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В кристаллизационных условиях смоделирована молекулярная динамика двух типов октамеров 
лизоцима в крупнозернистом силовом поле MARTINI. Сравнительный анализ полученных ре-
зультатов с данными моделирования этих же октамеров в полноатомном поле Amber99sb-ildn по-
казал, что октамер А демонстрирует бóльшую стабильность по сравнению с октамером В в обоих 
силовых полях. Таким образом, результаты моделирования молекулярной динамики октамеров 
с помощью обоих силовых полей согласуются. Несмотря на ряд различий в поведении белка в 
разных полях, они не влияют на справедливость данных, полученных с помощью MARTINI. 
Это подтверждает применимость силового поля MARTINI для изучения кристаллизационных 
растворов белков.
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ВВЕДЕНИЕ
Выращивание белковых кристаллов является 

ключевым этапом в изучении функций белков и 
разработке новых фармацевтических препаратов. 
Это связано с тем, что экспериментально струк-
тура белка, которая определяет его функции, в 
большинстве случаев расшифровывается методом 
рентгеноструктурного анализа белковых кристал-
лов. Однако получение таких кристаллов – слож-
ная задача, нередко требующая больших усилий и 
осуществляемая методом проб и ошибок. Поэтому 
исследования механизмов кристаллизации белков 
и характеристик белковых кристаллов (таких как 
наличие дефектов, степень мозаичности и концен-
трация воды в кристаллической решетке) играют 
важную роль при разработке методик для опреде-
ления оптимальных условий кристаллизации.

С помощью малоуглового рентгеновского рас-
сеяния в ряде работ было обнаружено, что в кри-
сталлизационных растворах некоторых белков (ли-
зоцима [1, 2], протеиназы К [3], термолизина [4], и 
аминотрансферазы [5]) образуются белковые оли-
гомеры (кластеры-прекурсоры кристаллов). Веро-
ятно, структура этих кластеров является фрагмен-
том кристаллической структуры будущего кри-
сталла. Как показано в [6], стадии роста кристалла 

белка обязательно предшествует формирование его 
олигомеров (при этом оно не гарантирует образо-
вания кристалла), что подчеркивает важность уча-
стия кластеров-прекурсоров в формировании бел-
ковых кристаллов.

Для изучения белковой кристаллизации среди 
прочих успешно применяется метод молекулярной 
динамики (МД). Например, с его использованием 
устанавливали конкретную форму кластера-пре-
курсора кристаллов лизоцима [7], протеиназы К 
[8], термолизина [9]. Помимо этого, с помощью 
МД моделировалось поведение квазибесконечно-
го (из-за периодических граничных условий) бел-
кового кристалла с воспроизведением точных кри-
сталлизационных условий [10]; устанавливалась 
разница между стабильностью стрептавидин-био-
тинового комплекса в кристалле и растворе [11]; 
моделировалась динамика кристалла белка с ис-
пользованием различных силовых полей и моделей 
воды [12]; исследовалось связывание молекул бел-
ка в процессе формирования кристалла [13]; ана-
лизировалась частота колебаний кристаллической 
решетки белковых кристаллов [14].

Однако “полноатомное” моделирование, где ка-
ждому атому ставится в соответствие одна частица, 
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имеет ряд ограничений, особенно в отношении 
пространственных и временных масштабов мо-
лекулярных систем и процессов, которые мож-
но эффективно исследовать. Одним из способов 
их преодоления является использование крупно-
зернистых силовых полей, в которых несколько 
атомов специфическим образом объединяются в 
одну крупную (псевдо)частицу (или “зерно”). Это 
уменьшает количество взаимодействующих частиц 
в ячейке моделирования, что, в свою очередь, со-
кращает число арифметических операций, прово-
дящихся при расчете сил, действующих на каждый 
атом (или зерно), и численном решении уравнений 
движения каждого атома (зерна). Более того, шаг 
интегрирования в крупнозернистом подходе уве-
личивается по сравнению с полноатомным моде-
лированием, поскольку, во-первых, основное из 
множества допущений такой параметризации – 
игнорирование некоторых атомистических степе-
ней свободы. В результате взаимодействия между 
частицами становятся эффективными, а энерге-
тический ландшафт значительно упрощается, что 
позволяет существенно увеличить скорость выбор-
ки за счет потери деталей. Во-вторых, структурные  
и термодинамические свойства малочувствитель-
ны к размеру шага интегрирования [15]. Ускорение 
расчетов на 2–3 порядка открывает новые возмож-
ности для моделирования более крупных систем и 
более продолжительных процессов, значительно 
расширяя горизонты исследований в области мо-
лекулярного моделирования. 

