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摘要　微生物在生态系统中具有重要的作用,所以鉴别微生物具有重要的意义.采用表面增强拉曼光谱(SERS)

对雪松花粉(PML)、双色牛肝菌(BBP)孢子、小美牛肝菌(BSF)孢子和紫色粉孢牛肝菌孢子(TPS)进行鉴别研究.

结果显示:雪松花粉的常规拉曼信号在１７０２,１６８０,１５１３,１３８２,１２４３,１０１１,７９３cm－１处,表面增强之后在１６９８,

１６５３,１５９２,１５１６,１４０３,１２８８,１２１０,８１３,５６２cm－１出现明显的拉曼峰;三种牛肝菌孢子的常规拉曼未显示拉曼峰,雪
松花粉、双色牛肝菌孢子、小美牛肝菌孢子和紫色粉孢牛肝菌孢子的表面增强拉曼光谱在１７００~１１００cm－１差异明

显.结果表明,利用SERS可以实现对雪松花粉、双色牛肝菌孢子、小美牛肝菌孢子和紫色粉孢牛肝菌孢子的鉴别.
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１　引　　言

微生物包括细菌、病毒、真菌等,在医学、农业生

产、工业、环保、生物工程、生物学基础研究等领域有

重要作用,但是不同微生物的作用、功能不一,所以

鉴别、分类微生物具有重要的意义.微生物的常规

鉴别方法是通过观察微观形貌特征进行的,一些分

析技术,如质谱分析法、聚合酶链式反应、荧光原位

杂交技术等[１Ｇ２]也被用于微生物的分类鉴定,但这些

实验操作繁琐、耗时费力、成本高,而且技术要求比

较高.也有研究人员将共聚焦显微拉曼[３]、傅里叶

变换拉曼光谱[４]、紫外共振拉曼光谱[５]等应用于微

生物研究,但也存在如下问题:在可见激发常规拉曼

测试过程中生物样品会产生强荧光干扰,从而掩盖

１５３００１Ｇ１



激 光 与 光 电 子 学 进 展

拉曼信号[６];傅里叶变换拉曼的散射效率较低,采集

样品累计时间长;紫外激光激发下,样品易因光分解

而遭到破坏.
拉曼光谱是一种散射光谱,可以从拉曼光谱中

简单快速鉴别生物样品.表面增强拉曼光谱的测量

具有快速、灵敏度高、耗样量少、制样简单等优点,成
为一种非常有潜力的微生物检测方法.表面增强拉

曼光谱(SERS)技术具有很好的灵敏度,能够减少荧

光干 扰,现 已 应 用 于 食 品 检 测[７Ｇ９]、生 物[１０Ｇ１１]、医

药[１２Ｇ１３]等领域.Li等[１４]利用表面增强拉曼光谱检

测血清,诊断前列腺癌;郭晶等[１５]运用表面增强拉

曼光谱技术对人类血清进行研究;Guedes等[１６]利

用拉曼光谱鉴别空气中的花粉;贾潇潇等[１７]用表面

增强拉曼光谱鉴定微生物;林居强等[１８]用表面增强

拉曼光谱对肿瘤组织、肿瘤细胞,及癌症患者的血液

进行研究.
雪松花粉(PML)、双色牛肝菌(BBP)孢子、小美

牛(BSF)孢子肝菌和紫色粉孢牛肝菌孢子(TPS)等

４种样品的颜色接近黄色、黄褐色,但作用各不相

同,其中,雪松不仅具有观赏价值,其花粉还属于中

药的一种,但与蘑菇孢子不易区分.本文采用表面

增强拉曼光谱对雪松花粉、双色牛肝菌孢子、小美牛

肝菌孢子和紫色粉孢牛肝菌孢子进行鉴别研究.

２　实验部分

２．１　仪器与试剂

实验仪器:拉曼光谱仪(ANDORSRＧ５００型,安
道尔公司,英国);扫描电子显微镜(FEIQuanta２５０
型,FEI公司,美国);紫外Ｇ可见分光光度计(UVＧ
２６００型,岛津公司,日本);智能多联磁力搅拌器

(ZNCLＧDLT型,２５０mL,四联,上海瑞兹仪器设备

有限公司,上海);高速离心机(TGLＧ１６G型,上海安

亭科学仪器厂,上海);超纯水器(UPTＧIＧ２０T型,四
川优普超纯科技有限公司,四川),水电阻率为１７~
１８MΩcm.

