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Мембранные белки, в частности ионные каналы, стали объектом пристального внимания структур-
ной протеомики в середине XX века. Методы изучения ионных каналов разнообразны и включают
в себя структурные (рентгеноструктурный анализ (РСА), криоэлектронная просвечивающая мик-
роскопия (крио-ПЭМ), анализ с помощью рентгеновских лазеров на свободных электронах) и
функциональные (пэтч-кламп). В обзоре рассмотрена эволюция подходов к изучению структуры
сердечных ионных каналов, дано представление о новых приемах структурной биологии в прило-
жении к каналам, в том числе об использовании липо- и нанодисков, обсуждается вклад электро-
физиологических исследований, молекулярной динамики для получения полной картины о струк-
туре и функционировании сердечных ионных каналов. За годы исследований многие методы были
разработаны и адаптированы для изучения ионных каналов. Электрофизиологические исследова-
ния стали мощным инструментом для расшифровки механизмов ионной проводимости и селектив-
ности, стробирования и регулирования, а также тестирования ингибиторных молекул. Реконструк-
ция атомной структуры ионных каналов стала возможной благодаря активному развитию сначала
РСА и крио-ПЭМ, а в настоящий момент – за счет использования рентгеновских лазеров на сво-
бодных электронах.
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Заключение

ВВЕДЕНИЕ
XX век ознаменовал расцвет структурной био-

логии – получено колоссальное количество дан-
ных, накоплен реальный потенциал для рекон-
струкции всех процессов в живых организмах.
Завершились два десятилетия XXI века, расшиф-
ровано более 160000 третичных и четвертичных
структур белков; в их числе крупные молекуляр-
ные машины, рибосома [1], мембранные белки
[2, 3], белки цитоскелета [4], ферменты и др. Оп-
тимисты прогнозируют расшифровку архитектур
всех известных белков и их функций через 30 лет.
Это означает не только понимание структуры ин-
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дивидуальных макромолекул и их взаимодей-
ствий с лигандами, но и межмолекулярных взаи-
модействий в сложных белковых комплексах. Из-
менение конформационного состояния белка
отражается на его функциональной активности [5].
Исчерпывающее знание структур всех доменов
белковой молекулы дает возможность правильно
интерпретировать ее конформационные измене-
ния при активации и ингибировании и, более то-
го, управлять этими процессами [6].

Вслед за геномикой, протеомикой, транскрип-
томикой и метаболомикой появилась отрасль на-
уки “структурная протеомика”. Понимание био-
логических механизмов на уровне атомного раз-
решения позволяет применять эту информацию в
медицине и биотехнологии. Особенно это акту-
ально для изучения мембранных белков, в част-
ности ионных каналов и транспортеров, прини-
мающих участие в регуляции жизнедеятельности
каждой клетки организма, в особенности кардио-
миоцитов.

Ионные каналы – большой функциональный
класс интегральных трансмембранных белков.
Большинство ионных каналов имеет ротацион-
ную симметрию, образованную несколькими
идентичными субъединицами или гомологичны-
ми доменами, располагающимися вокруг поры
канала. Наиболее распространенная классифи-
кация ионных каналов – по механизму управле-

ния – включает следующие группы: каналы,
управляемые напряжением, лигандом/лиганда-
ми, липидами, температурой или светом, а также
механически управляемые.

Управляемые напряжением или потенциал-
зависимые (ПЗ) ионные каналы – самая обшир-
ная группа. Их роль в возбудимых клетках заклю-
чается в деполяризации мембран в ответ на изме-
нение потенциала. Их функционирование опре-
деляется слаженной работой трех структурных
единиц: сенсора напряжения, поры и ворот кана-
ла (рис. 1а). Большинство ПЗ-каналов, проводя-
щих ионы K+, Ca2+ и Na+, состоит из четырех
трансмембранных доменов с шестью сегментами
(рис. 1б), каждый из которых пересекает липид-
ный бислой.

Потенциалы действия (ПД) в сердечных клет-
ках существенно отличаются от обнаруженных в
других типах клеток. Это связано с наличием осо-
бых «сердечных» ионных каналов (активнее всего
экспрессирующихся в кардиомиоцитах) и кине-
тикой их работы. За деполяризацию мембраны
миоцитов миокарда млекопитающих отвечают
быстрые натриевые каналы, за фазу плато – каль-
циевые ионные каналы, важнейшую роль в опре-
делении потенциала покоя в фазе реполяризации
ПД играют калиевые каналы (рис. 1в).

Рис. 1. Строение и функционирование ПЗ-каналов. Схема одной α-субъединицы Kv-канала (а). Обозначены транс-
мембранные сегменты S1–S6 и петля P, формирующая пору канала. Заряженные аргинины на сегменте S4 обозначе-
ны плюсами. ПЧД – потенциал-чувствительный домен. Кристаллическая структура одной α-субъединицы канала
Kv1.2 (PDB ID 2A79) (б). Схема сердечного ПД (в). Стрелками отмечены ПЗ-каналы, отвечающие за различные фазы
ПД. ЭКГ в норме и при синдромах LQT и SQT (г).
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1. СЕРДЕЧНЫЕ ИОННЫЕ КАНАЛЫ
И КАНАЛОПАТИИ: ЗАЧЕМ НУЖНО ЗНАТЬ 

СТРУКТУРУ ИОННЫХ КАНАЛОВ?

Ритмичные сокращения сердца на протяже-
нии всей жизни человека обеспечиваются син-
хронной генерацией и распространением
электрических импульсов, к которым приводит
слаженная работа нескольких десятков ионных
каналов. Катионные ПЗ-каналы, которые коди-
руются генами KCNQ1, KCNH2, KCNE1, KCNE2,
KCNJ2, TRPM4, играют важную роль в реполяри-
зации сердечных клеток и поддержании нормаль-
ной продолжительности сердечного ПД.

