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表面增强拉曼散射技术鉴别大肠杆菌和志贺氏菌的研究 
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摘要：以整个大肠杆菌和志贺氏菌为研究对象,通过和纳米银颗粒混合制片,利用表面增强拉曼效应检测并区分大肠杆菌和志贺氏菌.结果

表明,未与纳米银颗粒混合的大肠杆菌和志贺氏菌没有明显的拉曼信号,而与纳米银颗粒混合后有明显的拉曼信号,二者有明显的区别,且

重现性良好,可为鉴别大肠杆菌和志贺氏菌病原体研究及实际应用提供依据. 
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Detection and discrimination of Escherichia coli and Shigella spp. using surface-enhanced Raman spectroscopy. 
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Environmental Biology and Pollution Control,Ministry of Education, College of Environmental Science and Engineering, 

Hunan University, Changsha 410082, China；2.College of Chemistry and Chemical Engineering, Hunan University, 
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Abstract：E. coli and Shigella spp. were detected and differentiated using surface-enhanced Raman scattering (SERS) by 

preparing bacteria samples with silver colloids on a silicon surface. Results show that Raman signals of E. coli and 

Shigella spp. were negligible in the absence of silver nanoparticles, but observable and distinguishable spectra were 

collected while in the presence of silver nanoparticles. Thus, E. coli and Shigella spp. could easily be discriminated based 

on their different Raman spectra. The method in this work exhibited high reproducibility and showed great promise for the 

detection of E. coli and Shigella spp. in environmental samples. 
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近年来,微生物污染已经渗透到水和食物方

面,而且特定微生物引发的疾病也越来越多,因此

快速的微生物检测方法受到广泛关注.目前,傅里

叶变换红外光谱
[1]

,利用表面等离子共振的免疫

传感器
[2]

,用特定探针的光纤 DNA芯片技术
[3]
及

荧光光谱
 [4-5]
均应用于微生物的快速检测.

 

从 1974年发现至今,由于表面增强拉曼散射

技术与其他方法相比,具有灵敏度高,选择性强,

特异性好等优点,已被广泛用于临床医学、生物

化学、生物技术、环境、考古等多个领域.随着

生物技术的发展及微生物污染的严重化,利用

SERS技术检测微生物的研究也越来越多. 

2002 年,Cao 等
[6]
采用核酸分子杂交技术同

时检测了 A 型肝炎、B 型肝炎、艾滋病、埃博

拉病毒、天花病毒和 Bacillus anthracis抗原等 6

种病原微生物.2005 年,Zhang 等
[7]
利用 SERS 传

感器快速检测炭疽热生物标志物 . 2010

年,Knauer 等
[8]
利用 SERS 直接检测水环境中的

嗜肺军团菌和沙门氏菌.Knauer 等的研究和其他

的研究有所不同,是以整个微生物为研究对象,这

就是所谓的“whole-organism fingerprinting”技

术
[9]

.然而这些研究所报道的方法样品前处理比

较麻烦 ,花费时间较长 .为此 ,本研究在

“whole-organism fingerprinting”技术基础上,

以整个大肠杆菌和志贺氏菌为研究对象,把纳米

银颗粒和细菌简单地混合在硅片上,利用细菌与

纳米银接触时产生的 SERS 快速检测与辨别大

肠杆菌和志贺氏菌.大肠杆菌是环境水质监测和

食品安全中重要的指示微生物
[10]

.志贺氏菌是最 
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常见的肠杆菌科的病原菌,可通过水和食品传播

腹泻及痢疾等疾病
[11]

.因此对这 2 种菌的检测具

有重要意义. 

1  材料与方法 

1.1  试剂与仪器 

分析纯试剂:无水乙醇,丙酮,氯仿,氯化钠,氢

氧化钠,硝酸银,二水合柠檬酸钠;生化纯试剂:蛋

白胨,琼脂粉,牛肉膏粉;pH 值 7.2 的磷酸盐缓冲

液,硅片. 

TGL-16A 台式高速冷冻离心机(长沙平凡),

纯水自动装置(上海申生),B220S-T 型超洗器(上

海必能 ),1-10RIBA 激光共聚焦拉曼光谱仪

(JOBIN YVON,法国),微量移夜器(上海求精),恒

温恒湿培养箱 LRH-250-SⅡ(广东医疗),振荡培

养箱 LRH-250-SⅡ(广东医疗). 

