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细胞穿透肽修饰脂质体的抗肿瘤靶向给药研究进展

Advances in targeted drug delivery of cell-penetrating peptide-modified liposomes

彭志荣综述；夏新华，颜红审阅（湖南中医药大学药学院，湖南长沙 410208）

[摘 要] 细胞穿透肽是一类对细胞膜具有强力穿透作用的短肽，可促进细胞摄取，经细胞穿透肽修饰的脂质体可提高脂质体

的入胞率，是目前靶向给药载体研究的新方向。作者查阅了近年来国内外的相关文献，就细胞穿透肽的种类、穿膜机制和细胞穿

透肽与多肽、叶酸等大分子组成共修饰脂质体及保护性细胞穿透肽提高对肿瘤细胞的穿透稳定性等在抗肿瘤领域的应用展开综

述，以期为脂质体的抗肿瘤靶向给药研究提供参考。
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细胞膜是细胞与细胞外环境的主要屏障，发挥

着选择透过性的作用，对维持细胞内环境的稳定发

挥着重要作用。也正因为存在细胞膜这一天然屏

障，许多生物大分子难以透过细胞膜进入细胞，是现

阶段靶向给药的一大障碍。细胞穿透肽（cell-pene-

trating peptides，CPPs）[1-2]是一类对细胞膜具有强力穿

透作用的短肽，可用来修饰脂质体、纳米粒等微粒给

药系统，促进细胞摄取，目前在药物递送领域受到了

广泛关注。脂质体是目前已用于临床的相对成熟的

靶向制剂，是靶向制剂的代表品种之一。普通脂质

体的入胞能力有限，经CPPs修饰的脂质体能够提高

脂质体的入胞率，是提高靶向给药效果的有力工具。

本文综述了近年来细胞穿透肽修饰的脂质体靶向给

药及其抗肿瘤中应用的研究进展，旨在为脂质体的

肿瘤靶向给药提供新的参考。

1 细胞穿透肽

CPPs 是一类具有特殊细胞膜穿透作用的短

肽[1-2]，能够促进大分子转运至细胞，以下主要对其种

类及穿膜机制进行介绍。

1.1 细胞穿透肽的种类

根据CPPs在疏水性、极性等物理性质上的差异可

将基础CPPs分为三类：阳离子型多肽（cationic peptides）、

疏水型多肽（hydrophobic peptides）及两亲性多肽

（amphipathic peptides）［3-4]。此外还有pH敏感型CPPs、

光敏型CPPs等，以下仅对基础CPPs进行介绍。

1.1.1 阳离子型多肽 阳离子型细胞穿透肽是一类分

子序列主要包含精氨酸、赖氨酸及组氨酸的短肽，具有

高度净正电荷且几乎不含酸性氨基酸残基[5-7]。此类短

肽主要依靠本身的正电荷与细胞膜上负电荷之间的作

用，以非受体依赖的方式进入细胞。如反式激活转录

蛋白（transactivative transcription protein，TAT）多肽、抗

菌肽(antimicrobial peptides，AMPs)等均为阳离子型细

胞穿透肽。TAT多肽是来源于人免疫缺陷病毒（HIV-1）

的反式激活转录蛋白中的一个富含精氨酸序列的多肽，

能够高效地将药物传递进入细胞。WENDER等[8]等发

现其发挥细胞穿透作用主要是因为阳离子型氨基酸残

基的存在。AMPs是一种抗菌肽，也称为宿主防御肽，

可选择性地与带负电的癌细胞膜相结合进而发挥细胞

毒性，不会伤害正常细胞也不会引起严重的耐药性[3]。

PAN等[9]评估了3种合成AMPs与两种天然存在的AMPs

对胃癌细胞的细胞毒性，发现AMPs在前期可通过诱导

胃癌细胞的自噬与凋亡、抑制癌细胞的增殖，在后期可

通过抑制癌细胞的自噬进一步增加胃癌细胞的凋亡。

1.1.2 疏水型多肽 疏水型细胞穿透肽是一类仅含

非极性氨基酸残基的多肽，净电荷低，品种较少[10-11]。

目前已发现的疏水型CPPs有成纤维细胞生长因子

（K-FGF）[12]、C105Y肽[13]、Pep-7肽[14]等。

经噬菌体展示技术发现，疏水型细胞穿透肽分

子序列与分泌生长因子和细胞因子的前导序列相

似，这些分子序列及疏水型CPPs对细胞膜疏水结构
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域的高亲和力对细胞内化过程至关重要[15]。有研究

