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纳米孔传感技术应用于核酸检测的研究进展

汪荣亮! 谷德健! 刘全俊
!东南大学生物科学与医学工程学院$ 江苏 南京 %$&&@?"

!刘全俊

摘!要! 核酸是储存' 复制和传递遗传信息的主要物质基础$ 实现核酸的精准' 灵敏检测对 S2)

损伤研究' 基因治疗' 突变分析' 细菌感染' 药物研发' 临床诊断等方面都具有重要意义& 核酸传

感检测有着广泛的应用前景$ 如环境' 生物医学' 药学' 食品' 法医学等领域& 传统的检测方法有

光学' 质量型压电 S2)传感' 电化学传感' 表面等离子共振传感检测等& 随着基因工程技术的飞

速发展$ 许多交叉学科新的分析手段在生命科学领域的应用引起广泛关注& 作为高灵敏的单分子检

测技术$ 纳米孔传感技术进展飞快& 因其独特的物理和电学性质$ 对生物分子的检测有快速' 无需

标记和扩增等优点$ 已被广泛研究证明& 从 S2)测序' S2)甲基化检测' S2)损伤检测' S2):

蛋白相互作用' 重金属离子检测' ,2)' 病毒检测等方面分别介绍纳米孔传感技术在核酸检测方向

的研究进展&
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!前!言

纳米孔作为目前最有潜力的单分子S2)测序工具而

备受关注& 在纳米孔传感技术中$ 单个分子穿过一个纳

米尺度的孔从而形成可以检测的离子电流变化& 通过对

离子电流的检测可以得知该分子的结构组成的相关信

息($)

$ 是一种非标记的快速单分子检测方法&

纳米孔主要分为 " 类%

#

生物纳米孔$ 主要包括金

色葡萄球菌
&

:溶血素蛋白纳米孔 !

&

_ULA45XIB9$

&

_

1."

(%)

' 耻垢分枝杆菌孔道蛋白 )!

&

_(XC4K8CJLYBHA

IALFA8JBI\4YB9 )$ (I\)"

(")和噬菌体 \UB%@ 连接器(O)等&

其中对
&

_1.纳米孔研究最早' 研究最多# (I\)纳米孔

孔道相对更窄更短$ 近年来也十分热门&

$

固态纳米孔$
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是人为制造的纳米级孔道$ 根据材质可分为氮化硅(>)

'

二氧化硅(?)

' 氧化铝(#)

' 玻璃毛细管(')

' 二硫化钼(@)

!(4/

%

"$ 石墨烯($&)纳米孔等& 其中氮化硅材料因其具有

较低的机械应力以及优良的化学稳定性$ 是目前应用最

广泛的固态纳米孔$ 而二硫化钼和石墨烯单层的厚度!单

层石墨烯约 &6> 9A"和S2)碱基对!=:型S2)碱基对长

度 &6"O 9A"相当$ 更适合进行纳米孔测序&

%

复合纳米

孔($$)

$ 主要是将生物纳米孔与固态纳米孔结合$ 集中固

态纳米孔可控制备和生物纳米孔噪声小的优势& 与生物

纳米孔相比$ 固态纳米孔在化学' 热学' 力学稳定性上

具有明显优势$ 并可由常规半导体加工技术制成$ 既可

以实现纳米孔的大规模加工$ 又可以控制其孔径# 生物

纳米孔的孔道小' 信噪比比较好# 而复合纳米孔的制作

过程比较复杂' 相关研究较少& 基于各类纳米孔性质不

同$ 纳米孔分别应用在 S2)测序' S2)甲基化检测$

S2):蛋白相互作用' AB,2)检测等单分子检测的热门

方向&

" 203

检测

"

6

!

!

203

测序

%6$6$!直接测序

研究者首先研究同聚物通过纳米孔形成的电流信号之

间的差别$ 由于Z45XP容易形成高级结构$ 因此主要以 \45X

!)M*M0"为主& (L55LY

($%)通过
&

_1.检测 \45X!)M*M0"

$&&

$

获得易位速度约为 $ 9JM

!