1.2  细菌的购买及培养 

志贺氏菌(CCTCC AB200058)从中国典型培

养物保藏中心购买,大肠杆菌(DH-5α)是本实验

室准备的. 

大肠杆菌培养基的配制:牛肉膏粉,3g/L;蛋

白胨,10g/L;琼脂粉,12g/L;氯化钠,5g/L;pH,7.2~ 

7.4.志贺氏菌培养基的配制:牛肉膏粉,3g/L;蛋

白胨,5g/L;琼脂粉,20g/L;氯化钠,5g/L;pH,7.0. 2

种菌分别按照各自的培养基在生化培养箱中

37 ℃培养 24h,驯化 3 次后,然后用液体培养基

(不加琼脂粉)在生化振荡培养箱中 37℃培养

48h. 

1.3  纳米银颗粒的合成 

纳米银颗粒采用文献[12]合成:将 250mL 的

5.29×10
-4

mol/L 的硝酸银水溶液加热至沸腾,在

剧烈搅拌下迅速加入 7mL 质量分数为 1%的柠

檬酸钠水溶液,保持沸腾状态反应 1h 后,自然冷

却至室温,溶液呈黄绿色.将制好的溶液放于冰箱

内 4℃保存. 

1.4  样品的制备及测定 

1.4.1  硅片的洗涤  将切割好的小硅片放在小

烧杯中,把小烧杯置于超声波清洗机中,依次用超

纯水—乙醇—丙酮—氯仿—丙酮—乙醇—超纯

水清洗,每种溶液都清洗 8min. 

1.4.2  细菌的处理  液体培养基培养后的大肠

杆菌和志贺氏菌,取适量培养液 4000r/min 离心

10min,弃上清液,用pH值7.2的磷酸盐缓冲液清

洗两次,然后用无菌水清洗若干次后加入无菌水

稀释到 1mL. 

1.4.3  纳米银颗粒的处理  取上述制备的纳米

银溶液30mL加入到50mL的离心管里,加入少量

的表面活性剂,4000r/min 离心 5min,弃上清液至

剩余液体为 1mL. 

1.4.4  测定样品的制备  取上述处理过的细菌

液 0.5mL 和离心过的纳米银溶液 0.5mL 加入到

1.5mL 的离心管 ,充分混合后 ,4000r/min 离心

5min,弃上清液至剩余溶液约为 50µL.然后把这

个混合液体取 5µL 滴加到清洗过的小硅片上.晾

干后测定拉曼信号. 

1.4.5  拉曼信号的测定  用镊子将小硅片放到

载物台的玻璃片,直接用 50倍长聚焦物镜进行聚

焦,测量时波长扫描范围为:400~2000cm
-1

,扫描 1

次 .扫描时间为 1s,滤光片密度为 1D,进行

mapping 扫描,激发波长为 632nm. 

1.4.6  空白实验  按照上述测量过程分别测

定(1)干净的硅片的拉曼信号;(2)取 0.5mL离心

过的纳米银再在相同条件下离心一次的拉曼

信号;(3)离心处理过的不加纳米银的 2 种菌的

拉曼信号. 

2  结果与分析 

2.1  纳米银颗粒的 TEM表征 

 

图 1  纳米银颗粒的 TEM图谱 

Fig.1  TEM image of silver colloid 
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纳米银颗粒的制备采用柠檬酸钠还原法制

备,尺寸为 40~100nm,平均尺寸约为 55nm,其透

射电子显微镜如图 1 所示.纳米银的合成受还原

剂加入量的影响,其粒径随着柠檬酸钠加入量的

增加而变大,形貌也逐渐不规则
[13]

.因此可以从

图中观测到纳米银的形状多样化,有圆形,棒状,

三角形. 

2.2  细菌的 SEM表征 

由图 2 可以看出,大肠杆菌和志贺氏菌都是

杆状的,大肠杆菌平均长度为 2.83μm,志贺氏菌

平均长度为 3.34μm. 

  a 大肠杆菌 

 

  b 志贺氏菌 

 

图 2  大肠杆菌和志贺氏菌的 SEM图谱 

Fig.2  SEM image of Escherichia coli and Shigella spp. 

