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摘要 β-淀粉样蛋白(β-amyloid, Aβ)引起的淀粉样蛋白异常沉积被认为是诱发阿尔茨海默症的因素之一 . 与人

类不同, 啮齿动物较少出现这类特征性病变 . 与人类Aβ相比, 啮齿动物Aβ的第5, 10和13位氨基酸由Arg, Tyr
和His分别变为Gly, Phe和Arg. 本文采用分子动力学模拟和Aerolysin纳米孔道单分子分析技术对人类Aβ1—15
和啮齿动物Aβ1—15的结构差异进行研究 . 实验结果表明, 与人类Aβ1—15相比, 啮齿动物Aβ1—15穿过纳米孔道时

具有更低的阻断频率和能垒, 证明了Aerolysin纳米孔道可以辨别具有细小结构差异的Aβ多肽分子 . 本文以硫

酸盐K2SO4作为糖胺聚糖(Glycosaminoglycans, GAGs)的简化模型, 对Aβ1—15与硫酸根离子的相互作用进行研

究 . 统计分析显示, 两种多肽均能与硫酸根离子结合, 降低它们被纳米孔道捕获的频率, 人类Aβ1—15的捕获频

率降低25%, 啮齿动物Aβ1—15的捕获频率降低59%. 然而, 加入硫酸根离子后, 两种多肽阻断时间的变化存在明

显差异, 与未加入硫酸根时相比, 人类Aβ1—15的阻断时间延长了 14%, 啮齿动物Aβ1—15的阻断时间则缩短了

7%. 由实验结果推测, 两种多肽不同的序列和构象导致它们与硫酸根离子结合的方式和强度不同, 对过孔行

为产生了不同影响 . 本文研究结果对于筛选用于阿尔茨海默症治疗的小分子抑制类药物具有参考价值 . 
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Abstract Alzheimer’s disease（AD） is one of the most common diseases caused by multiple neurodegenerative   
protein misfolding and aggregation disorders. Abnormal deposition of amyloid protein caused by β -amyloid（Aβ）     
peptides has been suggested as a possible predisposing factor for Alzheimer’s disease. Unlike human Aβ peptide，    
rodent Aβ peptide rarely has these characteristic lesions. The difference between rodent Aβ peptide and human Aβ 
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peptide is that the 5th， 10th and 13th amino acids（Arg， Tyr， His） are replaced by Gly， Phe and Arg， respectively. 
In this study， molecular dynamics simulation and nanopore-based single molecule detection technology were used to 
study the structural differences between human Aβ1—15 and rodent Aβ1—15. The experimental results show that rodent 
Aβ1—15 has lower blocking frequency and energy barrier when passing through nanopore than human Aβ1—15， which 
proves that aerolysin nanopore can distinguish Aβ1—15 with small structural differences. Furthermore， the interaction 
between Aβ1—15 and sulfate ion was studied by using sulfate K2SO4 as a simplified model of glycosaminoglycan        

（glycosaminoglycans， GAGs）. Statistical analysis showed that both peptides could bind to sulfate ions and reduce 
their capture frequency by aerolysin nanopore， reducing the capture frequency of human Aβ1—15 by 25% and rodent 
Aβ1—15 by 59%. However， after the addition of sulfate ion， there was a significant difference in the dwell time of the 
two peptides. Compared with the results in the absence of sulfate， the dwell time of human Aβ1—15 increased by 14% 
and that of rodent Aβ1—15 decreased by 7%. It is inferred from the experimental results that the different sequences 
and conformations of the two peptides lead to different binding ways and binding intensity to sulfate ions， which have  
different effects on the translocation behavior. This study is helpful to better screen small molecular inhibitors and    
further promote the diagnosis and treatment of Alzheimer’s disease.
Keywords β-Amyloid； Aerolysin； Single molecule analysis of peptide； Biological nanopores
阿尔茨海默症（AD）是多种神经退行性蛋白质错误折叠和聚集性疾病中最常见的一种 .  其病理特

征为细胞内神经原纤维缠结（NFT）和细胞外淀粉样蛋白沉积形成老年斑 .  老年斑的主要成分是β-淀粉

样多肽（β-Amyloid， Aβ）， 多为40~42个氨基酸的多肽片段 .  其序列包含6个带负电荷的残基（D1， E3， 
D7， E11， E22和D23）和 3个带正电荷的残基（R5， K16和K28）， 使其净电荷为−3， 整条多肽的等电点

