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摘要 基因组计划的成功不仅深化了人类对基因组结构的理解，也促使研究重点逐渐转向对蛋白质组学的解析。鉴于蛋白

质在调节生物体内众多生理过程中的核心作用，蛋白质测序技术的发展显得尤为重要。DNA测序领域取得的巨大成就已经

激发了研究者对纳米孔技术在蛋白质测序应用中的兴趣，特别是其在快速、便捷及成本效益方面的潜力。本文综述了当前

蛋白质测序的主要方法，并特别聚焦于纳米孔蛋白质测序面临的挑战、最新的进展以及重大突破。随着纳米孔技术的持续

改进，该技术有望在蛋白质组学领域提供更高效和更精准的测序解决方案。
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从 20世纪 90年代初开始，科学家们用了十多

年时间完成了人类基因组计划。伴随着该计划的巨

大成功，人类全基因组已经被破译，这标志着进入

了后基因组时代［1-2］。尽管被解码的基因组数量持

续增长，结构基因组学项目正在揭示许多功能未知

的蛋白质结构，但解析蛋白质的结构和功能、全面

了解其生理作用机制仍然是科学研究的前沿［3］。

蛋白质在生命体中扮演着基石的角色，参与了众多

代谢过程和生理反应，如信息传递、维持生理环境

中的 pH和体液平衡，为细胞和生物体提供结构支

撑等［4］。遗传组学中，基因信息通过中心法则编

码流向RNA，再将RNA翻译成密码子对应的氨基

酸，这些氨基酸按照既定的顺序排列生成多肽链，

构成蛋白质的一级结构。然而，蛋白质中蕴含的信

息不仅仅是氨基酸的排列顺序，还有更丰富的信息

深埋在蛋白质的后加工过程中，包括翻译后修饰、

蛋白质的拼接与降解等［4-6］，这些信息无法通过简

单的基因解码获得。因此，亟需一种快速、灵敏且

高通量的分析技术来探索蛋白质组学的更深层次

秘密。

1　现有的蛋白质测序技术

1.1　基于Edman降解法的测序

对蛋白质测序的尝试可以追溯到20世纪中叶，

当时Edman［7］提出了一种测定纯化多肽氨基酸序

列的方法。这种方法的基本原理是使用异硫氰酸苯

酯 （phenyl isothiocyanate，PITC） 与多肽 N 端的    

α 氨 基 偶 联 生 成 苯 氨 基 硫 甲 酰 肽 （phenyl 

thiocarbamoyl-AA，PTC-AA），然后在强酸（三氟

乙酸（trifluoroacetic acid，TFA））条件下，第一

个氨基酸从多肽链上裂解下来，切割下来的氨基酸

随后被送往高效液相色谱（high performance liquid 

chromatography，HPLC） 中进行鉴定和识别 （图

1a）。在进行了多个循环后，多肽的氨基酸序列可

以被逐一识别。Edman降解法的优势在于它能够非

常准确地识别短肽，几乎不需要预处理即可开始测

试。它可以直接分析氨基酸信息，并且不需要借助

任何蛋白质数据库，因此，Edman测序可以对全新

的没有数据库信息的蛋白质进行N端从头测序。同

时，对于具有相同/相近质量的氨基酸，如亮氨酸

与异亮氨酸、赖氨酸与谷氨酰胺，Edman降解法也

可轻松区分。借助色谱法的定量分析以及控制降解

分子的定量加入，它也具有定量分析的潜力。然而

这种方法在大规模蛋白质测序中难以应用。首先，
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获得高纯度的多肽是一大难点；其次，每一轮修饰

与切割都需要花费大量时间 （约 1 h/轮）。此外，

由于反应体系的复杂性，在进行多次降解后，体系

中的原料和氨基酸残余会大大干扰检测的准确度，

从而将Edman降解法的读长限制在 50个氨基酸以

内，这远远不够覆盖大多数生物蛋白质的长度［8］。

同时，翻译后修饰的存在将大大降低 Edman 降解

的测序准确度，因为一旦N端没有游离的 α氨基，

切割循环就会被迫停止［9］。再者，Edman降解需要

大约 100 pmol的纯肽［10］，这一点也极大阻碍了这

种方法的普适性。

1.2　基于质谱方法的测序

质谱方法至今仍是蛋白质组学分析方面的金标

准，质谱方法通过在离子源中使分析样品的各组分

电离，生成具有不同质荷比的带电离子。这些离子

在电场的作用下进入质量分析器，通过对电离离子

的精密分析，可以获得蛋白质的序列信息。目前发

展的主流蛋白质测序的质谱方法分为自下而上

（bottom-up）的方法和自上而下（top-down）的方

法，其中自下而上的方法目前被普遍应用。

所谓自下而上，即从细胞或者组织中提取出待

测蛋白质，再通过使用蛋白酶（通常是胰蛋白酶）

将蛋白质裂解为多肽碎片，对这些多肽进行电离随

后分析检测这些离子化的肽，并进行质量分析（图

1b）［11-12］。测得的碎片肽的质量可以作为待测蛋白

质的指纹，通过比对搜索Mascot或者Sequest等数

据库得到蛋白质的相关信息。自下而上的测序方法

发展至今已经非常灵敏，它不是对于蛋白质氨基酸

的逐个测量，而更像是一种基于指纹的推测，这就

会带来因为异构体的准确度缺失，例如亮氨酸和异

亮氨酸，它们拥有相同的分子质量却有着不同的结

构。这种方法的另一个局限性是需要把蛋白质裂解

为0.8~3 ku的碎片，而且数据库匹配的过程只是将

碎片和蛋白质进行对照，最后用各种方法对匹配到

的蛋白质进行加权评分，得到最可能的结果，这

时，同源蛋白质相互之间的干扰就会很大。

另一种质谱测序的方法是自上而下法，这种方

法对比自下而上法不需要酶切的步骤，它直接从细

胞或者组织中提取目标蛋白质，通过电喷雾离子化

将完整的蛋白质离子引入气相，然后在质谱仪中通

过碰撞诱导解离或更简单的电子捕获解离或电子转

移解离对其进行碎片化，从而得到蛋白质和碎片离

子的质量（图 1c）［13］。经过足够多的碎片分析后，

蛋白质的序列信息以及修饰信息都可以被完全破译

出来。这种方法相对于自下而上法来说更加便捷，

代价是灵敏度仅为自下而上法的 1/100左右，因为

相比多肽碎片离子分析，大分子质量蛋白质离子的

分析对于仪器灵敏度的要求更高。同时由于蛋白质

复杂的多级结构，一旦蛋白质过大，将其电离成完

整的蛋白质离子就变得非常困难，因此这种方法将

待测蛋白质的分子质量通常限制在70 ku甚至50 ku

之下。同时，这种方法也需要数据库的搜索与比

对，数据库的不完整性、低信噪比事件和翻译后修

饰都会影响质谱测序的准确度。
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Fig. 1　Traditional protein sequencing methods
图1　传统蛋白质测序方法

