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　　［摘要］　随着生物技术的发展，生物大分子在疾病治疗中的作用愈加重要，如蛋白质、寡核苷酸、多肽等。但是由

于细胞膜的天然屏障作用，这些生物大分子的实际应用受到限制。细胞穿膜肽（ｃｅｌｌｐｅｎｅｔｒａｔｉｎｇｐｅｐｔｉｄｅｓ，ＣＰＰｓ）是一类

具有较强细胞膜穿透能力的小分子短肽，可携带多种大分子物质进入细胞。本文综述了作为纳米载体的ＣＰＰｓ的分类

及跨膜机制，以及近年其在抗肿瘤靶向治疗中的研究进展。
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　　由于细胞膜的天然屏障作用，许多生物大分子

很难进入细胞发挥疗效，为克服这一障碍，需要采用

人工手段促进这些生物大分子跨细胞膜，如电穿孔、

显微注射、重组质粒等。虽然这些方法应用广泛，但

存在很多局限性，如细胞毒性大、转入效率低等。在

肿瘤治疗过程中，常规的化疗、放疗药物没有选择

性，会不可避免地损伤正常细胞。因此，开发针对肿

瘤细胞的靶向载体可大大提高肿瘤的治疗效果而不

损伤正常细胞。

１９８８年，Ｇｒｅｅｎ和 Ｌｏｅｗｅｎｓｔｅｉｎ
［１］报道称人类

免疫缺陷病毒（ＨＩＶ）转录激活因子（ｔｒａｎｓａｃｔｉｖａｔｏｒ

ｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ，Ｔａｔ）能单独进入细胞。１９９４年，

Ｆａｗｅｌｌ等
［２］报道Ｔａｔ蛋白能介导外源性蛋白进入细

胞，且负责转导的部位是Ｔａｔ蛋白的４７～５７位氨基

酸，被称作“Ｔａｔ蛋白转导结构（ｐｅｐｔｉｄｅｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ

ｄｏｍａｉｎ，ＰＴＤ）”，即蛋白转导域，也被称为细胞穿膜

肽（ｃｅｌｌｐｅｎｅｔｒａｔｉｎｇｐｅｐｔｉｄｅｓ，ＣＰＰｓ）。此后，ＣＰＰｓ

很快被用于药物靶向和导入的研究，发现其可以有

效地将亲水性蛋白质和多肽［３］、核苷酸［４］、小分子药

物等导入细胞，开辟了介导药物进入细胞的新途径。

本文综述了ＣＰＰｓ在纳米靶向抗肿瘤治疗领域的研

究进展，旨在为抗肿瘤治疗提供新的参考。

１　犆犘犘狊分类

ＣＰＰｓ是一个庞大的家族，其分类依据有来源、功

能、序列、摄入机制、生物医学应用等，目前尚未统一。
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基于ＣＰＰｓ的物理化学性质，ＣＰＰｓ被分成阳离子