拉曼测试条件:用７８５nm激光激发,检测器为热

电冷却的iDUS４１６CCD检测器,光谱采集范围为

２００~３０００cm－１,光谱分辨率为２cm－１,扫描时间为

４０s,叠加为５次,到达样品上的功率约为６．４mW.
实验试剂:硝酸银(纯度９９．８％,上海旭达精细

化工厂,上海),柠檬酸钠(纯度９９．０％,天津市恒兴

化学试剂制造有限公司,天津),结晶紫(天津市科密

欧化学试剂有限公司).实验中所用到的水均为超

纯水.

２．２　不同粒径银纳米颗粒的制备

参考Lee等[１９]的方法,用柠檬酸钠还原硝酸银

制备银溶胶,制取不同粒径的银纳米颗粒,检验不同

粒径银纳米颗粒对表面增强的效果.实验前,将烧

瓶、四氟磁子,以及与实验相关的的玻璃仪器均在酸

性溶液中浸泡,再用去离子水清洗干净,放干燥箱内

烘干待用.制取不同直径的银纳米颗粒:称取硝酸

银１５mg,去离子水定容至１００mL,将硝酸银溶液

置于烧瓶中,在磁力搅拌器上直至沸腾,然后加入

２mL质量分数为１％的柠檬酸钠,保持沸腾,搅拌

６０min,然后冷却至室温,记作P１ 银纳米颗粒.同

样的条件下,分别称取硝酸银１６,１７,１８mg,用去离

子水定容至１００mL,将硝酸银溶液置于烧瓶中,在
磁力搅拌器上直至沸腾,然后分别加入２mL质量

分数为１％的柠檬酸钠,保持沸腾,搅拌６０min,然
后冷却至室温,分别记作P２、P３、P４ 银纳米颗粒.将

得到的银溶胶纳米颗粒溶液离心,去除上清液,再用

去离子水洗涤４次,离心振荡,得到不同粒径的银纳

米颗粒,放４℃冰箱中待用.

２．３　样品制备

雪松花粉的收集:采摘花穗,晒干,收集雪松花

粉,除去杂质.牛肝菌孢子的制取:分别选取新鲜的

双色牛肝菌、小美牛肝菌、紫色粉孢牛肝菌,剪去菌

柄,将菌盖盖在光滑纸上,扣上玻璃罩,放置２４h,
收集孢子.

２．４　样品的表面增强拉曼光谱采集

银纳米颗粒拉曼光谱测量:把离心后的银胶溶液

滴加到硅片上,放入真空干燥箱晾干,然后置于激光

显微拉曼光谱仪的物镜视野下,调焦后,采集拉曼光

谱.雪松花粉,以及三种牛肝菌孢子的拉曼光谱测

量:取少量的雪松花粉和牛肝菌孢子置于硅片上,使
用盖玻片将粉末表面压平,放在样品台上,物镜选择

５０×,然后用７８５软件进行拉曼光谱扫描.另外一组

取少量雪松花粉与牛肝菌孢子样品置于硅片上,分别

用移液枪滴加１０μL银纳米颗粒溶液,待其成糊状后

压平,然后晾干,测试拉曼光谱.实验获得的拉曼光

谱数据均采用OMINC、Origin８．６软件进行处理.

３　结果与讨论

３．１　银纳米颗粒

将制得的编号为P１、P２、P３、P４ 的４种银纳米颗

粒经离心处理后滴加到硅片上,在真空干燥箱中晾

干,之后于扫描电子显微镜(SEM)下检测得到电镜

图(图１),可以观察到４种银纳米颗粒的形状和大
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图１ 不同粒径银纳米颗粒的SEM图.(a)P１ 银纳米颗粒;(b)P２ 银纳米颗粒;