I& 3L9J8

($")使用厚度 > q' 9A' 直

径 &6' q% 9A的氮化硅纳米孔$ 分别检测短链同聚物\45X

!)M*M0"

"&

& 08KL554:)FHB58Y

($$)将
&

_1.插入化学沉积修

饰后的Z+*纳米孔得到复合纳米孔$ 达到对 \45X!)M0M

VM-"

$&&

的成功区分& 随后$ 研究者开始将同聚物中的不

同位置分别换成其它核苷酸& 如 =8X5LX小组在 \54X0的

不同部位添加 )

($O)

$ 并成功区分& (89Y84

($>) 使用

($(I\)检测同聚物中的一个核苷酸的改变$ 并成功区

分& 这一系列的实验结果从原理上说明使用纳米孔实现

S2)测序的可能&

%6$6%!控制S2)易位速率

S2)高速通过纳米孔的特性使得高速测序成为可

能$ 但同时这种高速度也正是很多纳米孔测序技术的弱

点& 因为速度太快$ 检测的信号质量就不高$ 甚至很多

小的信号根本就检测不到& 在 $%& A3的条件下$ S2)

会以每个碱基对约 $ q%&

!

I的速度通过
&

_1.素纳米孔&

这就需要探测器的检测带宽达到(1]级$ 才能检测到皮

安级的电流强度& 鉴于此$ 对于纳米孔测序技术来说$

最为重要的一点就是如何控制并减慢S2)分子通过纳米

孔的速度$ 同时尽量消除由于纳米孔表面相互作用给

S2)分子跨孔动力学上造成的波动现象&

通过改变电解质溶液 \1

($?)

' 改变电解质($#)

' 电极

化学修饰($')

$ 都可以降低 S2)易位速率& WBA

($@)在纳

米孔表面修饰正电荷基团$ 通过静电相互作用降低易位

速率& P4J4

(%&)借鉴凝胶层析的原理在纳米孔表面和内部

加入经过表面修饰的纳米硅珠$ 降低单链S2)的易位速

率至 %#&

!

IMK\& .B小组(%$)则通过改变温度' 盐离子浓

度' 溶液粘度$ 使用 O q' 9A直径的固态纳米孔$ 将

S2)易位速率最低速率降低至 " K\M

!

I& 通过分子生物

学手段$ 在生物纳米孔中将带负电荷氨基酸残基(%%)突变

为正电荷$ 也能大大延长S2)的过孔时间&

除了直接降低 S2)易位速率$ 有人使用光镊或磁

镊(%")给S2)一个反向作用力$ 降低 S2)易位速率& 通

过光镊降低 S2)易位速率 %&& 倍$ 从 "& K\M

!

I降低为

$6> K\M

!

I& =8X5LX小组(%O)通过使用链霉素生物素固定寡

核苷酸$ 使用改造后的
&

_1.的 " 个识别位点 ,$' ,%'

,"$ 对 \45X0链中不同位置的 O种核苷酸进行分辨&

%6$6"!S2)外切酶和聚合酶介导测序

S2)酶能与 S2)链结合$ 受酶催化反应的速度的

限制$ 速度可达每个核苷酸几个AI级别$ 这将使得检测

信号容易获得& =85LX小组(%>)首先使用 S2)外切酶 -切

下核苷酸$ 随后切下的核苷酸在电压的驱动下通过
&

_1.

