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点击化学在肿瘤研究中的应用
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摘　要：点击化学是最重要的生物正交化学反应，它像“乐高”一样将分子连接起来。点击化学正深刻

影响着肿瘤研究，例如修饰肿瘤细胞、设计肿瘤药物、传输肿瘤药物、药物临床前评估和操控免疫细

胞。点击化学也将被用于分子发现和靶向治疗，为肿瘤研究提供新方法。
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0    引言

点击化学指铜催化叠氮-炔烃环加成反应（Cop-
per-catalyzed  azide-alkyne  cycloaddition,  CuAAC）、

无铜环张力启动叠氮—炔烃环加成反应（Strain-prom-
oted azide-alkyne cycloaddition, SPAAC）和二代点

击反应，见图1[1]。在过去20年里，点击化学已经

成为生物医学领域研究的重要工具，也正深刻影

响着肿瘤研究，例如肿瘤药物传输和活体材料修

饰[2]。本文简述点击化学在肿瘤研究中的应用。

1    标记肿瘤细胞

点击化学将多糖、糖蛋白或蛋白酶标记在肿瘤

细胞膜上，随后靶向共轭分子携带物，这为靶向肿

瘤治疗提供了实用工具。
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图 1　以铜催化叠氮化物–炔烃环加成反应为代表的点击化
学将分子连接起来[1]

Figure  1　 As  one  of  the  typical  click  chemistry,  copper-
catalyzed azide-alkyne cycloaddition joins molecules[1]

 

