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I. ВВЕДЕНИЕ
На сегодняшний день одним из самых мощных инструментов для опре
де ления и исследования атомарного строения макромолекул, в том 
числе и биополимеров, является рентгеноструктурный анализ (РСА). 
РСА хорошо зарекомендовал себя при изучении водорастворимых 
(глобу лярных) белков, однако, его применение для мембранных бел
ков пока находится на стадии разработки и усовершенствования. На 
данный момент количество структур мембранных белков в банке 
белковых структур (http://www.rcsb.org/) составляет лишь около трех 
про центов от общего количества.
 В последние годы популярность набирает модернизированный 
вариант рентгеноструктурного анализа – поточный рентгено струк
турный анализ (ПРСА) с использованием фемтосекундных импульсов 
лазера на свободных электронах. Эта перспективная технология обла
дает рядом преимуществ и дает шанс для решения задач недоступных 
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клас сическому РСА, в том числе и в исследованиях мембранных 
белков. Одно из достоинств ПРСА в сравнении с классической крис
тал лографией – возможность изучения ферментативных реакций в 
фемтосекундном временном диапазоне при условии, что реакцию 
можно запустить во всем объеме кристалла одновременно. В этой 
категории фоточувствительные белки являются наиболее пред поч
ти тельными объектами.
 Фоточувствительные белки представляют собой функционально 
важные объекты. В частности, благодаря им возможны такие процессы 
как фотосинтез и фототаксис. Для наиболее полной характе рис тики 
фоточувствительных белков и определения механизма их функцио
ни рования необходимо изучение пространственной организации 
этих молекул. При этом значительная часть фоточувствительных 
белков представляет собой интегральные мембранные комплексы, 
что существенно усложняет их кристаллизацию. Тем не менее, в 
пос леднее время получены крайне интересные результаты, обзору 
кото рых и посвящена данная статья.

II. ТЕХНОЛОГИЯ ЛАЗЕРА НА СВОБОДНЫХ ЭЛЕКТРОНАХ 
Поточная кристаллография имеет длительную, но относительно 
нечастую историю использования. В прошлом для проведения РСА, 
изза быстрого разрушения кристаллов под воздействием рент
геновского излучения, иногда приходилось использовать нес колько 
изоморфных кристаллов, для получения полного набора дифрак
цион ных данных [1–3]. С увеличением мощности и улучшения 
фокусировки излучения, появилась возможность сбора данных с 
нескольких позиций на одном кристалле получаемых до момента 
разру шения образца [4–6], что существенно повысило совместимость 
фраг ментов наборов данных. Дальнейшие разработки программного 
обес печения позволили собирать дифракционные данные с множества 
кристал лов относительно небольшого размера замороженных вместе 
на различных носителях [7].
 Наибольшее развитие поточный метод сбора дифракционных 
данных получил с появлением технологии рентгеновского лазера на 
сво бодных электронах (РЛСЭ, англ. X‑Ray Free Electron Laser, XFEL).
 Лазер на свободных электронах – это тип лазера, в котором 
рабо чая среда состоит из высокоскоростных электронов, свободно 
рас про страняющихся в ондуляторе (рис. 1) [8]. Ондулятор (или 
виг глер) – устройство для генерации когерентного излучения, 
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пред ставляющее собой последовательность коротких дипольных 
магнитов. В таком устройстве регулирование параметров ондулятора 
и скорости вхождения в него электронов позволяет изменять харак
теристики излучения. В отличие от ондуляторов, которые устанав ли
вают на синхротроны, длина которых составляет несколько метров, 
в рентгеновских лазерах они значительно длиннее и достигают нес
кольких сотен метров.
 Электрон, разогнанный на ускорителе, попадает в ондулятор, 
где начинает двигаться по синусоидальной траектории. При этом 
час тицы теряют энергию, которая преобразуется в поток фотонов. 
Для получения излучения в рентгеновском диапазоне, электроны 
должны входить в ондулятор на скорости, близкой к скорости света. 
В РЛСЭ, благодаря значительной длине ондулятора, электроны, под 
воз действием силы Лоренца, сбиваются в пучки. Частицы в пучке 
колеблются синхронно и их излучение становится когерентным, что 
при водит к дополнительному росту интенсивности электромагнит
ного излучения и его импульсной природе [8–10]. Результативность 
усиливающего эффекта прямо пропорциональна длине ондулятора. 
РЛСЭ способны генерировать когерентные ультракороткие (10
100 фс) электромагнитные импульсы, пиковая спектральная сила 
излучения которых значительно выше (до 1033 фотонов/ с/ мм2/ мрад2/ 
0,1% спектральной полосы) чем у синхротронных источников 3го 
поколения (до 1020 фотонов/ с/ мм2/ мрад2/ 0,1% спектральной полосы).

Рис. 1. Схема конструкции ондулятора [11].
 1) Место вхождения пучка электронов из ускорителя в ондулятор. 
 2) Ловушка для электронов. 
 3) Электромагнитный луч, генерируемый ондулятором. 
 4) Система сопряженных дипольных магнитов.
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 С 2009 года в Гамбурге ведется строительство нового центра РЛСЭ 
(European XFEL). В таблице показана сравнительная характерис тика 
этого РЛСЭ и американского LCLS и японского SACLA. Многие 
иссле дования, которые проводятся на LCLS, на European XFEL станут 
проходить значительно быстрее, а также будет возможным сделать 
ранее технологически недоступные эксперименты.