约为5. 5［1］.  当足够多的Aβ单体聚集在一起时， 会形成具有高度有序的β-sheet结构的原纤维， 并最终

形成成熟的纤维 .  这些纤维会以斑块的形式沉积在神经元的细胞外空间［2~4］.  可溶性、 无毒的Aβ单体

转变为聚集的、 富含β-sheet结构的有毒Aβ被认为是阿尔茨海默症发展的关键步骤 .  与人类相比， 啮齿

动物较少出现阿尔茨海默症的特征性病变， 这在很大程度上可能归因于其大脑中较少形成Aβ纤维状

聚集沉积物［5］.  研究结果表明， 与人类Aβ相比， 啮齿动物Aβ在水溶液和膜模拟溶剂中形成 β-sheet结
构的倾向更小［6~8］.  具体而言， 啮齿动物 Aβ 含有 3 个人类 Aβ 氨基酸序列的突变， 即 5 号位的精氨酸

（Arg）被甘氨酸（Glg）取代、 10号位的酪氨酸（Tyr）被苯丙氨酸（Phe）取代、 13号位的组氨酸（His）被精氨

酸取代［9］.  氨基酸序列的改变对Aβ的结构特性造成了影响， 减少了啮齿动物Aβ形成与阿尔茨海默症

相关病理结构的可能性［10~12］.  阿尔茨海默症临床试验中许多抑制剂的失败表明， 详细解析老年斑形成

过程中发生的复杂相互作用， 包括与糖类、 脂类、 核酸和金属离子的结合， 对了解该病的多样性表现非

常重要［13］.  阐明各种关键大分子如何与Aβ相互作用和改变其聚集性质可能会为开发新的治疗方法提

供机会 .  糖胺聚糖（GAGs）是一种在细胞表面和细胞外基质中表达的高度带负电的线性多糖［14］， 其在

抑制Aβ的神经毒性、 促进聚集和纤维的形成等过程中具有复杂的调节作用［15］.  研究表明， GAGs中的

肝素硫酸（HS）链， 尤其是其带负电荷的硫酸根离子， 在分子间的相互作用中起着重要作用［16］.  与
GAGs和Aβ之间相互作用机制的复杂性相比， 以硫酸根离子作为简化模型可以更好地控制实验条件， 
减少复杂的生物分子可能带来的变量［17，18］.  

纳米孔道单分子检测技术是一种高灵敏的单分子检测手段， 其利用外加电场驱动待测物分子逐个

穿过纳米孔道产生特征性的时序电流信号， 通过解析单分子电信号阻断程度和阻断时间等多种不同特

征［19，20］， 在单分子水平实时获取待测物分子的结构、 电荷及尺寸等信息［21~23］.  纳米孔道单分子检测技术

具有无需标记、 高灵敏、 高通量及低成本等优点 .  由蛋白质自组装形成的生物纳米孔道传感检测界面

包含多种不同的氨基酸残基， 利用基因工程和蛋白质工程手段定点改变孔道检测界面氨基酸种类和性

质， 通过调控待测分子和孔道界面相互作用能够有效改善检测灵敏度和电流分辨率［24，25］， 并可以在单

分子水平实现对生物分子的动态行为分析［26］.  这为探索Aβ的结构特性， 研究与阿尔茨海默症相关的生

物学效应提供了一种新的思路 .  
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本文利用高灵敏度的Aerolysin纳米孔道检测了人类Aβ1—15和啮齿动物Aβ1—15的结构差异 .  实验结

