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摘  要：【目的】探索一种无创、快速、可靠、经济地鉴定绿脓杆菌的新方法。【方法】利用光

声光谱技术分别对大肠杆菌、绿脓杆菌在 35 °C 下培养 24 h 后产生的挥发性代谢产物(Bacterial 

volatile compounds，BVCs)进行连续检测，获得各细菌挥发性气体的光声光谱图谱，并用“逆向

思维”的方法对其检测结果进行分析。【结果】利用光声光谱技术对绿脓杆菌、大肠杆菌的挥发

性代谢产物进行检测分析，发现绿脓杆菌产生了较高浓度的氰化氢(HCN)，而大肠杆菌并未检

测出 HCN，据此可以对绿脓杆菌进行初步鉴定。【结论】光声光谱技术为绿脓杆菌的鉴定提供

了一种简单、快速、经济的方法。为加速其在临床中的应用，提出了“三步走”方案：建立“大

数据”、完善“比对算法”、创建“自动检测-比对-校对-鉴定”系统。 
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Abstract: [Objective] To develop a noninvasive, rapid, reliable and cost-saving method for the 
identification of Pseudomonas aeruginosa. [Methods] Photoacoustic spectroscopy trace analyzer 
(PASTA) was adopted to analyze bacterial volatile compounds (VCs), the volatile metabolites of 
Pseudomonas aeruginosa and Escherichia coli. Both bacteria were cultured at 35 °C and 
measurements of VCs were performed at 24 h. After that the results were analyzed using the reverse 
thinking strategy. [Results] Volatile metabolites of Pseudomonas aeruginosa and Escherichia coli 
were analyzed by PASTA. A large amount of HCN was found in the VCs of Pseudomonas 
aeruginosa whereas none was detected in that of Escherichia coli. PASTA could be used for the 
identification of Pseudomonas aeruginosa. [Conclusion] Photoacoustic spectroscopy provided 
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simple, rapid and cost-saving detection and identification of Pseudomonas aeruginosa. 
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绿脓杆菌广泛分布于自然界和人的皮肤、呼吸

