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摘 　 要 　 细菌在新陈代谢过程中会产生一系列分解和合成代谢产物,如醇类、脂类、酶、蛋白质等,这些

代谢物反映了细菌的生长、发育及其与环境的相互作用。 监测细菌代谢物对于细菌感染的快速床旁检测、快
速测定抗生素敏感性、区分变质食品至关重要。 本文综述了细菌代谢物检测的方法,包括色谱-质谱法、光谱

法、电化学法,并对各种检测方法的优缺点进行了分析总结,包括其灵敏度、选择性、成本和复杂性。 此外还

总结了细菌代谢物检测所存在的问题,如样品制备、检测干扰的影响和检测限的提高等。 最后,提出了解决

这些问题的几种方案,例如结合纳通道技术以及引入纳米材料来提高细菌代谢物分析方法的灵敏度。
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Abstract　 Bacterial
 

metabolites,
 

such
 

as
 

alcohols,
 

lipids,
 

enzymes,
 

proteins,
 

etc. ,
 

are
 

markers
 

of
 

bacterial
 

growth
 

and
 

interaction
 

between
 

them
 

and
 

environment.
 

Therefore,
 

analysis
 

of
 

bacterial
 

metabolites
 

is
 

crucial
 

for
 

detecting
 

bacterial
 

infections,
 

antimicrobial
 

susceptibility
 

testing,
 

and
 

identifying
 

spoiled
 

food.
 

This
 

paper
 

explores
 

analytical
 

methods
 

for
 

detecting
 

bacterial
 

metabolites:
 

chromatography-mass
 

spectrometry,
 

spectroscopy,
 

and
 

electrochemical
 

analysis.
 

Each
 

method
 

is
 

evaluated
 

based
 

on
 

its
 

advantages
 

and
 

limitations,
 

including
 

its
 

sensitivity,
 

selectivity,
 

cost,
 

and
 

complexity.
 

Additionally,
 

the
 

challenges
 

associated
 

with
 

detecting
 

bacterial
 

metabolites
 

are
 

discussed,
 

such
 

as
 

sample
 

preparation,
 

interference
 

from
 

other
 

compounds,
 

and
 

improving
 

limit
 

of
 

detection
 

for
 

measuring
 

target
 

bacteria.
 

Finally,
 

several
 

solutions
 

are
 

presented
 

for
 

addressing
 

these
 

challenges,
 

such
 

as
 

combining
 

with
 

nanofluidic
 

technology,
 

and
 

introducing
 

nanoscale
 

materials
 

to
 

enhance
 

sensitivity
 

of
 

analytical
 

method
 

for
 

bacterial
 

metabolites.
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　 　 细菌的营养要求、能量来源、酶系统、代谢产

物各不相同,形成了多种多样的代谢类型,以适应

复杂的外界环境。 细菌在分解和合成代谢中能产

生多种代谢产物,这些不同代谢产物的生物化学

差异可以作为细菌鉴别的依据,为细菌的检测提

供一个新的途径。 如变形杆菌含有尿素酶可以水

解尿素,产生氨 [ 1] ;绿脓杆菌能产生水溶性的色

素绿脓菌素使培养基呈绿色 [ 2] 。 在临床中,检测

细菌感染患者标本中不同生长阶段分泌的代谢物

不仅可以提供与感染过程相关的信息,并且可以

作为细菌感染的生物标志物用于病原体的诊断,
给患者提供更有效的治疗方案。 此外,检测细菌

在食品中代谢产生的特定挥发性气态代谢物,可
应用于实时跟踪食品的变质程度 [ 3] 。 同时,检测

细菌的代谢产物 [ 4] 也可以快速筛选出合适的抗

生素,不仅能避免抗生素的误用与过度使用,而且

能减缓细菌耐药性蔓延,对监测耐药细菌 [ 5] 的传

播具有重要意义。 因此,对细菌代谢过程的检测

不仅有助于掌握细菌的生长过程,而且能够为细

菌感染的预防和治疗起到至关重要的作用。 与直
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接进行细菌检测相比,检测细菌代谢物能够实现

