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摘要：为了实现对生物分子间相互作用过程的实时、灵敏、快速监测，获得生物分子的有无、浓度与相互作用的动力学参

数信息，本文设计了基于光纤生物传感器的生物亲和性检测方法。首先，针对光干涉生物亲和性传感检测系统的光学传

输系统“Ｙ”型分叉光纤与光纤探针之间的耦合问题，提出了自聚焦透镜与石英光纤耦合结构，该耦合结构偏心公差能够
达到００２ｍｍ，倾斜公差能够达到０１°；针对干涉光谱信号的高频噪声问题，采用一种改进的经验模态分解干涉光谱信
号处理方法，有效避免了干涉光谱曲线滤波处理后极值点位置的偏移；同时采用局部拟合极值点计算生物分子膜层厚度

的方法，将生物分子膜层厚度的分辨率提高到５０ｐｍ。利用所搭建的光干涉生物亲和性检测系统，建立了ＨＥＲ３ＩｇＧ１抗
体药物利用金纳米粒子进行信号放大，实现对其浓度进行定量检测的新方法，检测过程中无需清洗，不产生交叉污染。

实验结果表明：系统检测限能达到００８２６μｇ／ｍＬ，该系统具有检测时间短，测量准确、精度高、成本低廉等特点，能够应
用于药代动力学研究中。
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１　引　言

　　生物分子相互作用研究是现代生命科学研究
的重大问题之一［１］。生物分子的亲和性检测是

指通过实时监测其相互作用过程，获得分子间是

否发生作用，作用强度等信息，得到分子间相互作

用的动力学参数，并进行定性及定量的分析，是一

种在分子水平阐明生物分子之间或分子与其他物

质间相互作用本质，揭示微观生命活动规律的重

要方法。该方法具有检测时间短，测量准确、精度

高、成本低廉等特点，对生物医学标记物、核酸、蛋

白质、病毒、细菌及毒素的检测、药物作用机理的

研究、临床用药筛选等方面有着广泛的应用［２４］，

是目前检测领域研究热点。

目前，生物分子亲和性动态检测技术主要有

表面等离子体共振技术（ＳＰＲ）、荧光共振能量转
移技术（ＦＲＥＴ）和光干涉生物传感检测技术
（ＲＩｆＳ）等新型检测方法［５］。其中表面等离子体共

振技术（ＳＰＲ）是一种光学物理现象。当一束偏振
光在一定的角度范围内入射到棱镜端面，在棱镜

与金属薄膜（Ａｕ或Ａｇ）的界面将产生表面等离子
波。当入射光波的传播常数与表面等离子波的传

播常数相匹配时，引起金属膜内自由电子产生共

振，即表面等离子共振。分析时，先在传感芯片表

面固定一层生物分子识别膜，然后将待测样品流

过芯片表面，若样品中有能够与芯片表面的生物

分子识别膜相互作用的分子，会引起金膜表面折

射率变化，最终导致 ＳＰＲ角度变化，通过检测
ＳＰＲ角度变化，获得被分析物的浓度、亲和力、动
力学常数和特异性等信息；ＦＲＥＴ是一种高效的
光学“分子尺”，是指能量从一种受激发的荧光基

团以非辐射的方式转移到另一种荧光基团的物理

现象。在生物大分子相互作用、免疫分析、核酸检

测等方面有广泛的应用，为在活细胞生理条件下

对蛋白质蛋白质间相互作用进行实时的动态研
究提供了便利［６］；但上述两种技术对温度、样品

组成等干扰因素非常敏感，同时设备包括很多光

学和机械部分以及液路系统，导致体积大、结构复

杂，使得系统优化和商业化很难实现。

目前，国内基于光纤传感器的生物亲和性检

测设备研究属于空白，相关产品未见报导，且国外

设备一般设备昂贵。本文根据反射膜厚度的改变

对干涉光强度的影响，设计了自聚焦透镜与光纤

探针耦合的光学传输系统，搭建了光干涉生物亲

和性传感检测系统，自主研发了可实现生物分子

间亲和性检测的新型装置。

２　光干涉生物亲和性检测原理

　　本文所述基于光干涉原理的 ＲＩｆＳ技术，基于
生物薄膜干涉技术，在光纤制成的生物传感器底

端覆盖生物分子相容层，形成生物膜层。当分析

物结合传感器底端偶联的配体时，生物膜层厚度
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增加，反射光干涉光谱曲线产生可测量的漂移，从

