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  摘 要:生物正交点击化学是一类能够在复杂生物体系中快速、选择性发生而不受内源性生化过程干扰的

反应,因其高效、温和与特异性,引起生命科学与医学研究领域的关注。近年来,该技术逐渐渗透到体外诊断领

域,成为构建新型检测方法与多重诊断平台的重要工具。该文综述了生物正交点击化学的发展历程、基本类

型,并阐述其反应机制,重点探讨其在信号标记与放大、多重检测与分析、循环肿瘤细胞与细胞外囊泡捕获与检

测等体外诊断平台中的应用进展,特别关注其与微流控、纳米材料及数字化技术的融合。最后分析了其在成

本、标准化与临床转化方面的挑战与前景。
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Abstract:Bioorthogonal

 

click
 

chemistry
 

is
 

a
 

class
 

of
 

reactions
 

that
 

can
 

occur
 

rapidly
 

and
 

selectively
 

in
 

complex
 

biological
 

systems
 

without
 

interference
 

from
 

endogenous
 

biochemical
 

processes.Because
 

of
 

its
 

high
 

efficiency,mildness
 

and
 

specificity,it
 

has
 

attracted
 

the
 

attention
 

of
 

life
 

science
 

and
 

medical
 

research.In
 

recent
 

years,this
 

technology
 

has
 

gradually
 

penetrated
 

into
 

the
 

field
 

of
 

in
 

vitro
 

diagnosis
 

and
 

has
 

become
 

an
 

important
 

tool
 

for
 

constructing
 

new
 

detection
 

methods
 

and
 

multiple
 

diagnostic
 

platforms.This
 

paper
 

reviews
 

the
 

devel-
opment

 

history
 

and
 

basic
 

types
 

of
 

bioorthogonal
 

click
 

chemistry,and
 

expounds
 

its
 

reaction
 

mechanism.It
 

focu-
ses

 

on
 

its
 

application
 

in
 

in
 

vitro
 

diagnostic
 

platforms
 

such
 

as
 

signal
 

labeling
 

and
 

amplification,multiple
 

detec-
tion

 

and
 

analysis,capture
 

and
 

detection
 

of
 

circulating
 

tumor
 

cells
 

and
 

extracellular
 

vesicles,with
 

special
 

atten-
tion

 

to
 

its
 

integration
 

with
 

microfluidics,nanomaterials
 

and
 

digital
 

technology.Finally,its
 

challenges
 

and
 

pros-
pects

 

in
 

cost,standardization
 

and
 

clinical
 

transformation
 

are
 

analysed.
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  体外诊断是现代医学体系的重要组成部分,承担

着疾病预防、早期发现、个体化治疗决策及疗效评估等

核心任务[1-3]。随着分子诊断与精准医学的发展,为实

现对多样生物分子(包括核酸、蛋白质、细胞、代谢物等)
的特异性捕获与精准检测,临床检验亟须更高灵敏度、
特异度和可多重化的新型捕获与检测平台[4]。

生物正交点击化学的出现,为解决这些问题提供

了新思路。所谓“生物正交”,即该类反应在生物体复

杂环境中不会与天然分子发生非特异性反应,而能选

择性地完成标记或连接操作,在体外诊断、成像和药

物递送等方面展现潜力[5-7]。特别是在体外诊断领

域,生物正交点击化学凭借快速、特异和可控的特性,
成为构建新一代分子检测工具的有力支撑。此类反

应能够在温和条件下于复杂生物环境中特异性地高

效进行,并且不受内源性蛋白质、核酸或代谢物等分

子的干扰[8]。基于此,生物正交点击化学近年来逐渐

被应用于多类检测场景,包括核酸与蛋白质探针的稳

定构建、循环肿瘤细胞(CTCs)与细胞外囊泡(EVs)的
无损捕获、免疫检测平台的信号标记与放大,以及智能

材料与生物传感器的集成等。其模块化和正交性特征,
也为多重标记与多功能体系的开发提供了可能。

尽管已有一定进展,但该交叉领域的系统性综述

仍然有限。本文将从反应机制与主流体系出发,系统

梳理生物正交点击化学在体外诊断中的最新研究进

展,重点探讨其技术优势、典型应用场景及临床转化

中面临的挑战,旨在为未来体外诊断方法学创新与临
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床应用提供理论依据与实践参考。
1 生物正交点击化学的基本原理与主流体系

