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Кристаллизация биоматериалов в настоящее время необходима в биологии и меди-
цине для определения пространственных структур органических молекул кристал-
лографическими методами, что в дальнейшем позволяет проводить как синтез но-
вых веществ с требуемыми свойствами, так и решать некоторые фундаменталь-
ные вопросы функционирования живых систем в целом. Одним из важнейших 
факторов, определяющих успех этих исследований, являются процессы роста био-
кристаллов, осуществляемые не только в наземных, но и в космических эксперимен-
тах. Способ температурного управления процессами кристаллизации белка являет-
ся значительно более технологичным и более эффективным для выращивания высо-
косовершенных кристаллов по сравнению с традиционными методами, при этом 
исключается конвекция в растворе, а также практически устраняется влияние 
вибраций на процессы кристаллизации, и таким образом в земных условиях обеспе-
чивается максимально возможное приближение к диффузионным условиям тепло-
массопереноса в растворе белка, а в космических условиях — диффузионный режим, 
т. е. условия самоорганизации макромолекул белка при встраивании их в кристалли-
ческую решетку. При этом процесс кристаллизации макромолекул становится 
управляемым и воспроизводимым. На основе проведенного анализа сделан вывод о 
необходимости создания автоматизированной установки с управлением темпера-
турой процессов  зарождения и кристаллизации белков как наиболее эффективной 
для получения высокосовершенных белковых кристаллов. На основе разработанной 
простой по конструкции маломассогабаритной установки-кристаллизатора прове-
дена серия экспериментов по успешному получению качественных кристаллов белка 
лизоцима. 

Ключевые слова: белок, кристалл, рост, управление, математическое моделиро-
вание. 

Введение. Кристаллы белков используют для определения про-
странственной структуры этих сложных молекул методом рентгено-
структурного анализа. Данные о пространственной структуре необ-
ходимы для разработки эффективных лекарственных средств нового 
поколения и изучения механизмов развития заболеваний. Несмотря 
на значительные успехи, достигнутые в последнее время в методах 
получения пригодных для рентгеноструктурного анализа белковых 
кристаллов, именно стадия кристаллизации до сих пор остается 
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наименее предсказуемой и часто определяет успешность всех сил и 
средств, затрачиваемых на исследование пространственной структу-
ры белков. 

Выбор условий кристаллизации белков в настоящее время прово-
дится 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 кристалли-
зации (зародышеобразование) требует значительно большего пересы-
щения раствора белка (до 5…10 раз), чем последующий рост образо-
вавшихся зародышей. По этой причине большое значение имеет реали-
зация таких методов кристаллизации, которые позволяли бы управлять 
пересыщением белкового раствора как в процессе зарождения, так и 
последующего разращивания кристаллов [3]. В силу сложившихся об-
стоятельств бóльшая часть экспериментов по кристаллизации белков 
выполняется при отсутствии необходимой информации о ходе процесса 
кристаллизации. В 20…40 % опытов кристаллы вообще не были полу-
чены или оказывались значительно худшего качества по сравнению с 
аналогами [4, 5]. 

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 в силу ограниченности ресурсов и высокой стоимости 
экспериментов в космосе подавляющая часть экспериментов прово-
дится на земле. В условиях микрогравитации эксперименты должны 
проводиться для исследования механизмов и кинетики процессов 
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. Такие эксперименты ведутся уже более 
25 лет. Обнадеживающие результаты первых экспериментов и госу-
дарственная поддержка планируемых исследований в рамках приня-
тых в начале 1990-х годов. долгосрочных программ космических ис-
следований в США, Европе и Японии, стимулировали разработку со-
временного высокопроизводительного оборудования, оснащенного 
развитыми системами диагностики, контроля и управления. К разра-
ботке оборудования подключились крупные аэрокосмические фирмы 
и научные учреждения: Дассо/Дорнье в Европе, Калифорнийский 
университет и Центр кристаллографических исследований в США, 
Национальная аэрокосмическая лаборатория и фирма Фуджицу в 
Японии. Космическими агентствами США, Европы, России и Японии 
разработано не менее 20 базовых вариантов ростовой аппаратуры, 
многие из которых имеют несколько модификаций. Установки раз-
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личаются используемыми методами кристаллизации, оснащенностью 
системами диагностики, контроля и управления. 

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 значение растворимости обычно ис-
пользуемого в качестве модельного белка лизоцима при pH = 4,5 и 
2…3 % NaCl меняется на порядок при изменении температуры в пре-
делах 10…30 °C [4]. Аналогичные данные приводятся для канавали-
на, инсулина и альбумина [5]. Как правило, растворимость большин-
ства белков повышается с ростом температуры, однако такие белки, 
как лошадиный альбумин, более растворимы с понижением темпера-
туры (так назывыаемая ретроградная растворимость). Однако для 
белков, не кристаллизовавшихся ранее, данные по растворимости как 
функции температуры принципиально неизвестны. 

