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В данной работе синтезированы три новых синтетических антимикробных пептида (САМП)
XFXXFFXXFF (X5F5), обладающих “круговым” (спиральным или циклическим) типом амфипатично-
сти (КТА), содержащих катионные аминокислотные остатки аргинина, лизина или гистидина (X = Arg,
Lys или His), исследована антимикробная и гемолитическая активность синтезированных пептидных
препаратов. Показано, что в целом такие пептиды в сравнении с САМП XXXXXXXXXFF (X9F2), обла-
дающими “линейным” типом амфипатичности (ЛТА), проявляют более чем в 8 раз большую антибак-
териальную и в ~2 разa меньшую противогрибковую активность. Выявлено, что по отношению к бакте-
риальным клеткам Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella enterica и Pseudomonas aeruginosa наи-
большей антибактериальной активностью обладают пептиды, содержащие в качестве катионных
составляющих остатки аргинина, а наименьшей – пептиды с остатками гистидина. По отношению к
грибковым культурам Candida albicans, напротив, наибольшей фунгицидной активностью обладают
пептиды, содержащие в качестве катионных составляющих гистидиновые остатки. Показано, что ис-
следованные пептиды X5F5, независимо от их катионного состава, обладают повышенной гемолитиче-
ской активностью (20–60% гемолиза при 500 мкМ концентрации пептидов в среде) по сравнению с пеп-
тидами, обладающими “линейным” типом амфипатичности X9F2 (не более 4% гемолиза при той же
концентрации пептидов). Несмотря на свою относительно высокую гемолитическую активность, сред-
няя бактериальная селективность исследованных пептидов X5F5 остается достаточно высокой, средне-
геометрический терапевтический индекс (СГ ТИ) для которых составляет ~10, за исключением пептида
H5F5, содержащего остатки гистидина (СГ ТИ = 0.5). В то же время селективность гистидин-содержа-
щего пептида H5F5 по отношению к клеткам грибов (ТИ = 2.7) в 5 раз выше его селективности по отно-
шению к бактериальным клеткам, но в 200 раз ниже фунгицидной селективности гистидин-содержаще-
го пептида H9F2 (ТИ = 571.4), обладающего “линейным” типом амфипатичности. Учитывая повышен-
ную антибактериальную активность препаратов на основе САМП X5F5 с “круговым” типом
амфипатичности, для создания антибактериальных препаратов наиболее перспективны пептиды, со-
держащие в качестве катионных групп аминокислотные остатки аргинина (R5F5) и лизина (K5F5), а для
создания противогрибковых агентов – пептиды с “линейным” типом амфипатичности, содержащие в
качестве катионных групп аминокислотные остатки гистидина (Н9F2).
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ВВЕДЕНИЕ

В настоящее время все более актуальным ста-
новится поиск новых типов антибиотиков (анти-

микробных препаратов), к которым патогенные
микроорганизмы не способны были бы выраба-
тывать устойчивость. Перспективными в этом
плане могут оказаться выявленные в природе ан-

Сокращения: АБА – антибактериальная активность; АМП – антимикробные пептиды; ГА – гемолитическая активность; КТА –
“круговой” тип амфипатичности; ЛТА – “линейный” тип амфипатичности; МГК – минимальная гемолитическая концентрация
(концентрация пептида, которая вызывает лизис не более 4% свежих красных кровяных клеток); МПК50 – минимальная подавля-
ющая концентрация (концентрация пептида, при которой рост микроорганизмов подавляется на 50%); САМП – синтетические
антимикробные пептиды; ФА – фунгицидная активность; ХГ – хлоргексидин; Fmoc – 9-флуоренилметоксикарбонил; HATU –
2-(1H-7-азабензотриазол-1-ил)-1,1,3,3-тетраметилуронийгексафторфосфат; Hst – гистатин; PBS – фосфатно-солевой буфер;
TFA – трифторуксусная кислота.
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тимикробные пептиды (АМП), синтезирующие-
ся в ответ на контакт с чужеродными микроорга-
низмами или их внедрение [1–4]. АМП – это в
основном амфифильные катионные пептиды,
которые воздействуют на отрицательно заряжен-
ную мембрану микробных клеток. В результате
такого воздействия развитие резистентности па-
тогенов к АМП в значительной степени затрудне-
но, поскольку требует внесения серьезных изме-
нений в структуру и электрофизиологические
свойства их клеточной мембраны [1, 4–7].

В последнее время для исследования зависи-
мости биологических свойств АМП от их струк-
туры и аминокислотного состава с целью модели-
рования и поиска оптимальных и максимально
простых по составу структур АМП с новыми
улучшенными свойствами все больше использу-
ются искусственно создаваемые синтетические
антимикробные пептиды (САМП) [4, 8–10], ко-
торые отличаются от природных АМП [11–14]
или от их синтетических аналогов [9, 15–18] тем,
что они могут быть сконструированы de novo, т.е.
независимо от структуры многочисленно извест-
ных природных АМП [4, 8–10, 18–21]. Конструи-
рование таких САМП должно быть основано на
двух общих принципах воздействия АМП на мик-
робные клетки, в частности на принципах катион-
ности цепи и амфифильности пептида, т.е. наличия
в молекуле пептида одновременно гидрофобных и
гидрофильных катионных положительно заряжен-
ных групп [8, 9, 18]. Катионность цепи способствует
взаимодействию с отрицательно заряженными
микробными поверхностями, а гидрофобность
позволяет встраиваться в микробные мембраны.

Однако для эффективного воздействия на
мембраны микробных клеток наличия хаотично
расположенных амфифильных групп в таких пеп-
тидах недостаточно. Существенное влияние на
проявление биологических свойств может ока-
зать последовательная линейная сгруппирован-
ность амфифильных групп вдоль цепи самой пеп-
тидной молекулы или образуемая определенным
образом сосредоточенность таких групп в про-
странстве. Например, в зависимости от характера
или типа сгруппированности и взаимного распо-
ложения полярных (гидрофильных и гидрофоб-
ных) амфифильных групп в АМП относительно
друг друга в пространстве такие катионные амфи-
фильные пептиды могут быть разделены на два
подтипа или класса амфипатичности: пептиды с
классическим широко известным и хорошо ис-
следованным в литературе “круговым” (спираль-
ным или кольцевым) типом амфипатичности
(КТА) [2, 12, 13, 21, 22] (рис. 1а) и пептиды с ма-
лоизвестным “линейным” типом амфипатичности
(ЛТА) (рис. 1б) [23–25]. Следует подчеркнуть, что
пространственная сгруппированность амфи-
фильных групп в САМП-КТА предполагает обяза-
тельное наличие α-спиральной структурированно-
сти самой молекулы пептида, благодаря которой на
молекуле пептида образуются разделенные в про-

странстве своеобразные поверхности – гидрофиль-
ная “спинка” и гидрофобный “животик” (рис. 1а),
тогда как в случае САМП-ЛТА достаточно лишь
последовательного (линейного) расположения
катионных групп друг за другом, образующих так
называемую “хвостовую” катионную (гидро-
фильную) область пептидной молекулы и отдель-
ную концевую часть в виде гидрофобной “головки”
(рис. 1б). Оба типа таких пептидов (САМП-КТА и
САМП-ЛТА) считаются амфифильными, по-
скольку имеют одновременно и гидрофильные, и
гидрофобные группы, однако обладают различ-
ным типом амфипатичности, т.е. различным ти-
пом взаимного расположения амфифильных
групп в пространстве.

