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摘要  基于三态模型中的传统假设, 三态解折叠蛋白的解折叠过程可以看作是一个连续而独

立的两个两态过程. 本文提出一种新的三态解折叠蛋白去折叠自由能计算新方法, 且将该方法

用于计算三态解折叠蛋白 Y79W-W83F-Cu 的去折叠自由能. 数据分析表明, 用该方法求得的

蛋白去折叠自由能较用先前报道的方法更精确. 
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在化学变性剂(如盐酸胍或脲)、酸、碱存在或升

高温度等条件下, 蛋白质会发生解折叠, 由紧密、折

叠构象变为链状分子(去折叠态). 蛋白质去折叠自由

能是蛋白质天然态和去折叠态之间的吉布斯自由能

差 0
2( (H O)).G  大多数蛋白质的解折叠过程中只存

在天然态(F)和去折叠态(U). 在解折叠过程中这种只

存在两种状态的变性模型为两态模型 [1~4]
. 遵循两态

模型的蛋白质解折叠曲线呈现典型“S”型 . 目前 , 两

态解折叠蛋白去折叠自由能主要采用线性外推法来

进行计算(G = G
0
(H2O)+m[D], 其中 m表示解折叠

过程中蛋白质对变性剂浓度[D]的灵敏度)
[5]

. 但在另

一些情况 , 蛋白质解折叠过程中出现一明显中间过

渡态, 表明该过程不遵循简单两态模型, 而是存在部

分解折叠中间态的三态过程 . 该蛋白的解折叠曲线

可以用三态模型( IUFI KK
F I U  )

[6]拟合. Perrett 

等 人 [7~9]认为三态解折叠蛋白去折叠自由能

(G
0
total(H2O))可以表示为两态去折叠自由能之和 (公

式(1)). 

 0 0 0
total 2 FI 2 IU 2(H O) (H O) (H O).G G G     (1) 

在比较结构相似的两态和三态解折叠蛋白稳定

性时发现 , 即使从变性曲线上明显观察到两态解折

叠蛋白的稳定性大于三态解折叠蛋白 , 但按公式(1)

求算所得三态解折叠蛋白去折叠自由能却远远大于

两态蛋白, 明显与实际不符. 本文基于传统三态解折

叠蛋白去折叠自由能计算方法中的假设 : 三态解折

叠蛋白去折叠过程是一个连续而独立的 2 个两态过程, 

任一两态过程的自由能变与变性剂浓度成正比, 提出

一个三态解折叠蛋白去折叠自由能(G
0
total(H2O))计算

的新方法.  

1  实验 

(ⅰ) 材料.  4-羟乙基哌嗪乙磺酸(Hepes)和盐酸

胍(GdnHCl)均购于 Sigma公司, 生化试剂、分子生物

学所用酶为 TaKaRa公司产品, 实验所用蒸馏水均为

双蒸水.  

(ⅱ) 定点突变.  以野生型 pET-20b-CopC 质粒

为模板, 设计特异性引物(5′-cg gca ggc acc tgg aag 

gtc gat tg-3′, 5′-t cag agg tga ggc cgg ggt aat cac cat g- 

3′, 5′-gtg tct tcc gat acc cac ccg att ac-3′, and 5′-tgc ccg 

gaa atc gac ctt cca ggt gc-3′), 根据 TaKaRa MutanBEST 

kit获得重组质粒, 并由 DNA测序鉴定.  

(ⅲ) 蛋白质纯化和表达.  在较低的诱导剂浓度

(IPTG, 0.15 mol·L
1

)和诱导温度(16℃)条件下, 采用

与野生型 apoCopC类似的表达、纯化过程, 可得纯度

较高的突变体蛋白 Y79W-W83F
[10]

. Y79W-W83F 浓
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度根据公式(2)计算求得. 

280=nTrp× 5500+nTyr× 1490+nCys× 125 (L·mol
1
·cm

1
). (2) 

(ⅳ ) 光谱测定 .  蛋白质的紫外吸收光谱在

Hewlett-Packard UV-Vis 吸收光谱仪上, 以所用缓冲

溶液调零后测量, 蛋白质浓度为 50 mol·L
1

. Y79W- 

W83F-Cu 的制备是将等当量的 CuCl2 溶液直接加入

Y79W-W83F溶液中得到. 

盐酸胍变性实验在 Cary Varian Eclipse 上进行. 

