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技术的食源性致病菌芽孢拉曼光谱特征结构分析及快速识别
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为了探究食源性致病菌芽孢的拉曼特征指纹图谱!实现快速识别!该研究以产气荚膜梭菌"
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#%艰难梭菌"
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#和蜡样芽孢杆菌"
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#的芽孢为研究对象!以柠檬酸钠还原法制

备的
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(S4

溶胶为基底材料!用
/B>/

技术对芽孢进行拉曼光谱检测!解析食源性致病菌芽孢的分子结构%

不同芽孢之间的异同之处$将
F

种食源性致病菌芽孢的
/B>/

光谱与主成分分析"

S?9

#和系统聚类分析

"

A?9

#相结合并进行对比分析!实现不同种属食源性致病菌芽孢的定性识别$结果表明!不同食源性致病

菌芽孢的
/B>/

光谱的特异性和重现性良好$芽孢光谱中
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的拉曼振动峰数量和峰强度占主要地

位!其拉曼振动峰位置在
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光谱中
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的六个特征峰峰强度均高于
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#处拉曼峰强度在
F

种芽孢

的
/B>/

光谱中均最高且差异明显!是
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,PS9

的主要特征峰!也是
F

种芽孢的主要特征峰$此外!
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拉伸#%
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"脂质中的
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变形振动#%

=-.#1;

X=

"蛋白

质中的酪氨酸#和
=-!#1;

X=

"蛋白质中的酰胺
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拉伸#显示特有拉曼振动峰$
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分析结果显示
S?=

和
S?"

方差贡献率分别为
+='=i

和

F#'*i

!累积贡献率达
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!可以将所有样本有效区分$

A?9

分析可以看出
F

种芽孢的
/B>/

光谱被分

为三个聚类!

F

种芽孢各自聚类无交叉干扰$结合多元统计分析不仅有效实现了
F

种芽孢之间的区分!也实

现了梭菌属芽孢和杆菌属芽孢的区分!为食品安全控制提供有效手段$
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食源性致病菌引起的食源性疾病每年导致全球约
"...

万人死亡!

"'-

亿人致病!其中多数案例与食源性致病菌芽

孢菌相关!如产气荚膜梭菌"
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#引起的气性坏

疽和食物中毒%艰难梭菌"

,'2!

//

!3!4.

#引起的严重且经常

致命的腹泻或伪膜性肠炎!以及蜡样芽孢杆菌"

5'3.(.61

#引

起的呕吐和腹泻综合症*

=
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$芽孢是细菌营养细胞在环境胁迫

下"营养匮乏%干旱%高温等#在胞内形成的休眠体!对紫外

辐射%干燥%强酸强碱和一些有毒化学物品等有极强的抵抗

力!在休眠状态下可以保持活力数年甚至数百年$当条件有

利于生长时!芽孢感知外界萌发信号!开始萌发!其一旦萌

发即会产生毒素!危及人体健康!存在极大的安全隐患$因

此!探究快速%高效%无损的食源性致病菌芽孢检测方法迫

在眉睫*

"
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$

近年来随着光谱技术的发展!许多光谱技术被用于食品

质量与安全检测!但这些方法对食源性致病菌的检测都有一

定的局限性$例如!荧光光谱技术!图谱合一鉴别快速!但

缺乏化学信息的特异性!易受元素相互干扰和重叠峰的影
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'近红外光谱技术!快捷且无损!但不适用于水溶液的

测量*

!
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$拉曼光谱检测技术虽然检测信号弱!但结合固体金

属粗糙表面或者纳米溶胶悬浮液为基底"例如金%银等贵金

属#!开发表面增强拉曼光谱技术"

/B>/

#!可实现拉曼信号

的显著增强!从而获得更多的微生物信号$

/B>/

作为一种

生物指纹识别技术!可以提供丰富的分子结构和组成信息!

