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摘   要：【背景】目前利用共焦拉曼光谱技术进行成像和成分鉴别方面的研究较多，但如何快速

检测与鉴别多种细菌方面的研究较少。【目的】基于共焦拉曼光谱技术，建立一种在单细菌水平上

实现病原微生物快速分类鉴定的方法。【方法】以大肠杆菌为研究对象，利用共焦拉曼光谱技术在

单细菌水平上进行了激发波长的优化试验，并研究了大肠杆菌存放时间对单细菌拉曼光谱信息的影

响。同时，对白色葡萄球菌、大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、沙门氏菌和铜绿假单胞菌进行了共焦拉

曼光谱测试，并对 5 种细菌进行单细菌拉曼光谱的归属分析，设计共焦拉曼光谱技术结合支持向

量机(support vector machine，SVM)模型学习算法，进行了 5 种细菌的快速分类鉴别。【结果】对于

单细菌拉曼光谱探测，532、633 和 785 nm 这 3 种常见的拉曼探测波长中，532 nm 具有更好的激

发效率和光谱信噪比。结合 SVM 模型对 5 种细菌的识别分类，SVM 模型的灵敏度和特异性达到

了 96.00%以上，整体准确率为 98.25%。不同存放时间下大肠杆菌拉曼光谱的重复性和稳定性都很

好，且 SVM 模型匹配率均在 90.00%以上。【结论】单细菌拉曼光谱结合 SVM 模型可对 5 种细菌

进行快速、准确的分类，不同存放时间对大肠杆菌拉曼光谱的归类识别几乎无影响。 

关键词：共焦拉曼光谱技术；单细菌；分类鉴定；线性支持向量机模型  
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Rapid identification of five species of bacteria based on 
confocal Raman spectroscopy of single bacterial cells 

DOU Xuechen#, CAI Tianyu#, WANG Guan, LIU Peipeng, LI Chao, DU Yaohua*,  
TIAN Feng* 
Institute of Medical Support Technology, Institute of Systems Engineering, Academy of Military Sciences of Chinese 
PLA, Tianjin 300161, China 

Abstract: [Background] Despite the extensive research on the application of confocal Raman 

spectroscopy in imaging and component identification, there are few studies focusing on the rapid 

detection and identification of a variety of bacteria. [Objective] A method for rapid classification and 

identification of single bacterial cells was established with confocal Raman spectroscopy. [Methods] 

We optimized the excitation wavelength of confocal Raman spectroscopy by using the single cells of 

Escherichia coli, and studied the influence of storage time on the Raman spectrum of E. coli. 

Furthermore, we performed confocal Raman spectroscopy tests for Staphylococcus albus, Escherichia 

coli, Staphylococcus aureus, Salmonella, and Pseudomonas aeruginosa. We then analyzed the Raman 

spectra of the 5 bacterial species to design a rapid identification method combining confocal Raman 

spectroscopy with support vector machine (SVM) model for the 5 bacterial species. [Results] Among 

the three common Raman detection wavelengths of 532, 633, and 785 nm, 532 nm had the best 

excitation efficiency and spectral signal-to-noise ratio for the identification of single bacterial cells. The 

SVM model showed the sensitivity and specificity above 96.00% and the overall accuracy rate of 

98.25% for the identification of these bacteria. Moreover, the Raman spectra showed good repeatability 

and stability for the E. coli stored for different time, and the matching rate of SVM model was above 

90.00%. [Conclusion] Single-cell Raman spectroscopy combined with SVM model can quickly and 

accurately classify the five bacterial species, and different storage time has little effect on the 

identification of E. coli based on Raman spectra. 

