
ХИМИЧЕСКАЯ ФИЗИКА, 2017, том 36, № 1, с. 16–26

16

О ВОЗМОЖНОСТИ ОПРЕДЕЛЕНИЯ СТРУКТУРЫ
БЕЛКОВ В ЭКСПЕРИМЕНТАХ С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ

РЕНТГЕНОВСКИХ ЛАЗЕРОВ НА СВОБОДНЫХ ЭЛЕКТРОНАХ
В РЕЖИМЕ НЕСТАЦИОНАРНОГО РАССЕЯНИЯ

© 2017 г.   Д. О. Синицын1*, Г. А. Армеев2

1Институт химической физики им. Н.Н. Семенова Российской академии наук, Москва
2Московский государственный университет им. М.В. Ломоносова

*E-mail: d_sinitsyn@mail.ru
Поступила в редакцию 23.12.2015

Рассмотрена задача определения структуры белков методом рентгеноструктурного анализа с ис-
пользованием рентгеновских лазеров на свободных электронах в случае интенсивностей импуль-
сов, на несколько порядков превышающих достигнутые на настоящий момент. При этом вслед-
ствие радиационного повреждения за время импульса образец теряет значительную часть электро-
нов, и рассеяние происходит в нестационарном режиме. В работе путем моделирования изучены
возникающие отсюда особенности дифракционных данных, которые должны учитываться при их
анализе, однако не являются препятствием для определения трехмерных структур. Оценки дости-
жимых разрешений показывают перспективность режима нестационарного рассеяния для опреде-
ления структуры наиболее сложных объектов – крупных, плохо кристаллизуемых белков и ком-
плексов – с высоким разрешением.
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1. ВВЕДЕНИЕ

Рентгеновская кристаллография – один из
основных методов определения пространствен-
ной структуры молекул, в том числе биологиче-
ских полимеров. Этот метод позволил опреде-
лить структуры ДНК и десятков тысяч белков,
однако работа с некоторыми классами объек-
тов, такими как многие мембранные белки и
сложные молекулярные комплексы, до сих пор
вызывает существенные трудности, связанные
с плохой кристаллизуемостью и проблемой ра-
диационного повреждения [1]. В последние го-
ды возможности рентгеноструктурного анализа
были существенно расширены за счет появле-
ния рентгеновских лазеров на свободных элек-
тронах (РЛСЭ) [2–4].

Основными отличиями этих установок от тра-
диционных рентгеновских источников – синхро-
тронов являются сверхвысокая пиковая мощ-
ность (которая в настоящее время на 9 порядков
выше, чем у лучших синхротронов) и ультрако-
роткая длительность импульсов (единицы–де-
сятки фемтосекунд) [5–7]. При этом радиацион-
ное повреждение существенно изменяет структу-

ру образца1) через десятки–сотни фемтосекунд от
начала импульса, поэтому импульс длительно-
стью в единицы фемтосекунд заканчивается до
наступления эффектов повреждения и регистри-
руемые данные свободны от существенных иска-
жений (принцип, получивший название “ди-
фракции до разрушения” [5]). Вследствие этого
появилась возможность на порядки увеличить
допустимые дозы облучения и получать интер-
претируемые дифракционные картины даже от
наноразмерных белковых кристаллов, что приве-
ло к зарождению серийной фемтосекундной на-
нокристаллографии [8]. Помимо случаев плохой
кристаллизуемости, использование нанокри-
сталлов также желательно для экспериментов по
изучению конформационных переходов, инду-
цированных светом, так как малый размер кри-

1)Под существенным изменением имеется в виду измене-
ние, относительная величина которого порядка или боль-
ше типичной погрешности используемых моделей, а
именно относительного отличия картины дифракции,
рассчитанной по атомной модели макромолекулы, от экс-
периментальной дифракционной картины. Данная по-
грешность (R-фактор) в биологической кристаллографии
при разрешениях 1–2 Å составляет 10–20%.
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сталла позволяет добиться более равномерной
фотоактивации [9].

Однако для сложных объектов, таких как
крупные мембранные белковые комплексы, раз-
решение структурных данных, достигнутое на
данный момент по этой методике, составляет
около 2.5–5 Å [10–13] и не достигает атомного
разрешения, уступая многим традиционным экс-
периментам с использованием синхротронов
[14]. Кроме того, в большинстве работ используют-
ся кристаллы размером от одного до нескольких
микрон, и вопрос о пригодности нанокристаллов
сложных макромолекул для получения данных вы-
сокого разрешения остается открытым.

