
书书书

檵檵檵檵檵

檵檵檵檵檵

殝

殝殝

殝 櫣櫣櫣櫣櫣

櫣櫣櫣櫣櫣

毠

毠毠

毠

综合评述 特邀稿件

生物纳米孔分析技术研究进展

尚积祯ａ，ｂ　李　志ｂ　郗冬梅ｂ　张书圣ｂ

（ａ曲阜师范大学化学与化工学院，山东省生命有机分析重点实验室　山东 曲阜２７３１６５；
ｂ临沂大学化学化工学院，山东省肿瘤标志物检测技术重点实验室　山东 临沂２７６００５）

摘　要　生物纳米孔传感技术因其快速、低成本、无需荧光标记等优点，在化学和生物等诸多研究领域得到广
泛应用，已发展成为一种新颖的、独具特色的单分子分析手段。该技术目前主要应用于 ＤＮＡ测序研究，同时
在单分子分析领域也取得了令人瞩目的成就。该文简要介绍了生物纳米孔分析技术的原理和生物孔的种类，

主要总结了近２０年来生物纳米孔在ＤＮＡ测序和单分子分析中的研究进展并予以了展望。
关键词　生物纳米孔；ＤＮＡ测序；单分子分析
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纳米孔分析技术是从２０世纪９０年代中期开始发展起来的新型单分子分析手段。１９９６年，Ｄｅａｍｅｒ、
Ｂｒａｎｔｏｎ和Ｋａｓｉａｎｏｗｉｃｚ等首次报道了利用金黄色葡萄球菌α溶血素（αＨｅｍｏｌｙｓｉｎ，αＨＬ）天然生物通道
蛋白获得单个单链ＤＮＡ（ｓｓＤＮＡ）分子和ＲＮＡ分子的阻断电流信号［１］。这项具有划时代意义的研究为

纳米孔分析技术奠定了基础，之后的２０年，该技术凭借其快速、低成本、无需荧光标记等优势，在化学和
生物等诸多研究领域得以广泛应用［２３］。工作原理如图１所示，检测池内加入高盐溶液，在纳米孔两端
施加一个外加电场后，溶液中的阴／阳离子发生定向移动，产生恒定的电流。由于生物纳米孔的直径多
为１０～３０ｎｍ，因此在电场力驱动下只能容许单个待测物分子进入并穿过纳米孔，造成电流的阻断。
不同待测物分子产生阻断电流的时间、程度、频率及形状不同。通过对大量阻断电流信号的统计，可在

单分子水平获取分子的结构、组成、尺寸及电荷等信息［４］。

图１　纳米孔单分子检测原理示意图［４］

Ｆｉｇ．１　Ｍｏｄｅｌｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｎｇｔｈｅｐｒｉｎｃｉｐｌｅｏｆｔｈｅｎａｎｏｐｏｒｅａｎａｌｙｓｉｓ［４］

１　生物纳米孔的种类

根据构建纳米孔的蛋白质不同，生物纳米孔主要分为αＨＬ［１］、气单胞菌溶素（Ａｅｒｏｌｙｓｉｎ）［５］、耻垢分
枝杆菌毒素蛋白（ＭｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｍｅｇｍａｔｉｓｐｏｒｉｎＡ，ＭｓｐＡ）［６］和噬菌体 ｐｈｉ２９连接器（Ｂａｃｔｅｒｉｏｐｈａｇｅｐｈｉ２９
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ｃｏｎｎｅｃｔｏｒ）［７］等几类（图２）。下面分别做简要介绍。