纳米孔$ 达到区分效果$ 甚至包括甲基化的 E0(Z& 虽然

可以实现对核苷酸的区分$ 但是通过外切酶测序方法仍

然需要以下改进%

#

控制外切酶与纳米孔的距离$ 使得

切下来的顺序被正确的检测#

$

对 S2)外切酶 -进行优

化$ 使其在高盐条件下正常工作#

%

需要控制S2)外切

酶-切割速率使其酶切速率均一&

更多的研究组采用 S2)聚合酶控制 S2)的易位速

率& QB5I49

(%?)和1HYJ

(%#)通过 S2)聚合酶 W5L94̂ 大片段

!W<S2)聚合酶"与纳米孔相结合$ 控制 S2)分子:W<

S2)聚合酶到达纳米孔$ 加入 EP*Z$ 统计 W<:S2)复

合物和W<:S2):EP*Z三体来检测& 实验证明在纳米孔

上进行的 S2)合成可重复' 特异性强' 保真度高& 而

T58I8F8IJB

(%') 使用 *# S2)聚合酶' .BLKLYA89

(%@) 使用

\UB%@ S2)聚合酶与
&

_1.相结合拖拽 S2)$ 实时测量

S2)复制过程& 0ULYD

("&)使用 \UB%@ S2)聚合酶和
&

_1.

相结合$ 通过设计 S2)序列$ 使得 S2)序列解链并通

过
&

_1.纳米孔$ 然后在 \UB%@ S2)聚合酶拖拽下进行合

成各测序一次!图 $K"$ 初始测序错误率 $&r q%O6>r$

错误的原因可能有插入和缺失& 使用类似 S2)序列设

计$ (89Y84

("$)使用 (I\)纳米孔和 \UB%@ S2)聚合酶相

结合$ 达到了单碱基的分辨率$ 如图 $ 所示& 经过优化

和阵列化测试$ 以使用 \UB%@ S2)聚合酶与
&

_1.相结合

&?
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技术为基础成立的 TaD4YE 公司$ 成功推出以纳米孔为基

础的商用化(B9-T2测序仪("%)

& 但(B9-T2仍存有系统错

误$ 在测试的数据中$ 有一些读长没有错误$ 而另一块

区域有不少错误& 尽管纳米孔测序仪的系统误差可能意

味着某些区域难以获得准确的序列$ 但测序行业仍然看

好这一平台$ 这主要有几个方面的原因& 首先$ 测序界

的许多研究人员期望纳米孔数据能像 Z8C=B4的数据那样

演化& 其次$ (B9-T2顺应了测序仪更小巧' 更便宜的潮

流$ 能进入更多的科研实验室和临床环境& 这意味着实

时的病原体检测' 医院的病床边测序以及实时的环境监

控将很快成为现实& 当然$ 要实现真正的便携式测序$

还需要克服一些挑战$ 比如样品制备' 试剂冷藏等&

图 $!在纳米孔中使用合成法进行S2)测序("$)

% !8"(I\)与 \UB%@ S2)聚合酶结合$ 先解链通过纳米孔$ 再合成反向拉回通过纳米孔$

!K"全过程的电流信号示意图$ !C"S2)被 \UB%@ S2)聚合酶反拉过孔的示意图$ !E"电流信号与S2)序列对应

<BF6$!/X9JULIBIALJU4E HILE B9 9894\4YLD4YS2)ILpHL9CB9F

("$)

% !8" 0YXIJ85IJYHCJHYL4D(%:222(I\)9894\4YL# !K" S2)\8IILE JUY4HFU

9894\4YLDBYIJ5X89E JUL9 L̂9J4\\4IBJLEBYLCJB49 KXIX9JULIBI89E JULCHYYL9JIBF9854DJUL̂ U45L\Y4CLII# !C" -55HIJY8JB49 4DS2)KLB9F

EY8FFLE KX\UB%@ S2)ZEHYB9FIX9JULIBI# !E" *X\BC85CHYYL9JJY8CL8II4CB8JLE S2)ILpHL9CL

"

6

"

!

