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知识介绍

PNA 探针与 DNA探针的系统比较

张兵波�常　津∗�杨　永�张　琦�李双艳
（天津大学材料学院纳米生物技术研究所�天津　300072）

　　摘要：肽核酸（Peptide Nucleic Acid�PNA）是近十几年发展起来的以中性酰胺键为骨架的脱氧核糖核酸
（Deoxyribonucleic Acid�DNA） 类似物�其结构介于多肽和 DNA之间。由于 PNA能够与 DNA和 RNA特异性地结
合�可以制备 PNA探针。与 DNA探针相比�其杂交的稳定性和特异性增加且能在低盐浓度下进行杂交。本文
从 DNA和PNA的分子结构和性质、DNA探针和PNA探针的设计制备、杂交亲和性、杂交动力学以及在生物传感
器上的应用等方面进行了系统比较。
　　关键词：肽核酸；DNA；探针；杂交；系统比较

引言

DNA探针是带有特殊碱基序列的单链 DNA或 RNA分子�可以用放射性物质或免疫性物质标记�通
过杂交�DNA探针常用于检测互补的碱基序列。经过四十几年的迅速发展�DNA探针技术已取得了丰硕
的成果。但仍存在一些问题�其一�与靶物质结合的特异性较差�亲和力不够�在杂交过程中不稳定。一
些特异性要求较高的实验如 SHB杂交测序�需要使用寡核苷酸探针�虽然经过技术优化后的寡核苷酸芯
片既具有特异性�又具有使得杂交产物稳定的特点�但对杂交以及洗脱条件很苛刻；其二�DNA探针要在
比较高的盐浓度条件下才能形成稳定的二聚体�与此同时靶分子的二级结构�三级结构也会相应的增加
以至阻碍靶分子与探针靠近而阻碍杂交反应�同时给 DNA分析过程中除盐带来了过多的洗涤步骤［1�2］。
令人欣慰的是�在1991年丹麦的哥本哈根大学的 Nielen等将 DNA、RNA遗传信息的碱基连在肽骨架上�
由此诞生了一类新的分子-肽核酸（PNA） ［3］。PNA探针则能较理想的克服这些问题�一定大小的 PNA 探
针就具有较高的 Tm（melting temperature）�通常能够保证杂交体系的稳定性�且同时具有较高的特异性［4］�
还可以调节杂交条件达到既不影响 PNA与靶分子的结合又不会使核酸解链［5］。本文从 DNA和 PNA的
分子结构和性质、DNA探针和 PNA探针的设计制备、杂交亲和性、杂交动力学以及在生物传感器上的应
用等方面进行了系统比较。
1　DNA与 PNA的分子结构与物化性质
1．1　DNA的物化性质

核酸有两种�分别为核糖核酸和脱氧核糖核酸。它们是由 C、H、O、N、P 等元素组成的�其中 N 含量
约为15％～16％�磷含量为9％～10％。由于核酸中磷的含量比较固定�因此可以间接测量磷含量来代
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表核酸量。核酸易被核酸酶降解。DNA中嘌呤和嘧啶环中均含有共轭双键�因此对波长260nm左右的紫
外光有较强吸收�利用这些性质可对核酸、核苷酸、核苷及碱基进行定性定量分析。DNA具有4级结构�
其一级结构是指 DNA分子中碱基的排列顺序。在某些理化因素作用下�如加热�DNA分子互补碱基对之
间的氢键断裂�使DNA双螺旋结构松散�变成单链�即为变性。变性DNA在适当条件下�两条互补链可重
新恢复天然的双螺旋构象�这一现象称为复性�其过程为退火。不同来源的核酸变性后�合并一起复性�
只要这些核苷酸序列可以形成碱基互补配对�就会形成杂化双链�这一过程为杂交。杂交可发生于
DNA－DNA之间�RNA－RNA之间以及 RNA－DNA之间�现在也可以与肽核酸（PNA）杂交。基于以上这
些性质�DNA探针就诞生了。
1．2　PNA的物化性质

