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基于近红外光谱技术的醋醅中常见杆菌快速识别
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摘要：醋醅中微生物群落及其代谢产物是镇江香醋独特口感和风味形成的关键因素。研究醋醅微生物的快速识别

方法，有利于监控醋醅微生物的群落组成及其动态变化情况，保障发酵产品品质。利用近红外光谱技术对醋醅中

５种形态相似的常见杆菌进行快速检测。首先采集 ５种杆菌菌落的近红外光谱信息，并利用 ＰＣＲ方法对 ５种杆菌

进行生物学鉴别（分别为地衣芽孢杆菌、短小芽孢杆菌、嗜酸乳杆菌、枯草芽孢杆菌和醋酸杆菌），然后利用 Ｋ最近

邻法和最小二乘支持向量机法建立 ５种杆菌的近红外光谱识别模型，结果表明当主成分为 ４时，ＬＳ ＳＶＭ模型对

应的校正集识别率为 １００％，预测集识别率为 ９７５０％。
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　　引言

镇江香醋采用传统的固态发酵工艺，发酵过程

中微生物产生的各类代谢产物赋予了镇江香醋独特

的口感和风味
［１］
。相关研究表明，醋酸菌、乳酸菌

等有益微生物代谢产生的有机酸、游离氨基酸等是

香醋的重要风味成分
［２－３］

。此外，为了保证发酵醋

醅与外界环境顺利进行传热传质，固态发酵多采用

开放式的生产方式，但外源性有害微生物对发酵醋

醅的入侵有可能造成成品醋发生返浑、生成沉淀等

现象
［４］
，影响产品的质量与品牌形象。因此，对醋

醅中微生物进行快速检测，有利于监控发酵过程中

微生物种群结构，保障发酵产品的质量。

常用微生物检测方法有形态学鉴别法、生理生

化鉴别法和分子生物学鉴别法等
［５－１１］

。形态鉴别

法常采用肉眼观察、显微镜观察、染色法等方法观察

培养特征、细胞形态及染色特性等特征
［５－６］

，生理生

化鉴别法根据微生物的生理生化特性进行检测，包

括一些理化特性和血清学鉴定程序
［７－８］

。以上 ２种
方法操作过程繁琐、耗时耗力、鉴定结果准确率低，

且鉴别的菌株种类有限。分子生物学鉴别法是从

ＤＮＡ水平上对微生物进行鉴别，尤其是聚合酶链式
反应（ＰＣＲ）技术和核酸测序技术的不断完善，使用
于微生物鉴别的分子生物学技术得到广泛认可。但

该方法操作复杂，耗时长，试剂昂贵，需要专业的技

术人员
［９－１１］

。

图 １　５种菌株的菌落培养形态

Ｆｉｇ．１　Ｆｏｒｍｏｆｆｉｖｅｂａｃｉｌｌｉｃｏｌｏｎｉｅｓ

近红外光谱法具有快速、无损、非接触等优势，

已被广泛用于食品、农产品品质的定性、定量检

测
［１２］
。由于微生物附着于待测样品中且个体极其

微小，与待测样品相比几乎可以忽略不计，难以采用

近红外光谱技术直接检测待测样品中的微生物。因

此，与近红外光谱检测微生物的相关研究往往需要

对菌体进行富集，如将菌体干燥并研磨成粉末
［１３］
、

从菌体中分离特定的待测成分（细胞壁、细胞质

等）
［１４］
、或者将菌体扩大培养得到单菌种的菌悬

液
［１５－１６］

。由于上述菌体富集的操作复杂、耗时长，

极大地限制了近红外光谱法快速、无损的检测优势。

菌落的形成是某种微生物的单一活菌株在培养

基中不断自我繁殖、自我复制的过程，它是由同种的

大量活菌株汇聚而成
［１７］
。鉴于特定种类的单一活

菌株是菌落的基本组成单元，本文提出利用菌落的

近红外光谱信息鉴别菌株类别的研究思路。该方法

直接采集５种醋醅杆菌对应菌落的光谱信息，利用
ＰＣＲ方法对５种杆菌进行精确鉴别后，将近红外光
谱结合 ＫＮＮ和 ＬＳ ＳＶＭ对 ５种菌株建立识别模
型，以期望得到一种醋醅杆菌的快速、准确鉴别方

