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基于氧化石墨烯微纳光纤的狂犬病毒免疫传感器
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摘要  提出一种基于氧化石墨烯（GO）微纳光纤的生物传感器，将其用于狂犬病毒（RV）的免疫检测研究。首先，将标准单

模光纤通过熔接机放电形成双锥形光纤，再对双锥形光纤进行熔融拉锥制作出高灵敏度的微纳光纤。然后，在微纳光纤表

面修饰 GO，并将 RV 抗原固定于该传感器表面，用于对 RV 抗体的特异性检测实验。实验结果表明：该生物传感器对 RV 抗

体的检测范围为 200 fg/mL~1 ng/mL，检测极限（LOD）约为 225. 56 fg/mL，其检测灵敏度约为 1. 099 nm/log（mg·mL−1），

解离系数约为 2. 92×10−11 M；当用于不同的抗体溶液样本和 RV 阳性血清的对照检测及临床检测时，该免疫传感器对前

者的响应非常微弱，而对后者有明显的响应，说明其对 RV 抗体具有良好的特异性。基于 GO 修饰微纳光纤的免疫传感

器具有制作简单、微纳尺寸、灵敏度高、成本低等优点。
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Graphene Oxide Microfiber-Based Immunosensor for Rabies Virus
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Abstract In this study, an immunosensor based on a graphene oxide (GO)-functionalized microfiber is developed and used 
for the analysis of rabies virus (RV) immunodetection.  For this, first, a standard single-mode fiber was discharged through an 
optical fiber fusion splicer to form a double-tapered fiber, after which the double-tapered fiber was fused and tapered to 
produce a high-sensitivity microfiber.  Subsequently, the microfiber surface was modified with GO, and RV antigens were 
immobilized on the surface of the sensor for the immunoassay of RV antibodies.  The experimental results indicate that the 
detection range of the biosensor for RV antibodies is 200 fg/mL−1 ng/mL, its detection of limit (LOD) is approximately 
225. 56 fg/mL, and its detection sensitivity and dissociation coefficient are approximately 1. 099 nm/log (mg·mL−1) and 
2. 92×10−11 M, respectively.  When the sensor is used in control experiments and clinical immunoassays for other antibody 
solution samples and RV-positive serum, it yields weak responses to the former and significant responses to the latter, 
indicating its high specificity to RV antibodies.  The proposed immunosensor based on the GO-modified microfiber 
demonstrates the advantages of facile fabrication, micro-nano size, high sensitivity, and low cost.
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1　引 言

狂犬病是由狂犬病毒（RV）引起的一种人畜共患

病，是对人类危害极大的重要疾病之一，一旦发病致死

率接近 100%［1］。根据世界卫生组织（WHO）报告统

计，2010 年全球因狂犬病死亡人数约为 61000 人，而中

国经临床确诊的狂犬病人数约为 3300 人［2-3］，狂犬病是

严重危害我国公共卫生的重大疾病。目前已研究开发
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出 多 种 检 测 RV 的 方 法 ，主 要 包 括 荧 光 抗 体 实 验

