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摘要 :倏逝波荧光免疫传感器是利用光波在波导内 ,以全反射方式传输时在波导界面产生倏逝波 ,结合荧光免疫分析原理进

行检测的一类新型传感器.该类传感器具有特异性强、灵敏度高、检测速度快、费用低、操作简便等优点 ,在环境检测、医学临

床、食品卫生等领域具有广泛的应用前景.在介绍倏逝波荧光免疫传感器原理、结构及其特点的基础上 ,综述了该类传感器在

环境检测领域的研究进展.
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Abstract :The evanescent wave fluorescence immunosensor , which employs evanescent wave produced in interface of the waveguide when the
light transmits on the manner of total internal reflection in the waveguide , is relatively new kind of sensor on the basis of fluorescence
immunoassay principle. This sensor has many advantages including strong specificity , high sensitivity , rapid detection , cost2effective and
simple operation , which will be widely applied for environmental detection , clinical medicine and food industry. The principle , structure and
characteristics of evanescent wave fluorescence immunosensors were covered and the applications of this kind of sensor in environmental
detection were introduced.
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　　倏逝波荧光免疫传感器利用光波在平面波导或

光纤内 ,以全反射方式传输时在传感器所处的介质

中产生倏逝波 ,该倏逝波可以激发传感器表面连接

的抗体或抗原分子上标记的荧光物质 ,同时结合免

疫反应原理 ,实现待测目标物质的定量检测[1 ,2 ]
.通

常倏逝波场的渗入深度只有数十 nm至几百 nm ,所

以倏逝波免疫传感器只能探测到位于倏逝波场范围

内的荧光分子发出的荧光 ,而溶液本体中游离的荧

光分子对检测结果几乎没有影响[3 ]
,可以减少溶液

中的杂质对检测结果的干扰. 1975 年 , Kronick 等[4 ]

首次将倏逝波激发应用于荧光免疫分析.荧光免疫

分析是免疫分析技术和荧光检测技术结合的产物 ,

具有特异性强、灵敏度高、检测速度快、示踪物稳定、

检测费用低廉等优点 ,在临床医学上一直发挥着重

要的作用.

目前 ,水体中持久性有机污染物 (POPs) 、内分泌

干扰物 ( EDCs)等微量Π痕量有毒有害有机物的检测
大多需要使用价格昂贵、体积庞大的 HPLC2MS或

GC2MS等仪器 ,样品制备过程复杂、耗时长 ,需要专

业技术人员操作 ,检测费用高 ,常规检测次数有限.

倏逝波荧光免疫传感器利用倏逝波原理和荧光免疫

分析原理 ,可实现目标物的灵敏、准确、快速和经济

检测 ,因此正成为检测环境中微量Π痕量有毒有害物
质方法的研究热点[5～9 ]

.

1　倏逝波荧光免疫传感器原理

倏逝波荧光免疫传感器所使用的换能器通常是

平面波导或光纤 ,因此可分为平面波导型免疫传感

器和光纤免疫传感器 ,二者基本原理相同.

当光束由折射率 n大的介质 (如平面波导或光

纤)进入 n小的介质 (如水溶液)时 ,若入射角θ大

于临界角θc ,入射光将全部反射回 n 大的介质中 ,

称为全反射 (total internal reflection ,TIR) ,其中θc 定

义为 :

θc = sin- 1 ( n1Πn2 ) (1)

　　式中 , n1 为介质 1的折射率 , n2 为介质 2的折
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射率 , n1 < n2 .在全反射的条件下 ,由于横向电场与

横向磁场的 Fresnel 传递系数不为 0 ,这意味着虽然

光能全部被反射 ,但电磁场却可从 2种介质的界面

延伸至 n 小的介质中 ,即所谓的“倏逝波”,并遵循

下面公式呈指数衰减[10 ]
,见图 1.

