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蛋白质亚细胞定位调控技术在抗肿瘤治疗中的应用
刘芳瑜  凌能  叶茂*

(湖南大学生物学院, 长沙 410082)

摘要      蛋白质亚细胞定位的精确调控对于理解细胞功能、疾病机制以及开发新型治疗策略

具有重要意义。近年来, 随着蛋白质亚细胞定位调控技术的快速发展和不断完善, 为基础生物学研

究和临床应用开辟了新途径。该文详细介绍了蛋白质亚细胞定位的分子机制、蛋白质异常定位与

肿瘤的关系、调控蛋白质亚细胞定位的技术及其在抗肿瘤治疗中的应用进展, 并对该领域的未来

发展趋势进行了展望。
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Application of Protein Subcellular Localization Regulatory 
Technology in Anti-Tumor Therapy

LIU Fangyu, LING Neng, YE Mao*
(College of Biology, Hunan University, Changsha 410082, China)

Abstract       Precise control of protein subcellular localization is critical for understanding cellular function, 
disease pathogenesis, and therapeutic development. Recent advances in localization-regulating technologies have 
opened up new opportunities in both fundamental research and clinical translation. This article systematically sum-
marizes the molecular mechanisms governing protein localization, the dysregulation of protein localization in can-
cer, emerging techniques controlling protein localization, and applications of these techniques in antitumor therapy. 
Finally, future development trends in this field are discussed.
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蛋白质作为基因功能的主要执行者 , 需要在正

确的亚细胞区室中定位才能正常发挥功能 , 以维持

细胞内多种复杂的生化过程的高效进行 , 保证细胞

正常的生命活动[1]。因此, 蛋白质亚细胞定位与其功

能密切相关 [2], 蛋白质定位的异常往往导致肿瘤的

发生发展。目前 , 调控蛋白质亚细胞定位已被证实

为抗肿瘤治疗的有效策略 , 调控蛋白质亚细胞定位

的技术虽处于起步阶段 , 但发展迅速并在抗肿瘤应

用中展现出极大应用潜力。本文主要介绍了蛋白质

亚细胞定位的分子机制、异常蛋白质亚细胞定位与

肿瘤发生发展的关系 , 调控蛋白质亚细胞定位的技

术及其在抗肿瘤治疗中的应用进展 , 并对该领域的

未来发展趋势进行了展望。

1   蛋白质的亚细胞定位及调控机制
1.1   蛋白质亚细胞定位

真核细胞通过膜性区室来组织其内部结构 , 每
个区室都有其特定的结构和功能 , 并通过复杂的运
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输系统在这些区室之间传递分子。这些区室主要包

括胞质、胞核、内质网、高尔基体、线粒体、溶酶

体和过氧化物酶体等。根据主要定位区域 , 蛋白质

可大致分为膜蛋白、胞质蛋白和核蛋白三大类 , 每
类蛋白质的定位特征与其生物学功能密切相关。膜

蛋白是一类能够结合或整合到细胞质膜或细胞器膜

上的蛋白质[3], 负责物质运输、信号转导、催化反应、

细胞识别与黏附和细胞通讯等功能 ; 胞质蛋白是位

于细胞质基质中的蛋白质 , 包括微管蛋白 (如α/β微
管蛋白 )、核糖体蛋白等结构蛋白 , 以及参与代谢和

信号调控的酶类 ; 而核蛋白则是指存在于细胞核内 , 
与核酸结合的蛋白质总称, 主要参与遗传信息存储、

复制、修复及表达调控。

1.2   蛋白质亚细胞定位的调控机制

1.2.1   运输途径      蛋白质在合成后依赖不同的运

输途径到达不同的亚细胞区室 , 核质运输负责蛋白

质在核质之间转运 , 线粒体运输负责蛋白质进入线

粒体 , 囊泡运输则负责蛋白质在细胞内膜性细胞器

之间及向细胞外的转运。上述三种主要运输途径的

机制总结如下。

核运输是细胞核与细胞质间物质交换的关键

机制 , 由核孔复合体 (nuclear pore complexs, NPCs)
介导。蛋白质主要通过自身核定位序列 (nuclear lo-
calization signal, NLS)或核输出序列 (nuclear export 
signal, NES)与输入蛋白(importins, IMPs)或输出蛋白

(exportins, XPOs)结合, 并在RanGTP酶循环驱动下实

现核质穿梭。如图1A所示 , IMPs在细胞质中与携带

NLS的货物蛋白结合 , 形成的复合物通过核孔进入

细胞核, RanGTP与输入蛋白结合, 引起构象变化, 从
而释放货物蛋白。相反 , exportins在核内与RanGTP
及携带NES的货物蛋白形成三元复合物 , 该复合物