(c)P３ 银纳米颗粒;(d)P４ 银纳米颗粒

Fig敭１ SEMimagesofsilvernanoparticleswithdifferentparticlediameters敭 a P１silvernanoparticles  b P２silver

nanoparticles  c P３silvernanoparticles  d P４silvernanoparticles

小.从图１可以看出,所得的银纳米颗粒的大小、形状

不同,同时有银纳米棒出现:且P１、P２、P４ 有较多的银

纳米棒,使得整体显得杂乱无序;P３ 的银纳米颗粒相对

来说大小均匀,形状规则,且银纳米棒较少.采用Nano
Measurer１．２软件对P１、P２、P３、P４ 的银纳米颗粒进行

测量,图中P１、P２、P４ 银纳米颗粒的粒径分别为０~
１００nm、５０~１００nm、１００~１５０nm,而P３ 的银纳米颗

粒粒径大致为６０~８０nm,范围较小,故本实验选择颗

粒较为均匀的P３ 作为表面增强拉曼实验的基底.
图２(a)为 P３ 银纳米颗粒的紫外Ｇ可见(UVＧ

VIS)吸收光谱,吸收峰位于４００nm;图２(b)为银纳

米颗粒的尺寸分布(采用 NanoMeasurer１．２软件

统计),可以看出,银纳米颗粒的粒径主要分布范围

为６０~８０nm.

图２ 银纳米颗粒的UVＧVIS吸收光谱与尺寸分布.(a)银纳米颗粒的UVＧVIS光谱;(b)银纳米颗粒的尺寸分布

Fig敭２ UVＧVISabsorptionspectrumandsizedistributionofsilvernanoparticles敭 a UVＧVISspectrumofsilver
nanoparticles  b sizedistributionofsilvernanoparticles

　　 验 证 ４ 种 粒 径 银 纳 米 颗 粒 的 增 强 效 果.
图３(a)为掺有不同粒径的银纳米颗粒的浓度为

１０Ｇ４mol/L结晶紫的表面增强拉曼光谱图,可以看

出,４种银纳米颗粒的结晶紫都具有增强的效果,并
且 P３ 银 纳 米 颗 粒 对 结 晶 紫 的 增 强 效 果 在

１４８０cm－１与８００~６００cm－１最佳.图３(b)为结晶

紫的拉曼光谱图.其中,P０ 是结晶紫的拉曼光谱,

只在５２０cm－１出现拉曼信号,这主要是因为单晶硅

的拉曼振动峰来自衬底硅片,在其他范围没有出现

拉曼信号;P３ 为基底对结晶紫的增强拉曼光谱图.
两者对比可见,P３ 有明显的增强效果.因此,实验

中以１７mg的硝酸银与２mL质量分数为１％的柠

檬酸钠制备的银纳米颗粒作为基底.
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图３ 银纳米颗粒的增强效果.(a)不同粒径的银纳米颗粒对相同浓度结晶紫的表面增强拉曼光谱图;(b)结晶紫拉曼光谱图

Fig敭３ Enhancementofsilvernanoparticles敭 a SERSofsilvernanoparticleswithdifferentparticlediametersonsame
concentrationofcrystalviolet  b Ramanspectraofcrystalviolet

３．２　雪松花粉和三种牛肝菌孢子的SEM 形态

图４为雪松花粉的SEM图.图４(a)为雪松花

粉的SEM图,可以看出,雪松花粉表面光滑,直径

约为６０μm,并且中间有一个沟壑将其分成两半;图

４(b)是表面增强雪松花粉的SEM 图,可以看出,在
雪松花粉表层附有银纳米颗粒的小团簇,即图４
(c),可以看出雪松花粉相比银纳米颗粒体型较大.

图５为三种牛肝菌孢子的SEM图.图５(a)为
双色牛肝菌孢子,图５(b)为小美牛肝菌孢子,图５

(c)为紫色粉孢牛肝菌孢子.可以看出,三种牛肝菌

孢子的形状相近,均为椭圆形,双色牛肝菌相比小美

牛肝菌、紫色粉孢牛肝菌孢子较大.小美牛肝菌与

紫色粉孢牛肝菌的孢子形态、大小几乎一致,从图中

不能区分二者.从图５可以看到,牛肝菌孢子表面

有形成的银纳米颗粒小团簇(白色部分),但从图中

不易区分三种牛肝菌孢子.对比图４与图５可以明

显观察到雪松花粉与牛肝菌孢子不同,从图４中可

以鉴别出雪松花粉.

