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应用于人体环境的长周期光纤光栅葡萄糖传感器
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（上海大学 特种光纤与光接入网重点实验室，上海 200444）

摘要：为了提高葡萄糖传感器在人体环境（pH值为7.4）的检测灵敏度，提出了一种基于苯硼酸衍生物的长周期光纤光栅葡萄糖传感器，传感器将四乙烯基苯硼酸通过C=C双键重组的方式聚合在长周期光纤光栅表面，用于测量葡萄糖浓度。实验结果表明：该葡萄糖传感器在多次使用后中心波长仍可复位原点，在葡萄糖溶液pH值为 7.4、浓度为0.1~3 mg/mL范围内的灵敏度为0.34 nm/（mg·mL-1）。此外，该传感器在反复测定和长时间阶段测定仍然保持良好的一致性和稳定性。
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Glucose sensor based on
[bookmark: _GoBack]long period fiber grating for human environment
SHEN Di, SUN Xiaolan*, YAN Yuyang, FAN Meiduan, ZHOU Shuang
（Key Laboratory of Specialty Fiber Optics and Optical Access Networks, Shanghai University, Shanghai 200444, China）
Abstract: In order to improve the detection sensitivity of glucose sensor in human environment （pH=7.4）, a long period grating glucose sensor based on phenylboronic acid derivative is proposed. 4-vinylphenylboronic acid is polymerized on the surface of long period grating by C=C double bond recombination to measure glucose concentration. The experimental results show that the central wavelength of the glucose sensor can be reset to the original point after multiple repeated use, the sensitivity of the glucose sensor is 0.34 nm/（mg·mL-1） in the range of pH=7.4 and concentration of 0.1~3 mg/mL. Besides, the results show that the glucose sensor has good consistency and stability in repeated and long-term glucose determination.
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0 引言
据统计，全球年龄标准化糖尿病患病率男性为9.0%，女性为7.9%[1]，2010年中国成人糖尿病患病率为11.6%[2]。葡萄糖含量是糖尿病诊断的重要依据[3]，因此，准确测定葡萄糖浓度意义重大。可用于葡萄糖浓度测量的系统很多，包括电化学系统[4-5]和光学传感系统[6-7]。电化学系统以其快速和简单著称，但它们有相对较大的背景噪声和电极氧化的倾向[8]，而光学传感系统可以有效地避免这些问题[9-10]。根据传感系统的信号转换方式，可以将光学传感系统分为光纤倏逝波传感器[11]、表面等离子体共振（SPR）传感器[12]、荧光猝灭传感器[13]和光纤光栅传感器[14]。除光纤光栅传感器以外，其它几种均为光强探测型传感器，容易受到光源、光纤连接损耗等方面的影响。而长周期光纤光栅是对周围环境比较敏感的一种无源光学器件，具有无后向反射、体积小和易于集成化等诸多特点[15]。与许多其它光学传感器相比，长周期光纤光栅通常表现出更高的灵敏度[15-16]，可与广泛使用的SPR传感器[17-18]相媲美；然而，与SPR传感器不同，长周期光纤光栅传感器不需要金属涂层，因此长周期光纤光栅在传感领域备受关注。
