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基于裂开型核酸适配体的液晶生物传感检测三磷酸腺苷 

吴超    杨胜园    吴朝阳*   沈国励    俞汝勤 

(湖南大学 化学生物传感与计量学国家重点实验室  长沙 410082) 

摘要  利用“适配体-目标分子-适配体”的“三明治”夹心方式构建液晶生物传感检测三磷酸腺苷(ATP). 将 ATP 核

酸适配体片段作为捕获探针固定在经 TEA/DMOAP 混合组装膜修饰的玻片基底表面, 当 ATP 存在时, 裂开的两部分核

酸适配体与 ATP 结合形成双链结构, 有效诱导液晶分子取向发生变化从而引起光学信号的亮度及颜色发生变化, 实现

对 ATP 的检测, 该方法在 ATP 浓度为 10 nmol/L 时仍可观测到明显的光学信号变化. 这种“适配体-目标分子-适配体”

的“三明治”夹心式液晶生物传感方法具有无需标记, 操作简单等特点, 在快速检测小分子等物质领域中有广泛的应

用前景.   
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Split Aptamer-Based Liquid Crystal Biosensor for ATP Assay 
Wu, Chao    Yang, Shengyuan    Wu, Zhaoyang*    Shen, Guoli    Yu, Ruqin 

(State Key Laboratory of Chemo/Biosensing and Chemometrics, College of Chemistry and Chemical Engineering,  
Hunan University, Changsha 410082) 

Abstract  A novel liquid crystal (LC) biosensor based on the recombination of split aptamer chip was developed for the 
detection of adenosine triphosphate (ATP). One glass slide of the LC cell is first modified with the TEA/DMOAP mixed 
self-assembled monolayer (SAM) to ensure the homeotropic alignment of LC molecules and the black background of LC cell 
optical image under the crossed polarized light. The single-strand ATP aptamer is split into two fragments in this method. 
One of which, as capture probe, is covalently immobilized on the SAM, while another is used as the detection probe. In the 
presence of ATP, those two fragments will be combined with each other and exhibit the same role as the ATP aptamer. This 
binding event leads to a great enhancement in the optical signal of the LC biosensor due to the space size from small to big, 
which can effectively disrupt the orientational arrangement of LCs, resulting in the corresponding changes of optical images 
under the crossed polarized light. But in the absence of ATP, those two fragments can not be combined with each other, and 
as a result, there is no orientational response of LCs and the optical image under the crossed polarized light is still black. So 
the LC-based imaging method has a sensitive and clear distinction between positive and negative results. On the basis of such 
an inhibition mechanism the LC biosensor can be used as an effective way to realize the detection of ATP. When the concen-
tration of analyte ATP below a critical value (10 nmol/L), there is no clear change in the optical image. The results showed 
that the detection limit of ATP is 10 nmol/L. This study provides a simple and sensitive ATP LC biosensing approach and 
offers effective strategies for the development of small molecules LC biosensors.  
Keywords  liquid crystal; self-assembled film; biosensor; ATP; aptamer 

   
1  引言 

三磷酸腺苷(ATP)是生物各项生命活动所需能量的

提供者, 是生物体内能量代谢和转换的重要枢纽. 因此

在生物反应检测中 ATP 是一项重要的检测指标. 目前, 
ATP 的检测方法有: 电泳法 [1]、HPLC 法 [2]、质谱 
法[3]、荧光素酶法[4]等, 但是以上方法有的操作复杂、需

要昂贵的精密仪器, 有的灵敏度不高. 因此, 继续研究

建立高灵敏度、非标记、操作简单的 ATP 检测方法仍

有重要意义.  

液晶是物质介于液态和晶态之间的一种特殊物质

形态, 它既具有液态的流动性, 又具有晶态的各向异性, 
以及有不完全的取向长程有序性和位置有序性[5]. 液晶

生物传感概念是 Abbott 研究组[6]在 1998 年首次提出的, 
是利用传感器检测结合目标物质前后, 自组装膜表面的

液晶分子取向发生变化, 导致传感器偏光显微图像的亮

度和颜色发生的变化[7,9], 从而实现对目标物质的检测. 
液晶生物传感器是一种易于微型化、阵列化、低功耗的

传感器, 它在自然光下就能进行检测, 不需特殊标记, 
所呈现的光学信号即使用肉眼亦能观察到, 具有灵敏度
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高, 操作简单等特点. 但是由于液晶传感检测灵敏度对

目标分子的几何尺寸存在较大的依赖性, 目前有关文献

报道的液晶生物传感器多用于生物大分子的分析检 
测[10,13], 在小分子检测方面尚少见报道[14,17].  

