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摘  要  表面增强拉曼散射（Surface Enhanced Raman Scattering，SERS）光谱作为一种新型的快速分析技术，在灵

敏度、分辨率、重现性等方面的进一步提高及应用领域的不断扩大，主要取决于该技术的核心组成部分基底的发展，新

型基底研究一直是该技术领域的热点之一. 从基底组成类型出发，围绕SERS增强机理（电磁增强与化学增强），综述近

几年零维（0D）纳米胶体与颗粒、一维（1D）纳米棒、二维（2D）平面载体与三维（3D）立体载体作为新型基底材料的研

究进展，对典型材料的结构特性、拉曼增强机理、优缺点、性能优化方法及应用等进行分析和对比；介绍SERS及相关联

用技术在环境微生物分析中的应用进展. SERS通过材料维度的增加及形状的改变而增加基底的稳定性，改善其检测

“热点”的均匀度，提高获得的谱图重现性；SERS通过基底材料的功能化修饰进一步提高其检测的特异性；SERS通过

与微流控、稳定同位素标记、机器学习等联用提高其对复杂样品的检测能力，从而使其在环境微生物的鉴别、分类、监

测等方面发挥着不可替代的作用. 由于环境微生物种类繁多，个体组成与取样环境复杂，非目标物质干扰较多，环境微

生物SERS谱图目前仍在一定程度上存在重现性差、分辨率低等问题，SERS对微生物的定性准确度有待提高，定量分

析有待突破. 另外，SERS在环境微生物群感效应研究及微生物膜动态分析应用相对较少. 构建具有高特异性识别能力

和高密度“热点”的新型基底，并联用高效分离纯化技术、原位杂交技术、化学计量学及人工智能等技术，将进一步激发

SERS在环境微生物分析中的应用潜力. （图2 表1 参80）
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Abstract   Surface-enhanced Raman scattering (SERS) is a new rapid analysis technique. The improvement in 
sensitivity, resolution, and reproducibility, and the expanding application fields of SERS spectroscopy mainly 
depend on the development of the substrates, which are a key part of the technique. Research on novel SERS 
substrates is a popular topic. Considering the types of substrate compositions, and a focus on the SERS 
enhancement mechanisms (electromagnetic enhancement and chemical enhancement), we reviewed the 
research progress in recent years of zero-dimensional (0D) nanocolloids and particles, one-dimensional (1D) 
nanorods, two-dimensional (2D) planar carriers, and three-dimensional (3D) carriers as new SERS substrates. 
The structural characteristics, Raman enhancement mechanism, advantages and disadvantages, performance 
optimization method, and applications of typical SERS substrates were analyzed and compared, and the 
application progress of SERS in the analysis of environmental microorganisms was summarized. The stability of 
the SERS substrates, the “hot spots” uniformity of SERS detection, and the reproducibility of spectra could be 
increased by a change in the dimension and shape of the substrate material. The specificity of SERS detection 
could be further improved with the functional modification of the substrate material. Combining SERS with 
microfluidic control, stable isotope labeling, and machine learning could improve its detection ability for complex 
samples. Therefore, SERS plays an irreplaceable role in the identification, classification, and monitoring 
of environmental microbes. Owing to the great variety in environmental microorganisms, the complexity of 
microorganism individual composition and sampling environment, and the interference of non-target substances, 

杨泽帆, 陈颖欣, 黄晓桐, 袁勇, 周丽华. 表面增强拉曼散射光谱新型基底及其在环境微生物分析中的应用研究进展[J]. 应用与环境生物学报, 2022, 28 
(3): 796-804
Yang ZF, Chen YX, Huang XT, Yuan Y, Zhou LH. Progress of new substrates of surface-enhanced Raman scattering spectroscopy and its 
application in the analysis of environmental microorganisms [J]. Chin J Appl Environ Biol, 2022, 28 (3): 796-804



表面增强拉曼散射光谱新型基底及其在环境微生物分析中的应用研究进展 797Vol. 28  No. 3  Jun 2022

拉曼光谱是一种快速、无损的分析技术，其峰形窄、分

辨率高、水影响小等优点便于更好地研究分子振动及结构

组成；但其信号强度及分析灵敏度过低，大大限制了该法的

广泛应用 [1].  而当分析物分子被吸附到某些粗糙的金属表面

上时，其拉曼散射强度会增加104-106倍的现象的产生，也就

是被称之为表面增强拉曼散射（surface enhanced Raman 
scattering，SERS）效应 [2-3]的发现，极大地推动了拉曼光谱

的发展 .  其中具有粗糙表面的金属材料则成为该技术的核

心部分基底 .  寻求能更有效代替粗糙表面的金属基底新材

料的研究始终伴随着SERS技术发展.  近年来，尽管SERS
技术目前已取得了显著的进展，但通常其信号的增强能力

源于基底纳米结构上的独特的光学性质表面等离子体共振

（local  surface  plasmaon  resonance，LSPR）效应，其通

过增强分析物环境中的电磁场达到提高其拉曼信号强度的效

果.  但是，基底纳米结构分布的不均匀性会导致不同结构的

区域产生的电磁场增强效应差异显著，即存在的采集“热点”

