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单细胞拉曼技术在病原微生物检测中的研究进展 
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摘  要：单细胞拉曼技术是基于拉曼光谱分析原理实现非培养、无标签、快速、高效、低成本揭示物

质本质的新方法。近年来，单细胞拉曼技术也开始在病原微生物检测领域崭露头角。本文结合单细胞

拉曼技术基本原理这一理论基础，阐述该技术在病原微生物鉴定、药物敏感性检测中的研究进展及最

新技术方向，并探讨其在临床实验室应用的可行性，为未来病原微生物检测技术提供新的方向。 
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Abstract: Single-cell raman spectroscopy (SCRS) is an emerging technology that reveals the intrinsic 
biochemical profiles of individual cells. SCRS is non-destructive, label-free, and independent of 
cultivation, thus it is deemed as a rapid and efficient technology with low cost. Based on the principles of 
raman spectroscopy, herein, we summarize research progress and the latest technical direction of this 
technology in pathogen identification and drug susceptibility test, and then discuss the application 
feasibility in a clinical laboratory to provide a new option for the detection, identification and 
antimicrobial susceptibility testing of pathogenic microorganisms in the future. 
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常规病原微生物检测多为培养后的细胞群体

水平检测，而动辄数天的培养时间极大地增加了

感 染 患 者 的 治 疗 风 险 ， 也 间 接 导 致 “病 急 乱 投

医”，造成了耐药微生物产生和蔓延的严峻局面。

此外，过去几十年间，微生物学家逐渐意识到自

然界中的大部分微生物(>99%)不能采用常规的方

法进行培养，与此同时单个细胞表型异质性开始

被报道，其除了会影响微生物形态发生改变，还

与微生物耐药性和毒力等都有直接关系[1-3]。 

目前非培养的病原微生物研究多采用分子生

物学方法(聚合酶链式反应、全基因组测序、基因

芯片等)或基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱

(Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization 

Time-of-Flight Mass Spectrometry ， MALDI-TOF 

MS)检测方法，它们主要针对微生物群体进行分

析且需要破坏微生物结构后进行检测，难以用于

原位状态下低丰度病原微生物检测和微生物群体

内的细胞表型异质性研究[4-6]。近年来，单细胞拉

曼技术在病原微生物检测领域的不断发展为解决

上述问题提供了新思路。 

1  单细胞拉曼技术简介 

拉曼光谱技术是基于印度科学家 Raman 在

1928 年发现的拉曼散射效应而产生的一种分析方

法，主要用于分子结构研究。当入射光(多为激光)

