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В работе исследована роль различных мембранных компонентов, фосфолипидов и липополисаха-
ридов, в процессах формирования и функционирования ионных каналов, образуемых лантибиоти-
ками класса А, низином, и класса В, циннамицином и дурамицином. Определены пороговые кон-
центрации образования ионных каналов и разрушения плоских липидных бислоев под действием
тестируемых лантибиотиков. Обнаружено, что низин способен формировать ионные каналы с про-
водимостью в диапазоне от 2 до 600 пСм при концентрации более 40 мкМ как в отрицательно заря-
женных липидных бислоях, включающих специфический адъювант мембран грамотрицательных
бактерий, Кdo2–липид A, так и в кардиолипин-содержащих мембранах. Полученные результаты
позволили выдвинуть предположение, что в модельных липидных мембранах без специфического
рецептора низина, предшественника пептидогликана грамположительных бактерий, липида II, его
роль способны выполнять Кdo2–липид A и кардиолипин. Установлено, что в концентрациях
1.5–3 мкМ циннамицин и его близкий аналог дурамицин индуцируют появление скачкообразных
флуктуаций тока, соответствующих функционированию одиночных ионных каналов с амплитудой
от 5 до 30 и от 50 до 900 пСм в мембранах из фосфатидилэтаноламина и кардиолипин-обогащенных
бислоях соответственно. На основании полученных результатов сделан вывод о зависимости кана-
лообразующей способности циннамицина и дурамицина от присутствия в мембране липидов,
склонных к формированию инвертированных гексагональных фаз и индуцирующих отрицатель-
ную спонтанную кривизну липидных монослоев.
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ВВЕДЕНИЕ
Лантибиотики – это высокоактивные неболь-

шие (до 5 кДа) термостабильные пептиды бакте-
риального происхождения. К настоящему мо-
менту описано уже более 100 пептидов, и их число
продолжает увеличиваться. Пептиды синтезиру-
ются на рибосомах в неактивной форме “пре-
пептидов”, содержащих N-концевой “лидерный
пептид”, который далее подвергается интенсив-
ной посттрансляционной модификации с обра-
зованием биологически активных пептидов [1, 2].
В ходе посттрансляционной модификации лан-
тибиотики приобретают уникальную структуру: в
составе появляются редкие аминокислоты, такие
как 2,3-дидегидроаланин (Dha), 2,3-дидегидро-
бутирин (Dhb) и α-аминомасляная кислота
(Abu), и образуются лантиониновые (Lan, между
аминокислотными остатками Ala–Ala) и метил-
лантиониновые (β-MeLan, между аминокислот-

ными остатками Ala–Abu) мостики [3, 4]. Нали-
чие редких аминокислотных остатков и кольце-
вых структур в молекулах пептидов и придает
лантибиотикам их уникальные свойства, включая
антимикробную активность и термоустойчи-
вость.

Современная классификация лантибиотиков
включает три класса, отличающиеся друг от друга
последовательностью лидерного пептида и меха-
низмом посттрансляционных модификаций: А, В
и двупептидные лантибиотики [5, 6]. На основе
заряда и размера молекул, а также последователь-
ности лидерного пептида лантибиотики класса A
дополнительно разделяют на группы АI и AII [4].
Лантибиотики группы AI содержат в своем ли-
дерном пептиде высококонсервативный домен из
аминокислот “Phe–Asn–Leu–Asp”. Посттранс-
ляционные модификации данной группы пепти-
дов выполняют белки LanB (дегидратация) и
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LanC (замыкание в цикл) [7]. Лантибиотики
группы AII характеризуется наличием в лидерном
пептиде консервативной последовательности
“Glu–Val–х–х–х–Val–Leu”, где x – любая ами-
нокислота. В составе пептидных молекул этой
группы также отмечается большое количество
остатков аспарагиновой кислоты (Asp). Процесс
посттрансляционной модификации этих пепти-
дов зависит от фермента LanM, который отвечает
за активацию как реакций дегидратации, так и за-
мыкания в цикл [7]. Лантибиотики класса B ха-
рактеризуются глобулярной и компактной струк-
турой и не имеют отрицательного заряда при ней-
тральных значениях pH [7]. Третьим классом
являются двупептидные лантибиотики, состоя-
щие из двух отдельных пептидов, каждый из ко-
торых обладает слабой антибактериальной актив-
ностью или вообще ее не имеет, а при совместном
применении становятся высоко эффективными
[7, 8]. К настоящему времени среди лантибиоти-
ков класса A и B наиболее подробно изучены ни-
зин и циннамицин/дурамицин соответственно.

