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一、内容提示： 

本章主要讨论氨基酸与多肽，蛋白质的分子结构及结构与功能的关系，蛋白质的分离、纯化及结

构分析等内容。 

(一) 氨基酸（amino acid）： 

1．结构特点： 

氨基酸是蛋白质分子的基本组成单位。蛋白质分子的平均含氮量为 16%。构成天然蛋白质分子的

氨基酸约有 20 种，其共同的结构通式为：α-碳原子上均连接有一个氨基、一个羧基、一个氢原子和一

个侧链 R 基团，故名 α-氨基酸（脯氨酸为 α-亚氨基酸）。除甘氨酸外，其余氨基酸的α-碳原子由于结合

了四种不同的原子或基团而成为不对称碳原子或手性碳原子，因而可以存在两种不同的空间排布形式，

彼此成镜像结构，为对映异构体，分别称为 L-构型和 D-构型。组成天然蛋白质分子的氨基酸为 L 系氨

基酸。 

2．分类： 

各种氨基酸的主要区别在于其 R 基团的不同。根据氨基酸的 R 基团的极性大小可将 20 种氨基酸分

为四类：① 非极性中性氨基酸(8 种)；② 极性中性氨基酸(7 种)；③ 酸性氨基酸(2 种，Glu 和 Asp)；

④ 碱性氨基酸(3 种，Arg，Lys 和 His)。 

3．氨基酸的理化性质： 

由于氨基酸分子中都含有碱性的氨基和酸性的羧基，故在溶液中解离后可形成兼性离子。氨基酸

所带正、负电荷相等时溶液的 pH 值就称为氨基酸的等电点（isoelectric point，pI）。等电点的高低主要

由兼性离子两侧的可解离基团的 pK 值所决定。构成天然蛋白质的 20 种氨基酸中，只有苯丙氨酸、酪氨

酸和色氨酸三种对紫外光有光吸收，其中以色氨酸的光吸收最强，其最大光吸收峰在 280nm。此外，氨

基酸也可与茚三酮产生缩合反应，生成蓝紫色化合物，其最大光吸收峰在 570nm。 

(二) 肽（peptide）： 

1．肽键与肽链： 

氨基酸与氨基酸之间通过肽键共价连接而形成的链状结构，即多肽链。所谓肽键是指由一分子氨

基酸的 α-羧基与另一分子氨基酸的 α-氨基经脱水而形成的共价键(-CO-NH-)。氨基酸分子在参与形成肽

键之后，由于脱水而结构不完整，称为氨基酸残基。每条多肽链都有两端：即自由氨基端(N 端)与自由

羧基端(C 端)，肽链的方向是 N 端→C 端。各种不同的多肽链都有自己特定的氨基酸顺序。 

2．生物活性肽： 
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结构复杂性介于氨基酸与蛋白质之间的化合物称为肽，是通过肽键连接氨基酸而形成的化合物。

