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 # ВВЕДЕНИЕ

АМП беспозвоночных характеризуются огром�
ным разнообразием типов структур, рассмотрению
которых была посвящена первая часть обзора [1].
Множество известных сегодня АМП подразделяют
на четыре класса: 1) цистеин�содержащие, образу�
ющие внутримолекулярные дисульфидные связи;
2) линейные α�спиральные; 3) линейные, обога�
щенные остатками определенных аминокислот;
4) АМП смешанного типа, содержащие домены с
различной структурой. Следствием значительного
структурного разнообразия этих молекул является
вариативность механизмов их антимикробного
действия [2–4]. Пептиды, выделенные из разных
групп живых организмов, но имеющие сходную
структуру, объединены общими принципами функ�
ционирования, поэтому многие модели и законо�
мерности, которые описаны на примере пептидов

 Часть 1 см. [1].
Сокращения: АМП – антимикробные пептиды; МГК – мини�
мальная гемолитическая концентрация; МИК – минимальная
ингибирующая концентрация; ЛПС – липополисахарид;
PAMP – патоген�ассоциированные молекулярные паттерны. 
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беспозвоночных, в равной степени справедливы
для пептидов позвоночных животных, растений и
грибов.

Согласно распространенной точке зрения,
большинство АМП обладают мембранотропны�
ми свойствами и вызывают гибель клеток�мише�
ней, нарушая целостность цитоплазматической
мембраны с помощью низкоселективных меха�
низмов, основанных на ахиральных электроста�
тических и гидрофобных взаимодействиях с ли�
пидным бислоем. Кажется, на первый взгляд, что
в этом АМП проигрывают классическим антибио�
тикам, которые стереоспецифично связываются с
чужеродными патоген�ассоциированными белка�
ми. Однако в этом видится и одно из главных до�
стоинств АМП, которое выводит их на первый
план при рассмотрении потенциальных структур
для разработки новых антимикробных лекар�
ственных средств. Благодаря универсальной при�
роде взаимодействий с мембранами, многие АМП
обладают широким спектром действия и повы�
шенной устойчивостью к адаптации со стороны
микроорганизмов [5].
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С годами накапливались факты, свидетель�
ствующие о том, что представление о природе ан�
тимикробного действия ряда АМП нуждается в
уточнении [6]. Прежде всего, стоит отметить, что
некоторые АМП полностью лишены способно�
сти нарушать проницаемость мембраны [7, 8].
Кроме того, антимикробная активность ряда АМП
демонстрирует зависимость от хиральных свойств
молекулы. Так, например, в противоположность
аналогам андроктонина (№ 1# )  [9], цекропина А
(№ 40), мелиттина (№ 31) и гибрида цекропин�
мелиттин [10], химически синтезированным из
D�изомеров α�аминокислот, D�энантиомеры про�
лин�богатых АМП семейства апидецина (№ 49)
утрачивают активность, свойственную природным
пептидам, построенным из L�аминокислот [11]. Ре�
зультатом энантиомеризации структуры АМП, по�
мимо сохранения или полной потери антимикроб�
ной активности, может быть дифференцированное
изменение ее спектра, показанное на примере тана�
тина (№ 16) и свидетельствующее о множественно�
сти механизмов действия этого пептида [12].

Таким образом, представление о ведущей роли
низкоспецифичных мембранотропных эффектов
в реализации антимикробной функции справед�
ливо лишь для некоторой части АМП. Остальные
осуществляют свою функцию с помощью альтер�
нативных механизмов, а также путем их комби�
нирования. Если существование белковых мем�
бранных рецепторов или внутриклеточных ми�
шеней для АМП до сих пор представляется скорее
исключением, чем правилом [13, 14], то способ�
ность к высокоаффинному связыванию с консерва�
тивными липидными и полисахаридными структу�
рами на поверхности микроорганизмов была уста�
новлена уже для сравнительно большого числа
пептидов [8, 15, 16]. Роль хиральных свойств моле�
кулы не всегда поддается однозначной оценке: при�
родный L�цекропин B (№ 40) эффективнее связы�
вается с ЛПС, чем его химически синтезированный
D�энантиомер, однако обе изоформы обладают
приблизительно одинаковой способностью подав�
лять рост микроорганизмов [17].

ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ АМП 
С ЛИПИДНЫМ БИСЛОЕМ

Независимо от того, приводит взаимодействие
пептида с мембраной к нарушению ее целостности
или только к транслокации молекулы АМП в цито�
плазму микроорганизма, этот процесс можно пред�
ставить в виде трех обратимых стадий [6, 18]: 1) ад�
сорбция на поверхности; 2) внедрение в поверх�
ностный слой мембраны, состоящий из полярных
головок липидов; 3) погружение во внутренний

 # Здесь  и далее по тексту при упоминании названий АМП
даются номера соответствующих записей в таблице из пер�
вой части обзора [1].

(гидрофобный) слой мембраны. Исключение со�
ставляют те немногие известные случаи, когда
для транслокации через мембрану требуются спе�
цифические белки�переносчики [19]. Для пепти�
дов, действующих подобно детергентам (см. ниже),
описанный путь ограничивается вторым этапом.
Контакту с мембраной предшествует процесс диф�
фузии через слой полисахаридов на поверхности
микроорганизма – способность преодолевать это
препятствие в большой степени влияет на эффектив�
ность вещества как антимикробного агента [20–23].

Адсорбция. Первоначальное связывание кати�
онного пептида с мембраной происходит за счет
электростатических взаимодействий. Эффектив�
ность связывания АМП с мембраной зависит от
плотности ее поверхностного заряда, а также от
трансмембранной разности потенциалов. Благо�
даря работе ионных насосов живая клетка изнут�
ри заряжена отрицательно по отношению к окру�
жающей среде. Создание трансмембранной раз�
ности потенциалов (Δψ) величиной минус 20 мВ
увеличивает константу связывания тахиплезина
(№ 17) (заряд молекулы +7) в 200 раз при физио�
логической температуре [5]. При связывании с
мембраной происходит конкурентное замещение
пептидом стабилизирующих ее ионов кальция.
Важной характеристикой АМП является их способ�
ность функционировать в растворах с высокой ион�
ной силой, ослабляющей электростатические взаи�
модействия. Известно, например, что антибактери�
альные дефенсины (№ 8а) [24] и цекропины (№ 40)
[25] теряют свою активность в солевых растворах, в
то время как гелиомицин (№ 8б) [26], клаванины
(№ 25) [25], клаваспирин (№ 25) [27] и стиелины
(№ 37) [28] частично сохраняют ее, а карцинин
(№ 73) становится даже более активным [29].

Внедрение пептида в поверхностный слой мембра;
ны. Связавшаяся с мембраной молекула располага�
ется параллельно ее поверхности. Гидрофобная
часть пептида раздвигает полярные головки липи�
дов и погружается в слой, образованный остатками
жирных кислот. Гидрофильная поверхность моле�
кулы обращается наружу, продолжая контактиро�
вать с анионными группами компонентов мем�
браны.

Спиральная структура цекропинов насекомых
(№ 40), мелиттина (№ 31) и некоторых других ли�
нейных пептидов содержит в средней части резкий
изгиб (излом), обусловленный наличием в этом ме�
сте цепи остатка пролина и(или) глицина [30]. По
разные стороны от изгиба лежат амфифильный и
гидрофобный домены молекулы. Пролин�глици�
новый шарнир обеспечивает такое взаимное рас�
положение участков цепи, при котором амфи�
фильный домен ориентируется параллельно по�
верхности мембраны, а гидрофобный оказывается
погруженным в слой углеводородных радикалов
жирных кислот [30]. Тем не менее, изгиб цепи, обу�
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словленный остатком пролина, имеется не у всех
цекропин�подобных пептидов; биологически ак�
тивная конформация многих из них представляет
собой единую, протяженную α�спираль. Введение
остатка пролина в последовательность цекропина
P1 (№ 41) непосредственно в том же положении, где
он встречается у гомологичных ему цекропинов на�
секомых, не увеличивает, а напротив, уменьшает
биологическую активность пептида [31].

Внедрение пептида между полярными липид�
ными головками вносит в структуру мембраны
деформацию изгиба и в целом снижает ее термо�
динамическую стабильность. Это создает предпо�
сылки для локального истончения мембраны (на�
блюдающегося, в частности, в экспериментах с
мелиттином [32]) и нарушения ее целостности, а
также для дальнейшей интеграции пептида в гид�
рофобный слой [33].

