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PNA与引物的连接方法以及探讨潜在的价值
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摘 要:目的 探讨一种基于点击化学反应将PNA和引物进行连接的新方法,挖掘PNA-引物具有选择性扩增cffDNA
的潜力。方法 采用点击化学将PNA与引物进行连接,通过变性聚丙烯酰胺凝胶电泳、高效液相色谱仪以及质谱分析

对PNA-引物进行表征。最后,以DNA短片段和长片段分别模拟cffDNA和母源DNA,将包含相同摩尔质量的长短片

段混合溶液通过聚合酶链式反应确定连接后的产物性能。结果 PNA与引物成功连接,且连接物同时具备二者的特

性。PNA-引物特异性富集DNA短片段的效率高达83.20%。结论 本研究构建的新方法有望从高母源性DNA背景

下,选择性地富集cffDNA,该方法同时具有通量高、成本低的特点,为cffDNA的分离及纯化提供新的思路。
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LinkingmethodsofPNAtoprimersandexploringtheirpotentialvalue
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  Abstract: Objective ToexploreanewmethodoflinkingPNAtoprimersbasedonclickchemicalreac-
tionandtoexplorethepotentialofPNA-primersforselectiveamplificationofcffDNA. Methods Clickchem-
istrywasusedtolinkthePNAtotheprimers,andthePNA-primerswerecharacterizedbydenaturingpolyac-
rylamidegelelectrophoresis,highperformanceliquidchromatography,andmassspectrometryanalysis.Final-
ly,shortandlongfragmentsofDNAwereusedtosimulatecffDNAandparentalDNA,respectively.Asolu-
tioncontainingamixtureofshortandlongfragmentsofthesamemolarmasswassubjectedtoapolymerase
chainreactiontodeterminethepropertiesoftheligatedproduct. Results PNAwassuccessfullylinkedtothe
primer,andthelinkerhadthepropertiesofboth.ThePNA-primerspecificallyenrichedshortDNAfragments
withanefficiencyof83.20%. Conclusion Thenewmethodconstructedinthisstudyisexpectedtoselective-
lyenrichcffDNAfromahighmaternalDNAbackground,whichisalsocharacterizedbyhighthroughputand
lowcost,andprovidesnewideasfortheisolationandpurificationofcffDNA.
  Keywords: non-invasiveprenataldiagnosis;peptidenucleicacid;fetalfreeDNA;selectiveenrichment;

clickchemistry
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  肽核酸(peptidenucleicacid,PNA)是一种人工

