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专论与综述 

微生物角蛋白酶的特性及其应用研究进展 

韩淑梅  李欣  张芝元  董旋  韩燕峰*  梁宗琦 
贵州大学生命科学学院真菌资源研究所  贵州 贵阳  550025 

摘  要：角蛋白作为家禽加工和农业废弃物的主要成分，因其结构中富含能抵抗普通蛋白酶和化学

催化剂降解的稳定交联二硫键而难以被利用，因此每年都在环境中大量积累，造成了严重的环境污

染。微生物角蛋白酶可将角蛋白废弃物转化为可再次利用的产物，带来了经济的可行性及环境的可

持续发展。本文主要综述了角蛋白酶的生物化学特性、角蛋白酶的基本结构及其表达特性，总结了

其应用价值及角蛋白降解机制，最后展望了微生物角蛋白酶的进一步研究方向。 
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Research progress on the characteristics and application of 
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Abstract: Keratin is the main component of feathers and many agricultural waste. It is difficult to be used 
because it has a large number of stable cross-linked disulfide bonds, which can resist degradation of 
common proteases and chemical catalysts. These waste resources are accumulate massirely and cause 
serious environmental pollution. Microbial keratinase can efficiently convert keratin wastes into the 
reusable products which will bring economic value, and make environment sustainable. This article mainly 
reviews the biochemical characteristics, the basic structure, the expression characteristics, and the 
application of microbial keratinases. Finally, the future research topics of the microbial keratinase were 
proposed and prospected. 
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角蛋白主要存在于哺乳动物、两栖动物、爬行

动物和鸟类的表皮中，其是形成蹄、指甲、角、喙、

羽毛、爪、毛发和人类皮肤外层的主要结构，包含

较多的二硫键、氢键和疏水作用力，具有化学结构

稳定、不溶于水及难降解的特点[1-2]。数百万吨的

羽毛由于自然堆积时降解缓慢，附着的粪便、血液

等含氮磷物质也易成为其他致病菌的营养源，处理

不当将造成环境污染，这些“难降解”的角蛋白处置

和管理方式是家禽养殖场、屠宰场等行业面临的主

要问题之一[3]。但从另一方面来说羽毛等角蛋白废

弃物中含有丰富的蛋白质，其中粗蛋白含量在 80%

以上，角蛋白还含有大量动植物生长必需的氨基

酸，如胱氨酸、赖氨酸、脯氨酸等，含量可达氨基

酸总量的 70%[4]。目前工业上常用填埋法、物理法

和化学法处理废弃羽毛[5]，但具有环境污染严重、

必需氨基酸破坏、耗能高等缺点。此外，由于人类

皮肤病原真菌很多是嗜角蛋白真菌，如毛癣菌属

(Trichophyton)、小孢子菌属(Microsporum)及表皮

癣菌属(Epidermophyton)等，随意丢弃羽毛会使环

境中富集这类病原真菌，极大地增加人类疾病的发

生概率[6-8]。因此，迫切需要一种新型环保的生物

催化剂来降解角蛋白。鉴于这一事实，微生物角蛋

白酶作为一种有效的生物降解法引起了人们的关

注，因其低成本、易获得和无污染的特性已被应用

于皮革、纺织、制药等工业领域[9]。角蛋白酶的微

生物来源广泛、性质各异，因此，选择合适微生物

来源的角蛋白酶用于工业生产意义重大。 

产角蛋白酶的微生物分布于不同生境中，尤其

在羽毛倾倒场、家禽废物、屠宰场废物等生境中较

为丰富[10]。目前已报道的产角蛋白酶的微生物主

要 是 细 菌 和 真 菌 ， 如 苏 云 金 芽 孢 杆 菌 (Bacillus 

thuringiensis)、枯草芽孢杆菌(B. subtilis)、地衣

芽孢杆菌(B. licheniformis)等 [11]，它们产生的热

稳定角蛋白酶具有活性较高、分解羽毛效果好

的特点 [12]；已报道的产角蛋白酶放线菌主要是

链 霉 菌 属 (Streptomyces) 菌 株 ， 如 白 色 链 霉 菌    

(Str. albus)、弗氏链霉菌(Str. fradiae)、革兰氏链

霉 菌 (Str. graminofaciens) 、 热 硝 化 链 霉 菌 (Str. 

