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摘  要 : 细胞穿膜肽 (Cell-penetrating peptides，CPPs) 是一类能够穿过细胞膜或组织屏障的短肽。CPPs 可通过内吞和

直接穿透等机制运载蛋白质、RNA、DNA 等生物大分子进入细胞内发挥其效应功能。相比于其他非天然的化学分子，

CPPs 具有生物相容性佳、对细胞造成的毒性小、完成入胞转运后可降解、并能与生物活性蛋白直接融合重组表达等优

点，因此成为以胞内分子为靶标的药物递送技术发展的重要工具，并在生物医学研究领域具有良好的应用前景。文中

针对 CPPs 的分类特点、入胞转运机制及其治疗应用的新近研究进展进行综述和讨论。 
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Abstract:  Cell-penetrating peptides (CPPs) are short peptides that can penetrate the cell membrane or tissue barrier. CPPs 
can deliver a variety of biomacromolecules, such as proteins, RNA and DNA, into cells to produce intracellular functional 
effects. Endocytosis and direct penetration have been suggested as the two major uptake mechanisms for CPPs-mediated cargo 
delivery. Compared with other non-natural chemical molecules-based delivery reagents, the CPPs have better biocompatibility, 
lower cytotoxicity, are easily degraded after cargo delivery, and can be fused and recombined expressed with bioactive 
proteins. Because of these advantages, the CPPs have become an important potential tool for delivery of developing drugs 
which targets intracellular factors. As a novel delivery tool, the CPPs also show promising application prospects in biomedical 
researches. This review summarized recent advances regarding the classification characteristics, the cellular uptake 
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mechanisms and therapeutic application potentials of CPPs. 

Keywords:  cell-penetrating peptides, cellular uptake mechanisms, cell-penetrating delivery system 

以单克隆抗体 (Monoclonal antibodies，mAbs) 
为代表的生物大分子药物以其靶向特异性和高效

性在恶性肿瘤、自身免疫病等重大疾病的治疗中

发挥了重要作用。但是，单抗类药物由于分子量

大，超过了 Lipinski 规则的限制[1]，不能穿过细

胞膜进入细胞内发挥作用，只能用于识别和靶向

细胞表面靶标和分泌性蛋白靶标。然而，人类细

胞中位于细胞膜表面的蛋白和能够分泌到细胞外

的蛋白编码基因仅为 6 000–7 000 个，仅占全部编

码基因的 20%不到，大量潜在的疾病治疗靶标位

于细胞内部，不能使用蛋白分子进行靶向干预，

极大地限制了单抗的应用范围。此外，基因治疗

等新兴治疗技术也需要解决核酸  (DNA、RNA) 

等生物大分子的细胞导入问题。因此，药物无法

到达指定的细胞且进入细胞内是生物大分子药物

进一步拓展应用可及性的主要障碍。多年来，研

究者发展了多种可使生物大分子药物穿过细胞膜

的入胞转运技术，主要包括显微注射技术、电穿

孔技术、脂质体和基于病毒的载体基因转导技术。

此类技术已经能较好地实现核酸大分子的体内外

入胞，但并不适用于蛋白转导，此外还存在入胞

效率低、细胞毒性、特异性差等缺点。1988 年，

两个独立研究团队首次报道了人类免疫缺陷病毒 

(Human immunodeficiency virus，HIV) 中的反式转

录激活因子 (Transactivator, TAT)，能够有效穿过细

胞膜进入细胞内[2]。1994 年，英国剑桥大学的研究

团队证明了融合表达 TAT 的蛋白能够被有效导入

细胞膜内，并且不受细胞类型的限制[3]。随后，许

多不同种类的具有穿越细胞膜能力的蛋白被发现，

并被命名为细胞穿膜肽 (Cell-penetrating peptides，

CPPs)[4]。细胞穿膜肽通常是不超过 30 个氨基酸的

多肽分子，能够不依赖特异膜受体独立穿过细胞

膜，甚至有些细胞穿膜肽的入胞并不依赖能量[5]。

由于细胞穿膜肽的多肽属性，进入细胞后能被正

常分解，具有较好的生物相容性，通常对细胞毒

性较小。穿膜肽介导的生物大分子药物的入胞研

究在之后蓬勃发展。经过近 30 年的发展，细胞穿

膜肽从被发现到基础研究走向了临床药物的研

发。目前，细胞穿膜肽已经成为生物分子穿过细胞

膜从而进行细胞内运输的一个强大载体工具[6]。近

来，随着抗体在细胞内靶向和免疫功能的进一步

揭示，利用穿膜肽递送具有活性的抗体片段 (Fab

和 ScFv 等) 以靶向细胞内靶标正成为研究的热

点。近期笔者团队的一项研究也证实了 TAT 融合

表达识别乙型肝炎病毒 (Hepatitis B virus，HBV) 

