
微生物学通报 Apr. 20, 2019, 46(4): 685−694 
Microbiology China DOI: 10.13344/j.microbiol.china.180270 

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

                           

Foundation item: National Natural Science Foundation of China (21676121) 
*Corresponding author: E-mail: shijs@163.com 
Received: 04-04-2018; Accepted: 28-05-2018; Published online: 21-06-2018 
基金项目：国家自然科学基金(21676121) 

*通信作者：E-mail：shijs@163.com 

收稿日期：2018-04-04；接受日期：2018-05-28；网络首发日期：2018-06-21 

研究报告 

芽孢杆菌 N1 碱性蛋白酶的克隆表达及酶学性质 
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摘  要：【背景】蛋白酶广泛应用于制革行业中，酶法脱毛对环境污染较小，但蛋白酶对化学试剂的

不稳定性及胶原降解活性限制了其工业应用。【目的】克隆芽孢杆菌(Bacillus sp.) N1 基因组的碱性

蛋白酶基因，实现其在大肠杆菌中的异源表达，并对重组酶酶学性质及脱毛作用进行研究。【方法】

利用基因组文库法克隆获得蛋白酶基因 aprG，构建重组大肠杆菌(Escherichia coli) BL21(DE3) 

pLysS/pET-28a-aprG。异丙基-β-D-硫代半乳糖苷(IPTG)诱导表达该重组酶，以福林酚显色法对其酶

学性质进行研究，并将 AprG 作用于羊皮、兔皮和羽毛。【结果】克隆得到蛋白酶基因 aprG，并实

现其在大肠杆菌中的表达。重组酶 AprG 最适反应温度为 50 °C，最适反应 pH 为 10.0。各种金属离

子对 AprG 活性影响较小，且 AprG 对表面活性剂和氧化剂、还原剂的耐受性较强。底物特异性分

析表明，该酶胶原活性较低。AprG 对羊皮和兔皮作用显著，且降解羽毛效果明显。【结论】蛋白酶

AprG 在制革行业中具有良好的应用前景。 
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Abstract: [Background] Proteases are widely used in the leather industry because the enzymatic 
dehairing approaches are environment-friendly. However, the instability to chemical reagents and the 
collagen degradation activity of proteases limit their industrial applications. [Objective] An alkaline 
protease gene from genome of Bacillus sp. N1 was cloned and expressed in Escherichia coli. The 
enzymatic properties of the recombinant protease were characterized and its application in dehairing 
process was discussed. [Methods] Genomic library was constructed to clone the protease gene aprG. 
The recombinant strain Escherichia coli BL21(DE3) pLysS/pET-28a-aprG was constructed for the 
protease expression with the induction of isopropyl β-D-thiogalactoside (IPTG). Characterization of 
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the protease was performed through the forint phenol chromogenic method. The dehairing activity to 
the sheep and rabbit skin as well as feather of the protease was investigated. [Results] An alkaline 
protease gene aprG was cloned and expressed in E. coli expression system. The characterization of 
AprG showed that the optimum temperature and pH was 50 °C and 10.0, respectively. The metal ions 
showed soft influence on the AprG activity. Moreover, the protease AprG exhibited outstanding 
tolerance to surfactants, oxidants and reducing agents. The investigation on substrate specificity 
demonstrated that the protease displayed low hydrolysis ability toward collagen. The application study 
showed that AprG demonstrated effective dehairing on sheep and rabbit skin, and also showed high 
feather degradation activity. [Conclusion] The protease AprG has significant application potential in 
the leather industry. 

Keywords: Bacillus sp. N1, Cloning, Enzymatic characterization, Low collagen activity, Dehairing 

