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白喉毒素及其衍生物在脑胶质瘤靶向治疗中作用的研究进展
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[摘 要] 白喉毒素（DT）及其衍生物可通过受体介导的胞吞转运作用穿越血脑屏障（BBB），并将毒素或药物靶向递送至肿瘤

细胞，是有前景的靶向治疗脑胶质瘤的策略之一。目前，用于靶向治疗脑胶质瘤研究的DT衍生物主要有CRM107、DT389-EGF、

CRM197、DTAT/DTAT13/DTATEGF和DTEGF13。其中，CRM107和DT389-EGF已经进入临床Ⅱ期试验，其余衍生物尚处于临床

前研究阶段。根据现有研究进展，CRM107和CRM197是最有希望在脑胶质瘤治疗中取得突破的两种衍生物，但关键在于降低

其毒副作用和提高靶向性。因此，明晰DT及其衍生物在靶向治疗脑胶质瘤的关键作用机制及应用现状，可为促进开发高效低毒

的脑胶质瘤治疗药物提供新的思路。
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血脑屏障（blood-brain barrier，BBB）的存在是导

致脑部疾病传统药物治疗效果不佳的主要原因之

一[1]。多项研究表明，构成BBB的脑毛细血管内皮细

胞（brain capillary endothelial cell，BCEC）上存在多种

特异性受体。以白喉毒素（diphtheria toxin，DT）及其

衍生物等作为这些受体的配体，构建载药复合

物，可通过受体介导的胞吞转运（receptor-mediated

transcytosis，RMT）作用穿越 BBB，增加药物入脑效

率[2]，是目前较成熟的一种脑靶向递送策略之一[3]。

DT是含有溶原性β噬菌体的白喉棒状杆菌产生的细

菌毒素，具有较强的细胞毒性[4]。随着研究的不断深

入，以减毒和增加脑部靶向为目的，研究者已构建了

多种DT衍生物（即DT的突变体和截断式），主要通

过改变DT衍生的易位域或选定的细胞特异性受体[5]

