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摘要 小 RNA药物应用于临床的主要技术瓶颈在于如何高效、低毒地将小 RNA分子传递到它发挥功能的场所．基于细胞
穿透肽在小 RNA透皮给药的临床应用中所取得的进展，本文系统评述了近年来细胞穿透肽在小 RNA的体内、体外传递方
面的研究动态，分析了细胞穿透肽的结构改造对肽 /小 RNA复合物转染进入细胞发挥功能的影响，展望了细胞穿透肽作为
小 RNA的体内药物传递载体的发展方向．
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发现于 20 世纪末的 RNA干扰技术，经历了
10余年的快速发展，不仅深刻改变了基因调控相
关的生物学、基础医学的研究[1-4]，同时也为现代

制药业的变革提供了雄厚的技术基础．RNAi 技
术被美国《科学》(Science)杂志评为 2001、2002、
2003和 2006年的年度突破进展．2006年该技术的
发明者 Andrew F和 Craig C M被授予诺贝尔医学 /
生理学奖．目前国际上的各大制药企业都把小

RNA技术以及小 RNA药物作为新药研发的制高点
并投入巨资给予支持．小 RNA药物研发涉及多个
领域，与传统的小分子药物相比，它具有作用机制

明确、专一性好等优点，与蛋白质药物相比，它具

有靶点范围更广的优势．尽管小 RNA 技术及小
RNA药物研究热点不断，但至今国际上仍没有一
个基于小 RNA干扰技术的药物上市．小 RNA药
物真正能够进入临床应用的主要技术瓶颈在于如何

克服小 RNA药物传递的困难．近来国内在研究开
发小 RNA 美白工业品 Britena(柏尔婷娜)和 Cyidi
(西媂)(江苏吉康生物技术有限公司网站 http://www.
gencon.cn)的过程中，筛选出高效低毒的多肽转染
剂体系并获得成功，显示出细胞穿透肽(CPPs)体系

在小 RNA定向传递过程中的独特优势．系统分析
CPPs的结构和对小 RNA的传递效率之间的关系，
对于小 RNA药物的研发和小 RNA技术的应用具
有重要的价值．

笔者以 NCBI 文献库数据为主，通过主题词
Peptide，siRNA，delivery搜索，获得相关文献 754
篇，剔除综述性文献后，对每一篇文献根据文献摘

要进行筛选，对于仅从摘要不能断定的，再参照正

文，剔除和 CPPs无关的文章，共获得有效文献 51
篇，其年代分布自 2003年至今(图 1)，呈现出不断
增长的趋势，反映出当前 CPPs及其结构嵌合改造
对小 RNA的体外、体内传递的研究全貌．目前，
对其他小 RNA传递体系，如阳离子脂质体、阳离
子纳米聚合物、环糊精衍生物等的研究仍然火热，

也有相关的传递体系进入临床实验的报道．相关的

研究进展可参考有关综述性文章．
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Fig. 1 Research publication numbers of cell penetrating
peptides based small RNA transfection annually

图 1 近年来细胞穿透肽转运小 RNA
研究的文章数与年度分布

1 CPPs的发现及其在药物传递中的应用
20世纪末人们发现某些蛋白质具有自发跨膜

转运进入细胞的功能．对 HIV-1病毒的 Tat蛋白以
及果蝇的触角足同源异型结构域蛋白的片段研究，

发现了氨基酸残基数为 10到 16的多肽片段具有上
述跨膜功能，并将这类肽称之为细胞穿透肽(CPPs)
或蛋白质转导结构域(PTDs)．目前发现的 CPPs数
目仍在不断增长，Bolhassani[5]在其综述中给出了已

发现的主要 CPPs的序列，但对其细胞穿透功能研
究主要集中在 Tat肽以及触角足肽(penetratin)上．
对 CPPs传递小 RNA的研究情况也类似，只有 Tat
肽、MPG肽和多聚精氨酸肽的研究最为深入．

