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综述

结构特异性核酸内切酶 FEN1 及其与肿瘤的关系

周摇 婷,高婷婷,孙洪芳,潘飞燕,何凌峰,郭志刚

(南京师范大学生命科学学院,江苏省分子医学生物技术重点实验室,江苏 南京 210023)

[摘要] 摇 FEN1 是一种结构特异性的多功能核酸酶,具有 5忆->3忆flap 核酸内切酶(FEN)、缺口核酸内切酶(GEN)
和核酸外切酶(EXO)三大酶切活力. 在细胞内,FEN1 在多条 DNA 代谢途径中起着重要作用,包括冈崎片段成

熟、长片段碱基切除修复和端粒维持等. 鉴于 FEN1 的复杂功能,细胞内必定存在着一套精确调控机制,以确保

FEN1 在合适的时间与地点发挥作用. FEN1 功能失调将导致基因组的稳定性和完整性下降,最终诱发包括肿瘤

在内的多种染色体相关的疾病. 本文主要针对 FEN1 的功能调控、功能失调与肿瘤的关系做一个综述.
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FEN1爷s Functional Regulation and Its Link to Cancer
Zhou Ting,Gao Tingting,Sun Hongfang,Pan Feiyan,He Linfeng,Guo Zhigang

(School of Life Sciences,Nanjing Normal University,Jiangsu Key Laboratory for Molecular and Medical Biotechnology,Nanjing 210023,China)

Abstract:Flap endonuclease鄄1(FEN1) is a kind of structure鄄specific multifunctional nuclease which contains 5忆->3忆
flap endonuclease(FEN)activity,gap endonuclease(GEN)activity and exonuclease(EXO)activity. The multiple nuclease
activities of FEN1 allow it to participate in numerous DNA metabolic pathways,including Okazaki fragment maturation,
long鄄patch base excision repair and telomere maintenance. As such,FEN1 must be precisely regulated to execute each of
its functions with the right timing and in a specific subcellular location. FEN1 dysfunction will lead to genomic stability
and integrity descend, and eventually induce a variety of chromosomal diseases including tumor. This review mainly
targets FEN1爷s functional regulation and its link to cancer.
Key words:FEN1,DNA repair,tumor

在 DNA 复制和修复过程中,会产生一类特殊的 DNA 中间体,含有 5忆分枝结构,这个结构被称为 5忆鄄
Flap(如图 1) . 该 Flap 结构的切除对于 DNA 复制和修复过程的完成,基因组的完整性和稳定性的维持是

必不可少的环节. 识别这种特殊结构的酶称为 Flap Endonuclease I(FEN1) . FEN1 是一个结构特异性的金

属核酸酶[1],与大多数人们所知的识别特定核酸序列的限制性内切酶不同,FEN1 所识别的 DNA 底物与

其序列无关,而只识别特定的 DNA 结构. 除 5忆->3忆flap 核酸内切酶(FEN)活性外,FEN1 还具有缺口核酸

内切酶(GEN)活性和核酸外切酶(EXO)活性,其中 5忆->3忆flap 核酸内切酶活性是其最重要的活力. 这些

活性使得 FEN1 在多个 DNA 代谢途径中扮演重要角色,包括滞后链复制中 RNA 引物的去除、长片段碱基

切除修复(Long Patch Base Excision Repair,LP鄄BER)、维持端粒的稳定性,以及凋亡 DNA 片段等等[2-7] .
FEN1 的功能如何在这些不同的代谢途径中进行分配? 或者说 FEN1 参与到不同代谢途径中的调控

机制是什么呢? 这些是生物科学家们长期以来想弄清楚的问题. 经过深入研究,我们发现了 FEN1 调控的

几种主要方式:(1)细胞的区室化;(2)蛋白质相互作用(Protein鄄Protein Interaction,PPI);(3)翻译后修饰

(Posttranslational Modification,PTM) . 例如,我们发现在正常情况下,FEN1 主要分布在细胞核内,并高度浓

—7—

詨詨詨詨詨詨詨詨詨詨詨詨詨詨詨詨詨詨詨詨詨詨詨詨詨詨詨詨詨詨詨詨詨詨詨詨詨詨詨詨詨詨詨詨詨詨



南京师大学报(自然科学版) 第 37 卷第 2 期(2014 年)

