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石墨烯纳米孔的制备及 λ-DNA 穿孔初步研究 
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摘要  纳米孔测序是有可能实现“$1,000 Genome”目标的技术之一. 近年来, 研究较多的纳米孔有蛋白质纳米孔和硅

基材料的固态纳米孔. 蛋白孔寿命比较短, 而基于硅基底的固态纳米孔深度显著超过单链DNA相邻碱基的间距, 所以, 
无法实现 DNA 的单个碱基的分辨. 作者用聚焦离子束先制造氮化硅基底, 并在该基底上铺设石墨烯, 再用聚焦电子束

刻蚀石墨烯, 获得直径 10 nm 以下的纳米孔, 初步分析了 DNA 穿越纳米孔时产生的电信号及穿孔噪音, 向单层石墨烯

纳米孔测序 DNA 迈出了一步.  
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Abstract  Nanopore sequencing is among the most promising technologies to achieve the goals of the “$1,000 Genome.” 
Two major types of nanopores have been extensively investigated, protein and silicon-based solid-state nanopores. However, 
protein pores are short-lived and the length of solid-state nanopores is much larger than the distance between adjacent bases, 
resulting in incapability to discriminate individual bases along the single-stranded DNA molecules. In this paper, we report 
λ-DNA translocations through graphene nanopore. A large nanopore with diameter of about 30 nm on silicon nitride sub-
strates were first fabricated using focused ion beam (FIB) system under the beam current of 2 pA, accelerating voltage of 30 
kV and sculpting time of 1 s. Individual graphene membranes were suspended onto the substrates to cover the large pore, and 
nanopores with a diameter less than 10 nm are sculpted in the graphene sheet by focused electron beam (FEB) from a trans-
mission electron microscope (TEM) under a 400 kx magnification times and 300 kV accelerating voltage at 1×105～5×105 
A/m2 current density for 2～3 min. The edges of these graphene nanopores became smoother and sharper when the tempera-
ture was increased to about 450 ℃, which might help to lower interactions between graphene nanopores and the analytes. 
The signals of DNA translocation through graphene nanopores had been recorded using a patch clamp amplifier at 10 kHz 
sampling frequency filtered at 5 kHz via an integrated four-pole low-pass Bessel filter. Analyses of the DNA translocation 
current traces indicated that different conformations of DNA molecules may exist during entrance into nanopores. In addi-
tion, our overall detection platform had a low noise amplitude of around 10 pA, which allowed more sensitive signal detec-
tion. Taken together, our observations demonstrate that graphene nanopores are feasible for DNA sensing, leading a forward 
step towards single-molecule DNA sequencing using monolayered graphene nanopores. 
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1  引言 

