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摘  要 : 为解决 P53 蛋白难以进入细胞内部发挥治疗作用的瓶颈难题。将 p53 基因融合插入带有 9 个精氨酸

作为穿膜肽的表达载体中表达融合蛋白 CPPs-P53，并与没有穿膜肽的 P53 蛋白进行比较，利用 Western blotting 
方法检测蛋白的表达情况，MTT 及 Annexin V/PI 双染法检测细胞生长抑制率及细胞凋亡率。Western blotting 检
测表明已成功在原核表达系统中表达融合蛋白 CPPs-P53 和 P53 蛋白，且蛋白纯度均已达到 90％以上；MTT
检测表明，P53 蛋白对肿瘤细胞的生长虽有一定的抑制作用，但融合蛋白 CPPs-P53 与之相比，对肿瘤细胞生

长的抑制效果显著增强，细胞生长抑制率有明显的提升，并且细胞生长抑制率呈现剂量依赖性；Annexin V/PI
双染检测细胞凋亡情况也表明 P53 虽可以在一定程度上诱导肿瘤细胞的凋亡，但与 P53 蛋白相比较，融合蛋

白 CPPs-P53 诱导的凋亡细胞明显增加，凋亡率是 P53 蛋白的 2~3 倍。由此说明在抑制肿瘤细胞的生长和诱导

细胞凋亡方面，CPPs-P53 比没有穿膜肽的 P53 蛋白的效果更显著。 

关键词 : P53，CPPs-P53，穿膜肽，细胞凋亡 

Anti-tumor efficacy of P53 with 9R cell-penetrating peptides 
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Abstract:  To enhance the penetration of P53 into tumor cells by fusion it with the cell penetrating peptide 9R. The fusion 
gene of 9R-p53 was cloned into the expression vector. The fusion protein, CPPs-P53, was expressed and purified. We 
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detected the rate of cell growth inhibition and apoptosis by MTT and Annexin-V-FITC/PI double stained method 
respectively for measuring its effect on tumor cells. CPPs-P53 and P53 were successfully expressed and purified, the purity of 
both proteins reached up to 90%. MTT assay showed that the cell growth inhibition by CPPs-P53 was more efficient than P53, 
and the rate of cell growth inhibition is dose-dependent. The apoptosis experiment showed that P53 could induce apoptosis of 
tumor cells. Compared with the P53, CPPs-P53 had a more significant effect in inducing cell apoptosis (**P<0.01). The 
CPPs-P53 shows more significant effects than P53 in inhibiting cell growth and inducing apoptosis on tumor cells. 

Keywords:  P53, CPPs-P53, cell-penetrating peptides, cell apoptosis 

p53 基因是迄今发现与肿瘤相关性最高的基

因，也是研究最为广泛和系统的肿瘤抑制基因。

人 p53 基因位于染色体 17p 13.1[1]区域，全长

1 182 bp，由 11 个外显子和 10 个内含子组成，

编码分子量为 53 kDa 的核内磷酸蛋白。正常的

P53 蛋白在体内有拮抗因环境压力造成的 DNA

损伤、维持基因组稳定的作用；对于可修复损

伤，P53 调控细胞周期暂时的释放，以便于有足

够的时间进行修复，进而重新进入正常的细胞周

期[2-5]；相反，严重的或者不可修复的 DNA 损伤

将导致细胞凋亡；P53 还有抑制肿瘤血管生成等

功能[6-10]。 

细 胞 穿膜肽  (Cell-penetrating peptides ，

CPPs) 是一类能携带大分子物质进入细胞的短

肽，其穿膜能力不依赖于经典的胞吞作用[11]。

CPPs 根据来源可以分为天然存在的和人工合成

的两种，天然的穿膜肽来源于天然蛋白质的多肽

区域，主要负责将蛋白质向细胞内转运，包括

TAT-PTD[12-13]、Penetration 和 VP22[14]。这些细

胞穿膜肽均为带有正电荷的、长短不等的多肽片

段，其中富含精氨酸、赖氨酸等碱性氨基酸残基。

利用这一特性，人工合成具有穿膜能力的多聚精

氨酸和多聚赖氨酸的穿膜短肽，将生物分子带入

细胞内发生作用，是一种细胞渗透性多肽，具有

广泛的组织相容性、稳定性、低毒性和低免疫原

性、具有特异的组织及细胞递送功能、可人工合

成及程序简单等[15]优点。其中 9 个精氨酸 (9R) 

