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ip‐pen  nanolithography  is  an  emerging  and  attractive 

surface  modification  technique  that  has  the  capacity  to 

directly and controllably write micro/nano‐array patterns on 

diverse  substrates.  The  superior  throughput,  resolution,  and 

registration  enable  DPN  an  outstanding  candidate  for  biological 

detection from the molecular level to the cellular level. Herein, we 

overview  the  technological  evolution  of  DPN  in  terms  of  its 

advanced  derivatives  and DPN‐enabled  versatile  sensing  patterns 

featuring  multiple  compositions  and  structures  for  biosensing. 

Benefitting  from  uniform,  reproducible,  and  large‐area  array 

patterns,  DPN‐based  biosensors  have  shown  high  sensitivity, 

excellent  selectivity, and  fast  response  in  target analyte detection 

and  specific  cellular  recognition.  We  anticipate  that  DPN‐based 

technologies could offer great potential opportunities  to  fabricate 

multiplexed,  programmable,  and  commercial  array‐based  sensing 

biochips. 
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1 Introduction 

In nature, mammals utilize  the olfactory  system  to perceive 

scent  for  keeping  themselves  safe  and  healthy. During  this 

process, functional sensorial neuron arrays located in the nose 

play a crucial role in identifying and discriminating trillions of 

odorants  in  various  environments.  The  aligned  structure  of 

sensorial  neuron  arrays  significantly  simplifies  the  data 

collection process and reduces sample consumption, realizing 

high  selectivity  and  sensitivity,  fast  response,  and  real‐time 

monitoring[1,2]. Inspired by this unique array‐based structure, 

numerous  biosensors  with  micro/nanoscale  arrays  are 

developed for specific biosensing applications[3]. 

However, it is challenging to fabricate patterned surfaces 

with  controllable  shape,  size,  and  chemical  composition, 

especially down to the nanometer scale. Up to date, there are 

a number of  techniques exploited for constructing  functional 

patterned  surfaces  including photolithography, nanoimprint 

lithography,  electron  beam  lithography,  micro‐contact 

printing, etc. Among these methods, inherent drawbacks have 

restricted their development for practical sensing applications. 

For example, photolithography and nanoimprint  lithography 

suffer  from  finite  material  selection  and  low  resolution; 

electron beam lithography is limited by expensive equipment; 

and  micro‐contact  printing  has  difficulty  in  writing 

multicomponent  nanopatterns[4].  Therefore,  new  approaches 

are required to address these issues.   

Building  on  scanning  probe  microscope‐based 

lithography, dip‐pen nanolithography(DPN) was invented by 

Mirkin’s group  in 1999[5]. Since  then, DPN has made a great 

progress  in  high  throughput,  diverse  inks,  and  advanced 

derivative  technologies. Micro/nano‐array  patterns  by  DPN 

and its derivatives have enabled a wide range of applications 

including  catalysis[6,7],  optics[8],  biomedicine[9],  and  chemical 

synthesis[10,11]. Several  reviews have been written devoted  to 

the mechanism  of  ink  transport[12],  detailed  development  of 

DPN[13—19], and relevant applications from biomolecular array 

fabrication[20—22]  to  material  discovery[23—25].  In  this  article, 

attention is drawn to biosensing based on micro/nano‐patterns 

printed  by  DPN.  Firstly,  a  brief  history  of  technological 

development  and  biosensing  applications  of  DPN  is 

introduced.  Then,  functional  arrays  composed  of  different 

sensing  elements  for  biological detection  via multiple  signal 

read‐out approaches are summarized. Target analyte detection 

using array‐based biosensors from molecular level to cellular 

level  is  highlighted.  Finally,  prospects  of  DPN  patterning 

techniques and DPN‐based biosensing are also provided. 

The advantages of micro/nanoscale arrays via DPN and its 

derivatives for biosensing are as follows: (1) high throughput. 

Different  from one single atomic  force microscope(AFM)  tip, 

parallel DPN[26] and polymer pen  lithography(PPL)[27]  feature 

millions of  tips  to work  together  for  significantly  increasing 

the  throughput;  (2)  high  resolution. Conventional DPN  has 

achieved  sub‐15  nm  resolution  with  a  low  throughput[16]. 