2034

蛋白质相互作用检测

在许多的细胞生命活动中$ 例如 S2)复制' A,2)

转录与修饰以及病毒的感染等都涉及到S2)与蛋白质之

间的相互作用的问题& 生物细胞中$ S2)与蛋白结合紧

密$ 调节表达活性发挥功能& 而检测与S2)相互作用的

蛋白质是个研究难题&

通过S2):蛋白复合物与 S2)分子通过纳米孔引起

的阻塞电流的差异$ W4̂85C]Xb

("")通过分析S2)和S2):

,LC)蛋白复合物通过 ' 9A固态纳米孔产生的信号的差

别$ 用简单可控的检测方法进行与S2)复制' 转录相关

的蛋白质筛选& 相关研究非常多$ 如,8B5549

("O)检测S2)

与,2)聚合酶复合物$ -[89bB9

(">)检测 S2)与组蛋白的

相互作用$ 78\YH9F

("?)使用固态纳米孔检测 //=蛋白:

S2)复合物$ /pHBYLI

("#)使用固态纳米孔检测可以与S2)

相结合的转录因子$ ;H

("')使用固态纳米孔区分锌指蛋白

和 S2)复合物$ 寻找单分子水平的 S2)结合位点&

<89]B4

("@)将双链.2)探针共价结合到氮化硅薄膜$ 用以

筛选2<:

-

=蛋白$ 用来检测细胞提取物里面的混合蛋白

样品&

固态纳米孔孔径可控$ 可以用于与S2)结合的蛋白

乃至S2)结合药物的筛选$ 也可以判断与 S2)特异位

点结合的蛋白质和结合位点的判断& 除此之外$ 由于蛋

白质的结构较为复杂$ 在正常条件下很难解折叠通过纳

米孔& 而寡聚核苷酸修饰后的蛋白质或多肽可以在电场

驱动下由寡核苷酸引导过孔并解链蛋白(O&)

$ 这也给蛋白

质结构的解析提供新的研究手段&

"

6

#

!

203

损伤检测

S2)存储着生物体赖以生存和繁衍的遗传信息$ 因

此维护S2)分子的完整性对细胞至关重要& 外界环境和

生物体内部的因素都经常会导致 S2)分子的损伤或改

$?
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变$ 而且与,2)及蛋白质可以在胞内大量合成不同$ 一

般在一个原核细胞中只有一份 S2)$ 在真核二倍体细胞

中相同的S2)也只有一对$ 如果 S2)的损伤或遗传信

息的改变不能更正$ 对体细胞就可能影响其功能或生存$

对生殖细胞则可能影响到后代& 而研究表明$ 核酸变异

或修饰往往与癌症' 衰老或疾病相关& 例如脱氨基现象

在S2)损伤中十分常见$ 将引发突变导致病变& (8Y_

IU855

(O$)使用固态纳米孔检测 S2)脱氨基化& 酸性条件

下$ 脱嘌呤碱基$ 导致易位速度明显变慢&

端粒末端序列常常包含 **)PPP重复序列$ 其中鸟

嘌呤!P"的氧化产物是 ':羟基鸟嘌呤!TP"$ 是氧化损伤

的生物标记& 氧化损伤导致端粒序列变短$ 最终导致细

胞衰老& Q4598

(O%)利用生物纳米孔检测端粒序列损伤后

的包含*i*的P四联体$ 检测结构变化& ZLYLY8

(O")利用

端粒重复序列在2805溶液中形成P四联体$ 降低端粒序

列通过
&

_1.的易位速率& 而形成TP损伤的P四联体结

构$ 无法形成P四联体& 解折叠速率增快 $&倍$ 从而检

测TP损伤的存在&

"

6

$

!特异基因检测

除S2)测序外$ 纳米孔对特定基因的检测$ 原理上

是通过在纳米孔内修饰与之杂交配对的探针$ 通过区分

特异性杂交信号与非特异性信号$ 而达到检测效果&

=858FHYHI8AX

(OO)通过使用生物素连接 S2)分子$ 与特异

性S2)形成 $% K\杂交区域$ 达到对S2)分子的杂交检

测& /B9FLY

(O>)使用Z2)序列作为探针$ 检测基因组 S2)

内部特异序列& *89 等(O?)通过化学修饰$ 在纳米孔内部

连接特异性S2)探针分子$ 对电流信号进行分析$ 可以

区分与探针杂交的S2)序列&

"

6

,

!甲基化检测

S2)甲基化是真核细胞基因组中常见的表观遗传修

饰$ 在调节细胞增殖' 分化' 个体发育等方面起重要作

用$ 并且S2)甲基化水平异常与肿瘤的发生发展密切相

关& 现有的S2)甲基化检测方法主要为重亚硫酸盐测

序(O#)

