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肽核酸探针在微生物快速检测中的应用 

刘  鹏, 刘  宁*, 王云霞, 段效辉, 尹伟力 

(烟台出入境检验检疫局, 烟台  264000) 

摘  要: 致病性微生物引起的食源性疾病在突发事件数和患者数方面占比最多。如何对食源性致病微生物进行

快速、准确的检测, 已成为食品安全应急处理亟待解决的问题。第 3 代反义核酸-肽核酸(peptide nucleic acid, 

PNA)探针由于不带电荷的结构特点, 其稳定性、特异性、亲和性和膜通透性均优于 DNA 探针。近年来 PNA

在微生物快速检测中得到越来越广泛的应用, 如用于荧光原位杂交、PCR 扩增、生物传感器、基因芯片以及

Southern印迹等。本文介绍了 PNA探针的结构和特点、杂交方式以及 PNA探针的设计原则, 对其在微生物快

速筛选方面的应用进展进行了综述, 在此基础上分析了 PNA探针的优缺点, 并对未来发展趋势进行了展望。 
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Application of peptide nucleic acid probe in rapid detection 
of microorganisms 

LIU Peng, LIU Ning*, WANG Yun-Xia, DUAN Xiao-Hui, YIN Wei-Li 

(Yantai Exit-Entry Inspection and Quarantine Bureau, Yantai 264000, China) 

ABSTRACT: Food borne diseases caused by microorganisms are the maximum in numbers of emergency events or 

patients. How to detect food borne pathogenic microorganisms rapidly and accurately has become an urgent problem 

to be solved in the food safety emergency handling. The third generation antisense nucleic acid-peptide nucleic acid 

(PNA) probe was better than DNA probe in the respects of stability, specificity, compatibility and membrane 

permeability, owing to its characteristic of no electric charge. PNA was widely applied in the rapid detection of 

microorganisms recently, for instance in PNA-FISH, PCR, biosensor, gene chip and Southern blotting, etc. In this 

paper, the structure characteristic, pattern of hybridization and PNA probe design principle were introduced, and 

application of PNA probe in rapid microbial screening were reviewed, also the advantages and disadvantages were 

analyzed and the future development trend was prospected. 
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1  引  言 

食源性疾病是当今世界上最广泛最突出的卫生问题, 

据 WHO 报道[1], 全球每年因食品污染引起的急性腹泻病

例高达数 10亿, 有数百万儿童死亡。食源性疾病包括由致

病性微生物、化学物质和物理因素引起的疾病, 其中由致
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病性微生物引起的暴发事件数和患者数最多。目前我国对

致病微生物的检测主要采用传统的检测方法, 通过增菌后

的平板分离、生化试验及血清学试验进行鉴定, 操作繁琐, 

费时费力, 且依赖于经验的判断, 检测周期长达 7~14 d甚

至更长, 很难做到对疾病暴发的早期发现和预警, 很难适

应进出口食品检验检疫应急处理快速反应的需要。肽核酸

(peptide nucleic acid, PNA)是继硫代磷酸酯寡核苷酸、杂合

性反义核酸之后的第 3代反义核酸[2]。由于其独特的结构、

理化和生物学特性以及杂交方式, PNA 在微生物检测、分

子生物学研究、基因诊断、药物设计、肿瘤治疗以及环境

微生物生态研究方面显示出广阔的应用前景。本文重点介

绍 PNA作为探针在微生物快速筛选中的研究进展。 

2  肽核酸的结构和特性 

PNA 是一种人工合成的 DNA 类似物, 1991 年由

Nielsen 等 [3]借助计算机辅助设计而成, 结构上由酰胺键

(NH-CO)连接的重复 N-2-氨乙基甘氨酸骨架取代了核酸原

本的磷酸二酯键骨架[4], 碱基(A, T, C, G, U)通过亚甲羰基

键与骨架中的氨基连接(见图 1)。重复的骨架单位含有 6

个键, 碱基与骨架之间有 3 个键相隔, 因而在形态和空间

几何结构上与 DNA 十分相似。PNA 链的两端分别为游离

的氨基和羧基, 书写时从氨基到羧基, 分别对应DNA的 5’

端和 3’端。 

 

 
 

