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酶促自组装分子在肿瘤治疗和成像中的研究进展
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摘 要 自组装是生物大分子结构形成的基础方式之一。酶促自组装（enzyme-instructed self-assembly，EISA）借助工具酶，

在特定的部位实现小分子化合物向超分子纳米结构的转换，成为药物开发的全新策略。近年来，EISA在恶性肿瘤的治疗和

成像领域取得了长足的进步，实现了纳米结构的精确调控和肿瘤靶向。本文综述了 EISA 在肿瘤诊疗领域的最新进展，工

具酶如碱性磷酸酶、去乙酰化酶、酪氨酸酶、γ-谷氨酰转肽酶和胱天蛋白酶 3等的作用与特点，总结了在肿瘤治疗中 EISA靶

向多种细胞器的研究现状，并介绍了EISA在肿瘤成像中的运用，为EISA策略在肿瘤诊疗中的应用研究提供参考。

关键词 酶促自组装；细胞器靶向；分子成像；肿瘤；进展

中图分类号 R318  文献标志码 A  文章编号 1000 -5048（2023）04 -0431 -12 

doi：10. 11665/j. issn. 1000 -5048. 2023020602

引用本文 任彦炜，李琦一，何冰，等 .酶促自组装分子在肿瘤治疗和成像中的研究进展［J］.中国药科大学学报，2023，54（4）：431–442.
Cite this article as： REN Yanwei，LI Qiyi，HE Bing， et al. Research progress of enzyme-instructed self-assembly molecules for tumor therapy 
and imaging［J］.J China Pharm Univ，2023，54（4）：431–442.

Research progress of enzyme-instructed self-assembly molecules for tumor 
therapy and imaging
REN Yanwei1, LI Qiyi1, HE Bing1, LI Haoyu1, ZHAO Li2, LI Yuyan1*
1Department of Medicinal Chemistry, China Pharmaceutical University, Nanjing 211198;
2School of Basic Medicine and ClinicalPharmacology, China Pharmaceutical University, Nanjing 211198, China

Abstract Self-assembly is the basis of the formation of biological macromolecular structure.  Enzyme-instructed 
self-assembly (EISA) with the help of tool enzymes, realizing the conversion of small molecular compounds to 
supramolecular nanostructures at specific sites, become a new strategy for drug discovery. In recent years, the 
exploration of EISA for developing malignant cancer therapy and imaging has made considerable progress, 
achieving the precise regulation and tumor targeting of nanostructures.  This paper reviews the latest progress of 
EISA in the field of tumor diagnosis and treatment, the functions and characteristics of tool enzymes such as alka⁃
line phosphatase, sirtuin, tyrosinase, γ-glutamyltranspeptidase and caspase-3,summarizes the research status of 
EISA targeting multiple organelles in tumor therapy, and introduces the application of EISA in tumor imaging, 
aiming to provide reference forthe research of EISA strategy in tumor diagnosis and treatment.
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自组装是单体在无干预的情况下，从游离的、

无规律分布的状态，借助分子间的非共价相互作

用（如范德华力、静电力、疏水作用力、氢键和 π-π

堆积），自发形成具有特定结构的有序状态的过

程［1］。自组装在自然界中普遍存在，细胞是一个经

由自组装形成的聚集体［2-3］，通过自组装，磷脂分子
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形成细胞膜结构［4］，组蛋白和 DNA 组成核小体［5］，