而实时监测光纤探针表面由生物分子间相互作用

引起的生物分子膜厚度的改变。采用微型光纤光

谱仪捕获可见光范围内的干涉光谱曲线，通过建

立干涉光谱偏移量与生物分子膜厚度变化量间的

量化关系，实现生物分子间相互作用过程的灵敏、

快速、高通量实时监测，获得生物分子的有无、浓

度及动力学参数等生物学信息。与其它荧光标记

或非标记生物分子亲和性检测技术相比较，避免

了荧光基团标记容易导致生物分子活性下降，倏

逝场技术的热稳定性差，微流控系统管路容易堵

塞及通量低等缺点［７８］。

该系统由光学系统、电控系统、信号处理系统

组成，其中光学系统中光纤探针后端与“Ｙ”型光
纤连接，“Ｙ”型光纤一端接可见光光源，一端接光
电倍增管；将光纤探针侵入到待检测样本中，当固

定在探针端面的生物膜层特异性分子与被检测分

子发生相互作用时，能够引起端面生物膜层厚度

的改变，当具有一定带宽的可见光入射到光纤探

针端面时，根据薄膜干涉的简化模型和光线反射

折射特性，图１给出了光干涉生物亲和性传感检
测原理图中，入射光线 Ｉ在光纤探针端面分成两
个部分，一部分入射光在界面 ｎ０上反射，另一部
分透过界面ｎ０，在界面 ｎ１反射，然后在投射面 ｎ０
射出。

图１　光干涉生物亲和性传感检测原理
Ｆｉｇ．１　Ｂｉｏａｆｆｉｎｉｔｙｓｅｎｓｉｎｇｄｅｔｅｃｔｉｏｎｐｒｉｎｃｉｐｌｅｂａｓｅｄｏｎｔｈｅｌｉｇｈｔｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ

　　当光纤探针端面发生生物分子结合反应时，
由于生物分子折射率与干涉层折射率相近，相当

于干涉层厚度增加，入射光在光纤探针端面分别

产生两束反射光Ⅰ和Ⅲ，由此产生的干涉光谱曲
线较生物分子反应前向波长增加方向偏移；同理，

当生物分子发生解离反应时，干涉光谱曲线向波

长减小方向偏移。通过实时监测生物分子间相互

作用的干涉光谱曲线，获得曲线的实时偏移量，从

而能够计算光纤探针端面生物分子膜层厚度相对

变化量，并实现生物分子的有无、浓度及相互作用

动力学参数的测定［９１０］。

由上述光干涉生物亲和性检测原理可知，干

涉光谱曲线极值点越尖锐，光谱仪捕获生物分子

反应前、后干涉光谱极值点处的波长值越精确，计

算获得的生物分子膜层相对厚度越精确。

本文基于光干涉生物亲和性检测原理，采用

光纤生物传感器实现分子互作检测。该方法首先

由光学传输单元、光纤探针、微型光纤光谱仪实时

监测生物分子相互作用干涉光谱，然后对干涉光

谱噪声信号进行处理，接下来对光纤探针端面的

生物分子膜层厚度进行计算，最终实现生物分子

间是否发生相互作用、相互作用特异性与亲和性、

生物分子的定性与定量等信息的快速测定。

３　光学系统设计

　　 基于光纤生物传感器的光干涉生物亲和性
检测系统的光学部分主要由微型光纤光谱仪、光

源、“Ｙ”型分叉光纤、光纤探针等组成。全波段卤
钨灯作为光源；用“Ｙ”型分叉光纤将光源、光纤探
针与微型光纤光谱仪连接起来，组成光学传输单

元；光纤探针表面由 ＴｉＯ２＋ＳｉＯ２＋生物分子层
３部分构成，是实现生物分子间相互作用并产生
光干涉现象的重要单元，如图２所示。
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图２　光学系统及光纤探针示意图
Ｆｉｇ．２　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｏｐｔｉｃａｌｓｙｓｔｅｍａｎｄｏｐｔｉｃａｌｆｉｂｅｒｐｒｏｂｅ

