

以

上!优于
]G-

判别分析)

>"

*

#福州大学的相关研究使用
CP*

(f?2

技术对大肠杆菌"金黄色葡萄球菌和沙门氏菌进行鉴

别!结果表明反向传播神经网络%

N]*7((

&算法具有最佳预

测效果!预测集
@,

个样品的预测精度达到
#,,R

#

最近!江苏大学
-O8

等研究了利用
(f?2

特征结合化学

计量学快速鉴定乳酸菌种类的可行性!发现当选取
#,

个特

征波数%

!##;

!

!!"+

!

!=#@

!

!;#!

!

>;,>

!

@#;=

!

@>"@

!

@;@;

!

+=E=

和
+@>;/J

T#

&时!利用最小二乘支持向量机

%

G-*-$H

&可以建立最优识别模型!对实验中所用的
!

个菌

种
##

个菌株的识别率在
+,R

"

;>R

之间)

>=

*

#

"'"'"

!

食源性微生物检测

中国海洋大学相关研究针对鱼类在低温贮藏过程中的微

生物变化!利用便携式
(f?2

仪器结合
d7

和
N]*7((

系统

方法建立了三文鱼和比目鱼菌落总数的预测和检测模

型)

>+*>;

*

#三文鱼模型与传统平板计数方法的相关系数为

,';+#

!均方根误差为
,',;E

!验证模型的相关系数为
,';@,

!

均方根误差为
,',;+

$比目鱼模型与传统平板计数方法的相

关系数为
,';+>

!均方根误差为
,',;>

!验证模型的相关系数

为
,';@@

!均方根误差为
,',+=

!两种模型都具有良好精密度

和准确度#

有研究利用
CP*(f?2

技术快速"准确"无损地识别了鸡

肉中分离的
!

种致腐假单胞菌单菌种及其混合菌种菌液!从

而实现了鸡肉中假单胞菌的
(f?2

快速识别)

>@

*

#浙江工商大

学曹海燕等利用
CP*(f?2

结合
]G-

"马氏距离等分析方法

实现了对紫薯半干面新鲜程度的鉴别以及紫薯半干面中菌落

总数含量的定量检测!其中检测紫薯半干面菌落总数含量范

围为
!,

"

#m#,

+

DCg

+

L

T#

!已经可以满足行业标准
(B

'

P

#>#"

,

",,E

/绿色食品 生面食"米粉制品0中菌落总数%

#

=m

#,

>

DCg

+

L

T#

&的检测要求)

>E

*

#

"'"'=

!

粮食中产毒真菌检测

东北农业大学的张强等基于
-$H

进行了稻谷黄曲霉毒

素
N#

的
(f?2

无损检测研究!所建模型的校正集决定系数达

到
,';#=

!表明
(f?2

可准确检测稻谷中的黄曲霉毒素

N#

)

>+

*

#基于多元线性回归%

HG?

&和逐步回归算法%

-?7

&!

他们又构建了基于
(f?2

的稻谷霉菌和毒素检测数学模型!

实现了稻谷表面霉菌菌落总数的快速预测)

>;

*

#中国农业大

学的袁莹等利用
CP*(f?2

对霉变玉米进行了检测!

-$H

分

类模型对训练集和测试集的预测准确率分别达到
;='=R

和

;#'ER

)

@,

*

#相关研究利用
]D7

!

GY7

和
]G-?

方法建立了

稻谷霉菌污染的快速分析模型!该模型不仅可以用于感染不

同霉菌稻谷样品的快速鉴别!还可有效区分不同霉变程度的

稻谷#

利用
(f?2

技术还可以检测花生的真菌病害#有研究开
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发了一种基于
(f?2

技术的花生产毒霉菌污染程度的定性定

量分析方法!对储藏
,

!

=

!

@

和
;6

花生的感染单一霉菌和多

种霉菌的总体判别正确率分别达到
#,,R

和
;;'#ER

#江苏

大学的黄星奕等建立了一种基于
CP*(f?2

技术和
U

最近邻

%

U((

&模式识别方法的霉变和出芽花生识别方法!训练集

与预测集识别率均为
;+'+!R

)

@#

*

#

=

!

结论和展望

!!

(f?2

技术作为一种新型的分析技术!目前已经可以实

现
#,DCg

+

JG

T#的极低浓度水平下食源性致病菌的检

测)

"+

!

>,

!

>E

*

!满足部分食品安全 国 家 或 行 业 标 准 中
#,,

DCg

+

JG

T#

%

DCg

+

L

T#

&微生物限量的检测需求!在食品安

全领域具有广阔的应用前景#

(f?2

技术结合化学计量学软

件可以实现食品生产和加工中微生物的在线检测!缩短检测

时间!提高生产效率#

(f?2

用于微生物鉴别和分类时!在将

来的临床检测中!可以节约大量的人力"物力和财力!并为

寻找合适的抗菌药物提供了依据!缩短对病人的确诊时间!

减缓病人的痛苦#

然而!开展
(f?2

技术在微生物检测领域的应用研究!

还任重而道远#%

#

&必须制定规范化和标准化的样品制备和

操作流程!这样才能实现不同微生物实验室的数据互通和实

验重现性!进而实现
(f?2

技术在微生物检测领域的大规模

应用$%

"

&目前还没有一个成熟的关于微生物检测的
(f?2

模

型数据库!而
(f?2

定性和定量分析几乎完全依赖于数据库$

%

=

&由于传统红外仪器设计理念的问题!处于近红外和中红

外结合区域的
",,,

"

=,,,5J

%

>,,,

"

====/J

T#

&范围的

电磁波!

CP*(f?2

仪器和
CP*f?2

仪器在这一区域受到光源

种类"分光器件基础材料"探测器类型等诸多因素的影响!

仪器的信噪比都非常低!而
",,,5J

以上波长区域恰恰是

生物大分子光谱信息最丰富的区域!因此如果有专门针对这

一波段优化设计的光谱仪器!相信会有助于微生物的定性和

定量分析#
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