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Предложена кинетическая модель и проведены компьютерные расчеты кри-

сталлизации белка лизоцима. Определены условия образования таких кристал-

лов. С учетом полученных условий выращены отдельные кристаллы, пригодные

для рентгенографического исследования. Разработанная модель позволяет пред-

сказывать количество, размер и место зарождения кристалла внутри капилляра.
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Кристаллизация белков является одним из перспективных направле-

ний современной науки, поскольку позволяет 1) расширить понимание

физики процессов образования кристаллов из водного раствора; 2) со-

здать кристаллы из биополимеров и использовать их для исследований

отработанными твердотельными методами, что необходимо для пони-

мания пространственной структуры молекулы [1–3].

С термодинамической точки зрения кристаллизация белка подчи-

няется тем же закономерностям,что и кристаллизация любых других

веществ [4–11]. Однако имеется ряд особенностей, которые существен-

но осложняют процессы формирования кристаллов белка: 1) кристал-

лизация белка из водного раствора; 2) высокая растворимость белка в

воде, приводящая к необходимости добавления конденсирующего агента
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Рис. 1. Схематическое изображение системы для проведения эксперимента по

кристаллизации белка. Капилляр (1) заполнен раствором белка: в точке x = 0

капилляр приводится в контакт с раствором конденсирующего агента (3), в

промежутке от x = 0 до x = d располагается буферный слой (2), заполненный
агарозным гелем, в точке x = b капилляр закупорен воском.

в раствор [1–3,12]; 3) наличие гидратной оболочки вокруг молекулы

белка [2]; 4) ориентационно-зависимые взаимодействия молекул белка с

поверхностью кристалла белка [13].

Целью настоящей работы является разработка кинетической модели

зародышеобразования и роста отдельных кристаллов белка при кристал-

лизации в капиллярах методом контрдиффузии. Будем рассматривать

рост кристаллов белка исходя из кинетического подхода его форми-

рования [14–18]. Для этого необходимо записать самосогласованную

систему кинетических уравнений изменения концентрации растворен-

ных молекул белка, вероятности появления кристаллов и радиусов

кристаллов.

В экспериментах по кристаллизации методом контрдиффузии моле-

кулы белка диффундируют из капилляра в резервуар с конденсирующим

агентом (NaCl), который в свою очередь диффундирует в обратном

направлении (в капилляр) (рис. 1).

Изменение концентрации белка C(x , t) в точках капилляра с коор-

динатами x с течением времени t происходит вследствие его диффузии

из капилляра и ухода молекул белка на формирование кристаллов. Рост

кристаллов белка в капилляре возможен, только когда концентрация

молекул белка в растворе становится выше равновесного значения

C0(x , t). Величина C0(x , t) зависит от концентрации конденсирующего

агента и может быть определена по экспериментальным данным.

Таким образом, чтобы найти концентрацию молекул белка, необходимо
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записать балансное кинетическое уравнение. Исходя из отмеченного

выше уравнение для изменения концентрации белка со временем имеет

следующий вид:

∂C(x , t)
∂t

= D
∂2C(x , t)

∂x2
−

4π

�

n(t)
∑

k=1

R2
k(x , t)
Vk

∂Rk(x , t)
∂t

, (1)

где D — коэффициент диффузии молекул белка; Rk(x , t) — радиус k-го
кристалла; n(t) — число кристаллов белка к моменту времени t; � —

объем молекул белка; Vk — объем зон питания формирующегося k-
го кристалла. В уравнении (1) в правой части первый член описывает

диффузию молекул белка в капилляре, а второй — уход молекул белка

из раствора на формирующиеся кристаллы. При отсутствии кристаллов

белка в капилляре второй член в правой части (1) равен нулю.