Приведенные в настоящей работе теоретиче-
ские оценки интенсивности излучения, рассеи-
ваемого белковыми нанокристаллами, показыва-
ют, что получение атомного разрешения на нано-
кристаллах крупных белков требует увеличения
интенсивности рассеиваемого излучения. Один
из основных способов достижения этой цели –
повышение мощности импульсов рентгеновских
лазеров. Это потребует модификации конструк-
ции РЛСЭ, например по схеме, приведенной в
работе [15].

В то же время при высоких интенсивностях
становится существенным2) электронное повре-
ждение образца во время импульса: даже в тече-
ние его фемтосекундной длительности за счет
фотоионизации и вызванных ею процессов ато-
мы образца успевают потерять часть своих элек-
тронов, и этой потерей нельзя пренебречь по
сравнению с типичными погрешностями исполь-
зуемых теоретических моделей [5–7, 16–23]. Та-
ким образом, дифракционный эксперимент про-
исходит в режиме нестационарного рассеяния, т.е.
рассеяния на изменяющемся образце [20, 23–25].
В предыдущих работах путем моделирования бы-
ло показано умеренное влияние этих эффектов на
регистрируемые дифракционные данные в случае
падающей плотности потока, составляющей
106 фотонов/Å2 за импульс (что на 2–3 порядка
выше достигнутой на данный момент), и суще-
ственное влияние при плотности 108 фотонов/Å2,
в то время как при текущих плотностях потока
этими эффектами можно пренебречь [7, 20–23].

Наличие электронного повреждения (в случа-
ях, когда оно существенно) должно учитываться в
экспериментах по определению трехмерных
структур макромолекул по дифракционным дан-

2)Под существенным электронным повреждением подразу-
мевается потеря большинством атомов образца такой доли
от общего числа электронов в атоме, которая сравнима
или превышает типичные значения относительной по-
грешности теоретических моделей в биологической кри-
сталлографии (10–20% [21]). Ввиду этого таким поврежде-
нием нельзя пренебречь в расчетах при интерпретации
данных рассеяния.

ным на всех стадиях работы. На стадии планиро-
вания эксперимента необходимы оценки воз-
можных значений рассеиваемой интенсивности
излучения с учетом эффектов повреждения. На
основе этих оценок можно приближенно пред-
сказать максимальное разрешение дифракцион-
ных данных, достижимое в данных условиях. На
стадии обработки данных рассеяния необходимо
решить так называемую фазовую проблему, т.е.
определить фазы комплексных значений струк-
турных факторов (в то время как дифракционная
картина позволяет измерить только их абсолют-
ные величины). В случае нестационарного рассе-
яния на этом этапе требуется оценка влияния по-
вреждения на фазы структурных факторов. При
построении атомных моделей макромолекул не-
обходимо учитывать характерные отличия элек-
тронной плотности, рассчитываемой по данным
нестационарного рассеяния, от электронной
плотности неповрежденного образца. Наконец,
на стадии уточнения атомных моделей необходим
учет нестационарной дифракции с максимально
возможной точностью для обеспечения соответ-
ствия расчетных и экспериментальных данных.

В настоящей работе последовательно рассмот-
рены эти этапы, описаны типичные данные, по-
лученные путем моделирования для различных
условий эксперимента, и сделаны выводы о воз-
можности и ключевых условиях успешного по-
строения трехмерных атомных структур макро-
молекул по данным нестационарного рентгенов-
ского рассеяния.