Keywords: confocal Raman spectroscopy; single bacterial cells; classification and identification; support 
vector machine 

病原微生物作为最常见的感染性疾病源

头，严重威胁着我国乃至世界的公共卫生安

全。如何在单细菌水平上实现病原菌的分类鉴

定是感染性疾病预防和治疗的关键，为解决这

个问题，众多研究人员对此进行了探索。孙丹

等[1]将微流控液滴技术与表面增强共振拉曼光

谱结合用于评价单个体细胞中碱性磷酸酶

(alkaline phosphatase，ALP)的活性。然而，单

个体细胞要比单细菌细胞大得多，适用于体

细胞检测的方法不一定适用于单细菌，因此

实现单细菌的拉曼检测难度更大。对此，Cui

等 [2]提出将表面增强拉曼光谱与 15N 稳定同位

素探测 (SERS-15N-SIP)相结合的方法，使用
15NH4Cl 对大肠杆菌 (Escherichia coli)标记并

进行单细胞表面增强拉曼光谱分析；Zhou 等[3]

提出在 E. coli 单细胞表面原位合成丝状银纳米

粒子(AgNPs)的方法，可以对单个 E. coli 进行

量化。虽然这些方法对单细菌拉曼光谱的探测
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进行了探索，但是未实现单细菌水平上病原菌

的分类鉴定。 

共焦拉曼光谱技术是将共聚焦显微技术与

拉曼光谱技术相结合，用于分析物质组分﹑

结构等的一种有效光谱分析手段 [4-7]，能够在

单细菌水平上实现病原菌的快速检测和分类

鉴定。同时，共焦显微拉曼光谱仪的空间分辨

率在微米尺度，也为生物化学分析开启了一个 

新维度，能够对低至 0.5 µm空间分辨率下的样

品进行特征拉曼成像分析，显示样品成分分  

布[6,8-10]。Schlomo 等[11]首次将表面增强拉曼技

术与细菌检测结合，发现革兰氏阳性菌与革兰

氏阴性菌的拉曼图谱存在差异；高玮村等[12]利

用表面增强拉曼技术实现了 5 种食源性致病菌

的鉴别。然而，这些研究不是基于单细菌水平

上的检测，其结果是多个细菌的拉曼散射光谱

叠加之“和”。如果目标样本中有干扰物或多种

细菌，这些不同拉曼光谱的叠加将难以有效识

别细菌种类。2017 年，Doughty 等[13]报道了基

于拉曼技术原理用于环境监测的生物气溶胶自

动分析系统(aerosol Raman spectrometer，ARS)，

可实现对聚苯乙烯微粒、黑炭粒子和微生物单

粒子的区分检测，验证了在单粒子水平上进行

区分检测的可行性，为后续研究单细菌的分类

识别提供了应用依据。 

本研究将单细菌共焦拉曼光谱技术和机器

学习中的支持向量机(support vector machine，

SVM)模型相结合，在单细菌水平上开展共焦

拉曼激发波长的优化，以及白色葡萄球菌

(Staphylococcus albus)、E. coli、金黄色葡萄球菌

(Staphylococcus aureus)、沙门氏菌(Salmonella)

和铜绿假单胞菌 (Pseudomonas aeruginosa)这  

5 种细菌的单细菌拉曼光谱识别分类研究，以

期实现病原微生物的非标记、广谱快速检测。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
E. coli (ATCC 8099)、S. aureus (ATCC 6538)、