具有无需标记%操作简便%检测时间短且无损等优势!可以

满足食品质量与安全领域快速检测的需求*

+

+
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目前!国内外许多研究表明
/B>/

技术在食源性致病菌

检测研究方面具有巨大的优势和潜力$
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+采用

电化学方法将银纳米粒子沉积于
QRG

镀膜玻璃板作为
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基底!检测了五种不同食品基质中的食源性致病菌'
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等*
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+使纳米颗粒在尽可能多的点和尽可能近的部位与

细菌表面!基于
/B>/

技术区分
F

株大肠杆菌
P/H

菌株'
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等*
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+提出一种
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复合物形式与
/B>/

技

术结合的方法识别金黄色葡萄球菌%鲍氏不动杆菌和铜绿假

单胞菌$然而基于
/B>/

技术对不同食源性致病菌芽孢的光

谱解析及快速识别还未见报道$

因此!以不同食源性致病菌芽孢为研究对象!以柠檬酸

钠还原法制备的
9

M

(S4

溶胶为基底材料!用
/B>/

技术对

培养的芽孢进行拉曼光谱检测$依据拉曼图谱间峰位归属和

出峰强度差异解析食源性致病菌芽孢之间的分子结构以及不

同芽孢之间的差异!并结合多元统计分析!实现食源性致病

菌芽孢的快速识别!为快速%便捷地检测食源性致病菌芽孢

提供有效手段$
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!来源于中国菌种保藏中

心和广东环凯微生物技术有限公司$脑心输注肉汤培养基

"

UAd

#!液体硫乙醇酸盐培养基"

QRT

#!胰蛋白酶大豆琼脂

"

R/9

#!营养琼脂"

(9

#!庖肉培养基!购于青岛海博有限公

司'胰胨
,

亚硫酸盐
,

环丝氨酸琼脂培养基"

R/?

#!胰蛋白酶

大豆琼脂"

R/9

#!胰蛋白酶大豆肉汤"

R/U

#!产芽孢培养基!

购于北京陆桥有限公司'酵母提取物!

E,

半胱氨酸!牛磺胆

酸钠!硫酸锰!浓盐酸!浓硝酸!均为分析纯$

$+B

!

仪器

E6<>9H A>BO%&L2:%7

激光共聚焦拉曼光谱仪!

AG>,

dU9

上海茂培科技有限公司'

a:7703J."

纳米激光粒度仪!

济南微纳颗粒仪器股份有限公司'

UA?,=...dd9"

生物安全

柜!上海川一实验仪器有限公司'

A:36

5

6;6A$B,+.

蒸汽压

力灭菌锅!广州市深华生物技术有限公司'

UB?CH9(

?GDERB>

高速冷冻离心机!广州立诺自动化设备有限公

司'

B?EdS/BJ.:

生物显微镜!日本
(dCG(

公司'

Hd>,"+!

低温培养箱!日本
/9(ZG

公司'

G/b,DS,F.E

超纯水机!济

南欧莱博科学仪器有限公司!等$

$+F

!

方法

='F'=

!

不同食源性致病菌芽孢的培养

产气荚膜梭菌芽孢的制备$将冷冻的
,'

-

.(

/

(!&

0

.&1

磁

珠在
R/?

培养基上划线后!在培养箱中
F*f

培养
"!

$

!J

K

$从
R/?

平板上挑取典型的黑色菌落接种到庖肉培养基

中!

F*f

厌氧培养
!JK

$取培养完成的菌液接种到新制备的

QRT

培养基中!在水浴锅中
*+f

加热
".;:7

!并在
F*f

培

养箱中培养
=JK

$取该培养液接种到的
QRT

培养基中活化!

F*f

培养
!K

$将培养液转接到配置好的产芽孢培养基中!

在培养箱中
F*f

厌氧培养
"!K

$将培养完成的芽孢液在水

浴锅中
*. f

加热
"+;:7

破坏营养细胞!用无菌水离心

"

*.="3

1

;:7

X=

!

".;:7

!

!f

#重复洗涤芽孢悬浮液
F

次$

通过相差显微镜
=..

倍油镜进行芽孢检测!将离心洗涤的芽

孢重新悬浮于无菌蛋白胨水中!并保存于
X". f

环境中

待用$

艰难梭菌芽孢的制备$将冷冻的
,'2!

//

!3!4.

磁珠
QRT

平板上
F*f

厌氧培养
"!

$

!JK

$从
R/?

