
第3章 蛋白质化学



第一节：蛋白质概述

第二节：蛋白质的构件分子－氨基酸

第三节：蛋白质的基本结构

第四节：蛋白质的高级结构

第五节：蛋白质的结构与功能

第六节：蛋白质的分离纯化。

            本章内容包括以下学习内容：



第一节   蛋白质概述
Introduction to Protein  

    十九世纪中叶，荷兰化学家Gerardus.Mulder从
动物和植物体中提取出一种共同的物质，他在他的
论文中指出：

    “……在有机界的一切物质中无疑是最重要的，
缺少它我们这个星球上的生命可能就不存在了”。

    根据瑞典著名化学家Berzelius的提议将这种物
质命名为protein，means: “first important 
material ”。



一、Protein的化学组成和分类

二、 Protein分子的形状和大小

三、 Protein构象和蛋白质结构的组织层次

四、 Protein功能的多样性

首先要在四个方面了解 Protein



一、蛋白质的化学组成和分类
chemical composes and classes of proeins 

      蛋白质由20种氨基酸以不同的数量和顺序组成的复杂

的生物大分子，但它们的元素组成是一致的。

蛋白质含量＝蛋白氮 X 6.25

（一）化学组成(  

其中蛋白质平均含N量为16％ 比较恒定，是蛋白质元素的一

个特点。可根据测定蛋白质含N的量计算出蛋白质的含量。化

学家Kjedahl设计了凯氏定氮法测定蛋白质

C 50％，H 7％，O 23％， N 16％，
S 0－3％，其他 P,Cu,Zn,Fe等微量。



１、单纯蛋白质类

２、缀合蛋白质类

（二）蛋白质分类  Classes of Proteins



二、蛋白质分子的形状和大小

 蛋白质根据形状和溶解度可分为三类：

①纤维状蛋白质（fibrou，protein）

      具有比较简单有规则的线性或纤维状结构。这类蛋白质在

生物体内主要起结构作用。

②球状蛋白质（globular protein）

     形状接近球形或椭球形。因此球状蛋白质在水溶液中溶解

性好，细胞中的大多数可溶性蛋白质，如胞质酶类都属于球

状蛋白质。

③膜蛋白（membrane protein）

   与细胞的各种膜系统结合而存在。



纤维蛋白构成动物的蹄、角、甲、皮毛等



球状蛋白质构成体内的酶，免疫球蛋白以及
可溶性蛋白质



膜蛋白构成细胞的生物膜结构



下限一般认为从胰岛素开始，其相对分子质量为5700。

蛋白质是相对分子质量很大，从1万－－100万。
  上下限是人为规定的。

其中每条多肽链称为亚基或亚单位亚基之间通过非共价键

相互缔合。如果把这些寡聚蛋白质看作一个分子，那么蛋

白质相对分子质量可达百万。



各种病毒



三、蛋白质构象和蛋白质结构的组织层次

  蛋白质分子是由20种氨基酸构成的生物大分子，

它的天然结构并不是走向随机的松散多肽链。

每一种天然蛋白质都有自己特有的空间结构，这
种三维结构通常被称为蛋白质的构象。构象形态
间的改变不涉及共价键的破裂。



蛋白质 或多肽链的结构



   为了表示蛋白质结构的不同组织层次

   （level hierarchy），一般采用下列专门术语。

二级结构（secondary structure）

  是指多肽链借助氢键排列成自己特有的 a-螺旋和

β-折叠等形式的片段。

一级结构（primary structure）

   是指多肽链的氨基酸序列，氨基酸的数目和二硫键

的位置。



  四级结构（quaternary structure）

    是指寡聚蛋白质中各亚基之间在空间上的相互关系和结

合方式。当然其中各个亚基又有自己特定的三级结构。            

三级结构（tertiary  structure）
   是指多肽链借助各种非共价键（或非共价力）弯曲、折叠

成具有特定走向的紧密球状构象。



蛋白质的一级结构



蛋白质的二级结构类型



蛋白质的三级结构



蛋白质的四级结构



   蛋白质的一级结构是由多肽链主链（backbone）
上共价连接的氨基酸残基决定的。

   二级结构和其他高级结构层次主要是由非共价力作
用决定的。

必须强调指出，一个蛋白质分子为获得复杂结构

所需的全部信息都含于一级结构即多肽链的氨基

酸序列中。



protein structure



四、蛋白质功能的多样性

   生物界蛋白质的种类估计在 1010～1012数量级。

造成种类如此众多的原因主要是 20种参与蛋白质

组成的氨基酸在肽链中的排列顺序不同所引起的。     



（5）
运动
（5）
运动

蛋白质的生物学功能有以下几个方面： 

（8）
特殊功能

（1）
催化

（5）
运动

（6）
贮存

（7）
防御和进攻

（2）

结构成分

