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很多致命的疾病都与细菌感染密切相关!快速%准确地检测和鉴定细菌及微生物!一直是微生物学

家及有关科研工作者追求的目标!拉曼光谱可以提供丰富的谱图信息!而表面增强拉曼光谱#

/PD/

$有很高

的检测灵敏度!然而一些贵金属
/PD/

基底却容易使蛋白质变性!影响检测结果"以大肠杆菌#

P'Z%&:

$作为

目标检测细菌!首先检测到大肠杆菌的拉曼光谱!之后采用两种不同的
/PD/

基底#

C7N

!

9

K

溶胶$进行检

测"结果表明
9

K

溶胶基底有很强且较丰富的
/PD/

信号!但是相对于
P'Z%&:

的本体拉曼谱峰有较大位移!

说明与银溶胶相互作用的细菌存在一定的蛋白质变性过程'而
C7N

纳米粒子与细菌作用的
/PD/

信号虽然

较弱!但是与
P'Z%&:

的本体拉曼信号较为相似!说明
C7N

纳米粒子对
P'Z%&:

本体基本无损!这将有利于

/PD/

在生物体系的无损检测"该结果可以为利用生物相容性好的半导体
/PD/

基底进行细菌的检测提供有

益的参考"

关键词
!

半导体纳米粒子'细菌'表面增强拉曼光谱'无损检测
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细菌是生物系统中数量最多的一类!对人类活动的影响

不可忽视!很多严重的致命疾病都源于细菌感染"快速%准

确地检测和鉴定细菌及微生物!一直是微生物学家及有关科

研工作者追求的目标"常规的鉴定细菌方法主要包括&细菌

形态和生理生化水平鉴定%蛋白质水平的鉴定"一般来说前

者作为分类鉴定的经典%常用的方法同样也是现代分类鉴定

的依据"后者方法多样!包括凝集实验%免疫酶技术%免疫

荧光技术%放射免疫测定技术%免疫胶体金标记技术和蛋白

质图谱分析等(

*-+

)

"普通拉曼光谱作为重要的有机体指纹鉴

定技术!能够提供物种丰富的谱图信息!可以用于微生物的

检测!但是灵敏度较低(

!-#

)

"表面增强拉曼#

/PD/

$活性的基

底对吸附在其表面的分子能够产生显著的增强效果!并且可

以猝灭荧光!能有效提高信噪比"由于
/PD/

只对吸附于基

底具有拉曼散射截面的分子结构产生增强!因此
/PD/

也能

保留高质量的信息"而且!

/PD/

使用与检测普通拉曼光谱

相同的设备!得益于最近在仪器方面也就是性能和成本上的

进步"实际上!与普通拉曼光谱相比!

/PD/

大幅度增强!以

及其荧光强度低!使得
/PD/

的使用更简单%更强大%更灵

敏"

对于细菌的
/PD/

研究所采用的活性基底一般为胶体金

或胶体银(

@-"

)

"如
g6H36F67

等在玻璃上沉积聚集的单分散的

胶体金作为
/PD/

活性基底!在
"=#7F

激发光下测定不同

细菌(

=

)

'只有一个在
*.!.1F

Q*的尖峰!与直接和金粒子混

合大肠杆菌#

P'Z%&:

$的光谱相似"但这个特征只有
P'Z%&:

非

常明显!绝大多数其他细菌却得不到这样的信号"

%̂%86130

等研究了在
Z6Y

+

上干燥的聚集胶体银的细菌菌落混合

物(

,-**

)

!根据对
>..

#

*...1F

Q*的分析!结果表明能够区分

不同种类的细菌!研究结果解释了这种关于革兰氏阳性和阴

性细菌细胞壁不同组成的差异"

/%1L6&:7

K

[F

等利用金属胶

体作为
/PD/

基底对
P'Z%&:

的检测(

*+

)

!他们用不同的方法

混合金属胶体和细菌!当把样品混合然后在玻片上晾干得到

的光谱重现性弱!而把细菌在有银或金预处理的胶体添加到

琼脂板上进行培养时!得到的结果最好'然而观察到的细菌

的
/PD/

与细菌本体的拉曼谱图差异是较大的!他们认为观

察到的丰富的光谱是基本的细胞组成比如脂肪酸%氨基酸%

蛋白质和核酸的信号!这对于细菌的特异性分析不利"虽然

利用
/PD/

实现对细菌的特异性检测存在一定的难度!但同



时该技术仍具有无限的潜力"金银等重金属较容易使蛋白质

变性!因此利用金属胶体作为
/PD/

基底观察到的细菌拉曼

谱图与本体之间的差异有可能是
/PD/

活性介质与不同细胞

成分的反应!发生了结构和构象的改变"因此尝试其他生物

相容性好的
/PD/

活性基底代替金属基底是一个挑战"

本研究利用
C7N

纳米粒子作为
/PD/

基底对
P'Z%&:

进

行检测!在
"=#7F

激发波长检测到
P'Z%&:

的拉曼光谱'并

在
@!!7F

激发波长下!通过与
9

K

溶胶
/PD/

基底进行对

比!

