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角蛋白酶的结构、功能及应用

朱星潮，李其昌，郭君慧，祁梅芳，谢 浩*
(武汉理工大学化学化工与生命科学学院，武汉 430070)

摘要：角蛋白是广泛存在于羽毛及毛发中的难溶性蛋白质。角蛋白酶可以催化角蛋白的降解，在畜

牧、皮革加工、医疗等领域中具有较大的应用价值与潜力。近年来，研究人员对角蛋白酶的来源、分

类、结构、功能优化等方面进行了大量的研究，并取得了很多成果，为角蛋白酶的商业化应用提供了

很好的基础。本文综述了角蛋白酶结构、功能、应用等方面的研究进展，并提出了今后的研究方向。
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Abstract: Keratin is a insoluble protein widely present in feathers and hair. Keratinase can catalyze the
degradation of keratin and has great application value and potential in fields such as animal husbandry, leather
processing, and medical treatment. In recent years, researchers have conducted extensive research on the
source, classification, structure and function optimization of keratinase, and have achieved many results,
providing a good foundation for the commercial application of keratinase. This paper reviews the research
progress in the structure, function and application of keratinase, and proposes future research directions.
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据中国农业农村部的数据显示，2022年全国家

禽出栏161.4亿只，产生数百万吨羽毛。传统处理

羽毛废物的方法为焚烧、粉碎、酸碱水解等物理

或化学方法[1,2]，造成了资源浪费和环境污染。利

用酶或微生物对羽毛进行生物处理和降解，具有

能耗低、降解可控、效率高、环境友好等优点，

为羽毛的充分利用提供了新的方向。羽毛的主要

成分为角蛋白(keratin)，是一类不溶性纤维状蛋白

质，形成具有一定机械强度的组织，为生物体提

供支撑或保护。根据氨基酸组成和二级结构不

同，角蛋白分为α-角蛋白和β-角蛋白两类[3]。α-角
蛋白存在于哺乳动物毛、发、角、指甲中，β-角蛋

白存在于鸟类羽毛、爪、喙中[4]。角蛋白的生物降

解涉及多种机制，包括物理压力学说(physical
pressure theory)所描述的真菌菌丝作用下的角蛋白

降解、生物膜还原学说(biological membrane
potential theory)和硫解学说(thiolysis theory)所强调

的角蛋白二硫键的断裂，以及多酶协同学说

(complex enzyme theory)所关注的角蛋白酶解[5,6]。

但是无论哪种机制，都涉及蛋白酶对角蛋白多肽

链的降解。

角蛋白酶(keratinase)是将角蛋白水解成多肽和

氨基酸的蛋白酶类[7]。利用角蛋白酶将羽毛角蛋白

水解并制备多肽和氨基酸，在饲料和食品工业、
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医疗、肥料及农药与环境保护、制革业、化妆品

