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基于８１°倾斜光纤光栅的新城疫病毒免疫传感器

罗彬彬１,２,吴胜昔３∗,王玲玲３,张中豪３,徐杨非１,蒋棚俊３,石胜辉１,邹雪１,鲁姣１,赵明富１,刘永２
１重庆理工大学光纤传感与光电检测重庆市重点实验室,重庆４０００５４;

２电子科技大学光电信息学院,四川 成都６１００５４;
３重庆理工大学药物化学与分子药理学重庆市重点实验室,重庆４０００５４

摘要　提出一种基于８１°倾斜光纤光栅(８１°ＧTFG)的新城疫病毒(NDV)免疫传感器.分析８１°ＧTFG传感器的基本

原理和传感特性.利用金黄色葡萄球菌蛋白A(SPA)修饰８１°ＧTFG的表面,然后将自制的高纯度新城疫病毒单克

隆抗体(MAbs)通过SPA分子固定于８１°ＧTFG表面,从而制成对NDV抗原特异性检测的传感器.实验结果表明:

该免疫传感器对NDV的探测极限在０．１~０．２ng/mL之间,检测饱和点约为１．０ng/mL;在０~１．０ng/mL范围内

具有良好的线性度(R２约为０．９８２),灵敏度约为３４２pm/(ngmL－１);且该传感器具有良好的可重用性和对NDV
抗原的高度特异性,并能用于NDV的临床检测.相对于传统的免疫荧光技术、酶联免疫等生化检测方法,本文提

出的方法具有免标记、操作简便、快速检测等优点.
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Abstract　Atypeofnewcastlediseasevirus NDV immunosensorbasedon８１°tiltedfibergrating ８１°ＧTFG is
proposed敭Thebasicprincipleandsensingpropertiesofthe８１°ＧTFGarebrieflyanalyzed敭Staphylococcusaureus
proteinA SPA isusedtomodifythesurfaceof８１°ＧTFG andthenhighlypurifiedNDVmonoclonalantibodies
 MAbs areimmobilizedon８１°ＧTFGsurfacethroughSPA molecules敭Finally the NDVimmunosensoris
successfullydeveloped敭Theexperimentalresultsshowthattheimmunosensorhasalowestlimitofdetectionto
NDVofbetween０敭１ng mLand０敭２ng mL getssaturatedatabout１敭０ng mL andhasgoodlinearitywithR２of
about０敭９８２andsensitivityofabout３４２pm  ng mL－１ intheconcentrationrangefrom０to１敭０ng mL敭In
addition thisimmunosensorshowsgoodreusabilityandhighspecificitytoNDV andcanalsobeusedinclinicaltest
forNDV敭Comparedwiththetraditionalbiochemicalmethodssuchasimmunofluorescencetechnique enzymeＧ
linkedimmunoabsorbentassay thistechniqueproposedinthispaperhastheadvantagesofno mark simple
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Keywords　fiberoptics immunosensor tiltedfibergrating newcastlediseasevirus
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１　引　　言
新城疫(NDV)是由新城疫毒株引起禽的一种高度接触性传染病[１].NDV以其传播速度快、致死率高、

接触传染性强等特点分布在世界各国,对禽类养殖业造成严重的经济损失,所以世界动物卫生组织(OIE)将
其列为A类传染病[２].病毒基因具有多样性,新城疫病毒特别是高毒株,是一种人畜共患病[３],其潜伏期约

为４８h,主要引起急性结膜炎[４Ｇ５].随着检测方法的多样化,病毒的分离与鉴定[６]、血清学检测[血凝抑制

(HI)、血清中和和酶联免疫[７]等]和分子生物学诊断技术[反转录聚合酶链式反应(RTＧPCR)[８]、单克隆抗体

(MAbs)[９]和基因芯片[１０]等]等技术方法的应用,使得新城疫的传播得到了较好的控制.但是这些方法因存在

误差大、设备要求高、操作繁琐和假阳性等缺点,在临床检测方面受到了很大的限制.鸡群接种疫苗后,鸡新城

疫仍然频繁增加.因此,研究一种快速检测NDV的方法以及时对疫情进行监控,对于有效防控新城疫具有重

大意义.

