
생화학

4장 단백질: 일차 구조의 결정

- 단백질 정제와 분리

- 단백질 구조

- 유전체학, 단백체학, 생물정보학



생의학적 중요성

단백질의 역할

- 세포골격: 세포의 모양과 물리적인 시스템을 유지

- 액틴과 마이오신필라멘트: 근육의 수축과 이완

- 헤모글로빈: 산소 운반

- 항체: 외부로부터 보호

- 효소: 에너지의 생성 반응, 생물질의 합성과 분해, 유전자의
복제와 전사, mrNA의 가공 등 과정에서 촉매 작용
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단백질과 펩타이드는 분석 전에 정제되어야 한다
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선택적 침전법

- 단백질의 상대적 용해도 차이에
의해 침전을 일으킴

- pH(등전적 침전)

- 극성(에탄올, 아세톤 침전)

- 염의 농도(황산암모늄을 이용한
염석)



단백질과 펩타이드는 분석 전에 정제되어야 한다

크로마토그래피(Chromatography)

- 혼합물을 이동상(Mobile phase)에 녹여 고정상(정지상, 
Stationary phase)에 흘렸을 때, 고정상과 상호작용하는 힘
으로 혼합물을 분리하는 기술

- 혼합물의 물질 분리, 질병 조기진단 외에도 과학수사, 도핑테
스트, 원산지 추적 등 여러 분야에 사용됨
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칼럼(column) 크로마토그래피

- 고정상 용기가 칼럼(관) 모양인 크로마토그래피

- 유리, 금속, 플라스틱 등 비드(bead)를 긴 칼럼에 채우고,   
이동상을 흘려내는 방식

- 이동상과 고정상의 상호 친화도에 따라 분류 속도가 결정
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HPLC – 고압 액체 크로마토그래피

- 칼럼 크로마토그래피에 높은 압력을 걸어 사용

- 분리도, 정확도, 정밀도, 감출감도가 좋음

- 분석 물질에 맞는 칼럼, 이동상, 디텍터를 이용하여 검출
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크기 배제(size exclusion) 크로마토그래피

- 물질 크기에 따른 컬럼 통과 속도를 이용한 크로마토그래피

- 다공성 충전재를 사용, 큰 분자에서 작은 분자 순으로 용출

- 단백질 구조를 거의 변성시키지 않아서, 3차/4차 구조를 결정
하기 위해 사용
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= 겔 여과 크로마토그래피



이온교환 크로마토그래피

- 물질의 전하 차이를 이용한 크로마토그래피

- 고정상 전하에 반대되는 전하를 띠는 물질이 늦게 용출됨
- 음이온 교환 크로마토그래피: 양이온 수지

- 양이온 교환 크로마토그래피: 음이온 수지
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친화성 크로마토그래피

- 특정 분자와의 친화성 차이를 이용한 크로마토그래피

- 친화력이 없는 물질은 곧바로 떨어지고, 친화력이 높은 물질
은 남아있음

- 높은 친화성으로 원하는 물질만 선택하여 용출

- 아비딘-바이오틴 결합, 히스티딘-금속이온 결합 등이 존재
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박층 크로마토그래피 (TLC)

- 모세관 현상으로 고정상인 박층(얇은막)을 타고 올라가는 속
도 차이를 이용한 크로마토그래피

- 고정상의 흡착성을 조절 가능, 해상도 확대 가능

- 혼합물 물질의 종류와 순도 파악하기 위해 사용
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단백질 순도는 폴리아크릴아마이드젤
전기영동(PAGE)을 통해 확인한다
- SDS-PAGE: 가장 광범위하게 사용하는 방법

- SDS: Sodium dodecyl sulfate

- PAGE: 폴리아크릴아마이드 젤 전기영동
(Polyacrylamide gel electrophoresis)

- 전기영동: 전하를 띈 생분자들을 전기장에
적용하여 이동하는 속도에 따라 분리

- 크기가 작은 물질은 멀리 이동

11

생화학 4장 단백질: 일차 구조의 결정



등전점 전기영동(IEF)
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단백질의 구조
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- 단백질의 구조를 1차, 2차, 3차, 4차로 나누어 구분