Таблица. Сравнительные характеристики LCLS, SACLA 
и European XFEL  

(таблица адаптирована с сайта [12])

Характеристика / Объект LCLS* SACLA** European 
XFEL***

Местонахождение Калифор
ния, США

Япония Германия

Ввод в эксплуатацию 2009 2011 2017

Частота импульсов, Гц 120 60 27000

Минимальная длина волны, Å 1,5 0,8 0,5

Максимальная энергия электронов, 
ГэВ

14,3 68 17,5

Длина ускорителя, км 3 0,750 3,4

Количество ондуляторов 1 3 3, с возмож
ностью увели
че ния до 5

Количество экспериментальных 
станций

3–5 4 6, с возмож
ностью увели
че ния до 10

Пиковая спектральная сила излу
чения [фотоны / с / мм2 / мрад2/ 0,1% 
спектральной полосы]

2 × 1033 1 × 1033 5 × 1033

Средняя спектральная сила излу че
ния [фотоны / с / мм2 / мрад2/ 0,1% 
спектральной полосы]

2,4 × 1022 1,5 × 1023 1,6 × 1025

*LCLC – Linac Coherent Light Source.
**SACLA – SPring8 Angstrom Compact Free Electron Laser.
***European XFEL – European XRay FreeElectron Laser.
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III. МЕТОД ПОТОЧНОЙ КРИСТАЛЛОГРАФИИ  
И ЕГО ПРЕИМУЩЕСТВА

Физический принцип последовательной кристаллографии не отли
чается от принципа классического рентгеноструктурного анализа. Этот 
метод также основан на взаимодействии рентгеновского излучения с 
молекулами, пространственную структуру которых необходимо опре
делить. Первичный пучок фотонов, представляющий собой плоскую 
монохроматическую электромагнитную волну, попадает на объект, 
каж дый электрон которого способен к дифракции, то есть является 
источ ником вторичной сферической электромагнитной волны. Это 
излу чение фиксируется детекторами, в результате чего получаются 
дифракционные картины, которые затем обрабатываются с помощью 
программного обеспечения, а после этого решается проблема фаз и, 
в конечном итоге, рассчитывается карта электронной плотности, по 
которой и строится пространственная структура объекта.
 Одной из основных проблем классического РСА является дегра
дация кристаллов под воздействием излучения. Разрушение проис
ходит вследствие таких факторов как: нагревание, разрушение кова
лент ных связей, изменение зарядов молекул и образование свободных 
радикалов [13]. Изза появления свободных радикалов повреждение 
образца продолжается даже после прекращения облучения [14]. Для 
РСА обычно используют сравнительно крупные трехмерные крис
таллы, размеры сторон которых превышают 10 мкм [15]. Крис таллы 
меньшего размера не дают достаточного уровня усиления сигнала для 
получения дифракционных данных, кроме этого, существуют труд
ности в центрировании пучка на микрокристаллах. Хотя совре мен ные 
синхротроны способны генерировать интенсивные рентгеновские 
импульсы, кристаллографы, как правило, используют их не в полную 
силу. Существует определенный компромисс в выборе параметров 
излучения: оно, с одной стороны, не должно быть слишком мощным, 
так как это приведет к быстрому разрушению кристалла, а с другой 
стороны, должно быть достаточно интенсивным для получения 
дифрак ционных данных высокого разрешения. Для того чтобы замед
лить разрушение образцов, применяют криопротекцию, однако это 
не решает проблему полностью [13].
 Еще до того как технология РЛСЭ стала доступна для исполь
зо ва ния в структурной биологии, было выдвинуто предположение, 
что высокие дозы рентгеновского излучения, доставляемые корот
кими и сверхинтенсивными импульсами, могут быть приме нены 
для получения дифракционных данных [16]. Несмотря на то, 
что высокая доза рентгеновского излучения уничтожает крис
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талл, при малой продолжительности импульса удается получить 
качест венные дифракционные данные до возникновения повреж
дений. Теоретически, размер изучаемого образца можно умень шать 
вплоть до уровня единичной молекулы при условии соответ ствую
щего увеличения интенсивности электромагнитного импульса. 
Пространственные структуры в таком случае решаются с исполь зо
ва нием наложения дифракционных данных, полученных от тысяч 
изо морфных кристаллов.
 Впервые на практике такой подход применили в 2006 году. С 
помощью РЛСЭ FLASH, расположенного в Гамбурге, получены 
дифрак ционные данные с мембраны из нитрида кремния с выжжен
ным на нем изображением [17]. Длительность импульса составляла 
25 фс. Реконструированное по дифракционным данным изображение 
не показало каких либо повреждений, хотя мембрана оказалась пол
ностью разрушена после облучения (рис. 2). Позже, в 2007 году, 
провели рентгеноструктурный анализ сферы из полистирола, фикси

Рис. 2. Первый эксперимент сбора дифракционных данных фемтосекундным 
лазером (рисунок адаптирован из статьи [17]).
 1) Микрофотография мембраны до облучения лазером, полученная с 
помощью сканирующего электронного микроскопа. 
 2) Изображение, реконструированное из дифракционных данных. 
 3) Микрофотография мембраны после облучения лазером, полученная с 
помощью сканирующего электронного микроскопа.
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рованной на мембране из нитрида кремния, с использованием этой 
же установки [18]. Разрешающая способность метода в этом экспе
ри менте составляла 60 Å.
 В методике ПРСА с использованием РЛСЭ неизбежное разруше
ние объекта после его облу чения требует постоянного обновления 
исследуемого материала в области взаимодействия с рентгеновскими 
лучами. Существует нес колько систем доставки. Выбор той или иной 
зависит во многом от типа исследуемого образца. В боль шинстве 
экспериментов исполь зуется струя жидкости, как правило, мате
ринский раствор для выращивания кристаллов, которая вводится в 
вакуумный отсек при бора, где и происходит облучение [19]. Исполь
зование струи жидкости для доставки микро крис таллов объяс няется 
тем, что интенсивность дифракционных пиков для них значительно 
выше, чем для водного окружения, что позволяет отфиль тровать водя
ной «шум». Диаметр такой струи составляет несколько сотен нм [20].
 На рис. 3 представлена схема установки работающей в Стэндфор
ском университете в Калифорнии, США. 
 В отличие от глобулярных белков, мембранные белки обладают 
обшир ными гидрофобными поверхностями и в клетке располагаются 
в липидном бислое, что вызывает дополнительные трудности как 

