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基于表面增强拉曼光谱的致病菌检测方法研究进展
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摘要 近年来，细菌感染性疾病不断发生，抗生素的频繁使用使得耐药细菌的数量显著增多，耐药现象愈发严峻。迫切

需要一种高效、准确的检测技术来对致病菌作出判断。不同种属细菌其分子组成和结构不同，表面增强拉曼光谱

（SERS）主要由于其能反映细菌特有的光谱指纹而被用于区分和反映细胞状态。SERS对致病菌的检测受到多个因素的

影响，本文从三个方面回顾了 SERS对致病菌的检测并做一简要综述：首先，从基底的设计方面，总结了不同结构和大小

的 SERS基底对致病菌的检测；其次，回顾了致病菌的共培养、原位还原和静电结合的非标记检测方式以及标记检测包括

外标记和内标记方法对致病菌的 SERS检测；最后，结合致病菌拉曼光谱分析方法即传统的多变量统计分析方法和先进

的机器学习算法对致病菌加以鉴定并对 SERS用于致病菌检测进行了总结和展望。
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Abstract In recent years, bacterial infectious diseases have been occurring, and the frequent use of antibiotics has led to a
significant increase in the number of drug-resistant bacteria, and the phenomenon of drug resistance is becoming more and
more serious. There is an urgent need for an efficient and accurate detection technology to make a judgment on the
pathogenic bacteria. Different species of bacteria have different molecular compositions and structures. Surface-enhanced
Raman spectroscopy (SERS) is used to distinguish and reflect the cellular state mainly due to its ability to reflect the unique
spectral fingerprint of bacteria. The detection of pathogenic bacteria by SERS is influenced by several factors, and this
paper introduces three aspects of SERS detection of pathogenic bacteria and provides a brief review. Firstly, the design of
substrates is summarized in terms of different structures and sizes of SERS substrates for pathogenic bacteria. Secondly,
the co-culture, in situ reduction and electrostatic binding of pathogenic bacteria for non-labeling detection and labeling
detection including external and internal labeling methods for SERS detection of pathogenic bacteria are reviewed. Finally,
the identification of pathogenic bacteria is combined with the traditional multivariate statistical analysis method of Raman
spectroscopy of pathogenic bacteria and advanced machine learning algorithms, and the application of SERS in pathogenic
bacteria detection is summarized and prospected.
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1 引 言

近年来，细菌感染性疾病不断发生，抗生素的频繁

使用使得耐药现象愈发严峻。纽约大学最新研究表

明，细菌耐药性的产生远比预想的容易 100倍，正如

Shankar［1］所报道，细菌抗生素的耐药性，已然成为挥

之不去的社会问题。快速、可靠地鉴定病原菌是医疗

保健、食品和环境安全、防止生物恐怖主义等许多领域
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面临的巨大挑战［2-3］，目前临床上常用的方法主要有生

