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摘要　提出了一种利用石墨烯基光学生物传感器对特异性生物小分子实现高灵敏检测的方法,采用易于修饰的磁

性纳米颗粒作为生物探针载体,通过磁场控制实现磁性颗粒在石墨烯表面的吸附,优化了石墨烯表面复杂的改性

过程.利用搭建的基于功能化修饰磁性纳米颗粒的石墨烯基光学生物传感器,实现了０．０１ngmL－１的赭曲毒素

A的检测,在０．０１~５ngmL－１微小浓度范围内具有良好的响应,且表现出较好的特异性.该方法扩展了石墨烯

基的光学生物传感器的应用范围,简化了生物分子的传感过程,提高了光学生物传感器的灵敏度.
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１　引　　言

二维材料石墨烯具有很多独特的光电特性,研
究发现,在全内反射条件下,利用石墨烯的偏振选择

吸收特性[１Ｇ２],可构建出一种高折射率灵敏度的石墨

烯基生物传感器[３].同现有的基于表面等离子激元

(SPR)的传感技术相比[４Ｇ５],石墨烯基的光学生物传

感器具有灵敏度高、纵向探测深度大和结构简单等

１１１７００１Ｇ１



光　　　学　　　学　　　报

优点.在细胞检测、免疫识别和药物敏感性等领域

具有广阔的应用前景[６Ｇ９].
利用折射率敏感的生物传感器进行特异性生物

小分子检测具有重要的应用价值.传统的SPR生

物传感器可以在金膜表面直接修饰生物探针,且这

种制备工艺已相对成熟.文献[１０]中利用SPR传

感 器 的 金 膜 表 面 巯 基 (—SH)直 接 与 适 配 体

(aptamer)形成共价键结构,成功地实现了赭曲毒素

A(OTA)的检测.文献[１１]中采用SPR生物传感

器对山羊IgMt抗体进行检测,检测过程中同样采

用金膜表面巯基(—SH)直接与适配体形成共价键

的连接方式.然而对于石墨烯基的生物传感器,不
同实验室制备的石墨烯参差不齐,不同方式合成的

石墨烯表面带有不同的官能团,修饰方法各异,如:
采用石墨烯基光学传感器检测兔IgG蛋白时,需
对氧化还原石墨烯功能团进行活化处理,然后再与

适配体连接[８];利用石墨烯基光学传感器对特定气

体NO２检测时,需要对石墨烯表面进行特殊的磺基

化处理后才能进行特异性检测[１２].Fe３O４基磁性纳

米颗粒经常被用于分离纯化大分子试剂、药物递送

载体等[１３],由于 Au具有较好的生物相容性能,且
易与巯基结合,因此带有Au核壳结构的Fe３O４ 基

复合纳米颗粒常被用于修饰生物分子,通过外界磁

场的控制,可实现快速生物分子的递送[１４Ｇ１７],如

Guo[１８]将Fe３O４＠Au磁性纳米颗粒用于SPR传感

系统中,实现了样品分子至金膜表面的快速吸附.
本文给出了一种于功能化修饰磁性纳米颗粒的

石墨烯基光学生物传感器,在全内反射条件下,将修

饰有生物探针磁性纳米颗粒,通过磁场控制吸附在

石墨烯基的传感器表面,基于石墨烯偏振选择吸收

特性,实现高灵敏度、特异性的生物小分子的实时检

测,替代了在石墨烯表面直接修饰生物探针的复杂

过程.研究发现,吸附的磁性纳米颗粒相比于传统

SPR传感器的金膜表面具有更大的表面积,由于石

墨烯 基 光 学 生 物 传 感 器 的 纵 向 探 测 深 度 较

大[３,６Ｇ７,１０,１９Ｇ２２],故可进一步提高传感灵敏度,使其更

加适用于低浓度生物小分子的检测.利用上述方法

对小浓度的 OTA的检测结果表明,实现了动态范

围０．０１~５ngmL－１的 OTA实时检测.