肌动蛋白和微管蛋白构成了细胞骨架［6］。从这些

复杂生物结构的形成中汲取灵感，巧妙设计的小

分子化合物经由自组装形成超分子纳米结构，在

肿瘤治疗和成像、免疫分析、药物递送等领域显示

出了巨大的应用前景，成为生物与药学发展的一

个全新领域［7-9］。

近 年 来 ，采 用 酶 促 自 组 装（enzyme-instructed 
self-assembly，EISA）策略，在特异性酶的催化下，

小分子化合物在肿瘤中形成超分子纳米结构的研

究取得了重要进展［10］。细胞中的许多生物过程往

往需要多种蛋白的参与，而酶是促进生物大分子

形成、相互作用和发挥生物学功能的强大生物催

化剂，具有高催化效率和底物专一的特性［11］。相

关 的 酶 ，如 碱 性 磷 酸 酶（alkaline phosphatase，

ALP）、去乙酰化酶和酪氨酸酶已被证实与肿瘤的

生长代谢存在密切联系。小分子化合物生物相容

性好，对肿瘤的穿透性强，可以抵达病灶的内部。

但是，存在缺乏靶向性导致不良反应较大，在肿瘤

细胞的积聚能力较弱，停留时间短等问题［12］。借

助肿瘤细胞上活性异常或过表达的酶，促进小分

子化合物原位聚集，生成大分子的纳米结构，既实

现了对肿瘤的靶向、蓄积和滞留，又降低了对正常

组织潜在的副作用［13］。

EISA 在肿瘤的治疗和分子成像等领域存在巨

大的研究和临床价值［14-15］。从 ALP 开始，多种酶已

经被证实能够激活小分子进行自组装，它们的催化

活性各异，有着不同的底物结构特征，拓宽了 EISA
的应用范围。在肿瘤的治疗方面，EISA 已经进入亚

细胞单位，实现了小分子化合物对细胞器的靶向自

组装，诱发肿瘤细胞器功能性障碍，从而达到治疗

癌症的目的［16］。在肿瘤的成像方面，EISA 可以极

大程度地增强成像信号，帮助分子探针区分正常

组织与病灶［13］。因此，本文对应用于 EISA 的多种

酶进行介绍，阐述了细胞器靶向治疗癌症的 EISA
策略，并介绍了 EISA在肿瘤成像中的应用（图 1）。

1 催化原位自组装的特异性酶 

EISA 采用具有适度水溶性的小分子化合物，

在到达肿瘤部位后，经肿瘤细胞高表达的酶识别，

催化小分子转化为亲脂亲水两亲性分子，从而改

变分子间的非共价相互作用，激发自组装过程形

成纳米结构［17-18］。多肽片段易于合成，是体内酶或

反应的天然底物，并且可以提供有效的分子间非

共价相互作用，如 Phe-Phe 的疏水作用力和 π-π 堆

积。根据酶的特异性和底物结构特征，可以开发

出具有不同靶向性和功能性的 EISA 小分子，实现

研究的多样性。

自从 2004 年，Yang 等［19］首次报道了 ALP 触发

小分子化合物组装成纳米结构后，多种酶被报道

在 EISA 的研究中表现出较好的自组装驱动能力，

实现了对肿瘤的靶向。

1. 1　碱性磷酸酶

作为多肽折叠和蛋白质活性的常用调节开

关，磷酸化与去磷酸化已被用来控制超分子纳米

结构的转换［10］。ALP 在 HeLa、HepG2、Saos-2 等肿

瘤细胞上过表达，可以水解小分子结构中的磷酸

基团，完成去磷酸化，具有广泛的底物谱和高效的

催化能力，在 EISA 中得到广泛应用［17］。

磷酸化位点影响 ALP 的水解活性，Chen 等［20］

探讨了不同的磷酸化位点对酶促功能的影响。虽

然化合物 Nap-pYYYH（1，图 2）、Nap-YpYYH（2）和

Nap-YYpYH（3）具 有 相 同 的 去 磷 酸 化 产 物 Nap-

YYYH（4），但是去磷酸化速率有着明显差异。化

合物 3 位于 C-端的磷酸酪氨酸是去磷酸化的优势

位点，最大转化率达到了每小时 54. 1%，相较于化

合 物 1（每 小 时 18. 1%）和 化 合 物 2（每 小 时

34. 2%），更易于被 ALP 脱除磷酸后自组装形成纳

米结构。同时，圆二色光谱（circular dichroism, CD）

图 1　酶促自组装（EISA）在肿瘤治疗和成像中的应用

ALP：碱性磷酸酶；SIRT5：去乙酰化酶；GGT：γ-谷氨酰转肽酶
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和透射电子显微镜（transmission electron microscopy,
TEM）图像显示，去磷酸化后，化合物 3 形成了由 β-

