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摘 要:为了改善普通81°倾斜光纤光栅在生化检测中灵敏度低、检测极限不理想等问题,提出一种基于

氧化石墨烯修饰腐蚀型81°倾斜光纤光栅的牛血清蛋白生物传感器,分析了该传感器的原理与传感特

性.使用氢氟酸溶液腐蚀减小光栅直径,提高其对折射率的灵敏度,并用氧化石墨烯修饰光栅,然后将牛

血清蛋白单克隆抗体固定于光栅表面,用于对牛血清蛋白的特异性检测.实验结果表明,氧化石墨烯集

成腐蚀型81°倾斜光纤光栅生物传 感 器 对 牛 血 清 蛋 白 的 检 测 范 围 为0.15~15nmol/L,检 测 极 限 为

~0.165nmol/L,其线性响应区域的灵敏度为~182pm/(nmol·L-1),传感器的检测范围较氧化石墨烯

集成标准直径81°倾斜光纤光栅有所降低,但其灵敏度提高了5.3倍,且检测极限有较大的改善.
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Abstract:Inordertoimprovethesensitivityandlimitofdetectionof81°tiltedfibergrating,bovine
serumalbuminimmunosensorbasedongrapheneoxidemodifiedcladding-etched81°tiltedfibergrating
wasproposed,theprincipleandsensingpropertiesofthesensorwereanalyzed.Refractiveindex
sensitivityof81°tiltedfibergratingwasimprovedbyetchingwithhydrofluoricacid.Thentheetched81°
tiltedfibergratingwascoatedwithgrapheneoxide,andbovineserumalbuminmonoclonalantibodywere
modifiedonthesurfaceof81°tiltedfibergratingforthespecificdetectionofbovineserumalbumin.
Experimentalresultsshowthatthedetectionrangeoftheimmunosensoris0.15~15nmol/L,limitof
detection~0.165nmol/L,andthesensitivityinitslinearresponseregionis~182pm/(nmol·L-1).
Althoughthedetectionrangedecrease,thesensitivityis~5.3timesofthatoftheun-etchedgraphene
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oxidecoated81°tiltedfibergrating,andthelimitofdetectionisalsoimproved.
Keywords:Fiberoptics;Tiltedfibergrating;Grapheneoxide;Bovineserumalbumin;Biosensor
OCISCodes:060.2370;060.2370;060.3735;120.0280;280.1415

0 引言

生物传感器在医疗诊断、环境监测、食品安全等领域发挥着越来越重要的作用.光纤光栅传感技术具有

抗电磁干扰,小型化与波长调制等优点,是新型生物传感器的重要发展方向[1-3].其中,81°倾斜光栅(Tilted
FiberGrating,TFG)兼具光纤Bragg光栅(FiberBraggGrating,FBG)和长周期光纤光栅(LongPeriod
FiberGrating,LPFG)的优点,具有较高的折射率(RefractiveIndex,RI)灵敏度和极低的温度系数,是制作

生化传感器的优良平台[4-5].
近年,石墨烯(Graphene)和氧化石墨烯(GrapheneOxide,GO)因其具有独特的化学和电学性质,被应用

于电化学领域[6]、激发表面等离子体共振效应[7-8]或修饰生物传感器表面[9],其目的都是为了提高传感器的

检测灵敏度和检测范围等性能.GO是石墨烯的一种衍生物,具有良好的生物兼容性,除了具有石墨烯的二

维片层结构外,还富含羧基、羟基等各种含氧基团,因而具有远高于用其他纳米粒子载体的固载率,可溶于多

种溶剂,容易通过共价偶联方式与蛋白质结合,可直接方便地用于各种新型生物传感器中[10-11].
本课题组在标准直径的81°TFG上涂覆GO并修饰牛血清蛋白(BovineSerumAlbumin,BSA)单克隆

抗体(MonoclonalAntibodies,MAbs),对BSA抗原进行检测,得到检测范围为1.5~75nmol/L,并且在0~
15nmol/L有着较好的线性响应,但其检测极限(LimitOfDetection,LOD)和灵敏度分别为0.88nmol/L和

34.14pm/(nmol·L-1),相对较低[12].针对该问题,本文对81°TFG进行腐蚀增敏处理,并采用GO修饰包覆

其表面,然后将BSA-MAbs固定于光栅表面,用于对BSA抗原检测,并对传感器的灵敏度、LOD和检测范

围等参数进行分析.

