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基于核酸适体的新型液晶生物传感用于

检测血小板源性生长因子 BB
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摘 要 利用核酸适体与其靶分子具有高度特异性结合的原理，建立了基于液晶取向改变的以核酸适体为

捕获探针用于检测血小板源性生长因子 BB( Platelet-derived growth factor BB，PDGF-BB) 分子的新型液晶生物
传感方法。核酸适体通过戊二醛偶联固定在 3-氨丙基三乙氧基硅烷 /N，N-二甲基-N-十八烷基［3-( 三甲氧基
硅基) 丙基］氯化铵［( 3-Aminopropyl) trimethoxysilane /N，N-dimethyl-N-octadecyl ( 3-aminopropyl) trimethoxysilyl
chloride，APTES /DMOAP］混合自组装的传感基底表面，当靶分子 PDGF-BB 存在时，可与核酸适体发生特异
性作用结合于传感基底表面，根据生物分子的空间尺寸效应能诱导液晶分子取向发生变化，从而引起光学信

号的亮度和色彩发生改变，实现对 PDGF-BB的快速检测。本方法具有操作简单、选择型好、灵敏度高的特点，

在 PDGF-BB浓度为 5 nmol /L时仍可观察到明显的光学信号变化。

关键词 核酸适体; 血小板源性生长因子 BB; 液晶生物传感; 自组装膜

2013-11-12 收稿; 2014-01-11 接受
本文系国家自然科学基金项目( Nos． 21175037，21277042，J1210040) 和湖南省科研条件创新专项重点项目( No． 2011TT1004) 资助
* E-mail: zywu@ hnu． edu． cn

1 引 言
液晶生物传感是基于液晶分子在功能膜表面排列取向发生变化，改变液晶分子对光线的折射能力，

将界面上产生的反应变化信息转换成光学信号变化，实现对目标物的检测［1，2］。与传统的分析检测方
法相比，液晶生物传感无需采用外源性标记物修饰，在自然光下就能进行检测，所呈现的光学信号可用

肉眼观察，具有操作简单、响应快速、易于实现微型化和阵列化等特点，使其在生命科学、临床医学和环
境研究上具有广泛的应用前景。蛋白质作为机体细胞的重要组成部分，是人体组织更新和修补的主要
原料。它对调节生理功能，维持新陈代谢都起着重要作用。因此，蛋白质检测是目前临床诊断以及化学
与生物研究上的一个重要课题［3 ～ 5］。
本研究基于大分子物质，特别是蛋白质分子的空间尺寸效应能有效干扰液晶分子有序排列的原

理［6，7］，以核酸适体为捕获探针建立了基于液晶取向改变的新型液晶生物传感方法用于检测血小板源

性生长因子 BB( Platelet-derived growth factor BB，PDGF-BB) 。PDGF-BB作为人体血小板中含有的一种
促进细胞有丝分裂、趋化活性的生长因子［8 ～ 11］，在正常细胞中含量较少，但在一些人类肿瘤细胞中却常

常发生基因过表达，是癌症诊断中的一种标志物［12］，因此发展对其灵敏的检测方法引起了人们很大的

兴趣。本研究结合液晶生物传感的优点，建立了一种无需标记、操作简单、选择性好、成本低，响应快速
的液晶生物传感检测 PDGF-BB的方法。

2 实验部分
2． 1 仪器与试剂

Nikon Eclipse 50i POL偏光显微镜( 尼康公司) ; MD50 显微镜照相机装置( 广州市明美光电技术有
限公司) ; F7000 荧光分光光度计( 日立公司) 。
实验所用核酸适体由上海生工有限公司合成。重组人血小板源性生长因子 BB ( Platelet-derived

growth factor BB，PDGF-BB) 、牛血红蛋白( Bovine hemoglobin，BHb) 、牛血清蛋白( Bovine serum albu-
min，BSA) 、凝血酶( Thrombin) 、N，N-二甲基-N-十八烷基［3-( 三甲氧基硅基) 丙基］氯化铵( N，N-dime-
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thyl-N-octadecyl( 3-aminopropyl) trimethoxysilyl chloride，DMOAP) 、3-氨丙基三乙氧基硅烷［( 3-Aminopro-
pyl) trimethoxysilane，APTES) 、氰基硼氢化钠( NaBH3CN) 以及戊二醛，均购自美国 Sigma-Aldrich 公司;
SYBＲ Green I( SG) 核酸染料( 北京鼎国试剂公司) ; 4-腈基-4'-戊基联苯液晶( 4-cyano-4'-pentylbiphenyl，
5CB，石家庄斯迪亚诺精细化工有限公司) ; 载玻片( 扬州三月玻璃制品有限公司) ; Mylar 聚酯薄膜( 厚
度 20 μm，广州舒歌电子有限公司) ; 实验室所用水为超纯水( 电阻不小于 18． 3 MΩ) 。
核酸适体: 5’-NH2-( CH2 ) 6-CAGGCTACGGCACGTAGAGCATCACCATGATCCTG-3’。核酸适体缓冲

