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摘  要 : Flap 核酸内切酶 1 (Flap endonuclease 1, FEN1) 是一种能催化核酸侵入反应的核酸内切酶，可应用于

信号放大检测方法，但该酶详细的表达纯化工艺尚无报道，并且活性难以准确测定，限制了其应用。通过合成

嗜热古球菌 Archaeoglobus fulgidus 来源的 FEN1 基因序列，构建了 pET24a(+)-FEN1-His 重组质粒，并通过优

化表达条件，得到了 FEN1 最优表达条件为：37 ℃、200 r/min 振荡培养 8 h 后，加入诱导剂 IPTG 至终浓度

为 0.05 mmol/L，再于 37 ℃、200 r/min 诱导表达 11 h，最终经镍亲和层析成功纯化得到了分子量约为 38 kDa

的重组 FEN1。同时建立了基于荧光标记探针的 FEN1 活性测定方法，准确测定了重组 FEN1 的活性，为建立

基于该酶的核酸检测方法提供了可靠的酶活力依据。最终将重组 FEN1 用于实时荧光 PCR 偶联高特异核酸侵

入信号扩增法检测了乙醛脱氢酶 2 基因 (aldh2) 的基因型，得到了准确的分型结果，表明重组 FEN1 能用于基

因多态性的分型检测中，为发展基于核酸侵入反应的核酸检测方法提供了可靠的工具酶。 

关键词 : flap 核酸内切酶 1，信号放大，活性测定  
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Expression and activity assay of recombinant flap 
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Abstract:  Flap endonuclease 1 (FEN1) is an endonuclease that catalyzes invasive reaction. It can be used in 

signal-amplification reaction-based nucleic acid assay. However, the application of FEN1 is hampered due to the lack of 

detailed protocols to express and purify the enzyme, and to quantify the enzyme activity. In this paper, the DNA fragment 

coding the gene of FEN1 from Archaeoglobus fulgidus was synthesized, and inserted into the plasmid of pET24a(+) to 

express recombinant FEN1 with His-tag. After optimizing the expression, detailed expression protocol of FEN1 was 

obtained by culturing the recombinant E. coli at 37 ℃ with 200 r/min of shaking for 8 h, followed by inducing with 0.05 

mmol/L IPTG at 37 ℃ for 11 h. The purified recombinant FEN1 with the molecular mass of 38 kDa was obtained by 

Ni-affinity chromatography. Moreover, we developed a accurate quantification method with fluorescence-labelled probes. 

Finally, the recombinant FEN1 was used in real-time PCR coupled with high specific invader assay for aldh2 gene 

genotyping to obtain the correct typing results, indicating that the recombinant FEN1 can be used in gene polymorphism 

detection. We provide a reliable enzyme for developing invasive reaction-based nucleic acid assay. 

