
微生物学通报 Jan. 20, 2022, 49(1): 1−13 
Microbiology China DOI: 10.13344/j.microbiol.china.210748 

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn  Copyright ©2022 Microbiology China All Rights Reserved 

                           

基金项目：江苏省重点研发(社会发展)项目(BE2021624) 

Supported by: Key Research and Development (Social Development) Program of Jiangsu Province (BE2021624) 
*Corresponding authors: E-mail: LI Jianghua: lijianghua@jiangnan.edu.cn; ZHANG Juan: zhangj@jiangnan.edu.cn 
Received: 2021-08-16; Accepted: 2021-09-17; Published online: 2021-10-27 

研究报告

定点突变提高枯草芽孢杆菌角蛋白酶的低温催化活性 

周冠宇 1,2,3，李江华*1,2，彭政 1,2,3，苗周迪 1,2,3，冒鑫哲 1,2,3，张娟*1,2 

1 江南大学工业生物技术教育部重点实验室，江苏 无锡 214122 

2 江南大学生物工程学院，江苏 无锡 214122 

3 江南大学未来食品科学中心，江苏 无锡 214122 

 

周冠宇, 李江华, 彭政, 苗周迪, 冒鑫哲, 张娟. 定点突变提高枯草芽孢杆菌角蛋白酶的低温催化活性[J]. 微生物学通报, 

2022, 49(1): 1-13 
Zhou Guanyu, Li Jianghua, Peng Zheng, Miao Zhoudi, Mao Xinzhe, Zhang Juan. Improving the low-temperature activity of 
Bacillus subtilis keratinase by site-directed mutagenesis[J]. Microbiology China, 2022, 49(1): 1-13 

摘   要：【背景】角蛋白酶 KerZ1 能在 60 °C 的最适温度下高效降解角蛋白底物，然而其在低于

最适温度条件下的酶活极低，难以适应工业生产和实际应用的要求。【目的】提升角蛋白酶 KerZ1

的低温催化活性。【方法】结合同源比对与折叠自由能分析向角蛋白酶 KerZ1 引入氨基酸突变，并

对突变体的酶学性质进行研究。【结果】对 KerZ1 柔性环区域(loop 13)引入的氨基酸突变 T210S、

N211S、T212G 均使其低温催化活性提升。随后对 loop 13 进行了复合突变并构建了三突变体

T210S/N211S/T212G，该突变体在中等温度(40 °C)和低温(20 °C)条件下的比酶活较 KerZ1 分别提

升了 45.68%和 85.74%。同时，该突变体在 60 °C 的半衰期(t1/2)仅下降 11.52%，说明突变体

T210S/N211S/T212G 在不严重损失热稳定性的情况下其低温催化活性得到了显著的提高。【结论】

氢键的减少及氨基酸疏水性降低导致的蛋白质分子柔性的提升，可能是导致突变体酶

T210S/N211S/T212G 低温催化活性提升的主要原因。本研究从实际应用出发对角蛋白酶进行低温

催化活性改造，为其工业化与应用化奠定了基础。 

关键词：角蛋白酶；低温催化活性；分子改造；同源比对；分子动力学模拟；分子柔性；氢键 
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Abstract: [Background] The keratinase KerZ1 could efficiently degrade keratin at the optimum 

temperature of 60 °C. However, the poor activity below the optimum temperature makes the enzyme 

difficult to be applied in industrial production. [Objective] To improve the low-temperature activity of 

KerZ1. [Methods] Based on homologous alignment and analysis of folding free energy, site-directed 

mutagenesis was employed for KerZ1, and then the enzymatic properties of the mutants were 

characterized. [Results] The introduction of T210S, N211S, or T212G into the flexible loop region  

(loop 13) increased the low-temperature activity of KerZ1. Subsequently, the compound mutant 

T210S/N211S/T212G was constructed, which showed the activity 45.68% and 85.74% higher than that 

of KerZ1 at moderate (40 °C) and low (20 °C) temperatures, respectively. Meanwhile, the half-life (t1/2) 

at 60 °C decreased by only 11.52%, indicating that the low-temperature activity of T210S/N211S/T212G 

was improved without serious loss of thermostability. [Conclusion] The reduction of hydrogen bonds 

and surface hydrophobicity may be the main reasons for the increased flexibility of the keratinase 

molecule, which enhances the low-temperature activity of T210S/N211S/T212G. In summary, this study 

modifies the keratinase to improve its low-temperature activity and lays a foundation for the practical 

application of this enzyme. 

