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ВВЕДЕНИЕ
Прогресс последних лет в области криоэлектронной 
микроскопии (крио-ЭМ), связанный с увеличением 
пространственного разрешения и снижением мо-
лекулярной массы исследуемых объектов, вплот-
ную приближает данный метод к возможностям 

рентгеноструктурного анализа [1, 2]. Уникальная 
способность получать структурную информацию 
о гетерогенных объектах в состоянии, близком к на-
тивному, относительная простота подготовки образ-
цов [3] делают крио-ПЭМ мощным инструментом 
современной структурной биологии [4, 5]. Целый 
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РЕФЕРАТ Методом криоэлектронной микроскопии получена структура цитохром с нитритредуктазы из бак-
терии Thioalkalivibrio nitratireducens с разрешением 2.56 Å. Проверена возможная структурная гетероген-
ность фермента, показано отсутствие значимых различий как в ходе полипептидной цепи, так и в ориента-
ции боковых групп модели, полученной на основании данных криоэлектронной микроскопии, относительно 
структуры высокого разрешения, полученной методом рентгеноструктурного анализа. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА анализ проекций одиночных частиц, криоэлектронная микроскопия высокого разреше-
ния, структурная биология, цитохром с нитритредуктаза.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ И ОПРЕДЕЛЕНИЙ TvNiR – цитохром с нитритредуктаза из бактерии Thioalkalivibrio 
nitratireducens; крио-ЭМ – криоэлектронная микроскопия; крио-ПЭМ – просвечивающий криоэлектронный 
микроскоп; РСА – рентгеноструктурный анализ; КМОП – комплементарная структура металл–оксид–по-
лупроводник (CMOS – complementary metal-oxide-semiconductor); ФПК – функция передачи контраста 
(CTF – contrast transfer function); FSC (Fourier Shell Correlation) – функция корреляции, используемая 
для оценки разрешения. Стек изображений – единица исходных данных, массив из n 16-битных изображе-
ний размера 4096 × 4096 пикселей, детектируемых от одной области образца в течение всего времени экспо-
зиции. В данной работе n = 30, типичный объем стека с учетом всех метаданных при этом составляет ~ 1 ГБ. 
Частица (изображение частицы) – одиночная проекция объекта на детектируемом изображении. Карта 
плотности – функция плотности распределения эффективного рассеивающего потенциала объекта.
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ряд задач, связанных с трудностями, возникающи-
ми при кристаллизации большинства мембранных 
белков или при поиске различных переходных со-
стояний молекулярных комплексов, сегодня могут 
быть решены только методами крио-ПЭМ, составляя 
при этом полную комплементарность классическим 
рентгеновским методам [6].

В настоящей работе с использованием прибор-
ных и вычислительных мощностей Курчатовского 
научного центра пространственная структура фер-
мента цитохром с нитритредуктазы из бактерии 
Thioalkalivibrio nitratireducens (TvNiR) [7] впервые 
исследована методом анализа проекций одиночных 
частиц (Single Particle Analysis) [8] – основным под-
ходом криоэлектронной микроскопии для объектов 
подобной природы. Этот фермент катализирует ре-
акцию окисления нитрита до аммония без вывода 
промежуточных продуктов реакции за пределы ак-
тивного центра [7]. В растворе и в кристалле фермент 
находится в состоянии стабильного гексамера, име-
ющего форму бипирамиды с характерной высотой 
~150 Å и основанием ~120 Å [9]. Симметрия молекулы 
гексамера принадлежит группе D3, а молекулярная 
масса объекта составляет ~360 кДа, что делает TvNiR 
весьма удобным объектом исследования методом 
крио-ЭМ. Задача настоящего исследования состояла 
в получении методом крио-ЭМ структурных данных 
для TvNiR и их сравнении с данными РСА высокого 
разрешения, полученными ранее [9–11].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Выделение и очистка белка
Выделение и очистку нативной TvNiR проводили 
двустадийно в соответствии с описанной ранее про-
цедурой [7]. Анионообменную хроматографию про-
водили на колонке с сорбентом DEAE-сефароза 
(Fast Flow) объемом 35 мл при 4°С на хроматографе 
BioLogic LP (BioRad, США). Колонка была пред-
варительно уравновешена 25-мМ калий-фосфат-
ным буфером, pH 7.0. После нанесения экстракта 
и промывки колонки тем же буфером белок элюи-
ровали линейным градиентом концентрации NaCl 
0–1.0 M. Гель-фильтрационную хроматографию про-
водили на хроматографе AKTA FPLC (Amersham 
Biosciences, США) с использованием колонки 
SuperdexТМ200 10/300, уравновешенной 50-мМ 
калий-фосфатным буфером, pH 7.0, содержащим 
0.15 М NaCl. Для структурных экспериментов белок 
был сконцентрирован до концентрации 10 мг/мл.