PNA分子结构介于多肽和 DNA。蛋白质、PNA和 DNA 的分子结构如图1［3］所示�其特性比较见表1。
PNA是一类以酰胺键（假肽键）替代 DNA中的糖-磷酸二酯键骨架�并以基本相同的间距保留 DNA中的碱
基部位。PNA的结构规定了它有两个基本特性：（1）它既非典型的多肽�也非 DNA�因而�能抵御蛋白酶和
核酸酶的降解作用�有很高的稳定性；（2）它不仅可以与天然 DNA通过Waston-Crick碱基配对原则形成氢
键［6�7］�而且与DNA单链分子形成稳定的DNA/（PNA）2的三股螺旋结构［8～10］�因此�即使只有10个碱基链
长�就可以在合适的变性-复性条件下“入侵”双链 DNA�形成局部的 P-loop 结构。与寡核苷酸相比�PNA
有许多优越之处�寡核苷酸中的磷酸二酯键极易被降解�且与 DNA或 RNA结合的敏感性不强�易受外部
条件干扰�重复性差。PNA是非离子的、非手性的、不易水解和酶切的分子。由于 PNA是非手性的�所以
不必经过立体选择性的途径就可以按照标准的肽固相合成方案进行合成［11�12］。

图1　PNA的化学结构与蛋白质和 DNA的比较
Figure1　Structure comparison among PNA�protein and DNA
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表1　DNA与 PNA的特性比较
Table1　Characteristics comparison between DNA and PNA

物理特性 结合位点 产生 导入方式 抑制水平 临床应用

DNA 带负电荷�修饰后较稳定�
仍可被核酸酶降解

可非特异性
结合

化学合成（18～20nt） 物理或化学方式 翻译 较多

PNA 中性�生物稳定性高�不易
被核酸酶、蛋白酶降解 特异性极强

化学合成（3～10mer）�
较复杂�成本较高 物理或免疫学方式 翻译、转录 应用较少

2　DNA/PNA探针的制备比较
DNA/PNA探针的制备包括 DNA探针模板的制备和 DNA 探针的标记。根据每个研究者手头目的基

因所处的状态不同�制备 DNA模板的过程可能也不同。DNA探针的标记有放射性标记方法和非放射性
标记方法。可以根据研究者不同的用途和目的进行相应的标记。与 DNA探针相比�PNA由于是用末端
氨基合成的�所以可以很容易地用大多数标记物和配体进行标记。如将荧光标记物和其它报告基团能较
容易地连接到 PNA寡聚物上。许多商品化的标记物可与游离氨基进行反应�从而很容易地连接到 PNA
的 N-端。值得注意的是�常常在标记物和探针之间加一间隔臂来把它们分开�以便减小空间位阻而不影
响杂交�这样的间隔臂叫做“O”单体或 eg-l 连接剂。用于 PNA 探针的3种最常见的标记物为：荧光素
（FAM）、罗丹明（TAMRA）和生物素。放射性标记在寡核苷酸探针中有着广泛的应用�尤其是对灵敏度和
立体分辨率要求较高的场合中。在放射性标记中大多数要使用酶�如聚合酶和激酶等［13］。由于 PNA不
是已知 DNA酶的底物�因此不会与 PNA发生作用。但可以把一种叫做肯普肽的7肽引入 PNA链中�如
H-Leu-Arg-Ala-Ser-Leu-Gly-NH2是一种特别有效的底物［14］。由于 PNA合成与肽合成一致�因此�PNA-肯普
肽嵌合体很容易生成［15］且保留了类似于原来PNA的杂交特性。过去的几年里�在PNA诊断方面�设计合
成了许多不同标记的 PNA-肯普肽�如表2。

表2　不同标记的 PNA-肯普肽
Table2　PNA-Kemptide with different labeling

标记物 标记试剂 质量/mg DMF/μL DIEA/μL 反应/min
生物素
生物素

DMT-生物素-HPP（NHS）
生物素-NHS

22．2
10

300
300（DMSO）

6．6
6．6

30
30

荧光素 5（6）-FAM-NHS 10．7 300 11 60
罗丹明 5（6）-TAMARA-NHS 12．5 300 11 60
SMCC SMCC-NHS 10．0 300 11 60

　　注：SMCC�Succinimidyl4-［ N-maleimidomethyl ］cyclohexane-1-carboxylate．
另外�PNA和肽合成的相容性�也使得氨基酸的引入非常容易�据此可以设计 PNA 探针。其设计灵

活性远高于 DNA探针。例如可以改善 PNA探针的溶解性。PNA本体是电中性的�其溶解度很小�容易聚
集�以至阻碍杂交。对于DNA或者RNA的寡聚物来说�要达到探针探测的最小浓度是不成问题的。但是
对于某些序列的 PNA�特别是含有大量鸟嘌呤的 PNA�要达到这样的浓度可能有些问题［16］。为了改善
PNA的溶解度�可以用带有不同电荷的氨基酸对 PNA进行修饰。或者把冻干的 PNA探针悬浮于50％的
N�N-二甲基甲酰胺溶液中［17］。也可以用溶解度增强剂（E-linkers）来延长 PNA序列增加溶解性而不影响
其杂交性能［18］。
3　DNA/PNA探针的杂交亲和性比较