果表明， 人类Aβ1—15和啮齿动物Aβ1—15阻断事件的频率及时间存在明显差异 .  结合分子动力学模拟进一

步分析发现， 氨基酸序列差异使得Aβ1—15的大小、 形状及电荷分布等结构特征发生变化， 引起了多肽与

纳米孔道相互作用程度的差异， 改变了单分子事件的发生频率及持续时间 .  本文进一步以硫酸钾

（K2SO4）作为GAGs的简化模型， 研究了Aβ1—15与硫酸根离子之间在单分子水平上的相互作用 .  统计分

析结果表明， 硫酸根离子影响了人类Aβ1—15和啮齿动物Aβ1—15与Aerolysin纳米孔道的相互作用 .  向体

系中添加硫酸根离子后， 两种多肽的捕获效率降低， 其中人类Aβ1—15的捕获频率降低 25%， 啮齿动物

Aβ1—15的捕获频率降低59%.  同时， 人类Aβ1—15与硫酸根离子结合后的阻断时间增加14%， 而啮齿动物

Aβ1—15结合后的阻断时间缩短7%， 表明硫酸根离子与两种Aβ多肽之间相互作用差异使得Aβ多肽-硫酸

根离子复合物的构象不同 .  
以上实验结果表明， Aerolysin纳米孔道能够通过监测待测物分子在相互作用过程中引起的电流变

化， 实现对分子间相互作用的识别与区分 .  其高效的样本处理能力使其成为一种有效的药物筛选工

具 .  本文研究结果有望推动Aerolysin纳米孔道在药物开发及阿尔茨海默症治疗方面发挥重要作用 .  
1 实验部分

1.1　试剂与仪器

1，2-二植烷酰基磷脂， 纯度＞99%， 美国Avanti Polar Lipids公司； 乙二胺四乙酸（EDTA）和三羟甲

基氨基甲烷（Tris）， 分析纯， 上海阿拉丁生化科技股份有限公司； 氯化钾和正癸烷， 分析纯， 上海      
Sigma-Aldrich有限公司； 人类Aβ1-15（DAEFRHDSGYEVHHQ）和啮齿动物Aβ1-15（DAEFGHDSGFEVRHQ）， 
纯度＞98%， 南京肽业生物科技有限公司； 实验所用Aerolysin成孔蛋白由南京大学龙亿涛教授实验室

提供 .  
Axopatch 200B型膜片钳放大器， 美国Molecular Devices公司； Axon Digidata 1440A型数模转换器， 

美国Molecular Devices公司； CV 203BU型膜片钳探头， 美国Molecular Devices公司； 缩醛树脂检测池， 
美国Warner Instruments公司； 静电屏蔽箱， 北京骏硕伟业科技发展有限公司 .  
1.2　实验过程

1.2.1　纳米孔道单通道实验　实验所用缩醛树脂检测池由两个腔室组成 .  两个腔室由中间直径为150 
μm的小孔连通， 用于磷脂双分子层的形成 .  将检测池的两个腔室设为 cis侧和 trans侧， 其中 cis侧为接

地端 .  向 cis 侧和 trans 侧分别注入 1 mL 缓冲溶液（1. 0 mol/L KCl+10 mmol/L Tris+1. 0 mmol/L EDTA，    
pH=8. 0）.  将1，2-二植烷酰基磷脂用正癸烷溶解， 制备浓度为3 mg/mL的磷脂溶液， 并将其涂于检测池

小孔处， 形成磷脂双分子层 .  将Aerolysin蛋白溶液（0. 5 mg/mL）加入检测池 cis侧， 利用蛋白自组装原

理形成稳定纳米孔道 .  孔道形成后， 将待测物加入检测池 cis侧并记录电流 .  实验在室温［（24±1） ℃］下

完成 .  电流信号由膜片钳放大器和数模转换器进行采集和放大 .  输出信号由低通 Bessel 滤波器在        
5 kHz频率下进行滤波， 在100 kHz频率下进行采集 .  使用Clampfit9（Axon Instruments）和PyNanoLab软

件对电流信号进行数据分析 .  
1.2.2　Aβ1-15 和 K2SO4 的共同孵化　将人类 Aβ1-15 用不同的缓冲溶液（0， 5， 10， 15， 20 或 50 mmol/L 
K2SO4+10 mmol/L Tris+1. 0 mmol/L EDTA， pH=8. 0）溶解， 在室温下孵化 1 h.  将啮齿动物Aβ1—15用缓冲

溶液（10 mmol/L K2SO4+10 mmol/L Tris+1. 0 mmol/L EDTA， pH=8. 0）溶解， 在室温下孵化12 h.  孵化液中