S. albus (ATCC 8032)、P. aeruginosa (ATCC 15442)

和 Salmonella (CICC 21482)，Merck 公司；胰

蛋白胨大豆肉汤培养基，国家生物防护装备工

程技术研究中心。 

共焦拉曼光谱仪，力航 (北京 )科技有限

公司；超净工作台，苏州苏信环境科技有限

公司；台式离心机，湖南凯达科学仪器有限

公司；恒温培养箱，上海仙象仪器仪表有限

公司。 

1.2  方法 
1.2.1  菌液的制备 

分别将冷冻保存的 E. coli、S. aureus、    

S. albus、P. aeruginosa 和 Salmonella 菌株解冻

后摇匀并注入胰蛋白胨大豆肉汤培养基中，于

恒温培养箱中 37 °C、120 r/min 培养 16 h。5 种

制备完成的细菌菌液分别取 1 mL，用去离子

水洗涤(5 000 r/min，2 min，室温) 4 次，洗涤后

的菌液存放于 4 °C 备用。以同样方法制备存

放时间为 0、12、24、36、48、60 和 72 h 的

E. coli 菌液。 

1.2.2  单细菌共焦拉曼光谱的测定 

共焦显微拉曼光谱仪由拉曼光谱仪和标准

的光学显微镜耦合而成。共焦显微拉曼光谱仪

能够对低至 0.5 µm 空间分辨率下的样品进行特

征拉曼成像分析。共焦显微拉曼光谱技术无需

对细菌细胞进行前处理，无需侵入细菌细胞，

只需激发光束照射细菌细胞表面，通过对所得

拉曼光谱进行分析，进而获取被测细菌物质的

成分特征，最终实现细菌种类的鉴定。 

单细菌共焦拉曼光谱的具体测定流程如 

图 1 所示。细菌是活性很强的微生物，活的细 

 



 
1584 微生物学通报 Microbiol. China 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 
 

图 1  单细菌共焦拉曼光谱测定流程图 
Figure 1  Flow chart of single bacteria confocal Raman spectroscopy. 

 
菌在显微镜下是不断运动的。由于获得 1 个细

菌的拉曼光谱信息需要一定的积分时间，不能

在瞬时获得目标细菌的拉曼光谱信息。因此，

在高倍显微镜下难以获得目标活细菌的准确拉

曼光谱信息。对细菌在样品载体玻片上进行干

燥固定，处理好的细菌玻片采用共焦显微镜进

行细菌区域确认，使用 10×物镜聚焦寻找细菌

区域，然后切换到 100×物镜下对形态完好的

细菌进行拉曼光谱的测量。激发激光束通过

显微镜聚焦为一个直径 0.5−1.0 µm 大小的光

斑，与细菌尺度相当。因此，显微镜每聚焦

一次，有且仅有一个细菌在光斑下，这就保

证了拉曼光谱仪每次探测得到的是单个细菌

的拉曼光谱。 

1.2.3  不同激发波长的对比实验 

取 1 µL 洗涤后的 E. coli 菌液滴加在铝基板

上，干燥 15 min 后，将样品放到共焦拉曼光谱

仪中，依次选择激发光源波长为 532、633 和

785 nm 的激光进行试验并采集光谱。对 3 种激

发波长下的单个 E. coli 拉曼光谱进行统计分

析。样品采集时，共焦拉曼光谱仪参数均为激

光强度 6 mW，积分时间 10 s，物镜倍数

100×。若 3 种激发波长下 E. coli 的拉曼光谱一

致性较高，则计算各激发波长下关键特征峰的

信噪比(signal to noise ratio，SNR)。信噪比即

信号与噪声的比例，信噪比越大，表明细菌拉

曼光谱的信号越强。拉曼光谱信噪比的定义为

Ram BG Ram Ram totSNR I I I I I     

其中，IRam 为拉曼峰信号强度，IBG 为背景信号

强度，Itot 为拉曼峰信号总强度。 

1.2.4  基于支持向量机(support vector machine，

SVM)模型对细菌的识别分类 

为实现细菌种类的自动鉴别，本研究建立

了基于 SVM 模型的机器学习算法。SVM 建模

过程如图 2 所示。 

首先，在基于 SVM 的单细菌拉曼光谱数

据分类模型应用前，采用最小二乘法和权重法

对原始数据进行数据预处理，去除极端高强度

光谱，得到 5 种细菌拉曼光谱数据集。数据预

处理前后拉曼光谱对比如图 3 所示。 
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图 2  SVM 建模过程示意图 
Figure 2  Schematic diagram of SVM modeling process. 
 