C7N

纳米粒子的
/PD/

信号虽然较弱!但是与
P'Z%&:

的

本体拉曼信号较为相似!说明
C7N

纳米粒子对
P'Z%&:

本体

基本无损"利用
C7N

纳米粒子作为
/PD/

基底对细菌进行无

损检测为半导体纳米粒子在生物体系的应用提供了重要参考"

*
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&%&

!

试剂与仪器

大肠杆菌#

P'Z%&:

$菌种冻干粉#

9_ZZ+#,++

大肠埃希

菌$!

.',S+#.FO

生理盐水!

N\NME

公司的
;9Z

琼脂培

养基#

;61Z%7L0

5

9

K

63

$成分&蛋白胨
*"

K

%脙胨
!

K

%猪胆

盐
#

K

%

(6Z&#

K

%琼脂
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K

%蒸馏水
*...FO

%乳糖
*.

K

%

.'.*S

结晶紫水溶液
*.FO

%

.'#S

中性红水溶液
#FO

'硝

酸银#

9

K

(N

!

$%六水合硝酸锌(

C7

#

(N

!

$

+

-

@X

+

N

)%碳酸氢

铵#

(X

>

XZN

!

$均为分析纯购于天津光复精细化工公司'氢

氧化钠#

(6NX

$为分析纯!购于北京化工厂'对巯基苯胺

#

?9_?

$购于
4:

K

F6

公司"

日本电子
P̀;-+*..Y
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K
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#

!

$智能粉末
\

射线衍射仪"

&%$

!

b9"

纳米粒子的制备

分别称取
*'@

K

(6NX

和
#',>

K

C7

#

(N

!

$

+

'@X

+

N

配成

=.FO.'#F%&

-

O

Q*的
(6NX

溶液和
+..FO.'*F%&

-

O

Q*

的
C7

#

(N

!

$

+

溶液"向
+..FO.'*F%&

-

O

Q*的
C7

#

(N

!

$

+

溶液中缓慢滴加
=.FO.'#F%&

-

O

Q*的
(6NX

溶液!此过

程在搅拌下进行"滴加完全后向混合溶液中加入适量的

(X

>

XZN

!

粉末!此时得到
C7

#

NX

$

+

前驱体"继续搅拌
!.

F:7

!得到半透明的碱式碳酸锌胶体"将得到的产物用
!̂

型

号砂芯漏斗减压过滤!并在
=.l

条件干燥大约
*+H

"此后前

驱体在
@#.l

下煅烧
+H

!取出产物依次用蒸馏水%无水乙醇

洗涤
!

#

>

次后用
>̂

型号砂芯漏斗过滤!并在
".l

下干燥!

得到尺寸大约为
*#.

#

+..7F

的
C7N

纳米晶"

&%<

!

细菌培养基及细菌液的培养

用移液枪吸取一定量的
.',S

的生理盐水将
P'Z%&:

的菌

种冻干粉活化!混合均匀后!吸取少量活化后的菌液均匀涂

布在
;9Z

培养基上!最后采用四区划线法将菌种接种在

;9Z

培养基中"将接有菌种的
;9Z

培养基置于恒温培养

箱中
!"l

培养
+>H

!用接种环接种一定数量的细菌于
+..

FO

的生理盐水中!混合均匀!孵育
*+H

后进行拉曼测试"

用接种环接种一定数量的细菌于
+..FO

的生理盐水中混合

均匀!孵育
*+H

!之后将制备的
C7N

溶液和
9

K

溶胶分别与

一定量的配制的细菌生理盐水混合!搅拌
=H

!进行拉曼测

试!使用光栅型拉曼光谱仪!在
@!!7F

激发波长下!积分时

间为
@.4

!具体过程如示意图
*

所示"

示意图
&

!

半导体
*YH*

基底检测细菌的过程

*-7,;,&

!

*-7,;0.(-(1124./0.(5956.7,

+

/5-,4465/.7,:,.,-P

.(5956M0.,/(024(9

)

04,;(-59:2-.5/*YH*42MP

4./0.,

+

!

