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摘  要 : 通过生物信息学分析，在本实验室分离得到的 1 株羽毛高效降解菌微白黄链霉菌 Fea-10 基因组中发

现基因 gm2886 (GenBank Accession Number: KY368946) 可能编码一新的角蛋白酶，通过在该基因 5'端和 3'端

分别连接红霉素抗性基因启动子 (PermE) 和组氨酸标签编码序列并构建在大肠杆菌-链霉菌穿梭质粒 pSET152

上，接合转入密旋链霉菌 Streptomyces pactum ACT12，从而实现了异源表达，蛋白纯化后对其酶学性质进行了

研究。实验结果表明，带有组氨酸标签编码序列的 gm2886 在密旋链霉菌 ACT12 中可以表达分泌得到 1 个大

小约为 36 kDa 的蛋白。多种底物检测表明异源表达得到的重组蛋白 GM2886-His6 具有蛋白酶活性，可以降解

水不溶性的天青角蛋白和羽毛粉；其最适温度和 pH 分别为 50 ℃和 pH 10.0。PMSF 可抑制 GM2886-His6 的酶

活，而 EDTA 不能，说明该酶为丝氨酸蛋白酶。本研究为从分子水平上解析羽毛高效降解菌 Fea-10 的活性机

理，从而进一步开发其应用潜力提供了基础，同时可为该类蛋白酶的研究提供借鉴。 

关键词 : 角蛋白酶，微白黄链霉菌 Fea-10，密旋链霉菌，异源表达，重组酶  
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Expression and characterization of a keratinase encoding 
gene gm2886 in Streptomyces pactum ACT12 strain 

Yiming Ma1, Xin Ke1, Xiaoxia Li1, Weixue Shu1, Wenhan Yang1, Yayong Liu2,  
Xia Yan1, Lianghui Jia1, and Hua Yan1 

1 College of Life Sciences, Northwest A&F University, Yangling 712100, Shaanxi, China 
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Abstract:  By bioinformatics analysis, a putative keratinase gene gm2886 (Accession number: KY368946) was discovered 

in the genome of a feather-degrading strain, Streptomyces albidoflavus Fea-10. gm2886 was ligated into integrative 

Escherichia coli-Streptomyces shuttle vector pSET152 under the promoter PermE and added with C-terminal His-tag. The 

expression vector was transformed into Streptomyces pactum ACT12 by conjugal transfer and the recombinant protein 

GM2886-His6 was detected in fermentation broth. GM2886-His6 was purified and characterized. Its size was nearly 36 kDa. 

GM2886-His6 showed proteolytic activity towards a variety of substrates and could even degrade insoluble substrates, such 

as azure keratin and chicken feathers. The optimal pH and temperature of GM2886-His6 for proteolysis of casein was pH 10.0 

and 50 ℃, respectively. The enzyme activity was inhibited by PMSF, but not EDTA, indicating that GM2886-His6 was a 

serine proteinase. Our results laid the foundation for the research of the molecular biological mechanism on feather-degrading 

and for the further utilization of Fea-10.  

Keywords:  keratinase, Streptomyces albidoflavus Fea-10, Streptomyces pactum, heterologous expression, recombinant enzyme 

 

