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　 　 ［摘要］ 　目的 　建立表面增强拉曼光谱（surface唱enhanced Raman spectroscopy ，SERS）法快速判别失活白色念珠菌 。方

法 　利用热 、甲醛 、杀菌药（两性霉素 B）分别灭活白色念珠菌 ，然后利用 SERS法对失活前后的白色念珠菌进行光谱考察比
较 。结果 　白色念珠菌灭活后的 SERS光谱显示出相似的特征峰 ，且与失活前的光谱有明显差异 。结论 　该实验方法快速 、

简便 ，实现了对失活白色念珠菌的快速检测 ，有望成为快速鉴别更多病原微生物失活状态的有利工具 。
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Rapid identification of inactivated C ．albicans by surface唱enhanced Raman spec唱
troscopy
WANG Kebing ，CHEN Zhihong ，GUO Bu ，LU Guozhong （Department of Phamacy ，No ．１６９ Hospital of PLA ，Hengyang
４２１００１ ，China）

［Abstract］ 　 Objective 　 To develop a rapid method for the identification of inactivated C ．albicans by surface唱enhanced Ra唱
man spectroscopy （SERS） ．Methods 　 Live C ． albicans cultures were exposed to heating ，formaldehyde and fungicidal drug
（amphotericin B） ．The corresponding SERS spectra were acquired for the investigation and comparison ．Results 　 The spectra
acquired with three different inactivation methods exhibited similar features of dead C ． albicans ，which showed significant
difference from the spectra of the live culture ．Conclusion 　 This SERS method can identify the inactivated C ．albicans rapidly ．
Hopefully it will provide a convenient tool for quick identification of other inactivated pathogenic microorganisms ．

　 　 ［Key words］ 　 C ．albicans ；surface唱enhanced Raman spectroscopy （SERS） ；inactivation ；rapid identification

　 　随着微生物病原菌在全世界范围内的肆意蔓

延 ，如何对其进行快速鉴别变得十分有意义［１唱３］
。其

中 ，不同生理状态（如菌株是否失活）的检测对人类

健康护理 、食品安全 、公共保护尤为重要 。通常来

说 ，只有能够进行不断倍增的活菌才会导致疾病 。

到目前为止 ，许多用于快速检测的方法包括酶联免

疫吸附试验（ELISA） 、聚合酶链式反应（PCR） 、基质
辅助激光解吸电离飞行时间质谱 （MALDI唱TOF） 、
荧光原位杂交技术（FISH）等都能够分析全部或部
分的病原菌［４唱６］

。但这些方法无法区分菌株是否失

活 ，且都需要复杂的前处理过程 ，分析时间长 ，需要

配备昂贵的仪器和专门的人员 。因此 ，亟需一种快

速 、免或少前处理的区分菌株是否失活的方法 。

　 　拉曼光谱尤其是表面增强拉曼光谱 （surface唱

enhanced Raman spectroscopy ，SERS）法或可成为
一种有效的解决途径［７］

。该法是一种简便 、快速的

实时原位检测方法 ，具有指纹识别特征 。借助于贵

金属纳米粒子 ，SERS能够大大增强光谱信号 ；且与

传统分子生物学法相比 ，无需复杂的前处理操作 ，这

使得该方法更加适用于生物样品研究［８ ，９］
。基于以

上优点 ，笔者将 SERS 用于快速鉴别白色念珠菌灭
活前后的不同生理状态 。

1 　实验方法

1 ．1 　仪器与试药 　 K唱sens 拉曼光谱系统（上海复

享光学股份有限公司 ） ，激光器的激发波长为

７８５ nm ，光谱分辨率 ６ cm － １
，光谱测定波段为１７５ ～

２ １００ cm － １
，并配置 kpRaman唱K１００显微装置 ，兼有

２种放大物镜（ × １０ ，× １００） ，激光束形成光斑直径

为 １ μm 。 TU唱１９０１ 型双光束紫外可见分光光度计
（北京普析通用仪器有限责任公司） ；TG１６唱WS 型
高速离心机（上海卢湘离心机有限公司） ；Eppendorf
５４１７R高速冷冻离心机（Eppendorf） ；KQ唱２５０DB 型
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数控超声波清洗器 （昆山市超声仪器有限公司） ；