８１°倾斜光纤光栅(８１°ＧTFG)具有折射率(RI)高、灵敏度高、温度交叉敏感性低以及谐振带宽窄等特性,
已被用于制作扭度[１１]、液位[１２]、pH值 [１３]及生物标记物[１４]等传感器.本文对光纤表面做硅烷化处理,采用

金黄色葡萄球菌蛋白A(SPA)修饰８１°ＧTFG的表面,然后将自制的高纯度NDV单克隆抗体固定于８１°ＧTFG
表面的SPA分子层,构建了一种基于８１°ＧTFG对NDV检测的光纤光栅免疫传感器.通过测定不同浓度等

级的高纯度NDV溶液,对传感器的探测极限、饱和度、灵敏度、线性度及重用性进行研究;对禽流感病毒

(AIV)尿囊液、NDV尿囊液两种不同的禽类病毒原液和NDV空白尿囊液进行对比检测,以鉴定传感器的

特异性和临床应用性.

２　８１°ＧTFG原理、传感特性及实验系统
２．１　８１°ＧTFG原理和传感特性

采用波长为２４４nm的倍频Ar＋激光器(输出功率为１５０nW)和扫描振幅掩模板技术在经过载氢处理

的单模光纤内写入极大角度倾斜光栅[１５].刻写光栅时,振幅掩模板(长度为３cm、周期为６．６μm)与光纤轴

向成７８°夹角;扫描长度,即光栅长度,为１２mm.制作好光栅后,将其放置在８０℃的自然对流烘箱中进行

退火处理,以 获 得 稳 定 的 光 谱 特 性.一 般 而 言,极 大 角 度 倾 斜 光 纤 光 栅 的 角 度 可 以 设 计 和 制 作 在

７８．５°~８３．０°之间,传感器的折射率灵敏度和温度灵敏度主要受包层模谐振阶数的影响较大,而受其倾斜角

度(７８．５°~８３．０°之间)和光栅周期的影响较小[１６].为了保证高阶包层模谐振出现在１５５０nm附近,同时能

够获得较高的折射率灵敏度,制作光栅的倾斜角度θ选择为８１°,光栅周期约为３２μm,此时光栅在C波段

(１５３０~１５６５nm)内对应的高阶包层模谐振的阶数为３２阶[１６].

图１　(a)８１°ＧTFG的耦合光路原理模型;(b)８１°ＧTFG的纤芯区倾斜条纹的显微图

Fig．１　(a)Lightcouplingmechanismof８１°ＧTFG;(b)micrographofthetiltedfringeincoreregionof８１°ＧTFG

８１°ＧTFG的耦合光路原理及纤芯区光栅的显微结构分别如图１(a)和图１(b)所示,其８１°倾斜光栅条纹

可将符合谐振条件的纤芯模耦合到同向高阶包层模,其轴向的光栅周期约为３２μm,因此８１°ＧTFG可看成

周期很短的长周期光纤光栅(LPFG)[１７].极大角度的倾斜光栅条纹造成光栅截面不对称,从而使得

８１°ＧTFG的每个包层模谐振都具有横电波(TE模)、横磁波(TM 模)的简并[１５Ｇ１６],并可通过控制线偏光的偏

振方向完全激发TM模、TE模,或同时激励两个简并模,如图２(a)所示;其全波段光谱如图２(b)所示(对应

某个入射线偏振光方向).
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图２　(a)８１°ＧTFG在C波段的偏振相关光谱;(b)８１°ＧTFG在全波段的谐振光谱

Fig．２　 (a)Polarizationcorrelationspectrumof８１°ＧTFGinCband;
(b)transmissionspectrumwithinallＧspectrumregionof８１°ＧTFG

由８１°ＧTFG的相位匹配条件,谐振公式可表示为[１８]