2. МОДЕЛИРОВАНИЕ
НЕСТАЦИОНАРНОГО РАССЕЯНИЯ

Рентгеновская дифракция на образцах, типич-
ных для биологической кристаллографии, может
быть описана в рамках кинематической теории
рассеяния. При малых длительностях импульсов
(единицы фемтосекунд) положения ядер могут
приближенно считаться неизменными. При этом
электронные состояния атомов изменяются в те-
чение импульса прежде всего за счет фотоиониза-
ции, оже-распадов и флуоресценции (электрон-
ное повреждение) [16]. Этот процесс моделируется
с помощью кинетических уравнений, и в резуль-
тате для заданных параметров импульса вычисля-
ются зависящие от времени атомные формфакто-
ры рассеяния  [7, 16, 21, 22, 25]. Поскольку
в данной ситуации распределение электронной
плотности образца изменяется со временем в те-
чение действия рентгеновского импульса, гене-
рируемого РЛСЭ, то мгновенное распределение
интенсивности рассеиваемого образцом излуче-
ния также зависит от времени. При этом детек-
тор, используемый для регистрации дифракци-
онной картины, измеряет суммарное количество
фотонов, попавших на пиксель за все время им-
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пульса. Таким образом, измеренные величины
представляют собой интегралы по времени от
мгновенных значений рассеиваемой интенсив-
ности. Как показано в работе [23], эти величины
могут быть приближенно рассчитаны с использо-
ванием следующих формул, аналогичных обыч-
ным формулам для стационарного случая:

(1)

(2)

где s – вектор рассеяния;  – эффективный

структурный фактор;  – эффективные
атомные формфакторы, рассчитываемые из зави-
сящих от времени формфакторов  по изло-
женному в [23] алгоритму;  – фактор неупоря-
доченности (B-фактор),  – положение атома,

 – число атомов в элементарной ячейке
кристалла,  – постоянный множитель.

По структурным факторам  можно рас-
считать соответствующие значения фаз

 и распределение электронной
плотности . Это распределение не отвечает
какому-либо состоянию молекулы, а является
вспомогательным математическим объектом, ко-
торому соответствует дифракционная картина,
близкая к измеряемой картине интегральных ин-
тенсивностей  Поэтому функция 
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называется далее эффективным распределением
электронной плотности. Ниже показано, что это
распределение после подходящего масштабиро-
вания оказывается близким к истинному распре-
делению электронной плотности неповрежден-
ной ячейки кристалла, поэтому оно может быть
интерпретировано и использовано для построе-
ния атомной модели аналогично схеме обработки
данных без учета повреждения, используемой в
кристаллографии на синхротронах.

Среднее количество фотонов, рассеиваемых
кристаллом в области одного дифракционного
максимума данного разрешения, может быть оце-
нено по формуле [7]

(3)

где s – величина вектора рассеяния для данного
максимума в Å–1 (  где  – угол рас-
сеяния, λ – длина волны излучения; при этом

 – разрешение в Å), Φ – плотность потока
фотонов в падающем на образец рентгеновском
импульсе (в фотонах на 1 Å2 за импульс),  =

=  – поляризационный мно-

житель,  – классический радиус элек-
трона,  – масса электрона, e – заряд электрона,
c – скорость света,  – объем элементарной
ячейки,  – размер кристалла,  – средний фак-
тор неупорядоченности. Следует иметь в виду,
что формула (3) дает грубую оценку по порядку
величины.

В настоящей работе проводились моделирова-
ние дифракции и оценка числа рассеянных фото-
нов по изложенной методике. В расчетах исполь-
зовалась длина волны в 1.55 Å (энергия фотонов
равна 8 кэВ), длительность импульсов в 10 фс и
два значения плотности потока фотонов: 103 фо-
тонов/Å2 за импульс – текущее значение, достиг-
нутое на лазере LCLS в США [2], и 108 фотонов/Å2

за импульс – перспективное значение, открыва-
ющее возможность нанокристаллографии высо-
кого разрешения.

Для иллюстрации влияния электронного по-
вреждения на интенсивность рассеяния на рис. 1
приведен график отношения квадратов форм-
факторов атома углерода в отсутствие поврежде-
ния и при плотности потока 108 фотонов/Å2. Это
отношение показывает, во сколько раз интенсив-
ности рефлексов данного разрешения будут
уменьшаться из-за повреждения. Видно, что эф-
фект наиболее сильно сказывается на высоких
разрешениях порядка 1 Å. В среднем для данной
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Рис. 1. Величина эффекта электронного поврежде-
ния: квадрат отношения формфактора атома углеро-
да в отсутствие повреждения к формфактору атома
углерода при плотности потока 108 фотонов/Å2 как
функция разрешения.
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плотности потока эффект повреждения снижает
интенсивность рассеяния более чем на порядок.