Keywords: keratinase; low-temperature activity; molecular modification; homologous alignment; 
molecular dynamics simulation; molecular flexibility; hydrogen bond 

角蛋白是一种不溶性且含硫量高的丝状蛋

白，广泛分布于动物表皮附属物(如毛发、指甲、

爪、龟甲、角、喙和羽毛)中[1]。由于半胱氨酸

和甘氨酸含量很高，角蛋白非常坚韧，其在水中

的溶解度低且难以降解[2]。常用的化学法和物理

法处理角蛋白会不可避免地涉及高温、微波和强

酸或强碱工艺，这不仅会造成巨大的能量消耗，

还会对环境造成负担 [3]。角蛋白酶是一种可以

特异性降解角蛋白的水解酶，由土壤、水和各

种富含角蛋白的来源中发现的不同类型微生物

分泌[2]。随着可持续性和绿色概念的兴起，角蛋

白酶在工业生产与实际应用中的潜力逐渐被挖

掘出来[4]，其在制革[5]、化妆品[6]、饲料[7]等多个

行业中都被认为是一种能改善现有工艺的重要

生物酶。 

我们课题组在前期工作中得到的角蛋白酶

KerZ1 属于角蛋白酶 S8 家族[2]，其在 60 °C 的

适反应温度下可以高效水解角蛋白底物[8]。然而

过高的 适温度可能并不适合如皮革加工、化妆

品使用等实际环境。此外，冷适应的酶由于其在

中等和更低温度下具有更高的活性，不仅能有效

减少工业生产中昂贵的加热成本，限制不必要的
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化学副反应对产品造成的不良影响，其热不稳定

