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Открытие спинов ядер (1920-1925)

Отто Штерн 
(нобелевская премия 

1943)

Вальтер Герлах 

Gerlach, W. and Stern, O. Über die Richtungsquantelung im Magnetfeld. Annalen der 
Physik, 74:673–699 (1924).

https://ru.wikipedia.org/wiki/Annalen_der_Physik
https://ru.wikipedia.org/wiki/Annalen_der_Physik


Формализм для описания спинов (1927)

Вольфганг Паули
нобелевская премия 1945

Pauli, Wolfgang (1927). "Zur Quantenmechanik des magnetischen Elektrons". Zeitschrift 
für Physik (in German). 43 (9–10): 601–623.

https://en.wikipedia.org/wiki/Wolfgang_Pauli
http://link.springer.com/10.1007/BF01397326


1946 год - первый эксперимент ЯМР

Bloch, F., Hansen, W.W., Packard, M., 1946a. Nuclear Induction. Phys. Rev. 
69, 127–127. https://doi.org/10.1103/PhysRev.69.127

Bloch, F., Hansen, W.W., Packard, M., 1946b. The Nuclear Induction 
Experiment. Phys. Rev. 70, 474–485. 
https://doi.org/10.1103/PhysRev.70.474

8 MHz, 0.18T
(1826 gauss)

https://doi.org/10.1103/PhysRev.69.127
https://doi.org/10.1103/PhysRev.70.474
https://doi.org/10.1103/PhysRev.70.474


1952 - Нобелевская премия по физике

The Nobel Prize in Physics 
1952 was awarded jointly to 
Felix Bloch and Edward Mills 
Purcell "for their development 
of new methods for nuclear 

magnetic precision 
measurements and 

discoveries in connection 
therewith."



О русских ученых

ЗАВОЙСКИЙ Евгений Константинович (1907 - 1976)

1941 г. - впервые зарегистрировал сигнал ядерного магнитного  резонанса

1944 г. - открытие электронного парамагнитного резонанса



1950е - Химический сдвиг

Fig. 6. The proton resonance in 
ethyl alcohol, observed with high 
resolution. The three lines arise 

from the CH3 hydrogens, from the 
CH2 hydrogens, and from the OH 

hydrogen, respectively.

Arnold, J.T., Dharmatti, S.S., Packard, M.E., 1951. 
Chemical Effects on Nuclear Induction Signals 
from Organic Compounds. J. Chem. Phys. 19, 
507–507. https://doi.org/10.1063/1.1748264

https://doi.org/10.1063/1.1748264


Сверхпроводящие магниты

Магнит спектрометра 
Bruker AVANCE 600 МГц

Магнит спектрометра 
Varian 900 МГц

Магнит спектрометра 
Bruker 1.2 GHz

Время жизни магнита 20-35 лет. За это время успевает смениться вся элементная 
база, смениться технологии, а электроника - уйти на полки музеев



основные понятия ЯМР

что мы измеряем и как

Часть II



1. Химический сдвиг



Химический сдвиг



2. константы спин-спинового взаимодействия



3. релаксация



Причины релаксации

К ЯМР-релаксации приводит взаимодействие ядерного спина с 
окружением по одному из следующих механизмов:

● Диполь-дипольное взаимодействие
● Анизотропия химического сдвига
● Химический обмен
● Квадрупольное взаимодействие
● Скалярное взаимодействие
● Парамагнитное взаимодействие

Релаксация зависит от скорости движений в молекуле !!!



Фурье ЯМР

Ричард Эрнст
Нобелевская премия (1991)

“За вклад в развите
 Методов ЯМР-спектроскопии

высокого разрешения”
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2D ЯМР - это много 1D, потом Фурье



Типы 2Д спектров:

• Through-bond 
correlation
– COSY (кросс-пики 

между ядрами, 
связанными КССВ)

– TOCSY (цепочка 
спинов, соединенных 
КССВ)

– HSQC (Гетероядерная 
корреляция через 
одну хим. Связь)

• Through-space 
correlation
– NOESY (кросс-пики 

между ядрами, 
которые 
пространственно 
сближены)



2D спектры

COSY TOCSY



Как получить структуру белка?

Часть III



Спектры ЯМР-1H белков



Почему спектры ЯМР белков такие?
Ширина сигнала в спектре зависит от поперечной 

релаксации



Особенности ЯМР-спектров 
белков

• Много сигналов – перекрытие 
• Большой размер – широкие линии
• Многоконформационность – широкие 

линии+перекрытие 



Фрагмент 2D спектра NOESY белка 18 кДа



Чтобы решить проблему перекрытия сигналов применяют изотопное 
мечение и трехмерные эксперименты



3D спектры

1D
2D

3D2D

Human IL-25 (15kDa, 200 uM)

watergate 2D 1H,15N-HSQC 3D HNCo





Изотопное мечение
Размер белка Схема мечения

<5 kDa 1H

5-10 kDa 15N

11-30 kDa 15N,13C

>30 kDa 15N, 13C, 2H

>50 kDa 15N, 13C, 2H +
селективное

• 15N и 13C – дополнительное измерение спектра ЯМР, 
дополнительная информация, 2Н – улучшает вид спектра

• Дейтерирование уменьшает количество информации
• Изотопное мечение производится средствами генной инженерии



Как метить белки изотопами?

