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固体纳米孔分析技术的研究进展
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摘摇 要摇 纳米孔分析技术是一种低成本、无需荧光标记和扩增的单分子检测技术,其中基于固体材料的纳米

孔由于稳定性高、耐受性好、尺寸可控、易于修饰等优点,在化学和生命科学等领域得到广泛应用。 固体纳米

孔主要由薄膜和管材料两种类型材料制备,其中常见的薄膜纳米孔包括氮化硅、二维材料、氧化铝以及聚合物

薄膜,管材料主要包括玻璃毛细管和碳纳米管。 本文总结了固体纳米孔分析技术的研究进展,展望了发展前景。
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1摇 引 言

纳米孔分析技术是从 20 世纪 90 年代中期开始发展起来的单分子分析手段。 1996 年,研究人员首

次利用 琢鄄溶血素天然生物通道蛋白获得寡核苷酸的阻断电流信号[1],开启了纳米孔研究的热潮。 该技

术凭借其快速、低成本、无需荧光标记等优势,在化学和生物等研究领域广泛应用。 目前纳米孔分析技

术不仅用于 DNA 测序,在单分子传感分析领域也取得了令人瞩目的成绩。 根据分子穿过纳米孔时产生

的特征性阻断电流信号,可实时获取待测物的结构、组成、尺寸、电荷、构象以及与其它分子相互作用的

动力学信息。 多种生物膜蛋白,包括气单胞菌溶素(Aerolysin) [2,3]、耻垢分支杆菌(MspA) [4]、大肠杆菌

细胞溶素 A(ClyA) [5]、铁异羟肟酸提取组分 A(FhuA) [6]、噬菌体 phi29 DNA鄄装配马达[7]和超稳定蛋白

1(SP1) [8]等都已被用于构建生物纳米孔道,极大地拓宽了生物纳米孔传感技术的应用范围,已有相关

文献对其进行了综述介绍[9鄄11]。
随着微加工技术的迅速发展,研究人员分别以氮化硅[12,13]、石墨烯[14,15]、氧化铝[16]、聚合物薄

膜[17]、玻璃毛细管[18]、碳纳米管[19]等为材料,成功制造了固体纳米孔。 由于材料不同,制备固体纳米孔

的方法也不同,常用的主要有离子束雕刻[20]、电子束钻孔法[21]、原子层沉积法[22] 和径迹刻蚀法[23] 等,
对此 Dekker[24]、Matile[25]和 Li[26]等都做过较为全面的文献综述。 本文主要总结了近年来常用的固体

纳米孔的种类及在 DNA 测序和生物传感中的应用研究进展。

2摇 固体纳米孔的种类及应用研究进展

固体纳米孔因其稳定性高、耐受性好、尺寸可控、易于修饰等优点,被广泛用于 DNA 测序研究以及

核酸、蛋白质、小分子等的单分子检测。 目前,固体孔主要由薄膜和管型两种不同类型的材料制备而成。
2. 1摇 薄膜纳米孔

薄膜材料由于具有特殊的界面结构,成为制备固体纳米孔的优良材质,常用的薄膜材料包括氮化

硅、二维材料、氧化铝以及聚合物薄膜等。
2. 1. 1摇 氮化硅摇 2001 年,Golovchenko 课题组首次使用离子束在氮化硅(Si3N4)薄膜上制备出固体纳米

孔[20],并应用于 DNA 分子检测,打开了固体纳米孔检测技术的大门。 他们首先在自支撑的氮化硅薄膜

反面通过反应离子刻蚀制造一个碗型的凹槽,再使用带反馈控制的 Ar+离子束从正面减薄凹槽区域,直
到薄膜击穿形成纳米孔,孔径约为 60 nm,进一步利用氩离子束辐射能够将孔径收缩至 1. 8 nm。

氮化硅纳米孔因具有结构致密、疏水性、化学稳定性好、介电常数大等优良特性,已被广泛用于
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DNA[27]和 microRNA 识别[28,29]、修饰碱基区分[30]、DNA鄄蛋白质复合物过孔动力学研究[31]、蛋白质过孔

