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基于核酸侵入反应的生物分子检测技术的研究进展 *
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摘要：核酸侵入反应是由 5' 核酸内切酶或 flap 内切酶催化的，能够识别切割核酸片段形成的特异性结构的一类反应。近年来发展

了很多基于该反应的生物大分子检测技术，能够对 DNA、RNA、miRNA 及蛋白质进行高灵敏、高特异性的测定。这些技术大都无

需扩增待测靶标，极大地降低了扩增产物交叉污染的风险，在临床检测中具有很大的应用前景。本文对这些检测技术的原理及应

用作简要综述。
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前言

1993 年 Lyamichev V 等人描述了 DNA 聚合酶在 DNA 复

制过程中，可切割除去滞后链的 RNA 引物；在 DNA 的修复过

程中，可切割除去含有不正确碱基的 DNA 单链，并且这种切割

并不依赖于 RNA 或 DNA 的序列，而是一种结构特异性的行

为[1]。这种特殊结构是一种二叉结构，由双链 DNA 和单链 DNA
形成，DNA 聚合酶可识别这一结构，并切割除去单链 DNA。在

后续研究中还发现，古细菌中的一类核酸内切酶，称之为 flap
核酸内切酶（Flap Endonucleases, FEN）也有和 DNA 聚合酶相

同的识别特异性结构，从而对单链 DNA 进行切割的活性，并将

这种切割反应定义为核酸侵入反应（invasive reaction）[2]。
核酸侵入反应主要依赖于一类能够识别核酸片段形成的

特殊结构，并切割结构内单链 DNA 的核酸内切酶，该类酶主要

包括 flap 内切酶 I（Flap Endonuclease I，FEN I）家族中的一些成

员，以及经人工突变使丧失聚合活性的 DNA 聚合酶[3]，它们能

特异性识别一种特殊的二叉结构 -- 侵入重叠结构，如图 1 所

示，并切割结构中的单链部分，切所产生的短片段被称为 flap
或 arm 片段，能够作为模板特异性的信号分子被检测[3, 4]。

核酸侵入反应具有很高的特异性，当反应体系中的核酸片

段，没有形成特异的侵入重叠结构时，切割反应几乎不发生，不

图 1 级联侵入信号放大技术基本原理[5]

Fig.1 The principle of Invader assay
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产生特异的信号分子。高的特异性使该反应可以准确的检测

DNA 和 RNA 分子中单碱基突变、插入或缺失，也适用于靶序

列的定量研究[6]。近年来，许多基于核酸侵入反应的生物大分子

检测方法被建立，并用来检测 DNA、RNA、miRNA 及蛋白质等

生物分子。由于核酸侵入反应不依赖核酸序列，而只依赖于核

酸形成的特异性结构，使得该反应具有广泛的适用性，并且由

于该反应并非扩增待测模板本身，极大地降低了模板交叉污染

的风险，使基于该反应建立的生物测定方法具有很大的优势，

在临床分子诊断中得到了广泛应用。本文对基于核酸侵入反应

的，各种生物大分子检测方法作简要介绍。

1 级联侵入信号放大技术（Invader assay）

Hall JG 等人的研究，通过将两步核酸侵入反应偶联，建立

了级联侵入信号放大技术（Invader assay）。该技术的基本原理

如图 1 所示，首先根据待测靶核酸设计两条寡核苷酸探针，可

与目标单链 DNA 形成一种单碱基重叠侵入结构[7]。其中一条

寡核苷酸探针被称为侵入探针或上游探针，该探针 5' 端与靶序

列的 3' 端完全互补，其 3' 端最后一个碱基与靶序列错配。第二

条寡核苷酸探针被称为下游探针，下游探针含有两个区域，3'
端一段序列与靶序列完全互补，称为靶序列特异区域，5' 端一

段序列与靶序列不相关，并不会影响到 flap 核酸内切酶酶切效

率，但在体系中作为报告分子的前体，这段不相关序列被称为

flap 片段[3, 4]。一旦这两个寡核苷酸探针与靶序列退火，并形成

了单碱基重叠侵入结构，即会被反应体系中的 flap 核酸内切酶

识别，并切断下游探针与靶序列互补的第一个和第二个碱基之

间的化学键，产生 flap 片段。产生的 flap 片段作为第二步侵入

切割反应的侵入探针，与一个具有发夹型结构，5' 端分别修饰

有荧光基团和淬灭基团的荧光共振能量转移探针（Fluores-
cence Resonance Energy Transfer Cassette，简称 FRET 探针）退