E ( z) = E0 exp ( - zΠdp ) (2)

　　式中 , z 为距介质界面的距离 , E ( z)为 z 处倏

逝波振幅 , E0 为界面处电磁场振幅 , dp 为渗入深

度.对于多模波导 ,渗入深度 dp (定义为电磁场为界

面处电磁强度 1Πe 的距离 ,见图 1) ,为折射率、入射

角和波长的函数 :

dp =
λex

2π[ ( n2 ) 2 sin2θ - ( n1 ) 2 ] - 1Π2 (3)

　　式中 ,λex是激发光的波长 ;θ是激发光与法线

间夹角.

图 1　倏逝波荧光免疫传感器原理示意

Fig. 1　Principle schematic of evanescent wave

fluorescence immnunosensors

如果抗体或抗原上标记的荧光分子位于倏逝波

穿透深度范围内 ,则能够被倏逝波激发并产生荧光 ,

对于平面波导型免疫传感器而言 ,荧光由放置在波

导另一侧的光电探测器收集 ;对于光纤免疫传感器

而言 ,部分荧光将返回光纤探头中 ,并从光纤探头的

一端射出 ,通过检测荧光信号 ,即可得到波导界面的

物质信息.

2　倏逝波荧光免疫传感器结构及特点

无论是平面波导型还是光纤型倏逝波免疫传感

器 ,其主要硬件包括以下 3个部分 : ①光学元件 ,如

平面波导或光纤、激发光源和探测器等 ;②流动进样

系统及样品池 ;③数据采集分析及控制系统.

2. 1　平面波导型免疫传感器

平面波导型免疫传感器 (图 2)以具有一定结构

的玻璃芯片作为传感元件 ,芯片上固定一定量的生

物识别分子 (抗体或抗原) ,其可与荧光标记物进行

特异性反应.激发光 (目前常采用半导体激光器)则

从芯片的一端射入传感元件并在其内部形成全反

射 ,在芯片表面产生倏逝波并激发其上的荧光分子

产生荧光 ,荧光由光电二极管、CCDs或光电倍增管

等探测器收集并转换成电信号 ,通过采集检测电信

号以得到待测目标物信息.如果以多路激发光或线

性光射入芯片 ,并且在各个全反射点上固定不同的

生物识别分子 ,即可制成同时分析多目标物的阵列

免疫传感器.

图 2　平面波导型免疫传感器示意

Fig. 2　Schematic of planar waveguide immnunosensors

相对于其他的免疫分析仪器 ,平面波导型荧光

免疫分析仪具有如下优点 :①抗电磁干扰 ,信号相对

稳定 ;②检测速度快 ,操作简便 ;③生物特异性强 ,灵

敏度高 ;④能够实现多通道检测 ,即同时测定多种物

质 ,这是它最显著的特点 ,但要求各分析物之间不得

存在明显的交叉反应 ; ⑤可以对生物反应的动态过

程进行实时监测.这些特点使得平面波导型荧光免

疫分析仪在食品和环境检测等需要大量测定并快速

得到结果的领域具有很大的应用潜力 ,受到了各国

研究单位的重视.欧盟自 1996年开始用于地表水污

染物检测的平面波导型免疫传感器研究 ,并由德国

的 Tubingen大学牵头开发了 1台原型机———RIANA

(图 2) ,并以此为基础 ,开发了自动化水分析计算机

支持系统 (automated water analyser computer supported

system ,AWACSS) [11 ,12 ]
.

212　光纤免疫传感器

倏逝波光纤免疫传感器将倏逝波原理、荧光免

疫分析原理及光纤检测优势结合于一体 ,除了具备

平面波导型荧光免疫传感器的优点外 ,其最大的优

势在于可实现仪器的小型化 ,有望成为日常野外检

测的主体技术.

国内外报道较多的光纤免疫传感器主要是利用

光纤作为探头和收集荧光 ,而激发光和荧光的传输、

采集和检测采用常规的光学系统 ,其中包括反射镜、
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透镜组、滤光片、斩波器等光学元件[13 ,14 ]
,系统对光

学元件的定位要求极高 ,一旦光路的任何元件发生

位移 ,将导致整个系统的破坏 ,并且很难恢复.

