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摘   要：【目的】将酿酒酵母 (Saccharomyces cerevisiae)和毕赤亚库德里亚夫泽维 (Pichia 
kudriavzevii)来源的双碱性氨基酸内肽酶基因 sckex2 和 pkkex2 克隆到大肠杆菌(Escherichia coli) 
BL21 中，实现双碱性氨基酸内肽酶的异源表达，研究重组酶的酶学性质及其与碱性蛋白酶的协

同高效水解大豆蛋白释放出小分子活性肽的作用。【方法】按照大肠杆菌的密码子偏好性，对 S. 
cerevisiae 和 P. kudriavzevii 的 kex2 基因进行优化，分析 KEX2 蛋白的非功能区域，对其 C-末端、

N-末端氨基酸进行剪切修饰获得 4 种突变酶基因 sckex2∆3、sckex2∆4、pkkex2∆3 和 pkkex2∆4，构

建在载体 pGEX-6P-1 上，转入 E. coli BL21 感受态细胞中，经 DNA 测序验证，获得重组菌株 E. coli 
BL21/pGEX-ScKEX2∆3、E. coli BL21/pGEX-ScKEX2∆4、E. coli BL21/pGEX-PkKEX2∆3 和 E. coli 
BL21/pGEX-PkKEX2∆4。利用 GST 亲和层析柱和 PreScission 蛋白酶对重组酶进行分离纯化，研

究纯酶 pH 和温度稳定性等酶学性质。以碱性蛋白酶单独水解大豆分离蛋白为对照，重组双碱性

氨基酸内肽酶与碱性蛋白酶协同水解大豆蛋白，测定水解产物中小分子活性肽组分。【结果】重组

双碱性氨基酸内肽酶野生型和突变酶在 E. coli BL21 中可溶性表达，SDS-PAGE 分析表明纯化的重组

酶显示单一条带，在最适条件下，野生型酶几乎没有酶活，突变体最高比酶活达到 47.32 U/g，Km 值

为 23.61 μmol/L，kcat 值为 50.18 s−1，kcat/Km 值为 2 125.06 L/(mmol·s)。当重组酶在 pH 5.0 孵育 2 d
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后，相对酶活力保留最高为 40%以上。在 35 °C 下孵育 1 h 后酶活力仍能保留 60%以上。重组双

碱性氨基酸内肽酶与碱性蛋白酶协同水解大豆分离蛋白，水解产物中超过 39%为分子量小于 500 Da
的活性肽，且分子量小于 100 Da 的活性肽的含量比碱性蛋白酶单独水解时高 50%。【结论】通过

末端剪切修饰，获得在大肠杆菌中可溶性表达的双碱性氨基酸内肽酶截短突变体，其重组酶催化

效率高，能够高效水解大豆蛋白获得活性小分子肽，该研究为富含蛋白质生物资源的增值及高效

水解奠定了坚实的研究基础。 

关键词：双碱性氨基酸内肽酶；大肠杆菌；酶学性质；大豆蛋白；活性肽 
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Abstract: [Objective] To realize the heterologous expression of dibasic endopeptidase genes 
sckex2 and pkkex2 from Saccharomyces cerevisiae and Pichia kudriavzevii in Escherichia coli 
BL21 and then study the properties of the recombinant KEX2 enzymes and their efficiency of 
hydrolyzing soybean protein in collaboration with alkaline protease. [Methods] The kex2 from 
S. cerevisiae and P. kudriavzevii was optimized according to the codon bias of E. coli. After 
analysis of non-functional region, we redesigned their C-terminal and N-terminal residues by 
truncation. Four truncated genes, sckex2∆3, sckex2∆4, pkkex2∆3, and pkkex2∆4, were 
respectively cloned into the vector pGEX-6P-1, and the recombinant plasmids were 
transformed into E. coli BL21 competent cells. After confirmed by DNA sequencing, the four 
recombinant strains, E. coli BL21/pGEX-ScKEX2∆3, E. coli BL21/pGEX-ScKEX2∆4, E. coli 
BL21/pGEX-PkKEX2∆3, and E. coli BL21/pGEX-PkKEX2∆4, were constructed. The 
recombinant enzymes were purified by GST affinity chromatography and PreScission protease 
and then their pH stability and thermal stability were determined. With the soybean protein 
hydrolysis by alkaline protease alone as the control, the yield of small-molecule peptides from 
the hydrolysis with the recombinant KEX2 in collaboration with alkaline protease was 
determined. [Results] The recombinant KEX2 and the wild type showed soluble expression in 
E. coli BL21. SDS-PAGE showed that the purified recombinant enzymes produced single 
bands. Under the optimal conditions, the wild type showed no enzyme activity, while the 
mutants showed the maximum specific activity of 47.32 U/g, Km of 23.61 μmol/L, kcat of 50.18 s−1, 
and kcat/Km of 2 125.06 L/(mmol·s). After incubation at pH 5.0 for 2 d, the maximum relative 
activity of the recombinant enzymes was more than 40%. After incubation at 35 °C for 1 h, the 
relative activity was still over 60%. When the recombinant KEX2 and alkaline protease were 
used together to hydrolyze soybean protein, more than 39% of the hydrolysates were active 
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peptides with molecular weight less than 500 Da, and the content of active peptides with the 
molecular weight less than 100 Da was 50% higher than that from the hydrolysis with the 
alkaline protease alone. [Conclusion] Through terminal truncation, the soluble expression of 
truncated KEX2 mutants was realized in E. coli. The recombinant enzymes demonstrate high 
catalytic efficiency and can efficiently hydrolyze soybean protein to release active peptides. 
This work lays a solid foundation for the value addition and deep hydrolysis of protein-rich 
biological resources. 
Keywords: dibasic endopeptidase (KEX2); Escherichia coli; enzymatic properties; soybean 
protein; active peptides 
 
