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摘 要：采用室内实验方法，对芽胞杆菌 L4菌株产生的角蛋白酶进行了系列的酶学性质研究。结果表明，以角蛋白溶液为底物时该
酶的最适酶促反应温度为 40 ℃，最适酶促反应 pH为 7.0，其 Km值为 1.88 mmol·L-1，Vmax为 2.72×10-2 mmol·L-1·s-1。利用不同的蛋
白酶抑制剂进行酶活性抑制实验，发现该酶受邻啡罗啉和 EDTA的抑制，推测该酶可能是一种含 Zn2+的金属蛋白酶。微量元素对该
酶活力的影响显著，Ca2+和 Mg2+对酶活力有促进作用，高浓度的 Fe2+和 Cu2+明显抑制角蛋白活力。
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Abstract：Keratin is one fibrous insoluble animal protein, do not dissolve in water and has a strong anti-decomposition. In this study, one
keratinase was purified from Bacillus sp L4 strains, and its characterization was clarified. When keratin was regared as substrate, the optimum
reaction temperature of keratinase was 40 ℃, the optimum reaction pH was 7.0, the Km and Vmax value were 1.88 mmol·L-1 and 2.72 × 10-2

mmol·L-1·s-1 respectively. The results indicated the keratinase had high properties and could be used in hydrolyzing feather to solve environ－
mental pollution. At the same time, different protease inhibitors were selected to test the inhibition activity, and the results showed that the
activity of keratinase could be inhibited by o-phenanthroline, eathylene diamine tetraacetic acid（EDTA）, but phenylmethanesulfonyl fluoride
（PMSF）hardly. It suggested that this enzyme was a metal protease containing Zn2+, and was difference from the reported keratinase that al－
most all were serine-type protease. In addition, ten kinds of trace element including Ba2+, Sn2+, Mg2+, Li+, Zn2+, Fe2+, Fe3+, Ca2+, Mn2+ and Cu2+

were used to analyze regulatory activity, the results showed that Ca2+ and Mg2+ could increased the enzyme activity and high concentration of
Fe2+ and Cu2+ could obviously inhibit its activity.
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角蛋白是不溶性的纤维状动物蛋白质，不溶于

水，并且具有较强抗分解性[1]。目前，对角蛋白降解的
研究和技术开发已成为一项具有显著环境保护效益

和经济效益的应用课题[2]。降解角蛋白的微生物种类
繁多，所分泌的角蛋白酶的酶学性质也各不相同。这
不但表现在酶的分泌方式上，还体现在酶的结构、组
成、稳定性、反应最适温度、pH值等诸方面。大部分角
蛋白酶为胞外丝氨酸型蛋白酶，最适 pH多数大于

7.5，甚至高达 10，其最适温度的差异也很大，常温型
的为 30 ℃，而耐高温型可达到 80 ℃；适宜底物也各
不相同，有的酶对各种蛋白底物均有较高的水解能

力，而有的则只水解角蛋白，对于酪蛋白、牛血清白蛋
白没有任何酶解作用。在我国，对角蛋白降解的研究
相当有限，主要是对弗氏链霉菌（Streptornyces fradi－
ae）的研究[3]。
本研究从腐烂羊毛中筛选得到具有降解角蛋白

能力的芽孢杆菌 L4菌株，对该菌株所分泌的角蛋白

酶进行系列的酶学性质研究，发现该酶与报道的角蛋

白酶在最适反应温度、最适反应 pH以及受蛋白酶抑
制剂和金属离子影响情况等方面均存在一定的差异，
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并确认该酶是非丝氨酸型蛋白酶，可能是一种含 Zn2+

的金属蛋白酶。本研究将能够为解决目前存在的禽类
羽毛污染问题提供一个有效的生物降解途径，同时也

能够为羊毛仿羊绒的工艺研究提供一定的基础。

1 材料与方法

1.1 实验材料与试剂
产角蛋白酶的芽孢杆菌 L4为本实验室自行分离

并保存，研究中使用的角蛋白酶为本实验室发酵并纯

化，底物角蛋白溶液为本实验室采用羊毛还原法化学

水解获得，5，5′－二硫二硝基苯甲酸（DTNB）购于 Sig－
ma公司，苯甲基磺酰氟（PMSF），邻啡罗啉，乙二胺四
乙酸（EDTA）购于上海生物工程有限公司，其他试剂
均为国产分析纯。
1.2 角蛋白酶活力的测定
二硫键的检测采用 DTNB法 [4]，取待测溶液 100

μL，加入 100 μL 6 mol·L-1 NaOH混匀，1 min后加入
77 μL 2 mol·L-1 H3PO4中和，使 pH 为 7.0，随后加入
123 μL蒸馏水使总体积为 400 μL。取 200 μL混合液
于 96孔板中，加入 15 μL DTNB 试剂，显色 30 min，
于 405 nm 处测定其吸光度，根据氧化型谷胱甘肽
（GSSG）的标准曲线计算二硫键含量。
角蛋白酶可以降解角蛋白产生可溶性的氨基酸