道及肠道中，是医院内感染常见的机会致病菌   

之一。绿脓杆菌感染多发生在大面积烧伤、创伤，

长期使用免疫抑制剂，全身情况差或有严重基础疾

病的患者。近年，其发病率逐年攀升，诊疗效果差，

致残率及病死率均较高，已成为一种难治的感染性

疾病。因此，实现对绿脓杆菌感染的早期诊断并进

行及时、有效的抗生素治疗，有着非常重要的意义。

然而，目前的相关诊断技术均存在一些问题，如影

像学检查敏感性差，咽拭子培养选择性低、培养周

期长，支气管肺泡灌洗有创损伤大，核酸及血清学

检测技术要求高、费用昂贵、标本获取困难等[1-5]。 

近期相关研究表明，绿脓杆菌是少数几种可以

产生 HCN的细菌之一(有文献报道，洋葱伯克氏菌

Burkholderia cepacia也能产生极低浓度的 HCN)[6]。

通过检测绿脓杆菌细菌挥发性代谢产物中的 HCN，

可作为与其它细菌的鉴定依据(其选择性为 68%，特

异性为 99%)[6-9]。此外，绿脓杆菌定殖的病人(如肺

囊性纤维化)呼出气中 HCN的浓度也显著高于正常

人 HCN的浓度[10-20]。 

光声光谱技术是一种理想的无背景噪声信号

技术。与传统光谱分析方法不同，光声光谱技术是

监测气体吸收光能后产生的热能中以声压形式表

现出来的那部分能量，属于绝对法测量，即使在弱

吸收的情况下，吸收能也可被微音器检测，因此具

有较高的灵敏度和良好的选择性[21]。从国际上看，

光声光谱法气体测量技术是目前最为先进的痕量

气体测量技术之一，基于光声光谱原理的气体分析

仪产品属于红外类气体分析仪中的高端产品。 

本研究中使用的光声光谱分析仪(Photoacoustic 

spectroscopy trace analyzer-1001，PASTA-1001)是由

中国航天科技集团某研究所针对载人航天器舱内

痕量气体检测需求进行研究开发的，具有小体积、

低功耗、高性能的优点。其基本测量原理是红外

激光通过光声池，待测气体吸收光能量后产生脉

冲压力波，即声信号。硅 MEMS悬臂梁光学微音

器检测声压的微小变化，其声压信号的幅度与待

测气体浓度成正比[21]。 

本文使用光声光谱分析仪(PASTA-1001)检测

肺部感染性疾病中两种常见致病菌(大肠杆菌和绿

脓杆菌)的挥发性代谢产物，获得他们的光声光谱图

谱。通过分析其图谱的差异来初步鉴定细菌。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料及仪器 

1.1.1  实验菌株：大肠杆菌 ATCC25922标准菌株、

绿脓杆菌 ATCC27853 标准菌株，均由武警总医院

检验科微生物室提供，两者均为革兰氏阴性杆菌，

大肠杆菌为兼性厌氧，绿脓杆菌为需氧菌。 

1.1.2  实验仪器：光声光谱分析仪(PASTA-1001)，

中国航天科技集团某研究所；恒温恒湿培养箱，宁

波赛福试验仪器有限公司；麦康凯培养皿，上海微

蒙生物科技有限公司；自制双通道玻璃气密样品取

样瓶，两通道各接有一根橡皮管等。 

1.2  实验方法 

1.2.1  气体收集：实验组：分别挑取单菌落绿脓杆

菌、大肠杆菌接种在麦康凯培养皿。对照组：空白

麦康凯培养皿。实验组和对照组均分别置于玻璃气

密样品取样瓶中，并用止血钳夹闭两侧橡皮管，

35 °C培养 24 h。为确保实验的可重复性，试验组

和对照组分别重复 3次。 

1.2.2  气体检测：用光声光谱分析仪(PASTA-1001)

分别检测各组取样瓶中的气体，分别获得初始实验

数据和初始光谱曲线[X 值表示波数(cm−1)，Y 值表

示幅值(au)]，检测波数范围为 1 000−1 250 cm−1。 

2  结果与分析 

2.1  对照组和绿脓杆菌组挥发性代谢产物光声

光谱测试结果 

图 1分别显示了对照组和绿脓杆菌在 35 °C培

养箱中培养 24 h 后测得的光声光谱图(每组实验重
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复 3次)。从整体上看，3组对照组及 3组绿脓杆菌

组图谱的重复性均较好。这表明实验中使用的光声

光谱分析仪稳定性较好，且该实验的重复性较高。

由于图 1中图谱数据较多，不方便将绿脓杆菌组的

图谱与对照组的图谱一一进行比对分析，将其中部

分波数段进行了放大，如图 2所示。 

从图 2中可以看出，在某些波数段，绿脓杆菌

挥发性代谢产物的光声光谱图谱与对照组明显不

同。例如，在图 2A中的 1 032及 1 034两个波数附

近，绿脓杆菌组均明显出现了波峰，而在对照组则

是平滑曲线。类似地，在图 2B 中 1 046−1 048、      

1 048−1 050、1 055、以及 1 057波数附近，绿脓杆

菌组也都出现了明显的波峰，而对照组则未然。相

似情况在图 2C中的 1 060−1 064、1 074−1 078波数

段以及图 2D 中的 1 081−1 088 以及 1 094−1 100 

 
 

 

图 1  在 35 °C 下培养 24 h 后对照组和绿脓杆菌的光声

光谱测试结果 
Figure 1  Photoacoustic spectral measurement results of 
VCs of Pseudomonas aeruginosa and blank groups after 
24 h culture at 35 °C 

 

   
 

   
 

图 2  图 1 光谱图中部分波数段的放大图谱 
Figure 2  Partial enlarged photoacoustic spectroscopy showed in Figure 1 
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波数段均有出现。此外，本文也在 1 104−1 106、    

