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Проведен анализ проблем и факторов, определяющих качество и структурное совер-
шенство кристаллов белков. Особое внимание уделено процессам кристаллизации с 
использованием температуры. Рассмотрены аппаратура и методы, применяемые при 
кристаллизации белков в нашей стране и за рубежом. На основе проведенных исследо-
ваний разработан и реализован метод управляемой кристаллизации белков, который 
обеспечивает оперативное разделение процессов зародышеобразования и роста обра-
зовавшихся кристаллов. Этот метод не требует большого количества растворов 
белков, исключает возможность повреждения кристаллов при проведении дифракци-
онных исследований. В конструкцию оборудования заложен модульный принцип ком-
поновки: увеличение производительности установок сводится к простому наращива-
нию однотипных блоков, базовая конструкция модулей допускает модернизацию и 
модификацию для наращивания числа ростовых ячеек и дооснащения диагностиче-
ским и контрольно-измерительным оборудованием. 
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Теоретическая часть. Кристаллы белков используют для опре-

деления пространственной структуры этих сложных молекул мето-
дом рентгеноструктурного анализа. Данные о пространственной 
структуре необходимы для разработки эффективных лекарственных 
средств нового поколения и изучения механизмов развития заболева-
ний. Несмотря на значительные успехи, достигнутые в последнее 
время в методах получения пригодных для рентгеноструктурного 
анализа белковых кристаллов, именно стадия кристаллизации до сих 
пор остается наименее предсказуемой и часто определяет успешность 
всех сил и средств, затрачиваемых на исследование пространствен-
ной структуры белков. 

Кристаллы белков выращивают из раствора путем его доведения  
до определенного пересыщения. Пересыщение   определяется как 
отношение текущей концентрации белка к его концентрации в насы-
щенном растворе. В общем случае пересыщение может достигаться 
путем изменения концентрации осадителя, белка и нейтральных до-
бавок, водородного показателя pH, температуры и других парамет-
ров. Как и в случае неорганических соединений, при достижении пе-
ресыщения система, содержащая белок, движется к состоянию рав-
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новесия, при котором вещество распределяется между раствором и 
твердой фазой. 

Условия кристаллизации белков в настоящее время выбирают в 
основном эмпирически, путем осуществления многочисленных проб 
в различных условиях (так называемый скрининг) [1–2]. При этом 
работа в значительной степени осложняется тем, что начало кристал-
лизации (зародышеобразование) требует значительно большего пере-
сыщения раствора белка (до 5–10 раз), чем последующий рост обра-
зовавшихся зародышей. По этой причине большое значение имеет 
реализация таких методов кристаллизации, которые позволяли бы 
управлять пересыщением белкового раствора как в процессе зарож-
дения, так и последующего разращивания кристаллов [3]. В силу 
сложившихся обстоятельств бóльшую часть экспериментов по кри-
сталлизации белков выполняют при отсутствии необходимой инфор-
мации о ходе процесса кристаллизации. В среднем в 20…40 % опы-
тов кристаллы вообще не могут быть получены или оказываются 
значительно худшего качества по сравнению с аналогами. 

Зародышеобразование (нуклеация) — первая стадия фазового пере-
хода — во многом определяет последующие результаты. Между тем 
образование зародышей требует большого пересыщения, что при даль-
нейшем разращивании приводит к большим скоростям роста и, как 
следствие, отрицательно сказывается на качестве кристаллов. В идеаль-
ном случае сразу после зарождения зародыша следует понижать уро-
вень пересыщения для перехода в оптимальную область роста. На прак-
тике этот момент неизвестен, переход чаще происходит, когда зародыш 
еще не образовался или же образовалось множество зародышей. На 
данный момент знания о геометрии, размерах и структуре зародышей 
на ранних стадиях развития далеки от понимания и открыты для даль-
нейших исследований. Также время индукции, определяемое как время 
от создания пересыщения до образования зародышей критического 
размера, трудно измерить экспериментально, но можно измерить время 
инкубации, т. е. временной интервал от установления пересыщения до 
появления первых зародышей достаточного размера, чтобы зафиксиро-
вать их появление. Что же касается земных и космических условий, то 
общих закономерностей, описывающих времена инкубации в космосе и 
в тех же условиях на Земле, до сих пор не выявлено. 

