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摘要 H9N2亚型禽流感病毒(AIV)虽为低致病性AIV,但严重危害养禽业的健康发展和公共卫生系统。快速有

效的检测方法有利于病毒的早期诊断、预防及控制。提出一种高特异性、低检测极限(LOD)的纳米二氧化钛

(nano-TiO2)粒子修饰双峰谐振长周期光纤光栅(DR-LPFG)的检测 H9N2
 

AIV的光学生物传感器。利用改性

nano-TiO2 粒子修饰DR-LPFG,再将抗 H9N2单克隆抗体分子(anti-H9N2
 

MAbs)与TiO2 表面羧基以共价键结

合,固定于光栅表面制得生物传感器。该传感器机理在于测量固定在DR-LPFG表面的anti-H9N2
 

MAbs与H9N2
 

AIV抗原的特异性结合引起光栅双峰谐振波长间距(Δλ)的变化。实验结果表明:在折射率为1.3320~1.3760时,

nano-TiO2 修饰DR-LPFG的Δλ灵敏度为~1063.44
 

nm/RIU(RIU为折射率单位)。该生物传感器对 H9N2
 

AIV
的LOD为~2.7

 

ng/mL,相较采用Eudragit
 

L100共聚物修饰DR-LPFG的生物传感器的LOD,提高了约96.1%,

检测饱和浓度为50
 

μg/mL,对 H9N2
 

AIV的亲和系数为~3.57×108
 

mol-1·L,对 H9N2
 

AIV具有高特异性,且
能实现快速检测,在临床诊断、药物分析等生物医学领域有较大应用潜力。
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Abstract H9N2
 

subtype
 

avian
 

influenza
 

virus
 

 AIV 
 

is
 

a
 

low-pathogenicity
 

AIV
 

that
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threatens
 

the
 

healthy
 

development
 

of
 

the
 

poultry
 

industry
 

and
 

public
 

health
 

systems 
 

By
 

developing
 

rapid 
 

sensitive 
 

and
 

accurate
 

methods
 

suitable
 

for
 

field
 

detection
 

of
 

H9N2
 

AIV 
 

we
 

could
 

efficiently
 

control
 

the
 

viral
 

infection
 

and
 

its
 

spread
 

over
 

time 
 

This
 

study
 

proposes
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novel
 

biosensor
 

with
 

high
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and
 

a
 

low
 

limit
 

of
 

detection
 

 LOD 
 

for
 

H9N2
 

AIV
 

detection 
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 DR-LPFG 
 

modified
 

with
 

TiO2 

nanoparticles
 

 nano-TiO2  
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TiO2 surface
 

carboxyl
 

groups
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the
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of
 

the
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thus
 

preparing
 

the
 

biosensor 
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the
 

dual-resonance
 

wavelength
 

spacing
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caused
 

by
 

the
 

specific
 

interaction
 

between
 

the
 

fixed
 

anti-H9N2
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the
 

surface
 

of
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and
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AIV
 

antigen 
 

In
 

experimental
 

tests 
 

the
 

Δλ
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sensitivity
 

of
 

the
 

nano-TiO2 coated
 

DR-LPFG
 

sensor
 

is
 

about
 

1063 44
 

nm RIU
 

 where
 

RIU
 

is
 

the
 

refractive
 

index
 

unit 
 

in
 

the
 

refractive
 

index
 

range
 

1 3320--1 3760 
 

The
 

LOD
 

of
 

the
 

proposed
 

biosensor
 

for
 

H9N2
 

AIV
 

is
 

~2 7
 

ng mL 
 

96 1%
 

greater
 

than
 

that
 

of
 

a
 

DR-LPFG-based
 

biosensor
 

modified
 

with
 

Eudragit
 

L100
 

copolymer 
 

The
 

biosensor
 

saturates
 

at
 

50
 

μg mL 
 

and
 

its
 

affinity
 

coefficient
 

to
 

H9N2
 

AIV
 

is
 

~3 57×108
 

mol-1·L 
 

The
 

biosensor
 

also
 

shows
 

a
 

high
 

specificity
 

and
 

a
 

rapid
 

detection
 

for
 

H9N2
 

AIV 
 

affirming
 

its
 

high
 

application
 

potential
 

in
 

biomedical
 

fields
 

such
 

as
 

clinical
 

diagnosis
 

and
 

drug
 

analysis 
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1 引  言

H9N2亚型禽流感病毒(AIV)最早于1966年

在美国火鸡中分离得到[1],自1994年起在中国养禽

场出现[2]。AIV易与其他病毒发生频繁重组,可导

致家禽业的高死亡率和经济的巨大损失。目前,用
于AIV检测的最经典方法是病毒的分离和鉴定

法[3],然而该方法程序复杂、耗时较长(通常为数天

到数周)、操作繁琐,不能满足快速检测的要求。另

一种为传统血清学检测法,包括酶联免疫吸附试验

法(ELISA)[4]、间接血凝试验法[3]和琼脂扩散法[5]

