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Методом малоуглового рассеяния рентгеновских лучей исследовано влияние типа осадителя (LiCl,
NaCl, KCl, NiCl2 и CuCl2) на образование олигомеров (димеров и октамеров) в кристаллизационных
растворах лизоцима при двух концентрациях белка. Из этих же растворов выращены кристаллы для
установления влияния олигомерного состава на рост кристаллов. На основе данных, полученных в
настоящей и предыдущих работах, описывающих влияние концентрации осадителя, продемон-
стрирована обратно пропорциональная зависимость суммарного содержания октамеров и димеров
от порядкового номера катиона, что согласуется с увеличением активности ионов в лиотропном ря-
ду для Li+, Na+, K+ и увеличением ионных радиусов для Li+, Na+, K+ и для Ni2+, Cu2+. Показано, что
уменьшение концентрации белка в кристаллизационном растворе ведет к уменьшению объемной
доли октамеров при неизменяющейся объемной доли димеров и понижению вероятности появле-
ния кристаллов.
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ВВЕДЕНИЕ
Изучение пространственной структуры белков,

функционирующих в живых организмах, позволяет
разобраться, каким образом биологические молеку-
лы способны выполнять свои функции в природе.

На сегодняшний день около 90% простран-
ственных структур макромолекул, депонирован-
ных в белковый банк данных (Protein Data Bank,
PDB), определено методом рентгеноструктурно-
го анализа (РСА). Однако ограничением данного
метода является требование монокристаллично-
сти образца. Поэтому исследование основных ме-
ханизмов кристаллизации биологических макро-
молекул представляет фундаментальный интерес
как для развития кристаллографии, так и для оп-
тимизации подбора условий кристаллизации и
сокращения времени роста кристаллов.

В последние годы обозначился переход от
классической схемы кристаллообразования к
двухступенчатой, включающей в себя образова-
ние промежуточных кластеров-прекурсоров. Од-
ними из первых предположения такого рода вы-
сказали сотрудники Института кристаллографии
РАН профессор Н.Н. Шефталь в 1957 г. при ана-
лизе кристаллизации из газовой фазы и Р.О. Гриз-

дейл в 1968 г. при анализе кристаллизации из рас-
творов [1–3]. Активное развитие этого подхода
началось в XXI веке. К настоящему времени име-
ются обширные данные по этой тематике [4–6].
Особое место занимает цикл работ, выполнен-
ный в ФНИЦ “Кристаллография и фотоника”
РАН под руководством М.В. Ковальчука, в кото-
ром методами малоуглового рассеяния рентге-
новских лучей (МУРР) и нейтронов (МУРН)
впервые экспериментально обнаружены пред-
кристаллизационные кластеры-прекурсоры в
кристаллизационных растворах нескольких бел-
ков (лизоцим [7, 8], протеиназа [9], термолизин
[10] и аминотрансфераза [11]) и кристаллизаци-
онных растворах неорганического соединения
дигидрофосфата калия [12]. Для модельного бел-
ка лизоцима показано, что в условиях роста кри-
сталлов лизоцима тетрагональной сингонии в
растворе образуются олигомерные частицы белка –
димеры и октамеры [7, 8], последние являются
кластерами-прекурсорами кристалла. При добав-
лении к раствору лизоцима таких осадителей, как
LiCl, NaCl, KCl, CoCl2, NiCl2 и CuCl2, приво-
дящих к росту кристаллов тетрагональной
сингонии, объемная доля октамеров увеличива-
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ется в следующем порядке: для одновалентных
ионов: K+–Na+–Li+, для двухвалентных: Cu2+–
Ni2+–Co2+ [13]. Наличие таких лиотропных рядов
(или рядов Гофмейстера, которые располагают
ионы по силе их воздействия на различные свой-
ства, в случае белка – его растворимость и ста-
бильность) обусловлено их влиянием на какие-
либо параметры исследуемой системы [14].

