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摘  要：【目的】通过对一株地衣芽孢杆菌来源的角蛋白酶 N 端进行分子改造，研究其对角蛋

白酶活力和热稳定性的影响，进而提高角蛋白酶的热稳定性。【方法】将角蛋白酶 N 端前 5 个

氨基酸进行分段缺失，并通过序列比对将 N 端的前 5 个氨基酸替换为来源于 Thermoactinomyces 

vulgaris 的嗜热蛋白酶的 N 端，将野生型和突变体角蛋白酶基因在枯草芽孢杆菌 WB600 中进

行表达，并对重组酶进行纯化与酶学性质研究。【结果】角蛋白酶 N 端不同长度的缺失大幅度

地降低了角蛋白酶的活力，其中缺失前 5 个氨基酸完全丧失了酶活力。将角蛋白酶 N 端前 5 个

氨基酸替换为嗜热蛋白酶 N 端前 12 个氨基酸，虽然降低了近 70%的活力，但是却增加了角蛋

白酶的热稳定性，60 °C 条件下的半衰期 t1/2 由原来的 9 min 提高到 20 min。【结论】角蛋白酶

的 N 端对其酶活力具有较大的影响，与嗜热蛋白酶来源的 N 端进行替换可以有效提高角蛋白

酶的热稳定性。 
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Abstract: [Objective] In order to functional analysis the N-terminus of keratinase from Bacillus 
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licheniformis and its effect on the activity and thermostability of keratinase, the N-terminus of 
keratinase was reconstructed by molecular modification. [Methods] The N-terminus residues of 
keratinase were deleted individually and replaced by an N-terminus of thermitase from 
Thermoactinomyces vulgaris through sequence alignment. The recombinant keratinases of wild-type 
and mutants were production in Bacillus subtilis WB600 and then purified for characterization. 
[Results] Deletion of N-terminus of keratinase resulted in enzyme activity decreased prominently, 
when deficiency of five residues the activity of enzyme was completely abolished. Although 
replacement of N-terminus from thermitase decreased the activity of keratinase, the thermostability 
of mutant was enhanced compared with wild-type. The half-live of thermal inactivation (t1/2) was 
enhanced from 9 to 20 min at 60 °C. [Conclusion] The N-terminus of keratinase was important for 
enzyme activity, replacement of N-terminus between keratinase and thermitase could efficient 
enhanced thermostability of keratinase. 

Keywords: Keratinase, N-terminus, Thermostability 

角蛋白是一种不可溶的纤维状蛋白质，由于其

富含二硫键使角蛋白具有较强的结构稳定性因而

很难被一般的蛋白酶如枯草杆菌蛋白酶、木瓜蛋白

酶和胃蛋白酶等降解。角蛋白酶是一种特殊的可以

降解角蛋白的蛋白酶，可以由细菌、真菌、放线菌

等多种微生物产生[1]。角蛋白酶可以将羽毛角蛋白

转化为可溶性蛋白以及氨基酸，可以代替粮食作物

作为饲料喂养家禽。另外，角蛋白酶处理方法也可

以应用在纺织物处理上，取代污染较严重的化学处

理方法，进而在保护环境的前提下改善织物的性

能。同样，角蛋白酶在其他领域如清洁剂、医药、

化妆品、皮革等行业也具有广泛的应用价值[2]。以

往对角蛋白酶的研究主要集中于菌种筛选以及酶

的分离纯化，对角蛋白酶的结构分析研究较少。在

前期研究中，本课题组将一株产角蛋白酶的地衣芽

胞杆菌(Bacillus licheniformis BBE11-1)中的角蛋白

酶基因进行克隆，并在枯草芽孢杆菌中成功实现胞

外分泌表达，发现该酶在 60 °C处理 30 min的条

件下完全失活[3]。热稳定性较好的酶可以在相对较

高的温度下进行反应，有利于提高酶的反应速率、

减少其他微生物的污染以及促进酶分子充分渗透

到底物中进行反应[4]。通过对该地衣芽胞杆菌来源

的角蛋白酶氨基酸序列分析发现，其与枯草杆菌蛋

白酶具有较高的相似性，但是目前对枯草杆菌蛋白

酶成熟区域的 N 端功能分析未见详细报道。本文

作者利用基因工程手段，对地衣芽胞杆菌来源的角

蛋白酶 N 端进行分子改造，研究其对角蛋白酶活

力以及热稳定性的影响，为其他来源的角蛋白酶分

子改造提供理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌种和质粒：地衣芽胞杆菌 (Bacillus 

licheniformis BBE11-1)、大肠杆菌(Escherichia coli) 

