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前    言
本标准按照GB/T 1.1—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： 
本标准主要起草人： 
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工业微生物菌株质量评价  拉曼光谱法
1  范围
本标准规定了工业微生物菌株质量评价拉曼光谱法的原理、试剂材料、仪器设备、操作步骤、结果分析。
本标准适用于工业微生物菌株的质量评价。
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，仅所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/T 6682-2008 分析实验室用水规格和试验方法
3  原理
利用高度汇聚的激光束，囚禁溶液中的活细胞，再通过瞬时加大囚禁细胞的光束激发细胞内分子的拉曼散射。
4  试剂材料
除特殊说明外，本标准所用试剂均为分析纯，水均为符合 GB/T 6682中规定的二级水。
4.1  基础培养基
按照GB/T 15818中方法配制。或选用商品化的预制干燥培养基，严格按照商品说明书加水配制。
5  仪器设备
5.1  单细胞拉曼光谱测试系统：532nm激光，输出强度不低于100mW，800mm长焦，600刻线光栅，100倍物镜，光谱分辨率不低于2cm-1，波数范围需包含“指纹区”，即390 cm-1～1800 cm-1。
5.2  离心机
5.3  无菌EP管：容量1.5毫升。
5.4  微量移液器及枪头：1毫升，200微升，10微升。
5.5  氟化钙载玻片：尺寸25.4mm*76.2mm
6  操作步骤
6.1  细胞培养
取活化过的表型明确的菌株及待评价菌株，以相同的浓度一式三份接种至标准培养基中；在相同的培养条件下培养至相同的生长阶段。其中以表型明确的菌株作为对照组。
6.2  前处理
[bookmark: OLE_LINK5][bookmark: OLE_LINK6]每个样本取1mL菌液，常温4500 rpm离心5 min，取到上清，收集菌体。然后加入1 mL符合 GB/T 6682要求的无菌双蒸水，用移液枪轻轻吹打重悬菌体，反复清洗3次后，再加如1mL 无菌双蒸水，重悬菌体。用无菌双蒸水将菌液稀释100倍。最后用移液枪吸取2 uL稀释过的菌液，点样在洁净的CaF2载玻片上，室温风干。
6.3  测量
提前半小时打开拉曼检测系统的532 nm激光器，设置输出功率为100 mW。
将硅片置于样品台，100倍物镜聚焦硅片表面，设置光栅为600格栅；调整光栅位置将圭峰调整至520.7cm-1。
将风干后的CaF2载玻片，置于显微拉曼光谱仪载物台上，100倍物镜找到细胞。
[bookmark: OLE_LINK92]调整滤光片使照射于细胞上的激光光强约为25 mW，光谱采集时间为10 s，波数范围需包括“指纹区”即400 cm-1～1850 cm-1。
每个样本随机选取20个细胞采集其单细胞拉曼光谱数据，选取4个细胞旁边采集背景信号。
6.4  数据前处理
原始拉曼数据用软件进行处理，包括减背景、基线校正和基于面积的归一化处理。
采用平均值标准偏差（Standard Deviation of the Means，SDM）进行拉曼光谱质量检测，SDM值越小说明数据的可重复性越高，SDM需小于0.2；且以细胞数为横坐标，SDM值为纵坐标作图，曲线达到饱和，说明细胞数已足够，满足统计学分析基本要求。
7  结果分析
7.1  结果计算
样本间表型的相似程度按式（1）计算：
………………………………….（1）
式中：
R——相似程度；
Rb——组间差异均值；
Rw——组内差异均值；
N——组内样本个数。
7.2  结果分析
评价待选菌株与对照菌株相似性程度的R值，越小（最小为0）说明组间差异越小，即待评价组表型与对照组越接近，当R值小于0.1时，可认为待选株表型与对照组相似；R值越大（最大为1）说明待评价组表型与对照组差异越大，即待评价组表型与对照组越不接近。
7.3  重复性	
在重复性条件下获得的两次独立测定结果的绝对差值不得超过算术平均值的10%。
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