1 基本原理

1.1 81°TFG传感原理与特性

81°TFG的轴向光栅周期为~32μm,因此可视为周期很短的LPFG,其耦合光路如图1(a).81°TFG的倾斜

光栅条纹使得光栅截面不对称,从而使每个包层模式都是具有TM模与TE模的简并模,并可通过偏振控制器

来调节线偏光的偏振方向,激发TM模或TE模[13-14],81°TFG在C-L波段的偏振相关光谱如图1(b).
根据TFG的相位匹配条件得到波长谐振式为[14]

λres=(nco
eff-ncl,m

i,eff)
ΛG

cosθ  i=TEorTM (1)

式中,λres为谐振波长,nco
eff、ncl,m
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式中,γ 为波导色散,Γ 是波导色散对环境的依赖关系,α 为材料膨胀系数,λ 为工作波长.式(2)中波导色散

与RI的关系为

ΓRI=
u2
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8π3r3neff
cl,m(n2

cl-n2
sur)3/2

(3)

式中,um 是零阶贝塞尔方程[J(0)u=0]的m 阶根,r为包层半径,nsur为外部环境的折射率,ncl与neff
cl分别为

包层折射率和包层模有效折射率,λ是包层模式的工作波长.由式(3)可知,ΓRI与r3 成反比关系,因此对81°
TFG进行腐蚀减小包层半径r,可大大地提高传感器的RI灵敏度.
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图1 81°TFG耦合光路原理图及偏振相关光谱

Fig.1 Lightcouplingschematicandpolarizeddependencespectraof81°TFG

1.2 实验系统

本实验所用系统如图2.由光源(ASE,1250~1650nm)发出的宽带光,经起偏器(Polarizer)和偏振控制

器(PolarizationController,PC)传输到 GO修饰的81°TFG传感区,透射光谱由光谱分析仪(MS9740A,

600~1800nm)实时分析.其中,起偏器的作用是产生线偏光,通过PC控制其偏振态,可使81°TFG工作在

TM模或者TE模.

图2 实验系统

Fig.2 Experimentalsetup

2 传感器的制作

2.1 试剂准备

实验所用化学试剂均为分析级纯度,各工作液均由灭菌的去离子水配制.1-乙基-3-[3-二甲基氨基丙基]
碳二酰亚胺(EDC)、N-羟基琥珀酰亚胺(NHS)、BSA 和 BSA-MAbs均购自西格玛奥德里奇(Sigma-
Aldrich)公司;4-吗啉乙烷-磺酸水合物(MES,0.1mol/L,pH=6.0)缓冲液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;磷酸缓冲液(PBS)(0.01mol/L,pH7.4)从
武汉博士德生物公司购买;GO混悬液(2mg/mL)从中国南京市先锋公司购买.实验中,用脱脂奶粉封闭液

(SkimmedMilkPowderSealFluid,SMPSF)来对光栅表面的GO羧基端进行封闭处理,SMPSF为脱脂奶

粉、Tween和三乙醇胺缓冲盐水(TrisBufferedSaline,TBS,0.1mol/L,pH=7.4)按一定比例混合而成.用
于对照测试的牛IgG和羊抗牛IgG样品购自北京索莱宝公司.
2.2 81°TFG的腐蚀增敏效果

使用氢氟酸(HF)溶液腐蚀光栅,在室温25℃条件下测得浓度为20%的 HF对光纤的腐蚀速率为

0.71μm/min,在81°TFG腐蚀过程中可以通过控制腐蚀时间来制作不同直径的传感器.因腐蚀速率与温度

有关,所以在实验中应保持温度不变.腐蚀前后光栅的显微图如图3,腐蚀后光栅直径为~80μm.
将腐蚀后的81°TFG在不同浓度的NaCl溶液(折射率1.33~1.38)中进行折射率标定,结果如图4,表明