法。

１　材料与方法

１１　常见杆菌的筛选
１１１　醋醅样品采集

试验醋醅采自镇江市恒顺香醋股份有限公司的

醋醅发酵车间，取固态发酵第 ８天醋醅的中层样
（温度较高，微生物生长代谢旺盛）为菌株的来源。

醋醅样品采集后，以冰盒低温保存。为了尽量保证

醋醅中微生物种类不发生较大变化，样品取回后立

即进行醋醅微生物分离纯化培养。

１１２　菌株分离与纯化
将１０ｇ醋醅装入混有玻璃珠和９０ｍＬ无菌生理

盐水（０８５％）的 ５００ｍＬ三角瓶中，１１５ｒ／ｍｉｎ振荡
２０ｍｉｎ后静置，用无菌生理盐水以 １０－２、１０－３、１０－４

梯度稀释涂布于培养基平板，每个稀释度做 ３个重
复，利用普通培养基在 ３７℃培养箱中培养 ３～５ｄ。
挑选生长快、分布密度大的单菌落，无菌生理盐水稀

释后重复培养直至单种菌株形成。并将菌株接种于

保藏培养基中，３７℃恒温培养 ４８ｈ，４℃冰箱中保藏
备用。筛选 ５种生长形态相似的菌株为待鉴别菌
株，５种菌株培养平板如图１所示。

分离培养基：葡萄糖质量浓度００１ｇ／ｍＬ，蛋白胨
质量浓度 ００１ｇ／ｍＬ，酵母粉质量浓度 ０００５ｇ／ｍＬ，
ＮａＣｌ质量浓度０００３ｇ／ｍＬ，琼脂质量浓度００２ｇ／ｍＬ，
ｐＨ值 ７０～７２，１２１℃ 灭菌 ２０ｍｉｎ。用前加入
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００５ｍＬ／ｍＬ无水乙醇。
保藏培养基：葡萄糖质量浓度 ００１ｇ／ｍＬ，酵母

粉质量浓度 ００１ｇ／ｍＬ，琼脂质量浓度 ００２ｇ／ｍＬ，
甘油质量浓度００２５ｇ／ｍＬ，１２１℃灭菌２０ｍｉｎ。
１１３　基于 ＰＣＲ技术的目标菌株鉴定

采用 聚 合 酶 链 反 应 技 术 （Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎ
ｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）对筛选的菌株进行 １６ＳｒＲＮＡ扩增测
定。挑取培养 １８～２４ｈ的单菌落用无菌 ｄｄＨ２Ｏ制
成菌悬液，１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃去上清液，加
入１００μＬｄｄＨ２Ｏ，制得模板 ＤＮＡ，采用通用引物
Ｐ０～Ｐ６（Ｐ０：５′ＧＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＣＡＧ３′，Ｐ６：
５′ＣＴＡＣＧＧＣＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡ３′）扩 增 菌 株 的

１６ＳｒＲＮＡ基因。以 ＴｅｍｐｌａｔｅＤＮＡ１μＬ、ＴａｑＤＮＡ聚
合酶（５Ｕ／μＬ）０５μＬ、１０×ｂｕｆｆｅｒ（Ｍｇ２＋）２５μＬ、
ｄＮＴＰｓ（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）２０μＬ、Ｐ０（２０μｍｏｌ／Ｌ）１０μＬ、
Ｐ６（１２５μｍｏｌ／Ｌ）１０μＬ和 ｄｄＨ２Ｏ２５μＬ为 ＰＣＲ反
应体系；９４℃预变性２ｍｉｎ，然后９４℃变性４５ｓ、５６℃
退火４５ｓ、７２℃延伸 ９０ｓ，３０ｓ完成 ３０个循环；ＰＣＲ
产物用 １０％ 琼脂糖凝胶电泳进行检验，电压
１２０Ｖ，电泳时间 ２０ｍｉｎ；利用凝胶成像系统拍摄记
录电泳图谱；最后将 ＰＣＲ扩增产物送生工（上海）股
份有限公司进行测序，将所测序列与数据库已知序

