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摘  要 : 表面增强拉曼光谱 (SERS) 是一种基于纳米颗粒的拉曼光谱，可以高灵敏度地检测流感病毒等重要

病原微生物，鉴定不同毒株间的差异。为了建立一种快速检测流感病毒 SERS 的方法，本实验利用 SERS 技术

对流感病毒 H1N1 亚型不同毒株在不同温度和 pH 值的条件下进行了病毒毒价强弱的检测，将流感病毒样品与

金纳米颗粒混合静置后用拉曼共聚焦显微镜进行激光扫描。结果显示在 pH 为 7.2、温度为 37 ℃的条件下 3

个 H1N1 亚型的毒株 SERS 检测结果显示均出现至少 1 个大于 (或等于) 3 000 的峰值，该状态下病毒毒价最强，

最适合病毒生长。另外，细胞生物学方法与 SERS 技术结果一致，检测中均表现出较好的稳定性和准确性。 

关键词 : 表面增强拉曼光谱，流感病毒，温度，pH 值 
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Effects of temperature and pH on the growth of H1N1 
subtype of influenza A virus by surface-enhanced Raman 
spectroscopy 
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Abstract:  Surface enhanced Raman spectroscopy technology (SERS), using gold nanoparticles as a base, was developed 
for rapid and sensitive detection of virus strains. SERS can be used as a rapid and reliable method to distinguish the titers of 
viral replication. In the present study, we characterized H1N1 subtypes of influenza A virus strains in different conditions 
of pH or temperatures, while we analyzed data from SERS technology using gold nanoparticles as a base and cell cultures 
were employed to further confirm the data from virus strains. Origin8.0 was used to collect Raman spectra, smooth and 
homogenize data, and to contrast spectra. Our results indicated that the peaks of different virus strains in optimal 
environmental conditions (T=37 /pH=7.2) reached ≥3℃  000. This criterion was verified by subsequent virological method. 
The present data indicate that the established SERS protocol can be used as a rapid and reliable method to distinguish the 
replication rate of virus, which can be further used in clinical samples. 

Keywords:  SERS, influenza A virus, temperature, pH 

流感病毒属正粘病毒科，含有单股负链

RNA 基因组，是在世界范围内流行并引发疾病

和死亡的一种病毒。至今正粘病毒科包括：A

型流感病毒[1]、B型流感病毒[2]、C型流感病毒、

托高土病毒 [3]和蜱媒病毒 [4]。A 型流感病毒 

(Influenza A virus，IAV) 根据其表面血凝素蛋白 

(HA) 和神经氨酸酶 (NA) 的变异情况分为不

同的亚型，HA分 16个亚型，NA分 9个亚型，

以 HxNx 方式组合，从 H1N1 至 H15N9，目前

共有 135 种亚型。绝大多数的 A 型流感病毒都

分离自鸟类，历史上易引起人或禽类间大范围

传播的主要是 H1N1[5]、H3N2[6]等亚型，H5N1、

H7N9[7]等亚型的流感病毒致死率较高。然而，

目前涉及环境因子 (如温度、pH 值等) 与流感病

毒粒子毒价相互影响及作用关系的报道较少。 

1928年，印度科学家 (Raman C.V.) 发现了由

光子的非弹性碰撞产生的一种光散射现象——拉

曼散射并因此命名[8]。这种非弹性碰撞的原理是

在碰撞过程中光子与分子之间发生不完全碰

撞，从而光子与分子之间进行能量的传递，使得

光子既改变了运动方向也改变了运动的频率[9]。

拉曼光谱被发现后主要应用于物质结构的测

定。表面增强拉曼光谱作为拉曼光谱的一种，

其主要原理是利用纳米金属颗粒与被测分子间

的相互作用来提高图谱的信噪比，增强不同样

品之间的峰图差异 [10]。近年来研究人员利用
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SERS技术对一些常见病原菌进行了快速检测鉴