蛋白酶广泛应用于医药[1]、皮革[2-3]、食品[4-5]、

化妆品[6]等领域。其中，碱性蛋白酶用量占蛋白酶

总量的 50%左右。蛋白酶在动物[7]、植物[8]、微生

物[9-10]中均存在。 

国内外研究的碱性蛋白酶主要来源于芽孢杆

菌。目前，大量研究表明，芽孢杆菌来源蛋白酶具

有较好的脱毛效果，可以应用在制革工业中[11]。在

制革工业中，利用酶法脱毛比传统灰碱法脱毛的污

染更小，而且反应条件温和、水解效率高，可以有

效提高制革工业的生产效率和经济效益。但是，酶

法脱毛会对皮革中的胶原蛋白产生降解，因此筛选

出脱毛效果较好且不会损伤胶原蛋白的蛋白酶具

有十分重要的意义[12]。同时，在工业生产中经常使

用大量的化学试剂，因此对表面活性剂耐受性、抗

氧化性以及耐碱性等是蛋白酶的重要特性。黄东彦  

等[13]对蜡样芽胞杆菌 YSQ08 来源的碱性蛋白酶基

因进行研究，并成功在酵母系统进行表达，此蛋白

酶最适反应温度为 55 °C，最适 pH 为 8.0，但 Ni2+、

Hg2+等金属离子显著抑制其活性。来源于芽孢杆菌

A21 的丝氨酸蛋白酶分子量为 29 kD，在 pH 

7.0−11.0 稳定性较好，当 pH 升至 12.0 时，酶活迅

速下降至 20%以下，且氧化剂 H2O2 对其活性抑制

作用明显[14]。 

本实验室前期从内蒙古盐碱湖中筛选得到一

株产碱性蛋白酶菌株，其粗酶液对表面活性剂、金

属离子、氧化剂和还原剂等耐受性较好。因此本研

究中采用基因组文库法克隆其碱性蛋白酶基因，尝

试对筛选得到的蛋白酶进行表达及酶学性质研究，

并对此蛋白酶脱毛效果进行评价。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

1.1.1  菌株和质粒 

芽孢杆菌 N1 从内蒙古盐碱湖中筛选得到；

大肠杆菌 DH5α 和 BL21(DE3) pLysS 感受态，北

京全式金生物技术有限公司；克隆载体 pUC118 

BamH I/BAP，宝生物工程(大连)有限公司；表达载

体 pET-28a(+)，本实验室保藏。 

1.1.2  主要试剂和仪器 

实验中所用 dNTPs、rTaq、λ-Hind  digestⅢ 、

500 bp DNA ladder、DL2000 DNA marker，TaKaRa

公司；Sau3A I、Buffer 1.1，Bio-Labs 公司；蛋白胨、

酵母粉，OXOID 公司；脱脂奶粉，碧迪医疗器械

有限公司。高速冷冻离心机，安徽嘉文仪器有限公

司；pH 计，德国赛多利斯(Sartorius)公司。 

1.1.3  培养基 

野生菌培养基(g/L)：酵母膏 1.0，胰蛋白胨 10.0，

氯化钠 30.0，硫酸镁 0.2，氯化钙 0.1，磷酸氢二钾

1.0，用 10%碳酸钠调节 pH 至 10.5； 

筛选培养基：LB 培养基中添加 10.0 g/L 脱脂牛

奶，用 10%碳酸钠调节 pH 至 7.0； 

1.2  实验方法 

1.2.1  基因组文库构建及功能基因筛选 

将已活化的芽孢杆菌 N1培养液按照 1%接种量

转接于 200 mL 野生菌培养基，培养至 OD600 约为

0.6，收集菌体。采用酚/氯仿/异戊醇法进行芽孢杆
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菌 N1 总 DNA 的提取。Sau3A I 酶切芽孢杆菌 N1

基因组，回收其中的 3−8 kb 酶切片段，连接至

pUC118 BamH I/BAP 载体，转化至大肠杆菌 DH5α

感受态细胞，复苏后涂布至筛选培养基。筛选具有

透明圈的菌落，扩大培养后提取重组质粒，送生工

生物工程(上海)股份有限公司测序。将所获得的基

因序列在 NCBI 上比对分析，并与相似性最高的几

个蛋白酶序列进行比对。 

1.2.2  重组菌构建 

设计引物 GSF-1 (5ʹ-CATGCCATGGATATGATT 

GAAGCACCAGCC-3ʹ)、GSF (5ʹ-CATGCCATGGAT 

TTGAGTAAAGTGAGCCTGATTCC-3ʹ)和 GSR (5ʹ-C 

CGCTCGAGTAATTTAGAAGAGCTAGTTGTATAT
TCG-3ʹ)，以芽孢杆菌 N1 基因组为模板进行 PCR。

PCR 反应体系：10×Buffer 5 μL，dNTPs (2.5 mmol/L) 