摇 摇 箭头所指处为 FEN1 的作用位点. 淤为 FEN 活性,于为

EXO 活性,盂为 GEN 活性

图 1摇 FEN1 的 3 种不同底物及活性

Fig. 1摇 Three different substrates and activities of FEN1

缩在核仁中. 但是遭受 UV 照射后,核仁中的 FEN1 就

会被磷酸化,并转移到核质[8] . FEN1 除了定位于细胞

核,也存在于线粒体中,它可以与另一种核酸酶 DNA2
一起在线粒体 DNA 复制和修复过程中加工处理 DNA
中间体结构[9,10] . 在执行 DNA 复制和修复的过程中,
FEN1 会与其他蛋白形成不同复合物. 据报道,到目前

为止,已经发现 FEN1 至少会与 30 种蛋白质发生相互

作用[11] . 比如,FEN1 通过与 PCNA 结合而被招募到复

制位点,去除冈崎片段上的 RNA 引物或者 LB鄄BER 过

程中所产生的 Flap 结构. 与 PCNA 结合后,FEN1 活性

大大增加. 阻断 PCNA 与 FEN1 的结合,将导致 DNA
复制和修复缺陷[12-14] . FEN1 除了在 DNA 复制和修复

中发挥作用外,在细胞凋亡进程中,FEN1 还会与 Endo
G 核酸酶协同作用,对凋亡细胞的基因组 DNA 进行剪

切[15] . 翻译后修饰是我们发现的另一种重要的 FEN1 调控方式. 例如,当细胞遭受 UV 射线时,FEN1 的 C
末端会被 p300 乙酰化[16],从而影响其活性以及与 PCNA 的结合能力. 最近,我们发现在细胞周期的 S 期

后期,FEN1 还可以通过持续的翻译后修饰来介导它在细胞周期进程中的降解[17] .
由于 FEN1 在 DNA 代谢途径中的重要作用,我们推测,FEN1 功能失调可能是引起哺乳动物基因组不

稳定和对肿瘤易感性的一个原因. 为了证实这一推测,美国国家医学中心贝克曼研究所的 Binghui Shen 实

验室筛选出了一系列 FEN1 功能失调的突变体,其中 E160D 突变体失去了 EXO 和 GEN 活性. 转基因小鼠

研究表明,E160D 突变小鼠其体内 DNA 的突变频率大大高于正常小鼠,同时发生自身免疫、慢性炎症和肿

瘤的机率也大大增加[18] .

1摇 FEN1 的功能

1. 1摇 冈崎片段成熟

在哺乳动物的每个细胞周期中会处理高达 5伊106 次冈崎片段,冈崎片段成熟对于 DNA 复制和细胞增

殖是极为重要的[19] . 在真核细胞中,DNA 复制在每条染色体上的多个起点启动,DNA 聚合酶、解螺旋酶被

招募到复制起点,形成一个 DNA 复制叉. 当复制叉沿着 DNA 移动时,两条新链同时进行复制合成. 以复制

叉向前移动方向为基准,3忆->5忆走向的模板链为前导链,与其互补的新链能以 5忆->3忆方向连续合成;另一

条 5忆->3忆走向的模板链即为滞后链,与它互补的新链也是按 5忆->3忆方向合成,但是与复制叉移动方向正

好相反,所以随着复制叉的移动,会形成许多不连续的冈崎片段,这些冈崎片段必须经过有效地处理,成熟

之后方由连接酶催化它们连接形成完整的 DNA 双链.
DNA 聚合酶只能催化已有链的延长反应,每一个冈崎片段的合成其实需要先在 DNA 模板上合成一

段 8 nt ~ 10 nt 的 RNA 引物,然后 DNA 聚合酶从 RNA 引物的 3忆鄄OH 端开始合成新的 DNA 链,所以实际上

未成熟的冈崎片段是一个 RNA 与 DNA 的杂合体. 在冈崎片段连接之前,需要 FEN1 将 RNA 引物切除,才
能形成成熟的冈崎片段,然后由 DNA 连接酶连接. 在冈崎片段的成熟过程中,FEN1 对于 RNA 引物的切除

