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摘  要 : 肽核酸是人工合成的寡核苷酸类似物，以 N-(2-氨乙基) 甘氨酸结构单元替代 DNA 分子中的戊糖-磷

酸结构。与天然核酸相比，肽核酸可以更高效地与 DNA 或 RNA 特异性杂交，在分子生物学和基因药物领域

具有良好的应用前景。但是，肽核酸骨架呈电中性，难以高效穿过细胞膜，这成为工程应用的最大障碍。为了

改善肽核酸的细胞转运性能，对肽核酸进行化学修饰是近年来的研究热点。结合近十年来文献报道和本实验室

的工作，对肽核酸的骨架修饰和配合物结合修饰两类增强细胞转运的修饰方法进行综述，并对修饰性肽核酸细

胞转运研究中存在的问题以及未来的研究趋势及其应用提出了见解。 
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Cellular delivery of modified peptide nucleic acids: a review 

Chundong Liu, Jianhua Wang, and Fang Zeng 

Bioengineering College of Chongqing University, Chongqing 400044, China 

Abstract:  Peptide nucleic acid (PNA) is a DNA surrogate in which the phosphate deoxyribose backbone of DNA is 

replaced by repeating N-(2-aminoethyl)glycine units. PNA can hybridize to the complementary DNA and RNA with higher 

affinity than their oligonucleotide counterparts. This character of PNA not only makes it a new tool for the studies of 

molecular biology but also the potential candidate for gene-targeting drugs. The non-ionic backbone of PNA leads to stable 

综  述 
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hybrids with the nucleic acids, but at the same time, the neutral backbone results in poor cellular uptake. To address this 

problem, studies on modified PNA progress rapidly in recent years. We reviewed literature reports combined with our study 

about the delivery methods, including backbone modified PNA and PNA-ligand conjugates, and the cellular uptake of 

modified PNA. In addition, we summarized the problems and future prospect of the cellular delivery of modified PNA. 

Keywords:  peptide nucleic acids, modified, cellular delivery 

1991 年，丹麦哥本哈根大学生物化学家

Nielsen 等[1]通过计算机设计，首次提出了肽核

酸 (Peptide nucleic acid，PNA)，它是一种人工

合成的 DNA和 RNA类似物。在肽核酸分子中，

N-(2-氨乙基) 甘氨酸结构单元通过酰胺键连接

构成骨架以替代核酸分子中戊糖-磷酸结构，碱

基则通过亚甲羰键与骨架仲氨基上的 N 相连 

(图 1)。这种与天然核酸相似的空间结构使得

PNA能以碱基互补配对原则与 DNA或 RNA杂

交[2]。与天然核酸相比，PNA 具有以下优点：

骨架的柔韧性和电中性使其与 DNA 或 RNA 杂

交的亲和力更高[3]；结构中不含氨基酸残基或磷

酸戊糖单元，因此不受核酸酶或蛋白酶降解，

生物稳定性高[4]；非手性构象便于单体合成和纯

化[5]；骨架含重复的酰胺键结构，因此可以使用

固相合成方法合成寡聚物[6]。 

然而，未修饰 PNA在应用时仍存在以下缺

点：亲水性的结构很难透过细胞膜，导致细胞

摄入差；与靶序列结合不具备方向性；电中性

引起 PNA 分子自聚集导致水溶性差[7]。其中，

PNA 的跨细胞膜转运难题成为应用的最大障

碍，跨膜转运困难使 PNA难以到达细胞内，影

响了与胞内靶点的结合，降低了生物利用度[8]。

因此，增强 PNA的细胞摄入水平是工程应用的

关键之一。迄今，在这方面取得一定成效的方

法可分为以下 3 类。第一，早期研究主要集中

在对细胞膜结构的改造，如电致孔法[9]、渗透化

细胞法[10]，该方法基于对靶细胞膜结构的修饰，

难以适用于 PNA 工程化应用。第二，对 PNA

转运形式进行改造，如与 DNA协同转运[11]、脂

质体包埋[12]、纳米粒协助转运[13]，其中，采用

与纳米粒共价连接取得了较好的成效。Bertucci

等[14]将 PNA 共价连接到 L 型沸石纳米晶体表

面，并用生物可降解的聚-L-赖氨酸进行包衣，

选用 Helen Lane 细胞 (HeLa) 考察转运情况，

结果表明，该连接复合物的细胞摄取率明显增

加。Ma 等[15]将 PNA 与多孔二氧化硅纳米颗粒 

(Mesoporous silica nanoparticles，MSNP) 通过二

硫键共价连接得到 PNA-SS-MSNP连接复合物，

在 MSNP 协助转运下，复合物以内吞方式进入

HeLa细胞，随后胞内高浓度的谷胱甘肽断裂二

硫键，释放出反义 PNA，并有效沉默 B细胞淋

巴瘤-2 (B-cell lymphoma 2，Bcl-2) 蛋白表达。

McNeer等[16]将聚合物纳米粒作为载体加载三聚 
 

 
 