Среди крупнозернистых силовых полей одним 
из наиболее популярных и универсальных являет-
ся поле MARTINI [16], изначально созданное для 
моделирования липидов, но затем его примене-
ние было распространено на белки [17]. Обычно  
четыре неводородных атома представляются од-
ним зерном (частицей), за исключением кольцевых 
фрагментов молекул, которые задаются большим 
числом частиц (рис. 1). Также в MARTINI четыре 
молекулы воды объединяются в одно зерно. Зерна 
различаются по полярности и относительной силе 
взаимодействия друг с другом.

Несмотря на появление метода изучения бел-
ковой кристаллизации с помощью моделирова-
ния олигомеров, выделенных из кристаллической 
структуры белков [7–9], дополнительное исполь-
зование крупнозернистого поля могло бы предо-
ставить больше возможностей в отношении про-
странственных и временных масштабов. Как пра-
вило, продолжительность моделируемых процессов 
для систем размеров порядка сотен тысяч атомов 
(например, олигомер лизоцима в водном растворе) 
составляет 100 нс–1 мкс. По сравнению с этим, на-
пример, при МД-моделировании образования оли-
гомеров (путем связывания мономеров) в условиях 
кристаллизации количество атомов в несколько раз 
увеличится, при этом время, за которое формиру-
ются олигомеры, неизвестно.

Таким образом, проверка применимости круп-
нозернистого моделирования МД для изучения 
кристаллизационных растворов белков, безусловно, 
представляет собой важную и актуальную задачу. 
Для ее решения в рамках данной работы с помощью 
крупнозернистого силового поля MARTINI [16, 18] 
в кристаллизационном растворе была смоделирова-
на динамика двух типов (А и В, рис. 2) октамеров 
лизоцима, являющихся фрагментами его кристал-
лической (тетрагональной) структуры. Результаты 
моделирования были сопоставлены с данными, по-
лученными ранее путем вычисления полноатом-
ной МД [7]. В [7] было установлено, что лишь один 
из типов октамеров (А) представляет собой кла-
стер-прекурсор кристалла лизоцима, в то время как 
другой (В) – распадается на составные элементы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Атомистические модели двух типов (А и В) ок-

тамеров лизоцима сначала были построены как 
в работе [7]. Затем на основе данных полноатом-
ных структурных моделей с помощью скрипта 
martinize2.py [19] была сгенерирована топология 
белка в формате силового поля MARTINI 3 [16, 20]. 

(а)

(б)

SC2 SC1

SC4
SC5

SC3

SC2

SC1
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Рис. 1. Соответствие атомистической и крупнозернистой  
(в поле MARTINI) структуры аминокислотных остатков ар-
гинина (а) и триптофана (б). Для наглядности атомы водо-
рода скрыты. Полупрозрачными сферами показаны части-
цы в MARTINI: ВВ (Backbone) относятся к основной цепи 
белка, а SC (Side Chain) – к боковой.
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В результате чего одна молекула лизоцима, состоя-
щая из 129 аминокислотных остатков (а.о.), вместо 
1022 атомов стала содержать 304 зерна (в 3.4 раза 
меньше, рис. 2).

Молекулярную динамику проводили с помо-
щью пакета GROMACS версии 2023 [21]. Каждый 
олигомер помещали в центр кубической ячей-
ки моделирования с периодическими граничны-
ми условиями. Добавление молекул воды и ионов 
осадителя (Na+, Cl–) в концентрации 0.4 М (как в 
кристаллизационных условиях [1]) происходило с 
использованием скрипта insane.py [22], при этом 
минимальное расстояние между белком и гранью 
ячейки составило 7 нм. Для нейтрализации сум-
марного заряда каждой ячейки в раствор добавля-
ли незначительное количество Cl–.

Перед запуском продуктивной МД моделиру-
емые системы подвергали минимизации энергии 
методом наискорейшего спуска до тех пор, пока 
максимальная сила на атом не становилась меньше 
100 кДж/(М∙нм). После этого ячейки уравновеши-
вали в течение 50 нс с использованием баростата 
C-rescale [23] в NPT-ансамбле. Расчеты продук-
тивной МД проводили в NPT-ансамбле с исполь-
зованием термостата шкалирования скоростей 
(V-rescale [24]) при 20°С и баростата Парринелло–
Рамана [25]. Интегрирование уравнений движения 
выполняли с помощью алгоритма “leap-frog” [26] с 
шагом 20 фс. Рассчитываемые методом реакцион-
ного поля [27] нековалентные электростатические 
взаимодействия вычисляли явно только в сфере 
радиусом 1.1 нм, а за ее пределами диэлектрическая 
постоянная оставалась однородной (εr = 15). Огра-
ничения на длины валентных связей в олигомерах 

накладывались алгоритмом LINCS [28]. Продол-
жительность каждой рассчитанной траектории со-
ставила 2 мкс.

