
新兴单分子蛋白质测序技术前沿：从电子隧穿到纳米孔策略

一、引言
1.1 蛋白质组学研究的核心挑战与单分子测序的需求

蛋白质是生命活动的主要执行者，其结构与功能的精确解析是理解细胞信号传导、代谢
调控及疾病机制的基础 [1]。人类蛋白质组的复杂性远超基因组：RNA 可变剪接与翻译后修
饰（post-translational modifications, PTMs）的叠加效应可产生数百万种蛋白变体
（proteoforms），使得蛋白质组在动态范围和分子多样性方面远高于基因组与转录组 
[10]。尤其在单细胞水平，蛋白质表达的异质性对细胞命运决定具有关键意义，而现有的群
体平均测量手段难以揭示这一层面的生物学信息 [21]。

在临床诊断和生物标志物发现领域，低丰度疾病相关蛋白的检测始终是蛋白质组学的核
心痛点。许多具有重要诊断价值的信号蛋白——如磷酸化激酶、转录因子和细胞因子——在
细胞内的拷贝数极低，传统检测方法因灵敏度不足而难以有效捕获 [19]。与核酸分子不同，
蛋白质缺乏类似于聚合酶链式反应（PCR）的通用扩增手段，无法通过指数级信号放大来提
升检测灵敏度。因此，发展直接在单分子水平对蛋白质进行识别和测序的技术，被认为是突
破蛋白质组学灵敏度瓶颈的关键路径 [10, 21]。
1.2 传统蛋白质组学技术的技术边界

过去三十年间，液相色谱-串联质谱联用技术（LC-MS/MS）一直是蛋白质组学研究的
主流方法 [23]。质谱技术包括基质辅助激光解吸电离质谱（MALDI-MS）和电喷雾电离串
联质谱（ESI-MS/MS）等，其核心策略是将蛋白质酶解为肽段，再通过质荷比分析间接推
断蛋白质序列信息。这一"自下而上"（bottom-up）的策略虽然成熟，但存在固有缺陷：酶
解过程的不完全性导致序列覆盖率有限，翻译后修饰信息在肽段水平容易丢失，且对低丰度
蛋白的检测能力受限于动态范围 [23, 75]。此外，质谱设备的高昂成本、复杂的样品前处理
流程以及对专业操作人员的高度依赖，也制约了其在临床场景中的推广应用 [23]。

二维凝胶电泳（2D-PAGE）作为另一种经典蛋白质分离技术，虽能提供蛋白质等电点
和分子量的直观信息，但其分离分辨率有限、对疏水性蛋白和极端等电点蛋白的捕获能力不
足，且定量精度较低，已难以满足高深度蛋白质组学研究的需求 [10, 75]。上述技术瓶颈促
使研究者将目光投向全新的、基于单分子检测原理的蛋白质测序策略。
1.3 单分子蛋白质测序的兴起与技术路线概览

单分子蛋白质测序的概念在很大程度上受到纳米孔DNA 测序技术成功商业化的启发。
纳米孔测序已在核酸领域实现了从实验室概念到便携化商业产品的跨越，其单分子灵敏度和
实时读取能力为蛋白质测序提供了重要的技术迁移范式 [17, 36]。然而，蛋白质由 20 种化
学性质各异的氨基酸组成，且不存在类似核酸的均一电荷-质量比，这使得蛋白质单分子测
序面临远比 DNA 测序更为严峻的挑战 [1, 25]。

当前，单分子蛋白质测序领域已形成两大主流技术路线。其一为电子隧穿识别策略，利
用扫描隧道显微镜（STM）原理，通过测量氨基酸残基在纳米间隙中产生的特征隧穿电流



来区分不同氨基酸，近年来在单分子水平上实现了对多种氨基酸的鉴别 [3, 75]。其二为纳
米孔传感策略，通过驱动多肽链穿越生物或固态纳米孔，依据离子电流阻塞信号的特征实现
对氨基酸序列的读取 [36, 52]。两条路线各有优势与挑战，共同推动着单分子蛋白质测序从
概念验证走向实用化 [10, 19]。

本综述将系统梳理上述两大技术路线的最新进展，深入分析各自的原理、优势与瓶颈，
并展望单分子蛋白质测序技术在单细胞蛋白质组学和精准医学中的应用前景。
二、电子隧穿识别技术：单氨基酸的电子指纹
2.1 识别隧穿（Recognition Tunneling, RT）的基本原理

