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基于双通道探针式81°倾斜光纤光栅的
甲胎蛋白免疫检测

吕清明1,
 

罗彬彬1*,
 

杨琪1,
 

张杨1,
 

吴胜昔2,
 

谷志鹏2,
 

石胜辉1,
 

吴德操1,
 

巫涛江3,
 

赵明富1
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;
3重庆能源职业学院,

 

重庆
 

402247

摘要 提出了一种双通道探针式81°倾斜光纤光栅(81°TFG)传感器,并将其用于甲胎蛋白(AFP)的免疫检测研究。

首先,在81°TFG端面镀银膜形成反射式81°TFG,构建由2×2耦合器和两支81°TFG探针组成的双通道传感器。

然后,在栅区表面修饰大尺寸AuNs粒子和GO,并以AFP单克隆抗体为特异性识别单元修饰栅区表面,实现基于

双通道探针式81°TFG局域表面等离子体共振(LSPR)的AFP免疫传感器。最后,在复杂血清环境下完成免疫检

测实验,结果表明,该传感器对AFP抗原质量浓度的检测极限在1~10
 

pg/mL之间,检测的饱和点约为200
 

ng/mL,

灵敏度约为0.155
 

nm/log(mg/mL),对肝癌患者的血清具有良好的特异性响应。相比单通道透射式81°TFG传感

器,该传感器能实现对目标分子阳性和阴性样本的同时对照检测,从而增强临床检测应用中的可靠性,且操作更简

便、应用潜力更大。
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Abstract In
 

this
 

study 
 

a
 

dual-channel
 

probe
 

type
 

81°
 

tilted
 

fiber
 

grating
 

 81°TFG 
 

sensor
 

is
 

proposed
 

and
 

used
 

for
 

the
 

evaluation
 

of
 

alpha-fetoprotein
 

 AFP 
 

immunoassays 
 

First 
 

the
 

end
 

face
 

of
 

81°TFG
 

is
 

plated
 

with
 

a
 

silver
 

film
 

to
 

form
 

the
 

reflective
 

type
 

81°TFG 
 

and
 

a
 

dual-channel
 

sensor
 

is
 

constructed
 

by
 

a
 

2×2
 

coupler
 

and
  

two
 

81°TFG
 

probes 
 

Then 
 

large-size
 

AuNs
 

and
 

GO
 

are
 

modified
 

on
 

the
 

grating
 

surface 
 

and
 

AFP
 

monoclonal
 

antibodies
 

are
 

used
 

as
 

the
 

specific
 

recognition
 

unit
 

to
 

modify
 

the
 

grating
 

surface
 

to
 

achieve
 

a
 

dual-channel
 

probe
 

type
 

81°TFG
 

local
 

surface
 

plasmon
 

resonance
 

 LSPR 
 

AFP
 

immunosensor 
 

Finally 
 

the
 

immune
 

detection
 

experiment
 

is
 

completed
 

in
 

a
 

complex
 

serum
 

environment 
 

The
 

results
 

demonstrated
 

that
 

the
 

detection
 

limit
 

of
  

the
 

sensor
 

for
  

the
 

mass
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concentration
 

of
 

AFP
 

antigen
 

is
 

within
 

the
 

range
 

of
 

1--10
 

pg mL 
 

the
 

detection
 

saturation
 

point
  

and
 

sensitivity
 

are
 

~200
 

ng mL
 

and
 

~0 155
 

nm log mg mL  
 

respectively 
 

it
 

has
 

a
 

satisfactory
 

specific
 

response
 

to
 

the
 

serum
 

of
 

liver
 

cancer
 

patients
 

is
 

observed 
 

Compared
 

with
 

the
 

single-channel
 

transmission
 

type
 

81°TFG
 

sensor 
 

the
 

sensor
 

could
 

simultaneously
 

control
 

the
 

detection
 

of
 

positive
 

and
 

negative
 

samples
 

of
 

the
 

target
 

molecules 
 

therefore 
 

enhancing
 

the
 

reliability
 

in
 

clinical
 

detection
 

applications 
 

and
 

the
 

operation
 

is
 

simpler
 

and
 

the
 

application
 

potential
 

is
 

greater 
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1 引  言

甲胎蛋白(AFP)是与肝癌肿瘤相关的胚胎特

异-球蛋白,也是临床上检测肝癌肿瘤的标志物[1],
其分子量约为70

 

