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抗肿瘤活性的新型高效细胞穿膜肽[Cys-CPT2,9] penetratin 的 
设计及活性评价 

李  莉, 张  云, 倪京满* 

(兰州大学药学院, 药剂学研究所, 甘肃 兰州 730000) 

摘要: 本文将半胱氨酸−喜树碱 (Cys-camptothecin, Cys-CPT) 引进 penetratin第 2、9位, 合成新型穿膜肽类

似物  [Cys-CPT2,9] penetratin, 旨在探索一条具有强穿膜活性且具有抗肿瘤活性的新型细胞穿膜肽。通过激光共聚

焦实验和流式细胞术观察  [Cys-CPT2,9] penetratin 在 HeLa 细胞中荧光摄取情况 , 使用不同内吞抑制剂研究 

[Cys-CPT2,9] penetratin 的细胞摄取机制, 最后通过 MTT 实验测试  [Cys-CPT2,9] penetratin 抗肿瘤活性。在激光       

共聚焦及流式细胞术实验中显示  [Cys-CPT2,9] penetratin 的穿膜活性显著增强, 它的胞内荧光强度比 penetratin       

明显提高 5 倍。而对于  [Cys-CPT2,9] penetratin 的细胞摄取机制, 它主要通过网格蛋白和巨胞饮内吞途径进入细      

胞内。[Cys-CPT2,9] penetratin对 HeLa细胞具有抗肿瘤活性, 并强于抗肿瘤药物喜树碱。结果说明, [Cys-CPT2,9] 

penetratin是一个新的高膜转导活性的细胞穿膜肽, 同时对 HeLa细胞具有抗肿瘤活性。 
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Development of novel cell-penetrating peptide [Cys-CPT2,9] penetratin 
with high translocation ability and antitumor activity 
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Abstract: To develop a cell-penetrating peptide with high membrane penetrating ability and effective        

antitumor activity, we designed and synthesized an analogue of penetratin, [Cys-CPT 2,9] penetratin, by substitution 
of Gln2 and Asn9 with Cys-CPT.  We investigated the transmembrane activity and antitumor activity of [Cys-CPT 2,9] 
penetratin.  The fluorescence intensity of [Cys-CPT2,9] penetratin in HeLa cells was observed by laser confocal 
microscopy and flow cytometry, and the cell uptake mechanism of [Cys-CPT 2,9] penetratin was evaluated by       
using different endocytic inhibitors, finally the anti-tumor activity of [Cys-CPT 2,9] penetratin was tested by MTT 
assay.  The results showed that the membrane activity of [Cys-CPT 2,9] penetratin was significantly enhanced      
in laser confocal microscopy and flow cytometry assay, and the intracellular fluorescence intensity was 5 times 
higher than penetratin.  The cell uptake mechanism study of [Cys-CPT 2,9] penetratin indicated that it mainly      
entered the cell through the clathrin and endocytosis.  Moreover, [Cys-CPT 2,9] penetratin exhibited anti-tumor 
activity against HeLa cells, and its inhibitory effect on cancer cells was stronger than CPT.  [Cys-CPT 2,9] penetratin 
is a new cell-penetrating peptide with high translocation ability, and has anti-tumor activity against HeLa cells. 
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在正常的人类生命活动中, 基因的选择性剪切     
会表达不同功能的蛋白分子来参与人体正常的生理

代谢过程。当基因的剪切出现紊乱时, 会产生异常    
的表达产物, 它们可能会影响正常的生理过程, 甚至
导致疾病的发生[1, 2]。目前全世界每年有大约 700～     
1 000 万人死于癌症, 因此癌症是一个巨大的医学挑
战 [3, 4]。而它的产生和发展与许多癌症相关基因

