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摘要 肽核酸(PNA)是一种人工合成的核酸类似物, 由沿假肽骨架排列的核碱基组成, 能够将核酸编码遗传信

息的能力与氨基酸编码蛋白质结构与功能的特性整合起来. PNA具有高生物稳定性和与互补核酸序列结合的高

亲和力, 可以通过特异性地与DNA或RNA杂交形成稳定的PNA-DNA或PNA-RNA杂合双链结构, 因此有望克服

传统核酸在生物医学领域应用中存在的功能相对单一和体内稳定性较差等缺陷. 本文简要综述了PNA相对于传

统核酸的独特性质及其在生物医学领域的应用, 重点讨论了基于PNA与DNA相结合的化学与生物传感技术方面

的最新研究进展, 并对其进行了总结和展望.
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1 引言

核酸(DNA和RNA)是目前已知各种复杂生命形式

的遗传物质. 这类生物分子具有强大的分子识别能力,
可以通过复制、转录和翻译的方式实现信息的可靠传

递. 此外, DNA分子可作为优良的生物材料用于构筑

能够感知外部信号并执行高度复杂任务的分子器

件
[1,2]. 基于DNA的纳米器件能够被细胞所内化, 且能

与生物体系进行可控相互作用, 因此被广泛用于生物

检测、分子成像和药物递送等领域
[3~10]. 而且, 经过精

心设计的DNA纳米器件或纳米探针已被用于对活细

胞中特定RNA进行原位检测和成像, 从而为生物学研

究、医学诊断和治疗提供有价值的参考信息
[11~15]. 然

而, DNA的磷酸骨架带有强负电荷, 在体内环境中易

被核酸酶降解, 从而限制了其在生物医学领域的应用.
肽核酸(PNA)是由Nielsen等[16]

开发的一种核酸类

似物. 与核酸相比,负电荷的磷酸骨架被中性假肽骨架

所取代, 2-氨基乙基甘氨酸重复单元取代磷酸骨架与

核碱基共价连接, 核碱基能够通过沃森-克里克碱基配

对与互补的DNA或RNA序列杂交形成双链结构
[16~18].

将多肽序列整合到PNA中可使其作为多肽与核酸间的

“桥梁分子”促进核酸与多肽领域的交叉融合; 同时

PNA在一定程度上可以替代核酸, 对传统核酸体系如

杂交链式反应、链置换反应等进行优化和改造; 由于

PNA骨架呈电中性, 在与DNA或RNA链杂交过程中没

有静电排斥作用, 与相同长度的DNA-DNA双链结构
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相比, PNA-DNA具有更高的热稳定性
[19~21]; 此外,

PNA可以侵入双链DNA, 用于设计探针和反义核酸,
实现对靶标核酸的特异性检测和编辑. 与DNA间的杂

交不同, PNA与DNA间的杂合双链结构稳定性受溶液

中离子浓度影响更小
[22]. PNA与DNA可以通过平行或

反平行两种方式杂交形成双链结构, 但由于PNA的骨

架呈现非手性特点, 因此反平行杂交模式具有更高的

稳定性
[20,23]. PNA与DNA杂交形成双链结构的稳定性

对单碱基错配高度敏感
[24]. 因此, 基于PNA的探针具

有很强的序列特异性, 在单碱基错配识别方面优于

DNA探针
[25]. 值得注意的是, 由于PNA所具有的假肽

骨架, 导致核酸酶和蛋白酶均不能对其进行识别, 使得

PNA具有较强的抗酶切能力和体内稳定性, 因此在生

物医学尤其是生物传感领域展示出较大的应用潜

力
[20,21,26,27].
本文讨论了PNA的独特性质及其在生物医学领域

的应用研究进展. 首先介绍了PNA相对于核酸所独有

的性质, 以及基于PNA的这些特性在生物医学领域的

相关应用研究; 之后, 重点讨论了PNA作为多肽与核

酸之间的桥梁分子, 用于对核酸进行多肽工程化以及

在生物传感领域的最新研究进展; 最后, 对PNA在生

物医学领域的应用进行了总结和展望.