转运至细胞质后 , RanGTP在RanGAP1作用下水解为

RanGDP, 导致货物蛋白释放。随后 , RanGDP通过核

转运因子2(nuclear transport factor 2, NTF2)转运回细

胞核 , 在核苷酸交换因子 (nucleotide exchange factor, 
RanGEF)催化下重新生成RanGTP, 完成循环[4]。

线粒体蛋白转运是一个高度分化的精准过程 , 
如图 1B所示 , 绝大多数线粒体蛋白起始主要依赖

外膜转位酶 (translocase of outer mitochondrial mem-
brane, TOM)识别带正电氨基酸组成的信号肽 , 根
据最终定位不同分为多条通路。定位到基质的蛋

白质通常拥有可被切除的N-端前导肽 , 通过内膜的

前导肽转位酶23(translocase of inner mitochondrial 
membrane 23, TIM23)与前导序列移位酶相关马达

Pam(presequence translocase-associated motor)复合

体进入 ; 定位于内膜的蛋白质则依赖内部的信号

序列 , 通过TIM22插入膜中 ; 定位于外膜蛋白则由

SAM(sorting and assembly machinery)复合物协助

其进行折叠与锚定 ; 而定位于膜间隙的蛋白质被线

粒体MIA(mitochondrial intermembrane space import 
and assembly)复合物识别并插入 , 整个过程依赖膜

电位维持[5]。

蛋白质在细胞内膜系统内的定向运输主要通

过由特定包被蛋白驱动的囊泡运输来实现 , 该过程

确保了货物蛋白在区室间的有序流动。如图1C所示, 
其运输始于内质网 , 新合成的蛋白质由COPII包被

的囊泡识别并包裹, 从内质网出芽, 定向运输至顺面

高尔基体 ; 而逆向回收 (如逃逸的内质网驻留蛋白 )
则由COPI包被的囊泡负责 , 将其从高尔基体运回内

质网。在高尔基体内, 蛋白质经过加工修饰后, 其命

运发生分选 : 前往质膜或分泌途径的蛋白质通常由

COPI囊泡在高尔基体堆叠间进行运输 , 而最终定位

于内体、多泡体或溶酶体的蛋白质 , 则通常由网格

蛋白包被的囊泡从高尔基体反面或质膜出芽 , 将其

运送至晚期内体或多泡体 , 并最终与溶酶体融合完

成降解。因此 , COPII、COPI和网格蛋白这三种关

键包被蛋白通过介导不同方向和目的的囊泡转运 , 
共同构成了一个精密的内膜系统运输网络 , 保证了

蛋白质能够准确抵达其功能位点[6]。

1.2.2   影响蛋白质亚细胞分布的主要因素      蛋白

质在细胞区室中的分布主要取决于 : (1) 蛋白质上

定位信号的类型和数量 ; (2) 每个信号的相对强度 ; 
(3) 自由扩散分子的浓度 ; (4) 定位信号受体的浓度

和活性 [7]。细胞通过多重调控机制动态调整蛋白质

亚细胞定位, 展现出高度的可塑性和适应性, 如细胞

可以通过调节定位信号的强度 (如通过磷酸化掩蔽

NLS[8])、改变受体浓度(如调控核输出蛋白的表达[9])
或重塑区室化特征(如改变线粒体膜电位[10]), 使细胞

快速调节蛋白质的亚细胞定位 , 从而灵活地应对环

境变化或执行特定的细胞功能。

2   蛋白质亚细胞定位异常与肿瘤
2.1   肿瘤抑制蛋白核定位丧失与肿瘤

肿瘤抑制蛋白(tumor suppressor proteins, TSPs)
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在肿瘤发生过程中发挥关键作用 , 许多TSPs需定位

于细胞核才能有效抑制细胞周期进程或诱导凋亡。

在肿瘤中 , TSPs的核质穿梭失调常表现为核输出增

加和/或胞质滞留。

例如 , p21作为细胞周期蛋白依赖性激酶 (cy-
clin-dependent kinase, CDK)抑制剂 , 正常情况下定

位于细胞核, 通过抑制CDK活性阻滞细胞周期进程。

但在乳腺癌、结直肠癌等肿瘤中, p21常因异常磷酸

化或与伴侣蛋白 (如增殖细胞核抗原 )相互作用而滞

留于细胞质 [11], 丧失其周期阻滞功能 ; p27同样在核

内发挥抑癌作用, 但在肺癌、前列腺癌等肿瘤中, 常
因Akt/mTOR通路过度激活导致p27被磷酸化并滞留

于胞质[12], 无法抑制周期进展; 视网膜母细胞瘤蛋白

(retinoblastoma protein, RB)在核内结合并抑制E2F
转录因子 , 其核输出导致E2F转录因子释放 , 激活细

胞周期相关基因的表达, 驱动肿瘤细胞的增殖[13]; 而
核输出蛋白XPO1过度活化导致p53、FOXO等抑癌

蛋白异常胞质滞留, 丧失转录功能, 在急性髓系白血

病中与化疗耐药密切相关。

2.2   酶蛋白异常定位与肿瘤

酶蛋白的亚细胞定位严格限定了其可接触的

底物及所处微环境 (如pH、离子 ), 是其正常催化功

能的基础。肿瘤中, 酶的异常定位使其暴露于“错误”
底物或新微环境 , 常导致其获得全新的催化活性或

改变作用模式, 驱动促癌进程。

例如, 己糖激酶2(hexokinase 2, HK2)正常定位于

线粒体外膜参与糖酵解, 而在肺癌、胶质母细胞瘤中, 
HK2常异常定位于细胞核 , 不仅维持糖酵解功能 , 还
获得磷酸化核内蛋白的能力 , 激活多种促增殖信号通

