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石墨烯涂覆锥形光纤的快速生物检测研究

刘忍，王晶晶，冯吉军*

（上海理工大学 光电信息与计算机工程学院 上海市现代光学系统重点实验室，上海 200093）

摘 要：为响应快速、高灵敏度检测结核病抗原及新型冠状病毒蛋白的需求，研发了一种检测结核病抗原

（MPT64 蛋白、 Ag85B 蛋白）和严重急性呼吸综合症冠状病毒 2 （Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2， 
SARS‐CoV‐2）中核衣壳（Nucleocapsid， N）蛋白的高灵敏度光学微纤传感器。该光学微纤传感器通过具有极高表

面积和优异光学特性，并能显著增强锥形光纤固定能力的氧化石墨烯（Graphene Oxide， GO）进行涂覆；然后采

用能够在体外有效捕获目标蛋白，并实现实时检测的适配体单链DNA（Single‐stranded DNA， ssDNA）对GO涂覆

的锥形光纤进行修饰。采用制备好的传感器对目标物质进行检测。实验结果显示：该传感器能够在复杂样本中

快速检测MPT64和Ag85B，检测时间仅为 10 s，检测限（Limit of Detection， LOD）分别为 4. 23 × 10⁻²⁰ M和 3. 11 × 
10⁻¹⁹ M；另外，对 SARS‐CoV‐2中N蛋白的LOD为 6. 25 × 10⁻¹⁹ M。该光学微纤传感器具备高灵敏度和快速检测

的优势，有望在诸如结核病诊断和冠状病毒检测等医学领域发挥重要的作用。
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Research on rapid biosensing with graphene⁃coated conical optical fibers
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Abstract: In response to the need for rapid and highly sensitive detection of tuberculosis antigens and novel corona‐
virus proteins, a highly ‐sensitivity optical microfiber sensor for detecting tuberculosis antigens (MPT64 protein, Ag85B 
protein) and the nucleocapsid (N) protein of severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS‐CoV‐2) has been de‐
veloped. The optical microfiber sensor is coated with graphene oxide (GO) which offers extremely high surface area and 
excellent optical properties, and can significantly enhance the conical optical fiber's immobilization capacity; the GO ‐
coated conical optical fiber is further functionalized with single‐stranded DNA (ssDNA) aptamers, enabling efficient cap‐
ture of target proteins and facilitating real ‐ time detection in vitro. The prepared sensor is employed to detect the target 
analytes. The experimental results reveal that the sensor can rapidly detect MPT64 and Ag85B in complex samples within 
10 s, achieving detection limits of 4.23 × 10⁻²⁰ M and 3.11 × 10⁻¹⁹ M, respectively. Additionally, the sensor exhibits a de‐

doi：10.11823/j.issn.1674-5795.2025.03.08

收稿日期：2025-01-14；修回日期：2025-02-20
基金项目：国家重点研发计划项目（2022YFE0107400）； 国家自然科学基金项目（U23A20381， 11933005）； 

上海市科技委员会项目（23010503600， 23530730500）； 上海市高校特聘教授（东方学者）岗位

计划项目（GZ2020015）； 浙江省医学电子与数字健康重点实验室开放项目（2023AY311006）
引用格式：刘忍， 王晶晶， 冯吉军 .  石墨烯涂覆锥形光纤的快速生物检测研究［J］.  计测技术， 2025， 45

（3）： 85-99.
Citation：LIU R， WANG J J， FENG J J.  Research on rapid biosensing with graphene‐coated conical optical fi‐

bers［J］.  Metrology & Measurement Technology， 2025， 45（3）： 85-99.

·· 85



传感器技术 2025年第45卷 第3期

tection limit of 6.25 × 10⁻¹⁹ M for the N protein of SARS‐CoV‐2. The optical microfiber sensor possesses the advantages of 
high sensitivity and rapid detection, and is expected to play an important role in medical fields such as tuberculosis diag‐
nosis and coronavirus detection.

