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第2章 氨基酸、多肽和蛋白质
（Amino Acids, Polypeptides and Protein）



绪论作业



蛋白质是“行使生物学功能的生物大分子”

稳定

多样的化
学基团

多样的组
合方式



蛋白质在生活中以各种形式存在



野生动物真的有营养么？



第2章 氨基酸、多肽与蛋白质

 氨基酸的基本定义与特征

 氨基酸的种类和结构

 氨基酸的化学性质

 多肽：氨基酸低聚物

 蛋白质：氨基酸高聚物

 蛋白质的研究方法



蛋白质、（多）肽、氨基酸

 蛋白质可以被酸、碱或蛋白酶催化水解。

 在水解过程中，逐渐降解成相对分子质量越来越小的

肽段，直到最后成为氨基酸的混合物。

2 AAs 50 AAs



氨基酸（amino acids）是构成蛋白质的基础

 各种生物体中发现的氨基酸已有300多种

 From N to T （1806-1938）：发现构成蛋白质的20种

常见天然氨基酸（常见蛋白质氨基酸）

 天然氨基酸具有共同特征，氨基（或亚氨基）连接在

α-碳原子（α-氨基酸）



D（dextro）、L（levo） 构型

甘油醛
Glyceraldehyde

D-glyceraldehyde L-glyceraldehyde

对映异构体 Enantiomers



表示形式 formulas

透视式

费歇尔投影式



氨基酸的相对构型根据甘油醛决定



丙氨酸（Alanine）的分子式



氨基酸的通式

或

1.这两个式子有什么不同？
2.为什么羧基和氨基如此写？

目前发现的参与形成蛋白质的氨基酸（蛋白质氨基酸）都是L型



为什么目前蛋白质氨基酸都是L型？

D型氨基酸一
样能够构成有
功能的蛋白

使用L型真的只
是一种巧合么？



Q：人体内有D型氨基酸吗？

 蛋白质分子中没有D-氨基酸，但有一些小肽是有D-氨

基酸的，如细菌细胞壁的主要成分肽聚糖中的小肽和

很多细菌产生的抗菌肽。

 人体至少已经发现两种D-氨基酸：一种是D-丝氨酸，

另外一种是N-甲基-D-天冬氨酸 (NMDA)

 细胞先合成L-氨基酸，在由特异的消旋酶将L-氨基酸异

构成D-氨基酸。

 在人体内还没有发现有任何肽含有D-氨基酸。
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常见的蛋白质氨基酸
 R为非极性（7种）