路[14], 促进肿瘤细胞增殖; 类似地, 丙酮酸激酶M2亚

A: 核质运输。该过程由NPCs介导。携带NLS的货物蛋白与IMPs结合, 在RanGTP梯度驱动下进入细胞核(核输入, 左); 携带NES的货物蛋白则

与XPOs及RanGTP结合, 转运至细胞质(核输出, 右)。RanGTP/GDP的核质浓度差由RanGEF和RanGAP维持, 确保了运输的单向性。B: 线粒体

运输。细胞质中合成的线粒体蛋白通过TOM复合体进入线粒体。随后, 其转运路径根据最终定位而分化: 前往基质的蛋白通过TIM23复合体

并依赖PAM动力系统; 定位于内膜的蛋白通过TIM22复合体插入; 定位于外膜的蛋白由SAM复合体协助组装; 而定位于膜间隙的蛋白则由MIA
复合体进行氧化折叠与锚定。C: 囊泡运输。负责蛋白质在内膜系统间的转运。正向运输: COPII包被的囊泡负责将新合成的蛋白质从内质网

运输至高尔基体。逆向回收: COPI包被的囊泡负责将蛋白质从高尔基体运回内质网。晚期运输: 网格蛋白包被的囊泡负责将货物从高尔基体

反面或质膜运输至内体, 并最终抵达溶酶体进行降解。NPC: 核孔复合体; NLS: 核定位信号; IMP: 输入蛋白; NES: 核输出信号; XPO: 输出蛋白; 
TOM: 外膜转位酶; TIM23: 内膜的前导肽转位酶; PAM: 线粒体输入刺激因子伴侣蛋白。

A: nuclear transport. This process is mediated by NPCs. The cargo protein carrying NLS binds to IMPs and enters the nucleus under the drive of 
RanGTP gradient (nuclear input, left); the cargo protein carrying NES binds to XPOs and RanGTP and is transported to the cytoplasm (nuclear export, 
right). The nuclear cytoplasmic concentration difference between RanGTP and GDP is maintained by RanGEF and RanGAP, ensuring the unidirection-
ality of transportation. B: mitochondrial transport. The mitochondrial proteins synthesized in the cytoplasm enter the mitochondria through TOM com-
plexes. Subsequently, its transport pathway differentiates based on its final localization: proteins heading towards the matrix pass through the TIM23 
complex and rely on the PAM dynamical system; proteins located in the endometrium are inserted through the TIM22 complex; proteins located on the 
outer membrane are assembled with the assistance of SAM complexes; proteins located in the membrane gap are oxidized, folded, and anchored by the 
MIA complex. C: vesicle transport. This pathways are responsible for the transport of proteins between the endometrial system. Positive transport: the 
vesicles coated with COPII are responsible for transporting newly synthesized proteins from the endoplasmic reticulum to the Golgi apparatus. Reverse 
recycling: COPI coated vesicles are responsible for transporting proteins back from the Golgi apparatus to the endoplasmic reticulum. Late-stage trans-
port: vesicles coated with clathrin are responsible for transporting goods from the opposite side of the Golgi apparatus or plasma membrane to the endo-
some, and ultimately reaching lysosomes for degradation. NPC: nuclear pore complexs; NLS: nuclear localization signal; IMP: importins; NES: nuclear 
export signal; XPO: exportins; TOM: translocase of outer mitochondrial membrane; TIM23: translocase of inner mitochondrial membrane 23; PAM: 
presequence translocase-associated motor.

图1   蛋白质亚细胞定位的关键运输途径

Fig.1   Key transport pathways for protein subcellular localization
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型(pyruvate kinase isozyme type M2, PKM2)正常定

位于胞质催化糖酵解终产物生成 , 而在胶质瘤与乳

腺癌中 , 其核转位后获得蛋白激酶活性 , 磷酸化组

蛋白H3, 激活促癌基因表达 [15], 从而促进肿瘤发生

发展。

2.3   受体与信号通路蛋白定位异常与肿瘤

受体和信号分子的正确定位是其接收胞外信

号、精确传递并适时终止信号的关键基础。它们

在肿瘤中的定位异常会破坏信号转导的时空精确

性, 导致信号持续性激活、异常通路连接或信号终

止障碍 , 最终驱动不受控的增殖和存活等恶性表

型。

例如 , 膜受体EGFR在肿瘤细胞中因内吞缺陷

滞留于细胞膜 , 导致其介导的生长信号持续激活 [16]; 
RAS家族蛋白 (如KRAS)正常定位于质膜需棕榈酰

化修饰 , 修饰异常导致其从质膜脱落至内体或高尔

基体 , 无法在正确的位置有效招募下游效应蛋白 (如
RAF), 反而可能异常激活特定的下游信号通路 (如
MAPK通路 )[17]; 核蛋白Ku70正常定位于细胞核参与