图２　纳米孔结构示意图［６９］

Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｎａｎｏｐｏｒｅｓ［６９］

Ａ．αＨＬ［８］；Ｂ．Ａｅｒｏｌｙｓｉｎ［９］；Ｃ．ＭｓｐＡ［６］；Ｄ．Ｐｈｉ２９ｃｏｎｎｅｃｔｏｒ［７］

１．１　αＨＬ纳米孔
αＨＬ生物通道蛋白被用于构建了第一个纳米孔［１］，也是目前应用最为广泛的生物纳米孔。αＨＬ

是金黄色葡萄球菌分泌的一种多肽毒素，含有２９３个氨基酸，相对分子质量为３３２×１０４［１０］，可通过自
组装形成七聚体的跨膜通道（图２Ａ），这一蘑菇状的纳米通道由一个较大的膜外前庭和一个 β桶状结
构的跨膜茎部组成［１０］，ｃｉｓ端前庭入口处直径为 ～２６ｎｍ，前庭内腔直径为 ～４６ｎｍ，最窄处直径为
～１４ｎｍ，ｔｒａｎｓ端入口处直径为～２０ｎｍ。而生物大分子的一级结构尺寸或大于该纳米孔最窄处直径、
或与其相当，以核酸为例，ｐｏｌｙＣ在中性ｐＨ条件下形成的单链直径为１３ｎｍ［１１］，柔性多肽链的直径为
８０～１２ｎｍ［１２］。因此，αＨＬ纳米孔的最窄处限制了多个待测生物大分子的进入，即一次只能通过一个
生物大分子，确保了其能够进行单个分子的分析研究。αＨＬ优异的性质使其成为目前应用最为广泛的
生物纳米通道：第一，αＨＬ易于自组装且结构稳定，具有均一的电导，从而使得待测物产生的阻断事件
具有可重复性；第二，αＨＬ对待测物基本不具有选择性，确保电流阻断事件是由单个待测分子的体积效
应造成的；第三，αＨＬ内腔易于进行基因突变或化学修饰，实现特异性检测［１３１４］。

１．２　Ａｅｒｏｌｙｓｉｎ纳米孔
Ａｅｒｏｌｙｓｉｎ是从嗜水气单胞菌中提取的β成孔蛋白，是一种与人体腹泻病症以及深度伤口相关的革

兰氏阴性杆菌属，成熟的Ａｅｒｏｌｙｓｉｎ可与真核细胞膜表面的糖蛋白受体相结合，并插入细胞膜形成一个
孔道，改变细胞膜的通透性并最终导致细胞死亡［１５］。在水溶液中Ａｅｒｏｌｙｓｉｎ单体会自发地形成一个具有
蘑菇状外形的七聚体结构（图２Ｂ），宽度为～１５ｎｍ，高度为～７０ｎｍ，形成的孔道直径为１０～１７ｎｍ，
其形状与目前在纳米孔技术中广泛应用的 αＨＬ类似，但在 ｃｉｓ端没有前庭结构［１６］。Ａｅｒｏｌｙｓｉｎ最早于
２００６年首次应用于纳米孔生物传感器，进行α螺旋胶原蛋白结构的研究［５］，随后被用于分析蛋白的折

叠和去折叠动力学过程［１２］、多肽［１７］、蛋白结构［１８］、低聚糖的聚集程度和酶降解的动力学［１９］等。

１．３　ＭｓｐＡ纳米孔
ＭｓｐＡ是耻垢分枝杆菌Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｍｅｇｍａｔｉｓ细胞外膜中的主要成分。ＭｓｐＡ纳米孔是由相对分

子质量２０×１０４的ＭｓｐＡ单体蛋白构建的同源性八聚体，形似烟囱，最窄处直径为 ～１２ｎｍ，长度为
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～０５ｎｍ（图２Ｃ）［２０］，极短的β桶和极小的孔径使不同核苷酸穿过该通道时能产生更易分辨的特征阻
断电流。ＭｓｐＡ纳米孔具有超强的热稳定性和化学稳定性，能够在５０℃、２％十二烷基磺酸钠溶液中保
持良好的通道活性［２１］。同时ＭｓｐＡ易于进行多位点突变修饰，是一种良好的纳米孔检测传感器［６，２０］。

１．４　噬菌体ｐｈｉ２９连接器
噬菌体ｐｈｉ２９连接器主要由１２个ｇｐ１０亚基组成一个～７０ｎｍ的通道，其窄处的直径３６ｎｍ，宽端

开口直径６０ｎｍ（图２Ｄ）［２２］。在高盐和强酸强碱（ｐＨ＝２０～１２）的环境中，噬菌体ｐｈｉ２９连接器通道仍
能保持稳定的通道特性［２３］。目前，关于噬菌体 ｐｈｉ２９连接器研究最多的是与６个包装的 ＲＮＡ（ｐＲＮＡ）
和ＡＴＰ酶蛋白ｇｐ１６组装成噬菌体 ｐｈｉ２９包装马达，作为复合体进行纳米孔研究［７］。由于通道直径较

大，能够实现较大生物分子如双链ＤＮＡ（ｄｓＤＮＡ）和高分子聚合物的检测。

２　生物纳米孔分析技术的应用与发展
２．１　ＤＮＡ测序技术

１９９６年，Ｋａｓｉａｎｏｗｉｃｚ等［１］证明了ｓｓＤＮＡ和ＲＮＡ分子能通过αＨＬ蛋白质组成的孔道，并且能检测
到它们通过这种纳米级孔道时所造成的电流改变。基于此现象，研究人员提出根据不同种类碱基通过