В настоящей работе продолжено изучение
структуры растворов лизоцима в условиях роста
кристаллов тетрагональной сингонии при добав-
лении осадителей NaCl, KCl, LiCl, NiCl2 и CuCl2 в
зависимости от концентрации белка, осадителя и
температуры на станциях P12 EMBL BioSAXS
(DESY, Гамбург, Германия) и BM29 BioSAXS
(ESRF, Гренобль, Франция).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Материалы и подготовка образцов. Для приго-

товления образцов использовали белок лизоцим
из куриного яйца производства Sigma-Aldrich
(CAS № 12650-88-3). Для приготовления маточ-
ных растворов использовали следующие неорга-
нические соли: NaCl (CAS № 7647-14-5, Helicon),
KCl (CAS № 7447-40-7, abcr GmbH), LiCl (ТУ 6-
09-3751-83, Лаверна Стройинжиниринг), CoCl2
(CAS № 7791-13-1, Alta Aesar), NiCl2 (CAS № 7791-
20-0, Alta Aesar) и CuCl2 (CAS № 7447-39-4, Acros Or-
ganics). Все растворы были приготовлены с ис-
пользованием ультрачистой воды Millipore (со-
противление воды 18 МОм·см). Белок и соли рас-
творяли в 0.2 М натрий-ацетатном буфере,
рН 4.5. Растворы солей фильтровали с помощью
мембранных шприцевых фильтров Millex с раз-
мером пор 0.22 мкм, раствор белка центрифуги-
ровали в течение 10 мин с частотой 10000 об./мин.
Начальная концентрация в маточном растворе
белка – 80 мг/мл, начальные концентрации всех
солей в маточных растворах – 0.8 и 0.4 М.

Методика МУРР-измерений. Перед проведени-
ем измерений методом МУРР маточные растворы
лизоцима и солей смешивали друг с другом в рав-
ных объемах. Эксперименты были проведены на
станциях P12 EMBL BioSAXS источника синхро-
тронного излучения PETRA III (DESY, Гамбург,
Германия) и BM29 BioSAXS Европейского ис-
точника синхротронного излучения (Гренобль,
Франция).

Описание эксперимента на станции P12 EMBL
BioSAXS (DESY, Гамбург, Германия). Энергия со-
ставляла 10 кэВ (λ = 0.124 нм), в качестве детекто-
ра сигнала использовали двухкоординатный де-
тектор PILATUS 6M, позволяющий проводить
регистрацию относительно слабых сигналов рас-
сеяния. Расстояние образец–детектор составляло
3.0 м, данные МУРР записывали в диапазоне ве-
личин вектора обратного рассеяния s = 0.02–

7.0 нм–1, что соответствует разрешению 300–
0.9 нм в реальном пространстве. Измерения про-
водили с использованием специализированной
ячейки для образцов МУРР, состоящей из гори-
зонтального термостатируемого в диапазоне от
278 до 323 K кварцевого капилляра со стенками
толщиной 50 мкм и диаметром 1.7 мм, размещен-
ного в специализированном корпусе из нержаве-
ющей стали. Время экспозиции составляло 50 мс,
было сделано 20 съемок для каждого измерения
образца. Более детальное описание станции при-
ведено в [15]. Объем образца в каждом измерении
составлял 40 мкл. Измерения проводили при тем-
пературе 20°С.

Описание эксперимента на станции BM 29 Bio-
SAXS (ESRF, Гренобль, Франция). Энергия состав-
ляла 12.4 кэВ, в качестве детектора сигнала ис-
пользовали двухкоординатный детектор Pilatus
1M. Расстояние образец–детектор составляло
2.9 м. Исследуемые образцы помещали в специ-
альную термостатируемую роботизированную
систему в кюветы из полистирола объемом
200 мкл, нагрев которых осуществлялся одновре-
менно. Первоначально образцы нагревали до
20°С, затем температуру понижали до 10°С. Далее
раствор из кюветы с помощью робота помещали в
проточный кварцевый капилляр диаметром 1.8 мм,
который использовался при измерениях [16]. Ис-
следуемый раствор равномерно продвигался по
капилляру, при этом пучок попадал в одну и ту же
точку на капилляре, но все время в новую часть
образца. За время движения образца по капилля-
ру было сделано 10 съемок. Время экспозиции
каждого измерения составляло 1 с, сечение пучка
на образце – 700 мкм2. Объем образца в каждом
измерении составлял 50 мкл.