DNA修复, 在结直肠癌中异常转位至胞质, 与Ras/Raf
组装形成“信号体”, 异常激活MEK-ERK通路 , 抑制

凋亡并促进增殖[18]; 而在免疫逃逸层面, 程序性死亡

配体1(programmed cell death ligand 1, PD-L1)通常表

达于肿瘤细胞膜表面与T细胞PD-1结合介导免疫抑

制 , 但在部分免疫治疗抵抗的肿瘤中发现PD-L1异
常滞留于内质网和高尔基体 , 导致膜定位减少削弱

免疫检查点抑制剂的疗效[19]。

2.4   细胞骨架与运动调节蛋白定位异常与肿瘤

参与细胞骨架组织和细胞运动的蛋白需定位

于特定亚细胞区域 (如细胞皮层、黏着斑、微绒毛 )
以协调细胞形态和运动。定位异常常导致其过度激

活或功能紊乱。例如 , 细胞骨架调节蛋白Ezrin正常

分布于绒毛和细胞皮层 , 在转移性肿瘤(乳腺癌 [20]和

皮肤鳞癌 [21])中异常分布在整个胞质并被过度激活 , 
促进伪足形成, 增强肿瘤细胞的运动能力, 显著增加

淋巴结转移风险。

综上, 肿瘤中关键功能蛋白的亚细胞定位异常, 
通过丧失正常抑癌功能、获得异常促癌活性 , 导致

信号通路持续 /错误激活、增强细胞运动能力以及

介导治疗抵抗等多种机制, 共同驱动了肿瘤的发生、

发展、转移和耐药。因此 , 靶向调控蛋白质的亚细

胞定位已成为抗肿瘤药物研发的重要策略。

3   调控蛋白质亚细胞定位技术与应用
蛋白质亚细胞定位的精确调控是干预肿瘤发

生发展的新兴策略 , 调控蛋白质亚细胞定位的技术

发展迅速。传统小分子抑制剂通过阻断核转运或激

酶信号通路恢复抑癌蛋白功能 , 纳米颗粒则通过尺

寸效应, 实现对蛋白质转位的物理拦截, 而化学诱导

临近策略可通过双功能分子将靶蛋白招募至特点亚

细胞位置。下面将详细介绍这几种技术(表1)。
3.1   小分子抑制剂

3.1.1   核输出抑制剂 (selective inhibitors of nuclear 
export, SINE)      核质转运在肿瘤发生发展中至关

重要 , 其中核输出蛋白 (exportin 1, XPO1)因其介导

多种关键抑癌蛋白的异常核输出而成为重要治疗靶

点。如图2A所示 , 在肿瘤细胞中 , XPO1的过度表达

导致抑癌蛋白 (如p53、p73、FOXO等 )和促凋亡蛋

白(如PAR-4)被异常输出至胞质而丧失功能, 因此抑

制XPO1活性、恢复抑癌蛋白的核定位成为创新的

治疗策略[9]。

SINE通过多重途径抗肿瘤 : 其一 , 它通过共价

结合XPO1的Cys528位点 , 诱导其构象变化 , 从而特

异性阻断其与NES底物的结合(如p53、 p57等), 抑制

复合物形成 , 这促使抑癌蛋白在核内聚集 , 恢复其

转录调控功能; 其二, 它通过阻滞促生存蛋白(如sur-
vivin)核输出抑制增殖 ; 此外 , 该策略还能逆转肿某

些肿瘤的耐药性。临床研究显示 , 核输出抑制剂Se-
linexor在晚期实体瘤和血液系统恶性肿瘤中表现出

良好的耐受性和抗肿瘤活性。在妇科肿瘤和血液肿

瘤的 II期临床试验中 , 单药治疗疾病控制率约50%, 
部分患者获得长期疾病稳定 [22]。在复发难治性多发

性骨髓瘤(STORM试验)中实现26.2%的客观缓解率, 
中位总生存期延长至8.6个月, 针对TP53野生型急性

髓系白血病 , 其联合化疗方案将完全缓解率提升至

35%[23]。目前全球有30多项相关临床试验正在进行, 
这些进展凸显了核输出抑制剂的抗肿瘤潜力。该技

术的优势在于临床疗效显著 , 对多种实体瘤 /血瘤有

效; 却存在固有局限: 其疗效局限于XPO1依赖途径, 
且面临耐药性、脱靶风险与严重不良反应等挑战[24]。

3.1.2   核输入抑制剂 (selective inhibitors of nuclear 
import, SINI)      鉴于核输入途径的重要性以及在

XPO1水平上抑制核输出的临床成功 , 人们对开发核

输入抑制剂产生了兴趣。由于 IPOβ1是核输入的主

要调节剂 , 因此最初的关注集中在开发IPOβ1抑制剂
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上。例如图2A, 小分子抑制剂 Importazole通过破坏