型、两亲性、疏水型３类，应用比较广泛的是阳离子

型和两亲性ＣＰＰｓ

１．１　阳离子型ＣＰＰｓ　阳离子型ＣＰＰｓ是指其短肽

序列主要含有精氨酸、赖氨酸及组氨酸的多肽，这类

多肽通过其正电荷与细胞膜上的负电荷相互作用，

通过一种非受体依赖的方式进入细胞，包括Ｔａｔ、

Ａｎｔｐ（４３／５８）（ＲＱＩＫＩＹＦＱＮＲＲＭＫＷＫＫ）、果蝇

的触角足突变蛋白、小寡聚精氨酸、小寡聚赖氨酸

等［５］。其 中 第 １ 条 被 发 现 的 穿 膜 肽 Ｔａｔ

（ＲＫＫＫＲＲＱＲＲＲ）是从ＨＩＶ１蛋白中分离出来的。

Ｗｅｎｄｅｒ等
［６］发现Ｔａｔ（４９～５７）（ＲＫＫＲＲＱＲＲＲ）中

阳离子型氨基酸残基的存在是Ｔａｔ发挥穿膜作用的

关 键。 Ｈｓｉｅｈ 等［７］ 将 穿 膜 肽 Ｔａｔ

（ＹＧＲＫＫＲＲＱＲＲＲ）与 核 定 位 信 号 （ＮＬＳ，

ＲＫＲＲＫ）、β连环素／淋巴增强因子１结合域（β

ｃａｔｅｎｉｎ／ＬＥＦ１ｂｉｎｄｉｎｇｄｏｍａｉｎ，ＢＬＢＤ）结合形成

ＴａｔＮＬＳＢＬＢＤ６融合肽，其中淋巴增强因子１

（ＬＥＦ１）的前７６个氨基酸可以有效地和βｃａｔｅｎｉｎ

反应；βｃａｔｅｎｉｎ／ＬＥＦ１复合物是一种核响应转录因

子，参与调节 Ｗｎｔ信号通路，表明 ＴＡＴＮＬＳ

ＢＬＢＤ６融合肽是一种有前景的通过抑制 Ｗｎｔ／β

ｃａｔｅｎｉｎ信号进而抑制乳腺癌的ＣＰＰｓ。

在阳离子型氨基酸（组氨酸、精氨酸、鸟氨酸等）

中，精氨酸是比较有潜力的ＣＰＰｓ。研究显示５～１１

个精氨酸连续串联具有较强的细胞膜穿透能力，其

中八聚精氨酸最有效［８］。Ｌｅｅ研究小组
［９］研究显示

富含组氨酸和精氨酸的穿膜肽 ＨＲ９（ＣＨ５Ｒ９Ｈ５

Ｃ）结合量子点（ＱＤ）可以在４ｍｉｎ内进入细胞；即使

在Ｅ肌动蛋白聚合和主动转运被制止的情况下，细

胞对 ＨＲ９／ＱＤ复合物的摄取也不会被抑制，提示

ＨＲ９具有比较强的细胞膜穿透能力。上述研究表

明在纳米粒子表面修饰富含精氨酸的ＣＰＰｓ可以促

进药物通过直接跨膜机制进行输送，而不会影响治

疗效果。分析其机制可能是由于精氨酸结构中的胍

基和细胞膜上具有负电荷的黏多糖结合形成了比较

牢固的二齿状氢键，其产生的离子对在膜电位作用

下易位穿过细胞膜，采取一种非受体依赖的方式进

入细胞，进而在膜内部分离，释放ＣＰＰｓ到细胞质

中。有研究表明，将精氨酸中的胍基和可质子化的

氨乙基结构与赖氨酸进行自组装，形成胍乙基化的

赖氨酸多肽，胍乙基化的赖氨酸多肽比氨乙基化的

赖氨酸多肽以及含有胍基的精氨酸多肽呈现出的细

胞膜亲和力更强，并且具有低浓度时转染效率高、溶

酶体逃逸功能强、细胞毒性低等优势［１０］。Ｌｉ等
［１１］