（FAT）［4］、反转录聚合酶式反应（RT-PCR）［5］、快速荧

光 灶 抑 制 试 验（RFFIT）［6-8］和 酶 联 免 疫 吸 附 试 验

（ELISA）［9-12］等，但这些方法存在检测耗时长、生产成本

高、检测灵敏度低等缺点。因此探索特异性强、灵敏度

高、方便快捷的 RV 检测技术对于狂犬病的预防和控制

具有重大意义。

光纤生物传感器具有高灵敏度、免标记、微尺寸以

及抗电磁干扰等优点［13-14］，并且可以和新型二维材料

如氧化石墨烯（GO）结合构成生物亲和性良好的生物

传感器［15-16］。其中，Li 等［17］提出双模干涉微纳光纤，对

外部参量具有很高的灵敏度，可用于对振动［18］、pH
值［19］、折射率［20］及各种生物分子的传感［21］。GO 因其

独特的具有高度亲水特性和生物兼容性，同时具有大

比表面积、丰富的羧基和羟基等含氧基团［22］、提供稳定

反应环境等优异特性，已被广泛应用于各种生物传感

器的功能化修饰当中。

本文在直径为 7. 5 μm 的微纳光纤上以共价键结

合的原理修饰 GO，构成 GO 集成微纳光纤的生物传感

器，使用场发射扫描电子显微镜对传感器表面进行表

征；在传感器表面修饰 RV 抗原（RV-Ag）作为目标分

子识别单元，然后配置不同质量浓度的 RV 单克隆抗

体（MAbs）进行免疫检测，以分析该免疫传感器的性

能参数。最后，通过不同的抗体溶液样本和 RV 阳性

血清进行临床免疫检测，对该传感器的特异性、临床性

等性能进行评估。

2　基本原理和方法

2. 1　微纳光纤的传感原理

首先通过熔接机放电使标准单模光纤（SMF）形

成锥形光纤，再将锥形光纤放入拉锥机中通过火焰拉

伸 技 术 形 成 满 足 非 绝 热 条 件 的 多 模 微 纳 光 纤

（MMMF）。当光从输入端口传输到满足非绝热条件

的锥形过渡区域时，将同时激发基模（HE11模式）和高

阶模式（HE12模式）。然后，HE11模式和 HE12模式继续

沿着微纳光纤的均匀腰部区域传播，直到第二个锥形

过渡区域重新耦合回单模光纤输出。根据现有研究表

明［17］，当微纳光纤直径小于 12 μm 时，模式间干涉主要

发生在 HE11 模式和 HE12 模式之间。这两者耦合模式

强度可以表示为

I = I1 + I2 + 2 I1 I2 cos (ΔβL)， （1）
式中：I1 和 I2 分别是 HE11模式和 HE12模式的强度；L 是

微纳光纤的腰区长度；Δβ = 2πΔn eff

λm
是这两种模式之

间的传播常数之差，其中 Δn eff 是 HE11和 HE12两种模式

的有效折射率之差，λm 是第 m 阶干涉条纹的中心波

长，m 是正整数。

对于腰径只有几微米的微纳光纤而言，腰区纤芯

直径为亚微米量级，几乎可以忽略不计，因此微纳光纤

可以看作是由外界环境及微纳光纤本身组成的两层波

导模型。微纳光纤的谐振波长 λm
［23］可表示为

Δn eff L = ( p + 1/2 ) λm， （2）
其折射率（RI）灵敏度 Sm 可由式（2）得到：

Sm = dλm

dn
=

λm

Δn eff - λm ∂ ( )Δn eff /∂λm

⋅ ∂ ( )Δn eff

∂n
= λm

G
⋅ ∂ ( )Δn eff

∂n
，（3）

式中：G = Δn eff - λm ∂ (Δn eff) /∂λm 是 HE11 模式和 HE12

模式之间的群有效折射率差；n 是外界环境的 RI。由

式（3）可知，微纳光纤传感器的 RI 灵敏度 Sm 是由 λm、G
和 ∂ (Δn eff) /∂n 决定的。λm 一般在 1550 nm 处且变化仅

有几十纳米。G 和 ∂ (Δn eff) /∂n 由微纳光纤的直径和外

界 环 境 折 射 率 n 决 定 ，此 时 只 要 计 算 出 G 和

∂ (Δn eff) /∂n，就可以获得微纳光纤模式干涉仪理论上

的 RI 灵敏度。作为式（3）的分母，如果 G 无限接近 0，
传感器的干涉光谱中就会出现色散拐点，色散拐点附

近干涉峰的 RI灵敏度会非常高。

2. 2　实验系统

本实验所用系统如图 1 所示，由宽带光源（ASE，

