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摘要:TD1是一个具有11个氨基酸的短肽(ACSSSPSKHCG),能够促进蛋白药物的透皮转运进

而发挥其生物学效应.前期研究显示,利用分子生物学方法得到的TD1-hEGF(T-E)融合蛋白与普

通的hEGF相比,其透过完整动物皮肤的效率可提高16倍;基于蛋白的透皮效率具有TD1浓度依

赖性的特点设计合成的二代TD1-hEGF:TD1-hEGF-TD1(T-E-T)及TD1-TD1-hEGF(2T-E),具
有更强的透皮效率.为进一步检测TD1介导的透皮hEGF的生物学效应,我们进行了小鼠毛发生

长实验.研究发现T-E,T-E-T和2T-E这三种融合蛋白均可不同程度地诱导小鼠毛囊由休止期转为

生长期,调控小鼠毛发的生长.以上结果为透皮增强肽在医学及美容等领域的应用提供了理论基础.
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Abstract:TD1wasknownasapeptidechaperonwith11aminoacids(ACSSSPSKHCG)thatcanfacilitate
transdermaldeliveryofproteins.Previousstudiesshowedthemaximumtransdermalefficiencyoffusionprotein
TD1-hEGF(T-E)was16foldshigherthanthatofnativehEGF.Thesecond-generationofTD1-hEGFfused
protein:TD1-hEGF-TD1(T-E-T)andTD1-TD1-hEGF(2T-E),designedbasedonthefactthattransdermal
efficiencywasconcentration-dependentofTD1,possessedconsiderablehighertransdermalabilitiesthanTD1-
hEGF.TofurtherdetectthebioactivityoftransdermalhEGFmediatedbyTD1,ahairgrowthexperimentsinmice
wasconducted.Itwasfoundthatallthethreefusedproteinsabovecaninducethetransitionofhairfolliclesfrom



thetelogenphasetotheanagenphaseofthehaircycle.Thesefindingsprovideconvincingevidencesforimproved
practicabilityofthetransdermaldeliverypeptideTD1incosmetic.
Keywords:transdermaldrugdelivery;humanepidermalgrowthfactor(hEGF);hairgrowthcycle

0 引言

透皮给药技术是继传统的口服与皮下注射之后

的一种新兴的无痛苦、方便、可行性极强的给药方

式,并能有效避免药物在胃肠道的消化作用及肝脏

的首过效应[1].然而皮肤作为给药的天然屏障,具有

非常低的渗透效率[2],目前已研发的多种促透技术

大多为化学透皮添加剂或物理促透法[3-6],它们均受

药物本身及设备的限制而无法得到广泛推广[7-8].因
此,更为安全、高效的促透技术将会推进透皮给药方

法的临床应用.
温龙平课题组于2006年利用体内噬菌体筛选

技术发现了能够增强亲水性蛋白大分子透过皮肤能

力 的 多 肽 TD1,具 有 11 个 氨 基 酸 的 序 列

(ACSSSPSKHCG)[9].前期研究证明其能够通过简

单的混合涂抹给药便可携带胰岛素和人生长激素等

分子进入皮肤并发挥正常的生物学功能.利用基因

工程技术将TD1与人表皮生长因子hEGF融合表

达得到的融合蛋白TD1-hEGF(T-E)具有更好的透

皮活性[10],同时保持了hEGF原有的生物学活性,
并且蛋白的透皮效率具有TD1剂量的依赖性.因此

在另一项研究中,我们设计合成了含有两个TD1的

hEGF蛋白,即二代 TD1-hEGF:TD1-hEGF-TD1
(T-E-T)及TD1-TD1-hEGF(2T-E)[11].结果显示,
二代TD1-hEGF在保持原有生物学活性的同时具

有更好的透皮活性.
毛发的生长是呈现周期性的,分为:生长期,退

行期和休止期.而EGF在毛囊鞘中的表达是作为一

个生物性开关来调节毛发生长或是静止[12-13].另有

研究表明,EGF能有效防止脱发,尤其是化疗导致

的脱发[14-15].因此,本文我们研究不同透皮hEGF
药物对C57BL/6小鼠毛发生长周期的调控作用,有
望为毛发恢复治疗提供创新性思路.