（3）
转运

（4）
调节



（1）催化



（2）结构成分



（3）转运



（4）调节



（5）运动



（6）贮存

铁蛋白，铜蓝蛋白，卵清白蛋白，
钙贮存蛋白



（7）防御和进攻



（8）特殊功能



第二节
蛋白质的构件分子－氨基酸



一、氨基酸－－蛋白质的构件分子

二、氨基酸的分类

三、氨基酸的酸碱化学

四、氨基酸的化学反应

五、氨基酸的光学活性和光谱性质

六、氨基酸混合物的分析分离



一、氨基酸---蛋白质的构件分子

（一）蛋白质的水解

（二）氨基酸的一般结构



（一）蛋白质的水解

• 1、酸水解：

  H2SO4或HCl进行水解，一般用6mol/L HCI or 

4mol/L H2SO4, 112 0C 20小时可使蛋白质完全水

解。

   优点：是蛋白质水解完全，不引起消旋作用得到

的产物是L－型氨基酸。

   缺点：是色氨酸全部破坏，丝氨酸和苏氨酸部分

破坏。    



2、碱水解：

    一般用5mol/L NaOH,100 0C  10-20小时可使蛋白

质完全水解。

   优点：是色氨酸完全保留，

   缺点：是（1）消旋（2）多数氨基酸破坏（3）产

物有L-、D-型（4）精氨酸脱氨，形成鸟氨酸和尿

素。



3、酶水解:
     常用蛋白水解酶对蛋白质进行水解。 

  优点：酶水解的优点是不产生消旋作用，不破坏氨

基酸；

  缺点：是水解不彻底，水解时间长易污染，本法常

用于多肽类和水解蛋白的制取。



（二）氨基酸的一般结构

• 组成蛋白质的氨基酸有20种。除脯氨酸外及衍生物，

这些氨基酸都有一个共同的结构特点：与羧基相连的

α-C原子上都有一个氨基。因此称它们为α-氨基酸。

除脯氨酸外，它们都有共同的结构通式：



 氨基酸在中性时，羧基以－COO-，氨基以－NH3＋存

在。这样氨基酸分子含有一个正电荷和一个负电荷，

称为兼性离子。



   α-氨基酸中除甘氨酸外（α-C原子上都有两个
氢基），α-C原子是手性碳原子，因此都具有旋
光性；

 蛋白质中的氨基酸都是L-型氨基酸。

 α-氨基酸都是白色结晶体，每种氨基酸都有自己
独特的晶形，可以用来鉴别不同的氨基酸。

  氨基酸熔点较高，一般在2000C以上。

  除胱氨酸和酪氨酸微溶于水外大部分氨基酸溶于
水，它们的盐易溶于水。

  脯氨酸和羟脯氨酸能溶于乙醇和乙醚。



二、氨基酸的分类

   自然界中，生物体内发现的天然氨基酸有180多

种，但组成蛋白质的氨基酸只有20种。这20种氨

基酸称为蛋白质氨基酸，其他氨基酸称为非蛋白

质氨基酸。

我们主要研究的是组成蛋白质的这20种氨基酸。



常见的蛋白质氨基酸

氨基酸的区别在于它们的R基，因此R基就成为了分

类的依据。按R基的化学结构将20种氨基酸分为脂

肪族氨基酸、芳香族氨基酸和杂环族氨基酸三类。



1、脂肪族氨基酸

天冬氨酸、天冬酰胺、
谷氨酸、谷氨酰胺

（1）中性氨基酸

甘氨酸、丙氨酸、
缬氨酸、亮氨酸
异亮氨酸

（2）含羟基或硫氨基酸

丝氨酸、苏氨酸、
半胱氨酸
和甲硫氨酸（蛋氨酸）

（4）碱性氨基酸 赖氨酸、
精氨酸



组氨酸、

    脯氨酸      
 3、杂环族氨基酸                

苯丙氨酸、
酪氨酸、

        色氨酸           
2、芳香族氨基酸



中性氨基酸

脂肪族氨基酸



含羟基或硫氨基酸

脂肪族氨基酸



酸性氨基酸及其酰胺

脂肪族氨基酸



碱性氨基酸和杂环氨基酸
脂肪族氨基酸



芳香族氨基酸



杂环类氨基酸



氨基酸的简写符号



提要

一、了解蛋白质的结构和功能

1、Protin的化学组成和分类

2、 Protin分子的形状和大小

3、 Protin构象和蛋白质结构的组织层次

4、 Protin功能的多样性

二、蛋白质的基本组成是氨基酸

1、蛋白质水解后得到的是20中不同的氨基酸

2、组成蛋白质的氨基酸有共同的结构通式

3、氨基酸按R基不同分为三类

4、生物中氨基酸是L-型的。



 1．含硫氨基酸包括：(      )

A．蛋氨酸　　 B．苏氨酸　 C．组氨酸　　D．半胖氨

 2．下列哪些是碱性氨基酸：(      )

A．组氨酸　　B．蛋氨酸　　C．精氨酸　　D．赖氨酸

3．芳香族氨基酸是：(      )

     A．苯丙氨酸　 B．酪氨酸　 C．色氨酸　 D．脯氨酸

4．组成蛋白质的主要元素有____，_____，______，________。

5．蛋白质分子组成中不含有下列哪种氨基酸？

A．半胱氨酸　 B．蛋氨酸　 C．胱氨酸　 D．丝氨酸　 E．瓜氨酸

6. 测得某一蛋白质样品的氮含量为0．40g，此样品约含蛋白质多少？(   )

A．2．00g　　B．2．50g　　C．6．40g　　D．3．00g　　 E．6．25g

7．下列含有两个羧基的氨基酸是：(   )

