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1. 蛋白质的结构与功能

⚫蛋白质是最重要的一类生物大分子，主要功能：

➢ 酶(Enzyme)：各种代谢酶都是蛋白质。

➢ 细胞结构(Structure)：胶原蛋白、角蛋白、细菌外壳蛋白等。

➢ 运输(Transport): 血红蛋白（氧气）、各跨膜蛋白等。

➢ 其它，如nutrition(蛋清蛋白), hormones、defense(免疫蛋白)等。

健康个体脑组织 AD患者脑组织

阿尔茨海默症(AD)的错误折叠淀粉样肽(beta-amyloid, A)



蛋白质结构决定功能

⚫蛋白质的功能主要由三级结构所决定，蛋白
质的三级结构主要由一级序列所决定

⚫Anfinsen原理认为氨基酸序列包含了形成热
力学上最稳定的天然空间结构的全部信息。

➢ 球蛋白 (Globular proteins):  疏水的内核 & 亲水的表面

➢ 膜蛋白 (Membrane proteins): 特定的疏水氨基酸跨过膜内

疏水区。

➢ 无序性 (Intrinsically disordered): 许多蛋白质必须与其他蛋

白质结合后才能够获得稳定的结构。

N. Desai, A. Brown, A. Amunts, and V. Ramakrishnan, “The structure of the yeast mitochondrial ribosome,” Science, vol. 355, no. 6324, pp. 528–531, Feb. 2017.

Anfinsen牛胰核糖核酸酶的变性实验



1. 蛋白质的结构与功能

⚫发掘蛋白质的结构特征是理解蛋白质生物功能的基础，对于生物
医药领域的研究非常重要

⚫获取精确的蛋白质三维空间结构是研究药物和靶标之间的相互作
用进行药物设计的基础

预测蛋白质的结构和功能非常的困难！



蛋白质结构的四个基本层面

一级结构 Primary structure            

  氨基酸序列

二级结构 Secondary structure            

  周期性的结构构象，如α螺旋和β折叠 

三级结构 Tertiary structure            

  整条多肽链的三维空间结构

四级结构 Quaternary structure            

几个蛋白质分子（亚基）形成的复合体，如四聚体



氨基酸(amino acid)

⚫氨基酸是蛋白质的基本组成单位, 天然蛋白质

常用20种氨基酸

➢ 一些细菌可会编码合成 selenocysteine (硒代半胱氨酸) 和 pyrolysine

(吡咯赖氨酸)

⚫蛋白质的性质由氨基酸R基团所决定



一级结构

⚫一级结构(primary structure)指多肽链的氨基酸残基的排列顺序。

➢ 氨基酸的线性序列，氨基酸残基之间以共价键连接

➢ 肽键是指一个氨基酸的羧基与另一个氨基酸的氨基脱水缩合形成的酰胺

键，其化学式为-CO-NH-。

➢ 多肽中的氨基酸失水部分称氨基酸残基



二级结构

⚫二级结构(secondary structure)指多肽链主链原子借助氢

键沿一维方向排列成具有周期性的结构构象。

➢ 氨基酸残基局部空间内的排列

➢ 短程的、非共价的相互作用

➢ 周期性的结构模式： -helix, -sheet, loops, coils

决定骨架的各区域会形成何种二级结构



 - helix（  螺旋）

⚫蛋白质中最多的二级结构，多肽主链围绕中心

轴呈有规律的螺旋式上升。

⚫平均长度：10个氨基酸残基 (10 A0)

➢长度范围：5-40aa

➢每一圈：3.6个aa

➢通过氢键 (~per 4aa) 稳定结构，氢键的方向与螺旋

长轴基本平行

➢通常在内核的表面，疏水残基向内，亲水残基向外

C = black
O = red
N = blue



 -Sheets（  折叠）

⚫肽平面折叠成锯齿状，一般不单独出现，成对或多个出现

⚫链通过氢键连接，相邻肽链主链的N-H键和C=O键之间形成有规则的氢键，

稳定结构

⚫相互作用的部分通过短的/长的loop连接

⚫平行或反平行的-sheet



Loops &  -turns （转角）

⚫连接-helix或-sheet，柔性好，构象变化余地大

⚫通常由4个氨基酸残基构成，借1，4残基之间形成氢键，形成一个紧密的环，结构稳定

⚫受点突变的影响小，带电荷、极性的氨基酸比例高

⚫倾向成为活性位点，已经发现蛋白质的抗体识别、磷酸化、糖基化等位点经常出现在转角或紧

靠转角处



Random Coils(无规则卷曲)