照射物质分子时，入射光子与分子发生作用，使

分子发生不同程度的振动和转动，散射出不同频

率的光。当散射光频率与入射光频率相同时为“瑞

利散射”，当散射光频率与入射光频率不同时为

“拉曼散射”。散射光频率的变化取决于物质内部

分子化学键的组成特征，通过拉曼光谱系统，包

括激光激发模块、显微聚焦模块、显微成像模块

和信号收集模块等收集散射光谱，可以得到物质

相应的生物学信息，包括蛋白质、核酸、脂质等，

构成生物体特有的“指纹图谱”，图 1 展示了单细

胞拉曼技术的检测流程[7]。 

虽然早在 1928 年 Raman 已经发现了拉曼散射

效应，但直到 19 世纪末拉曼光谱技术才开始应用

于医学研究，主要通过指纹图谱与数据信息处理

系统(如人工神经网络)相结合探究组织病理学差

异和病原微生物快速鉴定 [8-10]。由于早期拉曼光

谱技术存在光谱灵敏度低、背景信号干扰大、分

辨率低等问题，导致拉曼光谱检测在微生物鉴定

上无论是光谱收集时间(1−20 min/单个细胞)还是

鉴定准确性(约 80%)均不太理想[10]。20 世纪初研

究者们开始对拉曼检测技术和数据处理方法进行

改良，大量研究成果的展出揭示拉曼检测技术在

微生物鉴定的准确性可媲美“金标准” (16S rRNA

基 因 测 序 )[11-14] 。 随 着 近 年 来 表 面 增 强 拉 曼

(Surface Enhanced Raman Scattering，SERS)、共

振拉曼(Resonance Raman Spectroscopy，RRS)、

相干反斯托克斯拉曼(Coherent Anti-Stokes Raman 

Spectroscopy，CARS)、受激拉曼(Stimulated Raman 

Scattering，SRS)等技术的相继出现，使非侵入

性、快速、原位的单个细胞检测成为可能，单细

胞拉曼技术应运而生[15-19]。  

单细胞拉曼技术在病原微生物检测中的研究

集中在病原微生物鉴定、药物敏感性检测和病原

微生物自动化检测 3 个方面，表 1 对上述三方面内

容进行概述。本综述结合近年来单细胞拉曼技术

在病原微生物检测中的研究进展和技术方向，探讨

其在临床应用上的可行性。 

2  单细胞拉曼技术在病原微生物鉴定中的
研究进展 

开展常规病原微生物鉴定的临床实验室仍处

于分离、培养出微生物菌落后，基于微生物生化

反应差异对病原微生物进行鉴定的状态，这导致

了病原微生物鉴定周期长、无法区分生化反应特

征相似的微生物、无法鉴定超出数据库分类规则

的细菌等问题。 
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图 1  单细胞拉曼技术 
Figure 1  Single-cell raman spectroscopy (SCRS) 
 

表 1  单细胞拉曼技术在病原微生物检测中的研究内容 
Table 1  Research progress on the application of SCRS in the pathogens detection 

研究内容 

Research 
contents 

原理 

Principles 

优势 

Advantages 

不足 

Disadvantages 

检测内容 

Detection contents 

参考文献

References

病原微生物 

鉴定 

Identification 
of pathogens 

在已建立的微生物拉曼图谱

库基础上，结合拉曼分析软

件和不同的分析方法对病原

微生物进行鉴定 

Identify pathogens according 
to Ramanome Explore 
(RamEX) and diverse 
analysis methods on the basis 
of the established Ramanome 
Database (RamDB) 

快速、非培养、无破坏

性实现原位标本检测和

难鉴定菌株准确区分 

In-situ detection and 
accurate discrimination of 
strains that are difficult to 
identify in a rapid, 
non-destructive and 
culture-independent way 

需要建立数据库和 

专业的分析软件 

Need to establish 
database and develop 
professional analysis 
software for strains 
identification 

经培养后的细菌、真菌、

分枝杆菌鉴定 

Identification of bacteria, 
fungi and Mycobacterium 
after cultivation 

[11-14, 
20-21] 

原始样本(透析液、尿液、

血液)病原菌直接鉴定 

Direct identification of 
pathogens from the original 
samples (i.e., dialysate, 
urine, blood) 

[22-24] 

葡萄球菌生物膜检测 

Detection of 
Staphylococcus biofilm 

[25] 

     (待续)
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     (续表 1)

    高度同源分枝杆菌鉴定 

Identification of highly 
homologous 
Mycobacterium 

[26] 

药物敏感性 

检测 

Antimicrobial 
susceptibility 
testing 

对比抗菌药物作用前后 

“指纹图谱”中生物标志 

区域“特征峰”差异区分 

“敏感”与“耐药” 

Whether a strain is sensitive 
or resistant to an antibiotic 
can be determined by the 
difference of “characteristic 
peak” in the biomarker bands 
of Raman fingerprint spectra 
before and after antibiotic 
treatment 

快速定性区分“敏感株”

和“耐药株”细菌 

Rapid discrimination 
between sensitive strains 
and resistant strains 

不同抗菌药物和不同

微生物相互作用“特

征峰”不固定，需要 

大量前期验证提高灵

敏度和特异性 

The “characteristic 
peak” reflecting the 
interaction between 
antibiotics and 
microorganisms is 
unstable, which 
requires extensive 
early validation to 
improve sensitivity 
and specificity 

特殊耐药表型(如万古霉素

耐药的肠球菌等)快速筛查

Rapid screening of specific 
resistance phenotypes (e.g., 
vancomycin-resistant 
Enterococcus, etc.) 

