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纳米通道单分子检测 P53 蛋白与 DNA 的弱相互作用 
应佚伦 a    张星 a    刘钰 a    薛梦竹 b    李洪林 b,c    龙亿涛*,a 

(a华东理工大学上海市功能性材料化学重点实验室  上海 200237) 
(b华东理工大学药学院  上海 200237)  

(c中国科学院上海药物研究所药物发现与设计中心  上海 201203) 

摘要  利用基于 α-溶血素(α-HL)的纳米通道单分子检测技术在单分子水平上探测位于肿瘤抑制蛋白 P53 DNA 结合域

的多肽分子(P53-P)与含有 p21waf1/cip1 基因结合域的双链 DNA (B40)之间弱相互作用. 在电场力的作用下, 单个

P53-P/B40 复合物被 α-HL 纳米通道捕获并限制在其前庭中. 通过空间限域作用, P53-P 与 B40 之间的弱相互作用被放

大为具有显著电压依赖性的复合物-α-HL 间强烈的相互作用, 从而产生极易分辨的离子流特征阻断信号. 统计分析特

征阻断信号显示 P53-P与B40之间的弱相互作用使得B40产生微小的构型变化. 分子对接模拟进一步证明, P53-P能够

插入 B40 的小沟并使得小沟间距变窄. 因此, 基于 α-HL 的纳米通道单分子检测技术可以作为研究单个生物大分子间

弱相互作用的超灵敏分析方法. 
关键词  纳米通道单分子检测技术; α-溶血素; P53 蛋白; 弱相互作用 

 

Single Molecule Study of the Weak Biological Interactions Between  
P53 and DNA 
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Abstract  Many important cellular events, including protein-DNA interactions, are attributed to weak interactions. Almost 
all of the known biological functions of P53 depend critically upon its DNA-binding properties via numerous weak interac-
tions. At the single-molecule level, information about the weak interactions between each residue of the P53 DNA binding 
domain (P53 DBD) and DNA is essential for understanding the biological function of P53 and for anti-cancer drug design. 
Here, we used the α-hemolysin (α-HL) pore to detect the weak interaction between a peptide of the P53 DBD (P53-P) and a 
40-bp double-stranded DNA (B40) that includes the p21waf1/cip1 DNA response element. The weak interactions in the complex 
of p53-P and B40 (p53-P:B40) produce a unique current trace through an α-HL nanopore with diagnostic ionic current 
blockages. Each current trace at a particular potential is related to the characterized behavior of captured p53-P:B40. 
Nanopore analysis indicates that the conformation of B40 might be changed by binding to p53-P, this change is confirmed by 
the molecule docking simulation. In the presence of the weak interactions between p53-P and B40, the analyte exhibits an 
increase in the rate constant of association with the nanopore vestibule. This reveals that the analyte-pore interactions could 
be enhanced by the weak interactions between p53-P and B40. The distorted B40 might be prone to translocate through the 
narrow constriction in the nanopore at the higher potential (＞＋120 mV). Moreover, our findings demonstrate that the struc-
ture of distorted B40 in p53-P:B40 could be broken by the electric force. Our results support the possibility of identifying the 
weak interaction between two biomolecules. In addition, the analyte-pore association rate constant could be used to estimate 
the weak binding energy between different parts of the p53 binding domain and the target sequence. The signatures of the 
current trace may assist in the prediction of the conformational changes of biomolecules at the single-molecule level. Our 
observations suggest that a biological α-HL nanopore could be a candidate biosensor for predicting the conformational 
changes that result from weak interactions. 
Keywords  nanopore; α-hemolysin; P53; weak interaction    
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1  引言 

蛋白质-靶分子间弱相互作用广泛存在于重要的细

胞活动中. 其中蛋白质-dsDNA 间弱相互作用涉及到每

一个转录因子特异性识别靶分子的过程中, 引导转录因

子与特定的基因位点相结合并触发转录[1]. 转录因子

P53 蛋白作为细胞生长周期中的负调节因子, 与细胞周

期的调控、DNA 修复、细胞分化、细胞凋亡等重要的

生命活动相关 [2]. 当 DNA 受损时, P53 蛋白将刺激

p21waf1/cip1 基因表达, 从而阻止细胞恶性生长[3]. 文献报

道, 转录因子 P53 的突变存在于近半数人类癌症中[4], 
并主要发生在其 dsDNA 结合域(P53 DBD)上[5]. P53 
DBD 由一个 β-三明治结构形成的脚手架支撑两个大环

