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人源性双亲性穿膜肽 PKV14 的合成及其对 BHK-21 细胞的影响 
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摘  要：目的  合成人源性双亲性穿膜肽 RRTLRRRRAAQRCG（PKV14），并研究其细胞穿膜效果和对细胞活性的影响。

方法  采用固相合成法合成 PKV14，采用高效液相色谱和质谱对 PKV14 进行验证，使用荧光显微镜和酶标仪观察 PKV14
在 BHK-21 细胞系中的穿膜效果，采用 MTT 实验法检测 PKV14 的细胞毒性。结果  合成了 PKV14 肽段，并且 PKV14 对

于 BHK-21 细胞系的穿膜效率极高，细胞毒性实验表明 PKV14 对 BHK-21 细胞活性无影响。结论  PKV14 是具有高穿膜活

性，安全低毒的新型人源性细胞穿膜肽，有作为药物载体的潜力。 
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Synthesis of human-derived amphipathic cell-penetrating peptide PKV14 and 
effect on BHK-21 cell 
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Abstract: Objective  To synthesize the human-derived amphipathic cell-penetrating peptide RRTLRRRRAAQRCG (PKV14), and 
investigate the effect on cell membrane penetration and its cytotoxicity. Methods  PKV14 was synthesized by a solid-phase peptide 
synthesis. HPLC and MS analysis methods were applied to identifying its structure. The penetrating effects of PKV14 in BHK-21 cells 
were tested by fluorescence microscopy and microplate reader. The cytotoxicity of PKV14 was tested by MTT method. Results  
PKV14 was synthesized successfully and it was confirmed that PKV14 had a very high penetrating efficiency in BHK-21 cells. 
Cytotoxicity test showed that PKV14 had no effect on the activity of BHK-21 cells. Conclusion  PKV14 is a novel human cell 
penetrating peptide with high penetrating activity, safety, and low toxicity which has potential as a drug carrier.  
Key words: human-derived amphipathic cell-penetrating peptide; PKV14; cell membrane penetration; BHK-21 cell 
 

机体细胞膜屏障仅仅允许相对分子质量小于

600 的非脂溶性分子进入活细胞[1]，虽对机体有重

要的保护作用，但也使许多有应用前景的药物被摒

弃。细胞穿膜肽是一些小于 30 个氨基酸的短肽，能

够携带相对分子质量比自身大许多倍的分子进入细

胞[2]。Green 和 Frankel 首次观察到来自 HIV-1 反式

激活因子的 TAT 序列可以被不同类型的细胞高效

吸收[3-4]，但由于来源于病毒的 TAT 在临床因安全

性方面存在风险，人源性的穿膜肽不断受到人们的

关注。细胞穿膜肽有多种分类方式，根据理化性质

可以分为阳离子、双亲性和疏水性穿膜肽[5]。双亲

性穿膜肽具有亲水性的 N 端和疏水性的 C 端。一些

双亲性穿膜肽是从天然蛋白质中分离出来的，如

pVEC[6]、ARF(1-22)[7]、bPrPp（1-28）[8]。通过对

人类蛋白质数据库进行检索分析发现人类的 3-磷酸

肌醇依赖蛋白激酶 1 突变体（3-phosphoinositide 
dependent protein kinase-1 variant）的一段长 14 个氨

基酸的短肽 PKV14（RRTL RRRRAAQRCG）具有 
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双亲性，推测该段短肽可能是一个新型的具有自主

穿膜功能的人源性双亲性穿膜肽。因此本研究采用

固相合成的方法合成人源性双亲性穿膜肽 PKV14
（RRTLRRRRAAQRCG），并探讨其细胞穿膜效果和

对细胞活性的影响。 
1  材料 
1.1  试剂和耗材 

Fmoc-Gly-Wang树脂（批号40901）、Fmoc-氨基

酸（批号35269）、二氯甲烷（DCM）、六氢吡啶、

N,N-二甲基甲酰胺（DMF）、O-苯并三氮唑-四甲基

脲六氟磷酸盐（HBTU）（质量分数99%，批号

00702）、甲基吗啉（NMM）、茚三酮、三氟乙酸

（TFA）、三异丙基硅烷（TIS）（质量分数≥99%，

批号91100）、TAT多肽[HIV-1 tat Protein（49-57），
批号71312]均购于吉尔生化（上海）有限公司；MTT
（批号ST316）购于上海碧云天生物技术有限公司；