是一类含有大量正电荷的碱性氨基酸，其作为一

个蛋白转运结构域来使用，它的碱性氨基酸残基

靠近细胞膜表面，然后 CPPs 发生旋转使其疏水

性氨基酸与细胞膜的疏水核心区相互作用，最

后，细胞膜中的磷脂发生轻微断裂，以使 CPPs

穿透细胞膜[16]。 

p53 的基因产物是一种主要集中于核仁区、

能与 DNA 特异结合、其活性受磷酸化调控且很

容易降解，很容易因突变而丧失功能的蛋白。由

于细胞膜的屏障，使得 P53 分子很难进入细胞，

无法成为治疗性蛋白药物。本文将 p53 基因与穿

膜肽 9R 基因融合于一体，表达可以穿透细胞膜

P53 融合蛋白，希望可以为肿瘤的生物治疗提供

一种新的策略。结果显示带有 9 个精氨酸的

CPPs-P53 融合蛋白抑制肿瘤细胞生长的效果要

明显优于没有穿膜肽的 P53。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
pHisSUMOexpression 质粒、pHisSUMO-9R 

expression 质粒、表达 Escherichia coli 菌株

Rosetta (含 DE3) 由本实验室保存；人的外周血 

(志愿者提供)；HepG2 细胞、U251 细胞由本实验

室保存；Trizol 购自 Invitrogen 公司；M-MLV 逆

转录酶购自 Promega 公司；PMD-18T-simple- 
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vector 购自 TaKaRa 公司；T4 DNA 连接酶、限制

