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肝素（HP）和硫酸乙酰肝素（HS）是一种高度柔性的直链多糖［1］， 其基本结构单元由交替重复的二

糖组成， 通常包含一种己糖胺（如 N-乙酰-D-葡萄糖胺， GlcNAc）和一种糖醛酸（如 D-葡萄糖醛酸，       
GlcA）［2］.  值得注意的是， HP/HS中普遍存在多样的磺酸化修饰， 包括GlcNAc的N-磺酸化、 GlcA的2-O-

磺酸化以及GlcNAc的6-O-磺酸化［3］.  这些修饰赋予了HP/HS高度负电性， 因而在与金属离子结合时， 
不同链段负电荷的空间排列可导致多种局部构象， 甚至同一金属离子也可能结合于不同位点， 使其能

够与多种蛋白质发生特异性相互作用， 从而在细胞生长［4］、 炎症反应［5］和肿瘤抑制［6］等过程中发挥关键

作用 .  因此， 揭示 HP/HS 与不同金属离子的相互作用机制， 对于深入理解其生物学功能具有重要

意义［7~9］.
目前， 核磁共振波谱［10］、 圆二色光谱［11］以及离子迁移质谱［12］等传统光谱和质谱技术已被用于      

HP/HS与金属离子结合行为的研究 .  质谱方法虽然能够提供HP/HS结合金属离子的信息， 但其离子化

过程可能导致磺酸根的部分丢失， 且气相结合状态难以完全反映溶液中的真实相互作用［13］； 圆二色光

谱法通常依赖体相分子发生较明显的整体结构变化［14］， 较难在单分子水平表征HP/HS与金属离子的相

互作用 .  因此， HP/HS虽仅由两种重复二糖构成， 但由于长度与磺酸化修饰的高度异质性及构象柔性， 
其序列解析、 结构表征及相互作用的精细测量至今仍具有较大挑战性 .

纳米孔道电化学作为一种无标记、 高通量的单分子分析方法， 具有亚毫秒级时间分辨率和皮安级
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电流灵敏度［15］， 近年来已在核酸［16~20］、 蛋白质［21~24］、 多肽［25~27］及寡糖［28~33］等单分子测量中展现出优异的

单分子识别能力 .  由于该技术通常在温和的中性水溶液条件下进行， 可保持HP/HS的天然结构， 且对

磺酸化修饰影响较小［34］， 因此在HP/HS分析中独具优势 .  本文选用对负电性分子具有高灵敏响应的

T232K/K238Q Aerolysin（气单胞菌溶素）突变型纳米孔道， 通过调节缓冲液中的阳离子种类， 改变HS与

孔道在不同金属离子结合状态下的弱相互作用， 实现了对硫酸乙酰肝素五糖（HS-5）及其与不同金属离

子结合状态的灵敏检测 .  在此基础上， 进一步探究了Na+， K+和Ca2+离子对HS-5与纳米孔道相互作用的

影响机制， 为限域环境下HP/HS与不同金属离子的相互作用解析提供了新工具 .
1 实验部分

1.1　试剂与仪器

Proaerolysin（气单胞菌溶素原）在大肠杆菌体系中表达并通过AKTA蛋白纯化系统纯化； 1，2-二植

烷酰基磷脂（纯度≥99%）， 美国Avanti Polar Lipids公司； 胰蛋白酶-EDTA、 氯化钾（KCl， 纯度≥99%）和

正癸烷（纯度≥99. 8%）， 美国 Sigma-Aldrich 公司； 氯化钠（NaCl）（纯度≥99%）、 氯化钙（CaCl2， 纯           
度≥99%）、 三羟甲基氨基甲烷（Tris， 纯度≥99%）和盐酸（纯度≥99. 9%）， 上海阿拉丁生化科技股份有限

公司； 超纯水（18. 2 MΩ·cm， 25 ℃）由德国 Sartorius公司的Arium Pro系统制备； HS-5由中国科学院上

海药物研究所李铁海课题组合成纯化 .
BSA124S-CW型分析天平， 德国 Sartorius公司； PB-10型 pH计， 德国 Sartorius公司； Cube 3. 0型单

通道超微电流检测仪， 实验室自主研制［35~37］.
1.2　实验过程

1.2.1　纳米孔道电化学实验　将Proaerolysin与胰蛋白酶-EDTA按50∶3的体积比混合， 在室温下孵育4 h
进行活化 .  实验中使用的聚四氟乙烯检测池分为 cis和 trans两个部分， 分别含有 1. 0 mol/L KCl/NaCl/   
CaCl2和10. 0 mmol/L Tris缓冲溶液（pH=8. 0）， 通过提拉法在检测池中间50 μm的微孔上形成磷脂双分

