
Введение в рентгеноструктурный 
анализ макромолекул 

Часть 2 
С.А. Спирин 

Использованы материалы лекций В.Ю. Лунина 

 

1 



Процедура получения 3D-модели 
макромолекулы методом РСА 
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Вектор рассеяния 
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Везде далее направление падающего луча (то есть единичный вектор с 
таким направлением) будем обозначать 0 . 

Лучи от объекта рассеиваются во все стороны. Интенсивность рассеянных 
лучей измеряется детектором. Каждой точке детектора соответствует своё 
направление  от объекта в эту точку. 

Удобно для обозначения точки детектора вместо направления  

использовать вектор рассеяния s 

Таким образом, каждой точке детектора соответствует свой вектор s  

Здесь  — длина волны 



Модуль и фаза структурного фактора 
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В каждую точку детектора s приходит рассеянная волна.  
В результате в этой точке зависимость E от времени выглядит так: 

F(s) называется модулем структурного фактора (в точке s) 

(s) называется фазой структурного фактора 

Детектор измеряет энергию падающей волны, т.е. квадрат F(s) 

Фаза непосредственно не наблюдаема! 



Кристаллы 
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Определение. Кристаллом называется объект, чья электронная плотность  
удовлетворяет условиям: 

(r) = (r+a) = (r+b) = (r+c)  

где r — точка пространства (=вектор из начала координат), а 

a, b, c — три некомпланарных вектора 

(равенства должны быть верны для любой точки кристалла r, для которой сдвиги на 
a, b, c не выводят за пределы кристалла) 

 

a, b, c — называются рёбрами элементарной ячейки кристалла 
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Параметры ячейки 
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#  
_cell.entry_id           101M  
_cell.length_a           91.670  
_cell.length_b           91.670  
_cell.length_c           45.970  
_cell.angle_alpha        90.00  
_cell.angle_beta         90.00  
_cell.angle_gamma        120.00  
_cell.Z_PDB              6  
_cell.pdbx_unique_axis   ?  
# 

(кусочек файла формата cif) 



9 



10 



Интенсивность рассеянного луча 
пропорциональна квадрату коэффициента 

ряда Фурье 
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I(s)  Fhkl
2 

если (s, a) = h, (s, b) = k, (s, c) = l 

  

для разложения в ряд Фурье электронной плотности в относительных координатах 

x, y, z — относительные координаты: 
r = xa + yb + zc 

Синтез  Фурье:  

Обратите внимание на диапазоны суммирования для ряда и для синтеза! 

S — это множество рефлексов, для которых удалось: (а) измерить F, (б) получить  

Ряд Фурье: 
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Разрешение структуры 
Точнее — разрешение рентгеноструктурного эксперимента 

Имеется множество S измеренных рефлексов (h,k,l) 

Каждому набору h,k,l  гармоника Фурье и вектор s  разрешение d 

Пусть dmin — минимальное из разрешений рефлексов из S 

Для каждого d  dmin можно сосчитать два числа: 
1. Число всех возможных троек целых чисел (h,k,l) с разрешением  d 
2. Число измеренных рефлексов (h,k,l)  S с разрешением  d 

Второе число, как правило, меньше первого! 

Отношение второго к первому называется полнотой набора S, соответствующей 
разрешению d 

На практике: выбирается самое маленькое d с «приличной» полнотой (>0,9) и 
записывается в результат как «разрешение структуры» 

Если всё сделано правильно, разрешение структуры примерно соответствует 
минимальному расстоянию между пиками электронной плотности, при котором 
эти пики будут видны на результате синтеза Фурье раздельно. 

Некоторые жулики выставляют как разрешение структуры значение с полнотой 0,8 и даже 0,7 и 
меньше. Это — прямой обман пользователя! Следите за полнотой! 13 



Разрешение и полнота 
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#  
_reflns.entry_id                     101M  
_reflns.observed_criterion_sigma_I   0.  
_reflns.observed_criterion_sigma_F   ?  
_reflns.d_resolution_low             6.00  
_reflns.d_resolution_high            2.07  
_reflns.number_obs                   13624  
_reflns.number_all                   ?  
_reflns.percent_possible_obs         99.9  
_reflns.pdbx_Rmerge_I_obs            0.0700000  
_reflns.pdbx_Rsym_value              ?  
_reflns.pdbx_netI_over_sigmaI        ?  
_reflns.B_iso_Wilson_estimate        14.0  
_reflns.pdbx_redundancy              7.45  
_reflns.pdbx_diffrn_id               1  
_reflns.pdbx_ordinal                 1  
# 
 

Очень хорошо! 