不均匀性等问题，使SERS的整体灵敏度和检测重现性受到

一定限制. SERS技术要成为一种实用的生物分析方法，仍需

开发新型SERS基底，使基底不仅能达到增强目标物信号，克

服“热点”不均问题，还能起到富集、专一识别等作用，从而

提高SERS对目标物的定性定量能力，同时具备低成本，易制

备等优点. 早期的SERS充当活性基底的材料主要是目前仍常

用的具有粗糙表面的金属如金（Au）、银（Ag）、铜（Cu）、钯

（Pd）等. 随着SERS应用领域的扩大、分析对象复杂性的提

高、材料科学的迅速发展及SERS机理的深入探讨，SERS 基
底可设计成不同形状和尺寸、可加入不同涂层等而达到分析目

的，从而不同类型的新型基底逐渐被开发和报道. 
基于具有粗糙表面金属的引入而产生的SERS 光谱技术

不仅具有拉曼光谱的优点，并具有其独特的优势，在化学、生

物、医学、药学、材料、农业、工业、国防等各个领域得到广

泛应用. SERS能为分析物提供化学特异性分子指纹 [4]，超高

的灵敏度可实现对单分子的检测，其产生的信号的增强效应

可促进其对生物样品的检测和鉴定 [5]，其中SERS在环境微生

物分析中的应用广受关注. 环境微生物在海洋、水生和陆地环

境中的元素循环和生态系统功能中的核心作用早已确立 [6]，同

时环境中也存在许多对人类、动植物有害的病原体微生物. 因
此，对环境微生物和与其相关的生物分子进行检测分析，对生

态系统的正常运行和环境安全健康具有重要的意义. 目前，用

于环境微生物分析的方法除了SERS外，还有酶联免疫吸附法

（ELISA）、聚合酶链反应（PCR）、色谱-质谱等 [7-8]，但上述

方法与SERS相比，通常耗时、成本高昂且需烦琐的样品预处

理，难以实现现场快速检测和大规模样品筛选. 因此，分析快

速、成本低且高灵敏度的SERS技术表现出极大的优势. 

本文从基底组成类型与材料维度出发，综述近几年零维

（0D）纳米胶体及颗粒、一维（1D）纳米棒、二维（2D）平面

载体与三维（3D）立体载体等材料作为SERS新型基底的研究

进展，对典型材料的结构特性、拉曼增强机理、优缺点、性能

优化方法及应用等进行分析讨论和对比，为SERS基底相关研

究提供较为系统的参考；进一步介绍SERS在环境微生物鉴

别、分类、监测等方面的应用进展，为食品安全、生物医学、矿

产资源开发等领域中的微生物研究提供技术和信息参考. 此
外，简述SERS与微流控、稳定同位素标记、机器学习等其他

技术的联用，进一步凸显SERS在环境微生物分析中发挥着不

可替代的作用. 最后基于作者所在课题组开展的相关研究，分

析SERS在实际应用中遇到的挑战并展望SERS技术的进一步

发展. 

1  SERS新型基底

新 型 高 效 的 基 底 的 产 生 ，一 是 为了 更 深 入 探 讨

SERS机理，扩大SERS的应用范围；二是为了进一步提

高S E R S响应，克服其存在的检测弱点，达到理论和应

用有机结合的目的 .  目前SERS增强机理主要是电磁增

强（electromagnet ic  enhancement，EM）和化学增强

（chemical enhancement，CM）. EM由金属纳米粒子结构

表面产生的自由电子与入射光耦合时发生表面等离子体共

振   LSPR效应导致；CM则基于底物和分析物之间的电荷转

移，使其分子极化率增加，从而导致拉曼信号增加 [9]. 在以上

增强效应中，由于LSPR的产生依赖于纳米颗粒形态，且由其

产生的采集信号的“热点”对分析物整体信号的强度大约有

70%的贡献. 因此，提高“热点”区域在基底材料的占比是关

键. 而通过控制基底材料的尺寸、形状和组成等因素，则是有

效的途径. 
1.1  零维（0D）纳米胶体与颗粒
   向金属盐溶液中加入化学还原剂制成的金属胶体，已经成

为SERS最常用的纳米结构 [12].  银和金胶体作为最常用的两

种0D SERS纳米胶体，只需将制备好的贵金属纳米胶体与目

标物混合，便可显著增强分析物拉曼信号. 此类基底制备和使

用简便，但与目标物混合的不均匀性和金属纳米胶体对目标

物的低效附着一般会使SERS光谱重现性差.  为实现纳米胶

体与分析物更紧密的接触及特异性识别，可采用以下方式进

行性能优化：（1）采用原位合成或原位作用提高SERS对分析

物的信号识别. 如图1A所示，2017年，Alula等利用银离子与

细菌存在静电相互作用的特性，将银离子吸附到细菌细胞壁

上，在细胞壁上原位合成银纳米颗粒（AgNPs），产生了对于

增强SERS至关重要的“热点”，为检测和鉴别多种不同的细

the SERS spectra of environmental microorganisms still have poor reproducibility and low resolution to some 
extent. The accuracy of SERS qualitative analysis of microorganisms should be further improved. Therefore, a 
quantitative analysis of microorganisms should be performed. In addition, the application of SERS in research 
on quorum sensing and dynamic analysis of biofilms is less well established. The construction of a new SERS 
substrate with specific recognition ability and high-density “hot spots” and the combination of SERS technology 
with other efficient separation and purification methods, in situ hybridization, stoichiometry, and artificial 
intelligence could further promote the application of SERS in environmental microbial analysis.