通常情况下，多肽分子中氨基酸残基的数目在 50 个以下，且没有特定的空间结构。具有特定生物学功

能的多肽称为生物活性肽。医学上有许多重要的低分子多肽，如谷胱甘肽、促甲状腺素释放激素及某些

多肽类抗生素等，它们都具有重要的生理功能。 

(三) 蛋白质的分子结构： 

为了表示蛋白质分子不同结构水平，常常使用一级结构、二级结构、三级结构和四级结构这样一

些专门术语。一级结构又称化学结构，二、三、四级结构又称空间结构或构象（conformation）。 

1．一级结构（primary structure）： 

蛋白质的一级结构是指多肽链中氨基酸的排列顺序，其维系键是肽键。多肽链中氨基酸的排列顺

序不仅是蛋白质一级结构的核心内容，也是蛋白质空间结构的决定因素。 

2．二级结构（secondary structure）： 

二级结构是指多肽链盘绕折叠所形成的 α-螺旋、β-折叠、β-转角、无规卷曲及无序结构等主链构象，

其维系键是氢键。以上几种二级结构中，α-螺旋、β-折叠较普遍、典型。若干具有二级结构的肽段在空

间上相互接近并组织起来，形成具有特定生物学功能的结构则称为模序（motif） 

3．三级结构（tertiary structure）： 

三级结构是指多肽链在二级结构的基础上进一步盘曲，依靠侧链基团相互连接而形成的球状结构。

三级结构包括主链构象(二级结构)和侧链构象，即所有原子的空间排布。其维系键主要是非共价键（次

级键），如氢键、疏水键、范德华力及离子键等；也可涉及共价键，如二硫键、配位键等。某些具有三

级结构的蛋白质分子，可被分割为几个空间结构相对紧凑、且功能相对独立的叶瓣状结构，称为结构域

（domain）。 

4．四级结构（quaternary structure）： 

四级结构是指由两条或两条以上的多肽链各自形成具有独立三级结构的亚基，借次级键连接构成

的更复杂的结构。这里的亚基（subunit）是指参与构成蛋白质四级结构的而又具有独立三级结构的多肽

链。蛋白质四级结构的维系键也主要是一些非共价键。 

(四) 蛋白质结构与功能的关系： 

1．一级结构与功能的关系： 

蛋白质分子的一级结构是决定其空间结构的基础。蛋白质一级结构的改变往往导致其空间结构、

理化性质及生物学功能的改变。如在镰刀状红细胞贫血患者中，其血红蛋白 β链的第 6 位氨基酸残基由

谷氨酸突变为缬氨酸，使血红蛋白的溶解性改变而易于聚集，造成红细胞形态改变且易于破裂。这种由

于遗传因素而引起蛋白质分子变异所导致的疾病称为分子病。此外，蛋白质一级结构的分析也有助于了

解生物物种进化之间的关系。 

2．空间结构与功能的关系： 
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蛋白质的空间结构与其功能直接相关，空间结构改变则可导致其功能发生改变。血红蛋白的氧解