1.1    多糖标记

细胞中糖类或多糖是生物功能的重要调节者，

我们身体中的所有细胞都被糖包裹，这种“甜点”外
衣在肿瘤生物学过程中发挥重要作用。传统的代谢

标记过程可能发生在肿瘤或正常细胞，葡萄糖、甘

露糖及半乳糖等非天然多糖可以选择性标记到肿瘤

细胞上[3]。点击化学将非天然多糖结合到细胞表面

并作为标记，Plumet等[4]应用这种方法在肿瘤细胞

和T细胞表面分别人工标记环糊精和金刚烷三聚

物，这些人工标记物一旦结合到细胞表面，它们就

能够通过非共价点击化学诱导细胞-细胞间黏附。

研究显示，肺癌A549细胞和T细胞的相互黏附增加

肿瘤细胞周围白介素-2水平，后者直接导致肿瘤细

胞溶解。
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1.2    糖蛋白标记

蛋白质糖基化涉及蛋白质上添加多糖，是蛋白

质修饰的重要方式，特别是N-连接和O-连接糖基化

对于人体的健康和疾病发挥重要作用[5]。糖蛋白表

达异常显然是肿瘤发展的结果，Cioce等[6]应用糖蛋

白细胞特异性生物正交标记方法将多糖转入对应的

细胞糖蛋白中，标记细胞通过质谱仪-糖蛋白质组

学可以显示标记细胞糖基化部位。Hao等[7]应用生

物正交反应结合荧光非天然氨基酸进行荧光标记，

不同内源性蛋白质能够在它们特异的亚细胞位置显

像。这种方法能够实时和非遗传地标记和跟踪活细

胞中的内源性蛋白质，从而为设计靶向药物和靶向

治疗提供了可能。

1.3    蛋白酶标记

虽然肿瘤驱动蛋白定位在细胞内，但传统的靶

向药物几乎不能靶向这些肿瘤蛋白，Bo等[8]通过乙

醛脱氢酶1A1标记肿瘤干细胞（Cancer stem cells，
CSCs)，点击化学结合的叠氮化物较CD44更能识别

CSCs群，甲氧基聚乙二醇-甲基澳瑞他汀E毒性偶

联可能作为二代CSCs标记并通过点击生物正交反

应将药物精准传输至肿瘤内。

2    设计肿瘤药物

点击化学像“乐高”一样连接分子帮助设计新的

药物[9]。点击化学应用酶作为反应模板，借助它们

的构象选择性连接组成部分并产生新的作用靶

点[10]。另一方面，点击化学是最重要的生物正交化

学反应方法之一，它在不干扰生物功能的情况下能

够高度选择性地将化学基团整合入小分子或蛋白质

修饰中，从而选择性为下游研究安装分析标识并设

计靶向药物[11]。

2.1    铂类药物

点击化学能够发现新的铂类药物并在细胞水平

研究其生物效应，叠氮-炔基环加成反应接合生物

分子和铂类复合物，从而提高肿瘤靶向作用[12]。叠

氮-均三甲苯通过铜催化的叠氮-炔烃环加成反应生

成系列“三点击”复合物，其中一个铜高度亲和性的

结合剂具有潜在的DNA识别和损伤特性，体外生

物和分子技术也证实了这种复合物的基因组DNA
损伤特性[13]。

2.2    纳米和分子药物

小分子化合物蛋白水解靶向嵌合分子（Prote-
olysis-targeting chimeras，PROTACs）能够降解蛋

白，Gao等 [14]设计了聚合物-PROTACs（Polymeric
PROTACs，POLY-PROTACs）纳米微粒降解肿瘤

特异性蛋白，POLY-PROTAC通过双硫键将PROT-
ACs共轭结合到两亲性嵌段共聚物上，进一步应用

生物正交点击化学反应连接叠氮基团并传送到肿瘤

组织，生物正交POLY-PROTACs纳米微粒能够有

效地降解肿瘤特异性BRD4蛋白并促进肿瘤消退。

点击化学筛选的KPZ560可能是组蛋白去乙酰化酶

1/2选择性抑制剂，它诱导剂量和时间依赖性组蛋

白脱乙酰化，并抑制乳腺癌细胞生长[15]。

2.3    双特异性抗体

双特异性T细胞衔接器（Bispecific T cell enga-
gers，BiTEs）属于双特异性抗体（Bispecific antibo-
dies，bsAbs），它能连接细胞毒性T细胞和肿瘤细

胞，促进靶向的肿瘤细胞死亡。Szijj等[16]构建的检

查点抑制性T细胞衔接器由BiTEs核心和添加的免

疫调节蛋白组成，它可以逆转肿瘤细胞免疫抑制从

而提高抗肿瘤免疫反应。这种检查点抑制性T细胞

衔接器应用点击化学产生抗原结合区域构成的同源

bsAbs，然后再用点击化学将抗程序性细胞死亡蛋

白1抗原结合区域和免疫调节酶连接到bsAbs，构成

了生物素功能化的三蛋白结合体。Wang等[17]应用

微生物转谷氨酰胺酶和点击化学构建位点特异性的

纳米抗体-适配体轭合物，这种纳米抗体-适配体轭

合物能够识别和连接肿瘤细胞上表达的两种分子靶

标。研究显示，连接肿瘤细胞膜上CD47和Met的双

特异性轭合物对表达分子靶标的肿瘤细胞有较高的

特异性和亲和力，同时也有明显的受体功能抑制作

用和肿瘤浸透能力，而后者提高了传统化疗的抗肿

瘤效应。抗体偶联环烯和四嗪通过生物正交化学反

应共轭结合，新构成的抗体偶联药物能够减少实体

瘤放疗和免疫治疗引起的血液毒性，这也是二代抗

体偶联药物的发展方向[18]。

3    传输肿瘤药物

生物正交化学反应指在生理条件下进行并不干

扰活细胞正常生理过程的化学反应，其代表是

CuAAC和SPAAC，它们因简单、高效和特异而被

广泛地应用于肿瘤药物的传送。生物正交分子通过

代谢工程标识到细胞膜上，并选择性地黏附生物正

交反应配对分子携带的“货物”。另一方面，生物正

交反应能够提高治疗药物的传送精度，避免脱靶

效应[19]。

3.1    纳米机器人

携带药物的载体可能是纳米囊泡或微型机器

人，活细胞驱动的微型机器人是一类新型的药物传

输系统，它们应用自然有机体（细菌、细胞或外泌
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体等）转运治疗药物。点击化学在温和的反应条件

