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Аннотация. В статье в историческом ключе обсуждаются принципы со-
временных методов структурной биологии: рентгеноструктурного анализа, 
спектроскопии ядерно-магнитного резонанса и просвечивающей электронной 
микроскопии, ‒ использующихся для расчета атомных структур молекул и ма-
кромолекулярных комплексов. В последние десятилетия структурные методы 
претерпели бурное развитие, что выразилось в определении новых атомных 
структур различных белков и их комплексов.

Вступление

Структурная биология является разделом молекулярной био-
логии, биохимии и биофизики и изучает структуры биологиче-
ских макромолекул, в том числе белков и нуклеиновых кислот. 
Структура белка изучается на разных уровнях: первичная, вто-
ричная, третичная, четвертичная. Протеомика изучает первич-
ную структуру белка, последовательность аминокислот в поли-
пептидной цепи. Мы можем считать, что в идеальном случае эта 
структура является одномерной. Однако в цитоплазме клетки при 
элонгации полипептидная цепь мгновенно приобретает много-
мерное представление: альфа-спирали или бета-листы, субдоме-
ны, домены располагаются в пространстве и удерживаются водо-
родными, электростатическими, ван-дер-ваальсовыми связями.

В течение XX в. структурная биология преуспела в получении 
огромных количеств информации и теперь имеет очень реальный 
потенциал для впечатляющего прорыва, основанный на суще-
ствующих структурных знаниях. Ключевой элемент этих знаний, 
ведущих к медицинскому и биотехнологическому применению – 
структурное понимание биологических механизмов при атомном 
разрешении. К 2017 г. уже расшифровано более 130 000 третич-
ных и четвертичных структур белков, в их числе крупные моле-
кулярные машины, рибосома [1], мембранные белки [2, 3], белки 
цитоскелета [4], ферменты и др. Вслед за геномикой, протеоми-
кой, транскриптомикой и метаболомикой появилась отрасль нау-
ки «структурная протеомика».
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Интересно отметить, что начиная с 1901 г. по 2016 г., 67 Но-
белевских премий получили структурные биологи (28 премий по 
химии и 39 по физиологии и медицине). Рискну предположить, 
что в 2017 г. одну из премий дадут за впечатляющие исследования 
с применением криоэлектронной микроскопии (криоПЭМ).

Оптимисты считают реальной возможность получить более 
или менее полную реконструкцию всех процессов в живых ор-
ганизмах, расшифровать архитектуру белков и их функций к се-
редине XXI в. Это означает не только понимание структуры ин-
дивидуальных макромолекул и их взаимодействий с лигандами, 
но также межмакромолекулярных взаимодействий в сложных 
многомолекулярных образованиях. Изменение конформационно-
го состояния белка отражается на его функциональной активно-
сти [5]. Знание структуры макромолекулярных комплексов дает 
возможность интерпретировать конформационные изменения в 
молекулярных машинах при активации и ингибировании.

Рассмотрим подробнее методы, использующиеся для получе-
ния структурной информации. Рентгеноструктурный анализ не 
является единственным структурным методом, но он был пер-
вым, открытым в XX в. и, как ожидается, будет оставаться одним 
из центральных игроков и в XXI в. В XX в. также были разрабо-
таны такие структурные методы, как криоПЭМ (80-е годы), ядер-
но-магнитный резонанс (ЯМР) (90-е годы), в начале XXI в. по-
строены лазеры на свободных электронах (XFEL). С появлением 
в 90-х годах XX в. мощных компьютеров появилась возможность 
моделировать структуры и функциональные изменения полно-
размерных белковых молекул. Все эти подходы имеют ограниче-
ния (табл. 1), поэтому для успешного решения одной структуры 
часто необходимо применение нескольких методов.

Метод Образцы Достоинства Ограничения

Рентгеноструктур-
ный анализ

Белковые 
молекулы, 
комплексы 
белка с ну-
клеиновыми 
кислотами

Высокое разреше-
ние.
Возможность при-
менения роботов 
для кристалли-
зации

Требуется большая концен-
трация белка (5‒15 мг/мл); 
мембранные белки и гибкие 
петли плохо кристаллизу-
ются.
Конформация молекул 
может быть нарушена из-за 
межмолекулярных взаимо-
действия при формирова-
нии кристалла

Табл. 1. Сравнение современных методов в структурной биологии
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Вступление

Ядерно-магнит-
ный резонанс

Маленькие 
белковые 
молекулы

Высокое разреше-
ние.
Конформация мо-
лекулы в растворе; 
динамика молекул

Молекулярная
масса < 150 кДа.
Требуется большая концен-
трация белка.
Изотопное мечение

ПЭМ 
белко-
вых 
молекул

Дву-
мер-
ные 
кри-
сталлы

Мембранные 
белки

Мембранные 
белки. Примене-
ние роботов для 
кристаллизации.
Высокое разреше-
ние проекционной 
структуры

Требует выращивания 
кристаллов.
Поворот гониометра микро-
скопа на заданные углы.
Медленно и очень сложно.
Разрешение падает при 
переходе к трехмерной 
модели

Сим-
ме-
трич-
ные 
моле-
кулы

Вирусы, бак-
териофаги, 
спиральные 
молекулы 
(актин, 
тубулин). 
Молекулы с 
радиальной 
симметрией 
(ионные 
каналы, 
некоторые 
ферменты, 
шаперонины)

Нативная струк-
тура белка в 
растворе. 
Возможность 
изучать большие 
белки и комплексы. 
Высокое разре-
шение

Необходимость разделять 
конформации для получе-
ния высокого разрешения

Ас-
симме-
трич-
ные 
моле-
кулы

Большие 
белковые 
комплексы,
комплексы 
белка с НК

Частицы должны распола-
гаться в максимально отли-
чающихся ориентациях.
Необходимость разделять 
конформации для получе-
ния высокого разрешения

