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摘要 为了实现对 H2O2 浓度选择性、准确的检测,研制了一种基于辣根过氧化物酶(HRP)的光纤倏逝波生物传

感器。首先采用氢氧化钠溶液对去除部分纤芯的抗紫外石英光纤进行羟基化,接着利用3-氨基丙基三乙氧基硅烷

进行硅烷化,其次将光纤浸入戊二醛溶液中进行醛基交联,再次将光纤移入对 H2O2 具有选择催化性的 HRP溶液

中进行HRP分子固定,最后将固定有HRP的光纤在室温下晾干,即可获得HRP固定化光纤生物传感器。实验研

究了戊二醛、HRP的浓度和固定时间、H2O2 溶液的温度对传感器灵敏度的影响,测试了传感器的响应时间、选择

敏感性及检测 下 限,建 立 了 传 感 器 的 理 论 模 型。研 究 结 果 表 明,传 感 器 对 H2O2 有 高 选 择 敏 感 性,在4~

20
 

μmol·L
-1的 H2O2 浓 度 范 围 内 传 感 器 的 输 出 信 号 与 浓 度 间 具 有 线 性 关 系,灵 敏 度 达 到 -8.164×

10-4
 

μmol
-1·L,相对误差为7.59%,检测下限达到4

 

μmol·L
-1。
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Abstract In
 

order
 

to
 

realize
 

the
 

selective
 

and
 

accurate
 

detection
 

of
 

H2O2 concentration 
 

a
 

fiber-optic
 

evanescent
 

wave
 

biosensor
 

based
 

on
 

horseradish
 

peroxidase
 

 HRP 
 

is
 

developed 
 

First 
 

the
 

ultraviolet
 

resistant
 

quartz
 

fiber
 

with
 

partial
 

core
 

removal
 

is
 

hydroxylated
 

with
 

sodium
 

hydroxide
 

solution
 

and
 

silanized
 

with
 

3-aminopropyl
 

triethoxysilane 
 

then
 

the
 

fiber
 

is
 

immersed
 

in
 

glutaraldehyde
 

solution
 

for
 

aldehyde
 

cross-linked 
 

and
 

the
 

fiber
 

is
 

moved
 

into
 

HRP
 

solution
 

with
 

selective
 

catalysis
 

for
 

H2O2 to
 

fix
 

HRP
 

molecules 
 

Finally 
 

the
 

fiber
 

with
 

HRP
 

is
 

dried
 

at
 

room
 

temperature 
 

The
 

optical
 

fiber
 

biosensor
 

immobilized
 

on
 

HRP
 

can
 

be
 

obtained 
 

The
 

effects
 

of
 

the
 

concentration
 

and
 

fixed
 

time
 

of
 

glutaraldehyde
 

and
 

HRP
 

and
 

the
 

temperature
 

of
 

H2O2 solution
 

on
 

the
 

sensitivity
 

of
 

the
 

sensor
 

are
 

studied
 

experimentally 
 

The
 

response
 

time 
 

selection
 

sensitivity 
 

and
 

detection
 

limit
 

of
 

the
 

sensor
 

are
 

tested 
 

and
 

the
 

theoretical
 

model
 

of
 

the
 

sensor
 

is
 

established 
 

The
 

results
 

show
 

that
 

the
 

sensor
 

has
 

a
 

high
 

selective
 

sensitivity
 

to
 

H2O2 
 

and
 

the
 

output
 

signal
 

of
 

the
 

sensor
 

has
 

a
 

linear
 

relationship
 

with
 

the
 

concentration
 

of
 

H2O2 in
 

the
 

range
 

of
 

4--20
 

μmol·L
-1 

 

the
 

sensitivity
 

is
 

-8 164×10-4
 

μmol
-1·L 

 

