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摘　要：碱基切除修复酶在 DNA 损伤修复过程中具有重要作用，且其检测

与癌症等疾病的诊断相关。传统的碱基切除修复酶检测方法操作复杂、灵敏

度低，且仅对酶的浓度进行定量分析而非酶的活性。为此，建立了基于催化

发夹组装介导信号放大用于核酸内切酶 IV（Endo IV）活性的检测方法。该

方法利用 Endo IV 的活性作用于底物探针，将引发序列释放而引发催化发夹

自组装信号放大，以实现 Endo IV 的活性检测分析。通过荧光检测实验可知，

该方法检测下限为 3.7×10-7 U/mL，可选择性地对 Endo IV 的活性进行检测，

是一种设计简单、操作简便、灵敏度高的碱基切除修复酶活性检测方法。
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1 研究背景

DNA 的损伤修复在保持基因完整性中起着重要

作用 [1]。对 DNA 进行损伤修复主要有以下几种途径：

碱基切除修复（base excision and repair，BER），核

苷 切 除 修 复（nucleoside excision and repair，NER）

和错配修复（nucleoside mismatch repair，NMR）[2]。

其中，BER 是用于保护细胞免受碱基损伤影响的主

要途径。BER 主要修复在碱基化学结构上发生变化的

损伤碱基，其修复过程由一种特殊的糖苷酶催化 N-

糖苷键的断裂而引发，然后释放出损伤碱基并形成一

个脱碱基位点（abasic site，AP 位点）。随后再通过

AP 核酸内切酶、脱氧核糖磷酸二酯酶、DNA 聚合酶

和 DNA 连接酶共同作用完成整个修复 [3-5]。可见，碱

基切除修复酶在DNA损伤修复过程中具有重要作用，

并且其检测与癌症等疾病的诊断相关 [6-7]。

传统的碱基切除修复酶检测方法主要有放射性

标记、凝胶电泳、色谱和磁珠分离等 [8-11]。这些方法

时耗长、灵敏度低，且仅对酶的浓度进行定量分析而

不是对酶的活性进行检测。为了改进方法，研究者

主要着重于研发一些操作方便灵敏度高且可用于碱

基切除修复酶活性测定的荧光检测方法 [12-15]。然而，

这些体外酶活性的检测方法大多需要特定反应条件

的酶信号放大方式，以至于检测过程变得复杂。因此，
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研究操作简单灵敏度高的 DNA 碱基切除修复酶检测

方法具有重要意义。

催化发夹组装（catalyzed hairpin assembly，CHA）

是一种基于核酸的高灵敏无酶信号放大方式，这种

放大方式可以产生百倍的催化扩增，目前已作为一

种高灵敏且设计简单的核酸扩增方式而被广泛应用。

以核酸内切酶 IV（endonuclease IV，Endo IV）为例，

设计 3 条发夹探针，实验原理如图 1 所示。其中酶底

物探针 HP 设计成包含有 CHA 的引发序列，该部分

序列被封闭于发夹中，同时在发夹的茎端双链部分设

计 Endo IV 酶识别的 AP 位点。H1、H2 为参与催化

发夹组装的信号放大探针。H1 探针的茎端中修饰供

体基团 Cy3 及受体基团 BHQ2，该发夹探针由于供

体 - 受体的荧光共振能量转移 [16] 而具有低的荧光强

度值。当 Endo IV 存在时，其特异性地作用于底物探

针的 AP 位点，而在该探针的双链茎端部分产生缺口，

产生缺口的两部分序列由于熔链温度太低而无法在

反应温度条件下杂交而释放出两条单链（CHA 引发

序列 C1 及短片段 C2 序列）。C1 与 H1 探针杂交使

H1 释放，释放的 H1 将 H2 探针打开，H2 探针再链

置换出的 C1 探针，最后得到了 H1：H2 的双链杂交

复合物，该双链结构使得荧光供体基团与受体基团之

间的距离变大从而恢复供体基团 Cy3 的荧光，而置

换出的 C1 探针进入下一个 CHA 放大循环，产生增

强的荧光信号。当体系中没有 Endo IV 时，C1 序列

由于被封闭在发夹探针中无法引发下游的 CHA 放大

而得到激活式的荧光信号，使得 Cy3 的荧光强度值

很低。由于该荧光信号是基于 Endo IV 酶激活式的荧

光响应信号，因此该方法可实现对 Endo IV 简便、高

灵敏的检测。本课题组将无酶参与的催化发夹组装信

号放大方法用于 DNA 碱基切除修复酶检测，以期实

现 Endo IV 的简便且高灵敏检测，并为其他 DNA 碱

基切除修复酶的检测提供一定参考。

 

