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摘 要：近年来，随着细菌耐药性问题日益突出，细菌感染给疾病防控工作带来了严峻挑战。

快速、准确地鉴别细菌及其基本特征对于疾病防控、医学诊断以及科学研究而言极其重要。相较

于平板培养计数法、PCR 以及三磷酸腺苷(adenosine triphosphate bioluminescence, ATP)生物发光法

等传统检测方法，单细胞拉曼光谱技术在细菌分类与鉴定、细菌致病性与耐药性检测以及细菌活

性评价方面展现出一定优势和应用前景。本文综述了单细胞拉曼技术在细菌领域的应用，为从事

细菌研究和拉曼研究的人员提供了技术和应用参考。
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Abstract: In recent years, as the antibiotic resistance of bacteria is aggravating, bacterial infections 
have brought severe challenges to disease prevention and control. Rapid and accurate identification 
of bacteria and their basic characteristics is extremely important for disease prevention and control, 
medical diagnosis, and scientific research. Compared with conventional detection methods such as 
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plate culture counting, polymerase chain reaction (PCR), and adenosine triphosphate 
bioluminescence (ATP) bioluminescence, single-cell Raman spectroscopy has shown advantages 
and broad application prospects in bacterial classification and identification, bacterial pathogenicity 
and antibiotic resistance detection, and bacterial viability evaluation. This paper reviews the 
application of single-cell Raman technology in the field of bacteria, aiming to provide technical 
and application reference for practitioners engaged in the research on bacteria and Raman 
technology.
Keywords: single cell; Raman spectroscopy; bacteria; detection