  “点击化学”由Sharpless提出,生物正交点击化

学是其在生物学领域中的分枝应用,由一些研究者推

动发展[9-12]。随后以铜催化的叠氮化物-炔烃环加成

反应(CuAAC)、应变促进叠氮化物-炔烃环加成反应

(SPAAC)与反电子需求Diels-Alder反应(iEDDA)为
代表的生物正交点击化学反应体系相继出现,并在生

命科学领域广泛应用。2022年诺贝尔化学奖授予“点
击化学与生物正交化学”,肯定了其科学与转化价值。
以下为生物正交点击化学的主要反应体系及其特点

对比,见表1。
1.1 CuAAC 有研究在2002年报道了CuAAC,其
反应机理为在Cu+催化下,炔基与叠氮基发生1,3-偶
极环加成反应,选择性生成1,4-二取代的1,2,3-三唑

结构(图1A)。该反应操作简便、反应条件温和,产率

高,被称为“原型点击反应”,可以在没有任何有机助

溶剂的情况下在各种溶剂中发生,此反应的一大特点

就是需要Cu+作为催化剂,点击反应的速率与Cu+浓

度与之间存在密切关联[13-14]。然而,Cu+ 在生物体系

中的毒性会诱导氧化应激与细胞损伤,从而限制了

CuAAC在活细胞和生物样本研究中的应用[15]。为

了解决这个问题,科学家们也做出了努力,探索了几

种方法来开发生物相容性催化剂,包括利用配体螯合

或载体稳定的Cu+,通过添加抗坏血酸钠、金属铜纳

米颗粒和纳米结构氧化铜原位还原Cu2+ 盐等,在一

定程度上能减弱铜毒性,确保CuAAC反应下细胞的

活性[15-17]。尽管铜对细胞具有毒性,但CuAAC的快

速反应速率使其在点击化学应用中的地位不可撼动,
在传感器的构建上,也能够发挥很好的作用。
1.2 SPAAC 为克服生物毒性问题,Dommerholt
团队[18]于2004年提出SPAAC,其原理是利用环辛炔

等张力炔烃与叠氮基团发生偶极环加成,无需金属催

化即可形成三唑结构
 

,被认为是CuAAC的替代反应

(图1B)。SPAAC避免了铜毒性,具有良好的生物相

容性,可直接用于蛋白质标记、活细胞分析和动物模

型,尽管其反应速率较CuAAC慢,但通过设计更高反

应活性的衍生物(如二苯并环辛炔,DBCO),已明显提

升了效率。SPAAC反应在生物活性分子表面修饰方

面的应用已取得较大进展,可以使用脂质标记或者代

谢标记的方式安全有效地将叠氮化物插入到生物膜

上,随后利用SPAAC反应可以快速捕获到具有生物

活性的目标分子,这对与疾病诊断方法的开发具有重

要意义[19-21]。
1.3 iEDDA 有团队于2008年开发了iEDDA,其反

应机理 为 四 嗪(Tz)作 为 亲 二 烯 体 与 反 式 环 辛 烯

(TCO)作为二烯体发生[4+2]环加成,生成稳定的二

氢嘧啶产物(图1C)[22]。iEDDA具有极高的选择性

和超快的反应动力学,能够在极低浓度下快速偶联,
因此被认为是第三代生物正交反应[23]。如今,大多数

涉及生物正交反应的生物学研究都是基于iEDDA。
人们借助iEDDA反应的快速动力学,通过 Tz或者

TCO的活性基团与生物活性分子偶联,从而快速地

促进生物活性分子的聚集,起到信号放大的作用。此

外,研究者们可以利用这种快速反应动力学在体外构

建快速稳定的EVs或CTCs捕获平台。然而,TCO
的体内稳定性在酸性条件下,或当生物系统中存在铜

离子及亲核试剂时,可能会受到损害。为了克服这些

限制,已经合成了多种二烯和亲二烯来优化点击反应

的效率[24-25]。在未来,将能看到iEDDA反应更多的

应用。
1.4 其他新兴反应 除了以上经典的生物正交点击

化学反应外,还有如硫氟交换反应,具有高稳定性,适
合构建长期保存的诊断试剂,“可切换/可脱保护”的
Tz触发释放化学,以及对Tz活性的可逆调控策略,
为可编程诊断反应学提供化学基元[26]。另外还有光