Еще одним ключевым событием, происходя�
щим на данном этапе, является изменение кон�
формации пептида, результатом которого стано�
вится более выраженное пространственное разде�
ление гидрофобного и гидрофильного участков
молекулы. Многие линейные АМП, например це�
кропины (№ 40), в водном растворе не имеют упо�
рядоченной структуры и приобретают конформа�
цию амфифильной α�спирали лишь после контакта
с липидами [34]. Пептиды, стабилизированные ди�
сульфидными связями, обычно отличаются жест�
кой структурой, которая почти не изменяется при
переходе из одной среды в другую. Наблюдаемое
усиление амфифильных свойств таких пептидов
при их взаимодействии с фосфолипидной мембра�
ной обеспечивается подвижностью боковых групп
аминокислотных остатков. Это было показано, в
частности, на примере тахиплезина (№ 17), про�
странственная структура которого, представляю�
щая собой β�шпильку, фиксируется двумя дисуль�
фидными связями [35]. Отсутствие дисульфидных
связей (в результате восстановления или замены
остатков цистеинов) может быть причиной полной
или частичной потери активности АМП [36–38].
В последнем случае может повышаться селектив�
ность действия в отношении микробных мембран
(как, например, у гомезина (№ 7) [39, 40] и тахипле�
зина (№ 17) [41]).

Погружение пептида в гидрофобный слой мем;
браны. По достижении порогового молярного со�
отношения АМП и липида, пептид начинает про�
никать в слой, образованный ацильными хвоста�
ми мембранных фосфолипидов [33]. При этом
ориентация молекул пептида относительно плос�
кости мембраны меняется с параллельной на пер�
пендикулярную. Пороговая концентрация, отра�
жающая способность АМП проникать в толщу
липидного бислоя, зависит как от его собствен�
ных физико�химических свойств (гидрофобно�
сти, заряда), так и от свойств мембраны (заряда,

кривизны поверхности, величины Δψ) [33]. Клю�
чевую роль в этом процессе, по�видимому, играет
предшествующая дестабилизация мембраны, вы�
званная накоплением АМП в ее поверхностном
слое. Показано, что в ряде случаев сконцентриро�
ванные пептиды формируют агрегаты (димеры и
более сложные олигомеры), в которых гидро�
фильное ядро экранировано гидрофобными по�
верхностями, обращенными наружу комплекса.
Агрегация позволяет амфифильным молекулам
еще глубже внедряться в гидрофобный слой мем�
браны. Олигомерные комплексы способны выпол�
нять функции, зачастую не доступные мономерам
пептида, в частности, формировать трансмембран�
ные поры [42, 43]. Гипотеза о том, что молекулы
АМП в мембране существуют в виде двух фракций –
поверхностной и интегрированной (функциональ�
но активной) – получила название “модели двух со�
стояний” (“two�state model”) [44].

МОДЕЛИ ПОВРЕЖДЕНИЯ МЕМБРАНЫ

Наибольшей известностью пользуются три ос�
новные модели, описывающие механизмы нару�
шения барьерных функций мембраны.

Модель цилиндрической поры (“barrel;stave
model”). Модель была предложена Г. Бауманом и
П. Мюллером в 70�е годы XX века [45] для описа�
ния структур ионных каналов, в том числе обра�
зованных АМП, например, аламетицином (вто�
ричным метаболитом гриба Trichoderma viride).
Согласно данной модели, внедрившиеся и ориен�
тированные перпендикулярно мембране молеку�
лы пептида образуют комплексы, формирующие
олигомерные поры, на внутренней поверхности
которых экспонированы гидрофильные амино�
кислотные остатки (рис. 1а). Размеры поры могут
увеличиваться путем включения в комплекс до�
полнительных пептидных субъединиц. Следует
учитывать тот факт, что в структуре большинства
АМП гидрофильные фрагменты содержат нема�
лую долю положительно заряженных остатков
аргинина и лизина, за счет кулоновского отталки�
вания которых суммарная энергия комплекса
должна повышаться, а стабильность и продолжи�
тельность жизни поры – уменьшаться. Кроме того,
поры, образованные по этому принципу, должны
быть анион�селективными, что чаще всего не соот�
ветствует действительности. Вследствие указанных
ограничений описанная модель не получила широ�
кого распространения в своем первоначальном
виде. Лучше всего она описывает действие поро�
образующих АМП, молекулы которых не имеют
заряда или слабозаряжены.

Данная модель была предложена, в частности,
для сапецина (№ 8а) [46] и тахиплезина I (№ 17)
[47]. В последнем случае применение модели ци�
линдрической поры оправдано тем, что каналы,
формируемые этим пептидом, действительно, от�
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личаются выраженной селективностью к анио�
нам. Сапецин (дефенсин из гемолимфы мухи Sar8
cophaga peregrina) при контакте с везикулами, по�
строенными из кислых фосфолипидов, образует
олигомерные потенциал�независимые каналы,
пропускающие молекулы глюкозы [46]. С помо�
щью ЯМР�спектроскопии были определены по�
верхности пептид�липидного и пептид�пептидно�
го взаимодействия в олигомере. На основании
этой информации и данных о трехмерной структу�
ре мономера сапецина была построена модель
трансмембранного комплекса в виде пептидного
тримера [46].

Модель тороидальной поры (“toroidal pore”) или
червоточины (“wormhole”). Данная модель, впер�
вые предложенная для магейнина�2 (линейного
АМП из шпорцевой лягушки Xenopus laevis) [48] и
экспериментально подтвержденная методом ней�
тронного рассеяния [49], явилась дальнейшим
развитием предыдущей модели и, по�видимому,
применима в отношении более широкого круга
АМП, в том числе для уже упоминавшегося тахи�
плезина I [42, 50, 51]. Главное структурное отли�
чие тороидальной поры от цилиндрической за�
ключается в том, что ее внутренняя поверхность
выстлана не только гидрофильными, положи�
тельно заряженными участками АМП, но и чере�
дующимися с ними анионными головками фос�
фолипидов (рис. 1б). Таким образом, липидный
монослой, выстилающий пору, образует изгиб,
переходя с одной стороны мембраны на противо�
положную (появляются “спайки” монослоев). Од�
ним из следствий возникновения тороидальных
пор является ускоренный “флип�флоп” липидов,
осуществляемый путем латеральной диффузии
между соединенными порой монослоями и нару�
шающий структурную асимметрию мембраны

[48]. Главным преимуществом этой модели по
сравнению с предшествующей является более вы�
сокая стабильность комплекса как результат элек�
тростатических взаимодействий пептидной и ли�
пидной составляющих. Пептиды, обладающие более
сильными амфифильными свойствами, образуют
более стабильные поры, тогда как менее амфифиль�
ные с большей вероятностью мигрируют через
мембрану. По сравнению с предыдущей моделью,
число молекул пептида, требующееся для форми�
рования одной поры того же диаметра, оказыва�
ется меньшим. Геометрические характеристики
поры и ее селективность по отношению к катио�
нам и анионам могут варьировать в зависимости
от условий и соотношения концентраций пепти�
да и липидов.

Исследование методом молекулярной дина�
мики взаимодействия линейного α�спирального
АМП мелиттина (№ 31) с бислоем, построенным
из молекул дипальмитоилфосфатидилхолина да�
ло неожиданный результат, заставивший пере�
смотреть модель и построить ее модифицирован�
ный вариант, получивший название неупорядо�
ченной тороидальной поры (“disordered toroidal
pore”) [52]. Согласно этой модели, для стабилиза�
ции трансмембранного канала достаточно одной�
двух молекул пептида, которые выстилают лишь
небольшую часть его внутренней поверхности
(рис. 1в). Молекулы пептида ориентированы под
произвольным углом к плоскости бислоя, что силь�
но отличает такую пору от цилиндрической и клас�
сической тороидальной, в которых пептид прони�
зывает мембрану в строго перпендикулярной ори�
ентации. Обязательным условием формирования
поры является сохранение положительного заряда
пептида, в то время как его конформация может от�
личаться от правильной α�спиральной.

(а) (б) (в)

(г)

Рис. 1. Основные механизмы повышения проницаемости липидного бислоя. Показаны модели цилиндрической поры
(а), тороидальной поры (б), неупорядоченной тороидальной поры (в), детергент�подобный механизм (г).
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Модель “ковра” (“carpet model”) или детергент;
подобный механизм (“detergent;like mechanism”).
Множество экспериментальных данных свиде�
тельствуют о том, что мембранотропная актив�
ность АМП чаще всего реализуется не путем об�
разования стабильных пор, а через детергент�по�
добный лизис, происходящий только в том
случае, когда в поверхностном слое мембраны со�
здается достаточно высокая концентраций пептида
(пептидный “ковер”) [53]. Хотя первой попыткой
объяснить действие цекропинов (№ 40) было по�
строение модели цилиндрической поры [54], впо�
следствии для них был предложен механизм “ков�
ра” [55]. В отличие от двух вышеописанных моделей
этот механизм нивелирует роль специфических
пептид�пептидных взаимодействий. АМП накап�
ливается в поверхностном слое мембраны, не по�
гружаясь в ее гидрофобную область (рис. 1г). К та�
кому типу взаимодействий склонны молекулы, об�
ладающие сравнительно низкими амфифильными
и гидрофобными свойствами (более того, для неко�
торых гидрофильных АМП с небольшой длиной це�
пи этот вариант остается единственно возможным).
С повышением концентрации пептида мембрана
утрачивает термодинамическую стабильность, в ней
накапливаются локальные деформации изгиба,
появляются множественные тороидальные разры�
вы и начинается формирование липид�пептидных
мицелл [56]. МИК пептидов, действующих подоб�
ным образом, должны значительно превышать
МИК пептидов�порообразователей [2, 57]. Соглас�
но расчетам, утечка содержимого липосом, а также
ингибирование роста микроорганизмов наблюда�
ются при таких концентрациях пептида в мембра�
не, когда на одну его молекулу приходится от 3–4
до нескольких десятков молекул липидов [58–60].
Для цекропинов минимальные ингибирующие
концентрации соответствуют количеству пепти�
да, которое должно покрывать клетку�мишень
сплошным слоем [61]. Необходимость в избыточ�
ном, на первый взгляд, количестве АМП можно
объяснить тем, что в связывании этих молекул
принимают участие не только липиды мембраны,
но и множество отрицательно заряженных поли�
сахаридов, входящих в состав оболочки микроор�
ганизмов.