抗生素的快速筛查,了解抗生素对细菌代谢的影

响,揭示耐药细菌和敏感细菌的代谢差异,有利于

治疗方案的优化;同时能实现对细菌生长、细菌种

群动态变化的实时监测。 本文基于细菌代谢产物

检测的原理对其检测方法和应用进行了概述。

1　 色谱-质谱法

1. 1　 气相色谱
　 　 细菌利用周围环境中的糖类、蛋白质和脂肪

等营养成分,在酶的作用下产生葡萄糖、氨基酸和

脂肪酸等。 这些物质通过异化作用生成一系列复

杂的代谢产物,包含醇类、醛类、脂类、酸类、酯类

和酮类等挥发性物质 [ 6] 。 采用气相色谱法可分

离检测细菌代谢过程中所产生的少部分特定酸

性、中性以及碱性挥发性代谢产物 [ 7,8] 。 随着色

谱技术的发展,二维气相色谱( GC ×GC)具有比一

维气相色谱更高的峰容量、更快的分析速度,因而

逐渐被应用于细菌代谢物的检测。 Heng 等 [ 9] 采

用一种静态顶空综合二维气相色谱的方法检测受

污染的牛奶中挥发性有机化合物( 乙醇、1-丙醇、
乙腈和乙醛等) ,证明了牛奶中存在大肠杆菌的

污染。 气相色谱-质谱联用( GC-MS) 技术不仅能

够定性而且能够定量地鉴定出细菌大部分的挥发

性代谢物。 例如,口腔内存在两种革兰氏阳性和

两种革兰氏阴性细菌,Khalid 等 [ 10] 利用固相微萃

取这几种细菌培养物的顶部空间气体以及舌生物

膜微生物群中的挥发物,通过 GC-MS 对其进行了

检测,结果表明,口腔厌氧菌产生的挥发性代谢物

可作 为 全 身 性 疾 病 或 代 谢 紊 乱 的 判 断 标 准。
Goeminne 等 [ 11] 利用 GC-MS 分析了 28 例支气管

扩张患者的痰液中细菌培养所产生的挥发性化合

物,表明病人痰液细菌培养物的挥发性代谢物可

以作 为 一 种 慢 性 肺 部 感 染 的 早 期 筛 选 方 法。
Rosamaria 等 [ 12] 利用 GC-MS 分析了嗜肺军团菌

释放的挥发性代谢物,并与其他军团菌属和铜绿

假单胞菌产生的挥发性代谢物进行比较,鉴定出

了嗜肺军团菌特征性的挥发性有机化合物醇类和

酮类,以此作为区分嗜肺军团菌与其他水生微生

物的标志。 Federica 等 [ 13] 利用顶空固相微萃取

( HS-SPME)和 GC-MS 方法对受污染的肉类中的

挥发性有机碳进行定量和定性评价,研究结果表

明在受到伤寒沙门氏菌、空肠弯曲菌和金黄色葡

萄球菌三种细菌污染的牛肉中己烷的浓度最高,

归一化峰面积( PA%) 达到 33. 63%;在受到这三

种细菌污染的鸡肉和猪肉中乙醇的含量最高,
PA%分别达到 12. 33% 和 6. 7%。 通过此方法可

以快速检测肉类中的细菌污染。 Marta 等 [ 14] 利用

SPME-GC-MS 对好氧贮藏的生鸡胸肉中挥发性有

机物进行了定性和定量分析,研究结果显示乙醇、
3-甲基-1-丁醇、乙酸可作为生鸡胸肉贮存的化学

腐败指标,在最短保质期内,乙醇、3-甲基-1-丁醇

和乙酸的量分别为 25. 5、0. 3 和 58. 5μg / g。 此研

究有助于开发用于检测特征性化学腐败指标的快

速传感器,以实时监测禽肉品质。 飞行时间质谱

( TOFMS)与二维气相色谱的联用可以提供比传

统的 GC-MS 更高的分辨率和灵敏度。 Christiaan
等 [ 15] 通过 HS-SPME 和 GC×GC-TOFMS 对体外培