Подготовка образцов для крио-ЭМ
При подборе оптимальной концентрации белка в рас-
творе тестировали концентрации в диапазоне от 0.1 

до 6 мг/мл, нанесенные на сетки Lacey Carbon 300 
mesh (Ted Pella, США). Для сбора эксперименталь-
ных данных применяли сетки Quantifoil R1.2/1.3 300 
mesh (Quantifoil, Германия) с углеродной подложкой, 
имеющей массив регулярных отверстий диаметром 
1.2 мкм и периодом 2.5 мкм. Cетки в течение 30 с об-
рабатывали тлеющим разрядом в установке для ги-
дрофилизации PELCO easyGlow (Ted Pella, США) 
при давлении в камере 0.26 мбар и силе тока 25 мА. 
Препарат (3 мкл, 6 мг/мл) наносили на сетки и за-
мораживали в жидком этане в установке для витри-
фикации Vitrobot Mark IV (Thermo Fisher Scientific, 
США) при следующих параметрах: сила сжатия 
при промакивании 6 у.е., время промокания 1 с, тем-
пература климатической камеры 4°C, влажность 
98 ± 2%.

Криоэлектронная просвечивающая микроскопия
Подготовленные сетки были перенесены при темпе-
ратуре жидкого азота в криоэлектронный просве-
чивающий микроскоп Titan Krios 60-300 (Thermo 
Fisher Scientific, США), оснащенный источником по-
левой эмиссии электронов типа Шоттки (FEI XFEG, 
Нидерланды), корректором сферических аберраций 
(CEOS GmbH, Германия) и КМОП (CMOS) – устрой-
ством прямого детектирования электронов Falcon II 
(Thermo Fisher Scientific, США). В автоматическом 
режиме с помощью программного обеспечения EPU 
(версия 1.9.1.16REL) (Thermo Fisher Scientific, США) 
получено 3055 стеков изображений, детектируемых 
в течение времени экспозиции 1.5 с. Микроскоп ра-
ботал при ускоряющем напряжении 300 кВ, увели-
чении ×75000 и соответствующем размере пикселя 
0.86 Å на уровне образца, объективной линзой в ре-
жиме дефокусировки со значениями из интервала 
от -0.5 до -1.5 мкм с шагом 0.1 мкм и величиной сум-
марной дозы ~100e-/Å2, равномерно распределенной 
по всему стеку изображений. Основные параметры 
набора данных сведены в таблицу, общие характе-
ристики данных показаны на рис. 1А–Г.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Реконструкция карты плотности
Экспериментальные данные обрабатывали в не-
сколько последовательных этапов, представленных 
на рис. 2, на базе высокопроизводительного вычис-
лительного кластера Курчатовского центра обра-
ботки данных, оснащенного графическими ускори-
телями Nvidia Tesla K80. Для основных процедур 
использовали следующее программное обеспечение: 
Motioncor2 (версия 1.0.5) [12], Gctf (версия 1.18) [13], 
Gautomatch (версия 0.56) (K. Zhang, MRC Laboratory 
of Molecular Biology, Cambridge, UK, http://www.
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mrc-lmb.cam.ac.uk/kzhang/Gautomatch) и Relion 
(версия 2.1) [14], оптимизированное для вычислений 
на графических процессорах.