图４ 雪松花粉SEM图.(a)雪松花粉;(b)表面增强雪松花粉;(c)表层的银纳米颗粒

Fig敭４ SEMimagesofPML  a PML  b surfaceＧenhancedPML  c surfacesilvernanoparticles

图５ 有银胶体成簇的牛肝菌孢子SEM图.(a)双色牛肝菌孢子;(b)小美牛肝菌孢子;(c)紫色粉孢牛肝菌孢子

Fig敭５ SEMimagesofclusteredboletussporeswithsilvercolloid敭 a BBPspores  b BSFspores  c TPS

３．３　雪松花粉与紫色粉孢牛肝菌孢子的拉曼

光谱图

图６为雪松花粉与紫色粉孢牛肝菌孢子在

１８００~４５０cm－１的拉曼光谱图.从图６(a)可以看

出,在此范围内,雪松花粉银溶胶的拉曼光谱几乎没

有 信 号;拉 曼 光 谱 图 中,１７０２,１５１３,１３８２,１２４３,

１０１１,７９３cm－１等位置出现了微弱的拉曼信号,在

１６８０cm－１处出现了较强的拉曼信号,即在没有增
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图６ 在１８００~４５０cm－１范围内拉曼光谱图.(a)雪松花粉;(b)紫色粉孢牛肝菌孢子

Fig敭６ Ramanspectrainrangeof１８００Ｇ４５０cm－１敭 a PML  b TPS

强的拉曼光谱中,除了１６８０cm－１处信号较强外,其
他位置的信号都比较弱;表面增强拉曼光谱图显示,

１６９８,１６５３,１５９２,１５１６,１４０３,１２８８,１２１０,８１３,

５６２cm－１等位置均出现了明显的拉曼信号.在此

区间,重要的振动峰位置有１６５３cm－１,此处是酰胺

I带中C＝O双键的伸缩振动峰[２０Ｇ２２],１５９２cm－１处

的强带也是花粉拉曼光谱的共同特征,对应于苯丙

氨酸和酪氨酸[２０].１４０３cm－１处,是CN的伸缩振

动和 CH３ 的 对 称 伸 缩 振 动 对 应 的 拉 曼 峰;

１４４６cm－１处,是CH３ 的反对称振动峰.在１３０５~
１２５２cm－１区间,存在着一系列酰胺III中的NＧH变

角和 CＧN 键 伸 缩 振 动 峰[２３Ｇ２５];在 １２８８cm－１ 及

１０１１cm－１处,存在两个苯丙氨酸残基的振动峰:以上

振动峰均是蛋白质的振动峰.在１５００~１２００cm－１区
间有几个较宽的振动峰,对应CＧH键的变形振动.

８１３cm－１处主要是CＧC键和CＧO键的对称伸缩振动

峰,为 多 糖 类 的 振 动 峰[７,２３Ｇ２４].在 １４４６,１４０３,

１３８２cm－１处,存在一系列特征振动峰,都属于不饱和

脂肪族链中CH２/CH３ 的变形振动峰[２６Ｇ２８],由长链脂

肪酸分子中的甲基、亚甲基产生.
图６(b)为 紫 色 粉 孢 牛 肝 菌 孢 子 在１８００~

４５０cm－１的拉曼光谱图.紫色粉孢牛肝菌孢子拉

曼光谱图由于受荧光干扰,几乎无任何信号出现;但
表面增强拉曼光谱图显示,在１６３３,１５６６,１４４３,

１３７３,１３２７,１２８５,１１３６cm－１处出现了较强的拉曼

信号,在１５４７,１５１２,１２４５cm－１处出现拉曼信号,主
要是孢子中所含的蛋白质、多糖的特征振动峰.图

６(a)与图６(b)相比,雪松花粉的表面增强拉曼光谱

在１６９８,１６５３,１５９２,１５１６,１４０３,１２８８,１２１０,８１３,

５６２cm－１等位置出现了信号,而紫色粉孢牛肝菌孢

子的表面增强拉曼光谱主要在１６３３,１５６６,１５４７,

１５１２,１４４３,１３７３,１３２７,１２８５,１２４５,１１３６cm－１处出

现了信号,两者的表面增强拉曼光谱信号强度以及

出现位置相差较大,易于区分.

