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纳米膜修饰长周期光纤光栅生物传感特性研究
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摘要　针对长周期光纤光栅用作折射率传感器时对低浓度溶液不敏感的问题,提出了一种纳米膜修饰的光栅生物

传感器,实现了抗原生物分子的低浓度测量.实验结果表明,经薄膜修饰后的光栅传感器,对低浓度的抗原溶液探

测的灵敏度有了显著提高.当羊抗兔IgG浓度(质量浓度)为固定值０．０１mgmL－１时,随着兔IgG浓度的增加,覆
膜长周期光纤光栅峰值损耗响应明显.实验测得周期为４４５,４６０,５００μm的生物传感器对应的浓度灵敏度分别为

２１０１．５,１３０６．５,５７５．９dBmg－１mL.待测抗原浓度 仅 与 光 栅 峰 值 损 耗 有 关,实 验 测 得 兔IgG 最 小 浓 度 为

０．０００３１２５mgmL－１.该传感器灵敏度高、无需标记、稳定性强,且结构简单不易受电磁干扰,在生物传感领域拥

有广阔的应用前景.
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Abstract　 WeproposeananofilmＧmodifiedgratingbiosensorthatisabletodetectlowＧconcentrationantigen
biomoleculesinordertofindasolutionfortheinsensitivityproblemofthelongＧperiodfibergratings LPFGs when
usedasrefractiveindexsensorstodetectlowＧconcentrationsolutions敭Theexperimentalresultsshowthatthe
sensitivityofthisbiosensorissignificantlyimproved敭WhentheconcentrationofgoatantiＧrabbitIgGisfixedto
０敭０１mgmL－１ thepeaklossoftheLPFGofthefilmindicatesasignificantresponsetotheincreaseinrabbitIgG
concentrations敭Herein theconcentrationisdefinedasamassconcentration敭Thebiosensorssuccessfullyachieve
concentrationsensitivitiesof２１０１敭５ １３０６敭５ and５７５敭９dBmg－１mL measuredat４４５ ４６０ and５００μm 
respectively敭Furthermore theconcentrationoftheantigenisrelatedtothepeaklossofthegrating敭Thelowest
detectableconcentrationoftherabbitIgGis０敭０００３１２５mgmL－１敭Giventhehighsensitivity freelabeling high
stability simplestructure andimmunityfromtheelectromagneticinterference thesensorpromisesanexcellent
applicationprospectinthebiosensingfield敭
Keywords　fiberoptics longＧperiodfibergrating biosensing nanofilmＧmodifiedgrating lowＧconcentration
measurement concentrationsensitivity
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１　引　　言

生物传感器在医疗诊断、环境监测、国土安全等

领域发挥越来越重要的作用[１Ｇ２].近年来,光栅传感

技术迅猛发展,其具有抗电磁干扰、易于光纤系统兼

容、可绕曲的特点,为研制新型生物传感器提供新选

择[３Ｇ４].长周期光纤光栅(LPFG)满足相位匹配条

件的是同向传输的纤芯模和包层模,而包层模极易

受外界环境变化的影响,因此具有比布拉格光栅更

高的折射率、温度、应力等灵敏度,LPFG自诞生以
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来就引起国内外学者的广泛关注[５Ｇ６].纳米膜修饰

技术为LPFG生物传感器提供新的技术支持,可最

大限度地保持生物分子活性,成为生物传感领域最

受欢迎的一个研究方向[７Ｇ８].
对于覆膜光学类生物传感器,张志荣等[９]采用

数值计算方法仿真研究了生化反应生成复合物薄膜

的折射率和厚度对LPFG耦合波长的影响.庄其

仁等[１０]提出一种光栅传感器,将LPFG表面涂上硅

化膜,根据谐振波长的改变判断血液中是否存在抗

原,但该结构无法实现对抗原具体浓度的检测.传

统生物传感器具有体积大、测试周期长、需要大量测

试样本,以及指示剂有毒等缺点[１１Ｇ１２].
本文采用免标记共价固定的方法在LPFG表

面制作纳米膜,结构简单、稳定性高、固定数量多、成
本低[１３].经纳米膜修饰的LPFG生物传感器可实

现对抗原低浓度(质量浓度,下同)的定量检测.抗

原浓度仅与光栅峰值损耗有关,浓度灵敏度高达

２１０１．５dBmg－１mL且实验检测兔IgG最小浓度

为０．０００３１２５mgmL－１.

