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基于表面增强拉曼技术的致病菌及其耐药性检测研究进展
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广东省分子诊断重点实验室!广东 东莞
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随着抗菌药物广泛应用于临床!细菌耐药日益严重"实现快速'高灵敏'准确的细菌及其药物敏感

性检测是缓解细菌耐药的关键环节"表面增强拉曼光谱+

0YE0

,具有快速'灵敏'无损等优点!可直接获取

分子指纹信息!它已成为一种有效的细菌及其耐药性检测技术"不同种类细菌的分子组成和结构存在差异'

抗生素处理前后细菌的特征拉曼信号会发生变化!这为表面增强拉曼光谱技术在致病菌及其耐药性检测中

的应用提供了依据"基于分子组成与结构的差异!结合传统多分类数据分析以及机器学习算法!表面增强拉

曼光谱技术可以提供客观的诊断信息"这篇综述回顾了近年来表面增强拉曼光谱技术对于致病菌及其耐药

性检测的研究进展!阐述了当前表面增强拉曼光谱技术应用于致病菌检测面临的问题"首先!讨论了致病菌

及其耐药性检测中常用
0YE0

基底的材料和结构(金纳米粒子'银纳米粒子'银包金纳米粒子以及新型纳米

材料与纳米粒子结合形成的复合
0YE0

基底"然后!概述了
0YE0

检测中捕获细菌的方法!主要介绍了基于

核酸适配体'免疫磁性分离'微流控系统以及静电结合的捕获方法!包括上述捕获方法的原理以及捕获方

式!综述了以上捕获方法的研究进展"最后!总结了致病菌
0YE0

光谱的各种数据分析方法!通过光谱预处

理!特征提取与分类识别!以及构建致病菌
0YE0

光谱诊断模型!实现致病菌及其耐药性的检测)比较了传

统的数据分析方法以及机器学习分析方法!重点介绍了深度学习算法在致病菌及其耐药性
0YE0

检测中的

优势与应用"文章也对表面增强拉曼光谱应用于致病菌及其耐药性检测的关键问题进行了讨论!并对基于

表面增强拉曼技术的致病菌及其耐药性检测方法进行了展望!以促进表面增强拉曼光谱技术在临床检测中

的应用"
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细菌耐药已经成为临床抗感染治疗中一个非常棘手的问

题!全球每年因细菌感染造成的死亡高达
@>/

万人!消耗的

治疗费用在数百亿美元以上.

*
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"随着抗菌药物的大量使用!

这使得致病菌及其耐药性的快速检测变得迫切需要!及时选

择合适的抗生素治疗!从而改善患者的预后!同时避免不适

当的治疗!以及不必要的广谱抗生素的使用.

"
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"基于传统培

养方法的检测是临床检测中细菌以及耐药性鉴定的金标准"

传统的致病菌检测方法是将分离培养后的可疑菌落做涂片染

色实验+革兰染色,'生化反应实验'溶血实验'协同溶血实

验'动物实验及典型运动等鉴定方法!例如利用显色培养基

检测大肠杆菌"这些方法费时费力!而且一般一次实验只能

检测单一细菌!不能满足临床需要.
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"

为了克服传统检测方法的局限性!人们对其进行了改

进"目前临床检验最广泛使用的方法有纸片扩散法'梯度扩

散法'肉汤稀释法或商用半自动系统"虽然这些方法既经济

又准确!但是细菌培养和药敏试验至少要
"!

小时才能得出

结果!不能满足临床快速检测的需求.

!
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"近年来!随着分子

生物学'微生物生理学等学科的飞速发展!一些新型的药敏

检测技术不断涌现!如聚合酶链反应!分子杂交技术'流式

细胞荧光法.

#
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'质谱'表面等离子体共振'拉曼光谱'激光

镊子'和阻抗方法等!这些方法各有优缺点!有的不能检测



多重耐药菌!有的需要昂贵的试剂!有的样品预处理复杂耗

时等.
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"虽然总体上这些方法加快了检测速度!一般能在几

个小时内得到结果!但在稳定性及可操作性上还需继续

研究"

在以上新型检测方法中!拉曼光谱技术显示出了快速鉴

定致病菌及其耐药性的巨大潜力"拉曼光谱是基于拉曼散射

效应的分子振动光谱.
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!它能够提供关于分子结构和构型的

#指纹$信息"其谱峰窄!分辨率高!可以灵敏显示致病菌间

的细微差别.