A．精氨酸　B．赖氨酸　C．甘氨酸　 D．色氨酸　 E．谷氨酸

思考题



Ok!  let’s  have  a  break



三、氨基酸的酸碱化学

（一）氨基酸的兼性离子形式

（二）氨基酸的解离

（三）氨基酸的等电点

（四）氨基酸的甲醛滴定



（一）氨基酸的兼性离子形式

• 氨基酸在固体和溶液中以什麽形式存在？根据氨

基酸在固体时有较高的熔点推断它是以离子形式

存在的。

• 即在同一个分子上既有正电荷又有负电荷，净电

荷为0。这种分子称为偶极离子或称为兼性离子。

• 偶极离子的电荷性使晶格维持稳定，解释了为氨

基酸有较高的熔点。

• 而溶于水后，使水的介电常数增加也证明氨基酸

在溶液中也是以兼性离子存在。



（二）氨基酸的解离
    氨基酸在溶液中是两性电解质，当我们遮住氨基酸的氨基时，

它是一个典型的酸，它应该有酸的性质；遮住它的羧基时，

它又是一个典型的碱。它应该有碱的性质。所以氨基酸在水

溶液中既是酸，可作为质子的供体，又是碱，可以作为质子

的受体。

 HA            A－＋ H+这种性质可表示为：





以甘氨酸为例,说明氨基酸的解离。当甘氨酸完全质
子化时，它可看作是一个二元酸，失去一个质子时，
称为兼性离子，再失去一个质子，成为阴离子。

• K1和K2为氨基酸C原子上氨基和羧基上的两个质子
的解离常数。



解离常数的滴定求法

•     氨基酸的解离常数可以用滴定的方法求出，将

0.1M的甘氨酸溶于水，PH约等于6，用标准NaOH溶

液滴定，得到B段，在PH9.6处有一个拐点。这时甘

氨酸兼性离子有一半变为阴离子，A0=A-，K2＝H＋ 

两边各取对数，PK2=PH 而此时的PH＝9.6。同样，

用标准HCI滴定，的另一拐点，PK1=2.34。

         
    用滴定的方法可以求出20种氨基酸的个解离基团的解离常数。

并利用Handerson-Hasselbalch公式可计算出任意PH条件下

氨基酸各种离子的比例。





氨基酸的解离及等电点



（三）氨基酸的等电点及求法

• 对于侧链R基不解离的中性氨基酸，它的等电点是氨

基和羧基解离常数的算术平均值。pI＝1／2

（pK1+pK2）.如甘氨酸的等电点：

                       

      