Hard‐tip, soft‐spring  lithography(HSL) utilizing a hard Si tip 

array supported by a spring‐like soft layer can reach a sub‐50 

nm  resolution  while  simultaneously  maintaining  a  high 
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throughput[28];  (3) diverse  inks. A wide  variety  of  inks have 

been  adopted  in  DPN  researches  including  organic 

molecules[5,26],  polymers[29,30],  proteins[31—33],  DNA[34], 

peptides[35—37],  lipids[38],  glycans[39],  viruses[40,41],  bacteria[42], 

colloidal  nanoparticles[43], metal  ions[44,45],  and  sol‐gel[46,47].  In 

particular,  micro/nano‐patterns  of  biomolecules(proteins, 

DNA,  peptides,  lipids,  viruses)  endow  DPN  with  new 

opportunities  in  sensitive  biodetection  and  accurate 

bioanalysis; (4) arbitrary patterns. One can obtain the desired 

patterns  on  demand  from  simple  dot  arrays  to  complex 

patterns  of  logos[27],  maps[48],  and  artworks[49,50].  The 

technological  development  and  biosensing  applications  of 

DPN and its derivatives are shown in Fig.1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.1 Milestones of technological development and biosensing applications of DPN 
The red line shows the evolution from one single tip to parallel array tips and several derivatives of DPN(E-DPN[51], tDPN[52], PPL[27], BPL[53], HSL[28], and photoactuated 
PPL that can control single tip in the array[54]). The blue one shows several biosensors based on DPN including fabrication of biomolecular arrays(protein[31], DNA[34] 
and lipid[38]), biological detection from molecular level(detection of protein[55—57], DNA[58] and virus[59]) to cellular level(capture of CTC[60]). Reproduced with permission 
from ref.[51]. Copyright 2001, American Chemical Society. Reproduced with permission from ref.[53]. Copyright 2010, Springer Nature. Reproduced with permission 
from ref.[28]. Copyright 2011, Springer Nature. Reproduced with permission from ref.[54]. Copyright 2018, Wiley-VCH. Reproduced with permission from ref.[31]. 
Copyright 2002, American Association for the Advancement of Science. Reproduced with permission from ref.[59]. Copyright 2004, American Chemical Society. 
Reproduced with permission from ref.[55]. Copyright 2009, The Royal Society of Chemistry. Reproduced with permission from ref.[56]. Copyright 2010, Springer Nature. 
Reproduced with permission from ref.[57]. Copyright 2013, American Chemical Society. Reproduced with permission from ref.[60]. Copyright 2015, Springer Nature. 

 

 

2 Development of DPN-enabled Biosensing 

In 1999, Piner et al.[5] invented dip‐pen nanolithography(DPN) 

that  employed  the  atomic  force  microscope(AFM)  tip  to 

directly deliver  ink molecules  to  the  solid  substrate  through 

capillary  transport.  In  this  process,  the AFM  tip  acted  as  a   

“nib,”  gold  substrate  as  “paper,”  and  alkanethiols  as  “ink.” 

The 30‐nm molecule‐based line was successfully written on a 

gold  thin  film  in a manner analogous  to  that of a dip pen[5]. 

However,  patterning  area  and  throughput  are  under 

restrictions with only one tip working. Since then, many efforts 

have been made to achieve the mode of multi‐pen writing to 

increase the throughput. In 2000, Hong et al.[26] firstly reported 

parallel DPN with one‐dimensional(1D) multi‐pen cantilever 

arrays. Only  one  tip  in  the  array  had  a  feedback  system  to 

monitor  the printing process, while  the other  tips performed 

passive  parallel writing. Accordingly, massively  parallel  2D 

DPN was  developed  in  2006.  The  throughput  of DPN was 

dramatically  improved  utilizing  a  55000‐pen  2D  array 

fabricated by photolithographic techniques[61]. Since this initial 

demonstration,  the  tip number of 2D parallel DPN has been 

scaled  to  as many  as  1.3 million  despite  high‐expense  and 

fragility[13]. 

A significant breakthrough is realized by introducing the 

creative concept of cantilever‐free scanning probe lithography. 

In 2008, Huo  et al.[27]  first  reported polymer pen  lithography 

(PPL)  that  used  a  soft  elastomeric  polydimethylsiloxane 

(PDMS)  tip  array  to  deliver  16‐mercaptohexadecanoic  acid 

(MHA)  onto  gold  substrates.  With  more  than  11  million 

pyramid‐shaped  pens,  PPL  can  construct  arbitrary  complex 

patterns  in a rapid, high‐throughput, and  large‐area manner. 

To  improve  the  resolution, hard‐tip,  soft‐spring  lithography 

(HSL)  was  demonstrated  in  2011.  Soft  PDMS  tips  were 

replaced by hard silicon tips with a diameter of 22 nm, which 

enabled HSL to pattern nanoscale features smaller than 50 nm 

over centimeter‐scale areas[28]. 