Aβ1—15的浓度为500 μmol/L.  孵化完成后， 将含有Aβ1—15的孵化液添加到 cis侧检测池中， 记录数据 .  cis
侧检测池中Aβ1—15的最终浓度均为10 μmol/L.  
1.2.3　全原子分子动力学模拟　利用CHARMM36m力场以及基于网格的能量校正图模拟人类/啮齿动

物 Aβ1—15 多肽在溶液或膜包埋的野生型 Aerolysin（PDB ID：5JZT）中的行为 .  人类 Aβ1—15 多肽片段      
（DAEFRHDSGYEVHHQ）的初始结构是从晶体结构（PDB ID：1IYT）中截断获得 .  在人类Aβ1—15多肽的序

列基础上进行点突变， 获得啮齿动物 Aβ1—15多肽（DAEFGHDSGFEVRHQ）的初始结构 .  本文中所有
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AAMD仿真系统均使用CHARMM-GUI Web服务器构建， 并使用GROAMCS软件（2016. 5版）执行 .  对
于所有模拟， Lennard-Jones电势在 1. 0~1. 2 nm之间平滑地移动至零， 且截止（cutoff）值为 1. 2 nm以减

少截止噪声 .  采用 Particle Mesh Ewald（PME）算法， 实空间（real-space）截止值为 1. 2 nm.  蛋白质与多

肽、 脂质、 水与离子分别在 T=310 K 条件下耦合入 Nose-Hoover 热浴（耦合常数 t=1 ps）.  系统使用       
Parrinello-Rahman 压力耦合方式在 1. 0×105 Pa 压力下进行模拟 ， 耦合常数 t=5 ps， 压缩系数               

（compressibility）为 4. 5×10−10 Pa−1.  线性约束求解器（LINCS）算法约束了H原子的键 .  非键接相互作用

（Nonbonded interaction）邻居列表每 20步更新一次， 截止值为 1. 2 nm.  此外， 还使用了Leap-frog Verlet
算法和周期性边界条件 .  所有的模拟运行时间为200 ns， 时间步长为2 fs， 轨迹保存（Trajectory-saving）
频率为10 ps.  
2 结果与讨论

2.1　Aβ1—15与Aerolysin单分子界面的相互作用

研究表明， Aβ的N端在免疫治疗［27，28］、 金属结合机制［29］、 Aβ的聚集和纤维形成方面［30］均具有重要

意义 .  目前， 针对Aβ的N端序列的抗体已被证明能有效防止Aβ聚集体的形成并溶解已形成的聚集

体 .  其次， Aβ的N端含有最小的金属结合区， 能够与金属离子结合导致构象变化， 影响Aβ的聚集过

程 .  此外， 人类Aβ与啮齿类动物Aβ的区别仅在于3个氨基酸， 即5号位、 10号位及13号位的氨基酸 .  
人类Aβ在水溶液和膜模拟溶剂中形成β-sheet的倾向高于啮齿类动物Aβ［6~8］， 说明在β-sheet结构形成

过程中Aβ的N端扮演着重要角色［6］.  Aβ1—40和Aβ1—42是体内最常见的Aβ形式， 但在体外研究N末端序

列差异对淀粉样多肽变性过程的影响往往会受到阻碍， 因为它们很容易自组装并沉积在无定形斑块

中 .  因此， 本文实验中选择截短的、 可溶性更好的Aβ肽N端序列Aβ1—15作为待测物 .  
本文在磷脂双分子层上通过蛋白自组装构建了单个野生型Aerolysin纳米孔道， 并在pH=8. 0的条

件下对两种多肽进行了检测（图1）.  在外加电压的驱动下， 人类Aβ1—15和啮齿动物Aβ1—15通过Aerolysin
纳米孔道， 产生与Aerolysin相互作用的特征阻断电流信号 .  人类Aβ1—15的相对分子质量（1826. 82）与啮

齿动物 Aβ1—15（1730. 74）相近， 且在 pH=8. 0 的条件下两者所带电荷均为−3， 可受到相近的电泳驱动

力 .  然而， 在160 mV下人类Aβ1—15的阻断事件的频率及时间均明显高于啮齿动物Aβ1—15（图2）.  