JM109、枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis) WB600及

质粒 pMA5 均由本实验室保存。质粒 pMD19-T、

定点突变试剂盒(MutanBEST Kit)、PrimeSTAR HS 

DNA聚合酶、T4 DNA连接酶、PCR产物纯化试

剂盒、各种 DNA限制性内切酶，为大连宝生物公

司产品。角蛋白(来源羊毛)购自百灵威(上海)公司。

引物和测序由上海生工生物工程股份有限公司完

成。其他常规生化试剂为国产分析纯。 

1.1.2  培养基：大肠杆菌采用 LB培养基培养，抗

性筛选时加入氨苄青霉素(Ampicillin)，终浓度为

100 mg/L。角蛋白酶表达培养基为在 LB培养基基

础上添加 0.1 g/L MgSO4及 10 g/L葡萄糖，培养时

加入卡那霉素(Kanamycin)，终浓度为 25 mg/L。 

1.2  方法 

1.2.1  定点突变：利用 MutanBEST Kit 定点突变

试剂盒的方法。(1) 以先前构建好的带有角蛋白酶

基因 ker的质粒 pMD19-T-ker为模板，用目的引物

(表 1)进行 PCR 扩增。(2) 应用 Blunting kination  
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表 1  突变引物 
Table 1  Oligonucleotide primers used for site-directed mutagenesis 

Primers Nucleotide sequences (5′→3′) 