性核酸内切酶购自 NEB 公司；高糖 DMEM 培养

基购自 Invitrogen 公司；新生牛血清购自 Hyclone

公司，Ni-NTA Agarose 购自 Sigma 公司；蛋白分

子量标准购自 Fermentas 公司；鼠抗人 P53 单克

隆抗体 (D-07) 购自 DAKO 公司；HRP 标记的

羊抗鼠 IgG 购自 Bioscience 公司；SUMO 蛋白酶

由本实验室表达纯化；Annexin V-FITC 细胞凋亡

检测试剂盒购于南京凯基生物科技发展有限公

司；质粒小提试剂盒、DNA 回收试剂盒、PCR

产物纯化试剂盒均购自 TIANGEN 公司；所用的

引物均由 Invitrogen 公司合成，引物见表 1。 

1.2  p53目的基因的获得 
采集志愿者的外周血，用 Trizol 提取人外周

血的总 RNA，并经 RT-PCR扩增出目的片段，PCR

反应体系为 1.0 μL cDNA 模板，2.5 μL 10×PCR

缓冲液，2.0 μL dNTPs 混合液，0.5 μL rTaq 聚合

酶，2 μL PCR 上下游引物 (10 mol/L)，灭菌三蒸

水补足至 25 μL。反应条件为：95  5 min℃ ；95  ℃

30 s，60  30 s℃ ，72  30 s℃ ，30 个循环；72  ℃

10 min。每次扩增均设由三蒸水代替模板的空白

对照。产物经 PCR 纯化后，连接到 PMD-18-T- 

simple 载体，经测序鉴定正确后，与 NCBI 上公

布的人肿瘤蛋白 p53 (TP53) 基因的 mRNA 序列

完全一致，分别用 BsaⅠ和 BamHⅠ、XhoⅠ和

BamHⅠ双酶切，然后分别连接到 pHisSUMO 载

体以及 pHisSUMO-9R 载体并转化至大肠杆菌

Rosetta (DE3) 中进行表达。 

1.3  目的蛋白的诱导表达 
将 转 入 重 组 质 粒 pHisSUMO-p53 以 及

pHisSUMO-9R-p53 的 Rosetta (DE3) 划线培养并

挑取单菌落接种于 LB 培养液中 (含 100 mg/L 氨

苄青霉素) 振荡培养过夜。将上述培养物按 1％

的比例接种于 LB 培养液中 (含 100 mg/L 氨苄青

霉素) 培养至 OD 值为 0.3~0.4 时，加入 IPTG 进

行诱导表达。取不同 IPTG 浓度、不同诱导时间

的诱导菌经超声破碎后离心，将沉淀部分加入与

上清相同体积的无菌纯水，取菌体、上清部分及

沉淀部分进行 SDS-PAGE，检测融合蛋白的表达

情况。 

1.4  CPPs-P53 融合蛋白以及 P53 蛋白的纯化 
取 pHisSUMO-p53 以及 pHisSUMO-9R-p53

转化菌大量诱导表达 CPPs-P53 及 P53 蛋白。诱

导后的菌体用溶解缓冲液 (10 mmol/L 咪唑，

300 mmol/L NaCl，50 mmol/L NaH2PO4，pH 8.0) 

重悬后加入溶菌酶至终浓度为 1 g/L，冰上放置 

表 1  本实验所用引物 
Table 1  Primers used in this study 

Primer name Primer sequence (5′−3′)  Primer size (bp) 

P1 GGTCTCGAGGTATGGAGGAGCCGCAG 26 

P2 GGATCCTTATCAGTCTGAGTCAGGCCCTT 29 

P3 GGATCCTTAATGGAGGAGCCGCAG 24 

P4 CTCGAGGGTCAGTCTGAGTCAGGCCCTT 28 
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30 min 后超声破碎，10 000×g、4 ℃离心 30 min，