Keywords:  flap endonuclease 1, signal amplification, activity assay 

Flap 核酸内切酶 1 (Flap endonuclease 1, 

FEN1) 存在于多种真核生物及古细菌中，它能

够识别核酸双链中上游片段 3′端侵入到下游 5′

区域形成的单个碱基重叠结构 (“核酸侵入”结

构) 并切割 5′翘起的 flap片段，在 DNA的复制、

重组和修复过程中发挥着重要作用 [1-2]。利用

FEN1的识别与切割活性，可针对待测核酸序列

设计一对探针，使其与待测模板杂交后形成“核

酸侵入”结构，引发核酸侵入反应 (图 1)，切

割产生 flap 片段，当反应温度接近下游探针与

模板的熔解温度 (Tm) 时，会形成探针杂交与

flap切割的动态循环，产生 flap片段的累积，形

成信号放大。该反应将待测模板转化为与模板

序列无关的 flap 信号分子，避免了模板扩增引

发的产物交叉污染的风险，非常适用于核酸检 

测[3-4]。因此，利用核酸侵入反应开发了很多核

酸信号扩增检测方法，如级联侵入信号放大技

术 (Invader assay)[5]、偶联 PCR侵入信号放大技

术 (Invader plus)[6-8]、偶联滚环扩增侵入信号放

大技术 (Invader RCA assay)[9]、偶联切刻内切酶

侵入信号放大技术  (Cascade enzymatic signal 

amplification, CESA)[10]、偶联链置换延伸侵入信

号放大技术  (Invasive reaction assisted strand- 

displacement signal amplification, IRASA)[11]及

偶联纳米金探针可视化核酸检测技术 (Invasive 

reaction with nicking endonuclease-assisted 

nanoparticles amplification, IR-NEANA)[12]等，并

在 单 核 苷 酸 多 态 性  (Single nucleotide 

polymorphism, SNP) 分型检测 [13-15]、突变检   

测[16-19]、病原体分型检测[20-22]及 RNA检测[23-24]
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等方面有着广泛应用。但 FEN1表达纯化工艺未

见详细报道，并且该酶的活性测定方法尚未建

立，常规的电泳分析蛋白方法[25-26]只能根据酶

切片段的有无以及条带的深浅对酶活性进行半

定量，不能准确定量其活性，导致在应用该酶

时难以优化用量。因此，本文研究了 FEN1表达

纯化的方法，通过合成古细菌 Archaeoglobus 

fulgidus 来源的 FEN1 基因序列，构建了

pET24a(+)-FEN1-His 重组质粒，成功表达了重

组 Afu FEN1，利用镍亲和层析纯化获得最终分

子量约为 38 kDa的重组酶。 

为了克服 FEN1 无法准确定量测定活性的

难题，本文利用荧光标记探针建立了 FEN1活性 

 

 
 

图 1  FEN1 作用于核酸侵入反应的原理[10] 

Fig. 1  Schematic illustration of FEN1 function in the 
invasive reaction[10]. When a complete complementary 
upstream-probe (UP) and a partial complementary 
downstream-probe (DP) hybridize with the target 
nucleic acid (Target), forming a tripartite structure with 
one-base overlapping structure at the 3′ end of the UP, 
FEN1 recognizes this overlapping structure and cleaves 
DP into two parts, then the unmatched part (Flap) 
dissociates from DP. Since the reaction temperature is 
close to the melting temperature of DP, DP hybridizes 
to the target with UP and assemble the tripartite 
structure, FEN1 cleaves DP continuously and forms a 
circulation, dissociated flaps finally accumulate and 
lead to signal amplification. 

测定方法，根据国际酶组织的酶活力单位定义，

准确测定重组酶的活力单位，为基于该酶的其

他核酸检测方法提供了酶活依据，便于核酸侵

入反应的条件优化，最终成功将表达的酶应用

于基于实时荧光 PCR 偶联核酸侵入反应[27]的

SNP检测中。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  质粒与菌株 

表达载体 pET24a(+)、宿主菌大肠杆菌

BL21(DE3) 均为本实验室保存。 

1.1.2  主要仪器与试剂 

PTC-225 PCR扩增仪 (美国MJ Research公

司)；Power PAC1000高压电源电泳仪/槽 (美国

BIO-RAD 公司)；ChemilmagerTm凝胶电泳成像

仪 (美国 Alpha Innotech公司)；THZ-03M2R小

型冷冻空气浴恒温摇床 (上海申能博彩生物科

技有限公司)；Gene SpeIII微量核酸蛋白测定仪 

(日本 Naka Intruments公司)；PolyScience 9105

低温水浴箱 (美国 PolyScience公司)；电热恒温

培养箱  (沈阳利港净化设备有限公司 )；

UVPLM-26E高效 2UV透照仪 (美国 Upland公

司)；21R 贝克曼台式高速冷冻离心机  (美国

Beckman公司) 等。 

限制性内切酶 XbaⅠ、XhoⅠ、Taq DNA聚

合酶、T4 DNA连接酶、λ-EcoT14Ⅰ digest DNA 

Marker、TaKaRa Agarose Gel DNA Purification 

Kit Ver. 2.0 等购自宝生物工程 (大连) 有限公

司；硅胶膜 PCR产物纯化试剂盒购自上海赛百

胜基因技术有限公司；IPTG、Lysozyme等购自

Amresco 公司；酵母提取物、胰蛋白胨等购自

Oxoid公司；Wizard® Genomic DNA Purification 
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Kit购自美国 Promega公司；其他试剂均为国产