[27-29] 

微生物细胞摄取重水时拉曼

峰发生迁移产生重水峰，重

水峰所占比例与细胞代谢水

平呈正相关 

When microbial cells drink 
heavy water, a “characteristic 
peak” of heavy water may 
appear, and the proportion of 
this “characteristic peak” was 
positively correlated with the 
cell metabolism 

代谢能力反映药物敏感

性更准确、快速且可定量

It is more accurate, rapid, 
and quantifiable if the 
antimicrobial 
susceptibility is reflected 
by metabolic activity 

定量检测标准暂不 

统一，有待进一步 

标准化 

Currently, the 
quantitative detection 
standard is not unified, 
which needs to be 
standardized in the 
future 

重水(D2O)标记药敏检测 

D2O-labeled antimicrobial 
susceptibility testing 

[30-31] 

病原微生物 

自动化检测 

Auto- 
detection of 
pathogens 

将预处理样本经微流控芯片

实现单个细胞流动至 SRCS

区进行快速拉曼光谱检测，

在信息系统的控制下细胞分

选系统分选出目标细胞进行

进一步分子生物学检测 

The pre-processed samples 
were transferred to the SRCS 
region at single-cell level via 
a microfluidic chip for rapid 
Raman spectroscopy 
detection, and the target cells 
were sorted by the cell sorting 
system under the control of 
information system for further 
molecular biological detection 

自动、高效、准确的细

胞筛选，且筛选细胞具

有活性 

The sorting process is 
automatic, efficient and 
accurate, and the sorted 
cells are active 

需要特定仪器和分析

系统，价格昂贵 

It is expensive due to 
the requirements of 
specific instruments 
and analytical systems

高通量自动化目标微生物

筛选 

High-throughput and 
automatic target 
microorganism screening 

[32-34] 

“肠道微生态”检测 

“Intestinal microbiome” 
detection 

[35-36] 
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自发拉曼光谱，即微生物细胞的“指纹图谱”

是最早用于拉曼光谱技术的检测标准，从图 2 可

以看出，自发拉曼光谱在不同的生物间和同一物

种的不同生长时期均存在差异[30]。近年来，随着

拉曼光谱数据库的不断完善，以及拉曼数据分析

方法如主成分分析(Principal Component Analysis，

PCA)、偏最小二乘法判别分析 (Par t ia l  Least 

Square-Discriminate Analysis，PLS-DA)、支持向

量机分析(Support Vector Machine，SVM)、线性

判别分析(Linear Discriminant Analysis，LDA)、人

工神经网络 (Artificial Neural Networks，ANNs)、

层次聚类分析(Hierarchical Cluster Analysis，HCA) 

 

 
 
图 2  微生物的自发拉曼光谱 
Figure 2  The “fingerprints” of microorganisms 
注：A：3 种标准菌株变形链球菌(Streptococcus mutans) UA159、血链球菌(Streptococcus sanguis) ATCC10556、发酵乳杆菌(Lactobacillus 

fermentum) ATCC9338 经培养 12 h 后的拉曼光谱，它们在 778−785 cm−1 (胞嘧啶、尿嘧啶)、810−820 cm−1 (核糖核酸、RNA 骨架)、      

1 001−1 003 cm−1 (苯丙氨酸)、1 431−1 481 cm−1 (蛋白质)区域存在差异；B：发酵乳杆菌(Lactobacillus fermentum ATCC9338)在相同

条件下培养 5 h (a)和 12 h (b)后的拉曼光谱，可见在 778−785 cm−1 (胞嘧啶、尿嘧啶)、1 431−1 481 cm−1 (蛋白质)区域存在差异 

Note: A: After 12 hours of culture, the “fingerprints” of three standards (Streptococcus mutans UA159, Streptococcus sanguis ATCC10556, 
Lactobacillus fermentum ATCC9338) have difference in 778−785 cm−1 (cytosine, uracil), 810−820 cm−1 (nucleic acids (C-O-P-O-C in RNA 
backbone)), 1 001−1 003 cm−1 (phenylalanine), 1 431−1 481 cm−1 (protein); B: The “fingerprints” of Lactobacillus fermentum ATCC9338 
have difference in 778−785 cm−1 (cytosine, uracil) and 1 431−1 481 cm−1 (protein) after 5 hours (a) and 12 hours (b) culture 
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等和分析软件的不断升级，越来越多的学者开始

