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Многие амфипатические антимикробные пептиды (АМП) убивают бактерии за счет формирования
сквозных пор в плазматических мембранах. Ранее высказывались по крайней мере два альтернатив-
ных типа гипотез о механизмах порации мембран АМП. Так называемые нелокальные модели пред-
полагают, что АМП при взаимодействии с мембраной модифицируют ее интегральные упругие ха-
рактеристики, в частности латеральное натяжение, что приводит к уменьшению энергии деформа-
ций в процессе образования чисто липидной поры. Молекулы АМП при этом могут находиться
вдали от образующейся поры. В локальных моделях предполагается, что поры формируются в не-
посредственной близости от одиночных молекул АМП или их агрегатов; при этом пептиды частич-
но или полностью выстилают кромку поры. В обоих типах моделей предполагается, что процесс об-
разования поры проходит через промежуточную структуру, так называемый гидрофобный дефект.
В настоящей работе мы рассчитали энергию образования гидрофобного дефекта в мембране с ад-
сорбированными молекулами АМП в предположении о нелокальном механизме порации. Было по-
казано, что АМП действительно понижают энергию гидрофобного дефекта. Однако это понижение
энергии оказывается недостаточным, чтобы объяснить наблюдаемое экспериментально среднее
время ожидания порации мембран. Таким образом, можно заключить, что амфипатические пепти-
ды образуют поры в мембранах преимущественно по локальному механизму, непосредственно
участвуя в формировании кромки поры, хотя нелокальные эффекты взаимодействия АМП с мем-
браной несколько облегчают порацию мембраны в целом.
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ВВЕДЕНИЕ
Амфипатические пептиды рассматриваются в

качестве перспективных антимикробных препа-
ратов с чрезвычайно низкой прогнозируемой ве-
роятностью возникновения резистентности. Не-
которые виды антимикробных пептидов (АМП)
убивают бактерии путем формирования в их мем-
бранах сквозных пор [1–3]. К ним, в частности,
относятся многие природные пептиды: мелиттин
из пчелиного яда [1, 4], магаинин из яда африкан-
ских лягушек Xenopus laevis [2, 5], кроталицидин
из яда гремучей змеи [1]. Большой положитель-
ный электрический заряд молекул таких пепти-
дов (например, +4 у мелиттина, +5 у магаинина,
+16 у кроталицидина) обуславливает их избира-
тельное связывание с отрицательно заряженны-
ми бактериальными мембранами [1–5]. При свя-
зывании с мембраной данные пептиды переходят
в α-спиральную конформацию, причем одна бо-
ковая сторона спирали гидрофильна, а противо-

положная ей – гидрофобна. Молекула пептида
встраивается в липидный монослой на неболь-
шую глубину [6–8], при этом “раздвигая” в сто-
роны полярные головки липидов, что приводит к
деформации мембраны [9–11]. Было установле-
но, что интенсивное формирование пор в мем-
бранах происходит при превышении некоторой
пороговой поверхностной концентрации пепти-
дов, причем пороговая поверхностная концен-
трация на мембране слабо зависит от деталей хими-
ческой структуры пептидов и составляет приблизи-
тельно 1/25–1/100 мольных долей (пептид/липид)
[1, 3, 12–14].

В большом количестве работ исследование по-
рообразующей активности АМП проводится на
модельных мембранах, в частности на больших
или гигантских однослойных везикулах. Мембра-
на каждой однослойной визикулы представляет
из себя липидный бислой. В суспензии больших
однослойных везикул (БОВ) формирование пор
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регистрируется по утечке водорастворимого флу-
оресцентного красителя, предварительно загру-
женного внутрь БОВ, либо по тушению красителя
внутри БОВ водорастворимым тушителем, добав-
ленным снаружи. Измеряется зависимость инте-
гральной флуоресценции от времени при различ-
ных объемных концентрациях антимикробного
пептида [1]. В экспериментах, проводимых на ги-
гантских однослойных везикулах (ГОВ), регистри-
руются не интегральные характеристики ансамбля,
а изменение свойств одиночных ГОВ. В частности,
регистрируется изменение флуоресценции внут-
реннего пространства ГОВ при воздействии АМП
на мембрану [5]. Кроме того, в экспериментах по
всасыванию мембраны ГОВ в микропипетку под
действием небольшого отрицательного гидроста-
тического давления [15, 16] возможно зареги-
стрировать увеличение площади мембраны
ГОВ вследствие адсорбции АМП, а также мо-
мент необратимого разрушения мембраны по
полному втягиванию всей ГОВ в микропипетку
[2, 3]. Большие и гигантские однослойные вези-
кулы являются замкнутыми мембранами без ре-
зервуара, т.е. мембрана каждой везикулы состоит
из определенного числа липидных молекул, не
изменяющегося в процессе эксперимента. Плаз-
матические мембраны бактерий, по-видимому, с
достаточной точностью также могут считаться
системами с постоянным числом частиц, и по-
этому БОВ и ГОВ являются более адекватными
моделями бактериальных мембран при исследо-
ваниях антимикробной активности АМП, чем, на-
пример, связанные с липидным резервуаром плос-
кие мембраны, формируемые методами Мюллера–
Рудина [17], Монтала [18] или их модификациями
[19]. Кроме того, плоские липидные бислои, как
правило, находятся под значительным латераль-
ным натяжением [20, 21], которое может влиять
на процесс образования сквозных пор под дей-
ствием АМП. В частности, было установлено, что
приложенное латеральное натяжение активизи-
рует индуцируемую магаинином порацию мем-
бран ГОВ [22].