Кроме вышеперечисленных моделей, в лите�
ратуре встречаются описания еще нескольких ме�
ханизмов, приводящих к нарушению барьерной
функции клеточной мембраны [2, 4]. Увеличение
проницаемости мембраны для низкомолекулярных
соединений и ионов приводит к диссипации транс�
мембранного потенциала и градиента pH, сниже�
нию концентрации ATP, потере калия и других
важнейших компонентов цитоплазмы. Быстрое
падение уровня ATP в цитоплазме может быть
обусловлено, главным образом, ускоренным про�
цессом распада этого соединения, а не диффузи�
ей через поры или снижением темпов синтеза из�

за деполяризации мембраны и ингибирования
дыхания [24]. Скорость ATPазной реакции увели�
чивается в результате оттока фосфата и уменьше�
ния его концентрации внутри клетки. Гибель
клетки может наступить уже через 2–3 мин после
добавления АМП в питательную среду.

Более высокая устойчивость грамотрицатель�
ных бактерий к воздействию ряда АМП объясня�
ется наличием дополнительного барьера в виде
наружной мембраны, повреждения которой оказы�
вается недостаточно для проявления бактерицид�
ного эффекта [62, 63]. АМП не могут проникнуть в
периплазму через обычные поры этой мембраны, в
норме пропускающие молекулы с массой не более
700 Да. Для того чтобы нанести серьезный ущерб
жизнеспособности грамотрицательных бактерий,
молекулы АМП должны преодолеть слой ЛПС и
последовательно прореагировать с наружной и
цитоплазматической мембранами [21, 64].

Прямая зависимость между степенью деполя�
ризации мембраны и антимикробным эффектом
была установлена в ранних экспериментах с це�
кропином А (№ 40) из Hyalophora cecropia и его
аналогами, действующими по механизму “ковра”
[61]. Заметно отличается характер деполяризации
мембраны под действием дефенсина А (№ 8а) из
Protophormia terranovae: процесс останавливается
по достижении значения трансмембранного по�
тенциала Δψ –110 мВ (начальное значение Δψ для
Micrococcus luteus составляет –190 мВ) [24]. Это
наблюдение, наряду с тем фактом, что дефенсин А
не изменяет проводимость полностью деполяри�
зованной мембраны, указывает на формирование
потенциал�зависимых каналов и одновременно
говорит об отсутствии детергент�подобного дей�
ствия.

В экспериментах с дефенсином А повышение
ионной силы снижало скорость выхода ионов ка�
лия из клетки, а добавление двухвалентных и, в еще
большей степени, трехвалентных катионов было
способно полностью остановить регистрируемый
ток калия. Известно, что присутствие двухвалент�
ных катионов повышает упорядоченность липид�
ного бислоя за счет подавления латеральной диф�
фузии. Сходным образом можно представить влия�
ние, оказываемое двух�трехвалентными катионами
на скорость диффузии и олигомеризации АМП в
мембране. Не исключено и прямое ингибирование
ионных каналов [24].

Помимо концентрации солей значительное
влияние на мембранотропную активность АМП
оказывают температура, pH среды, состав липид�
ного бислоя [24, 65–67]. Уменьшение активности
дефенсина А при температуре ниже 25°C и прак�
тически полная ее потеря при температуре ниже
10°C согласуется с данными о фазовых переходах в
этом температурном диапазоне и может говорить о
трудности образования пор в липидном бислое, на�
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ходящемся в более упорядоченном гель�состоянии
[24]. Величина pH, предположительно, влияет на
степень олигомеризации пептида в растворе, его ад�
сорбцию на поверхности мембраны и непосред�
ственно на функциональное состояние трансмем�
бранного канала [24]. Особенно сильно зависит от
изменений pH (в пределах физиологической нор�
мы) активность гистидин�богатых АМП, заряд ко�
торых резко меняется при пересечении границы
pH ~ 6.0, соответствующей pKa имидазольной
группы [68, 69].

К числу мембраноактивных пептидов с малоизу�
ченным механизмом действия относится гимено�
птецин (№ 54) – обогащенный глицином АМП,
действующий на грамположительные и грамотри�
цательные бактерии [70]. Способность этого белка
повышать проницаемость клеточных мембран была
показана в опытах с расщеплением хромогенного
субстрата β�галактозидазой E. coli. Добавление не�
больших количеств (0.0005%) Tween 20 существенно
снижало для гименоптецина значение минималь�
ной концентрации, ингибирующей рост бактерий
(МИК). Известно, что в концентрациях менее 1%
неионный детергент не оказывает влияния на жиз�
неспособность интактных грамотрицательных бак�
терий [71]. Явление синергизма в данном случае
можно объяснить тем, что антимикробный белок
нарушает целостность наружной мембраны, тем
самым открывая для молекул детергента доступ к
более уязвимой цитоплазматической мембране.
Отсутствие синергизма с лизоцимом говорит о
том, что гименоптецин повышает проницаемость
мембраны только для веществ с небольшой моле�
кулярной массой (менее 1000 Да) [70]. Смеси
гименоптецина с линейным α�спиральным АМП
магейнином дают лишь аддитивный эффект, так
как, по�видимому, оба вещества действуют по
сходному механизму [70]. В отличие от почти
мгновенного эффекта магейнина, повышение
проницаемости мембраны гименоптецином ре�
гистрируется не ранее, чем через 2 мин после его
добавления в среду, а 100%�й бактерицидный эф�
фект требует инкубации клеток с белком в течение
4 ч, что больше напоминает кинетику действия про�
лин�богатых АМП [72]. Клетки, помещенные в сре�
ду без питательных веществ, оказываются менее
чувствительными к гименоптецину [70]. Установле�
но, что клетки аэробных и анаэробных штаммов
одинаково чувствительны к пептиду.

СЕЛЕКТИВНОСТЬ 
МЕМБРАНОТРОПНОГО ДЕЙСТВИЯ

Главной причиной, побуждающей обратиться
к вопросу избирательности действия природных
АМП, является задача создания лекарственных
средств на их основе. Многие АМП беспозвоноч�
ных демонстрируют в экспериментах in vitro ци�
тотоксичность в отношении клеток эукариот, од�

нако в тканях живого организма потенциальная
токсичность эндогенных мембранолитических
АМП для собственных клеток компенсируется
строгой регуляцией их экспрессии и процессин�
га, наличием молекул, нейтрализующих их актив�
ность в отсутствие патогена (например, сульфа�
тированных гликозаминогликанов), а также ра�
ботой протеаз, расщепляющих пептиды по мере
поступления их во внутреннюю среду организма
[73, 74]. Локальный выброс АМП фагоцитирую�
щими клетками можно, вероятно, сравнить с та�
кими сопутствующими фагоцитозу реакциями
как “кислородный взрыв” и выброс лизосомаль�
ных гидролаз, которые строго ограничены в про�
странстве и во времени [75]. Наряду с фагоцитами
еще одним типичным местом концентрирования
АМП животных являются слизистые оболочки,
эпителий которых отличается устойчивостью к
агрессивным воздействиям [74].

И все же, антимикробная активность боль�
шинства природных мембраноактивных АМП
выражена сильнее, чем их цитотоксические эф�
фекты. Селективность чаще всего оценивают по
величине терапевтического индекса (ТИ), кото�
рый рассчитывают как отношение минимальной
гемолитической концентрации (МГК) к МИК.
Лизис эритроцитов млекопитающих в экспери�
ментах in vitro обычно наступает, когда тестируе�
мые пептиды добавляются в концентрациях, пре�
вышающих антимикробные МИК в несколько
(реже – в десятки) раз [18, 74]. Стоит отметить,
что отношение двух указанных величин не дает
истинного представления о процессах, протекаю�
щих in vivo, хотя бы потому, что наблюдаемые зна�
чения сильно зависят от концентрации контакти�
рующих с АМП клеток, а точнее – от суммарной
концентрации липидов их мембран [2]. Значи�
тельно больший интерес представляют данные о
распределении АМП, меченных флуоресцентны�
ми и радиоактивными метками, в инфицирован�
ных тканях [18, 74].