子层后， 在 cis检测池中加入活化的T232K/K238Q Aerolysin蛋白溶液 .  当T232K/K238Q Aerolysin蛋白

在磷脂双分子层自组装形成七聚体孔道后， 离子电流发生阶跃， 记录电流-电压（I-V）曲线和基线电流 .  
将待测物HS-5溶液加入 cis检测池中， 终浓度为50 μmol/L.  在采样频率为100 kHz， 滤波频率为5 kHz， 
温度为（24±2） ℃条件下采集电流信号 .  通过 SmartNano软件实时记录并监测纳米孔道单分子实验数   
据（https：//zenodo. org/records/11609574）.
1.2.2　单分子信号数据处理　对采集得到的单分子电流信号通过实验室自主研发的Pynanolab软件［38］

进行数据处理 .  在软件中设定开孔电流、 阻断电流阈值等参数， 提取得到每个信号的阻断电流程        
度（I/I0）、 阻断时间（τoff）等特征参数 .  通过Origin pro 2021软件进行数据统计分析， 对阻断电流程度直

方图进行高斯拟合， 阻断时间直方图和相邻信号之间的间隔时间（τon）直方图进行指数拟合， 即可获得

待测物在孔道内的平均阻断电流程度、 阻断时间以及捕获率（f）信息 .
1.2.3　聚类算法分析　由于散点图中存在少量离散分布的背景事件， 因此引入层次密度聚类算           
法（HDBSCAN）， 以滤除低密度无法成簇分布的事件， 同时保持主分布特征不变 .  在该聚类算法中， 最
小簇包含样本数（Min cluster size）设置范围在10~20， 核心点邻域最小样本数（Min samples）设置范围在

5~10.  每次聚类分析均统一使用 3500个单分子事件， 聚类后从中提取 2000个单分子事件用于绘制散

点图 .  所有聚类分析过程均在Python 3. 10. 9环境下进行 .
2 结果与讨论

2.1　T232K/K238Q Aerolysin检测HS-5
鉴于纳米孔道与待测物分子之间的非共价相互作用会显著影响分子的过孔行为及电流阻断特

征［39，40］， 首先通过定点突变增强Aerolysin纳米孔道对负电性寡糖的检测灵敏度［图1（A）和（B）］.  基于

前期对Aerolysin传感机制的理解， 选用T232K/K238Q Aerolysin突变型纳米孔道， 该孔道结合了T232K
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位点增强的静电相互作用和K238Q位点的高排斥势垒， 在孔道限域空间中形成独特的静电势阱， 可以

显著延长负电性多肽在该孔道中的停留时间［41］.  如图1（C）和（D）所示， HS-5［序列结构为GlcA（β1，4）- 
GlcNHSO3H（α1，4）-GlcA（β1，4）-GlcNHSO3H（α1，4）-GlcA-pnp］能够被T232K/K238Q Aerolysin孔道高效

捕获， 并产生特征电流阻断， 表明 T232K/K238Q Aerolysin 孔道同样具有增强的负电性寡糖识别的

能力 .

2.2　不同金属离子与HS结合能力研究

不同金属离子与HP/HS的结合能力和结合位点均存在显著差异， 其中二价金属离子通常比一价金

属离子更易与硫酸乙酰肝素发生结合， 如HP对Ca2+表现出明显的选择性［42，43］.  基于这一特性， 选取纳

米孔道实验中常用的KCl和NaCl， 以及与HP/HS具有较强结合能力的CaCl2作为电解质体系， 考察了不

同金属离子与 HS 之间的结合作用， 及其对 T232K/K238Q Aerolysin 孔道相互作用行为的影响 .  如        
图1（B）所示， 在上述3种缓冲体系中， T232K/K238Q Aerolysin孔道均表现出稳定的开孔电流， 表明不

同金属离子的引入未影响孔道本身的稳定性 .
在3种缓冲溶液条件下， HS-5的阻断时间均随外加电压的升高而逐渐缩短， 表明在不同金属离子

存在下， HS-5均能通过孔道（图2）.  值得注意的是， 在CaCl₂缓冲溶液中， HS-5所产生的信号变化最为

显著， 其阻断电流程度大幅降低［图 2（C1）~（C3）］， 仅为NaCl和KCl条件下的约 71%［图 2（A1）~（A3）和

（B1）~（B3）］； 同时， 其阻断时间比NaCl缩短了约84%［图3（A）和（B）］.  该结果与Ca2+在3种金属离子中

对HP/HS具有最强结合能力的特性高度一致 .  从作用机制上看， HS与Ca2+的结合可能引发最显著的构

象变化， 使糖链的有效体积和刚性增加［12］， 从而在通过孔道时产生更强的电流阻断效应； 同时， Ca2+对
HS-5上负电荷的屏蔽作用削弱了其与Aerolysin孔道内静电势垒之间的相互作用， 使HS-5能够更快地