合成的类似于 DNA 或 RNA 的聚合物[1-2]。由 于

PNA不带负电荷,与核酸间不存在静电斥力,因而结

合的稳定性和特异性都大有提高。同样的,PNA既不

属于多肽,也不属于核酸,所以不易被蛋白酶或核酸酶

水解[3]。许多研究人员利用PNA的这些特性,成功

地筛选出目的基因,比如SATOY等[4]基于PNA开

发了用于检测甲型流感 RNA启动子区域的荧光探

针。同年,PETITIJ等[5]基于PNA-PCR钳夹效应开

发了一种新型、快速且廉价的检测SF3B1基因突变方

法,并且该方法通过了高通量测序技术的验证。无独

有偶,KAWASAKIA等[6]使用PNA钳夹选择性地

与植物基因组的靶区结合,并在 PCR(polymerase
chainreaction,PCR)过程中抑制其扩增,成功地提高

了植物组织中细菌的16SrDNA的扩增产物。由此可

见,PNA无论是用于核酸的扩增还是抑制,都得到了

许多科学家的认可。胎儿遗传疾病的非损伤性产前诊

断(non-invasiveprenataltesting,NIPT)在临床遗传

学中起着至关重要的作用[7]。因此,寻找非侵入性产

前诊断的方法一直备受关注[8-10]。LOYM等[11]从母

体血浆中成功提取到胎儿游离 DNA(cell-freefetal
DNA,cffDNA)后,为NIPT开辟了新的可能。据相关

研究表明,cffDNA在妊娠第4周就可检出,占总游离

DNA的10%~20%。孕早期和孕晚期的cffDNA浓

度分别为25.4和292.2基因组当量每毫升(genome
equivalents/ml,GE/ml)[12]。cffDNA 的长度比母源

DNA短许多,99%的cffDNA<313bp,而母源DNA
则>1kb[13-14]。自2011年以后,基于cffDNA的非侵

入性产前检测已经商业化,并完成了从传统的侵入性

筛查向现代化技术无创诊断的转变[15]。然而,由于仪

器成本和检测范围存在差异等问题,想要引入临床实

践仍具有不小的挑战[16-17]。
在这里,本研究报道了一种新型cffDNA富集的

方法,理论上在混有DNA长短片段的溶液中,该方法

可以选择性地扩增短片段(cffDNA)而不扩增长片段

(母源DNA)。支撑该方法的理论依据主要有三点,第
一点是在孕妇外周血中,cffDNA与母源DNA大小不

同[14];第二点则是在PCR反应中,PNA会优先于引

物与DNA模板结合,且不会受各种酶的影响[18-20];第
三点,点击化学具有可选择性、结构稳定性强、易纯化

和操作等优点[21-22]。基于以上三点,本研究设计两对

引物,其一用于扩增SRY基因上长度小于313bp的

DNA短片段,模拟cffDNA。其二用于扩增部分包含

上述 短 片 段 的 DNA 长 片 段,模 拟 母 源 DNA。将

DNA长短片段混合后构建SRY基因模型。最后,通
过SRY基因模型中展示PNA-引物富集cffDNA的潜

力。
1 材料和方法

1.1 化学药品和试剂 无水硫酸铜(CuSO4)、(R)-2-
((S)-1,2-二羟基乙基)-4-羟基-5-氧代-2,5-二氢呋喃-
3-醇钠、乙二胺四乙酸四钠、三(3-羟基丙基三唑基甲

基)胺(THPTA)、乙醇、醋酸三乙胺均从上海比得医

药科技股份有限公司购买;PBS缓冲液0.01M(pH=
7.3±0.1)、无酶无菌水均从北京索莱宝科技有限公司

购买;引物由Primer5.0软件设计完成后外送上海生

工生物工程有限公司合成;PNA从杭州泰禾生物技术

有限公司购买。引物序列以及PNA 序列如表1所

示,部分相对位置示意图如图1所示。

表1 PNA-引物反应体系中涉及到的引物

以及PNA相关信息

基因名称 引物 序列

S-F 上游引物 5′-TGTCCAGTTGCACTTCGCTG-3′
S-R 下游引物 5′-ACAGGCCATGCACAGAGAGA-3′
L-R 下游引物 5′-AAATGTTAGCCATCCTAGAAGTTGGG-3′
33-F 上游引物 5′-CTGCTCTACTGCTGTCCTGA-3′
33-R 下游引物 5′-TCTGATACTTAATGCCTGTGAA-3′
PNA 下游PNA 5′-TCTGATACTTAATGCCTGTGAA-3′

注:S表示扩增SRY基因上的DNA短片段,长度为134bp;L表示扩增部分包含SRY
基因的DNA长片段,长度为1088bp;S-F表示扩增S和L通用的上游引物;S-R
为扩增S的下游引物;L-R为扩增L的下游引物;红色条带表示PNA结合位点。

图1 PNA以及部分引物的相对位置示意图

1.2 PNA-引物的连接步骤和层析条件 将50nmol
的PNA(含叠氮)和50nmol的下游引物(S-R,含炔

基)溶解在含有10nmolNaCl的10mLPBS缓冲溶液

(10mM)中,然后将以上溶液加入到溶解有THPTA
(0.5μmol)、CuSO4(0.5μmol)、抗坏血酸钠(2.5

μmol)的PBS缓冲溶液(10mM)中,总体积为20mL。

—462—

2023年             右江民族医学院学报              第2期



在室温下反应3h后,往以上混合物中加入2mL的

NH4OAc(5M)和50mL乙醇,过滤后得到的固体粉末

使用SCIENTZ-10ND多歧管压盖型冷冻干燥机(SCI-
ENTZ)在-80℃冷冻干燥120min。冷冻干燥后的固

体溶于无菌无酶水,使用变性聚丙烯酰胺凝胶电泳

(DenaturingUreaPolyacrylamideGelElectrophore-
sis,Urea-PAGE)进行脱盐,同时将疑似连接产物的片

段进行回收。粗产物在通过SupfexHP-C18(250mm
×4.6mm,5μm,Zafex)进一步纯化,在使用 Agilent
1100series液相色谱仪(Agilent)分析过程中,流动相