Селективность мембранотропного действия
АМП объясняется различиями биохимического
состава и электрофизиологических свойств мем�
бран микробов и клеток организма�хозяина [5].
Это различие особенно велико в тех случаях, ко�
гда в роли патогена выступает прокариотический
микроорганизм. Липидная фракция прокариоти�
ческой мембраны представлена, главным образом,
кислыми фосфолипидами, такими как фосфатиди�
лглицерин, кардиолипин, фосфатидилсерин, фос�
фатидилинозит. Дополнительный отрицательный
заряд вносят ЛПС и тейхоевые кислоты. Эукарио�
тическая мембрана, напротив, содержит значи�
тельную долю нейтральных цвиттерионных фос�
фолипидов, главным образом, фосфатидилхоли�
на, фосфатидилэтаноламина и сфингомиелина.
Еще одним специфическим компонентом мем�
бран эукариот являются стеролы, также не имею�
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щие заряда и редко встречающиеся в бактериаль�
ных мембранах [18]. Немаловажно и то, что ани�
онные компоненты эукариотической мембраны, в
первую очередь фосфатидилсерин, расположены на
ее внутренней поверхности. Эта асимметрия нару�
шается у опухолевых клеток, что делает их более уяз�
вимыми для АМП [76].

Вследствие указанных особенностей, мембраны
прокариот, имеющие больший суммарный отрица�
тельный заряд, становятся более предпочтительной
мишенью для катионных пептидов. Изменение
знака заряда путем присоединения остатков амино�
кислот или аминоарабинозы к анионным группам
фосфолипидов, ЛПС, тейхоевых кислот является
одним из эффективных механизмов выработки
резистентности к АМП, хотя масштаб этого про�
цесса ограничен, по всей видимости, потребно�
стями физиологии микроорганизмов [22, 77–79].

Причиной высокой селективности мембрано�
тропного действия может быть аффинность АМП
к специфическим компонентам мембраны клет�
ки�мишени. Так, селективность антилипополи�
сахаридных факторов (№ 2) в отношении грамот�
рицательных бактерий объясняется их способно�
стью избирательно связываться с липидом А с
помощью группы консервативных аминокислот�
ных остатков, экспонированных на поверхности
четырехцепочечного β�листа [16, 80, 81]. Проч�
ность связывания (Kd = 1.26 × 10–8 М) приблизи�
тельно соответствует прочности связывания ЛПС
с рецептором CD14 лейкоцитов млекопитающих
(Kd = 2.7 × 10–8 М) [82]. Антилипополисахарид�
ные факторы также образуют комплексы с липо�
тейхоевыми кислотами грамположительных бак�
терий (Kd = 1.34 × 10–8 М). Образование комплек�
сов может быть первым этапом малоизученного к
настоящему времени механизма мембранного
лизиса [83]. 

Противогрибковые дефенсины (№ 8б), такие
как гелиомицин, избирательно связываются с глю�
козилцерамидами грибов, не проявляя аффинно�
сти к глюкозилцерамидам растений и млекопи�
тающих [15]. Результатом связывания становит�
ся дестабилизация и повышение проницаемости
клеточной мембраны. Штаммы дрожжей Candida
albicans и Pichia pastoris с делецией гена глюкозилце�
рамидсинтазы (UDP�глюкозоцерамид−глюкози�
лтрансферазы), а также дрожжи Saccharomyces
cerevisiae, не синтезирующие глюкозилцерами�
дов, устойчивы к действию гелиомицина. Широ�
кое распространение резистентных форм пред�
ставляется маловероятным, поскольку прекраще�
ние синтеза глюкозилцерамидов существенно
замедляет рост грибов (не только дрожжевых, но
и нитчатых), паразитирующих на растениях и жи�
вотных, и делает мутантные штаммы значительно
менее вирулентными по сравнению со штаммами
дикого типа [84–86].

На стадии первоначального связывания АМП
с мембраной велика роль трансмембранного по�
тенциала. У нормальных животных клеток вели�
чина Δψ составляет от –90 до –110 мВ, в то время
как для бактерий в логарифмической фазе роста она
обычно принимает значения в диапазоне от –130
до –150 мВ. Это позволяет рассматривать Δψ в ка�
честве еще одного параметра, определяющего се�
лективность катионных пептидов [18].

Основные физико�химические характеристи�
ки АМП, такие как величина положительного за�
ряда молекулы, гидрофобность и амфифильность,
влияют не только на величину антимикробной ак�
тивности, но и на избирательность действия [4]. Это
влияние далеко не однозначно и не имеет характера
линейной зависимости, поскольку во многом опре�
деляется конформационными особенностями каж�
дого конкретного АМП. Обобщая данные, полу�
ченные для природных α�спиральных пептидов и
их синтетических аналогов, можно упрощенно
сказать, что увеличение доли гидрофобных остат�
ков и гидрофобного момента сопровождается уси�
лением антимикробных свойств пептида и, одно�
временно, ведет к потере селективности [18, 87, 88].
В ряде случаев эта закономерность наблюдается и
при повышении заряда молекулы [89]. Следует от�
метить, что пептиды со слабо выраженными гидро�
фобными и амфифильными свойствами обладают
меньшей способностью внедряться в гидрофобный
слой мембраны и образовывать стабильные кана�
лы. Основной вклад в энергию их связывания с
мембраной вносят электростатические взаимо�
действия. Такие пептиды более склонны к транс�
локации через мембрану или действию по детер�
гент�подобному механизму. По мнению авторов
модели “ковра”, пептиды именно этого типа об�
ладают наиболее высокой селективностью дей�
ствия, так как они наиболее чувствительны к раз�
личию электростатических свойств мембран про�
кариот и эукариот [56]. Согласно этой же точке
зрения, АМП, образующие ионные каналы и по�
ры, отличаются в целом низкой селективностью.

МЕХАНИЗМЫ ТРАНСПОРТА АМП
ЧЕРЕЗ МЕМБРАНУ КЛЕТКИ�МИШЕНИ

Как было сказано выше, ключевым признаком
нарушения барьерной функции мембраны явля�
ется диссипация трансмембранного потенциала.
Однако не всегда можно проследить связь между
концентрацией АМП, вызывающей деполяриза�
цию мембраны, и минимальной концентрацией
АМП, ингибирующей рост микроорганизма (МИК).
Различные АМП беспозвоночных в разной степени
наделены способностью к деполяризации мембра�
ны: одни вызывают ее в концентрациях более низ�
ких, чем МИК, другие даже в летальных концен�
трациях не сразу достигают подобного эффекта
[90, 91]. Механизмы порообразования могут слу�
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жить лишь средством транспортировки АМП в
цитоплазму, где разворачиваются основные со�
бытия, вызывающие гибель или торможение ро�
ста клеток патогенов [6, 92]. Некоторые АМП спо�
собны проникать внутрь клетки, не накапливаясь в
мембране в высоких концентрациях, не формируя
стабильных пор и не ускоряя процесса “флип�фло�
па” липидов. Положительный заряд и амфифиль�
ные свойства таких молекул лишь обеспечивают их
транслокацию через липидный бислой.

Развитием идеи короткоживущей поры стала
модель агрегатного канала (“aggregate channel”),
согласно которой промежуточным этапом транс�
мембранного транспорта АМП является образо�
вание неупорядоченных мицеллоподобных агре�
гатов, пронизывающих мембрану [93]. Помимо
АМП агрегаты могут нести в себе молекулы воды,
ионы и, возможно, более крупные полярные мо�
лекулы. Дестабилизации комплекса способствует
высокий заряд, низкая гидрофобность и слабые
амфифильные свойства составляющих его ком�
понентов. После разрушения агрегата они оказы�
ваются на одной из двух сторон мембраны и могут
далее переходить в раствор. Преимущественная
миграция АМП внутрь клетки обеспечивается
разностью электрохимических потенциалов. При
этом на каждую молекулу пептида приходится
сравнительно небольшое число ионов, проника�
ющих вместе с ним в клетку, в результате чего
процесс транслокации мало влияет на величину
трансмембранных градиентов.

Механизм проникновения поликатионных мо�
лекул (антибиотиков класса аминогликозидов,
АМП) через наружную мембрану грамотрицатель�
ных бактерий был подробно изучен на примере
Pseudomonas aeruginosa и получил название самоак�
тивируемого поглощения (“self�promoted uptake”)
[94]. Ключевая его особенность состоит в замеще�
нии поликатионом ионов кальция, связывающих
соседние молекулы ЛПС.

Сравнительно малораспространенным спосо�
бом трансмембранного транспорта АМП является
использование белков�переносчиков. Наиболее из�
вестными примерами подобного рода транспорти�
ровки являются пролин�богатые АМП группы апи�
децина (№ 49). Пептиды этого семейства самостоя�
тельно проникают через внешнюю мембрану
грамотрицательных бактерий, после чего использу�
ют белок внутренней мембраны SbmA для вторично
активного транспорта внутрь клетки [95, 96]. Роль
SbmA в нормальной физиологии E. coli не уста�
новлена [96], однако известно, что этот белок
способен переносить через внутреннюю мембра�
ну в цитозоль бактерии такие несхожие по струк�
туре молекулы как пролин�богатый АМП из ней�
трофилов быка Bac7(1�35), микроцины MccB17
[97] и MccJ25 [98], а также гликопептидный анти�
биотик блеомицин [99]. D�Энантиомер апидецина

не способен проникать через цитоплазматическую
мембрану, его связывание с клеткой носит обрати�
мый характер; добавление в среду L�пролина и
L�пролин�содержащих пептидов конкурентно ин�
гибирует транспорт L�апидецина внутрь клетки [100].