　　其中，“Ｙ”型分叉光纤与光纤探针连接（图３
所示），实现光源与干涉光的光学传输，其光耦合

效率直接决定了系统的测试性能。“Ｙ”型分叉光
纤与光源及微型光纤光谱仪间的连接部分为不锈

钢标准螺纹接口，匹配良好。但与光纤探针连接

时，由于光纤探针接口采用注塑工艺加工，光纤探

图３　“Ｙ”型光纤和光纤探针连接示意图
Ｆｉｇ．３　Ｃｏｎｎｅｃｔｉｏｎｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆ“Ｙ”ｔｙｐｅｏｐｔｉ

ｃａｌｆｉｂｅｒａｎｄｏｐｔｉｃａｌｆｉｂｅｒｐｒｏｂｅ

针为一次性使用，因此入射光在与光纤探针连接

端面容易发生反射和散射等杂散光干扰，不同光

纤探针与Ｙ型传输光纤连接时，人为装调会产生
偏心和倾斜等问题，从而降低光学传输系统的光

耦合效率，降低检测系统稳定性。

为了减小杂散光干扰，提高光耦合效率，提高

检测系统性能，本文提出了自聚焦透镜与石英光

纤探针耦合的光学传输系统。

自聚焦透镜又称为梯度变折射率透镜，是指

其折射率分布是沿径向渐变的柱状光学透镜，具

有数值孔径大、直径小、焦距短、平端面、聚焦好的

特点，与普通透镜的区别在于，能够使沿轴向传输

的光产生折射，并使折射率的分布沿径向逐渐减

小，实现出射光线被平滑且连续的汇聚到一

点［１１］。图４是普通透镜和自聚焦透镜的光轨迹
示意图。

图４　普通透镜和自聚焦透镜光路
Ｆｉｇ．４　Ｏｐｔｉｃａｌｐａｔｈｓｏｆｏｒｄｉｎａｒｙｌｅｎｓａｎｄｓｅｌｆｆｏｃｕｓｉｎｇｌｅｎｓ

　　石英光纤探针为全反射光传输方式，光传输
效率高。采用ＺＥＭＡＸ光学设计软件对自聚焦透

镜与石英光纤探针耦合结构进行设计与光耦合效

率模拟，结果如图５所示，半径为１０ｍｍ正光焦
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度、厚度为 １ｍｍ的 Ｋ９自聚焦透镜与直径为
２１ｍｍ的石英光纤耦合结构，可大大提高光耦合
效率，相对照度能够达到１０，实现了对光源的充
分利用。

图５　自聚焦透镜与石英光纤耦合结构光路效率仿
真图

Ｆｉｇ．５　Ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎｂｌｏｃｋｄｉａｇｒａｍｏｆｏｐｔｉｃａｌｐａｔｈｅｆｆｉ
ｃｉｅｎｃｙｏｆｔｈｅｓｅｌｆｆｏｃｕｓｉｎｇｌｅｎｓａｎｄｑｕａｒｔｚｏｐｔｉ
ｃａｌｆｉｂｅｒｐｒｏｂｅｃｏｕｐｌｉｎｇｓｔｒｕｃｔｕｒｅ