识别隧穿（RT）是一种基于量子隧穿效应的单分子检测技术。其核心构型为：在纳米
尺度金电极间隙两侧修饰特异性识别分子（如 2-异氰基乙酸酯，ICA），当单个氨基酸分子
被捕获于电极间隙时，与两侧识别分子形成瞬态非共价相互作用，构成分子结 [3]。电子通
过量子隧穿效应跨越该分子结，产生可测量的隧穿电流信号。由于不同氨基酸的侧链化学结
构、电子亲和力与空间构型各异，隧穿电流呈现出特征性的时间-电流波形，其峰值幅值、
信号持续时间、脉冲面积等多维参数共同构成每种氨基酸独特的电子"指纹" [3, 41, 71]。
2.2 机器学习驱动的氨基酸分类

RT 技术的一个关键挑战在于，单一氨基酸可通过多种结合模式与识别分子相互作用，
产生多峰分布的隧穿信号 [3]。传统阈值判别方法难以应对这种信号多模态特性 [65, 68]。
为此，研究者引入支持向量机（SVM）等机器学习算法，从每条隧穿信号中提取峰值电流、
信号宽度、积分面积等多维特征参数，在高维特征空间中构建最优分类超平面，实现对不同
氨基酸信号簇的高精度区分 [3, 65]。近期研究进一步表明，结合量子输运计算与机器学习
可显著提升手性分子的识别精度——Mittal 等人 [66] 在碳水化合物异构体的立体选择性鉴
别中验证了该方法的可行性，其计算框架原则上可迁移至氨基酸的手性识别。
2.3 技术分辨能力与应用展示

RT 技术在多个维度上展示了卓越的分辨能力。在手性识别方面，Liu 等人 [9] 利用机
械可控断裂结（mechanically controllable break junction, MCBJ）平台实现了氨基
酸对映体的单分子电学检测与手性区分。在异构体区分方面，RT 可辨别亮氨酸（Leu）与
异亮氨酸（Ile）等同量异位异构体——两者分子量完全相同（131.17 Da），传统质谱难
以直接区分 [3, 35]。在修饰识别方面，甲基化等翻译后修饰虽仅增加一个甲基基团，其引
起的侧链疏水性与空间位阻变化在隧穿信号中仍可辨识 [3, 14]。在短肽识别方面，Zhao
等人 [3] 证明RT 可对短肽链产生特征信号，后续研究进一步发展了分子探针敏化策略以实
现对肽链中特定残基的定向识别 [58]。
2.4 电子隧穿蛋白质测序的实现路径

基于 RT 的高分辨氨基酸识别能力，研究者提出了两条蛋白质测序路径。第一条为外肽
酶顺序消化结合隧穿检测：利用外肽酶从蛋白质一端逐个切除氨基酸，每释放一个氨基酸即
通过 RT隧穿结鉴定其身份，从而重建序列 [35, 65]。核心挑战在于酶切速率与检测速率的
同步以及对二十种氨基酸的无歧义分类 [68]。第二条路径将分子马达与纳米孔-隧穿结相集
成：借鉴DNA纳米孔测序经验，利用工程化分子马达牵引多肽链穿过嵌有隧穿电极的纳米



孔，实时获取各残基的身份信息 [33, 64]。Fuller 等人 [70] 展示了基于半导体芯片的分子
电子学传感器平台，实现了隧穿结阵列的可扩展集成，为高通量应用提供了可行路线。然而，
蛋白质复杂的折叠结构和侧链多样性使得多肽链线性化穿膜传输及信号时间分辨率的提升仍
是主要技术瓶颈 [35, 41]。

综上所述，电子隧穿识别技术在单氨基酸分辨层面已展现出优异的能力，但要实现完整
的蛋白质测序，仍需解决多肽链的线性化递送与高通量集成等工程化难题。这也促使研究者
同步探索另一条互补性技术路线——纳米孔蛋白质测序。
三、纳米孔蛋白质测序技术：三种核心策略
3.1 技术原理与核心挑战

纳米孔测序的基本原理是：分子在电场驱动下穿越纳米孔道时，不同化学基团引起特征
性离子电流阻断，从而实现单分子读取 [17]。纳米孔DNA 测序已从实验室概念发展为成熟
商业技术，为迁移至蛋白质测序奠定了基础 [17, 36]。