' 甲基化特异性 Z0,

(O')

' 甲基化荧光定量 Z0,

法(O@)和S2)微阵列法(>&)

$ 然而这些处理方法往往需要

大量 S2)样本!源于重亚硫酸盐处理过程中 S2)的降

解"' 大量测序成本或者Z0,扩增甚至复杂探针的设计&

Z0,过程中又容易呈现出低的扩增效率' 扩增偏性和工

作量偏大等缺点& 因此$ 一种快速而灵敏的甲基化判定

方法将在临床诊断中具有重大价值&

/UBA

(>$)使用固态纳米孔与甲基化结合蛋白!(=S"检

测S2)甲基化位点& 结合(=S蛋白的 S2)阻塞电流相

较于S2)分子增大 "倍!图 % E和 %L"& 在进一步的工作

中$ 他们(>%)利用 $@ 9A纳米孔区分短链!"&$ ?&$ @& K\"

EIS2)和甲基化结合蛋白(=Z:EIS2)复合物$ 并通过

电流增大的位置判断S2)甲基化的位点&

固态纳米孔孔径偏大$ 生物纳米孔对甲基化的细节

信息则有着更细致的研究& W89F

(>")则使用重亚硫酸盐修

饰S2)$ 使得未甲基化的胞嘧啶 0变为尿嘧啶 V$ 而

1F

%j结合到 V*位置使得结构稳定& 使用
&

_1.检测

S2)$ 结合1F

%j的S2)过孔时间将明显延长& 并以此原

理$ 检测肿瘤抑制基因 Z$? 基因 0\P岛内部的甲基化&

.8I]54

(>O)则将合成测序的方法借鉴到甲基化碱基的检测

过程当中$ 他们采用 (I\)纳米孔与 \UB%@ S2)聚合酶

相结合$ 测定S2)中 0\P岛中的甲基化程度$ 其中 >:

甲基化胞嘧啶的准确率 @#r$ >:羟甲基胞嘧啶的准确率

@#6>r!图 %8q%C"$ 首次实现了 >:甲基胞嘧啶和 >:羟

甲基胞嘧啶的区分& QLIC4L

(>>)则检测以 R90P;四碱基

重复序列中的 > 种胞嘧啶% 胞嘧啶' >:甲基胞嘧啶' >:

羟甲基胞嘧啶' >:甲酰胞嘧啶和 >:羧基胞嘧啶$ 准确率

@$6?r q@'6"r&

相比于传统S2)甲基化检测方法$ 纳米孔具有以下

优势%

#

可直接检测基因组 S2)$ 无需扩增$ 扩增带来

的误差也不存在#

$

基因组S2)可以在纳米孔中无限的

保留$ 理论上可以进行多次重复测序$ 而重复测序可以

增加准确率#

%

读长很长$ 基因组内部重复序列可以有

效解决#

)

无需样品处理$ 检测成本相对较低&

"

6

5

!重金属离子检测

重金属污染是全球化问题$ 吸引众多关注& 环境污

染方面的重金属主要是指汞' 镉' 铅' 铬以及类金属砷

等生物毒性显著的重金属元素& 主要来源于自然或者人

为的污染$ 主要包括火山喷发' 煤炭发电' 金矿冶炼'