纳米孔时产生的特征弱离子流信号，即可读出每条单链 ＤＮＡ上的序列信息（图３），并最终实现单分子
测序。这种基于纳米孔的ＤＮＡ测序方法因快速、无需扩增、无需荧光标记就可直接获取碱基序列信息
而被视为最具前景的“第三代 ＤＮＡ测序技术（ＴｈｉｒｄＧｅｎｅｒａｔｉｏｎＤＮＡＳｅｑｕｅｎｃｉｎｇ）”，有望实现仅花费
１０００美金即可在２４ｈ内测定个人基因组的完整序列［２］。然而，真正将该技术应用于ＤＮＡ测序，还面临
着巨大的挑战。

图３　基于αＨＬ纳米孔的第三代ＤＮＡ测序技术［２］

Ｆｉｇ．３　ＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｂｙａｎαＨＬｎａｎｏｐｏｒｅ［２］

１）ｓｓＤＮＡ通过纳米孔的速度极快，每个碱基约１０～１０μｓ［１，１１］，造成的阻断电流信号极小，仅有皮
安级，阻碍了纳米孔测序技术的发展。要达到在皮安级电流水平上检测单个核苷酸的精度，必须延缓

ＤＮＡ通过纳米孔的速度。目前，人们已经尝试了许多实验策略，如增加待测溶液的粘度［２４］、降低待测溶

液的温度［２５］以及采用基因突变技术改变αＨＬ纳米孔的氨基酸电荷分布［２６］等，最有效的办法之一是利

用工具酶作为分子马达控制ＤＮＡ分子穿过纳米孔。ＤＮＡ聚合酶聚合每一个碱基的时间长达数十毫秒，
可以像齿轮一样每次只驱动ｓｓＤＮＡ链上的一个核苷酸运动［２７］。如图４所示，噬菌体ｐｈｉ２９ＤＮＡ聚合酶
以每秒２５～４０碱基的速度转动 ｓｓＤＮＡ进入 αＨＬ纳米孔［２７２８］，每一条 ＤＮＡ链能够自动在 ＤＮＡ聚合
酶校对过程中进入纳米孔，并在ＤＮＡ聚合过程中退出纳米孔，从而实现纳米孔对每一个碱基进行两次
测量，提高了αＨＬ纳米孔ＤＮＡ测序的时间分辨率及准确性。
２）单个碱基阻断电流的分辨率低，需放大每一个脱氧核苷酸造成的阻断电流信号并增大４种脱氧

核苷酸阻断电流的差异，从而提高纳米孔ＤＮＡ测序的准确度。研究表明，αＨＬ的 β桶状结构中有３个
位点决定了核苷酸阻断电流的程度［２９］，通过基因突变的方法能提高这３个位点对碱基的识别能力，从
而增大阻断电流差异。β环糊精不仅能包裹单个碱基，且尺寸与 αＨＬ纳米孔的最窄处匹配，将环糊精
嵌入基因修饰后的αＨＬ纳米孔，可以有效缩短纳米孔最窄处的直径，提高对不同碱基的分辨率［３０３１］。
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图４　Ｐｈｉ２９ＤＮＡ聚合酶控制ｓｓＤＮＡ穿过αＨＬ纳米孔［２７］

Ｆｉｇ．４　ＴｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎｓｐｅｅｄｏｆｓｓＤＮＡｔｈｒｏｕｇｈａｎαＨＬｉｓｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄｂｙｐｈｉ２９ＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ［２７］

如图５所示，Ｂａｙｌｅｙ等［３２］利用外切酶Ｉ剪切ｓｓＤＮＡ形成的单个脱氧核糖核苷酸在电场力作用下进入β
环糊精修饰的αＨＬ纳米孔，能够实现高达９９８％的单碱基分辨率。此外，Ｋｕｍａｒ等［３３］提出基于纳米孔

的“边合成边测序（ｎａｎｏｐｏｒｅｂａｓｅｄｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｂｙｓｙｎｔｈｅｓｉｓ）”策略，用不同长度的聚乙二醇（ＰＥＧ）分别标
记４种不同的碱基，检测与模板链配对后释放的标记物，以此实现对单个碱基的超灵敏分辨。