 R为芳香族（3种）

 R为极性（10种）

 不带电5种
 带正电3种
 带负电2种



非极性脂肪族（Nonpolar aliphatic） 7

甲硫氨酸

甘氨酸 丙氨酸
缬氨酸

亮氨酸 异亮氨酸

脯氨酸

最好记的缩写



芳香族（Aromatic） 3

苯丙氨酸 酪氨酸 色氨酸F
W

最难记的缩写



Q：能否用紫外分光光度计测量蛋白质浓度？
 依据朗伯比尔定律
（The Lambert-
Beer Law）

 色氨酸和酪氨酸在
约280 nm处有强
吸收，苯丙氨酸也
有一定的紫外吸收

1 mM



极性不带电（Polar, uncharged）

丝氨酸 苏氨酸 半胱氨酸

天冬酰胺 谷氨酰胺
Q

5



两个半胱氨酸被氧化后可以形成二硫键

半胱氨酸

胱氨酸



二硫键对于胰岛素形成正确的结构至关重要



带正电（Positively charged）

K 赖氨酸 精氨酸 组氨酸

3



带负电（Negatively charged）

D 天冬氨酸 E 谷氨酸

2





丙

H→酰胺（天冬酰胺）

H→芳环（苯丙氨酸） H→羧酸（天冬氨酸）

H→羟（丝氨酸）

A



氨基酸的单字母编码的创建

 Margaret Oakley Dayhoff (1925 - 1983)，美

国物理化学家，“生物信息学之母”。

 1965年出版《The Atlas of Protein Sequence 
and Structure》奠基了生物信息学。

 促成1971年成立蛋白质资源信息数据库

（Protein Information Resource，PIR）。

MTTCSRQFTSSSSMKGSCGIGGGIGAGSSRISSVLAGGSCRAPNTYGGGLSVSSSRFSSGGAYGLGG
GYGGGFSSSSSSFGSGFGGGYGGGLGAGLGGGFGGGFAGGDGLLVGSEKVTMQNLNDRLASYLDK
VRALEEANADLEVKIRDWYQRQRPAEIKDYSPYFKTIEDLRNKILTATVDNANVLLQIDNARLAADDFRTK
YETELNLRMSVEADINGLRRVLDELTLARADLEMQIESLKEELAYLKKNHEEEMNALRGQVGGDVNVEM
DAAPGVDLSRILNEMRDQYEKMAEKNRKDAEEWFFTKTEELNREVATNSELVQSGKSEISELRRTMQN
LEIELQSQLSMKASLENSLEETKGRYCMQLAQIQEMIGSVEEQLAQLRCEMEQQNQEYKILLDVKTRLE
QEIATYRRLLEGEDAHLSSSQFSSGSQSSRDVTSSSRQIRTKVMDVHDGKVVSTHEQVLRTKN 



氨基酸的英文缩写

1 独特的首个字母（6个）

中文名 英文名 三字母 单字母 性质

半胱氨酸 Cysteine Cys C 极性

组氨酸 Histidine His H 正电

异亮氨酸 Isoleucine Ile I 非极

甲硫氨酸 Methionine Met M 非极

丝氨酸 Serine Ser S 极性

缬氨酸 Valine Val V 非极



氨基酸的英文缩写

2 首字母有重复，更常见氨基酸优先命名（5个）

中文名 英文名 三字母 单字母 性质

丙氨酸 Alanine Ala A 非极

甘氨酸 Glycine Gly G 非极

亮氨酸 Leucine Leu L 非极

脯氨酸 Proline Pro P 非极

苏氨酸 Threonine Thr T 极性



氨基酸的英文缩写

3 发音类似的名称（8个）

中文名 英文名 三字母 单字母 性质

精氨酸 Arginine Arg R 正电

天冬酰胺 Asparagine Asn N 极性

天冬氨酸 Aspartate Asp D 负电

谷氨酸 Glutamate Glu E 负电

谷氨酰胺 Glutamine Gln Q（Q-tamin） 极性

苯丙氨酸 Phenylalanine Phe F 芳香

酪氨酸 Tyrosine Tyr Y 芳香

色氨酸 Tryptophan Trp W（双环） 芳香

最难记忆的一页



氨基酸俗名的来历

 天冬酰胺（Asparagine）发现

于芦笋（asparagus） (首个发

现的氨基酸，1806)

 谷氨酸（Glutamate）表示来

自面筋（wheat gluten） 的酸

性氨基酸

 酪氨酸（Tyrosine）来自

cheese (希腊语“tyros”)



氨基酸的英文缩写

4 临近首个字母（1个）

中文名 英文名 三字母 单字母 性质

赖氨酸 Lysine Lys K 正电

Which letters are still 
available for other amino 
acids？



氨基酸的英文缩写

5 剩余字母（6个）

中文名 英文名 三字母 单字母 性质

吡咯赖氨酸 Pyrrolysine O 非极

硒代半胱氨酸 Selenocysteine U 负电

天冬氨酸/酰胺 / Asx B

谷氨酸/酰胺 / Glx Z

亮/异亮氨酸 / Xle J

未知氨基酸 / Xaa X

Try to “translate” any sentence into AMINO ACIDS.



重要但不常见的蛋白质氨基酸

 硒代半胱氨酸
（selenocysteine）

 吡咯赖氨酸
（Pyrrolysine）

存在于古细菌、细菌和动植物中



Q：这些氨基酸是蛋白质氨基酸么？

 不是。合成后再修饰的产物，没有对应的密码子。

5-羟基赖氨酸（胶原蛋白中）

γ-羧基谷氨酸（凝血酶原中）



非蛋白质氨基酸
 神经递质：γ-氨基丁酸

 精氨酸合成和尿素循环中间产物

 L-瓜氨酸

 L-鸟氨酸

鸟氨酸

瓜氨酸



必需氨基酸（Essential Amino Acids）

 人体生命活动需要但自身无法合成或合成量不足

 含有这8种氨基酸且比例合适的蛋白质是（成人）优质蛋白

 野生动物与家畜在蛋白组成上无特别之处

 笨蛋来宿舍凉一凉鞋（FMKTWLIV）

 婴儿也需要组氨酸（H）

 植物和微生物不存在必需氨基酸



Q：人体中有多少种蛋白质氨基酸？
 人体中有21种蛋白质氨基酸

 生物中有22种蛋白质氨基酸

 生物（或人体）中有20种常见的蛋白质氨基酸

 成人中有8种必需氨基酸

 婴儿中有9种必需氨基酸



Try this game after class
 https://www.athleticarcade.com/educational/match/a

minoacids/index.html



 I LOVE SUN YAT-SEN UNIVERSITY

WE LIKE BIOCHEMISTRY
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酸解离常数（acid dissociation constant）