化鉴定、血清型鉴定、分子生物学检测等，这些方法具

有高度的特异性和选择性，但也存在一定的局限，如对

检测设备要求高、分型耗时、难以区分相近的血清型，

需要较长的时间对细菌培养富集后才能检测［4］，难以

应对突发的公共卫生和安全事件［5］。质谱技术是近年

发展起来的一种新型的软电离生物质谱，用于分析细

菌的化学分类和鉴定，具有高灵敏度和高质量检测范

围等优点，但不同的培养条件，如温度和培养基，也可

能影响光谱的质量和相应的鉴定［6］，因此，需要一种致

病菌耐药性的快速高灵敏检测技术来实现细菌感染的

快速诊断［7］。表面增强拉曼光谱（SERS）具有无损分

析、样品制备简单和对不同分析物可进行超灵敏检测

等特点而成为一种快速的检测技术［8］。

SERS是一种分子振动光谱，可以反映分子的结

构特征，表面增强拉曼散射的产生主要是由于导电纳

米结构中电子的共振振荡导致局域电磁场的极大增强

（即局域表面等离子体共振）［9］，由于贵金属纳米结构

提供了巨大的电磁增强，在接近这些等离子体结构的

分子中，拉曼信号可以增强 104~1010倍。相比于常规

拉曼光谱信号弱、灵敏度低等［10］，利用 SERS可获得细

菌的振动光谱，其灵敏度和分辨率高，这使得对细菌的

多组分分析成为可能［3］。但是 SERS对致病菌的检测

存在光谱的重复性低、热点不稳定等问题［11］，由此，本

文总结了三个方面的改进：一是改进基底的设计，通过

控制基底的结构和大小，获得更高密度和维度的热点；

二是构建特异性更高的探针分子，获得更高拉曼信号

的 SERS；三是不同物种间光谱差异较小，比较了传统

的多变量统计分析方法和先进的机器学习方法对光谱

敏感性和特异性识别的差异。最后对 SERS用于致病

菌检测进行了总结和展望。

2 SERS基底的设计

基底对 SERS的增强效果起着重要作用，在基底

上构筑多维度、高密度的“热点”可大幅度增强 SERS
信号，SERS强度与激光照射区域下的 SERS热点数量

成正比［12］，许多研究也都是基于得到更好的“热点”效

果而制备出不同的增强基底［13］。Kahraman等［14］、Zhou
等［15］利用不同的方法制备了 SERS增强基底并对细菌

的光谱进行了表征，这些研究表明，不同的增强基底制

备方法所获得的 SERS具有显著的可变性。

SERS对致病菌的检测中，最常用的是金和银纳

米粒子［16-17］，除此之外，也可以通过制备不同结构的纳

米粒子，获得优化的 SERS体系［18］。Fan等［19］采用种

子介导生长的方法合成了爆米花状的等离子体金壳

铁磁芯纳米颗粒［图 1（a）］并在 30 min内对沙门氏菌

进行了无标记的 SERS检测，这种方法为选择性靶向

并摧毁多药耐药菌提供了一种新的探索途径。由银

纳米棒阵列组成的衬底［图 1（b）］测得了不同病原菌

的光谱，应用主成分分析（PCA）方法对光谱做了分

类，同时还表明，该阵列还具有区分不可活细胞和可

活细胞的能力［20］。Qiu等［21］借助带负电荷的细菌利用

图 1 不同结构的 SERS基底。（a）新制备的爆米花状磁性核-金壳纳米颗粒的透射电子显微镜（TEM）图像［19］；（b）大肠杆菌在银纳

米棒阵列衬底上的扫描电镜（SEM）图像［20］；（c）双面TAuNP-AuNSs上层结构与AuNSs高密度分布（13 nm）［21］；（d）分别加入

0. 25、0. 50、1. 00 mL柠檬酸三纳制得不同尺寸金纳米颗粒示意图［22］

Fig. 1 SERS substrates with different structures. (a) Transmission electron ｍ icroscope (TEM) image of freshly prepared magnetic
core-gold shell popcorn-shaped nanoparticle[19]; (b) scanned electromirror (SEM) image of escherichia coli on base of silver
nanorod array[20]; (c) two-sided TAuNP-AuNSs upper structure and AuNS high density distribution (13 nm) [21]; (d) schematic

diagram of Au nano-particles of different sizes prepared by adding 0. 25, 0. 50, 1. 00 mL trisodium citrate, respectively[22]
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［图 1（c）］得以组装，并测量了３种常见食源性细菌的