Элек-
трон-
ная 
томо-
графия

Целые клет-
ки, большие 
белковые 
комплексы, 
органеллы

Взаимодействия в 
комплексах, стро-
ение отдельных 
молекул

Низкое разрешение; силь-
ное радиационное пораже-
ние образца

Рентгеновские 
лазеры на свобод-
ных электронах

Вирусы.
Нанокри-
сталлы белка

Возможность 
изучения динами-
ческих процессов. 
нанокристаллы

Полное радиационное пора-
жение образца

Окончание таблицы

Рентгеноструктурный анализ (РСА): XX век

Рентгеновские лучи – это электромагнитные волны, которые 
занимают область спектра между гамма-излучением и коротким 
ультрафиолетом. В 1901 г. первой Нобелевской премии по физике 
удостоился Вильгельм Конрад Рентген за открытие «замечатель-
ных лучей, впоследствии названных в его честь». В структурных 
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исследованиях используются лучи с длинами волн от 0,5 до 2 Å. 
Когда на образец попадает рентгеновский луч, под действием элек-
тромагнитной волны этого луча все атомы исследуемого вещества 
становятся источниками вторичных рассеянных волн. Эти волны 
могут интерферировать, так как рассеяние таких рентгеновских лу-
чей на атомах происходит главным образом без изменения длины 
волны. В то же время межатомные расстояния по своей величине 
сравнимы с длиной волны используемого излучения. Интерферен-
ционная картина определяется особенностями взаимного располо-
жения атомов в исследуемом веществе.

В 1914 г. Нобелевская премия по физике была присуждена 
Максу фон Лауе за открытие дифракции на кристаллах. До откры-
тия, что белковые молекулы тоже можно кристаллизовать, оста-
валось еще около 20 лет (табл. 2). В 1930-х годах Дороти Ходж-
кин и Макс Перутц провели самые ранние кристаллографические 
исследования белков в Кавендишской лаборатории в Кембридже; 
однако тонкости трехмерной структуры белков были слишком 
сложны для анализа с помощью рентгеновской кристаллографии 
того времени, а процесс вычисления структур с применением 
электрических калькуляторов слишком медленным. Только в кон-
це 1940-х годов появились новые инструменты, которые можно 
было использовать для решения структуры белковой молекулы. 

Год Автор Открытие

1895 В.К. Рентген Рентгеновские лучи

1912 М. фон Лауэ Дифракция рентгеновских лучей на кристаллах

1913 У.Г. Брэгг Рентгеновский спектрометр. Изучил структуру 
кристаллов NaCl.

1949 Д.С. Ходжкин Структура пенициллина

1957 Д.С. Ходжкин Структура витамина B12

1958 Д. Кендри Стуктура миоглобина (первый глобулярный 
белок)

1960 М. Перутц Структура гемоглобина

1985 Й. Дейзенхофер, Р. Хубер, 
Х. Мичел

Структура фотореакционного центра (первый 
мембранный белок)

1998 Р. МакКиннон Структура прокариотического ионного канала 

2011 М. Юсупов Структура эукартотической рибосомы

Табл. 2. Открытия, приведшие к развитию РСА белков
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Одним из них был метод изоморфной замены, разработанный М. 
Перутцем, при котором некоторые легкие атомы в молекуле бел-
ка заменяют тяжелыми атомами. Когда эти модифицированные 
молекулы подвергаются рентгеновскому анализу, тяжелые атомы 
обеспечивают систему отсчета для сравнения дифракционных 
картин. Вторым инструментом была электронная вычислитель-
ная машина. Первый компьютер, ENIAC, начал функциониро-
вать в Филадельфии в 1945 г.; он мог выполнить расчет в десятки 
тысяч раз быстрее, чем человек с калькулятором. В 1951 г. Кем-
бриджский университет был одним из нескольких мест в мире, 
обладающих высокоскоростным (на то время) программируемым 
компьютером EDSAC, и Д. Кендри первым применил компьютер 
к решению проблемы в структурной биологии. Он в полной мере 
воспользовался вычислительными мощностями для выполнения 
сложных математических расчетов, необходимых для решения 
структуры миоглобина.

В 1958 г. Джон Кендри опубликовал структуру глобулярного 
белка миоглобина [6], а Макс Перутц – структуру более сложно-
го белка гемоглобина [7], за что ученые получили Нобелевскую 
премию в 1962 г. по химии за исследование структур глобулярных 
белков. Первая структура мембранного белка – фотореакционного 
центра – была опубликована на 27 лет позже [8], что свидетель-
ствует о большей сложности кристаллизации мембранных белков.

Кристаллизация белка

В общем случае для кристаллизации белка необходимо пе-
ресыщение раствора, означающее, что концентрация белка в ка-
пле временно выше, чем позволяет его растворимость [9]. Для 
зарождения ядер кристаллизации необходима высокая степень 
пересыщения, в то время как последующий рост кристаллов про-
исходит при небольшой степени пересыщения. Пересыщение 
может быть достигнуто уменьшением растворимости белка под 
влиянием различных физико-химических параметров: значения 
pH, ионной силы или диэлектрической проницаемости среды. 
Такое изменение, в свою очередь, достигается постепенным из-
менением состава буфера и/или концентрации солей (например, 
сульфата аммония или хлорида натрия), высокомолекулярных 
органических соединений (например, полиэтиленгликоля) или 
небольших молекул (например, этанола или других спиртов) [9]. 

Рентгеноструктурный анализ (РСА): XX век
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Конкретный состав раствора в каждом случае определяется эм-
пирически. Накопленный таким путем опыт кристаллизации во-
плотился в создании ряд коммерчески доступных кристаллизаци-
онных панелей, предназначенных для предварительного подбора 
параметров раствора.

