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用于纳米生物膜层厚度测试的

光纤生物传感器

孙 艳"8) 孙 锋) 杨玉孝" 谭玉山"

9"西安交通大学激光红外研究所8西安 :"**;<=

9)空军工程大学航空电子工程系8西安 :"**!>=

摘 要 研制出光纤感应生物传感器8用以测试 5?级的生物膜层的厚度 ’给出了测试的实
现过程@实验结果和提高信噪比的方法8并与表面等离子体共振92.A=技术进行了比较 ’
关键词 抗原B抗体B光纤B干涉B直接感应生物传感器

C 引言

检测样本中是否存在某种特殊的生物物质8
是研究和医学诊断中经常用到的方法 ’检查血浆
中是否存在某种特殊的抗体时8可以利用与之互
补的特殊抗原 ’基于该原理的检测方法8常用的
有免疫扩散法@免疫电泳法@免疫荧光法等 ’常用
的生物传感器方法有夹层光纤传感器@位移光纤
生物传感器@2.A传感器@光栅生物传感器等 ’
这些生物传感器要么体积很大需要大量的测试样

本8要么需要有毒的9荧光=指示剂8而且一次只能
做一种测试8不能做体内检测 ’
我们研制的应用相位跟踪逼近方法的光纤直

接感应生物传感器8用光纤探针作为生物传感器8
利用干涉原理8根据光谱相位的改变8判断探针端
面生物膜层厚度是否发生变化8从而判断样本溶
液中待测的物质是否存在 ’其特点是D体积小@无
毒@可同时达到多种化验目的 ’并可进一步达到
体内测试的目的 ’

E 测试原理

光纤传感器探针部分如图 "所示 ’
在进行生物膜厚度测试之前8光纤探针端部

首先被覆盖上一层硅化膜8膜的厚度大约为 "F
)G?’如果想测试的是一种抗原8那么就要使用
与之相对应的特异性抗体 ’这样要在光纤端部的

收稿日期D)**"H""H"!

图 " 光纤探针端面的反射

IJKL" MJKNOP6Q&6ROJ%5SOT%OO%?%QTJ%UP%T6
硅化膜之上再粘附一层特异性抗体8用这层特异
性的抗体和抗原之间的特异性结合来检测特定抗

原是否存在 ’硅化膜的折射率和抗原@抗体物质
的折射率非常接近8整个膜层9包括硅化层@抗体
和抗原=从光学的角度可以被认为是一层物质 ’
入射光沿光纤射入探针末端 ’当只有抗体层

时8入射光首先在光纤和膜层之间的界面9界面

"=发生反射8一小部分光9第一束光=被反射回

VWX型光纤另一端B大部分的光会继续进入膜层8
并在膜层和空气的界面9界面 )=上发生第二次反
射8第二次反射回来的光8在界面 "处发生透射8
反射光的大部分进入光纤9第二束光=8被反射回

VWX型光纤的另一端 ’
当膜的折射率较低时8光在薄膜内的反射很

弱8多次反射的情况基本上不用考虑8不会出现多
束相干光的情况8所以只需要考虑单次反射光发
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生相干的情况 !由于膜有一定的厚度"第一束光
与第二束光之间存在光程差 #"#$%&’()*"*为光
的入射角"在近垂直入射的条件下"*近似为零
度"所以 #$%&’()*$%&’()+,-$%&.在白光的相
干长度内"光程差的存在使两束反射光之间可能
会发生光的干涉 !设第一束光的光强为 /0"第二
束光的光强为 /%"根据 123)435定律"干涉光的光
强为

/$/06/%6% /0/7 %’()+%8#9:- +0-
式中"#即光程":为入射光的波长 !由于 /0

和 /%强度接近"可近似认为两者相等 !设 /0$/%
$/;"上式可简化为

/$%/;+06’()+%8#9:-- +%-
对于一个给定的 #"#9:与 /之间存在余弦关系 !
在#9:$,.<"0"0.<"=时可得到反射光强的极值!
如果当 #的初始化值为 >?级"式+%-中 /和 :之
间的关系是一种类似余弦的关系"即形状很象余
弦"只是随着 :的增加信号的周期会变展宽@如图

%所示 !

图 % 波长 :和光强 /之间的类余弦关系

+A为初始膜厚 #的情况"B为 #有所增加的情况-

1CD.% EF3235GHC(4)FCIJ3HK334KGL3534DHF+:-G4M

23N53’H3MC4H34)CHO+/-’P2P3AC4MC’GH3)C4CHCG5

LG5P3(N#" ’P2P3 B C4MC’GH3)HFGH# FG)

C4’23G)3M-
用两个或两个以上的极值可以计算出每个极

值的阶数以及光程 #的值 !先计算得到极值点
处的波长值 QRSRT="设 U$,.<"当 #9:$U"%U"
VU"=时对应反射光强的极值点 !由于我们不知
道我们取的极值点到底是在哪一阶"所以不妨依
次设定 QRSRT处的阶数为 WURWUX0RWUX%"=
阶数递减是因为随着 :增大"09:在减小"所以阶
数应该是递减的 !列方程组

