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(57)摘要

本发明公开了一种基于多孔硅/量子点的荧

光生物传感器基底材料的制备方法，包括以下步

骤：电化学腐蚀法制备多层多孔硅样品；制备待

测抗原；通过偶联剂将水溶性CdSe/ZnS量子点羧

基活化，与表面有氨基功能团的生物分子偶联；

将待测抗原渗透到多层多孔硅样品；将量子点偶

联的抗体渗透到待测抗原修饰的多层多孔硅样

品，得到所述基于多孔硅/量子点的荧光生物传

感器基底材料；对样品进行表面形貌表征、反射

谱测量及荧光检测。本发明的有益效果为：本发

明提供的制备方法，以量子点为荧光标记物，多

孔硅为荧光放大器的生物传感器检测低浓度的

待测抗原，其检测灵敏度显著提高，也可调整为

其他生物的特异性检测，扩大了适用范围。
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1.一种基于多孔硅/量子点的荧光生物传感器基底材料的制备方法，其特征在于，包括

以下步骤：

1）在常温环境下，用电化学腐蚀法制备多层多孔硅样品，采用的基底单晶硅材料为P

型；

2）制备待测抗原；具体制备方法为：将重组菌P38在无菌条件下接种于含100mg/mL卡纳

霉素的10ml的LB培养基中进行培养，经过异丙基硫代-β-D-半乳糖苷诱导、超声破碎、纯化

得到最终包虫病抗原，通过SDS-PAGE电泳检测抗原蛋白表达；

3）通过偶联剂EDC和sulfo-NHS将水溶性CdSe/ZnS量子点羧基活化，与表面有氨基功能

团的抗体偶联；

4）将步骤2）得到的待测抗原渗透到步骤1）得到的多层多孔硅样品；

5）将步骤3）得到的量子点偶联的抗体渗透到步骤4）得到的待测抗原修饰的多层多孔

硅样品，得到所述基于多孔硅/量子点的荧光生物传感器基底材料；

6）根据荧光光谱仪检测多孔硅上偶联量子点的荧光强度，从而检测待测抗原的浓度，

经过多孔硅布拉格反射镜的高反射带，将量子点免疫反应结合物向下发射的荧光反射成向

上发射的荧光，增强量子点免疫反应结合物的荧光，提高了多孔硅生物传感器的灵敏度。

2.根据权利要求1所述的一种基于多孔硅/量子点的荧光生物传感器基底材料的制备

方法，其特征在于，所述步骤1）中，P型单晶硅晶向为＜100＞，电阻率为0.03-0.06Ω·cm，

厚度为400μm。

3.根据权利要求1所述的一种基于多孔硅/量子点的荧光生物传感器基底材料的制备

方法，其特征在于，所述步骤1）中，电化学腐蚀用的电解液为按照体积比1:1混合的浓度40%

的氢氟酸和浓度≥99%的酒精。
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一种基于多孔硅/量子点的荧光生物传感器基底材料的制备