1250~1650 nm）发出宽带光，经 SMF-28 传输到 GO

图 1　实验系统原理图

Fig.  1　Schematic diagram of experimental system

修饰的微纳光纤传感区，透射光谱由光谱分析仪

（OSA，AQ6370D，600~1800 nm）实时进行监测分析。

其中微纳光纤传感器中间放置可移动的玻璃载片用

于替换不同待测溶液，为防止外界环境空气流动等因

素对生物环境的干扰，传感器整体置于隔尘的操作

台内。

2. 3　微纳光纤的制作及特性

选取 SMF-28 单模光纤，使用光纤熔接机对其放

电形成直径约为 70 μm 的双锥形光纤，再利用光纤熔

融拉锥机进一步制作出具有突变锥形过渡区域及均匀

腰部区域的微纳光纤。根据式（3），为了获得超高的

RI 灵敏度，微纳光纤的直径应该接近色散拐点，但是

考虑到直径较细的微纳光纤结构脆弱，本文制作腰区

直径约为 7. 50 μm、长度约为 2134. 38 μm 的微纳光

纤，如图 2（a）所示。图 2（b）为该微纳光纤置于水中位

于 1550 nm 附近的干涉光谱，对比度约为 4 dB。

为研究微纳光纤的 RI 灵敏度，将微纳光纤放置于

质量分数为 1%~6% 的 NaCl 溶液（去离子水配置）进

行 标 定 ，通 过 使 用 阿 贝 尔 折 射 仪（NAR-1T Solid，
ATAGO，测量折射率范围为 1. 3000~1. 7000，精度为

±0. 0002）分 别 测 得 对 应 浓 度 折 射 率 为 1. 3347、

1. 3366、1. 3382、1. 3392、1. 3422 和 1. 3451。微纳光纤

在折射率 1. 3347~1. 3451 范围内透射光谱变化如

图 3（a）所示，可见随着溶液 RI 的增大，其透射光谱发

生红移。图 3（b）为波长红移和 RI的关系，拟合计算得

到该微纳光纤的 RI灵敏度约为 1757 nm/RIU。

2. 4　微纳光纤的生物功能化

首 先 将 微 纳 光 纤 浸 泡 在 质 量 分 数 为 5% 的 稀

HNO3溶液中 2 h，去除光纤表面残留的匹配液和其他

杂质，然后用去离子水和无水乙醇反复清洗腰区并自

然风干。图 4为微纳光纤的生物功能化过程，其具体修

饰步骤如下：1）将清洗后的微纳光纤浸入 1 mol/L 的

NaOH 溶液 1 h，以激活光纤表面的羟基（-OH）基团，用

去离子水反复冲洗光纤腰区去除多余的杂质；2）将羟基

化后的微纳光纤浸入质量分数为 5% 的 3-氨丙基三乙

氧基硅烷（APTES）溶液 0. 5 h后，用去离子水和无水乙

醇多次冲洗光纤腰区部位，以去除表面未结合的

APTES 单体分子；3）取 400 μL 质量浓度为 2 mg/mL
的 GO 分散液常温孵化微纳光纤 3 h，此过程中 GO 的环

氧基团会与微纳光纤表面的氨基（-NH2）反应形成稳定

的共价键；由于 GO 涂覆层稳定不易去除，GO 沉积在微

纳光纤表面后，用去离子水反复洗涤光纤以去除表面

残留物，得到 GO 修饰的微纳光纤传感器。

进一步对该传感器进行生物功能化，步骤如下：

图 2　微纳光纤直径的显微镜图和光谱。（a）微纳光纤的直径和长度；（b）微纳光纤在水中的干涉光谱

Fig. 2　Microscopic image and spectrum of microfiber. (a) Diameter and length of microfiber;
（b） interference spectrum of microfiber in water

图 3　微纳光纤的 RI灵敏度标定。（a）不同 RI溶液下的透射光谱；（b）微纳光纤的 RI灵敏度

Fig. 3　RI sensitivity calibration of microfiber. (a) Transmission spectra in different RI solutions; （b） RI sensitivity of microfiber
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修饰的微纳光纤传感区，透射光谱由光谱分析仪