the
 

relative
 

error
 

is
 

7 59% 
 

and
 

the
 

detection
 

limit
 

is
 

4
 

μmol·L
-1 
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1 引  言

过氧化氢是一种常见的小分子化合物,化学式

为H2O2,其中氧原子在sp3 杂化轨道上成键,氧分

子为极性分子,所以其是一种强氧化剂。H2O2 具

有双面性:一方面在生物机体中 H2O2 作为二级信

使起着关键作用,用来调节重要而复杂的生物途径,
即细胞生长、细胞分化、凋亡、血管重塑、免疫激活、
气孔运动和根生长[1],然而当体内 H2O2 含量过高

时会导致各种疾病的发生,例如帕金森病、糖尿病、
心血管疾病、癌症和阿尔茨海默病等[2];另外一方

面,在食品、制药、临床、废水处理、金属表面处理和

环境分析中 H2O2 发挥着重要的积极作用[3],如在

环境领域H2O2 可以快速处理工业污染源所产生的

废水、废气以及固体废弃物,而且不会造成二次污

染。因此,对H2O2 浓度进行在线准确的检测将有

助于精准地调控生化反应过程中 H2O2 的含量,从
而为有效保障人类健康和保护环境提供重要支撑。

当前,H2O2 浓度的检测方法主要有离线和在

线两种。离线检测法主要包括滴定法、分光光度法

和高效液相色谱法[4]。滴定法的干扰因素多,灵敏

度低;分光光度法的测量准确性和灵敏度低;高效液

相色谱法的精度高,但仪器成本高、样品的预处理步

骤多且耗时。在线检测方法主要包括电化学法[5]、
光纤荧光法[6]和光纤表面等离子体共振法[7]。电化

学方法具有较高的灵敏度和高选择性,但该方法存

在稳定性差、成本高和传感器几何尺寸大等缺点。
光纤传感器具有微结构、成本低[8]、抗电磁干扰[9]、
可重复使用和分布式测量等优点,故其成为物-化-
生参数在线检测最有前途的设备之一[10-11],其中光

纤荧光法是将发光试剂固定在光纤表面,通过测量

荧光强弱或寿命来实现对H2O2 浓度的测量。虽然

光纤荧光H2O2 浓度传感器具有检测浓度范围广和

检出限低的优点,但荧光寿命短且不稳定[12],测量

过程易受环境光的干扰,这会导致传感器测量结果

的稳定性、准确性和重复性低[13]。光纤表面等离子

体共振传感器采用表面涂覆金属薄膜的光纤来检测

H2O2 浓度,然而金属薄膜易被 H2O2 腐蚀且不能

恢复[7],同时传感器的稳定性和可重复性低。因此,
如何在现有光纤传感器的基础上研制一种微结构、
低成本、高选择性和准确检测 H2O2 浓度的光纤传

感器十分必要。
为了实现对H2O2 浓度选择性、准确的检测,本

文提出了一种基于辣根过氧化物酶(HRP)的光纤

倏逝 波 生 物 传 感 器,其 由 抗 紫 外 石 英 光 纤 和 对

H2O2 具有选择性催化敏感的 HRP生物酶构成。
为了将HRP固定在光纤表面,首先将光纤传感区

羟基化,然后用3-氨基丙基三乙氧基硅烷对光纤进

行硅烷化,接着用戊二醛的两个醛基交联3-氨基丙

基三乙氧基硅烷和 HRP的氨基将 HRP固定在光

纤上。采用扫描电子显微镜(SEM)和元素能谱仪

(EDS)对光纤样品的表面形貌及表面元素进行表

征。实验研究戊二醛的浓度和交联时间、HRP的浓

度和固定时间以及H2O2 溶液的温度对传感器响应

特性的影响,并建立传感器测量 H2O2 浓度的理论

模型。

2 H2O2 浓度选择性测量原理

光纤倏逝波传感器感知外界环境物质(测量对

象)浓度变化的机理:测量对象会对光纤表面的倏逝

波产生吸收,从而引起光纤内部传输的光能量发生

损失,通过测量光纤输出端光能量的变化量来实现

对物质浓度的测量[14]。本文假定波长为λ 的光经

过光纤,且外界环境会对光纤表面的倏逝波产生吸

收。由朗伯-比尔定律可知,光纤输入端的入射光强

Iin 与光纤输出端的出射光强Iout 满足的函数关

系[14]为

Iout=Iinexp(-γL), (1)
式中:L 为传感器敏感区长度;γ 为倏逝波的衰减系

数,可表示为

γ=NT, (2)
式中:N 为单位长度光纤内光的全反射次数;T 为

无损耗纤芯、有吸收损耗包层(测量对象)的菲涅耳

透射系数。当纤芯半径为R、入射光与其界面法线

间的角度为θ时,N 和T 可分别表示[15]为

N =
cot

 