（a）Edman降解的循环流程。纯化的多肽N端的游离氨基与PITC反应后在酸性环境下N端的第一个氨基酸从多肽链上裂解下来，随后通过

HPLC对氨基酸进行鉴定并循环上述步骤。（b）自下而上的质谱测序流程图。在纯化出目标蛋白质后，用不同的蛋白酶消化分离出的样品

得到多肽，然后结合HPLC和质谱法对肽段进行鉴定，最后用消化产物的序列来计算组装全长蛋白质序列。经授权后改编自文献［12］。

（c）自上而下的质谱测序流程图。完整的蛋白质离子被引入气相并被破碎，然后通过质谱分析来确定蛋白质和蛋白质离子碎片的质量，然

后匹配数据库对其进行解析，以揭示蛋白质序列。经授权后改编自文献［13］。
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在蛋白质测序领域，质谱方法依然保持着领先

地位，不仅仅是因为其高准确度、高通量以及可重

复性，还有强大的全面的且有针对性的前端样品制

备工作流程，与后端的质谱技术的巨大发展相辅相

成，仪器发展逐渐成熟，研究方法被逐步完善。然

而质谱方法也存在一些局限性，包括动态范围不足（通

常为104~105，而蛋白质组学分析需要108~109）［14-16］、 

灵敏度不够高（通常检出限为 10 amol/L，而蛋白

质 组 学 分 析 可 能 需 要 1~1 000 fmol/L 的 蛋 白

质）［17-18］、读长较短（待测蛋白质分子质量限通常

限制在70 ku以下）［19］以及序列覆盖度低（自上而

下的方法在测序时会损失接近 75% 的序列信

息）［20-21］等问题，因此要完全揭秘人类蛋白质组

学，需要发展一种准确度高、灵敏度高、通量大且

性价比高的新方法［22］。

1.3　蛋白质测序的新兴技术

为了克服上述挑战，实现蛋白质测序，近十年

来发展出多种新技术，包括隧穿电流法［23-25］、荧

光指纹法［26-30］和实时动态荧光法（表1）［31］。隧穿

电流法第一次用于蛋白质测序相关尝试的是 2014

年，Lindsay小组将其应用于氨基酸和短肽的单分

子识别［23］。在他们的实验体系中，两个相距 2 nm

的金属电极上覆盖着一层与电极紧密结合的识别分

子。这些识别分子与目标分析分子形成较弱的非共

价接触，当在电极间施加一个小的电压时，这些被

非共价作用捕获的分子会以kHz的频率产生一串随

机的电流尖峰（图 2a），这与分子的热振动有关，

其分布与经典光谱学类似，包含了隧道结中的特征

信息。通过分析电流信号的时间、频率以及振幅即

可以得到目标分子的指纹信息，再通过使用机器学

习解码这些指纹信息即可高效地得到目标分子的性

质。利用这种技术，Lindsay小组［23］实现了对氨基

酸DL异构体、同分异构体以及甲基化氨基酸的识

别。同年，Ohshiro 等［24］利用相同的策略实现了

12种不同的氨基酸和翻译后修饰磷酪氨酸的识别，

并且进一步实现了短肽的部分测序。

伴随蛋白质组学的逐渐完善，指纹识别逐渐被

扩展到其他测序方法中，其中荧光指纹测序就是一

种可靠的高通量方法。这种方法的最早提出可以追

溯到 2015年，Macrotte小组［26］提出了结合Edman

降解和荧光标记的荧光指纹测序的理论设想，并通

过蒙特卡洛（Monte Carlo）计算机模拟探讨了其

可行性，预测了最可能出现的实验误差，量化了其

潜在影响，并讨论了高通量肽测序技术的潜在用

途。这种方法选择性地对多肽上的氨基酸进行荧光

标记，然后通过 Edman 降解连续循环去除肽的     

N端残基，并对单个肽分子荧光强度的相应下降进

行成像，由此产生的阶梯式荧光衰减模式通常足以

反映肽的序列，从而通过与参考蛋白质组进行比

较，对多肽进行独特的鉴定。同时这种方法还是一

种单分子测序的手段，通过对数以亿计的多肽单分

子进行高通量的平行测量，对结果进行修正计算，

可以得到准确的测序数据。在2018年，Macrotte小

组［27］将理论转化为了实验，通过在蛋白质片段的

半胱氨酸和赖氨酸残基上选择性的标记荧光基团，

同时把标记的肽固定，然后使用全内反射荧光

（total internal reflection fluorescent，TIRF） 对多肽

荧光进行定量。重复循环的 Edman 降解和成像可

显示每个分子上的荧光染料强度在每个循环中的下

降，从而确定序列中是否存在被荧光标记的氨基酸

Table 1　Emerging protein sequencing methods
表1　新兴的蛋白质测序方法

新兴的蛋白质测序方法

隧穿电流

荧光指纹测序

实时动态荧光法

基于Edman

降 解 的 荧

光指纹法

基于 FRET

的 荧 光 指

纹法

优势

单分子方法；待测蛋白质无

需化学标记；从头测序

准确测定蛋白质中被标记的

氨基酸的位置与数量

准确测定蛋白质中被标记的

氨基酸的位置与数量；信号

响 应快

实时原位监测；可以同时识

别7种氨基酸的荧光信号；

待测蛋白质无需化学标记

劣势

分辨率不够高，无法实现20种氨基酸的 

识别

只能识别序列中被标记的氨基酸；单个循

环的时间较长；多轮降解后出现副产物和

原料的干扰；需要数据库比对

只能识别序列中被标记的氨基酸；需要数

据库比对

酶对不同氨基酸的水解速率不均一；单个

氨基酸的水解时间较长

理论适用范围

全长测序

30个氨基酸以下的

多肽

全长测序

全长测序

参考文献

［23-24］

［26-27］

［28-30］

［31］



李梓溢，等：纳米孔蛋白质测序2024；51（10） ·2501·

及其位置（图2b）［27］。

Joo小组同期提出了另一种荧光指纹测序的方

法，他们将马达蛋白 ClpXP 与荧光共振能量转移

（FRET）结合，当马达蛋白拖拽着多肽运动时，由

于标记荧光给体的氨基酸与荧光受体的距离发生变

化，荧光强度也随之改变（图2c），通过对荧光谱

图的分析，也可以确定被标记的半胱氨酸和赖氨酸

的位置［28-29］。他们小组通过使用这种方法测得多肽

中半胱氨酸和糖基化修饰的位置来确定蛋白质的序

列［30］。这两种方法对于蛋白质测序都有非常大的

潜力，发达的蛋白质组学给它们提供了足够多的数

据库进行比对，荧光修饰化学提供了可选择的多样

化的荧光基团，广泛研究的 Edman 降解与蛋白酶

给它们提供了良好的测序工具。

近期，Quantum-Si公司提出了一种实时动态荧

光的测序方法，与之前的方法不同，这种方法将待

测多肽固定在纳米腔室中，并使用氨肽酶对其进行

酶解，每当一个氨基酸被酶切下来，外面的荧光识

别分子则会与之结合产生荧光信号，通过实时测量

荧光强度、寿命等参数，可以对蛋白质进行从N端

的逐一识别（图2d）［31］。
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Fig. 2　Emerging protein sequencing methods
图2　新兴的蛋白质测序方法

