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摘  要：蛋白质是生命活动的主要载体，承担着多种复杂而又精巧的催化、输运、调控等生物学

功能。这些功能的发挥与蛋白质折叠过程、配体分子的作用以及自身构象转变有着紧密联系。本文

从纳米孔单分子水平出发，系统总结了蛋白质在纳米孔检测领域的研究内容和最新进展，包括不同

多肽、蛋白质的分子识别，蛋白质折叠过程的构象变化，不同蛋白质的 pH 响应性，蛋白质与不同

分子的相互作用以及纳米孔用于蛋白质测序的应用进展。基于纳米孔单分子技术对蛋白质结构和功

能进行研究对探究生命活动本质规律，进而对实现疾病的早期诊断和药物设计的精准治疗具有十分

重要的意义。 
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Abstract: Proteins are fundamental carriers as the structural elements and biochemically active 
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entities responsible for catalysis, transport, and regulation. These functions are depending on the 
protein folding into precise three-dimensional structures, interacting with ligands, and 
conformational changes. This article reviews the recent progress of nanopores in single-molecule 
protein sensing, involving the identification of polypeptides and proteins, the conformation changes 
of protein folding, the molecular structure responsible to the pH of solutions, the molecular 
interactions, and protein sequencing. These studies provide clues to understand life activities and 
facilitate the early diagnosis of diseases and design of drugs for precise treatment. 
Keywords: nanopore; single-molecule level; protein conformation; protein folding; protein 
interaction 

 
20 世纪 90 年代中期，Kasianowicz 等[1]首

先利用蛋白质纳米孔实现了 DNA 单双链的识

别，开启了新型的单分子技术——纳米孔传感

器的发展。目前以纳米孔为识别功能元件的传

感器主要分为生物孔和固态孔两大类。生物孔

主要来自生物膜上的蛋白质通道，可以控制离

子和小分子进出细胞以及在亚细胞结构之间的

物质和能量交换 [2-3]，典型的跨膜通道蛋白包

括 α-溶血素(α-hemolysin, α-HL)、耻垢分枝杆菌

孔蛋白 A (Mycobacterium smegmatis porin A, 
MspA)、大肠杆菌外膜蛋白 G (outer membrane 
protein G, OmpG)和曲霉毒素 C (fragaceatoxin 
C, FraC)等[4-7]。生物纳米孔具有尺寸固定、重

复性好和分辨率高等优势，广泛应用于 DNA
测序，凭借其高通量低成本的优势，有望将基

因组测序成本降低到 1 000 美元以下[8]。固态

孔是以绝缘薄膜作支撑，如无机硅、氮化硅、石墨

烯和有机高分子薄膜等，再通过电子束、离子束以及

介电击穿等打孔，制备纳米级的通道[9-14]。2001 年，

Li 等[12]首次在氮化硅(Si3N4)薄膜上制备出了纳

米孔，并实现 DNA 的检测。固态纳米孔尺寸

可控、机械稳定性好，大大扩展了纳米孔的检

测范围[13-15]。目前纳米孔已经成为一种重要的

单分子检测技术，在核酸、蛋白质等生物分子

表征、药物筛选和病毒识别等领域具有广阔的

应用前景[16-20]。 
蛋白质是组成生命体的重要生物大分子之

一，主要参与结构支持、酶催化、信号传递、

免疫防御等重要功能[21-23]。蛋白质的结构和功

能紧密相关，一旦蛋白质的构象因环境或分子

作用等发生变化以及一些不可逆的变性，会导

致蛋白质功能的丧失，甚至引起疾病，例如帕

金森病等神经退行性疾病[24-26]。因此蛋白质构

象变化的热力学和动力学信息是研究蛋白质折

叠机制以及进行蛋白质结构设计实现蛋白质功

能有关的疾病诊疗的重要途径和技术突破口。

目前研究蛋白质结构和功能的方法有多种，如

X 射线晶体学、核磁共振 (nuclear magnetic 
resonance spectroscopy, NMR)、荧光、圆二色

谱(circular dichroism, CD)以及傅里叶变换红外

光谱(Fourier transform infrared spectroscopy, FTIR)
等光谱学技术[27-30]。这些技术在一定程度上揭示

了蛋白质结构和功能的关系，但仍有其局限性，

如样品需求量大，监测的主要是溶液中大量分子相

互作用的统计结果，是测量系统的平均行为，掩盖

了蛋白质构象变化的大量动态细节。因此对于复杂

的蛋白质溶液体系急需从单分子水平研究。 
作为一个典型的单分子传感平台，纳米孔

能够实现微纳环境下离子通道中目标分子跨膜

输运时的超灵敏检测，提供单分子水平的蛋白

质指纹图谱。在纳米孔装置中，当蛋白质在电

场力的驱动下通过纳米孔通道时，其基线电流

会产生瞬时波动，形成一系列脉冲电信号，通

过对脉冲信号的统计分析，如电流幅值、易位
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时间及事件频率等，对目标物进行分类和识

别，从而确定蛋白质的大小、构象、电荷或与

其他分子相互作用等信息[31-37]。图 1A 和 1B 分

别为蛋白质在生物孔和固态孔内的易位示意

图。不同于线性的核酸分子，蛋白质具有复杂

的结构，同时表面荷电不均一，易于与配体等

分子作用，在易位过程中存在构象变化，部分

解折叠，以及表面吸附、分子间相互作用等现

象，因此蛋白质跨膜易位时具有更加多样的形

态和结构，从而产生不同的脉冲信号事件。图

1C 展示了蛋白质在生物孔和固态孔内的易位

时产生的一些典型的纳米孔易位事件。如(i)是
天然态蛋白质在纳米孔内检测到的脉冲事件

图，球形蛋白质作为一个紧密的结构通过纳米

孔，引起离子电流的瞬时阻塞。(ii)是蛋白质

变性后过孔的易位事件，通过物理化学等因素

引起蛋白质结构破坏，由紧密有序到无序松散

态，更多的氨基酸暴露在溶剂中，在纳米孔内

引起易位时间较长的矩形信号，阻塞幅值伴随

变化。(iii)是蛋白质在不同 pH 下引起的易位事

件图，不同 pH 下蛋白质表面电荷不同，如

pH>等电点(isoelectric point, pI)时蛋白质带负

电荷，施加负电压时，阻塞电流信号向上；当

pH<pI 时，蛋白质带正电荷，施加正电压时，

阻塞电流信号向下。(iv)是蛋白质和核酸等作

用时通过纳米孔的多级事件信号图，一级阻塞

信号代表核酸的易位过程，次级阻塞信号代表

蛋白质与 DNA 作用的复合物的易位过程。 
 

 
 

图 1  蛋白质易位示意图   A：生物孔；B：固态孔；C：蛋白质过纳米孔的典型脉冲信号。(i) 天然

态蛋白质的易位事件；(ii) 变性态蛋白质的易位事件；(iii) 不同电荷蛋白质的易位事件；(iv)蛋白质

与 DNA 载体结构相互作用的易位事件。 
Figure 1  Schematic view of the protein translocation through nanopores. A: Biological pores; B: Solid 
nanopores; C: The typical current events of protein translocation. (i) The native proteins in pores; (ii) The 
denaturation of proteins in pores; (iii) Proteins with different charges in pores; (iv) The proteins interacting 
with DNA carriers in pores. 
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因此，纳米孔在蛋白质结构和功能的表征