控点击化学,通过光照触发反应,提高空间与时间分

辨率[27]。

表1  主流生物正交点击化学反应的特点

点击化学反应 k[mol/(L·s)] 催化剂 生物相容性 基团大小 应用场景 参考文献

CuAAC 10~100 Cu+ 低(铜毒性) 小 固定探针、表面修饰 [10][28]

SPAAC 1~60 无 高 小 蛋白质标记、细胞分析 [18][29]

iEDDA 1~106 无 高 大 稀有标志物捕获 [12]

2 生物正交点击化学的特点及在生物体外诊断技术

中的优势

  生物正交点击化学反应通常具有以下几种特

点[9,30]:(1)生物正交性,反应在生物水溶液中进行、条
件包括生理pH、温度等,且不与生物体系中的内源性

分子(如蛋白质、核酸、代谢物等)发生非特异性反应;
(2)高效性,反应速率快,通常具有高选择性和高产

率;(3)稳定性,反应物和产物在生物环境中稳定,不

易降解或引发毒性;(4)模块化,反应通常具有模块化

的特性,允许灵活地设计和引入不同的功能基团。见

表2。
2.1 高选择性与特异性,降低背景信号 生物正交

反应仅在特定反应物间发生,反应物在生物环境中稳

定,避免非特异性信号干扰,背景噪声低,适合复杂生

物样本(如血清、尿液)的检测。通过设计反应对可实

现生物分子温和条件下的探针标记、信号放大、高效
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固定与特异性捕获。当前基于抗原抗体或生物素亲

和素系统的
 

EVs
 

捕获方法虽应用广泛,但存在反应

时间长、步骤烦琐及易受干扰的问题[31-33]。与之相

比,生物正交点击化学优势显著,在反应特异性、速
度、副产物等多方面优于其他生物偶联反应,是极具

潜力的分离技术,见表2。

  注:A为CuAAC反应示意图;B为SPAAC反应示意图;C为iED-
DA反应示意图。

图1  主流生物正交点击化学反应示意图

2.2 温和反应条件,保持检测靶标生物活性 生物

正交点击化学反应条件温和,并且高度兼容复杂生物

样本,为体外诊断平台的构建提供了关键技术支撑。
与传统化学反应常常需要有机溶剂、高温或极端pH
条件不同,点击反应通常在水相环境、25~37

 