thermonitrificans) 和 古 巴 尔 古 链 霉 菌 (Str. 

gulbarguensis)等，它们能利用不同的角蛋白底物 

产生角蛋白酶[13]。最早发现的角蛋白酶来源于真 

菌——马爪甲团囊菌(Onygena equina)[14]，随后越

来越多能产生角蛋白酶的真菌被报道，如小孢子菌

属(Microsporum)、金孢霉属(Chrysosporium)、地丝

霉属(Geomyces)、毛癣菌属(Trichophyton)、枝顶孢

属(Acremonium)、拟青霉属(Paecilomyces)和侧齿霉

属(Engyodontium)等[15-17]。某些真菌角蛋白酶能破

坏动物及人体皮肤外层角蛋白，从而引起头癣、体

癣和脚癣等皮肤类疾病[6]；此外，由于真菌产生的

角蛋白酶生物化学性质多样，已备受关注。基于此，

本文主要综述了不同微生物角蛋白酶的生化特性、

分子生物学特性，并对微生物角蛋白酶的应用进行

了介绍，以期为角蛋白酶的相关研究提供参考。 

1  角蛋白酶的生物化学特性 

1.1  一般特性 

角蛋白酶的特性因微生物的来源而异。多数微

生物角蛋白酶是中性或碱性蛋白酶，pH 在 7.5−9.0

之间，一些角蛋白酶在极端碱性或微酸性条件下也

具有最佳活性。少数角蛋白酶在很宽的 pH 范围内

也能保持活性稳定。如拟诺卡氏菌属(Nocardiopsis) 

strain TOA-1 ， 所 产 角 蛋 白 酶 能 在 30 °C 、 pH 

1.5−12.0 范围内保持酶活性 24 h[18]。 

角蛋白酶的作用温度与来源微生物的生存环

境有关，多数微生物来源的角蛋白酶最适温度在

40−70 °C 之 间 。 一 株 嗜 热 厌 氧 菌 闪 烁 杆 菌 属

(Fervidobacterium sp.)角蛋白酶最适温度是 80 °C，

嗜麦芽寡养单胞菌(Stenotrophomonas maltophila) 

DHHJ 的角蛋白酶在 40 °C 活性最大[19]；在一些特

殊条件下，来源于海岛闪烁杆菌 (F. islandicum) 

AW-1 角蛋白酶的最佳活性为 100 °C[20]。  

角蛋白酶的分子量范围是 18−240 kD[21-22]，但

大多数角蛋白酶的分子量小于 50 kD。多数角蛋白
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酶是单体酶，也存在多聚角蛋白酶[20]，有些角蛋

白酶的分子量高达 440 kD[23]，详见表 1。 

1.2  底物特异性 

底物特异性是定义“角蛋白酶”的主要标准之

一。角蛋白酶能有效水解酪蛋白、明胶、牛血清白

蛋白等可溶性蛋白底物，也能水解羽毛、羊毛、指

甲 等 不 溶 性 蛋 白 底 物 。 有 研 究 者 提 出 将 K:C 

(Keratinolytic:Caseinolytic)活性的比率作为参数来

判断某种酶作为角蛋白酶的潜力，即在标准条件

下，用羽毛角蛋白作为角蛋白分解活性底物，酪蛋

白作为酪蛋白分解活性底物[38]。K:C=0.5 被认为是

角蛋白酶的理想比率，K:C>0.5 是一种潜在的角蛋

白酶，K:C<0.5 是非角蛋白酶。 

另外，角蛋白酶区别于其他蛋白酶的一个显著

特征就是能够切割疏水性和芳香族氨基酸[39]。角

蛋白酶的底物特异性可通过胰岛素氧化 B 链水解

得到证实(图 1)。胰岛素 B 链由大量疏水氨基酸残

基组成，还含有几个带电荷的侧链残基，半胱氨酸

残基被氧化后能产生 2 个额外的负电荷，来自

Thermophilic sp. VC13 的角蛋白酶在氧化半胱氨

酸裂解后水解肽键；Doratomyces microsporus 角蛋

白酶表现出广泛的特异性，切割位点与蛋白酶 K 的

切割位点相似，对亮氨酸(L)、缬氨酸(V)、酪氨酸

(Y)和苯丙氨酸(F)的 P1 位点上的疏水和芳香氨基酸

具有优先选择性。据报道，真菌 D. microsporus 角

蛋白酶的切割位点最多，有 19 个[37]。 

 
表 1  几种微生物角蛋白酶的生物化学性质  
Table 1  Biochemical properties of several microbial keratinases 