Keywords		 sur face enhanced Raman scat ter ing; new substrate; electromagnetic  enhancement; 
chemical enhancement; environmental microorganism
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菌提供了至关重要的物质基础 [13]. 我们课题组则合成了两种

金属纳米颗粒（AgNPs和NiNPs）作为SERS的底物，以电活

性细菌的胞外聚合物（EPS）为对象，利用SERS对EPS在细

胞外电子转移（EET）过程中的氧化还原性能进行了评价，这

两种基底在增强EPS中生物分子的拉曼信号的同时，又可作

为氧化剂/还原剂作用于氧化/还原EPS中的还原/氧化组分 [14]. 
该研究为探讨EPS中氧化还原物质的EET性能提供了强有力

的工具，也为微生物代谢物的生物分子研究开辟了新的思路. 
（2）与银基底相比，金虽然在可见区的增强因子较小，但其

易制备成单分散的各种尺寸的溶胶，并具有更高的化学稳定

性和更强的生物相容性. 可通过对金基底进行不同分子如特

定蛋白、抗体或适配体等的修饰实现SERS靶向测定目标物. 
Cao等2020年开发出半胱氨酸修饰的金纳米颗粒（AuNPs）
新型基底，对海洋神经毒素STX进行快速灵敏地检测[15]. STX
分子对金或银胶体的亲和力较弱，因此难以通过SERS实现对

STX的直接检测. 而半胱氨酸含—NH2、—SH和—COOH 基
团，既可通过Au-S共价键与AuNPs结合，又可通过静电及氢

键作用捕获STX分子. 与单纯的AuNPs基底相比，该半胱氨酸

修饰AuNPs的新型基底为STX的拉曼信号提供了至少一个数

量级的显著增强. 如图1B所示，Franco等则将P9b噬菌体与金

胶体通过静电和范德华力作用组装形成SERS基底，该组装

新基底可特异性识别铜绿假单胞菌肽段，极大地增强了铜绿

假单胞菌的拉曼信号强度，且通过在750、1 580和1 655 cm-1

处获得归属于DNA碱基和酰胺I的拉伸模式的拉曼新信号峰，

增强对铜绿假单胞菌外膜部分的识别，进一步提高对该菌的

特异性鉴别 [16]. Guo等则使用对pH敏感响应的4-巯基苯甲酸

（4-MBA）修饰AuNPs，以此制成的活性基底涂覆于纳米移

液器的外表面，将pH敏感的纳米移液器吸头插入细胞中心，

进行SERS测量，成功实现了单细胞内的pH传感，并通过改变

细胞外pH，了解到相比于正常细胞，癌细胞能有效调节细胞内

的pH和更好地适应弱酸性的细胞外环境 [17]. 

图1  AgNPs@Mycobacterium smegmatis的原位合成（A）和AgNPs-
P9b phage特异性识别铜绿假单胞菌（B）（根据文献[13]和[16]总结绘制）.
Fig. 1  The in situ synthesis of AgNPs@Mycobacterium smegmatis 
(A) and the specific recognition of Pseudomonas aeruginosa by 
AgNPs-P9b phage (B) [13, 16].

1.2  一维（1D）纳米棒
为解决0D SERS底物信号稳定性和重复性差的问题，研

究人员以可控的分布方式将金属纳米粒子装载到线或棒上合

成1D SERS基底. 此类基底具有更大的局部电磁场增强能力，

能使分析物的分子拉曼信号极大增强. Waiwijit等使用共溅射

和倾斜角沉积技术合成了Au-Ag纳米棒，并进一步通过化学蚀

刻对其进行脱合金处理，在纳米棒上引入更多的金原子且使

表面粗糙度增加，有利于对目标物的吸附和获得丰富的“热

点”，从而达到同时增强SERS的EM和CM效应. 采用Au-Ag
脱合金纳米棒可获得对4-MBA信号1.5 × 106的增强因子，其

强度比Au-Ag合金底物高一个数量级. 与Au-Ag合金和Ag纳
米棒基底相比，其稳定性也得到了极大改善 [18]. Chou等则将

半导体的CM作用和贵金属的EM作用有机地结合起来，使用

修饰有AuNPs的氧化锌纳米棒（ZnO NRs）作为SERS基底，

均匀分散的AuNPs为增强拉曼信号提供了“热点”，而ZnO纳

米结构与分析物之间存在电荷转移，基于EM和CM的协同增

强作用，金纳米粒子和氧化锌纳米结构的组合能极大增强目

标物的拉曼信号，该新型基底可实现浓度低至10-9 M的罗丹明

6G（R6G）的灵敏检测[19].  
1.3  二维（2D）平面载体

将金属纳米粒子有效修饰到平面支撑物上可制备2D 
SERS基底. 2D基底因其具有比一般0D和1D的基底更大比表

面积而更有利于形成更多均匀且稳定的“热点”，是克服传统

金属SERS基底的缺点的理想材料之一 [20-21]. 自从石墨烯增强

拉曼散射发现 [22]以来，一批创新的2D纳米材料，从各向同性

的六方氮化硼 [23]、二硫化钼 [24]到各向异性的正交黑磷 [25]、金

纳米三角形 [26]等，为SERS的机理研究和实际应用提供了新

的可能性 [27]. 与大多数等离子体SERS基底的EM增强不同，

基于2D材料的基底通常归因于CM增强，CM增强是一种短

程效应，主要取决于分子在2D材料表面化学吸附时拉曼极化

张量的放大. 对于分子-2D材料系统，CM增强主要来自电荷

转移和激子共振 [28]. Liu等将AuNPs修饰到黑磷（BP）纳米片

上，由于BP片状纳米物和目标分析物之间存在电荷转移，因

此将AuNPs的EM作用和BP纳米片的CM作用进行整合，形成

的BP-AuNPs展现了出色的SERS活性和分子检测优异的可

重现性，可用于多种类型的肿瘤细胞的生物成分鉴定和无标

记活细胞生物成像 [29]. 除了将贵金属纳米材料修饰到二维材

料上，制备双金属体系的2D材料也是提高贵金属纳米结构稳

定性的一种可能策略，通过将不相容金属与不同功能性质相

结合，双金属体系表现出比单一元素体系更优越的性能 [30-31]. 
Chen等通过磁控溅射技术和气相沉积技术制备了Ta和Ag的
双金属膜（Ta@Ag），Ta掺杂既可改善Ag的生物相容性，降