Способ температурного управления процессом кристаллизации 
белков является значительно более технологичным и более эффек-
тивным для выращивания высокосовершенных кристаллов по срав-
нению с традиционными методами [3, 6]. При этом исключается кон-
векция в растворе, а также практически устраняется влияние вибра-
ций на процессы кристаллизации, в следствие чего в земных 
условиях обеспечивается максимально возможное приближение к 
диффузионным условиям тепломассопереноса в растворе белка, а в 
космических условиях — диффузионный режим, т. е. условия само-
организации макромолекул белка при встраивании их в кристалличе-
скую решетку. При этом процесс кристаллизации макромолекул ста-
новится управляемым и воспроизводимым. 

Практическая часть. Предлагаемый подход к решению пробле-
мы кристаллизации белков с высоким совершенством структуры по-
лучаемых кристаллов заключается в реализации метода управляемой 
кристаллизации, обеспечивающего управление процессом роста кри-
сталлов как на этапе их зародышеобразования, так и в процессе кри-
сталлизации. В земных условиях этот метод обеспечивает приближе-
ние к диффузионному массопереносу, а в условиях невесомости — 
чисто диффузионный механизм массопереноса при исключении кон-
векций любого вида с прецизионной ± 0,1…0,2°C локальной стаби-
лизацией температуры и управлением ею в ходе процесса кристалли-
зации. Это обеспечивает условия самоорганизации молекул белка 
при встраивании их в кристаллическую решетку и позволяет реали-
зовать высокое совершенство выращиваемых кристаллов. При этом в 
невесомости появляется возможность оптимизировать массоперенос, 
обусловленный возникновением концентрационной неоднородности 
вокруг растущего кристалла. Отсутствие конвекции в процессе кри-
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сталлизации позволяет также минимизировать влияние вибраций на 
процессы кристаллизации. 

Управление процессом кристаллизации осуществляется путем: 
  задания и прецизионного поддержания требуемой температуры 

всего раствора белка в капилляре; 
  поддержания с точностью ± 0,1…0,2 °С в локальной точке ка-

пилляра с раствором соответствующей температуры для обеспечения 
необходимого пересыщения для зарождения единичных (1 — 2) цен-
тров кристаллизации; 

  управления температурой в локальной точке капилляра и, со-
ответственно, пересыщения в процессе разращивания кристалла из 
образовавшегося зародыша. 

Основная идея реализованного метода показана на рис. 1. Капилляр 
с раствором белка помещается в термостат, в объеме которого посред-
ством термоэлектрических модулей Пельтье устанавливается требуемая 
для роста кристаллов температура Т2, которую можно задать в диапа-
зоне 0…40 °C. Одновременно локально в одной точке капилляра по-
средством отдельного элемента Пельтье устанавливается другое значе-
ние температуры Т1, благоприятное для образования зародышей. При 
этом температура Т1 может быть задана как ниже Т2 для белков типа ли-
зоцима с нормальной зависимостью растворимости от температуры, так 
и выше Т2 при кристаллизации белков типа альбумина с ретроградной 
(понижающейся с повышением температуры) растворимостью. В зем-
ных условиях предпочтительным является горизонтальное расположе-
ние капилляра — тем самым устраняется проблема седиментации и ми-
нимизируется развитие термогравитационной конвекции. После обра-
зования одного или нескольких зародышей во всем объеме капилляра 
устанавливается или одна и та же температура Т2, которая остается 
неизменной в течение всего последующего процесса роста, или могут 
плавно меняться по определенной программе как Т1, так и Т2 для ком-
пенсации истощения раствора по мере роста кристалла. Применение 
такой методики позволяет разделить процессы зародышеобразования и 

дальнейшего роста кристалла 
путем изменения степени пере-
сыщения, которая для этих двух 
стадий может отличаться в 
5 — 10 раз. 

Циклограмма эксперимента 
включает несколько фаз: 

  выход установки на ра-
бочий режим при температуре 
Т1 в точке и температуре Т2 
всего раствора; 

Рис. 1. Схематическое изображение кри-
 сталлизационной ячейки с капилляром
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  выдержку при заданных температурах до появления первых за-
родышей; 

  регулируемое управление температурой в точке и всего объема 
раствора до роста кристалла размером 0,5 … 1,0 мм. 

На основе проведенных исследований и экспериментов была раз-
работана простая по конструкции маломассогабаритная (массой до 
5 кг и объемом 4…5 дм3) ростовая установка, обеспечивающая в те-
чение одного цикла рост кристаллов белков в капиллярах при мини-
мальном расходе растворов белков. 