Методика обработки экспериментальных дан-
ных. Усреднение сигнала от буферного раствора,
вычитание усредненного сигнала от буфера из
экспериментальных данных рассеяния раствором
белков и нормировку на концентрацию белка вы-
полняли с помощью программы PRIMUS, входя-
щей в программный пакет ATSAS [17, 18]. В ре-
зультате получены экспериментальные кривые
интенсивности I от модуля вектора рассеяния s
(где s = , 2θ – угол рассеяния, λ – длина
волны) для растворов белка в различных услови-
ях. Угловой диапазон составлял 0.03 < s < 5.0 нм–1.
При сравнении последовательных кадров радиа-
ционного повреждения на исследуемых образцах
не обнаружено. После первичной обработки
экспериментальные кривые малоуглового рас-
сеяния обрабатывали с помощью программы
OLIGOMER [18] для определения объемных до-
лей мономеров и олигомеров разного порядка.
Расчет теоретических кривых олигомерных ком-
понентов проводили с помощью программы
CRYSOL [19]. В качестве мономерного компо-

π θ λ4 sin /
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нента была взята кристаллографическая структу-
ра мономера лизоцима (PDB ID: 4WLD), а моде-
ли димера, тетрамера, гексамера и октамера полу-
чены по методике, описанной в [7]. Качество
приближения оценивали с помощью минимиза-
ции невязки χ2 между экспериментальными дан-
ными и теоретическими модельными приближе-
ниями по формуле, приведенной в [13].

Кристаллизация. Маточные растворы, приго-
товленные для измерений методом МУРР на
станции P12 EMBL BioSAXS (DESY, Гамбург,
Германия), использовали также для кристаллиза-
ции (материалы и методы). Кристаллизацию осу-
ществляли методом диффузии в парах в варианте
сидячей капли [20] с помощью кристаллизацион-
ного робота Mosquito-LCP (EMBL, Гамбург, Гер-
мания), объем капли составлял 200 нл (100 нл ма-
точного раствора белка + 100 нл маточного рас-
твора осадителя). Рост кристаллов проводился
в автоматизированной системе визуализации
ROCK IMAGER при температуре 19°С. Система
позволяет наблюдать рост кристаллов белков и
фотографирует капли в течение длительного вре-
мени несколько раз (в “нулевой” день (сразу по-
сле загрузки кристаллизационного планшета) и
далее в 1, 3, 7, 14, 28, 56 и 84 день). Осадители ис-
пользовали те же (NaCl, KCl, LiCl, NiCl2 и CuCl2).
Конечные концентрации в капле составляли для
лизоцима 40 и 20 мг/мл, для осадителя – 0.4 М.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Результаты моделирования данных МУРР и

тенденции изменения объемной доли олигомеров.

В серии экспериментов, выполненных на стан-
циях малоуглового рассеяния P12 (EMBL, Гам-
бург) и BM 29 BioSAXS (ESRF, Гренобль), были
проведены измерения растворов при концентра-
ции лизоцима 20 и 40 мг/мл и концентрации оса-
дителей 0.4 и 0.2 М при температуре 20°С. В каче-
стве осадителей использовали неорганические
соли – хлориды щелочных (NaCl, KCl и LiCl) и
переходных металлов (NiCl2 и CuCl2). Для срав-
нения проведены измерения растворов лизоцима
без осадителей. Экспериментальные и теоретиче-
ские кривые, рассчитанные с помощью програм-
мы OLIGOMER, показаны на рис. 1.

Каждая комбинация типа осадителя и концен-
трации белка была измерена несколько раз на
станциях P12 EMBL BioSAXS (DESY) и BM 29
BioSAXS (ESRF); в табл. 1 приведены усреднен-
ные результаты обработки экспериментальных
данных.