Разрешение и полнота 
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# 
_reflns.entry_id                     1WET 
_reflns.observed_criterion_sigma_I   ? 
_reflns.observed_criterion_sigma_F   ? 
_reflns.d_resolution_low             10.000 
_reflns.d_resolution_high            2.500 
_reflns.number_obs                   ? 
_reflns.number_all                   ? 
_reflns.percent_possible_obs         87.000 
_reflns.pdbx_Rmerge_I_obs            0.0629000 
_reflns.pdbx_Rsym_value              ? 
_reflns.pdbx_netI_over_sigmaI        7.400 
_reflns.B_iso_Wilson_estimate        ? 
_reflns.pdbx_redundancy              3.000 
_reflns.pdbx_diffrn_id               1 
_reflns.pdbx_ordinal                 1 
# 

Нормально 



Разрешение и полнота 
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# _reflns.entry_id                     10MH 
_reflns.observed_criterion_sigma_I   ? 
_reflns.observed_criterion_sigma_F   ? 
_reflns.d_resolution_low             30.0 
_reflns.d_resolution_high            2.5 
_reflns.number_obs                   15976 
_reflns.number_all                   ? 
_reflns.percent_possible_obs         77.2 

Плохо! 

«Честное» разрешение, вероятно, заметно хуже указанных 2,5Å 
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При таком разрешении два левых пика сливаются 
(но зная формулу молекулы, координаты атомов всё 
равно можно указать довольно точно)  
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Здесь разрешение примерно равно расстоянию 
между левыми пиками. Точность предсказания 
координат атомов заметно лучше разрешения! 
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Разрешение 
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Находим положение пробной модели в ячейке, при котором среднее 
отклонение рассчитанных по модели Fhkl от экспериментальных минимально. 

По тому, каково это минимальное отклонение, можно судить о том, годится ли 
пробная модель для молекулярного замещения. 
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атом тяжёлого 
металла 
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Выбор элементарной ячейки 
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Положение ячейки определяется произвольно 
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Сами a, b, c тоже могут быть выбраны по-разному 
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Симметрия объекта 

Симметрией в математике называется движение 
пространства, переводящее объект в себя 
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Кристаллографическая симметрия 
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Меняют 
ориентацию 



Кристаллографическая группа 
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Некристаллографическая симметрия 

38 



Элементарная ячейка и 
асимметрическая ячейка 

Элементарная ячейка кристалла: минимальная 
область пространства, из которой весь кристалл 
можно получить трансляционными 
симметриями (сдвигами, параллельными 
переносами) 

Асимметрическая ячейка: минимальная область 
пространства, из которой весь кристалл можно 
получить всеми кристаллографическими 
симметриями 
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Что хранится в записи PDB 
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Файл с записью PDB содержит координаты атомов, попадающих в одну 
асимметрическую ячейку. Чтобы получить биологически осмысленный комплекс, 
часто нужно применить к этим координатам операторы симметрии. 



Запись симметрий в cif файле 
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loop_ 
_pdbx_struct_oper_list.id  
_pdbx_struct_oper_list.type  
_pdbx_struct_oper_list.name  
_pdbx_struct_oper_list.symmetry_operation  
_pdbx_struct_oper_list.matrix[1][1]  
_pdbx_struct_oper_list.matrix[1][2]  
_pdbx_struct_oper_list.matrix[1][3]  
_pdbx_struct_oper_list.vector[1]  
_pdbx_struct_oper_list.matrix[2][1]  
_pdbx_struct_oper_list.matrix[2][2]  
_pdbx_struct_oper_list.matrix[2][3]  
_pdbx_struct_oper_list.vector[2]  
_pdbx_struct_oper_list.matrix[3][1]  
_pdbx_struct_oper_list.matrix[3][2]  
_pdbx_struct_oper_list.matrix[3][3]  
_pdbx_struct_oper_list.vector[3]  
1 'identity operation'         1_555 x,y,z   1.0000000000 0.0000000000 
0.0000000000 0.0000000000 0.0000000000 1.0000000000   
0.0000000000 0.0000000000 0.0000000000 0.0000000000 1.0000000000  
0.0000000000  
2 'crystal symmetry operation' 4_555 x,-y,-z 1.0000000000 0.0000000000 
0.0000000000 0.0000000000 0.0000000000 -1.0000000000  
0.0000000000 0.0000000000 0.0000000000 0.0000000000 -1.0000000000 
0.0000000000  
# 

