
第１１卷　第３期
２０１８年６月 　

　　　　　　　　　　　 　　中国光学　　　　　　　ＣｈｉｎｅｓｅＯｐｔｉｃｓ　 　 　　 Ｖｏｌ．１１　Ｎｏ．３
　 Ｊｕｎ．２０１８

　　收稿日期：２０１８０１１９；修订日期：２０１８０２１３
　　基金项目：国家重点研发计划（Ｎｏ．２０１６ＹＦＣ０１０１２００）；国家自然科学基金（Ｎｏ．２１５７２１５３）；江苏省高校自然科学研究

重大项目（Ｎｏ．１５ＫＪＡ３１０００４）；苏州市科技计划（Ｎｏ．ＳＹＧ２０１５２０）
ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙＮａｔｉｏｎａｌＰｒｏｇｒａｍｏｎＫｅｙＢａｓｉｃＲｅｓｅａｒｃｈＰｒｏｊｅｃｔｓｏｆＣｈｉｎａ（Ｎｏ．２０１６ＹＦＣ０１０１２００）；ＮａｔｉｏｎａｌＮａｔ
ｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（Ｎｏ．２１５７２１５３）；ＭａｊｏｒｐｒｏｊｅｃｔｓｏｆＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＲｅｓｅａｒｃｈｉｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｉｅｓｉｎ
ＪｉａｎｇｓｕＰｒｏｖｉｎｃｅ（Ｎｏ．１５ＫＪＡ３１０００４）；ＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＰｌａｎｏｆＳｕｚｈｏｕＣｉｔｙ（Ｎｏ．ＳＹＧ２０１５２０）

文章编号　２０９５１５３１（２０１８）０３０４４４１５
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摘要：光交联反应作为一种快速、简单和时空可控的交联工具广泛地应用于化学、生物、医学和材料等不同研究领域。本

文详细介绍了常用的小分子光交联基团的结构、分类及反应机理，重点综述了光交联技术在生物医学领域的应用研究，

并对其应用前景进行了展望。目前大多光交联基团仅对紫外和可见光具有敏感性，紫外和可见光穿透力弱、组织吸收强

和散射等问题严重限制了该技术在生物体内的应用研究。因此，进一步研究光交联技术在生物体系的应用和开发长波

长光（如近红外或远红外光）介导的新交联技术对于药物研发和疾病诊疗具有重要的科学意义。
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１　引　言

　　光化学反应又称光化作用，一般是指物质在
可见光或紫外线照射下，物质分子吸收光子后所

引发的化学反应。目前能激活物质分子的光源种

类繁多，如红外光、可见光、紫外光、激光等。紫外

光一般对光化学反应最为有效；红外光由于能量

低，只能引起分子化学键的振动扰动，很难引发化

学反应的发生；而可见光常常被用作光化学反应

的引发剂，通常是以光敏剂作为媒介，间接地将光

能转移到一些可见光不敏感的反应中去，进而引

起光化学反应的发生。总之，光介导的化学反应

具有操作简单、反应速度快、副产物少等优点，符

合绿色化学的要求，受到光化学研究者们的广泛

青睐［１］。

光交联是光化学反应中目前应用最为广泛的

一种反应。光交联反应（也称作光亲和标记，Ｐｈｏ
ｔｏａｆｆｉｎｉｔｙｌａｂｅｌｉｎｇ，ＰＡＬ）是指将合成的光敏小分子
化合物作为工具探针，在特定波长的光照射下，产