BCL-X、MDM2和 FGFR1等过表达密切关联[5, 6]。在

癌症治疗中, 许多化疗药物和几乎全部生物大分子
药物由于难以透过细胞膜限制了抗肿瘤作用的发挥。

因此, 发展促使这些药物被细胞摄取的策略变得尤
为重要[7]。 

细胞穿膜肽 (CPPs) 作为一种由 5～30氨基酸组
成的短肽, 是非常有潜力的药物递送载体之一[8]。它

能够递送各种大分子药物穿透细胞膜进入细胞内且

不影响它们的生物活性[9−11]。因此, 作者希望以 CPPs
作为模板设计出高效的非病毒载体。Penetratin 来源
于果蝇触角蛋白同源结构域, 是一条两亲性的穿膜
肽; 因为它具有较好的穿膜效应被作为一个潜在药
物载体用于各种目的[12−14]。Penetratin 序列中的阳离
子氨基酸精氨酸 (Arg) 和赖氨酸 (Lys) 是发挥穿膜
活性的不可替代的位点, 如果对它们进行替换或改
造会降低穿膜效应[15]。而序列中的色氨酸 (Trp)、苯
丙氨酸  (Phe) 和异亮氨酸  (Ile) 为疏水性氨基酸 , 
可以促进肽与细胞膜脂质的相互作用 [16−18]。因此 , 
penetratin 具有穿膜特性和两亲性, 使它可作为设计
新型非病毒载体的潜在模板。 

在本研究中, 以 penetratin 作为设计的母肽, 将
它的 2 位和 9 位的氨基酸替换为半胱氨酸−喜树碱 
(Cys-camptothecin, Cys-CPT) 以增加 penetratin 的两
亲性, 旨在提高其穿膜效率的同时也使它具有一定
的抗肿瘤效应, 最后得到了肽[Cys-CPT2,9] penetratin 
(图 1), 作为新型载体用于肿瘤基因治疗。 

 
Figure 1  Spiral wheel structure of penetratin.  Black: Basic 
amino acids; Gray: Hydrophilic amino acids, uncharged; White: 
Nonpolar amino acids; Cys: Cysteine; CPT: Camptothecin 

 

材料与方法 
实验材料与仪器  RPMI-1640培养基和胎牛血清 

(fetal bovine serum, FBS) 购自 Gibco公司; 新生牛血
清 (newborn bovine serums, NBS) 购自杭州四季青
生物工程材料有限公司 ; 噻唑蓝[3-(4,5-dimethyl-2-    
thiazolyl)-2,5-diphenyl-2-H-tetrazolium bromide, MTT]、
头孢哌酮  (cefoperazone, CPZ)、异丙基阿米洛利
[5-(N-ethyl-N-isopropyl) amiloride, EIPA]、甲基-β-环
糊精 (methyl-beta-cyclodextrin, MβCD) 和 CPT均购
自 Sigma-Aldrich 公司; 异硫氰酸荧光素 (fluorescein 
isothiocyanate, FITC) 购自苏州亚科化学试剂有限公
司。全自动酶标仪 (Bio-Rad公司); 激光共聚焦显微镜 
(Zessie公司); 流式细胞仪 (Becton Dickinson公司)。 

Penetratin 和[Cys-CPT2,9] penetratin 肽的合成  

选择的方法为采用经典的多肽固相合成法合成。采      
用MBHA树脂 (取代值为 0.54 mmol·g−1) 合成, 表 1
中所述肽序列。其中荧光素 FITC通过连接子六氨基
己酸 (6-aminocaproic acid, AHX) 连接在肽链的氮末     
端, 而[Cys-CPT2,9] penetratin的合成是在主链[Cys2,9] 
penetratin 的合成后, 通过二硫键连接反应将 CPT 偶
联到[Cys2,9] penetratin的第 2、9位半胱氨酸的侧链巯
基基团上。最后经 RP-HPLC 纯化和 ESI-MS 质谱鉴 

 
Table 1  Amino acid sequence of peptides.  aFluorescein moiety (FITC) was attached to the N-terminus of peptide via an amino-
hexanoic acid (AHX) spacer  

Peptide Amino acid sequence 

Penetratin RQIKIWFQNRRMKWKK-NH2 

FITC-penetratin FITC-AHX-RQIKIWFQNRRMKWKK-NH2
a 

[Cys2,9] penetratin R[Cys]IKIWFQ[Cys]RRMKWKK-NH2 

FITC-[Cys2,9] penetratin FITC-AHX-R[Cys]IKIWFQ[Cys]RRMKWKK-NH2 

[Cys-CPT2,9] penetratin R[Cys-CPT]IKIWFQ[Cys-CPT]RRMKWKK-NH2 

FITC-[Cys-CPT2,9] penetratin FITC-AHX-R[Cys-CPT]IKIWFQ[Cys-CPT]RRMKWKK-NH2 

Transportan 10 (TP10) AGYLLGKINLKALAALAKKIL-NH2 

FITC-TP10 FITC-AHX-AGYLLGKINLKALAALAKKIL-NH2 
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定后的目标肽[19], 用于后续实验。 
细胞培养  HeLa细胞 (人宫颈癌细胞, 上海中国