起着不可缺少的作用[20] .
1. 2摇 长片段碱基切除修复

DNA 碱基切除修复途径负责修复单个损伤碱基,根据修复过程中延伸片段长度,分为短片段碱基切

除修复( Short Patch Base Excision Repair, SP鄄BER) 和长片段碱基切除修复 ( Long Patch Base Excision
Repair,LP鄄BER)(图 2) . 在长片段碱基切除修复中,DNA 聚合酶 茁(DNA polymerase 茁,pol茁)以切口处上游

3忆鄄OH 为引物延伸,将下游的 5忆鄄DNA 链置换,形成一个 5忆鄄flap 结构,该 flap 由 FEN1 负责切除. Flap 切除

后留下的切口,由 DNA 连接酶 I(Ligase I)连接以完成整个修复过程(图 2) [21] . 早在 1997 年时,就有人用

体外实验发现,如果在修复体系中缺少 FEN1,那么 LP鄄BER 将不能完成,从而提示了 FEN1 在 LP鄄BER 中

的重要作用[22] .
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摇 摇 BER 起始于糖苷水解酶识别损伤碱基并切除,产生一个无碱

基位点称 AP 位点,然后由 APE1 酶在 AP 位点的 5忆端作用下产生

3忆鄄OH 和 5忆-dRP. 对于 SP-BER,由 pol 茁 切除 5忆-dRP,并在 3忆鄄OH
端延伸一个核苷酸,最后由 Ligase芋琢 连接切口,完成 SP鄄BER 修

复过程. 如果是 LP鄄BER,pol 茁 会延伸多个核苷酸,产生一个被顶

起的长的 flap 结构,这个结构由 FEN1 来识别并切除. 最后由

Ligase玉连接切口,完成 LP鄄BER 过程

图 2摇 碱基切除修复过程

Fig. 2摇 Base excision repair pathway(BER)

1. 3摇 FEN1 的其他功能

FEN 活力是 FEN1 最主要的活力,在上述 2 个

功能中,FEN1 主要发挥作用的就是它的 FEN 活力,
但是它的另外 2 个活力:EXO 和 GEN 活力对于

DNA 其他代谢途径也很重要,包括溶解 TNR 序列和

凋亡 DNA 片段的加工处理等等[3] . 最近研究发现,
在酵母和人类细胞中,FEN1 功能失调可能会通过危

害端粒和基因组的稳定性来促进正常细胞转化成肿

瘤细胞[5,23,24] .

摇 摇 FEN1 在哺乳动物细胞中定位于 4 个不同的的亚细胞区室:
细胞质,线粒体,细胞核间质和核仁. 在应对细胞周期转变和 DNA
损伤时,FEN1 通过 4 种不同的途径动态地转移

图 3摇 FEN1 的动态亚细胞定位

Fig. 3摇 Dynamic subcellular localization of FEN1

2摇 FEN1 的调控机制

2. 1摇 细胞定位

细胞定位区室化是调控 FEN1 功能的一个重要

方式. FEN1 所参与的 DNA 代谢途径通常发生在细胞

内的不同亚细胞器或细胞的不同区位,这就要求

FEN1 的细胞定位能根据需要发生变化. 用 FEN1 抗

体对细胞进行免疫荧光检测发现,FEN1 主要分布在

细胞核内,尤其是大量累积在核仁中. FEN1 的 C 端含

有 2 个核定位序列(Nucleic Localization Sequence,
NLS),引导 FEN1 进入细胞核内. 值得注意的是,作为

一种核酸酶,在核内大量存在的 FEN1 对基因组 DNA
是潜在的威胁. 为了避免 FEN1 对基因组错误剪切,
FEN1 高度浓缩在核仁区域. 当细胞核内 DNA 受到损

伤时,FEN1 则由核仁中释放,转移到核质内的 DNA
损伤修复位点. 磷酸化则是驱动 FEN1 由核仁向核质

转移的关键因素.
此外,FEN1 也在线粒体中被发现(图 3) [9,10] .