.
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"普通拉曼散射的拉曼散射信号弱'效率低!

难以有效测量生物材料的拉曼光谱.

,

/

!往往需要高光谱受激

拉曼.

*/-**

/进行检测或者借助标记手段来检测!例如重水标

记.

*"

/

"普通拉曼检测方法提供了微生物细胞的可重复拉曼

光谱"这种光谱再现性对于在不同实验室使用拉曼光谱进行

微生物鉴定非常重要"当样品与某些金属如银'金等粗糙表

面接触时!其拉曼散射信号会急剧增强!最高可达
*/

个数量

级以上.
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!这种现象称为表面增强拉曼散射相应的光谱称

为表面增强拉曼光谱+
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0YE0

检测致病菌所需样品量少!可以实现无标记'

非接触'它不需要任何有毒的免疫化学染色.

*/
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"免标记检测

直接反应病原菌本身的信息!免去了繁琐耗时的标记程序!

0YE0

可以提供更精细更丰富的致病菌生化特征和对抗生素

的生化反应.
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"但是!利用
0YE0

技术检测致病菌还存在不

足"第一!由于
0YE0

#热点$难以控制!

0YE0

信号重复性欠

佳"第二!致病菌体积小'在溶液中处于运动状态'难以聚

焦测量"第三!

0YE0

光谱维度高且致病菌间光谱轮廓高度

相似!普通的数据分析方法不易区分"针对上述
0YE0

检测

中面临的一系列困难!各研究团队从
0YE0

基底的设计'致

病菌的捕获技术以及数据分析方法三个方面提出了各种解决

办法"
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0YE0

基底的设计

!!

0YE0

基底的材料和结构对于致病菌检测至关重要!不

同的合成方法'形貌和表面结构直接影响分析结果"

0YE0

基底的材料主要有银和金"银的增强效果优于金!但是银在

空气中极易氧化"

0YE0

基底的结构直接影响基底的整体性

能.
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0YE0

基底结构主要分为粒子型和平面阵列型"平面

阵列型
0YE0

基底一般采用周期性点阵结构!其
0YE0

#热

点$分布均匀!

0YE0

光谱重复性较好且方便直接测量"粒子

型种类繁多!主要有球形'杆状以及复合粒子"银纳米粒子

制备过程中粒子大小不一!均匀性不佳!在空气中极易氧

化!而金纳米粒子尺寸均一!稳定性优于银纳米粒子"因此!

采用先制备金纳米粒子再包裹一层银的方法制备的
:R

!

:
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(T5

复合粒子!粒子大小可控'形状均匀'稳定性极

佳.
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"粒子型
0YE0

基底制备简便!对其加以修饰可方便其

附着在细菌表面"
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/用电化学镀银的方法产生平均长度为
@/8H

的

银纳米粒子阵列"对甲氧西林敏感的金黄色葡萄球菌和野生

型大肠杆菌以及临床分离株的抗生素敏感性试验+

783;L;%3;2

5R521
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,和最低抑菌浓度+
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,快速检测!其
0YE0

光谱中的特定

生物标记物的强度在两小时内明显下降"表明其在补充现有

耗时的方法以及帮助缓解临床细菌耐药方面具有很高的潜

力"

R̂78

等.
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/研发了一种基于大小可调的
:R

!

:

J

纳米粒

子包覆贻贝壳的复合
0YE0

阵列基底.图
*

+

7

,*+
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,/快速鉴

别大肠埃希菌'金黄色葡萄球菌和铜绿假单胞菌"贻贝壳中

A7AD

+

的高含量导致了分析物的超高疏水性!交叉的纳米板

和纳米通道提供了丰富的
0YE0

热点"对罗丹明的
0YE0

检

出限可低至
*/

Z,

H%&
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"这种新颖的
:R

!

:

J

自组装贻

贝壳基底在基于
0YE0

的生物传感器中作为低成本'耐用和

可复制的基底中具有相当大的应用前景"

!!