Golden等[15 ]对系统的结构进行了改进 ,利用光纤束

替代了部分光学分离元件 ,开发了 Analyte 2000型产

品.邓立新等[16 ]也开发了一套类似的光纤束型免疫

传感器实验装置 ,但尚未见检测实际样品的报道.

图 3为笔者开发的一套倏逝波全光纤免疫传感

器[17 ] .该传感器利用单多模光纤耦合器结构 ,使得

激发光的传输和荧光的收集与传输都利用光纤来完

成 ,并利用脉冲半导体激光器作为光源 ,省去了传统

的倏逝波光纤免疫传感器所需的常规光学系统 (如

斩光器、二色镜等) ,因此该系统光学分离元件少 ,结

构简单、紧凑 ,可制成便携式检测仪 ;光传递效率高、

损耗低、仪器的信噪比高.

图 3　倏逝波全光纤免疫传感器示意

Fig. 3　Schematic of evanescent wave all2fiber immunosensor

3　传感器生物识别元件的修饰

生物识别元件的修饰是倏逝波荧光免疫传感器

研制的关键步骤 ,修饰到生物识别元件上的生物识

别分子应保持良好的反应活性 ,且其活性或亲和位

点能与目标物结合 ,并尽可能地降低非特异性吸附.

常用的修饰方法包括物理吸附法、共价键法等.

物理吸附法是固定抗体等生物识别分子最简单

的方法 ,也是标准化实验室免疫分析方法 (如

ELISA)最常用的固定化技术.在倏逝波光纤免疫传

感器中 ,当使用塑料光纤作为识别元件时 ,通常采用

物理吸附法将抗体固定在其表面上[15 ] .物理吸附法

的缺点就是当环境条件变化 (如 PH值、溶液)时 ,吸

附分子会脱吸 ,从而造成检测结果的偏差 ;且吸附层

的生物识别分子密度不如其它方法高.

共价键法是目前最常用、研究最广泛的方法 ,也

就是采用化学键合的方法 ,将抗体等生物识别分子

以共价键方式键合于具有活性基团的载体上 ,其优

点是结合牢固 ,使用寿命长.不足之处是抗体活性可

能因化学键合反应而降低.由于平面波导和光纤多

由石英、玻璃制成 ,二氧化硅表面的羟基无法与生物

识别分子上的氨基、羟基、酚基和巯基等活性基团直

接反应 ,因此 ,通常需先对识别元件表面进行活化修

饰 ,一般采用以下 3种方法 :

①先用硅烷化试剂与识别元件上的羟基反应 ,

在识别元件表面引入巯基或氨基 ,然后借助双功能

试剂固定生物识别分子.如 Bhatia 等[18 ]将 32巯基丙
基三甲基硅烷 (MTS)与石英表面羟基反应 ,在其表

面引入巯基 ,巯基与双功能试剂 N2琥珀酰亚胺基242
马来酰亚胺2丁酸酯 ( GMBS)的马来酰亚胺的双键反

应 ,将双功能试剂接在硅表面 , GMBS的琥珀酰酐再

与抗体分子表面的氨基反应 ,从而将抗体固定于光

纤表面.

②通过一个中介层将生物识别分子固定在识别

元件上.如生物素2亲和素体系 ,即先将亲和素固定

到识别元件上 ,其可同时与 2个生物素分子结合 ,然

后将生物素分子一端的羟基通过单一的生化反应连

接生物识别分子[19 ] .把生物素2亲和素体系引入免疫
传感器具有放大效应 ,与直接固定生物识别分子相

比 ,信号响应值可提高几倍.但亲和素的非特异性吸

附高.也可以利用蛋白 A或蛋白 G作为中介层固定

生物识别分子[20 ] .