的特性还可以用于在生产中根据工艺步骤进行

选择性的灭活，因而在实际应用中有着巨大的潜

力[9]。因此，对角蛋白酶 KerZ1 的低温催化活性

改造能大幅提高其应用价值。 

与热适应的同源酶相比，嗜冷酶在低温下通

常具有更高的构象灵活性，具体原因包括但不限

于甘氨酸和赖氨酸残基数量增加、脯氨酸和精氨

酸残基频率降低、疏水核心减少、表面疏水性增

加和氢键减少等[10]。然而灵活的蛋白质结构意

味着分子刚性较低，这会导致酶热稳定性的下

降，所以对嗜热酶的低温催化活性改造过程中通

常需要在低温催化活性与热稳定性之间进行权

衡[11]。由于氨基酸取代和相互作用的复杂性及

许多情况下无法正确解释所选随机突变的影响，

因此，与成熟的热稳定性改造策略相比，目前对

酶的低温催化活性进行改造仍具有挑战性[12]。

一直以来对酶的低温催化活性改造策略以定向

进化为主[13-16]。 近一些新的策略被相继提出，

例如：通过不稳定化酶-辅酶-底物三元复合体来

降低酶促反应过渡态需要的能量，使酶促反应更

易逾越能量壁垒，从而提高酶在低温下的催化效

率[17]；通过向酶分子引入额外盐桥从而同时增

加末端刚性和催化结构域柔性来提升低温催化

活性[18]等。柔性环区域(loop)是蛋白质结构中

灵活的区域，是调节酶催化活性、稳定性、底物

特异性的重要区域，也是提高酶分子低温催化活

性的潜在目标。例如对嗜热脂肪酶 A 的 loop 区

进行饱和突变来筛选嗜冷酶突变体，这些突变体

在低温条件下的分子动力学模拟结果均显示出

更高的灵活性[19]。因此，对酶分子 loop 区柔性

改造策略的可行性已得到证实。基于这些假设，

我们通过同源比对和计算辅助方法向高温角蛋

白酶 KerZ1 柔性环区域引入氨基酸突变，以期

提升其中温及低温催化活性，并试图提升其在工

业生产和实际应用场景中的性能。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株和质粒 

研究所用质粒 pP43NMK、pP43NMK-KerZ1

及宿主枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis) WB600

由本实验室前期构建保存，大肠杆菌感受态细胞

E. coli JM109 Competent Cells 购自宝生物工程

(大连)有限公司。 

1.1.2  主要试剂和仪器 

PrimeSTAR® Max DNA Polymerase和Dpn I，

宝生物工程(大连)有限公司；Bradford 试剂盒，

生工生物工程(上海)股份有限公司；HisTrap™ 

HP 预装柱，GE Healthcare 公司；角蛋白(部分磺

化，5%于水中)，梯希爱(上海)化成工业发展有

限公司。PCR 仪，Bio-Rad 公司；振荡恒温金属

浴，Bioer 公司；酶标仪，BioTek 公司；紫外分

光光度计，Shimadzu 公司。 

1.1.3  PCR 引物设计 

研究中的引物合成与 DNA 测序通过生工生

物工程(上海)股份有限公司完成，使用的引物见

表 1。 

1.1.4  培养基及培养条件 

LB 培养基(g/L)：酵母粉 5.0，蛋白胨 10.0，

氯化钠 10.0。固体培养基需要额外添加 20.0 g/L

琼脂粉，1×105 Pa 灭菌 15 min。 

发酵培养基(g/L)：蔗糖 30.0，蛋白胨 20.0，

酵母粉 10.0，Na2HPO412H2O 6.0，KH2PO4 3.0，

MgSO47H2O 0.3。1×105 Pa 灭菌 15 min。 

重组大肠杆菌的筛选和培养使用LB培养基

(含 100 μg/mL 氨苄青霉素)，培养条件为 37 °C，

摇床转速为 220 r/min，培养 12 h；重组枯草

芽孢杆菌的筛选和培养使用 LB 培养基 (含  

50 μg/mL 卡那霉素)，培养条件为 37 °C，摇床 
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表 1  本研究中所用引物 
Table 1  Primers used in this study 

引物名称 Primers name 序列 Sequence (5′→3′) 

F21Y-F AAGTGCAGGCTCAAGGCTATAAGGGAGCGAATGTAAAAGTAGCCG 

F21Y-R AGCCTTGAGCCTGCACTTTGT 

Q36H-F CTGGATACAGGAATCCACGCTTCTCATCCGGACTTGAACGTAG 

Q36H-R TGGATTCCTGTATCCAGGACGGC 

N61Q-F GCTTATAACACCGACGGCCAAGGACACGGCACACATGTTGC 

N61Q-R GCCGTCGGTGTTATAAGCTTCG 

T161S-F AGCGGATCTTCAGGAAACTCGAATACAATTGGCTATCCTGCGAAATACG 

T161S-R GTTTCCTGAAGATCCGCTGTTCCC 

N162S-F GGATCTTCAGGAAACACGAGTACAATTGGCTATCCTGCGAAATACGAT 

N162S-R CGTGTTTCCTGAAGATCCGCTG 

I164V-F TCAGGAAACACGAATACAGTTGGCTATCCTGCGAAATACGATTCTGTC 

I164V-R TGTATTCGTGTTTCCTGAAGATCCGCT 

V173T-F CCTGCGAAATACGATTCTACCATCGCTGTTGGTGCGGTAGAC 

V173T-R AGAATCGTATTTCGCAGGATAGCCAAT 

F188S-F AACAGCAACAGAGCTTCATCTTCCAGTGTGGGAGCAGAGCTT 

F188S-R ATGAAGCTCTGTTGCTGTTAGAGTCTAC 

G203S-F ATGGCTCCTGGCGCAAGCGTATACAGCACTTACCCAACGAACACT 

G203S-R TGCGCCAGGAGCCATGAC 

T210S-F GTATACAGCACTTACCCAAGCAACACTTATGCAACATTGAACGGAACG 

T210S-R TGGGTAAGTGCTGTATACGCCTG 

N211S-F TACAGCACTTACCCAACGAGCACTTATGCAACATTGAACGGAACGTC 

N211S-R CGTTGGGTAAGTGCTGTATACGC 

T212G-F AGCACTTACCCAACGAACGGTTATGCAACATTGAACGGAACGTCAATGG 

T212G-R GTTCGTTGGGTAAGTGCTGTATACGC 

Y255P-F TCCAGCACGGCGACTCCTTTGGGAAGCTCCTTCTACTATGGGAAAGG 

Y255P-R AGTCGCCGTGCTGGAG 

T210S/N211S/T212G-F GTATACAGCACTTACCCAAGCAGCGGTTATGCAACATTGAACGGAACGTCAATGG 

T210S/N211S/T212G-R TGGGTAAGTGCTGTATACGCCTGC 

注：加下划线的碱基为替换的密码子 

Note: The underlined base is the replacement codon. 