kDa。当患者的肝脏细胞受到刺

激或患有乙型肝炎病毒、丙型肝炎病毒引起的肝硬

化及肝细胞癌时,其肝脏细胞可重新获得合成AFP
的能力,导致体内 AFP呈现高表达,因此,AFP被

广泛应用于原发性肝癌的早期筛查、诊断以及复发

监控、预后检测[2-4]。目前,血清标志物检测方法主

要包括酶联免疫吸附测定(ELISA)法与化学发光免

疫分析法[5]、免疫胶体金技术[6]、蛋白质芯片法[7]

等。但这些纯粹的生化方法存在步骤繁琐、检测灵

敏度不高、仪器设备昂贵等缺点,因此探索高效、可
靠、低成本的检测技术对于肝癌的早期诊断、复发监

控具有重要意义。
光纤生物传感器具有微尺寸、免标记及抗电磁

干扰等优点[8-12],可与各种纳米粒子材料结合构成

极高灵敏度的光纤局域表面等离子体共振(LSPR)
传感器[13-14],也可集成二维材料如GO构成生物亲

和性能良好的传感器[15-17],因此,各种集成GO的光

纤LSPR传感器得到了人们的广泛关注。其中,

Zhou等[18]提出的81°倾斜光纤光栅(81°TFG)是一

种极大角度倾斜光纤光栅,具有高折射率(RI)灵敏

度和极 低 温 度 交 叉 敏 感 性[19-20],可 用 于 制 作 扭

矩[21]、振动[22]、pH 值[23]、液位[24]及生物标记物[25]

等传感器。本课题组研究了用于检测细胞程序性死

亡-配体1(PD-L1)的大尺度AuNs修饰极大倾角光

纤光栅构成的LSPR传感器[26]、用于检测牛血清白

蛋白(BSA)的GO修饰包层腐蚀型81°TFG[27]等单

通道透射型生物传感器。由于待测目标参量种类和

特性的多样化,单通道透射式传感器已无法满足实

际检测的需要。
本文提出了一种基于双通道探针式81°TFG-

LSPR原理的AFP免疫传感器,首先,用两个传感

通道同时修饰AFP单克隆抗体(AFP
 

MAbs)并将

其作为目标分子识别单元;然后,用通道1和通道2
分别对相同质量浓度的BSA溶液和标准AFP抗原

溶液进行检测,一次性完成传感器的特异性对照实

验;最后,同时用两个传感通道分别对健康人体血清

和肝癌患者血清进行免疫分析,以评估该双通道传

感器的临床应用潜力。

2 基本原理和特性

2.1 探针式81°TFG的原理及特性

一般而言,极大倾角光纤光栅的角度为78°~
83°,该范围内传感器的RI灵敏度和温度灵敏度受

包层模谐振阶数的影响较大,受其倾斜角度的影响

较小。为了保证光栅高阶包层模谐振出现在常用的

通信波段(C-L波段),同时能保证获得较高的RI灵

敏度,倾斜角度通常为81°、光栅周期约为32
 

μm,
此时光栅在C-L波段对应的高阶包层模阶数为32
阶[19]。81°倾斜条纹极大增强了光纤的双折射效

应,体现出比小角度TFG更强的偏振相关性,原因

是同一个高阶包层模存在横磁模(TM 模)、横电模

(TE模)简并模[28],其纤芯基模与同向包层模之间

的相位匹配条件可表示为[29]

λ=(neff
co-ni,eff

cl,m)
ΛG(T,ε)
cos

 

θ
, (1)