方法

技术领域

[0001] 本发明涉及荧光生物传感器技术领域，具体涉及一种基于多孔硅/量子点的荧光

生物传感器基底材料的制备方法。

背景技术

[0002] 量子点作为一种纳米发光材料，可应用于生物的荧光标记。量子点荧光稳定性强，

具有狭窄对称的荧光光谱，量子产量高，尺寸可调，抗光漂白性好，水溶性量子点的生物兼

容性好，经过化学修饰后，可特异性连接生物分子，进行生物活体标记和检测。在量子点表

面涂一层无毒的无机分子、有机分子或聚合物，可以尽量减少或避免量子点毒性的干扰。通

过静电吸引将CdSe/ZnS  量子点与蛋白质分子连接一起后，量子点就广泛的应用到多肽、蛋

白等生物检测中。而通过不同物质之间的静电吸引构建传感器，静电自组装构建传感器结

构不稳定，易随着环境的改变而改变。水溶性CdSe/ZnS  量子点表面常常有羧基的存在，而

大多数生物分子具有与羧基共价连接的氨基，这种共价键构成的传感器结构稳定，不易被

破坏。

[0003] 多孔硅具有比表面积巨大、生物兼容性好，经溶液处理后多孔硅荧光背景低、红外

透光，可用包括微电子技术在内的多种方法制备成光器件，已经广泛的应用于生物检测。多

孔硅光学传感器的检测机理主要有两类：第一类是对生物反应引起的折射率变化进行检测

的，第二类是对生物反应引起的荧光变化进行检测，其中基于荧光变化的生物检测具有灵

敏度高、选择性好、所需生物量少、响应时间快和重复性好等特点。利用多孔硅光子晶体可

进一步提升量子点的发光效率，所以将水溶性量子点独特的光学性质与多孔硅优良的特性

结合起来，可制作出高灵敏度的光学生物传感器和芯片。

[0004] 本发明所提及的重组菌P38购买自新疆医科大学，已被现有文献公开，现有文献为

《细粒棘球绦虫p38蛋白原核表达及其多克隆抗体制备》（吕国栋，王红丽，刘辉，张富春，林

仁勇，《中国人兽共患病学报》，2014,  30(1):27-31）。

发明内容

[0005] 本发明的目的就是针对上述现有技术中的缺陷，提供了一种基于多孔硅/量子点

的荧光生物传感器基底材料的制备方法，实现了多层多孔硅巨大的比表面积及Bragg结构

对量子点荧光的双重增强效果，从而提高了多孔硅生物传感器的灵敏度。

[0006] 为了实现上述目的，本发明提供的技术方案为：一种基于多孔硅/量子点的荧光生

物传感器基底材料的制备方法，包括以下步骤：

[0007] 1）在常温环境下，用电化学腐蚀法制备多层多孔硅样品，采用的基底单晶Si材料

为P型；

[0008] 2）制备待测抗原；

[0009] 3）通过偶联剂EDC和sulfo-NHS将水溶性CdSe/ZnS量子点羧基活化，与表面有氨基
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功能团的生物分子偶联；

