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［摘要］　穿膜肽Ｔａｔ（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌａｃｔｉｖａｔｏｒｐｒｏｔｅｉｎ）是一种带正电荷的短肽，可以协助大分子物质进入哺乳动物细胞。最近

的研究表明，多种与Ｔａｔ融合的物质能够穿过细胞膜而且可以发挥其生物学功能。这项技术对结合物的大小没有严格的限

制，即使是原本无法使用的大分子物质也有可能用于治疗疾病。Ｔａｔ已经在肿瘤、糖尿病、免疫治疗等临床领域展现出很大的

研究价值，并且已经取得了不少新的进展，具有广泛的应用前景。
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　　蛋白转导域ＰＴＤ和穿膜肽ＣＰＰｓ系特指那些小于２０个

氨基酸、带正电荷的短肽，可以穿过大多数细胞膜。它们可

以将大分子运输入几乎所有的哺乳动物细胞，无需特殊的培

养环境，而且它们的重组蛋白也表现出穿膜活性。其中研究

较多的是１９８８年发现的 ＨＩＶ１的转录活化因子Ｔａｔ。

１　Ｔａｔ蛋白的简介

　　引起人类艾滋病的病毒ＨＩＶ１编码５种以上的蛋白质，

它们具有调控病毒生长的作用。编码Ｔａｔ的基因包含２个

外显子，分别编码７２和１４个氨基酸，是 ＨＩＶ１基因表达和

病毒复制的基础。另外，它也是感染早期发挥作用的蛋白，

能够反式激活特定病毒或者细胞基因的表达。Ｔａｔ蛋白具有

３个不同的结构域［１］：（１）酸性Ｎ末端，主要具有反式激活功

能；（２）ＤＮＡ结合区（第２２～３７位氨基酸），富含半胱氨酸，

带有一个锌指基元；（３）碱性区（第４８～６０位氨基酸），参与

核转运及蛋白对钙离子非依赖性细胞的附着作用。对其序

列的研究，已经确定了蛋白转导所必需的区域［２］，Ｔａｔ４９５７
（ＲＫＫＲＲＱＲＲＲ）是保持穿膜活性的最小片段，任意去除一

个精氨酸都会使其活性降低一半。在所有的蛋白转导域中，

Ｔａｔ是最大的热点，许多在细菌内合成的Ｔａｔ融合蛋白能进

入哺乳动物细胞而且仍能保持活性。此外，它还能协助４５

ｎｍ铁珠、λ噬菌体和脂质体进入细胞［３］。至于Ｔａｔ进入细胞

的确切机制的探讨，虽然有所进展，但还有待深入的研究。

２　Ｔａｔ蛋白的医学应用研究

２．１　细胞保护作用　Ａｐａｆ１是细胞色素Ｃ诱导的凋亡蛋白

酶激活因子，可以和前体ｃａｓｐａｓｅ９（天冬氨酸特异性半胱氨

酸蛋白酶）以及ｄＡＴＰ形成多蛋白的复合物，介导细胞凋亡。

将一种新的Ａｐａｆ１抑制剂与 Ｔａｔ结合后，可以有效地改善

线粒体介导的细胞程序性死亡［４］。这种抑制剂的体外实验

表现出良好的前景，是非常有效的 Ａｐａｆ１抑制剂，然而细胞

内运输和特异性的限制使它难以被用于人体，所以必须进行

结构修改，改善它的溶解度与膜透性。Ａｐａｆ１抑制蛋白与

Ｔａｔ连接后显示出更高的活性，当与整合蛋白接触后显示出

细胞质内的荧光扩散同时有细胞膜结合，最有可能的机制是

转移作用或者转导，但是同时也观察到一定的细胞毒性。