Молекулярные механизмы формирования пор
в мембранах под действием АМП в настоящее вре-
мя остаются невыясненными. В ряде работ показа-
но, что частично встроенные пептиды могут нахо-
диться на поверхности мембраны, так что их про-
дольные оси практически параллельны плоскости
мембраны (S-конфигурация), либо пронизывать
мембрану насквозь (I-конфигурация); в этом слу-
чае между осью α-спирали пептида и плоскостью
мембраны имеется значительный угол [7, 12]. Од-
нако переход между S- и I-конфигурациями и его
промежуточные состояния в настоящее время де-
тально не изучены. Относительно механизмов об-
разования пор под действием АМП высказывались
различные гипотезы, которые условно можно раз-
делить на “локальные” и “нелокальные”. Локаль-

ные гипотезы подразумевают сильное латеральное
взаимодействие пептидов, вследствие которого
несколько пептидных молекул, собравшись вме-
сте на небольшом участке мембраны, образуют
сквозную пору [23], частично или полностью вы-
стилая ее кромку [10, 24, 25]. Нелокальное дей-
ствие АМП подразумевает модификацию сред-
них упругих параметров мембраны (модуля изги-
ба, спонтанной кривизны липидных монослоев,
латерального натяжения) таким образом, что энер-
гия деформаций мембраны в процессе формирова-
ния сквозной поры значительно снижается. При
этом пептидные молекулы могут находиться вда-
ли от образующейся поры и влияют на ее образо-
вание опосредованно через изменение инте-
гральных характеристик мембраны [6, 26].

Гипотеза о нелокальном действии АМП на-
глядно иллюстрируется на примере порации за-
мкнутых мембран БОВ или ГОВ. При добавлении
раствора АМП к суспензии БОВ или снаружи от
одиночной ГОВ амфипатические молекулы АМП
частично встраиваются лишь в наружные монослои
везикул. Встраивание твердых пептидных молекул
должно приводить к увеличению площади наруж-
ных монослоев мембран. Однако между наружным
и внутренним монослоем не образуются полости,
поэтому увеличение площади наружного монослоя
мембраны ГОВ должно сопровождаться увеличе-
нием площади также и внутреннего монослоя,
т.е. его латеральным растяжением. Величина от-
носительного растяжения внутреннего монослоя
может быть несколько уменьшена за счет латераль-
ного сжатия липида наружного монослоя. Таким
образом, при встраивании АМП, в наружных мо-
нослоях мембран БОВ или ГОВ должно возни-
кать латеральное давление, а во внутренних – ла-
теральное натяжение. Латеральное давление и
натяжение – интегральные свойства липидных
монослоев, одинаковые по всему монослою и не
зависящие от расстояния до ближайших встроен-
ных молекул АМП. Используя закон Гука, нетруд-
но показать, что при встраивании в наружный мо-
нослой везикулы пептидов суммарной площадью Sp
в равновесии наружный липидный монослой будет
сжат на величину Sp/2, а внутренний липидный
монослой растянут на ту же величину; увеличение
площади мембраны везикулы составит Sp/2. В ряде
работ латеральное натяжение внутренних моно-
слоев мембран БОВ или ГОВ рассматривалось в
качестве основной причины образования пор и
считалось главным механизмом порообразующей
активности АМП [6, 26, 27], однако количествен-
ный анализ энергетики формирования сквозной
поры в таких условиях, насколько нам известно,
не проводился.