 

KEX2 蛋白酶(EC 3.4.21.61)是一种钙离子

依赖型的丝氨酸蛋白酶，具有细菌枯草菌素样催

化结构域，可以特异性识别 2 个连续的碱性氨基

酸(Arg-Arg、Lys-Arg 或 Lys-Lys)并在第二个碱

性氨基酸的羧基端肽键进行切割[1-2]。kex2 基因

来自酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)[3]，由美

国 Thorner 实验室发现并命名[4]，研究发现与枯

草杆菌素家族的消化蛋白酶有远亲关系[5]。 
KEX2 蛋白酶属于前体加工酶的一种，与多

种生物活性蛋白质的加工有关 [6]。内切蛋白酶

KEX2 从前蛋白中去除信号肽并释放分泌蛋白

的成熟形式，因此在酵母分泌途径中起着关键作

用[7]。KEX2 在 Lys-Arg 位点的羧基侧切割 α 交

配的信息素前体，即前 α 因子。KEX2 切割前 α
因子对于产生成熟的 α 因子至关重要[8]。KEX2
切割前列腺抑素-II产生成熟的 SRIF-28[9]。KEX2
具有较高的位点特异性，体外已经表明，S. 
cerevisia 来源的 KEX2 可以成为用 poly His 标签

切割重组融合蛋白的有用工具之一，用于在螯合

金属离子柱上通过亲和色谱简单、快速地纯化表

达的蛋白质 [10]。Bader 等 [11-12]报道了 Candida 
glabrata 的双碱性氨基酸内肽酶，比较了 4 种酵

母来源的 KEX2 蛋白酶底物特异性，但对毕赤酵

母双碱性氨基酸内肽酶的表达及酶学性质未进

行研究。 
Brenner 等对 ScKEX2 蛋白酶的结构性质及

作用机制进行了分析[13-16]。天然双碱性氨基酸内

肽酶由 814 个氨基酸残基组成，包括信号肽、前

体肽、催化结构域、P 结构域、Thr/Ser 富集区、

跨膜区和 C 端尾巴。在催化结构域有关键的催

化三联体丝氨酸、组氨酸和天冬氨酸 [17] 。

Sreenivas等[18]过表达删除 C端 154残基的KEX2
蛋白酶增强重组甘精胰岛素双链生产。艾敏榕等

的研究发现剪切 C 端 201 个残基以后 KEX2 仍

可保留酶活性[19]。通过删除跨膜结构域和 C 端

尾区，可以分泌出 KEX2 蛋白酶，而不影响蛋白

酶活性[15-16]。 
目前商用 KEX2 蛋白酶生产的宿主主要是

毕赤酵母(Pichia pastoris)，表达量较低且培养周

期较长，这制约了 KEX2 蛋白酶的广泛应用。人

们对于 S. cerevisiae 来源的 KEX2 酶进行了广泛

研究[20]，但对其他来源的 KEX2 研究较少[21]，

而 P. kudriavzevii 来源的 KEX2 目前尚未有相关

报道。以这 2 种不同来源的 KEX2 酶学性质的测

定结果做对比，为 KEX2 蛋白酶的应用及生产成

本的降低奠定了基础。 
本研究拟将 S. cerevisiae 和毕赤亚库德里亚

夫泽维(Pichia kudriavzevii)的 KEX2 酶通过 C-
末端、N-末端理性剪切后，克隆不同的末端修饰

突变体基因到 E. coli BL21(DE3)宿主细胞中进

行表达，重组蛋白经纯化后，研究其酶学性质，

通过碱性蛋白酶和重组双碱性氨基酸内肽酶突
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变体的协同水解大豆分离蛋白释放出小分子活

性肽，为提高富含蛋白质资源的深度水解和利用

提供新思路。 

1  材料与方法 

1.1  材料和试剂 
1.1.1  菌株和质粒 

菌 株 大 肠 杆 菌 (Escherichia coli) JM109 

(DE3)、E. coli BL21(DE3)、质粒 pGEX-6P-1 和

PreScission 蛋白酶重组菌保藏于本实验室，

sckex2 (CAA96143.1)和 pkkex2 (XP_029323542)