废弃物焚化等& 如果重金属元素未经处理就直接排入河

流' 湖泊或海洋$ 继而在食物链的生物放大作用下$ 它

们成千百倍地富集$ 最后进入人体$ 最终影响到人类&

如1F

%j

$ 是水银污染的常见形式$ 有神经毒性并可以导

致肾脏和免疫系统的损坏&

QL9

(>?)设计含发夹结构的S2)探针$ 汞离子可以稳

定*:*!胸腺嘧啶:胸腺嘧啶"错配$ 过孔时间将有所延

长$ 从而与未结合的探针进行区分!图 "8q"C"& 探针对

1F

%j选择性强$ 不受其他金属离子干扰$ 对 1F

%j的检测

限度达到 # 9A45M.& 利用相同原理$ dL9F等(>#)的研究中

检测灵敏度低至 &6> 9A45M.& ;89F

(>')设计P四联体探针

!图 "E和 "L"$ 检测=8

%j和ZK

%j

& 与离子结合的探针的易

位时间将延长$ 从而产生差别!图 "L"$ 据此可以测得离

子的浓度$ 最低限可至 &6' 9A45M.& 目前痕量重金属离子检

测主要依赖于原子吸收' 原子荧光' 电感耦合等离子体'

质谱等实验室方法& 尽管这些方法检测精度比较高$ 但仪

%?



!第 $ 期 汪荣亮等% 纳米孔传感技术应用于核酸检测的研究进展

器耗资昂贵' 运行费用高' 操作要求多$ 检测比较费时'

费力$ 而且测量时需萃取' 浓缩富集或抑制干扰等复杂前

处理过程& 而应用纳米孔检测尽管尚未达到现有检测精度$

但其可重复利用及操作简单将是其持续研究的优势&

图 %!纳米孔检测S2)甲基化(>O)

% !8"胞嘧啶' >:甲基化胞嘧啶和 >:羟甲基化胞嘧啶化学结构# !K"(I\):\UB%@ S2)聚合酶

构成的实验装置示意图# !C"S2)通过(I\):\UB%@S2)聚合酶纳米孔装置生成的一段典型的易位电流信号# !E"甲基化

S2):(=S复合物俯视图# !L"比较甲基化S2)与甲基化S2):(=S蛋白复合物通过 $% 9A固态纳米孔的易位信号

<BF6%!S2)ALJUX58JB49 ELJLCJLE KX9894\4YL

(>O)

% !8" 0ULABC85IJYHCJHYL4DCXJ4IB9L$ >:ALJUX5CXJ4IB9L$ 89E >:UXEY4aXALJUX5CXJ4IB9L#

!K" /CULA8JBCB55HIJY8JB49 4D8JX\BC85(I\):\UB%@ S2)\45XALY8IL!S2)Z" La\LYBAL9J# !C" )JX\BC85CHYYL9JJY8CL4DS2)

KLB9F\H55LE JUY4HFU (I\)KX\UB%@ S2)Z# !E" *4\ E4̂9 [BL̂ 4DALJUX58JLE S2):(=SC4A\5La# !L" 04A\8YBI49I4DJY89I54C8JB49

IBF98JHYLID4YALJUX58JLE S2)89E ALJUX58JLE S2):(=SC4A\5LaJUY4HFU 8$% 9A\4YL

图 "!设计特定S2)探针用于检测重金属离子% !8" q!C"三种不同杂交的S2)检测1F

%j(>?)

# !E"P四联体S2)检测ZK

%j和

=8

%j的原理示意图# !L"ZK

%j结合的P四联体易位时间明显延长(>')

<BF6"!/\LCBDBCS2)\Y4KLIKLB9FELIBF9LE D4YIL9IB9FUL8[XALJ85B49I% !8" q!C" *UYLLEBDDLYL9J\Y4KLID4YIL9IB9F1F

%j(>?)

#

!E"*UL\YB9CB\5L4DELJLCJB9FZK

%j

89E =8

%j

B̂JU P:pH8EYH\5LaS2)# !L" ,L\YLIL9J8JB49 4DJULJY89I54C8JB49

JBALLa\89EB9F4DZK

%j

:B9EHCLE P:pH8EYH\5LaJUY4HFU 8IB9F5L

&

_1.9894\4YL

(>')