来增加脑部靶向递送药物的有效性。因此，开发基

于 DT 的药物对于脑胶质瘤的治疗具有重要价值。

本文主要总结了近年来DT及其衍生物用于靶向治

疗脑胶质瘤的研究现状，旨在为脑胶质瘤的靶向治

疗提供参考依据。

1 DT及其衍生物穿BBB胞吞转运的作用机制

1.1 DT穿越BBB的作用机制

DT由具有催化结构域（C结构域）的A亚基（N

端）和包含易位结构域（T结构域）、受体结构域（R结

构域）的B亚基（C端）组成[6]（图 1A）。C端的突变可

减弱其递送应用中的毒副作用 [7]。R 结构域则能

与 BCEC 腔面上的白喉毒素受体（diphtheria toxin

receptor，DTR）结合[8]，经DTR介导的RMT途径实现

穿越BBB转运。DTR，也称为肝素结合表皮生长因

子膜结合前体（pro-heparin-binding-epidermal growth

factor，proHB-EGF），是一种穿膜糖蛋白，在平滑肌细

胞、血管内皮细胞、BBB、神经元中均有表达[9]。DT

的R结构域被BCEC腔面的DTR识别，以DT-DTR复

合物的形式通过胞内运输经血管穿越 BBB 入脑。

DT-DTR复合物内吞进入BCEC后首先形成内体，接

着内体的酸性条件会导致DT的T结构域和细胞膜的

构象变化，有助于 C 结构域从内体转移到细胞质

中[4，10]。DT内化到细胞质后，与之结合的DTR重新

转运到BCEC的腔面膜上（图1B）。DTR的独特之处

在于其无内源性结合配体，在转运过程不会受到内

源性结合配体的竞争抑制，同时还降低了破坏BBB

平衡的风险[11]。此外，在脑胶质瘤等病变条件下，

DTR 在 BBB 中的表达大幅度上调[12]，因此 DT 靶向

DTR进行药物递送是脑部靶向给药的有效策略。已

有研究[13]验证了这种途径递送药物的可行性，如

SUGIMAN-MARANGOS 等[14]利用含有DTR结合域

的DT融合蛋白通过受体内化途径成功地将治疗性酶

递送到溶酶体中。DT靶向DTR进行药物递送在脑胶

质瘤靶向治疗研究中已经显示出巨大的应用潜力。

1.2 DT衍生物穿越BBB的作用机制

由于DT结构上的R结构域所靶向受体的局限
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性且C结构域上的有毒部分对正常组织具有较强毒