По-видимому, первая модель формирования
пор в тонкой бесструктурной пленке, к которой
приложено латеральное натяжение σ, была разра-
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ботана Дерягиным и Гутопом [28]. В этой модели
предполагалось, что энергия поры в пленке зави-
сит от избыточной энергии материала пленки на
кромке поры по сравнению с его энергией вдали
от поры и от работы латерального натяжения в про-
цессе образования поры. Первый вклад пропорцио-
нален периметру поры (2πR для круглой поры ради-
уса R), а второй – ее площади (πR2): E = 2πRγ – πR2σ,
где γ – так называемое линейное натяжение
кромки поры. Первое слагаемое является измене-
нием внутренней энергии системы при образова-
нии поры, а второе слагаемое описывает (отрица-
тельную) работу внешних сил в этом процессе.
Энергия имеет максимум при критическом ради-
усе поры R* = γ/σ. Поры, радиус которых мень-
ше критического, самопроизвольно закрывают-
ся (dE/dR > 0 при R < R*); поры закритического ра-
диуса неограниченно растут (dE/dR < 0 при R > R*),
что приводит к необратимому разрушению плен-
ки. Модель Дерягина–Гутопа описывает образо-
вание пор в липидных мембранах лишь прибли-
зительно, качественно, поскольку при типичных
величинах критических радиусов пор (порядка
единиц нанометров) мембрану нельзя считать ни
бесконечно тонкой, ни бесструктурной пленкой.
Наличие внутренней структуры мембран приво-
дит к тому, что формально пора нулевого радиуса
просвета не является интактным плоским липид-
ным бислоем. Действительно, в плоском гори-
зонтальном бислое продольные оси всех липид-
ных молекул в среднем ориентированы верти-
кально, т.е. перпендикулярно плоскости бислоя.
В поре даже нулевого радиуса часть липидных мо-
лекул на кромке ориентирована горизонтально,
т.е. лежит в плоскости межмонослойной поверхно-
сти (рис. 1). Таким образом, для построения деталь-
ной модели формирования поры в плоском ли-
пидном бислое необходимо введение некоторого
промежуточного состояния между бислоем и по-
рой, в котором ориентация липидных молекул, со-
ставляющих кромку, будет непрерывно изменяться
от вертикальной (плоский бислой) до горизонталь-
ной (сквозная пора). Уже в самых ранних работах
по электрическому пробою липидных мембран,
выполненных сотрудниками лаборатории биоэлек-
трохимии ИЭЛАН под руководством Ю.А. Чизмад-
жева [29, 30], в качестве такого промежуточного
состояния был предложен так называемый гидро-
фобный дефект. Гидрофобный дефект образуется
при радиальном смещении липидных молекул от
некоторой оси, перпендикулярной плоскости бис-
лоя, приводящем к формированию заполненного
водой цилиндра, пронизывающего мембрану на-
сквозь, боковые стенки которого выстланы гид-
рофобными цепями липидных молекул. На гра-
нице гидрофобного дефекта мембрана деформи-
руется таким образом, что ориентация липидных
молекул непрерывно изменяется от вертикальной
при малых радиусах дефекта до горизонтальной при

увеличении радиуса дефекта (рис. 1) [31, 32]. В той
же серии работ [29–32] было показано, что энер-
гия гидрофильной поры, кромка которой полно-
стью выстлана полярными головками липидов,
должна иметь локальный минимум при некото-
ром радиусе Rm, при котором оптимально взаим-
но компенсируются положительная меридиональ-
ная и отрицательная экваториальная кривизны по-
верхности кромки поры (рис. 1). Таким образом,
линейное натяжение кромки поры должно зави-
сеть от ее радиуса, и оно заведомо не является по-
стоянным, как считалось в модели Дерягина–Гу-
топа. Величина линейного натяжения кромки по-
ры в большой степени определяется энергией
деформаций мембраны на кромке, которая, в свою
очередь, возрастает при приложении к мембране
латерального натяжения [32]. Таким образом, ли-
нейное натяжение кромки сквозной поры в липид-
ной мембране зависит как от радиуса поры, так и от
латерального натяжения мембраны. Гидрофильная
пора оптимального радиуса Rm метастабильна: для
уменьшения радиуса и закрытия поры через проме-
жуточное состояние гидрофобного дефекта необ-
ходимо преодолеть некоторый энергетический ба-
рьер, причем вблизи вершины барьера происходит
наиболее резкое изменение ориентации липид-
ных молекул [31, 32]. Вершине барьера соответству-
ет радиус гидрофобного дефекта R0 ≈ 0.7 нм (рис. 1),
причем R0 практически не зависит от липидного

Рис. 1. Качественные зависимости энергии гидро-
фильной поры (синяя кривая) и гидрофобного де-
фекта (оранжевая кривая) от радиуса. Кривые пересе-
каются при радиусе R0, соответствующем вершине
энергетического барьера перехода гидрофобного де-
фекта в гидрофильную пору. Энергия поры имеет ло-
кальный минимум при R = Rm. При превышении
критического радиуса поры R* происходит необрати-
мый разрыв мембраны.
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состава мембраны (показано в работах [31–33] для
диолеоилфосфатидилхолина (ДОФХ), пальмитои-
лолеоилфосфатидилхолина, стеароилолеоилфос-
фатидилхолина, димиристоилфосфатидилхолина)
и приложенного трансмембранного электрическо-
го потенциала [32] и слабо зависит от латерального
натяжения мембраны: при увеличении σ от 0 до
4 мН/м R0 возрастает лишь приблизительно на
0.2 нм [32].

Для анализа механизма формирования сквоз-
ной поры в мембране БОВ или ГОВ, в наружном
монослое которой имеется латеральное давление,
а во внутреннем – латеральное натяжение, необ-
ходимо построить непрерывную траекторию про-
цесса от интактного бислоя до гидрофильной по-
ры и рассчитать энергию промежуточных состоя-
ний вдоль этой траектории. Однако, как только
образуется гидрофильная пора, поверхность ли-
пидного монослоя становится непрерывной, т.е.
на экваторе поры смыкаются поверхности наруж-
ного и внутреннего монослоев мембраны. При
этом из-за разности латеральных натяжений дол-
жен начаться поток липида через пору из наруж-
ного монослоя во внутренний, который остановит-
ся лишь при выравнивании латеральных натяже-
ний в этих монослоях. Таким образом, в мембране
с асимметричным распределением латерального
натяжения по монослоям гидрофильная пора яв-
ляется существенно неравновесной структурой,
которая не описывается методами равновесной
термодинамики. В таких мембранах имеет смысл
рассматривать лишь гидрофобный дефект в диа-
пазоне радиусов от 0 до R0 ≈ 0.7 нм, пока не про-
исходит непрерывного объединения поверхно-
стей наружного и внутреннего монослоев мем-
браны БОВ или ГОВ.

