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水源性病原菌光谱检测技术研究进展
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水源性病原菌污染会引发多种疾病!严重危害人类健康和公共卫生安全#水源性病原菌检测对人

类医疗保健"水安全保障和疾病诊断等具有重要的意义#常规水源性病原菌检测技术!如人工培养法"分子

生物法和免疫学法!其测量结果准确"有效!但样品预处理繁琐且费时!不利于病原菌实时在线检测#光谱

检测技术以非侵入式获取病原菌发射"散射或吸收光谱特征!能够确定病原菌性质"结构和含量等信息#由

于该技术具有易于操作"快速"便携"无损和便于实时监测等优点!在环境监测"生物分析中具有广泛的应

用前景#文章介绍了现有水源性病原菌检测技术及其优缺点!指出开展病原菌快速"高效检测的必要性&讨

论了光谱检测技术原理及数据分析方法!重点综述了紫外可见光谱"荧光光谱"红外光谱"拉曼光谱和太赫

兹光谱在水源性病原菌检测的工作原理和研究进展&最后总结了各技术的优缺点#提出了光谱技术在病原

菌检测的实际应用中面临的挑战及应对策略!为进一步发展基于光谱技术的水源性病原菌的快速检测提供
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水源性病原菌可分为细菌"病毒"原生动物和蠕虫(

=-"

)

#

人们摄取受病原菌污染的自来水或饮用水!会引发各种传染

性疾病!如肝炎"流感"

/9C/

"肺炎"胃溃疡和肺部疾病

等(

?-!

)

#据报道!水体大肠杆菌在美国每年造成约
@...

万人

患病和
#...

人死亡(

+

)

#

"..@

年!瑞典小埃德市!诺如病毒

引起
"!..

人感染胃肠炎(

*

)

#

".".

年!安徽寿县自来水受污

染!导致
!#?

人感染志贺氏菌!陆续出现发热呕吐"腹痛腹

泻等症状#另外!水源性病原菌污染也会带来重大的经济损

失#据世界卫生组织$

^JK

%的数据统计!澳大利亚悉尼的

供水系统受到隐孢子虫污染!疫情控制花费近
!+..

万美

元(

,

)

#可见!水体中病原菌不仅对人类健康和生命财产安全

有影响!而且对整个水生态系统构成严重威胁#因此!开展

对水体病原菌快速灵敏的检测和识别方法的研究!将有助于

提前了解水污染程度"及时采取措施保证水安全!对维护人

类健康和公共卫生安全具有重要意义#常规的水体病原菌检

测技术!如人工培养法"形态学鉴定和分子生物技术等具有

测量准确"有效等优点#然而!这些方法中大多数预处理复

杂"耗时长"专人操作"成本高!并不能满足水体病原菌现

场监测的需求#因此!需要开发快速准确"无需复杂的检测

步骤以及安全无污染的水体病原菌检测技术#

随着光学技术"生物技术和分析化学技术的快速发展!

光谱检测技术成为水体病原微生物检测的研究热点之一#特

别是紫外可见光谱"荧光光谱和拉曼光谱等!具有响应时间

快速和可移植性高等优点!成为水源性病原菌检测的有效技

术手段#本文首先阐述了水体病原菌现有检测技术的发展现

状!然后重点综述了五种光谱检测技术在水体病原菌检测中

的工作原理和研究进展!最后指出各光谱技术在水体病原菌

检测中的优缺点和未来发展趋势#



=

!

现有的检测技术

!!

随着水质监测技术的普及!人们开始意识到水源性病原

微生物污染及其控制对人体健康保护和水安全保障极其重

要#国内外学者研究了多种水源性病原菌检测方法!如传统

培养法!该方法主要包括滤膜法"多管发酵法和平板计数法

等#滤膜技术是被美国环保署和世界卫生组织认可的检测饮

用水生物污染物方法!其原理将一定量的稀释菌液通过特殊

无菌膜过滤器!然后将带菌滤膜放置合适的培养基培养!并

计算待测细菌数量(

@

)

#多管发酵技术是一种检测水样中微生

物活性的标准实验室方法#根据美国环境保护署$

\7S:3%7-

;0726&Q3%2012:%79

N
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5

!