⚫主链骨架无规律盘绕的部分，泛指无法归入明确的二级结构

⚫无序性 (Intrinsically disordered ): 介导蛋白质-蛋白质之间的相互作用

⚫酶的功能部位常常处于这种构象区域



三级结构和四级结构

⚫三级结构 (tertiary structure)

➢肽链折叠成三维的空间结构

➢二级结构在空间上的排布

➢长程的、共价与非共价的相互作用

⚫四级结构(quaternary structure)

➢多个肽链在空间上的排布

➢每一条多肽链都有其完整的三级结构，称为亚基（subunit）

✓血红蛋白由4个亚基构成

➢单体多肽不具备四级结构

血红蛋白的四级结构



超二级结构(supersecondary structure )

⚫超二级结构是指相邻的二级结构单元组合形成的排列规律，结构可辨认

的二级结构组合体，同时充当三级结构的构件(building block)

➢基本形式有α α 、 、  α 

⚫Motifs（模体或基序）：超二级结构或二级结构的组合

➢the Greek key motif, composed of 4 beta sheet strands;
➢The TIM barrel, composed of 8 alpha helices and 8 beta sheet 

strands.

Motifs指DNA、蛋白质等生物大分子中的保守序列，介于二级和三级结构之间的另一种结构层次。



结构域(Domain)

⚫蛋白质通常被认为是由一个或多个结构域组成的。

⚫每个结构域都是一个相对独立的单元，通常由

50~30个氨基酸残基组成，其间以柔性的铰链(hinge)

相连，以便相对运动。

⚫蛋白质分子中不同的结构域常由基因的不同外显子

所编码，内含子通常位于DNA的结构域之间。

结构域:生物大分子中具有特异结构和独立功能的区域



蛋白质结构分类数据库SCOP

⚫ SCOP(Structural Classification of Proteins)数据库由英国医学研究委员会开
发和维护；
➢ http://scop2.mrc-lmb.cam.ac.uk/

⚫ 提供关于PDB中已知结构的蛋白质之间结构和进化关系的详细描述。

⚫ 可以按结构和进化关系对蛋白质分类，分类结果是一个具有层次结构的树，
其主要的层次是家族、超家族和折叠:

➢ 家族(family)：具有明显的进化关系，通常将序列同一性在30%以上的蛋白质归于同一家族；

➢ 超家族(superfamily)：序列相似度低，但具有远源进化关系，具有共同的进化起源；

➢ 折叠(fold)：无论是否有共同的进化起源，只要主要二级结构相似；

➢ 结构类型(class): 结构类型相似，包括α螺旋、β折叠、α/β结构域、 α+β结构域等。

✓ α /β类蛋白质：由α螺旋和β折叠交替排列

✓ α +β类蛋白质：由分开的α螺旋和β折叠组成，其中β折叠一般为平行结构

http://scop.mrc-lmb.cam.ac.uk/


蛋白质结构分类数据库CATH
⚫CATH (Classification by Class, Architecture, Topology & 

Homology)数据库由英国伦敦大学UCL开发与维护；
➢ http://cathdb.info/

⚫不同于SCOP注重从蛋白质进化的角度来对蛋白质分类，

CATH偏重于从结构监督对蛋白质分类，可分为：

➢ Class（类型）：α、、 α

➢ Architecture（构架）：超二级结构

➢ Topology（拓扑结构）：二级结构形状与结构的关系

➢ Homology(序列同源)：序列相似性

http://cathdb.info/


3.蛋白质三维结构测定方法

实验方法的缺点：

• 耗时长，几个月到几年

• 费用高

• 不是所有的蛋白质结构可以用实验解析



蛋白质三级结构测定方法

⚫第一个蛋白质的三维空间

结构是1958由Kendrew和

Perutz博士用X-射线晶体衍

射法测定

X射线晶体衍射图谱法



蛋白质三级结构测定方法

⚫采集用于解析一个蛋白质所需要
的全部图谱时间约1~2个月

⚫限于分析长度不超过150个氨基酸
残基的小蛋白质

核磁共振法NMR



蛋白质三级结构测定方法

⚫无论用哪种方法测定的蛋白质
三级结构，都要提交到PDB数
据库中。

⚫获取蛋白质三级结构最直接的
方法——从PDB数据库中搜索



PDB: https://www.rcsb.org/

蛋白质结构数据库（Protein Data Bank, PDB）

⚫目前最主要的收集生物大分子（包括蛋白质、核酸和糖）结构的数据库。 

https://www.rcsb.org/


点此下载
PDB文件

查询结果

由此可查询蛋白的详细信息



PDB文件存储蛋白质中每个原子的3D坐标

3.2 PDB数据格式



使用图形软件进行更多蛋白质的结构分析



4. 利用PyMol查看蛋白质三维结构

⚫PyMOL软件下载
➢ PyMOL教育版软件下载地址：https://pymol.org/educational

➢ 按要求注册后下载使用

PyMol网站

https://pymol.org/educational


4. 利用PyMol查看蛋白质三维结构

⚫PyMOL软件界面由三个模块组成：

①外部窗口(external GUI)，包括菜单栏、信息显

示框和命令行。

②内部窗口(internal GUI)，可以选定对象并进行

操作，对象名称旁边有5个操作按键，分别为

A(Actions), S(Show), H(Hide), L(Label), C(Color)，

可实现各种操作。

③图像浏览区，可显示结构图像。

PyMol图形界面

①

②③



4. 利用PyMol查看蛋白质三维结构

⚫获得蛋白质结构数据文件
➢ 在PDB网站下载GFP蛋白(ID:1EMA)的pdb文件(1ema.pdb)；

PyMol图形界面



4. 利用PyMol查看蛋白质三维结构

⚫图形界面

➢ File → open, 选择“1ema.pdb”，打开后的GFP蛋白以线框模型(wireframe)显示；

➢ 单击“all”图层的右边菜单A→"remove waters"，可去除水分子。

环绕蛋白质周围的水分子是
蛋白质晶体结构解析时必然
存在的分子，但它们并不是
蛋白质本身的一部分，需要
去掉水分子，以便更清晰地
观察蛋白质的结构。



4. 利用PyMol查看蛋白质三维结构

⚫点击菜单Display →Sequence，可显示蛋白质序列，方便定位特定残基。

⚫在序列上选择某个残基或一段序列，会出现图层(sele)。这里用鼠标点击序列66位的CRO，即荧
光基团序列Ser65-Tyr66-Gly67。

PyMol图形界面



4. 利用PyMol查看蛋白质三维结构
⚫点击1ema图层旁边的S→as→cartoon，以卡通模型显示，其他模型即被替换。

⚫同时鼠标单击(sele)图层的S→sticks，以棍状模型显示选中的序列。

⚫点击C→by ss→Helix Sheet Loop，以二级结构标记颜色。

PyMol图形界面



4. 利用PyMol查看蛋白质三维结构

⚫PyMol显示窗口中鼠标操作

➢旋转图像：按住鼠标左键拖动，分子绕中心旋转；

➢变换旋转中心：Ctrl/Shift/Alt+鼠标左键点击并拖动光标。

➢缩放图像：按住鼠标右键向上、向下移动，可放大或缩小图像。

➢移动剪切平面：按住“Shift”键，按住鼠标右键拖动，分子在X-Y平面内平移。



4. 利用PyMol查看蛋白质三维结构
⚫鼠标单击1ema图层旁边的A → preset→ publication, 显示文献中常见的卡通结构图，二级

结构以不同颜色显示，小分子以棍状结构显示。

⚫再用鼠标中键点击小分子某个原子就可以使小分子居中，以左键拖动就可以看到三级结

构的构象变化。

PyMol图形界面



4. 利用PyMol查看蛋白质三维结构

⚫分析图像输出

➢点击File菜单→ Save Iamge，可以把图像存为PNG格式
文件，用于WORD、PPT文档等。

➢保存图片前，点击Display → Background →White，可
将背景调为白色。

⚫点击File菜单→ Save Session，保存PyMol文件。

调整显示选项



5. 蛋白质三级结构预测

⚫理论预测方法:

通过已经建立的各种理论研究计算、推导、预测蛋白质的空间结构

⚫ 同源建模法(Homology Modeling)

⚫ 穿线法(Threading)

⚫ 从头计算法(Ab Initio Prediction)

⚫ AlphaFold - 深度学习算法



Homology Modeling

⚫搜索已知三级结构的同源蛋白质序列 
(模板)

➢ PSI-BLAST 
➢ multiple sequence alignment (MSA)