等行业有广泛的应用。本文从角蛋白酶来源、分

类、结构、理化性质、功能优化以及应用等方面

对相关的进展进行介绍。

1 角蛋白酶来源及分类

自然界中的细菌、真菌、放线菌等微生物均可

以产生角蛋白酶[8]。产角蛋白酶的细菌多属于革兰

氏阳性菌，包括枯草芽孢杆菌、短小芽孢杆菌、

地衣芽孢杆菌和蜡样芽孢杆菌等[9-13]。部分革兰氏

阴性菌，包括弧菌、假单胞菌等也能产生角蛋白

酶[14-16]。地衣芽孢杆菌是目前研究较多的产角蛋白

酶的菌株[17]。真菌也是能产角蛋白酶的微生物，

如源于土壤的金孢子菌可以产生分解天然羽毛的

酶[18]，小孢子菌的培养基中发现了细胞外角蛋白

酶[19]，黄曲霉菌、尖孢镰刀菌、淡紫拟青霉菌等

也都可以产生角蛋白酶[20-22]。放线菌中能够产角蛋

白酶的主要是链霉菌，如在链霉菌KN23、链霉菌

SCUT-3中均发现了角蛋白酶[23,24]。

不同来源角蛋白酶的相对分子质量在30 000~
140 000之间，除了少数源于真菌的角蛋白酶外，

大多数角蛋白酶都是碱性酶，在pH7.5~9.0的范围

内表现出最佳催化活性，但是嗜碱菌分泌的角蛋

白酶在pH10.0~12.0的范围具有最佳催化活性[25]。

角蛋白酶的最适催化温度因宿主生长环境的不同

有较大的差异，多数角蛋白酶在常见的温度范围

内(40℃~60℃)表现出最佳催化活性，从温泉中分

离的部分嗜热菌分泌的角蛋白酶最适温度可达80
℃[26]。表1列出了部分角蛋白酶的来源菌株、用途

及理化性质。

角蛋白分子间或分子内存在大量的二硫键和氢

键，角蛋白降解包括以下环节：(1)在还原酶或还

原因子作用下，角蛋白二硫键断裂并释放角蛋白

多肽链；(2)在内切蛋白酶作用下，角蛋白多肽链

断裂成角蛋白寡肽；(3)在外切蛋白酶以及寡肽降

解酶作用下，角蛋白寡肽降解(图1)。角蛋白酶催

化角蛋白多肽链肽键的断裂，在角蛋白组织降解

的过程中起重要作用[38]。根据活性中心催化基团

的性质，角蛋白酶可以分为两类，即丝氨酸蛋白

酶(包含S1、S8、S9、S10、S16五个家族)和金属蛋

白酶(包含M3、M4、M14、M16、M28、M32、
M36、M38、M55九个家族)。根据催化角蛋白肽

键位置和底物的不同，角蛋白酶又分为内切角蛋

白酶(包含S1、S8、S16、M4、M16、M36六个家

族)、外切角蛋白酶(包含S9、S10、M14、M28、
M38、M55六个家族)和角蛋白寡肽酶(包含M3、
M32两个家族)[39]。图1展示了不同种类角蛋白酶在

催化角蛋白降解过程中的作用以及亲缘关系。

2 角蛋白酶的结构

目前对于丝氨酸蛋白酶家族的角蛋白酶结构研

究较为深入，有多个丝氨酸蛋白酶家族的角蛋白

酶的结构得到了解析。以丝氨酸蛋白酶S8家族的

角蛋白酶MtaKer为例[40]，MtaKer由七个平行β折叠

表 1 部分产角蛋白酶菌株、来源及其所产角蛋白酶的性质

菌株 菌株来源 用途 最适温度(℃) 最适pH 参考文献

Bacillus tequilensisQ7 制革厂土壤 皮革加工/羽毛处理 30 7 [27]

Bacillussp. G51 美利奴羊毛 羊毛加工 60 9 [28]

Arthrobactersp. KFS-1 城市垃圾场 洗涤剂 60 8 [29]

Bacillus subtilisDP1 家禽养殖场 生物脱毛剂 37 10 [30]

Onygena corvina 蹄 猪鬃毛处理 ‒ ‒ [31]

Trichophyton rubrum 指甲/头发 皮肤角质处理 50 7 [32]

Brevibacillus sp. strainAS-S10-II 土壤 洗涤剂 45 12.5 [33]

Fervidobacterium pennivorans 温泉 羽毛处理 80 10 [26]

Bacillus thuringiensisMT1 养牛场 驴毛加工 50 9 [34]

Bacillus tropicusGun-17 海鸭养殖场 羽毛处理 60 7 [35]

Bacillus licheniformisDCS1 羽毛 羽毛处理 45 7 [36]

Bacillus pacificusRSA27 家禽养殖场 羽毛处理 60 9 [37]
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片组成，两侧是六个α螺旋结构和五个β折叠结

构，具有保守的催化三联体结构Asp39、His72和
Ser224(图2)。在角蛋白酶MtaKer的结构中还有两

个钙离子和两个二硫键，对该蛋白质的正确折叠

和结构稳定起着重要作用。角蛋白酶Proteinase
K[41]和角蛋白酶Fervidolysin[42]与角蛋白酶MtaKer同
属丝氨酸蛋白酶S8家族，二者的催化结构域也是

由七个平行的β折叠片组成，且二者的结构中都含

有A s p -H i s - S e r催化三联体，但是角蛋白酶

P r o t e i n a s e K两侧是六个α -螺旋，角蛋白酶

Fervidolysin是九个α-螺旋。

金属蛋白酶家族的角蛋白酶与丝氨酸蛋白酶家

族的角蛋白酶在结构上有所差异，如金属蛋白酶

M32家族的二级结构与丝氨酸蛋白酶S8家族不同。

对金属蛋白酶M32家族的角蛋白酶FisCP的结构研

究表明，该蛋白酶主要由螺旋结构组成，但在活

性位点附近有一个短的β片层结构[43]。在活性位点

包含几个氨基酸 (His253、Glu254、His257和
Glu283)和与底物配位的Co2+离子(图2)。

将丝氨酸蛋白酶S8家族的代表性角蛋白酶进

行序列比对(图3)，可以发现，这些酶都具有高度

保守的催化结构域，与它们在催化角蛋白降解方

面的功能一致。但是这些角蛋白酶的前导序列存

在多样性，导致了这些酶的特性存在差异。Rajput
等[44]进行了两种角蛋白酶Ker BL和Ker BP的N端前

导序列的交换研究，发现前导序列显著影响角蛋

白酶的底物活性、热稳定性以及最适pH。由此，

他们认为，N端前肽序列通过类似于分子伴侣的功

能对角蛋白酶的结构折叠和功能活性起到了重要

作用。Liu等[45]和Li等[46]的研究也表明，前导序列

图1 不同种类角蛋白酶在催化角蛋白降解过程中的作用(A)以及亲缘关系(B)