已经发现的 CPPs根据其电荷分布的不同可以
分为两大类．一类可称之为阳离子 CPPs，其短肽
序列主要含有精氨酸、赖氨酸及组氨酸，这类肽通

过其正电荷与细胞膜上的负离子簇电荷相互作用，

采取一种非受体依赖的方式进入细胞．另一类为两

性肽，该肽同时具有亲脂性和亲水性尾部，用于介

导多肽转运通过细胞膜进入细胞．目前在 CPP进
入细胞的机制方面仍有不同的观点，要形成一个能

够被广泛接受的 CPP介导的跨膜转运机制仍需要
做大量的工作．

2 CPPs的毒副作用
作为以临床应用为目标的 CPPs研究，人们首

先关注的是这种阳离子性的多肽是否和聚合赖氨酸

以及聚乙烯亚氨一样存在着显著的细胞毒性．最初

研究发现，Tat 肽能够间接导致神经毒性 [6-8]，但

是随后几个独立的研究小组分别研究了不同长度

的 Tat肽的体内、体外毒性，发现具有细胞膜转运
特性最小肽结构的 Tat 肽，即使在极端的条件下
(100 mmol/L的浓度下与细胞孵育 24 h)对 HeLa细
胞也没有可观察到的毒性[9]．其他类似的研究也发

现 Tat肽对多种细胞显示出低的细胞毒性．使用不
同的阳离子多肽，如 Tat，Antp，Rev和 VP22 对
于 HeLa 或 Jakat 细胞在高达 20～30 滋mol/L 浓度
下仍没有可观察的毒性．胆固醇类似物修饰的 9聚
精氨酸转染 siRNA的研究发现在多肽的氮原子数
与核酸的磷原子数之比(N/P)为 8～40 的范围内，
多肽对 293T细胞没有显著可查的细胞毒性．CPPs
的低细胞毒特性为高剂量的小 RNA转染提供了条
件，相对于病毒转染体系，不仅具有安全性的优

势，而且能够将靶基因沉默得更加彻底，在研究开

发小 RNA介导的细胞分化方面更容易获得高的转
化率．

人们曾担心作为药物传递载体的多肽在体内会

诱发免疫反应，这会对随后的治疗带来显著的不良

反应．然而我们的研究结果[10]以及其他为数不多的

研究 [11-12]表明至少某些 CPPs (如 Tat peptide，
penetratin)具有避免诱导免疫反应的能力．CPPs偶
联药物的临床研究也支持这一理念．如 2003年美
国 CellGate公司开发的多聚精氨酸偶联的环孢素已
经进入域期临床研究，日本 Kai Pharmaceuticals公
司开发的蛋白激酶 C-delta 肽抑制剂 -Tat 偶联物，
KAI-9803,于 2007年进入域期临床．这些积极的研
究成果表明机体具有对作为药物传递载体 CPPs进
行免疫性调控的可能性．

近年的研究显示出 CPPs具有将核酸通过共价
偶联或非共价结合等方式传递进入细胞的作用，从

而改变细胞 /组织的基因表达．在病毒表达载体介
导的基因治疗出现致瘤性，基因治疗研究一度遭受

重挫之后，人们对 CPPs作为基因药物传递载体的
研究兴趣剧增．CPPs介导的小 RNA治疗再次为基
因治疗技术的临床应用提高了信心．

3 CPPs传递小 RNA的机制
关于 CPPs的转运机制，已经形成了两大基本

假说．最先提出的一种假说认为，CPPs，尤其是
Tat 肽和触角肽(Antennapedia)，能够通过非主动
运输的方式通过细胞质膜，聚合精氨酸、

Transportan、MPG肽以及 Pep-1也具有这种性质．
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另一种观点认为 CPPs 能够直接穿透脂质层．然
而，上述模型难于解释 CPPs如何能够将颗粒大小
为几十纳米到几百纳米的药物复合物传递透过细胞

