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摘暋要暋暋基因测序技术是现代最为重要的生物医学研究手段之一,单分子测序技术作为最新一代测序技术被广泛

研究,并形成了微纳制造、光电子、微流控和分子生物学等多学科的交叉探索和多种技术创新的有机结合.文章系统

总结了应用于单分子测序的纳米微结构器件的原理和功能,重点阐述了零模波导器件和纳米孔器件在单分子测序中

的作用以及制备工艺,从器件的角度提出了单分子测序技术所面临的挑战.
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1暋引言

DNA测序技术自发明以来就一直在推动分子

生物学发展方面起着至关重要的作用,已经成为分

子生物学研究的基础手段之一.有人甚至将基因组

测序技术的发展与半导体技术的发展相提并论,在
过去的数十年中,测序速度一直以与半导体工业中

摩尔定律(Mooreslaw)相类似的形式呈指数增长.
目前,基因测序已经不仅是科研手段的拓展,大规模

的基因组测序也不仅只是政府和科研单位的行为,

基因已经成为一种资源,也是一种商品,在国民经济

的各个部门(如食品、制药、个体化医疗、临床检验、
生物医学、动植物学等方面)的应用日益广泛.

单纯从技术角度来分析,从早期FrederickSanger
的手工测序,以及基于Sanger法开发的第一代自动

化测序仪,到目前的以合成法测序为代表的第二代测

序平台,以及未来第三代、第四代单分子测序技术的
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前沿研究,基因测序技术从单纯依赖于化学和生物

学,转向依靠与其他工程性学科,尤其是半导体微纳

加工技术、微电子学、光电子学、纳米技术等相结合,
来实现基因的检测(见表1),而且这种趋势在近两年

关于单分子测序技术的研究中尤其明显[1—5].
表1暋DNA测序关键技术

DNA测序关键技术 第1代 第2代 第3代 第4代

DNA杂交 曁 曁

DNA酶法测序 曁 曁 曁
聚合酶链式反应(PCR) 曁 曁

电泳 曁
微纳制造 曁 曁 曁
光电子学 曁 曁 曁 曁

微流控技术 曁 曁 曁
单分子检测 曁 曁

暋暋所谓单分子测序技术,是指在单个生物分子层

面上观测单个核苷酸的物理、化学或者生物学特性,
区别并标定不同的核苷酸在 DNA 链上的排列顺

序,从而测定待测DNA链的序列.单分子技术可以

避免现在测序技术中需要大规模扩增所导致的平均

效应,能够低干扰地有效识别长读长核苷酸序列,降
低序列拼接难度,提高准确率.同时,在一个限定的

表面上,使用单个分子可以增加独立分析 DNA 片

段的数量,因此,可以使数据产出量更高,这将进一

步降低测序的成本.但单分子测序技术同时也带来

了新的挑战,要从复杂的生物分子运动中区分出单

分子荧光,不仅要求系统的分辨率高到可以区分单

个分子,而且系统还必须具备能够有效降低非检测特

异性的背景干扰(例如没有参与到实际化学反应中的

游离荧光分子),将单分子荧光从背景噪声中区分出

来的能力.表1中的技术分析表明,光电技术以及微

流控技术、微电子技术在单分子测序技术中正在成为

主流技术.而基于微纳制造技术的纳米微结构器件则

成为单分子检测技术的核心和技术难点[6—9].