SERS，结合三维 PCA实现了对细菌种类及含有细菌

混合物的样品的高敏感度识别。不同结构的 SERS基

底的制备，可以从不同的维度优化 SERS对致病菌的

检测，如缩短检测时间、区分细胞状态以及对细菌混

合物的高灵敏识别等，都推动着 SERS对致病菌的研

究进展。

除 了 不 同 结 构 的 基 底 外 ，不 同 尺 寸 的 基 底 对

SERS的增强效果存在差异，使用相同的试剂，添加顺

序和速度的改变都会对基底的尺寸产生影响。如 Yan
等［11］在 合 成 银 纳 米 粒 子 时 ，先 滴 加 AgNO3，再 以

40 mL/min的速度滴加 NH2OH·HCl（NaOH）时会得

到更小尺寸的银纳米粒子，使得测量的大肠杆菌的

SERS更具有重复性。除此之外，添加试剂的比例也

会影响粒子的尺寸，如通过控制柠檬酸三钠的加入量

得到了不同尺寸的金纳米颗粒［图 1（d）］，通过对比

SERS，发现 20 nm和 50 nm的金纳米颗粒具有较好的

SERS效果［22］。而 Ye等［23］采用二元表面活性剂混合

物来提高金纳米棒的尺寸可调节性和单分散性，极大

地扩展了金纳米粒子的尺寸，金纳米粒子具有大的整

体尺寸，因此具有高散射/吸收比，成为研究等离子体耦

合的理想选择。SERS基底的尺寸受到多个因素的影

响，通过不断探索合成过程中添加试剂的速度、比例等

从而获得了具有更好增强效果的 SERS基底。

增强基底的制作已经从二维拓展到了三维，材料

也从常见的金、银、铜延伸到了石墨烯等［24］，SERS信

号的均匀性和再现性至关重要，这很大程度上取决于

SERS 基底结构的均匀性，要制作出好的 SERS基底

不仅应有足够高的 SERS活性，同时也应该具备可控

制的有序结构。

3 致病菌的检测方式

不同种属细菌结构和生物分子组成存在差异，拉

曼光谱用于区分细菌和反映细菌状态主要是由于它能

反映细菌特有的光谱指纹。目前，对致病菌的检测方

式从总体上可以分为非标记检测和标记检测。两种模

式如图 2所示。

3. 1 基于非标记法对致病菌的检测

非标记法是指通过增强基底直接与细菌细胞结

合，获得其特有的内在指纹特征，大多数基于非标记的

SERS研究都是解释某一细菌的光谱并进行比较或者

分类。对于致病菌的无标记检测，目前常用的基于贵

金属溶胶和固相基底，与贵金属溶胶共同作用的方法

包括共培养、原位还原、静电结合等。

Yang 等［25］基 于 AgNPs 与 大 肠 杆 菌 孵 育 培 养

［图 3（a）］，获得了较好的 SERS效果，并应用该方法对

3株大肠杆菌进行了统计学分析，不同浓度的大肠杆

菌可以通过低至 1×105 CFU/mL的 SERS图谱来评

价。Chen等［26］通过在细菌细胞悬浮液中原位合成

AgNPs［图 3（b）］联合近红外 SERS成功区分了大肠杆

菌、铜绿假单胞菌、耐甲氧西林金黄色葡萄球菌和李斯

特菌等几种常见的致病菌。由于抗生素的滥用，多药

耐药菌株的出现增加了致病菌的识别难度，为此 Chen
等［27］提出了利用带正电荷的银纳米颗粒［图 3（c）］表

面增强拉曼散射法来鉴定耐甲氧西林的金黄色葡萄球

菌，银纳米颗粒通过静电聚集在细菌表面，SERS信号

得到显著增强。但将细菌和金属溶胶直接混合后检测

的方法存在着纳米颗粒分布不均匀而导致测得的光谱

重复性较差等问题，因此，Yang等［25］在进行银胶体孵

化大肠杆菌的检测时，优化了孵育条件包括振荡速度、

时间和温度，获得了高灵敏度和重现性的拉曼光谱并

结合判别分析方法成功鉴别，而 Yan等［11］为了优化

SERS的增强方法，从离心力、AgNPs的浓度、AgNPs
的制备、悬浮细胞的溶液离子浓度、细胞密度５个方面

加以改进，得到了与之前相比更敏感、重复性更好的大

肠杆菌 SERS。
基于固相基底的 SERS检测，Meng等［28］开发了一

种 石 墨 烯 - 银 纳 米 颗 粒 - 硅 夹 芯 纳 米 杂 化 材 料

［G@AgNPs@Si，图 3（d）］，该平台不仅能够进行分子

检测，而且能够在实际系统中进行细胞分析，具有较好

的细菌捕获效率和较强的抗菌率，对金黄色葡萄球菌

和大肠杆的识别浓度低至 106 CFU/mL，这为设计和

制 造 高 质 量 SERS 衬 底 提 供 了 有 价 值 的 信 息 。

图 2 致病菌的检测方法。（a）非标记方法；（b）标记方法

Fig. 2 Detection methods of pathogenic bacteria. (a) Non-labeling method; (b) labeling method
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［图 1（c）］得以组装，并测量了３种常见食源性细菌的