图 1  PNA (a) 和 DNA (b) 的骨架结构 

Fig. 1  Backbones of PNA (a) and DNA (b). 
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体 PNA，该纳米粒能顺利转运至囊性纤维化支

气 管 上 皮 细 胞  (Cystic fibrosis bronchial 

epithelial cells，CFBE) 内，并校正 F508del 基

因突变。第三，对 PNA结构进行化学修饰。化

学修饰法具有操作方便、形式多样、适合体内

研究等优点，因此备受关注。本文结合本实验

室研究成果，对近十年来合成的各种增强细胞

转运性能的化学修饰 PNA进行综述，总结了修

饰性肽核酸细胞转运研究中存在的问题，并对

未来的研究趋势及其应用提出了见解。 

1  骨架修饰型 PNA 的细胞转运 

自 PNA提出以后，对其结构单元进行化学

修饰成为研究重点之一。PNA 结构单元的修饰

可分为碱基的替换和骨架结构的改造。多数情

况下，碱基替换会影响 PNA的杂交性能，从而

降低 PNA的生物活性。目前碱基替换研究主要

是为了在 PNA中引入荧光基团，Matarazzo等[17]

用吖啶基氨基尿嘧啶替换普通碱基，该基团既

保留了一定的杂交能力，同时又具有荧光特性。

迄今，有关碱基替换型 PNA的细胞转运研究不

多，Bischof 等 [18]用含钌一氧化碳释放分子 

(CO-releasing molecules，CORMs) 替换普通碱

基，在该基团的协助下，PNA 转运效率提高，

而且自身的 CORM特性不会改变。在 PNA结构

单元修饰中，骨架修饰是改善 PNA细胞转运性

能的主要措施。骨架修饰指对 PNA 的 N-(2-氨

乙基 ) 甘氨酸单元结构进行改造，骨架修饰

PNA 在增加水溶性和增强杂交性能方面取得了

一定的成功，而且，部分骨架修饰 PNA还具备

诸如光学性能、自组装等特殊优点，拓展了 PNA

的应用范围[19-20]。在骨架修饰法中，关键是不

能影响杂交性能，PNA与 DNA或 RNA的特异

性结合是 PNA 大多数应用的前提条件。Hyrup

等[21]指出无论是改变两个酰胺键之间的骨架长

度，还是改变碱基与氨基之间的骨架长度都会

降低 PNA与 DNA或 RNA的特异性结合能力。

因此，我们认为 PNA的骨架修饰应遵循不改变

基本空间构型的原则，可以采取骨架取代修饰

或者替换骨架原子构成等修饰方法。 

1.1  取代骨架上 H 原子 

PNA 骨架上有 3 种类型亚甲基，通过改变

亚甲基上取代基团的种类，可以得到不同类型

的 PNA。早期研究以不同 α氨基酸为起始原料，

合成了多种骨架修饰型 PNA，Nielsen等[22]研究

了以赖氨酸、丝氨酸、谷氨酸、天冬氨酸、异

亮氨酸残基为骨架的修饰型 PNA的杂交特性，

发现只有 D-赖氨酸的 Tm值升高，其他 PNA 的

Tm值均下降。目前，对亚甲基上 H原子的取代

是 PNA骨架修饰的重要方法。Maison等[23]采用

乌吉反应 (Ugi reaction)，以胺、羧酸、异腈、

醛 (或酮) 4种组分为原料发生缩合反应，通过

变换各组分结构可以一步合成各种类型的骨架

取代 PNA (图 2)。这种取代修饰使得 PNA单体

成为手性分子，而且各光学异构体的水溶性、

杂交性能等往往有差异，通过适当筛选，能找

到性能更加优异的 PNA。Mitra 等[24]用氨甲基 

(Aminomethylene，am) 取代 PNA骨架中 α位和

γ位的 H原子，得到了 α-S-amPNA、α-R-amPNA

和 γ-S-amPNA 3种骨架修饰型 PNA（图 3A–C）。

通过与特异性结合的 cDNA 杂交，发现与未经

修饰的 PNA相比，α-S-amPNA、α-R-amPNA和

γ-S-amPNA 的 Tm 值都相应增大，最高增加

10 ℃，这表明该结构与 DNA特异性结合能力增 
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图 2  Ugi 4CC 法合成 PNA 单体 

