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Нет магнитного поля:
энергетические уровни
ядра вырождены
(т. е. одинаковы по энергии)

Больше магнитное поле — больше ΔЕ для всех ядер, больше разрешение

Основная характеристика ЯМР-спектрометра — резонансная частота поглощения
ядер H в TMS

ΔE зависит от химического окружения ядер (какие атомы рядом). 

Ядерный магнитный резонанс: природа явления

В магнитном поле энергетические уровни 
различаются
(«снятие вырождения»).

ν
H
 = 600 МГц

(для прибора 600 МГц)

Тетраметилсилан (стандарт)
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Ядерный магнитный резонанс: природа явления
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Раньше: 
- изменяют частоту
- измеряют поглощение
Сейчас (импульсная спектроскопия ЯМР):
- облучают на всех длинах волн
- измеряют излучение
- преобразование Фурье

Измерение 1D-спектров

импульс
FID (Free Induction Decay)
Отклик ядер

https://commons.wikimedia.org/wiki/Category:Nuclear_magnetic_resonance?uselang=tr#/media/File:Nuclear_magnetization_relaxation.gif



  

ЯМР-спектрометр

Воздушный 
компрессор

предуселитель

Сверхпроводящая 
катушка

Воздушный 
холодильник

Нагреватель 
воздуха

Сюда кладут 
образец

Магнит Консоль

-порт

-порт
Генерирует радио-частотные импульсы

5https://sketchfab.com/3d-models/nuclear-magnetic-resonance-instrument-ffe11402bc664e4fac83dac045b4e86d



  

ЯМР-спектрометр

6https://sketchfab.com/3d-models/nuclear-magnetic-resonance-instrument-ffe11402bc664e4fac83dac045b4e86d

ЯМР-магнит



Ядра, которые видно в ЯМР

Красным выделены ядра с I=½ (интенсивные сигланы в ЯМР);

Синим выделены ядра, с I > ½ (вдины на спектрах, но дают очень широкие сигналы 
(квадрупольный момент). 

Для остальных ядрер I = 0. В ЯМР их не видно. 
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Ядра, которые видно в ЯМР

Природное 
содержание (%)

Применение

1H 99.98
13C 1.1
15N 0.365 Белки
31P 100 Нуклеиновые килоты
19F 100 Аналог Н, малые молекулы
111Cd / 113Cd 12.8 / 12.2 Аналог Zn в белках
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I. ЯМР малых молекул

● определение формулы

● определение состава смесей

● исследование путей протекания реакций

● определение констант связования

● конформации субстрата на активном центре

● ЯМР-метаболомика

II. ЯМР макромолекул

● определение простанственного строения

● взаимодействие с малыми молекулами

● изменение под влиянием внешних воздействий

● взаимодействие с другими макромолекулами

● изучение динамических свойств

Применение спектроскопии ЯМР
в биохимии и структурной биологии
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ЯМР: типы спектров

●1D на разных ядрах
●2D



  

к плану

1D ЯМР-спектр 

Спектр измеряют на ядрах
с «ненулевым спином»
(чаще всего 1H, 13C, 15N, 31P)

 «Химический сдвиг» (δ).
Размерность: «миллионые доли» (м.д. или ppm)

ν — частота поглощения ядра, 
помещенного в магнитное поле.
E = hν

Стандарт: ТМС (тетраметилсилан)

δ
Н
 = 0

δ
С
 = 0

δ = (ν
вещество

 – ν
стандарт

)/ν
0
 * 106 (м.д.)

ν
H
 = 600 МГц

(для прибора 600 МГц)
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к плану

● число сигналов → число неэквивалентных атомов
● интенсивность сигнала → количество атомов

● форма сигналов → химическое окружение
● положения сигналов → химическое окружение

Определение формулы вещества

1H ЯМР-спектр
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к плану

1 2

3

Число сигналов = число неэквивалентных атомов

Определение формулы вещества

1

23
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к плану

3 Н-атома

Интенсивность сигналов ~ число эквивалентных атомов

Определение формулы вещества

2 Н-атома

1 Н-атом

Интегральная интенсивность 
(площать под кривой)

14



  

к плану

Форма сигналов → химическое окружение
Мультиплетность = количество Н при соседних С + 1

Определение формулы вещества

синглет

квадруплет

триплет

3+1 = 42+1 = 3

0 + 1 = 1
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к плану

Определение формулы

положения сигналов → химическое окружение

Близость электроотрицательных атомов или ароматических колец
16



  

к плану

Определение формулы: 
более сложные случаи

1H-ЯМР

13С-ЯМР
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Размерность спектров ЯМР

2D1D

3D

4D, 5D, 6D, 7D, ...
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Оси на 2D спектре: δ (ppm)

1H

1H

Магнитно-активные ядра:
1Н, 13С, 31P, … 
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1D спектр



  