\Q9

%的标准
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!

利用多管发酵技术能够对总大肠菌群进行检测(

#

)

#多管发酵

技术测定水样中的大肠杆菌!其检出率为
=..V

(

=.

)

#平板计

数法常用于测定细菌数量!即把菌液接到平板中进行培养!

根据平板中生长出的菌落数量计算出水体中细菌浓度(

==-="

)

#

为了缩短水体病原菌检测时间!该技术正在从传统的细

胞培养转化到现代检测技术!如分子生物学技术和免疫学技

术等#分子生物学技术包括聚合酶链反应$

)

%&

5
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QLC

%技术和原位荧光杂交$

H&G%30410710:74:2G

F

5
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!

XI/J

%技术#

QLC

技术通过测定致病菌的特定

核酸片段来鉴定病原体#理论上!利用
QLC

只需几个小时扩

增
W(9

序列!由于其较高检测灵敏度和高水平的扩增降低

了增菌培养的依赖性#尽管
QLC

方法检测成功率很高!但仍

存在一些局限性!如对某些污染物敏感性低!以及在水样中

存在抑制剂时扩增效率降低(

=?

)

#

XI/J

技术是一种能够对微

生物进行检测"鉴定"定位和计数的技术#其原理是通过荧

光标记的探针!与细胞内特异性核酸序列结合!通过共聚焦

激光扫描显微镜对待测样品进行检测(

=!

)

#由于
XI/J

技术检

测的精确性和可靠性依赖于探针的特异性和荧光团的选择!

因此在进行实验之前!需要考虑探头设计和荧光团的选择等

几个重要因素#

免疫学技术是利用抗原抗体的特异性反应检测微生物!

一般需要制备待检病原菌的特异抗体#近年来!被广泛用于

微生 物 检 测 技 术 有 酶 联 免 疫 吸 附 法(

=+

)

"免 疫 磁 分 离

$

IU/

%

(

=*

)和酶联荧光免疫分析技术(

=,

)

#该技术具有快速"特

异性好和灵敏度高等优点!但抗体易受环境中其他物质影

响!易出现假阳性#

表
=

总结了水体病原菌现有检测技术各自的优缺点#可

见!传统人工培养法检测结果准确!但操作繁琐"周期长#

分子生物学方法和免疫学方法能够有效"灵敏检测出病原

菌!并显著缩短检测时间!但所需仪器复杂"成本高且无法

实现实时在线检测#因此!迫切需要研发快速简便"成本低"

灵敏度高的现场检测方法#

表
$

!

现有水体病原菌检测技术及其优缺点

%&'()$

!
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技术 方法 优点 缺点 参考文献

培养技术

滤膜法

多管发酵法

平板计数法

准确性高
检测时间长!制备过程繁琐!需要培养

病原菌
(

@-="

)

分子生物学技术

聚合酶链反应法

$

QLC

%

分析速度较快"灵敏度高"特异性强"

测试简单

难以区分微生物的活性"需专人操作"

设备要求高

原位荧光杂交法$

XI/J

%

监测速度较快"快速识别不同病原菌"

能区分微生物活性

需要昂贵的荧光探针"易受病原菌自

身荧光干扰

(

=?-=!

)

免疫学技术

酶联免疫吸附法
监测速度较快"操作简便"特异性强"

灵敏度高
检测范围复杂且窄"存在交叉反应

免疫磁分离法$

IU/

% 高效"特异性好 成本较高

酶联荧光免疫分析法 所需试剂少"灵敏性更高 成本高!检测技术复杂

(

=+-=,

)

"

!

水源性病原菌的光谱数据分析

!!