1 实验

1.1 试剂

BCA测蛋白浓度试剂盒购自碧云天生物公司;

DMEM培养基、胰酶、胎牛血清购自Gibco公司;

Halo-TagTM 树脂柱及烟草花叶蚀刻病毒(TEV)蛋
白酶购自Promega公司;hEGF抗体购自武汉博士

德生物公司(1/5000用);P-ERK1/2抗体购自

Promega公 司(1/2000用);GAPDH 抗 体 购 自

MilliPore公 司 (1/10000 用);兔、鼠 二 抗 购 自

Promega公司(1/10000用).
1.2 质粒构建及蛋白纯化

TD1-hEGF,TD1-hEGF-TD1及2TD1-hEGF
质粒的构建及蛋白的表达纯化如文献[11]描述,在
此不再赘述.
1.3 细胞培养

鼠胚胎成纤维细胞(BALB/c3T3)及乳腺癌细

胞(MDA-MB-231),生长在含10%胎牛血清,添加

了100U/ml的青链霉素的DMEM培养基中,培养

于37℃、5%CO2 培养箱中.所用细胞均为对数生

长期细胞,并每天换液,每3天用胰酶消化传代.
1.4 磷酸化ERK检测

使用含一定浓度纯化蛋白的无血清培养基刺激

饥饿处理后的BALB/c3T3细胞5min,然后立即

收样,进行 WesternBlotting实验检测ERK1/2被

激活情况.
1.5 细胞迁移实验

划 痕 实 验:用 小 枪 头 将 对 数 期 生 长 的

BALB/c3T3细胞在每个孔中划一道无细胞的空白

区段,PBS洗后加入含一定浓度纯化蛋白的无血清

培养基培养24h和48h,并同时用荧光显微镜拍照

系统记录下细胞迁移覆盖无细胞区段的情况.
Transwell实验:取细胞悬液100~200μl加入

Transwell小室(8μm),24孔板下室加入500μl含

一定浓度纯化蛋白的培养基,培养24h,使用棉签

小心移除小室上层未侵袭的细胞,将小室下层侵袭

细胞固定后使用10%结晶紫进行染色并用显微镜

观察拍照.
1.6 毛发生长实验

将C57BL/6 小鼠(8周龄)随机分为6组

(hEGF组,T-E组,T-E-T组,2T-E组,空白基质
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组(GEL)及PBS组(cont))检测不同蛋白药物对毛

发生长周期的调控作用.具体操作为:使用剪刀及

脱毛膏将小鼠背部毛发脱去,裸露面积约2cm
×2cm的皮肤,将不同蛋白药物(10ng/ml)溶解于

胶基质中,约1ng/cm2 浓度的胶基质涂于小鼠裸

露背部,1天2次,2周后根据小鼠背部肤色进行统

计分析.同时对离体皮肤进行处理后切片并HE染

色,表征毛囊的生长周期变化.
1.7 数据统计分析

所有的数据使用平均值 ±S.E.M表示,学生

双尾t检验,*p<0.05,**p<0.01 及***p
<0.001作为显著性差异.

2 结果与讨论

2.1 融合蛋白性质鉴定

在本研究中,我们使用了特殊的 Halo-TagTM

系统来进行蛋白的融合表达.首先为确定纯化蛋白

的正 确 性,我 们 利 用 EGF 抗 体 进 行 Western
Blotting实验.结果如图1所示,EGF抗体能够与三

种融合蛋白反应,并且条带位置的区别与蛋白大小

对应.

图1 T-E,T-E-T及2T-E融合蛋白免疫印迹检测

Fig.1 WesternBlottingdetectionofT-E,T-E-Tand2T-E

2.2 蛋白活性检测

研究报道,EGF能够有效刺激成纤维细胞的生

长[16],促进成纤维细胞等的迁移[17-18]及活化 MAP
激酶信号通路[19].我们从以上三方面对带有不同数

量TD1的hEGF进行验证,检测其是否与普通的

hEGF一样能够发挥正常的细胞生物学活性.
在促细胞生长实验中,我们使用一系列不同浓

度的融合蛋白处理BALB/c3T3细胞,48h后通过

MTT法进行检测.结果如图2所示,与hEGF类

似,我们纯化的三种融合蛋白即使在最低处理浓度

5ng/ml时仍可以显著刺激细胞的生长速率,并且随

着蛋白浓度的增加,细胞生长速率进一步升高.

图2 T-E,T-E-T及2T-E融合蛋白的促

BALB/c3T3细胞生长检测结果图

Fig.2 CellviabilityassayofBALB/c3T3cellsaftertreated
withdifferentconcentrationsoffusionproteins

  同时,我们发现,当使用hEGF及几种融合蛋白

处理细胞后,与hEGF类似,三种融合蛋白均能使

ERK1/2磷酸化水平显著升高(图3),这说明带有

TD1序列的hEGF仍能刺激MAP激酶信号通路的

激活.空白对照组(cont)使用等量PBS处理.总的

ERK量作为内参.