Для выращивания кристаллов биологических макромолекул лю-
бым из применяемых в настоящее время методов требуется предва-
рительное исследование условий, в которых образование таких кри-
сталлов вообще возможно. Как в отечественной, так и в мировой 
практике это чаще всего делается путем эмпирического варьирования 
ионного состава среды, ее водородного показателя pH, концентрации 
осадителя и температуры. Такие измерения выполняют либо вруч-
ную, либо с помощью серийных автоматизированных установок. 
Проведение же длительных экспериментов, связанных с варьиро-
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ванием температуры в заданном режиме при непрерывном наблюде-
нии за состоянием кристаллизационной пробы, в обычных лабора-
торных условиях затруднительно. Все это препятствует широкому 
внедрению метода температурно-управляемой кристаллизации, не-
смотря на большие возможности, которые он предоставляет для 
управления процессом формирования кристалла как на стадии заро-
дышеобразования, так и на стадии его последующего роста [4–5].  
Таким образом, представляет интерес разработка оборудования и ме-
тодики измерения температурно-концентрационных диаграмм рас-
творимости биомакромолекул, позволяющих проводить эти экспери-
менты в лабораторных условиях. Знание таких диаграмм раствори-
мости для данной кристаллизационной системы позволяет составить 
алгоритм автоматического изменения температуры, позволяющий по 
определенному закону приближаться к требуемому пересыщению, 
регулируя количество зародышей и скорость роста кристаллов. 

Решение масштабных задач по кристаллизации тысяч белков с 
высоким разрешением возможно лишь при использовании автомати-
зированного оборудования с активным управлением процессом кри-
сталлизации, оснащенного системами диагностики и видеонаблюде-
ния. При этом вследствие ограниченности ресурсов и высокой стои-
мости экспериментов в космосе подавляющую часть экспериментов 
выполняют на Земле. В условиях микрогравитации эксперименты 
следует проводить для исследования механизмов и кинетики процес-
сов кристаллизации и параллельно для получения кристаллов белков 
с таким совершенством структуры, которое необходимо для решения 
прикладных задач по развитию новых методов диагностики и разра-
ботке лекарственных средств. Такая постановка задачи подтвержда-
ется и тем, что сейчас на Международной космической станции за-
действованы исследовательские установки PCDF Европейского кос-
мического агентства (ESA) и PCRF Японского космического 
агентства (JAXA), оснащенные современным диагностическим и из-
мерительным оборудованием для контроля температуры с точностью 
до ±(0,1…0,5)° С. Проведение космических экспериментов дает воз-
можность получать кристаллы белков с более высоким простран-
ственным разрешением (до 0,1 нм) и точно определять активные цен-
тры биомакромолекул для создания высокоэффективных лекарствен-
ных препаратов. 

Температура является существенным физическим параметром 
при кристаллизации белков, поскольку она непосредственным обра-
зом влияет на их растворимость. Из анализа литературных данных 
можно сделать вывод о том, что растворимость используемого как 
модельный белка лизоцима при pH = 4,5 и 2…3 % NaCl меняется на 
порядок по величине при изменении температуры в диапазоне 
10…30 °C [4]. Аналогичные данные приводят для канавалина, инсу-
лина и альбумина [5]. Как правило, растворимость большинства бел-
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ков повышается с ростом температуры, но такие белки, как лошади-
ный альбумин, более растворимы с понижением температуры (ретро-
градная растворимость). Однако для белков, не кристаллизовавшихся 
ранее, данные по растворимости как функции температуры принци-
пиально неизвестны. 