Fig. 2  Synthesis of PNA monomer via Ugi 4CC reaction. i: MeOH, 20 , 48 h, 90%.℃  

 
 

 
 

图 3  am-PNA 和 amp-PNA 的化学结构 

Fig. 3  Chemical structures of am-PNAs and amp-PNA.  

 

强。随后，选用 HeLa细胞研究了 am-PNA进入

细胞的能力。结果表明，3种修饰型 am-PNA的

细胞摄入水平都比未经修饰的 PNA高，而且，

其细胞转运能力具体表现为：γ位修饰大于 α位

修饰，R 构型大于 S 构型。Kumar 等[25]用氨丙

基取代 PNA 骨架中 γ 位的 H 原子，得到了 Cγ-

氨基丙烯 PNA (amp-PNA) (图 3D)。和特异性

DNA 的杂交实验表明，与未经修饰的 PNA 相

比，其 Tm值增大，而且其杂交性能优于碳链长

度为 4 的氨丁基 PNA。在人乳腺癌细胞 

(Michigan cancer foundation-7，MCF-7) 转运实

验中发现 amp-PNA能高效进入该细胞，并聚集

在细胞核附近。 

1.2  骨架上引入环状结构 

将环状结构引入 PNA 是得到骨架修饰型

PNA 的重要方法之一，主要选择较稳定的五元

环和六元环。其中，带五元环的 PNA因其结构

较好地模拟了DNA中戊糖环，受到人们的重视。

合成时可以选择自身含有五元环结构的脯氨酸

作为起始原料。Suparpprom 等[26]合成了骨架结

构为脯氨酰基 -2-氨基环戊羧酸  (Prolyl-2- 

aminocyclopentanecarboxylic acid， ACPC) 的

ACPC-PNA (图 4A)，这种带有吡咯烷基的 PNA

具有很强的刚性结构特性。其中构型为 (1S，

2S)-ACPC-PNA 具有良好的杂交性能，Tm值大

于 85 ℃，高于相应 DNA-DNA的 Tm值。Merino

等[27]合成了含有异恶唑烷结构的 Isoxazolidinyl 

PNA (Isox-PNA) (图 4B)，该骨架结构可以质子

化，有利于 PNA的细胞转运，同时还具有良好

的水溶性。目前，对环状结构 PNA的研究主要

涉及提高水溶性和杂交性能，在细胞转运方面

还缺乏研究数据。 

1.3  替换骨架上 C 原子 

对骨架 C原子替换具有不改变 PNA构型的

优点，通常不会降低 PNA的杂交性能。Kitamatsu

等 [ 2 8 ]合成了带有吡咯环的含氧吡咯烷 PN A  

 



ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  Chin J Biotech  March 25, 2016  Vol.32  No.3 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

296 

 
 

图 4  骨架中含有环状结构的 PNA 

Fig. 4  PNA with cyclic structure in backbone. 
 
 

(POPNA) 和含氨基吡咯烷 PNA (PAPNA) (图 5)。

在 POPNA中，O原子替换 C原子，即醚键代替

亚甲基，醚键骨架柔韧性更好，与 DNA或 RNA

结合牢固，其水溶性也相应提高。在中国仓鼠

卵巢细胞 (CHO) 中的吸收实验表明，与甘氨酸

骨架 PNA相比，其水溶性、杂交特性以及细胞

摄取都得到了改善。在 PAPNA中，N原子替换

C原子，即叔氨基代替亚甲基，叔氨基可质子化，

其所带的阳离子电荷有利于跨细胞膜转运。

CHO 细胞转运实验研究表明，由 PAPNA 组成

的寡聚 PNA细胞摄入效率高，但与DNA和RNA

的杂交特异性差，而由 POPNA组成的寡聚 PNA

细胞摄入效率低。将 2个单元 PAPNA和 7个单

元 POPNA 聚合形成混合寡聚 PNA，发现杂交

特异性和细胞摄入效率均较好。 

 

 
 

图 5  POPNA (a) 和 PAPNA (b) 的化学结构  

Fig. 5  Chemical structures of POPNA (a) and PAPNA 
(b). 