发现与精氨酸结构相似的胍基吡咯环结构（ＧＣＰ）与

阳离子多肽（Ｋａ）４ 组装后具有惊人的基因转染能

力。另有研究显示支化的精氨酸与线状精氨酸相比

穿膜效应更强；此外，该研究中的ＣＰＰｓ不仅具有细

胞穿膜效应，且具有ｐＨ响应性，可在酸性条件下引

发ｐＨ敏感脂质体包封药物的释放
［１２］。

１．２　两亲性ＣＰＰｓ　两亲性ＣＰＰｓ大多含有带正电

荷的赖氨酸，同时具有疏水性和亲水性尾部，用于介

导多肽通过细胞膜进入细胞，包括支多抗原肽

（ＭＡＰ）及它的类似物、转运素
［１３］。两亲性ＣＰＰｓ的

两亲性特征主要表现在其一级和二级结构中。一级

结构是具有高亲水性的Ｎ端和高疏水性的Ｃ端。

两亲性ＣＰＰｓ的一级结构基础是信号肽系列或融合

肽结合亲水性的核定位序列，它们与药物结合形成

共价键或形成疏水或静电的复合物。Ｆｅｒｎáｎｄｅｚ

Ｃａｒｎｅａｄｏ等
［１３］设计的两亲载体ＦＰ５一级结构中的

疏水部分来源于ＨＩＶ１的ｇｐ４１蛋白，亲水性部分

来源于病毒ＳＶ４０的核定位序列（ＰＫＫＫＲＫＶ）。二

级结构依赖于分子特定的构象产生，极性氨基酸残

基和非极性氨基酸残基各指向一面。

两亲性ＣＰＰｓ中的疏水部分可与细胞膜表面结

合，另一端带正电的部分则可以通过静电作用与带

负电的基因结合，压缩基因药物，从而起到共载基因

的作用。Ｋａｍａｔ等
［１４］发现 Ｒ３Ｆ３ 多肽可以压缩

ＲＮＡ并能穿透过细胞膜。两亲性ＣＰＰｓ对核苷酸

类分子的转运是以跨膜为主的传递模式，其中蜂毒

素（ｍｅｌｉｔｔｉｎ，ＭＬＴ）就是该类ＣＰＰｓ的典型代表。

ＭＬＴ是蜂毒天然抗菌肽，１～２０位为疏水性氨基酸

Ｎ端，构成疏水核心区，具有很强的亲脂性；２１～２４

位为带正电荷的氨基酸，具有较强的亲水性。其疏

水核心对跨越细胞膜至关重要；而２１～２４位氨基酸

则可能具有核定位功能，可以促进外源物质在细胞

核内聚集。有研究表明，ＭＬＴ疏水性短肽可以增强

聚乙烯亚胺的基因转染效率［１５］。

富含脯氨酸的多肽作为一种两亲性ＣＰＰｓ也受

到了学者们的关注，其脯氨酸的吡咯烷结构与疏水

性基团（如脂肪酸类和含硅的脯氨酸）连接后，细胞

内化能力显著提高。Ｐｕｊａｌｓ等
［１６］研究用两亲性的富

含脯氨酸的穿膜肽ＳＡＰ输送金纳米粒子（ＡｕＮｐ），

发现ＳＡＰ可通过半胱氨酸形成硫醇化合物吸附在

金纳米粒子上，表明其具有巨大的诊断和治疗潜力。

１．３　疏水性ＣＰＰｓ　疏水性ＣＰＰｓ包括来源于卡波

西式肉瘤的成纤维细胞生长因子（ＫＦＧＦ）、成纤维

·５７７·
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细胞生长因子１２（ＦＧＦ１２）。Ｒｙｕ等
［１７］研究发现，