Key words: sensitive detection; tapered optical fiber sensor; coronavirus; tuberculosis; protein

0　引言

结核病是全球最常见的传染病之一，感染者

近 20 亿，每年新发病例约 1 000 万，死亡人数约

160 万人［1］。然而潜伏性结核感染（Latent Tubercu‐
losis Infection，LTBI）通常不伴有症状，及时诊断对

患者康复至关重要。结核分枝杆菌是导致结核病

的关键病原体，其分泌的蛋白质在疾病诊断中具

有重要作用［2］。其中，MPT64［3］和Ag85复合物［4］是

关键的分子标志物。MPT64［5］是结核分枝杆菌特有

的，其作为细菌生长的代谢指标，参与迟发型超

敏反应，是一个有价值的诊断工具。Ag85 复合物

由 Ag85A、Ag85B 和 Ag85C 组成［6］，其不仅在诱导

保护性Th1型细胞因子方面起着重要作用，还通过

与宿主纤维连接蛋白结合来帮助病原体实现免疫

逃逸。此外，Ag85 复合物能诱发特异性的免疫反

应，在结核病诊断中至关重要。在新冠疫情期间，

SARS‐CoV‐2因其传播迅速和非特异性症状导致确

诊难度增加。与其他冠状病毒相同，SARS‐CoV‐2
基因组编码 4种结构蛋白［7］：刺突（Spike， S）蛋白、

包膜（Envelope， E）蛋白、膜（Membrane， M）蛋白、

N 蛋白。N 蛋白保留了 RNA 基因组，而 S、E 和 M
蛋白共同形成病毒包膜。与结核病类似，SARS‐
CoV‐2携带的N蛋白具有潜在的分子标志价值。传

统的生物检测方法（如培养和直接涂片显微镜）耗

时长且具有挑战性，而分子诊断技术（如聚合酶链

反应（Polymerase Chain Reaction， PCR））具有高灵敏

度和特异性［8-10］。但这些方法都存在检测速度慢、

成本高和技术复杂性高等问题［11］ ，目前无法满足

临床实践中的实时监测需求。

近年来，具有灵敏度高、易于微型化特性的

光学微纤传感器作为生物检测领域的创新技术，

展现出巨大的应用潜力［12-15］。LI K等人［16］利用功能

化特殊抗体的光学微纤维实现了对 α‐胎蛋白（Al‐
pha‐Fetoprotein， AFP）的高灵敏度检测，LOD 可达

0. 2 ng / mL。YAP S H K 等人［17］使用氮和硫掺杂碳

点功能化的光纤传感器来检测生物样品中的 Fe3+，

实现了灵敏度为 0. 006 1 nm / （μg / L）、 LOD 为

0. 77 μg / L 的高检测性能。GO 因其独特的物理化

学性质，在光纤传感器领域中具有重要作用，其

高比表面积、丰富的表面官能团 （如羧基、羟基

等）［18］以及良好的电子传导性［19］，能够有效增强

传感器的灵敏度和选择性。GO能够与分子识别元

件 （如抗体、适配体等） 结合［20］，提升光纤传感

器对特定目标物的检测能力，并通过表面吸附或

电导率变化放大信号，实现高精度的检测。除此

之外，GO在生物传感器中表现出优异的生物兼容

性和稳定性［21］，适用于复杂生物样本的长时间检

测。其优异的稳定性和抗干扰能力使其能够在不

同的环境中应用，包括环境监测、疾病诊断、食

品安全等。因此，GO作为功能化材料在光纤传感

器领域中展现了广阔的应用前景。

本文通过将不同的特异性适配体固定在 GO［22］

涂覆的锥形光纤上，成功构建了一系列高性能光

学微纤传感器。这些传感器被分别用于结核病抗

原（MPT64 和 Ag85B 蛋白）以及 SARS‐CoV‐2 中 N 蛋

白的检测。实验结果表明：所开发的传感器能够

实现对目标生物标志物的高灵敏度检测，展现出

优异的检测性能和广阔的应用前景。

1　材料

本研究中使用的化学试剂包括硫酸（H₂SO₄）、

过氧化氢（H2O2）、3‐氨丙基三乙氧基硅烷［（3‐Ami‐
nopropyl）triethoxysilane， APTES］、乙醇（C2H6O）、

GO以及去离子水（用于配制水溶液）等，所有化

学试剂均按照收到的样品使用，未进一步纯化。

包层直径为 125 μm 的二氧化硅（SiO2）单模光纤

（SMF‐28）由 Corning 公司提供；结核分枝杆菌的

Ag85B（g230322）、MPT64 蛋白、适配体 MPT64 ‐
AP、适配体Ag85B‐AP和L‐精氨酸（L‐arginine）由中

国上海安升达（AZENTA）公司提供；N蛋白、RNA‐
AP、 DNA ‐ AP、牛血清蛋白（Bovine Serum Albu‐
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min， BSA）、L‐天冬酰胺（L‐Asparagine， Asn）、L‐瓜
氨酸（L‐Citrulline， Cit）、尿素（Urea）由中国上海晶