На первом этапе (рис. 2) для каждого из 3055 ис-
ходных стеков изображений проводилась последо-
вательная коррекция анизотропного дрейфа в про-
грамме Motionсor2. Были получены два усредненных 
и скорректированных набора изображений: с учетом 
фильтрации сигнала в зависимости от поглощенной 
образцом дозы электронов (Dose Weighting) [15], ис-
пользуемый для процедур классификации и уточне-
ния, а также без фильтрации, который применяли 
для оценки параметров функций передачи контра-
ста (ФПК). На втором этапе (рис. 2) параметры ФПК 
оценивали с помощью программы Gctf. По аппрокси-
мации колец Тона на Фурье-спектрах для каждого 

изображения были определены величины информа-
ционного предела (оценка максимального разреше-
ния), дефокусировки и астигматизма. Из дальней-
шей обработки были исключены данные, лежащие 
на краях распределений в соответствии с пороговы-
ми значениями, показанными на рис. 1Б–Г.

Таким образом, на всех последующих этапах ис-
пользовали 2851 отобранное изображение с величи-
нами дефокусировки, астигматизма и разрешения, 
не превышающими -1.5 мкм (по модулю), 80 нм и 3.8 
Å соответственно. Характерное изображение после 
процедуры коррекции дрейфа приведено на рис. 3.

На третьем этапе (рис.  2) определяли положе-
ние частиц с помощью программы Gautomatch. 
Первоначально процедуру применяли для подна-
бора данных с высоким значением дефокусировки. 

Рис. 1. Общие характеристики исходных данных по результатам оценки параметров ФПК в программе Gctf.  
А – распределение оценки значений дефокусировки по двум ортогональным осям, цвет соответствует плотно-
сти значений в заданной координате. Б–Г – распределения среднего значения дефокусировки, величины астиг-
матизма и оценки максимального разрешения соответственно, а также выбранные пороговые значения. Данные 
с параметрами, лежащими в диапазонах, отмеченных красным, исключались из дальнейшей обработки
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В качестве шаблона использовали двумерную га-
уссову функцию с полушириной, соответствующей 
характерному размеру объекта. Полученный таким 
образом набор частиц подвергали двумерной класси-
фикации в пакете Relion. Классы, содержащие про-
екции объекта, использовали в качестве шаблонов 
для поиска на полном наборе данных. Таким образом, 

было получено 435558 координат возможных поло-
жений частиц.

На четвертом этапе (рис. 2) производили две по-
следовательные процедуры классификации. На пер-
вой изображения частиц были разбиты на 40 раз-
личных классов. Далее из набора данных исключали 
изображения, объединенные в классы, не содержа-
щие проекций объекта либо содержащие изображе-
ния частиц льда, загрязнения поверхности образца, 
а также границы углеродной подложки. На второй 
процедуре классификации оставшиеся изображения 
разбивали на 50 классов с последующим исключе-
нием из обработки изображений частиц, принадле-
жащих классам, на которых не наблюдались четкие 
границы объекта рис. 4А,Б.

Параметры сбора экспериментальных данных, ре-
конструкции карты плотности и статистика уточнения 
структуры TvNiR 

Сбор данных

Ускоряющее напряжение, кВ 300

Увеличение 75000

Размер пикселя, Å 0.86

Время экспозиции, с 1.5

Количество стеков изображений 3055

Суммарная доза на стек, e-/Å2 ~100

Количество изображений в стеке 30

Интервал значений дефокусировки, мкм [-1.5; -0.5]

Шаг изменения значения дефокусировки, 
мкм 0.1

Параметры реконструкции карты плотности

Финальное количество изображений частиц 33891

Группа симметрии D3

FSC
0.5 

(с маской / без маски) 2.86 / 3.19

FSC
0.143

 (с маской / без маски) 2.56 / 2.82

Разрешение (среднее), Å 2.56

Уточнение структуры

FSC
average

0.8679

R
f
 (взвешенный, общий), % 28.70

Средний тепловой фактор (B-factor), Å2 80.08

Среднеквадратичное отклонение по длинам 
связей (R.m.s.d), Å2 0.018

Среднеквадратичное отклонение по углам 
(R.m.s.d.) 1.989

Показатель MolProbity (score), % 2.55

Clashscore (по всем атомам), % 13.31

Хорошие ротамеры (Good rotamers), % 91.68

Запрещенные конформации (Ramachandran 
outliers), % 0.19

Код депонирования в EMDB EMD-0020

Рис. 2. Основные этапы обработки данных
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Проведенная таким образом классификация по-
зволила отобрать 171130 изображений частиц, несу-
щих информацию о структуре объекта. Начальная 
модель с низким разрешением была построена 
в пакете EMAN2 [16] методом Монте-Карло с уче-
том известной симметрии объекта на основании 44 
проекций, каждая из которых являлась усреднени-
ем изображений, содержащихся в наиболее насе-
ленных классах второй процедуры классификации 
(рис. 4Б).

