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细胞穿膜肽TAT和L17E以融合方式递送蛋白质的能力比较
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摘要: 细胞穿膜肽 (cell-penetrating peptides, CPPs) 如TAT和L17E在药物递送领域展现出显著潜力, 特别是在

蛋白质递送方面。已有研究表明 TAT 融合蛋白的递送效果比非融合蛋白效果更好; 在非共价结合方式下递送

EGFP, L17E的递送能力强于TAT。因此, 本文探究TAT与L17E以融合连接方式递送目标蛋白的能力及其作用机

制。首先表达纯化融合蛋白TAT-EGFP、L17E-EGFP, 采用流式细胞检测法和荧光显微镜观察在细胞水平上两者进

入 B16-F10 细胞的能力 , 发现 TAT-EGFP 的穿膜能力更强 , 且递送能力与融合蛋白浓度呈现正相关。使用

AlphaFold3模拟蛋白发现, TAT-EGFP结构具有两条向外伸展的疏水侧链, 这种结构特征可能显著增强其与细胞膜

的相互作用, 从而提高穿膜效率。L17E-EGFP的侧链向内收缩及其与主体之间的静电作用可能导致其与细胞膜的

结合位点减少、接触面积降低, 从而削弱穿膜效果。本研究表明, TAT、L17E类阳离子穿膜肽的结构特征 (侧链构

象、疏水性与电荷分布) 是影响其递送效率的关键因素, 为优化穿膜肽设计及其介导的蛋白质药物开发提供了重要

依据。
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Abstract: Cell-penetrating peptides (CPPs), such as TAT and L17E, have demonstrated significant potential in 

drug delivery, particularly in protein delivery. Previous studies have shown that TAT fusion proteins exhibit 

superior delivery efficiency compared to non-fusion counterparts and under non-covalent conjugation conditions, 

L17E demonstrates superior delivery efficiency compared to TAT in transporting EGFP into cells. Therefore, this 

study investigates the ability of TAT and L17E to deliver target proteins via covalent fusion strategies, along with 

their molecular-level mechanisms of action. The fusion proteins TAT-EGFP and L17E-EGFP were expressed and 

purified. They were evaluated for their abilities to penetrate B16-F10 cells using flow cytometry and fluorescence 

microscopy. The results revealed that TAT-EGFP exhibited stronger membrane-penetrating ability, with delivery 
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efficiency positively correlated with fusion protein concentration. Structural simulations using AlphaFold3 

indicated that TAT-EGFP possesses two outward-extending hydrophobic side chains, a structural feature likely 

enhancing its interaction with the cell membrane and thereby improving penetration efficiency. In contrast, L17E-

EGFP displayed inward-retracted side chains and intramolecular electrostatic interactions, which may reduce 

binding sites and contact area with the cell membrane, impairing penetration efficacy. This study demonstrates that 

the structural characteristics of cationic cell-penetrating peptides, such as TAT and L17E (including side chain 

conformation, hydrophobicity, and charge distribution) are critical determinants of their delivery efficiency, 

providing a pivotal foundation for optimizing CPP design and advancing CPP-mediated protein drug development.

Key words: cell-penetrating peptide; TAT; L17E; fusion delivery; membrane penetrating ability