为TM模腐蚀后的RI灵敏度,为~238.46nm/RIU,相比于腐蚀前TM 模的RI灵敏度提高~77%,TE模

的RI灵敏度在腐蚀之后提高~79%.
3-1006021
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图3 腐蚀前后的81°TFG的显微镜图

Fig.3 Microscopephotoof81°TFGbeforeandafteretching

图4 腐蚀前后81°TFG的RI灵敏度

Fig.4 CalibrationofRIsensitivitybeforeandafteretching

2.3 GO涂覆腐蚀型81°TFG及生物功能化

将腐蚀型81°TFG浸泡在5%的HNO3溶液中1h,然后用去离子水与无水乙醇反复清洗光栅并晾干;
将晾干后的81°TFG固定在洁净的器皿中,使用8mg/mL的NaOH溶液将光栅完全浸泡,置于40℃的恒温

箱中反应3.5h,然后在常温下反应0.5h激活光栅表面的羟基(-OH);羟基化结束之后用去离子水将光栅

清洗晾干,然后将离心处理过后的GO分散液(2mg/mL,400μL)浸泡光栅,静置6h.通过以上步骤,便在光

栅表面涂覆了一层GO薄膜,其修饰过程如图5(a)、(b).
81°TFG表面涂覆GO完成之后,还需对其羧基(-COOH)进行活化处理.将GO-81°TFG在室温下浸

入EDC/NHS活化液中1h,以活化GO层的羧基.活化液由1.04nmol/L的EDC溶液100μL、3.47nmol/L
的NHS溶液100μL与0.1mol/L的 MES(pH6.0)溶液300μL混合配制而成.随后将光栅浸入BSA-
MAb溶液(300μL,65μg/mL,在PBS中)1h,BSA-MAb便通过共价键结合在GO膜表面,其修饰过程如

图5(c)、(d).此外,为了使传感器能对BSA抗原有特异性,还应对光栅进行封闭处理.将GO-81°TFG浸泡于

200μL的SMPSF封闭液中1h,将GO表面未结合BSA-MAb的羧基封闭,排除其他杂蛋白在BSA检测过

程中的干扰,其封闭结果如图5(e).

图5 81°TFG的表面修饰过程示意图

Fig.5 Schematicdiagramof81°TFGsurfaceimmobilization
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3 实验分析与讨论

3.1 GO修饰腐蚀型81°TFG的电子显微镜图像及拉曼光谱

在场致发射扫描电子显微镜(ScanningElectronMicroscope,SEM)和拉曼光谱仪下对腐蚀型81°TFG
表面GO的涂覆效果进行鉴定.图6(a)为其SEM图像,表明光纤表面形成了一层致密的GO膜.图6(b)为传

感器表面的拉曼光谱,图中G峰为GO的主要特征峰,是由sp2碳原子的面内振动引起的,能够反映GO涂

覆的层数,双声子共振二阶拉曼峰G'峰可用于表征涂覆在光栅表面的GO中碳原子层间堆垛方式,如果GO
的结构存在较多缺陷,1350cm-1附近还会出现D峰.因此,由图6(b)可知光纤表面形成一层均匀致密且缺

陷较少的GO薄膜.

图6 GO修饰腐蚀型81°TFG的SEM及拉曼光谱图

Fig.6 SEMandRamanspectraofGO-coatedetched81°TFG

3.2 GO集成腐蚀型81°TFG的传感特性

使用图2的系统观测腐蚀型81°TFG涂覆GO
前后的TM和TE模光谱,结果如图7,图中虚线为

直径未涂覆GO的腐蚀型81°TFG的TM 模与TE
模光谱,实线为涂覆GO之后的TM和TE模光谱.
可见,在涂覆GO之后TM 与TE模式谐振峰分别

红移~0.85nm与~1.352nm,强度衰减~2.97dB
和~2.55dB,与研究文献[12]的变化趋势相同,但
由于腐蚀过后的81°TFG对RI的变化更加敏感,所
以其谐振峰的红移量与衰减量更明显.