В результате оптических и рентгеновских исследований выра-
щенных кристаллов лизоцима, проведенных в Институте кристалло-
графии РАН, установлено, что во всех капиллярах вырастают моно-
кристаллы лизоцима и во всех капиллярах получены кристаллы вы-
сокого качества с дифракционным разрешением не хуже 1,54 Å, т. е. 
с предельным разрешением, которое достижимо на лучшем имею-
щемся в институте рентгеновском оборудовании. Полученные кри-
сталлы лизоцима, находящиеся с раствором в капиллярах, имели раз-
личные размеры в разных капиллярах и разное количество: от одного 
крупного кристалла около 1 мм3 до 3 — 5 кристаллов размерами 
0,2…0,3 мм3 в большинстве капилляров, а в одном капилляре их бы-
ло несколько десятков малого размера в сотых долях мм3. 

Высокий уровень совершенства структуры больших и малых по 
размеру кристаллов — все они проявляют дифракционное разреше-
ние не хуже 1,54 Å — свидетельствует о нормальном температурно-
управляемом без спонтанной кристаллизации процессе роста кри-
сталлов. 

Различные размеры и количество выращенных кристаллов в раз-
ных капиллярах свидетельствует лишь о различии точечных тепло-
вых контактов поверхности капилляров с пьедесталами, специально 
охлаждаемыми для создания единичных на каждый капилляр цен-
тров ускоренного зародышеобразования и дальнейшего разрастания 
единичных кристаллов. В целях экономии при кристаллизации доро-
гостоящих белков и ускорения процессов зародышеобразования при 
выращивании кристаллов белков целесообразно дальнейшее кон-
струкционное и технологическое совершенствование теплового то-
чечного контакта и теплопереноса в нем для обеспечения точечного 
зародышеобразования и дальнейшего разрастания на нем более 
крупного и совершенного по структуре кристалла вместо возможного 
спонтанного зарождения многочисленных зародышей и далее кри-
сталлов по всему объему капилляров. 

На рис. 2 приведена дифракционная картина кристалла лизоцима, 
выращенного в капилляре в земных условиях при температурном 
управлении процессом кристаллизации и при хорошем тепловом кон-
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такте ножа с пониженной температурой с поверхностью капилляра. Как 
видно из дифракционной картины, дифракционное разрешение у кри-
сталла не хуже 1,54 Å, т. е. метод капиллярного выращивания кристал-
лов с температурным управлением процессом кристаллизации позволя-
ет по степени совершенства получаемых кристаллов в земных условиях 
приблизиться к результатам, получаемым в космических условиях [7]. 
Это и есть важнейший результат применения данного метода темпера-
турного управления процессом кристаллизации. 

 

 
Рис. 2. Рентгенодифракционная картина для кристалла 

лизоцима, выращенного в земных условиях эксперимента 
 
Выводы. Предложенный и практически реализованный авторами 

способ температурного управления процессами кристаллизации бел-
ка является значительно более технологичным и более эффективным 
для выращивания высокосовершенных кристаллов по сравнению с 
традиционными методами. Процесс кристаллизации при этом стано-
вится управляемым и воспроизводимым. 
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Installation for growing protein crystals 
under terrestrial and space conditions with active 

crystallization process control 

© I.Zh. Bezbakh1, I.N. Radchenko1, B.G. Zakharov2, V.I. Strelov 2 

1Kaluga Branch of Bauman Moscow State Technical University, Kaluga, 248000, Russia 
2”Space Materials” Research Center of the Shubnikov Institute of Crystallography, 

Russian Academy of Sciences, Kaluga, 248640, Russia 

Crystallization of biomaterials is necessary in biology and medicine for determination of 
spatial structures of organic molecules by crystallographic methods that further allows to 
carry out the synthesis of new substances having the desired properties, and to solve 
some fundamental problems of functioning live systems in general. One of the major fac-
tors determining success of this research is the processes of biocrystal growth imple-
mented not only during earth-based experiments, but also in space. A method of tempera-
ture controlling protein crystallization processes is much more technologically advanced 
and more effective for growing highly perfect crystals in comparison with traditional 
methods. In this method convection in the solution is excluded, and the influence of vibra-
tion on the crystallization process is virtually eliminated. This way in terrestrial condi-
tions the best possible approximation to the diffusion conditions of heat and mass trans-
fer in the protein solution is ensured, and in the space environment the diffusion mode is 
achieved, i.e., conditions of protein macromolecule self-organization are provided during 
their embedding into a crystal lattice. Thus the process of macromolecule crystallization 
becomes controllable and reproducible. Based on the analysis performed it has been 
concluded that the automated equipment with temperature controlling processes of nu-
cleation and crystallization of proteins, as the most effective for highly perfect protein 
crystals, should be created. On the basis of developed simple in design and low-mass-
dimensional crystallization apparatus a series of experiments on the successful growth of 
high-quality protein crystals of lysozyme has been carried out. 

Keywords: protein, crystal, growth, control, mathematical modeling 
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