细菌是一类单细胞生物，广泛分布于土壤

和水中，或与其他生物共生。一些细菌可感染

人和动物并导致疾病，这类细菌被称为病原细

菌(pathogenic bacteria)。根据全球疾病负担 2021

数据统计，2021 年全球约有 471 万例死亡与细

菌耐药相关，其中 114 万例死亡直接归因于细

菌耐药，全球因细菌导致的死亡情况位居前

列[1]。因此快速发现和鉴定细菌、研究细菌致病

机制、抗生素耐药性 (antimicrobial resistance, 

AMR)以及细菌活性具有重要意义。

细菌具有细胞壁、细胞膜、细胞质和核质

等基本结构，依据结构差异可分为革兰氏阳性

菌和革兰氏阴性菌、需氧菌和厌氧菌、抗生素

抗性菌和抗生素敏感菌等。目前，细菌鉴定通

常采用伯杰氏鉴定细菌学手册、革兰氏染色、

药敏试验、生化实验以及基因测序等方法[2-6]；

细菌致病力检测主要有基因测序、PCR 等分子

生物学方法，酶联免疫吸附测定(enzyme-linked 

immunosorbent assay, ELISA)等免疫学方法，以

及基于平板培养的方法[7-10]；抗生素耐药监测主

要有 Kirby-Bauer 纸片法(K-B 法)、微量琼脂稀

释法、微量肉汤稀释法和自动药敏检测系统等

定性和定量方法[11-15]；检测细菌活性常用平板

培养计数法、三磷酸腺苷(adenosine triphosphate 

bioluminescence, ATP)生物发光法、氧化还原法、

PCR 法和流式细胞仪等方法[16-18]。传统检测方

法存在试剂耗材昂贵、操作繁琐、耗时较长、

对工作人员操作要求较高等问题。与传统检测

方法相比，单细胞拉曼技术能够直接对单个细

菌进行高精度分析，揭示细胞间的差异，因而

具有快速、灵敏、无损且样本前处理简单等优

势。本文综述了单细胞拉曼技术在细菌分类与

鉴定、细菌致病性、抗生素耐药性和细菌活性

等方面的应用，以期为从事细菌研究和拉曼研

究的人员提供技术和应用参考。

1　单细胞拉曼技术　单细胞拉曼技术

1923 年，Smekal[19]依据经典量子理论预测

了分子对光的拉曼散射现象，1928 年，Raman

和 Krishnan 通过实验验证了这一现象[20]。拉曼

散 射 产 生 的 光 谱 被 称 为 拉 曼 光 谱 (Raman 

spectroscopy, RS)。拉曼光谱技术是一种基于单

色光非弹性散射的光学方法。当激光光源照射

样品时，入射光子会与样品中的分子发生碰撞

并产生散射；其中大多数散射光的频率与入射

光频率相同，无法提供有用信息，这种散射被

称为弹性散射，也称瑞利散射；极少数散射光

的频率与入射光频率不同，被称为非弹性散射，

也称拉曼散射；在拉曼散射中，频率低于入射

光频率的散射光被称为斯托克斯线，频率高于

入射光频率的散射光则称为反斯托克斯线，斯

托克斯线和反斯托克斯线统称为拉曼谱线[21]。

散射发生前后的能量差即为拉曼位移，通过拉

曼位移可识别出造成散射的物质，从而获取样

品的详细信息[22]。

5284



宋晓慧 等 || 微生物学报, 2025, 65(12)

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn

拉曼光谱是一种散射光谱，它是由化合物

中分子键被激发到虚能态后尚未恢复到原始能

态，导致入射光被散射后频率发生变化而产生

的现象。光谱信号对应化学键的振动，凭借激

发光的非弹性散射和分子共振，可对单个细胞

产生独特的“指纹图谱”[23-26]。单细胞拉曼光谱

技术是一种快速无损的技术，通过微流控芯片、

显微操作技术或单细胞拉曼分选等方法分离单

细胞，对单个细菌细胞进行重水(D2O)标记，或

将其固定在氟化钙等不同材质的玻片上后进行

拉曼检测，经主成分分析 (principal component 

analysis, PCA)等降维处理、K-均值(K-means)等

无监督聚类、支持向量机(support vector machine, 

SVM)等有监督聚类，并通过混淆矩阵(Confusion 

Matrix)给出准确率、特异性等关键指标，最终

提供丰富的表型信息(图 1)。因此单细胞拉曼技

术能够实现单细胞精度的测量，且可进行非标

记的原位检测，是实现高精度单细胞代谢功能

探测的重要手段[27]。

2　细菌的分类与鉴定　细菌的分类与鉴定

细菌可依据其形态、结构、染色情况、生

理生化特征以及遗传特征等进行分类。目前，

基于培养的方法被视为细菌分类和鉴定的“黄金

标准”[28]。细菌培养能够提供大量的微生物细胞

用于进一步测试，也是一种从混合培养物中分

离不同微生物的方法，但基于培养的方法相对

耗时、费力。单细胞拉曼技术(single-cell Raman 

technology, SCRS)是基于拉曼光谱分析原理来检

测物质结构的方法。它通过收集检测物的生物

学信息(包括蛋白质、核酸、脂质等)构建生物体

特有的“指纹图谱”，并结合不同的分析方法实

现细菌的快速、准确区分。阮真等[29]将拉曼与

机器学习相结合实现了 6 种非结核分枝杆菌

图1　单细胞拉曼技术的细菌检测流程。MRSA：耐甲氧西林金黄色葡萄球菌；MSSA：甲氧西林敏感金

黄色葡萄球菌。

Figure 1　 Bacterial detection workflow for single-cell Raman technology. MRSA: Methicillin resistant 

Staphylococcus aureus; MSSA: Methicillin-Sensitive Staphylococcus aureus.
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(Mycobacterium tuberculosis)的区分。Liu 等[30]将