生高活性的中间体，与其受体活性部位形成特异

性的不可逆共价键结合的化学反应。早在１９６２
年，Ｗｅｓｔｈｅｉｍｅｒ等人［２］首先提出光亲和标记技术，

至今该技术已取得令人瞩目的发展［３５］。由于光

交联反应具有速度快、条件简单、适合于原位反应

等优点，最早主要应用于蛋白质的化学修饰和药

物靶标蛋白甄别。之后，光交联反应逐渐被应用

于研究蛋白与小分子、生物大分子、蛋白或受体间

的相互作用。目前该技术已经成为生物化学家和

分子生物学家研究生物体系中空间相邻组分及生

物大分子间相互作用的一个重要工具。近年来，

随着光学技术与生物医学的不断发展，光交联技

术被广泛地应用于化学、生物、材料和医学等领

域［６１１］。

２　光交联反应基团及其作用机制

　　常见的光交联基团根据其在光照射下生成活
性中间体的不同，大致分为四类：氮宾（Ｎｉｔｒｅｎｅｓ）
类、卡宾（Ｃａｒｂｅｎｅｓ）类、碳正离子（Ｃａｒｂｏｃａｔｉｏｎｓ）和
自由基（Ｒａｄｉｃａｌｓ）类（如图１）［１２］。目前应用最为
广泛的光交联基团有苯甲酮、叠氮苯和３三氟甲
基３苯基二吖丙啶（３ｔｒｉｆｌｕｏｒｏｍｅｔｈｙｌ３ｐｈｅｎｙｌｄｉａｚ
ｉｒｉｎｅ，ＴＦＭＤ）。通常理想的光交联基团应具备以
下几个特征：（１）具有一定的化学稳定性，耐受普
通的化学反应；（２）在自然光中具有合理的稳定
性；（３）黑暗中稳定，在不对样品造成损伤
（＞３００ｎｍ）的紫外光照下很容易光解；（４）光解
后的活性中间体既能与亲核的 ＸＨ（Ｘ＝Ｎ，Ｓ，Ｏ）
官能团反应，也能与ＣＨ官能团反应；（５）光解中
间体与受体作用得到的产物应该比较稳定，能够

耐受分离、纯化和分析等操作。

图１　光交联反应基团分类［１２］

Ｆｉｇ．１　Ｃｏｍｍｏｎｌｙｕｓｅｄｐｈｏｔｏｌａｂｅｌｉｎｇｒｅａｃｔｉｖｅｓｐｅｃｉｅｓ［１２］

２．１　氮宾（Ｎｉｔｒｅｎｅｓ）类
芳香叠氮化合物是最常见的产生氮宾（Ｎｉｔ

ｒｅｎｅｓ）类前体的化合物，也是较常用的光交联基
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团。它的光化学反应机理为：分子在外来光照射

下，芳环上的叠氮基团会首先形成单线激发态，然

后释放出氮气生成氮宾。氮宾可以是单线态的中

间体，也可以经系间窜越形成三线态中间体。单

线态氮宾可以对ＣＨ键或者ＸＨ键（Ｘ＝Ｏ，Ｎ，
Ｓ）进行插入反应形成共价键结合的产物，也可以
重排为１氮杂２４６环庚四烯（ｄｉｄｅｈｙｄｒｏｚａｅｐｉｎｅ）
或者通过系间窜越形成三线态中间体。三线态中

间体以自由基形式吸收质子氢生成氨基化合物或

形成偶联产物［１３］。因此，单线态氮宾具有亲电子

活性，是发挥交联作用的主要形式。但是，单线态

氮宾只能够稳定存在约１００μｓ，随后将迅速重排
生成比较稳定的烯亚胺，这种烯亚胺分子的反应

活性较弱，只能与亲核性官能团反应（如 ＯＨ、Ｎ
Ｈ、ＳＨ等）［１４］。如果活性位点部分没有亲核性官
能团，那就可能迁移到离活性位点较远区域交联，

产生非特异性交联。

２．２　卡宾（Ｃａｒｂｅｎｅｓ）类
卡宾类分为重氮化合物和双吖丙啶类化合

物。重氮化合物与叠氮化合物类似，在紫外光的

照射下，重氮基团释放一个 Ｎ２分子，形成卡宾中
间体，随后进攻邻近的Ｃ－Ｈ键，生成一个新的共
价键。该卡宾中间体也会进行 Ｗｏｌｆｆ重排，形成
烯酮，烯酮再与亲核试剂反应，产生非特异性交

联。双吖丙啶基团在黑暗中具有良好的稳定性，

同时具有较好的光交联活性。其反应机理：在

３５０ｎｍ或３６５ｎｍ紫外光的照射下，双吖丙啶基
团首先发生共价键断裂，释放出一分子 Ｎ２，随后
键电子重排，形成活性的卡宾中间体，插入到邻近

的Ｃ－Ｈ键或者其他杂原子与 Ｈ的共价键中，生
成新的共价键。这里形成的卡宾中间体半衰期一

般在ｎｓ级，交联反应非常迅速［１５］。

２．３　碳正离子（Ｃａｒｂｏｃａｔｉｏｎｓ）
除了氮宾类和卡宾类基团外，碳正离子也是

具有高活性的光交联基团［１６］。芳香重氮盐化合

物就是常用的碳正离子前体。首先，芳香重氮盐

化合物在紫外光照射下，释放Ｎ２形成高活性的芳
香正离子中间体，随后插入到邻近的 ＣＨ键或者
其他杂原子与 Ｈ的共价键中，形成新的共价键。
由于芳香重氮盐化合物上重氮的吸电子性使其在

