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摘  要 

由与E3泛素连接酶配体连接的蛋白质靶向配体组成的蛋白水解靶向嵌合体(PROTAC)的靶向蛋白质降解

已成为一种通过蛋白酶体介导的降解致病蛋白质的强大治疗方式。目前对于PROTAC的研究如火如荼，

但在应用方面PROTAC仍具有较大限制，例如肿瘤细胞的耐药性。联合用药是目前最广泛使用的规避耐

药性方式，但是联合用药带来了新的问题。相较之下，双靶药物则具有巨大前景。双靶药物通过同时抑

制多个靶标蛋白并产生协同抗病毒作用来对抗病毒感染。肿瘤的耐药性突变改变的是E3连接酶，如果能

够设计合成双靶E3连接酶配体的PROTAC，哪怕其中一端的E3连接酶失活，另一端对应的E3连接酶仍能

发挥作用。 
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Abstract 
Targeted protein degradation by proteolytic targeting chimera (protac), which consists of protein tar-
geting ligands linked to E3 ubiquitin ligase ligands, has become a powerful therapeutic modality to de-
grade pathogenic proteins through proteasome-mediated degradation. At present, the research on 
protac is in full swing, but there are still great limitations in the application of protac, such as the drug 
resistance of tumor cells. Drug combination is the most widely used way to avoid drug resistance, but 
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it has brought new problems. In contrast, dual-target drugs have great prospects. Dual target drugs 
fight against viral infection by simultaneously inhibiting multiple target proteins and producing 
synergistic antiviral effects. The drug resistance mutation of tumor is targeted at the E3 ligase. If 
protacs with dual target E3 ligase ligands can be designed and synthesized, even if the E3 ligase at one 
end is inactivated, the corresponding E3 ligase at the other end can still play a role. 
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1. E3 泛素连接酶配体 

1.1. 泛素化系统 

泛素–蛋白酶体系统(UPS)广泛存在于真核细胞中，用于降解蛋白质[1]。由于降解蛋白质必须严格管

控，该系统依赖于泛素标记。泛素是一种一种高度进化保守的多肽，蛋白质一旦被泛素标记，便会启动

泛素化程序，激活一系列称为 E1、E2、E3 的泛素酶，将该蛋白质泛素化并降解[2]。 

1.2. E3 泛素连接酶在细胞中广泛分布 

UPS 由蛋白酶体通过酶级联反应[3]。第一步是 E1 酶消耗 ATP 结合并激活泛素，紧接着 E2 酶结合

形成 E2 泛素复合物，最后 E3 酶介导泛素通过 E2 酶转移到目标蛋白。关于泛素化程序以及 E1、E2、E3
酶，研究已经进行了几十年[4]，总共发现了超过了 600 种 E3 泛素连接酶，但是只发现 40 种左右 E2 泛

素结合酶和 2 种 E1 泛素激活酶[5]。显而易见，E3 酶的数量过于不平衡。E3 泛素连接酶的多样性使得

其可选择的范围极大，但是 E3 泛素连接酶的配体开发却有困难，这主要是因为 E3 泛素连接酶基本都

不具有常规的小分子结合位点，因此只有极少数的 E3 泛素连接酶配体得到应用，这是研究中亟需克

服的难点。 

1.3. 常见的 E3 泛素连接酶配体 

虽然目前已经发现了超过 600 种 E3 泛素连接酶，但是只有 CRBN (Cereblon)、MDM2 (Mouse Dou-
bleminute 2 homolog)、VHL (Von-Hippel-Lindau)、DCAF (DDB1 and CUL4 Associated Factor)家族、IAP 
(Inhibitor of Apoptosis Proteins)等得到充分研究[6]。 