图５　环糊精修饰αＨＬ纳米孔进行ＤＮＡ测序方法示意图［３２］

Ｆｉｇ．５　ＴｈｅｃｙｃｌｏｄｅｘｔｒｉｎｍｏｄｉｆｉｅｄαＨＬｎａｎｏｐｏｒｅｆｏｒＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ［３２］

Ａ．ｔｈｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆαＨＬｍｏｄｉｆｉｅｄｂｙｃｙｃｌｏｄｅｘｔｒｉｎ；Ｂ．ｒｅｓｉｄｕａｌｃｕｒｒｅｎｔｈｉｓｔｏｇｒａｍｏｆｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ；Ｃ．ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ

ｂａｓｅｄｏｎｔｈｅｒｅｓｉｄｕａｌｃｕｒｒｅｎｔ

由于αＨＬ纳米孔易于修饰且具有可重复的空间结构，迄今为止大部分生物纳米孔ＤＮＡ测序研究
均是基于αＨＬ纳米孔进行的。然而，αＨＬ纳米孔的茎部长度～５２ｎｍ，可容纳～２０个核苷酸。这种结
构使得ｓｓＤＮＡ分子通过αＨＬ纳米孔时产生的阻断电流信号是～２０个核苷酸的整体阻断效应造成的，
而非单个核苷酸的体积效应引起的，难以从阻断电流信息中清晰地得出每一个碱基的阻断电流信息。

针对这一问题，通道蛋白ＭｓｐＡ被应用于ＤＮＡ测序研究中，被认为是目前在ＤＮＡ测序方面最有前景的
生物纳米孔［６，２０］。Ｍａｎｒａｏ等［３４］将 ＭｓｐＡ纳米孔与 ｐｈｉ２９ＤＮＡ聚合酶 ＤＮＡ测序方法相结合，可控制
ｓｓＤＮＡ以每个碱基～２８ｍｓ的速度进入ＭｓｐＡ纳米孔并产生极易分辨的阻断电流信号，４种脱氧核苷酸
之间的阻断电流差异高达４０ｐＡ（图６）。

最近，ＧｅｏｒｇｅＣｈｕｒｃｈ教授和他的团队［３６］开发出了一种新的基于生物工程纳米孔的 ＤＮＡ测序电子
平台（图７），这一测序工具包含磷脂膜上由６个亚基构成的开孔孔道，还有一个特定的亚基上结合了
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图６　ＭｓｐＡ纳米孔与ｐｈｉ２９ＤＮＡ聚合酶结合读取ＤＮＡ序列［３４３５］

Ｆｉｇ．６　ＲｅａｄｉｎｇＤＮＡｗｉｔｈＭｓｐＡｎａｎｏｐｏｒｅａｎｄｐｈｉ２９ＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ［３４３５］

Ａ．ｄｉａｇｒａｍｏｆｔｈｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎＭｓｐＡｎａｎｏｐｏｒｅａｎｄｐｈｉ２９ＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ；Ｂ．ｒｅａｄｉｎｇＤＮＡｗｉｔｈｔｈｅｎａｎｏｐｏｒｅ

ＤＮＡ聚合酶（Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ），可以合成一串与待测模版链互补的ＤＮＡ链。通过扩增预先连接在模版链上
的引物（Ｐｒｉｍｅｒ），聚合酶添加互补的核苷酸（ｄＮＴＰ），每一种核苷酸都携带了特定的标记物（Ｔａｇ）。当聚
合酶按照模板逐步合成时，标记物先后释放到纳米孔中引起特征电流的变化（Ｖ）。

图７　利用标记的核苷酸进行纳米孔测序［３６］

Ｆｉｇ．７　ＰｒｉｎｃｉｐｌｅｏｆＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｂｙａｎａｎｏｐｏｒｅｕｓｉｎｇｔａｇｇｅｄｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ［３６］

２．２　核酸分析
寡聚核苷酸链会在αＨＬ纳米孔的前庭经历由弱相互作用变化引起的解链或者去折叠的过程，降

低其构象熵垒后，以伸展的形式通过纳米孔最窄处。单个ｓｓＤＮＡ或 ＲＮＡ分子在 αＨＬ纳米孔内经历解
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链或去折叠过程时，能够产生特征性阻断电流信号。通过分析特征信号，可在实现核酸分子构象的单分

