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摘要
蛋白质具有各种分子功能，部分原因在于它们能够折叠成各种构象。因此，评估 α-螺
旋、β-折叠、转角和无规则卷曲等蛋白质二级结构的程度对于了解蛋白质功能至关
重要。本应用简报采用傅里叶变换红外 (FTIR) 光谱法，通过配备衰减全反射 (ATR) 
的 Agilent Cary 630 FTIR 光谱仪和 Agilent MicroLab Expert 软件，快速评估溶液中
蛋白质的二级结构。将 FTIR 结果与文献中通过 X 射线晶体分析得到的结果进行比
较，证明了此方法可以快速、灵活地评估溶液中的蛋白质二级结构。

使用 Agilent Cary 630 FTIR 光谱仪 
进行蛋白质二级结构评估

一种采用 FTIR 评估蛋白质二级结构的快速灵活的 
方法

https://www.agilent.com/en/product/molecular-spectroscopy/ftir-spectroscopy/atr-ftir-spectroscopy
https://www.agilent.com/en/product/molecular-spectroscopy/ftir-spectroscopy/ftir-benchtop-systems/cary-630-ftir-spectrometer
https://www.agilent.com/en/product/molecular-spectroscopy/ftir-spectroscopy/ftir-software/microlab-expert
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前言
最早针对大型多肽和蛋白质二级结构的研究是采用红外光谱进
行的[1]。圆二色性 (CD) 和 X 射线晶体分析也是评估蛋白质结构
的重要方法[2,3]，但这两种技术都有相应的缺点，限制了它们的
使用。X 射线分析要求蛋白质呈晶体形式，因此需要复杂且通
常耗时的样品前处理流程，而 CD 只能在有限的光密度范围内
应用，这将样品浓度限制在了约 0.1–1 mg/mL 的范围内。 

FTIR 技术对样品的限制较少，并且 FTIR 光谱显示的吸收带可
提供有关蛋白质骨架酰胺基团振动模式的宝贵信息，从而可揭
示关于蛋白质二级结构的信息[1]。酰胺 I 谱带频率是确定二级
结构的关键参数。研究结果已经证明，酰胺 I 谱带是一种灵敏
且常用的蛋白质二级结构评估参数。红外光谱的这一区域通常
位于 1600–1700 cm–1，主要受 C=O 和 C-N 基团伸缩振动的
影响，而这两个基团可以指示蛋白质的二级结构。在这一谱带
内，α-螺旋和 β-折叠的特征频率范围可用于确定这些结构。虽
然 FTIR 缺乏 X 射线晶体和核磁共振 (NMR) 波谱的高分辨率，
但它的响应速度更快，操作简便，且在二级结构评估方面应用
更广泛。

实验部分

仪器
本研究采用配备 ZnSe 光学元件的 Cary 630 FTIR 光谱仪和单
反射钻石晶体 ATR 附件，该附件光程较短，可以分析浓度相
对较高的蛋白质样品，包括粘稠样品（图 1）。使用 MicroLab 
Expert 软件，通过表 1 所示的参数进行数据采集。

图 1. Agilent Cary 630 FTIR 搭配单反射钻石晶体 ATR 附件一起使用

参数 设定值

光谱范围 4000–650 cm–1

样品/背景扫描次数 140

分辨率 4 cm–1

补零因子 无

切趾函数 三角

相位校正 Mertz

采样技术 ATR

表 1. Agilent Cary 630 FTIR 的实验参数

样品：牛血清白蛋白 (05470)、溶菌酶（鸡蛋清，L-6876）、
木瓜蛋白酶 (P4762)、β-酪蛋白 (C6905) 和肌红蛋白 (M1882) 
均购自 Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)。单克隆抗体 (mAb) 
购自新加坡当地药店。使用 Vivaspin 500 超滤浓缩离心管离
心柱 (10 kDa MWCO; Sartorius) 浓缩 mAb 样品。

样品前处理：使用的牛血清白蛋白 (BSA)、mAb 和木瓜蛋白
酶的浓度为 10 mg/mL。使用的溶菌酶、β-酪蛋白和肌红蛋白
的浓度为 25 mg/mL。每个蛋白质样品取 10 µL 进行检测。新
制超纯水产自配置 0.22 µm 膜式终端过滤器 (Merck Millipore) 
的 Milli-Q Integral 水纯化系统。从蛋白质溶液的 FTIR 光谱中
扣除纯水的 FTIR 光谱，然后分析得到的光谱。
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数据分析
使用 MicroLab Expert 软件（版本 1.1.0.1）进行数据分析：