质膜．近年来，开展了一系列对 CPPs/药物复合物
转运细胞内定位的活细胞研究，表明 CPPs/药物复
合物转运进入细胞是多途径的，但主要机制已经确

定为细胞内吞作用介导的摄入机制．根据这一机

制，CPPs，尤其是具有正电荷数高的肽，在穿透
肽 /小 RNA复合物时首先和细胞表面的负电荷基
团，如硫酸乙酰肝素、唾液酸、磷脂酸等结合，然

后再通过脂筏、巨胞饮或依赖网格蛋白等途径进入

细胞．区别 CPPs/小 RNA复合物是否采用了细胞
内吞机制的实验方法主要有低温、影响肽与细胞膜

间静电作用的肝素以及几个和内涵体释放途径相关

的抑制剂，如细胞松弛素 B、巴弗洛霉素 A和氯
喹等对小 RNA转染的影响．低温和抑制剂的存在
能够显著抑制小 RNA转染细胞的阳性率，说明小
RNA主要是通过细胞的胞吞作用机制进入细胞，
反之，说明存在着其他的转运途径，如 CPPs/ 小
RNA复合物的直接转运机制等．文献中经常会遇
到对同一穿透肽的研究得到不同的转运途径的报

道，这可能是由于不同的研究组采用的实验条件不

同所致．值得指出的是小 RNA转运进入内涵体 /
溶酶体中并不能发挥其生物功能，只有再经内涵

体 /溶酶体逃逸进入细胞质之后才能够发挥其生物
功能．

然而，近年发现的新一类 CPPs———两性肽对

小 RNA 的转运能够通过直接跨膜为主的传递模
式，将小 RNA传递到细胞膜内，为 CPPs 的药物
传递机制研究带来新的方向．

两性肽研究最好的一个例子是多肽 CADY传
递小 RNA的研究[13-14]．CADY本身没有二级结构，
但是小 RNA以及磷脂单分子膜均能诱导 CADY产
生二级结构．膜天平研究显示 CADY 及其与小
RNA的复合物具有对磷脂膜的结合与渗透作用．
直接的证据来自 CADY/siRNA复合物转染细胞的
电镜结果．该结果显示，在小 RNA传递过程中没
有 观 察 到 细 胞 膜 的 内 吞 作 用 ， 但 发 现 了

CADY/siRNA复合物导致的细胞膜结构紊乱，并
在细胞浆中发现了游离的、不与膜相互作用的小

RNA．CPP模拟肽的构效关系研究表明，精氨酸
与 6 个缬氨酸组成的精氨酸 - 缬氨酸小肽能与小
RNA形成稳定的复合物，并且精氨酸的数目为 3
时效果最好．模拟肽 R3V6自身在水溶液中就能形

成胶束[15]，而 R3V6与小 RNA的作用是通过静电
相互作用并能被肝素竞争性结合而破坏．因此在多

肽远远过量的条件下，肽 -小 RNA复合物的疏水
基团分布在复合体的外侧，从而实现疏水基团的插

膜效应，直接转运小 RNA进入细胞质中发挥生物
功能．展示出 CPPs 的结构和功能研究在解决小
RNA药物传递中的重要作用．

CPPs转运小 RNA作用机制的研究对于开发高
效、低毒的 CPPs，解决小 RNA临床治疗遇到的困
难具有重要的意义．小 RNA诱导的基因沉默是发
生在细胞质中的．被运载载体运送到细胞内的小

RNA只有游离在细胞质中，才能够被小 RNA沉默
复合体识别，并与其序列互补的 mRNA结合，经
RNA沉默复合体剪切发挥其小 RNA的功能．储存
于细胞内涵体 /溶酶体中的小 RNA，会被溶酶体
内的酶降解，无法发挥其生物功能；只有通过某种

