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摘  要: 【目的】应用傅立叶变换红外光谱(Fourier transform infrared spectroscopy, FT-IR)

技术对两株不同来源的大肠杆菌进行鉴别。【方法】用 FT-IR 技术对两株不同来源的大

肠杆菌进行指纹图谱数据采集, 用化学计量学分析方法对光谱进行分析。【结果】建立了

基于主成分分析(Principal component analysis, PCA)和分级聚类分析(Hierarchical cluster 

analysis, HCA)两种聚类分析模型, 均可将两株大肠杆菌进行成功区分。【结论】傅立叶

变换红外光谱分析方法简便、快速、易操作, 结果重现性好, 可用于区分不同来源的同种

细菌。 
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Abstract: [Objective] To differentiate two strains of Escherichia coli from different sources 
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by fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR). [Methods] FT-IR fingerprint absorption 
spectra of two strains of E. coli from different sources were collected and analyzed by chemom-
etric methods. [Results] Two cluster models of principal component analysis (PCA) and hier-
archical cluster analysis (HCA) were established and could differentiate well the two strains of 
E. coli. [Conclusion] As a rapid, easy-to-use and accurate technique, FT-IR spectroscopy can 
be used to differentiate microorganisms at the strain level from different sources. 

Keywords: Fourier transform infrared spectroscopy, Escherichia coli, Strain, Differentiation 

傅里叶变换红外光谱(Fourier transform in-

frared spectroscopy, FT-IR)技术用于微生物学研

究最早可追溯到 20 世纪 50 年代[1−2]。但直到 1988

年 Naumann 等[3]才将此技术作为一种有效的工具

用于鉴定不同的微生物。1991 年, 他在 Nature 杂

志[4]中指出 FT-IR 技术可以对微生物进行判别、

分类和鉴定。此后, 随着红外光谱技术、计算机

技术、化学计量学等的发展, FT-IR 技术在微生物

分类、鉴定中的应用越来越广泛, 越来越深入。 

傅立叶变换红外光谱是指对干涉后的红外光

谱进行傅里叶变换而得到的光谱。FT-IR 技术通

过读取微生物菌体细胞壁、细胞膜及细胞内包括

肽聚糖、脂多糖、磷脂双分子层、蛋白质、水、

脂肪、多糖以及核酸等所有组成成分的化学键的

振动情况, 提供整个微生物菌体生化组成成分的

光谱定量信息[5]。以微生物菌体分子基团特征的

FT-IR 指纹图谱为基础, 实现对微生物的分类、鉴

定[4,6−9]。与传统微生物分类鉴定方法相比, FT-IR

技术的优势在于: (1) 缩短鉴定时间。FT-IR 技术

以目标细菌的单克隆培养物为光谱采集对象, 在

几分钟或十几分钟内即可给出结果, 无需进行大

量费时繁琐的生化试验, 较传统生化方法至少节

省几天甚至十几天的时间。(2) 操作简单, 适应范

围广。FT-IR 技术样品制备非常简单, 只需将细菌

培养物离心洗涤后置于窗片即可读取数据。方法

适应于所有可培养的微生物。(3) 节约成本。

FT-IR 技术可大大节约传统生化方法中的试剂耗

材成本。(4) 分辨率高。FT-IR 技术以微生物菌体

的分子基团特征的振动吸收谱带为判定依据, 能

敏锐地探测分子基团及其周围环境的变化, 整个

判定过程完全靠仪器和化学计量学运算, 排除了

主观误判的可能性, 因此分辨率和精确度较传统

生化方法都有大大提高。 

目前, 关于 FT-IR 技术用于微生物分类鉴定

的报道越来越多[10−13]。在分类水平上, FT-IR 技术

可实现微生物在属或种, 甚至亚种水平上的分

类。Wenning M.等[14]应用 FT-IR 技术在属和种水

平上对乳酸菌进行了分类。Rebuffo-Scheer 等[15]

对放线菌在种和亚种水平进行了分类。Davis R.