低Ag的杀菌活性，又可提高金属膜的化学稳定性. 以掺杂8.8 
%Ta的Ta@Ag双金属膜作为SERS基底，在保持菌活性的同

时可有效地区分大肠杆菌和金黄色葡萄球菌，鉴别能力优于

纯Ag薄膜 [32].  Duan等则将AuNPs涂覆到改性的聚二甲基硅

氧烷（PDMS）膜状载体上充当活性底物，该成膜的活性基

底解决了胶体溶液团簇的尺寸和形状不稳定导致的重现性问

题. 与零维胶体基底功能化策略相同，该课题组采用特定的病

原体适体（Apt）对成膜基底进一步功能化，特异性地捕获靶

标，成功实现了副溶血弧菌和鼠伤寒沙门氏菌的同时检测并定

量，LOD值分别为18 CFU/mL和27 CFU/mL，显示具有较高

的检测灵敏度. 该活性基底体系也可适用于检测真实海鲜样

品中的食源性致病细菌[33]. 基于2D 平面载体的SERS可以实

现生物指标的灵敏检测. 如Zhang等将细胞色素C（Cyt C）的

适配体修饰到金纳米三角形（AuNTs）上，通过杂交作用把修

饰有Cy5的互补链与Cyt C适配体互补配对，当细胞处于正常

状态时，AuNTs充当拉曼增强的底物，增强Cy5的拉曼信号并

淬灭其荧光；当细胞凋亡时，会诱导线粒体上的Cyt C释放到

细胞质中，Cyt C就会特异性结合其适体，Cy5修饰的互补链
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将分离，导致其SERS信号减弱和荧光信号恢复. 通过拉曼信

号和荧光信号可直接观察凋亡细胞中Cyt C的转运过程，且可

同时定量检测凋亡细胞中释放的Cyt C，为SERS在细胞内Cyt 
C的定量分析提供了新思路 [26]. 
1.4  三维（3D）立体载体

3D SERS立体载体的有效体积通过增加平均场增强，最

大限度地生成和采集SERS信号，创造出比低维基底更强的

SERS响应. 另外，对于3D SERS立体载体，入射激光不需要

精确聚焦在共焦平面上. 3D基底的这些显著优势推动了研究

人员为实际应用创造新的基底 [34].  2017年，Li等以抗坏血酸

（AA）作为还原剂，在石墨烯（rGO）板上合成了分散良好的

AgNPs，利用rGO和目标物之间存在电荷转移而产生CM效

应, 该Ag NPs/rGO复合材料在检测大肠杆菌和金黄色葡萄球

菌中表现出良好的SERS活性，对大肠杆菌的检出限已降至1 
× 10 5 CFU/cm3，且引入rGO作为SERS底物时，还可以抑制

共振拉曼光谱中的荧光干扰 [35]. Yang等则利用半导体ZnO的

CM作用与Ag的EM作用，设计了一种新型的3D多孔ZnO/Ag 
SERS复合底物，对R6G的检测限低至10-11 M [36]. Yang等同样

利用半导体材料TiO2，通过静电纺丝和原位沉积技术在TiO2

纳米纤维上均匀装载了AgNPs，纳米纤维因其高孔隙率和大

表面积等优异性能，使分布在其表面的AgNPs出现了更多的

“热点”，同时激发的电子可以从AgNPs转移到TiO2上，电荷

转移的诱导使该Ag@TiO2复合材料具有更强的拉曼增强作

用，对4-MBA和4-巯基苯酚（4-MPh）的检测限低至10-9  mol/
L [37]. Ag@TiO2纳米纤维除了作为直接检测细菌的SERS底物

之外，还对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌显示出优异的抗菌活

性，银纳米颗粒的接触作用、Ag+的释放和活性氧的富集是可

能的抗菌机制，高效的抑菌率使其在微生物传感、杀菌净水

等实际应用中具有广阔的前景. Jabbar等通过简单的浸入式

电镀工艺，控制浸入时间，在梯度多孔硅（GPSi）中生成了银

和钯双金属合金纳米粒子（（Ag@Pd）NPs）. 基于银和钯之

间的相互作用和更好的构型可调性，且GPSi具有高比表面积

的优势，成功实现大肠杆菌的超灵敏检测，检测限甚至低至1 
CFU/mL，表现出比单金属纳米粒子更强的SERS活性 [38]. 