单细胞拉曼光谱与卷积神经网络(convolutional 

neural network, CNN)模型相结合用于金黄色葡

萄球菌 (Staphylococcus aureus)表型特征鉴定，

CNN 模型对产肠毒素菌株、耐甲氧西林金黄色

葡萄球菌和不同生长阶段的识别准确率分别为

93.90%、98.73% 和 98.66%，其灵敏度虽逊色于

质谱，但在免培养、免破坏以及代谢通路分析

方面具有一定优势。Locke 等[31]提出将光学相干

断层成像术和拉曼光谱技术相结合以检测流感

嗜血杆菌(Haemophilus influenzae)、肺炎链球菌

(Streptococcus pneumoniae)、黏膜炎莫拉氏菌

(Moraxella catarrhalis) 和 铜 绿 假 单 胞 菌

(Pseudomonas aeruginosa)的折射率、光学衰减

和生化组成的差异，从而实现中耳炎的 4 种主

要致病菌的区分。Cui 等[32]利用相干反斯托克斯

拉曼散射 (coherent anti-Stokes Raman scattering, 

CARS)非线性显微成像技术检测 1 589 cm−1 处的

拉曼信号，可准确区分革兰氏阴性细菌和革兰

氏阳性细菌。同时，依据非线性光信号穿透性

强的特点，有望实现对细菌感染的原位实时检

测和分类。

单细胞拉曼光谱技术能够提供细菌细胞的

“分子指纹”，机器学习等算法可从大量的拉曼

光谱数据中高效、准确地识别细菌种类。目前

的研究大多基于纯培养后细菌进行鉴别和分类，

这需要大量时间和特定的培养条件。开发便携

式设备有利于将单细胞拉曼技术应用于环境微

生物检测和食品安全等现场监测，以便在真实

环境中使用[33]。由于拉曼散射是一种非弹性散

射，入射光照射样品时只有极少数的光子会发

生拉曼散射，导致拉曼信号较弱，表面增强

拉曼技术 (surface-enhanced Raman spectroscopy, 

SERS)通过金纳米棒阵列产生的局域表面等离激

元效应从而实现 pg/mL 级别的痕量检测[34-36]；

CARS 则利用皮秒脉冲激光诱导的三阶非线性

极化过程增强信号，Gudavičius 等[37]首次实现

了 1 089 个焦点同时激发的 CARS 成像，实现了

0.3 Hz 帧率的百万像素 CARS 图像采集，为超

快成像提供了基础。前者保证了定量灵敏度，

后者提供了时空分辨能力。然而目前缺乏统一

的标准和规范来指导单细胞拉曼技术在细菌分

类和鉴定中的应用，导致不同研究之间的结果

难以对比和验证。因此研究人员应推广标准化

操作流程、数据分析方法以及标准化拉曼光谱

数据库，从而确保拉曼光谱数据的准确性、可

比性和可重复性。

3　致病性研究　致病性研究

细菌的致病性是指细菌突破宿主的防御系

统并在机体内繁殖引起疾病的特性。细菌接触

机体后能否致病与其毒力有关。拉曼光谱可以

识别与毒力相关的代谢产物及信号分子。Wang

等[38]使用改良的表面增强拉曼技术免疫传感器

检测微孔板上的葡萄球菌肠毒素 B。Zhang 等[39]

将拉曼光谱与机器学习相结合，在其他 2 种蛋

白质干扰的情况下，快速、准确地区分相思豆

毒素、蓖麻毒素、葡萄球菌肠毒素 B 和银环蛇

毒素，准确率达到 100%。

生物膜的形成与细菌感染密切相关。细菌

生物膜(bacterial biofilm)是指细菌黏附于接触表

面，分泌多糖基质、纤维蛋白、脂质蛋白等，

将自身包绕其中而形成的大量细菌聚集膜状物。

细菌生物膜是细菌为适应自然环境、有利于生

存的一种生命现象，对抗生素和吞噬作用有很

好的保护作用，从而有效抵御抗生素的攻击[40]。

目前，人们特别关注在医用植入物、手术固定

物和人工组织、血管替代物表面形成的细菌生

物膜，这种生物膜是导致感染的关键因素之一，

其复杂结构和抗药性增加了治疗难度[41]。拉曼

技术能够监测生物膜的形成过程，分析其结构

和成分，帮助理解细菌的生存策略。Samek

等[42]结合光镊和拉曼显微光谱技术，在单细胞

水平上以非接触的方式实时区分生物膜阳性和

生物膜阴性的表皮葡萄球菌。Shakeel 等[43]基于

表面增强拉曼技术和机器学习表征了非、中、
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强生物膜形成的表皮葡萄球菌菌株。有研究证