θ
2R

, (3)

T=
αλn2cos

 

θ
π(n2

1-n2
2)(sin2θ-n2

2/n2
1)1

/2
, (4)

式中:α为测量对象的容积吸收系数;n1 为纤芯的

折射率;n2 为传感器表面的折射率。将式(3)和式

(4)代入式(2)可得倏逝波的衰减系数γ,表达式为

γ=
αλn2cos2θ

2πR(n2
1-n2

2)sin
 

θ(sin2θ-n2
2/n2

1)1
/2

。(5)

  将式(5)代入式(1)可得传感器的输出光强,表
达式为

Iout=

Iinexp -
αλLcos2θ

2πR(n2
1-n2

2)sin
 

θ(sin2θ-n2
2/n2

1)1
/2





 




 。

(6)
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  由式(6)可知,当传感器敏感区长度L、光波入

射角θ、纤芯折射率n1、纤芯半径R 和入射光波长λ
一定时,传感器输出的光强只与传感器敏感区表面

的折 射 率n2 有 关。此 外,Wang等[16]研 究 表 明

HRP对 H2O2 有 选 择 催 化 的 作 用,且 H2O2 在

HRP的催化下可将氧化4-氯-1-萘酚变成苯并-4-氯
环己二烯酮沉淀物[17],其反应方程式如图1所示。

图1 H2O2 在 HRP的催化下反应的方程式

Fig 
 

1 Equation
 

of
 

H2O2 reaction
 

catalyzed
 

by
 

HRP

当苯并-4-氯环己二烯酮沉淀物覆盖在传感器

敏感区表面上时,n2 会改变,而 H2O2 的浓度越高,
苯并-4-氯环己二烯酮沉淀量越多,n2 的改变量越

大,从而引起光纤内部传输的光能量变化量越大,因
此可通过测量光纤传感器输出光能量的变化量来实

现对H2O2 浓度的测量。
 

3 实  验

3.1 实验材料

所用试剂包括 H2O2(质量分数为30%)、二水

合磷酸二氢钠(分析纯)、十二水合磷酸氢二钠(分析

纯)、3-氨基丙基三乙氧基硅烷(APTES,质量分数

为99%)、戊二醛(质量分数为50%)、HRP(酶的质

量分数为3.0,冻干粉,活性>300
 

unit/mg)、无水

乙醇(质量分数≥99.8%)、氢氧化钠(质量分数为

97%)和4-氯-1-萘酚(质量分数为99%)。抗紫外石

英光纤的纤芯(纯石英)直径为600
 

μm,包层(硅橡

胶)直径为630
 

μm,最小弯曲半径为60
 

mm,数值

孔径为0.37±0.02。实验用水为去离子水。

3.2 传感器的制备

传感器的制备过程包括光纤腐蚀、光纤羟基化、
光纤硅烷化、戊二醛交联和 HRP的固定,制备流程

如图2所示。

图2 传感器的制备原理及流程图

Fig 
 

2 Preparation
 

principle
 

and
 

flowchart
 

of
 

sensor

  1)
 

光纤腐蚀:取20
 

cm长的石英光纤,首先用

浓硫酸将光纤中心区域长度为2
 

cm的光纤表面的

硅橡胶去除,再用质量分数为40%的氢氟酸在室温

下将其直径腐蚀至500
 

μm。
2)

 

光纤羟基化:配制浓度为1
 

mol·L-1的氢氧

化钠溶液,将光纤传感区浸没在溶液中30
 

min(室
温),取出后用去离子水冲洗并晾干。
3)

 

光纤硅烷化:首先将APTES溶解在无水乙

醇中,配 制 成 含 有 体 积 分 数 为 10% 的 乙 醇 的

APTES溶液;接着将羟基化的光纤浸没在该溶液

中1
 

h(室温),取出光纤用乙醇清洗后再用去离子

水清洗,90
 

℃真空干燥10
 

min后备用。
4)

 