Рис. 3. Схема экспериментальной установки для фемтосекундной поточной 
крис таллографии (рисунок адаптирован из статьи [26]).
 Нанокристаллы распыляются в вакууме газодинамическим распылителем. 
Рентгеновское излучение проходит перпендикулярно через полученную струю. 
Дифракционные данные после каждого импульса записываются детекторами. 
Перед ний детектор отвечает за высокое разрешение, а задний за низкое.
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при их очистке и кристаллизации, так и при доставке полученных 
крис тал лов к рентгеновскому лучу. Для исследования таких объектов 
существуют различные методы работы с подобными образцами. 
Одним из них является кристаллизация и доставка в липидной куби
ческой фазе (ЛКФ) [21] (рис. 4). ЛКФ представляет собой липид, чаще 
всего моноолеин, смешанный с водой и исследуемым белком в опре
де лен ных пропорциях. Матрица ЛКФ поддерживает рост кристаллов 
мембран ных белков, способствуя такой упаковке молекул, в которой 
белки кон тактируют друг с другом и гидрофобными и гидрофиль ными 
поверх ностями [22]. Позднее ЛКФ модернизировали для полу чения 
липидной губчатой фазы (ЛГФ), путем смешивания моноолеина с 
полиэтиленгликолем или джеффамином [23,24]. В отличии от ЛКФ, 
являю щейся твердым веществом, липидная губчатая фаза пред став
ляет собой вязкую жидкость, которую можно, по аналогии с вод ными 
растворами, распылять, создавая поток из микрокристаллов, попа
даю щих в область взаимодействия с рентгеновским импульсом.
 Еще одним способом доставки мембранных белков является 
метод формирования текучих бислойных пленок, пересекающих 
рентгеновский пучок и обеспечивающих постоянную доставку 
мембранных белков в область взаимодействия [25]. Этот метод 
эффективен для изучения двухмерных белковых кристаллов. 
 Многие молекулы, не образующие крупных кристаллов, спо
собны формировать микрои нанокристаллы. Они настолько малы, 
что их зачастую невозможно зафиксировать с помощью опти чес кого 
микроскопа [12]. Тем не менее, благодаря значительной интен сив
ности рентгеновского излучения на РЛСЭ, даже такие неболь шие 
крис таллы дают достаточный уровень усиле ния сигнала для извле
че ния дифракционных данных.
 Для снижения темпов деградации, кристаллы, во время проведе
ния стандартного эксперимента РСА, держат в криогенных условиях. 
Возможным негативным следствием заморозки белков в условиях 
сверх низких температур может являться нарушение их способности к 
кон фор мационным перестройках. Показано, что около 35% боковых 
групп аминокислотных остатков могут иметь иное пространственное 
рас положение в криогенных условиях, чем при комнатной темпера туре 
[27]. Такие изменения часто затрагивают структуру каталитических 
цент ров, необходимых для функционирования белка. При проведении 
эксперимента методом ПРСА, в особенности с использованием РЛСЭ 
кристаллы находятся при комнатной температуре. Это важно, пос
кольку изучение пространственных структур молекул без замо розки 
поз во ляет обнаружить конформационные особенности, клю чевые для 
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функцио нирования белка, которые элиминируются при сверхнизких 
темпе ратурах. Кроме этого, нахождение белков в нор мальных для 
них температурных условиях крайне важно для кине тических экспе
риментов, так как скорость реакций, как правило, зави сит от тем пе
ратуры.

IV. КИНЕТИЧЕСКИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ
Работа многих белков сопряжена с определенными молекулярными 
кон фор мационными перестройками. Для детального понимания меха
низмов функционирования таких объектов необходима информация 
не только об их пространственной организации в состоянии «покоя», 
но также обо всех переходных формах, которые появляются в резуль
тате конформационных изменений. Среди наиболее чувстви тель ных 
методов, позволяющих изучать молекулярную динамику, таких как 
ядерный магнитный резонанс, нейтронного рассеивания, ультра
фиолетовой и инфракрасной микроскопии, рентгенострук тур ный 
анализ играет центральную роль [28].
 Это возможно благодаря тому, что многие белки остаются функ