等[16]对李斯特杆菌在亚种和不同血清型水平上

进行了区分。目前大部分的研究对象为细菌、酵

母菌、真菌和藻类。不同微生物在光谱上的差别

无法用肉眼分辨, 需要运用统计学处理方法, 并

结合不同的化学计量学方法。本研究以两株不同

来源的大肠杆菌为研究对象, 应用 FT-IR 技术采

集指纹图谱, 结合化学计量学运算, 旨在捕捉两

株菌在光谱上的细微差别, 探讨 FT-IR 技术对两

株不同株型(Strain)大肠杆菌鉴别情况, 为 FT-IR

技术对细菌的鉴别能力提供更多实验证明。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 
1.1.1  菌种: 大肠杆菌 44102 和 44113 均来自作

者单位菌种库, 从−70 °C 接种到营养肉汤中, 37 °C
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培养 18−24 h, 备用。 

两株菌在大肠杆菌选择型平板 EMB 上的菌

落特征有明显不同: 菌株 44102 的菌落特征为边

缘欠整齐, 直径 2 mm−3 mm, 菌落扁平, 具黑色

中心, 外周有金属光泽但不够明亮; 菌株 44113

的菌落特征为圆形光滑, 直径 1 mm−2 mm, 菌落

扁平, 边缘整齐, 菌落具有黑色中心, 外周有明

亮的金属光泽。44102 较 44113 相比, 菌落稍大, 

金属光泽区域更大, 但不够明亮, 可能是由两株

菌的某种代谢物质不同所致。但生化特征“IMViC 

(靛基质、甲基红、VP 试验、柠檬酸盐)”均为“+、

+、−、−”, 为典型大肠杆菌。 

1.1.2  试剂: 超纯水, Millipore 仪器 Milli Q 生产, 

电阻 18.2 MΩ; 0.9%生理盐水; 无水乙醇, 分析纯

级别; 伊红美兰平板(EMB), 营养肉汤, 购自北

京陆桥生物科技有限公司, 按说明书配置。 

1.2  设备与材料 
ZnSe 窗片, 透过波长是 7 800−440 cm−1, 透

过率大于 68%, 直径 25 mm, 厚度 2 mm; 核酸蛋

白分析仪, Bio-Rad 公司; CR22G III 离心机, 日本

日立公司; 36 °C±1 °C 恒温恒湿培养箱和 45 °C 干

燥箱, 3M 公司; VERTEX 70 型傅立叶变换红外光

谱仪, 德国布鲁克公司。 

1.3  方法 
1.3.1  FT-IR 技术对两株大肠杆菌的分类鉴定: 
(1) 样品制备 

用无菌接种环挑取两株大肠杆菌 44102 和

44113 活化肉汤培养物各一环, 分别划线接种于

EMB 平板, 36 °C±1 °C 培养 18−24 h 后, 用无菌接

种环从 EMB 平板上挑取大肠杆菌典型菌落, 接种

于盛有 15 mL 营养肉汤的大试管中, 36 °C±1 °C 培

养 18−24 h, 用核酸蛋白分析仪测定并记录菌液

浓度。 

吸取 44102 和 44113 肉汤培养物各 1 mL 于

1.5 mL 离心管中, 5 000× g 离心 5 min, 吸弃上清, 

加入 1 mL 无菌生理盐水悬浮洗涤, 5 000× g 离心

5 min, 再加入 1 mL 超纯水悬浮洗涤, 5 000× g 离

心 5 min, 超纯水重复洗涤 2 次。最后用 50 μL 纯

水悬浮混匀, 用微量移液器分别吸取 10 μL 细菌

悬液于 ZnSe 窗片中心位置, 45 °C 烘干至无水分

的干燥菌斑。 

(2) 光谱采集 

将载有样品的 ZnSe 窗片置于 VERTEX70 型

傅立叶变换红外光谱仪上进行光谱采集, 模式为

透过率模式(采用气氛补偿功能去除环境大气中

的水蒸气和 CO2 的吸收光谱干扰)。实验参数为: 

波段范围 4 000−600 cm−1 [17−20], 光谱分辨率 4 cm−1, 

64 次光谱累计求平均[17]。 

(3) 光谱处理及数据分析 

每种菌至少做 10 次试验, 每次做 3 个重复, 
取平均。 

利用 OPUS 6.5 软件(VERTEX70 自带的扫描

分析软件), 对光谱依次进行如下处理: 透过率-

吸光度转化、基线校正(消除基线漂移)、矢量归

一化。最后将处理后的光谱数据转化为 DPT 数据

点格式, 进而转化为 Excel 数据格式。 

将上述处理后的各菌 1 100−1 490 cm−1 波数

范围光谱数据分别导入 Matlab 6.5 和 Statistica 6.0

软件, 分别进行主成分分析(Principal component 

analysis, PCA)和分级聚类分析(Hierarchical clus-

ter analysis, HCA), 得到 E. coli 44102 和 44113 

两种菌光谱的主成分聚类分布图和树状聚类分

布图。 

2  结果 

2.1  细菌浓度 
两株 E. coli 的 OD600及浓度见表 1。36 °C±1 °C

静置培养 18−24 h 后, 两种菌的浓度基本一致。 

2.2  光谱采集 
对采集并处理后的两株菌的光谱取平均, 得 
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表 1  细菌 OD600和浓度 