收集上清。上清利用 AKTA purifier100 系统经

过 HisTrapTM FF crude 亲和层析，用洗涤缓冲

液  (20 mmol/L 咪唑， 300 mmol/L NaCl ，

50 mmol/L NaH2PO4，pH 8.0) 洗去杂蛋白后，再

用洗脱缓冲液 (250 mmol/L 咪唑，300 mmol/L 

NaCl，50 mmol/L NaH2PO4，pH 8.0) 洗脱，收集

唯一的洗脱峰即为融合蛋白。收集的融合蛋白脱

盐后，加入 SUMO 蛋白酶和终浓度 2 mmo l/L 的

DTT，30 ℃切割 1 h，再经 Ni-NTA 柱亲和层析，

收集流出液进行 SDS-PAGE 电泳检测。 

1.5  CPPs-P53 以及 P53 蛋白的 Western 
blotting 印迹检测 

取纯化的两个重组蛋白经 SDS-PAGE 后，将

蛋白转移至 NC 膜上，50 g/L 脱脂奶粉室温封闭

1 h，加入鼠抗人 P53 单克隆抗体 (1/50 稀释)，

4 ℃孵育过夜。PBST 洗膜 3 次，每次 5 min。再

加入 HRP 标记羊抗鼠 IgG (1/7 500 稀释)，37 ℃

温育 1 h，PBST 和 PBS 各洗膜 3 次后，ECL 化

学发光显影，同时以 BSA 作为对照。 

1.6  CPPs-P53 以及 P53 对 HepG2 和 U251 细

胞生长的抑制试验 
取对数生长期人肝癌 HepG2 细胞及脑胶质

瘤细胞 U251，经 0.25％胰酶消化后，用含 10％

小牛血清的 DMEM 培养液调节细胞密度为

1×105/mL，并接种于 96 孔细胞培养板上，每孔

100 μL。置于 37 ℃、5％ CO2 培养箱中培养 24 h

后吸去上层培养液，将纯化后 CPPs-P53 以及 P53

蛋白稀释至 1 mg/mL，并以此浓度为起始浓度按

1∶2 倍比稀释后加入各孔，每孔 200 μL，每个

浓度梯度各设 5 个复孔，共设置 7 个稀释度。设

只加入培养液的空白对照及不孵育蛋白的细胞

为阴性对照。培养板置于 37 ℃、5％ CO2 培养箱

内继续培养 48 h 后，每孔加 20 μL MTT (5 g/L)，

继续培养 4 h 后弃去培养液，向每孔加入 150 μL

二甲亚砜溶解甲瓒，振荡 10 min 后检测 A570，以

空白组平均值调零，按以下公式计算抑制率： 

细胞生长抑制率=正常细胞孔平均 OD 值/对

照孔平均 OD 值−实验孔平均 OD 值/对照孔平均

OD 值 

1.7  AnnexinV/PI 双染法检测细胞凋亡 
将 HepG2 及 U251 细胞悬液接种 6 孔细胞培

养板，每孔加 2 mL，置 37 ℃、5％ CO2 细胞培

养箱培养 24 h，根据 MTT 结果，细胞完全贴壁

后换浓度为 0.25 mg/mL 的 CPPs-P53 和 P53 的细

胞培养液，培养 36 h 后，用 0.25％的胰酶消化细

胞 (0.5×106~1×106)，用 PBS 洗 2 次，加入 500 mL

结合缓冲液悬浮细胞，加入 FITC 标记的 5 μL 

Annexin-V，混匀避光反应 30 min，再加入 5 μL PI

和 300 μL 结合缓冲液，避光反应 5~15 min 后，

立即用流式细胞术定量检测 (一般不超过 1 h)，

同时以不孵育蛋白的细胞一管作为阴性对照。 

2  结果 

2.1  p53基因的获得 
从人外周血中提取的 RNA 样品通过 1％的

琼脂糖凝胶电泳进行检测。从电泳图中可以清楚

地看到 28 S，18 S 和 5 S 三条带，表明总 RNA

完整性较好，提取的总 RNA OD260/OD280 分布在

1.8~2.0 之间，表明质量较好 (图 1)。质粒经 PCR

后，得到了与预期结果 1 182 bp 大小相同的条带

(图 2)。测序结果经过 NCBI 上 blast 比对，与突 
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图 1  人外周血总 RNA 
Fig. 1  Total RNA of human peripheral blood. M: DNA 
marker; 1−3: total RNA. 

 

图 2  目的基因的克隆 
Fig. 2  Amplification of p53 and CPPs-p53 by PCR. M: 
DNA marker; 1: p53; 2: CPPs-p53; 3: negative control. 

变株 TP53 (GenBank Accession No. NM_000546) 

同源性达到 100％，证明 p53 目的基因已经克隆

成功。 

2.2  CPPs-P53 重组蛋白的制备及鉴定 
将获得 p53基因成功地插入高效原核表达系

统 pHisSUMO-9R 载体以及 pHisSUMO 载体，并

转化至大肠杆菌中，成功表达 CPPs-P53 融合蛋

白以及 P53 蛋白，两种重组蛋白在 37 ℃时，选

取 0.25 mmol/L IPTG 诱导表达，取不同诱导时间

的诱导菌进行 SDS-PAGE。结果显示，获得与预

期的蛋白分子量  (约 66 kDa) 大小相一致的

CPPs-P53 以及 P53，但两种目的蛋白均以包涵体

的形式表达。改变诱导温度为 20 ℃，摸索诱导

剂 IPTG (0.1~1.0 mmol/L) 在不同浓度下的诱导

情况。经灰度扫描分析，结果显示融合蛋白

CPPs-P53 以包涵体的形式表达 (图 3)，目的蛋白

P53 90％以上以可溶形式存在  (图 4)。利用

pHisSUMO 载体表达外源蛋白时，融合蛋白 N 端

含有 6×His 标签，可以利用 Ni-NTA 层析柱进行

纯化。CPPs-P53 表达菌破碎后离心的沉淀经包

涵体变性复性以及透析等技术得到 SUMO- 

CPPs-P53 蛋白；P53 表达菌破碎后上清经亲和层

析得到唯一的洗脱峰即为 SUMO-P53 融合蛋白。 

 

