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Abstract 
Understanding how cell-penetrating peptides interact with membrane is significant in biomedi-
cine. In this article, we study the interactions between R9 peptides with asymmetric membranes 
by using coarse-grained molecular dynamics simulations. We find that it is very difficult for one 
peptide to cross over the lipid bilayer spontaneously. Only when the concentration of antibacterial 
peptide reaches a threshold can the asymmetric membrane form a hydrophilic circular pore, and 
the antibacterial peptide pass through the porous membrane along the pore channel, due to the 
synergistic effect of antimicrobial peptides and the enhancement of the electrostatic interaction 
between the antimicrobial peptides and the phospholipid membrane. With the increase of peptide 
concentration, the number of penetrating peptides also increases. Our research can better help to 
understand the mechanism of antimicrobial peptides penetrating the cell membrane and provide 
some help for the delivery of drugs. 
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摘  要 

了解穿膜肽与细胞膜的相互作用在生物医学中具有重要意义。本文我们用粗粒化分子动力学模拟的方法研

究了R9抗菌肽与非对称细胞膜之间的相互作用，发现单个抗菌肽自发穿透磷脂膜十分困难，只有当抗菌肽

的浓度达到一个阈值，非对称膜形成一个亲水性的环形孔，随后抗菌肽沿此孔道穿过磷脂膜。这是由于抗

菌肽协同效应及其与磷脂膜之间静电相互作用增强所致。随着抗菌肽浓度的增加，抗菌肽穿过的个数也随

之增加。该研究能够帮助理解抗菌肽穿透细胞膜的机制，并对药物设计和药物传递有一定的意义。 
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1. 引言 

由于穿膜肽(CPPs)自身或者通过与配体相结合的方式能够穿透细胞膜并传递活性分子，最近得到了

理论和实验研究者越来越多的关注[1] [2] [3]。短链氨基酸通常具有很高的阳离子性和亲水性，与其他肽

(如转录反式激活因子肽(TAT)或多溶素)相结合，可以更有效地穿透细胞膜[4]。由于富含精氨酸的肽能够

促进生物活性分子进入细胞，该特性使它们有望成为实现药物传递的代表，因此研究聚精氨酸肽的输运

机制是非常必要的。这些年来，科研工作者在实验和理论上做了很多有关抗菌肽转运的工作。例如有研

究报道，通过微胞饮吸收可以内化富精氨酸肽[5]。一些实验结果也表明，增加对大脑磷脂层的渗透可以

诱导反胶束的形成[6]。尽管科学家研究了多种穿膜肽，但富精氨酸肽穿膜的潜在机制仍不很清楚，进入

细胞的确切途径仍未完全地研究透彻。 
除了穿膜肽的特性，细胞膜的特性在穿透过程中也起着非常重要的作用。之前的一些研究认为生物

膜是对称的[7]，然而大部分的真核细胞膜是非对称的。比如，人类红细胞磷脂双分子层的外层是由卵磷

脂、鞘磷脂、糖脂组成，而内层则由磷脂酰乙醇胺、磷脂酰肌醇、磷脂酰丝氨酸组成[8] [9]。这样的非对

称磷脂膜可以影响生物行为，比如巨噬细胞的识别[10]。因此我们认为深入研究穿膜肽对非对称磷脂双分

子层的穿透是十分必要的。相较于其他穿膜肽而言，聚精氨酸肽具有更高的穿透效率，因此一直是研究

的焦点。Li 等人[11]的研究表明多聚精氨酸肽能够通过协作的方式携带纳米颗粒渗透到非对称膜。最近

在研究纳米颗粒和生物膜的相互作用时，粗粒化分子动力学模拟已成为一个强大且不可缺少的工具[12] 
[13] [14]。本研究中我们将使用这种方法研究 R9 抗菌肽的浓度和膜的不对称程度对转运机制的影响，从

分子水平上阐释多肽与非对称膜相互作用的机制，为药物传递提供了一些理论指导。 

2. 模型和方法 

相较于全原子分子动力学模拟而言，粗粒化分子动力学具有更大的空间和时间尺度，因此我们使用

粗粒化分子动力学方法探究穿膜肽与生物细胞膜的相互作用机理[15] [16]。本文中，我们将使用 Martini
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粗粒化力场研究聚精氨酸的转运过程[17]。该力场定义了四种粒子类型，即极性(P)、非极性(N)、近极性

