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大穿透深度折射率传感器对活细胞药物敏感性的研究

刘璐∗∗,吴晓静２,孙伽略１,张慧琴１,杨勇１∗
１南开大学现代光学研究所,天津３００３５０;

２天津市人民医院,天津３００１２１

摘要　针对现有表面等离子激元折射率传感器纵向探测深度小、探测范围无法覆盖整个细胞厚度的问题,提出一

种大探测深度、高灵敏度的活细胞折射率实时测量方法,并利用该方法开展了药物敏感性的实验研究.基于偏振

选择吸收效应,设计并搭建了全内反射条件下的石墨烯折射率传感系统,进行了不同质量分数氯化钠溶液折射率

的测量,结果表明系统具有９．５×１０６mV/RIU的灵敏度和５．５×１０－７RIU的分辨率;利用该系统开展了活细胞药

物敏感性的实验研究,分别研究了顺铂和紫杉醇作用于Ramos细胞和JekoＧ１细胞时生物演化过程中细胞折射率

的实时变化规律,验证了折射率变化与其药性机理作用的一致性.
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１　引　　言

生物传感技术能将人体各种生理信息转化成工

程上可测定的量,在毒品检测、医疗诊断、食品安全

和环境监测等方面有着广阔的应用前景[１Ｇ５].折射

率(RI)作为一项重要的物理参数,可以反映物质内

部成分的变化.近年来,高灵敏度的折射率传感技

术已发展成为一种在分子水平上实现快速分析物质

中分子相 互 作 用 的 方 法[６].表 面 等 离 子 体 共 振

(SPR)技术[７Ｇ１１]作为一种高灵敏度地测量折射率的

方法,被广泛应用于生物传感器领域,其折射率分辨

率最高可以达到１０－８RIU[１１].然而,表面等离子

体波(SP)是一种近场电子谐振波,仅作用于距金属

膜１００~２００nm的范围内,这使得其在许多测量应

用中表现出穿透深度小的缺点.例如,在体外活细

胞折射率的实时检测中,贴壁细胞的厚度为２~
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３μm,SPR技术仅能在金属膜附近很小的范围内检

测细胞的折射率,无法给出整体细胞折射率的信息.
此外,在研究活细胞对药物敏感性的过程中,由于给

药方式的限制,往往是细胞上层表面(远离金属膜表

面)先与药物作用,待药物扩散到金属膜附近的探测

区域时,才能检测到折射率的变化,因而,导致测量

不具有时效性.
石墨烯是一种二维材料,具有许多优异的光学

性质.基于偏振选择吸收效应的石墨烯折射率传感

技术已经成为一种高灵敏度的折射率测量方法,其
穿透深度大的优点使其在癌症诊断、气体探测和细

胞免疫等领域表现出了巨大的应用价值.２０１２年,

Bao等[１２]率先报道了石墨烯对TE和TM电磁波具

有选择偏振吸收特性.Xing等[１３]首次基于偏振选

择吸收效应实现了折射率的高灵敏度测量;Sun和

Xing等[１４Ｇ１５]将基于该效应的石墨烯折射率传感技

术应用于细胞折射率的测量,实现了癌变细胞的筛

选.近年来,石墨烯折射率传感技术还被应用于气

体参数检测[１６]、蛋白质检测[１７]和抗原抗体检测[１８]

等方面.
不同于SPR技术,石墨烯折射率传感技术是利

用石墨烯表面的倏逝波与样品的相互作用来实现折

射率的测量的.研究表明,在全内反射条件下,可探

测的倏逝波穿透深度可以达到２~３μm
[１９],可以完

全覆盖一个细胞的厚度.为此,本文提出基于石墨

烯折射率传感的活细胞折射率实时测量方法,设计

了一种在全内反射条件下的生物折射率传感器,即:
采用厚度为１０层的石墨烯,在全内反射条件下构成

石墨烯折射率传感器.通过对不同质量分数氯化钠

溶液的折射率进行标定,得到了传感器的灵敏度和

分辨 率 分 别 为 ９．５×１０６ mV/RIU 和 ５．５×
１０－７RIU.实验分别对注射顺铂药物和紫杉醇药

物的人淋巴瘤细胞Ramos细胞和JekoＧ１细胞进行

了长时间的折射率测量,结果显示:顺铂药物和紫杉

醇药物均可对细胞的生长过程起到抑制作用,实验

结果与药物的药性机理具有很好的一致性.