明，拉曼显微光谱是检测人骨移植物中表皮葡

萄球菌的一种很有前途的诊断工具[44]。拉曼显

微光谱技术可用于生物被膜的原位检测、可视

化、鉴定和化学表征。Sandt 等[45]应用共聚焦显

微拉曼光谱技术研究了在流动池中生长的完全

水合生物膜的组成、结构和发育，并监测生物

膜成分在完全水合的未受干扰生物膜中随时间

的分布。他们利用细胞和胞外聚合物的拉曼特

征来表征生物膜成分。

单细胞拉曼技术可以分析细菌在感染过程

中内部成分及其构成比的变化，包括核酸、蛋

白质、脂类等，以揭示其致病机制[46]。拉曼技

术对生物膜的成功检测与表征证实了生物膜的

物理存在与空间结构，也表明其内部微环境为

毒素的聚集、稳定乃至强化提供了理想场所。

这种被生物膜包裹和修饰的毒素其生物学活性

与游离状态相比通常发生显著改变。因此研究

内毒素如何从生物膜中释放需从静态的检测转

向动态的机制研究。单细胞拉曼技术也可以提

供细胞内代谢物的详细图谱，从而帮助观测毒

素诱导下细胞内代谢通路的变化，为理解毒素

致病机制提供数据支持。尽管已有研究涉及多

种毒素，但该领域的研究仍相对较新，还有许

多细菌内毒素和外毒素及其机制尚未被充分探

索。以 S. aureus 为例，现有的单细胞拉曼研究

集中在 S. aureus 与其他菌的分类上，对其产生

的肠毒素、α 溶血素、血浆凝固酶等的拉曼研究

较少。今后的研究可以聚焦于区分产不同毒素

类型的菌株，实现细菌毒素的定性和定量区分。

4　抗生素耐药研究　抗生素耐药研究

抗生素耐药性是指病原体(细菌、病毒、真

菌等)无法被抗生素及其他抗感染药物有效杀灭

的抵御能力。在临床诊断中常用的检测方法有

生化检测和基于质谱的方法。由于细菌耐药性

问题日益严峻，通常还需要进行额外的抗菌药

物敏感性试验(antimicrobial susceptibility testing, 

AST)。传统的 AST 方法包括纸片扩散法、梯度

扩散法、微量稀释法和浓度梯度纸条扩散法

(E-test 法)。这些方法均需进行细菌培养，而基

于单细胞分子表型的快速药敏检测可省去细菌

增殖所需的时间[11]。目前，基于单细胞水平快

速分子表型的药敏检测主要依赖于活细菌对重

水(D2O)的代谢摄入，通过检测碳-氘(C-D)峰的

强度能够实现抗菌药物最低抑菌浓度(minimum 

inhibitory concentration, MIC)的快速检测。

C-D 峰位于拉曼光谱的 2 040−2 300 cm−1 波

段，该波段在未进行 D2O 标记的细菌中通常无

可检测到的拉曼峰，具有高特异性。传统方法

检测分离菌株对各类药物的最低抑菌浓度至少

需要 16−18 h，而拉曼快速药敏试验方法仅需

4−5 h[22]。Yang 等[47]开发了适用于尿液标本直接

药敏检测的单细胞拉曼光谱技术，在 C-D 比值

(C-D ratio)的基础上通过设置敏感/耐药截止值

(susceptible/resistant, S/R)进行药敏结果判读，实

现了从接收尿液标本到结果读取总检测时间缩

短至 2.5 h 且准确度高的效果。研究表明重水拉

曼技术可在 2 h 内快速识别呼吸道病原体的耐药

性[48]。刘育含等[49]采用肉汤稀释法和重水拉曼

技术，通过 MIC 和基于代谢活性的最低抑制代

谢浓度 (minimum inhibitory concentration based 

on metabolic activity, MIC-MA)定量评价了抑菌

剂对粪肠球菌的生长和代谢抑制作用。Yi 等[50]