科学院细胞库) 用灭活小牛血清 NBS 与 RPMI-1640
培养基配成 10%  小牛血清培养基培养细胞, 培养基
中含硫酸链霉素 (100 mg·mL−1) 和青霉素 G 钠盐 
(100 u·mL−1) 以避免细胞污染。细胞株培养在 37 ℃、

5% CO2无菌细胞培养箱中。 
FITC 摄取实验  HeLa 细胞以每皿 4×104个接    

种于玻璃底的培养小皿内, 37 ℃、5% CO2培养箱中

孵育 24 h。然后在皿中加入无血清 RPMI-1640 培养
液配制的 FITC-penetratin、FITC-[Cys2,9] penetratin      
和 FITC-[Cys-CPT2,9] penetratin, 浓度为 2 μmol·L−1, 
培养箱中孵育 30 min。再用 pH 7.4 磷酸盐缓冲液 
(phosphate buffer solution, PBS) 洗涤细胞 3次, 最后
在激光共聚焦显微镜下观察细胞内 FITC 的荧光强    
度, 激发波长为 488 nm。 

CPT 内化实验  HeLa 细胞以每皿 4×104个接种

于玻璃底的培养皿内, 在培养箱内培养 24 h, 然后在
皿中加入 2 μmol·L−1 CPT、[Cys-CPT2,9] penetratin, 放
置于培养箱内孵育 30 min, 用 PBS清洗细胞 3次, 最
后通过激光共聚焦在 405 nm波长下观察细胞内的蓝
色荧光强度 (CPT荧光)。 

流式细胞仪检测实验  HeLa 细胞以每孔 2×105

个接种于 12孔板中, 培养 24 h后, 用 PBS洗涤细胞
3 次, 然后将无血清 RPMI-1640 培养液配制的不同    
浓度 (1、2和 5 μmol·L−1) 的 FITC-penetratin、FITC-    
[Cys-CPT2,9] penetratin溶液加入到培养板孔内, 与细
胞共孵育 30 min, 再用胰酶消化并收集细胞, 用预冷
的 PBS清洗样品 3次, 最后加入 PBS 500 μL重悬细
胞, 流式细胞仪检测荧光强度, 激发波长 488 nm。 

为了进一步证实 FITC-[Cys-CPT2,9] penetratin     
的穿膜效率, 选择被广泛研究证实穿膜活性强的穿
膜肽 Transportan 10 (TP10) 作为阳性对照, 对 FITC-    
penetratin、FITC-[Cys2,9] penetratin、FITC-[Cys-CPT2,9]- 
penetratin和 FITC-TP10的穿膜效率进行分析和比较, 
浓度设为 2 μmol·L−1。 

细胞摄取的机制研究  为了研究 penetratin 与
[Cys-CPT2,9] penetratin的细胞摄取机制, 采用不同内
吞抑制剂探究它们对肽穿膜效率的影响作用。HeLa
细胞以每孔 2×105个接种于 12 孔板, 培养箱中培养
24 h 备用。先用 PBS 洗涤细胞 3 次后, 在小孔内加    
入无血清 RPMI-1640 培养液配制的不同抑制剂溶    
液 (10 μg·mL−1网格蛋白介导型内吞抑制剂 CPZ、50 
μmol·L−1 巨胞饮型内吞抑制剂 EIPA 和 5 mmol·L−1     

小窝蛋白介导型内吞抑制剂 MβCD), 预处理 30 min, 
然后在样品孔内分别加入 10 μmol·L−1 FITC-penetratin
和 2 μmol·L−1 FITC-[Cys-CPT2,9] penetratin 继续共      
孵育 30 min。最后, 将收集到的细胞在流式细胞仪中
测定荧光强度。实验中只加 FITC-penetratin和 FITC-    
[Cys-CPT2,9] penetratin的样品作为空白对照。 