HBx 蛋白的全分子抗体 IgG 能够有效进入细胞，

并经由 TRIM21 介导的蛋白降解 HBx，进而在细

胞模型和动物模型中发挥显著的抗 HBV 作用[7]。

各种细胞穿膜肽衍生肽疗法的临床前评估取得了

重大成就，多家世界著名的制药公司正在进行临

床开发工作，这也从侧面反映出细胞穿膜肽临床

应用具有强大的潜力。 

1  细胞穿膜肽的分类 

根据细胞穿膜肽的序列、来源、功能和入胞

机制等特点都可以对其进行分类，目前学界尚无

统一分类标准。相对通行的分类方法是根据细胞

穿膜肽的物理化学性质将其分为 3 类：阳离子型、

两亲型和疏水型，如表 1 所示。 

1.1  阳离子型细胞穿膜肽 
阳离子型的细胞穿膜肽通常具有较高的净正

电荷数。首个被发现的穿膜肽 TAT 就是一种典型

的阳离子型的穿膜肽。常见的阳离子型的细胞穿

膜肽还有源于乙酰肝素结合蛋白的 DPV1047 等

一系列 DPV 穿膜肽[8]，源于 RNA 结合蛋白的

HIV-1 Rev、BMV Gag 酵母 Prp6 以及源于 DNA 
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表 1  已报道的部分穿膜肽序列及分类特点 
Table 1  Sequences and classification characteristics of previously reported cell-penetrating peptides 

Sequence Name Class 
RKKRRQRRR TAT(49-57) Cationic 
R5, R7, R8, R9, R10, R11, R12 Polyargine Cationic 
RQIKIWFQNRRMKWKK Penetratin Cationic 
TRQARRNRRRRWRERQR Rev Cationic 
KMTRAQRRAAARRNRWTAR Gag Cationic 
VKRGLKLRHVRPRVTRMDV DPV1047 Cationic 
TRRNKRNRIQEQLNRK Prp6 Cationic 
KLALKALKALKAALKLA MAP Amphipathic 
GWTLNSAGYLLGKINLKALAALAKKIL Transportan Amphipathic 
KETWWETWWTEWSQPKKRKV Pep-1 Amphipathic 
GLAFLGFLGAAGSTMGAWSQPKKKRKV MPG Amphipathic 
MVKSKIGSWILVLFVAMWSDVGLCKKRP  Bovine Prp Amphipathic 
MVRRFLVTLRIRRACGPPRVRV AFR Amphipathic 
LLIILRRRIRKQAHAHSK pVECVT5 Amphipathic 
DPKGDPKGVTVTVTVTVTGKGDPKPD SAP Amphipathic 
VRLPPPVRLPPPVRLPPP Bac7 Amphipathic 
RRIRPRPPRLPRPRPRPLPFPRPG (PRR)n Amphipathic 
PPR)3, (PPR)4, (PPR)5, (PPR)6 Bip Amphipathic 
VPTLK (PMLKE, VPALR, VSALK, IPALK) C105Y Hydrophobic 
CSIPPEVKFNPFVYLI Pep-7 Hydrophobic 
SDLWEMMMVSLACQY FGF Hydrophobic 
PIEVCMYREP SG3 Hydrophobic 
RLSGMNEVLSFRWL  Hydrophobic 