SERS，结合三维 PCA实现了对细菌种类及含有细菌

混合物的样品的高敏感度识别。不同结构的 SERS基

底的制备，可以从不同的维度优化 SERS对致病菌的

检测，如缩短检测时间、区分细胞状态以及对细菌混

合物的高灵敏识别等，都推动着 SERS对致病菌的研

究进展。

除 了 不 同 结 构 的 基 底 外 ，不 同 尺 寸 的 基 底 对

SERS的增强效果存在差异，使用相同的试剂，添加顺

序和速度的改变都会对基底的尺寸产生影响。如 Yan
等［11］在 合 成 银 纳 米 粒 子 时 ，先 滴 加 AgNO3，再 以

40 mL/min的速度滴加 NH2OH·HCl（NaOH）时会得

到更小尺寸的银纳米粒子，使得测量的大肠杆菌的

SERS更具有重复性。除此之外，添加试剂的比例也

会影响粒子的尺寸，如通过控制柠檬酸三钠的加入量

得到了不同尺寸的金纳米颗粒［图 1（d）］，通过对比

SERS，发现 20 nm和 50 nm的金纳米颗粒具有较好的

SERS效果［22］。而 Ye等［23］采用二元表面活性剂混合

物来提高金纳米棒的尺寸可调节性和单分散性，极大

地扩展了金纳米粒子的尺寸，金纳米粒子具有大的整

体尺寸，因此具有高散射/吸收比，成为研究等离子体耦

合的理想选择。SERS基底的尺寸受到多个因素的影

响，通过不断探索合成过程中添加试剂的速度、比例等

从而获得了具有更好增强效果的 SERS基底。

增强基底的制作已经从二维拓展到了三维，材料

也从常见的金、银、铜延伸到了石墨烯等［24］，SERS信

号的均匀性和再现性至关重要，这很大程度上取决于

SERS 基底结构的均匀性，要制作出好的 SERS基底

不仅应有足够高的 SERS活性，同时也应该具备可控

制的有序结构。

3 致病菌的检测方式

不同种属细菌结构和生物分子组成存在差异，拉

曼光谱用于区分细菌和反映细菌状态主要是由于它能

反映细菌特有的光谱指纹。目前，对致病菌的检测方

式从总体上可以分为非标记检测和标记检测。两种模

式如图 2所示。

3. 1 基于非标记法对致病菌的检测

非标记法是指通过增强基底直接与细菌细胞结

合，获得其特有的内在指纹特征，大多数基于非标记的

SERS研究都是解释某一细菌的光谱并进行比较或者

分类。对于致病菌的无标记检测，目前常用的基于贵

金属溶胶和固相基底，与贵金属溶胶共同作用的方法

包括共培养、原位还原、静电结合等。

Yang 等［25］基 于 AgNPs 与 大 肠 杆 菌 孵 育 培 养

［图 3（a）］，获得了较好的 SERS效果，并应用该方法对

3株大肠杆菌进行了统计学分析，不同浓度的大肠杆

菌可以通过低至 1×105 CFU/mL的 SERS图谱来评

价。Chen等［26］通过在细菌细胞悬浮液中原位合成

AgNPs［图 3（b）］联合近红外 SERS成功区分了大肠杆

菌、铜绿假单胞菌、耐甲氧西林金黄色葡萄球菌和李斯

特菌等几种常见的致病菌。由于抗生素的滥用，多药

耐药菌株的出现增加了致病菌的识别难度，为此 Chen
等［27］提出了利用带正电荷的银纳米颗粒［图 3（c）］表

面增强拉曼散射法来鉴定耐甲氧西林的金黄色葡萄球

菌，银纳米颗粒通过静电聚集在细菌表面，SERS信号

得到显著增强。但将细菌和金属溶胶直接混合后检测

的方法存在着纳米颗粒分布不均匀而导致测得的光谱

重复性较差等问题，因此，Yang等［25］在进行银胶体孵

化大肠杆菌的检测时，优化了孵育条件包括振荡速度、

时间和温度，获得了高灵敏度和重现性的拉曼光谱并

结合判别分析方法成功鉴别，而 Yan等［11］为了优化

SERS的增强方法，从离心力、AgNPs的浓度、AgNPs
的制备、悬浮细胞的溶液离子浓度、细胞密度５个方面

加以改进，得到了与之前相比更敏感、重复性更好的大

肠杆菌 SERS。
基于固相基底的 SERS检测，Meng等［28］开发了一

种 石 墨 烯 - 银 纳 米 颗 粒 - 硅 夹 芯 纳 米 杂 化 材 料

［G@AgNPs@Si，图 3（d）］，该平台不仅能够进行分子

检测，而且能够在实际系统中进行细胞分析，具有较好

的细菌捕获效率和较强的抗菌率，对金黄色葡萄球菌

和大肠杆的识别浓度低至 106 CFU/mL，这为设计和

制 造 高 质 量 SERS 衬 底 提 供 了 有 价 值 的 信 息 。

图 2 致病菌的检测方法。（a）非标记方法；（b）标记方法