Предполагается, что вследствие такой разной
геометрической структурированности САМП-КТА
и САМП-ЛТА механизмы и эффективность воз-
действия этих пептидов на микроорганизмы, так
же как и их различная структура, могут быть раз-
ными [23, 24]. Говоря же о терапевтической
значимости и токсичности таких пептидов,
можно обратить внимание, например, на то,
что САМП-КТА, исходя из своей структуры,
должны быть более гидрофобными, а соответ-
ственно, и более токсичными по отношению к
красным кровяным тельцам, т.е. обладать большей
гемолитической активностью, чем САМП-ЛТА
[23, 24].

Помимо разного типа амфипатичности пепти-
дов на эффективность биологического воздей-
ствия также может оказывать влияние и их раз-
личный катионный состав [25]. Так, например,
ранее было показано, что наличие различных ка-
тионных аминокислотных остатков, таких как
аргинин, лизин или гистидин, в модельных
САМП-ЛТА XXXXXXXXXFF (X9F2) (X = Arg, Lys
или His), по-разному способно влиять на анти-
микробную активность самого пептида [25]. Бы-
ло выявлено, что аргинин- и лизин-содержащие
производные таких пептидов обладают повышен-
ной антибактериальной активностью, а пептиды,
содержащие остатки гистидина, – повышенной
антигрибковой активностью [25].

Тем не менее на настоящий момент аналогич-
ное влияние катионного аминокислотного соста-
ва на свойства САМП-КТА, обладающих класси-
ческим “круговым” типом амфипатичности, не
было исследовано. В настоящей работе нам необ-
ходимо было выяснить, уникальны ли обнару-
женные для САМП-ЛТА особенности их анти-
микробной активности в зависимости от катион-
ного аминокислотного состава или такими же
особенностями обладают и САМП-КТА. Также
необходимо было сравнить биологические свой-
ства таких типов САМП друг с другом.

Цель настоящей работы – синтез и сравни-
тельное исследование антимикробных и гемоли-
тических свойств, а также оценка терапевтиче-
ского индекса САМП: RFRRFFRRFF, KFK-
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KFFKKFF и HFHHFFHHFF (X5F5) (X = Arg, Lys
или His), обладающих так называемым “круго-
вым” (спиральным) типом амфипатичности, в за-
висимости от их катионного аминокислотного
состава (аргинина, лизина или гистидина), а так-
же сравнение полученных результатов с анало-
гичными данными для пептидов с “линейным”
типом амфипатичности: RRRRRRRRRFF, KKK-
KKKKKKFF и HHHHHHHHHFF (X9F2).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Структура, синтез и физико-химические свой-
ства пептидов. В качестве модельных последова-
тельностей для изучения свойств САМП-КТА и
САМП-ЛТА нами были использованы соответству-
ющие пептиды общей структуры XFXXFFXXFF
(X5F5) и XXXXXXXXXFF (X9F2) (X = Arg, Lys или
His), состоящие из катионных остатков аргини-
на, лизина или гистидина и гидрофобных остат-
ков фенилаланина.

Последовательности пептидов X5F5 построе-
ны таким образом, что в проекциях спиральных
колец [2, 21, 22] все катионные (гидрофильные)
аминокислотные остатки расположены компакт-
но на одной стороне круга, а гидрофобные остат-
ки – на противоположной (рис. 2а), а на самой
молекуле пептида эти остатки образуют разделен-
ные друг от друга, соответственно, гидрофильные
и гидрофобные поверхности (рис. 1а).

Напротив, в случае пептидов X9F2 с “линей-
ным” типом амфипатичности катионные (X) и
гидрофобные (F) группы в двумерных проекциях
расположены хаотично по проекционному кругу
(рис. 2б) и не образуют таким образом “круговой”
тип амфипатичности. Полярно противополож-
ные (гидрофобные и гидрофильные) амфифиль-
ные группы в таких пептидах компактно распре-
делены по концам линейно вытянутой молекулы,
образуя таким образом “линейный” тип амфипа-
тичности, когда все катионные остатки сосредо-
точены на одном конце цепи в виде так называе-
мого гидрофильного “хвоста”, а гидрофобные

Рис. 1. Гипотетическое представление классического “кругового” (а) и “линейного” (б) типов амфипатичности α-спи-
ральных пептидов. Прямоугольниками обозначены гидрофильные или катионные остатки аминокислот, треугольни-
ками – гидрофобные остатки. В случае классического “кругового” типа амфипатичности (КТА) [2, 12, 13] гидрофоб-
ные и гидрофильные полярные поверхности α-спиральной молекулы пептида разделены продольной осевой линией (а).
На рисунке верхняя поверхность гидрофильная, нижняя – гидрофобная (амфипатичность по типу “спинка–живо-
тик”). В случае линейного типа амфипатичности (ЛТА) гидрофобные и гидрофильные (катионные) остатки амино-
кислот разнесены на противоположных концах вдоль линейной оси пептида. Гидрофобная и гидрофильная полярные
области в этом случае разделены поперечной линией, перпендикулярной продольной оси пептида (б), где один (ле-
вый) конец молекулы имеет гидрофильный “хвостик”, а противоположный (правый) – гидрофобную “головку”.
Справа представлены двумерные проекции “спиральных колес” Шиффер и Эдмундсона [21, 22] этих же пептидов.
Видно, что полярная однородность гидрофобных и гидрофильных групп в случае “линейного” типа амфипатичности (б) в
проекции, представленной слева, гораздо выше, чем когда та же молекула представлена в классическом виде в виде
двумерных проекций “спиральных колес” (справа).

Гидрофильная “спинка”(а)

(б)

Гидрофобный “животик”

Гидрофильный “хвостик”
Гидрофобная

“головка”
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остатки – на другом конце цепи в виде так назы-
ваемой гидрофобной “головки” (рис. 1б).

Синтез пептидов X5F5 и X9F2 проводили стан-
дартным твердофазным методом с использовани-
ем Fmoc-стратегии [26] согласно ранее опубли-
кованной схеме [25] на пептидном синтезаторе
PS3. Структура синтезированных пептидов
X5F5 и X9F2 (H2N-XFXXFFXXFF–C(O)NH2 и
H2N-X9F2–C(O)NH2 (X = Arg, Lys, His)) включала
в себя последовательность аминокислот, содер-
жащую свободную N-концевую аминогруппу
(придающую пептиду дополнительный положи-
тельный заряд), и амидную группу на C-конце це-
пи, нейтрализующую отрицательный заряд сво-
бодной концевой карбоксильной группы. Эффек-
тивность присоединения одного аминокислотного
мономерного звена, определенная путем измере-
ния количества удаляемых Fmoc-групп на каж-
дой стадии конденсации, для синтезированных
пептидов в среднем составляла 96.9–99.8%. Ко-
нечные выходы пептидов после деблокирования,
удаления с полимерного носителя и очистки ме-
тодом офВЭЖХ составили ~58–63% для САМП-
KТА X5F5 и ~56–63% для САМП-ЛТА X9F2
(табл. 1). По данным офВЭЖХ и масс-спектро-
метрии, все выделенные пептиды соответствова-
ли ожидаемой структуре и были гомогенными с
содержанием основного вещества не менее 95%.
Время удерживания на колонке при офВЭЖХ
САМП-КТА X5F5 по сравнению с соответствую-
щими САМП-ЛТА X9F2 [25] (табл. 1) было в це-

лом закономерно выше, что связано с увеличен-
ным содержанием в их составе гидрофобных
остатков фенилаланина (пять и два остатка Phe
соответственно). Согласно этим данным, в случае
как САМП-КТА X5F5, так и САМП-ЛТА X9F2
наиболее гидрофобны пептиды, содержащие в
качестве катионных групп остатки аргинина, за-
тем – остатки гистидина, наименьшей гидрофоб-
ностью обладают пептиды, содержащие остатки
лизина.