定，并对混合菌种进行了区分[11-13]，本文旨在构

建表面增强拉曼光谱技术检测不同温度及 pH 值

条件下 H1N1 亚型流感病毒毒价强弱的方法，并

初步探究与细胞生物学方法的关联性。 

1  材料与方法 

1.1  病毒株 
流感病毒 A/WSN/33 (H1N1) (以下简称为

WSN)、A/PR/8 (H1N1) (以下简称为 PR8)、

A/California/04/2009 (以下简称为 CA04)，由中

国科学院微生物研究所分离、鉴定和保藏。 

1.2  细胞株及鸡胚 
犬肾上皮连续细胞系 MDCK (Madin-Daby 

canine kidney cells) 用含 10%胎牛血清的 DMEM

培养，由本实验室传代和保藏。SPF 鸡胚 (10 日

龄) 购自 (北京) 梅里亚动物保健有限公司。 

1.3  主要试剂 
DMEM培养基、胎牛血清、胰酶购自英潍捷

基 (上海) 贸易有限公司；青链霉素混合液 (储存

浓度 107 U/mL、终浓度 104 U/mL)、TPCK-Trypsin 

(储存浓度 2 mg/mL、终浓度 2 μg/mL) 购自赛默

飞世尔科技 (中国) 有限公司；0.1 mol/L 柠檬

酸购自国药集团化学试剂有限公司；实验中运

用的 KlariteTM 金纳米基底购自 D3 技术 (英国) 

有限责任公司，由国家纳米科学中心合成并惠赠。 

1.4  病毒样品的收集与纯化 
将流感病毒毒株 WSN、CA04、PR8分别接

种于 SPF鸡胚，72 h收集尿囊液以 5 000 r/min

离心 20 min，取上清液；将上清液以 105×g (Ti40)

离心 2 h，将沉淀物用 1 mL 0.01 mol/L PBS   

(pH 7.4) 悬浮，振荡均匀；加至依次由 30%、

40%、50%、60%蔗糖制成的密度梯度上，以 105×g 

(SW40) 离心 2 h，取沉淀条带；取沉淀条带加

10倍量 PBS悬浮、振匀。再次以 105×g (Ti40) 离

心 2 h，取沉淀用 200 μL 0.01 mol/L PBS (pH 7.4) 

悬浮、振匀，–80 ℃保存。 

1.5  拉曼光谱仪检测参数的设定 
设置拉曼光谱仪的如下参数。 

关键参数为：Spectral acquisition setup。 

在 Range界面设置如下参数： 
Grating scan type: Extended; Confocality: 

Standard; Spectrum Range: Low 100.00; Centre 
Raman shit/cm–1; High 2 000.00; Configuration: Laser 
name 532 nm edge; Grating name 1 800 l/mm。 

在 Acquisition界面设置如下参数： 
Exposure time/s: 20.00; AccumuLations: 1; 

Objective: 50; Laser power %: 100。 

1.6  不同毒株 SERS 稳定性检测 
在温度条件为 37 ℃，pH条件为 7.2的环境

下分别培养 WSN、CA04、PR8三种病毒并纯化。

将纯化后的流感病毒液样品滴加 10 μL 到载玻

片中，向载玻片的样品中滴加 5 μL 100 nm金纳

米颗粒，静置 10 s，拉曼光谱仪检测。实验结果

使用 Origin8.0 收集峰图并进行平滑均一化处

理，最后将峰图进行拟合。 

1.7  细胞感染及病毒滴定检测 
取生长良好的细胞，运用 10% FBS、1‰ PS 

DMEM 制备细胞悬液，对细胞进行计数，调整

细胞浓度为 1×105 个/mL 的悬液，然后加入到 

96孔细胞培养板中，100 µL/孔，37 ℃、5% CO2

培养过夜，使其铺满单层。将待测定病毒进行

10倍梯度稀释，选取 6–8个梯度进行试验。 

96 孔板中细胞长满单层后，将原培养液弃

掉；在 96孔板的第 11、12两列每孔各加 100 µL 
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含 TPCK-Trypsin (终浓度为 2µg/mL) 1‰ PS 的