通常条件下非常不稳定，一些研究中通过在芳香

环上引入供电子基团来改善化合物的稳定性［１７］。

２．４　自由基（Ｒａｄｉｃａｌｓ）类
自由基是光交联反应中另一类非常重要的高

活性中间体。苯甲酮类化合物是生成自由基的一

类常用的、高效的光交联反应化合物。在紫外光

的照射下，苯甲酮基团能够产生活性三线态双自

由基，自由基分子不发生重排反应，会与周围的

ＣＨ键发生反应。如果其周围没有适当的 ＣＨ
键存在，双自由基能够稳定存在１２０μｓ，最后回复
到初始状态，等待再次被激活［１８］。此外，苯甲酮

产生的活性三线态双自由基在质子性溶剂中稳

定［１９］，几乎不与水反应，其标记效率较高，对于光

交联标记实验非常有用。

３　应　用

３．１　药物靶标鉴别
蛋白质是细胞功能的主要执行者，药物靶标

的发现过程大多归结为筛选与药物分子相互作用

的蛋白质，并以此为线索对相关的信号通路进行

分析。此外，正常生理代谢的中间体或细胞内的

其它生物大分子也可能是药物潜在的作用靶标，

可能参与了药物的代谢过程或应急信号的传导。

因此，从广义上讲，药物靶标不仅包括直接与药物

作用的蛋白质，还包括药物分子引发的细胞内信

号响应分子［２０］，这些药物分子靶标的甄别不但有

利于临床观察药物代谢过程，而且也为相关疾病

治疗开拓出广阔的研究空间。近年来，光交联分

子探针捕获目标蛋白方法在药物靶标甄别和信号

通路研究方面得到不断发展［２１２２］，在很多重大疾

病相关的基础研究领域被广泛应用。通常是将小

分子药物与光交联基团连接，或者直接通过一定

长度的连接剂固定到树脂基质上构成具有纯化标

签的探针。该光交联探针一般包含活性部位、光

交联基团、连接部位及报告基团。最常见的光交

联基团有苯甲酮、叠氮苯和３三氟甲基３苯基二
吖丙啶等。常用的报告基团也可称为标签（ｔａｇ）
如荧光素（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ）和生物素（Ｂｉｏｔｉｎ）等。荧
光素由于其高灵敏性，可用于定量检测标记蛋白，

生物素可以用来富集、纯化或鉴别被标记蛋白，该

方法可称为一步标记法（如图２）。近年来，无报
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图２　光交联探针标记蛋白质示意图
Ｆｉｇ．２　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｐｒｏｔｅｉｎｌａｂｅｌｉｎｇｂｙｐｈｏｔｏ

ｃｒｏｓｓｌｉｎｋｉｎｇｐｒｏｂｅｓ

告基团光交联分子探针被报道用于药物靶标的两

步标记［２３］。报告基团（荧光素或生物素）是在探

针分子共价标记了靶蛋白之后，通过点击化环加

成反应连接到分子探针上（如图２），这样可以使
光交联分子探针尽可能的小，有利于保持分子探

针对靶蛋白的标记能力和生物活性［２４］。

　　光交联技术作为一种高效的工具被广泛地应
用于药物靶标甄别。１９９４年，Ｓｃｈｗａｎｓｔｅｃｈｅｒ
等［２５］以降糖药物氯磺环己脲（Ｇｌｉｂｅｎｃｌａｍｉｄｅ）为
模板化合物，设计合成了一种光交联分子探针３ａ
（如图３），通过光标记实验，发现其受体是一个
３８ｋＤ大小的蛋白，且还与一个１６０～１７５ｋＤ的
蛋白紧密作用。依替米贝（Ｅｚｅｔｉｍｉｂｅ）是一种有
效的胆固醇吸收抑制剂，主要用来降低胆固醇。

Ｆｒｉｃｋ等人［２６］基于依替米贝结构母体，设计和合

成了含生物素报告基团的光交联分子探针 ３ｂ。
通过光标记和质谱鉴定实验，发现受体蛋白是一

个１４５ｋＤ的膜蛋白。通过对蛋白进行提纯、测序
和克隆，进一步研究了其对肠道胆固醇的吸收机

制。此外，ＳＩＲＴ２属于 Ｓｉｒｔｕｉｎｓ蛋白依赖 ＮＡＤ＋
的去乙酰化酶家族，其异常的酶活性与很多疾病

如癌症和神经退行性疾病息息相关［２７］。Ｓｅｉｆｅｒｔ
等［２８］构建了一种光敏感的 ＳＩＲ２抑制剂衍生物
３ｃ，通过光交联反应研究了其与 ＳＩＲＴ２的结合位
点，利用质谱技术分析确定了被标记的多肽片段