使用相同方法对涂覆GO的腐蚀型81°TFG进

行RI标定,结果如图8,TM 模与TE模的RI灵敏

度均略有提高.TM模从原来的238.46nm/RIU提高

图7 GO涂覆TFG前后TM模和TE模光谱变化

Fig.7 SpectralchangesofTM modeandTEmode
beforeandafterTFGcoatingGO

到255.13nm/RIU(~7%),TE模从原来的205.518nm/RIU提高到225.71nm/RIU(~10%).虽然涂覆

GO后传感器的RI灵敏度增幅不大,但GO层能够为BSA单克隆抗体提供丰富的结合位点,这在很大程度

上会对传感器的检测极限和检测范围产生影响.
3.3 腐蚀型81°TFG表面修饰过程的光谱演变

利用图2的实验装置监测传感器表面修饰过程中TM模光谱变化,即在每一次表面修饰步骤结束之后,
记录传感器在PBS(0.01nmol/L,pH=7.4)缓冲液中的光谱,并记录谐振波长红移量,结果如图9.可见,传
感器经过羟基化、涂覆GO、修饰BSA-MAB及SMPSF封闭表面羧基位点的几个步骤,TM模谐振峰波长相

对于上一步修饰分别红移了~0.252nm、~0.602nm、~0.394nm和~0.294nm.这是由于每在光栅表面修

饰一层附加物,都会改变包层的有效折射率neff
cl,使得纤芯模与包层模的耦合条件发生改变.因此,传感器谐

振波长的红移效应也证明了每一步骤表面修饰的有效性.
5-1006021
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图8 涂覆GO前后腐蚀型81°TFG的RI灵敏度变化(RI范围:1.33~1.38)
Fig.8 RIsensitivityof81°TFGbeforeandafterGOcoated(RIrange:1.33~1.38)

3.4 生物分子检测与分析

在测定开始之前,用空白PBS溶液浸泡栅区,
所记录的传感器TM 模的谐振波长做为参考点.然
后在栅区依次加入不同的浓度(0.0075,0.015,

0.15,0.75,1.5,7.5,15,75,150nmol/L)的BSA抗

原溶液(200μL,PBS为缓冲液)各进行生物分子测

定.此过程中,通过光谱仪来记录和监测免疫反应的

动态过程.
图10(a)是传感器免疫测定过程中的光谱变

化,可见随着BSA抗原浓度的增加,传感器谐振波

长呈红移趋势.为了更清楚地反映检测过程中谐振

波长的变化,图10(b)为谐振波长漂移量随时间的

变 化曲线,表明当BSA抗原在低浓度区域(0~

图9 腐蚀型81°TFG表面修饰过程中的谐振波长红移量

Fig.9 Wavelengthredshiftduringthesurface
modificationofetched81°TFG

150pmol/L),谐振波长红移量较小;在中等浓度区域(150~1.5nmol/L),谐振波长红移量较高,灵敏度较

高;在高浓度区域(1.5~150nmol/L),由于传感器表面的BSA结合位点达到饱和,谐振波长的变化曲线趋

于平坦.整个检测过程的总红移量为~0.308nm.
由于所测试的BSA浓度非常低,BSA抗原对PBS缓冲液的折射率影响基本上可忽略不计,因此,检测

过程中的波长红移主要是由光栅表面附近的BSA抗原分子与固定在光栅表面上的BSA-MABs分子的特异

性结合所引起的.

