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傅立叶变换红外光谱结合化学计量学在微生物判别
、

分类
、

鉴定中的应

用

蔡 飞
’ ,

陆 峰
, ��

�

广州军区直属第二门诊部药械科
,

广州 � ��� �� ��
�

第二军医大学药学院
,

上海 � �� � ���

摘 要 目的
�
介绍傅立叶变换红外光谱 �打�� �结合化 学计量学处理在微生物定性中的应用

。

方法
� 以 国

内外代表性的文献进行归纳综述
。

结果 �
微生物的红外信号具有很强的指纹特征

,

制样简单
,

采样形式多样
,

结合分级聚类分析 ���
��� � �� �� �� � �� � �� � � � � �����

,

� �� �
、

主成分分析�� ��
� � �� � � � � � � � � � � � � � � ��� ��、��� �和人工

神经网络法�叭��� �� �� ��
�

�� �� ��
� ��

,

� �� �等化学计量学方法
,

在细菌
、

酵母或其他微生物 的判别
、

分类
、

鉴

定和大范围筛选中获得越来越广泛的应用
。

结论
�

畔�� 技术具有简便
、

快速
、

易操作的特点
,

结合化学计量

学处理
,

其研究领域不 断扩大
,

正在成为微生物研究中的一个重要的工具
。
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� �� � � 一 � � � � �� �� � �� � 一 � �  ! 一 � �

� 引言

红外光谱法早在 �� 世纪 �� 年代起就开始运用

于区分不同的微生物
。

随着现代干涉型红外光谱仪
、

傅立叶变换技术以及计算机的发展
,

这一研究领域又

有了新的进展
。

��� � 年
,

��� � �� �
等在 � �� � �� 杂

志〔‘�中指出傅立叶变换红外光谱法 ��� �� �� �� �� �� ��

��� �� � �� �

�� ! �� �� 
,

四� �具有判别
、

分类和鉴别微

生物的能力
。

这篇论文及其后续的相关文章〔�」成为

这一研究领域的经典参考文献
。

越来越多的研究者

开始用 几�� 技术研究微生物的性状特征
。

叮�� 技术以未损伤细胞的 �� �� 光谱的特殊指

纹区为基础
,

光谱反映的是整个细胞组成分子的振

动特征 〔’〕
,

也就是蛋白质
、

核酸等物质的特征
,

因此

可以区分生化信息上 的差别
。

目前大部分的研究对

象为细菌和酵母菌
,

少数为真菌和藻类
。

这些研究

通常依据微生物分类学上的类别
,

对菌株进行判别

或鉴别
。

也有依据细菌的革兰阴性或阳性
、

对抗生

素的敏感程度等进行菌株的判别研究
。

不同微生物

在光谱上的差别通常无法用肉眼识别
,

需要提取特

殊信息
,

采用统计学处理
,

并结合不同的化学计量学

方法 �� �
。

� 光谱采集

该研究中应用最普遍的是 碑�� 透射技术
,

即

将样品涂在 ���
�
窗片上

,

其它如漫反射
、

镜面反射

和衰减全反射技术等研究较少
。

显微红外光谱技

术
,

可以采用透射方式
,

也可以直接采集琼脂板上菌

落的原位光谱〔’〕
。

吸收光谱常用的分辨率为 � ��
一 ‘

到 �� �
一 ’,

一般同一菌株多次采样
,

以验证光谱的重

现性
,

在必要时计算平均光谱
。

然后对光谱进行下

列处理
� � 基线校正

,

以避免基线偏移导致的光谱差

异
。

� 归一化
,

以消除样品量不同带来的光谱差异
,

一般按最强吸收带 � 酞胺 � 带
,

�� �� � �
一‘� 进行归一

化处理
,

或者在给定光谱区域里归一化至相同强度
。

� 求一阶
、

二阶导数光谱
,

以减小基线变异
,

增强分

辨率
。

求算一阶导数可以得到最好的结果
。

� 统计方法

根据研究目的不同可 以采用两种统计方法
�
无

监督型法和监督型法
。

�
�

� 无监督型法

指在微生物确切分类未知的情况下对光谱数据

进行表述的方法
。

运用主成分分析 � ��� �可以在不
降低光谱差异的前提下

,

减少数据维数 �“了。 而后将

每一条光谱与其它光谱进行比较
,

将相同光谱归类
,

绘出散点图
,

每一散点代表一条光谱
。

也可 以采用

分级聚类分析 � � �� �
,

用光谱间的距离作为判定依

据
。

常用的距离为皮尔森积矩相关系数和欧氏距

离 �算法一 般为 � �� 
’ � 和 � ����

,

算法不同
,

得到

的光谱簇间距离也不同
。

无监督方法通常用来揭示微生物光谱的相似

性
�

相同的属
、

种以及对一种抗生素的耐药或敏感

性
。

另外
,

计算未知光谱和模型中光谱的距离
,

或者

将未知光谱并人模型重新聚类分析
,

也可 以对未知

光谱进行鉴别
。

�
�

� 监督型法

即每一条光谱对应微生物的类别是已知的
,

然

后将已知类别性质数据与光谱数据一起进行量化运
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算
。

这里运用的方法常为判别函数分析 ���  ! ��  �
一

可以得到较好的结果
。

通过 �� � 或者 � � 等监督

�� 爪 �� �� ����  � �� �� ��
,

�以 �
,

判别分析���  ! �� � ��� �� 型法得到的判别和鉴定结果 比无监督型法得到的结
� � ������

,

� � �
,

标 准差分析 �
� � � � � �� �� � � �� � �� � � ���

一

果更具有可 比性
。

� �� 比 �� �
、

� �  等方法更具

���
,

��  �等
。

它们的 目的是形成数据的加权线性 有优越性
,

�� �� �� �� � 等人 � ” �运用 � � � 分开了两个不

组合
,

使得同类微生物之间的光谱变异降到最小
,

同 同菌种的念珠菌
。

时放大不同类微生物之间的光谱差异
。

例如
,

采用 � 其他研究领域

马氏距离得到的类别间的距离
,

就可 以对光谱进行 叮�� 结合化学计量学同样也是判断革兰阳性

很好的分类
。

该方法的有效性可以通过比较类别内 和阴性细菌的简单途径
。

运用 � �� 得到的树状分

� 间的距离来论证
,

不同类别之间的距离必定比类别 支图可以清楚的区分革兰阴性和 阳性菌种
。

�� ��

内部的距离更为明显
。

也可以用另一种方法检验鉴 和 ��� � �� 将属于 �� 个菌属的 �� 种菌进行了分类
,

别方法的有效性
�
在样品足量的情况下上

,

将其分为 用主成分回归分析预测 了细菌的该性状
。

两组
,

一为训练组
,

用来完成自我训练
,

另一为实验 ��� �� � ��
� � 等人 � ’‘〕根据菌株对于抗生素的敏

组
,

用来论证方法的有效性
。

如果微生物光谱数据 感或耐药性
,