Fig. 2 Detection methods of pathogenic bacteria. (a) Non-labeling method; (b) labeling method
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Premasiri等［29］将从尿路感染液中分离的菌株进行培养

和富集后置于金纳米颗粒覆盖的二氧化硅衬底上进行

SERS检测，并在 1 h内获得了药敏结果，这项研究表

明，SERS有潜力成为一种快速、无生长的尿路感染诊

断技术。虽然该固相基底存在着可重复性低、样本容

易产生交叉污染等问题，但固相基底的发展使得

SERS对致病菌的检测时间得以缩短，这对基于固相

基底的非标记检测而言是一项重要进展。

3. 2 基于标记法对致病菌的检测

标记法是一种间接测量法，是将拉曼报告分子和

识别元素直接附着在金属纳米粒子表面，和靶细菌特

异性结合后，获得高拉曼信号，在使用标记法对致病菌

进行耐药性检测时，要求标记用探针必须具备良好的

特异性［30］，检测也受到 SERS活性底物、附着分子类

型、分子数量等因素的影响［31］。这种基于探针构建的

方式属于 SERS外标记，包括核酸适配体标记识别探

针和抗体标记识别探针，应用同位素标记属于 SERS
内标记，通过直接和靶细菌共同培养，结合 SERS来表

征微生物的表型活性。

1）基于同位素的标记识别方法：同位素标记法检

测细菌常用的除了 15N［32］、13C［33］等标记分子外，研究表

明还可以使用 D2O标记，将 D2O和含有抗生素的培养

基及细菌一起培养不同的时间，在培养过程中，沉默的

光谱区域内产生新的 C-D键［图 4（a）］，C-D键在新合

成的生物分子上的形成，在 2040~2300 cm−1的强度明

显随时间增加，通过比较 C-D带的光谱变化来区分易

图 4 标记检测方法。（a）单个大肠杆菌细胞培养时间依赖性的拉曼光谱［34］；（b）金纳米粒子的聚集以及 105 CFU/mL MDRB沙门氏

菌存在下微生物团簇的形成［36］；（c）AuNR-DTNB@Ag核壳等离子体纳米粒子，插图是单个 AuNR-DTNB@Ag纳米颗粒的

高分辨透射电子显微镜（HRTEM）图像［41］

Fig. 4 Labeling detection methods. (a) Incubation time-dependent Raman spectra of single escherichia coli cells[34]; (b) aggregation of
gold nanoparticles as well as formation of microbial clusters in presence of 105 CFU/mL MDRB Salmonella[36]; (c) AuNR-

DTNB@Ag core-shell plasmonic nanoparticles. Inset is high resolution transmission electron microscope (HRTEM) image of single
AuNR-DTNB@Ag nanoparticle[41]

图 3 非标记检测方法。（a）AgNPs-E. Coli样本的TEM图像［25］；（b）细菌表面NPs聚集物的形成（左）和两种李斯特菌的 SERS（右）［26］；

（c）金黄色葡萄球菌与AgNPs+混合的 SEM图像［27］；（d）G@AgNPs@Si的俯视 SEM图像（左）和侧视 SEM图像（右）［28］

Fig. 3 Non-labeling detection methods. (a) TEM image of AgNPs-E. coli sample[25]; (b) formation of NPs aggregate on surface of
bacteria (left) and SERS for two species of Listeria (right)[26]; (c) SEM image of staphylococcus aureus mixed with AgNPs+[27];

(d) SEM images of G@AgNPs@Si from top view (left) and side view (right)[28]