本文结合液晶生物传感器的优点, 利用 ATP 与其

核酸适配体结合的特异性, 通过目标物诱导核酸构象变

化放大其对液晶分子取向排列的紊乱效应, 构建特异性

高, 灵敏度好, 操作简便的液晶生物传感方法用于检测

ATP. 

2  结果与讨论 

2.1  原理 

本文所建立的液晶生物传感检测 ATP 的方法原理

如图 1 所示. 首先, 利用三乙氧基丁醛基硅烷/N,N-二甲

基-N-十八烷基-3-氨丙基三甲基硅烷(TEA/DMOAP)混
合溶液对下玻片进行自组装修饰, DMOAP 具有十八烷

基长链结构, 能有效诱导液晶 5CB 分子垂直排列, 形成

取向有序的空间结构[18], 光学信号呈现均一的黑色图

像. 其次, 利用下玻片修饰的 TEA 实现捕获探针的固

定, TEA 烷基链较短不能有效诱导液晶分子有序排列, 
但其末端带有活泼醛基能将标有氨基的捕获探针共价

固定在下玻片表面. 为了增大背景与信号之间的对比

度, 本方法将 ATP 核酸适配体分成两段, 其中一段作为

捕获探针, 而另一段作为信号探针. 最后, 加入信号探

针进行检测. 此时, 当待测溶液中含有 ATP 时, 捕获探

针、信号探针作为裂开型的适配体与 ATP 发生协同性

特异结合, 折叠形成复合物[19,20], 从而使固定在玻片表

面的探针构象发生显著改变, 其几何尺寸改变比单独引 

 
图 1  液晶生物传感器的逐步组装(1)在自组装膜修饰的玻片表面固

定捕获探针(a); (2)存在(b)与不存在(c) ATP 时, 捕获探针与信号探针

相互结合情况; (3) b 在液晶盒中液晶的取向排列(d); (4) c 在液晶盒中

液晶的取向排列(e).  
Figure 1  Stepwise assembly of the LC biosensing substrate based on 
ATP aptamer. (1) immobilization of capture DNA probe on the TEA/ 
DMOAP mixed SAM modified glass slide (a); (2) hybridization with 
detection DNA in the presence of ATP (b) or in the absence of ATP (c); 
(3) The corresponding 5CB LC cells (d, e) fabricated with the 
DMOAP-coated glass slides (upper) and the modified slides (b, c; lower).  

入 ATP 分子的大大增加, 可有效诱导液晶分子取向发

生变化, 引起光学图像信号的颜色和亮度的明显变化. 
当不含 ATP 或 ATP 浓度过低时, 捕获探针与信号探针

不能形成稳定的复合物结合到玻片基底表面, 液晶分子

仍然垂直有序排列, 所观察的光学信号图像呈现为均一

的黑色.  

2.2  下玻片 TEA/DMOAP 自组装修饰比例的优化 

为了提高背景与信号之间的对比, 本文考察了不同

体积比例的 TEA/DMOAP 混合物自组装修饰对背景信

号的影响, 结果如图 2 所示, 图像明亮区随着 TEA/ 
DMOAP 体积比降低而逐渐减少直至背景显示均一黑

色. 当 TEA/DMOAP 体积比例为 20∶1 时, DMOAP 含
量少诱导液晶分子垂直排列能力弱, 液晶分子大部分呈

紊乱排列 , 图像呈现出规则的织构 ( 图 2A). 当

TEA/DMOAP 体积比例降至 10∶1 或者 6∶1 时 , 
DMOAP 含量增多诱导液晶分子垂直排列的能力增强, 
处于垂直排列的液晶分子增多, 图像呈现为亮区和暗区

的混合区域(图 2B, 2C). 当 TEA/DMOAP 体积比例降低

到 3∶1 时, DMOAP 含量较多能够有效诱导液晶分子垂

直排列图像背景显示为均一黑色(图 2D), 有利于提高背

景与信号之间的对比度. 而当 TEA/DMOAP 体积比例

低于 3∶1时, 虽然光学图像信号为均一黑色(图 2E), 但
固定在玻片基地表面的醛基数量相对减少, 降低对捕获

探针的固定效率, 导致传感器输出信号减弱. 固选取

TEA/DMOAP 体积的比例为 3∶1.  