Появление кристаллов белка в капилляре определяется вероятно-

стью их зарождения P(x , t), которая зависит от формы кристалла, его

удельной поверхностной энергии и пересыщения раствора (отношения

C(x , t)/C0(x , t)). Для нахождения вероятности P(x , t) капилляр разби-

вается на участки длиной 1x , такой, что в пределах данного участка

концентрацию белка можно считать зависящей только от времени и не

зависящей от координаты. Тогда вероятность P(t) может быть записана

как [9]

P(t) = 1− exp
(

− N(t)
)

, (2)

где N(t) =
t
∫

0

Wv(τ )dτ — ожидаемое число кристаллов, Wv(τ ) —

скорость зародышеобразования в объеме, τ — время. Величину Wv(τ )

можно рассчитать исходя из классической теории нуклеации [7].

В процессе роста кристаллы белка не взаимодействуют друг с

другом и со стенками капилляра [18], а рост граней кристаллов белка

происходит по островковому механизму [13]. При этом скорость роста

∂Rk(x , t)/∂t кристалла с радиусом Rk(x , t) можно записать исходя из

модели Колмогорова, Джонсона, Мела, Аврами [19–21]. Выражение для

∂Rk(x , t)/∂t с учетом скоростей присоединения r+ и диссоциации r−
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Рис. 2. Сравнение положения сформировавшегося кристалла белка лизоци-

ма с рассчитанной вероятностью зарождения. a — расположение сформи-

ровавшегося кристалла белка лизоцима размером 308.18 µm на расстоянии

x = 2151.82 µm, b — рассчитанная вероятность зарождения кристалла белка

вдоль капилляра (l —длина капилляра).

молекул белка имеет следующий вид:

∂Rk(x , t)
∂t

=

(

6�

π

)1/3[
πWs(x , t)(r+ − r−)2

3

]1/3

=
[

2�Ws(x , t)(r+ − r−)2
]1/3

, (3)

где Ws(x , t) — скорость зарождения островков на поверхности кри-

сталла [7], (6�/π)1/3 — диаметр молекулы белка с учетом гидратной

Письма в ЖТФ, 2018, том 44, вып. 11



Кинетическая модель формирования кристаллов белка... 109

оболочки. При расчете скоростей присоединения r+ и диссоциации r−
необходимо учитывать, что молекулы белка могут присоединяться к

растущему кристаллу в двух ориентациях, совпадая (
”
ориентированно“)

и не совпадая (
”
неориентированно“) по ориентации с уже присоединив-

шимися молекулами белка [13]. При этом диссоциировать могут только

молекулы белка, присоединившиеся к кристаллу
”
неориентированно“.

Таким образом, скорости r+ и r− можно записать как произведения

диаметра молекулы (6�/π)1/3 , частоты соответствующего процесса и

вероятности того, что место присоединения не граничит с
”
неориенти-

рованной“ молекулой.

Из выражений (1)−(3) с учетом уравнения диффузии для конден-

сирующего агента (см., например, [18]) получается самосогласованная

система кинетических уравнений для концентрации белка, вероятности

появления критических зародышей и размеров кристаллов, из решения

которой можно определить распределение вероятности появления кри-

сталлов в капилляре, а также оценить размеры кристаллов белка.

Проведены компьютерные расчеты формирования и роста кристал-

лов белка лизоцима. Получены распределения по длине капилляра

вероятности зарождения кристаллов белка, которая позволяет оценить

возможные положения появления кристаллов, их число и средний

размер. Из этих данных определены оптимальные условия экспери-

ментального роста отдельных кристаллов белка: значения начальных

концентраций белка C0 = 80 и 100mg/ml, температура 20◦C, время

роста t = 24 h. Экспериментально выращены кристаллы белка лизоцима.

На рис. 2 представлено положение кристалла лизоцима в капилляре при

C0 = 80mg/ml, а также распределение вероятности зарождения кри-

сталлов P(t) по длине капилляра. Сравнение полученных результатов

для экспериментов при C0 = 100mg/ml дало хорошее совпадение.

Таким образом, предложенная модель роста кристаллов белка поз-

воляет оценить условия формирования отдельных кристаллов белка для

их последующего рентгенографического исследования.
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