Таким образом, синтез всех пептидов X5F5 в
указанном режиме проходит достаточно эффек-
тивно, как и в случае ранее полученных пептидов
X9F2 [25] с относительно высокими выходами не-
зависимо от состава аминокислот в структуре
пептида, а зависимость гидрофобности соответ-
ствующих пептидов от их катионного состава по
данным офВЭЖХ для САМП-КТА и САМП-ЛТА
может быть расположена в одном ряду следую-
щим образом:

Антимикробная активность пептидов. Антимик-
робную активность пептидов X5F5 и X9F2 изуча-
ли с использованием культур микроорганизмов:
грамположительных (Staphylococcus aureus) и грам-
отрицательных бактерий (Escherichia coli, Salmonella
enterica, Pseudomonas aeruginosa), а также условно-

;
.

> >
> >

R5F5 H5F5 K5F5
R9F2 H9F2 K9F2

Рис. 2. Структуры пептидов XFXXFFXXFF (X5F5) (а) и XXXXXXXXXFF (X9F2) (б) (X = Arg, Lys, His), образующих, со-
ответственно, “круговой” и “линейный” тип амфипатичности, представленные в виде двумерных проекций “спи-
ральных колес” Шиффер и Эдмундсона [2, 21, 22]. Видно, что последовательности аминокислот в пептиде X5F5 скон-
струированы таким образом, что все пять гидрофильных остатков расположены на одной стороне круговой проекции,
а пять гидрофобных остатков – на противоположной стороне круга, образуя таким образом некую полярную однород-
ность гидрофобных и гидрофильных групп, т.е. строго амфипатичную гидрофобно-гидрофильную круговую асиммет-
рию. В проекциях пептида X9F2 амфифильные группы расположены хаотично по кругу, не образуя при этом какую-
либо строгую асимметрию, характерную для “кругового” типа амфипатичности.
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патогенного дрожжеподобного гриба Candida albi-
cans.

Тестируемые пептиды в конечных концентра-
циях 0.3–100 мкМ добавляли к культурам клеток
микроорганизмов и наблюдали за ростом клеток.
Влияние присутствия пептидов в культуральной
среде на рост клеток контролировали измерением
оптической плотности суспензии клеток при
длине волны 595 нм в течение 24 ч [23–25].

Для оценки антимикробной активности иссле-
дованных пептидов были определены их мини-
мальные подавляющие концентрации (МПК50),
при воздействии которых доля микробных частиц
составляла 50% от концентрации частиц в кон-
трольной культуре [25]. Для сравнения усред-
ненной антимикробной активности пептидных
препаратов для всех протестированных культур
микроорганизмов были определены их среднегео-
метрические (СГ) [27, 28] значения МПК50. Значе-
ния МПК50 и СГ МПК50, характеризующие анти-
микробную активность каждой из групп САМП-
КТА X5F5 и САМП-ЛТА X9F2, представлены в
табл. 2.

В качестве универсальных положительных
контролей для сравнения относительной анти-
микробной активности исследуемых пептидов
использовали известные антисептические препа-
раты – водные растворы нитрата серебра (AgNO3)
и хлоргексидина (ХГ). В некоторых случаях анти-
микробная активность исследуемых пептидов
значительно превышала активность контрольных
препаратов AgNO3 и ХГ, а в других – оказалась
ниже. Например, в случае дрожжевой культуры
C. albicans значения МПК50 для всех исследуемых
пептидов – как САМП-КТА, так и САМП-ЛТА
(МПК50 от 1.4 до 25.9 мкМ) – были ниже, чем
МПК50 для контрольных препаратов AgNO3 и ХГ
(МПК50 = 57.8 и 33.4 мкМ) (табл. 2), что указывает

на большую противогрибковую активность ис-
следуемых пептидов по сравнению с AgNO3 и ХГ.
В случае же бактериальных культур, напротив,
антибактериальная активность контрольных пре-
паратов AgNO3 и ХГ была выше (СГ МПК50 = 38.6
и 7.6 мкМ), чем у исследуемых пептидов. Таким
образом, AgNO3 и ХГ проявили себя в качестве
удобных, универсальных и надежных положи-
тельных контролей для исследования как анти-
микробной, так и антигрибковой активности
САМП-КТА и САМП-ЛТА.

При сравнении антибактериальной активно-
сти пептидов в зависимости от их катионного со-
става следует отметить, что в группе исследуемых
САМП-КТА максимальным антибактериальным
действием по отношению ко всем исследован-
ным бактериальным культурам, т.е. наименьшим
значением СГ МПК50, обладает аргинин-содер-
жащий пептид R5F5 (3.3 мкМ), следующим по ак-
тивности в этой группе пептидов оказался пептид
K5F5 (5.5 мкМ), содержащий остатки лизина, то-
гда как пептид H5F5, содержащий остатки гисти-
дина, проявил существенно меньшую активность
(46.4 мкМ) (табл. 2). Аналогичная закономер-
ность зависимости антибактериальной активно-
сти от катионного состава аминокислот наблюда-
ется и в группе САМП-ЛТА X9F2. Таким обра-
зом, средняя антибактериальная активность для
каждого из пептидов группы САМП-КТА и
САМП-ЛТА в зависимости от их катионного со-
става понижается в ряду:

Средняя антигрибковая активность (по отно-
шению к условно-патогенной дрожжевой культу-
ре C. albicans) для этих же пептидов (табл. 2), на-
против, в каждой группе максимальна для гисти-

;
.

>
> >

R5F5 K5F5 H5F5
R9F2 K9F2 H9F2

@

Таблица 1. Физико-химические характеристики пептидов

а Конечный выход после удаления с полимерного носителя и очистки методом офВЭЖХ в расчете на первую загруженную
аминокислоту на полимерном носителе.
б В условиях аналитической офВЭЖХ (условия – см. “Эксперим. часть”).

Пептид Структура
Общий выход 

синтезаа, %

Время удерживанияб, мин Молекулярная масса

80% CH3CN 50% CH3CN расч. [M + H] эксп. [M + H]

САМП-КТА X5F5 (X – Arg, Lys или His)

R5F5 RFRRFFRRFF 60.3 17.5 22.6 1533.8 1533.4

K5F5 KFKKFFKKFF 57.8 16.9 21.9 1393.8 1393.2

H5F5 HFHHFFHHFF 62.9 17.0 22.0 1438.6 1438.2

САМП-ЛТА X9F2 (X – Arg, Lys или His)

R9F2 RRRRRRRRRFF 56.0 15.5 20.4 1717.0 1716.5

K9F2 KKKKKKKKKFF 57.8 14.6 18.2 1465.0 1465.3

H9F2 HHHHHHHHHFF 62.9 15.6 20.0 1545.7 1545.8
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дин-содержащих пептидов H5F5 и H9F2 (МПК50 =
= 7.7 и 1.4 мкМ соответственно):

Таким образом, катионный состав АМП игра-
ет существенную роль, как в случае САМП-КТА,
так и САМП-ЛТА, и обусловливает различное
воздействие на клетки бактерий и грибов.