者[16]提出疏水型CPPs能够以能量独立的方式自发地

穿膜转运，表现出与其他类别CPPs不同的转运方式，

从而避免了内体对其的降解，但其具体的摄取机制

研究尚少。

1.1.3 两亲性多肽 两亲性CPPs是一种嵌合肽[17]，

此类多肽同时包含氨基酸的极性（亲水）结构域及非

极性（疏水）结构域，分子序列除分布在整个序列中

的赖氨酸及精氨酸等亲水性残基外，还富含缬氨酸、

亮氨酸、异亮氨酸、丙氨酸等疏水性残基。同时具有

的疏水性与亲水性残基，能介导其他大分子通过细

胞膜进入细胞[18-20]。两亲性CPPs能够同时表现出疏

水与亲水两种特性，关键在于其一级结构与二级结

构[21-22]。CPPs的一级结构含有疏水性的C端与亲水

性的N端，如蛋白来源的Pvec肽、Pep-1肽及MPG肽

均属于一级结构两亲性CPPs。CPPs的二级结构即

分子特定的构象—α-螺旋空间构象，其所包含的亲水

性及疏水性残基分别分布在螺旋结构的不同表面，

如MAP肽、KALA肽及 PPTG肽均属于二级结构两

亲性CPPs。两亲性CPPs的分子序列富含脯氨酸及

多聚脯氨酸序列，是此类肽的代表性特征。脯氨酸

的吡咯烷结构连接疏水性基团后，能够显著提高

CPPs的细胞内化能力[23]。

1.2 细胞穿透肽的穿膜机制

自CPPs发现以来，其穿膜转运机制一直是研究

热点，但因CPPs的组成及其结构的多样性，其进入细

胞的方式及效率不一。到目前为止，其确切的穿膜

转运机制仍未完全清晰，但大致可分为 3类：直接穿

膜进入细胞、内吞介导的内化方式进入细胞及通过

形成某种穿膜结构进入细胞[24-26]。

1.2.1 直接穿膜进入细胞 此种机制为非能量依赖

性及非温度依赖性的穿膜转运机制[27]，VEACH等[28]