开发了一种快速拉曼辅助抗生素药敏试验(fast 

Raman-assisted antibiotic susceptibility test, 

FRAST)，并将其应用于 9 个尿液感染性样本和

3 个脓毒症样本的实际临床分析，使报告结果时

间分别缩短至 3 h 和 21 h。这与传统药敏检测动

辄数天的时间相比大大缩短了报告时间，且检

测结果与基质辅助激光解吸飞行时间质谱鉴定

和常规药敏试验结果一致。在临床诊断方面，

Zhao 等[51]通过结合微流清洗与 FRAST，在 3 h

内完成了尿液感染样本的药敏测试，揭示了大

肠 杆 菌 、 粪 肠 球 菌 (Enterococcus faecalis) 和

S. aureus 尿液样本的耐药谱，结果与肉汤微量稀
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释法一致。单细胞拉曼技术不仅具有快速准确

的优势，还可对细菌耐药谱以及抗生素抗性进

化过程进行表征。Dastgir 等[52]研究证明 SERS

可用于快速鉴别结核病阳性利福平耐药样本和

结核病阳性利福平敏感样本。Ogunlade 等[53]将

拉曼光谱技术和机器学习相结合，实现了对

25 000 株对 4 种主要抗结核药物(异烟肼、利福

平、莫西沙星和阿米卡星)之一耐药的结核分枝杆

菌复合群卡介苗菌株 (Bacillus Calmette-Guérin, 

BCG)的抗生素耐药谱分类，其中干燥样本的准

确率达到 98%，痰液样本的准确率达到 79%。

单细胞拉曼技术能够动态追踪抗生素敏感菌向

抗生素抗性菌变化的过程。Yang 等[54]将大肠杆

菌多次循环暴露于临床治疗剂量的氨苄青霉素，

通过单细胞拉曼-氘同位素-多元统计分析等多种

技术联用的方法，实现了细菌抗生素抗性进化

过程中表型生理轨迹的快速原位追踪。同时发

现，细菌在抗生素处理时活性随处理循环数逐

渐增加，说明其表型耐受性逐渐提高。

单细胞拉曼技术能够实时监测细胞对抗生

素的应答过程，研究细菌在抗药性环境下的生

长和适应机制对于理解耐药性的发生与发展至

关重要。单细胞拉曼技术用于 AST 正走向临床

转化阶段，但目前存在抗生素谱覆盖有限的问

题。现有研究多集中在替加环素、多黏菌素 B

或万古霉素，β-内酰胺类和新型抗菌肽等仍缺乏

研究[55]；对于脓毒血症等特殊样本，由于菌含

量低仍需培养环节，且存在混合感染和基质干

扰的情况，因此可以结合微流控技术同时精进

算法做进一步研究。未来单细胞拉曼将朝着高

通量和自动化方向发展，进一步缩短检测时间，

提高检测效率。

5　细菌活性评价　细菌活性评价

微生物的活性是微生物生物合成能力与功

能活性的总和。评价细菌活性的指标包括生长

曲线、菌落形成单位(colony forming unit, CFU)、

光密度 (optical density, OD)、细胞膜完整性以

及细胞形态等。中国科学院徐健团队的一项

研究表明，单细胞拉曼技术能够揭示阳离子和

阴离子表面活性剂对 S. aureus 的抗菌作用机

制，在中性 pH 条件下表面活性剂能有效破坏

S. aureus 的细胞膜完整性，导致细胞内主要成分

(核酸、蛋白质和细胞色素)的泄漏[56]；该团队还

证明类胡萝卜素的碳 13 掺入率可用于测量不同

基因型单个蓝藻细胞的生长速率和碳固定速率，

从而大幅加快不同生长时期细胞的筛选过程[57]。

杨鸿博[58]采用拉曼光谱结合偏最小二乘回归

(partial least squares regression, PLSR)方法对宰后

初期 2 种不同包装方式(真空包装和 50% O2 气调

包装)牛肉的 pH 值进行预测，该方法能够准确

预测贮藏第 0 天和第 21 天测定的菌落总数和乳

酸菌数，这表明拉曼光谱结合 PLSR 模型在预测

贮藏开始和结束时微生物数量方面具有良好能

力。Liu 等[59]通过使用 D2O 标记的单细胞拉曼

光谱结合机器学习技术，实现了对 S. aureus 代

谢活性的检测和分类；支持向量机模型对活的