２　理论基础

２．１　光栅表面折射率变化对LPFG谐振峰的影响

光波沿纤芯向前传播经过栅区时,纤芯中的基

模耦合到同向传输的包层模中,造成部分光波能量

损失,形成LPFG谐振峰.对于均匀单模LPFG,其
相位匹配波长的表达式为

λ＝(nco
eff－ncl

eff)Λ, (１)

图１ 光栅表面折射率改变对LPFG谐振峰的影响

Fig．１ Effectsofthechangesintherefractive
indexofthegratingsurfaceontheLPFGresonancepeak

式中:λ为谐振波长;Λ 为光栅周期;nco
eff和ncl

eff分别

为纤芯基模和包层模的有效折射率.光栅表面折射

率的变化将会引起包层模有效折射率的改变,最终

导致LPFG谐振峰的改变.图１给出了LPFG谐

振峰随光栅表面折射率变化的仿真结果,从图中可

以看出,当光栅表面折射率逐渐增大时,LPFG谐振

波长发生蓝移,峰值损耗减小.然而,LPFG作为折

射率传感器,对于低折射率介质,其测量灵敏度非常

低.针对这一问题,本文采用纳米膜修饰技术提高

LPFG的敏感特性.

２．２　抗原抗体反应的比例特性

理论和实验都已经证明,免疫反应生成复合物

的量与抗原浓度之间不是线性关系,参与生成复合

物的抗原抗体分子数目存在如图２所示的比例关

系[１４].在抗体浓度固定时,伴随抗原浓度的逐渐增

多,免疫反应生成复合物的沉淀量也在增多.当它

们浓度比例达到最适值时,生成可见物的量最大,反
应也最为彻底.当抗原浓度大于最适值后,生成可

见物的量和反应速率反而急速下降.

图２ 抗原抗体反应曲线

Fig．２ AntigenＧantibodyreactioncurve

３　实验系统结构及其传感原理

长周期光栅生物传感器是利用单模光纤制成的

光栅与它的检测器件同识别生物分子元件组成的生

物传感器,将生物现象转化为能表征此现象的可分

析的光电信号[１５].实验系统主要由４部分组成(见
图３),由内向外依次为写入LPFG的纤芯、包层、敏
感薄膜、待测溶液.传感器表面的识别分子与待测

生物分子发生的特异性结合反应改变了LPFG的

某些光学特征,如生物物质对光的吸收[１６],从而影

响LPFG中前向传输的包层模式,通过分析LPFG
谐振峰的改变情况,完成对待测生物溶液浓度的

检测.

４　实　　验

４．１　敏感薄膜的制作

实验选用羊抗兔IgG作为敏感薄膜层中的识

别生物分子,兔IgG作为待测生物溶液.１)将光栅

１００６００５Ｇ２
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图３ 覆膜LPFG生物传感器结构示意图

Fig．３ SchematicofthenanofilmＧmodifiedLPFGbiosensor
放入２mL浓硫酸中浸泡３０min,酸处理的目的是

将光栅表面原有的惰性羟基进行激活,见图４(a),这
是敏感薄膜形成的关键步骤[１７].２)将光栅放入２mL
三氨丙基三乙氧基硅烷(APTES)中浸泡６０min,

１２０℃烘箱共价固定１２０min,使得APTES的硅官

能反应基团与羟基经脱水缩合生成Si—O—Si化学

键,见图４(b).３)将光栅依次放入２mL戊二醛中

浸泡６０min,放入２００μL质量浓度为０．０１mgmL－１

的羊抗兔IgG,在４℃下反应１０h,使得戊二醛一端

的醛基与 APTES的氨基发生共价结合反应,见
图４(c),另一端醛基与羊抗兔IgG中的自由氨基反

应生成C＝N键[１８],见图４(d).４)１０h后用物质的

量浓度为０．０１molL－１的磷酸盐(PBS)缓冲液反复

图４ 敏感薄膜的制作过程.(a)酸处理后的表面;
(b)APTES修饰的表面;(c)醛基修饰的表面;

(d)识别生物分子的固定

Fig．４ Fabricationofthesensitivefilm敭 a Surface
modifiedwithsulfuricacid  b surfacemodifiedwith
APTES  c surfacemodifiedwithglutaricdialdehyde 

 d immobilizationoftheidentifyingbiomolecules

清洗栅区,然后用２００μL质量分数为５％牛血清白

蛋白(BSA)覆盖栅区,３７℃水浴反应３０min,使光

栅表面未反应的醛基完全反应,避免抗体的非特异

性吸附.将识别生物分子通过共价键结合的方式固

定到光栅表面,完成纳米膜的制作.