液: 20 mmol /L Na2HPO4 和 NaH2PO4 ( pH 7． 2，140 mmol /L NaCl，5 mmol /L KCl，1 mmol /L
MgCl2，10 mmol /L NaBH3CN) 。蛋白缓冲液: 20 mmol /L Na2HPO4 和 NaH2PO4 ( pH 7． 2，140 mmol /L
NaCl，5 mmol /L KCl，1 mmol /L MgCl2 ) 。柠檬酸钠-NaCl 缓冲液( pH 7． 0，1×Trisodium citrate /NaCl，1×
SSC) ，15 mmol /L 柠檬酸三钠·2H2O( C6H5Na3O7·2H2O) ，150 mmol /L NaCl，0． 005% SDS。
2． 2 玻片的处理
将载玻片切割成尺寸为 2． 5 cm×1． 5 cm 长方块，置于 80 ℃恒温槽中，用新配制的 Piranha 溶液

( VH2O2 ∶ VH2SO4
= 3 ∶ 7 ) 浸泡 1 h，依次用大量超纯水、乙醇将残留酸液洗净，N2 吹干，于 110 ℃烘箱中干

燥 3 h，洁净玻片以作备用。
2． 3 液晶盒基底的制备
上玻片: 将洁净玻片浸入 0． 2% ( w /w ) DMOAP 水溶液中，硅烷化 10 min，超纯水洗净，N2 吹

干，110 ℃干燥 1 h，备用。
下玻片: 将玻片置于 5% ( w /w) APTES和 1% ( w /w) DMOAP 混合溶液中，于 80 ℃下混合组装 1 h，

超纯水洗净，N2 吹干，110 ℃干燥 1 h。氨基功能化的玻片基底以作备用。
2． 4 核酸适体的固定
核酸适体的预处理: 为了使核酸适体形成稳定的二级结构，将 100 nmol /L PDGF-BB 核酸适体

于 90 ℃下热变性 5 min，然后迅速放入冰水浴中快速冷却［13］，于 4 ℃保存备用。
氨基化的玻片浸泡在 2% ( w /w) 戊二醛溶液中，于室温下反应 1 h，超纯水洗净。将已淬火的核酸

适体滴加在经醛基修饰的下玻片上，37 ℃下反应 2 h，1×SSC洗液冲洗，超纯水洗净，N2 吹干备用。核酸
适体即可通过戊二醛的偶联作用固定在下玻片上。
2． 5 PDGF-BB的特异性反应
室温下，用 80 mmol /L甘氨酸溶液封闭玻片上未反应的醛基后，将不同浓度的 PDGF-BB溶液滴加在

修饰过核酸适体的玻片上，于 37 ℃下特异性结合 1 h，分别用缓冲液和超纯水洗净，N2 吹干，备用。
2． 6 液晶盒的制作和光学图像的采集
将上、下两块玻片面对面组合，两玻片之间用开孔 Mylar聚酯膜隔开。用夹子固定除开孔方向的其

它 3 个边缘，即形成一个含有凸型空腔的液晶盒。取少许液晶加热至 40 ℃，使液晶相变为各向同性的
液态。将液晶从开孔处注入，由于毛细管作用，液晶布满整个空腔。冷却至室温，各向同性的液态液晶
转变成向列型的液晶态，并在组装膜的诱导下呈定向排列。用偏光显微镜观察并采集图像进行分析。

3 结果与讨论
3． 1 检测原理
原理如图 1 所示。首先，在洁净的玻片基底表面硅烷化一层 APTES /DMOAP 混合自组装膜。其

中，DMOAP 具有十八烷基链能够诱导液晶分子在空间取向上垂直排列，产生全黑的偏光显微图像，而
APTES具有氨基官能团，通过戊二醛的偶联作用可将氨基化的捕获探针 PDGF-BB 核酸适体固定于
APTES /DMOAP 修饰的玻片基底上。靶分子 PDGF-BB与其核酸适体发生特异性作用后能有效的结合
于传感基底表面，核酸适体作为传感器的识别元件与 PDGF-BB 特异性结合时，其构象由不稳定的单通
道螺旋结构向稳定的三通道螺旋结构转变［14，15］。利用 PDGF-BB 蛋白的空间尺寸效应对液晶分子有序
排列的干扰，改变液晶分子对偏正光的折射行为，导致偏光图像的亮度和色彩发生变化，从而实现对