Рис. 4. Схематическая модель кубической фазы, состоящей из моноолеина, воды 
и мембранного белка [22].
 Слева: матрица, состоящая из трехмерной периодической мембранной сетки, 
пронизанной системой протяженных водных каналов.
 Справа: увеличенная секция матрицы, показывающая липидный бислой со 
встроенной молекулой мембранного белка, обволакивающий водный канал.
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ционально активными, находясь в кристаллической форме. Однако, для 
того чтобы получить структуру промежуточного состояния, требуется 
либо чтобы такая форма белка была стабильна и могла формировать 
кристалл, либо чтобы конформационные перестройки начались одно
временно во всех молекулах белка, формирующих кристалл, и при 
этом не произошло разрушение кристалла. Это практически невоз
можно для всех молекул, за исключением светочувствительных. К 
примеру, в случае ферментов, которые активируются при контакте 
с определенным соединением, мы не можем доставить молекулу 
суб страта к каждой молекуле белка в кристалле одновременно, а 
значит, не можем привести все ячейки к одному конформационному 
сос тоянию. Молекулы же светочувствительных белков можно акти
ви ровать синхронно, облучая их светом с определенными харак те рис
ти ками. Именно поэтому кинетические эксперименты в крис тал лах 
проводятся преимущественно на таких объектах.
 Ранее, отдельные этапы эксперимента были достаточно разне
сен ными по времени: облучению подвергали кристалл, находя щийся 
в состоянии «покоя», а затем кристалл, находящийся после акти ви
рую щего воздействия. Полученные структуры затем срав ни вали. 
Таким образом, например, получили информацию об изме нениях, 
происходящих под действием света в структуре фотосин тетического 
реакционного центра Rhodobacter sphaeroides [29]. Один кристалл 
исследовали в темноте, а другой на свету. Разрешение полученных 
структур составило 2,2 Å и 2,6 Å, соответственно. Это позволило 
обнаружить существенные изменения в структуре молекул реак цион
ного центра. Однако такой способ позволяет показать только началь
ную и конечную конформации, что недостаточно для полно цен ного 
анализа механизма работы белков.
 Современный подход к кинетическим рентгеноструктурным 
исследованиям – это метод «накачки и зондирования» («pump and 
probe»). Метод заключается в запуске конформационных перестроек 
моле кул в кристалле лазерным импульсом с последующей обработкой 
рент ге новским импульсом, который уже дает дифракционные дан
ные, необходимые для построения пространственной структуры. 
Накачка и зондирование должны повторяться множество раз для 
того, чтобы получить необходимое количество данных с крис тал лов 
в их случайных ориентациях, а также для получения инфор ма ции 
с различной задержкой между возбуждающим и рентге нов ским 
импульсами для сбора кинетических данных. На данный момент 
величина задержки варьируется в диапазоне от секунд до наносекунд 
[28]. Такие эксперименты являются действительно кинетическими, 
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так как позволяют не только обнаружить и построить структуры 
интермедиатов, но и определить время их существования и скорость 
взаимопревращений. Этот подход использовали, например, для 
полу чения данных о промежуточных конформациях таких фото
чувст вительных белков как фотоактивный желтый белок [30, 31] и 
бакте риальный фотосинтетический реакционный центр [32].
 Одно из основных ограничений метода кинетического РСА – это 
минимальное время рентгеновского облучения, необходимое для 
полу чения дифракционных данных. До появления мощных синхро
трон ных источников радиации продолжительность облучения была 
дольше, чем время существования интермедиатов. С появлением 
синхро тронов третьего поколения стало возможным «ловить» пере
ход ные конформации молекул. При этом используется метод Лауэ, 
в котором дифракционные данные получают экспозицией фикси ро
ван ного кристалла с помощью мощного полихроматического рентге
новского излучения, что отличается от стандартного метода РСА, где 
вращающийся кристалл облучается монохроматическим лучом [33]. 
Метод Лауэ позволяет сократить время воздействия рентгеновского 
излу чения на 3–4 порядка по сравнению с монохроматическими 
экспе риментами, что дает возможность получать микросекундные 
дифрак ционные данные.
 При этом кинетический РСА имеет те же недостатки что и обыч
ный РСА. Это проблема получения кристаллов и их повреждения в 
ходе эксперимента. Использование жесткого полихроматического 
рент ге новского излучения усугубляет ситуацию тем, что кристаллы 
дегра дируют быстрее и дифракционные данные получаются низкого 
качества [28]. Еще одним важным недостатком метода является 
невоз можность сокращения времени экспозиции кристалла ниже 
поро гового значения, около 100 пс, необходимого для получения 
дифрак ционных данных, что не позволяет изучать интермедиаты, 
время существования которых меньше [34].
 С помощью поточного рентгеноструктурного анализа тоже воз
можно исследовать кинетику различных процессов. Для кинетичес
кого ПРСА на РЛСЭ используется тот же подход – «накачки и зонди ро
вания». Эта технология уже показала свою эффективность в изучении 
кине тики в глобулярных белках. Примером одного из последних 
успехов метода является достижение разрешающей способности в 250 
фс в исследовании ультрабыстрых структурных изменений, проис хо
дящих в результате фотолизиса Fe–CO связи в комплексе миогло бина 
с монооксидом углерода [35]. Эти изменения занимают около 500 фс, 
что делает кинетический ПРСА на сегодняшний день един ст вен ным 
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методом с достаточной разрешающей способностью для фикси ро ва
ния таких короткоживущих промежуточных состояний.
 Кроме возможности исследования короткоживущих интермедиа
тов у кинетического ПРСА есть ряд других преимуществ: 1) белки 
в составе микро и нанокристаллов могут быть более гомо генно 
активированы чем в составе больших кристаллов; 2) нет необходи
мости получать данные о структуре белка и в состоянии покоя, и в 
воз бужденном состоянии из одного кристалла, что зачастую требуется 
для проведения кинетического РСА; 3) кинетический ПРСА более 
приспо соблен к получению данных из кристаллов различной морфо
логии, чем кинетический РСА, и применим к кристаллам со сравни
тельно слабыми отражающими свойствами [36].

V. НЕДОСТАТКИ МЕТОДА ПРСА
Метод поточного рентгеноструктурного анализа, конечно же, имеет 
свои недостатки. Одним из них являются высокие затраты кристаллов 
белка на проведение эксперимента, по сравнению с классическим 
РСА. В экспериментах на РЛСЭ только малая их часть поражается 
рент геновскими импуль сами, а большая часть проскакивает и не 
взаимо действует с излуче нием. Например, в работе по получению 
структуры полиэд рина капсида вируса CPV17, процент попадания 
сос тавлял лишь 4% от общего количества кристаллов [37]. Для 
прове дения эксперимента потребовалось 632 мкл суспензии с кон
центра цией около 3×109  мик ро кристаллов на литр. При этом было 
сделано 144803 снимка, из которых только 5787 оказались пригодны 
для даль нейшего исполь зо вания. Такие высокие потери характерны 
для ПРСА, где подача крис таллов осуществляется струей жидкости.
 Для уменьшения количества используемого образца разрабаты
ваются методы доставки с помощью кристаллографических сеток с 
небольшими ячейками, которые используются по аналогии с крис
таллографической петлей, в которую помещают крупные крис таллы 
[38]. Однако, при таком способе доставки, кристаллы изыма ются из 
своего материнского раствора, что может приводить к их повреж де
нию и ухудшению качества.
 Еще одной возможностью сократить затраты белка на проведение 
анализа является увеличение частоты рентгеновских импульсов. 
Рент ге новские лазеры на свободных электронах, на данный момент 
исполь зуемые для ПРСА, имеют частоты импульсов 60 Гц у японского 
SACLA и 120 Гц у американского LCLS. Вводимый в эксплуатацию 
Euro pean XFEL будет иметь частоту импульсов 27000 Гц, что должно 
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сущест венно увеличить эффективность использования кристаллов 
на этой установке по сравнению с другими РЛСЭ.
 Другие недостатки метода – это высокие затраты компьютерной 
памяти, необходимой для хранения отсортированных дифракцион
ных данных, а также проблемы с анализом суспензий, содержащих 
нес колько кристаллических форм микрокристаллов.
 Кроме этого, существует вероятность того, что для метода ПРСА 
все же существует предел интенсивности рентгеновского излучения, 
после преодоления которого кристалл будет разрушаться еще до окон
ча ния извлечения дифракционных данных [39]. Существующие на 
данный момент РЛСЭ не позволяют проверить это утверждение на 
прак тике, так как не имеют достаточной мощности.