诺生物科技有限公司（Gene Optimal）提供。

2　GO功能化锥形光纤

首先，使用熔融法制备微纤（微纤的尺寸和结

构会影响光在其中的传播方式），对光纤进行局部

加热，同时在熔融状态下拉伸光纤两端，使其成

为腰部直径约 9. 8 μm 的锥形光纤［23-24］；接着，对

制备好的微纤进行表面功能化，如图 1所示，使用

APTES 溶液和食人鱼溶液对微纤进行表面胺化，

以引入更多的正电荷［25-26］；随后，在微纤上涂覆

GO［27］，通过 GO 含氧基团与微纤表面氨基之间的

静电作用，实现GO在微纤表面的功能化［28-29］。

如图 2所示，为了验证光纤增敏界面的成功构

建，本文对GO增敏界面进行了表征。如图 2（a）所

示，洁净微纤在 1 200 ~ 1 800 cm-1的范围内的拉曼

散射响应较弱，而经过GO涂覆后的微纤表面拉曼

光谱在 1 360 cm-1和 1 580 cm-1附近清晰地显示特征

峰 D峰和 G峰，因此，最终得到的产物是 GO功能

化的微纤。

针对不同探针的目标蛋白检测需求，本研究

分别制备了相应的光学微纤适配体传感器，图 2
（b）~图 2（g）展示了微纤表面在界面功能化前后的

扫 描 电 子 显 微 镜（Scanning Electron Microscope， 
SEM）图像，微纤表面的显著变化证明了适配体界

面的成功构建。

3　结核病抗原MPT64和Ag85B的检测

3.1　MPT64和Ag85B蛋白的表达与纯化及 ssDNA
适配体的筛选

MPT64 和 Ag85B 都是结核分枝杆菌的重要免

疫抗原，在结核分枝杆菌的检测和疫苗开发中起

关键作用。结核病是一种人畜共患病，通过比较

细菌菌株的蛋白序列，发现人类和牛结核菌株中

的 MPT64 和 Ag85B 蛋白具有高度同源性，其序列

几乎完全一致，如图3（a）和图3（c）所示。

为对 MPT64 和 Ag85B 蛋白进行表达和纯化，

对 2 种蛋白分别进行了十二烷基硫酸钠‐聚丙烯酰

胺凝胶电泳（Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide 
Gel Electrophoresis， SDS ‐ PAGE）分析，具体过程

为：将蛋白质样品以 15 000 g的加速度离心 5 min，
收集剩余的沉淀物并将其溶解于样品缓冲液中，

该缓冲液由 10 mM Tris‐HCl （pH=6. 8）、10%甘油、

0. 05%溴酚蓝、2%SDS和 5%2‐巯基乙醇配置而成；

图1　锥形光纤表面功能化过程

Fig.1　The process of conical fiber surface functionalization.

图2　微纤表面的拉曼光谱图和不同条件下微纤的SEM
Fig.2　Surface raman spectroscopy diagram and SEM images of 

microfiber under different conditions
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以已知分子量的蛋白质作为分子质量指标，SDS‐
PAGE 分析按照 JIA H 等人［30］描述的方法进行，并

使用考马斯亮蓝对凝胶进行染色。经过 SDS‐PAGE
分析，表达和纯化的 MPT64 和 Ag85B 蛋白表现出

良好的特异性，如图3（b）和图3（d）所示。

通过文献调研，确定潜在靶向结核分枝杆菌

MPT64 和 Ag85B 蛋白的 ssDNA 适配体［31］，并基于

结构相似性选择这些适配体用于后续检测研究。

进一步利用 AlphaFold3 预测候选适配体（MPT64‐
AP 和 Ag85B‐AP）序列与MPT64和Ag85B的结合情

况，如图 4 所示。研究结果表明：MPT64‐AP 和

Ag85B‐AP适配体可以分别与 MPT64和 Ag85B蛋白

结合。

注：电泳迁移率变动分析（Electrophoretic mobility shift analysis, EMSA）。

图3　MPT64和Ag85B蛋白的表达与纯化

Fig.3　Expression and purification of MPT64 and Ag85B proteins

图4　适配体的二级结构及其与MPT64和Ag85B的分子对接结果

Fig.4　Secondary structure of the adapter protein and its 
molecular docking results with MPT64 and Ag85B proteins
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3.2　MPT64⁃AP 和 Ag85B⁃AP 适配体与结核分枝