 
结合蛋白的 Protamine1 和 Penetratin[9]。大多数的

阳离子型的细胞穿膜肽富含精氨酸和赖氨酸，

2002 年 Park 的研究表明 TAT 蛋白起到穿膜作用

的最小结构域为第 49–57 位的氨基酸序列

TAT49-57，这个由 9 个氨基酸序列组成的穿膜肽含

有 6 个精氨酸[10]。对于多精氨酸类型的细胞穿膜

肽的研究显示，即使是简单的多聚精氨酸序列组成

的穿膜肽也具有穿膜能力，比如 R5、R7、R9 和

R11[11]，并且其穿膜能力与所含精氨酸数量呈现

正相关[12]。一些阳离子型的细胞穿膜肽也含有多

个赖氨酸残基。研究表明，多聚赖氨酸也具有一

定的穿膜功能，但其穿膜能力通常比多聚精氨酸

型的要差。Wender 及其合作者的研究中阐释了在

富含精氨酸的细胞穿膜肽中多个胍基团的存在对

于膜穿透性能力发挥了关键的作用：精氨酸的胍

基与细胞膜中带负电荷的羧酸、磷酸基团能够相

互作用形成氢键，从而穿过细胞膜进入胞内[13-15]。 

虽然赖氨酸和精氨酸有相同的净正电荷数，但前

者不含有胍基，所以穿膜能力不佳。同时 Lindgren

和 Langel 的研究认为精氨酸的数量和排列顺序对

于穿膜肽的穿膜能力有着重要的影响[16]。虽然精

氨酸在阳离子型的细胞穿膜肽中有着决定性的作

用，其他的氨基酸残基在阳离子型的细胞穿膜肽

中也并非可有可无的，例如在 Penetratin 穿膜肽中

将第 14 位的色氨酸残基突变成苯丙氨酸后将使

其丧失穿膜能力[17]。 

1.2  两亲型细胞穿膜肽 
两亲型的细胞穿膜肽通常同时包含极性基团

和非极性基团，从而同时具备亲水性和疏水性。

大部分的两亲型细胞穿膜肽含有较多的正电荷，

其电荷贡献主要来源于广泛分布的赖氨酸和精氨

酸，但它们和阳离子型的细胞穿膜肽的区别在于：

决定其具备入胞功能的机制并不是因为它们的正

电基团而是它们的两亲性[18]。MAP、Transportan
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和 Pep-1 都属于两亲型细胞穿膜。两亲型细胞穿膜

肽又可以进一步细分为一级结构两亲型、二级结构

两亲型和富含脯氨酸两亲型[18]。许多一级结构的两

亲型细胞穿膜肽是将一些蛋白的疏水结构域和核

定位信号肽 (NLS) 相连接组成。例如 MPG 是由

SV40 NLS (PKKRKV) 和源于HIV糖蛋白41的疏水

序列 (GALFLGFLGAAGSTMGA) 组成，以及 Pep-1

是由富含色氨酸的序列 (KETWWETWWTEW) 和

SV40 NLS (PKKRKV) 组成。还有一些穿膜肽如

Bovine Prp[19]、ARF[20]、pVEC[21]也属于一级结构

两亲型，但它们是完全源于天然的蛋白。二级结

构两亲型细胞穿膜肽主要包括 α-螺旋和 β-折叠结

构两亲型。在 α-螺旋结构中，两性基团分别存在

于 α-螺旋的两面，通常这种类型的细胞穿膜肽在

肽链一端含有一个高度疏水的基团，在另一端可

能是正电、负电或者极性基团。目前只有一种 β-

折叠类型的两亲型细胞穿膜肽 VT5 (DPKGDPK 

GVTVTVTVTVTGKGDPKPD)，对于 VT5 的研究

表明这个穿膜肽形成 β-折叠结构对其穿膜功能是

必不可少的[22]。富含脯氨酸和多聚脯氨酸两亲型

穿膜肽在肽链中含有大量的脯氨酸。如 SAP[23]，

来源于 γ-玉米蛋白 (γ-zein)，其序列含有 50%的

脯氨酸。Bac7[24]和 (PRR)n (n=3，4，5，6)[25]也

属于这一类。脯氨酸的结构在 20 种天然氨基酸中

比较特别，因其较为特殊的吡咯烷环结构，当在

氨基酸序列中大量存在时能够形成一种称为Ⅱ型

多聚脯氨酸 (PolyprolineⅡ，PPⅡ) 的二级结构，

可能与其穿膜能力有关。 

1.3  疏水型细胞穿膜肽 
疏水型细胞穿膜肽通常只含有非极性基团，

因此具有较低的净电荷数。它们的疏水性基团在

穿膜过程中发挥着重要的作用。相比于上述提到

的两种类型 (阳离子型和两亲型) 的穿膜肽，疏

水型穿膜肽的目前报道发现数量相对较少，且尚

不清楚其入胞机制。常见的疏水型细胞穿膜肽有

BIP[26]、C105Y[27]、Pep-7[28]、SG3 和 FGF[18]等。

它们含有 60%以上的非极性基团，并且净电荷在

−2 到+1 之间。 

2  细胞穿膜肽的入胞机制 

细胞穿膜肽如何运载蛋白或其他分子从细胞

外部转运到细胞内部，最终到达细胞质和细胞核

的机制近年来已有较多研究进展，但仍不完全清

晰，一些模型和假说还存在一定争议[29]。通常认

为，细胞穿膜肽可能通过多种不同途径进入胞内，

这些入胞途径可以大致被分为两类，细胞内吞 

(Endocytosis) 途径和直接穿透 (Direct penetration) 