Zeiss EVO MA唱１０ 扫描电镜显微镜（Carl唱Zeiss ，德
国） 。不锈钢立式电热压力蒸汽灭菌锅 （三申 ，上

海） ；Vortex唱Genie２ 多功能旋涡混合器 （Scientific
Industries ，美国） ；TS唱１型脱色摇床（江苏海门市麒

麟医用仪器厂） ；MJX型智能霉菌培养箱（宁波江南

仪器厂 ） ；Multiskan MK３ 酶标分析仪 （Thermo
Fisher ，美国） 。

　 　硝酸银 、二水合柠檬酸三钠 、丙酮 、乙醇 、双氧水

（３０％ H２ O２ ） 、硝酸 、浓硫酸 、氯化钠 、氯化钾 、十二

水合磷酸一氢钠 、磷酸二氢钾 、二甲亚砜等均为分析

纯 ，购自国药集团化学试剂有限公司 。白色念珠菌

４５１ 、３３ 、J１８ 及 ９４０ 由第二军医大学附属长海医院

皮肤科提供 。实验用水为三蒸水和去离子水 。酵母

浸膏 、蛋白胨 、葡萄糖（C６ H１２ O６ ） 、琼脂 、两性霉素 B
均购自百灵威公司 。

1 ．2 　样品准备
1 ．2 ．1 　 银胶的制备 　 称取硝酸银 ３６ mg ，溶于
２００ ml去离子水中 ，加热至沸腾 ，加入 ４ ml １％ 的柠
檬酸钠 ，然后保持沸腾 ０畅５ h ，冷却备用［１０］

。

1 ．2 ．2 　两性霉素 B 溶液的制备 　 称取 １ mg 两性
霉素 B ，溶于 １ ml的二甲亚砜溶液中 ，备用 。

1 ．2 ．3 　真菌传代 　取冰箱冻存的临床敏感白色念

珠菌分别接种于 １ ml YPD 培养液中 ，于 ３０ ℃

２００ r／min振荡培养 １６ h ，使真菌处于指数生长后
期 ，活化 ２次 。然后划板并使其生长于沙氏培养基

上 ，２ d后长至正常菌株大小 。 待拉曼光谱测定前 ，

将这些白色念珠菌接种于 １ ml YPD 培养液中 ，于

上述条件下传代 １６ h 。
1 ．2 ．4 　 灭活过程 　热灭活 ：将传代 １６ h 后的真菌
置于 ６５ ℃的水浴锅内 １ h以确保其灭活 。甲醛灭

活 ：将 ３ ．７％ 的甲醛溶液加入到菌液中作用 １ h 。两
性霉素 B灭活 ：将制备好的两性霉素 B溶液加入到
菌液中 １ h ，该药物的终浓度为 ５ μg／ml （MIC８０ ＝

１ μg／ml）以确保真菌被全部灭活 。

1 ．3 　 SERS检测 　灭活后的菌液经去离子水洗后 ，

与制备好的银胶均匀混合 ，吸取 ３ μl混合液滴于清
洗并干燥后的硅片上用于 SERS待测 。混合溶液无

需干燥 ，直接于光谱仪下进行光谱检测 。光谱检测

参数 ：积分时间 ５ s ，激光功率 １００ mW ，显微系统放

大倍数为 １００ 。

1 ．4 　数据处理方法 　 采用 Matlab １３ ．０ 软件对所

得光谱进行数据预处理 ，依次对光谱进行平滑（Sgo唱
lay 法） 、基线校正（airPLS 法）及规一化（Min唱Max
Normalization） ，选取 ５５０ ～ １ ８００ cm － １ 用于光谱

分析 。

2 　结果与分析

2 ．1 　纳米银胶的表征 　 本实验采用纳米银胶用于

拉曼光谱信号的增强 ，制备方法为经典的 Lee 法 。

制备完成后对该纳米银胶分别进行了紫外吸收和扫

描电镜表征（图 １） 。由图 １A 可见 ，所制备的纳米银

胶仅有一个单峰 ，而且半峰宽也较窄 ，表明该纳米银

颗粒分散度良好 、均匀 。图 １B 的扫描电镜图也可
见分散较为均匀的纳米银颗粒 ，粒径约 ７５ nm 。上

述银胶将有助于后续 SERS光谱采集 。

图 1 　纳米银胶（粒径 75 nm）的紫外吸收图（A）和扫描电镜图（B）

2 ．2 　动态 SERS 考察 　传统的表面增强拉曼光谱

（C唱SERS）在进行真菌检测时 ，通常是将纳米银胶与

菌株混合 ，待混合液干燥后再进行 SERS 光谱采集 。

此举会带来以下问题 ：①干燥时间较长 ，通常为１５ ～

３０ min ；②形成干态膜后菌株的 SERS 信号往往较
弱 ，且重现性不够 。 ③ 激光对干燥后的菌株细胞造

成一定的破坏 ，并不能反映出其原始状态 。为了解

决 C唱SERS检测出现的问题 ，笔者采用动态 SERS
（D唱SERS）法 ，即从湿态到干态的过程中采集光谱 ，

获取高灵敏度 、高重现性的 D唱SERS信号 ，且该法无

需 C唱SERS方法下采集光谱前等待的时间 ，整个过

程仅需约 ２ ．５ min 。将 D唱SERS 与 C唱SERS 的增强
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效果进行比较（图 ２） ，发现 D唱SERS 较 C唱SERS 的
拉曼峰强提高了一个数量级 ，且 １０个不同批次的白