养的艰难梭菌的挥发性代谢物进行分析,检测出

了新型含硫和含羰基分子。 Davis 等 [ 16] 利用 HS-
SPME 和 GC×GC-TOFMS,分析了来自早期和晚期

慢性囊性纤维化( CF) 肺部感染的铜绿假单胞菌

分离株的挥发性代谢组,表明这些早期和晚期感

染分离株之间挥发性代谢物的相对丰度存在差

异。 此法可以用于测定铜绿假单胞菌 CF 肺部感

染的预后挥发性生物标志物。
1. 2　 液相色谱
　 　 液相色谱适合不易挥发、难汽化、对热敏感的

物质的分离分析,可用于细菌的不挥发代谢物进

行检测,包括脂肪族、二羧酸和酚酸等 [ 17] 。 将液

相色谱与质谱联用( LC-MS)可以扩大检测物质的

范围, 提高检测的灵敏度。 Sandeep 等 [ 18] 利用

LC-MS 对万古霉素耐药肠球菌 ( VRE) 中的丙氨

酸分支代谢物 L-Ala、 D-Ala、 D-Ala-D-Ala、 D-Ala-
D-Lac 进行了定量测定,这对研究万古霉素诱导

的 VRE 耐药以及开发针对万古霉素耐药的新药

具有重要意义。 Gao 等 [ 19] 开发了一种基于液滴

的微流控平台,利用该平台将细菌菌株包裹在液

滴中,通过 LC-MS 的方法,快速筛选了化学诱导

的突变菌株并分析了其代谢产物。 图 1 展示了集

成微流体装置用于筛选和选择性提取含有突变菌

株的靶滴液的过程。 将细菌封装的液滴滴入集成

微流体装置中,液滴在装置中的捕获位点处被捕

获,通过洗涤排除其他液滴后,在芯片上培养 4h,
并在 571nm 荧光下观察单独筛选和提取出含有

突变菌株(显示红色荧光) 的液滴。 此外,将超高

效液相色谱与四极杆飞行时间质谱、线性离子阱 /
轨道阱 质 谱 相 结 合, 研 究 肠 道 细 菌 代 谢 蒙 花
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苷 [ 20] 、梓醇 [ 21] 、地黄 [ 22] 、鸟苷 [ 23] 等药物的途径及

其代谢产物,有助于进一步了解药物在体内的药

代动力学,揭示其在体内的作用机制,并为追踪药

物对疾病的治疗效果提供依据。 同位素标记细菌

代谢产物也是目前最主要的研究细菌内代谢物的

方法之一。 Safo 等 [ 24] 提出了一种新的液相色谱-
同位素稀释质谱法( LC-IDMS) ,使用巴氏梭菌作

为来源分析 131 种 13 C 标记的细胞内代谢物。 Wu
等 [ 25] 对细菌细胞含有胺和酚的代谢物进行差异

同位素丹磺酰化标记,通过 LC-MS 分析标记的代

谢物,成功区分了巨大芽孢杆菌、枯草芽孢杆菌、
大肠杆菌三种不同的细菌菌种。
1. 3　 质谱法
　 　 虽然质谱法通常是与色谱法联用的,但是单

独的质谱法也可应用于细菌代谢物的检测,作为

细菌感染诊断、细菌物种水平鉴别的一种方法。
Vaira 等 [ 26] 利用选择离子流动管质谱 ( SIFI-MS)
准确定量测定了呼出气中的氨,以此判断幽门螺

杆菌在胃肠道中是否定植。 Allardyce 等 [ 27] 使用

SIFT-MS 测量了铜绿假单胞菌、肺炎链球菌、大肠

杆菌等五种细菌在 BacT / ALERTR 血培养瓶中产

生的代谢气体,实现了对菌血症的诊断。 Slade
等 [ 28] 通过 SIFI-MS 实时监测金黄色葡萄球菌、铜
绿假单胞菌和化脓性链球菌在胶原伤口生物膜模

　 　 　 　