子水平研究。１９９９年，Ａｋｅｓｏｎ等［１１］利用αＨＬ纳米孔检测了单个 ＲＮＡ分子由构象引起的阻断事件差
异，由于ｐｏｌｙＡ具较强的碱基堆积作用，可形成α螺旋结构，因此其产生的阻断时间大于ｐｏｌｙＣ和ｐｏｌｙＵ。
同时，Ｋａｓｉａｎｏｗｉｃｚ小组［３７］的研究表明，ｐｏｌｙ（ｄＴ）较弱的碱基堆积作用使其穿过 αＨＬ纳米孔时，产生二
阶特征阻断事件，而ｐｏｌｙ（ｄＣ）和ｐｏｌｙ（ｄＡ）由于具有刚性的二级结构，只产生脉冲状阻断事件“ｐｕｌｓｅｌｉｋｅ
ｓｉｇｎａｌｓ”。

除了用于核酸的构象研究，生物纳米孔在ＤＮＡ和 ＲＮＡ检测方面也表现出极大的优势。含有前导
寡聚核苷酸链的ｄｓＤＮＡ在电压驱动下，前导链率先进入αＨＬ纳米孔前庭，随后伸入β桶状结构，同时
引导ｄｓＤＮＡ进入αＨＬ纳米孔前庭并最终导致自发解链过程，以ｓｓＤＮＡ形式穿过αＨＬ纳米通道［３８３９］。

研究结果表明，由于杂交双链的稳定性差异，具有前导寡聚核苷酸链且含有单碱基错配的 ｄｓＤＮＡ穿过
纳米孔需要的时间小于完全互补配对的ｄｓＤＮＡ。据此，可以利用 αＨＬ纳米孔检测单个 ｄｓＤＮＡ分子的
单碱基错配。Ｇｕ等［４０］针对肺癌相关ｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）设计了带有前导链的寡核苷酸探针，二者的杂
交产物穿过αＨＬ纳米孔时能够产生特征性阻断信号，信号频率与靶 ｍｉＲＮＡ的浓度呈正相关，可用于
检测血液样品中的 ｍｉＲＮＡ，并根据阻断时间的差异区分 ｍｉＲＮＡ单碱基差异，首次实现了 αＨＬ纳米孔
分析技术在实际样品检测中的应用（图８）。我们课题组［４１］将生物纳米孔与核酸类似物锁核酸（ｌｏｃｋｅｄ
ｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄ，ＬＮＡ）修饰的探针相结合（图９），当 ＬＮＡ探针与靶标 ｌｅｔ７ｂ的杂交产物经过 αＨＬ纳米孔
时，会产生超长的阻断信号，而与含碱基错配的ｍｉＲＮＡ杂交、穿越纳米孔时，阻断时间非常短，因而从视
觉上即可将单碱基错配明显区分，极大地提高了ｍｉＲＮＡ检测的特异性。最近，Ｇｕ等［４２］将双向电泳原理

与纳米孔结合，利用聚阳离子纳米载体选择性结合靶ＤＮＡ或 ＲＮＡ，而非目标分子在电压作用下反方向
远离纳米孔，从而实现了核酸的抗干扰检测。与常用的αＨＬ纳米孔相比，Ｌｏｎｇ等［４３］首次证明Ａｅｒｏｌｙｓｉｎ
纳米孔在寡聚核苷酸检测方面表现出更强的空间和时间分辨能力（图１０），使用野生型 Ａｅｒｏｌｙｓｉｎ生物
孔可将ｓｓＤＮＡ的过孔速度提高到每个碱基～２０ｍｓ，达到了对仅有单个核苷酸差异ＤＮＡ分子的超灵敏
识别，并实现了混合复杂体系的超灵敏检测和核酸外切酶Ι“步步降解”单链ＤＮＡ过程的实时观测。

图８　利用αＨＬ纳米孔检测ｍｉＲＮＡ［４０］

Ｆｉｇ．８　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｍｉＲＮＡｗｉｔｈαＨＬｎａｎｏｐｏｒｅ［４０］

２．３　蛋白质及多肽分析
经过２０多年的发展，基于纳米孔的ＤＮＡ测序和核酸单分子检测已取得了巨大进展。与此同时，利

用该技术对蛋白质的分析也引起了很多研究者的关注。与 ＤＮＡ相比，蛋白质分子的结构更加复杂，蛋
白的电荷和疏水性相当多变，而且存在大量的二级和三级结构。由于多肽电荷分布以及结构上的复杂