行为分析[32]以及核小体亚结构检测研究[33]。 2010 年,Wanunu 等[21]使用电子束曝光和 SF6等离子干法

刻蚀的方法制造出厚度仅为 6 nm 左右的 SiN 薄膜,其上包含一个直径为 3 nm 的纳米孔,成功实现了对

microRNA 的特异性识别。 随后该课题组进一步制造出厚度 5 ~ 8 nm 的 SiNx 薄膜,纳米孔的直径介于

0. 8 ~ 2. 0 nm 之间,实现了 poly(dA) 30、poly(dC) 30和 poly(dT) 30的有效区分[34]。 最近,Long 课题组可控

制备了直径< 2 nm 的 SiNx 纳米孔道,并获得了单个 DNA 发夹结构的纳米孔道特征解链信号[35],证明

所制备的 SiNx 纳米孔检测灵敏度与 琢鄄溶血素生物纳米孔相当。 Plesa 等[13]利用 SiN 纳米孔道实现了单

链 DNA 和打结的单链 DNA、环状 DNA 和打结的环状 DNA 的高灵敏分辨,根据 DNA 穿越纳米孔时的特

征电流信号,能够识别任意长度的线性或环状 DNA 内部的节点(图 1),为研究长链 DNA 的拓扑结构开
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图 1摇 (A) 固体孔检测带结点的 DNA 分子的原理图;
(B) 6 种结构的 姿鄄DNA 穿过 10 nm 固体孔的阻断电

流信号[13]

Fig. 1 摇 (A) Schematic illustration of a DNA molecule
with a knot translocating through a solid鄄state nanopore;
(B) Six example events for 姿鄄DNA translocating through
a 10鄄nm pore[13]

拓了新思路。
2. 1. 2摇 二维材料 摇 二维材料得益于其原子级厚度

的优势,成为制造纳米孔的理想材料。 典型的二维

材料主要包括石墨烯、氮化硼、二硫化钼等。 石墨烯

薄膜是一种具有独特电子和机械性能的单层碳原子

层[36,37],厚度与 DNA 分子链中相邻碱基之间的距离

(约 0. 34 nm)相当,因此成为纳米孔测序技术中的首

选 材 料。 2010 年, Golovchenko[38]、 Dekker[39] 和

Drndic[40] 3 个课题组开始了利用石墨烯纳米孔检测

双链 DNA 的工作,发现通过石墨烯纳米孔的离子电

流基底噪声较大,使用原子层沉积技术在石墨烯纳

米孔表面沉积氧化钛能够有效提高石墨烯纳米孔检

测的信噪比。 进一步, Schneider 等[41]通过在石墨烯

表面自组装亲水物质从而阻止石墨烯对单链 DNA
的吸附,实现了单链 DNA 的检测。 但是,目前纳米

孔用于 DNA 测序存在巨大的挑战,一方面 DNA 分子

在纳 米 孔 内 的 迁 移 速 度 太 快, 高 达 0. 01 ~
1. 00 滋s /碱基[15]; 另一方面,石墨烯纳米孔表现出

很高的 1 / f 噪音[42],无法实现单个碱基的精确分辨。
为了解决上述问题,很多研究者寻找纳米孔测

序的新途径。 最近,Dekker 课题组制备了短而窄的

石墨烯纳米带(30 nm 伊 30 nm),其上包含一个 5 nm
的纳米孔,通过分析石墨烯纳米孔的平面电流信号

(非传统的离子电流信号),研究了 DNA 分子穿过纳

米孔的行为(图 2) [43],这种方法能够获得较大范围的

电流信号,促进高带宽检测,从而克服传统方法由于带宽过低而难以捕捉到快速过孔的电流信号的问题。
此外,氮化硼和二硫化钼等新兴二维材料相继被开发。 Liu 等[44] 首先在氮化硼薄膜上使用聚焦电子束