Цистеин�содержащие антимикробные пепти�
ды семейства пенеидинов (№ 74) в своей N�кон�
цевой части обладают значительным числом
остатков пролина (P) (от семи до девяти), череду�
ющихся с остатками аргинина (R) и формирую�
щих характерные PRP�мотивы. Отдельно взятый
N�концевой фрагмент может совпадать по уров�
ню активности с полноразмерной молекулой
[101], но может быть и неактивным [102]. Отсут�
ствует активность и у индивидуального пролин�
богатого фрагмента диптерицина (№ 56) [103], хо�
тя присоединение его к глицин�богатому домену
повышает активность последнего приблизительно
в 100 раз [104]. Эти и подобные наблюдения позво�
лили предположить, что пролин�содержащий уча�
сток может играть роль транспортирующего векто�
ра, который направляет антимикробные белки
внутрь клетки.

Еще одним АМП, использующим механизм
активного энергозависимого транспорта для про�
никновения в клетку, является тенецин�3 (№ 66),
выделенный из гемолимфы жука Tenebrio molitor
[105]. Проникновение белка внутрь клетки пре�
кращается в присутствии ингибитора дыхания
(азида натрия). Тенецин�3 не обладает мембрано�
литическими свойствами: он не вызывает утечки
флуоресцирующих красителей из липосом и не
снижает трансмембранного потенциала чувстви�
тельных к нему клеток Candida albicans.

АЛЬТЕРНАТИВНЫЕ МЕХАНИЗМЫ 
АНТИМИКРОБНОГО ДЕЙСТВИЯ

Агглютинация клеток микроорганизмов. Для од�
ного из представителей семейства цистеин�со�
держащих АМП мацинов (№ 9), гидрамацина�1,
был предложен оригинальный механизм дей�
ствия, заключающийся в агглютинации бактери�
альных клеток (“barnacle model”) [106, 107]. Про�
странственная укладка молекулы представляет
собой цистеиновый узел. На поверхности глобу�
лы можно выделить две полусферы, образован�
ные экспонированными наружу гидрофобными
остатками (в первую очередь, остатками трипто�
фана), и разделяющий их пояс катионных остат�
ков. Гидрамацин�1 взаимодействует с мембрана�
ми двух оказавшихся в непосредственной близо�
сти бактериальных клеток таким образом, что его
гидрофобные поверхности погружаются в бислой
каждой из них, а катионные остатки участвуют в
ионных взаимодействиях с отрицательно заря�
женными головками липидов. Глубина погруже�
ния в бислой составляет не более 4 Å, что делает
возможным одновременное взаимодействие мо�
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лекулы гидрамацина�1 с мембранами двух бакте�
рий. При участии множества молекул пептида про�
исходит образование крупных клеточных агрегатов
и их преципитация. По мнению авторов, это замед�
ляет процесс распространения инфекции в тканях и
позволяет сконцентрировать защитные факторы
иммунной системы в небольшом объеме [107].
Внедрение молекул гидрамацина в липидный бис�
лой, наряду с агглютинацией клеток, приводит к де�
стабилизации и повышению проницаемости мем�
браны.

Подобным образом может действовать еще
один представитель семейства – нейромацин из
пиявки Hirudo medicinalis, обладающий сходным
распределением заряженных и гидрофобных остат�
ков на поверхности молекулы [108]. В то же время,
теромацин из пиявки Theromyzon tessulatum обладает
более типичной для АМП амфифильной структу�
рой и, в отличие от вышеуказанных пептидов, не
вызывает агглютинации бактерий и липосом. Все
три исследованных представителя семейства маци�
нов повышают проницаемость бактериальной мем�
браны, однако умеренной способностью образовы�
вать стабильные поры обладает лишь нейромацин
[108].

Агглютинация и снижение подвижности кле�
ток грамположительных и грамотрицательных
бактерий является одним из механизмов дей�
ствия β�шпилечного танатина (№ 16) [12, 109].
Эту способность проявляет только природный
энантиомер пептида. Наряду с указанными эффек�
тами наблюдается также ингибирование клеточного
дыхания. Танатин не обладает мембранолитически�
ми или порообразующими свойствами: он не вызы�
вает лизиса эритроцитов и не изменяет проницае�
мости бактериальных мембран для ионов калия [12].

Действие на мембранные белки. Многие пери�
ферические мембранные белки имеют сравни�
тельно слабые контакты с липидным бислоем.
Встраивание большого количества молекул АМП
способно приводить к делокализации и отрыву
этих белков от мембраны, разупорядочиванию
белковых комплексов [110]. При этом проницае�
мость мембраны может сохраняться на нормальном
уровне. Результатом дисфункции мембранных бел�
ков бактерий становится нарушение клеточного
дыхания и ингибирование синтеза пептидогликана.
Авторы модели считают, что такой механизм, на�
блюдаемый в экспериментах с короткими синте�
тическими пептидами, является универсальным и
может объяснять действие многих природных
АМП – в первую очередь, тех из них, которые не
обладают литическими или порообразующими
свойствами.

Фундаментальные основы антимикробной ак�
тивности большинства АМП, обогащенных гли�
цином, остаются малоизученными. Имеются ос�
нования полагать, что действие глицин�богатых

пептидов семейства аттацинов (№ 51), приводя�
щее к лизису мембраны, осуществляется не на�
прямую, а через регуляцию биосинтеза мембран�
ных белков [111]. Аттацины избирательно связы�
ваются с ЛПС и, вслед за тем, ингибируют синтез
белков наружной мембраны (Omp – Outer mem�
brane proteins) на уровне транскрипции. Повыше�
ние проницаемости цитоплазматической мембра�
ны регистрируется через 45 мин после добавления
аттацина в среду, тогда как уровень экспрессии Omp
снижается уже через 10 мин. Бактерицидный эф�
фект вызывает не только растворенный, но и иммо�
билизованный на агарозе аттацин. Предполагает�
ся, что действие аттацинов не требует внедрения
в цитоплазматическую мембрану; оно опосредо�
вано связыванием с рецептором наружной мембра�
ны, роль которого может играть ЛПС. Добавлен�
ный в среду свободный ЛПС блокирует действие
аттацина. По�видимому, аттацины активируют сиг�
нальный путь, по которому осуществляется об�
ратная связь в регуляции экспрессии генов Omp.
Снижение синтеза последних приводит к деста�
билизации мембраны. В качестве поздней ответ�
ной меры клетка синтезирует ряд стрессовых бел�
ков (присутствие которых регистрируется через
30 мин) и увеличивает синтез ЛПС (через 1 ч).

Аналогичными явлениями – связыванием
ЛПС, подавлением экспрессии Omp, индукцией
стрессовых белков – характеризуется и механизм
действия гловеринов (№ 55) [112]. Однако в отли�
чие от диптерицинов (№ 56) и аттацинов, прояв�
ляющих мембранолитический эффект лишь в от�
ношении клеток, находящихся в фазе роста [104,
113], гловерин убивает и нерастущие клетки [114].
Быстрота наступления бактерицидного эффекта
значительно отличается у разных представителей
класса глицин�богатых АМП, что говорит о суще�
ственных различиях в механизмах действия [103].

Активность гистидин�богатого α�спирального
АМП клаванина А (№ 25) в кислой среде также
объясняют действием на мембранные белки [68].
Показано, что при значениях pH 6.5–7.0 этот
пептид ведет себя как неспецифический мембра�
нолитик, вызывающий ингибирование роста бак�
терий и утечку флуорофоров из липосом. При
снижении pH среды до 5.5–5.6 пептид теряет спо�
собность лизировать мембраны, однако его спо�
собность ингибировать рост бактерий возрастает
в несколько раз. Было показано, что при таких
значениях pH клаванин А повышает проницае�
мость бактериальной мембраны для протонов и
ионов калия. Данный эффект не воспроизводит�
ся на липосомах, что наводить на мысль о pH�за�
висимом взаимодействии пептида с мембранны�
ми белками, участвующими в формировании
трансмембранных ионных градиентов.