火杂交，再次形成 flap 核酸内切酶识别的侵入结构，在酶的作

用下，FRET 探针上标记的荧光基团和淬灭基团被切割分离，从

而释放出荧光报告分子产生荧光信号。由于 flap 片段和 FRET
探针的序列与靶序列完全不相关，FRET 探针可做为检测核酸

的通用探针。
在设计与靶核酸杂交的下游探针时，与靶核酸杂交部分的

Tm 值及切割产生的 flap 片段 Tm 值与反应温度接近[8]。这样，

在合适的反应温度下，被切割的下游探针及 flap 片段会处于一

种动态的杂交与解离状态，完整的下游探针或 FRET 探针会不

断与模板或 flap 片段退火，形成新一轮的切割，使信号逐渐放

大。通常，一个靶核酸分子能够产生 106-107 个信号分子，检测

灵敏度能够达到 1000 个拷贝[7]。
目前，Invader assay 已应用于微生物分型[9, 10]、病毒检测[11, 12]

及基因多态性（SNP）检测[13, 14]等领域。在进行 SNP 检测时，只需

将侵入位点设计在 SNP 位点处，利用两种不同标记的 FRET
探针，及与其配套的 flap 片段，可在同一反应体系中检测两种

不同的 SNP 类型。该方法可直接检测基因组 DNA 或未纯化的

PCR 产物，其检测 SNP 的准确率与常规的基于 PCR 的方法相

比达到 99.2 %[15-17]，与其他两个检测 SNP 较常用的技术焦测

序、SNaPshot 相比，也具有准确、操作简便且成本低等优点[18]。

2 偶联 PCR 侵入信号放大技术（Invader Plus）

Invader Plus 技术实现了在单个反应体系内将 PCR 和 In-
vader assay 结合，对靶序列既通过 PCR 进行扩增，又通过 In-
vader assay 进行信号放大并检测对扩增的靶序列进行 SNP 分

析或基因分型[19]。这一检测放法相对于独立的 PCR 反应或 In-
vader 反应，提高了检测灵敏度和特异性，降低了交叉污染的概

率，操作简便，更适宜于高通量的核酸检测。
Invader Plus 技术中用到的酶包括 Taq 聚合酶和 flap 内切

酶，其基本原理见图 2，PCR 反应中的引物（图中白色序列）Tm
值设计为 72℃，并作为上游侵入探针，下游探针 Tm 值设计为

63℃。在进行 PCR 扩增时，首先进行高温退火循环，反应温度

一直高于 63℃，体系中的下游探针在该温度下不能与靶序列

杂交，因此不会影响 PCR 扩增。待 PCR 反应结束后，体系升温

至 99℃，孵育 10 分钟灭活 Taq 聚合酶，这步骤不会影响切割

酶活性。反应温度再降至 63℃，孵育 15 到 30 分钟，这时反应

体系中的下游探针与靶序列杂交，并与 PCR 反应中的一条引

物形成单碱基重叠侵入结构（图 2，C），进行 Invader 反应，并产

生可检测到的荧光信号。

Allawi HT 等人将该方法应用于脑脊液中单纯疱疹病毒的

检查及分型[19]；Tang YW 等人也将该方法应用于水痘 - 带状疱

疹病毒的检测与分型[20]。 Tadokoro K 等人在 Invader plus 基础

上做了进一步的改进，通过将 PCR 反应延伸温度与 Invader 反

应设计为同一温度，并使用两步 PCR，使得 PCR 反应的延伸阶

段同时进行 Invader 反应，并在延伸阶段结束后检测荧光值，从

而实现了反应的实时检测，并节省了检测时间、简化了引物及

探针设计[21]。

3 RNA 侵入信号放大技术（Invader RNA assay）

Invader RNA assay 利用侵入反应原理对 RNA 进行检测，

其原理与 Invader assay 基本相同[22]，但是，检测 DNA 时所用到

图 2 偶联 PCR 侵入信号放大技术技术基本原理[19]