 
转速为 220 r/min，培养 12 h；重组枯草芽孢杆

菌的发酵使用发酵培养基(含 50 μg/mL 卡那霉

素)，培养条件为 37 °C，摇床转速为 220 r/min，

培养 24 h。 

1.2  角蛋白酶的三维结构模拟 
角蛋白酶 KerZ1 氨基酸序列通过氨基酸翻

译软件获得，利用在线服务器 SWISS-MODEL 

(https://swissmodel.expasy.org/)搜索模板，以与角

蛋白酶 KerZ1 氨基酸序列具有 99.63%相似性的

丝氨酸蛋白酶 KerA 与抑制剂 Greglin 复合体

(PDB 4gi3，X-RAY DIFFRACTION 1.75 Å)为模

板建立同源模型[20]，并使用 Molprobity 在线模

型分析工具 (http://molprobity.biochem.duke.edu/ 

index.php)对模型质量进行检测。 

1.3  角蛋白酶突变体的构建 
对角蛋白酶突变位点进行全质粒 PCR 扩
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增[21]，PCR 产物经过 Dpn I 酶切消化后转化大

肠杆菌感受态细胞，转化产物涂布 LB 固体培养

基。37 °C 培养过夜后从 LB 平板上挑选转化子

进行菌落 PCR 验证，挑选验证正确的阳性转化

子提取质粒送样测序，将测序正确的重组质粒转

化表达载体 B. subtilis WB600，转化产物涂布 LB

固体培养基，37 °C 培养过夜后得到的转化子即

为表达目标角蛋白酶突变体的重组菌。 

1.4  角蛋白酶突变体的表达及纯化 
将重组枯草芽孢杆菌接种至 LB 培养基中，

于 37 °C 培养过夜作为种子液，取 1 mL 接种于

50 mL 发酵培养基中进行发酵。将获得的菌液于

4 °C、7 000 r/min 离心 20 min，所得的上清液即

为粗酶液。使用 0.22 μm 水系滤膜对粗酶液进

行抽滤后使用 HisTrap™ HP 预装柱纯化角蛋白

酶。首先使用缓冲液 A (含 20 mmol/L pH 7.4 的

Tris-HCl 缓冲液)平衡纯化柱，以 2 mL/min 流速

上样 30 mL，随后使用缓冲液 B (含 500 mmol/L

咪唑，20 mmol/L pH 7.4 的 Tris-HCl 缓冲液)取

代角蛋白酶，10%分离缓冲液 B 等度洗脱置换出

目的蛋白。使用 SDS-PAGE 与 Bradford 蛋白定

量试剂盒检测酶液的纯度与蛋白浓度。 

1.5  角蛋白酶酶活的测定 

将酶液进行适当稀释使得反应体系显色后

OD660 在 0.1−1.0 范围内，以 150 μL pH 10.0 的

50 mmol/L Gly-NaOH 溶液作为缓冲液，100 μL 

25 g/L 的可溶性角蛋白作为底物，加入 50 μL 稀

释的酶液，混匀后于 60 °C 反应 20 min；反应结

束后立即加入 200 μL 的 0.5 mol/L 三氯乙酸终

止反应，并于 12 000 r/min 离心 2 min。随后取

200 μL 反应液加入到 1 mL 50 g/L 的 Na2CO3 溶

液中，再加入 200 μL 福林酚试剂混匀后于 50 °C

显色 10 min，以加入底物前先加入三氯乙酸终止

反应但其他操作相同的反应体系作为空白对照，

使用分光光度计于 OD660 测定吸光度。酶活单位

定义为：1 个活力单位(U)为吸光度在 OD660 下升

高 0.001 单位[22]。 

1.6  角蛋白酶酶学性质的测定 

适反应温度(Topt)的测定：将酶活测定反应

温度更改为 20、30、40、50、60、70、80 °C，

其余条件不变，对纯化后的角蛋白酶 KerZ1 及

其突变体进行酶活测定。以各个酶 高酶活作为

100%，其余温度为相对酶活，绘制反应温度-相

对酶活曲线，并计算在不同温度条件下各角蛋白

酶的比酶活。 

半衰期(t1/2)的测定：将经过纯化的角蛋白酶

KerZ1 及其突变体酶置于 60 °C 金属浴中保温，

每 10 min 取样并进行酶活测定。以保温处理前

酶活作为 100%，之后每次取样点的酶活为相对

酶活。绘制以残余酶活的 ln 值为纵坐标、保温

时间 t 为横坐标的散点图，对各个数据点进行线

性拟合以计算角蛋白酶失活速率常数 k，带入公

式 t1/2=ln2/k 以计算各个角蛋白酶半衰期[23]。 

反应动力学参数的测定：将可溶性角蛋白

底物稀释成不同质量浓度(0、2、4、6、8、10、

12 g/L)，将角蛋白酶酶液进行适当稀释使得反应

体系显色后 OD660 在 0.1–1.0 范围内，测定角蛋

白酶 KerZ1 及其突变体在不同底物浓度下的反

应初速，以底物浓度和反应速率绘制散点图，运

用 Origin 2021 对各个数据点使用米氏方程进行

非线性拟合直至收敛，得到 大反应速率(Vmax)

