
Рентгеноструктурный 

анализ



1953: Cтруктура ДНК

• Уотсон и Крик предложили модель двойной спирали 



Кристаллы и дифракционная 

картина были получены 

Розалиндой Франклин



Первая структура белка

• Миоглобин.

• Получена Максом Перуцем 1958.

• Продемонстрировала

преобладание альфа-спиральной 

упаковки (75%)

155 аминокислот, ~ 17 кДа.



Упаковка белков в кристаллах обладает определенной симметрией





Требования к процедуре кристаллизации:

• Нужно около 10 mg очищенного белка.

- Различные типы хроматографии. 

• Раствор должен быть гомогенным.

- Изоформы белка и микрогетерогенности

резко ухудшают рост кристаллов

• Привести к концентрации около 20 mg/ml.

• Подходящие условия проведения эксперимента 

(контролируемая температура, отсутствие 

вибраций и т.д.). 

- Процесс роста кристалла может занять дни, 

недели и даже месяцы.



Основные концепции кристаллизации

• Изменение растворимости белка добавлением «преципитирующих 

(осаждающих) агентов»: солей, полиэтиленгликоли и т.п. 

• Контролируемым образом привести раствор белка к перенасыщению:

- Добавление преципитирующих агентов.

- Высушивание капли раствора. 

- Обмен буферными реагентами (диализ). 

• Ждать и регулярно контролировать ход процесса под микроскопом. 



Факторы, влияющие на растворимость белка

• pH

- Изменение pH влияет на зарядовое состояние 

аминокислотных остатков (напр. Asp, Glu, Lys, His, Arg),

что приводит к изменению поверхностных зарядов и, как 

следствие, – к изменению взаимодействия макромолекулы с 

водным окружением

• Добавление солей схожим образом влияет на растворимость

• Полярные растворители

- Например, полиэтиленгликоль (PEG) – связывает воду. 

• Температура

- изменение энтропийного фактора растворимости 



Серийные эксперименты

• Раствор белка смешивается с преципитирующим агентом

- Прямое достижение перенасыщения

• Простой метод:

- Легко масштабируется до уровня 100 нанолитров

за счет использования автоматов 



Precipitant solution

Диффузионные методы

• Раствор белка (~5 ml) помещается в виде капли над буферным 

растрором с высокой концентрацией преципитирующего агента

• Капля и буффер обмениваются агентом через диффузию в 

промежуточную среду (пар).

•Самый широко используемый метод



Температура:

• Обычно эксперименты проводятся в лабораториях с 

контролируемой температурой.

• Как правило, температура варьируется от 20oC до 4oC . 



аморфное гетерогенное

Типы осаждения

микрокристаллы

Опытный экспериментатор по внешнему виду осадка может 

определить, что следует изменить в условиях кристаллизации.





Роботы для кристаллизации

• Могут оперировать с каплями объемом 100 нанолитров.

- Более точные, чем человек

- Позволяют быстро сделать большее количество экспериментов 

по кристаллизации с тем же количеством белка



Кристаллизация мембранных 

белков: детергенты и LPD

(липопептидные детергенты)



Кристаллизация мембранных белков 

при помощи липидных мезофаз





Фазовая диаграмма 

моноолеина















Бицеллы





Применение бицелл



High-End: рацемическая 

кристаллография белков









Сбор данных

• Вращение кристалла для получения дифракции под 

разными углами падения излучения

• Как правило, получают около 100 дифракционных 

изображений 



Охлаждение кристалла

• Под действием интенсивного рентгеновского излучения происходит 

ионизация атомов и, как следствие, образование активных 

радикалов. Поэтому, при облучении кристалл разрушается 

• Охлаждение увеличивает время жизни кристалла за счет 

уменьшения коэффициента диффузии радикалов, а также 

скоростей хим. реакций. Сейчас практически все данные 

получаются при охлаждении кристаллов до 100 К (при помощи ж.а.)

При быстрой заморозке кристалл может стать мозаичным – то есть

разбиться на много нанокристаллов, немного по-разному 

ориентированных. Это приводит к резкому ухудшению 

дифракционной картины и, как следствие, – к уменьшению 

разрешения.

Поэтому, перед заморозкой добавляется криопротектор :

как правило, - глицерол или полиэтиленгликоль (400)



Картина дифракции от белкового кристалла

• Для дифракции характерно 

большое количество 

дифракционных максимумов, 

так как размер 

кристаллической ячейки 

составляет, как правило, от 

30 до 300 Å.





Разрешение структуры 

• >3.5 А : различима только вторичная структура белка 

(нуклеиновой кислоты) : альфа спирали, бета-листы 

(двойная спираль)

• 2-3 А (среднее) – видно большинство отдельных атомов, 

молекулы растворителя (вода и ионы).

• Около 2 А – видны альтернативные конформации а.о.

(cахарофосфатного остова)

• 1.6 А – можно различить «отверстие» в электронной 

плотности  ароматических колец

• 1.1 А – видны атомы водородов (хотя рассеяние 

происходит только на 1 электроне! )







Расчет электронной плотности в элементарной ячейке 

кристалла

• Амплитуда суммарного рассеяния от ячейки:

E (Q) = ∫ r (r) · exp ( i  r · Q) d3r

• Используя обратное Фурье-преобразование:

r (r)  = ∫ E(Q) · exp (- i  r · Q) d3Q

• В действительности, берется конечная сумма по всем 

«рефлексам» (h,l,m) :

r (r)  = Shlm E(Qhlm) · exp (- i r · Qhlm)

= Shlm |Ehlm|· exp (-i Fhlm) · exp (- i r · Qhlm)

• В эксперименте измеряется интенсивность рассеянного излучения:

Ihlm ∝ |Ehlm(Qhlm)|2

• Проблема отсутствия экспериментальной информации о фазе 

рассеянной рентгеновской волны называется

ФАЗОВОЙ ПРОБЛЕМОЙ







Методы решения фазовой 

проблемы

• 1) прямые методы:

• карты Паттерсона

• фазовые соотношения ( пол.эл.плотн)

• 2) однократное и многократное 

изоморфное замещение

• 3) однократная и многократная 

аномальная дисперсия

• 4) молекулярное замещение





Селеноцистеин и 

селенометионин



Факторы аномального 

рассеяния



Нарушение симметрии картины рассеяния 

из-за фазового сдвига при аномальном 

рассеянии







XFEL





XFEL – первые структуры 

Chapman et al., Nature 470, 73-77, 

2011

Siebert et al., Nature 470, 78-81, 

2011







In vivo protein crystallization opens new 

routes in structural biology



DOI: 

10.1126/science

.1229663



Lipidic cubic phase injector 

facilitates membrane protein serial 

femtosecond crystallography
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