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摘要：目的　 建立基于表面增强拉曼光谱（ＳＥＲＳ）技术的金黄色葡萄球菌检测方法。方法　 在碳二亚胺催化下，氨基化玻片与
万古霉素形成共价结合，用紫外分光光度计测量玻片偶联万古霉素含量。利用万古霉素修饰玻片捕获并固定金黄色葡萄球

菌，在银纳米颗粒增强下，用激光显微拉曼光谱仪检测其 ＳＥＲＳ光谱。结果　 傅里叶红外光谱仪检测修饰玻片在 １ ５３８ ｃｍ－１处
具有红外特征峰，紫外分光光度法测定修饰玻片万古霉素含量达 ０．０２ ｍｇ ／ ｃｍ２。在激光显微拉曼光谱仪 ６３３ ｎｍ激光下，检测
出金黄色葡萄球菌在 ７２４ ｃｍ－１、７８０ ｃｍ－１、１ ００１ ｃｍ－１、１ ０５０ ｃｍ－１、１ １００ ｃｍ－１、１ ２４０ ｃｍ－１具有 ＳＥＲＳ特征峰。结论　 万古霉素修
饰玻片成功捕获金黄色葡萄球菌并检测出其 ＳＥＲＳ光谱，为直接从人体体液中捕获、鉴定金黄色葡萄球菌提供基础依据。
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　 　 拉曼光谱技术是一种光散射技术，因其具有快
速、实时、无损伤、易于操作、受水分干扰小等优势，

在临床微生物检测领域具有很大的应用潜力［１］。

表面增强拉曼光谱（ｓｕｒｆａｃｅｅｎｈａｎｃｅｄ ｒａｍａｎ ｓｐｅｃｔｒｏｓ
ｃｏｐｙ，ＳＥＲＳ）利用拉曼光谱技术与纳米技术结合，能
增强其光谱强度达 １０３ ～ １０６ 倍［２］，克服了拉曼光谱

信号微弱的不足［３］。上世纪末，Ｅｆｒｉｍａ 等［４］首次描

述了大肠埃希菌的 ＳＥＲＳ光谱，开启了利用 ＳＥＲＳ技
术进行微生物检测的探索。

为提高从复杂环境中检出细菌的能力，很多学

者采用拉曼光谱报告分子和抗体、噬菌体等识别分

子修饰金属纳米结构表面，但这些识别分子的成本

高，稳定性较差，制备方法困难［５］。万古霉素作为

糖肽类抗菌药物，其羧基与细菌细胞壁成分胞壁酰

五肽末端 ＤＡｌａＤＡｌａ 形成氢键复合物，从而抑制
细菌细胞壁合成。因其具有稳定性好、成本低、质量

可控等优点，万古霉素修饰的 ＳＥＲＳ 底物可用于细
菌捕获和检测［６］。

有学者利用万古霉素修饰介孔二氧化硅纳米颗

粒选择性识别革兰阳性细菌［７］或者万古霉素修饰

银磁性纳米颗粒快速检测金黄色葡萄球菌的 ＳＥＲＳ
光谱［６］，而本研究利用万古霉素捕获细菌的特性，
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制作万古霉素修饰玻片基底，用于金黄色葡萄球菌