Table 1  OD600 and concentration of E. coli  
44102 and 44113 

Bacteria OD600 
Concentration 

(CFU/mL) 
E. coli 44102 0.86 4.3×108 

E. coli 44113 0.81 4.1×108 
 

 
图 1  E. coli 44102 和 44113 平均光谱 
Fig. 1  Average FT-IR spectra of E. coli 44102 and 
44113 
 
到各菌的平均光谱, 见图 1。光谱经基线校正、矢

量归一化后, 光谱间的差异仍然难以用肉眼区分。 

2.3  数据分析 
2.3.1  主成分分析(PCA): 对 E. coli 44102 和

44113 两株菌的光谱数据进行 PCA 分析, 分别以

主成分 1 (PC1)和主成分 2 (PC2)作为聚类依据, 

以主成分 2 (PC2)和主成分 3 (PC3)作为聚类依据, 

得到两种主成分聚类分布图, 见图 2。由图 2 可

知, 两种 PCA 分析方法均可以将两株 E. coli 进行

较好聚类。PC1、PC2 和 PC3 分别占有光谱总变

异性的百分比为 72.2%、10.7%和 6.1%, 说明

PC1、PC2 和 PC3 三个主成分代表了样品中绝大

多数的信息, 采用“PC1+PC2”和“PC2+PC3”建立

的两种聚类分析模型是具有代表性的, 3 个主成

分 PC1、PC2、PC3 权重见图 3, 权重较大的波段 

 

图 2  E. coli 44102 和 44113 PCA 聚类分布图 
Fig. 2  PCA cluster results of FT-IR spectra of E. coli 
44102 and 44113 

 

 

图 3  PC1、PC2 和 PC3 权重图 
Fig. 3  Loading plot of PC1, PC2 and PC3 obtained 
from PCA analysis of FT-IR spectra of E. coli 44102 and 
44113 
 
对定量分析模型的贡献也较大。 

2.3.2  分级聚类分析(HCA): 对 E. coli 44102 和

44113 两种菌的光谱数据进行 HCA 分析, 利用皮

尔森积矩相关系数(Ward’s method, Pearson r), 用

光谱间的距离作为判定依据, 得到树状聚类分布

图, 见图 4。由图 4 可知, HCA 分析可以将两株

E. coli 进行较好聚类。 
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图 4  E. coli 44102 和 44113 HCA 聚类树状图 
Fig. 4  HCA cluster results of FT-IR spectra of E. coli 
44102 and 44113 
 