杆菌蛋白的特异性结合

为了评估适配体与MPT64和Ag85B蛋白的结合

特异性，本文利用BIAcore T200生物传感系统对其

进行了表面等离子共振（Surface Plasmon Resonance， 
SPR）分析，具体方法之前已有描述［32］。实验中，预

先用流动缓冲液（由 pH = 7. 5的 10 mM HEPES， 150 
mM NaCl， 1 mM MgCl2， 1 mM CaCl2， 2. 7 mM KCl组
成）对GO功能化的传感芯片（Cytiva）进行平衡处理；

然后使用100 mM N‐羟基琥珀酰亚胺和400 mM N‐乙
基‐N'‐（二甲氨丙基）碳二亚胺对芯片表面进行活化，

以便固定带有His标签的目标蛋白；蛋白质固定完

成后，使用 1 M乙醇胺盐酸盐（pH = 8. 5）钝化芯片

表面，封闭所有残留的活化基团，从而防止非特异

性结合；随后将传感器放入流动池中进行基线测

定，基线稳定后，将至少 6 种不同浓度的适配体

（MPT64‐AP、 Ag85B‐AP、 RNA‐AP、 DNA‐AP）依次注

入流动池中，每次样品注射后，使用 10 mM NaOH
对蛋白表面进行再生处理，并重新用流动缓冲液进

行平衡。通过BIAcore评价程序（BIAcore， 版本3. 2）
分析 SPR 图谱，以确定适配体与目标蛋白的结合

速率常数（Ka）和解离速率常数（Kd）。通过动力学分

析可知，MPT64‐AP和Ag85B‐AP对各自的目标蛋白

质MPT64和Ag85B均表现出较强的亲和力，其平衡

解离常数（KD）分别为 2. 76 × 10-8 M和 3. 11 × 10-8 M，

如图 5（a）和图 5（b）所示。这些结果表明：适配体

与目标蛋白之间结合紧密，能够满足对 MPT64 和 
Ag85B确定性测量的灵敏度和可重复性要求。

3.3　微纤传感器对MPT64和Ag85B蛋白的检测

本文研究了 2 种不同适配体（MPT64 ‐ AP 和

Ag85B‐AP）修饰的微纤传感器对MPT64和Ag85B蛋

白的检测能力，并设计了相应的对照实验以验证

其有效性。MPT64‐AP 适配体被固定在 GO 修饰的

微纤表面，然后将其置于浓度范围为 4. 23 × 10⁻²⁰ ~ 
4. 23 × 10⁻⁹ M的MPT64蛋白溶液中，以评估传感器

对目标蛋白的检测能力。

如图6（a）、6（b）所示，随着MPT64蛋白浓度的

增加，传感器的传输光谱出现明显的红移。传感器

的灵敏度为1. 11 nm / logM，拟合线性度为98. 88%。

该光学传感器的LOD达到了4. 23 × 10⁻²⁰ M，表明其

在MPT64蛋白微量分析方面的适用性符合要求。

同样地，Ag85B‐AP适配体被固定在GO修饰的

光纤上，并置于浓度为3. 11 × 10⁻¹⁹ ~ 3. 11 × 10⁻¹¹ M的

Ag85B蛋白溶液中。如图 6（c）所示，随Ag85B蛋白

浓度的增加，传感器的传输光谷出现明显的红移。

如图 6（d）传感器的灵敏度为 1. 86 nm / logM，拟合

线性度为 97. 23%，LOD为 3. 11 × 10⁻¹⁹ M。这表明

该微纤传感器对Ag85B蛋白具有良好的检测性能。

3.4　传感器的选择性

在实际检测环境中，细胞外环境中干扰分子引

起的波动是不可避免的，因此，在确定检测条件

时，必须考虑和讨论干扰因素的影响。为了模拟临

床测量的生理条件，本文评估了MPT64‐AP传感器

在低浓度MPT64蛋白溶液（4. 23 × 10⁻⁹ M）和高浓度

干扰蛋白成分（如尿素 3. 33 × 10⁻⁶ M 和精氨酸 1. 15 
× 10⁻⁶ M）之间的区分能力。如图7（a）所示，MPT64‐

图5　MPT64‐AP 和 Ag85B‐AP 对 MPT64 和 Ag85B 蛋白的结合亲和力测定光谱

Fig.5　Binding studies of MPT64‐AP and Ag85B‐AP proteins to MPT64 and Ag85B proteins using fluorescence spectroscopy