2暋应用于单分子测序的纳米微结构

器件

2.1暋零模波导器件(Zero灢modewaveguide,ZMW)
所谓“零模波导暠,是指当波导尺寸下降到小于

毸/2时,光波将不能在波导中传输,而是以倏逝波的

形式按e指数规律衰减,这样,在波导的底部就形成

了体积仅为仄升(zeptoliter,10-21升)量级的薄层光

场,比传统的共聚焦显微镜的观测体积还小3个数

量级.利用零模波导进行单分子测序,可以保证只有

在薄层光场中的分子所携带的荧光基团才能被激

发,形成了对光场的高度局域化,观测体积内的分子

浓度可以达到微摩尔量级,可以充分保证酶反应的

进行.利用零模波导的另一个优势是表面荧光增强

效应.它是指分布于金和银等金属表面或其纳米粒

子附近的荧光物质的荧光发射,较之自由态荧光发

射强度大大增强的现象.将荧光物质置于粗糙金属

表面,可以增加该荧光物质的荧光量子产率,降低其

荧光寿命,提高荧光物质的光学稳定性;如果将荧光

物质置于超薄金属表面,则可将各向同性的荧光发

射转变为高度定向发射,从而大大提高荧光信号的

采集效率.目前对表面荧光增强效应的具体原理还

不是十分清楚,其中比较主流的观点认为,当光照射

在这些亚波长小孔的表面发生衍射和散射时,将会

在其上产生消逝场,这些消逝场一部分由于隧道效

应穿透到小孔的另一面,在另一面,消逝场将会被散

射,这样将会形成传播场,在这里,表面等离子体的

近场增强特性对消逝场的衰减进行了补偿,有效地

提高了能量的传输效率,即局域化的表面等离子极

化效应(SPP).Bloom 等人在2006年的实验指出,

A647染料在金和铝制成的150nm 孔径的零模波导

(ZMW)中,可以分别获得12倍和7倍的荧光增强,
这种荧光增强可以极大地提高信噪比,对单分子探测

意义重大[10—16].
利用零模波导的上述优势,美国PacificBiosci灢

ence公司开发了单分子实时测序仪 PacbioRS,其
测序读长超过1000bp.

图1暋PacbioRS单分子实时测序系统所采用的零模波导阵列

图1为PacbioRS单分子实时测序系统所采用

的零模波导阵列结构示意图.图1(a)所示的零模波

导阵列芯片中含有约80万个图1(d)所示的零模波

导,利用微纳加工技术在各个反应区(见图1(c))之
间集成百纳米量级的微流控通道,保证反应试剂能

够依次进入所需观测的各个反应区.测序反应发生

时,带有不同颜色荧光基团的核苷酸被置于零模消

逝波波导底部的 DNA 聚合酶捕获,与模板上的单

链DNA发生聚合反应,其所携带的荧光基团在波

导底部厚度只有十几纳米范围内的激发光的作用

下,释放出不同颜色的荧光分子.通过鉴别不同颜色

的荧光,就可以知道发生反应的核苷酸,从而可以确
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定DNA单链上对应的互补碱基,单分子测序反应

就这样持续不断地被观测到[17—21].
可以采用现有的工艺制备技术制备零模波导芯

片:在清洁的衬底表面旋涂光刻胶,经过电子束光刻

及曝光后,在衬底上形成尺度与要制备的零模波导

相当的胶柱,沉积铝以后再剥离,在胶柱的位置就形

成了零模波导(见图2).还可以利用分辨率极高的

光刻掩膜直接刻蚀,或者利用聚合物做掩膜等多种

工艺方法来制备零模波导.目前遇到的主要问题是

批量制备的成品率不高,零模波导阵列的均匀度也有

待提高[22].利用零模波导进行单分子测序的另一个

困难来自于对零模波导的生物修饰,即如何将 DNA
聚合酶固定于零模波导的底部.在目前的PacbioRS
测序仪中,只有约30%的零模波导被成功地进行生

物修饰,从而可以用来进行单分子测序.如果能够提

高修饰成功率,则测序通量就能得到极大提高.

图2暋零模波导阵列制备工艺 (a)工艺流程图;(b)上图是制备

的胶柱的SEM 图,下图是零模波导的SEM 图

2.2暋纳米孔器件

能够不借助于化学方法而直接对 DNA 序列进

行读取是DNA 测序技术领域一直追求的目标,而
利用纳米孔实现单分子测序是目前公认实现直接测

序的最可行路线之一.利用固态物质或者生物分子

制备直径1—2nm 的小孔,通过测量DNA分子通过

纳米孔时不同的物理、化学特性来确定 DNA 碱基

序列.对于单分子测序而言,对纳米孔器件的要求也

十分简单.首先是尺度要足够小,保证在同一时间内

只有一条DNA链能够通过;其次是不能对 DNA或

者核苷酸有破坏性,在液态条件下性能稳定.除此以

外,最好能够进行酶修饰,或者是能够进行各种物理

特性检测(如电流、电压)的材料.目前,各种材料的

纳米孔不断被提出,并应用于单分子测序领域,如
毩灢溶血素蛋白、氮化硅、石墨烯、碳纳米管等.