角蛋白是一类在自然界中广泛存在的不可

溶蛋白，是表皮、羽毛、羊毛、鱼鳞、头发、

蹄以及指甲的主要组成部分。由于它紧密交联

的氢键、疏水作用以及二硫键的存在，角蛋白

相当稳定且难降解，也不易被大部分商品化的

蛋白酶如木瓜蛋白酶、胶原酶、胃蛋白酶和胰

蛋白酶水解[1-3]。以禽类加工中产生的废弃物羽

毛 (90%为角蛋白，富含丝氨酸、脯氨酸、赖氨

酸、色氨酸、胱氨酸) 为例，全世界每年产生约

8 000 000 t羽毛废弃物，这些羽毛废弃物常常被

掩埋或焚烧，导致严重的环境污染问题，其资

源化利用益发显得重要。 

角蛋白酶 (Keratinase) 是一大类可以降解

羽毛等不可溶底物和多种蛋白的蛋白水解酶，

主要是丝氨酸蛋白酶或者金属蛋白酶类。由于

可以特异性分解角蛋白，所以在饲料工业、食

品工业、皮革加工、洗涤剂行业、医药工业及

环境治理等方面具有广阔的应用前景[4-6]，越来

越引起研究者的关注。目前在细菌、真菌和放

线菌 [7]中均已经发现了可以产生角蛋白酶从而

降解角蛋白的菌株，其中又以芽胞杆菌属的细

菌居多。放线菌可以产生丰富的次级代谢产物，

同时，放线菌的生活史有基质菌丝和气生菌丝

阶段，这样的特点非常有助于侵入羽毛等硬质

角蛋白，从而有助于角蛋白的完全降解，所以

角蛋白降解放线菌及其角蛋白酶的研究得到了

关注。 

我们从家禽养殖场的羽毛堆积废弃物中分

离到 1株能高效快速降解羽毛的放线菌 Fea-10，

经 16S rDNA 测序初步鉴定为微白黄链霉菌



ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  Chin J Biotech  December 25, 2017  Vol.33  No.12 

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

1970 

Streptomyces albidoflavus。查阅文献发现 Verneuil

等曾报道微白黄链霉菌 K1-02 具有很强的角蛋

白酶活性，他们纯化得到了角蛋白酶 SAKase，

并对其 N端的 31个氨基酸进行了测序[8]，但该

蛋白的完整编码基因一直未见报道。我们对

Fea-10进行全基因组测序，利用 BioEdit软件进

行本地搜索，发现了极可能编码角蛋白酶的基

因 gm2886，拟通过异源表达鉴定其表达产物并

对表达出的蛋白进行功能研究。 

以往角蛋白酶基因的异源表达研究中应用

较多的表达宿主有大肠杆菌、枯草芽胞杆菌和

毕赤酵母，链霉菌表达系统则较少有人关注。

链霉菌 GC 含量高达 70%以上，革兰氏染色阳

性，与革兰氏阴性的大肠杆菌显著不同。因此，

链霉菌来源的基因更易于在链霉菌宿主中表

达。此外，链霉菌有着丰富的外分泌系统，外

源基因分泌性表达，可以简化表达产物的分离

和纯化过程。因此我们克隆了 gm2886，构建了

链霉菌表达载体，实现了 gm2886的表达纯化，

得到重组蛋白 GM2886-His6，并对其酶学性质

进行了研究。 

1  材料 

1.1  菌株、质粒、培养基和抗生素 

菌株：微白黄链霉菌 Streptomyces albidoflavus 

Fea-10、密旋链霉菌 Streptomyces pactum ACT12、

大肠杆菌 Escherichia coli Top10 和大肠杆菌

Escherichia coli S17-1 (均由本实验室保藏)。质

粒：pMD18-T (TaKaRa公司)、pET28a、pIJ8641 

(含有红霉素抗性基因启动子 PermE)、pSET152 

(本实验室保存)。培养基：LB 培养基、高氏一

号培养基、改良 2CMY培养基、2%脱脂牛奶培

养基和 TSBY 培养基。抗生素：Ampicillin (终

浓度 100 μg/mL)，Kanamycin (终浓度 50 μg/mL)，

Apramycin (在 LB培养基中终浓度为 50 μg/mL，

在高氏 1号及改良 2CMY终浓度为 10 μg/mL)，

萘啶酮酸 (终浓度为 25 μg/mL)。 

1.2  工具酶和引物 

工具酶：本实验使用的限制性内切酶、

T4 DNA连接酶以及 Taq酶均购自TaKaRa公司，

Pfu高保真酶购自 Thermo公司；PCR引物的合

成与测序均在生工生物工程 (上海) 股份有限

公司完成。 

2  方法 

2.1  DNA 操作 

常规的分子生物学操作参照《分子克隆指

南》[9]，链霉菌基因组的提取参照《链霉菌操作

手册》[10]。 

2.2  角蛋白酶基因的获取及序列分析 

根据文献，结合微白黄链霉菌 Fea-10的全基

因组，利用软件 BioEdit进行 local blast；序列比

对在 NCBI 上进行，信号肽在 http://www.cbs.dtu. 

dk/services/SignalP/网站上进行预测，蛋白大小

及等电点在 http://web.expasy.org/compute_pi/网

站上进行分析。 

2.3  gm2866 基因的克隆以及链霉菌表达载

体的构建 

设计引物 F1 (带有 EcoRⅠ，序列见表 1，

下同) 和 R1 (带有 XhoⅠ)，以微白黄链霉菌

Streptomyces albidoflavus Fea-10基因组 DNA为

模版，使用 Pfu 酶 PCR 扩增获得 gm2886 的完

整基因，使用 EcoRⅠ和 XhoⅠ双酶切后连入

pET28a 构建载体 pET28a-gm2886 (提供 His 

Tag)，测序验证。使用 EcoRⅠ和 BamHⅠ双酶 
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表 1  引物序列 