PDGF-BB的快速检测; 当未加入 PDGF-BB时，由于低组装密度的核酸适体对液晶垂直有序排列的扰乱
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作用较小，可观察到呈现均一黑色的偏光图像。

图 1 液晶生物传感的组装过程
Fig． 1 Stepwise assembly of liquid crystal ( LC) biosensing stubstrate
( a) 玻片，( b) 在玻片表面修饰 3-氨丙基三乙氧基硅烷 /N，N-二甲基-N-十八烷基［3-( 三甲氧基硅基) 丙基］氯化铵
( APTES /DMOAP) 混合自组装膜，( c) 血小板源性生长因子 BB( Platelet-derived growth factor BB，PDGF-BB) 核酸适体的

固定，( d) PDGF-BB 与 PDGF-BB 核酸适体的特异性结合，( e ) 特异性结合 PDGF-BB 后液晶分子呈现倾斜排

列，( f) PDGF-BB不存在时液晶分子呈现垂直排列。

( a) Glass slide，( b ) self-assembled ( 3-aminopropyl ) trimethoxysilane /N，N-dimethyl-N-octadecyl ( 3-aminopropyl ) trime-

thoxy-silyl chloride( APTES /DMOAP) film，( c) immobilization of the platelet-derived growth factor BB ( PDGF-BB) aptamer，

( d) specific binding of PDGF-BB，( e) tilted orientation of 4-cyano-4'-pentylbiphenyl( 5CB) in the LC cells after the specific

binding of target PDGF-BB，and ( f) perpendicular orientation of 5CB in the LC cells in the absence of PDGF-BB．

3． 2 下玻片 APTES /DMOAP比例的优化
为了降低混合自组装表面的背景信号，考察了不同质量分数比的 APTES /DMOAP 对液晶盒基底的

影响。如图 2A ～ C 所示，光学图像的白色亮点随着 APTES /DMOAP 质量分数比的降低而减少。当
APTES /DMOAP 的质量分数比降低至 5∶ 1 时，光学图像几乎呈现均一的黑色( 图 2D) ，表明 DMOAP 能
有效的诱导液晶垂直排列，形成有序的液晶池。因此，选取质量分数为 5 ∶ 1 的 APTES /DMOAP 混合液
自组装硅烷化下玻片，用于固定 PDGF-BB核酸适体。

图 2 APTES /DMOAP 混合自组装膜的液晶光学信号图
Fig． 2 LC optical responses of APTES /DMOAP-decorated glass slide
APTES /DMOAP 的质量分数比( APTES-DMOAP ratios ( w /w) ) : ( A) 20∶ 1，( B) 15∶ 1，( C) 10∶ 1，( D) 5∶ 1．
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3． 3 PDGF-BB核酸适体浓度的优化
液晶生物传感的偏光信号变化与基底表面组装的核酸适体密度有关，为了提高液晶生物传感的信

噪比，对 PDGF-BB 核酸适体的浓度进行了优化。如图 3A ～ C 所示，当核酸适体的浓度为 600，300
和 200 nmol /L时，光学图像由彩色织构条纹区域向黄白亮区转变，这是由于高密度的核酸适体导致液
晶分子空间取向排列为无序排列，改变液晶分子对偏正光的折射能力，引起光学图像的颜色和光亮度发

生变化，不利于提高液晶生物传感的信噪比。当核酸适体浓度为 100 nmol /L 或者更低的浓度时，低密
度的核酸适体对液晶的取向排列影响较小，形成有序的液晶池，光学图像呈现均一的黑色( 图 3D) 。为
使 PDGF-BB蛋白能有效的结合于传感基底表面，故选用 PDGF-BB核酸适体的浓度为 100 nmol /L。

图 3 PDGF-BB核酸适体的液晶光学信号图。核酸适体的浓度为: ( A) 600 nmol /L，( B) 300 nmol /L，( C)
200 nmol /L，( D) 100 nmol /L
Fig． 3 LC optical responses of PDGF-BB aptamer． Concentrations of aptamer are: ( A ) 600 nmol /L，
( B) 300 nmol /L，( C) 200 nmol /L and ( D) 100 nmol /L

