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原料乳中大肠菌群快速预测模型的建立
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摘 要：采用基于余弦相似度因子分析结合偏最小二乘回归分析的近红外光谱方法，研究了原料

乳中大肠茵群的测定原理与测试方法，建立了预测数学模型，并与逐步回归分析、偏最小二乘回归

分析等方法进行了测试结果的对比分析。结果表明，该分析方法所得结果与微生物生化测定方法

所得结果的相关系数R2为0．954 3；通过模型显著性F检验，在置信度a一0．05的情况下，该预测

模型显著。
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A Rapid Quantitative Assay Model of Coli Group in Raw Milk

LIU Jian—xuel， ZHONG Li-juan2， ZHONG Xian—fen91，
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(1．College of Food and Bioengineering。Henan University of Science and Technology，Luoyang 471003，China；2．

Department of Physics and Electronic Engineering，Xinyang Normal University，Xinyang 464000，China)

Abstract：A rapid，non—damaging assay，based on the reflectance of transmittance spectroscopy

approaches with near infrared spectroscopy(NIRS)，was described for quantifying the number of

coli group in raw milk．The quantitative prediction model on dynamic cosine similarity clustering

and partial least square was established according to the spectra of raw milk sample．For coli

group，the correlation efficient(R2)between the evaluation of NIRS and biochemical method was

0．9543．The model was also compared with partial least squares and step—by-step regression

analysis．The result showed that the approach was effective when the confidence was 0．05．

Key words：near infrared spectroscopy；Escherichia coli；cosine similarity clustering；partial least

square analysis；raw milk

乳品在加工生产过程中很容易被污染或滋生

一些有害微生物，这对于原料乳的质量、成品乳的

出厂都会产生很大影响。目前，乳品生产厂家、卫

生防疫部门、质量技术监督部门在测定乳品微生物

学指标(如细菌总数、大肠菌群总数等)时是采用先

取样，再培养，然后通过显微镜人工计数推算的方
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法，这样测一个样品需要2 d才能完成，即使采用现