型中生长时所产生的挥发性代谢物,鉴别了临床

伤 口 感 染 相 关 病 原 体 的 物 种 水 平。 Krist􀆪na
 

Sovov􀅡 等 [ 29] 使用 SIFT-MS 对深红沙雷氏菌、粘质

沙雷氏菌和大肠杆菌三种不同细菌的挥发性化合

物进行实时顶空定量,监测了这三种不同细菌物

种的种群动态。 Li 等 [ 30] 建立了一种二次电喷雾

串联质谱( SESI-MS)方法对一对同基因型的甲氧

西林敏感和耐药金黄色葡萄球菌的挥发性有机物

代谢物进行了分析,研究了抗生素治疗对细菌代

谢的干扰。 Jackson 等 [ 31] 利用解吸电喷雾电离

( DESI)监测到了大肠杆菌猝灭上清液中靶向中

心碳代谢物的存在。 Zhang 等 [ 32] 利用 TiO2 辅助

激光解吸 / 电离质谱( LDI-MS)分析了超广谱 β-内
酰胺酶抗性阳性大肠杆菌( ESBL) 和 ESBL 阴性

菌株的代谢物,确定了 11 种独特的代谢物可作为

ESBL 阳性大肠杆菌的潜在生物标志物,以此来

进行 ESBL 阳性细菌鉴定。
利用色谱-质谱法进行细菌代谢物的分析虽

然是一种金标准,但其需要明确细菌的代谢物。
然而,目前的质谱数据库显有包含细菌产生的所

有化合物,对于未知的细菌代谢产物的检测仍需

要其他方法进行研究。 此外这种方法需要昂贵庞

大的仪器,同时要求专业的操作人员,检测过程耗

时长,需要大量试剂。 因此,色谱-质谱法不适用

　 　 　 　

图 1　 ( a)微生物菌株在水滴中的封装示意图;(b)在装置微结构中捕获液滴;( c)用突变菌株选择性提取液滴;(d)菌株的发酵培养;

( e)通过 HPLC-MS / MS 进行的代谢产物分析;( f)活力指示剂的反应原理 [ 19]

Fig. 1　 Schematic
 

illustration
 

of
 

encapsulation
 

of
 

microbial
 

strains
 

in
 

aqueous
 

droplets
 

( a) ,
 

capture
 

of
 

droplets
 

in
 

the
 

device
 

microstructures
 

(b) ,
 

selective
 

extraction
 

of
 

droplets
 

with
 

mutant
 

strains
 

( c) ,
 

fermental
 

cultivation
 

of
 

strains
 

(d) ,
 

metabolite
 

analysis
 

by
 

HPLC-MS / MS
 

( e) ,
 

and
 

the
 

reaction
 

principle
 

of
 

the
 

viability
 

indicator
 

( f) [ 19]
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于细菌代谢物的实时床旁检测 ( POCT) 。 同时,
采用色谱质谱法检测需要提取细菌的代谢产物,
无法做到无损检测,时效性也不高。

2　 光谱法

2. 1　 表面增强拉曼散射
　 　 表面增强拉曼光谱( SERS) 在微生物检测方

面有着广泛的应用前景 [ 33] 。 SERS 具有快速、高
灵敏、无损、无标记等优点,越来越广泛地应用于

细菌代谢物的检测。 细菌代谢物的浓度范围为

nmol / L ~ mmol / L
 [ 34] ,其代谢物浓度的检测限和定

量范围通常在 μmol / L 量级。 常规的拉曼光谱即

使在条件有利的情况下,108 个入射光子中也仅

可以激发一个拉曼分子 [ 35] ,其检测灵敏度非常低

无法实现对细菌代谢物的检测。 因此需要大幅度

增强拉曼信号,提高检测灵敏度。 一般地,可以通

过调控基底的组成、形状、尺寸、间距和聚集方式

等提高 SERS 的灵敏度和检测限。 例如,Nguyen
等 [ 36] 通过化学方法控制纳米粒子间距增强了

SERS 的信号,在水性介质中检测到了铜绿假单

胞菌的次级代谢物———化脓青蛋白,其检测限达

到 100pg / mL。 Guo 等 [ 37] 将金纳米星 ( AuNS) 负

载在平板滤片载体上制备了一种表面增强拉曼散

射器件,对细菌的气态代谢物响应灵敏,检测限低

至 8. 7nmol / L,这种 SERS 器件能快速监测食品中

常见细菌的常见代谢物,且性能远高于人类感官。

Kelly 等 [ 38] 将 Au 用作增强介质,通过 SERS 快速

地检测到细菌的代谢产物———二甲基二硫醚,提
供了一种新的快速床旁检测细菌感染的方法。 然

而,这种将贵金属作为增强介质的成本比较高。
为降低成本,Sunho 等 [ 39] 设计了一种新的纸基 3D

 