Apart from the direct delivery of molecules, DPN has been 
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used  to  directly  deliver  different  kinds  of  energy  including 

electrical, thermal, mechanical, and optical energy. The idea of 

electrochemical  dip‐pen  nanolithography(E‐DPN)  was  first 

demonstrated by Liu’s group[51]  in 2001. The water meniscus 

between the tip and substrate worked as a tiny electrochemical 

cell. Metal ions could be dissolved, reduced electrochemically, 

and  deposited  on  the  surface  to  construct  metal  and 

semiconductor features with nanometer dimensions[51]. In 2004, 

Sheehan et al.[52] utilized a heated AFM tip to melt and deposit 

solid organic inks on the surface. One impressive advantage of 

tDPN  is  to  use  solid  inks  to  build  up  multilayer 

multicomponent patterns, thus allowing for 3D nanostructures. 

Dip‐pen  nanodisplacement  lithography(DNL),  a  DPN 

derivative with the input of mechanical energy, was exploited 

to manipulate 2D and 3D nanostructures of polymer brushes. 

The self‐assembled monolayer(SAM) molecules were cleaved 

away mechanically  and  replaced  by  the  initiator  of  surface‐

initiated  atom  transfer  radical  polymerization(SI‐ATRP).  By 

regulating  the  DNL  printing  parameters,  one  can  obtain 

combinative libraries of chemical structure, topography, size, 

shape, grafting density,  and  chain  configuration of polymer 

brushes[62]. Light can also be directly delivered to the surface 

by  beam  pen  lithography(BPL).  Based  on  PPL,  the  apex  of 

PDMS  tips  in  the  array was  removed  to  create  apertures  to 

allow  UV‐light  passing.  Superior  to  traditional 

photolithography,  maskless  BPL  can  pattern  feature  dots 

below the diffraction limit of the light source due to the near‐

field effect between the tip and surface[53]. 

DPN  can precisely  control  the patterning process at  the 

nanometer‐size  scale  and  produce  highly  identical  array 

patterns due to simultaneous motions of the tip array. In Fig.2, 

array  patterns  consisting  of  basic  constitutive  elements 

including dot, ring, rectangle, line, Y‐shape, and multielement 

are  summarized.  When  used  for  biosensing  applications, 

array‐based  structures  are beneficial  for  the highly  sensitive 

detection process because the total area occupied by the fixed 

number of targets of array‐based sensors can be dramatically 

reduced. This translates into vastly decreased sample volumes 

and allows for detecting a smaller amount of target molecules 

for  a given  analyte  concentration,  leading  to  lower  limits of 

detection. DPN with  its derivatives  is also capable of writing 

arbitrary patterns over square centimeter areas. In 2008, 15000 

replicas of the 2008 Beijing Olympic logo were printed on gold 

with MHA as the ink and subsequent wet chemical etching[27]. 

Based on beam pen  lithography(BPL), multiplexed BPL was 

developed  by  incorporating  a  digital  micromirror  device 

(DMD)  system.  The  light  source  can  be  selectively  directed 

onto  the  back  of  a  near‐field  aperture  array  to  induce  local 

photochemical reaction creating arbitrary patterns. Functional 

electronic devices including inductors, capacitors, and surface 

acoustic wave  (SAW) sensors by multiplexed BPL performed 

normal  functions,  indicating  successful  patterning  of  active 

circuits. Besides, a world map over centimeter‐scale areas was 

also  fabricated  in  a  standard  lift‐off  process[48].  In  2013,  a 

heated tip was used to control the density of amine groups on 

the  polymer  film  by  the  applied  temperature  and  scanning 

speed. The programmed gradient patterns of  the Mona Lisa 

were  fluorescently  labeled  and  subsequently  imaged  with 

fluorescence microscopy[49]. 

The  rapid  technological progress of DPN provides more 

possibilities  to  fabricate biomolecular arrays  for biosensing 

applications. In 2002, Lee et al.[31] constructed nanoscale protein 

arrays by DPN in an indirect strategy. MHA feature dots were 

printed and  the areas  surrounding MHA were passivated. 