肽对肿瘤细胞增殖的影响  HeLa 细胞以每孔
5×103个接种于96孔微板中培养24 h。将无血清RPMI-     
1640培养液配制的 CPT、penetratin、[Cys2,9] penetratin、
[Cys-CPT2,9] penetratin溶液 (0.3125、0.625、1.25、
2.5和 5 μmol·L−1) 分别加入到培养孔内, 孵育 30 min
后用 PBS清洗细胞, 然后加入含 5% NBS的新培养液
180 μL, 继续培养 72 h后, 每孔加入 MTT溶液 (5.0 
g·L−1) 20 μL, 继续孵育 4 h, 最后吸取上清, 每孔加
入 DMSO溶液 150 μL, 微板器上震动 5 min后, 用酶
标仪在 570 nm 处测定吸光度值 (OD)。细胞存活率 
(%) = OD药物组 / ODcontrol×100; 另外采用同样处理方法考
察以每孔 1×104个接种于 96孔板的HeLa细胞在CPT、
penetratin、[Cys2,9] penetratin和[Cys-CPT2,9] penetratin 
(1、2、5、10和 20 μmol·L−1) 作用 1 h后的存活率。 
 

结果 
1  细胞摄取 

当 FITC标记的 penetratin系列肽与 HeLa细胞共
孵育 30 min 后, 在激光共聚焦下能检测到它们在细
胞内的绿色荧光。但在同一浓度下, 发现[Cys-CPT2,9] 
penetratin组的细胞内荧光强度明显高于 penetratin和
[Cys2,9] penetratin 组, 结果显示较多的[Cys-CPT2,9] 
penetratin被摄入细胞内 (图 2A)。说明改造后的[Cys-    
CPT2,9] penetratin的穿膜能力明显高于 penetratin。 

流式细胞术实验对 FITC-penetratin、FITC-[Cys2,9] 
penetratin、FITC-[Cys-CPT2,9] penetratin和 FITC-TP10
的细胞摄取水平进行了直观的比较。从图 2B 可见, 
FITC-[Cys-CPT2,9] penetratin 的荧光强度高于 FITC-    
penetratin、FITC-[Cys2,9] penetratin约 5倍, 此结果与
激光共聚焦的结果一致, 显示[Cys-CPT2,9] penetratin
具有更高的穿膜能力。[Cys-CPT2,9] penetratin的穿膜
能力与阳性对照药 TP10相近。通过细胞摄取实验证
实, 将 Cys-CPT 与 penetratin 第 2,9 位氨基酸替换后
得到的[Cys-CPT2,9] penetratin 具有明显优于母体的
穿膜能力。 
2  [Cys-CPT2,9] penetratin细胞摄取的量效关系 

对 penetratin 和[Cys-CPT2,9] penetratin 细胞摄取
进行更深入的量效关系研究。如图 3所示, 当 HeLa细 
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Figure 2  Cellular uptake of peptides in HeLa cells.  Cells were incubated with 2 μmol·L−1 FITC-labeled peptides for 30 min in        
serum-free medium.  A: Laser confocal images of cellular uptake of peptides; B: Flow cytometry analysis of peptides internalized into 
cells.  1, 2, 3 and 4 were FITC-penetratin (F-penetratin),  FITC-[Cys2,9] penetratin (F-[Cys2,9] penetratin),  FITC-[Cys-CPT2,9] penetratin 
(F-[Cys-CPT2,9] penetratin) and FITC-TP10 (F-TP10, positive control).  TP10: Transportan 10 

 
胞与不同浓度的 FITC-penetratin 和 FITC-[Cys-CPT2,9] 
penetratin共孵育 30 min后, 流式细胞仪检测发现两
个肽作用后胞内荧光强度均随浓度的增加而增加, 而
各个浓度下 FITC-penetratin 的荧光强度均低于相同浓
度 FITC-[Cys-CPT2,9] penetratin的荧光强度, 且 FITC-   
penetratin 的浓度增加到 5 μmol·L−1时, 它的细胞内    
的荧光强度且略低于 1 μmol·L−1时 FITC-[Cys-CPT2,9] 
penetratin所对应的荧光强度。 
3  [Cys-CPT2,9] penetratin的细胞摄取机制 