疏水性的氨基酸可以增强短阳离子多肽的细胞摄取

能力。疏水性ＣＰＰｓ是两亲性ＣＰＰｓ中的重要组成

部分。短多聚精氨酸本身传递小ＲＮＡ的能力较

弱，通常需要适当的疏水基团，如Ｒ３Ｖ６肽通过６个

疏水缬氨酸使多肽具有疏水和亲水两性肽的性质，

从而使其自身能在水溶液中形成胶束。

２　犆犘犘狊穿膜机制

关于ＣＰＰｓ的穿膜机制目前仍存有较大争议，

其机制可能与ＣＰＰｓ的物理化学性质、浓度、电荷、

长度有关，还可能与ＣＰＰｓ所运载的药物分子的类

型、尺寸、电荷有关，从而导致药物分子在体内产生

不同的治疗效果。ＣＰＰｓ的穿膜机制可分成３类：胞

吞介导的途径、倒转胶束模型、地毯式模型［１８］。

２．１　胞吞介导的途径　大多数ＣＰＰｓ通过胞吞机

制进入细胞，通常包括两步，即内吞和溶酶体逃逸。

内吞主要包括网格蛋白介导的内吞、非网格蛋白介

导的内吞（由脂质筏介导的内吞或胞膜内陷）、微胞

饮作用。ＣＰＰｓ通过内吞进入细胞的机制很多，而

ＣＰＰｓ进入细胞后也可能发生溶酶体逃逸，因此，

ＣＰＰｓ在细胞内的分布也不尽相同。Ｔａｔ融合大分

子时主要在内涵体内，而黏附小分子时主要分布在

细胞质中，表明ＣＰＰｓ所输送药物分子的类型和尺

寸很可能影响其细胞摄取途径和分布［１９］。

２．２　倒转胶束模型　１９９６年，Ｄｅｒｏｓｓｉ等
［２０］首次报

道ＣＰＰｓ可能通过倒转胶束进入细胞，他们假设

ｐＡｎｔｐ进入细胞是通过倒转胶束或者流动相吞饮模

型，通过替代ＣＰＰｓ中对倒转胶束的形成起关键作

用的色氨酸残基，发现其穿透能力丧失，为倒转胶束

机制提供了有力证据。在低温条件下富含精氨酸和

赖氨酸的ＣＰＰｓ可以穿透细胞膜，提示其穿膜机制

可能为能量非依赖型，且不依赖任何膜受体［２１］。倒

转胶束模型中富含阳离子氨基酸残基的ＣＰＰｓ可与

细胞膜表面带负电荷的磷脂相结合，进一步选择性

地透过细胞膜［２２］。

２．３　地毯式模型　地毯式模型首次被提出时是用

于解释某些抗菌肽的穿膜机制［１８］。ＣＰＰｓ通过分子

运动与细胞膜双分子层相互作用，与磷脂头部外层

和里层的脂单层结合使脂质双分子层稀疏，从而穿

透过细胞膜。而高浓度ＣＰＰｓ可使细胞膜产生瞬时

孔隙，这可以解释一些高浓度ＣＰＰｓ的毒性作用
［２３］。

２．４　其他　阳离子型ＣＰＰｓ是以直接的自适性易

位通过细胞膜。亲水性带电荷的多肽一般不能直接

移动通过疏水性的磷脂双分子层，对此，Ｒｏｔｈｂａｒｄ

等［２４］将阳离子型ＣＰＰｓ与带负电荷的细胞膜结合形

成短暂性的离子对复合物，使复合物中带正电荷的

多肽介导其自适性的扩散通过细胞膜。Ｈｉｒｏｓｅ

等［２５］发现，疏水性小分子与多聚十二精氨酸（Ｒ１２）

ＣＰＰｓ通过在细胞膜上形成“颗粒状”的多囊泡结构

进入细胞，而当 Ｒ１２连接疏水性荧光染料 Ａｌｅｘａ

Ｆｌｕｏｒ○
Ｒ