（OSA，AQ6370D，600~1800 nm）实时进行监测分析。

其中微纳光纤传感器中间放置可移动的玻璃载片用

于替换不同待测溶液，为防止外界环境空气流动等因

素对生物环境的干扰，传感器整体置于隔尘的操作

台内。

2. 3　微纳光纤的制作及特性

选取 SMF-28 单模光纤，使用光纤熔接机对其放

电形成直径约为 70 μm 的双锥形光纤，再利用光纤熔

融拉锥机进一步制作出具有突变锥形过渡区域及均匀

腰部区域的微纳光纤。根据式（3），为了获得超高的

RI 灵敏度，微纳光纤的直径应该接近色散拐点，但是

考虑到直径较细的微纳光纤结构脆弱，本文制作腰区

直径约为 7. 50 μm、长度约为 2134. 38 μm 的微纳光

纤，如图 2（a）所示。图 2（b）为该微纳光纤置于水中位

于 1550 nm 附近的干涉光谱，对比度约为 4 dB。

为研究微纳光纤的 RI 灵敏度，将微纳光纤放置于

质量分数为 1%~6% 的 NaCl 溶液（去离子水配置）进

行 标 定 ，通 过 使 用 阿 贝 尔 折 射 仪（NAR-1T Solid，
ATAGO，测量折射率范围为 1. 3000~1. 7000，精度为

±0. 0002）分 别 测 得 对 应 浓 度 折 射 率 为 1. 3347、

1. 3366、1. 3382、1. 3392、1. 3422 和 1. 3451。微纳光纤

在折射率 1. 3347~1. 3451 范围内透射光谱变化如

图 3（a）所示，可见随着溶液 RI 的增大，其透射光谱发

生红移。图 3（b）为波长红移和 RI的关系，拟合计算得

到该微纳光纤的 RI灵敏度约为 1757 nm/RIU。

2. 4　微纳光纤的生物功能化

首 先 将 微 纳 光 纤 浸 泡 在 质 量 分 数 为 5% 的 稀

HNO3溶液中 2 h，去除光纤表面残留的匹配液和其他

杂质，然后用去离子水和无水乙醇反复清洗腰区并自

然风干。图 4为微纳光纤的生物功能化过程，其具体修

饰步骤如下：1）将清洗后的微纳光纤浸入 1 mol/L 的

NaOH 溶液 1 h，以激活光纤表面的羟基（-OH）基团，用

去离子水反复冲洗光纤腰区去除多余的杂质；2）将羟基

化后的微纳光纤浸入质量分数为 5% 的 3-氨丙基三乙

氧基硅烷（APTES）溶液 0. 5 h后，用去离子水和无水乙

醇多次冲洗光纤腰区部位，以去除表面未结合的

APTES 单体分子；3）取 400 μL 质量浓度为 2 mg/mL
的 GO 分散液常温孵化微纳光纤 3 h，此过程中 GO 的环

氧基团会与微纳光纤表面的氨基（-NH2）反应形成稳定

的共价键；由于 GO 涂覆层稳定不易去除，GO 沉积在微

纳光纤表面后，用去离子水反复洗涤光纤以去除表面

残留物，得到 GO 修饰的微纳光纤传感器。

进一步对该传感器进行生物功能化，步骤如下：

图 2　微纳光纤直径的显微镜图和光谱。（a）微纳光纤的直径和长度；（b）微纳光纤在水中的干涉光谱

Fig. 2　Microscopic image and spectrum of microfiber. (a) Diameter and length of microfiber;
（b） interference spectrum of microfiber in water

图 3　微纳光纤的 RI灵敏度标定。（a）不同 RI溶液下的透射光谱；（b）微纳光纤的 RI灵敏度

Fig. 3　RI sensitivity calibration of microfiber. (a) Transmission spectra in different RI solutions; （b） RI sensitivity of microfiber