DNA 测序技术可划分为三代, 第一代为 Sanger 双

脱氧终止法测序, 除 Sanger 测序技术外, 所有靶 DNA
片段经扩增后而测序的技术为第二代测序技术[1], 其突

出优点是速度快、通量高和费用低, 已广泛应用于生命

科学的多个领域, 如致癌突变[2]、基于基因组测序的个

性化医疗[3]、法医学[4]等. 虽然在近十多年第二代测序技

术使费用降低了约 5 个量级[5], 但测序费用仍然是个性

化基因组测序的主要限制因素, 另外, 测序精度、读长

和通量也未达到人们所期待的标准. 第三代测序技术则

是以单分子 DNA 为对象的非标记测序技术[1], 在多种

单分子测序技术中, 许多人认为纳米孔测序是有望在测

序精度、读长、通量和费用(简称四项黄金标准)方面取

得突破的测序技术之一[6]. 纳米孔测序的理念由哈佛大

学的 Church及其同事[7]在 20 世纪 90 年代提出, 1996 年, 
Branton小组[8]报道了用α-溶血素(α-hemolysin)纳米孔检

测 DNA 穿越纳米孔的实验结果, 创造性地预测了纳米

孔 DNA 测序的可能性[9]. 这一方法引领了近 20 年来的

纳米孔研究浪潮[10], 但由于蛋白纳米孔易老化、不耐受

高压等缺点 [11], 研究者致力于寻找新的替代纳米孔 . 
2001 年, Branton 小组[12]用聚焦离子束(FIB)首次在氮化

硅(Si3N4)基底上制备了固态纳米孔. 紧接着, Dekker 小

组[13]利用 TEM 电子束在二氧化硅(SiO2)基底上也刻蚀

出纳米孔, 并实现了精确控制. 更多其他的制造固态纳

米孔的方法也在这一时期被报道, 包括重离子潜径迹刻

蚀纳米孔[14]、DNA 折纸术纳米孔[15]、单壁碳纳米管纳

米孔[16,17]、玻璃纳米孔[18]等. 同时, 制造固态纳米孔的

材料也随之得到了极大的发展, 最初的氮化硅、二氧化

硅, 到塑料[14]、氮化硼[19]等都促进了纳米孔制备技术的

发展. 更重要的是, 使用纳米孔的检测物范围也不断扩

大 , 从传统的寡核苷酸 [20～22]到蛋白质 [23]、金纳米颗   
粒[24]、有毒分子[25]等.  

虽然固态纳米孔有蛋白孔所不具备的优点, 如大小

可控、稳定性好, 但相对于蛋白孔, 这些纳米孔都不太

适合在原子级别上检测 DNA 穿孔时特异碱基的信号, 
因为它们厚度普遍太大, 远远超过单链 DNA 中相邻碱

基之间的间距(约 0.7 nm). 最近, 有 5 个独立的研究小

组相继报道了石墨烯纳米孔的制备与测序研究[26～30], 
向真实测序迈进了一步. 如果未来所用石墨烯能准确达

到单层厚度, 再加上其他手段, 就有望突破逐一识别碱

基的难关.  
本研究将利用多层石墨烯铺设到经FIB刻蚀而带有

直径约 30 nm 纳米孔的氮化硅基底上, 再利用 TEM 的

FEB 刻蚀石墨烯, 从而获得 10 nm 以下纳米孔. 制备好

的石墨烯纳米孔再置于连接膜片钳放大器的电泳装置

(图 1)中, 检测 λ-DNA 穿孔的电信号. 初步结果表明这

一检测装置是可行的, 为将来更加精密的 DNA 穿孔检

测奠定了基础.  

 

图 1  石墨烯纳米孔 DNA 穿孔检测原理图 
Figure 1  Schematic of DNA translocation detection in graphene 
nanopores 

2  结果与讨论 

2.1  氮化硅纳米孔表征 

采用射束电流 2 pA, 加速电压 30 kV, 离子束作用

时间为 1 s 的操作参数, 得到了直径在 30 nm 左右的氮

化硅纳米孔(图 2).  

 
图 2  FIB 刻蚀纳米孔结果 
Figure 2  FIB-sculpted nanopore 
A SEM image indicated that the Si3N4 nanopore fabricated by focused ion 
beam had a tapered angle 

不同于 TEM 直接在氮化硅上打孔形成的沙漏形结

构[31], FIB 制孔通常会形成一边开口大一边开口小的单

面锥体(图 2), 并有利于 DNA 穿孔[32].  

2.2  石墨烯纳米孔表征 

在透射电镜(Titan 80～300 kV, 美国 FEI 公司, 装
备像差校正器)上刻蚀出的石墨烯纳米孔(图 3), 通常在

300 kV 下, 使用 400～550 KX 放大倍数, 显示打孔时的

电流密度为 1×105～5×105 A/m2. 其中图 3a 是在聚碳

酸酯薄膜上的石墨烯; 图 3b 是在氮化硅纳米孔上的石

墨烯, 可以看到衬度变化明显的区域就是氮化硅基底上

的纳米孔边缘; 图 3c 是图 3b 的局部放大, 可以看到在

石墨烯边缘层数较多. 这也印证了实验打孔中所要时间

比较长(约 2～3 min), 而通常在 20 s 即可在单层石墨烯
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上打出纳米孔. 当电子束辐照时间延长时, 其边缘缺陷

会相对增多, 直至最后完全无定形化.  

 

图 3  TEM 刻蚀石墨烯结果图 
Figure 3  TEM sculpted graphene 
(a) A graphene nanopore on polycarbonate. (b) A graphene nanopore on Si3N4. 
(c) A magnified image of the area outlined in (b). (d) An FEB-sculpted Si3N4 
nanopore. 