（a）隧穿电流法用于蛋白质测序。左：工作原理示意图，待测分子夹在两个金纳米间隙电极之间。右：测量氨基酸Y和F时获得的电导-时
间关系曲线。经授权后改编自文献［24］。（b）基于Edman降解的荧光指纹法用于蛋白质测序。肽链中特定氨基酸被特异性荧光染料共价标
记，并固定在TIRF单分子显微镜平台灌注室中。通过TIRF对每条肽进行成像，并通过Edman降解对其N端氨基酸进行化学切除，从而使每
条肽缩短一个氨基酸，并重新生成其自由N端。重复化学循环（每去除1个氨基酸）和成像可显示每个分子中荧光染料的位置。经授权后改
编自文献［27］。（c）基于FRET的荧光指纹法用于蛋白质测序。在ClpXP酶的作用下，多肽中被荧光受体标记的氨基酸与荧光给体距离发
生变化，FRET的强度随之改变，由荧光强度可以识别被标记氨基酸的种类和位置。经授权后改编自文献［29］。（d）实时动态荧光法用于
蛋白质测序。蛋白质样品被消化成肽片段，固定在纳米反应室中，与自由扩散的N端氨基酸（N-terminal amino acid，NAA）识别器和氨肽
酶混合物一起孵育，进行测序。标记的识别器会在其同源的NAA在N端暴露时与肽结合，从而产生特征性的脉冲模式。NAA被氨基肽酶裂
解，露出下一个氨基酸供识别。经授权后改编自文献［31］。
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新方法为蛋白质测序注入了新活力，它们都具

有巨大的发展潜力。隧穿电流法的单分子检测特性

使其有望突破现有方法的灵敏度限制，实现单分子

蛋白质从头测序，但其仍需解决的问题是如何提高

其准确度，能够准确识别 20种氨基酸及其翻译后

修饰；荧光指纹法只需测出几个被标记的氨基酸的

具体位置与数量，对比数据库即可获得蛋白质的部

分信息，然而它还是会损失大部分的信息，发展新

型的荧光标记以获取更多种类氨基酸的信息是必要

的，此外，结合 Edman 降解的荧光方法仍需克服

Edman降解时间长，读长短的缺陷；实时动态荧光

法结合氨肽酶从蛋白质N端逐一切割的性质，能够

观察到短肽的实时原位测序过程，但是氨肽酶水解

速率的不可控性以及对于蛋白质中不同氨基酸的水

解速率差异性依旧是一项重大的挑战。

2　纳米孔蛋白质测序

2.1　纳米孔技术

纳米孔技术是一种基于电化学传感的单分子技

术，其基本原理是监测分析物通过纳米孔时产生的

电流波动。其基本步骤包括磷脂双分子层的构建、

纳米孔的插入以形成离子通道、施加电压产生离子

基流和驱使分析物通过纳米孔产生特征阻滞电流信

号。通过分析电流信号的振幅变化和平均停留时

间，可以推断分析物的特性，而结合事件的频率则

能估算其浓度［32］。纳米孔技术起源于20世纪80年

代末，Deamer 等［33］ 提出了 DNA 穿过纳米孔时

ATGC 4种碱基产生不同的阻滞信号并借此对其测

序的设想。结合 Bayley 等［34］ 的研究，Deamer

等［35］1996年首次在α溶血素（α-hemolysin，αHL）

中观测到了DNA与RNA均聚物在纳米孔中产生的

特征电流信号。直到2012年，两个小组结合Phi29 

DNA 聚合酶与纳米孔技术，突破性地实现了对

DNA穿孔信号的解析，至此，DNA纳米孔测序的

基础性研究初步完成［36-37］。同年，牛津纳米孔公

司（Oxford Nanopore Technologies，ONT）提出了

第一款纳米孔测序仪并于 2015 年成功实现商业

化［38］。纳米孔技术在DNA测序方面取得了巨大成

功，这激发了其在蛋白质测序中的应用探索。

2.2　纳米孔蛋白质测序存在的挑战及应对策略

2.2.1　蛋白质的解折叠

与DNA测序相比，蛋白质测序在纳米孔系统

中的复杂性呈指数级增长（表 2）。蛋白质不仅具

有跨度广泛的尺寸范围和稳定的三维结构，还通过

共价和非共价作用形成特定的空间构象和聚合体。

DNA测序常用的生物纳米孔为 αHL与耻垢分枝杆

菌膜蛋白 A （Mycobacterium smegmatis porin A，

MspA）。前者由 1个开口为 2.9 nm、直径为 4.2 nm

的类球状前庭和 1个平均内径为 2 nm的 β桶组成，

其连接处收缩最窄至 1.4 nm；后者则由开口为   

4.8 nm的锥形前庭和两个β桶组成，其收缩区域宽

为1.2 nm，长为0.6 nm。除此之外，其他生物纳米

孔的直径通常为 1~2 nm，无法容纳复杂的蛋白质

结构［39］。而孔径较大的固态纳米孔则在三维尺寸

可重复性和识别能力上存在不足。因此，要利用与

DNA测序相同的策略，必须首先设法将蛋白质解

除三维结构，转变为线性分子，以便其能够穿过纳

米孔并逐一识别氨基酸。

DNA通常是双螺旋结构，在DNA解旋酶的作

用下，可以很容易以单链形式通过纳米孔，与此类

似，蛋白解折叠酶也可以达到这样的效果。在

2013年，Akeson小组［40］提出了利用AAA+解折叠

酶ClpX控制蛋白质通过αHL纳米孔的解折叠和转

运，当蛋白质通过长约 5 nm的跨膜孔腔时，可以

根据对应的电流信号特征分辨出每种蛋白质的区段

（图3a）。

使蛋白质变性也是解折叠的另一种思路，提高

温度是其中最便捷的方法，Payet等［41］研究了麦芽

糖结合蛋白（maltose binding protein，MBP）的突

变体MAlE219在 20~70℃的穿孔行为（图 3b），他

们发现，在温度较低时，由于蛋白质聚集体无法穿

过纳米孔，几乎不发生电流阻滞信号，伴随着温度

的升高，蛋白质链穿孔的信号明显增多，且测得的

蛋白质解链温度大约在 45℃，这与圆二色谱测得

的结果是一致的。利用强电场也是一种高效的物理

方法，Kim 等［42］观察到了 SAP97 PDZ2 蛋白在高

电压（200~800 mV）下的逐渐伸展行为（图 3c），

并将施加电场的解折叠效果与尿素相对比，得出  

400 mV的电压与 3.1 mol/L的尿素对所选蛋白质解

折叠效果相当。然而，强电压不适用于所有纳米孔

体系，例如在使用生物纳米孔时，当电压大于  

350 mV，磷脂双层膜可能会被击穿。

另一种效果显著的方法是加入变性剂，常用的

变性剂包括尿素［42-43］、盐酸胍［44］，它们都具有形

成氢键的能力，当它们的浓度较高时，可以破坏水

的氢键，从而使蛋白质分子内部的疏水残基伸展并

增加其溶解性（图3d）。金属离子也是变性剂的一

种，Schiopu 等［45］提出了利用 Cu2+和组氨酸的结
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合，使淀粉样 β肽解折叠并增加其捕获率的方法。