乙腈（高效液相色谱纯，美国Tedia Chemical），除

特殊说明外，其余所有试剂均为分析纯。胎牛血清

（货号SV30087，美国Hyclone公司）；DMEM高糖培

养液（货号SH30022.01，美国Hyclone公司）；细胞

培养相关器皿均购于美国Corning公司。 
1.2  质粒和细胞 

BHK-21 细胞株购于武汉普诺赛生命科技有限

公司；Lipofectamine® 2000（货号 11668027）购于

美国 Thermo Fisher 公司；pEGFP 质粒（批号

MLCC024）购于武汉淼灵生物科技有限公司。 
1.3  仪器和设备 

Waters 2000 高效液相色谱仪（美国 Waters 公

司）；Agilent6410 质谱仪（美国 Agilent 公司）；倒

置荧光显微镜（德国 Leica 公司）；ELX800 酶标仪

（美国 BioTeK 公司）。 
2  方法和结果 
2.1  人源性双亲性穿膜肽 PKV14 的合成 

称取 1 g Fmoc-Gly-Wang 树脂倒入反应柱中，

加入 5 mL 无水 DCM 浸泡 30 min，使树脂充分溶胀

后抽干；在树脂中加入适量 20%六氢吡啶和 80% 
DMF 溶液，通氮气搅拌鼓动 30 min 后抽干；向反

应柱中加入适量 DMF，氮气鼓动 2 min，抽干，重

复此操作 6 次。将 3 倍物质的量的第 2 个 Fmoc 保

护的氨基酸和 2.85 倍物质的量的 HBTU（缩合剂）

溶于 DMF，随后加入反应柱中，再加入 6 倍树脂物

质的量的 NMM，氮气搅拌鼓动反应 30 min。取少

许样品采用茚三酮法检测，颜色透明即表示连接成

功。将反应柱中的溶液抽干，加入适量 DMF 洗涤，

氮气鼓动 2 min，抽干，重复操作 3 次；反复上述

操作直至连上多肽链最后 1 个氨基酸；将干燥后的

树脂装入合适的离心管中，加入适量切割液（95% 
TFA＋2% TIS＋3% H2O），在 25 ℃恒温条件下机械

搅拌 2 h，进行切割；将上述液体滤过，用 TFA 洗

涤再滤过，将滤液全部收集到烧瓶中，加入 10 倍体

积的冰无水乙醇，放置 2 h 后经高速（12 000 r/min）
离心得到所需多肽粗品 290 mg，得率为 29%。 
2.2  人源性双亲性穿膜肽 PKV14 的表征和鉴定 

采用高效液相色谱法和质谱法对粗肽进行分离

和分子结构鉴定。 
色谱条件：Kromasil 100-5 C18色谱柱（250 mm× 

4.6 mm，5 μm）；流动相 A 为 0.1% TFA 乙腈溶液；

流动相 B 为 0.1% TFA 水溶液；25 min 内流动相 A
由 10%～100%梯度洗脱，体积流量为 1 mL/min，
检测波长为 220 nm。对收集的主峰分子进行质谱鉴

定，质谱检测条件为：电喷雾电离（ESI）模式；曲

形脱溶剂装置（CDL）温度为 250 ℃；加热模块温

度为 200 ℃；探针电压 4.5 kV；检测器电压 1.5 kV；

CDL 电压−20 V；雾化气体积流量 2.0 L/min；流动

相体积流量 0.2 mL/min，采用全离子扫描模式，扫

描范围 m/z 400～1 500。在上述色谱条件下，穿膜

肽的保留时间在 9.5 min 左右，色谱峰呈对称性，

峰面积较大；杂质峰保留时间为 9.1 min，峰面积基

本可以忽略不计。根据峰面积计算得合成的穿膜肽

质量分数为 98.96%。 
为了进一步验证合成的穿膜肽结构，采用质谱

法对其相对分子质量进行了检测。在正离子模式下，

m/z 400～1 500 扫描范围内出现了 m/z 440.44（[M＋

4H]4＋）、586.49（[M＋3H]3+）、879.39（[M＋ 2H]2+）

3 个离子峰，推测为穿膜肽的 3 个碎片离子。根据

碎片离子峰的质荷比，计算出穿膜肽相对分子质量

为 1 756.08，与 PKV14 理论相对分子质量 1 756.06
一致，因此可以证明合成的穿膜肽即为 PKV14。 
2.3  PKV14与质粒pEGFP非共价结合的N/P比优化 