3. ЗАВИСИМОСТЬ
РАЗРЕШЕНИЯ ОТ ПАРАМЕТРОВ

Рассмотрим условия получения данных ди-
фракции высокого разрешения для различных
сочетаний параметров эксперимента. Из форму-
лы (3) следует, что число рассеянных фотонов
убывает с ростом  что и является лимитирую-
щим фактором для максимального разрешения.
Обозначим через  минимальное (порого-
вое) число рассеянных фотонов, при котором
возможны детектирование рефлекса и оценка его
интенсивности с достаточной точностью. Тогда
получаем уравнение  =  из которого
максимальное разрешение может быть найдено
как неявная функция всех входящих в уравнение
величин. При этом параметры, повышающие ин-
тенсивность рассеяния, повышают и макси-
мальное достижимое разрешение. Таким обра-
зом, разрешение зависит возрастающим образом
от интенсивности импульсов, эффективных
формфакторов и размера кристаллов и убываю-
щим образом – от размера ячейки, B-фактора и
минимального детектируемого числа фотонов.

Эффективные формфакторы убывают с ро-
стом интенсивности импульсов. Тем не менее,
для рассматриваемого диапазона значений 
(103–108 фотонов/Å2) произведение  вхо-
дящее в формулу (3), возрастает с ростом Φ, хотя и
медленнее, чем по линейному закону. Так, на всем
указанном диапазоне Φ возрастает на 5 порядков, а
средняя интенсивность рассеяния – менее чем на
4 порядка. Эффективные формфакторы убывают
также с ростом длительности импульсов. Действи-
тельно, оже-распад и флуоресценция начинают су-
щественно влиять на электронные состояния на бо-
лее длительных временах, чем фотоионизация, и
поэтому вклад этих процессов возрастает с ростом
длительности импульса [7, 22].

Чтобы проиллюстрировать зависимость разре-
шения от нескольких параметров, возьмем одну
правдоподобную и перспективную их комбина-
цию и исследуем, что происходит при изменении
каждого из параметров в отдельности. Рассмот-
рим следующую стартовую конфигурацию: белок
фотосистему-II (модель с PDB-кодом 4PBU):
размер кристалла – 1 мкм, плотность потока фо-
тонов – 108 на Å2, B-фактор – 50 Å2, минимальное
детектируемое число фотонов  В каче-
стве критерия высокого разрешения (близкого к
атомному) используется значение 1.5 Å.

Из вида формулы (3) можно заметить, что наи-
более сильные зависимости в ней – это экспо-
ненциальная зависимость от B-фактора и зависи-

,s

threshN

( )spotN s ,threshN

Φ
( )Φ 2,ef

jf s

1.threshN =

мость 4-й степени от размера кристалла. Зависи-
мость разрешения от B-фактора приведена на
рис. 2. Видно, что для размера кристалла в 1 мкм
и при плотности потока 108 фотонов/Å2 разреше-
ние в 1.5 Å можно получить на кристаллах с B-фак-
тором, не превышающим более ~70 Å2 (рис. 2а), а
при достигнутой на данный момент плотности
потока фотонов в 103 на 1 Å2 – только с B-факто-
ром не более 30 Å2 (рис. 2б).

Ввиду этой сильной зависимости разрешения
от B-фактора в дальнейшем на каждом графике
мы изображаем три кривые, соответствующие хо-
рошо упорядоченным кристаллам (для молекул
такого размера), среднеупорядоченным и плохо

Рис. 2. а – Зависимость разрешения дифракционных
данных  от фактора неупорядоченности B. Горизон-
тальная линия – максимальное разрешение для данной
длины волны (предполагается, что детекторы могут
быть расположены как за, так и перед образцом по ходу
первичного пучка перпендикулярно направлению по-
следнего, поэтому максимальное достижимое разреше-
ние равно λ/2). Плотность потока фотонов в падающем
импульсе – 108/Å2; б – то же для плотности потока
103 фотонов/Å2 (достигнутой на существующих РЛСЭ).
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упорядоченным с B-факторами в 20, 50 и 80 Å2 со-
ответственно.