英国 OxfordNanopore公司是纳米孔测序技术

领域的先行者之一,他们采用毩灢溶血素蛋白(见图

3(a))这种天然的生物纳米孔作为测序载体.天然

毩灢溶血素蛋白的尺度在1.5nm 左右,基于核酸分子

带负电荷,可以通过偏置电场控制单链 DNA 通过

毩灢溶血素蛋白所形成的纳米孔.此时,通过纳米孔的

离子电流受到核苷酸的阻碍而降低.由于组成 DNA
分子的核苷酸的尺寸和结构不同,对离子电流的阻

塞程度也就有差异,因此,通过测量离子电流降低程

度的差异就可以区分出不同的碱基[23—25].基于同样

的原理,美国华盛顿大学和阿拉巴马大学的联合小

组采用了耻垢分枝杆菌 porinA(mycobacterium
smegmatisporinA)(见图3(b)),克服了天然毩灢溶

血素蛋白结构缺陷所带来的离子电流差异低的缺

点,降低了对检测电路的要求,使得测序精度更高,
价格也更便宜[26,27].

图3暋生物纳米孔 (a)毩灢溶血素蛋白;(b)耻垢分枝杆菌

porinA

天然的纳米孔具有结构精确、重复性好等优势,
但是其缺点也显而易见,难以大批量制备,难以与检

测系统兼容制备,对环境要求高,尤其是其对温度和

酸碱度的敏感,使得 DNA 链穿过纳米孔时的速度

难以控制,这都是生物纳米孔成为单分子测序平台

的最大障碍.
随着微纳加工技术的进步,利用微纳加工技术

制备尺度在几个纳米量级的纳米孔来进行核苷酸检

测开始被科学界所重视.所采用的材料主要集中于

硅基材料,如二氧化硅、氮化硅、碳化硅以及碳纳米

管和石墨烯等.
硅基材料的加工技术已经发展了近50年,微电

子工艺的光刻精度已经向32nm 迈进,因此,能够利

用硅基材料制备纳米孔自然就成了人们的第一选

择.实际上,在纳米孔技术应用于单分子测序被提出

之前,制备硅基材料纳米孔的工作就已经开展了.目
前制备硅基材料纳米孔的主要思路是,先用刻蚀等

加工工艺制备尺度在100nm 以内的微孔,然后以微

孔为模板进行缩孔.缩孔工艺包括离子束缩孔、电子

束缩孔、沉积法缩孔以及激光束缩孔等[28-33].直接
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利用粒子束穿孔和刻蚀方法形成纳米孔的技术也被

越来越多的人所重视.比较典型的是J.Gierak等人

利用聚焦为5nm 的 Ga+ 离子束流轰击20nm 厚的

SiC膜,可以得到尺寸小于3nm 的纳米孔(见图4).

图4暋SiC纳米孔

碳纳米管本身就是纳米孔,目前已经能够制备

直径在1nm 到2nm 的单壁纳米通道.在纳米管上

施加偏置电流,由于电场的作用,单链 DNA 片段进

入碳纳米管,并由正极向负极运动.美国亚利桑那州

立大学研究发现,在单链 DNA 易位(translocation)
过程中,可以在碳纳米管内检测到强烈的电流尖峰,
通过检测这种 DNA 易位过程中的电子信号特性,
可以进行快速DNA测序(见图5).利用纳米孔技术

进行快速测序的关键在于对 DNA 的易位进行精确

控制,而碳纳米管则使这种控制变得简单[34,35].