Основным методом создания пересыщенного раствора явля-
ется метод диффузии паров [9]. Для этого в герметичном сосуде 
небольшой объем белкового раствора, имеющего низкую кон-
центрацию осадителя (например, соли), приводят в равновесие 
через газовую фазу с большим объемом противораствора, имею-
щего высокую концентрацию осадителя. Испарение растворите-
ля из капли белкового раствора приводит не только к уменьше-
нию растворимости белка вследствие повышения концентрации 
соли в капле, но и к повышению концентрации самого белка, что 
ускоряет наступление пересыщения. При этом капля с белковым 
раствором может висеть на крышке сосуда (метод «висящей кап-
ли») либо находиться в углублении над противораствором (метод 
«лежащей капли») (рис. 1). Кристаллизация мембранных белков 
[10] представляет собой более сложную процедуру, поскольку ра-
бота с мембранным доменом вводит дополнительные параметры 
в задачу подбора условий и, как правило, требует использования 
детергентов и/или липидной фазы [11].

Рис. 1. Два варианта взаиморасположения капли с раствором белка и противо-
раствора при кристаллизации методом диффузии паров: А ‒ метод «висящей 
капли»; В ‒ метод «лежащей капли».

Микрокристаллография
на синхротронном излучении

Синхротрон – это электровакуумная установка с кольцевой 
камерой, в которой частицы ускоряются до околосветовых скоро-
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стей. Синхротрон основан на резонансном принципе ускорения 
частиц. Изменение направления движения элементарных частиц 
происходит за счет системы магнитов. Во избежание быстрого 
поглощения ускоренных частиц в камере постоянно поддержи-
вается вакуум порядка 10−9 мм рт. ст. Вакуумную камеру син-
хротрона строят в виде многоугольника с поворачивающими маг-
нитами в углах. 

Преимуществами использования синхротронного излучения в 
рентгеноструктурном анализе является спектральная характери-
стика излучения, позволяющая применять широкий набор мето-
дов, основанных на монохроматическом излучении, метод Лауэ 
и методы, основанные на аномальном рассеянии рентгеновско-
го излучения на атомах серы серосодержащих аминокислотных 
остатков (цистеин, метионин) [12] или селена, замещающего серу 
в метионинах.

Большая часть имеющихся кристаллических структур бел-
ков получена с использованием следующих источников рентге-
новского излучения: Европейской установки синхротронного 
излучения (ESRF), Национального источника синхротронного 
излучения (NSLS) в Брукхейвенской национальной лаборатории 
и источника синхротронного излучения высоких энергий в Кор-
нелльском университете (CHESS).

Европейская установка синхротронного излучения (ESRF) 
является международным проектом и располагается в Гренобле 
(Франция). Установка представляет собой электронный син-
хротрон на 6 ГэВ с многочисленными каналами вывода излу-
чения из поворотных магнитов и дополнительных вставок (виг-
глеры, ондуляторы) общим числом около 40 и является самым 
высокоэнергетичным в Европе синхротроном среди источников 
синхротронного излучения. Периметр синхротрона составляет 
около 850 м (рис. 2).

Национальный источник синхротронного излучения (NSLS) 
в Брукхейвенской национальной лаборатории относится к веде-
нию Министерства энергетики США и располагается в г. Аптон, 
штат Нью-Йорк, США. Установка представляет собой электрон-
ный синхротрон на энергию около 2,5 ГэВ с многочисленными 
каналами вывода излучения общим числом более 60. Ежегодно 
установкой пользуется более 2 тысяч ученых из 30 стран мира. 
Источник синхротронного излучения высоких энергий в Корнел-
льском университете (CHESS) работает в интересах Националь-
ного института здоровья США (NIH) и располагается в г. Итака, 
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штат Нью-Йорк, США. Установка представляет собой электрон-
ный синхротрон на энергию около 5,5 ГэВ с несколькими канала-
ми вывода излучения. 

До появления синхротронных источников излучения третьего 
поколения большая часть дифракционных данных была получена 
при комнатной температуре. Однако довольно быстро стало по-
нятно, что рентгеновское излучение приводит к радиационным 
повреждениям структуры [13]. Преимущества охлаждения бел-
ковых кристаллов в процессе накопления данных были впервые 
отмечены в середине 70-х годов [14]. Было показано, что охлаж-
дение до низких температур значительно уменьшает скорость 
диффузии свободных радикалов, ответственных за вторичное по-
вреждение, и, таким образом, уменьшает восприимчивость кри-
сталла к радиации, что позволяет получить лучшее разрешение. 
Широкое внедрение криокристаллографии позволило эффектив-
нее использовать синхротронные источники третьего поколения, 
генерирующие рентгеновские пучки высокой мощности.

Одновременно такие источники подстегнули развитие микро-
кристаллографии [15]. Высокая стабильность пучка, гониометры, 

Рис. 2. Схема Европейской установки синхротронного излучения
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детекторы и рентгеновская оптика позволили проводить иссле-
дования белков и комплексов, которые образуют лишь очень ма-
лые кристаллы. В настоящее время на большинстве синхротрон-
ных источников достижимый размер пучка варьируется от 1 до 
20 мкм, что соответствует размеру кристаллов и позволяет резко 
улучшить соотношение сигнал‒шум, особенно для рефлексов вы-
сокого разрешения [16].

Несмотря на многочисленные успехи микрофокусной крио-
кристаллографии, радиационное повреждение остается фунда-
ментальным ограничением для накопления данных высокого 
разрешения в хорошо упорядоченных, но маленьких кристаллах. 
Недавнее появление рентгеновских лазеров на свободных элек-
тронах дает возможность преодолеть этот барьер и придать но-
вый импульс структурным исследованиям тех белков, которые 
плохо поддаются кристаллизации (мембранные белки, вирусы) 
или образуют нанокристаллы, размер которых недостаточен для 
получения качественной диффракционной картины.