和一个环-片层-螺旋结构[2], 其各个部分都参与了特异

性识别 dsDNA 的过程并使得 dsDNA 弯曲 40°～60°[6]. 
其中, 大环上的Arg248能够通过弱相互作用插入 dsDNA
的小沟[6]. 因此, 在单分子水平上研究 P53 DBD 与特异

性 dsDNA 之间的弱相互作用有助于理解 P53 DBD 的特

异性识别的机制, 可为癌症药物的筛选提供有效的单分

子检测手段.  
纳米通道单分子检测技术是一种根据单个生物分

子在电场力驱动下穿过纳米尺寸孔道时产生的特征离

子流信号在单个分子水平上研究生物分子个体行为的

分析方法.[7] 生物通道蛋白 α-溶血素(α-HL)能够在磷脂

双分子层膜表面上自组装形成七聚体的跨膜通道, 使得

膜内外离子、水和其他的低分子质量物质的通透性增加, 
最终致使红细胞等溶解死亡[8]. 生物纳米通道单分子检

测技术从自然现象获取灵感, 采用提取自金黄色葡萄球

菌的七聚体 α-HL 作为纳米通道元件[7a]. 实验中, α-HL
在磷脂双分子层上形成最窄处为1.4 nm的跨膜通道, 使
得单个生物分子依次进入纳米通道, 实现单分子检测[7]. 
目前, 基于 α-溶血素(α-HL)的生物纳米通道单分子检测

技术已应用于检测研究 DNA 损伤[9]、分析单个多肽结

构[10]及蛋白质构型[11]、探测识别单个 DNA 与靶分子间

相互作用[12]、检测有机小分子化合物[13], 并有望实现基

于单分子水平的 DNA 测序[14]. 与单分子荧光等检测方

法相比, 纳米通道单分子检测技术无需光学元件及荧光

标记, 直接通过监测离子阻断电流以研究生物分子间相

互作用[15]. 文献报道, 纳米通道单分子检测技术可以检

测生物素修饰的 DNA 与抗生素蛋白间的高结合力[16]. 

然而, 细胞活动均涉及到生物分子间弱相互作用及与之

功能相关的构象变化. 因此, 利用生物纳米通道单分子

检测技术在单分子水平上检测生物分子间弱相互作用

是十分重要的. 本研究选择位于 P53 DBD 上一段含有

DNA 结合突变位点 Arg248 的氨基酸序列 233～257 
(P53-P), 以研究 P53-P 与含有 p21waf1/cip1 基因结合域的

双链 DNA (B40)之间的弱相互作用以及其引致的

dsDNA 构象变化(图 1)[18]. 文献报道, 四个 P53 DBD 以

交错的形式结合在 p21waf1/cip1 基因中[6a]. 如图 1a 所示, 
每个 P53-P 多肽与 B40 中的四分之一位点结合 [6]. 
P53-P/B40 复合物在电场力的驱动下进入本研究构建的

α-HL 生物纳米通道. 由于 α-HL 生物纳米通道最窄处仅

为 1.4 nm 限制了复合物的通过, 使得复合物停留在

α-HL 前庭中. 因此, P53-P 与 B40 之间的弱相互作用由

于空间限域作用被放大为复合物与 α-HL 间强烈的相互

作用, 从而产生极易分辨的离子流特征阻断信号. 通过

对特征阻断信号统计分析表明, P53-P 与 B40 之间的弱

相互作用使得 B40 产生微小的构型变化. 因此, 基于

α-HL 生物纳米通道单分子检测技术可用以预测由弱相

互作用引致的生物分子微小的构型变化. 

