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超薄二维材料的核酸识别研究
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摘要：纳米孔传感是一类用于研究该领域的新型实验技术，其研究的核心与关键就是纳米孔（nanopore）。近年

来，纳米孔因具有操作简单、快速、准确，低成本及高通量的特性已成为纳米孔测序的研究热点之一。本论文采

用超薄二维 COF 材料进行短链 DNA 的传输行为研究，可以实现两种不同碱基的 DNA 检测，同时可以实现两种碱基

易位时间与下降振幅的区分，这为二维纳米孔在测序领域的进一步精确识别打下了良好基础。
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引言

二维纳米孔是一种新型的固态纳米孔传感器，由薄

的二维膜材料组成的纳米孔结构，单层厚度就像 DNA 碱

基对之间的空隙一样。近年来，因其具有薄似单个碱基

的厚度，在提高碱基分辨率方面很有优势，且衬底和2

D材料之间的界面密封良好，防止任何离子泄漏，以最

大限度地提高灵敏度，因此在单分子检测领域具有较高

的应用前景
[1]。

在过去的几年里，科研工作者发展了几种

检测策略，以提高单个分子检测的灵敏度，包括扫描探

针方法，如原子力显微镜和扫描隧道显微镜不仅能够进

行原子分辨率的提高，而且还可以用于进行纳米尺度的

表面分析，以提取单个分子的化学、甚至机械特性。与

生物纳米孔相比，在氮化硅(SiNx)等绝缘膜中制备的固

态纳米孔提供了更好的机械和化学稳定性，并允许在孔

径和形状上有更高的灵活性
[2]
。然而，目前使用的固态

材料膜的厚度通常较厚，通常由几个到十几个纳米的厚

度，这便造成了膜上制备的孔传感区域太长，当待测分

子通过时，便会出现多个碱基同时存在传感区域，同时

检测到多个碱基的电流信号，无法实时准确地对单个碱

基检测。基于此，激发了对超薄固体膜材料内纳米孔的

广泛研究，特别地，当将膜的厚度降低到和 MspA 孔传

感区域的长度相接近，或者和单个碱基厚度相当的二维

膜材料。2008 年，由 Drndic等研究者首先制备出的石

墨烯纳米孔极为引人注目
[3]
。相对于传统固态纳米孔，

利用石墨烯二维平面材料组成的超薄固态纳米孔在厚

度上得到了明显改善，其特点为石墨烯具有原子级的厚

度(0.334 nm), 这一特性在基于DNA测序中是及其重要

的。因此，固态纳米孔凭借其稳定性高、直径和通道长

度可控、表面性质可调等特点，成为分析化学研究的新

方向。但是固态纳米孔仍然存在打孔不均一，重复性差，

制备昂贵并且困难的缺点。因此能够简单方便的制备间

距可控纳米孔结构已经成为纳米孔研究的热点问题之

一。研究发现具有类石墨烯特征的新型二维平面材料 C

OF，是一种共价有机框架材料，由于其具有稳定的孔道

结构，纳米级可调的孔径尺寸，以及其在高效储能和电

荷输运方面的优势，近年来引起了人们的极大兴趣，成

为研究热点材料之一。共价有机框架材料COF（Covale

nt organic frameworks）是一种 2D 或者 3D的多孔网

状材料
[4]
，通常表现出可进入的纳米尺寸的空腔或开放

的通道，通道大小从几个埃到几个纳米不等。在其各种

引人注目的特点中，其良好的晶型结构和极大的比表面

积使其在众多多孔材料中脱颖而出，因此在气体储存，

传感，催化，药物输送等方面的得到了广泛应用。与 T

EM 打孔得到的石墨烯相比，二维 COF 材料具有稳定的孔

道结构，孔径均一且可调。通过调研文献发现，对于二

维超薄COF纳米片的制备可以通过简单的超声即可得到。

而由激光拉制仪拉制的锥形纳米毛细管具有制备方法

简单，且拉制出的孔径可以精确到几十个纳米而得到广

泛应用。而在单孔纳米管尖端制备多孔材料，将纳米管

尖端的孔径减小到几个纳米，为研究密闭空间中的离子

传质提供了很好的条件。例如，毛细管尖端用 ZIF-90

修饰孔后，南京大学王教授课题组报道在碱性条件下，

1M KCl 中表现出高的整流比
[5]
。同样

[6]
该小组还报道了

石墨烯在纳米毛细管尖端的成功组装。另一方面，由于

纳米毛细管其微米大小的针尖，可以很容易地操作，并

很容易与电生理或微注射装置连接。
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基于以上的文献调研以及资料查阅发现，玻璃纳米