2  PNA 连接物的细胞转运 

PNA连接物 (PNA conjugates) 是指将 PNA

和配体直接共价结合，或者通过中介基团将两

者共价连接，得到 PNA-配体复合物。Koppelhus

等[29]认为，PNA 实现工程应用的前提之一是其

自身分子能高效通过细胞膜。我们认为诸如细

胞微注射法、电穿孔法和电渗透法虽然转运效

率较高，但在体内使用受限，不适合临床应用。

对 PNA分子结构的整体修饰，尤其是寻找合适

的配体，制备跨膜转运性能优越的 PNA连接物

是一种有效的手段。以配体共价修饰制备连接

物的方法不仅具备高效的细胞传递性能，而且

在杂交性能、细胞毒性等方面具有一定优势，

具有工程应用的潜力。近年来，对 PNA分子进

行整体修饰，寻找合适的配体，取得了一些成

功的研究成果，这也可能是今后将 PNA工程化

开发研究的一个趋势。 

2.1  PNA-CPP 连接物 

目前，在种类众多的 PNA连接物中，使用

最广泛的是 PNA-CPP。细胞穿透肽  (Cell 

penetrating peptide，CPP) 是一类能携带各种类

型大分子物质穿过细胞膜，进入细胞内部的多

肽。一般为带正电荷的长短不一的短肽，富含

精氨酸、赖氨酸等碱性氨基酸残基，正电荷特

性有助于与细胞表面的特定位点结合[30]。CPP

作为引导物质已广泛应用于 DNA、RNA以及药

物分子的跨膜转运，借鉴这些经验，将 CPP 引

入 PNA传递体系，取得了较好的成效。细胞对

PNA-CPP 共价连接物主要通过类似胞吞的内化

作用，使 PNA成功进入胞浆的泡囊中。表 1和

表 2总结了近十年来在 PNA转运体系普遍采用
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且有效的 CPP，主要有以下 6种：1) 单聚精氨

酸 和 赖 氨 酸 类  (Simple oligoarginines and 

oligolysines)； 2) HIV 反式激活蛋白  (HIV 

transactivator protein， Tat)； 3) 核定位序列 

(Nuclear localization signal，NLS)；4) (KFF)3K；

5) M918；6) 信号肽 (Signal peptide)。 

 

表 1  用于转运的 PNA-CPP 连接物  

Table 1  Examples for delivery of PNA-CPP conjugates 

CPP Conjugation strategy Cell type Reference 

Arg7 POPNA-AEEA-CPP CHO [31] 

Octa (L-lysine) PNA-CPP BCL1 [32] 

D-Argn (n=7,8,9) 
NLS 
(KFF)3K 

PNA-CPP 
PNA-SMCC-CPP 
PNA-SS-CPP 

HeLa pLuc705 
HeLa pLuc705 
HeLa pLuc705 

[33] 
[33] 
[33] 

Tat HTERT-PNA-Tat DU145 [34] 

Tat PNA-AEEA-CPP 3T3 [35] 

NLS PNA-NLS-metal Mimetic membrane [36] 

(KFF)3K PNA-CPP E. coli [37] 

M918 CPP-PNA-azobenzene-PEG HT-29-luc [38] 

Signal peptide PNA-CPP Erythrocyte [39] 

AEEA: 8-amino-3,6-dioxaoctanoic acid; SMCC: succinimidyl-4-(N-maleimidomethyl) cyclohexane-1-carboxylate; SS: 
disulfide; PEG: polyethylene glycol. 
 