平板上挑取单个菌

落接种到已加入促芽孢生长因子"

=i

酵母提取物%

.'=i E,

半胱氨酸和
.'.+i

牛磺胆酸钠#的
UAd

肉汤中
F*f

厌氧培

养
+8

$离心%镜检与保存方法同上$

蜡样芽孢杆菌芽孢的制备$将冷冻的
5'3.(.61

磁珠在

UAd

平板上划线!在培养箱中
F*f

培养
"!

$

!JK

$挑取典

型的蜡样芽孢杆菌菌落接种到胰蛋白酶大豆肉汤培养基中!

在培养箱中
F*f

培养
"!K

$转接到添加
+.;

M

1

E

X=

H7/G

!

的
R/U

培养基中!之后在
F*f

下孵育
*8

$离心%镜检与保

存方法同上$

='F'"

!

9

M

(S4

溶胶的制备

把
!+;

M

9

M

(G

F

溶解在
"+.;E

超纯水中!在回流下加

热到沸腾$在剧烈搅拌下滴加
+;E

新鲜制备的
=i

柠檬酸

钠溶液$将混合物保持沸腾并搅拌
#.;:7

!然后缓慢冷却至

室温$将得到的
9

M

(S4

保持在
!f

避光保存备用*

#

+

$

='F'F

!

纳米材料的表征

通过紫外可见分光光度计"

D$,$:4

#%纳米激光粒度仪

和透射电子显微镜"

RBH

#对
9

M

(S4

进行表征$

D$,$:4

表

征和纳米激光粒度仪表征时用超纯水对纳米材料进行适当稀

释后上机检测'

RBH

表征时将制备好的纳米金溶胶样品滴

在碳支持膜!用滤纸吸去样品表面多余的液体!干燥固定后

进行镜检$

='F'!

!

载玻片的清洗

进行拉曼光谱扫描前!将载玻片用王水"

8

A?&

n8

A(G

F

h

Fn=

#浸泡清洗!去除其表面的杂质!之后用超纯水洗涤三

遍!用氮气吹干载玻片!备用$

='F'+

!

/B>/

样品的制备

将培养所得的不同芽孢液各取
=;E

!离心
F

次后重悬

备用$将芽孢液稀释
=.

倍和
9

M

(S4=n=

混合!振荡均匀
#.

4

!取
"..

(

E

混合液滴在处理好的载玻片上!并将
9

M

(S4

和

F

种芽孢分别在载玻片上做空白对照!放置在无菌操作台中

自然晾干备用$

='F'-

!

拉曼光谱检测

样品检测之前!以
+".'*1;

X=峰作为基准峰使用硅片

"

/:

#对拉曼仪器进行校正$表面增强拉曼光谱采集使用

+F"'J7;

的激光作为激发光源!将激光强度设置为最大强

+**"

第
#

期
!!!!!!

刘世杰等&基于
/B>/

技术的食源性致病菌芽孢拉曼光谱特征结构分析及快速识别



度"

=+;a

#!物镜设置成
=..

倍!积分时间为
F.4

!积分
F

次$检测的光谱范围为
!..

$

=J..1;

X=

!分辨率为
=1;

X=

$

将制备处理好的样品进行上机检测!之后使用
E6</

)

01-'.

软件对样品进行光谱采集!对每个样品分别随机采集
="

次$

='F'*

!

数据处理

使用
Bc?BE".=.

%

G3:

M

:7J'.

与
/S//=-'.

工具对数

据进行分析和处理$

"

!

结果与讨论

B+$

!

食源性致病菌芽孢的镜检结果

在
=..

倍油镜的相差显微镜下观察产气荚膜梭菌芽孢

"

,'

-

.(

/

(!&

0

.&11

-

7(.1

#%艰 难 梭 菌 芽 孢 "

,' 2!

//

!3!4.

1

-

7(.1

#和蜡样芽孢杆菌芽孢"

5'3.(.611

-

7(.1

#!三种芽孢率

均达到
#.i

以上!单一芽孢分布明显!清晰可见!中心2光

亮3!呈圆形或卵圆形$

B+B

!

D

0

1I)

溶胶的表征

按
='F'"

方法制备的
9

M

(S/

溶胶颜色为灰绿色!对其

进行
D$,$:4

%激光粒度和
RBH

表征$由图
"

"

6

#可知!通过

D$,$:4

表征!