A：丝氨酸蛋白酶家族角蛋白酶MtaKer的晶体结构(PDB：5WSL)；B：金属蛋白酶家族角蛋白酶FisCP的晶体结构(PDB：5E3X)

图2 两种角蛋白酶的晶体结构
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对于角蛋白酶的表达和产量具有重要作用。

3 角蛋白酶的活性和功能优化

角蛋白酶的工业应用环境极其复杂。为了避免

pH、温度、有机溶剂、盐、洗涤剂、氧化剂和蛋

白酶对角蛋白酶的催化性能和应用能力的影响和

干扰，人们利用分子生物学技术和蛋白质工程技

术，通过随机突变和理性设计，从而提高角蛋白

酶的产量，改善角蛋白酶在其应用环境中的稳定

性、活性和特异性。

通过基因突变提高角蛋白酶的功能，是获得结

构和性能适于工业应用的角蛋白酶的重要方法。

目前多利用非靶向诱变获得随机突变体，然后进

行靶向筛选，从而获得高产量、高活性、高抗性

的角蛋白酶[47]。Zeng等[48]和Cai等[49]分别利用物理

诱变和化学诱变方法获得的突变菌株，将野生型

菌株的角蛋白酶活性提高了2.0~2.5倍。Zhang等[50]

利用易错PCR技术将角蛋白酶KerBp的活性提高了

2.1倍。Zhao等[51]通过筛选突变菌株，获得了热稳

定性显著提高的角蛋白酶。在未来的研究中，应

用高效突变技术如DNA shuffling、核酸交错延

伸，结合高通量筛选技术如基于流式细胞仪的荧

光激活细胞分选和基于微流控芯片和分选设备的

液滴微流控分选，将会提高角蛋白酶定向改造的

效率[52]。

基于已有的蛋白质信息模拟目标蛋白质结构，

结合分子动力学和生物信息学技术预测并进行理

性设计来构建突变体，也是高效、快速、精确地

设计具有功能优化的蛋白酶的方法。对于角蛋白

酶而言，主要是基于序列/结构/功能相关性，对关

键氨基酸残基的位置、侧链基团的尺寸、疏水

性、带电量进行优化，或者引入二硫键、氢键、

盐桥，或者对角蛋白酶的蛋白质表达和分子加工

过程进行优化，从而提高酶的稳定性、特异性、

活性和产量。Fang等[53]通过研究角蛋白酶KerSMD
及其突变体催化位点氨基酸残基侧链的疏水性和

尺寸，发现Tyr215残基能显著影响KerSMD的活

性，并构建定点突变，显著提高了酶活性。Su
等[54]基于对角蛋白酶KerBp的结构分析，将残基

Gln170突变为Thr，与Asp205形成氢键，在保留酶

活性的同时，显著提高了KerBp在60 ℃的热稳定

性。Liu等[55]通过模拟和预测角蛋白酶结构折叠自

由能，构建相应的突变体，也获得了热稳定性显

著提高的角蛋白酶突变体。Liang等[56]则通过突变

图3 丝氨酸蛋白酶家族部分角蛋白酶同源序列比对
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角蛋白酶自身的酶切位点，避免角蛋白酶的自我

降解，提高了角蛋白酶的稳定性。Tian等[57]对角蛋

白酶的信号肽进行了优化，使用SPLipA信号肽将

角蛋白酶的活性提高了近2倍。Li等[46]对角蛋白酶

Sfp2的N端前导序列进行了突变和优化，改善了前

肽切割效率，将角蛋白酶的活性和产量提高了9
倍。Fang等[58]对角蛋白酶KerSMD的研究则表明，

对KerSMD的C端进行部分截断或融合改造，也能

显著提高其催化活性、热稳定性以及对于盐和去

垢剂的抗性。

酶的固定化也是提高酶的稳定性和活性的有效

途径。Lotfi等[59]利用纳米载体负载角蛋白酶，相

对于未负载的酶而言，其酶活性提高了近8倍，在

70℃和80℃孵育3 h后的热稳定性也分别提高了3.5
倍和5.8倍，在工业应用中具有重要意义。

此外，人工智能技术的普及也会促进对角蛋白

酶作用机制的认识和理解。一方面，可以利用人

工智能技术对角蛋白生物降解过程进行模拟和优

化。如Moussa等 [ 6 0 ]对副蕈状芽胞杆菌Bacillus
paramycoides降解鸡羽角蛋白的过程进行了研究，

表明人工神经网络(artificial neural network，ANN)
方法比可旋转中心组合设计(rotatable central
composite design，RCCD)方法可以更好地模拟角