感细胞和耐药细胞［34］。在此基础上，Yi等［35］在最新的

研 究 中 提 出 了 快 速 拉 曼 辅 助 抗 生 素 敏 感 性 测 试

（FRAST），结果表明，随着抗生素剂量的增加，细胞

C-D比值下降，导致细胞代谢受到抑制，应用于临床尿

液检测时，也展现出了良好的能力。

2）基于抗体的标记识别探针：抗体标记识别探针

的特点是通过共价结合对细菌特异性进行识别。

Khan等［36］报道了单克隆抗体结合爆米花形状的金纳

米颗粒［图 4（b）］能够选择性地检测多重耐药沙门氏

菌，检测限为 10 CFU/mL。Yan等［37］将针对大肠杆菌

O157∶H7的独特单克隆抗体（McAb）直接连接到金 -

银-核壳纳米结构的表面，并结合机器回归模型检测细

菌进行准确定量分析，检测限为 6. 94×101 CFU/mL，
表明该平台在大肠杆菌 O157∶H7的即时检测中具有

重要的潜力。

3）基于核酸适配体的标记识别探针：在 SERS的

研究过程中，适配体因其具有高亲和力和选择性等特

点成为基于适配体 SERS研究致病菌的一个重要方

法［38］。Gao等［39］基于适体的原位银纳米颗粒合成，并

通过适配体和细菌的特殊识别，获得了细菌特殊的

SERS，特异性识别的适配体显著增强了细菌的 SERS
信号。为了捕获和分离细菌，在核酸适配体的标记识

别探针构建时，常联合磁性纳米颗粒，因为磁性纳米颗

粒具有较强的磁响应性、一定的机械强度和化学稳定

性以及良好的生物相容性［40］，基于核酸适配体识别的

磁辅助 SERS生物传感器由 SERS衬底和新的 SERS
标签两部分组成，该生物传感器对金黄色葡萄球菌的

检测限为 10 CFU/mL［41］。Zhang等［42］开发了基于万

古霉素和适配体双重识别的敏感表面增强拉曼散射平

台，并利用该平台对金黄色葡萄球菌和大肠杆菌进行

了特异性识别，并表明该平台在病原体的准确诊断、特

别是在临床样本中有潜在的应用。基于适配体的

SERS检测显示出了高灵敏度、高特异性等优势，在生

物分析中发挥着不可替代的作用。

4 基于化学计量学统计方法对拉曼图
谱的处理
由于异质性的存在，同一菌株的不同细菌个体的

指纹是不同的，不同物种间 SERS的差异无法用肉眼

检查，因为它们的组成基本相同［43］，因此需要结合化学

计量学统计方法来对光谱进行分类和鉴别，包括传统

的多变量统计分析方法如 PCA、层次聚类分析等和先

进的机器学习方法如深度学习，前者更侧重于提取数

据主要特征对光谱进行分类，而机器学习是通过学习

大量光谱数据，最终构建新的预测模型。

4. 1 传统的多变量统计分析方法

Maquelin等［44］将近红外 SERS用于测定固体培养

基上的菌落，使用 PCA对菌落加以鉴定。PCA是一

种常见的数据分析方式，常用于高维数据的降维，可用

于提取数据的主要特征分量，但在对光谱数据进行分

析时需要对得到的光谱进行预处理，如去除背景基线、

平滑、归一化等。在细菌耐药性检测方面，PCA方法

的应用在 3. 5 h内成功鉴别了对氨苄青霉素敏感和耐

药的大肠杆菌［45］；Liu等［46］借助带正电荷的金纳米棒

对 4种假单胞菌进行增强，联合 PCA和层次聚类分析

对数据进行处理，可视化假单胞菌的种类分化结果，线

性判别分析的分类准确率达到了 100%。 Premasiri
等［29］使用 SERS快速诊断尿路感染时，采用偏最小二

乘 -判别分析（PLS-DA）使菌株识别的敏感性达到了

95%，特异性达到 99%，并在 1 h内获得了分离菌株的

药敏谱。

4. 2 机器学习的统计分析方法

机器学习是指用某些算法指导计算机利用已知数

据得出适当的模型，并利用此模型对新的情境给出判

断的过程，随着计算机算法的不断发展，机器学习的统

计分析方法由传统的决策树、随机森林等发展到了最

先进的深度学习，但传统的机器学习方法并没有被取

代，如 Yan等［47］结合核主成分分析 -决策树（KPCA-

DT）在单细胞水平上对食源性病原体进行了属、种、血

清型水平的快速检测，并表明当菌株在种甚至血清型

水平上鉴定时，KPCA-DT鉴定方法对微差异特征更

敏感，表现出更好的分类性能。曾万聃等［48］的实验表

明，PCA结合随机森林算法可以用于食源性致病菌的

分类，其准确率高达 91. 36%，这为食源性致病菌的检

测提供了新的方法。

深度学习是机器学习领域中一个新的研究方向，

通过学习大量样本数据的内在规律和表示层次最终具

有分析学习和建立适当模型的能力。目前基于深度学

习的算法主要包括卷积神经网络（CNN）、残差神经网

络（ResNet）等，使用 ResNet进行计算时，仅对拉曼光

谱进行标准化处理，不需要扣除荧光背景和噪声［49］。

基于深度学习的这种特点，Ho等［50］生成了一个广泛的

细菌拉曼光谱数据集，并应用深度学习方法准确识别

30种常见的细菌病原体。Ding等［51］以金纳米颗粒作

为拉曼衬底，测量了 3种沙门氏菌的 SERS光谱，结合

1个由 3个平行 CNN组成的多尺度 CNN模型，实现了

SERS特征的多维提取，识别准确率达到 97%以上，并

表明 SERS与多尺度 CNN联合可用于沙门氏菌血清

型鉴定，也可应用于其他病原菌及血清型鉴定。综上

所述，SERS联合机器学习算法在致病菌及其耐药性

的检测方面表现出巨大的潜力。

5 总结和展望

SERS是一种新兴的快速鉴定微生物的技术并广

泛应用于微生物的许多领域［52］，自从应用到致病菌的

检测以来，通过测量病原菌的特定指纹图谱并结合化

学计量学手段，可以实现致病菌种类及其耐药性的鉴

定，而且得到结果的时间也大大缩短。但距离应用到
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感细胞和耐药细胞［34］。在此基础上，Yi等［35］在最新的