作用使小 RNA从内涵体中释放出来，才能够发挥
小 RNA的基因沉默功能．研究小肽的结构以及小
肽的修饰，对于深入认识小肽传递小 RNA的作用
机制，发展高效的小 RNA基因药物传递体系具有
重要的作用．

4 CPPs的结构修饰与其小 RNA传递功能
的关系

在已经发表的文献中，研究最多的 CPPs结构
是多聚精氨酸．短的多聚精氨酸本身传递小 RNA
的能力不够，通常要有适当的疏水基团，如 R3V6
肽通过 6个疏水的缬氨酸使多肽具有疏水 -亲水两
性肽的性质[15]．除此之外，就是增加精氨酸肽链的

长度，如文献中报道比较多的七聚、八聚、九聚精

氨酸肽，甚至 12 聚的多聚精氨酸肽也能够将
siRNA转染进入烟草悬浮细胞，并发挥其小 RNA
的基因沉默功能．但是，过长的聚合度会导致比较

强的细胞毒性．还有将精氨酸与组氨酸组合形成复

合多肽，通过增强肽 /小 RNA复合物从内涵体逃
逸的能力，达到增强多肽对 siRNA转染活性的目
的[16]．内涵体 /溶酶体处于偏酸环境下容易破裂．
由于组氨酸的等电点比较低(pKa=6.3)，富含组氨酸
的肽能够缓冲氢离子浓度，抑制氢离子泵的功能导

致内涵体破裂或者发生内涵体的膜融合形成膜孔，

可以提高肽 /小 RNA复合物从内涵体逃逸进入细
胞质的能力，从而提高了多肽转染小 RNA的基因
沉默功能．其他研究小组采用类似的策略，不同的

肽结构也达到了类似的目的．例如 endoporter在中
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性(pH 7.4)条件下不形成二级结构，但是在酸性条
件下(pH 5.0 或 6.0)能够形成 琢 螺旋[17]．该项工作

的研究者采用了两种间接方法验证 endoporter具有
促进小 RNA的内涵体逃逸功能．一种分析是比较
该肽对生物素化的牛血清白蛋白(b-BSA)的体内降
解变化．正常情况下 b-BSA通过胞饮作用进入内
涵体并进一步转运到溶酶体进行降解．一旦 b-BSA
从溶酶体释放到细胞质中，降解就会停止．另一个

方法是以 HRP作为报告探针研究 endoporter 导致
的内涵体功能变化．HRP探针是一项被广泛应用
的酶标记技术．该探针通过细胞膜流动相的内吞作

用进入细胞，通过分析不同条件下从内涵体逃逸到

细胞质中的酶活性，反映穿透肽促使 HRP探针从
内涵体逃逸的能力变化． 两种方法都支持

endoporter 具有增强小 RNA 的内涵体逃逸功能，
并呈现出剂量依赖关系，而抑制剂巴弗洛霉素 A
的存在均能抑制 b-BSA和 HRP探针在细胞质中的
分布强度．多聚精氨酸上连接 pH 依赖的融合肽
GALA后，也具有增强被传递小 RNA从内涵体逃
逸，进而提高小 RNA传递效率的报道.

对聚合精氨酸进行疏水的硬脂酸共价修饰后，

修饰肽对小 RNA的转染功能更好，同时还有效地
提高了多肽分子抗酶解性，提高修饰肽体内传递小

RNA的能力．修饰多肽的基团除了硬脂酸外，还
有胆固醇，豆蔻酸以及人工设计的双壁或四壁伞型

化合物等．采用可降解的二硫键做为分子间连接链

比不可降解的酯键具有更低的毒性．对 Octa-八聚
精氨酸(R8)的酰基化研究为多肽的疏水性修饰能
提高多肽的细胞转运功能提供了一个极好的结构模

型 [18]．研究发现，使用正己酸酰化 R8 时(C6R8)，
修饰多肽转染进入 HeLa细胞的效率最高，降低(如
正丁酸酰化)或增高(如正癸酸酰化)修饰基团的疏水
性都会导致修饰肽运载进入 HeLa 细胞的效率降
低，其转运效率分别为 C6R8的 30%和 45%．长链
羧酸修饰导致 CPPs的细胞毒性增加．对聚合精氨
酸及其修饰肽转运机制的研究发现，它们遵循相似