VI. ПРИМЕРЫ ПРИМЕНЕНИЯ ПОТОЧНОЙ 
КРИСТАЛЛОГРАФИИ ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ 

ФОТОЧУВСТВИТЕЛЬНЫХ БЕЛКОВ
ФОТОСИСТЕМА I (ФСI)

Фотосистема I является пластоцианинферредоксиноксидоре дук
тазой. Она представляет собой крупный мембранный мультипиг
мент ный белковый комплекс, располагающийся в хлоропластах и 
необ хо димый растениям, водорослям и цианобактериям для осу
ществле ния фотосинтеза [45]. Фотосистема I преобразует солнеч ную 
энер гию в поток электронов. При поглощении света проис хо дит 
передача электрона по электронтранспортной цепи сначала к плас
то циа нину, а затем к ферредоксину [40]. Квантовый выход дан ного 
процесса крайне высок и приближается к 100 процен там [41]. Анализ 
крис таллической структуры фотосистемы I термо филь ных циано бак
терий Synechococcus elongatus показал, что полный функ цио нальный 
комплекс у этих организмов представлен тримером. При этом один 
мономер состоит из 12 белков и 127 кофакторов, которые включают 
96 хлорофиллов, два филлохинона, 3 Fe4S4 кластера, 22 каро тиноида, 
четыре липида, предполагается наличие иона Са2+ и 201 молекулы 
воды [42]. Полный тримерный комплекс имеет моле ку ляр ную массу 
около 1 МДа.
 Фотосистема I Synechococcus elongatus стала первым из фото
чувст ви тельных мембранных комплексов, на котором в 2011 году 
применили метод ПРСА с использованием РЛСЭ [26]. Анализ про
во дился при комнатной темпе ра туре. Доставка микрокристаллов 
осу ществля лась в струе жид кости, длительность рентгеновского 
импульса составляла 70 фс. Иссле дователи получили структуру с 
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разрешением 8,5 Å. Несмотря на низ кое разрешение, этот результат 
был достаточно впечатляющим, так как размер используемых микро
крис таллов составлял от 0,2 до 2 мкм и, учитывая размеры самого 
белкового комплекса, усиление дифрак ционного сигнала от крис тал
лов такого размера было сравнительно небольшим.
 В 2012 году на ФСI продемонстрировали возможность проведе
ния кинетических исследований методом ПРСА [43]. С помощью 
установки с синхронизированными возбуждающим лазером и РЛСЭ 
анализировали кристаллы комплекса фотосистемы I с ферредок сином 
с задержками после активации в 5 и 10 мкс. Получены данные о фото
индуцированных изменениях в кристаллах, которые корре ли руют 
с микросекундной кинетикой переноса электрона от ФСI к фер ре
док сину. Стоит отметить, что после передачи электрона проис ходит 
рас сты ковка комплекса, что ведет к значительным пере строй кам в 
крис талле и последующему его разрушению. Это был первый пример 
применения кинетического ПРСА для необратимых фото химических 
реакций.

ФОТОАКТИВНЫЙ ЖЕЛТЫЙ БЕЛОК (ФЖБ)
ФЖБ – это небольшой глобулярный белок, который выполняет фото
сен сорную функцию у пурпурных фотосинтезирующих бактерий [44].
 Для поглощения фотона в синей области спектра, в структуру 
ФЖБ входит хромофор – pкумаровая кислота – связанный с остат ком 
цистеина (Cys69) тиоэфирной связью [44, 45]. В темноте хрома фор 
находится в депротонированной трансизомерной форме. В резуль
тате поглощения фотона, он переходит в возбужденное состоя ние и 
белок входит в обратимый фотоцикл, который включает множество 
интер медиатов. Основным фотохимическим событием, контро ли
рую щим вхождение в фотоцикл, является изомеризация хромо фора 
из транс в цисконформацию, которая проходит по торсионному 
углу связи C2=C3. ФЖБ является идеальной моделью для изучения 
прост ранственных перестроек необходимых белку для функ цио
ни ро вания в ответ на внешний сигнал. Благодаря белко вому окру
жению, для большинства фотобиологических систем харак терны 
высо кая скорость и эффективность реакции изомеризации хромо
фора. Скорость прохождения этого процесса измеряется фемто и 
пико се кундами и интермедиаты процесса существуют недолго, что 
является проблемой при определении их структуры, а значит и для 
изу чения механизма реакции [46].
 Впервые метод кинетического поточного рентгеноструктурного 
анализа применили для ФЖБ в 2014 году [47]. Предшествующие 



Исследования фоточувствительных белков… 361

исследования с помощью кинетического РСА методом Лауэ позво
лили поделить фотоцикл на 6 интермедиатов: IT, ICT, pR1, pR2, pB1 и 
pB2 (рис. 5).
 Наиболее сильные особенности проявляются в разностных 
картах электронной плотности, при заселенности состояний pR1 и 
pR2, так как сера, принадлежащая аминокислотному остатку Cys69, 
с кото рой хромофор ковалентно связан, значительно меняет свое 
прост ранственное расположение в обоих этих интермедиатах. Это 
про ис ходит во временном промежутке между 200 нс и 100 мкс. Для 
того чтобы выявить эти изменения в эксперименте выбрали время 
задержки в 1 мкс.
 Второй массив данных собрали с задержкой в 10 нс, в течение 
кото рой наблюдалась заселенность тремя различными интер ме диа
тами. Максимальное разрешение составляло 1,6 Å. При сравнении 
с данными, полученными с помощью кинетического РСА с исполь
зо ва нием дифракции Лауэ, установили, что разностные карты, полу
чен ные двумя методами, очень похожи.

