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前　　言

　　本标准按照ＧＢ／Ｔ１．１—２００９给出的规则起草。

本标准由中国标准化研究院提出并归口。

本标准起草单位：中国科学院青岛生物能源与过程研究所、中国标准化研究院。

本标准主要起草人：马波、籍月彤、何曰辉、李洵融、徐健、马爱进。
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工业微生物菌株质量评价　拉曼光谱法

１　范围

本标准规定了用拉曼光谱法评价工业微生物菌株质量的方法。

本标准适用于工业发酵用细菌、真菌、微藻等相对于参考菌株的质量一致性评价。

２　规范性引用文件

下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件，仅注日期的版本适用于本文

件。凡是不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。

ＧＢ／Ｔ６６８２　分析实验室用水规格和试验方法

３　术语和定义

下列术语和定义适用于本文件。

３．１

工业微生物菌株质量评价　狆犲狉犳狅狉犿犪狀犮犲犲狏犪犾狌犪狋犻狅狀狅犳犻狀犱狌狊狋狉犻犪犾犿犻犮狉狅狅狉犵犪狀犻狊犿狊狋狉犪犻狀

利用拉曼光谱法开展工业微生物菌株质量一致性评价。

３．２

参考菌株　狉犲犳犲狉犲狀犮犲狊狋狉犪犻狀

发酵性能明确，用于发酵生产的经过鉴定的保存菌株。

４　原理

细胞内部化合物拉曼光谱的叠加信息可以反映该细胞的综合表型，通过比较待评价菌株与参考菌

株单细胞拉曼光谱的相似性，可以判断待评价菌株是否具有与参考菌株可比较的发酵性能。

５　试剂或材料

除非另有规定，仅使用分析纯试剂，水为ＧＢ／Ｔ６６８２规定的二级水。

５．１　无菌培养基

按照菌种类型配制，或选用相应商品化培养基。

５．２　载玻片

氟化钙载玻片（２５ｍｍ×７５ｍｍ）。

６　仪器设备

试验中所使用的仪器设备为：
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ａ）　显微拉曼光谱仪：光谱分辨率不低于５ｃｍ
－１，拉曼位移波数范围至少包含４００ｃｍ－１

～

１８５０ｃｍ－１；

ｂ）　培养箱；

ｃ）　摇床；

ｄ）　离心机。

７　测定步骤

７．１　菌株活化

根据生产工艺配制工业微生物相应的固体平板和液体培养基，用无菌接种环分别蘸取参考菌株和

待评价菌株的保种菌液，在固体平板上划线，根据生产工艺参数选择相应的温度等条件进行培养，直至

长出单菌落；分别挑取３个参考菌株和３个待评价菌株单菌落，接种至含有５ｍＬ液体培养基的试管

中，根据生产工艺参数选择相应的温度和转速，培养至对数期。

７．２　菌株培养

用微量移液器分别移取活化后的参考菌株和待评价菌株各２００μＬ，分别接种至３个含有２０ｍＬ液

体培养基的容器中，根据生产工艺参数选择相应的温度和转速，培养至稳定期。

７．３　样品前处理

７．３．１　分别移取培养后的参考菌株和待评价菌株各１ｍＬ至无菌管中。

７．３．２　选择相应的转速离心，弃掉上清，加入１ｍＬ无菌双蒸水，混匀菌体。

７．３．３　按照７．３．２重复２次，移取１０μＬ菌液，至无菌管中，加入９９０μＬ无菌双蒸水，混匀，移取２μＬ稀

释后的菌液，在洁净的氟化钙载玻片上点样，无菌环境下室温风干。

７．４　测量

７．４．１　将风干后的氟化钙载玻片置于显微拉曼光谱仪载物台上，在透射式明场模式下选择单个细胞，

切换至光谱采集模式，测定拉曼光谱信号。

７．４．２　每个样本随机选取至少２０个单细胞作为样品信号。

７．４．３　在点样区内，采集３个无细胞处信号，并计算平均值，作为背景信号。

７．５　数据处理

７．５．１　对单细胞拉曼光谱原始数据进行背景信号扣除（样品信号减去背景信号）、基线校正（＞５阶函

数）和基于面积的归一化处理。

７．５．２　计算信噪比，其中信号采用１００１ｃｍ
－１处的尖锐拉曼峰对应的信号强度，舍弃信噪比小于３的

数据，补充数据个数，使得待评价菌株组和参考菌株组具有相同的数据个数。

８　结果计算和分析

８．１　结果计算

８．１．１　余弦距离按式（１）计算：
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ｃｏｓθ（犪，犫）＝
∑
狀

犻＝１

（犪犻×犫犻）

∑
狀

犻＝１

（犪犻）槡
２
× ∑

狀

犻＝１

（犫犻）槡
２

…………………………（１）

　　式中：

θ　 　　　———单细胞犪与单细胞犫的拉曼光谱向量的夹角；

ｃｏｓθ（犪，犫）———单细胞犪与单细胞犫的拉曼光谱余弦距离；

犪犻 ———单细胞犪拉曼位移犻对应的强度；

犫犻 ———单细胞犫拉曼位移犻对应的强度。

计算余弦距离的平均值和标准偏差，并以细胞数为横坐标，以变异系数为纵坐标作图，若曲线达到

平台，说明细胞数已足够，若曲线未达到平台，则增加单细胞拉曼光谱采集个数，直至饱和为止。

８．１．２　相似度按式（２）计算：

犚＝
狉犅 －狉犠

［狀（狀－１）］／４
…………………………（２）

　　式中：

犚 ———待评价菌株和参考菌株的相似度；

狉犅 ———待评价菌株每个细胞与参考菌株每个细胞的拉曼光谱余弦距离的平均值；

狉犠 ———待评价菌株组内每个细胞之间拉曼光谱余弦距离的平均值；

狀 ———待评价菌株组内单细胞个数。

计算结果以平行测定值的算术平均值表示，保留三位有效数字。

８．２　结果分析

犚 值越小说明待评价菌株与参考菌株越相似，在重复性条件下获得的３次独立实验犚 值均小于

０．０５时，判定待评价菌株与参考菌株发酵性能一致。
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