戊二醛交联:首先用磷酸二氢钠溶液和磷酸

氢二钠溶液配制磷酸缓冲液(pH 为7.0,浓度为

0.05
 

mol·L-1);接着将戊二醛溶解在磷酸缓冲液

中,配制成体积分数为2%的戊二醛溶液;然后将硅

烷化的光纤浸没在戊二醛溶液中30
 

min(室温),取
出后用磷酸缓冲液清洗并晾干,备用。

5)
 

HRP的固定:首先将HRP溶解在磷酸缓冲

液中(pH为7.0,浓度为0.05
 

mol·L-1),配制成质

量浓度为0.1
 

mg/mL的 HRP溶液;然后将戊二醛

交联后的光纤浸没在该溶液中3
 

h(室温),取出后

用磷 酸 缓 冲 液 清 洗 并 晾 干,即 可 获 得 用 于 测 量

H2O2 浓度的光纤倏逝波生物传感器。
3.3 分析液的配制

配制不同浓度的 H2O2 溶液:首先采用磷酸二
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氢 钠 溶 液 和 磷 酸 氢 二 钠 溶 液 配 制 浓 度 为

0.05
 

mol·L-1的磷酸缓冲液(pH为7.4);然后将4-
氯-1-萘酚溶解在乙醇中,并用磷酸缓冲液将浓度稀

释至1
 

mmol·L-1;其次采用去离子水将H2O2 的浓

度稀释至40~200
 

μmol·L
-1;最后分别将相同体

积、不同浓度的 H2O2 与浓度为1
 

mmol·L-1的4-
氯-1-萘酚溶液混合,即可获得 H2O2 的浓度范围为

20~100
 

μmol·L
-1的分析液[18]。此外,为了表征传

感器对H2O2 有选择性识别的能力,采用去离子水

将一定质量的氯化钠(NaCl)、尿素(Urea)和葡萄糖

(Glucose)溶解,然后分别与浓度为1
 

mmol·L-1的

4-氯-1-萘 酚 溶 液 混 合,配 制 出 浓 度 均 为

20
 

μmol·L
-1的氯化钠、尿素和葡萄糖混合溶液。

3.4 传感器测量系统及测量步骤

传感器测量系统主要由H2O2 光纤倏逝波生物

传感器、Z形通道聚二甲基硅氧烷(PDMS)样品池

(Z形通道的长为40
 

mm,宽为1
 

mm,高为1
 

mm)、
注射泵(Pump,流速为10

 

mL/min)、宽带光源(DH-
2000,光谱范围为215~2500

 

nm)、光谱仪(QE65
 

Pro,光谱探测范围为185~1100
 

nm,光谱分辨率为

0.14~7.70
 

nm)、光功率计(HS211,光谱探测范围

为200~1100
 

nm,检测下限为100
 

pW)和光纤跳线

等构成,如图3所示。
实验过程中首先采用注射泵向Z形通道中注

入去离子水以清洗传感器5
 

min,此时记录传感器

输出的光谱及光强;然后将Z形通道中的去离子水

排净,并 用 注 射 泵 注 入 分 析 液 (浓 度 为 20~
100

 