不同内吞抑制剂 (网格蛋白介导型内吞抑制剂
CPZ、小窝蛋白介导型内吞抑制剂 MβCD、巨胞饮内
吞抑制剂 EIPA) 对[Cys-CPT2,9] penetratin 细胞摄取
的影响[20]。如图 4A 所示, 在母肽 penetratin 处理组
中, 发现 3种内吞抑制剂 CPZ、MβCD和 EIPA均可
明显降低它的细胞摄取, 其中各个抑制剂作用后对
应的细胞摄取水平是 penetratin 对照组的 73%、66%
和 56%; 在图 4B中, HeLa细胞经 CPZ和 EIPA预处
理后, [Cys-CPT2,9] penetratin的细胞摄取率明显降低
至 43.1%  和 82%, 但MβCD处理组的细胞摄取率与对
照组一致, 没有表现出细胞摄取抑制作用。结果表明,  
 

 
Figure 3  Response value of FITC-penetratin (F-penetratin) and 
FITC-[Cys-CPT2,9] penetratin (F-[Cys-CPT2,9] penetratin) under 
different concentrations on HeLa cells.  It was investigated 
quantitatively by flow cytometry after 30 min treatment 

 [Cys-CPT2,9] penetratin 的细胞摄取机制主要是经由
网格蛋白、巨胞饮内吞通路内化进细胞的, 不经过细
胞膜穴样内陷过程, 与 penetratin 进入细胞途径略有
不同。 
4  [Cys-CPT2,9] penetratin 诱导的细胞内 CPT 摄    

取量 

为了考察  [Cys-CPT2,9] penetratin 大量进入细胞   
时, 是否将 CPT 一起带入细胞内, 从而发挥抗肿瘤     
活性, 利用激光共聚焦对 CPT 内化情况进行直观分
析。如图 5所示, 在 CPT的激发波长下 CPT和  [Cys-   
CPT2,9] penetratin 组细胞内均能检测到蓝色荧光, 显 
 

 
Figure 4  The internalization  of penetratin (A) and [Cys-CPT2,9] 
penetratin (B) evaluated by flow cytometry in the presence of 
specific endocytosis inhibitors.  CPZ: Cefoperazone; EIPA: 5-(N-   
Ethyl-N-isopropyl) amiloride; MβCD: Methyl-beta-cyclodextrin 



· 806  · 药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2017, 52 (5): 802 −808  

 

示  [Cys-CPT2,9] penetratin 导入细胞的同时自身所携
带的 CPT随之进入细胞内, 具有一定的抗肿瘤效应。 
5  [Cys-CPT2,9] penetratin的抗肿瘤活性 

为了进一步证明[Cys-CPT2,9] penetratin 抗肿瘤活
性, 采用MTT法探讨 [Cys-CPT2,9] penetratin对HeLa
作用不同时间后细胞的存活率状态。在[Cys-CPT2,9] 
penetratin 作用下 , 细胞存活率表现出浓度依赖性 , 
对 HeLa 细胞的增殖具有抑制作用, 且抑制活性高于
CPT组 (图 6A), 而 penetratin和[Cys2,9] penetratin对
HeLa细胞的增殖未产生任何影响。在图 6B中, [Cys-    
CPT2,9] penetratin在短时间内也能抑制肿瘤细胞增殖, 
CPT对 HeLa细胞未产生明显的杀伤作用, 进一步印
证了[Cys-CPT2,9] penetratin 具有高穿膜活性的同时
也具有抗肿瘤活性。 
 

讨论 
在 CPPs 的二级结构图中, 序列中的极性基团集

中分布于结构一侧, 而非极性基团集中分布于另一
侧, 从而形成双亲性的肽结构。肽的两亲性在它的穿
膜活性中发挥着非常重要的作用, 因此, 对 CPPs 进
行两亲性设计改造成为开发新型高效穿膜肽的策略