活性氧(Reactive Oxygen Species,ROS)主要在线粒

体中产生,mtDNA 很容易受到氧化损伤,这种损伤

积累与年龄以及某些年龄密切相关疾病正相关.
mtDNA 氧化损伤研究显示这里的损伤大部分发生

在脱氧核苷酸部分,导致形成脱氧核苷酸骨架产物,
被 LP鄄BER 优先处理. 最近,我们已经证明 FEN1 或

DNA2 核酸酶功能失调,会损害线粒体提取物处理

模板底物(RNA 引物移除中的中间体结构)的能力,
表明 FEN1 在 mtDNA 复制中也起作用,但它进入线

粒体的具体分子机制还不清楚.
2. 2摇 蛋白质-蛋白质相互结合

蛋白质间的相互结合对于引导 FEN1 参与到不

同的代谢途径是至关重要的. Li Zheng 等对 FEN1 的

蛋白质-蛋白质结合(Protein鄄Protein Interactions,PPI)
网做了一个广泛的研究,最终鉴定出 34 个与 FEN1 相

互结合的蛋白伴侣[25] . 根据这些伴侣蛋白对 FEN1 功

能的调控作用,将其分为 4 个功能组(图 4) [24,26-28] .
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摇 摇 与 FEN1 反应的蛋白质,根据它们的生物化学功能和所参与的代谢途径被分为 5 个功能组:DNA 复

制,DNA 修复,凋亡 DNA 片段,翻译后修饰以及支持端粒的稳定性. FEN1 的蛋白质-蛋白质反应发生在

哺乳动物中的用灰色标记,发生在酵母中的用黄色标记,发生在线虫中的用蓝色标记

图 4摇 蛋白质相互作用调节控制 FEN1 进入不同的 DNA 代谢途径

Fig. 4摇 Protein鄄protein interactions mediate FEN1爷s actions in different DNA metabolic pathways

摇 摇 第一类伴侣是支持 FEN1 参与 DNA 复制中移除 RNA 引物的蛋白. 如 PCNA,pol 琢 / 着,PRA,hnRNP A1
以及 DNA Ligase I 等等,FEN1 会与它们有序反应,正确处理冈崎片段;与 FEN1 反应的第二类伴侣是 DNA
修复类蛋白质,LP鄄BER 是真核细胞重要的 DNA 损伤修复系统之一,而 FEN1 在 LP鄄BER 中的作用会被一

些重要的 BER 成分如 APE1,pol 茁,Lig I 和 PCNA 的生化反应所协调;与 FEN1 反应的第三类伴侣是凋亡

类蛋白质,CRN鄄1 会联合 CRS鄄6(Endo. G)在凋亡过程中逐步调节 DNA 片段降解;与 FEN1 反应的第四类

伴侣是翻译后修饰 FEN1 的蛋白质如 p300,Cdk1鄄CyclinA 和 PRMT5. 最新研究表明,FEN1 还会与 TRF2、
WRN、TERT 等蛋白发生相互作用,维持端粒的稳定性.
2. 3摇 翻译后修饰