折叠构成的 6 nm 纤维结构，CD 峰强度和最小峰位

移说明化合物 3 纳米结构的性质要优于化合物 1
和化合物 2，表现出更强的自组装能力。

除了小分子直接作为自组装的模块，ALP 也

可以催化纳米结构的去磷酸化，调节其自组装形

成更复杂的纳米结构。He 等［21］设计合成了含有 4-

硝基-2，1，3-苯并𫫇二唑（4-nitro-2，1，3-benzoxadia⁃
zole，NBD）荧光基团的化合物 NBD-1p（5，图 2），它

在超过临界聚集浓度（critical aggregation concen⁃
tration，CAC）时自组装形成纳米颗粒。激光扫描

共聚焦荧光显微镜（confocal laser scanning micros⁃

copy，CLSM）和 TEM 图像显示，磷酸化纳米颗粒可

以引起细胞膜上红色荧光蛋白标记的组织非特异

性碱性磷酸酶（red fluorescent protein-tagged tissue-

nonspecific alkaline phosphatase，TNAP-RFP）聚集，

之后在细胞内吞的过程中持续发生去磷酸化，完

成从纳米颗粒到纳米纤维的结构转换，导致内涵

体膜结构被破坏，最终发生内涵体逃逸。

尽管对 ALP 的底物研究主要集中在含有磷酸

酪氨酸的小分子上，但是磷酸丝氨酸、磷酸苏氨酸

的潜在应用也不可忽视［17］。Zhou 等［22］将底物研究

转向了携带磷酸丝氨酸的小分子化合物 L-pS（6，

图 2），TEM 图像显示，其可以在 ALP 的催化下形成

直径约为 24 nm 的纳米纤维。

1. 2　去乙酰化酶

蛋白质中赖氨酸残基可以发生多种翻译后修

饰，包括琥珀酰化、乙酰化和甲基化，而赖氨酸在

蛋白质折叠过程中十分重要，所以赖氨酸的修饰

会影响蛋白质的结构和功能［23］。去乙酰化酶（sir⁃
tuin）家族对多种蛋白均具有一定的去乙酰化能

力，共包含 7 种亚型（SIRT1-SIRT7），它们在细胞内

的分布、功能和酶活等方面存在一定差异。其中

SIRT5 是一种线粒体酶，参与调节多种细胞代谢途

径，具有高效的去琥珀酰化活性［24］。SIRT5 是一个

潜在的靶标，有研究报道其在某些肿瘤，如非小细

胞肺癌、三阴性乳腺癌、结直肠癌中过表达，并且

可以改变正常酶和蛋白的功能，促进癌细胞，如骨

肉瘤细胞、结直肠癌细胞的生长与增殖［25-26］。

Yang 等［23］设计了一类新型的小分子化合物

NBD-FFFGKsuccG（7，携带荧光基团 NBD，图 3）和

Fmoc-FFFGKsuccG（8，无荧光基团 NBD，图 3），赖

氨酸的琥珀酰化增加了化合物自身的水溶性。当

SIRT5 催化裂解化合物 7中的琥珀酰化基团时，分

子疏水性的增加诱发体外和活细胞中自组装形成

纳米纤维结构。纳米结构的生成使得分子聚集并

停留在肿瘤部位，显著增强了 NBD 的荧光强度。

通过这种方法，首次实现了针对活细胞中 SIRT5 活

性的荧光成像。此外，还发现 SIRT5 介导的 EISA
可以实现线粒体膜电位的去极化并促进 ROS 的形

成，致使线粒体功能紊乱。将化合物 8 与 3 种不同

的化疗药物（二氯乙酸盐、顺铂和紫杉醇）联用，可

显著增强这些药物的抗癌活性。

1. 3　酪氨酸酶

酪氨酸酶是一种含铜氧化酶，可以使单酚（酪

氨酸）氧化生成邻二酚（多巴），后者可进一步氧化

生成多巴醌，这是黑色素的前体，广泛存在于动植

物中［27-28］。除了催化游离的酪氨酸，酪氨酸酶也可

以氧化蛋白质中的酪氨酸残基［29］。酪氨酸酶在黑

色素瘤细胞中过表达，过度的催化氧化是黑色素

瘤产生的重要诱因之一［28］。

依据酪氨酸酶催化的底物结构，Sun 等［30］设计

并合成了三肽化合物 Phe-Phe-Tyr（9，图 4）。在酪

图 2　ALP 酶促自组装的底物结构

433



学 报 Journal of China Pharmaceutical University 2023，54（4）：431 - 442 第 54 卷

氨酸酶的催化下，化合物 9 首先被氧化成黑色素

样的二聚体，进一步自组装形成纳米颗粒。这些

纳米颗粒可以抑制细胞内微管蛋白的组装，干扰

细胞骨架的形成，诱发严重的 G2/M 期阻滞。除此

之外，随着化合物 9 的作用，在黑色素瘤细胞中引

起严重的线粒体功能紊乱。小鼠体内研究表明，

经过化合物 9 瘤周注射治疗后，耐药黑色素瘤的

肿瘤体积比对照组减少了 87. 4%。在抗黑色素瘤

药物的研发中，EISA 策略给药物研究一种新的

启发。

1. 4　γ-谷氨酰转肽酶

γ - 谷 氨 酰 转 肽 酶（γ -glutamyl transpeptidase，

GGT）是一种细胞膜结合酶，可以催化 γ-谷氨酰基

的 裂 解［31］。 GGT 在 体 内 谷 胱 甘 肽（glutathione， 
GSH）的代谢和稳态中发挥着重要作用，可以利用

胞外 GSH，为肿瘤细胞快速的生长分裂提供充足

的 半 胱 氨 酸 ，从 而 促 进 肿 瘤 的 发 生 、扩 散 和 转

移［32］。GGT 在多种肿瘤细胞，如肝癌、宫颈癌、乳

腺癌和卵巢癌中均过表达［33-34］。

Ye 等［35］开发了一种基于 GGT 响应的新型 18F
标记的自组装探针 18F-1G（10，图 5），可以用于肿瘤

的正电子发射断层扫描（positron emission tomogra⁃
phy， PET）成像。探针 10 被肿瘤细胞膜上标志物

GGT 特异性切割掉 N-端半胱氨酸上连接的 γ-谷氨

酰基，实现肿瘤细胞的靶向摄取。同时胞内过量

的 GSH 又可以破坏 N-端半胱氨酸上的二硫键，分

子间的氨基硫醇基团和氰基发生高效的点击缩合

反应形成二聚体，最终由于 π-π 堆积作用形成直

径约为 142 nm 的纳米颗粒滞留在肿瘤细胞中。研

究发现，高表达 GGT 的肿瘤细胞（HCT119）对探针

10 的摄取是正常细胞（L929）的 4 倍，而较高的靶

向摄取和蓄积实现了 PET 信号的增强。

图 3　SIRT5 酶促自组装的底物结构

图 4　酪氨酸酶催化底物氧化生成二聚体的结构和反应示意图

图 5　GGT 与谷胱甘肽参与的点击缩合反应示意图
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1. 5　胱天蛋白酶3
胱天蛋白酶（caspase）家族被发现与细胞凋亡

