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摘　要：提出了一种使用基于氧化石墨烯修饰包层腐蚀型长周期光纤光栅应 用 于 检 测 禽 流 感 病 毒 的 免

疫传感器．氧化石墨烯通过氢键结合在包层腐蚀型长周期光纤光栅表面上，并通过共价键将禽流感病毒

单克隆抗体与氧化石墨烯表面的羧基相结合．利 用 氧 化 石 墨 烯 上 吸 附 的 禽 流 感 病 毒 单 克 隆 抗 体 与 禽 流

感病毒抗原的特异性结合引起的长周期光纤光栅谐振波长变化进行检测．结果表明，该氧化石墨烯修饰

包层腐蚀型长周期光纤光栅免疫传 感 器 对 禽 流 感 病 毒 的 检 测 极 限 为４０ｎｇ／ｍＬ，传 感 器 的 解 离 常 数 为

～１．６×１０－７　ｍｏｌ／Ｌ，检测范围为４０ｎｇ／ｍＬ～２００μｇ／ｍＬ．通过对禽流感病毒空白尿囊液、禽流感病毒尿

囊液和新城疫病毒尿囊液进行检测，表明免疫传感器具有良好的特异性和临床性．该免疫传感器具有应

用于禽流感病毒的快速和早期诊断的可能．
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０　引言

禽流感是由禽流感病毒（Ａｖｉａｎ　Ｉｎｆｌｕｅｎｚａ　Ｖｉｒｕｓ，ＡＩＶ）引起的一种急性传染病．它的爆发和流行是全球

公共卫生的新威胁，因为这种疾病通常会导致高发病率和潜在死亡率．目前，关于禽流感的检测方法主要包

括：病毒分离鉴定法［１］、血清学鉴定法［２］、分子生物学鉴定法［３］、基因芯片法［４］、新一代高通量测序法［５］和生

物传感器检测技术等．然而，病毒分离法的分离培养和血清鉴定需要复杂的程序，这些程序耗时长（从数天到

数周）［６］，且操作繁琐．酶联免疫吸附试验具有灵敏性、通用性且可自动检测等优点［７，８］，但它是不可重复使用

的．琼脂扩散法虽操作方法较简单，但其敏感性较差，容易受反应浓度和时间的影响，出现一定的错误［９］．分
子生物学鉴定法虽然可以提高检测的敏感性和特异性，但其敏感性和特异性依赖于对禽流感病毒ＲＮＡ的

控制，其中一些手段还存在交叉污染、操作繁琐和成本高的缺点．免疫荧光技术［１０］虽然具有快速、简便、敏感

性好，而且费用较低，但是需要注意的是如何避免和降低标本中出现的假阳性（非特异性荧光）问题．以上的

一些免疫检测方法虽然可以直接检测病毒抗原，但需要标记且会对被测生物分子造成损伤，同时也会使操作

者直接接触放射性元素，使用上存在局限性．新一代高通量测序法虽然精度高，错误机率小，但其检测需要复

杂的仪器设备．因此，如何快速、准确诊断和及时检测可能爆发的禽流感病毒，研究一种能够快速、准确、重复

性好的检测禽流感的方法已成为科研工作者的一项严峻挑战．
由于光纤光栅传感器具有抗电磁干扰、小型化、多路复用、无标记和实时检测等优点，光纤Ｂｒａｇｇ光栅

（Ｆｉｂｅｒ　Ｂｒａｇｇ　Ｇｒａｔｉｎｇ，ＦＢＧ）、长 周 期 光 纤 光 栅（Ｌｏｎｇ　ＦＢＧ，ＬＦＢＧ）和 倾 斜 光 纤Ｂｒａｇｇ光 栅（Ｔｉｌｔｅｄ　ＦＢＧ，