Зависимость разрешения от размера кри-
сталла показана на рис. 3а. Видно, что для кри-
сталлов со средней степенью упорядоченности
(B-фактор 50 Å2) разрешение в 1.5 Å может быть
достигнуто на нанокристаллах размером ~500 нм,
для менее упорядоченных (B-фактор 80 Å2) – на
кристаллах размером ~1.5 мкм. Для сравнения на
рис. 3б показаны аналогичные графики для теку-
щей плотности потока фотонов в 103 на 1 Å2 за им-
пульс. В этом случае для среднеупорядоченных
кристаллов получение разрешения в 1.5 Å воз-
можно лишь при их размере ~3 мкм, а в случае
слабой упорядоченности – только при размерах в
десятки микрометров.

Зависимость разрешения от размера элемен-
тарной ячейки (т.е. фактически от размера моле-
кулярного объекта) показана на рис. 4 (в расчетах
предполагается, что ячейка имеет форму куба и
что количество атомов каждого типа растет про-
порционально объему ячейки). Видно, что при

фиксированном размере кристалла (1 мкм на ри-
сунке) для крупных белков и комплексов разре-
шение будет ниже, чем для небольших макромо-
лекул. Однако для рассматриваемого диапазона
размеров ячейки данные остаются близки к раз-
решению ~1.5 Å. Что касается текущей интенсив-
ности импульсов (рис. 4б), то в случае среднеупо-
рядоченных кристаллов получение разрешения в
1.5 Å возможно лишь для простых белков с ячей-
кой размером меньше 50 Å, а в случае плохо упо-
рядоченных кристаллов размером 1 мкм – про-
блематично для любых макромолекул.

Зависимость разрешения от минимального де-
тектируемого числа фотонов  показана на
рис. 5. В случае хорошо и среднеупорядоченных
кристаллов все изображенные значения 
позволяют достигать максимального разреше-
ния, для плохо упорядоченных кристаллов имеет-
ся плавное уменьшение разрешения с ростом

 Для текущей интенсивности импульсов
(рис. 5б) аналогичные зависимости ограничивают
разрешение при всех степенях упорядоченности.

threshN

threshN

.threshN

Рис. 3. То же, что и на рис. 2, но для зависимости раз-
решения  от размера кристалла а при следующих
значениях B-фактора: сплошная линия – 80 Å2,
штриховая линия – 50 Å2, точечная линия – 20 Å2.
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Следует заметить, что в методике серийной на-
нокристаллографии экспериментальные интен-
сивности рассеяния получаются усреднением
значений, измеренных в большом количестве ди-
фракционных картин с вариабельными парамет-
рами: картины регистрируются от разных кри-
сталлов в разных ориентациях, под действием им-
пульсов с флуктуирующими характеристиками и
т.п. Так, в недавней работе [13] усреднялось по-
рядка 600 значений интенсивности каждого ре-
флекса, извлеченных из ~28 млн детектирован-
ных изображений. Увеличение этого количества
позволяет более точно оценивать малые интен-
сивности, величина которых сравнима с уровнем
шума детектора, т.е. уменьшать  тем самым
повышая разрешение. Теоретически таким обра-
зом можно получать точные оценки интенсивно-
стей даже таких рефлексов, на которые в среднем
приходится меньше одного фотона. Однако про-
верка пределов эффективности этой процедуры
затруднена с практической точки зрения как тру-
доемкостью накопления больших объемов дан-
ных, так и сложной природой флуктуаций изме-
ряемых интенсивностей.

Таким образом, рассматриваемое перспектив-
ное значение плотности падающего потока фото-
нов в импульсе рентгеновского лазера, а именно
108 фотонов/Å2 позволяет успешно детектировать
данные околоатомного разрешения ~1.5 Å на на-
нокристаллах крупных белков, если они имеют
степень упорядоченности не ниже средней, а для
кристаллов микронного размера – и в случае от-
носительно плохой упорядоченности. Обе эти си-
туации делают крайне актуальными дальнейшее
увеличение мощности РЛСЭ и работу в режиме
нестационарного рассеяния, так как текущие ин-
тенсивности не позволяют получать в этих усло-
виях данные атомного разрешения.

4. ВЛИЯНИЕ ПОВРЕЖДЕНИЯ
ОБРАЗЦА НА МОДУЛИ И ФАЗЫ 

СТРУКТУРНЫХ ФАКТОРОВ

Для адекватной интерпретации данных неста-
ционарного рассеяния с целью определения
структуры молекул необходимо более детальное
понимание отличия интенсивностей рассеяния и
рассчитываемых на их основе распределений
электронной плотности в условиях нестационар-
ного рассеяния от аналогичных величин в стан-
дартном случае, где повреждение малó и не учи-
тывается.