Table 1  Primer sequence 

Primer name Primer sequence (5′–3′) Size (bp)

F1 (underline EcoRⅠ)  GTGAATTCGTGAACCACCGACGCATACC 28 

R1 (underline XhoⅠ)  GTCTCGAGTCAGCCGATCTCGACGCC 26 

F2 (underline BamHⅠ) GTGGATCCAGGAGGACGTGACGTGAACCACCGACGC 36 

R2 (underline XbaⅠ) GTTCTAGATCAGTGGTGGTGGTGGTGGTG 29 

Underlined letters indicate restriction enzyme digestion sites, Boldface letters indicate RBS in F2 and His tag in R2. 

 
切 pIJ8641获得 PermE即片段 1。使用引物 F2 (带

有BamHⅠ和RBS) 和R2 (带有XbaⅠ和His Tag)，

以 pET28a-gm2886为模板，PCR扩增，BamHⅠ和

XbaⅠ双酶切 PCR 产物获得片段 2。pSET152 用

EcoRⅠ和 XbaⅠ双酶切回收后，和片段 1、2共孵

育连接，获得带有 His6 融合标签的链霉菌组成型

表达载体 pSET152::Perm::gm2886，测序验证。 

2.4  角蛋白酶的表达和纯化 

将测序正确的 pSET152::Perm::gm2886 转

入大肠杆菌 S17-1，通过大肠杆菌-链霉菌属间

接合转移的方法将表达载体转入密旋链霉菌

ACT12，筛选阳性接合子。接合子在 TSBY 培

养基发酵 96 h，离心除去菌体，将发酵液使用

50%的硫酸铵 4 ℃沉淀过夜，4 ℃、10 000 r/min

离心 20 min收集沉淀，沉淀溶解于 20 mmol/L 

Tris-HCl (pH 7.9)，0.45 μm的滤膜过滤后，使用

Ni柱进行纯化。纯化后的蛋白使用 Nanodrop进

行浓度测定，并 4 ℃透析过夜。 

2.5  酶活测定方法 

使用酪蛋白 (Sigma公司) 进行重组角蛋白

酶酶活的测定，参照 Li等[11]和 Liu等[12]的方法，

并进行了改进。将蛋白样品使用 20 mmol/L 

Tris-HCl (pH 7.9) 稀释至终浓度 0.012 mg/mL

后取 1 mL，40 ℃水浴预热 2 min，加入 1 mL同

样预热过的 2%酪蛋白溶液，精确反应 10 min

后立刻加入 2 mL 0.4 mol/L TCA终止反应，并

继续在 40 ℃保温 20 min，待残余蛋白沉淀完全

后离心取上清。上清液使用 0.22 μm的滤膜过滤

后取 1 mL，加入 5 mL 0.4 mol/L碳酸钠以及适

当浓度 (0.5 mL) 的福林试剂，摇匀，40 ℃保温

发色 20 min，测定 OD660。定义每释放出 1 μg

酪氨酸，酶活升高 1个单位。 

2.6  温度和 pH 对酶活影响的测定 

以酪蛋白为底物，反应温度为 30−80 ℃分

别测定重组蛋白的酶活，测得重组蛋白的最适

反应温度；重组蛋白的温度稳定性分析则通过

在最适 pH下，30−80 ℃度不同温度处理 30 min

后，测定酶活；酶最适 pH 通过测定最适温度

下在 pH 4.0−12.0 的不同缓冲液中的酶活 

(pH 3.0−6.0，50 mmol/L 磷酸二氢钠-柠檬酸钠

缓冲液；pH 7.0−8.0，50 mmol/L Tris-HCl缓冲

液；pH 9.0−12.0，50 mmol/L 甘氨酸-氢氧化钠

缓冲液)。每种反应均进行 3次重复取平均值。 

2.7  金属离子和化学试剂对酶活影响测定 

以酪蛋白为底物，测定金属离子和化学试

剂对纯化的重组蛋白 GM2886-His6 酶活的影
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响。分别在 4 mL的反应体系中加入 5 mmol不