Proteins could be absorbed  in preformed MHA patterns via 

electrostatic interactions[31]. Demers et al.[34] utilized direct‐write 

DPN to generate nanoscale DNA patterns on both metallic and 

insulating  substrates. Modification of DNA with hexanethiol 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.2 Different arrays and patterns fabricated by DPN and its derivative technologies including micro/nanoscale arrays 
composed of basic constitutive elements(dot, ring, rectangle, line, Y-shape, and multielement, A) and arbitrary patterns[active 
circuits[48](B), the 2008 Beijing Olympic logo[27](C), the world map[48](D), and the Mona Lisa[49](E)] 
Scale bar: (B) 1 mm; (C) 20 μm; (D) 2 mm; (E) 10 μm. Reproduced with permission from ref.[48]. Copyright 2013, Springer Nature. Reproduced with permission from 
ref.[27]. Copyright 2008, American Association for the Advancement of Science. Reproduced with permission from ref.[49]. Copyright 2013, American Chemical Society.   
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Fig.3 Recent research concerning DPN-enabled micro/nano-
patterns based on different sensing elements with relevant 
signal read-out ways 
By taking advantaging of protein[31], DNA[63], lipid[64], fluorescent molecule[65,66], 
microelectrode[67] and cell-based arrays[68], highly sensitive and selective 
biosensors are developed with fluorescence, surface-enhanced Raman  
spectrascopy(SERS), electrochemistry, and diffraction intensity read-out 
approaches. Reproduced with permission from ref.[31]. Copyright 2002, American 
Association for the Advancement of Science. Reproduced with permission from 
ref.[63]. Copyright 2014, American Chemical Society. Reproduced with 
permission from ref.[65]. Copyright 2008, Wiley-VCH. Reproduced with 
permission from ref.[67]. Copyright 2017, The Royal Society of Chemistry. 
Reproduced with permission from ref.[68]. Copyright 2017, American Chemical 
Society. 

 

groups  allowed  patterning  on  gold,  and  oligonucleotides 

containing 5’‐terminal acrylamide groups could be written on 

derivatized silica[34]. Nanoarrays of protein and DNA opened 

up  new  opportunities  for  biosensors  based  on  surface‐

mediated biological recognition processes. Besides, biosensors 

of  lipid,  fluorescent molecules,  and Au microelectrodes  are 

also  fabricated  for  detecting  various  target  analytes  with 

different read‐out approaches[fluorescence, surface‐enhanced 

Raman  spectrascopy(SERS),  electrochemis‐try,  diffraction 

density, etc.](Fig.3). The detailed demonstra‐tion of biosensors 

based on micro/nano‐array patterns by DPN will be discussed 

in the following part. 

 

3 Biosensing Applications Based on DPN-
enabled Patterns  

3.1 Molecule Detection 

DPN has offered new functionalities and possibilities towards 

a wide  variety  of  emerging  biosensing  applications. Table  1 

detailedly  summarizes  biological  detection  of  micro/nano‐

patterns  by  DPN  in  terms  of  different  detection  targets, 

detection elements, and detection approaches. 

 

3.1.1 Detection of Protein 

Protein plays a unique part  in  the biological process and  the 

detection of protein is of great significance for the diagnosis of 

diseases.  Immunoassays based on antigen‐antibody  interac‐

tions  are widely used  to detect protein biomarkers.  In 2009, 

Lee  et  al. [55] developed  an ultra‐sensitive nanoarray  chip 

consisting of a  single‐molecule  sandwich  immunoassay  for   

 
Table 1 Biosensing applications of micro/nano-patterns by DPN* 

Molecule         Detection target Detection element Detection approach Ref. 

Protein Biotin-streptavidin interaction Superparamagnetic beads Magnetic detection [69] 

Protein Sandwich immunoassay Fluorescence detection [55,70] 

ERK2-KSR interaction ERK2-KSR binding microarray Fluorescence detection [71] 

PSA Sandwich immunoassay Resonance Raman scattering detection [57] 

Serum proteins scFv antibody array Fluorescence detection [72,73] 

Proteins Lipid gratings Diffraction intensity detection [56] 

Proteins μF-on-SAW device Acoustic detection [74] 

Proteins Lipid gratings on graphene Fluorescence detection [75,76] 

Proteins Lipid functionalized microresonators Laser detection [77] 

Sar1 protein-lipid interaction Lipid gratings Diffraction intensity detection [78] 

DNA DNA Hybridization ssDNA Topographic changes by AFM [58] 

DNA DNA-AuNPs Electrochemical detection [79] 

DNA Plasmonic gold surface SERS detection [80] 

DNA DNA-AuNPs Colorimetric detection [81,82] 

DNA Gold nanodisc arrays LSPR spectroscopy [83] 

Other analytes pH Fluorescein dot arrays Fluorescence detection [66] 

Cu2+, Ca2+ Fluorescent SAM Fluorescence detection [65] 

H2O2 Au microelectrode arrays Electrochemical detection [67] 

HIV-1 Sandwich immunoassay Topographic changes by AFM [59] 