细胞穿膜肽 (cell-penetrating peptides) 是一类由

8～30个氨基酸构成的短肽[1], 能够高效穿透细胞膜屏

障。由于细胞穿膜肽能够携带分子穿透细胞膜, 越来

越多的研究将其作为一种具有应用潜力的药物载体, 

跨膜递送不同类型的药物分子, 如蛋白质、核酸和小分

子药物[2]等, 输送到特定靶点[3], 用于治疗不同的疾病。

其中, 蛋白质药物在临床上应用广泛, 穿膜肽和蛋白质

能通过共价结合和非共价结合形式进行递送。

迄今已有约 2 000种穿膜肽被报道。其中, TAT是

第一个被报道的穿膜肽, 来源于HIV病毒。目前研究

最深入、应用最广泛的就是TAT, 可有效地与不同的潜

在治疗分子连接, 包括小分子、脂质体、纳米颗粒和核

酸, 可提高组织生物分布和达到目标的效率。TAT主

要通过网格蛋白介导的内吞方式进入细胞[4], 同时也

可通过“孔隙模型”直接穿透细胞膜。TAT具有强正电

性 (富含精氨酸) 使其能够与带负电荷的细胞膜高效

相互作用。TAT一般通过与药物共价结合的方式应用

于递送 , 如用 TAT 修饰 PEG 化多西他赛纳米晶体 

(NC@PDA-PEG-TAT[5]), 来研究细胞穿膜肽修饰纳米

药物在改善黏膜穿透和有效治疗癌症方面的潜力, 证

实了其具有更长的体内阴道滞留时间、更深的黏膜渗

透和更强的抑制小鼠原位宫颈癌生长的能力。

L17E是一种两亲性穿膜肽, 将蜘蛛毒肽中的第17位

亮氨酸用谷氨酸取代得到[6], 具有对晚期内体 (LE) 特

定的膜裂解活性。当L17E被内吞到细胞中并被运输

到LE时, 刺激肌动蛋白聚合并诱导细胞膜的动态结构

改变[7], 皱折细胞膜的瞬时渗透导致内体膜瞬间破裂

并将内容物释放到胞质溶胶中, 因此L17E也是一种内

体溶解肽 (内溶肽)。目前基于内溶肽L17E的协同递

送策略尚未被广泛探索, 有研究表明通过将可生物降

解二氧化硅纳米胶囊 (BSNPs) 表面修饰核定位信号

肽 (NLS) 并与内溶肽L17E偶联, 可构建一种高效的核

靶向递送系统, 提高载体的细胞摄取效率和溶酶体逃

逸几率, 靶向递送药物, 在肿瘤细胞的细胞核中释放功

能蛋白质, 从而抑制小鼠体内的肿瘤生长[8]。

本文选用增强型绿色荧光蛋白 (EGFP) 作为模型

蛋白, 通过荧光示踪技术评估TAT和L17E两种穿膜肽

的胞内递送效率。构建并表达和纯化了 TAT-EGFP、

L17E-EGFP融合蛋白, 在细胞水平上对比两种蛋白的

递送能力, 进而探究影响递送效果的机制。

材料与方法

实验材料 小鼠黑色素瘤细胞B16-F10来源于本

实验室冻存, 细胞穿膜肽TAT (生产批号: C300EHC040-

4/PE4248)、L17E (生产批号 : C300EHC040-1/PE4245) 

由金斯瑞生物科技有限公司合成 ; TAT-EGFP、L17E-

EGFP 的表达质粒 (pET28a-TAT-EGFP-His、pET28a-

L17E-EGFP-His, 本实验室冻存); Ni-NTA琼脂糖介质 

(生产批号: C600033-0025)、IPTG (异丙基-β-D-硫代半

乳糖苷, 生产批号: A600168-0050) 来源于上海生工生

物工程有限公司 ; 多聚甲醛固定液 ( 生产批号 : 

GP2412302000) 来源于武汉赛维尔生物科技有限公

司; DAPI染色液 (生产批号: C1006) 来源于上海碧云

天生物科技有限公司。

TAT-EGFP、L17E-EGFP融合蛋白的表达纯化 将

pET28a-TAT-EGFP-His、pET28a-L17E-EGFP-His 质粒

转化进入 E. coil BL21 (DE3) 菌株中, 在 16 ℃下加入

IPTG诱导表达 16 h。收集菌体, 离心后用结合缓冲液 

(50 mmol·L-1 Tris-HCl, 500 mmol·L-1 NaCl, pH 8.5) 重

悬, 使用低温高压细胞破碎仪在 600 bar下破菌, 离心

后收集上清。

首先平衡Ni-NTA纯化柱, 加入菌体裂解上清液开

始上样, 上样结束后先用结合缓冲液洗涤纯化柱, 再加

50、100 mmol·L-1咪唑缓冲液进行洗脱, 收集洗脱液。

流式细胞术检测 将生长状态良好的B16-F10细

胞接种到 12孔板中, 在 37 ℃、5% CO2条件下培养。第

二天细胞贴壁, 用不含血清的培养基配制不同浓度的

药物: 0、10、20、40、60、120 µmol·L-1 TAT-EGFP、L17E-

EGFP, 分别加入 12孔板中, 孵育 2 h后将培养基更换

成含 10% 血清的培养基。继续培养 2 h后, 去除培养
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基, 用 0.01 mol·L-1 PBS清洗, 胰酶消化, 2 000 r·min-1、