На пятом этапе (рис.  2) модель низкого разре-
шения уточняли путем переопределения углов 
Эйлера и коррекции положения проекции объекта 
относительно получаемой карты плотности на каж-
дой следующей итерации реализованного в пакете 
Relion EM-алгоритма [17–19]. Уточнение (3D Auto-
Refine) без использования априорных знаний о сим-
метрии объекта после операции постобработки 
(Postprocessing) с учетом бинарной маски, определя-
ющей граничные условия для вычисления значений 
функции кросс-корреляции между двумя независи-
мо уточняемыми картами плотности [20], позволило 
получить карту плотности с разрешением 2.9 Å в со-
ответствии с критерием FSC = 0.143 [21].

Учет симметрии объекта на шестом этапе (рис. 2) 
привел к улучшению результата до 2.65 Å. Тот же 

набор частиц на седьмом этапе (рис. 2) подвергался 
пространственной классификации [22, 23] на шесть 
классов (рис. 5) без поиска по углам и трансляци-
ям с применением той же маски согласно процеду-
ре, описанной в [24]. Далее на восьмом этапе (рис. 2) 
для каждого класса повторно уточняли карты 
плотности. Этот подход позволил выделить подна-
бор данных величиной 33891 изображение частиц 
(с медианным значением дефокусировки -0.86 мкм 
при интервале значений от -1.48 до -0.18 мкм по оцен-
ке программы Gctf), соответствующий третьему про-
странственному классу и приводящий к карте с наи-
лучшим разрешением 2.56 Å (рис. 5). Для повышения 
разрешения этапы 6–8 (рис. 2) проводили с приме-
нением симметрии D3 и бинарной маски (рис. 6А), 
для создания которой использовали следующие 
параметры: изотропное расширение на 5 пикселей, 
сглаживание границ на 5 пикселей, порог построения 
изоповерхности 0.02.

Уточнение модели в программном пакете 
REFMAC5
В качестве исходной модели для уточнения исполь-
зовали установленную ранее методом рентгено-
структурного анализа кристаллическую структуру 
TvNiR с наилучшим разрешением – 1.4 Å (код в бан-

Рис. 3. Результаты первичной обработки данных после коррекции дрейфа и оценки параметров ФПК. А – при-
мер изображения с выделенными проекциями объекта по данным Gautomatch. Б – в правой верхней части – 
Фурье-спектр данного изображения; в правой нижней – усреднение спектра (rotational average); в левой – ап-
проксимация колец Тона. Выделена окружность, радиус которой в прямом пространстве соответствует оценке 
максимального разрешения – 3.32 Å 

А Б

500 Å Аппроксимация 
колец Тона

Фурье-спектр 
изображения

3.32 Å
 

Усреднение



56 | ACTA NATURAE |  ТОМ 10  № 3 (38)  2018

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

ке данных RCSB – 3FO3). Из димера, находящего-
ся в независимой части элементарной ячейки кри-
сталлической структуры, были удалены молекулы 
растворителя за исключением тех, которые соот-
ветствовали пикам экспериментальной плотности. 
С использованием операций симметрии был постро-
ен гексамер TvNiR, использованный в уточнении. 
Уточнение проводилось в программе REFMAC5 [25] 
из пакета CCP-EM [26].