性，使其进入 αＨＬ纳米孔的能量壁垒较高［４４］，通过在 αＨＬ的 β桶状结构两侧进行氨基酸定点突变，
改变αＨＬ电荷分布，可调控αＨＬ对多肽的捕获能力［４５４６］。Ｌｏｎｇ等［４７］利用αＨＬ纳米孔在单分子水平
实时观察阿兹海默症致病蛋白（Ａβ４２）结构变化，获得Ａβ４２单体及其寡聚物在纳米孔中的结构变化信
息。Ａβ４２单体自聚集形成的寡聚物能够被纳米孔捕获，产生较大的阻断电流信号；加入小分子药物刚
果红调控后，可抑制Ａβ４２的聚集，形成结构较小的单体，单体穿过纳米孔产生的阻断电流值较小；而β
环糊精能够促进Ａβ４２的快速聚集，形成较大体积聚集物，无法进入纳米孔（图１１）。此外，利用αＨＬ纳
米孔可实现在单分子水平上对帕金森症（ＰａｒｋｉｎｓｏｎＤｉｓｅａｓｅ，ＰＤ）致病蛋白 αｓｙｎｕｃｌｅｉｎ的纤维化行为进
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图９　基于αＨＬ纳米孔利用ＬＮＡ探针区分ｍｉＲＮＡ单碱基错配［４１］

Ｆｉｇ．９　ＬＮＡｐｒｏｂｅｅｎａｂｌｅｄｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｍｉＲＮＡｓｗｉｔｈｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎαＨＬｎａｎｏｐｏｒｅ［４１］

图１０　Ａｅｒｏｌｙｓｉｎ纳米孔分辨不同长度的腺嘌呤寡聚脱氧核苷酸［４３］

Ｆｉｇ．１０　ＤｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｄＡｎｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｎｇｔｈｓｗｉｔｈａｅｒｏｌｙｓｉｎｎａｎｏｐｏｒｅ
［４３］

行分析［４８］。这为疾病的早期诊断和治疗提供一种全新的检测分析方法，并对蛋白与药物的相互作用机

图１１　αＨＬ纳米孔检测Ａβ４２结构变化［４７］

Ｆｉｇ．１１　ＮａｎｏｐｏｒｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆＡβ４２ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ［４７］

理等研究具有重要的指导意义。部分蛋白质在引导链的牵引下能够自发地解折叠并穿过纳米孔，有些

蛋白质则需要更强的力使其变性并最终穿过纳米孔道。目前，人们已经开始利用纳米孔检测蛋白的状

态和特性。Ｂａｙｌｅｙ等［４９］以硫氧还蛋白为研究对象，其上连接寡核苷酸作为引导链牵引蛋白质解折叠并
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穿过纳米孔（图１２），提出四步穿越机制。２０１４年，Ｒｏｓｅｎ等［５０］证实αＨＬ纳米孔能够区分硫氧还蛋白的
不同磷酸化亚型，向单分子蛋白分析迈进了一步。此外，Ｓｏｓｋｉｎｅ等［５１］利用基因工程手段构造了更大尺

寸的生物纳米孔，允许折叠蛋白或结构域进入，以便分析蛋白与其他蛋白、药物或底物的相互作用。对

于纳米孔基础上的蛋白单分子测序而言，最关键的是设计马达一次拉动一个氨基酸穿过纳米孔。现在

纳米孔技术还很难做到将组成蛋白质的氨基酸进行一一解析，但是能够通过识别结构域等特征鉴定蛋

白质，检测蛋白所处的状态或者评估蛋白之间的互作。未来我们期待纳米孔技术能够早日成为单分子

水平上研究蛋白质的成熟工具［５２５３］。

图１２　蛋白质解折叠穿过纳米孔的过程［４９］

Ｆｉｇ．１２　Ｍｕｌｔｉｓｔｅｐｐｒｏｔｅｉｎｕｎｆｏｌｄｉｎｇｄｕｒｉｎｇｎａｎｏｐｏｒｅｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ［４９］

除了结构分析，近年来，生物纳米孔也开始用于蛋白质的定量检测。由于蛋白质的尺寸大于生物孔

的孔径，无法直接进行纳米孔分析，如何将其转换成ＤＮＡ信号是解决问题的关键。Ｌｉ等［５４］通过靶标结

合诱导的链置换反应，利用 αＨＬ孔实现了对血小板衍生生长因子（ＰＤＧＦＢＢ）的检测，检测限达
５００ｆｍｏｌ／Ｌ。Ｗｕ等［５５］设计了修饰二茂铁葫芦［７］脲复合物（ｆｅｒｒｏｃｅｎｅ ｃｕｃｕｒｂｉｔ［７］ｕｒｉｌ（Ｆｃ ＣＢ
［７］））的ＤＮＡ探针，待测物存在时与其适体特异性结合，导致适体探针杂交物解链，释放的探针穿过
αＨＬ纳米孔时能够产生特征性的电流信号，从而实现了对血管内皮生长因子ＶＥＧＦ和凝血酶的高灵敏
检测研究（图１３）。这一方法克服了纳米孔技术检测蛋白质等生物大分子的局限，进一步拓宽了纳米孔
检测的底物种类。