2  结果与讨论 

2.1  α-HL 生物纳米通道检测单个 B40 分子 

为了实现在单分子水平上检测 P53-P与B40间弱相

互作用, α-HL 生物纳米通道单分子传感器首先应能识

别单个 B40 分子产生的特征离子流阻断信号. 基于此, 
本研究第一步利用 α-HL 生物纳米通道检测单个 B40 分

子. 本研究将单个离子流阻断信号的阻断电流定义为 I, 
α-HL 的开孔电流定义为 I0, 则单个生物分子造成的纳

米通道单分子事件阻断电流可表示为 I/I0. 同样地, 我
们将单个离子流阻断信号的阻断时间定义为 τoff, 相邻

两个单分子阻断事件的间隔定义为 τon. 在电压的驱动

下, B40进入 α-HL的前庭(cis端)并且其纳米通道单分子 

 

图 1  基于 α-HL 的生物纳米通道单分子检测技术检测 P53-P 与 B40 间弱相互作用示意图 
Figure 1  Detection of weak interactions between P53-P and B40 by an α-HL nanopore 
(a) A biological α-HL nanopore is embedded in a lipid bilayer. The potential across the bilayer membrane is applied through Ag/AgCl electrodes. Each of the four 
bound P53-P peptides occupies a single pentanucleotide quarter-site of B40 and faces outward, away from the DNA, in the same direction. (b) The model of the 
structures of P53-P. (c) The sequences of P53-P and B40. B40 contains the 20-bp p21waf1/cip1 DNA response element, as shown in the box. 
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图 2  α-HL 生物纳米通道单分子技术检测 0.25 μmol•L－1 B40 
Figure 2  Detection of 0.25 μmol•L－1 B40 by an α-HL nanopore 
The histograms of the blockage current at an applied potential of ＋100 mV (a), ＋120 mV (b) or ＋150 mV (c). The current distributions could be fitted to Gaus-
sian functions. (d) Scatter plots of the current transient of B40 at ＋150 mV. The events could be divided into three distributions: PI in the yellow block, PII-I in the 
blue block and PII-II in the red block. (e) Independence of τoff-short and the applied potential. The values of τoff-short were obtained by fitting the short durations of 
events in PI and PII-I to single exponential functions. (f) The plots of τoff-long versus the applied potential. The values of τoff-long were obtained by fitting the long dura-
tions in PII-II to single exponential functions. 

行为显示出强烈的电压依赖特性. 在＋100 mV 电压驱

动下, B40 单分子事件组成的阻断电流直方图呈现一个

高斯峰分布 PI(图 2a). 当电压升高至＞＋120 mV, B40
阻断电流呈现如图 2b, 2c所示两个高斯峰, 定义为 PI与
PII. 可见, 随着电压的增大, B40 阻断事件落于 PI 的概

率降低, 而落于 PII 的概率增加. 根据文献报道可推测

得到具有较小阻断电流的 PI 是由于 B40 碰撞 α-HL cis
端入口处造成的[19]; 具有较大阻断电流的 PII 是因为

B40 被 α-HL 前庭捕获从而较大程度地阻断离子流 [20]. 
如图 2d 所示, PII 可以被进一步划分为两个区间, 即阻

断时间小于 5 ms 的 PII-I 及阻断时间大于 5 ms 的 PII-II. 
这两个分布区间表明 B40 被 α-HL 捕获后具有两种可能

的纳米通道单分子行为: 第一种为B40在熵反冲力的作

用下退出 α-HL, 产生较短阻断时间的单分子事件分布

即 PII-I; 第二种为 B40 持续逗留在 α-HL 的前庭, 产生

分布在 PII-I 内具有较长阻断时间的单分子事件. 统计

分布于 PI 和 PII-I区间的单分子事件的阻断时间(τoff-short)
可知, τoff-short在＋70～＋150 mV 驱动电压下基本保持不

变(图 2e). 据此可进一步证实这些单分子事件是由于单

个 B40 分子碰撞造成的 . 文献报道 , 含有 9 个

Watson-Crick碱基对的发夹型DNA分子会在 α-HL前庭

发生自发解链过程, 使得纳米通道信号呈现多个电流阻

断台阶[21]. 如图 S1(见辅助材料)所示, 本研究中单个

B40 分子在＋70～＋150 mV 电压驱动下进入并逗留在

α-HL 前庭时均产生底部平坦的离子阻断信号. 这说明, 
B40 稳定的双链构型使其不会在 α-HL 前庭中发生自发

解链行为并穿过 α-HL. 统计结果显示, 位于 PII-II 中阻

断事件时间(τoff-long)随着电压增高而增大. 这是由于带

负电荷 B40 被 α-HL 捕获后在高电场力的作用下需要更

长的时间调整自身构型, 最终完成其从 cis 端退出 α-HL
前庭的过程. 因此, 我们可以通过监测位于 PII-II 分布

内反映 B40 构型的纳米通道单分子捕获事件, 从而研究

由弱相互作用引起的 B40 分子构型变化. 