Del1 CAAACCGTTCCTTACGGCAT 

Del1-2 ACCGTTCCTTACGGCATTCC 

Del1-3 GTTCCTTACGGCATTCCTCTCA 

Del1-4 CCTTACGGCATTCCTCTCATTAA 

Del1-5 TACGGCATTCCTCTCATTAAAGC 

N-YTPND TATACGCCTAATGACCCTTATTTCTCATCAAGACAATACGGCATTCCTCTCATTAAAGC 

 
酶对 PCR产物在 37 °C条件下处理 30 min，后在

70 °C条件下处理 5 min使酶失活。加入 T4 DNA

连接酶在 16 °C条件下进行连接。(3) 将连接液接

入大肠杆菌 JM109 中进行转化，最后通过测序来

检验正确的突变体。N端前 5位氨基酸的分段缺失

分别命名为Del1、Del1-2、Del1-3、Del1-4和Del1-5。

角蛋白酶的 N端替换为嗜热蛋白酶 N端是将角蛋

白酶的前 5个氨基酸AQTVP替换为嗜热蛋白酶的

N端 YTPNDPYFSSRQ，突变体命名为 N-YTPND。 

1.2.2  重组表达质粒的构建与表达：根据 ker序列

引物，并引入 Nde I和 BamH I酶切位点：Prime-f1：

5′-GGAATTCCATATGATGAGGAAAAAGAGTTT
TTGG-3′，Nde I；Prime-r2：5′-CGCGGATCCTT 

ATTGAGCGGCAGCTTCG-3′，BamH I；以携带不

同突变体基因的质粒 pMD19-T-ker 为模板，用引

物进行 PCR扩增。PCR产物纯化后，采用 Nde I、

BamH I进行双酶切。将酶切产物纯化后与表达载

体 pMA5 相连接，筛选阳性克隆。提取质粒，进

行测序并双酶切验证，获得重组质粒 pMA5-ker。

将重组质粒 pMA5-ker 转入枯草芽孢杆菌 WB600

中获得转化子，接入表达培养基在 37 °C、200 r/min

条件下培养 30 h后离心取得发酵上清液进行纯化

及酶学性质测定。 

1.2.3  重组角蛋白酶的纯化：采用 Pellicon® XL过

滤仪(Millipore公司，美国)将含有粗酶的发酵上清

液通过 10 kD的超滤膜进行超滤除杂，加入终浓度

为 1 mol/L 的硫酸铵后注入到配有 HiTrap 琼脂糖

苯基快流速疏水色谱柱(5 mL，GE公司，美国)的

AKTA纯化仪中(GE公司，美国)。洗脱未结合蛋白，

用硫酸铵(1.0 mol/L)对结合蛋白进行梯度洗脱，收

集洗脱样品。 

1.2.4  重组角蛋白酶最适作用温度及热失活半衰

期(t1/2)的测定：在 pH 值为 10.5 的条件下，测定   

20−80 °C 温度范围内的酶活，以酶活最高值为

100%来计算相对酶活。将纯化后的突变角蛋白酶

稀释到同一浓度，置于 60 °C 水浴保温，处理    

30 min，每隔 5 min取样检测角蛋白酶残余活力。

作 Ln (活力)-时间关系图，由曲线末端直线部分的

斜率(k)求得蛋白的半衰期(t1/2)。 

1.2.5  晶体结构模型构建及结构分析：利用在线服

务 器 SWISS-MODEL (http://swissmodel.expasy. 

org/)，以 PDB 数据库 Subtilisin Carlsberg (PDB 

3unxA，1.26 Å resolution)的晶体结构为模板，同

源模拟角蛋白酶野生型(WT)的晶体结构。应用在

线软件 PRALINE (http://www.ibi.vu.nl/programs/ 

pralinewww/)对地衣芽胞来源角蛋白酶 (KB)与

Thermoactinomyces vulgaris 来源的嗜热蛋白酶

(ThermitaseTv，PDB 1THM)进行氨基酸序列对比

分析。角蛋白酶 N端替换为嗜热蛋白酶 N端的突

变体晶体结构模型由软件 Modeller 9.11 构建，以

角蛋白酶以及嗜热蛋白酶的晶体模型为模板。晶体

结构由软件 Discovery studio 2.5分析。 

1.2.6  角蛋白酶酶活及 Km 的测定：角蛋白酶酶活

测定根据 Yamamura等[5]的方法并加以修改，将发

酵液离心 10 min (10 000×g，4 °C)，取上清液进行

适当稀释，吸取 200 μL 与 300 μL 0.05 mol/L  



1494 微生物学通报 Microbiol. China 2014, Vol.41, No.8 

  

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

Gly-NaOH缓冲液(pH 9.0)溶解 1%的底物(角蛋白)

混匀，50 °C反应 10 min，加入 500 μL 4 mol/L TCA

溶液以终止反应。离心 10 min，吸取 200 μL 上清

液，依次加入 1 mL福林酚试剂和 200 μL 0.5 mol/L 

Na2CO3，50 °C反应 10 min。以零时间的反应液作

为空白，于 660 nm处检测吸光值。以角蛋白为底

物，每 1 min催化分解角蛋白生成 1 μg酪氨酸所

需要的酶量为一个酶活单位。 

以 不 同 浓 度 的 底 物 (100600 mmol/L)      

N-succinyl-L-Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilide (AAPF)，

在 40 °C条件下利用双倒数法(Lineweaver- Burk)[6]

对 Km值进行计算。 

2  结果与分析 

2.1  角蛋白酶与嗜热蛋白酶 N 端的分析比较 

由图 1可以看出，角蛋白酶与嗜热蛋白酶具有

较高的相似性，其中序列比对根据不同的保守度

(110)划分。可以看出，这两种酶在 N端的保守度

较低，N 端的晶体结构模型(图 2A、B)显示，在第

一个保守区域(YG)之前，角蛋白酶的 N端为一段无

规则卷曲及 α螺旋组成，而嗜热蛋白酶的 N端与角

蛋白酶相比较多出了一段无规则卷曲和 α 螺旋结

构。所以本研究将角蛋白酶的前 5个氨基酸AQTVP

替换为嗜热蛋白酶的N端YTPNDPYFSSRQ来考察

其对角蛋白酶活力和热稳定性的影响。 

 

 
 

图 1  地衣芽胞杆菌来源角蛋白酶(KB)与嗜热蛋白酶(PDB 1THM)氨基酸序列对比图 
Figure 1  Protein sequence alignment of keratinase from B. licheniformis BBE11-1 (KB) and ThermitaseTv (PDB 1THM) 
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图 2  角蛋白酶及嗜热蛋白酶模型结构图 
Figure 2  The model structure of keratinase and ThermitaseTv 
注：A：角蛋白酶 N端模型结构图；B：嗜热蛋白酶 N端结构

图；C：N-YPTND突变体模型结构图；D：苯环间相互作用结

构图；E：Cation-Pi 作用模型结构图. 