然而，蛋白质面临若干根本性差异。DNA骨架电荷均匀，可匀速穿越纳米孔；而蛋白
质 20 种氨基酸侧链带电性质各异，电泳力无法直接驱动其匀速易位 [8, 59]。此外，蛋白
质复杂的三级结构远超孔道直径，必须先解折叠才能通过；多肽链易位速度极快，停留时间
不足毫秒级采集窗口，严重制约氨基酸分辨精度 [20, 59]。Wei 等 [59] 在综述中系统总结
了生物纳米孔在蛋白质测序方面所采用的工程化策略，涵盖蛋白质解折叠、易位控制和氨基
酸识别三个关键环节，为上述实验进展提供了系统性的技术框架。

这些挑战催生了三条差异化的技术路线：直接测序、标记辅助传感和天然蛋白质直接传
感 [36, 59]。
3.2 直接测序策略

直接测序策略让线性化多肽链逐一穿越纳米孔，利用不同氨基酸残基产生的特异性电流
阻断信号实现识别，目标是区分全部 20 种天然氨基酸。

Ouldali 等 [4] 利用气溶素（aerolysin）纳米孔，在单分子水平上实现了 20 种氨基酸
的电学识别。气溶素孔道狭窄的限域区域使多肽链慢速穿越，采集到具有足够信噪比的电流
信号 [4]。Ge 等 [53] 进一步开发了双极性肽探针策略，拓展了气溶素纳米孔的氨基酸识别
能力。

Wang 等 [5] 采用 MspA纳米孔，通过引入单一 Ni2+修饰构建金属离子配位识别孔
道，以 98.6%的准确率区分了全部 20 种氨基酸及其修饰形式 [5]。Chen 等 [55] 则展示了
利用解旋酶马达控制 ssDNA偶联肽段穿越MspA 的策略，实现了肽段的可控易位与测序读
取。
3.3 标记辅助传感策略

标记辅助策略对多肽特定残基施加化学或荧光标记以放大信号差异，结合机器学习进行
分类识别，尤其适用于翻译后修饰等微小化学差异的检测。

Cao 等 [12] 报道了深度学习辅助的生物纳米孔单分子检测方法，将纳米孔高灵敏度与
深度学习的模式识别能力相结合，以气溶素纳米孔检测 alpha-突触核蛋白衍生肽段的磷酸
化和截短修饰，显著提高了低丰度蛋白质 PTM位点的检测准确率 [12]。Tovey 等 [22] 探



索了深度学习驱动的纳米孔肽段分类方案，利用小波变换将电流信号转换为时频图像，对
42 种肽段实现了约 81%的分类准确率，为临床快速诊断提供了技术路径。Martin 等 [32] 
开发了深度学习模型CaptureNet-Deep，用于从噪声信号中自动识别蛋白质捕获和易位等
关键分子阶段，其 F1 分数达 0.94，将分析时间从数天缩至 30 分钟以内，完善了数据分析
管线。
3.4 天然蛋白质直接传感策略

天然蛋白质直接传感旨在让完整、未标记的全长蛋白质直接穿越纳米孔，保留完整序列
和修饰信息。

Sauciuc 等 [8] 利用电渗流驱动未标记全长蛋白质在对抗电泳力条件下单向穿越工程
化 CsgG纳米孔，克服了蛋白质带电不均匀导致的易位方向不可控问题 [8]。Sauciuc 与
Maglia [20] 进一步在纳米孔缩窄处引入疏水残基减缓易位速度，将易位速率降至约每毫秒
10个氨基酸，显著延长信号驻留时间，提升了单蛋白质指纹鉴定准确性。

Motone 等 [48] 在 Nature 上报道了多轮读取（multi-pass）策略，对同一长蛋白质
链反复进行纳米孔读取，有效降低单次随机误差，大幅提高序列覆盖度和信号可靠性 
[48]。Ansah 等 [39] 展示了电渗流驱动大型构象动态蛋白质穿越纳米孔的潜力，克服了大
蛋白质因位阻和静电排斥难以易位的障碍。
3.5 肽段磷酸化位点等翻译后修饰的纳米孔检测