３．４　雪松花粉与不同牛肝菌孢子的表面增强拉曼

光谱图

图７为雪松花粉、双色牛肝菌孢子、小美牛肝菌

孢子、紫色粉孢牛肝菌孢子在１８００~４５０cm－１的表

面增强拉曼光谱图.从图中可以看出,雪松花粉在

１６９７,１６５３,１５９２,１５１６,１４００,１２８８,１２１２cm－１出现

了明显的拉曼信号,与三种牛肝菌孢子的拉曼信号

差别较大.与雪松花粉相比,双色牛肝菌孢子的表

面增 强 拉 曼 信 号 较 为 清 晰,分 别 在１６３５,１５７１,

１４４２,１３３１,１２２４,１２３２cm－１出现了较强的拉曼信

号,但两者出现拉曼信号的位置以及信号强度相差

较大,这是由于细胞中组成蛋白质的氨基酸种类不

同;因此,表面增强拉曼光谱可以鉴别雪松花粉与双

色牛肝菌孢子.小美牛肝菌的拉曼信号在１６２３,

１５６６,１４０８,１３３０,１２４１,１１４５cm－１处;紫色粉孢牛肝

菌孢子的拉曼信号主要在１７００~１１００cm－１,出现的

拉曼信号较为密集,强度不明显.因此,从表面增强

拉曼光谱可以识别出雪松花粉与三种牛肝菌孢子.

图７ 雪松花粉以及三种牛肝菌孢子在

１８００~４５０cm－１的表面增强拉曼光谱图

Fig敭７ SERSdiagramsofPMLandthreeboletusspores

inrangeof１８００Ｇ４５０cm－１

对比图７中三种牛肝菌孢子的表面增强拉曼光

谱:双色牛肝菌孢子的表面增强拉曼信号主要在
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１６３５,１５７１,１４４２,１３３１,１２２４,１２３２cm－１处,小美牛

肝菌的表面增强拉曼信号主要在１６２３,１５６６,１４０８,
１３３０,１２４１,１１４５cm－１处,紫色粉孢牛肝菌的表面

增强拉曼信号主要在１６３３,１５６５,１５４７,１５１２,１４４２,
１３７３,１３２７,１２８５,１２４５,１１３６cm－１处.三种孢子的

表面增强拉曼信号主要在１６３４~１１３６cm－１.双色

牛肝菌孢子在１３３１cm－１处出现了较强的拉曼信

号,这主要是酰胺III中的NＧH变角和CＧN键伸缩

振动;小美牛肝菌孢子的拉曼信号较弱,最强峰在

１３３０cm－１处;紫色粉孢牛肝菌孢子的表面增强拉

曼信号主要在１７００~１１００cm－１,并且出现的拉曼

峰较多.可以看出,三种孢子的拉曼信号差别较大.
实验结果表明:雪松花粉与双色牛肝菌孢子、小美牛

肝菌孢子、紫色粉孢牛肝菌孢子的拉曼峰的位置以

及强度不同,根据拉曼信号的强度和位置能鉴别三

种牛肝菌孢子.

３．５　主成分分析

由于双色牛肝菌孢子和小美牛肝菌孢子的拉曼

原始光谱相近,故采用主成分分析[２９]对光谱进行降

维.选择雪松花粉、双色牛肝菌孢子、小美牛肝菌孢

子、紫色粉孢牛肝菌孢子拉曼光谱数据,对其进行主

成分分析.从４种样品的主成分可以看出,主成分

１对总方差的贡献率为６３％,主成分２对总方差的

贡献率为２０％,主成分１、主成分２和主成分３的累

计贡献率达到９６％,说明可以用前三个主成分来显

示样品之间的关系,主成分分析可以用于区分雪松

花粉、双色牛肝菌孢子、小美牛肝菌孢子、紫色粉孢

牛肝菌孢子.

４　结　　论

实验表明,利用表面增强拉曼光谱可以鉴别不

同种类的微生物,利用１７mg的硝酸银与２mL质

量分数为１％的柠檬酸钠制备的银纳米颗粒具有较

强的增强效果.实验所选用的雪松花粉,其拉曼光

谱在１６５３cm－１附近主要是蛋白质的特征振动峰,
在１５００~１２００cm－１主要是多糖的特征振动峰,在
１６８０cm－１主要是脂类的特征振动峰.三种牛肝菌

孢子在１８００~４５０cm－１的拉曼光谱图差别较大,用
表面增强拉曼光谱和主成分分析易于区分三种牛肝

菌孢子.因此,根据表面增强拉曼光谱能够快速准

确地鉴别雪松花粉、双色牛肝菌孢子、小美牛肝菌孢

子和紫色粉孢牛肝菌孢子.
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