RanGTP与IPOβ1, 导致p65和c-MYC等核因子滞留胞

质 , 在黑色素瘤、前列腺癌和卵巢癌的小鼠异种移

植模型中减缓肿瘤生长 [25]。另外 , 基于结构的计算

机虚拟筛选的INI-43, 能有效抑制IPOβ1功能, 抑制了

NFAT、AP-1和NF-κB的核转位和转录活性。初步实

验表明 , 该抑制剂能诱导宫颈癌、食管癌、前列腺

癌以及胶质母细胞瘤等多种肿瘤细胞系死亡[26]。

介于核输入通路冗余性高 , 靶点选择难度大 , 
单一抑制剂可能效果有限 , 且同样存在干扰细胞基

本功能的脱靶风险 , 因此目前核输入抑制剂的基础

研究起步晚 , 但它们作为抗癌治疗方法具有巨大的

应用前景。

3.1.3   激酶抑制剂(kinase inhibitor, KI)      激酶抑制

剂可干扰磷酸化依赖性定位信号 , 间接调控蛋白质

亚细胞分布。例如图2B所示, 在肿瘤细胞中, 表皮生

长因子受体 (epidermal growth factor receptor, EGFR)
酪氨酸激酶区域由于19号外显子缺失、L858R点突

变和T790M二次突变, 这些突变导致EGFR即使在没

有EGF的情况下也处于持续激活状态 , 从而激活下

游MAPK信号通路以及mTOR信号通路 , 促进肿瘤

细胞的增殖分化和迁移。而EGFR酪氨酸激酶抑制

剂 (如Osimertinib)是一款与ATP竞争结合EGFR蛋白

ATP结合位的药物 , 其不仅抑制EGFR的激酶活性 , 
还能中断下游信号通路中的磷酸化级联反应 , 进而

阻断磷酸化的ERK(p-ERK)的生成及核转位过程 , 而
丝裂原活化蛋白激酶激酶 (mitogen-activated protein 
kinase kinase, MEK)抑制剂 (如Trametinib、Cobi-
metinib)通过抑制MEK1/2的活性 , 阻止其底物细胞

外信号调节激酶 (ERK)的磷酸化和活化 , 从而抑制

p-ERK转位入核。p-ERK入核是其发挥转录调控功

能(如激活AP-1、ETS家族转录因子)的关键步骤, 抑
制此过程能有效阻断RAS-RAF-MEK-ERK信号通路

驱动的肿瘤生长。这一原理已成功应用于临床, 例如, 
MEK抑制剂常与BRAF抑制剂联用治疗BRAF V600
突变黑色素瘤等[27]。酪氨酸蛋白激酶抑制剂(如PP2)
通过阻断黏着斑激酶 (focal adhesion kinase, FAK)关
键酪氨酸位点(如Tyr397)的磷酸化, 破坏FAK与黏着