离曲线表现为典型的“S”形，就与其存在变构效应有关。 

(五) 蛋白质的理化性质： 

1．蛋白质的两性解离与等电点： 

组成蛋白质分子的酸性及碱性氨基酸残基侧链及多肽链两端的游离基团使蛋白质具有两性解离的

性质，因而也具有等电点（pI）。蛋白质分子等电点的高低主要由其组成的酸性或碱性氨基酸残基的比

例所决定，含碱性氨基酸越多，则其等电点偏高；反之，则偏低。蛋白质溶液的 pH 高于其等电点时，

该蛋白质颗粒带净负电荷；反之，则带净正电荷。 

2．蛋白质的胶体性质： 

蛋白质分子属于亲水溶胶，其稳定因素是水化膜和表面电荷。 

3．蛋白质的变性（denaturation）： 

蛋白质的生物学功能是蛋白质分子的天然构象所具有的性质。蛋白质在某些理化因素的作用下，

其特定的空间结构被破坏而导致其理化性质改变及生物活性丧失，这种现象称为蛋白质的变性作用。常

见的变性因素有：高温、高压、电离辐射、超声波、紫外线及有机溶剂、重金属盐、强酸强碱等。蛋白

质变性的实质是由于维持空间结构的次级键遭到破坏而造成的天然构象的解体，但未涉及共价键的破

坏。绝大多数蛋白质分子的变性是不可逆的。 

4．蛋白质的紫外吸收： 

蛋白质分子中所含的色氨酸、酪氨酸和苯丙氨酸残基使蛋白质对 280nm 紫外光有特征性光吸收，

可用于蛋白质含量的测定。 

(六) 蛋白质的分离和纯化： 

分离蛋白质混合物的各种方法主要是根据蛋白质在溶液中的下例性质：① 分子大小；② 溶解度；

③ 电荷；④ 吸附性质；⑤ 对其它分子的生物学亲合力。常见的分离提纯蛋白质的方法有：① 盐析法；

② 电泳法；③ 透析法；④ 层析法；⑤ 分子筛；⑥ 超速离心法等。 

(七) 多肽链中氨基酸序列分析： 

分析测定多肽链中氨基酸的序列，即蛋白质分子一级结构的测定，一般步骤包括：① 分离纯化蛋

白质，测定 N-末端基的数目，由此确定蛋白质分子由几条肽链构成。② 将蛋白质分子中各条肽链拆开

并分离出来。③ 分析多肽链的氨基酸组成，由此确定各组成氨基酸的百分比。④ 分析肽链的 N-和 C-

末端基。分析 N-末端基常用二硝基氟苯法，分析 C-末端基常用肼解法。⑤ 肽链用不同的酶或化学试剂

进行部分水解以获得两套或几套大小不等的肽链。常用的酶裂解试剂为胰蛋白酶，可特异性水解由碱性

氨基酸残基羧基端构成的肽键。常用的化学裂解试剂为溴化氰，可特异性裂解由蛋氨酸残基的羧基端所

构成的肽键。⑥ 将每套肽段中的各个肽段分离出来，用 Edman 降解法测出各个肽段的氨基酸顺序；⑦ 

比较两套或几套肽段的氨基酸顺序，拼凑出整条肽链的氨基酸顺序；⑧ 确定原来多肽链中二硫键和酰
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胺基的位置。   

 