此外, 刻蚀温度对石墨烯纳米孔的边缘有明显影

响. 在同一电镜下, 当温度升到 300 ℃时, 纳米孔边缘

通常会呈现环状; 当温度升高到 450 ℃, 纳米孔边缘就

会更加锐利, 这是由于高温能促进碳材料的自修复所

致. 同时, 我们发现在氮化硅薄膜上直接使用 FEB 刻蚀

纳米孔, 会耗时更长, 图 3d中的氮化硅纳米孔在采用上

述刻蚀条件下的打孔时间就接近 1 h, 虽然用 FEB 在较

厚的氮化硅薄膜上打孔耗时较长, 但纳米孔边缘比 FIB
加工的纳米孔更加光滑.  

2.3  λ-DNA 穿孔初步信号 

使用 λ-DNA 作为初步研究可以帮助我们建立起整

个石墨烯纳米孔的检测系统, 为 DNA 测序奠定基础. 
通常对于较小孔径的纳米孔, DNA 穿孔速度会更快, 而
孔径较大时 , 其滞留时间则会变长 . 实验结果显示 , 
DNA 穿孔事件本身的滞留时间(τ)较长, 这可能是由于

λ-DNA 本身在溶液状态会产生构象折叠并与纳米孔边

缘相互作用导致的[33], 所以会得到特征不同的信号图

像(图 4).  
对称折叠的 λ-DNA, 由于单位时间内更多部分的

DNA 分子链穿过纳米孔, 此时阻滞电流(Ib)下降的程度

也更大, 同时, 也会缩短整个分子的滞留时间, 这与以

往 DNA 穿越纳米孔的现象相符[34]. 实际上, DNA 在溶

液中存在不止图中的三种形态. 通过对其电流信号求积

分可以获得事件电荷补偿(event charge deficit, ecd)数[34],  

 
图 4  DNA 穿孔信号 
Figure 4  Signal detection of DNA translocation through nanopore 
(a) Folded DNA first entered the pore. (b) Unfolded DNA first entered the 
pore. (c) Linear DNA translocation. 

即
end

bstart
( )decd I t t I τΔ∫ i＝ ＝ 　＝ 常数 , 其中 start 和 end 指 

一个穿孔事件的起始时间和结束时间, ΔI(t)指特定时间

时的电流阻滞. 可见任意构型的 DNA 穿孔所产生的阻

滞电流对滞留时间的积分是一个常数.  

2.4  DNA 穿孔噪音分析 

固态纳米孔的噪音普遍高于生物纳米孔[35]. 采用

α-溶血素纳米孔, 电流基线波动幅度在 10 pA 以下[36], 
而用氮化硅纳米孔, 电流波动则在 25 pA 以上[37]. 通过

分析纳米孔的噪音, 不仅有助于提升纳米孔的加工工

艺, 也能更深刻地认识纳米孔检测中噪音的来源, 为高

信噪比的纳米孔传感器制作提供依据. 实验结果显示, 
我们的纳米孔检测装置保持了较低的噪音水平, 噪音幅

度与 α-溶血素相当(图 5a).  

 

图 5  纳米孔穿孔信号幅值及功率谱密度 
Figure 5  Current amplitude and power spectral density 
(a) The baseline amplitude of graphene nanopore at 120 mV. (b) The power 
spectral density of the baseline currents in (a). 
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分析实验装置, 使用封闭的法拉第屏蔽盒、通过

PDMS 固定纳米孔的三明治结构以及在深夜检测都可

能有助于低噪音水平的数据获取. 同时, 纳米孔内由于

带电离子扰动[38]或表面电荷扰动[39]会导致 1/f 低频噪音

的产生, 我们对同一测试装置的石墨烯纳米孔(直径约 6 
nm)进行功率谱密度分析得出, 在 1 kHz 以下低频区域, 
噪音功率(图 5b)优于 Drndić 小组[27]的石墨烯纳米孔(直
径约 7.5 nm)的检测结果.  

3  结论 

石墨烯纳米孔首先突破了纳米孔测序中的空间分

辨率的限制, 有望实现对单碱基的识别. 实验中建立起

来的检测平台, 完成了氮化硅基底的制备、石墨烯向基

底的转移、FEB 制备石墨烯纳米孔传感器, 并对 λ-DNA
穿越纳米孔做了初步研究, 获得了低噪音信号, 为今后

更多数据的获取奠定了基础. 石墨烯纳米孔还可以应用

于单链 DNA、单碱基突变(SNP)分析以及纳米孔测序; 
石墨烯本身作为一种平面导电材料, 已用作平面电极与

纳米孔离子流纵向检测相结合, 横向检测 DNA 穿孔事

件, 成为现有纳米孔分析化学的突破性变革[40]. 
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