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蛋白质变性中的熵-焓互补现象
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摘要  根据 3 000 多组热力学实验数据发现, 在蛋白质变性过程中普遍存在熵-焓互补现象. 研究

表明, 伴随蛋白质变性发生的水分子重组是这种熵-焓互补现象的根源. 熵-焓互补使蛋白质变性

只发生小范围的自由能变化, 既满足了生理过程的要求, 又不必牺牲蛋白质的生物多样性. 此外,

熵-焓互补理论对于理解蛋白质变性的 Privalov熵-焓收敛之迷具有重要意义.
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作为在分子水平上理解生命现象的中心问题之一, 蛋白质变性一直吸引着科学家的研究

兴趣[1]. 蛋白质变性在医药科学 食品科学 生物技术乃至人们日常生活中都占有重要地位. 尽

管该领域的研究已取得很大进展, 但人们对于诸如天然蛋白质稳定性的驱动力[2]以及 Privalov

熵-焓收敛之迷[3]等一些问题仍然知之甚少.

物理化学研究为蛋白质变性提供了基本数据[4]. 迄今为止, 对于各种蛋白质在不同条件下

的变性, 已经积累了大量精确的热力学数据, 并对这些数据开展了系统的研究[5 7]. 本文报道

蛋白质变性中的熵-焓互补现象及其理论解释.

我们共收集了 3 089组有关蛋白质变性的热力学数据, 每组数据包括焓变(∆ΗT) 熵变(∆ST)

自由能变化(∆GT)以及热容变化(∆CP). 这些数据全部按照(1) (3)式转化成 298 K时的数值, 其

中假设∆CP不随温度变化.
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∆Η298K 与 T298K∆S298K之间, 以及∆Η298K与∆G298K之间线性回归给出了如下结果(图 1):
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在∆Η298K-T∆S298K 回归方程(4)中, 对于如此庞大的样本(n = 3 089), 相关系数达到了 0.991, 的

确十分惊人. 其中, 0.910的斜率表明∆Η298K的变化中有 91%被相应∆S298K的变化所抵消, 结果

只有 9%贡献于∆G298K. 相比之下, 在∆Η298K-∆G298K回归方程(5)中, 相关系数只有 0.595. 有趣

的是, 0.090 的直线斜率表明只有 9 %的焓变对自由能变化作出贡献, 与(4)式对应, 其余 91%

的焓变被熵变抵消(或互补). 线性回归结果显示蛋白质变性中熵变和焓变发生了互补. 在化学

和生物学中熵-焓互补是一个十分有趣的研究课题[8 12].

目前, 对于蛋白质变性中熵-焓互补的本质还缺乏理论解释 . 这里, 我们提出了一种描述

蛋白质变性中熵-焓互补现象的模型. 考虑一个含有一定量蛋白质的水溶液体系, 溶液中有 5

种可分辨的物种达到了平衡[13], 即 W/w, N/w, W/n, U/w 和 W/u. 其中, 大写字母表示某一物

种的化学本质, 如水(W) 天然蛋白质(N)和变性蛋白质(U); 之后的小写字母描述某一物种所

感受到的环境约束. 例如, W/w表示了一个在水溶液本体中的水分子, 它仅被其他水分子所包
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围. 然而, W/u 表示一个处于变性蛋白质分子的水合壳层中的水分子, 它与该蛋白质分子直接接

触. 这样, 该溶液体系在常温(T) 常压(P)下的焓值(H)为

,W/wW/wW/uW/uW/nW/nU/wU/wN/wN/w nhnhnhnhnhH ++++= (6)

其中, h表示偏摩尔焓, n表示某一物种的量.

考虑到蛋白质的变性由一系列准静态过程构成 . 其中每一微元过程的焓变(dH)对应着微

元量(dnN/w)的天然蛋白质发生了变性. 根据 Gibbs-Duhem 方程, 整个蛋白质变性的焓变(∆H)

可以表达为
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类似地, 熵变(∆S)和自由能变化(∆G)分别为
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这里, s和µ分别代表了偏摩尔熵和化学势. 有趣的是, 自由能变化中的末 3 项可以被消去. 这

是由于整个系统在准静态过程的每一步中处于热力学平衡, 因此, 下列化学势始终相等[14]

.W/wW/uW/n µµµ == (10)

同时, 水分子总量在蛋白质变性过程中保持不变, 即

0ddd W/wW/uW/n =++ nnn . (11)