设计过程中在“Ｙ”型分叉光纤与光纤探针间
加工一个断面，加入自聚焦透镜，研究耦合的偏心

与倾斜对系统光传输性能的影响。仿真结果如

图５所示，“Ｙ”型分叉光纤与一次性石英光纤探
针连接时，中间耦合自聚焦透镜，能够最大限度放

宽石英光纤与 Ｙ型分叉光纤连接的偏心与倾斜
公差，偏心公差应小于００２ｍｍ，倾斜公差可小于
０１°，两种情况下的光斑足迹图如图 ６、７所示。

图６　自聚焦透镜与石英光纤探针耦合结构给定偏
心０．０２ｍｍ公差后的光斑足迹图

Ｆｉｇ．６　Ｓｐｏｔｆｏｏｔｐｒｉｎｔｏｆｔｈｅｓｅｌｆｆｏｃｕｓｉｎｇｌｅｎｓａｎｄｑｕａｒｔｚ
ｏｐｔｉｃａｌｆｉｂｅｒｐｒｏｂｅｃｏｕｐｌｉｎｇｓｔｒｕｃｔｕｒｅｇｉｖｅｎｅｃ
ｃｅｎｔｒｉｃｉｔｙ０．０２ｍｍ

图７　自聚焦透镜与石英光纤探针耦合结构给定倾
斜０．１°公差后的光斑足迹图

Ｆｉｇ．７　Ｓｐｏｔｆｏｏｔｐｒｉｎｔｏｆｔｈｅｓｅｌｆｆｏｃｕｓｉｎｇｌｅｎｓａｎｄｑｕａｒｔｚ
ｏｐｔｉｃａｌｆｉｂｅｒｐｒｏｂｅｃｏｕｐｌｉｎｇｓｔｒｕｃｔｕｒｅｇｉｖｅｎｔｉｌｔ
０．１ｄｅｇｒｅｅｓｏｆｔｏｌｅｒａｎｃｅ

出射光的光斑足迹图仍分布均匀，保证光源的高

耦合效率，避免人为装调等因素对光传输系统耦

合效率及检测系统稳定性的影响。

４　基于改进 ＥＭＤ的光谱信号去噪
方法

　　在生物分子间相互作用的干涉光谱信号采集
过程中，检测系统内部和外部都存在噪声源，使得

实际采集的原始干涉光谱信号曲线存在严重的系

统高频噪声干扰。这些高频噪声主要来源于环境

杂散光噪声、分光光度计内线阵ＣＣＤ和数据采集
系统电路的电噪声，基本属于随机噪声。在后续

数据处理部分假设直接分析干涉信号的光谱信

息，会出现相对较大的误差。因此，需要根据噪声

特点，采取相应的处理方法，尽可能简单地剔除噪

声干扰，改善数据的平滑程度，从而提高信号的信

噪比。目前常用的信号去噪方法主要有小波变换

信号去噪法以及经验模态分解（ＥＭＤ）法，采用小
波分析等传统滤波方法对干涉光谱信号进行处

理，会出现较大的干涉光谱极值点偏移问题；经验

模态分解（ＥＭＤ）方法是处理非线性、非平稳信号
的时频分析方法。该方法可以在未知任何先验知

识的情况下，依据输入信号自身的特点，自适应的

将信号分解成若干个本征模态函数（Ｉｎｔｒｉｎｓｉｃ
ＭｏｄｅＦｕｎｃｔｉｏｎ，ＩＭＦ）之和［１２１３］。ＥＭＤ被认为是对
以线性和平稳假设为基础的傅立叶分析和小波变
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换等传统时频分析方法的重大突破。采用经验模

态分解（ＥＭＤ）方法进行干涉光谱信号处理，不需
要预先设置任何参数，具有完全数据自主驱动的

特点，适合于分析非线性、非平稳信号序列，具有

很高的信噪比［１４～１６］。但在高频分量中存在低频

混叠的问题，因此本文采用一种ＥＭＤ干涉光谱信

号处理的改进方法，即针对干涉光谱信号的高频

噪声特点，对一次ＥＭＤ干涉光谱信号处理后的高
频ＩＭＦ分量做二次 ＥＭＤ处理，以弥补一次 ＥＭＤ
处理重构后信号的相位微漂移，实现更精细尺度

下的频率成分分析，提高干涉光谱数据极值点的

提取精度，该算法步骤如图８所示。

图８　干涉光谱信号二次ＥＭＤ改进方法处理流程图
Ｆｉｇ．８　ＦｌｏｗｃｈａｒｔｏｆｉｍｐｒｏｖｅｄｍｅｔｈｏｄｏｆｔｗｏｔｉｍｅｓＥＭＤｆｏｒｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒｕｍｓｉｇｎａｌ

图９　原始干涉光谱经ＥＭＤ改进方法分析处理后的各阶分量
Ｆｉｇ．９　ＥａｃｈｏｒｄｅｒｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｏｆｏｒｉｇｉｎａｌｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｓｐｅｃｔｒｕｍｐｒｏｃｅｓｓｅｄｂｙｔｈｅｉｍｐｒｏｖｅｄＥＭＤｍｅｔｈｏｄ
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图１０　含有噪声的原始干涉光谱曲线
Ｆｉｇ．１０　Ｏｒｉｇｉｎａｌｓｐｅｃｔｒａｌｃｕｒｖｅｗｉｔｈｎｏｉｓｅｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ

　　对第一次ＥＭＤ处理后舍弃的高频分量进行
二次ＥＭＤ筛选，结果如图９所示，其中３阶以后
的分量变化平缓，再利用相关系数评价法，对相关

系数较小的分量进行重构，获得近似的直流分量。

将获得的直流分量与第一次 ＥＭＤ处理所重构的
分量相加，获得干涉光谱信号的滤波结果，从物理

概念来看，两次ＥＭＤ处理结果可以有效的保持原
干涉光谱信号的低频分量，充分利用ＥＭＤ的多分
辨率分解，对高频噪声实现有效去除，保证干涉光

谱信号相位处理后的一致性。

两次ＥＭＤ滤波处理结果如图１１所示，是对
单次处理的相位微调并进行局部放大，与其它小

波分析、中值滤波与 ＳａｖｉｔｚｋｙＧｏｌａｙ平滑滤波等传
统光谱滤波方法相比较，干涉光谱信号的ＥＭＤ改
进分析方法可以实现实时性，不需输入其它参数，

完全是数据自主驱动，在相位的保持上也优于传

统滤波方法。

　

图１１　ＥＭＤ改进方法去噪结果

Ｆｉｇ．１１　ＤｅｎｏｉｓｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆｉｍｐｒｏｖｅｄＥＭＤｍｅｔｈｏｄ（ａ）ａｎｄｔｈｅｐａｒｔｉａｌｅｎｌａｒｇｅｍｅｎｔｒｅｓｕｌｔ（ｂ）

５　实验结果与分析

　　本文采用上述搭建的光干涉生物亲和性传感
检测系统（如图１２所示），建立了金纳米粒子信
号放大 ＨＥＲ３ＩｇＧ１抗体药定量检测新方法。
ＨＥＲ家族是跨膜酪氨酸激酶受体（ＲＴＫ），是细胞
增殖、分化、存活、移动等重要调节者，与多种人类

癌症的形成与发展有关，在乳腺癌病人中 ＨＥＲ３
阳性患者占４１８％，针对 ＨＥＲ３靶标的抗体药物
研发成为热点。

实验将光纤探针表面固定 ＢｉｏｔｉｎＨＥＲ３抗
原，然后与人源化 ＨＥＲ３ＩｇＧ１抗体药进行结合反
应，响应值与抗体药浓度呈正相关。检测系统实

图１２　生物亲和性检测系统

Ｆｉｇ．１２　Ｐｈｏｔｏｏｆｂｉｏａｆｆｉｎｉｔｙｄｅｔｅｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ

时监测相互作用过程如图１３所示，其中 ａ～ｉ是
光纤探针检测２９４４０～０１１５μｇ／ｍＬ浓度范围内
倍比稀释 ＨＥＲ３ＩｇＧ１，经 ＭｃＡｂＡｕ信号放大后
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图１３　ＨＥＲ３ＩｇＧ１定量检测结合反应曲线