等。其中,ELISA具有灵敏性高、通用性和可自动

检测等优点,但是需要加入酶对抗体/抗原标记,且
易出现漏检和假阳性。间接血凝试验法检测敏感性

高、特异性强、操作简便,但红细胞凝集易受多种因

素影响,同时标本中杂质、细菌污染和类属抗原等又

常引起非特异性凝集反应。琼脂扩散法虽操作简

单,但敏感性较差,易受反应浓度和时间的影响,出
现一定的错误。此外,分子生物检测方法如聚合酶

链反应分析[6]、环介导等温扩增(LAMP)技术[7]和

DNA微阵列分析[8]被用于检测流感病毒。但这些

方法或特异性差,或敏感性低,或因非特异性扩增出

现假阳性结果,或需要专业技术人员操作复杂精密

仪器设备,检测时间较长,难以实现对AIV的快速、
准确检测。因此,研究适用于 H9N2

 

AIV的简单、
快速和准确的检测方法有利于降低经济损失和人类

感染,对有效控制病毒感染及扩散具有重要的意义。
与上述技术方法相比,基于长周期光纤光栅

(LPFG)的传感器具有灵敏度高、实时监测、环境适

应性强等优异特性,在折射率(RI)[9]、温度及应

变[10]、扭转[11]、模式转换[12]及生化检测[13-17]等领域

得到了广泛研究。对于普通LPFG,当光栅周期较

小(100
 

μm)时,纤芯基模与高阶包层模发生耦合,
在传输谱中出现双谐振峰现象[18]。由于双谐振峰

随外界RI的变化向相反方向发生漂移[19],成倍地

增大了LPFG对RI的响应,因此这种双峰谐振光

栅(DR-LPFG)具有比普通LPFG更高的 RI灵敏

度,在 生 物 化 学 传 感 方 面 成 为 研 究 热 点[20-23]。

Topliss等[20]使用杯芳烃作为功能材料,利用DR-
LPFG实现对芳族化合物甲苯和苯的监测,实验测

得对甲苯的探测灵敏度为231×10-6。Smietana
等[21]使用 T4噬菌体作为识别分子,将其固定于

DR-LPFG表面检测大肠杆菌细菌。噬菌体与细菌

的相互结合使得光栅谐振波长红移了1.3
 

nm。

Janczuk-Richter等[22]将3-(三乙氧基甲硅烷基)丙
基琥珀酸酐与抗 T7抗体以共价键结合并修饰于

DR-LPFG表面,制作了生物传感器。利用抗体与

抗原的特异性结合,在T7噬菌体浓度(每毫升试样

中 所 含 有 的 噬 菌 体 数,PFU/mL)为 5 ×
103

 

PFU/mL到5×109
 

PFU/mL范围内,该传感

器的 检 测 极 限 (LOD)低 于 5×103
 

PFU/mL。

Marques等[23]用硅核-金壳纳米颗粒涂层修饰DR-
LPFG,对生物素检的LOD为19

 

pg/mm2。另一方

面,二维纳米材料具有出众的光学和化学等特性,已
成为国内外学者的研究热点[24]。在光栅表面涂覆

比包层RI高的二维纳米材料,其透射光谱对涂层

材料的光学性质表现出很强的敏感性[25]。众所周

知,金属氧化物在化学吸附时会发生物理性质的变

化,从而使其成为化学和生物化学传感应用的解决

方案[25]。其中,二氧化钛(TiO2)具有无毒、高RI、
化学稳定性和生物相容性好等特性,适用于光学生

物传感。研究已经证明,TiO2 的表面可以对特定分

子表面进行生物功能化修饰,这些分子通过静电作

用[26]或化学作用[27]与TiO2 结合。Francesco等[28]

使用溶胶-凝胶法把TiO2 薄膜涂覆于LPFG表面,

检测抗IgG 抗体,其 LOD 可达g·L-1 数量级

(10-11
 

mol/L)。Coelho等[29]对涂有TiO2 薄膜材

料的LPFG与光纤表面等离子体共振(SPR)构成的

传感器进行了比较研究,在10至100
 

nmol/L范围

内,光 纤 SPR 传 感 器 对 凝 血 酶 浓 度 的 LOD 为

10
 

nmol/L。
在之前研究中,本课题组报道了基于光纤光栅
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的生物传感器[30-31],但传感器的LOD太低。基于