4 μL，引物(20 mmol/L)各 1 μL，rTaq 0.25 μL，模

板 DNA (100 ng/μL) 0.4 μL，加 ddH2O 至 50 μL。

PCR 反应条件：94 °C 5 min；94 °C 45 s；58 °C 45 s；

72 °C 90 s，30 个循环；72 °C 10 min。用 Nco I 和

Xho I 分别双酶切 PCR 产物及载体 pET-28a(+)，切

胶回收后进行连接，转化至大肠杆菌 BL21(DE3) 

pLysS，挑取转化子，用 pET-28a(+)的通用引物 T7、

T7t 进行 PCR 验证，并测序验证。 

1.2.3  蛋白酶表达 

将重组菌按 1%接种量转接至表达培养基，

37 °C、200 r/min 培养 2−3 h，至 OD600 约为 0.6−0.8，

加入终浓度为 0.2 mmol/L 的 IPTG，20 °C 诱导 20 h，

室温 8 000 r/min 离心 10 min 收集菌体，破碎细胞

测酶活，并进行 SDS-PAGE 验证。 

1.2.4  酶活测定 

采用福林酚法进行蛋白酶活性测定，将 50 μL

酶液与 150 μL 1%酪蛋白溶液均匀混合，在一定温

度下反应 10 min 后，以 200 μL 20%三氯乙酸溶液

终止反应。室温 13 000×g 离心 10 min 后，取 50 μL

上清液与 250 μL 0.4 mol/L Na2CO3 溶液混匀后，加

入50 μL福林酚试剂，混合溶液置于40 °C显色20 min，

测定 680 nm 下的吸光度值。酶活力定义：在一定

的反应条件下，蛋白酶每分钟分解产生 1 μg 氨基酸

所需的酶量。 

1.2.5  酶学性质 

(1) 最适温度及温度稳定性 

在 pH 10.0 条件下，分别测定在 20、30、40、

45、50、55、60、65、70、80 和 90 °C 下 AprG 蛋

白酶活性，以最高酶活为 100%，确定最适反应温

度。将 AprG 酶液分别放置在 40、50 和 60 °C 分别

处理 10、20、30、40、50 和 60 min，在 50 °C 和

pH 10.0 条件下测定其反应残余酶活，以未处理的

AprG 活性为 100%。 

(2) 最适 pH 及 pH 稳定性 

在最适反应温度下，分别测定在 pH 6.0、7.0、

8.0、9.0、9.5、10.0、10.5、11.0 和 12.0 条件下的

AprG 蛋白酶活性，以最高酶活为 100%，确定 AprG

最适反应 pH。将酶液分别放置在 pH 5.0、6.0、7.0、

8.0、9.0、10.0、11.0、12.0 和 13.0 处理 60 min，在

最适反应条件下测定 AprG 残余酶活，以未处理的

AprG 活性为 100%。 

(3) 金属离子对酶活的影响 

向反应体系中添加不同金属离子溶液(CaCl2、

KCl、MgCl2、MnCl2、BaCl2、CoCl2、LiCl、FeCl3、

AlCl3、NaCl、FeCl2、ZnCl2)，使反应体系中各金属

离子终浓度分别为 1 mmol/L 和 5 mmol/L。在最适

反应条件下测定 AprG 酶活，以未添加金属离子蛋

白酶活性为 100%。 

(4) 表面活性剂和氧化还原剂对蛋白酶酶活的

影响 

向反应体系中添加不同化学试剂(吐温-20、40、

60、80，Triton X-4、100，DTT 和 H2O2)，使反应

体系中各种试剂的终浓度为 1%。将 SDS 和 β-巯基

乙醇添加至反应体系中，使其终浓度为 0.25%。在

最适反应条件下测定 AprG 酶活，以未添加任何试

剂的蛋白酶活性为 100%。 

(5) 底物特异性 

配制 1%不同的底物溶液，包括天青角蛋白、偶

氮酪蛋白、胶原蛋白、牛血清白蛋白、酪蛋白、角蛋

白、明胶、羊毛和羽毛，在最适反应条件下测定 AprG
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酶活，以酪蛋白为底物时的 AprG 酶活性为 100%。 