 
图 2  不同比例的 TEA/DMOAP 混合自组装修饰的光学信号研究, 其
体积比分别为: (A) 20∶1, (B) 10∶1, (C) 6∶1, (D) 3∶1, (E) 2∶1. 
Figure 2  Optical images under crossed polarizers of LC cells with 5CB 
sandwiched between a DMOAP-coated glass slide and an 
TEA/DMOAP-decorated glass slide. The TEA-DMOAP ratios (V/V) were 
(A) 20∶1, (B) 10∶1, (C) 6∶1, (D) 3∶1 and (E) 2∶1 

2.3  捕获探针浓度的优化 

捕获探针的浓度也会影响背景与信号之间的对比

度, 使传感器的灵敏度受影响, 本实验对捕获探针的浓

度进行了优化.  
结果如图 3 所示, 随着捕获探针浓度的降低, 图像

的织构现象及明亮度逐渐减少. 当捕获探针浓度较高

(300, 200 nmol/L)时, 固定到玻片基底表面的捕获探针 
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图 3  在自组装膜玻片表面固定不同浓度的捕获探针的光学信号研

究. (A) 300, (B) 200, (C) 100, (D) 50 nmol/L 
Figure 3  Optical images under crossed polarizers of LC cells with 5CB 
sandwiched between a DMOAP-coated glass slide and an 
TEA/DMOAP-decorated glass slide with capture probe immobilized. The 
concentrations of capture probe were (A) 300, (B) 200, (C) 100 and (D) 
50 nmol/L, respectively 

数量过多, 对液晶分子取向排列的影响较大, 引起光学

信号图像的颜色和亮度发生变化(图 2A, 2B), 导致背景

过大, 使得结合目标分子前后观察到的光学信号现象都

出现光亮织构图, 区别不明显. 而当捕获探针浓度为

100 nmol/L 时, 固定到玻片基底表面的捕获探针的量相

对较少, 对液晶分子取向排列产生的影响小, 液晶分子

仍保持垂直排列的方向, 光学图像信号为均一的黑色背

景, 有利于提高背景与响应信号之间的对比度. 而当捕

获探针浓度低于 100 nmol/L时, 虽然光学图像信号仍呈

现均一的黑色, 但在相同条件下结合在玻片基底表面的

捕获探针数量较少, 使传感器的灵敏度降低. 因此, 选
用的捕获探针浓度为 100 nmol/L. 

2.4  ATP 的检测及性能分析 

将信号探针溶液分别与不同浓度的 ATP 溶液均匀

混合, 滴加在固定有捕获探针的玻片上, 经处理后与

DMOAP 修饰的上玻片面对面组装构建液晶盒, 在偏

光显微镜下观察.  

 
图 4  不同 ATP 浓度的光学信号研究, 其浓度分别为: (A) 100, (B) 50, 
(C) 30, (D) 10, (E) 1 nmol/L. 
Figure 4  Optical images under crossed polarizers of LC cells with 5CB 
sandwiched between a DMOAP-coated glass slide and a capture 
probe-modified glass slide with the detection probe immobilized and ATP 
at concentrations of (A) 100, (B) 50, (C) 30, (D) 10 and (E) 1 nmol/L. 
The concentrations of detection probe was 300 nmol/L 

如图4所示, 在一定范围内, ATP浓度越高, 与玻片

基底表面结合的信号探针越多, 对液晶定向排列的干扰

作用越大, 引起液晶双折射现象越明显, 在偏光显微镜

下观察到的光学图像的光亮度及织构现象越明显(图
4A); 反之, ATP 浓度越低, 与玻片基底表面结合的信号

探针越少, 对液晶有序排列的干扰作用越小, 光学图象

中的光亮度及织构现象越不明显(图 4B～4D). 当 ATP
浓度低于 10 nmol/L 时, 光学图像趋于黑色(图 4E). 由
实验结果表明, 该方法在 ATP 浓度降低至 10 nmol/L 仍

可观测到明显的光学信号变化(图 4D). 显示了与质谱 
法[3]、HPLC 法[2]、比色法[21,22]和荧光光谱法[23,25]等已报

道的 ATP 分析方法相比具有可比或者更高的分析灵敏

度.  