В каждой группе пептидных препаратов в от-
дельности были определены также суммарные
среднегеометрические значения МПК50 (СГ1,
табл. 2) по всем четырем видам исследованных
бактериальных культур и трем катионным произ-
водным (Arg, Lys или His) пептидов, которые для
САМП-КТА и САМП-ЛТА составили 9.4 и
>77.8 мкМ соответственно. Таким образом, анти-
бактериальная активность (АБА) САМП-КТА в
целом более чем в 8 раз превосходит активность
САМП-ЛТА:

При сравнении антигрибковой активности
двух рассматриваемых групп пептидов, напротив,
САМП-ЛТА в целом проявили более высокую
противогрибковую активность (СГ2 = 7.0), чем
САМП-КТА (СГ2 = 15.0) (табл. 2). Другими сло-
вами, средняя антигрибковая или фунгицидная
активность (ФА) для пептидов из группы САМП-

;
.

> >
>

H5F5 R5F5 K5F5
H9F2 R9F2 K9F2@

САМП-КТА САМП-ЛТААБА АБА .@

ЛТА в целом более чем в 2 раза превышает ФА для
пептидов из группы САМП-КТА:

Противогрибковая активность САМП-ЛТА
существенно выше не только по отношению к
противогрибковой активности САМП-КТА, но и
выше также по отношению к антибактериальной
активности этой же группы пептидов внутри са-
мой группы САМП-ЛТА. Так, например, в случае
САМП-ЛТА общая средняя фунгицидная актив-
ность пептидов R9F2, K9F2 и H9F2 (СГ2 = 7.0 мкМ)
более чем в 10 раз превышает их общую среднюю
антибактериальную активность (СГ1 > 77.8 мкМ)
(табл. 2). Напротив, в случае САМП-КТА общая
противогрибковая активность пептидов R5F5,
K5F5 и H5F5 (СГ2 = 15.0 мкМ) была в ~2 раза ни-
же их общей антибактериальной активности
(СГ1 = 9.4 мкМ). Другими словами, пептиды из
группы САМП-КТА более предпочтительно воз-
действуют на клетки бактерий, чем на клетки гри-
бов, а пептиды из группы САМП-ЛТА, напротив,
более эффективно воздействуют на клетки гри-
бов, чем на клетки бактерий:

Говоря о повышенной антибактериальной из-
бирательной активности САМП-КТА по сравне-

САМП-КТА САМП-ЛТАФА < ФА .

САМП-КТА САМП-КТА

САМП-ЛТА САМП-ЛТА

АБА > ФА ;
АБА ФА .!

Таблица 2. Антимикробная активность пептидов

СГ1 – среднегеометрические значения МПК50 по всем бактериям отдельно для каждого пептида (СГ по горизонтали, учиты-
вая лишь бактериальные культуры).
СГ2 – среднегеометрические значения МПК50 по всем трем пептидам (X – Arg, Lys и His) для каждой культуры клеток от-
дельно (СГ по вертикали).
а Суммарное среднегеометрическое значение МПК50 по всем бактериям и пептидам для соответствующей группы САМП-
КТА и САМП-ЛТА.
б Водные растворы нитрата серебра (AgNO3) и хлоргексидина (ХГ) использовали в качестве внутренних положительных кон-
тролей для сравнения относительной антимикробной активности пептидов.

Пептид

МПК50, мкМ
СГ1, мкМ

Candida albicans
Staphylococcus 

aureus
Escherichia coli

Salmonella 
enterica

Pseudomonas 
aeruginosa

САМП-КТА X5F5 (X – Arg, Lys или His)
R5F5 17.0 6.2 4.7 2.1 1.9 3.3
K5F5 25.9 17.0 6.5 3.2 2.6 5.5
H5F5 7.7 58.1 80.0 30.3 32.8 46.4
СГ2, мкМ 15.0 18.3 13.5 5.9 5.5 9.4а

САМП-ЛТА X9F2 (X – Arg, Lys или His)
R9F2 12.9 44.2 46.0 68.8 67.0 55.3
K9F2 18.9 >100.0 74.0 >100.0 70.5 >72.2
H9F2 1.4 >100.0 >100.0 >100.0 >100.0 >100.0
СГ2, мкМ 7.0 76.2 >69.8 88.3 77.9 >77.8а

AgNO3
б 57.8 51.2 32.9 39.5 33.5 38.6

ХГб 33.4 4.1 6.5 12.0 10.5 7.6

@ @ @
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нию с САМП-ЛТА (АБАСАМП-КТА > АБАСАМП-ЛТА),
можно предположить, что для проявления анти-
бактериальной активности, вероятно, более ха-
рактерен именно классический тип амфипатич-
ности, образуемый α-спиральными пептидами.
Катионные пептиды при контакте с микробными
клетками проходят вначале через внешнюю мем-
брану и слой пептидогликана и далее взаимодей-
ствуют с отрицательно заряженными головками
фосфолипидных групп цитоплазматической
мембраны [17]. Согласно литературным данным,
короткие α-спиральные AMP, как правило, не
структурированы или слабо структурированы в
растворе [8, 9, 17]. Отмечается, что при взаимо-
действии с отрицательно заряженной поверхно-
стью мембран α-спиральная амфипатическая
структурированность САМП-КТА способна уси-
ливаться, и это способствует внедрению образо-
вавшейся гидрофобной поверхности САМП-
КТА во внутренний бислой фосфолипидной
мембраны [17]. Вначале такие пептиды укладыва-
ются или плавают по поверхности мембраны в
виде “бревен”, затем собираются в агрегаты типа
“плотов” и образуют торроидальные поры в мем-
бране, через которые может выливаться наружу
внутреннее содержимое цитоплазмы [17]. В ко-
нечном счете такое действие пептидов может
приводить к гибели клетки.

Пептиды с “линейным” типом амфипатично-
сти структурированы таким образом, что образу-
ют лишь гидрофильные и гидрофобные концы
(рис. 1б), при этом исключается образование раз-
дельных гидрофобных и гидрофильных α-спи-
ральных поверхностей (рис. 1б и 2б). Вследствие
этого в случае САМП-ЛТА, скорее всего, воз-
можна реализация другого, более простого, “ков-
рового”, способа воздействия на мембрану [17,
23]. Катионные пептиды при этом вначале усти-
лают отрицательно заряженную поверхность в
виде ковра с дальнейшим внедрением гидрофоб-
ных головок во внутренний бислой фосфолипид-
ной мембраны и тем самым дестабилизируют ци-
топлазматическую мембрану в целом. Это приво-
дит к разрушению мембраны и гибели клетки, но
при больших концентрациях, чем в случае воз-
действия путем образования “торроидальных”
пор с участием САМП-КТА.

Таким образом, “круговой” тип амфипатич-
ности в случае воздействия на бактериальные
клетки в исследованных нами случаях оказывает-
ся более эффективным по сравнению с “линей-
ным” типом амфипатичности.

С другой стороны, в случае воздействия на
клетки грибов “линейный” тип амфипатичности
более эффективен и предпочтителен по сравне-
нию с классическим типом амфипатичности. Ве-
роятно, пептиды с “линейным” типом амфипа-
тичности из-за своей меньшей структурирован-
ности в пространстве при взаимодействии с
отрицательно заряженными компонентами кле-
точной стенки грибов и большей линейной одно-

родности гораздо легче проникают (проскальзы-
вают) через более жестко сформированные и
структурированные клеточные стенки грибов,
чем через стенки бактерий. Таким образом, про-
странственная α-спиральная структурирован-
ность пептидов, усиленная взаимодействием с
отрицательно заряженными компонентами кле-
точной стенки грибов, в случае САМП-КТА со-
здает некоторые стерические препятствия или
барьеры при прохождении через клеточные стен-
ки грибов, тем самым снижая эффективность их
воздействия по сравнению с эффективностью
воздействия САМП-ЛТА.