2.3  细菌和纳米银颗粒混合的 TEM表征 

图 3 是大肠杆菌和志贺氏菌与纳米银颗粒

混合液稀释若干倍的情况下测得,从图 3 可以看

出,细菌被纳米银颗粒包围,可以充分发挥纳米银

颗粒的增强效果. 

  a 大肠杆菌

 
  b 志贺氏菌

 

图 3  大肠杆菌和志贺氏菌与纳米银颗粒混合 

的 TEM图谱 

Fig.3  TEM image of the mixture of Escherichia coli and 

Shigella spp. and silver colloid 

2.4  两种细菌不同 SERS 信号分析 

由图 4 可见,纳米银颗粒都几乎没有拉曼信

号,而干净的硅片在 520cm
-1
处有特定的硅信号.

虽然未与纳米银颗粒混合的大肠杆菌和志贺氏

菌的光谱图有很大区别(图 4),但是单独的大肠杆

菌和志贺氏菌的拉曼谱峰很少且信号很弱,和纳

米银颗粒混合后纳米银颗粒围绕在细菌周围,拉

曼谱峰增加,且信号得到增强.与纳米银混合后的

两种菌的拉曼信号有明显的区别,除了 520cm
-1
处

的硅信号 ,大肠杆菌分别在 658cm
-1

,728cm
-1

, 

960cm
-1

左右 ,1000cm
-1

左右 ,1330cm
-1

左右 , 

1460cm
-1

左右 ,1570cm
-1

左右有明显的信号 , 

728cm
-1
的峰说明了大肠杆菌中含有 N-乙酰-D-

葡萄糖胺和 N-乙酰胞壁酸
[14]

.在 658cm
-1
的峰和

Jarvis 等
[14]
的研究结果相符合.而 1460cm

-1
和

1570cm
-1
峰和 Jarvis等

[15]
的另一项研究结果相符,

且 Jarvis 等在文献[15]中报道大肠杆菌并没有出

现 658cm
-1
这个峰,这可能是由于拉曼测定条件的

不同,正如 Jarvis 等
[16]

叙述:一样的大肠杆菌,就因

为一个在波长 785nm 测定拉曼信号 ,一个在
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532nm 测定拉曼信号,两者的信号峰位置大有不

同.实验拉曼信号的测定是在波长 632nm,而 Jarvis

等是分别在波长 785nm,532nm 测定.志贺氏菌分

别在 670cm
-1

左右 ,820cm
-1

左右 ,1330cm
-1

左

右,1570cm
-1
左右有明显的信号.两种菌最明显的

区别在 600~700cm
-1
之间.通过分析可以看出实验

可以测定并鉴别大肠杆菌和志贺氏菌 2种菌. 
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图 4  纳米银和 2种菌混合后及空白实验的拉曼光谱 

Fig.4  Raman mapping spectra of bacteria and blank 

2.5  硅片上的重现性实验 

分别对 2 种菌的同一样品和不同时间的样

品做 mapping 扫描分析,同一样品做平行实验,每

个样品测 25个点,两个平行样 50个点,有如图 5(a)

和图 6(a)所示的拉曼信号的有 32个点左右,不同

时间的样品间隔大概半个月左右测量拉曼信号,

如图 5(b)和 6(b)所示.通过对比可以看出 2 种菌

在硅片上的拉曼信号有良好的重现性. 

实验中细菌是在水环境条件下,并且大肠杆

菌和志贺氏菌都是水环境中常见的菌株,因此实

验条件与实际相接近,能够为大肠杆菌和志贺氏

菌的检测方法的实际应用提供依据. 
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图 5  大肠杆菌重现性拉曼光谱 

Fig.5  Raman mapping spectra of Escherichia coli 
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图 6  志贺氏菌重现性拉曼光谱 

Fig.6  Raman mapping spectra of Shigella spp. 
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3  结论 

3.1  单独的大肠杆菌和志贺氏菌的拉曼谱峰很

少且信号很弱,和纳米银颗粒混合后纳米银颗粒

围绕在细菌周围,拉曼谱峰增加,且信号得到增强. 

3.2  大肠杆菌和志贺氏菌与纳米银颗粒混合后

测得的拉曼信号有明显区别,说明这种方法能够

鉴别两种菌.600~700cm
-1
之间区别最明显,大肠

杆菌在658cm
-1
处的拉曼信号峰和以前的研究相

符合,由于测定条件不同,大肠杆菌在 728cm
-1
也

有峰,这个峰说明大肠杆菌中含有 N-乙酰-D-葡

萄糖胺和 N-乙酰胞壁酸. 

3.3  两种菌的同一样品和不同时间的样品的拉

曼信号有良好的重现性. 
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