将阻断事件的残余电流值记为 I（pA）， 纳米孔道的开孔电流记为 I0（pA）， 则单个分子进入纳米孔

道造成的电流阻断程度可用 I/I0表示， I/I0越小代表阻断程度越大， 停留时间（Dwell time， ms）则代表分

子进入纳米孔道导致电流阻断的持续时间 .  人类和啮齿动物Aβ1—15的散点图［图3（A）和（B）］和残余电流

统计直方图［图3（C）和（D）］中阻断事件的不同分布表明它们在通过纳米孔道时具有不同的单分子行为 . 
统计的频率和阻断时间随电压变化的情况如图4（A）和（B）所示 .  人类Aβ1—15阻断事件的频率高于

啮齿动物Aβ1—15.  啮齿动物Aβ1—15表现出更好的线性频率-电压依赖关系， 表明其为扩散控制的捕获过

Fig. 1　Single⁃molecule analysis of Aβ1-15 with an aerolysin nanopore
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Fig. 2　Current blockade traces(A1, B1) and the typical current blocked event(A2, B2) of human 
Aβ1—15(A1, A2) and rodent Aβ1—15(B1, B2)
Data were acquired at the applied voltage of 160 mV.

Fig. 3　Scatter plots(A, B) and histogram of residual current(C, D) of human Aβ1—15(A, C) and rodent 
Aβ1—15(B, D) at the applied voltage of 160 mV

Fig. 4　Voltage dependence of frequency(A) and dwell time(B) for the translocation events of Aβ1—15

The error bars based on three separate experiments.
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程［31，32］.  而人类Aβ1—15的频率-电压关系呈指数型， 说明其捕获过程存在较高能垒限制［图 4（A）］.  在     
60~160 mV电压范围内， 可以看到两种多肽的阻断时间呈现先升高后下降的变化趋势［图4（B）］.  这种

非线性行为可解释为两种多肽在Aerolysin纳米孔道中的过孔行为需克服一定的能垒［33］.  人类Aβ1—15通
过纳米孔道所需的最小阈值电压约为120 mV， 而啮齿动物Aβ1—15的能垒较低， 其过孔的阈值电压约为

80 mV.  当电压低于阈值电压时， 检测到的阻断事件多数为碰撞事件 .  此时当电压增加时， 待测物受到

更大的电泳力驱动， 在纳米孔道中停留时间增长 .  而当电压超过阈值电压后， 待测物克服通过纳米孔

道的能垒， 随电压增加， 阻断时间缩短 .  文献报道， 能垒和纳米孔道与待测物的相互作用程度有关， 相
互作用越强， 待测物穿过纳米孔道的能垒越高［34］.  因此， 本文实验结果说明人类 Aβ1—15与啮齿动物

Aβ1—15相比与Aerolysin纳米孔道具有更强的相互作用 .  
分子动力学模拟显示人类与啮齿动物Aβ1—15在溶液中均呈现螺旋构象（图S1， 见本文支持信息）， 

但不同于人类 Aβ1—15在溶液中舒展的构象， 氨基酸序列的差异使得啮齿动物 Aβ1—15的构象略显卷曲    
（图S2， 见本文支持信息）， 且其二级结构中转角结构（Turn）的占比更多（图S3， 见本文支持信息）.  人
类Aβ1—15在pH=8. 0时结构较松散， 因氨基酸序列使得精氨酸所携带的正电荷与其相反电荷位置邻近， 
有利的静电相互作用使得人类Aβ1—15不需要剧烈的构象变化 .  相反， 啮齿类动物Aβ1—15的C端和N端携

带总电荷不同， C端和N端相互吸引导致其结构更紧密， 形成卷曲的构象 .  这种结构变化减小了啮齿

动物Aβ1—15进入纳米孔道入口处的有效电荷， 同时略微弯曲的结构也增大了其进入纳米孔道的难度 .  
因而， 在 pH=8. 0时Aerolysin纳米孔道对啮齿动物Aβ1—15的捕获频率小于人类Aβ1—15.  此外， 二级结构