Семейство Kv7.x или KCNQ включает в себя
пять типов каналов Kv7.1–Kv7.5. Канал Kv7.1, ко-
дируемый геном KCNQ1, преимущественно экс-
прессируется в тканях сердца, а также в эпители-
альных тканях и гладкой мускулатуре. Каналы
Kv7.2–Kv7.5 (KCNQ2–5) в основном встречаются
в тканях нервной системы [7]. В сердечной мы-
шечной ткани Kv7.1 экспрессируется совместно с
вспомогательными бета-субъединицами KCNE1,
KCNE2 и KCNE3 для формирования функцио-
нально активного канала, обеспечивающего мед-
ленный ток реполяризации [8] и, следовательно,
отвечающего за длительность сердечного ПД.
К настоящему моменту описано 109 мутаций (в ос-
новном точечных замен), затрагивающих актив-
ность канала Kv7.1, изменяющих кинетику актива-
ции, взаимодействие с регуляторными субъедини-
цами, либо нарушающих транспорт в мембрану
клетки, приводящих к развитию синдрома удли-
ненного интервала QT (longQT, LQTS) на электро-
кардиограмме (ЭКГ) (рис. 1г) и синдрому внезап-
ной смерти. Кроме LQTS некоторые из этих мута-
ций ассоциированы с синдромом Джервелла–
Ланге–Нильсена [9], состоянием, при котором
нарушения сердечного ритма сопровождаются на-
рушениями слуха. Для данного канала описаны
также активирующие мутации, вызывающие уве-
личение тока и ведущие к укорочению ПД сердца
(синдром укороченного интервала QT, shortQT,
SQTS) и фибрилляции предсердий [10].

Правильная работа ионных каналов может
быть нарушена в результате мутаций, влияющих
на количество экспрессируемых белковых субъ-
единиц, первичную и вторичную структуру, а так-
же посттрансляционные модификации белка.
В результате генетически детерминированных
изменений суммарная проницаемость через ка-
нал для ионов может увеличиваться (нарушается
механизм инактивации или закрывания канала,
увеличивается экспрессия) либо уменьшаться
(нарушается активация, пропускная способ-
ность, снижается экспрессия белка). Примеча-
тельно, что различные по своему функциональ-
ному эффекту мутации могут приводить к клини-
чески противоположным ЭКГ-феноменам, и

соответствующие аритмогенные синдромы фор-
мируют аллельные серии заболеваний. Одним из
хорошо изученных примеров аллельной серии за-
болеваний служат синдромы, развивающиеся в
результате различных мутаций в гене KCNH2.
Мутации, реализующиеся по типу “loss of function”
(потеря функции) (например, замены N410D,
A561T, G610S, A614V, N996I и др.), приводят к
снижению суммарного исходящего калиевого то-
ка из клетки, что задерживает время реполяриза-
ции и выражается удлинением интервала QT [11].
Эта генетическая форма представляет собой вто-
рой по частоте подтип наследственного синдрома
LQT, заболевания с высоким риском развития
желудочковой тахикардии типа “пируэт” и вне-
запной сердечной смерти [12]. На мутации в этом
гене приходится ~35% всех случаев генетически
подтвержденных случаев заболевания [13].

Мутации в гене KCNH2, реализующиеся по ти-
пу “gain of function” (усиление функции), ведут к
тому, что выведение из клетки положительно за-
ряженных ионов калия увеличивается, что при-
водит к ускорению реполяризации и проявляется
укорочением интервала QT на ЭКГ (рис. 1г).
Электрокардиографические и клинические про-
явления таких мутаций более многообразны,
включают синдром SQT (замена T618I), синдром
Бругада (например, T152I, R164C, W927G,R1135H
и т.д.), семейную фибрилляцию предсердий (за-
мена N588K) [14–16].

Функционирование канала Kv11.1 (кодируе-
мого геном KCNH2) может быть нарушено не
только мутациями, но и взаимодействием с ши-
роким спектром лекарственных препаратов. Бло-
кирование канала Kv11.1 с развитием вторичного
удлинения сердечного ПД (и, как следствие, уве-
личение продолжительности интервала QT)
представляет собой один из очень опасных по-
бочных эффектов широкого круга лекарств. Пер-
вым препаратом, выведенным в 1998 г. с фарма-
кологического рынка в связи с блокадой канала
Kv11.1 и риском развития желудочковых аритмий,
был блокатор H1-гистаминовых рецепторов тер-
фенадин, а сейчас таких препаратов насчитывает-
ся не менее десятка [17]. В настоящее время все
новые фармацевтические субстанции тестируют-
ся на их способность блокировать сердечные
ионные каналы, главным образом Kv11.1. Пони-
мание особенностей строения и функционирова-
ния ионных каналов, в частности Kv11.1, очень
важно для рационального дизайна новых лекар-
ственных средств любой направленности. Было
показано, что некоторые аминокислоты в S6-до-
мене (Tyr652, Phe656) и в основании поровой
спирали (Thr623, Ser624, Val625) особенно чув-
ствительны к лекарственным взаимодействиям
[18]. Независимо от того, в какую сторону смеща-
ется продолжительность реполяризации кардио-
миоцита, основной угрозой для носителей мута-
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ций в гене KCNH2 является повышенный риск
развития желудочковых нарушений ритма и вне-
запной смерти.

Эффективность лечения разных наследствен-
ных сердечных каналопатий различна. В настоя-
щее время доступны как хирургические (имплан-
тация антиаритмических устройств и левосто-
ронняя стеллэктомия), так и медикаментозные
подходы. При синдроме LQT высокую (но не аб-
солютную) эффективность показали β-блокато-
ры [19]. Однако успехи лекарственной терапии
других каналопатий (семейные нарушения про-
водимости, синдром Бругада, SQT) не столь вели-
ки. Поэтому детальное изучение структурных и
функциональных изменений нормальных и му-
тантных ионных каналов необходимо для разра-
ботки новых молекул, способных восстановить
или компенсировать генетический дефект.

Повышение доступности высокоэффективно-
го секвенирования привело к экспоненциально-
му росту выполняемых генетических тестов.
Естественным результатом роста выполняемых
диагностик стало выявление большого числа но-
вых, не охарактеризованных редких вариантов,
клиническое значение которых трудно интерпре-
тировать. Детальное понимание структуры ион-
ных каналов, понимание функциональной значи-
мости каждого аминокислотного остатка помогут
разработать предиктивные модели, способные до-
стоверно прогнозировать значение новых уни-
кальных вариантов.