有的快速检测方法，也需要4 h或6 h以上，所需检

测时间长，费工费力，而且检测结果远远滞后于生

产需要。因此，乳品生产厂家即使有较大生产能

力，由于成品乳不能及时出厂，也不敢扩大生产规

模，这种状况在某种程度上严重制约了乳品生产行

业的发展。

傅里叶变换近红外光谱分析技术(FTNIR)是

一种可以对物质成分进行定量分析或甄别的快速

分析方法。它是利用红外辐射与分子振动或转动

的相互作用，通过记录试样的近红外吸收光谱进行

定性、定量和结构分析的方法。其最显著特点是不

破坏所测对象，检测时间短且无污染r1|。该技术不

仅越来越广泛地应用于蛋白质、核酸等生物大分子

结构研究上，而且已开始用来更深入地研究细胞和

组织等更加复杂的体系[2．7]。所以，迫切需要寻找

到一种对乳品中有害菌进行快速、方便的检验方

法，并对其加以控制。作者利用大肠菌群的近红外

光谱，采用傅立叶变换近红外光谱分析方法对其光

谱特征进行分析，以达到快速检测乳品及确保乳品

卫生安全的目的。

1材料与方法

1．1试验材料与仪器

试验材料采用洛阳巨尔乳业有限公司提供的

原料乳样品，大肠菌群生化分析所用培养基及相关

试剂全部使用分析纯级。主要试验仪器为德国

BRUKER公司生产VECTOR一33型傅里叶变换红

外光谱分析仪及广州光学仪器厂生产显微镜。

1．2试验方法

1．2．1生化试验 原料乳中大肠菌群数以每100

mL检样内大肠菌群最可能数(MPN)表示，其测定

方法参照文献[8]的方法进行。

1．2．2光谱扫描 测试样品时，先打开傅里叶变

换红外光谱仪，预热20 rain。待仪器工作正常后，

设定仪器各参数。光谱仪的扫描精度为4 cm～，扫

描次数32次，扫描光谱范围为3 000 9 000 em_。。

在参数设置菜单中选近红外光谱模式，积分球检测

光路，漫反射方式。按照上述设定的参数作背景扫

描，取得背景扫描光谱，存入计算机。取待测试样

30 mL，放入已经灭菌、干燥过的50 mL的小烧杯

中，置于积分球窗口，进行近红外光谱扫描。将扫

描结果即光谱数据存入计算机，每个样品测3次取

其平均。而后将光谱数据输入已编制好的计算机

应用程序，经运算分析后得出样品中大肠菌群的检

测报告。

2试验中的数学方法

2．1余弦相似度聚类

试验中的光谱数据异常庞大，为了获得光谱数

据中与大肠菌群有关的信息，必须采用现代数学方

法进行降维处理。常用的聚类方法是使用欧氏距

厂；———————一
离相似度√：∑(z；一j)z，其中五为试验值，j为试’V百
验值的平均值；或者是马氏距离相似度

√(工一工)／>：(毛一x)，其中置为向量，x为样本向

量的代数平均值向量。以相似度作为聚类的标准，

两种方法所得到的都是点与点之间的距离，反映的

是样本之间的差异。利用向量的角距离余弦相似度

(工i·工)／(I鼍I．1，1)，其中置为向量，x为向量组的

中心向量。虽然因聚类中心不易确定，造成分组不

易而较少使用，但角距离体现了向量和中心向量的

贴合程度，利于确定状态的接近情况，便于确定咒维

空间包含信息特性的一组基，在这些方面角距离法

具有一定的优势。

如图1所示，在平面I中有3个向量，当选定a，

b两个为中心向量的时候，由于c与口的角距离比C

与b的角距离小，因而可把C与口聚为一类。在空

间中亦如此(见图2)，利用向量的角距离，可以把向

量按照它们的角距离进行分组。对于空间中任何

一个向量a，都可以按角距离把它分到离它最近的

一组中去。计算各个组的平均角距离，并对平均角

距离为最大的那一组进行拆分，达到每组的平均角

距离的范围为最小(见图3)。由图3可分辨出平均

角距离范围最大的一组，对该组进行拆分。在拆分

的时候，先任意选定平均角距离边界上的一点(即

图3中椭圆上的一点)，以它为拆分的一个中心；再

在平均角距离边界上，找到与该选定点关于中心向

量对称的一点作为另一个中心，并且计算出每组的

平均角距离作为分组后合并的标准；对于拆分后的

各个中心向量，如果它们的角距离小于拆分后重新

成的组口或组b的平均角距离，则将这两个中心合

并。这是因为，对于重新分组后产生的组的分布不

一定是各向同性，必须将两组合并，以保证每个组

的分布都是各向同性的(这样标准差就得到了控

制)。继续拆分，就可以对一系列数据从一组逐步

分解到多个组，进而得到若干个具有代表性的向

量。余弦相似度动态聚类方法的计算框图见图

4 E9一lo]。
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图1 平面向量聚类原理图

Fig．1 Planar vectors clustering

向量组3

图2空间向量聚类原理图

Fig．2 Dimensional vectors clustering

距离
大的组

图3拆分示意图

F喀3 Cluster splitting

2．2偏最小二乘回归分析

利用余弦相似度动态聚类法找到原料乳的特

征波数，通过偏最小二乘法建立这些特征波数点的

吸光度和原料乳中大肠菌群的数量关系，从而建立

原料乳中大肠菌群数的余弦相似度偏最／J、--乘法

预测模型。

2．3逐步回归分析

利用逐步回归法搜索原料乳的特征波数，再建

立原料乳的近红外光谱特征波数点的吸光度和大

肠菌群数的逐步回归法预测模型。

采用C++Builder作为开发平台，分别编制偏