列进行比对
［１６］
。筛选的 ５种菌株鉴定结果如表 １

所示。

表 １　筛选的 ５种常见杆菌

Ｔａｂ．１　Ｆｉｖｅｓｅｌｅｃｔｅｄｃｏｍｍｏｎｂａｃｉｌｌｉ

具有最高同源性的微生物 中文名 ＮＣＢＩ登录号 相似性／％

Ｂａｃｌｉｃｕｓｌｉｎｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓ 地衣芽孢杆菌 ＡＢ０３９３２８ ９９

Ｂａｃｉｌｌｕｓｐｕｍｉｌｕｓ 短小芽孢杆菌 ＥＵ３７３３８１ ９９

Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓａｃｉｄｏｐｈｉｌｕｓ 嗜酸乳杆菌 ＨＭ５９８６８４ ９９

Ａｃｅｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｂａｌｃｈ 醋酸杆菌 ＥＵ１２６６６０ ９９

Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ 枯草芽孢杆菌 ＡＢ２０１１２０ ９９

图 ２　５种杆菌的平均近红外光谱和经 ＳＮＶＴ预处理的近红外光谱

Ｆｉｇ．２　ＡｖｅｒａｇｅｓｐｅｃｔｒａａｎｄｓｐｅｃｔｒａｐｒｅｔｒｅａｔｅｄｂｙＳＮＶＴｏｆｆｉｖｅｂａｃｉｌｌｉ

　　朱其瀚等［４，１６］
研究表明镇江香醋发酵过程中乳

酸菌、醋酸菌和芽孢杆菌均属于醋醅中可以检出的

常见菌群。刘国红等
［１８－２３］

的研究表明 ５种杆菌细
胞形态都呈杆状或短杆状，人眼难以区分，尤其是

３种芽孢杆菌。根据芽孢杆菌经典分类法可知 ３种
芽孢杆菌都能在 ｐＨ值 ５７的环境中生长，且产生
乙酰甲基甲醇。地衣芽孢杆菌和枯草芽孢杆菌都能

水解淀粉，将硝酸盐还原到亚硝酸盐，短小芽孢杆菌

不水解淀粉，硝酸盐不还原到亚硝酸盐
［２３］
。而且

５种杆菌都能生成乙酸［４］
。因此，无论是从生长形

态还是基础的生理生化检测上都难以对５种杆菌进
行鉴别。

１２　菌落的近红外光谱采集
将在冰箱中保藏备用的待识别杆菌利用平板培

养法进行菌落培养。为保证实验数据的重现性，分

３批次进行菌落培养，每批次培养的条件保证一致。
在每批次培养过程中，１种杆菌培养 ８个培养皿，
５种杆菌对应 ４０个培养皿；３批次培养后可得 ５种
杆菌对应的１２０个培养皿。

光谱仪为 ＡｎｔａｒｉｓｎⅡ型傅里叶变换近红外光谱
仪（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司），采用漫反射积分球模
式采集５种常见杆菌菌落近红外光谱。检测器为
ＴＥ ＩｎＧａＡｓ，光谱采集范围 ４０００～１００００ｃｍ－１

，光

谱采集次数为 １６次，分辨率 ８ｃｍ－１
，波数间隔

３８５６ｃｍ－１
。采集时将培养皿倒置，将近红外光束

直接照射在菌落上。挑选菌落比较大且比较厚的菌

落进行采集，避免近红外光束照射到培养基或其他

杂质。采集培养皿中５个单独菌落的近红外光谱并
取平均值得到 １条原始光谱，以此方式采集得到
１２０个培养皿对应的１２０条光谱数据。
１３　光谱预处理

图２ａ为每种杆菌的平均光谱图（图中 Ｒ表示
近红外光的反射强度），由图 ２ａ可以看出每种杆菌
具有相同的趋势，而在相同的波长下又有不同的吸

收度。因此，可以通过近红外反射光谱信息进行菌

株的定性识别
［２４］
。

为了消除近红外光谱的高频随机噪声、基线漂

移、样本表面粗糙和光散射等带来的不良影响，首先

必须对原始光谱进行预处理。尝试使用标准正态变

量变换（ＳＮＶＴ）、Ｓａｖｉｔｚｋｙ Ｇｏｌａｙ多项式平滑、一阶
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导数以及二阶导数
［２５］
，经反复比较，发现使用 ＳＮＶＴ