途径 [30]。要区分这两种入胞途径技术上并不困

难，荧光标记的细胞穿膜肽通过直接穿透途径进

入细胞后，胞内的荧光应该是均匀扩散的；而通

过内吞作用进入到细胞的穿膜肽，因为囊泡的包

裹，胞内的荧光应该是呈现点状的分布。但要精

确定义某种穿膜肽的穿膜途径并没有那么简单，

即使是同一种穿膜肽，穿膜效率和途径也会受其

浓度、温度、细胞种类的影响而改变。例如随使

用浓度的增加，TAT 和 R8 类穿膜肽在 Hela 细胞

中的穿膜途径逐渐由内吞作用转变为直接穿透细

胞膜[31]。R8 进入 KG1a 悬浮细胞在温度调节下具

有类似的效应：在 37 ℃时主要通过内吞作用进入

细胞，而当温度低于 20 ℃时，其能以直接穿透的

方式进入胞内[32]。说明部分穿膜肽可能具有多种

细胞穿膜途径以应对不同的环境。细胞穿膜肽的

内化机制将取决于：肽及底物的性质；细胞类型、

融合度、细胞活力以及质膜和细胞外基质的组成；

温度、离子强度和 pH 等环境因素。 

2.1  细胞内吞 (Endocytosis) 途径 
在多数细胞穿膜肽介导的入胞实验中，通

常通过细胞内吞途径进入胞内[33]。细胞内吞途径

通常又可细分为巨胞饮作用 (Macropinocytosis)、

网格蛋白介导的内吞作用  (Clathrin-dependent 
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endocytosis)、小窝蛋白介导的内吞作用 (Caveolin- 

dependent endocytosis) 以及网格蛋白和小窝蛋白非

依赖的内吞作用 (Clathrin/caveolin-independent 

endocytosis) (图 1)[34]。细胞穿膜肽的内吞机制可

能涉及上述提到的多种途径。研究穿膜肽的内吞

机制可以通过使用抑制剂针对性地阻遏某种特定

的内吞途径评估是否对其入胞有重要影响。Soraj

等利用多种内吞途径的药物抑制以及 siRNA 对内

吞途径中关键蛋白的敲低，研究对 R8 和 TAT 在

Hela 和 A431 细胞系中的入胞效果。对网格蛋白、

小窝蛋白介导的内吞途径以及网格蛋白、小窝蛋

白非依赖的内吞作用的单独抑制都不能对入胞产

生明显的影响，只有对巨胞饮作用的抑制能够大

幅降低 R8 和 TAT 的入胞效率，因此推断巨胞饮

作用是 R8 和 TAT 的入胞转运中最主要的内化途

径。巨胞饮是精氨酸富集的细胞穿膜肽内化机制

的典型形式[35]，其中肌动蛋白 (Actin) 起着重要

作用，穿膜肽与细胞膜作用导致肌动蛋白的重新

排列，可导致细胞膜表面许多地方形成向下凹陷

的结构，这些凹陷的膜结构随后形成一个巨大的

巨胞饮小体 (Macropinosomes)。其直径比其他内

吞途径产生的囊泡直径都要大的多，更适合大分 
 

 
 

图 1  细胞内吞途径 
Fig. 1  Endocytosis pathway of cell penetrating 
peptides. (A) Cell membrane is concaved under the 
action of transmembrane peptide to form endosomes into 
cells. (B) Cell-penetrating peptide leads to the formation 
of large and irregular macropinocytosome. 