方面有着独特的开发潜力，纳米孔技术可以在

单分子水平上研究蛋白质的大小、构象、表面

电荷以及分子间相互作用等信息，解析蛋白质

的构象变化和折叠路径，找出蛋白质折叠和分

子识别的机制，理解蛋白质在单分子水平的生

物学功能行为，从而进行蛋白质结构预测和分

子设计，发展具有新功能的生物纳米材料和分

子器件，为蛋白质残基突变以及错误折叠聚集

引起的蛋白质构象病等的诊断和治疗提供理论

指导和技术支持，为开发和设计相关药物提供

新的思路。 
随着纳米孔逐渐用于蛋白质单分子水平的

研究，本综述系统地总结了蛋白质在纳米孔检

测领域的研究内容和最新进展，包括纳米孔用

于研究不同多肽、蛋白质的结构特征，蛋白质

折叠过程的构象调整、中间态变化，蛋白质与

其他分子的相互作用，以及不同蛋白质的 pH
响应性，并介绍了纳米孔用于蛋白质测序的最

新进展及其在基因组学和蛋白质组学等领域的

应用前景。 

1  蛋白质空间构象的检测 
蛋白质是由氨基酸组成的多肽链卷曲折叠

形成的生物大分子，按照分子大小可以分为多

肽和蛋白质。多肽一般由数个氨基酸连接形

成，分子量小，易于生物孔检测。为了研究多

肽自组装结构，Sutherland 等[38]设计了不同数

量的(Gly-Pro-Pro)n (n=1, 2, 3)序列的 3 种合成

肽，这一序列的延长重复形成了稳定的三螺旋

构象，预计将产生较大的阻塞电流。如图 2A
所示，将这 3 种多肽定义为 P1、P2 和 P3，分

别以单螺旋、双螺旋或三螺旋的构象存在，对

其在 α-HL 的阻塞电流和易位时间进行比较，

发现 P1 的阻塞电流和易位时间最短，P2 与 P1
相比易位时间显著增加，而 P3 的阻塞电流和

易位时间最长，该研究证明了纳米孔可以区分

多肽的结构[38]。在此基础上，Stefureac 等[40-41]

继续完成了锌指蛋白、螺旋肽等多肽分子的跨

膜易位研究，表明通过生物纳米孔可以区别天

然和突变的多肽序列。同时多肽的长度，电荷

和序列以及分子间相互作用的自组装引起的结

构改变也可用于纳米孔单分子研究 [42-44]。如

Wang 等[45]和 Xin 等[46]通过 α-HL 研究了 β-淀粉

样蛋白 42 (β-amyloid 42, Aβ42)在单分子水平的

实时聚集路径，以及 β-环糊精(β-cyclodextrin, 
β-CD)作为聚集诱导剂和刚果红(congo red, CR)
作为聚集抑制剂对纤维形成动力学过程的影

响，探索 Aβ 淀粉样聚集引起阿尔海默茨病的

分子机制。该研究有助于理解多肽或蛋白质结

构与毒性之间的关系，同时在药物筛选领域有

重大的应用潜力。 
不同材料和尺寸的固态纳米孔的出现，使

蛋白质结构和功能的研究更加广泛多样。基于

体积阻塞原理，Fologea 等 [47]利用氮化硅固态

孔实现了血清蛋白(bovine serum albumin, BSA)
等较大球形蛋白质在纳米通道中易位的动力学

研究，并利用氮化硅纳米孔识别了血清蛋白和

纤维蛋白原等不同结构和电荷分布的蛋白质。

Talaga 等[48]对电流阻塞的幅值变化 ( )bI tΔ 与孔内

易位分子的排阻体积之间的关系进行了定义： 

2( ) ( ) 1 ( , )m m
b

p effeff

d lI t t f
D HH

σφ  
Δ = − Λ + 

  
    (1) 

式(1)中， bIΔ 是离子电流与基线电流的阻塞幅

值差，σ 是电解液的电导率，φ 是施加电压，

Heff 是纳米孔孔径的有效厚度， ( , )m m

p eff

d lf
D H

是

修正因子。随后 Freedman 等[49]对蛋白与孔壁

的相互作用进行了详细的研究，通过优化实验

条件来观察 BSA的电流轨迹变化，发现低浓度

BSA 与孔壁的相互作用与实验变性条件有关。
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在体积阻塞效应的基础上简化计算出不同蛋白

质的排阻体积： 
2( )b effI H

Λ
σφ

Δ
≈                     (2) 

式(2)中各参量如上 [49]。根据此公式，计算出

变性态的 BSA 体积大约为 166 nm³，符合理论

值，构建了纳米孔应用于蛋白质单分子研究的

理论基础。 
随后更多的蛋白质被玻璃纳米孔等固态孔

进行无标记识别[39,50-56]。如图 2B 所示，Li 等[39]

用玻璃纳米孔实现了溶菌酶(lysozyme, LYS)，β-
乳球蛋白 (β-lactoglobulin, β-LG)，卵清蛋白

(ovalbumins, OA)等蛋白质构象的表征，同时

首次研究了与传染性海绵状脑病有关的朊蛋白

的构象变化，为蛋白质构象病研究提供了基

础。Steinbock 等 [55]用玻璃纳米孔对跨膜蛋白

(competence protein, ComEA)、绿色荧光蛋白

(green fluorescent protein, GFP) 、 融合蛋白

(fusion protein, FP) 、 免 疫 球 蛋 白 G 
(immunoglobulin G, IgG)和 RNA 聚合酶(RNA 
polymerase, RNAp)等多种不同分子量大小的蛋

白进行了易位研究，通过电导变化对不同结构

的蛋白质进行定量表征。同时蛋白质易位引起

的阻塞电流的变化还和纳米孔的形貌有关。

Han 等[56]用固态孔对卵清蛋白、牛血清白蛋白和

链霉亲和素(streptavidin, SAV)进行了检测；通过统

计分析阻塞电流的幅值范围可以发现 OA 和 BSA
都有一个明显的最大值，而 SAV 的分布范围更

广。同时 BSA (67 kDa)比 OA (43 kDa)的分子量

大，引起更大的阻塞电流幅值[56]。Sha等[57]利用固

体纳米孔成功识别了刀豆蛋白 A (concanavalin A, 
Con.A)和 BSA。这两种蛋白分别是典型的球形

和非球形蛋白质，具有不同的分子构象。根据

相对阻塞电流的统计分析，发现球形蛋白质事

件的统计直方图在不同电压下均只有一个峰

值，而非球形蛋白质的纳米孔信号统计图出现

典型的双峰信号，通过分析发现非球形蛋白具有

各向异性，过孔时动态变化具有多样性[57]。因此

纳米孔可以识别不同构象的蛋白质，还可以表

征蛋白质通过纳米孔时的动态变化。 

1.1  蛋白质天然态、变性态的研究 
蛋白质的结构和功能是紧密相关的，一旦

蛋白质发生变性会影响其生物学功能，因此对

蛋白质天然态和变性态的研究尤为重要。在某 
 

 
 

图 2  纳米孔用于检测多肽和蛋白质   A：生物纳米孔用于线性多肽链易位示意图[38]；B：玻璃纳米

孔用于溶菌酶、β-乳球蛋白、卵清蛋白等蛋白质易位的示意图[39]。 
Figure 2  Nanopore sensing for peptides and proteins. A: The linear peptides passing through biological 
nanopores[38]; B: The protein translocations through glass nanopores including lysozyme, β-lactoglobulin, 
ovalbumins and so on[39]. 
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些实验条件下，蛋白质的结构稳定性是脆弱 
的，如化学变性剂、温度、pH 值以及机械