斑支架蛋白(如paxillin)的结合, 导致FAK从细胞膜黏

着斑位点解离 , 从而抑制其介导的细胞迁移和侵袭

信号 , 为靶向肿瘤转移提供了思路 [28]。KI的主要优

势是靶点相对明确, 药物开发经验成熟; 其局限性在

于易产生耐药突变 , 且对蛋白质定位的调控通常是

其抑制酶活性的间接效应, 特异性与直接性不足。

总的来说 , 小分子抑制剂是目前最为成熟的蛋

白质定位调控策略 , 其最大优势在于无需基因工程

改造、易于临床转化。然而 , 其作用通常依赖于特

定的信号通路或转运机制, 靶点相对有限, 且可能因

脱靶效应导致全身性副作用。

3.2   纳米颗粒

近年来 , 纳米颗粒作为新兴递送载体 , 凭借其

独特的尺寸效应和多功能修饰特性 , 为精准调控蛋

白质空间分布提供了创新解决方案。这类材料的核

心优势在于其尺寸选择性—当纳米颗粒直径超过

核孔复合物的有效孔径时 , 其可被天然阻隔在细胞

核外, 这一特性使其成为理想的区室化调控载体。

通过表面修饰靶向配体 (如核酸适体、抗体片段

或肽段 ), 纳米颗粒可实现蛋白质的特异性捕获和定

位调控 [29]。例如图2C, 将抗p65抗体偶联至介孔二氧

化硅纳米颗粒(mesoporous silica nanoparticles, MSN)上, 
可在核周区域特异性捕获p65蛋白, 由于p65蛋白结合

后纳米颗粒复合物尺寸增大 , 无法通过核孔进入细胞

核 , 从而实现了对NF-κB信号通路的精准调控 [30]。在

抗肿瘤治疗应用中 , 该技术通过抑制NF-κB(p65/p50
二聚体 )的核转位 , 有效阻断了其下游促炎、抗凋亡

基因(如TNF-α、 IL-6)的转录激活。这不仅能削弱肿瘤

微环境中的免疫抑制信号 , 还可增强肿瘤细胞对凋亡

的敏感性 , 从而抑制肿瘤生长和转移。实验表明 , 该
策略为克服NF-κB通路异常活化相关的肿瘤耐药性

提供了新方案。此外 , 研究者开发了基于核酸适体

的近红外光响应纳米平台 , 该平台由识别p65的核酸

适体、与核酸适体互补的DNA链 (cDNA)、含光激活

剪切基团 (PC-linkers)的阻断探针 (bDNA)以及上转换

纳米粒子 (UCNPs)组成cDNA/bDNA杂交体–核酸适

体 -UCNPs复合物。复合物进入细胞后 , 核酸适体捕

获p65蛋白并抑制其核转运。在近红外激光激发下 , 
UCNPs产生紫外光劈开bDNA, 释放出的cDNA竞争

性结合核酸适体, 释放p65蛋白, 从而恢复p65核转位。

通过对p65的细胞质–核穿梭行为进行光控制, 可调节

p65靶基因 (如A20、 IκBα)的表达水平 , 从而调节与其

相关的信号通路。另外, 还建立了p53/核酸适体系统, 
验证了此纳米平台操纵蛋白质从细胞质到线粒体的

亚细胞易位的潜力 [31]。纳米颗粒技术的核心优势在

于其物理尺寸效应提供了高度的空间控制能力, 且可
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整合多种响应性元件实现智能调控 ; 然而 , 其应用受

限于复杂的合成工艺、潜在的生物相容性问题以及

较低的体内递送效率。

3.3   化学诱导临近

化学诱导临近 (chemically induced proximity, 
CIP)技术通过双功能小分子诱导目标蛋白物理接

近, 可实现对蛋白质功能、定位和活性的精准调控。

研究者通过将目标蛋白分别与FKBP12(FK506结合

蛋白 )和FRB(雷帕霉素结合蛋白 )结构域融合 , 再通

过雷帕霉素处理诱导二者物理接近 , 从而实现精确

操控目标蛋白的亚细胞定位。

3.3.1   对外源蛋白定位调控      研究人员基于CIP技
术 , 开发了多种策略对外源表达的蛋白质进行精准

的亚细胞定位调控。如图2D所示 , 开发了一种创新

的双功能小分子工具NICE-01(AP1867-PEG2-JQ1), 
用于重定位外源表达的融合蛋白。该分子由两个功

能域组成 : JQ1结构域特异性结合核内富集的BRD4
蛋白 (BET溴结构域家族成员 )、AP1867结构域靶向

胞质中的外源的FKBPF36V融合蛋白。当NICE-01同
时桥接两种蛋白质时 , NICE-01可将FFKBPF36V标记

的胞质蛋白 “牵引 ”至细胞核。实验验证 , 在急性髓

性白血病(acute myelogenous leukemia, AML)模型中, 
外源表达的致癌突变体NPM1c(通常滞留于胞质 )可
被NICE-0快速定位至核内 , 并整合入BRD4形成的

生物分子凝聚体中。这一重定位不仅纠正了空间异

常 , 更显著抑制了HOX基因异常表达 , 从而诱导了

白血病细胞分化和死亡 [32]。雷帕霉素系统将FRB结
构域与线粒体外膜定位信号 (如TOM20蛋白的跨膜

区 )融合表达 , 使FRB稳定锚定于线粒体外膜 , 并将

FKBP12与绿色荧光蛋白 (green fluorescent protein, 
GFP)融合表达于细胞质中 , 形成可移动的外源靶标

单元。加入Rap后, 其作为双功能桥梁同时结合FRB
和FKBP12, 形成FKBP12-Rap-FRB三元复合物。该

复合物强制驱动了胞质中的外源FKBP12-GFP向线

粒体外膜富集 , 实现了GFP在线粒体表面的特异性

招募, 解决了外源蛋白质难以靶向线粒体的难题[33]。

3.3.2   对内源蛋白定位调控      针对细胞内源表达、

未经基因工程改造的天然蛋白质的定位调控更具挑

战性。研究团队开发了小分子偶联纳米抗体的新一

代临近诱导体系 (small molecule-nanobody conjugate 
induced proximity, SNACIP), 该系统融合CIP临近诱

导技术、纳米抗体化学工程化技术以及环状跨膜肽

非内吞递送三大技术 , 并有三个组成模块 : (1) 纳米

抗体模块: 使用单链重链可变区片段(VHH), 可高亲

和力特异性结合内源靶蛋白 , 无需基因修饰 ; (2) 小
分子偶联模块 : 将纳米抗体与特定配体 (如TMP)共
价连接 ; (3) 跨膜递送模块 : 通过二硫键引入环状十

精氨酸跨膜肽 (cyclic decaarginine, cR10*)实现非内

吞式快速穿膜 (半衰期<10 min)。进入细胞后 , 胞内

还原环境切断二硫键, 释放的SNACIP分子利用纳米

抗体结合内源靶标, 配体结合锚定蛋白(如eDHFR融
合定位信号 ), 强制二者临近 , 从而实现对内源蛋白

定位的操控 , 抑制微管成核阻断有丝分裂纺锤体形

成, 使癌细胞周期停滞[34]。

此外 , 研究人员设计了靶向重定位激活分子

(targeted relocalization activating molecule, TRAM), 
通过CRISPR-Cas9技术将FKBP12F36V或EcDHFR结
构域插入内源蛋白基因 (如PRMT9、SOS1), 使其在