(6) 酶学动力学参数测定 

以酪蛋白为底物进行 AprG 酶学动力学检测，

底物浓度分别配制成 1、2、3、4、5、6、7、8、9

和 10 mg/mL，按照标准酶活测定方法，在最适反

应条件下进行活性检测，用 GraFit 软件作图并进行

酶反应动力学参数计算。 

1.2.6  应用研究 

将羊皮和兔皮切成约 1 cm×1 cm 的小块。将羊

皮和兔皮分别放置在 50 mL 的缓冲剂(20 mmol/L 

Tris-HCl，pH 8.0)中，AprG 蛋白酶含量为 10 000 U，

不添加 AprG 蛋白酶的缓冲液作为空白对照，将含

有羊皮和兔皮的混合溶液置于 37 °C、120 r/min 振

荡培养 16 h。 

向 250 mL 三角瓶添加 0.5 g 羽毛，并分别添加

500 U/mL 的 AprG 酶 液 及 市 售 碱 性 蛋 白 酶 各     

50 mL，置于 37 °C、220 r/min 条件下降解羽毛，    

48 h 后对两种蛋白酶降解效果进行比较。 

2  结果与分析 

2.1  基因组文库构建 

按照基因组文库构建法，在大约 4 万个克隆子

中，筛选获得一株产透明圈的重组菌，对该重组菌

进行分离纯化，提取质粒并测序。 

2.2  序列分析 

测序结果显示插入片段大小为 2 254 bp，含有

完整的开放阅读框 raprG 和 aprG。raprG 起始于

ATG，大小为 894 bp，编码 297 个氨基酸的蛋白

(rAprG)，rAprG 理论分子量为 31.7 kD，等电点

为 4.65。aprG 起始于 TTG，大小为 972 bp，编

码 323 个氨基酸的蛋白(AprG)，AprG 理论分子量

为 34.5 kD，等电点为 4.74。AprG 比 rAprG 多出

26 个氨基酸的短肽(NP)。 

进一步分析发现，AprG 与肽酶 S8 家族蛋白酶

序列相似性最高，活性中心为 Asp (49)、His (86)和

Ser (250)。AprG 氨基酸序列分别与来源于嗜碱芽孢

杆 菌 (B. pseudofirmus) (WP_075681765.1 和

WP_012960798.1)、芽孢杆菌(B. marmarensis) DSM 

21297 (WP_022629500.1)以及芽孢杆菌(Bacillus sp.) 

NKS-21 (BAA07142.1)的蛋白酶相似性最高，均高

于 98%，序列比对结果如图 1 所示。除此之外，AprG

与来自芽孢杆菌(Bacillus sp.) FJAT-45037 的蛋白酶

(WP_100374256.1)具有 74%的相似性。上述蛋白酶

中仅芽孢杆菌 NKS-21 的蛋白酶 ISP-1 有研究报  

道[15]，但仅限于初步的酶学性质，因而系统开展

AprG 的研究仍有必要。 

2.3  重组质粒构建及重组酶表达 

分别以 GSF-1/GSR、GSF/GSR 为引物构建重

组质粒 pET-28a-raprG 和 pET-28a-aprG，将重组菌

分别涂布于牛奶平板。发现重组大肠杆菌 BL21(DE3) 

pLysS/pET-28a-raprG 未产生透明圈(图 2A)，酶活

测定发现无活性。而 AprG 重组蛋白具有蛋白水解

活性(图 2B)，SDS-PAGE 可见一条大小约为 34 kD

的蛋白条带(图 2C)，且该酶对宿主蛋白的降解进

一步验证了 AprG 蛋白酶的表达。此结果说明，短

肽 NP 对蛋白酶 AprG 的活性具有重要影响。 

2.4  酶学性质 

2.4.1  最适温度和温度稳定性 

图 3A 为 AprG 酶活的最适温度曲线，其最适

反应温度为 50 °C，在 20–90 °C 范围内均能保留较

高相对酶活，表明 AprG 最适反应温度范围较宽。

AprG 温度稳定性结果(图 3B)表明，AprG 在 50 °C

下具有良好的稳定性，即使处理 60 min 残余酶活仍

有 50%以上，而在 60 °C 热处理 10 min 后残余酶活

为 55%，此后酶活剧烈下降。 

2.4.2  最适 pH 及 pH 稳定性 

AprG 是十分典型的碱性蛋白酶，最适反应 pH

实验结果(图 4A)表明，当 pH 为 10.0 时 AprG 酶活

最大，而在 pH<6.0 时活性基本丧失，当 pH>11.0

后酶活也会急剧下降。稳定性实验结果(图 4B)表

明，AprG 蛋白酶在 pH 6.0−11.0 处理 1 h 后残余酶

活仍达到 60%以上，而在 pH 5.0 或 pH>12.0 时，

AprG 酶活损失较严重。 
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图 1  AprG 序列比对 
Figure 1  Multiple sequences alignment of AprG 

注：实线框分别标记蛋白酶活性位点 Asp、His 和 Ser；虚线框标记 N 端短肽 NP. 
Note: The active sites Asp, His and Ser were labeled with solid boxes, respectively; N-terminal peptide was labeled with the dashed box. 