此,本文提出一种用于 H9N2
 

AIV 检测的nano-
TiO2 粒子集成 DR-LPFG的无标记生物传感器。
首先,将改性nano-TiO2 粒子表面的羧基与经过硅

烷化处理的DR-LPFG以共价键结合方式固定于光

栅表面,使用场发射扫描电子显微镜对其表面形貌

进行表征,并对RI灵敏度进行分析;接着,在DR-
LPFG表面固定作为生物识别分子的抗H9N2单克

隆抗体分子(anti-H9N2
 

MAbs),构成无标识生物

传感器,对H9N2
 

AIV抗原分子进行检测;最后,对
新城疫病毒(NDV)尿囊液进行检测,评估其特异性

性能。

2 DR-LPFG传感原理

LPFG的独特特性在于其与其他光纤光栅相比

具有对外部环境RI变化更高的灵敏度。然而,当
光栅表面的生物膜RI变化非常小时,必须使其灵

敏度最大化。通常,这种灵敏度被定义为外部环境

RI变化所引起的特定包层模谐振波长的变化。对

于普通单模LPFG,当满足相位匹配条件[32]时,周
期性的RI调制使得纤芯基模部分能量耦合到同向

传输的高阶包层模中。相位匹配条件为

βco(λres)-βm
cl(λres)=

2π
Λ
, (1)

式中:βco、βm
cl 分别为纤芯基模和包层模的传播常数,

βco=nco2π/λ,βm
cl=ncl2π/λ;Λ 为光栅周期。LPFG

谐振波长[32]可表示为

λm
res=(Nco-Nm

cl)Λ, (2)
式中:纤芯基模的有效折射率为 Nco=βco/k0;第m
次包层模的有效折射率为Nm

cl=βm
cl/k0。Nm

cl 依赖于

光栅周围介质折射率(nsur),这种关系使LPFG可

应用于传感领域。
当生物识别物(例如蛋白质、DNA和抗体)作为

传感层沉积在LPFG表面区域上时,与所研究分析

物的相互作用会引起 Nm
cl 的改变,导致其谐振波长

迁移。此时,LPFG谐振波长的漂移[19,21,33]可以表

示为

dλm
res

dnsur
=-λm

res·
dλm

res

dΛ
·

u2
m(λm

res)3nsur

8πr3clncl(Nco-Nm
cl)2(n2

cl-n2
sur)

3
2

, (3)