制备出直径 5 nm 的纳米孔),用于双链 DNA 分子的检测,灵敏度比 SiN 纳米孔更高,空间分辨率与石墨

烯纳米孔相当。 Liu 等在二硫化钼薄膜上制造出直径 5 nm 的纳米孔,分析了具有丰富二级结构的

姿鄄DNA分子的过孔行为,表现出比传统 SiNx 更高的灵敏度[45]。 Feng 等[46] 进一步在单层二硫化钼上制

备出直径 2. 8 nm 的纳米孔,通过控制液体的粘度梯度降低 DNA 穿越纳米孔的速度,从而实现了对

poly(dA) 30、poly(dC) 30、poly(dG) 30和 poIy(dT) 30 4 种不同核苷酸的分辨。 这些二维材料在生物分子识

别方面表现出相当高的检测精度,但如用于 DNA 测序,仍需进一步研究探索。
2. 1. 3摇 氧化铝摇 多孔氧化铝是一类应用广泛的无机阵列纳米通道,一般通过阳极氧化法制备,即将铝

片置于酸性电解液中,控制一定的电压、电流条件使其电解形成阳极氧化铝薄膜。 通过调节电解液的种
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图 2摇 基于石墨烯纳米孔的平面电流信号研究 DNA
的过孔行为[43]

Fig. 2摇 Probing DNA translocations with inplane current
signals in a graphene nanoribbon with a nanopore[43]

类及浓度、温度、氧化时间及氧化电压, 可调节多孔

氧化铝通道的孔径。 它不仅能够作为模板合成多种

纳米孔道阵列,也可通过修饰功能分子模拟生物体

系,用于生物小分子、有机大分子、DNA 和蛋白质的

检测研究[16,47,48]。 Gao 等[49]以阳极氧化铝(AAO)为
模板,在限域纳米孔道内修饰了分散的金纳米颗粒,
产生“双面神冶结构环,利用该结构环可识别链状

DNA 分子的单碱基错配。 最近,Xia 的课题组利用阳

极氧化铝纳米孔,通过可控的电子束蒸发技术喷镀

金和钛,形成不同金属修饰界面,用于区域化(孔道

表面、孔道内壁、孔道表面 & 孔道内壁)组装 DNA 功

能分子,构建了一类 ATP 分子响应性纳米孔道,通过测量跨膜离子电流和电解电流信号,系统研究了不同

区域功能分子对离子门控的贡献程度(图 3) [50],为利用纳米孔道开展跨膜离子传输、限阈空间电化学、生
物逻辑门以及纳米生物传感器件研究提供了新思路。
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图 3摇 纳米孔道离子门控效应研究示意图: (A) 与离子门控效率相关的纳米孔道功能区域图解; (B) DNA
功能化元件组装于 AAO 纳米孔道的不同区域; (C) 纳米孔道的双电流检测[50]

Fig. 3摇 Design principle and experimental setup of ion鄄gating effect of nanochannel: (A) Graphical illustration of
nanochannels functional regions associated with ion鄄gating efficiency to be investigated; (B) Cartoon presentation of
DNA鄄based functional elements regionally assembled at different regions of metal decorated AAO nanochannels;
(C) Schematic diagram of the nanochannels' dual鄄current setup[50]

2. 1. 4摇 聚合物薄膜摇 聚合物纳米孔具有良好的生物兼容性,而且孔内表面的活性有机基团能够作为多

种分子的结合位点,极大地促进了对纳米孔道功能化修饰的研究。 常用的聚合物材料有聚对苯二甲酸

乙二醇酯(PET)、聚碳酸酯(PC)和聚酰亚胺(PI)。 径迹刻蚀技术适于多种聚合物材质,首先利用高能

重离子辐照穿透聚合物膜产生潜在径迹,继而采用化学刻蚀该区域得到纳米孔,纳米孔的几何形貌受刻

蚀条件的控制,通过改变实验条件,可得到圆柱形、锥形和双锥形等不同形状的纳米孔[51]。
Jiang 的研究组通过调整离子轰击强度、腐蚀液与阻蚀液的比例以及引导电流和刻蚀时间、刻蚀温
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度等条件,在 PET 和 PI 等高分子材料薄膜上制备出了多种不同形貌的纳米孔道[52],并进行功能化修