最小二乘法、逐步回归分析法和基于余弦相似度聚

类分析的偏最小二乘法的光谱分析程序。

输入数据工
归一化

求得各个组的中心向量

求各个组中向量与中心向量
的角距离、平均角距离和标准差

根据各组的平均角距离、最小元素个数、
标准差条件拆分向董组得到新的中心向量

重新分配向量到各个新中心向量
对应的组中，并重新计算中心向量

计算各个中心向量的角距离，判断
并且合并不满足条件的中心向量

重新分配向量到各个新中心向量对应
的组中，并重新计算中心向量

L<乏％毳獭嬲

结束

图4余弦相似度聚类流程

Fig．4 The flow chart of cosine similarity clustering

3结果与分析

试验中共检测原料乳样品45个。将各样品依

据生化检测方法所测大肠菌群数从少到多顺次编

号，按4取1的方法组成定标集和预测集(即定标集

为3，预测集为1。)。余下的1个样品放入定标集，

这样定标集总样品数为34，预测集总样品数为11。

利用上述试验方法分别对34个原料乳试样的

近红外光谱进行分析，通过与生化检测方法所得结

果进行定标计算，建立原料乳中大肠菌群的数学预

测模型。运算过程中剔除3个样品，实际参与建模

运算的样品数为31个。

采用偏最小二乘回归分析方法、逐步回归分析

方法和基于余弦相似度聚类分析结合偏最小二乘

回归分析的近红外光谱方法，依次建立原料乳中大

肠菌群数的近红外光谱分析模型，各预测模型对11

个原料乳样品中大肠菌群数的预测结果与生化分

析结果的相关性分别见图5～7。各预测模型的统

计量见表1。
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生化检测值／万个

图5偏最小二乘法大肠菌群预测值与生化检验值的

相关图

Fig．5 Comparison of coli group values by partial least

square method and biochemical method

生化检测值／万个

图6逐步回归法大肠菌群预测值与生化检验值的相

关图

Fig．6 Comparison of coli group values by step-by-step

regression method and biochemical method

生化检测值历个

图7余弦相似度聚类+偏最小二乘法大肠菌群预测

值与生化检验值的相关图

F嘻7 Comparison of coli group values by cosine simi-

larity clustering method and partial least square

method

为了检验各方法对原料乳中大肠菌群数的预

测性能，对各预测模型进行了相关系数检验和显著

性F检验。3种数学模型的预测值与生化检验值之

间的相关系数R2分别为0．912 6、o．892 1和
0·954 3。经F检验计算，F值分别为8．494、3．816

和9．046，在口=O．05，即置信度为95％的情况下，

其F检验临界值F。_。。。(7，23)=2．44。由此可以

说明，3种方法所建数学模型在进行原料乳中大肠

菌群数的预测中理论上都是可行的。但从F值计

算结果也可以看出，利用逐步回归分析方法所建模

型的显著性不强，刚过临界值；另一方面，从相关系

数分析来看，其相关系数只有0．892 1，这在实际生

产中是达不到检测精度要求的，因而该模型不能用

于生产中检测原料乳中的大肠菌群数。其他两种

模型可用于生产实际，且基于余弦相似度聚类分析

结合偏最／b--乘回归分析的近红外光谱方法优于

其他两种方法，是较理想的代替人工生化法来检测

大肠菌群数的方法，所用检测时间大大少于生化检

验时间。

表I原料乳中大肠菌群预测模型的统计量

Tab．1 Statistics of prediction models for E．coli group in raw

milk

虽然本试验借助近红外光谱分析技术找到了

能够替代人工生化检测大肠菌群的快速分析方法，

但近红外光对于大肠菌群的作用机理尚不清楚，到

底是何种物质(或生物大分子)对近红外光的吸收

也不明白，这都有待于进行近红外光谱分析技术的

进一步深入研究来解决。

4 结 语

该试验利用近红外光谱分析技术，结合现代数

学处理方法，研究了原料乳中大肠菌群的光谱特

征，得到如下结论：

1)采用C+十Builder作为开发平台，分别编制

了偏最小二乘法、基于余弦相似度因子分析的偏最

／b-乘法及逐步回归分析法的光谱分析程序。

2)通过样品的近红外光谱分析，找到了原料乳

中大肠菌群的特征吸收光谱，运用所编程序建立了

用于原料乳中大肠菌群数预测的数学模型，建立了

原料乳中大肠菌群数的快速分析测定方法。

3)对各模型的预测结果进行分析比较，认为逐

步回归方法不适于生产中对原料乳中大肠菌群数

的检测，而偏最小二乘法和基于余弦相似度聚类及

偏最小二乘法的近红外光谱分析技术可以作为生
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产中进行原料乳中大肠菌群数的快速检测方法，其 数分别达到0．912 6和0．954 3。

预测模型显著，预测值与生化检测值之间的相关系
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