   对于两氨基一羧基的氨基酸和两羧基一氨基的酸

性氨基酸，就要写出它们的解离公式，取兼性离子

两边的解离常数的平均值 ！

pI = 1/2(pK1+pk2) = 1/2(2.34+9.60) = 5.97





（四）氨基酸的甲醛滴定

       甲醛滴定是定量测定氨基酸的方法，因为氨基

酸是两性电解质，既是酸又是碱，不能用标准酸

和碱直接滴定，因为没有一种指示剂可同时指示

两个滴定终点。加入过量的甲醛可封闭氨基的解

离，用标准碱来滴定羧基的质子。





四、氨基酸的化学反应

（一） α-氨基参加的反应

（二） α-羧基参加的反应

（三） α-氨基酸和α-羧基共同参加的反应

（四）  侧链R基参加的反应

•氨基酸的化学反应主要是指它的氨基、羧基和侧

链R基上的功能基团所参与的反应，包括以下四个

方面：



（一） α-氨基参加的反应

• 1、与亚硝酸的反应：在室温下与亚硝酸作
用生成氮气。



2、与酰化试剂反应： α-氨基与酰氯或酸酐
在弱碱条件下发生作用氨基可被酰基化。



酰
化
剂



   3、烃基化反应： α-氨基的一个氢原子可被烃

基取代，例如与2，4-二硝基氟苯（DNFB）的反应，

这个反应最初是英国的Sanger发明的他用来鉴定蛋

白质和多肽的N末端氨基酸。



（二） α-羧基参加的反应

1、成盐和成酯反应：氨基酸与碱作用生成盐，其中

重金属盐不溶于水。氨基酸的羧基被醇酯化后形成

相应的酯，羧基被保护，是制备氨基酸酰胺的中间

物。



• 2、成酰氯反应：当氨基酸的氨基被保护后，羧基

可与五氯化磷作用生成酰氯。这一反应使羧基活

化，以便于另一氨基酸的氨基结合，常用在人工

合成多肽。



3、脱羧基反应：
氨基酸脱羧后生成一级胺，并放出CO2



尸胺

　即1,5-二氨基戊烷或戊二胺，结构简式NH2(CH2)5NH2。为

蛋白质腐败时赖氨酸在脱羧酶的作用下发生脱羧反应生成。

腐胺

   精氨酸、鸟氨酸的脱羧产物——腐胺都是尸体腐败产生气

味中的成分。 

   是广泛存在于生物体中的正常成分，但也作为一种肉毒胺

存在于腐败物中。



（三） α-氨基酸和α-羧基共同参   
        加的反应

• 1、与茚三酮反应：

    氨基酸在弱酸条件下与茚三酮发生反应生成紫红色

化合物，可以鉴别氨基酸存在。     

脯氨酸和羟脯氨酸生成黄色化合物。





2、成肽反应：两个氨基酸可形成酰胺键或称肽键。



H3N+     CH     C

—

——— — — 

R1

O

—

—

—

— — 

R2

O

H

N+     CH     C   OHOH H

H2O

肽    键 或 酰胺键

Amino acid 1 amino acid 2



多肽链



（四）侧链R基参加的反应

• 氨基酸的侧链具有功能基团，可以发生化学反应。

这些基团有：羟基、酚基、巯基、吲哚基、咪唑

基、胍基以及非α －氨基与羧基等。它们是氨基

酸被修饰的化学基础。可以和多种化学试剂发生

反应，有的可出现特殊颜色、沉淀等用以鉴别个

别氨基酸。



五、氨基酸的光学活性和光谱性质

• （一）氨基酸的光学活性和立体化学

• （二）氨基酸的光谱性质



（一）氨基酸的光学活性和立体化学

• 氨基酸的α-C是一个不对称的碳原子，它可以有两

种构型，即L-型和D-型，两种构型在生物体内将

有着完全不同的行为。天然蛋白质中的氨基酸都

是L-型的D-性极少见。

• 氨基酸的构型也和糖一样，是以甘油醛的构型规

定的。

• 由于构型而引起氨基酸具有旋光活性，氨基酸在溶液中的旋光角度和
旋光方向可在旋光仪中测出，它和旋光物的性质、浓度、温度溶剂的
性质、波长及测定所用的旋光管长度都有关系，必须规定在一定条件
下测定。每一旋光物在一定条件下都有一定的比旋光值，这时旋光物
质的特征常数。用［α］t

D表示。





         氨基酸中，甘氨酸的α-C原子不是手性原子

因此不具有旋光性，而苏氨酸、异亮氨酸、羟脯

氨酸、羟赖氨酸还有一个手性C原子，可以形成四

种光学异构体。如苏氨酸：分别称为：L-苏氨酸、

D-苏氨酸、L-别苏氨酸和D-别苏氨酸。



               内消旋与外消旋的概念

外消旋：L-型和D-型分子各占50％时的混合物，彼此
旋光值相抵消的现象，这是分子间的消旋。如蛋白
质的碱水解产物，得到D－和L－型氨基酸，引起消
旋。

内消旋：在分子内部的消旋现象。如内消旋胱氨酸。



（二）氨基酸的光谱性质

• 氨基酸在可见光区没有光吸收（入＝420－－
720nm）。在紫外区，色氨酸、酪氨酸和苯丙氨酸
有光吸收。它们的最大光吸收：

Trp:279nm，
Tyr:278nm，
Phe:259nm。

根据此原理，用分
光光度法可测定蛋
白质含量。



Lambert-Beer定律

• 分光光度法测定蛋白质含量（朗－比尔定律）。

蛋白质在280nm波长下有最大吸收峰，用分光

光度法可以测的蛋白质含量。



六、氨基酸混合物的分析分离

（一）分配层析的一般原理

（二）分配柱层析

（三）纸层析

（四）薄层层析

（五）气液层析



（一）分配层析的一般原理

• 色层分析也称色谱分析（chromatogrophy）最初由
俄国植物学家于1903年提出。1941年英国学着
Martin和Synge发展为分配层析。根据此原理发展出
各种层析技术。

• 分配层析原理：一种物质在两种互不相容的溶剂中
分配时，在一定温度下平衡，他在这两相中的浓度
比值是一个常数，这一比值称为该物质在这两相溶
剂中的分配系数。用α表示。

•   α ＝溶质在A相中的浓度／溶质在B相中的浓度

     每种物质都有自己特点的分配系数。

    Martin对分配层析原理的解释：



（二）分配柱层析

• 应用分配层析建立的一
种分离方法，将惰性支
持物装入柱中，作为固
定相，溶剂作为流动相，
对混合物进行洗脱分离。



（三）纸层析

• 用纸作为固相支持物，应用分配层析原理
对物质进行分离的方法。





（四）薄层层析

• 用纤维素、硅胶等作为固相支持物等进行层析的
技术。这些层析方法原理相同，但不同的方法又
有各自的特点和优势，用于不同的物质分离。





（五）离子交换层析

• 离子交换层
析技术原理
与分配层析
原理不同。
它用的是离
子交换的方
法将混合物
分离。根据
离子交换层
析分离原理，
制成氨基酸
自动分析仪。





（六）气液层析

• 应用分配层析原理制作的气相层析仪。以气体作
为流动相，喷涂在固体颗粒上的液体为固定相进
行物质分离的仪器。



气相色谱仪



（七）高效液相层析

• 高效液相色谱层析
(High performance 
liquid 
chromatography 
HPLC)