5 min离心收集细胞, 用流式细胞仪进行检测。

荧光倒置显微镜观察 将生长状态良好的 B16-

F10细胞接种到 96孔板中培养, 第二天在 96孔板中分

别加入不同浓度的 TAT-EGFP、L17E-EGFP, 与细胞共

孵育 2 h。然后换成含 10% 血清的培养基继续培养

2 h, 结束培养后用 4%多聚甲醛固定细胞, 再用DAPI

染色10 min, 在倒置荧光显微镜下观察。

统计学分析 荧光显微镜结果用 Zen 软件分析 , 

流式结果用FlowJo软件分析, 所得数据使用GraphPad

软件进行统计学分析, 采用 t检验法进行显著性分析, 

数据以 x ± s表示, P < 0.05说明差异具有统计学意义。

结果

1　TAT-EGFP、L17E-EGFP融合蛋白的表达与纯化

TAT-EGFP、L17E-EGFP 的质粒图谱如图 1A 和 B

所示。利用 12% 聚丙烯酰胺凝胶电泳分析 TAT-

EGFP、L17E-EGFP 的表达和纯化。未诱导的菌株与

诱导后的菌液 (图 1C的泳道 2和 3、6和 7) 相比, 出现

了分子质量约为 30 kDa 的蛋白条带 , 与 TAT-EGFP、

L17E-EGFP 融合蛋白的理论分子量符合。利用 Ni-

NTA介质纯化柱, 用 50 mmol·L-1 咪唑缓冲液洗脱得到

TAT-EGFP (泳道 5); 用 100 mmol·L-1咪唑缓冲液洗脱

得到 L17E-EGFP (泳道 10)。通过 SDS-PAGE 电泳的

灰度定量分析显示, 融合蛋白纯度高于90%。

2　对比TAT-EGFP、L17E-EGFP的穿膜递送能力

流式分析的结果如图 2A 所示 , 融合蛋白 TAT-

EGFP、L17E-EGFP共孵育的B16-F10细胞的绿色荧光

峰相较于对照组有明显的向右偏移, 说明绿色荧光强

度均有明显增强, 这两种融合蛋白均具有穿膜能力, 且

随着融合蛋白浓度的升高, 穿膜能力增强。图 2B是将

图 2A的结果进行定量分析后的结果, 通过平均荧光强

度体现穿膜效果。当给药浓度为 120 µmol·L-1时, TAT-

EGFP的荧光强度约为 400 000, L17E-EGFP荧光强度

约为 100 000, 细胞对 TAT-EGFP 的摄取率为 L17E-

EGFP的 4倍。总体来说, TAT-EGFP组的平均荧光强

度明显高于 L17E-EGFP组, 说明 TAT-EGFP的穿膜效

果要优于 L17E-EGFP。融合蛋白处理过后的细胞的

平均荧光强度随着融合蛋白浓度的升高而增强, 表明

穿膜能力与蛋白浓度成正比。

然后通过荧光显微镜观察了蛋白浓度为40 µmol·L-1

时递送进入 B16-F10细胞的情况。由图 2C 可以看到

TAT-EGFP 组的绿色荧光强度明显强于 L17E-EGFP

组。因此, 可得出TAT-EGFP递送进入B16-F10细胞的

能力明显强于L17E-EGFP。

3　探究影响递送能力的因素

使用AlphaFold3预测蛋白质的三维结构, 从多个

角度对融合蛋白TAT-EGFP、L17E-EGFP进行分析, 说

明侧链的构象、疏水性及电荷分布在融合穿膜肽蛋白

质与细胞膜相互作用中的重要性。

3.1 侧链构象 TAT-EGFP的蛋白结构如图 3A所示, 

两条侧链呈现出几乎 180°向外伸展的构象, 具有灵活

性, 使其能够动态调整构象, 以适应细胞膜表面的不规

则性, 使TAT-EGFP能从多个方向与细胞膜接触, 显著

增加其与细胞膜的相互作用机会; L17E-EGFP的蛋白

结构如图 3B所示, 相较之下, 两条侧链则表现出“向内

收缩”的趋势, 可能导致其表面暴露的带电残基减少, 

进而减少蛋白与细胞膜的接触面积, 还可能削弱穿膜

Figure 1　Expression and purification of the fusion proteins TAT-EGFP and L17E-EGFP. A: pET28a-TAT-EGFP-His plasmid mapping; B: 

pET28a-L17E-EGFP-His plasmid mapping; C: SDS-PAGE analysis of TAT-EGFP and L17E-EGFP purified using Ni-NTA affinity 