蛋白的生物降解过程。另一方面，人工智能技术

在蛋白质结构/功能优化方面得到广泛的应用[61]。

随着角蛋白酶结构/功能数据和信息的增加，人们

有可能在人工智能技术的辅助下，设计并获得结

构、功能和活性更加优化的角蛋白酶。

4 角蛋白酶的应用

角蛋白酶在饲料和食品工业、医疗、肥料及农

药与环境保护、制革业、医疗、化妆品等行业均

有广泛的应用和前景。

在牲畜的饲料中常通过添加羽毛粉来补充蛋白

质。传统羽毛粉处理方法是加压蒸煮或化学处

理，效率低且易造成环境污染。用角蛋白酶处理

羽毛，可以利用家畜生产过程中的代谢产物实现

再循环。经角蛋白酶处理的羽毛粉富含必需氨基

酸，可以作为动物饲料和生物肥料的替代品[62]。

在猪饲料中添加角蛋白酶，可以提高猪的氨基酸

消化率，并对猪的体重、免疫反应和腰肌面积有

积极影响[63]。在鸡饲料中添加角蛋白酶，可以改

善肉鸡的生长状况和肉质[64]。

在皮革加工尤其是脱毛工艺中，常会加入有毒

化学品，导致健康风险和环境问题[65]。利用角蛋

白酶代替传统脱毛工艺中使用的硫化物和石灰

等，可以实现安全、有效、环保地脱毛。利用大

肠杆菌重组表达角蛋白酶KerDZ，不仅可以除去山

羊、兔和牛皮上的皮毛，还能保留胶原蛋白结

构[66]，比传统的处理方法更加环保，在皮革生产

工业中有巨大潜力。

在医疗和美容护理方面，角蛋白酶也有重要的

应用前景。Okoroma等[67]发现，源自地衣芽孢杆菌

的角蛋白酶可以在温和条件下降解朊蛋白。

Ningthoujam等[68]则发现，角蛋白酶Ker1可以溶解

淀粉样蛋白原纤维，为相关疾病的治疗提供了新

的思路。Shalaby等[69]的研究表明，角蛋白酶可以

促进药物通过角质层，增强夫西地酸的局部渗透

作用以治疗皮肤深部的细菌感染。此外，角蛋白

酶能改善皮肤角质，在化妆品领域有着较大的潜

在应用价值[70]。

角蛋白酶作为生物催化剂也可以应用到洗涤剂

中。如蜡状芽孢杆菌YQ15产生的角蛋白酶能够在

多种表面活性剂中保持稳定，与大多数商业洗涤

剂相容，可以有效去除棉布上的血渍，且对纤维

没有损伤[71]。

5 小结与展望

角蛋白酶的微生物来源广泛，催化角蛋白降解

的功能明确，具有较大的应用价值与潜力。为了

满足角蛋白酶在不同环境下应用的需要，基于角

蛋白酶的序列/结构/功能信息，通过随机突变和定

向改造等技术，结合高通量筛选、酶固定化、人

工智能等技术，可以获得结构、功能、活性优化

的角蛋白酶。未来对于角蛋白酶的研究及商业化

应用将主要集中在以下方面。

首先是对角蛋白酶作用机制的深入研究，明确

在不同条件尤其是极端环境下的作用机制，进行

角蛋白酶的结构/功能改造，开发角蛋白酶的合适

载体，提高角蛋白酶的活性和对特殊环境条件的

抗性和稳定性，并可以利用人工智能技术对其结

构、作用条件进行优化[60,61]。不同的行业对酶特性
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的需求不同，如饲料行业需要耐酸性而洗涤剂行

业需要耐碱性，皮革加工则需要耐高温且无胶原

蛋白活性等。

其次是选育角蛋白酶的高效表达菌种，进行角

蛋白酶分离、纯化技术的研发，提高角蛋白酶的

分离纯化效率和产量，从而能够满足角蛋白酶商

业化应用的需求。

最后是在现有应用的基础上，进一步扩展其应

用领域。由于角蛋白酶可以将羽毛废物水解为氨

基酸，可以考虑与其他厌氧微生物共同作用进行

生物堆肥和沼气生产等。此外，由于角蛋白含有

多种以半胱氨酸为代表的氨基酸，用角蛋白酶水

解后是一种潜在的生物活性肽的来源，作为天然

的抗氧化肽或抗菌肽在未来有必要对其进行深入

研究。
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