DMEM 作为阴性对照。病毒稀释液从低浓度开

始每个稀释度加 8个复孔，每孔 100 µL，用 10–1

至 10–10连续梯度稀释的病毒稀释液依次感染 96

孔板中的细胞。置于 37 ℃、5% CO2条件下培养

72 h，观察细胞病变孔数并记录，按 Reed-Muench

氏法[14]计算 TCID50。 

1.8  不同温度条件拉曼技术检测 
将在温度条件分别为 37 ℃、50 ℃、52.5 ℃、

55 ℃、57.5 ℃和 60 ℃下培养的病毒进行纯化

后，将纯化的流感病毒液样品滴加 10 μL到载玻

片中，随后向载玻片的样品中滴加 5 μL 100 nm

金纳米颗粒，静置 10 s，拉曼光谱仪检测。实验

结果使用 Origin8.0收集峰图并进行平滑均一化

处理，最后将峰图进行拟合。 

1.9  不同 pH 条件拉曼技术检测 
将在 pH 条件分别为 4.6、5.0、5.4、5.8、

6.2、6.6、7.2 下培养的病毒进行纯化后，将纯

化的流感病毒液样品滴加 10 μL至载玻片中，随

后向载玻片的样品中滴加 5 μL 100 nm金纳米颗

粒，静置 10 s，拉曼光谱仪检测。实验结果使用

Origin8.0 收集峰图并进行平滑均一化处理，最

后将峰图进行拟合。 

2  结果与分析 

2.1  流感病毒颗粒形态 
为观察流感病毒颗粒的形态，利用电镜将

PR8 毒株按不同倍数放大，分别得到比例尺为

50 nm、100 nm及 0.5 μm的流感病毒颗粒形态

图 (图 1)。电镜结果显示流感病毒颗粒呈球状

或丝状，表面不光滑且有突起，可见核心、包

膜与基质蛋白区域。 

 

 

 
 

图 1  电镜下的流感病毒颗粒形态 
Fig. 1  Influenza A virus particles under electron 
microscope. 
 

2.2  SERS 技术稳定性的检测 
为了检测 SERS 技术的稳定性，将 WSN、

PR8、CA04流感病毒毒株置于 pH值为 7.2、温

度为 37 ℃的条件下培养并制备样品分别进行多

次重复实验。横坐标表示拉曼峰位移值，纵坐标

表示拉曼信号相对强度，如图 2峰图显示，CA04
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毒株的主要出峰位置在 1 000 cm–1处，PR8毒株

主要毒株出峰位置在 950 cm–1、1 125 cm–1处，

WSN毒株的主要出峰位置在 950 cm–1、1 125 cm–1

处。结果显示峰图重现性良好，表明该方法在 
 

 

 

 
 
图 2  pH 值为 7.2、温度为 37 ℃的条件下不同毒株

SERS 稳定性检测 
Fig. 2  Stability of influenza A virus strains tested by 
SERS. 

此实验中具有良好的稳定性。另外，图 1 显示

在 pH值为 7.2、温度为 37 ℃的条件下 3个毒株

的 SERS检测结果均出现至少 1个大于 (或等于) 

3 000的峰值。 

2.3  细胞感染及病毒滴度的检测 
为了检测在不同环境因子条件下 A 型流感

病毒 H1N1 亚型不同毒株的病毒滴度变化，我

们使用细胞生物学的方法使病毒感染细胞并在

相应条件下培养，检测 TCID50值。图 3中横坐

标表示不同环境因子，纵坐标表示不同流感病

毒滴度，结果显示在不同 pH值条件下，CA04、

WSN、PR8三株毒株在 pH值为 5.0及以下时基

本丧失毒价，而随着 pH值的上升病毒滴度逐渐 
 

 
 