式中:um 是第一类零阶贝塞尔函数的第m 个根;rco
和rcl分别为LPFG纤芯和包层半径。dλm

res/dΛ 对

于高阶包层模式来说是非线性变化的,在特定波长

处显示为一个转折点。转折点两侧对应两个离散波

长,因此在光栅传输谱中出现双谐振峰现象[18],表
明纤芯基模的能量在两个离散波长处耦合到相同的

包层模中。其中,短波长处谐振波长对应左谐振峰

λL,长波长处谐振波长对应右谐振峰λR。

DR-LPFG作为一类特殊的光纤光栅,优点是

双谐振波长λL 和λR 同时随外界环境的变化(如包

层周围介质RI、光栅表面发生的生物化学反应或生

物分子的结合等)向相反的方向漂移。因此,光栅左

右谐振峰波长λL 和λR 同时变化,即Δλ=Δ(λR-
λL)=ΔλR+ΔλL,这意味着DR-LPFG用作传感器

时灵敏度加倍。Δλ强烈依赖于光纤参数(纤芯和包

层RI及RI分布函数等)、光栅周期和曝光量等参

数的微小变化[34]。需要注意的是,包层模的倏逝场

扩展到光纤包层区域之外,与所研究生物分析物

(H9N2
 

AIV抗原分子)相互作用时,结果表现为光

栅λL 和λR 同时漂移。因此,将DR-LPFG传感器

的灵敏度定义为与外界微扰有关的两个谐振波长间

距的变化更为合理,即S=(ΔλR+ΔλL)/Δn,Δn 为

外 界 环 境 RI 的 变 化。显 然,在 转 折 点 处,

dλm
res/dΛ →�时,Δλ 达到最大值,DR-LPFG对外

部环境的变化非常敏感,因此可应用于生物及生化

传感等领域[20-23]。

3 材料和方法

3.1 试剂与材料

实验所使用试剂均为分析纯,工作溶液均采用

灭菌的去离子水进行制备。锐钛矿型纳米二氧化钛

颗 粒 (nano-TiO2,粒 径 为 5~10
 

nm,纯 度 为

99.8%)购自上海阿拉丁生化科技有限公司;卡波姆

940/聚丙烯酸(PAA)购自北京索莱宝科技有限公

司;N-羟基琥珀酰亚胺(NHS,纯度为99%)和1-(3-
二甲基氨基丙基)-3-乙基碳二亚胺(EDC,纯度为

99%)均购自Sigma-Aldrich中国公司;磷酸盐缓冲

液(PBS,浓度为0.01
 

mol/L,pH为7.4)购自武汉

博士德生物技术有限公司;4-吗啉乙烷-磺酸水合物

缓冲液(MES,浓度为0.1
 

mol/L,pH 为6.0)购自

上海通用化学试剂厂;三羟甲基氨基甲烷(Tris)和
吐温(Tween)购自美国GEN-View公司,自制脱脂

奶粉封闭液(SMPSF)由脱脂奶粉、Tween和三乙醇

胺缓冲盐水(TBS,浓度为0.1
 

mol/L,pH为7.4)按
一定比例混合而成;新城疫病毒株(NDV-AV29)购
自中国兽医药品监察所。H9N2亚型禽流感标准病

毒由重庆市动物疫病预防控制中心馈赠,实验所用

0106001-3



研究论文 第42卷
 

第1期/2022年1月/光学学报

H9N2
 

AIV抗原、H9N2
 

MAbs均由重庆理工大学

药学与生物工程学院制作并纯化。

3.2 nano-TiO2 集成 DR-LPFG 传感器及其形貌

表征

实验所使用的 DR-LPFG 采用逐点法制作而

成。为了增强光纤光敏性,首先将掺锗石英单模光

纤(芯径为8.2
 

μm,包层直径为125.0
 

μm)放置在

温度为100
 

℃的高压(压强为10.34
 

MPa)氢气环境

中约48
 

h使其载氢。波长为248
 

nm 的高频 KrF
准分子激光器发出的脉冲激光经过柱面镜聚焦,以
增加曝光激光能量密度,进一步照射至相位掩模板

对光敏光纤进行扫描曝光。为保证所制备的DR-
LPFG的 谐 振 波 长 位 于 通 信 波 段 范 围(1250~
1650

 

nm)内,同时结合耦合模理论的仿真结果[19],
得到光栅周期约为136

 

μm,长度为~19
 

mm。最

后,将光栅放置于80
 

℃的恒温箱中退火约24
 

h,保
证所制作的光栅具有稳定的光谱特性。

在体积为10
 

mL纯净水中加入质量为0.02
 

g

的锐钛矿型nano-TiO2 颗粒,经过频率为40
 

kHz
的超声处理10

 

min后,得到nano-TiO2 分散液;接
着,按照体积比1∶1将其与PAA溶液(质量浓度为

1
 

mg/mL)混合,再次超声(60
 

℃)4
 

h后得到改性

nano-TiO2 溶液;然后,使用稀硝酸溶液(HNO3,体
积分数为5%)浸泡栅区~1

 

h,再用无水乙醇和去

离子水反复冲洗栅区后,将其置于40
 

℃的恒温箱

内;同时,采用移液枪将NaOH溶液(纯度为99%,
浓度为0.2

 

mol/L)侵 没 放 置 于 载 玻 片 上 光 栅

3.5
 

h,继续于室温下浸泡0.5
 

h后,使用超纯水反

复冲洗光栅并在对流烘干机中(50
 

℃)烘干;烘干后

的光栅浸泡于质量分数为5%的 APTES(纯度为

99%)溶液中1
 

h,使其表面富含氨基官能团,再次

用无水乙醇和去离子水冲洗多次并烘干;最后,取所

制备的改性nano-TiO2 混合溶液浸泡光栅12
 

h,

PAA富含的羧基官能团与光栅表面的氨基通过共

价键方式牢固地结合在一起,得到nano-TiO2 集成

DR-LPFG传感器。具体过程如图1所示。

图1 nano-TiO2 集成DR-LPFG表面过程示意图

Fig 
 

1 Schematic
 

diagram
 

of
 

DR-LPFG
 

modified
 

with
 

nano-TiO2 particles

  利用场发射扫描电子显微镜(FESEM)对nano-
TiO2 集成DR-LPFG的表面形貌进行表征,结果如

图2所示。由图2可见,改性nano-TiO2 粒子较好

地沉积于光栅表面,这是因为TiO2 中Ti—O键的

极性较大,其表面水分子发生水解,提高了TiO2 分

散性能和表面规整性。此外,从图2(b)可以清楚看

出,光栅表面也存在一定的团聚现象,这是由于

nano-TiO2 粒 子 间 的 静 电 力 和 范 德 瓦 耳 斯 力 的

存在。

3.3 DR-LPFG传感器表面生物功能化

为了使所制备的nano-TiO2 集成DR-LPFG传

感器具备H9N2
 

AIV生物分子检测的能力,须进一

步对其进行生物功能化处理。首先,将质量比为2∶

1的EDC和NHS溶于200
 

μL去离子水中,搅拌均

匀后与300
 

μL的 MES缓冲液混合,并调节溶液

pH值,得到EDC/NHS活化剂;室温下将光栅传感

器浸入活化剂中1
 

h,使其表面的羧基基团彻底活

化,随后用去离子水反复冲洗其表面,以去除活化

剂;进 一 步,将 传 感 器 浸 入 配 制 好 的anti-H9N2
 

MAbs溶液(质量浓度为50
 

μg/mL)中1
 

h,nano-
TiO2 表面的羧基与anti-H9N2

 