子和纳米颗粒的入胞[36]。有研究发现穿膜肽可通

过激活蛋白激酶 B 从而激活巨胞饮作用，并且细

胞膜上的乙酰肝素蛋白聚糖 (HSPGs) 可能作为

受体与细胞穿膜肽相互作用促进了 RAC 蛋白的

激活。多配体聚糖 (Syndecans) 可能也参与了这

个过程[37]。巨胞饮作用容易受外部刺激诱导，特

别是一些生长因子如表皮生长因子，其在癌细胞

和巨噬细胞中很常见[38]。这将有利于穿膜肽介导

抗癌药物的递送。Tanaka 等发现 R12 的细胞摄取和

巨胞饮作用的诱导依赖于趋化因子受体 CXCR4，

但对于 CXCR4 的抑制并不会对 R8 和 TAT 的巨胞

饮途径有很大的影响[39]。因此，穿膜肽的内吞作

用机制中，膜受体可能也发挥着重要的作用，并

且可能有更多的受体或蛋白参与到这个机制中。

虽然巨胞饮作用是穿膜肽内吞摄取中的关键机制

之一，但由于之前的研究都是使用的癌细胞系，

其在原代细胞和体内的入胞机制是否与肿瘤细胞

存在差异还需进一步研究证明。 

2.2  直接穿透 (Direct penetration) 机制 
相比于细胞穿膜肽的内吞途径，直接穿透途

径不需要特异细胞蛋白参与，属于非能量依赖型，

能够在细胞处于 4 ℃的状态下穿透细胞膜。细胞

膜磷脂双分子层以及其他组分构成的疏水核心是

带电大分子穿越细胞膜的主要障碍。因此当细胞

膜某个区域的分子组成和位置发生改变时，则可

能改变细胞膜局部的渗透性质。例如，在细胞膜

上去除胆固醇能够促进穿膜肽的入胞穿透[40]，补

充了胆固醇则对直接穿透产生抑制作用[41]。在直

接穿透途径中，引起细胞膜变化的原因通常是带

正电的穿膜肽和带负电细胞膜的相互作用，因而

阳离子型的细胞穿膜肽相比其他类型穿膜肽更有

可能具备直接穿透细胞膜的能力。目前关于直接

穿膜机制也有 3 种不同的理论模型：1) 穿膜肽导

致细胞膜形成孔径通道；2) 穿膜肽导致细胞膜形

成暂时性的孔径通道；3) 穿膜肽导致细胞膜形成
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反式胶团[42]。第一种模型形成的孔径相对较大并

且存在时间相对较长 (图 2A)，TAT 以及其类似

的穿膜肽能够与细胞膜上的肌动蛋白骨架以及细

胞膜上的受体相互作用以促进不同条件下的不同

转运途径，它能通过与磷脂头部基团的多氢键作

用使细胞膜产生马鞍型的弯曲，进而导致孔径的

形成[43-44]。在第二种模型中，穿膜肽直接穿透过

程中在细胞膜表面形成一个亲水性的瞬时孔径，

伴随着穿膜肽进入胞内，外部负电的磷脂头部从

细胞膜的外部翻转到细胞膜的内部，因此在穿膜

肽进入细胞后膜孔能够快速闭合 (图 2B)[45]。在

第三种模型中，在穿膜肽入胞的过程中，磷脂双

分子层形成反式胶团，将穿膜肽包裹其中，通过再

次翻转胶束，将穿膜肽释放到细胞质中。在这个模

型中需要正电的穿膜肽和细胞膜有较强的相互作

用，要求细胞膜带有足够多的负电荷 (图 2C)[46]。

直接穿膜机制通常是因为穿膜肽造成细胞膜的扰

动和不稳定性，从而使细胞膜的渗透性发生改变。

神经酰胺是一类神经递质，也能够诱导细胞膜凹陷

弯曲，有研究表明其能够促进穿膜肽的入胞[41]。

另外，对于阳离子型穿膜肽的研究表明，基于穿

膜肽的胍头部基团、脂肪酸、质膜 pH 的不同，

有着多种多样的作用机制[47]。 

3  穿膜肽的治疗应用 

由于穿膜肽能够通过共价键或者物理络合方

式连接多种生物分子，其应用范围也十分广泛。

其中最有价值的是作为递送载体促进药物在疾

病治疗中的效果，将药物和其他治疗分子导入细

胞的能力使穿膜肽具有巨大的治疗潜力。近期，

笔者团队的一项研究探索了细胞穿膜肽连接的

全长 IgG 抗体的有效细胞内递送，在乙型肝炎病

毒 X 蛋白 (HBx) 抗体 9D11 的重链 C 末端融合

表达 TAT 穿膜肽，在不影响其抗原结合活性和

Fc 介导的功能的情况下在复制和感染模型中都

能够有效进入活细胞，并能够通过 TRIM21 途径

对 HBx 蛋白有很好的清除效果，且在体内模型

中，9D11-TAT 能够显著降低转基因小鼠血清

DNA 水平[7]。2017 年剑桥大学的研究团队开发的

TRIM-AWAY 技术，能够基于泛素连接酶和 Fc
受体 TRIM21 识别结合内源蛋白的抗体，并将它

们靶向蛋白酶体实现内源蛋白的快速清除。

9D11-TAT 对于胞内 HBx 的清除与 TRIM-AWAY 
技术有异曲同工之处[48]，并使抗体药物在体内的

递送实现胞内靶标的清除成为可能。大量的临床前

研究也证实了穿膜肽偶联药物在肿瘤、神经性疾病、

心脏病等疾病的治疗中具有应用潜力。还有一类特 

 