Для анализа полученных траекторий атомы бел-
ка были возвращены в начальную ячейку с помо-
щью gmx trjconv с флагом –pbc nojump. Для струк-
турного выравнивания по начальному положению 
атомов лизоцима использовали команду gmx trjconv 
с опцией –fit rot+trans. Значения среднеквадра-
тичных флуктуаций положений атомов (RMSF), 
среднеквадратичных отклонений (RMSD) и ради-
ус гирации (Rg) вычисляли только для Cα-атомов 
с помощью команд gmx rmsf, gmx rms и gmx gyrate 
соответственно. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Для оценки гибкости полипептидной цепи ис-

пользовали график RMSF (рис. 3а, 3б) атомов Cα, 
который показывает степень отклонения каждого 
атома Cα от его среднего положения за все время 
моделирования. Большие значения RMSF и их 
широкий диапазон указывают на нестабильность 
белка. График RMSD (рис. 3в, 3г) демонстрирует 
усредненные отклонения атомов от их первона-
чального положения. В качестве показателя ком-
пактности октамера использовали радиус гирации 
Rg (рис. 3д, 3е).

Сравнение результатов моделирования октаме-
ров лизоцима в различных полях на рис. 2, 3 выяв-
ляет ряд различий. На рис. 3а, 3б интервал между 
делениями горизонтальной оси составляет 129, что 
соответствует количеству а.о., входящих в одну по-
липептидную цепь лизоцима. Рисунок 3б показы-
вает, что в поле MARTINI молекула октамера В с 

Октамер А
Amber99sb-ildn MARTINI Amber99sb-ildn MARTINI

0.49RMSD, нм 0.87 1.90 4.18

100 нс 2 мкс 100 нс 2 мкс

Октамер В

Рис. 2. Структура октамеров А (слева) и В (справа) в начале (сверху) и в конце (снизу) моделирования в полноатомном 
(Amber99sb-ildn) и крупнозернистом (MARTINI) силовых полях. В Amber99sb-ildn одна сфера соответствует одному ато-
му, в MARTINI – группе атомов. Одна молекула содержит 1022 атома в Amber99sb-ildn и 304 зерна в MARTINI. Снизу 
приведены попарные RMSD между начальной и конечной структурой. Наглядно показано, что в обоих полях октамер В 
распадается, в то время как октамер А остается более стабильным.
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номерами остатков 904–1032 обладает крайне вы-
сокими значениями RMSF (больше 5 нм), что гово-
рит о ее существенной нестабильности. Рисунок 2 
указывает на то, что данная молекула полностью 
потеряла все связи с остальной частью октамера В. 

При этом в случае поля Amber99sb-ildn в октамере 
В пропали связи только между некоторыми моле-
кулами, хотя его форма изменилась существеннее 
(рис. 2). Это отражено на рис. 3а, где видно, что 
все молекулы октамера В дестабилизированы в 
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Рис. 3. Стабильность октамеров А и В в кристаллизационном растворе в ходе молекулярной динамики, смоделированной в 
разных силовых полях: “полноатомном” поле Amber99sb-ildn (слева) и крупнозернистом поле MARTINI (справа). Стабиль-
ность оценивалась с помощью характеристик RMSF (a, б), RMSD (в, г) и Rg (д, е). На всех графиках (а–е) октамер А ста-
бильнее октамера В, что говорит о согласованности результатов моделирования в силовых полях Amber99sb-ildn и MARTINI.
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одинаковой степени. В поле Amber99sb-ildn в кон-
це моделирования (по истечении 100 нс) каждая из 
молекул октамера В связана либо с одной (в случае 
“концевых” молекул), либо с двумя другими моле-
кулами (рис. 2). Разрыв связей между некоторыми 
молекулами в составе октамера В является одно-
значным подтверждением его нестабильности.

Различия в графиках RMSF октамера А в разных 
полях менее заметны (рис. 3а, 3б). В поле MARTINI 
молекулы, состоящие из а.о. с номерами 130–258 
и 646–774, проявляют немного бóльшую подвиж-
ность, при этом остальные значения RMSF флук-
туируют вокруг одной величины (около 0.25 нм).  
В то же время в соответствии с рис. 2 структура 
октамера А заметно изменилась в MARTINI, хотя 
и осталась целой. Следует отметить, что в поле 
Amber99sb-ildn было смоделировано только 100 нс, 
а время жизни октамера А доподлинно не извест-
но, поэтому данные, полученные с помощью раз-
ных полей, не противоречат друг другу.