微生物 

Microorganisms 

来源 

Source 

水解类型 

Catalytic type 

最适 pH 

Optimum 
pH 

最适温度 

Optimum 
temperature (°C) 

分子量 

Molecular 
weight (kD) 

参考文献 

References

Bacillus 
licheniformis PWD-1 

Poultry waste digester Serine proteases 7.5 50 33.00 [24] 

Fervidobacterium Hot spring Serine proteases 10.0 80 130.00 [25] 

Bacillus sp. BK111 Poultry feather Serine proteases 9.5 60 42.00 [26] 

Bacillus subtilis S1-4 Chicken feather Serine proteases 9.0 50 36.10 [27] 

Bacillus thuringiensis 
MT1 

Cattle-yard  Metallo protease 9.0 50 80.00 [28] 

Streptomyces sp. AB1 Soil collected from dump 
yards, slaughter house, and 
poultry farms 

Serine proteases 11.5 75 29.85 [29] 

Actinomadura 
keratinilytica Cpt 29 

Poultry compost Serine proteases 8.0 85 135.00 [30] 

Streptomyces 
minutiscleroticus 
DNA38 

Soil of poultry farm Serine proteases 9.0 50 29.00 [31] 

Streptomyces 
albidoflavus Fea-10 

Poultry waste Serine proteases 10.0 50 36.00 [32] 

Scopulariopsis 
brevicaulis 

Poultry farm soil Serine proteases 8.0 40 36.00−39.00 [33] 

Actinomadura 
viridilutea DZ50 

Algerian fishing port Serine proteases 11.0 80 9.54 [34] 

Candida parapsilosis Poultry waste − 7.4 37 100.00 [35] 

Trichophyton sp. 95 Rotted Feather soil − 7.0 60 43.00 [36] 

Paecilomyces 
marquandii  

Soil Serine proteases 8.0 60–65 33.00 [37] 

Doratomyces 
microsporus  

Soil Serine proteases 8.0 50 30.00 [37] 

Note: –: Not mentioned 
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图 1  胰岛素 B 链水解显示多种角蛋白酶的裂解位点 
Figure 1  Cleavage sites of various keratinases as revealed by insulin B chain hydrolysis 

 