２　石墨烯折射率传感原理

在全内反射条件下,光从光密介质射入光疏介质

中,会在交界面处形成倏逝波.为了探讨石墨烯的偏

振选择吸收特性,采用一种三明治结构将石墨烯夹在

介质１(折射率n１)和介质２(折射率n２)中间,如
图１(a)所示.石墨烯具有复杂的光学常数,其复折射

率n为３．６＋１．３i.单层石墨烯的厚度为０．３４nm.

图１ 石墨烯偏振选择吸收特性仿真结果.(a)样品Ｇ石墨烯ＧBK７基底三层结构示意图;
(b)TE和TM偏振波反射率曲线

Fig敭１ SimulationresultofpolarizationＧselectiveabsorptionpropertyofgraphene敭

 a SampleＧgrapheneＧBK７threeＧlayerstructure  b reflectivityindexcurvesofTEandTMpolarizedwaves

　　根据菲涅耳公式及多层膜耦合理论,对石墨烯

在全内反射条件下的反射率进行模拟.图１(a)中
的三明治结构的整体反射率为

R＝
r１g＋rg２exp(２iβ)
１＋r１grg２exp(２iβ)

２

, (１)

　　其中

β＝
２π
λndcosθ１g, (２)

式中:r１g为介质１与石墨烯交界面处的反射系数;
rg２为介质２与石墨烯交界面处的反射系数;β 为层

与层之间的相位传递因子;λ为入射光波长;d 为１０
层石墨烯的厚度;θ１g为光从介质１入射到石墨烯的

折射角.
对于TE偏振的电磁波,反射系数分别为

r１g＝
n１cosθ－ncosθ１g
n１cosθ＋ncosθ１g

, (３)

rg２＝
ncosθ１g－n２cosθg２
ncosθ１g＋n２cosθg２

, (４)

式中:θg２为光从石墨烯入射到介质２的折射角.
对于TM偏振的电磁波,反射系数分别为
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r１g＝
ncosθ－n１cosθ１g
ncosθ＋n１cosθ１g

, (５)

rg２＝
n２cosθ１g－ncosθg２
n２cosθ１g＋ncosθg２

. (６)

　　在模拟中,介质１为BK７玻璃(n１＝１．５１７),介
质２为水(n２＝１．３３３),石墨烯采用化学气相沉积法

制备(共１０层),入射光波长为５３２nm.TE和TM
偏振波反射率曲线如图１(b)所示,可见:当入射角

大于临界角(６１．２°)后,石墨烯对TE波的吸收强于

TM波,展现出了石墨烯的偏振选择吸收特性.

３　实验方法及材料

３．１　石墨烯折射率传感系统

在全内反射条件下,测量石墨烯折射率的实验

装置如图２所示.实验选用输出波长为５３２nm的

激光器作为光源,入射光功率为２０mW.激光经偏

振片后变为线偏振光,再通过四分之一波片后变成

圆偏振光(偏振片和四分之一波片快轴的夹角为

４５°).入射光以全内反射临界角６１．２°射入棱镜(棱
镜表面由下而上依次是石墨烯和待测样品),反射光

入射到偏振分光棱镜后被分成TE和TM两种不同

的偏振态,由平衡探测器同时进行监测,将光信号转

化为电压差分信号.多功能数据采集控制卡在计算

机的控制下采集电压信号.