二、重点解析： 

(一) 肽键平面(肽单位，peptide unit)： 

肽键平面主要是指肽键的结构特征。X 射线结构分析指出，肽键中的 C—N 键长为 0.132nm，介于

C—N 单键（0.149nm）与 C=N 双键（0.127nm）之间，具有部分双键的性质，不能自由旋转。这一性质

可借助于有机化学的基本理论来加以解释，即参与构成肽键的碳原子为 sp2 杂化，C=O 双键间存在一π

电子云，此电子云与构成肽键的氮原子上的 p 电子云相互交盖，而使肽键具有部分双键的性质。 

此时，组成肽键的四个原子及其相邻的两个 α 碳原子均处在同一个平面上，为刚性平面结构，且

O、H 原子反式相连。但是，N 原子及 C 原子与 α 碳原子（Cα1、Cα2）都是以典型的单键相连接，可以

自由旋转。因此，处在平面对角的 α 碳原子（Cα1、Cα2）实际上就是相邻肽键平面转动的枢纽。多肽链

便是以各个肽键平面为单位，以 α碳原子为活动枢纽进行盘绕、折叠、卷曲而形成特定的空间结构。 

    (二) 蛋白质分子的二级结构： 

蛋白质的空间结构包括二级结构、三级结构及四级结构，但三、四级结构都是在二级结构的基础

上进一步盘曲、缠绕所形成的，因此蛋白质的二级结构便是蛋白质空间结构的重点，应对其深入透彻地

理解和掌握。蛋白质的二级结构有多种不同的构象，其中以 α-螺旋和 β-折叠较为普遍、典型。故在此详

细叙述这两种构象的结构特征。 

1．α-螺旋（α-helix）： 

α-螺旋构象的结构特征为：① 多肽链每个残基沿螺旋中心轴旋转 100°， 使主链骨架围绕中心轴

螺旋盘绕，螺旋每上升一圈是 3.6 个氨基酸残基，螺距为 0.54nm；② 绝大多数为稳定的右手螺旋；③ 相

邻螺旋圈之间形成许多链内的主链氢键，即一个肽单元的肽键的 N-H 基氢原子与它前面第三个肽单元肽

键的 C=O 基氧原子形成氢键，这些氢键基本上与螺旋中心轴平行，所有的肽键的 C=O 和 N—H 都参与

氢键形成，使 α-螺旋相对稳定；④ 侧链基团位于α-螺旋的外侧，但对 α-螺旋的形成和稳定有重要的影

响。 

另外，不利于 α-螺旋形成的因素常见的是：① 存在侧链基团（R）较大的氨基酸；② 连续存在带

相同电荷的氨基酸残基；③ 脯氨酸、甘氨酸、丝氨酸、谷氨酰胺、苏氨酸和天冬酰胺都被称作破坏螺

旋结构的氨基酸残基。 

2．β-折叠（β-sheet）： 

β-折叠片层结构特征为：① 若干条多肽链或一条多肽链迂回形成的若干肽段互相靠拢，并行排列，

通过主链氢键连接成片；② 所有肽键的 C=O 和 N—H 形成链间氢键，氢键与主链互相垂直；③ 侧链

基团分别交替位于片层的上、下方，由于侧链基团的存在，而主链又必须互相靠拢，所以主链不能完全

伸展，而呈锯齿状折叠。 
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(三) 蛋白质的变性及其实际意义： 

蛋白质在某些理化因素作用下，其特定的空间构象被破坏而导致理化性质改变及生物学活性丧失，

此现象称为蛋白质的变性作用。天然蛋白质的空间结构主要由次级键维系，变性因素使次级键断裂，空

间结构破坏，多肽链伸展，形成随机卷曲的无规线团。但未涉及肽键的断裂，因此其一级结构仍然完好。

蛋白质这一空间结构的改变导致性质发生了根本性的改变：① 蛋白质变性最重要的改变是生物学活性

的丧失；② 理化性质的改变：易沉淀、扩散常数降低、粘度增加、侧链高能基团转移率升高，易被蛋

白酶水解等。 

天然蛋白质溶液经加热煮沸后，即转变为比较坚固的凝块，称为蛋白质的凝固作用。这种热凝固

现象也是蛋白质变性的一种特殊表现。蛋白质的变性作用具有重要的实际意义：① 在生产和保存激素、

酶、抗体和血清等具有生物活性的蛋白质时，应十分小心，以防止其变性失活。在低温条件下生产与贮

存这些蛋白质就是这个道理。② 在医药卫生工作中用酒精、紫外线、蒸汽、加热等方法消毒，也就是

因为这些因素能使细菌、病毒的蛋白质变性以达到杀灭的作用。 

 

三、知识扩展： 

    (一) 从肌红蛋白(Mb)与血红蛋白(Hb)分子结构的差异看蛋白质结构与功能的密切关系： 

    Mb 与 Hb 这两个蛋白质都属于球状蛋白质。但在结构上，Mb 仅存在三级结构，没有四级结构；Hb

是则由四个亚基组成的具有四级结构的蛋白质，且其亚基与 Mb 的三级结构基本相似。因此，虽然 Mb

和 Hb 的功能都是参与 O2 的运输或储存，但二者的氧解离曲线明显不同。前者为直角双曲线，后者为“S”