　　细胞凋亡是败血症中主要的病理机制，在细胞凋亡的信

号转导通路中，ＢｃｌｘＬ属于负控制信号，抑制细胞凋亡，它的

ＢＨ４ 结 构 域 也 具 有 抗 凋 亡 活 性。在 体 外 实 验 中，

ＴＡＴＢｃｌｘＬ和ＴＡＴＢＨ４融合蛋白可以保护人淋巴细胞不

受大肠杆菌诱导而凋亡；体内实验中能有效降低败血症模式

鼠的淋巴细胞凋亡率。Ｔａｔ结合的Ｂｃｌ２类似的多肽，可以

提供一种新的治疗方法，阻止败血症中的细胞凋亡并提高存

活率［５］。

２．２　肿瘤治疗　对于癌症分子水平上的研究，主要是为了

发现新的治疗策略和化合物，希望其特异性地作用于细胞恶

性转变的基因或者生物化学方面的靶点。基因治疗、抗体治

疗等已经用于治疗癌症，但小分子的化合物能够弥补上述方

法的不足。它们可以特异性地识别蛋白质的结构域，干扰酶

的功能或蛋白质的相互作用，从而达到治疗的目的。运用成

熟的筛选技术，可以方便地得到靶蛋白的配体，再利用 Ｔａｔ
的穿膜特性与其结合后即可以开展一系列实验。因此，Ｔａｔ
在肿瘤治疗方面具有良好的前景。

　　Ｔüｎｎｅｍａｎｎ等［６］将人肿瘤抑制基因ｐ２１ＷＡＦ／ＣＩＰ和鼠的

ＤＮＡ连接酶分别与Ｔａｔ结合后与Ｃ２Ｃ１２鼠肌原细胞混合培

养，可以观察到其对细胞周期的强烈抑制。同时还发现Ｔａｔ
转运蛋白和多肽的机制不同，Ｔａｔ结合蛋白通过细胞内吞进

入细胞内囊泡，然而结合Ｔａｔ的多肽通过膜电位依赖的方法
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快速进入细胞，并显示出很高的移动性。

　　最近一种治疗酸性实体瘤的新的药物靶向系统诞生了，

它是对ｐＨ值非常敏感的聚合物和 Ｔａｔ穿膜肽。这个靶向

系统由两部分组成：（１）一个聚合胶团，含多聚左旋乳酸

（ＰＬＬＡ）构成的疏水核心和与Ｔａｔ结合的聚乙二醇（ＰＥＧ）构

成的亲水外壳。（２）对ｐＨ值非常敏感的多聚异丁烯酰基磺

胺二甲氧嘧啶（ＰＳＤ）与ＰＥＧ的聚合物。胶粒中ＰＳＤ阴离子

与Ｔａｔ阳离子共同构成最终的运载体系，使他们可以保护胶

粒，并在酸性实体瘤的ｐＨ环境中暴露活性部位。这个药物

靶向系统能非常有效地识别ｐＨ值的细微不同并陷入细胞，

与胶粒结合的Ｔａｔ可以帮助它转移到细胞内甚至细胞核表

面。因此它在肿瘤治疗方面具有良好的前景，进一步的实验

仍在继续［７］。

　　恶性胶质瘤是最常见的脑部肿瘤，如不采取强有力的化

学疗法平均存活率少于１年。这类肿瘤的药物抗性使得烷

化剂（抗癌药物）无法使用，而破坏增殖细胞核抗原（ＰＣＮＡ）

的功能可以使细胞对烷化剂敏感。ＰＣＮＡ是相对分子质量

为３６０００的多肽，在ＤＮＡ转录与修复中具有重要作用，通

过协助众多蛋白质的折叠来调节它们的相互作用。运用一

种细胞周期蛋白依赖激酶的抑制剂ｐ２１ＷＡＦ１／ＣＩＰ１的模拟物，或

许可以成为使细胞致敏的新方法。Ｂａｋｅｒ等［８］将ｐ２１ＷＡＦ１／ＣＩＰ１

与Ｔａｔ４８６０连接并命名为 Ｔａｔ４８６０Ｐ１０，它包含与ＰＣＮＡ
相互作用的区域ＰＩＰＢｏｘ。实验表明，Ｔａｔ４８６０Ｐ１０对Ｕ２５１
和Ｕ３７３神经胶质瘤细胞系有非常明显的致敏作用。