HPLC



第三节

            蛋白质的基本结构



一、肽（piptide）

（一）肽和肽键的结构

（二）肽的物理和化学性质

（三）天然存在的活性肽



（一）肽和肽键的结构

    肽是氨基酸的线性聚合物，因此也常称肽链

（peptide chain）。蛋白质是由一条或多条具有确

定的氨基酸序列的多肽链构成的大分子。除蛋白质

之外，蛋白质的部分水解产物和生物体内游离存在

的一些激素和抗生素也是多肽，不过与蛋白质分子

相比，它们是比较短的多肽。下面将以较短的多肽

或称肽为例讲述蛋白质的共价结构。



  肽键是由两个氨基酸缩合，失去一分子的水而形成。

    方框中标出的地方是肽键，也称酰胺键。



H3N+     CH     C

—

——— — — 

R1

O

—

—

—

— — 

R2

O

H

N+     CH     C   OHOH H

H2O

肽    键 或 酰胺键

Amino acid 1 amino acid 2



肽键的结构
（structure of peptide bond）

  美国化学家L.Pauling和Robert.Corey用X-ray衍射
晶体结构的方法对氨基酸和肽键进行了精确的测
定。

1、组成肽键有四种元素：C、N、H、O
2、它们同处在一个平面上，H和O分别在C-N的两
边。

3、C-N键长1.32A，比正常C-N键（1.49A）短，
比C=N（1.27A）键长，它具有双键的性质。





肽链　(piptide chain)
• 最简单的肽链是二肽，有两个氨基酸缩合而成，三

个氨基酸缩合为三肽，依此类推，四肽、五肽－－，

数不过来时，称为多肽。

• 肽链中的氨基酸已是不完整了，不能再称为氨基酸，

因此称为氨基酸残基（amino acid residue）。



肽链结构



（二）肽的物理和化学性质

• 肽链的物理性质

• 1、许多得到的短肽纯品都是白色结晶，具有较高的熔点说

明短肽是离子晶格。

• 2、在水中以兼性离子存在，肽键的氨基和羧基不解离，而

两头发生解离；链较长时，解离忽略，起影响作用的是R基

尚可解离的基团。

•     可解离的基团会受到环境pH影响，当溶液中的pH正好使

某一多肽链的净电荷为0时，那么，这一pH值就是该多肽链

的等电点（pI）。



肽链的化学反应

肽链的化学性质与氨基酸基本相同

1、可与茚三酮发生呈色反应，用于定性。

2、可与双缩脲试剂发生呈色反应，用于定性和定量
测定。这是酰胺键特有的反应，氨基酸没有此反
应。

3、有离氨基和羧基及R基与氨基酸的化学反应类似。



（三）天然存在的活性肽

• 蛋白质经水解后可得到长短不一的肽段，在生物

体内还有很多具有活性的肽游离存在。它们具有

各种特殊的生理活性和生物学功能。如：催产素、

加压素、舒缓激肽、谷胱甘肽、肌肽鹅肌肽等。





二、蛋白质一级结构
           (primary structure)