 

Операторы симметрии 
(матрица 33 и вектор сдвига) 



Биологическая единица 
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Биологическая единица (biological unit, biological assembly) — часть кристалла, 
которая (как считают авторы модели) соответствует комплексу, 
существующему в природе.  

В большинстве случаев асимметрическая ячейка включает одну биологическую 
единицу, но часто, чтоб получить биологическую единицу, к асимметрической 
ячейке нужно применить набор операторов, указанных в файле с записью. 

Изредка асимметрическая ячейка включает больше одной биологической 
единицы. 



Когда биологическая единица 
меньше асимметрической 
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Так бывает, если белок (или, как в данном случае, комплекс) закристаллизовался парами с 
немного разной конформацией. Но гораздо чаще такое встречается в записях, авторы которых 
в погоне за хорошим R-фактором решили увеличить число параметров для подгонки… 



Оптимизация модели 

Черновая модель получается «вписыванием» известной последовательности 
белка в полученную в эксперименте электронную плотность. 
Следующий этап — уточнение модели. 
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«Расплывание» плотности моделируется увеличением ширины гауссовых пиков. 
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Коэффициент заполнения / 
заселенность / occupancy 

Для каждого атома коэффициент заполнения показывает, какой процент 
элементарных ячеек кристалла содержат атом в указанной позиции. 
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Атомы в формате cif 
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loop_ 
_atom_site.group_PDB  
_atom_site.id  
_atom_site.type_symbol  
_atom_site.label_atom_id  
_atom_site.label_alt_id  
_atom_site.label_comp_id  
_atom_site.label_asym_id  
_atom_site.label_entity_id  
_atom_site.label_seq_id  
_atom_site.pdbx_PDB_ins_code  
_atom_site.Cartn_x  
_atom_site.Cartn_y  
_atom_site.Cartn_z  
_atom_site.occupancy  
_atom_site.B_iso_or_equiv  
_atom_site.pdbx_formal_charge  
_atom_site.auth_seq_id  
_atom_site.auth_comp_id  
_atom_site.auth_asym_id  
_atom_site.auth_atom_id  
_atom_site.pdbx_PDB_model_num  
ATOM   1    N  N   . MET A 1 1   ? 24.277 8.374   -9.854  1.00 38.41  ? 0   MET A N   1  
ATOM   2    C  CA  . MET A 1 1   ? 24.404 9.859   -9.939  1.00 37.90  ? 0   MET A CA  1 
… 
HETATM 1276 O  O   . HOH E 5 .   ? 35.636 -2.996  15.255  0.36 12.26  ? 201 HOH A O   1 

Коэф. заполнения B-фактор 



Альтернативные конформации 
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ATOM   21  C CB   A THR A 1 2  ? 12.784 10.610 5.099  0.70 4.35  ? 2  THR A CB   1  
ATOM   22  C CB   B THR A 1 2  ? 12.938 9.905  5.108  0.30 1.07  ? 2  THR A CB   1  
ATOM   23  O OG1  A THR A 1 2  ? 13.364 9.360  4.756  0.70 5.60  ? 2  THR A OG1  1  
ATOM   24  O OG1  B THR A 1 2  ? 12.559 10.450 3.917  0.30 5.43  ? 2  THR A OG1  1  
ATOM   25  C CG2  A THR A 1 2  ? 12.451 11.323 3.797  0.70 7.65  ? 2  THR A CG2  1  
ATOM   26  C CG2  B THR A 1 2  ? 11.642 9.729  5.862  0.30 2.71  ? 2  THR A CG2  1  

Все атомы этой боковой цепи имеют по две альтернативных конформации: A и B 

Коэф. заполнения 



Как визуализировать электронную 
плотность? 
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crit — «уровень подрезки» 



Как визуализировать электронную 
плотность? 
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Комбинированный синтез Фурье 
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Комбинированный синтез Фурье 
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