同的金属离子 (Ca2+、Mg2+、K+) 或者不同的化

学试剂 (5 mmol EDTA、5 mmol PMSF、1% 

DMSO、1% SDS、1%异丙醇、1% DTT以及 1% 

β-巯基乙醇)，按上述酪蛋白作为底物的试验方

法进行酶活测定。以未加入任何金属离子和化学

试剂时测定的酶活作为对照。每种反应测定 3次

重复，取平均值。 

2.8  不同底物对酶活影响的测定 

分别以可溶的酪蛋白 (Casein)、偶氮酪蛋

白 (Azo-casein)、牛血清白蛋白 (BSA)、血红蛋

白  (Hemoglobin) 和不可溶的天青角蛋白 

(Azure keratin)、羽毛粉 (Feather) 为底物测定

重组蛋白对不同底物的酶活[13-15]。可溶性底物

首先用 20 mmol/L Tris-HCl (pH 7.9) 配置成 2%

的溶液。可溶性底物测定酶活的反应总体系为

2 mL，体系中含有 100 μL 纯化的重组蛋白 

(0.12 mg/mL)，1 mL 2%可溶底物溶液，900 μL 

pH 10.0的 50 mmol/L甘氨酸-氢氧化钠缓冲液，

50 ℃反应 20 min，加入 2 mL 0.4 mol/L TCA终

止反应，继续置于 40 ℃水浴锅保温 20 min。离

心取上清 1 mL，加入 1 mL 3%茚三酮溶液和

1 mL醋酸缓冲液 (pH 4.5)，摇匀，置于 100 ℃

水浴锅 10 min，加入 3 mL的 60%乙醇，摇匀测

定 OD570。定义每释放出 1 μg酪氨酸，酶活升高

1个单位。其中偶氮酪蛋白在加入 TCA后直接测

定上清的 OD440。定义 OD每升高 0.01，酶活增加

1个单位。不可溶底物酶活测定的反应总体系为

4 mL，其中含有 200 μL 纯化的 GM2886-His6 

(0.12 mg/mL)，20 mg 不可溶底物，10 mmol/L 

DTT，补 50 mmol/L 甘氨酸-氢氧化钠缓冲液至

总体积为 4 mL。37 ℃、180 r/min振摇 1 h，天

青角蛋白直接测定 OD595，羽毛测定 OD280。定

义 OD每升高 0.01，酶活增加 1个单位。 

3  结果与分析 

3.1  gm2886 编码多肽的氨基酸序列分析及

与已知链霉菌角蛋白酶同源性比较 

利用BioEdit软件在Fea-10基因组内进行本

地搜索，遴选可能的角蛋白酶基因，得到候选

基因 gm2886。gm2886基因全长 1 083 bp，GC

含量较高，达 71%。编码 360个氨基酸的多肽，

其中包括 34 个氨基酸的信号肽，138 个氨基酸

的 N-末端前肽以及一个 188 个氨基酸的成熟蛋

白酶结构域。其成熟酶序列与 NCBI上已知的角

蛋白酶成熟酶序列同源性对比结果如图 1所示。

它和灰色链霉菌外泌角蛋白酶 SGPD[16]的序列

相似度最高，为 83%。  

3.2  gm2886 在密旋链霉菌 ACT12 中的表

达、纯化 

重组质粒 pSET152::Perm::gm2886 转化

S17-1 并通过接合转移转入密旋链霉菌 ACT12

后，使用阿普霉素筛选出阳性接合子，并用 2%

脱脂牛奶平板对接合子进行复筛，以野生型密

旋链霉菌 ACT12作为对照，出现降解圈即为有

蛋白水解活性。结果如图 2所示。 

挑取阳性接合子，使用 TSBY 培养基发酵

96 h 后，离心取发酵液上清加入等体积的饱和

硫酸铵溶液至 50%，4 ℃过夜，10 000 r/min、4 ℃

离心收集沉淀，将其溶解于 20 mmol/L Tris-HCl 

(pH 7.9) 即为粗蛋白液。粗蛋白液过滤后使用

镍柱亲和纯化。如图 3 所示，发酵液上清中可

以纯化到一个大小约为 36 kDa的蛋白，说明该

蛋白是外泌表达蛋白。 
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图 1  GM2886 与几种已知的链霉菌来源角蛋白酶的成熟酶序列同源性分析 
Fig. 1  Sequence alignment of mature protein sequence of GM2886 and several other known keratinases. 
 

 
 

图 2  密旋链霉菌 ACT12/pSET152::Perm::gm2886
牛奶平板复筛 

Fig. 2  Secondary screening of Streptomyces pactum 
ACT12/pSET152::Perm::gm2886 using milk-agar plate. 
1: wild type ACT12; 2: ACT12/pSET152::Perm::gm2886. 