式中,λ为包层模的谐振波长,neff
co 为纤芯基模的有

效RI,ni,eff
cl,m 为第m 阶包层模式的有效RI,i为TE

模或TM模中的一种,ΛG 为光栅的正常周期,θ 为

光栅的倾斜角度,neff
co、ni,eff

cl,m 和ΛG 为温度T 与应变ε
的函数,ni,eff

cl,m 也是外部RI
 

nSRI的函数。
探针式81°TFG末端的端面镀有高反射率银

膜,大角度倾斜条纹将部分入射线偏振光从纤芯基

模耦合到高阶包层模,包层模的光被端面银膜反射。
根据光路可逆原理可知,其中一部分光被81°TFG
从包层耦合到纤芯中反向传播,如图1(a)所示。由

于探针式81°TFG是在81°TFG栅区端面镀银膜制

成的反射型传感器,端面的银膜对光能量的反射率

不能达到100%,且光在包层中的传输损耗较大,导
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致反射回来的包层模能量损耗较多,其谐振峰相对

于透射式81°TFG的谐振峰整体下移。但两者的偏

振相关特性相似,可通过控制线偏振光的偏振方向

完全激发TM模、TE模或同时激发两个简并模,透
射式81°TFG和探针式81°TFG在C-L波段的偏

振相关光谱分别如图1(b)、图1(c)所示。由于探针

式81°TFG感知外部环境的光程是透射式81°TFG
的两倍,理论上探针式81°TFG比透射式81°TFG
对外界参数特别是环境RI的变化更敏感,灵敏度

更高。

图1 TFG的偏振相关光谱。(a)
 

探针式81°TFG的光路耦合原理;(b)
 

透射式81°TFG;
(c)

 

探针式81°TFG
Fig.

 

1 Polarization
 

correlation
 

spectrum
 

of
 

the
 

TFG 
 

 a 
 

Optical
 

path
 

coupling
 

principle
 

of
 

probe
 

type
 

81°TFG 
 

 b 
 

transmission
 

type
 

81°TFG 
 

 c 
 

probe
 

type
 

81°TFG

2.2 双通道探针式81°TFG传感器系统

双通道探针式81°TFG传感器系统的结构如

图2所示,主要由宽带光源、隔离器(isolator)、起偏

器(polarizer)、偏振控制器(PC)、2×2光耦合器(分
光比为1∶1)、两支探针式81°TFG传感器、光谱分

析仪组成,其中,SMF为单模光纤。由宽带光源

(ASE,工作波长为1250~1650
 

nm)发出的宽带光,

经隔离器、起偏器通过2×2耦合器的两个端口分别

输入两个PC,每个PC独立控制一支81°TFG探针

的偏振态,使两支81°TFG 探针同时完全工作在

TM模状态,两支81°TFG探针末端处的银膜将包

层和纤芯的光反射,包层内的反射光经过栅区再次

耦合进纤芯,与纤芯的反射光一同经过2×2光耦合

器的另一个端口输入光谱分析仪(AQ637D,工作波

图2 实验系统的原理图

Fig.
 

2 Schematic
 

diagram
 

of
 

the
 

experimental
 

system
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长为600~1700
 

nm,分辨率为0.03
 

nm),构成双通

道传感器。其中,隔离器的作用是防止后向散射和

反射光对前向传输光的影响,起偏器的作用是产生

线偏振光,通过PC控制其偏振态。

2.3 双通道探针式81°TFG的制作与特性分析

选取两支81°TFG,其周期约为32
 

μm,栅区长

度约为1.2
 

cm。首先用光纤切割刀在距离81°TFG
栅区末端1

 

cm处切割出平整的端面,然后在探针末

端端面镀一层银膜,形成反射镜结构,以减少反射光

谱的损耗,保证传感器的光谱稳定性。采用还原法在

端面镀银膜,具体操作:首先取640
 

μL新制备的硝酸

银溶液和440
 

μL氢氧化钾溶液在试管中摇匀混合,
产生棕色沉淀;然后加入少量氨水并搅拌致沉淀溶

解,产生银氨离子[Ag(NH3)2]+,并加入64
 

μL右旋

葡萄糖溶液;最后将两支81°TFG端面插入试管,浸
没在溶液中,并将试管放置在50~70

 