(C)、带电(Q)。根据氢键能力，在每一种主要类型中又存在着相应的子类型，并可用一或两个字母表示，

即给体(d)、受体(a)、给受体(da)、非给受体(o)。用数字来表示极性的程度(从 1 到 5 分别代表着低极性到

高极性)。需要特别说明的是，由于粗粒化力场中平滑能量势垒的存在，系统所经历的有效时间比模拟采

样时间要长 4 倍[4]。因此本工作我们用有效时间进行模拟。 
接下来我们将构建模拟所需要的模型。首先，从网址 http://crdd.osdd.net/raghava/cppsite/下载原子结

构的 R9 抗菌肽[18]。然后，将 Martini 力场拓展到蛋白质的脚本 martinize.py，并把全原子结构的抗菌肽

转化为粗粒化的抗菌肽[19]。然后，将这个粗粒化的结构在水溶液中模拟 100 ns。每一个精氨酸被映射成

三种珠子，分别是：主链珠子(P5)和侧链珠子(Qo 和 Qd)，见图 1。由于侧链中 Qd 类型的珠子含有一个

正电荷，因此整个 R9 抗菌肽就有 9 个正电荷。聚精氨酸抗菌肽的成键相互作用参数包括：键长、键角和

二面角的势能函数；非键相互作用参数包括范德华相互作用势能函数和静电相互作用势能函数。Takechi
等人[20]发现当 69 个精氨酸与阴离子磷脂大单层囊泡相互作用时，这种短链聚精氨酸保持其圈型结构不

变。由于 R9 抗菌肽是个只有 9 个精氨酸的肽，所以我们没必要考虑模拟过程中其螺旋结构的改变。 
为了模拟抗菌肽和接近人体真实存在的磷脂膜相互作用的机制，我们采用非对称的人红细胞膜模型

[8]。这种膜包含三种类型的磷脂分子，分别是：二棕榈酰磷脂酰胆碱(DPPC)、二棕榈酰磷脂酰乙醇胺

(DPPE)、二棕榈酰磷脂酰丝氨酸(DPPS)。图 2 展示了基于 Martini 粗粒化力场，将全原子的磷脂分子映射

成粗粒化的模型[21]。对于 DPPC、DPPE、DPPS 这三种膜的磷脂胆碱基依次粗粒转化成了 Qo、Qd 和

P5 类型的珠子。磷脂分子的磷酸基、甘油基、碳尾分别用 Qa，Na 和 C1 这三种类型的珠子表示。在 Martini
粗粒化力场下，脂质成键相互作用和非键相互作用的表达式和参数见表 1。我们仿照人红细胞膜构建了

磷脂膜，在磷脂双分子层的外层有 DPPC 和 DPPE 两种磷脂分子，它们的比例是 9:1；在磷脂双分子的内

层，有 DPPC、DPPE 和 DPPS 三种磷脂分子，它们的比例是 3:5:2。 
首先用 insane.py [22]脚本构建一个尺寸为 12.5 × 12.5 × 18 nm3的立方体盒子，其中包含 510 个粗粒化

磷脂分子和将近 11,000 个水珠子。为了防止在低温环境下 Martini 水溶液的虚假凝结，又加入 1000 个“防

冻剂”(WF)水珠子。磷脂分子的数目和之前研究的磷脂数目 512 很相近[23]。为保持系统的中性，加入相

应数目的钠离子，详细情况见表 2。随后对体系进行 200 ns 的 NPT 平衡，时间步长设置为 20 fs。通过

V-rescale 热浴方法将温度控制在 323 K，弛豫时间 0.1 ps；用 Parrinello-Rahman 方法将压强控制在 1 bar，
时间常数设置为 12 ps。范德瓦尔斯(VDW)相互作用的截断半径是 1.2 nm。对于静电相互作用，采用的是

Particle Mesh Ewald (PME)方法[24]，介电常数设置为 15。之后将 R9 抗菌肽和上面模拟好的磷脂膜组合在

一起，重新构建一个立方体盒子(图 2)。如图所示，R9 抗菌肽和磷脂膜的质量中心在 Z 轴方向上的距离是

4 nm。在该方向上，模拟盒子被固定在 18 nm。随后我们采用最陡下降法对体系进行能量最小化。然后进

行一个 200 ns 的平衡模拟。在平衡模拟中，为了更好的平衡水和离子，我们用一个 1000 KJ mol−1nm−2的 
 

 
Figure 1. Mapping of R9 peptide in the framework of the Martini force field 
图 1. R9 抗菌肽在 Martini 力场下的映射模型 
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(a)                                               (b) 

Figure 2. (a) Mapping of lipid molecules in the framework of the Martini force field. (b) Detailed information of the simula-
tion box (red, green and yellow represent DPPC DPPE DPPS, respectively.) 
图 2. (a) 磷脂分子在 Martini 力场下的映射模型，(b) 模拟盒子的详细信息(红色、绿色、黄色分别代表 DPPC、DPPE、
DPPS) 
 