图 1  DNA和 PNA结构对比 

Fig. 1  Structure contrast of DNA and PNA 

 
 

2.1  生物学特性 

2.1.1  稳定性 

与 DNA、RNA分子相比, PNA生物学稳定性和热稳

定性较高。PNA没有核酸酶和蛋白酶的识别位点, 因此不

易被任何已知的核酸酶或蛋白酶降解。据报道, PNA 在人

血清、细菌提取物、埃氏腹水癌细胞核和细胞质抽提物中

均无明显降解[5]。PNA与 DNA、RNA的亲和性也比 DNA

更强, 同样条件下, 15个序列相同的碱基, DNA双链的 Tm

值为 53.3 ℃, DNA/RNA 的 Tm 值为 50.6 ℃, 而相应的

PNA/DNA 的 Tm 值达到 69.5 ℃, PNA/RNA 更是高达

72.3 ℃。即与同样序列的天然核酸碱基序列相比, 每增加 1

个碱基, 解链温度 Tm值提高 1 ℃以上[6], 大大提高了杂交

稳定性。 

2.1.2  特异性 

虽然 PNA的骨架与 DNA和 RNA不同, 但与 DNA或

RNA的结合仍然严格遵守Watson-Crick原则, 甚至不能允

许 1个碱基的错配, 每出现一个错配, Tm值平均降低 15 ℃, 

而相应的 DNA双链仅降低平均 11 ℃, 如果有 2个碱基错

配则完全不能杂交, 因此特异性极高[7]。同时由于 PNA的

中性骨架不带电荷, 因此与 DNA和 RNA杂交时不存在静

电排斥, 稳定性和特异性大大提高。 

2.1.3  膜通透性 

与天然核酸相比, PNA水溶解性有所增加, 且容易被

细胞吸收, 但其膜通透性仍然较低[8]。研究表明, 通过抗原

-抗体、配体-受体、磷脂键连接、核定位信号肽(NLS)连接、

直接细胞微注射、电穿孔术以及钙离子等可提高细胞对

PNA的摄入量[9]。 

2.1.4  细胞毒性 

肽核酸几乎没有毒性, 为小鼠静脉注射 PNA, 2 h 后

观察到 PNA 存在于所有的组织器官中, 而 90%的 PNA 在

用药后 24 h内以未经修饰的形式经尿排出[10]。 

2.2  杂交方式 

PNA 能够与单链核酸通过 Watson-Crick 碱基互补形

式形成双螺旋的稳定复合物(见图 2), 也能与双链核酸形

成Watson-Crick-Hoogsteen碱基配对的 3螺旋结构, 还可以

通过一个接头连接形成 bis-PNA 通过“链侵袭”模式直接和

双链 DNA(dsDNA)形成稳定性更高的 4链复合物[11-12]。 

通常纯嘧啶碱基序列的 PNA与互补 DNA或 RNA杂

交, PNA 插入 DNA 或 RNA 双链中而置换其中的一条链, 

通过链侵袭 (strand invasion)模式 , 形成三螺旋结构

(PNA-DNA-PNA 或 PNA-RNA-PNA 复合物)[13], 这种复合

物非常稳定, 而且可以有效抑制转录活性, 在反义核酸的

研究上具有重要的意义。而纯嘌呤碱基序列的 PNA及嘌呤

嘧啶混合碱基序列 PNA与互补 DNA结合形成的双螺旋结

构与 B 型 DNA 双螺旋类似, 为右手螺旋方式。多聚同源

嘌呤 PNA 和 dsDNA 的同源嘧啶靶序列之间, 还有一种杂

交方式, 即 PNA 侵入 DNA 双螺旋内部, 以 Hoogsteen 氢

键的方式与靶序列结合, 形成DNA-PNA-DNA三体复合物
[11]。研究表明 , PNA-DNA 双螺旋的热稳定性低于

PNA-DNA-PNA三螺旋, 但仍比相应的 DNA-DNA双螺旋

稳定, 主要原因是DNA双螺旋的 2条链间存在负电荷斥力, 

此外, 杂交不受离子浓度影响, 在无 Mg+的环境中, 也能

与 DNA杂交[14]。 
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图 2  PNA-DNA-复合物结构图 

Fig. 2  Structure of PNA-DNA compound 

 