℃水浴加热

40
 

s,取出光栅并在空气中干燥后,可在81°TFG末

端的端面沉积一层银膜制成探针式结构81°TFG。

  采用独立的PC使两支81°TFG探针同时完全激

发为TM模式。首先,将探针式81°TFG2的栅区置

于RI为1.3749的NaCl溶液中,将探针式81°TFG1
栅区依次置于RI为1.3331~1.3794的NaCl溶液

中进行RI灵敏度标定;然后,采用相同的方法对探

针式81°TFG2进行 RI灵敏度标定。图3(a)和
图3(b)分别为探针式81°TFG1和探针式81°TFG2
栅区置于不同RI

 

NaCl溶液的光谱变化情况。可以

发现,固定双通道传感器的一个通道,将另一个通道

置于不同RI溶液中时,固定通道的光谱几乎不受

另一个通道RI变化的影响,而置于不同RI溶液的

通道对应的光谱会随外界环境RI的变化而变化,
两个通道相互独立且几乎不相互影响,这验证了双

通道探针式81°TFG生物传感器的可行性,在其表

面修饰不同生物分子识别单元时,该传感器具有同

时检测两种不同目标生物分子的能力。

图3 双通道探针式81°TFG传感器的RI灵敏度标定。(a)
 

探针式81°TFG1;
 

(b)
 

探针式81°TFG2
Fig.

 

3 RI
 

sensitivity
 

calibration
 

of
 

the
  

dual-channel
 

probe
 

type
 

81°TFG
 

sensor 
 

 a 
 

Probe
 

type
 

81°TFG1 
 

 b 
 

probe
 

type
 

81°TFG2

2.4 双通道探针式81°TFG-LSPR免疫传感器的制作

大尺度AuNs由金壳包裹的球型二氧化硅
 

(直
径约 为160

 

nm,吸 收 峰 约 为820
 

nm)
 

组 成,其
LSPR有效共振吸收范围覆盖可见光到近红外波段

(400~1600
 

nm)[30],覆盖了81°TFG在C-L波段的

谐振峰。但金具有的疏水性,限制了其在生物传感

应用中对生物蛋白分子的吸附能力。而GO富含各

种含氧基团,具有远高于其他纳米粒子载体的固载

率和亲水性,容易通过共价偶联方式与蛋白质结

合[31]。因此,实验中的免疫传感器用大尺寸 AuNs
作为LSPR的载体,用GO改善81°TFG-LSPR传

感器的疏水特性,以增强传感器对生物分子蛋白的

吸附能力。
单个探针式81°TFG-LSPR传感器的制作与文

献[26]中的方法一致,其表面的生物功能化采用

AFP
 

MAbs,整个免疫传感器表面的修饰过程如

图4所示。具体步骤:1)用1000
 

μL质量浓度为

8
 

mg/mL的 NaOH 溶 液 激 活 光 纤 表 面 的 羟 基

( OH),羟 基 化 的 栅 区 浸 没 在 硅 烷 偶 联 剂

MPTMS溶液(100
 

μL的 MPTMS与9900
 

μL的冰

乙酸配制,体积分数为1%),在65
 

℃环境下静置

8
 

min,在光纤表面引入巯基( SH);2)将离心处理

后的大尺寸AuNs修饰于光栅表面,避光反应8
 

h,

AuNs以共价键方式结合到光栅表面,制成81°TFG-
LSPR传 感 器;3)用 GO 分 散 液 (质 量 浓 度 为

2
 

mg/mL,400
 

μL)孵化81°TFG-LSPR传感器6
 

h,
在光栅表面沉积GO膜;4)用1-(3-二甲氨基丙基)-
3-乙基碳二亚胺盐酸盐(EDC)/N-羟基琥珀酰亚胺
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(NHS)配置的溶液活化GO表面的羧基( COOH);

5)将两根处理好的光栅浸入200
 

μL的AFP
 

MAbs
溶液(100

 

μL质量浓度为1.6
 

mg/mL的AFP
 

MAbs
和100

 

μL质量浓度为0.8
 

mg/mL的PBS)孵化

1
 

h,使AFP
 

MAbs通过共价键结合在 GO 表面;

6)将传感器浸入200
 

μL的脱脂奶粉(SMPSF)封闭液

中1
 

h,封闭GO表面未结合AFP
 

MAbs的剩余羧

基位点。构成双通道传感器的两支探针式81°TFG
同时采用上述表面修饰及生物功能化方法,整个过

程在恒温干燥箱中进行,目的是在其表面固定AFP
 

MAbs单克隆抗体作为生物识别单元,增强传感器

灵敏度并使其具有对AFP抗原的高度特异性。

图4 探针式81°TFG-LSPR的表面修饰以及生物功能化过程

Fig.
 