 
 

图 2  直接穿透途径 
Fig. 2  Direct penetration of cell penetrating peptides. Schematic drawing of the direct penetration pathway of cell 
penetrating peptide. (A) Translocation of CPPs through pores in lipid bilayers, the cell membrane form a large pore 
channel for a long time. (B) Translocation of CPPs through transient prepores in lipidbilayers. The cell membrane form 
a transient pore with smaller diameter and have a shorter duration. (C) Translocation of CPPs via inverted micelle 
formation in lipid bilayers. Positively charged CPPs form a neutral complex with negatively charged lipids, which can 
translocate across the bilayer. 
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殊的穿膜肽被称为抗菌肽 (Antimicrobial peptides，

AMPs)，对多种细菌、真菌、病毒和寄生虫甚至癌

细胞都具有杀伤能力。对于多重耐药的细菌、真菌、

病毒和寄生虫感染是很好的药物替代品[49]。 

3.1  穿膜肽作为载体的药物递送 
自从 TAT 发现以来，穿膜肽作为载体携带

蛋白或其他生物分子入胞的能力在体外实验中

不断被挖掘。随后在小鼠体内实验中证实了 TAT

连接的 β-半乳糖苷酶经过腹腔注射后能够向小

鼠所有组织  (包括大脑 ) 完成递送 [50]。穿膜肽

作为药物递送载体使药物进入细胞，甚至穿越

上皮细胞和血脑屏障，开始被应用在许多疾病

的治疗中。 

3.1.1  穿膜肽作为载体在肿瘤治疗中的应用 
穿膜肽在肿瘤治疗中最为人熟知的是携带肿

瘤靶标 p53 蛋白入胞。p53 是一种肿瘤抑制因子，

在 50%的肿瘤中发现 p53 的基因突变。TAT 连接

的 p53 蛋白 (RI-TAT-p53C) 以及 R11 连接的 p53

蛋白和血球凝集素 HA-2 (d11R-p53C-riHA2)，在

腹腔注射淋巴瘤小鼠模型后能够有效促进肿瘤细

胞的凋亡并且延长了小鼠的寿命[51-52]。TAT 连接

的 P15 蛋白也被证实在多个肿瘤细胞模型和体内

实验中具有肿瘤抑制作用[53]。 

一些小分子的抗肿瘤化疗药物连接穿膜肽后

能够提高他们的膜穿透性、药物递送效率、半衰

期以及在肿瘤细胞中的聚集[54-55]。R8 通过二硫键连

接紫杉醇，能够改善药物的水溶性、药代动力学以

及耐药性。目前已经发展到了第四代，很有可能成

为有效的化疗药物[56-57]。甲氨喋呤 (Methotrexate) 