 
 

图 3  H1N1 不同亚型毒株感染细胞后病毒滴度检测 
Fig. 3  Viruses growth ability tests of three influenza 
A virus strains. 
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升高，在 pH值为 7.2时复制能力最强。在环境

温度改变的情况下，CA04 毒株在 50 ℃及以上

条件下毒价基本丧失，WSN和 PR8毒株在温度

由 37 ℃上升至 50 ℃时毒价显著下降，在 

50 ℃–52.5 ℃时病毒滴度平稳，温度上升至 55 ℃

及更高后基本丧失毒价，二者下降趋势基本一致。 

2.4  不同温度条件下 SERS 检测 
为了检测 A 型流感病毒在不同温度条件下

病毒滴度的变化，我们将流感病毒在不同环境

下培养后使用 SERS 技术进行快速检测。图 4

中横坐标表示拉曼峰位移值，纵坐标表示拉曼

信号相对强度，峰图显示在 50 ℃–60 ℃范围内  

 

    

    

 
 

图 4  不同温度毒株拉曼技术检测 
Fig. 4  Three influenza A virus strains, CA04 (Black), WSN (Red), and PR8 (Blue), were analyzed under different 
temperatures using SERS. 
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温度变化的条件下，CA04 毒株的峰图变化不显

著，主要出峰点均集中在 1 000–1 100 cm–1等位

置，峰图的趋势及走向一致。PR8 和 WSN 毒株

的峰图在 55 ℃–60 ℃范围内与 50 ℃–52.5 ℃范围

内发生了显著的改变，其中 PR8 毒株在 50 ℃和

52.5 ℃时 1 000 cm–1位置的峰强度在 55 ℃–60 ℃

范围内显著变弱，WSN毒株在 50 ℃和 52.5 ℃时 

910 cm–1、1 100 cm–1位置的峰强度在 55 ℃–60 ℃

范围内显著变弱，以上结果显示，SERS技术与

细胞生物学检测的结果基本一致。 

2.5  不同 pH 值条件下 SERS 检测 
为了检测 A 型流感病毒在不同 pH 条件下

病毒滴度的变化，我们将流感病毒在不同环境

下培养后使用 SERS 技术进行快速检测。图 5  
 

    

    

    
 

图 5  不同 pH 值毒株拉曼技术检测 
Fig. 5  Three influenza A virus strains, CA04 (Black), WSN (Red), and PR8 (Blue), were analyzed under different 
pH using SERS. 
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中横坐标表示拉曼峰位移值，纵坐标表示拉曼