和米氏常数(Km)，并进一步计算催化常数 kcat 及

催化效率 kcat/Km。 

1.7  分子动力学模拟 
使用 AMBER16 对角蛋白酶 KerZ1 及其突

变体进行分子动力学模拟，添加力场 ff14SB，

添加水分子盒子包裹蛋白质模型，设定蛋白质表

面到水盒子边界的 小距离为 12 Å，平衡系统

设定为 150 mmol/L 的氯化钠，分子动力学模

拟参数包括能量 小化、50 ps 的 0−300 K 的升
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温过程、500 ps 的平衡过程和 20 ns 的动力学

模拟[21]。使用 AMBER16 分析氨基酸残基的均

方根浮动(root mean square fluctuation，RMSF)。 

2  结果与分析 

2.1  角蛋白酶低温催化活性单点突变位点

的选择 
同源比对常用于酶分子改造中关键突变位

点的确定。以角蛋白酶 KerZ1 的氨基酸序列为

模板，从文献中挖掘了 2 株 适反应温度在

40 °C 的角蛋白酶氨基酸序列，利用 ClustalX 2.1

和Esprint 3.0对角蛋白酶KerZ1及挖掘的同源序

列进行比对和分析[5,24]。同时使用 PyMOL 软件

对建立的角蛋白酶 KerZ1 同源模型(PDB 4gi3)

中的 loop 区进行标注，结果如图 1 所示。我们

向每个 loop 区引入相应的氨基酸单点突变以提

升其结构灵活性。然而，根据同源比对结果有

大量的突变位点可供选择，进一步确定要引入

的突变位点需要借助计算机辅助筛选。利用

Discovery Studio 对引入的氨基酸突变进行模拟， 

 

 
 
图 1  不同来源角蛋白酶氨基酸序列对比 
Figure 1  Comparison of amino acid sequences of keratinase from different sources. 
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计算突变角蛋白酶的折叠自由能变化(ΔΔG)，其

结果如表 2 所示。折叠自由能(ΔG)是蛋白质从折

叠态到伸展态间的吉布斯自由能差，受氢键、范

德华力、熵效应等因素的综合影响，是 重要的

蛋白质热力学参数之一，也是反映蛋白质结构刚

性的重要指标[25]。一般认为，蛋白质的 ΔG 越低，

其具有的结构刚性就越强。因此，在许多研究

中都使用了生物信息学方法对蛋白质进行模拟 
 

表 2  各 loop 区引入的模拟氨基酸突变及其 ΔΔG 
Table 2  The ΔΔG of simulated amino acid mutations 
in each loops 

柔性环区域 

Loop 

引入的模拟氨基酸突变 

Simulated amino acid 

mutations 

折叠自由能变化

ΔΔG (kcal/mol) 