SERS 基底,直接检测了铜绿假单胞菌的代谢产

物绿脓菌素。 如图 2 所示,基底上水凝胶表皮可

以用作尺寸选择性分子过滤器以排除大分子,进
而选择性地放大绿脓菌素的拉曼信号。 由于细菌

上清液的组成复杂,含有盐、蛋白质以及目标化合

物之外的代谢物,可能会导致光谱特征重叠。 因

此有必要对样品进行预处理和净化,减少污染物。
Lidia 等 [ 40] 开发并优化了一种微流控支撑液膜

( SLM)萃取装置,并将其与 SERS 传感相结合,定
量了大肠杆菌的次级代谢物对香豆酸 ( pHCA) 。
Zhang 等 [ 41] 建立了一种集成膜过滤和 SERS 活性

基底的微流控系统,用于芯片上细菌富集、代谢产

物收集和抗生素敏感性的原位 SERS 检测,此方

法显著缩短了细菌培养时间。 此外,Wang 等 [ 42]

向细菌培养物中加入可变病毒滴度,收集细菌代

谢物的 SERS 信号用于监测细菌生长和细菌定

量,以此为病毒感染的诊断提供了新见解。 虽然

利用 SERS 检测细菌代谢物具有多种优势,但却

易受到外界干扰,并且需要构筑表面纳米金属材

料去增强 SERS 信号,且检测的再现性和稳定性

比较差。

图 2　 在水凝胶封装的 3D 电极上一锅法金电沉积示意图,其中水凝胶表皮排斥蛋白质(胰蛋白酶和大豆蛋白)允许选择性输注 PCN;

Au 颗粒生长到 3D 水凝胶网格的自由空间中,PCN 被捕获在 3D 水凝胶基质中生长的 Au 纳米结构的间

隙中,PCN 的拉曼信号被 SERS 放大而不受蛋白质干扰 [ 39]

Fig. 2　 Schematic
 

showing
 

the
 

one-pot
 

Au
 

electrodeposition
 

onto
 

the
 

hydrogel-encapsulated
 

3D
 

electrode,
 

where
 

the
 

hydrogel
 

skin
 

rejects
 

proteins
 

( tryptone
 

and
 

soytone)
 

while
 

allowing
 

the
 

selective
 

infusion
 

of
 

PCN.
 

Au
 

grains
 

grow
 

into
 

the
 

free
 

space
 

in
 

the
 

3D
 

hydrogel
 

mesh.
 

PCN
 

is
 

trapped
 

in
 

the
 

interstitial
 

voids
 

among
 

growing
 

Au
 

nanostructures
 

in
 

the
 

3D
 

hydrogel
 

matrix.
 

The
 

Raman
 

signal
 

of
 

PCN
 

is
 

amplified
 

by
 

SERS
 

without
 

interruption
 

by
 

proteins
 [ 39]
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2. 2　 荧光法
　 　 荧光分析法灵敏度高、选择性好、操作简便。
目前采用荧光法主要用于检测细菌代谢所产生的