信号相对强度，结果显示 CA04、WSN、PR8三

株毒株在 pH为 4.6和 5.0时峰图基本一致，CA04

和 PR8毒株各自的峰图在 pH为 5.4、5.8、6.2时

基本一致，与前两个 pH 的峰图相比 1 000 cm–1

左右的峰强度减弱，而 WSN 毒株的结果显示

pH 从 5.4 变化至 5.8 后峰图发生了显著改变，   

1 000 cm–1左右出现了多峰现象。在 pH 为 6.2

时峰图与 5.8时基本一致，在 pH上升至 6.6后，

3株毒株的峰图均发生了显著改变。3株毒株在

pH条件改变过程中峰图的变化趋势与细胞实验

学检测结果一致。 

3  讨论 

近年来，随着应用技术的发展，对于病原

菌的检测手段也从传统的分离培养、血清学检

测发展到了聚合酶链式反应 (Polymerase chain 

reaction，PCR)、ELISA、Realtime-PCR等方法，

表面增强拉曼光谱 (SERS) 的应用很大程度提

高了检测的灵敏度并大幅缩短了所需时间，研

究人员可以在样品不使用标签标记的情况下在

几分钟之内得到准确的检测结果。表面增强拉

曼光谱技术是一种高灵敏度和快速的检测方

法，目前在微生物领域，我国应用较广的是对

食源性大肠杆菌[15]、金黄色葡萄球菌[16]、军团

菌[17]、芽孢杆菌[18]等常见致病菌的快速分离鉴

定[19]。目前 SERS 技术在病毒检测中的应用远

没有在细菌检测方面成熟和广泛。但有研究结

果显示，SERS技术可以用来快速区别和鉴定流

感病毒的种类，如 Zhao等[20]利用银纳米颗粒作

为基底，对流感病毒的 3种不同毒株 A/HKx31、

A/WSN/33和 A/PR/8/34进行了 SERS的鉴定。

在病毒样品体积小于 5 μL的情况下拉曼光谱仪

1 min内完成了收集，并且根据峰图之间的区别

可以清楚地鉴别出不同种毒株，结果发现 SERS

可以用来鉴别同一病原菌的不同种毒株。 

根据目前已知的研究结果，流感病毒 M2

蛋白是一种离子通道蛋白[21]，病毒所处环境的

pH值会影响到离子通道蛋白的功能。有研究发

现在 pH 值升高至 8.5 的情况下 M2 蛋白中的 4

个组氨酸会形成一个边缘-面的 π 堆叠状的结

构，阻止了水分子通过氢键形成长链来传导质

子。在低 pH值的导通状态下，组氨酸和水形成

氢键，并发生环-再定向反应[22]。从本实验的结

果得出，在不同酸碱度的条件下，病毒表面膜

蛋白结构和功能可能会发生改变，从而影响病

毒的复制能力。热休克蛋白 (HSP)是一种应激

蛋白，广泛存在于真核和原核细胞内[23]，一些

HSP 家族的蛋白，如 HSP40、HSP70 在抗病毒

感染过程中发挥重要作用[24]，能够抑制病毒在

细胞内的繁殖。多项研究证明，流感病毒的 M2、

PB1-F2 等蛋白会与宿主的热休克蛋白 Hsp40、

Hsp70 发生相互作用[25]。本实验结果表明在温

度由 37 ℃开始上升后病毒滴度逐渐或迅速下

降，并且 SERS结果也显示病毒滴度改变的情况

下峰图发生了显著变化，这一现象可能是由于

在高温侵袭的状态下，宿主体内 HSP迅速增加，

对病毒复制的抑制增强，导致病毒滴度下降。 

SERS 峰图中每一位移处的拉曼峰都代表

着某一种或一类原子团、化学键等物质。如  

720 cm–1–800 cm–1可能为C-F键，800 cm–1–950 cm–1

可能为 C-O-C键，910 cm–1–960 cm–1为羧酸二

聚物， 990 cm–1–1 100 cm–1 可能为芳环，       

1 010 cm–1–1 095 cm–1可能为 Si-O-C或 Si-O-Si

键，120 cm–1–1 225 cm–1可能为 C=S键等[26]。

本实验 SERS结果中随着温度的升高或 pH值的
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降低毒株的峰图发生显著变化，细胞生物学结

果显示毒价显著下降，结合二者的结果推测可

能是流感病毒中关键蛋白的构象改变导致病毒

复制受到抑制或功能丧失，而具体的机制还需

要更进一步分子生物学实验验证。因此，峰图

变化显示的外界培养条件的改变对病毒毒价影

响的更深入的分子机制探究也将是我们下一步

工作的重点。 

综上所述，根据本实验中的 TCID50结果和

SERS结果的对比，发现在细胞生物学结果显示

毒价变化时，SERS图谱也相应显示了峰图的变

化，表明 SERS技术的检测结果是对细胞生物学

实验结果的良好佐证。在 pH 值为 7.2、温度为

37 ℃的条件下不同毒株的细胞生物学及 SERS

检测结果说明，该状态下病毒毒价最强，最适

合病毒生长，为最适的培养条件。日后，我们

将收集不同毒株峰图进行汇总和归纳，建立起

具有快速查阅比对功能的拉曼数据库，应用于

临床样本的检测。 
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