③利用亲水性高分子聚合物对识别元件表面进

行修饰.由于高分子聚合物所含的活性基团丰富 ,可

为生物识别分子的固定提供充足的活性位点 ;而且

它在水相中具有三维结构 ,能够掩蔽芯片表面 ,可以

很好地消除非特异性吸附所带来的问题. Piehler

等[21 ]利用壳聚糖、葡聚糖 (AMD) 、聚氧乙烯等聚合

物修饰芯片 ,可使非特异性吸附降低到 5 %～50 % ,

结合到芯片上的特异性抗体量明显提高 ,密度最高

可达 5～6 ngΠmm
2
. Brazen等[22 ]人先将玻璃芯片清洗

好后 ,用 GOPTS将表面硅烷化 ,然后将 AMD2污染物
的衍生物结合到芯片阵列点上 ,表面的其它区域用

未连接衍生物的 AMD封闭 ,以阻止非特异性吸附 ,

该芯片可以同时检测多种物质.

在环境检测中 ,目标物一般为小分子物质 (分子

量 < 1000) ,直接将小分子物质固定在识别元件表面

非常困难 ,目前常用的方法是固定抗体法.具有良好

的再生性能是免疫传感器优于其它免疫分析方法

(如 ELISA)的一大特点 ,当采用固定抗体法时 ,由于

再生条件常常比较苛刻 ,这将影响抗体的活性 ,进而

影响仪器的稳定性和再现性.而采用高分子聚合物
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固定法 ,可以将小分子抗原固定在识别元件表面 ,可

以实现良好的再生性能 ,这在平面波导型免疫传感

器中应用得较多[22～26 ]
.笔者采用先将小分子物质与

惰性蛋白 (如 BSA、OVA)结合 ,然后将该复合物通过

双功能试剂连接到硅烷化后的光纤探头表面 ,修饰

好的光纤探头可以重复使用上百次.

4　倏逝波荧光免疫传感器在环境检测中的应用

随着环境污染物的增加及对其残留浓度要求的

提高 ,对快速高效检测技术的需求日益迫切 ,倏逝波

荧光免疫传感器因其良好的性能及应用前景 ,在环

境检测领域得到越来越多的研究和应用.

411　平面波导型免疫传感器

Mallat等[23 ]将流动注射系统与倏逝波光学免疫

传感器耦合 ,用来检测各种水体中的杀虫剂异丙隆.

先将抗原衍生物固定在经过氨基葡聚糖处理过的玻

片上 ,然后利用 Cy515标记的抗2异丙隆抗体和水样
预反应 15 min以上 ,再将此混合物输入反应池进行

检测 ,对实际水样的检测限可达 0114μgΠL.

Barzen等[22 ]利用平面波导型免疫传感器———

RIANA分别同时检测阿特拉津、甲草胺、PCP 和

2 ,42D、西玛津、异丙隆 2组物质.除 PCP和异丙隆 2

种物质的检测限高于欧盟标准外 ,其它物质的检测

限均可满足欧盟规定的单种污染物浓度不得高于

011μgΠL的标准. Tschmelak等[22 ]利用该系统进行了

实际水样检测 ,同时检测阿特拉津、双酚 A、雌酚酮、

异丙隆 4 种物质 ,其检测限分别为 01002、01005、

01019、01016μgΠL ,标准偏差均不超过 2 %. Rodriguez2
Mozaz等[25 ]也用该系统进行了自然水体中双酚 A的

检测 ,检测限为 01014μgΠL ,完成一次分析的时间为

15min ,并获得了很好的再生效果 ,标准偏差在

1148 %～6193 %之间.

以 RIANA为基础 , Tschmelaka 等[12 , 26 ]发展了集

免疫分析、远程监控、网络功能、趋势分析、早期预警

等功能于一体的 AWACSS系统.该系统在无需预处

理的情况下 ,可在数 min内同时检测多达 32种浓度

在纳克级的有机污染物 ,包括杀虫剂、内分泌干扰物

及药物等.而且基于网络的 AWACSS数据库具有自

动进行数据分析评估功能.

内分泌干扰物黄体酮也可利用荧光免疫分析法

进行检测[27 ]
. 将传感元件表面先用氨基葡聚糖修

饰 ,然后将分析衍生物固定在葡聚糖分子上 ,采用间

接竞争法检测黄体酮 ,检测限可达 0137 ngΠL ,定量

检测限为 4188 ngΠL , IC50值为 (0171 ±0123) μgΠL.