9

M

(S4

溶胶的最大吸收单一峰在
!=+7;

附

近!表明制备出
9

M

(S4

溶胶$用纳米激光粒度仪对
9

M

(S4

的粒度大小进行检测!结果表明
9

M

(S/

溶胶的粒径大小主

要分布在
F+

$

++7;

范围内!如图
"

"

<

#所示$由图
"

"

1

#透射

电镜图可知!

9

M

(S4

溶胶!球体颗粒均一!通过
(67%H064,

L303

计算得到
9

M

(S4

溶胶的平均尺寸约为
!+7;

$

图
$

!

三种食源性致病菌的相差显微镜镜检图

34

0

+$

!

I&%)72-/:',%)'>4-,/)-/

(

4-4>%

0

7/8'&,778//=2./,:7

(

%'&/

0

7:4-.%-'7,4%)

(

/,7)

图
B

!

D

0

1I)

溶胶的的紫外可见光光谱图#

%

$'粒度分布图#

.

$和
<WC

图#

-

$

34

0

+B

!

X?2?4)%.)/,

(

'4/:)

(

7-',6>

"

%

#!

(

%,'4-A7)4Y7=4)',4.6'4/:

"

.

#

%:=<WC4>%

0

7

"

-

#

/8D

0

1I)

B+F

!

食源性致病菌芽孢的
5WE5

图谱及解析

通过
/B>/

技术对
9

M

(S4

%

F

种芽孢和
F

种芽孢与
9

M

,

(S4

偶联的复合物分别进行
="

次随机拉曼数据采集!经基

线校正%归一化和平滑处理!

9

M

(S4

对
F

种食源性致病菌芽

孢的
/B>/

增强效果%

F

种食源性致病菌芽孢的
/B>/

平均

指纹图谱和
/B>/

光谱拉曼位移的暂定归属如图
F

%图
!

和

表
=

所示$

F

种食源性致病菌芽孢与
9

M

(S4

复合物进行

/B>/

检测的结果如图
F

所示$在无
9

M

(S4

偶联的情况下!

F

种食源性致病菌芽孢的拉曼光谱图未出现任何显著特征峰

型!而经过
9

M

(S4

偶联的
,'

-

.(

/

(!&

0

.&11

-

7(.1

!

,'2!

//

!9

3!4.1

-

7(.1

和
5'3.(.611

-

7(.1

均显示出明显增强效应的拉曼

光谱!且
F

种芽孢的拉曼信号谱峰图之间差异明显$因此!

采用以
9

M

(S4

溶胶为基底的
/B>/

技术检测和区分这
F

种

食源性致病菌芽孢是可行的$

图
F

!

D

0

1I)

对
F

种食源性致病菌芽孢的
5WE5

增强效果

34

0

+F

!

5WE57:&%:-7>7:'7887-'/8D

0

1I)/:'&,77

8//=2./,:7

(

%'&/
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(
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图
H

!

三种食源性致病菌芽孢的
5WE5

平均指纹图谱

34

0

+H

!

5WE5%;7,%

0

784:

0

7,

(

,4:')/8'&,778//=2./,:7

(

%'&/

0

7:4-.%-'7,4%)

(

/,7)

!!

在
F

种食源性致病菌芽孢
/B>/

光谱中
?6

"[

,PS9

的拉

曼振动峰数量和出峰强度占主要地位!原因是芽孢中
?6

"[

,

PS9

浓度较高"估计为芽孢干重的
+i

$

=+i

#!其拉曼振动

峰位置大约在
-+*

$

--F

!

J=J

$

J".

!

=.=*

!

=FJ#

$

=F#F

!

=!!=

$

=!!#

和
=+*"

$

=+*-1;

X=波段$将
?6

"[

,PS9

的六

个特征峰分别编号为
?

=

-

?

-

!并对
?

=

-

?

-

分别在
F

种芽孢

的出峰强度进行对比!结果如表
"

所示$由表
=

可知!

?6

"[

,

PS9

的六个特征峰在
F

种芽孢
/B>/

光谱中差异明显!

,'

2!

//

!3!4.1

-

7(.1/B>/

光谱中
?6

"[

,PS9

的六个特征峰峰强

度均高于
,'

-

.(

/

(!&

0

.&11

-

7(.1

和
5'3.(.611

-

7(.1

!