研究通过构建微生物“指纹数据库”实现原始标本

快速鉴定和难鉴定菌株的准确区分。 

2.1  通过“指纹图谱”进行原位检测病原微生物

种类的研究 

Montanari 等[22]将单细胞拉曼技术与经典微生

物检测技术结合，通过与标准菌株拉曼光谱进行

对比，鉴定了 288 份血液透析用水中分离的 146 株

酵母菌，包括临床常见的近平滑假丝酵母和季

也蒙假丝酵母，还成功鉴定了临床少见的粘红

酵母(Rhodotorula glutinis)、胶红酵母(Rhodotorula 

mucilaginosa) 和 墨 汁 丝 孢 酵 母 (Trichosporon 

inkin)。由此可见，单细胞拉曼技术可用于血液透

析用水的病原微生物常规检测，同时也预示了该

研究方法在无菌体液标本中检测病原微生物的可

行性。 

有研究[23]模拟复杂尿路感染的微生物模型，

对泌尿系统感染常见病原微生物培养后进行拉曼

光谱检测和峰谱分析，再建立 2 种或 3 种微生物混

合模型，对混合微生物进行拉曼光谱检测，对比

PCA、PLS-DA、SVM 这 3 种分析方法，发现采用

SVM 对混合细菌拉曼光谱进行分析的细菌鉴定准

确度达 95%，提示 SVM 分析方法与拉曼检测相结

合可用于复杂尿路感染患者的病原微生物直接检

测。De Plano 等[24]采用噬菌体结合血液中的病原

体进行单细胞拉曼检测，极低浓度(1.5 CFU/mL

血液)病原菌在 6 h 内即可成功鉴定，为快速诊断

菌血症提供了新思路。 

2.2  通过“指纹图谱”差异峰区分高度同源病原

微生物 

常规检测方法对高度同源的病原微生物无法

进行区分或鉴定。Samek 等[25]通过单细胞拉曼技

术成功识别含生物膜和不含生物膜的表皮葡萄球

菌，并将生物膜形成细胞用光学镊子直接从菌落

中取出。Stöckel 等[20]通过单细胞拉曼检测分枝杆

菌，经峰谱差异分析，成功将 26 种不同的分枝杆

菌进行分类，准确度可达 94%，而且每个样本仅

需 50−100 个完整细胞即可进行检测。Verma 等[26]

采用单细胞拉曼技术对 16S rRNA 基因序列有高

度相似性的印度分枝杆菌(Mycobacterium indicu 

spranii) 和 胞 内 分 枝 杆 菌 (Mycobacterium 

intracellulare)进行检测，发现 2 种分枝杆菌在来

自脂质和菌酸的光谱信号(1 064、1 127、1 299、

1 440、1 460 cm−1)上存在较大差异，采用单变量

(强度、比率分析)和多变量(PCA、HCA)分析技术

结合，可以快速在各个生长阶段对这 2 种细菌进

行准确区分。可见差异峰谱识别可为鉴定密切相

关菌种提供新的鉴定思路。 

3  单细胞拉曼技术在药敏检测中的研究  

进展 

遏制细菌耐药早已成为全球共同关注的问

题，快速、准确的细菌药物敏感性检测是解决问

题的关键[37]。单细胞拉曼技术在细菌药敏检测中

的研究主要基于对拉曼生物标志光谱区域的检

测，特定生物标志区域的拉曼信号强度反映了细

菌的代谢活性，通过代谢活性来检测细菌的药物

敏感性[14,38]。表 2 列举了部分在微生物研究中常

见的拉曼生物标志区域。单细胞拉曼技术和基于

细菌生长变化的检测方法相比，其优势在于可以

检 测 处 于 有 代 谢 活 性 但 不 生 长 的 细 胞 亚 群

(Non-Growing but Metabolically Active，NGMA)，

即在药物作用下已经不再生长或增殖但仍然具备

代谢活性的存活细胞。这种称为持留菌(Persisters)

的细胞在即便是克隆化的微生物群体中也普遍存

在，而且在临床上十分常见，被公认为是耐药性

产生与传播的根源[43]。学者们主要通过图谱寻找

特征峰或重水(D2O)标记 2 种方式对细菌药物敏感

性进行研究。 

3.1  基于图谱寻找特征峰检测病原微生物药物

敏感性研究 

Assmann 等[27]发现粪肠球菌在万古霉素作用

下，30 min 内单细胞拉曼光谱即显现特征性变

化，通过拉曼光谱变化反映和解释抗菌药物与微 
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表 2  微生物细胞常见拉曼生物标志区域 
Table 2  Common Raman biomarker bands in microbial 
cell 

拉曼谱带 

Raman bands 
(cm−1) 

生物标志物 

Biomarker 

参考文献 

References

405, 542 β-D-glucose [39] 

484−490 Glycogen [40] 

504, 894 Glycine [39] 

573 Tryptophan/cytosine, guanine [40] 

623 Adenine [39] 

650 Guanine [39] 

617, 740,  
1 369, 1 671 

Thymine [39] 