 

表 2  CPP 的氨基酸序列  

Table 2  Sequences of selected CPPs 

Peptide Sequence Reference 

Arg7 RRRRRRR [31] 

D-Argn  RRRRRRR; RRRRRRRR; RRRRRRRRR [33] 

octa (L-lysine) KKKKKKKK [32,34] 

HIV-Tat RKKRRQRRR [34] 

D-Tat57-49 RKKRRQRRR [35] 

NLS PKKKRKV [33,36]  

(KFF)3K KFFKFFKFFK [33,37] 

M918 MVTVLFRRLRIRRACGPPRVRV; MVTVLFKRLRIRRACGPPRVKV [38] 

Signal peptide LALLAK; ALLPLALLAK; AAVALLPAVLLALLA [39] 

R: arginine; K: lysine; Q: glutamine; P: praline; V: valine; F: phenylalanine; M: methionine; T: threonine; L: leucine; A: 
alanine; C: cysteine; G: glycine; R: arginine; I: isoleucine. 
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研究表明，各种富含精氨酸和赖氨酸的多

肽具有细胞转运活性，虽然它们的一级结构和

二级结构各异，其转运机理既不同于细胞膜内

吞作用，也不同于细胞表面受体结合作用[40]。

一般认为，氨基酸残基数目对 PNA转运活性有

显著影响，具有较好转运效率的残基数为 5 到

12 个。Bendifallah 等[33]考察了精氨酸残基数的

影响情况，发现 PNA-Arg9连接物的细胞转运效

率大于 Arg7 和 Arg8，他们认为适当增加氨基

酸残基数可以提高 PNA-Arg 的细胞摄入。另一

种常用的单聚多肽是聚赖氨酸，Albertshofer等[32]

发现连接八聚 L-赖氨酸的 PNA 能高效通过鼠

BCL1细胞膜。1988年，人们首次发现了 Tat反

式激活蛋白穿透细胞膜的功能，之后被应用于

诸如 β-半乳糖苷酶、辣根过氧化物酶等各种大

分子物质的跨膜转运[41]。Folini等[34]将 PNA与

Tat 共价连接，发现连接物能顺利进入 DU145

癌细胞，并与胞内特定 mRNA 特异性结合，该

连接物与其他传递方法相比有效地提高了 PNA

的生物利用度。Su等[35]采用固相合成法合成了

PNA-AEEA-Tat连接物，并以浓度依赖方式高效

地进入了 3T3细胞。NLS能与核载体相互作用，

主要应用于将大分子转运至细胞核。有研究发

现 NLS 也能促进 PNA 的细胞摄入水平，Joshi 

等[36]将 NLS 共价连接到 PNA 上，并研究了它

们进入细菌和哺乳动物细胞的情况，发现连接

物转运效率是未经修饰 PNA 的 2 倍。但是，

Bendifallah等[33]将 NLS与其他引导化合物进行

比较后发现 PNA-NLS 的转运效率不是很好。

(KFF)3K 也是一种常用的引导化合物。Ghosal

等[37]分别研究了 D 型和 L 型的(KFF)3K 协助

PNA进入细胞情况，发现只有 L型的 L((KFF)3K)

具有很好的效果，而同样序列的 D 型多肽没有

促进 PNA的跨膜转运。M918是一种含有 22个

氨基酸残基的多肽，富含精氨酸。Lee 等[38]在

HT-29-luc细胞中研究了 PNA-M918连接物的细

胞转运情况，发现该连接物能有效地进入细胞，

并特异性沉默相应基因。而且在高达 25 µmol/L 

浓度下，M918既不会损伤细胞膜，也不会对细

胞增殖产生影响，非常适合体内应用。信号肽

可以直接引导蛋白质穿过真核细胞的内质网膜

和原核细胞的内膜，其序列往往包含由疏水氨

基酸残基构成的疏水核。研究表明信号肽的协

助转运作用主要是由于其疏水区域和细胞膜上

双分子层脂质的相互作用，Li 等[39]认为这种相

互作用要求信号肽的氨基酸残基数为 5 到 15

个。他们将一种 15个氨基酸残基的信号肽及两

种类似多肽分别连接到含 10个胸腺嘧啶碱基的

PNA的 N末端，并研究了 3种连接物进入红细

胞的情况，结果表明 3 种连接物都增强了 PNA

的细胞摄入水平，而且十五肽的协助转运效率

最好；但是十五肽连接物的水溶性差，而另外

两种六肽和十肽连接物的水溶性较好。 

2.2  PNA-亲脂性配体连接物 

PNA 与疏水性化合物或类脂共价结合所形

成的连接物具有某些优异的特性。例如，在 PNA

的 N末端连接疏水性长碳链，在 C末端连接氨

基酸残基，该连接物具有良好的亲水亲油性，

与 DNA杂交时表现出更好特异性[42]。该连接物

还可自组装成球形胶束，在生物传感器、基因

药物等方面具有应用潜力[43]。而且 PNA-亲脂性

配体连接物在细胞转运方面也显示出很好的性

能。表 3总结了近十年来成功用于 PNA转运的

亲脂性配体化合物。 
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表 3  用于转运的 PNA-亲脂性配体连接物   