酶。 Pierre 等 [ 43] 利用油包水乳液将单个大肠杆菌

细胞封装到皮升级的微反应器液滴中,将荧光标

记分子———4-甲基伞形酮-β-D-葡糖苷酸与液滴

的延时荧光成像相结合,监测每个液滴中大肠杆

菌在代谢过程中产生的 β-葡萄糖醛酸酶活性,可
以在 2h 内检测到细菌的存在。 但是油包水乳液

有毒且难以降解。 因此,Dipankar 等 [ 44] 提出了一

种高比表面积生物聚合物纳米凝胶纤维,无毒、无
致癌性,具有生物相容性和可降解性,与荧光标记

分子 4-甲基伞形酮-β-D-葡糖醛酸相结合后,可以

快速检测出产 β-葡萄糖醛酸酶的大肠杆菌,1mg
纳米凝胶纤维可检测 108 ~ 109 CFU / mL 的大肠杆

菌。 然而,该方法过程繁杂,对操作人员需要很高

的专业要求,时效性也不好。 因此需要一种可以

实现微生物培养、选择性底物催化、实时荧光监测

于一体的仪器。 Huang 等 [ 45] 提出了一种全自动

实时光电传感分析微生物的荧光光电记录细菌鉴

定仪,以大肠杆菌中的 β-葡萄糖醛酸酶和铜绿假

单胞菌中的 β-丙氨酰氨肽酶来催化底物产生荧

光指示剂,快速便捷地检测出了食品中的致病菌

大肠杆菌和铜绿假单胞菌,其检测限低至 1CFU /
mL。 Ming 等 [ 46] 以亮氨酸氨基肽酶( LAP )作为识

别基团,1,3-二氯-7-羟基-9,9-二甲基-2 ( 9H) -吖
啶酮作为荧光基团,设计了一种 LAP 荧光探针,
从人的粪便中有效地鉴定了 6 种表达 LAP 的细