水资源不同于其他资源!分布广泛且分散!受病原菌污

染的水体范围易于扩大!降低了现有水体病原菌检测方法的

敏感性!同时易于引起大面积的人群感染疾病#尽管现有检

测技术仍是水体病原菌检测的主要方法!但已有一些学者开

始尝试研发更加快速"准确和便于在线检测的方法!实现对

水环境中病原菌实时检测#由于光与病原菌相互作用!产生

多种不同的效应'吸收"发射和散射等!这些效应可以通过

测量不同波长范围的光谱$紫外可见"近红外"中红外"远红

外"拉曼"太赫兹"微波"无线电波和核磁共振%来表征(

=@

)

#

光谱检测技术指利用光与待测病原菌产生的光谱来分析病原

菌结构"含量或性质的技术!由于该技术能够无时间延迟地

提供病原菌信息!能够满足水体病原菌实时在线监测的需

求#目前!用于水体病原菌检测的不同光谱技术的波长范围

总结于图
=

!可见!病原菌检测波长范围主要集中在紫外到

远红外波段!该范围内所涉及光谱技术有紫外可见光谱"红

外光谱"荧光光谱"拉曼光谱和太赫兹光谱#

!!

不同波长病原菌光谱$.指纹/图谱%!通常含有病原菌的

结构"分子组成和含量等相关信息#为了从光谱中获取病原

菌的重要信息!需要对光谱进行分析#光谱数据分析流程如

图
"

所示!考虑到光谱里除含有病原菌自身特征信息外!还

包含样品背景"杂散光以及其他噪声信息#为了减少测量光谱

?,*"

第
#

期
!!!!!!!!!!!!!!

胡玉霞等'水源性病原菌光谱检测技术研究进展



图
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病原菌测量的光谱范围
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中的冗余信息或噪声!需要对采集的光谱数据进行预处理!

常用谱图预处理方法有均值中心化"归一化"平滑"导数"

多元散射校正等(

=#

)

#在数据预处理之后!采用分类方法或回

归技术提取被测物质的定性或定量信息#定性分析指分析光

谱特征或依据光谱进行分类!如主成分分析(

".

)和支持向量

机(

"=

)等方法#定量分析指需要依据参考光谱进行模型校准!

并给出与病原菌变量的相关性!如多元线性回归"主成分回

归"偏最小二乘算法和人工神经网络等(

""-"?

)

#

图
=

!

光谱分析的流程
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光谱检测技术研究进展

><$

!

紫外可见光谱技术

紫外可见光谱是一种较敏感的分子光谱!其选择波长范

围为
"..

"

#..7;

#紫外可见光的吸收主要来自于微生物内

某些分子官能团的作用!当分子官能团受光照射时!引起了

内部电子能级跃迁!从而获得单个分子的特征吸收光谱#大

多数液体或气体的紫外可见光测量依赖于朗伯比尔定律!即

样品的吸光度"光程长度和样品内存在吸收分子浓度有

关(

"!

)

#因此根据吸收测量值!可以确定待测物质的浓度#

!!

对于病原菌内蛋白质和其他大分子!光被许多官能团吸

收!产生非特异性紫外可见光谱#通过紫外光谱识别不同蛋

白质难以实现!但可以根据不同波长点的紫外吸光度值计算

出总蛋白质含量(

"+

)

#溶质的紫外吸收光谱分析通常假定为

均匀溶液!当溶液内存在固体颗粒时!颗粒的吸收和散射作

用主要体现在溶质吸收作用#在微生物测量中!这种现象用

光密度值表示#测量光密度值的不同模式如图
?

所示!基于

透射和浊度测量模式!透射率是由恒定路径长度上的光吸收

值来确定的!而浊度是根据
#.n

散射或
=@.n

处散射值来计

算的#

图
>

!

测量光密度值的不同模式
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!!

目前!通过光密度值对水溶液中病原菌浓度进行测定!

是快速"常用的水体菌液浓度检测方法#如
T%4M0

等(

"*

)利用

光密度值确定大肠杆菌菌液的浓度#董自艳(

",

)采用紫外可

见光谱计算出铜绿假单胞菌"金黄色葡萄球菌和大肠埃希菌

三种菌液浓度#除了确定水体菌液的浓度!紫外可见光谱技

术也可以用于对微生物其他参数测量#

\8&:1F

等(

"@

)利用紫外

可见光谱技术!得到了酵母菌细胞大小"核酸$

W(9

+

C(9

%

浓度等信息#

><=

!