Количественные данные по адсорбции и пора-
ции мембран одиночных ГОВ были получены в
работах [2, 3] для магаинина и амфипатического
пептида PGLa из яда африканской лягушки Xeno-
pus laevis. В них было показано, что при добавле-
нии магаинина или PGLa снаружи от одиночной
ГОВ, к которой приложено небольшое латераль-
ное натяжение ∼0.5 мН/м путем частичного вса-
сывания в микропипетку, площадь везикулы мо-
нотонно увеличивается на ∼3% в течение при-
близительно 1 мин, причем изменение площади и
время ее увеличения слабо зависят от объемной
концентрации АМП. Затем рост площади мем-
браны останавливается на некоторое время, и по-
том площадь вновь возрастает приблизительно на
ту же величину (∼3%). Далее система либо остает-
ся в этом состоянии долгое время, либо происхо-
дит разрушение мембраны ГОВ, и она полностью
втягивается в микропипетку. Полученные резуль-
таты позволяют выявить несколько особенностей
взаимодействия АМП с замкнутой мембраной ГОВ.
На первом этапе остановка роста площади мембра-

ны после увеличения площади на ∼3% и незави-
симость этой величины от объемной концентра-
ции пептида подразумевает, что: 1) пептидные
молекулы встраиваются в наружный монослой
мембраны ГОВ; именно это встраивание и при-
водит к росту площади мембраны ГОВ; 2) по-ви-
димому, встраивание является антикооперативным
процессом, в том смысле, что встраивание пепти-
дов затрудняет встраивание последующих моле-
кул АМП, поскольку через некоторое время рост
площади мембраны ГОВ останавливается. После-
дующее удвоение роста площади мембраны ГОВ
авторы работ [2, 3] интерпретируют как образова-
ние небольших пор в мембране и переход через
них молекул АМП на внутренний монослой мем-
браны ГОВ. Таким образом, латеральное давле-
ние в наружном монослое и латеральное натяже-
ние – во внутреннем, возникающие при общем
увеличении площади мембраны ГОВ на ∼3%, ока-
зываются достаточными для интенсивного образо-
вания пор, через которые могут проходить встроен-
ные в мембрану молекулы АМП. Это же латераль-
ное давление в наружном монослое полностью
блокирует встраивание в мембрану молекул АМП
из водного раствора.

Ранее были разработаны модели, позволяю-
щие рассчитывать энергию деформаций в мем-
бранах с различной толщиной и спонтанной кри-
визной монослоев [34, 35]. В настоящей работе
мы разработали теоретическую модель, позволя-
ющую рассчитать энергию гидрофобного дефек-
та в мембране с произвольным распределением
латеральных натяжений/давлений по монослоям.
Из результатов расчетов следует, что при анти-
симметричном распределении латерального на-
тяжения (латеральное давление в наружном мо-
нослое, равное ему по величине латеральное на-
тяжение во внутреннем монослое) в везикулах,
сформированных из ДОФХ, для величин лате-
рального натяжения/давления, при которых в мем-
бранах ГОВ образуются сквозные поры, действи-
тельно понижается энергия гидрофобного дефекта.
Однако это понижение энергии оказывается недо-
статочным, чтобы объяснить наблюдаемое экспе-
риментально среднее время ожидания порации
мембраны [2, 3]. Таким образом, хотя латеральное
натяжение/давление, появляющиеся в мембране
как следствие нелокального действия АМП, не-
сколько облегчает образование гидрофобных
дефектов, по-видимому, гидрофобные дефекты
образуются преимущественно в наиболее де-
формационно напряженной области мембраны
в непосредственной близости от частично встро-
енных в наружный монослой мембраны амфипа-
тических пептидов. Иными словами, амфипа-
тические пептиды образуют поры в мембранах
преимущественно по локальному механизму,
непосредственно участвуя в формировании кромки
поры, в то время как нелокальные эффекты взаимо-
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действия АМП с замкнутой мембраной лишь спо-
собствуют порации в непосредственной близости
от встроенных молекул АМП. Этот вывод также
качественно подтверждается тем, что в плоских
бислоях также наблюдаются процессы АМП-сти-
мулированной порации, при этом ввиду наличия
липидного резервуара нелокальный эффект из-
менения натяжения/давления отсутствует.

ПОСТАНОВКА И РЕШЕНИЕ ЗАДАЧИ
Гидрофобный дефект в горизонтальном липид-

ном бислое представляет собой гидрофобный ци-
линдр радиуса R и высоты L0, который сопрягает-
ся с деформированным липидным бислоем. Мы
фиксировали радиус гидрофобного дефекта и оп-
тимизировали энергию системы, включающую
упругий и гидрофобный вклады.

Энергия гидрофобной цилиндрической поло-
сти, заполненной водой, согласно теории Марче-
льи, записывается в следующем виде [31, 32, 36]:

(1)

где σ0 ≈ 50 мН/м – поверхностное натяжение
макроскопической плоской границы раздела во-
да–масло; (2πRL0) – площадь боковой поверхно-
сти гидрофобного цилиндра; ξh ≈ 1 нм – характер-
ная длина гидрофобных взаимодействий; I1, I0 –
модифицированные функции Бесселя первого и
нулевого порядков соответственно.