Рассчитанные кривые МУРР от олигомерных
смесей для растворов белка с осадителем хорошо
совпадают с экспериментальными данными во
всем угловом диапазоне, значения невязки χ2 не
превышают 1.6, что свидетельствует о правильно-
сти предложенной модели обработки. Отметим,
что данные, полученные в одном эксперименте
при повторных измерениях, различаются незна-
чительно (в некоторых случаях на величину по-
грешности обработки).

Исследования объемной доли олигомеров в
кристаллизационных растворах лизоцима при
одинаковых условиях (концентрация белка 20 мг/мл
и концентрация осадителей 0.4 М), проведенные

Рис. 1. Экспериментальные кривые МУРР от раствора лизоцима с добавлением осадителей LiCl (1), KCl (2), NaCl (3),
NiCl2 (4) и CuCl2 (5) и теоретические приближения смесью олигомеров, рассчитанные программой OLIGOMER (чер-
ные линии) для концентрации осадителей и концентраций лизоцима соответственно: а – 0.4 М, 20 мг/мл, P12 (EMBL,
Гамбург, Германия); б – 0.4 М, 40 мг/мг, P12 (EMBL, Гамбург, Германия); в – 0.43 М, 20 мг/мг, BM 29 BioSAXS (ESRF,
Гренобль, Франция). Кривые смещены по вертикали для лучшей визуализации.
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на разных источниках синхротронного излуче-
ния, показали, что усредненные по нескольким
измерениям объемные доли олигомеров отлича-
ются друг от друга в относительных пределах 1–15%
(наибольшее различие в 20% с осадителем LiCl)
для октамеров и 25–30% для димеров. Кроме то-
го, при выполнении повторных экспериментов
на одной и той же станции объемные доли диме-
ров при определенных условиях могли различать-
ся в абсолютных пределах на 1.2–1.5%, а для окта-
меров – в пределах 0.3–0.5%, с учетом данной
неоднозначности, можно заключить, что резуль-
таты, представленные в табл. 3, измеренные при
различных условиях, находятся в согласии друг с
другом. Однако объемная доля тетрамеров и гек-
самеров во всех экспериментах равняется 0%.
Разброс значений между экспериментами на раз-
ных станциях и между повторными эксперимен-
тами в одной серии могут быть вызваны следую-
щими факторами: неизбежными различиями в
протоколе приготовления (временной период
между добавлением осадителя и фактическим из-
мерением), разной степенью ослабления пучка во
избежание радиационного повреждения образца,
изначально разной интенсивностью падающего
пучка, разной степенью “чистоты” буферного
раствора и наличием “примесей”, стабильностью
пучка на самих экспериментальных станциях и
эффективностью заполнения образцов роботом.

Октамеры в среднем демонстрируют более
стабильное поведение (их объемные доли при
сравнении с данными, полученными в различных
сериях экспериментов на различных источниках,
слабо меняются по сравнению с содержанием ди-
меров), в то время как димеры, судя по всему, яв-
ляются более нестабильными образованиями, и

их содержание может значительно меняться в хо-
де проведения различных экспериментов.

Во всех случаях объемная доля октамеров мак-
симальна для NiCl2 и минимальна для CuCl2. Ис-
ключение составляет LiCl (концентрация осади-
теля 0.4 M, белка 40 мг/мл), где объемная доля
сильно повысилась в сравнении с условиями для
NiCl2.

Зависимость объемной доли октамеров от по-
рядкового номера Li, Na, K при комнатной тем-
пературе различается для разных измерений
(табл. 2): для данных ESRF (строки 4–7) она пря-
мо пропорциональна порядковому номеру эле-
мента, для данных DESY (строки 1, 2) и ESRF
(строка 3) – обратно пропорциональна.

Для димеров во всех измерениях (кроме строк 2
и 8) их объемная доля увеличивается при исполь-
зовании разных осадителей в следующем порядке
(от наименьшего к наибольшему): Cu2+, Ni2+, K+,
Na+, Li+.