* ssDNA: single-stranded DNA, AFM: atomic force microscope, DNA-AuNPs: DNA-Au nanoparticles, SERS: surface-enhanced Raman scattering, LSPR: localized 
surface plasmon resonance, ERK: extracellular regulated protein kinases, KSR: kinase suppressor of ras, PSA: prostate-specific antigen, svFc: single-chain fragment 
variable, μF-on-SAW: microfluidics-on-Surface Acoustic Wave, HIV-1: human immunodeficiency virus type 1, SAR: Secretion-associated and Ras-related, SAM:    
self-assembled monolayer. 
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protein  detection  in  biologic  fluids.  Maleimide‐PEO2‐biotin 

was  coated  on AFM  tip  and  was  subsequently  written  on       

(3‐mercapto‐propyl)trimethoxysilane(MPTMS)‐coated  glass 

surfaces. Biotinylated protein G, which  specifically  binds  to 

IgG  and  is  available  for  capturing  antigen,  was  used  for 

antibody  1  immobilization. Through  total  internal  reflection 

fluorescence    microscopy(TIRFM),  the  structure  of  single‐

molecule sandwich antibody 1‐antigen‐antibody 2 was found 

to  increase  target  protein  quantification  to  the  zM‐aM  level 

(×10–21—10–18 mol/L). Two kinds of cytokines(TNF‐a and IL‐1a) 

in  pre‐pared  media  and  clinical  samples  were  clearly 

differen‐tiated  by  TIRFM[55].  Similarly,  a  sandwich 

immunoassay  for  prostate‐specific  antigen(PSA)  was 

fabricated  by DPN  and  the  signal  of  resonance Raman was 

detected. The detection  limit achieved was  lower  than  those 

obtained  with  similar  assay  formats  of  fluorescence 

detection[57]. As illustrated in Fig.4, Petersson and co‐workers[72] 

exploited  a  miniaturized  planar  antibody  array  for  serum 

protein  profiling  targeting  biomarkers  in  systemic  lupus 

erythematosus(SLE)  nephritis.  Human  recombinant  single‐

chain fragment variable(scFv) antibodies were directly printed 

in 10 µm‐sized spots. After blocked and washed,  the biochip 

was  incubated with  biotinylated  serum  samples  to  capture 

antibody‐specific  protein.  Finally,  streptavidin  with   

fluorescent  molecules  was  immobilized.  The  multiplexed 

array  of  48  antibodies  interfaced  with  a  high‐resolution 

fluorescent‐based  scanner  enabled  fewer  antibodies  and 

samples consumed and more analytes detected[73]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
       

Fig.4 Schematic of the miniaturized 48-plex recombinant 
antibody array platform for protein detection 
Reproduced with permission from ref.[73]. Copyright 2014, The Royal Society of 
Chemistry. 

 

Besides  immunoassays  for  protein  detection,  lipid 

multilayer  gratings  are  also  explored  to  achieve  biosensing. 

Optical diffraction gratings of biofunctional  lipid multilayers 

were generated  to  realize  label‐free and  specific detection of 

lipid‐protein interactions in solution. When analytes bound to 

phospholipids with functional headgroups, diffraction density 

was  recorded  in  response  to  the  change  of  phospholipid 

superstructures[56]. Furthermore, this functional lipid platform 

was combined with acoustic biosensors[74], microresonators[77], 

and graphene[75,76] for further biological detection  in different 

forms of signal read‐out. 

 

3.1.2 Detection of DNA 

DNA detection has intensive applications concerning genetics, 

pathology, criminology, and food safety. In 2003, Zhou et al.[58] 

used AFM  as  a  tool  to  quantitatively detect  label‐free DNA 

hybridization  and  relevant  dynamics  by  measuring  height 

changes of DNA nanofeatures. Electrochemical approaches are 

also available  for DNA detection. For example, a DNA chip, 

which had 5 µm×10 µm electrical gaps for patterning capture 

ssDNAs,  was  developed  in  2008.  Following  successful 

hybridization  of  capture‐target  DNA,  gold  nanoparticle 

functionalized  ssDNA  bound  to  the  target  DNA  with  an 

evident drop of resistance across the gap. In this method, the 

lowest  detection  limit  could  reach  10  pmol/L[79].  By 

colorimetric detection, as little as 30 ng of Ganoderma‐derived 

DNA  could  be  detected  without  any  polymerase  chain 

reaction(PCR) amplification. As shown in Fig.5, reporter DNA 

arrays were written on Au substrates by PPL. After passivation 

of unpatterned region and hybridization of target DNA, gold 

nanoparticles were modified with target DNA. By naked eyes, 

one can visually observe the result in the presence of the target 

DNA[82]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
    

Fig.5 Schematic diagram showing the immobilization of 
reporter DNA using PPL on Au surface followed by the 
passivation of the unpatterned substrate 
In the presence of capture DNA-AuNPs, the target DNA forms a sandwich assay 
that can be visualized optically. 