2 实验部分

2.1 主要试剂与仪器

1）实验试剂

核 酸 内 切 酶 IV、10 倍 浓 度 的 NE Buffer 3（ 各

成分浓度为：1 mol/L NaCl、0.5 mol/L Tris–HCl、0.1 
mol/L MgCl2 和 0.01 mol/L 二硫苏糖醇，pH 值为 7.9），

均 购 于 New England Biolabs 公 司（ 美 国）； 染 料

SYBR Green I（10 000 倍），购于 Life Technologies
公司（美国）；5 倍浓度的硼酸缓冲液（各成分浓度

为：0.45 mol/L Tris- 硼酸、0.01 mol/L 乙二胺四乙酸，

pH 值为 8.0），购于生工生物工程股份有限公司（上

海）；其它化学试剂均为分析纯购于国药集团化学试

剂有限公司。实验中用到的探针由生工生物工程股份

有限公司（上海）合成，探针序列如表 1 所示。

图 1 发夹催化自组装信号放大用于内切酶 IV
活性分析实验原理图

Fig. 1 Schematic illustration of enzyme-free signal 
amplification platform based on catalytic hairpin self-

assembly for detection of endonuclease IV activity

 注：X 代表 AP 位点；T 表示碱基修饰 BHQ2 染料；T 表示碱基修饰 Cy3 染料。

表 1 寡聚核苷酸探针序列

Table 1 Sequences of DNA probes

Probes

HP Probe
H1
H2

Sequence (5′ to 3′)

GTTAGCAGTGGTCAGTGACCCAGGTTAACTTAGCTCACTGACXACTGCTAAC
GTCAGTGAGCTAAGTTAACCTGGGCCATGAGAAGACCCAGGTTAACTTAGC

AACCTGGGTCTTCTCATGGCCCAGGTTAACTTAGCCCATGAGAAGAC

2）实验仪器

F-7000 荧光光谱仪，日本日立公司；凝胶电泳仪，

DYCP-31D 型，北京六一生物科技有限公司；凝胶

成像系统，Tocan 240 型，上海东灿生物科技有限公司；

超纯水仪，Milli-Q 型，Millipore 公司。

2.2 基于催化发夹组装信号放大的 Endo IV 活性测定

在 37 ℃下，将不同活性的 Endo IV、浓度为 0.1 
μmol/L 的 Endo IV 底 物 探 针 HP 于 1 倍 浓 度 的 NE 
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Buffer 3 缓冲液中反应 2 h 后，加入浓度为 0.5 μmol/L
的发夹探针 H1、H2，继续反应 2 h；反应结束后，

测定每个样品的荧光光谱。测定过程使用 640 nm 激

发波长，5 nm 激发发射狭缝，850 V 电压，发射光谱

从 555 nm 记录到 625 nm。

2.3 琼脂糖凝胶电泳测定

所得样品采用含有琼脂糖质量分数为 3%，经浓

度为 0.5 μg/mL 的 GoldView、0.5 μg/mL 的溴化乙锭

染色后的凝胶电泳进行测定。将琼脂糖凝胶电泳置

于 0.5 倍浓度的硼酸缓冲液中，每个泳道加入 10 μL
样品（含 1 倍浓度的硼酸缓冲液），在 101 V 恒定电

压下电泳 120 min。最后得到的电泳条带用 Tocan 240
凝胶成像系统观察并拍照。

2.4 底物探针 HP 浓度的优化

在 37 ℃下，将酶活力为 0.1 U/L 的 Endo IV、浓

度分别为 30, 50, 80, 100, 200, 500 nmol/L 的 Endo IV
底物探针 HP 于 1 倍浓度的 NE Buffer 3 缓冲液中反