"?
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%03

检测

与S2)类似$ ,2)的研究也经历了核苷酸' 寡聚

物$ 到使用探针杂交检测' 功能检测' 结构检测的发展

过程& =8X5LX小组(>@)将,2)分子通过生物素与链霉素固

定在
&

_1.纳米孔内$ 通过突变的
&

_1.的 ,$ 识别位点

的22;残基成功区分Y)' Y0' Y*碱基& Q89H9H等(?&)使

用厚度 # 9A' 直径 " 9A的氮化硅纳米孔分别检测%> K\

的S2)' %% K\的,2)和J,2)分子&

AB,2)是参与基因转录后水平调控的非编码内源性

小分子,2)$ 研究报道$ 其与肿瘤的发生' 转移' 耐药

等病理进程密切相关(?$)

$ 并有望成为新的肿瘤标志物&

特异性AB,2)在细胞中成分复杂$ 浓度极低$ 且大小类

似$ 针对AB,2)的检测研究非常热门& 使用纳米孔检测

AB,2)分子通常通过 S2)探针分子达到对特异性 AB,_

2)的检测& Q89F

(?%)使用
&

_1.的生物纳米孔$ 利用特

异性的探针区分大小相近的 AB,2)分子$ 并通过检测 ?

个肺癌病患的血液样本的AB,:$>> 分子$ 发现患者样本

的AB,:$>> 分子相对于健康患者上升 !图 O8qOC"&

*B89

(?")使用肽核酸!Z2)"探针从核酸混合物中检测特异

性结合的AB,2)分子& dU89F

(?O)使用不同长度的Z+P修

饰S2)探针$ 通过不同大小的阻塞电流$ 同时检测 O 种

AB,2)分子 !图 OE"& /8̂8DJ8

(?>) 研究了丙型肝炎病毒

!,2)病毒"在药物作用下的构象转变& 病毒是弯曲结

构$ 易位极其艰难$ 容易出现堵孔现象& 而与药物结合

的病毒的阻塞电流信号改变明显且变得相对较快$ 实验

说明$ 该药物与 ,2)结合$ 改变了病毒的结构& 据此$

纳米孔可以用来检测与特定分子相互作用的药物筛选&

J,2)具有二级结构甚至高级结构$ 而 )9EYL̂

(??)通过在

J,2)两端加上适配子使得 J,2)在通过
&

_1.纳米孔时

解折叠& 使用 \UB%@S2)聚合酶边合成边解折叠$ 同时

降低 J,2)分子的易位速率& 通过对易位电流的解析$

他们成功区分大肠杆菌中携带的甲酰甲硫酰胺!D(LJ"和

赖氨酸!.XI"的J,2)分子&

图 O!使用S2)探针检测AB,2)分子% !8"AB,2)分子!红色"和S2)探针!绿色"杂交的图解# !K"$&& A3偏置电压下 $&& 9(AB,:$>>

和Z$>> 的混合物在CBI池中混合后并通过纳米孔的阻塞事件的连续显示# !C"AB,2):探针复合物通过纳米孔时解链产生的多个电流

水平的易位动力学过程(?%)

# !E"使用长度不同的Z+P分子作为条码检测多种AB,2)分子(?O)

<BF6O!S2)\Y4KLIKLB9FHILE J4ELJLCJAB,2)A45LCH5L% !8" (45LCH58YEB8FY8A4D8ABCY4,2)!YLE" K4H9E J48\Y4KL!FYLL9" KL8YB9F

IBF985J8FI49 L8CU L9E# !K" /LpHL9CL4D9894\4YLCHYYL9JK54CbIB9 JUL\YLIL9CL4D$&& 9(AB,:$>> 89E $&& 9(Z$>> B9 JULCBI

I45HJB49$ $&& A3# !C" *Y89I54C8JB49 EX98ABCI4DAB,:$>>:Z$>> C4A\5La89E (H5JB:5L[L5CHYYL9JFL9LY8JLE KXJULH9D45EB9F\Y4CLII

(?%)

#

!E" SBDDLYL9JZ+PA45LCH5LÎ LYLJYL8JLE 8IK8YC4ELID4YAH5JB\5LaELJLCJB49 4DAB,2)A45LCH5L

(?O)

O?
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$

!病毒检测

通过解析纳米孔易位事件阻塞电流信号可以得知目

的分子的理化性质$ 如尺寸大小' 形貌' 结构' 带电荷

性质等等& 纳米孔正越来越普遍地应用到表征纳米颗粒

的尺寸和带电性质及多种形态的病毒分子& 另外$ 对于

柔性的生物分子来说!如S2)"$ 其容易形成无规则的螺

旋折叠结构(?#)

& 对纳米孔测序技术来说$ 其中一个主要

的挑战是理解 S2)分子通过纳米孔的动态学过程(?')