演变显示， 与人类Aβ1—15相比， 在水溶液中啮齿动物Aβ1—15的主体结构由螺旋结构（Helix）转变为无规

卷曲（Coil）结构所需时间更短， 这意味着啮齿动物Aβ1—15的螺旋结构更不稳定， 穿过纳米孔道时更容易

转化为空间位阻更小的无序结构（图S4， 见本文支持信息）［35］.  图S5（见本文支持信息）是基于分子动力

学模拟得到的二维自由能图， 不同颜色的区域代表不同自由能状态下的多肽构象 .  自由能越低的区

域， 出现对应多肽构象的几率越高 .  该二维自由能图选取N端-C端距离和回转半径（Rg）建立坐标轴 .  
这两种坐标与多肽构象紧密相关， 其中回转半径是所有质量可以被集中获得相同质量惯性矩的轴距， 
可用来表示蛋白质的紧密程度［36］.  低自由能状态下， 溶液中的啮齿动物Aβ1—15的回转半径及N端-C端

距离较小， 即多肽构象较紧密， 整体尺寸较小 .  而相对地， 低自由能状态下， 人类Aβ1—15的构象更加分

散， 回转半径及N端-C端距离的变化范围较大， 说明多肽构象整体较松散， 在通过Aerolysin孔道时需

要克服更高的自由能［33］.  
与啮齿动物Aβ1—15相比， 人类Aβ1—15具有更高的通过纳米孔道的能垒， 这一结论也可通过分子动力

学模拟验证 .  由二维自由能图可以看出， 当同样处于低自由能时， 在Aerolysin纳米孔道入口处人类

Aβ1—15比啮齿动物Aβ1—15具有更大的Rg（图S5）， 而两种多肽具有相近的分子质量， 这说明人类Aβ1—15具
有比啮齿动物Aβ1—15更大的整体尺寸和更松散的构象 .  这使得人类Aβ1—15在过孔过程中具有更强的空

间位阻效应， 表现出更高的通过纳米孔道的能垒 .  
2.2　Aerolysin纳米孔道检测Aβ1—15与GAGs模型分子的相互作用

Aerolysin纳米孔道可以有效区分具有细微结构差异的多肽分子， 这为使用Aerolysin纳米孔道研究

药物作用下Aβ的结构变化提供了可能性 .  本文以K2SO4作为GAGs的简化模型， 探究了GAGs与Aβ蛋

白的相互作用 .  图5示出了在不同硫酸钾浓度下， 人类Aβ1—15与Aerolysin纳米孔道的相互作用 .  
由图5（A）， （C）和（E）可见， 加入硫酸根离子后Aerolysin纳米孔道对人类Aβ1—15的捕获频率降低 .  

这表明硫酸根离子与人类Aβ1—15发生了结合 .  野生型Aerolysin纳米孔道入口处存在许多带负电荷的残

基， 如Asp216， Asp207， Glu307和Glu415， 因此带有大量负电荷［37］.  硫酸根离子与人类Aβ1—15结合产物

携带更多负电荷， 这增大了其与孔道入口的静电斥力， 导致阻断事件的捕获频率降低 .  硫酸根离子的

浓度变化也对阻断时间产生了影响［图5（B）， （D）， （F）］.  当电压低于120 mV时， 加入硫酸根离子后， 
阻断时间缩短 .  在此电压范围内， 检测到的阻断信号多数为不成功的过孔事件， 与硫酸根离子结合的

人类Aβ1—15携带更多负电荷， 与孔口的静电排斥作用增强， 因此更快速地退回到 cis侧溶液中 .  当电压
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高于120 mV时， 加入硫酸根离子后， 阻断时间延长 .  在此电压范围内， 多数阻断信号为成功的过孔事