Следует также обратить внимание на избира-
тельное отношение САМП к грибковым клеткам
по сравнению с бактериальными клетками в за-
висимости не только от типа амфипатичности
(КТА или ЛТА), но и от их катионного состава
пептидов. Так, например, среди всех исследован-
ных катионных пептидов как в группе САМП-
КТА, так и САМП-ЛТА наблюдается повышен-
ная противогрибковая активность гистидин-со-
держащих пептидов H5F5 и H9F2 (МПК50 = 7.7 и
1.4 мкМ соответственно), которая в ~2–3 и 9–13 раз
превышает противогрибковую активность, про-
являемую соответствующими аргинин- (R5F5 и
R9F2) (МПК50 = 17.0 и 12.9 мкМ) и лизин-содержа-
щими (K5F5 и K9F2) (МПК50 = 25.9 и 18.9 мкМ) ка-
тионными производными (табл. 2). Такое изби-
рательное действие пептидов H5F5 и H9F2, со-
держащих остатки гистидина, по отношению к
грибковым культурам по сравнению с аргинин- и
лизин-содержащими катионными пептидами
подтверждается литературными данными, в ко-
торых указывается на целый класс гистидин-со-
держащих природных АМП, так называемых ги-
статинов (Hst) – богатых гистидином (катион-
ных) антимикробных белков [29]. Известно, что
Hst содержатся в слюне [30] и проявляют избира-
тельную активность как к условно-патогенным
дрожжевым культурам, таким как C. albicans [30],
так и к другим дрожжевым культурам [31].

Согласно литературным данным (см., напри-
мер, обзор Puri et al. [29] и приведенные в нем
ссылки), один из представителей гистатинов –
Hst 5 – связывается с белками клеточной стенки
C. albicans (Ssa1/2) и гликанами и поглощается
клетками посредством переносчиков грибковых
полиаминов. Попав внутрь грибковых клеток,
Hst 5 может влиять на функции митохондрий и
вызывать окислительный стресс, однако конеч-
ная причина гибели клеток – дисрегуляция объе-
ма и дисбаланс ионов, вызванный осмотическим
стрессом. Но поскольку специфической активно-
стью по отношению к C. albicans обладает не толь-
ко Hst 5, но и остальные гистатины, содержащие
в своем составе остатки гистидинов, вполне
уместно предположить, что на поверхности
дрожжевых клеток C. albicans имеются специфи-
ческие рецепторы к гистидин-богатым пептидам.
Другими словами, причина проникновения ги-
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статинов, как можно предположить, – это не их
катионные свойства (например, у гистидин-со-
держащих пептидов H9F2 и H5F5 один положи-
тельный заряд, образованный за счет открытой
концевой аминогруппы, и слабый положитель-
ный заряд за счет остатков гистидина), а наличие
рецепторов, специфических к гистидин-богатым
пептидам. Проникновение в клетку в данном слу-
чае, скорее всего, должно идти не по электроста-
тическому, а по рецептор-опосредованному ме-
ханизму, хотя электростатическое взаимодей-
ствие также играет немаловажную роль в
первоначальном связывании с отрицательно за-
ряженной поверхностью клетки C. albicans.

В случае САМП-ЛТА H9F2 избирательное
противогрибковое воздействие многократно уси-
ливается как за счет содержания в составе пепти-
да гистидина, так и одновременно за счет его типа
амфипатичности. Так, например, при сравнении
действия САМП-ЛТА и САМП-КТА на C. albi-
cans и на клетки бактерий, пептид H9F2 из груп-
пы САМП-ЛТА проявил антигрибковую актив-
ность (МПК50 = 1.4 мкМ), превышающую его анти-
бактериальную активность (МПК50 > 100.0 мкМ)
более чем в 70 раз, тогда как аналогичный гисти-
дин-содержащий пептид H5F5 из группы САМП-
КТА проявил антигрибковую активность
(МПК50 = 7.7 мкМ), превышающую его антибак-
териальную активность (МПК50 = 46.4 мкМ) все-
го лишь в 6 раз. Другими словами, гистидин-со-
держащие пептиды проявляют высокую избира-
тельную противогрибковую активность по
сравнению с действием на клетки бактерий не
только за счет содержания остатков гистидинов,
обладающих определенным повышенным срод-
ством к поверхности грибковых клеток, но и за
счет своего типа амфипатичности.

Таким образом, в группе пептидов САМП-
КТА, как и в случае ранее исследованных САМП-
ЛТА, наибольшей антибактериальной активно-
стью обладают пептиды, содержащие в качестве
катионных составляющих аргининовые остатки,
и наименьшей – пептиды с остатками гистидина.
По отношению же к грибковым культурам, на-
против, наибольшей противогрибковой активно-
стью обладают пептиды, содержащие в качестве
катионных составляющих гистидиновые остатки.
В целом САМП-КТА при сравнении их c САМП-
ЛТА проявляют большую антибактериальную ак-
тивность и меньшую фунгицидную активность,
при этом особо высокой антигрибковой активно-
стью обладает гистидин-содержащий пептид
H9F2 из группы САМП-ЛТА, активность которо-
го существенно выше аналогичной активности,
проявляемой гистидин-содержащим пептидом
H5F5 из группы САМП-КТА.

Гемолитическая активность пептидов. Экспе-
рименты, проведенные с лизисом эритроцитов,
показали, что САМП-КТА X5F5 обладают не
только повышенной антибактериальной актив-

ностью, но также и существенно большей гемо-
литической активностью (рис. 3а), чем САМП-
ЛТА (рис. 3б). Например, как ранее было показа-
но [25], гемолитическая активность при действии
САМП-ЛТА R9F2, K9F2 и H9F2 in vitro даже при
достаточно высокой их концентрации в среде
(1000 мкМ), содержащей эритроциты, составляла
3–4%, а при концентрации 500 мкМ лизису под-
вергалось всего лишь 2.4, 1.0 и 2.7% эритроцитов
соответственно (рис. 3б), тогда как уровень гемо-
лиза для пептидов R5F5, K5F5 и H5F5 из группы
САМП-КТА при той же их концентрации в среде
500 мкМ составил уже 37.9, 22.9 и 62.6% соответ-
ственно (рис. 3а), т.е. САМП-КТА по уровню их
действия на эритроциты оказались в 15–20 раз
более токсичными, чем САМП-ЛТА.

Такая высокая гемолитическая активность
САМП-КТА X5F5, скорее всего, связана с их по-
вышенной гидрофобностью, обусловленной со-
держанием в составе этих пептидов пяти гидро-
фобных остатков фенилаланина, тогда как в
САМП-ЛТА X9F2 содержится всего два таких
гидрофобных остатка. Аналогичное влияние гид-
рофобности АМП на их гемолитическую актив-
ность было отмечено ранее во многих работах [8,
9, 32, 33]. Таким образом, в целом гемолитическая
активность (ГА), проявляемая САМП-КТА, боль-
ше той же активности, проявляемой САМП-ЛТА:

Среди аргинин-, лизин- и гистидин-содержа-
щих пептидов, как в группе САМП-КТА, так и в
ранее исследованной группе САМП-ЛТА, наи-
меньшей токсичностью по отношению к эритро-
цитам обладают лизин-содержащие пептиды
K5F5 и K9F2, а наибольшей – гистидин-содержа-
щие пептиды H5F5 и H9F2 (рис. 3).

