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细胞穿膜肽在肿瘤靶向治疗及疾病诊断中的应用
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摘 要 : 近年来细胞穿膜肽（Cell-penetrating peptides，CPP）在生物医药领域广泛应用，它为生物分

子的胞内递送提供了有效的策略。关注 CPP 在肿瘤治疗及疾病诊断中的作用，并重点介绍其在肿瘤

靶向治疗和医学影像诊断中的应用及优势。同时，根据 CPP 在药物传递系统中的特点，改进 CPP 存

在的不足，扩大其联合用药的可能性，这也成为 CPP 研究的热点。对 CPP 及其在肿瘤等疾病的诊断

及治疗中的应用作一综述，并简述其优化及改进策略，以期促进 CPP 在临床中的应用。
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Abstract: In recent years, cell-penetrating peptides (CPP) have provided an effective strategy for intracellular
delivery of biomolecules in the biomedical field. This article focuses on the application of CPP in cancer
treatment and disease diagnosis, mainly on its roles and advantages in tumor targeted therapy and medical
imaging diagnosis. Meanwhile, according to the characteristics of CPP in drug delivery system, the deficiency of
CPP should be improved to expand the possibility of combined drug utility, which has become the research
hotspot. We review CPP and its applications, then describes some optimized and improved methods to expand the
clinical application of CPP.
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1 引言

细胞穿透肽 (Cell-penetrating peptide

s，CPP) 也被称为靶向多肽、蛋白质转导

结构域、特洛伊木马肽等。它是一大类短

氨基酸序列 (5-30 个残基)，能够穿过生物

膜并传递多种化合物至细胞内，包括小分

子，核酸，蛋白质，病毒，成像剂和药物

等[1, 2]。

1988 年，两个研究小组独立发现了第
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一个能够跨越细胞膜的蛋白质[3,4]。他们观