荧光光谱技术

荧光光谱是利用荧光化合物!又称荧光团!在可见光或

近紫外光的激发下发射荧光#荧光团吸收某些波长的紫外光

或可见光!分子从基态跃迁到激发态!然后从激发态返回基

态释放更低的能量!其荧光原理如图
!

所示#关于荧光物质

分为两类'一类是病原菌体内本身生物化学荧光团!如蛋白

质内部分氨基酸"还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸$

(9WJ

%"

三磷酸腺苷"丙酮酸及核黄素!在可见光或近紫外光的激发

下发出荧光!其激发波长与发射波长如表
"

所示(

"#

)

#另一种

荧光团指在样品中添加一些试剂产生荧光!如丹酰"荧光

素"若丹明等#因为特定波长激发下的发射光强度与荧光团

浓度成正比(

?.

)

!使荧光光谱成为病原菌监测的工具#

!!

目前!荧光光谱技术可以对不同微生物进行分类鉴定!

!,*"

光谱学与光谱分析
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如
Y:676

等(

?=

)利用激发荧光光谱与主成分分析$

QL9

%相结

合!对大肠杆菌"肠球杆菌以及金黄色葡萄球菌等细菌进行

分类鉴别!正确率和灵敏度均大于
#.V

#

/1F30:03

等(

?"

)利用

免疫磁分离$

IU/

%的荧光显微镜检测方法!采用不同于荧光

染料染色来检测水样中的细螺旋体病原菌!其结果与
QLC

技术一样灵敏#

[F67

等(

??

)利用流式细胞术结合荧光探针对

大肠杆菌
K=+,oJ,

"假单胞菌和沙门氏菌等细菌进行了测

定!同时区分不可培养的活性与非活性细菌#荧光光谱技术

也可以获取细胞内信息#李素文等(

?!

)用荧光染料
W9QI

"

Q

5

-

3%7:7]

和
XIBL

对单个细胞的
W(9

"

C(9

和蛋白质进行染

色!利用显微荧光光度法对细胞内
W(9

"

C(9

和蛋白质含

量进行测定!其结果与流式细胞仪计算结果一致#

图
E

!

荧光的基本原理

?/

8

<E

!

M&0/5

-

./15/

-

()+22(:+.)05)15)

表
=

!

病原体内主要荧光物质激发波长与发射波长

%&'()=

!

UQ5/3&3/+1O&;)()1

8

34&16),/00/+1O&;)()1

8

34+2

,&/12(:+.)05)130:'03&15)0/134)

-

&34+

8

)1

荧光物质 激发波长+
7;

发射波长+
7;

色氨酸
"!.

"

"@. "@.

"

?+.

酪氨酸
"!.

"

"@. "@.

"

?+.

苯丙氨酸
"!.

"

"@. "@.

"

?+.

(9WJ ?!. !+.

核黄素
!+. +=+

"

+*+

><>

!

红外光谱技术

红外光谱是红外吸收光谱的简称!当红外光子的能量等

于物质的特定键振动所需的能量!物质吸收了这个光的光

子#当连续波长的红光光束穿过样品时!就能得到与该样品

分子转动和振动能级信息有关的特异性吸收谱#用于病原菌

检测红外光谱包括近红外$

@..

"

"+..7;

%和中红外$

"+..

"

"+...7;

%的光谱区域#近红外光谱用于未知样品成分分

析!中红外光谱用于官能团归属分析#

目前!傅里叶红外光谱$

X%G3:0323674H%3;:7H363084

)

01-

23%41%

)5

!

XBIC

%技术!作为一种主要病原菌检测技术!该光

谱提供分子振动吸收谱带!可以检测分子基团及其周围环境

变化#通过
XBIC

光谱可以获得微生物内的核酸"蛋白质和

脂类等其他生物大分子振动和转动信息!实现对微生物的鉴

定和测量#傅里叶红外光谱有三种测量模式!即透射"漫反

射和衰减全反射$见图
+

%

(

?+

)

#通常根据样品的光学特性选择

合适的红外光谱测量模式#目前!该技术已用于识别和区分

不同水体病原菌#

$63

N

64

等(

?*

)开发了一种水体病毒自动连

续监测系统#将病毒收集在衰减全反射晶体上!利用红外光

谱特征可以区分脊髓灰质炎病毒和
U/"

噬菌体!对于自来

水样品检测限可达到
=.