источники изотопов:

• 15N-NH4Cl
• 13C-глюкоза
• другие метаболиты
• аминокислоты
• D2O

хосты:

• бактерии
• дрожжи
• клетки насекомых
• клетки 

млекопитающих



Селективное протонирование метильных групп

• Выигрыш в чувствительности за счет замедления релаксации
• Упрощение спектров
• доступно только в бактериях и дрожжах

Протеасома (1 Мда)



Сегментное мечение



Алгоритм определения структуры белка

• Выбор оптимальной схемы изотопного 
мечения

• Отнесение сигналов в спектрах
• Сбор экспериментальных данных
• Расчет структуры



Отнесение сигналов - 
определение химических сдвигов 

всех ЯМР-активных ядер молекулы



Отнесение сигналов - 
определение химических сдвигов 

всех ЯМР-активных ядер молекулы



Отнесение сигналов - 
определение химических сдвигов 

всех ЯМР-активных ядер молекулы



ИСТОЧНИКИ ИНФОРМАЦИИ 
О СТРУКТУРЕ БЕЛКА В 

СПЕКТРАХ ЯМР



1. Химический сдвиг
• CSI – индекс вторичного химического сдвига (хим. сдвиг по сравнению с 

известным значением для random coil конформации) – индикатор вторичной 
структуры белка.

• TALOS-N, PREDITOR программы для предсказания двугранных углов основной 
цепи по химическим сдвигам (по аналогии с известными структурами) Точность 
предсказания 99% (эффективность 88%).



2. Константы спин-спинового взаимодействия



3. Ядерный эффект Оверхаузера

• NOE – основной 
источник информации о 
структуре белка, если 
нет дейтерирования

• Если размер белка 
большой и необходимо 
его дейтерировать, 
нужны другие источники 
информации



4. Остаточные дипольные константы

• Для измерения ОДК нужно 
создать анизотропную среду:

– Сжатый полиакриламидный гель
– Частицы бактериофагов или 

бицелл, которые ориентруются в 
магнитном поле

– Упорядоченные структуры 
полинуклеотидов



5. Парамагнитные (спиновые) зонды



Расчет пространственной структуры

• Ограничения на углы (КССВ)
• Ограничения на водородные связи 

(H-D exchange, T-Grad)
• Ограничения на расстояния (NOE, 

PRE)
• Ограничения на ориентацию (RDC)
• Ограничения на S-S связи
• Топология (валентные углы)
• Ван-дер-Ваальс

• Расчет ведется методом 
молекулярной динамики в 
пространстве торсионных углов 
(CYANA) или в декартовых 
координатах 
(X-PLOR,CNS,ARIA)

• Рассчитывают набор 
конформаций, который 
удовлетворяет ограничениям



Сходимость структуры - 
критерий качества

плохая 
сходимость

средняя 
сходимость

хорошая сходимость

RIP2-CARD домен, 10 кДа



Особенности структуры ЯМР

• ЯМР-спектроскопия дает структуру, усредненную по 
ансамблю молекул.

• Нужно с осторожностью относиться к полученным 
данным, на участках с подвижностью.

• У структуры ЯМР нет параметра «разрешение».
• Набор конформеров в PDB не описывает динамику 

белка, а характеризует качество структуры 



Экономика ЯМР

• Для белка ~10 кДа:
– Более 1 мг белка (меченого изотопами, 

выращенного на бедной среде)
– 14 дней (как минимум) на приборе, 

оснащенном криодатчиком
– 3 дня на отнесение
– 2-5 дней расчет структуры
– Или автоматические отнесение и расчет за 

1 день, потом 5 дней на проверку ошибок



Ограничение по размеру



ЯМР vs РСА

Garbuzynsky et al., 2005



История одной группы:

• 263 белка и на рентген и на ЯМР
• Всего 51% дали хорошие спектры, при 

этом 13% - несвернуты
• Из 64 белков с очень хорошими ЯМР 

спектрами только для 21 удалось 
подобрать условия кристаллизации

• Из белков с плохими спектрами для 
25% удалось получить кристаллы.

• Резюме: методы взаимодополняющие



Для каких белков используется 
ЯМР

• Небольшие белки до 15-25 кДа
• Белки, которые не кристаллизуются
• Мембранные белки
• IDP – несвернутые белки
• Любые белки, если важна не структура, 

а конформационные перестройки в 
ответ на стимул



Преимущества и недостатки ЯМР

Часть IV



Сила: ЯМР работает с “нативным” окружением

● Водный раствор
● Комнатная температура
● Атмосферное давление
● В живой клетке
● Подвижность - “как в жизни”
● Любая активность - прямо в 

ЯМР спектрометре
Другие методы:
● Кристалл
● Вакуум
● Криогенный холод



Слабость: Требует обогащения магнитными изотопами

Для обогащения нужен профессиональный  wet lab



Сила: Неупорядоченные белки.