　　在葡萄糖浓度检测领域，长周期光纤光栅凭借其灵敏度高、无后向反射等优势成为研究的一大热点。2012年，Deep A等人[19]在长周期光纤光栅表面修饰葡萄糖氧化酶，实现了对葡萄糖的专一性检测，该传感器在葡萄糖浓度范围为0.1~3.0 mg/mL时的灵敏度为0.806 nm/（mg·mL-1）。2016年，香港理工大学[20]利用小直径单模光纤制备成光栅，实现了低浓度葡萄糖检测，检测极限低至1 nm。2017年，英国阿斯顿大学[21]采用B/Ge双峰光栅与葡萄糖氧化酶结合制备葡萄糖传感器，该传感器最高灵敏度可达12.21 nm/（mg·mL-1）。2019年，北京信息科技大学[22]将葡萄糖氧化酶与长周期光纤光栅相结合，利用复合材料使系统表现出高稳定性。上述文献都将葡萄糖氧化酶作为识别物以对葡萄糖进行特异性检测，并通过改变光栅的结构以提升传感器的灵敏度。然而，葡萄糖氧化酶与葡萄糖反应是单向的，不具有可重复性，这意味着检测一次就需要重新制备，不利于实验对比。而且，葡萄糖氧化酶对温度、湿度等环境条件要求严格，只能在酸性条件下存活，不能在人体常温环境下进行检测。由于小直径单模光纤具有易折断、稳定性差等缺点，因此B/Ge双峰光栅和特殊的复合材料制备复杂。
　　苯硼酸作为一种含苯环的硼酸化合物，可以与糖脂、糖、核苷酸和糖蛋白等多羟基物质可逆地合成硼酸酯[23]。此外，苯硼酸类化合物具有良好的稳定性和较高的反应活性，可以降解为环境友好的硼酸[24-25]。苯硼酸及其衍生物因其优异的性质在生物传感器领域也得到了广泛的应用。因此，本文采用四乙烯基苯硼酸代替葡萄糖氧化酶作为葡萄糖检测的识别物，并采用制备简单的普通长周期光纤光栅作为载体，制作具有可重复性的传感器。
　　
1 传感系统制备和结构
　　本文采用四乙烯基苯硼酸聚合的原理将苯硼酸分子固化在光栅表面，操作过程如图1所示。具体操作步骤如下：
2 将光栅在氢氧化钾（KOH）-乙醇水溶液和去离子水中浸泡，以去除光栅表面杂质。
    ②将光栅浸入2%的3-巯丙基三甲氧基硅烷（MPTMS）-无水甲苯溶液中30 min进行硅烷化。取0.5730 g的四乙烯基苯硼酸粉末放入三口烧瓶，并注入6 mL二甲基甲酰胺（DMF）。
    ③将硅烷化后的光栅浸入三口烧瓶，确保栅区完全浸没并不接触底部，光栅两端分别从三口烧瓶的左右两口出来，用单面胶进行固定，再用橡胶塞密封。
    ④称取0.0222 g偶氮二异丁腈（AIBN）粉末于单口瓶中，并用移液枪量取1 mL DMF将其溶解，随后用橡胶塞密封。
    ⑤将三口烧瓶溶液在70 ℃油浴、纯氮气环境下钝化30 min；将单口烧瓶溶液在70 ℃油浴、纯氮气环境下钝化15 min，以去除空气杂质的干扰。
    ⑥用移液枪取出150 μL AIBN-DMF溶液，快速注入四乙烯基苯硼酸-DMF溶液中，当看到瓶中的透明液体变为粘稠状淡黄色胶状物时表明聚合成功，时间一般为1.5～3 h。
⑦将聚合成功后的光栅取出，用DMF溶液清洗以去除表面多余的聚合物。至此，基于苯硼酸修饰的长周期光纤光栅葡萄糖传感器制备完成。
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图1  苯硼酸聚合实验过程图
　　葡萄糖光纤传感检测系统的原理如图2所示，所使用实验仪器有：宽带光源（BBS, NKT Photonics）、光谱仪（OSA, Yokogawa AQ-6370B）、切割刀和熔接机等。本文使用BBS作为光源，光源连接长周期光纤光栅传感器一端，另一端连接OSA，观察中心波长漂移情况。苯硼酸化合物与葡萄糖在碱性溶液条件下发生可逆反应，在葡萄糖浓度高的溶液中，锥形光纤表面的苯硼酸膜与葡萄糖反应的程度越高，苯硼酸膜的折射率变得越低，导致最终收集到的光谱的中心波长是变化的，通过检测中心波长的移动来判定葡萄糖浓度的变化。
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图2  葡萄糖光纤传感检测系统原理图

2 传感系统传感实验结果