(1) CRBN 配体 
在研究沙利度胺致畸机理的过程中，意外发现沙利度胺作为一种免疫调节酰亚胺药物(IMiD)十分有

前途。2011 年，Ito [7]等人的研究才证明了沙利度胺其实是一类 CRBN 的配体，随后 Zhu [8]等人证明了

泊马度胺和来那度胺也是靶向 CRBN 的。沙利度胺由邻苯二甲酰亚胺和戊二酰胺两个部分组成，其衍生

物也具有类似的结构。 
随着结合机理与构效关系认知的不断深入，研究人员不满足于将 CRBN 配体的结构局限于沙利度胺

衍生物。正如上文提及的，真正与 CRBN 结合的是沙利度胺衍生物中的戊二酰胺基团，且改变沙利度胺

的邻苯二甲酰亚胺部分并不会有明显的不利影响，在此认知基础上，Hwang [9]等人将沙利度胺的邻苯二
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甲酰亚胺部分改变为氨基苯并三氮嗪，开发了新型的 CRBN 配体，其对 IKZF1 与 IKZF3 的降解效率比

泊马度胺更高。 
(2) DCAF 配体 
抗菌、抗真菌、抗病毒和抗癌等领域，磺胺类衍生物一直因为其优良的活性受到关注，Nijhawan [10]

等人发现 Indisulam (一种磺胺衍生物)以及 E7820 和 CQS 能够作为 DCAF15 配体。同样是 DACF 家族的

DCAF16，Zhang [11]等人在试图开发新的亲电 E3 泛素连接酶配体时，在筛选过程中发现具有氯乙酰胺

或丙烯酰胺片段的结构表现出降解效果。经过一系列实验证明这类结构靶向 DCAF16 这种缺乏研究的核

定位 E3 泛素连接酶。 
值得注意的是，发现的这几种 DCAF16 配体与包括 CRBN 配体在内的其他配体不同，是通过共价作

用于靶标结合，而非氢键与分子间作用力。这不仅丰富了 E3 泛素连接酶的多样性，也拓宽了 E3 泛素连

接酶配体的开发思路。Cravatt [12]等人采用相同的开发思路，鉴定了一种 DCAF11 的配体。 
(3) VHL 配体 
VHL 同样是一种被充分研究的 E3 泛素连接酶，有相当多种类的配体。Buckley [13]等人鉴定并先后

优化产生了多种 VHL 配体的结构，其中包含多种亲和能力较强的配体。Zoppi [14]等人更是提出了一种

指导性的 VHL 配体结构优化方向，他们发现增加 VHL 配体的脂溶性不仅能提高对 VHL 的结合能力，

还能提高细胞通透性。在此方向下，他们开发了新的 VHL 配体。 
之后，在对 VHL 配体的研究中，Lucas [15]等人针对 VHL 进行了一项基于片段的筛选，发现了三个

之前从未发现的有结合潜力的小分子片段，更振奋人心的是，三个片段都靶向之前未知的结合位点。这

项研究的成功说明了将包括差示扫描荧光法(DSF)在内的高通量生物物理方法以及包括核磁共振技术

(NMR)在内的高灵敏度生物物理方法与 X 射线晶体学相结合是一种发现重要药物靶点的新配体的重要途

径。 

2. PROTAC (蛋白水解靶向嵌合体) 

2.1. PROTAC 的基本原理 

PROTAC 即蛋白水解靶向嵌合体，是一种靶向蛋白降解领域中的明星技术。PROTACs 是一类异双

功能分子，结构中含有靶标蛋白(POI)配体、连接子(linker)、E3 泛素连接酶配体[16]。PROTACs 可以同

时特异性募集靶标蛋白与 E3 泛素连接酶，形成稳定的三元复合物(图 1)，促进靶标蛋白进行泛素化进而

降解靶标蛋白[17]。 
 

 
Figure 1. Schematic diagram of ternary composite 
图 1. 三元复合物示意图 
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PROTAC 甚至可以作用于传统概念中“不可成药”的蛋白质。没有结合口袋或口袋太浅的蛋白被视