Рассмотрим подробнее влияние электронного
повреждения на дифракционные данные. В каче-
стве модельного белка мы используем бычий ро-
допсин (модель с PDB-кодом 1HZX). На рис. 6а
показаны модули структурных факторов для ре-
флексов, лежащих в одной плоскости обратного

,threshN

пространства, в случае нестационарного рассея-
ния при плотности потока 108 фотонов/Å2, а на
рис. 6б – аналогичные данные без учета повре-
ждения. Изображенный участок плоскости со-
держит рефлексы высокого разрешения (~1.5 Å).
Из сравнения рис. 6б и а видно сильное снижение
интенсивности вследствие повреждения. При
этом интенсивности рефлексов уменьшаются в раз-
личное число раз, поэтому эффект повреждения не
может быть смоделирован за счет умножения всех
атомных формфакторов на масштабирующий мно-
житель [23]. Для корректного учета повреждения
при решении прямой задачи рассеяния необхо-
дим модифицированный алгоритм, основанный
на уравнениях (1), (2).

Важный вопрос состоит в том, как влияет
электронное повреждение образца на фазы
структурных факторов. На рис. 7 показаны разно-
сти фаз структурных факторов из рис. 6, рассчи-
танных с учетом повреждения по формуле (2) и

Рис. 5. То же, что и на рис. 3, но для зависимости раз-
решения  от минимального детектируемого числа
фотонов в дифракционном максимуме  (в слу-
чае а штриховая и точечная линии не показаны, так
как совпадают с горизонтальной линией максималь-
ного разрешения).
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без учета повреждения. В среднем разности фаз
невелики (среднее близко к нулю, стандартное
отклонение ~5°), однако следует иметь в виду, что
отдельные отклонения фаз могут достигать более

высоких значений (в рассмотренном случае – до
36°). Наличие таких разностей фаз может оказать
некоторое влияние на отдельные элементы карты
электронной плотности и, соответственно, полу-
чаемой атомной модели. В то же время рис. 7в,
изображающий модули структурных факторов
совместно с абсолютными величинами разностей
фаз, показывает, что между ними есть отрица-
тельная корреляция, поэтому рефлексы, имею-
щие большие отклонения фаз, будут, как прави-
ло, вносить меньший вклад в синтез электронной
плотности.

Заметим, что при решении фазовой проблемы
методом молекулярного замещения в ситуации,
когда интенсивности измерены в условиях элек-
тронного повреждения, можно добиться более
точного соответствия данных для исследуемой и
гомологичной молекул, если рассчитывать фазы
для гомологичной модели по алгоритму (1), (2) с
учетом повреждения. Что касается эксперимен-
тальных методов решения фазовой проблемы, то
соответствующие эксперименты желательно
проводить в одних и тех же условиях, определя-
ющих повреждение. Однако небольшая величи-
на различия фаз (рис. 7) делает возможным ис-
пользование и фазовых данных, получаемых от
неповрежденных структур, для построения мо-
делей с точностью, достаточной для локализа-
ции оптимального решения (с последующим
уточнением по алгоритму, учитывающему повре-
ждение).

5. КАРТЫ ЭЛЕКТРОННОЙ
ПЛОТНОСТИ И ИХ ИНТЕРПРЕТАЦИЯ

С УЧЕТОМ ПОВРЕЖДЕНИЯ
Промежуточным этапом интерпретации ди-

фракционных данных с целью построения атом-
ной модели является синтез карт электронной
плотности. Рассмотрим их характерные особен-
ности в ситуации, когда они получены по данным
нестационарного рассеяния. В качестве модель-
ной молекулы для простоты и наглядности изоб-
ражений используем небольшой пептид из шести
аминокислот (PDB-код – 3PZZ). Все данные
приведены для импульсов с плотностью потока
108 фотонов/Å2.