４．２　实验样本选取

为了保证实验精度,选取三组不同周期的光栅,
每组配制不同浓度的兔IgG溶液,羊抗兔IgG的质

量浓度设置为固定值０．０１mgmL－１,待测样本浓

度如表１所示.选取的待测样本溶液,其浓度梯度

变化范围比较小,导致对应折射率的变化也较小,所
以在选取的待测样本溶液浓度范围内,可近似认为

折射率不变.
表１　不同周期的光栅对应的兔IgG浓度

Table１　RabbitIgGconcentrationscorrespondingto

differentperiodgratings

Serialnumber
Wavelength/μm

４４５ ４６０ ５００

１ ０．００２５ ０．０００３１２５ ０．００１２５

２ ０．００５０ ０．０００６２５０ ０．００２５０

３ ０．００７５ ０．００１２５００ ０．００３７５

４ ０．０１００ ０．００２５０００ ０．００５００

５ ０．０１２５ ０．００５００００ ０．００６２５

６ ０．０１５０ ０．０１０００００ ０．００７５０

７ ０．０１７５ ０．０２０００００ ０．００８７５

８ ０．０２００ ０．０４０００００ ０．０１０００

９ ０．０２２５ ０．０５０００００ ０．０１１２５

１０ ０．０２５０ ０．０５５００００ ０．０１２５０

１１ ０．０３００ ０．０６５００００ ０．０１３７５

４．３　免疫反应

图５ 显微图像.(a)实验前光栅栅区;
(b)免疫反应后覆膜LPFG生物传感区

Fig．５ Microscopicimages敭 a Gratingareabefore
theexperiment  b nanofilmＧmodifiedLPFG
biosensingareaaftertheimmunoassay

首先量取２００μL１号样本溶液覆盖LPFG生

物传感区,３７℃水浴反应３０min,然后用物质的量

浓度为０．０１molL－１的PBS缓冲液反复清洗栅区,
氮气吹干,最后连接光源和光谱仪,保存实验数据.
重复以上步骤,依次完成２~１１号样本的免疫反应

实验.图５为实验前光栅栅区和免疫反应后覆膜

１００６００５Ｇ３
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LPFG生物传感区的显微图像.

５　实验结果和分析

５．１　化学处理对LPFG谐振峰的影响

以周期５００μm的光栅为例,图６为敏感薄膜

制作过程中前期化学处理对LPFG谐振峰的影响.
由图６可知,酸处理仅激活了光栅表面的惰性羟基,
没有改变光栅的参数,因此谐振峰没有发生变化.

LPFG经氨基和醛基处理后,其表面附着了具有一

定折射率的 APTES和戊二醛,改变了光栅外包层

的折射率,使得LPFG的谐振波长发生蓝移且峰值

损耗减小,实验结果与理论仿真相符.因戊二醛和

APTES的折射率非常接近,所以醛基处理后谐振

峰的变化较小.

图６ 前期化学处理对LPFG谐振峰的影响

Fig．６ EffectsofthepreＧchemicaltreatmentson
theresonancepeakofLPFG

５．２　免疫反应对覆膜LPFG谐振峰的影响

图７为免疫反应对周期为４４５μm覆膜LPFG
生物传感器谐振峰的影响.由图可知,当羊抗兔

IgG质量浓度为固定值０．０１mgmL－１时,随着兔

IgG浓度逐渐增加,LPFG峰值损耗先是明显减小,
而当兔IgG浓度由０．００７５mgmL－１继续增加时,
峰值损耗反而开始逐渐增加.峰值损耗的变化趋势

与抗原抗体反应生成复合物量的比例性特点相符.

LPFG峰值损耗随兔IgG浓度的变化曲线如图８所

示,在LPFG峰值损耗减小区间内,将兔IgG浓度

和其对应的峰值损耗进行线性拟合,计算得出,周期

为４４５μm 覆膜LPFG生物传感器的浓度灵敏度为

２１０１．５dBmg－１mL.
因周期为４６０μm和５００μmLPFG生物传感

器随兔IgG浓度的增加,其谐振峰图形的变化规律

与周期４４５μm一样,所以只给出兔IgG浓度变化

对周期为４６０μm和５００μmLPFG峰值损耗的影响

图７ 免疫反应对Λ＝４４５μmLPFG谐振峰的影响.

(a)兔IgG浓度为０．００２５~０．００７５mgmL－１;

(b)兔IgG浓度为０．００７５~０．０３００mgmL－１

Fig．７ Effectsoftheimmunoassayontheresonance

peakofLPFGatΛ＝４４５μm敭 a Concentrationofrabbit
IgGwith０敭００２５Ｇ０敭００７５mg mL－１  b concentrationof

rabbitIgGwith０敭００７５Ｇ０敭０３００mg mL－１

图８ Λ＝４４５μm峰值损耗随兔IgG浓度的变化曲线

Fig．８ PeaklossofLPFGatΛ＝４４５μmwith
differentrabbitIgGconcentrations

曲线,如图９所示.在LPFG峰值损耗减小区间内,
同样对兔IgG浓度和其对应的峰值损耗进行线性拟

合,计算得出,周期４６０μm和５００μmLPFG生物传

感器对应的浓度灵敏度分别为１３０６．５dBmg－１mL
和５７５．９dBmg－１mL.