Note: A: The model structure of N-terminus from keratinase; B: 
The model structure of N-terminus from ThermitaseTv; C: The 
model structure of N-YPTND mutant; D: The model structure of 
aromatic-aromatic interactions; E: The model structure of 
Cation-Pi interaction. 

 

2.2  角蛋白酶 N 端突变体在枯草芽孢杆菌中的

表达 

角蛋白酶 N端的缺失大幅度降低了酶活力(表

2)，比酶活只有野生型的 2%12%。将角蛋白酶 N

端前 5个氨基酸缺失后，角蛋白酶的酶活力完全丧

失。而将角蛋白酶 N端替换为嗜热蛋白酶的 N端，

比酶活同样损失较大，与野生型相比保留了近 27%

的比活力，说明角蛋白酶的 N 端对酶活力影响较

大。SDS-PAGE (图 3A)显示，除了突变体 Del1-5

以外，其他突变体在约 32 kD 处有一条明显的条

带，与野生型成熟酶大小相一致[3]，说明有成熟酶

的分泌。但是在约 37 kD 处仍然有一条明显的条

带，说明角蛋白酶前体并未有效的进行自加工并切

割，仍然以无活性的前体形式存在。 

表 2  突变体对角蛋白酶酶活及热稳定性的影响 
Table 2  Effects of mutants on activities and 

thermostability of keratibase 

类型 

Type 

比酶活 

Specific activity 
(U/mg) 

Km 

(mmol/L) 
t1/2 (60 °C)

(min) 

野生型 WT 1 286 2.42 9.0 

Del1 107 2.66 8.2 

Del1-2 97 3.30 7.5 

Del1-3 166 4.42 7.2 

Del1-4 30   

Del1-5 0   

N-YTPND 358 3.86 20.0 
 

 
 

图 3  角蛋白酶野生型与突变体的表达与纯化 SDS- 

PAGE 分析 
Figure 3  SDS-PAGE of expression protein and purified 
wild-type and mutant keratinase 
Note: A: Expression protein of mutant keratinases. M: Marker; 1: 
Del1-5; 2: Del1-4; 3: Del1-3; 4: Del1-2; 5: Del1; 6: N-YTPND. B: 
Purified wild-type and mutant keratinase. M: Marker; 1: Del1-3; 
2: Del1-2; 3: Del1; 4: N-YTPND; 5: Wild-type. 
 

2.3  角蛋白酶突变体的最适作用温度及热稳定性 

将纯化后的突变体 N-YTPND (图 3B)在 60 °C

条件下温育 30 min来分析其热稳定性，结果表明

(表 2)：分别缺失 N端前 3位氨基酸对角蛋白酶的

热稳定性影响较小，略微降低了半衰期(t1/2)值，由

9 min分别降为 8.2、7.5和 7.2 min (突变体 Del1-4

由于酶活力非常低，不便于纯化，所以没有对其热

稳定性进行分析)。研究发现将角蛋白酶 N端替换

为嗜热蛋白酶的 N 端明显的提高了角蛋白酶的热

稳定性，在 60 °C条件下的 t1/2值由 9 min提高到

20 min，提高了近两倍。同时，最适作用温度(图

4)也由原来的 40 °C提高到 50 °C。 
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图 4  温度-活力曲线图 
Figure 4  Effects of temperature on activities of WT and 
N-YTPND 

 