通过研究发现，在被删除ATP（腺苷三磷酸）的细胞中

对于 CPPs 的摄取仍没有停止，且 CPPs 在 4 ℃与

37 ℃下的内化效率相同。MAI等[29]发现，在温度为

4 ℃，且几乎没有任何ATP的情况下，阳离子型CPPs

仍然能够穿膜进入细胞，这些都表明CPPs可以不依

赖能量与温度直接穿膜进入细胞。

1.2.2 内吞介导的内化方式进入细胞 内吞是CPPs

穿膜进入细胞的主要机制[30-31]，此种机制与直接穿膜

进入细胞不同，它依赖于能量，内吞包括网格与非网

格蛋白介导的内吞及胞饮作用，当外源分子与细胞

膜上的受体结合时，细胞膜内陷，覆盖细胞内侧膜上

的网格蛋白，形成小囊泡进入细胞，此为网格蛋白介

导的内吞作用。CPPs在所有细胞中均有胞饮作用。

巨胞饮属于胞饮的一种，主要摄取大分子但并非选

择性，在CPPs的巨胞饮过程中，细胞膜会发生褶皱，

产生大且不规则的原始内吞小泡——巨胞饮体进入

细胞。巨胞饮体在几乎所有的细胞中均有出现，有

研究者认为巨胞饮是CPPs内化的主要途径。

1.2.3 形成某种穿膜结构进入细胞 地毯式模型是

CPPs进入细胞的一种较为常见的穿膜结构[32]，CPPs

上的正电荷与细胞膜上的负电荷发生作用，引起

CPPs的分子构象发生变化，使得CPPs的分子构象如

地毯包覆整个细胞表面，之后CPPs插入细胞的磷脂

膜中，改变磷脂膜的膜张力，破坏膜稳定性使得细胞

膜的通透性短暂增加，从而内化CPPs[33]。除地毯式

模型外，有研究者还发现有反转微团模型及 barrel-

stave打孔模型。

2 脂质体

传统的抗肿瘤药物进入体循环后会迅速分布至

全身，缺乏肿瘤组织特异性，肿瘤组织中的药物浓度

低、疗效差；且化疗药物多为细胞毒性很强的药物，

在杀死肿瘤细胞的同时，也会对正常细胞造成损伤。

靶向制剂以其能特定靶向病变器官、组织或细胞，具

有重要的临床意义[34-36]，脂质体是靶向制剂的代表品

种，经由细胞穿透肽修饰的脂质体能够提高脂质体

的入胞率，从而发挥更好的抗肿瘤效果。

脂质体是将药物包封于类脂质双分子层薄膜中

间所形成的超微球形载体制剂[37]。膜材主要为类脂

成分，包括磷脂与胆固醇等。由于脂质体的结构与

细胞膜相似，脂质体可同时包载水溶性和脂溶性的

药物[38]。采用脂质体递送药物相比传统的给药方式

能够减缓药物的释放速度、降低毒性、减轻变态反应

及免疫反应，更重要的是能够改变药物在机体内的

分布，达到靶向给药的目的[39]。

脂质体按性能可分为普通脂质体、长循环脂质

体、特殊功能脂质体。在普通脂质体表面修饰神经

节苷脂、聚乙二醇（PEG）等亲水聚合物，神经节苷脂、

PEG交错重叠覆盖在脂质体表面形成空间位阻，能

够有效避免网状内皮系统的吞噬，延长在体内的循

环时间，此种脂质体为长循环脂质体[40]。此外，通过

在普通脂质体的脂质双分子层上修饰配体、抗体或

采用特殊敏感性生物高分子材料制备脂质体，获得

主动靶向或物理化学靶向性，称此种脂质体为特殊

功能脂质体。特殊功能脂质体包括配体修饰脂质

体、免疫脂质体、热敏脂质体、pH敏感脂质体、磁性脂

质体等。配体修饰的脂质体使用较为广泛，常用的

配体有叶酸、肽、糖基、蛋白等。

3 细胞穿透肽修饰脂质体在抗肿瘤领域的应用
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细胞穿透肽修饰脂质体在抗肿瘤领域的应用，