力、电场力等因素都会引起蛋白质结构破坏和

功能丧失[58-60]。纳米孔传感模拟跨膜蛋白质通

道，在单分子水平观测蛋白质易位过程产生的

阻塞电信号，通过易位时间和电流幅值等特

征，可以更好地理解单分子水平蛋白质的天然

态和变性态的动态变化，揭示蛋白质的结构稳

定性和变性机制。 
基于纳米孔单分子技术，很多研究实现了对

蛋白质的天然态和变性态的实时监测。Si 等[60]利

用分子动力学模拟研究了 protein G 蛋白变性前

后不同构象在纳米通道环境输运的区别，从理

论上证明了蛋白质的不同状态通过纳米孔时离

子电流的改变不同。如图 3A 所示，黑色的信

号 I0 代表在没有蛋白质易位的情况下记录的离

子电流，红色 If和蓝色 Iunf分别表示蛋白质在天

然态和变性态下的阻塞电流，观察到天然态下

的蛋白产生的阻塞电流明显高于变性态蛋白产

生的电流，将其电流幅值差定义为 ΔIF，然后

对色氨酸笼 (Trp-cage)、绒毛蛋白 (villin head 
piece, HP35)、WW 结构域(GTT)、核糖体蛋白

L9 (NTL9)、BBL 蛋白、三螺旋束蛋白(α3D)、泛

素蛋白(ubiquitin, Ub)和 λ 抑制因子(λ-repressor)
这 8 种蛋白质进行模拟验证，发现模拟结果都

与理论预测一致，即相比变性态蛋白质通过纳

米孔，天然态下蛋白质引起的纳米孔阻塞电流

幅值较大，并且不同蛋白质因为构象差异显著

对应不同的电流幅值差，确定了纳米孔对于天

然态蛋白和变性态蛋白的定量识别能力[60]。同

理，麦芽糖结合蛋白(maltose binding protein, 
MBP)的变性现象也被研究。例如，Oukhaled
等[61]研究了 MBP 进入纳米孔在变性前后所引

起的阻塞电流，结果如图 3B 所示，MBP 蛋白

的尺寸比生物纳米孔的孔径大，无法直接通过

纳米孔进行易位，所以天然态蛋白质加入纳米

孔后，基线电流信号不会发生变化。而在变性

态下，蛋白质呈现出松散、无序的多肽链结

构，线性多肽链可以通过纳米孔易位，从而引

起基线电流瞬时波动变化，产生一系列阻塞信

号。这些阻塞信号幅值相近但易位时间有差

异，说明 MBP 通过解折叠实现了跨膜输运。同

时随着变性剂浓度的增加，阻塞信号的频率不

断增加，当达到 1.35 mol/L 盐酸胍(GdmHCl)
时，阻塞信号的事件频率与 MBP 的浓度成正比，

说明在此变性剂浓度下，MBP 完全解折叠[61]。 
根据不同蛋白质的结构变化进行纳米孔易

位研究可以监测蛋白质天然态和突变体的结构

稳 定 性 。 如 Merstorf 等 [62] 研 究 了 盐 酸 胍

(GdmHCl)变性条件下，野生型麦芽糖结合蛋

白(MalE wt)和突变体(MalE 219)这 2 种蛋白的

易位过程。由于 α-HL 生物孔尺寸限制，只有

解折叠的蛋白质会进入纳米孔内产生阻塞电流

信号。如图 3C 所示，MalE wt 和 MalE 219 随

着变性剂浓度的增加都呈现典型的 S 型变性曲

线，确定了蛋白质的天然态和变性态的两态变

性机制；在较低变性剂浓度下，MalE 219 开始

解折叠，随着变性剂浓度增加，迅速完全解折

叠。与野生型蛋白质相比，突变体的 S 型变性

曲线明显蓝移，说明 MalE wt 比突变体结构更

稳定[62]。同理 Payet 等[63]研究了 MBP 突变体

(MalE 219)在 α-HL 和气溶素生物孔中的热变性

过程，结果如图 3D 所示，在室温下，天然态

的 MalE 219 因尺寸较大难以进入生物孔，易位

事件的捕获频率几乎为 0；当温度从 25 °C 升高

到50 °C时，蛋白质发生变性逐步开始解折叠，

尺寸也逐渐变小至可以通过生物孔径的大小，

观察到阻塞电流变多，事件频率显著增加；从

60 °C 开始，易位事件频率开始趋于稳定，即

MalE 219 蛋白处于完全的变性态。分析纳米孔 
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图 3  蛋白质天然态和变性态的研究   A：Protein G 蛋白的天然态和变性态在纳米孔电信号中的差异

以及 Trp-cage、HP35、GTT、NTL9、BBL、α3D、ubiquitin 和 λ-repressor 的电流幅值差示意图[60]；B：

天然态的 MBP 无法易位以及在变性剂作用下 MBP 完全解折叠进入稳定的变性态跨膜输运的示意图[61]；

C：野生型(MalE wt)和突变体(MalE 219)在气溶素纳米孔中的易位图和变性曲线图[62]；D：MBP 突变

体(MalE 219)在 α-HL 和气溶素中的热变性示意图[63]；E：野生型 SAP97 及其突变体在固态纳米孔中受

到电场力对易位时间和排阻体积的影响示意图[64]；F：V5-C109-oligo(dC)3 在 α-HL 中易位原理图及因

电场力拉伸成线性链过孔的 4 步过程图[65]；G：Cyt c 在电场力作用下解折叠以及在不同电压下通过纳

米孔的电流轨迹示意图[66]。 
Figure 3  Studies of native and denatured proteins. A: The current signals of protein G in native and 
denaturation states, compared with those of Trp-cage, HP35, GTT, NTL9, BBL, α3D, ubiquitin, 
λ-repressor[60]; B: The current traces of native and unfolded MBP in the pores, showing no native MBP 
entering the nanopores and the unfolded MBP enters into the pore and moves through the pore [61]; C: The 
translocations of MalE wt and MalE 219 in aerolysin and the denaturation diagram[62]; D: The thermal 
denaturation of MBP mutation in α-HL and aerolysin[63]; E: The effect of electric field on the translocation 
events of wild and mutated SAP97 in solid nanopores[64]; F: Diagram of V5-C109-oligo(dC)3 into α-HL 
driven by electric fields[65]; G: The current recording of Cyt c translocated through the pores and the 
unfolding process[66]. 

 
的捕获事件频率和温度变化的关系，可以发现

MalE 219 蛋白在 α-HL 和气溶素这 2 种纳米孔

内的热变性过程都符合蛋白质 S 型变性曲线，

说明蛋白质的热变性不依赖于纳米孔的尺寸和

净电荷[63]。 
研究发现纳米孔内电势和电场分布对蛋白

质结构的稳定性具有较大影响。电场力是蛋白

质在纳米孔内易位的主要驱动力，同时纳米孔

内呈强电场分布，对蛋白质结构具有一定的破

坏作用。如 Oukhaled 等[67]通过固态纳米孔研

究了 MBP 蛋白质的天然态和变性态随电压变

化的动态易位过程，发现蛋白质在电场驱动力

的作用下会被拉伸发生解折叠，进入变性态。

随后，Freedman 等 [64]研究了固态纳米孔施加

不同电压探究电场力对蛋白质构象的影响，结

果如图 3E 所示，当蛋白质的构象不发生改

变，阻塞电流幅值下降随电压线性增加；通过

控制纳米孔两侧施加电压，当孔内电场强度达

到 106 V/m 时，电场力拉扯蛋白质逐步解折叠，

直到完全解折叠；在此过程中蛋白质解折叠的

构象动态变化可以通过纳米孔电信号的幅值和

时间进行表征。同时对野生型 SAP97 PDZ2 
(WT)、轻度不稳定突变体(V388A)和高度不稳

定突变体(L322A)进行了易位过程动力学研究；

野生型和两种突变体在不同电压下产生了不同

特征的易位时间和排阻体积，通过电流阻塞信

号的幅值变化，发现野生型和 V388A 突变体随

着电压增大排阻体积都逐渐减小，最终这两种

蛋白会获得相同的变性态，但 L322A 突变体的

排阻体积随电压增大没有显著变化，表明其蛋白

质稳定性最低且容易被电场力拉扯解折叠[64]。 
纳米孔独特的尺寸效应和离子通道不仅可

以用于蛋白质的构象调整，同时也可以研究蛋

白质如何解折叠进行跨膜输运。如 Rodriguez- 
Larrea 等 [65]以突变的硫氧还蛋白(V5-C109)为
模型，通过寡核苷酸标记硫氧还蛋白的末端形