已有的研究表明,FEN1 的翻译后修饰形式包括乙酰化、甲基化、磷酸化、泛素化、sumo 化等等[17,29,30],
这些修饰调节着 FEN1 在特定的时间执行特定的功能. 如前所述,FEN1 发挥作用的一个桥梁就是 PCNA.
FEN1 通过与 PCNA 的结合到达 DNA 损伤修复或复制位点. 在 FEN1 执行完功能后,FEN1 与 PCNA 解离,
进入下一个修复或复制位点. 这里的一个关键问题是,FEN1 与 PCNA 的结合与解离是如何精确控制的呢?
我们最近的研究揭开了这个答案:FEN1 甲基化和磷酸化协调作用控制 FEN1 与 PCNA 的结合与解离. 以
DNA 复制为例,在细胞刚进入 S 期的时候,FEN1 被甲基化,甲基化的 FEN1 通过与 PCNA 结合进入到

DNA 复制叉上. 一旦 FEN1 作用结束,FEN1 被磷酸化,磷酸化的 FEN1 失去与 PCNA 的结合能力,从而脱

离 DNA 复制叉,并为连接酶的进入提供空间(图 5) . 这为 FEN1 与 PCNA 的结合与解离的调控提供了一个

合理的解释[17] .
当 FEN1 从 DNA 底物上解离下来后,它的命运又将如何呢? 细胞核中如果存在大量的 FEN1 的话,对

DNA 无疑就是一个巨大隐患,因此我们推测这部份 FEN1 可能是被降解. 我们近期的实验证实了这一点,
发现磷酸化修饰的 FEN1 从 DNA 解离下来后,会刺激它发生另外一种翻译后修饰即 sumo 化,而这种 sumo
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摇 摇 FEN1 首先被甲基化,甲基化的 FEN1 与 PCNA 结合. 当执行完功能后,FEN1 被磷酸化,磷酸化的 FEN1 从 PCNA 上脱落,并
为 Ligase I 让出空间. 磷酸化的 FEN1 随后被 sumo 化和泛素化,最后通过蛋白酶体途径降解

图 5摇 翻译后修饰对 FEN1 的调控机制

Fig. 5摇 FEN1 regulation by posttranslational modifications

化修饰又会刺激它的泛素化修饰,并最终通过蛋白酶体途径降解(图 5) [17] . 另外,FEN1 还可以被乙酰化

翻译后修饰. Hasan 等在 HeLa 细胞中观察到 FEN1 的乙酰化修饰形式会被 UV 处理所强化[16] . Hubscher
等猜测 FEN1 乙酰化作用是为了避免 FEN1 过早地处理冈崎片段.

以上 3 种调控方式通常是相互交叉的,例如,磷酸化(翻译后修饰调控)驱动 FEN1 由核仁向核质转移

(细胞定位 /区室化调控),同时磷酸化又影响 FEN1 与 PCNA 的结合(蛋白-蛋白相互作用) . 另一方面,蛋
白-蛋白相互作用(FEN1鄄PCNA 结合)又控制 FEN1 进入 DNA 损伤修复或复制位点(细胞定位 /区室化调

控) . 当然随着研究的深入,有可能发现新的调控方式,这也是我们目前的一个研究内容.

3摇 FEN1 功能失调与肿瘤的关系

肿瘤的发生和发展可以看成进化进程中的一个缩影,它的一个显著标志就是许多畸形基因积累,例如

基因点突变,结构转移,染色体缺失,微卫星扩张与收缩等等[31] . 从正常细胞到恶性肿瘤细胞的程序化进

程中,这些畸变会不断增加. 在肿瘤的生长过程中,这些畸变还会在杂交肿瘤细胞群体中继续积累,从而导

致基因损伤积累和基因组不稳定.
FEN1 通过多种代谢行为参与控制基因组稳定性,提示 FEN1 基因如果发生突变将导致许多重要调控

功能失调,因而进一步促进肿瘤的发生. 已有证据显示 FEN1 的功能失调会引起基因组不稳定和肿瘤易

发,最近许多研究就是针对 FEN1 在阻止肿瘤形成中的重要性来展开[32,33] . 在转基因小鼠中,FEN1 的纯合

子敲除是胚胎致死的,这与 FEN1 敲除的鼠胚胎被阻止在 S 期的现象是一致的. FEN1 杂合子敲除鼠可以

存活,却易发肿瘤等疾病. 这些结果表明 FEN1 是一个肿瘤抑制基因.
在大多数的肿瘤中基因改变是来源于体细胞的突变,例如 BRCA1 / 2 的遗传突变会导致对乳腺癌、结