 

3.1.3 Detection of Other Analytes 

Besides protein and DNA,  functional patterned  surfaces  can 

also  be  applied  to  detect  other  target  analytes.  Human 

immunodeficiency  virus  type  1(HIV‐1)  in  plasma  obtained 

directly  from  HIV‐1‐infected  patients  was  detected  by 

nanoscale patterns of antibodies generated  via DPN. To  this 

end, anti‐p24 antibodies were  immobilized on  the patterned 

MHA dot features followed by immersing in a plasma sample 

containing  HIV‐1  p24  antigen.  Gold  nanoparticle  probes, 
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functionalized with polyclonal antibodies to the p24 antigen, 

were reacted with the nanoarrays to amplify the signal. Such 

assays  could  dramatically  decrease  the  detection  limit 

compared with  conventional  enzyme‐linked  immunosorbent 

assay(ELISA)‐based immunoassays[59]. 

The sensitive measurement of H2O2 is of great importance 

both  in biological  studies and  electrochemical biosensors.  In 

2017,  size‐tunable,  highly  sensitive  microelectrode  arrays 

(MEAs)  were  developed  to  detect  H2O2  electrochemically 

[Fig.6(A)]. MHA feature dots were written on gold substrates 

by  PPL.  Polymethyl  methacrylate(PMMA)  brushes  were 

grown, where  the  initiator was  backfilled  through  surface‐

initiated  atom  transfer  radical  polymerization(SI‐ATRP). 

Finally,  Prussian  blue  with  extraordinary  electrocatalytic 

properties  was  electrochemically  deposited  onto  the  Au 

microelectrode arrays. The detection  limit could be as  low as     

5 nmol/L in such an illustration[67]. 

Fluorescent  molecule  arrays  are  generally  used  for 

biological detection by monitoring the changes in fluorescence 

intensity. Basabe‐Desmonts et al.[65] transferred metal ions onto 

the fluorescent SAM‐functionalized glass substrates by DPN. 

Two  ions had different responses  to  the  fluorescent surfaces: 

Ca2+ was complexed on the organic monolayer,  leading to an 

enhancement of  fluorescent  signal, whereas  complexation of 

Cu2+ ions resulted in quenching of fluorescence emission. Thus, 

metal  ions  and  fluorescent  patterns  were  simultaneously 

generated on the substrates[65]. 

A  pH‐responsive  fluorescent  nanoarray  by  direct‐write 

parallel DPN was showed in Fig.6(B). Fluorescein was chosen 

as  the  proof‐of‐concept  candidate  because  it  has  different   

pH‐dependent  ionization  forms  with  distinct  optical 

properties.  Fluorescein  arrays  exhibited  an  increasing 

fluorescence  signal  when  exposed  to  a  basic  atmosphere, 

which  could  be  attributed  to  the  conversion  of  the 

monoanionic  form  into  the dianionic  state. However, due  to 

the  protonation  of  fluorescein  to  produce  a  neutral,  non‐

fluorescent  form,  the  fluorescence  signal  was  abruptly 

decreased in an acid atmosphere[66]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.6 Schematic fabrication of the MEAs by PPL for H2O2 detection electrochemically(A), confocal fluorescence microscopy 
images of the array of fluorescein dots showing the fluorescence emission changes after exposure to ambient conditions 
(middle), acidic conditions(top), and basic conditions(bottom)(B) 
(B) Chemical structures corresponding to the predominant fluorescein form at each pH range. (A) Reproduced with permission from ref.[67]. Copyright 2017, The Royal 
Society of Chemistry. (B) Reproduced with permission from ref.[66]. Copyright 2008, Wiley-VCH. 