[1;

等.
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/以银纳米粒子为基底!利用
0YE0

检测
#

种食

源性致病菌!在
*/H;8

内实现了大肠杆菌
D*#>XO>

'鼠伤

寒沙门菌'福氏志贺菌'布鲁菌
0"

株以及金黄色葡萄球菌

的快速鉴别!且金属基底增强稳定性高!重复性较好"

Q;

等.
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/开发了一个具有
0YE0

活性的
:R

!
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核壳纳米棒.图

*
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,/用于超敏感细菌检测和抗生素敏感性试验+

:0M

,"纳

米棒和细菌之间的等离子体效应提高了
0YE0

检测限"大肠

杆菌的检测范围为
*/

>

$
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"通过分析细菌拉

曼强度变化可以获得快速的抗生素耐药性检测+

%

+'#U

,!

该方法可以实现致病菌及耐药性的快速检测"

NU78

J

等.
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成了氧化石墨烯+

]D

,和
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巯基苯基硼酸+

!-<TQ:

,修饰的

:R

!
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(T5

.图
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,/"细菌聚集在其周围导致大量的#热

点$并产生强烈的拉曼信号"即使在低细菌浓度为
*/

+

AKa

1

H\

Z*时!也具有较高的灵敏度'准确性和稳定性"

"

!

致病菌捕获技术

!!

在溶液中直接检测致病菌!可以实时观测药物分子与致

病菌的作用过程!有利于进一步理解细菌与药物的相互作

用!是实现快速
:0M

检测的有效途径"但是!致病菌在溶液

中处于布朗运动状态!不易对其直接测量"目前!人们采用

了各种捕获并固定致病菌的方法(核酸适配体'免疫磁性分

离'微流控'静电吸引等"

'&%

!

核酸适体结合

适体是一组单链
G(:

或
E(:

分子!可以通过范德华

力'氢键'疏水和静电相互作用结合到靶向细菌的表面"适

体的体积小!易于合成和标记!缺乏免疫原性!以及靶标结

合亲和力和特异性高"一种细菌可以结合多种适体!

0YE0

信号在原位被放大!可实现高灵敏度的检测"研究人员已经

通过基于
0YE0

的适体和拉曼标记成功检测出金黄色葡萄球

菌和鼠伤寒沙门氏菌"
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/合成了适体
-
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+

D
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:R

磁性纳米粒子+图
"

,作为特异性细菌富集和

0YE0

活化底物!万古霉素
-0YE0

标签用于致病菌的灵敏定

量"在
#/H;8

内可以达到
+

个细胞-毫升的检测限"然而!

这些策略需要繁琐的修改过程或依赖于拉曼标记"

]7%

等.
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依靠适体在细菌表面原位合成了细菌适体
!

:

J

(T5

!细菌

0YE0

信号被其特异性识别的适体显著增强"该方法无须标

记!检测限低至
*'#AKa

1
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Z*

"

图
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细菌适体
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原位形成示意图)
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免疫磁性分离

免疫磁性分离技术采用初级抗体修饰的磁性纳米结构来

浓缩细菌!其将夹心型测定与磁分离相结合"磁性纳米材料

的表面积与体积比具有较高的捕获效率"采用链霉素
-

亲和

素级联放大系统大大提高了致病菌的检测限!致病菌与磁性

纳米粒子采用抗原抗体特异性结合所需样品量少'检测时间
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$凝集素#
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$功能化的镀银磁性纳米颗粒#
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$与细菌结合%磁体的存在下从样品基质中分离

细菌+#

>

$抗体和
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标签添加+#

I

$将
(

个
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4
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缀

合物与
(

种细菌病原体和
+?65

#结合所有三种细菌$

一起加入%利用
*('6D

激光进行分析)
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$腺苷酸

修饰的与样品基质#包括细菌,血细胞或其他干扰物$

一起培养+#
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细菌复合物与样品基质磁

性分离+#
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巯基苯硼酸修饰的
57

!

5

4

OV#

与

/B

(

#

)

,R;

!

细菌复合物一起培养以形成夹层结构)
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5

44

97<3636

+

+?65

,

@76I<3?6893WB:;39JB=O

A

98<B:
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4
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A
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+

5
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,
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!
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A
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;8D

A

9BD8<=3X36<CB

A
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4

6B<

)+

>

,

56<3O

>?:

P

86:NM.N<8

4

8::3<3?6

)+

I

,

(5

4

,RI?6

K

7

4

8<B;

8=B8::B:<?