直肠癌的易感性. 为了研究 FEN1 体细胞突变的病理学意义,Li Zheng 等建立了第一个 FEN1 E160D 突变

的鼠系,该突变干扰 FEN1 结合到负责底物结合的镁离子上,因而失去 EXO 和 GEN 活力但保留 FEN 活

力,被用作人类肿瘤中鉴定 FEN1 突变的模型[18,34] . FEN1 E160D 突变鼠系的自发突变频率增高,在凋亡

细胞中积累没有完全消化的 DNA 片段[18,35] . 具体分子机制是在 FEN1 核酸酶活力上的缺陷会降低凋亡细

胞中 DNA 片段的凋亡,同时产生 DNA 的自身抗体并导致自身免疫相关的慢性炎症,这可能是通过激活

NF鄄kB 促进肿瘤的发展进程. 另外 FEN1 E160D 突变鼠模型对烟诱导的肿瘤发生更加敏感,还可以用来研

究肺中慢性炎症和设计新的肿瘤治疗方法等等. 以上这些发现进一步支持了这样一个观点:即 FEN1 对于

维持基因组稳定性是非常重要的,因此 FEN1 可以被认为是一个肿瘤抑制基因.
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然而 Li Zheng 和其他实验室的研究表明,FEN1 可能在支持肿瘤生长进程中也是重要的:在所有增殖

的组织中 FEN1 蛋白都可以被检测到,但是在休眠细胞中 FEN1 的表达处于低水平,而培养的肺癌细胞中

FEN1 的表达水平增加,且表达水平与肿瘤恶性程度相关[36-39] . 与 FEN1 在肿瘤组织中过表达相一致的

是,发现几个乳腺癌细胞系在 FEN1 的基因表达调控区域的 CpG 岛甲基化水平降低[40] . 但这种 FEN1 在

启动子区域的遗传变化是否具有普遍性而不仅仅是乳腺癌中发生尚有待研究. 因为 FEN1 在 DNA 复制中

起着重要作用,我们认为高水平的 FEN1 对于支持肿瘤细胞的过度增殖是必须的. 抑制肿瘤细胞中的

FEN1 活性,将可能是一种全新的肿瘤治疗策略. 我们和国际上的一些实验室,正在开展以 FEN1 为药物靶

标的抗肿瘤研究,并希望研制出新的肿瘤临床药物[41-44] .

4摇 总结与展望

研究表明,FEN1 作为一个多功能的核酸酶参与多种不同的 DNA 代谢途径,在维持基因组稳定性等方

面具有重要生物学意义. FEN1 和肿瘤的关系具有双重性,一方面高表达的 FEN1 对维持某些类型肿瘤的

高速生长很重要;另一方面,FEN1 突变(或 FEN1 低水平表达)将导致基因组不稳定,进而促进肿瘤发生.
因此,细胞内的 FEN1 表达水平的平衡必须有着严格的调控机制.

尽管 FEN1 研究已经取得了不少重要进展,但仍然有许多问题有待阐述. 例如 FEN1 如何动态地在不

同的亚细胞结构域之间转移,并选择性执行各种特定功能呢? FEN1 被招募到复制和修复位点切开磷酸

二酯键的机制是什么呢? FEN1 是如何去甲基化的? FEN1 是如何避免持续地磷酸化而不能与 PCNA 反

应呢? FEN1 突变会消除 FEN1 的翻译后修饰、细胞定位或者某种特定的蛋白质-蛋白质相互作用引起肿

瘤或其他疾病吗? 未来的更多研究将填补关于这些知识的空白.
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