通过连接两种穿膜肽 YTA2 和 YTA4，与单独的

药物对比能够有效提高肿瘤细胞的杀伤能力[58]。

最新的一项研究报道了甲氨喋呤连接的一种选择

性细胞穿膜肽能够高效并且选择性地靶向肺癌细

胞[59]。阿霉素 (Doxorubicin) 能够与许多穿膜肽

连接，常见的有 TAT 和 Penetratin，能够在低浓度

下有效诱导 CHO 细胞或一些人的肿瘤细胞系的

凋亡[60]。最近有研究团队设计和发展了多糖-阿霉

素-穿膜肽分子复合物，利用整合素靶向和细胞穿膜

肽双重协同作用于癌症的治疗，该复合物对骨癌、

乳腺癌和脑癌细胞系 (SAOS、MCF7 和 U87) 具有

高效杀伤作用，同时对正常细胞 (如 HEK 293) 的

细胞毒性相对较小[61]。  

多数穿膜肽介导的入胞转运并不具备细胞特

异性，在肿瘤治疗中也存在较大的风险。因此穿

膜肽在肿瘤治疗中的发展趋势向肿瘤细胞或组织

特异性发展。可激活细胞穿膜肽  (Activatable 

CPPs，ACPP) 是将多聚阳离子穿膜肽和多聚阴离

子肽用一个可切割的位点特异性连接肽连接，形

成一个发夹结构，正常状态下多聚阴离子能够屏

蔽穿膜肽的阳离子性使其失去穿膜功能，在肿瘤

组织或肿瘤转移过程中高表达的疾病相关蛋白

酶，比如金属蛋白酶 2/9 (MMP2/9) 能够切割连接

肽从而使穿膜肽偶联药物恢复穿膜能力进入肿瘤

细胞中发挥作用[62-63]。2009 年 Tsien 利用上述原

理设计出了第一种可激活的细胞穿膜肽，在尾静

脉注射小鼠后其抑制性结构域能够在肿瘤组织

中被金属蛋白酶切割并激活穿膜肽进入肿瘤细

胞中[64]。除了多种上调的蛋白酶，肿瘤特殊的微

环境——酸性的 pH、较低的膜电位、较低的氧浓

度等也为可激活穿膜肽的设计提供了许多策略。

最近一项关于 ACPP 的研究利用了肿瘤微环境中

pH 的变化，将寡聚精氨酸穿膜肽与 pH 高度敏感

并具有屏蔽阳离子信号的组氨酸-谷氨酸重复序

列通过多聚甘氨酸连接肽连接 ((HE)10G5R6)。当

pH 在 7.5 时，HE 折叠覆盖在 CPP 上能够很好地

屏蔽 CPP 信号，在肿瘤微环境中 pH 低于 6.5 时，

CPP 肽段能够舒展开进入激活模式[65]。 

3.1.2  细胞穿膜肽穿越上皮细胞和血脑屏障 
大分子药物的非注射给药途径，或者药物穿

越血脑屏障的主要障碍是它们不能够有效渗透上
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皮和内皮。而穿膜肽的一个重要应用是能够作为

载体携带多肽和蛋白质跨越肠道 [66]、肺上皮 [67]