由于 DNA-DNA及 DNA-RNA互补链均带有负电荷�磷酸酯骨架之间存在静电排斥作用以至它们之间
难以接近�即使结合�它们的复合体也是不够稳定的。与带有负电的 DNA不同�PNA的骨架是电中性的。
PNA-DNA双链之间不存在电荷排斥的作用�使得 PNA与 DNA 杂交体系具有更高的热稳定性。Tm 值可
以来反应杂交稳定性�它是指在此温度下核酸溶液中一半的核酸双链解为单链。PNA介导的特异性突变
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序列扩增�寡聚 PNA可以与单链核酸模板结合�但不能作为引物引导 DNA的合成。寡聚 PNA结合力较
普通寡核苷酸强�其 Tm 比普通寡核苷酸高50％�但如果出现错配�则结合力迅速下降。在扩增时寡聚
PNA作为阻扼物放在引物前面�与 PCR引物部分重叠�当寡聚 PNA与野生模板完全配对时�不能发生聚
合反应�当寡聚 PNA与突变模板出现错配时�结合力迅速下降�失去阻扼作用�从而聚合反应得以进行�
但此时扩增产物为突变序列�因此该方法可以特异性扩增突变序列。按照经验�PNA-DNA的解链温度要
比DNA-DNA每个碱基高1℃左右�PNA与 RNA也有类似的性质。如表3。另外�PNA 不带电�使得其杂
交速度与 DNA探针相比增加了50000倍�大大缩短了检测时间（KPNAa ＝5×105M－1S－1）。

表3　不同杂交复合体的 Tm 值
Table3　Tm of different hybrid systems

复合物 Tm/℃ 复合物 Tm/℃
15mer PNA/DNA 69 15merPNA/RNA 72
15merDNA/DNA 54 15merDNA/RNA 50

　　条件：10mmo/l L 磷酸缓冲液�0．1mmo/l L EDTA�100mmmo/l L NaCl�pH为7∙0。

4　DNA/PNA探针的杂交动力学比较
4．1　探针长度的比较

在探针长度设计当中有一对矛盾�即为了增强杂交体系的稳定性和探针的敏感性�要求探针要有较
大的长度；而为了缩短检测时间�降低序列复杂性和分子量�有效分辨单碱基突变�则需要探针的长度必
须在一定范围之内。DNA 探针面临的一个难题就是如何提高亲和力�使得它与靶分子形成稳定的杂交
体［19�20］。这就意味着需要增加探针的长度�但这不仅会增加其复杂性�扩散速度变慢�杂交时间延长�而
且很有可能出现分子间或分子内的杂交�从而产生抑制杂交的“发夹”结构。由于 PNA较 DNA能与核酸
形成更稳定的杂交体［3�7］�所以在探针设计时既能满足杂交稳定性�也具有很高的特异性。通常 PNA 探
针的长度一般在12～15mer�DNA探针的长度则一般在25～40mer。利用短片段高含量的嘧啶 PNA与高
含量的嘌呤DNA能形成稳定的三链结构［3�7］。例如PNA T7和DNA A7能形成三链�其热温度性达63∙3℃。
假定核酸链中 GC的含量为50％�则7nt 这样的序列当核酸的长度超过16．4kb 时就会出现�因此利用这
个小的 PNA探针能捕捉大的核酸片段。

单碱基突变存在于多种遗传病中�单碱基突变的快速准确的检测是及其重要的。由于 PNA 探针可
设计得比DNA探针短些�对 PNA探针来说�完全匹配和单碱基错配的 Tm 间的差别比相应的DNA探针更
大些�因此更能有效地分辨单碱基的差异。Arlinghaus ［21］、Timothy 等［22］分别以不同的实验利用 PNA 探针
检测了单碱基的突变�证明 PNA／DNA间的错配比 DNA／DNA间的错配 Tm 值有明显的降低�因此 PNA探
针对单碱基突变的识别力比 DNA探针更强。
4．2　探针浓度的比较