1.3  抑制剂、金属离子、有机溶剂、非离子洗

涤剂和还原剂的作用 

根据催化类型，角蛋白酶主要分为丝氨酸蛋白

酶或金属蛋白酶。丝氨酸蛋白酶能被苯甲基磺酰氟

(Phenylmethylsulfonyl Fluoride，PMSF)强烈抑制，

金属蛋白酶活性中心含有金属离子(Ca2+、Zn2+)，

能被乙二胺四乙酸 (Ethylene Diamine Tetraacetic 

Acid，EDTA)和 1,10-邻菲罗啉抑制[40]。Streptomyces 

sp.角蛋白酶被 PMSF 和 EDTA 抑制，因此被鉴定

为丝氨酸金属蛋白酶[41]。 

不同金属离子对角蛋白酶活性影响各异。一些

金属离子会对角蛋白酶活性起促进作用，如 Ca2+、

Mg2+能增强角蛋白酶的活性，Fe2+及 Fe3+能提高酶

活力，有研究表明 Fe2+能增加嗜角蛋白金孢霉   

(C. keratinophilum)角蛋白酶活性[42]。一些过渡金属

离子及重金属离子 Cu+、Hg2+、Ag+、Pb+、Zn2+、

Ba2+、Co+可能会抑制角蛋白酶的活性[20,40]，这与金

属 离 子 和 底 物 竞 争 酶 分 子 的 活 性 位 点 有 关 。       

5 mmol/L 的 K+、Ca2+、Cu2+能提高 B. subtilis Y3-4

角蛋白酶的活性，其中，Cu2+提高了其 25%的酶活

力，而 5 mmol/L 的 Zn2+、Ba2+、Co+、Ni2+、Mn2+

明显降低了该菌株角蛋白酶活性，Co+、Ni2+抑制

了其 40%左右的酶活，而同样浓度的 Sr2+、Li+、

Na+、Mg2+则没有显著性影响[41]。 

非离子洗涤剂和溶剂对角蛋白酶活性具有抑

制、激发或稳定的作用。角蛋白酶通常在有机溶剂、

SDS、DMSO、Triton X-100 中是稳定存在的[40]。

对于嗜麦芽窄食单胞菌(Ste. maltophilia)菌株 BBE11-1

分泌的 3 种角蛋白酶中的 K1、K2 来说，非离子去

垢剂 Triton X-100 和吐温-20 促进角蛋白酶活性，

而离子型去垢剂 SDS 显著抑制其活性[43]。 

据报道，还原剂如二硫苏糖醇(Dithiothreitol，

DTT)、β-巯基乙醇(β-Mercaptoethanol，β-ME)、还

原型谷胱甘肽、半胱氨酸和亚硫酸钠能增强角蛋

白酶的活性，表明这些酶能够被硫醇激活，对于

B. licheniformis MUK3 所分泌的角蛋白酶，还原

剂 DTT 和 β-ME 使角蛋白酶活性增加 49%−73%[44]。

事实上，还原剂通过破坏二硫键来促进角蛋白酶的

水解，体外纯化的角蛋白酶只有通过加入还原剂才

能发挥降解作用[18,45]。 

2  角蛋白酶的分子生物学特性 

2.1  角蛋白酶结构特性 

对角蛋白酶核苷酸序列的研究，有助于解释其

结构-功能的关系。多数微生物角蛋白酶与枯草杆

菌蛋白酶有很高的序列同源性。目前，已有部分菌

株的角蛋白酶基因成功克隆并测序，如地衣芽孢杆

菌 PWD-1[45]、链霉菌 SCUT-3[46]、发癣菌 KERB[36]

等，其中，以地衣芽孢杆菌角蛋白酶研究最为深入。 

除了少数角蛋白酶基因序列，多数角蛋白酶氮

端区域(AQTVPY)高度保守。地衣芽孢杆菌 PWD-1

角蛋白酶的氮端序列与 Subtilisin Carlsberg 相同(表 2)，

他们同属于丝氨酸蛋白酶家族，其编码的基因 kerA 
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表 2  角蛋白酶及枯草杆菌蛋白酶 N 端氨基酸序列的比较 
Table 2  Comparison of N-terminal amino acid sequence of keratinases and subtilisins 

蛋白酶类型及来源 

Protease type and source 

N-端氨基酸序列 

N-terminal amino acid sequence 

参考文献 

References 

Keratinase A (B. licheniformis PWD-1) AQTVPYGIPLIKADK [45] 

Subtilisin Carlsberg (B. licheniformis) AQTVPYGIPLIKADK [47] 

Subtilisin E (B. subtilis) AQSVPYGISQIKAPA [48] 

Subtilisin BPN (B. amyloliquefaciens) AQSVPYGVSQIKAPA [49] 

Streptomyces griseus protease B (Str. griseus) ISGGDAIYSSTGRCS [21] 

SFase-2 (Str. fradiae ATCC 14544) IAGGEAIYAAGGGRC [50] 

NAPase (Nocardiopsis sp. TOA-1) ADIIGGLAYTMGGRCS [51] 

Fervidolysin (F. pennivorans) SKAKDLASLPEIKSQ [52] 

Keratinase Pm (P. marquandii) ALTQQPGAPWGLG [38] 

Keratinase Dm (D. microsporus) ATVTQNNAPWGLG [38] 

Keratinase Af (A. fumigatus) ALTTQKGAPWGLGSI [53] 

Keratinase Pa (P. aeruginosa) AEAGGPGG [54] 