图10 BSA免疫检测过程中传感器的光谱及谐振波长漂移量随时间的变化

Fig.10 SpectralevolutionandwavelengthshiftagainsttimeofthebiosensorforBSAdetection
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  为了更加清楚地分析免疫测定过程,图11绘制

了该生物传感器的谐振波长漂移与BSA抗原浓度

的关系,并用Langmuir模型进行拟合.从图11中可

知,在BSA浓度为0~1.5nmol/L的范围内,传感

器 呈 近 似 的 线 性 响 应,在 此 区 域 的 灵 敏 度 为

~182pm/(nmol·L-1),比 标 准 直 径 的 GO-81°
TFG的BSA传感器的灵敏度[12]提高~5倍.由于

所用光谱仪的波长分辨率为0.03nm,理论计算得

到该传感器对BSA的LOD为~0.165nmol/L,该
值与标准直径GO-81°TFG的BSA传感器的检测

极限~0.88nmol/L[12]相比降低了~5倍.此外,当

BSA的浓度大于15nmol/L时,波长红移曲线趋于

平坦,因 此 可 认 为 该 免 疫 传 感 器 的 饱 和 浓 度 为

15nmol/L.由于当BSA浓度为0.15nmol/L时,谐
振波长红移量为~0.044nm(>0.03nm),因此该传

图11 GO集成的81°TFG生物传感器的波长红移与BSA
抗原溶液浓度的关系(插图为0~1.5nmol/L范围的

线性拟合)
Fig.11 Wavelengthred-shiftsoftheGO-81°TFGbiosensor

fordifferentBSAconcentrationlevels(Inset:Linear
fitforBSAconcentrationof0~1.5nmol/L)

感器的检测范围为0.15~15nmol/L.该检测范围比标准直径GO-81°TFG的BSA传感器的检测范围[12]要

小.这主要是由于本研究中采用的是包层直径为~80μm的81°TFG,其表面积减少了很多,GO层的羧基数

量及BSA-MAbs分子的固定数量也会相应的减小,从而导致检测范围的降低.
解离系数KD 是表示生物传感器性能的一个重要因素,免疫传感器对BSA抗原的吸附遵循Langmuir

模型[15],可表示为

C
Δλ=

C
Δλmax

+
KD

Δλmax
(4)

式中,C 为BSA抗原溶液的浓度;Δλ为对浓度相对应的谐振波长漂移量;Δλmax为生化测定过程中波长漂移

的最大量;KD 为解离系数,与KA 互为倒数关系.通过图11的结果和式(4),求得的该生物传感器的对BSA
的解离系数KD 和亲和系数KA 分别为~0.54×10-9mol/L和~1.85×109L/mol,因此,该传感器对BSA
分子的亲和性良好.

为鉴定该生物传感器对BSA抗原的特异性,使用参数相同的GO涂覆腐蚀型81°TFG的BSA传感器

分别对含有牛IgG的PBS溶液(0.1mg/mL,200μL)以及含有羊抗牛IgG的PBS溶液(0.12mg/mL,

200μL)进行检测20min,检测完成后使用空白PBS溶液冲洗其表面,再将传感器浸入空白PBS溶液中测

定其光谱.结果显示,传感器的光谱相对于参考波长未发生红移,表明所制作的GO涂覆腐蚀型81°TFG生

物传感器对BSA的特异性反应具有良好的性能.

4 结论

本文提出一种高灵敏度的基于GO集成腐蚀型81°TFG的生物传感器,用于BSA抗原的检测以鉴定其

传感性能.结果表明,该传感器对BSA抗原的检测极限~0.165nmol/L,在BSA抗原浓度为0~15nmol/L
范围内的线性灵敏度为~182pm/(nmol·L-1),检测范围为0.15~15nmol/L,对BSA的解离系数KD 和亲

和系数KA 分别为~0.54×10-9mol/L和~1.85×109L/mol,亲和性良好,并具有很好的特异性.相比于本

课题组之前提出的GO修饰标准直径81°TFG免疫传感器,虽然检测范围有所降低,但是检测灵敏度提高了

~5倍,且拥有更低的检测极限和更好的亲和性.本文研究也验证了GO是生物传感器表面生物功能化的优

良材料,为生物传感器的发展和进一步的研究提供了实验基础.
参考文献
[1] CHIAVAIOLIF,BALDINIF,TOMBELLIS,etal.Biosensingwithopticalfibergratings[J].Nanophotonics,2017,6