λ＝(nco
eff－ncl,m

i,eff)
ΛG

cosθ
. (１)

式中i＝TEorTM,λ为谐振波长,nco
eff、ncl,m

i,eff分别为纤芯基模和第m 阶TE/TM包层模的有效折射率,ΛG、θ
分别为原始光栅周期和光栅倾斜角度.研究表明[１５Ｇ１６]:８１°ＧTFG的同谐振峰的温度灵敏度随包层模阶数的

增大由３．０pm/oC增至７．０pm/oC,折射率灵敏度随包层模阶数的增大从１２０nm/RIU增至２８０nm/RIU
(RIU为单位折射率,折射率n＝１．３３３~１．３８０),可见其折射率灵敏度较普通LPFG高５~６倍,而其温度交

叉敏感效 应 比 普 通 光 纤 Bragg光 栅(FBG)还 要 小.此 外,从 图２(a)可 见,８１°ＧTFG 的 谐 振 带 宽 为

２．５~３．０nm,较LPFG的谐振带宽(十几至几十纳米)低一个数量级,因此其在检测应用中的品质因子Q 值

也比LPFG的高一个数量级以上.使用的８１°ＧTFG经标定,其在C波段的 TM 模的折射率灵敏度约为

１６０nm/RIU(折射率n＝１．３３３~１．３８０),温度灵敏度约为４．５pm/oC.

２．２　实验系统

８１°ＧTFG免疫传感实验系统如图３所示,光纤光栅传感解调系统(MOIＧSM１２５,波长精度为±１pm)内
含可调谐激光光源(１５１０~１５９０nm,１Hz).宽带光从其中的一个通道(CH１)输出注入到单模光纤,并传输

到光纤隔离器,隔离器的引入是为了避免背向散射光和反射光对光源稳定性的影响;然后经在线起偏器产生

线偏振光,再经偏振控制器(PC)控制其工作在８１°ＧTFG的TM模全激励的状态;８１°ＧTFG传感器水平放置

于生化反应器皿内,其另一端利用单模光纤连接到光纤光栅解调系统的另一个通道(CH２),解调后的光谱通

过串口输入到计算机上实时显示.

图３　 实验测试系统图

Fig．３　 Diagramofexperimentaltest

３　８１°ＧTFG免疫传感器的制作

３．１　试剂准备

实验所用化学试剂均为分析纯,使用的工作液均通过灭菌的去离子水配制.鸡NDVＧAV２９株,购自中

国兽医药品监察所;H５亚型AIV病毒株,由南京农业大学动物医学院传染病组馈赠;NDV尿囊液,取９日
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龄SPF(specificpathogenfree)鸡胚,每个鸡胚尿囊腔接种新城疫病毒AV２９株稀释液０．２mL,３７℃ 孵育,
在接毒后４８h内收获尿囊液;AIV 尿囊液,方法参照 NDV 尿囊液制备.３Ｇ氨基丙基三乙氧基硅烷

(APTES,纯度为９９％)、NＧ羟基琥珀酰亚胺(NHS,纯度为９９％)、１Ｇ(３Ｇ二甲基氨基丙基)Ｇ３Ｇ乙基碳二亚胺

(EDC,纯度为９９％)、金黄色葡萄球菌蛋白 A、异硫氰酸荧光素(FITC)、聚乙二醇(PEGＧ１５００,分子量

１５００),均购自中国SigmaＧAldrich公司;２Ｇ(NＧ吗啡啉)乙磺酸(MES)缓冲液(０．１mol/L,pH为５．５~６．７),
购自上海化学试剂总厂;三羟甲基氨基甲烷(Tris)、甘氨酸(Glycine)、异丙基ＧβＧDＧ硫代半乳糖苷(IPTG)、溶
菌酶(Lysozyme),均购自美国 GenＧViewScientific公司;磷酸盐缓冲液 (PBS)(０．０１mol/L,pH为７．４)、小
鼠 免疫球蛋白G(IgG),均购自武汉博士德生物工程有限公司.