3  讨论 

来源于地衣芽胞杆菌的角蛋白酶与枯草杆菌

蛋白酶拥有较高的同源性，属于枯草杆菌蛋白酶家

族(Subtilisin family)，其催化部位以催化三分子的

形式存在[7]。地衣芽胞杆菌来源的角蛋白酶同枯草

杆菌蛋白酶一样，以信号肽-前导肽-成熟酶区域

(Pre-pro-subtilisin precursor)的前体结构进行分泌。

角蛋白酶的成熟酶区域由 274个氨基酸组成，包括

催化三分子结构(D32，H63，S220)。在角蛋白酶

的前体未进行折叠前成熟酶的 N 端与前导肽的 C

端以非共价形式连接，在前导肽进行自加工切割并

被降解后，才能形成具有活性的成熟酶[8]，所以 N

端对角蛋白酶的活性及热稳定性可能具有一定的

影响。本文通过对角蛋白酶成熟区域的 N 端进行

缺失及替换，考察其对角蛋白酶活力和热稳定性的

影响。角蛋白酶 N端的缺失大幅度降低了酶活力，

其中 N端前 5位氨基酸残基的缺失会造成酶活力

的完全丧失。表 2显示突变体的 Km值高于野生型

角蛋白酶，N 端的缺失会造成酶与底物亲和力的

降低。角蛋白酶 N端前 5位氨基酸残基的结构为

无规则卷曲，说明此段区域的二级结构对于角蛋

白酶成熟酶的形成是必需的，该结构的缺失会造

成角蛋白酶前导肽无法充分地进行自加工及切

割，SDS-PAGE (图3A)显示仍有前体角蛋白酶的分

泌(37 kD)，这与先前的报道一致[9]。以上结果可能

为突变体比酶活降低的原因。 

研究发现缺失 N 端第 2 位氨基酸降低了角蛋

白酶的热稳定性，半衰期 (t1/2)由 9 min 降为     

7.5 min。应用软件对其结构进行分析，与野生型

相比，2Gln 位置氨基酸的缺失减少了 Gln 与

74Leu、76Asn、78Thr以及 80Val位置氨基酸之间

的氢键作用力，这可能是缺失 N 端第 2 位氨基酸

后热稳定性降低的原因。虽然目前对提高枯草杆菌

蛋白酶热稳定性已有较为深入的研究，如引入二硫

键[10]、定向进化[11]、引入离子键[12]，增加氢键[13]

等策略，但是对成熟酶区域 N 端的分子改造研究

未见相关报道。本研究将角蛋白酶成熟区域的前 5

个氨基酸 AQTVP 替换为嗜热蛋白酶 N 端

YTPNDPYFSSRQ，虽然突变体的比酶活低于野生

型，但是却提高了热稳定性，半衰期(t1/2)由 9 min

提高到 20 min。Sun等[14]将 Aspergillus niger来源

的中温木聚糖酶N端替换为 T. fusca来源的嗜热木

聚糖酶 N 端，同样也提高了中温木聚糖酶的热稳

定性。通过软件对突变体的结构分析发现(图 2C、

D、E)，与野生型相比，突变体 N-YTPND增加了

一个 Cation-Pi作用(1Tyr-29Lys)以及芳香环之间的

相互作用(7Tyr-212Tyr-220Tyr)，同时氢键总数也由

野生型的 264个提高到 288个，增加了 24个氢键。

有研究通过系统的比较 900个中温蛋白质以及 300

个嗜热蛋白质的晶体结构发现，嗜热蛋白质结构中

的 Cation-Pi 作用力要远远多于中温蛋白质，而且

这种作用力的能量较离子键要高两倍[15]。通过在

线 分 析 网 站 PIC (http://pic.mbu.iisc.ernet.in/ 

index.html)对野生型和突变体 N 端的疏水相互作

用进行了分析，结果发现突变体 N-YTPND较野生

型增加了 3个分子间疏水相互作用力，而疏水相互

作用力可以对蛋白质的稳定性提供 60%的贡    

献[16]。以上作用力的增加可能是角蛋白酶热稳定

性提高的原因。 

本试验利用基因工程手段，对地衣芽胞杆菌来
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源的角蛋白酶 N端进行了分析，将角蛋白酶 N端

替换为嗜热蛋白酶的 N 端可以有效提高角蛋白酶

的热稳定性，为角蛋白酶分子改造提供了理论基

础。对角蛋白酶 N 端进行分子改造提高其催化活

力，是下一步研究的重点。 
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