	本文采用的长周期光纤光栅的初值测定情况如图3所示。实验使用杭州光佑科技有限公司提供的长周期光纤光栅，该光栅采用二氧化碳激光器刻写，周期为550 μm。在空气中，其中心波长为1556 nm，长周期光纤光栅在溶液折射率n为1.335~1.395范围内的灵敏度为25.39 nm/RIU。
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（a） 长周期光纤光栅传输谱   （b） 长周期光纤光栅折射率灵敏度
图3  长周期光纤光栅的初值测定情况
　　葡萄糖作为多羟基化合物，可与苯硼酸发生溶胀反应，当苯硼酸聚合物在无葡萄糖的环境中，基团主要表现为疏水作用，因此处于收缩状态；当将其置于含有葡萄糖的环境中时，随着葡萄糖浓度的升高，解离态的苯硼酸基团与葡萄糖之间相互反应，亲水性增强，整个苯硼酸聚合物具有较好的水化作用，进而发生溶胀。这个反应可用于葡萄糖识别与浓度测定。一般情况下，苯硼酸有2种存在状态：不带电荷的相对疏水三角形形态和相对亲水且稳定的四面体形态。2种不同的状态主要与外界环境的pH值相关，而苯硼酸作为一种弱路易斯酸，当pH值低于一定值时，以疏水状态存在；而当pH值高于某个值时，以亲水状态存在。所以当环境pH值偏低时，苯硼酸主要呈不带电的平面三角形形态，此时不易与顺式二醇作用；当环境pH为弱碱态时，苯硼酸主要为四面体结构状态，此时极易与顺式二醇反应，形成带电荷的稳定络合物。
葡萄糖传感器对葡萄糖溶液浓度测定情况如图4所示。该实验使用的葡萄糖溶液pH值为7.4，浓度c的范围为0.1~3.0 mg/mL。由图4可知，传感器检测系统在葡萄糖溶液0.1~3.0 mg/mL的浓度范围内的灵敏度为0.34 nm/（mg·mL-1）。传感器系统是由普通单模光栅、四乙烯基苯硼酸结合形成，与普通单模光栅、葡萄糖氧化酶结合的系统相比，但苯硼酸与葡萄糖的反应具有可逆性的独特优势，这是葡萄糖氧化酶不具有的。　
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（a） 传感系统检测传输谱  （b） 传感系统灵敏度（拟合直线的斜率）
图4  葡萄糖传感器对葡萄糖溶液浓度测定情况
　　葡萄糖与苯硼酸结合具有可逆性，所以在不同浓度的检测过程中，可以使用同一根长周期光纤光栅反复测量，每次测量后通过去离子水清洗，再用酒精加速干燥，观察光谱移动情况，等待中心波长回到初始位置再进行下一次检测。这大大简化了传感器的制备，减少了资源的浪费，具有可重复性高的优点。
	另外，与图3（a）对比可知，图4（a）受聚合物的影响，在聚合前后，峰的耦合深度有所降低，但峰的3 dB带宽数值相近，说明测量精准度变化不大。

3 传感系统一致性和稳定性实验结果
	本文将制备的传感系统在同一组不同浓度的葡萄糖溶液中进行测定，重复3次，以验证系统的一致性。每次开始前都用磷酸缓冲盐溶液（PBS）将光栅表面杂质去除，使得中心波长回到原位点。传感系统一致性检测结果如图5所示， 可以看出本文所制备的传感系统在3次重复检测过程中，各个点几乎完全重合，说明该系统具有一致性高的特点。
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图5  传感系统一致性检测结果   图6  传感系统稳定性检测结果
　　采用不同浓度的葡萄糖溶液对制备的传感系统进行测定，测试时间分别为当前、一周后、两周后和一个月后，以验证系统的稳定性（同样在每次开始前都用PBS缓冲液将光栅表面杂质去除，使得中心波长回到原位点），传感系统稳定性检测结果如图6所示。可以看出，本文所制备的传感系统在4个不同时间段的检测过程中，在前两周各个点几乎完全重合，说明该系统具有稳定性高的特点；而在一个月时出现一定偏差，这可能是因为在保存过程中受到环境杂质等影响所致。

4 结束语
	本文用碳-碳聚合的方式将四乙烯基苯硼酸聚合在长周期光纤光栅表面，实验测得该传感系统在葡萄糖溶液pH值为7.4、浓度为0.1~3.0 mg/mL时的灵敏度为0.34 nm/（mg·mL-1），该灵敏度与葡萄糖氧化酶作为识别物的检测系统具有相同数量级的灵敏度。而苯硼酸及其衍生物有对反应环境条件要求低、可在弱碱性环境下反应，以及与葡萄糖反应具有可逆性等优点，使得制备的葡萄糖传感器稳定且可重复检测，有望在人体环境实现葡萄糖浓度的检测。此外，光栅的模式越高，对外界环境的灵敏度越高，所以后续实验将考虑更换更高模式的光栅来增强传感系统的灵敏度。
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