2. ПУТЬ К СТРУКТУРЕ 
ПОЛНОРАЗМЕРНОГО ИОННОГО КАНАЛА

К концу XX века были успешно клонированы
многие гены, кодирующие ДНК ионных каналов
эукариотического происхождения, а также их
бактериальных аналогов. Однако четвертичная
структура большинства ионных каналов долгое
время оставалась неизвестной, так как они с
большим трудом поддаются трехмерной кристал-

лизации. Выводы о структуре и функционирова-
нии каналов делались на основе непрямых дан-
ных мутационного анализа, электрофизиологии
и молекулярной динамики (МД) (рис. 2).

В отсутствие прямых структурных данных бы-
ли разработаны комплексные подходы, позволя-
ющие решить сложнейшую задачу определения
процессов, лежащих в основе активации Kv-ка-
налов. Эта задача частично была решена к началу
90-х годов XX века, когда были предложены пер-
вые модели активации ПЗ Kv-каналов (обзор
[26]). По данным цистеинового сканирования и
электрофизиологии установили, что Kv-канал яв-
ляется тетрамером (рис. 2); при активации канала
сенсор потенциала S4 под действием изменения
трансмембранного потенциала движется поперек
мембраны [27]; спираль S4 тянет линкер S4–S5,
что приводит к нарушению взаимодействия S4–
S5/S6 и открытию поры канала [28] (рис. 3а). Од-
нако некоторые модели активации, как потом
выяснилось, были ошибочны [29]. Для их валида-
ции необходимы были реальные структурные
данные.

Первая кристаллическая структура бактери-
ального (Streptomyces lividans) ионного канала KcsA
с разрешением 3.2 Å была получена в лаборатории
будущего Нобелевского лауреата Р. МакКиннона
и опубликована в 1998 г. [21]. Эта работа за про-
шедшие 22 года была процитирована более
7000 раз. Так как структура поры гомологична у
большинства катионных каналов [30], структура
KcsA открыла неоценимые возможности для
структурных биологов и биофизиков (рис. 4).

Атомная структура KcsA позволила использо-
вать МД для моделирования конформаций не
только этого канала [31], но и гомологичных ка-
налов эукариот [32, 33] (рис. 3в). Для получения
хорошо дифрагирующих кристаллов авторы уда-
лили внутриклеточные С-концы субъединиц ка-
нала KcsA. Поэтому необходимо было доказать
функциональность полученной конструкции –
начался ренессанс методов электрофизиологии.

Рис. 2. Путь к структуре Kv-канала дрозофилы Shaker. Слева направо: 1992 г. – показано, что канал является тетрамер-
ным [20]; 1998 г. – появление данных о водной поре канала; к 1999 г. опубликованы структуры порового домена (го-
мологичный канал KcsA [21]) и тетрамеризационного домена [22]; 2000 г. – гипотеза “висячей гондолы” [23]; 2001 г. –
первая ПЭМ-структура канала [24] подтвердила упомянутую выше гипотезу; 2005 г. – кристаллическая структура хи-
мерного полноразмерного Kv1.1/1.2-канала с β-субъединицей [25].
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3. СТРУКТУРНО-ФУНКЦИОНАЛЬНЫЕ 
ИССЛЕДОВАНИЯ ИОННЫХ КАНАЛОВ

Фундаментальное понимание того, как струк-
тура катионных каналов меняется при мутациях,
возможно только при сочетании структурных ис-
следований с функциональными (электрофизиоло-
гическими) подходами. Характеристика активно-
сти ионных каналов с помощью электрофизиоло-
гических методов является основным источником
знаний как в физиологическом, так и патофизио-
логическом контексте, что, в свою очередь, помо-
гает в разработке соответствующих фармакологи-
ческих препаратов.

Электрофизиология в XX веке внесла огром-
ный вклад в расшифровку молекулярных механиз-
мов ионной проводимости, ионной селективно-
сти, стробирования каналов, а также регулирова-
ния ионных каналов дополнительными белками
[34–39].

В контексте патофизиологии ионных каналов
электрофизиологические инструменты, в частно-
сти метод пэтч-кламп [40], использовались в ты-
сячах исследований для подтверждения того, что
варианты генов, кодирующие часть комплекса
ионных каналов, являются причиной различных
патологий. Хорошим примером в данном случае

Рис. 3. Две модели соединения между сенсором напряжения и поровыми субъединицами ионных ПЗ-каналов: а – ме-
ханистическая модель, характерная для каналов семейства Shaker; б – лиганд-рецепторная модель, характерная для
каналов EAG, ERG, KCNQ. Рисунок адаптирован из [28].
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Рис. 4. Кристаллическая структура бактериального pH-зависимого калиевого канала KcsA позволила провести моле-
кулярное моделирование гомологичного канала. Три иона калия расположены на внешней и внутренней позициях се-
лективного фильтра (S1 и S3) и в центре водной полости (а). Выравнивание последовательностей канала KcsA,
Shaker и гомологичного CNG1-канала (б). Модель конформационных изменений в CNG1-канале при открытии и за-
крытии ворот канала, построенная на основе МД (в) [33].
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является синдром LQT. Довольно простая схема
моногенного наследования заболевания, вероят-
но, обусловила то, что оно долгое время находи-
лось в центре внимания научной общественности
после идентификации нескольких мутаций, в ос-
новном в генах KCNQ1, KCNH2 и SCN5A [41, 42].
Во многих биофизических исследованиях иден-
тифицированная замена была введена в плазми-
ду, кодирующую канал, и проведены эксперимен-
ты in vitro с помощью метода пэтч-кламп для про-
верки того, приводит ли мутация к модификации
ионного тока.

Значительные достижения в области высоко-
производительного секвенирования и геномного
анализа позволили исследовать более сложные
формы наследственных заболеваний, такие как
синдром Бругада [43]. Этот синдром характеризу-
ется фибрилляцией желудочков и повышенным
риском внезапной сердечной смерти, как и при
синдроме LQT, но патофизиология несколько от-
личается, и ЭКГ-мониторинг позволяет легко от-
личить синдром LQT от синдрома Бругада (подъем
сегмента ST на кардиограмме). При синдроме
LQT большинство случаев связано со специфиче-
ской мутацией, в основном в генах KCNQ1,
KCNH2 и SCN5A. При синдроме Бругада мутация
в генах была идентифицирована только у 20% па-
циентов, несмотря на очевидное семейное проис-
хождение патологии. Ситуация осложнена тем,
что во многих случаях при идентифицированных
в семье мутациях (в основном ген SCN5A, кодиру-
ющий ПЗ-натриевый канал Nav1.5) некоторые
члены семьи являются лишь ее носителями (не-
полная пенетрантность), а другие члены семьи
имеют патологию (фенокопию) [44]. В этом слу-
чае методы электрофизиологии представляют
еще больший интерес, чем в случае синдрома
LQT, так как они позволяют выяснить, приводит
ли обнаруженная мутация к дисфункции канала и
может ли она частично участвовать в патогенезе.