分析纯；修饰探针由大连宝生物公司合成制备

并经 HPLC 纯化；未修饰的寡核苷酸片段为英

潍捷基  (上海 ) 贸易有限公司合成制备并经

PAGE纯化，所有核酸片段序列见表 1。 

1.2  方法 

1.2.1  工程菌的构建与筛选 

根据 NCBI获得 A. fulgidus来源的 FEN1基

因序列 (Gene ID: 1483479)，由上海捷瑞生物工

程有限公司合成并插入质粒 pET24a(+)，于大肠

杆菌 XL10-Gold保存，命名为 pET24a(+)-FEN1- 

His，将重组质粒转化入大肠杆菌 BL21(DE3)，

送上海华大公司测序，筛选得到阳性重组菌命

名为 BL21(DE3)-FEN1。 

1.2.2  诱导时间的优化 

将重组菌BL21(DE3)-FEN1接种于5 mL的LB 

(Kan+, 30 μg/mL) 液体培养基中，37 ℃、200 r/min

振摇过夜，次日按 1 %的接种量接种到 100 mL

的 LB (Kan+, 30 μg/mL)中，37 ℃、200 r/min振

摇培养 8 h时加入 IPTG (终浓度 0.1 mmol/L) ，

37 ℃、200 r/min分别诱导 0、3、6、11和 16 h

后进行 SDS-PAGE (12%)分析。 

1.2.3  诱导剂 IPTG浓度的优化 

调整诱导剂 IPTG的用量，使终浓度分别为

0、0.05、0.1、0.5和 1 mmol/L，37 ℃、200 r/min

诱导表达 11 h后对诱导表达产物进行SDS-PAGE 

(12%)分析。 

1.2.4  诱导时机的选择 

调整诱导剂 IPTG的加入时机，分别在 1、4、

8、10和 12 h时加入 IPTG (终浓度 0.05 mmol/L)，

37 ℃、200 r/min均诱导表达 11 h后进行 SDS- 

PAGE (12 %)分析。 

1.2.5  重组 FEN1的分离纯化及活性初步验证 

将重组菌按优化后的条件培养，收集诱导

表达的菌体，超声破菌并离心，由于重组蛋白

含有组氨酸标签，故采用镍亲和层析系统进行

纯化，低浓度咪唑 (60 mmol/L) 除杂蛋白，高

浓度咪唑 (300 mmol/L) 洗脱靶蛋白，收集洗脱

液得到重组 FEN1，SDS-PAGE分析后超滤除盐

处理 (采用截留分子量为 10 kDa的超滤膜)，保

存于 FEN1储存缓冲液中。 
 

表 1  核酸序列信息 

Table 1  Oligonucleotides sequences used in this study 

Primers/probes Sequences (5′–3′) 

UPa  ATGTCACTTCCCCTTGGTTCTCTCC 

DPa AGCAGGACGGGATCTGGCCTGGTGC 

Targeta CTATTGCACCAGGCCAGATGAGAGAACCAAGGGGAAGTGACAT 

Flapb ACGGACGCGGAGT 

Fc GGGTCAACTGCTATGATGTGTTTGG 

Rc GCCCCCAGCAGGTCCC 

Invaderc GGGCTGCAGGCATACACTT 

WPc CGCGCCGAGGGAAGTGAAAACTGTGAGTG-PO3 

MPc ACGGACGCGGAGAAAGTGAAAACTGTGAGTG-PO3 

Hairpin1c VIC-TCTT (BHQ1) AGCCGGTTTTCCGGCTAAGACCTCGGCGCG-C6-NH2 

Hairpin2b,c FAM-TCTT (BHQ1) AGCCGGTTTTCCGGCTAAGACTCCGCGTCCGT-C6-NH2 

a: sequences of probes and the target in the preliminary activity verification system; b: sequences of probes in the 
activity assay system; c: sequences of oligonucleotides used in SNP genotyping. 
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应用侵入信号放大反应初步测定重组