进程的启动和执行密切相关，caspase-3 是细胞凋

亡执行酶（executioner caspases）的一种。通过特异

性地切割天冬氨酸和半胱氨酸之间的肽键，破坏

不同结构和功能的蛋白质而导致不可逆转的细胞

凋亡［36］。利用 caspase-3 特异性水解肽键的能力，

开发出靶向 caspase-3 的 EISA 探针实现了肿瘤细

胞凋亡成像。

Wang 等［37］设计合成了光声（photoacoustic，PA）

成像探针 1-RGD（11，图 6），分子结构中包含一个

2- 氰 基 -6- 羟 基 喹 啉（2-cyano-6-hydroxyquinoline，

CHQ），一个 D 型半胱氨酸（D-Cys），一个可被 cas⁃

pase-3 识别和裂解的多肽序列（DEVD），一个可供

GSH 还原的二硫键，一个近红外荧光基团（ICG），以

及一个靶向整合素 αVβ3的配体 RGD 序列。通过整

合素靶向进入肿瘤细胞后，探针 11 经过 Caspase-3
的水解和 GSH 的还原产生了游离的氨基硫醇基

团，再与同分子 CHQ 基团的氰基发生分子内点击

缩合反应最终形成环状分子。分子间疏水作用和

π-π 堆积作用的加强诱发自组装形成纳米颗粒，而

颗粒中高密度的 ICG 由于聚集荧光淬灭（aggrega⁃
tion-caused quenching，ACQ）效应，不得不增强非辐

射弛豫过程，这样就可以检测到更加清晰的 PA 信

号。由此，探针 11 能够实现对肿瘤中凋亡细胞的

PA 成像，可用于实时评估体内肿瘤的治疗效果。

在 EISA 中使用的酶种还包括弗林蛋白酶［38］，

胰蛋白酶-1［39］等，而且越来越多的课题组正尝试

将更多的酶应用于 EISA，未来的 EISA 将迎来“百

花齐放”的研究热潮。

2 细胞器靶向EISA在肿瘤治疗中的研究进展 

细胞器在细胞的各项生命活动中起主导作

用，靶向性破坏肿瘤细胞器的功能，可以提高对肿

瘤尤其是耐药肿瘤的治疗效果［40］。将 EISA 技术

与细胞器靶向结合，可以实现小分子化合物在肿

瘤细胞器中的定点蓄积，提高治疗的选择性。目

前，研究较多的靶向肿瘤细胞器的 EISA 策略主要

有两种［14］：（1）给予小分子化合物以靶向细胞器的

官能团；（2）选择细胞器上过表达的酶设计 EISA 小

分子化合物。

2. 1　线粒体靶向

三苯基膦（triphenylphosphinium，TPP）阳离子

可以在较高的线粒体膜电位驱动下，实现线粒体

积累，是一种靶向线粒体的功能基团［41］。Wang

等［42］将 TPP 连接在含有磷酸酪氨酸的四肽衍生物

上，开发出了具有靶向 Saos-2 细胞线粒体功能的化

合物 1P（12，图 7）。化合物 12 在 Saos-2 细胞膜上

过表达的 ALP 作用下去磷酸化，纳米结构发生转

化，内吞进入肿瘤细胞后，借助 NBD 基团，在 CLSM
图像中观察到线粒体处存在强绿色荧光。随后线

粒体功能紊乱，向细胞质中释放出大量细胞色素 c，

激活 caspase 介导的细胞凋亡通路，最终导致 Saos-2
细胞的死亡。研究发现，缺乏 TPP 的对照化合物

由于没有线粒体靶向能力，对 Saos-2 细胞几乎没有

任何杀伤作用。

肠 激 酶（enterokinase，ENTK）存 在 于 HeLa 细

胞线粒体［43］，可以特异性地识别 DDDDK 短肽序