Другие структурные методы ничего не могут сделать с 
неупорядоченными белками. Просто совсем ничего.
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Слабость: Ограничение на размер молекулы <30кДа 
для стандартных подходов



Сила: Мембранные белки.



Сила: Динамика, подвижность, термодинамика, кинетика



Слабость: Дорого. Очень дорого.

Купить ЯМР спектрометр:
300 MHz - 300 тыс евро
600 MHz - 3 млн евро
700 MHz - 5 млн евро
800 MHz - 7 млн евро
1.2 GHz - 50 млн евро

Содержать парк ЯМР:
Жидкий гелий (600+700+800):
5 млн руб/год - цены растут
Криосервис (600 + 800):
4 млн руб/год - цены растут
Размер гранта РНФ:
6 млн руб
ВЫКЛЮЧИТЬ НЕЛЬЗЯ!



Сравнение методов структурной биологии
ЯМР РСА Cryo-EM FRET ЭПР AFM

Чувствител
ьность

- + + +++ + +++

Дороговизн
а

++ ++ ++ - - +

Информаци
я

Структура, 
подвижность, 
кинетика, 
термодинамик
а

структура структура Отдельные 
расстояния 
термодинамика
, single-molecule

Отдельные 
расстояния

Движения 
отдельных 
молекул, 
низкое 
разрешение

Ограничени
я

Масса <100 
кДа

кристалли
зация

Масса 
>100 кДа, 
заморозк
а

метка метка Плоская 
картинка

Подбор 
условий

++ +++ + - - -



Что еще можно делать при 
помощи ЯМР?

Часть V (опциональная)

Спасибо за внимание?



ЯМР неупорядоченных белков

Cornat, J. Magn. Reson., 2014



До половины белков 
неструктурированы



Примеры IDP

• alpha-synuclein (болезнь Паркинсона)
• beta-amyloid (болезнь Альцгеймера)
• Tau protein (болезнь Альцгеймера)
• внутриклеточные домены TCR/BCR 

(иммунная система)



Анализ IDP: SSP, secondary 
structure propensity

Marsh et al., Protein Science, 2006



Анализ IDP: генерация 
ансамблей

Ozenne et al., Bioinformatics, 2021



Что это?



In-Cell NMR

Waudby et al., PLOS One, 2013Selenko et al., Ann Rev Biophys, 2014



In-Cell NMR

Felli et al., Nature Protocols, 2014



A - actin, P - PLP, I - PtdInsP2, PFN1 - profilin1, белок цитоскелета



ЯМР в изучении динамических свойств биомолекул

1 THz 1 GHz 1 MHz 1 kHz 1Hz 1-3 Hz

1 ps 1 ns 1 μs 1 ms 1 s 1 h

local motions

protein tumbling

catalysis

folding / unfolding

ligand binding

side-chain 
rotation

high amplitude motions

chem. reactions/exchange

T
1
, T

2
, NOE T

1ρ, T2

lineshape analysis

H/D amide exchangeZZ exchange

residual dipolar coupling real time NMR

Динамические процессы

Методы и измеряемые параметры ЯМР



Функция спектральной плотности J(ω)

• Все скорости ЯМР релаксации выражаются через 
значения функции спектральной плотности J(ω) для некоторых 
значений частоты ω

• Функция спектральной плотности J(ω) связана с функцией корреляции 
G(τ) преобразованием Фурье:

• Функция корреляции G(τ) определяет скоррелированность радиус-
вектора в моменты времени, отстоящие друг от друга на время τ:

• θ(τ) – угол между направлением радиус-вектора в момент времени t и 
в момент времени t + τ. Угловые скобки означают усреднение по 
времени t.



Скорости релаксации



Параметры подвижности молекулы как 
целого

● Время корреляции вращательной диффузии 𝜏c. Среднее время, за которое молекула повернется 
на 1 радиан.

● Уравнение Стокса-Эйнштейна для вращательной 
диффузии



Параметры внутренних движений

● параметр порядка S2 - корреляция между 
начальным и конечным  направлением вектора в 
молекулярной системе координат (связанной с 
движениями молекулы)

● время корреляции движения 𝛕i



Модель-независимый подход
Измеряются три параметра ЯМР-релаксации, которые зависят от значения 
функции спектральной плотности в пяти точках

Нужно параметризовать функцию спектральной плотности!

Простая модель: вращение молекулы (нс) и очень быстрые движения (пс):

Сложная модель:  вращение молекулы (нс), быстрые движения (пс):



Результат анализа

• анализ релаксации позволяет получать корректную 
структуру

Oparin et al., Biochem J, 2012



конформация ЦПД не зависит от состояния 
ТМД р75NTR 

структура

пс движения

пс/нс движения

очень низкая 
подвижность

высокая 
подвижность, 

нет стр-ры

умеренная 
подвижность, 

есть стр-ра

Mineev et al,Biophys J, 2015



Обменные процессы/медленные движения
шкала химического сдвига шкала параметров релаксации

мкс-мс - медленные движения

нс - вращение молекулы 

пс - быстрые движения 