 – 使用三次测量的平均光谱进行数据处理

 – 使用 Mathematics（运算）选项卡下 Spectrum Arithmetic
（光谱运算）的 Subtract Spectra（扣除光谱）函数，从平
均光谱中扣除空白光谱（如水或制剂缓冲液）

 – 使用 2D View（2D 视图）选项卡的 Merge View（合并视
图）合并扣除空白后的光谱 

 – 在 Mathematics（运算）选项卡上使用平滑窗口 9 和 3 阶
多项式进行进一步平滑

 – 对于二阶导数光谱，应用了 Mathematics（运算）选项卡
下具有平滑窗口 9 的 Savitzky Golay 二阶导数

使用 MicroLab Expert 软件的曲线拟合程序进行二级结构
评估
通过 MicroLab Expert 软件的 Curve Fit（曲线拟合）菜单命
令，执行以下操作：

1. 对酰胺 I 谱带 (1600–1700 cm–1) 进行基线校正，然后进行
曲线拟合

2. 激活要拟合的二维数据对象

3. 从 Mathematics（运算）菜单中，选择 Curve Fit（曲线 
拟合）命令

4. 单击 Plus（添加）按钮，将新的峰添加到用于评估的峰列
表中

5. 在 Mathematics（运算）选项卡中调整所有必要的参数 
（FWHM、最大 X 和 Y 位置）

6. 从步骤 3 开始重复，直到确定最佳峰数量

7. 单击 Auto Fit（自动拟合）按钮

8. 单击 Calculate（计算）按钮创建一个新表，其中包含所评
估峰的详细信息

图 2 为使用溶菌酶进行曲线拟合的示例。

酰胺 I 带 酰胺 II 带

从溶菌酶平均光谱中扣除水的光谱获得的结果1 对酰胺 I 带 (1600–1700 cm-1) 进行基线校正2

使用 Savitzky-Golay 滤波器（平滑窗口为 9）计算二阶导数，以识别被掩盖的峰3 对步骤 2 中获得的光谱进行曲线拟合，重点关注 1600–1700 cm-1 光谱范围4

图 2. 使用 Agilent MicroLab Expert 软件中的曲线拟合程序估计蛋白质二级结构。通过计算每个成分峰的谱带面积来估算各成分对二级结构的贡献
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使用每个成分峰的谱带面积来计算各成分对蛋白质二级结构的
贡献。根据表 2 分配二级结构归属。由于蛋白质之间的氢键
相互作用不同以及它们所处的环境不同，所有的归属结果都显
示为一个范围。请记下“半峰宽”，以便将来使用相同样品时
作为参考。 

结构 酰胺 1 频率 (cm–1)

α-螺旋 1648–1660

无规则 1640–1648

β-折叠 1625–1640

交联 β 结构 1610–1628

转角 1660–1699

表 2. 二级结构与酰胺 I 谱带频率的相关性[4]

以 1648 和 1660 cm–1 为中心的成分归属于 α-螺旋二级结构。
1625–1640 cm–1 范围内的谱带通常归属于 β-折叠结构（表 2）。 
无规则卷曲构象会在 1643 和 1649 cm–1 附近表现出红外谱带。

结果与讨论
本文研究了六种已知具有不同二级结构的天然蛋白质的红外光
谱：肌红蛋白（螺旋型）、免疫球蛋白 G（折叠型）、溶菌酶 
（螺旋型）、牛血清白蛋白（主要为螺旋型）、木瓜蛋白酶（混
合型）和 β-酪蛋白（无规则型）。按照数据分析部分所述的程
序对扣除水光谱的谱图进行了峰拟合（图 2）。酰胺 I 谱带几
乎不能提供关于基本二级结构组成的信息，因为不同二级结构
的谱带宽度大于各自峰之间的间隔。为了识别隐藏的峰，使用
光谱的二阶导数作为缩小谱带/优化峰形的方法。图 3 为所研
究的六种蛋白质的整体曲线拟合。光谱的酰胺 I 谱带区域有几
个离散峰。