Низин – катионный термостабильный и гид-
рофобный лантибиотик группы АI, который со-
стоит из 34 аминокислот [9]. Низин является
примером лантибиотика “широкого спектра дей-
ствия”, эффективного в отношении многих грам-
положительных организмов, включая Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus
[10, 11]. Грамотрицательные бактерии защищены

своей внешней мембраной, но могут стать вос-
приимчивыми к действию низина после теплово-
го шока или в сочетании с хелатором EDTA [12, 13].
Низин содержит в своей структуре четыре не-
стандартных аминокислотных остатка Dha и Dhb
и 5 колец (А, B, C, D, E), образованных одним Lan
и четырьмя β-MeLan мостиками (рис. 1а) [14].
Введение в кольцо A дополнительного положи-
тельного заряда или удаление D- и E-колец
уменьшает антимикробную активность пептида
в несколько сотен раз [14, 15]. “Шарнирный
участок”, который находится в области между
кольцами C и D [16], изменяет параллельную
ориентацию N-концевого участка низина на пер-
пендикулярную при наличии в мембране моле-
кул липида II [17], с которым преимущественно
связывается низин.

В литературе широко обсуждается гипотеза о
том, что при взаимодействии низина с липидом II
в мембране образуются сквозные поры со стехио-
метрией пептид : липид 2 : 1 [18, 19]. Показано,
что присутствие липида II в диолеоилфосфати-
дилхолиновых мембранах стабилизирует низино-
вые поры [16]. Введение низина в анионные мем-
браны из пальмитоилолеоилфосфатидилсерина
вызывает увеличение локальной концентрации
положительно заряженного пептида, по сравне-
нию с нейтральными бислоями из пальмитоило-
леоилфосфатидилхолина. Это приводит к воз-
никновению напряжения в мембране, измене-

Рис. 1. Структуры тестируемых лантибиотиков: низина (а) и циннамицина/дурамицина (б). Обозначения редких ами-
нокислот: Dha – 2,3-дидегидроаланин, Dhb – 2,3-дидегидробутирин, Abu – α-аминомасляная кислота.
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нию кривизны в этой области и, как следствие,
образованию трансмембранных пор без участия
липида II [20]. Согласно литературным данным,
низин может избирательно подавлять рост опухо-
левых клеток, индуцируя усиленный апоптоз кле-
ток и уменьшая их пролиферацию [21].

Циннамицин и дурамицин – лантибиотики
класса B, состоящие из 19 аминокислотных
остатков и отличающиеся по единственному
остатку во втором положении (Arg вместо Lys со-
ответственно) (рис. 1б). Молекулы пептидов со-
держат одно Lan и два β-MeLan кольца, а также
кольцевую структуру между аминокислотными
остатками в положении 6 и 19 [22]. Укладка моле-
кулы предполагает пространственное разделение
гидрофобного (включающего три остатка Phe) и
гидрофильного участков [22]. Конформация гид-
рофобного участка молекулы в липидном микро-
окружении меняется вследствие взаимодействия
с гидрофобными частями липидных молекул.
Циннамицин и дурамицин способны эффектив-
но подавлять рост B. subtilis, анаэробных бакте-
рий, грибов, а также некоторые вирусные инфек-
ции [23].

Считается, что механизм действия циннами-
цина и дурамицина связан с их способностью из-
бирательно связываться с фосфатидилэтанол-
амином в обогащенных этим липидом мембранах
бактериальных клеток [24–26]. При связывании
пептида и фосфатидилэтаноламина полярная
“головка” этого липида, независимо от вида при-
соединенных к липиду жирнокислотных остат-
ков, взаимодействует с карманом молекулы лан-
тибиотика между 7 и 15 аминокислотными остат-
ками, содержащими липофильные боковые цепи
[22, 27]. Стабилизация такого комплекса проис-
ходит за счет электростатического взаимодей-
ствия между аммониевой группой этаноламина и
карбоксильной группой Asp в 15 положении. Об-
разование комплексов фосфатидилэтаноламин–
лантибиотик вызывает нарушение трансмем-
бранного транспорта белков [28], индукцию про-
ницаемости мембраны для ионов, в том числе за
счет образования ионных каналов [29], а также
снижение уровня внутриклеточного кальция [30].