,'

-

.(9

/

(!&

0

.&11

-

7(.1

次之$

F

种芽孢的
?6

"[

,PS9

在
=.=*1;

X=

"

?6

"[

,PS9

#处拉曼峰强度均最高且差异明显!是
?6

"[

,PS9

的主要特征峰!也是区别三种芽孢的主要特征峰$

!!

F

种食源性致病菌芽孢在
!"+

$

!F!

!

++F

$

++#

!

**!

$

**J

!

=.#=

$

=.#J

!

="FF

$

="F-

!

=F"*

$

=FF=

和
=--=

$

=--#1;

X=波段均有明显拉曼振动峰!除
=.#!1;

X=在
5'

3.(.611

-

7(.1

出峰强度明显高于其他两种芽孢外!其余每个

波段拉曼振动峰的出峰强度在
F

种芽孢中基本一致$这些拉

曼振动峰分别归属于淀粉中碳水化合物的骨架模式%蛋白质

/

-

/

拉伸%核酸中的腺嘧啶或尿嘧啶%核酸中的
## ++

G S G

伸缩振动%

?

-

A

"

拉伸振动%蛋白质中的
?

-

A

变形振动和

不饱和脂质中的酰胺
!

$

除此之外!在
F

种食源性致病菌芽孢的
/B>/

指纹图谱

可以观察到三者拉曼振动峰数量明显不同"

,'

-

.(

/

(!&

0

.&1

1

-

7(.1

,

,'2!

//

!3!4.1

-

7(.1

,

5'3.(.611

-

7(.1

#!不同的拉曼

振动峰归属于食源性致病菌芽孢的不同组成成分和化学键振

动形式$

,'

-

.(

/

(!&

0

.&11

-

7(.1

在
#F-1;

X=

"磷脂
(

-

?

拉

表
$

!

三种食源性致病菌芽孢
5WE5

光谱拉曼位移的暂定归属)

$Z2$F

*

<%.A7$

!

<7:'%'4;7%'',4.6'4/:/8E%>%:)&48'/85WE5)

(

7-',%/8'&,778//=2./,:7

(

%'&/

0

7:4-.%-'7,4%)

(

/,7)

拉曼位移,
1;

X=

"本研究#

拉曼位移,
1;

X=

"文献资料#

峰位归属
,'

-

.(

/

(!&

0

.&1

1

-

7(.1

,'2!

//

!3!4.

1

-

7(.1

5'3.(.61

1

-

7(.1

!"+

$

!F! !J=

碳水化合物的骨架模式"淀粉#

[ [ [

++F

$

++# +!.

$

+-. /

-

/

拉伸"蛋白质#

[[ [[ [[

-+*

$

--F --"

?6

"[

,PS9

[ [[ [

**!

$

**J **-

腺嘧啶或尿嘧啶"核酸#

[[ [[ [[

J=J

$

J". J=.

$

J"*

?6

"[

,PS9

[ [ [

J#. JJ.

$

##

++ ++

#.. ? G ?

##

拉伸
X [ X

#F- #F.

$

#+*

磷脂
(

-

?

拉伸
[ X X

=.=* =.=*

?6

"[

,PS9

[[[[ [[[[ [[[[

=.#=

$ ## ++

=.#J =.#" G S G

伸缩振动"核酸#

[[ [[ [[[

="FF

$

="F- ="".

$

="!J ?

-

A

"

拉伸振动
[ [ [

="*= ="*F

酰胺
"

"蛋白质#

[ X X

="#! ="#* ?A

"

变形振动"脂质#

[[ X X

=F"*

$

=FF= =F"F

$

=FF! ?

-

A

变形振动"蛋白质#

[ [ [

=FJ#

$

=F#F =F#F

!

=F#*

?6

"[

,PS9

[[ [[ [

=!!=

$

=!!# =!!+

!

=!!J

?6

"[

,PS9

[[ [[ [[

=+*"

$

=+*- =+*.

$

=+*-

?6

"[

,PS9

[[[ [[[ [[[

=-.# =-=-

酪氨酸"蛋白质#

[ X X

=-!# =-++

酰胺
!