к плану

Определение формулы: отнесение сигналов

Кодеин

H    H
 |     |
C – C

δ H

δ H

2D-ЯМР

COSY (COrrelation 
SpectroscopY)

Кросс-пики для атомов, 
разделенных < 4 хим. связями
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к плану

Определение пространственного строения:
NOESY (Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY)

Кодеин

H – RR – H

Видим кросс-пики 
близко расположенных 
атомов в пространстве

до 5 Å

21



  

к плану

Определение формулы:
COSY vs NOESY

КодеинCOSY    vs    NOESY

Кросс-пик:             близкие по хим. связям Кросс-пик: H...H, близкие в пространстве
H    H
 |     |
C – C 22



  

к плану

Определение формулы:
13C HSQC (Heteronuclear Single 
Quantum Coherence spectroscopy)

Сахароза

     H
      |     
– 13C –  
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к плану

H    H   H    H
 |     |     |      |
C – C – C – C – O – 

H    H
 |     |   
C – C

TOCSY (Total Correlation SpectroscopY) 

Сахароза

Видны кросс-пики между всеми H-атомами в углеводородном фрагменте

1H

Взаимодействие по углеводородной цепочке

24

1H



  

к плану

H    H   H    H
 |     |     |      |
C – C – C – C – O – 

H    H
 |     |   
C – C

HSQC-TOCSY

Сахароза

Видны кросс-пики между всеми С- и всеми H-атомами в углеводородном фрагменте

13С

1H

Взаимодействие по углеводородной цепочке

13C,1H TOCSY
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к плану

H    H   H    H
 |     |     |      |
C – C – C – C – O – 

H    H
 |     |   
C – C

HSQC vs HSQC TOCSY

     H
      |     
  – C –  

Отнесение сигналов боковых групп аминокислот
26



  

к плану

H              H
 |              |
C – СH

2 
– C

δ 1H

HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation)
взаимодействие через 4-5 хим. связи

δ 13C

27



  

к плану

J-resolved

28

По этой оси J-coupling

δ 1H



Как получают 2D спектр?

Измерение 1D-спектров

импульс

FID (Free Induction Decay)
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Преобразование Фурье
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Как получают 2D спектр?

http://u-of-o-nmr-facility.blogspot.com/2008/03/2d-
nmr.html

31



  

к плану
Определение состава смесей:
DOSY (Diffusion Ordered Spectroscopy)
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к плану
Определение состава смесей:
DOSY (Diffusion Ordered Spectroscopy)

Анализ образца героина

Героин

носкапин 
(наркотин)

ацетаминофен 
(парацетамол)

Кофеин

Лактоза

33



  

к плану
Определение состава смесей:
DOSY (Diffusion Ordered Spectroscopy)
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II. Изучение макромолекул
к плану

Белки Нуклеиновые 
кислоты

Полисахариды

● определение простанственного строения
● взаимодействие с малыми молекулами
● взаимодействие с другими макромолекулами
● изучение динамических свойств
● изменение под влиянием внешних воздействий

35



  

Определение структуры
(пространственного строения) биомакромолекул

к плану

– Зачем? 
– Докинг, рациональный драг дизайн

Пространственное строение: координаты атомов в 3D-пространстве

36



  

Определение структуры
(пространственного строения) биомакромолекул

к плану

Protein Data Bank: банк данных структур биомакромолекул

Статистика на 1 апреля 2020 г
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Белок WBSCR27
(240 аминокислот, 27 кДа)

к плану

1H NMR

ЯМР биомакромолекул: 1Н-спектр белка
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1H,15N HSQC

1H

15N

7.1

124

8.2

119

“Отпечаток пальца”

к плану

Двухмерный спектр

ЯМР биомакромолекул: 2D-cпектр белка

39



  

к плану

Определение пространственного строения:
NOESY (Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY)

Кодеин

H – RR – H

Видим кросс-пики 
близко расположенных 
атомов в пространстве

до 5 Å
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Фрагмент 2D спектра NOESY белка 18 кДа
к плану
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HNCO
1H

13C

15N

к плану

ЯМР биомакромолекул: 3D-cпектр белка
Трёхмерный спектр
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1H

13C

15N

к плану

13

1313

1313
13

13 13 13

1313

15

15
15

Природное 
содержание (%)

1H 99.98
13C 1.1
15N 0.365

ЯМР биомакромолекул: изотопный состав

43



Экспрессия изотопнообогащенных средах

Получение изотопнообогащенных белковк плану

Плазмида E.Coli

Отбор на антибиотике

Рост в изотопно-
обогащенной среде

Лизис

Центрифугирование
Очистка

44



Экспрессия в изотопнообогащенных средах

к плану

Среда «М9» 

H
2
O

(15NH
4
)

2
SO

4

глюкоза
Na

2
HPO

4
 

KH
2
PO4

NaCl
MgSO4

CaSO4 
FeSO4

тиамин
канамицин 

Получение изотопнообогащенных белков

{15N}-белок

H
2
O

(15NH
4
)