察到人类免疫缺陷病毒-1 (HIV-1) 反式激

活蛋白 (Tat) 能够进入培养的细胞，易位

至细胞核并反式激活病毒基因表达。研究

发现[5]Tat 蛋白的α螺旋结构域主要由碱性

氨基酸组成，它是细胞内化和细胞核易位

的主要决定因素。Tat 十二肽 GRKKRRQR

RRPQ 已被证明是最小的功能分子，许多

CPP 从这个原始序列当中衍生出来[6]。199

1 年，由果蝇触角基因编码的同源结构域

显示其可以穿过神经元膜，移位到细胞核

并导致神经元形态分化[7]。触角蛋白同源

域第三螺旋的 16 个氨基酸所组成的多肽

(RQIKIWFQNRRMKWKK) 被人们定义

为穿孔素肽，这种多肽能够以不依赖能量

的方式有效地穿过细胞膜[8]。

在近 30 年的时间里，CPP 被广泛地用

于基础研究和临床前期研究，用于治疗感

染，炎症，神经退行性疾病和癌症等多种

疾病 [9]。然而，由于质膜的渗透性有限，

递送效率低以及对靶肿瘤细胞的特异性差

等缺陷，临床试验中只对一部分 CPP 的效

果进行了评估。目前已经使用不同的实验

方法来生产能够特异性地到达癌细胞并将

对应的抗癌药物递送到细胞内的活性分

子。因为多肽是非免疫原性分子，通常不

具有细胞毒性，在生理条件下较为稳定，

并且能够有效快速递送许多运载物到细胞

中，例如蛋白质，其他肽或核酸[10]，所以

基于多肽的合成策略相比于其他递送系统

有很大的优越性。

2 CPP 的分类

目前有超过 100 种 CPP 存在 (表 1)，

他们的序列存在着巨大的变化。我们可以

将这些 CPP 通过不同的方法分类，例如起

源、功能、序列、摄入机制和在生物医学

中的应用等。根据其物理化学性质的不同，

CPP 可以分为三大类：阳离子 CPP、疏水

性 CPP 和两性 CPP。

2.1 阳离子 CPP

常用的阳离子 CPP 含有丰富的正电

荷，它们来源于精氨酸 (Arg) 和赖氨酸

(Lys) 的基本短链，两者在介导各种治疗

性药物的内化方面起着至关重要的作用。

使用最广泛的两种阳离子CPP是 TAT介导

的多肽例如 Antennapedia 同源域衍生肽和

包 含 九 个 精 氨 酸 的 寡 聚 精 氨 酸 多 肽

Polyariginines[11,12]。

表 1： 常用细胞穿膜肽

Table 1 Commonly used cell transmembrane peptide
CPP Amino acid sequence

Polyariginines RRRRRRRRR(R9)
Tat49-57 RKKRRQRRR
Penetratin(Antennapedia) RQIKIWFQNRRMKWKK
Pep-1 KETWWETWWTEWSQPKKKRKV
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2.2 疏水 CPP