1 116−1 120、1 126−1 132、1 144−1 150、1 158−1 160、

1 164−1 174以及 1 178−1 180波数段发现了类似

的情况，由于篇幅原因，这些波数段的放大图并

未给出。 

2.2  标准图谱测试结果 

为了进一步探究这些波数段出现峰值的原因

及其对应物质，进行了大量文献的调研。发现绿脓

杆菌在生长过程中会产生大量的 HCN 气体，而大

肠杆菌则鲜有报道[6-9]。考虑实验时不可避免地带入

一些水和乙醇，进行了乙醇、水蒸气以及 HCN 标

准图谱的测试，测试结果如图 3所示。 

从图 3A 可以看出，乙醇标准图谱的特征峰主

要出现在 1 000−1 100这个波数段。对比图 3A和  

图 1可以发现，在 1 000−1 100这个波数段，两者

有着惊人的类似。这表明，在绿脓杆菌组和对照

组的挥发性气体中均含有乙醇，这可能是实验装

置处理阶段留下的或者细菌代谢过程中产生的。

类似地，对比图 3B 和图 1 可以发现，两者在      

1 150−1 250波数段也非常相似，初步判断绿脓杆菌

组和对照组的挥发性气体中都含有水。由于 HCN

标准图谱较为复杂，很难通过直观对比进行判断，

本文利用“逆向思维”的方法进行了分析。将绿脓杆

菌组的图谱与 HCN标准图谱进行叠加，若叠加后图

谱出现峰值的峰型及波数段与叠加前完全一致，则

说明绿脓杆菌代谢产物中含有 HCN；反之，则不含

HCN。叠加前后的图谱如图 4所示。 

图 4A 是叠加前后图谱的整体对比图。可以看

出，整体上两者出现波峰的峰型一致，波数段基本

相同，吻合性较好。为了能更清楚地对比，将图 3C

中 HCN 图谱出现特征峰的波数段进行放大，如图

4B−F所示。可以看出，在 HCN出现特征峰的波数

段中，叠加前后图谱出现峰值的波数段及峰型基本

一致。换句话说，HCN标准图谱的叠加并未改变绿

脓杆菌挥发性代谢产物图谱的峰型及峰位。因此，

可以初步判断绿脓杆菌挥发性代谢产物中含有

HCN气体。 

 
 

 
 

 
 
图 3  HCN、乙醇以及水的标准图谱 
Figure 3  Standard photoacoustic spectroscopy of HCN, 
Ethyl alcohol and H2O  
Note: A: Ethyl alcohol; B: H2O; C: HCN. 
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图 4  实验测得的绿脓杆菌挥发性代谢产物图谱叠加 HCN 标准图谱后图谱 
Figure 4  The overlapped photoacoustic spectroscopy obtained on the VCs of Pseudomonas aeruginosa and the standard HCN 

注：A: 整体图谱；B−F: 局部放大图. 

Note: A: The whole photoacoustic spectroscopy; B−F: The partial enlarged photoacoustic spectroscopy. 
 
 

2.3  大肠杆菌组挥发性代谢产物光声光谱测试

结果 

为了对上述结论进行进一步的验证，进行了大

肠杆菌在 35 °C下培养 24 h后的光声光谱测试，并

将测试得到的图谱与 HCN 标准图谱进行叠加，叠

加前后的图谱如图 5所示。可以看出，大肠杆菌挥

发性代谢产物中也含有乙醇和水。此外，叠加后的

图谱与叠加前的图谱在 1 100−1 200波数段有着明

显的不同，而这个波数段正是 HCN特征峰的位置。

需要指出的是，由于乙醇的特征峰在 1 000−1 100 
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图 5  在 35 °C 下培养 24 h 后测得大肠杆菌挥发性代谢产物的光声光谱图谱叠加 HCN 标准图谱后的图谱. 
Figure 5  The overlapped photoacoustic spectroscopy obtained on the VCs of E. coli cultured at 35 °C for 24 h and the 

standard HCN 
注：A：整体图谱；B−F：部分波数段的放大图. 