　　ＥｒｂＢ２是癌症治疗的有效靶点，但由于其抗药性和不良

反应，用于ＥｒｂＢ２阳性乳腺癌的治疗效果不够理想。使用穿

膜肽的治疗具有良好的前景，因为被转运的物质能保持生物

学活性。将Ｔａｔ与抗 ＨＥＲ２／ｎｅｕ肽模拟物（ＡＨＮＰ）连接后

就构成了肽载体，可以特异性地瞄准 ＥｒｂＢ２过表达的乳腺

癌。将信号转导与转录活化因子３（ＳＴＡＴ３）的抑制肽与上

述载体结合后（Ｐ３ＡＨＮＰＳＴＡＴ３ＢＰ），在体外实验中成功地

降低了ＳＴＡＴ３与互相作用的ＤＮＡ序列的结合，并且能抑

制细胞生长。注射的Ｐ３ＡＨＮＰＳＴＡＴ３ＢＰ优先在４３５．ｅＢ
乳腺癌细胞接种处聚积，能更好地减少增殖、促进凋亡和抑

制肿瘤生长。这种新的多肽运输系统，为将来安全有效的新

一代癌症特异性分子治疗提供了坚实的基础［９］。

　　蛋白激酶２（ＣＫ２）是一种丝氨酸苏氨酸激酶，在人类肿

瘤中经常失调。如果某种多肽能够与ＣＫ２的酸性结构域结

合，也许它可以表现出抗癌特性。通过扫描一个随机的环形

肽噬菌体展示文库，找到了一种新的多肽Ｐ１５，可以在体外

阻断底物从而扰乱ＣＫ２的磷酸化。将它与Ｔａｔ融合后，迅

速使ｃａｓｐａｓｅ激活，并对多种肿瘤细胞株产生细胞毒性，从而

诱导凋亡。另外将Ｐ１５Ｔａｔ注射入患有肿瘤的Ｃ５７ＢＬ６小鼠

后，肿块发生实质性退化。这种新型环形肽在体内能阻断

ＣＫ２的磷酸化并表现出抗癌活性，有可能被用作治疗实体瘤

或癌症治疗的佐剂［１０］。

　　临床上对抑癌药物的抗性是癌症治疗失败的主要原因，

５０％的人类肿瘤或者对化疗完全抵抗或者只是短暂地有反

应。到目前为止，最具有特征性的机制是能量依赖的药物流

出泵蛋白，如Ｐ糖蛋白（Ｐｇｐ）的过度表达，把药物从细胞质

中运出。Ｔａｔ与一种普通的抗癌药物多柔比星结合后，对耐

药和药物敏感的肿瘤都具有杀灭活性。穿膜肽连接的多柔

比星可以穿过Ｐｇｐ流出泵从而杀死耐药的细胞。这个发现

为开发有效的抗癌药物提供了新的希望［１１］。

　　单链抗体可变区片段（ｓｃＦｖ）相比ＩｇＧ有更好的药代动

力学和生物扰动特性。肿瘤摄取ｓｃＦｖｓ的速度很快，但血浆

中ｓｃＦｖｓ的半衰期比ＩｇＧ短。由于较短的保留时间，ｓｃＦｖｓ
在肿瘤中沉积的净剂量较低，从而限制了其在放射免疫治疗

中的运用。为了改善肿瘤对ｓｃＦｖｓ的摄取和储留，将Ｔａｔ与

ｓｃＦｖｓ连接，实验中的ｓｃＦｖｓ是抗肿瘤相关糖蛋白７２的单克

隆抗体ＣＣ４９。穿膜肽提高了ｓｃＦｖｓ在肿瘤中的储留，但没

有影响峰值剂量的积累，药代动力学也没有改变。因此，这

种穿膜肽复合物可能用于改进单克隆抗体放射性药物［１２］。

２．３　糖尿病　胰岛移植是治疗１型糖尿病的有效方法，但

是胰岛的活性受到坏死和凋亡的影响，这是由于氧化应激、

体外培养与移植中的创伤造成。在实验中，将细胞保护蛋白

和Ｔａｔ结合转入产生胰岛素的细胞，可以让其拥有抵抗ＴＮＦ
毒性的能力，并且可以降低胰岛细胞培养时的死亡率。这种

暂时性的保护能增强可移植的胰岛的活性，另外延长培养的

胰岛的活性，让患者优先接受移植治疗［１３］。

２．４　抗真菌　Ｊｕｎｇ等［１４］发现Ｔａｔ４７５８具有抗真菌活性，

并且对人的红细胞无溶血效应。Ｔａｔ在陷入真菌细胞时对细

胞膜没有任何损害，流式细胞计数显示Ｔａｔ的入膜途径是能

量和盐非依赖性的。扫描显微镜法显示，Ｔａｔ在细胞核迅速