A为0.1M醋酸三乙胺溶液;流动相B为80%的0.1
M醋酸三乙胺和20%的乙腈。该连接反应的化学方

程式如图2所示。

图2 PNA和引物基于点击化学反应连接的方程式

1.3 PNA-引物的表征 为了明确PNA-引物是否合

成成功,本研究通过质谱分析对合成的PNA-引物进

行表征。利用 ThermoScientificTMLTQXLTM线性离

子阱质谱仪对已分离纯化后的PNA-引物进行鉴定,
加样条件为电喷雾电离源 (ESI),采集模式:电喷雾正

离子或负离子模式,雾化气:氮气,离子源电压为4500
V,碰撞能量扩增(CES)为15V,样品进样流速为5

μL/min。质谱扫描范围为 M/Z500~20000。使用

Peakview1.2软件(美国ABSCIEX公司)对获得的结

果数据进行可视化分析。
1.4 SRY基因模型的构建 本次实验已经获得右江

民族医学院附属医院医学伦理委员会同意(YYZY-
LL-2022-89),以下实验均严格按照说明书进行。当女

性怀有男性胎儿时,血浆中的SRY基因只来源于胎

儿,因此以SRY基因代表cffDNA对PNA-引物的功

能进行初步探讨。具体方法:取5名未妊娠的健康女

性外周血,离心后收集血浆贮存于-80℃备用。取1
名健康男性的外周血进行核酸提取(EzupColumn
BloodGenomicDNAPurificationKit,上海生工生物

工程有限公司),使用两对引物分别扩增SRY基因的

DNA短片段和部分包含SRY 基因的 DNA 长片段

(TaqPCR MasterMix,上海生工生物工程有限公

司)。经过0.1%的琼脂糖电泳后(Agarose,西班牙

Biowest公司),采用切胶回收试剂盒实现DNA长片

段和短片段的回收(GeneJETGelExtractionKit,赛
默飞世尔科技公司),成功回收后再取5μLDNA溶液

进行电泳鉴定。最后使用女性血浆将DNA短片段和

长片段调整至相同的摩尔质量并混匀,模拟孕妇外周

血中cffDNA具有与母体DNA相同的基因片段环境,
构建SRY基因模型,记为Y0溶液。
1.5 分析方法的验证 在确保PNA与引物成功连接

后,为 了 防 止 过 量 的 回 收 DNA 产 物 抑 制 PCR 反
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应[23],同时更好地体现出PNA的阻断作用,本研究对

回收的DNA片段进行50倍的等比倍比稀释,通过比

较PCR的结果进行初步验证。PCR反应体系的配置

为:TaqPCRMasterMix取25μL,2μL的上游引物

(S-F),2μL的PNA-引物,1μL的Y0溶液,20μL的

无酶无菌水,总体积为50μL。在其它的配置都相同

的情况下,本研究将Y0溶液更换成只有DNA长片段

的溶液作为对照组。聚合酶链式反应包括30个循环:
94℃变性30s,60℃退火30s,72℃延伸60s。经过

0.1%的琼脂糖电泳后,使用 UVPChemStudio515
(Analytik-Jena,德国耶拿分析仪器股份公司)进行成

像以及分析电泳条带的浓度。以 marker条带的浓度

作为参照物进行相对定量分析(DNA Marker,上海生

工生物工程有限公司),选择性扩增短片段的富集效率

计算公式如下:
DNA短片段扩增产物的富集效率(%)=[(x-y)/x]