Для расчета упругой части энергии системы
использовался функционал Хамма–Козлова [37],
обобщенный для учета дополнительных дефор-
мационных мод [38, 39]. Средняя ориентация ли-
пидных молекул описывалась векторным полем
единичных векторов n, называемых директорами.
Это поле задавалось на так называемой нейтраль-
ной поверхности липидного монослоя, проходя-
щей в окрестности сопряжения полярных головок и
гидрофобных цепей липидов [40]. Форма нейтраль-
ной поверхности описывается векторным полем ее
единичных нормалей N, направленных внутрь мем-
браны. Все деформации считались малыми, и энер-
гия вычислялась во втором порядке по ним. Упру-
гая энергия липидного монослоя рассчитывалась
с учетом следующих деформаций: 1) поперечный
изгиб, характеризующийся дивергенцией дирек-
тора вдоль нейтральной поверхности; 2) наклон,
характеризующийся вектором наклона t = n – N;
3) латеральное растяжение, характеризующееся от-
носительным изменением площади элемента ней-
тральной поверхности α; 4) латеральное натяже-
ние или давление. В силу вращательной симметрии
системы относительно оси цилиндра гидрофобно-
го дефекта, в упругую энергию не дает вклада де-
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формация кручения, характеризующаяся rot(n).
Следуя формализму, разработанному в работах
[31, 32], мы не учитываем гауссову кривизну ней-
тральных поверхностей. Введем полярную систе-
му координат Orϕz, ось Oz которой совпадает с
осью цилиндра гидрофобного дефекта; ось Or ле-
жит в плоскости межмонослойной поверхности
мембраны. Форму нейтральной поверхности моно-
слоя будем описывать функцией z-координат ее то-
чек, H(r). Форму межмонослойной поверхности бу-
дем описывать функцией z-координат ее точек,
M(r). Поверхностная плотность упругой энергии
липидного монослоя может быть записана в виде:

(2)

где Kc, Kt, Ka – модули поперечного изгиба, на-
клона и латерального растяжения соответствен-
но; J0 – спонтанная кривизна монослоя; σ – лате-
ральное натяжение (σ > 0) или давление (σ < 0). В
силу вращательной симметрии относительно оси
Oz, все деформации зависят только от координа-
ты r, т.е. система является эффективно одномер-
ной. В этом случае все векторные величины в (2)
можно заменить их радиальными проекциями. По-
верхностная плотность упругой энергии липидного
монослоя (2) может быть переписана как:

(3)

где n – проекция директора на ось Or; штрих обо-
значает производную по координате r, и учтено,
что с требуемой точностью радиальная проекция
единичной нормали равна H'.

Ниже величины, относящиеся к верхнему мо-
нослою, будем снабжать индексом “u”, к нижне-
му монослою – индексом “l”. С высокой точностью
липидный монослой может считаться локально
объемно несжимаемым, поскольку модуль объем-
ного сжатия липидов чрезвычайно велик и состав-
ляет ∼1010 Дж/м3 [41]. Условия локальной объемной
несжимаемости для верхнего и нижнего моно-
слоев записываются в виде:

(4)

где h – толщина гидрофобной части липидного мо-
нослоя, ниже для простоты называемая просто тол-
щиной монослоя. Из этих условий возможно выра-
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зить относительное изменение площади нейтраль-
ной поверхности верхнего и нижнего монослоев:

(5)

Таким образом, полная упругая энергия мем-
браны может быть записана в виде:

(6)

где интегрирование ведется по нейтральной по-
верхности соответствующего монослоя; послед-
нее слагаемое учитывает работу внешних сил (ла-
терального натяжения/давления) в процессе из-
менения радиуса гидрофобного дефекта от нуля
до R. Вариация этого функционала по функциям
nu(r), nl(r), Hu(r), Hl(r), M(r) приводит к пяти урав-
нениям Эйлера–Лагранжа:

(7)
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где l2 = Kc/Kt, A = Ka/Kt, su = σu/Kt, sl = σl/Kt. Все
уравнения системы (7) – линейные однородные
дифференциальные уравнения с переменными
коэффициентами. Из последнего уравнения си-
стемы (7) можно выразить M(r) через nu(r), nl(r),
Hu(r) и Hl(r) и подставить в остальные уравнения.
Далее, получающиеся четыре уравнения стандарт-
ными преобразованиями могут быть сведены к
одному линейному уравнению с переменными
коэффициентами восьмого порядка на функцию
d(r) = (nu(r) + nl(r))/2. После подстановки в это
уравнение частного решения в виде d0(r) =
= C1J1(λr) + C2Y1(λr) (где C1, C2 – некоторые по-
стоянные коэффициенты; J1, Y1 – соответствующие
функции Бесселя первого порядка; λ – обратная ха-
рактерная длина деформаций) получается характе-
ристическое уравнение относительно λ вида:

(8)

где a0, a2, a4, a6 – постоянные коэффициенты, за-
висящие от упругих параметров мембраны:

(9)