 
与 Subtilisin Carlsberg 相似性达 99%，与 Subtilisin 

E、Subtilisin BPN 相似性为 65%，与 Fervidolysin

相似性为 30%[18]。 

尽管 F. pennavorans 产生的嗜热角蛋白酶 N 端

氨基酸序列与枯草杆菌蛋白酶不同，但其活性位点

区域与枯草杆菌蛋白酶样丝氨酸蛋白酶类似。真

菌角蛋白酶 N 端氨基酸序列的比较表明它们与枯

草杆菌蛋白酶的关系比放线菌角蛋白酶的关系更

密切。来自链霉菌的角蛋白酶更接近灰色链霉菌

(Str. griseus)蛋白酶 B，后者是链霉素蛋白酶的主

要成分[21]。来自铜绿假单胞菌(P. aeruginosa)的角

蛋白酶 N 端氨基酸序列显示出与其他微生物角蛋

白酶的相似性较小。 

Wu 等 报 道 了 台 湾 亚 栖 热 菌 (Meiothermus 

taiwanensis) WR-220 角蛋白酶 MtaKer 1.50 Å 晶

体结构，其由信号肽、N 端前肽和成熟蛋白酶   

3 部分组成，该酶是由 Asp39、His72 和 Ser224

残基组成的高度保守的催化三联体结构，并且

在成熟的 rMtaKer 结构中还发现了 2 个钙离子

结合位点及 2 个二硫键，其中，钙离子对蛋白质

正确折叠和结构稳定起着重要作用，二硫键可以

增强该蛋白的热稳定性，由 Ser130-Leu131-Gly132

组成的 S1 结合口袋是角蛋白酶与底物的结合位

点 [55]。Kim 等分析了 F. pennivorans 1.7 Å 角蛋

白酶晶体结构，其由 1 个催化结构域、1 个前肽

结构域和 2 个 β-三明治结构域组成；其催化结构

域与枯草芽孢杆菌蛋白酶类似，其中，催化结构

域内的钙结合位点与 Subtilisin E 完全一致[23]，

高分子量的角蛋白酶可能由多结构域或寡聚蛋

白酶组成，这种多结构域 Fervidolysin 晶体结构

为深入了解酶原激活和非催化结构域作用提供

了依据。 

2.2  角蛋白酶氨基酸序列分子进化树 

使用 MEGA 6.0 软件中邻接(Neighbor-Joining，

NJ) 法 构 建 部 分 角 蛋 白 酶 的 系 统 发 育 树 。 其 中    

15 个角蛋白酶的氨基酸序列从 NCBI 下载，发癣

菌 KERB 氨基酸序列从文献[36]获得，他们均有角

蛋白酶活性。从图 2 可以看出这些角蛋白酶分为  

2 个簇，第一个簇属于 S8 蛋白酶家族，其中，

Actinomadura keratinilytica 和 Str. albidoflavus

来源的角蛋白酶独立于其他分支，第二个簇中

P. aeruginosa KS-1 KP1 属于 M28 蛋白酶家族，   

P. aeruginosa KS-1 KP2 属于 M4 蛋白酶家族，虽

然他们都来源于 P. aeruginosa KS-1 菌株，但亲缘

关系十分疏远。P. aeruginosa 角蛋白酶独立于其他

角蛋白酶，从而扩大了角蛋白酶的范围。 
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图 2  部分角蛋白酶氨基酸序列分子系统树 
Figure 2  Phylogenetic tree based on partial keratinase amino acid sequences 
注：分支上的数据表示 Bootstrap 检验的支持百分率，自展支持值(Bootstrap)≥50%的显示在各个进化分支节点上；括号内的

GenBank 登录号 

Note: The confidence values over 50% from 1 000 replicate bootstrap samplings are shown at each node; GenBank accession numbers 
are shown in the parentheses 
 