MAbs上的氨基以

共价键结合方式将 MAbs固定于传感器表面,待充

分反应后,用PBS溶液冲洗传感器表面未结合的

H9N2
 

MAbs;最后,使用自制SMPSF封闭液浸没

光栅传感器1
 

h,以封闭传感器表面未被 H9N2
 

MAbs封闭的羧基位点。整个DR-LPFG传感器的
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生物功能化过程如图3所示。需要注意的是,由于

H9N2
 

AIV 抗 原 溶 液 均 由 PBS配 制,在 后 续 的

H9N2
 

AIV检测实验中均使用PBS完成传感器的

清洗工作。因此,整个实验过程中,每一步操作结束

后均记录传感器在PBS缓冲液中的光谱,并将其作

为参考光谱。

图2 nano-TiO2 集成DR-LPFG的场发射扫描电子显微镜图像。(a)
 

300×;(b)
 

5000×

Fig 
 

2 FESEM
 

images
 

of
 

nano-TiO2-intergrated
 

DR-LPFG 
 

 a 
 

300× 
 

 b 
 

5000×

图3 DR-LPFG传感器生物功能化。(a)固定nano-TiO2;(b)表面修饰anti-H9N2
 

MAbs;(c)封闭多余结合位点

Fig 
 

3 Biofunctionalization
 

of
 

the
 

DR-LPFG
 

sensor 
 

 a 
 

nano-TiO2 immobilization 
 

 b 
 

sensor
 

surface
 

modified

with
 

anti-H9N2
 

MAbs 
 

 c 
 

sealing
 

of
 

redundant
 

binding
 

sites

3.4 实验系统

利用所制作的DR-LPFG对 H9N2亚型AIV进

行检测的实验系统及装置如图4所示,从超连续宽谱

光源(SC-5,波长范围为480~2200
 

nm,总输出功率

为800
 

mW)发出的宽谱光入射到SMF-28光纤后继

续传输到光衰减器,该光衰减器可以保证光谱稳定性

的同时也可防止输出光能量过高对后续光路中器件

的损坏;然后,进一步传输至DR-LPFG生物传感器。
为防止外界空气、灰尘等杂质对生物环境的干扰,该

传感器被玻璃槽罩住,且两端分别固定,保证处于自

由水平状态。同时传感器的下端放置一块可移动载

玻片,以方便待测溶液的替换及清洗。传感器表面的

H9N2
 

MAbs与 H9N2
 

AIV发生的特异性结合反应

改变了DR-LPFG的耦合强度和谐振波长。通过光

谱仪(OSA;YOGAWA
 

AQ6370D,波长范围为600~
1700

 

nm,分辨率为0.03
 

nm)实时显示生物传感器光

谱的变化,完成对待测生物溶液的检测。为避免温度

引起检测误差,保持实验室温度恒定(25
 

℃)。

图4 实验系统图。(a)
 

示意图;(b)
 

实物图

Fig 
 

4 Diagram
 

of
 

experimental
 

system 
 

 a 
 

Schematic
 

diagram 
 

 b 
 

experimental
 

setup

4 结果与讨论

4.1 nano-TiO2 集成DR-LPFG传感器的RI响应

为研究nano-TiO2 集成DR-LPFG的RI灵敏度,

首先配制体积分数为0%~24%的NaCl溶液(对应

RI范围为1.3320~1.3760,1.3320为去离子水的

RI),然后将光栅传感器浸入不同RI液体中,并使用

OSA记录传感器的光谱。每次测试后,使用无水乙
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醇仔细清洁传感器,以消除其表面上的残留液体并干

燥。从图5(a)可以看出:随 NaCl溶液RI的增加,

DR-LPFG光谱的λL、λR 谐振峰分别发生蓝移、红移

现象,这是因为nsur(NaCl溶液RI)增大,Nm
cl 随之增

大,而Nco 不变,dλm
res/dΛ 值为负,由(3)式可知λL 发

生蓝移;同理,dλm
res/dΛ 值为正时,λR 发生红移;同时

双峰间距Δλ也逐渐增大,且λL、λR 和Δλ漂移量分

别为~18.112
 

nm、~28.575
 

nm和~46.687
 

nm。
为进一步研究nano-TiO2 对传感器RI灵敏度

的增敏效果,图5(b)给出了nano-TiO2 集成 DR-
LPFG前后的λL、λR 及Δλ 随nsur 变化的关系。可

以看出,TiO2 集成 DTP-LPFG后的λL、λR 和 Δλ

所对应的 RI灵敏度分别为~398.72
 

nm/RIU、

~664.71
 

nm/RIU和1063.44
 

nm/RIU,较裸光栅

所对应的RI灵敏度分别提高了1.03倍、1.02倍和

1.05倍。这是因为nano-TiO2 沉积在光栅表面后,
增强了光纤包层与周围介质之间的光-物质相互作

用,从而提高了RI灵敏度。尽管表面修饰TiO2 对

DR-LPFG的RI灵敏度提升效果并不明显,但较普

通 螺 旋 型 LPFG (RI 灵 敏 度 为 48 ~
51

 