2.2  α-HL 生物纳米通道检测 P53-P 与 B40 之间的弱

相互作用 

α-HL 生物纳米通道单分子检测实验中, P53-P 与

B40经预杂化后加入 α-HL的 cis端. 如图 1b所示, P53-P
由一个环和一个 β-折叠组成. 一个 P53-P 分子在＋80～
＋130 mV 驱动电压下产生具有较短阻断时间的碰撞事

件(图 S2～S5 及表 S1, S2). 实验结果显示, P53-P/B40 复

合物在＋80 mV 驱动电压下碰撞 α-HL cis 端入口处, 产
生具有较短阻断时间且阻断电流分布在 I/I0＝0.2～0.6
的 type 1 型阻断事件(图 3a, 3b 及图 S6). 由于待测溶液

中存在 P53-P/B40 复合物与游离态 P53-P 及 B40 之间的

动态平衡. 此外, ＋80 mV 下单个 B40 的碰撞事件也均

具有阻断时间短(τoff＜5 ms)的特性(图 2e). 据此, ＋80 



  
化 学 学 报 研究论文  

  
 
Acta Chim. Sinica 2013, 71, 44—50 © 2013 Shanghai Institute of Organic Chemistry, Chinese Academy of Sciences http://sioc-journal.cn    47 