Klotz等[28 ]利用免疫荧光传感器检测了 2 ,42D和西

玛津 ,其检测限分别为 01035和 01026μgΠL.

Rowe等[29 ]发展了 1 种多目标物检测的阵列荧

光免疫传感器 ,利用 CCD探测结合到平面波导上抗

体抗原的荧光信号 ,可以同时检测金黄色葡萄球菌

肠毒素 B (SEB) 、鼠疫杆菌的 F1 抗原和 D2dimer 等

物质.

美国海军研究实验室 (NRL)也开发了 1种阵列

荧光免疫传感器[30 ] ,将抗体通过生物素2亲和素体系
固定在平面波导上 ,理论上最多一次可同时检测 36

种物质 ,文献中一次检测了蓖麻毒素、霍乱毒素、

SEB等 9种毒素.

412　光纤免疫传感器

美国海军研究实验室是研发倏逝波光纤免疫传

感器最成功的典范 ,自上个世纪末开始致力于该传

感器的研究 ,经过多年的发展 ,已经开发出较为成熟

的免疫型光纤免疫传感器商业化产品 ,如 RAPTOR、

Analyte2000等.美军目前装备了 RAPTOR型产品 ,并

在海湾战场上得到了应用.

RAPTOR 的前身为原型机 MANTIS , 1999 年 ,

King等[31 ]利用后者对 SEB进行检测 ,并考察了基质

对检测的影响.随后 ,NRL实验室对该原型机进行了

改进 ,研制出半自动便携式光纤免疫传感器———

RAPTOR ,该型号传感器含 4个光纤探头 ,可以同时

检测 4种不同物质. Anderson等[32 ]利用该传感器对

SEB、蓖麻毒素、弗朗西斯菌和枯草杆菌样品进行了

验证性实验测试 ,灵敏度分别为 10 ngΠmL、50 ngΠmL、

5×10
5
cfuΠmL和 5×10

4
cfuΠmL ,假阳性和假阴性率都

比较低 ,分析速度快 ,仅为 3～10 min. 2003 年 ,Jung

等[30 ]又对该产品进行了升级 ,重新设计了流动系统

和光学系统 ,使得产品更便携、更易操作 ,利用生物

素2亲和素体系将抗体固定到传感元件上 ,并使用

Alexa Fluor647 作为标记荧光分子 ,增大了检测信

号 ,检测灵敏度也提高了 1个数量级.

便携式多通道光纤免疫传感器“Analyte2000”可

以现场检测爆炸物 2 , 4 , 62三硝基甲苯 ( TNT) 和

六氢21 ,3 ,52三硝基21 ,3 ,52三嗪 (RDX) [33～35 ]
.将抗体

共价偶联于光纤探头表面 ,利用 TNT或 RDX与荧光

标记的类似物 Cy52EDA2TNB (或 RDH)竞争探头表面

上的抗体 ,进行样品检测.将探头浸入 50 %乙醇 PBS

溶液中 ,1 min后即可实现再生.该传感器最多可同

时检测 4种不同物质. TNT、RDX的检测限分别为 5、

215 ngΠmL.“Analyte2000”免疫传感器也被用来检测

SEB
[36 ]

.采用三明治法检测毒素 ,先将兔抗2SEB抗体
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共价固定在探头上 ,以 Cy5标记的羊抗2SEB抗体作

为二抗进行检测.在缓冲液中 ,其检测灵敏度可达

015 ngΠmL.可在 45 min 内完成 4 种样品的定量检

测 ,15～20 min内可完成定性检测.

Brummel等[37 ]研制了将多克隆抗体共价固定于

探头表面 ,以检测环戊二烯类杀虫剂的倏逝波光纤

免疫传感器.该传感器灵敏度高 ,对于氯丹和七氯的

检测限可达 1 nmolΠL ,对于狄氏剂和艾氏剂检测灵

敏度与常规方法比较可分别提高 10倍和1 000倍.