化学方法中，调节溶液的离子强度和 pH也不失为

一种行之有效的解折叠手段，Mereuta等［46］发现，

通过改变 pH和离子强度，可以改变氨基酸残基之

间的静电相互作用，进而改变蛋白质的折叠行为，

他们发现，在酸性条件下，含组氨酸多肽形成的发

夹 结 构 会 遭 到 破 坏 ， 从 而 增 加 其 穿 孔 行 为

（图3e）。
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Fig. 3　Protein unfolding for nanopore sequencing
图3　纳米孔测序中蛋白质解折叠策略

（a）折叠酶ClpX介导的蛋白质 Smt3 的折叠和转运。经授权后改编自文献［40］。（b）MalE219的热解折叠。随着温度升高，MalE219解折

叠穿过纳米孔的信号频率增高，在大约45℃时达到转变温度。经授权后改编自文献［41］。（c）施加高电压使蛋白质解折叠。在高电压

（200~800 mV）的情况下，SixNy纳米孔中的蛋白质逐渐发生解折叠。经授权后改编自文献［33］。（d）利用盐酸胍（GdmCl）使MBP解折

叠。上：在没有GdmCl的情况下，电流恒定在100 pA，MBP无法进入孔道；下：在GdmCl为1.35 mol/L的情况下，当MBP分子进入孔道时，

电流下降到20 pA。经授权后改编自文献［44］。（e）调节pH与盐浓度解折叠。CAMA 3 （2个组氨酸残基）和CAMA 1 （1个组氨酸残基）

多肽在不同盐浓度和pH值条件下的动力学和折叠行为。经授权后改编自文献［46］。
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2.2.2　多肽的定向穿孔

将蛋白质解折叠后面临的第二个挑战是如何让

线性多肽定向地通过纳米孔产生电流信号。与

DNA 不同的是，DNA 由均匀带负电的核苷酸组

成，在电场的作用下会定向穿过纳米孔。然而，组

成蛋白质的20种天然氨基酸仅有4种带有电荷，使

蛋白质具有不均一带电性，这导致蛋白质在电场驱

动下的穿孔方向和速度不均匀，从而阻碍了氨基酸

的顺序识别。为了解决这一难题，需要给多肽施加

一个力，让它能够以一个均匀的、可控的速度定向

穿过纳米孔。具有均匀带电性的寡聚核苷酸就是一

个非常好的选择，Bayley小组［47］早在2013年就尝

试了将 30个胞嘧啶组成的聚核苷酸连接在大肠杆

菌硫氧还蛋白上，在电场力的作用下利用聚核苷酸

链拖拽着蛋白质边解折叠边穿过纳米孔。Zhang和

Lindsay小组［48］拓展了这一思路，开发了一种点击

化学反应，将聚核苷酸PolyT20高效且具有选择性

地连接在多肽的N端，使之穿孔（图4a）。除了核

苷酸以外，一些均聚肽也常被作为控制多肽穿孔的

牵引序列。Luchian小组［49-50］最早通过在多肽前后

分别连接十二聚精氨酸和十二聚谷氨酸使模型肽在

纳米孔的识别区域停留时间增长并对其进行识别

（图 4b）。近期，Wanunu 小组［51］将十聚天冬氨酸

连接在MBP上，利用机器学习，证明了蛋白质单

次穿孔事件包含足够丰富的信息，可以区分其运输

方向并根据其指纹信息辨别其身份（图4c）。

连接牵引序列是一个常用的方法，但是它要求

牵引序列与待测多肽的高效连接，一些无需反应的

控制多肽穿孔的方法也被发展了起来。在纳米孔体

系中，电渗流（electroosmotic flow，EOF）常被用

于调控物质运输，它不依赖于待测物本身的性质，

而是与纳米孔的内部电荷分布情况相关。Luchian

及其合作者［52］最早通过调节 pH 来改变 αHL 纳米

孔的电渗流，他们的实验证明，在pH2.8的溶液环

境 下 ， 电 渗 流 可 以 足 够 大 以 抵 抗 电 泳 力

（electrophoretic force，EPF），使多肽在纳米孔中

有更长的停留时间，获得更丰富的多肽信息（图

4d）。如前文所述，电渗流更多地依赖于纳米孔的

内部电荷，因此对纳米孔进行定点突变，将孔中的

部分氨基酸残基突变为带电残基，可以更大程度增

强电渗流。Maglia 小组［53］ 将野生型曲霉毒素 C

（FraC）纳米孔突变为 D10R K159E FraC，极大增

强了多肽的捕获能力，并利用纳米孔电流来分辨

25 ku至 1.2 ku的肽和蛋白质生物标记物，包括只

有一个氨基酸差异的多肽。近期，他们还对细胞毒

素 K （CytK）纳米孔的多个位点进行突变，产生

了在-100 mV时强度约为20 pN电渗流，使多肽甚

至可以对抗电泳力来穿孔（图4e）［54］。

2.2.3　单个氨基酸的识别

蛋白质测序面临的第3个主要挑战是精确识别

单个氨基酸。20 种氨基酸的体积范围相差甚微，

从 0.06 nm3到 0.23 nm3，大小最接近的两种氨基酸

体积之差低至 0.001 nm3，这使得单纯通过体积排

阻的原理来区分各个氨基酸极为困难。此外，氨基

酸侧链与纳米孔的相互作用的多样性，以及同源氨

基酸之间（如谷氨酸与天冬氨酸，仅相差1个亚甲

基）的微小差异进一步加剧了这一挑战。还有，蛋

白质翻译后修饰也大大增加了蛋白质测序的复杂

性。迄今为止，已发现超过300种不同的翻译后修

饰，如甲基化、乙酰化、磷酸化、糖基化、硝基化

和泛素化等。因此，与DNA测序相比，蛋白质测

序需要更高分辨率的识别技术。

无标记的方法是最理想的识别单个氨基酸的方

法，但是它要求纳米孔具备极高的空间分辨率。

Di Muccio等［55］首先对 20种氨基酸在 αHL中的电

流阻滞情况进行了平衡全原子模拟，他们的研究结

果表明，氨基酸的体积排阻作用在对氨基酸的检测

中占主导地位，疏水作用和电荷作用也对电流信号

有一定程度的影响，这为纳米孔识别氨基酸提供了

理论的可能性。利用半胱氨酸的巯基残基（—SH）

与气溶素纳米孔壁上的氢键作用，Ying小组［56］实

现了对半胱氨酸的特异性识别（图5a）。利用超短

单壁碳纳米管的高速离子传输性能，我们小组对3

对同源氨基酸进行了区分，获得了足够高的分辨

率，为氨基酸的准确识别提供了一种新的器件（图

5b）［57］。Feng小组［58］通过利用工程化的亚纳米级

MoS2纳米孔识别了20种天然氨基酸中的16种，并

且 可 以 识 别 氨 基 酸 的 磷 酸 化 修 饰 （图 5c）。

Oukhaled小组［59］通过野生型气溶素纳米孔对5~10

个氨基酸长度的均聚精氨酸短肽进行实验，发现不

同长度的均聚肽产生的电流信号具有独特性，并且

电流信号的强度与氨基酸数量呈现线性关系。当混

合的赖氨酸和精氨酸肽放入体系中时，也展示了明

显的区分度（图5d）。

通过对待测氨基酸进行化学修饰也是一种可行

的策略，半胱氨酸的侧链巯基提供了很好的反应位

点。Lu等［60］将4聚腺嘌呤作为修饰分子，识别了

半胱氨酸与高半胱氨酸（图5e）。Dekker及其合作
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Fig. 4　Controlled peptides translocation for nanopore protein sequencing
图4　纳米孔蛋白质测序中调控多肽定向穿孔的策略