饰,建立了 K+[53]、Zn2+ [54]、Hg2+ [55]等不同金属离子驱动的仿生人工纳米通道平台。 Ali 课题组将铁鄄三
联吡啶配合物共价修饰到 PET 纳米孔道的内表面,基于乳清蛋白和金属离子之间的特异性作用,实现

了乳铁蛋白的高灵敏、高特异性检测(图 4) [56],建立了一种基于金属离子亲和性的生物分子识别新方

法。 Liu 等[57]制备了 DNA 超级三明治结构,并将其修饰在 PET 纳米孔道内部,构筑了可以同时检测目

标核酸和小分子的双检测平台,DNA 分子的检测限达 10 fmol / L,小分子(ATP)的检出限达 1 nmol / L
(图 5),能够满足复杂生物样本的检测需求。

图 4摇 聚合物纳米孔内修饰铁鄄三联吡啶配合物用于

生物分子的检测示意图[56]

Fig. 4 摇 Biomolecular recognition and conjugation inside
synthetic polymer nanopores modified with iron鄄
terpyridine complexes[56]

2. 2摇 管材料纳米孔摇 近年来,利用管材料制备纳

米孔的研究发展迅速,其中玻璃毛细管凭借其化学

稳定性高、加工成本低、表面容易改性等优点,备受

图 5摇 DNA 超级三明治结构组装于固体纳米孔内进

行 DNA 和 ATP 的同时检测[57]

Fig. 5 摇 Solid nanopore sensor based on supersandwich
structure for DNA and ATP detection[57]

研究者的青睐。 此外,文献也报道了一些基于碳纳米管的纳米孔的研究。
2. 2. 1摇 玻璃毛细管摇 使用激光加热拉伸技术,可以利用玻璃毛细管加工出直径介于几纳米到几百纳米

的纳米通道,通过改变加热温度、时间、拉力等参数能够调控其直径。 2010 年,Steinbock 等[58] 制备出

45 nm的玻璃毛细管并首次用于检测双链 DNA 的折叠状态。 Chen 等[59] 在长链 DNA 内部的特定位置

修饰链霉亲和素,DNA 分子穿过玻璃纳米孔时产生特征性的电流信号,以此确定 DNA 内部的特定序列

元件的位置。 Tiwari 等[60]在玻璃纳米孔内壁修饰带负电的神经球蛋白(hNgb), hNgb 与带正电的细胞

色素 c 反应引起电流改变,从而研究蛋白质间的相互作用。 Sze 等[61] 制备了直径约 16 nm 的玻璃纳米

孔,基于 姿鄄DNA 的特殊结构引入适配体形成 DNA 载体探针,同时检测人血清中 3 种蛋白质。
最近,Long 课题组突破纳米孔道的传统概念,利用锥形玻璃纳米孔进行了一系列开创性研究。 将

“界面动态电荷传递过程冶限域在单独一个纳米孔道内,构建了单个“双极电活性纳米孔道界面冶 [62]。

图 6摇 基于锥形固体孔构建无线限域纳米孔电极[63]

Fig. 6 摇 Confined nanopore electrode based on conical
nanopore[63]

以纳米孔道尖端限域空间为模板,将“电化学过程冶限域在单个纳米孔道内,通过“化学鄄电化学冶制备的

策略,构建了含有电活性尖端的无线限域纳孔电极(图 6) [63],单个无线限域纳孔电极具有孔尖电荷极

化增强效应,显著提升了分析物与纳米电极间的动

态相互作用能力。 进一步将电活性基团引入纳米孔

电极的尖端,有效调控电极界面极化电场,建立了纳

米孔电极孔尖离子流增强机制,将细胞内重要氧化

还原分子的微弱法拉第电流转化为纳米孔道孔尖电

荷密度的实时变化过程,获得了极易分辨的离子流

增强时序信号,从而实现了单个活细胞内电子传递

载体还原型辅酶玉(NADH)的高选择性、高灵敏度测量

(图 7) [64],为在单细胞水平揭示单个氧化还原代谢分

子及信号分子作用机制提供了新的测量方法。
2. 2. 2摇 碳纳米管 摇 碳纳米管是管状的纳米级石墨
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图 7摇 不对称纳米孔电极监测活细胞内的电荷传