"蛋白质#

[[ X X

=--=

$

=--# =--+

酰胺
!

"不饱和脂质#

[[ [[ [[

=*-J

$

=**" =*!+

酯的
##

? G

基团伸缩
[ [ X

注&2

[

3表示在光谱上有条带!2

[

3数量多少代表拉曼峰强度的大小$2

X

3表示光谱上没有的谱峰

(%20
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[

3

:78:162042K622K030:46<678%72K04

)

0123L;

!

6782K07L;<03%Y
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:78:162042K0:72074:2

5

%Y>6;67

)
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X

3
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30407247%
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表
B

!

N%

B[

2!ID

六个特征峰分别在
F

种芽孢
5WE5

光谱的出峰强度对比

<%.A7B

!

N/>

(

%,4)/:/8)4\-&%,%-'7,4)'4-

(

7%9)/8N%

B[

2!ID4:5WE5)

(

7-',%/8'&,77)

(

/,7)

特征峰编号
,'

-

.(

/

(!&

0

.&11

-

7(.1 ,'2!

//

!3!4.1

-

7(.1 5'3.(.611

-

7(.1

?

=

-#='+-o==='!!

<

F".F'+-o==!'F"

6

+=!'.*o=-!'".

1

?

"

=-"*'J"o==.'*F

<

"#-='*Jo==-'-F

6

X

?

F

="J!J'*Fo=""'#+

<

=-J-*'**o="#'J"

6

==.F+'"*o=*!'!J

1

?

!

"F-!'#Fo=F+'#J

<

F+F-'+!o=!='#F

6

*-.'FFo"..'!-

1

?

+

+"+"'==o=F*'J+

<

*.JF'J=o=!+'+F

6

!J-.'JFo".='+=

1

?

-

JF=*'==o=F-'!-

<

JJ!#'J!o=+='JF

6

-#"!'J#o=#*'J.

1

注&平均值
o

标准差'同行数值有共同上标字母表示差异不显著"

-

,

.'.+

#'同行数值有不同上标字母表示差异显著"

-

-

.'.+

#'2

X

3表示光

谱上没有的谱峰

(%20

&

H067o/267863880O:62:%7

'

RK030]0307%4:

M

7:Y:16728:YY030710:72K0O6&L04%Y

)

0034]:2K2K046;04L

)

03413:

)

2%72K046;03%]

"

-

,

.'.+

#'

RK030]0304:

M

7:Y:16728:YY0307104:72K0O6&L04%Y

)

0034]:2K8:YY030724L

)

03413:

)

2&022034%72K046;03%]

"

-

-

.'.+

#'2

X

3

30

)

30,

407247%4

)

01236&

)

06@%72K04

)

0123L;

伸#%

="#!1;

X=

"脂质中的
?A

"

变形振动#%

=-.#1;

X=

"蛋

白质中的酪氨酸#和
=-!#1;

X=

"蛋白质中的酰胺
d

#显示特有

拉 曼 振 动 峰'

,' 2!

//

!3!4. 1

-

7(.1

在
J#. 1;

X=

"

## ++ ++ ##

? G ?

拉伸#显示特有拉曼振动峰$

=*-J

$

=**"

1;

X=

"酯的
##

? G

基团伸缩#在
,'

-

.(

/

(!&

0

.&11

-

7(.1

和
,'

2!

//

!3!4.1

-

7(.1

均有显示!但是不存在于
5'3.(.611

-

7(.1

中$由此可见!

F

种食源性致病菌芽孢
/B>/

光谱图谱中可

以观察到一些拉曼振动峰出峰位置和出峰强度的差异!表明

以
9

M

(S4

溶胶为基底的
/B>/

技术具有区分不同类型食源

性致病菌芽孢的能力$

B+H

!

三种芽孢食源性致病菌
5WE5

光谱重现性试验

/B>/

基底的重现性对于常规分析的实际应用至关重

要$为检验基于
9

M

(S4

溶胶基底材料对五种食源性致病菌

/B>/

检测的重现性!使用激光共聚焦拉曼光谱仪分别对
F

种食源性致病菌样本随机扫描
="

次!并对
F

种食源性致病

菌芽孢在
=.=*1;

X=

"

?6

"[

,PS9

#处拉曼峰值的相对标准偏

差"

>/P

#进行计算$

F

种食源性致病菌芽孢
/B>/

光谱的重

复性试验结果如图
+

所示!每种芽孢的
="

次
/B>/

光谱具

有良好的的一致性$经计算!