FEN1的活性。配制反应体系，包含 1×反应缓冲

液，2.25 mmol/L MgCl2，0.01 μmol/L上游探针，

0.1 μmol/L下游探针和 71 ng FEN1，分别加入终

浓度为 0.1、0.01 和 0.005 μmol/L 靶核酸。加入

FEN1 前，反应管先置于 95 ℃孵育 5 min，待

反应温度降至 63 ℃再加入 FEN1，63 ℃孵育  

2 h。对产物进行尿素变性聚丙烯酰胺凝胶电泳

分析。 

1.2.6  重组 FEN1酶切反应信号的监测 

配制 30 μL 的酶切反应体系：1×缓冲液  

(10 mmol/L MOPS, 50 mmol/L KCl, 7.5 mmol/L 

MgCl2, pH 7.5), 0.33 μmol/L flap探针, 0.33 μmol/L 

FAM标记的荧光共振转移发卡探针，5 μL重组

FEN1，蒸馏水补齐体系。实时荧光程序设置为

94 ℃ 5 s；63 ℃ 10 s，采集荧光信号，99个

循环。 

1.2.7  FAM荧光标准曲线的绘制 

配制 30 μL反应体系：1×缓冲液 (10 mmol/L 

MOPS, 50 mmol/L KCl, 7.5 mmol/L MgCl2,   

pH 7.5)，加入 5 μL不同浓度带有 FAM荧光基

团标记的模板，FAM加入浓度以 2.5 μmol/L为

起始对半稀释 6 个梯度，蒸馏水补齐体系，按

酶切反应程序采集荧光信号。 

1.2.8  实时荧光 PCR偶联 invader高特异性核酸

侵入反应 

实时荧光 PCR偶联 invader高特异性核酸侵

入反应体系的配制和程序设置参考文献[27]。 

2  结果与分析 

2.1  重组 FEN1 诱导表达条件的优化 

在成功构建筛选到阳性重组菌后，为了获

得较高的重组 FEN1 蛋白产率，分别对诱导时

间、IPTG浓度和诱导时机 3个影响因素进行了

优化，考察结果如图 2 所示。诱导时间的变化

影响了蛋白的表达 (图 2A)，SDS-PAGE电泳图

进一步用 BandScan软件分析重组 FEN1在菌体

总蛋白中的百分比 (图 2B)，结果表明，随着诱

导时间的增加，目的蛋白表达量也有所增加，

诱导表达 11 h后再延长诱导时间表达量变化不

大，因此选择 11 h作为最佳诱导时间。而不同

浓度 IPTG 诱导表达的产物经 SDS-PAGE    

(图 2C) 和 BandScan软件分析 (图 2D) 均表明

IPTG浓度为 0.05 mmol/L时目的蛋白表达量最

高，因此选择 0.05 mmol/L IPTG作为最佳诱导

剂浓度。 

外源蛋白的表达会影响工程菌的生长，因

此在已确立的诱导时间和诱导剂浓度条件下，

考察了诱导时机对重组蛋白表达的影响，重组

菌过夜活化，分别在培养不同的时间后进行诱

导表达，产物经 SDS-PAGE (图 2E) 和 BandScan

软件分析 (图 2F)，结果表明当重组菌培养时间

增至 8 h时，目的蛋白的比例大大提高，进一步

增加培养时间，目的蛋白增幅不大。从节约操

作时间的角度考虑，选择培养 8 h作为 IPTG的

最佳诱导时机。 

2.2  重组 FEN1 的分离纯化及活性初步验证 

由于重组菌 BL21(DE3)-FEN1 表达的重组

FEN1 融合有 His-Tag，所以可经镍亲和层析纯

化。采用低浓度咪唑 (60 mmol/L) 缓冲液洗涤

除去非特异性结合的蛋白，再用高浓度咪唑 

(300 mmol/L) 缓冲液洗脱特异性吸附的靶蛋

白，收集流出液进行 SDS-PAGE (图 3)，电泳结

果显示有清晰的目的条带且无杂蛋白，表明纯

化后的重组 FEN1纯度可达电泳纯，基本满足生

物催化和酶学研究的要求。 
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图 2  诱导表达条件优化结果图 
Fig. 2  Optimization of expression conditions. (A) The electrophoregram of the supernatant of the lysate of 