目前主要侧重于与其他大分子（多肽、叶酸、转铁蛋

白等）共修饰脂质体及保护性CPPs，以提高对肿瘤细

胞的穿透稳定性。

3.1 细胞穿透肽与多肽类配体共修饰的脂质体

CPPs本身缺乏对肿瘤受体的特异性，采用CPPs

单修饰脂质体不能准确靶向至靶组织，因此与具有

肿瘤组织特异性的多肽如：精氨酸-甘氨酸-天冬氨酸

序列短肽（RGD肽）、门冬酰胺-精氨酸-甘氨酸序列短

肽（NGR肽）及脑肿瘤靶向肽（T7肽）等共修饰脂质体

得以应用，其中RGD肽使用较多。

SHI等[41]采用整合素配体RGD肽与细胞穿透肽

TH肽共修饰载紫杉醇（PTX）脂质体，形成了一种分

子序列为c(RGDFK)-AGYLLGHINLHHLAHL

(Aib）HHIL-Cys的pH响应型细胞穿透肽（TR肽）。黑

色素瘤细胞经PTX-TR-Lip处理后的凋亡率比PTX-PEG-

Lip、PTX-RGD-Lip、PTX-TH-Lip及游离药物分别高1.8、

1.45、1.3及1.15倍。经红色荧光染料（DID）标记的TR-

Lip在肿瘤区域的荧光强度比PEG-Lip、RGD-Lip及TH-

Lip分别高8.1、1.61及1.81倍，PTX-TR-Lip所治疗的体

内荷瘤小鼠瘤体积最小，存活时间也最长。蔺伟等[42]采

用RGD及TAT共修饰载miR-34a的脂质体用于治疗骨

肉瘤。体外培养的骨肉瘤MG63细胞经载药脂质体处

理后，生存率分别为RGD/TAT-miRNA（18.5%）、RGD-

miRNA（44.8%）及TAT-miRNA（36.1%）。MEI等[43]也用

RGD与TAT共修饰脂质体，研究结果显示共修饰脂质

体的细胞摄取率更高。TAKARA等[44]用NGR肽与细胞

穿透肽R4（多聚精氨酸）组成双配体脂质体，相比于单

修饰，双配体载多柔比星脂质体更有效地抑制了异体

移植瘤（OS-RC-2）小鼠体内肿瘤的生长。T7肽为脑肿

瘤细胞上高表达的转铁蛋白受体的特异性配体，发挥

主动靶向性作用。YUAN等[45]采用TAT及脑肿瘤靶向

肽T7共修饰脂质体用于脑肿瘤细胞的靶向药物递送，

结果发现脑肿瘤C6细胞对共修饰脂质体的摄取率明显

高于TAT或T7肽单修饰的脂质体，分别是1.68与1.39

倍。以上实例证实靶向性多肽与细胞穿透肽共修饰脂

质体能够发挥更好的抗肿瘤效果。

3.2 细胞穿透肽与叶酸、转铁蛋白等配体共修饰的

脂质体

CPPs除与多肽类共修饰脂质体外，还可与叶酸、

转铁蛋白等靶向配体共修饰脂质体。ZHAO等[46]通

过设计一种叶酸(FA)与TAT共修饰载紫杉醇的脂质

体，研究其对紫杉醇的递送效力。在鼻咽癌KB细胞

摄取实验中，在激光扫描共聚焦显微镜下观察到，经

钙黄绿素标记的TAT-FA-Lip、TAT-Lip及FA-Lip这 3

类脂质体中TAT-FA-Lip具有最高的荧光强度，KB细

胞对共修饰脂质体的摄取率明显高于FA或TAT单修

饰的脂质体。且在叶酸受体（FR）低表达的肺癌

A549细胞摄取实验中，载有紫杉醇的普通脂质体及

载有紫杉醇的FA修饰的脂质体对A549细胞的增殖

无影响，而FA-TAT双修饰及TAT单修饰的脂质体抑

制了细胞的增殖，表明TAT肽在促进细胞摄取的过

程中起到了关键作用。ZHU 等[47]也选用 FA 与 TAT

共修饰多柔比星脂质体，发现FA与TAT在促进脂质

体的细胞转运过程起到了协同作用。

ZHENG等[48]采用转铁蛋白（Tf）与TAT肽共修饰

多柔比星脂质体以靶向胶质瘤，薄膜分散法制备的

脂质体粒径均在130 nm左右，包封率达95%，包封效

果良好。体外细胞摄取实验显示，U87 细胞对 Tf/

TAT-Lip-DOX的摄取分别是Tf-Lip-DOX与TAT-Lip-

DOX的 4.7及 2.2倍，体内荷瘤小鼠经不同脂质体处

理后，Tf/TAT-Lip-DOX组存活59 d、Tf-Lip-DOX组存

活 42 d、TAT-Lip-DOX组存活 50 d，表明TAT与TfR

共修饰脂质体能实现更好的抗肿瘤效果。SHARMA

等[49]将Tf与细胞穿透肽聚-L-精氨酸（PR）分别修饰

到 PEG链的末端再将 PEG链修饰到包裹质粒DNA

的脂质体表面，结果显示较PEG-Lip与Tf-PEG-Lip，

Tf-PR-PEG-Lip有更高的血脑屏障穿透率及DNA转