Как было показано ранее [3, 6], способ температурного управле-
ния процессом кристаллизации белков является значительно более 
технологичным и более эффективным для выращивания высокосо-
вершенных кристаллов по сравнению с традиционными методами. 
При этом исключается конвекция в растворе, практически устраняет-
ся влияние вибраций на процессы кристаллизации и таким образом в 
земных условиях обеспечивается максимально возможное прибли-
жение к диффузионным условиям тепломассопереноса в растворе 
белка, а в космических — диффузионный режим, т. е. условия само-
организации макромолекул белка при встраивании их в кристалличе-
скую решетку. Процесс кристаллизации макромолекул становится 
управляемым и воспроизводимым. 

Практическая часть. Решение поставленных задач получения 
высокосовершенных биокристаллов в земных и космических услови-
ях, по нашему мнению, возможно лишь при использовании автомати-
зированных установок с активным управлением процессом кристал-
лизации, оснащенных системами диагностики и видеонаблюдения 
при контроле температуры до ± (0,1…0,2) °С. Использование темпе-
ратуры как средства контроля и управления процессом зарождения и 
кристаллизации белков (и разработка на этом методе ростового обо-
рудования) предпочтительно по многим причинам, из которых клю-
чевой является возможность целенаправленно менять пересыщение 
белка. 

Для реализации предлагаемого метода в ФИК РАН НИЦ КМ 
проработаны и реализованы возможные варианты компоновки обо-
рудования для проведения в автоматическом режиме экспериментов 
по росту кристаллов белков методом управляемой кристаллизации. 

Основная идея метода такова. Капилляр с раствором белка поме-
щают в термостат, в объеме которого посредством термоэлектриче-
ских модулей Пельтье устанавливают требуемую для роста кристал-
лов температуру Т2, заданную в представляющем интерес диапазоне 
0…40 °C. Одновременно локально в одной точке капилляра посред-
ством отдельного элемента Пельтье устанавливают другую темпера-
туру Т1, благоприятную для образования зародышей. При этом тем-
пература Т1 может быть задана как ниже Т2 — для белков типа лизо-
цима с нормальной зависимостью растворимости от температуры, 
так и выше Т2 — при кристаллизации белков типа альбумина с ретро-
градной (понижающейся с повышением температуры) растворимо-
стью. В земных условиях предпочтительным является горизонталь-
ное расположение капилляра (тем самым устраняется проблема оса-
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ждения и минимизируется развитие термогравитационной конвек-
ции). После образования одного или нескольких зародышей во всем 
объеме капилляра либо устанавливается одна и та же температура Т2, 
которая остается неизменной в течение всего последующего процес-
са роста, либо Т1 и Т2 могут плавно меняться по определенной про-
грамме для компенсации истощения раствора по мере роста кристал-
ла. Применение такой методики позволяет гарантированно разделить 
процессы зародышеобразования и дальнейшего роста кристалла пу-
тем изменения степени пересыщения. 

В ходе экспериментов было установлено, что уже первый экспе-
риментальный образец аппаратуры для кристаллизации биоматериа-
лов позволил осуществлять прецизионное управление градиентом 
температуры в ячейках капиллярного типа, исключающее образование 
зародышей по всему объему раствора. Полученные экспериментально 
кристаллы модельного белка лизоцима показали высокое совершен-
ство структуры, установленное с применением рентгенодифракцион-
ных исследований, что подтвердило эффективность метода [6]. 

Конструктивно были возможны два варианта компоновки оборудо-
вания: моноблочный и двухблочный. Моноблочный вариант содержал 
автономный герметичный модуль «Биорост-1» с интегрированной 
электронной системой управления и измерения (ЭСУИ). Установка 
«Биорост-1» включала в себя технологический блок кристаллизатора, 
капилляр с раствором белка (объем раствора 10…15 мкл), систему ав-
томатизированного управления процессом роста и систему визуального 
контроля с использованием микроскопа. ЭСУИ предназначена для 
управления процессом эксперимента, сбора и предварительной обра-
ботки данных с различных датчиков, накопления результатов экспери-
мента и передачи их в компьютер. В моноблочной конструкции систе-
ма автоматизированного управления установкой, способная поддержи-
вать температуру в диапазоне 0…40 °С, размещена в одном корпусе с 
блоком кристаллизатора и содержит платы ключей, процессора и ана-
лого-цифрового преобразователя;  широтно-импульсный модулятор; 
усилители; силовой разъем; интерфейсные разъемы для связи с персо-
нальным компьютером. В технологическом отсеке размещены термо-
электрические модули Пельтье, термосопротивления и термодатчики, 
медный конус, капилляр, интерфейсный разъем. Анодированные алю-
миниевые радиаторы установлены снаружи (рис. 1). 