[0010] 4）将步骤2）得到的待测抗原渗透到步骤1）得到的多层多孔硅样品；

[0011] 5）将步骤3）得到的量子点偶联的抗体渗透到步骤4）得到的待测抗原修饰的多层

多孔硅样品，得到所述基于多孔硅/量子点的荧光生物传感器基底材料；

[0012] 6）对样品进行表面形貌表征、反射谱测量及荧光检测。

[0013] 进一步的，上述的一种基于多孔硅/量子点的荧光生物传感器基底材料的制备方

法，所述步骤1）中，P型单晶硅晶向为＜100＞，电阻率为0.03-0.06Ω·cm，厚度为400μm。

[0014] 进一步的，上述的一种基于多孔硅/量子点的荧光生物传感器基底材料的制备方

法，所述步骤1）中，电化学腐蚀用的电解液为按照体积比1:1混合的浓度40%的氢氟酸和浓

度≥99%的酒精。

[0015] 进一步的，上述的一种基于多孔硅/量子点的荧光生物传感器基底材料的制备方

法，所述步骤2）中，待测抗原的具体制备方法为：将重组菌P38在无菌条件下接种于含

100mg/mL卡纳霉素的10ml的LB培养基中进行培养，经过异丙基硫代-β-D-半乳糖苷诱导、超

声破碎、纯化得到最终包虫病抗原，通过SDS-PAGE电泳检测抗原蛋白表达。

[0016] 所述布拉格反射镜由低孔隙率层和高孔隙率层交替堆叠构成，分别对应于高折射

率和低折射率的区域。

[0017] 通过偶联剂EDC和sulfo-NHS的活化作用，激活水溶性量子点表面的羧基，成功的

与具有氨基功能团的抗体偶联，通过离心去除没有偶合的量子点、抗体。

[0018] 先将待检验的抗原渗透偶联到戊二醛修饰过的多孔硅上，多孔硅巨大的比表面积

可以偶联大量的抗原分子。

[0019] 将量子点标记过的抗体分子，滴加到抗原修饰过的多孔硅上，通过抗原抗体特异

性反应，将量子点间接偶联到多孔硅上。

[0020] 制备出的多孔硅具有特殊高反射带的布拉格反射镜，能将量子点的荧光进一步增

强，及多孔硅巨大的比表面积可以承载更多的量子点，使量子点的数量增加，以此双重提高

量子点的荧光强度，从而提高多孔硅生物传感器的灵敏度。

[0021] 根据荧光光谱仪（Hitachi  F-4600）检测多孔硅上偶联量子点的荧光强度，从而检

测待测抗原的浓度。本方法主要是将量子点标记的抗体，滴加到不同浓度待测抗原修饰的

多孔硅上，通过抗原抗体特异性反应，将量子点间接偶联到多孔硅上，修饰多孔硅的待测抗

原浓度越大，参与特异性反应的抗体就越多，而抗体与量子点偶联，说明连接的量子点也越

多，从而量子点的荧光强度越强。

[0022] 本发明的有益效果为：

[0023] 本发明提供的一种基于多孔硅/量子点的荧光生物传感器基底材料的制备方法，

首先制备出了高反射带位置小于量子点荧光发射峰的一维多孔硅光子晶体，依次通过氧

化、硅烷化、戊二醛、待测抗原修饰多孔硅，成功的将CdSe/ZnS量子点标记的抗体特异性结

合到多孔硅中，特异性反应后的多孔硅高反射带覆盖量子点荧光发射峰。经过多次清洗，将

没有发生特异性反应的量子点标记的抗体彻底清除，排除没参与反应的量子点荧光的干

扰。通过检测不同浓度待测抗原修饰的多孔硅，特异性连接量子点标记的抗体后的荧光强

度，得出结论，当待检测的抗原浓度越来越低时，连接量子点-抗体的数量相应减少，量子点

免疫反应结合物的荧光强度越来越弱，经过多孔硅布拉格反射镜的高反射带，将量子点免
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疫反应结合物向下发射的荧光反射成向上发射的荧光，增强量子点免疫反应结合物的荧

光，提高了多孔硅生物传感器的灵敏度。以量子点为荧光标记物，多孔硅为荧光放大器的生

物传感器检测低浓度的待测抗原，其检测灵敏度显著提高。此外，该系统可以修改为其他生

物的特异性检测，从而扩大其适用范围。

附图说明

[0024] 图1显示为本发明多层多孔硅的扫描电镜表面形貌图。

[0025] 图2显示为本发明制备的待测抗原SDS-PAGE电泳蛋白表达图。

[0026] 图3显示为本发明CdSe/ZnS量子点与CdSe/ZnS量子点标记抗体荧光图。

[0027] 图4显示为本发明制备的多孔硅样品经过待测抗原修饰后的反射光谱图。

[0028] 图5显示为本发明不同浓度待测抗原修饰多孔硅后，与量子点标记抗体发生特异

性反应后的荧光图。

[0029] 图6显示为本发明通过检测不同浓度待测抗原（以包虫病为例）的线性拟合图。

具体实施方式

[0030] 实施例1：

[0031] 本发明提供的一种基于多孔硅/量子点的荧光生物传感器基底材料的制备方法，

所述具体制备及检测方法包括以下步骤:

[0032] 1）图1为本发明制备的多孔硅样品扫描电子显微镜表面形貌及截面形貌图。通过

电化学腐蚀法制备多孔硅样品，采用的基底单晶Si材料为P型，晶向为<100>，电阻率为0.03

～0.06Ω·cm，厚度为400μm。所用电解液为体积比为1:1的氢氟酸(浓度为40%)和酒精（浓

度≥99%）的混合液。

[0033] 制备的多层多孔硅样品的腐蚀条件为IH=110mA·cm-2  、IL=40  mA·cm-2,  对应的

时间分别  0.9s  和  1.1s；

[0034] 多层布拉格反射镜由低孔隙率层和高孔隙率层交替堆叠构成，分别对应于高折射

率和低折射率的区域。布拉格反射镜与缺陷层的光学厚度满足以下关系：

[0035]