792, 1 275 Cytosine [39] 

786 DNA: O-P-O, cytosine, uracil, 
thymine 

[40] 

790, 1 235 Uracil [39] 

828, 859 Tyrosine, collagen [39-40] 

926 O-P-O stretch (DNA) [40] 

971 ν(C-C) wagging [41] 

1 004 Symmetric ring breathing mode of 
phenylalanine and tryptophan 

[42] 

1 064 Skeletal C-C stretching of lipids [40] 

1 117−1 119 C-C stretching (lipid) [40] 

1 127 ν(C-N), protein [41] 

1 156, 1 515 β-Carotene [39] 

1 440 CH2 and CH3 deformation vibrations 
(lipid) 

[42] 

1 450 CH2 bending [41] 

1 575 The ring-stretching vibrations of 
adenine and guanine 

[42] 

1 607 Tyrosine, phenylalanine ring 
vibration 

[41] 

1 665 Amide I vibration(protein) [42] 

2 930 C-H stretching vibration [42] 

 
生物细胞作用的过程。Lin 等[28]发现采用硫酸粘

菌素处理后的大肠埃希菌、鲍曼不动杆菌和铜绿

假单胞菌经拉曼光谱检测，在 746 cm−1 (腺嘌呤

环呼吸模式)、1 125 cm−1 (C−C、C−N 拉伸)和   

1 581 cm−1 (鸟嘌呤环拉伸)谱带均有强度降低，通

过 HCA 分析黏菌素敏感性，全过程仅需 1.5 h，总

体灵敏度达 90.9%，特异性为 91.1%。 

Kirchhoff 等[29]将不同浓度的环丙沙星与 15 株

大肠埃希菌(包含敏感株和耐药株)进行预培养后

检测，根据环丙沙星抑制细菌 DNA 超螺旋从而达

到杀菌的作用，筛选与之相关的生物标志区，发

现 1 458 cm−1 (核酸模式)和 1 485 cm−1 (核苷酸嘌

呤碱基鸟嘌呤、腺嘌呤)区域强度随环丙沙星浓度

增加而增加，当设定两区域强度比值为“1”时即可

准确区分敏感株和耐药株，而且对应环丙沙星浓

度 与 参 考 方 法 检 测 的 最 低 抑 菌 浓 度 (Minimal 

Inhibitory Concentration，MIC)高度吻合。 

对比抗生素作用前后微生物指纹图谱有差异

的特征峰可以快速区分敏感株和耐药株，可在固

定的耐药表型筛查(如耐万古霉素的肠球菌、耐甲

氧西林的葡萄球菌等)中发挥作用。然而不同类型

抗菌药物对微生物细胞的作用机制不同，导致不

同抗菌药物作用于不同类型微生物时特征峰并不

固定，一定程度上限制了该方法在临床药敏检测

上的应用。 

3.2  重水(D2O)标记拉曼检测病原微生物药物

敏感性研究 

将稳定同位素(13C、15N、2H)和拉曼光谱检测

相结合对微生物进行检测是近年来开始采用的研

究方法，可实现更简便、快捷、直观的微生物检

测[44]。如图 3 所示，培养基中的化合物元素被同

位素取代，具有代谢活性的微生物细胞摄入比胞

内元素质量更大的同位素时，相应物质所对应的

拉曼峰向波数较小的方向迁移。在重水标记(D2O)

应用于药物敏感性研究时，代谢活跃的细胞利用

氘(2H)标记的水(重水)，氘原子会参与细胞脂质合

成过程形成 C−D 键(2 000−2 300 cm−1)并替换原有

的 C−H 键(2 800−3 200 cm−1)，这一变化可通过拉

曼定量检测出来与细胞代谢活性相关，可用于细

菌药物敏感性研究[45]。 

Ueno 等[46]将薄琼脂糖膜和微型注射器泵组合

对耻垢分枝杆菌进行灌注培养，在高浓度利福平

条件培养后转入含重水(D2O)的培养基进行培养，

通过对比 C−D 峰(重水峰)强度和细菌的生长情

况，筛选出克隆群体中的“NGMA”细胞，并证实 
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图 3  加入同位素后拉曼峰的迁移 
Figure 3  Raman spectra peak is shifted after addition of isotope 