３．２　微流控芯片的加工

微流控芯片是一种容积小,可供液体在其中流

动的沟槽,它的主要作用是储存培养细胞的液体.
为了实现对照测量,采用双样品池进行实验.其中

的一个样品池用于盛放细胞和培养液,另一个样品

池只盛放培养液.此外,由于细胞在生长过程会进

行新陈代谢,营养液的成分每时每刻都会发生变化,
因此需要保证两个样品池可进行营养液的物质交

换,但不进行细胞的流通.为达到这一目的,在两个

样品池之间流通的地方插入一张半透膜,该膜对细胞

和营养液具有选择透过性.芯片两侧是边长均为

１０mm的正方形样品池,样品池的高度为１５mm.芯

片中间是长为８mm、宽为５mm的流通区域,其高度

为１２mm.微流控芯片的几何参数如图３(a)所示.
基于上述要求,应用软件建模制作微流控芯片模板,
如图３(b)所示,采用增材制造工艺制作模板.

图２ 石墨烯折射率传感系统示意图

Fig敭２ SchematicofgrapheneＧbasedrefractiveindexsensingsystem

　　微流控芯片模板制作完成后,还需要在其四周环

绕一层聚二甲基硅氧烷(PDMS)形成凹槽,以便于盛

放营养液.制作过程中需要将液态PDMS与凝固剂

以质量比为１０∶１的比例混合,即将６０g的PDMS与

６g的凝固剂混合,待两者充分混合后,将混合物缓慢

倒在芯片模板四周,且低于模板高度.待混合物完全

凝固后就获得PDMS微流控芯片.在微流控芯片模

板的流通区域插入半透膜.最后,采用表面氧等离子

体处理的方法,对微流控芯片和石墨烯波片进行粘

连,粘连后的效果如图３(c)所示.

１１０４００１Ｇ３
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图３ 微流控芯片结构示意图.(a)芯片模板三视图;(b)芯片模板图;(c)芯片成品图

Fig敭３ Structuralschematicsofmicrofluidicchip敭 a Threeviewsofchiptemplate 

 b templateofchip  c finishedproductofchip

３．３　实验材料

在实验室配制了质量分数分别为０．００１％、

０．００５％、０．０１％、０．０５％、０．１％、０．５％、１％的氯化钠

溶液.选用的两种细胞分别为Ramos细胞和JekoＧ
１细胞,均购自美国模式培养物集存库(ATCC),两
种药物分别为顺铂(用药量为３μL,质量浓度为

１mg/mL)和紫杉醇(用药量为１０μL,质量浓度为

１mg/mL).Ramos细胞的密度为５×１０５ mL－１,
培养基为RPMIＧ１６４０,其中加入质量分数为１０％的

热 灭 活 胎 牛 血 清;JekoＧ１ 细 胞 的 密 度 为

４×１０５mL－１,培养基为RPMIＧ１６４０,其中加入质量

分数为２０％的胎牛血清.培养基和牛血清均购自

Gibco公司.细胞在温度为３７℃、CO２ 体积分数为

５％的培养箱中培养生长.

４　实验研究与分析

４．１　折射率检测实验

在进行细胞折射率测量之前,首先对实验系统

的折射率灵敏度进行检测.在实验中,先后测量水

和不同质量分数的氯化钠溶液的折射率.氯化钠溶

液的折射率与质量分数的关系为

nNaCl＝nwater＋０．００１８５c, (７)
式中:c为氯化钠溶液的质量分数.得到的实时电

压U 如图４(a)所示.

图４ (a)不同质量分数氯化钠溶液的折射率实时测量结果;(b)不同质量分数氯化钠溶液的电压与折射率的关系

Fig敭４  a Realtimemeasurementresultsofrefractiveindexofsodiumchloridesolutionwithdifferentmassfractions 

 b relationshipbetweenvoltageandrefractiveindexofsodiumchloridesolutionwithdifferentmassfractions
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　　在微小的氯化钠折射率变化范围内,测量电压

与折射率的关系如图４(b)所示.由图４可见:随着

氯化钠溶液折射率增大,通过平衡探测器测量得到

的电压差分值逐渐增大;质量分数为０．００１％的氯化

钠溶液与水的折射率差异可以被明显区分,电压信

号差值为０．０１７６V.
灵敏度和分辨率的计算公式分别为

S(n)＝
ΔU
Δn
, (８)

R＝
３σ

S(n)
, (９)

式中:S(n)为灵敏度;R 为分辨率;σ 为标准差;Δn

为氯化钠溶液与水的折射率之差;ΔU 为Δn 对应的

电压差值.石墨烯折射率传感系统的标准差为

１．７４mV,从而可以计算出基于石墨烯的折射率传

感器的灵敏度和分辨率分别为９．５×１０６ mV/RIU
和５．５×１０－７RIU.