4

B<CB=Q3<C(>8I<B=389

A

8<C?

4

B6;86:+?6

5

+

I?D>36B:Q3<C899<C=BB>8I<B=38

,!

86:8689

P

WB:>

P

*('6D98;B=

.

'*

/

)+

:

,

5HRD?:3@3B:86:FCB;8D

A

9B

D8<=3X

+

36I97:36

4

>8I<B=38

!

>9??:IB99;?=?<CB=36<B=O

@B=36

4

;7>;<86IB;

,

8=BI79<7=B:<?

4

B<CB=

)+

B

,

/B

(

#

)

,R;

!

>8I<B=389I?D

A

9BX3;D8

4

6B<3I899

P

;B

A

8=8<B:@=?D<CB

;8D

A

9BD8<=3X
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@

,

)OHRS5D?:3@3B:57

!

5

4

OV#3;

I79<7=B:Q3<C/B

(

#

)

,R;

!

>8I<B=389I?D

A
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短"使用大肠杆菌抗体结合磁性金纳米粒子+

K1

+

D

!

!

:R

,对

大肠杆菌进行选择性分离和富集.

"!

/以及计数!该方法快速'

灵敏!总分析时间少于
>/H;8

"

B17485

等.

"#

/使用凝集素功

能化的磁性纳米颗粒捕获细菌.图
+

+

7

,/!然后使用菌株特异

性抗体功能化
0YE0

活性纳米颗粒特异性检测细菌.图
+

+

L

,

和+

2

,/"成功分离并检测出三种致病菌(大肠杆菌'鼠伤寒

沙门氏菌和耐甲氧西林金黄色葡萄球菌.图
+

+

9

,/!每种菌株

的最低检测浓度仅为
*/

*

AKa

1

H\

Z*

"

R̂78

等.

"@

/利用抗菌

肽功能化的磁性纳米粒子以及
!-

巯基苯硼酸标记的
:R

!

:

J

-]D

纳米复合材料成功分离大肠杆菌'金黄色葡萄球菌

和绿脓杆菌.图
+

+

1

,*+

P

,/"此外腺苷酸修饰的
K1

+

D

!

纳米

粒子具有高抗菌活性!可以同时分离'识别和杀死细菌"

'&(

!

微流控
ONM.N

检测系统

微流控是在微米尺度下对微量的流体进行精准操控的一

种技术!多种微流控芯片可实现致病菌分离"电泳可以通过

施加电场使微通道中的分子和粒子产生偏移从而达到富集或

分离的目的"多电极微流控芯片施加电流时!不同的电极组

合方式会产生不同的电场分布!实现致病菌分离"该技术具

有低成本'便携性'易控制'低剂量'响应时间短'精度和灵

敏度高等优异的特征"

AU78

J

等.

">

/开发了一种集成膜过滤和

0YE0

检测的微流体装置.图
!

+

7

,/!用于细菌富集'代谢物

提取和原位
0YE0

测量"封闭的微环境可以保证代谢物在

0YE0

底物上稳定'均匀的吸附"通过比较抗生素处理前后

细菌分泌的代谢物的特征拉曼信号变化可以在
"U

内准确确

定最低抑菌浓度!并且不会受到细菌聚集和不均匀分布问题

的影响"

<79;

6

74

等.

".

/报告了通过在微流控芯片的底部嵌入

垂直排列的碳纳米纤维制成的纳米电极阵列.图
!

+

L

,和

+

2

,/!用于有效地捕获和浓缩大肠杆菌"然而!这些器件存

在限制了吞吐量和分离效率!电极污染!以及无法处理样品

碎片等不足"

O%85%8

等.

",

/发明了一种非接触的介电泳
-

0YE0

器件.图
!

+

9

,/!电极通过绝缘屏障与样品通道隔离!

防止电极污染!该器件集成了阻抗分析可以分离和捕捉细

菌!并且识别碎片"该装置已成功地从
+

6

H

聚苯乙烯微球

中分离出了分枝杆菌!准确率为
*//W

"

图
)

!