recombinant E. coli after inducing 0, 3, 6, 11, and 16 h (Lane 1–5). (C) The electrophoregram of the supernatant of 
the lysate of recombinant E. coli induced with 0, 0.05, 0.1, 0.5, and 1 mmol/L IPTG (Lane 1–5). (E) The 
electrophoregram of the supernatant of the lysate of recombinant E. coli with the initial time of induction of 1, 4, 8, 
10 and 12 h (Lane 1–5). (B) (D) (F) The percentage of FEN1 in the supernatant of the lysate by analysing the bands 
of electrophoregrams with BandScan software. M: protein marker.  
 

 
 

图 3  SDS-PAGE 分析纯化后的重组 FEN1 
Fig. 3  SDS-PAGE analysis of the purified recombinant 
FEN1. M: protein marker; 1: purified recombinant 
FEN1. 

为了获知纯化后的重组 FEN1 是否具有活

性，设计了能形成核酸侵入结构的靶序列 

(Target)、上游探针 (UP) 和下游探针 (DP)，有

活性的 FEN1识别侵入结构后会发生酶切反应，

下游探针 5′端的 flap 片段被切割，形成游离的

flap片段，切割产物通过电泳鉴别。结果如图 4

所示，由泳道 1可见，在 FEN1的作用下，下游

片段基本都被切割成片段长度更短的切割产

物，证明所表达的 FEN1具有催化侵入信号放大

反应的活性。泳道 1、2、3 显示，随着靶序列 
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图 4  核酸侵入反应产物的尿素变性聚丙烯酰胺凝胶电泳分析 

Fig. 4  Urea denaturing PAGE analysis of the products of invasive reaction. Lane 1–4: invasive reaction with     
0.1, 0.01, 0.005, and 0 μmol/L targets respectively. 
 

在反应体系中终浓度的降低，下游片段的切割产

物也逐渐减少，进一步说明表达的重组 FEN1可

应用于侵入信号放大反应，并可对靶序列进行定

量检测。但是，电泳法难以准确定量重组 FEN1

的活性，故需重新建立 FEN1的活性测定方法以

准确获知其酶切能力。 

2.3  重组 FEN1 活性测定方法的建立 

文献报道[1]的 FEN1 活性主要依靠条带的深

浅判定酶活性的强弱，该方法难以准确测定酶活

性。为了便于表达的重组 FEN1的进一步应用，

我们建立了基于荧光探针的 FEN1 活性测定方

法。参照国际酶学会规定，我们定义重组 FEN1

的活力单位为在 63 ℃条件下、1 min 内能切割

产生 1 μmol/L底物的酶量为一个酶活力单位，即

1 U。为了能够测定 FEN1 切割产生的 flap量，

将形成侵入结构的下游探针 5′端进行荧光标记 

(图 5A)，并在间隔 3个碱基位置标记一淬灭基团

来使下游探针不发荧光，当 FEN1切割下游探针

的 flap时，荧光基团与淬灭基团分离，产生荧光，

通过实时测定荧光强度来定量切割产生的 flap

片段的量，从而计算 FEN1的活力。 

根据米氏方程 (1)，米氏常数与酶的种类有

关，反应过程中反应速度只与底物浓度有关，

当底物浓度[S]远远大于米氏常数 Km时，反应速

度满足方程  (2)，此时反应以最大反应速度进

行，酶结合的底物数目决定了反应速度，因此，

此时反应速度与酶浓度成正比。为了准确测定

单位时间内 FEN1 切割产生的 flap 量，首先需

要优化得到测活使用的 FEN1量，保证在测活时

间内底物远远过量，反应呈恒速进行。 

max

m

[ ]