的捕获及其 ＳＥＲＳ 光谱的检测，以期在不需要进行
体外细菌培养下，建立快速检测金黄色葡萄球菌的

方法。

１　 材料与方法

１．１　 材料 　 显微镜盖玻片（规格 １８ ｍｍ×１８ ｍｍ×
０．１６ ｍｍ，世态公司），氢氧化钠、无水乙醇（国药集
团），３氨丙基三乙氧基硅烷（３Ａｍｉｎｏｐｒｏｐｙｌｔｒｉｍｅ
ｔｈｏｘｙｓｉｌａｎｅ，ＡＰＴＥＳ，赛默飞世尔公司），万古霉素、碳
二亚胺［Ｎ（３Ｄｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｏｐｒｏｐｙｌ）Ｎ′ｅｔｈｙｌｃａｒｂｏｄｉ
ｉｍｉｄｅ ｈｙｄｒｏｃｈｏｒｉｄｅ ｐｕｒｕｍ，ＥＤＣ，ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ 公
司］，２（Ｎ吗啉）乙磺酸［２（ＮＭｏｒｐｈｏｌｉｎｏ）ｅｔｈａｎｅ
ｓｕｌｆｏｎｉｃ ａｃｉｄ，ＭＥＳ，Ａｌｆａ Ａｅｓａｒ 公司］，胰酪大豆胨液
体培养基（ｔｒｙｐｔｉｃａｓｅ ｓｏｙ ｂｒｏｔｈ，ＴＳＢ，海博生物公司），
ＭｉｌｌｉＱ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ 超纯水（Ｍｅｒｃｋ Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司），直
径约 ４０ ｎｍ的胶体银悬浮颗粒［８］（自制）。

１．２　 仪器 　 ｉｎＶｉａ 激光显微拉曼光谱仪（Ｒｅｎｉｓｈａｗ
公司），ＮＩＣＯＬＥＴ ５７００ 傅里叶红外光谱仪（Ｔｈｅｒｍｏ
公司），ＵＶ３６００ 紫外可见分光光度计（Ｓｈｉｍａｄｚｕ 公
司），Ｕｌｔｒａ Ｐｌｕｓ扫描电子显微镜（Ｚｅｉｓｓ 公司），Ｖｉｔｅｋ
２细菌鉴定仪（法国生物梅里埃公司）。
１．３　 菌株　 金黄色葡萄球菌临床分离菌株经 Ｖｉｔｅｋ
２细菌鉴定仪鉴定为金黄色葡萄球菌。
１．４　 方法
１．４．１　 细菌培养　 金黄色葡萄球菌在 ３７ ℃、ＴＳＢ培
养基中培养 １２ ｈ，取 １ ｍＬ，用灭菌的 ＰＢＳ 离心洗涤
３次，最后用生理盐水配制成 １ 麦氏浊度单位的细
菌悬液，备用。

１．４．２　 玻片氨基化　 显微镜盖玻片在 ２５０ ｇ ／ Ｌ氢氧
化钠溶液中浸泡 ３０ ｍｉｎ，使玻片表面羟基化，依次用
超纯水、无水乙醇洗涤 ３ 次；再置于含有 １％ ＡＰＴＥＳ
的无水乙醇中，５０ ℃温育 １２ ｈ，使玻片氨基化，分别
用无水乙醇、ＭＥＳ缓冲液洗涤 ３次，备用。
１．４．３　 万古霉素修饰玻片　 万古霉素与 ＥＤＣ 以物
质的量之比 １ ∶ ４ 溶于 ＭＥＳ 缓冲液（５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，
ｐＨ ６．０），总体积为 ０．５ ｍＬ，活化 １５ ｍｉｎ。将氨基化
玻片置于其中，室温反应 ６ ｈ 后，用超纯水洗涤 ３
次。在 ＥＤＣ作用下，通过万古霉素的羧基与玻片氨
基共价结合，形成万古霉素修饰玻片。利用傅里叶

红外光谱仪检测羟基化玻片、氨基化玻片及万古霉

素修饰玻片的红外特征峰。

１．４．４　 玻片表面万古霉素含量测定 　 用紫外分光
光度计分别检测 ０． １、０． ２５、０． ５、０． ７５、１、１． ２５、

１．５ ｍｇ ／ ｍＬ万古霉素溶液在 ２６０ ｎｍ 波长的吸光度
（Ａ）值，建立标准曲线。检测与玻片作用前后的万
古霉素溶液 Ａ变化，根据标准曲线计算玻片表面偶
联万古霉素含量。