?

)

HG

-

;T

`=

#

\3GMF:;%S:21F

等(

?,

)

利用傅里叶变换红外显微技术!由光谱区分感染疱疹病毒"

细菌或真菌污染的
$03%

细胞#李兆杰等(

?@

)建立了
!

种志贺

氏菌的
XBIC

光谱库!使用聚类方法结合化学计量学方法!

实现了
!

种志贺氏菌快速分型#

图
C

!

三种傅里叶红外光谱的测量模式

?/

8

<C

!

!/22).)13,+6)0+2#K0

-

)53.+05+

-7

><E

!

拉曼光谱技术

拉曼光谱技术是一种基于单色光与样品相互作用时的非

弹性散射技术#当某一频率的单色光与样品相互作用时!光

被散射后波长产生变化!这一现象称为拉曼散射效应#入射

光和散射光之间的波长变化取决于引起拉曼散射的化学键!

这使得拉曼光谱在分子结构检测上具有优势#病原菌内核

酸"蛋白质"脂类和糖类可生成特异性拉曼光谱!微生物的

拉曼光谱能够提供蛋白质"核酸"脂质和碳水化合物的化学

成分和生物分子结构信息(

?#

)

#

近年来!拉曼光谱已应用于水体不同病原菌分类鉴定#

如
\41%3:E6

等(

!.

)利用拉曼光谱和成像技术对水中细菌微生

物进行区分和定量#

/:&

N

0

等(

!=

)利用拉曼光谱对瓶装天然矿

泉水中铜绿假单胞菌进行了鉴定!并研究了不同水生环境条

件!如
)

J

值"矿物含量"生长期对水体假单胞菌的影响#由

于拉曼光谱信号非常微弱!目前出现各种应用于鉴定水体病

原菌的是增强拉曼光谱技术!如共振拉曼光谱"紫外共振拉

曼光谱和表面增强拉曼光谱等#

Y3G7

等(

!"

)利用二维共振拉

曼光谱技术!实现对不同细菌种类的鉴定!准确率可达
#+V

以上#

d63S:4

等(

!?

)利用紫外共振拉曼光谱获得整个病原体的

指纹图谱!结合化学计量学聚类分析方法!实现对细菌样本

鉴定!并提高检测灵敏度#

X67

等(

!!

)利用表面增强拉曼光谱

$

/\C/

%鉴别水源性病毒!包括诺如病毒"腺病毒和轮状病

毒!其检测限达到
=.

" 滴度#

Y3%O

等(

!+

)利用表面增强拉曼

光谱技术识别三种隐孢子虫$

L'

)

63SG;

!

L'F%;:7:4678L'

+,*"
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;0&06

N

3:8:4

%甚至达到亚种水平!并发现新鲜卵囊$数月龄%和

旧卵囊$

="

岁以上月%的拉曼光谱具有不同的指纹#

><C

!

太赫兹光谱技术

太赫兹$

BJEp=.

="

JE

%光谱!也称为远红外光谱!是一

种利用微波和红外波长$

.'=

"

=;;

%之间的电磁辐射技术!

其光谱是由分子结构决定#即该光谱高度依赖于分子间的相

互作用!如氢的扭转和振动!以及整个分子的伸展(

!*

)

#太赫

兹光谱的解析与红外光谱和拉曼光谱类似!并补充了中红外

光谱提供了结构信息#

与其他红外技术相比!太赫兹光谱发展较慢!可归因于

难以产生和探测太赫兹辐射的仪器#然而!近
=+

年来!新半

导体的太赫兹源和紧凑太赫兹探测器的开发!当监测微生物

分子低频集体振动模式时!太赫兹光谱有望成为一个非常有

用的技术手段#

由于太赫兹辐射与细菌组分的低频分子运动之间的相互

作用!产生细菌特定光谱特征!使得太赫兹光谱能够用来检

测细菌细胞#

BJE

光谱能够表征细胞成分的差异!成为一种

快速"无标签的细菌检测方法#余闻静等(

!,

)利用太赫兹光谱

对不同致病菌进行检测!表明不同致病菌具有不同的生物成

分组成和结构#

U6EF%3%S6

等(

!@

)利用一种悬浮磁芯太赫兹光

纤基模消逝场的大肠杆菌传感器!检测浓度在
=.