Капилляр, подсвечиваемый светодиодом, находится в левой части 
корпуса, а в правой части располагается управляющая электроника. Ка-
пилляр контактирует с медным конусом (пьедесталом), создающим пе-
репад температур в данной точке. Управляющими параметрами явля-
ются две температуры: всего корпуса и конуса, которые могут быть 
установлены независимо в диапазоне 0…40 °C с шагом 0,1 °C. При 
практических экспериментах корпус работает как термостат, а конус — 
как источник или сток теплоты в зависимости от режима работы. 
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Рис. 1. Опытный образец кристаллизатора «Биорост-1» 
 
В дальнейшем по результатам проведенных экспериментов были 

сделаны определенные выводы и проведена модернизация установки 
«Биорост-1»: улучшена теплоизоляция технологического блока; из-
менена конструкция металлического корпуса и способ установки 
элементов Пельтье для повышения однородности распределения 
температуры в объеме термостата; изменена конструкция пьедестала 
в целях размещения большего количества капилляров и возможности 
создания температурного градиента по его длине для одновременно-
го проведения экспериментов в разных температурных условиях. 

Двухблочный вариант приведен на рис. 2. Технологический блок 
и ЭСУИ размещены в отдельных корпусах и соединены комплектом 
силовых и интерфейсных кабелей. Данный вид конструктивного ис-
полнения аппаратуры дает возможность при необходимости устано-
вить два или несколько технологических блоков при использовании 
одного многоканального блока ЭСУИ, давая заметный выигрыш по 
массогабаритным показателям. При этом принципиальная схема 
осталась практически неизменной, хотя отдельные блоки были дора-
ботаны и проведена замена ряда электронных компонентов. Габарит-
ные размеры технологического модуля составили 180 150 100 мм, 
электронного — 200 145 80 мм; суммарная масса 2,55 кг. 

На опытном образце блока-кристаллизатора «Биорост-2» прове-
дена серия экспериментов по кристаллизации ряда белков в капилля-
рах, выращены единичные кристаллы лизоцима размером до 1,5 мм с 
высоким структурным совершенством (дифракционное разрешение 
0,16 нм на излучении 0,154 нм) и альбумина размером 0,9 мм (ди-
фракционное разрешение 0,16 нм на излучении 0,154 нм) [7]. 
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Рис. 2. Опытный образец кристаллизатора «Биорост-2» 
 
Выводы. Предложенный и практически реализованный авторами 

способ температурного управления процессами кристаллизации бел-
ка является значительно более технологичным и эффективным для 
выращивания высокосовершенных кристаллов по сравнению с тра-
диционными методами. Процесс кристаллизации при этом становит-
ся управляемым и воспроизводимым. 
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Biocrystal growth apparatus installing with active control  
of the crystallization process 
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I.N. Radchenko1 
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          Russia 

2 ”Space Materials” Science and Research Center of Shubnikov Institute of Crystal- 
            lography, Russian Academy of Sciences, Kaluga, 248640, Russia 
 
The main purpose of the article is to analyze the problems and factors determining the 
quality and structural perfection of protein crystal. Special attention is paid to crystalli-
zation processes by means of temperature. We consider the equipment and methods of 
protein crystallization employed in our country and abroad. The findings of this research 
led to developing a method of controlled protein crystallization, which allows real-time 
division of nucleation and crystal growth processes. This method does not require large 
amounts of protein solutions and excludes the possibility of crystal damage during dif-
fraction studies. The construction of such apparatus implements a modular principle: 
better throughput is achieved by aggregation of single-type blocks. Their basic design 
allows modernizing and upgrading for increasing the number of growth cells and using 
diagnostic and test equipment. 
 
Keywords: protein, crystal, growth, control, mathematical modeling. 
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