内源性表达水平融合这些结构域 , 再通过双功能小

分子将这些经工程化改造的内源蛋白重定位至特

定细胞区室 , 逆转其促癌功能 , 抑制肿瘤进展。该

系统已在内源性表达水平验证可行性 , 为治疗传统

“不可成药”靶点 (如转录因子 )提供新思路 [35]。类似

地, 有研究团队开发出CDK转录/表观遗传学邻近化

学诱导剂(cyclin-dependent kinase-transcriptional/epi-
genetic chemical inducers of proximity, CDK-TCIPs)。
CDK-TCIPs由转录调节因子BCL6的配体和CDK9激
酶的配体通过连接子连接而成, 可将内源CDK9招募

至染色体上的BCL6结合位点, 进而将附近的RNA聚

合酶 II C-端丝氨酸进行磷酸化 , 从而实现促凋亡基

因的激活 , 最终使漫大B细胞淋巴瘤细胞凋亡 , 达到

治疗目的[36]。

尽管CIP技术在蛋白质亚细胞定位调控中展现

出巨大潜力 , 但其应用仍面临脱靶风险、时空控制

精度不足 , 以及体内递送效率低、代谢稳定性及免

疫原性等局限。综上所述 , 未来研究需致力于开发

更高特异性、低毒性的小分子工具 , 并探索与物理

调控技术联用的协同策略 , 以系统性地克服现有局

限。

3.4   光遗传学与物理调控技术

以光遗传学技术为代表的新型调控手段 , 为精

确控制信号蛋白的亚细胞定位提供了前所未有的时

空分辨率。与传统生化方法相比 , 光遗传学的核心

优势在于其非侵入性和可逆性 , 能够以秒级甚至毫
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秒级的精度在活细胞特定区域内激活或抑制特定的

信号通路。该技术的基本原理是利用对光敏感的蛋

白结构域(如LOV、CRY2、PhyB/PIF等)与目标信号

蛋白融合。这些光敏域在特定波长光照下会发生构

象变化, 如二聚化、解离或发生膜移位, 从而如同一

个“光控开关”般精确指导与之融合的目标蛋白在细

胞不同区域间的快速转运或锚定。

如图2E所示 , 研究人员开发了一种新型的光控

化学诱导二聚化 (CID)系统—pcDH, 该系统能够

实现对细胞内蛋白质定位的定量控制 [37]。其原理是

利用光异构化配体实现 eDHFR与HaloTag的可逆二

聚化。在紫光照射下 , 配体从E异构体转换为Z异构

体, 诱导eDHFR与HaloTag的结合, 大量的CytPINK1
被强行从细胞质中招募并锚定到了线粒体外膜上 ; 
激活的PINK1开始磷酸化线粒体上的泛素分子 ; 磷
酸化的泛素被细胞质中的mIRFP670nano-Parkin识
别 , 导致Parkin被大量招募到线粒体 ; 线粒体被Par-
kin泛素化标记 , 进而被自噬受体识别 , 最终被自噬