应 2 h 后，加入浓度为 500 nmol/L 的发夹探针 H1、

H2，继续反应 2 h，反应结束后，测定每个样品的荧

光光谱值 F。同时，在不加入 Endo IV 条件下，体系

中包含有上述不同浓度的 Endo IV 底物探针 HP 于 1 
倍浓度的 NE Buffer 3 缓冲液中反应 2 h 后，加入浓

度为 500 nmol/L 的发夹探针 H1、H2，继续反应 2 h，

反应结束后，测定每个样品的荧光光谱值 F0。F/F0

即为体系中的信背比。测定过程使用 640 nm 激发波

长，5 nm 激发发射狭缝，850 V 电压，发射光谱从

555 nm 记录到 625 nm。

3 结果与讨论

3.1 催化发夹组装信号放大用于 Endo IV 活性分析

的实验原理验证

图 2 为基于催化发夹组装信号放大用于 Endo IV
活性分析检测的特征光谱图。从图中可以看出，当体

系中只有发夹探针 H1、H2 时，仅有非常低的荧光信

号，表明设计的探针在没有引发链存在下，不会发

生催化自组装反应；当在以上体系中加入酶底物探针

HP 时，体系中的荧光信号仍很低，与单独只有 H1、

H2 信号相当，表明设计的 HP 探针很好的将引发序

列封闭在探针当中而无法引发催化发夹自组装反应；

当体系中同时存在 Endo IV、底物探针 HP 及发夹探

针 H1、H2 时，可以观察到增强的 Cy3 荧光信号，

其信背比约为 5.81。另外，用质量浓度为 10 μg/mL 

的牛血清白蛋白（bovine serum albumin，BSA）代替

Endo IV 加入到上述体系当中，基本观察不到任何荧

光增强信号。上述结果表明，由于 Endo IV 的特异性

作用，可水解底物探针 HP 上的 AP 位点，将封闭在

底物探针 HP 内的引发序列释放，使得催化自组装放

大反应得以引发，得到增强的 Cy3 荧光信号。通过

监测 Cy3 的荧光信号可实现对 Endo IV 酶活性的定

量分析检测，表明建立的发夹催化自组装信号放大可

用于 Endo IV 的活性分析检测。

 

  

  图 3 为各检测样品的琼脂糖凝胶电泳图。

从图 3 可以看出，泳道 4 为体系中存在底物发夹

探针 HP、发夹探针 H1、H2 的混合物条带，并没有

  a—H1；b—H1+H2；c—HP+H1+H2；d—HP+H1+H2+BSA；

        e—HP+H1+H2+Endo IV

图 2 催化发夹组装信号放大用于 Endo IV
活性分析的荧光光谱响应图

Fig. 2 Typical fluorescence spectra of
Endo IV activity analysis with the hairpin

assembly signal amplification

  注：泳道 1 为 DNA marker (10-300 bp)；2 为 HP；3 为 HP + 
H1；4 为 HP + H1 + H2；5 为 HP + H1 + H2 + Endo IV。

图 3 琼脂糖凝胶电泳图

Fig. 3 Agarose gel electrophoresis images of products

2019 年 第 11 卷 第 3 期 Vol.11 No.3 May  2019
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更长的双链杂交体条带的产生。而当在这个混合物中

加入 Endo IV 后（泳道 5），底物发夹探针 HP、发

夹探针 H1、H2 的混合物条带消失，随之产生了一个

新的长的双链杂交体条带，该条带可能为催化自组装

体系最后得到的 H1、H2 杂交的双链复合物。结果表

明，加入的 Endo IV 后，其特异活性作用介导引发了

催化自组装的放大反应，证明了该方法的可行性。

3.2 底物探针 HP 浓度的优化

为了得到最优的分析性能，对影响实验的因素

进行了优化。加入的底物探针 HP 浓度影响着体系的

背景信号以及响应信号，因此其浓度对传感器用于

Endo IV 活性测定具有重要的影响。图 4 为不同浓度

底物探针 HP 用于 Endo IV 活性分析的信背比图。由

图可知，HP 浓度由 30 nmol/L 提高到 100 nmol/L 时，

体系中的信背比也随之增大。而在 HP 浓度超过 100 
nmol/L 时，体系中的信背比逐渐降低。因此，选择

浓度为 100 nmol/L 时的底物探针 HP 用于 Endo IV 活

性的测定。

 

3.3 分析方法的选择性研究

为了验证催化发夹组装介导信号放大方法能特异

性地应用于 Endo IV 的活性分析，选择核糖核酸酶 A
（ribonuclease A，Rnase A）、外切酶 III（exonuclease III，
Exo III） 及 尿 嘧 啶 糖 基 化 酶（uracil-DNA glycosylase，