Table 3  Examples for delivery of PNA-lipophilic ligand conjugates 

Cationic lipid Conjugation strategy Cell type Reference 

Cholic acid 
Cholesterol 

PNA-cholic acid-ester hemisuccinate 
PNA-cholesterol-ester hemisuccinate 

HeLa pLuc705 
HeLa pLuc705 

[44] 
[44] 

Cholesterol PNA-Lys-cholesterol DsRed [45] 

Heteroaromat PNA-heteroaromat HeLa pLuc705; p53R [46] 

Oligophosphonate 
PNA-(Gln-phosphonate)m 
PNA-(Lys-bis-phosphonate)n 

HeLa pLuc705 [47] 

PEI PNA-Cys-SS-PEI HeLa pLuc705 [48] 

m=3, 7, 10; n=4, 5, 6. PEI: polyethyleneimine; SS: disulfide. 
 

亲脂性配体中适合于细胞转运的一类物质

是具有一定亲水亲油平衡值的类脂，在跨细胞

膜转运时，亲水一端朝向胞外水溶性环境，而

疏水一端则朝向细胞膜并与细胞膜作用。这种

修饰典型代表是胆酸和胆固醇共价连接 PNA，

该连接物在体内还具有一定的肝脏靶向作用，

具有开发成肝脏靶向制剂的潜力 [44]。Shiraishi

等[44]将 PNA通过半琥珀酸酯键与胆固醇或胆酸

结合，并在 HeLa pLuc705细胞中对复合物的跨

膜转运性能进行测试，结果表明所得到的复合

物高效地通过细胞膜，而且 PNA-胆酸复合物的

水溶性更好。Joshi 等[45]将 PNA 与胆固醇通过

赖氨酸连接，制备了一种高效的磁共振造影剂，

其转运性能和 DNA特异性结合性能都很好。此

外，疏水性较强的芳杂环化合物与 PNA结合也

显示出较好的转运活性。Shiraishi 等[46]研究了

多种芳杂环化合物修饰 PNA 及其细胞转运情

况，这些芳杂环化合物包括吖啶、苯并咪唑、

咔唑、蒽醌、芘、卟啉、萘嵌间二氮杂苯、烟

酸己可碱、紫菜碱、补骨脂等，并采用 HeLa 

pLuc705 和 p53R 细胞考察这些 PNA 连接物的

转运情况。结果表明，芳杂环化合物具有普遍

增强 PNA转运的功能，其中吖啶和烟酸已可碱

与 PNA形成的连接物活性最高。但是，目前还

不清楚芳杂环的结构与转运活性之间的关系。

另一类适用于增强转运的亲脂性配体是聚合

物，在 PNA中成功应用的有聚磷酸酯、聚乙烯

胺 (PEI)、聚乙二醇 (PEG) 等。Shiraishi 等[47]

合成了聚合度分别为 3、7、10 的 PNA-聚谷氨

酰胺磷酸酯和聚合度分别为 4、5、6的 PNA-聚

赖氨酸二磷酸酯 PNA 连接物，并在 HeLa 

pLuc705细胞中进行转运实验。结果表明，将聚

磷酸酯共价连接在 PNA 上显著地增强了 PNA

的细胞转运，而且不影响其杂交特异性和亲和

性。此外，磷酸酯的数目对 PNA的转运有影响，

六聚赖氨酸二磷酸酯连接物的活性最强，与未

修饰 PNA 相比，其细胞摄取率可增加 20 倍。

Berthold等[48]将 PNA通过二硫键与聚乙烯胺连

接得到 PNA-PEI 复合物，并在 HeLa pLuc705

细胞中进行细胞传递实验，结果表明，PEI可以

作为 PNA转入细胞的高效引导物，而且不受胞

内溶酶体的影响。 

上述亲脂性配体中，诸如胆固醇、聚磷酸

酯、PEI、PEG 等都属于阳离子型转运介质。

Llovera等[49]指出阳离子型连接物与细胞膜表面

亲和力强，而 PNA 细胞转运效率与细胞表面
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PNA 浓度密切相关，这是上述配体具有高效转