×100%
其中x表示使用PNA-引物对DNA长短片段混

合物进行聚合酶链式反应获得的扩增片段浓度;y表

示表示使用PNA-引物对只含有DNA长片段的模板

进行聚合酶链式反应获得的扩增片段浓度。
2 结果

在本研究中,基于DNA片段的物理特性,首次尝

试对PNA与引物进行连接,在不破坏每个试剂功能的

前提下,通过点击化学将二者成功的连接起来,利用

PNA的固定作用,极大可能地阻止了引物与相应位点

的结合,从而阻断长片段自身的扩增,基于此原理(如
图3所示),本次研究将DNA长片段和短片段混合,使
用PNA-引物反应体系进行PCR扩增以检测选择性扩

增DNA短片段的效率。本次研究对所有参与反应的

些参数都进行了优化。从另一方面来说,这种新方法

可以为cffDNA的分离以及纯化提供新的思路。

注:红色表示DNA长片段,蓝色表示DNA短片段;理论上,Y0溶液中存在以上3种扩增反应的

可能。当PNA-S-R的量远远超过DNA长片段的量时,则存在第三种可能性。
图3 PNA-引物反应体系在加入Y0后的反应原理示意图

2.1 PNA-引物的分离以及纯化 为了判断点击化学

反应能否将含有叠氮基团的PNA与含有含炔基的引

物进行连接,本次研究将具有不同反应条件的溶液进

行初步的处理后,通过 Urea-PAGE电泳可以得知(见
图4),在电泳道1中接近50nt位置的条带极大可能

就是PNA与引物的连接物,而在25nt附近的两条条

带通过与电泳道3相比,可以判断出是引物与催化剂

反应所生成的副产物。随后,本次研究通过切胶回收,
将疑似连接产物的电泳条带通过高效液相色谱仪

(highperformanceliquidchromatography,HPLC)纯
化后,在与单独的PNA和引物进行比较(见图5,补充

图1),结果发现三者的出峰时间均不相同。

注:泳道1为PNA与引物在催化剂存在下反应3h;泳道2为

PNA与引物在没有催化剂的情况下反应3h;泳道3为引物单

独与催化剂反应3h;泳道4为PNA单独与催化剂反应3h;泳
道5为仅有引物;泳道6为仅有PNA;泳道7为含有催化剂的

反应溶液。

图4 不同样品的变性聚丙烯酰胺凝胶电泳图像
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图5 PNA-引物、引物和PNA依次在 HPLC中的峰值时间

2.2 质谱的表征分析 为了判断生成的连接物是否

就是由PNA与引物连接而成的,本次研究使用Ther-
moScientificTMLTQXLTM线性离子阱质谱仪对已经

分离纯化后的PNA-引物进行表征。在质谱分析中,
如图6A~图6C所示,PNA-引物的分子量理论值应该

等于PNA的分子量加上引物的分子量,在误差允许的

范围内,质谱仪器得出的分子量结果为10546.2Da,其
结果符合预期的理论值范围。综上所述,本次研究通

过Urea-PAGE电泳实验分析、HPLC分析以及质谱

分析,成功地确定了PNA-引物已经连接成功。

注:A为引物质谱分析的结果;B为PNA的质谱分析结果;C为PNA-引物的质谱分析结果。

图6 引物、PNA和PNA-引物的质谱分析比较

2.3 PNA-引物的富集效率检测结果 在确保PNA-
引物连接成功后,本次研究首先要保证PNA和引物各

自的功能都不受到影响,为此,基于前期的实验研究,
使用包含了PNA碱基序列的引物(33号引物对)进行

测试,如图7A所示,在电泳条带1、2号中,33号引物

对能够正常扩增出产物,而加入PNA后的3、4号电泳

条带却无法扩增出产物,则说明PNA阻断了引物与

DNA模板的结合,同样的,在加入PNA-引物后(5、6
号电泳条带),电泳的结果同样能够说明连接后的

PNA功能没有改变。接下来是对引物的功能进行判

定,为了防止PNA的阻断效应出现,本次研究使用短

片段作为DNA模板进行扩增,结果如图7B所示,在
相同的条件下,二者都能扩增出模板DNA,则说明引

物的功能没有改变。最后是对PNA-引物的特异性扩

增DNA短片段进行测试,等比倍比稀释后的DNA长

片段经过相同浓度的引物和PNA-引物扩增后,其扩

增出来的条带亮度以及扩增阈值均不相同(补充图

2)。通过对Y0溶液的扩增以及电泳条带的分析,基
于相对定量的方法进行浓度判断,以点对点的方法创

建浓度曲线,最终结果如图4C所示,具体浓度可以从

表2获得。通过两独立样本t检验(见图4D)可以得

知,PNA-引物反应体系在两种不同的溶液中扩增出的

产物 相 对 浓 度 不 同,差 异 具 有 统 计 学 意 义(P <
0.0001),基于上述选择性扩增DNA短片段的富集效

率计算公式,可以算出5组PNA-引物反应体系在Y0
溶液 中 选 择 性 扩 增 DNA 短 片 段 的 效 率 分 别 为:

72.27%、81.21%、79.51%、83.20%、79.66%。因此,
虽然该新方法目前还不能做到百分之百的只扩增

DNA短片段而不扩增DNA长片段,但从目前的结果

来看,这依然是一个非常具有潜力的新方法,可以为

cffDNA的富集提供新的视角和研究方向。
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注:A为PNA性能的测试;B为引物的性能测试;C~D为PNA-引物在5组Y0溶液和