μmol·L
-1的 H2O2 溶液),分析液填满整个Z

形通道后记录不同时间下传感器输出的光谱和光

强;随后将分析液排净,并用去离子水清洗光纤传感

器5
 

min,用于其他浓度分析物的测量。

图3 传感器测量系统的示意图

Fig 
 

3 Schematic
 

of
 

sensor
 

measurement
 

system

3.5 数据处理方法

为了准确表征传感器测量 H2O2 浓度的能力,
采用传感器输出光强相对变化量 (RCTLI)来表

征[19],xRCTLI=(Ic-I0)/I0,其中I0 为传感器在测

量去离子水时的输出光强,Ic 为传感器在测量H2O2
和4-氯-1-萘酚混合溶液时的输出光强。实验数据来

自5组传感器对每组实验重复测量三次的结果。
 

4 分析与讨论

4.1 传感器的表征

为了证明 HRP被成功固定在光纤传感器敏感

区表面,分别对在各阶段制作的光纤进行SEM 及

EDS表征,实验结果如图4、图5和表1所示。
如图4所示:裸光纤表面光滑无杂质;经过硅烷

化后,光纤被 APTES层均匀覆盖;经过醛交联后,

光纤表面出现一些褶皱,变得粗糙;将酶固定在光纤

上,光纤表面出现的褶皱更多,粗糙程度更明显,表
明HRP被固定在光纤表面上。如表1所示:硅烷

化后的光纤表面中出现了N元素;醛交联后的光纤

表面中C元素含量增加,其原因在于戊二醛含碳;
当光纤浸入到 HRP后,光纤表面中出现了Fe元

素,这进一步证实在光纤表面成功固定了 HRP
分子。

4.2 戊二醛浓度对传感器性能的影响

为了研究不同体积分数的戊二醛对传感器灵敏

度及光谱传输性能的影响,采用不同体积分数的戊

二醛制备传感器(醛交联时间为15
 

min,HRP的质

量浓度为0.05
 

mg/mL,HRP固定化时间为2
 

h),
实验结果如图6所示,其中 H2O2 溶液的测试温度

为25
 

℃。
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图4 光纤的表面形貌及其放大图。(a)(e)裸光纤;(b)(f)硅烷化光纤;(c)(g)醛交联光纤;(d)(h)
 

HRP固定化光纤

Fig 
 

4 Surface
 

topography
 

of
 

fiber
 

and
 

its
 

enlarged
 

view 
 

 a  e 
 

Bare
 

fiber 
 

 b  f 
 

silanized
 

fiber 

 c  g 
 

aldehyde
 

cross-linked
 

fiber 
 

 d  h 
 

HRP
 

immobilized
 

fiber

表1 不同阶段下光纤表面中元素的质量分数

Table
 

1 Mass
 

fraction
 

of
 

elements
 

in
 

fiber
 

surface
 

at
 

different
 

stages

Fiber
 

type C N O Si Fe
Bare

 

fiber 0 0 56.98 43.02 0
Silanized

 

fiber 32.44 5.55 28.45 33.56 0
Aldehyde

 

cross-linked
 

fiber 40.94 3.43 27.09 28.54 0
Enzyme

 

immobilized
 

fiber 56.86 5.63 28.94 8.42 0.15

图5 不同光纤的EDS图。
 

(a)裸光纤;(b)
 

HRP固定化光纤

Fig 
 

5 EDS
 

diagrams
 

of
 

different
 

fibers 
 

 a 
 

Bare
 

fiber 
 

 b 
 

HRP
 

immobilized
 

fiber

图6 不同体积分数的戊二醛下传感器的性能曲线。(a)灵敏度;(b)传输光谱

Fig 
 

6 Performance
 

curves
 

of
 

sensors
 

with
 

different
 

volume
 

fractions
 

of
 

glutaraldehyde 
 

 a 
 

Sensitivity 

 b 
 

transmission
 

spectra
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  由图6(a)可知:传输器的灵敏度随着戊二醛体

积分数的增加呈先增加后减小的趋势;当戊二醛的

体积分数为2%时,传感器的灵敏度最大,由此表明

戊二醛的最佳体积分数为2%。原因在于当戊二醛

的体积分数较低时,这会导致戊二醛与硅烷化光纤

表面氨基的结合不足,造成醛基较少,固定化 HRP
较少,进一步导致 HRP催化 H2O2 氧化4-氯-1-萘
酚产生的沉淀物较少,所以n2 的改变量较小,从而

导致传感器的灵敏度较低;然而当戊二醛的体积分

数较高时,高体积分数的戊二醛会影响蛋白质的高

级结构,导致蛋白质变性和失活,因此 HRP的活性

随着戊二醛体积分数的增加而降低[20],故酶催化产

生的沉淀物也较少,从而使传感器的灵敏度降低。

如图6(a)所示,在 H2O2 浓度为0~100
 

μmol·L
-1

时,传感器测量结果的最大相对误差小于8.91%,
由此表明传感器具有较高的重复性。如图6(b)所
示,随着醛体积分数的增加,传输光强逐渐减小,原
因是随着醛体积分数的增加,与氨基结合的戊二醛