 
 

图 3  数据预处理前后拉曼光谱对比   A：采集的原始拉曼光谱数据；B：最小二乘法处理后的拉曼

光谱；C：权重法一次平滑后的拉曼光谱；D：权重法二次平滑后拉曼光谱 

Figure 3  Raman spectrum comparison before and after data preprocessing. A: The collected original Raman 
spectrum data; B: The Raman spectrum processed by the least square method; C: The Raman spectrum after 
the first smoothing by the weighting method; D: The second smoothing by the weighting method Raman 
spectroscopy. 
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然后，随机将预处理后的数据划分为 75%

与 25%两部分，作为模型训练集与测试集。训

练集用于训练 SVM 模型并调整模型的超参

数，由于高斯核具有可向无穷维拓展的特性，

所以选择高斯核作为模型的核函数，类别权重

采用自适应方法计算。最后，采用灵敏度与特

异性评价指标评价模型性能。 

利用采集的拉曼光谱数据库对 5 种细菌应

用 SVM 模型进行识别分类，并探究 E. coli 的

存放时间对其单细菌拉曼光谱信息的影响。具

体如下： 

(1) 采集原始数据：将制备的 E. coli、   

S. aureus、S. albus、P. aeruginosa 和 Salmonella

的菌液分别吸取 1 µL滴加在铝基板上，在二级

生物实验室中室温下自然干燥待测。使用共焦

拉曼光谱系统进行光谱采集。 

(2) 拉曼光谱仪参数设置：拉曼光谱仪使

用前首先使用硅片(Si)在 520.7 cm−1处的拉曼峰

作为基准峰，对仪器进行校正。细菌的拉曼光

谱采集时使用最佳激发波长，拉曼光谱扫描范

围设置为 400−2 000 cm−1。 

(3) 数据处理：在上述参数下进行 E. coli、

S. aureus、S. albus、P. aeruginosa 和 Salmonella

的拉曼光谱数据采集，采用最小二乘法和权重

法对原始数据进行数据预处理，去除极端高强

度光谱，得到拉曼光谱数据库的待用数据集。 

(4) 模型建立：将待用数据集的 75%进行训

练，剩余 25%用作验证，以灵敏度(sensitivity) 