据文献报道，S8 蛋白酶家族成员通过催化三

联体机制工作，Asp、His 和 Ser 的催化三联体及

含氧阴离子空穴 Asn(N)周围的区域在角蛋白酶中

都是高度保守的[56-57]。可对这些保守区域设计通用

引物来克隆新的角蛋白酶。 

2.3  角蛋白酶的异源表达 

随着越来越多的角蛋白酶基因被鉴定出来，角

蛋白酶在工程表达系统中的异源表达引起了人们

的极大关注。 

大肠杆菌由于生长迅速、易于操作、遗传背景

简单等优点，是最常用的表达宿主 [58]，来源于    

Ste. maltophilia BBE11-1 的 2 个角蛋白酶基因

kerSMD 和 kerSMF 在大肠杆菌 BL21(DE3)中成功

表达[42]，P. aeruginosa KS-1 的角蛋白酶基因 kerP

在 HB101 中成功表达[59]。但大肠杆菌表达系统仍

存在一些问题，如形成无活性的包涵体和分泌效率

低，角蛋白酶在宿主细胞中的大量累积会导致细胞

毒性和不正确的蛋白质折叠，最终导致细胞溶解和

目标蛋白前体失活[58]。 

芽孢杆菌因具有外源蛋白易分泌到胞外、易

分离纯化、无致病性等优势而被广泛研究 [60]。    

B. licheniformis PWD-1 角蛋白酶基因 kerA 首次在

枯草芽孢杆菌 DB104 中表达[61]，Radha 等在巨大

芽孢杆菌 MS941 和巨大芽孢杆菌 ATCC14945 中实

现了 B. licheniformis MKU3 角蛋白酶基因的稳定

表达[43]。但是多余的内源蛋白酶及质粒的不稳定

性是芽孢杆菌表达系统面临的主要问题。 

毕赤酵母因具有完善的分泌表达体系，能将外

源蛋白完全分泌至胞外，并且具有外源蛋白翻译后

修饰功能，更适用于真核生物角蛋白酶基因的表 

达[62]。来自 Aspergillus fumigatus 和 P. aeruginosa

的角蛋白酶基因在毕赤酵母 SMD1165 和毕赤酵母

SMD1168H 中成功表达[53]。但毕赤酵母系统中的

表达水平强烈依赖于密码子使用偏好性，Hu 等实

现了 B. licheniformis S90 的角蛋白酶在毕赤酵母中

的表达，并且与在大肠杆菌系统中的表达相比，通

过密码子优化策略提高了 12 倍的角蛋白酶产量[63]。 

人们也在尝试将新型宿主用于角蛋白酶的表
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达，昆虫细胞杆状病毒表达载体系统(Baculovirus 