１．４．５　 ＳＥＲＳ 光谱检测　 将制备的金黄色葡萄球菌
溶液滴加于万古霉素修饰玻片及空白玻片表面，

３７ ℃温育 １ ｈ，ＰＢＳ洗涤 ３次，晾干后滴加胶体银纳
米悬浮液，干燥，并在扫描电子显微镜下观察玻片捕

获金黄色葡萄球菌情况。用激光显微拉曼光谱仪在

６３３ ｎｍ激光下检测空白万古霉素修饰玻片、未滴加
银纳米颗粒的金黄色葡萄球菌和滴加银纳米颗粒的

金黄色葡萄球的表面增强拉曼光谱。

２　 结果

２．１　 万古霉素修饰玻片 　 傅里叶红外光谱仪检测
结果显示，万古霉素修饰玻片在 １ ５３８ ｃｍ－１处具有
苯环特征峰，与氨基化玻片在 １ ６１４ ｃｍ－１形成的氨
基特征峰明显区别，见图 １。偶联前后溶液中万古
霉素的 Ａ差值 ΔＡ＝ ２．１２３－１．６９９＝ ０．４２４，见图 ２。绘
制万古霉素浓度与 Ａ 的标准曲线，得到回归方程：
Ｙ＝ ２．２５７Ｘ＋０．１２６（Ｒ２ ＝ ０．９９４，其中 Ｙ 指 Ａ，Ｘ 指万古
霉素浓度），见图 ３，将 ΔＡ代入回归方程计算出偶联
至玻片的万古霉素浓度为 ０．１３２ ｍｇ ／ ｍＬ，质量为
０．１３２ ｍｇ ／ ｍＬ×０．５ ｍＬ ＝ ０．０６６ ｍｇ，进一步计算出每
ｃｍ２ 玻片表面含有 ０．０２ ｍｇ万古霉素。

　 　 注：ａ，羟基化玻片的红外光谱特征峰；ｂ，氨基化玻片的红外光谱
特征峰；ｃ，万古霉素修饰玻片的红外光谱特征峰。

图 １　 傅里叶红外光谱仪检测图谱

２．２　 玻片捕获金黄色葡萄球菌 　 玻片与金黄色葡
萄球菌经过温育、洗涤，利用扫描电子显微镜分别对

玻片的细菌捕获能力进行表征，结果显示空白玻片

无细菌黏附，而万古霉素修饰玻片能够结合较多数

量的金黄色葡萄球菌，见图 ４。
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图 ２　 万古霉素溶液修饰玻片前后的紫外吸收光谱

图 ３　 不同浓度万古霉素溶液与紫外吸光度的标准曲线

注：Ａ，未修饰万古霉素玻片；Ｂ，万古霉素修饰玻片。

图 ４　 扫描电子显微镜观察玻片捕获金黄色葡萄球菌效果

２．３　 金黄色葡萄球菌 ＳＥＲＳ光谱的检测　 选择激光
显微拉曼光谱仪的 ６３３ ｎｍ激光器，对玻片表面金黄
色葡萄球菌的 ＳＥＲＳ光谱进行检测。与阴性对照相
比，捕获金黄色葡萄球菌后在 ７２４ ｃｍ－１、７８０ ｃｍ－１、
１ ００１ ｃｍ－１、１ ０５０ ｃｍ－１、１ １００ ｃｍ－１、１ ２４０ ｃｍ－１均出
现特征峰。滴加银纳米颗粒的金黄色葡萄球菌

ＳＥＲＳ信号明显高于未滴加银纳米颗粒的金黄色葡
萄球菌的 ＳＥＲＳ信号。见图 ５。

　 　 注：ａ，空白的万古霉素修饰玻片的 ＳＥＲＳ 光谱；ｂ，万古霉素修饰

玻片捕获金黄色葡萄球菌的 ＳＥＲＳ 光谱；ｃ，在银纳米颗粒的增强作

用下，万古霉素修饰玻片捕获金黄色葡萄球菌的 ＳＥＲＳ光谱。

图 ５　 激光显微拉曼光谱仪检测

３　 讨论

　 　 本文制备的万古霉素修饰玻片可从细菌悬液中
捕获、固定金黄色葡萄球菌，在银纳米颗粒的增强

下，检测出金黄色葡萄球菌 ＳＥＲＳ 光谱，与 Ｍｏｓｉｅｒ
Ｂｏｓｓ［９］所述的检测细菌 ＳＥＲＳ方法一致。在 ＥＤＣ的
催化作用［７，１０］，玻片表面成功修饰万古霉素 ０． ０２
ｍｇ ／ ｃｍ２，即使经 ３ 次标准洗涤，金黄色葡萄球菌仍
黏附在万古霉素修饰玻片表面，而空白玻片表面无