成复合物 [V5-C109-oligo(dC)30]，在电场驱动

下通过 α-HL 蛋白孔进行易位研究。由图 3F 可

以看出电场力驱动复合物拉伸成线性链通过生

物纳米孔进行跨膜运输的动力学过程，包括 4 个
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步骤，首先蛋白质和核酸复合物在溶液中扩散

进入纳米孔捕获区域，然后带负电荷的核酸链

先进入纳米孔，并拉扯蛋白质进入纳米孔，接

下来蛋白质开始解折叠成链状通过纳米孔，最

后多肽链自发解折叠通过纳米孔，完成跨膜输

运[65]。不同于力谱等拉伸实验，纳米孔易位研

究从单分子水平揭示了蛋白质复合物跨膜过程

解折叠的机制，同时提供了蛋白质跨膜的中间

态构象和动力学细节。类似地，Wanunu 团队

以细胞色素酶 c (cytochrome c, Cyt c)为模型研

究了蛋白质通过氮化硅固态纳米孔时的动力学

易位过程[66]；为了研究蛋白质拉伸跨膜机制，

实验使用不同孔径的氮化硅孔(1.5–5.5 nm)进
行研究(图 3G)。由于 Cyt c 的尺寸约为 3 nm，

当纳米孔直径为 1.5 nm 和 2.0 nm 时，蛋白质需

要完全解折叠，克服大的能垒，以变性态通过

纳米孔；当纳米孔直径为 2.5 nm 时，在强电场

驱动下，蛋白质可以挤压形变过孔[66]。这些研究

为蛋白质的跨膜输运、部分解折叠以及电场诱导

的构象调整提供了单分子水平图谱，为细胞内外

物质输运和信号传导研究提供了理论依据。 

1.2  蛋白质中间态的研究 
蛋白质在体内的折叠和解折叠是一个非常

复杂的过程，涉及大量的分子作用和中间态过

程。在蛋白质从天然态到变性态的相变过程

中，通常认为中间态是蛋白质折叠路径中的关

键环节[68-70]。蛋白质可能需要经历一个或多个

中间态，最终达到其稳定的三维构象。这些中

间态通常与蛋白质折叠的驱动力以及折叠路径

紧密相关，可以更好地理解蛋白质的结构和功

能的进化关系以及蛋白质设计的原理，为药物

设计、蛋白质工程等相关领域提供重要的理论

指导和技术应用。 
纳米孔传感具有高灵敏和实时监测特性，

是研究蛋白质折叠路径和瞬时中间态的重要技 

术[71-72]。如图 4A 所示，Talaga 等[47]利用固态

纳米孔研究了尿素变性过程中 β-乳球蛋白

(β-lactoglobulin, β-LGa)的解折叠过程，揭示了

天然态、中间态和变性态的构象特征。在不同

浓度变性剂条件下，蛋白质通过纳米孔时产生

不同的电流阻塞信号，通过聚类分析将其定义

为 3 类：(1) 阻塞幅值较低，如∆Ib≈30–40 pA，

∆t≈70–200 µs；(2) 阻塞幅值增大，如∆Ib≈100 pA，

时间分布很广；(3) 阻塞幅值大约是第 2 类事件

的 2–3 倍。根据离子电流计算排阻体积得出第 1 类事

件是蛋白质完全变性态， LGaΛ ≈8 nm3；第 2 类事

件是蛋白质的天然态， LGaΛ ≈20 nm3 [47]。研究发

现，当变性剂浓度增大，第 2 类事件的事件比例

在降低，当达到最高变性剂浓度时(8 mol/L urea)，
第 1 类事件为主；在中等浓度的变性剂时    
(5 mol/L urea)，纳米孔信号统计出现了第 3 类事

件，根据实验和理论计算得出，此时蛋白质构

象不同于天然态和变性态，由于强电场力拉

伸，引起蛋白质部分结构破坏，更多的残基暴

露和表面电荷变化，部分松散的结构在过孔时

引起更大的阻塞电流幅值和更广的易位时间分

布，是一种中间态的存在[47]。部分折叠中间态

的更多残基暴露，易于通过二硫键氧化形成蛋

白质二聚体[47]。Li等[74]也证实了蛋白质在盐酸

胍和十二烷基硫酸钠 (sodium dodecyl sulfate, 

SDS)及二硫苏糖醇(DL-dithiothreitol, DTT)变性

过程中，中间态构象存在的实验依据。根据纳

米孔阻塞信号聚类分析发现相比变性态，蛋白

质天然态构象在纳米孔内具有最大的排阻体

积，其次部分折叠中间态，同时蛋白质的构象

也会影响蛋白质在孔内的易位时间。 
对于蛋白质折叠中间态的存在，Sun 等[73]

通过固态纳米孔实验进一步研究了蛋白质变性

的动力学过程。天然态溶菌酶的易位实验表现

为一系列有序的双相脉冲信号，每个脉冲经历
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缓慢下降，然后快速增加。如图 4B 所示，在较

低的盐酸胍浓度(1–2 mol/L)下，与天然态相比

信号只有轻微的变化，这意味着少量的变性剂

不足以引起其蛋白质构象和电荷状态的显著变

化；当增加变性剂的浓度至 3 mol/L 时，电流

堵塞信号出现了由蛋白质中间态引起的一些振

幅显著增强、易位时间延长的特定双相脉冲[73]。

当变性剂浓度增加，特定双相脉冲信号消失，

取而代之的是振幅和持续时间都更小的双相脉

冲。而在 6 mol/L 盐酸胍下，溶菌酶完全解折 
 

 
 

图 4  蛋白质部分折叠中间态的研究   A：纳米孔检测 β-乳球蛋白的电流轨迹示意图，以及在(i)      
0 mol/L、(ii) 5 mol/L、(iii) 8 mol/L 尿素浓度下易位事件散点图[47]；B：纳米孔检测溶菌酶的易位实验

示意图，蛋白质变性过程中的不同中间态构象在易位过程中呈现不同的特征事件[73]。 
Figure 4  Studies of the partially folded intermediate states. A: The current traces of β-lactoglobulin in nanopores 
and scatter plots of proteins under different denaturation of urea, (i) 0 mol/L, (ii) 5 mol/L, (iii) 8 mol/L[47]; B: The 
translocation of lysozymes in pores and the varied intermediate states in the unfolding process[73].  
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叠进入变性态，信号只呈现平稳的特征。该过

程证明了溶菌酶变性过程经历天然态-中间态-
变性态的 3 态过程[73]。通过对这些特征信号的

统计分析，可以更深入地了解中间构象的理化

性质，如球状结构、更大的旋转半径和更强的

正电荷密度。 

1.3  蛋白质的 pH 响应性研究 
蛋白质是一种两性电解质，表面电荷和结

构稳定性受 pH 影响。当蛋白质在等电点(pI)
时，表面正负电荷相互抵消，蛋白质表面的净

电荷为零[75]。不同 pH 值的电解质溶液中，蛋

白质表面电荷发生变化，如当 pH>pI 时蛋白质

带负电荷，而当 pH<pI 时，蛋白质带正电荷，

因此不同电荷的蛋白质在纳米孔中受到电场力

和电渗力等作用方向不同，引起构象变化，从

而影响蛋白质的扩散运动和跨膜输运。根据蛋

白质在纳米孔通道内不同的易位动力学过程可

以识别蛋白质的 pH 响应性。如 Liu 等[76]通过氯

化钾/氯化钙(KCl/CaCl2)非对称的电解质缓冲液

形成一个电渗捕获阱，提高捕获通量，系统研

究了一系列不同 pI 的蛋白质在纳米孔内的易位

过程；如图 5A 所示，当 pH=7.0 时，溶菌酶

(pI=11)、天然肌红蛋白(holo-MB) (pI=7.3)、脱

辅基肌红蛋白(apo-MB) (pI=8.5)和两种天然无

序 蛋 白 (ATCR/NCBD) 形 成 的 复 合 物 ( 理 论

pI=5.75)具有不同的表面电荷和分子构象。在

纳米孔中，4 种蛋白质均在电场和电渗驱动下

高通量地进入纳米孔，不同蛋白质引起的易位

事件的相对电流阻塞和易位时间的统计散点图

呈现 4 种不同的分布，如阻塞电流幅值 ΔI/I0 分

别占比 33.9%、47.4%、51.5%和 68.8%。同时

不同电荷的蛋白质在易位过程中具有独特的脉

冲事件特征，如 pH 小于 pI 的溶菌酶(pI=11)的
脉冲信号表现为较小的电流阻塞幅值和较短的

易位时间；而 pH 靠近 pI 点的 holo-MB (pI=7.3)