0728004-4

研究论文 第  60 卷  第  7 期/2023 年  4 月/激光与光电子学进展

4）室温下将该传感器浸入 1-（3-二甲基氨基丙基）-3-乙

基碳二亚胺（EDC）/N-羟基硫代琥珀亚酰亚胺（NHS）
活化剂中 1 h，以活化 GO 层上的羧基（-COOH），活

化剂是 EDC（0. 004 g）与 NHS（0. 002 g）以 2∶1 质量

比溶于 200 μL 超纯水和 300 μL 的吗啉乙磺酸（MES）
溶液配置而成的；5）在室温下将活化后的传感器浸没

于 40 μg/mL 的 RV 抗原溶液中（400 μL）中孵化 1 h，
RV 抗 原 通 过 共 价 键 方 式 和 GO 膜 表 面 的 羧 基

（-COOH）结合；6）用配置好的脱脂奶粉（SMPSF）封

闭液（体积分数为 5%）浸没该生物传感器，以封闭光

纤表面未结合 RV 抗原的羧基位点，排除其他杂蛋白

干扰。

3　实验分析和讨论

3. 1　GO涂覆微纳光纤传感器表面修饰效果及分析

利 用 场 发 射 扫 描 电 子 显 微 镜（FESEM，ZEISS 
SIGMA HD）对微纳光纤表面修饰的 GO 形貌进行表

征，其结果如图 5 所示。可见，光纤表面形成一层致密

的 GO 薄膜，虽然皱褶的存在可能降低材料的性能，但

是可为待测目标生物分子提供大面积反应区域。图 6
为 GO 沉积在光纤表面的能谱图，其对应的光纤表面

元素成分如表 1 所示，C、O 和 Si 元素质量分数分别为

51. 41%、11. 08% 和 37. 51%，其中，C 元素和部分 O
元素来自光纤表面的 GO，Si 元素和部分 O 元素来自

光纤（SiO2）材料，这些结果均能证明微纳光纤表面成

功修饰 GO 材料。

图 4　微纳光纤的生物功能化过程

Fig.  4　Biofunctionalization process of microfiber

图 5　GO 修饰微纳光纤后的 FESEM 图像。（a）3KX；（b）30KX
Fig. 5　FESEM photos of GO-coated microfiber. (a) 3KX; (b) 30KX

图 6　微纳光纤表面修饰 GO 后的能谱图

Fig.  6　Energy spectrum of microfiber surface modified with GO

表 1　微纳光纤表面修饰 GO 后的元素质量分数

Table 1　Elemental mass fraction of microfiber surface modified 
with GO unit: %

Chemical

C

O

Si

Amount

Mass fraction

51. 41

11. 08

37. 51

100

Atomic percentage

67. 85

10. 98

21. 17

100

3. 2　传感器表面修饰过程光谱检测

图 7（a）和 7（b）分别为传感器从激活光纤表面羟

基基团到封闭光纤表面剩余羧基位点的整个过程在磷

酸盐缓冲（PBS）溶液中光谱变化过程和波长漂移量。

由图 7（a）可知，微纳光纤涂覆 GO 后，其谐振波长红移

量和干涉条纹对比度变化量分别约为 22. 832 nm 和

1. 22 dB。这是由于 APTES 试剂在硅烷化过程中以共

价结合方式在传感器表面形成一层较厚的硅烷层，硅

烷层上的氨基和 GO 的环氧基继续以共价键结合形成

GO 涂覆层，由式（3）可知，硅烷层和 GO 涂覆层的增大

导致有效折射率增大，从而导致微纳光纤的谐振波长

发生红移；GO 沉积在传感器表面后，由于 GO 材料的

吸收特性，增加了传播过程中光的损失，进而导致干涉

条纹的对比度增加。

从活化传感器表面 GO 的羧基（-COOH）、修饰

RV 抗原到封闭 GO 表面多余位点过程中，免疫传感器

波 长 漂 移 量 和 干 涉 条 纹 对 比 度 变 化 量 分 别 为

9. 864 nm 和 0. 079 dB。由此结果表明，该传感器表面

已成功修饰 RV 抗原，而在 SMPSF 封闭多余位点步骤

中，波长红移量仅为 0. 6 nm，说明该传感器未结合位

点较少。

3. 3　RV抗体免疫检测性能实验

在免疫检测之前，用 PBS 溶液浸泡免疫传感器的

腰区，所记录的谐振波长作为参考点，然后利用传感器

依次对不同质量浓度 RV 抗体溶液（PBS 溶液配置）进

行检测。 RV 抗体溶液质量浓度从低到高分别为

200 fg/mL、500 fg/mL、1 pg/mL、10 pg/mL、100 pg/mL、

500 pg/ mL、1 ng/ mL、10 ng/ mL、100 ng/ mL。在此

过程中，光谱分析仪监测和记录光谱动态变化过程，对

于每一个质量浓度等级的测试，当免疫传感器的光谱

趋于稳定后，用 PBS 溶液冲洗传感区表面后，并记录

其在 PBS 溶液中的光谱（记录 5 次取平均值）作为对应

质量浓度的最终光谱，结果如图 8（a）所示，可见随着

RV 抗体溶液质量浓度的增大，微纳光纤免疫传感器

的光谱发生了明显红移，这是由于 RV 抗体和 RV 抗原

的特异性结合会导致光纤表面折射率的增大，因此导

致传感器的光谱发生红移。

此外，在检测每个质量浓度等级的 RV 抗体溶液

时，为保证传感器表面的 RV 抗原和溶液中的 RV 抗体

在检测中结合充分，每隔 5 min 记录一组数据，直到光

谱趋于稳定，实验表明，不同质量浓度等级的 RV 抗体

溶液的检测中传感器谐振光谱大约需要 15~30 min 会

图 7　传感器表面修饰和生物功能化过程中光谱检测结果。（a）微纳光纤光谱变化；（b）相应的波长红移量

Fig. 7　Spectra detection results in surface modification and functionalization of immunosensor. (a) Spectral evolution of microfiber; 
(b) corresponding wavelength red shift