为“不可成药”的，但随着 PROTAC 研究的推进，已经有多种“不可成药”靶标被攻克。同时，大型的

多蛋白复合物也被视为“不可成药”，因为仅仅抑制其中一个亚基并不能完全抑制复合物的功能，而同

时针对复合物的大多数部分具有较大的实践困难。但这对于 PROTAC 来说完全不是问题——一旦其中

一个易配体的亚基被 PROTACs 募集，则多个复合物成员将被泛素化，从而有效降解大型多蛋白复合

物[18]。 

2.2. PROTAC 的结构特征 

前文已提及，PROTAC 分子有三大组成部分：靶标蛋白配体、连接子、E3 泛素连接酶配体，这种模

块化的结构为药物设计带来极大的便利。PROTAC 得益于其模块化的设计，开发过程对三个组成部分进

行排列组合，这使得 PROTAC 分子设计的灵活性极大提升。通过更换 PROTACs 的某一个“组件”，则

有可能达到不同的效果，这里的效果不仅指降解能力，还包括代谢活性、细胞毒性等一系列药物生化性

质。针对 PROTAC 的“组件”，PROTAC 的研究则出现两个重点方向，即靶标蛋白配体与 E3 泛素连接

酶配体的开发。 

2.3. PROTAC 的研究现状 

自从 PROTAC 的概念和原理在 2001 问世[19]以来，对 PROTAC 的研究不断深入。从最初的主要针

对激素受体的研究[20]，到进入二期临床的 Arvinas Therapeutics 开发的 NCT04072952 和 NCT03888612。 
第一代的 PROTAC 由于缺乏小分子 E3 泛素连接酶配体，大多基于大肽基序[19]，但这也使得这些

早期的 PROTACs 具有较差的细胞通透性，这极大地限制了其应用[21]。之后，几种小分子的 E3 连接酶

配体的问世改变了这一情况，使用 MDM2 (Mouse Doubleminute 2 homolog)配体 Nutlin-3 构建的 PROTACs 
[22]标志着 PROTAC 进入“小分子”时代。使用 CRBN (Cereblon)配体沙利度胺及其衍生物来那度胺和泊

马度胺构建的 PROTACs 凭借更高的活性成为了新一代的风向标，CRBN 一跃成为应用最广的 E3 泛素连

接酶。 
在 PROTAC 的应用中，最常见的是 CRBN 与 VHL (Von-Hippel-Lindau)两种 E3 泛素连接酶的配体，

同时也只有一些基于 CRBN 配体的 PROTACs 和仅一种基于 VHL 配体的 PROTACs 进入临床阶段。主要

原因就是这两种 E3 泛素连接酶在人体中广泛分布，应用前景最大。然而，出于多样性的考虑，开发多种

E3 泛素连接酶的配体显然是有必要的。Crews [23]等人在 2015 年基于沙利度胺衍生物开发出了靶向含溴

结构域蛋白 4 (BRD4)的 PROTACs (图 2(A))。将靶向BRD4的 JQ1与沙利度胺衍生物偶联制备的 dBET1，
无论在体内还是体内都对急性髓系白血病(AML)表现出良好的疗效，是第一个进入临床阶段的 PROTACs，
也是基于 CRBN 的 PROTAC 的代表，更是目前 PROTAC 研究中最前端。里程碑式的第一个小分子

PROTACs (图 2(B))则是基于 MDM2 [22]，该配体在当时是已知的。而后 Sheng [24]等人基于同样的 MDM2
配体 Nutlin-3 构建了其他几种 PROTACs，具有更高的抑制活性。基于 VHL 的 PROTAC 则是除了 CRBN
外唯一进入临床阶段的 PROTAC，针对其的研究同样完善。如 Buckley [13]等人在鉴定的多种 VHL 配体

中分别选取先后两次研究中表现最好的配体组装 PROTAC，表达出了良好的降解活性。Wang [25]等人在

之后的研究中优化了该课题组之前鉴定的并配体组成了 PROTAC (图 2(C))，合成的 PROTACs 在包括

VCaP、LNCaP、22Rv1 等常见前列腺癌细胞系中产生了十分喜人的药效。Wang [26]等人在进一步的研究

中，采用了弱结合的VHL配体组装出了与其他强结合的VHL配体PROTACs相比具有高疗效的PROTACs 
(图 2(D))，这项研究证明了一些弱结合的 E3 泛素连接酶配体组装的 PROTACs 也能够诱导靶标蛋白形成

三元复合物。 
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Figure 2. Some representative PROTAC structures 
图 2. 一些具有代表性的 PROTAC 结构 