的电流阻塞幅值明显大于溶菌酶，同时易位时

间也延长几倍 [76]。ATCR (pI=4.1)呈现为无序

结构，NCBD (pI=11.1)呈现熔球态，在纳米孔

中快速易位，形成短时的脉冲信号。当 ATCR
和 NCBD 形成复合物时，在纳米孔中的易位时

间大大延长。同时不同蛋白质易位事件的特征

建立机器学习的模型，实现了表面荷正电的 α-
乳白蛋白和表面荷负电的 β-乳球蛋白的识别分

析，具有 99.9%的准确率[76]。 
人血清转铁蛋白(human serum transferrin, 

hSTf)是血浆中主要的含铁蛋白，由 N 端和 C
端两个具有高度同源性的结构域组成，分别含

有 2 个铁结合位点。当 pH 值高于蛋白的 pI
时，hSTf 倾向于与 Fe(III)结合，以 holo 形式为

主；而当 pH 值低于 pI 时，结构域打开，不与

Fe(III)结合，hSTf 以 apo 形式存在。Saharia 等[77]

使用氮化硅纳米孔研究了 hSTf 易位时的电压

和 pH响应性；hSTf的等电点 pI=5.2–5.6，如图

5B 所示，不同 pH 下 hSTf 易位均呈现向下的阻

塞电流信号，但在等电点附近的阻塞电流幅值

明显较大[77]。通过电压调控，在不同的 pH 条

件下，蛋白质的结构发生变化甚至解折叠，以环

状、球形、部分展开或完全展开的长链结构通

过纳米孔，从而形成不同的阻塞电流信号。因

此在一定 pH 值和施加电压调控下，可以引起蛋

白质的构象变化，通过纳米孔传感可以识别混

合物中蛋白质和配体结合的不同形式。 
同时 pH 的变化不仅影响蛋白质的表面电

荷和分子构象，而且还影响纳米孔的表面电荷

和电势分布，从而影响蛋白质的捕获通量和信

号特征。如研究报道生物纳米孔如细胞溶素 A 
(cytolysin A, ClyA)和 FraC，因表面带负电适合

捕获带正电的蛋白质[4,78]。α-HL 纳米孔的孔内

壁带正电，通过调节 pH 可以增强内壁的正电

属性，通过双电层效应使得纳米孔壁对阴离子
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的吸附增强，从而增强纳米孔内电渗流[79-80]。气

单胞菌溶素(aerolysin)的纳米孔道由特有的较长

β-桶限域区(β-barrel)形成，通道约 10 nm，其孔

内壁含有丰富的带电荷氨基酸残基，广泛用于

多肽和核酸片段的高灵敏识别 [41,81-83]。该蛋白

质孔道内有 2 个灵敏区域，分别是位于 R220
附近的 R1 区域和位于 K238 附近的 R2 区域，

在此基础上通过突变 N226Q/S228K，构建了第

3 个敏感区 R3；突变后的 aerolysin 由于增强了

对阴离子的选择性，对带电异质的多肽片段的

电渗作用提高了 2 倍，实现了不同多肽的易位研

究；同时通过对电泳和电渗作用的调控，可以

在生理条件和无需标记的情况下，实现多肽的

捕获和减慢易位速度的双重目标[83-84]。 
蛋白质在纳米孔内易位过程受到电泳和电

渗的协同作用，特别是低盐溶液下，电渗的作

用加强，通过调控 pH，可以改变蛋白质表面

电荷分布，平衡纳米孔内电泳和电渗作用，从

而影响蛋白质的易位速度[75,80,84]。如 Wang 等[84]

研究了葡萄糖氧化酶(glucose oxidase, GOX)在
纳米孔内的输运过程，通过控制溶液 pH，使

GOX (pI=4.8)表面带负电，同时孔壁表面荷负

电，通过电泳和电渗作用力的平衡，有效延长

了 GOX 在孔内的易位时间(4 ms)，获得更清晰

的纳米孔信号(信噪比为 3.3)，从而提高蛋白酶

在纳米孔内的分辨率，提供了一种超灵敏的蛋

白质检测方法。 

2  蛋白质的相互作用 
2.1  蛋白质-蛋白质相互作用 

蛋白质和蛋白质作用涉及细胞内信号传导

的关键调控过程，如细胞分裂，细胞程序性

死亡以及肿瘤的发生，因此蛋白质之间的靶

向作用(protein-protein interactions, PPI)已成为

人类疾病治疗的新兴靶点和策略[85-89]。Han 等[56]

利用纳米孔技术对 β -人绒毛膜促性腺激素

(β-human chorionic gonadotropin, β-hCG)的检测

表明可以在分子水平上监测两个具有特异性亲

和力的蛋白质：激素和抗体在溶液中形成复合

物。Oh 等[90]使用气溶素纳米孔探测 p53TAD 肽

和癌蛋白 MDM2之间的相互作用及小分子抑制

剂的调节动力学过程。p53 是一种诱导细胞周

期阻滞和凋亡细胞死亡的肿瘤抑制蛋白，其 N 端

的激活结构域(p53TAD)是一个无序蛋白。MDM2 

 

 
 
图 5  蛋白质的 pH 响应性   A：不同 pI 的蛋白质在 MspA 纳米孔内易位示意图和捕获的代表性事件[76]； 
B：固态孔内 hSTf 易位的电压和 pH 响应性易位示意图[77]。 
Figure 5  Proteins in different pH solution. A: The capture of proteins with varied pI in MspA and the 
typical current recording[76]; B: The translocation diagram of hSTf at varied voltages and pH[77]. 
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是 p53 的关键负调节因子，在肿瘤中高表达，对肿