lg lg



酸碱平衡方程
 亨德森-哈塞尔巴尔赫方程（Henderson-Hasselbalch 

equation）
 用于计算pKa、pH、估算电离程度等

lglg lg

lg



氨基酸的兼性离子（zwitterion）形式
 氨基酸在特定pH值条件下形成的偶极离子形式。

 净电荷为零，在电场中不移动。

 既起酸的作用，又起碱的作用，是一类两性电解质。



氨基酸的解离（以甘氨酸为例）

氨基酸至少有两个pKa，记作pK1和pK2



氨基酸的酸性

pH值影响解离和带电情况

带正电 带负电不带电
（等电点）

甘氨酸
酸性强于乙酸，
碱性弱于甲胺



氨基酸的等电点（重点）
 调节氨基酸溶液的pH，使氨基酸分子所带净电荷为零。
该pH值即为氨基酸的等电点（isoelectric point, pI）。

 在等电点时，氨基酸处于兼性离子状态，在电场中不
发生移动。



pI的推导过程

+ -
ଵ ା ଶ ି

ଵ ଶ ୅ ୅ష ୌ ଶ[୅శ][୅] 2
等电点时 ା ି ，两边同取对数

ଵଶ 1 2



如何确定氨基酸的pK和pI值？氨基酸滴定

 从左向右依次加入
NaOH进行滴定

 匀速加入NaOH
 在pK值附近，溶液pH
变化最小（缓冲区）

 在pI值附近，溶液pH
变化最大

 pH等于pI时氨基酸的
溶解度最低



Q：如何确定含有多个pK值氨基酸的pI？
 找到净电荷为零
的兼性离子，将
其两侧的pK求和
除2即为等电点。

 对于三级以上的
电离平衡，远处
的pK值与兼性离
子两侧的pK值相
比差别较小时，
不再适用，需要
精确计算。



组氨酸的pI

pI=7.59



分子等电点在生物化学中的利用
 在等电点时，由于静电作用，分子的溶解度最小，容
易沉淀，进行分离纯化和鉴定

 通过比较pH与pI，确定分子带电性质

 调节溶液pH值，改变分子带电性质，据此对分子进行
分离纯化、电泳鉴定等操作



Q：在pH10的Glu溶液中，下列哪一种结构占优？
 A. α-羧基和γ-羧基都解离

 B. 羧基氨基都不解离

 C. 只α-羧基解离

 D. 只γ-羧基解离

 A



Q：如何利用电荷分离Ala、Cys和His？

溶液pH 6.11

His Cys



氨基酸的化学反应：水合茚三酮反应

α-氨基酸能与
水合茚三酮
（ninhydrin）
反应生成兰紫
色物质



氨基酸的化学反应：水合茚三酮反应
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水合茚三酮反应：氨基酸的定性与定量分析

 大多数氨基酸的α-氨基与茚三酮反应生成蓝紫色产物

 用纸层析或柱层析把各种氨基酸分开，利用水合茚三
酮显色可以定性鉴定并用分光光度法在570 nm定量测
定各种氨基酸含量。

 亚氨基酸——脯氨酸和羟脯氨酸，与水合茚三酮反应并
不释放NH3，而直接生成亮黄色化合物，最大光吸收
在440 nm。



氨基酸的其他化学反应
 与亚硝酸反应生成N2（Pro除外）

 与2,4-二硝基氟苯（DNFB, Sanger试剂）

 与异硫氰酸苯酯（PITC, Edman试剂）



氨基酸侧链的反应性
 S、T、Y 含有羟基，可以被磷酸化修饰

 H、K、R 碱性氨基酸

 K和R的侧链氨基可被修饰，如酰基化、甲基化等

 H的咪唑基pKa在生理pH值附近，可以作为质子供体或质子
受体，常见于酶活中心。

 C的巯基可以生成二硫键
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肽键（peptide bond）
 α-氨基与α-羧基缩合脱水生成

