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肿瘤靶向性细胞穿膜肽的固相合成及体外活性研究
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摘要：目的 采用固相合成法合成以基质金属蛋白酶为靶点的肿瘤靶向性细胞穿膜肽，用5-羧基四甲基罗丹明对其进行荧

光标记，并对合成的产物进行生物活性和细胞毒性评估。方法采用N-芴甲氧羰基（Fmoc）作为α-氨基酸的保护基，以逐

个延伸的固相合成法合成肿瘤靶向性细胞穿膜肽，并在有耦合剂HATU和DMF的情况下，加入5-羧基四甲基罗丹明进行

荧光标记，应用高效液相色谱分析仪和质谱仪测定其纯度和分子量；荧光显微镜观察穿膜肽对体外培养的肝癌细胞株

SMMC-7721和正常肝脏细胞株LO2的穿膜效果，以评价穿膜肽的生物学活性；MTT比色法检测穿膜肽对SMMC-7721

细胞活性的影响。结果所合成的细胞穿膜肽经高效液相色谱法鉴定纯度为96.05%，经质谱鉴定相对分子量为3504.9。

这种穿膜肽对正常肝脏细胞株LO2无明显穿膜作用，但对肝癌细胞株SMMC-7721有较强的穿膜作用，并且对细胞活性

无明显影响。结论采用Fmoc固相肽合成法成功合成细胞穿膜肽；所合成的细胞穿膜肽具有肿瘤靶向性。
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Solid-phase synthesis and in vitro activity research of tumor-targeting cell-penetrating
peptide
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Abstract: Objective To synthesize a tumor-targeting cell-penetrating peptide (CPP) and evaluate its biological activity
and cytotoxicity in vitro. Methods With fluorenylmethyloxycarbonyl (Fmoc) as the protective group of α-amino acid,
the tumor-tageting CPP were synthesized with stepwise amino acid extension using solid-phase synthesis method.
5-carboxytetramethylrhodamine was added for fluorescence labeling in the presence of the coupling agents HATU
and DMF. The purity of the CPP was measured by high-performance liquid chromatography and its molecular weight
measured by mass spectrometry. Fluorescence microscope was used to assess the cell-penetrating activity of the CPP
in hepatocellular carcinoma cell lines SMMC-7721 and normal hepatocellular cell lines LO2. The growth activity of
CPP-treated SMMC-7721 cells was measured by MTT assay. Results With a purity of 96.05% and a relative molecular
mass of 3504.9, the synthesized CPP showed no translocation activity in normal hepatocellular cell lines LO2, but
showed strong ability to translocate into SMMC-7721 cells without affecting the biological activity of the cells.
Conclusion Using Fmoc solid-phase synthesis method, we have successfully synthesized the CPP with
tumor-targeting activity.
Key words: liver neoplasms; tumor targeting; cell-penetrating peptides; fluorenylmethyloxycarbonyl; solid-phase
synthesis; matrix metalloproteinase

穿膜肽是一类能够穿透细胞膜进入细胞质甚至

细胞核而不损坏细胞膜结构的小分子多肽，它的长

度一般不超过 30个氨基酸。近几年的研究证实，穿

膜肽能运载一系列具有不同生物学活性的物质进入

活细胞内，包括蛋白、多肽、核酸和寡聚核苷酸等[1]。

发卡形穿膜肽属于新型的选择性穿膜的小肽，发卡

结构区可以构建多种蛋白酶切位点，为分子靶向诊

断和治疗提供了新的思路[2]。由于几乎所有的恶性

肿瘤均表达基质金属蛋白酶 2（MMP-2），并且

MMP-2表达与肿瘤恶性程度、血管生成、侵袭及转移

密切相关，它在肿瘤细胞过表达的酶中最具特征[3-5]，
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因此我们选择MMP-2作为本研究合成的穿膜肽的作

用靶点。本研究采用固相合成的方法合成具有

MMP-2识别位点的发卡形穿膜肽并以荧光标记，并

探讨其肿瘤细胞靶向性及对细胞活性的影响。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 仪器和设备 质谱仪 Agilent6410（Agilent 公