３．２　NDV单克隆抗体(NDVＧMAb)的制备及鉴定

以NDV全病毒为抗原免疫BALB/c小鼠,取４次免疫后的脾细胞与SP２/０骨髓瘤细胞用PEG１５００进

行细胞融合.建立间接酶联免疫吸附实验(ELISA)方法,对融合后的细胞进行筛选,筛选出能分泌NDV抗

体的杂交瘤细胞(即阳性克隆).利用有限稀释法进行３~４次克隆化筛选,得到能分泌抗体且效价高的单克

隆杂交瘤细胞株,采用小鼠体内诱生法将杂交瘤细胞注射于小鼠腹腔内制备单克隆抗体并纯化,通过十二烷

基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶(SDSＧPAGE)电泳及 WesternＧblot分别对纯化后的单抗纯度、特异性进行鉴定.
制备的NDV单抗腹水经ProteinA柱亲和层析,结果显示２个峰,如图４(a)所示,第１个峰为含杂蛋白的穿

透峰,第２个峰为含有抗体的洗脱峰,所用光源的波长为２８０nm.收集含抗体的洗脱峰,进行SDSＧPAGE
电泳鉴定,结果显示只出现两条带,一条为２５kDa的轻链,另一条为５０kDa的重链,如图４(b)所示,表明抗

体纯度达到了电泳纯,图中 M 是指的是蛋白 Marker,即蛋白分子量标准品.将 AIV、NDV 作为抗原上

样进行SDSＧPAG电泳,将凝胶上的病毒蛋白转印至聚偏氟乙烯(PVDF)膜上,加入纯化后的抗体,进行

WesternＧblot鉴定,结果显示纯化后的抗体在 NDV泳道约６０kDa处出现条带,而对照的 AIV泳道未出

现条带,如图４(c)所示,表明获得的单抗是特异性针对 NDV的 F蛋白(６０kDa).这里需要指出的是,

F蛋白即融合蛋白,以纤突状形式存在于 NDV囊膜上,F蛋白主要保护 NDV 并且决定着病毒的毒力大

小[１９],F蛋白被认为能直接调节融合过程,即能促进宿主细胞与病毒的融合,使病毒进入细胞内进行复制

而构成致病性[２０].

图４　NDV单克隆抗体的制备及纯化.(a)ProteinA亲和层析柱纯化NDVＧMAb图;
(b)纯化NDVＧMAb的SDSＧPAGE鉴定结果;(c)NDVＧMAb的 WesternＧblot鉴定结果

Fig．４　PreparationandpurificationofNDVＧMAb．(a)PurificationofNDVＧMAbbyproteinAaffinitycolumn;
(b)SDSＧPAGEidentificationofpurifiedNDVＧMAb;(c)identificationofNDVＧMAbwithWesternＧblot

３．３　８１°ＧTFG的表面修饰及鉴定

免疫传感器表面修饰中使用的SPA是一种表面蛋白,均匀分布在金黄色葡萄球菌细胞壁表面,通过羧

基(—COOH)端与细胞壁肽聚糖呈共价连接,分子量为４２kDa[２１].SPA多肽链由A、B、C、D４个同源区组

成,每个同源区都能与人及某些哺乳动物血清中IgG的“Fc位点结合”,而且不会封闭抗体上能与抗原结合

的“Fab活性位点”,并能使Fab的活性位点片段裸露在修饰膜的外层而伸向流动相,从而不影响抗体和抗原

的反应活性[２２].
将８１°ＧTFG浸泡于质量分数为５％的HNO３溶液约１h,然后用去离子水和无水乙醇清洗光栅表面多次
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并晾干;将晾干后的光栅置于洁净的玻璃器皿内待用,将质量分数为９５％的 H２SO４溶液与质量分数为５％
的H２O２溶液以体积比为５:１混合(现配现用),将晾干后的光栅浸泡于 H２SO４和 H２O２的混合溶液１h后,
设定７０℃的温度将其连续烘干,以激活光栅表面的羟基(—OH);在干燥环境下用硅烷偶联剂APTES(质
量分数为１０％,无水乙醇配制)浸泡光栅４０min以在光栅表面生成氨基基团(—NH２),用去离子水和无水