Fig. 2 The principle of Invader Plus
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的 flap 内切割酶不能有效的识别 RNA 序列，为了解决这一问

题，研究人员从真细菌提取出不同的切割酶，经过基因工程的

改造，使得这些切割酶可应用于 RNA 的检测[23]。RNA 检测的

第一步反应与检测 DNA 的第一步相同，其原理如图 3,A 所示。
在第二步反应中，用到检测探针并非发夹状的 FRET 探针，而

是分开的两条探针。这一不同是由于 RNA 检测中所用到的切

割酶的特殊性质决定的。为了降低寡核苷酸之间的非特异性杂

交，RNA 检测的第一步反应中还使用了一个叠加探针，如图

3，C 所示，叠加探针紧挨着下游探针与待测 RNA 序列杂交，使

得下游探针的 Tm 值升高，通过在待测 RNA 上创造出一个合

适的杂交区域，叠加探针可以进一步改善 Invader RNA 反应检

测 RNA 的特异性。同时，为了减少未切割的下游探针的干扰，

还设计了下游探针的捕获探针，使完整的下游探针不会对第二

步反应造成严重干扰（图 3，B）。

Wagner EJ 等人利用 Invader RNA assay，检测了成纤维细

胞生长因子（Fibroblast Growth Factor Receptor-2，FGFR2）转录

物的两种类型，结果显示，该方法可检测到 0.01amol 的 FGFR2
RNA，并可很好的区分转录物的两种类型[24]。Allawi HT 等人进

一步改进 Invader RNA assay，将其应用于小 RNA（micro RNA，

miRNA）的检测，称为 miRNA 侵入信号放大技术（Invader miR-
NA assay）[25]。该方法中的侵入探针和下游探针各有一半的序列

与 miRNA 互补，其余碱基可形成颈环结构，如图 4 所示。这样

就可以固定住序列较短的 miRNA，提高检测效率。这一方法灵

敏度较高，只需要用到 50-100 ng 的总细胞 RNA，或 1000 个裂

解细胞，并无须对细胞裂解产物进行分级处理；该方法也具有

较高的特异性，可区分只有一个碱基差异的 miRNA，并可区分

miRNA 前体和成熟 miRNA。通过利用微量滴定板检测反应产

生的荧光信号，可达到 miRNA 的高通量筛分分析。

4 表面侵入信号放大技术（Surface Invader）

表面侵入信号放大技术，不同于常规的液相侵入信号放大

反应，通过将带有荧光基团与淬灭基团的 SNP 位点特异性下

游探针固定于 DNA 芯片表面，使得该技术可用于基因组水平

的 SNPs 平行分析 [26]。基因组 DNA 样本可直接加于修饰有

SNP 特异性下游探针阵列的芯片表面，这样在芯片表面每一个

对应于 SNP 等位基因的位点，就会形成单碱基重叠侵入结构。
反应所需的上游探针以两种形式加入，方案 1：加入液相反应

体系中，见图 5，（1）；方案 2：与下游探针一起固定于芯片表面，

见图 5，（2）。反应发生后，微阵列上该位点会产生荧光信号，显

示相应的 SNP 等位基因存在于靶 DNA 上。方案 2 与方案 1 相

比，不需要在反应液中加入上游探针，可减少反应液中的非特

异性杂交，提高反应效率并可简化操作步骤。在芯片表面进行

Invader 反应，使得多个反应平行发生，可平行检测基因组 DNA
上多个 SNP 位点。这样的含有 100 万个位点的 DNA 阵列，一

步即可检测 50 万个 bi-allelic SNPs。侵入信号放大技术与表面

DNA 阵列技术的结合，为人们提供了一种新的高通量 SNP 检

测技术。

5 偶联滚环扩增侵入信号放大技术（Invader RCA ass-
ay）

Nie B 等人将表面侵入信号放大技术与滚环扩增技术结

合，利用滚环扩增（Rolling Circle Amplification，RCA）检测 In-
vader 反应的切割产物，可直接分析非扩增的人类基因组 DNA
上的 SNPs，其原理见图 6[27]。该方法利用滚环扩增，针对 Sur-
face Invader 切割产物，并通过一种具有双 3'-OH 的特殊探针，