Таким образом, в зависимости от катионного
состава аминокислот (Arg, Lys или His) относи-
тельную токсичность как САМП-КТА X5F5, так и
САМП-ЛТА X9F2 можно расположить в одном ря-
ду по возрастанию их гемолитической активности:

Терапевтический индекс. Увеличение антимик-
робной активности АМП часто сопровождается
увеличением их гемолитического действия, т.е.
способности разрушать эритроциты [8, 9, 34, 35].
Другими словами, активный в отношении мик-
роорганизмов препарат может оказаться в свою
очередь также и довольно токсичным. В таком
случае терапевтический потенциал антимикроб-
ных агентов оценивается на основе селективно-
сти их действия на исследуемые патогенные мик-
роорганизмы по сравнению с аналогичным их
действием на эритроциты, в виде терапевтиче-
ского индекса (ТИ), т.е. как отношение величины
минимальной гемолитической концентрации
(МГК) к величине МПК, где МГК – концентра-

САМП-КТА САМП-ЛТАГА > ГА .

;
.

> >
> >

H5F5 R5F5 K5F5
H9F2 R9F2 K9F2
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ция пептида, вызывающая лизис определенной
доли свежих красных кровяных телец [24, 27].

Для оценки селективности действия пептидов
нами были определены величины МГК пептидов
и вычислены их значения ТИ (табл. 3). Для срав-
нения селективности каждого пептида по отно-
шению ко всем бактериальным культурам в це-
лом были подсчитаны также среднегеометриче-
ские (СГ) значения ТИ для каждого из пептидов
по отношению ко всем исследованным бактери-
альным культурам, а также среднегеометриче-
ские значения ТИ по всем трем пептидам (X –
Arg, Lys и His) для каждой культуры клеток от-
дельно.

В случае САМП-КТА X5F5 наблюдается их вы-
сокая антибактериальная (СГ МПК50 = 9.4 мкМ)
(табл. 2) и одновременно высокая гемолитиче-
ская активность (СГ МГК = 35 мкМ) (табл. 3).
Последний фактор существенно снижает сред-
нюю селективность препаратов на основе
САМП-КТА (СГ ТИ = 3.7) (табл. 3). Тем не ме-
нее, несмотря на свою повышенную токсичность,

некоторые САМП-КТА благодаря своей повы-
шенной антибактериальной активности проявили
относительно высокую селективность по отноше-
нию к отдельным бактериальным культурам. На-
пример, высокая бактериальная селективность
проявляется у аргинин- и лизин-содержащих пеп-
тидов R5F5 и K5F5 по отношению к бактериаль-
ным культурам S. enterica (ТИ = 15.7 и 18.8) и
P. aeruginosa (ТИ = 17.4 и 23.1) – значения ТИ у
этих пептидов выше значений ТИ аналогичных
менее токсичных САМП-ЛТА R9F2 и K9F2 по от-
ношению к тем же культурам клеток (ТИ = 13.4 и
<10.0 для S. enterica; ТИ = 13.7 и 14.2 для P. aerugi-
nosa) (табл. 3).

В случае САМП-ЛТА X9F2, напротив, наблю-
дается меньшая антибактериальная активность
пептидов при их меньшей гемолитической актив-
ности. Первый из этих факторов уменьшает, а по-
следний – увеличивает селективность этих пре-
паратов. Например, СГ ТИ для САМП-КТА R5F5
и K5F5 составляет 10.0 и 10.9 соответственно, за
исключением пептида H5F5, содержащего остат-
ки гистидина (СГ ТИ = 0.5), а значение СГ ТИ

Рис. 3. Гемолитическая активность САМП-КТА (а) и САМП-ЛТА (б).
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для САМП-ЛТА R9F2 составляет 16.6 – величину
не только сравнимую, но и даже превышающую
аналогичное значение СГ ТИ для САМП-КТА
R5F5 (СГ ТИ = 10.0) (табл. 3). Другими словами,
несмотря на свою сниженную антибактериаль-
ную активность, САМП-ЛТА R9F2 обладает
большим терапевтическим индексом, чем анало-
гичный аргинин-содержащий пептид R5F5 из
группы САМП-КТА, благодаря именно своей
низкой гемолитической активности.

Таким образом, величины ТИ, представляе-
мые в виде соотношения значений МГК к МПК в
этих случаях, – это некий баланс, определяю-
щий, в конечном счете, какой из этих двух факто-
ров (антимикробная активность или токсич-
ность) доминирует при оценке их реальной се-
лективности или терапевтической значимости.
Однако в целом сравнивать величины ТИ для
САМП-ЛТА и САМП-КТА затруднительно из-за
низкой, а порой и неопределенной в условиях
эксперимента антибактериальной активности
некоторых САМП-ЛТА, таких как K9F2 и H9F2,
среднегеометрические значения МПК50 для кото-
рых составили >72.2 и >100 мкМ (табл. 2).

В случае фунгицидной активности особо сле-
дует отметить селективность гистидин-содержа-
щего пептида H9F2 из группы САМП-ЛТА по от-
ношению к условно-патогенному грибу C. albi-
cans. В данном случае высокая фунгицидная
активность этого пептида одновременно сопро-

вождается низкой токсичностью, что приводит к
его достаточно высокой селективности (ТИ =
= 571.4), более чем в 200 раз превышающей ана-
логичную селективность гистидин-содержащего
пептида H5F5 из группы САМП-КТА (ТИ = 2.7).
По сравнению с пептидом H9F2, для пептида
H5F5 сниженная фунгицидная активность одно-
временно сопровождается его высокой гемолити-
ческой активностью, что дополнительно вносит
вклад в снижение значения его фунгицидной се-
лективности.

Таким образом, САМП с “круговым” типом
амфипатичности характеризуются одновременно
повышенной антимикробной и гемолитической
активностью. Увеличение гемолитической ак-
тивности такого типа пептидов, вероятно, связа-
но с увеличением их гидрофобности. Однако у
САМП с “круговым” типом амфипатичности со-
храняется высокая бактериальная селективность,
связанная с их увеличенной антибактериальной
активностью. У пептидов же с “линейным” ти-
пом амфипатичности также сохраняется высокая
бактериальная селективность, связанная в дан-
ном случае с их низкой гемолитической активно-
стью.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Реактивы. В работе использовали реактивы
для пептидого синтеза (Sigma, Fisher Scientific,

Таблица 3. Минимальная гемолитическая концентрация (МГК), терапевтический индекс (ТИ) и среднегеомет-
рические (СГ) значения МГК и ТИ исследуемых пептидов

а МГК – минимальная гемолитическая концентрация – такая концентрация пептида (мкМ), которая вызывает лизис 4% све-
жих красных кровяных клеток. Средняя ошибка приведенных значений МГК, ТИ и СГ не превышает величины 15–20%.
б ТИ – терапевтический индекс для каждой культуры микроорганизмов по отдельности, выраженный в виде отношения зна-
чения МГК к МПК50. Большие значения ТИ указывают на большую селективность пептида.
в Суммарное среднегеометрическое значение ТИ по всем бактериям и пептидам для соответствующей группы САМП-ЛТА и
САМП-КТА.
СГ1 – среднегеометрические значения ТИ по всем бактериям отдельно для каждого пептида (СГ по горизонтали, учитывая
лишь бактериальные культуры).
СГ2 – среднегеометрические значения МГК (мкМ) и ТИ по всем трем пептидам (X – Arg, Lys и His) для каждой культуры кле-
ток отдельно (СГ по вертикали).