会增加,这会导致对光纤表面产生倏逝波的本征吸

收增加,因此传感器输出光谱的质量降低。

4.3 醛交联时间对传感器性能的影响

为了研究不同醛交联时间对传感器灵敏度及光

谱传输性能的影响,采用不同醛交联时间制备传感器

(戊二醛的体积分数为2%,HRP酶的质量浓度为

0.05
 

mg/mL,HRP固定化时间为2
 

h),实验结果如

图7所示,其中H2O2 溶液的测试温度为25
 

℃。

图7 不同醛交联时间下传感器的性能曲线。(a)灵敏度;(b)传输光谱

Fig 
 

7 Performance
 

curves
 

of
 

sensor
 

at
 

different
 

aldehyde
 

cross-linked
 

times 
 

 a 
 

Sensitivity 

 b 
 

transmission
 

spectra

  从图7可以看到:灵敏度随着交联时间的增加

呈先增大后减小的趋势;当戊二醛的交联时间为

30
 

min时,传感器的灵敏度最大。原因在于随着醛

交联时间的增加,所交联的戊二醛的量也增加,这会

引起固定化 HRP的量增加,使酶催化 H2O2 氧化

4-氯-1-萘酚产生的沉淀物较多,所以n2 的改变量较

大,从而导致传感器的灵敏度增加。然而交联时间

过长,过量的戊二醛会使酶活性降低[20],导致酶催

化产生的沉淀物减少,造成传感器的灵敏度降低。
如图7(b)所示,随着醛交联时间的增加,传输光强

逐渐减小,原因是随着醛交联时间的增加,所交联的

戊二醛的量也增加,这会导致对光纤表面产生倏逝

波的本征吸收增加,因此传感器输出光谱的质量

降低。

4.4 酶质量浓度对传感器性能的影响

为了研究不同质量浓度的 HRP对传感器性能

的影响,采用不同质量浓度的 HRP制备传感器(戊
二醛的体积分数为2%,戊二醛交联时间为30

 

min,

HRP固定化时间为2
 

h),实验结果如图8所示,其

中H2O2 溶液的测试温度为25
 

℃。
从图8(a)可 以 看 到:传 感 器 的 灵 敏 度 随 着

HRP浓度的增加呈先增大后减小的趋势;当酶的质

量浓度为0.10
 

mg/mL时,传感器的灵敏度最大。
原因在于随着HRP质量浓度(0~0.10

 

mg/mL)的
增加,固定化 HRP的量也增加,这会导致 HRP催

化H2O2 氧化4-氯-1-萘酚产生的沉淀量增多,所以

n2 的 改 变 量 增 大,传 感 器 的 灵 敏 度 增 加。随 着

HRP质量浓度的进一步增加,戊二醛提供给 HRP
的活性位点数量有限,使 HRP与光纤表面的结合

达到了饱和。同时,HRP质量浓度的进一步增加会

对酶活性造成空间位阻。此外,过量的 HRP可能

会在传感器表面形成酶促聚集,从而阻断酶的活性

位点,使酶活性降低[21],导致酶催化产生的沉淀物

减少,所以传感器的灵敏度降低。从图8(b)可以看

到,随着酶质量浓度的增加,传感器传输光谱的质量

降低,原因在于随着 HRP质量浓度的增加,光纤表

面附着酶的量增加,这会导致光纤表面倏逝波的衰

减量增大,因此光纤传输光谱的质量降低。
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图8 不同质量浓度下传感器的性能曲线。(a)灵敏度;(b)传输光谱

Fig 
 

8 Performance
 

curves
 

of
 

sensors
 

at
 

different
 

mass
 

concentrations 

 a 
 

Sensitivity 
 

 b 
 

transmission
 

spectra

4.5 酶固定时间对传感器性能的影响

为了研究不同固定时间的 HRP对传感器性能

的影响,采用不同固定时间的 HRP制备传感器(戊
二醛的体积分数为2%,戊二醛交联时间为30

 

min,

HRP的质量浓度为0.10
 

mg/mL),实验结果如图9
所示,其中H2O2 溶液的测试温度为25

 