Объемная доля димеров и октамеров увеличи-
вается для такой же, как в случае с димерами, по-
следовательности ионов Cu2+, Ni2+, K+, Na+, Li+

или уменьшается в ряду Li+, Na+, K+, Ni2+, Cu2+,
что согласуется с увеличением активности ионов
в лиотропном ряду Гофмейстера для Li+, Na+, K+

и увеличением ионных радиусов для Li+, Na+, K+

и для Ni2+, Cu2+.
Временные измерения МУРР. Для условий кри-

сталлизации, где концентрация белка составляла
20 мг/мл, а концентрация осадителей LiCl, NaCl,
KCl, NiCl2 – 0.43 М, на станции BM29 (ESRF,
Гренобль, Франция) было проведено исследова-
ние в промежутках времени 0* мин (*0 мин в дан-

Таблица 1. Средние значения объемных долей димеров (Д) и октамеров (О) (%) лизоцима в растворах с осадите-
лями LiCl, NaCl, KCl, CuCl2 и NiCl2, полученные в экспериментах на станциях P12 EMBL BioSAXS (DESY, Ham-
burg) и BM 29 BioSAXS (ESRF, Grenoble)

Примечание. Одним цветом отмечены эксперименты при одинаковых условиях; Сос, Сб – концентрации осадителя и белка
соответственно.

* Среднее по двум экспериментам (округления нет).
** Среднее по трем экспериментам.

*** Среднее по времени (три эксперимента).

Сос, М Сб, 
мг/мл

T, ºC
LiCl NaCl KCl NiCl2 CuCl2

О Д О Д О Д О Д О Д

DESY* 0.4 40 20 6.70 17.75 5.15 16.25 4.65 14.65 5.55 8.85 4.05 6.4
DESY* 0.4 20 20 2.45 17.00 2.15 14.1 2.25 13.65 2.6 7.4 1.95 7.55
ESRF** 0.2 20 20 1.13 8.6 0.875 5.7 0.43 3.8 1.43 3.1 0.7 0.5
ESRF [13] 0.2 20 20 1.70 7.3 1.8 5.4 1.9 5.0 2.4 1.9 1.1 0
ЕSRF [13] 0.2 20 10 1.9 13.1 2.2 10.6 2.4 10.5 2.8 7.9 1.7 3.5
ESRF [13] 0.1 20 20 0.1 6.2 0.1 4.9 0.3 4.5 1.0 0 0 0
ESRF [13] 0.1 20 10 0.2 10.5 0.1 10.1 0.3 9.3 1.4 3.7 0 0.1
ESRF *** 0.43 20 20 2 12.6 1.86 10.3 2.27 9.7 2.46 9.83
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ном случае означает фактически время начала из-
мерения, а не смешивания; от смешивания рас-
твора белка и раствора осадителя до начала
измерений проходило ∼10–15 мин), 100 и 170 мин
при температуре 20°С. Результаты обработки экс-
периментальных данных приведены в табл. 3.

С течением времени (от 0 до 170 мин) после
смешения содержание октамеров и димеров в
растворе изменяется незначительно. Это позво-
ляет убрать вклад времени между добавлением
осадителя к белку и фактическим измерением
раствора из существенных факторов, влияющих
на разброс значений содержания олигомеров
между экспериментами.

Рост кристаллов в исследованных условиях. Рост
кристаллов проводили из тех же маточных рас-
творов, приготовленных для исследования мето-
дом МУРР на станции P12 (EMBL, Гамбург, Гер-
мания). Для каждого типа осадителя была постав-
лена кристаллизация в трех каплях. В подписях к
рисункам указано, в скольких опытах образова-
лись кристаллы лизоцима, также приведены
средние объемные доли октамеров в растворах по
данным МУРР.

В табл. 4 приведены фотографии кристаллов,
выращенных в условиях с концентрацией белка
40 и 20 мг/мл. Фотографии сделаны по истечении
56 дней (исключение составляют фотографии
кристалла с осадителями KCl и CuCl2, сделанные

Таблица 2. Тенденция изменения объемной доли олигомеров в кристаллизационном растворе лизоцима с оса-
дителями – хлоридами металлов

Примечание. Одним цветом отмечены эксперименты при одинаковых условиях.
* Среднее по двум экспериментам (округления нет).