Рис. 5. Упрощенная схема фотоцикла фотоактивного желтого белка (рисунок 
адап тирован из [47]).
 Представленный цикл получен с помощь данных кинетического РСА. pG – 
сос тояние белка в темноте; pG* – возбужденное состояние белка после погло ще
ния фотона с длиной волны 450 нм. Кристаллические структуры сравнительно 
дол го живущих интермелиатов IT, ICT, pR1, pR2, pB1 и pB2 известны.
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 В более позднем исследовании методом кинетического ПРСА 
изу чали структурную динамику цис трансизомеризации в ФЖБ 
на самых ранних стадиях фотоцикла [45]. Получен ряд структур с 
задержкой после активации от 100 фс до 3 пс, длительность рентге
нов ского импульса составляла 40 фс, при этом также достигнуто 
раз решение 1,6 Å.

ФОТОСИНТЕТИЧЕСКИЙ РЕАКЦИОННЫЙ ЦЕНТР (РЦ)  
ПУРПУРНЫХ БАКТЕРИЙ

Фотосинтетические РЦ – это макромолекулярные комплексы, состоя
щие из белков, пигментов и других кофакторов, которые участвуют в 
пре вра щении энергии света в химическую энергию при фотосинтезе 
[40]. Энергия в РЦ может поступать при непосредственном возбуж
де нии собственных пигментов, но чаще происходит перенос энергии 
от светособирающих комплексов.
 Бактериальные РЦ интересны тем, что их архитектура схожа 
с центральной частью фотосистемы II, поэтому их многие годы 
исполь зуют в качестве структурных и функциональных моделей 
для изучения более сложно организованной ФСII. Именно бакте
риаль ный фотосинтетический РЦ бактерии Blastochloris viridis стал 
первым мембранным белком, для которого, в 1985 году, полу чили 
пространственную структуру методом РСА [48]. Дан ный фото
реак ционный центр представляет собой четырехсубъеди нич ный 
мембранный белок, молекулярной массой примерно 135 кДа. В 
качестве кофакторов в нем выступают четыре молекулы бакте рио
хло рофиллов, две из которых формируют специальную пару, две 
молекулы бактериофеофетинов, две молекулы хинонов, один каро
ти ноид и ион Fe2+, а также четыре гема.
 В отличие от РЦ пурпурных бактерий, кристаллизация фото сис
темы I проходит в растворе с низкой ионной силой (9 мМ MgSO4) [49]. 
Однако такие условия для мембранных белков редкость. Обычно для 
их кристаллизации используют высокие концентрации солей (50–300 
мМ) с добавлением полиэтиленгликоля (от 10–35 %) [24]. Такой раст
вор не пригоден для доставки кристаллов к рентгеновскому пучку 
в струе жидкости, изза его высокой вязкости и риска образования 
крис таллов соли, которые могут заблокировать инжектор. В 2012 
году метод ПРСА использо вали на РЦ Blastochloris viridis [24]. Полу
чен ная структура имела разрешение 8,2 Å. Именно тогда, для дос
тавки микро кристаллов струей жидкости, адаптировали и впервые 
приме нили методику кристаллизации в липидной губчатой фазе. 
ЛГФ можно безопасно использовать при доставке микрокристаллов 
и теперь ее применяют для многих мембранных белков.
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 Совершенствование методики ПРСА и качества кристаллов 
привело к улучшению разрешения структуры РЦ Blastochloris 
viridis в 2013 году до 3,5 Å [50]. Повышение разрешения позволило 
обна ружить несколько отличий между структурами полученными 
методами РСА и ПРСА. Показательным является сравнение данных 
о кова лентной тиоэфирной связи между Nконцевым цистеином 
Ссубъеди ницы РЦ и молекулой диацилглицерола (рис. 6).
 Как видно из рисунка 6, непрерывная электронная плотность, 
проде монстрированная на первой панели, значительно нарушается на 
второй, что является следствием разрыва тиоэфирной связи мощным 
рент геновским излучением. На третьей панели не наблюдается 
разрыва ковалентной связи, хотя мощности излучения для этого 
дос та точно, что демонстрирует способность метода ПРСА извлекать 
пол ностью интактные дифракционные данные. 

ФОТОСИСТЕМА II (ФСII)

Фотосистема II, также, как и фотосистема I, является белокпиг
мент ным комплексом. Она расположена в тилакоидной мембране 
хлоро пластов в виде димера, каждый мономер которого содержит 
от 19 до 31 белковых субъединиц, в зависимости от вида организма 
[51]. ФСII выделяется тем, что обладает способностью осуществлять 
реак цию окисления воды с образованием молекулярного кислорода, и 
является единственной биологической системой способной на это [40].