乙醇清洗光栅表面多次并晾干.在使用SPA包被硅烷化光栅表面之前,采用活化剂EDC/NHS体系活化

SPA,活化反应体系配比为:１０μL质量浓度为４mg/mL的EDC、１０μL质量浓度为７mg/mL的 NHS、

４８μL质量浓度为５mg/mL的SPA、１３２μL质量浓度为０．１mol/L的 MES缓冲液.SPA经过羧基活化

１５min后用 MES缓冲液稀释至０．３mg/mL,用于包被硅烷化光栅反应４h;此过程中,SPA 的羧基

(—COOH)与硅烷化光栅表面的氨基(—NH２)通过酰胺反应形成共价键结合.然后用PBS缓冲液清洗光

栅表面多次,以去除没有与光栅表面的氨基基团(—NH２)发生共价结合的SPA分子.为了证明该方法能够

在光纤表面有效地包被SPA分子层,在以上表面处理过程中,同时处理几根标准单模裸光纤,其中一根硅烷

化后的裸光纤采用标记异硫氰酸荧光素(FITC)的SPA进行表面修饰,经过多次表面清洗之后,将仅硅烷化

的光纤和SPA(标记FITC)修饰过的光纤放置在放大倍率为２００的倒置荧光显微镜(OlympusVenox)下进

行观测,效果分别如图５(a)、(b)所示,可见硅烷化光纤表面没有激发任何荧光,而SPA修饰的光纤表面激

发出了明显的荧光,说明该修饰方法能够在光纤表面包被一层稳定的SPA分子层.

图５　倒置荧光显微镜下的光纤.(a)硅烷化光纤;(b)SPA(标记FITC)修饰过的光纤

Fig．５　Micrographoffiberobservedundertheinvertedfluorescencemicroscope．
(a)Silanizationfiber;(b)fibermodifiedbySPAlabeledwithFITC

最后,用PBS缓冲液配制质量浓度为０．１mg/mL的NDVＧMAb溶液,并使用该溶液浸泡经过SPA修

饰的光栅４０min,在此孵化过程中,NDVＧMAb的“Fc位点”将与SPA分子的多肽链相连接;再使用PBS
缓冲液冲洗光栅若干次以去除其表面未结合的NDVＧMAb分子,最终制成对NDV具有特异性检测能力的

８１°ＧTFG免疫传感器.经过以上表面处理过程,光纤表面的化学键链接如图６(a)所示.

图６　(a)光栅表面的化学键链接机制;(b)８１°ＧTFG表面处理过程的光谱变化图

Fig．６　(a)Chemicallinkmechanismoffibersurface;(b)spectrumevolutionof８１°ＧTFGinsurfaceprocess

以上表面修饰的每个步骤中,用图３所示的实验系统测试８１°ＧTFG的光谱(PBS溶液环境下),结果

如图６(b)所示.可见,从裸光栅(bare)、硅烷化(APTES)、SPA修饰到 NDVＧMAb固定,每个步骤中

８１°ＧTFG的谐振波长相对于前一处理步骤都发生了红移,红移量依次约为０．３８５,０．２５５,０．２１０nm.这是

由于传感器表面增加不同厚度的分子层时,其包层模的有效折射率将增大,而光栅的RI灵敏度为正值,
因此导致谐振波长的红移.
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４　实验分析与讨论
４．１　NDV的浓度等级检测