Expression Vector System，BEVS)具有高水平的细

胞内表达、对外源基因翻译后修饰充分、生物安

全性好的优势，已被广泛用于医学研究、药物研

发、疫苗生产等众多领域。Huang 等首次使用昆

虫细胞 Spodoptera frugiperda (sf9)成功表达了来自

B. licheniformis PWD-1 的角蛋白酶基因，酶活  

635 U/mg，这为人们选择表达宿主提供了新思路[64]。 

3  角蛋白酶的应用 

微生物角蛋白酶是用于角蛋白降解的特异酶，

已在动物饲料、生物肥料、洗涤工业、皮革和纺织

工业等方面得到应用[18,57,65]，在其他生物技术领域

如制药和生物医学等方面也具有重要应用潜力。 

3.1  饲料及肥料中的应用 

角蛋白水解产物富含改善动物饲料的必需氨

基酸[1]，当角蛋白酶与动物饲料一起添加时，能有

效改善动物对饲料的吸收利用，加速动物生长，提

高消化率。据报道，在含有羽毛粉的动物饲料中添

加玫瑰考克氏菌(Kocuria rosea)，能有效提高组氨

酸、蛋氨酸和赖氨酸的含量[66]。角蛋白酶还能够

分解朊病毒蛋白(Prion Protein，PrpSc)，使肉制品

安 全 地 供 动 物 食 用 [67] ， Versazyme 和 Cibenza 

DP100TM 是从地衣芽孢杆菌 PWD-1 中获得的   

2 种商业角蛋白酶，在肉鸡饲料中添加 Versazyme

能够促进肉鸡生长及消化。 

金黄杆菌属(Chryseobacterium spp.)菌株水解

羽毛产物已经用于提高香蕉植物的含氮量，并能促

进其他植物根和芽的生长[68]。 

3.2  沼气生产 

将角蛋白废弃物经微生物处理可转化为可再

生能源沼气，用于改善卫生条件、保护生态环境、

解决能源短缺等问题[9]。有研究表明可通过两步法

来产生沼气：第一步：由角蛋白酶产生菌水解角

蛋白底物；第二步：由热球菌进一步将水解产物

降解为小分子，如氢气；此外，通过补充角蛋白

水解产物，进一步产生甲烷气体[69]。有研究表明

用 B. megaterium 作为角蛋白酶产生菌处理鸡毛，

能够产生甲烷气体，将羽毛水解物与稀释的猪粪在

厌氧条件下消化，比单独用猪粪发酵能产生更多的

甲烷[70]。 

3.3  洗涤剂中的应用 

角蛋白酶的生物化学性质决定了其能够耐受

各种表面活性剂、洗涤剂及各种有机化学试剂。有

研究表明 B. subtilis 产生的角蛋白酶能清除棉布衣

服上的血液污渍，将角蛋白酶加入商业洗涤剂中，

有强化去除污渍的效果，将 B. pumilus GRK 产生

的角蛋白酶加入洗涤剂，在不损坏纺织品前提下，

成功地去除了衣服上的血渍[71]。 

3.4  皮革和纺织工业中的应用 

在皮革工业中，去除动物身上的毛发而不损坏

皮肤是脱毛过程遇到的巨大挑战之一，角蛋白酶由

于其底物特异性，可被用于皮革工业的脱毛过程，

具有绿色、无二次污染、经济等显著优点[72]。来

自 B. paralicheniformis MKU3 的角蛋白酶能有效

对羊皮进行 100%的脱毛而不损坏皮革表层，这个

过程因为没有用硫化物等进行预处理，因此被称为

无化学物质脱毛过程[9]。 

3.5  医药方面的应用 

角化过度通常发生在手指背面的外层皮肤，

其 主 要 成 分 是 角 蛋 白 ， 基 于 角 蛋 白 酶 的 药 物

Keratoclean®Hydra PB 及 Pure100 可用于治疗皮层

角化过度症状。痤疮是由于过多的角蛋白阻塞了皮

脂腺而形成。Keratoclean Sensitive PB 和 Keratopeel 

PB 已用于痤疮治疗[67]。朊病毒是导致传染性和致

命性脑部疾病的关键传染性蛋白质之一[73]。羽毛

分解产生的角蛋白酶具有切割 β-角蛋白结构的功

能；因此，它们可以降解具有 β 折叠片的朊病毒蛋

白(PrPSc)。地衣芽孢杆菌 PWD-1 是发现的首个能

产生降解 PrPSc 角蛋白酶的菌株，另外，Pure100

已被用于水解手术器械中的朊病毒。由于角蛋白酶

可以分解指甲等基质中的角蛋白，因此可以增强药

物的渗透性，提高疾病的治疗效果[67]。 
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综上，角蛋白酶的应用范围非常广，除上述领