Ｉ１７５Ｋ２１０序列，运用 ＭＳＭＳ技术对多肽片段进
一步确认，同时证实其标记的是 Ｈ１８７氨基酸残
基。

图３　３种光交联分子探针：３ａ［２５］、３ｂ［２６］和３ｃ［２８］

Ｆｉｇ．３　Ｔｈｒｅｅｋｉｎｄｓｏｆｐｈｏｔｏｃｒｏｓｓｌｉｎｋｉｎｇｐｒｏｂｅｓ：３ａ［２５］，３ｂ［２６］ａｎｄ３ｃ［２８］

　　近年来，Ｙａｏ课题组利用光交联技术在药物
筛选和靶标蛋白甄别方面开展了大量的开创性研

究工作。Ｌｉｕ等人［２９］设计和合成了一系列 Ｐｌａｓ
ｍｅｐｓｉｎｓ（ＰＭｓ）特异性识别和结合的小分子荧光
探针。通过光交联技术，他们利用该探针不但能

够对ＰＭｓ进行体外特异性标记，而且还可以在疟

原虫体内筛选ＰＭｓ的高效抑制剂，发现了一个对
ＰＭＩ、ＰＭＩＩ、ＰＭＩＶ和ＨＡＰ均显示出较好抑制作
用的抑制剂 Ｇ１６。该策略首次实现了疟原虫内
ＰＭｓ抑制剂的快速、高效筛选，为抗疟疾药物研发
提供了重要的筛选手段（如图４）。在阿尔兹海默
症（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ′ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）治疗药物筛选和靶点
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图４　（ａ）光交联分子探针Ｇ的分子结构；（ｂ）筛选分析和确定Ｇ１５和Ｇ１６的ＩＣ５０值；（ｃ）寄生感染血红细胞与抑制

剂Ｇ１５和Ｇ１６共孵育后细胞成像图片［２９］

Ｆｉｇ．４　（ａ）ＳｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｔｈｅｐｒｏｂｅＧ．（ｂ）ＩｎｓｉｔｕｓｃｒｅｅｎｉｎｇａｓｓａｙａｎｄｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｔｈｅＩＣ５０ｖａｌｕｅｓｏｆＧ１５ａｎｄＧ１６．（ｃ）

ＲｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｉｍａｇｅｓｏｆｐａｒａｓｉｔｅｉｎｆｅｃｔｅｄＲＢＣｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＧ１５ａｎｄＧ１６［２９］

图５　（ａ）利用光交联分子探针研究达沙替尼和星形孢菌素的靶标蛋白示意图；（ｂ）光交联分子探针 ＤＡ１和 ＤＡ２

的分子结构［３１］；（ｃ）光交联分子探针ＳＴＳ１的分子结构［３２］

Ｆｉｇ．５　（ａ）Ｏｖｅｒａｌｌｓｔｒａｔｅｇｙｏｆｐｒｏｔｅｏｍｅｐｒｏｆｉｌｉｎｇｏｆｐｏｔｅｎｔｉａｌｃｅｌｌｕｌａｒｔａｒｇｅｔｓｏｆｄａｓａｔｉｎｉｂａｎｄｓｔａｕｒｏｓｐｏｒｉｎｅｕｓｉｎｇｐｈｏｔｏ

ｃｒｏｓｓｌｉｎｋｉｎｇｐｒｏｂｅｓ．Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｔｈｅｐｒｏｂｅ（ｂ）ＤＡ１，ＤＡ２［３１］ａｎｄ（ｃ）ＳＴＳ１［３２］
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图６　利用光交联技术和生物正交反应标记蛋白质示意图［３３３５］

Ｆｉｇ．６　Ｐｈｏｔｏｃｒｏｓｓｌｉｎｋｉｎｇｐｒｏｂｅｌａｂｅｌｉｎｇｓｔｒａｔｅｇｉｅｓｕｓｉｎｇｐｈｏｔｏｃｒｏｓｓｌｉｎｋｅｒｓａｎｄｂｉｏｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｈａｎｄｌｅｓ［３３３５］

分析方面，Ｓｈｉ等人［３０］策略性设计并合成了 １９８
个γ分泌酶小分子抑制剂，利用微阵列技术对这
些化合物进行了快速筛选，发现数个 γ分泌酶抑
制剂。经过对抑制剂 Ｆ５和 Ｆ２４的结构进一步改
造成为光交联型分子探针，成功开展了中国仓鼠