DNA长片段溶液中的扩增效率比较;****P<0.0001。

图7 检测PNA-引物在DNA长片段和短片段混合物中的富集效率

表2 每条电泳带的相对浓度值

电泳道 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

浓度/(ng·μL-1) 11.07 3.07 11.55 2.17 11.81 2.42 10.89 1.83 10.67 2.17

3 讨论

肽核酸因其高度的灵活性,可以通过广泛的构象

来结合其它生物分子,并且被认为在未来的纳米生物

技术中会具有至关重要的作用[24]。使用PNA来代替

探针中的DNA,可以提高探针的亲和力、靶标特异性

和抗生物降解性[25-26]。与传统的northern印迹杂交、
微阵列和逆转录聚合酶链式反应等技术相比,使用

PNA探针技术不需要核酸的提取和扩增,可以直接检

测细胞中的核酸成分[27-28]。因此,通过点击化学反应,
将PNA与引物进行连接,并且保留各自的性能不被破

坏,生成的PNA-引物在未来的纳米生物技术具有非

常大的潜力。
利用孕妇外周血中胎儿游离DNA进行无创性产

前诊断已成为产前诊断的目标,NIPT既可以获得完

整的胎儿遗传信息,同时又能避免对母婴的风险。因

此,为了从母体循环中获取稀有的胎儿细胞,开发高效

的分离技术是必要的[29-30]。然而从母亲血浆中有效地

分离cffDNA是一个至今没有解决的技术难题,现有

的cffDNA 分 离 技 术 主 要 有 大 规 模 并 行 测 序

(MPS)[31-32],液滴数字PCR(ddPCR)[33-34]和物理分离

法[35-36]。其中 MPS的全基因组测序或靶向测序方法

被认为是准金标准,ddPCR是一种新颖的技术,同样

具有稳健、灵敏、高效和可靠的技术[37],但这两种方法

所涉及的仪器成本高昂,距离常规临床应用,有较大的

距离。物理分离法是目前已被公认的可以从母体血浆

中得到高比例cffDNA的可靠方法[38],但该法的缺点

是通量低,且可能产生样品污染,不是一个理想的临床

常规方法。总的来说,在过去的十年里,有关cffDNA
富集的方法,或通量低,或成本高,或程序复杂难以满

足临床常规应用的要求。
在本次研究中,通过构建SRY基因模型,简单模

拟孕妇外周血环境,其研究目的就是使用一种新方法

可以选择性地将混合溶液中的DNA短片段(cffDNA)
进行选择性扩增。在该实验中详细地讲解了基于点击

化学将PNA与引物进行连接方法,这是一种创新的方

法。然后分别通过变性聚丙烯酰胺凝胶电泳、高效液

相色谱仪以及质谱仪对PNA-引物进行表征,进一步

确定了PNA-引物的成功合成。最后,通过PCR反应

结合电泳条带的浓度分析,初步对该反应体系的富集

效率进行评估,在特定的浓度条件下,DNA短片的富

集效率可以高达83.20%,这是一项令人振奋的消息。
综上所述,基于DNA片段的大小,开发了一套利

—862—

2023年             右江民族医学院学报              第2期



用“PNA-引物”进行选择性富集DNA短片段的方法,
这种新方法同时具有通量高、成本低的特点,为cffD-
NA的分离以及纯化提供了新的思路。然而,本研究

仍然存在一些不足之处:①本研究中对于DNA长片

段与PNA-引物的浓度比例选择比较苛刻,理想状态

下,二者1∶1的比例是PNA能够阻断引物与DNA
模板结合的最高阈值比例,若PNA-引物的量越是高

于DNA长片段的量,则扩增的假阳性比例就会越多。
理论上,PNA-引物的量越是低于DNA长片段的量,
则特异性扩增出DNA短片段(cffDNA)的比例也就越

大;②本研究仍然存在可以改进以提高扩增DNA短

片段效率的空间,比如说将短片段的上游引物与另一

个PNA进行连接,以增强引物对DNA短片段结合的

特异性,进而降低母源DNA的干扰;③为了能够更好

地验证该方法的实用性,后续的实验应构建孕妇具体

的外周血模型或者在临床上使用不同孕期的孕妇进行

验证,同时与 MPS金标准进行比较,但受限于许多因

素的影响,很遗憾,本次研究未能完成这一步的验证。
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