     蛋白质的一级结构是指蛋白质多肽链中氨基酸的
序列，包括数目和二硫键的位置。



同源蛋白质的物种差异与生物进化





 第四节 
 蛋白质的三维结构



      一、研究蛋白质构象的方法

二、稳定蛋白质三维结构的作用力

三、二级结构：多肽则迭的规则方式

四、纤维状蛋白质

五、超二级结构和结构域

六、 球状蛋白质与三级结构

七、亚基缔合和四级结构



一、研究蛋白质构象的方法

• （一）X-射线衍射法

• （二）光谱学方法



（一）晶体X-射线衍射法

目前研究蛋白质三维结构
的方法主要是X-射线衍射
技术,结合电脑分析,可以
将衍射获得的数据处理成
图像,从中分析出物质的
三维结构。



（二）溶液光谱学方法

• 研究溶液中蛋白质构象的光谱学方法有：

• 1、紫外差光谱

• 2、荧光和荧光偏振

• 3、圆二色性

• 4、核磁共振



二、稳定蛋白质三维结构的作用力

（一）氢键

（二）范德华力

（三）疏水作用

（四）盐键

（五）二硫键

除二硫键外其他都属非共价键作用力。





1、氢键（hydrogen bone）
    在稳定蛋白质的结构中起极其重要的作用，它是稳定蛋

白质为二级结构主要的作用力。

2、范德华力（van der Warls force）
   包括三种较弱的作用力（1）定位效应，发生在极性分子

或极性基团之间；（2）诱导效应，发生在极性物质和非极
性物质之间；（3）分散效应，是非极性分子或基团的范德
华力，

3、疏水作用（hydrophobic interaction）
   是稳定蛋白质三维结构最主要的力。

4、盐键（ion bone）  
  又称为离子键，是正电荷和负电荷之间的一种静电相互作

用力。

5、二硫键（disulfide bone）  
 二硫键在已形成的蛋白质三维结构中起很大作用，它是共价

键。



三、二级结构：多肽折叠的规则方式

              提纯的纤维蛋白经X-ray衍射技术分析后，
蛋白质主链的折叠产生有氢键维系的有规则的
构象，称为二级结构。二级结构的元件有如下
几种：

（一）α-螺旋

（二）β -折叠片

（三） β-转角和β-凸起

（四）无规则卷曲



（一）α-螺旋

是蛋白质中最常见的、最典型、最丰富的二级结构元件。

整数螺旋，非整数螺旋   左手螺旋，右手螺旋   

1、α-螺旋（ α- helix ）

2、 α-螺旋构象：

Astberg 等人用X-ray衍射技术分析了毛发一类的角蛋白得

到的衍射图沿长轴方向每隔5.5A就有一个周期性结构，认

为它是一种螺旋结构。Pauling根据X-ray衍射图建立了α-
螺旋结构模型。



α-helix structure 



        1）多肽链主链的骨架围绕中心轴螺旋上升，

每隔3.6个氨基酸残基上升一圈，相当于向上平移

5.4A；每个AA残基沿中心轴旋转1000，向上平移

1.5A每个角等于－570。

        2）相邻螺圈之间形成链内氢键。

        3）R基位于α－ helix 外侧，

        4）可以是右手螺旋，也可以是左手螺旋，但
右手螺旋能量最低，较左手螺旋稳定，因此，蛋
白质中一右手螺旋为主要构象。左手极少。

         5）侧链R基影响α- helix 的构象。

3、α－螺旋模型特点



       1）AA的组成

       2）AA的序列,多肽链上连续带有极性AA。
       3）AA侧链的大小，Gly、ILe、Lue、Pro、羟 
            Pro。
       4）环境pH。

4、影响α- helix 形成的因素

5、其他类型的螺旋



其他类型的螺旋





（二）β－折叠片

β－折叠片（ β－ pleated sheet）或称 β－构象。
1951年Pauling在研究角蛋白时，发现含Gly、Ala、
Ser 较高的角蛋白，它的X-ray衍射光谱不同于α－ 
helix ，而是具有7A的重复结构，肽链几乎是完全
伸展的，两条肽链的轴距是3.5A，两链以氢键相联
系，所有的肽键都参加氢键的形成氢键与链的长轴
垂直，因此是一种片层结构，称为β－折叠片结构。

β－折叠片有两种类型

      1、平行式    不稳定

      2、反平行式  稳定





（三） β转角和β凸起

    蛋白质在折回、弯曲和转向处的结构是一种称为β转

角结构，也是一种二级结构的元件，这一结构象发卡，

也称发卡结构。有四个AA参加，第一个AA的羰基与第四

个AA的亚氨基之间形成氢键。

• 是一种小片的非重复结构，被认为是β折叠中额外插入

的一个残基，是正常的β折叠形成突起。

β- 凸起(β- bugle)

Β- 转角（ β- turn）



β－转角



（四）无规则卷曲

    无规则卷曲（randon coil）是指那些即不是螺旋

又不是折叠的肽段区，但也向其他二级结构一样

有明确稳定的结构。它们受侧链的影响很大，常

常构成酶的活性部位或其他蛋白质的功能部位。



五、超二级结构和结构域

• （一）超二级结构

• （二）结构域



（一）超二级结构

     超二级结构（super secondary structure）介于
二级结构与三级结构之间的一种结构形式。它是
由二级结构有规则组合而成的，充当三级结构的
构件。有三种基本组合形式：

1、 αα：由两条右手α-螺旋形成的左手螺旋。

2、 βαβ：由两条β-折叠和一条螺旋组成。

3、 ββ：由两条两条β-折叠组成，之间的连接为β 曲
折，也称为β发卡结构 （ β- hairpin）。





•  



•  



（二）结构域

• 1、结构域的概念：

     多肽链在二级结构或超二级结构的基础上形成三

级结构的局部折叠区域，它是相对独立的紧密球

形实体，称为结构域（structure domain）。

    

        结构与含40－400个以上AA残基。对较小的蛋白质或
亚基，结构域和三级结构是同一概念，如肌红蛋白RNA酶
等，但对较大蛋白质或亚基时，三级结构往往是由几个结
构与缔合而成。结构域有时也称功能域（functional 
domain）.





七、球状蛋白质与三级结构

• （一）球蛋白的三级结构的特性



（一）球蛋白的三级结构的特性

球蛋白都有的共同特点：

1、球蛋白质分子含多种二级结构元件。

2、球蛋白质三维结构具有明显的折叠层次。

3、球蛋白质分子是紧密的球砖或椭球状实体。





• 4、球状蛋白质疏水侧链埋藏在分子内部，亲水侧
链暴露在分子表面。

• 5、球状蛋白质分子的表面有一个空穴，这种空穴
常是结合底物并行使生物学功能活性部位。



血红蛋白



九、蛋白质的变性

（一）蛋白质的变性

（二）氨基酸序列规定蛋白质的三维结构



（一）蛋白质的变性

    蛋白质变性（denature of protein）：

           天然蛋白质分子受到某些物理因素如：热、

紫外、高压和表面张力或化学因素如：有机溶剂、

脲、胍、酸碱等影响时，生物活性丧失，溶解度

降低等这个过程称为蛋白质的变性。蛋白质的变

性不涉及到共价键的破坏，只是次级键遭到破坏。         



变性蛋白往往伴随出现以下现象：

1、生物活性丧失。

2、一些侧链基团暴露。

3、一些物理化学性质的改变。

4、生物化学性质改变。

变性学说是我国生物化学家吴宪
在20世纪30年代提出的。



    蛋白质的复性：

      变性的蛋白质再除去变性因素后，
恢复到原来的天然构象和生物活性的现
象，称为蛋白质复性。不是所有的蛋白
质变性都可以复性。





（二）氨基酸序列规定蛋白质的三维结构

• 一个有力的实验证据表明AA序列决定蛋白质的三维结构。

• 核糖核酸酶的变性与复性实验：

 20世纪60年代，Anfinsen.C的经典实验

1、牛RNA酶在8M尿素或6M盐酸胍存在下用巯基乙醇处理，
RNA酶的四个二硫键断裂，成为松散无序的构象。将尿素、
盐酸胍和巯基乙醇除去后，RNA酶又恢复了原来的活性。