#9Q$WU +V-
#9S$WUX0 +Y-
#9T$WUX% +<-

对于给定的 QRSRT值"联立求解上面的三个方程
就可以得到光程 #R阶数 W的值 !
在近垂直入射下"对于给定的折射系数 Z和

光程 #"膜的实际厚度 &为

&$#9%Z +[-
在 /0\/%或者 /0]/%的情况下"虽然还是可

以得到结果"但图象的衬比+度-会降低"确定极值
点的准确程度将有所降低"使得测试误差增加 !
抗原和抗体发生反应后"膜厚 #会增加"反

应在频谱图线上是相位的移动 !因此"如果测到
的干涉图发生了相位的移动"就可以推知抗体和
抗原发生了反应"也就是说"可以测出血液里的确
存在抗原"达到测试的目的 !

^ 检测系统结构

该检测系统由白光光源R_‘a型光纤R光纤连
接器R光纤探针R分光光度计R计算机组成 !光纤
探针和_‘a型光纤之间由透镜耦合"使用标准

bcd接头 !
钨卤素灯发出的宽带白光经过耦合进入_‘a

型光纤"向前直通到光纤耦合器"然后进入光纤探
针 !在探针末端发生反射"有一部分光被光纤截
面反射回来"进入分光光度计 !

图 V 检测系统组成

1CD.V e3H3’HC4D)O)H3?)H2P’HP23
分光光度计使用的是美国 (’3G4(IHC’)公司

的 b%,,,光谱仪"包括分光光路和 d9e转换电路
两部分 !直接和计算机的串口相连 !其中分光的
光路采用的是交叉对称水平成象系统"如图Y所示!

图 Y 分光系统光路图

1CD.Y bI3’H2(?3H32)H2P’HP23

f<[ V0卷
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分光光度计的狭缝为 !"#$宽%高度 &’’’#$()反
射光栅密度为 &!’’*+,$$)线阵 --.为 /012
345"&&型 !’678单元--.9:,.电路的采样频率
是 "’’;<=)分辨率是 &!位 9

> 测试过程

>9? 准备
使用硅化方法处理光纤端面)使光纤端面上

面制备一层聚合体的膜%主要成份是聚苯乙烯(9
硅化层主要是为了增加膜层的厚度)并增加光纤
对抗体的粘附能力 9膜厚为 #$级)折射系数约
为 &@"’A9
>9B 固定抗体层
将硅化后的光纤探针浸入浓度为 &’’#C,$4

纯化羊抗原 3CD抗体里)&E后用三蒸水清洗光纤
端面)去掉多余抗体 9这样在光纤端面上)就有一
层聚合体的膜和一层抗体层 9此时采集一组数据
并保存 9
>9> 固定抗原层
将光纤探针再次侵入人 3CD%即抗原(里)&E

后用三蒸水清洗光纤端面)洗去多余抗原 9由于
抗体和抗原发生生物反应)所以在光纤的端面就
有了三层物质F聚合体层G抗体层G抗原层 9抗体
和抗原的集合非常牢固)结合好的抗原基本不会
被清洗掉 9同样的原理)我们可以将抗原层的增
加)单纯看作是膜厚的增加 9此时再采集一组数
据并保存 9
>9H 讨论
用椭圆偏振法测得单分子抗体层的厚度约为

"IJ@"1$)抗原层和抗体层有近乎相近的大小和
化学生物特性 9被测试的蛋白质分子层厚度远小
于照射光的波长)当抗原抗体发生反应导致蛋白
质层厚度增加的时候)由于蛋白质层和硅化层物
质的折射率很接近)我们可以将增加的蛋白质层
仅仅作为聚合体膜在厚度上有所增加 9蛋白质分
子层的折射系数约为 &@66I&@"&9

H 测试结果

测试结果如图 "所示 9图 "%K(给出的是未
经处理过的数据)包括抗原和抗体反应前后的两
条谱线 9图 "%L(给出的是信号处理后的数据)也
包括抗原和抗体反应前后的两条谱线 9图 "%L(
可以看出有明显的相位移动 9

图 " 测试结果

MNC@" OPQRN1CSPQT*RQ
根据采样数据计算出硅化膜的厚度约为

’@A7J#$%含抗体和抗原层在内()增加的膜厚%即
为抗原层(的厚度约为 J1$9测试误差小于 &1$9
在后面的系列实验中)我们还做了不同浓度

抗体和抗原的梯度实验)实验证明)即便是抗原或
抗体的浓度很小%如 &#C,$4()增加粘附的时间)
仍然可以达到检测的目的 9

U 信号处理

:,.采样后的信号通过串行口被送入计算
机进行数据处理 9数据处理主要包括去噪G光学
信号处理G计算极值点G计算膜厚和计算折射率 9
由于系统误差主要来自外界杂散光噪音和分

光光度计里线阵 --.的高频噪音 9为了提高信
噪比)改善图形质量)必须去噪 9首先采用了频域
平均法)也就是对同一片膜在实验条件不变的情
况下采集 V组数据)进行频域平均)可以使 W,X
比提高 YV倍 9实验中 VZ6@然后使用二次向量
相减法)即在光源打开的情况下)遮盖住裸光纤的
端面)测量反射回来的光谱)也就是背景噪音数
据)然后用实际测量的数据减去背景噪音)可以去
掉大部分杂散光噪音 9再使用 A阶巴特沃斯低通
滤波器)去掉 --.的高频噪音 9此时得到的图象
消除了绝大部分的系统噪音)图象比较平滑)可以
进行数据分析了 9

A"[[期 孙艳等 9用于纳米生物膜层厚度测试的光纤生物传感器
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计算极值点的方法如前所述 !