2 PNA的特性及其应用

2.1 杂交的高稳定性和亲和力

PNA与DNA/RNA序列的互补杂交比相同序列的

DNA-DNA或RNA-RNA具有更高的稳定性和亲和

力
[16,17,27,28]. 例如, dA10-dT10 DNA双链的解链温度(Tm)

为23℃, 而dA10-dT10 DNA-PNA杂合双链的Tm为86℃.
这是由于PNA骨架呈电中性, 其与DNA或RNA间的杂

交不受静电排斥作用的干扰
[16]. 因此, 基于PNA的生

物传感器可实现对靶标DNA的快速、灵敏、高特异

性的检测, 并在检测特定疾病的致病基因方面表现出

良好的选择性和可靠性
[20,27,29]. 使用基于双倾斜光纤

布拉格光栅(DTFBG)的经PNA探针功能化的生物传感

器用于直接检测无标记的DNA, 对于浓度低至10 nM
的靶标核酸仍然具有良好的灵敏度

[30]. 这种基于PNA
的电化学生物传感器也可以应用于其他目标分析物,
如蛋白质或污染物等

[20,21]. 其还可用于检测p53肿瘤抑

制基因中的靶DNA序列和单碱基突变. Bellassai等[31]

报道了一种基于PNA和表面等离子体共振(SPR)成像

的生物传感器, 利用其表面固定的PNA探针与血液中

的循环肿瘤DNA (ctDNA)杂交形成PNA-DNA双链,
可实现对血液中ctDNA的SPR成像以及快速检测. 总

之, PNA探针所具有的高重复性、特异性以及较低的

检测限使其可以作为一种良好的检测工具用于核酸

检测.
此外, 基于PNA的探针在病毒以及致病微生物检

测方面表现出良好的潜力
[32]. Srisomwat等[33]

基于PNA
的电中性以及与靶标核酸杂交的高特异性开发出了交

流电致发光生物传感器, 用于人免疫缺陷病毒(HIV)和
丙型肝炎病毒(HCV)的高灵敏检测. 在该方法中, 传感

器的PNA探针通过与HIV或HCV特异性DNA结合形

成杂合双链结构, 从而影响传感器中质子的传导, 进而

通过对电致发光信号的检测实现对人血液样本中HIV
和HCV病毒的诊断. Tepper等[34]

报道了一种细胞膜渗

透型PNA探针(FIT-PNAs), 用于对耐药型疟原虫的检

测. 该探针通过将含有8个D-赖氨酸的穿膜肽与PNA
探针结合, 使得FIT-PNAs能够穿过细胞膜进入到被恶

行疟原虫感染的红细胞中, PNA通过对野生型(青蒿素

敏感型 )和突变型 (青蒿素耐药型 )菌株K13基因的

C580Y区域进行特异性识别, 实现了对耐药型疟原虫

的鉴别和区分.

2.2 侵入DNA双链

PNA寡聚体所具有的一个显著特性是能够侵入双

链DNA从而对其进行基因编辑. PNA可与双链中的一

条DNA链形成PNA/DNA/PNA三链体结构(图1a), 并可

通过反平行的Watson-Crick和平行的Hoogsten碱基互

补配对杂交进一步增强三链体复合物的稳定性
[20,35].