Действие на клеточную стенку. Наряду с цито�
плазматической мембраной мишенью для АМП



390

БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 42  № 4  2016

БАЛАНДИН, ОВЧИННИКОВА

может становиться клеточная стенка микроорга�
низмов. 2010 год стал переломным в развитии
взглядов на механизм антибактериального дей�
ствия самого распространенного семейства АМП –
дефенсинов (№ 8а): в ряде публикаций было пока�
зано, что многие из них являются специфическими

ингибиторами биосинтеза клеточной стенки бакте�
рий. На примере дефенсинов грибов [115], α� и β�де�
фенсинов млекопитающих [116, 117] и антибак�
териальных дефенсинов беспозвоночных [8, 115]
была продемонстрирована способность этих мо�
лекул связывать липид II, являющийся основным
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Рис. 2. Структура липида II (а) и схема биосинтеза пептидогликана (б) грамположительной бактерии Staphylococ8
cus aureus. Биосинтез начинается в цитоплазме с образования растворимого предшественника UDP�MurNAc�пента�
пептида, где MurNAc – остаток N�ацетилмурамовой кислоты [119]. Фосфо�MurNAc�пентапептидтрансфераза (MraY)
катализирует реакцию присоединения UDP�MurNAc�пентапептида к липидному носителю бактопренилфосфату
(ундекапренилфосфату, C55P), в результате которой образуется липид I. Далее ундекапренил�дифосфомурамоилпен�
тапептид�β�N�ацетилглюкозаминилтрансфераза (MurG) катализирует синтез липида II путем присоединения к липи�
ду I N�ацетилглюкозамина (GlcNAc). Под действием пептидилтрансферазы FemXAB происходит добавление межпеп�
тидного мостика из пяти остатков глицина. Благодаря активности ферментов группы флиппаз (Fl) [120] осуществля�
ется транслокация полученной структурной единицы на внешнюю сторону мембраны, где происходит встраивание ее
в состав пептидогликана, катализируемое трансгликозилазами, транспептидазами и карбоксипептидазами, образую�
щими группу пептидогликансвязывающих белков (PBP). Свободный бактопренилфосфат возвращается на внутрен�
нюю сторону мембраны. Отмечены сайты связывания антибактериальных дефенсинов и ряда антибиотиков, ингиби�
рующих синтез клеточной стенки.
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структурным блоком при биосинтезе пептидоглика�
на (рис. 2). Таким образом, антибактериальные де�
фенсины имеют общую мишень с лантибиотиками,
гликопептидным антибиотиком ванкомицином и
депсипептидным антибиотиком теиксобактином
[118]. Противогрибковые дефенсины (№ 8б), ме�
ханизм действия которых был рассмотрен выше,
не способны образовывать комплексы с липидом II
[115].

Профиль транскрипции генов бактерии при до�
бавлении в среду дефенсинов типичен для состоя�
ния стресса, связанного с повреждением клеточной
оболочки, и напоминает ответ на действие ванко�
мицина и бацитрацина [115]. Дефенсины не вызы�
вают формирования кросс�резистентности с ванко�
мицином, так как связываются не с подверженным
модификации фрагментом D�Ala�D�Ala липида II, а
с его более консервативным участком, содержа�
щим пирофосфат (рис. 2б). Связывание с образо�
ванием комплекса происходит необратимо, в сте�
хиометрическом отношении 1 : 1 и сопровождается
накоплением в цитоплазме бактерий уридиндифос�
фат�N�ацетилмурамоилпентапептида – предше�
ственника липида II при синтезе пептидогликана.
В концентрациях, в 10 раз превышающих МИК,
три дефенсина устрицы, принадлежащие к раз�
ным структурным подсемействам, не вызывали
деполяризации мембраны Staphylococcus aureus
[8]. Тем не менее, не исключена вероятность того,
что другие представители семейства дефенсинов
могут одновременно ингибировать синтез пепти�
догликана и действовать по ранее открытому ме�
ханизму, связанному с нарушением проницаемо�
сти мембраны.

Многие фунгицидные АМП обладают способ�
ностью связывать хитин. В частности, к ним отно�
сятся пенеидины (№ 74) и все охарактеризованные
пептиды из мечехвоста Tachypleus tridentatus. Отме�
чено, что аффинность к хитину коррелирует с про�
тивогрибковой активностью: тахиплезины (№ 17) и
тахистатины (№ 18), связывающиеся с хитином
сильнее, чем “большой дефенсин” (№ 5) и тахици�
тин (№ 19), проявляют свой эффект в отношении
Candida albicans и Pichia pastoris в значительно бо�
лее низких концентрациях: МИК50 “большого де�
фенсина” и тахицитина – 20–50 мкг/мл; МИК50 та�
хиплезинов и тахистатинов – 0.1–3.0 мкг/мл [121].
Ввиду того, что животные, вырабатывающие упо�
мянутые АМП, сами покрыты хитиновой оболоч�
кой, биологическая роль хитин�связывающих пеп�
тидов представляется неоднозначной. Возможно,
они не только обеспечивают защиту от грибковых
патогенов, но и участвуют в процессах сборки и ре�
генерации хитинового экзоскелета [121, 122].

Ингибирование транскрипции и трансляции.
С момента своего открытия богатые пролином
пептиды насекомых заметно выделялись на фоне
большинства других АМП своей способностью

избирательно, в малых концентрациях ингибиро�
вать метаболические процессы бактерий (пре�
имущественно грамотрицательных), не повре�
ждая клеточной мембраны [72]. Апидецин (№ 49)
пчелы Apis mellifera не влияет на проницаемость
мембраны в концентрациях, на четыре порядка
превышающих его МИК [11]. Бактериальные
штаммы, резистентные к апидецину, сохраняют
чувствительность к порообразующим пептидам.
В противоположность “быстродействующим” мем�
браноактивным пептидам, бактерицидный эффект
обогащенных пролином АМП развивается медлен�
но, в течение нескольких часов. D�Энантиомеры
этих АМП неактивны, что с самого начала их иссле�
дования позволило говорить о существовании мо�
лекулярных мишеней с хиральными структурами
[11, 123]. Как выяснилось впоследствии, хираль�
ная структура апидецин�подобных пептидов кри�
тически важна не только для их транслокации че�
рез мембрану (см. выше), но и для связывания с
внутриклеточной мишенью.

Главной внутриклеточной мишенью пролин�
богатых АМП насекомых долгое время считался
70 кДа�белок теплового шока DnaK [124, 125].
Однако эта гипотеза не нашла подтверждения в
дальнейших исследованиях: было показано, что
искусственные аналоги природных пролин�бога�
тых АМП, более прочно связывающиеся с DnaK,
обладают пониженной антимикробной активно�
стью [126], а у некоторых укороченных аналогов,
сохраняющих аффинность к DnaK и лучше про�
никающих через мембрану, полностью отсутству�
ет способность ингибировать клеточный рост
[127]. Штамм E. coli, несущий нулевую мутацию
гена DnaK, остается чувствительным к действию
апидецина и онкоцина (№ 49) [128]. Пролин�бога�
тые АМП ингибируют экспрессию генов в бакте�
риальных бесклеточных белок�синтезирующих
системах, не влияя на активность добавляемой в
реакционную смесь РНК�полимеразы Т7 и не свя�
зываясь с ДНК�матрицей. Авторы исследования
показали, что основной мишенью указанных пеп�
тидов являются бактериальные рибосомы, с кото�
рыми они образуют комплексы с константами дис�
социации, лежащими в наномолярном диапазоне.

На основе данных рентгеноструктурного ана�
лиза была построена пространственная модель
комплекса производного онкоцина Onc112 с 70S
рибосомой Thermus thermophilus [13]. Согласно этой
модели, пептид блокирует выходной туннель рибо�
сомы и подавляет трансляцию на стадии инициа�
ции. Аналогичные результаты были получены для
пиррокорицина (№ 63) и метальниковина (№ 61)
[14]. Как и в случае с классическими антибиотика�
ми, мутации рибосомальной РНК могут приво�
дить к появлению штаммов, резистентных к про�
лин�богатым АМП.
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Пролин�богатые кателицидины млекопитаю�
щих и апидецин�подобные пептиды насекомых,
не обнаруживая существенной гомологии на
уровне первичной структуры, обладают сходны�
ми спектрами активности [72] и сходным меха�
низмом действия [14, 129]. Пептиды млекопита�
ющих отличаются бльшими размерами, однако
антимикробные свойства сохраняются даже у
сравнительно коротких фрагментов их молекул,
близких по длине к апидецин�подобным пепти�
дам [130]. Активность PR�39, выделенного из ки�
шечника свиньи, как и активность апидецина,
снижается при помещении тест�культуры в бу�
ферный раствор, не содержащий питательных ве�
ществ [131]. Еще более отчетливо данное свойство
прослеживается у формецинов муравьев, чув�
ствительностью к которым обладают только рас�
тущие бактерии [132]. Тот факт, что в ранних ра�
ботах D�энантиомер PR�39, в отличие от эффекта,
наблюдаемого для пептидов беспозвоночных
[11, 123], сохранял активность своего природного
L�изомера [133], объясняется высокими концен�
трациями пептида, использованными в экспери�
менте: в таких условиях пролин�богатые АМП,
независимо от своей хиральной структуры, могут
вести себя как неспецифические мембранолити�
ки [134]. Пролин�богатый пептид арасин 1 (№ 70)
из гемоцитов краба Hyas araneus также, скорее
всего, действует по двум разным механизмам: в
низких концентрациях – внутри клетки, в высо�
ких – на уровне мембраны [135]. Его внутрикле�
точные мишени пока не установлены.