$

这对研究S2)测序非常重要& 到目前为止$ 研究者对柔

性生物分子通过纳米孔的复杂行为依然知之甚少& 这一

方面$ 也促使研究者寻找一种简单的一维的分子模型!如

病毒"来进行纳米孔的研究&

(C(H55L9

(?@) 使 用 纳 米 孔 分 辨 .6' ($" 病 毒&

18YAI

(#&)构造了一种具有双孔的纳米孔来检测 1=3病

毒$ 相对于单孔$ 双孔检测信号变化不大$ 但检测信噪

比有所提升& S8Y[BIU

(#$)则使用纳米孔区分出不同成熟型

的1-3病毒& ;84等(#%)使用
&

_1.纳米孔检测1=3的遗

传物质S2)$ 其检测限度可低至 $& \AEM.& .BH

(#")研究.6

病毒易位时与孔壁的相互作用$ 并将过孔事件分为 " 类%

#

直接过孔!低电压低浓度最多$ 主要事件" !图 >8"#

$

与孔壁相互作用后过孔!图 >K"#

%

未能过孔!图 >C"&

图 >!.6病毒的 " 种典型的易位事件% !8"单个.6病毒易位

行为导致的方型电流变化# !K".6病毒先与纳米孔相

互作用再易位# !C".6病毒与纳米孔道相互作用却未

能成功易位(#")

<BF6>!*UYLLJX\BC85A4EL5I4DJY89I54C8JB49 L[L9JI4DJUL.6 [BYHI%

!8" *ULIpH8YL:5BbLCHYYL9JCU89FL4DIB9F5L.6 [BYHI

JY89I54C8JB49 L[L9J# !K" *UL.6 [BYHIB9JLY8CJLE B̂JU JUL

9894\4YLKLD4YLJY89I54C8JB49# !C" *UL.6 [BYHIJ4HCULE

JULA4HJU 4DJUL9894\4YLKHJD8B5LE J4\8IIJUY4HFU

(#")

,

!结!语

综上所述$ 纳米孔传感检测技术因其快速' 高效地

对S2)进行非标记' 无需扩增的测序潜能$ 将有望实现

个体基因组测序成本的进一步下降$ 而备受关注& 在核

酸检测领域$ 纳米孔也取得长足的进步& 但是要推出成

功的检测仪器并扩大应用前景$ 仍有许多技术瓶颈需要

克服&

!$"纳米孔制备技术改进

生物纳米孔不够稳定$ 它的稳定性仍是困扰其发展

的最大瓶颈& 现有的固态纳米孔制备主要通过透射电子

显微镜!*+("

(#O)

' 聚焦离子束!<-="技术(#>)

& 这些设备

昂贵$ 且制备耗时长$ 制备费用高昂$ 无法批量制备$

这显然不利于商业化推广&

!%"定量检测

在核酸检测领域$ 定量检测应用广泛& 如对病毒的

定量检测对临床诊断和用药十分重要$ 然而由于分子在

纳米孔内的随机运动$ 纳米孔定量检测研究仍然非常少

也很困难&

!""检测分析一体化仪器构建

虽然纳米孔对分析物是实时检测$ 但由于热运动的

存在$ 分子随机通过纳米孔$ 需要对分子过孔事件进行

统计分析$ 进行数据处理$ 从样本的检测到拿到结论需

要一定的时间& 目前$ 各研究组已经开发分析软件$ 实

现易位事件的通量处理& 进一步的发展目标$ 将是实时

定量Z0,仪形成数据处理自动化$ 在减少人工劳力的同

时$ 能极大提高检测通量&
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