图 8　免疫传感器的 RV 抗体检测实验。（a）光谱随 RV 抗体质量浓度变化曲线；（b）谐振波长漂移量随时间变化曲线

Fig. 8　RV antibody detection experiment of immunosensor. (a) Change curves of spectrum with RV antigen concentration; (b) variation 
curve of resonance wavelength shift with time
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3. 2　传感器表面修饰过程光谱检测

图 7（a）和 7（b）分别为传感器从激活光纤表面羟

基基团到封闭光纤表面剩余羧基位点的整个过程在磷

酸盐缓冲（PBS）溶液中光谱变化过程和波长漂移量。

由图 7（a）可知，微纳光纤涂覆 GO 后，其谐振波长红移

量和干涉条纹对比度变化量分别约为 22. 832 nm 和

1. 22 dB。这是由于 APTES 试剂在硅烷化过程中以共

价结合方式在传感器表面形成一层较厚的硅烷层，硅

烷层上的氨基和 GO 的环氧基继续以共价键结合形成

GO 涂覆层，由式（3）可知，硅烷层和 GO 涂覆层的增大

导致有效折射率增大，从而导致微纳光纤的谐振波长

发生红移；GO 沉积在传感器表面后，由于 GO 材料的

吸收特性，增加了传播过程中光的损失，进而导致干涉

条纹的对比度增加。

从活化传感器表面 GO 的羧基（-COOH）、修饰

RV 抗原到封闭 GO 表面多余位点过程中，免疫传感器

波 长 漂 移 量 和 干 涉 条 纹 对 比 度 变 化 量 分 别 为

9. 864 nm 和 0. 079 dB。由此结果表明，该传感器表面

已成功修饰 RV 抗原，而在 SMPSF 封闭多余位点步骤

中，波长红移量仅为 0. 6 nm，说明该传感器未结合位

点较少。

3. 3　RV抗体免疫检测性能实验

在免疫检测之前，用 PBS 溶液浸泡免疫传感器的

腰区，所记录的谐振波长作为参考点，然后利用传感器

依次对不同质量浓度 RV 抗体溶液（PBS 溶液配置）进

行检测。 RV 抗体溶液质量浓度从低到高分别为

200 fg/mL、500 fg/mL、1 pg/mL、10 pg/mL、100 pg/mL、

500 pg/ mL、1 ng/ mL、10 ng/ mL、100 ng/ mL。在此

过程中，光谱分析仪监测和记录光谱动态变化过程，对

于每一个质量浓度等级的测试，当免疫传感器的光谱

趋于稳定后，用 PBS 溶液冲洗传感区表面后，并记录

其在 PBS 溶液中的光谱（记录 5 次取平均值）作为对应

质量浓度的最终光谱，结果如图 8（a）所示，可见随着

RV 抗体溶液质量浓度的增大，微纳光纤免疫传感器

的光谱发生了明显红移，这是由于 RV 抗体和 RV 抗原

的特异性结合会导致光纤表面折射率的增大，因此导

致传感器的光谱发生红移。

此外，在检测每个质量浓度等级的 RV 抗体溶液

时，为保证传感器表面的 RV 抗原和溶液中的 RV 抗体

在检测中结合充分，每隔 5 min 记录一组数据，直到光

谱趋于稳定，实验表明，不同质量浓度等级的 RV 抗体

溶液的检测中传感器谐振光谱大约需要 15~30 min 会

图 7　传感器表面修饰和生物功能化过程中光谱检测结果。（a）微纳光纤光谱变化；（b）相应的波长红移量

Fig. 7　Spectra detection results in surface modification and functionalization of immunosensor. (a) Spectral evolution of microfiber; 
(b) corresponding wavelength red shift