℃的近

生理温度及pH
 

6.5~7.5的弱中性条件下即可高效

进行。这种温和的反应环境不仅避免了对核酸、蛋白

质等敏感生物大分子的破坏,而且最大限度地保留了

被检测物的天然构象和生物学活性。生物正交点击

化学能够在不改变这些活性状态的前提下完成标记、

固定或信号放大过程,使检测结果更真实地反映样本

的原始状态。这一特征为在临床复杂环境下实现快

速、简便的液体活检或床旁检测提供了更大的可能

性[33-34]。
2.3 模块化反应,便于多重标记和方法学构建 在

体外诊断中,生物标志物的多重检测变得越来越重

要。生物正交点击化学凭借其可控的反应设计与灵

活的分子对接模式,可灵活引入不同功能基团(如荧

光团、酶、纳米颗粒),适配多种检测平台。生物正交

反应对(如叠氮-炔基、四嗪-反式环辛烯、硫代酯-氨基

氧化物)彼此独立且正交,能够在同一反应体系中并

行发生而互不干扰。这种“互不交叉”的特性为多重

标记提供了清晰的化学逻辑框架,使得研究者可以通

过预设反应位点的精准对接,实现不同探针或信号放

大模块的定向组装[7,35]。这种模块化、可扩展的反应

体系,不仅提升了多重检测的灵活性和效率,还进一

步拓展了不同功能单元的组合空间,使研究者能够根

据临床需求自由设计检测策略。通过在同一平台上

实现不同模块的并行或串联反应,可以灵活构建多标

志物检测、信号放大与结果校正等多模块化体系。
2.4 信号增强与可视化能力 信号增强通常是生物

传感器在检测疾病靶标时达到理想灵敏度的重要挑

战。生物正交点击化学分子(TCO和Tz)可以提供官

能团,与BSA或酶等蛋白质的氨基反应形成 Tz或

TCO功能化蛋白质,通过点击反应,可使单分散的小

蛋白质颗粒聚集成大蛋白质组装体,从而极大增强信

号[36-37]。此外,通过在DNA探针上使用叠氮化物或

DBCO修饰以提供一种稳定特异的连接,结合无酶扩

增策略,能设计出稳定信号放大、高灵敏度和特异度

的非酶、指数扩增方法,实现对目标分子的fmol/L级

别灵敏检测。

表2  常见生物偶联技术特征对比

特性 碳二亚胺结合 抗原抗体结合 生物素-亲和素系统 生物正交点击化学

结合机制 共价键结合 非共价键 超高亲和力 生物正交共价键

结合强度 中 中 高 高

反应条件 pH
 

4.0~6.0,37
 

℃ pH
 

7.4,25~37
 

℃ pH
 

2.0~13.0,耐高温
 

pH
 

7.0~9.0,25~37
 

℃

反应特异性 低 中 中 高

反应速度 慢 慢 快 快

反应副产物 含硫杂质 无 无 N2

产物均一性 低 高 高 高

产物稳定性 酰胺键稳定,但偶联位点易降解 易受pH、离子强度影响 稳定 稳定

模块化程度 低 低 中 高

3 生物正交点击化学在体外诊断技术中的应用

3.1 信号标记、放大与超灵敏检测 生物正交点击

化学为生物分子标记与信号放大提供了高效工具,其
核心在于通过高度选择性的化学反应,将荧光基团、

酶或其他信号分子稳定偶联至目标生物分子(如蛋白

质、核酸或代谢物),以增强检测灵敏度与特异度。Jia
等[38]将高亮度荧光二氧化硅纳米颗粒(SiNPs)与生

物正交点击化学结合,构建了一种超灵敏磁珠免疫分
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析平台。其借Tz-TCO的特异反应,让荧光SiNPs在

p24抗原-抗体复合物上可控多层堆叠成
 

“信号塔”,
将单个抗原结合事件转化为指数级荧光信号,最终在

人血清中实现46
 

fg/mL的检测限。有研究团队[39]

开发了动态化学标记策略用于检测微小RNA(miR-
NA)单碱差异。其设计的一对可点击纳米颗粒探针,
仅当靶标序列完全匹配时,两探针才能通过点击反应

连接并发出信号。该团队以肝癌相关的 miR-122为

模型,在无需任何酶扩增的情况下,通过点击化学在

流式细胞仪上成功检测并区分 miR-122及其单碱基

变异体,灵敏度和特异度与TaqMan
 

qPCR相当,还可

直接检测血清样本,有望发展为简便的体外诊断工

具。有研究提出点击扩增
 

FISH技术,探针与目的序

列杂交形成“C”构型,借CuAAC反应连接探针末端

并锁定靶标,经多轮杂交与点击反应放大荧光,实现

高特异性、高增益核酸检测[40]。有研究将叠氮-DNA
适配体探针与目标 miRNA杂交形成双股,然后引入

带炔基的引物,通过点击使其连接在 miRNA上作为

延伸起点,触发后续信号放大环节[41]。此过程中点击

反应极大地提高了体系的特异性,避免了错配引物的

非特异扩增。这些无酶或等温核酸检测技术结合点

击化学后,简化了操作步骤,并降低了对精密热循环

仪的依赖,在现场快速核酸诊断(如传染病现场检测)
中具有吸引力。
3.2 多重检测与高通量分析 疾病的复杂性使得单

一生物标志物的诊断价值有限,多重检测是发展趋

势。生物正交反应的“正交性”即多对不同的点击化

学反应可以在同一体系中互不干扰地进行,通过在不

同靶标上引入互不交叉的化学手柄,可以在同一体系

中实现多重标记与并行检测,从而显著提升检测通量

并减少操作步骤,为多重诊断提供了理想的解决方

案。近年来,研究者们基于生物正交点击化学开发了

多种多重检测策略,并在细胞成像、核酸检测和电化

学传感等方面取得了进展。Karver
 

等[42]则将
 

iED-
DA反应(Tz-TCO)与SPAAC反应(叠氮-环炔)组合

应用,成功在同一细胞体系中同时标记不同靶分子,
证明了两类反应在活体环境下的化学正交性,为多重

化学标记提供了经典范例。有研究报道了一种基于

Tz-TCO点击化学的活体类器官循环成像方法[43]。
该体系通过抗体-TCO-荧光基团与Tz偶联猝灭剂的

快速反应,可在数秒内实现信号完全清除并进行多轮

循环标记。在患者来源的胶质母细胞瘤类器官中,研
究实现了对

 