mV 驱动电压下 P53-P/B40 纳米通道单分子实验中的短

阻断时间事件中包括体系中游离态 P53-P和B40碰撞事

件. 当驱动电压上升到＋100 mV, 单个 P53-P/B40 复合

物会被 α-HL 捕获并被限制在前庭内, 从而造成如图 3c, 
3d 所示具有长阻断时间及高阻断电流特性的单分子阻

断事件. 为保证统计分析准确性, 我们排除所有短阻断

事件(τoff＜5 ms)仅对阻断时间大于 5 ms 的捕获事件进

行进一步分析. 统计发现, 有一部分捕获事件的阻断时

间持续长达数秒(图 3d)并占总捕获事件量的 56%. 这些

捕获事件可以被分类为 type 2 和 type 3. 与＋100 mV 到

＋150 mV 驱动电压下 B40 单分子阻断事件相比, type 2
和 type 3 的事件具有显著的离子流震动特征. Bayley 教

授课题组[20b]研究表明一条单链 DNA 通过由其互补链

修饰的 α-HL纳米通道时会产生明显的离子流波动信号. 
特征信号中, 向上离子流波动被认为是单链 DNA 整体

进入 α-HL 前庭产生的; 向下离子流波动被证明是由待

测单链DNA前端进入α-HL的 β桶状结构造成的[20b]. 因
此, 在本研究中具有向上离子流波动特征的 type 2 阻断

信号显示 P53-P/B40 复合物阻塞 β桶状结构的入口处并

不时由于位阻效应退回 α-HL 前庭中; 具有向下离子流

波动特征的 type 3阻断信号揭示该复合物试图穿过桶状

结构最窄处. 通过分析 P53-P/B40 复合物的纳米通道单

分子行为可推测得到, B40 与 P53-P 之间弱相互作用力

引致的 B40 构型变化使得 B40 能够进一步探索 α-HL 最

窄处, 产生具有明显离子流波动的阻断信号. 
分子对接模拟进一步证实了纳米通道实验结论. 如

图 2e 所示, P53-P 多肽中带正电的 Arg248与带负电荷的

磷酸骨架之间产生静电作用, 从而插入B40的CATG小

沟区域. 此外, 位于 P53 DBD 环上的 Ser 残基(Ser240, 
Ser241)通过氢键作用与磷酸骨架结合(图 3e). 由于这些

相互作用的存在使得结合位点处的小沟宽度变窄(图

S7), 从而使得P53-P/B40复合物产生试图通过纳米通道

的行为. 然而 β桶状结构的最窄处限制了 P53-P/B40 复

合物的进一步的穿孔行为, 且复合物中疏水性 P53-P 多

肽也会阻碍其进入疏水性的 β 桶状结构. 因而, 空间限

域的作用使得 P53-P/B40 复合物在＋100 mV 驱动力下

产生形如 type 2 和 type 3 的特征阻断信号.  

2.3  P53-P/B40复合物的α-HL生物纳米通道电压依赖

效应 

当驱动电压升高到＋120 mV 时, P53-P/B40 复合物

的 α-HL 生物纳米通道捕获事件量随之增加(图 4a). 然
而, 在所有捕获事件中不存在形如 type 2 和 type 3 的特

征信号. 约 47%捕获事件具有形如图 4b 所示的特征信

号并可将其归类为 type 4. 该特征信号由一个具有离子

流波动特性的阻断电流台阶(step)和一个尾端电流脉冲

(spike)组成. 与 type 4 事件中 step 类型不同的是, 在捕

获事件中有部分特征信号含有一个平稳的电流台阶, 如
type 5 所示(图 4b). 由于 B40 在＋70 mV 到＋150 mV 驱

动电压下均未发现含有 spike的捕获事件, 可推测 type 4
和 type 5 事件是由于高电压下 P53-P 与 B40 之间的弱相

互作用引致的 P53-P/B40 复合物在 α-HL 腔体内行为造

成的. 文献报道, Watson-Crick 碱基对通过分析物-α-HL
相互作用在 α-HL 腔体内发生自发解链过程[21]. ＋100 
mV 下 P53-P/B40 复合物的纳米通道分析表明 B40 发生

微小的构型变化且分子对接模拟结果显示 B40 的小沟

在 P53-P 的作用下略微变窄. 因此, 与较低驱动电压下

(＋100 mV)的单分子行为相比, 具有微小构型变化的

B40 在＋120 mV 高驱动电压下被限制在 α-HL 前庭后, 
经历更加强烈的分析物-α-HL 相互作用, 从而加剧其具

体构型变化. ＋120 mV驱动电压下P53-P/B40复合物和

B40 与 α-HL 间的结合常数(Ka)经计算分别为 4.9×104

 
图 3  α-HL 生物纳米通道单分子技术在＋80 mV 和＋100 mV 驱动电压下检测单个 P53-P/B40 复合物 
Figure 3  Detection of P53-P:B40 by an α-HL at applied potentials of ＋80 and ＋100 mV, respectively 
(a) A histogram of the blockage current for P53-P:B40 at an applied potential of ＋80 mV. (b) The raw data for P53-P:B40 at an applied potential of ＋80 mV. (c) 
A histogram of the blockage current for P53-P:B40 at an applied potential of ＋100 mV. The captured events of p53-P:B40 fall into the distribution at a higher 
blockage current ranging from I/I0＝0.6 to 1.0. (d) The typical current trace for p53-P:B40 at an applied potential of ＋100 mV. The current trace with excess noise 
at a higher current state is classified as type 2. The current trace with excess noise at a lower current state is classified as type 3. (e) Conformational changes of B40 
upon P53-P binding. The binding sites for P53-P and B40 are labeled as Ser241, Ser240 and Arg248 and Gua1013, Thy1012, Ade1011 and Cyt1010, respectively.   
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图 4  α-HL生物纳米通道单分子技术在＋120 mV和＋135 mV驱动电

压下检测单个 P53-P/B40 复合物. 
Figure 4  Detection of P53-P:B40 by an α-HL at applied potentials of 
＋120 and ＋135 mV, respectively 
(a) A histogram of the blockage current for P53-P:B40 at an applied potential 
of ＋120 mV. (b) The current traces for P53-P:B40 at an applied potential of 
＋120 mV. The type 4 event exhibits a “spike” followed by excess noise. The 
type 5 event exhibits a “spike” following by the steady “step”. (c) A histogram 
of the blockage current for P53-P:B40 at an applied potential of ＋135 mV.  
(d) The typical current trace for P53-P:B40 at an applied potential of ＋120 
mV. The current traces were categorized as type 5. 