４．２　生物细胞的演化过程

实验 分 别 测 量 顺 铂 药 物 和 紫 杉 醇 药 物 对

Ramos细胞和JekoＧ１细胞生长过程中折射率变化

的影响.细胞给药之前,分别测量了有细胞区域和

无细 胞 区 域 的 折 射 率;细 胞 给 药 之 后,每 经 过

４０min,对两个区域测量一次,记录给药后细胞折射

率的变化.实验结果如图５所示.

图５ 细胞生长过程中折射率的测量结果.(a)Ramos细胞加入顺铂药物;
(b)JekoＧ１细胞加入顺铂药物;(c)Ramos细胞加入紫杉醇药物;(d)JekoＧ１细胞加入紫杉醇药物

Fig敭５ Measurementresultsofrefractiveindexingrowthprocessofcells敭 a Ramoscellswithcisplatin 

 b JekoＧ１cellswithcisplatin  c Ramoscellswithpaclitaxel  d JekoＧ１cellswithpaclitaxel

　　顺铂药物可抑制DNA的复制过程,并损伤其

细胞膜上结构,导致细胞凋亡[２０Ｇ２１].紫杉醇药物可

促进细胞微管蛋白的聚合和微管束的形成,并可抑

制其解聚[２２Ｇ２３].在微流槽中加入顺铂药物或紫杉醇

药物后,药物会对细胞的生长过程造成影响,从而引

起传感区域细胞折射率的变化[２４],表现为石墨烯折

射率传感器电压的变化.
由图５(a)、(b)可见:两种细胞加入顺铂药物

后,输出电压逐渐下降,折射率变小;Ramos细胞的

电压下降了１．０８V,可推算出细胞折射率的变化为

１．１４×１０－４RIU;JekoＧ１细胞的电压下降了０．７８V,
推算出 其 折 射 率 的 变 化 为８．２×１０－５ RIU.由

图５(c)、(d)可见:两种细胞加入紫杉醇药物后,输
出电压逐渐上升,折射率变大;Ramos细胞的电压

上升了０．６４V,可推算出其折射率的变化为６．７×
１０－５RIU;JekoＧ１细胞的电压上升了０．５１V,可推

算出其折射率的变化为５．４×１０－５RIU.通过计算

可以发现,两种药物对细胞生长过程中折射率的影

响与其药性机理作用一致,且折射率的变化都在微

小的范围内.因此,石墨烯折射率传感器可对细胞

进行高灵敏度的免标记测量.

５　结　　论

本课题组提出了一种基于石墨烯折射率传感的

活细胞折射率实时测量方法,利用其具有的大探测

深度的优势,可以实现活细胞折射率的实时测量.
实验结果表明:所提出的石墨烯折射率传感系统具

有９．５×１０６ mV/RIU和５．５×１０－７RIU的灵敏度
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和分辨率;两种药物均具有抑制细胞生长的作用,说
明所提出的石墨烯折射率传感系统对研究抗肿瘤药

物在抑制癌细胞生长和治疗肿瘤方面具有潜在的应

用价值.此外,石墨烯折射率传感系统将整个细胞

作为研究对象,并具有生物无毒性、免标记、大穿透

深度、高灵敏度等优点,因此可成为一种具有普适性

的活细胞检测手段,不仅可以用于细胞药物敏感性

的检测,还可以用于诸如细胞结构与功能、细胞增

殖、分化、代谢、运动、衰老、凋亡等生命过程的其他

研究.
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