 标准生化条件下不利于生成肽键

 氨基酸需要活化后生成肽键



肽（peptide）
 长度、序列、方向、残基、侧链

五肽（pentapeptide） SGYAL

侧链
Side chain

残基
Residual

肽分子量估算：110×残基数



肽和蛋白质的等电点
 Oligopeptides/寡聚肽：

less than 50 aa residues
 Polypeptides/多肽（小分
子蛋白质）：between 50-
100 aa residues

 Protein/蛋白质：more 
than 100 aa residues

 侧链决定了肽和蛋白质的
等电点等诸多性质。



肽和蛋白质的等电点和分子量计算
 https://web.expasy.org/compute_pi/



肽的鉴定：双缩脲反应
 多肽和蛋白质的定性反应

 碱性条件下，反应物与铜离子生成紫红色络合物

 氨基酸和二肽不能发生此反应



多肽的分类

 天然肽

 核糖体合成肽（催产素 oxytocin）

 酶合成肽（谷胱甘肽 glutathione, GSH）

 人工肽（阿斯巴甜 aspartame）



 催产素是大脑产生的一种激素，男女都有。

 催产素还是诱发人与人之间亲密关系的因素之一。

 九肽 Cys-Tyr-Ile-Gln-Asn-Cys-Pro-Leu-Gly（含二硫键）

生物活性肽（Biologically active peptides）



生物活性肽（Biologically active peptides）
 阿斯巴甜(Aspartame)是一种人造的糖替代品，是现在
世界上6000多种食品和饮料的主要成分。又称甜味素、
蛋白糖、天冬甜母、天冬甜精、天苯糖等。

 由必需氨基酸之一的L-苯丙氨酸先与甲醇酯化后再和
氨基酸L-天冬氨酸(Asp, D)缩合酰胺化所产生的一种经
甲基酯化后的二肽类化合物。



各种蛋白大小差异巨大

血红蛋白



缀合蛋白质（conjugated proteins）
 简单蛋白质（simple proteins）
 缀合蛋白质含有非氨基酸成分的辅因子（cofactors）

脂质
糖

金属



辅因子（cofactors）
 辅基（prosthetic group）
 结合非常紧密，有时用共价结合，用剧烈的方法才能除去，
往往引起蛋白结构改变

 辅酶（coenzyme）
 非共价结合，透析和超滤可以除去
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利用蛋白质的物理化学性质对其进行研究