下能够修饰载体的表面，然后结合肿瘤药物通过有

机体的移动将其精准传输至肿瘤中。Voigt等[20]通

过CuAAC对脂质体表面修饰，点击反应的纳米载

体具有较好的稳定性和靶向性。点击化学反应辅助

的靶向免疫细胞可以传输载药纳米微粒到肿瘤深部

的血管区域。靶向免疫细胞的CD11b抗体用反式环

辛烯修饰并通过生物正交点击化学制备四嗪功能化

的介孔二氧化硅纳米微粒，将修饰抗体和纳米微粒

注入原位移植乳腺癌模型24小时后，纳米微粒靶向

接合到CD11b+髓性细胞上，后者作为载体将载药

纳米微粒带入肿瘤内部[21]。

3.2    微藻传输系统

微藻能够在消化液中快速持续游动并长久驻留

在消化道中，它们也可以增加携载化疗药物的局部

驻留，因此是有潜力的药物传输携带者。基于微藻

的药物传输系统呈现极佳的生物相容性，点击化学

修饰的微藻通过水化和脱水策略提高药物载荷和

转输效率，也能精准地靶向不同的组织器官，微藻

驱动的微型机器人能用于靶向药物传输和抗肿瘤的

治疗[22-23]。

蛋白质胞内传递对于抗肿瘤蛋白治疗至关重

要，目前蛋白质胞内传递主要通过携带载体实现。

Zhao等[24]应用代谢糖修饰和生物正交点击反应进行

无载体的蛋白质胞内传递，叠氮化物修饰的N-乙酰

甘露糖胺类似物标记肿瘤细胞表面，然后核糖核酸

酶A、细胞色素C和牛血清白蛋白等被共轭结合二

苯并环辛炔（Dibenzocyclooctyne，DBCO)，通过

DBCO和叠氮之间的高效生物正交反应将DBCO修

饰蛋白连接到叠氮标记的肿瘤细胞上。核糖核酸酶

A-DBCO能够维持它的酶活性并发挥显著的抗肿瘤

作用，这种简单有效的方法将促进抗肿瘤蛋白治疗

的广泛应用。

4    药物临床前评估

点击反应能够在生物背景下将两种成分接合起

来，例如药物和抗体，被用于药物的临床前评估。

4.1    肿瘤前药激活

CuAAC反应是代表性的生物正交化学反应，但

铜毒性、催化活性低和细胞靶标缺乏限制了其在生

物活性系统中的应用。You等[25]构建的基于DNA平

台靶向生物正交催化系统通过特异性的细胞识别有

效激活肿瘤细胞中的前药并产生增强的催化效应，

可用于肿瘤药物临床前评估。

4.2    药物临床前评估

临床前模型有效的药物常常在临床研究中呈阴

性结果，部分原因是药物在细胞和组织中的定位不

清。Tyler等[26]应用点击化学方法研究溴结构域抑制

剂的定位，溴结构域抑制剂能够改变染色质结构和

基因表达，这些肿瘤药物的点击衍生物定位在染色

质内并呈现严格的结合基因模式。点击探针模型显

示，肿瘤药物累积在脾脏和骨髓中，而这两个器官

主要产生白血病细胞。另外，研究者应用点击化疗

修饰表观遗传治疗药物BET溴结构域抑制剂，通过

点击蛋白质组学和点击测序研究BRD4的基因调节

功能和BET抑制剂诱导的转录变化。

4.3    药物靶点显像

组织透明技术极大地提高了组织中点击化学的

标记能力，Pang等 [27]报告的组织透明辅助点击化

疗能够较好地显示共价的药物靶点，在亚细胞水平

成像靶点结合的药物分子和鉴别靶细胞的类型，

也能定量判断体内药物结合或分离的靶标。Huang
等[28]应用点击化学为基础的蛋白质组学图谱分析抗

肿瘤药物姜黄素C的靶蛋白，发现多聚rC结合蛋白

是其靶蛋白，姜黄素C通过抑制多聚rC结合蛋白的

表达干扰前列腺癌细胞Bax/Bcl-2平衡，从而诱导线

粒体损伤并促进细胞凋亡。

5    操控免疫细胞

