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病原菌检测对于保障饮用水和食品安全!应对突发公共卫生事件至关重要"现行检测标准或方法

存在操作耗时费力!成本高等缺陷!难以满足现代社会高时效性要求!因此开发操作简单'低成本的病原菌

快检技术迫在眉睫"近年来!随着激光技术和光电探测技术的高速发展!能够快速获取微生物指纹信息的激

光光谱引起了研究者的广泛关注!其中表面增强拉曼光谱$

/QD/

%和激光诱导击穿光谱$

RBT/

%由于具有快

速'原位无损或微损检测等优点!在病原菌快速检测领域广受关注"

/QD/

作为一种分子振动光谱技术!是

在常规拉曼$

D6J67

%光谱中引入具有光学信号放大作用的贵金属纳米结构!实现
D6J67

信号数量级的提升

同时能够猝灭荧光!因此可以快速获取目标分子的指纹光谱信息"然而受贵金属纳米粒子的材质'形貌'大

小等自身属性!以及与待测物距离等多种因素的影响!重现性仍然是
/QD/

在细菌检测中的一大瓶颈"

RBT/

作为一种新兴的原子发射光谱技术!具有多元素实时检测的能力!可以快速获取样品包括微量和痕量元素

在内的所有元素信息"

RBT/

进行细菌分类和鉴别时!为了降低基底'共存基质的元素干扰!需采集大量纯

培养细菌的光谱数据!不仅增加了检测周期!同时带来定性定量难两全的局面"结合
/QD/

和
RBT/

技术在

病原菌快检领域的研究现状!综述了两类方法各自的优势和局限性!并对其在病原菌快速检测领域的发展

趋势进行了展望!为开发基于激光光谱的病原菌快检技术提供参考意见"
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水作为人类健康和经济发展的必要条件!不仅能维持动

植物生命活动!同时也为许多微生物的生长和繁殖提供天然

场所!因此水也成了众多病原微生物的传播媒介之一"随着

社会经济不断发展!水资源污染日益严重!饮用水污染已成

为全球关注的热点话题!由水源性病原菌引起的疾病已经成

为最常见的健康风险之一"除了饮用水!食品安全也是关乎

人民健康与国计生民的重大课题!由于细菌广泛存在于水'

空气'土壤等环境中!其隐蔽性使之容易成为食品加工'流

通'及供应等环节潜在的生物安全隐患!一旦食品发生病原

菌污染则可能引发难以预判的公共卫生事件"此外!随着经

济全球化进程的加快!病原菌跨国传播的风险也与日俱增"

因此加强病原菌快速检测!保障饮用水和食品安全!应对突

发公共卫生事件!已成为各国政府及相关组织所面临的迫切

任务"

经过多年的实践和探索!我国已建立了病原菌检测基本

体系!现行病原菌检测标准大多是基于形态'生理'生化水

平的经典方法!以及逐步成熟的分子生物学方法"其中!经

典方法虽具权威!但操作繁琐!检测周期长$通常需要
+

!

,

8

%!面对高时效性和高精密度的市场需求鞭长莫及"分子生

物学方法将鉴定水平提升至核酸分子!虽具快速'特异'高

灵敏的优点!但是检测条件较为苛刻!需要消耗昂贵的生化

试剂进行
E(9

提取'

GCD

扩增等复杂前处理!同时容易因

核酸污染和死菌造成假阳性结果*

"

+

"因此开发操作简单'低

成本的病原菌快检技术对于保障饮用水和食品安全意义非

凡"

激光光谱技术具有非接触式测量'高灵活性和高测量速

度等优点!在过去几十年中得到了快速发展!诞生了包括激
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RBT/

%等多种光谱分析技术!并成功地应用于生物医学'环

境保护'食品安全'能源化工等领域*

*-K

+

"近年来!随着固体

激光器'电光探测器和信号处理等领域的不断发展!能够快

速获取目标物分子和原子指纹信息的
RD/

和
RBT/

技术在病

原菌快检领域受到了广泛关注!为了进一步探索这些指纹光

谱技术在病原菌检测中的应用潜力!对
RD/

和
RBT/

在病原

菌检测中的优势和局限性进行了综述!并对其在病原菌快速

检测领域的发展趋势进行了展望"

"

!