ＴＦＢＧ）已被广泛研究用于化学和生物医学应用［１１－１５］．国内外研究者主要通过用薄膜材料涂覆光纤光栅表面

来改善折射率灵敏度，如Ｌａｎｇｍｕｉｒ－Ｂｌｏｄｇｅｔｔ薄膜［１６］、碳纳米管［１７］、氧化锌［１８］、二氧化钛［１９］等．目前，以石墨

烯、过渡金属二硫化物和拓扑绝缘体为代表的二维纳米材料，由于它们具有独特的机械、电子、光学和化学性

质而备受关注［２０－２３］．氧化石墨烯（Ｇｒａｐｈｅｎｅ　Ｏｘｉｄｅ，ＧＯ）是一种石墨的氧化衍生物，有很强的亲水性、水溶性

及生物相容性，由于其基底平面和片状边缘富含各种含氧基团，如羟基、环氧基、羧基等，使得ＧＯ可通过共

价键固定各种生物分子［２４］，此外，ＧＯ还可通过非共价相互作用如氢键，π－π堆积和静电相互作用来吸附生

物分子．ＷＡＮＧ　Ｙ等［２５］在倾斜角为１０°的ＴＦＢＧ上修饰ＧＯ用于相对湿度（ＲＨ）传感，灵敏度为０．１２９ｄＢ／％
ＲＨ．ＪＩＡＮＧ　Ｂ等［２６］在８２°倾斜光纤光栅上涂覆ＧＯ，用于检测低浓度葡萄糖溶液，在０～８ｍｍｏｌ／Ｌ的浓度范

围内其灵敏度为０．２５ｎｍ／（ｍｍｏｌ／Ｌ）．ＬＵＯ　Ｂ等［２７］在８１°倾斜光纤光栅上涂覆ＧＯ，用于对牛血清蛋白检测，

在１．５ｎｍｏｌ／Ｌ到７５ｎｍｏｌ／Ｌ的检测范围内，其检测极限为０．８８ｎｍｏｌ／Ｌ．在此，本文提出一种基于ＧＯ涂覆

腐蚀型长周期光纤光栅（ＧＯ－ｅＬＰＦＧ）检测ＡＩＶ病毒的免疫传感器．首先羟基化ｅＬＰＦＧ表面，ＧＯ的羧基基

团通过氢键稳定的固定在光栅表面．通过场发射扫描电子显微镜和原子力显微镜对光纤的表面形貌进行表

征，进一步对ＧＯ－ｅＬＰＦＧ进行表面功能化处理，实现其对ＡＩＶ病毒的无标记和特异性检测．

１　原理及方法

１．１　试剂及制备

本实验所用化学试剂均 为 分 析 纯，使 用 的 工 作 液 均 通 过 灭 菌 的 去 离 子 水 配 制．氧 化 石 墨 烯 溶 液（浓 度
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２ｍｇ／ｍＬ），购自南京先丰纳米材料 科 技 有 限 公 司；氢 氟 酸（ＨＦ）溶 液（浓 度４０％）、氢 氧 化 钠（ＮａＯＨ，纯 度

９９％）、稀硝酸溶液（ＨＮＯ３，５％）、无水乙醇（Ｃ２Ｈ６Ｏ）、Ｎ－羟基琥珀酰亚胺（ＮＨＳ，纯度９９％）和１－（３－二甲基

氨基丙基）－３－乙基碳二亚胺（ＥＤＣ，纯度９９％）均购自Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ中国公司；三羟甲基氨基甲烷（Ｔｒｉｓ）和

吐温（Ｔｗｅｅｎ）购自美国ＧＥＮ－Ｖｉｅｗ公司；磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ，０．０１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ＝７．４）购自武汉生物技术有限

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．脱脂奶粉封闭

液（ＳＭＰＳＦ）由脱脂奶粉、Ｔｗｅｅｎ和三乙醇胺缓冲盐水（Ｔｒｉｓ　ｂｕｆｆｅｒｅｄ　ｓａｌｉｎｅ，ＴＢＳ，０．１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ＝７．４）按

一定 比 例 混 合 而 成，用 于 对 光 栅 表 面 ＧＯ 羧 基 端 进 行 封 闭 处 理．ＡＩＶ 单 克 隆 抗 体（ＡＩＶ　Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ
Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，ＡＩＶ－ＭＡｂｓ，浓度２ｍｇ／ｍＬ）购自美国Ａｂｃａｍ公司．