3  讨论 

分子中的原子处于不断的振动当中, 振动频率

落在红外线频率范围之内(300−4 000 cm−1)。振动

的模式由分子中原子的数量和化学键构成所决

定。对于多原子分子, 由于多个化学键的存在, 

存在多个振动模式, 因此在红外吸收光谱上将出

现多个红外吸收频带。对于不同原子组成的分子

或是含有不同分子组成的有机体, 其化学键的振

动模式就会有差别, 在红外吸收光谱上的吸收频

带就会有差异。FT-IR 技术通过读取微生物所有

组成成分的化学键的振动情况, 提供整个微生物

菌体生化组成成分的光谱定量信息。以微生物菌

体分子基团特征的 FT-IR 指纹图谱为基础, 实现

对微生物的分类、鉴定。因此, 理论上, 只要微

生 物 间 组成 成 分 存在 差 别 , 并 且 这 种 差别 被

FT-IR 技术识别到, 微生物就能被较好区分。 

3.1  光谱采集和光谱处理 
细菌的 FT-IR 光谱具有很强的指纹特征, 细

菌菌体间的细微差别可能就会被光谱捕捉到, 通

过合适的化学计量学运算便可将其进行较好分

类。细菌特征指纹图谱区域包含在 4 000−600 cm−1

波数范围内[17−20], 不同细菌所对应的特征指纹图

谱区域不同。因此在对细菌进行鉴别时, 寻找能

区分细菌的特征指纹图谱区域至关重要。目前常

用 于 区 分 微 生 物 的 指 纹 图 谱 区 域 主 要 有

1 200−900 cm−1 (多糖吸收区域)、1 500−1 200 cm−1 

(混合吸收区域, 包括蛋白质、脂肪酸、磷酸化合

物等)、1 800−1 500 cm−1 (蛋白质和肽段的酰胺

吸收区域)[17,21]。本研究首先采集两株 E. coli 

4 000−600 cm−1 波数红外光谱, 经过反复试验, 

最终选择 1 100−1 490 cm−1 波数范围光谱用于区

分两株 E. coli, 数据分析证明此范围光谱能成功

区分两株 E. coli。 

光谱的预处理对于细菌的成功区分也非常重

要。基线校正可以消除基线漂移的影响; 归一化

处理可以消除样品量不同带来的光谱差异, 一般

按最强吸收带(酰胺 I 带, 1 640 cm−1)进行归一化

处理, 或者在给定光谱区域里归一化至相同程

度; 求一阶、二阶导数光谱, 以减少基线变异, 增

强分辨率[22]。对于原始光谱, 一般都需要进行基

线校正和归一化处理, 而求导数处理在区分亲缘

关系较近的细菌时往往能得到较好结果。本研究对

光谱进行基线校正和矢量归一化处理后, 便可通过

化学计量学分析实现对两株 E. coli 的成功区分。 

3.2  数据分析 
不同来源的同种细菌称为不同株型(Strain), 

其细菌典型的生物学特征相同, 但可能因为生长

环境不同, 致使某些代谢物质发生变化。E. coli 
44102 和 44113 均具备典型 E. coli 生化反应特征, 

但其菌落特征却不同, 很可能是两株菌的某种代

谢物质不同所致。传统生化方法难以区分两株

E. coli, 而 FT-IR 技术很可能就会捕捉到这种差

别, 作为对其分类的重要依据。这充分显示出了

FT-IR 在微生物鉴别中的巨大优势。但是, 鉴于

FT-IR 技术区分微生物的原理及其高灵敏性, 一

些影响微生物生长代谢的因素均可能会影响

FT-IR 对其的鉴别结果, 如培养时间、营养状况、
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培养基 pH、培养温度等; 另外, 样品的前处理也

可能会对结果产生较大影响。因此, 微生物生长

条件的标准化及规范统一的样品前处理是 FT-IR

技术成功区分微生物的关键。 

本研究采用 PCA 和 HCA 两种无监督型统计

方法对 E. coli 44102 和 44113 两株菌光谱进行分

析。PCA 可以在不降低光谱差异的前提下, 减少

数据维数[22]。本研究分别以 PC1 和 PC2、PC2 和

PC3 为 PCA 分析依据, 均能实现对两株 E. coli

的分类(图 2)。PCA 分析中的 Loading plot 可以突

出光谱中每个变量(波数)对于每个主成分的贡

献。如图 2 和图 3 所示, 在 1 100−1 490 cm−1 波数

范围内, PC1 和 PC2 占有光谱总变异性的百分比

为 82.9% (72.2%和 10.7%), PC2 和 PC3 占光谱总

变异性的百分比为 16.8% (10.7%和 6.1%), 说明

在 1 100−1 490 cm−1 波数范围内光谱的变量为反

映总的光谱变量的主要因素。然而主成分往往有

多种, 因此在 PCA 分析时, 主成分的选择和组合

对于成功进行分类鉴定非常重要。 

在无监督型法中, 最为常用的是 HCA, 通常

用来估计光谱之间的相似性, 选择合适算法并描

绘树状分支图对微生物进行判定。HCA 用光谱间

的距离作为判定依据, 光谱间的距离可反映细菌

亲缘关系的远近, 因此 HCA 可以实现对细菌和

真菌、不同种属、革兰氏阴性和阳性菌等不同分

类范围微生物的鉴别[15,17,21]。常用的距离为皮尔

森积矩系数和欧式距离。本研究利用皮尔森积矩

系数成功实现了两株 E. coli 的区分(图 4)。 

由此可见, 应用傅立叶变换红外光谱技术可

以对两株不同来源的 E. coli 在光谱上的细微差别

进行有效鉴别, 而光谱的细微差别反映出两株细

菌在成分上的细微不同。这为 FT-IR 技术用于细

菌在株(Strain)水平上的鉴别能力提供了有力证

据, 也说明 FT-IR 技术结合化学计量学运算在细

菌鉴别中的巨大优势, 将成为细菌分类鉴定的一

个重要工具。 
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