毛细管具有制备方法简单，易于操作，而 COF 材料具有

结构稳定，孔径可调等特点。本文旨在通过电泳的方法

在玻璃纳米毛细管尖端组装 COF 纳米片，从而将开口 5

0 nm 孔径的玻璃纳米毛细管的孔径降低到 1.3 nm 进行

DNA 的易位识别研究，来实现具有高时间分辨率的 DNA

易位行为研究，利用玻璃纳米毛细管尖端纳米片的组装

构建二维 COF 纳米孔器件，还可以提高空间分辨率。

1 实验目标

本研究利用超声剥离的方法制备具有单层结构的 2

D COF 纳米片，然后把 2D COF 纳米片组装在玻璃纳米毛

细管尖端构建二维COF纳米孔器件进行相关单分子特性

研究。这种超薄二维纳米片层结构具有的稳定的孔径性

质可以作为进行核酸分子传输行为研究的控制条件。本

研究通过电泳组装2D COF纳米片层与玻璃纳米毛细管，

电化学装置图如图 1所示，其工作原理是：通过在电解

池中加入电解液，当施加电压后，在电场作用力的驱动

下，电解池溶液中的阴阳离子会形成定向移动，产生电

流，从而带动溶液中的待测分析物（核酸分子）移动，

实现成功组装。单分子特性研究采用具有 Digidata 15

50B 低噪音数据采集系统的 Axopatch 200B 集成膜片

钳电流放大器进行核酸分子易位行为分析。

图 1. 电化学组装示意图

1.1 COF 纳米片的制备

通过调研文献，本研究中我们的制备方法是采用超

声剥离的方法制备目标纳米片，并通过调整超声功率和

时间，得到具有纳米级厚度的薄的片层结构。制备过程

如图 2所示，当把 COF材料超声剥离一个小时，即可得

到薄的 COF 纳米片层结构。

图 2. COF 纳米片的制备

1.2 纳米毛细管的拉制

要实现 COF 纳米片与玻璃纳米毛细管的组装，我们

需要通过激光拉制仪完成玻璃纳米毛细管的制备，拉制

示意图如图3上所示。通过调节仪器参数，我们拉制得

到尖端直径为 50nm 左右的玻璃纳米管，如图3下所示。

其独特的锥形结构赋予了纳米毛细管极强的可操作性，

所以有望作为基底材料制备尺寸更小，功能更全面的纳

米孔。

图 3. 纳米毛细管拉制示意图（上）和裸纳米毛细管 SEM 图

（下）

2 二维 COF纳米孔与纳米毛细管组装

我们将COF纳米片以电泳的方式驱动到玻璃纳米毛

细管尖端完成组装构建二维 COF 纳米孔器件。具体步骤

如下：首先，向玻璃纳米毛细管内注入 10 mM KCl 溶液，

并将其浸入到含有 10 mM KCl 与 0.02 mg/mL COF 纳米

片的混合溶液中；随后，将两根 Ag/AgCl电极分别插入

到玻璃纳米毛细管内和外部溶液中，并施加-1 V 的偏压

以驱使 COF 纳米片向管内移动；与此同时，利用电化学

工作站对过孔电流进行检测。若过孔电流发生瞬间电流

降低，如图4所示，并在低电流下维持稳定一段时间即

意味着 COF 纳米片在管尖的成功组装，此时关闭外加电

场并将玻璃纳米毛细管取出进行下一步实验。

图 4. 电化学组装示意图
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2.1 二维 COF纳米孔单分子特性研究