В качестве экспериментальной карты плотности 
использовали карту третьего пространственного 
класса (рис. 5), имеющую наилучшее разрешение. 
Во избежание эффекта переуточнения (overfitting) 
модели использовали подход [27], при котором экс-
периментальные данные, на которых построена сум-
марная карта плотности, разделялись случайным 
образом на два поднабора, используемых в даль-
нейшем для построения независимых карт и кросс-
валидации. Высокое разрешение экспериментальных 
данных позволило проводить уточнение без введения 
дополнительных ограничений (restraints) за исклю-
чением ограничений на максимальные отклонения 
длин связей от среднего значения (опция jelly-body 
[25]). Для более правильной оценки стерических 
ограничений в процессе уточнения модель дополня-
ли атомами водорода в фиксированных положениях. 
После 30 циклов уточнения проводили визуальный 
анализ соответствия полученной после уточнения 
модели и экспериментальной плотности с использо-
ванием программы Coot [28]. Оценка влияния размы-
тия (sharpness / blur) карты плотности на ход уточ-
нения была проведена при помощи серии уточнений 
с различным значением степени размытия: от -150 
до +150. Последующий выбор режима уточнения 
был сделан на основании наилучших полученных 
значений R

f
 и FSC, которые соответствовали значе-

нию параметра blur -80. Помимо визуального анализа 
качество уточненной модели оценивали по данным 
сервиса Molprobity [29], а ее сравнение с кристал-
лической структурой белка проводили с использо-
ванием сервиса PDBeFOLD [30]. Анализ графика 
Рамачандрана показал, что остатки Gly285 и His361 
во всех субъединицах лежат вне разрешенной обла-
сти, однако все эти остатки описываются хорошей 
экспериментальной плотностью.

ОБСУЖДЕНИЕ
Пространственная классификация не показала 
значимой структурной гетерогенности в образце 
на уровне достигнутого разрешения, однако позво-
лила выделить поднабор проекций объекта, несущий 
информацию о высоких пространственных частотах 
и обеспечивающий максимальное разрешение итого-
вой карты плотности (рис. 6Б,В).

Рис. 4. Результаты четвертого этапа обработки 
данных. А – изображения, усредненные по каждо-
му классу, второй процедуры классификации. Изо-
бражения частиц, принадлежащие классам с 1 по 44 
(пронумерованы синим), были использованы для даль-
нейшего анализа и построения карты плотности. Изо-
бражения частиц, принадлежащие классам с 45 по 50 
(пронумерованы красным), приводящие к эффектам 
переобучения алгоритмов реконструкции, исключа-
лись из дальнейшей обработки данных. Б – населен-
ность классов. Цвет точек соответствует цвету нуме-
рации на панели А

А

Отсортированная населенность классов  
второго этапа классификации

Б

Н
ас

е
ле

нн
о

ст
ь

Номер класса

171130  
изображений частиц

Распределение проекций для углового разбие-
ния, используемого при уточнении карты плотности 
без учета симметрии и карты плотности 3-го про-
странственного класса приведено на рис. 6Г. Можно 
видеть, что объект не имеет предпочтительных ори-
ентаций в слое аморфного льда. Оценка среднего раз-
решения на основе критериев FSC = 0.143 и FSC = 0.5 
по результатам процедуры постобработки приведена 
на рис. 7.

Высокая симметрия объекта значительно упроща-
ет задачу реконструкции в криоэлектронной микро-
скопии, компенсируя сравнительно малое количество 
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А

5.01 Å
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3.02 Å 2.56 Å

Б Населенность классов с ростом  
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Класс 1 39058
Класс 2 25212
Класс 3 33891
Класс 4 22196
Класс 5 22324
Класс 6 28449

Рис. 5. Результаты пространственной классификации. А – центральные срезы полученных классов. Б – измене-
ние населенности классов в зависимости от шага итерации 

проекций с относительно высоким информационным 
пределом для данного эксперимента, а также низ-
кое соотношение сигнал-шум, связанные с малой мо-
лекулярной массой объекта. Результаты уточнения 
в пакете Relion 2.1, выполненного после простран-
ственной классификации, наглядно демонстрируют 
влияние качества данных на итоговое разрешение. 
С учетом симметрии объекта для создания структур-
ной модели потребовалось порядка 34000 изображе-
ний частиц, принадлежащих к пространственному 
классу, имеющему максимальное разрешение 2.56 Å 
(рис. 5).