实验中,采用 PBS缓冲液配制纯化的 NDV 溶液,质量浓度等级为０．０５,０．１０,０．２０,０．６０,１．０l,

２４．０ng/mL.采用图３所示的实验系统,对每个浓度等级进行测试,用移液体器将０．３mL的NDV溶液滴

定并覆盖整个８１°ＧTFG的表面,待光谱趋于稳定后,用PBS缓冲液冲洗光纤表面和生化反应器皿后,再将

１mL的PBS缓冲液滴定并覆盖整个８１°ＧTFG,并记录其在C波段TM模全激励条件下的光谱.实验发现,
随着所测试NDV溶液的浓度等级的增加(０．１~１．０ng/mL),每次检测时传感器光谱达到稳定状态所需要

的时间也逐渐延长(５min增加至２０min),这是因为越高浓度等级的NDV溶液意味着８１°ＧTFG表面有更多

的NDV抗原参与特异性的结合,所以需要更长的免疫反应时间.实验得到８１°ＧTFG免疫传感器的光谱随

NDV溶液浓度等级的变化如图７(a)所示,对应的谐振中心波长的变化如图７(b)所示.

图７　(a)不同浓度等级NDV溶液下８１°ＧTFG免疫传感器的光谱变化;(b)对应的谐振波长变化

Fig．７　(a)Spectraofthe８１°ＧTFGimmunosensorunderNDAsolutionswithdifferentconcentrations;
(b)correspondingwavelengthshift

由图７可见,浓度为０．０５ng/mL的NDV溶液,传感器的谐振光谱基本未发生变化和漂移,但当NDV
溶液的浓度分别为０．１ng/mL和０．２ng/mL时,谐振光谱分别发生了１５pm和４５pm的红移,可见已超出

光栅解调仪的波长检测误差范围的±５pm,据此,该免疫传感器的探测极限估计可在０．１~０．２ng/mL之

间.这是由于实验中使用的高纯度NDV的分子量高达６０kDa,如图４(c)所示,因此当光栅表面的NDVＧ
MAb与NDV仅发生极少量的特异性结合时就能观测到谐振光谱的红移.此外,当 NDV溶液的浓度为

１．０ng/mL和２４ng/mL时,谐振光谱的红移量基本相同(分别为３２５pm和３３５pm).这是由于随着测试次

数的增加和NDV溶液浓度等级的增大,光栅表面能够对NDV抗原进行特异性结合的NDVＧMAb分子的

“Fab位点”越来越少,即逐步趋于饱和.因此,该免疫传感器对NDV的检测饱和点为１．０ng/mL.单抗与

SPA发生非特异性结合会达到一定的饱和度,而单抗与抗原的结合是特异性结合,结合抗原的量主要取决

于抗体的亲和力和抗原的分子量等因素.NDV是大分子抗原,其F蛋白分子量约为６０kDa,如图４(c)所
示,因此在其他因素相同的条件下,与NDVＧMAb结合的NDV的量要少于小分子单抗结合的抗原量,这也

是该免疫传感器的检测范围不够大的原因.对图７(b)中０~１．０ng/mL的NDV浓度区域进行线性拟合,如
内插图所示,可得该浓度范围内传感器的灵敏度约为３４２pm/(ngmL－１)、线性度R２约为０．９８２,表明该光

栅免疫传感器在其检测范围内具有良好的线性度.

４．２　免疫传感器的可重用性测试

完成NDV溶液检测之后,为了去除８１°ＧTFG免疫传感器表面特异性结合的NDV分子,将光栅浸泡在

平衡液(亲和平衡液为２０mmolTrisＧHCl,pH为７．３~７．５,添加１５０mmolNaCl)中平衡３个体积,用洗脱液

(亲和洗脱液为０．２molGlyＧHCl,pH 为３．０~３．２)洗脱６~７次,用再生液(亲和再生液为５．８mL/L无水醋

酸,pH为３．０)清洗３次.然后将传感器置于在PBS溶液中检测其光谱,结果表明其在C波段TM 模的谐

振波长约为１５４５．２５０nm,与第１次表面处理中SPA修饰后的谐振波长１５４５．２４０nm基本一致,如图６(b)所
示,这说明用于NDV溶液测试之后的传感器经以上表面处理过程,其表面的NDVＧMAb分子已基本上从呈

酰胺反应固定的SPA分子层解离,如图６(a)所示.最后,用质量浓度为０．１mg/mL的NDVＧMAb溶液(PBS
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缓冲液配制)浸泡光栅４０min,再用PBS缓冲液和去离子水将光栅清洗多次后,在PBS环境下检测其谐振波

长的相对漂移量,结果如图８的Step２所示,其谐振波长发生了０．２９nm的红移,与第１次固定NDVＧMAb分子

时的相对红移量(０．２５５nm)相当,说明NDVＧMAb已重新成功固定于光栅表面的SPA分子层.