4 Surface
 

modification
 

and
 

biofunctionalization
 

process
 

of
 

the
 

probe
 

type
 

81°TFG-LSPR

  用图2及2.3节的标定方法在两支探针式

81°TFG表面修饰AuNs及GO前后进行RI灵敏度标

定,如图5所示。探针式81°TFG1和81°TFG2在修饰

AuNs及GO后的RI灵敏度分别为169.14
 

nm/RIU
(RIU为单位RI)和175.50

 

nm/RIU,相比修饰前,
分别提高了约10.44%、10.19%。值得一提的是,
在生物传感应用中,GO的表面和边缘众多的含氧

基团极大增加了光栅表面与生物分子的结合位点,
为后续提高特异性抗原的检测灵敏度起到了关键性

作用[16]。

图5 探针式81°TFG修饰前后的RI灵敏度

Fig.
 

5 RI
 

sensitivity
 

of
 

probe
 

type
 

81°TFG
 

before
 

and
 

after
 

modification

3 实验与讨论

3.1 探针式81°TFG表面的修饰效果

利用场发射扫描电子显微镜(FESEM,ZEISS
 

SIGMA
 

HD)对81°TFG表面修饰AuNs及GO后

的形貌进行表征,结果如图6所示。图6(a)为光纤

表面只修饰 AuNs时的FESEM 图像,可以发现,

81°TFG表面AuNs有少量团聚现象;图6(b)为光

纤表面修饰 AuNs及GO后的FESEM 图像,可以

发现,AuNs氨基化导致部分AuNs脱落,但改善了

光纤表面的AuNs团聚现象,且 AuNs以及光纤表

面包裹着一层致密的GO薄膜。

  对探针式81°TFG表面修饰 AuNs和 GO后

的元素成分进行了能谱分析,结果如图7所示,其
中,cps为每秒计数值,对应的光栅表面元素成分

如表1所示。可以发现,C、O、Si、Au元素含量的

质量 分 数 分 别 为20.44%、51.05%、20.70%和

7.81%。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,Au元素则来自光纤表面的 AuNs,这表明本修

饰方法能够有效地将 AuNs及 GO修饰在光栅表

面上。
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图6 探针式81°TFG的FESEM图像.
 

(a)修饰AuNs;(b)修饰AuNs与GO
Fig.

 

6 FESEM
 

images
 

of
 

the
 

probe
 

type
 

81°TFG 
 

 a 
 

Modified
 

with
 

AuNs 
 

 b 
 

modified
 

with
 

AuNs
 

and
 

GO

图7 探针式81°TFG表面修饰AuNs及GO后的能谱图

Fig.
 

7 Energy
 

spectrum
 

of
 

the
 

probe
 

type
 

81°TFG
 

surface
 

modified
 

with
 

AuNs
 

and
 

GO

表1 探针式81°TFG表面修饰AuNs和GO后的

元素质量分数

Table
 

1 Elemental
 

mass
 

fractions
 

of
 

AuNs
 

and
 

GO
 

after
 

   surface
 

modification
 

of
 

probe
 

type
 

81°TFG unit 
 

%

Chemical
 

element Mass
 

fraction Atomic
 

percentage

C 20.44 30.02

O 51.05 56.28

Si 20.70 13.00

Au 7.81 0.70

Amount 100 100

3.2 AFP检测的性能及对照实验

用PBS配置相同质量浓度的BSA溶液和标准

AFP抗原溶液,质量浓度从低到高依次为1,10,

100,500
 

pg/mL和1,10,100,200,500
 

ng/mL。用

图2中的实验系统,同时在通道1和通道2分别加

入相同质量浓度的BSA溶液(200
 

μL)和标准AFP
抗原溶液(200

 