,'

-

.(

/

(!&

0

.&11

-

7(.1

在
=.=*

1;

X=处的拉曼峰值
>/P

为
.'#-i

!

,'2!

//

!3!4.1

-

7(.1

在

=.=*1;

X=处的拉曼峰值
>/P

为
.'**i

!

5'3.(.611

-

7(.1

在
=.=*1;

X=处的拉曼峰值
>/P

为
='+Ji

!表明基于
9

M

,

(S/

溶胶为基底材料的
/B>/

技术检测食源性致病菌芽孢具

有高度重现性!为基于
/B>/

技术对食源性致病菌芽孢的快

速检测提供了强有力的支持$

B+J

!

多元统计分析结果

主成分分析"

S?9

#可以提取
F

种芽孢
/B>/

光谱中具有

最高累积方差的前两个主成分
S?=

和
S?"

并进行
S?9

二维

散点图绘制!将复杂的多维空间数据转变为直观可见的分布

散点图$系统聚类分析"

A?9

#可以将
F

种芽孢
/B>/

光谱进

行先聚类再判断分析并构建树状图!判断研究对象种群之间

的相似性与差异性$

为了更好地实现不同食源性致病菌芽孢的定性识别!避

免相似的拉曼振动光谱对微生物分类和鉴定的干扰$利用

S?9

和
A?9

分析!评估基于
9

M

(S4

溶胶为基底材料的
/B>/

技术检测
F

种食源性致病菌芽孢的图谱差异性!分析结果如

图
J

!

三种食源性致病菌芽孢
5WE5

光谱的重复性试验

34
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+J

!
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(
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'7)'/85WE5)

(

7-',%/8'&,77

8//=2./,:7

(

%'&/

0

7:4-.%-'7,4%)

(

/,7)

图
-

和图
*

所示$

S?9

分析结果显示
S?=

和
S?"

方差贡献

率分别为
+='=i

和
F#'*i

!累积贡献率达
#.'Ji

!且
S?9

J**"
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分析可以很明显地将
F

种芽孢的聚集成
F

个独立的簇!每个

簇独立无重复!每种芽孢都能彼此区分开$

A?9

分析可以

看出
F

种芽孢被分为三个聚类!

F

种各自聚类无交叉干扰$

在聚类距离
"=

处
,'

-

.(

/

(!&

0

.&11

-

7(.1

和
,'2!

//

!3!4.

1

-

7(.1

被聚为一类!相对于
5'3.(.611

-

7(.1

!

,'

-

.(

/

(!&

0

.&1

1

-

7(.1

和
,'2!

//

!3!4.1

-

7(.1

的
/B>/

特征拉曼光谱较相似!

表明属于梭菌属芽孢的
,'

-

.(

/

(!&

0

.&11

-

7(.1

和
,'2!

//

!9

3!4.1

-

7(.1

化学结构和组成相似性较高!属于杆菌属芽孢的

5'3.(.611

-

7(.1

在结构和组成成分上与其存在区分!与

?K3:42:0

*

=!

+等研究相似$通过
S?9

和
A?9

分析不仅有效实

现了
F

种芽孢之间的区分!也实现了梭菌属芽孢和杆菌属芽

孢的区分$

图
K

!

三种食源性致病菌芽孢
5WE5

图谱的主成分分析

#

IND

$二维散点图
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(
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(
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(
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IND

#

/85WE5>%

(

)/8)

(

/,7)/8'&,778//=2

./,:7

(

%'&/

0

7:)

F

!

结
!

论

!!

利用柠檬酸钠还原法制备
9

M

(S4

溶胶的
/B>/

增强作

用!通过激光共聚焦拉曼光谱检测可以发现与
9

M

(S4

偶联的

图
L

!

三种食源性致病菌芽孢
5WE5

图谱的
SND

结果树状图

34

0

+L

!