2.3  PNA 探针设计原则 

PNA探针的设计比常规 DNA探针限制更多, 相对更

难, 除要考虑常规设计原则如二聚体、发夹结构和错配等

因素外, 还应注意以下几点: (1)探针长度: 这是首要考虑

的问题, 通常 PNA探针的长度为 12~18 bp时最好, 过长容

易聚集, 难以纯化和鉴定, 杂交效率降低。(2)嘌呤含量: 富

含嘌呤的的 PNA 寡聚物容易发生自身聚集, 因此在 PNA

探针中嘌呤的含量应不超过 60%, 同时应避免出现 6 个连

续的嘌呤及 4个连续的 G。(3)自身互补: 为了避免产生自

我互补, CCGG不能连续出现, 不要有 6个连续的碱基互补, 

但允许不连续的碱基互补, 不要有 8 个碱基的互补。尽管

设计相对复杂, 但 PNA探针在实际应用中有许多 DNA探

针无法比拟的优点[15]。 

3  肽核酸在微生物快速筛选中的应用 

肽核酸以其独特的分子结构和生物学特点得到了越

来越多的应用, 尤其在疾病诊疗、抗肿瘤研究[16]和分子生

物学研究中具有广泛的应用前景, 在很多领域大有取代寡

核苷酸的趋势, 如作为反义药物和探针。现将 PNA作为探

针在微生物快速筛选中的应用介绍如下。 

3.1  PNA 荧光原位杂交(PNA-FISH)技术 

肽核酸荧光原位杂交(fluorescence in situ hybridization 

using peptide nucleic acid probes, PNA-FISH)技术是以 PNA

探针取代DNA探针检测微生物的一种新兴FISH技术, 也是

目前为止 PNA 作为探针发展最为成熟的技术。与 DNA 探

针相比, PNA探针序列更短、所需浓度更低、杂交速度更快, 

并且 PNA探针不带电荷, 生物稳定性极高, 特异性、亲和力

和细胞通透性均比 DNA更高, PNA在杂交中的高度稳定性

和对错配的高度分辨力使其具有作为探针的明显优势[17]。

PNA-FISH 技术既具有 PNA 探针的高度专一性, 又具备传

统染色技术的简便性, 可为致病菌的鉴定提供快速、准确的

诊断信息。美国 FDA推荐该技术用于快速检测血液中的某

些致病菌, 检测过程仅需 1.5~2.5 h。 

PNA-FISH 包括固相和液相 2 种杂交方式 , 丹麦

DAKO 公司于 1999 年首次研制出基于玻片的固相

PNA-FISH 技术, 用于检测抗酸染色为阳性的结核分枝杆

菌和非分枝杆菌, Perry-O’Keefe等[18]在此基础上建立了可

用于流式细胞仪的液相 PNA-FISH 方法。PNA-FISH 的基

本流程包括涂片、固定、杂交、洗脱和观测(见图 3)。菌体

不需要经过任何消化处理, 并且杂交后的细菌仍可保持完

整的细胞形态, 可进一步提供细菌鉴定的辅助信息。由于

PNA-FISH 技术操作简单, 类似于革兰氏染色或抗酸染色

技术, 因此亦被称为快速诊断的智能染色技术[19]。 

 

 
 

图 3  PNA-FISH技术流程图[19] 

Fig. 3  Technique flowchart of PNA-FISH 

 
目前通用的对无乳链球菌检测的平板培养法, 假阴

性率高达 50%, 而 Peltroche-Llacsahuanga 等 [20]应用

PNA-FISH 技术对棉拭子中无乳链球菌进行检测, 表现出

高度的特异性和敏感性, 最重要的是适用于无乳链球菌的

所有血清型(包括溶血株和非溶血株)。Oliveira等[21]设计金

黄色葡萄球菌特异性探针, 对 564例来自 ESP、BACTEC、

BacT/Alert 3种全自动血培养仪报警阳性、革兰染色成簇排

列的阳性球菌标本进行检测, 在 2.5 h内可提供准确的鉴定
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结果, 敏感度、特异度、阳性预测值及阴性预测值分别为