Характеристическое уравнение (8) относительно
λ2 имеет три нетривиальных корня p1, p2, p3, два из
которых комплексно сопряженные, а один – дей-
ствительный и отрицательный при типичных ве-
личинах упругих параметров мембраны, приведен-
ных ниже в разделе “Результаты и обсуждение”.
Корни находятся аналитически, однако они очень
громоздкие, и здесь не приводятся. Для функции
d(r) получается общее решение в следующем виде:

(10)

где c1, …, c7 – постоянные комплексные коэффи-
циенты, которые необходимо определить из гра-
ничных условий. Семь комплексных коэффициен-
тов эквивалентны четырнадцати действительным;
однако условие вещественности d(r) при любом ве-
щественном r сокращает число независимых дей-
ствительных коэффициентов до семи. Далее анали-
тически возможно найти решения для функций
nu(r), nl(r), Hu(r), Hl(r), M(r); после их подстановки
и интегрирования в (6) также аналитически нахо-
дится упругая часть энергии мембраны, однако
получающиеся выражения чрезвычайно громозд-
ки и поэтому здесь не приводятся.
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В качестве граничных условий требовалась огра-
ниченность деформаций. Кроме того, вдали от гид-
рофобного дефекта мембрана не деформирована,
поэтому налагались следующие условия: nu(∞) = 0,
nl(∞) = 0, Hu(∞) = h, Hl(∞) = −h, M(∞) = 0. На
границе гидрофобного цилиндра, т.е. при r = R,
ставились условия:

(11)

где Lu, Ll – части гидрофобного цилиндра, распо-
ложенные в верхнем и нижнем монослоях соответ-
ственно. Указанные граничные условия позволяют
выразить все неизвестные коэффициенты через
Lu и Ll. По этим параметрам затем была проведена
численная минимизация полной энергии гидро-
фобного дефекта W = Whyd + Wel при различных
фиксированных значениях радиуса дефекта R,
что позволило найти зависимость W(R).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Для получения количественных результатов и их
графической иллюстрации использовались величи-
ны упругих параметров мембраны, характерные для
ДОФХ (в расчете на один монослой): модуль изгиба
Kc = 10 kBT (kBT ≈ 4.14 × 10–21 Дж) [16]; модуль накло-
на Kt = 40 мН/м ≈ 10 kBT/нм2 [37]; модуль латераль-
ного растяжения Ka = 133 мН/м ≈ 32 kBT/нм2 [16];
спонтанная кривизна J0 = –0.091 нм–1 [42]; тол-
щина гидрофобной части монослоя h = 1.45 нм
[31]. При вычислении энергии гидрофобного
цилиндра согласно выражению (1) считалось, что
σ0 = 50 мН/м ≈ 12.5 kBT/нм2; ξh = 1 нм [31, 32].

В работах [2, 3] было показано, что встраива-
ние в наружный монослой мембраны ГОВ магаи-
нина и PGLa из водного раствора прекращается,
когда относительное увеличение площади мем-
браны достигает δ = 3%; после этого в мембране че-
рез некоторое время образуются поры, через кото-
рые адсорбированные молекулы АМП переходят
на внутренний монослой мембраны. ГОВ форми-
ровались из смеси 60 : 40 ДОФХ : диолеоилфосфа-
тидилглицерина. Предполагая, что модуль ла-
терального растяжения монослоя такой мем-
браны приблизительно совпадает с модулем
латерального растяжения монослоя ДОФХ, полу-
чим, что при увеличении площади мембраны ГОВ
на 3% во внутреннем монослое возникает латераль-
ное натяжение σl = Kaδ = 133 × 0.030 = 4.0 мН/м ≈
≈ 1.0 kBT/нм2; в наружном монослое при этом воз-
никает равное по абсолютной величине латераль-
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ное давление σu = –4.0 мН/м ≈ –1.0 kBT/нм2. Од-
нако функционал упругой энергии (6) стабилен
(является положительно определенной квадра-
тичной формой малых деформаций) лишь при
условии σu + σl ≥ 0. Поэтому при расчетах мы по-
лагали, что мембрана в целом находится под не-
большим эффективным латеральным натяжением
2σe = 0.02 мН/м (т.е. σu + σl = 2σe = 0.02 мН/м); от
конкретной величины этого эффективного лате-
рального натяжения результаты расчетов практиче-
ски не зависят.