一般地�杂交速率随着探针浓度的增加而增加�在较宽的范围内�灵敏度也随着探针浓度的增加而增
加。用32P标记探针进行杂交时�其灵敏度的浓度范围大约是1～100ng/mL�非放射性标记的探针为25～
1000ng/mL。但浓度超过一定数值后�其敏感性不会再增加�只会增加背景反应。还要注意的是当被检测
的拷贝数高时�探针浓度可以降低一点�相反则要高一点。Thisted 等［23］根据 PNA 和 DNA 在组织化学原
位杂交的比较研究中发现�用 DNA 和 PNA探针以及标准的步骤来检测免疫球蛋白�与 DNA寡聚核苷酸
探针相比�PNA产生的信号比较弱。但通过 PNA探针优化�PNA 与靶核酸的杂交更快�而且可以设计更
方便的方案。在不减少信号强度的条件下�与相应的 DNA寡核苷酸相比�所用 PNA探针浓度可降低。
4．3　杂交溶液的离子强度比较

PNA探针与 DNA探针相比的一个很重要的优点就是 PNA-核酸杂交体的 Tm 几乎与离子强度无关。
这点是 DNA探针不可比拟的。DNA探针必须在高离子强度的条件下�这样其中的正离子可中和 DNA磷
酸基团的负电荷�从而消除核酸分子之间的静电排斥力�有利于杂交。在低离子强度下�DNA探针与靶核
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酸杂交非常缓慢�随着离子强度的增加�杂交反应速率加快。但是在离子强度增大的同时�核酸靶分子也
形成了二级或三级结构�这会障碍靶分子与探针的接近与杂交。PNA探针能在低离子强度或者无盐的缓
冲溶液中杂交�这样就降低了 DNA 靶分之形成二级或三级结构的潜在可能性。而且省掉了除盐的步
骤［2］。无论用 DNA作为探针还是用 PNA作为探针检测单碱基突变�都可根据杂交信号的比值得到正确
的杂交结果。而 PNA作为探针时对盐浓度的要求更低�杂交信号更强�阴性、阳性探针信号强度的对比
也更强烈；DNA做探针时为得到相对较好的结果�对洗脱条件的要求更苛刻。离子强度可以成为设计
PNA探针的一个重要的调节参数�从而达到与杂交液中 DNA和 RNA的竞争杂交。表4为盐浓度对不同
杂交复合物的影响。

表4　盐浓度对不同杂交复合物的影响
Table4　Salt concentration’s impact on hybrid system

NaC/l （mmo/l L） Tm15℃ PNA/DNA Tm15℃ DNA/DNA
0 72 38
140 72 56
1000 65 65

　　条件：15merPNA及15merDNA 与15mer互补 DNA杂交；10mmo/l L 磷酸缓冲液�pH为7∙0。

4．4　杂交温度、时间及其它杂交条件的比较
影响杂交的因素很多�但主要是时间�温度及缓冲液的盐浓度。如果是表达检测�需要长历时�低温

和高盐条件的杂交。而如果是突变检测�需要短历时�高温和低盐条件高严谨性杂交。总之�杂交条件的
选择要根据探针的长短及其本身的用途来定。
DNA探针杂交通常要在高温反应条件下进行�其反应的最大速度是在低于 Tm 值约25℃。然而对于

那些反应时间需要延长�或对生物活性必须保护的复杂生物的核酸研究（如哺乳动物）�核酸长时间处于
高温下很显然是不利的。这会引起核酸链的断裂、胶嘌呤的作用�结合到膜上的 DNA脱落也会增多。这
个问题可以通过使用高浓度盐溶液（如6．2M NaCl）�或使用某些有机溶剂（如甲酰胺和二甲亚砜（DMSO））
的水溶液降低反应温度来解决。

与采用单链 DNA探针相比�PNA 探针的使用�使得对杂交条件具有更大的选择范围。值得注意的
是�探针参数的优化可能会影响 PNA－DNA界面之间双链体形成的动力学和效率。所以除了考虑杂交液
的条件外�还要考虑到杂交温度（用于调整其选择性）和杂交时间（用于降低极限检测限度）。

在条件都得到满足的情况下�杂交的成败就取决于保温时间。时间短了�杂交反应不完成；时间长了
也无益�会引起非特异结合增多。杂交时间与探针复杂性成正比�与探针长度和溶液中探针浓度成反比。
可以看出探针的复杂性越大杂交时间就越长�非特异结合增多�不准确。这就说突显出 PNA探针杂交的
快速性。
5　DNA探针和 PNA探针在生物传感器应用上的比较