运用 �� 判别了对亚胺培南敏感和耐

太少
,

则可以将每一个观察数据从数据组内依次取 受的铜绿假单胞菌菌株
。

与传统的分析方法相比
,

出
,

用剩下的数据组校准取出的数据
,

即内部交叉验 �� �� 在分析未知样品特征性状时更为快速
,

可以对

证
。

鉴别的正确率可以判断方法的可靠性
。

菌株进行快速筛选
。

但是
,

耐受和敏感菌株之间的

上述方法首先被用在判别不同的菌株或者是同 差异要比不同菌种间的差异小得多
,

因而对它们之

一菌种的不同的菌株群 �其次
,

作为预测 的方法
,

可 间进行区分鉴定就需要寻找更为特征的光谱区域
,

以根据光谱间的马氏距离最小的原则
,

将一条新 的 所用的化学计量学的方法也更为复杂
。

光谱划分到某个光谱 �菌株 �群中
。

� 最近临法 �� � ! ��� �
等人 �’�口研究同菌种的临床隔离株

,

进
一 � �  �� � � � � ���� � �

,

� � � ��
� 〕和较现代的 � � � �

� �也可 行方法间的对比
,

发现由畔�� 和 � �� 得到的分类

以用来对新的未知样品进行分类
。

情况与 � � � 片段的脉冲场凝胶电泳 ��� ��� �
一

�� ��

� 分类与鉴别 � � � ��� � ��� � �� �� � �� ��� � �或者多位点酶电泳��
� ���

�

在无监督型法中
,

最为常用的是 � ��
,

通常用 �� � � � � � � �� � � �� � ��� � �� �� � �� �� � �得到的结果具有

来估计光谱之间的相似性
,

选择合适算法并描绘树 很好的相关性
。

与 �� ! 相比
,

�� �� 的优势在于快

状分支图对微生物进行判定
。

不同算法得到的结果 速
、

重演
。

��� � �� �� �� 等人 �’� �依据标准化步骤
,

连

偶尔会有不同
,

但对于只提供一个菌株进行判别的 续 � 年用 �’� �� 鉴别重复从病人体内分离得到同样

细菌
,

菌种间的区分一般是成功 的
。

例如
,

� �� � 对 的酵母菌株
,

推动了该项研究的临床应用
。

陆峰等

放线菌的 16 株菌株进行分类
,

结果与其实际种或属 人〔‘9了考察了不同菌种菌株之间
,

敏感型
、

耐药型菌

是一致的图 ;B as te rt 将 3 个菌种的 27 株真菌归类为 之间以及不同耐药类型
、

程度的菌株之间的红外光

三簇光谱
,

其结果同样较好
L10)

。

谱差异
,

采用聚类分析
,

快速鉴别了新型隐球菌和白

但是
,

根据分类将不同菌株归类形成光谱簇以 念珠菌
,

白念珠菌的敏感株和耐药株
,

有助于临床对

表征菌种或者菌属
,

结果并非总令人满意
。

J oh

s

en 细菌进行快速鉴别
。

和 Nielsen上川
,

以及 K
um m ed。 等人[

’2 」
,

在研究过程 另外
,

S
e

h
u s t e r

等人[20」用皿n技术监测微生物
中发现分类结果与实际情况之间存在一定差异

。

培养过程中的生理性状
,

有可能根据培养中不同时

Ti m m in ,
等人〔”〕在判别 29 株念珠菌分离株时

,

有两 期光谱信号
,

判别微生物的生物活性
。

株误判
。

如果未知菌株或菌种的光谱包含在光谱数 6 结论

据库里[
”〕

,

那么鉴别未知样品成功的百分率较高
。

FT IR 在判定鉴别微生物方面的地位越来越重

监督型法实际运用相对较少
。

Le fie

r

等「’4 〕运用 要
。

只要提供细胞生长的标准条件和规范统一的样

cv A 分开了 7 种李斯特杆菌和 5 种不同血清型的 品前处理
,

该方法的重演性将会更好
。

单核细胞增多型李斯特杆菌
,

并对乳酸乳球菌的两 与细菌生物分型或者基因组分析这些繁琐的方

个亚种进行判别
,

使得在生产过程中有可能对乳酪 法相比
,

F T I R 技术结合化学计量学在微生物定性上

的菌丛进行评估
。

运用无监督型法中的 PC A 将光 的主要优势在于简便
、

快速
、

易操作
,

有助于临床对

谱数据降维后再结合 D A 方法
,

在细菌判别上 同样 微生物进行快速的鉴别分类
,

寻找合适的抗菌药物
。



目前国内该项工作刚刚起步
,

研究较少
,

有待于更为

深人的研究
。

F T 】R 技术正逐渐成为微生物研究中

的一个重要工具
。
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自乳化获术油软胶囊中获术油的含量测定研究
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摘要 目的
:
建立 自乳化获术油软胶囊中羲术油含量测定方法

。

方法
:
采用可见光分光光度法

,

将胶囊中内

容物用无水 乙醉稀释后
,

采用香草醛硫酸溶液显色
,

于 (520
士
2 )

n m 检测
,

侧定其吸收度
。

结果
:
羲术醇浓度

在 4。
一
32 0 林g

·

m
l

一 ’

范围内
,

线性关系良好(
: 二 0

.
9 9 79 )

,

回收率 %
.
59 % 沂SD 为 1

.
03 %

。

结论
:
本方法准

确
,

可靠
,

适合用于 自乳化羲术油软胶囊制剂的含量测定
。

关键词 分光光度法
;
羲术油

; 自乳化软胶囊