瘤的发生和发展起到重要作用[91]，小分子药物

Nutlin-3 和 AMG232 已 被 报 道 为 有 效 的

p53TAD/MDM2 相互作用的抑制剂[92]。为了提

高纳米孔捕获率，在 p53TAD 肽的 N 端设计 5 个连

续的谷氨酸形成新的多肽结构(E5-p53TAD1)，通

过纳米孔研究了 E5-p53TAD1 多肽和 E5-p53TAD1/ 
MDM2 复合物在纳米孔中的易位过程[90]。如图

6A 所示，游离的 E5-p53TAD1 多肽在纳米孔中引

起一系列短时易位事件(<100 ms)，而 E5-p53TAD1

多肽/MDM2 复合物过孔时产生的非常长的阻

塞信号，长达数分钟；当添加了小分子药物后，

复合物超长时间的易位信号明显减少，逐渐恢复

为短时易位信号[90]。与游离的 E5-p53TAD1 肽不同，

蛋白质作用形成的复合物E5-p53TAD1/MDM2的分

子尺寸太大，无法通过气溶素的窄通道甚至阻

塞纳米孔，因此产生了易位时间显著延长的易

位事件；当添加了小分子药物后，E5-p53TAD1

多肽与 MDM2 的结合被小分子抑制剂解离，易

位信号以短时事件为主[90]。基于 E5-p53TAD1 多

肽事件频率中 MDM2 浓度依赖性的变化，可以

确定 E5-p53TAD1 肽/MDM2 相互作用的结合亲和

力 Kd 值为(1.07±0.09) μmol[90]。这些研究结果证

明气溶素纳米孔能够在单分子水平上快速、实

时监测 E5p53TAD1 肽与 MDM2 之间及其抑制

剂的 PPI，有助于改善药物发现及药物筛选。 
同样地，血液中抗体的组装过程也适用于

纳米孔无标记检测。如 HIV 包膜糖蛋白，通常

被称为 gp120，在中性条件下带正电荷。gp120
抗体的尺寸略大，存在单体和二聚体两种形式。

Freedman 等[93]利用 35 nm 的固态纳米孔研究了

gp120 和抗 gp120 抗体之间的结合，结果如图

6B 所示，gp120 的纳米孔阻塞电流幅值均低于

400 pA，没有二聚体或低聚体状态；然而，当

加入抗体后，纳米孔信号出现了双峰分布，一

个峰位在 380 pA，另一个峰位集中在 680 pA。

通过体积对比发现阻塞幅值较小的易位事件分

类为抗体单体，阻塞幅值较大的为抗体二聚体。 
为了更好地监测蛋白质作用的瞬时动态，

Thakur 等设计了一种工程改造的蛋白孔传感平

台用于实时监测蛋白质相互作用[94]，结果如图

6C 所示，该蛋白包括桶状蛋白质 t-FhuA 形成

的蛋白孔支架，柔性栓系肽链(GGS)2，融合表

达的蛋白质受体(RNase, Bn)和 O 肽适配器。当

加入配体 barstar (BS)后可以观察到蛋白孔离子

电流在开孔 Oon 和阻塞 Ooff 状态变化。通过 Oon

和 Ooff的跃迁对应蛋白质可逆的捕获和释放过程，

从而得到相同位点竞争蛋白质的解离系数[94]。 
同时纳米孔传感结合纳米等技术可以用于

蛋白质作用的研究。Chuah 等[95]尝试在氮化硅

纳米孔表面修饰前列腺特异性抗原 (prostate 
specific antigen, PSA)，并与 PSA 抗体(anti-PSA)
修饰的磁性纳米颗粒结合，形成免疫三明治来

捕获 PSA 分子，结果如图 6D 所示，修饰

anti-PSA 的磁性纳米颗粒扩散到孔内被孔表面

的 PSA 分子捕获，纳米孔被阻塞，会导致电流

的逐级下降。当磁场反转时未结合 PSA 的磁性纳

米颗粒被去除，从而避免了非特异性信号。该方法

可以检测血液中低至 0.8 fmol/L 的 PSA[95]。相比传

统检测技术，该研究将磁性纳米颗粒和纳米孔

阻塞效应结合提供了一种新的纳米孔检测方

法，利用抗原和抗体的相互作用提高了特异性

和检测限，为各种蛋白质或核酸的定量检测提

供了重要的参考。 
同样地，Rotem 等[97]对纳米孔表面修饰来提

高纳米孔的传感效率，用于凝血酶(thrombin, TB)
单分子检测。在此基础上，为了提高蛋白质相互

作用的特异性和选择性，Cao 等[96]制备了适配体

功能化的纳米孔，作为癌胚抗原(carcinoembryonic 
antigen, CEA)及其与适配体相互作用的动力学
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分析的传感平台，结果如图 6E 所示，CEA 分

子在未修饰的纳米孔中的易位仅产生尖峰样信

号(I 型信号)，阻塞电流幅值小(约 20 pA)和易位

时间短。当 CEA 分子通过适配体修饰的纳米孔

时，CEA 分子被固定在纳米孔内表面的适配体

捕获，相互作用下产生新的特征信号(II 型信号)， 
 

 
 

图 6  蛋白质-蛋白质相互作用   A：气溶素纳米孔探测 E5-p53TAD1 肽和 MDM2 之间的相互作用，分

别以 E5-p53TAD1 肽单独易位过程，E5-p53TAD1 肽和 MDM2 结合后易位过程，加入小分子药物后易位过

程[90]；B：固态孔中 gp120、抗体单体和抗体二聚体的个性化事件图及概率密度函数[93]；C：基于蛋白质孔作

用设计的纳米孔传感示意图以及配体作用后纳米孔电流变化示意图[94]；D：磁场调控下的 PSA 在固态纳米孔

中传感示意图[95]；E：CEA 分子与适配体功能化的纳米孔特异性结合的示意图和典型事件信号图[96]。 
Figure 6  Protein-protein interactions. A: The interaction of E5-p53TAD1 and MDM2 sensing by Aerolysin, 
the translocation events of single E5-p53TAD1, the complex of E5-p53TAD1 and MDM2 and the complex with 
drugs[90]; B: The typical events of gp120, monomer and dimer in solid nanopores and the probability density 
of current drop in different solutions[93]; C: Design of protein interaction in nanopores, and the current 
recording with ligands[94]; D: diagram of PSA in solid nanopores under the control of magnetic field[95]; E: 
The binding of CEA with aptamers in nanopores and the typical events[96].  
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具有更大电流阻塞幅值(约 40 pA)和易位时间延

长的，阻塞电流大。该研究还定义了事件的平均

间隔时间 ton 和平均易位时间 toff，CEA 分子和适

配体的结合速率、解离速率分别用 1/ton=Kon·c
和 1/toff=Koff 计算。通过对两类事件易位时间的

统计分析，得到 CEA 与适配体的解离常数

KD=Koff/Kon=1.28×10–7 mol/L[96]。因此功能化纳

米孔适用于单分子水平上研究蛋白质与适配体

之间的动力学。 

2.2  蛋白质-DNA 的相互作用 
生物体内蛋白质与 DNA 相互作用来实现

基因表达调控、DNA 复制等多种功能[98-99]。早

期生长反应蛋白 1 (early growth responsive 
gene-1, EGR1)与 DNA 的结合域，是典型的锌

指蛋白 zif268，Squires 等[100]将其作为研究转录

因子(transcription factor, TF)的模型，在固态纳

米孔中对 TF 与 DNA 的结合过程进行探究  
(0.2 nmol/L<KD<5 nmol/L)；对 TF 和 DNA 结合

易位得到的阻塞信号与基线电流的幅值差设置

不同的阈值，可以分为 A、B、C 共 3 个级别，

A 对应的幅值差为 0.5 nA 左右，B 对应的幅值

差为 0.8 nA 左右，C 则对应 1.3 nA 左右。这 3 种

等级以 A、ABA、AC、ABAC 和 AC 共 5 种模

式组合出现，如图 7A 所示，对易位事件进行

统计分析后发现 zif268 通过两种不同的状态与

DNA 结合，一种是特异性结合状态，对应 ABA
模式，此时 zif268 的 3 个位点与 DNA 紧密结

合；另一种是非特异性结合状态，对应 AC 模

式，zif268 与 DNA 的结合力较低，沿着 DNA
快速易位[100]。 

这一现象在 Kaur 等[101]的研究中进一步得

到证实。如 RNA 聚合酶(RNAp)是一种 DNA 结

合蛋白，有 2 个强结合位点和 3 个弱结合位点，

可以与 DNA 的特定碱基结合，进而将 DNA 信

息转录为信使 RNA，启动基因调控过程[101]。

Kaur 等[101]利用固态孔研究了 RNAp 在 48.5 kb
的 λ-DNA 上的结合位置，结果如图 7B 所示，

在纳米孔检测的脉冲信号事件，有 5 个 RNAp
子事件对应于 5 个 RNAp 结合位点，或者在 1 个

λ-DNA 阻塞电流内至少有 2 个 RNAp 子事件对

应于 2 个强结合位点。通过分析易位时间和阻

塞电流幅值以及子事件的起始时间，发现在

RNAp 与 λ-DNA 分子比例为 6:1 的实验条件下，

RNAp 分子与 λ-DNA 结合的概率最高，为 42%。

这些结果进一步说明纳米孔可用于研究转录因

子与不同蛋白质在 DNA 长链分子上不同位置

的组合情况以及不同位点之间的相互作用。同

样地，Plesa 等[104]利用固态纳米孔对小鼠单克

隆 IgG2a 抗体结合 λ-DNA 形成的复合物进行纳

米孔易位研究。在中性 pH 条件下，单纯的抗

体表面带正电荷，在正压下不会过孔。一旦抗

体与 DNA 结合形成复合物，复合物的表面电荷

发生变化，才会在正压下通过纳米孔发生易位

过程。加入抗体后可以观察到电流轨迹中出现

了明显的尖峰状信号，这是抗体与 dsDNA 结合

后过孔的电信号特征。 
除了天然蛋白质和核酸的相互作用，目前

DNA 折纸技术的发展可以形成各种 DNA 载体

结构，因此利用 DNA 载体与蛋白质结合，可以

进行蛋白质的识别和定量研究。如 Bell 等[105]