运性能的重要原因之一。同时我们发现，前文

所述的 PAPNA、Isox-PNA、am-PNA、amp-PNA

以及 CPP 都具有带正电荷性质，其转运性能也

与自身所带正电荷相关。因此我们认为，在今

后合成 PNA新单体和寻找新配合物中，为了提

高 PNA转运性能，可以考虑将引入带正电荷基

团作为一种有效的措施。 

2.3  PNA-功能性配体连接物 

近年来，将 PNA开发成基因药物是研究热

点之一，然而导致 PNA成药性差的最大障碍依

然是细胞转运难题。将 PNA与合适的具有药理

活性的功能性配体共价连接是 PNA药物开发中

的一种成功尝试。PNA-功能性配体连接物的成

功设计不仅改善了 PNA的细胞摄入水平，同时

也将功能性配体化合物导入细胞，实现 PNA和

功能性配体双重治疗作用。该连接物中，配体

不仅仅具有协助转运的作用，还能发挥自身药

理活性。表 4总结了近年来研究的具有增强 PNA

转运的功能性配体化合物。 

本实验室在 PNA-功能性配体连接物方面

做了一些研究工作，王建华[50-51]研究了 PNA与

氟尼辛和阿司匹林的共价连接物的合成方法， 

 
表 4  用于转运的 PNA-功能性配体连接物   

Table 4  Examples for delivery of PNA- functional 
ligand conjugates 

Functional ligand Conjugation strategy Reference

Aspirin PNA-aspirin [50] 

Flunixin PNA-flunixin [51] 

Adamantane PNA-ester-adamantyl [52] 

Neomycin PNA-aminosugar [53] 

Tocopherol PNA-triazole-tocopherol [54] 

 

所得到的两种连接物具有良好的细胞转运性

能。氟尼辛是一种非甾体抗炎解热镇痛药，主

要治疗病毒性感染引起的猪无名高热综合征和

急性高热炎症。本实验室制备的 PNA-弗尼辛连

接物在用量为 2 mg/kg时，仔猪的体温降低值为

0.56 ℃；而单独使用弗尼辛用量为 4 mg/kg时，

仔猪的体温降低值为 0.57 ℃；单独使用 PNA用

量为 10 mg/kg时，仔猪的体温降低值为 0.74 ℃。

PNA 与氟尼辛共价连接所合成的连接物对猪高

热病混合感染引起的疾病具有显著治疗效果，

而且效果比单独使用 PNA或者氟尼辛好。阿司

匹林是一种历史悠久的解热镇痛药，具有解热、

镇痛、抗炎、抗风湿、抗血小板凝集以及提高

免疫力等药理作用。动物实验研究表明，分别

将阿司匹林、PNA和 PNA-阿司匹林连接物给药 4

周后，体内白细胞水平分别为 (22.9±3.7)×109/L、

(23.1±4.6)×109/L 和(26.2±2.9)×109/L；免疫球蛋

白 G 浓 度分别为  (53.69±8.97) mg/mL、

(47.12±4.53) mg/mL、(62.36±9.58) mg/mL；超氧

化物歧化酶浓度分别为 (23.99±1.26) μg/mL、

(18.02±2.45) μg/mL、(29.60±1.78) μg/mL。PNA-

阿司匹林连接物能明显提高生物体内白细胞、

免疫球蛋白 G 和超氧化物歧化酶水平，可用于

制备免疫增强剂，应用前景较好。 

具有较好细胞转运性能的 PNA-功能性配

体连接物还有以下几种。Bendifallah 等[52]提出

了一种连接 PNA 与功能性配体的 2-([N-Boc-氨

基乙酸]甲氧基) 苯甲酸酯键结构，通过该酯键

结构将 PNA与金刚烷共价连接得到 PNA-酯键-

金刚烷连接物。通过 IMR-90细胞中的转运实验

和 HeLa pLuc705细胞的反义活性实验，发现该

连接物能顺利进入 IMR-90 细胞并在细胞核附
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近聚集，其反义活性有一定的提高，但不太显