制备好二维 COF 纳米孔器件以后，我们采用电化学

方法检测 COF 纳米片组装的玻璃纳米毛细管中单链 DNA

的传输行为。本研究中，我们使用 30个碱基的单链 DN

A 作为目标研究分子，通过记录电流轨迹来验证 DNA 分

子通过 COF 纳米孔的传输行为，其中，1M KCl 作为电解

质盐溶液。这里，我们首先做了孔径为 50 nm 左右的裸

的纳米毛细管的没有加入 DNA 的电流轨迹图， 如图 5

左边所示，随后加入 200nM 的单链 DNA 分子，可以观察

到在施加 300 mV 的偏压下可以观察到很多的 DNA 分子

穿过纳米孔产生的易位行为，如图5右边所示。

图 5. 裸纳米毛细管的电流轨迹图

对于 COF-1.3 nm 组装的玻璃纳米毛细管，在记录

了 30 min 的电流轨迹数据中，观察到 DNA 穿过纳米孔

产生的易位行为，如图 6所示。可以看出，组装 COF 纳

米片以后的 DNA 易位时间明显增加，说明 COF 纳米片与

核酸分子之间有较强的相互作用力，COF 纳米片的组装

可以减缓 DNA 的过孔速度，进而提高检测分辨率。随后

我们进行了不同碱基的过孔行为研究，调研文献发现，

腺嘌呤均聚物和胞嘧啶均聚物在结构上存在差异，所以

我们进行了腺嘌呤均聚物和胞嘧啶均聚物的过孔行为

研究。本研究中我们采用 300 mV 的电压进行 30个碱基

的腺嘌呤均聚物和胞嘧啶均聚物的传输行为研究。数据

统计分析结果显示，我们在 300 mV 电压下可以收集到

大量数据，图 7a和 d分别为 30个碱基腺嘌呤均聚物和

30个碱基的胞嘧啶均聚物的数据散点图，把两种碱基均

聚物的易位时间散点图进行统计分析，如图 7b 和 e 所

示，结果显示，30个碱基腺嘌呤均聚物的易位时间明显

慢于 30 个碱基的胞嘧啶均聚物的易位时间，较慢的过

孔速度说明 DNA 与 COF 纳米孔之间存在强的相互作

用。其易位时间数据的统计数据如表1所示：30个碱基

腺嘌呤均聚物的易位时间为 9.09 ms，30 个碱基的胞嘧

啶均聚物的易位时间 8.33 ms。与此同时，我们还比较

了两种均聚物过孔行为的下降振幅，振幅的统计结果如

图 7c和 f所示。其数据的统计数据如表 1所示：30 个

碱基腺嘌呤均聚物的下降振幅为105.87 pA，30 个碱基

的胞嘧啶均聚物的下降振幅为 73.04 pA。通过 30个碱

基腺嘌呤均聚物和 30 个碱基的胞嘧啶均聚物的易位时

间和下降振幅的比较可知，30个碱基腺嘌呤均聚物的易

位时间和下降振幅均优于 30 个碱基的胞嘧啶均聚物的

易位时间和下降振幅，这可能是由于碱基结构自身的差

异，查阅其结构可知，腺嘌呤中嘌呤的尺寸略大于胞嘧

啶和中嘧啶的尺寸，较大的尺寸会导致 DNA 均聚物分子

在穿过 COF-1.3 纳米孔的过程中产生更大的尺寸排斥

效应，从而产生较大的电流下降振幅。

图 6. COF-1.3 nm 组装的纳米毛细管的电流轨迹图

图 7. 腺嘌呤均聚物（a-c）和胞嘧啶均聚物（d-f）的数据

统计分析图

表 1：不同碱基 DNA 易位时间和下降振幅对比

调研文献发现，当把电解质溶液由 1M 的 KCl 溶液

换成4M 的 LiCl 作为电解液时，DNA 的易位时间会得到

进一步的增加。所以接下来我们进行了改变电解质溶液

的 DNA 过孔行为的研究。得到的轨迹图如图 8所示，通

过对易位事件分析，得到了同样类似于在 KCl 作为电解

液的数据图，但是易位时间提高了 1~2 倍左右，说明使

用 LiCl 作为电解质溶液，有利于易位时间的进一步增
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加，从而有利于 DNA 过孔时间分辨率的提高。

图 8. LiCl 作为电解液的电流轨迹图

3 总结

本文提出了采用新型二维COF材料进行纳米孔检测

的策略，进行了两种碱基的识别研究，结果表明制备的

纳米孔可以进行两种碱基的易位时间和下降振幅的区

分。相比于传统纳米孔材料，新型二维 COF 材料不仅在

材料的厚度上得到了优化，同时也减缓了 DNA 过孔的易

位时间。新型材料的使用，为纳米孔测序的开发和基本

机制的研究提供了新途径，这为实现纳米孔进行 DNA 的

单分子检测提供了基础。
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