卵巢细胞裂解液中 γ分泌酶的标记和鉴别。此
外，２０１２年，Ｓｈｉ等人［３１３２］通过对白血病药物达沙

替尼（Ｄａｓａｔｉｎｉｂ）和星形孢菌素（Ｓｔａｕｒｏｓｐｏｒｉｎｅ）药
物主体进行策略性修饰，构建了包含光交联剂和

末端炔烃的分子探针 ＤＡ１、ＤＡ２和 ＳＴＳ１（如
图５）。利用光交联技术和点击化学反应开展了
细胞内药物靶标蛋白的成像、分离与鉴别研究。

一些传统手段无法鉴别到的新激酶靶标蛋白被首

次鉴别为该些药物的潜在靶标，为临床药物的毒

副作用研究及新药研发提供了重要的参考手段。

然而，前述探针由于尺寸较大，一定程度上影响靶

标蛋白与探针的相互作用。Ｙａｏ课题组最近研发
了一系列集光交联基团与生物正交基团于一体的

小型光交联剂，利用光交联技术和生物正交反应

开展了大量抑制剂蛋白和蛋白蛋白间相互作用
研究，大大提高了药物靶标蛋白甄别的准确性

（如图６）［３３３５］。
３．２　生物分子标记

光交联技术应用于生物大分子之间的相互作

用研究已近５０年，被认为是目前最有效且多样化
的技术之一。由于光交联反应迅速，条件简单，适

合于原位反应等特点，已经成为生物化学家和分

子生物学家研究生物体系中空间邻近组分及生物

大分子之间相互作用的重要工具。利用生物体自

身的生物合成作用有效地将具备光交联活性的底

物类似物同化到生物大分子中，从而研究生物大

分子之间的作用模式和作用机制。目前报道的底

物类似物主要包括氨基酸、糖类和核苷等类似

物［３６３８］，显示出广阔的应用前景。

Ｋｏｈｌｅｒ课题组应用光交联糖类似物在聚糖介
导作用机制方面开展了大量研究。他们用双吖丙

啶基团对Ｎ乙酰氨基甘露糖（ＭａｎＮＡｃ）和唾液酸
的Ｃ５位进行修饰，合成得到相应的光交联糖类
化合物ＭａｎＮＤＡｚ和ＳｉａＤＡｚ［３９］（如图７）。这两种
光交联糖类似物都能被细胞正常吸收，对细胞表

面的糖蛋白进行标记，获得具备光交联活性的糖

蛋白。当这些具有光交联活性的糖蛋白与其他生

物大分子相互作用后，经紫外光照射，即可将相互

作用的生物大分子捕获。此外，他们还应用 Ｓｉ
ａＤＡｚ成功地对神经节苷脂１（Ｇａｎｇｌｉｏｓｉｄｅ１，ＧＭ１）
上的唾液酸残基进行了标记［４０］。ＧＭ１能够在包
内识别并结合霍乱毒素 Ｂ亚基（ＣｈｏｌｅｒａｔｏｘｉｎＢ
ｓｕｂｕｎｉｔ，ＣＴｘＢ），在紫外光照射下，捕获 ＧＭ１ＣＴｘＢ
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复合物。

图７　３种光交联底物类似物：ＭａｎＮＤＡｚ，ＳｉａＤＡｚ［３９］和ｐＢｐａ［４１］

Ｆｉｇ．７　Ｔｈｒｅｅｔｙｐｅｓｏｆｐｈｏｔｏｃｒｏｓｓｌｉｎｋｉｎｇｓｕｂｓｔｒａｔｅａｎａｌｏｇｕｅ：ＭａｎＮＤＡｚ，ＳｉａＤＡｚ［３９］ａｎｄｐＢｐａ［４１］

　　光交联苯丙氨酸类似物也可用于蛋白质间相
互作用的界面研究。Ｙｕ等人［４１］利用生物自身合

成作用，将光交联苯丙氨酸类似物 ｐＢｐａ（如图７）
引入到大肠杆菌蛋白位移酶亚基（ＳｅｃＡ）中，以研
究它的二聚化现象。结果发现 ＳｅｃＡＮ端的２１１
位氨基酸、２６３位的苯丙氨酸、７９４位的酪氨酸以
及８０５位的精氨酸均位于二聚体的界面上。