递过程[64]

Fig. 7摇 Asymmetric nanopore electrode for monitoring
electron transfer dynamics in live cells[64]

晶体,由单层或多层石墨片围绕中心轴按一定的螺旋角

卷曲而成。 基于碳纳米管的天然管道结构,Wu 课题

组[19,65]将直径 1 ~ 2 nm、长度 5 ~ 10 nm 的超短单壁碳

纳米管稳定地插入到磷脂双层膜中,构建了一种基于超

短碳纳米管的新型纳米孔传感器(图 8),该传感器具备

碳纳米管的独特的物理性质,如亚原子级的平滑内表

面、大 仔 共轭体系和超疏水的内部环境等。 研究人员进

一步在 DNA 链上羟甲基化胞嘧啶位点修饰了一个刚性

分子,利用超短碳纳米管纳米孔传感器实现了对随机序

列的 DNA 中羟甲基化胞嘧啶位点的特异性识别。 这种

新型纳米孔平台集成了碳纳米管的多种独特性质,可用

于单分子检测、DNA 损伤检测、纳米孔 DNA 测序等

领域。

A B

cis

trans

- -+ + -

ssDNA

+

图 8摇 (A) 采用膜片钳放大器检测单壁碳纳米管纳米孔的电流; (B) 单壁碳纳米管插入磷脂双层膜并

进行单链 DNA 过孔的研究示意图[19]

Fig. 8摇 (A) A patch鄄clamp amplifier was adopted to measure the currents through SWCNT nanopores; (B)
Illustration of the insertion of a SWCNT into lipid bilayer with a micro鄄injection probe and ssDNA translocation
through the inserted SWCNT[19]

3摇 展 望

固体纳米孔分析技术已广泛应用于 DNA 测序和生物传感分析,应用领域不断拓宽。 然而, 目前纳

米孔技术仍然主要用于体外检测,将其用于细胞内分析的研究刚刚开始。 随着孔道材料的迅速发展以

及相关仪器的不断改进,固体纳米孔将在细胞分析甚至活体检测领域发挥重要的作用,不仅能够推动基

础研究的发展,还可望用于重大疾病诊断及个性化医疗等领域。
此外,将纳米孔电化学技术与非电流的传感技术如光谱法相结合,可同时获得电化学和光谱信号,

纳米孔能够实时提供分析物的结构信息,光学信号可以揭示待测物的化学性质,为纳米孔检测提供强有

力的信息支持。 目前已有研究者开展了固体纳米孔结合暗场显微成像的研究工作,相信在未来的研究

中,更多的光谱技术会进入该领域,以构建更加完整的单分子光电检测平台,获得多重单分子行为信息,
从而实现待测物的实时、动态、原位分析研究。
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Progress in Solid鄄state Nanopore鄄based Analysis Technology
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1(Shandong Provincial Key Laboratory of Detection Technology for Tumor Makers,
College of Chemistry and Chemical Engineering, Linyi University, Linyi 276005, China)
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Abstract摇 Nanopore technique is a low鄄cost tool for single鄄molecule level analysis without the need of label or
amplification. The solid nanopores have been widely used in many fields such as chemistry and life sciences
due to their advantages such as high stability, good tolerability, controllable size, and easy for modification.
The solid nanopores commonly used in recent years are fabricated using two types of materials: membrane and
tube. The membrane materials include silicon nitride, two鄄dimensional materials, aluminium oxide, and
polymer membranes. The tube materials mainly include glass capillary and carbon nanotube. This review
summarizes and prospects the research progress of different solid nanopores.
Keywords摇 Solid nanopore; Single鄄molecule analysis; DNA sequencing; Review
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