菌。 β-内酰胺类抗生素是目前使用最广泛的抗生

素,耐药细菌为了对抗这种内酰胺类抗生素,分泌

出 β-内酰胺酶可以与 β-内酰胺环结合使 β-内酰

胺环裂解而被破坏,导致抗生素失去了抗菌活性。
Li 等 [ 47] 将细菌样本以单水平封装在皮升大小的

液滴中,并在含抗生素和 β-内酰胺酶传感器的油

包水液滴中培养,通过荧光液滴来计数 β-内酰胺

耐药菌。 这是首次使用基于液滴的微流控技术去

检测和定量产 β-内酰胺酶的细菌。 Qing 等 [ 48] 基

于荧光共振能量转移技术,制备了 3 种用于耐药

菌株标记的荧光试剂,水解后可作为反应性亲电

试剂与 β-内酰胺酶结合,这种特异性 β-内酰胺酶

响应细菌标记具有显著的荧光增强作用,可以直

接观察细菌生长,实时监测细菌感染。 β-内酰胺

酶催化 β-内酰胺类抗生素水解时会产生一种新

的生物降解代谢物 H2 S,检测这种生物降解物也

成为了一个监测细菌抗生素耐药性的新方向。
Gholap 等 [ 49] 设计了一种高效化学发光探头监测

β-内酰胺酶阳性细菌所产生的生物降解代谢物

H2 S,成功区分了 β-内酰胺抗性细菌菌株和敏感

的菌株。 采用荧光检测的方法也可以实现细菌合

成代谢产物内毒素的检测。 Anzhi 等 [ 50] 将二维材

料 MXene 与基因编辑系统偶联,通过是否产生荧

光来灵敏地检测细菌合成代谢物脂多糖。 荧光标

记的方法虽然反应灵敏、速度快,但其不足之处在

于荧光物质不稳定,在正常情况下荧光物质也会

衰变,易造成检测误差。
2. 3　 其他的一些光学检测方法

　 　 Fransiska 等 [ 51] 开发了基于无标记多孔阳极

氧化铝的生物传感器,通过光的干涉反射方法检

测出了人类伤口液体中铜绿假单胞菌代谢所产生

的蛋白酶 K,并可进一步发展为慢性伤口中病原

性细菌感染的护理点诊断。 Asif 等 [ 52] 使用蜡染

法在滤纸上制备了微流控纸基分析设备,利用显

色底物与细菌代谢产生的酶反应形成有色产物,
通过比色法成功检测出乳汁中的金黄色葡萄球菌

和大肠杆菌及其抗生素耐药菌,可检出浓度低至

10CFU / mL 的细菌。 Kyra 等 [ 53] 使用光学在线粘

度测量系统成功监测了枯草芽孢杆菌解聚酶敲除

突变体中所产生的聚 γ-谷氨酸。
利用光谱法检测细菌代谢物的分析速度比较

快,操作简单,只需利用已知光谱图就可以进行光

谱定性分析,同时选择性好可同时测定多种化合

物。 但是光谱法定量能力差,也易受光学系统参

数等外部或内部因素的影响,影响检测结果的准

确度。

3　 电化学法

　 　 电化学传感器 [ 54] 具有高灵敏度、低成本、小
型化、便携等优点,在细菌代谢物检测中受到广泛

关注。 铜绿假单胞菌能产生一种具有氧化还原活

性的细菌代谢物绿脓菌素,通过氧化还原循环可

以放大绿脓菌素的电化学信号,提高电化学检测

灵敏度。 Eunkyoung 等 [ 55] 报道了一种具有良好生

物相容性的儿茶酚-壳聚糖氧化还原电容器,可以

原位监测绿脓菌素,并将绿脓菌素的检测限降低

至 50nmol / L。 阵列电极是多个微电极设备并联

在一起共同发挥作用,具有电流放大的优势,同时

小的尺寸也可以对较小的样本进行快速响应。 另

外,小的电活性面积可以实现较低的背景电流,从
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而获得高的信噪比和低的检测限。 Olja 等 [ 56] 开

发了透明碳超微阵列电极 ( T-CUA) 的电化学传

感平台,检测化脓青素以及其高反应性前体 5-甲
基吩嗪-1-羧酸,实现了铜绿假单胞菌吩嗪生物合

成的实时动态监测。 Butler 等 [ 57] 开发了一种纤

维素基激光诱导石墨烯的纸基阵列传感器,检测

了铜绿假单胞菌在浮游生物中和在芯片中生长时

所产生的吩嗪类代谢物。 Sharp 等 [ 58] 使用碳纤维

丝束作为电化学传感矩阵来检测化脓青素的产

生,实现了智能原位伤口铜绿假单胞菌的监测。
增强电极的导电性对于提高电化学传感器灵敏度

也有很大帮助。 Molina 等 [ 59] 在碳丝网印刷电极

涂上等规聚丙烯-聚 3,4-乙基烯二氧基噻吩复合

薄膜,对细菌代谢产物烟酰胺腺嘌呤二核苷酸的

氧化进行检测,实现了革兰氏阳性和革兰氏阴性

细菌的生长监测。 Rabeay 等 [ 60] 使用多壁碳纳米

管修饰的丝网印刷电极直接检测细胞外基质中分

泌的代谢物,确定了金黄色葡萄球菌的活细胞和

非活细胞对抗生素和呼吸链抑制剂作用的反应,
为实时监测活死细胞功能和抗菌分析提供了一种

合理可靠的方法。 基于纳米材料信号放大的电化

学传感器也是研究者们研究的热点之一。 Ella
等 [ 61] 通过 9,10-二羟基蒽 / 9,10-蒽醌组成的活性

氧化还原系统在硅纳米线氧化层上进行新型表面

　 　 　 　 　

改性,实时监测了高离子强度溶液中细菌生物膜

的代谢活性,建立了消除细菌生物膜的医疗解决

方案,消除了生物膜的污染。 Jia 等 [ 62] 构建了由

pH 响应性嵌段共聚物( BCP ) 膜和填充有金纳米

颗粒( AuNPs)的纳米孔阵列电极( NEAs) 组成的

分级组织纳米结构来分离和检测铜绿假单胞菌的

代谢产物吩嗪-1-羧酸,可应用于复杂生物样品中

低浓度的其他氧化还原活性代谢物的检测,从而

帮助理解微生物群落中的代谢 ( 如图 3 所示) 。
在 pH = 7. 0 时,高于 BCP 膜中聚( 4-乙烯基吡啶)
( P4VP)的 pK a ( pK a = 4. 8) ,BCP 膜是疏水性的,
无物质运输;当 pH = 4. 5 时,低于 P4VP 的 pK a ,
BCP 膜的 P4VP 结构域被质子化使其带正电荷,
具有亲水性,可以允许阴离子选择性通过 ( 图 3
( B,C) ) 。 Wang 等 [ 63] 开发了装饰有氧化钴纳米

颗粒( ZnO
 

NRs / Co3 O4 NPs)的气体传感器,可通过

检测细菌代谢物 3-羟基-2-丁酮来间接监测单核

细胞增生性李斯特菌,并且其检测限低至 10- 8 。
对于细菌代谢物的分离、富集是一个复杂的操作。
因此 Sune 等 [ 64] 在离心流体平台上将负载型液膜

萃取与电化学检测相结合以此开发光盘实验室系

统,能够从复杂的样品混合物中分离、富集和检测

大肠杆菌的次级代谢产物香豆酸。 Alyah 等 [ 65] 提

出将铜绿假单胞菌的细菌培养物经阳离子表面活

　 　 　 　