（a） 连接聚核苷酸使多肽定向穿孔。多肽的N端氨基首先被叠氮乙酸酐乙酰化，后与修饰偶氮苯并环辛炔 （aza-dibenzocyclooctyne，
ADIBO）的聚二十胸腺嘧啶通过点击化学反应连接形成多肽-核酸复合物。经授权后改编自文献［48］。（b）连接带电荷的均聚多肽控制多
肽穿孔。多肽头尾分别连接E12和R12，它们分别带大量负电荷和正电荷，当多肽穿孔时产生相反的作用力从而延长多肽与纳米孔的作用时
间。经授权后改编自文献［50］。（c）连接聚十天冬氨酸肽控制MBP定向穿孔。当MBP没有连接D10，电流信号呈现为阻滞深度较小、频率
较低且阻滞时间较短的碰撞信号；连接D10后大部分为蛋白质穿孔信号。经授权后改编自文献［51］。（d） pH调节电渗流控制多肽穿孔。在
酸性pH值下，EOF会增强以对抗EPF，从而导致肽移动速度减慢，能够检测到带正电荷的多肽。经授权后改编自文献［52］。（e）纳米孔突
变调节EOF控制多肽穿孔。将CytK纳米孔进行定点突变，得到带有大量负电的2E-4D-CytK 纳米孔，在pH7.5时存在强EOF，可以抵抗EPF
促使多肽穿过纳米孔。经授权后改编自文献［54］。
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者［61］在多肽的不同位置的半胱氨酸上修饰了 6种

不同的标记分子，他们都展现出了明显差异化的电

流信号，且电流信号的阻滞深度与持续时间都与标

记分子的分子质量与电荷呈线性关系。通过将氨基

酸 连 接 在 7 精 氨 酸 均 聚 肽 上 ， Oukhaled 与

Aksimentiev等开发了一种可以识别 13种天然氨基

酸的方法，在他们的实验中，带电的精氨酸肽提供

了足够强的电泳力使氨基酸穿过纳米孔，同时聚精

氨酸肽链与气溶素纳米孔的相互作用也呈现出了具

有高识别度的信号（图5f）［62］。受到Edman降解的

启发，通过N端的衍生化反应修饰并识别氨基酸也

是一个有效的策略，Liu 和 Wang 小组［63］尝试了      

4 种衍生化试剂，异硫氰酸苯酯（PITC）、2-萘基

异硫氰酸酯（NITC）、邻苯二甲醛（OPA）和 2,3-

萘二甲醛（NDA），修饰 A、F、Y、H、D 5 种氨

基酸，且NITC表现出最好的性能，能够完全区分

这 5种氨基酸（图 5g）。后续他们将这种方法进一

步优化，通过NDA和NITC的衍生化反应，进一步

区分了9种氨基酸（图5h）［64］。近期，他们改用异

硫氰酸金刚烷酯（ADIC）作为衍生化试剂，相比

于之前的衍生化策略，ADIC具有更大的体积，这

可以放大氨基酸之间的分辨率，同时增强修饰基团

与纳米孔的相互作用（图5i）［65］。

翻译后修饰极大增加了蛋白质测序的复杂性，

再过去的几十年里，不少研究者都尝试了利用纳米

孔技术进行翻译后修饰的检测，已经有多种翻译后

修饰被检测出来。磷酸化是最常见的翻译后修饰，

早在2014年，Bayley小组［66］就通过αHL区分了硫

氧还蛋白上的两个磷酸化位点（图 6a）。Restrepo-

Pérez等［67］在模型肽上同时进行了糖基化和磷酸化

的修饰与检测，显著的区分效果再一次展示了

FraC 纳米孔在蛋白质测序方面的巨大潜力 （图

6b）。在2020年和2022年Long小组［68-69］实现了对

tau蛋白上磷酸化与乙酰化的区分（图6c）。甲基化

一直是翻译后修饰的一大挑战，因为它带来的结构

改变很小，只有一个—CH3的改变，Ensslen等［70］

利用工程化的气溶素纳米孔的高分辨率攻克了这一

困难（图6d）。除此之外硝基化、氧化（图6e）和

泛素化修饰（图6f）也已经通过纳米孔方法得到了

检测［71-73］。

2.3　纳米孔蛋白质测序的方法进展

2.3.1　纳米孔全链长测序

受到DNA测序的启发，实现蛋白质测序的一

个理想方法是将蛋白质解折叠为单链多肽，在分子

马达的驱使下使其在纳米孔中线性移动，当多肽链

经过纳米孔时由于不同氨基酸与纳米孔壁之间的相

互作用的区别，会产生特定的电流信号，从而得到

蛋白质的序列信息。这种全链长的测序方式需要稳

定速率的分子马达，同时需要纳米孔的分辨率足够

高以读取每一个氨基酸的易位信息。Huang 课题

组［74］将待测多肽通过化学方法连接到寡聚核苷酸

Table 2　Challenges and strategies for nanopore protein sequencing
表2　纳米孔蛋白质测序存在的挑战及应对策略

挑战

蛋白质的解折叠

多肽定向穿孔

单个氨基酸的识别

策略

生物方法

物理方法

化学方法

连接牵引序列

调控电渗流

无标记识别法

化学修饰法

解折叠酶解折叠

热解折叠

高电压解折叠

尿素

盐酸胍

改变pH和盐浓度

优势

生物相容性好

易于实施

高电压提供更强的电泳力

解折叠效率高；成本低

解折叠效率高；成本低

易于实施

电泳力作用下穿孔效率高；可以根据

不同的目标分析物改变牵引序列

待测多肽无需修饰；方向可调控；可

以抵抗电泳力控制多肽运输

直接分析待测氨基酸

修饰后的分辨率极大提高；修饰的分

子可提供电泳力控制氨基酸定向运输

劣势

具有序列依赖性；解折叠速率不均一

高温使磷脂膜不稳定

高电压下磷脂膜被击穿；不适用于生物

纳米孔

需要大量加入

引入过多的H+影响纳米孔的稳定性

具有序列依赖性

修饰的普适性不强

需要对纳米孔突变或改变实验条件

识别精度较低；不同氨基酸的捕获频率范

围跨度较大；需要更高分辨率的纳米孔

修饰过程繁琐；修饰普适性不强
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Fig. 5　Identification of individual amino acids for nanopore protein sequencing
图5　纳米孔蛋白质测序中对单个氨基酸的识别