Ｈ５亚型ＡＩＶ病毒株，由南京农业大学动物医学院传染病组馈赠．禽流感 Ｈ５Ｎ１弱毒株，由重庆市疾病

控制中心馈赠，将禽流感病毒液注入９日龄的ＳＰＦ鸡胚中，３７℃培养约７２ｈ后，观察后取出鸡胚，４℃放置

２４ｈ，使血管收缩防止出血，用取液器收取尿囊液，５　０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ后，取上清液，获得ＡＩＶ尿囊液；
新城疫病毒（ＮＤＶ－ＡＶ２９）株，购 自 中 国 兽 医 药 品 监 察 所，取９日 龄ＳＰＦ鸡 胚，每 个 鸡 胚 尿 囊 腔 接 种 ＮＤＶ－
ＡＶ２９株稀释０．２ｍＬ，３７℃孵育，在接毒后４８ｈ内，获得ＮＤＶ尿囊液．
１．２　传感原理及实验系统

ＬＰＦＧ是利用紫外光照射周期性振幅掩模板对载氢掺锗光纤曝光导致光纤纤芯折射率调制而形成．几
十到数百微米的折射率调制使得光纤纤芯中前向传输的纤芯导模耦合到同向传输的不同阶次包层模中，包

层模的高衰减导致 光 纤 传 输 谱 中 出 现 一 系 列 以 离 散 波 长 为 中 心 的 谐 振 峰．谐 振 峰 半 高 全 宽 通 常 为１０～
２０ｎｍ，其谐振波长、纤芯模和包层模的有效折射率的关系的相位匹配条件为［２８］

λｒｅｓ＝ ｎｃｏｅｆｆ－ｎｃｌ，ｍｅｆｆ（ ）Λ （１）

式中，λｒｅｓ为谐振峰中心波长，ｎｃｏｅｆｆ、ｎｃｌ，ｍｅｆｆ 分别为光纤纤芯基模和ｍ 次包层模的有效折射率，Λ 为ＬＰＦＧ周期．
ＬＰＦＧ的折射率（Ｒｅｆｒａｃｔｉｖｅ　Ｉｎｄｅｘ，ＲＩ）灵敏度取决于相位匹配条件，由Λ 和纤芯模与包层模有效折射率之

差共同决定．包 层 模 有 效 折 射 率 取 决 于 包 层 折 射 率（Ｃｌａｄｄｉｎｇ　Ｒｅｆｒａｃｔｉｖｅ　Ｉｎｄｅｘ，ＣＲＩ）和 周 围 介 质 折 射 率

（Ｓｕｒｒｏｕｎｄｉｎｇ　Ｒｅｆｒａｃｔｉｖｅ　Ｉｎｄｅｘ，ＳＲＩ）的差值．
沉积高折射率薄层材料是提高ＬＰＦＧ传感器ＳＲＩ灵敏度的典型方法．当在ＬＰＦＧ表面涂覆纳米薄膜时，