４８８或来源于血细胞凝集素多肽时，“颗粒

状”多囊泡的形成显著加快。药物分子的化学特性

也可能增加 Ｒ１２多肽的穿透能力
［２２］。Ｈｅｎｒｉｑｕｅｓ

等［２６］研究发现一种富含二硫键的多肽可与ＣＰＰｓ连

接形成大环寡肽ｋａｌａｔａＢ１，ｋａｌａｔａＢ１能以内吞和直

接易位的机制进入细胞，且这两种机制都是靶向细

胞膜上的磷脂酰乙醇胺磷脂，诱导细胞膜“弯曲”。

这种不寻常的内化机制可以用在肿瘤细胞中，因为

肿瘤细胞膜表面暴露有较高的磷脂酰乙醇胺磷脂组

成分，推测ＣＰＰｓ可作为一种有潜力的药物载体在

细胞内调节蛋白蛋白相互作用。

总之，关于ＣＰＰｓ的跨膜机制至今尚未完全清

楚，是一种机制占主导地位，还是多个机制共同发挥

作用，有待探索。此外，ＣＰＰｓ与不同化学特性的药

物分子连接时，药物分子对其穿膜机制的影响，以及

ＣＰＰｓ入胞之后的定位及其与溶酶体等有关代谢和

降解的问题，至今尚未明确。

３　犆犘犘狊在抗肿瘤靶向治疗中的应用

虽然ＣＰＰｓ能够有效地输送药物进入细胞，但

是往往缺乏特异性。而肿瘤的产生和发展伴随着基

因和蛋白的一系列代谢变化，导致肿瘤细胞与正常

细胞有所区别；此外，由于其特有的肿瘤微环境，导

致肿瘤细胞比正常细胞有过表达的受体、周边组织

的微酸环境和肿瘤组织中特有的基质金属蛋白酶

（ＭＭＰ）。因此，研究者们利用肿瘤的生理特征设计

了一系列修饰ＣＰＰｓ，在到达靶部位之前掩盖其穿膜

活性，避免正常组织中的非特异性摄取；到达靶部位

后，在肿瘤微环境的响应下暴露ＣＰＰｓ，携带药物分

子进入细胞，使摄取能力大大提高，最终靶向输送治

疗药物至肿瘤细胞，实现抗肿瘤靶向治疗。

实体瘤部位具有微酸性，其微环境中ｐＨ值为

６．５，肿瘤细胞内ｐＨ值为４．５～５．５
［２７］，针对该特点

可以实现环境响应型靶向抗肿瘤。Ｚｈａｏ等
［１２］将肿

瘤特异性ｐＨ响应的穿膜多肽［Ｈ７Ｋ（Ｒ２）２］作为载

体修饰胶束，顺利输送紫杉醇进入肿瘤细胞，评估了

其在人脐静脉内皮细胞（ＨＵＶＥＣ）、人乳腺癌细胞
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ＭＣＦ７中的体外抗肿瘤效应。此后，该研究组又进

一步将载体修饰在ｐＨ敏感的脂质体上，并在其中

包载多柔比星，结果发现该复合脂质体对神经胶质

瘤的靶向作用和抗肿瘤效应都大大提高［２８］。Ｓｕｎ

等［２９］报道了一种可以在ｐＨ 值为６．５时断裂的

Ｄｌｉｎｋ键，将具有长循环功能的亲水性聚 口恶唑啉

［ｐｏｌｙ（２ｅｔｈｙｌ２ｏｘａｚｏｌｉｎｅ），ＰＥＯｚ］或聚乙二醇

（ＰＥＧ）与Ｄｌｉｎｋ键连接，使纳米粒子在高通透性和

滞留（ｅｎｈａｎｃｅｄｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙａｎｄｒｅｔｅｎｔｉｏｎ，ＥＰＲ）