Loop 2 F21Y 0.23 

Loop 3 Q36H 1.51 

Loop 4 A52P −0.69 

G53S 0.00 

N61Q 0.88 

Loop 5 T78I −0.47 

Loop 6 S102Q −0.27 

Loop 7 G117N −0.55 

Loop 8 A128P −0.49 

Loop 10 N160S −1.03 

N160F −0.47 

T161S 0.33 

N162S 1.71 

I164V 1.48 

V173T 0.16 

Loop 11 S183N −0.54 

N184V −0.50 

F188S 2.55  

Loop 12 A202T −0.23  

G203S 0.16 

Loop 13 T210S 0.19 

N211S 0.23 

T212G 1.43 

Loop 14 S241T −0.43 

Loop 15 Y255P 1.82 

S258D −0.33 

突变，并通过得到的 ΔΔG 来预测该突变对蛋

白质结构刚性的影响，从而指导蛋白质热稳定

性的改造[26]。本研究的目的在于通过突变得到

一株在中等和较低温度下仍保留较高酶活的角

蛋白酶突变体，因而更倾向于选择折叠自由能提

升(即 ΔΔG>0)的突变位点，意味着引入的氨基酸

突变会使突变体相较原始酶的灵活度更高，这是

提升低温催化活性所必需的。基于上述理论，我

们引入了共计 13 个单点突变对 8 个 loop 区进行

柔性改造，分别为 F21Y、Q36H、N61Q、T161S、

N162S、I164V、V173T、F188S、G203S、T210S、

N211S、T212G、Y255P。 

2.2  角蛋白酶突变体的表达及组合突变 

通过全质粒 PCR 扩增将突变氨基酸引入

pP43NMK-KerZ1 为模板，将测序正确的质粒转

化到 B. subtilis WB600 中，摇瓶发酵表达角蛋白

酶 KerZ1 及其突变体。在 40 °C 反应条件下测定

角蛋白酶粗酶液的酶活，结果如图 2 所示。在

loop 13 引入的突变体 T210S、N211S、T212G 对

角蛋白酶在较低温度下的酶活，相比野生型角蛋

白酶 KerZ1 均有显著的提升，这说明原始酶可

能在该 loop 区的整体结构灵活性不佳，对该 loop

区的改造易提升其柔性；与之相反，在 loop 10

引入的突变体 N161S、N162S、I164V、V173T

均显示出显著且不同程度的活性下降，则说明原

始酶可能在该 loop 区的灵活性较高，不适宜进

行进一步的柔性改造。基于这个假设对 loop 13

进行了复合突变，构建了角蛋白酶 KerZ1 复合突

变体 T210S/N211S/T212G。经过 24 h 的摇瓶发

酵，突变体 T210S/N211S/T212G 粗酶液在 40 °C

的酶活达到了 63.17±3.25 kU/mL，相较于作为对

照的角蛋白酶KerZ1的40.60±0.60 kU/mL提升了

55.59%，其在低于 适温度条件下的酶活得到

了显著提高。 
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图 2  角蛋白酶突变体在 40 °C 反应条件下的酶活 
Figure 2  Enzyme activity of keratinase mutants at 
40 °C. 
 

2.3  角蛋白酶突变体的纯化及酶学性质 
通过镍离子亲和色谱柱对角蛋白酶 KerZ1

和突变体 T210S、N211S、T212G 及其复合突变

T210S/N211S/T212G 的发酵粗酶液进行纯化，

并进行 SDS-PAGE 电泳分析，结果如图 3 所示，

角蛋白酶 KerZ1 及其突变体的分子量约为    

28 kDa。将得到的纯酶液用于进一步的酶学性质

分析。 

对角蛋白酶 KerZ1 及突变体的酶学性质进

行测定，结果如表 3 所示。突变体的 适反应

温度均为 60 °C，相较于 KerZ1 无变化。在 适

温度条件下，突变体 T210S/N211S/T212G 的比 

 
 
图 3  KerZ1 及其突变体的 SDS-PAGE 电泳分析   

M：蛋白质标准分子质量；1−5：KerZ1、T210S/ 

N211S/T212G、T210S、N211S、T212G 纯酶液 

Figure 3  SDS-PAGE analysis of KerZ1 and mutant 
enzymes. M: Protein marker; 1−5: KerZ1, T210S/ 
N211S/T212G, T210S, N211S, T212G. 

 
酶活与KerZ1相比略微下降了 1.66%，但在 40 °C

的中等温度和20 °C的低温条件下其比酶活相比

KerZ1 分别提升了 45.68%和 85.74%，单突变体

T210S、N211S、T212G 与 KerZ1 在低于 适温

度条件下的比酶活也有不同程度的提高。为进一

步探究突变体 T210S/N211S/T212G 在低于 适

温度条件下的性能，绘制了其与 KerZ1 的温度

依赖酶活曲线。从图 4 可以看出，虽然 适温度

并未降低，但该突变体的温度依赖酶活曲线相较

于 KerZ1 有明显向低温偏移的趋势。低温催化

活性的提升通常意味着分子柔性的提升，这会影 

 
表 3  KerZ1 及其突变体的酶学性质 
Table 3  Enzymatic properties of KerZ1 and mutant enzymes 

突变体 

Mutant enzyme 

60 °C 时比酶活 

Specific enzyme 

activity at 60 °C (kU/mg)

40 °C 时比酶活 

Specific enzyme 

activity at 40 °C (kU/mg) 

20 °C 时比酶活 

Specific enzyme 

activity at 20 °C (kU/mg) 

Topt 

(°C) 

t1/2 (min) 

KerZ1 186.70±2.08 59.78±0.31 14.10±0.47 60 22.22±1.10

T210S/N211S/T212G 183.60±6.25 87.09±0.64 26.19±1.30 60 19.66±0.75

T210S 205.37±1.71 81.37±4.13 23.14±2.93 60 18.66±0.53

N211S 208.69±2.92 73.97±3.40 17.90±1.67 60 20.56±0.82

T212G 191.00±5.39 78.08±1.69 23.95±1.71 60 15.28±0.79
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图 4  KerZ1 及突变体 T210S/N211S/T212G 的温

度依赖酶活 
Figure 4  Temperature-dependent activity of KerZ1 
and T210S/N211S/T212G. 
 