 蛋白质的分离与纯化

 沉淀与离心、透析与超滤、层析、……

 蛋白质的鉴定

 电泳、免疫印迹、化学测序、质谱分析、……

 蛋白质序列分析

 序列预测、序列比对、……

蛋白大小 蛋白电荷 亲疏水性 分子互作



蛋白质的分离与纯化

 一个中心：保护蛋白活性（稳定性）

 低温、浓度、pH、缓冲液、蛋白酶抑制剂、避免反复冻融、

EDTA螯合重金属、灭菌溶液、……

 三个问题

 纯化蛋白的目的是什么？

 测定活性或鉴定蛋白质的方法是什么？

 初始原料是什么？



蛋白质分离纯化方法1：沉淀与离心
 盐析（salting out）

 硫酸铵等中性盐对蛋白质的

溶解度有显著影响。

 一般在低盐浓度下随着盐浓

度升高，蛋白质分子表面的

电荷会增加，增强蛋白质分

子与水分子的作用，蛋白质

的溶解度增加，此称盐溶。

 当盐浓度继续升高时，蛋白

质的溶解度不同程度下降并

先后析出，这种现象称盐析。

溶
解
度

盐浓度

蛋白质

盐离子



离心（centrifuge）

 水平转子离心

 角转子离心



蛋白质分离纯化方法1：沉淀与离心

差
速
离
心
分
离
细
胞
器

 沉降离心

 常规离心

 差速离心

 梯度离心

 密度梯度离心

 平衡梯度离心

 相对离心力（RCF, g）
与每分钟转速（RPM）
和转子半径（r）有关



蛋白质分离纯化方法2：透析与超滤

 透析（dialysis）

 小分子经过半透膜

扩散到水（或缓冲

液），与生物大分

子分开。

 反透析

 装有蛋白溶液的透

析袋放入聚乙二醇，

被吸水浓缩。
开始透析 透析结束

透析袋

缓冲液

浓缩溶液



蛋白质分离纯化方法2：透析与超滤

 超滤（ultrafiltration）

 可在加压情况下，迫

使大分子留在膜上的

溶液，水和小分子通

过膜，达到浓缩蛋白

质、脱盐或只换缓冲

液的目的。

 可以离心代替加压。

超滤膜 压力



蛋白质分离纯化方法3：层析
 层析（又称色谱，

Chromatography）

 利用不同物质在两相介

质（固定相和流动相）

中具有不同的分配系数

达到分离目的。

 影响因素包括：分子电

荷不同、大小不同、亲

疏水性不同、是否能与

特定的相具有特异性结

合（亲和力）等。

 柱层析

粗样品

蛋白溶液（流动相）

分离基质（固定相）

多孔支撑物

泵

时间

检测器记录器

馏分收集器馏分收集器

流出样



1. 离子交换层析（Ion-exchange chromatography）

阳离子
阴离子

分离基质带负电荷

蛋白质分子
在特定pH下
带不同电荷，
与分离基质
结合力不同

 以离子交换剂为固定相，

依据流动相中的组分离子

与分离基质上的平衡离子

进行可逆交换时的结合力

大小的差别进行分离。

 阳离子交换层析（与基质

交换阳离子，阴离子先出）

 阴离子交换层析（与基质

交换阴离子，阳离子先出）

 右图为阳离子交换



洗脱：逐步提高pH和盐浓度

 为了使氨基酸从树脂柱上洗脱下，需要降低它们之间

的亲和力，有效的方法是逐步提高洗脱剂的pH和盐浓

度，这样各种氨基酸将以不同的速度被洗脱下来。

用于制备线性pH
或盐浓度梯度

lg



Q：这是什么离子交换层析？

D S K

阳离子交换层析



Q：推测洗脱顺序
 某氨基酸溶液中，有四种氨基酸A、B、C、D，其等电
点分别为10、4、7、5，如不考虑次要因素：

 1）采用阳离子交换柱并用盐浓度或pH梯度进行洗脱，将
按何种顺序被洗脱？

 2）采用阴离子交换柱并用盐浓度或pH梯度进行洗脱，将
按何种顺序被洗脱？

 1）BDCA
 2）ACDB



2. 排阻层析（Size-exclusion chromatography）

 又称为凝胶过滤（Gel 

filtration）

 根据样品分子的大小尺

寸进行分离的层析技术。

 分离基质中含有微孔

 大分子路径短，先流出

 小分子路径长，后流出



3. 亲和层析（Affinity chromatography）
 分离基质上的分

子或基团（配体）

可以特异结合待

纯化的蛋白

 洗脱方式

 游离配体

 高盐

 酸

配体

待分离
蛋白

杂蛋白 目的蛋白



4. 疏水层析（Hydrophobic interaction chromatography）

 疏水基团（如辛烷基、苯环等）作为固定相

 高盐促进蛋白暴露疏水面，与基质结合

 洗脱方法：低盐、去垢剂、pH值等

疏水配体

支持基质

盐

亲水组分

疏水组分



5. 高效液相色谱（high-performance liquid chromatography）

 高效液相色谱从原理上与经典的液相色谱没有本质的差别

 特点是采用了高压输液泵、高灵敏度检测器和高效微粒固定相

 速度快、分辨率高、灵敏度高、柱可反复使用、样品用量少等



分离纯化蛋白通常需要多种手段联合使用

 样品总量减少、活力降低

 目的蛋白的比活力（单位质

量的蛋白活性，specific 

activity）大大提高

纯化前 纯化后



总结：蛋白质纯化的基本流程

Tissue
Homogenization (匀浆)

Filtration (过滤）

Crude extract（粗提品）

desalination (脱盐) & Concentration (浓缩)

Column chromatography

Salting Out (盐析）Centrifugation (离心)