Y79W-W83F-Cu溶液中加入一定量 GdnHCl溶液, 反

应 30 min后扫描荧光光谱. 荧光激发波长设为 295 nm, 

激发和发射狭缝均为 10 nm. 实验过程中通过循环水

浴控制温度, 所有测定均恒定在 25℃ , 所用缓冲液

均为 pH 7.4, 10 mmol·L
1

 Hepes. 

(ⅴ) 数据分析.  按照传统三态解折叠蛋白去折

叠自由能计算方法中的假设 : 三态解折叠蛋白去折

叠过程是一个连续而独立的 2个两态过程, 任一两态

过程的自由能变与变性剂浓度成正比, 提出下列 3个

假设以计算三态解折叠蛋白去折叠自由能 (G
0
total 

(H2O)). 

假设一 : 当变性体系中蛋白质完全处于天然态

(F)、中间过渡态(部分解折叠态) (I)或去折叠态(U)时, 

其光谱信号随体系中变性剂浓度变化而保持不变 . 

将变性过程中观察到的光谱信号(SC)根据公式(3)

转化为表观变性百分数(unfolding fraction)Yapp, Yapp随

变性剂浓度变化的曲线即为蛋白质解折叠曲线 . 实

验测得的表观变性百分数随变性剂浓度的变化如图

1(A)中(○)所示 . 从中可观察到一明显中间态 , 该中

间态将蛋白解折叠过程分为两个解折叠过程 , 即三

态解折叠. 

 C F
app

U F

S S
Y

S S





, (3) 

其中 SC是在一定变性剂浓度下观察到的体系的光谱

信号; SF和 SU分别是体系中蛋白质完全处于天然态和

去折叠态时的光谱信号. 

三态解折叠曲线在每一解折叠过程中的实验数

据均可按照两态模型处理(公式(4a), (4b)). 

 
0C F

FI FI 2 FI
I C

ln (H O) [ ]
S S

G RT G m D
S S


     


, (4a) 

 
0C I

IU IU 2 IU
U C

ln (H O) [ ]
S S

G RT G m D
S S


     


, (4b) 

其中 SI 是体系中蛋白质完全处于中间态时的光谱信

号. 

 

图 1  蛋白质三态解折叠曲线 

(A) (○)是实验测得的表观变性百分数, 曲线 a和 b由公式(5a)和(5b)

拟合得到, 实验点的拟合线 c可由公式(7)拟合得到, 且D = 1.6. 当

曲线 a所占的百分数分别为 80%, 60%, 20%时, 根据公式(7)可得不同

的解折叠曲线 d, e, f. 图(B)中曲线 a与图(A)的相同, 曲线 b是将(A)

中曲线 b向左平移 0.6 mol·L1得到, 即D = 1. 当曲线 a所占的百分

数分别为 80%, 60%, 40%和 20%时,  根据公式(7)可得不同的 

解折叠曲线 c, d, e和 f 

两条假想的解折叠曲线 a, b可根据公式(5a), (5b)

拟合得到. 

 FI
a

FI

exp( / )

1 exp( / )

G RT
Y

G RT




 
, (5a) 

 IU
b

IU

exp( / )

1 exp( / )

G RT
Y

G RT




 
, (5b) 

其中 aY 和 bY 分别表示在任一变性剂浓度下, 拟合曲线

a 和 b 的表观变性百分数. 0
FI 2(H O)G 和 0

IU 2(H O)G , 

FIm 和 IUm 分别是每一解折叠过程中自由能变对变性

剂浓度作图的截距和斜率. 显然, 解折叠曲线 a 和 b

遵循两态模型 , 是典型的“S”型两态解折叠曲线 . 根

据线性外推法和公式(4)和(5), 可以推出:  

 0 0
a 2 FI 2(H O) (H O)G G     a FI ,m m  (6a) 
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 0 0
b 2 IU 2(H O) (H O)G G     b I U,m m  (6b) 

其中 0
a 2(H O)G 和 0

b 2(H O)G 为拟合曲线 a 和 b 代表

的解折叠曲线自由能; am 和 bm 分别反映拟合曲线 a

和 b解折叠过程对变性剂浓度的灵敏度. 

假设二: 图 1(A)中实验测得的表观变性百分数(○)

可以通过解折叠曲线 a和 b以一定的摩尔分数叠加来

拟合, 即:  

 c a b(1 ) ,Y ZY Z Y    (7) 

Yc 代表拟合曲线 c 在任一变性剂浓度的表观变性百

分数 ; Z 是蛋白从天然态到部分解折叠态时的去折

叠百分数, 定义为: Z=(SISF)/(SUSF). 