3． 4 PDGF-BB的检测及其核酸适体构象变化的分析
PDGF-BB与其核酸适体发生特异性作用后能有效的结合于传感基底表面，核酸适体作为传感器的

识别元件其构象在与 PDGF-BB特异性结合时会发生改变。通过观察液晶生物传感的偏光信号图像变
化与荧光强度大小对 PDGF-BB 的识别以及核酸适体的构象变化进行了验证。由图 4A ～ C 可知，当
PDGF-BB的浓度为 50，25 和 10 nmol /L，偏光显微镜下呈现彩色织构条纹光学图像，这是由于结合在传

图 4 液晶生物传感对 PDGF-BB 蛋白的光学信号图。PDGF-BB 浓度分别为: ( A ) 50 nmol /L，
( B) 25 nmol /L，( C) 10 nmol /L，( D) 5 nmol /L，( E) 1 nmol /L
Fig． 4 Optical responses of LC biosensor to PDGF-BB protein． Concentrations of PDGF-BB are: ( A) 50 nmol /L，
( B) 25 nmol /L，( C) 10 nmol /L，( D) 5 nmol /L and ( E) 1 nmol /L

236 分 析 化 学 第 42 卷



感基底表面的 PDGF-BB密度较大，其空间尺寸效应扰乱液晶分子的取向排列作用大，双折射现象明显，
引起光学图像的颜色和光亮度发生变化。当 PDGF-BB 浓度低至 5 nmol /L 时，仍有明显的光学信号响
应，图像呈现黄白亮区( 图 4D) ，而当 PDGF-BB 浓度为 1 nmol /L 时，其光学图像只含有少量的亮点
( 图 4E) ，这说明当 PDGF-BB 的浓度为 1 nmol /L 时，固定在传感基底表面的 PDGF-BB 密度较小，扰乱

图 5 SYBＲ Green I( SG) 对 PDGF-BB 蛋白与 PDGF-
BB核酸适体的荧光谱图
Fig． 5 Fluorescence responses of SYBＲ Green ( SG) to
the PDGF-BB protein and the PDGF-BB aptamer
( a) 10 nmol /L PDGF-BB; ( b) 100 nmol /L PDGF-BB 核酸适

体; ( c) 5 nmol /L PDGF-BB，100 nmol /L PDGF-BB核酸适体;

( d) 10 nmol /L PDGF-BB，100 nmol /L PDGF-BB核酸适体
( a) 10 nmol /L PDGF-BB; ( b) 100 nmol /L PDGF-BB aptamer;

( c ) 5 nmol /L PDGF-BB，100 nmol /L PDGF-BB aptamer;

( d) 10 nmol /L PDGF-BB，100 nmol /L PDGF-BB aptamer

液晶有序排列的作用小，光学图像变化不明显。为
了验证核酸适体的构象变化是由 PDGF-BB 引起的，
进一步采用荧光实验进行表征。利用 SYBＲ Green I
( SG) 荧光染料对单链、双链 DNA的嵌入能力不同以
及嵌入前后荧光发射强度不同的特性［16，17］，根据荧

光强度变化可区别核酸适体的构象变化。实验结果
如图 5 所示，溶液中只存在 PDGF-BB( 5 nmol /L) 或
只存在核酸适体( 100 nmol /L) 时，几乎无荧光信号
( 图 5a) 或荧光强度很弱( 图 5b) 。但 PDGF-BB与核
酸适体特异性结合后，荧光值显著增强( 图 5c，5d) ，
这是由于 PDGF-BB 的加入有助于核酸适体由单通
道螺旋结构向稳定的三通道螺旋结构变化，核酸适

体的碱基互补数目随之增多，嵌入的 SG数量也相应
增加，故荧光强度会显著提高。实验表明，当 PDGF-
BB的浓度不低于 5 nmol /L时，仍可以观察到明显的
液晶光学信号以及荧光强度改变，显示了良好的检

测灵敏度。
3． 5 液晶生物传感的选择性
为了检验液晶生物传感的选择性，分别考察了

液晶对 PDGF-BB、BHb、BSA 和 Thrombin 的偏光信号变化( 浓度均为 50 nmol /L) 。结果如图 6 所示。
PDGF-BB的光学图像呈现明显的彩色织构区域( 图 6A) ，而对照组中 BHb、BSA、Thrombin 的光学图像
中除有少数亮点外，其它部分仍为黑色图像( 图 6B ～ D) 。实验表明，基于核酸适体的液晶生物传感对
PDGF-BB的检测具有良好的选择性。