研 究 中 提 出 了 快 速 拉 曼 辅 助 抗 生 素 敏 感 性 测 试

（FRAST），结果表明，随着抗生素剂量的增加，细胞

C-D比值下降，导致细胞代谢受到抑制，应用于临床尿

液检测时，也展现出了良好的能力。

2）基于抗体的标记识别探针：抗体标记识别探针

的特点是通过共价结合对细菌特异性进行识别。

Khan等［36］报道了单克隆抗体结合爆米花形状的金纳

米颗粒［图 4（b）］能够选择性地检测多重耐药沙门氏

菌，检测限为 10 CFU/mL。Yan等［37］将针对大肠杆菌

O157∶H7的独特单克隆抗体（McAb）直接连接到金 -

银-核壳纳米结构的表面，并结合机器回归模型检测细

菌进行准确定量分析，检测限为 6. 94×101 CFU/mL，
表明该平台在大肠杆菌 O157∶H7的即时检测中具有

重要的潜力。

3）基于核酸适配体的标记识别探针：在 SERS的

研究过程中，适配体因其具有高亲和力和选择性等特

点成为基于适配体 SERS研究致病菌的一个重要方

法［38］。Gao等［39］基于适体的原位银纳米颗粒合成，并

通过适配体和细菌的特殊识别，获得了细菌特殊的

SERS，特异性识别的适配体显著增强了细菌的 SERS
信号。为了捕获和分离细菌，在核酸适配体的标记识

别探针构建时，常联合磁性纳米颗粒，因为磁性纳米颗

粒具有较强的磁响应性、一定的机械强度和化学稳定

性以及良好的生物相容性［40］，基于核酸适配体识别的

磁辅助 SERS生物传感器由 SERS衬底和新的 SERS
标签两部分组成，该生物传感器对金黄色葡萄球菌的

检测限为 10 CFU/mL［41］。Zhang等［42］开发了基于万

古霉素和适配体双重识别的敏感表面增强拉曼散射平

台，并利用该平台对金黄色葡萄球菌和大肠杆菌进行

了特异性识别，并表明该平台在病原体的准确诊断、特

别是在临床样本中有潜在的应用。基于适配体的

SERS检测显示出了高灵敏度、高特异性等优势，在生

物分析中发挥着不可替代的作用。

4 基于化学计量学统计方法对拉曼图
谱的处理
由于异质性的存在，同一菌株的不同细菌个体的

指纹是不同的，不同物种间 SERS的差异无法用肉眼

检查，因为它们的组成基本相同［43］，因此需要结合化学

计量学统计方法来对光谱进行分类和鉴别，包括传统

的多变量统计分析方法如 PCA、层次聚类分析等和先

进的机器学习方法如深度学习，前者更侧重于提取数

据主要特征对光谱进行分类，而机器学习是通过学习

大量光谱数据，最终构建新的预测模型。

4. 1 传统的多变量统计分析方法

Maquelin等［44］将近红外 SERS用于测定固体培养

基上的菌落，使用 PCA对菌落加以鉴定。PCA是一

种常见的数据分析方式，常用于高维数据的降维，可用

于提取数据的主要特征分量，但在对光谱数据进行分

析时需要对得到的光谱进行预处理，如去除背景基线、

平滑、归一化等。在细菌耐药性检测方面，PCA方法

的应用在 3. 5 h内成功鉴别了对氨苄青霉素敏感和耐

药的大肠杆菌［45］；Liu等［46］借助带正电荷的金纳米棒