" 与表面等离子体共振#$%&’技术
的对比

近年来(生物传感器发展很快 !$%&传感器)
光栅生物传感器)法布里*珀罗脱生物传感器都可
以用来测定生物膜层的厚度 !其中 $%&传感器
测量生物膜的厚度是目前较为常用的技术 !该传
感器包括一个镀有薄金属镀层的棱镜(其中金属
层成为棱镜和绝缘体之间的界面 !如图 +所示 !

图 + 表面等离子体共振#$%&’传感器

,-./+ $01234567389:;158:;3;45#$%&’85;8:18
一束横向的磁化单向偏振光入射到棱镜的一

个面上(被金属层反射(到达棱镜的另一面 !反射
光束的强度可以测量出来(用来计算入射光束的
入射角 <的大小 !反射光的强度在某一个特殊的
入射角度 =$%突然下降(就在这个角度(入射光的
能量与由金属*绝缘体交接面激励产生的表面等
离子共振#或>$%&?’相匹配 !将一层薄膜#如生

物膜’沉淀在金属层上(绝缘物质的折射系数会发
生改变 !折射系数依赖于绝缘物质和沉淀膜的厚
度和密度的大小 !测试陷波角的值(沉淀膜的厚
度和密度就可以推导出来 !测试灵敏度可以达到

;9级 !
$%&传感器是先进的(它不需要生物测试中

常常要用到的有毒的指示剂#如荧光指示剂’(也
可以进行实时测量 !而我们的仪器与之对比(其
优点在于@A’采用的是宽带白光光源B$%&传感
器需要偏振光作为光源(多采用固定光源入射波
长 !C’使用一次性光纤探针使测试更简单方便B
$%&传感器的清洗则复杂得多(而且必须将很薄
的金属膜#DE;9左右’镀在棱镜上 !这些都将增
加测试成本 !
另外(通常医学检测中的生物样本数量是很

少的($%&传感器有相对大的圆柱型表面(意味
着需要较大容量的测试样本(我们的光纤探针需
要测试样本的量则非常少 !由于需要调整入射光
的角度(所以 $%&传感器不适合做体内检测(而
我们的仪器则有望进行体内测试 !

F 小结

本文给出了利用白光干涉原理(通过光纤生
物探针测试抗原#或抗体’是否存在的一种新型生
物传感器方法 !这种光纤生物传感器在国内和国
外还没有被开发(它具有体积小)无毒)可同时达
到多种化验目的特点(同样的方法还可以用于其
他很多类似的情况(很有使用价值和市场前景 !
本文的主要思路已在美国申请专利 !专利

号@D(GEH(HDI!$56/G(AJJG/
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!"#$%&’(")*"%$)(+,$-,"-.#"&,$-,&%
/’’0"$*"-*$($)("-.#"&0/1$%(2")3-$,,

&!-/-&4$($%.%/*$

567897:;<;567=>7?<;897?86@A9B:;C9786DE97:

:FGHIJKGILMLJNOJGPQRSGMT;FGHIJU:VVWX

<YJNGJQQRGJNOJGPQRSGMTZ[\GR]LR̂Q;FGHIJU:VV_‘

a>b>Ac>dd9e>f<VV:g::g:_

/hijklmj CE>nAo>pdAp>begD>7DA7?oABD>7DBpADd>c>qBr>dsCEAbt7>DDBn797Bu>e>pq>c>qoABq9v>pb97
o>d>e>be>dswe?Ac>DeE>e>DeA7?rpBb>DD97de>DeA7?p>D6qe;9qDB?Ac>DeE>u>eEBdBnAurpBcA7?xyzs
CE>9peAbq>bBur9p>DeE>D6pn9b>rq9DuB7p>DB797b>{5|a}e>bE7BqB?v~AeEeEADD>7DBpD9eq9Des
3!"#$k%i &7eA?>7’&7eAoBdv’(reAbDnAo>p’w7e>pn>p>7b>’=Ao>pdAp>beD>7DA7?oABD>7DBp

,)*1l* ~9DoBp7A7:XU:;b97dAd9e>nBp|Es+s5E>Boe9A7>d,s5d>?p>>
npBu +>e>beA7?C>bE7BqB?v97dw7Dep6u>7e+>r9peu>7eBn-q>bepB7Ab
5bA>7b>97dC>bE7BqB?v.7Ac>pDAevBn/AH97A7:XX<;97dp>b>Ac>d0s5s
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:777期 孙艳等 8用于纳米生物膜层厚度测试的光纤生物传感器
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