拉曼光谱

!!

拉曼光谱是基于入射光子与目标分子间发生非弹性碰撞

后!光子得到或失去部分能量而散射出不同波长的光!通过

光谱仪记录不同波长的散射光!再与标准物质或数据库的光

谱信息进行对比!可以得到分子化学键指纹信息$如图
"

所

示%"通过构建目标分子的指纹图库!可实现相应物质的快

速识别与定性检测"尽管早在
"M*#

年印度物理学家
D6J67

就已经确认了拉曼散射过程的现象和原理*

>

+

!但由于拉曼散

射效应太弱$散射光强度约为入射光强的
".

W#

%!早期以汞灯

为光源的拉曼光谱采集往往需要长达数小时甚至数十小时的

积分时间!因此在相当长的一段时期内拉曼光谱并没有得到

广泛应用"直到
"MK.

年红宝石激光器出现后!使用激光作为

光源的
RD/

才使拉曼光谱进入了一个全新的时期!由于激

光的单色性好!方向性强!功率密度高!用它作为激发光源

大大提高了激发效率!从而成为拉曼光谱的理想光源"随着

探测技术的不断改进和对被测样品要求的降低!目前
RD/

在物理'化学'生物'医药'环境'材料工业等各个领域得到

了广泛的应用!越来越受研究者的重视"

图
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拉曼光谱获取目标物分子指纹光谱信息
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由于
RD/

可以提供丰富的指纹光谱!具有非侵入式'无

损分析'制样简单'样品消耗少'重现性高以及水相容性等

优点!而成为病原菌检测的潜在工具*

#

+

"然而光谱信号弱灵

敏度低的固有缺陷使得常规拉曼在生物检测中的应用困难重

重!同时拉曼光谱对生物体中复杂的生物分子没有选择性!

往往产生大量重叠光谱信号导致不同细菌细胞中特殊成分的

光谱信号并不突出!此外
RD/

往往伴随高强度的荧光背

景*

M

+

!因此对于细菌检测来说并不是一种灵敏的检测技术"

为了降低生物体荧光背景提高拉曼信号的信噪比!

*.

世纪

七八十年代研究人员尝试采用紫外共振拉曼光谱$
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a$DD/

%进 行 生 物 分

析*

".-""

+

!即利用波长接近或等于生物体待测分子中电子的吸

收波长的激光作为激发源!比如利用波长在
*"#

!

*!*7J

处

的激发光与核酸碱基发生共振!波长在
*!!

!

*,>7J

处的激

光与含苯环的氨基酸发生共振*

"*

+

!增加待测物电子跃迁几

率的同时增加待测分子的散射截面!从而达到降低荧光背景

增强待测物拉曼信号的目的"然而大多数细菌都含有相同的

核酸碱基以及含苯环的氨基酸!因此共振
D6J67

光谱具有

较高相似性"尽管
(0&4%7

等*

"+

+的研究表明由于不同种类的

细菌细胞中生物分子的丰度存在差异!可以通过
a$D/D

的

绝对强度和峰值强度比值的差异进行鉴别!但由于
a$DD/

对细菌其余化学物质的响应微弱导致选择性不高!同时

a$DD/

使用的紫外波段激光对细菌细胞和生物分子具有严

重的光化学损伤作用!因此其实用性大打折扣"

尽管
a$DD/

在细菌检测中的应用未能得到较明显的发

展!但幸运的是
"M>!

年
@&0:41FJ677

等发现粗糙电极能使吡

啶拉曼信号增强的现象*

"!

+

!揭开了表面增强拉曼光谱$
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/QD/

%研究的序幕"表面

增强拉曼光谱$

/QD/

%是在常规
D6J67

光谱中引入贵金属

$如
9;

!

9

<

!