响酶的热稳定性，突变体 T210S/N211S/T212G、

T210S、N211S 和 T212G 的半衰期相比 KerZ1

分别降低了 11.52%、16.02%、7.47%和 31.23% 

(表 3)，由于损失的热稳定性可能会影响突变体

T210S/N211S/T212G 在较低温度下的长期性能，

因此在40 °C时温浴角蛋白酶并测定其在该反应

温度下的低温催化活性，以各酶保温处理前的酶

活为 100%绘制保温时间与各取样点残余酶活的

曲线，如图 5 所示。经过 12 h 的温浴，突变体

T210S/N211S/T212G 相比 KerZ1 并未显示出明

显的低温催化活性损失，即该突变体的热稳定性

损失对其在较低温度下的长期活性影响较小。综

上所述，突变体 T210S/N211S/T212G 在不严重

损失热稳定性的情况下其低温催化活性得到了

显著的提高。 

在 40 °C 与 60 °C 测定 KerZ1 及其突变体的

反应动力学参数，结果如表 4 所示。冷适应的酶

常通过降低底物到产物之间的活化自由能壁垒

使其在低温下具有更高的 kcat 值，与此同时，它

们与底物的结合能力会略低于其嗜热的同源酶 

 
 
图 5  KerZ1 及突变体 T210S/N211S/T212G 在

40 °C 时的热稳定性 
Figure 5  Thermostability of KerZ1 and T210S/ 
N211S/T212G at 40 °C. 
 
表 4  KerZ1 及其突变体的反应动力学参数 
Table 4  Kinetic parameters of KerZ1 and mutant 
enzymes 

突变体 

Mutant enzyme 

Km  

(g/L) 

kcat  

(s−1) 

kcat/Km 

(L/(g·s)) 

60 °C  

KerZ1 1.52±0.14 192.67±2.52 126.91 

T210S/N211S/T212G 1.22±0.13 165.77±1.52 135.40 

T210S 1.75±0.18 207.66±4.87 118.63 

N211S 1.11±0.19 168.02±7.35 151.38 

T212G 1.78±0.18 212.97±5.13 119.39 

40 °C  

KerZ1 1.53±0.14 50.60±0.62 33.16 

T210S/N211S/T212G 1.98±0.09 89.14±1.37 45.06 

T210S 1.95±0.13 68.93±0.80 35.29 

N211S 2.24±0.19 68.24±1.02 30.50 

T212G 1.98±0.10 68.08±0.89 34.26 

 
(具有更高的 Km 值)，原因是这样可以用更低的

能量促成酶分子与底物的复合[11]。虽然在 60 °C

时突变体 N211S 与 T210S/N211S/T212G 的 kcat

值比 KerZ1 略低，但由于较低的 Km 使得其在

适反应温度下相比KerZ1仍具有较高的催化效率

(更高的 kcat/Km)。在 40 °C 条件下，各突变体的
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Km 及除突变体 N211S 外的 kcat/Km 与 KerZ1 相比

均显示出不同程度的提升，其中 T210S/N211S/ 

T212G 与 KerZ1 相比 kcat/Km 提高了 35.89%，Km

值提高了 29.4%，符合冷适应的酶在较低温度条

件下的反应动力学特征。结果表明，复合突变体

T210S/N211S/T212G 在低于 适反应温度的条

件下虽然与底物的结合能力略低，但具有更高的

催化效率。 

3  讨论与结论 

利用 PyMOL对突变角蛋白酶分子结构进行

模拟，并对 loop 3 与 loop 13 及活性位点的位置

进行标注，如图 6 所示。由于该角蛋白酶属于角

蛋白酶 S8 家族，催化活性中心为其典型的催化

三联体结构(32D-63H-220S，球形部分)[2]。不难

发现，活性位点 32D 所在的 β-折叠(橙色部分)

与 loop 3 (黄色部分)直接相连，而 loop 13 (蓝色

部分)及相邻的 β-折叠也与活性位点 220S 所在

的 α-螺旋(棕色部分)紧密相连，因此推测 loop 3

及 loop 13 的结构灵活性会一定程度上影响活性

位点 32D 及 220S 所在二级结构的灵活性。同时，

loop 3、loop 13 及其相邻的 β-折叠与上述活性位

点所在的 α-螺旋及 β-折叠组成的结构将活性位

点 63H 所在的 α-螺旋(红色部分)包裹于其中，

推测该结构可能会限制催化三联体所在的 3 个

二级结构之间的相对活动，而影响该结构整体灵

活性的关键可能在于连接 loop 3 与 loop 13 的分

子间作用力。因此，loop 3 与 loop 13 之间作用

力的变化可能会影响该结构的灵活性，进而影响

角蛋白酶的低温催化活性。 

图 7 为角蛋白酶 KerZ1 及其复合突变体

在引入突变体前后的 210–212 位氨基酸与其

他残基间氢键的示意图，野生酶的 211N 可与

36Q 形成 2 个氢键，其 212T 则分别与 39H、

208Y、213Y 形成 4 个氢键(图 7A)；在引入突变 

 
 