此时，ＳＲＩ对λｒｅｓ的影响可表示为［２８］

ｄλｒｅｓ
ｄｎｓｕｒ

＝
ｄλｒｅｓ
ｄｎｃｌ，ｍｅｆｆ

·ｄｎ
ｃｌ，ｍ
ｅｆｆ

ｄｎｓｕｒ
＝λｒｅｓ·γ·ΓＲＩ （２）

式中，ｎｓｕｒ是ＳＲＩ，γ为波导色散，ΓＲＩ是波导色散对环境的依赖关系，其关系可表示为［２９］

ΓＲＩ＝－
ｕ２ｍλ３ｒｅｓｎｓｕｒ

８π３ｒ３ｃｌｎｃｌｎｃｏｅｆｆ－ｎｃｌ，ｍｅｆｆ（ ）ｎ２ｃｌ－ｎ２ｓｕｒ（ ）３／２
（３）

式中，ｕｍ 是零阶贝塞尔方程 Ｊ　０（）ｕ＝０（ ）的ｍ 阶根，ｒｃｌ和ｎｃｌ分别表示光纤包层的半径和折射率．当ＳＲＩ小于

ＣＲＩ时，ｎｃｌ，ｍｅｆｆ 将随ＳＲＩ增大而增大，由于纤芯直径远小于包层直径，ｎｃｏｅｆｆ不受ＳＲＩ影响，根据式（１），ＳＲＩ增大

ＬＰＦＧ谐振波长将发生蓝移现象．当ＳＲＩ值接近ＣＲＩ时，灵敏度达到最大值，同时，高阶模的灵敏度比低阶模

更高［３０］．当ＳＲＩ超过ＣＲＩ时，相位匹配条件不再满足，包层－外部介质界面将失去全内反射条件，因此，在包

层中传播的导模将变为辐射模或泄露包层模．在这种情况下，耦合强度变化将被反射回包层－周围介质界面

的光能量所影响．同时，根据式（３）可知，ΓＲＩ与ｒ３ 成反比关系，因此对ＬＰＦＧ进行腐蚀减小包层半径ｒ，可提

高其传感器的ＳＲＩ灵敏度．
图１是用于 监 测 ＧＯ－ｅＬＰＦＧ 传 感 器 的 传 输 光 谱 的 实 验 系 统 示 意 图．从 光 纤 光 栅 解 调 系 统（ＭＯＩ－

ＳＭ１２５，波长分辨率５ｐｍ，波长精度±１ｐｍ）的一个输出端（ＣＨ１）发射的扫频激光（１　５１０ｎｍ～１　５９０ｎｍ，频
率１Ｈｚ）进入ＳＭＦ－２８单模光纤，传输到光纤隔离器，该隔离器用于防止后向散射和反射光对前向传输光的

影响．ＧＯ－ｅＬＰＦＧ传感器的两端固定在两个固定的载玻片上，中间是一个可移动的载玻片，用来携带被测液

体．最后通过单模光纤连接到光纤光栅解调系统的另一个通道（ＣＨ２），解调后的透射光谱通过串口输出到计

算机上实时显示．
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图１　实验系统示意图

Ｆｉｇ．１　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ　ｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ　ｓｙｓｔｅｍ

１．３　ＧＯ－ｅＬＰＦＧ传感器制作及表面功能化

实验所使用的ＬＰＦＧ采用逐点法，在负载 Ｈ２的单模光纤中通过紫外曝光法写制．在紫外曝光后，将光栅

在８５℃下退火２４ｈ除去残留的氢以稳定其光学性质．所制作的ＬＰＦＧ光栅周期为～５６８μｍ，长度为１ｃｍ，
损耗峰强度为～３０ｄＢ，３ｄＢ带宽为～７．５ｎｍ．在室温（２５℃）下，使用２０％的 ＨＦ溶液对其包层进行腐蚀，测

得在该浓度下光纤光栅的腐蚀速率为～０．７１μｍ／ｍｉｎ．通过控制腐蚀时间得到直径为～１１４μｍ的ｅＬＰＦＧ，
其折射率灵敏度为～－２１．０５ｎｍ／ＲＩＵ，较未腐蚀的ＬＰＦＧ提高了～１．０９倍，由于光纤本身材质问题，随着光

纤半径的减小，ＬＰＦＧ再经过羟基化处理后容易发生栅区断裂，另外，随着光纤半径的减小，光纤本身表面积

减小，这将会导致对ＡＩＶ抗原的检测范围缩小，因此，～１１４μｍ的ｅＬＰＦＧ是综合考虑折射率灵敏度、光纤

材料以及后续实验操作较为合理的选择．接着，使用浓度为５％的 ＨＮＯ３溶液对浸泡光栅２ｈ，再用超纯水和

无水乙醇彻底清洗．然后，在４０℃的恒温箱内，将该ｅＬＰＦＧ浸入０．２ｍｏｌ／Ｌ的ＮａＯＨ溶液～３．５ｈ，再于室温

下继续浸泡０．５ｈ，以 激 活ｅＬＰＦＧ表 面 的－ＯＨ 基 团，用 超 纯 水 反 复 冲 洗 光 栅 表 面，去 除 多 余 杂 质，再 置 于

５０℃的对流烘干机中干燥１０ｍｉｎ．最后，用浓度为２ｍｇ／ｍＬ的ＧＯ溶液在室温下浸泡ｅＬＰＦＧ传感器１２ｈ
后，用超纯水和无水乙醇反复冲洗其表面，冲去未结合的ＧＯ，最终得到ＧＯ－ｅＬＰＦＧ传感器．