除了利用具有CM效果的石墨板及半导体作为3D材料外，

天然绿色的3D材料的利用以进一步优化基底性能也深受研究

者的青睐. 在2019年，Huang等将之前合成的2D BP-AuNPs
底物吸附到天然滤纸上制得BP-Au滤纸3D SERS基底，与2D
底物相比，3D底物能够更有效增强目标分子的拉曼信号，提

供了更大的表面积，从而利于吸附更多的目标分析物（图2）. 
该课题组利用BP-Au滤纸3D基底快速对3种常见食源性细菌

（大肠杆菌、单增李斯特菌和金黄色葡萄球菌）进行了鉴定和

分类，证明了该3D基底在细菌检测方面的实用性 [39]. 除了物理

吸附沉积外，还可以通过原位还原来制备3D SERS基底. 基
于米糠中存在的各种酚酸可将Au3+还原为Au0，Philip等通过

使用大米中的酚酸还原HAuCl4以及在米粒表面上原位吸附还

原的AuNPs，将装饰有AuNPs的米粒用作SERS底物，对于4-
氨基硫酚（4-ATP）的最低检测浓度为10-6 M. 该基底制备方

法中，米粒既用作还原剂，又作为制备金纳米颗粒的载体，便

宜绿色的合成过程既不需要使用额外的有毒试剂，又降低了

成本 [40]. 
纳米团簇、纳米星和纳米花等3D基底，因能产生更大的

比表面积，有利于形成高密度的“热点”，已成为产生SERS
的优异形态.  Li等合成了具有分支和核-壳结构双重特征的

AuAg@AuAg卵黄壳纳米星，由于形成金银合金的壳，使得金

和银耦合产生的电磁增强作用远大于AuAg@Ag纳米星，同时

外壳的阻滞避免了颗粒聚集造成的影响；更多的Ag可以沉积

在具有大量“热点”的分支中，且改善了卵黄与壳之间的偶合，

更大的比表面积可以吸收更多的信号分子，使对R6G的SERS
增强因子增大为1.223 × 106 [41]. Li等通过水热法在硅纳米棒

（SiNRs）上生长氧化锌纳米线（ZnONWs），再用AgNPs进
行修饰制造出3D纳米花SERS底物，对R6 G的检出限低至1 
pM，且可以用于检测淀粉样蛋白结构[42]. 

表1列出了部分典型新型SERS基底及其特点. 可知，相比

于传统0D基底，新型0D SERS基底主要采用原位合成或对基

底进行特异性分子的修饰，提高检测的特异性和灵敏性. 而将

金属纳米粒子修饰到纳米棒上、平面支撑物上或立体载体上，

较大的比表面积则有利于形成更多均匀且稳定的“热点”，增

强分析物的拉曼信号，提高信号的稳定性和重复性. 将黑磷、

石墨烯、半导体等材料的CM作用和金属的EM作用有机地结

合起来，EM和CM的协同增强作用有助于对目标物进行灵敏

地检测，优异的生物相容性也有利于对环境微生物的分析研

究. 

2  SERS在环境微生物分析中的应用

环境微生物存在于生物圈的每个部分（河流、森林、山

脉、农田等），绝大多数环境微生物参与了无数的自然生物过

程，在地球的生物地球化学循环中起着至关重要的作用，可用

于生活、农业和工业中的废物 [43]以及土壤 [44]甚至海洋环境中

的污染物的原位分解修复 [45]，部分微生物则会引起各种传染

病 [46-47]. SERS由于具有灵敏度、选择性和与其他技术的兼容

性，可实现对微生物从分子水平到细胞水平上的检测. 本文主

要介绍近几年SERS在环境微生物鉴别、分类和监测中的应

用. 
2.1  环境微生物的鉴别与分类

基于环境微生物巨大的生物多样性，不同种属的微生物

之间存在一定的化学差异. 对于环境微生物的鉴别与分类，

可从微生物具有代表性、特异性的生物分子入手，如DNA、特
征蛋白、代谢物等 [48].  如游华建等对不同的SERS光谱中腺

嘌呤、酪氨酸和鸟嘌呤等重要分析信息处理后，实现了对两

种大肠埃希菌JM109、DH5α和两种金黄色葡萄球菌ATCC 
25923、MRSA的鉴别 [49]. 尽管SERS在生物分析中具有超高

灵敏度，不同微生物的光谱图谱在相对峰强度或不同标准

偏差方面仍可能显示出很小的差异，难以直观区分不同的细

菌 [50]. 因此，SERS与多元统计分析相结合用以在种水平上进

一步提升其鉴别能力. 如Breuch等使用覆盖有AuNPs的纸基

SERS基底，对所获的数据再进行了由主成分分析（PCA）和

图2  基于BP-AuNPs和BP-Au滤纸的SERS基底制备示意图（根据文

献[29]和[39]总结绘制）.
Fig. 2  Schematic illustration of the SERS substrate fabrication of 
BP-AuNPs and BP-Au filter paper [29, 39].
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判别分析（CDA）组成的化学计量学评估，通过对数据集进