的处理效果最佳。图 ２ｂ为经过该方法预处理后的
光谱。

１４　ＫＮＮ和 ＬＳ ＳＶＭ 模式识别的基本原理
Ｋ最近邻法（Ｋｎｅａｒｅｓｔｎｅｉｇｈｂｏｒｓ，ＫＮＮ）基本思

想是如果一个样本在特征空间中的 Ｋ个最相似（即
特征空间中最近邻）样本中大多数属于某一个类

别
［２６］
，则该样本也属于这个类别。最小二乘支持向

量机（Ｌｅａｓｔｓｑｕａｒｅｓｓｕｐｐｏｒｔｖｅｃｔｏｒｍａｃｈｉｎｅ）是在经典
ＳＶＭ的基础上改进的，能够进行线性和非线性的多
元建模

［２７］
。

２　结果与分析

２１　数据分析
２１１　主成分分析

本实验使用主成分分析对近红外光谱数据进行

压缩，使少数新变量代替原变量，并尽可能多地表征

原变量的数据特征而不丢失信息。经转换得到的新

变量是互不相关的，消除了众多信息中共存的、相互

重叠的部分。图３为５种菌的三维主成分得分图。

图 ４　ＫＮＮ模式识别的校正集和预测集

Ｆｉｇ．４　ＣａｌｉｂｒａｔｉｏｎａｎｄｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｆｏｒｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｆｉｖｅｂａｃｉｌｌｉｂａｓｅｄｏｎＫＮＮ

图 ３　三维主成分得分图

Ｆｉｇ．３　ＴｈｒｅｅｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｐｒｏｊｅｃｔｉｏｎｏｆＰＣＡｒｅｓｕｌｔ
　

短小芽孢杆菌、地衣芽孢杆菌和枯草芽孢杆菌

同属芽孢杆菌属，嗜酸乳杆菌属于乳杆菌属，都是革

兰氏阳性菌。醋酸杆菌属于醋酸杆菌属，是革兰氏

阴性菌。革兰氏阳性和阴性细菌的最大区别就是细

胞壁结构不同
［２７］
。如图 ３所示，１种革兰氏阴性菌

能够与４种革兰氏阳性菌良好地分开，而 ３种芽孢
杆菌有些却不能被区分开，尤其是地衣芽孢杆菌和

枯草芽孢杆菌交叉聚集在一起，３个枯草芽孢杆菌
样品被错分成短小芽孢杆菌，可能是因为它们的细

胞结构成分及分泌物相似。嗜酸乳杆菌和醋酸杆菌

有小部分聚集，可能是因为它们都能生成乙酸等物

质。还有可能就是前 ３个主成分并未反映全部信
息，同时样品的制备和光谱采集还需要进一步优化，

且还需要进一步利用模式识别方法建立模型进行分

类识别。

取前１０个主成分（累积方差贡献率大于 ９０％，
几乎代表了全部信息）为输入变量。本次实验共采

集１２０个近红外光谱，采用随机分组的方式将全部
数据分成 ８０个用作训练集样本，余下的 ４０个用作
预测集样本。

２１２　基于 ＫＮＮ常见杆菌的识别
取前１０个主成分所对应的光谱信息和１～９之

间不同的Ｋ值通过交互验证来建立ＫＮＮ模型，以预
测集识别率作为优化结果的评判标准。如图 ４ｂ所
示，当主成分数为４，Ｋ为３时，最佳预测集识别率为
８５００％，此后预测集识别率基本保持不变。当参数
Ｋ为３，主成分数为４，识别效果最优，训练集和预测
集识别率分别为８６２５％和８５００％。
２１３　基于 ＬＳ ＳＶＭ常见杆菌识别