На рис. 8а–в показаны карты электронной
плотности с учетом повреждения, без учета по-
следнего и совмещение этих карт соответственно.
Наиболее заметное различие касается средней ве-
личины электронной плотности: поскольку форм-
факторы атомов уменьшаются из-за поврежде-
ния в 3–4 раза (см. рис. 1), то в такое же число раз
падает и электронная плотность. Этот эффект мо-
жет быть частично скомпенсирован масштабным
коэффициентом, на который умножаются значе-
ния всех структурных факторов и который выби-
рается таким, чтобы отличие от неповрежденной

Рис. 6. а – Влияние повреждения на интенсивности
дифракционных максимумов на примере белка бы-
чьего родопсина (PDB-код – 1HZX). Показаны моду-
ли структурных факторов для рефлексов, лежащих в
плоскости обратного пространства с индексами (h, k,
90), h, k = –30…30 (более темный цвет соответствует
большим значениям). Разрешение на границе ~1.5 Å.
Плотность потока фотонов – 108/Å2; б – то же без
учета повреждения.

а

б
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Рис. 7. а – Влияние электронного повреждения на фазы структурных факторов. Показана гистограмма распределения

разностей фаз структурных факторов из рис. 6, рассчитанных по формуле (2) с учетом повреждения ( ) и без учета
повреждения (ϕ);  – частота. Среднее значение разности фаз – 0.02°, стандартное отклонение – 5.8°. б – Индивиду-
альные значения разностей фаз, изображенные в виде радиусов под соответствующими углами к горизонтальной оси.
в – Зависимость модуля разности фаз от модуля структурного фактора F, рассчитанного без учета повреждения.
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плотности было минимальным. Результат пока-
зан на рис. 9а. Видно, что после масштабирова-
ния плотности становятся довольно близкими.

Однако имеется следующее отличие: в случае
повреждения разница между плотностями в ато-
мах C, N, O меньше, чем в его отсутствие. Этот же
эффект можно наблюдать на рис. 9б, где изобра-
жены одномерные профили электронной плот-
ности этих атомов. Другой иллюстрацией этого
являются близкие средние за время импульса зна-
чения числа электронов в каждом из этих атомов,
составляющие 1.22, 1.38 и 1.23 соответственно
(таким образом, в среднем за импульс кислород
имеет меньшее число электронов, чем азот). За-
метим, что идентификация атомов C, N, O за-
труднена даже в традиционном рентгенострук-
турном анализе ввиду близости их распределений
электронной плотности (сплошная линия на рис. 9б).
Это приводит, в частности, к проблеме выбора
одной из двух ориентаций концевых групп остат-
ков глутамина и аспарагина, а также ориентации
цикла гистидина [26–29]. Считается, что эти ори-

ентации более или менее надежно определены в
структурах высокого разрешения (1.5 Å и выше)
[28], хотя даже при разрешении выше 0.9 Å в
структурах из банка PDB были обнаружены не-
правдоподобные ориентации [28], а в исследова-
нии [26] среди 100 структур количество таких
ошибок не имело значимой корреляции с разре-
шением. Поэтому в большинстве случаев эти
ориентации определяются из дополнительных
соображений (водородные связи, близкие кон-
такты атомов) с помощью разработанных для это-
го алгоритмов [27, 28, 30, 31]. В случае нестацио-
нарного рассеяния этот подход становится фак-
тически единственно возможным.

Таким образом, после применения масштаби-
рующего коэффициента распределение элек-
тронной плотности в условиях нестационарного
рассеяния становится качественно близким к
распределению электронной плотности в непо-
врежденном объекте. Операция построения на-
чальной атомной модели, в которой используют-
ся эти распределения, сама по себе имеет ограни-

Рис. 8. а – Влияние электронного повреждения на карты электронной плотности. Показана карта с учетом поврежде-
ния для модельного пептида (PDB-код – 3PZZ). б – То же без учета повреждения. в – Наложение двух карт: 1 – без
учета повреждения, 2 – с учетом повреждения. Карты изображены в виде поверхностей уровня 0.36 электронов/Å3.
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ченную точность как при ручном, так и при
автоматическом ее выполнении ввиду прибли-
женности процедур вписывания отдельных эле-
ментов молекулы и ограниченной точности фазо-
вой информации. Поэтому поправки, связанные
с электронным повреждением, не должны пред-
ставлять существенных затруднений при постро-
ении атомных моделей.