XXI век: рентгеновские лазеры на свободных элек-
тронах и фемтосекундная кристаллография

Рентгеновские лазеры на свободных электронах генерируют 
чрезвычайно яркие и чрезвычайно короткие импульсы когерент-
ного рентгеновского излучения регулируемой мощности [17]. 
Пиковая яркость пучка такого лазера фемтосекундной длитель-
ностью превосходит яркость наиболее мощных синхротронных 
источников в миллиарды раз. Столь уникальные свойства рентге-
новского пучка открывают новые возможности в различных об-
ластях науки [18].

В структурной биологии рентгеновские лазеры позволяют про-
водить накопление данных с гораздо меньших кристаллов, чем 
это было возможно прежде, а возможно, и с одиночных молекул. 
И хотя энергия импульса такого лазера столь высока, что может 
испарить любой материал, с которым будет взаимодействовать, 
длительность этого импульса столь мала, что рассеянные фотоны 
успеют покинуть образец до начала его разрушения, вызванно-
го фотоионизацией [19]. Таким образом, дифракционные данные 
могут быть получены с неповрежденных молекул без использова-
ния низких температур (рис. 3).

Микрокристаллография на синхротронном излучении
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Спектроскопия ядерного
магнитного резонанса (ЯМР) 

Спектроскопия ядерного магнитного резонанса (ЯМР) – метод 
изучения магнитных свойств определенных атомных ядер, кото-
рый основывается на явлении ядерного магнитного резонанса. 
Внутримолекулярное магнитное поле возле атома изменяет его 
резонансную частоту, измерение которой, таким образом, по-
зволяет получить данные об электронном строении молекулы. 
Открытие этого метода также ознаменовалось присуждением 
Нобелевских премий по химии: в 1991 г. Ричарду Р. Эрнсту за 
открытие метода ЯМР и в 2002 г. Курту Вюртлиху за структур-
но-биологические исследования с помощью ЯМР.

Фундаментальным ограничением структурных исследований, 
выполняемых с помощью спектроскопии ЯМР, является необхо-
димость иметь миллиграммы изотопно-меченого белка; критиче-
ским параметром также является молекулярная масса (см. табл. 
1). Верхняя граница длины белка, для которого структура может 
быть определена, – 300–400 остатков (в зависимости от раствори-
теля). Эта верхняя граница определяется двумя обстоятельства-
ми: постепенным уширением сигналов ЯМР вследствие увели-
чивающегося размера солюбилизированного в детергенте белка 
и негативным влиянием экстенсивного изотопного мечения, не-
обходимого для получения достаточного количества структурной 

Рис. 3.
Структура
фотосистемы I
по данным 
фемтосекундной 
кристаллографии 
(из работы [51], 
с изменения-
ми). Показаны 
трансмембранные 
спирали больших 
субъединиц PsaA, 
PsaB, PsaK и PsaF  
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информации. С другой стороны, использование селективного ме-
чения может помочь в исследовании динамики белков и их взаи-
модействий.

Современный ЯМР-спектрометр состоит из сверхпроводя-
щего магнита, внутрь которого помещают образец, импульсной 
катушки (возбуждающей магнитные ядра для прецессии в задан-
ной последовательности), датчика, регистрирующего магнитные 
«отклики» атомов, усилителя, компьютеров и обслуживающего 
оборудования (рис. 4). Характерным значением магнитного поля 
является 20 тесла, что соответствует резонансной частоте прото-
на около 900 МГц.

Ряд широко используемых методов в ЯМР-спектроскопии от-
носится к так называемой 2D ЯМР-спектроскопии. Такими ме-
тодами являются корреляционная спектроскопия (COSY, HSQC, 
HMBC), J-спектроскопия, обменная спектроскопия (EXSY), а 
также спектроскопия ядерного эффекта Оверхаузера (NOESY).

Гомоядерная корреляционная спектроскопия (COSY) исполь-
зуется для идентификации ядер, соединенных друг с другом. 
Двухмерный спектр, получаемый в эксперименте COSY, пока-
зывает частоты единичного изотопа, чаще всего водорода (1H) 
по обеим осям. Спектры COSY показывают два вида пиков: ди-
агональные (имеют одинаковую частотную координату на ка-
ждой оси и выстраиваются по диагонали спектра) и кросс-пики 
(имеют разное значение для каждой частотной координаты и на-

Рис. 4. А ‒ Схема ЯМР-спектрометра А. Постоянный магнит, создающий поле 
Но. Генератор, создающий зондирующее поле Н1. Датчик, регистрирующий воз-
никновение ЯМР в образце под действием Но и Н1. Усилитель сигнала. Система 
регистрации сигнала и обработки информации. Система термостатирования об-
разца; Б ‒ ЯМР-спектрометр Bruker AVANCE III 600 Б.
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ходятся вне диагональной линии). Диагональные пики соответ-
ствуют пикам в экспериментах одномерной ЯМР, в то время как 
кросс-пики показывают связывание между парой атомных ядер. 
Кросс-пики возникают в результате переноса намагниченности, 
и их присутствие обозначает, что два атомных ядра связаны и 
имеют два разных значения химического сдвига, которые и дают 
координаты кросс-пика. Каждое связывание дает два симметрич-
ных кросс-пика над и под диагональю. Таким образом, кросс-пик 
возникает, когда существует корреляция между сигналами спек-
тра для каждой из двух осей в данных значениях. Поэтому можно 
определить, какие атомы соединены друг с другом (в диапазоне 
небольшого количества химических связей), сравнив кросс-пики 
между разными сигналами.