点击化学也可用于肿瘤治疗，例如原位操控以

下免疫细胞。

5.1    树突状细胞

叠氮基-多糖原位标识能够免疫调节树突状细

胞（Dendritic cells，DCs)。点击化学方法将生物相

容性叠氮基-单糖整合入细胞表面多糖中，原位代

谢标记叠氮基-多糖的细胞不仅是肿瘤细胞，也可

以是DCs，DCs是特异的抗原呈递细胞并发挥适应

性T细胞反应[29]。叠氮标记的DCs捕获携带甲氧基

聚乙二醇的抗原后通过点击化学接合佐剂，从而发

挥抗肿瘤免疫效应[30]。

5.2    肿瘤特异性T细胞

肿瘤特异性T细胞治疗对实体瘤效果有限，这

主要是因为基因编辑免疫细胞的代谢功能丢失。

Hao等[31]应用点击反应在T细胞表面点击和锚定胆

固醇酰基转移酶抑制剂阿伐麦布，后者可以增加

T细胞膜上胆固醇，进而激活T细胞和增强其肿瘤

杀灭作用。这种通过点击化学重构T细胞代谢的策

略提高了适应性T细胞治疗的功能。T细胞衔接器

作为双特异性抗体能够连接肿瘤相关抗原和T细胞

上抗原，点击化疗方法修饰IgG1抗体合成的双特异
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性T细胞衔接器在皮摩尔浓度下呈现肿瘤杀伤活

性[32]。嵌合抗原受体（Chimeric  antigen receptor，
CAR) T细胞治疗对实体瘤的治疗作用有限，其原

因是CAR-T细胞不能渗透入瘤体和免疫抑制肿瘤微

环境。Zhao等[33]应用生物正交点击化学在CAR-T细
胞表面编辑透明质酸酶和抑制性检查点抗体α-
PDL1，从而提高CAR-T细胞对实体瘤的治疗效

果。修饰的透明质酸酶降解为透明质酸，后者破坏

肿瘤胞外基质，促进CAR-T细胞渗入瘤体中，而编

辑了α-PDL1的细胞也较传统的CAR-T细胞有更强

的抗肿瘤活性。重要的是，编辑透明质酸酶和α-
PDL1的CAR-T细胞对实体瘤模型显示了良好的治

疗效果并且没有明显的毒副作用。

5.3    胞外囊泡

胞外囊泡（Extracellular vesicles，EVs）是细胞

间交流的主要载体，也开始被用于肿瘤治疗。Bhatta
等[34]首先用代谢标记技术在Evs上装配叠氮化合

物，然后通过点击化学使Evs表面的化学标记连接

跟踪和靶向调节Evs的分子。研究显示，共轭toll样
受体拮抗剂的Evs能够激活DCs并产生CD8+T细胞抗

肿瘤反应。

6    未来方向

点击化学已经用于肿瘤研究和治疗[35]。这种高

度选择性和生物相容性也正在改变肿瘤研究，包括

修饰肿瘤细胞、设计肿瘤药物、传输肿瘤药物、药

物临床前评估和操控免疫细胞。除了上述肿瘤研究

领域外，点击化学也能够研究细胞—分子间的相互

作用，例如Zheng等[36]应用点击化学方法鉴定原位

受体-配体相互作用，发现了胰腺癌细胞分泌的尿

激酶和成纤维细胞上神经纤毛蛋白相互作用的关键

信号通路。另外，点击化学能够快速发现和合成功

能性分子，这为靶向肿瘤治疗提供了新方法。Sun
等[37]构建了一个基于脂质标记联合点击化疗的Evs
捕捉平台，这个平台能够有效地分离Evs中的mRNA，

检测EWS 基因重排和kras癌基因突变等，并通过

EVs监控胰腺癌或Ewing肉瘤患者的治疗反应和判

断疾病进展状态。点击化学克服了传统生物方法的

限制，将为肿瘤研究提供新方法。
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