Докинг модели фермента, полученной на осно-
вании данных рентгеноструктурного анализа (код 
в банке данных RCSB – 3FO3), в экспериментальную 
карту плотности при разрешении 2.56 Å, получен-
ную методом крио-ЭМ, и последующее уточнение 
позволили получить финальную структуру, имею-
щую индекс Molprobity 2.55 и следующие значения 
параметров: R

f 
= 28.70, FSC

average 
= 0.8679 (таблица). 

Высокое качество карты плотности позволило уста-
новить не только ход полипептидной цепи фермента, 
но и идентифицировать боковые группы аминокис-
лотных остатков (рис. 8А), включая уникальную ко-
валентную связь между остатками тирозина и цисте-
ина (рис. 8Б) в активном центре фермента и боковые 
группы ряда остатков, расположенных на поверх-
ности молекулы и невидимых в кристаллической 
структуре: Arg52, Arg316 и Lys456. В активном цен-

90°

60°

А Б

В Г

Рис. 6. Итоговая карта плотности наилучшего раз-
решения 2.56 Å. А – маска, используемая при рекон-
струкции и оценке разрешения, показана серой полу-
прозрачной изоповерхностью. Б–В – карта плотности 
в различных проекциях, цветом выделены отдельные 
субъединицы гексамера белка. Г – распределение 
проекций для используемого углового разбиения
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А Карта локального разрешения, Å Б Кривые функций корреляции (FSC)

Разрешение, Å-1

FSC = 0.5

FSC = 0.143

Без симметрии (171130): 2.90 Å
С симметрией (171130): 2.65 Å
Класс 3 (33891): 2.56 Å

FS
C

Рис. 7. Оценка разрешения. А – анализ локального разрешения для карты плотности третьего пространственно-
го класса по данным программного пакета MonoRes [31]. Б – кривые функций корреляции (FSC) для карт плотно-
сти без учета симметрии (серая кривая), с учетом симметрии для полного набора изображений частиц (черная 
кривая) и для набора частиц, принадлежащего третьему классу (зеленая кривая)

Рис. 8. Качество 
эксперимен-
тальной плот-
ности третьего 
пространствен-
ного класса. 
А – для боковых 
групп некото-
рых аминокис-
лотных остат-
ков уточненной 
модели.  
Б – для гема ак-
тивного центра 
и его окруже-
ния
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тре фермента также обнаружена плотность, кото-
рая, исходя из состава буфера, идентифицирована 
как молекула фосфата (рис. 8Б). Связывание неорга-
нических анионов является характерным свойством 
активного центра TvNiR, хорошо известным из рент-
геноструктурных исследований [9, 10].

Наложение уточненной по экспериментальным 
данным крио-ЭМ структуры и исходной кристал-
лической структуры показало отсутствие значимых 
различий в ходе полипептидной цепи. Ориентация бо-
ковых групп также совпадает за исключением неко-
торых боковых групп остатков, расположенных на по-
верхности фермента, например Asp40, Arg51, Glu337, 
Glu341 и др., что может быть связано с их относитель-
ной подвижностью. Среднеквадратичные отклонения 
по Сα-атомам сравниваемых структур не превышают 
0.36 Å. Таким образом, структура TvNiR, полученная 
методом крио-ЭМ, хорошо согласуется с кристалли-
ческой структурой фермента, полученной ранее и не-
зависимо методом рентгеноструктурного анализа. 
Экспериментальная плотность депонирована в банк 
данных EMDB с кодом EMD-0020.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведенное в настоящей работе исследование 
структуры цитохром с  нитритредуктазы из бак-
терии T. nitratireducens методом крио-ЭМ с помо-
щью анализа проекций одиночных частиц позволи-

ло получить карту плотности с разрешением 2.56 Å 
и построить соответствующую пространственную 
модель. Определен оптимальный алгоритм сбора 
и обработки данных для достижения высокого раз-
решения. Сравнение пространственных структур 
TvNiR, полученных методами рентгеноструктурно-
го анализа (1.40 Å) и крио-ЭМ (2.56 Å), не выявило 
между ними значимых различий. Показано также, 
что на уровне достигнутого методом крио-ЭМ раз-
решения TvNiR не обладает структурной гетероген-
ностью. 
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