或小肽，故角蛋白酶活力可依据反应体系中非蛋白二

硫键的变化测定。以角蛋白溶液为底物，100 μL底物
与 100 μL酶液混合后于 40 ℃反应时间 15 min，随后
加入 500 μL 10% TCA 沉淀可溶性蛋白，然后采用
DTNB法测定上清液中非蛋白二硫键增加的量。在上
述条件下，将每小时分解角蛋白产生 1 μmol非蛋白
二硫键的酶量定义为一个活力单位。
1.3 温度对酶活力的影响[5]

以 2％角蛋白溶液为底物，分别在不同温度（25、
30、35、40、45、50、55、60、70、80 ℃）下保温 30 min，随
后测定其角蛋白酶活力，并与未经保温的酶的活力进

行比较，计算酶活力残存的百分比，以显示酶在某温

度下的耐受性。
1.4 pH对酶活力的影响
取角蛋白溶液分别以不同 pH（5.5、6.0、6.5、7.0、

7.5、8.0）的 0.02 mol·L-1磷酸缓冲液进行透析，然后浓

缩至原体积制成不同 pH的角蛋白底物，随后以相同
缓冲液稀释酶液，测定其角蛋白酶活力。将稀释的酶
液于最适反应温度下保温 30 min，再进行角蛋白酶活
力的测定，并与未经保温的酶的活力进行比较，计算

酶活力残存的百分比，以显示该酶的 pH耐受性。
1.5 酶的 Km值及 Vmax测定
以 0.02 mol·L-1 pH7.0磷酸缓冲液稀释角蛋白溶
液至 7 种不同的浓度（0.82、1.64、3.28、4.92、6.56、8.2
和 9.84 mg·mL-1），然后分别以上述的角蛋白溶液为

底物，测定纯化产物的角蛋白酶活力，并用双倒数作

图法（Lineweaver-Burk法），以 1/V对 1/[S]作图，求该
酶以角蛋白为底物时的 Km值和 Vmax。
1.6 蛋白酶抑制剂对酶活力的影响
按表 1在纯化的酶液分别加入相应浓度的抑制
剂，在最适反应温度下保温 30 min，随后分别向酶液
中加入 2%的角蛋白溶液作为酶促反应底物测定角蛋
白酶活力，并计算酶活力残存的百分比。

1.7 金属离子对酶活力的影响
选取常见的金属离子（Ba2+、Sn2+、Mg2+、Li+、Zn2+、

Fe2+、Fe3+、Ca2+、Mn2+、Cu2+）分别以 1、5 mmol·L-1的浓度

添加至纯化的角蛋白酶溶液中，然后进行角蛋白酶活

力的测定，对比分析每种金属离子对角蛋白酶活力的

影响。

2 结果

2.1 角蛋白溶液的制备
以 β-巯基乙醇还原羊毛的二硫键获得的角蛋白
溶液经 Lowry法测定其浓度为 16.4 mg·mL-1，收率为

54.67％，该角蛋白溶液完全沉淀需 2.5倍体积 10％
TCA。经 SDS-PAGE分析检测其分子量主要分布在
52~80 KD之间，平均分子量为 66 KD（图 1）。
2.2 酶促反应的最适温度及温度耐受性
在以角蛋白溶液为底物时，纯化的角蛋白酶在

30～45 ℃之间具有较高的酶活力，其最适反应温度为
40℃（图 2），当温度超过 45 ℃时，以残留的角蛋白酶

表 1 抑制剂种类及浓度列表
Table 1 The type and concentration of inhibitors

抑制剂 抑制剂的种类 浓度/mmol·L-1

PMSF 丝氨酸型蛋白酶抑制剂 1

5

邻啡罗啉 锌离子特异性螯合剂 0.02

1

5

10

EDTA 金属离子螯合剂 1

10
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的活力与最适温度下酶活性的百分比计算，如图 2所
示。角蛋白酶的活性随温度升高急剧下降，表明该角
蛋白酶对高温比较敏感，即对温度的耐受性较低。

2.3 角蛋白酶反应的最适 pH及 pH耐受性
在以角蛋白溶液为底物时，纯化的角蛋白酶在

pH 6～7之间具有较高酶活力，其最适 pH为 7.0（图
3），当 pH低于 6时酶活力体现下降趋势，当高于 7.5
时酶活力迅速下降。以残留角蛋白活性与最适 pH条
件下酶活性的百分比计算，结果表明该酶对碱性环境

较为敏感，即耐受性较差。

2.4 角蛋白酶的 Km值及 Vmax
以角蛋白溶液为底物测定纯化的角蛋白酶的

Km值和最大反应速率，采用 Linewear-Burk作图法
（图 4）求得该角蛋白酶对角蛋白底物的 Km 值为
1.88 mmol·L-1，Vmax为 2.72×10-2 mmol·L-1·s-1。