染率，TANG等[50]用类似的方法将 Tf与细胞穿透肽

TAT修饰到长循环脂质体上，发现共修饰同时提高了

靶向准确性与细胞摄取量。

3.3 保护性细胞穿透肽可提高对肿瘤细胞的穿透稳

定性

虽CPPs能高效输送药物进入细胞，但存在被血

浆中酶降解的风险，故研究者利用肿瘤微环境的特

点设计了一系列修饰CPPs，在CPPs到达靶点之前掩

盖其穿膜活性，既可以在CPPs到达靶点之前不被降

解，也能够屏蔽掉CPPs对正常组织细胞的穿透功能，

以提高对肿瘤细胞的穿透稳定性。在到达靶点之后

再激活CPPs，实现抗肿瘤靶向治疗。

XIANG等[51]采用pH敏感型细胞穿透肽（activat-

able cell-penetrating peptide，ACPP）修饰载有 siRNA

的脂质体，siRNA可以沉默与肿瘤发生和生长有关的

关键基因从而使肿瘤细胞凋亡，ACPP由细胞穿透肽

（八聚精氨酸R8）、酸不稳定接头（腙键）及聚阴离子

结构域（组氨酸、谷氨酸）组成，其中腙键对CPPs起到

了保护作用。脂质体在体循环（pH=7.4）中ACPP表

面的阳离子与聚阴离子结构域发生静电交互作用，

从而屏蔽ACPP。当脂质体经EPR效应到达肿瘤部

位时，因微酸性环境，ACPP的腙键位点经酸催化断

裂，静电交互作用消失，被激活的细胞穿透肽促进脂

质体进入细胞发挥抗肿瘤作用。YANG等[52]设计了
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一种双重靶向热敏脂质体（thermosensitive liposome，

TSL），TSL是采用热敏材料二棕榈酰磷脂酰胆碱制

备所得的对热敏感的新型脂质体，可以通过对靶标

进行加热，使其发生相变从而释放包封的药物。该

研究中将NGR配体修饰到 TSL 表面，NGR 配体能

够靶向肿瘤血管高表达的氨肽酶 N（CD13)，而

TSL 又能够靶向预热的肿瘤部位从而实现双靶

向，为了保护细胞穿透肽，在其研究中将 CPPs 与

抗癌药物多柔比星通过交联剂 3-马来酰亚胺基

丙酸琥珀酰亚胺酯连接在一起，一同包封入脂

质体中。研究发现该递送系统经 TSL 与 NGR 配

体主动靶向到肿瘤部位后，CPPs 被激活，活化的

CPPs介导多柔比星通过靶细胞膜进入细胞质及细胞

核，促使肿瘤细胞凋亡。YANG[53]等制备了一种光敏

型细胞穿透肽（photo-responsive cell-penetrating pep-

tides，pCPP），其分子序列为CKRRMKNvocWKNvocKNvoc，

采用光不稳定保护基团（Nvoc 限制肽）掩蔽普通

CPPs序列中的赖氨酸制备所得，Nvoc对紫外光很敏

感，当紫外光照射靶点时，CPPs才会暴露从而发挥细

胞穿透作用。

4 结 语

虽然细胞穿透肽修饰的脂质体在靶向给药方面

显示出了巨大的潜力，但在临床应用中也存在着一

些局限性，如细胞穿透肽缺乏靶向性，不能特异性识

别肿瘤组织，存在被血浆酶降解的风险。针对这一

问题，研究者将细胞穿透肽与其他的生物大分子等

靶向配体共修饰脂质体，或制成pH敏感型细胞穿透

肽、光敏型细胞穿透肽等修饰脂质体，以提高其靶向

效率。此外，当细胞内吞摄取细胞穿透肽修饰的脂

质体后，细胞中的内体（膜包裹的囊泡结构）会立即

包裹内化后的细胞穿透肽及脂质体使其与细胞质分

隔，导致所携带的药物无法释放。近年来针对这一

问题的研究已取得了一些进展，如采用光化学内化

技术将定位于内体膜的光敏剂（如 TPPS4、TPPS2a、

AlPcS2a等）与脂质体共同作用于靶器官、组织或

细胞，光敏剂能够自发浓集在肿瘤组织内，当脂

质体被内吞后，光敏剂会与内体膜上的穿膜蛋白

相结合，再经由光源照射激活光敏剂，发生光化学反

应产生活性氧，活性氧能够破坏内体膜，从而实现内

体逃逸。

综上，细胞穿透肽修饰的脂质体具有良好的发

展前景，既能发挥细胞穿透肽的膜透过性，也弥补了

细胞穿透肽临床应用的不足，使脂质体更大地发挥

靶向效果，为抗肿瘤的生物大分子或化疗药物高效

进入肿瘤细胞提供了良好载体。随着研究的不断深

入，相信细胞穿透肽修饰的脂质体会在抗肿瘤治疗

中发挥越来越重要的作用。
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