chromatography. Lane 1: Protein marker; Lanes 2 and 6: The lysate of E. coil overexpressed before TAT-EGFP and L17E-EGFP IPTG 

induction; Lanes 3 and 7: The lysate of E. coil overexpressed after TAT-EGFP and L17E-EGFP IPTG induction. The bacteria were broken 

and then the E. coli lysate was loaded onto the Ni-NTA column, and the flow-through was collected. The column was washed with binding 

buffer. Lanes 4 and 8: The binding buffer eluent solution. Then TAT-EGFP and L17E-EGFP were eluted with 50 and 100 mmol·L-1 

imidazole. Lane 5: TAT-EGFP eluted with 50 mmol·L-1 imidazole; Lanes 9 and 10: L17E-EGFP eluted with 50 and 100 mmol·L-1 imidazole
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肽与细胞膜之间的亲和力。

3.2 疏水性 统计得到 TAT-EGFP 共带负电荷的残

基 (Asp+Glu) 34个、带正电荷的残基 (Arg+Lys) 34个, 

平均亲水值为−0.604; L17E-EGFP共带负电荷的残基 

(Asp+Glu) 35个、带正电荷的残基 (Arg+Lys) 31个, 平

均亲水值为−0.445。说明TAT-EGFP的疏水性更强, 使

其能够有效嵌入细胞膜的疏水核心 (脂质双层), 从而

提高结合效率。

3.3 电荷分布 通过研究电荷分布情况 , 发现 TAT-

EGFP两条几乎 180°向外的侧链与较相邻的正负电荷

不易结合形成共价键; 而L17E-EGFP其侧链与主链之

间存在较强静电相互作用 (图 3C绿色箭头所示, 侧链

的负电荷与相邻主链的正电荷连接形成共价键), 这种

相互作用可能会增强侧链的构象稳定性, 限制了侧链

与细胞膜的接触, 进而穿膜效果不佳。

讨论

传统药物递送系统的应用效果常受限于细胞膜的

屏障作用, 难以将大分子药物高效递送至胞内, 导致生

物利用度不足及治疗效果受限[9], 因此如何有效地跨

越这一屏障是提高药物疗效的关键。研究发现, 细胞

穿膜肽可作为一种新型的药物递送工具, 携带蛋白质、

核酸、纳米颗粒等进入细胞, 在生物医学领域有着广泛

的应用[10]。

尽管细胞穿膜肽在递送领域展现出潜力, 但其临

床应用仍存在局限性, 如穿透效率、细胞特异性和生物

相容性等。因此, 对穿膜肽的改造和优化成为当前研

究的热点之一。

穿膜肽与携带药物的结合方式直接影响递送效

率 , 一般分为两种方式 : 一种是共价结合 (如融合表

达), 稳定连接; 另一种非共价结合 (如静电吸附作用), 

操作简单。本实验室的前期研究表明: 当TAT以融合

蛋白形式递送 EGFP时, 其递送能力明显优于 TAT以

非融合形式递送 EGFP 的能力[11]; 在非共价结合方式

下递送EGFP, L17E的递送能力强于TAT[12]。因此, 本

文旨在探索当以共价融合方式递送目标蛋白时 , 

TAT-EGFP 和 L17E-EGFP 的递送能力之间有何差异 , 

可能的机制如何？通过流式检测和荧光显微镜分析, 

本研究发现: 与L17E-EGFP相比, TAT-EGFP递送进入

B16-F10细胞的能力更强, 且递送效果随着融合蛋白

的浓度增加而更好。通过AlphaFold3模拟融合蛋白结

构, 发现 TAT-EGFP 因其向外伸展的疏水侧链和灵活

Figure 2　The transmembrane delivery of TAT-EGFP and L17E-EGFP into B16-F10 cells. A: Flow cytometry analysis of EGFP-positive 