[ ]

V S
V

K S



                         (1) 

max m([ ] )V V S K ≫                    (2) 

式中，V：反应速度，Vmax：反应最大速度，

[S]：底物浓度，Km：米氏常数。 

为了确定测活时的最佳酶量，将表达纯化

获得的 FEN1稀释后按 1.625、1.08、0.812 5、

0.65和 0.325 ng/mL加入酶切反应体系，10 s读

一次荧光值观察底物转化量，作出荧光信号值

与时间的关系图 (图 5B)，结果表明 1 000 s反

应时间内，FEN1 的加入浓度为 0.65 ng/mL 和

0.325 ng/mL时，荧光信号值保持线性增长，此 
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图 5  荧光标记探针法测定 FEN1 活性 

Fig. 5  Measuring the activity of FEN1 with fluorescence-lablelled probes. (A) The principle of FEN1 activity 
determination. (B) The curves of real-time fluorescence with varies concentrations of FEN1. (C) The standard curve 
of FAM signals with the concentrations of FAM labelled probe. FRET hairpin: fluorescence resonance energy transfer 
hairpin probe. 

 

时反应处于恒速阶段，能准确测定产生的 flap

片段的量，但 0.325 ng/mL时荧光信号值较低易

造成误差，因此 0.65 ng/mL 的 FEN1 浓度为最

适反应浓度。向反应体系中分别加入仅有 FAM

荧光标记的标准探针，以 2.5 μmol/L 为起始浓

度 (终浓度 0.416 7 μmol/L) 对半稀释 6个梯度

绘制荧光标准曲线，测定荧光信号值与 FAM探

针浓度的关系，如图 5C所示。通过荧光强度与

探针浓度的标准曲线，可计算得到本次表达纯

化的重组 FEN1活性为 1 634.44 U/μL，紫外测

定重组酶浓度为 6.5 mg/mL，因此比活为    

2.514 5×105 U/mg。 

2.4  重组FEN1在SNP位点分型检测中的应用  

为了验证表达的 FEN1 的实用性，将重组

FEN1 用于本实验室建立的实时荧光 PCR 偶联

高特异性核酸侵入反应法对酒精代谢相关 aldh2

基因 SNP位点 (rs671, G>A) 进行分型检测[27]，

结果显示 3 种基因型均能得到良好的分型扩增

曲线，与焦磷酸测序法对比显示，实时荧光 PCR

偶联高特异性核酸侵入反应法的分型检测结果

与测序结果完全一致，表明所表达的经酶活标

定的 FEN1可用于 SNP分型检测。 

3  结论 

本文成功构建了 A. fulgidus来源的 FEN1工

程菌，通过优化诱导表达条件，成功表达并纯

化了重组 FEN1；经电泳初步验证，所表达的重

组酶具有切割活性；为了准确测定 FEN1 的活

性，设计了基于荧光标记探针的 FEN1酶活测定

方法，并测定了自表达的重组 FEN1活性，为进

一步应用该酶发展新型核酸检测技术提供了准

确测定酶活的方法，便于检测体系中酶量的优

化；最终将重组 FEN1 应用于实时荧光 PCR 偶

联高特异性核酸侵入反应法检测 SNP 位点，获

得了很好的分型结果，表明重组 FEN1能够用于

核酸侵入反应的 SNP 检测中，为进一步发展基

于核酸侵入反应的检测新方法提供了良好的工

具酶。 
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