(Cultured) Cell

Cell lysis 电泳分析

每步的分

离效果和

最终样品

的纯度



利用蛋白质的物理化学性质对其进行研究

 蛋白质的分离与纯化

 沉淀与离心、透析与超滤、层析、……

 蛋白质的鉴定

 电泳、免疫印迹、化学测序、质谱分析、……

 蛋白质序列分析

 序列预测、序列比对、……

蛋白大小 蛋白电荷 亲疏水性 分子互作



分析假想蛋白X的流程
 研究大小和纯度

 电泳

 研究在那些组织或细胞中表达

 免疫印迹

 蛋白质的序列

 化学测序、质谱分析



蛋白质鉴定方法1 ：电泳（Electrophoresis）
 带电颗粒在电场作用下，在多孔电泳介质中向着与其电性

相反的电极移动。

 泳动快慢与带电电荷量成正比，与自身半径和电泳溶液的

黏度成反比。



常用聚丙烯酰胺凝胶来分离蛋白质

丙烯酰胺
甲叉双丙烯酰胺

过硫离子
Tetramethylethylenediamine

(TEMED)

四甲基乙二胺

聚丙烯酰胺凝胶
（Polyacrylamide 

gel, PAG）



聚丙烯酰胺凝胶电泳（PAGE）

种类 非变性（Native） 变性（Denatured）

典型目的 蛋白的多聚化
蛋白质的常用分离鉴定

方式

影响因素
分子量、分子构象、分子

电荷等
分子量

去垢剂 脱氧胆酸钠（弱） SDS（强）

脱氧胆酸钠
（Sodium deoxycholate ）

十二烷基硫酸钠
（Sodium dodecyl sulfate）



按蛋白的分子量分离：SDS-PAGE
 如果在PAGE中加适量SDS和还原剂，可用于测定蛋白
质的分子质量。

阴极

阳极

大分子量

小分子量

胶束在SDS-PAGE系

统中的电泳迁移率不

再受蛋白质原有电荷

的影响，而主要取决

于椭圆棒的长轴长度，

即蛋白质或亚基分子

量的大小。



SDS-PAGE用来估测蛋白质的分子量

 当蛋白质的分子质量在

15 kDa—200 kDa之间

时，电泳迁移率与分子

量的对数呈线性关系。



按蛋白的pH值分离：等电聚焦（Isoelectric focusing）

无论把蛋白质放在介质的哪
个位置上，在电场作用下都
会聚焦在pH梯度间pH=pI的
地方，称为等电聚焦。

加入两性电解质形
成自然pH梯度

载体两性电解质
（商品名Ampholine）
是一种脂肪族多胺
基多羧基的混合物，
用于形成pH梯度。



双向电泳 (two-dimensional electrophoresis)