（a~d）使用无标记方法识别氨基酸。（a）利用AeL纳米孔分析半胱氨酸（Cys）、天冬酰胺（Asn）和谷氨酰胺（Gln）。经授权后改编自文

献［56］。（b）利用单壁碳纳米管分析单个氨基酸。不同氨基酸的电流信号与信号散点图均用对应颜色标注，Asp （红色）、Glu （蓝色）、

Phe（紫色）、Tyr（橙色）、Ile（绿色）和Leu（玫红色）。经授权后改编自文献［57］。（c）在MoS2纳米孔中检测单个氨基酸。上：实验装

置示意图；下：使用深度学习网络鉴定氨基酸的流程图。经授权后改编自文献［58］。（d）使用AeL纳米孔检测由5、6、7、8、9和10个精

氨酸组成的均聚肽（从右到左）。经授权后改编自文献［59］。（e~i）化学修饰法识别氨基酸。（e）使用AeL对5'-苯甲醛聚四腺嘌呤修饰的

半胱氨酸（Cys）与高半胱氨酸（Hcy）的高灵敏度区分。经授权后改编自文献［60］。（f）多肽XR7中氨基酸（X）的识别。左：XR7的结

构，其中待测氨基酸（X）与1个多阳离子载体R7相连；右：20种XR7的电流阻滞深度。经授权后改编自文献［62］。（g）使用PITC、

NITC、NDA、OPA对Ala、Asp、Phe、Tyr、His 5种氨基酸进行衍生化并利用αHL对其进行鉴别。经授权后改编自文献［63］。（h）使用

NDA和NITC对9种氨基酸进行衍生化并采用αHL对其鉴别。经授权后改编自文献［64］。（i）使用ADIC对9种氨基酸进行衍生化并利用αHL

对其进行鉴别。经授权后改编自文献［65］。
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上，形成多肽-寡聚核苷酸嵌合体（POC），POC上

的核苷酸链与互补链通过碱基互补配对后进入测试

体系中，电泳力驱动 POC通过纳米孔并将配对的

DNA链解开（图7a）。测试体系中的phi29 DNA聚

合酶以 POC 上的单链 DNA 作为模板进行双链合

成，在这个过程中DNA聚合酶充当分子马达边合

成双链边将 POC末端的多肽对抗电泳力拖拽通过

纳米孔的收缩窄口，此时会产生多肽序列依赖性的

信号。同时，在 POC中存在一个信号标志物，在

信号分析的过程中，POC 的特征信号可以作为一

个锚点，其后产生的电流信号即为多肽穿过纳米孔

的测序信号。类似的，Chen 等［75］利用 Hel308 家

族成员MTA对单链DNA的结合能力，控制DNA-

肽-DNA偶联物在MspA中的易位，也获得了肽的

测序信号（图7b）。

同期，Dekker小组［76］采用类似的策略进行了

尝试，与其他两个小组不同的是，他们改用了

Hel308 DNA解旋酶，这种酶相比于 phi29 DNA聚

合酶具有更小的步进距离，每次拖拽核苷酸链的距

离只有大约半个核苷酸的长度，这意味着它可以为

单个氨基酸的识别提供更高的空间分辨率 （图

7c）。除此之外，他们利用胆固醇将互补链锚定在
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Fig. 6　Identification of post-translational modifications for nanopore protein sequencing
图6　纳米孔蛋白质测序中对翻译后修饰的识别

（a）不同磷酸化状态的Trx单分子纳米孔检测。4种不同磷酸化状态的Trx均表现出明显的电流信号差距。经授权后改编自文献［66］。   

（b）使用FraC纳米孔对带电模型肽上磷酸化和糖基化修饰的检测，无修饰、磷酸化修饰和糖基化修饰的模型肽均展现出不同的电流阻滞深

度。经授权后改编自文献［67］。（c）使用AeL纳米孔对野生型、乙酰化、磷酸化和磷酸化-乙酰化tau蛋白的区分，它们都展现出不同的    

I/I0。经授权后改编自文献［69］。（d）使用R220S突变AeL纳米孔对全长人类H4蛋白片段中乙酰化和甲基化的检测。经授权后改编自文献

［70］。（e）AeL纳米孔对α突触核蛋白中磷酸化、硝基化与氧化的检测。经授权后改编自文献［73］。（f）工程化ClyA纳米孔对E2酶和泛素

E2结合物的识别。经授权后改编自文献［71］。
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孔附近，同时添加高浓度的解旋酶，使酶拖拽

POC解旋-酶与POC配对脱离-POC向下运动-酶拖

拽 POC解旋这一过程可以反复发生，这样可以连

续控制同一个 POC在纳米孔中反复穿梭，实现对

同一个分子的多次读取。更高的空间分辨率以及更

多的数据量，再结合机器学习的高速自动化信号解

读，序列读取的错误率小于10-6。近期，Dekker小

组［77］用这种策略相继实现了对蛋白质和多肽上翻

译后修饰的检测（图7d）。

这些工作的发表展现了纳米孔蛋白质链测序的

极大潜力，作为一种单分子分析手段，它还存在一

些待解决的挑战：a. 由于MspA纳米孔前庭的长度

限制（~10 nm），导致从开始读取多肽序列信号到

结束，POC最多只能步进10 nm，这意味着这种方

法的读长会被限制在 17个氨基酸以内，这对于真

正实现蛋白质的从头测序是远远不够的；b. 在

DNA测序的过程中，每一个信号台阶被认为是纳

米孔收缩区域附近 4个碱基的共同贡献，结合 4种

构成DNA的碱基，这就可能导致44 （256）种信号

台阶的产生［37］，而蛋白质由20种氨基酸组成，且

氨基酸的平均体积小于核苷酸，估计会产生大约

208的信号种类［58，76］，这对于信号的分析和处理是

一个极大的挑战。

2.3.2　酶切辅助的纳米孔蛋白质测序

全链长的纳米孔测序方法被开发的同时，酶切

辅助的纳米孔测序方法也是研究人员攻坚的另一个

方向。在理想状况下，可以利用蛋白酶将蛋白质水
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Fig. 7　Full-length chain sequencing methods for nanopore protein sequencing
图7　纳米孔蛋白质全长链测序

（a） DNA聚合酶驱动多肽-核苷酸共聚物通过MspA纳米孔实现肽测序的示意图。缺碱基位点（X）作为信号标记将寡聚核苷酸和肽分开。

经授权后改编自文献［74］。（b）MTA解旋酶驱动DNA-肽聚合物通过MspA纳米孔实现肽测序的示意图。下方为DNA-多肽共聚物的测序信

号。经授权后改编自文献［75］。（c） Hel308 DNA解旋酶驱动 DNA-肽聚合物通过MspA纳米孔实现肽测序的示意图。中间为运动过程中

DNA部分通过纳米孔产生的信号。下方为多肽部分通过纳米孔产生的信号。经授权后改编自文献［76］。（d） Hel308 DNA解旋酶驱动 

DNA -肽聚合物通过MspA纳米孔实现多肽中磷酸化位点的识别。经授权后改编自文献［77］。
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解为单个的氨基酸，被酶切割下来的氨基酸逐一通