细菌黏附。这是因为万古霉素与金黄色葡萄球菌细

胞壁形成的氢键作用增强了基底捕获细菌的能力。

Ｌｉｕ等［１１］也认为万古霉素修饰 Ａｇ ／ ＡＡＯ纳米基底显
著增强在液体中捕获细菌的能力。

在本实验中未捕获细菌的万古霉素修饰玻片的

ＳＥＲＳ光谱没有明显的特征峰，说明万古霉素对金黄
色葡萄球菌 ＳＥＲＳ光谱的背景干扰小。同时万古霉
素修饰玻片批量制备成本低、操作简便，自特异性结

合金黄色葡萄球菌到检测其 ＳＥＲＳ光谱约 ２ ｈ，与传
统的细菌培养所需时间 １２ ～ ４８ ｈ 相比，明显缩短细
菌检测时间。因此，万古霉素因其特异性、富集性、

干扰性小、受水分子影响小等优点，可以从溶液中直

接富集金黄色葡萄球菌，并在不损坏细菌结构的情
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况下进行细菌 ＳＥＲＳ 光谱的检测，为直接从人体体
液标本中捕获细菌并建立细菌 ＳＥＲＳ 光谱奠定方法
基础。

本实验检测到金黄色葡萄球菌在 ７２４ ｃｍ－１、７８０
ｃｍ－１、１ ００１ ｃｍ－１、１ ０５０ ｃｍ－１、１ １００ ｃｍ－１、１ ２４０ ｃｍ－１

具有明显的特征峰。细菌细胞壁肽聚糖主要由

Ｎ－乙酰胞壁酸（ＮＡＧ）、Ｎ－乙酰葡萄糖胺（ＮＡＭ）和
Ｌ－氨基酸组成。Ａｖｃｉ 等［１２］认为 ７２４ ｃｍ－１归属富含
Ｎ－乙酰胞壁酸的特征峰，１ ２４０ ｃｍ－１归属酰胺Ⅲ，
１ ００１ ｃｍ－１、１ ０５０ ｃｍ－１归属苯丙氨酸。当然细菌
ＳＥＲＳ光谱的起源尚有争议，多数学者认为细菌
ＳＥＲＳ光谱特征主要归因于细菌细胞壁（肽聚糖、脂
多糖、膜蛋白等）和细胞内小分子的排泄［１３１４］。Ｐｒｅ
ｍａｓｉｒｉ等［１５］认为细菌 ＳＥＲＳ光谱是由细菌分泌的代
谢产物而非细胞壁成分引起。从我们观察到的金黄

色葡萄球菌 ＳＥＲＳ特征峰，更倾向认为细菌的 ＳＥＲＳ
光谱起源于细菌细胞壁。

但因细菌 ＳＥＲＳ 光谱影响因素较多，会因实验
条件的不同而有明显的改变，如 ＳＥＲＳ 活性底物和
激发波长、细菌的生长周期及生长环境等都会影响

ＳＥＲＳ光谱的检测［９］。因此，利用表面增强拉曼光

谱仪检测细菌光谱时需要建立同质化、标准化的实

验条件以及各类细菌的标准 ＳＥＲＳ 光谱图谱库，以
便 ＳＥＲＳ运用于细菌的鉴定。
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ｇｉｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｕｒｆａｃｅｅｎｈａｎｃｅｄ Ｒａｍａｎ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ：ａ ｍｅｔａｂｏｌｏ

ｍｉｃｓ ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ ｂｙ ＳＥＲＳ［Ｊ］． Ａｎａｌ Ｂｉｏａｎａｌ Ｃｈｅｍ，２０１６，４０８（１７）：

４６３１４６４７．

（收稿日期：２０２００２１３）

（本文编辑：刘群）

·６８５· 临床检验杂志 ２０２０年 ８月第 ３８卷第 ８期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｌｉｎ Ｌａｂ Ｓｃｉ，Ａｕｇ． ２０２０，Ｖｏｌ．３８，Ｎｏ．８