和特异性 (specificity)为评价指标对 E. coli、     

S. aureus、S. albus、P. aeruginosa 和 Salmonella

进行识别分类。 

(5) E. coli 的存放时间对单细菌拉曼光谱信

息的影响：选取菌液存放时间为 0、12、24、

36、48、60 和 72 h 的 E. coli 作为研究对象并制

备样本，分别吸取 1 µL待测样本滴加在铝基板

上，干燥待测。使用软件(仪器自带)进行光谱

采集。观察拉曼光谱的重复性，并采用 SVM

模型进行识别分类。 

2  结果与分析 

2.1  不同激发波长下 E. coli 的重复性分析 
在光谱采集参数激光强度为 6 mW、积分

时间为 10 s、物镜倍数为 100×时，3 种激发波

长的测试结果如图 4 所示。由图 4A 可知，在

激发波长为 532 nm 的激光下，E. coli 的拉曼光

谱重复性好。其中，720 cm−1 峰为腺嘌呤特征

峰，784 cm−1 峰为 DNA 中 O−P−O 伸缩振动峰，

826 cm−1 为酪氨酸呼吸振动峰，855 cm−1 峰为

络氨酸特征吸收峰，1 003 cm−1 峰归属于类胡

萝卜素的甲基变形 v3 带。1 048 cm−1 峰归属于

碳水化合物，1 231 cm−1 峰为由 C−N 伸缩振动

和 N−H 耦合产生的酰胺Ⅲ带特征峰，1 340 cm−1

峰为核酸特征峰，1 448 cm−1 峰为 CH2 剪切振动

峰，1 579 cm−1 峰归属于核酸嘧啶环和血红素

蛋白，1 605 cm−1 峰归属于苯丙氨酸和酪氨酸

的 C=C 平面弯曲，1 662 cm−1 峰为核酸特征

峰。由图 4A 可知，E. coli 的拉曼光谱特征峰

峰位及信号幅值稳定。如在激光波长为 633 nm

的激光下，E. coli 拉曼光谱的重复性依旧较

好，E. coli 拉曼光谱的 855、1 003、1 048、  

1 231、13 40、1 448 和 1 662 cm−1 特征峰峰

位及信号幅值较稳定 (图 4B)。在激发波长为

785 nm 的激光下，E. coli 拉曼光谱的重复性较

差，虽然 1 003 cm−1 和 1 448 cm−1 特征峰信号

幅值较稳定，但 E. coli 拉曼光谱的特征峰数量

降低(图 4C)。如在激发波长为 532 nm 和 633 nm

的激光下，E. coli 拉曼光谱一致性较高；在激

发波长为 785 nm 的激光下，E. coli 的信号幅

值高，但特征峰峰位数量很少，光谱质量不

高(图 4D)。 
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图 4  不同激发波长激光下 Escherichia coli 拉曼重复性测试   A：激发波长为 532 nm 的激光下 E. coli

拉曼重复性测试；B：激发波长为 633 nm 的激光下 E. coli 拉曼重复性测试；C：激发波长为 785 nm 的

激光下 E. coli 拉曼重复性测试；D：3 种激发波长下 E. coli 拉曼光谱对比 

Figure 4  E. coli Raman repeatability test under different excitation wavelength laser. A: E. coli Raman 
repeatability test under laser with excitation wavelength of 532 nm; B: E. coli Raman repeatability test under 
laser with excitation wavelength of 633 nm; C: E. coli Raman repeatability test under laser with excitation 
wavelength of 785 nm; D: Comparison of E. coli Raman spectra under 3 excitation wavelengths. 

 
由图 4D 可以看出，激发波长为 532 nm 和

633 nm 时 E. coli 的重复性均较好，特征峰峰值

及信号幅值稳定，一致性较高。因此，选取 6 个

关键特征峰计算 2 种激发波长下的信噪比以选

择最佳激发波长，结果详见表 1。 

由表 1 结果可知，激发波长为 532 nm 时

SNR 整体效果较优。 

2.2  5 种细菌的单细菌拉曼光谱归属分析 

选择激发波长为 532 nm，激光强度为   

6 mW，积分时间为 10 s，进行 5 种细菌的单细 

表 1  不同激光强度下 Escherichia coli 同一特征

峰的信噪比 
Table 1  Signal-to-noise ratio of the same 
characteristic peak of Escherichia coli under different 
laser intensities 

拉曼光谱峰值 

Raman spectra peak (cm−1) 

532 nm 633 nm 

720  4.752 3.766 

784  5.506 3.468 

1 003 8.200 8.480 

1 048 3.684 2.841 

1 340 6.040 3.062 

1 448 9.135 5.810 
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菌共焦拉曼光谱探测，结果如图 5 所示。在  