第二类的 CPP 属疏水性肽，主要含有

非极性残基。这些 CPP拥有疏水性氨基酸，

疏水性氨基酸在维持低电荷和帮助细胞摄

取多肽等方面起着重要的作用。疏水的

CPP 包含一些信号序列，这些序列来自于

卡波成纤维细胞生长因子 (K-FGF) [13]和

成纤维细胞生长因子-12 (FGF-12) [14]。

2.3 两性 CPP

最后一类含极性和非极性氨基酸区域

的双亲肽，包括多抗原肽 (MAP)[15]，整合

素受体靶向肽 Arg-Gly-Asp (RGD)[16]和单

纯疱疹病毒蛋白 VP22。这些肽都表现出能

够在细胞间转运的特性，并且他们主要聚

集在细胞核中[17]。蛋白质转导领域的天然

蛋白的筛选也在进行中[18]。据报道，有几

种 CPPs 能与生物分子形成非共价复合物，

并改善其在哺乳动物细胞中的传递。例如

将 HIV-1 gp41 蛋白的疏水融合结构域与

SV40 大 T 抗原 (KKKRKV) 的核定位信

号 连 接 可 以 产 生 两 性 CPP MPG

(GALFLGFL-GAAGSTMGAWSQPKKKR
KV) 和 Pep-1

(KETWWETWWTEWSQPKKKRKV) ，

MPG 和 Pep-1 通过非共价静电和疏水相互

作用与各自的运载物 (寡核苷酸或蛋白质

/肽) 形成稳定的复合物，帮助 CPP 定位

[19]。

3 CPP 的摄入机制

虽然对于 CPP的细胞摄取机制尚未完

全了解，但根据CPP的物理化学性质不同，

我们推测 CPP进入细胞可能会存在几种独

立的机制或者是这些机制共同起作用。同

时，细胞对 CPP 的摄取也取决于运载物的

类型、大小和电荷。这些分子会产生不同

的累积和应用效率[20]。目前普遍接受的细

胞摄取的主要机制包括内吞作用介导的途

径，反胶束模型和类地毯机制。

3.1 内吞介导

内吞作用机制为大多数 CPP提供了主

要的细胞摄取途径。该过程大体包含两个

步骤，即内吞入胞和内体逃逸。但内吞入

胞实际上可能涉及若干途径，包括了网格

蛋白介导的胞吞作用[21]，不依赖网格蛋白

的内吞作用 (如通过脂筏或细胞膜腔内膜

的内吞作用) 和微细胞增多等方式[22,23]。

3.2 反胶束模型

有研究者提出反胶束模型来解释 CPP

穿膜蛋白家族易位[24]。穿膜蛋白 CPP 是富

含赖氨酸和精氨酸的多肽，可以在低温下

穿过细胞膜，这表明了该过程不需要能量

的参与。此外，穿膜肽 CPP 的细胞摄取与

任何膜受体无关。反胶束模型认为,带正电

的残基 (精氨酸和赖氨酸) 最开始与细胞

膜上带负电的磷脂结合[25]，因此能够与膜

融合，形成了含有 CPP 的口袋状胶束。接

着，CPP 穿过该胶束内的细胞膜朝向细胞

质一侧。当这些胶束穿过膜后，它们便发

生反转，释放 CPP和它的运载物进入细胞。

3.3 类地毯机制

类地毯的机制最初是用来描述蛙皮抗

菌肽的渗透现象，也可以解释高浓度 CPP

对细胞的毒害[26]。这些多肽具有穿透微生

物的细胞膜并导致细胞溶解的能力。根据

类地毯模型，这些裂解肽带正电荷的结构
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域最初与细胞表面上的带负电的磷脂结

合，以类似于地毯的方式覆盖细胞膜。当

这些肽在膜的特定区域达到一定浓度时，

膜变得局部不稳定，形成孔洞，因此 CPP

和它们的运载物能够通过细胞[27]。

4 CPP 在肿瘤治疗及疾病诊断中的

应用

癌症是造成人类死亡的主要原因，其

中化疗是最常见的治疗方法[28]。但是化疗

存在着许多缺点，主要包括：药物难以进

入肿瘤组织、高剂量使用药物或长期治疗

而产生了耐药性、以及剂量依赖等副作用。

药物难以渗透肿瘤组织主要是因为肿瘤细

胞上致密的结缔组织基质阻碍分子进入

(比如胰腺癌 ) 以及由异常的血液和淋巴

管引起的高间质压力的存在。CPP 可通过

促进癌细胞的外渗和药物渗透进入肿瘤细

胞来促进药物递送，且能够不影响其他正

常组织。因为某些治疗性抗体或肽能特异

性识别肿瘤细胞靶分子，这种治疗策略可

以将一定量的抑癌药物富集到肿瘤组织

中。因此，当药物在肿瘤部位定位并优先

累积时，药物对于肿瘤的杀伤活性大大增

加并且对健康组织的毒性有所降低[29]。内

源性刺激如激活特定酶可增强细胞特异

性。外部刺激如轻度热可以促进运载物运

输并增加 CPP 递送药物的积累。

4.1 CPP 与生物活性分子的递送

蛋白质，核酸或其他小分子物质都能

够调节细胞功能并产生治疗效果。然而因

为细胞选择渗透性的特点，相较于体外实

验，这些分子在体内表现出的活性则明显

较弱。通常，这是由它们分子量较大或阴

离子富集造成的。因此，可以利用 CPP 促

使这些药剂转移穿过细胞膜，直达病灶发

挥作用。

4.1.1 小分子递送

CPP 最重要的功能之一是它们能够将

多种化合物递送到胞质溶胶中并保持生物

学活性。许多具有化疗效应的小分子，如

紫杉醇[30]，环孢菌素 A [31]和甲氨蝶呤[32]，

当与CPP结合时，仍能显示出应有的活性。

值得注意的是，尽管 CPP-药物偶联物在体

外纯化的生物化学系统中可能表现出低活

性，但细胞的高效摄取可以弥补这种不足。

已有研究证明，尽管 CPP-甲氨蝶呤偶联物

的效力与单独的药物相比损失 20 倍，但它

仍然是抗甲氨蝶呤细胞系的高效细胞毒素

[32]。因为 CPP 偶联物可以有效地增加生物

活性小分子进入细胞的水平，进一步抵消

其药物活性降低的不足。

4.1.2 肽和蛋白质递送

细胞往往会限制生物活性大分子的富

集。然而，利用 CPP 作为分子转运蛋白可

以允许这些分子在细胞内以足够的水平递

送，从而产生生物学效应。有研究揭示了

CPP 引起转录因子活性改变的机制，该机

制涉及了 STAT-6 肽抑制剂。STAT-6 能结

合磷酸化的蛋白质以防止其二聚化并抑制

活性[33]。为了实现在细胞内的递送，抑制

肽与 HIV-Tat 衍生的 PTD4 CPP 缀合。缀

合物的内化发挥显著的负面作用，并且当

缀合物被递送至小鼠的上呼吸道时，它能

减弱卵清蛋白诱导的炎症反应和粘液产

生。这表明 STAT-6 活性与过敏性疾病有关

[34]，STAT-6 抑制肽有望成为新型过敏性鼻

炎和哮喘治疗方法。
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CPP 介导免疫应答调节的一个例子是