Потенциальной мишенью для многих катион�
ных пептидов, проникающих внутрь микробной
клетки, могут быть нуклеиновые кислоты, связы�
вание с которыми ингибирует процессы реплика�
ции и транскрипции, а также другие полианион�
ные молекулы. Так, в одной из первых работ, по�
священных исследованию цистеин�содержащего
β�шпилечного АМП тахиплезина I (№ 17), была по�
казана его способность связываться с ДНК в обла�
сти ее малой бороздки [136]. В число потенциаль�
ных мишеней этого пептида, характеризующегося
множественностью механизмов действия, включа�
ют также внутриклеточные ферменты [137].

Индукция апоптоза. Системы программируе�
мой клеточной гибели жизненно важны для су�
ществования не только крупных многоклеточ�
ных, но и одноклеточных организмов, в том числе
ведущих паразитический образ жизни. С помо�
щью апоптоза осуществляется удаление генети�
чески дефектных клеток и обеспечивается проти�
вовирусная защита, сохранение клеточной попу�
ляции в условиях дефицита питательных веществ,
а также правильный морфогенез у нитчатых гри�
бов [138–141]. Сходные с апоптозом процессы
протекают у бактерий, например, при достиже�
нии культурой стационарной фазы роста или при
формировании биопленок [142].

В настоящее время известно, что принудитель�
ная индукция апоптоза у патогенных микроорга�
низмов с помощью молекулярных факторов врож�
денного иммунитета может использоваться орга�
низмом�хозяином в качестве способа защиты от
инфекции [143]. Так, дефенсин�подобный АМП
копризин из навозного жука Copris tripartitus про�
никает в клетки патогенных дрожжей Candida albi8
cans, не повреждая при этом их цитоплазматиче�
ской мембраны, и инициирует апоптоз, вызывая
диссипацию трансмембранного потенциала мито�
хондрий, высвобождение цитохрома c в цитоплаз�
му, образование активных форм кислорода и акти�
вацию метакаспаз [144]. Копризин полностью ли�
шен гемолитической активности в концентрациях
до 100 мкМ, а его активность, как и активность
большинства мембранотропных АМП, подавляется
высокими концентрациями солей, затрудняющих
проникновение пептида внутрь клетки�мишени.

Аналогичным механизмом объясняют канди�
доцидное действие β�шпилечного АМП арени�
цина�1 (№ 3) из целомоцитов Arenicola marina
[145, 146], линейных α�спиральных АМП мелит�
тина (№ 31) из яда пчелы Apis mellifera [147], про�
тонектина из яда осы Agelaia pallipes pallipe [148],
папилиоцина из бабочки Papilio xuthus [149] и ско�
лопендина 1 из многоножки Scolopendra subspin8
ipes mutilans [150]. В отличие от копризина, неко�
торые из перечисленных АМП способны нано�
сить прямые повреждения цитоплазматической
мембране дрожжей. В этих случаях сохраняется
неопределенность в ответе на вопрос, какой из
двух механизмов вносит решающий вклад в уни�
чтожение патогена [146, 148, 151].

Секвестирование ионов металлов. Одна из вы�
работанных многоклеточными животными стра�
тегий сдерживания инфекционного процесса за�
ключается в контролируемом снижении во внут�
ренней среде организма концентрации ростовых
факторов, необходимых для жизнедеятельности
патогенов. Среди них важное место принадлежит
ионам металлов, выступающим в качестве кофак�
торов многих ферментов. В регуляции их концен�
трации принимают участие некоторые защитные
белки и пептиды. В частности, у позвоночных в
регуляции содержания ионов железа в тканях
участвует полифункциональный секреторный бе�
лок лактоферрин [152] и β�шпилечный АМП геп�
цидин [153]. С другой стороны, продуцируемые
микроорганизмами молекулы, образующие хе�
латные комплексы с ионами металлов, являются
важными факторами вирулентности [154, 155], а
возможность подавления их биосинтеза рассмат�
ривается в настоящее время как перспективное
направление антимикробной терапии [156].

К числу известных АМП беспозвоночных,
действие которых реализуется посредством свя�
зывания ионов металлов, относятся микроплю�
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зин (№ 10) и родственные ему хебреины, выде�
ленные из разных видов клещей [7]. Структура
микроплюзина из клеща Boophilus microplus вклю�
чает пять α�спиральных участков, формирующих
глобулу, стабилизированную тремя дисульфидны�
ми связями (рис. 3). Неупорядоченные N� и C�кон�
цевые фрагменты полипептидной цепи содержат
несколько остатков гистидина, играющих ключе�
вую роль в осуществлении биологической функ�
ции, которая состоит в секвестировании ионов
металлов (Cu2+, Fe2+) в тканях организма.
В отличие от дефенсина, который также синтези�
руется в гемоцитах, но высвобождается из гранул
лишь при активации иммунного ответа, мик�
роплюзин сразу после синтеза поступает в гемо�
лимфу [157]. По всей видимости, микроплюзин
играет роль конститутивного регулятора содер�
жания ионов металлов в организме клеща. Его
антимикробную активность объясняют связыва�
нием свободных ионов меди, являющихся кофак�
торами таких ферментов, как NADH�дегидроге�
наза, цитохромоксидаза, медь/цинк�зависимая
супероксиддисмутаза [158]. Микроплюзин свя�
зывает эти ионы, образуя металлохелатные ком�
плексы в стехиометрическом отношении 1 : 1 [7].
Его минимальная ингибирующая концентрация
определяется содержанием меди в среде, а также
особенностями физиологии тестируемых штам�
мов микроорганизмов, которые могут синтезиро�
вать собственные более или менее эффективные
хелатирующие агенты, а также отличаться по�
требностью в экспрессии медь�зависимых фер�

ментов. Эффект микроплюзина на рост тест�куль�
тур характеризуется как бактериостатический и мо�
жет быть легко нейтрализован путем добавления
избыточных количеств солей меди. Микроплюзин
не влияет на проницаемость бактериальной мем�
браны.

Подводя итог вышесказанному, хотелось бы еще
раз подчеркнуть, что многие АМП, по�видимому,
осуществляют свое антимикробное действие с по�
мощью разных одновременно реализуемых меха�
низмов. Это сильно затрудняет выявление причин,
вызывающих гибель или ингибирование роста мик�
роорганизмов. Преобладание того или иного меха�
низма может зависеть от концентрации пептида и
условий среды. Свою специфику в действие АМП
вносят и морфофизиологические особенности кле�
ток�мишеней.

БИОЛОГИЧЕСКАЯ РОЛЬ АМП

Многочисленные исследования показывают,
что пептиды, проявляющие антимикробную ак�
тивность в тестах in vitro, могут быть выделены из
большинства животных тканей. Хотя активность
в микробиологических тестах и гомология пер�
вичной структуры считаются достаточными кри�
териями для первоначального отнесения пептида
к классу антимикробных, с открытием каждого
такого вещества встает вопрос о биологической
значимости его антимикробных свойств, его
вкладе в защиту организма�хозяина от инфекции.
Этот вопрос особенно актуален для пептидов, име�

H1

H2
H74

H90

H85

H86
α1

α2

α4

α5

α3

Рис. 3. Пространственная структура микроплюзина (PDB ID 2KNJ). Отмечено расположение шести остатков гисти�
дина, пять из которых находятся в неупорядоченной части молекулы и могут менять взаимное расположение при об�
разовании хелатных комплексов с ионами металлов.
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ющих высокие МИК, утрачивающих активность в
присутствии физиологических концентраций со�
лей и других компонентов биологических сред, а
также являющихся протеолитическими фрагмента�
ми функционально активных белков. Такие моле�
кулы могут играть какую�то иную роль в организме
(например, регуляторную), либо являются арте�
фактами, образующимися в процессе выделения
и очистки.

Для большого числа АМП беспозвоночных
проведены иммуногистохимические исследова�
ния их локализации в организме, построены про�
фили экспрессии генов. Показано, что синтез
этих пептидов происходит преимущественно в
фагоцитах, клетках эпителия и жирового тела на�
секомых, а их повышенная концентрация наблю�
дается в гранулах фагоцитов и фаголизосомах, в
гемолимфе и секретах экзокринных желез, что
подтверждает их роль в качестве молекулярных
факторов врожденного иммунитета [159]. Индук�
ция синтеза или выброс в гемолимфу АМП, на�
копленных в гранулах гемоцитов, в ответ на вве�
дение антигенов микробного происхождения
также свидетельствуют в пользу их участия в за�
щитных процессах [160]. Так, например, картина
экспрессии генов пенеидинов (№ 74) и антили�
пополисахаридных факторов (№ 2) не позволяет
сомневаться в важности роли этих АМП в имму�
нитете ракообразных [161]. АМП, в том числе
фрагменты гистонов, являются участниками про�
цессов инкапсуляции патогенов и нетоза у беспо�
звоночных [162, 163]. Веским доказательством уча�
стия АМП в иммунном ответе являются успешные
эксперименты по созданию трансгенных живот�
ных, утрачивающих устойчивость к определенным
штаммам возбудителей в результате нокаута или
нокдауна генов, ответственных за синтез предше�
ственников эндогенных АМП или ферментов их
метаболизма, либо, наоборот, приобретающих по�
вышенную устойчивость к инфекции в результате
стимулирования экспрессии этих генов [164–166].