由以上实验结果得出,对于此三种不同周期的

覆膜LPFG生物传感器,在峰值损耗减小区间内,

１００６００５Ｇ４
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图９ LPFG峰值损耗随兔IgG浓度的变化曲线.
(a)Λ＝４６０μm;(b)Λ＝５００μm

Fig．９ PeaklossofLPFGwithdifferentrabbitIgG
concentrations敭 a Λ ＝４６０μm  b Λ ＝５００μm

周期为４４５μmLPFG生物传感器的浓度灵敏度最

高.由LPFG理论可知,光栅周期越小,纤芯基模

耦合到同向传输包层模的能量越多,而包层模极易

受外界因素影响,因此光栅周期越小,传感器的灵敏

度越高.结合三种不同周期的LPFG峰值损耗随兔

IgG浓度的变化曲线,根据抗原抗体反应比例性特

点,计算得出,与０．０１mgmL－１羊抗兔IgG发生免疫

反应的最适兔IgG浓度为０．００７５mgmL－１.

５．３　实验结果分析

实验证实,免疫反应只改变了覆膜LPFG生物

传感器谐振峰的峰值损耗大小,而对谐振波长没有

影响.免疫反应生成的复合物很薄且是单分子排

列,其折射率与敏感薄膜折射率非常接近,传感器表

面折射率改变量极小,因此LPFG生物传感器谐振

波长没有发生变化.但是随着抗原浓度的增加,覆
膜LPFG生物传感器谐振峰的峰值损耗先减小后

增加,主要原因是由于LPFG峰值损耗大小与生成

免疫复合物的量有关.本实验羊抗兔IgG浓度固

定,当兔IgG浓度小于免疫反应最适浓度时,随着

兔IgG浓度的增加,免疫复合物量也在增加,在光

栅传感器的电场空间布局中,生成免疫复合物的量

越大,LPFG包层对模式的约束力越大,包层模电场

在纤芯中的强度将减小,导致纤芯模与包层模式的

互耦合系数减小,进而使LPFG峰值损耗变小;当
兔IgG浓度继续增加至最适浓度时,生成免疫复合

物的量达到最大值,LPFG的峰值损耗达到最小值;
随着兔IgG浓度继续增加,此时抗原浓度超过了免

疫反应的最适浓度值,生成复合物的量呈减少趋势

而不是继续增加,其对LPFG峰值损耗的影响同免

疫复合物量增加的过程相反,即最终导致LPFG峰

值损耗变大.
由图８、图９可看出,抗原浓度与覆膜LPFG峰

值损耗存在着特殊的曲线关系,即一个峰值损耗对

应两种不同浓度的抗原.在实际应用中,可根据待

测抗原的可能浓度范围确定具体的浓度值,也可采

用加倍稀释工艺来确定,因两种不同浓度的生物溶

液稀释后发生的免疫反应对覆膜LPFG峰值损耗

的影响趋势恰好相反,结合待测生物溶液稀释前后

对应的峰值损耗即可确定抗原的具体浓度.

６　结　　论

基于 LPFG 折射率传感特性,提出一种覆膜

LPFG免标记生物传感器,利用共价键结合的方式

把识别生物分子固定到传感器表面,通过待测生物

溶液与识别分子发生的免疫反应对LPFG生物传

感器谐振峰的影响,实现了对生物溶液的低浓度测

量.在LPFG表面制作纳米膜可大大提高LPFG
的低浓度灵敏性,显著改善LPFG的传感性能.实

验结果显示,待测抗原浓度仅与覆膜LPFG峰值损耗

有关,浓度灵敏度高达２１０１．５dBmg－１mL且本次实

验测得兔IgG最小浓度为０．０００３１２５mgmL－１.待

测生物分子无需标记,可用于直接检测,大大降低了

实验成本,最大限度地保持了蛋白质的活性和测量

人员的安全,同时该传感器还具有稳定性高、抗电磁

干扰、结构简单等优点,在生化传感领域,发挥着越

来越大的作用,拥有良好的应用前景.传感器的重

复性、一致性是传感系统设计的一个重要内容,包括

对所制备的传感器进行循环测试、性能评估、表面活

性再生处理以及传感单元解调等方面的研究,在未

来的研究中,课题组将对此作进一步分析实验.
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