** Среднее по трем экспериментам.
*** Среднее по времени (три эксперимента).

Сос, М Сб, 
мг/мл

T, °C

Изменение объемной 
доли октамеров в ряду

от меньшего содержания
к большему

Изменение объемной 
доли димеров в ряду

от меньшего содержания
к большему

Изменение объемной 
доли октамеров и димеров

в ряду от меньшего 
содержания к большему

DESY* 0.4 40 20 Cu2+ < K+ < Na+ <
< Ni2+ < Li+

Cu2+ < Ni2+ < K+ <
< Na+ < Li+

Cu2+ < Ni2+ < K+ <
< Na+ < Li+

DESY* 0.4 20 20 Cu2+ < Na+ < K+ <
< Li+ < Ni2+

Ni2+ < Cu2+ < K+ <
< Na+ < Li+

Cu2+ < Ni2+ < K+ <
< Na+ < Li+

ESRF** 0.2 20 20 K+ < Cu2+ < Na+ <
< Li+ < Ni2+

Cu2+ < Ni2+ < K+ <
< Na+ < Li+

Cu2+ < Ni2+ ≈ K+ <
< Na+ < Li+

ESRF [13] 0.2 20 20 Cu2+ < Li+ < Na+ <
< K+ < Ni2+

Cu2+ < Ni2+ < K+ <
< Na+ < Li+

Cu2+ < Ni2+ < K+ <
< Na+ < Li+

ЕSRF [13] 0.2 20 10 Cu2+ < Li+ < Na+ <
< K+ < Ni2+

Cu2+ < Ni2+ < K+ << 
Na+ < Li+

Cu2+ < Ni2+ < K+ ≈
≈ Na+ < Li+

ESRF [13] 0.1 20 20 Cu2+ < Li+ = Na+ <
< K+ < Ni2+

Cu2+ = Ni2+ < K+ <
< Na+ < Li+

Cu2+ < Ni2+ < K+ <
< Na+ < Li+

ESRF [13] 0.1 20 10 Cu2+ < Li+ ≈ Na+ ≈ K+ 
< Ni2+

Cu2+ < Ni2+ < K+ <
< Na+ < Li+

Cu2+ < Ni2+ < K+ <
< Na+ < Li+

ESRF *** 0.43 20 20 Na+ < Li+ < K+ < Ni2+ K+ < Na+ < Ni2+ < Li+ K+ < Na+ < Ni2+ < Li+

Таблица 3. Объемная доля олигомерных фракций (димеров и октамеров), радиус инерции Rg и значение не-
вязки χ2 для растворов лизоцима при концентрации белка 20 мг/мл и концентрации осадителей 0.43 М

Осади-
тель

0 мин 100 мин 170 мин

Rg, Å Д, % О,% χ2 Rg, Å Д, % О,% χ2 Rg, Å Д, % О, % χ2

NaCl 18.6 10.1 1.9 0.98 18.5 10.3 1.8 0.91 18.6 10.6 1.9 0.87

KCl [21] 19.1 9.4 2.3 0.92 18.9 10.0 2.2 0.92 19.1 9.7 2.3 0.90

LiCl 18.9 12.0 2.1 1.06 18.8 12.8 2.0 1.18 18.8 13.0 2.0 1.13

NiCl2 19.1 9.9 2.3 1.01 19.4 8.9 2.6 1.21 19.4 10.7 2.5 1.30
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на 84 день). Все приведенные кристаллы вырос-
ли через день, кроме кристаллов в растворах с
осадителями KCl и CuCl2 (концентрация белка
20 мг/мл), которые выросли спустя 84 дня.