根据公式(7), 由曲线 a和 b拟合得到的蛋白解折

叠曲线与实验测得的表观变性百分数数据点较好地

吻合(图 1(A)中曲线 c). 

假设三: 三态解折叠曲线 c的去折叠自由能可以

表示为两态解折叠曲线 a与 b去折叠自由能以一定的

摩尔分数相加. 

 0 0 0
total 2 a 2 b 2(H O) (H O) (1 ) (H O),G Z G Z G       (8) 

根据公式(6), (8), 可得:  

 0 0 0
total 2 FI 2 IU 2(H O) (H O) (1 ) (H O).G Z G Z G       (9) 

值得注意的是 , 由 Z 的定义可知其变化范围为 0~1. 

根据公式(7), 当 1Z  时, 曲线 c 由三态解折叠过程

转化为两态解折叠过程, 且与曲线 a 重合. 同理, 当

0Z  时, 曲线 c 与曲线 b 重合. 另外, 由不同 Z 和

D (D=D2–D1, 其中 D1, D2代表在特定变性百分数 Z

时, 解折叠曲线 a和 b所对应的变性剂浓度)将得到不

同三态解折叠曲线. 图 1(A)中曲线 d, e, f即为给定曲线

a, b时, 根据公式(7), 由不同 Z 给出. 图 1(B)中给出类

似的解折叠曲线, 但图 1(B)中 D 明显小于图 1(A).  

该方法与以往报道的方法不同(见公式(9)和公式

(1)). 从图 1(A)观察到, 曲线 c或 a所代表的蛋白质去

折叠自由能小于曲线 b. 因此, 通过三态解折叠蛋白

去折叠自由能计算方法求得曲线 c 的去折叠自由能

应该小于根据线性外推法求得的解折叠曲线 b 的去

折叠自由能 . 根据公式(8)所得解折叠曲线稳定性的

顺序与事实相符 ; 而根据公式(1)所得解折叠曲线稳

定性顺序与实际相悖. 以计算 Y79W-W83F-Cu 蛋白

在盐酸胍变性过程中的去折叠自由能计算为例来证

明本文所提出的三态解折叠蛋白去折叠自由能计算

新方法的合理性. 

2  结果与讨论 

apoCopC溶液核磁共振结构显示该蛋白由 9股

折叠通过“loop”结构连接围成希腊桶状结构 [10,11]
, 其

中两股平行, 其余反平行, 其核心结构为-疏水桶[12]
. 

突变体蛋白 Y79W-W83F 的荧光主要来源于位于 79

位的色氨酸残基 , 其最大荧光发射峰位于 328 nm, 

表明蛋白中色氨酸残基处于疏水性较强的微环境

中[13]
. 图 2 为 Y79W-W83F 荧光光谱随溶液中 Cu

2+

浓度的变化. 由图 2可见, 随着溶液中 Cu
2+离子浓度

逐渐增大, 蛋白质 328 nm 处的荧光被逐渐猝灭, 但

荧光峰并不发生位移. 这意味着 Cu
2+与 Y79W-W83F

蛋白发生相互作用 , 且 Cu
2+的结合并不会引起蛋白

中 79位色氨酸微环境的改变. 图 2中插图为蛋白 328 

nm 处荧光强度随体系中 Cu
2+与 Y79W-W83F 总浓度

比值(r)的变化. 从中可见, 蛋白 328 nm处荧光强度随

r的增大而逐渐减小. 当 r = 1时, 可观察到一个明显

的转折点, 之后蛋白荧光强度将不再随 r 增加而变化. 

这表明 Y79W-W83F与 Cu
2+可形成 1:1的稳定配合物. 

图 3 是实验测得的盐酸胍引起 Y79W-W83F-Cu

解折叠的表观变性百分数(○)随盐酸胍浓度的变化. 若

按两态模型处理实验数据, 并将变性过程中吉布斯自

由能变对盐酸胍浓度作图可得图3中插图, 从中观察到

自由能变随着盐酸胍浓度的变化不是简单的线性关系, 

而是两个线性变化的组合. 表明蛋白(Y79W-W83F-Cu)

的解折叠经历 2 个两态过程, 即蛋白解折叠遵循三态

模型. 