!

"

=.

#

1HG

-

;T

`=范围内的大肠杆菌!检测限达到
=.

!

1HG

-

;T

`=

#

]67

N

等(

!#

)利用
BJE

光谱区分四种细菌!同时快速评估被测

细菌的生存状态#

!

!

总结与展望

!!

光谱检测技术具有低能量"无创"无损"响应时间快和

便于实时监测等优势!有望成为一类快速"简便的水源性病

原菌检测与鉴别的方法#各自光谱检测技术在病原菌检测中

取得良好的效果!但也各有利弊#$

=

%紫外可见光谱技术!由

于已商业化的紫外可见光谱仪器结构紧凑!价格便宜!性能

稳定!使得该技术在水环境微生物污染监测应用中很有吸引

力#但由于水体病原菌对光产生散射效应!光谱解析存在较

大的困难#$

"

%荧光光谱技术可以实现水体病原菌的检测!

已有实现自动化和商业化的检测仪器!如
B\LB9

(

+.

)和

/F6O

水系统(

+=

)

!自动化的检测方法可以实现快速的现场检

测!易于操作!能够节省技术人员时间#但需要昂贵的荧光

试剂!并存在光漂白以及特异性问题&$

?

%红外光谱包含水

体病原菌较全面的化学信息$核酸"蛋白质"脂类和糖等%!

可以对病原菌进行快速可靠分析!同时检测细菌微生物损

伤#但由于水对红外光吸收很强!会掩盖光谱中出现的微生

物重要信息&$

!

%拉曼光谱技术只需要小面积和少量的样品!

实现单个病原菌的测量!同时由于光谱对水不敏感!有望提

供病原菌的组成"结构和含量等信息#但光谱信号较弱!微

生物内部分生物分子在拉曼散射区发出荧光!造成明显地光

谱干扰#$

+

%太赫兹光谱技术具有测量快速"操作简单"免试

剂和携带方便等特点!同时能够监测细菌细胞的微小形态变

化#但由于太赫兹辐射波长与细菌大小不匹配!使得灵敏度

受限!同时太赫兹光谱强吸水性!细胞外的水影响了病原菌

检测的准确性#可见!在选择水源性病原菌监测的光谱技术

时!必须考虑病原菌本身特性"监测目的$鉴定"定量和控

制%和成本等各种因素!进而选择合适的光谱技术和相关的

采集方式#

与传统检测技术相比!光谱技术对水体病原菌检测具有

快速"无损"连续在线检测等优势!但当前用于水源性病原

菌检测的光谱技术的病原菌种类较少!适用范围较窄#另

外!某些目标病原菌的检出限"灵敏度无法满足当前水质监

测要求#而且大多数水源性病原菌光谱检测技术在实验室取

得了良好效果!对于实际水环境的应用还存在着一定的难

度!需要考虑其他各类污染物的影响#因此!基于光谱技术

用于水体病原菌检测需要从以下几个方面进一步研究'$

=

%

进一步探究水体其他物质$有机物"藻类!无机盐等%对病原

菌光谱的影响!采取合适的实验方法或光谱分析手段去除其

他物质对目标光谱的干扰#$

"

%各种光谱技术具有各自独特

的优势!将多种光谱技术优点结合起来开发更先进的检测系

统!实现对水体病原菌快速准确检测#$

?

%开发便携化"小型

化"自动化病原菌检测仪器#现有的光谱病原菌检测技术大

多依赖于实验室环境!复杂的水体环境要求检测仪器能够满

足样品的现场快速检测!便携式的仪器将有利于对某些突发

状况"现场检测分析等#$

!

%由于水体病原菌部分光谱检测

技术还处于研究初期!研究进一步提高光谱技术测量微生物

的灵敏度和准确度!从而测量低浓度病原体的环境样品!有

望实现对水体病原菌高灵敏检测#
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