При концентрации лизоцима в капле 40 мг/мл
кристаллы выросли во всех трех каплях при
объемной доле октамеров в растворе от 4.05 до
6.70% (наибольшее значение наблюдалось при
осадителе LiCl, наименьшее – при CuCl2). Умень-
шение концентрации белка с 40 до 20 мг/мл, веду-
щее и к уменьшению объемной доли октамеров
при неизменяющейся объемной доли димеров в
растворе, уменьшает вероятность появления кри-
сталла вплоть до полного отсутствия кристаллов в
случае использования осадителя CuCl2 (1.95% ок-
тамеров). При использовании других осадителей
наличие октамеров в растворе (при значении их
средней объемной доли от 2.15% и больше) корре-
лирует с тем фактом, что в данных растворах на-
блюдался рост кристаллов лизоцима.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Методом малоуглового рассеяния рентгенов-

ского излучения на станциях P12 EMBL BioSAXS
(DESY, Гамбург, Германия) и BM 29 BioSAXS
(ESRF, Гренобль, Франция) определен олиго-
мерный состав кристаллизационных растворов
лизоцима с использованием разных осадителей
NaCl, KCl, LiCl, NiCl2 и CuCl2. Для разных кон-
центраций белка, осадителя и для разных темпера-
тур показано, что в растворах присутствуют только
димеры и октамеры, а также подтверждены выяв-
ленные ранее тенденции увеличения объемной
доли октамеров при большем пересыщении [13].

Исследования объемной доли олигомеров в
кристаллизационных растворах лизоцима при
одинаковых условиях, проведенные на разных
источниках синхротронного излучения, показа-
ли, что усредненные по нескольким измерениям
объемные доли олигомеров отличаются друг от
друга в относительных пределах 1–15% для окта-
меров и 25–30% для димеров. Однако зависи-
мость суммарной объемной доли октамеров и ди-
меров от порядкового номера катиона обратно
пропорциональна порядковому номеру элемента:
объемная доля димеров и октамеров уменьшается
в ряду Li+, Na+, K+, Ni2+, Cu2+, что согласуется с
увеличением активности ионов в лиотропном ря-
ду Гофмейстера для Li+, Na+, K+ и увеличением
ионных радиусов для Li+, Na+, K+ и для Ni2+, Cu2+.

Двукратное уменьшение концентрации белка
в кристаллизационном растворе, ведущее и к
уменьшению объемной доли октамеров при неиз-
меняющейся объемной доли димеров, понижает
вероятность появления кристалла вплоть до пол-
ного отсутствия кристаллов в случае использова-
ния осадителя CuCl2 (1.95% октамеров). При ис-
пользовании других осадителей наличие октаме-
ров в растворе (при значении их средней
объемной доли от 2.15% и больше) коррелирует с
тем фактом, что в данных растворах наблюдался
рост кристаллов лизоцима. Таким образом, уда-
лось показать, что образование предкристаллиза-
ционной олигомерной фазы на начальной стадии
кристаллизации в растворе может являться одним
из необходимых условий того, что в растворе вы-
растет белковый кристалл.

Экспериментальные данные МУРР были со-
браны на станции P12, управляемой EMBL в Гам-

Таблица 4. Фотографии кристаллов лизоцима, выращенных из исследуемых растворов при температуре 20°С,
концентрациях белка 40 и 20 мг/мл и осадителей 0.4 М

Примечание. Показана одна из трех капель на 56 день кристаллизации, указано, в скольких каплях из трех выросли кристал-
лы, приведены средние объемные доли октамеров в растворах по данным МУРР (табл. 1)
* Фотография сделана на 84 день.

Сб, мг/мл LiCl NaCl KCl NiCl2 CuCl2

40

3/3, 6.70% 3/3, 5.15% 3/3, 4.65% 3/3, 5.55% 3/3, 4.05%

20

2/3, 2.45% 3/3, 2.15% 1/3*, 2.25% 1/3, 2.6% 0/3*, 1.95%
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бурге, на накопителе PETRA III (DESY, Гамбург,
Германия) и на станции BM 29 (ESRF, Гренобль,
Франция). Авторы выражают благодарность
А.Ю. Грузинову и Cy Jeffries (P12) и Mark Tully
(BM29) за помощь в проведении экспериментов.
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поддержке Министерства науки и высшего обра-
зования в рамках выполнения работ по Государ-
ственному заданию ФНИЦ “Кристаллография и
фотоника” РАН, Российского фонда фундамен-
тальных исследований (гранты № 18-32-20070
мол_а_вед, 19-29-12042 мк), НИЦ “Курчатов-
ский институт” (приказ № 1360) и iNEXT [6938].
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