和死的 S. aureus 的分类准确率达 99.82%，而线

性判别分析模型对具有不同代谢活性的 S. aureus

的分类准确率为 99.92%。一项研究对多种类型

的癌细胞进行了稳健的单细胞分析，并在年轻

和年老的成纤维细胞中进行了基于衰老的单细

胞分析，确定了 1 571 cm−1 处的拉曼峰为衰老标

志物相关的波段特征[60]。受此启发，可关注与

细菌活性相关的拉曼特征峰，利用特征峰对应

的物质筛选不同活性细菌的代谢物，从而确定

导致细菌活性差异的生物标志物。

单细胞拉曼技术能够反映细菌内代谢物的

变化，为研究细菌代谢途径提供信息，同时揭

示细菌的生长和繁殖机制，在病原微生物鉴定、

活性检测和标准菌株评价方面具有广阔的应用

前景。在微生物保藏方面，单细胞拉曼技术有

望用于监测微生物保藏过程中微生物细胞的生

理代谢状态，评价细菌活性和稳定性。在标准
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菌株评价方面，单细胞拉曼“化学指纹”通过单

细胞分辨率和非侵入性化学分析，弥补了传统

菌株保藏质控中群体平均掩盖个体异常、依赖

培养导致滞后的不足，有望成为菌株质量控制

的有效工具。标准菌株的光谱数据库可建立“化

学指纹”参考，通过机器学习等算法比对候选菌

株的光谱差异，确保微生物遗传和活性的稳

定性。

6　拉曼光谱与多组学　拉曼光谱与多组学

拉曼光谱可实现一次检测获取单细胞的生

理生化特征，其中蕴含了基因组学、转录组学、

蛋白质组学和代谢组学的丰富信息。传统的组

学技术在提供分子机制的同时会对细菌造成不

同程度的破坏。拉曼光谱作为一种无损、非

标记的技术，与多组学形成互补。随着组学的

发展，拉曼组技术平台 (Ramanome technology 

platform, RTP)的概念被提出，有望应用于细胞

功能筛选和菌株开发[61]。Kobayashi-Kirschvink

等[62]开发了一种从活细胞拉曼光谱推断单细胞

表达谱的无标记无损框架(Raman2RNA)，推断

了不同细胞状态的表达谱，将拉曼光谱与转录

组联系起来。Qin 等[63]将拉曼技术与基因组学和

蛋白质组学结合，揭示了受铜绿假单胞菌外囊

泡影响的巨噬细胞的代谢改变。SERS 已成为基

于拉曼的定量代谢组学的主要方法，能够在复

杂的生物混合物中定量/识别超低浓度的分子，

在液体活检、单细胞药敏、微生物功能研究中

已可与质谱形成互补[64]。然而，拉曼技术结合

机器学习解释多组学机制尚处于初步阶段，发

展更先进的化学计量学算法和人工智能模型有

利于从相关性深入洞察因果机制[65]。

7　总结与展望　总结与展望

综上所述，拉曼光谱可实现细菌微生物的

识别与鉴定，反映微生物代谢与活性，在病原

菌鉴定、致病性、抗生素耐药性研究等方面有

广泛应用，与传统方法相比展现出一定优势

(表 1)。单细胞拉曼光谱技术在一次检测中能够

获取丰富的多维度信息，可根据特征峰的位置、

强度和形状精准识别物质的化学键和官能团等

分子构成，进而揭示细菌抗生素敏感和耐药的

动态变化过程。单细胞拉曼技术与基因组学、

转录组学等结合形成多组学的综合研究[63-67]，

有助于更全面地理解细菌的耐药性和致病性

机制。

目前，单细胞拉曼技术的操作流程、数据

解读和算法支持尚未完全标准化，不同实验室

之间的结果可比性较低。随着拉曼技术的发展、

计算方法和标准化流程的不断深入研究，公开

共享的标准化数据库将提供更全面、准确和可

比的数据资源，从而推动相关领域的研究和应

用发展。越来越多的研究将尝试和探索微生物

的原位拉曼光谱检测，最终应用于真实环境中

的微生物检测研究[25,68]。相信随着标准化拉曼光

谱数据库的建立、数据算法的推进以及人工智

能的发展，单细胞拉曼技术终将在临床诊断、

微生物学研究和环境监测等领域实现突破性进

展，带来微生物学的新时代[65]。
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