 
NGMA 细胞并非之前大家认为的持续代谢休眠状

态，而是在生长过程中始终保持正常的代谢活

性。可见，基于代谢活性的药敏检测较基于生长

的药敏检测更准确。 

Tao 等[30]以导致龋病的变形链球菌(Streptococcus 

mutans)、重水和 3 种临床常见抗菌药物为基础构

建研究模型，结合多元分析法证明 C−D Ratio (重

水峰所占比例)能够准确反映细胞利用胞外重水分

子的速率，并与细胞的代谢活跃程度呈正相关，

全过程仅需 20 min，即可在细胞拉曼光谱中反映

药物应激特异性的 C−D 峰，从而区分氟耐受型和

氟易感型的变形链球菌。该研究还提出了一种全

新的药敏检测标准——基于代谢活性的最低抑菌

浓度(MIC-MA)的概念，预示能更准确地反映微生

物的药物敏感性。Yang 等[31]在 C−D Ratio 基础上

建立抗菌药物的敏感 /耐药界限值 (S/R Cut Off 

Value)：0.76−0.78，病原微生物在含重水和抗菌

药物的培养基中短暂培养后检测其 C−D Ratio

值，若 C−D Ratio≤0.76 则说明这种病原微生物对

该抗菌药物敏感；C−D Ratio≥0.78 则为耐药，这

种方法被证实可直接用于尿路感染患者尿液标本

中所含病原微生物的药物敏感性检测，从尿液标

本到获得敏感性结果全程仅需 2.5 h，而且测定结

果与传统方法(纸片扩散法)符合率达 100%。 

由于重水不改变细胞的化学组分，也不影响细

胞生长代谢，因此重水标记的微生物药物敏感性研

究不受微生物和抗菌药物种类的限制，C−D 峰强度

与微生物代谢活性的正相关性可为更加准确、快

速、便捷的药物敏感性检测方法提供新的思路。 

4  单细胞拉曼技术在病原微生物检测中的
技术方向 

近年来，单细胞拉曼技术朝着自动化、智能

化、高通量方向不断发展，其中，将单细胞拉曼

技术快速、非侵入性检测优势与微流控技术快速

细胞筛选及介电电泳(Dielectrophoresis，DEP)、

声 泳 (Acoustophoresis ， AP) 或 光 学 镊 子 (Optical 

Trap，OT)等自动收集目标细胞装置相结合形成的

单细胞拉曼分选技术平台(图 4)，成功实现高通

量、智能化的微生物细胞检测和目标细胞分离，

成为目前单细胞拉曼技术在病原微生物检测中最

新的技术方向[47-48]。 
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图 4  单细胞拉曼分选技术平台 
Figure 4  Single-cell raman sorting technology platform 
 