(4):663-679.
[2] GONGC,GONG Y,KHAING O M K,etal.Sensitivesulfideiondetectionbyoptofluidiccatalyticlaserusing

horseradishperoxidase(HRP)enzyme[J].BiosensorsandBioelectron,2017,96(96):351-357.
[3] WOJ,WANGG,CUIY,etal.RefractiveindexsensorusingmicrofiberbasedMach-Zehnderinterferometer[J].Optics

7-1006021



光 子 学 报

Letters,2012,37(1):67-69.
[4] LUOBin-bin,YANZhi-jun,SUNZhong-yuan,etal.Novelglucosesensorbasedonenzymeimmobilized81°tiltedfiber

grating[J].OpticsExpress,2014,22(25):30571-30578
[5] YANZhi-jun,SUNZhong-yuan,ZHOUKai-ming,etal.Numericalandexperimentalanalysisofsensitivity-enhancedRI

sensorbasedonExTFGinthincladdingFiber[J].JournalofLightwaveTechnology,2015,33(14):3023-3027.
[6] WANGLu,XIONGQ,XIAOFei,etal.2Dnanomaterialsbasedelectrochemicalbiosensorsforcancerdiagnosis[J].

BiosensorsandBioelectronics,2017,89(Pt1):136-151.
[7] ZHANGJia,SUNYing,WUQiong,etal.Preparationofgrapheneoxide-basedsurfaceplasmonresonancebiosensor

withAubipyramidnanoparticlesassensitivityenhancer[J].ColloidsandSurfacesB:Biointerfaces,2014,211(116):
211-218.

[8] WUQiong,SUN Ying,MAPin-yin,etal,Goldnanostar-enhancedsurfaceplasmonresonancebiosensorbasedon
carboxyl-functionalizedgrapheneoxide[J].AnalyticaChimicaActa,2016,913(913):137-144.

[9] LEIYong-ming,XIAOMeng-meng,LIYun-tao,etal.Detectionofheartfailure-relatedbiomarkerinwholebloodwith
graphenefieldeffecttransistorbiosensor[J].BiosensorsandBioelectronics,2017,91(91):1-7.

[10] CHENGZhou.Localizedsurfaceplasmonicresonancestudyofsilvernanocubesforphotoniccrystalfibersensor[J].
OpticsandLasersinEngineering,2012,50(11):1592-1595.

[11] MEYERJC,SUNDARAMRS,CHUILINA,etal.Atomicstructureofreducedgrapheneoxide[J].NanoLetters,
2010,10(4):1144-1148.

[12] LUOBin-bin,LU Hua-feng,SHISheng-hui,etal.Immunosensingplatform withlargedetectionrangeusing
excessivelytiltedfibergratingcoatedwithgrapheneoxide[J].AppliedOptics,2018,57(30):8805-8810.

[13] ZHOUKai-ming,ZHANGLin,CHENXian-feng,etal.Opticsensorsofhighrefractive-indexresponsivityandlow
thermalcrosssensitivitythatusefiberBragggratingsof>80°tiltedstructures[J].OpticsLetters,2006,31(9):1193-
1195.

[14] YANZhi-jun,WANG Hu-shan,WANGChang-le,etal.Theoreticalandexperimentalanalysisofexcessivelytilted
fibergratings[J].OpticsExpress,2016,24(11):12107-12116.

[15] LIBR,CHENC W,YANG WL,etal.Biomolecularrecognitionwithasensitivity-enhancednanowiretransistor
biosensor[J].BiosensorsandBioelectronics,2013,45(45):252-259.

  Foundationitem:NationalNaturalScienceFoundationofChina(Nos.61875026,61505017),theFoundationandCutting-edgeResearch
Projectsof Chongqing Scienceand Technology Commission (Nos.cstc2018jcyjAX0122,cstc2019jcyj-msxmX0093),Scienceand
TechnologyProjectofChongqingEducationCommission(No.KJQN201801121),GraduateStudentInnovationProgramofChongqing
UniversityofTechnology(No.ycx2018231).

8-1006021