(9)式中被消去的 3项所描述的正是在蛋白质变性过程中水分子的重组引起的自由能变化,

可见, 水分子的重组对于蛋白质变性过程的自由能变化没有贡献. 但是, 水分子的重组对蛋白

质变性的焓变和熵变都有贡献. 这是由于在热力学平衡时, 同一物质由于环境约束不同而造

成的多个不同种类, 它们的偏摩尔熵和偏摩尔焓一般是有差异的. 在水溶液中, 由于强烈的溶

剂间氢键作用, 这种差异甚至会变得很大 [15]. 鉴于不同的蛋白质或同一蛋白质在不同条件下

的变性所引起水分子重组的程度很不相同[16], 因此, 在这些过程中熵变和焓变的差异也很大.

但是, 由于水分子重组对蛋白质变性的自由能变化没有贡献, 因而, 自由能变化不会随着水分

子重组程度的不同而变化. 简言之, 水分子重组在蛋白质变性中显著地贡献于∆Η298K 和∆S298K

而不影响到∆G298K, 这一性质构成了熵-焓互补现象的物理本质.

近期研究显示大多数天然蛋白质的稳定性既不很强也不很弱 [17]. 这一结果也可以由图 1

中不同的蛋白质具有相似的∆G298K 所证实. 显然, 稳定性太弱是有害的, 它使得蛋白质对微小

变化过于敏感. 然而, 稳定性太强也是不利的, 它使得蛋白质不易降解或难以发挥生理功能.

此外, 过于稳定的蛋白质还容易陷入错误甚至致命的变性状态. 由于∆Η298K 和∆S298K 的变化范

围远大于∆G298K, 因此 , 使得∆G298K 能够限于一个小范围的物理因素对生命现象十分重要 .

熵-焓互补正好起到了这样的作用.
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但是, 由于小的∆G298K 也可以起因于小的∆Η298K 和∆S298K, 因此, 奇怪的是生命进化为何

使得蛋白质变性的∆Η298K 和∆S298K 数值较大而且变化剧烈. 首先, 这样可以满足生物多样性的

要求. 其次, 由于焓变与过程的热交换有关, 因此, 大的焓变将使得蛋白质在变性时需要大量

的热能, 从而在一定程度上稳定了蛋白质. 这也增强了生命承受环境变化尤其是外界温度变

化的能力. 所以, 熵-焓互补在满足生物对蛋白质变性小的自由能变化的要求的同时, 不必牺

牲蛋白质的生物多样性.

本文的这一发现还给解释 Privalov 熵-焓收敛之迷, 即蛋白质变性的熵变和焓变在进行氨

基酸残基数目校正后在 110 附近收敛 [3], 提供了新的信息. 这一问题尽管得到大量的研究,

但迄今仍然缺乏微观解释 [17 24]. 大多数研究只关注热力学性质的基团加和性质, 但是这样的

模型停留在唯象阶段. 图 2给出了 298和 383 K[3]时蛋白质变性中每摩尔氨基酸残基的熵变与

焓变之间的回归结果. 显然, 在 298 K 时蛋白质变性表现出很好的熵-焓互补, 相关系数达到

了 0.979. 但是, 在 383 K时, 即在发生熵-焓收敛的温度下, 蛋白质变性表现出很差的熵-焓互

补. 由于互补现象起因于水分子重组,  383 K时差的熵-焓互补可能是由于在此温度下水分子

重组既不贡献于自由能变化, 也不贡献于焓变和熵变. 这意味着在 383 K 时蛋白质的熵变和

焓变完全依赖于蛋白质自身的分子内作用力 . 由于不同的蛋白质同样都是由氨基酸构成 , 故

蛋白质分子间作用力在进行氨基酸残基数目校正后应该相似. 所以, 在 383 K 时蛋白质变性

表现为  熵-焓收敛现象 . 这一解释包含了基于疏水作用的熵-焓收敛理论, 但是它更加简明 .

由于这一解释完全基于实验事实, 因而显得更为可靠.

综上所述, 大量实验结果表明蛋白质变性的熵变和焓变互补 , 水分子重组是导致这一现

象的原因. 熵-焓互补在不牺牲生物多样性的同时满足了自然进化的需要, 即蛋白质变性应具

有小的自由能变化. 在 383 K 时水分子重组不再贡献于蛋白质变性的熵变和焓变, 导致了在

图 1  蛋白质变性的熵-焓和自由能-焓的关系
熵-焓, + 自由能-焓
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该温度下差的熵-焓互补, 但同时也导致了在该温度下熵-焓收敛.
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