Nova 等 [11] 利用工程化 MspA纳米孔结合马达酶慢速牵引肽段穿越孔道，成功在单
分子水平区分了单个磷酸化位点，并鉴定了癌症相关的磷酸化变异体，证明了纳米孔技术在
蛋白质组学精准医学应用中的潜力 [11]。Martin-Baniandres 等 [37] 开发了无酶纳米孔
检测方法，利用电渗流驱动长多肽链穿越纳米孔，无需蛋白酶预处理即可直接检测磷酸化、
甲基化和乙酰化等 PTM位点，简化了流程并拓展了纳米孔在 PTM 分析中的应用 [37]。这
些进展表明，纳米孔技术在 PTM 的单分子、无标记检测方面展现出独特优势。
四、商业化进展：从实验室到临床

单分子蛋白质测序技术正经历从概念验证向商业产品的关键转型。在众多技术路线中，
基于半导体芯片的测序平台率先实现商品化，标志着蛋白质组学从传统质谱向直接序列读取
的历史性跨越 [10, 29]。
4.1 Quantum-Si：下一代单分子蛋白质测序平台

Quantum-Si公司的半导体芯片单分子蛋白质测序平台是商业化进展最为显著的代表。
其核心原理为基于 Edman降解的化学测序：在集成半导体器件表面，通过荧光标记氨基酸
与 Edman降解化学的循环反应，逐个标记并成像N端氨基酸，实时监测荧光信号的时间序
列，从而直接读取氨基酸序列 [2]。Reed 等 [2] 于 2022 年在 Science 发表的里程碑论文
首次展示了该技术在集成半导体装置上实现实时动态单分子蛋白质测序的能力，为商业化奠
定了工程基础。

Quantum-Si已推出三代产品系统。2022至 2023 年间发布的首代 Platinum系统是
首个可商购的单分子蛋白质测序平台，Crowley [7] 报道了其将半导体芯片技术与 Edman
降解测序化学相结合实现台式仪器上单分子级蛋白质分析的能力。2025 年推出的



Platinum Pro 在测序读长和通量上均有提升。最新一代 Proteus系统预计 2026 年面向市
场，公司宣布已完成多个客户送样的原型测序，性能超越此前平台 [34]。

在应用验证方面，Luo 等 [18] 利用该平台鉴定血红蛋白变体，展示了区分临床相关蛋
白质序列变异的能力。Skinner 等 [13] 评估了Quantum-Si 测序与单离子质谱在白细胞介
素-6 分析中的互补性，表明两种技术联合使用可更全面地捕获蛋白质组多样性 [13]。
4.2 单分子测序与传统质谱技术的对比分析

单分子蛋白质测序与传统液相色谱-串联质谱（LC-MS/MS）在多个维度存在显著差异
（表 1）。
表1 单分子蛋白质测序与传统质谱技术的对比

|---------|---------------|----------------------|

4.3 临床转化前景
该技术的临床转化潜力集中在两个方面。其一，液体活检中低丰度蛋白质标志物的直接

检测。传统质谱受限于动态范围和灵敏度，难以有效检出低拷贝疾病标志物；单分子测序天
然具备单分子级灵敏度，可从微量样本中捕获稀有蛋白质信号 [19, 23]。其二，蛋白质异构
体（proteoforms）的全面解析是精准医学的核心需求——同一基因编码的蛋白质可因可变
剪接和翻译后修饰产生大量功能各异的异构体。Deshpande 等 [23] 系统梳理了非质谱蛋
白质测序技术，指出新兴技术在克服质谱固有局限、降低设备成本和简化操作流程方面展现
出重要潜力。

随着Quantum-Si 产品持续迭代及纳米孔等竞争路线的并行推进 [25, 27]，单分子蛋
白质测序正加速从实验室工具向临床诊断平台转化，有望为精准蛋白质组学提供全新分析范
式。
五、挑战、展望与结论
5.1 当前面临的技术瓶颈

尽管电子隧穿与纳米孔两大技术路线已取得显著进展，但从概念验证走向实用化仍面临
多重关键瓶颈。

蛋白质易位控制是纳米孔策略的首要挑战。蛋白质缺乏均一电荷分布，其折叠结构的多
样性使精确控制易位速度和方向极为困难 [17, 24]。尽管近期通过疏水残基修饰纳米孔缩窄
区可将易位速度降至约每毫秒 10个氨基酸 [20]，或利用电渗流驱动全长蛋白质线性穿越工
程化纳米孔 [8]，但这些方法在通用性方面仍有待提升。Wei 等 [59] 系统总结了ClpX 等
分子马达辅助易位的工程策略，指出实现可控、逐残基的蛋白质转运仍是核心难题。