以及穿越血脑屏障[68]。 

上皮细胞和内皮细胞通常通过紧密连接 

(Tight junction) 构成一个紧密的单细胞层，只允

许水和小分子营养物质通过。经典的化学渗透增

强剂，如表面活性剂、胆盐等能够促进多肽和蛋

白质在上皮细胞中的渗透，但对细胞完整性和细

胞形态会产生一定负面影响。而穿膜肽作为安全

高效的载体能够弥补这个缺点。2005 年，穿膜肽

第一次被报道能够穿越上皮细胞，TAT 连接的胰

岛素能够显著增加其穿越 Caco-2 单层细胞的能

力[69-70]。之后多种穿膜肽被报道能够作为载体携

带胰岛素、胰高血糖素样肽-1 (GLP-1)、胃泌素、

干扰素-β (INF-β) 等[71-72]。其中 Penetratin 是被研

究最多的跨越上皮细胞的穿膜肽载体，Penetratin

序列中的精氨酸和赖氨酸的位置可能对其跨越上

皮细胞的能力有重要作用[73]。并且将其氨基酸序

列中所有的 L 型氨基酸都替换成 D 型氨基酸能够

提高胰岛素的转运效率和半衰期[74]。 

血脑屏障在很大程度上阻碍了对神经性疾病

的治疗，穿膜肽也开始被研究应用于穿越血脑屏

障的载体。研究者利用细胞模型模拟验证了穿膜

肽穿越血脑屏障的能力，一种含有单个 α-螺旋的

穿膜肽 SUV-RF 结合在包裹吉非替尼的脂质体

上，希望用于治疗转移至脑中的非小细胞肺癌细

胞。利用 bEnd.3 细胞模型模拟血脑屏障，在下方

插入 tranwell 生长肺腺癌 PC9 细胞，研究表明含

有穿膜肽的脂质体能显著降低 PC9 细胞活力[75]。

细胞穿膜肽穿越细胞的能力与穿越血脑屏障的能

力并没有太大的相关性，Spiegeleer 评价了 pVEC、

SynB3、Tat 47-57、transportan 10 (TP10) 和 TP10-2 

五种细胞穿膜肽穿越血脑屏障的能力，发现

pVEC、SynB3 和 Tat 47-57 具有较高的脑内流入

速率，而 TP10 和 TP10-2 则相对较低。共注射放

射性标记的 BSA 并不能在脑中检测，因此它们穿

越血脑屏障并不是由于增加血脑屏障的渗透性而

实现。pVEC 具有最高的脑流入率，其脑流出率

却最低，说明血脑屏障对于穿膜肽的透过是有一

定选择性的[68]。 

3.2  穿膜肽的抗菌和抗病毒应用 
抗菌肽通常具有两亲性和较强的阳离子性、

热稳定性、产生较低的抗药性以及对真核细胞基

本没有毒性等优点[76]。抗菌肽作用于细菌或者真

菌的脂质膜，通过在膜上形成孔洞或增加细胞膜

的渗透性从而杀死微生物[77]。除了对微生物的直

接影响外，AMP 也能通过提高免疫细胞如巨噬细

胞、淋巴细胞等的积累来控制先天性和适应性免

疫应答[78]。目前已经发现的或者人工合成的抗菌

肽的种类已经超过了 5 000 种[79]。抗菌肽具有较

强的杀灭致病微生物的能力，包括革兰氏阳性菌、

革兰氏阴性菌、原生动物和真菌等。因此抗菌肽

可以用于食品和药物应用。已经被发现的具有抗

菌效果的穿膜肽包括 TAT、 pVEC、 Pep-1、

Tansportan 和 Penetratin 等[80]。 

某些抗菌肽在能够杀死细菌、真菌和其他微生

物的同时，还具有抗病毒功能。抗病毒穿膜肽可以

通过阻断病毒遗传物质的复制过程或者阻止病毒

进入细胞实现其抗病毒作用，并且保证宿主细胞不

受伤害。最常见的穿膜肽 TAT，能够与 CXCR4 相

互作用，抑制 HIV-1 的病毒复制效率[81]。利用噬

菌体展示的方法筛选到的抗病毒穿膜肽 G1 和

G2，能够结合细胞表面的肝素硫酸盐从而阻止

HSV-1 病毒与细胞之间的相互作用和膜融合[82]。 

4  总结与展望 

自从 30 年前首个穿膜肽 TAT 被发现，穿膜

肽相关基础和应用研究已取得许多积极进展。一

方面，新的具有更高入胞效率的穿膜肽以及理化

性质优化的穿膜肽不断被发展出来，形成穿膜肽
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家族。另一方面，研究证实不同类型的穿膜肽能

够在不同条件和细胞类型中通过多样化的机制进

入细胞中，并且能够携带治疗性蛋白、抗体或核

酸分子入胞发挥效应功能，作为药物递送载体，

近期的研究中有大量的穿膜肽用于癌症治疗的体

内研究，凸显了人们对于开发穿膜肽作为递送载

体的兴趣。另外，穿膜肽还能穿透上皮组织和血

脑屏障进行治疗性分子转运，显示了其在临床上

的巨大应用潜能。但是，对于细胞穿膜肽的研究

和应用还存在诸多不完善的地方。多种因素影响

甚至单个细胞穿膜肽入胞使穿膜肽入胞机制的研

究复杂化，针对需要穿膜的分子、细胞或者组织

屏障可能需要一些量身定做的细胞穿膜肽。并且

在穿膜肽内吞机制中穿膜肽及其携带物从囊泡中

释放的效率也很大程度上影响着穿膜肽的应用。

有研究表明使用一些内涵体溶解序列或者促进膜

融合的分子能一定程度提高穿膜肽及其携带分子

在囊泡中的释放效率[83]。但还需要寻找更高效的

融合序列和分子或者更高效的其他策略。此外，

穿膜肽的治疗应用需要特别重视的是其安全性问

题，包括免疫原性以及质膜扰动引起的细胞毒性

问题[84]，两种问题都与细胞穿膜肽的特定序列相

关，所以并没有一般性的解决方法。最近已经进

行了一些研究以确定对免疫系统的可能作用以及

生物体中随后的免疫反应，但是没有观察到一般

的免疫应答。关于细胞毒性，目前大部分细胞穿

膜肽的细胞毒性较低。但是在新型穿膜肽的开发

研究中，这两个安全性问题始终是评估的关键因

素。虽然某些穿膜肽被发现具有肿瘤特异性，并

且可激活的细胞穿膜肽一定程度上为穿膜肽的特

异性靶向提供了方向，但大部分的穿膜肽缺乏选

择性仍是一个重要的问题，如何寻找对于大多数

穿膜肽都适用的细胞或组织特异性靶向策略尤为

关键，例如融合组织特异性的靶向分子或抗体。

总之，还需要对穿膜肽入胞机制有更深入的研究，

有助于发展可实现特定细胞靶向导入安全高效的

生物大分子递送系统，并为设计和发展新型高效

穿膜肽奠定理论基础。 
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