Что касается патофизиологии ионных кана-
лов, инструменты электрофизиологии также по-
лезны для определения того, как нарушение мо-
лекулярного механизма может привести к кон-
кретной патологии. Например, исследования
пэтч-кламп показали, что для активности ПЗ-ка-
налов Kv7.1 и Kv11.1 требуется фосфолипид фос-
фатидилинозитол-4,5-бисфосфат (PI(4,5)P2) и
что некоторые мутации при синдроме LQT изме-
няют взаимодействие этого полярного липида с
каналом, что приводит к потере каналом своей
функции [45–47].

Наконец, изучение внутримолекулярных вза-
имодействий в ПЗ-каналах с помощью электро-
физиологических методов привело к разработке
пептидов, имитирующих эти взаимодействия и
либо ингибирующих, либо активирующих целе-
вую группу ионных каналов [48–51]. Такие иссле-

дования могут в долгосрочной перспективе при-
вести к разработке новых терапевтических средств.

Во всех аспектах, обсуждаемых выше, могут
быть также полезны высокопроизводительные
аналоги пэтч-клампа. Интерес к функциональ-
ной валидации каналов в сочетании с многократ-
ным увеличением количества тестируемых вари-
антов гена (более 1000 в канале Kv11.1 (hERG))
позволил разработку методов фенотипирования
генов [52, 53].

Важно упомянуть об ограничениях техники
пэтч-кламп, особенно потому, что это может
приводить к неправильной интерпретации функ-
ции ионных каналов. Типичным случаем может
служить субъединица KCNE1, первоначально на-
званная MinK; она ошибочно считалась ионным
каналом на основании того, что при экспрессии в
ооцитах Xenopus наблюдали медленно активиру-
ющийся ПЗ-калиевый ток. Несмотря на очень
осторожную интерпретацию результатов в пер-
вой статье, дальнейшие публикации подтвердили
эту гипотезу [54, 55]. Однако ток можно было на-
блюдать только тогда, когда РНК вводили в ооци-
ты Xenopus, но не в других моделях, что все же вы-
звало некоторые сомнения [56]. Только клониро-
вание гена канала KCNQ1 (первоначально
названного KVLQT1) и демонстрация того, что
этот канал изначально присутствует в ооцитах
Xenopus и генерирует медленно активирующийся
ток, управляемый напряжением только в присут-
ствии KCNE1, определенно продемонстрирова-
ли, что KCNE1 не кодирует порообразующую
субъединицу [38, 39], а является дополнительной
субъединицей канала KCNQ1.

4. ЭЛЕКТРОННАЯ МИКРОСКОПИЯ 
ДЛЯ ИССЛЕДОВАНИЯ ИОННЫХ КАНАЛОВ

В 90-х годах XX века для исследования струк-
туры ионных каналов начинают применять элек-
тронную микроскопию. Каналы выделяют из
мембран клеток с использованием детергентов
(DDM, CHAPS, Digitonin и других), наносят на
углеродные сетки для последующей окраски со-
лями тяжелых металлов (рис. 2д) [24, 57–60] либо
используют появившийся в 80-х годах XX века
метод криоэлектронной просвечивающей микро-
скопии (крио-ПЭМ) [61, 62].

Преимуществом крио-ПЭМ является то, что
белковые молекулы находятся в водном окруже-
нии, поэтому их форма и конформация сохраня-
ются. Частицы во льду не имеют преимуществен-
ной ориентации по сравнению с частицами на
поверхности углерода. В то же время в крио-ПЭМ
соотношение сигнал/шум, как правило, низкое,
поскольку низок контраст исследуемых объектов.
Для того чтобы повысить контраст, необходимо
объединить данные, полученные от очень боль-
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шого числа проекций. Реконструкция макромо-
лекул по данным крио-ПЭМ продолжается уже
более четырех десятилетий, однако на начальных
этапах она позволяла получать трехмерные струк-
туры с разрешением 15–18 Å только очень боль-
ших белков ионных каналов, таких как риано-
динчувствительный рецептор (RyR) [63, 64].

Радиационное повреждение образцов являет-
ся существенным препятствием для получения
изображений с высоким разрешением [65]. Для
снижения радиационного повреждения во время
выбора зоны съемки, выравнивания и фокуси-
ровки пучка электронов применяются специаль-
ные системы “низкой дозы”, чтобы блокировать
луч до последнего шага – получения изображе-
ния. Малые выдержки приводят к потере разре-
шения, шумным изображениям и, как следствие,
недостатку данных с высоким разрешением. Это,
в свою очередь, усложняет последующий процесс
обработки изображений для определения трех-
мерной структуры объекта. Определение углов
ориентации глобулярных молекул особенно чув-
ствительно к шумам на необработанных изобра-
жениях, а также к ошибкам в процедурах выравни-
вания и классификации. Недостаточные размеры
Kv-каналов (10–15 нм в диаметре) приводили к по-
тере контраста изображения в микроскопе и паде-
нию разрешения реконструкции.

Для очень коротких выдержек становится кри-
тически важной способность детектора воспри-
нимать каждый попавший на него электрон. Та-
кие устройства были сконструированы в XXI веке,
они позволяют напрямую детектировать электро-
ны (прямой детектор электронов, ПДЭ) и полу-
чить за секундную выдержку от 16 до 400 кадров.
Благодаря специальной процедуре обработки
изображения одной и той же белковой частицы со
всех полученных кадров можно выровнять отно-
сительно друг друга и сложить для увеличения со-
отношения сигнал/шум. Таким образом, компен-
сируется движение частиц во льду, происходящее
за время даже секундной выдержки [66].