件 .  进入纳米孔道后， 结合硫酸根离子的人类Aβ1—15与阴离子选择性的Aerolysin纳米孔道相互作用更

强， 表现出更长的阻断时间 .  
为探究啮齿动物 Aβ1—15是否也能够与硫酸根离子发生相互作用， 分别对人类 Aβ1—15和啮齿动物

Aβ1—15加入硫酸钾后的过孔现象进行了研究， 得到阻断事件统计散点图［图6（A）和（B）］.  之前的实验结

果表明， 在硫酸钾浓度为10 mmol/L和50 mmol/L下， 人类Aβ1—15捕获频率及阻断时间相近， 说明硫酸钾

浓度为10 mmol/L时， 多肽与硫酸根离子的结合已接近饱和， 因此， 选取10 mmol/L作为孵化液中硫酸

钾的浓度 .  为增加过孔事件在总阻断事件中的比例， 选择高于两种多肽过孔临界电压的140 mV作为

实验电压 .  残余电流统计直方图的高斯拟合曲线表明， 加入硫酸根离子后两种多肽的阻断事件仍呈现

不同的分布［图6（A）和（B）］.  图6（A）中的高斯峰峰宽小于图6（B）中的高斯峰峰宽， 说明人类Aβ1—15阻
断事件的分布比啮齿动物Aβ1—15更加集中 .  由图6（A）和（B）还可以看出， 人类Aβ1—15的阻断时间普遍大

于啮齿动物Aβ1—15.  捕获频率和阻断时间的改变表明啮齿动物Aβ1—15与人类Aβ1—15相同， 能够与硫酸根

离子结合 .  硫酸根离子的引入降低了两种多肽的捕获频率， 人类Aβ1—15的捕获频率降低 25%， 啮齿动

物Aβ1—15的捕获频率降低59%［图7（A）］.  Aβ1—15与硫酸根的结合提高了复合物的负电荷密度， 使其与纳

米孔道入口处的静电斥力增大， 导致纳米孔道对Aβ1—15的捕获频率减小 .  而阻断事件的持续时间则随

硫酸根离子的加入呈现出不同的变化， 人类Aβ1—15的阻断时间延长14%， 而啮齿动物Aβ1—15的阻断时间

缩短 7%［图 7（B）］.  研究报道， GAGs可以与人类Aβ 13—16位的残基His-His-Gln-Lys（HHQK）相互作

Fig. 5　Voltage dependence of frequency(A, C, E) and dwell time(B, D, F) for the translocation events of 
human Aβ1—15 incubated in buffer solutions containing different concentrations of K2SO4

The error bars based on three separate experiments.
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用， 其与Aβ的相互作用既受静电相互作用控制， 也与非离子相互作用（如氢键和范德华力）相关［38］.  
Aβ1—15的C端结构由人类的HHQ替换为啮齿动物的RHQ可能导致其与硫酸根的相互作用改变 .  此外， 
人类Aβ1—15和啮齿动物Aβ1—15的构象差异对其与硫酸根的结合能力也有影响， 使得Aβ多肽与硫酸根复

合物在纳米孔道内过孔行为产生了较大的差异 .  

3 结 论

利用单个Aerolysin纳米孔道分辨了5， 10和13位氨基酸种类不同的人类Aβ1—15和啮齿动物Aβ1—15.  
结果显示， 两种多肽具有不同的阻断频率和阻断时间 .  结合分子动力学模拟发现， 与人类Aβ1—15相比， 
啮齿动物Aβ1—15具有更加卷曲的结构和更小的整体尺寸， 这使它具有更低的阻断频率和通过纳米孔道

的能垒 .  两种多肽不同的构象导致了它们与纳米孔道不同的相互作用 .  这表明Aerolysin纳米孔道可以

辨别具有细微结构差别的Aβ多肽分子 .  在此基础上以K2SO4作为GAGs的简化模型， 进一步研究了人

类Aβ1—15和啮齿动物Aβ1—15与硫酸根离子的相互作用 .  实验结果表明， 硫酸根离子与人类Aβ1—15和啮齿

动物Aβ1—15存在的静电和非离子相互作用对它们的过孔行为产生了不同影响 .  这证明了Aerolysin纳米

孔道具有识别不同待测物分子间相互作用的能力 .  因此， 利用高灵敏度的Aerolysin纳米孔道能够有效

识别药物与特征多肽间相互作用所引起的包括电荷、 体积、 形状等方面的的结构变化， 通过对所产生

的特征电流信号进行深入分析， 能够揭示药物与特征多肽之间相互作用的机制， 筛选出能够抑制病理

过程的小分子药物 .  在高通量药物筛选和精准医疗的背景下， 纳米孔道技术为理解药物与致病性多肽

之间的结合机制及药物筛选提供了新的研究工具， 可提升药物筛选的效率与准确性， 在药物开发的早

期阶段或将发挥重要作用 .  
支持信息见http: //www.cjcu.jlu.edu.cn/CN/10.7503/cjcu20240192.
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