Учитывая, что липидное микроокружение в
процессах формирования и функционирования
различных каналов, образованных антимикроб-
ными пептидами, является ключевым фактором
[31–38], целью этой работы являлось изучение
липидной специфичности действия лантибиоти-
ков, низина, циннамицина и дурамицина. Обна-
ружено, что низин способен формировать ионные
каналы в мембранах, включающих Кdo2–липид A
или кардиолипин. Сделан вывод о зависимости
каналообразующей способности циннамицина и
дурамицина от присутствия в мембране липидов,
склонных к формированию инвертированных гек-

сагональных фаз и индуцирующих отрицатель-
ную спонтанную кривизну липидных монослоев.
Полученные результаты расширяют представле-
ния о молекулярных механизмах взаимодействия
лантибиотиков с липидными мембранами как
первичной мишенью их антимикробного дей-
ствия.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе использовали: 1,2-диолеоил-sn-гли-
церо-3-фосфохолин (ДОФХ), 1,2-диолеоил-sn-гли-
церо-3-фосфоэтаноламин (ДОФЭ), 1,2-диолеоил-
sn-глицеро-3-фосфосерин (ДОФС), 1,2-диолео-
ил-sn-глицеро-3-фосфо-(1′-rac-глицерин) (ДОФГ),
1',3'-бис-[1,2-диолеоил-sn-глицеро-3-фосфо]-
1',3'-глицерин (ТОКЛ), ди[3-дезокси-D-манно-
октулозонил]-липид A (Кdo2-липид A), низин из
Lactococcus lactis, циннамицин из Streptomyces cin-
namoneus, дурамицин из Streptoverticillium cinnamo-
neus, KCl, KOH, HEPES, пентан, этанол (Sigma-
Aldrich).

Формирование плоских липидных бислоев
проводили по методу Монтала и Мюллера путем
сведения конденсированных липидных моносло-
ев на отверстии в тефлоной пленке, разделяющей
экспериментальную камеру на два отделения [39].
Монослои формировали из ДОФХ или ДОФЭ,
эквимолярных смесей ДОФХ/ДОФС, ДОФЭ/
ДОФС, ДОФЭ/ДОФГ, ДОФХ/ТОКЛ или ДОФЭ/
ТОКЛ, а также смесей ДОФХ/ДОФС и ДОФХ/
ДОФГ, включающих 1 мол. % Кdo2–липида A.
Липидные бислои омывались 0.1 M раствором
KCl (5 мM HEPES, рH 7.4). Лантибиотики (ни-
зин, дурамицин и циннамицин) добавляли к вод-
ной фазе одного (цис-) отделения камеры из
водного раствора до концентраций, указанных
в табл. 1. Электрофизиологические измерения
проводили при комнатной температуре.

Измерение токов проводимости выполняли в
режиме фиксации потенциала на липидном бис-
лое. Подачу трансмембранного напряжения и
отведение сигнала с мембраны осуществляли
с помощью хлорсеребряных электродов, соеди-
ненных с растворами камеры через агарозные мо-
стики (1.5% агарозы в 2 М KCl). Трансмембран-
ное напряжение, вызывающее поток катионов
из цис- в транс-отделение камеры, считали поло-
жительным.