3. 肿瘤对 PROTAC 的耐药性 

3.1. 肿瘤耐药性对 PROTAC 治疗的影响 

众所周知，攻克癌症是人类在医疗领域的至高理想之一。随着人们对肿瘤学的认知不断增加，开发

了众多抗肿瘤药物。但是肿瘤耐药性仍然是最大的难题之一[27]。肿瘤细胞会突变获得新的功能以对抗药

物的治疗[28]，而这使得原先有效的药物失去作用。在初期的疗程中，耐药性的产生不明显，随着治疗的

持续，耐药性带来的不良影响越来越显著，最终严重干扰药物的治疗。 
PROTAC 独特的机理使得它在对抗因靶标蛋白过表达、点突变、靶标蛋白支架功能改变而产生的耐

药性尤为有效。事实上，也的确有许多证明 PROTAC 可以一定程度上规避肿瘤耐药性的研究。例如 Zhang 
[29]等人开发的一种基于步加替尼的 PROTAC 可以选择性地灭活非小细胞肺癌(NSCLC)持续治疗过程产

生的突变型肿瘤细胞，说明 PROTAC 治疗过程中触发肿瘤耐药性突变的概率要比常规药物小得多。 
可惜的是，随着研究的深入，研究人员也发现了 PROTAC 治疗过程中发生耐药性突变的风险，治疗
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过程中甚至还可能产生 MDR (Multiple Drug Resistant，多重耐药性)，即包括肿瘤细胞在内的病原体对多

种不同类型的药物产生耐药性[30]。例如 Zhang [31]等人在持续暴露在 VHL 的 PROTACs 或 CRBN 的

PROTACs 的人卵巢癌可传代细胞系 OVCAR8 中提取到了耐药克隆。VHL 的 PROTACs 或 CRBN 的

PROTACs 对于这些耐药克隆的 IC50增加了超过 40 倍。 

3.2. PROTAC 治疗肿瘤中耐药性产生的原理 

想要规避肿瘤的耐药性，则必须了解 PROTAC 治疗肿瘤中耐药性产生的原理。已有研究证明，产生

PROTAC 耐药性的肿瘤细胞中的靶标蛋白表达水平只有些微降低(研究采用的是靶向 BET 溴结构域的

BET-PROTAC)，这种变化过于微小以至于可以排除其成为产生耐药性原因的可能性[32]。现有的数据表

明，有大约三分之一的患者接受泊马度胺治疗后产生了 CRBN 突变[33]-[35]。既然泊马度胺等 iMID 持续

治疗会引起 CRBN 突变，那采用 iMID 作为 CRBN 配体的 PROTAC 同样会引起 CRBN 突变进而使得肿

瘤细胞产生耐药性。Zhang [31]等人发现，在对 CRBN 配体的 PROTAC 产生耐药性的肿瘤细胞中存在

CRBN 缺失。Zhang 等人在研究中发现敲低 CUL2 或 CRBN 使 LNCaP 细胞产生耐药性，这表明对基于

VHL 或 CRBN 的 PROTAC 的耐药性产生是由于相应 E3 泛素连接酶的基因改变。除此对 PROTAC 产生

耐药性的肿瘤细胞内，蛋白酶体与泛素系统仍保持运作[31]。经过 Zhang 等人的研究，已经确定的是基于

CRBN 和 VHL 的 PROTAC 之间的耐药性原理是不同的。对基于 CRBN 的 BET-PROTAC 的耐药性是由

基因突变缺失导致 CRBN 基因丢失引起的，这引发了 CRBN 这一 E3 泛素连接酶本身缺失。对基于 VHL
的 BET-PROTAC 的耐药性是由 CUL2 基因组的多个基因组改变导致的 CUL2 丢失引起的，CUL2 是 VHL
的一个重要结合域，VHL 的配体大多在此位点结合。 