CD9、CD81、CD133等9种关键标志物的

并行检测,展示了其在多重成像中的高灵敏度与生物

相容性。该策略避免了传统光漂白和酶切的不足,为
复杂组织的空间多维分析及临床转化提供了新工具。
进一步,有研究基于Tz与异腈之间[4+1]环加成反

应(生成吡唑加合物),开发了一种创新的生物正交荧

光探针体系,实现对活细胞中多种细胞器(如细胞核、

线粒体、溶酶体、内质网)同时、免洗、高分辨成像,为
亚细胞多靶点检测奠定了方法学基础[44]。
3.3 循环靶标的捕获与分离 利用生物正交点击化

学的高效性和特异性,已开发出多种创新平台用于捕

获特定的循环靶标(如EVs或CTCs)用于下游分析。
有研究团队开发了基于生物正交点击化学反应的芯

片平台(Click
 

Chips)[45]。核心策略涉及在硅纳米线

基底(SiNWS)上修饰Tz,并将TCO共价连接到靶向

特定EV表面标志物的抗体。当样品流过芯片时,通
过Tz-TCO点击反应不可逆捕获

 

EVs,加双硫苏糖醇

(DTT)裂解释放活性EVs用于后续诊断和功能研

究[45-46]。除芯片策略外,磁珠平台也得到广泛应用。
基于磁珠的 Mag-Click-Capture-Release技术允许利

用靶向抗体在磁珠上选择性捕获特定来源EVs,经磁

性分离后用DTT处理后释放EVs用于分析,提供了

高度可定制的 EV 亚型分选能力[47]。有研究利用

DBCO功能化的磁性囊泡(Fe3O4-MVs-DBCO)识别

叠氮标记的CTCs,为癌症的诊断和治疗提供了新的

平台[48]。微流控技术结合点击化学进一步提升了

EVs捕 获 的 效 率 和 灵 活 性。按 需 细 胞 外 囊 泡

(EVOD)芯片利用TCO修饰的捕获表面,从复杂样

本中特异性分离Tz偶联的EVs,是一个通用性强的

液体活检平台[49]。EVs捕获后的“温和释放”是后续

功能研究的关键。上述研究多借助DTT介导二硫键

裂解 释 放 EVs,DTT 可 选 择 性 还 原 交 联 剂 (如
DTSSP)的二硫键,室温下快速反应,能近乎100%分

离收集EVs且保持其生物活性。综上所述,点击化学

与DTT二硫键裂解协同,可实现EVs分离中“高特

异性捕获”与“零损伤释放”。
3.4 代谢标记与小分子检测 利用生物正交反应标

记代谢物或小分子,可用于代谢组学研究或疾病相关

小分子的检测。有研究团队构建了一种利用叠氮脂

肪酸代谢掺入结合细胞器选择性点击化学反应的技

术,实现了亚细胞水平的脂肪酸代谢分析[50]。其首先

在活细胞代谢中掺入叠氮修饰的棕榈酸和油酸,随后

使用不同的细胞器靶向点击染料,与代谢掺入的叠氮

脂肪酸发生点击反应,可以使用共聚焦显微镜进行成

像,或者使用薄层色谱层析(TLC)或LC-MS进行分

析。另外,使用非天然糖进行代谢聚糖标记与点击化

学结合能显著改善标记的特异性和免疫原性,非常适

用于生物标记应用。有研究团队开发的 Melac-Chip
策略整合代谢标记(使用非天然糖标记新生EVs)和
点击化学(SPAAC反应),将叠氮基团引入EVs膜表

面,通过微流控芯片特异地富集新产生的EV亚群,
为动态监测疾病(如肿瘤的免疫治疗响应)提供了新

途径[51]。
3.5 生物正交点击化学与新型纳米材料的结合 新

型纳米材料已成为疾病诊断领域新兴趋势,生物正交

点击化学为其结构设计、功能调控和性能优化提供关
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键技术支撑。近年来,研究者利用点击化学结合新型