著。该连接物另一特性是结构中的酯键在体外

稳定；而在体内，由于酶的作用，稳定性下降   

2 000–3 000倍。因此，PNA-酯键-金刚烷连接

物在体内能分解为 PNA和金刚烷，这种酯键结

构具有开发成“前药”的潜力。Das等[53]发现 PNA

与新霉素的连接物具有良好的细胞摄入水平，

而且，减少氨基基团数目，得到的 PNA-氨基葡

萄糖胺连接物的转运效果更好。新霉素是一种

氨基糖苷类抗生素，通过与 16S rRNA结合，导

致 mRNA 编码错误，从而抑制细菌蛋白质合

成。将 6-氨基葡萄糖胺环与 HIV-1 TAR RNA互

补的十六聚 PNA连接，所得到的连接物与靶序

列结合牢固，而且在被 HIV-1 感染的细胞中，

有效地抑制了病毒复制，而在同样条件下，未

修饰 PNA 很难进入细胞。Browne 等[54]将 PNA

以不同的方式与两种维生素 E 连接，其中一种

带有长碳链，得到的连接复合物中部分具有较

好的杂交特性，并且提高了 PNA的细胞摄入水

平和生物利用度。而且维生素 E 自身是一种特

高免疫力的药物，具有清除体内自由基、抗衰

老的功能。因此，这种连接物不但不会有细胞

毒性，而且还具有 PNA与维生素 E的协同治疗

的潜在应用。 

3  结语与展望 

PNA自 1991年提出以来，由于具有优异的

杂交性能、稳定的结构特性及方便有效的合成

方法受到重视，随着各种新单体的成功合成和

寡聚体修饰的研究，PNA的应用领域不断拓展。

早期作为分子生物学工具，在基因检测、医疗

诊断和生物传感器等方面取得了较好的应用。

近年来，对 PNA的研究的热点之一转向基因治

疗，通过对 PNA 的修饰与改造，开发 PNA 反

义药物的潜力。目前，PNA 在反义药物方面应

用的最大障碍是细胞转运差，并导致生物利用

度低，成药性差。 

为提高 PNA的细胞转运，包括细胞膜改造、

骨架修饰、配体修饰等方法的成功应用，在改

善 PNA细胞摄入水平差的难题上已取得了一定

进展，部分地解决了这些问题。但是，目前的

研究主要处于体外细胞水平，PNA 在生物体内

的吸收、代谢及细胞转运方面还有待于进一步

探讨。迄今还没有 PNA药物进入临床研究阶段，

这与 PNA的生物利用度和细胞毒性等方面的缺

陷，以及缺乏体内研究数据有关。 

今后，改善 PNA的细胞转运性能是研究的

重点之一。我们认为对 PNA自身结构的修饰在

成药性方面比细胞膜渗透法和电致孔法更为有

效，开发适合的骨架结构和寻找有效的配体引

导化合物可能是促进 PNA在反义药物方面取得

突破的一项重要工作。目前，已报道的骨架修

饰型 PNA大约有几十种，从水溶性、杂交性能、

细胞转运性能等筛选指标出发，部分骨架修饰

PNA具有较好的应用前景。同时，PNA的杂交

性能与骨架空间构型密切相关，对 PNA骨架进

行修饰应在保持其骨架基本构型不变的基础上

进行。这给 PNA的骨架修饰提出了较为苛刻的

要求，并在一定程度上限制了骨架修饰型 PNA

的结构变化。而通过选择合适的配体，与 PNA

共价连接形成 PNA-配体连接物不改变 PNA 自

身特性，但赋予 PNA在诸如细胞毒性、药理活

性以及细胞摄取率等方面更优异的性能，具有

更好的应用前景。本实验室将抗病毒药物和增

强免疫力药物与 PNA寡聚体 N末端共价连接，
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动物临床实验结果表明，PNA-药物连接物治疗

效果更好。同时，我们认为可以在以下几方面

作尝试：第一，将 PNA骨架修饰与配体连接物

修饰结合，首先合成具有良好转运潜力的骨架

修饰单体 PNA，在聚合时，在寡聚体末端或中

间引入引导配体，综合利用两种修饰的优点；

第二，将 PNA修饰物与制剂开发手段结合，如

采用脂质体、纳米粒等制剂新技术协助修饰型

PNA转运，促进 PNA的临床应用；第三，开发

具有增强转运的功能性化合物，如前所述，维

生素 E、阿司匹林、氟尼辛等药物既可作为 PNA

转运引导化合物，同时自身又具有特定的药理活

性，这种 PNA连接物具有双重治疗的优异性能。 
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