和 2.4×104 L•mol－1, 揭示P53-P与B40弱相互作用引起

的 B40 分子微小构型变化增强了分析物与 α-HL 间的相

互作用. 然而, 分析每一个 type 4 和 type 5 的事件得到

spike 阻断时间(τoff-spike)为(1.40±0.13) ms, 是构成 B40
的单链 DNA 通过纳米通道阻断时间的四倍(图 S8). 此
外, 将 P53-P 加入 α-HL trans 端进行纳米通道单分子实

验后发现 , 由于疏水-疏水相互作用使得疏水性的

P53-P通过疏水性的 β桶状结构的时间长达 10到100 ms. 
因此, 结合复合物 spike 的阻断时间可推断, 高驱动电

压下强烈的分析物-α-HL 间相互作用并没有使得 P53-P
多肽从复合物上解离通过 α-HL, 也未能使得构型发生

变化的 B40 解链后以单链形式通过孔道. 据此, ＋120 
mV 下 P53-P/B40 复合物纳米通道单分子行为模型为: 
P53-P/B40 复合物在电压驱动下被 α-HL 捕获并阻断部

分流经孔道的离子流, 产生 step 离子流阻断信号, 随后

该复合物持续被限制在前庭直至分析物-α-HL 相互作用

使得B40微小构型变化发生显著增强, 而后B40试图穿

过纳米通道引起阻断电流进一步增强至 I/I0 ＝

0.97±0.02. 然而, B40 构型变化的程度不足以发生解链

现象, 最终B40未能穿过 α-HL纳米通道而是从 cis端退

出并重新进入待测溶液中, 离子流随即恢复到开孔状

态.  
当驱动电压进一步升高至＋135 mV 时, 实验数据

统计发现位于高阻断电流区间 I/I0＝0.6～1.0 的捕获信

号增加(图 4c)并且形如 type 5 的捕获信号约占总捕获信

号的90%(图4d). 与＋120 mV驱动电压下所得到的 type 
4 相比, ＋135 mV 驱动电压使得 step 阻断时间(τoff-step)
从(1165±21) ms 减小至(530±14) ms. 与 P53-P/B40 复

合物纳米通道单分子统计结果相反, 单个 B40 分子限制

在 α-HL 内的时间随着电压的增大而增大(图 2f). 可见, 
在高驱动电压下复合物中 B40 更容易转变成适合进入

α-HL β 筒状结构入口处的构型, 从而使得特征信号具

有较短的 step 阻断时间. ＋135 mV 驱动电压下, 形如

type 5 特征信号的 τoff-spike为(1.35±0.16) ms. τoff-spike的非

电压依赖特性进一步证明 P53-P/B40 复合物最终未能穿

过 α-HL 最窄处. 通过计算可得, ＋135 mV 和＋120 mV
驱动电压下 P53-P/B40 复合物与 α-HL 的结合常数 Ka分

别为 8.4×104和 4.9×104 L•mol－1. 由此可知, P53-P/B40
复合物与 α-HL 结合能力随电压的增高而增大. 据此推

测可得, 增强的电场驱动力使得负电性 B40 和纳米通道

前庭之间的相互作用增强, 从而导致由 P53-P 与 B40 弱

相互作用引起的 B40 微小构型变化进一步加剧为较显

著的构型变化. 因此, 基于 α-HL 的纳米通道单分子检

测技术可以通过空间限域的方式在高电压下放大生物

分子间的弱相互作用.  