纳米材料(如量子点、DNA水凝胶等)设计开发了多

种检测策略,在检测肿瘤进展、核酸检测和智能传感

等方面取得了进展。有研究开发了一种基于金纳米

颗粒(AuNP)和量子点(QDs)的生物正交点击化学肿

瘤传感系统[52]。研究中在 AuNP表面修饰硫醇化

PEG(SH-PEG-COOH和SH-PEG-N3),QDs共价连

接DBCO基团(QD-DBCO)。在肿瘤部位时,AuNP
保护层可被丰富的基质金属蛋白酶(MMP)酶解,随
后暴露的SH-PEG-N3 与QD-DBCO

 

发生SPAAC反

应,触发FRET效应导致QDs荧光猝灭,猝灭速率与

肿瘤 MMP水平呈正相关,为动态监测肿瘤进展提供

量化指标。有研究开发了一种基于 DNA水凝胶与

SPAAC反应的光电化学生物传感器[53]。该技术通

过多级信号放大策略和智能材料设计,实现了复杂生

物样本中微量miRNA的精准捕获与定量分析。有研

究以多聚体低聚倍半硅氧烷(POSS)为无机核心,通
过SPAAC反应连接罗丹明B衍生物(RHB)作为荧

光探针,用聚乙二醇进行表面修饰,开发了一种智能

有机-无机纳米混合传感器(IHNS),通过有机-无机杂

化设计实现对内源性Al3+的高灵敏、特异性检测[54]。
见图2。

图2  生物正交点击化学在体外诊断中的应用示意图

4 挑战与展望

  综上所述,笔者介绍了生物正交点击化学在体外

诊断领域的最新应用进展。借助生物正交点击化学,
研究者开发了一系列适配疾病检测复杂需求的高灵

敏度、特异度和可多重化的检测平台,表明其在体外

诊断领域的巨大潜力。然而,将生物正交点击化学从

实验室转移至临床应用还需要克服一些障碍。目前

市售的生物正交反应试剂存在批次间差异大、储存稳

定性差等问题。特别是荧光标记的叠氮化物探针易

发生光降解,需要严格的避光保存条件。在质量控制

方面,缺 乏 统 一 的 效 价 测 定 标 准,不 同 厂 商 采 用

HPLC、质谱或荧光读数等不同方法评估试剂活性,导
致结果难以横向比较。针对这些问题。有研究建议

建立基于标准细胞模型的参照体系,通过流式细胞术

定量检测标记效率作为统一质控指标,但具体的实施

还面临诸多挑战。此外,还有一个重要问题是当前生

物正交试剂的高成本制约了临床推广。
展望未来,生物正交点击化学在体外诊断中的应

用将呈现出多重化、便携化、跨学科融合和标准化发

展的趋势。(1)在多重化与数字化方向上,点击化学

的模块化特点使其能够与
 

DNA
 

纳米条形码技术深度

结合,实现上百种生物标志物的并行检测,并通过引
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入机器学习与人工智能算法对检测结果进行高维度

解析。(2)在便携化与家庭化诊断方面,点击化学反

应的快速和高效特性非常适合集成入纸基传感器、微
流控芯片以及智能手机读出系统,从而推动床旁检测

与家庭健康管理的普及。(3)在跨学科融合层面,点
击化学与新型功能材料的结合将成为重要方向,例如

与石墨烯、量子点及其他纳米材料的协同应用,有望

显著提升信号放大与检测灵敏度;(4)在临床转化与

标准化方面,未来亟须推动高质量试剂的产业化与规

模化生产,建立统一的质控标准和方法学评价体系。
这不仅有助于解决目前技术中存在的监管与一致性

难题,也将为加速监管审批提供坚实保障。
5 结  语

  从体内标记到体外诊断的应用拓展,生物正交点

击化学正逐渐成为连接基础生物化学研究与临床检

验技术的重要桥梁。生物正交点击化学以其独特优

势,为体外诊断技术突破瓶颈提供无限可能,虽存挑

战,但未来融合多技术后,将助力精准医疗发展。
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