２　基于功能化修饰磁性颗粒的折射率
传感

２．１　石墨烯偏振选择吸收特性

石墨烯具有独特的电子结构,其导带和价带在

狄拉克点相遇,因此本征石墨烯在不同频率的入射

光波激发时具有固定的电导率.多层石墨烯可看作

单层石墨烯的动态叠加,则N 层石墨烯的介电常数

σ(N)
g 可表示为

σ(N)
g ＝Nσg, (１)

式中:σg 为单层石墨烯的介电常数;N 为石墨烯的层

数.研究表明,当光波波长为５３２nm时,可以计算出

单层石墨烯的动态介电常数为σg＝６０．８５３－０．０７８i[２０].
基于石墨烯偏振选择吸收特性,构建全内反射

(TIR)条件下含有石墨烯的三明治结构模型,示意

图如图１(a)所示.在光密介质(BK７玻璃基体)与
光疏介质(水)界面加入石墨烯材料,当入射光线以

大于临界角入射时,在界面产生的隐失波沿石墨烯

表面传输,其振幅沿z 轴方向以指数形式衰减.根

据 Maxwell界面传输理论,可以获得TE偏振模式

下的电磁波反射率rs、透射率ts 和吸收率αs,表达

式为

rs＝
n１cosθ１－n２cosθ２－γμ０σ(N)

g

n１cosθ１＋n２cosθ２＋γμ０σ(N)
g

２

ts＝
n２cosθ２
n１cosθ１

２n１cosθ１
n１cosθ１＋n２cosθ２＋γμ０σ(N)

g

２

αs＝１－rs－ts

ì

î

í

ï
ï
ï

ï
ï
ï

,

(２)
式中:μ０ 为真空磁导率;γ 为真空电导率;θ１、θ２ 分

别为光由光密介质入射到光疏介质的入射角和折射

角;n１和n２分别为光密介质和光疏介质的折射率.
本研究采用光密介质为BK７玻璃(n１＝１．５１７),光
疏介质为水(n２＝１．３３３).因为单层石墨烯的厚度

仅为０．３４nm,所以在计算过程中其厚度相对于周

围的电介质可以忽略.
同理,对于TM 偏振模式下的电磁波,反射率

rp、透射率tp 和吸收率αp 可表示为

rp＝
n２cosθ１－n１cosθ２＋γμ０σ(N)

g cosθ２cosθ１
n２cosθ１＋n１cosθ２＋γμ０σ(N)

g cosθ２cosθ１

２

tp＝
n２cosθ２
n１cosθ１

２n１cosθ１
n２cosθ１＋n１cosθ２＋γμ０σ(N)

g cosθ２cosθ１

２

αp＝１－rp－tp

ì

î

í

ï
ï
ï

ï
ï
ï

. (３)
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　　基于上述模型可以测量光疏介质的折射率变

化,实验中采用的入射光的波长为５３２nm,采用化

学沉积法(CVD)制备的石墨烯(层数 N＝１０).理

论模拟得到入射光为不同偏振态时的反射率与入射

角的关系曲线,如图１(b)所示,当入射角大于临界

角时(θ１＝６１．４８°),石墨烯表现出偏振选择吸收特

性,即对TE偏振光的吸收明显高于对TM偏振光

的吸收.基于该特性,可以通过测量TM与TE的

反射率差值来表征光疏介质的折射率变化.从

图１(b)中实线可以看出,在临界角附近时反射率

差值的变化最剧烈,其对光疏介质的折射率变化

也最灵敏.相比于传统的 TIR系统,即无石墨烯

材料(σ(N)
g ＝０),根据(２)式和(３)式,同理可以计算

出不同偏振模式下反射率差值与光疏介质折射率

的关系,如图１(c)中曲线所示.通过对比可以看

出,有石墨烯的情况下反射率差值对光疏介质折

射率变化的敏感性远远大于传统的无石墨烯的

TIR系统.

图１ TIR条件下的石墨烯偏振选择吸收特性.(a)TIR条件下含有石墨烯的三明治结构模型;(b)TIR条件下含有石墨烯时

不同偏振态反射率与入射角的关系;(c)有无石墨烯两种情况下反射率差值与光疏介质折射率的关系

Fig．１PolarizationＧsensitiveabsorptionofgrapheneunderTIRcondition敭 a Sandwichstructuremodelwithgraphene
underTIRcondition  b relationshipbetweenthereflectanceatTE TMpolarizationstatesandtheincidentangle
withgrapheneunderTIRcondition  c relationshipbetweenthereflectancedifferenceandtherefractiveindexofthe
　　　　　　　　　　　　　　opticallythinnermediumwith withoutgraphene