Mosiello等[38 ]构建了 1种倏逝波光纤免疫传感

器检测 2 ,42D.比较了 2种荧光染料 Cy5和 FITC作

为标记的检测结果 ,结果表明 :用 FITC标记的检测

限低 ,而用 Cy5标记的有更高的信噪比.当采用将单

克隆抗体或半抗原固定在探头上的测试形式时 ,发

现后者具有更高的响应信号和更好的重复性 ,由于

采用的抗体质量缘故 ,检测限较高 ,不能满足环境检

测的要求.

Thompson等[39 ]研制了 1 种使用直接竞争分析

法检测腐马素B1的倏逝波免疫传感器.单克隆抗体

通过双功能试剂共价固定于硅烷化后的光纤探头表

面.实验表明该传感器的工作范围为 10～ 1 000

ngΠmL ,IC50值为 70 ngΠmL ,检测限为 10 ngΠmL.

Anderson等[40 ]建立了倏逝波光纤生物传感器检

测炭芽孢杆菌的方法.光纤烷基化后 ,使用双功能试

剂与芽孢杆菌多克隆抗体共价结合 ,其保护性抗原

与固定了多抗的光纤反应后 ,再使用 Cy5标记的保

护性抗原单克隆抗体作为二步反应抗体和荧光报告

分子.结果表明 ,该传感器可以检测到 5～50 ngΠmL

的抗原蛋白.

DeMarco 等[41 , 42 ] 研制了用于检测大肠杆菌

O157∶H7的光纤免疫传感器.该传感器采用三明治

法 ,即将大肠杆菌 O157∶H7特异性多抗固定在光纤

探头上 ,Cy52标记的二抗用于产生荧光信号.对于牛

肉样品 ,大肠杆菌 O157∶H7 的检测范围为 3～30

cfuΠmL.与传统的需要几天的微生物鉴别试验相比 ,

该仪器可在 20min内完成检测 ,基本实现了对大肠

杆菌 O157∶H7的实时鉴定.

笔者设计的倏逝波全光纤免疫传感器初步实现

了对微囊藻毒素MC2LR和 2 ,42D的检测 ,检测限分

别为 0103μgΠL和 0109μgΠL ,IC50值分别为 111μgΠL和

318μgΠL.采用先将小分子物质与惰性蛋白结合 ,然

后将该复合物通过双功能试剂连接到已用硅烷化试

剂处理好的光纤探头上 ,使用2 mgΠmL胃蛋白酶 (pH

= 110)作为再生液 ,实现了良好的再生性能.

5　展望

环境污染物种类繁多 ,且由于污染物大多为小

分子物质 ,其本身不具备免疫原性 ,需要与大分子物

质偶联后才能制备相应的抗体 ,因此小分子污染物

优良抗体的制备是免疫传感器开发应用的关键技术

环节.要使免疫传感器在环境检测领域有更大的作

为 ,需要进一步研发灵敏度高、特异性强、稳定性好

的高质量抗体.生物识别元件的修饰是免疫传感器

检测过程中最重要的一环.要提高免疫传感器系统

的检测性能 ,制备出生物识别分子活性高、载量大、

均匀性、一致性好、非特异性吸附弱且具备良好再生

性能的生物识别元件是修饰方法发展方向.

融合芯片、微加工、微电子学及生物信息等方面

的新技术 ,未来的倏逝波荧光免疫传感器应将流动

进样系统、检测系统、数据处理系统集成化、一体化 ,

构成可实现自动采样、进样、分析样品、处理数据的

智能型便携式检测仪.其有望成为日常野外检测、环

境事故应急检测、在线检测的重要手段.鉴于倏逝波

荧光免疫传感器所具备的诸多优点 ,欧美等发达国

家投入了大量的人力物力进行研究 ,并正在推广应

用 ,特别是倏逝波光纤免疫传感器 ,美国已制定多种

污染物的检测标准 ,而我国尚处于起步阶段 ,因此应

加大此类传感器的研制开发力度.
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