使用酪蛋白为底物进行非变性蛋白电泳，

在重组蛋白对应位置可以出现透明条带 (图 4)，

表明该纯化到的蛋白具有蛋白水解活性。 

3.3  重组蛋白 GM2886-His6 的产量与酶活 

对纯化到的重组蛋白产量进行测定，得到

重组蛋白 GM2886-His6 在密旋链霉菌 ACT12

中的异源表达产量为 1.108 mg/L。以酪蛋白为

底物测得重组蛋白的最大酶活为 5.36 kU/mg。 
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图 3  纯化到的重组蛋白的 SDS-PAGE 分析 

Fig. 3  SDS-PAGE analysis of purified GM2886-His6. 
1: premixed protein marker; 2: purified GM2886-His6. 
 

 
 

图 4  以酪蛋白为底物的非变性蛋白电泳分析 

Fig. 4  Zymogram analysis of proteases excreted by  
S. pactum ACT12/pSET152::Perm::gm2886. (A) 
GM2886-His6 stained with Coomassie G-250. (B) 
GM2886-His6 with casein. 

 

3.4  重组蛋白 GM2886-His6 最适 pH、最适

温度及温度稳定性分析 

以酪蛋白为底物分别测定重组蛋白在不同

反应温度下的酶活，结果如图 5 所示，在

30−70 ℃均有酶活，且在 50 ℃时酶活最高，所

以 50 ℃是重组蛋白 GM2886-His6 的最适反应

温度。分别以酪蛋白为底物测定重组蛋白在不

同 pH下的酶活，结果如图 6所示，在 pH 4.0−11.0

时均有酶活，在 pH 10.0 时酶活最大，所以

pH 10.0 为重组蛋白 GM2886-His6 的最适 pH。

将重组蛋白分别在 30−80 ℃下保温 30 min后测

定以酪蛋白为底物时的酶活，结果如图 7，在

30−40 ℃处理下仍有酶活。 

 

 
 

图 5  反应温度对重组角蛋白酶酶活的影响 

Fig. 5  Effect of temperature on recombinant keratinases. 
 

 
 

图 6  pH 对重组角蛋白酶酶活的影响 

Fig. 6  Effect of pH on recombinant keratinases. 
 

 
 

图 7  重组角蛋白酶的温度稳定性 

Fig. 7  Temperature stability of recombinant keratinases. 
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3.5  金 属 离 子 和 化 学 试 剂 对 重 组 蛋 白

GM2886-His6 酶活影响分析 

Ca2+、K+和 Mg2+对重组蛋白酶活具有抑制

作用。DMSO、SDS 对重组蛋白酶活具有较弱

的抑制作用，EDTA、异丙醇对重组蛋白酶活没

有影响，PMSF明显抑制重组蛋白的酶活，说明

该重组蛋白为丝氨酸蛋白酶。β-巯基乙醇和DTT

使酶活数据极大提高。结果见表 2。 

3.6  重组蛋白 GM2886-His6 的底物特异性

分析 

分别测定纯化的 GM2886-His6 对不同底物

的酶活，结果见表 3。重组蛋白可与大部分可溶

底物反应，其中酪蛋白为底物时酶活最高。重

组蛋白水解天青角蛋白和羽毛，证明该重组蛋

白具有角蛋白酶活性。 

 
表 2  金属离子与化学试剂对重组角蛋白酶活的影响 

Table 2  Effect of metal ions and chemicals on 
recombinant keratinases 

Metals 
Concentrations 

(mmol) 
Relative 

activity (%)

Control  100 

Ca2+ 5 64 

Mg2+ 5 32 

K+ 5 55 

Chemicals Concentrations 
Relative 

activity (%)

PMSF 5 mmol 66 

EDTA 5 mmol 100 

DMSO 1% (V/V) 93 

SDS 1% (V/V) 91 

Isopropanol 1% (V/V) 100 

β-Mercaptoethanol 1% (V/V ) 3 477 

DTT 1% (V/V) 1 266 

表 3  不同底物对重组角蛋白酶活的影响 

Table 3  Effect of portein substrates on recombinant 
keratinase 

Protein substrate
Specific activity 

(U) 
Relative 

activity (%)

Casein 36.87±0.080 
100 

BSA 12.64±0.072 
34.28 

Azo-casein 16.1±0.174 
43.67 

Hemoglobin 17.52±0.131 
47.52 

Feather 11.8±0.464 
32.00 

Azure keratin 20.5±0.954 
55.60 

 