Note: A: The whole photoacoustic spectroscopy; B−F: The partial enlarged photoacoustic spectroscopy. 
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这个波数段，且其峰值强度很高，远高于图 3C中

HCN在 1 025−1 080波数段特征峰的强度，所以

图 4A中叠加后图谱在 1 025−1 080波数段的波峰

被淹没，叠加前后图谱在该波数段均出现了波峰。

其中叠加前的波峰是由乙醇引起的，而叠加后的

波峰则是乙醇和 HCN共同导致的，但前者占主导

地位。 

为了更方便地进行比对，将部分波数段进行

放大处理，如图 5B−F 所示。可以清楚地看出，叠

加后图谱在 1 096−1 100、1 104−1 106、1 116−1 120、

1 126−1 132、1 144−1 150、1 158−1 160、1 162−1 174

以及 1 178−1 180这几个波数段均出现了波峰，而

叠加前图谱在这个波数段均是较为平坦的曲线。此

外，这几个波数段正是 HCN 标准图谱中出现特征

峰的波数段。因此，可以初步判断大肠杆菌的挥发

性代谢产物中并没有 HCN，这与已有的大肠杆菌代

谢产物报道相似[6-19]。同时，这也从侧面证实了该

“逆向思维”的可行性。 

3  结论 

光声光谱技术是近年来兴起的一种能够对微

量气体进行快速、可靠检测的技术。本文利用光声

光谱技术对绿脓杆菌及大肠杆菌挥发性代谢产物

进行了检测，并用“逆向思维”的方法对其检测图谱

进行了分析。结果发现，绿脓杆菌挥发性代谢产物

中含有特征性代谢产物 HCN，从而可以对绿脓杆菌

进行初步的鉴定。为了验证该方法的可行性，对大

肠杆菌的代谢产物进行了光声光谱测试和分析，发

现其中并未含有 HCN，这与之前的有关报道相符，

证实了该方法的可行性。 

然而，需要指出的是，目前光声光谱技术在微

生物鉴定中的应用正处于研究起步阶段，后期需要

大量的研究来将其推广。为此，本文提出了“三步

走”策略：第一步，需要收集目前已知细菌的特征

性代谢产物，并用光声光谱技术对其标准图谱进行

大量的测试，形成一个大型数据库，即大数据[22]；

第二步，需要进行“比对算法”的完善，通过大量的

研究，对本文提出的“逆向思维”算法进行完善，使

其可以借助计算机进行自动比对，提高比对的效率

和精度；第三步，基于研究成果，建立一套完善的

“自动检测-自动比对-自动校对-自动鉴定”系统，从

而加速其临床应用。 
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稿件书写规范 

高校教改纵横栏目简介及撰稿要求 

“高校教改纵横”栏目，是中国微生物学会主办的科技期刊中唯一的教学类栏目，也是中国自然科学

核心期刊中为数不多的教学栏目。该栏目专为微生物学及其相关学科领域高校教师开辟，一方面为高校

微生物学科的教师提供一个发表论文的平台，同时微生物关联学科的一部分确实优秀的论文也可以在此

发表，是微生物学及相关领域教学研究、交流、提高的园地。 

本栏目的文章有别于其他实验类研究报告，特色非常鲜明。要求作者来自教学第一线，撰写的稿件

内容必须要有新意、要实用，不是泛泛地叙述教学设计与过程，而是确实有感而发，是教学工作中的创

新体会，或者在教学中碰到的值得商榷的、可以与同行讨论的有价值的论题。在内容选材上应该有鲜明

的特点和针对性，做到主题明确、重点突出、层次分明、语言流畅。教师的教学思路应与时俱进，注意

将国内外新的科技成果和教学理念贯穿到教学之中，只有这样才能真正起到教与学的互动，促进高校生

物学教学的发展，更多更好地培养出国家需要的高科技创新人才。这也是本栏目的目的所在。 

同时，为了给全国生物学领域的教学工作者提供一个更广阔更高层次的交流平台，本栏目还开辟了

“名课讲堂”版块，邀约相关生命科学领域，如微生物学、分子生物学、生物医学、传染病学、环境科学

等的教学名师、知名科学家就教学和学生培养发表观点，推荐在教学改革、教学研究、引进先进教学手

段或模式以及学生能力培养等方面有突出成绩的优秀论文，为高校教师以及硕士、博士研究生导师提供

一个可资交流和学习的平台，促进高校教学和人才培养水平的提高。 

欢迎投稿！欢迎对本栏目多提宝贵意见！   

 