 

 

图 2  Y79W-W83F荧光随溶液中 Cu2+浓度的变化 

Y79W-W83F (50 mol·L1), pH 7.4, 曲线 a~i中Cu2+浓度分别为: 0, 5, 

10, 15, 23, 31, 40, 45, 50 mol·L1, 插图为其滴定曲线 
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图 3  由盐酸胍引起的 Y79W-W83F-Cu解折叠曲线 

曲线 a和 b由公式(5)拟合得到, Y79W-W83F-Cu去折叠实验数据拟合

线 c可按公式(7)拟合得到. 插图为去折叠自由能随变性剂浓度的变化 

 
由图 3可见, Y79W-W83F-Cu在解折叠过程中没有

明显的中间过渡平台出现. 因此, 可以在图 3中拐点附

近选一 Z 值, 将蛋白质解折叠曲线分为两个解折叠过

程. 根据公式(5a)和(5b)可得两条两态拟合曲线 a 和 b. 

调整 Z 值, 将得到的不同拟合线 a和 b用于公式(7), 以

得到与实验测得的表观变性百分数最吻合的拟合曲线

c (图 3中曲线 c). 由公式(9)计算的 Y79W-W83F-Cu去 

折叠自由能及有关热力学数据见表 1. 

由新方法求得蛋白 Y79W-W83F-Cu的去折叠自由

能G
0

total(H2O)为 9.05± 0.02 kcal mol
1

 (1 cal=4.18 J). 显

然该计算值大于G
0

a(H2O) (G
0

FI(H2O), 2.95± 0.01 

kcal·mol
1

), 而小于G
0
b(H2O) (G

0
IU(H2O), 10.58± 0.01 

kcal·mol
1

), 与通过观察去折叠曲线所得稳定性顺序

一致. 若按文献报道方法(公式(1))计算, Y79W-W83F- 

Cu的去折叠自由能为 13.53± 0.02 kcal·mol
1

, 远远大

于曲线 b 所表示的去折叠自由能(10.58± 0.01 kcal· 

mol
1

), 与实际不符 . 上述结果表明本文所提出的三

态解折叠蛋白去折叠自由能计算方法较文献报道方法

更精确. 

3  结论 

在“蛋白三态去折叠过程中, 经历连续而又独立

的两个两态变性过程, 且每个两态变性过程均遵循自

由能变与变性剂浓度成正比”这一假设的基础上 , 本

文提出一个具有普遍适用性的三态解折叠蛋白去折叠

自由能计算新方法. 通过对突变体蛋白 Y79W-W83F- 

Cu 去折叠自由能数据分析表明 , 用该方法计算得到

的三态解折叠蛋白质去折叠自由能较传统方法更合

理、精确. 

表 1  盐酸胍引起的 Y79W-W83F-Cu蛋白解折叠热力学数据 

G0
FI(H2O) 

/kcal·mol1 

mFI 

/kcal·mol2
·L 

G0
IU(H2O) 

/kcal·mol1 

mIU 

/kcal·mol2
·L 

G0
total(H2O)a) 

/kcal·mol1 

G0
total(H2O)b) 

/kcal·mol1 

2.95 ±  0.01 2.34 ±  0.02 10.58 ±  0.01 5.09 ±  0.03 9.05 ±  0.02 13.53 ±  0.02 

a) G
0
total(H2O)由公式(9)得到; b) G

0
total(H2O)由公式(1)得到 
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本书系统地讨论了当今有机化学的前沿课题——手性合成(不对称合成). 论述不对称合

成的基本概念和方法学 , 从羰基化合物不对称的-烷基化及相关反应开始 , 介绍了羰基化合

物的立体选择性亲核加成反应、不对称羟醛缩合及相关反应、不对称氧化反应、不对称

Diels-Alder 反应及其他成环反应, 不对称催化氢化及其他还原反应和不对称反应方法学在天

然产物合成中的应用; 并介绍了生物催化手性合成反应和其他类型的不对称反应 , 不对称反应的新概念及不对称反应催

化剂的回收与多次重复使用问题. 书中列举了大量已报道的成果, 特别是金属-配体和有机小分子催化的不对称反应的最

新进展, 对不同不对称合成途径的优点和局限进行了对比分析 .  

本书将基础知识介绍和最新研究成果概述相结合 , 深入浅出, 可作为有机化学、药物化学及精细化工等相关专业高

年级本科生、研究生的教材, 也可作为教师和相关专业科研人员的参考书.  

 

 

 

 

 