4.1  单细胞拉曼分选技术平台在高通量微生物

筛选中的研究 

Lee 等[32]将微流控技术、光学镊子和拉曼光

谱技术结合组装形成一种新的“光流控平台”，实

现自动筛选经稳定同位素“氘”标记的 3 种阴性杆

菌 (大 肠 埃 希 菌 、 鼠 伤 寒 沙 门 氏 菌 、 海 洋 细 菌

Marinobacter adhaerens)和一种阳性杆菌(枯草芽

孢杆菌 )，分选精度达 98.3%±1.7%，处理量为

200−500 个细胞/h，即 3.3−8.3 个细胞/min。 

Wang 等 [33] 首 次 提 出 拉 曼 激 活 细 胞 喷 射

(Raman-Activated Cell Ejection，RACE)的概念，

在他们的研究中亚秒级即可获得单个细胞拉曼光

谱，经光谱分析后，通过弹出装置成功收集经 13C

标记的大肠埃希菌，并对收集细胞进行单个细胞基

因扩增。在 RACE 基础上，团队研发了拉曼活化液

滴分选(Raman-Activated Droplet Sorting，RADS)自

动化平台，提高了分选精度和分选细胞存活率。该

技术定制以聚二甲基硅氧烷(Polydimethylsiloxane，

PDMS)为结构材料的微流控芯片实现微生物单细

胞流动；微流控芯片结合拉曼光谱仪进行单个细

胞的拉曼光谱检测，经检测后的单个微生物细胞

在芯片上直接进行液滴包埋，包埋后液滴经 DEP

实现目标细胞分选；RADS 分选精度达 98.3%，检

测效率达 260 个细胞/min，而且在分选目标细胞

中 92.7%的细胞存活并能增殖[34]。 

4.2  单细胞拉曼分选技术平台在微生物组学中

的研究 

虽然高通量宏基因组测序的出现加速了组学

的研究，但拼接式的组学研究技术易忽略微生物

表型异质性[49]。在单细胞水平上分析基因组、转

录组、蛋白质组、代谢组和甲基化组是当前生命

科学中最活跃的前沿研究[50-51]。 

Wang 等[35]在稀释粪便时加入重水(D2O)和不

同种类、浓度的抗生素，经短时间厌氧培养后通

过氘同位素探测拉曼显微镜(RamanDIP)观察微生

物群 C−D 区域的代谢状态，使用 RACE 筛选耐药

菌并对筛选菌进行测序，研究人体肠道“微生态”

中耐药菌群的分布、产生因素及耐药表型与耐药

基因型相关性。与此同时，该课题组将肠道微生

物群与重水单独或联合不同底物(葡萄糖、络氨酸

等)进行培养，通过 RamanDIP 研究不同化合物在

肠道微生物群作用下的代谢途径，揭示了人体肠道
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中的葡萄糖在代谢过程中优先合成脂肪酸[36]。该课

题组的成果展现也提示将 C−D 区作为筛选标准结

合分选平台高通量检测和筛选优势，可对复杂的

肠道“微生态”进行研究。 

随着单细胞拉曼分选技术开始用于研究单细

胞表型与其基因组、蛋白质组、代谢组的相关

性，Teng 等[52]首次提出“拉曼组(Ramanome)”的概

念，将其定义为在给定时间和条件下从同基因群

体 中 随 机 选 择 的 若 干 细 胞 的 单 细 胞 拉 曼 光 谱

(SCRS)的集合；由于每个 SCRS 由超过 1 500 个拉

曼谱带组成，其分别或共同对应检测细胞中代谢

物的化学键的共振频率，可以对单个细胞的代谢

情况进行实时监测，因此“拉曼组”也是代谢组的

一种反映方式，用于揭示和模拟微生物细胞及群

体在监测时间内的实时状态。He 等[53]首次在“拉

曼组”概念的基础上建立“拉曼组”技术平台，将单

细胞拉曼分选技术与高通量测序技术结合，使拉

曼光谱的“表型大数据”与高通量测序的“基因型大

数据”连接，利用分选优势建立目标微生物细胞的

单细胞表型-基因型结合研究平台。 

5  结语与展望 

单细胞拉曼技术是基于拉曼光谱分析原理实

现非培养、无标签、快速、高效、低成本揭示物

质本质的新方法。如文中所述，近年来在病原微

生物检测中的研究已实现快速、高效的微生物鉴

定、药敏、代谢状态及原位标本检测等，并能高

通量、无破坏地获取目标微生物细胞进行后续研

究，直观解析各类“组学”关联，虽然单细胞拉曼

检测技术的优势在病原微生物检测的各项研究中

已得到充分展现，但广泛应用于临床检测仍存在

一定的优化空间。 

首先，大量生物学信息的处理需要更加智能

化的分析系统和数据库。当前 MALDI-TOF MS 在

临床微生物实验室广泛兴起，但单细胞拉曼技术

就 其 非 培 养 、 低 浓 度 和 非 破 坏 检 测 方 面 较

MALDI-TOF MS 有明显优势。目前大量光谱数据

分析和数据模型的建立仍需依赖专业的生物信息

团队，这一问题阻碍了单细胞拉曼技术在临床实

验室的应用。近年来光谱分析软件和数据库的不

断涌现，预示智能化、便捷的分析方法已经成为

研究者们关注的问题，这些成果的展出将极大推

动该方法的临床应用。 

其次，单细胞拉曼技术各项操作的标准化有

待进一步建立。拉曼光谱检测方法繁多，不同类

型标本背景信号对不同检测方法的干扰存在差

异，导致标本的前期处理、参数设置等存在一定

差异，这些差异极大地限制了在临床应用中的标

准化。同种拉曼检测方法的操作标准化、不同种

检测方法的结果差异比对将是单细胞拉曼技术广

泛应用于临床亟须解决的问题。 

综上所述，虽然单细胞拉曼技术的临床应用仍

存在一定问题，但其非培养、无标签、快速、高效、

低成本检测和高效分离细胞建立微生物表型与“组

学”关联的优势使其在临床微生物检测领域具有极

大的发展潜能。 
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