合成的穿膜肽 PKV14 为双亲性穿膜肽，因此

应用非共价结合法可实现核酸和蛋白质等生物活性

大分子的胞内递送，并保留其生物活性。将 PKV14
与含有绿色荧光蛋白基因的表达质粒 pEGFP 按 0、
10、20、40、80 的 N/P 比混合，37 ℃条件下孵育

30 min 后，将上述混合液进行琼脂糖电泳实验确定

最优 N/P 比，见图 1。 

http://baike.baidu.com/subview/1038395/1038395.htm
http://baike.baidu.com/subview/2529295/2529295.htm
http://baike.baidu.com/subview/2529295/2529295.htm
http://baike.baidu.com/subview/1202377/1202377.htm
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图 1  不同N/P 条件下PKV14与质粒DNA复合物的电泳图 
Fig. 1  Electrophorogram of PKV14 and plasmid DNA 

complexes under different N/P conditions 

第一条带为标准条带 DNA Marker S Plus 
（100～5 000 bp）。在 N/P＜5 时，PKV14 和质粒 DNA
的复合物条带、亮度与裸 DNA 相差不多或有少量

滞留在起点，表明在该比例下质粒 pEGFP 未被包裹

完全，依然带有电荷，能发生移动；当 N/P＝5 时，

复合物泳道中几乎无亮带出现，亮带出现在起点，

表明 PKV14 能够将质粒 DNA 基本包裹完全，复合

物所带电荷被抵消，基本滞留在起点，不会发生外

加电场的静电破坏作用；当 N/P＞5 时，包裹程度

更加完全。 
2.4  PKV14 对 BHK-21 细胞的穿膜实验 

采用荧光显微镜检测 PKV14 对 BHK21 细胞的

穿膜活性。 
2.4.1  不同孵育时间对穿膜效率的影响  取对数

生长期的乳仓鼠肾细胞（BHK-21）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%汇合时吸弃培养板中的旧培养

液，用没有血清的培养基洗两次，在 12 孔板中分别

加入含 N/P 比为 0、10、20、40、80 的 PKV14 和

质粒 pEGFP 复合物的培养基，TAT 对照组按照上述

同样条件处理，Lipofectamine® 2000 作为阳性对照

组，其处理方法按照说明书进行。培养 6 h 后去掉

培养基，并加入含 10%胎牛血清的新鲜培养基，分

别在 1、2、3、4 h 后采用荧光倒置显微镜观察转染

结果，记录 CCD 图像。此外，BHK-21 细胞经上述

处理经酶标仪检测，得到荧光定量结果，见图 2。 
在分别经过 1～4 h 孵育后的时间节点观察得

到，PKV14 与质粒 DNA 结合 N/P 比在 10、20、40、
80 时，其荧光强度随着时间的增加而逐渐增强。在 

 

图 2  不同时间条件下 PKV14 对 BHK21 细胞的穿膜活性 
Fig. 2  Transduction activity of PKV14 in BHK21 cells after 

1 h to 4 h of incubation 

4 h 的 BHK-21 细胞系中，PKV14 与质粒 pEGFP 在

N/P 比为 10 的条件下结合时，在荧光显微镜下能够

观察到荧光，表明其已能将质粒 pEGFP 带入胞内；

当 N/P 比为 20 时，荧光强度就已高于 Lipofectamine® 
2000，且在 N/P 比为 80 时，其荧光强度最高，远

远强于 Lipofectamine® 2000。表明 4 h 的孵育时间

可以得到最佳的转染效率，并且 PKV14 的转染效

率高于 Lipofectamine® 2000。 
2.4.2  PKV14 与 TAT 在 4 h 孵育条件下的转染效

率比较  在 PKV14 与质粒 pEGFP N/P 比为 10、20、
40、80 时，其穿膜效率都远远高于 TAT。见图 3。 

 

图 3  4 h 孵育条件下 PKV14 和 TAT 对 BHK21 细胞的穿膜

活性 
Fig. 3  Transduction activity of PKV14 and TAT in BHK21 

cells after 4 h of incubation 

2.4.3  不同PKV14浓度下的荧光强度  将 2.5、5.0、
7.5、10.0 μmol/L PKV14 与质粒 pEGFP 结合物及

TAT 加入到 BHK-21 细胞中，孵育 4 h 后，经酶标

仪检测，得到各组荧光定量结果，见表 1。不同浓

度 PKV14 与质粒 pEGFP 结合物组的荧光强度均强

于 TAT，且在 10.0 μmol/L 时，荧光强度最强。 
2.5  细胞毒性实验 

取对数生长期的 BHK-21 细胞，以每孔 1×104

个细胞接种于 96 孔板，37 ℃条件下 5% CO2 培养箱 
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表 1  不同浓度条件下的转染荧光强度 
Table 1  The fluorescence intensity of PKV14 in BHK-21 cells under different concentration 