Ｆｉｇ．１３　Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈｒｅａｃｔｉｏｎｃｕｒｖｅｓｏｆ

ＨＥＲ３ＩｇＧ１

图１４　ＨＥＲ３ＩｇＧ１定量检测标准曲线

Ｆｉｇ．１４　Ｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｏｆｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆ

ＨＥＲ３ＩｇＧ１

的反应曲线；ｊ是固定有 ＢｉｏｔｉｎＨＥＲ３抗原的光纤
探针置于２０％兔血清中，经同浓度 ＭｃＡｂＡｕ信
号放大的空白对照反应曲线。各浓度均重复３次
测定，ＨＥＲ３ＩｇＧ１定量检测标准曲线如图 １４所
示，在０１１５～２９４４０μｇ／ｍＬ浓度范围内，标准曲
线符合Ｌｏｇｉｓｔｉｃ曲线拟合，相关系数 Ｒ２＝０９９７，
检测时间１７ｍｉｎ。空白对照组重复３次检测的

ＳＤ（ｎ＝３）为０１３２，检测限（ＬＯＤ）为空白对照３
倍 ＳＤ对应的 ＨＥＲ３ＩｇＧ１浓度，经实验结果为
００８２６μｇ／ｍＬ；定量限（ＬＯＱ）为空白对照１０倍
ＳＤ对应的 ＨＥＲ３ＩｇＧ１浓度，经实验结果为
０２６７μｇ／ｍＬ。

其中，检测限指样品中的待测物质能够被检

测出的最低浓度，也就是能测出该物质的最低浓

度；定量限指样品中待测物质能够被测定的最低

浓度，即能够准确定量检测出该物质的最低浓度；

ＳＤ表示对空白进行测定，其测定结果的标准偏
差，是一种量度数据分布的分散程度的标准，用以

衡量数据值偏离算数平均值的程度，标准偏差越

小，检测值偏离平均值就越少，反之就越多。

６　结　论

　本文根据光干涉生物亲和性传感检测系统的原
理分析，以ＺＥＭＡＸ光学设计软件为前提，设计了
自聚焦透镜与光纤探针耦合的光干涉生物亲和性

传感检测光学传输系统，有效提高光源耦合效率，

降低人为装调带入的偏心与倾斜问题对系统稳定

性的影响；然后采用一种ＥＭＤ干涉光谱信号处理
改进方法去除干涉光谱信号的噪声干扰，提高信

号采集精度。采用搭建的光干涉生物亲和性传感

检测系统，实现了 ＨＥＲ３抗原与 ＨＥＲ３ＩｇＧ１抗体
药特异性相互作用过程的实时监测，引入金纳米

粒子偶联第二抗体信号放大效应，建立了 ＨＥＲ３
ＩｇＧ１抗体药的定量检测新方法，利用所搭建的光
干涉生物亲和性检测系统，实现了对 ＨＥＲ３ＩｇＧ１
抗体药物含量的定量检测新方法。实验结果表明

系统检测限能达到００８２６μｇ／ｍＬ，能够应用于
药代动力学的研究中。
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１１５第３期 　　史健松，等：光纤生物传感器在ＨＥＲ３抗体药物定量检测中的应用
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“ＥＩ”确定为源期刊。２００１年在国家科技部组织的“中国期刊方阵”的评定中，《发光学报》被评为“双效期
刊”。２００２年获中国科学院２００１～２００２年度科学出版基金“择重”资助。２００４年被选入《中国知识资源
总库·中国科技精品库》。本刊内容丰富、信息量大，主要反映本学科专业领域的科研和技术成就，及

时报道国内外的学术动态，开展学术讨论和交流，为提高我国该学科的学术水平服务。

《发光学报》自２０１１年改为月刊，Ａ４开本，１４４页，国内外公开发行。国内定价：４０元，全年４８０
元，全国各地邮局均可订阅。《发光学报》欢迎广大作者、读者广为利用，踊跃投稿。
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