采用交叉验证法与网格搜索法对参数进行寻优

计算，寻优过程由粗选和精选２个步骤组成：粗选格
点数１０×１０，搜索步长较大；精选格点数仍为 １０×
１０，在粗选基础上，以较小步长更加细致地搜索，以
定标集交互验证均方根误差（Ｒｏｏｔｍｅａｎｓｑｕａｒｅｅｒｒｏｒ
ｏｆｃｒｏｓｓｖａｌｉｄａｔｉｏｎ，ＲＭＳＥＣＶ）最小为指标，确定最优
的（γ，σ２）组合（γ表示正则化参数，σ表示基于
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ＲＢＦ核函数的参数）。设定 １０－２～１０２为参数的范
围进行网格搜索。将前 １个主成分到前 １０个主成
分数据分别作为输入变量，在最佳主成分下寻找最

优参数对。经处理得出最佳主成分数为 ４，最佳参
数对（γ，σ２）为（１９９７４，１５０１２）。

如图５所示，ＬＳ ＳＶＭ模型随着主成分数的增
加，训练集和预测集识别率均有所增加，当主成分数

为４时，校正集识别率为 １００％，预测集识别率达到
９７５０％，模型最优。说明前４个主成分已经包含了
大部分有关于菌株的信息。可见利用近红外光谱结

合 ＬＳ ＳＶＭ法对镇江香醋中常见杆菌进行识别是
可行的。

图 ５　基于 ＬＳ ＳＶＭ的各主成分的识别率

Ｆｉｇ．５　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆｅａｃｈｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔ

ｂａｓｅｄｏｎＬＳ ＳＶＭ
　
２２　２种模型的对比

如表２所示，ＬＳ ＳＶＭ模型识别率达 ９７５０％，
ＫＮＮ模型识别率达 ８５００％，由此可见近红外结合
ＬＳ ＳＶＭ法识别常见杆菌的效果较 ＫＮＮ好。由于
ＫＮＮ方法主要靠周围有限、邻近的样本，而不是靠
判别类域的方法来确定所属类别

［２６］
，因此对于不同

类域的菌种来说，ＫＮＮ方法较 ＬＳ ＳＶＭ方法更为
适合。例如 ＫＮＮ可以分开不同种属，如芽孢杆菌
属、醋酸杆菌属及乳杆菌属。但是对于同一种属的

　　

芽孢杆菌属，如地衣芽孢杆菌、短小芽孢杆菌和枯草

芽孢杆菌，ＫＮＮ具有明显的劣势。而 ＬＳ ＳＶＭ模
式识别除了进行线性分类外，支持向量机可以使用

所谓的核技巧，使输入的隐含层映射到高维特征空

间中有效地进行非线性分类。以较优核函数集以及

核函数参数为基础建立的模型有很好的识别效

果
［１４］
，故总体来说 ＬＳ ＳＶＭ对菌种的识别效果较

好，识别率可达到９７５０％。

表 ２　基于 ＫＮＮ和 ＬＳ ＳＶＭ 模式识别的识别率

Ｔａｂ．２　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｒａｔｅｓｂａｓｅｄｏｎＫＮＮａｎｄ

ＬＳ ＳＶＭ ｍｏｄｅｌｓ ％

模型
识别率

校正集 预测集

ＫＮＮ ８６２５ ８５００

ＬＳ ＳＶＭ １００ ９７５０

３　结束语

利用近红外光谱技术结合化学计量学方法，实

现了镇江香醋中常见杆菌的快速识别。首先采集

５种目标菌株的近红外光谱信息，并利用 ＰＣＲ技术
对５种目标菌株进行分子生物学鉴别，经鉴定分别
为地衣芽孢杆菌、短小芽孢杆菌、嗜酸乳杆菌、枯草

芽孢杆菌和醋酸杆菌。然后运用 ＫＮＮ法和 ＬＳ
ＳＶＭ法建立 ５种杆菌的快速识别模型。当主成分
为４时，ＫＮＮ模型对应的校正集识别率为 ８６２５％，
预测集识别率为 ８５００％；ＬＳ ＳＶＭ模型对应的校
正集识别率为１００％，预测集识别率为 ９７５０％。可
见 ＬＳ ＳＶＭ模型对镇江香醋中常见杆菌具有很好
的识别效果。结果表明近红外光谱技术可以快速、

准确、无损地识别镇江香醋常见杆菌，可实现快速、

准确监控镇江香醋微生物的群落组成及其动态变

化，缩短检测时间，提高生产效率。
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