的细胞转运机制，这包括大胞饮机制或其他 actin
驱动的细胞内吞作用，以及低温下(如 4℃ )可能存
在的直接跨膜作用和膜电位对多肽的转运作用．但

是研究结果表明，增强 R8的疏水性能够显著改变
多肽和细胞膜的相互作用，导致修饰多肽更多地分

布在细胞质中，而不是内涵体中，进而发挥被转运

药物的生物功能．最佳的细胞质分布需要修饰多肽

的亲水性和疏水性之间取得微妙的平衡．过低的疏

水性不能使 CPPs有效地避免被内涵体化，过大的
疏水性又易使修饰肽产生较大的毒性并发生聚合．

这一修饰的直接后果是增大了 CPPs通过胞饮内吞
后从内涵体逃逸的能力或者提高了该肽直接转运进

入细胞质的能力．CPPs疏水性增加使得该肽与两
性肽的结构(如 CADY)更接近，可以认为增强肽与
细胞膜的相互作用能力、提高肽直接转运跨膜或者

从内涵体逃逸的能力，是开发 CPPs的一项重要指
标．遗憾的是，至今尚未开展系统的 CPPs 的结
构、疏水 -亲水指数和细胞转运功能 /机制之间的
理论研究．对 CPPs的结构改造研究尚处于瞎子摸
象的阶段．

影响 CPPs/小 RNA复合物体内、外转染效率
的另一个因素是转染体系的颗粒大小．多肽 / 小
RNA复合物的粒度越小越有利于细胞对小 RNA的
摄入．对 DNA的转染发现，钙离子能够有效压缩
DNA质粒的颗粒大小，提高 DNA 的转染效率．
对 Tat肽及其二聚体与小 RNA相互作用的研究发
现[19]，在相同的 N/P比的条件下(N/P的比值在 6～
33之间)，不含钙与钙离子浓度为 69.2 mmol/L的
条件下，复合物的粒径被压缩到不含钙离子时的

2.6%到 11.6%不等，进而形成粒径为 50 nm的纳米
颗粒，提高多肽对小 RNA 的传递作用，促进小
RNA的基因沉默功能的实现，并且未发现存在短
期体内毒性效果．

对聚合精氨酸结构改造的另一个方向是模仿

PEI等阳离子聚合物的大分子结构特点，通过引入
分子间的二硫键形成聚合肽，如通过二硫键聚合的

9聚精氨酸[20]，达到高效传递小 RNA进入细胞质
的效果，这与激光共聚焦扫描显微镜(CLSM)技术
所观察到的结果一致．而细胞内 GSH维持的还原
环境有利于二硫键的还原，促进小 RNA释放进入
细胞质发挥功能．另外通过 CPPs结构的重复形成
更大的，能采用环境友好的细胞表达技术获得的克

隆肽[21]研究也是改造 CPPs传递小 RNA功能的一种
方法．

5 CPPs的靶向修饰
虽然 CPPs 体外能够传递包括小 RNA在内的

多种药物进入多种细胞，但是 CPP体内运载药物
的问题却非常复杂，原因之一在于 CPP缺乏对细
胞 /组织转染的专一性．研究发现，CPP能够将所
传递的药物传递到身体的各个部位，并和给药的方

式(静脉给药和腹膜腔内给药)无关，但口服给药
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CPPs不能将被传递药物运送到体内．Tat-肽融合
的 茁-半乳糖苷酶[22]经腹腔注射给药后，能够进入