nm/RIU[35]),优 势 仍 然 非 常 明 显。同 时 由 于

nano-TiO2 本身所具有的优良亲水性和生物兼容

性,能够增强光栅表面结合生物分子的能力,为后续

H9N2
 

AIV抗原分子的检测提供了可能。

图5 nano-TiO2 集成DR-LPFG传感器RI响应。(a)光谱随NaCl溶液RI变化关系;

(b)涂覆nano-TiO2 前后传感器的RI灵敏度变化

Fig 
 

5 RI
 

response
 

of
 

DR-LPFG
 

sensor
 

modified
 

with
 

nano-TiO2 
 

 a 
 

Transmission
 

spectra
 

evolution
 

of
 

the

sensor
 

versus
 

the
 

RI
 

of
 

NaCl
 

solution 
 

 b 
 

RI
 

sensitivity
 

change
 

of
 

the
 

sensor
 

before
 

and
 

after
 

nano-TiO2 coating

图6 传感器双峰间距变化。(a)固定anti-H9N2
 

MAbs;(b)
 

SMPSF位点封闭

Fig 
 

6 Variation
 

of
 

dual-resonance
 

spacing
 

of
 

the
 

biosensor 
 

 a 
 

anti-H9N2
 

MAbs
 

immobilization 

 b 
 

sealing
 

of
 

redundant
 

binding
 

sites
 

with
 

SMPSF

4.2 DR-LPFG传感器对H9N2
 

AIV检测

由于在生物功能化过程中,DR-LPFG表面可

能仍存在部分位点未与抗体分子结合,这会对实验

结果产生影响,因此对该过程中传感器的光谱变化

进行监测。图6给出了传感器 表 面 固 定 H9N2
 

MAbs及利用SMPSF对传感器表面位点进行封闭

过程中传感器双峰间距Δλ 随时间的变化关系。由

图6(a)可知,随着反应时间的增加,AIV抗原分子

逐渐固定在活化后的 DR-LPFG表面,Δλ 逐渐增

大,这表明其结合是一个动态过程。当这一过程持

续到~50
 

min时,Δλ变化逐渐平缓,此时可认为抗

原分子与传感器表面位点结合基本完毕。同样,在

SMPSF封闭位点过程中,随着反应时间的增加,Δλ
也逐渐增大,当这一过程持续到~55

 

min时,Δλ 不
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再发生变化,表明封闭过程结束,结果如图6(b)
所示。

为评估DR-LPFG生物传感器对不同质量浓度

H9N2
 

AIV检测的能力,利用图4所示的实验系统,
以传感器在PBS溶液中的光谱作为参考光谱。使

用PBS缓冲液配制经过纯化后的不同质量浓度的

H9N2
 

AIV 抗 原 溶 液 (对 应 质 量 浓 度 梯 度 为

1
 

ng/mL、10
 

ng/mL、50
 

ng/mL、200
 

ng/mL、

500
 

ng/mL、1
 

μg/mL、10
 

μg/mL、25
 

μg/mL、

50
 

μg/mL、100
 

μg/mL)后,利用移液枪按 AIV抗

原溶液质量浓度从低到高逐次侵没整个传感器区

域,待光谱稳定后,使用OSA记录每个质量浓度所

对应的传感器光谱。为避免上次 H9N2
 

AIV质量

浓度测量对下一次实验测量结果的影响,完成每次

检测后,均使用 PBS清洗传感器表面未结合 的

AIV。图7给出了在 H9N2
 

AIV抗原检测过程中

传感器光谱随AIV质量浓度变化情况。由图7可

见,随着 H9N2
 

AIV抗原质量浓度的不断增加,传
感器的λL 发生蓝移,而λR 发生红移,Δλ不断增加。
插图仅给出了λR 在 AIV 质量浓度为1

 

ng/mL、

500
 

ng/mL、10
 

μg/mL和100
 

μg/mL时的变化曲

线,可以更清楚地看出λR 随AIV质量浓度的增加

发生红移。这一现象是传感器表面存在的 H9N2
 

MAbs与检测过程中的 H9N2
 

AIV发生特异性结

合所导致的。
传感器Δλ随 H9N2

 