Рис. 6. Повреждение ковалентной тиоэфирной связи, чувствительной к рент ге
новскому излучению в РЦ Blastochloris viridis (рисунок адаптирован из [50]).
 1) Карта электронной плотности, полученная из данных РСА при 100 К с 
исполь зованием рентгеновского излучения мощностью 4,4 МГр. 
 2) Карта электронной плотности, полученная из данных РСА при 100 К с 
исполь зованием рентгеновского излучения мощностью 77 МГр. 
 3) Карта электронной плотности, полученная из данных ПРСА при комнатной 
температуре с использованием рентгеновского излучения мощностью 33 МГр.
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 Уникальная часть фотосистемы II – марганцевый кластер, также 
извест ный как водоокисляющий комплекс. Он состоит из четырех 
ато мов марганца в различной степени окисления от 3+ до 5+, пяти свя
зы вающих их атомов кислорода и одного атома кальция. В 1970 году 
пред ложен пятистадийный цикл работы водоокисляющего комп лекса 
[52]. Стадии обозначаются от S0 до S4, где индексом отобра жается 
коли чество накопленных в комплексе окислительных эквивалентов.
 В течение нескольких десятков лет различные группы исследо
ва телей пытались определить пространственную структуру компо
нен тов, составляющих комплекс фотосистемы II. В итоге, методом 
рентге ноструктурного анализа, в 2001 г. А. Зоуни с коллегами впер вые 
удалось получить пространственную структуру ФС II из цианобак
терии Synechococcus elongatus с разрешением 3,8 Å [53]. Далее в 
тече ние нескольких лет качество структуры фотосистемы II и предел 
ее раз решения постепенно повышались [54–58].
 В 2011 году структуру фотосистемы II из цианобактерии Thermo sy
necho coccus vulcanus получили с помощью РСА с разрешением 1,9 Å. 
Это позволило описать структуру Mn4CaO5кластера и его бел ко вого 
окружения и предложить более детальный механизм его функцио
нирования [59]. К сожалению, эта и другие структуры, полученные 
с помощью РСА, оказались не совсем достоверными, так как атомы 
марганца могут восстанавливаться под воздействием рентгеновского 
излучения. Происходит переход примерно 25% ионов со степенью 
окис ления MnIII/IV в степень окисления MnII [60]. Данный процесс 
зна чи тельно меняет расстояния между атомами и искажает структуру 
клас тера [60–62]. Таким образом, даже в условиях криогенных тем
пе ратур, которые сами по себе препятствуют получению нативной 
струк туры, применение классического рентгеноструктурного анализа 
для этого объекта имеет ограничения.
 Поточную кристаллографию с использованием РЛСЭ впервые 
при менили для фотосис темы II в 2012 году [63]. Этот метод позволил и 
решить проблему вос ста новления ионов марганца, и провести анализ 
при комнатной тем пе ратуре. Дифракционные данные, полученные 
с микрокристаллов фотосистемы II термофильной цианобактерии 
Ther mo synechococcus elongatus, дали возможность реконструи ровать 
структуру с разре ше нием 6,5 Å. В 2013 году, благодаря оптими зации 
процедуры микро крис таллизации и доставки микрокристаллов, 
разре шение было улуч шено до 5,7 Å [64,65].
 Значительно более качественную структуру фотосистемы II 
циано бактерии Thermosynechococcus vulcanus получили в 2014 [66]. 
Дос тиг нуто разрешение 1,95 Å, что позволило изучить структуру 



Исследования фоточувствительных белков… 365

мар ган цевого кластера и сравнить ее со структурой, полученной на 
синхротроне. Однако, в отличии от предыдущих опытов ПРСА, этот 
эксперимент проводился на крупных кристаллах при 100 К, поэтому, 
хотя в структуре и не наблюдалось фотоиндуцированных повреж
де ний, так как использовался рентгеновский лазер на свободных 
электронах, она все же была получена в неестественных для белка 
условиях.
 Примером успешного применения метода ПРСА стало исследо
ва ние 2016 года, в котором получили структуру ФСII на S1стадии в 
темновой форме и две структуры ФСII на S3стадии, одна из них в 
присутствии молекул аммиака [67]. Дифракционные данные соби
рались при комнатной температуре, с использованием подхода кине
ти ческого ПРСА, для перехода в S3состояние. Аммиак исполь зо вали 
в качестве аналога воды для изучения сайтов ее связывания в мар ган
цевом кластере. Достигнуто разрешение 3,0 Å для S1стадии, 2,8 Å 
для S3стадии с аммиаком и 2,25 Å для S3стадии без аммиака. При 
срав нении со структурой, полученной в криогенных условиях [66], 
выяв лены различия в пространственном расположении мономеров 
ФСII друг относительно друга и трансмембранных αспиралей внутри 
моно меров. Кроме этого обнаружили некоторые различия в длинах 
связей вблизи пигментов, вовлеченных в процесс переноса энергии. 
Пред полагается, что большинство этих изменений объясняется 
именно разницей в температурах съемки. Полученные данные о ФСII 
на S3стадии послужили источником новой информации о важных для 
функ ционирования фотосистемы элементов структуры. Еще больше 
информации о механизме функционирования Mn4CaO5кластера было 
получено благодаря исследованию 2017 года [68]. Были обнаружены 
неиз вестные до этого фотоактивируемые структурные изменения 
водо окисляющего комплекса, а максимальное разрешение структур 
интер медиатов составило 2,35 Å.