图 6  Loop 3 与 Loop 13 和活性位点在突变体

T210S/N211S/T212G 结构中的位置示意图   球

形部分为催化三联体(32D-63H-220S)；红色与棕色

部分分别为活性位点 63H 与 220S 及其所在的   

α-螺旋；橙色部分为活性位点 32D 及其所在的   

β-折叠；黄色部分与蓝色部分分别为角蛋白酶的

Loop 3 与 Loop 13 

Figure 6  Position of Loop 3, Loop 13 and active 
sites in the structure of mutant N210S/N211S/T212G. 
The catalytic triad residues (32D-63H-220S) are 
shown in spheres; The α-helix where the active site 
63H located is shown in red; The α-helix where the 
active site 220S located is shown in brown; The 
β-sheet where the active site 32D located is shown in 
orange; The Loop 3 and Loop 13 of keratinase are 
shown in yellow and blue respectively. 
 

T210S/N211S/T212G 后，突变体 211S 与 36Q 形

成的氢键减少了 1 个，而 212G 则不再与 213Y

形成氢键(图 7B)，氢键的减少会降低酶分子解

折叠需要的能量，提升酶分子的柔性。通过分子

动力学模拟计算每个氨基酸残基的 RMSF，以进

一步揭示酶分子的灵活性[18]，结果如图 8 所示。

相比 KerZ1，在突变 T210S/N211S/T212G 引入

后，整个 loop 13 显示出了更高的 RMSF 值，这

说明复合突变的引入使得角蛋白酶在该 loop 区 
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图 7  KerZ1 (A)及 T210S/N211S/T212G (B)的三维结构及其氢键位置示意图 
Figure 7  Three-dimensional structure and hydrogen bond position of KerZ1 (A) and T210S/N211S/T212G (B). 
 

的灵活性得到了整体的提升。与此同时，与 36Q

残基氢键的减少也使得 36Q 所在的 loop 3 区域

的 RMSF 得到提升，从而可能使得上述 loop 3、

loop 13 及其相邻的 β-折叠与角蛋白酶活性位点

所在的 α-螺旋及 β-折叠组成的结构灵活性提升。

由此推测，loop 3 与 loop 13 间的氢键减少可能

是揭示突变体 T210S/N211S/T212G 在低于 适 
 

 
 

图 8  KerZ1 及 T210S/N211S/T212G 的残基灵活

性比较 
Figure 8  The residual flexibility of KerZ1 and 
T210S/N211S/T212G. 

温度下酶活提高的主要原因。除此之外，211N

具有很强的亲水性，在突变为 211S 后其亲水性

有显著的下降，表面疏水性的提升也会使分子柔

性得到提升，从而使角蛋白酶的灵活性得到进一

步的提高。 

为使角蛋白酶 KerZ1 适应工业生产和实际

应用环境下的条件，本研究通过同源比对和对虚

拟突变进行折叠自由能的分析，向角蛋白酶

KerZ1 中的柔性环区域引入氨基酸突变以提高

其灵活性，进而提升角蛋白酶的低温催化活性。

结果表明，对柔性环 loop 13 引入的 3 个氨基酸

突变均使角蛋白酶 KerZ1 低温催化活性得到提

升。对该柔性环进行复合突变并构建的突变体

T210S/N211S/T212G 与角蛋白酶 KerZ1 相比，

其在柔性环 loop 3 及 loop 13 的灵活性得到了提

高，并在中等温度和低温下均显示出更高的酶活

力与催化效率。由于角蛋白酶结构较为复杂[27]，

因而本研究中仅对角蛋白酶在溶剂中的结构灵

活性进行了初步分析。在下一步的研究中，将解

析角蛋白酶在水解角蛋白过程中其底物分子对

酶结构造成的影响，从而发掘潜在的角蛋白酶低
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温活性突变位点，并为进一步开发角蛋白酶提供

理论基础。综上所述，本研究对嗜热角蛋白酶进

行低温催化活性改造，有效地提高了枯草芽孢杆

菌角蛋白酶在中等和低温条件下的催化活性，为

提高其在工业应用中的实用性打下了基础，也为

其他工业酶提供了较为新颖的改造思路。 
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