司，美国）；高效液相色谱仪HPLC/LC-24-AD（晶岛公

司，日本）；倒置荧光显微镜（Laica公司，德国）；酶标

仪ELX800（BioTeK公司，美国）。

1.1.2 试剂和细胞 Fmoc-氨基酸、CTC树脂、二氯甲

烷（DIC）、N,N-二甲基甲酰胺（DMF）、二异丙基乙胺

（DIEA）、六氢吡啶、1-羟基-苯并三氮唑（HOBT）、二

异丙基碳二亚胺（DIC）、三氯乙酸（TFA）、1,2-二巯基

乙烷（EDT）、茚三酮均购自吉尔生化（上海）有限公

司；三星DMF（三星公司，韩国）；5-羧基四甲基罗丹

明（Sigma 公司，美国）；MTT 试剂盒（北京普利来公

司）；其余所有试剂均为分析纯。SMMC-7721细胞株

和LO2细胞株由中山大学附属第三医院肝脏病实验

室保存；胎牛血清FBS（Hyclone公司，美国）；DMEM

高糖培养液（杭州吉诺公司）；细胞培养瓶及培养皿

为美国Corning公司产品。

1.2 方法

1.2.1 肿瘤靶向性细胞穿膜肽的合成 取CTC树脂1

g加入 6 ml无水DCM 浸泡 30 min，使树脂充分溶胀

后抽干；称取第一个氨基酸Fmoc-Arg（pbf）-OH 0.57

g，用适量DMF溶解，加入DIEA，将该混合液混匀后

加入溶胀好的树脂中，反应 15 min，取少量该树脂加

入六氢吡啶和DMF溶液，5 min后用乙醇洗涤，取少

许样品加入茚三酮，摇晃，颜色为深色即表示连接成

功；加入 1 ml甲醇反应 60 min，抽干液体后用DMF、

DCM、和三星DMF各洗涤2次，完成第一个氨基酸的

链接；在树脂中加入六氢吡啶和DMF溶液反应5 min

后抽去液体，再加入六氢吡啶和 DMF 溶液反应 10

min，完成脱保护，抽干液体后用DMF、DCM和三星

DMF 各洗涤 2 次，第二个 Fmoc 保护的氨基酸和

HOBT及DIC用DMF溶解后加入上述树脂，反应 60

min，取少许样品加入茚三酮，摇晃，颜色为透明即表

示连接成功；在树脂中加入六氢吡啶和DMF溶液反

应5 min后抽去液体，再加入六氢吡啶和DMF溶液反

应10 min，完成脱保护，抽干液体后用DMF、DCM和

三星DMF各洗涤2次，加入下一个氨基酸；根据靶向

性细胞穿膜肽序列C端- RKKRRRRRRRR PLGLAG

EEEEEEE -N端，采用相同的步骤从C端至N端选用

Fmoc保护的氨基酸原料合成多肽。完成最后一个氨

基酸的连接后，加入已用DMF溶解的 5-羧基四甲基

罗丹明、HOBT 和 DIC，反应 60 min，抽去液体，得到

固体；先用TFA、EDT、H2O配成溶液，将配好的溶液

加入上述固体中反应，一段时间后过滤，收集滤液，

加入乙醚中，离心，收集沉淀物。

1.2.2 高效液相色谱分离和质谱测定 用高效液相色

谱色谱仪LC-24AD进行粗肽的分离。对固相合成的

多肽产物进行RP-HPLC检测，通过对色谱峰面积进