将ＥＤＣ（０．００４ｇ）和ＮＨＳ（０．００２ｇ）以２∶１的质量比溶于２００μＬ超纯水中，然后取ＭＥＳ缓冲液３００μＬ
混合均匀，得到ＥＤＣ／ＮＨＳ活化剂；然后，在室温下将ＧＯ－ｅＬＰＦＧ传感器浸入３００μＬ的ＥＤＣ／ＮＨＳ活化剂

中１ｈ，以 活 化 ＧＯ－ｅＬＰＦＧ表 面 的－ＣＯＯＨ 基 团；接 着 在 室 温 下 将 ＧＯ－ｅＬＰＦＧ传 感 器 置 于５０μｇ／ｍＬ的

ＡＩＶ－ＭＡｂｓ溶液（３００μＬ）中１ｈ，然后用ＰＢＳ反复冲洗传感器以去除其表面未结合的ＡＩＶ－ＭＡｂｓ；最后，用

配置好的ＳＭＰＳＦ封闭液浸泡ＧＯ－ｅＬＰＦＧ传感器１ｈ，以封闭光栅表面未被ＡＩＶ－ＭＡｂｓ封闭的羧基位点．整
个表面修饰过程如图２所示．

图２　ＧＯ－ｅＬＰＦＧ免疫传感器制作过程

Ｆｉｇ．２　Ｆａｂｒｉｃａｔｉｏｎ　ｐｒｏｃｅｓｓ　ｏｆ　ＧＯ－ｅＬＰＦＧ　Ｉｍｍｕｎｏｓｅｎｓｏｒｓ

２　结果与讨论

２．１　ｅＬＰＦＧ表面的表征及修饰过程的光谱监测

用场发射扫描电子显微镜（ＦＥＳＥＭ，ＺＥＩＳＳ　ＳＩＧＭＡ　ＨＤ）对沉积ＧＯ后的ｅＬＦＰＧ的表面形貌进行表征，
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如图３（ａ）所 示，可 见，ＧＯ 能 够 比 较 均 匀 地 沉 积 在 光 栅 表 面．此 外，还 使 用 和 原 子 力 显 微 镜（ＡＦＭ，Ｐａｒｋ
ＮＸ１０）对该传感器的表面形貌进行了检测，如３（ｂ）所示．该传感器的平均表面粗糙度Ｒａ＝１２．１５２ｎｍ．

图３　ＧＯ－ｅＬＰＦＧ的表面形貌特征

Ｆｉｇ．３　Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｓｕｒｆａｃｅ　ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ　ｏｆ　ＧＯ－ｅＬＰＦＧ

　　实验中对ｅＬＰＦＧ的每个表面修饰进行了光谱监测，每个步骤的光谱测 试 都 在ＰＢＳ中 进 行，实 验 检 测

中，使用的是ｅＬＰＦＧ的ＬＰ０７包层模．图４（ａ）和（ｂ）为从裸光栅开始到ＳＭＰＳＦ封闭ＧＯ表面多余位点的光谱

演变和相应的谐振波长漂移量大小．由图可知，从裸ＬＰＦＧ到羟基化再到ＧＯ沉积于ｅＬＰＦＧ表面的过程中，

ＬＰ０７包层模谐振波长红移量和耦合强度变化量分别为～８９５ｐｍ和～４．２３７　６ｄＢ．ＧＯ薄膜复折射率的实部影

响ｅＬＰＦＧ包层模色散方程，由式（１）可知，ＧＯ涂覆层会引起ｅＬＰＦＧ包层模有效折射率ｎｃｌｅｆｆ减小，从而导致

ＬＰＦＧ的谐振波长红移；而ＧＯ复折射率的虚部则表示ＧＯ材料的吸收特性，在光栅表面涂覆ＧＯ后，增加

了传播过程中的光损失，导致ＬＰＦＧ传输损耗增加，谐振峰强度增强．
从对ＧＯ表面－ＣＯＯＨ基团进行活化处理，到固定 ＡＩＶ－ＭＡｂｓ再到用ＳＭＰＳＦ封闭ＧＯ表面多余位点