克服细菌败血症。脓毒症是由于淋巴细胞

和树突细胞的凋亡丧失造成的，能抑制免

疫并最终导致死亡[35,36]。由于抑制细胞凋

亡的疗法已被证明可以提高生存率 [37]，

CPP 可以通过递送抗凋亡蛋白来治疗脓毒

症 [38]。将 Bcl-xL 及其 BH4 结构域与 Tat

缀合，并在患有脓毒症诱导的淋巴细胞凋

亡的小鼠中使用这些缀合物。研究发现施

用缀合物的小鼠体内脓毒症诱导的淋巴细

胞凋亡率明显下调。这项工作是首次利用

CPP 传递抗凋亡蛋白来对抗败血症诱导的

细胞凋亡。该系统的效力表明它是一种非

常有效的方法，可以减少脓毒症后免疫系

统的消耗并提高生存率。

4.1.3 核酸和 siRNA 递送

核酸等阴离子生物分子的递送非常具

有挑战性。无任何辅助手段的核酸摄取仅

在非常低的水平下发生，并且这些分子的

载体辅助递送通常会导致内体陷入或由核

酸酶引起的降解[39,40]。两种方法已被广泛

采用来规避这些障碍：工程内体逃逸[41]，

以 及 利 用 中 性 核 酸 类 似 物 如 肽 核 酸

(PNA) [42]。后者是具有肽骨架的核碱基衍

生物，其结构导致电中性分子能够抵抗细

胞降解。尽管进行了这种修饰，PNA 仍保

留了天然核酸的互补碱基配对功能。

CPP 还有助于递送用于调节基因表达

的小干扰 RNA (siRNA) [43]。之前的报道重

点关注了使用 Tat 能有效地将 siRNA 递送

到细胞中进行基因沉默[44]。近期，有研究

发现一种新的 CPP，即“用于眼部递送的

肽”(POD)，能够将小分子输送到眼组织

中 [45]。POD 成功地将 siRNA 递送到人胚

胎视网膜细胞中，并观察到大于 50%基因

沉默效应。POD 还将质粒 DNA 递送至细

胞，实现大于 50%的转基因表达。此外，

将 POD-染料缀合物局部施用于小鼠的角

膜可实现运送分子有效分布到邻近的眼组

织中并提高细胞的摄取速度。这项工作证

明了CPP能增强核酸向眼组织递送的潜在

效用。然而，为了确定局部施用于角膜的

POD-核酸缀合物是否也能够实现眼组织

分布和加快细胞摄取速，科研工作者仍在

进一步的研究中。

4.2 CPP 在影像学中的应用

当前，使用 CPP 传递成像剂和生物传

感器是研究的焦点[46-48]。实现活体内部特

征和生理结构可视化对理解、诊断和治疗

疾病至关重要。例如，在手术过程中直接

观察患病组织并辨别患者的病前状态将对

医学产生深远影响。在生物医学研究中，

观察干细胞分化过程，或跟踪动物免疫细

胞动力学，有利于形成对这些生物过程的

基本了解。非侵入性的生物医学成像技术，

如荧光成像和磁共振成像 (MRI) 已经应

用于体内组织可视化。但是由于一些显像

剂的有效成分不能穿透细胞或组织，或者

细胞摄取不良、靶向不足以及荧光团缺乏

光稳定性等原因，CPP 已被考虑作为运载

工具使用。使之与成像显像标记结合，以

达到优化体内荧光成像的目的。

目前已经有多种稳定性更强，摄取水

平更高的荧光团-CPP 缀合物作为显像剂。

例如，用荧光素掺杂直径约 70nm 的单分

散二氧化硅颗粒，并加以 Tat 肽修饰后，

缀合物能够高效地穿过血脑屏障，进而标
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记大鼠体内神经元组织[47]。Tsien 及其同事