行积分并计算峰面积比例确定多肽产物的纯度。多

肽的检测条件为：Diamonsil C18 柱（4.6 mm × 250

mm，5 μm），流动相 A 为 0.1% TFA+100% H2O，B 为

0.1% TFA+100% 乙腈，梯度 25 min 10%~40% B，25

min 100% B，流速1.0 ml/min，紫外吸收检测波长220

nm。对收集的主峰进行质谱测定，质谱条件为：电喷

雾电离（ESI）；曲形脱溶剂装置（CDL）温度 250 ℃；加

热模块温度200 ℃；探针电压 4.5 kV；检测器电压1.5

kV；CDL电压-20 V；雾化气流速1.5 L/min；流动相流

速（T.flow）0.2 ml/min，全扫描质量范围（m/z）400~

1500。

1.2.3 穿膜肽体外活性检测 实验组采用人肝癌细胞

株SMMC-7721细胞；对照组采用人正常肝脏细胞株

LO2 细胞。以 HEPES 缓冲液（10 mmol/L HEPES，

150 mmol/L NaCl，pH 7.4）为溶剂配制 2 mg/ml 的穿

膜肽溶液。LO2 细胞和 SMMC-7721 细胞均在含

10% FBS、100 U/ml 青霉素和 100 μg/ml 链霉素的

DMEM 培养液中于 37 ℃、5% CO2培养箱条件下培

养。取对数生长期的细胞以5×104/孔接种于12孔板，

在 37 ℃、5% CO2培养箱中培养，待细胞长至 80%~

90%汇合时进行穿膜肽细胞靶向性检测，检测前吸弃

培养板中的旧培养液，用PBS漂洗细胞两次，每孔加

入穿膜肽浓度为100 μg/ml的DMEM（不含血清和双

抗）1 ml，放入 37 ℃含 5% CO2的培养箱中孵育 3 h后

取出细胞，每孔按 1 μg/ml的量加入Hoechst，继续于

37 ℃、5% CO2培养箱中孵育15 min进行染核，吸弃含

穿膜肽的培养液，用PBS漂洗细胞 5次，每孔加入适

量4%多聚甲醛固定细胞。使用倒置荧光显微镜观察

细胞内荧光情况（5-羧基四甲基罗丹明激发波长 543

nm；发射波长 570 nm；Hoechst 激发波长 375~385

nm；发射波长420~460 nm）。

1.2.4 穿膜肽对SMMC-7721细胞生物学活性的影响

SMMC-7721 细胞按 5000/孔接种于 96 孔板中，

在 37 ℃、5% CO2培养箱中培养过夜后吸弃旧培养

基，PBS漂洗细胞两次，每孔加入含不同浓度穿膜肽

的 DMEM（不含血清和双抗），每组设 5 个复孔，于

37 ℃含5% CO2的培养箱中继续培养24 h。24 h后取

出细胞，每孔加入 10 μl MTT Stock，37 ℃含 5% CO2
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的培养箱中继续培养 4 h，终止培养，小心吸弃上清，