图１３　基于适配体的通用性纳米孔检测策略［５５］

Ｆｉｇ．１３　Ａｕｎｉｖｅｒｓａｌｓｔｒａｔｅｇｙｆｏｒａｐｔａｍｅｒｂａｓｅｄｎａｎｏｐｏｒｅｓｅｎｓｉｎｇ［５５］

２．４　有机小分子检测
用生物纳米孔直接检测有机小分子有一定的困难，如果能在纳米孔中引入分子适配器，利用适配器

与待测物之间的特异性相互作用，可使有机小分子的检测成为可能。适配器通常是环状分子，在纳米孔

内部与孔壁以非共价键方式连接，成为纳米孔与小分子之间作用的媒介。１９９９年，Ｂａｙｌｅｙ等［３１］首次利
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用αＨＬ纳米孔进行金刚烷分子的检测，在体系中加入与αＨＬ孔径匹配的分子适配器—β环糊精，β环
糊精可在纳米孔内停留长达数十毫秒，为监测金刚烷与环糊精的相互作用提供了足够的时间。除 β环
糊精外，其它一些环状分子，如环状多肽、葫芦脲等也可用作适配器［５６］。

２．５　金属离子检测
目前，将纳米孔技术用于金属离子检测的报道并不多见。２０００年，Ｂｒａｈａ等［５７］利用基因工程手段改

造αＨＬ纳米孔，在孔内部引入４个组氨酸突变，其侧链上所带的咪唑基可与多种二价过渡金属离子如
锌离子Ｚｎ（Ⅱ）、钴离子Ｃｏ（Ⅱ）、镉离子 Ｃｄ（Ⅱ）相互作用，由于不同金属离子与咪唑基的络合能力不
同，因而进行纳米孔分析时能够分别产生相应的特征性阻断电流信号，从而首次实现了多种金属离子的

同时定性分析和定量检测。２０１１年，Ｗｕ等［５８］设计了 ＤＮＡ分子作为探针，二价汞离子（Ｈｇ２＋）存在时，
富含胸腺嘧啶（Ｔ）的单链ＤＮＡ由于 ＴＨｇ２＋Ｔ的键合作用能够形成含部分双链的发夹结构，该结构穿
过αＨＬ纳米孔时的阻断时间明显长于单链ＤＮＡ的阻断时间（图１４），利用该差别即可实现对 Ｈｇ２＋的
快速检测和定量分析，检测限低至７０ｎｍｏｌ／Ｌ。采用类似的策略，铅离子（Ｐｂ２＋）能够与富含鸟嘌呤（Ｇ）
的ＤＮＡ形成稳定的Ｇ四链体结构，钡离子（Ｂａ２＋）也有类似的效应，但与 Ｇ四链体形成的络合物稳定
性比铅离子络合物差，因此两种络合物穿越纳米孔的阻滞时间不同，基于此即可同时进行两种离子的纳

米孔检测［５９］。这种基于ＤＮＡ碱基与金属离子相互作用的纳米孔分析方法，可拓展到任何与 ＤＮＡ有相
互作用的离子和分子的检测研究中。

图１４　利用αＨＬ纳米孔检测Ｈｇ２＋［５８］

Ｆｉｇ．１４　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＨｇ２＋ｗｉｔｈαＨＬｎａｎｏｐｏｒｅ［５８］

图１５　光学纳米孔进行ＤＮＡ成像［６０］

Ｆｉｇ．１５　ＯｐｔｉｃａｌｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＤＮＡｂｙαＨＬ［６０］

２．６　光学纳米孔成像
纳米孔分析技术能够在单分子水平通过电流信号提供分子的信息，光谱技术能实时提供分子结构
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信息，为纳米孔检测提供强有力的信息支持。目前，单个纳米孔测序的效率不高，为了满足人类基因组