C;

等%纳米粒子作为活性基底!利用其局域表

面等离激元共振$

R/GD

%效应!将入射光场能量局域到纳米

粒子表面!增强周围局部电场形成(热点)!当待测物靠近

(热点)后通过电磁和化学增强机制实现
D6J67

信号大幅提

升!从而能够快速获取目标物的指纹光谱信息*

",

+

"

/QD/

除

具有常规
D6J67

光谱的特点外!还表现出荧光淬灭的优点!

这些优势使得
/QD/

在生命分析'环境检测'食品安全等众

多领域广受关注"

*..!

年
6̂3U:4

等将
/QD/

技术用于细菌鉴别*

"K

+

!与普通

D6J67

光谱实验相比!

/QD/

提供的高灵敏度可以使采集时

间从几分钟缩短至几秒钟!因此成为细菌检测的理想方法"

由于
/QD/

信号受(热点)效应影响显著!通常只有当贵金属

纳米粒子间隙小于
".7J

时才会产生显著的(热点)

*

">

+

!因

此在采用
/QD/

进行细菌检测时!贵金属纳米粒子$通常为

银纳米粒子$

9

<

(G4

%或金纳米粒子$

9;(G4

%%与细菌细胞间

的靠近程度十分关键"为了使纳米粒子与细菌细胞紧密接

触!研究者通常将细菌与银或金溶胶混合后再通过无机盐诱

导聚集使纳米粒子与细菌细胞紧密结合*

"#

+

!然而这种方法

无法保证纳米粒子在细菌细胞上均匀分布!因此
/QD/

光谱

的重现性和稳定性较差"研究显示在细菌细胞原位合成
9

<

(G4

!能够在一定程度上确保纳米粒子与细菌细胞接触更加

均匀与紧密!从而提高
D6J67

光谱的稳定性和重现性*

"M

+

!

然而原位合成需要将细菌浸入高浓度的硝酸银或还原剂溶液

中!容易造成细菌细胞破损而影响检测结果的准确性*

*.

+

"随

着纳米技术的快速发展!研究人员通过制备有序纳米阵列!

或是具有特征拉曼信号的
/QD/

标签!开发了一系列基于标

记和无标记
/QD/

方法进行病原菌检测*

*"-*+

+

!然而这些阵列

+>+*
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基底或
/QD/

标签制备过程太过复杂!成本较高且难以大规

模制备"因此到目前为止!受金属纳米粒子的材质'形貌'

大小等自身属性!以及与待测物距离等多种因素的影响!重

现性仍然是
/QD/

实际应用的一大瓶颈*

*!

+

"

近年来!研究人员不断探索创新共克难关!多种改进型

/QD/

技术为解决重现性问题带来了新的曙光!如壳层隔绝

纳米粒子增强拉曼光谱$

4F0&&-:4%&6208-767%

)

632:1&007F67108

D6J674

)

0123%41%

)5

!

/dB(QD/

%

*

*,-*K

+

!动态表面增强拉曼光

谱$

8

5

76J:1-/QD/

!

E-/QD/

%

*

*>-*#

+

!以及液相界面拉曼分析

技术等*

*M-+.

+

!进一步推动了
/QD/

在食品安全'环境监测等

领域的应用"其中!

E-/QD/

在样品从湿态到干态的转变过

程中进行光谱采集*

+"

+

!利用湿态样品液体挥发时的毛细力'

静电力或化学螯合作用等!驱动纳米结构相互靠近并聚集!

使样品经历一个(无热点/最佳热点/热点消失)的动态过程

$如图
*

所示%"相对于干态或湿态
/QD/

而言!

E-/QD/

由于

能够形成高效均匀的(热点)!因此具有更高的灵敏度和重现

性"在细菌
/QD/

检测中!湿态样品虽然可以在一定程度保

护细菌细胞免受激光损伤!但是却难以保证细菌与纳米结构

有效接触!因此已报道的细菌
/QD/

检测以干态居多!而干

态下细菌受纳米结构与激光双重作用!难以避免光热降解等

损伤!同时干态
/QD/

(热点)难以控制!因此干态
/QD/

检测

可靠性无法保证"

E-/QD/

对于细菌检测来说正好结合了湿

态和干态
/QD/

的优点!在样品干湿转换过程中完成检测!