这种入侵导致一种能被内源性DNA修复机制识别的

螺旋结构的形成, 并诱导与供体DNA的重组. 前期研

究报道该技术可用于修复模型细胞系中引起β-地中海

贫血的基因突变
[36], 通过电穿孔技术导入设计好的

PNA寡核苷酸序列可以实现对约0.2%细胞的基因突

变进行修复. 在之后的研究中, 通过对PNA寡聚体序列

进行优化, 其在THP-1和原代人CD34+造血干细胞

(HSC)中的基因编辑成功率提高至2.8%[37]. 利用该技

术可以在CCR5受体序列中引入终止密码子, 致使该

受体产生缺陷, 进而引起对R5亚型HIV-1产生抗性, 将
经过以上处理的HSC细胞移植到小鼠体内, 可以在移
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植后长达四个月内持续检测到该抗性.
此外, PNA与双链靶标DNA结合可以诱导细胞内

源性基因的表达. 与双链DNA结合时, PNA通过链置

换作用取代其中一条DNA, 与另一条DNA链杂交形成

双链结构, 被取代的DNA链在PNA结合位点形成稳定

的D-环结构(图1b)[17,22,23,38]. 研究表明, 该D-环结构能

够在体外启动靶标DNA的转录, 从而使得人工诱导基

因特异性表达成为可能. 镰状细胞性贫血症和β-地中

海贫血等类β-珠蛋白异常疾病是由β-珠蛋白基因突变

引起的非常常见的遗传疾病
[22,38]. 当γ-珠蛋白基因在

镰状细胞患者中高表达时, 高水平的胎血红蛋白(HbF,
α2γ2)可以替代缺陷型β-珠蛋白基因产物, 因此此类患

者的症状较轻甚至没有症状. 然而, γ-珠蛋白基因的表

达受发育水平的调节, 通常在成人血细胞中的表达水

平非常低. 基于上述问题, Shokolenko等[22]
设计了能与

人类γ-珠蛋白基因5′-末端区域特异结合并可用作基因

激活剂特异性诱导基因表达的PNA序列. 通过利用绿

色荧光蛋白(GFP)启动子报告基因作为模型, 在体外

转录系统证明了在没有哺乳动物启动子的情况下, 该

PNA寡聚物与基因结合成功诱导了GFP报告基因的转

录. 将含有PNA结合区域的相同基因载体通过显微注

射至CV1猴肾细胞中, 通过荧光显微镜能检测到GFP
的显著表达. 以上结果表明, PNA与靶标基因序列结

合不仅能在体外启动基因转录, 而且也能在活细胞中

诱导基因表达.

2.3 杂交高特异性用于单核苷酸多态性检测

单核苷酸多态性(SNP)检测为疾病相关基因的诊

断和基因分型等提供了重要依据
[39,40]. 由于PNA与核

酸互补杂交的高特异性和亲和力, 使得含有相同碱基

错配数目的PNA-DNA双链结构比DNA-DNA双链结

构更不稳定, 因此可利用其检测和区分SNP. Sun等[41]

将PNA探针固定在金电极表面, 通过基于电化学介导

的可逆加成裂解链转移(eRAFT)策略实现了对SNP的
高灵敏检测. Xu等[42]

报道了一种基于比色法的纳米生

物传感器, 利用PNA对突变DNA与正常DNA具有不同

的保护作用导致的被过氧化物酶切割效率不同, 通过

比较切割前后的颜色变化, 实现了对SNP的高灵敏区

分. 值得注意的是, 通过利用PNA微阵列芯片检测基

因片段中SNP的同时, 还可以简单、快速和高效地进

行基因分型
[43,44]. Song等[45]

分析比较了PNA微阵列芯

片PANArray™人乳头瘤病毒(HPV)试剂盒与市售

DNA芯片试剂盒在HPV基因分型方面的性能差异, 结

果表明这两种芯片的总体HPV阳性率无统计学差异,
但PNA芯片在所有类型的特异性测序分析中对HPV基
因分型结果的准确率(99.7%)高于DNA芯片(91.0%).
以上结果也表明, 基于PNA的探针在与靶标基因序列

原位杂交中具有更高的灵敏度和准确度.

3 PNA在生物传感方面的最新研究进展

3.1 功能核酸的多肽工程化

近年来, 功能核酸在分子传感及成像方面展现出

独特优势
[46,47]. 在前期工作中, 本课题组通过引入上

转换发光技术与功能核酸相结合构建远程可控的化学

与生物传感器, 以提高分子成像的时空选择性
[48~51].