尺度的高速纳米孔测序，一个超高通量的纳米孔测序阵列将是极为有用的。现有的基于膜片钳的电测

量手段在技术和成本方面难于进行高通量测量，Ｈｕａｎｇ等［６０］开发了具有通量优势的光学纳米孔成像技

术，并应用于核酸序列识别（图１５）。该纳米孔阵列具有每平方毫米达到１０４个纳米孔的检测密度，能够
达到等效于ｐＡ级别的检测精度，可以对ＤＮＡ序列和 ｍｉＲＮＡ序列进行定性识别。同时，该光学纳米孔
阵列也可以被做成一个具有２５００个磷脂膜的纳米孔检测芯片，实现多种生物样品的高速，高通量，多样
品的单分子纳米孔测量。

３　总结与展望
生物纳米孔分析技术已广泛应用于ＤＮＡ测序、蛋白质结构研究及单分子检测等领域，且应用领域

正在不断拓宽。然而，作为一种新颖的单分子分析手段，纳米孔技术在实际样品检测、数据处理和检测

装置等方面也存在着诸多挑战。

第一，提高生物纳米孔分析技术的选择性与灵敏度。可以从以下几个角度进行：１）设计不同的高灵
敏分子识别探针，以期用于实际复杂样品的检测；２）与质谱联用，结合质谱提供的单分子定性信息，从
而实现生物纳米孔单分子质谱；３）将纳米孔电分析技术与光谱技术结合。光谱技术能实时提供分子结
构信息，为纳米孔检测提供强有力的信息支持。纳米孔分析技术结合单分子荧光的工作已有报道，相信

在未来的发展过程中，更多的光学技术会进入该领域，以期获得多重单分子行为信息，实现多层次、多角

度地对待测物进行实时、动态、在线分析研究。

第二，优化数据处理程序。生物纳米孔分析技术的数据处理具有数据量大、信号形态复杂、处理手

段繁琐、耗时等特点，这些问题阻碍了纳米孔分析技术从科学研究到实际应用的快速转化。一个理想的

数据分析系统应该具备对复杂庞大的实验数据进行快速读取、信号识别、分类、统计并形成图谱的功能。

开发智能的数据分析软件实现精确快速的数据分析是十分必要的。Ｌｏｎｇ等［６１］首次提出“积分还原电

流”思想的方法进行电流信号校准，有效还原了受仪器带宽限制的失真纳米孔道单分子信号，显著提高

了数据处理的准确度。进一步，通过引入具有大数据自学习能力的隐马尔科夫算法实现了在较高噪音

的数据中纳米孔道电信号的智能聚类识别分析［６２］，从而开发了一种快速自动化的数据处理软件

（ｈｔｔｐ：／／ｐｅｏｐｌｅ．ｂａｔｈ．ａｃ．ｕｋ／ｙｌ５０５／ｎａｎｏｐｏｒｅａｎａｌｙｓｉｓ．ｈｔｍｌ）。随着数据分析软件的不断进步，生物纳米孔
分析技术中的数据分析在简便化的同时也会向更加合理化和标准化的方向迈进。

第三，开发高时间分辨、高电流分辨的纳米孔检测装置。纳米孔生物传感分析技术所能达到的时间

分辨率、电流分辨不但与纳米孔自身的尺寸、实验环境有关，也与检测仪器的性能有直接关系。在生物

纳米孔单分子检测中，我们希望仪器同时具有高电流分辨和高时间分辨。高电流分辨率可以捕捉电流

信号中微小的波动，而高时间分辨率则可保证分析物穿过纳米孔时的所有信息都被完整地记录下来。

目前，被用于纳米孔分析的传统膜片钳系统在仪器技术方面尚无法完全满足纳米孔分析技术的检测要

求，因此开发适用于纳米孔分析、满足ＤＮＡ测序要求的仪器也成为该领域今后发展的重要方向。另一
方面，在传统膜片钳系统中，电流放大器和数模转换器尺寸均很大，很难做到便携式并应用于现场快速

检测。目前，国内外一些课题组已经针对该方面开始了相关研究工作，英国ＯｘｆｏｒｄＮａｎｏｐｏｒｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ
公司一直致力于发展基于纳米孔的ＤＮＡ测序仪，其小型化的ＭｉｎＩＯＮ已经在２０１４年的全球基因组生物
学与技术进展大会（ＡＧＢＴ）上正式亮相。为实现纳米孔道瞬态电流信号的精准获取，Ｌｏｎｇ等［６３］通过集

成化设计，开发了具有低噪音高带宽的纳米孔单分子分析系统，从而实现了对生物纳米孔瞬态信号的高

时间分辨及高电流分辨。

随着生物纳米孔检测体系的不管完善以及与其它传感技术的交叉融合，相信纳米孔传感未来将大

大推动基因测序及个性化医疗的发展。
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