性，因此研究者[15]构建了多种DT突变体和DT截断

式的衍生物以克服靶向受体的局限性及降低其毒

性。DT 及其衍生物可通过不同受体穿越 BBB 的

RMT作用达到靶向治疗的目的，如人转铁蛋白受体

（transferrin receptor, TfR）和表皮生长因子受体

（EGFR）等。其机制与DTR介导的RMT途径类似，

循环中的DT衍生物被细胞膜上的高表达受体所识

别，形成受体-配体复合物，然后胞吞形成吞饮小泡，

吞饮小泡携带受体-配体复合物或包含着分离出的配

体到达极化的内皮细胞基底并将其释放，发挥药理

作用[16-17]。DT衍生物是对DT的某一片段发生突变

或者是 DT 的不同截断式接洽其他靶向成分获

得[18-19]，因此，这些改变使其穿越BBB靶向肿瘤细胞

更具高效性的同时，还在一定程度上降低了对正常

组织的毒副作用[20]，为脑胶质瘤靶向治疗提供了更好

的效果和更多的可能性。

A: DT的基本结构（根据文献[18]改绘）；B: DT-DTR复合物通过RMT作用穿越BBB

图1 DT及DTR介导DT穿越BBB入脑的过程示意图

2 DT截断式及突变体在脑胶质瘤靶向治疗中的应用

DT衍生物在脑胶质瘤靶向治疗中的作用是通过

优化RMT策略穿越BBB，利用其不同靶向成分（Tf/

EGF/CRM197等）靶向脑胶质瘤上所表达的不同受

体（TfR/EGFR/DTR等），将所含毒素或所负载的药物

内化到肿瘤细胞抑制其生长[21-23]。这些衍生物的特

点相似，都有一定毒性且都可以与BBB上高表达的

受体结合实现胞吞转运，不同之处在于其毒性程度

以及同受体结合的亲和力。由于DT本身具有较强

的毒副作用且靶向受体单一，所以DT衍生物靶向治

疗脑胶质瘤的关键在于降低毒副作用以及提高靶向

性。就目前研究进展而言，CRM107 和 DT389-EGF

已进入临床Ⅱ期试验阶段，CRM107和CRM197是脑

胶质瘤靶向治疗中毒副作用最小的两种DT衍生物，

具有较大的发展前景。

2.1 CRM107

CRM107 是 DT 的一种血清学交叉反应突变体

（cross-reacting mutant，CRM），是DT的B片段上两个

氨基酸突变的双突变体。CRM107一般以Tf-CRM107

的形式作为一种靶向蛋白毒素，是人转铁蛋白

（transferrin，Tf）和具有点突变的DT（CRM107）的结

合物[24]。研究结果[25]表明，Tf-CRM107在治疗恶性脑

肿瘤（胶质瘤和成神经管细胞瘤）中有显著效果且无

严重的神经或全身毒性。由于DT的转运可不需要

DTR，DT的片段B包含所有的膜易位活性，这种活性

与毒素B亚基上的受体结合位点不同且可分离。通

过连接CRM107和Tf，创建一个受体-配体复合物，可

迅速内化到促进毒素转移的环境[26]。研究[27]证明，

CRM107将毒素的肿瘤特异靶向性提高了10 000倍。

YOON等[28]通过比较野生型Tf-DT、突变型Tf-DT、野

生型 Tf-CRM107和突变型 Tf-CRM107，观察到 50%

的细胞增殖抑制浓度（IC50）分别为 13.4、8.66、36.8和

8.20 pmol/L，验证了从野生型Tf转换为突变型Tf的

CRM197 偶联物大大提高了胶质瘤细胞的靶向特

异性。

研究者后续对Tf-CRM107进行了优化，可通过

与不同受体的配体缀合以提高它的靶向杀伤效用，

同时结合免疫毒素、肿瘤生长因子等再负载药物，通

过抑制蛋白质合成作用使免疫毒素有效地杀伤肿瘤

细胞。针对Tf-CRM107突变体Ⅰ/Ⅱ期临床试验结

果表明其在靶向恶性肿瘤，尤其是对胶质母细胞瘤

（glioblastoma，GBM）的效果令人振奋，但目前其临床

Ⅲ期试验因护理标准不足且招募条件受限等多种原

因进展有限[3,20]。

2.2 DT389-EGF

EGFR 通常被认为是“原型”受体酪氨酸激酶，是

一种典型的穿膜受体，由一个胞外配体结合结构域、
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一个疏水穿膜区域、一个胞内受体酪氨酸激酶结构

域和一个C端结构域组成，而与胞外结合结构域结合

的配体可诱导受体二聚化、内化和受体降解[21,29]。由

于有效内化以及EGFR在许多恶性肿瘤（如胶质瘤）

组织中高表达，EGFR被认为是递送细胞毒性化合物

的有效靶点。SHAW 等[30]通过将 DT 的酶促结构域

（A片段）和易位结构域（B片段）连接到EGF序列中

作为靶向部分构建融合蛋白 DT389-EGF（DAB389

EGF），所构建的免疫毒素对各种表达EGFR的肿瘤

细胞有抑制作用，IC50值低至0.1 pmol/L，这一发现表

明，DT389-EGF可能是多表达EGFR实体瘤的潜在治

疗剂。

COHEN等[31]的研究结果表明，通过使用对流增

强输送技术将高浓度的DAB389EGF输送到脑肿瘤，

这避免了许多药物的药理、毒理学限制。LIU等[32]研

究了DAB389EGF治疗GBM效果，经对 14种人胶质

瘤细胞的细胞毒性测试，显示 EGFR 的密度和

DAB389EGF 敏感性之间具有良好的相关性。LIU

等 [33]对DAB389EGF进行优化，在给予最大耐受剂量

3 mg/2 d时，可以观察到所有荷瘤动物的肿瘤都有减

小，1个月后仅 25%出现复发，且经第二个疗程仍然

能有效抑制肿瘤生长。DAB389EGF治疗胶质瘤的

临床试验已经进行了Ⅰ期和Ⅱ期[34-35]，但对其是否有

望最终治疗复发性或难治性 EGFR+多形性GBM患

者至今未见明确报道。

2.3 CRM197

CRM197是通过将DT片段A基因中 52位点上

的甘氨酸突变为谷氨酸，导致其不能与烟酰胺二核

苷酸相连接使得酶失活而失去毒性[12]，但保留了其结

合活性。与野生型DT相比，CRM197变化最小且与

细胞结合不受三磷酸腺苷影响，其片段A在DT与受

体相互作用中也会发挥作用[36]。

细胞内 CRM197 可以与 HB-EGF 及 proHB-EGF

结合，作为HB-EGF的抑制剂阻断有丝分裂作用[14]，

同时可以抑制被HB-EGF影响的几种信号通路，如抑

制PI3K/Akt信号转导[37]。PI3K/Akt信号转导与内皮

细胞中的叉头样（Fox）转录因子有关。WANG等[38]