 

 

3.2 Cell Recognition 

3.2.1 Cell-based Assays 

DPN,  capable of patterning multiple materials, can  fabricate 

suitable  microenvironments  wherein  a  single  cell  can  be 

isolated, cultured, and analyzed. Profiling of allergic responses 

is  of  significant  interest  for  fundamental  researches  of 

allergology and diagnosis of allergic diseases. Recently,  lipid 

dip‐pen nanolithography(L‐DPN) was utilized  for a series of 

mast cell sensitization  investigations  through allergen arrays 

comprising  of  dinitrophenol(DNP)  ligand  mixed  with 

functional phospholipids. A model system was established to 

detect  allergen‐specific  Immunoglobin  E(IgE)  antibodies  by 

analyzing  the  response  of  sensitized,  fluorescently  labeled 

mast cells on the allergen patterns. Co‐localization of  labeled 

IgE  receptors  on  the  allergen  features  could  be  observed  as 

soon as the mast cells adhered to the patterned glass surface, 

which was  considered  as  IgE‐FcεRI  clusters[84]. Furthermore, 

the  glucocorticoid  receptor  tagged  with  green  fluorescent 

protein was recruited to the plasma membrane of mast cells on 

the allergen arrays, which could be visualized by total internal 

reflection(TIRF) microscopy[85]. Patterned surfaces of allergen 

arrays were also incorporated into a microfluidic chip for mast 

cell  activation  studies  and  cell‐sorting  applications.  By 
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fluorescence microscopy, cell suspension, incubation process, 

and  read‐out  for  cell  activation  screening  could  be  easily 

adapted in a microfluidic chip. The platform of allergen arrays, 

where the allergen had pronounced retention of bone marrow‐

derived  mast  cells(BMMCs),  was  employed  to  identify 

sensitized  BMMCs  in  a  background  of  either  unsensitized 

BMMCs or adherent cells[86].   

Cellular  enzymatic  activities  were  also  assessed  via     

self‐assembled monolayer laser desorption‐ionization(SAMDI) 

mass spectrometry employing PPL  to guide cell  localization. 

As  shown  in  Fig.7,  HeLa  cells  were  first  attached  to  the 

individual nanoarrays,  then were cultured, and  treated with 

small molecules. After the medium was removed and the cells 

were  lysed,  phosphatase  enzymes  from  cells  converted 

immobilized  phosphopeptides  on  the  substrate  to  the 

dephosphorylated  form.  SAMDI  spectra  reported  a 

corresponding peak appearing at 80 Da lower mass, which was 

consistent with the dephosphorylation of phosphopeptides so 

that  the  information about  the amount of enzyme activity  in 

the cell could be obtained[68]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.7 Schematic of cell-based assays where patterned regions are written with extracellular matrix proteins for cell adhesion 
and unpatterned regions are modified with phosphopeptide(A) and SAMDI spectra of the surface after removal of the lysate(B) 
Reproduced with permission from ref.[68]. Copyright 2017, American Chemical Society. 

 

 

3.2.2 Capture of CTC 

Efficient  capture,  isolation,  and  subsequent  analysis  of 

circulating tumor cells(CTC) in the diagnosis of early diseases 

are highly desirable. Many biointerfaces are fabricated to meet 

the  demand  for  sensitive,  selective,  portable,  and  low‐cost 

detection of CTCs[87—92]. As shown in Fig.8, In 2015, Brinkmann   

et al.[60] printed micropatterns of biotin‐4‐fluorescein on bovine 

serum  albumin(BSA)‐coated  glass  surfaces  by  PPL.  The 

combination of micropatterns functionalized with streptavidin 

and a microfluidic chaotic mixing system enabled target cells 

immobilized  on  the  microarray  after  incubation  with  an 

antibody  cocktail.  It  was  also  found  that  the  microarray 

platform was allowed  for subsequent recovery of  target cells 

for further analysis. By analyzing blood samples from cancer 

patients,  the platform also demonstrated great  feasibility  for 

clinical applications[60]. 

In 2020, Liu et al.[93] utilized PPL to print reactive binding 

sites for detecting CTCs. By exploring the impact of staggered 

herringbone  structure of microfluidic biochip and  target  cell 

concentration on  the capture efficiency of CTC capture,  they 

got  an  optimized  protocol  of  CTC  capture  platform. 

Furthermore, the viability of captured tumor cells, as well as 

single‐cell recovery for downstream genomic analysis was also 

demonstrated. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.8 CTC capture and extraction based on the micropattern 
platform(A), the micrograph illustrates an overlay of the Texas 
Red, FITC, and DAPI channels showing the streptavidin-
pattern in red, the cell nucleus in blue, and anti-EpCAM in 
green of two co-localized MCF-7 cells(B), after removal of the 
cell by micromanipulation, little residues of anti-EpCAM 
remain on the surface(C) 
Reproduced with permission from ref.[58]. Copyright 2015, Springer Nature. 