#

8

$微流控系统及器件原理图)

'L

*

+#

>

$在
)

倍放大下拍摄的光学显微镜图像%显示微流体通道和中心的活性正方形)

'E

*

+

#

I

$四个具有多项式边界的电极对称排列以及电势场分布和电泳力的曲线图)

(2

*

+#

:

$介电泳
ONM.N

装置的示意图)
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*
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,

NICBD8<3I:38

4

=8D?@"MRONM.N:BJ3IB

.

'0

/

'&)

!

静电结合检测

革兰阳性菌表面的肽聚糖和革兰阴性菌表面的脂多糖都

带负电荷!负电荷脂多糖是几种革兰氏阴性细菌的主要内毒

素和外膜成分!带负电荷的细菌表面物质成为致病菌
0YE0

检测的生物标志物"因此!带正电荷的纳米粒子和带负电荷

的细菌结合后!纳米粒子在致病菌表面形成大量的
0YE0

#热点$!这种检测方法大大增加了致病菌及其耐药性的检测

限"

K78

J

等.

+*

/发现带正电荷的银纳米粒子通过静电聚集在

细菌壁表面!增强的
0YE0

信号优于标准基底负电荷银纳米

粒子"

AU18

等.

+"

/使用带正电的银纳米粒子鉴定耐甲氧西林

金黄色葡萄球菌+图
#

,"为了进一步证明其在临床样本鉴定

中的适用性!检测
#"

株金黄色葡萄球菌和
"*#

株耐甲氧西

林金黄色葡萄球菌!该方法成功检测出耐甲氧西林金黄色葡

萄球菌"

M791551

.

++

/使用十六烷基三甲基溴化铵+

AM:Q

,合

"!+*

光谱学与光谱分析
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
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成了带正电的金纳米棒并表征了水中革兰氏阴性大肠杆菌和

粘质沙雷氏菌以及革兰氏阳性金黄色葡萄球菌和表皮葡萄球

菌的
0YE0

特征"金纳米棒和细菌之间的等离子体和静电相

互作用使
0YE0

均匀增强"具有较高表面电荷密度的细菌表

现出明显较高的
0YE0

信号"

f;R

等.

+!

/制备的巯基
-

聚乙二

醇
-(O

"

功能化的
:R

!

:

J

纳米棒柱状阵列可以有效地捕获

带负电的致病菌"实现了三种代表性食源性革兰氏阳性菌!

即木糖葡萄球菌'单核细胞增生李斯特菌和屎肠球菌的高灵

敏度检测"

图
*

!

#

8

$金黄色葡萄球菌与
5

4

,R;

Z

#左$,

5

4

,R;

[

#右$混合

的
NMH

图像#

>

$

5

4

,R;

Z或
5

4

,R;

[的金黄色葡萄球菌

的
NM.N

光谱)

('

*
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4

&*

!

+

8
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4
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!

数据分析方法

!!

拉曼信号由细菌的多种成分产生!且光谱维度高'光谱

复杂.

+#

/

)不同种类细菌的基本成分非常相似!导致相似的

0YE0

信号"因此!需要高效的数据分析方法来处理致病菌

的拉曼光谱"经典的数据分析方法为多变量统计分析如(主

成分分析'聚类分析'判别分析等"机器学习方法有支持向

量机'深度学习等等"在这些方法中!深度学习技术表现出

了优于传统方法的光谱分类和识别能力"

(&%

!

多变量统计分析方法

多变量统计分析方法是一种传统的分析高维数据的方

法!一般通过特定的算法提取原始数据中的有效信息降低数

据维度!从而有利于后续数据分析"主成分分析+

)

4;82;

)

7&

2%H

)

%8183787&

6

5;5

!

TA:

,是最常用的多变量分析方法"主

成分分析通过正交变换将原始变量转换成一系列不相关的变

量!转换后的一系列变量称为主成分"由于少量头部主成分

包含了绝大部分原始数据的有效信息!一般在分析时只截取

前几个主成分!从而降低数据维度"

O79

F

;

J

%4

J

;%R

等.

+@

/使用

0YE0

对肺炎克雷伯氏菌'变形杆菌和大肠杆菌进行
:0M

!

使用
TA:

结合线性判别分析和留一交叉验证区分耐药菌'

中间菌和敏感菌!分类正确率达
,!W

"

T41H75;4;

等.