的过程中，ｅＬＰＦＧ的ＬＰ０７包层模谐振波长变化量和耦合强度变化量分别为～１６３ｐｍ和～０．３６９　１ｄＢ．此过

程中，谐振波长发生蓝移，这是由于ＥＤＣ／ＮＨＳ活化剂、ＡＩＶ抗体及ＳＭＰＳＦ封闭液相对于ＧＯ（单层ＧＯ的

厚度为～１．１±０．２ｎｍ［３１］）均为较厚的涂层，随着涂层厚度的增加，ｅＬＰＦＧ包层模的有效折射率增加，根据式

（１），其谐振波长发生蓝移．

图４　ＧＯ－ｅＬＰＦＧ传感器表面修饰过程的光谱和波长变化

Ｆｉｇ．４　Ｓｐｅｃｔｒｕｍ　ａｎｄ　ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ　ｃｈａｎｇｅｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｓｕｒｆａｃｅ　ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＧＯ－ｅＬＰＦＧ　ｓｅｎｓｏｒ

２．２　ＧＯ－ｅＬＰＦＧ免疫传感器检测ＡＩＶ溶液

利用图１所示的实验系统，将所制作ＧＯ－ｅＬＰＦＧ的ＡＩＶ免疫传感器对不同浓度等级的ＡＩＶ抗原溶液

进行检测．首先，加入ＰＢＳ溶液以覆盖光栅区域，并记录对应的谐振波长作为参考波长．接着，依次使用３００μＬ
不同浓度 等 级 的 ＡＩＶ抗 原 溶 液（ＰＢＳ配 置，１０ｎｇ／ｍＬ、２０ｎｇ／ｍＬ、５０ｎｇ／ｍＬ、１００ｎｇ／ｍＬ、２００ｎｇ／ｍＬ、

５００ｎｇ／ｍＬ、１μｇ／ｍＬ、５μｇ／ｍＬ、１０μｇ／ｍＬ、２５μｇ／ｍＬ、５０μｇ／ｍＬ、１００μｇ／ｍＬ、２００μｇ／ｍＬ、５００μｇ／ｍＬ）进
行免疫检测，通过光纤光栅解调仪监测每个浓度等级的免疫反应过程．在每个浓度等级的ＡＩＶ抗原溶液的
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监测过程中，待光谱仪的光谱趋于稳定之后，记录５次光谱数据，取它们谐振波长的均值为该浓度下对应的

传感器响应波长；然后，撤下ＡＩＶ抗原溶液并用ＰＢＳ冲洗光栅以去除其表面未结合的抗原，便可以开始下

一个更高浓度等级的ＡＩＶ抗原溶液的免疫检测．
图５（ａ）和（ｂ）分别为ＧＯ－ｅＬＰＦＧ光谱随ＡＩＶ抗原溶液浓度增大的演化及谐振波长在整个检测过程中

随时间变化的蓝移过程．结果表明，当ＡＩＶ抗原溶液的浓度从１０ｎｇ／ｍＬ增大至５００μｇ／ｍＬ时，谐振波长的

总蓝移量为～４２５ｐｍ．当浓度为２００μｇ／ｍＬ时，谐振波长总变化量为～４２０ｐｍ；当浓度大于２００μｇ／ｍＬ时，
谐振波长变化量趋于饱和，这表明固定在ＧＯ－ｅＬＰＦＧ表面的ＡＩＶ－ＭＡｂｓ位点被ＡＩＶ抗原完全结合．同时，
在上述免疫测试中，发现光谱在每个测试浓度水平仅需１０～２０ｍｉｎ就能达到稳定状态，这表明所提出的免

疫传感器对ＡＩＶ抗原具有快速检测的能力．

图５　ＡＩＶ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．５　Ｓｐｅｃｔｒａｌ　ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ　ｓｈｉｆｔ　ａｇａｉｎｓｔ　ｔｉｍｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｉｍｍｕｎｏｓｅｎｓｏｒ　ｆｏｒ　ＡＩＶ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

　　图６给出对应与图５（ａ）中传感器波长漂移量的绝对值与ＡＩＶ抗原溶液浓度之间的关系．由图６可知，
在１０ｎｇ／ｍＬ、２０ｎｇ／ｍＬ和５０ｎｇ／ｍＬ的浓度范围内，波长漂移量分别为～５ｐｍ、～１０ｐｍ和～２０ｐｍ．由于