既可以避免细菌受到激光损伤!又能够保证纳米粒子与细菌

细胞结合紧密形成高效(热点)!为提供可靠的
/QD/

分析奠

定了良好的基础"

图
=

!
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热点形成过程示意图
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目前!

E-/QD/

在细菌检测领域的研究报道尚处于初始

探索阶段!检测对象主要集中在基质较为简单的水样或实验

室模拟样品"例如
cF%;

等*

+*

+针对饮用水中病原菌的快速检

测!在含细菌的水中原位合成
9

<

(G4

!利用
E-/QD/

结合层

次聚类分析鉴别了饮用水中大肠杆菌和表皮葡萄球菌&第二

军医大学李皓博士*

++

+针对临床真菌感染的诊断治疗难题!

利用
E-/QD/

对耐药白色念珠菌进行了快速诊断和药物筛选

研究"这些研究进一步证明
E-/QD/

相对传统
/QD/

具有更

高灵敏度和重现性"但是在面临实际样品检测时还需考虑诸

多因素!实际样品基质成分比较复杂!而且细菌种类多浓度

低!因此利用
E-/QD/

进行检测时需要对目标菌进行高效分

离富集!以降低基质和共存菌干扰!同时
E-/QD/

是一个动

态变化过程!如何保持细菌在整个检测过程中的稳定性也是

关键!由此可见开发基于
E-/QD/

的病原菌快速检测新方法

还需进行系统而深入的研究"

*

!

激光诱导击穿光谱

!!

"MK+

年
D6J4807

等直接采用激光器为激发源进行原子

光谱分析*

+!-+,

+

!标志着激光诱导击穿光谱$

&6403-:78;108

H306P8%V74

)

0123%41%

)5

!

RBT/

%技术的正式诞生"

RBT/

技术

是利用脉冲激光聚焦后作用在待测样品表面!通过热效应激

发微量待测物产生等离子体!最后利用光谱仪对等离子体的

发射谱线进行收集!再与标准数据库中元素的特征谱线进行

对比分析!实现对待测物元素检测的一种原子发射光谱技术

$如图
+

所示%"随着近十多年高分辨宽光谱范围的中阶梯光

栅光谱仪!高灵敏电荷耦合器件$

CCE

和
BCCE

%的快速发展!

以及轻型'廉价'高功率激光器的出现!

RBT/

技术成为分析

化学领域一颗冉冉升起的明星*

+K

+

"由于
RBT/

采用脉冲激光

作用激发源!通过合理的光路设计或者使用光纤可以实现远

距离聚焦!因此
RBT/

具有远程和非接触检测的能力!从而

在生化危险品检测领域受到了众多研究者的关注*

+>-!"

+

"总所

周知!激光诱导产生的等离子体特征强烈依赖于激光参数!

如脉冲宽度!脉冲能量!脉冲重复频率!激光辐照度等!其

中脉冲宽度和脉冲能量是等离子体形成的主要影响因素!根

据
RBT/

装置所用的激光脉冲宽度!可将
RBT/

分为纳秒

RBT/

$

767%401%78-RBT/

!

74-RBT/

%'皮秒
RBT/

$

)

:1%401%78-

RBT/

!

)

4-RBT/

%和飞秒
RBT/

$

\0J2%401%78-RBT/

!

\4-RBT/

%!

其中
74-RBT/

和
\4-RBT/

在细菌检测中的研究报道相对较多"

图
E

!

[$PD

装置示意图

!+

,

*E

!

D2-/6A:+28+A

,

.A63;[$PD0/:#7

1

!!

自
*.."

年(

M""

)恐怖袭击事件以及紧接着的(炭疽邮件

事件)发生后!世界各国都开始投入巨大物力财力研究生化

危险品现场快速检测装备以应对随时可能发生的生化恐怖袭

击!