在两个维度更精密的分离各种蛋白质



蛋白质鉴定方法2：免疫印迹
在电泳的基础上进行转
膜、抗体结合、显影等
操作，定性或半定量分
析目的蛋白。



蛋白质鉴定方法3：化学测序

 F. Sanger经过10多年的努力，使用超过100g牛胰岛素

（bovine insulin），于1953年公布测序结果；

 因该工作获得1958年的诺贝尔化学奖。



蛋白质的各级结构
 不是所有的蛋白都有四级结构



蛋白质测序策略

 纯化目标蛋白（纯度大于97%）

 拆分肽链（8 M尿素、8 M盐酸胍、高盐、极端pH等）

 分析单链氨基酸组成（充分水解后分离分析氨基酸）

 打开二硫键（巯基还原后封闭，或氧化成磺酸基）

 不同酶将肽链切成小片段

 测定每个小片段的序列

 序列拼接和定位二硫键



蛋白质水解
 酸水解

 6 M盐酸或4 M硫酸煮20小时，可以得到L-氨基酸的混合物

 被破坏的氨基酸：色氨酸、丝氨酸、苏氨酸、天冬酰胺、谷氨酰
胺

 碱水解

 5 M烧碱煮20小时，得到消旋的氨基酸（racemization）
 被破坏的氨基酸：包括精氨酸在内的大多氨基酸；获得稳定的色

氨酸

 酶解

 不消旋，不破坏氨基酸，多种酶混合才能完全水解，序列特异性

 胰蛋白酶（trypsin）、胃蛋白酶（pepsin）等



不同酶将肽链切成小片段

N/C表示切点胰蛋白酶

糜蛋白酶

胃蛋白酶



测定每个小片段的N端序列：Sanger法（1945）

2,4-二硝基氟苯
（DNFB, Sanger试剂）

弱碱条件

强酸水解

2,4-二硝基苯氨基酸
（DNP-氨基酸）（黄色）

经乙醚抽提后
纸层析鉴定



测定每个小片段的N端序列：Edman法（1950）

异硫氰酸苯酯
（PITC, Edman试剂）

三氟乙酸

弱碱条件

Edman降解法一次可连续准确测出20-30个残基序列



序列拼接

 至少有两种切割方式

 片段必须重叠

 对可能出现二硫键的位置进行酶切电泳等实验验证

Thr－Phe Gly－Lys



定位二硫键
 选用胃蛋白酶水解，对角
线电泳分离

 第一向电泳：大小及电荷
的不同

 滤纸暴露在过甲酸蒸气中

 第二向电泳：含磺酸基的
成对肽段比原来含二硫键
的肽小而负电荷增加

 肽斑用茚三酮显色

 未用茚三酮显色的肽段进
行氨基酸分析，与多肽链
序列比较

Diagonal electrophoresis
对角线电泳



蛋白质鉴定方法4：质谱分析（Mass spectrometry）

 带电粒子在电场/磁场中的运动行为取决于其荷质比

（mass-to-charge ratio），荷质比不同的带电粒子其

运动行为不同，利用这种差异可以对分子进行测量分

析。

 质谱是目前测定分子量最准确的方法，并且可用于测

定分子结构、蛋白质核酸的测序等。



Orbitrap Fusion Lumos 高分辨质谱仪



串联质谱分析可以给出肽段的序列信息



通过碎片的分子
量计算，拼接出
片段的序列



多肽的固相合成
 Bruce Merrifield于1963年创立，1984年获诺贝尔化学奖

 将肽链的C端氨基酸的羧基共价固定在不溶性高分子树脂上

 重复下列步骤，从C端向N端合成多肽

 去保护

 活化

 耦联

 洗脱和过滤

 去除保护基团，从树脂上裂解释放多肽

 特点：边合成边纯化

N端保
护基团



不完全反应的积累会导致产物纯度大大下降



利用蛋白质的物理化学性质对其进行研究

 蛋白质的分离与纯化

 沉淀与离心、透析与超滤、层析、……

 蛋白质的鉴定

 电泳、免疫印迹、化学测序、质谱分析、……

 蛋白质序列分析

 序列预测、序列比对、……

蛋白大小 蛋白电荷 亲疏水性 分子互作



蛋白质序列分析方法1：序列预测
 利用中心法则，从核酸序列推测出氨基酸序列

 寻找开放阅读框 ORFfinder

 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/

 mRNA翻译成蛋白质 Translate Tool

 https://web.expasy.org/translate/



蛋白质序列分析方法2：序列比对

 序列相似性（Similarity）

 多个蛋白质的氨基酸残基序列的相似程度，以%表示。

 序列同源性（Homology）

 多个蛋白质（的基因）具有共同的起源，称为同源蛋白

(Homologous proteins)，它们往往具有相似或相同的结构和

功能，以是或否来表示。



同源蛋白中的氨基酸残基可分为三类

 不变氨基酸残基（Invariant residues）（identities）

 在序列的某些位置上种类不变的氨基酸残基，用一致

（identities）来表示

 可变氨基酸残基（Variable residues）

 在序列的某些位置上种类可变的氨基酸残基

 保守氨基酸残基（Conservative residues）

 在序列的某些位置上，可替换的相似氨基酸残基，比如R变

为K，用Positives来表示



利用生物信息学工具对比蛋白质序列

 序列比对工具 Basic Local Alignment Search Tool

 https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi



作图描述序列的保守性



蛋白质序列保守性与物种进化的关系

 来自任两个物
种的同源蛋白
质，其序列间
的氨基酸差异
数目与这些物
种间的系统发
生差异是成比
例的，也即在
进化位置上相
差愈远，其氨
基酸序列之间
的差别愈大。



学习目标
 氨基酸的通式与立体化学

 氨基酸的中英文全称、英文三字母和单字母缩写

 氨基酸的等电点、简单计算及应用

 蛋白质的分离纯化鉴定的思路、常见方法及基本原理

 分离纯化

 鉴定

 序列分析



第2章 作业

 1. 名词解释（英文作答）(手写拍照上传) Isoelectric 

point； Peptide bond； Salting out； Electrophoresis；

Homologous proteins； Conjugated protein。

 2. 书写参与蛋白质组成的20种氨基酸的结构式、简写

和缩写 (手写拍照上传)；英文教材课后习题：P111第

7题和P112第15题 (中文或英文作答均可)。

 3. 自出题目环节：第2章内容中，自拟6道试题（填空、

单选、判断各2题）和答案，并给出简单解析。