5 种细菌的单细菌拉曼光谱中，855、1 126、 

1 231、1 448、1 579 和 1 662 cm−1 峰是 5 种细

菌共有的特征峰。其中，855 cm−1 峰为络氨酸

特征吸收峰，1 126 cm−1 峰为 ν(C−C)反式构象

的脂质酰基结构特征峰，1 231 cm−1 峰为由

C−N 伸缩振动和 N−H 耦合产生的酰胺 III 带特征

峰，1 448 cm−1峰为 CH2剪切振动峰，1 579 cm−1

峰归属于核酸嘧啶环和血红素蛋白，1 662 cm−1

峰为核酸特征峰。784 cm−1 峰为 S. albus、    

E. coli 和 S. aureus 共有的可溶性蛋白特征峰，

可溶性蛋白中的 784 cm−1 附近峰归属于 DNA

中 O−P−O 伸缩振动峰；1 003 cm−1 峰为 E. coli、

S. aureus 和 Salmonella 共有特征峰，归属于类

胡萝卜素的甲基变形 ν3 带；1 605 cm−1 峰为  

E. coli、S. aureus、Salmonella 和 P. aeruginosa

共有特征峰，归属于苯丙氨酸和酪氨酸的 C=C

平面弯曲；1 340 cm−1 峰为 E. coli、S. albus 和

Salmonella 共有的核酸特征峰。S. albus 的拉曼

光谱中，748 cm−1 峰为色氨酸的对称呼吸振动

峰，1 311 cm−1峰归属于细胞色素 C。E. coli 的拉 

 

 
 
图 5  5 种细菌的单细菌拉曼光谱 
Figure 5  Raman spectra of five bacteria. 

曼光谱中，720 cm−1 为腺嘌呤特征峰；S. aureus

的拉曼光谱中，726 cm−1 峰归属于蛋白质中的

C−S 键和 CH2 振动峰。Salmonella 的拉曼光谱

中，678 cm−1峰归属于 DNA 碱基中的环呼吸模

式鸟嘌呤特征峰，724 cm−1 峰为腺嘌呤特征吸

收峰。经过 5 种细菌的拉曼特征峰归属分析，

可以看出 5 种细菌的拉曼光谱之间存在较明显

差异。 

2.3  基于 SVM模型对 5种细菌的分类结果 
为了实现 5 种细菌的快速鉴别分类，采用

SVM 模型方法进行统计分析，E. coli、S. aureus、

S. albus、P. aeruginosa 和 Salmonella 的拉曼光

谱数据采集结果见表 2。采集数据中的 75%数

据作为细菌拉曼光谱数据库中的训练数据集，

25%数据作为验证数据集。 

由表 3 可知，SVM 模型的整体准确率在

98.25%。其中，S. albus、E. coli、S. aureus、

Salmonella 和 P. aeruginosa 的灵敏度和特异性

都非常高，均达到了 96.00%以上。 

2.4  不同存放时间的 E. coli 拉曼光谱结果 

(1) E. coli 拉曼光谱的重复性和不同存放时

间下光谱对比。 

将 E. coli 洗涤 4 次后，滴加到铝基板上干

燥后进行共焦拉曼测试，结果如图 6 和图 7 所

示。随着存放时间的增加，E. coli 逐渐有破损

断裂的菌体出现。由于是单细菌检测，在实验

过程中需要选择完好的菌体进行测试，避免已

降解细菌对光谱信息的干扰。 

 

表 2  拉曼光谱数据集 
Table 2  Raman spectrum data set 

细菌 Bacteria 光谱数量 Number of spectra

S. albus 434 

E. coli 314 

S. aureus 275 

Salmonella 133 

P. aeruginosa 184 
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表 3  SVM 模型分类结果 
Table 3  Classification results of SVM model 

细菌 Bacteria S. albus E. coli S. aureus Salmonella P. aeruginosa Sensitivity (%) Specificity (%)

S. albus 104 0 4 0 0 96.30 100.00 

E. coli 0 77 0 1 0 98.72 99.62 

S. aureus 0 1 67 0 0 98.53 98.54 

Salmonella 0 0 0 33 0 100.00 99.68 

P. aeruginosa 0 0 0 0 46 100.00 100.00 

 
如图 8 和图 9 所示，存放时间为 0、12、

24、36、48、60 和 72 h 的 E. coli 重复性好，光

谱一致性好。结果表明，每个存放时间E. coli的

光谱信息都比较稳定。为了观察不同存放时间 

E. coli 之间的差异，对每个时间的拉曼光谱进

行平均处理，获得的结果如图 10 所示。E. coli

的拉曼特征峰无偏移，一致性好，表明在共聚

焦显微拉曼系统的检测下能够在激发光激发前

期排除已降解的 E. coli 的干扰，存放时间对目

标体系的 E. coli 拉曼光谱信息几乎无干扰。 

(2) 不同存放时间的 E. coli 拉曼光谱的识

别分类结果。 

选择 SVM 模型对不同存放时间的 E. coli

拉曼光谱进行分类，采集的 E. coli 拉曼数据验

证集见表 4，具体结果见表 5。0、12、24、

36、48、60 和 72 h 均能准确匹配到 E. coli，且 

 