 

 
 

图 2  重组菌水解平板及 SDS-PAGE 
Figure 2  Electrophoretic analysis and hydrolysis circle of the recombinant strain 

注：A：重组大肠杆菌 BL21(DE3) pLysS/pET-28a-raprG；B：重组大肠杆菌 BL21(DE3) pLysS/pET-28a-aprG (→：水解圈)；C：

AprG 蛋白电泳. M：蛋白分子标准；1：AprG 粗酶液；2：大肠杆菌 BL21(DE3) pLysS/pET-28a 破碎液. 

Note: A: Recombinant strain E. coli BL21(DE3) pLysS/pET-28a-raprG; B: Recombinant strain E. coli BL21(DE3) pLysS/pET-28a-aprG (→: 
Hydrolysis circle); C: SDS-PAGE of AprG. M: Protein marker; 1: Crude enzyme of AprG; 2: Fractured fluid of E. coli BL21(DE3) 
pLysS/pET-28a. 
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图 3  AprG 蛋白酶最适反应温度和温度稳定性 
Figure 3  Effect of temperature on the activity of AprG protease and its thermo-stability  
注：A：AprG 最适反应温度；B：AprG 温度稳定性. 
Note: A: Effect of temperature on the activity of AprG protease; B: The thermo-stability of AprG. 

 

 
 

图 4  AprG 蛋白酶最适反应 pH 和 pH 稳定性  
Figure 4  Effect of pH on the activity of AprG protease and its pH-stability  

注：A：AprG 最适反应 pH；B：AprG pH 稳定性. 
Note: A: Effect of pH on the activity of AprG protease; B: The pH-stability of AprG. 

 
2.4.3  金属离子对酶活的影响 

测定了不同离子对 AprG 酶活性的影响，结果

如表 1 所示，1 mmol/L Ba2+增强 AprG 活性达 135%，

而 5 mmol/L Ba2+对 AprG 有轻微抑制作用。其他金

属离子在 1 mmol/L 时对 AprG 活性的影响都比较

小，其中 Ca2+、Mn2+、Mg2+和 Co2+对活性有促进作

用。不同离子浓度为 5 mmol/L 时均能抑制 AprG 活

性，其中 Al3+的抑制作用最明显。5 mmol/L Zn2+和

Fe3+对蛋白酶的抑制效果也比较明显，分别为 61%

和 63%。从表 1 数据可以看出，大部分金属离子对

AprG 活性影响较小。 

2.4.4  表面活性剂和氧化还原剂对 AprG 酶活的 

影响 

化学试剂对 AprG 活性的影响结果如表 2 所示，

表面活性剂吐温-20、40、60、80 和 Triton X-4、100

对 AprG 活性影响较小，氧化剂 H2O2 存在时 AprG

活性为 87.34%，在强还原剂 DTT 存在时 AprG 活

性为 97.71%，然而 0.25%的 β-巯基乙醇完全抑制

AprG 酶活。巯基乙醇能够还原蛋白中的二硫键，

破坏蛋白结构的完整性，进而影响蛋白的高级功 
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表 1  金属离子对 AprG 酶活性的影响 
Table 1  Effects of various metal ions on the activity of 
AprG protease  

金属离子 

Metal ions 

相对活性 

Relative activity (%) 
1 mmol/L 5 mmol/L 

K+ 102.00±3.58 87.36±2.45 

Na+ 106.85±1.43 90.61±10.50 

Li+ 94.644±0.08 90.50±7.40 

Ca2+ 109.84±2.38 87.66±2.34 

Ba2+ 134.62±2.91 80.27±3.73 

Mn2+ 109.00±3.77 80.37±2.98 

Mg2+ 114.75±5.19 94.40±5.34 

Co2+ 111.30±1.86 95.88±6.35 

Fe2+ 100.06±5.17 87.24±4.85 

Zn2+ 98.59±2.06 60.96±2.54 

Fe3+ 105.79±1.34 62.61±0.46 

Al3+ 98.27±1.05 33.27±1.92 

 