肺、肝、肾以及其他组织中，甚至包括脑组织中．

采用 Tat-肽偶联的针对 p21靶蛋白的抗体[23]治疗移

植性乳腺癌时发现，静脉注射 48 h后治疗抗体能
够分布在实验小鼠的各种组织中，Tat肽的存在对
抗体在肿瘤组织中分布虽有一定的富集作用，但是

效果并不明显，富集程度仅在 2倍左右．发展细胞
/组织靶向的肽融合技术可能是解决 CPPs体内定
向传递药物的一种有效方法．

细胞 /组织靶向肽是一类能够通过内吞作用特
异性地进入某一类细胞的小肽．发生这种细胞选择

性的分子基础在于特定细胞中能几乎毫无例外地表

达和细胞靶向肽专一结合的受体，通过小肽和受体

的相互作用，诱导细胞的内吞作用．该策略已经用

于多种疾病的临床治疗研究．研究最早、最广泛、

深入的细胞靶向肽是 RGD肽，它可能是第一个发
现的靶向肿瘤的肽．发现细胞靶向肽的方法主要有

配体的结构和功能分析技术，噬菌体展示技术以及

化学策略技术等．有关方法可参阅相关的文献．

在 CPPs传递小 RNA方面，细胞靶向肽的主
要功能是提高小 RNA 的体内靶向特定组织的能
力，降低小 RNA 药物对正常组织的传递，改善
CPPs的小 RNA传递能力和提高小 RNA对治疗性
靶基因的沉默能力．小 RNA药物治疗的基本原理
就是特异性地沉默病变组织中高表达靶基因的表

达．但是这种高表达靶基因的分布是具有组织特异

性的．例如 CREB1基因在肿瘤组织的早期病变中
会高表达，因而有人认为 CREB1可能是临床治疗
肿瘤的一个有效靶基因．但是 CREB1基因在神经
组织中的表达在正常情况下就比较高．如果小

RNA药物的传递缺乏组织特异性，必然会造成对
正常组织的伤害．

利用 CPPs融合靶向肽传递小 RNA进入特定
组织的一个著名的例子就是 Kumar 等 [24]设计的

RVG-9dR特异地将小 RNA传递进入中枢神经组织
发挥功能．与其他组织器官的毛细血管相比，中枢

神经组织的毛细血管缺少一般毛细血管所具有的

孔，或者这些孔既少且小．内皮细胞彼此重叠覆

盖，连接紧密，能有效地阻止大分子物质从内皮细

胞连接处通过．另外，内皮细胞还被一层连续不断

的基底膜包围着，基底膜之外更有许多星形胶质细

胞的血管周足(终足)把脑毛细血管约 85%的表面包
围起来．这就形成了脑毛细血管的多层膜性结构，

构成了脑组织的防护性屏障．药物，尤其是基因药

物体内穿透血脑屏障是药物传递的一个难点．通过

立体定向外科给药技术将小 RNA药物注射到中枢
神经组织的缺点在于所注射的小 RNA药物仅局限
于给药部位附近，不能有效传输到其他的治疗靶组

织中．另外该方法对患者的损伤也比较大，临床上

难于推广使用．狂犬病毒糖蛋白(RVG)中的一段长
度为 29个氨基酸残基的多肽(RVG-肽)具有竞争结
合原代神经细胞 AchR的能力，静脉注射 RVG-肽
到实验小鼠体内，RVG-肽能够穿透血脑屏障，进
入脑组织．通过融合九聚精氨酸，该融合肽具备了

结合小 RNA 的能力，在肽 / 小 RNA 比为 10∶1
时，琼脂糖凝胶电泳迁移实验表明小 RNA 和
RVG-9dR肽形成的复合物停留在电泳的上样孔处，
而 1∶1时小 RNA的电泳迁移距离明显低于游离
小 RNA本身．RVG-9dR/siRNA复合物能够高效转
染进入神经细胞系 Neuro 2a，但是却不能转染进入
HeLa细胞，一种比较容易被商业化核酸转染剂高
效转染的细胞系，表明在该融合肽中，聚合精氨酸