БАКТЕРИОРОДОПСИН

Бактериородопсин представляет собой архейный белок, который 
встре чается у представителей рода Halobacterium и участвует в 
фото синтезе. Бактериородопсиновый фотосинтез примитивнее, 
чем хлоро филльный – белок является протонной помпой, которая, с 
исполь зованием энергии света, переносит протоны из клетки в окру
жаю щую среду через мембрану. Образующийся протонный градиент 
далее используется для конвертирования в химическую энергию [69]. 
 Бактериородопсин является интегральным мембранным белком. 
Харак терной его особенностью служит то, что в мембранах он участ
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вует в формировании специфических участков, которые называются 
пурпурными мембранами. Пурпурные мембраны представляют собой 
двумерный кристаллический слой, который может занимать до 50% 
площади поверхности клеток архей. Бактериородопсин образует 
пов то ряющиеся элементы, организованные в цепи. Каждая цепь 
имеет по семь трансмембранных альфаспиралей, содержащих по 
одной молекуле ретиналя внутри. Ретиналь является хромофором и 
соеди нен с бактериородопсином при помощи Шиффова основания 
[69, 70].
 Благодаря тому, что бактериородопсин в мембранах архей само
стоятельно формирует двумерные кристаллы, он является удобным 
модель ным объектом для рентгеноструктурных исследований. 
Метод поточного рентгеноструктурного анализа с использованием 
РЛСЭ впервые применен к кристаллам этого белка в 2013 году [71]. 
Пур пурные мембраны изолировали из H. salinarum, затем, при 
помощи детергентов, получили небольшие бак териородопсиновые 
пластинки. Суспензию двумерных кристал лов, содержащую сахарозу, 
поместили на тонкую мембрану из нит рида кремния, формирующую 
окошко силиконового чипа, поме щенного в вакуум. Кристаллы не 
подвергались криоконсервации, при этом сахароза предотвращала их 
дегид ратацию. Использование фиксированных мишеней для рентге
новских импульсов позволило провести исследование с затратой всего 
нескольких микрограм мов дву мерных кристаллов. Максимально 
достигнутое разреше ние дифрак ционных данных составило 8 Å. В 
даль нейшем техника была оптими зирована, что позволило получить 
данные с разрешением 7 Å [72]. 
 Надо отметить, что форма двумерного кристалла для многих 
мембранных белков является наиболее естественной, так как это 
сос тоя ние схоже с их расположением в мембранах клеток [73]. Кроме 
этого, считается, что конформация мембранных белков в двумерных 
крис таллах схожа с их конформацией in vivo и потенциальные струк
тур ные изменения в молекулах не так ограничены, как могут быть 
в трех мерных кристаллах, что особо важно для исследований меха
низ мов функционирования белков [74].

БАКТЕРИАЛЬНЫЙ ФИТОХРОМ

Фитохромы представляют собой семейство фоторецепторов, которые 
участвуют в фотосенсорных реакциях растений, грибов и бакте рий. 
Эти белки детектируют свет и запускают внутриклеточные сиг
наль ные каскады, отвечающие за ответную реакцию организма на 
осве щенность. В бактериях они часто функционируют в качестве 
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гис тидинкиназ в двухкомпонентных сигнальных системах и могут 
отвечать, например, за контроль синтеза каротиноидов [75, 76]. 
 Все фитохромы похожи по архитектуре. Они имеют три консерва
тивных домена PAS, GAF и PHY, а так же тетрапирольный били
новый хромофор. Хромофор ковалентно связан тиоэфирной связью 
с остатком цистеина в PAS домене у бактерий или в GAF домене у 
цианобактерий и растений. Бактериальные фитохромы в качестве 
хромофора содержат биливердин [76]. Поглощение хромо фо ром 
света ведет к ряду последовательных структурных изменений в белке, 
которые приводят к смещению спектра поглощения этих моле кул из 
крас ной в дальнюю красную область. Детали реакции изоме ризации 
и пос ле довательности структурных изменений пока изучены не до 
конца.
 В 2016 году кристаллическую структуру хромофорсвязывающего 
домена (PASGAF) бактерии Deinococcus radiodurans получили 
мето дом поточного рентгеноструктурного анализа с использованием 
РЛСЭ при комнатной темпе ратуре с разрешением 2,1 Å [77]. Для 
сравнения определили еще одну кристаллическую структуру PAS
GAF с разрешением 1,35 Å с использованием обычного рентге но
струк турного анализа в крио генных условиях. Для обоих методов 
РСА для крис таллизации исполь зовали похожие условия, а процесс 
выделе ния и очистки белка был идентичен. При этом для поточного 
анализа выбирали как непос редственно выращенные микро крис
таллы, так и расколотые круп ные кристаллы. Для доставки микро крис
таллов использовали струю материнского раствора, а для доставки 
расколотых кристаллов брали их смесь с вязкой субстанцией, в обоих 
вариантах была продемонстрирована возмож ность получения качест
венных дифрак ционных данных.
 Сравнение кристаллических структур PASGAF фрагмента проде
монстрировало, что кристаллические структуры, полученные и с 
применением ПРСА и классического РСА, очень похожи и расхож де
ния в основном регистрируются в неструктурированных участках, а 
в атомах основной цепи и хромофора различий практически не наб
лю дается. В кристаллической структуре, полученной при комнат ной 
температуре, повреждений не наблюдалось. 
 Полученного в этом исследовании методом ПРСА разрешения в 
2,1 Å достаточно для исследования реакций изомеризации в хро мо
форе, изменений в пространственном расположении молекул воды и 
движе ний боковых групп аминокислотных остатков. Для полу чения 
этих данных исследователи планируют в дальнейшем при ме нить к 
бакте риофитохрому метод кинетического ПРСА.
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VII. ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Изучение пространственной организации белковых молекул стало 
неотъемлемой частью многих современных биологических исследо
ва ний. На сегодняшний день банк данных белковых структур попол
няется ежедневно, и наибольший вклад в этот процесс вносит рентге
но структурная кристаллография с использованием синхро трон ного 
излучения. При всех своих достоинствах этот метод имеет серьезные 
ограничения, которые не позволяют использовать его универсально 
для любых белков. 
 В связи с этим в последнее время активно развивается метод 
поточ ного рентгеноструктурного анализа с использованием РЛСЭ. 
Он обладает возмож нос тями, которые позволяют вывести изучение 
кине тических процессов, в частности у фоточувствительных белков, 
на ранее недостижимый уровень.
 Таким образом, в будущем, мы надеемся, что этот метод перейдет 
из разряда экспериментальных разработок в категорию рутинных 
мето дов структурной биологии. Исследования станут проходить зна
чи тельно быстрее и менее трудоемко, а их результаты будут более 
качественными и достоверными.
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