表 2  不同化学试剂对 AprG 活性影响 
Table 2  Effects of different reagents on the activity of 
AprG protease  

化学试剂 

Reagents 

浓度 

Concentration (%) 

相对活性 

Relative activity 
(%) 

Tween 20 1.00 93.92±0.14 

Tween 40 1.00 94.06±7.70 

Tween 60 1.00 100.45±4.43 

Tween 80 1.00 107.22±1.63 

Triton X-4 1.00 106.57±1.55 

Triton X-100 1.00 100.56±2.55 

SDS 0.25 51.44±0.84 

DTT 1.00 97.71±4.08 

H2O2 1.00 87.34±1.38 

β-Mercaptoethanol 0.25 0±6.46 

 

能。而 AprG 分子中存在 5 个半胱氨酸，推测这些

氨基酸间存在二硫键，且在维系酶蛋白的催化活性

中发挥重要作用。 

2.4.5  底物特异性 

以不同的底物测定 AprG 的酶活性来评价其对

底物的专一性，结果见图 5。AprG 对角蛋白具有较

强的水解活性，以可溶性角蛋白为底物时相对酶活

为 69.92%，且对羊毛和羽毛这两种不同结构的角蛋

白也能够进行水解，表现出的活性分别为 21.77%和 

 
 

图 5  底物特异性 
Figure 5  Substrate specificity of AprG 

注：1：天青角蛋白；2：偶氮酪蛋白；3：胶原蛋白；4：牛血

清白蛋白；5：酪蛋白；6：可溶性角蛋白；7：明胶；8：羊毛；

9：羽毛. 
Note: 1: Azure keratin; 2: Azocasein; 3: Collagen; 4: BSA; 5: 
Casein; 6: Soluble keratin; 7: Gelatin; 8: Wool; 9: Feather. 

 

41.63%。AprG 对胶原活性较低，其酶活仅为 4.56%，

因而将其作为脱毛蛋白酶使用时理论上对皮革的

胶原蛋白层产生的伤害较小。AprG 对其他底物也

具有降解作用，在以偶氮酪蛋白为底物时，AprG

活性高达 246%。 

2.4.6  酶学动力学  

以酪蛋白为底物探究重组蛋白酶 AprG 的酶学

动力学参数中，Km 和 Vmax 分别为 12.25 mg/mL 和

56.60 U/(mL·min) (图 6)。 

2.5  AprG 蛋白酶的应用 

AprG 的脱毛作用在图 7A–D 中显示，由 

 

 
 

图 6  重组酶的酶反应动力学参数 
Figure 6  Kinetic parameters of recombinant protease 
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图 7  AprG 蛋白酶脱毛及羽毛降解效果 
Figure 7  Dehairing performance and feather degradation by the AprG protease 

注：A：处理前山羊皮；B：处理后山羊皮；C：处理前兔皮；D：处理后兔皮；E：AprG 处理前羽毛；F：AprG 处理后羽毛；G：

碱性蛋白酶处理前羽毛；H：碱性蛋白酶处理后羽毛. 
Note: A: The goat skin before dehairing; B: The goat skin after dehairing; C: The rabbit skin before dehairing; D: The rabbit skin after 
dehairing; E: The feathers before degradation by AprG protease; F: The feathers after degradation by AprG protease; G: The feathers before 
degradation by alkaline protease; H: The feathers after degradation by alkaline protease. 
 