图 3　 BCP@NEA 电化学 SERS 传感器的分层结构和方案:(A)铜绿假单胞菌中吩嗪生物合成途径(PCA:吩嗪-1-羧酸;1-OHP:

1-羟基吩嗪;5-MCA:5-甲基吩嗪-1-羧酸;PCN:吩嗪-1-甲酰胺;PYO:pyocyanin;转化反应的吩嗪修饰基因用箭头标记) ;

(B)电化学 SERS 传感器示意图,BCP 门在 pH
 

7. 0 下关闭;(C)电化学 SERS 传感器的示意图,BCP 门在 pH
 

4. 5 时打开,

通过 SWV 和 SERS 选择性迁移和检测带负电的分子 [ 62]

Fig. 3　 Architecture
 

and
 

scheme
 

of
 

the
 

hierarchically
 

organized
 

BCP@NEA
 

electrochemical
 

SERS
 

sensor.
 

(A)
 

Phenazine
 

biosynthetic
 

pathway
 

in
 

P.
 

aeruginosa.
 

PCA,
 

phenazine-1-carboxylic
 

acid;
 

1-OHP,
 

1-hydroxyphenazine;
 

5-MCA,
 

5-methylphenazine-1-carboxylic
 

acid;
 

PCN,
 

phenazine-1-carboxamide;
 

and
 

PYO,
 

pyocyanin.
 

Phenazine-modifying
 

genes
 

for
 

the
 

conversion
 

reactions
 

are
 

labelled
 

along
 

with
 

arrows.
 

(B)
 

Schematic
 

illustration
 

of
 

the
 

electrochemical
 

SERS
 

sensor
 

with
 

BCP
 

gate
 

closed
 

at
 

pH
 

7. 0.
 

(C)
 

Schematic
 

illustration
 

of
 

the
 

electrochemical
 

SERS
 

sensor
 

with
 

BCP
 

gate
 

open
 

at
 

pH
 

4. 5
 

for
 

the
 

permselective
 

transport
 

and
 

detection
 

of
 

negatively
 

charged
 

molecules
 

by
 

SWV
 

and
 

SERS[ 62]
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性剂十六烷基三甲基溴化铵处理,使用未修饰的

薄膜硼掺杂金刚石电极直接检测了细菌培养物中

2-庚基-3-羟基-4-喹诺酮、2-庚基-4-羟基喹啉和绿

脓杆菌素并成功应用于 CF 患者的痰液样本的检

测。 利用电化学传感器虽然能实时监测细菌的代

谢过程,但仍然存在一些问题,电化学传感器的稳

定性和使用寿命容易受到温度、湿度等外界环境

影响,因此,提高检测的稳定性是解决细菌电化学

传感器在细菌代谢检测中应用的关键。

4　 总结与展望

　 　 快速检测细菌代谢物对于细菌感染的早期诊

断、适当的抗生素治疗以及揭示药物的治疗效果

非常重要。 虽然色谱-质谱法是细菌代谢物检测

的金标准,但是该方法一方面需要提纯细菌代谢

产物,不能做到无损检测,另一方面检测耗时长,
难以实现对细菌代谢物的实时监测。 因此,开发

出能快速、高灵敏、实时监测细菌代谢物的方法是

目前的发展趋势。 虽然 SERS、荧光法、电化学传

感器的研究可以高灵敏、实时监测细菌感染,但是

这些方法都容易受到外界环境的干扰而导致它们

的检测稳定性存在一定的问题,同时,这些方法检

测在检测的时效性仍有待提升的空间。 综上所

述,为了解决目前细菌代谢物检测时效性和稳定

性的问题,可从以下几个方面考虑。 一是将纳通

道技术与电化学、SERS 方法相结合,利用纳米通

道富集提高代谢物的浓度进而缩短细菌的培养时

间,从而减少细菌抗生素敏感性试验的时间。 另

外,引入纳米材料,提高对代谢物识别的选择性,
避免因其他物质的干扰导致的传感器信号扰动,
增加检测的稳定性。 此外,为了实现细菌感染的

快速实时床旁检测,开发便携式高通量的检测装

置也是未来的研究热点。
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