所使用光纤解调仪的波长分辨率为±５ｐｍ，因此推断该免疫传感器检测ＡＩＶ抗原的检测极限大约在２０～
５０ｎｇ／ｍＬ之间，根据使 用 生 物 传 感 器 的 校 准 曲 线 和 国 际 纯 粹 与 应 用 化 学 联 合 会（Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｕｎｉｏｎ　ｏｆ
Ｐｕｒｅ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，ＩＵＰＡＣ）建议，检测极限为［３２］

ｘＬＯＤ＝ｆ－１（ｙ
－

ｂｌａｎｋ＋３σｍａｘ） （４）

式中，ｙ
－

ｂｌａｎｋ为空白测量的 平 均 值，σｍａｘ为 空 白 测 量 的 标 准 偏 差．通 过 图６和 式（４），该 传 感 器 的 检 测 极 限 为

～４０ｎｇ／ｍＬ，该值与其他文献中报道的未修饰ＧＯ的ＬＰＦＧ生物传感器对人ＩｇＧ和羊抗鼠ＩｇＧ的检测极限

～２μｇ／ｍＬ
［３３］和 ～５００ｎｇ／ｍＬ［３４］相比，分别提高了～５０和～１２．５倍；该值与目前临床广泛应用的禽流感胶

体金诊断试纸检测限～１．７μｇ／ｍＬ
［３５］相比提高了～４２．５倍，证明该检测极限满足禽流感病毒检测的临床需求．

为了进一步了解ＧＯ－ｅＬＰＦＧ免疫传感器的检测结果，根据图６给出的该生物传感器波长漂移量的绝对

值与ＡＩＶ抗原溶液浓度之间的拟合结果，传感器对ＡＩＶ分子的特异性吸附遵循Ｌａｎｇｍｕｉｒ模型［３６，３７］

图６　ＧＯ－ｅＬＰＦＧ免疫传感器的波长漂移与ＡＩＶ抗原溶液浓度的关系

Ｆｉｇ．６　Ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ　ｓｈｉｆｔ　ｏｆ　ｔｈｅ　ＧＯ－ｅＬＰＦＧ　ｉｍｍｕｎｏｓｅｎｓｏｒ　ｆｏｒ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ＡＩＶ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｌｅｖｅｌｓ
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Ｃ
Δλ
＝
Ｃ
Δλｍａｘ