列，并将切下序列的羧基端。He 等［43］设计合成了

化合物 D-2T̅FLAG（13，图 7），结构中含有脂溶性的

萘环和苯丙氨酸，亲水性的 DDDDK 短肽序列，并

通过一个甘氨酸连接，分子的两亲性可以使其自

组装形成胶束。化合物 13（200 μmol/L）与 HeLa 细

胞共孵育 2 和 24 h 后的 TEM 图像显示，线粒体分

图 6　Caspase-3 和谷胱甘肽（GSH）参与的点击缩合反应
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别被纳米颗粒和纳米纤维包围。另外，形成的胶

束可以包被抗肿瘤药物（如多柔比星），增强对

HeLa 细胞的杀伤作用。

2. 2　高尔基体靶向

破坏细胞高尔基体的功能将严重影响蛋白质

的合成，翻译后修饰和运输。Tan 等［44］设计了一个

含有磷酸半胱胺的探针 pS1（14，图 8），与 O-磷酸键

相比，S-磷酸键是更好的 ALP 底物，具有更高效的

去磷酸化效率。经过 EISA 与二聚体化（dimeriza⁃
tion）形成纳米纤维，最后被高尔基体中富半胱氨

酸的蛋白（cysteine rich proteins，CRPs）以二硫键捕

获。将 10 μmol/L 的探针 14 与 HeLa 细胞共孵育 8 
min，在高尔基体处观察到 NBD 基团明显的强绿色

荧光，表明该探针对 HeLa 细胞具有良好的瞬时靶

向性。

尽管 HepG2 细胞也过表达 ALP，但是胞内过

量的 GSH 会干扰高尔基体中 CRPs 的捕获。Tan

等［45］对探针 14 进行了优化，用乙酰基替代磷酸基

团，构成了硫代乙酸酯，得到探针 15。通过高尔基

体相关的硫酯酶（Golgi apparatus-associated thioes⁃
terases）对硫代乙酸酯的水解，在高尔基体原位形

成与探针 14 相同的半胱胺产物，可以降低胞内过

量 GSH 带来的干扰。相似的反应过程确保了探针

15（图 8）对高尔基体的瞬时靶向能力，与 HeLa 细

胞共孵育 4 min，就可以很容易地将高尔基体区分

出来。虽然两种探针都是以二硫键与 CRPs 接合，

但是探针 15 却可以靶向更多细胞系（如 HepG2，

HEK293 等）的高尔基体，实现荧光成像，这可能与

硫酯酶普遍存在于大多数细胞系有关。机制研究

显示，探针 14 和 15 主要通过扰乱内质网和高尔基

体的蛋白质运输而导致细胞死亡。

2. 3　细胞核靶向

细胞核是重要的细胞器，许多化疗药物的作

用靶点位于细胞核，如喜树碱类抗肿瘤药物的靶

标拓扑异构酶Ⅰ。由于进入细胞核的药量少，削

弱了其抗肿瘤活性［46］。因此，靶向细胞核增加药

物的蓄积量，有着增加抗肿瘤活性的潜力［47］。

Liu 等［48-49］报道了第 1 例核靶向的 EISA 分子，

并在随后的研究中将其应用在骨肉瘤细胞（SJSA-

1，Saos-2）中。探针 16（图 9）包含 1 个 N-端的荧光

基团 NBD，1 个 C-端的磷酸酪氨酸，4 个亮氨酸作为

自组装片段。探针 16 首先由细胞膜上和细胞内的

ALP 切除磷酸基团，触发自组装形成纳米带，积聚

图 7　线粒体靶向的化合物结构

图 8　高尔基体靶向的化合物结构
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在细胞核，尤其是核仁中。纳米带扰乱肌动蛋白