对 4种假单胞菌进行增强，联合 PCA和层次聚类分析

对数据进行处理，可视化假单胞菌的种类分化结果，线

性判别分析的分类准确率达到了 100%。 Premasiri
等［29］使用 SERS快速诊断尿路感染时，采用偏最小二

乘 -判别分析（PLS-DA）使菌株识别的敏感性达到了

95%，特异性达到 99%，并在 1 h内获得了分离菌株的

药敏谱。

4. 2 机器学习的统计分析方法

机器学习是指用某些算法指导计算机利用已知数

据得出适当的模型，并利用此模型对新的情境给出判

断的过程，随着计算机算法的不断发展，机器学习的统

计分析方法由传统的决策树、随机森林等发展到了最

先进的深度学习，但传统的机器学习方法并没有被取

代，如 Yan等［47］结合核主成分分析 -决策树（KPCA-

DT）在单细胞水平上对食源性病原体进行了属、种、血

清型水平的快速检测，并表明当菌株在种甚至血清型

水平上鉴定时，KPCA-DT鉴定方法对微差异特征更

敏感，表现出更好的分类性能。曾万聃等［48］的实验表

明，PCA结合随机森林算法可以用于食源性致病菌的

分类，其准确率高达 91. 36%，这为食源性致病菌的检

测提供了新的方法。

深度学习是机器学习领域中一个新的研究方向，

通过学习大量样本数据的内在规律和表示层次最终具

有分析学习和建立适当模型的能力。目前基于深度学

习的算法主要包括卷积神经网络（CNN）、残差神经网

络（ResNet）等，使用 ResNet进行计算时，仅对拉曼光

谱进行标准化处理，不需要扣除荧光背景和噪声［49］。

基于深度学习的这种特点，Ho等［50］生成了一个广泛的

细菌拉曼光谱数据集，并应用深度学习方法准确识别

30种常见的细菌病原体。Ding等［51］以金纳米颗粒作

为拉曼衬底，测量了 3种沙门氏菌的 SERS光谱，结合

1个由 3个平行 CNN组成的多尺度 CNN模型，实现了

SERS特征的多维提取，识别准确率达到 97%以上，并

表明 SERS与多尺度 CNN联合可用于沙门氏菌血清

型鉴定，也可应用于其他病原菌及血清型鉴定。综上

所述，SERS联合机器学习算法在致病菌及其耐药性

的检测方面表现出巨大的潜力。

5 总结和展望

SERS是一种新兴的快速鉴定微生物的技术并广

泛应用于微生物的许多领域［52］，自从应用到致病菌的

检测以来，通过测量病原菌的特定指纹图谱并结合化

学计量学手段，可以实现致病菌种类及其耐药性的鉴

定，而且得到结果的时间也大大缩短。但距离应用到
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临床还有许多的困难需要克服，比如所获得光谱的重

复性欠佳，从样品上的不同点获得的光谱会产生差异，

这可能会导致对数据的处理不准确，难以得到标准光

谱对此加以鉴定等。因此，未来的研究需要进一步完

善基底的设计，建立标准的拉曼光谱分析库，提升化学

计量学统计分析的准确度，使得 SERS技术能够距离

临床应用更近一步。
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