然而, 由于光控在组织穿透深度上的局限性, 迫切需

要扩展用于调控功能核酸活性的内源性因素.
蛋白酶(肽酶)是一类具有蛋白或多肽水解功能的

酶
[52], 由于很多蛋白酶如基质金属蛋白酶、组织蛋白

酶、半胱氨酸蛋白酶等在肿瘤细胞中高表达, 因此其

可作为肿瘤标志物并广泛应用于肿瘤诊疗研究
[53,54].

然而, 由于多肽与核酸间迥异的分子结构和生物活性,
使得构建蛋白酶调控的功能核酸传感器仍然是一个难

题. 最近, 本课题组利用PNA作为多肽与核酸间的“桥
梁”分子, 在PNA的介导下对功能核酸进行多肽工程

化, 实现了利用蛋白酶对功能核酸的识别活性进行调

控(图2)[55]. 我们选择ATP适体和组织蛋白酶B (CaB)
作为模型验证该设计的可行性. 通过结合理论计算合

理设计合成了整合有CaB特异性多肽序列的PNA-多

图 1 PNA结合产生的PNA/DNA/PNA三链结构和D-环结
构(a)以及从D-环位点起始的基因转录过程(b)[23]

Figure 1 PNA binding-generated PNA/DNA/PNA triplex and single-
stranded D-loop structure (a) and the transcription initiated from the D-
loop site (b) [23].
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肽-PNA三嵌段共聚物(PpP). 将Cy5标记的核酸适体(F-
Ap)与猝灭基团BHQ2标记的互补DNA链(Q-cS)杂交,
从而得到传统核酸适体传感器C-SP. 进一步利用PpP
的PNA碱基序列与C-SP中的核酸适体序列互补杂交,
获得稳定的杂合结构PA-SP. 由于PpP与核酸适体之间

具有较强的亲和力, 使得其对ATP的特异性识别功能

被抑制; 在经CaB激活后, 多肽序列被蛋白酶水解, 使
得被切割的PpP与核酸适体的亲和力和稳定性降低.
在ATP存在条件下, 核酸适体识别ATP并发生构象改

变, 导致双链解离以及Cy5荧光信号增强(图2). 该成果

通过PNA介导的功能核酸的多肽工程化, 展示了一种

蛋白酶调控功能核酸传感器的新策略.
基于上述策略, 本课题组进一步设计了肽核酸-多

肽共聚物并结合核酸适体技术, 构建了一种智能型多

门控DNA纳米器件 , 实现了对肿瘤胞外微环境中

MMP2/9和ATP这两种促转移生物标志分子的逻辑型

检测(图3)[56]. 首先将Cy5标记的3′-末端整合AS1411核
酸适体的DNA链(CAs)与猝灭基团BHQ2标记的ATP适
体链AtQ杂交, 得到At-As探针. 由于Cy5与BHQ2之间

的Föster共振能量转移(FRET), 使得At-As的荧光处于

猝灭状态. 随后, 基于上述多肽工程化策略, 我们将设

计的PNA-多肽共聚物PmP与At-As中的ATP核酸适体

通过PNA杂交, 构建了杂合型DNA纳米器件At-MAs.
其中, AS1411适体模块能与肿瘤细胞表面高表达的核

仁素(NCL)特异性结合, 使At-Mas特异性地锚定在肿

瘤细胞膜表面
[ 57 ] . 对于胞外微环境中同时高表达

MMP2/9和ATP的侵袭性肿瘤, 纳米器件中的多肽片段

将被MMP2/9蛋白酶水解, 从而致使PmP与AtQ的杂交

稳定性和亲和力降低, 纳米器件恢复对ATP的特异性

识别和检测功能. 该杂合型纳米器件的分子传感功能

在无靶标或仅有一种靶标存在条件下处于关闭状态,
只有当MMP2/9和ATP同时存在条件下才会被开启, 从
而实现对肿瘤微环境中这两种促转移生物标志物的关

联成像分析, 达到辨别肿瘤转移程度的目的.