Ｃｈｅｎ课题组基于光交联基团双吖丙啶，相继
开发了三代用于鉴定活细胞内蛋白蛋白相互作
用的光交联探针。２０１１年，他们开发了第一代光

交联探针ＤｉＺＰＫ，并用其鉴定了极酸环境下大肠
杆菌抗酸伴侣蛋白 ＨｄｅＡ的“客户”蛋白［４２］。由

于第一代光交联探针的下游处理步骤采用了传统

的“亲和”纯化方法，不可避免地引入了非特异性

吸附蛋白和非直接相互作用的蛋白，另外，利用

ＤｉＺＰＫ获得的交联肽段难以通过传统的质谱分析
方法进行解析，常常会丢失蛋白质相互作用的界

面信息。２０１４年，他们开发出第二代可切割的光
交联探针ＤｉＺＳｅＫ［４３］。该探针在光交联后实现底
物蛋白与诱饵蛋白的分离（如图８），在一定程度

图８　光交联分子探针ＤｉＺＳｅｋ标记策略［４３］

Ｆｉｇ．８　ＳｃｈｅｍｅｏｆｂａｉｔａｎｄｐｒｅｙｐｒｏｔｅｉｎｖｉａＤｉＺＳｅｋ［４３］
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上降低了鉴定背景。但该探针仍无法解决交联肽

段和交联位点的鉴定问题。２０１６年，他们又开发
了一种基因编码并具有“质谱标签”转移功能的

第三代光交联探针 ＤｉＺＨＳｅＣ［４４］。该探针不仅可
以实现交联后底物蛋白与诱饵蛋白的分离，同时

通过“质谱标签”，可以很容易地在质谱结果中区

分底物与非特异性吸附以及非直接相互作用的多

肽片段。此外，通过使用常规的质谱分析软件对

交联位点进行鉴定，很容易获得蛋白质相互作用

界面的信息。

光交联技术也为鉴定一些难以俘获的受体提

供了一个方便可行的解决方案。Ｙａｎ等人［４５］通

过在乙型肝炎病毒包膜蛋白的前导肽中引入带有

光交联基团 ｄｉａｚｉｒｉｎｅ的亮氨酸，经交联反应和纯
化后，发现钠牛磺胆酸共转运多肽能够与该段前
导肽发生相互作用。后续的研究也进一步证实了

钠牛磺胆酸共转运多肽是乙型肝炎病毒与丁型
肝炎病毒的功能性受体。光交联技术也被用于研

究ＤＮＡ／ＲＮＡ蛋白质及核酸分子间的相互作用。
Ｈｅ课题组以光交联基团双吖丙啶为基础，构建了
一系列针对ＤＮＡ鉴定的探针（如图９（ａ））。他们
将这些探针应用在 ＤＮＡ结合蛋白 ＥｃｏＤａｍ（Ｅ．
ｃｏｌｉＤＮＡａｄｅｎｉｎｅｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ）和一种由２０７

个氨基酸组成的 ＤＮＡ修复蛋白酶（ＨｕｍａｎＯ６ａｌ
ｋｙｌｇｕａｎｉｎｅＤＮＡａｌｋｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ｈＡＧＴ）上，光交联
后，通过ＳＤＳＰＡＧＥ分析，发现这些 ＤＮＡ探针具
有良好的交联反应效率，可以很好地应用于ＤＮＡ
蛋白质之间的相互作用研究，尤其适合于有一定

位阻的底物［４６］。该方法对 ＤＮＡ／ＲＮＡ蛋白质相
互作用网络的构建研究和鉴定有着重要的意义。

在ＤＮＡＤＮＡ相互作用研究方面，他们使用光交
联基团３三氟甲基３苯基二吖丙啶，设计合成了
光交联核苷类似物ＤＢＮ（如图９（ｂ））。通过寡核
苷酸固相合成法，将光交联核苷类似物引入到相

应的ＤＮＡ序列中，随后与单链 ＤＮＡ链间配对后
紫外光照射，形成光交联产物，经过ＰＡＧＥ提纯和
ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ的鉴定，发现光交联核苷类似物
与胞嘧啶（Ｃｙｔｏｓｉｎｅ，Ｃ）配对交联反应产率最
高［４７］。同样策略，Ｎａｋａｍｏｔｏ和 Ｕｅｎｏ使用类似光
交联核苷类似物，构建了 ｍｉｃｒｏＲＮＡ探针，通过
ｍｉｃｒｏＲＮＡ碱基互补配对的方式，在紫外光照射
下，可以识别捕获潜在的靶基因［４８］。可见，光交

联核苷类似物的设计为研究核酸分子间的相互作

用提供了技术支持，对研究 ＤＮＡ／ＲＮＡ参与的剪
切、运转、编辑、包内定位及翻译调控等过程具有

重大意义。

图９　（ａ）光交联ＤＮＡ分子探针构建及其蛋白标记［４６］；（ｂ）光交联核苷类似物ＤＢＮ标记［４７］

Ｆｉｇ．９　（ａ）ＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆＤＮＡｐｒｏｂｅｗｉｔｈｄｉａｚｉｒｉｎｅａｎｄｔｈｅｄｉａｚｉｒｉｎｅｍｏｄｉｆｉｅｄＤＮＡｔｏｂｉｎｄｐｒｏｒｅｉｎｓ［４６］；（ｂ）Ｄｉａｚｉｒｉｎｅ

ｂａｓｅｄｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅａｎａｌｏｇｕｅ（ＤＢＮ，Ｂ）ｃａｎｆｏｒｍａＤＮＡｉｎｔｅｒｓｔｒａｎｄｃｒｏｓｓｌｉｎｋｕｐｏｎＵＶｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ［４７］
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３．３　材料修饰与功能化
随着材料科学的飞速发展，光交联反应由于

具有简单、方便、环境友好等特点，近年来被广泛

地应用于材料的表面修饰与功能化研究。无机纳

米材料具有独特的表面性质，要提高其稳定性，一

般需要对纳米颗粒表面进行修饰，同时纳米颗粒

表面修饰还能赋予材料新的特殊功能。

２００４年，Ｙａｎ课题组利用全氟叠氮苯光交联
基团，在硅片表面通过ＮＨ／ＣＨ插入反应修饰上
了聚合物薄膜，增加了硅片的韧性、可加工性、介

电性等性能［４９］。２００６年，他们在此基础上，通过
进一步控制硅片表面全氟叠氮苯光交联基团的数

量和表面修饰聚合物的种类，研究了其对硅片表

面性质产生的不同影响，为其它材料光交联表面

修饰提供了新的思路与参考［５０］。２０１１年，该课
题组设计并制备了一系列不同脂肪链修饰的全氟

叠氮苯光交联化合物，并用之对石墨稀进行了表

面修饰，获得了不同表面性能的石墨烯，使其具有

更为广泛的用途［５１］。２０１５年，他们将二氧化硅
纳米颗粒和金纳米颗粒表面先引入全氟叠氮苯光

图１０　（ａ）利用３三氟甲基３苯基二吖丙啶功能化修饰碳纳米管［５４］和（ｂ）金刚石［５５］；（ｃ）光交联磷盐分子构建疏

水性涂料［５６］

Ｆｉｇ．１０　（ａ）Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｚａｔｉｏｎｏｆｃａｒｂｏｎｎａｎｏｔｕｂｅｓ［５４］ａｎｄ（ｂ）ｍｉｃｒｏｄｉａｍｏｎｄｕｓｉｎｇ３ｔｒｉｆｌｕｏｒｏｍｅｔｈｙｌ３ｐｈｅｎｙｌｄｉａｚｉｒｉｎｅ［５５］；

（ｃ）ｄｉａｚｉｒｉｎｅｍｏｄｉｆｉｅｄｓｐｅｃｉｆｉｃｐｈｏｓｐｈｏｎｉｕｍｓａｌｔｓｔｏｐｒｅｐａｒｅｒｏｂｕｓｔｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｃｏａｔｉｎｇｓ［５６］
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交联基团，然后与石墨烯进行光交联作用，分别形

成石墨烯／二氧化硅和石墨烯／金的复合材料，发
展了制备复合材料的一种新的便捷方法［５２］。

Ｗｏｒｋｅｎｔｉｎ课题组将光交联基团３三氟甲基
３苯基二吖丙啶引入到金纳米颗粒表面［５３］，通过

光交联反应，对金纳米颗粒进行了简单、快速的表

面修饰。利用相同的方法，还对碳纳米管和金刚

石进行了表面光交联修饰，制备了碳纳米管／金和
金刚石／金复合材料（如图１０（ａ）和１０（ｂ））［５４５５］。
２０１２年，他们将３三氟甲基３苯基二吖丙啶与氟
化盐结合，设计了一个新的疏水性光交联分子，利

用光交联反应，将之共价键修饰到棉布和纸的表

面，大 大 改 善 了 棉 布 和 纸 的 疏 水 性 （如

图１０（ｃ））［５６］。２０１５年，他们将３三氟甲基３苯
基二吖丙啶与端基为巯基的三甘醇结合，设计并

合成了两亲性的光交联分子，利用巯基的置换反

应，将两亲性的光交联分子引入到金纳米颗粒上，

构建了可以在水相和有机相进行金纳米颗粒表面

修饰的模板［５７］，通过在水相或者有机相对金纳米

颗粒表面修饰不同的化合物，来改善金纳米颗粒

在催化、生物、传感器等领域的应用。

２０１７年，Ｓｈｉ课题组首次在异硫氰酸荧光素
分子上引入光交联基团双吖丙啶，构建了一个发

绿色荧光的光交联探针。将该探针与粒径约为

８０ｎｍ的二氧化硅纳米颗粒混合，经紫外光
（３６５ｎｍ）照射，快速制备得到了发绿光的二氧化
硅纳米颗粒（见图１１）［５８］。该荧光二氧化硅纳米
颗粒具有良好的荧光稳定性，不但能够用于小鼠