2.5  选择性实验 

为了检验本方法对 ATP 检测的选择性, 实验考察

了 ATP 及其三种类似物即三磷酸胞苷(CTP), 三磷酸鸟

苷(GTP)和三磷酸尿苷(UTP)(浓度均为 100 nmol/L)在相

同条件下反应产生的光学信号变化情况, 如图 5 所示. 
结果显示对照组 CTP, GTP, UTP 光学图像中除有少数

亮点, 仍基本为黑色图象(图 5B～5D), 但对于相同浓度

的 ATP, 光学信号很强并出现规则彩色织构图像(图
5A). 实验表明本核酸适配体生物传感系统对 ATP 分子

检测具有较高的选择性.  

 
图 5  分别对(A) ATP, (B) CTP, (C) UTP, (D) GTP 的光学信号的研究 
Figure 5  Selectivity of LC biosensor to (A) ATP, (B) CTP, (C) UTP 
and (D) GTP. The concentrations of detection probe was 300 nmol/L 

3  结论 

裂开型核酸适配体在 ATP 特异性作用下折叠形成

夹心型结构并结合至传感器表面, 核酸适配体的构象变

化可有效诱导液晶分子发生取向变化, 导致光学信号发

生改变, 基于该原理, 构建了具有灵敏度高, 选择性强, 
操作简单, 成本低等特点的新型 ATP 液晶生物传感方

法, 实现了对 ATP 的快速检测. 该方法克服液晶传感检

测灵敏度对目标分子的几何尺寸的依赖性, 有望推广应

用于其他小分子的高灵敏检测.  
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4  实验部分 

4.1  玻片的预处理 

将载玻片 (尺寸约为 2 cm×2 cm)浸入 Piranha 
[V(30%H2O2)∶V(70%H2SO4)＝3∶7]溶液中, 80 ℃恒温

浸泡洗涤 1 h, 取出依次用超纯水、乙醇将残留酸液洗

净, 经氮气吹干, 于 110 ℃烘烤 3 h, 防尘保存, 备用.  

4.2  液晶盒上下玻片的自组装修饰 

上玻片 DMOAP 组装 : 将预处理后的玻片浸入

0.35%(体积分数)DMOAP 水溶液中, 室温放置 20 min, 
超纯水洗净, 110 ℃烘干 2 h, 防尘保存, 备用.  

下玻片 TEA/DMOAP 组装: 将预处理后的玻片浸

入 0.9%(体积分数)TEA 和 0.3%(体积分数)DMOAP的乙

醇溶液中, 50 ℃恒温 1.5 h, 取出, 超纯水洗净, 110 ℃烘

干 2 h, 防尘保存, 备用.  

4.3  捕获探针的固定 

将用 10 mmol/L 磷酸盐缓冲液 (PBS, pH＝7.0, 1 
mol/L NaCl)稀释配制的捕获探针溶液 100 μL, 滴加在

经 TEA/DMOAP 修饰的下玻片表面, 37 ℃恒温反应 1 h
使捕获探针固定在下玻片表面, 依次用 1×SSC 洗液、超

纯水洗涤除去非特异性吸附物质, 氮气吹干. 防尘保存, 
备用.  

4.4  液晶盒的制作 

将接有目标物的下玻片与上玻片面对面组合, 两玻

片之间用边缘开有小孔厚度为 20 μm的凸型 Mylar 聚酯

片隔开, 固定玻片除开有小孔方向的其他三边. 移取些

许 5CB 液晶加热至 40 ℃使液晶成为各向同性的液态, 
从开有小孔的玻片边缘处注入由于毛细管作用力液体

将会充满整个空间. 冷却至室温, 此时各向同性的液态

5CB液晶转变为向列型的液晶态5CB液晶, 并在自组装

膜的诱导下成定向排列.  

4.5  检测方法 

采用适配体特异性结合的反应模式, 在固定有捕获

探针的玻片上依次滴加不同浓度的 ATP 溶液和一定浓

度的信号探针溶液 50 μL(均用 PBS 缓冲液配制), 于 37  

℃下反应 2 h, 依次用 1×SSC 洗液、超纯水洗涤除去非

特异性吸附物质, 经氮气吹干, 按上述方法制作液晶盒, 
在偏光显微镜下观察并采集图像进行分析. 考察该方法

的特异性时, 采用其他ATP类似物代替ATP, 其它步骤

一致.   
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