RBT/

技术由于其独特的优势成为生化危险品检测领域

潜在工具*

!*-!+

+

"纳秒激光器具有技术成熟'性能稳定'操作

简单'使用成本低等优势!国外研究人员率先开始基于纳秒

激光器的
74-RBT/

技术在细菌检测中的应用探索"

*..+

年

?%30&

等*

!!

+将六种细菌样品和两种花粉样品干燥后压片!通

过
74-RBT/

获取了高信噪比的光谱信号!然后根据细菌细胞

的矿物元素$如钙'镁'钾'钠'等%和有机元素$碳'氢'氧'

!>+*
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氮'磷等%的发射光谱提出以累计强度比作为依据!通过时

间分辨
74-RBT/

进行生物危险品的鉴别"同年!

/6J;0&4

等*

!,

+利用
74-RBT/

检测了细菌孢子'霉菌'花粉和蛋白质!

他们采用孔径为
.'!,

#

J

的银膜过滤器对所有生物样品进

行沉积后采集了
RBT/

光谱!通过主成分分析法对单个激光

脉冲的
RBT/

光谱进行了分析!发现这些光谱数据包含足够

的信息来区分不同的生物材料"

*..!

年
Z:J

等采用
74-RBT/

检测了五种非致病微生物!光谱信号清楚地识别出了细菌细

胞中的主要无机成分$包括钙'镁'钾'钠'铁'磷%!最后通

过两条钙谱线强度比和两条磷谱线强度比建立细菌的指纹光

谱完成鉴别*

!K

+

"这些早期研究结果表明!根据
74-RBT/

获取

细菌细胞无机元素或金属元素构建独特的元素指纹光谱库识

别细菌确实是可行的"

飞秒激光器由于脉宽极短!小于物质的热耦合时间$皮

秒%!因此与物质作用时主要产生多光子电离而非热分解!

同时极短的脉冲宽度不会进一步加热等离子体!从而避免等

离子体温度过高而带来的严重连续辐射背景!因此相对
74-

RBT/

而言!

\4-RBT/

具有更高的信噪比和信背比*

!>

+

"此外!

\4-RBT/

由于激光诱导的等离子体的温度较低!几乎可以忽

略其对环境空气中氮氧的激发!而
74-RBT/

由于脉冲宽度较

大!通常会持续加热诱导产生等离子得到高温等离子体!高

温等离子体进一步激发剥蚀点附近的空气而发射强烈的氮和

氧原子光谱!从而干扰有机或生物材料氮氧元素的发射谱

线*

!#-!M

+

"因此!采用
\4-RBT/

检测细菌时不仅可以得到无机

元素的光谱信息!还可以有效地获得
C(

和
C

*

等重组双原

子分子的光谱信号!从而获得更全面的元素信息*

,.

+

"

T6;80-

&02

等*

,.

+采用
\4-RBT/

分析了五种不同细菌!得到六种微量

矿物元素
(6

!

?

<

!

G

!

Z

!

C6

和
@0

发射谱线!这些发射谱线

的强度与其在细菌细胞内的浓度正相关!因此作者直接根据

这些元素的光谱强度实现了五种细菌的区分"

早期探索性研究表明
74-RBT/

和
\4-RBT/

均可有效获取

细菌元素指纹信息!直接通过化学谱线强度信息或者结合化

学计量学算法可以实现细菌分类!然而开发基于
RBT/

的病

原菌快检技术仍面临诸多问题"首先!由于细菌的特殊性

$体积小'质量小%!利用
RBT/

采集光谱信号时!脉冲激光会

不可避免地烧蚀细菌负载基底!当基底含有与细菌相同的元

素时则会干扰检测结果*

,"

+

"虽然通过培养大量细菌!冻干压

片后进行
RBT/

测定可以避免基底信号的干扰!但是培养并

冻干大量致病菌不仅耗时而且存在一定安全隐患"固体培养

基也常作为细菌负载基底用于
RBT/

检测*

,*-,+

+

!然而培养基

往往含有大量与细菌相同的元素!且不同厂家生产的培养基

在化学成分上也存在差异!因此使用培养基作为细菌负载基

底进行
RBT/

分析反而降低了检测结果的准确度"其次!采

用
RBT/

进行细菌检测需要采集大量数据获得具有统计学意

义的分类结果!同时要求待测细菌浓度较高!而实际检测中

细菌浓度通常较低难以满足该技术的测试要求"

鉴于此!