域外，角蛋白酶也可以应用到化妆品和护肤品中更

好地帮助营养成分的吸收[74]，今后仍需在更多的

应用领域继续探索。 

4  展望 

4.1  角蛋白降解微生物资源筛选 

尽管目前已陆续报道了一些角蛋白降解微生

物，但不同的微生物对不同底物的降解效果不同。

因此仍有大量资源值得进一步筛选并进行降解效

果评价，同时，不同角蛋白酶在不同环境条件下的

酶活不同，导致降解效果不同；为适应不同条件下

角蛋白酶对底物进行高效降解，开发具有广泛底物

特异性和较高催化活性的新型角蛋白酶势在必行。

因此极端环境中的角蛋白降解微生物如嗜热和嗜

盐微生物等，值得广泛关注。此外，随着高通量测

序技术的发展，筛选的技术手段也需要改进，利用

高通量测序技术、基因组数据库及生物信息学的方

法来分析和发现新的角蛋白酶和新的角蛋白降解

微生物是一个有效途径。 

4.2  微生物角蛋白酶的生物降解机理 

迄今角蛋白的生物降解机制还未探明，但有多

种假设，如酶解理论、硫解理论及物理压力理论等。

但确定的是一个有效的角蛋白降解过程必然包括：

二硫键的还原以及角蛋白多肽链的水解[55]。二硫

键的破坏是角蛋白酶进入角蛋白底物的先决条件。

酶解理论认为，二硫键还原酶先对底物中的二硫键

进行还原[73]，然后，角蛋白酶能顺利进入角蛋白

底物内部进行水解。尽管羽毛角蛋白很难被蛋白水

解酶降解，但角蛋白酶和真菌菌丝体机械破坏相结

合可以较好地完成这项复杂工作，真菌菌丝在含有

角蛋白底物的培养基中不断生长并侵入角蛋白，其

肽键逐渐暴露于角蛋白酶下，进而被降解。鸡毛中

的 β-角蛋白很难被普通蛋白水解酶水解，研究发现

Microsporum fulvum 菌丝对角蛋白的物理压力及其

分泌的角蛋白酶对角蛋白的水解增强了其对底物

的降解能力，最后将含角蛋白的基质全部降解[75]。 

因此，不同微生物产生的角蛋白酶特性不同，

再加上角蛋白结构的复杂性，使角蛋白酶对底物的

降解可能有不同机制，未来仍需深入研究。 

4.3  角蛋白酶的蛋白质工程 

在工业应用当中，角蛋白酶需要更高效、高产

和耐热的特性。蛋白质工程中关键技术的成熟，为

改造蛋白质结构使其具有新的特征和更高的产能

提供了机会。 

提高异源宿主中角蛋白酶产量最重要的因素

是筛选高分泌效率的信号肽，信号肽是指导新合成

的蛋白质转移到分泌途径的短肽链。Tian 等对   

B. subtilis SCK6 信号肽进行优化，发现使用 SPLipA

信 号 肽 的 角 蛋 白 酶 的 胞 外 活 性 比 野 生 型 高      

1.95 倍[76]。Fu 等构建了包含 173 种不同 Sec 型信

号肽的文库，认为几乎没有任何通用的最佳信号肽

适用于所有异源蛋白质[77]。因此，系统优化最佳

信号肽是促进不同异源表达系统产生角蛋白酶的

有力策略。 

在前肽自主加工过程中，前肽结构在辅助蛋白

质成熟和结构重排中起到重要作用，“前肽工程”

聚焦于对角蛋白酶前肽的修饰，以提高酶的产量及

催化特性[78]。Sharma 等对角蛋白酶 KerP 的 N 末

端区域进行随机截短，发现随着截短长度的延长，

酶活性逐渐降低，只有 187 bp 前序列区域是角蛋

白酶 KerP 正确折叠并且具有活性所需的最小长

度。因此，前序列的大小直接影响蛋白质的构象，

从而导致酶动力学的改变[59]。角蛋白酶 Sfp2 的氮

端前序列的定点突变使酶的比活性和蛋白质产量

提高了 9 倍[79]。“前肽工程”可利用定点突变、交换、

嵌合体和基因重组手段对蛋白质的前肽区域进行

修饰，其是提高蛋白酶产量和产生特定突变体很有

前途的技术。 

据报道，一些不必要的氨基酸或结构域存在于

酶的碳末端，影响催化效率和酶的性质。部分截短

角蛋白酶的 C 末端序列可以提高其催化效率、嗜

热性、耐盐性和耐洗涤剂性[80]。因此，碳末端修
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饰已被探索为一种新的蛋白质工程策略。 

蛋白酶最重要的区域是其催化中心以及和底

物的结合区。对蛋白酶催化中心的电子分析以及定

点突变可以提高酶的催化效率[81]，通过计算机模

拟角蛋白酶 KerSMD 的 3D 结构发现，该酶口袋的

入口或底部的 4 个残基可能与底物特异性相关，通

过突变这些残基使 S1 口袋扩大，发现酶的催化效

率提高且可水解大分子底物[80]。这些研究为角蛋

白酶中催化中心结合囊、催化能力和底物特异性之

间的互作提供了依据。 

多种突变策略的组合可能会通过协同作用对

角蛋白酶产生叠加效应。用具有更高催化效率的

同源蛋白酶 KerSMF 的前肽和碳末端结构域取代

KerSMD 的相关区域，发现角蛋白酶 KerSMD 的

催化能力和热稳定性都有提高[80]。此外，同时进

行多位点突变可以作为一种有效的方法来改善和

定制角蛋白酶。 
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