Fig. 1　High⁃sensitivity sensing of HS⁃5 using the T232K/K238Q Aerolysin nanopore
（A） Schematic illustration of HS sensing by T232K/K238Q Aerolysin； （B） I ⁃ V curves of T232K/K238Q Aerolysin recorded in      
different electrolyte buffers； （C） molecular structure of the heparan sulfate pentasaccharide（HS⁃5）； （D） illustrations of HS⁃ion 
binding， typical current traces， and enlarged events for T232K/K238Q Aerolysin sensing HS⁃5 in different electrolyte buffers at an 
applied voltage of 70 mV. 
（A） Metal ions are shown in red， chloride ions in green， and the mutation sites（T232K and K238Q） in purple； （B） the sulfate 
groups highlighted in red.
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穿过孔道， 进而表现出显著缩短的阻断时间 .  相比之下， 尽管Na+和K+均为一价金属离子且理化性质相

近， HS-5在NaCl条件下的阻断时间仍比KCl延长了约34%， 并伴随着更高的捕获率和更大的阻断电流

程度［图 3（B）和（C）］.  该差异可能源于 Na+与 K+引起 HS 不同的结合构象［11］.  这一结果表明， T232K/
K238Q Aerolysin孔道能够在单分子水平上灵敏分辨Na+和K+与仅含2个磺酸根的HS-5之间细微的结合

作用差异， 凸显了该方法在解析HS-金属离子相互作用方面的高分辨优势 .

Fig. 2　Single⁃molecule events of HS⁃5 in different metal ion buffers
Density plots of a single HS-5 translocating through T232K/K238Q Aerolysin at applied voltages of 60（A1， B1， C1）， 80（A2， B2， C2）， 
and 100 mV（A3， B3， C3） in buffers containing NaCl（A1—A3）， KCl（B1—B3）， and CaCl2（C1—C3）， respectively.  The concentrations 
of all three electrolytes were fixed at 1. 0 mol/L.

Fig. 3　Influence of different metal ions on the translocation behavior of HS⁃5
（A） Statistical analysis of duration time（τoff）； （B） current blockage（I/I0）； （C） frequency（f） of HS⁃5 in different metal ion 
buffers at applied voltages ranging from 60 to 100 mV.
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3 结 论

通过构建T232K/K238Q Aerolysin突变型纳米孔道， 发展了一种用于在溶液环境下直接解析HP/HS
类负电性寡糖与金属离子相互作用的高灵敏单分子传感平台 .  利用增强的静电限域环境， 该突变孔道

不仅实现了对HS的高效捕获， 还能够在单分子水平上识别不同金属离子（如Na+， K+， Ca2+）诱导的HS
构象变化及与孔道相互作用行为的差异 .  本研究结果表明， 纳米孔道单分子分析技术具有解析HP/HS
精细结构信息的潜力， 可进一步用于表征其硫酸化位点分布、 重复单元长度及相关序列特征， 为复杂

糖链的高分辨分析提供新的技术路径 .

Single-molecule Investigation of Heparan Sulfate-metal 
Ion Interactions Using Aerolysin Nanopore

ZHANG　Pengling1#，  GAO　Fan2#，  CHEN　Jiale6，  ZOU　Aihua1*，  TANG　Juan3*，  MA　Hui4*， 
 JIANG　Cuiling5*，  WAN　Yongjing5*，  XIA　Bingqing6，  LI　Tiehai6*，  GAO　Zhaobing6， 

 YING　Yilun2*，  LONG　Yitao2
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Abstract Heparin（HP） and heparan sulfate（HS） are highly anionic glycosaminoglycans that play essential roles in 
diverse biological processes through the metal ion-mediated interactions with proteins. However， direct characteriza⁃
tion of HS-metal ion interactions at the single-molecule level in solution remains challenging. Nanopore electrochemis⁃
try is a label-free and single-molecule technique that enables direct analysis of individual molecular interactions. In 
this study， a T232K/K238Q Aerolysin nanopore featuring an enhanced electrostatic repelling barrier was utilized to 
probe the interactions between HS and different metal ions. By systematically varying the electrolyte cations（Na+ ， 
K+， and Ca2+）， we have found that the metal ions significantly regulate HS translocation behavior by modulating its 
conformation， charge screening， and HS-nanopore interactions. Notably， in addition to Ca2+， which exhibits strong 
binding affinity to HS， the monovalent cations Na ⁺ and K ⁺ with similar physicochemical properties and weaker       
binding also induce distinct single-molecule signal signatures. Our results demonstrate that the nanopore-based       
single-molecule analysis holds strong potential to resolve the fine structural features of HS， enabling the characteriza⁃
tion of sulfation site distributions， repeat-unit lengths， and related sequence features， and thereby providing a new 
avenue for high-resolution analysis of complex glycans.
Keywords Aerolysin； Single-molecule sensing； Nanopore； Heparan sulfate； Metal ion
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