将红外光谱中拟合曲线下的面积（对应于酰胺 I 谱带）用于分
配特定的二级结构归属，例如 α-螺旋和 β-折叠。这一归属分
配基于特征频率范围，参考表 2。通过分析酰胺 I 谱带拟合曲
线下的面积，可以估算出蛋白质中各二级结构的相对含量。
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图 3. 所研究的六种蛋白质的曲线拟合：(A) 木瓜蛋白酶（混合型）；(B) 肌红蛋白（螺旋型）；(C) β-酪蛋白（无规则型）；(D) 溶菌酶（混合型）；(E) 牛血清白蛋白 
（主要为螺旋型）；(F) 免疫球蛋白 G（折叠型）。蓝色框中为放大的溶菌酶拟合曲线



6

表 3 汇总了 α-螺旋、β-折叠、转角和无规则卷曲二级结构的定
量结果。

结构 (%)

 α-螺旋 β-折叠 β-转角 无规则卷曲

蛋白质 X 射线 FTIR X 射线 FTIR X 射线 FTIR X 射线 FTIR

BSA 74(7) 38 3.1 18 1.4 23 20.6 21

木瓜蛋白酶 25(6) 36 21 39 4 6 50 19

β-酪蛋白 n.d. 23 n.d. 22 n.d. 21 n.d. 34

溶菌酶 45(5) 44 19 19 23 16 13 21*

IGG 
（利妥昔单抗）

3(5) 10 67 67 18 14 12 9

肌红蛋白 85(5) 72 n.d. 23 8 5 7 n.d.

* 归属为交联 β 结构
n.d.= 不确定

表 3. 通过 FTIR 曲线拟合估计的蛋白质二级结构相对含量，并与 X 射线研究进
行比较[5–7]

免疫球蛋白 G 扣除水后的谱图（图 1B）在 1636 cm–1 附近
有一个非常强的酰胺 I 谱带峰值，这反映了经 X 射线研究证
实的较高的 β-折叠含量 [5]。在免疫球蛋白 G 的光谱中，约 
1636 cm–1 处的峰占总酰胺 I 谱带面积的 67%。溶菌酶扣除
水后的红外光谱表现出相对较窄的酰胺 I 谱带，最大值接近 
1654  cm–1，这是具有大量 α-螺旋二级结构的蛋白质的特征[5]。 
根据曲线拟合估计，溶菌酶存在明显的 α-螺旋成分（1654 cm–1 
谱带处），占 44%，并具有 19% 的 β-折叠。肌红蛋白主要为 

α-螺旋二级结构，但也存在 β-折叠。BSA、木瓜蛋白酶和酪蛋
白等蛋白质也获得了不同的蛋白质二级结构组成。BSA 的二
级结构对各种实验条件都很敏感，这会导致其结构分布发生变
化。温度、pH 值和表面活性剂等因素会显著影响蛋白质的二
级结构，包括螺旋含量。与水分子的相互作用和对氢键的竞争
会破坏螺旋结构的稳定性，这凸显了维持蛋白质稳定性的相互
作用达到微妙平衡的重要性。结晶过程可以去除溶剂，有助于
保留蛋白质的天然构象，这就解释了 BSA 螺旋程度最高的结
构为何通常在结晶状态下出现[7–9]。

表 3 汇总了 α-螺旋、β-折叠、转角和无规则二级结构的百分比
定量结果。  

结论
本应用简报展示了使用 FTIR 分析溶液中蛋白质二级结构的方
法。配备单反射钻石晶体 ATR 的 Cary 630 FTIR 光程短、样品
限制少，因此使用其进行分析。FTIR 分析需要将酰胺 I 谱带
分解为各个组成成分，我们使用 MicroLab Expert 软件完成了
这一工作。采用谱带曲线拟合方法来估算关键二级结构特征的
相对含量，通过 FTIR 得出的结果与文献报道大致一致。

Cary 630 FTIR 能够以非破坏性的方式研究蛋白质结构，而且
易于使用，样品前处理非常简单，表明该技术可用于快速评
估总体二级结构特征，并可作为实验引起结构变化的直接筛
选工具。
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