AIV质量浓度(c)变化及

质量浓度对数(log
 

c)变化关系分别如图8(a)和图8

图7 不同 H9N2
 

AIV质量浓度下DR-LPFG光谱变化

Fig 
 

7 Transmission
 

spectra
 

evolution
 

of
 

the
 

DR-LPFG
against

 

the
 

mass
 

concentration
 

of
 

H9N2
 

AIV

(b)所示。由图8(a)可 见:当 AIV 质 量 浓 度 从

1
 

ng/mL变化到100
 

μg/mL过程中,Δλ 变化为

3.20
 

nm;而当AIV质量浓度从50
 

μg/mL变化到

100
 

μg/mL 时,该 生 物 传 感 器 Δλ 变 化 量 为

0.07
 

nm,这是由于传感器上可供AIV结合的位点

越来越少,即传感器趋于饱和,因此该生物传感器的

检测饱和点为~50
 

μg/mL。同时由图8(b)可知,在

log
 

c 为 0~5 时,该 传 感 器 的 检 测 灵 敏 度 为

~0.723
 

nm。需要注意的是,在整个实验过程中还发

现传感器在检测每个质量浓度的AIV时,其光谱仅

仅在10~20
 

min内便达到稳定状态,表明所提传感

器对H9N2
 

AIV具有快速的响应,相较LAMP法[4]

和ELISA法[7]的检测时间,分别提高了6倍和9倍。

图8 传感器双峰间距与不同参数的关系。(a)
 

H9N2
 

AIV抗原溶液的不同质量浓度;(b)
 

H9N2
 

AIV的不同质量浓度对数

Fig 
 

8 Relationship
 

between
 

dual-peak
 

spacing
 

of
 

sensor
 

and
 

different
 

parameters 
 

 a 
 

Different
 

mass
 

concentrations
of

 

H9N2
 

AIV
 

solutions 
 

 b 
 

logarithm
 

of
 

different
 

mass
 

concentrations
 

of
 

H9N2
 

AIV
 

solutions

  对于该免疫型生物传感器,anti-H9N2
 

MAbs
与 H9N2

 

AIV 的 特 异 性 结 合 满 足 Langmuir模

型[36]:

c
Δλ=

c
Δλmax

+
1
Δλmax

·Kd, (4)

式中:c为H9N2
 

AIV抗原溶液的质量浓度;Δλ 为

对应双峰间距的变化量;Δλmax 为传感器在整个免

疫检测过程中的双峰间距的变化最大值;Kd 为生

物传感器的解离系数,与亲和系数Ka 呈倒数关系。
结合 图7和(4)式,得 到 亲 和 系 数 为~3.57×
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mol-1·L,表明该传感器对 H9N2
 

AIV分子具

有较好的亲和性。此外,LOD是表征生物传感器性

能非常重要的一个参数。基于生物传感器的校准曲

线,同时结合国际纯粹与应用化学联合会建议,

LOD[37]定义如下:

xLOD=f-1(y
-
blank+3σmax), (5)

式中:y
-
blank 为空白PBS中测量的免疫传感器读数;

σmax 为对应的标准偏差;f-1 表示图8(a)中拟合函数

的反函数。根据图8(a)的拟合结果和(5)式,计算得

到该传感器LOD为~2.7
 

ng/mL,该值与葡萄球菌

蛋白A修饰大角度倾斜光纤光栅免疫传感器的LOD
(4.1

 

ng/mL)[31]相比,提高了~34.1%;相较Eudragit
 

L100共聚物修饰DR-LPFG的生物传感器的LOD
(70

 

μg/L)
[38],提高了~96.1%;与应用于临床的AIV

胶体金免疫层析试纸条LOD(~1.7
 

μg/mL)
[39]相

比,提高了~99.8%。数据表明,所设计生物传感器

在临床环境中完全可实现对AIV的检测。
生物传感器的检测极限及检测范围受到许多因

素的影响,包括抗体/抗原结合效率、非特异性结合、
传输质量以及传感器自身的固有灵敏度[40]。血清

学检测法主要针对低致病性病毒的诊断,检测时间

较长,敏感性较低;分子生物学技术操作复杂,同时

检测敏感性和特异性依赖于RNA提取、扩增所使

用的酶及引物、探针长度等。本文所制作的 DR-
LPFG生物传感器具有检测时间快、灵敏度高的优

点,后续将结合二维纳米材料和微流体通道技术,进
一步提高检测极限和检测灵敏度等性能。表1给出

了检测AIV的各类生物传感器。

表1 检测AIV的各类生物传感器

Table
 

1 Others
 

proposed
 

biosensors
 

for
 

AIV
 

detection

Sensor
 

type Detection
 

time Detection
 

limit Disadvantage Reference
Amperometric 1

 

h 102
 

PFU/mL Complicated
 

operation [41]