行数据约简，降低维数，实现了在属水平上准确分辨出7种与

肉类腐败相关的细菌，分别是嗜热芽孢杆菌、大肠杆菌、藤黄

微球菌、荧光假单胞菌、肠炎沙门氏菌、单增李斯特菌和苏云

金芽孢杆菌 [51]. Akanny等则开发了一种球形金纳米粒子作为

SERS底物，在鉴定革兰氏阳性枯草芽孢杆菌、鼠李糖乳杆菌

和革兰氏阴性大肠杆菌过程中，对所得的3种相似的拉曼信号

进行主成分分析（PCA）和偏最小二乘-判别分析（PLS-DA）
后发现，这3种菌株之间最具差异的拉曼光谱来源于细胞壁肽

聚糖、腺嘌呤化合物或嘌呤小分子，从而实现三者的区分 [52]. 
常用的AgNPs基底在获得可达到有效鉴别微生物的拉曼信号

的能力有限，Korkmaz等则利用硅藻在AgNPs的基础实现拉

曼信号增强，达到从蛋白分子水平上的细菌鉴定 [53].  该课题

组将AgNO3溶液与多孔硅藻一起孵育，并通过抗坏血酸的还

原获得了附着在硅藻上的AgNPs，最后把原位生成的多孔硅

藻-AgNPs复合材料黏附于常规的胶带上制得稳定且价廉的

SERS底物. 硅藻作为天然的光子晶体具有导模共振（GMR）

的特性，其GMR与金属胶体的LSPR的光耦合可以大大增强

复合结构的局部电场，且硅藻多孔的结构为分析物提供了更

大的附着面积. 使用该新型底物即可获得高质量的环境细菌

蛋白SERS光谱图，区别细胞色素C和溶菌酶等细菌相关蛋

白，通过进一步与PCA分析结果结合，还可有效区别出两种不

同菌株的金黄色葡萄球菌（ATCC6538和ATCC29213），从而

证明该复合基底材料可使SERS进行无标记的细菌鉴定. Berg
等利用过氧化物酶（HRP）将Ag+在其HRP共轭寡核苷酸探

针标记的位点处沉积，沉积的银纳米颗粒（Silver-DISH）可

作为靶向的细菌细胞内的SERS底物，设法在细菌细胞内形

成SERS活性底物，促使金属和细菌成分之间更紧密地接触，

从而成功实现了对大肠杆菌纯培养物和湖中环境微生物的

SERS检测鉴定 [54]. Silver-DISH能够从细胞内的生物分子中

有针对性地增强拉曼光谱，为环境中未培养微生物的单细胞

特异性鉴定开辟了新的可能性. 
真菌霉菌也属于环境微生物一类，某些真菌霉菌本身或

代谢产物会对公众健康会带来巨大影响，如镰刀菌真菌产生

的次生代谢产物伏马菌素会对谷物饲料等农产品造成严重污

染，食用受污染的农产品对人和动物都会带来极大的危害. 为
了筛选被伏马菌素污染的玉米样品，Lee等合成Ag树枝状晶

体作为基底，在450-804和1 100-1 352 cm -1的光谱区域中，

伏马菌素特征峰的拉曼强度与伏马菌素的浓度成正比，通过

SERS快速对伏马菌素进行定性和定量分析，体现其在控制伏

马毒素风险，保证玉米等农产品安全方面起到的重要作用[55]. 
丝状真菌在生物地球循环中也起着重要的作用，同时也作为

生物降解的媒介.  对于丝状真菌的检测分类，大多数基于表

观形态学研究、DNA碱基测序或质谱技术，Fazio等则是将

SERS用于丝状真菌鉴别分类的研究：即将各真菌代谢物的萃

取物施加到干燥的AuNPs上，溶剂挥发后获得了信噪比良好

的SERS光谱. 对600-1 800 cm -1区域的拉曼光谱进行PCA分
析，实现了木霉菌、镰刀菌、神经孢菌、枝孢菌和曲霉菌5个不

同属真菌的分类鉴定，为文化遗址的保护研究提供了很大帮

助[56]. 
2.2  环境微生物的利用与监测

上述提及的相关SERS检测应用主要针对作为病原体或

污染物的细菌、真菌. 实际上，SERS技术用于监测某些环境

微生物，亦可为矿产开发、资源回收及自然资源的有效利用带

来极大的帮助. 蜡状芽孢杆菌作为一种土壤细菌，其含量与富

金土壤有选择性地相关，Chen等利用葡萄糖还原[Ag(NH3)2]+

复合物合成AgNPs，与细菌混合，直接测量获得SERS光谱，

对蜡状芽孢杆菌的检测限低至104 CFU/mL [57]. 通过对不同

浓度金属离子存在下蜡状芽孢杆菌的拉曼散射和SERS谱图

分析，发现SERS信号更有利于区分细菌对Au3+的响应，具体

表现为：（1）654 cm-1处鸟苷的谱带信号强度随Au3 +的浓度

从0.01到10.0 μg/mL的升高而降低，724 cm-1处次黄嘌呤的谱

带强度则随浓度升高而升高；（2）当不同的金属离子（Au3+，

Ag+，Cu2+和Zn2+）存在时，蜡状芽孢杆菌对Au3+具有最强的

抗性，从而表明蜡状芽孢杆菌可作为金矿的指示菌，SERS
对其监测有助于金矿的野外勘探. 随着对黄金需求的增加，

且为了治理金水离子排入环境存在生物富集问题，利用环境

微生物回收黄金已经引起了很多关注. 受表面活性剂可控制

微生物表面金属纳米颗粒的尺寸和形状的启发，Huang等基

于微生物介导的表面活性剂定向方法，在乳酸杆菌中添加了

HAuCl4、抗坏血酸（AA）和不同的表面活性剂，轻松制备可

作为SERS活性基底的功能性生物AuNWs复合材料，对罗丹

明6G和4-巯基苯甲酸的检测限分别降至10-9和10-6 M，且从

HAuCl4水溶液中回收了Au [58]. 该研究不仅从水体中回收了金

离子，并且细胞与AuNWs整合形成功能纳米复合材料，而无

需将AuNWs从细胞中分离出来，生物AuNWs的SERS强力增

强也有助于生物分子的单分子检测或痕量检测，成功实现了

金的回收与功能性金纳米材料的制造相结合. 甲烷氧化细菌

（MOB）是利用甲烷作为能量来源的细菌，已被证明是天然

气勘探的生物学指标，Liang等通过将合成的AgNPs吸附到

表1  典型新型SERS基底及其特点

Table 1  Typical new substrates of SERS and their characteristics
类型
Type

新型基底
New substrate

研究对象
Subject

检测限
Detection limit

参考文献
Reference

0D
AgNPs (in-situ)  Mycobacterium smegmatis 100 bacilli per laser spot area [13]
AuNPs-Cys Marine toxin STX 10-7 M [15]