通过将近 200个寡核苷酸与单链 M13mp18病毒

基因组杂交，构建了 1 条 dsDNA。通过将 DNA
载体中心的特定位置的寡核苷酸进行生物素功

能化，用于捕获链霉亲和素(SAV)，实现了 SAV
与 DNA 载体的协同跨膜输运，并对 SAV 进行

了定量研究[105]。在此基础上，Bell 等[102]基于

DNA 折纸原理还设计一系列 DNA 纳米载体，

分 别 用 生 物 素 、 溴 脱 氧 尿 苷 (5-bromo-2′- 
deoxyuridine, BrdU)、嘌呤霉素和地高辛素进行

修饰，使每个单元包含 1 个独特的条形码，通
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过存在或不存在 DNA 哑铃发夹来表示，对其分

别赋值为“1”和“0”；其中哑铃发夹的第 1 和第 5
区域始终保持不变，作为两个时间标记，标志

着条形码读取的开始和结束。如图 7C 所示，通

过在纳米孔内电场力驱动 DNA 载体结构通过

固态纳米孔，特定的抗体与抗原在 DNA 设计的

位置结合，最终设计了 8 个不同的条形码库，

其中 001 为生物素，011 为溴脱氧尿苷，101 为

嘌呤霉素，111 为地高辛，其余 4 个条形码 000、
010、100 和 110 为对照组，这种独特的设计最

终实现在纳摩尔浓度水平上同时检测 4 种不同

的抗体[102]。 

DNA 载体和适配体结合可以用于更多蛋白

质和核酸复合物的特异性识别。如 Fang 等[106]

设计了一系列高特异性的双链 DNA (dsDNA)探
针，探针包括捕获臂、cDNA 和固定在磁珠上的

靶特异性适配体；该探针上的特异性适配体结合

目标蛋白后会促使 DNA 结构的解开，释放捕获

臂上的 DNA 杂交链，其单链结构域作为引导使

复合体进入 α-HL 纳米孔易位，最终产生的阻塞

电流与 DNA 链中的互补碱基对数量相关。在此

条件下，不同的探针通过纳米孔实现多种蛋白质

的同时检测，这为未来多种分析物的快速测定提

供了思路。另外，Sze 等[103]通过对 DNA 载体进 
 

 
 

图 7  蛋白质-DNA 的相互作用   A：固态孔下 TF-DNA 的特异性结合和非特异性结合对应的特征信

号示意图[100]；B：固态孔下 λ-DNA 和 RNAp 结合易位实验示意图，预计存在 5 个 RNAp 子事件对应

于 5 个结合位点[101]；C：固态孔下利用 DNA 哑铃发卡结构实现生物素、溴脱氧尿苷(BrdU)、嘌呤霉素

和地高辛素 4 种抗体选择性检测的事件示意图[102]；D：利用适配体修饰的 DNA 载体和 TB、AChE 结

合的易位事件示意图[103]。 
Figure 7  Protein-DNA interactions. A: The typical signals and dynamic translocations of TF-DNA in 
nanopores[100]; B: The translocation diagram of λ-DNA binding with RNAp, and five predicted sites for 
RNAps[101]; C: The detection of biotin, Brdu, puromycin and digoxigenin and the typical events[102]; D: The 
translocation and events of TB and AChE bounded in DNA carriers[103]. 
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行适配体修饰，修饰后的适配体位点可以与凝血

酶 (TB) 和 乙 酰 胆 碱 酯 酶 (acetylcholinesterase, 
AChE)实现特异性识别。与 TB 相比，AChE 同

样与适配体具有较强的亲和力，但尺寸较大。

定义 a1、a2 和 a3 为结合 TB 的适配体位点，b1
则是结合 AChE 的适配体位点。如图 7D 所示，

该 DNA 载体分别结合不同的蛋白质时会对阻

塞电流造成显著差异，信号清楚地显示出 3 级

水平，其中一级水平指 DNA 载体，次峰水平对

应与 TB 结合的适配体位置，3 级水平则对应与

AChE 结合的适配体位置，由此可以实现蛋白质

位置和大小的区分[103]。这些研究表明，通过自

主设计 DNA 载体结构可以提高纳米孔对蛋白

质的捕获率和识别能力。 

2.3  蛋白质-其他配体的相互作用 
生物体内，蛋白质常与不同配体作用，通过

构象调整，发挥不同的生物学功能。钙调蛋白是

广泛存在于细胞内的一种信号系统调控蛋白，参

与多种生理活动的调控。作为一类高度保守的钙

离子结合蛋白，钙调蛋白(calmodulin, CaM)和钙离

子结合前后存在两种不同的构象——钙结合构象

(Ca-CaM)和无钙构象(Apo-CaM)。早期 Waduge  
等[107]通过纳米孔研究发现 Apo-CaM 的易位时间

较长，而 Ca-CaM 的相对电流阻塞幅值较大，说

明蛋白和钙离子的相互作用引起蛋白质构象变

化。Liu 等[108]则利用 MspA 对 CaM 构象变化进行

了系统的单分子研究，重点研究了蛋白质与钙离

子(Ca2+)相互作用的动态变化。如图 8A 所示，该 
 

 
 

图 8  蛋白质-其他配体的相互作用   A：CaM 的 Ca2+游离态(apo-wtCaM)、Ca2+结合态(Ca-wtCaM)和
靶肽结合态(M13-Ca-wtCaM)构象改变的示意图和对应的典型信号图[108]；B：Adk-apo 结合 Ap5A 前后

构象示意图和相对电流阻塞直方图[109]。 
Figure 8  Protein-other ligand interactions. A: The cormational changes of apo-wtCaM, Ca-wtCaM and 
M13-Ca-wtCaM, and the typical current recordings[108]; B: The histogram of current blockages induced by 
Adk-apo and Ap5A with varied conformations[109]. 
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研究定义 CaM 存在 3 种构象，包括 Ca2+游离态