图 3  目的蛋白 pSUMO-P53 的表达 
Fig. 3  SDS-PAGE analysis of expression of 
SUMO-P53. M: marker; 1: negative control; 2−8: 
soluble after IPTG induct 1 h, 2 h, 3 h, 4 h;  3−9: 
inclusion after IPTG induct 1 h, 2 h, 3 h, 4 h. 

  

图 4  目的蛋白 SUMO-CPPs-P53 的表达 
Fig. 4  SDS-PAGE analysis of expression of 
SUMO-CPPs-P53. M: marker; 1: negative control; 2−8: 
soluble after IPTG induct 1 h, 2 h, 3 h, 4 h; 3−9: 
inclusion after IPTG induct 1 h, 2 h, 3 h, 4 h. 
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融合蛋白经 SUMO ProteaseⅠ酶切并纯化后获得

成熟 CPPs-P53 融合蛋白和 P53 蛋白 (图 5、6)。

经 Western blotting 印迹分析表明，这两个成熟蛋

白均可与鼠抗人 P53 的单克隆抗体发生特异性

反应，而与其他蛋白无反应，证实了所表达的蛋

白的特异性(图 7)。 

2.3  重组CPPs-P53能更有效抑制肿瘤细胞的

生长 
将 HepG2 细胞和 U251 细胞接种于 96 孔细 

 

图 5  成熟 CPPs-P53 融合蛋白的制备 
Fig. 5  Mature CPPs-P53 fusion protein. M: marker; 1: 
mature CPPs-P53 protein; 2: fusion protein after 
Protease cleavage.  

 

图 6  成熟 P53 蛋白的制备 
Fig. 6  Mature P53 protein. M: marker; 1: fusion 
protein after Protease cleavage; 2, 3: mature P53 protein. 

胞培养板上培养 24 h，吸去上层培养液。将纯化

后的两种重组蛋白均稀释至 1 mg/mL，并以此浓

度为起始浓度按 1∶2 倍比稀释后加入各孔，每

个稀释度 5 个复孔，同时设不加任何蛋白孵育的

细胞为阴性对照组；继续培养 48 h 后测定吸光度

并计算细胞生长抑制率。以各孔所加蛋白浓度的

稀释度为横坐标，以细胞生长抑制率为纵坐标作

图 (图 8、9)，从中可以看出 P53 蛋白对 HepG2

和 U251 的细胞生长均有一定的抑制作用，而融

合蛋白 CPPs-P53 对 HepG2 和 U251 的细胞生长

的抑制作用更加显著，并呈现剂量依赖性。

CPPs-P53处理的 HepG2细胞的 MTT检测结果显 

 

图 7  CPPs-P53 及 P53 的 Western blotting 分析 
Fig. 7  Western blotting analysis of the recombinant 
CPPs-P53 and P53. 1: BSA; 2: P53; 3: CPPs-P53. 

 

图 8  目的蛋白作用于 HepG2 细胞的 MTT 检测结果 
Fig. 8  MTT assay of HepG2 treated with target 
protein. 
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图 9  目的蛋白作用于 U251 细胞的 MTT 检测结果 
Fig. 9  MTT assay of U251 treated with target protein. 