2、二硫桥在稳定蛋白质构象中的作用；RNA酶的8个巯基如
果随机组合成正确的二硫桥几率是1／105。但去除变形因
素后，RNA酶的活性却是100％，说明蛋白质的三维结构
是由一级结构所决定的 也就是说，三维结构是由肽链上的
各个单键旋转自由度受到各种限制的总结果。





七、亚基缔合和四级结构

（一）有关四级结构的一些概念

（二）四级结构缔合的驱动力

（三）亚基相互作用的方式

（四）四级结构的对称性

（五）四级结构在结构上和功能上的优越性



（一）有关四级结构的一些概念

          自然界中有些蛋白质是以一条多肽链独立折

叠成球状蛋白质，大多数是以多个亚基通过非共

价键彼此缔合在一起形成一个有功能的蛋白质分

子这种聚合体的方式成为蛋白质四级结构。一个

亚基一般是一条多肽链。



（二）四级结构缔合的驱动力

       稳定四级结构的力与稳定三级结构的力无

区别，包括氢键、范德华力、二硫键、疏水键和

离子键，四级结构缔合的驱动力起重要作用的是

疏水键和二硫键。



（三）亚基相互作用的方式

     蛋白质亚基之间紧密接触的界面存在极性相互作用和

疏水作用。因此极性基团和疏水基团互补排列，而亚基缔

合的专一性则由相互的表面上的极性基团之间的离子键和

盐键提供。

    

      当蛋白质只有一种亚基组成时亚基的相互作用和排列

四级结构方式比较简单，如果涉及到不同亚基构成的蛋白

质时亚基之间的性互作用可以是十分复杂。





（四）四级结构的对称性

           对称性时蛋白质四级结构最重要的性质之一。大

多数的寡聚蛋白质分子的亚基排列都是对称性的。最

简单的是对称二聚体，复杂的有立方点群对称形成对

称四面体、八面体、二十面体等许多球形病毒的外壳

蛋白是二十面体对称结构。螺旋点群对称形成螺旋对

称聚集体，如烟草花叶病毒（TMV）外壳蛋白质。



第五节
蛋白质的分离纯化



一、蛋白质的酸碱性质

二、蛋白质分子的大小和形状

三、蛋白质的胶体性质和蛋白质的沉淀

四、蛋白质分离纯化的一般原则

五、蛋白质的分离纯化方法

六、蛋白质的含量测定与纯度鉴定



一、蛋白质的酸碱性质

• 蛋白质也使一类两性电解质,能与酸反应也能与碱发生反

应。蛋白质可解离的基团来自侧链的功能团，少数N－，

C-末端，如果是复杂蛋白还包括辅基上可解离的功能团。

蛋白质上基团可解离性决定于环境的pH值，在某pH下，

使某一蛋白质的净电荷为零。这一pH值就是这一蛋白质

的pI。蛋白质的等电点与组成它的酸性氨基酸或碱性氨

基酸数目及比例有关。



解离基团



几种蛋白质的等电点



（七）蛋白质分子的形状

• 测定蛋白质分子的形状和构象，最精确

的仍是用X射线晶体衍射技术。但这只能

给出蛋白质晶体的立体结构信息，而蛋

白质在溶液中的性状或沟象的信息到目

前没有更好的方法，只能借用其他的间

接方法获得。



X-ray 研究蛋白质大分子结构



三、蛋白质的胶体性质和蛋白质的沉淀

• （一）蛋白质的胶体性质

• （二）蛋白质的沉淀



（一）蛋白质的胶体性质

   蛋白质分子量在1万－－百万之间，在溶液

中是以颗粒的形式存在，因为溶质分子在

溶剂中，如果溶质的颗粒<1nm,称为真溶

液；1nm—100nm范围称为胶体溶液；颗

粒>100nm称为悬浊液。



   分散质点在胶体系统中如果保持稳定，必
须满足3个条件：

1、分散相质点在1－100之间，在动力学上是
稳定的，质点间的碰撞和力不为零，使之
能在介质中作布朗运动。

2、分散相带有同种电荷相互排斥，不易聚集
成大颗粒而沉淀。

3、质点能与水形成水化层。



    而蛋白质在溶液中正好符合上述条件。蛋白质

在溶液中分散的程度来说，它属于胶体系统。

蛋白质分子表面带有很多高度亲水的基团，吸

附了大量的水分子在蛋白质分子上形成较厚的

水化层，这些水化层将蛋白质颗粒相互分开不

易聚成大的颗粒，因此蛋白质溶液是比较稳定

的亲水胶体溶液。



   蛋白质溶液也像其他胶体溶液一样，具有
丁达尔效应、布朗运动以及对半透膜的不
同透性。 

蛋白质的亲水性和稳定性对生命来说是十分重
要的，生物体内水几乎占80％。



（二）蛋白质的沉淀
蛋白质在溶液中的稳定性是有条件的、相对的如
果条件发生改变，破坏了蛋白质溶液的稳定性。
蛋白质分子就会从溶液中沉淀出来。这个过程称
为蛋白质的沉淀。为研究蛋白质的性质，有时要
用这种方法将蛋白质从溶液中沉淀出来，有如下
方法：