Оценка весомости вклада антимикробного
действия каждого отдельно взятого АМП затруд�
нена тем, что в живом организме эти вещества
всегда действуют совместно с другими эндоген�
ными антимикробными факторами. У каждого
биологического вида, в каждой ткани организма
формируется уникальное сочетание эндогенных
защитных пептидов в зависимости от стадии он�
тогенеза и внешних условий. Наиболее очевид�
ной причиной использования живыми организ�
мами комбинаций АМП является различие в
спектрах их антимикробной активности: боль�
шинство индивидуальных АМП не способны
обеспечить защиту от микробных патогенов всех
классов. Например, можно обобщенно сказать,
что крустины (№ 73), пенеидины (№ 74), мити�
цины (№ 14), дефенсины беспозвоночных (№ 8а)
наиболее эффективны в отношении грамположи�

тельных, а большинство пролин� и глицин�бога�
тых полипептидов – в отношении грамотрица�
тельных бактерий. К специализированным про�
тивогрибковым АМП относятся митимицин
(№ 13), тахицитин (№ 19), дефенсины группы дро�
зомицина (№ 8б), скарабецин (№ 15), AFP (№ 44),
холотрицин�3 (№ 69), тенецин�3 (№ 66).

Кроме того, отобранные в процессе эволюции
или полученные в экспериментальных условиях
комбинации пептидов могут демонстрировать
in vitro результирующую активность, выходящую
за рамки простого аддитивного эффекта. Так, об�
наружено потенцирование действия гименопте�
цина (№ 54), глицин�богатого АМП из гемолим�
фы шмеля Bombus pascuorum (МИК в отношении
E. coli превышает 2 мкМ), в присутствии пролин�
богатого АМП абаецина (№ 45), выделенного из
того же вида (МИК = 200 мкМ) [167]. Тестирова�
ние смесей двух этих АМП позволило наблюдать
бактерицидный эффект при концентрациях
гименоптецина и абаецина равных 1.3 и 20 мкМ
соответственно. Предполагается, что гименопте�
цин облегчает проникновение абаецина через
мембрану, а тот, в свою очередь, ингибирует син�
тез белков, необходимых для ее репарации. Ана�
логичные результаты были получены при комби�
нировании абаецина с линейными α�спиральны�
ми АМП цекропином А (№ 40) из шелкопряда
Hyalophora cecropia и стомоксином (№ 38) из мухи
Stomoxys calcitrans, взятыми в концентрациях 0.3 и
0.05 мкМ [168]. Можно ожидать, что и в живом ор�
ганизме пептидные и непептидные антимикробные
факторы не только взаимно дополняют спектры ак�
тивности, но и усиливают действие друг друга.

Первоначальные исследования новых АМП в
большинстве своем сводятся к более подробному
анализу все тех же антибиотических свойств, кото�
рые стали основанием для отнесения этих соедине�
ний к данному функциональному классу. Периоди�
чески появляются сообщения об альтернативных
эффектах, не связанных напрямую с подавлением
роста микроорганизмов. Немалую роль в этом игра�
ют работы прикладного характера, связанные с по�
иском новых лекарственных средств. Некоторые
побочные эффекты имеют очевидное биологиче�
ское значение, тогда как другие проявляются
лишь в искусственно созданных условиях. Так,
крустин SWDPm2 из креветки Penaeus monodon
обладает не только бактерицидной активностью,
но и сильной ингибирующей активностью в от�
ношении субтилизина А (Ki = 1.98 нМ) [169]. Ин�
гибирование бактериальных протеиназ, являю�
щихся важными факторами вирулентности, мо�
жет быть еще одним способом предотвращения
распространения инфекции в тканях организма.
Другой представитель семейства, крустин Pm4,
является регулятором гемопоэза [170].
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ЛПС�связывающие свойства, которые демон�
стрируют многие АМП, могут не только обеспечи�
вать взаимодействие с мембраной грамотрицатель�
ных бактерий с целью дальнейшего уничтожения
патогена, но и нейтрализовывать свободный ЛПС в
гемолимфе, предотвращая развитие системных вос�
палительных реакций [171, 172]. У ряда АМП, в
частности у антилипополисахаридных факторов
(№ 2), была обнаружена противовирусная актив�
ность [173, 174]. Показано, что экспрессия генов
глицин�богатых АМП возрастает в ходе антивирус�
ного ответа у Drosophila melanogaster [175]. Стиму�
лом к поиску новых типов активности АМП часто
служит обнаружение сходных черт с молекулами
других классов на уровне первичной или про�
странственной структуры. Так, давно известные
факты о сходстве дефенсинов беспозвоночных
(№ 8а) с нейротоксинами скорпионов, были до�
полнены сообщением о способности антибакте�
риального дефенсина скорпиона блокировать ка�
лиевые каналы (IC50 = 0.51 мкМ для потенциал�
зависимых каналов Kv1.3) [176].

Взаимодействуя с рецепторами на поверхно�
сти клеток организма�хозяина, катионные пепти�
ды выступают в качестве регуляторов роста и реге�
нерации тканей, хемоаттрактантов, индукторов
синтеза других сигнальных и эффекторных моле�
кул. Хотя подавляющее большинство работ в этом
направлении было проведено с пептидами и
культурами клеток млекопитающих [177], пред�
ставляется вероятным, что многие пептиды бес�
позвоночных могут обладать аналогичными ти�
пами активности [178, 179]. Сходство систем
врожденного иммунитета этих так далеко отстоя�
щих друг от друга в эволюционном отношении
групп животных позволяет АМП беспозвоночных
осуществлять иммуномодуляторную функцию в
организме млекопитающих, как было показано
на примере антилипополисахаридного фактора
Limulus polyphemus: интраперитониальное введе�
ние пептида лабораторным мышам приводило к
индукции экспрессии ряда цитокинов и снижало
негативные последствия инфекции, вызванной
Pseudomonas aeruginosa [180]. Пенеидины [181] и
антилипополисахаридные факторы [182] креве�
ток обладают не только антимикробными, но и
опсонизирующими свойствами. Пенеидины так�
же обеспечивают хемотаксис гранулоцитов к оча�
гу инфекционного воспаления [183]. Тахиплезин
(№ 17) участвует в индукции иммунного ответа у
мечехвоста Tachypleus tridentatus [184]. Тахиплезин
(№ 17) и ареницин�1 (№ 3) из целомоцитов коль�
чатого червя Arenicola marina формируют стабиль�
ные комплексы с белком системы комплемента
C1q, что позволяет предположить возможность
участия этих пептидов в активации системы ком�
племента [185, 186]. Свойства ростовых факторов
демонстрируют сапецин (№ 8а), стимулирующий
рост эмбриональных клеток серой мясной мухи

Sarcophaga peregrina [187], а также нейромацин и
теромацин (№ 9), стимулирующие регенерацию
нервной ткани у пиявок, из которых они были
выделены [108].

Таким образом, представление об АМП как об
эффекторах врожденного иммунитета постепенно
трансформируется в более широкое понятие – как о
веществах, играющих сложную регуляторную роль
в защитных и пролиферативных процессах [161].
Это, в свою очередь, находит отражение в термино�
логии: наряду с выражением “antimicrobial peptides”
в англоязычной литературе стало применяться бо�
лее емкое словосочетание “host defense peptides”
(защитные пептиды).
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Antimicrobial Peptides of Invertebrates. 
Part 2. Biological Functions and Mechanisms of Action

S. V. Balandin, T. V. Ovchinnikova#

#Phone: +7 (495) 336844844; fax: +7 (495) 336843833; e8mail: ovch@ibch.ru
Shemyakin8Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, RAS, ul. Miklukho8Maklaya 16/10, Moscow, 117997 Russia

Antimicrobial peptides (AMPs) of invertebrate animals are characterized by a wide variety of mechanisms of
action that are not restricted to disruption of the barrier function of the target membrane, but also include
specific inhibition of metabolism processes by ligand�receptor interactions with specific molecules on the
surface or within the cell. Endogenous AMPs can play a role of mediators of immune response (immunomod�
ulators), activating phagocytosis and chemotaxis, and stimulating the cytokines production. The second part
of the review focuses on biological functions and mechanisms of action of invertebrate AMPs. A problem of
biological significance of antimicrobial properties displayed in vitro is reviewed. The main mechanisms of
membrane perturbation (barrel�stave channel, toroidal pore, carpet model) are described, and the principle
of target selectivity is analyzed. The data on alternative mechanisms of antimicrobial action, such as inhibi�
tion of transcription and translation, sequestration of metal ions, inhibition of bacterial and fungal cell wall
biosynthesis, are presented. A number of examples demonstrate the regulatory activity of invertebrate AMPs.

Keywords: antimicrobial peptides, innate immunity, peptide antibiotics, ion channels, immunomodulators
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