5. РЕВОЛЮЦИЯ В СТРУКТУРНОЙ 
БИОЛОГИИ – КРИО-ПЭМ-СТРУКТУРЫ 

ИОННЫХ КАНАЛОВ С ВЫСОКИМ 
РАЗРЕШЕНИЕМ

За 15 лет после опубликования первой кри-
сталлической структуры ионного канала исследо-
вателям с помощью рентгеноструктурного анали-
за (РСА) удалось расшифровать атомную структу-
ру некоторого количества прокариотических [21,
67, 68], архейных [69] и эукариотических (рис. 2е)
каналов [70–72].

Революция в структурной биологии мембран-
ных белков началась с опубликования в 2013 г.
первой атомной структуры ионного канала TRP

[73], de novo полученной с помощью крио-ПЭМ,
что, в частности, связано с началом серийного
выпуска камер ПДЭ. Разработка нового про-
граммного обеспечения для 3D-реконструкции
[74] ускорила во много раз сбор и анализ сотен
тысяч и миллионов изображений отдельных ча-
стиц каналов. В 2015 г. метод крио-ПЭМ был объ-
явлен методом года по версии журнала Nature, а
еще через 2 года, в 2017 г., трое ученых-основате-
лей метода – Р. Хендерсон, Ж. Дюбуше и
Й. Франк – удостоились Нобелевской премии.
И это было только начало. В течение последую-
щих 4 лет технический прорыв позволил полу-
чить многие до того неизвестные структуры ион-
ных каналов, включая сердечные каналы KCNQ1
и KCNE2 [75, 76].

Первые крио-ПЭМ-исследования с высоким
разрешением каналов семейства EAG показали,
что модель активации, основанная на данных о
структуре каналов семейства Shaker [26, 77], не
подходит для описания работы семейств каналов,
кодируемых генами KCNH [3, 49, 75, 78].

Структура мембранного домена каналов се-
мейства Shaker имеет характерную особенность,
открытую после расшифровки кристаллической
структуры химерного канала Kv1.1/Kv1.2 [71], –
ПЧД взаимодействует не со своим поровым до-
меном, а с доменом, принадлежащим соседней
субъединице (рис. 5а, 5в).

Такая архитектура получила называние “do-
main swapped” – доменный обмен. Подобная орга-
низация трансмембранных спиралей была воз-
можна из-за длинного S4–S5 линкера у каналов
семейства Shaker. Формирование доменного об-
мена оказалось невозможно для каналов EAG,
так как у них оказался очень короткий S4–S5
линкер, и спираль S5 взаимодействует со своим
же ПЧД (рис. 5б, 5г) [75].

Сравнение структуры каналов: химерного
Kv1.2/2.1 [71] и Kv11.1 в открытой конформации
[3] с каналом Kv10.1, пора которого была закрыта
за счет взаимодействия с кальмодулином (СaM)
[75], привело исследователей к новой гипотезе
функционирования каналов семейства EAG (рис.
6). Отличие ее от предыдущей модели состоит в
том, что линкеру отводится меньшая роль, а ос-
новное изменение конформации S6 происходит
за счет латерального смещения S4- и S5-сегмен-
тов. Роль шарнира, который обеспечивает изме-
нение конформации S6, выполняет остаток гли-
цина (G648 у Kv11.1 и G460 у Kv10.1) [3].

В результате было выдвинуто предположение,
что активация каналов семейства EAG происхо-
дит по лиганд-рецепторному механизму (рис. 3б).
В данном случае линкер S4–S5 действует как
внешний лиганд, который связывает нижнюю
часть спирали S6 и блокирует канал в закрытом
состоянии, когда спирали S4 ПЧД находятся в со-
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стоянии “внизу” при отрицательном потенциале.
Когда спирали S4 находятся в состоянии “ввер-
ху”, линкер S4–S5 выходит из кармана связыва-
ния с S6, и канал открывается. Этот молекуляр-
ный механизм хорошо согласуется с результатами
электрофизиологических экспериментов [79],
сделанных, в частности, на каналах hERG [49].

6. НОВЫЕ СТРАТЕГИИ ДЛЯ ВЫДЕЛЕНИЯ 
ИОННЫХ КАНАЛОВ

6.1. Почему так сложно изучать
мембранные белки?

Структурные исследования требуют получе-
ния целевого белка в большом количестве и с вы-
сокой степенью чистоты. К настоящему времени
разработано множество различных подходов к
наработке и очистке белков. Тем не менее для
мембранных белков именно подготовка образца
является узким местом при определении структу-
ры, в особенности экстракция целевого белка из
клеточных мембран. Детергент, который непод-
ходящим образом имитирует гидрофобное окру-
жение исследуемого белка, может также значи-
тельно изменить его структуру.

В таких условиях субнанометрового разреше-
ния реконструкции 30 лет назад позволяла до-
стичь лишь электронная кристаллография:
структуры бактериородопсина в пурпурной мем-
бране [80] и ацетилхолинового рецептора в элек-
трическом органе ската Torpedo marmorata [81] бы-

ли получены этим методом. Позднее научились
моделировать природные двумерные кристаллы,
вместо нативных мембран использовали очищен-
ные молекулы каналов и путем диализа удаляли
детергент из смеси, заменяя его на липиды, одна-
ко этот подход оказался достаточно сложен для
воспроизведения и до сих пор применяется лишь
в нескольких лабораториях в мире.

Для получения реконструкций белков каналов
в мембранном окружении разрабатывались и дру-
гие специальные подходы, такие, например, как
сферическая реконструкция [82]. После вставки в
маленькую сферическую везикулу из липидов
мембранный белок приобретал строго опреде-
ленную ориентацию относительно мембраны, и
его положение на проецируемом изображении
везикулы напрямую определяло два из трех опре-
деляемых углов Эйлера. Анализ изображений ве-
зикул во льду показал, что их плотность хорошо
описывается простой моделью рассеяния элек-
тронов на мембране. Компьютерное моделирова-
ние показало, что этот метод теоретически может
улучшить реконструкцию мембранных белков.
В [83] его применили для изучения кластериза-
ции грамицидина в липосомах, однако высокого
разрешения этот метод достичь не позволил.