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图6　MPT64‐AP@GO和Ag85B‐AP@GO修饰的传感器检测不同浓度的目标蛋白后的透射光谱及其波长与浓度的对应关系

Fig.6　The transmission spectra of different concentrations of target proteins detected by MPT64‐AP@GO and Ag85B‐AP@GO 
modified ensors and the corresponding relationships between wavelengths and concentrations

图7　不同传感器在无干扰和有干扰条件下的光学响应比较（n = 3）， ***p < 0.001
Fig.7　The optical response characteristics of different sensors were compared under undisturbed and disturbed conditions to 

evaluate their performance differences（n = 3）， ***p < 0.001
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AP适配体在检测MPT64蛋白时表现出大约20. 4 nm
的显著波长偏移；而对尿素和精氨酸，其光学信号

响应较弱，波长偏移量分别约为2. 2 nm和5. 2 nm。

另外，本文对 Ag85B ‐ AP 传感器在低浓度 
Ag85B蛋白溶液（3. 11 × 10⁻⁹ M）与高浓度干扰成分

蛋白（包括尿素 3. 33 × 10⁻⁶ M 和精氨酸 1. 15 × 10⁻⁶ 
M）共存条件下的区分能力进行了测试。如图 7（b）
所示，Ag85B‐AP 配体在检测 Ag85B 蛋白时表现出

约 29. 4 nm的波长偏移，超过了尿素和精氨酸引起

的光学响应（分别约为3 nm和5. 22 nm）。

3.5　胎牛血清中MPT64和Ag85B蛋白的检测

为了验证该传感器在临床实际应用中的性能，

本文对其在胎牛血清（Fetal Bovine Serum， FBS）样

品中检测MPT64和Ag85B蛋白的能力进行了测试。

此评估旨在模拟人类血清或其他生物液体分析中

所面临的复杂样本基质挑战，以分析传感器在检

测多样化样本时的表现。在测试过程中，光学传

感器分别暴露于不含 MPT64 或 Ag85B 蛋白的 FBS
以及含有 MPT64 或 Ag85B 蛋白的 FBS 中，检测时

间为10 s，每次反应后清洗5 min。
结果显示：传感器与单独的血清反应时，其

共振波长仅发生轻微红移；而与含有 MPT64 蛋白

或 Ag85B 蛋白的血清反应时，红移显著增加。具

体而言，MPT64‐AP传感器在检测不含目标蛋白的

FBS 时，波长偏移为 7. 22 nm；而在 FBS 中检测到

MPT64 蛋 白（4. 23 × 10 ⁻ ⁹ M）时 ， 波 长 偏 移 为

27. 8 nm，如图 8（a）和 8（b）所示。Ag85B‐AP 传感

器在检测不含目标蛋白的 FBS 时，波长偏移为 11 
nm；而在FBS中检测到Ag85B蛋白（3. 11 × 10⁻⁹ M）

时，波长偏移为 27 nm，如图 8（c）和 8（d）所示。在

检测 FBS时观察到的轻微红移可能是 FBS与 GO 涂

层的直接结合所致，因为尽管光纤与适配体孵育

图8　微纤传感器的传输光谱和波长偏移柱状图（n = 3）， ***p < 0.001
Fig.8　The transmission spectrum and wavelength shift histogram of the micro‐fiber sensor（n = 3）， ***p < 0.001
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了长达 2 h，但适配体可能仍无法完全覆盖GO。实