色念珠菌的 D唱SERS光谱重复性良好（图 ３） 。上述

结果表明 D唱SERS 法是一种稳定可靠的方法 ，可用

于快速检测白色念株菌 。

图 2 　白色念株菌在 2种采集方式（D唱SERS
与 C唱SERS）下的峰强比较

图 3 　 D唱SERS下采集的 10个
批次白色念株菌光谱图

2 ．3 　灭活菌株的光谱分析 　本实验采用 ４ 株白色

念珠菌 ，分别对其进行热（６５ ℃ ） 、甲醛 、两性霉素 B
（MIC８０ ）灭活 ，结果如图 ４所示 。 ４株菌珠经 ３种方

式灭活后展现出的光谱十分接近 ，且与未灭活的光

谱有较大差异 ，除 ７２４和１ ３２５ cm － １外 ，灭活后的菌

图4 　不同白色念株菌未灭活及经热（65 ℃ ） 、甲醛 、两性霉素 B灭活后的 D唱SERS光谱图
A ．菌株 ４５１ ；B ．菌株 ３３ ；C ．菌株 J１８ ；D ．菌株 ９４０

注 ：图中椭圆虚线所标为未灭活菌与灭活菌的差异特征峰 ；比例尺为 SERS 峰强比例
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株几乎无其他明显特征光谱峰 。

2 ．4 　常规药理学方法的验证 　 常规用于判定菌株

是否灭活的方法为微量稀释法和生长曲线法 ，笔者

采用生长曲线法对灭活（热 、甲醛 、两性霉素 B）前后
的 ４株白色念珠菌进行了测定 ，结果见图 ５ 。 ３种灭

活方式下 ，不同的白色念珠菌呈现出相似的生长曲

线 ，几乎为一直线 ，表明即使在有 YPD 培养液的情
况下 ，灭活后的菌株无法再生长 ，而在此条件下获取

的光谱结果能与之一一对应 。因此 ，SERS 光谱中
出现的 ７２４和１ ３２５ cm － １特征峰可作为菌株被完全

灭活的标志 。 与常规的药理学方法相比 ，D唱SERS
法仅耗时几分钟即可快速判别菌株的失活状态 。

图 5 　不同白色念株菌未灭活及经热（65 ℃ ） 、甲醛 、两性霉素 B灭活后的生长曲线
A ．菌株 ４５１ ；B ．菌株 ３３ ；C ．菌株 J１８ ；D ．菌株 ９４０

3 　讨论

3 ．1 　其他灭活念珠菌的鉴别 　 实验发现白色念珠

菌灭活后呈现出明显特征的 SERS 光谱峰 ，为了考

察其他念珠菌是否也会出现相似的特征 ，笔者又对

近平滑念珠菌 、克柔念珠菌及热带念珠菌等其他菌

株进行了相应的灭活 ，之后采集 D唱SERS 光谱 。结

果发现 ，其他念珠菌经灭活后呈现出与白色念珠菌

相似的光谱特征 ，即均有 ７２４ 和１ ３２５ cm － １这 ２ 个

明显的特征光谱峰 。念珠菌属作为最主要的一类真

菌 ，几类念珠菌灭活后呈现出几乎一致的光谱特征 ，

说明 D唱SERS快速鉴别失活念珠菌具有一定的通用
性 。该方法是否能够推广到更多种类的真菌甚至其

他病原菌 ，还需进一步的实验探索 。

3 ．2 　特征峰来源的分析 　 文献［８ ，９］报道 ，７２４ 和

１ ３２５ cm － １这 ２个特征峰可能来自于腺嘌呤的苯环

振动峰 。由于不同的文献对峰的归属基于不同的实

验条件 ，因此笔者研究了本实验条件下获得的这 ２

个特征峰是否来源于腺嘌呤 ，并采集了腺嘌呤及相

关嘌呤代谢物的 SERS光谱 。图 ６显示腺嘌呤对照

品的 SERS光谱特征峰与 ４种白色念珠菌灭活后的

光谱基本一致 。原因可能是菌株灭活后 ，细胞形态

产生了一定破坏 ，原先胞内的嘌呤代谢物释放出胞

图 6 　灭活菌及 3种嘌呤代谢物的 D唱SERS光谱图
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外 ，又由于腺嘌呤及其衍生物有较强的 SERS 谱峰 ，

因此念珠菌灭活后的光谱可能主要来自该类物质的

贡献 。

4 　结论

　 　本研究采用 D唱SERS 法用新出现的 ２个特征光

谱峰作为重要标志 ，快速鉴别 ４ 株白色念珠菌的失

活状态 ，同时也得到了常规药理学方法的验证 。该

法简便 、快速 、专属 、灵敏 ，有望成为临床快速检测病

原菌生理状态的有效工具 。
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