1D Au-Ag dealloyed nanorod 4-MBA 10-9  M [18]
AuNPs-ZnONRs R6G 10-9  M [19]

2D
Aptamer-AuNTs Cyt c 2 × 10-8  M [26]
Apt-Au-PDMS film Vibro parahaemolyticus and Salmonella typhimurium 18 and 27 CFU/mL [33]
Ta@Ag film Escherichia coli 100 CFU/mL [32]

3D

ZnO-Ag R6G 10-11 M [36]
Ag@TiO2 4-MBA 10-9 M [37]
(Ag@Pd)NPs/GPSi E. coli 1 CFU/mL [38]
Au-rice 4-ATP 10-6 M [40]
Ag/ZnO/Si nanoflower R6G 10-12 M [42]
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细菌表面，获得增强的拉曼信号，与PCA分析的结合成功将

MOB与其他密切相关的共存菌区分开 [59]. 因此，SERS分析也

可以用作有选择地鉴别与气体相关的细菌的有效工具，并将

为气体勘探提供新的途径. 

3	 SERS相关联用技术在环境微生物分
析中的应用

尽管SERS在环境微生物分析方面具有巨大的潜力，但缺

乏富集、捕获等特性使其在实际现场分析中的应用面临很大

的挑战.  越来越多的研究者致力于SERS与其他设备与技术

的结合应用，为微生物鉴别与分析提供更全面的保障. 目前，

SERS联用手段聚焦于提高系统对所监测微生物的捕获和信

号放大. 如Krafft等将纳孔膜的三维微流控装置与SERS检测

结合在一起，利用微流控设备浓缩饮用水中的低浓度细菌，通

过纳米多孔膜对细菌以及AgNPs簇的捕获，大大提高SERS
感测水样中的细菌的能力，即时检测饮用水中对人体有害的

病原微生物 [60]. Barzan等则提出了拉曼光谱和介电电泳相结

合的方法，通过介电电泳聚集细菌而增加细菌的局部密度，目

标菌的拉曼信噪比达到优化，从而实现大肠杆菌、金黄色葡萄

球菌和铜绿假单胞菌对抗生素的敏感性研究 [61]. 再如Potluri
等开发了一种结合SERS和聚合酶链反应（PCR）的快速耐甲

氧西林金黄色葡萄球菌（MRSA）检测的高特异性方法：PCR
扩增得到了MRSA的两个特异性基因（mecA和femA）的引

物，并合成了具有AuNPs、拉曼标记分子和捕获探针的SERS
基底. 基于引物和捕获探针的杂交，以及磁珠和PCR扩增子

的反应，形成了AuNPs-PCR-磁珠的“三明治复合物”，在临

床样品中实现了MRSA的直接检测 [62]. 然而，环境中获取的微

生物多源自复杂的样品体系，因此不可避免地将SERS与样

品与处理步骤相结合，以保证复杂样品基质中的微生物及其

代谢产物的高效监测. 如Morelli等先后使用液液萃取（LLE)）
分离发酵后大肠杆菌的次级代谢物对香豆酸，在以AuNPs
为高度均匀的SERS基底上进行定量，其检测结果与HPLC
分析显示出良好的相关性 [63-64]. 支持液膜（supported liquid 
membrane，SLM）提取是一种强大且通用的技术，它以两相