μL)浸没探针式81°TFG-LSPR传感

器栅 区,并 用 光 谱 仪 记 录 光 谱 的 动 态 变 化 过 程

(1
 

min记录一次)。当光谱趋于稳定后(15
 

min
后),用PBS冲洗两个通道中的探针式81°TFG,并
将其置于空白PBS中。考虑到光谱仪的稳定性和

外界环境的微小变化对传感器光谱的干扰,连续记

录5组传感器在PBS中的光谱后取平均值作为对

应质量浓度等级的最终响应光谱,找出对应质量浓

度的谐振波长,然后以表面修饰后的传感器在PBS
中的谐振波长为基点,计算对应质量浓度的波长红

移量。
图8(a)和图8(b)分别为检测过程中双通道探

针式81°TFG1的光谱变化和谐振波长红移量随时

间的变化。从图8(a)可以发现,对于通道1,随着

BSA质量浓度的增加,双通道探针式81°TFG2的

谐振波长几乎没有变化,这表明其表面修饰的AFP
 

MAbs没有和BSA分子发生特异性结合;相反,随
AFP抗原溶液质量浓度的增加,探针式81°TFG2
的谐振波长发生了明显红移,当AFP抗原溶液的质

量浓度分别为1
 

pg/mL和10
 

pg/mL时,对应谐振

波长分别发生了0.055
 

nm和0.155
 

nm的红移,这表

明双通道传感器对 AFP抗原的检测极限在1~
10

 

pg/mL之间;此外,当 AFP抗原溶液的质量浓

度分别为200
 

ng/mL和500
 

ng/mL时,红移量分别

为0.855
 

nm和0.880
 

nm,波长红移量变化趋于平

稳。原因是随着AFP抗原溶液质量浓度的增加,光
栅表 面 能 和 AFP抗 原 发 生 特 异 性 结 合 的 AFP

 

MAbs位点逐步减少,其对AFP抗原检测的饱和点
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约为200
 

ng/mL。值得一提的是,图8(b)在不同质

量浓度溶液的检测过程中,通道1对应的谐振波长

出现小幅波动,这是由光谱仪的稳定性以及外界环

境的微小变化引起的;而通道2对应的谐振波长出

现明显的波动,原因是除光谱仪的稳定性和外界环

境的微小变化引起的波动外,传感器表面还存在

AFP
 

MAbs与 AFP抗原之间结合和解离的动态

过程。

图8 双通道免疫传感器的AFP抗原检测对照实验。(a)光谱随质量浓度的变化曲线;
(b)谐振波长漂移量随时间的变化曲线

Fig.
 

8 AFP
 

antigen
 

detection
 

control
 

experiment
 

of
 

dual-channel
 

sensor 
 

 a 
 

Change
 

curve
 

of
 

the
 

spectrum
 

with
 

mass
 

concentration 
 

 b 
 

change
 

curve
 

of
 

the
 

resonance
 

wavelength
 

shift
 

with
 

time

  图9为图8中对应的两个通道谐振波长红移量

与BSA溶液及AFP抗原溶液质量浓度对数之间的

关系。可以发现,通道1对应的谐振波长红移量随

BSA溶液质量浓度对数的增加没有发生明显变

化,而通道2谐振波长红移量y 与 AFP抗原溶液

浓度对数x 呈较好的线性关系,可通过线性拟合

表示为

y=0.155x+2.196。 (2)

  由(2)式可知,传感器对AFP抗原的特异性检

测灵敏度约为0.155
 

nm/log(mg/mL)。

图9 谐振波长红移量随抗原溶液质量浓度的变化曲线

Fig.
 