⚫选取与给定序列相似性最高的结构作
为模板

⚫将氨基酸残基替换到结构模板中对应
的位置上，降低自由能

 准确性好
➢ 序列相似性高 模型可靠性高
➢ >30% sequence identity

⚫ 常用工具：MODELLER，Swiss-Model 

同源建模流程



https://swissmodel.expasy.org/ 

点击“Starting Modelling”，进入工作页面

利用SWISS-MODEL进行同源建模

https://swissmodel.expasy.org/


利用SWISS-MODEL进行同源建模

• 输入斑马鱼Danio rerio (Zebrafish)的胰岛素UniProt Accession number: O73727
• 或直接粘贴其蛋白质序列(可从UniProt数据库获得)：
>sp|O73727|INS_DANRE Insulin OS=Danio rerio GN=ins PE=2 
SV=1MAVWLQAGALLVLLVVSSVSTNPGTPQHLCGSHLVDALYLVCGPTGFFYNPKRDV
EPLLGFLPPKSAQETEVADFAFKDHAELIRKRGIVEQCCHKPCSIFELQNYCN

1.输入蛋白质序列信息

2.选择蛋白模版或直接提交自动建模

SWISS-MODEL输入页面



利用SWISS-MODEL进行同源建模

查看数据库中的结构信息
以及本次采用的模版

建模的简要评估

点击PDB format链接下载
PDB文件到本地，用PyMol

查看结构

点击链接跳转新页面，从
SMTL.id-coordinates-

download coordinate下载
模版PDB文件

SWISS-MODEL建模结果页面 

在线查看模型

2.若结果可用，查看评分
GMQE：置信度为0-1，值越大表明质量越好；
GMEAN：区间-4-0，越接近0，评估待测蛋
白与模板蛋白的匹配度越好

1. 序列一致性>30%，预测结果可用



如果目标序列与模板序列一致度极高，那么同源建模法是最准确的方法。



Threading - Fold Recognition(折叠识别)

⚫实验发现： 蛋白质折叠的类型有限 (~1,000)

➢问题： 能否根据不同的模版，预测给定蛋白质的折叠类型，并进一步拼

装成三级结构？

⚫计算要求：
➢能量函数
➢模版库(template library)

⚫计算方法
➢将给定序列与每一个模板的序列匹配，打分
➢将模板连接起来，氨基酸残基替代
➢优化模型：能量函数

⚫计算性能：不定
➢序列相似性高 模型可靠性高
➢常用工具：I-TASSER



https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/ 

https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/


Ab Initio Prediction(从头预测方法)

⚫ 蛋白质折叠到最小能量状态：
➢ 蛋白质的三维结构取决于自身的氨基酸序列，并且处于最低自由能状态。

(Anfinsen, Science 1973)

⚫ 从头预测根据能量函数计算结构的最小自由能：
➢ 一个蛋白质有成千上万个原子，巨大的搜索空间，计算量大
➢ 能量函数本身不光滑，非常难优化

⚫ 能量函数
➢ 键能 (bond energy)

➢ 键的转角能 (bond angle energy)
➢ 二面角能 (dihedral angle energy)
➢ 范德华力 (van der Waals energy)

➢ 静电力 (electrostatic energy)

⚫ 常用工具：QUARK
➢ 适用于没有同源模板的蛋白质，且氨基酸序列长度200以内



https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/QUARK/ 

https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/QUARK/


人工智能方法：AlphaFold2

⚫基于深度学习（多层神经网络）

⚫基于同一家族蛋白质的序列比对

⚫不做能量优化，而是预测原子之间的相互作用关系

AlphaFold2预测的蛋白结构与实验结果几乎一致



AlphaFold蛋白质结构数据库
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⚫AlphaFoldDB: https://alphafold.ebi.ac.uk/

https://alphafold.ebi.ac.uk/


模型质量评估软件

⚫模型质量评估软件(Model Quality Assessment Programs, MQAPs)

➢并不比较预测模型与真实结构的差别大小，而是从空间几何学、立体化学和能量分布

等方面评估一个模型的自身合理性。

➢PROCHECK、Verify3D、SAVES等

SAVES: The Structure Analysis and Verification Server (v5.0)



作业
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1. 在最新版的PDB中检索绿色荧光蛋质GFP的三维结构，下载其PDB文件，并利用PyMOL显

示GFP三维结构及其荧光基团位点。

2. 利用SWISS-MODEL预测新冠病毒刺突(Spike)蛋白的三级结构(Spike蛋白的NCB索引号为

YP_009724390.1)，注明预测结果评价信息，并利用PyMOL显示其与ACE2相互作用的关

键位点。
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