На рис. 2а показана рассчитанная форма мем-
браны с гидрофобным дефектом радиуса R = 0.7 нм
для случаев одинакового небольшого латерального
натяжения σu = σl = σe = 0.01 мН/м в наружном и
внутреннем монослоях (вверху), а также большого
латерального давления в наружном монослое и
большого латерального натяжения во внутрен-
нем монослое мембраны, σu = σe – 4 мН/м, σl =
= σe + 4 мН/м (внизу). Из рис. 2а видно, что при
одинаковом латеральном натяжении монослоев
σu = σl = σe = 0.01 мН/м форма мембраны зеркаль-
но симметрична относительно плоской межмоно-
слойной поверхности (показана штриховой ли-
нией на рис. 2а); равновесная длина гидрофобно-
го цилиндра составляет L = Lu + Ll = 2.2 нм. При
σu = σe – 4 мН/м, σl = σe + 4 мН/м мембрана вы-
гибается внутрь ГОВ, в сторону внутреннего мо-
нослоя, к которому приложено латеральное натя-
жение. Равновесная длина гидрофобного цилин-
дра при этом составляет L = Lu + Ll = 2.0 нм, т.е.
уменьшается приблизительно на 10% по сравне-
нию со случаем одинакового латерального натя-
жения в монослоях. Зависимость энергии гидро-
фобного дефекта от радиуса приведена на рис. 2б
для случаев σu = σl = σe (пунктирная красная кри-
вая) и σu = σe – 4 мН/м, σl = σe + 4 мН/м (сплошная
зеленая кривая). Из графика видно, что кривые
различаются слабо. На вставке показана разность
зависимостей энергии гидрофобного дефекта от ра-
диуса для случаев σu = σl = σe и σu = σe – 4 мН/м,
σl = σe + 4 мН/м; разность не превышает 0.9 kBT
при R = 0.7 нм. При этом абсолютная величина
энергии гидрофобного дефекта при R = 0.7 нм в
случае σu = σl = σe составляет 33.7 kBT. В мембране
из ДОФХ без приложенного латерального натя-
жения поры самопроизвольно не образуются, т.е.
энергетический барьер в 33.7 kBT не может быть
преодолен за типичное время эксперимента (на-
пример, порядка десятков минут) за счет энергии
тепловых флуктуаций мембраны. Кинетика обра-
зования пор в мембране описывается уравнени-
ем, по форме аналогичным уравнению диффузии
в потенциале E(R) [43]. В условиях, когда высота
энергетического барьера образования поры ΔE
намного превышает 1 kBT (ΔE  1 kBT), что заве-
домо выполняется в нашей системе, диффузия

@
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мембранных дефектов в пространстве радиусов
может считаться стационарной. В приближении
стационарной диффузии среднее время ожидания
порации (или первого перехода мембранного де-
фекта через энергетический барьер, т.е. превы-
шения критического радиуса) находится анали-

тически и имеет аррениусовский вид: ,

где ν – характерная частота возникновения де-
фектов [43]. Данная кинетическая теория была раз-
работана для описания экспериментов по электри-
ческому пробою мембран сотрудниками лаборато-
рии биоэлектрохимии ИЭЛАН под руководством
Ю.А. Чизмаджева [43]. Таким образом, пони-
жение энергетического барьера на 0.9 kBT при
приложении латерального натяжения и давле-
ния σu = σe – 4 мН/м, σl = σe + 4 мН/м должно со-
кращать среднее время ожидания перехода систе-
мы через энергетический барьер в e0.9 ≈ 2.5 раза.
При этом в работах [2, 3] интенсивное образова-
ние пор, сопровождающееся переходом пептид-
ных молекул на внутренний монослой ГОВ, на-
чиналось в пределах нескольких минут после
достижения латерального натяжения/давления
σl = –σu = 4 мН/м. Таким образом, нелокальная
модель формирования пор АМП противоречит
результатам экспериментов работ [2, 3].

Δ

τ =
ν
1 B

E
k Te

На рис. 3 показана зависимость энергии гид-
рофобного дефекта радиуса R = 0.7 нм от величи-
ны латерального давления, приложенного к на-
ружному монослою замкнутой мембраны и равного
ему по абсолютной величине латерального натяже-
ния, приложенного к внутреннему монослою. Из
графика видно, что при |σu|, |σl| > 4 мН/м энергия де-
фекта резко падает: при σu = σe – 4.5 мН/м, σl =
= σe + 4.5 мН/м понижение энергии дефекта со-
ставляет ∼1.7 kBT, а при σu = σe – 5 мН/м, σl = σe +
+ 5 мН/м – приблизительно 4 kBT по сравнению
со случаем σu = σl = σe. При этом в нашей оценке
латерального натяжения/давления, возникающе-
го при адсорбции PGLa на наружный монослой
мембраны ГОВ (σl = –σu = Kaδ), используются
относительное увеличение площади мембраны
δ и модуль латерального растяжения Ka. Обе эти
величины экспериментально определяются с по-
грешностью ±7%: δ = 0.029 ± 0.002 [3], 2Ka = 265 ±
± 18 мН/м [16]. С учетом этой погрешности вели-
чина латерального натяжения/давления, воз-
никающего при адсорбции АМП, в принципе,
может попасть на быстро падающий участок
кривой W(R = 0.7 нм) (рис. 3), что обеспечит на-
блюдаемое экспериментально среднее время
ожидания порации мембран ГОВ [2, 3], хотя до-
стижение такой величины латерального натяже-

Рис. 2. а – Форма мембраны вблизи гидрофобного дефекта радиуса R = 0.7 нм, рассчитанная для случаев одинакового
малого латерального натяжения наружного и внутреннего монослоев, σu = σl = σe = 0.01 мН/м (вверху), а также боль-
шого латерального давления в наружном монослое и большого латерального натяжения во внутреннем монослое мем-
браны, σu = σe – 4 мН/м, σl = σe + 4 мН/м (внизу). б – Зависимость энергии гидрофобного дефекта от его радиуса в
мембранах с одинаковым малым латеральным натяжением наружного и внутреннего монослоев, σu = σl = σe =
= 0.01 мН/м (пунктирная красная кривая), а также с большим латеральным давлением в наружном монослое и боль-
шим латеральным натяжением во внутреннем монослое, σu = σe – 4 мН/м, σl = σe + 4 мН/м (сплошная зеленая кри-
вая). На вставке показана разность зависимостей энергии гидрофобного дефекта от его радиуса для случаев σu = σl =
= σe = 0.01 мН/м и σu = σe – 4 мН/м, σl = σe + 4 мН/м.