验结果表明：该生物传感器在复杂样本基质中能

够实现对 MPT64 蛋白和 Ag85B 蛋白的快速高效

检测。

4　新型SARS⁃CoV⁃2中N蛋白的检测

4.1　SARS⁃CoV⁃2中N蛋白的表达与纯化及RNA / 
DNA适配体的筛选

SARS‐CoV‐2 基因组编码 4 种结构蛋白， N 蛋

白保留了RNA基因组，而 S、E和M蛋白共同形成

病毒包膜。N蛋白的相应核苷酸序列被克隆到带有

His 标签的载体中。经过 SDS‐PAGE 分析，表达和

纯化的蛋白具有良好的特异性，如图 9（a）所示，N
蛋白的分子量为49 kDa，与之前的文献报道一致。

作为一种高度免疫原性的磷蛋白，N蛋白通常

表现出高度的保守性。如图 9（b）所示，SARS‐CoV‐
2 中 N 蛋白基因序列与 SARS‐CoV 中 N 蛋白序列相

似度超过 90%，这使其在病毒诊断方面具有巨大

的潜力。基于N蛋白的序列相似性，筛选出了最适

合 SARS‐CoV N 蛋白的 RNA 和 DNA 适配体，用于

后续的检测研究［33］。通过 Mfold 程序对所选定的

RNA 适配体（RNA‐AP）和 DNA 适配体（DNA‐AP）的

二级结构进行详细分析［26］，结果如图 9（c）和图 9（d）
所示。

4.2　RNA⁃AP和DNA⁃AP与 SARS⁃CoV⁃2中N蛋

白的特异性结合

为了评估 RNA‐AP和 DNA‐AP与 N蛋白的结合

特异性，本文采用电泳迁移率变动（Electrophoretic 

Mobility Shift Assay， EMSA）分别分析检测 RNA‐AP
和 DNA‐AP 与 N 蛋白的结合亲和力。如图 10（a）和

图 10（b）所示，与 N 蛋白结合的 RNA‐AP 和 DNA‐
AP 的电泳条带的颜色密度随着 N 蛋白浓度的增加

图9　SARS‐CoV‐2 N蛋白的表达与纯化及RNA / DNA适配体的筛选

Fig.9　The expression and purification of SARS‐CoV‐2 N protein and the screening of RNA / DNA aptamers
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而增加。该结果表明：RNA‐AP和 DNA‐AP对 N蛋

白具有高度特异性的亲和力。如图 11（a）、图11（b）
所示，通过 SPR检测进一步评估了RNA‐AP和DNA
‐AP 与 N 蛋白的结合能力。实验结果显示：RNA‐

AP 和 DNA‐AP 与 N 蛋白结合紧密，其平衡解离常

数（KD）分别为 33. 4 nM和 35. 1 nM。这些结果表明：

RNA‐AP和 DNA‐AP与 N蛋白具有高度特异性的结

合能力。

4.3　微纤传感器对N蛋白的检测

在将 RNA‐AP 适配体固定于 GO 修饰的微纤上

后，使用传感器对浓度范围为 10⁻¹⁸ ~ 10⁻⁷ M的N蛋

白溶液进行了检测。如图 12（a）所示，随着N蛋白

溶液浓度的增加，传感器的光谱传输谷显著红移。

如图 12（b）所示，该传感器对N蛋白溶液的检测灵

敏度为1. 21 nm / logM，拟合线性度为98. 39%，LOD
为 6. 25 × 10⁻¹⁸ M，该低 LOD有利于传感器对 N蛋白

的微量分析。同样地，当 DNA‐AP 适配体连接到

GO 修饰的微纤上，并用于检测浓度范围为 10⁻¹⁹ ~ 
10⁻⁷ M 的 N 蛋白溶液时，如图 12（c）所示，光谱传

输光谷随 N 蛋白溶液浓度的增加逐渐红移。如图

12（d）所示，该传感器对 N蛋白溶液的检测灵敏度

为 1. 29 nm / logM，拟合线性度为 99. 05%，LOD 为

6. 25 × 10⁻¹⁹ M。

如图 12（e）所示，将 RNA‐AP 适配体修饰在未

经 GO 功能化的传感器上，并使用该传感器对不

同浓度的 N 蛋白溶液进行检测，仅能检测到浓度

为 10⁻¹⁵ M 的 N 蛋白溶液，并且 LOD 较高。如图

12（f）所示，未修饰 GO 的光纤上固定 DNA‐AP 适

配体的传感器对不同浓度的 N 蛋白溶液检测时，

表现出不规则的传输谷频移，并且光谱调制效果

较差。显然，在 GO 纳米界面存在的情况下，传

感器对 N蛋白溶液的检测光谱红移效果更加明显，

因此，GO纳米界面对传感器灵敏度的提高起到了

重要作用。

图10　RNA‐AP和DNA‐AP的电泳迁移图

Fig.10　The electrophoretic migration diagram of RNA‐AP and DNA‐AP

图11　RNA‐AP和DNA‐AP与N蛋白的结合亲和力测定光谱

Fig.11　The binding affinity measurement spectrum of RNA‐AP and DNA‐AP with the N protein
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4.4　传感器的选择性