[49]报道了 CPP 应用于成像的另一个例子，

他们设计了荧光素肽发夹，该构建体由共

价连接聚阴离子片段的聚精氨酸肽组成，

由阳离子肽诱导的细胞的摄取过程被可切

割接头附着的一小段酸性残基所阻断。一

旦接头被蛋白酶切割，抑制效应就会被解

除，阳离子 CPP 可以自由地将其载体带入

细胞中。由于靶向的蛋白酶在癌细胞上过

表达，所以可将之用于选择性标记肿瘤。

目 前 ， 半 导 体 纳 米 晶 体 或 量 子 点

(QD) 的发展为分子荧光团提供了一种强

有力的替代方案，最终有可能在成像应用

中占据半壁江山。QD 的尺寸和成分导致

了电子的量子限制，因此这些材料能显示

出许多有利的光学特性[50]。尽管具有强发

光性，耐光漂白，发光寿命长，吸附范围

广，发射剖面窄等理想特性，量子点在生

物环境中并不总是稳定的。它几乎不能被

细胞摄取，因此阻碍了体内成像的稳定。

但是 CPP技术就能够较好地解决这一

难题，已经有研究表明，用 CPP 官能化

QD 可以改善生物相容性。例如，将 Tat

修饰的 CdS:Mn/ZnS 量子点注射至大鼠的

动脉中，几分钟内便能有效地标记脑组织

[47]。Tat-QD 不仅能穿过血脑屏障，而且用

手持灯就能实现可视化，这进一步说明了

该类型的显像剂在实现患病组织的可视化

方面有很大的潜力。其他 CPP 如 Pep-1 和

聚精氨酸[51,52]也能用于 QD 的细胞传递。

尽管已经实现非共价递送量子点，但这只

是针对 Pep-1 而言[46]，所有其他 CPP 似乎

都需要化学缀合以提高细胞摄取水平。

CPP 与 QD 的连接以多种方式进行：例如，

半胱氨酸和赖氨酸残基以共价键连接[47]，

肽与链霉亲和素包被的纳米粒子需要生物

素缀合[52-54]，或通过对纳米晶体内所含金

属有亲和力的多组氨酸肽接头[54]。

5 CPP 的改造与完善

CPP 是目前可以提供细胞内药物递送

的有效手段，然而它们不具有很强的细胞

类型特异性。考虑到 CPP 摄取的机制涉及

CPP 与膜脂质的强结合，大多数 CPP 将被

各种细胞内化。这种无处不在的内化，成

为了CPP选择性地将高活性药物递送至癌

细胞应用于临床的主要障碍[55]。

CPP 与归巢肽的缀合是一种增强 CPP

特异性递送药物至患病组织和细胞的策

略。这种方法将 CPP 的细胞穿透能力与归

巢肽的能力相结合，以识别特定的细胞类

型。归巢结构域与 CPP 缀合后，基于 CPP

的药物递送系统的特异性有所增加[56]。实

现药物选择性递送癌细胞的另一个常见策

略是靶向配体与 CPP 的缀合。例如，当与

Tat 衍生的 CPP 融合时，靶向在 30%乳腺

癌中过 表达的表皮生 长因子 ErbB2 的抗

Her-2/neu 肽模拟物成功降低了非特异性

摄取并提高了癌细胞特异性摄取的效率

[57]。许多研究也集中在将 CPP 与 RGD 肽，

叶酸或透明质酸等活性靶向配体偶联，这

些活性配体在肿瘤中都有表达，包括肿瘤

上皮细胞[58-60]。为了提高 CPP 的优势，同

时增强对细胞识别的特异性，仍需要进一

步的研究来开发和证明有效的体内策略。

尽管 CPP 有一些共同的特性，但 CPP

家族在质膜结合方式以及易位机制上有所

不同。结合和易位可能取决于细胞质膜的
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细胞外基质成分 （ECM） ，以及其脂质