(apo-wtCaM)、Ca2+结合态(Ca-wtCaM)和靶肽结

合态(M13-Ca-wtCaM)，在 MspA 孔内都被明确

地检测区分。apo-wtCaM 快速易位产生易位时

间极短的脉冲信号，加入 Ca2+后，易位时间显

著变长且阻塞电流幅值变深的脉冲信号，添加

M13 多肽后，形成 M13-Ca-wtCaM 复合物，出

现新特征的阻塞电流[108]。这些结果揭示了钙调

蛋白和钙离子以及多种靶标复合物的相互作用

和构象调整，为研究细胞内信号传导提供了重要

的理论依据。 
Hu 等 [109] 研究了腺苷酸激酶 (adenylate 

kinase, AdK)的构象和柔韧性变化是通过结合

底物诱导的。AdK 是一种丰富的单磷酸核苷

(NMP) 激酶，可催化单磷酸腺苷 (adenosine 
monophosphate, AMP)和 ADP 向 ATP 的可逆转

化，产物二磷酸腺苷(Ap5A)与 ATP 具有高亲和

力结合。如图 8B 所示，AdK 与底物 Ap5A 结

合后，通过对易位时间和电流阻塞幅值统计分

析可以观察到蛋白质的大小和构象的变化。在

未结合的 Adk 蛋白(AdK-apo)中能观察到较大

的相对电流阻塞和半峰宽，说明 Ap5A 结合蛋

白 (AdK-Ap5A)具有更紧密的蛋白结构，但

AdK-apo 具有更灵活的柔性构象。这些研究为

蛋白质与配体结合的结构和功能研究提供了新

思路。 

3  蛋白质测序  
作为重要的生物大分子，蛋白质的结构和

功能复杂多样，具有不同的层次，其中一级序

列是形成三维空间结构的基础，同时分子的空

间结构又影响其生物学功能。因此对蛋白质一

级序列信息的解读是了解蛋白质的结构和功能

的重要途径。长期以来得益于基因测序技术的

发展，研究人员通常根据基因序列和氨基酸密

码子来“破译”蛋白质的氨基酸序列。由于转录

和翻译后修饰等调控过程，氨基酸序列破译结

果并非完全正确，甚至与真实序列有很大差异，

因此直接读取蛋白质的一级结构信息仍然面临

挑战。目前只有少数技术如 Edman 降解和质谱

技术有能力确定蛋白质的氨基酸序列[110]。凭借

无标记和高通量的优势，纳米孔单分子技术已

成功用于 DNA/RNA 测序领域[111-112]，目前纳米孔

用于蛋白质检测与氨基酸测序的研究也日益增多，

成为一种极具潜力的蛋白质测序技术[113-117]。 
利用纳米孔离子电流信号表征蛋白质的氨

基酸序列，常见的思路如同 DNA 测序，将解折

叠的多肽链通过纳米孔直接读取长链的氨基酸

信息[118-123]。如 Brinkerhoff 等[118]开发了一种高

精度纳米孔蛋白测序法，直接对蛋白质的氨基

酸序列进行读取，利用纳米孔读取肽链中的单

个氨基酸的特征。如图 9A 所示，该研究通过

MspA 纳米孔开发出了一种肽“阅读器”。在

Hel308 DNA 解旋酶的作用下，当解旋酶沿着

DNA 移动时，它会将 DNA-肽复合物拉过 MspA
纳米孔，先读取 DNA 部分，然后连接序列，最

后读取目标多肽序列，此时纳米孔会在离子电

流中产生独特的阶梯状电流信号。根据电流变

化读取线性化的氨基酸序列，可以区分单个氨

基酸的变化，并且次级解旋酶会变成新一轮的

初级解旋酶实现反复读取单个蛋白以提高准确

率[118]。近期 Yu 等[123]提出了一种无酶辅助拉伸

的 蛋 白 质 肽 链 全 长 线 性 进 入 生 物 纳 米 孔

(α-HL)，从而读取蛋白质序列和编码信息。该

工作利用盐酸胍使蛋白质解折叠，通过增强电

渗效应驱动蛋白质以可控的速度单向运动过

孔。通过电信号可以区分蛋白质以 N 端和 C 端

过孔，以及在 N 端和 C 端标记不同的编码标签，

有助于蛋白质测序以及分子指纹图谱的识别和

定量分析[123]。 
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图 9  蛋白质测序   A：Hel308 解旋酶拖动连接多肽的肽核酸分子进入纳米孔，通过电信号读取多肽

的氨基酸序列[118]；B：基于 Ni-NTA 修饰的 MspA 纳米孔构建示意图以及不同氨基酸易位事件的 ΔI 与
SD 的散点图[124]；C：基于 α-溶血素纳米孔与宿主分子 CB[7]构建的纳米孔传感器示意图，不同氨基酸

X 附着在探针 FGXD8 上[125]。 
Figure 9  Protein sequencing. A: The helicase (Hel308) walks along the DNA and reads the amino acids 
through pores[118]; B: Construction of a Ni-NTA-modified nanopore for amino acid sensing and scatter plots 
of ΔI versus SD from varied amino acids[124]; C: The translocation of FGXD8⊂CB[7] through WT αHL with 
different FGXD8 peptides[125]. 
 

这种纳米孔肽阅读器可以区分不同氨基酸

序列的变化，具有高保真度和高通量潜力，不

过由于多肽链相位移动的控制和氨基酸序列组

合的多样性，目前多肽链的长时阅读仍存在困

难。另一种方法是通过水解方法对蛋白质进行

测序，即将分解的氨基酸片段或单个氨基酸进

行信号识别[124-127]。最近相关的进展不断报道。

如 Wang 等[126]提出了一种基于 MspA 纳米孔对

RNA 修饰物鉴定方法。MspA 蛋白孔具有锥形

结构，具有更高的空间分辨率。通过引入苯硼

酸(phenylboronic acid, PBA)适配体到纳米孔腔

内，利用 PBA与顺式二醇可形成共价键的特性，

实现了对多种表观遗传修饰核苷酸单磷酸

(nucleoside monophosphates, NMPs)的鉴定。在

此基础上，受亲和层析的启发，Wang 等[124]进

一步构建了一种工程化 MspA 纳米孔，在孔道

的收缩区域引入将镍 - 硝基三乙酸适配器

(Ni-NTA)，利用氨基酸和金属镍离子的配位相

互作用，用于不同氨基酸的信号识别(图 9B)。
通 过 比 较 阻 塞 信 号 (∆I) 和 噪 声 幅 值 (noise 
amplitude, SD)，20 个氨基酸特征事件被很好地

区分开。同时在机器学习的辅助下，最终重构

出氨基酸序列图与原始肽序列完全一致，从而

实现蛋白质氨基酸的直接检测和区分，区分准

确率高达 98.8%[124]。 
同样基于 MspA 纳米孔的高分辨，近期

Zhang 等[127]通过引入铜离子功能化的 MspA 纳

米孔，与 N91H 突变结合，根据电流信号的特

征实现了对 20 种氨基酸的鉴定，并在 nmol 级
别上进行超灵敏的氨基酸定量。研究结果表明，

该方法的验证准确率达到 99.1%，信号恢复率

为 30.9%；此外，该方法成功应用于 2 类代表

性的翻译后修饰，如非天然氨基酸和不同序列

合成肽段的实时分析[127]。 
此外，Zhang 等[125]提出了一种基于酶切和

宿主-客体相互作用辅助纳米孔传感的肽段测

序的替代方法[125]。如图 9C 所示，利用环类分

子的结构优势，将葫芦脲 CB[7]作为宿主嵌入 α-
溶血素纳米孔，并设计合成与宿主分子 CB[7]
作用的客体——肽段探针(FGXD8)，其中 X 代

表 20 种蛋白氨基酸之一。利用肽段探针上苯丙

氨酸与宿主的作用，使其通过 α-溶血素纳米孔

时易位过程发生变化，实现探针特定位置上的

不同氨基酸的识别，可以实现从混合物中鉴定

单个肽段结构[125]。该方法和工程化 MspA 纳米

孔实现氨基酸的特异性识别引起了广泛关注，两

种不同策略结合可以更好地提高纳米孔测序的

分辨率，进而实现蛋白质测序技术的突破[128]。 

4  总结 
纳米孔作为一种新型的传感技术，具有无

需标记、灵敏度高、检测速度快、实时监测、

操作简单等优点，广泛应用于基因测序、多肽

和蛋白质、生物标记物等的检测。因此，基于
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纳米孔单分子技术的优点，本文系统介绍了其

在蛋白质结构识别、折叠构象、分子作用以及

序列检测等方面的应用。不同于传统技术从对

蛋白质溶液状态中群体系综平均效应的观测结

果，纳米孔传感研究利用电流变化的强度、频

率和周期能够提供单分子水平蛋白质在溶液中

的体积、浓度以及构象、表面荷电、配体作用

或者酶的活性特性，更好地揭示了蛋白质结构

和功能的关系。这些研究表明纳米孔单分子检

测技术不仅可以应用于多肽、蛋白质指纹图谱

的广泛识别和蛋白质相关靶标的高灵敏检测，

同时为蛋白质测序提供了新的思路。 
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