体包裹降解。而在绿光照射下 , 配体则从 (Z)异构体

转换回 (E)异构体 , 导致蛋白质解离。实验证明这种

光控机制使得研究人员能够通过不同波长的光照

射, 精确控制细胞内蛋白质的转运和定位。

此外 , 研究人员成功开发了一种工程化的光控

去棕榈酰化酶系统 , 能够利用蓝光精准操控与肿瘤

发生发展密切相关的蛋白质的膜定位循环 [38]。该技

术的核心创新在于其巧妙地将去棕榈酰化这一关键

的蛋白质翻译后修饰过程与光遗传学控制相结合。

许多致癌信号蛋白, 如小G蛋白NRas, 需要通过棕榈

酰化修饰锚定在细胞膜上才能发挥其促增殖功能。

该团队工程化改造的去棕榈酰化酶能够在蓝光照射

下被特异性激活 , 从而迅速且可逆地去除目标蛋白

上的棕榈酰化修饰。这一作用迫使原本定位于质膜

的NRas等蛋白质脱离膜结构, 重新分布到细胞质中, 
进而有效中断其下游的致癌信号转导 , 并且这种调

控是高度可逆的; 一旦撤除光照, 目标蛋白可以重新

棕榈酰化并返回膜上 , 这使得研究人员能够以分钟

级的时间尺度 “开关 ”特定的信号通路 , 从而动态地

研究其在肿瘤维持中的必要性。

尽管光遗传学技术力量强大 , 但其应用也面临

挑战 , 如需要基因工程导入外源蛋白、光毒性的潜

在风险以及组织穿透深度的限制。然而 , 通过不断

开发新型光敏工具和结合其他技术 (如双光子激发 ), 

其应用范围正从单细胞研究扩展到模式生物的整体

研究。此外 , 磁控、声控等物理调控手段也逐渐被

探索用于蛋白质定位的调控(表1)。

4   总结与展望
综上所述 , 蛋白质亚细胞定位调控技术为抗肿

瘤治疗提供了新的干预策略。研究表明 , 肿瘤中关

键蛋白的异常定位与肿瘤发生、转移和耐药密切

相关 , 而通过小分子抑制剂、纳米颗粒和化学诱导

临近等技术调控蛋白质定位 , 可恢复抑癌蛋白功能

或阻断致癌蛋白活性。例如 , XPO1抑制剂通过阻

止p53等抑癌蛋白的核输出 , 已在临床试验中显示出

抗肿瘤效果 ; 纳米颗粒凭借尺寸效应可选择性阻断

NF-κB等蛋白质的核转位; 而化学诱导临近技术则能

精准操控蛋白质的亚细胞分布 , 为靶向传统“不可成

药 ”蛋白提供了新思路。这些技术通过精准干预肿

瘤相关蛋白的空间定位来调控其功能 , 为克服靶向

治疗耐药性、提高抗癌策略的特异性开辟了新途径。

4.1   精准工具开发与智能预测

一方面 , 开发更精准的靶向工具是提升技术效

能的核心。这包括利用具可编程性的核酸适体、具

有精确配对能力的DNA纳米结构以及高特异性的

抗体, 来实现对目标蛋白的高选择性识别。同时, 优
化递送系统 (如智能响应型纳米材料 )和引入外部调

控开关 (如光控、热控或肿瘤微环境特异性响应的

分子 ), 将极大增强对蛋白质时空定位的操控能力与

安全性。另一方面 , 人工智能预测模型将加速新靶

点的发现和方案设计。例如 , 基于深度学习算法 (如
AlphaFold2的衍生模型或专门预测蛋白质定位的

DeepLoc系列模型 [39])能够大规模预测蛋白质的亚细

胞定位, 从而快速筛选出可用于干预的关键靶标, 并
指导精准调控工具的设计。

4.2   联合治疗策略的深入探索

蛋白质定位调控技术与现有疗法的联合应用, 有
望产生协同增效作用, 是未来的重要研究方向。例如, 
将Selinexor与免疫检查点抑制剂 (如抗PD-1/PD-L1抗
体 )联用 , 可能通过恢复肿瘤细胞核内抑癌蛋白功能

并同时激活T细胞免疫, 显著增强抗肿瘤免疫应答[40]。

此外 , 定位调控技术与化疗、靶向治疗或放疗的联

合方案, 也有助于克服耐药性、抑制肿瘤转移, 并降

低传统疗法的毒副作用。系统评估不同联合策略的

疗效与机制, 将为临床实践提供坚实依据。
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A: 利用小分子抑制剂阻断核输入或核输出通路, 改变蛋白质的核质分布; B: 利用激酶小分子抑制剂干预信号转导通路, 间接影响下游蛋白的定

位; C: 利用纳米颗粒(如MSN)作为载体, 实现蛋白质的特异性包裹与靶向递送; D: 利用化学诱导剂(如NICE系统)促使两个工程蛋白模块发生二

聚化, 从而重定向目标蛋白; E: 利用特定波长光照(如pcDH系统)诱导工程蛋白发生构象变化或二聚化, 实现对蛋白质定位的时空调控。

A: using small-molecule inhibitors to block nuclear import or export pathways, thereby altering the nucleocytoplasmic distribution of proteins; B: using 
small-molecule kinase inhibitors to interfere with signal transduction pathways, indirectly affecting the localization of downstream proteins; C: utiliz-
ing nanoparticles (e.g., mesoporous silica nanoparticles, MSN) as carriers for the specific encapsulation and targeted delivery of proteins; D: employing 
chemical inducers (e.g., the NICE system) to promote dimerization of two engineered protein modules, thereby redirecting the target protein; E: using 
specific wavelength light illumination (e.g., the pcDH system) to induce conformational changes or dimerization of engineered proteins, achieving spa-
tiotemporal control over protein localization.

图2   调控蛋白质亚细胞定位典型技术示意图

Fig.2   Typical techniques for manipulating protein subcellular localization
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4.3   临床转化与机制研究的双向推动

推动该技术走向临床 , 需要克服递送效率、体

内稳定性和长期安全性等瓶颈。同时 , 基础研究也

需进一步深化。空间蛋白质组学技术能够原位揭示

细胞中蛋白质的精确分布与相互作用 , 为系统鉴定

肿瘤特异性定位异常蛋白提供了可能。例如 , 利用

该技术深入探索蛋白质定位异常与肿瘤微环境动态

互作的关联 , 揭示定位变化如何影响肿瘤细胞的代

谢重编程、免疫逃逸等关键生物学过程。这些机制

研究的成果又将反哺技术的优化迭代。

随着精准工具的涌现、人工智能的赋能、联合

策略的验证以及机制研究的深入 , 蛋白质亚细胞定位

调控技术有望发展成为抗肿瘤治疗体系中一项重要

的补充手段, 为改善肿瘤治疗预后提供全新的策略。
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