荧光强度 组别 

0 μmol·L−1 2.5 μmol·L−1 5.0 μmol·L−1 7.5 μmol·L−1 10.0 μmol·L−1 

TAT 0.01×105 0.32×105 0.79×105 0.85×105 1.09×105 

PKV14 0.01×105 1.51×105 2.76×105 3.11×105 3.73×105 

 
培养 24 h，使细胞贴壁。培养至对数生长期，换成

无血清的培养液，继续培养 1 h。配制不同浓度的穿

膜肽 PKV14，同时设置 3 个阴性对照孔、阳性对照

孔（Lipofectamine® 2000），阳性对照孔按照说明书

操作进行实验。37 ℃，5% CO2 培养箱培养 1～24 h。
孵育时间结束后，每孔加入 PBS 洗涤。贴壁细胞每

孔加入 20 μL 0.5% MTT 溶液，继续孵育 4～6 h 后

弃掉培养液，每孔加入 150 μL DMSO（二甲基亚

砜），震荡 10 min。在酶标仪免疫检测仪上测定 490 
nm 波长下的光吸收值，处理数据得到细胞存活率，

结果见表 2。细胞穿膜肽 PKV14 在 0～27 μmol/L
时，细胞存活率接近 90%，与阳性对照组无明显差

别，表明PKV14安全低毒，其毒性与Lipofectamine® 
2000 无差别，且各浓度的毒性变化不大，无浓度相

关性。 
细胞存活率＝A（实验）/A（阴性对照） 

 

表 2  PKV14 的细胞毒性 
Table 2  The cytotoxicity of PKV14 

细胞存活率/% 
组别 

0 μmol·L−1 1.7 μmol·L−1 3.4 μmol·L−1 6.8 μmol·L−1 13.6 μmol·L−1 27.0 μmol·L−1

阳性对照 98.0 91.7 96.5 92.4 88.5 89.6 

PKV14 100.1 90.3 89.7 90.8 89.5 86.7 

 

3  讨论 
目前普遍的将药物、DNA 等导入细胞内的方法

有多种，如电穿孔法[9]、显微注射法[10]、成孔蛋白

质法[11]、免疫毒素法[12]、脂质体包裹法[13]和病毒载

体[14]等。由于上述方法大多存在对细胞的损伤性、

导入率低等缺点，使许多无生物膜通透性大分子药

物在药物应用方面大大受限。相比之下，细胞穿膜

肽的应用大大缓解了上述问题，因此细胞穿膜肽所

研究的药物在国内外均有报道[15-17]。 
检验一个穿膜肽能否作为药物载体的最重要的

标准是其能否高效、安全地携带药物分子进入细胞，

发挥生物学效应。但已发现的穿膜肽大多为非人源

性的，在实际应用中会存在免疫反应等问题，存在

较大风险。因此人源性穿膜肽的研究必将成为药物

载体研究方面的热点。 
本研究通过对人类蛋白质数据库进行检索分析

发现了人源双亲性穿膜肽 PKV14，并采用固相合成

法合成了人源性穿膜肽 PKV14，合成方法、氨基酸

连接顺序的固定性保证了人源性穿膜肽 PKV14 合

成的准确、可靠。对合成粗品进行提纯，并应用高

效液相色谱和质谱法分析，发现其质量分数高达

98.96%，相对分子质量与理论值基本一致，表明本

方法合成 PKV14 成功。 
体外实验发现，PKV14 与质粒 pEGFP 在 N/P

比为 5 时就能够较好地以非共价的方式结合，表明

PKV14 的包裹性较强。通过荧光显微镜检测发现，

在 N/P 比为 10 时，PKV14 携带质粒 pEGFP 进入

BHK-21 细胞的穿膜效率就已经达到金标准

Lipofectamine® 2000 的穿膜效率，并远远高于 TAT
的穿膜效率，且随着 N/P 值的增大，穿膜效率也进

一步提高。另外通过细胞毒性实验发现 PKV14 对

BHK-21 细胞的活性无影响，表明其作为药物载体

是安全低毒的。 
综上所述，PKV14 具有运输药物分子进入细胞

发挥药理活性的潜力。本研究对于新型人源性双亲

性穿膜肽 PKV14 作为药物载体的研究提供了依据。 
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