２．２　石墨烯基的光学生物传感器

基于上述原理搭建了石墨烯的光学生物传感

器,其原理如图２所示.在BK７玻璃(n１＝１．５１７)
的直角棱镜表面铺设CVD石墨烯材料,形成传感

芯 片. 在 棱 镜 表 面 制 作 PDMS
(Polydimethylsiloxane)材料的微流腔并与微流泵

连接,充入待测介质.采用功率为２０mW、波长为

５３２nm的固体激光器作为光源,其输出光束经过准

直后,经过１/４波片和１/２波片调制为圆偏振光.
经过分束镜(BS)和反射镜 M１,以大于临界角的

６１．５°入射到棱镜与待测介质的界面,发生全内反

射.出射光经反射镜 M２反射原路返回,经过分束

器的反射,在偏振分光棱镜(PBS)上被分束为 TE
偏振光和 TM 偏振光.通过平衡探测器(型号为

ThorlabsPDB２１０A)采集TE和TM 光强的差值,
其差分结果以电压信号的形式输出.基于上述的石

墨烯偏振选择吸收特性,该光强的差分结果可用于

表征被测介质的折射率的实时变化,折射率测量灵

敏度可达１０－８RIU(RIU为单位折射率)[２１].
利用上述折射率传感器可在分子水平实现特异

图２ 石墨烯基的光学生物传感器光路示意图

Fig．２ SchematicdiagramofgrapheneＧbasedopticalbiosensor

性生物小分子的高灵敏检测.为了克服直接在石墨

烯表面直接修饰生物探针的技术手段不成熟的问

题,本研究采用 Au纳米颗粒包裹四氧化三铁磁性

颗粒(Fe３O４＠Au)作为生物探针载体,其表面的Au
具有较好的生物相容性,常用于修饰生物分子.测

量流程如图３所示:１)将预先修饰生 物 探 针 的

１１１７００１Ｇ３
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Fe３O４＠Au纳米颗粒,注入微流腔;２)在传感芯片

下方固定一个磁块,形成磁场,磁铁两端磁性最强,
磁场强度与离磁铁表面的距离成反比,磁铁对磁性

纳米颗粒的吸引力会阻碍磁性纳米颗粒的热运

动[２３],将磁性纳米颗粒稳定地吸附在传感芯片表

面,其中,磁铁大小为５０mm×５０mm×２５mm,磁
铁与传感芯片的距离为１０mm,传感表面磁场强度

约为８０mT;３)将待测生物小分子注入微流腔;

４)具有特异性的待测生物小分子与修饰在磁性颗粒

表面的生物探针相互作用,引起传感芯片表面折射

率的变化.

２．３　纳米磁性颗粒的功能化修饰

Fe３O４＠Au纳米颗粒(１００nm)的制备是由

Fe３O４ 磁性纳米颗粒(７０nm)修饰聚吡咯,再由Au
纳米颗粒(５nm)包覆[２４],其电镜显微图(TEM)如
图４(a)所示.表面修饰 Au纳米颗粒不仅便于修

饰,还能提高磁性纳米颗粒的分散性,进一步增强光

学传感的表面积,以提供更多的结合位点.采用的

适配体核苷酸序列为５′ＧSHＧGATCGGGTGTGGCＧ
GTAAAGGGAGCATCGGACAＧ３′,通过 Au表面

与巯基修饰的适配体脱氧核糖核酸(DNA)所形成

的Au—S键,在Au颗粒表面捆绑适配体DNA链,
实现Fe３O４＠Au磁性纳米颗粒的功能化修饰,得到

Fe３O４＠AuＧaptamer胶体溶液.利用紫外可见光

谱仪分别测量修饰前后的磁性纳米颗粒胶体溶液的

紫外可见吸收光谱,如图４(b)所示.可以看出,对
于未修饰适配体DNA的溶液,Au纳米颗粒表面的

等离子体共振,会导致其光谱在５２３nm附近存在一

个共振峰.对于修饰有适配体 DNA 的Fe３O４＠
AuＧaptamer溶液,其共振峰位于５２７nm附近,产生

了一个微小的红移,这表明适配体DNA成功修饰

在Fe３O４＠Au纳米颗粒表面.