图 8　免疫传感器的 RV 抗体检测实验。（a）光谱随 RV 抗体质量浓度变化曲线；（b）谐振波长漂移量随时间变化曲线

Fig. 8　RV antibody detection experiment of immunosensor. (a) Change curves of spectrum with RV antigen concentration; (b) variation 
curve of resonance wavelength shift with time
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趋于稳定，整个检测过程的谐振波长随时间的变化如

图 8（b）所示。可见，当 RV 抗体质量浓度从 200 fg/mL
增加到至 100 ng/mL 时，谐振波长平均总红移量约为

5. 504 nm。当 RV 抗体质量浓度为 1 ng/mL 时，谐振

波长红移量约为 5. 072 nm；当大于 10 ng/mL 时，谐振

波长红移量约为 5. 264 nm，波长红移量变化趋于平

稳。原因是随着 RV 抗体质量浓度的增大，RV 抗体能

和固定在微纳光纤生物传感器表面的 RV 抗原特异性

结合的位点减少。

图 9（a）为该免疫传感器在 PBS 溶液中的谐振波

长红移量与 RV 抗体质量浓度的关系，并用 Langmuir
曲线进行拟合。解离系数 KD 是表示生物传感器性能

的一个重要指标，免疫传感器对 RV 抗体的吸附遵循

Langmuir模型［24］，可表示为

C
Δλ

= C
Δλmax

+ KD

Δλmax
， （4）

式中：C 为 RV 抗体溶液的质量浓度；Δλ 为质量浓度对

应的谐振波长漂移量；Δλmax 为免疫检测中波长最大

值；KD 是解离系数。根据拟合曲线可计算出该免疫传

感器对 RV 抗体解离系数 KD 约为 2. 92×10−11 M，因此

该传感器对 RV 抗体亲和性良好。该免疫传感器的检

测极限（LOD）采用国际理论（化学）与应用化学联合

会（IUPAC）［25］的模型计算：

xLOD = f -1 ( ȳblank + 3σmax )， （5）
式中：ȳblank 为空白测量的平均值；σmax 为空白测量的标

准偏差；f -1 为实验结果拟合曲线函数关系的反函

数。由于所用的光谱分析仪波长分辨率为 0. 02 nm，

根据式（5）和图 9（a）中的 Langmuir 拟合函数，计算出

该免疫传感器对 RV 抗体的 LOD 约为 225. 56 fg/mL。

当 RV 抗原溶液质量浓度为 200 fg/mL 时，谐振波长红

移量约为 0. 696 nm（>0. 02 nm），因此该传感器的检

测范围为 200 fg/mL~1 ng/mL，由于微纳光纤免疫传

感器的直径只有 7. 5 μm，其表面积减少很多，同时 GO
层羧基和 RV 抗原分子固定的数量也会断崖式减少，

因此导致免疫传感器检测范围减小和饱和点降低。

传感器在 PBS 溶液中对应的谐振波长红移量和

RV 抗体质量浓度对数的关系如图 9（b）所示，谐振波

长红移量 y 与 RV 抗体质量浓度对数 x 通过线性拟合

可表示为

y = 1. 099x + 11. 089。 （6）
由式（6）可知，该传感器对 RV 抗体特异性检测灵敏度

约为 1. 099 nm/log（mg·mL−1）。由于未修饰 GO 的微

纳光纤传感器不具有对 RV 抗体的特异性检测能力，

不能区分和捕捉外界环境中的 RV 抗体，因此未修饰

GO 的微纳光纤生物传感器的干涉光谱几乎不会发生

漂移现象。

3. 4　对照实验与临床检测实验

为评估该生物传感器在复杂环境下的临床免疫检

测能力，首先分别使用 10 ng/mL 的犬瘟热病毒（CDV）

单克隆抗体（MAbs）（300 μL）、10 ng/mL 的禽流感病

毒（AIV）单克隆抗体（MAbs）（300 μL）进行特异性检

测，每次检测反应 15 min，之后使用 PBS 溶液反复冲洗

光纤表面多次，随后记录传感器在 PBS 溶液中稳定的

光谱。由于 3 组抗体溶液中均不含有 RV 抗体，这两次

检测步骤能够实现该传感器对 RV 抗体的特异性结合

检测。实验结果表明，当分别使用 CDV MAbs 溶液和

AIV MAbs 溶液时，干涉条纹仅发生微小红移，分别约