之间的浓度差及pH差等为驱动力，能够实现高选择性和目标

化合物的富集 [65]. Rostami等首次通过高通量的SLM 与多孔 
SERS 检测单元结合，对赭曲霉毒素 A (OTA) 进行了无标记

检测[66]. 
轻原子可被较重的原子稳定取代，从而产生了特征性的

拉曼位移. 据此，稳定同位素标记也被用于与SERS结合，这

类拉曼位移可作为目标细菌的生物标记，可实现对微生物的

有效区分并探究相关的生命活动过程.  Cui等在培养细菌群

落中用“较重”的15N稳定同位素取代“轻”氮，利用AgNPs和
AuNPs作为SERS基底进行检测，发现在653、730、957 cm-1

处的N含量相关SERS谱带呈现可分辨的位移，该表面增强拉

曼光谱结合15N稳定同位素探针（SERS-15N SIP）对细菌进行

非破坏性分析，不仅可用于监测活性氮同化细胞，研究氮循

环中高度多样的环境微生物活性，而且还可进行拉曼活化细

胞分选和下游基因组分析，从而能够更深入地了解环境微生

物的氮代谢[67]. Li等通过D2O同位素标记成功探测了土壤中的

磷酸盐增溶细菌（PSB），PSB释放固定的磷（P）会表现出高

代谢活性，可吸收重水中的D用于自身合成利用，因此显示出

很强的C-D谱带. 将C-D谱带作为特征标记，拉曼成像可以在

混合细菌培养甚至复杂土壤微生物群落中鉴别PSB [68]. 类似

地，Olaniyi 等也将拉曼光谱与重水结合，用于检测降解纤维

素的细菌，比较了单细胞水平上7个细菌菌株的纤维素降解活

性 [69]. Chisanga等将12C/13C葡萄糖和14N/15N氯化铵分别作为

唯一碳源和氮源，稳定同位素标记了大肠杆菌细胞，通过原位

合成的银纳米颗粒作为SERS的基底，SERS谱带显示出清晰

的红移，对标记的细菌进行了定量区分 [70]. 
SERS与其他光谱设备的联用亦能进一步补充微生物的

光学信息. 红外吸收和拉曼散射可提供互补的振动光谱信息，

但由于两者模态之间的空间分辨率不匹配，信号的共取向困

难等原因，之前的研究都是在单独的两个仪器上进行，而Xu
等将拉曼光谱技术集成到中红外光热显微镜技术中，该集成

系统能够对抗生素影响下的细菌进行光谱分型，在单细胞分

辨率下检测到细菌对红霉素的作用机理具有特异性的生化变

化，两种技术结合的优势使其能在很短时间内获取光热红外

和拉曼综合指纹图谱，为细菌的分析检测提供了及时、广泛的

振动光谱信息[71]. 此外，基于仪器结构和光学设计的相似性，

激光诱导击穿光谱（LIBS）  成为与拉曼相结合的有力竞争

者 [72].  作为一种实时元素分析技术，LIBS可以实现对细菌细

胞膜和细胞质中的矿物质阳离子（如 K+、Na+、Ca+ 和 Mg2+）

以及细菌的定量分析 [73]. Liao等考虑到SERS的定量不足，构

建了基于SERS和LIBS组合的简单、快速和准确的细菌检测平

台. 平台通过在疏水硅晶片上蒸发原位合成样品液滴，在3D 
空间中制造热点，然后在平台上依次进行3D SERS和LIBS测
量，对4种不同类型的细菌进行了定性和定量分析[74]. 

随着人工智能对科研实验的渗入，机器学习方法已在拉

曼分析中得到应用. Yu等通过结合拉曼光谱和生成对抗网络

（GAN），成功实现对3种海洋菌株（葡萄球菌、溶藻弧菌和

地衣芽孢杆菌）的准确识别分类. 经过30 000次的训练迭代

后，生成的光谱与真实光谱十分相似，便可利用该GAN算法模

型对菌株进行准确分类，避免了因细菌光谱的高度相似性导

致难以直观分辨目标菌株 [75]. 与传统的化学计量学相比，卷积

神经网络（CNN）和完全连接的人工神经网络（ANN）的应用

提高了使用拉曼光谱进行细菌鉴别的准确性，该新方法可在

培养后1 h内快速鉴定和鉴定芽孢杆菌[76]. 拉曼光谱技术与机

器学习相结合，能快速、可靠地在物种水平上准确鉴定出芽孢

杆菌，为在农业食品链中对该微生物进行流行病学监测提供

了有希望的工具. 拉曼光谱和GAN等深度学习方法的结合，减

少了人力的投入，提高了工作效率，在人工智能的带动下，病原

体的鉴别提高到了一个更快更准的水平. 

4  总结与展望

SERS技术的完善与发展，始终贯穿着对新基底的研究. 
从本文综述的零维（0D）纳米胶体和颗粒、一维（1D）纳米

棒、二维（2D）平面载体与三维（3D）立体载体等新型基底的

研究进展来看，基底组成及维度的变化可进一步提高SERS
分析的灵敏度、分辨率、重现性及特异性，使其测定对象呈现

多样性和复杂性；基底组成无论从维度的纵向或横向的变化，

大多数仍以SERS传统基底金属Au或Ag材料为基础；为了维

持零维纳米颗粒基底的稳定性防止其聚集，可借助特殊的纳

米材料作固体担体从一维到二维再到三维进行变化，从而提

高测定谱图的重复性；呈三维空间分布的纳米粒子与二维的

片状相比，比表面积的增大使其内部存在更多的粒间空隙，使

“热点”分布更均匀，能产生更强的SERS信号；柔性材料如
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滤纸等的使用，不但可增加基底材料的维度，更能增加待测物

与基底接触程度，获得更多谱图信息[39, 77]. 随着对SERS机理

研究的深入及纳米技术、材料科学等的发展，具更高特异性

识别能力、更高密度“热点”同时兼具价廉、易合成且环境友

好特点的新型基底将不断被开发. 
SERS技术在环境微生物鉴别、分类、监测等方面虽取得

了一定的进展. 但环境微生物个体组成与取样环境的复杂性

使其存在大量非目标物质的干扰，SERS获取的环境微生物指

纹谱图或特征生物分子光谱信息仍存在重现性差、分辨率低

等问题. SERS对环境微生物分析目前主要针对浮游微生物开

展，虽已有SERS技术对生物膜原位分析的报道 [78-80]，但大多

数仅是分析其静态信息，仍较少涉及对生物膜动态变化如胁

迫环境下生物膜结构演化过程中相关生物分子变化信息的监

测. 此外，SERS技术在环境微生物群感效应的相关研究中也

相对应用较少. 而SERS技术与其他技术的联用如高效分离或

富集技术、原位杂交技术、化学计量学及人工智能等技术，可

大大减少由于环境微生物样本的复杂性带来的检测问题，同

时促进SERS技术的应用扩展. 
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