6. УТОЧНЕНИЕ АТОМНЫХ
МОДЕЛЕЙ ПО ДАННЫМ

НЕСТАЦИОНАРНОГО РАССЕЯНИЯ

На этапе уточнения атомной модели ее трех-
мерная структура оптимизируется для наиболее
близкого соответствия дифракционным данным.
Точность финальной модели определяется имен-
но на этой стадии и не зависит от погрешностей

вычислений на предыдущих этапах обработки
данных (решение фазовой проблемы, первичное
построение модели), если глобальный экстремум
оценочной функции был правильно локализован.
Ввиду этого именно при уточнении модели важен
как можно более точный учет всех факторов, вли-
яющих на рассеяние, и в частности процессов
электронного повреждения. Точность учета эф-
фекта повреждения зависит от точности имею-
щихся данных о параметрах рентгеновских им-
пульсов. Так, при наличии достоверных данных
об интенсивности, длительности и временнóй
форме импульса погрешность расчета нестацио-
нарного рассеяния минимальна и определяется
только точностью алгоритма (1), (2). Однако на
практике параметры импульсов подвержены
флуктуациям и обычно известны лишь прибли-
женно, что приводит к падению точности итого-
вой модели. В худшем случае, как показано в ра-
боте [23], при плотности потока 108 фотонов/Å2

полное игнорирование повреждения приведет к
ошибке порядка 8–9%. Если же повреждение учи-
тывается, но используются приближенные оценки
параметров, то можно ожидать промежуточных
значений ошибок в пределах этой величины.

7. ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Серийная фемтосекундная кристаллография с
использованием РЛСЭ на основе принципа ди-
фракции до разрушения позволила расширить
возможности рентгеноструктурного анализа.
Стали пригодными для получения околоатомно-
го разрешения кристаллы размером в несколько
микрон, облегчилась работа с особо чувствитель-
ными к радиационному повреждению объектами.
В то же время для того, чтобы радикально пре-
взойти результаты кристаллографии на совре-
менных синхротронах, эта методика требует даль-
нейшего развития для достижения возможности
измерять дифракционные данные атомного раз-
решения, используя наноразмерные кристаллы
крупных, плохо кристаллизуемых макромолекул.
Один из основных факторов, приближающих эту
цель, – дальнейшее повышение интенсивности
импульсов, генерируемых РЛСЭ, возможность
которого подтверждается теоретическими иссле-
дованиями [15]. В настоящей работе проведен
анализ влияния этого и других существенных па-
раметров на разрешение получаемых дифракци-
онных картин. Работа со сверхвысокими интен-
сивностями, однако, приводит к особому режиму
дифракционного эксперимента – нестационар-
ному рассеянию, при котором регистрируется
интегральная по времени картина рассеяния от
образца, постоянно теряющего электроны вслед-
ствие процессов радиационного повреждения.
Как показывают проведенные модельные расче-
ты, искажения, связанные с нестационарностью, не

Рис. 9. а – Сравнение карт электронной плотности
для отдельной аминокислоты: внешняя поверхность –
без учета повреждения, внутренняя поверхность – с
учетом повреждения и умножением на оптимальный
масштабирующий коэффициент. Карты изображены
в виде поверхностей уровня 0.36 электронов/Å3. б –
Влияние электронного повреждения на распределе-
ния электронной плотности в атомах. Показаны ее
одномерные профили для атомов C, N, O: сплошная
кривая – профиль, рассчитанный без учета повре-
ждения, точечная – с учетом повреждения (вычис-
ленный по эффективным формфакторам), штриховая –
профиль с учетом повреждения, умноженный на оп-
тимальный масштабный коэффициент.
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являются препятствиями для расшифровки трех-
мерной атомной структуры молекул. В то же время
необходимо принятие определенных мер по учету
этих особенностей – подбор масштабирующего ко-
эффициента; по возможности использование фазо-
вых данных, полученных в аналогичных условиях;
учет стирания различий между углеродоподобными
атомами; учет нестационарности при решении пря-
мой задачи рассеяния в ходе уточнения модели.

Таким образом, нанокристаллография с ис-
пользованием сверхмощных импульсов РЛСЭ в
режиме нестационарного рассеяния имеет хоро-
шие шансы на осуществление и представляет
большие перспективы для определения структу-
ры крупных, плохо кристаллизуемых белков и
макромолекулярных комплексов с высоким раз-
решением.

Авторы выражают благодарность В.Ю. Лунину
за полезные обсуждения.

Работа поддержана грантом Российского фонда
фундаментальных исследований № 14-04-31608.
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