Гетероядерная многосвязная корреляционная спектроскопия 
(HMBC, Heteronuclear Multiple-Bond Correlation) позволяет оце-
нить дальние взаимодействия между углеродными атомами и 
протонами (как правило, через 2 или 3 связи); взаимодействия 
через 1 связь в ходе такого эксперимента подавляются. Гетеро-
ядерная одноквантовая корреляционная спектроскопия (HSQC, 
Heteronuclear Single Quantum Correlation) позволяет оценить 
магнитные взаимодействия между углеродными атомами и не-
посредственно связанными с ними протонами, т.е. для связей 
C–H. Ядерный эффект Оверхаузера (ЯЭО) состоит в изменении 
интенсивности сигнала ЯМР при взаимодействии спинов раз-
ных ядер, например X и Y. Увеличение интенсивности сигна-
ла ядер X при резонансном облучении ядер Y тем сильнее, чем 
больше вклад магнитного диполь-дипольного взаимодействия 
ядер X и Y в релаксацию ядер X. Это позволяет выявить ядра, 
находящиеся в непосредственной близости друг от друга, но, в 
отличие от корреляционных методов, не связанные химически-
ми связями. Спектроскопия ЯЭО (NOESY) позволяет опреде-
лить расстояния между всеми такими ядрами и на основе этих 
пространственных ограничений воссоздать структуру белка.

В целом сейчас имеется большое количество методик прове-
дения ЯМР-эксперимента, которые в совокупности позволяют 
получить информацию о структуре, динамике, реакционном со-
стоянии и химическом окружении молекул. Расчет структуры, 
основанный на информации о величине химических сдвигов, 
оказался очень успешен для глобулярных белков [20–22], но его 
применимость для мембранных белков до сих пор не показана. 



15

За последние годы комплексное изучение больших белков стало 
более доступным благодаря развитию методов как ЯМР-спек-
троскопии в растворах, так и твердотельной ЯМР-спектроско-
пии. Все чаще с помощью ЯМР-спектроскопии в растворах 
проводится определение структур мембранных белков, что 
свидетельствует о зрелости метода и возможности практически 
рутинного выполнения таких исследований [23]. Хотя спектры 
ЯМР симметричных олигомеров имеют преимущество в виде 
вырожденности пиков, большой размер этих олигомеров делает 
их очень сложной системой для изучения из-за большой шири-
ны сигналов. Вероятнее всего, для расчета подобных структур 
потребуется улучшение нынешних алгоритмов, которые могли 
бы оперировать с большими наборами данных о величине хими-
ческих сдвигов основной цепи, а также повышение мощности 
суперкомпьютеров.

Просвечивающая электронная микроскопия 
(ПЭМ) макромолекул

Идея создания микроскопа, в котором вместо света использо-
вался бы пучок электронов, возникла в 20-е годы прошлого века 
вместе с открытием волновых свойств электрона и развитием те-
ории корпускулярно-волнового дуализма. К середине 20-х годов 
XX в. было хорошо известно, что электромагнитное излучение 
(например, свет) обладает корпускулярными свойствами, т.е. ве-
дет себя как поток частиц. В 1924 г. французский физик, нобелев-
ский лауреат 1929 г. Луи де Бройль высказал гипотезу, что частицы 
обладают волновыми свойствами [24]. Де Бройль вычислил, что 
чем больше энергия электрона, тем короче должна быть длина его 
волны. Например, электрон с энергией 100 КэВ будет иметь длину 
волны около 0,1 Å, что равно одной десятой диаметра атома. 

Поскольку длина волны электрона в 10 раз меньше, чем диа-
метр отдельного атома, экспериментаторы стали подумывать о 
постройке микроскопа, в котором вместо света использовались 
бы электроны. Первым физиком, которому это удалось, был немец 
Эрнст Руска. В конце 20-х годов Э. Руска открыл, что магнитная 
катушка может действовать как линза для электронов. Кроме того, 
ему удалось построить магнитные линзы с таким коротким фокус-
ным расстоянием, что их можно было использовать для получения 
изображения объекта, облучаемого электронами. Самый первый 

Спектроскопия ядерного магнитного резонанса (ЯМР) 
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электронный микроскоп, разработанный Э. Руской и М. Кноллем 
в 1931 г. (рис. 5), состоял из двух последовательно расположен-
ных магнитных линз. При 15-кратном увеличении этот прибор 
был значительно менее мощным, чем современные оптические 
микроскопы, но именно он позволил установить основной прин-
цип электронной микроскопии.

В 1986 г. Э. Руска за изобретение электронного микроскопа по-
лучил Нобелевскую премию. Но уже к середине 50-х годов транс-
миссионные электронные микроскопы активно использовались в 
материаловедении, а в 60-е годы начали применяться для исследо-
вания структуры белков (табл. 3) в Европе, Америке и СССР [25]. 
Вначале ученые изучали лишь проекционные структуры молекул 
крупных белков, окрашенных негативно солями тяжелых метал-
лов (рибосомальные субъединицы, актиновые фибриллы, вирусы, 
бактериофаги). Эти изображения идентифицировали, измеряли и 
интерпретировали непосредственно на микрофотографии.

После того как исследователи догадались, что наблюдаемые 
проекции представляют собой суммарную плотность трехмер-
ного объекта, перпендикулярно направлению потока электро-
нов, стало возможным реконструировать трехмерные объекты 
по набору проекций с различными координатами. В 1968 г. при 

Рис. 5. Первый электронный микроскоп, сконструированный Э. Руской и
М. Кноллем в 1931 г. (слева), и схема его устройства (справа)
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обработке изображений отдельных частиц была получена первая 
трехмерная реконструкция биологического объекта – хвоста бак-
териофага Т4 [26]. В 1974 г. была опубликована структура вируса 
табачной мозаики [27]. Как мы можем видеть на рис. 6, первые 
трехмерные реконструкции представляли собой вырезанные из 
пенопласта или оргстекла стопки, каждый слой которых соответ-
ствовал одной проекции. Эти реконструкции фотографировались, 
и фотографии публиковались в научных журналах.

Некоторые мембранные белки (например, родопсин, аце-
тилхолин) обладают свойством образовывать кристаллические 
структуры в мембранах in vivo. Эти мембраны выделяли и изуча-
ли в электронном микроскопе. Таким образом, были установлены 
структуры ацетилхолина из электрического органа ската Торпедо 
Marmorata [28] и родопсина из пурпурной мембраны [29].