100%、99.1%、98.0%与 99.7%, 获得令人满意的效果。

Almeida等[22]将 PNA-FISH技术用于检测细胞悬液、血液、

粪便、水以及婴儿奶粉中的沙门氏菌, 结果表明, 该技术对

血液和婴儿奶粉中沙门氏菌的检测限量可达到 1 CFU/10 

mL(g), 即使在目标菌为非优势菌的情况下, 也能保持较

高的灵敏度, 整个检测过程仅需不到 20 h。Zhang 等[23]应

用固相 PNA-FISH 技术检测李斯特菌, 分别针对李斯特菌

属、单核细胞增生李斯特菌和伊氏李斯特菌设计了 PNA探

针(Lis-16S-1, Lm-16S-2, Liv-16S-5), 3个探针均只能检出目

标菌而未与非目标菌杂交, 特异性和敏感度均达到 100%; 

同时对食品样品的检测结果与 API方法符合率达到 100%。

1995 年以前, 由于传统的表型分析无法区分, 柏林假丝酵

母菌一直被误认为与白色念珠菌是同一种真菌, Oliveira等
[24]设计了 2条作用于种特异 rRNA序列的 PNA探针, 迅速

准确地将这 2 种致病性真菌成功区分开, 敏感度、特异性

均达到 100%。Reller等[25]采用针对血培养中 5种常见的念

珠菌设计 5条特异性 PNA探针, 2.5 h内可鉴定出 5种念珠

菌, 敏感度、特异度均为 99.0%。 

PNA-FISH 技术除用于检测细菌、真菌外, 还可确定

生物膜中的细菌种类以及立体分布情况。Fazli 等[26]对 22

例疑似铜绿假单胞菌感染患者的慢性伤口感染细菌生物膜

样本进行分析, 用传统的培养法检出结果多数为金黄色葡

萄球菌, 少量为铜绿假单胞菌; 而利用 PNA-FISH 法检出

的结果多数为铜绿假单胞菌, 少量为金黄色葡萄球菌, 并

且可显示感染菌在组织标本中的分布。此外据报道 , 

PNA-FISH 方法还被运用于寄生虫感染疾病的检测, 如设

计针对 18S rRNA的靶序列诊断非洲锥虫病[27]。 

3.2  PNA-PCR 钳制技术 

PNA-PCR 钳制技术 (PNA-directed PCR clamping, 

PNA指引下的 PCR夹子法)可用来检测 DNA中的点突变。

分别合成与野生型序列互补的 PNA 探针和与突变型序列

互补的 DNA探针, 由于 PNA不能被 DNA聚合酶识别, 因

此不能引发 PCR扩增, 但其与 DNA的结合可阻止 PCR反

应。如果靶序列不存在基因突变, PNA 探针与靶序列优先

结合, PCR 扩增终止; 如果靶序列存在基因突变, 则 DNA

探针与靶序列优先结合, PCR 扩增得以进行。该技术的优

势在于无需对 PCR 产物进行序列测定即可确定点突变的

存在。Ohishi 等 [28]利用 PNA-PCR 法发现了乙肝病毒

YMDD序列突变的准种。PNA探针还可结合实时荧光技术, 

对扩增产物进行实时检测 , 已有利用 LightUp 探针、

LightSpeed 探针结合 Q-PNA PCR 方法对扩增产物进行实

时检测的报道[18]。利用 Q-PNA PCR还可同时对沙眼衣原

体和淋球菌进行双色检验[29]。 

3.3  PNA 基因芯片 

基因芯片(gene chip)技术作为一种快速、准确、高通

量的核酸分析技术, 近年来应用日益广泛。由于 DNA探针

和待检基因均带负电荷, 其链间斥力不利于探针结合, 只

有在一定浓度的盐离子存在时, DNA探针与靶序列链间斥

力降低, 形成稳定的二聚体, 但在此条件下, 靶序列的二、

三级结构又会增加, 阻碍其与 DNA 探针结合。PNA 探针

具有天然的优势, 由于其不带电荷的中性骨架结构, 不仅

避免了与 DNA或 RNA靶序列结合时的链间斥力, 而且在

低盐环境中靶序列的二、三级结构降低, 变性更充分, 能显

著增强芯片杂交信号, 从而很好地解决了长期以来基因芯

片技术中, 由于靶序列与 DNA 探针的竞争性杂交而难于

接近探针、杂交效率不高的问题。有研究表明[30], 在盐离