图３ 功能化修饰的磁性纳米颗粒的折射率传感流程图

Fig．３ Flowchartofrefractiveindexsensingforfunctionalizedmagneticnanoparticles

图４ Fe３O４＠Au磁性纳米颗粒的修饰.(a)Fe３O４＠Au纳米颗粒的TEM图;(b)Fe３O４＠Au纳米颗粒的紫外可见光谱

Fig．４ ModificationofFe３O４＠Aumagneticnanoparticles敭 a TEMimageofFe３O４＠Aunanoparticles 

 b UVＧvisiblespectrumofFe３O４＠Aunanoparticles

３　实验结果与分析

３．１　折射率传感特性分析

首先对搭建的石墨烯基光学生物传感器实验平

台的传感特性进行测量,配制了质量分数分别为

０％、０．００５％、０．０１％、０．０５％、０．１％、０．５％、１％的氯

化钠溶液,溶剂为去离子水,氯化钠溶液的质量分数

与折射率满足

nNaCl＝nwater＋０．００１８５c, (４)
式中:nNaCl为氯化钠溶液的折射率;nwater为去离子水

的折射率;c为氯化钠溶液的质量分数.
该生物传感器的灵敏度S(n)可以表示为

１１１７００１Ｇ４
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S(n)＝
Δu
Δn
, (５)

式中:Δu 为电压变化值;Δn 为微小折射率.实验

中采用配制不同浓度的氯化钠溶液来实现折射率的

微小变化.
分辨率R 可以表示为

R＝
３σ

S(n)
, (６)

式中:σ为多次采样计算得到的标准差.

将不同质量分数的氯化钠溶液依次分别通入微流

腔中,得到实时电压信号与氯化钠溶液折射率的关系

如图５(a)所示,其中采样频率为１０Hz,并计算出系统

的标准差为σ＝０．５６mV,随着氯化钠溶液折射率的增

加,TE/TM强度差分电压响应增大.图５(b)为不同

浓度氯化钠溶液折射率与电压关系,其中质量分数为

０．００５％的氯化钠溶液带来的电压信号响应为０．０２４５V.
未加颗粒的石墨烯光学传感系统的灵敏度和分辨率分

别为２．６５×１０６mV/RIU和６．５７×１０－７RIU.

图５ 不同浓度氯化钠溶液对应折射率的电压响应.(a)实时电压变化;(b)折射率与电压关系

Fig．５ Voltageresponseofrefractiveindexatdifferentsodiumchlorideconcentrations敭

 a RealＧtimevoltagechange  b relationshipofrefractiveindexandvoltage

３．２　Fe３O４＠AuＧaptamer磁性纳米颗粒的吸附

在石墨烯基的光学生物芯片的微流腔中,注入

质量浓度为１mg/mL的Fe３O４＠AuＧaptamer磁性

颗粒悬浮液,首先在不加入磁铁时,静置２２min,测
量传感器输出电压值随时间的变化,其结果如图６
所示,根据图中曲线可以看出,随着时间的变化,传
感器输出电压值几乎没有变化,这表明磁性颗粒以

悬浊液的形式分散在微流腔中,没有吸附在石墨烯

表面.接着,采用磷酸盐缓冲液进行清洗后,重新注

入Fe３O４＠AuＧaptamer磁性颗粒悬浮液,然后加入

磁铁,在传感层表面的磁场强度约为８０mT时,发
现传感器输出电压随时间变化缓慢下降.这表明

Fe３O４＠AuＧaptamer磁性颗粒在磁场的作用下被

缓慢地吸附到石墨烯传感表面,磁性纳米颗粒的介

电常数较大,在吸附石墨烯表面过程中,引起石墨烯

表面折射率的缓慢增加.此外,又对有无添加磁场

时石墨烯传感器表面进行了显微成像,其结果如

图７所示,从图７(b)存在磁场时石墨烯表面显微图

像可以看出,颗粒在磁场的作用下吸附于在石墨烯

表面并形成了自组装长链.对比图７(a)所示的无

磁场情况下的结果,磁性纳米颗粒由于热运动,很难

固定于石墨烯表面.上述实验结果表明,通过磁场

控制能快速有效地将修饰有适配体DNA的磁性颗

粒吸附在石墨烯光学传感表面,该方法代替了在石

墨烯表面直接修饰的复杂工艺,且由于磁性颗粒的

表面积大于传统的平面结构,间接增加了光学传感

的表面积,故可有效提高传感灵敏度.