示，其细胞生长抑制率比 P53 高 2~8 倍。CPPs-P53

蛋白对于 U251 细胞的 MTT 检测结果显示，其

抑制率比 P53 高 1~2 倍。生物统计学分析显示，

CPPs-P53 融合蛋白与 P53 相比对肿瘤细胞的抑

制效果更好，差异极显著 (*P<0.05；**P<0.01)。

由此推断 9 个精氨酸的穿膜肽能携带 P53 蛋白进

入细胞内并更好地抑制癌细胞的生长。 

细胞生长抑制率=正常细胞孔平均 OD 值/对

照孔平均 OD 值−实验孔平均 OD 值/对照孔平均

OD 值 

2.4  重组 CPPs-P53 更有效地诱导肿瘤细胞

凋亡 
将 HepG2 及 U251 接种于 6 孔细胞培养板，

细胞完全贴壁后更换含 P53 和 CPPs-P53 的细胞

培养液，培养 36 h 后消化细胞，经 FITC 标记的

Annexin-V和PI处理过的细胞用流式细胞仪检测

细胞的凋亡，结果见图 10。图中 Q1 门为坏死的

细胞，Q2 门为晚期凋亡的细胞，Q3 门为正常细

胞，Q4 门为早期凋亡的细胞。图 10A 为 HepG2

空白对照的检测结果，晚期凋亡细胞约占 3.1％，

早期凋亡细胞约为 3.2％。图 10B 为加入 P53 蛋

白的检测结果，晚期凋亡细胞约占 8.2％，早期

凋亡细胞约为 2.3％。图 10C 为加入 CPPs-P53 融

合蛋白的检测结果，晚期凋亡细胞约占 21.1％，

早期凋亡细胞约为 1.7％。如图 10A-C 所示，与

P53 相比，CPPs-P53 诱导 HepG2 细胞发生凋亡

的效果更为显著，晚期凋亡效果尤其显著，凋亡

率提高了 12.9％。图 10D 为 U251 空白对照的检

测结果，晚期凋亡细胞约占 4.8％，早期凋亡细

胞约为 0.6％。图 10E 为加入 P53 蛋白的细胞检

测结果，晚期凋亡细胞约占 5.4％，早期凋亡细

胞约为 1.9％。图 10F 为加入 CPPs-P53 融合蛋白

的检测结果，晚期凋亡细胞约占 14.0％，早期凋

亡细胞约为 3.1％。如图 10D-F 所示，与 P53 相

比，CPPs-P53 诱导 U251 细胞发生凋亡的效果

更为显著，晚期凋亡的效果显著，凋亡率提高了

8.6％。由此推断 CPPs-P53 中的 9 个精氨酸的穿

膜肽能有效携带 P53 蛋白进入细胞内，显著提高

了 HepG2 和 U251 细胞的凋亡。 

3  讨论 

目前已经成药并应用于疾病治疗的生物大

分子药物主要有酶、激素、细胞因子以及抗体等，

它们或是直接发挥作用，或是通过细胞膜表面受

体发挥效应。而像 P53 一类的信号传导蛋白却因

为细胞膜的天然屏障而久久不能得以应用，此类

蛋白若不能进入细胞，就很容易在机体内发生降

解，难以发挥高效、稳定的生物学作用[17]，细胞

穿膜肽的出现有望化解这一瓶颈，为多种蛋白分

子成药提供了新的途径。细胞穿膜肽作为一种具

有高效穿膜活性的非病毒载体，不仅转导效率

高，而且可以携带各种大分子物质进入细胞内， 
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图 10  P53 以及 CPPs-P53 作用 HepG2、U251 细胞 Annexin V/PI 双染流式细胞仪检测细胞凋亡率 
Fig. 10  Apoptotic analyses of HepG2 and U251 treated with P53 and CPPs-P53 by Annexin-V-FITC/PI method. (A) 
HepG2 blank contrast. (B) Apoptosis of HepG2 treated with P53. (C) Apoptosis of HepG2 treated with CPPs-P53. (D) 
U251 blank contrast. (E) Apoptosis of U251treated with P53. (F) Apoptosis of U251treated with CPPs-P53. 
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并保持其生物活性，具有广阔的应用前景。而 9