进一步证明了CRM197不仅可以作为一种载体蛋白

用于靶向递送药物至大脑，而且还可以通过上调微

囊蛋白1、增加胞饮囊泡和脑微血管中紧密连接相关

蛋白的重新分布来提高BBB的通透性，从而增加内

皮细胞的内吞作用。HÖBEL等[39]根据CRM197可与

GBM细胞/BBB中高表达的proHB-EGF/DTR结合的

机制，通过CRM197偶联修饰过的PEI F25-LMV（低

分子量支化聚乙烯亚胺），构建了CRM197-PEG-PEI/

siRNA 载药复合物用以靶向 GBM、CRM197-PEG-

PEI/siRNA 复合物和 PEG-PEI/siRNA 复合物处理小

鼠，治疗结果显示，22 d后CRM197-PEG-PEI/siRNA

复合物治疗的小鼠肿瘤体积缩减为对照组的 60%~

70%，而用PEG-PEI/siRNA复合物处理则无显著抑瘤

效果。研究表明，CRM197载体蛋白还可以安全有效

地转运辣根过氧化物酶通过BBB[40]，当CRM197与之

结合时，其中辣根过氧化物酶可作为模型药物分子

发挥作用[12]，有助于提高肿瘤细胞对CRM197载体蛋

白的吸收。

迄今为止 ，对于 CRM197 的研究聚焦于将

CRM197修饰在纳米递送载体上[41]，再与DTR结合进

行RMT作用来穿越BBB到达脑靶向部位。亦或是通过

调节HB-EGF基因表达，使得 CRM197 靶向 HB-EGF

高表达的脑胶质瘤从而实现靶向治疗的效果[42]。

2.4 DTAT/DTAT13/DTATEGF

结合GBM细胞上的不同靶点特性构建双特异

性靶向制剂是大分子药物生物治疗中的常见策略。

尿激酶型纤溶酶原激活物受体（urokinase-type

plasminogen activator receptor，uPAR）可在GBM细胞

和肿瘤新生血管中过度表达[43]，因此 uPAR被认为是

胶质瘤生物治疗有希望的新靶点。结合前期 IL-13R

在部分GBM中过度表达构建DT/IL-13融合蛋白靶

向治疗 GBM 的思路[44]，VALLERA 等[45]构建了基于

DT 和尿激酶型纤溶酶原激活物（uPA）融合蛋白

DTAT，其中融合了DT的390个氨基酸部分（DT390）

和 uPA 的非内化氨基末端片段（amino-terminal

fragment，ATF）[27]，结果表明，uPAR可作为DTAT融合

蛋白靶向治疗GBM的有效靶标[45]。DTAT通过 uPA

的ATF与GBM和新血管内皮细胞上的 uPAR结合，

由 uPAR的转胞吞作用进入胞质并在肿瘤细胞内释

放DT以抑制肿瘤生长。为进一步确认DTAT在颅内

治疗模型中是否会因为颅内压等各种条件的限制而

影响其治疗效果。RUSTAMZADEH及其团队[46]创建

了小鼠颅内肿瘤模型来测试 DTAT 的作用，比较了

DTAT和DT390毒素部分与其他成分合成的免疫毒

素（DTIL13、DTIL2等），结果表明，表达uPAR量最多

的 GBM 对 DTAT 最敏感，其 IC50值小于 0.1 nmol/L，

说明DTAT表现出良好的GBM的抑制作用。

为使DTAT的靶向更具有特异性，TODHUNTER

等[47]将uPA的AT片段添加到DTIL13分子中，使得两

种配体成分的位点特异性结合，构建了具有双靶向

特异性的融合蛋白DTAT13。实验证明，DTAT13保

留了DTAT的抗血管生成作用和抗GBM的功效，并

且DTAT13比DTAT和DTIL13具有更少的毒副作用。

RUSTAMZADEH等[48]进行的药代动力学及生物分布

研究结果表明，DTAT13 兼具 DTIL13 和 DTAT 的特
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性，DTAT13的毒性低于DTAT且对胶质瘤的特异性