图3 ERK1/2磷酸化水平检测图

Fig.3 ERK1/2phosphorylationassay

在细胞迁移实验中,我们使用了两种方法进行

检测.首先是划痕实验,将贴壁后的BALB/c3T3
细胞用小枪头划出无细胞区段,同时将完全培养基

换成含10ng/ml的不同蛋白药物及有丝分裂抑制

剂丝裂霉素C(排除由于细胞繁殖带来的影响)的无

血清培养基培养48h,并用显微镜记录下无细胞区

段的复原情况.结果如图4(a)所示,随着培养时间

的延长,画线空白区段的面积也变小,表现出明显的

细胞迁移现象.统计结果显示,阴性对照(0ng/ml)
在24h及48h的细胞汇合率分别约为18%及

30%,而其他四种hEGF蛋白药物处理后可分别达

到22%及55%左右 (图4(b)).这说明含有TD1的

hEGF具有促细胞发生迁移的活性.
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图4 (a)不同蛋白药物处理后的BALB/c3T3细胞划痕实验结果图.显微镜拍摄图片放大倍数为100倍.
(b)细胞划痕实验结果统计柱状图.结果均独立重复3次,统计数据为平均宽度±SEM.(**p≤0.01,***p≤0.005)
Fig.4 ScratchassayofBALB/c3T3cellsafterfourkindsofproteins.Photographsweremadeunderamicroscopeata
magnificationof100×.Histogramrepresentationsofdatawereanalyzedfromphotographs.Measurementsweredone
in3separateexperiments,anddataaredepictedasaveragegapwidth±SEM.(**p≤0.01and***p≤0.005)

  其次是Transwell实验,结果如图5所示,与对

照相比,几种hEGF蛋白药物均能明显增强 MDA-
MB-231细胞的侵袭能力.

图5 Transwell法检测MDA-MB-231细胞侵袭能力结果图

Fig.5 DetectionofinvasionabilityofMDA-MB-231
cellsusingTranswellassay

以上实验结果说明,TD1的加入并没有改变

hEGF的活性,后者仍然能够发挥正常的细胞生物

学作 用.并 且 我 们 可 以 看 出,三 种 带 有 TD1
的hEGF

药物之间并没有明显的组间差异,说明TD1不具有

hEGF的相关生物学活性.
2.3 毛发生长周期影响检测

为研究药物对小鼠毛发生长周期的调控作用,
毛发的生长周期需同步,因此我们先采用脱毛处理,
刺激小鼠毛发由休止期进入生长期.接下来我们将

不同蛋白药物均匀涂于C57BL/6小鼠裸露呈粉色

的背部皮肤上,观察皮肤颜色的变化及毛发生长情

况,对比分析不同蛋白药物对毛发生长周期的影响.
结果如图6所示,14天后,含有TD1的hEGF组小

鼠背部皮肤均不同程度地由粉色变为黑色,而
hEGF组、空白基质胶组及PBS组小鼠皮肤黑色程

度较弱.皮肤切片 HE染色结果显示,与对照组相

比,含有TD1的蛋白药物组毛囊已进入皮下组织,
并可见皮肤厚度及毛囊大小增加,毛球着色较深并

围绕于毛乳头周围.图7对该结果进行了统计.

图6 不同药物处理后小鼠背部皮肤颜色效果图片及皮肤切片HE染色结果图(200×)

Fig.6 Micedorsalskincolorandmicroscopicexaminationofhaematoxylinandeosin
(HE)-stainedskinsectionsonday14.HEstains,magnification,200×
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图7 治疗后背部皮肤变黑小鼠数量统计图

Fig.7 Numberofmicewhoseskinwasafter
theapplicationofdifferentbiologyagents

  以上结果说明含有TD1的hEGF组小鼠背部

毛囊均处于生长期,而包括hEGF组在内的对照组

毛囊仍处于休止期[20].三种含有TD1的hEGF组

与其他组相比均具有显著性差异,而三种含有TD1
的hEGF组间并没有明显差异.我们推测原因为,前
期研究发现,TD1-hEGF透皮效率是hEGF的最高

达16倍[10],而TD1-hEGF-TD1透皮效率是TD1-
hEGF的约1.5倍,2TD1-hEGF透皮效率是TD1-
hEGF的约1.3倍[11],与hEGF相比,TD1-hEGF
透皮效率已足够强,故其透皮量也足够促进毛囊再

生能力的有效增强,而导致二代透皮hEGF虽然透

皮效率进一步增强,但是其促毛囊再生能力没有显

示出进一步的增强.

3 结论

前期研究结果证实了透皮增强肽TD1具有促

进药物透皮转运的功能,并且转运效率具有TD1数

量依赖性.本文我们研究显示,融合不同数量TD1
的hEGF蛋白药物在保持了hEGF原有生物学活性

的同时,均可诱导C57BL/6小鼠毛囊由休止期进入

生长期,从而调控毛发的生长.总之,本研究为因

EGF缺乏导致皮肤或毛发生长障碍的患者提供了

新的治疗方案.然而,TD1的促透作用相关分子机

制需进一步研究揭示,融合TD1的hEGF融合蛋白

在大型哺乳动物上的使用量仍需大量实验进行摸

索,因此,如何将该蛋白更为安全可靠地应用于临床

将是我们未来的研究方向.
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