1、盐析法：向蛋白质溶液中加入大量的中性盐使
蛋白质脱水失去水化层而聚集从溶液中沉淀。盐
析沉淀的蛋白质不引起蛋白质的变性。

2、有机溶剂沉淀法：向蛋白质溶液中加入大量的
有机溶剂，使蛋白质脱去水化层，并降低溶液的
介电常数，使蛋白质沉淀出来。（需在低温的条
件下，以免使蛋白质变性）。



3、重金属盐沉淀法：但溶液PH值大于等电点时，
蛋白质带有负电荷易于与金属离子反应生成重
金属盐沉淀。可使蛋白质变性。

4、生物碱和某些有机酸沉淀法：鞣酸、苦味酸、
三氯乙酸水杨酸等可使蛋白质变性沉淀。

5、加热变性沉淀法： 几乎所有的蛋白质加热到
一定程度时都会变性沉淀。如果在一定离子强
度下，沉淀更彻底，如豆腐和酪蛋白的制作。



四、蛋白质分离纯化的一般原则

• 蛋白质在生物组织或细胞中一般都是以复杂的

混合物形式存在，每种组织或细胞中都含有大

量各种各样的蛋白质，而研究蛋白质时需要得

到蛋白质的单一纯品，这是一个极艰巨的工作。

到目前为止，没有一个单独的分离纯化程序能

把任何一种蛋白质从复杂的混合物中纯化出的

方法。但可以用一系列的方法将任何一种蛋白

质分离提取出来，获得纯品。一般步骤是：



• 1、前处理：将某一蛋白质含量高的生物材料
粉碎，用适当提取液提取，使蛋白质尽可能溶
于提取液。离心或分离出杂质。

• 2、粗分离：用盐析、有机溶剂沉淀、吸附等
方法将蛋白质粗分离出来。

• 3、细分离：用分子筛、离子交换、亲和层析、
免疫吸附沉淀电泳技术等对蛋白质进行纯化。



五、蛋白质的分离纯化方法

（一）根据分子大小不同的纯化方法

（二）根据溶解度不同的纯化方法

（三）根据电荷不同的纯化方法

（四）根据选择性吸附不同的纯化方法

（五）根据对配体的特异性生物学亲和力

（六）高效液相层析和快速蛋白质液相层析



（一）根据分子大小不同的纯化方法

可根据蛋白质分子大小及形状分离，其方
法有：

1、透析和超滤

2、密度梯度离心

3、凝胶过滤（分子筛）



凝胶层析图解





（二）根据溶解度不同的纯化方法

利用溶解度的差别分离蛋白质是实践中最常用
的方法。影响蛋白质溶解的环境因素有（1）
溶液的PH（2）离子强度（3）介电常数（4）
温度。内部因素有（1）蛋白质的分子结构
（2）分子带电的性质（3）亲水基团的数量、
比例及在分子表面的排列等。

1、等电点沉淀和pH控制

2、盐析和盐溶

3、有机溶剂分级分离

4、温度对蛋白质溶解度的影响



（三）根据电荷不同的纯化方法

根据蛋白质的电荷性分离方法有两类，一
类是电泳法，另一类是离子交换法：

1、电泳法

2、聚丙烯酰胺凝胶电泳

3、毛细管电泳

4、等电聚焦

5、层析聚焦

离子交换层析





离子交换层析



（四）根据选择性吸附不同的纯化方法

某些吸附剂固体具有吸附能力，能将其他种
类的分子吸附到自己的表面。吸附力的强
弱，因吸附剂的性质和被吸附物的性质有
关。吸附层析就是利用某些吸附剂对某种
分子吸附的不同达到吸附分离的目的。

1、羟基磷灰石吸附层析

2、疏水作用层析



（五）根据对配体的特异性生物学亲和力

• 亲和层析（affinity chromatography）
   利用蛋白质分子对其配体分子有特异的
识别能力而建立的一种有效地分离方法。
只要经过一步的处理即可将所需的蛋白
质从复杂的混合物中分离出来而且纯度
相当高。



亲和层析



（六）高效液相层析和快速蛋白质液相
层析

高效液相色谱层析HPLC
快速蛋白质液相层析（fast protein liquid 

chromatographyFPLC）是专门用于蛋白质
分离的仪器。

它没有自己独特的原理，只是基于反相、亲
和、排阻离子交换和等电聚焦等原理设计
的蛋白质分离的仪器。



六、蛋白质的含量测定与纯度鉴定

    在蛋白质提取和纯化过程中，经常要检测
蛋白质的含量和蛋白质的纯度。测定的方
法有下面两种：

• （一）蛋白质含量测定

• （二）蛋白质纯度测定



（一）蛋白质含量测定

蛋白质含量测定方法有：

1、凯氏定氮法

2、双缩脲法

3、Folin－phenol试剂法

4、紫外吸收法

5、染料结合法

6、胶体金测定法



（二）蛋白质纯度测定

蛋白质纯度鉴定常用的物理和化学方法：

1、电泳法

2、离心沉降法

3、HPLC
4、溶解度法

5、N-末端分析法等



提要



思考