Мембранные белки, не образующие кристаллов in vivo, научи-
лись подвергать двумерной кристаллизации in vitro. Единствен-
ная до сего времени Нобелевская премия в области структурной 
электронной микроскопии была присуждена в 1982 г. Аарону 
Клугу за разработку метода электронной кристаллографии. Од-
нако сразу же встал вопрос об отрицательном воздействии кон-
трастера на порядок кристаллической структуры и разрешение 

Просвечивающая электронная микроскопия (ПЭМ) макромолекул

Год Автор Открытие

1872 Э. Аббе Дифракционная теория формирования изображений 
несамосветящихся объектов в микроскопе

1924 Л. де Бройль Волновые свойства частиц

1930 Э. Руска, М. Кнолль Создание электронного микроскопа

1968 Д. ДеРозиер, А. Клуг Структура хвоста бактериофага Т4

1988 Ж. Дубочет КриоПЭМ

1990 Р. Хендерсон Двумерная кристаллизация мембранных белков

1987 Й. Франк Структура большой рибосомальной субъединицы 
E.coli с разрешением 26 Å

2013 И. Ченг Первая структура ионного канала с разрешением 3,4 Å

2016 Й. Франк Структура рибосомы с разрешением 2.5 Å

2014 В. Кюльбрандт Структура γ-синтетазы с разрешением 2.2 Å

2016 С. Субраманиам Структура глютамат-дегидрогеназы с разрешением 
1,8 Å

Табл. 3. Открытия, приведшие к прогрессу ПЭМ макромолекул
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реконструкции. Электронные микроскопы того времени были 
технически способны достичь разрешения, достаточного для 
наблюдения полипептидных цепей, но из-за трудностей с про-
боподготовкой их не удавалось различить [30]. Поэтому в 80-е 

Рис. 6. Трехмерные структуры макромолекул, рассчитанные по данным ПЭМ. 
Слева – реконструкции 70-х годов XX в.; справа – реконструкции 10-х годов 
XXI в., полученные на криоэлектронных микроскопах, оснащенных FEG-като-
дом и ПДЭ-детектором
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годы была впервые применена криоэлектронная микроскопия 
(см. табл. 3), позволяющая изучать объекты без окрашивания, пу-
тем помещения их в моментально замороженный тонкий (0,1–0,5 
нм) слой воды или буфера [31]. Этот метод позволил определять 
внутреннюю структуру молекул и защитил молекулы от радиа-
ционного повреждения. В качестве альтернативной среды для за-
ключения двумерных кристаллов был предложен раствор глюко-
зы [32], на которую замещалась вода, окружающая образец; при 
этом химически связанная с молекулой вода оставалась. Одним 
из преимуществ этого метода была возможность получать атом-
ное разрешение при наблюдении образца при комнатной темпе-
ратуре. Таким образом, была получена первая атомная структура 
родопсина, определенная исключительно с помощью ПЭМ [29] 
(см. табл. 3).

Изучение белковых молекул в ПЭМ

Электроны взаимодействуют с веществом, поэтому внутри 
колонны микроскопа поддерживают высокий вакуум, чтобы из-
бежать нежелательного рассеяния электронов на молекулах газа. 
Следовательно, образцы для ПЭM должны быть в твердом со-
стоянии, т.е. необходима их специальная подготовка путем либо 
обезвоживания, либо стабилизации гидратированных биологиче-
ских образцов в условиях вакуума [33].

Простейший способ для изучения раствора или суспензии 
изолированных макромолекул – негативное контрастирование, 
при котором к образцу, нанесенному на сетку, добавляется вод-
ный раствор соли тяжелого металла, избыток жидкости промаки-
вается, а образец высушивается на воздухе [33]. Уранилацетат –
наиболее широко используемый контрастер, дающий высокий 
контраст, хотя некоторые белковые структуры лучше сохраняют-
ся при использовании солей вольфрама или молибдена [34]. Кон-
трастер формирует электронно-плотную оболочку на поверхно-
сти изучаемого объекта, что дает информацию о размере, форме и 
симметрии частиц белка, а также дает представление об однород-
ности образца. Метод называется негативным контрастировани-
ем, потому что молекулы на фоне подложки видны как светлые, 
не связавшие краситель области. Этот метод является быстрым 
и простым, однако не лишен некоторых недостатков. Некоторые 
молекулы хорошо сохраняются при негативном окрашивании 

Просвечивающая электронная микроскопия (ПЭМ) макромолекул
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(вирусы, бактериофаги), но макромолекулярные комплексы мо-
гут сплющиться или распасться под воздействием контрастера, 
часть структуры может быть искажена или отсутствовать на изо-
бражениях. Поэтому предпочтительнее использовать для опреде-
ления структуры криометоды. Исключением до недавнего време-
ни были небольшие молекулы (менее ~100–150 кДа).

КриоПЭМ позволяет стабилизировать образцы в нативном, 
гидратированном состоянии при высоком вакууме. Быстрая замо-
розка используется для приведения образца в твердое состояние 
без обезвоживания и/или образования кристаллов льда, образец 
поддерживают при низкой температуре во все время переноса в 
колонну и в процессе наблюдения в электронном микроскопе.

Приготовление образца для криоПЭМ состоит из трех этапов: 
1) водную суспензию белка наносят на специальную сетку с отвер-
стиями в подложке (1–2 мкм в диаметре); 2) все излишки жидкости 
на подложке удаляют фильтровальной бумагой; 3) оставшуюся в 
отверстиях тонкую водную пленку с молекулами мгновенно погру-
жают в жидкий этан или пропан (-182 °C), охлажденный жидким 
азотом для быстрого оттока тепла от образца. Охлаждение путем 
погружения в жидкий этан происходит гораздо быстрее, чем при 
погружении непосредственно в жидкий азот, так как этан, охлаж-
денный жидким азотом, находится ближе к точке замерзания, а не 
кипения, так что он не испаряется и не производит изолирующего 
слоя газа. Низкая температура значительно замедляет эффекты по-
вреждения образца электронным пучком [35].