过纳米孔并产生电流信号，特征的电流信号对应于

不同的氨基酸分子，从而实现对目标蛋白质从头测

序。在这种方法中，首先是要完全区分组成蛋白质

的 20 种氨基酸，Huang 课题组［78］利用工程化的

MspA 纳米孔实现了这一目标 （图 8a）。受到

Bayley 等［79］ 利用单巯基突变的 αHL 纳米孔结合

Cu2+并检测DL氨基酸的工作的启发，他们对孔口

更窄的MspA纳米孔进行了单巯基突变，并进一步

用点击化学反应在孔口处修饰了次氮基三乙酸用于

络合Ni2+，利用Ni2+与氨基酸游离的氨基和羧基的

配位作用，当氨基酸通过纳米孔时则会产生特征电

流阻滞信号。结合机器学习对这些信号进行分析，

他们实现了对 20 种氨基酸高达 98.8% 准确度的识

别。为了更接近蛋白质测序，他们测试了亮氨酸氨

肽酶对至多包含8种不同氨基酸的多肽水解产物并

成功获得了这 8种氨基酸的独立信号。除此之外，

该系统还可以用于甲基化、乙酰化、糖基化和磷酸

化的翻译后修饰氨基酸的检测。这种方法展现出了

极高的氨基酸分辨率，标志着纳米孔蛋白质测序又

往前迈出了一大步，然而它仅仅获得了组成多肽的

氨基酸的种类信息，遗失了氨基酸的序列信息。无

独有偶，Geng课题组［80］采用组氨酸突变的MspA

络合Cu2+并进一步络合识别 20种氨基酸，也达到

了类似的区分效果，他们还将氨基酸的浓度和捕获

频率进行了相关性处理，并最后利用归一化的酶切

产物的信号频率占比得到了部分多肽的序列信息

（图8b）。

我们小组近期发表的一篇论文获得了一些突破

性的进展［81］。在之前的工作中，我们发现苯丙氨

酸（F）和葫芦[7]脲（CB[7]）之间的主客体相互

作用能使分子穿孔时产生持续且均一的信号，从而

显著提高纳米孔的识别能力［82-84］。通过实验优化，

我们设计了 FGXD8模型肽，其中“X”代表 20 种

天然氨基酸中的任何一个。带有负电荷的天冬氨酸

链（D8）为电场中的转运提供了必要的驱动力，而

FG和CB[7]之间的强大相互作用确保了肽⊂CB[7]

复合物在 αHL纳米孔收缩处的稳定定位。这种特

殊配置使“X”位于纳米孔收缩处附近，实现了最

佳分辨率，结合该探针和其他突变蛋白质，可以明

确区分FGXD8探针中的 20种天然氨基酸（图 8c）。

在这些结果的激励下，我们将这种方法用于检测游

离氨基酸。将游离氨基酸的氨基与FGGCD8上的巯

基连接，从而形成FGGC（X）D8探针，这种修饰几

乎可以将所有天然氨基酸高效地连接到探针上，通

过使用纳米孔突变体和改变一些实验条件，我们成

功地实现了对 20种游离氨基酸的显著区分。鉴定

游离氨基酸是蛋白质测序的第一步。难点在于获取

氨基酸序列信息。我们的策略是使用FGGC（X）D8

探针鉴定蛋白酶水解的氨基酸。由于羧肽酶A和B

在水解多肽时，酶水解速度过快而导致无法得到单

个 氨 基 酸 ， 我 们 采 用 了 另 一 种 思 路 ， 利 用      

FGGC（X）D8探针的相对丰度来推断对应氨基酸在

肽链中的位置，并验证了其相关性。利用这一方法

实现了短肽的精准测序，然而对于超过 8~10氨基

酸的多肽，就可能出现信号紊乱。为了解决这一问

题，我们采用了分步酶切法，利用羧肽酶A和B的

特性通过引入羧肽酶A以确定肽链中精氨酸（R）

之前的序列，随后加入羧肽酶 B 特异性切割 R 残

基，通过重复这些循环大大提高了对更长多肽精确

测序的能力。

尽管这几项工作都展现出了巧妙的构思用于蛋

白质测序，但是它们与真正的单分子蛋白质从头测

序还有一段距离，因为它们测试的都是纯化后的多

肽。对于Huang课题组和Geng课题组的策略来说，

后续的难点首先在于如何提高对游离氨基酸的捕

获，因为在他们的体系中加入的氨基酸浓度高达

μmol/L 甚至 mmol/L 级，这在实际应用中很难达

到，其次就是如何平衡20种氨基酸不同的捕获率，

从而使信号的产生与多肽有序列相关性。对于我们

小组的酶切-偶联-测序的策略来说，尽管使用D8牵

引极大程度上平衡了氨基酸的不均一的捕获率，但

是探针的分辨率还有一定的局限，同时探针的偶联

也要耗费较长的时间，除此之外，对于蛋白酶的选

择和设计使之能够持续稳定且以合适速率逐一水解

氨基酸也是实现蛋白质测序必须克服的一大难题。

2.3.3　纳米孔蛋白质指纹测序

除去上述两种方法，纳米孔指纹测序的方法近

年来也吸引了研究人员的注意力。纳米孔指纹测序

的方法受启发于自下而上的质谱测序方法，与质谱

方法相似，这种方法首先用蛋白酶将待测蛋白质水

解为短肽，然后对产生的短肽进行纳米孔测试，这

些短肽穿过纳米孔时会产生一系列阻滞深度不同的

电流信号，将这些电流信号统计并绘制成阻滞深

度-密度频率的图谱，并对照已有的数据库即可得

到蛋白质的序列信息。Maglia小组［85］在2021年的

实验结果展现出了类似质谱图谱的纳米孔阻滞电流

信号肽图谱。他们使用工程化的 FraC 纳米孔  
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Fig. 8　Enzyme-assisted nanopore protein sequencing
图8　酶切辅助的纳米孔蛋白质测序

（a）MspA N90C突变纳米孔用于纳米孔蛋白质测序。上：亮氨酸氨肽酶水解多肽后用纳米孔识别的流程图。左下：MspA N90C突变纳米孔

结合NTA与Ni2+并络合氨基酸示意图。右下：亮氨酸氨肽酶水解多肽后产生的氨基酸在纳米孔中的信号图。经授权后改编自文献［78］。

（b） MspA N91H突变纳米孔用于纳米孔蛋白质测序。左：纳米孔检测装置示意图与纳米孔俯视图。右上：羧肽酶A水解多肽后用MspA 

N91H识别的示意图与电流信号图。右下：多肽EAFNL 和 LNFAE水解后的信号散点图与两种肽中已识别氨基酸的平均丰度。经授权后改编

自文献［80］。（c）基于酶切与主客体相互作用辅助的多肽测序。上：利用FGXD8对20种氨基酸进行识别，X代表待测20种天然氨基酸的一

种。下：使用探针肽 FGGCD8和混合酶消化策略进行肽测序的过程示意图。模型肽用羧肽酶 A 和B 的混合物消化。经授权后改编自文献

［81］。
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G13F-FraC 检测了分子质量在 12.4~66.5 ku 范围内

的 10种蛋白质，通过使用胰蛋白酶，这些蛋白质

被水解为分子质量为 500~2 000 u的多肽，这些多

肽在纳米孔中输运时，通过统计阻滞电流信号的百

分比及其概率密度关系图作为蛋白质纳米孔肽图谱

（图 9a），这种方法获得的肽图谱与质谱方法高度

一致且具有极高的测试准确度。无独有偶，

Oukhaled小组［86］用气溶素纳米孔也绘制出了细胞

色素C、溶菌酶以及肌红蛋白的纳米孔指纹图谱，

并对其进行了精准检测（图9b）。Maglia及其合作

者［87］后续拓展了这一方法在定量检测蛋白质糖基

化的应用（图9c），再次证明了纳米孔指纹测序方

法的巨大潜力。

纳米孔指纹测序目前还处于发展阶段，它具有

与质谱测序相似的原理，虽然目前它还远比不上质

谱的高分辨率并缺乏成熟的前置分离装置，但它具

有费用低、可便携、检测快速和检测单分子水平的

独特优势，纳米孔指纹图谱显示的不仅仅是单纯的

多肽体积信息，它还包含了分析物与孔的相互作

用，在未来数据库和方法足够完善时，可能用于揭

示一些质谱方法难于获得的信息。
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Fig. 9　Fingerprinting methods for nanopore protein sequencing
图9　纳米孔蛋白质指纹测序