UDG）3 种非特异性酶进行实验，结果如图 5 所示。

由图可知，建立的分析方法对 Endo IV 能产生较强的

荧光响应信号，而对其它 3 种非特异性酶的荧光响应

相对较弱，能够将 Endo IV 从其它 3 种非特异性酶中

区分开来。因此，该分析方法对 Endo IV 具有较好的

选择性。

 

3.4 传感器分析性能研究

在最优实验条件下，利用建立的分析方法对不同

酶活力的 Endo IV 进行了分析。图 6 为不同酶活力的

Endo IV 荧光响应曲线。由图可知，随着 Endo IV 的

酶活力从 0 提高到 1.0 U/mL，Cy3 的荧光强度也逐

渐增强，最小实际检测浓度为 1.0×10-6 U/mL。

 

图 7 为 Endo IV 酶活力与荧光强度的校正曲线，

通过将 Endo IV 酶活力取对数并与荧光峰强度作图，

得到荧光强度与 Endo IV 酶活力对数之间的线性关

系图，如图 8 所示。由图可知，Endo IV 的酶活力在

0.1×10-2~0.1 U/mL 范围内，两者呈线性关系，其线

性 方 程 为 F=345.29lgC+1217.3（R2= 0.9926，F 为 荧

光峰强度，C 为内切酶 IV 活度）。

 通过校正曲线和 3σ 规则计算，该方法检测下限

约为 3.7×10-7 U/mL。与其他有酶参与的信号放大用

于 Endo IV 酶活力检测分析方法相比，该下限值与之

图 4 不同浓度的底物探针 HP 用于 Endo IV
活性分析的信背比图

Fig. 4 The variation in fluorescence signal ratio with 
different concentration of HP

  注：黑色柱状图为背景，灰色柱状图为响应；Endo IV 和 3 种

非目标酶酶活力均为 0.1 U/L；误差棒为 3 次测量的标准偏差。

图 5 Endo IV 酶活性测定方法的选择性研究结果

Fig. 5 Specificity of Endo IV assay

图 6 不同酶活力的 Endo IV 加入到反应体系后的

Cy3 荧光光谱图

Fig. 6 Typical fluorescence spectra with addition of 
different concentrations of Endo IV

催化发夹组装用于碱基切除修复酶活性检测研究
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相当，具有较好的灵敏度。并且，该分析方法是基于

无酶参与催化发夹组装介导的信号放大，设计简明且

操作简单。综上所述，该分析方法可以用于低浓度的

Endo IV 活性检测。

 

4 结论

本研究基于催化发夹组装的无酶参与信号放大

方法，构建了一种新型的 Endo IV 活性检测方法，以

实现灵敏且设计简单的碱基切除修复酶的活性检测。

该方法通过 Endo IV 作用于底物探针的 AP 位点，使

封闭在底物探针中的引发序列释放出来，从而触发催

化发夹自组装信号放大，以实现对 Endo IV 活性的分

析检测。实验结果表明，建立的方法灵敏度高且操作

简便，分析检测限为 3.7×10-7 U/mL，可为 Endo IV
活性的检测提供一个新的方法，并有望用于其他碱基

切除修复酶的检测及相关抑制剂的筛选。
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An Enzyme-Free Signal Amplification Platform Based on Catalytic Hairpin 
Self-Assembly for Detection of Endonuclease IV Activity

WANG Tao，TANG Jianxin，LI Qing

（College of Life Sciences and Chemistry，Hunan University of Technology，Zhuzhou Hunan 412007，China）

Abstract：Base excision repair enzymes played an important role in DNA damage repair, and their detection was 
related to cancer and disease diagnosis. The traditional detection of base excision repair enzymes was complex and low-
sensitive, which only quantitatively analyzed the concentration of enzymes, rather than enzyme activity detection. A 
signal amplification platform based on catalytic hairpin self-assembly was established to detect endonuclease IV activity 
in base excision repair enzymes. This method was based on the activation of endonuclease IV acting on the substrate 
probe and releasing the initiation sequence, which caused the amplification of self-assembly signal of catalytic hairpin 
to realize the detection and analysis of endonuclease IV activity. According to the fluorescence detection experiment, the 
detection lower limit of this method was 3.7×10-7 U/mL, and Endo IV activity could be selectively detected. Therefore, 
this method was simple in design and operation and high in sensitivity.

Keywords：catalyzed hairpin assembly；base excision repair enzyme；enzyme activity detection；enzyme-free 
signal amplification；Endo IV

催化发夹组装用于碱基切除修复酶活性检测研究

王  涛，等03