每孔加入 100 μl MTT溶解剂，37 ℃培养箱内继续孵

育4 h。显微镜观察紫色结晶状 formazan沉积物全部

溶解，在酶标仪上以 490 nm波长检测个孔的吸光值

（D490）。

1.3 统计学处理

采用 SPSS13.0统计分析软件进行分析，计量资

料以均数±标准差表示，多组之间比较采用单因素方

差分析。检验水准：α=0.05，P<0.05为差异有统计学

意义。

2 结果

2.1 高效液相色谱鉴定纯度

从合成的细胞穿膜肽的色谱分析结果（图 1）可

以看出，主峰面积较大，而其他峰的面积与主峰相比

较小，表明合成的细胞穿膜肽杂质少，纯度高。根据

HPLC色谱图中峰面积计算，纯度达到96.0542%。

2.2 质谱鉴定

Agilent6410 质谱仪分析的结果显示，实际合成

的穿膜肽经罗丹明标记后相对分子质量为3504.9，与

理论分子质量 3504.92相差无几。同时也可以看出，

质谱图中主峰明显，说明本次合成的多肽经色谱仪

纯化后，可以除去大部分的杂质，从而得到较纯的细

胞穿膜肽。

2.3 荧光显微镜观察穿膜肽的细胞靶向性

为了评估穿膜肽的细胞靶向性，两组细胞经穿

膜肽处理3 h后，倒置荧光显微镜下观察两种细胞内

红色荧光的情况（图2），可观察到实验组几乎所有细

胞内都有较强的红色荧光且红色荧光主要集中在细

胞质中，而对照组只有极少数的细胞内可观察的较

弱的红色荧光。表明本实验合成的细胞穿膜肽具有

一定的SMMC-7721靶向性，穿膜肽进入细胞后主要

集中在细胞质中。

2.4 穿膜肽对SMMC-7721细胞活性的影响

各种浓度的细胞穿膜肽处理 SMMC-7721 细胞

后，各组的吸光值D490与空白对照组比较差异均无统

计学意义（P>0.05），表明各浓度的细胞穿膜肽对细胞

活性均没有明显影响，见表1。

3 讨论

细胞穿膜肽又称蛋白转导域，是一大类具有穿

细胞膜功能的短肽。由于细胞膜的存在亲水性的物

质不能渗透入细胞内，然而当其连接在细胞穿膜肽

上时后者可促进其细胞内摄取。因此细胞穿膜肽常

被用作药物载体，运载一系列具有生物学活性的物

图1 细胞穿膜肽HPLC分析图
Fig.1 High-performance liquid chromatography of the cell-
penetrating peptide.
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图2 荧光显微镜下观察两种细胞红色荧光情况
白色光下观察SMMC-7721细胞（A）和LO2细胞（D）；荧光下观察SMMC-7721细胞（B）和LO2细胞（E）；白色光下照片和荧光下
照片重叠后的SMMC-7721细胞（C）和LO2细胞（F）
Fig.2 Observation of red fluorescence under fluorescence microscope (Original magnification: ×100).
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质进入细胞内[6-8]，从而使后者在细胞内发挥相应的

生物学活性。

本研究采用 Fmoc 固相多肽合成方法合成靶向

性细胞穿膜，粗肽经过纯化和分析得到预期活性产

物，合成过程中选用 Fmoc-Arg（pbf）-CTC 树脂为合

成起点，将多肽的羧基端固定在树脂上，向其氨基端

逐步递加、延长肽链，每一步反应都较易进行，合成

过程中采用茚三酮检测氨基残基是否连接成功，保

证每步反应都达到高产率。目标多肽的粗品经高效

液相色谱及质谱分析后，纯度为96.0542%，分子量与

理论值相等。由于采用固相合成的方法，氨基酸的连

接顺序是固定的，证明了所合成的穿膜肽结构正确。

与以往合成的大多数的细胞穿膜肽仅是多聚阳

离子不同，本研究合成的穿膜肽由三部分构成：多聚

阳离子短肽 RKKRRRRRRRR、多聚阴离子短肽

EEEEEEE 及在它们之间起连接作用的小短肽

PLGLAG，因为多聚阳离子和多聚阴离子之间的正负

电荷相吸而形成稳定的分子内发夹结构。同时，将

连接肽的序列设计成PLGLAG，它是MMP-2特异性

蛋白水解识别片断[2]，水解断裂点在G和L之间。因

此，当合成的多肽遇到蛋白水解酶后，后者可以水解

切断小连接短肽从而使多聚阳离子短肽被释放出来

并游离于细胞外，它便携带着待穿膜物共同附着于

细胞膜上并进入细胞内。基于以上所述原理，我们

实现了所合成的细胞穿膜肽的肿瘤靶向性，并经过

体外培养的肝癌细胞株 SMMC-7721 和正常肝脏细

胞株LO2证实所合成的多肽具有较好的肿瘤细胞靶

向性和穿膜性。我们之所以选用肿瘤细胞外基质金

属蛋白酶作为所合成的细胞穿膜肽的靶点，是由于

它不像其他功能不明的肿瘤抗原，肿瘤细胞外的基

质金属蛋白酶在肿瘤的病理过程中起着重要作用[9]，

特别在血管生成和肿瘤转移方面。此外选用蛋白酶

作为靶点还因为其对穿膜肽的酶解具有放大作用，

一个蛋白酶分子可以酶解多个底物分子，而一个抗

原表位一次只能结合一个抗体。药物的安全性是药

物使用过程中必须考虑的重要因素之一。本研究从

穿膜肽对体外培养细胞活性的影响方面出发，采用

经典的MTT比色实验，证实即使在较高浓度应用时

所合成的穿膜肽对细胞活性亦无明显影响（P>

0.05）。结合已被证实的细胞穿膜肽具有向体内外各

种细胞传递各类物质的巨大潜力[10]，本研究为今后肿

瘤早期诊断和靶向性治疗提供了新的思路。
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穿膜肽终浓度（μg/ml）
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表1 穿膜肽对SMMC-7721细胞活性的影响
Tab.1 Effect of the cell-penetrating peptide on
SMMC-7721 cell viability
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