[0036] 其中m是整数，  nL(nH)和  dL(dH)  分别对应低（高）折射率层的折射率和厚度。λ

Bragg 是中心禁带位置处对应的波长。

[0037] 2）从SDS-PAGE电泳检测蛋白（包虫病抗原为例）表达（图2），可判断黄线所圈出来

的位置即是经过培养菌种、诱导、超声破碎及纯化后待测的抗原蛋白。

[0038] 3）如图3  CdSe/ZnS量子点与CdSe/ZnS量子点标记抗体荧光图。可知水溶性量子点

的荧光发射峰位于528nm，而量子点标记抗体后，量子点的荧光发射峰红移到532nm左右，由

于量子点表面的羧基与抗体的氨基发生共价连接，抗体是大分子蛋白质，一个抗体分子上

可以连接多个量子点，使量子点间的距离缩短，粒子间的极偶相互作用增加，使Stokes位移

增加，导致量子点的荧光光谱发生红移，说明量子点成功标记了抗体分子。荧光强度的减弱

可能是量子点稀释后浓度变小，也可能是蛋白的猝灭作用。偶联抗体分子后的量子点荧光

发射光谱窄且对称，说明偶联生物分子后量子点的分散性良好。
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[0039] 4）如图4，是为了检测待测抗原分子是否连接到多孔硅内，通过对比戊二醛功能化

后多孔硅的反射光谱，与连接待测抗原分子后多孔硅的反射光谱，可以看到多孔硅反射光

谱发生了明显的红移，说明多孔硅孔壁厚度增加导致孔内有效折射率发生变化，由此证明

待测抗原成功连接到多孔硅内。

[0040] 5）将QDs-抗体滴加到不同浓度待测抗原修饰过的多层多孔硅中，如图5所示，可以

看到量子点免疫反应结合物的荧光呈现梯度变化，随着多孔硅内待测抗原浓度的不断增

加，连接到多孔硅上的抗体数量增加，而抗体与量子点偶联，说明连接到多孔硅上的量子点

数量也在不断增加，荧光强度也不断增加。选择多孔硅作为基底一是因为多孔硅的布拉格

反射镜的高反射带可以将量子点免疫结合物的荧光进一步增强，提高检测灵敏度，二是经

过多次清洗，可以将没有反应的量子点-抗体彻底清洗掉，排除没有连接到多孔硅内的量子

点荧光的干扰。

[0041] 6）如图6，可以看到（包虫病）抗原浓度从15pg/ml到0.5pg/ml对应的量子点免疫反

应结合物的荧光强度，待测抗原浓度与量子点免疫反应结合物荧光强度成线性关系，线性

方程为Y=312.9+26.86348X，其中Y代表量子点免疫反应结合物的荧光强度，X代表待测抗原

浓度。利用计算机软件Orgin进行拟合，拟合系数为0.99789，拟合度非常高。从图中数据可

以看出基于多孔硅和量子点结合的荧光生物传感器的检出限为500fg/ml。

[0042] 最后应说明的是：以上所述仅为本发明的优选实施例而已，并不用于限制本发明，

尽管参照前述实施例对本发明进行了详细的说明，对于本领域的技术人员来说，其依然可

以对前述各实施例所记载的技术方案进行修改，或者对其中部分技术特征进行等同替换。

凡在本发明的精神和原则之内，所作的任何修改、等同替换、改进等，均应包含在本发明的

保护范围之内。
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图5

图6
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摘要(译)

本发明公开了一种基于多孔硅/量子点的荧光生物传感器基底材料的制备
方法，包括以下步骤：电化学腐蚀法制备多层多孔硅样品；制备待测抗
原；通过偶联剂将水溶性CdSe/ZnS量子点羧基活化，与表面有氨基功能
团的生物分子偶联；将待测抗原渗透到多层多孔硅样品；将量子点偶联
的抗体渗透到待测抗原修饰的多层多孔硅样品，得到所述基于多孔硅/量
子点的荧光生物传感器基底材料；对样品进行表面形貌表征、反射谱测
量及荧光检测。本发明的有益效果为：本发明提供的制备方法，以量子
点为荧光标记物，多孔硅为荧光放大器的生物传感器检测低浓度的待测
抗原，其检测灵敏度显著提高，也可调整为其他生物的特异性检测，扩
大了适用范围。
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