图 6 液晶生物传感对不同蛋白质的光学信号图。蛋白质分别为: ( A) PDGF-BB，( B) BHb，( C) BSA，
( D) Thrombin
Fig． 6 Optical responses of LC biosensors to different proteins． ( A) PDGF-BB，( B) Bovine hemoglobin ( BHb) ，
( C) BSA and ( D) Thrombin． The concentration of proteins was 50 nmol /L
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4 结 论
根据生物大分子，特别是蛋白质分子能有效扰乱液晶分子有序排列的原理，建立了基于液晶取向改

变的以核酸适体为捕获探针，用于检测 PDGF-BB大分子的新型液晶生物传感方法。本方法采用尺寸较
小的核酸适体作为传感器的识别元件，尺寸更大的 PDGF-BB 蛋白与核酸适体特异性结合于传感基底
表面，由于大尺寸 PDGF-BB蛋白能有效扰乱液晶分子的有序排列，进而导致偏光图像色彩发生显著的
变化，实现了液晶生物传感对 PDGF-BB的快速检测。这种新型液晶生物传感具有无需标记、操作简单、
成本低、灵敏度高等特点，可望应用于更多生物大分子的检测。
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Aptamer-Based on Liquid Crystal Biosensor for
Detemination of Platelet-derived Growth Factor BB

LI Xia，TAN Hui，LI Yun-Lei，WU Zhao-Yang* ，SHEN Guo-Li，YU Ｒu-Qin
( State Key Laboratory of Chemo /Biosensing and Chemometrics，College of Chemistry and Chemical Engineering，

Hunan University，Changsha 410082，China)

Abstract A novel liquid crystal ( LC) biosensor was developed for the detection of platelet-derived growth
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factor BB ( PDGF-BB) based on the orientation changes of liquid crystals． One glass slide of the LC cell was
first modified with the APTES /DMOAP ( ( 3-aminopropyl ) trimethoxysilane /N，N-dimethyl-N-octadecyl ( 3-
aminopropyl) trimethoxysilyl chloride) self-assembled monolayer ( SAM) to trigger the homeotropic alignment
of LC molecules and thereby produced an black background optical image under the crossed polarized light，
and then the specific aptamer of PDGF-BB was immobilized on SAM through glutaraldehyde crosslinking to
construct a LC sensing substrate． In the presence of PDGF-BB，the stable triple helix structure of PDGF-BB
aptamer was formed by the specific binding event and thus led to the target PDGF-BB captured to the sensing
substrate，making a visible optical change observed under the crossed polarized light via the huge steric effect
of the PDGF-BB on disrupting the LC alignment． But in the absence of PDGF-BB，the low packing density of
the PDGF-BB aptamer had little effect on disrupting the ordered alignment to the LC and caused the black
background optical image still observed under the crossed polarized light． There was an obvious optical change
when the concentration of target PDGF-BB was 5 nmol /L． The proposed LC biosensing method permits the
label-free detection of PDGF-BB with good selectivity and high sensitivity，making them sufficiently simple and
particularly useful for low-cost screening bioassay performed away from central laboratories．
Keywords Aptamer; Platelet-derived growth factor BB; Liquid crystal biosensor; Self-assembled monolayer
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信立方质谱培训中心 2014 年线下培训计划

课程形式:

王光辉、苏焕华、李重九、金幼菊等质谱资深专家现场授课，传授质谱使用、检测、维护经验，旨在提高分析人员质谱
应用水平。培训主要解决厂商质谱培训中少有涉及的色谱、质谱基本理论、最新应用等，达到“知其然，知其所以然”的
目标。
课程特色:

①讲师均为长期从事质谱分析研究的高职人员，具有丰富理论知识和实践经验;
② 系统、全面地讲解气质、液质联用技术，涉及离子源质量分析器原理与结构，操作技能及常规维护，也涵盖了定

性、定量在石化、医药、食品、环境等多领域的应用。
③独有的质谱应用技术水平测试题，可清楚的对比学习前后的技术水平;
④学员可带问题参加学习班，在学习班和专家即时讨论交流，解决实际问题。
课程计划:

2014 年 4 月 14－17 日 GC-MS气质联用应用技术培训班
2014 年 5 月 20－22 日 LC-MS液质联用应用技术培训班( 医药)
2014 年 7 月 22－25 日有机质谱谱图解析培训班
2014 年 10 月 21－23 日 LC-MS液质联用应用技术培训班( 食品 /环境)
课程咨询:

电话: 010-51654077-8113 或 8052 13810253507
E-mail: training@ instrument． com． cn
交流 QQ群: 315532000( 备注: 信立方培训)
备注: 培训时间变动请关注仪器信息网相关资讯或电话咨询。
( 仪器信息网 供稿)
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