- 차수가 낮을수록 미시적, 높을수록 거시적

- 낮은 단계의 구조가 높은 단계의 구조에 영향을 줌



단백질의 구조
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1차 구조(primary structure): 아미노산 서열

- 펩타이드 결합, 리보솜에서 합성될 당시에 형성



단백질의 구조
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2차 구조(secondary structure): 알파나선, 베타면 구조

- 뼈대의 수소결합으로 펩타이드가 꼬이거나 접히면서 형성



단백질의 구조
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삼차 구조(tertiary structure)

- 곁사슬의 소수성 상호작용(황화결합, 수소결합 등)



단백질의 구조
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사차 구조(quaternary structure)

- 비공유결합에 의해 3차 구조의 펩타이드들이 결합



펩타이드 서열 분석

18

생화학 4장 단백질: 일차 구조의 결정



펩타이드 서열 분석
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펩타이드 서열 분석
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분자생물학이 1차 구조 결정에 혁명을 일으켰다

- PTH 아미노산을 이용하여 서열 분석 → 자동서열분석기

- 생어 염기서열 분석 (sanger sequencing)

- 장점: 기술적 신뢰도가 높고, 자동화 시스템이 갖춰져 이용 편
리, 분석 시간도 짧음

- 단점: 거대 DNA 분자 염기서열 분석에 부적합
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유전체학(genomics)은 작은 양의 서열 데이터로
단백질을 확인할 수 있게 한다
- 이미 많은 종의 유전체의 DNA 서열이 밝혀져있음

- 유전정보는 GenBank (미국 국립생물공학정보센터 NCBI에서
운영하는 염기서열 데이터베이스)에 올라와있음
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질량분석법은 다양한 형태로 쓰인다

질량분석법(mass spectrometry, MS)

- 민감도, 속도, 다재다능함 모두 월등

- 정량분석, 정성분석이 가능한 강력한 분석 도구

- 아주 적은 양의 시료로 분석 가능

- 탄수화물, 지방, 단백질 등 다양한 대사체 분석 가능

- HPLC-MS, HPLC-MS/MS를 사용

- 대표적으로 ESI (전자분무이온화법), MALDI-TOF
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직렬식 질량분석법은 대사이상을 감지할 수 있다

질량분석법은 현재 임상에서 사용하는 진단기기 중 고감도의 정
성 및 정량 분석하는 매우 효과적인 방법

- 조직 병리, 암, 심혈관 질환

- 희귀질환, 내분비 질환

- 미생물 동정 검사

- 약물 대사 (약동학)

- 도핑 검사 등
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단백체학의 목표는 다양한 조건에서
한 세포내에 있는 단백질 성분 전체를 확인하는 것이다
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단백체학: 세포 또는 개체 안의 모든 단백질을 총체적으로 연
구하는 학문

- 다양한 조건에서 단백질 성분 전체를 확인



2차원 전기영동과 유전자 칩 미세배열(array)은
단백질 발현을 측정하는데 사용된다
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DNA Microarray(유전자 미세배열)

- 겔 영동 분석보다 민감하며 필요한 시료 양 적음

- 많은 표본을 동시에 실험, 짧은 시간에 대량의 데이터 얻음



생물정보학은 단백질의 기능을 확인을 돕는다

- 유전체에 의해 암호화된 단백질의 많은 부분에 대한 기능이
아직 알려지지 않음

- 생물정보학은 아미노산의 배열을 비교 → 단백질의 잠재적인
구조와 기능, 생리적인 역할, 작용기전을 밝히는 실마리 제공
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요약

- 폴리펩타이드: 단백질의 기본 구조단위

- 연구에 맞는 다양한 크로마토그래피를 사용

- 단백질의 구조는 1차(아미노산 서열), 2차(알파나선, 베타면), 
3차, 4차로 이루어짐

- 유전체학: 뉴클레오타이드 서열분석 기법

- 단백체학: 단백질의 구조와 기능을 규명하는 학문
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