选择高于 DTAT，有望在临床研究中取得更好的

疗效。

鉴于EGFR和 uPAR两者均在GBM细胞中高表

达，HUANG 等[49]在 DTAT 的基础上结合 EGF（与

EGFR结合）构建了双特异性融合蛋白DTATEGF。研

究结果表明，DTATEGF和DTAT对多形性GBM的IC50值

分别为<1.00 nmol/L和<0.01 nmol/L，裸鼠移植瘤荧光

信号检测显示，两治疗组的肿瘤增长均较对照组显

著降低，肿瘤微血管密度也明显低于对照组，显著抑

制了祼鼠脑内胶质瘤的生长及其血管生成。目前，3

种利用 uPAR的多靶向免疫毒素（DTAT、DTAT13和

DTATEGF）在GBM治疗的基础研究中均取得了积极

的疗效，但仍未见开展临床试验的报道[19]。

2.5 DTEGF13

为扩大DT/IL-13靶向不表达 IL-13R的GBM肿

瘤类型，除前述将uPA的ATF结合DT/IL13分子构建

DTAT13[47]以外，还可以通过将EGF融合DTIL13构建

DTEGF13。研究结果[50-51]表明，与每种单特异性细胞

毒素相比，DTEGF13 的 IC50值小于 0.001 nmol/L，其

毒素活性增加了1 000倍以上，且对肿瘤的靶向特异

性更高。在给予小鼠 0.5 µg/kg DTEGF13治疗肿瘤

时并不产生明显的毒副作用，且小鼠的存活率升高。

因此，DTEGF13作为同时识别EGFR和 IL-13R的新

型联合靶向剂比其他单特异性对应物来说，对GBM

更具有治疗优势。

3 存在问题与对策

脑胶质瘤是中枢神经系统最常见的致死性原发

肿瘤，传统手术和放疗手段对其治疗效果均较有限。

因此，基于脑胶质瘤主动靶向的生物治疗策略引起

了研究者更多的关注。其中，受体介导的靶向治疗

已经是克服BBB、增强药物入脑同时靶向胶质瘤的

成熟策略之一。目前，针对DT/DTR的脑靶向策略可

简单地概括为两类：（1）针对DT构建重组免疫毒素

（DT衍生物），靶向在脑内过表达的不同受体进行穿

BBB转运；（2）通过修饰靶向DTR的不同配体实现穿

BBB转运。脑靶向递送药物策略的研究，大多聚焦

于通过RMT途径穿越BBB实现药物递送，其中发展

最为成熟的受体是TfR和EGFR。而对于DTR，虽早

有研究表明其作为载体转运体进行脑靶向递送药物

的潜力，但对此的研究报道仍较少。因此，构建DT

衍生复合物或小分子物质来特异性靶向DTR治疗脑

胶质瘤有较大的发展空间，进一步研究DT/DT衍生

物及其受体在脑胶质瘤治疗的效果和机制具有重要

的意义。

虽然RMT策略弥补了传统药物治疗的一些不足

之处，但由于靶向递送过程仍然存在脱靶效应等。

以上DT衍生物的研究虽然在靶向治疗脑胶质瘤基

础和临床研究方面有一定突破性，但后期进展仍然

有限。因此，为增加其靶向治疗脑胶质瘤的效果，进

一步优化脑靶向递送药的研究策略非常必要，比如

可利用病毒载体/外泌体等的归巢效应增加靶向的精

确性同时降低毒性反应[52-53]、通过分子医学和纳米生

物技术相融合构建金属蛋白酶结合放射药物靶向肿

瘤细胞[54]、通过修饰纳米/脂质体/聚合物胶束等载药

复合体以及构建小分子多肽靶向BBB和肿瘤内高表

达的不同受体来实现多级靶向脑胶质瘤等均是很有

临床治疗前景的研究方向。
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