1

1

0
1082

r, нм

H, нм
�u =��e – 4 мН/м

�l =��e + 4 мН/м

64

1

1

0
1082

r, нм

H, нм
�u =��e – 4 мН/м

�l =��e + 4 мН/м

64

1

1

0
1082

r, нм

H, нм

R

�u =��e

�l =��e

64

R

a б

R, нм

R, нм

�u =��l =��e

30

20

10

0 0.60.40.2

W, kBT
�W, kBT

0

�u =��e – 4 мН/м
�l =��e + 4 мН/м

0.40.2 0.6
0.2

0.6

0.4

0.2

0.8



БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ  том 39  № 5  2022

ФОРМИРОВАНИЕ ПОР АМФИПАТИЧЕСКИМИ ПЕПТИДАМИ 381

ния/давления и крайне маловероятно. В среднем,
понижение энергии гидрофобного дефекта вслед-
ствие изменения интегральных характеристик за-
мкнутой мембраны при ее взаимодействии с АМП
(т.е. латерального натяжения/давления) оказывает-
ся значительно меньшим, чем необходимо для ко-
личественного описания экспериментальных дан-
ных [2, 3]. Таким образом, можно заключить, что
АМП лишь в некоторой степени облегчают обра-
зование пор по нелокальному механизму, т.е. по-
всеместно во всей мембране. Однако преимуще-
ственно поры должны образовываться в соответ-
ствии с гипотезой о локальном действии АМП в
непосредственной близости от одиночных моле-
кул АМП или их агрегатов, в наиболее деформи-
рованных участках мембраны. Нелокальное дей-
ствие АМП понижает высоту энергетического ба-
рьера формирования гидрофобного дефекта во всей
мембране, однако вблизи встроенной в наружный
монослой мембраны ГОВ молекулы АМП это по-
нижение должно быть еще большим. Таким обра-
зом, по-видимому, амфипатические пептиды об-
разуют поры в мембранах преимущественно по
локальному механизму, непосредственно участ-
вуя в формировании кромки поры, хотя при этом
нелокальные эффекты взаимодействия АМП с
замкнутой мембраной несколько облегчают по-
рацию мембраны в целом. В рамках модели Деря-
гина–Гутопа [28] высота энергетического барье-
ра образования поры (энергия E = 2πRγ – πR2σ
при R = R* = γ/σ) равна ΔE = πγ2/σ. Она может

быть понижена либо за счет повышения латераль-
ного натяжения, либо за счет уменьшения линей-
ного натяжения кромки поры. Нелокальное дей-
ствие АМП приводит к изменению латерального
натяжения, в то время как линейное натяжение
может изменяться только по локальному меха-
низму действия АМП. Результаты нашей работы
показывают, что изменение латерального натя-
жения при встраивании молекул АМП в один из
монослоев замкнутой мембраны оказывается недо-
статочным для эффективного образования пор, и
необходимо непосредственно понижать линейное
натяжение кромки поры.
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Pore Formation by Amphipathic Peptides in Closed Membranes
O. V. Kondrashov1, P. I. Kuzmin1, S. A. Akimov1, *
1Frumkin Institute of Physical Chemistry and Electrochemistry, 

Russian Academy of Sciences, Moscow, 119071 Russia
*e-mail: akimov_sergey@mail.ru

Various amphipathic antimicrobial peptides (AMPs) kill bacteria by forming through pores in plasma mem-
branes. Previously, at least two alternative types of hypotheses about the mechanisms of AMP membrane po-
ration were put forward. The so-called “non-local” models suggest that AMPs, when interacting with a mem-
brane, modify its integral elastic characteristics, in particular, lateral tension, which leads to a decrease in the
deformation energy during pore formation. In this case, AMP molecules can be located far from the formed
pore. In “local” models, it is assumed that pores are formed in the immediate vicinity of single AMP mole-
cules or their aggregates; while the peptides partially or completely line the edge of the pore. In both types of
models, it is assumed that the process of pore formation passes via an intermediate structure, the so-called
hydrophobic defect. In this work, we calculated the energy of formation of the hydrophobic defect in the
membrane with adsorbed AMP molecules under the assumption of the non-local poration mechanism. It was
found that AMPs actually lower the energy of the hydrophobic defect. However, this decrease in energy is in-
sufficient to explain the experimentally observed average waiting time for membrane poration. Thus, it can
be concluded that amphipathic peptides form pores in membranes predominantly by the local mechanism,
directly participating in the formation of the pore edge, although nonlocal effects of AMP–membrane inter-
action somewhat facilitate poration of the membrane as a whole.

Keywords: antimicrobial peptide, theory of elasticity, pore, lateral tension, hydrophobic defect
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