Table 1. Detailed description of the lipid model in the Martini CG force field 
表 1. Martini 粗粒化力场下磷脂模型的详细参数 

相互作用形式 类型 表达式 参数 

成键相互作用 
L-J 势 ( )

12 6

4 ij ij
LJ ijU r

r r
σ σ

ε
    

= −    
     

 0.47 nmijσ =  

库仑能 ( )
04

i j
el

r

q q
U r

rπε ε
=  15rε =  

非键相互作用 

键能 ( )21
2b b ij bV K d d= −  

1 2
bond 1250 KJ mol nmK − −=  

bond 0.47 nmK =  

键角能 ( ) ( )
21 cos cos

2a a ijk aV K θ θ = −   
1 2

angle =25 KJ mol radK − −  

0 180θ = �  

 二面角能 ( )1 cosd d ijkl dV K nϕ ϕ = + − 
 

 

 
Table 2. Simulation system 
表 2. 模拟体系 

体系 磷脂膜带电量 抗菌肽带电量 加入反离子 相互作用机制(穿透数量) 

N1 51− 9+ 42Na+ 吸附 

N3 51− 27+ 24Na+ 吸附 

N5 51− 45+ 6Na+ 穿透(1) 

N7 51− 63+ 12Cl− 穿透(2) 

 

力限制住抗菌肽和磷脂膜的运动。最后，移除对抗菌肽和磷脂膜的限制，在 NPT 条件下进行一个长达 1000 
ns 的模拟。模拟采用的时间步长也是 20 fs，邻区列表每 10 ps 更新一次。我们用 Berendsen 热浴和压力耦

合方法将温度和压强分别控制在 323 K 和 1 bar [25]。范德瓦尔斯相互作用的截断距离是 1.2 nm，

Lennard-Jones (L-J)势在两体距离 0.9 nm 和 1.2 nm 之间平滑地变换到 0。用 PME 方法控制静电相互作用，

库仑势在两体距离0 nm和1.2 nm之间变换到0。所有的模拟都是用GROMACS 4.6.7软件包来进行的[26]，
结果用视觉分子动力学(VMD)软件包来展示[27]。为了保证结果的可靠性，所有的模拟都至少模拟 3 遍。 
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3. 结果和讨论 