Регистрацию токов в режиме фиксации потен-
циала проводили с помощью Axopatch 200B (ча-
стота фильтрации 1 кГц) и Digidata 1440A (Axon
Instruments, США). Обработку записей транс-
мембранных токов осуществляли с применением
программного пакета Clampfit 9.0 (Axon Instru-
ments, США). Статистический анализ получен-
ных данных проводили при помощи программы
Origin 8.0 (OriginLab, США).
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В мембранах различного состава определены
пороговые концентрации лантибиотиков, приво-
дящие к появлению скачкообразных флуктуаций
тока (CC), и их концентрации, оказывающие де-
тергентное действие на бислой (CB). Проводи-
мость каналов вычисляли как отношение тока,
протекающего через одиночный ионный канал, к
приложенному трансмембранному напряжению.
Эксперименты выполнены в 4–10 независимых
повторностях, средние величины представлены в
виде среднее ± стандартное отклонение (сред-
нее ± SE).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В табл. 1 представлены характеристические

параметры действия тестируемых лантибиотиков
на липидные бислои различного состава. Уста-
новлено, что в мембранах из ДОФХ низин не спо-
собен формировать ионные каналы, а увеличение
концентрации лантибиотика до 2 мМ приводит к
разрушению (дезинтеграции) ДОФХ бислоев
(табл. 1). Замена ДОФХ на ДОФЭ не сопровожда-
ется появлением скачкообразных флуктуаций то-
ка, разрушение ДОФЭ мембран происходит при
концентрациях более 2.2 мМ. Аналогичная кар-
тина (отсутствие скачкообразных флуктуаций
тока) наблюдается при введении в состав ДОФХ
или ДОФЭ мембран различных отрицательно за-
ряженных липидов, ДОФС или ДОФГ. Однако
присутствие в мембране отрицательно заряжен-
ных липидов снижает пороговую концентрацию
детергентного действия низина до 0.6–0.7 мМ
(табл. 1). Возможной причиной является наличие
положительного заряда у низина, способствую-
щего сорбции пептида на отрицательно заряжен-
ных мембранах.

Обнаружено, что введение в ДОФХ/ДОФС
или ДОФХ/ДОФГ бислои 1 мол. % Кdo2–липид A,
липополисахарида, характерного для наружной

мембраны грамотрицательных бактерий, приво-
дит к появлению скачкообразных флуктуаций
трансмембранного тока при концентрации лан-
тибиотика около 50 мкМ. На рис. 2а, 2б представ-
лены примеры записей флуктуаций трансмем-
бранного низин-индуцированного тока, проте-
кающего через ДОФХ/ДОФС и ДОФХ/ДОФГ
бислои, включающие 1 мол. % Кdo2–липида A,
при трансмембранном напряжении 100 мВ. Вид-
но, что низин индуцирует образование ионных
каналов различной амплитуды. Их проводимость
при трансмембранном напряжении 100 мВ варьи-
рует в диапазоне от 2 до 600 пСм. Нарушение
электрической стабильности ДОФХ/ДОФС или
ДОФХ/ДОФГ мембран, содержащих 1 мол. %
Кdo2–липида A, под действием низина происхо-
дит при концентрациях лантибиотика более 0.3 мМ
(табл. 1).

Обнаружено, что в концентрациях 35–40 мкМ
низин также способен формировать ионные ка-
налы в мембранах, обогащенных кардиолипи-
ном. На рис. 2в, 2г показаны примеры записей
ступенеобразных флуктуаций тока, протекающе-
го через ДОФХ/ТОКЛ и ДОФЭ/ТОКЛ мембраны
в присутствии низина. Анализ наблюдаемых
скачкообразных флуктуаций трансмембранного
тока свидетельствует о каналах с проводимостью
в диапазоне от 5 до 500 пСм при трансмембран-
ном напряжении 100 мВ. Дальнейшее повыше-
ние концентрации лантибиотика вызывает рост
числа скачкообразных флуктуаций трансмем-
бранного тока, а при повышении концентрации
до 0.5 мМ наблюдается разрушение бислоев (табл. 1).