生物传感器是利用生物识别性质进行选择生物分析的装置。核酸识别的使用是生物传感器技术中
的一个相对新的且令人鼓舞的研究领域［24～26］。核酸识别的基础是 DNA的碱基配对原则。通常是将合成
25～40mer的寡核苷酸（探针）固定在物理转换器上。对 DNA杂交装置传感器来说�高度选择性是核心。
它取决于DNA探针对靶序列的特异选择性和杂交条件（主要是温度）。目前人们致力将DNA生物传感器
用于与疾病相关的点突变序列的检测�但大多数 DNA生物传感器还达不到单碱基错配的辨别。PNA的
发现�为 DNA生物传感器的发展提供了另外一个崭新的生长点。由于 PNA分子独特的性质�PNA的引入
可以明显的改善生物传感器的序列识别能力�对于十分相近的序列的分辨率也提高了许多�且具有较大
自由的实验杂交条件选择。这些在 PNA/DNA杂交过程的电化学转换［27］以及其它类型生物传感器［28�29］中
都有体现。由于 PNA分子结构的特殊性�可以实施无指示剂的检测策略。如电化学策略可用于检测被杂
交的 DNA靶标的糖基（PNA中不存在糖基）�也可以利用靶标鸟嘌呤碱基的电活性并再采用无鸟嘌呤（肌
苷代替）的 PNA碱基等来实行无指示剂的检测。Ok-Ridge National Laboratory 研究员了解到 PNA探针不含
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磷元素�基于对 DNA靶标骨架上的磷监测可实现非标记的质谱杂交检测。研究结果表明�互补的和非互
补的序列间有着非常好的分辨力�硅芯片上的 PNA探针阵列对单碱基点突变的分辨力增强［29］。另外�由
于 PNA与 DNA所带电荷差异以及它们的吸附行为的显著差异�可通过选择合适的电极电位以减少非特
异 DNA吸附［30］。目前由于量子点在生物检测方面的应用日趋成熟�量子点与 DNA探针结合的研究已成
上升趋势［31～34］。但量子点与 PNA探针结合的研究还未见报道。
6　展望

基于以上的 PNA与 DNA的比较�PNA 探针在许多方面优于 DNA 探针。但 PNA 探针的研究还不如
DNA探针的研究成熟�还有许多问题需解决�如：如何解决 PNA自身的聚集问题和水溶性问题�怎样降低
合成成本和提高产率�以及在与核酸修饰酶作用时不能作为底物被识别［35］等问题。而这些问题也引出
了一些研究热点�如 PNA的修饰�PNA/DNA嵌合体［36］等。现在国内也有许多学者从事 PNA的研究�Wang
等［37］采用新思维利用缩合反应合成 PNA。耿淼等［38］建立肽核酸 （CPG-PNA） 的合成、纯化和分析鉴定。
周海清等［39］运用荧光和紫外吸收光谱研究了 Ru （bipy）2（dppz） 2^＋和苯胺红 T 两种荧光试剂与 PNA-
DNA、dsDNA之间的相互作用。姚珂［40］等探讨发现反义端粒酶肽核酸 （PNA） 片段具有抑制肺癌细胞株
端粒酶活性的作用�并可抑制肺癌细胞的生长。我们有理由相信随着对肽核酸骨架的修饰以及碱基类似
物的开发［41］�再加上一些新型的用于核酸检测的荧光报告分子的不断涌现［42�43］�将引领 PNA探针更具魅
力。
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A Systemic Comparison between PNA Probe and DNA Probe

ZHANG Bing-bo�CHANG Jin∗�YANG Yong�ZHANG Qi�LI Shuang-yan
（ Institute of Nanobiotechnology�School of Materials Science ＆Engineering�Tianjin University�Tianjin300072�China）

Abstract：Peptide nucleic acid （PNA） with peptide linkages as its backbone is a brand new kind of compounds
which are developed in recent years．It is an analog of DNA in molecular structure．PNA can hybridize DNA and
RNA specifically�thus it can be used as probes．Compared with traditional DNA probes�PNA probes enjoy higher
hybrid-stabilization�better specificity�and it can hybridize target substance under low salt ion concentration．This
paper makes a systemic comparison between PNA probe and DNA probe in the aspects of probes preparation�
hybridization specificity�hybridization kinetics and biosensors applications．

Key words：PNA；DNA；Probe；Hybrid；Systemic comparison
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