3.2 DNAzyme介导的双链DNA编辑

DNAzyme是一类在辅因子作用下能对核酸序列

进行编辑的功能核酸分子
[58~61]. 与核酸酶和蛋白质酶

相比, DNAzyme具有更稳定、更经济的优势, 因此已

被广泛应用于环境监测、医学诊断和生物成像等领

域
[62~65]. 虽然对DNAzyme的研究已取得了许多进展,

但其大多数应用仅限于切割单链DNA (ssDNA)或
RNA, 而对双链DNA (dsDNA)的编辑鲜有报道. 这是

图 2 PNA介导的核酸适体多肽工程化策略用于构建蛋白
酶激活的ATP分子成像方法

[55] (网络版彩图)
Figure 2 Schematic showing PNA-guided engineering of a DNA
aptamer sensor with peptide for protease-activatable ATP imaging [55]
(color online).

图 3 多门控DNA纳米器件的可控构筑用于肿瘤胞外微环
境MMP2/9和ATP的空间选择性成像分析

[56] (网络版彩图)
Figure 3 Engineering of multivariate-gated DNA nanodevice for
spatially selective, corelated imaging of MMP2/9 and ATP in
extracellular tumor microenvironment [56] (color online).
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因为DNAzyme难以与dsDNA形成沃森-克里克杂交碱

基对, 因此限制了其在基因工程中的应用.
近日, 陆艺课题组

[66]
受CRISPR/Cas体系的启发,

设计了一种PNA辅助的DNAzyme基因编辑系统PAN-
DA, 该系统在PNA的辅助作用下可对dsDNA进行可控

编辑(图4). PANDA体系由13PD1-1 DNAzyme、PNA1
和PNA2组成. 为了验证设计的可行性, 首先利用PNA1
和PNA2处理质粒, 使得PNA侵入DNA双链打开并暴

露出ssDNA区域, 然后用13PD1-1 DNAzyme在质粒特

定位点催化暴露的ssDNA磷酸二酯键的水解. 结果表

明, 只有三者均存在时, DNAzyme才能在特定位点切

割质粒. 在此基础上, 研究者进一步对该体系进行了优

化, 利用γPNA在沃森-克里克碱基配对中较高的DNA
亲和力直接侵入dsDNA. 与上述PANDA体系相比, 基

于γPNA和13PB2 DNAzyme的PANDA系统不会受限

于富含嘌呤碱基的目标DNA序列, 可以对靶标dsDNA
从CG二核苷酸间进行特异性切割, 因此极大地拓展了

该体系的应用范围. PANDA系统利用PNA对dsDNA的
入侵特性, 将DNAzyme的可编辑底物范围从ssDNA扩
大到dsDNA.与限制性内切酶和CRISPR/Cas体系相比,
PANDA具有更小、更稳定、更经济的优势.