2.5 蛋白酶抑制剂对酶活力的影响
3种蛋白酶抑制剂被选择用于考察蛋白酶抑制
剂对该酶活性的影响，以确认该酶可能的种类，结果

如图 5所示。丝氨酸型蛋白酶抑制剂 PMSF对角蛋白
酶的抑制作用相对较弱，锌离子螯合剂邻啡罗啉对于

该酶的抑制作用相对明显，金属离子螯合剂 EDTA则
可以全面抑制该酶活性，由此推测该角蛋白酶的活性

中心可能含有二价金属离子，可能为含 Zn2+的金属蛋

白酶。
2.6 金属离子对酶活力的影响
本研究考察了 10种微量元素对纯化的角蛋白酶
活力的影响，结果如表 2所示。Ca2+对酶活力有较明显
的促进作用，Mg2+对酶活力有轻微的促进作用，其余
的离子对酶活力均有一定的抑制作用，高浓度的Fe2+

图 1 角蛋白及酪蛋白平均分子量测定
Figure 1 Determination of the M.W. of keratin
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图 2 角蛋白酶最适反应温度及温度耐受性
Figure 2 Optimum temperature and tolerance of keratinase
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图 3 角蛋白酶反应最适的 pH及 pH耐受性
Figure 3 Optimum pH and tolerance of keratinase

7 000

6 000

5 000

4 000

3 000

2 000

1 000

0

-1 000 1/[S]（L·mmol-1）

1/
Vl
se
c.
L ·

m
m
ol

-1 ）

-20 0 20 40 60 80 100

y=69.197x+36.762
R2=0.997 6

图 4 角蛋白酶的 Km值和 Vmax
Figure 4 Km and Vmax of keratinase

2191



2009年 10月

Ba2+/mmol·L-1 1 0.287±0.023

5 0.125±0.015

Sn2+/mmol·L-1 1 0.184±0.017

5 0.102±0.013

Mg2+/mmol·L-1 1 0.512±0.029

5 0.461±0.032

Li+/mmol·L-1 1 0.184±0.012

5 0.214±0.015

Zn2+/mmol·L-1 1 0.183±0.015

5 0.208±0.017

Fe2+/mmol·L-1 1 0.214±0.015

5 0.035±0.006

Fe3+/mmol·L-1 1 0.255±0.018

5 0.183±0.016

Ca2+/mmol·L-1 1 0.658±0.037

5 0.594±0.031

Mn2+/mmol·L-1 1 0.444±0.029

5 0.345±0.029

Cu2+/mmol·L-1 1 0.208±0.017

5 0.065±0.05

无机离子 角蛋白酶活力（A405）

Non 0.379±0.025

表 2 金属离子对酶活性的影响
Table 2 Enzyme activity toward different metal ions
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图 5 蛋白酶抑制剂对角蛋白酶活力的抑制
Figure 5 Inhibition of different inhibitors

和 Cu2+抑制角蛋白活力的效果最为明显。

3 讨论

目前，有很多关于角蛋白酶的研究报道，其物种

来源也各不相同，如芽孢杆菌属、链霉菌属、寡养单胞
菌属等[6-8]。另外，也有克隆表达角蛋白酶基因的报
道，Selvaraj Radha 等分别在毕赤酵母和大肠杆菌属
中进行了角蛋白酶的表达、纯化，获得高活力的角蛋

白酶[9]。
本研究以本实验室制备纯化的角蛋白酶为材料，

分别对该酶的酶学性质进行了系列考察。结果表明，
该角蛋白酶的最适反应温度 40 ℃，最适反应 pH为
7.0，该结果与目前报道的一些角蛋酶的最适反应温
度和 pH存在一定差异。已报道的多数蛋白酶最适
pH大于 7.5，甚至高达 10；最适温度差异也很大，从
30℃到 80℃不等[10-14]。随后，我们对纯化的角蛋白酶
进行了蛋白酶抑制剂抑制效果的分析，结果表明该酶

的活性受 EDTA和邻啡罗啉的抑制，故推测该酶可能
为含 Zn2+的金属蛋白酶。在实验中还发现 Ca2+可以保
持酶的活性，这与其他有关金属蛋白酶报道的结果类

似[15]。目前，已报道的角蛋白酶大部分为胞外丝氨酸
型蛋白酶[11]，与本研究的金属蛋白酶不同，故在最适

反应温度和最适 pH上也存在显著的差异。
该角蛋白酶的 Km值和 Vmax的测定结果表明，
该酶对角蛋白底物有着较高的亲合性，有可能应用于

酶解羽毛进行动物饲料的开发，或用于酶解羊毛脱鳞

片制取仿羊绒的新工艺，不仅获得相应的经济效益，

还可解决羽毛污染等环境问题。
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