Impedance
 

immunosensor 1
 

h 20
 

HA
 

unit
 

/50
 

uL Cr/Au
 

layer
 

for
 

sensing
 

layer [42]

LPFG 10--20
 

min 40
 

ng/mL Poor
 

mechanical
 

properties [30]

DR-LPFG Not
 

mentioned 70
 

μg/L Lower
 

sensitivity [38]

Magnetic
 

SERS
 

immunosensor 25
 

min 102
 

TCID50/mL Time-costing
 

sampling
 

procedures [43]

LRET-based
 

biosensor 2
 

h 7
 

pmol/L Time
 

consuming [44]

Interferometric
 

biosensor 30
 

min 0.0005
 

HA
 

units/mL Complex
 

signal
 

demodulation [40]

SPR
 

biosensor 30--50
 

min 193.3
 

ng/mL Difficult
 

light
 

path
 

adjustment [45]

4.3 DR-LPFG传感器的特异性实验

为验证所提传感器对 H9N2
 

AIV的高特异性,
首先,使用 HF溶液轻微腐蚀该DR-LPFG生物传

感器,以清除表面所有的吸附层,重新将anti-H9N2
 

MAbs分子按照前述的表面修饰步骤固定于传感器

表面;接着,将重新功能化的 AIV生物传感器放置

在PBS溶液中,并记录此时的光谱;然后,将该传感

器用于新城疫病毒原液(即 NDV尿囊液,300
 

μL)
检测。由于NDV尿囊液中只含生物盐、杂蛋白等

其他生物分子杂质,不含 H9N2
 

AIV抗原分子,因
此由图9可以看出,该DR-LPFG生物传感器光谱

较PBS溶液中的光谱基本保持不变,表明该 AIV
生物传感器不会对 NDV尿囊液产生特异性结合。
最后,使用PBS和去离子水将该DR-LPFG生物传

感 器 洗 净 烘 干 后,依 次 检 测 质 量 浓 度 分 别 为

1
 

ng/mL、10
 

ng/mL、1
 

μg/mL、50
 

μg/mL、

100
 

μg/mL的通过病毒扩增的 H9N2
 

AIV病毒原

液(即AIV尿囊液)。光栅传感器Δλ 随AIV质量

浓度变化的关系如图9所示,可见,当 AIV抗原液

质量浓度从1
 

ng/mL变化至50
 

μg/mL时,Δλ 变

图9 DR-LPFG生物传感器特异性测试过程谐振

双峰间距的长变化

Fig 
 

9 Variation
 

of
 

the
 

dual-resonance
 

spacing
 

of
 

the
 

DR-
LPFG

 

based
 

biosensor
 

during
 

the
 

specific
 

test

化为~3.01
 

nm,与 第 一 次 检 测 的 高 纯 度 H9N2
 

AIV抗原溶液的Δλ变化量(~2.97
 

nm,见图7)相
当,表明该传感器对 H9N2

 

AIV 具有较好的特异

性。同时,当 AIV 质量浓度从50
 

μg/mL变化到

100
 

μg/mL时,该生物传感器 Δλ 变化量仅仅为

0.04
 

nm,可认为此时传感器检测质量浓度基本饱

和,进一步证明了该传感器对AIV检测的质量浓度

饱和点约为50
 

μg/mL。

0106001-8



研究论文 第42卷
 

第1期/2022年1月/光学学报

5 结  论

提出一种nano-TiO2 粒子修饰DR-LPFG的新

型免疫生物传感器,并应用于 H9N2亚型 AIV检

测。通过对DR-LPFG进行表面羟基化、硅烷化、修
饰nano-TiO2 粒子、固定anti-H9N2

 

MAbs及封闭

剩余AIV多余结合位点等步骤,制作了具备高特异

性、低LOD检测的生物传感器。实验结果表明,

nano-TiO2 修 饰 DR-LPFG 传 感 器 在 RI 为

1.3320~1.3760时灵敏度为1063.44
 

nm/RIU,相
较未采用 nano-TiO2 修饰 RI灵 敏 度,提 高 了 约

1.05倍。该生物传感器对1
 

ng/mL~100
 

μg/mL
质量浓度范围的 H9N2

 

AIV抗原溶液质量浓度检

测极 限 为 ~2.7
 

ng/mL;亲 和 系 数 为 ~3.57×
108

 

mol-1·L,在 质 量 浓 度 为 1
 

ng/mL ~
105

 

ng/mL 时 的 质 量 浓 度 检 测 灵 敏 度 为

~0.723
 

ng/mL。所提生物传感器具有良好的特异

性、免标记和快速检测等优点,在生物医学传感领域

有较大应用潜力。
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