结果与讨论

$%&

!

细菌的本体拉曼光谱研究

如图
*

#

6

$所示!

;9Z

培养上的
P'Z%&:

呈红色菌落"由

图可知!细菌生长状况良好且单个菌落较多!适于下一步的

取样和检测"将培养好的
P'1%&:

菌落用接种环挑出少许固体

菌落至于载玻片上!在光栅型拉曼光谱仪下测定
P'Z%&:

固

态聚集菌落光谱!所选用的激发波长
"=#7F

"积分时间为
@.

图
&

!

<Ac

培养
$=7

的#

0

$

Y%K51(

培养皿

上照片和#

M

$

Y%K51(

拉曼光谱图

'(

)

%&

!

#

0

$

I7,

+

75.5

)

/0

+

709:

#

M

$

.7,H0;094

+

,-./2;56

.7,M21̂ YK51(-21.(30.(9

)
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"图
*

#

W

$为
P'Z%&:

的本体拉曼光谱图!表
*

为拉曼光谱归

属!对照文献(

!

!

#

!

*!-*>

)可知
"=+1F

Q*为与
E(9

的
N

*

?

*

N

伸缩振动相关的胸腺嘧啶%胞嘧啶%尿嘧啶的振动!

*..!1F

Q*为苯丙氨酸的对称环呼吸振动!

*+@!1F

Q*为酰

胺三带的亚甲基变形振动!

**.#1F

Q*为氧合血红蛋白与氧

合肌红蛋白的
N

+

振动!

*>#.1F

Q*为亚甲基的剪式振动!

*@##1F

Q*酰胺一带的
44

Z N

与
44

Z Z

伸缩振动"由图
@

可知!此细菌本体的拉曼光谱强度较弱!采用接种环接种一

定数量的
P'1%&:

于
+..FO

的生理盐水中混合均匀!

*+H

后

测量
P'1%&:

的拉曼光谱!没有得到拉曼信息"

表
&

!

Y%K51(

的拉曼谱峰归属

I0M1,&

!

>,0̂ 044(

)

9;,9.456.7,H0;094

+

,-./0

#

-;

V&

$

56.7,Y%K51(M0-.,/(0

(

<

!

@

!

&<P&=

)

a[&L

.

P'Z%&: 9

K

.

P'Z%&: C7N

.

P'Z%&: 944:

K

7F072

"=+ E(9

&

N

*

?

*

N423021H

!

1

5

2%4:70

!

[361:&

!

2H

5

F:70

*..! *..! *..! /

5

FF023:13:7

K

W3062H:7

K

F%80%G

)

H07

5

&6&67:70

**.# **.# N

+

W6784%GNI

5

H0F%

K

&%W:7678%I

5

F

5

%

K

&%W:7

**+= Z

*

Z/23021H:7

K

F%80%G&:

)

:84

*+!, 9F:80

+

&

1%&&6

K

07

#

ZX

+

V6

K

!

Z

*

(423021H

$

*+@! 9F:80

,

&

1%&&6

K

07

#

ZX

+

V6

K

$

*!!! ?%&

5

7[1&0%2:801H6:7

#

E(9-

)

[3:70W6404

$

*!>, ZX

+

E0G%3F62:%7

*>#. *>#. ZX

+

E0G%3F62:%7

#

&:

)

:84

$

*#"@ 9F:80

+

&

1%&&6

K

07

#

ZX

+

V6

K

!

Z

*

(423021H

$

*@## *@#@ 9F:80

*

#

1%&&6

K

07

$

$%$
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b9"

纳米粒子的表征和作为
*YH*

基底的性质研究

图
+

#

6

$为制备的
C7N

纳米粒子的透射电子显微镜

#

_P;

$图片!如图
+

#

6

$可知制备的
C7N

纳米粒子尺寸约为

*#.

#

+..7F

"通过
\DE

衍射图
+

#

W

$可知!制备的
C7N

纳

米粒子的衍射峰比较尖锐!峰强较高!是典型的六方纤锌矿

结构!表明晶粒发育良好!无其他物相"

图
$

!

b9"

纳米例子的#

0

$

IY?

图和#

M

$

H̀!

衍射图

'(

)

%$

!

#

0

$

IY?(;0

)

,09:

#

M

$

H̀!

+

0..,/9

56.7,b9"9095

+

0/.(-1,4

!!

称取
.'*+

K

C7N

固体溶于事先配好的
*.

Q!

F%&

-

O

Q*

?9_?