个精氨酸构成的穿膜肽保证了穿膜所需的最大

的内在化作用，同时其肽分子较短，更有利于其

与携带的生物分子融合表达[18]。 

随着恶性肿瘤的发生率越来越高，人们一直

在寻求一种有效的治疗手段。肿瘤的发生是多种

因素综合作用的结果，其中包括各种基因的调节

作用，原癌基因的激活以及抑癌基因的失活等，

而 p53 基因是目前研究最广泛而深入的抑癌基

因，在细胞受到损害导致 DNA 断裂时，P53 蛋

白可作用于不同层面引起细胞周期阻滞、凋亡或

衰老，保持细胞基因组的完整性并清除损伤细

胞，其作用途径包括诱导多种凋亡相关基因的转

录或通过非转录依赖的机制发挥作用[19]。一旦

p53 基因缺失或突变失活，则将导致细胞恶性

转化、无限制增殖从而引发癌症，因此如果将

P53 蛋白导入肿瘤细胞就能发挥有效的抗肿瘤

作用[20]。 

P53 蛋白本身就是核内磷酸化蛋白，必须进

入到核内才能发挥其功能，因此将 P53 蛋白带到

细胞内部成为首要解决的问题。本实验成功构建

质粒 pHisSUMO-p53 以及 pHisSUMO-9R-p53，

并在 E. coli 表达系统中大量表达，纯化获得了重

组的 P53 及 CPPs-P53 蛋白。通过 Western blotting

检测显示表达的蛋白分子量正确，经灰度分析表

明蛋白纯度均高于 90％以上。MTT 及 Annexin 

V/PI 双染检测细胞凋亡的实验中，MTT 检测表

明重组 P53 对肿瘤细胞的生长有一定的抑制作

用，CPPs-P53 与 P53 相比，对肿瘤细胞的生长

抑制效果更加显著，并且细胞生长抑制率呈现剂

量依赖性。MTT 检测结果显示，CPPs-P53 对

HepG2 细胞的生长抑制效果尤为突出，细胞生长

的抑制率可高达 P53 的 8 倍，对 U251 的抑制率

也达到了 P53 的 2 倍。AnnexinV/PI 双染检测细

胞凋亡的结果表明 P53 可以在一定程度上诱导

细胞的凋亡，CPPs-P53 与 P53 相比，细胞凋亡

率明显增加，对于 HepG2 和 U251 两种细胞的凋

亡率均提高了 2~3 倍。总之，9R 携带的 P53 

(CPPs-P53) 在抑制肿瘤细胞的生长方面比没有

穿膜肽的 P53 蛋白效果更显著，同时也验证了 9

个精氨酸确实有携带 P53 进入细胞的作用。 

现如今，生物大分子治疗疾病的报道如雨后

春笋般涌现，各种药物载体之间的联合使用、与

高分子聚合物的结合，在肿瘤靶向治疗[21]、基因

治疗、增强药物吸收、建立新型给药方式及炎症

免疫治疗等研究领域均具有良好的应用前景。目

前，尚未发现有 9R 携带 P53 融合蛋白治疗癌症

的报道。虽有表达 PTD-P53 及 11R-P53 融合蛋白

的研究，但报道的内容均局限于细胞穿膜肽可以

将蛋白分子带入细胞内部的验证。本实验报道了

9 个精氨酸携带的 P53 蛋白对于肿瘤细胞的生长

存在抑制作用并能高效诱导细胞凋亡。对于依赖

于病毒载体的基因治疗，可以将 9R-P53 插入病

毒表达载体中，以融瘤的方式治疗癌症；对于不

依赖于病毒载体的基因治疗，可以通过表达能穿

透细胞膜的重组的融合蛋白进行基因调控治疗

癌症。本实验验证了带有 9R 穿膜肽的 P53 的抗

肿瘤效果，为进一步研究 P53 在细胞内的作用机

制，应用 P53 蛋白进行肿瘤的生物治疗提供了一

种新的思路和策略，为开辟肿瘤治疗新途径奠定

了重要基础。 
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