4  讨论 

角蛋白酶由于可以特异性地降解角蛋白，

在多个领域具有很大的应用前景，近来被人们

广泛关注。目前关于角蛋白酶的研究主要集中

于角蛋白酶生产菌的筛选与鉴定[17]、角蛋白酶

的纯化与表征[18-19]以及角蛋白酶基因的异源表

达[14,20-21]等方面，其中针对地衣芽胞杆菌Bacillus 

licheniformis[22-21] 和 绿 脓 杆 菌 Pseudomonas 

aeruginosa[14-15]来源的角蛋白酶的研究较多，链

霉菌来源的角蛋白酶研究较少，主要是弗氏链

霉菌 Streptomyces fradiae sfp2[11-23-24]等。角蛋白

酶异源表达常用宿主为大肠杆菌 E. coli[22-21]、

芽胞杆菌 Bacillus subtilis 等[14-20]以及毕赤酵母

Pichia pastoris[15-20]，使用链霉菌作为表达宿主

的并不常见。 

实验室前期分离得到一株短时间内即可降

解完整羽毛的微白黄链霉菌菌株 Fea-10，在对其

进行全基因组测序后通过生物信息学方法筛选

到了可能的角蛋白酶编码基因 gm2886。我们曾

经尝试在大肠杆菌表达系统中表达 gm2886，可

能由于其序列 GC含量比较高、大肠杆菌和链霉
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菌密码子偏好性以及对角蛋白酶的加工处理机

制不同等原因而没能得到重组蛋白，因此我们选

取了角蛋白酶酶活较弱的密旋链霉菌 ACT12 作

为异源表达的宿主。另外，鉴于角蛋白酶多属于

诱导酶，其自身的启动子需要在羽毛等角蛋白的

诱导下起始基因的转录，这样限制了培养基的成

分和营养，因此本实验使用组成型的红霉素启动

子替代 gm2886原始启动子，使其不需要通过羽

毛的诱导就能进行高效表达，可以使用营养更为

丰富的培养基进行发酵，从而增加菌体生长速度

和角蛋白酶产量。经过多方改进，最终我们得到

了一个大小约为 36 kDa 的重组蛋白，活性检测

表明其具有蛋白酶活性，在还原剂存在的情况下

可以高效地降解水不溶性底物天青角蛋白和羽

毛粉，说明 gm2886 确实为角蛋白酶基因，其成

熟酶序列和已报道的角蛋白酶的成熟酶序列具

有同源性，最高为 83%，有一定的研究价值。 

gm2886 基因的序列分析表明它具有信号

肽、前肽和成熟酶 3 个结构域。前肽是胞外蛋

白酶的一个典型结构，被认为参与帮助成熟酶

的正确折叠[25-26]。大多数的研究表明，直接表

达酶原编码基因，所产生的具有正常生物学活

性的表达产物多为经过切除前肽后的成熟酶，

如地衣芽胞杆菌 kerA[22]和弗氏链霉菌的

sfp2[23-24]。gm2886 编码的成熟蛋白酶的理论分

子量约为 20 kDa (加上组氨酸标签)，在 ACT12

中纯化得到的重组蛋白约为 36 kDa，表明重组

蛋白的前肽可能并没有被前肽酶切割，但在实

验室条件下却仍然表现出蛋白酶活性，这值得

我们后续对其进一步研究。 

在底物特异性实验中，我们发现重组蛋白

GM2886-His6需要在还原剂 DTT的存在下才可以

水解不可溶底物天青角蛋白和羽毛。一般认为，角

蛋白水解主要有两个过程，第一步是在还原剂的参

与下裂解二硫键，第二步是肽链的水解[27]。许多微

生物如高温放线菌 CDF[28]、Thermoactinomyces 

candidus[29]和 Bacillus species[5-30]等，均需在活细

胞的存在下才可以完全降解羽毛，表明活细胞

自身提供必要的还原剂来高效水解二硫键。本

实验底物特异性实验的结果验证了在水解角蛋

白时，二硫键的裂解是必要的，且需要有还原

剂的存在。 

综上所述，本实验通过生物信息学分析获

得了角蛋白酶编码基因 gm2886，实现了其在密

旋链霉菌 ACT12中的异源表达，纯化得到了具

有羽毛粉降解活性的重组蛋白，并对其酶学性

质进行了研究。本研究为解析羽毛高效降解菌

Fea-10 降解角蛋白的分子机理，从而进一步开

发其应用潜力提供了基础；并为同类蛋白的研

究提供了借鉴。 
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