乙醇溶液!超声使
C7N

充分分散在溶液中!搅拌
*+H

使
C7N

聚集在
?9_?

表面"吸取少许溶液于载玻片上!待悬

浊液自然晾干后!测定
/PD/

信号如图
!

!其中
>!,

和
>"#

1F

Q*处为
C7N

的声子振动峰!其中归属于
?9_?

的振动峰

为
*.==

#

Z

*

/

伸缩$!

**>>

#

Z

*

X

弯曲$!

*!,!

#

Z

*

Z

伸

缩$!

*>>!

#

Z

*

Z

伸缩和
Z

*

X

弯曲$和
*#,+1F

Q*

#

Z

*

Z

伸

缩振动$!强度较大!说明制备的
C7N

有较好的表面增强效

果!可以作为下一步细菌的
/PD/

研究使用"

图
<

!

&C

V<

;51

*

U

V&的
>JI>

分子吸附在
b9"

纳米粒子上的
*YH*

光谱图

'(

)

%<

!

I7,*YH*4

+

,-./056.7,&C

V<

;51

-

U

V&

>JI>0M45/M,:59b9"9095

+

0/.(-1,4

$%<

!

半导体纳米粒子及贵金属纳米粒子作为
*YH*

基底对

细菌检测

C7N

纳米粒子与
9

K

溶胶分别与
P'Z%&:

孵育所得拉曼

谱图!如图
>

所示"图
>Q

为
P'1%&:

与
9

K

溶胶混合孵育液的

/PD/

谱图!其中
*..!1F

Q*为苯丙氨酸的对称环呼吸模式
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*!>,1F

Q*为亚甲基的剪式振动!

*#"@1F

Q*为酰胺二带的

变形振动或氰基的伸缩振动(

!

!

#

!

*!-*>

)

"对比
P'1%&:

的本体拉

曼光谱图(图
*

#

W

$)!

9

K

溶胶的增强效果很好!得到的谱图

信息也很丰富!但是相对于
P'Z%&:

本体的谱峰位置发生很

大位移!这说明在
9

K

溶胶与
P'Z%&:

混合孵育时!由于金银

等重金属较容易使蛋白质变性!

/PD/

活性介质与不同细胞

成分的反应!使细菌的蛋白质结构和构象发生变化!改变了

其中蛋白质的拉曼信息!因而对于分析细菌的拉曼信息带来

了很大的问题"

图
>Q

为
P'1%&:

与
C7N

纳米粒子混合孵育液的
/PD/

谱

图!其中
>!=1F

Q*为
C7N

的声子振动峰!

*..!1F

Q*为苯丙

氨酸的对称环呼吸模式!

**.#1F

Q*为氧合血红蛋白与氧合

肌红蛋白的
N

+

振动!

*+!,1F

Q*为酰胺二带的亚甲基变形

振动和
Z

*

(

的伸缩振动!

*!!!1F

Q*为
E(9

的多核苷酸链

#碱基$振动!

*>#.1F

Q*为亚甲基的剪式振动!

*@#@1F

Q*酰

胺一带的
44

Z N

与
44

Z Z

伸缩振动(
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*!-*>

)

"对比
P'1%&:

的本体拉曼光谱图(图
*

#

W

$)!

C7N

纳米粒子的增强效果不

是很好!但是
C7N

纳米粒子与与菌落的混合液的
/PD/

信号

更接近
P'1%&:

的本体拉曼光谱图!说明
C7N

纳米粒子的生

物相容性很好!不会破坏细菌的结构和构象!进而可以得到

相对真实的细菌的
/PD/

信息!这将有利于
/PD/

在生物体

系的无损检测"
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!

结
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论

!!

以大肠杆菌#

P'Z%&:

$作为目标检测细菌!首先检测到大

图
=

!
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粒子"
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的
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Y%K51((9-2M0.,

肠杆菌的拉曼光谱!进而采用两种不同的
/PD/

基底#

C7N

!

9

K

溶胶$进行检测"结果表明
9

K

溶胶基底有很强且较丰富

的
/PD/

信号!但是相对于
P'Z%&:

的本体拉曼谱峰有较大位

移!说明存在一定的蛋白质变性过程!而
C7N

纳米粒子的

/PD/

信号虽然较弱!但是与
P'Z%&:

的本体拉曼信号较为相

似!说明
C7N

纳米粒子对
P'Z%&:

本体基本无损!这将有利

于
/PD/

在生物体系的无损检测!这些初步的探索可以为利

用生物相容性好的半导体
/PD/

基底检测细菌提供有益的参
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