Вероятно, октамер А в MARTINI претерпел наи-
более значительные изменения (RMSD увеличи-
лось почти в 2 раза) через 0.5 мкс после начала мо-
делирования (рис. 3г), а затем (оставшиеся 1.5 мкс)  
трансформировался несущественно. Следователь-
но, его усредненное (по 2 мкс) положение, по вы-
равниванию с которым рассчитывается RMSF, из-
менялось не очень заметно (рис. 3б). При попар-
ном выравнивании начальной и конечной структур 
октамера А в обоих полях RMSD в крупнозерни-
стом поле оказалось почти в 2 раза выше, чем в 
полноатомном (0.87 против 0.49 нм, рис. 2).

Октамер В в полноатомном поле начинает деста-
билизироваться гораздо быстрее, чем в крупнозер-
нистом. В поле Amber99sb-ildn изменения в струк-
туре октамера В становятся существенными (RMSD 
достигает 2 нм) уже на 35 нс (рис. 3в), в то время как 
в MARTINI – только по истечении 1.5 мкс (рис. 3г). 
Однако трансформации октамера В заметнее в круп-
нозернистом поле, при котором максимальное зна-
чение RMSD составляет 6 нм (рис. 3г), что в 3 раза 
больше, чем в полноатомном поле (рис. 3в). Графи-
ки радиуса гирации октамера В имеют аналогичную 
зависимость (рис. 3д, 3е). В целом графики RMSD 
и Rg (рис. 3в–3е) указывают на то, что изменения в 
структуре октамера В в поле MARTINI происходят 
скачкообразно (в точке 1.5 мкс), а в Amber99sb-ildn –  
плавно. Значение RMSD, вычисленное путем по-
парного сравнения конечной и начальной структур 
октамера В, в крупнозернистом поле оказалось при-
мерно в 2 раза больше, чем в полноатомном (4.18 
против 1.9 нм, рис. 2).

Однако из рис. 3 следует, что по всем оцен-
кам (RMSF, RMSD, Rg) октамер А демонстрирует 
бóльшую стабильность по сравнению с октаме-
ром В в обоих силовых полях – Amber99sb-ildn и 
MARTINI, что также подтверждается изображени-
ями структур октамеров в начале и в конце модели-
рования на рис. 2. При этом, несмотря на разные 
механизмы дестабилизации октамера В, для него 

согласованность зависимостей RMSF, RMSD и Rg 
в обоих полях немного выше.

Таким образом, в целом результаты моделиро-
вания МД октамеров А и В с помощью полноатом-
ного и крупнозернистого силовых полей согласу-
ются. Несмотря на ряд различий в поведении ок-
тамеров белка в разных полях, они не влияют на 
справедливость данных, полученных с помощью 
MARTINI. В широком смысле это подтверждает 
применимость крупнозернистого силового поля 
MARTINI для изучения кристаллизационных рас-
творов белков. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Сравнение результатов моделирования молеку-

лярной динамики двух типов октамеров лизоцима 
(выделенных из кристаллической структуры лизо-
цима) в кристаллизационном растворе в силовых 
полях Amber99sb-ildn и MARTINI выявило, что 
октамер А стабильнее октамера В независимо от 
выбора поля. При этом известно, что октамер А 
в отличие от октамера В является кластером-пре-
курсором кристалла лизоцима. Согласованность 
данных, полученных при моделировании поведе-
ния октамеров с помощью обоих силовых полей, 
демонстрирует возможность использования поля 
MARTINI для исследования кристаллизационных 
растворов белков, в том числе установления кла-
стеров-прекурсоров кристаллов белков.

В работе обнаружены и описаны различия в по-
ведении октамеров в разных силовых полях. Полу-
ченные выводы могут помочь при выборе метода 
описания моделей (полноатомный или крупнозер-
нистый) для конкретных исследовательских задач. 

Работа проведена в рамках выполнения государ-
ственного задания НИЦ “Курчатовский институт” 
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APPLICABILITY OF THE MARTINI COARSE-GRAINED FORCE  
FIELD FOR SIMULATIONS OF PROTEIN OLIGOMERS 

IN CRYSTALLIZATION SOLUTION 
© 2024   Y. V. Kordonskayaa,*,  V. I. Timofeeva,b,  M. A. Marchenkovaa,b,  
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Abstract. The molecular dynamics of two types of lysozyme octamers was simulated under crystallization 
conditions in the MARTINI coarse-grained force field. Comparative analysis of the obtained results 
with the simulation data for the same octamers modelled in the all-atom field Amber99sb-ildn showed 
that octamer “A” demonstrates greater stability compared to octamer “B” in both force fields. Thus, the 
results of molecular dynamics simulations of octamers using both force fields are consistent. Despite 
several differences in the behavior of the protein in different fields, they do not affect the validity of the 
data obtained using MARTINI. This confirms the applicability of the MARTINI force field for studying 
crystallization solutions of proteins.
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