 

4 Summary and Outlook 

DPN has been rapidly developed over the past decades owing 

to its high resolution, high throughput, high registration, large 

scale printing, diverse material  selection, and  low  cost over   

other  nanofabrication  techniques.  The  inks  and  substrates 
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used  in  DPN  have  also  been  significantly  expanded.  To 

improve the throughput, DPN‐based derivatives of advanced 

p‐DPN and PPL were exploited to achieve a multi‐pen writing 

mode.  Especially,  PPL  merges  size  control  with  large‐area 

printing merits  to  provide  an  excellent model  for  BPL  and   

HSL.  Besides,  the  derivatives  with  external  inputs  have       

also been developed, including E‐DPN, tDPN, and DNL. The 

advances of DPN surface fabrication technology pave the way 

for fundamental research and practical biosensing applications. 

Successful  fabrication  of  highly  specific  biological  arrays 

presents  a  cornerstone  for highly  sensitive  biodetection  and 

accurate bioanalysis. Although great achievements have been 

made,  there  are  still  some  challenges  to  be  addressed  for 

biosensors based on DPN‐enabled array patterns. 

 

4.1 Multicomponent Arrays for Multiplexed Biosen-

sors  

Multiplexing  biosensors,  aimed  to  detect  several  analytes 

simultaneously,  are  of  immense  scientific  interest  for 

accurately  diagnosing  and  treating  a  specific  disease. 

Although  there  are  several  strategies  for  creating multicolor 

patterns  by  DPN  and  its  derivatives[94—97],  current  pattern 

complexity  is  hindered  by  the  limitations  imposed  by  the 

passive probe design. Therefore, it is of paramount interest to 

understand  different  inks’  transportation  mechanisms  and 

relevant  post‐functionalization  to  realize  multicomponent 

arrays for multiplexed detection. 

 

4.2 CRISPR-mediated Biosensing  

Clustered regularly interspaced short palindromic repeats(CRISPR) 

is  the most  used  and well‐known  genome  engineering  tool. 

CRISPR‐based  biosensing has  the potential  to  finish  the dual 

task  for analyte  recognition and  signal  transduction  in a pro‐

grammable  and  selective mechanism. DPN  can  be  integrated 

with the CRISPR molecular system to fabricate multifunctional 

nanoarrays  for  biomolecular  sensors,  holding  promise  as  a 

valuable platform for understanding cellular pathways, detecting 

environmental pathogens, and diagnosing early diseases. 

 

4.3 Functional 3D Micro/nano-structures  

As  a  surface patterning  technique,  it  is difficult  for DPN  to 

build 3D structures. Although there are some efforts made to 

fulfill additive manufacturing[98,99], a true 3D DPN that directly 

delivers  inks  onto  the  substrates  in  a  high‐resolution,  high‐

throughput,  and  large‐area manner  to  create  3D  structures 

should  be  developed.  3D DPN will  extend  the  scope  of  3D 

printing down to nanometer scales. It is particularly attractive 

for  advanced  3D  micro/nano‐structures  to  mimic  the  real 

extracellular  matrix(ECM)  for  phenotyping  cells  and 

multicellular  aggregates  to  understand  the  underlying 

mechanisms  of  cancer  propagation,  wound  repair,  and 

embryogenesis.   

 

4.4 Biochips for Virus Detection 

In  2019,  severe  acute  respiratory  syndrome  coronavirus 

2(SARS‐CoV‐2) has caused an abrupt outbreak of coronavirus 

disease  2019(COVID‐19).  Public  healthcare  systems  and  the 

safety  of  human  lives  all  over  the  world  are  threatened 

severely.  Current  detection  methods  require  expensive 

equipment, professional operation, and long turn‐around time 

from  sample  to  result[100].  It  is meaningful  and  necessary  to 

develop simple, fast, and accurate detection biochips that can 

be used in schools, families, and remote areas. It is high time 

for  DPN‐based  biosensors  to  go  out  of  the  lab  to  detect 

infectious viruses massively. We believe  that uniform,  large‐

scale,  and nanoscale biomolecular arrays generated by DPN 

will make a significant difference for next‐generation biochip 

manufacture. 

From  the  first Chinese writing brush  to  the  invention of 

printing,  it  takes mankind over one  thousand years. When  it 

comes  to molecular  printing,  the  evolution  from  one  tip  of 

DPN to millions of tips of PPL only costs less than 10 years. We 

believe  that  through DPN, one can create molecular patterns 

as  wanted  in  a  reproducible,  controllable,  easy‐use,  and 

universal  fashion after  simple  training  in  the  future. On  this 

basis  of  advanced  technology,  array‐based  biosensors  for 

biodetection  and  bioanalysis  will  also  make  a  significant 

contribution to people’s lives and health. 
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