图８　８１°ＧTFG免疫传感器的重用性、特异性和临床性测试的谐振波长变化

Fig．８　Resonantwavelengthshiftof８１°ＧTFGimmunosensor
underthereusability,specificityandclinicalexperiments

４．３　NDV的特异性及临床性测试

１)使用重新固定了NDVＧMAb分子的传感器检测禽流感病毒原液(即AIV尿囊液)和不含NDV的病

毒原液(即NDV空白尿囊液),每次检测反应３０min后使用PBS缓冲液和去离子水冲洗多次,并记录传感

器在PBS环境下的光谱.由于尿囊液中含有许多其他生物分子杂质(如:杂蛋白、生物盐、细胞等),SPA分

子也能够与其他多种病毒抗体相结合,因此,这两个检测步骤不仅能够鉴定该NDV免疫传感器对NDV抗

原结合的特异性,还能够鉴定传感器表面的活性SPA分子是否已经被NDVＧMAb的“Fc位点”完全封闭.
检测结果如图８的Step３和Step４所示,可见这两个步骤中传感器的谐振波长相对于重新固定NDVＧMAb
分子步骤(即Step２)的变化仅为±５pm,与光栅解调系统的误差范围相当,可认为未发生光谱红移.由此可

见,该NDV免疫传感器对AIV尿囊液和NDV空白尿囊液没有任何结合特异性的能力,同时也说明使用

０．１mg/mL的NDVＧMAb溶液包被该光栅传感器,足以将其表面的SPA分子完全封闭.

２)使用该传感器测定通过病毒扩增的NDV病毒原液(即NDV尿囊液),测试方法同上.结果如图８的

Step５所示,可见传感器的谐振波长相对于重新固定NDVＧMAb分子的步骤(即Step２)红移了０．２８nm,与
第１次检测的高纯度NDV溶液(１．０ng/mL和２４ng/m)的红移量(分别为０．３２５nm和０．３３５nm),见图

７(b).但是前者的红移量较后者略低,这是由于NDV尿囊液内含整个NDV病毒,属于临床检测,而之前检

测用的NDV是经纯化后的,含有高浓度的抗原蛋白.

５　结　　论
实验制备出一种基于８１°ＧTFG的NDV免疫传感器,分析了８１°ＧTFG传感器的基本原理和传感特性.

对光栅表面进行生物传感功能化处理,依次经过光纤表面硅烷化、包被SPA和固定NDVＧMAb３个步骤,其
中SPA分子通过共价键方式与硅烷层牢固地连接.通过检测不同浓度等级的高纯度NDV溶液,得到该免

疫传感器对NDV的探测极限在０．１~０．２ng/mL之间,检测饱和点约为１．０ng/mL,在０~１．０ng/mL范围

内具有良好的线性度(R２为~０．９８２),灵敏度约为３４２pm/(ngmL－１);用配制的洗脱液将光栅表面的

NDVＧMAb分子与SPA分子的连接断开,并重新固定新的NDVＧMAb分子,实现了传感器良好的可重复利

用性.通过对AIV尿囊液、NDV尿囊液２种不同的禽类病毒原液和NDV空白尿囊液进行对比检测,结果

表明:该传感器对NDV具有高度的特异性,且达到了临床应用的水平,具有免标记、操作简便、快速检测等

优点.采用的光栅表面处理方法也可能用于制作检测其他类型病毒的高度特异性以及可重复利用的免疫传

感器的研究.
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