我们用不同浓度 R9 抗菌肽和无张力非对称膜来研究抗菌肽和细胞膜相互作用机制。用抗菌肽与磷脂

分子的数量比来指示肽浓度，分别是：1:510；3:510；5:510；7:510。研究发现，一个和三个 R9 抗菌肽

只是吸附在细胞膜表面，并未穿透到细胞膜内(见图 3)，这是抗菌肽在低浓度下无法越过细胞膜中高能垒

的缘故。Li 等人[11]研究了单个 R9 抗菌肽与磷脂膜相互作用的平均力势(PME)，阐述了出现类似现象的

原因。 
为了更全面地理解 R9 抗菌肽和磷脂膜之间相互作用机制，我们计算了磷脂基团与 R9 抗菌肽之间的

径向分布函数(RDFs)，如图 4 所示，红色线代表磷脂的磷酸基团与抗菌肽的函数关系，绿色线代表磷脂

的甘油基团与抗菌肽的函数关系，黑色线代表磷脂的胆碱基团与抗菌肽的函数关系。RDFs 说明，R9 抗

菌肽并未停留在磷脂分子表面，而是紧紧地与磷脂头基吸附在一起。以上结果是带正电荷的 R9 抗菌肽与

带负电荷的磷酸基团相互吸引，同时排斥带正电荷的胆碱基团所导致的。He 等人[28]的研究也发现了穿

膜肽吸附在磷脂双分子层外层的现象。 
为了研究高浓度下 R9 抗菌肽与磷脂膜的相互作用，我们将肽的个数分别增加到 5 个和 7 个。模拟结

果显示，随着抗菌肽浓度增加，穿过磷脂膜的肽也相应增加(见表 2)。图 5 中，我们展示了 5 个抗菌肽与

磷脂膜相互作用的过程。如图所示，127 ns 时，其中一个 R9 抗菌肽与磷脂膜表面的磷脂头基相互作用，

并诱导膜向下弯曲；144 ns 时，磷脂膜上形成了一个环形孔(如图 6(a))，紧接着抗菌肽沿着此通道进入膜

内；147 ns 后，抗菌肽完全穿过磷脂膜，并在 151 ns 左右移动到膜底部，随后环形孔消失。借助抗菌肽

穿透磷脂膜的过程，我们可以给出抗菌肽的穿膜机制示意图(图 6(b))。从磷脂膜顶部和侧面观察，水分子

并未沿此孔道穿过细胞膜，可以推断环形孔具有亲水性。7 个 R9 抗菌肽与磷脂膜的相互作用过程如图

7 所示。由于抗菌肽的浓度增加，22 ns 时，其中一个抗菌肽快速诱导磷脂膜向下弯曲，随后抗菌肽按上

面的描述模式进入细胞膜；38 ns 时，第一个抗菌肽已完全穿过磷脂膜；41 ns 时，第二个抗菌肽开始与

磷脂膜头基相互作用。这段时间内，环形孔一直存在；54 ns 后，第二个抗菌肽也穿过磷脂膜，随后环形

孔消失。模拟结果与之前的实验结果类似，富精氨酸肽穿膜后未对细胞膜产生永久性损伤[29]。在 z 轴方

向上，抗菌肽和磷脂膜的质心距离随时间的变化进一步表明有多少抗菌肽穿过磷脂双分子层(如图 8)。 
 

 
0 ns                            200 ns                                       1000 ns 

 
0 ns                            200 ns                                       1000 ns 

Figure 3. The snapshots of interactions between one and three R9 peptides and the asymmetric membrane 
图 3. 1 个和 3 个 R9 抗菌肽与非对称磷脂膜之间的相互作用过程图 
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Figure 4. RDFs of lipid groups of each system with respect to the R9 peptides 
图 4. 每个模拟体系中的磷脂基团与 R9 抗菌肽之间的径向分布函数 

 

 
0 ns                          127 ns                      136 ns                     143 ns 

 
144 ns                        145 ns                      147 ns                     151 ns 

Figure 5. Time sequence of snapshots of interactions between five R9 peptides and the asymmetric membrane 
图 5. 5 个抗菌肽与非对称磷脂膜之间的相互作用过程图 
 

高浓度下，R9 抗菌肽可以穿透磷脂膜有两方面原因。第一个原因归结于体系中增强的静电相互作用。

由于 R9 抗菌肽浓度升高，体系中存在更多的正电荷，从而增加了磷脂双分子层下层中 DPPS 膜与抗菌肽

之间的静电吸引力。Tian 等人[8]的研究也表明，对于负电性的生物膜与阳离子纳米颗粒的相互作用体系，

静电吸引起着重要作用。另一个原因是抗菌肽的协同效应。Lee 等人[30]也研究了 PAMAM 树形分子通过

协同效应所诱导的磷脂膜弯曲，并给出了在弯曲区域穿透磷脂膜的现象。多个 R9 抗菌肽穿过磷脂膜也遵

循协同效应。总而言之，高浓度下的协同效应和增强的静电相互作用能帮助 R9 抗菌肽越过高能垒，从而

使其容易地跨过磷脂双分子层而进入细胞内部。 
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(a) 

 
(b) 

Figure 6. (a) Top view of the membrane 
at 144 ns, (b) Schematic of the peptide 
penetration mechanism 
图 6. (a) 144 ns 时非对称磷脂膜的俯视

图，(b) 抗菌肽的穿膜机制示意图 
 

 
0 ns                       22 ns                        34 ns                      35 ns 

 
36 ns                      38 ns                        41 ns                      47 ns 

 
48 ns                       49 ns                        52 ns                      54 ns 

Figure 7. Time sequence of snapshots of interactions between seven R9 peptides and the asymmetric membrane 
图 7. 7 个 R9 抗菌肽与非对称磷脂膜的相互作用过程图 

4. 结论 

本文我们使用粗粒化分子动力学模拟方法探究了 R9 抗菌肽与非对称磷脂膜之间相互作用的机制。研

究结果表明，由于高能垒存在，单个抗菌肽无法自发地越过能垒并穿过磷脂膜。然而，在多个抗菌肽与

磷脂膜相互作用体系中，由于增强的静电相互作用和多个 R9 抗菌肽的协同效应，其中一个或两个抗菌肽

能够越过能垒，并在非对称膜中形成环形的亲水性孔。随后，抗菌肽沿此孔道穿过磷脂膜。随着体系中

抗菌肽浓度的增加，肽穿过磷脂膜的数量也相应增加，穿膜时间也提前了。该结论对于在分子水平上理 
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Figure 8. Time sequence of the center of mass distance in the z direction (z-distance) between peptides and 
the membrane 
图 8. z 轴方向上抗菌肽和磷脂膜的质心距离随时间的变化 

 

解抗菌肽与磷脂膜相互作用的机制有一定的借鉴意义，对于生物学中的药物设计和药物传递也有一定的

参考价值。 
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