之一[21−23]。本研究选择 penetratin 作为母肽, 在不改
变序列中碱性氨基酸及芳香性、疏水性氨基酸等关    
键基团的前提下, 将 2 位 Gln 和 9 位 Asn 替换为疏    
水性基团 Cys-CPT 以期扩大母肽的疏水结构区域, 目
的在于增加 penetratin 的双亲性, 进而得到更有潜力
的穿膜肽[Cys-CPT2,9] penetratin。在激光共聚焦结果
中, [Cys-CPT2,9] penetratin 被摄入细胞内更多, 显示 

 
Figure 6  Inhibitory activity of [Cys-CPT2,9] penetratin on tumor 
cell proliferation.  A: Survival rate of HeLa cells in drug treatment 
for 30 min and then cultured for about 72 h; B: Survival rate of 
HeLa cells in drug treatment for 1 h and determined using the 
MTT method.  n = 3, x ± s.  MTT: 3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-     
2,5-diphenyl-2-H-tetrazolium bromide 
 
它的穿膜活性明显高于 penetratin, 表明 penetratin的
双亲性增加后促进了穿膜肽与细胞膜之间的相互作

用, 使更多的肽被细胞内化。同时流式数据也进一步 
 

 
Figure 5  CPT uptake in HeLa cells.  Cells were incubated with serum-free medium containing 2 μmol·L−1 CPT (A) and [Cys-CPT2,9] 
penetratin (B) for 30 min and finally investigated by confocal laser scanning microscopy.  DIC: Differential interference contrast     
microscopy; DAPI: Cells which took up CPT appear blue under fluorescent light 
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证实了此结论, [Cys-CPT2,9] penetratin具有更高的穿
膜活性, 而比较 penetratin 与[Cys-CPT2,9] penetratin
量化结果发现, [Cys-CPT2,9] penetratin的荧光强度比
penetratin高 5倍, 凸显它的穿膜优势。 

基于  [Cys-CPT2,9] penetratin 具有较好的穿膜活
性, 作者对它的穿膜机制进行了探索。目前普遍认可
CPPs 的穿膜机制是细胞内化过程[24, 25], 所以使用网    
格蛋白介导型内吞抑制剂、小窝蛋白介导型内吞抑制

剂和巨胞饮型内吞抑制剂探究  [Cys-CPT2,9] penetratin
细胞摄取机制[18]。结果显示, 抑制剂 CPZ、EIPA 均
能降低  [Cys-CPT2,9] penetratin 的细胞摄取率, 这与
penetratin 摄取机制一致 [13,  16]。但是, [Cys-CPT2,9] 
penetratin 的摄取过程中小窝蛋白未发挥作用, 这与
penetratin 摄取机制有所不同, 可能是因为引入 CPT    
基团影响了小窝蛋白介导的内吞作用[26, 27]。由此认为

[Cys-CPT2,9] penetratin 的细胞摄取机制是首先通过
静电作用与细胞膜结合, 然后通过疏水性作用与膜
脂质结合, 最后由网格蛋白、巨胞饮介导的内吞途径
进入到细胞内。 

由激光共聚焦实验可见 , CPT 随 [Cys-CPT2,9] 
penetratin 被细胞摄取, 抗肿瘤活性实验也显示 [Cys-   
CPT2,9] penetratin 具有抗肿瘤活性, 且比 CPT 抑制      
癌细胞作用更强, 表明[Cys-CPT2,9] penetratin中引入
Cys-CPT 基团不仅具有更好的穿膜活性, 也有抗肿瘤
活性, 此结果与作者设计理念一致。高穿膜活性和抗
肿瘤活性的  [Cys-CPT2,9] penetratin 在临床应用中具   
有更大优势: 高效穿膜活性使  [Cys-CPT2,9] penetratin
可开发成潜在的药物载体, 克服 CPT 在肿瘤治疗中
难以通透细胞膜和胞内转运问题; 携带的 CPT 也通
过凋亡通路诱使癌细胞死亡[28, 29]。两者通过协同作   
用来增强治疗药物的抗肿瘤活性, 同时也降低了化
学药物的给药剂量, 有利于降低药物的毒副作用及
肿瘤耐受现象出现的几率。总之, 新型高效穿膜肽 

[Cys-CPT2,9] penetratin 的发现对后续肿瘤治疗方案
的研究和发展提供了前期基础。 
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