3  结论 

综上所述, 利用基于 α-HL 的生物纳米通道检测了

P53-P 与 B40 之间的弱相互作用. 纳米通道单分子分析

显示 B40 的构型由于 P53-P 的结合发生了微小的变化. 
该结论被分子对接模拟结果进一步证实. 通过空间限域

的作用, P53-P/B40 复合物被限制在 α-HL 的前庭, 使得

P53-P 与 B40 之间的弱相互作用转化为强烈的分析物- 
α-HL 相互作用, 显示为可识别的特征阻断信号. 通过

对每一个特定电压下特征捕获信号统计分析可得

P53-P/B40 复合物纳米通道单分子行为具有强烈的电压

依赖性. 高驱动电压(＞＋120 mV)下, P53-P/B40-α-HL
间强烈的相互作用会使得复合物中 B40 的构型发生进

一步的变化, 从而使得复合物更倾向于进入 α-HL β 桶

状结构入口处. 本研究基于空间限域思想构建的纳米通

道单分子检测方法可用以检测其他生物大分子间的弱

相互作用. 尤其是, 离子流特征阻断信号可用以在单分

子水平上研究生物大分子之间由弱相互作用引起的构

象变化. 

4  实验部分 

4.1  实验试剂 

α-HL 购买于 Sigma-Aldrich 公司, 使用时未进一步

纯化 . DPhPC (Diphytanoyl-phosphatidyl-choline)购自

Avanti Polar Lipids 公司. 本实验根据已知序列(PDB 
code: 1TUP)设计 P53-P 与 B40 的序列. 寡聚脱氧核苷酸

链由 Invitrogen Life Technologies 公司合成. 为了形成
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B40, 单链 DNA 溶液先在 95 ℃退火 10 min, 后冷却至

室温. 实验时, 在 1 mL cis 端检测池内 B40 的浓度为

0.25 μmol•L－1. 对照实验中, 采用的 B40 单链 DNA 在 1 
mL cis端检测池内浓度为0.15 μmol•L－1, 序列为5' TGG 
CCA TCA GGA ACA TGT CCC AAC ATG TTG AGC 
TCT GGC A 3'. 

P53-P 由 SANGON Biotech 公司合成. 实验前, 将
P53-P 溶解于 0.5%二甲基亚砜水溶液中(10 mmol•L－1 
Tris-EDTA, pH＝7.8)并通过 TCEP (Pierce 公司)处理. 
纳米通道单分子实验时, P53-P 在 1 mL cis 端检测池及 1 
mL trans 端检测池中的浓度为 6.2 μmol•L－1. 在 α-HL 生

物纳米通道检测单个 P53-P/B40 复合物实验中, 0.62 
nmol P53-P 提前与 0.14 nmol B40 混合后注入 1 mL cis
端检测池. 本实验所用试剂除特别提到外均为分析纯, 
实验用水为二次蒸馏水. 

4.2  纳米通道单分子检测实验 

正如我们过去的文章中已报道的纳米通道单分子

检测实验步骤[10d,10e,12c,12d], 本实验通过一对 Ag/AgCl 电
极向磷脂双分子层膜两端施加驱动电压并指定 trans 端

为虚拟地. cis 与 trans 检测池中分别加入含 1 mol•L－1 
KCl 的 10 mmol•L－1 Tris-EDTA 溶液(pH 7.8). 待形成稳

定的磷脂双分子层膜后, 在 cis 端检测池中加入 10 μL 
15 μg/mL α-HL. 当 α-HL 在磷脂双分子层膜上自组装形

成一个稳定的纳米通道时, 离子流将产生量子化阶跃即

得到开孔电流. 随后, 将待测生物分子加入检测池中, 
在 3 kHz滤波下以 10 kHz采样频率进行信号记录. 本实

验采用Dagan公司的ChemClamp 电流放大器以及Axon 
Instruments 公司 DigiData 1440A 数模转换器.  

4.3  纳米通道单分子统计数据处理 

数据处理时, 将 I/I0＜15 pA 的事件视为噪音干扰, 
不做进一步分析. 每一个阻断电流大于 15 pA 的事件均

通过自编 Matlab 软件处理得到其阻断电流及阻断时间. 
统计柱状图阈值(h)的计算公式为[22]: 

h＝3.5σ×n－1/3  
其中 σ为统计事件的标准偏差值, n 为统计事件个数.  

分析物-α-HL 相互作用结合常数 kon、解离常数 koff

及平衡常数 Ka计算公式分别为: 
kon＝1/(τoncanalyte) 
koff＝1/τoff 

Ka＝kon/koff 
其中, canalyte为分析物在检测池中的浓度. 
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