Взаимодействие электронного пучка с образцом

Формирование изображений с помощью электронов обеспе-
чивает получение высокого разрешения из-за их короткой длины 
волны. Характер взаимодействия электронов с образцом зависит 
от энергии электронов и состава образца. Некоторые электроны 
проходят через образец без каких-либо взаимодействий, другие 
отклоняются электростатическим полем ядра, экранированным 
внешними орбитальными электронами атомов образца, а не-
которые электроны могут отклоняться под большим углом или 
даже претерпевать обратное рассеяние. Из взаимодействующих 
электронов некоторые рассеиваются без потери энергии (упругое 
рассеяние), а другие передают часть своей энергии образцу (неу-
пругое рассеяние) (рис. 7).
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Переданная энергия может ионизировать атомы в образце, 
вызывать рентгеновское излучение, перегруппировки химиче-
ских связей и образование свободных радикалов. Все это изме-
няет структуру образца. Более 40 лет назад при наблюдении за-
мороженных кристаллов каталазы было впервые замечено, что 
радиационное повреждение приводит к образованию в белковом 
образце газовых пузырей.  Это происходит из-за появления в за-
мороженном образце газообразного водорода [36].

Повреждение образцов является существенным препятствием 
для получения изображений с высоким разрешением. Типичные 
значения электронной экспозиции, используемые для биоло-
гических образцов, – от 1 до 20 e/Å2 [37]. Хотя биологические 

Рис. 7. Взаимодействие пучка электронов с образцом в электронном микроско-
пе (из [35])
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образцы могут выдерживать воздействие 100‒500 e/Å2, требую-
щие высокого разрешения детали образца терпят изменения уже 
при экспозициях от 10 e/Å2 [38]. Таким образом, радиационное 
повреждение определяет условия эксперимента и ограничивает 
разрешение структур. Для снижения радиационного поврежде-
ния во время выбора зоны съемки, выравнивания и фокусировки 
пучка электронов применяются специальные системы «низкой 
дозы», чтобы блокировать луч до последнего шага – получения 
изображения [36, 39]. Однако малые выдержки приводят к потере 
разрешения, шумным изображениям и как следствие недостатку 
данных с высоким разрешением. Это, в свою очередь, усложняет 
последующий процесс обработки изображений для определения 
трехмерной структуры объекта. Для таких коротких выдержек 
становится критически важной способность детектора восприни-
мать каждый попавший на него электрон. Такие устройства были 
сконструированы в XXI в., они позволяют напрямую детектиро-
вать электроны (ПДЭ) и получить за секундную выдержку от 16 
до 400 кадров. Благодаря специальной процедуре обработки изо-
бражения одной и той же белковой частицы со всех полученных 
кадров можно выровнять относительно друг друга и сложить для 
усиления отношения сигнал-шум. Таким образом, компенсирует-
ся движение частиц во льду, происходящее за время секундной 
выдержки [40]. Так можно корректировать и эффекты радиаци-
онного повреждения. Для этого из всего набора для дальнейших 
расчетов берут несколько первых изображений, суммарное время 
экспозиции которых мало.

Интерпретация структур

В ПЭМ сигнал и шум распределены по всему спектру, и не 
существует простого способа оценить разрешение. Наиболее ши-
роко используемый метод определения разрешения реконструк-
ций из отдельных частиц ‒ объемная корреляция Фурье [41, 42]. 
Набор данных разбивают на два эквивалентных поднабора. Для 
двух поднаборов рассчитывают отдельные реконструкции. Их 
трехмерные Фурье-трансформанты сравнивают по кросс-корре-
ляции. Средние корреляции для каждого радиуса строятся в виде 
графика, который изменяется от 1 при низком разрешении до 0 
при высоком разрешении. Пространственную частоту на уров-
не корреляции 0,5 обычно принимают за оценку разрешения, но 
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есть и другие критерии, например, критерий 0,143, который был 
предложен на основе расчета отношения сигнал-шум [43].

Одним из преимуществ метода ПЭМ является возможность 
построения реконструкций молекул в разных конформациях. Для 
компьютерного разделения таких структур были разработаны три 
основных категории [33]: в первой ‒ распознавание неоднородно-
стей и начальная сортировка делается только в ходе двумерного 
анализа. Это «априорная» группа методов, основанная в первую 
очередь на многомерном статистическом анализе деталей в дву-
мерных изображениях для выявления структурных вариаций. 
Изображения сортируются в соответствии с их основными из-
менениями, которые отражены в собственных векторах низкого 
порядка. Было показано, что такая техника позволяет разделить 
вариации в размере до 5% от общего размера [44]. Для второй 
категории методов сортировки необходима начальная трехмер-
ная карта для разделения изображений на подмножества, содер-
жащих изображения молекулярного комплекса в аналогичной 
ориентации. Затем делается анализ гетерогенности в двумерном 
пространстве для каждого подмножества. Это сводит к миниму-
му ориентационные различия внутри классов и способствует бо-
лее точному распознаванию конформационных изменений [45]. 
Третья категория основана на апостериорном анализе трехмер-
ных реконструкций. Создается множество трехмерных карт для 
анализа отклонений. Самые представленные из них затем исполь-
зуются в качестве исходных моделей для уточнения. В так назы-
ваемой bootstap технике трехмерные карты рассчитывают из слу-
чайно выбранных подмножеств изображений; пространственная 
ориентация изображений определяется методом сопоставления 
проекций с начальной картой. Оценка различий в полученных 
картах и локализация высоковариативных регионов позволяет 
оценить ковариантность в популяции и классифицировать трех-
мерные карты. Третья категория заключается в классификации 
карт на основе максимального правдоподобия, которая иденти-
фицирует конформационной изменчивость в картах, а затем отде-
ляет различные молекулярные состояния [46].