Пептиды МГКа, мкМ
ТИб

СГ1
C. albicans S. aureus E. coli S. enterica P. aeruginosa

САМП-КТА X5F5 (X – Arg, Lys или His)
R5F5 33 1.9 5.3 7.0 15.7 17.4 10.0
K5F5 60 2.3 3.5 9.2 18.8 23.1 10.9
H5F5 21 2.7 0.4 0.3 0.7 0.6 0.5
СГ2 35 2.3 1.9 2.6 5.9 6.4 3.7в

САМП-ЛТА X9F2 (X – Arg, Lys или His)
R9F2 920 71.3 20.8 20.0 13.4 13.7 16.6
K9F2 1000 52.9 <10.0 13.5 <10.0 14.2 <11.8
H9F2 800 571.4 <8.0 <8.0 <8.0 <8.0 <8.0
СГ2 903 129.2 <11.9 <12.9 <10.2 <11.6 <11.6в



БИООРГАНИЧЕСКАЯ ХИМИЯ  том 48  № 5  2022

СИНТЕТИЧЕСКИЕ АНТИМИКРОБНЫЕ ПЕПТИДЫ 547

Bachem, Protein Technologies, США); полисти-
рольный полимер 855013 Novabiochem® No-
vaSyn®TG Sieber resin, функционализированный
9-Fmoc-аминоксантен-3-илоксильным фраг-
ментом, 200 ммоль/г (Merck Schuchardt OHG,
Германия); защищенные аминокислотные моно-
меры (Protein Technologies, США); конденсирую-
щий реагент HATU – 2-(1H-7-азабензотриазол-
1-ил)-1,1,3,3-тетраметилуронийгексафторфосфат
(кат. № 023926, Oakwood Products Inc., США).

Синтез пептидов. Пептиды были синтезирова-
ны твердофазным методом с использованием
Fmoc-стратегии [26] аналогично опубликован-
ной ранее схеме [25] на пептидном синтезаторе
PS3 (Protein Technologies, США). Содержание ос-
новного вещества в синтезированных пептидах
по данным офВЭЖХ составляло не менее 95%.

Штаммы микроорганизмов. Штаммы патоген-
ных бактерий Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027,
Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Salmonella enterica ATCC 14028 и
условно-патогенного гриба Candida albicans
ЭМТК 34 поддерживали и нарабатывали в Кол-
лекции экстремофильных микроорганизмов и
типовых культур Института химической биоло-
гии и фундаментальной медицины СО РАН.

Аналитическую офВЭЖХ проводили на хрома-
тографе LC-20 AD (Shimadzu, Япония) с исполь-
зованием детектора SPD-M20A (Shimadzu, Япо-
ния) на колонке Gemini 5 μm NX-C18, 110 Å, 4.6 ×
× 250 мм (Phenomenex Inc., США), уравновешен-
ной 0.1%-ным раствором TFA, в линейном гради-
енте концентрации ацетонитрила 0–50% или 0–
80% в течение 30 мин при скорости потока
1 мл/мин, УФ-детекция при длине волны 210,
220, 240 и 260 нм.

Молекулярные массы пептидов (табл. 1) опре-
деляли с помощью масс-спектрометрии MALDI-
TOF (REFLEX III, Bruker Daltonics, Германия) и
ESI-MS (LC/MS XCT Ultra, Agilent Technologies,
США) в Центре масс-спектрометрического ана-
лиза Института химической биологии и фунда-
ментальной медицины СО РАН.

Антимикробная активность пептидов. Растворы
пептидов определенной концентрации для оцен-
ки антимикробной активности готовили из сухих
навесок. Для пептидов R9F2, K9F2 и H9F2, а так-
же пептидов R5F5, K5F5 и H5F5, которые со-
держали по два или пять остатков фенилалани-
на соответственно, дополнительно проводили
определение концентрации путем измерения по-
глощения в ближней УФ-области спектра с ис-
пользованием значений молярных коэффициен-
тов поглощения при длине волны 260 нм, равных
330 и 820 л моль–1 см–1, молярные коэффициенты
которых ранее были определены, исходя из соот-
ветствующих растворов пептидов, приготовлен-
ных из сухих навесок. Исходные растворы пепти-
дов с концентрацией 1–2 мМ хранили при –15°С
в темноте не более месяца. Непосредственно пе-

ред экспериментом растворы разбавляли до нуж-
ной концентрации средой Мюллера–Хинтона.
Исходная концентрация пептидов для приготов-
ления проб для дальнейшего испытания их гемо-
литической активности составляла 10 мМ в воде.

Для работы использовали взвесь ночных бу-
льонных культур, выращенных на стандартных
питательных средах. Количество микроорганиз-
мов (титр) во взвеси определяли по оптической
плотности при длине волны 595 нм.

Для оценки антибактериального действия
пептидов проводили совместное инкубирование
клеточных культур с исследуемыми пептидными
препаратами в 96-луночных планшетах для куль-
тивирования. Ночные бульонные культуры ре-
суспендировали в среде Мюллера–Хинтона (для
C. albicans – в среде Сабуро), доводя количество мик-
роорганизмов до посевной дозы ~5 × 105 КОЕ/мл.
В лунки последовательно вносили раствор иссле-
дуемых пептидных препаратов, а затем клеточ-
ную суспензию в соотношении 1 : 9 по объему
(общий объем 200 мкл) в конечных концентраци-
ях 0.3–100 мкМ. В качестве отрицательного кон-
троля вместо тестируемого пептида вносили ана-
логичный объем среды Мюллера–Хинтона (для
C. albicans – среды Сабуро). В качестве положи-
тельного контроля вместо тестируемого пептида
вносили аналогичный объем водных растворов
AgNO3 или хлоргексидина (ХГ) в соответствую-
щих разведениях, так же как и для пептидов, в ко-
нечных концентрациях 0.3–100 мкМ. Инкубацию
проводили в течение 24 ч при 37°С и 560 об/мин
на шейкер-инкубаторе (Kuhner LT-X, АБТЕК,
Россия). В нулевой точке и через 2, 4, 5, 6, 7, 8 и
24 ч после начала инкубации измеряли оптиче-
скую плотность суспензии на планшетном спек-
трофотометре iMark™ (Bio-Rad, США) при длине
волны 595 нм. Результаты выражали в виде сред-
него значения оптической плотности клеточной
суспензии в трех независимых экспериментах,
выполненных в двух повторах. Среднестатисти-
ческая ошибка (или стандартное отклонение зна-
чений экспериментальных данных) при этом не
превышала 15–30%. Стандартное отклонение (S)
рассчитывали по формуле:

где n – число измерений, xi – i-тый элемент вы-
борки, xm – среднее арифметическое значение
выборки.

Расчет МПК50. Исходя из полученных средних
значений оптической плотности суспензий кле-
точных культур, определяли величины относи-
тельной степени роста культуры микробных кле-
ток (Np/N0) в виде отношения оптической плот-
ности микробных частиц после добавления
пептидного препарата (Np) к оптической плотно-
сти в контрольной культуре (N0). Концентрацию

( )2

1

1 ,
n

i m
i

S x x
n =
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пептида, при которой величина относительной
степени роста культуры микробных клеток со-
ставляла 50%, определяли по кривым зависимо-
сти величины относительной степени роста куль-
туры микробных клеток (Np/N0) в процентах от
концентрации пептидов [25].

Фотометрический метод оценки гемолитической
активности антимикробных пептидов в отношении
эритроцитов человека. Гемолитическую актив-
ность исследуемых пептидов тестировали в отно-
шении свежих эритроцитов человека согласно
ранее опубликованным методикам [25, 27, 36].
Образец крови для получения эритроцитов был
предоставлен ООО “Лаборатория Гемотест” (Но-
восибирск, Россия).