部分的功能主要是提供和小 RNA 结合的结合位
点，而 RVG肽段的功能则是靶向结合神经细胞的
特异表达受体 AchR，通过受体结合刺激细胞内吞
实现对小 RNA的细胞内传递，进入细胞质发挥小
RNA 的 基 因 沉 默 功 能 ． 体 内 实 验 表 明 ,
RVG-9dR/siRNA复合物通过静脉注射给药 10 h后
就能够从小鼠的脑组织中检测到外源小 RNA的存
在，但在肝、脾等器官中检测不到外源小 RNA的
存在．对小 RNA的基因沉默功能研究发现，在连
续 2天给药，每天 3次的处理条件下，小 RNA也
能够将脑组织中的靶基因(如 SOD1 基因)部分沉
默，其沉默效率在给药 2 天后达到最高，此后小
RNA对靶基因的沉默能力逐步减弱．上述研究结
果对小 RNA 的体内定向给药研究具有重大的影
响．其后，该研究小组进一步研究了 RVG-9dR传
递系统运载小 RNA治疗神经炎的可行性[25]．研究

者采用巨嗜细胞 / 小神经胶质细胞为模型，发现
RVG-9dR也能够将针对 TNF琢的小 RNA传递到靶
基因组织，并将 TNF琢 基因的表达显著下调．
Pulford 等 [26]通过脂质体修饰等技术进一步改进

RVG-9dR传递系统的体内稳定性．将小 RNA和阳
离子脂质体混合后再加入 RVG-9dR制备得到的纳
米颗粒 LSPC能够显著提高小 RNA和肽耐受血清
的降解作用．该方法制备的小 RNA纳米颗粒能够
体内、体外均有效地沉默神经细胞中的 PrP 靶基
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因，并显示出比较好的组织选择性．

尽管人们通过各种修饰，尝试将 CPP用于肿
瘤、神经退行性疾病等的小 RNA治疗，并在动物
实验方面取得一定的进展，但是迄今为止，尚没有

基于 CPP载体的小 RNA治疗的体内给药的临床应
用研究．这主要是因为药物在体内分布的特异性问

题还没有从根本上解决．我们在思考小 RNA的体
内给药途径问题上，选取皮肤相关的疾病，如色斑

代谢异常症、银屑病，通过局部给药，达到小

RNA给药的组织专一性，使得小 RNA的临床应用
得以解决．近年的研究发现，有几个小肽具有穿透

皮肤组织的能力，如通过噬菌体展示技术发现

TD1[27-28]和 space[25]两个含有二硫键的小肽具有穿透

皮肤组织的作用，且对细胞的毒性均不显著．

space肽和小 RNA共价偶联后能够将核酸传递到皮
下组织．Song等[30-31]采用蛋白质的功能肽段筛选技

术发现，分布于 Vibrio cholerae细胞壁 Zot蛋白的
At1002肽段具有可逆调节细胞间紧密连接的功能，
并能提高某些药物的传递作用．Uchida等[32-33]采用

合成的六肽 At1002 以及 Tat- 肽共同与 siRNA 作
用，能够将小 RNA药物透过模型动物的皮肤．上
述发现为小 RNA的透皮给药奠定了基础．

作者所在的实验室利用融合肽技术设计、合成

了能够有效地把 siRNA 传递透过皮肤的多肽
TD1-R8[10]，该多肽是由具有透皮功能的多肽 TD1
和具有 siRNA转染功能的精氨酸寡肽偶联在一起，
通过适当的辅料配伍，将小 RNA si-MITF做成霜
剂涂于患者皮肤处，达到将小 RNA传递进入人体
皮肤组织的目的．荧光共聚焦显示，绿色荧光标记