Значение липидов ближайшего окружения по-
казано для многих белков, например, взаимодей-
ствие PI(4,5)P2 с Kv7 [45] и взаимодействие KscA
с анионными липидами [84]. Удаление этих ли-
пидов при солюбилизации детергентами может
приводить не только к функциональным наруше-
ниям, но и к структурным перестройкам. В связи
с этим постоянно ведется как поиск новых детер-
гентов, так и разработка принципиально новых
подходов к солюбилизации мембранных белков.
Относительно недавно были разработаны два по-
хожих, однако основанных на различных соеди-
нениях подхода – использование нанодисков и
липодисков в структурных исследованиях мем-
бранных белков.

6.2. Нанодиски

Нанодиски – это альтернативный и более эф-
фективный подход к выделению мембранных
белков. Это имитаторы мембранного окружения
(мембраномиметики), которые можно использо-
вать для поддержания мембранных белков в рас-
творимой форме для дальнейших структурных
исследований. Как следует из названия, нанодис-
ки представляют собой дискообразные нанораз-
мерные бислои фосфолипидов, окруженные мо-
лекулами амфипатического α-спирального белка
MSP, который выступает в роли пояса, ограничи-
вающего размер диска (рис. 7а, 7в).

Изначально метод был основан на использова-
нии аполипопротеина ApoA1 человека. Липопро-

Рис. 5. Различия в расположении доменов у различ-
ных Kv-каналов по данным РСА и крио-ПЭМ: а – ка-
нал Kv1.1/1.2 [25]; б – канал Kv10.1 [75]; в, г – схема-
тическое изображение взаимодействия поровых до-
менов и ПЧД в соответствующих каналах.

(а) (б)

(в) (г)

Eag1Kv1.2/2.1
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теины высокой плотности состоят из липидов и
холестерина, основной аполипопротеин ApoA1
может принимать различные структурные фор-
мы. Он синтезируется в печени, затем из формы
без липидов постепенно обретает вид шарика из
липидов, холестерина и сложных эфиров холесте-
рина, проходя через временную дискоидную ста-
дию. Именно диски и стали прототипом водорас-
творимых наночастиц [87].

Включение мембранного белка в нанодиск
происходит самопроизвольно, так как он взаимо-
действует с гидрофобными хвостами липидов.
Нанодиски могут использоваться в большом диа-
пазоне концентраций при комнатной и физиоло-
гических температурах и храниться в течение не-

скольких месяцев при 4°C с минимальной агрега-
цией. При соблюдении правильных условий
можно добиться монодисперсных образцов с
контролируемым размером по сравнению с липо-
сомами, бицеллами, мицеллами. На данный мо-
мент существует множество модифицированных
вариантов белка MSP [88], в том числе коммерче-
ски доступных.

Количественный и качественный состав фос-
фолипидов нанодисков можно варьировать для
имитации биологических особенностей тех или
иных мембран. Самые популярные синтетиче-
ские липиды, используемые для сборки нанодис-
ков – фосфатидилхолин (POPC), димиристоил-
фосфатидилхолин (DMPC), дипальмитоилфос-

Рис. 6. Сравнение структур закрытого и открытого Kv-каналов. Различия в структурах трансмембранной части и при-
легающих к поре цитоплазматических доменов открытого канала Kv11.1 (темно-серый) и закрытого канала Kv10.1
(светло-серый) (а). Сравнения профилей поры каналов, структуры которых получены в открытом (hERG и Kv1.2/2.1)
и закрытом (EAG1) состоянии (б). Cхема активации каналов семейства EAG (в).
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фатидилхолин (DPPC), а также смеси с
заряженными фосфолипидами, такими как
PI(4,5)P2, фосфатидилсерин (PS), фосфатидил-
глицерин (PG), фосфатидилэтаноламин (PE).

Публикации многих структур ионных кана-
лов, выделенных в нанодисках за последние 5 лет,
однозначно говорят об успешности метода (табл. 1).
Возникли новые варианты нанодисков, которые
адаптированы, в том числе, для больших белков и
комплексов [89, 90], поскольку размер нанодиска
может иметь решающее значение для поддержа-
ния нативного олигомерного состояния белка, ин-
корпорированного в нанодиски. Более того, для
многих типов нанодисков уже опубликованы оп-
тимизированные протоколы [91] и подобраны оп-
тимальные молярные отношения смеси липидов.

6.3. Липодиски

Одним из новейших методов выделения бел-
ков в естественном липидном окружении являет-
ся использование сополимера стирола и малеи-
новой кислоты (SMA). Особенностью данного
полимера является способность переходить меж-
ду линейной и спиральной конформациями в за-
висимости от рН и ионной силы среды. Чередую-
щиеся гидрофобные (стирольные) и гидрофиль-

ные (остатки малеиновой кислоты) фрагменты
SMA делают его амфипатическим и, следователь-
но, способным встраиваться в биологические
мембраны. Встраиваясь в мембрану, полимер
разрушает ее и формирует фрагменты мембраны
округлой формы размером 10–40 нм, окружен-
ные поясом полимера [106] (рис. 7б). Такие ча-
стицы назвали SMALP – липидные частицы, об-
разованные сополимером малеиновой кислоты
(SMA lipidp articles). Термин Lipodisq® (липо-
диск) был введен компанией Malvern Cosmeceu-
tics Ltd. для обозначения патентованных смесей
полимер/липид, разрабатывавшихся как носите-
ли для доставки гидрофобных фармацевтических
субстанций. В настоящее время термин “липо-
диск” или “нативный нанодиск” в основном при-
меняется в отношении дисковидных мембранных
структур, образованных полимерами, в противо-
вес термину “нанодиск”, который используется
для обозначения структур, сформированных про-
изводными аполипопротеинов.

Влияние состава полимера (соотношение
остатков стирола и малеиновой кислоты), рН среды
и ионной силы раствора на эффективность рас-
творения модельной мембраны подробно иссле-
довано в [107]. Полимер остается растворимым в
диапазоне рН 7–9, при понижении рН начинает
агрегировать. Однако полимер с соотношением
остатков стирола и малеиновой кислоты 1.4 : 1
выдерживает понижение рН среды до 4. Высокая
ионная сила раствора снижает растворимость по-
лимера, однако повышает эффективность солю-
билизации мембран. Интересно, что диаметр
формируемых липодисков зависит в большей
степени от липидного состава мембраны, чем от
характеристик полимера [108]. Длина молекул
полимера при заданном соотношении остатков
стирола и малеиновой кислоты влияет не столько
на размеры частиц, сколько на их стабильность
[109]. На модельной системе (липосомы, образо-
ванные смесью POPC/POPG в соотношении
9 : 1) было показано, что на размер формируемых
липодисков влияет соотношение массы липида и
полимера: после достижения критической кон-
центрации полимера, необходимой для полного
разрушения везикул, дальнейшее увеличение
концентрации полимера приводит к уменьше-
нию размеров липодисков [110].