尽管修饰了不同适配体的传感器能够特异性

检测N蛋白，但在实际检测环境中，细胞外环境中

的干扰分子的波动是不可避免的，必须在检测条

件中加以考虑和讨论。为了反映实际临床测量中

的生理条件，本文使用RNA‐AP传感器对低浓度的

N蛋白溶液（10⁻⁷ M）与高浓度干扰蛋白Asn（10⁻³ M）、

Cit（10⁻³ M）、尿素（10⁻³ M）和BSA（10⁻⁵ M）进行检测。

同时，使用DNA‐AP传感器对低浓度的N蛋白溶液

（10⁻¹¹ M）与高浓度的干扰成分Asn（10⁻³ M）、Cit（10⁻³ 
M）、尿素（10⁻³ M）和BSA（10⁻⁵ M）进行检测。

如图 13（a）所示，RNA‐AP 传感器检测 N 蛋白

引起的波长偏移约为 45. 04 nm，而检测 Asn、Cit、
尿素和 BSA 引起的光学信号较弱，其波长偏移分

图12　FBS中N蛋白的检测

Fig.12　Detection of N protein in FBS
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别为 5. 44、19. 12、9. 68、0. 32 nm。如图 13（b）所

示，DNA‐AP传感器检测N蛋白引起的波长偏移量

约为46. 40 nm，明显大于其检测Asn、Cit、尿素和

BSA引起的光学响应（波长偏移分别为 1. 28、 5. 52、 
4. 56、 11. 52 nm）。RNA‐AP和DNA‐AP对N蛋白的

显著光谱响应证明了对应传感器对 SARS‐CoV‐2中

N蛋白具有适应性和选择性。

4.5　SARS⁃CoV⁃2中N蛋白的检测

为了验证该传感器在临床应用中的可行性，

本文使用该传感器检测了混合在FBS样本中的N蛋

白。这一测试旨在模拟分析人血清或其他生物流

体时所面临的复杂样本基质挑战。在此测试中，

传感器分别与不含 N 蛋白的 FBS 和含有 N 蛋白的

FBS反应3 min，每次反应后清洗5 min。
结果表明：当传感器与不含N蛋白的FBS反应

时，共振波长发生了轻微红移；而与含 N 蛋白的

FBS反应时，共振波长则出现了较大的红移。如图

14（a）和图 14（b）所示，当RNA‐AP传感器检测不含

N蛋白的FBS时，波长红移为8. 52 nm；当检测含有

N蛋白（1 × 10⁻⁹ M）的FBS时，波长红移为34. 4 nm。

如图14（c）和图14（d）所示，当DNA‐AP传感器检测

不含N蛋白的FBS时，波长红移为19. 92 nm；检测

含有N蛋白的FBS时，波长红移为48. 72 nm。传感

器对不含N蛋白的FBS检测时观察到的波长轻微红

移可能是GO纳米界面对 FBS的直接捕获所致，因

为即使将光纤与适配体孵育长达 2 h，适配体也无

法完全覆盖GO纳米界面。

该实验表明：生物传感器在复杂样本基质中

具有快速有效检测N蛋白的应用潜力。

5　与商业生化试验和类似传感器的比较

本文所提出的光学微纤传感器在检测时间、

LOD 和便携性方面展现出显著优势。如表 1所示，

与传统的逆转录聚合酶链式反应（Reverse Tran‐
scription Polymerase Chain Reaction， RT ‐ PCR）［34］、

酶联免疫吸附测定（Enzyme‐Linked Immunosorbent 
Assay， ELISA）［35］和酶联免疫吸附法（Enzyme Immu‐
noassay， EIA）［36］等检测方法相比，本文的传感器