和微管蛋白的动力学平衡，破坏了细胞骨架，细胞

核完整性丧失，核隆起和核起泡导致肿瘤细胞死

亡。蛋白质组学分析表明，探针 16 的核靶向机制

为纳米带与组蛋白 H4 的共组装。

Zhan 等［12］报 道 了 一 种 含 有 10- 羟 基 喜 树 碱

（10-hydroxycamptothecin， HCPT）的 化 合 物 HpYss
（17，图 9），可以达到抑制肝肿瘤（HepG2 细胞）生

长和转移的目的。化合物 17 包含 3 个片段，分别

是抗癌活性片段 HCPT、自组装片段以及靶向整合

素 αVβ3 的配体 RGD 序列，其中自组装片段与配体

序列以二硫键连接。通过细胞膜上过表达 ALP 的

去磷酸化，首先自组装形成纳米颗粒，再经由 αVβ3
介导的内吞机制进入细胞，在胞内过量 GSH 的氧

化还原反应下脱去配体序列，进一步自组装形成

直径小于 9 nm 的纳米纤维，经由核孔进入细胞核。

体内实验显示，化合物 17 对实体瘤有着很强的抑

制能力，并且能够抑制肿瘤的转移。不同于其他

细胞器，细胞核是肿瘤生长的关键，这一研究表

明，EISA 策略使得 HCPT 在肿瘤细胞核内蓄积，有

望成为更高效的抗肿瘤手段。

2. 4　其他细胞器靶向

溶酶体是细胞内外物质降解与循环的重要细

胞器，其酸性的内部环境为多种水解酶参与内吞、

自噬和细胞凋亡等过程提供了支撑［50］。因此，溶

酶体是抗肿瘤的重要靶点。Wu 等［51］开发的化合物

Py-Yp-Lyso（18，图 10）可以通过 ALP 介导的自组装

形成纳米纤维，经 HeLa 细胞摄取后，分子中携带的

吗啉环因易被质子化，使得化合物 18 形成的纳米

纤维可以靶向并破坏溶酶体的膜结构，大量溶酶体

内容物泄漏，最终杀死肿瘤细胞。Yang等［51］设计的

化合物 Pro-1P-NMe（19，图 10）在被细胞摄取后，在

溶酶体的酸性条件下脱除二甲胺基，所释放出的磷

酸基团又被溶酶体内酸性磷酸酶（acid phosphatase，

ACP）降解，启动自组装形成纳米纤维。

内质网参与生物体脂质的合成，大多数蛋白

质的折叠和修饰，干扰内质网稳态可能会引起程

序性细胞死亡［53］。Kim 等［39］开发出了可以靶向卵

巢癌 OVSAHO 细胞内质网的化合物 Nap-ffky-GDK⁃
KKKDYK（20，图 10），富含赖氨酸的侧链是胰蛋白

酶-1（trypsin-1）的良好底物，由于胰蛋白酶-1 过表

达在 OVSAHO 细胞的内质网上，所以化合物 20 可

以在内质网上原位自组装，导致内质网应激进而

抑制肿瘤细胞。

3 EISA在肿瘤成像中的研究进展 

由于非侵入性和可视化的特点，分子成像技术

已经成为研究生物分子变化过程的通用工具，同时

也是肿瘤早期诊断的重要手段［54］。2021 年 11 月，

美 国 食 品 药 品 监 督 管 理 局 批 准 Cytalux
（pafolacianine，图 11）作为一种靶向性荧光成像剂，

图 9　细胞核靶向的化合物结构
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用于术中卵巢癌病变的可视化检测。Pafolacianine
是一种叶酸类似物，能够靶向叶酸受体 α（folate 
receptor alpha，FRα）过表达的肿瘤细胞以实现近红