D0F40

课题组设计了一种离心过滤器*

,!-,,

+

!通

过离心可以对低浓度细菌进行高效浓缩!使
RBT/

分析检测

限$

RLE

%接近
".

+

C@a

"当前
RBT/

在细菌快速检测方面主

要用于细菌的分类和鉴定!在细菌定量分析研究方面缺乏足

够投入和关注"最近!我们课题组利用元素标记
RBT/

$

0&0-

J0726&-26

<

4RBT/

!

QARBT/

%开发了一种针对鼠伤寒沙门氏杆

菌的定量检测方法!通过制备适配体修饰的铜纳米粒子作为

元素标签!结合
RBT/

快速扫描检测限可低至
K"C@a

,

JR

W"

*

,K

+

!为
RBT/

快速高灵敏定量检测细菌提供新策略"为

了将
RBT/

技术转化为一种实用'可部署的检测或诊断工具!

在过去十多年里研究人员进行了大量的研究!探索了
RBT/

硬件设备'细菌培养条件'以及数据处理方法等对检测结果

的影响*

,.

!

,>-,M

+

!不断发掘
RBT/

在病原菌检测中的应用潜力!

并逐步实现了从细菌元素指纹光谱的获取到死菌与活菌的区

分!从纯菌株鉴别到有干扰物共存条件下的准确鉴别!从细

菌的分类到定量检测等突破*

!"

+

"

+

!

总结与展望

!!

激光器的诞生为光谱分析领域带来革命性变化!一方面

高亮度的激光辐射提高了检测灵敏度使痕量测定成为可能!

另一方面激光波长的可调谐性对原子或分子跃迁具有更高的

选择性!只要选择适宜的波段范围和方法!就能够获得很高

的灵敏度和选择性"随着现代科技的高速发展!相信小型

化'集成化以及低能耗的
RBT/

和
D6J67

光谱分析设备!将

在病原菌现场快速检测以及原位在线检测领域扮演重要角

色"与此同时!多种检测技术相互结合取长补短!有望进一

步提高检测结果的准确性和灵敏度!如
G3%1F6OP6

等*

K.

+利用

RBT/

和
D6J67

光谱分别获取细菌的分子和元素指纹光谱!

并对所得数据进行融合后利用神经网络进行分类!结果表明

数据融合后分类准确率由融合前的
!,g

!

,.g

提高到

"..g

"基于
RBT/

和
D6J67

光谱在仪器结构和光路设计方

面的相似性!我们课题组利用波长为
".K!7J

的脉冲激光

器和波长为
,+*7J

的连续激光器!搭建了一套可以检测样

品同一位点元素和分子光谱信息的
RBT/-D6J67

联用装置!

并以单晶硅片和银包金纳米粒子$

9;

"

9

<

(G4

%修饰的硅纳

米线阵列作为细菌样品负载基底!利用该装置开发了基于

RBT/

和
/QD/

相结合的细菌快速定量和定性分析新策

略*

K"-K*

+

"

E%7

<

课题组*

K+

+将
RBT/

与胶体金免疫层析技术相

结合!根据目标菌在免疫金试纸条检测线$

A

线%上富集显色

进行定性分析!然后通过
RBT/

获取
A

线上富集的金属纳米

粒子的发射光谱信号!间接实现目标菌的定量检测"这些联

用技术或方法展现了
RBT/

和
D6J67

光谱在病原菌检测领域

的灵活性和多样性!进一步拓展了基于激光指纹光谱技术的

应用前景!可以预见随着分析仪器的快速发展!能够提供待

测样品多维互补信息的联用技术或装备将成为我们快速探索

物质本质的重要工具和手段"

,>+*
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