2
SO

4
13С-глюкоза

Na
2
HPO

4
 

KH
2
PO4

NaCl
MgSO4

CaSO4 
FeSO4

тиамин
канамицин 

{15N,13C}-белок {15N,13C,D}-белок

D
2
O

(15NH
4
)

2
SO

4
13С-глюкоза

Na
2
HPO

4
 

KH
2
PO4

NaCl
MgSO4

CaSO4 
FeSO4

тиамин
канамицин 

Источник N

Источник  13С
и энергии

Источник P; рН

Источники 
ионов

витамин

антибиотик 
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Экспрессия в изотопнообогащенных средах

к плану Получение изотопнообогащенных белков

Молекулярная масса белка
     до ~10 кДа – только 1H
     5 – 15  кДа – обогащение 15N
    10 – 25 кДа – обогащение 15N и 13C
    20 – 45 кДа – 15N, 13C, 2D + высокие поля (800 МГц и выше)
    35 – 55 кДа – специальные методики мечения + высокие поля

Метилспецифическое мечение:

GAMAQEEAGRLPQVLARVGTSHGITDLACKLRFYDDWAPEYDQDVAALKYRAPRLAVDCLSRAFRGSPHDALILDVACGT
GLVAVELQARGFLQVQGVDGSPEMLKQARARGLYHHLSLCTLGQEPLPDPEGTFDAVIIVGALSEGQVPCSAIPELLRVT
KPGGLVCLTTRTNPSNLPYKETLEATLDSLERAGVWECLVTQPVDHWELATSEQETGLGTCANDGFISGIIYLYRKQETV

Thr-γ-13СH
3 

Met-ε-13СH
3
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{ε-Met,γ-Thr}13CH
3
15ND-WBSCR27 + SAH

{U}15N13C-WBSCR27 + SAH

к плану Получение изотопнообогащенных белков

Специфическое мечение
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Экспрессия в изотопнообогащенных средах

к плану

E.coli Дрожжи Клетки насекомых Клетки млекопитающих

Простота культивирования

Стоимость среды

Посттрансляционные модификации

Получение изотопнообогащенных белков

48



Требования к объекту для структурных 
исследований методом ЯМР

 Размер (чем меньше, тем проще)

 Высокая растворимость

~1 mM => 20 мг/мл для 20 кДа

 Стабильность

несколько дней при 10 – 30oC

 Высокая чистота и отсутствие агрегации

 Значительные количества

1 образец 320 мкл; С ~ 1 мМ

~ 5-8 мг для одного образца 20 кДа

 Высокий уровень экспрессии белка

к плану
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Взаимодействия с малыми молекулами
к плану

Свободный белок (апо-форма)
Комплекс белок-лиганд

По изменению химических сдвигов можно определить — 
какие аминокислоты, участвуют во взаимодействии

13С1H HSQC
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Взаимодействие с малыми молекулами
к плану

ЯМР-скрининг
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Взаимодействие с малыми молекулами
к плану

Создание высокоаффинного лиганда из фрагментов
(фрагментный дизайн)
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Mariasina, Sofia S., et al. "Williams–Beuren syndrome‐related methyltransferase WBSCR27: cofactor binding and cleavage." The FEBS Journal 
(2020).

Отслеживание изменений, 
происходящих с белком во времени

к плану
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Взаимодействия макромолекул

,

Пример: изучение белков теломеразного комплекса

15N-Est2 + не меченный Est3

15N-Est3 + не меченный Est2

к плану
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к плану

Изучение динамики  биомакромолекул

 Относительные амплитуды 
движения белковой цепи, 

рассчитанные по данным ЯМР

ЯМР — единственный экспериментальный метод, позволяющий измерять динамику молекул
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ЯМР-метаболомика
к плану

Геном: совокупность генов

Транскриптом: совокупность РНК

Протеом: совокупность белков

Метаболом: совокупность всех метаболитов в клетке, ткани, органе 
или организме.

Метаболиты — промежуточные и конечные продукты обмена 
веществ

Объекты исследований:
● Клетки
● Органы и ткани
● Биологические жидкости людей или лабораторных животных
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ЯМР-метаболомика
Фрагменты 1Н ЯМР-спектра экстракта клеток эукариот

Kostidis, Sarantos, et al. "Quantitative NMR analysis of intra-and extracellular metabolism of mammalian cells: A tutorial." Analytica chimica acta 980 (2017): 1-
24.

к плану
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ЯМР-метаболомика

1Н-спектр мочи. Можно полуколичественно определить до 70 метаболитов. 

к плану
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ЯМР-метаболомика

Сравнение спектров можно проводить без отнесения сигналов

1Н ЯМР-спектры 81 образца мочи

к плану
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Спасибо за внимание!

Вопросы?

sm1024sm@yandex.ru

60

Приглашаем на выполнение дипломной работы в области структурного ЯМР
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