和糖组分[61]。因此，特定的 CPP 可以优

先结合其膜组分有利于与该CPP相互作用

的细胞。例如，注入小鼠脑中的穿膜肽优

先结合神经元细胞表面上的α-2,8-聚唾液

酸，并在神经元中被选择性摄取[62]。在另

一项研究中，Lim 等[63]揭示了 CPP 与癌细

胞的特异性结合。抗癌肽 Bufforin IIb 的细

胞穿透基序通过与神经节苷脂特异性相互

作用，能够靶向定位癌细胞，随后利用脂

质介导的胞饮作用进行内化。这些实验结

果均表明了 CPP 在药物递送中的巨大潜

力，同时强调了对 CPP 将多种化学治疗剂

递送到体内靶细胞等方面进行研究的必要

性。

从改造 CPP 缀合物的角度来说，也可

以设计缀合物，采用可切割接头的结构，

如酸不稳定的腙键[64]、还原-可切割的二硫

键[65]、可被蛋白酶破坏的肽键等[66]影响运

载物在肿瘤部位的释放。然而，这种修饰

会导致运载物分子或 CPP的结构发生些许

变化，因此需要确认结构轻微改变不会显

著改变这些分子的生物活性。当肽作为

CPP 的运载物时，缀合过程就更简单，可

以通过基因工程技术将编码肽运载物的序

列插入 CPP 序列的 N 或 C 末端来产生复

合肽。Orzechowska 等 [67]就是通过这种技

术设计出了 TAT-BID 建构体，使癌细胞对

肿 瘤 坏 死 因 子 相 关 凋 亡 诱 导 配 体

(TRAIL) 更加敏感，最终导致凋亡。如果

运载物是一个基因，这个过程就更简单了。

考虑到大多数 CPP 包含阳离子氨基酸，可

以用简单的混合过程制备CPP与带负电的

核酸 (如质粒，miRNA 或 siRNA) 的复合

物。在 Wang 等人的研究中[68]，将 siRNA

沉默 polo 样激酶-1 (Plk-1) 与静电复合物

中的 R9 CPP 这两者的混合物分别在体外

和体内递送至 MDA-MB-231 乳腺癌细胞，

均能得到 Plk-1 的表达被干扰，并减缓肿

瘤生长的作用。

6 展望

近年来，基因组学和蛋白质组学技术

的进步推进了药物有效识别不同疾病状态

的分子靶点[69]。实现药物能直接到达病灶

是药物成功开发的必要条件，因此药物分

子必须是细胞可渗透的。穿越质膜对一些

治疗剂来说是一种挑战，许多药物在体外

能表现出理想的活性，但是当进行体内实

验时其活性就大打折扣。因此，优化治疗

剂的细胞递送是首要问题。已经有多项研

究证明，CPP 可以通过改善细胞摄取来提

高几种治疗剂的功效，并且使用 CPP 作为

分子载体，优于其他递送载体，包括较低

的毒性和更明显的受控作用。CPP 成功地

促进了从小分子到大蛋白质或核酸的治疗

剂的细胞内转运，表明 CPP 介导的药物递

送具有较好的应用前景。未来我们应该建

立一个更加完整的体系，针对各种疾病和

环境对 CPP-治疗剂化合物做出相应的试

验和评估，将这种方法应用到更多的疾病

当中，为临床治疗提供新的思路。
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