的 TD1-R8多肽将红色荧光标记的小 RNA分子传
递透入皮肤，形成显著的绿色和红色叠加所形成的

黄色，显示出多肽纳米颗粒传递 siRNA的良好性
能．临床试用的结果表明该小 RNA及其传递系统
能够有效消除病人的色斑．在对 31例试用研究的
临床观察中，使用该小 RNA 及多肽传递系统 12
周后有 6例达到治愈的程度，占 19.4%，11 例达
到色斑显著变轻，占 35.5%，11例色斑变轻，只
有 3例没有观察到对色斑的治疗作用，总有效率达
到 90.4%．在临床试用的所有样本中，没有发现
siMITF霜剂导致色斑加重的情况和其他毒副效应，
该 siRNA霜剂使用 4周后开始起到使色斑皮肤变
白的效果，并随着该霜剂的进一步使用得到强化．

上述疗效比对照组(使用 10%的抗坏血酸 -2- 磷酸
镁的涂剂作为对照在 25例临床试用研究中，有效

率为 20%)要高得多，显示出 siRNA技术在临床治
疗中的优势．

6 展 望

多方面的研究已经表明，CPP作为小 RNA传
递的一种新型传递系统，具有开发成为多种小

RNA传递辅助药物的潜质．通过透皮给药方式治
疗皮肤性疾病的方法已经获得了临床研究的确认，

对 CPP作为一种新型、高效的小 RNA传递辅助药
物的开发起到了引领示范作用．如何使 CPP成为
体内全身给药的治疗性小 RNA的传递载体，目前
仍然是没有被突破的一个瓶颈问题．

一个理想的小 RNA体内传递系统需要体内高
的组织专一性，在体内比较适当的稳定性和低毒

性．对 CPP的结构选择和传递机制的研究，以及
对 CPP组织专一性修饰等技术的深入研究为开发
适合于体内给药的小 RNA传递系统提供了条件．
Crombez等[34]构建的两性融合肽 MPG8/PEP3 能够
和小 RNA形成稳定的纳米颗粒，通过直接机制进
入多种原代细胞和肿瘤组织并显示出没有任何毒副

作用．胆固醇能够被定向传递进入肝组织．

Hayashi等[35]通过 CPP的脂质体修饰技术，使八聚
精氨酸嵌合到富含胆固醇的脂质体纳米颗粒上，静

脉注射给药，该纳米颗粒传递的小 RNA主要分布
在肝脏，并能沉默其靶基因，如 SR-BI基因．叶酸
受体在大多数肿瘤组织中高表达，是治疗肿瘤的一

个有效靶点．叶酸和 CPP偶联从而提高被传递小
RNA组织专一性的方法也被用来探索小 RNA治疗
肿瘤的可能性[36]．近来一条新的核酸传递途径用于

实体瘤治疗的可行性正在被积极研究中．该思路的

核心是使 CPP在正常组织中不被吸收，而在呈酸
性的实体瘤组织中 CPP被激活而被高效吸收[37].例
如将透皮肽 TP10-5中的所有赖氨酸替代成组氨酸
后，在 pH 6.0的条件下能够进入细胞，在 pH 7.4
的条件下，该肽进入细胞的能力远远下降．相反未

改造的 CPPsTP10-5在这两种环境中进入细胞的能
力没有明显的差异．利用该技术已经成功地将小分

子药物 Camptothecin 定向传递进入酸性的实体瘤
组织达到定向治疗的效果．该技术也为小 RNA体
内传递技术的研究提供了新的思路．此外 CPP的
PEG化脂质体有助于 CPP/小 RNA复合物的稳定，
延长其在体内的存留时间．

总之，如何克服小 RNA体内传递的困难，目
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前尚未完全得到解决．然而，笔者在皮肤疾患的

siRNA传递体系的经验以及国际上对动物体内小
RNA传递的研究表明，通过适当的修饰方法和合
适的靶向识别传递系统，基于 CPPs的 siRNA体内
给药，在不远的将来会取得全面的成功．深入开展

siRNA传递系统的研究，尤其是特定靶向给药的传
递系统研究是今后一个时期 siRNA药物产业化的
主要探索方向．
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