乳腺癌细胞成像，而且可以示踪二氧化硅纳米颗

粒在小鼠乳腺癌细胞内的内吞行为。该策略为快

速、便捷制备发光纳米颗粒或纳米功能化提供了

一种有效的新手段。

图１１　光交联荧光分子探针标记二氧化硅纳米颗粒［５８］

Ｆｉｇ．１　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｏｎｏｆｌｉｇｈｔｔｒｉｇｇｅｒｅｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｌａｂｅｌｉｎｇｏｆｓｉｌｉｃａｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ［５８］

３．４　肿瘤诊疗研究
光热治疗作为一种局部高温热杀死肿瘤细胞

的新疗法，与传统治疗手段相比具有微创、副作用

小、辅助杀菌等优势［５９］。目前金纳米材料是最具

临床应用潜力的材料之一［６０６１］。研究发现纳米

颗粒一般主要通过 ＥＰＲ（ＥｎｈａｎｃｅｄＰｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ
ａｎｄＲｅｔｅｎｔｉｏｎ）效应在肿瘤部位富集，即使修饰了
靶向分子或配体，其肿瘤富集效果仍然不佳，原因

主要有：第一，纳米颗粒容易被网状上皮系统俘

获；第二，纳米颗粒在体内被快速代谢或清除出肿

瘤。因此，实现纳米材料在肿瘤部位高效聚集，是

提高肿瘤诊疗效果的主要途径之一。Ｓｈｉ课题组
最近报道了一种光介导金纳米颗粒在体可控聚集

技术［６２］。通过将光交联基团双吖丙啶（Ｄｉａ
ｚｉｒｉｎｅ）修饰于金纳米颗粒（～２０５ｎｍ）表面，在
４０５ｎｍ激光的照射下，金纳米颗粒可以在肿瘤部
位发生光交联自组装，同时，由于聚集后的金纳米

颗粒尺寸较大，极大地延长了金纳米颗粒在肿瘤
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图１２　（ａ）光诱导金纳米颗粒自组装；（ｂ）老鼠肿瘤部位光声成像及对应光声信号值；（ｃ）光热治疗图片［６２］

Ｆｉｇ．１２　（ａ）Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｏｎｏｆｌｉｇｈｔｔｒｉｇｇｅｒｅｄａｓｓｅｍｂｌｙｏｆｇｏｌｄｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ；（ｂ）ｐｈｏｔｏａｃｕｓｔｉｃｉｍａｇｉｎｇａｎｄｑｕａｎｔｉｆｅｄ

ｐｈｏｔｏａｃｕｓｔｉｃｓｉｇｎａｌａｎｄ（ｃ）ｐｈｏｔｏｔｈｅｒｍａｌｔｈｅｒａｐｙｏｆｔｈｅｔｕｍｏｒｏｕｓｓｉｔｅｓｏｆｍｉｃｅ［６２］

部位的滞留时间（如图１２）。由于聚集后的金纳
米颗粒在近红外区域表现出较强的吸收，利用该

特性成功地开展了肿瘤的光声成像与光热治疗研

究，为提高肿瘤诊疗效果提供了一个新的策略和

手段。Ｃｏｙｎｅ等人［６３］通过在抗肿瘤药物表柔比星

上引入光交联基团双吖吡啶，在紫外光照射下，将

药物与乳腺癌 ＨＥＲ２抗体 （Ｈｕｍａｎｅｐｉｄｅｒｍａｌ
ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ２）共价键交联，改善了表柔
比星载体的生物相容性、血药浓度维持时间及肿

瘤靶向效果，进一步提高了药物的治疗效果。

４　结束语

　　光交联技术由于其简便、快捷、高效和时空可
控等优势目前被广泛地应用于药物筛选、靶标蛋

白甄别和生物大分子间作用等研究。随着纳米材

料和技术的飞速发展，光交联技术近年来从分子

生物学领域逐渐拓展到了纳米材料和医学等领

域。然而，由于目前光交联反应源主要以紫外光

为主，其穿透力浅，组织损害等问题一定程度上限
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制了该技术在生物医学领域的深入应用。如何克

服前述问题，使用近红外或远红外触发交联反应

将是一种新的思路，但由于目前对近红外或远红

外光敏感的化学交联反应报道较少，发掘该类化

学反应对于合成化学家将是一大挑战。总之，相

信不久的将来光交联技术一定会在化学、生物、材

料和医学等各个领域有着更为广泛的应用前景。
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