信号分辨率构成另一瓶颈。20 种氨基酸的结构差异远小于核苷酸，导致电流信号区分
度有限 [61]，面对结构相似氨基酸或复杂修饰时信号重叠尤为突出 [52]。此外，蛋白质序
列分析缺乏类似"参考基因组"的标准化比对框架 [46]；且目前实验主要限于短肽水平，全长
蛋白质连续测序尚未实现 [52]，尽管Motone 等 [48] 展示了对长链蛋白的多遍次纳米孔读
取。



5.2 未来发展方向
电子隧穿与纳米孔融合是值得关注的路径。将隧穿结集成于固态纳米孔中，可同时利用

离子电流提供空间约束信息和隧穿电流提供化学指纹信息，显著提升氨基酸识别的准确性 
[71]。酶马达精确控制方面，Wei 等 [59] 综述了ClpX 等分子马达与纳米孔协同工作的策
略，通过 ATP驱动的逐步牵引使易位速度与信号采集匹配。

人工智能与深度学习的深度融合正在重塑信号处理范式。Tovey 等 [22] 利用小波变换
结合深度学习对 42 种肽段实现约 81%的分类准确率；Martin 等 [32] 开发的
CaptureNet-Deep模型F1 分数达 0.94，将分析时间从数天缩至 30 分钟以内；
NanoSSL 自监督学习框架 [54] 有效缓解了标注数据匮乏的难题。此外，Yaltaye 等 [42] 
开发的 SAPNet模型将深度学习与表面增强拉曼光谱（SERS）结合，在等离激元纳米孔平
台上实现了单分子水平翻译后修饰识别，准确率达 99.66%，展示了多模态传感与人工智能
协同的潜力。

多技术整合将成为提升分析完整性的重要方向。Mapes 等 [30] 发展的荧光测序
（fluorosequencing）利用荧光标记与 Edman降解的高并行性，为复杂蛋白质混合物的
鉴定提供了独立验证手段。纳米孔测序与质谱验证及生物信息学分析的互补策略也将发挥关
键作用 [10]。
5.3 对蛋白质组学研究的深远意义

单分子蛋白质测序将带来从"间接推断"到"直接读取"的范式转变，从根本上改变蛋白质
组学研究方式 [10]。这一突破对单细胞蛋白质组学意义尤为深远。Motone 和 Nivala [21]
明确指出，纳米孔蛋白质测序与单细胞蛋白质组学的结合"不是能否实现的问题，而是何时
实现的问题"。单分子灵敏度和无扩增直接读取能力，使纳米孔技术成为单细胞蛋白质全面
分析最具前景的路径之一 [21, 48]。Masuda 等 [49] 进一步展望了全光学无标记单分子传
感的未来方向，提出整合光学、纳米孔等多种传感模态以在单细胞水平实现蛋白质组学全面
解析。在精准医学领域，该技术将为低丰度疾病标志物的直接检测提供全新基础 [27]。
5.4 结论

电子隧穿与纳米孔作为单分子蛋白质测序的两大路线，各具优势且呈日益明显的互补与
融合趋势：电子隧穿以亚分子级空间分辨率和手性识别能力见长 [9, 71]，纳米孔则凭借生
物兼容性、高通量潜力和与 DNA 测序技术的天然衔接性占据先机 [17, 36]。无论是隧穿结
与纳米孔的器件集成，还是多信号模态与人工智能算法的协同优化，都指向实现快速、准确、
高通量单分子蛋白质测序的共同目标 [52, 59]。

单分子蛋白质测序不仅是技术革新，更是连接基因组学与细胞表型研究的关键桥梁，有
望弥合基因型与蛋白质表型间的信息鸿沟。展望未来 5至 10 年，随着纳米孔工程、酶马达
控制、深度学习信号处理及多技术整合策略的持续突破，该技术有望从原理验证迈向实用化，
成为蛋白质组学和精准医学诊断的基础性工具 [19, 21]。
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