子浓度为 10 mmol/L左右时, PNA探针能够与双链DNA序

列直接杂交, 而 DNA 探针则必须变性成单链后才能进行

杂交。王传玺等[31]和张效萌等[32]分别针对乙肝病毒构建了

基于 PNA探针的基因芯片, 研究均证实与 DNA探针相比, 

PNA探针的杂交信号更强, 单碱基突变的识别能力更强。

同时, PNA 芯片的检测方法也更灵活, 除可用荧光标记法

进行检测外, 还可根据 PNA不含磷原子这一特点, 利用质

谱技术进行检测[33]。 

3.4  PNA 生物传感器 

DNA传感器(biosensor)往往存在诸如杂交障碍、重复

性差和特异性差等缺点, 并且对盐离子浓度的要求也存在

差异, PNA 用于生物传感器可明显提高序列识别和结合能

力, 降低对杂交条件的要求, 提高杂交效率。 

Hejazi 等[34]针对丙型肝炎病毒(HCV)基因组构建了

14-mer长的PNA探针, 组装到一个电化学生物传感器的电

极表面, 检测限达到 1.8×1012 mol/L。用此方法检测 SNP

突变位点, 检测限也可达到 4.8×1012 mol/L, 但杂交时间

需延长至 15 h[35]。Yao 等 [36] 在石英晶体微平衡传感器

(QCM)中构建了检测乙型肝炎病毒(HBV)的 PNA 探针, 可

不经 PCR 扩增对 HBV 基因组进行实时检测, 检测限为

8.6×1012 mol/L。Hyou 等[37]将 PNA 探针与表面等离子共

振感受器(SPR)相结合, 运用 PNA-SPR 法对大肠杆菌的

16s rRNAs进行测定, 杂交后经 Au阳离子将杂交信号放大

后检测, 实验结果的灵敏度为 58.2±1.37 pg/mL, 克服了

DNA探针直接检测 16s rRNA灵敏度较低的问题[38]。 

3.5  PNA-Southern 杂交 

用标记的 PNA 探针对 Southern 杂交法进行改良, 将

标记的 PNA探针直接与变性的 DNA靶序列杂交, 杂交产

物经毛细管电泳分离后, 转移到尼龙膜上进行荧光检测即

可。杂交时应注意, 为了抑制靶序列的自身退火, 提高杂交

特异性 , 杂交体系的条件应保持较低的盐浓度), 与传统

Southern 印迹技术相比, PNA-Southern 法不需要在电泳之

后进行繁琐的转印、变性、杂交标记和洗脱程序, 尤其是

不需要再对过量探针进行洗脱, 大大简化了操作步骤, 提

高了检测的特异性和敏感性[39]。 
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4  展  望 

作为新一代反义检测技术, PNA以其生物稳定性高、

与核酸亲和力强、具有较强的抗核酸酶和蛋白水解酶降解

等特性而成为分子生物学的新型有力武器。与 DNA 探针

相比具有很多独特的优势, 有取代 DNA 探针进行原位杂

交、PCR 扩增和生物传感器成为探针首选之势, 也得到了

愈加广泛的应用和重视。但同时, PNA 探针在微生物诊断

的实际应用中也存在一定的局限性。如 PNA探针一般只有

12~18 个碱基, 尽管能识别到一个碱基的差异, 但以如此

短的核酸序列区分不同种属间的细菌, 难度显然更大, 对

探针设计的要求也更高, 探针合成的价格也较高。另外, 某

些细菌的自发荧光现象对结果判定也有一定干扰。 

未来的发展趋势主要是通过对肽核酸的骨架修饰、穿

膜性、理化及生物特性进行进一步的深入研究, 以开发结

构更加稳定、特异性更高、亲和力更强的肽核酸。与其他

技术相结合, 建立更简便、快捷灵敏、准确的检测技术, 充

分挖掘 PNA作为诊断工具的潜力, 为将来开发独特的微生

物诊断试剂盒、设计靶向性更强的药物及快速诊断肿瘤等

方面奠定基础, 使其更广泛地应用在食品安全、环境监测、

临床诊断等方面。 
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