将切割产物的 5' 端转变为 3' 端，作为滚环引物，扩增出一段长

的单链 DNA，并利用 SYBR Green I 染料可嵌入滚环产物的性

质，用荧光显微镜检测表面荧光。滚环扩增针对单个切割产物

所产生的长达几千个碱基的单链 DNA，使得该方法可以检测

到 Surface Invader 反应的单个产物，可达到无需扩增检测基因

组 DNA 上 SNP 位点，并且反应表面的荧光强度与表面的靶

DNA 浓度有一定相关性，具有一定定量性能[28]。

图 3 RNA 侵入信号放大技术基本原理[5]

Fig.3 The principle of Invader RNA assay

图 4 miRNA 侵入信号放大技术第一步反应原理[25]

Fig.4 The principle of the first step of Invader miRNA assay

图 5 表面侵入信号放大技术基本原理[26]

Fig.5 The principle of Surface Invader
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6 免疫侵入信号放大技术（Immuno-Invader assay）
Xie MJ 等人将三明治免疫测定技术与侵入信号放大技术

结合，从而提高免疫测定法的灵敏度，这一新技术被称为免疫

侵入信号放大技术（Immuno-Invader assay）[29]。该方法包括三个

主要步骤，如图 7 所示：（1）目标抗原被抗体捕获，并与生物素

修饰的检测抗体形成三明治结构；（2） 向体系内加入链酶亲和

生物素标记的寡核苷酸探针，与检测抗体形成另一个三明治结

构；（3）利用 Invader 反应，检测三明治结构中的寡核苷酸探针。
该方法已经应用于人类肿瘤坏死因子 -a(hTNF-a)的检测，其检

测限能达到 0.1 pg/ml，比现有的单纯免疫检测方法的灵敏度提

高了近 35 倍。免疫信号放大技术可作为一种新的、高灵敏度的

免疫测定技术，以代替常规检测方法。

7 偶联切刻内切酶侵入信号放大技术（Cascade Enzy-
matic Signal Amplification，CESA）

Zou B[30]等人通过分子信标连接反应将核酸侵入反应与切

刻内切酶信号放大反应 （Nicking Endonuclease Signal Amplifi-
cation，NESA)相偶联[31]，将侵入反应产生的 flap 片段与分子信

标上一段寡核苷酸片段相连，使信标打开并形成切刻内切酶识

别位点，然后利用切刻内切酶识别双链之切割其中一条单链的

特性，将信标链切断，进而使得连接产生的核苷酸片段能够与

未切割的完整的信标继续退火，形成切刻内切酶信号扩增[32]，

使 flap 片段产生的信号进一步被放大，最终检测灵敏度能够达

到 1fM。通过将侵入信号放大技术与切刻内切酶信号放大反应

结合，克服了切刻内切酶信号放大反应需要待测模板含有切刻

内切酶位点的缺点，使任何模板都能被检测。

8 结论

侵入信号放大技术与常规的模板扩增技术相比，具有不易

交叉污染、恒温反应无须特殊仪器等优点,已经成功应用于微

生物分型、病毒检测、基因多态性（SNP）检测及基因表达量分

析等领域，是一种非常有潜力的核酸检测技术。基于核酸侵入

反应的生物分子检测技术，进一步扩展了该技术的应用，为研

究人员提供了更多的操作简单、成本较低的新的检测方法。在

未来，该技术将应用于更多的临床疾病监测、生物学及农学研

究。
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