图６ 磁性纳米颗粒固定的实时电压响应

Fig．６ RealＧtimevoltageresponsewhenmagnetic
nanoparticleswasimmobilizedonthesurfaceofgraphene

３．３　OTA的检测

为了验证所提方法的有效性,对小浓度的OTA
进行检测.OTA是一种对人体健康有害且分子量

只有４０３g/mol的生物小分子,由于其广泛存在于

各种作物和食品中,故实现其高灵敏检测尤为重

要[２５Ｇ２６].本研究配制质量浓度分别为０．０１、０．５、１、

１１１７００１Ｇ５



光　　　学　　　学　　　报

图７ 不同磁场强度下磁性颗粒吸附在石墨烯表面的明场显微图像.(a)０mT;(b)８０mT
Fig．７ BrightＧfieldmicrographofmagneticnanoparticlesadsorbedonthesurfaceofgraphene

underdifferentmagneticfieldintensities敭 a ０mT  b ８０mT

２、５ngmL－１的OTA溶液,采用磷酸盐缓冲液作

为溶剂.在微流腔内充入修饰有适配体 DNA 的

Fe３O４＠AuＧaptamer磁性颗粒,在磁场作用下将其

吸附在石墨烯传感表面.分别将不同浓度的 OTA
样品以２０μLmin－１的速度注入微流腔中,测量传

感器输出电压值随响应时间的变化,实验结果如

图８所示,从图中可以看出,随着时间的推移,传感

器输出的电压值不断减小,表明石墨烯传感器表面

的折射率不断增大.其原因为游离的OTA分子逐

渐与修饰在颗粒表面的生物探针OTA适配体相结

合,将适配体的结构由无规则卷曲结构变为GＧ四重

结构,引起石墨烯表面折射率变大.图９给出了不

同浓度OTA样品与传感器输出电压的关系曲线,
可以看出石墨烯基生物传感器输出的电压信号随着

OTA 分 子 浓 度 增 加 而 增 加,质 量 浓 度 为

５ngmL－１的OTA样品引起电压信号的改变量

为１８mV,最低质量浓度的０．０１ngmL－１的OTA
样品引起电压信号的改变量为５mV,这表明本文

所 提 出 的 方 法 可 实 现 最 小 质 量 浓 度 为

０．０１ngmL－１的探测,目前已报道的OTA光学传

感方式的探测极限为０．０１ngmL－１[２７],该实验结

果与目前已报道的最好探测极限数值相当.
为了验证修饰有适配体DNA的Fe３O４＠AuＧ

aptamer磁性颗粒的特异性,采用黄曲霉毒素 B１
(AflatoxinB１,AFB１)在相同条件下进行了对照实

验.在 微 流 腔 内 分 别 充 入 质 量 浓 度 为

０．０１ngmL－１和２ngmL－１的AFB１ 样品,测量

传感器输出电压值,并将其与充入同样浓度 OTA
样品时的输出电压值进行比较,实验结果如图１０所

示,可以看出,传感器对AFB１样品的响应远远低于

对OTA样品的响应.质量浓度达到２ngmL－１

的AFB１样品引起的电压信号变化与质量浓度仅为

０．０１ngmL－１的 OTA样品带来的电压信号变化

相当.由此可见,在磁性颗粒表面修饰的 OTA适

配体 探 针 具 有 较 好 的 特 异 性,虽 然 对 大 浓 度 的

AFB１对照样品有少许响应,但其数值远远小于同样

浓度OTA样品的响应.

图８ 不同浓度OTA实时电压响应

Fig．８ RealＧtimevoltageresponseofOchratoxinAat
differentconcentrations

图９ 不同浓度OTA与传感器输出电压的关系

Fig．９ Relationshipbetweendifferentconcentrationsof
OchratoxinAandoutputvoltage
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图１０ AFB１ 与OTA电压响应的比较

Fig．１０ ComparisonofvoltageresponseofaflatoxinB１and

ochratoxinA

４　结　　论

研究表明,采用生物相容性好的Fe３O４＠Au纳

米复合材料作为探针适配体的载体,通过控制磁场

使其吸附在石墨烯传感器表面,有效地克服了直接

在石墨烯表面修饰生物探针困难的问题,扩展了石

墨烯基的光学生物传感器的应用范围.利用自行搭

建的基于功能化修饰磁性颗粒的石墨烯基光学生物

传感器,实现了０．０１ngmL－１的超低浓度 OTA
分子的检测,且在０．０１~５ngmL－１浓度范围内具

有良好的响应.与AFB１样品对照实验表明,在磁

性颗粒表面修饰的OTA适配体探针具有较好的特

异性.本文所提出的基于功能化修饰磁性颗粒的石

墨烯基光学生物传感器,作为一种实现特异性生物

小分子的高灵敏检测方法,具有一定的普适性,不仅

可实现本文给出的低浓度 OTA的检测,还可以通

过改变适配体核苷酸的顺序,实现其他毒素小分子

的特异性高灵敏检测,其在食品安全、药物开发与筛

选、细胞检测、免疫识别和遗传分析等领域具有广阔

的应用前景.
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