SND,7)6A'4:

0

=7:=,/

0

,%>/85WE5>%

(

)/8)

(

/,7)/8

'&,778//=2./,:7

(

%'&/

0

7:)

,'

-

.(

/

(!&

0

.&11

-

7(.1

!

,' 2!

//

!3!4.1

-

7(.1

和
5'3.(.61

1

-

7(.1

均显示出明显增强效应的拉曼光谱图且光谱重现性良

好$

F

种芽孢的
/B>/

光谱中
?6

"[

,PS9

的拉曼振动峰数量

和出峰强度占主要地位!且在
/B>/

图谱中可以观察到拉曼

振动峰的差异!表明以
9

M

(S4

溶胶为基底的
/B>/

技术具

有区分不同类型食源性致病菌芽孢的能力$结合多元统计分

析!不仅有效实现了
F

种芽孢之间的区分!也实现了梭菌属

芽孢和杆菌属芽孢的区分!为食源性致病菌芽孢检测和食品

安全风险控制及检测提供了有效手段$

E787,7:-7)

*

=

+

!

/636O67679

!

CL;63S/

!

A0;6O62K

5

>$

!

026&NB7O:3%7;0726&?K0;:423

5

E022034

!

"."=

!

=#

"

=

#&

=J#N

*

"

+

!

/02&%]SNb%L376&%Y9

))

&:08H:13%<:%&%

M5

!

".=#

!

="-

"

"

#&

F!JN

*

F

+

!

gLEE

!

Z:7

M

ZE

!

ZL>b

!

026&NH:13%1K:;:169126

!

"."=

!

=JJ

"

-

#&

".=N

*

!

+

!

K̀LZ

!

K̀67

M

b

!

E:H

!

026&N/

)

0123%1K:;:169126S6329

&

H%&01L&63678U:%;%&01L&63/

)

0123%41%

)5

!

".".

!

"F"

&

==*##*N

*

+

+

!

Z67/

!

a67

M

/

!

g:Lb

!

026&NR6&6726

!

"."=

!

""-

&

=""=#+N

*

-

+

!

a:2@%]4@6B

!

C%346@P

!

C%]6&4@69

!

026&N976&

5

2:16&kU:%676&

5

2:16&?K0;:423

5

!

".=*

!

!.#

"

-

#&

=+++N

*

*

+

!

Z67

M

P

!

K̀%LA

!

A6:41K?

!

026&NR6&6726

!

".=-

!

=!-

&

!+*N

*

J

+

!

E:b

!

a67

M

?

!

/K:E

!

026&NH:13%1K:;:169126

!

".=#

!

=J-

"

*

#&

!+*N

*

#

+

!

C0&0420;L3/

!

?L&K6HN9

))

&:08/

)

0123%41%

)5

!

".=*

!

*=

"

-

#&

==J.N

*

=.

+

!

>07jU30L1K

!

P67:0&C&0:7

!

B&07:/:0Y@0

!

026&NR6&6726

!

".".

!

"=#

&

="=F=+N

*

==

+

!

?K:467

M

6H

!

HLK6;686&:A

!

B&&:4Pd

!

026&N9

))

&:08/

)

0123%41%

)5

!

".=J

!

*"

"

*

#&

#J*N

*

="

+

!

T6%a

!

E:U

!

Z6%>

!

026&N976&

5

2:16&?K0;:423

5

!

".=*

!

J#

"

=J

#&

#JF-N

*

=F

+

!

HL7

M

3%%(9

!

G&:O0:36T

!

(002K:36

I

67/NH:13%1K:;:169126

!

".=-

!

=JF

"

"

#&

-#*N

*

=!

+

!

?K3:42:0T

!

/02&%]SN?0&&L&63/:

M

76&&:7

M

!

".".

!

*!

&

=.#*"#N

#**"

第
#

期
!!!!!!

刘世杰等&基于
/B>/

技术的食源性致病菌芽孢拉曼光谱特征结构分析及快速识别



E%>%:5

(

7-',/)-/

(

4-N&%,%-'7,4)'4-5',6-'6,7D:%A

@

)4)%:=E%

(

4=

#=7:'484-%'4/:/83//=2P/,:7I%'&/

0

7:5

(

/,7)P%)7=/:

5WE5<7-&:/A/

0@

EdD/K:,

I

:0

=

!
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