3.3 HCR体系的优化及改造

杂交链式反应(HCR)是由Dirks和Pierce[67,68]在
2004年开发的一种简单高效的等温扩增策略. 在典型

的HCR体系中, 引发链会触发两个发夹DNA之间的级

联杂交反应, 从而形成数十至数百个带切口的重复

DNA螺旋单位, 直到发夹耗尽
[67]. 鉴于其无需酶触

发、等温扩增、超高灵敏度和结构灵活性的优势 ,
HCR已被广泛应用于生物传感、生物成像和生物医

学等领域
[69~71]. 然而, 为了确保HCR产物具有良好的

稳定性, 反应体系通常需要使用长达48个碱基序列的

DNA发夹, 严重限制了反应速度和产物密度, 同时也

增加了成本.
基于此, Winssinger课题组

[72]
报道了一个基于

PNA的迷你HCR体系, 该体系由含有5个碱基的茎、

环以及toehold的γ-peg发夹PNA组成, 能在2 h内实现

对靶标的10倍快速放大(图5). 首先, 研究者尝试了含

有不同长度茎和环而且在γ位置具有不同修饰(包括L-
丝氨酸和peg修饰)的发夹PNA. 筛选发现, 经γ-peg修饰

的含有5个碱基的茎、环以及toehold的发夹PNA的

HCR性能、稳定性以及反应速度(1.2×105 M−1 s−1)更
好. 由于经γ-peg修饰后基于发夹PNA的反应产物水溶

性增加,因此HCR的延伸效率提高了10余倍.该体系经

优化后被用于在活细胞中对CA IX癌症生物标志物进

行区分和信号放大检测.结果表明,基于PNA的HCR体
系更经济高效, 同时也更稳定, 因此适用于在生理环境

中对生物分子进行高灵敏检测.

4 总结与展望

本文简要综述了PNA的特性及其在生物医学领域

的应用, 着重介绍了PNA在生物传感方面的最新研究

进展. 自从Nielsen等于1991年首次合成PNA并将其描

述为“具有双重身份的分子”, 便吸引了很多研究者的

兴趣. 首先, PNA是一种核酸类似物, 其与DNA/RNA
具有更高的杂交稳定性和亲和力, 同时其与核酸的杂

交不受环境中离子浓度的影响, 因此, 基于PNA的生

物传感器可实现对靶标核酸的快速、灵敏、高特异性

检测, 这类生物传感器在检测特定疾病的致病基因方

面表现出良好的选择性和可靠性; 其次, PNA能够侵

入DNA双链从而形成PNA-DNA-PNA三链体结构, 因

图 4 CRISPR/Cas9 (a)和PANDA (b)的基因编辑示意图
[66]

(网络版彩图)
Figure 4 Schematic representations of CRISPR/Cas9 (a) and PANDA
(b) [66] (color online).

图 5 基于PNA的迷你HCR体系示意图
[72] (网络版彩图)

Figure 5 Schematic representation of minimal PNA-based HCR
system [72] (color online).
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此可以借助PNA对双链DNA进行基因编辑或起始双

链DNA的转录过程; 最后, PNA与靶标核酸杂交的高

特异性, 使其对靶标核酸碱基错配更敏感, 因此被应

用于单核苷酸多态性的检测. 由于PNA所具有的上述

独特性质以及在核酸与多肽间起到的“桥梁”作用, 其

可以用于对功能核酸进行多肽工程化或对传统DNA
反应体系进行优化改造, 实现多肽与核酸领域间的交

叉融合, 从而拓展其在生物传感、分子成像和药物递

送等生物医学领域的应用.
虽然PNA在生物传感领域展现出了较大优势, 但

是高昂的合成成本限制了其广泛应用, 如何降低商业

化合成成本是拓展其应用的关键之一. 另外, 整合有

氨基酸的PNA与DNA的杂交较复杂, 往往需要综合考

虑氨基酸以及PNA相关特性, 如静电相互作用和亲疏

水性等, 目前缺乏比较成熟的计算方法对其退火温度

和稳定性进行可靠预测.
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Abstract: Peptide nucleic acid (PNA) is a synthetic oligonucleotide analog composed of nucleobases arrayed along a
pseudopeptide backbone. It can integrate the power of nucleic acids to encode information with the versatility of amino
acids to encode structure and function. PNA has high affinity and specificity for hybridizing with complementary
nucleic acid sequences, leading to stable PNA-DNA or PNA-RNA duplex structures. PNA is expected to overcome the
limitations of nucleic acids including low stability and specificity in biomedical applications. In this review, we firstly
give a brief introduction to the unique properties of PNA and its biomedical applications. Next, we describe and
highlight the recent progress in biosensing applications of PNA and DNA integration. Lastly, the future prospects and
challenges are discussed.
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