图 7 可以看出，AprG 对羊皮和兔皮均有显著的脱

毛效果。经蛋白酶 AprG 脱毛后的羊皮和兔皮表面

十分光滑，质地比较柔软。与化学法脱毛相比，酶

法脱毛更加经济高效，对环境污染较小，适用于绿

色制革生产工艺。相比于市售碱性蛋白酶，AprG

降解羽毛更彻底，如图 7E–H 所示。 

3  讨论与结论 

本文通过基因组文库法从芽孢杆菌 N1 基因组

中克隆得到了蛋白酶基因 aprG，构建了重组大肠杆

菌 BL21(DE3) pLysS/pET-28a-aprG，实现了 AprG

在大肠杆菌中的表达，并对 AprG 蛋白酶进行了系

统的酶学性质及应用研究。 

蛋白酶一般由前导肽和 C 端成熟肽组成，前导

肽对蛋白酶的正确折叠至关重要。本文中 rAprG 蛋

白是一个完整的成熟蛋白酶结构域，在大肠杆菌中

表达时却无活性，只有在 N 端同时表达 NP 短肽时

才会展现出蛋白酶活性，因此 NP 短肽可能是一段

前导肽序列，在蛋白表达过程中影响 AprG 的正确

折叠。另外，由于 AprG 能够降解宿主菌自身蛋白，

会对蛋白表达产生影响，因此 AprG 表达时应在低

温条件下进行，本文选择在 20 °C 下诱导 AprG 蛋

白酶表达。 

AprG 酶学数据显示，其最适反应温度为 50 °C，

且 AprG 在 40、50 和 60 °C 时活性都比较高，最适

温度范围较宽。AprG 最适反应温度与其他芽孢杆

菌来源蛋白酶不同，如来自芽孢杆菌 QD-1 的蛋白

酶最适反应温度为 20 °C[9]；来自地衣芽孢杆菌(B. 

licheniformis) 2709 的 蛋 白 酶 最 适 反 应 温 度 为

50 °C[16]；来自枯草芽孢杆菌(B. subtilis) I15 的高温

蛋白酶最适反应温度为 65 °C[10]。不同行业需要的

蛋白酶反应温度不同，低温蛋白酶可以用于洗涤行

业[9]，而高温蛋白酶可用于纺织及食品加工等行业[17]。

蛋白酶 ISP-1 的最适温度为 55 °C，但在 40 °C 时其

活性仅为 60%左右，并且在反应温度为 60 °C 时活

性仅为 25%左右 [15]，本文中的 AprG 蛋白酶在

40−80 °C 反应时活性均超过 60%。同时，AprG 在

40 °C 和 50 °C 下稳定性较好，且在 60 °C 处理 10 min

后残留活性仍然超过 50%，而蛋白酶 ISP-1 60 °C

处理 10 min 后丧失 70%活性。AprG 最适反应 pH
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为 10.0，表明 AprG 属于碱性蛋白酶，且 AprG 在

pH 6.0−11.0 范围内较稳定，因此 AprG 可以在工业

上应用[18-19]。 

工业生产过程中会用到很多金属离子，因此要

求所用蛋白酶对金属离子有一定的耐受作用[20]，本

文中 AprG 蛋白酶受金属离子影响不大，符合工业

生产要求。而表面活性剂能够与蛋白形成复合物，

破坏蛋白质的盐键、氢键和疏水键，因此会对蛋白

活性产生重大影响，本文中 AprG 在吐温、Triton

等表面活性剂存在下，活性保持稳定，此结果与

相似性最高的 ISP-1 蛋白酶一致[15]。而苍白空气

芽胞杆菌(Aeribacillus pallidus) C10 来源的碱性蛋

白酶同样受金属离子影响较小，但在 1%吐温-20、

80 和 Triton X-100 存在下，活性均小于 50%[21]。

同时 DTT 和 H2O2 对 AprG 活性影响较小。这些特

性表明碱性蛋白酶 AprG 应用于工业生产时具有

一定优势。 

本文中 AprG 蛋白酶对羊皮和兔皮均具有脱毛

作用。AprG 蛋白酶底物谱研究发现，AprG 胶原蛋

白活性很低，而 ISP-1 蛋白酶胶原活性达到以酪蛋

白为底物的 20%以上[15]。动物皮质中含有大量的胶

原蛋白，为了减少对动物皮革中胶原层的损坏，脱

毛过程中需要低胶原活性蛋白酶。本文中碱性蛋白

酶 AprG 对羽毛降解作用明显，羽毛中主要成分为

角蛋白，角蛋白中半胱氨酸含量较高，易形成二硫

键，使羽毛结构较为稳定，不容易被降解。而碱性

蛋白酶能够作用于侧链为苯环的氨基酸或者疏水

氨基酸，半胱氨酸是疏水氨基酸，能够被碱性蛋白

酶降解，降解后的羽毛粉可以在皮革填充中得到应

用[22]。另外，鉴于 AprG 酶学性质方面的优势，其

在制革领域具有潜在的应用价值。本文对 AprG 在

制革行业中的应用提供了研究基础。 
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