图5暋利用碳纳米管检测 DNA序列

还可以利用碳纳米管内嵌入探针来检测每一碱

基横向电流的方式进行单分子测序,通过在碳纳米

管中横向装载一对电极束对通过碳纳米管的碱基施

加横向电流,基于隧道效应,不同碱基的电子隧穿电

流不同.纳米管能以一种独特的方式和方向与碱基

结合,从而确保在纳米孔中的每个核苷酸分子的朝

向一致,同时,还可以通过调节温度、离子强度或偏

置电压来控制 DNA 链通过纳米管的速度,从而确

保隧穿电流的稳定,有效消除背景噪声和分子运动

带来的干扰[35,36].这种直读式的测序方式一旦成

功,只需100个纳米孔,一天时间就能完成一个人类

基因组的测序,有望实现花1000美金测序一个人类

基因组的目标.
石墨烯是近年被广泛研究的材料,被认为是最

有潜力替代硅的材料之一.美国宾西法尼亚大学的

研究组将其成功地应用到单分子测序中.利用氮化

硅微米孔做掩膜,用扫描电子显微镜的电子束在石

墨烯薄膜上灼烧出尺度只有几纳米的纳米孔(见
图6),由于单原子层石墨烯的厚度比DNA链上两相

邻碱基之间的距离(0.4nm)还要小,因此相对于其他

纳米孔,石墨烯纳米孔的检测精度更高.同时,石墨烯

还被认为是制备未来高速晶体管的理想材料,有希望

实现单分子测序过程与检测系统的集成[37,38].

图6暋(a)利用石墨烯纳米孔实现单分子测序的原理图;(b)石墨

烯纳米孔的扫描电镜图

利用纳米孔实现单分子测序技术是目前国际研

究的热点,但也面临很多困难.从纳米孔器件本身来

看,最大的挑战还是来自于纳米孔器件的结构和构

造,以及制备工艺的稳定性.到目前为止,还没有一

种生物纳米孔或人工纳米孔能够实现检测单个核苷

酸造成的电流改变.主要原因就在于目前有实验报

道的这些纳米孔都太长,没有一个长度短于5nm
(石墨烯纳米孔可以短于5nm,但是还没有实验报

道),而 DNA 链上两相邻碱基 之 间 的 距 离 仅 为

0.4nm,这就意味着在纳米孔通道内同时有10—15
个碱基的单链 DNA 分子,所以无法对单个碱基分

子进行检测.即使是石墨烯纳米孔,由于电场区域向

通道 两 侧 扩 展 大 约 一 个 通 道 直 径 的 长 度,直 径

1.5nm的纳米孔内的电流 分 辨 率 最 高 只 能 达 到

3nm,这就决定了只检测电流强度的变化无法达到

检测单个碱基分子所需的空间分辨率要求[39—41].利
用纳米孔,结合其他生化反应,共同实现对单个核苷

酸分子动态检测,也许会是实现纳米孔测序的可行

途径,正如同 OxfordNanopore公司利用核酸外切酶

将核苷酸切下,然后让其依次通过纳米孔进行测序一

样,或者如同挪威Lingvitae公司结合纳米孔和分子信

标进行测序一样.
生物纳米孔的稳定性问题和固态纳米孔的制造
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问题是纳米孔器件面临的另一挑战.目前应用的生

物纳米孔的寿命一般只有两周左右,很难被长期保

存.同时,温度和溶液酸碱度是调控单链 DNA 通过

纳米孔的关键因素之一,但是生物纳米孔在不同温

度和高盐条件下,性能却很难保持均一稳定.对固态

纳米孔器件来说,利用微纳加工技术获得直径在

1.5—2.0nm的纳米孔芯片还是一件非常困难的工

作,制作工艺繁琐,速度慢,而且制作出的产品还常

常无法达到应用的要求,性能很难均一,尚无法生产

出可以用于商业测序设备的纳米孔器件芯片.也许

将生物纳米孔与固态纳米孔相结合,才是纳米孔器

件制备的出路.
2.3暋其他

除了零模波导及纳米孔器件以外,有越来越多的

微纳器件被应用到单分子测序的行列中,如 Visigen
采用的荧光共振能量转移(FRET)技术中采用了量子

点器件[42],Cracker提出利用在光电探测器芯片上制

备纳米反应池(nanowell)来实现对测序反应的电检

测[43],Reveo公司利用纳米通道结合刀锋纳米探针器

件实现快速读出核苷酸序列的隧穿电流等[44].

3暋结束语

单分子测序是一门正在快速发展的科学,各种

测序方法都有其独到之处,也有更多的新方法不断

被提出.但是,无论是哪一种方式,都以纳米微结构

器件作为反应载体或者是检测手段.微纳加工技术

与生物技术的完美结合,不仅仅体现在单分子测序

领域,也贯穿于生物技术领域的各个层面,并将不断

扩展、深入,推动生物技术的发展.
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