Влияние липидного состава бислоя на кинети-
ку формирования SMALP исследовано в [111,
112]. Показано, что длина ацильной части липи-
дов практически не влияет на размер, однако
определяет кинетику формирования SMALP.
При растворении мембран решающее значение
имеют особенности упаковки – фаза, толщина
мембраны, латеральное давление, плотность за-
ряда, температура, ионная сила раствора. Более
тонкие мембраны с низким латеральным давле-
нием, низкой плотностью заряда на поверхности

Рис. 7. Строение комплексов нанодиска и липодиска
с мембранным белком. Схематическое представление
нанодиска (а) и липодиска (б) с инкорпорированным
мембранным белком. Внизу – суммарные крио-
ПЭМ-проекции каналов в нано- и липодиске: в – ка-
нал dORAI в MSP [85]. Стрелка указывает на допол-
нительную плотность, соответствующую нанодиску;
г – канал ASIC в SMA [86]. Отметим, что липодиск не
образует дополнительной плотности вокруг мем-
бранной части канала в отличие от нанодиска.

(а) (б)
Липиды

Белок

MSP SMA

(в) (г)
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и при высокой концентрации NaCl растворяются
быстрее и с большим выходом SMALP. Показано,
что полимер не имеет сродства к каким-либо
определенным липидам и в SMALP соотношение
липидов остается таким же, как было в исходной
мембране. Термодинамика процесса формирова-
ния SMALP исследована в [113] на модельных
мембранах. Влияние липидного состава на фор-
мирование SMALPs отражено в кинетике солю-
билизации эукариотических клеток: по данным
флуоресцентной микроскопии внутриклеточные
мембраны в присутствии SMA разрушаются
быстрее и эффективнее, чем плазматическая
мембрана [114]. Более медленное разрушение
плазматической мембраны может быть отчасти
связано с присутствием большого количества
структурных белков.

Если мембрана содержит молекулы белка, то
при добавлении полимера белки оказываются за-
ключены в формирующиеся липодиски, т.е. мем-
бранный белок оказывается вырезан из мембра-
ны с сохранением некоторого слоя окружающих

белок липидов. Первоначально это было проде-
монстрировано для липосом, образованных
DMPC и содержащих бактериородопсин [115].
Позже при помощи полимера SMA были экстра-
гированы ABC-транспортеры из мембранных
фракций различных клеток [116], комплекс IV из
митохондрий клеток дрожжей [117], калиевый
ПЗ-канал человека Kv7.1 из нефракционирован-
ных эукариотических клеток [118] и другие белки.
Мембранные белки, заключенные в липодиски,
оказываются достаточно стабильными и могут
быть очищены и проанализированы различными
биохимическими методами.

Значительным преимуществом использова-
ния SMA является полное отсутствие детергента в
протоколе очистки. Как следствие, выделенные
таким образом белки могут быть извлечены вме-
сте с их естественной липидной средой и лиган-
дами. Такой подход позволяет повысить стабиль-
ность и сохранить функциональную активность
белков и белковых комплексов, что было показа-
но при очистке аденозинового рецептора челове-

Таблица 1. Ионные каналы, структуры которых получены в нанодисках

Примечание. DMPG – димиристоил-глицеро-фосфорилглицерин, POPG – пальмитоил-олеоил-глицеро-фосфоглицерин,
POPE – пальмитоил-олеоил-глицерофосфоэтаноламин, POPS – 1-пальмитоил-олеоил-глицерофосфосерин, DOPE – дио-
леоил-фосфатидил-этаноламин.

Ионный канал Год Частицы 
MSP Липиды Метод Разрешение, Å Литера-

тура

KCC4 2020 MSP1D1 DOPE, POPC, POPS крио-ПЭM 3.65 [92]
VSD4-NavAb 2020 MSP1E3 DMPC ПЭМ [93]
KCNQ1 + KCNE3 2020 MSP2N2 полярные липиды сои крио-ПЭM 3.1 [94]
V/A-typeATPase 2019 MSP1E3D1 POPC и полярные липиды

T. thermophilus
крио-ПЭM 3.5 [95]

TMEM16F 2019 MSP2N2 полярные липиды сои, 
POPC, POPE, POPS

крио-ПЭM ~4 [96]

AdeB 2019 MSP 1E3D1 липидный экстракт E. coli крио-ПЭМ 2.98 [97]
LRRC8A 2019 MSP1E3D1 POPC крио-ПЭM 4.18 [98]
H+-ATФаза 2019 MSP1E3D1 вакуолярные липиды дрожжей ПЭМ [99]
Orai 2019 MSP1E3D1 POPC,POPG, POPE крио-ПЭМ 5.7 [85]
TRPM4 2018 MSP2N2 полярные липиды сои крио-ПЭМ ~3 [100]
OSCA1.2 2018 MSP2N2 полярные липиды сои крио-ПЭМ 3.1 [88]
TPC1 2018 MSP E3D1 

и сапозин А
полярные липиды сои крио-ПЭМ 3.7 [101]

Kv1.2–2.1 2018 MSP1E3D1 POPC, POPG, POPE крио-ПЭМ 3.3 [102]
VDAC-1 2018 DCND POPC, POPG с холестерином ПЭМ [90]
Kv7.1 2017 MSP2N2 без экзогенных липидов ПЭМ 25 [103]
TcdA1 2016 MSP1D1 POPC крио-ПЭМ 3.46 [104]
TRPV1 2016 MSP2N2 

и MSP1E3
липиды сои крио-ПЭМ без лиганда – 3.2,

с агонистом – 2.9,
с антагонистом – 3.4

[105]

CorA 2016 MSP1D1 POPC, POPG крио-ПЭМ 3.8 [102]



692

КРИСТАЛЛОГРАФИЯ  том 66  № 5  2021

КАЧЕР и др.