能够在 10 s内完成检测，而RT‐PCR、ELISA、EIA
等方法的检测时间往往需要2 ~ 4 h；并且本文的传

感器表现出较低的 LOD，例如，MPT64‐AP传感器

的 LOD 为 4. 23 × 10⁻²⁰ M，显著低于功能化的二氧

化钛纳米管（Co ‐ functionalized TiO2 nanotube， Co ‐
TNT）［37］和分子印迹聚合物（Molecularly Imprinted 
Polymers， MIPs）［38］修饰的传感器的 LOD（分别为 14 
× 10⁻⁹ M 和 15 × 10⁻¹⁵ M）；另外，本文传感器设备

轻便、易操作，这使其在临床和现场检测中具有

更广泛的适用性。尽管场效应晶体管（Field‐Effect 
Transistor， FET）生物传感器、Co‐TNT 修饰的传感

器等［37，39］也具有较短的检测时间和较低的LOD，但

使用它们时通常需要具备专业的操作技巧。此外，

本文传感器在抗假阴性方面表现出色，能够有效

避免出现假阴性结果，为其在真实临床样本中的

应用提供了更可靠的保障。

图13　比较了传感器在高浓度Asn、 Cit、 Urea和BSA的潜在干扰下RNA‐AP和DNA‐AP对N蛋白溶液的光学响应（n = 3）， ***p < 0.001
Fig.13　The optical response of the RNA‐AP and DNA‐AP to N proteins solution was compared under the potential interference of 

high concentrations of Asn, Cit, Urea and BSA （n = 3）， ***p < 0.001
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表1　本文生物传感器系统与商业生化试验和类似传感器比较

Tab.1　This article compares the biosensor system with commercial biochemical tests and similar sensors
试验或传感器

RT‐PCR
ELISA

EIA
Co‐TNT

MIPs
FET

本文传感器

目标

RdRp+, E or N+

IgG, IgM
IgG, IgM

Spike‐RBD
Nucleocapsid

Spike

MPT64蛋白，Ag85B蛋白，

N蛋白

检测时间

4 h
2 ~ 4 h

2 h
30 s

15 min
1 h

10 s

是否轻便

否

否

否

是

是

是

是

是否易操作

是

是

是

否

否

否

否

是否易受
假阴性影响

是

否

否

否

否

否

否

LOD
-
-
-

14 × 10-9 M
15 × 10-15 M

1 fg / mL
MPT64‐AP：4.23 × 10⁻²⁰ M
Ag85B‐AP：3.11 × 10⁻¹⁹ M
RNA‐AP：6.25 × 10⁻¹⁸ M
DNA‐AP：6.25 × 10⁻¹⁹ M

图14　RNA‐AP@GO和DNA‐AP@GO修饰的传感器检测有无N蛋白的FBS溶液光谱图和波长偏移直方图（n = 3）， ***p < 0.001
Fig.14　Transmission spectra and wavelength shift histograms of RNA‐AP@GO and DNA‐AP@GO modified sensors for detecting 

FBS solutions with and without N protein doping，（n = 3）， ***p < 0.001
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总之，本文所提出的光学微纤传感器相较于

传统和现有的传感器，具有检测时间短、灵敏度

高、操作简便和成本低等显著优势，是一种理想

的快速诊断工具，特别适用于结核病和新冠病毒

等传染病的检测。

6　结论

介绍了一种基于 GO 增强的光学微纤传感器，

该传感器能够实时监测 MPT64 和 Ag85B 蛋白，

LOD分别为4. 23 × 10⁻²⁰ M和3. 11 × 10⁻¹⁹ M。另外，

利用该传感系统检测了混合在FBS样本中的MPT64
和 Ag85B 蛋白，模拟了人血清分析的复杂环境，

检测灵敏度达到 4. 23 × 10⁻⁹ M和 3. 11 × 10⁻⁹ M；用

同样方法实时监测 SARS‐CoV‐2中 N蛋白，传感器

的 LOD 低至 6. 25 × 10⁻¹⁹ M。通过该传感器在 FBS
样本中检测 N蛋白，实现了 1 × 10⁻⁹ M的高灵敏度

检测，进一步验证了该传感器在实际应用中的可

行性。这种高灵敏度、超低 LOD 和微型化的传感

器能够在体外高效检测超低浓度的蛋白质，为结

核病和新冠肺炎等传染病的早期诊断提供了新的

工具，且有望在未来应用于其他病原体的检测，

具有广泛的应用前景，对保障公共卫生安全具有

重要意义。
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