基于 CRBN 和 VHL 的 PROTAC 之间的耐药性原理不同，这可能是由于肿瘤细胞对不同的 E3 泛素

连接酶的依赖性不同。例如 VHL 虽然能够发挥抑癌基因的作用[36]，但是近千种细胞系中都发现其对肿

瘤的生长增殖是必需的[37]。而 CRBN 的缺失对肿瘤的生长增殖却无影响，Mayor-Ruiz [38]等人的研究已

证实 CRBN 敲除并不会对人慢性粒细胞白血病细胞 KBM-7 产生不利影响。这说明了不同的 E3 泛素连接

酶配体需要不同的耐药性突变才能够应对。 

3.3. PROTAC 治疗中规避耐药性的方法 

在肿瘤的靶向药物治疗中，常规的规避耐药性的方法有很多，若粗略概括则可以分为开发低耐药敏

感药物、联合用药、开发多靶点药物等[39]。开发新的低耐药敏感药物如 EGFR 抑制剂从第一代的吉非替

尼到第三代的奥希替尼，目前也已经在研究第四代药物。然而尽管开发了新的药物，也可规避旧药物产

生的耐药性，但新的药物也可能出现新的耐药机制。还是以 EGFR 抑制剂举例，第一代的吉非替尼因

T790M 耐药突变使其在约 50%的患者中失效[40]，而第三代的奥希替尼虽然几乎完全克服了 T790M 耐药

突变，但用药过程中产生了 C797S 耐药突变[41]。新的药物要面对新的挑战，并且开发新药物的过程冗

长，不能说这是一种高效的方法。联合用药是目前最广泛使用的规避耐药性方式，已被应用于多种抗癌

领域[42]。对于肿瘤单一耐药性多种药物联合治疗被认为是有前景的[43]。例如 MET 和 PD-L1 联合阻断

可以提高对胰腺癌的治疗效果[44]但是联合用药也会带来新的问题，如药物相互作用(DDI)、不可预测的

药代动力学(PK)、不良脱靶效应和患者依从性差等。难以预测这一点极大地限制了联合用药的效果。多

靶点药物也是应用非常广泛的规避耐药性方法[45] [46]。应用双靶或者多靶药物能够提高疗效、规避耐药

性、克服复杂致病机制、减少副作用等[47]-[49]。总体来看，多靶点药物的作用更容易预测，且该方案能

很好地与 PROTAC 结合[50]-[52]。 
双靶 PROTAC 有两种主要类型：二价双 PROTAC 与三价双 PROTAC [53]。前者指 PROTAC 的结构
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仍是三个部分，后者指 PROTAC 一端有两个靶标蛋白配体的“Y”型结构。双靶 PROTAC 能够显著扩大

PROTAC 的应用范围，为治疗带来实际的益处[53]。Chen [54]等人开发了一种能够同时降解 CDK2 与

CDK9的二价双 PROTAC。Xiao [55]等人开发了一种能够同时降解HDAC3与HDAC8的二价双 PROTAC。
Zhou [56]等人开发了一种能够同时降解 BCL-2 与 BCL-xL 的二价双 PROTAC。以上几种研究，以及更多

同类型的二价双 PROTAC，是通过优化靶标蛋白配体，使其能靶向结合两种或多种靶标蛋白来实现多靶

效果的。三价或更多价的 PROTAC 理论上可以达到更好的降解效果[57] [58]，Zheng [51]等人在 2021 年

首次提出此概念，使用 EGFR 抑制剂吉非替尼和 PARP 抑制剂奥拉帕尼合成了一种三价双 PROTAC，采

用了“Y”型的连接子。三价双 PROTAC 表现出更好的疗效，为制备新型 PROTAC 注入了新的活力。此

外，Chen [59]等人采用铜催化叠氮化物–炔烃环加成(CuAAC)将两种 PROTAC 的连接子固定在一起，突

破了“Y”型的结构，合成出了降解效果更强的“X”型四价双 PROTAC，并且由于其采用了点击化学的

方法，可以模块化地快速产出更多的双 PROTAC。 

3.4. 双靶 E3 连接酶配体的意义 

尽管多靶 PROTAC 大多表现出更好的药效和降解活性，在规避肿瘤耐药性这一方面并没有表现出明

显的效果。因为如上文所介绍，肿瘤对 PROTAC 的耐药性主要是通过 E3 泛素连接酶结构突变产生的，

而目前的多靶 PROTAC 并未优化 E3 泛素连接酶配体这一端，仍对 E3 泛素连接酶的稳定性具有较高依

赖。 
 

 
Figure 3. Schematic diagram of the process of tumor drug resistance 
图 3. 肿瘤耐药性作用过程示意图 
 