＋
１
Δλｍａｘ

·Ｋｄ （５）

式中，Ｃ为ＡＩＶ抗原的浓度，Δλｍａｘ为ＡＩＶ抗原检测过程中的最大谐振波长漂移量；解离系数Ｋｄ 是描述两

个相互作用分子之间结合能力的一个重要参数．通过图６和式（５），求得该ＧＯ－ｅＬＰＦＧ生物传感器对ＡＩＶ的

解离系数为～１．６×１０－７　ｍｏｌ／Ｌ．这些结果表明，基于ＧＯ修饰的ｅＬＰＦＧ禽流感病毒传感器对ＡＩＶ分子具有

较好的亲和力．
２．３　ＧＯ－ｅＬＰＦＧ免疫传感器的特异性及临床性试验

对于免疫传感器而言，重用性、特异性及临床性是衡量其是否合格的重要标准．为进行特异性测试和免

疫测定的实验，使用 ＨＦ溶液轻微腐蚀该ＧＯ－ｅＬＰＦＧ免疫传感器，以清除其表面所有的吸附层，然后使用以

上表面修饰步骤，重新将ＡＩＶ－ＭＡｂｓ分子固定于传感器表面．首先将该重新功能化的ＡＩＶ免疫传感器用于

检测不含ＡＩＶ的病毒原液（即，ＡＩＶ空白尿囊液，Ｂｌａｎｋ－ＡＩＶ　Ａｌｌａｎｔｏｉｃ　Ｆｌｕｉｄ，３００μＬ），然后检测新城疫病毒

原液（即，ＮＤＶ尿囊液，ＮＤＶ　Ａｌｌａｎｔｏｉｃ　Ｆｌｕｉｄ，３００μＬ），每次检测反应２０ｍｉｎ之后使用ＰＢＳ和去离子水多次

冲洗传感器表面，并记录传感器在ＰＢＳ环境下的光谱．由于尿囊液中含有许多其他生物分子杂质（如：杂蛋

白、生物盐、细胞等），但不含ＡＩＶ抗原分子，因此，这两个检测步骤能够鉴定该ＡＩＶ免疫传感器对ＡＩＶ抗原

结合的特异性．结果表明，该ＧＯ－ｅＬＰＦＧ免疫传感器谐振峰较参考光谱基本保持不变，表明该 ＡＩＶ免疫传

感器对ＡＩＶ空白尿囊液和ＮＤＶ尿囊液没有任何特异性结合的能力．然后，使用该ＧＯ－ｅＬＰＦＧ免疫传感器

依次检测浓度分别为１０ｎｇ／ｍＬ、２０ｎｇ／ｍＬ、５μｇ／ｍＬ、２００μｇ／ｍＬ和５００μｇ／ｍＬ的通过病毒扩增的ＡＩＶ病

毒原液（即，ＡＩＶ尿囊液，ＡＩＶ　Ａｌｌａｎｔｏｉｃ　Ｆｌｕｉｄ），测试方法同上．以上整个检测过程中ＧＯ－ｅＬＰＦＧ免疫传感器

谐振波长变化如图７所示，可见，当ＡＩＶ病毒原液的浓度从１０ｎｇ／ｍＬ变化至５００μｇ／ｍＬ时，谐振波长的蓝

移量为～３１５ｐｍ，与第一次检测的高纯度ＡＩＶ抗原溶液的蓝移量（～４２５ｐｍ，见图５）相当．但是后者的蓝移

较前者的略有降低，这是由于ＡＩＶ尿囊液里含有的是整个ＡＩＶ病毒，属于临床检测，而之前检测用的ＡＩＶ
是经纯化后的高浓度抗原蛋白，从而导致两者检测数据的差异．

图７　ＧＯ－ｅＬＰＦＧ免疫传感器的重用性、特异性和临床性测试过程谐振波长变化

Ｆｉｇ．７　Ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ　ｓｈｉｆｔ　ｆｏｒ　ｒｅｕｓａｂｉｌｉｔｙ　ａｎｄ　ｓｐｅｃｉｆｉｆｉｃｉｔｙ　ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ，ａｎｄ　ｃｌｉｎｉｃａｌ　ａｓｓａｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　ＧＯ－ｅＬＰＦＧ　ｉｍｍｕｎｏｓｅｎｓｏｒ

３　结论

提出一种基于ＧＯ－ｅＬＰＦＧ的禽流感病毒免疫传感器，具有免标记、操作简便、快速检测等优点．首先对

光栅表面进行生物传感功能化处理，经过光纤表面羟基化、包被ＧＯ、修饰ＡＩＶ－ＭＡｂｓ及封闭剩余ＧＯ位点

四个步骤．通过检测不同浓 度 等 级 的 高 纯 度 ＡＩＶ抗 原 溶 液，得 到 该 免 疫 传 感 器 对 ＡＩＶ抗 原 的 检 测 极 限 为

～４０ｎｇ／ｍＬ，检测饱和点为～２００μｇ／ｍＬ，检测范围为４０ｎｇ／ｍＬ～２００μｇ／ｍＬ．传感器的解离系数为～１．６×
１０－７　ｍｏｌ／Ｌ．通过 ＨＦ酸轻微腐蚀ＧＯ－ｅＬＰＦＧ免疫传感器进行重复表面修饰，再通过对 ＡＩＶ空白尿囊液、

ＮＤＶ尿囊液和ＡＩＶ尿囊液等不同的禽类病毒原液进行对比检测实验，结果表明该传感器对ＡＩＶ抗原具有

良好的特异性，具有临床应用的潜力．然而，该免疫传感器的灵敏度还较低，后续将会采用高ＲＩ灵敏度的色

散拐点位于Ｃ－Ｌ波段的ＬＰＦＧ作为传感平台，并结合ＧＯ材料，以提升该免疫传感器的传感性能．
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