堆积没有受到时间和温度的任何妨碍。一旦进入细胞核，多

肽就开始影响白珠菌的细胞周期，使它停在Ｇ１期。

２．５　免疫治疗　大量研究表明，机体在清除细胞内感染和

抗肿瘤的过程中，细胞毒性Ｔ淋巴细胞（ＣＴＬ）介导的特异性

细胞免疫发挥重要作用。ＣＴＬ通过其Ｔ细胞受体特异性识

别抗原提呈细胞（ＡＰＣ）表面的 ＭＨＣⅠ类分子肽复合物

（ＣＴＬ表位），然后自身得以活化，最终通过多种机制杀伤靶

细胞。而外源性抗原（如可溶性蛋白质或多肽）被 ＡＰＣ以胞

饮方式内吞后，绝大多数进入 ＭＨＣⅡ类抗原提呈途径以激

活ＣＤ４＋辅助性Ｔ细胞（ＴＨ），仅有少量抗原可被 ＭＨＣⅠ类

分子提呈。因此由内源性蛋白质抗原激发的特异性ＣＴＬ应

答的能力远远强于外源性抗原。故对于肽疫苗而言，如何将

其有效地投入ＡＰＣ内 ＭＨＣⅠ类抗原提呈途径是激发特异

性ＣＴＬ应答的关键。Ｙｉｎ等［１５］在实验设计了穿膜肽人乳头

瘤病毒（ＨＰＶ）１６Ｅ７限制性ＣＴＬ表位（第４９～５７位氨基

酸）的融合肽疫苗，并应用多肽固相合成技术在其 Ｎ末端加

上Ｔａｔ４９５７序列，不会影响表位的提呈效率，而且在体外能

有效激发针对Ｅ７４９５７特异性的ＣＴＬ应答。这为新型抗肿

瘤及细胞内感染的多肽疫苗设计提供了新思路。

２．６　中枢神经系统疾病的治疗　在一些体内与体外模型

中，胶质细胞源性神经营养因子（ＧＤＮＦ）能促进中脑多巴胺

能神经的存活。由于多巴胺能神经元的死亡是帕金森病的

病因，ＧＤＮＦ有望成为该疾病的治疗因子。但是这种神经生

长因子不能穿过血脑屏障，而 ＨＩＶ１Ｔａｔ衍生穿膜肽能够使

融合蛋白穿过血脑屏障。在神经外伤和局部缺血的体内模

型中，ＴａｔＧＤＮＦ能够增强ＧＤＮＦ的神经元保护作用；然而，
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在帕金森病模型的体内实验中，ＴａｔＧＤＮＦ并没起到保护神

经元的作用。也许将它与Ｔａｔ抗调亡蛋白一起使用会有更

好的效果［１６］。

２．７　脑组织标记　Ｓａｎｔｒａ等［１７］将 Ｔａｔ与色谱数据系统

（Ｍｎ／ＺｎＳ）量子ｑｕａｎｔｕｍｄｏｔｓ（Ｑｄｏｔｓ）结合，然后通过动脉

内输送进入小鼠大脑，可以在数分钟内标记大脑组织而无需

处理血脑屏障。Ｑｄｏｔｓ的装载率非常高，可以对整个小鼠的

大脑使用粗略的荧光目测法，而且仅使用一个低功率的便携

式紫外灯。组织学的数据清楚地显示，Ｔａｔ结合的 Ｑｄｏｔｓ沿

着上皮细胞移行，然后到达脑实质。没有Ｔａｔ的Ｑｄｏｔｓ不能

标记脑组织，说明Ｔａｔ是穿过血脑屏障所必需的。现阶段的

实验表明将大量Ｑｄｏｔｓ成像因子运送到脑组织是可行的。

３　展　望

　　虽然穿膜肽开始在医学领域使用，但是缺少靶特异性。

因此对于肽序列的修改或者引入人工合成的氨基酸侧链可

以提高其特异性。然而，众所周知即使是最小的序列改变也

可以对肽的穿膜药物运输活性造成巨大影响，所以必须确定

一个精确的尺度来定义具有高药物运输活性的穿膜肽。值

得我们更深入探索的是阐明导致膜转位的机制，这需要了解

运输肽与膜组分之间的相互作用以及发生作用后的结构变

化。将来设计的穿膜肽必须满足所确定的标准，这将是下一

代穿膜肽设计的起点。
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