+>

/用

0YE0

研究了两株细菌!通过偏最小二乘判别分析区分耐药

菌和敏感菌"判别的敏感性
$

,#W

!特异性
$

,,W

"

:

6

7&7

等.

+.

/利用
0YE0

结合
TA:

和判别分析用于区分不同的种类

的致病菌"

\;8

等.

+,

/建立了一种基于
0YE0

和层次聚类分析

的大肠杆菌'鲍曼不动杆菌和铜绿假单胞菌耐药性快速检测

方法"对
*"+

株临床分离菌+

!"

株大肠杆菌'

!*

株鲍曼不动

杆菌和
!/

株铜绿假单胞菌,进行了检测"与微量肉汤稀释法

相比!检测灵敏度和特异性分别为
,/',W

和
,*'*W

"筛查易

于进行!可在
*'#U

内完成"

(&'

!

机器学习数据分析方法

机器学习通过大规模的学习训练数据集!从而提取数据

的有效特征!建立预测模型实现高灵敏度判别分析"传统的

机器学习方法有支持向量机'决策树'

B

近邻分类算法等"

AU1%8

J

等.

*#

/采用多元统计学方法
TA:

和支持向量机来快

速鉴定喹诺酮类耐药肺炎克雷伯菌+

:MAA>//@+

!

0M**

和

0M*#

,"该方法具有高重现性+相对标准偏差为
>'!W

,和灵

敏的检测限+

*//

)

H%&

1

\

Z*

!

E@]

,!相关系数为
/',.

"

[7&314

等.

!/

/比较了支持向量机和线性判别分析区分两种不

同激发波长+

#+"

和
"!!8H

,的致病菌
0YE0

光谱的能力"分

别实现了大约
,"W

和
,/W

的识别率"

A;&%

J

&R

等.

!*

/使用

0YE0

结合机器学习技术快速鉴定耐甲氧西林金黄色葡萄球

菌和嗜肺军团菌"

B

近邻分析方法在支持向量机'决策树和

朴素贝叶斯等传统分类器中具有
,>'.W

的分类准确率"

0YE0

和机器学习为抗生素耐药菌的鉴别提供了一个可靠的

工具"

深度学习是最先进的机器学习算法!它从大规模的原始

数据集中学习特征并直接构建预测模型"深度学习算法有很

多!包括卷积神经网络!完全连接的网络!残差神经网络等"

其在挖掘数据的局部特征和提取全局训练特征方面具有良好

的性能.

!"

/

!数据分类识别的能力远超传统多变量统计分析

算法.

!+

/

"

O%

等.

!!

/通过训练一个卷积神经网络准确识别
+/

种常见的细菌病原体!即使在低信噪比谱上!也能达到超过

."W

的准确率并且抗生素治疗识别准确率高达
,>'/Wg

/'+W

"对
#/

名患者的临床分离株进行了验证!仅使用来自

每个患者分离物的
*/

个细菌谱!实现了
,,'>W

的抗生素治

疗识别准确率"

MU4;P3

等.

!#

/利用卷积神经网络联合
0YE0

技

术在抗生素暴露后
*/H;8

内将大肠杆菌和铜绿假单胞菌对

抗生素的反应与未处理的细菌分离!准确率大于
,,W

"这种

无需对细菌进行培养的方法显著提高了分类精度!可在
+/

H;8

内选择有效的抗生素治疗!这极大地减少了用常规生长

试验验证表型
:0M

所需的时间"

!

!

总结和展望

!!

表面增强拉曼光谱是一种分子检测技术!它能够无损

害'快速'高灵敏度地提供致病菌与药物相互作用的信

+!+*
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息.

!@

/

"通过人们的不断努力!基于
0YE0

的致病菌及其耐药

性检测的准确性已大幅提高!检测时间也缩短为两小时以

内!但是要实现该方法在临床上的全面应用尚有许多工作需

要完善"首先!

0YE0

基底的重复性有待提高"其次!需要探

索操作简单'特异性高的致病菌捕获方式"希望未来的研究

能提高
0YE0

检测致病菌的易用性!缩短从样本收集到检出

结果的周转时间!构建一个高灵敏低成本的测试平台!并建

立和完善细菌的标准
0YE0

图谱数据库"使
0YE0

细菌鉴别

技术走出实验室!有效应对并缓解临床细菌耐药"
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