 
 

图 6  存放时间 0 h 的 Escherichia coli 显微镜图像 
Figure 6  Microscopic picture of Escherichia coli 
stored for 0 h. 

匹配率均在 90%以上。这表明了不同存放时间

对 E. coli 拉曼光谱的归类识别几乎无影响。 

3  讨论与结论 

拉曼光谱技术，尤其是表面增强拉曼光谱

技术，因其测定时间短、灵敏度高等特点一直

被广泛应用于材料科学领域[14-19]。随着对拉曼

光谱的深入研究，研究人员发现拉曼光谱具有

免标记、非侵入、非破坏、快速实时、样品用

量少等优势，开始逐步应用于生物医学领域及

临床医学领域[20-22]。Brozek-Pluska 等[23]介绍了

拉曼光谱和红外光谱技术在人类乳腺组织样本

中的应用进展，表明拉曼光谱技术可为医务人

员提供所需成分的完整信息。Tong 等 [24]基于

拉曼光谱技术，通过应用自适应迭代加权惩罚

最小二乘法、主成分分析法和支持向量机等方

法实现了血清样本中乙型肝炎病毒感染的检

测。Correia 等 [25]利用拉曼光谱技术筛查前列

腺特异性抗原有变化的前列腺疾病患者，同时

结合偏最小二乘回归分析对可能患有前列腺癌

的人进行早期诊断。这些方法都是通过采集病

原菌的集群信号并对其进行分析，从而实现相

关病原菌的检测与鉴别。 

虽然拉曼光谱技术的应用领域十分广泛，

但是基于单细菌拉曼光谱的细菌种类的快速鉴

定方面的研究仍然较少，尤其是结合了深度学

习模型进行细菌鉴别方向的研究。本研究基于 
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图 7  不同存放时间的 Escherichia coli 显微镜图像   A：存放时间为 12 h；B：存放时间为 24 h；C：

存放时间为 36 h；D：存放时间为 48 h；E：存放时间为 60 h；F：存放时间为 72 h 

Figure 7  Microscopic pictures of Escherichia coli stored for different times. A: Storage time is 12 h; B: 
Storage time is 24 h; C: Storage time is 36 h; D: Storage time is 48 h; E: Storage time is 60 h; F: Storage time 
is 72 h. 
 
 

对单个细菌采集拉曼光谱并结合深度学习的方

法，通过构建 SVM 模型的训练集和测试集，

探究基于拉曼光谱进行单细菌鉴别的可行性。

与此同时，关于共焦拉曼技术的不同激发波长

对细菌检测影响方面的研究及不同存放时间对 

 

 
 
图 8  存放时间 0 h 的 Escherichia coli 拉曼光谱重

复性测试 
Figure 8  Repeatability test of Raman spectra of  
Escherichia coli stored for 0 h. 