Встраивание известных атомных структур в ПЭМ карту 
комплекса является основным инструментом для их интер-
претации [33]. Большинство карт, полученных до последнего 
времени, имели разрешение в диапазоне 7–25 Å. В этом диа-
пазоне разрешений невозможно построить атомную структуру 
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и не всегда возможно однозначно определить позиции отдельных 
доменов. В диапазоне низких разрешений (18–25 Å) большие до-
мены могут быть узнаваемы по форме. В диапазоне разрешений 
6‒9 Å можно различить α-спирали вторичной структуры. Отдель-
ные β-слои видны при разрешении 4,5 Å и выше. Боковые цепи 
аминокислот видны только у исключительно высокоразрешен-
ных структур (2–4 Å). Однако вписывание атомных структур в 
низкоразрешенные карты электронной плотности часто дает хо-
рошие результаты. Основной принцип вписывания – корреляция 
двух плотностей. Плотностная карта рассчитывается по атомной 
структуре при том же разрешении, что и ПЭМ-карта, и произво-
дится поиск кросс-корреляций, который используется для вырав-
нивания двух плотностей. Поиск может быть сделан в реальном 
или обратном пространстве. Для маленьких объектов, вписыва-
емых в большую карту, был разработан метод локальной корре-
ляции [46], что упрощает вписывание. Даже при невысоком раз-
решении реконструкции можно вписать в асимметричный домен 
атомную структуру с точностью до ангстрема.

Следует обратить внимание, что разрешение, как правило 
анизотропно, т.е. варьируется между различными частями струк-
туры. Жесткие части более точно представлены, чем гибкие, и 
периферийные регионы будут сильнее подвержены влиянию 
ошибок, чем центральные. В случаях, когда электронная плот-
ность позволяет различить особенности вторичной структуры, 
ее корректность может быть проверена вписыванием известных 
атомных моделей.

ПЭМ макромолекул из XX в XXI век

В 10-х годах XXI в., мы стали свидетелями беспрецедентно 
бурного развития криоэлектронной микроскопии, выражающею-
ся в получении и публикации трехмерных структур молекул все 
более быстрыми темпами и со все более высокими разрешения-
ми. Это связано с тем, что электронные микроскопы продолжают 
улучшаться, ускоряющие напряжения увеличиваются, появились 
полевые эмиссионные катоды и современные электронно-оптиче-
ские системы, улучшающие характеристики электронного пучка.

Нужно заметить, что всплеск публикаций атомных структур 
по данным ПЭМ явился не только результатом методологических 
достижений, но и непосредственно связан с созданием камер пря-
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мого детектирования электронов (ПДЭ). Отличие камер ПДЭ от 
ПЗС-камер состоит в том, что ПЗС-камеры используют непрямые 
данные для регистрации сигнала. Первичные электроны должны 
быть преобразованы в фотоны при помощи сцинтиллятора, сое-
диненного с датчиком через объектив или волоконно-оптическую 
связь. В ПДЭ-камерах сигнал генерируется непосредственно пер-
вичным электронным пучком [47]. Так, камеры ПДЭ кардиналь-
но поменяли способ сбора данных в криоПЭМ: с их помощью 
можно снимать фильмы до 40 кадров в секунду вместо отдельных 
экспозиций. Камеры ПДЭ позволили уменьшить предел размера 
изучаемой молекулы белка пока до ~ 90 кДа [48].

Благодаря постоянно модифицирующемуся компьютерному 
оборудованию программное обеспечение, используемое для вос-
становления карты 3D-плотности из изображений криоПЭM, так-
же становится все более сложным, особенно с внедрением методов 
анализа изображений на основе максимального правдоподобия 
и схем 3D-классификации. Наконец, многолетняя работа по пол-
ной автоматизации сбора и обработки данных привела к созданию 
платформ, которые теперь позволяют эффективно использовать 
инструменты и вычислительные ресурсы, делая криоПЭМ макро-
молекул доступной для более широкого научного сообщества. Это 
было впечатляюще продемонстрировано определением структуры 
de novo канала TRPV [49] с разрешением 3,4 Å (см. рис. 6), струк-
туры β-галактозидазы с разрешением 2,2 Å [50] и структуры глю-
тамат-дегидрогеназы с разрешением 1,8 Å [48].

Заключение

Современные методики позволяют получать структуры ма-
кромолекул с атомным разрешением. Как мы можем заключить 
из опыта классиков структурной биологии, для расчета атомной 
структуры любого белка необходимо: 1) выделить изучаемый бе-
лок в чистом виде – либо из природного источника, либо нарабо-
тать его в какой-либо гетерологичной системе экспреcсии;  2) вы-
растить достаточно большие кристаллы, с которых можно будет 3) 
получить качественную дифракционную картину, которая должна 
быть 4) обработать с использованием мощного компьютера. 

Методы ЯМР и крио-ПЭМ не требуют наличия кристаллов, 
XFEL может работать с нанокристаллами, однако наличие очи-
щенного белка в достаточной концентрации необходимо и для 
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этих методов. Это ставит биохимическую подготовку во главу 
угла. Компьютерная обработка данных также очень важна для по-
лучения качественной реконструкции. Используя моделирование 
по гомологии со структурами известных белков, можно постро-
ить модель еще неизвестного белкового комплекса. Структурная 
биология как наука появилась на рубеже XX в. В XXI в. она про-
должает развиваться, в частности, разрабатываются новые мето-
дики, такие, как лазеры на свободных электронах. В ближайшее 
время оптимистичный взгляд на возможность реконструкции 
всех процессов в живых организмах может реализоваться.
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