Сопоставление результатов измерения спо-
собности низина индуцировать скачкообразные
флуктуации тока, соответствующие функциони-
рованию одиночных ионных каналов, в мембра-
нах различного состава позволило сделать заклю-
чение, что в отсутствие в мембране липида II

Таблица 1. Пороговые концентрации тестируемых лантибиотиков, характеризующие их каналообразующую
(СC, мкМ) или детергентную активность (СB, мкМ) в модельных липидных мембранах различного состава

Состав мембраны
Низин Циннамицин Дурамицин

СC СB СC СB СC СB

ДОФХ – >2000 – >10 – >12
ДОФХ/ДОФС – >700 – >14 – >13
ДОФХ/ДОФС/Кdo2–липид A 50 ± 10 >300 – – – –
ДОФХ/ДОФГ/Кdo2–липид A 55 ± 15 >300 – – – –
ДОФХ/ТОКЛ 40 ± 10 >500 1.7 ± 0.6 10 ± 2 1.9 ± 0.5 12 ± 2
ДОФЭ – >2200 1.9 ± 0.5 10 ± 2 2.2 ± 0.6 15 ± 2
ДОФЭ/ДОФС – >600 1.6 ± 0.4 9 ± 1 2.8 ± 0.4 14 ± 1
ДОФЭ/ДОФГ – >700 1.5 ± 0.6 10 ± 2 2.9 ± 0.5 10 ± 2
ДОФЭ/ТОКЛ 35 ± 5 >600 1.5 ± 0.5 9 ± 2 2.1 ± 0.6 12 ± 2
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Рис. 2. Записи флуктуаций трансмембранного тока, протекающего через образованные низином ионные каналы
в липидных бислоях из ДОФХ/ДОФС/Кdo2–липид A (а), ДОФХ/ДОФГ/Кdo2–липид A (б), ДОФХ/ТОКЛ (в) и
ДОФЭ/ТОКЛ (г). Мембраны омываются 0.1 M раствором KCl (5 мМ HEPES, рH 7.4). Штриховые линии соответству-
ют 0 пА. Трансмембранное напряжение составляет 100 мВ.
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(предшественника пептидогликана грамположи-
тельных бактерий), специфическими рецепторами
низина могут выступать отрицательно заряжен-
ные липиды, имеющие более четырех углеводо-
родных цепей, а именно Кdo2–липид A (липопо-
лисахарид грамотрицательных бактерий) и ТОКЛ
(распространенный компонент бактериальных и
митохондриальных мембран).

Установлено, что циннамицин при введении в
омывающий мембрану раствор до концентрации
10 и 14 мкМ не увеличивает ионную проницае-
мость ДОФХ и ДОФХ/ДОФС бислоев соответ-
ственно (табл. 1). Дальнейшее увеличение кон-
центрации лантибиотика вызывает дестабилиза-
цию мембран указанного состава. Аналогичная
ситуация наблюдается и для близкого аналога
циннамицина, дурамицина. Увеличение отрица-
тельной кривизны при замене ДОФХ на ДОФЭ
[40, 41] (как в однокомпонентных мембранах, так
и в бислоях, сформированных из бинарных сме-
сей с отрицательно заряженными липидами
ДОФС или ДОФГ) сопровождается появлением
ионных каналов, образованных лантибиотиками.
Скачкообразные флуктуации трансмембранного
тока в ДОФЭ мембранах наблюдаются при кон-
центрации циннамицина/дурамицина около 2 мкМ,
а разрушение ДОФЭ бислоев происходит при
увеличении концентрации лантибиотиков до 10–
15 мкМ (табл. 1). Записи флуктуаций тока, со-
ответствующих открыванию и закрыванию ин-
дуцированных циннамицином и дурамицином
одиночных ионных каналов в ДОФЭ бислоях,
представлены на рис. 3а, 3г соответственно. Ана-

лиз большого числа скачкообразных флуктуаций
тока демонстрирует, что при трансмембранном
напряжении 100 мВ проводимость ионных кана-
лов варьирует от 5 до 30 пСм. В случае ДОФЭ/
ДОФС и ДОФЭ/ДОФГ бислоев скачкообраз-
ные флуктуации наблюдаются при концентра-
ции около 1.5  и 3 мкМ для циннамицина и дура-
мицина соответственно, а разрыв мембраны
происходит при концентрациях пептидов более
10 мкМ.