外 荧 光 成 像（near-infrared fluorescence imaging，

NIRF）［55］。Pafolacianine 的Ⅲ期研究显示，卵巢癌

术中成像，33. 0%（95%CI，24. 3 ~ 42. 7；P<0. 001）
的患者被发现在未计划切除或未发现异常的组织中

存在额外病变，远远超出10%的阈值，表明其具有良

好的术中恶性肿瘤导航切除能力［56］。2022年 12月，

FDA又批准了肺癌作为pafolacianine的新适应证。

近年来，EISA 技术在分子成像领域的应用引

起了越来越多的关注。Wu 等［13］开发了 PA 成像探

针 IR775-Phe-Phe-Tyr（H2PO3）-OH（21，图 11），与

ALP 孵育 3 h，探针 21 自组装形成纳米颗粒，在 814 
nm 处的荧光发射峰强度下降为未孵育时的 1/27。

小鼠瘤内注射探针 21 的 4 h 后，实验组的 PA 信号

强度为对照组（提前静脉注射 ALP 抑制剂）的 2. 3
倍。由于纳米颗粒的形成，近红外染料发生荧光

猝灭，实现了对 ALP 过表达的 HeLa 细胞 PA 成像。

相较于单模态成像，多模态成像技术利用两种或

两种以上成像方式，可以获取活体目标的互补信

息，发挥出多种成像方式的优势［15］。

图 10　其他细胞器靶向的化合物结构

图 11　分子成像探针结构
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最近，Ye 课题组发表了一系列将 EISA 应用在

肿瘤多模态成像领域的创新性研究工作，为肿瘤

的早期诊断带来了新的思路与方法［57-59］。化合物

P-CyFF-Gd（22，图 12）是 NIRF 和磁共振成像（mag⁃
netic resonance imaging，MRI）双模态探针，分别以

含 卤 半 花 菁 和 配 体 DOTA 螯 合 的 金 属 Gd 作 为

NIRF 和 MRI 信号片段，二苯丙氨酸作为自组装片

段，而磷酸基团的存在可以实现 NIRF 信号的猝

灭［57］。当探针 22 在 HeLa 细胞膜上过表达 ALP 的

催化下去磷酸化，NIRF 信号从“关”到“开”，并启动

自组装形成纳米颗粒，随后内吞进入细胞，实现对

肿瘤的双模态成像。EISA 既能实现对 NIRF 信号

“关－开”的状态控制，又增大成像探针的信噪比。

将 配 体 NODA 与 放 射 性 元 素 68Ga 螯 合 又 构 成 了

NIRF 和 PET 双模态探针［58］。

随 着 逆 电 子 需 求 的 狄 尔 斯 -阿 尔 德（inverse 
electron demand Diels-Alder，IEDDA）反应在分子成

像领域的应用［60］，Ye 课题组［59］对探针 22 进行了优

化，在自组装片段中加入赖氨酸，以结合反式环辛

烯（trans-cyclooctene，TCO），得 到 了 探 针 P-FFGd-

TCO（23，图 12）。探针 23 可以发生类似的 EISA 靶

向肿瘤细胞，实现 NIRF 和 MRI 双模态成像。此时

再静脉注射含 PET 信号片段的化合物 Tz-68Ga（24，

图 12），可以快速地与纳米颗粒表面的 TCO 基团发

生 IEDDA 反应（图 12），最终实现三模态成像。酶

促自组装相关分子的理化性质详情见表 1。

4 总 结 

虽然近几年来 EISA 取得了长足的进步，但是

仍然有些难题亟待解决。（1）可供选择的酶种类较

少。借助肿瘤中高表达的酶，小分子化合物可以

自组装形成纳米结构，增大在肿瘤中的积累，但是

一种酶促策略难以适用于多种肿瘤细胞，而且正

常组织中的酶活性会干扰小分子的原位自组装，

因此寻找肿瘤，甚至其他疾病特异性的酶将极大

图 12　多模态成像探针结构以及逆电子需求的狄尔斯-阿尔德（IEDDA）反应示意图
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促进 EISA 的发展。（2）给药剂量大，抗癌效率较低。

多数研究中的给药剂量仍然处于微摩尔级别，抗

癌效率较低，这与小分子较高的 CAC 相关，未来对

小分子自组装能力的优化，将会减少带给人体生

命健康造成的隐患。伴随着对 EISA 的深入研究，

其在肿瘤治疗和成像方面的前景广阔。EISA 靶向

细胞器，走进亚细胞单位，对自组装实现精确调

控，引发细胞器功能障碍，减少耐药性的发生，为

肿瘤的治疗带来新的策略。EISA 可以实现成像信

号“关－开”的控制，延长成像时间，为肿瘤的成像

提供新的思路。期待 EISA 技术能够为肿瘤的诊断

和治疗发展带来更多可能。

References

[1] Whitesides GM, Grzybowski B. Self-assembly at all scales［J］. 
Science, 2002, 295(5564): 2418-2421.

[2] Whitesides GM, Mathias JP, Seto CT. Molecular self-assembly 
and nanochemistry: a chemical strategy for the synthesis of 
nanostructures［J］. Science, 1991, 254(5036): 1312-1319.