效应及长循环作用下在肿瘤部位富集，在微酸性条

件下Ｄｌｉｎｋ键断裂，暴露内层ＣＰＰｓ，实现肿瘤微环

境敏感的靶向，避免了 ＣＰＰｓ穿透正常细胞。

Ｎｉｓｈｉｍｕｒａ等
［３０］报道了一种可以促进溶酶体逃逸的

ＧＡＬＡ肽，该多肽为两亲性、ｐＨ敏感型；当ｐＨ值

为５时，质子化的谷氨酸具有膜融合能力。ｐＨ敏感

的嵌段还有腙键，其在肿瘤酸性微环境下可发生断

裂，进而暴露ＣＰＰｓ，完成穿膜
［３１］。

肿瘤不仅具有酸性微环境，肿瘤细胞中谷胱甘

肽（ＧＳＨ）的浓度还是胞外或循环系统的１００～

１０００倍（胞内约２～１０ｍｍｏｌ／Ｌ，胞外仅为２～

２０μｍｏｌ／Ｌ）
［３２］。当携带药物的纳米胶束进入肿瘤

细胞中时，其二硫键在高浓度ＧＳＨ作用下打开，导

致载体降解，纳米胶束在胞内释放药物发挥药效。

Ｆｕ等
［３３］通过二硫键将ＰＥＧ与紫杉醇和Ｔａｔ修饰的

脂质体相连接（ＰＴＸＣＴａｔＬＰ），到达肿瘤部位后，

二硫键在还原性ＧＳＨ的作用下断裂脱去ＰＥＧ，暴

露ＣＰＰｓ；高浓度ＧＳＨ的肿瘤微环境使ＣＴａｔＬＰ

具有增强的细胞摄取能力和改善的三维立体肿瘤渗

透能力，表明ＣＴａｔＬＰ作为肿瘤靶向药物载体具有

很大的应用前景。

ＭＭＰ是一类金属离子依赖的蛋白水解酶，在

肿瘤细胞内高表达，而在正常细胞中水平很低［３４］。

研究发现对 ＭＭＰ２敏感的八肽（ｐｐ，ＧＰＬＧＩＡＧＱ）

已经在聚合物胶束、ｓｉＲＮＡ等输送上取得很好的疗

效［３５３６］，近年来研究设计了一种刺激响应型自组装

多功能聚合物ＰＥＧｐｐＴａｔＤＯＸ，其中Ｔａｔ为ＣＰＰｓ，

研究将ＭＭＰ敏感的肽与ＰＥＧ相连，避免载药纳米

粒子被内皮系统吞噬，结果显示该纳米复合物能高

效地靶向输送抗肿瘤药物和增强化疗药物治疗

效果［３７］。

核苷酸可用于治疗各种基因性疾病，但由于核

苷酸类物质的尺寸较大且带有负电荷，导致其不能

有效地被细胞摄取。近年来将核苷酸与ＣＰＰｓ通过

非共价键相连形成纳米复合物的研究备受关注。

Ｍａｒｇｕｓ等
［３８］报道以转运素１０为基础的新一代来

源于新转染肽ＰｅｐＦｅｃｔ和ＮｉｃｋＦｅｃｔ家族的ＣＰＰｓ可

压缩核酸类药物为直径３０～６０ｎｍ的纳米复合物，

具有较大的治疗前景。

４　小结与展望

ＣＰＰｓ可以穿透细胞膜并输送药物分子至靶细

胞，克服了传统抗肿瘤药物在输送上的难题。虽然

临床前关于ＣＰＰｓ介导的小分子、多肽、寡核苷酸等

药物分子输送的研究前景良好，但是基于ＣＰＰｓ的

治疗至今仍未获得美国食品药品管理局（ＦＤＡ）的批

准。因此，尚需要进一步的实验研究，以期ＣＰＰｓ在

临床中得到应用。

有研究表明，ＣＰＰｓ高效进入细胞后，并不是散

落存在于水溶性的细胞质中，而是与细胞内的特异

性位点结合［２３］。许多生物微粒是通过不连续的蛋

白蛋白相互作用导致的显性位点失活突变而影响

生物进程。研究表明，从富亮氨酸重复受体激酶２

中获得的生物微粒可间接影响帕金森病的关键治疗

靶点［３９］。小的细胞穿透序列包括生物微粒，其具有

穿透能力和生物活性，可以实现细胞内靶向进而调

节细胞动力学，因此ＣＰＰｓ靶向细胞内特异性位点

需要进一步研究。

有关ＣＰＰｓ作为药物载体的研究还存在许多难

题。其一是ＣＰＰｓ在输送小分子物质或多肽时，由

于蛋白水解作用和快速的肝肾清除而导致其血浆半

衰期较短，一般可能要通过使用非天然氨基酸，或将

ＣＰＰｓ与药物双双嵌入大分子载体中（如脂质体或生

物聚合物），或连接亲水性的ＰＥＧ、ＰＥＯｚ等解决。

另一个难题就是ＣＰＰｓ介导穿膜对肿瘤组织和正常

组织缺乏特异性，易发生不良反应。这一般可以根

据肿瘤部位区别于正常组织部位所特有的微环境，

实现微环境敏感的靶向释药。此外，还可以从不同

肿瘤细胞表面高表达的抗原入手，通过寻找合适的

靶头实现靶向作用，例如适体（ａｐｔａｍｅｒ）与单克隆抗

体相似，可与靶细胞高亲合力特异性结合。由于适

体分子体积更小，比抗体的穿透力更强，连接到药物

载体表面时无抗体介导的靶向所产生结合位屏障效

应［４０］。Ｍａｒａｎｇｏｎｉ等
［４１］报道了一种新型适体ＣＧ３

ａｐｔａｍｅｒ（ＣＧ３），为前列腺癌特异性肽的适体，可以

实现靶向作用。

目前关于ＣＰＰｓ运载系统的研究越来越深入，

也为外源性治疗肿瘤的生物大分子或化疗药物高效

进入肿瘤细胞提供了全新的思路和途径，具有很大
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的发展前景。相信随着多学科交叉应用的深入研

究，ＣＰＰｓ将会在抗肿瘤治疗中发挥越来越重要的

作用。
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