为 0. 232 nm 和 0. 734 nm，波 长 红 移 的 原 因 可 能 是

SMPSF 封闭液没有将 GO 表面多余的位点完全封闭，

传感器表面仍然能够结合非特异性的抗体。

接着使用 3 组动物体内 RV 阳性血清（标记为 RV-

A、RV-B、RV-C）进行临床性检测，其质量浓度分别为

1. 214、1. 085、1. 141 ng/mL。以上整个检测过程中的

光谱变化和谐振波长红移如图 10 所示。由图 10（a）可

见，3 组 RV 阳性血清的光谱较空白 PBS 溶液、CDV 抗

体和 AIV 抗体的光谱出现了明显的红移。由图 10（b）
可知，RV-A、RV-B、RV-C 谐振波长的平均红移量约

为 7. 452 nm，参考 3. 3 节图 8（b）对 RV 抗体溶液检测

图 9　微纳光纤免疫传感器波长红移和 RV 抗体质量浓度的关系。（a）Langmuir曲线拟合图；（b）微纳光纤免疫传感器检测灵敏度

Fig. 9　Relationship between wavelength red shift of microfiber immunosensor and concentration of RV antibody. (a) Langmuir curve 
fitting diagram; (b) detection sensitivity of microfiber immunosensor

结果，当 RV 抗体的质量浓度为 10 ng/mL 时，相应的

谐振波长红移量约为 5. 072 nm。可见，前者的红移量

比后者的偏高，这是由于：1）前者 RV 阳性血清是一个

复杂的生物液体环境，含有多种蛋白质、酶和维生素等

物质，非特异性的蛋白对传感器造成轻微影响；而后者

检测使用的 RV 是纯化后的高浓度抗体蛋白；2）采用

3 组 RV 阳性血清质量浓度均高于标准 RV 抗体溶液，

导致血清的环境折射率高于标准的 RV 抗体溶液，进

而造成血清中的光谱红移量略微大于标准抗体溶液的

漂移量。综上分析表明，基于 GO 的微纳光纤生物传

感器对 RV 抗体免疫检测具有良好的特异性和临

床性。

4　结 论

提出一种基于 GO 集成微纳光纤的高灵敏度 RV
免疫传感器，微纳光纤通过先放电后拉锥制作出来，为

光与物质相互作用提供极高的倏逝场。GO 涂层通过

共价键结合修饰于微纳光纤表面，为传感器与待测目

标分子提高丰富的结合位点。实验结果表明，该传感

器 在 200 fg/mL~1 ng/mL 检 测 范 围 内 ，实 现 了

1. 099 nm/log（mg·mL−1）的高检测灵敏度，检测极限

约为 225. 56 fg/mL。本文提出的 GO 修饰微纳光纤

RV 免疫传感器具有易于制作、检测灵敏度高、免标记

等优点。
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结果，当 RV 抗体的质量浓度为 10 ng/mL 时，相应的

谐振波长红移量约为 5. 072 nm。可见，前者的红移量

比后者的偏高，这是由于：1）前者 RV 阳性血清是一个

复杂的生物液体环境，含有多种蛋白质、酶和维生素等

物质，非特异性的蛋白对传感器造成轻微影响；而后者

检测使用的 RV 是纯化后的高浓度抗体蛋白；2）采用

3 组 RV 阳性血清质量浓度均高于标准 RV 抗体溶液，

导致血清的环境折射率高于标准的 RV 抗体溶液，进

而造成血清中的光谱红移量略微大于标准抗体溶液的

漂移量。综上分析表明，基于 GO 的微纳光纤生物传

感器对 RV 抗体免疫检测具有良好的特异性和临

床性。

4　结 论

提出一种基于 GO 集成微纳光纤的高灵敏度 RV
免疫传感器，微纳光纤通过先放电后拉锥制作出来，为

光与物质相互作用提供极高的倏逝场。GO 涂层通过

共价键结合修饰于微纳光纤表面，为传感器与待测目

标分子提高丰富的结合位点。实验结果表明，该传感

器 在 200 fg/mL~1 ng/mL 检 测 范 围 内 ，实 现 了

1. 099 nm/log（mg·mL−1）的高检测灵敏度，检测极限

约为 225. 56 fg/mL。本文提出的 GO 修饰微纳光纤

RV 免疫传感器具有易于制作、检测灵敏度高、免标记

等优点。
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