9 Change
 

curve
 

of
 

resonant
 

wave
 

long
 

red
 

shift
 

with
 

anti-primary
 

solution
 

quality
 

concentration

3.3 AFP血清免疫检测实验

为了评估该双通道探针式81°TFG-LSPR传感

器在复杂血清环境下的临床检测能力,用质量浓度

为20%的HF溶液对两根81°TFG探针轻微腐蚀以

去除光纤表面所有的涂覆层,并用与上文相同的方

法对两根81°TFG探针进行表面修饰和生物功能

化。由于健康人体血清中 AFP的质量浓度为0~
7

 

ng/mL[32],肝癌晚期患者的血清中 AFP质量浓

度可达到100~1000
 

ng/mL[33],制作的双通道生物

传感器对 AFP抗原质量浓度检测的饱和点约为

200
 

ng/mL,综合考虑后,实验中用PBS将肝癌患

者血清与健康人体血清稀释10倍。将稀释后健康

人体血清、肝癌患者血清分别分为A、B、C、D、E、F
六组,并用通道1和通道2进行检测。取A组的健

康人体血清和肝癌患者血清200
 

μL分别同时浸泡

通道1和通道2,每1
 

min记录一次光谱数据,待光

谱稳定后(15
 

min)用PBS充分清洗两个通道,并记

录传感器在空白PBS中的谐振波长,用相同的方法

完成B~F组血清样本的检测。由于附着在光纤表

面血清中的其他血浆蛋白、脂肪、碳水化合物、无机

物等无法与光纤表面的AFP
 

MAbs发生特异性结

合,基本上被PBS从光纤表面冲洗掉,因此可忽略

血清背景对传感器谐振波长的干扰,认为谐振波长

的漂移量主要由血清中AFP分子与AFP
 

MAbs特

异性结合引起的。
健康人体血清和肝癌患者血清都含有其他杂质

分子,区别在于肝癌患者血清中的AFP分子含量远

高于健康人体血清。图10(a)和图10(b)分别为双

通道传感器对不同血清免疫检测过程中的光谱变化
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及谐振波长红移量随时间的变化情况。从图10(b)
可以发现,通道1检测健康人体血清的谐振波长红

移量约为0.20
 

nm,而通道2检测肝癌患者血清的谐

振波长红移量约为0.75
 

nm。参考3.2节图8(b)对
标准AFP抗原溶液的检测结果,当AFP抗原溶液

的质量浓度分别为100
 

pg/mL和100
 

ng/mL时,

通道2对应的谐振波长红移量分别为0.215
 

nm、

0.795
 

nm,这表明本次测试的健康人体血清中含有

少量AFP且稀释10倍后AFP的质量浓度略大于

100
 

pg/mL,而稀释10倍后的肝癌患者血清中AFP
的质量浓度为100

 

ng/mL,约为健康血清中APF质

量浓度的1000倍,与理论预期结果一致。

图10 双通道生物传感器临床性实验光谱及谐振波长变化。(a)光谱的变化曲线;(b)波长的变化曲线

Fig.
 

10 Clinical
 

experiment
 

spectrum
 

and
 

resonance
 

wavelength
 

changes
 

of
 

dual-channel
 

biosensor 
 

 a 
 

Change
 

curve
 

of
 

the
 

spectrum 
 

 b 
 

change
 

curve
 

of
 

the
 

wavelength

4 结  论

提出了一种集成GO的双通道探针式81°TFG-
LSPR的AFP免疫传感器,分析了该双通道传感器

的光谱特性和传感特性,并用不同质量浓度的BSA
和标准AFP抗原溶液进行检测实验。结果表明,该
传感器的两个通道相互独立,互不影响;且传感器能

实现对AFP抗原的特异性检测,对AFP的检测极

限在1~10
 

pg/mL之间,检测范围为1
 

pg/mL~
200

 

ng/mL,在该范围内对AFP抗原的检测灵敏度

约为0.155
 

nm/log(mg/mL)。最后,用该双通道传

感器的通道1和通道2分别同时检测六组健康人体

血清和肝癌患者血清,结果表明,该双通道探针式

81°TFG-LSPR免疫传感器具有检测速度快、操作简

单的优点,且可实现对目标生物分子阳性和阴性样

本的同时检测,在临床检测领域有较大的应用潜力。
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