（a）利用FraC纳米孔对胰蛋白酶水解后的10种蛋白质的指纹鉴定。经授权后改编自文献［85］。（b）利用AeL纳米孔对胰蛋白酶水解后的3

种蛋白质的指纹鉴定。经授权后改编自文献［86］。（c）利用FraC纳米孔对胰蛋白酶水解后的蛋白质及其糖基化蛋白的指纹鉴定。经授权

后改编自文献［87］。
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3　总结与展望

近年来，纳米孔单分子蛋白质测序技术取得了

显著进展。分子马达驱动多肽穿过纳米孔的初步实

现，以及 20种氨基酸的精准识别，标志着这一领

域的重大突破。通过纳米孔方法获取短肽序列的尝

试也已获得成功，越来越多的新方法不断涌现。然

而这项技术依旧面临巨大的挑战：对于全长链测序

的策略，读长较短，信号解析困难依旧是必须突破

的难关；对于酶切辅助测序的方法，在精确识别

20种氨基酸的同时，如何保证其捕获率以提高装

置的灵敏度是要克服的难题，酶水解速率的可控性

以及稳定性也亟需解决。对于纳米孔指纹测序的方

案，对于前期分离装置的优化以及数据库的完善也

需要投入大量精力。

在未来的发展中，跨学科的合作和多学科的融

合具有解决这些难题的潜力：人工改造的蛋白酶将

取代DNA解旋酶作为新的马达分子，并构建复合

的纳米孔-蛋白酶体系从而实现逐步对蛋白质链的

从头测序；结合先进的数据分析算法和机器学习技

术，将有效应对蛋白质测序时产生的海量数据分析

挑战；基因工程技术将带来全新的、识别能力更强

的纳米孔以保证测量的准确度，通过基因工程改造

的蛋白酶将具有更稳定可控的水解性能，从而扩展

测序的长度；集成的多维度纳米孔阵列芯片将确保

该方法的高通量和高灵敏度识别能力，更精妙的探

针设计将显著缩短测序时间；前端的样品制备流程

的加入将更大限度发挥纳米孔技术单分子检测的优

势；此外，将纳米孔技术与质谱、荧光、拉曼光谱

和原子力显微镜等其他技术结合，可多维度解析蛋

白质组学的奥秘。

纳米孔蛋白质测序技术的应用不仅限于基础研

究，在临床领域也具有巨大潜力。该技术通过快

速、精准地识别与疾病相关的生物标志物，可以实

现疾病的早期检测，从而有望彻底改变诊断疗法。

它的实时分析能力可以快速检测出特定的生物标志

物，这对癌症等疾病至关重要，因为早期干预可以

显著提高存活率。通过提供详细的蛋白质图谱，纳

米孔蛋白质测序技术还有助于制定个性化的治疗方

案，从而根据个人病情的分子特征进行治疗，可以

显著提高治疗效果，改善患者预后；此外，这项技

术的精准性还能确保即使是低丰度的蛋白质也能被

检测到，而低丰度蛋白质对于诊断罕见疾病和早期

疾病具有重大意义。其多功能性也适用于多种疾

病，如癌症、传染病、遗传性疾病和神经退行性疾

病等。随着小型便携化装置的普及，纳米孔测序的

现场诊断和低成本的使用性能使其有望成为临床环

境中一种便捷高效的工具。

尽管前进的道路充满挑战，纳米孔蛋白质测序

展示了光明的未来。它有潜力揭示蛋白质编码的完

整图景，为理解生命的分子机制提供前所未有的视

角，并引领生物医学新一轮技术突破。
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Abstract　The success of the Human Genome Project has significantly deepened our understanding of genomics 

and catalyzed a growing focus on proteomics, as researchers aim to decipher the complex relationship between 

genes and proteins. Given the central role of proteins in regulating physiological processes—including DNA 

replication, metabolic reactions, signal transduction, pH balance, and cellular structure—developing advanced 

protein sequencing technologies is critical. Proteins are fundamental to nearly all biological activities, making 

their detailed study essential for understanding cellular functions and disease mechanisms. The Edman 

degradation method, developed in the 1950s, was a breakthrough in sequencing short peptides. However, its 

limitations in read length (fewer than 50 amino acids) and slow cycle time fall short of modern demands. Mass 

spectrometry has since emerged as the gold standard in protein sequencing due to its high accuracy, throughput, 

and reproducibility. The method is enhanced by a robust sample preparation workflow and advances in mass 

spectrometry technology. Despite these strengths, mass spectrometry faces limitations in dynamic range, 

sensitivity, read length, and sequence coverage, hindering complete de novo protein sequencing. These 

technological gaps underscore the need for innovative methods to provide more detailed and accurate protein 
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sequence data. In the past decade, new protein sequencing methods, including tunneling current, fluorescence 

fingerprinting, and real-time dynamic fluorescence, have shown significant developmental potential. However, 

these methods are not yet ready for widespread application, as each still faces technical hurdles. Meanwhile, 

advances in nanopore DNA sequencing have sparked interest in applying nanopore technology to protein 

sequencing, particularly owing to its speed, convenience, and cost-effectiveness. Unlike DNA sequencing, protein 

sequencing presents greater challenges due to proteins’  complex three-dimensional structures, heterogeneous 

electrical charges, difficulties in directional movement, and diverse amino acid compositions, further complicated 

by post-translational modifications. Researchers have made significant strides in addressing these challenges, 

such as using unfolding enzymes, high temperatures, high voltage, and deformers to unravel protein structures, 

and employing charged sequences and electroosmotic flow to control peptide translocation. The latest strategies 

for nanopore protein sequencing can be broadly categorized into three approaches: strand sequencing, enzyme-

assisted nanopore sequencing, and nanopore fingerprinting. In strand sequencing, dragging a protein-

oligonucleotide conjugate through a nanopore with the aid of protein motors generates stepped current signals 

produced by the peptide strand. In enzyme-assisted nanopore sequencing, 20 proteinogenic amino acids and 

various post-translational modifications have been distinguished using nanopores, and sequencing of short 

peptides has also been demonstrated. In nanopore fingerprinting, polypeptide fragments resulting from protease 

digestion of a protein can be identified through nanopore sensing. Despite these advances, further improvements 

in protein engineering, data processing, identification accuracy, and read length are needed to make these 

strategies practically useful. This review provides an overview of the current major approaches to nanopore 

protein sequencing, emphasizing the strategies, recent advances, breakthroughs and challenges in nanopore 

protein sequencing. As nanopore technology continues to evolve, it is expected to offer more efficient and 

accurate sequencing solutions in proteomics, potentially leading to new technological breakthroughs in 

biochemistry and biomedicine.
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