形曲线。Mb 的直角双曲线容易理解，即随着氧分压的增大，Mb 的氧饱和度呈正比增加直到饱和。而

Hb 的“S”形曲线需用别构效应和 Bohr 效应来解释。别构效应是指一个蛋白质与它的配体（或其它蛋

白质）结合后，构象发生改变并进而引起某些功能的变化，使之更适合于生理功能的需要。Hb 含四个

亚基，各亚基与 O2 的结合能力受别构效应的影响。当 Hb 的第一个亚基与 O2结合时较难，但一旦结合

后，可促进第二及第三个亚基与 O2 的结合，到第四个亚基时根本没有阻力。因此 Hb 的氧解离曲线表现

为“S”形。同时 Hb 与 O2 的结合也受 CO2 及 H+的影响，即在酸性溶液中（或 CO2 浓度高时），Hb 与 O2

的结合力下降，这就是所谓的 Bohr 效应。其机制仍可用别构效应加以解释，即 pH 降低（或 CO2 浓度

升高），溶液中 H+增加，使-NH2 及咪唑基等质子化，有利于盐键的形成，使 Hb 的结构趋向紧密，减弱

了 Hb 与 O2 的亲合力，也使得 Hb 的氧解离曲线表现为“S”形。上述现象充分说明蛋白质的结构与其

功能是密切相关的。 

    (二) 多肽链中氨基酸顺序测定的基本原理： 

    氨基酸顺序的测定历来是分子生物学的一个难题，且随着科学技术的不断发展，其测定方法、技术

不断改进。所以这里仅探讨一下其测定的基本原理。 

    1．端基分析法与不同切点的肽段拼对法的结合： 
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    这一基本战略思想最初是由 Sanger 开创的，它为氨基酸顺序的测定起了很大的促进作用。 

    端基分析法是确定肽链末端是何种氨基酸的方法。确定 N-端氨基酸者称为 N-末端分析法，确定 C-

端氨基酸者称为 C-末端分析法。首先提出并且应用最多的是 N-末端分析法，主要手段是用有色物质或

荧光物质来标记肽链的 N-端，即与 N-端的α-氨基结合，标记后将肽链完全水解成氨基酸，再用层析法

分离鉴定氨基酸，即可测定带标记物的是何种氨基酸。不同切点的肽段拼对法是用一种蛋白质水解酶将

多肽链水解为若干个肽段（第一套肽段），再用另一种酶或化学方法将多肽链切成若干个肽段（第二套

肽段），两种水解法水解不同部位的肽键，即切点互相错开，分离纯化各个肽段并分别进行端基分析，

然后可将不同肽段拼对成一条完整多肽链。这仅是初期分析工作的基本战略思想，但实际操作过程相当

复杂。 

2．Edman 顺序递减法： 

Edman 提出可对肽段直接进行顺序分析的方法。此法的原理是将异硫氰酸苯酯(PITC)与肽链 N-端

氨基结合生成苯氨基硫甲酰肽(PTC-肽)，然后用稀酸处理使 N-末端的 PTC-氨基酸环化生成苯乙内酰硫

脲衍生物(PTH-氨基酸)从肽链上脱下，用气-液色谱法鉴定此氨基酸，留下的肽链又可重复上述过程，依

次逐个测定，故称为顺序递减法。根据此法的原理已制成自动化的氨基酸顺序分析仪，可测定含 20 个

以上残基的肽段的氨基酸顺序，大大提高了分析速率。但对于多数蛋白质的多肽链不能单独靠此法完成

全顺序分析，还必须与 Sanger 提出的不同切点的肽段拼对法结合，实际上是采用 Sanger 的战略才能完

成全顺序分析。 

3．倒推法： 

由于 DNA 的核苷酸顺序分析发展快，分析速率超过了氨基酸顺序分析，故可分离该蛋白质相应的

mRNA，再以 mRNA 为模板合成互补 DNA（cDNA），分析此 cDNA 的核苷酸顺序即可推断出多肽链中

氨基酸排列顺序。但由于存在蛋白质翻译后加工，故此法所得到的氨基酸顺序并不能完全代表天然蛋白

质分子中的氨基酸排列顺序。 

(三) 联系相关知识，加深对蛋白质一级结构的理解： 

蛋白质的一级结构，实际上就是蛋白质多肽链中氨基酸的排列顺序。不同蛋白质分子氨基酸排列

顺序的差异，主要是由于其编码基因的碱基顺序不同所致。因此，在学习了 DNA 复制、RNA 转录及蛋

白质翻译等内容之后，应注意将相关内容与蛋白质一级结构联系起来。譬如：① 在 DNA 和 mRNA 分

子中，以三个连续的核苷酸来代表一个氨基酸的信息；② 以 DNA 为模板转录生成 mRNA 时，两条链

间存在反平行关系；③ 模板 DNA 的方向是 3’→5’，mRNA 转录合成的方向是 5’→3’，模板 mRNA 的

方向也是 5’→3’，多肽链的合成方向是 N 端→C 端。 
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