如图 3(A)所示，肿瘤细胞产生耐药性突变后，E3 泛素连接酶无法正常被 PROTAC 分子募集，从而

导致 PROTAC 失去作用。而多靶 PROTAC 尽管可能有着常态更高的降解效率，但一旦肿瘤细胞产生耐

药性突变，E3 泛素连接酶结构变化，整个 PROTAC 分子依旧无法发挥作用(图 3(B))。这就是目前多靶

PROTAC 将研究重点放在了靶标蛋白配体一端的缺陷。而如果能够设计一种双靶 E3 泛素连接酶配体的

PROTAC，则可以预见能够极大降低对肿瘤耐药突变的敏感性。Zhang [31]等人的研究也表明：对 CRBN

E3 Ligase Ligand

POI Warhead

E3 Ligase

POI

A B C
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的 PROTACs 产生耐药性的肿瘤细胞对于 VHL 的 PROTACs 仍具备敏感性，反之亦然。这是由于肿瘤的

耐药突变对于不同的 E3 泛素连接酶是不同的，哪怕其中一端的 E3 连接酶失活，另一端对应的 E3 连接

酶仍能发挥作用(图 3(C))。为了达到理想的结果，我们需要一种能够结合两种 E3 泛素连接酶且不能同时

结合两种 E3 泛素连接酶的双靶 E3 泛素连接酶配体。上文提及的二价双 PROTAC 中的靶标蛋白配体是

通过广泛的筛选和精细的优化，最后鉴定出能够同时结合两种靶标蛋白的靶标蛋白配体。这样的方案固

然有其优点，比如分子量相对小，但是弊端也十分明显——一般情况下只能针对两种结构相近或者结合

域相似的靶标蛋白，并且对于大通量筛选的依赖性过强。目前对于这种方案的研究，暂时没有足够简洁

的理性设计思路，这使得每一种双靶配体的诞生都难以复制。 
相对而言三价双 PROTAC“Y”型结构的设计思路更有操作上的借鉴意义。可惜的是，目前的大部

分三价双 PROTAC 正是由于其分子量过大，使得它的细胞透过性与药代动力学性质不尽如人意，这也是

目前限制三价双 PROTAC 应用的最大因素[60]。不过我们可以发现，从 Zheng [51]等人设计的第一个“Y”

型双 PROTAC，到 Chen [59]等人设计的“X”型双 PROTAC，都是针对连接子来设计的“Y”或“X”，

这也直接导致了分子量过大。为了解决这个问题，我们需要采用药效团融合和叠加的方案，将两个配体

设计融合成单个分子，或是通过骨架转变的方案直接构建双靶配体[61] [62]。并且幸运的是，随着对 E3
泛素连接酶配体的研究不断推进，目前我们对许多 E3 泛素连接酶配体的结合有效基团有了更多更清晰

的认知，也有许多分子量较小的 E3 泛素连接酶配体可供我们选择，这为设计一种结构紧凑、分子量小的

双靶 E3 泛素连接酶配体打下了理论基础。 

4. 总结与展望 

对 PROTAC 的研究不断推进，但对于规避肿瘤细胞的耐药性仍较为空白。目前常用的联合用药策略

带来了诸多问题。相较之下，双靶药物则具有巨大前景。但是，目前已有研究的双靶药物并不适用于

PROTAC 的应用，或是减少耐药性的效果不尽如人意。常规 PROTAC 通过与 E3 连接酶形成三元复合物

来诱导所选目标蛋白(POI)的泛素化。而肿瘤的耐药性突变针对的正是 E3 连接酶配体这一部分，通过突

变失活细胞内的 E3 连接酶，导致 PROTAC 失效，目前的能够降解多个靶标蛋白的双靶 PROTAC 尽管可

能具有更好的降解活性，但一旦肿瘤细胞发生耐药性突变，整体的双靶 PROTAC 也会失去作用。因此我

们需要设计合成双靶 E3 连接酶配体的 PROTAC。 
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