℃。
如图9(a)所示,在酶的固定时间为0~3

 

h时,
传感器的灵敏度随着固定时间的增加而增加,而在

固定时间为4
 

h时,传感器的灵敏度降低。原因是

在初始阶段,HRP酶与戊二醛的结合较少,随着固

定时间的增加,酶和戊二醛的结合越来越多,使酶催

化H2O2 氧化4-氯-1-萘酚产生的沉淀物也越来越

多,所以n2 的改变量增大,故传感器的灵敏度增加。
然而当酶与戊二醛的结合时间过长时,它们的交联

度太高,由于酶的一定空间结构,在固定过程中空间

抗性的形成影响了酶的结合和活性位点,从而导致

酶活性随着固定时间的增加而降低[20],进而导致酶

催化产生的沉淀物较少,即传感器的灵敏度降低。
此外,从图9(a)还可以看出,传感器的灵敏度在

H2O2 浓度为0~100
 

μmol·L
-1时表现出了非线性

(固定时间为3
 

h),其原因在于受到光纤表面附着

HRP量的限制,过多的H2O2 分子不能被光纤表面

上有限的HRP催化氧化4-氯-1-萘酚生成苯并-4-氯
环己二烯酮沉淀物,进而改变光纤表面的折射率

n2,即传感器表面折射率n2 的增量与 H2O2 浓度

(0~100
 

μmol·L
-1)的增量不具有线性关系,因此

在H2O2 浓度为0~100
 

μmol·L
-1时,尤其是当浓

度高于40
 

μmol·L
-1时,传感器的灵敏度降低。由

图9(b)可知,随着固定时间的增加,传感器输出光

谱的质量降低,原因是随着固定时间的增加,光纤表

面附着酶的量会增加,导致倏逝波衰减量的增加,因
此光纤内部光谱传输能量减弱。

图9 不同固定时间下传感器的性能曲线。(a)灵敏度;(b)传输光谱

Fig 
 

9 Performance
 

curves
 

of
 

sensors
 

at
 

different
 

fixed
 

times 
 

 a 
 

Sensitivity 
 

 b 
 

transmission
 

spectra

4.6 测量温度对传感器性能的影响

为了研究 H2O2 溶液的温度对传感器性能的

影响,实验测试了 H2O2 溶液在不同温度下传感器

的响应性能(戊二醛的体积分数为2%,戊二醛交

联 时 间 为 30
 

min,HRP 的 质 量 浓 度 为

0.10
 

mg/mL,HRP固定化时间为3
 

h),实验结果

如图10所示。
如图10所示:传感器的灵敏度随着H2O2 溶液

温度 的 升 高 呈 先 增 大 后 减 小 的 趋 势,当 温 度 为

30
 

℃时,传 感 器 的 灵 敏 度 达 到 最 大 (-4.0×
10-4

 

μmol
-1·L),原 因 在 于 HRP 的 活 性 在 小 于

30
 

℃时随着温度的升高而提升,使酶催化 H2O2 氧
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图10 H2O2 溶液的温度对传感器灵敏度的影响