ка A2A [119], калиевого ПЗ-канала KcsA [120],
транспортера AcrB E. coli [121], фотосинтетиче-
ских реакционных центров Rhodobacter (Rba.)
sphaeroides [122]. Часто SMA повышает общий вы-
ход солюбилизированного белка, а также позво-
ляет провести очистку в одну стадию [116, 118].

Сохранение ближайшего липидного окруже-
ния при экстрагировании белков полимером
SMA открывает широкие возможности для ана-
лиза их естественного липидного окружения и
поиска липид-белковых взаимодействий [123–
125]. В [126] совместное экстрагирование липи-
дов с мембранными белками было использовано
для определения липидного состава микродоме-
нов мембран Saccharomyces cerevisiae.

Преимущества полимера SMA при солюбили-
зации мембранных белков делают его перспек-
тивным в структурных исследованиях. В табл. 2
приведены данные о структурах белков, получен-
ных в составе липодисков, опубликованные за
период 2018–2020 гг. Несмотря на сравнительно
небольшое количество статей, исследования ка-
налов с помощью SMA становятся популярны и
позволяют получить субнанометровое разреше-
ние реконструкций.

7. ИЗУЧЕНИЕ ДИНАМИКИ ИОННЫХ 
КАНАЛОВ С ПОМОЩЬЮ РЕНТГЕНОВСКИХ 

ЛАЗЕРОВ НА СВОБОДНЫХ ЭЛЕКТРОНАХ

С появлением рентгеновских лазеров на сво-
бодных электронах (РЛСЭ) и микрофокусных
станций на синхротронных источниках излуче-
ния серийная кристаллография становится важ-
нейшим методом для исследования мембранных
белков [131]. Новый подход к получению дифрак-
ционных данных позволяет собрать структурную
информацию с нано- и микрокристаллов при
комнатной температуре с минимальным влияни-
ем радиационного разрушения при помощи
ультрабыстрого сбора данных за время, меньшее,
чем характерное время глобального радиацион-
ного повреждения кристалла. Сочетание огром-
ной яркости вспышки свыше 10 Вт/см2 (сфокуси-
рованной на область ∼100 нм2) и короткой дли-

тельности порядка 10 фс приводит к уникальным
принципиальным возможностям этого инстру-
мента в структурной биологии.

Мембранные белки при попытках кристалли-
зовать их часто имеют тенденцию к образованию
очень маленьких кристаллов, размером около
микро- или нанометра. Качество дифракции та-
ких кристаллов обычно значительно хуже по
сравнению с кристаллами растворимых белков
аналогичного размера. В таких случаях добиться
лучшего разрешения кристаллической структуры
можно увеличением мощности рентгеновского
источника, причем протяженность импульса
должна быть меньше характерного времени раз-
рушения кристалла, т.е. несколько фемтосекунд.
Не так давно для кристаллизации мембранных
белков стали использовать липидную кубическую
фазу (LQP) [132]. Этот подход и разработка спе-
циальных инжекторов для вязких растворов поз-
волили разработать метод серийной фемтосе-
кундной кристаллографии (рис. 8а). Он заключа-
ется в сборе данных дифракции со множества
микрокристаллов в LQP, причем с каждого кри-
сталла успевают получить только одну картину
дифракции в одной ориентации. Большой массив
данных совмещается в один набор. Этот метод
позволил получить структуры таких каналов, как
GPCR-рецептор [133] и бактериородопсин [134].
Светоиндуцированная изомеризация ретиналя
бактериородопсина является одной из самых
быстрых реакций, известных в биологии, но те-
перь с помощью РЛСЭ оказалось возможно на-
блюдать сверхбыстрые фотохимические реакции,
включая индуцированные светом молекулярные
движения внутри ретиналя в пределах фемтосе-
кунд с атомным разрешением (рис. 8б) [134].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Мы являемся свидетелями бурного развития

структурных исследований ионных каналов. За по-
следние 5 лет с помощью крио-ПЭМ получено бо-
лее 50 новых структур различных ионных каналов,
что в несколько раз больше, чем полученных с по-
мощью РСА за 20 лет. Крио-ПЭМ дает возможность
получать реконструкции полноразмерных белков,

Таблица 2. Ионные каналы, структуры которых получены в SMA с помощью крио-ПЭМ

Ионный канал Год Разрешение, Å Литература

KimA (Bacillus subtilis) 2020 3.7  [120]
ASIC1 2020 2.8, 3.7 [86]
AcrB (Salmonella Typhimurium) 2020 4.6  [127]
AcrB (E. coli) 2018 8.8  [128]
AcrB (E. coli) 2018 3.2  [129]
Alternative complex III (ACIII) 
(Flavobacterium johnsoniae)

2018 3.4  [130]
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которые ранее было невозможно закристаллизо-
вать целиком из-за их размера и сложной организа-
ции, например рецептора глютамата [135].

С развитием структурной биологии электрофи-
зиология получила новое развитие и используется
для валидации новых структур. Функциональные
исследования легко проводить в реальном време-
ни: открытие и закрытие канала занимает секунды.
Можно исследовать динамику сердечных каналов,
что очень важно для понимания причин тяжелых
заболеваний, которые вызывают мутации в генах
ионных каналов. Кардиомиоциты, полученные
из индуцированных плюрипотентных стволовых
клеток, экспрессируют многие белки, которые
присутствуют и в зрелых кардиомиоцитах, что
позволяет получить данные одновременно для
десятков и сотен сердечных ионных каналов.

До сих пор результатом структурных исследова-
ний являлось дискретное количество “застывших”
конформаций, которые могли быть приведены в
движение только благодаря МД с ограничением по
времени порядка микросекунд. Однако и эти огра-
ничения, оказалось, можно преодолеть. С разви-
тием лазеров на свободных электронах метод се-
рийной кристаллографии с временным разреше-
нием позволил получить динамические картины
активации ионных каналов [134].

Работа выполнена при поддержке Российско-
го фонда фундаментальных исследований в части
ионных каналов в SMA (грант № 18-504-12045), в
части структуры и физиологии каналов KCNН2 и
KCNQ1 (грант № 20-54-15004). Ж. Лoуcсарн по-
лучил поддержку в рамках гранта CNRS PRC
RUSSIE 2019 (PRC № 2773).
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