cells after co-incubation of different concentrations of TAT-EGFP, L17E-EGFP with B16-F10; B: The mean fluorescence intensity of EGFP-

positive B16-F10 cells obtained based on flow cytometry analysis in A. n = 3, x ± s. ****P < 0.000 1; C: Fluorescence microscope image of 

40 µmol·L-1 TAT-EGFP and L17E-EGFP co-incubated with B16-F10 cells, scale bar: 500 µm
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的构象, 展现出高效的穿膜能力; 而 L17E-EGFP的侧

链向内收缩限制了其与细胞膜的相互作用, 导致穿膜

效果较差。因此, 说明细胞穿膜肽的递送效率与其理

化性质 (侧链构象、疏水性及电荷分布等) 密切相关, 

这些参数通过调控肽−膜相互作用动力学影响跨膜转

运能力。

现有的穿膜肽的序列优化与构效关系的研究表

明, 富含正电荷的氨基酸 (精氨酸和赖氨酸) 可以增强

肽−细胞膜结合能力。在TAT序列中引入更多精氨酸

残基, 可增强其与细胞膜的亲和力, 显著提高穿膜效

率, 且荧光强度与精氨酸含量呈正相关。穿膜肽中引

入疏水性氨基酸, 增加肽的疏水性能够提高其穿透效

率 , 尤其是在靶向某些特定细胞类型时。如 Midkine

突变体 (MK-Δ4) 通过优化碱性氨基酸分布, 穿膜效率

较原始序列提升 16倍, 且利用硫酸乙酰肝素介导的巨

胞饮途径实现高效内吞通过。计算机辅助设计 (分子

动力学模拟) 可预测疏水核心与脂双层的相互作用模

式, 优化氨基酸的排列组合[13], 从而设计出具有更高穿

透能力的新型穿膜肽。

此外, 通过对穿膜肽进行结构环化与功能化改造

也能提高递送水平。① 环化与稳定性提升: 环状穿膜

肽通过限制构象自由度增强抗酶解能力[14], 具有抵抗

水解降解的稳定性, 且细胞穿透能力增强[15]。Tyr肽经

环化后, 在血清中的半衰期延长至 12 h, 且跨膜效率提

升 40%[16]。② 载体复合系统: 将穿膜肽与脂质体或聚

合物[17]结合可增强其在细胞内的稳定性和有效性。

TAT-PEG-DSPE脂质体通过聚乙二醇修饰降低免疫原

性, 并在肿瘤微环境中实现 pH响应性药物释放, 使多

柔比星的肿瘤蓄积量增加 3倍。③ 配体标记的靶向改

造: 通过在细胞穿膜肽上附加特定的配体[18], 可以实现

对特定细胞类型的靶向传递[19]。通过将穿膜肽与肿瘤

靶向配体 (HER2抗体片段、叶酸受体配体) 或血脑屏

障穿透肽 (T7肽) 融合, 可实现精准递送。如 T7-TAT

双修饰脂质体能同时穿透血脑屏障并靶向脑胶质瘤细

胞, 显著提高化疗药物 (多柔比星) 的脑内蓄积, 这种

策略不仅提高了药物的有效性, 还减少了对正常细胞

的潜在毒性。

细胞穿膜肽作为药物递送领域的核心工具, 其作

用机制与改造策略的深入研究为精准医疗提供了新思

路。未来需进一步解析跨膜过程的分子动力学细节, 

并开发智能化响应型穿膜肽, 以提升其在基因治疗和

靶向递送中的应用潜力。
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