Fig 
 

10 Influence
 

of
 

temperature
 

of
 

H2O2 solution
 

on

sensor
 

sensitivity

化4-氯-1-萘酚产生的沉淀物增多,所以n2 的改变

量增大,故传感器的灵敏度增加;HRP是一种蛋白

质,当温度超过30
 

℃时,在高温下蛋白质结构将会

发生变化,并导致 HRP的活性降低[20],使 HRP催

化H2O2 氧化4-氯-1-萘酚产生的沉淀物较少,所以

n2 的改变量减少,故传感器的灵敏度降低。

4.7 传感器的响应时间、重复性、选择性及检测限

传感器的响应时间、重复性、选择性及检测限是

评价其性能的重要指标参数,在传感器采用最佳参

数(戊二醛的体积分数为2%,戊二醛交联时间为

30
 

min,HRP的质量浓度为0.10
 

mg/mL,HRP固

定化时间为3
 

h)制备时,实验测试了传感器对浓度

为20
 

μmol·L
-1的 H2O2 的响应时间及重复性,传

感器对浓度为20
 

μmol·L
-1的 H2O2、NaCl、Urea、

Glucose的响应特性,以及传感器对低浓度 H2O2
的响应特性,实验结果如图11所示,其中 H2O2 溶

液的测试温度为30
 

℃,c为H2O2 的浓度。

图11 传感器的不同指标结果。
 

(a)时间响应;(b)重复性;(c)选择性;(d)检测下限

Fig 
 

11 Results
 

of
 

different
 

indicators
 

of
 

sensors 
 

 a 
 

Time
 

response 
 

 b 
 

repeatability 

 c 
 

selectivity 
 

 d 
 

lower
 

limit
 

of
 

detection

  如图11(a)所示:随着测量时间的延长,传感器

的灵敏度呈先迅速增加后趋于稳定的趋势,原因在

于初始阶段,HRP催化过氧化氢氧化4-氯-1-萘酚

产生的沉淀物增加较多,所以传感器会对外界环境

的变化快速响应;然而随着时间的延长,产生的沉淀

物越来越多,这阻碍了酶对过氧化氢的催化,最终导

致灵敏度增加缓慢。此外,从图11(a)进一步可以

看出,当传感器的响应时间为300
 

s(5
 

min)时,传感

器的灵敏度在最佳灵敏度的50%以上。为了节约

测量时间,在实际测量过程中样品的采样时间设定

为300
 

s。
如图11(b)所示,对于浓度为20

 

μmol·L
-1的

H2O2,传感器的测量结果几乎完全重合(最大相对

误差为5.93%),表明传感器具有较高的重复性。
如图11(c)所示:传感器对浓度为20

 

μmol·L
-1的

NaCl、Urea、Glucose几乎不响应,原因在于HRP对

H2O2 有选择催化敏感性[16];HRP对 NaCl、Urea、

Glucose无催化性,即不会将4-氯-1-萘酚氧化并产

生沉淀物,为此光纤表面的折射率n2 保持恒定,所
以传感器的输出光强恒定,RCTLI变化较小。综上
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可知,本文构建的传感器对 H2O2 有良好的选择敏

感性。
如 图 11(d)所 示:传 感 器 能 对 浓 度 为

4
 

μmol·L
-1的

 

H2O2 进行准确识别,表明传感器的

检测下限达到4
 

μmol·L
-1;此外,当 H2O2 浓度在

4~20
 

μmol·L
-1之 间 时,传 感 器 的 输 出 信 号 与

H2O2 浓 度 呈 线 性 关 系,表 达 式 为 xRCTLI =
-8.164×10-4c-2.58×10-6

 

(相 关 系 数 R2=
0.997),即 传 感 器 的 灵 敏 度 达 到 -8.164×
10-4

 

μmol
-1·L,最大相对误差为7.59%。

5 结  论

本文提出了一种新的光纤倏逝波生物传感器的

制作方法,基于 HRP选择性催化 H2O2 以促使4-
氯-1-萘酚产生沉淀物,使光纤表面的折射率发生变

化,从而引起倏逝波的衰减量发生变化,进而实现对

H2O2 浓度的选择性、准确测量,其中传感器采用抗

紫外石英光纤作为感知信息和传输光信息的载体。
为了将HRP固定在光纤表面,首先采用氢氧化钠

溶液对抗紫外石英光纤进行羟基化,接着利用3-氨
基丙基三乙氧基进行硅烷化,然后进行醛基交联,最
后通过戊二醛上的醛基与 HRP上的氨基相连来实

现对HRP的高效固定。此外,为了提升传感器的

性能,实验探究了戊二醛的浓度和交联时间、HRP
的浓度和固定时间、H2O2 溶液的测试温度对传感

器灵敏度及光谱传输性能的影响,并建立了传感器

选择性测量 H2O2 的理论模型。实验结果表明:当
戊二醛的体积分数为2%、醛交联时间为30

 

min、

HRP的质量浓度为0.10
 

mg/mL、HRP固定时间

为3
 

h、H2O2 溶液的测试温度为30
 

℃时,传感器的

灵敏 度 达 到 最 大;传 感 器 的 最 低 检 测 下 限 达 到

4
 

μmol·L
-1,在4~20

 

μmol·L
-1的浓度范围内,传

感器对过氧化氢有良好的线性响应特性,灵敏度达

到-8.164×10-4
 

μmol
-1·L,相对误差为7.59%;

同时传感器对H2O2 有良好的重复性和选择性。本

文的研究成果有助于推动智能光纤感知技术及

H2O2 在线检测技术的发展与工程应用。
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