细菌拉曼光谱影响方面的研究也较为少见[26]。 

本研究首先以 E. coli 为研究对象，进行了

532、633 和 785 nm 这 3 种激发波长下的拉曼

光谱对比分析实验。实验结果表明，在 532 nm

激发波长下，E. coli 拉曼光谱的重复性良好，

其特征峰峰位和信号幅值稳定；在 633 nm 激发

波长下，E. coli 拉曼光谱的重复性依旧良好，特

征峰峰位和信号幅值比较稳定，但特征峰信噪

比相对 532 nm 激发波长较差；在 785 nm 激发

波长下，E. coli 拉曼光谱的重复性较差，其信号

幅值比较稳定，但特征峰数量明显降低，导致

光谱分辨率不高。因此，532 nm 激发波长下   

E. coli 拉曼光谱的性能最优。 

其次，对 S. albus、E. coli、S. aureus、

Salmonella、P. aeruginosa 等 5 种细菌进行了无

增减的拉曼光谱采集，建立了 SVM 模型后对 

5 种细菌进行鉴别，验证了基于单细菌共焦拉

曼技术进行细菌快速鉴定的可行性。由分类结 
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图 9  不同存放时间的 Escherichia coli 拉曼光谱重复性测试   A：存放时间为 12 h；B：存放时间为

24 h；C：存放时间为 36 h；D：存放时间为 48 h；E：存放时间为 60 h；F：存放时间为 72 h 

Figure 9  Repeatability test of Raman spectra of Escherichia coli stored for different time. A: Storage time 
is 12 h; B: Storage time is 24 h; C: Storage time is 36 h; D: Storage time is 48 h; E: Storage time is 60 h; F: 
Storage time is 72 h. 
 
 

 
 
图 10  不同存放时间的 Escherichia coli 拉曼光谱 
Figure 10  Raman spectra of Escherichia coli with 
different storage time. 
 
果可知，Salmonella、P. aeruginosa 的灵敏度

达到了 100%，S. albus、E. coli、S. aureus 的灵

敏度达到了 96%以上；S. albus 和 P. aeruginosa

的特异性达到了 100%，E. coli、S. aureus 及 

表 4  不同存放时间的 Escherichia coli 拉曼光谱

数据集 
Table 4  Raman spectrum data sets of Escherichia 
coli with different storage time 

存放时间 Storage time (h) 光谱数量 Number of spectra

0  28 

12 20 

24 23 

36 20 

48 22 

60 21 

72 32 

 
Salmonella 的特异性均达到了 98%以上。由于 

5 种病原菌采集的拉曼光谱数量较少，测试集

和训练集数据有限，S. albus、E. coli、S. aureus

的灵敏度及 E. coli、S. aureus 和 Salmonella 的

特异性都存在一定的优化空间。 
 



 
1592 微生物学通报 Microbiol. China 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 

表 5  不同存放时间的 Escherichia coli 拉曼光谱 SVM 模型识别结果 
Table 5  Recognition results of Escherichia coli Raman spectrum SVM model with different storage time 

存放时间 Storage time (h) S. albus E. coli S. aureus Salmonella P. aeruginosa 匹配率 Match rate (%) 

0  0 26 1 1 0 92.86 

12  0 18 1 1 0 90.00 

24  0 21 2 0 0 91.30 

36  0 18 1 0 1 90.00 

48  0 20 0 1 1 90.91 

60  0 19 0 0 2 90.48 

72  0 29 1 1 1 90.63 

 
最后，对不同保存时间的 E. coli 拉曼光谱

进行重复性测试和对比。结果表明，E. coli 的拉

曼特征峰无偏移，表明不同存放时间对E. coli的

拉曼光谱信息几乎无干扰。经过 SVM 模型验

证，0、12、24、36、48、60 和 72 h 均能准确

匹配到 E. coli，并且匹配率均在 90%以上，表

明不同存放时间对 E. coli 拉曼光谱的归类识别

几乎无影响。 

综上所述，基于单细菌共焦拉曼光谱探测

技术可以实现非标记、无增强的单细菌拉曼散

射光谱探测，未来可应用于样本浓度低、样本

量少的细菌快速检测中，实现在环境、人体等

少量采样条件下即可检测细菌种类。结合 SVM

模型可以实现细菌种类的快速鉴别，未来可通

过对多种细菌建立丰富的拉曼光谱库，并进行

持续拉曼光谱采集和自主学习，从而实现在复

杂环境下、混合采样后多未知采样细菌种类的

快速鉴别。 
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