Метод основан на измерении оптической
плотности при длине волны 540 нм в надосадоч-
ной жидкости, полученной после центрифугиро-
вания суспензии эритроцитов, поскольку при
разрушении эритроцитов вышедший из клеток
гемоглобин придает среде характерную красную
окраску, сохраняющуюся после осаждения эрит-
роцитов. Свежие эритроциты человека трижды
промывали фосфатно-солевым буфером (PBS:
10 мМ Na2HPO4, 1.76 мМ K2HPO4, pH 7.4), содер-
жащим 173 мМ NaCl и 2.7 мМ KCl. К 50 мкл сус-
пензии эритроцитов в PBS добавляли растворы
пептидов в виде двукратных серийных разведе-
ний до конечного объема 100 мкл и концентрации
суспензии эритроцитов 4% (по объему, за 100%
принимали объем суспензии осажденных цен-
трифугированием эритроцитов), инкубировали в
течение 30 мин при 37°С. После центрифугирова-
ния и отделения осадка измеряли оптическую
плотность надосадочной жидкости при длине
волны 540 нм. За 100% гемолиза принимали опти-
ческую плотность раствора, полученную при дей-
ствии на эритроциты 10%-ного раствора тритона
Х-100. За 0% принимали оптическую плотность,
полученную при действии на эритроциты “холо-
стого” буферного раствора, не содержащего пеп-
тидных проб. Гемолитический анализ проводили
дважды с использованием одного образца крови
человека. Данные представлены как среднее зна-
чение ± стандартные отклонения трех независи-
мых экспериментов. Средняя ошибка экспери-
мента при этом не превышала 15–20%.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В данной работе синтезированы три новых ан-
тимикробных пептида XFXXFFXXFF (X5F5) (X –
Arg, Lys или His), обладающих “круговым” типом
амфипатичности (САМП-КТА), изучены анти-
микробные и гемолитические свойства синтези-
рованных пептидов в зависимости от их катион-
ного аминокислотного состава (аргинина, лизина
или гистидина) в сравнении с тремя антимикроб-
ными пептидами XXXXXXXXXFF (X9F2) с “ли-
нейным” типом амфипатичности (САМП-ЛТА).

Показано, что все исследуемые САМП-КТА
обладают ярко выраженной антибактериальной
активностью (в отношении S. aureus, E. coli, S. en-
terica, P. aeruginosa) и меньшей фунгицидной ак-
тивностью (в отношении C. albicans). Напротив,
антибактериальная активность САМП-ЛТА су-
щественно ниже их фунгицидной активности. По
отношению к бактериальным клеткам наиболь-
шая антибактериальная активность выявлена у
пептидов, содержащих в качестве катионных со-
ставляющих остатки аргинина (R5F5, R9F2), а
наименьшая – у пептидов с остатками гистидина
(H5F5, H9F2).

По отношению к грибковым культурам, на-
против, наибольшей фунгицидной активностью
обладают пептиды, содержащие в качестве кати-
онных составляющих гистидиновые остатки
(H5F5, H9F2).

В экспериментах с лизисом эритроцитов чело-
века показано, что гемолитическая активность
САМП-КТА превышает активность САМП-ЛТА.
Наименьшей токсичностью к эритроцитам обла-
дают лизин-содержащие пептиды (K5F5, K9F2), а
наибольшей – гистидин-содержащие пептиды
(H5F5, H9F2).

Несмотря на относительно высокую гемоли-
тическую активность, средняя бактериальная се-
лективность исследованных пептидов X5F5 оста-
ется достаточно высокой (СГ ТИ ≈ 10), за исклю-
чением пептида H5F5, содержащего остатки
гистидина (СГ ТИ = 0.5). В то же время селектив-
ность гистидин-содержащего пептида H5F5 по
отношению к клеткам грибов (ТИ = 2.7) в 5 раз
выше его селективности по отношению к бакте-
риальным клеткам, но в 200 раз ниже фунгицид-
ной селективности гистидин-содержащего пеп-
тида H9F2 (ТИ = 571.4), обладающего “линей-
ным” типом амфипатичности.

Таким образом, учитывая высокую антибакте-
риальную активность САМП-КТА и несмотря на
их повышенную гемолитическую активность,
можно рекомендовать их аргининин и лизин-со-
держащие производные (R5F5, K5F5) в качестве
перспективных антимикробных препаратов, по-
скольку в этом случае для получения одинакового
терапевтически значимого эффекта требуется
меньшая концентрация, а следовательно, и мень-
шее количество пептидного препарата по сравне-
нию с аналогичными препаратами из группы
САМП-ЛТА. Для создания противогрибковых
препаратов наиболее перспективны пептиды из
группы САМП-ЛТА, содержащие в качестве ка-
тионных групп аминокислотные остатки гисти-
дина (H9F2).
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Synthetic Antimicrobial Peptides. IV. The Effect of Cationic Groups of Lysine, Arginine 
and Histidine on the Antimicrobial Activity of Peptides with a “Circular” 

Type of Amphipathicity

N. V. Amirkhanov*, #, A. V. Bardasheva*, N. V. Tikunova*, and D. V. Pyshnyi*
#Phone: +7 (383) 363-51-35; e-mail: nariman@niboch.nsc.ru

*Institute of Chemical Biology and Fundamental Medicine, Siberian Branch of RAS, 
prosp. Akad. Lavrentieva 8, Novosibirsk, 630090 Russia

The antimicrobial and hemolytic activity of synthetic antimicrobial peptides (SAMP) XFXXFFXXFF
(X5F5) with a “circular” (helical or cyclic) type of amphipathicity (CTA) containing cationic amino acid resi-
dues of arginine, lysine, or histidine (X = Arg, Lys, or His) was studied. It was shown that, in general, such
peptides, when compared with SAMP XXXXXXXXXFF (X9F2), which have a “linear” type of amphipathi-
city (LTA), exhibit more than 8 times greater antibacterial and approximately 2 times less antifungal activity.
It was found that peptides containing arginine residues as cationic components have the highest antibacterial
activity, and peptides with histidine residues have the lowest antibacterial activity. In relation to fungal cul-
tures of Candida albicans, on the contrary, peptides containing histidine residues as cationic components
have the highest fungicidal activity. It was shown that the studied X5F5 peptides, regardless of their cationic
composition, have increased hemolytic activity (20–60% hemolysis at 500 μM peptide concentration in the
medium) compared to peptides X9F2 with a “linear” type of amphipathicity (no more than 4% hemolysis at
the same peptide concentrations). Despite their relatively high hemolytic activity, the average bacterial selec-
tivity of the studied X5F5 peptides remains quite high, the average geometric therapeutic index (AG TI) for
which is about 10, except for the H5F5 peptide containing histidine residues (AG TI = 0.5). At the same time,
the selectivity of the histidine-containing peptide H5F5 with respect to fungal cells (TI = 2.7) is 5 times higher
than its selectivity with respect to bacterial cells, but 200 times lower than the fungicidal selectivity of the his-
tidine-containing peptide H9F2 (TI = 571.4), which has a linear amphipathic type. Taking into account the
increased antibacterial activity of drugs based on SAMP X5F5 with a “circular” type of amphipathicity, it is
recommended to use peptides containing arginine (R5F5) and lysine amino acid residues (K5F5) as cationic
groups to create antibacterial drugs, and to create antifungal agents based on SAMP X9F2 with a “linear” type
of amphipathicity, containing histidine amino acid residues as cationic groups (Н9F2).

Keywords: synthetic antimicrobial peptides, amphiphilicity, “linear” amphipathicity type, “circular” amphipathi-
city type, hemolytic activity, selectivity, antimicrobial activity, fungicidal activity, Candida albicans, Staphylo-
coccus aureus, Escherichia coli, Salmonella enterica, Pseudomonas aeruginosa
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