[3] Dergham M, Lin SM, Geng J. Supramolecular self-assembly in 

living cells[J]. Angew Chem Int Ed Engl, 2022, 61(18): 
e202114267.

[4] Sagalowicz L, Michel M, Blank I, et al. Self-assembly in food—

a concept for structure formation inspired by nature[J]. Curr 

Opin Colloid Interface Sci, 2017, 28: 87-95.
[5] Müller MM, Muir TW. Histones: at the crossroads of peptide 

and protein chemistry[J]. Chem Rev, 2015, 115(6): 2296-2349.
[6] Bugyi B, Carlier MF. Control of actin filament treadmilling in 

cell motility[J]. Annu Rev Biophys, 2010, 39: 449-470.
[7] Wang YQ, Bai H, Miao YX, et al. Tailoring a near-infrared mac⁃

rocyclization scaffold allows the control of in situ self-assembly 
for photoacoustic/PET bimodal imaging[J]. Angew Chem Int Ed 

Engl, 2022, 61(14): e202200369.
[8] Wang ZX, Guo YR, Xianyu YL. Applications of self-assembly 

strategies in immunoassays: a review[J]. Coord Chem Rev, 2023, 
478: 214974.

[9] Webber MJ, Pashuck ET. (Macro)molecular self-assembly for 
hydrogel drug delivery[J]. Adv Drug Deliv Rev, 2021, 172: 
275-295.

[10] Yi MH, Guo JQ, He HJ, et al. Phosphobisaromatic motifs enable 
rapid enzymatic self-assembly and hydrogelation of short pep⁃
tides[J]. Soft Matter, 2021, 17(38): 8590-8594.

[11] Vendruscolo M, Dobson CM. Structural biology. Dynamic 

表 1　酶促自组装相关分子的理化性质总结

化合物

1
2
3
5
6
7
9

10
11
12
13
14
16
17
18
19
20
21
22
23
24

特异性酶

ALP
ALP
ALP
ALP
ALP
SIRT5
酪氨酸酶

GGT
Caspase-3
ALP
ENTK
ALP
ALP
ALP
ALP
ACP
胰蛋白酶-1
ALP
ALP
ALP
ALP

临界聚集/
胶束浓度

2 585.4 μmol/L
1 538.3 μmol/L
1 381.6 μmol/L
159 μmol/L
-
-
-
-
-
-
165 μmol/L
6.0 μmol/L
83.3 μmol/L
91.7 μmol/L
19.0 μmol/L
-
194 μmol/L
16.0 μmol/L
-
-
-

酶促前纳米性质

无定形

无定形

短纤维

直径（22.4 ± 7.2） nm 纳米颗粒

无定形

无定形

-
-
-
直径（8 ± 2） nm 纤维

胶束

胶束

纳米颗粒

无定形

-
-
直径（15 ± 2） nm 胶束

-
-
-
-

酶促后纳米性质

α-螺旋的直径 7 nm 纳米纤维

β-折叠的直径 11 ~ 23 nm 纳米纤维

β-折叠的直径 6 nm 纳米纤维

直径（21.9 ± 3.7） nm 纳米纤维

直径 24 nm 纳米纤维

直径 10 ~ 50 nm 纳米纤维

纳米颗粒

直径 142 nm 纳米颗粒

直径（135 ± 28） nm 纳米颗粒

直径约 100 nm 囊泡

纳米颗粒逐渐转化为纳米纤维

纳米纤维

直径（85 ± 13） nm 纳米带

直径 50 ~ 100 nm 纳米颗粒

直径（74.6 ± 11.6） nm 纳米纤维

直径 6.7 nm 纳米纤维

直径（8 ± 1） nm 纳米纤维

直径（39.4 ± 5.0） nm 纳米颗粒

直径约 66 nm 纳米颗粒

直径约 52 nm 纳米颗粒

直径约 250 nm 纳米颗粒

EISA 作用

-
-
-
促进内吞与内涵体逃逸

-
实现 SIRT5 的活性荧光成像

抑制微管蛋白组装

增加肿瘤蓄积，提高 PET 信号

增强 PA 信号

定位肿瘤细胞

实现线粒体靶向

实现高尔基体靶向

实现细胞核靶向

定位肿瘤细胞

定位肿瘤细胞

靶向溶酶体

靶向内质网

增强 PA 信号

激活 NIRF，增加肿瘤蓄积

激活 NIRF，增加肿瘤蓄积

激活 NIRF，增加肿瘤蓄积

ENTK：肠激酶；PET：正电子发射断层扫描；PA：光声；NIRF：近红外荧光成像
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