Обнаружено, что введение ТОКЛ в состав бис-
лоев из ДОФХ также сопровождается появлением
ионных каналов. В мембранах указанного состава
скачкообразные флуктуации тока наблюдаются
при концентрации циннамицина и дурамицина
1.7 и 1.9 мкМ соответственно (табл. 1). В близких
концентрациях (от 1.5 до 2.0 мкМ) циннамицин и
дурамицин проявляют каналообразующую спо-
собность в ДОФЭ/ТОКЛ бислоях. На рис. 3б, 3в,
3д, 3е показаны примеры записей ступенеобраз-
ных флуктуаций трансмембранного тока, проте-
кающего через ДОФХ/ТОКЛ и ДОФЭ/ТОКЛ
мембраны в присутствии тестируемых лантибио-
тиков. Из рис. 3б, 3в, 3д, 3е видно, что флуктуации
тока характеризуются различной амплитудой, и
проводимость циннамицин- и дурамицин-инду-
цированных ионных каналов при трансмембран-
ном напряжении 100 мВ варьирует от 50 до
900 пСм соответственно. Как и в случаях мембран
другого липидного состава, разрушение ТОКЛ-
содержащих бислоев происходит при достиже-
нии циннамицином и дурамицином концентра-
ции более 10–12 мкМ.
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Как следует из табл. 1, циннамицин и дурами-
цин не проявляют активности в отношении
бислоев, которые не включают липиды, характе-
ризующиеся формой инвертированного конуса и
индуцирующие отрицательную спонтанную кри-
визну липидных монослоев, в частности, фосфа-
тидилэтаноламин и кардиолипин.

Таким образом, полученные в работе результа-
ты указывают на вероятность формирования
ионных каналов низином в отсутствие липида II.
В этом случае ключевым фактором формирова-
ния ионных каналов лантибиотиком может яв-
ляться специфическое взаимодействие низина
с Кdo2–липид A или ТОКЛ. Обнаруженное пре-
имущественное взаимодействие низина с кар-
диолипином может объяснять противоопухоле-
вое действие этого лантибиотика. Каналообразу-
ющая активность циннамицина и дурамицина
зависит от формы мембранообразующих липи-
дов: обязательным условием формирования ион-
ных каналов является наличие липидов, характе-
ризующихся формой инвертированного конуса и
индуцирующих отрицательную спонтанную кри-
визну липидных монослоев, в частности, ДОФЭ
и ТОКЛ. Полученные результаты расширяют
представления о молекулярных механизмах взаи-
модействия лантибиотиков с липидными мем-

бранами как первичной мишенью их антибакте-
риального и противоопухолевого действия.

Конфликт интересов. Авторы заявляют, что у
них нет конфликта интересов.
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Dependence of the Channel-forming Ability of Lantibiotics 
on the Lipid Composition of the Membranes

S. S. Efimova1, *, E. V. Shekunov1, D. A. Chernyshova1, A. A. Zakharova1, O. S. Ostroumova1

1Institute of Cytology Russian Academy of Science, St. Petersburg, Russia
*e-mail: efimova@incras.ru

The role of various membrane components, phospholipids and lipopolysaccharides, in the formation and
functioning of ion channels formed by lantibiotics of class A, nisin, and class B, cinnamycin and duramycin,
was investigated. The threshold concentrations of lantibiotics to form ion channels and to disintegrate planar
lipid bilayers were determined. It was found that nisin was able to form ion channels of conductance in the
range from 2 to 600 pS at a concentration more than 40 μM in both negatively charged lipid bilayers, includ-
ing a lipopolysaccharide of the outer membranes of gram-negative bacteria, Kdo2-lipid A, and cardiolipin-
containing membranes. The results obtained suggest that in model lipid membranes lacking lipid II, a pre-
cursor of peptidoglycan of gram-positive bacteria, Kdo2-lipid A and cardiolipin can play the role of specific
nisin receptors. It was found that cinnamycin and its close analogue duramycin at concentrations of 1.5–3 μM in-
duced step-like current f luctuations corresponding to the functioning of single ion channels with an ampli-
tude of 5 to 30 and 50 to 900 pS in membranes made from phosphatidylethanolamine and cardiolipin-en-
riched bilayers, respectively. Based on the obtained results, it was concluded that the channel-forming ability
of cinnamycin and duramycin depends on the presence in the membrane of lipids prone to the formation of
inverted hexagonal phases and inducing negative spontaneous curvature of lipid monolayers.

Keywords: lantibiotics, nisin, cinnamycin, duramycin, lipid bilayers, liposomes, ion channels
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