基因经密码子优化后，由生工生物工程(上海)股

份有限公司化学合成。 

1.1.2  主要试剂 
Primerstar、DNA Maker 购自于宝生物工程

(大连)有限公司；一步法克隆试剂盒、胶回收、

DNA 纯化试剂盒、质粒 DNA 小提试剂盒购自南

京诺唯赞生物科技股份有限公司；Boc-Gln- 

Arg-Arg-pNA 购自合肥博美生物科技有限责任

公司；还原型谷胱甘肽及大豆分离蛋白购自上海

麦克林生化科技有限公司；谷胱甘肽琼脂糖树脂

购自嘉兴千纯生物科技有限公司；TureColor 

Pre-stained Protein Marker、氨苄青霉素钠、异丙

基硫代半乳糖苷(IPTG)购自生工生物工程(上海)

股份有限公司；其余试剂与药品均为国产分析纯。 

1.1.3  主要溶液和培养基 
缓冲液 A：140 mmol/L NaCl，2.7 mmol/L 

KCl，10 mmol/L Na2HPO4，1.8 mmol/L KH2PO4，

pH 7.3。 

缓冲液 B：50 mmol/L Tris-HCl，10 mmol/L

还原型谷胱甘肽，1 mmol/L DTT，pH 8.0。  

缓冲液 C：50 mmol/L Tris-HCl，150 mmol/L 

NaCl，1 mmol/L DTT，pH 7.5。 

LB 培养基：蛋白胨 1.0% (质量体积分数)，

酵母提取物 0.5% (质量体积分数)，氯化钠 1.0% 

(质量体积分数)。 

1.2  重组双碱性氨基酸内肽酶表达载体的

构建 
基于 E. coli 密码子偏好性合成 sckex2 

(CAA96143.1)和 pkkex2 (XP_029323542)基因，

在其 3′-端设计添加 8×His 标签，构建在表达载

体 pGEX-6P-1 上，综合筛选 2 个酶 ScKEX2 和

PkKEX2 的主要截短片段，包括截去信号肽、跨

膜结构域(kex2∆3)和C端与截去信号肽、前体肽、

跨膜结构域与 C 端(kex2∆4)。根据截短的基因序

列分别设计引物，同时保留双碱性氨基酸内肽 

酶 C 端的 8×His 标签。设计合成引物序列如表 1

所示。 

PCR 扩增目的基因 sckex2∆3、sckex2∆4、

pkkex2∆3 和 pkkex2∆4 与 载 体 pGEX-Sc 和

pGEX-Pk。PCR 扩增目的基因的反应条件：98 °C

预变性 30 s；然后以下程序进行 30 个循环：98 °C

变性 30 s，55 °C 复性 30 s，72 °C 延伸 40 s；72 °C

最后延伸 10 min，16 °C 保温。PCR 扩增载体

pGEX-Sc 和 pGEX-Pk 的反应条件：98 °C 预变

性 30 s；然后以下程序进行 30 个循环：98 °C 变

性 30 s，55 °C 复性 30 s，72 °C 延伸 90 s；72 °C

最后延伸 10 min，16 °C 保温。 

利用单片段同源重组试剂盒将目的基因

sckex2∆3、sckex2∆4、pkkex2∆3 和 pkkex2∆4 与

线性化载体 pGEX-Sc 和 pGEX-Pk 进行连接，构

建表达载体pGEX-ScKEX2∆3、pGEX-ScKEX2∆4、

pGEX-PkKEX2∆3 和 pGEX-PkKEX2∆4，并将其

转入 E. coli JM109 感受态细胞，经 DNA 测序验

证，获得重组菌 E. coli BL21/pGEX-ScKEX2∆3、

E. coli BL21/pGEX-ScKEX2∆4、E. coli BL21/ 

pGEX-PkKEX2∆3和E. coli BL21/pGEX-PkKEX2∆4。 
 



 

 

 

3606 PENG Aifeng et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2023, 63(9) 

 actamicro@im.ac.cn,  010-64807516 

  

表 1  引物序列信息 
Table 1  Primer sequence information 
Primer Sequence (5′→3′) 
6P-Sc-C-F CTGGTCGTTCTCATCATCATCATCATCATCATCATTAAGACTGACTGACGATCTGCCTC 
6P-Sc-C-R GTATTTACGTACTTTCATGGGCCCCTGGAACAGAACT 
Sc-C-F TCTGTTCCAGGGGCCCATGAAAGTACGTAAATACATCACTTTATGTT 
Sc-C-R ATGATGATGATGAGAACGACCAGAAGATGGTGGAA 
6P-Pk-C-F CGGAGCTGAATGAAGCCATAC 
6P-Pk-C-R ATGATGATGATGAAGGATAGTACGTTTGTTGTCGTTAA 
Pk-C-F TACTATCCTTCATCATCATCATCATCATCATCATTAAGACTGACTGACGATCTGCCTCG 
Pk-C-R GTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGT 
6P-S-R CATGGGCCCCTGGAACAGAACTTCC 
6P-S-F CATCATCATCATCATCATTAAGACTGACTGACGATCTGCCTCGCG 
6P-P-F CATCATCATCATCATCATTAAGACTGACTGACGATCTGCCTCG 
6P-P-R GGATCCCAGGGGCCCCTGGAACAG 
ScKEX∆3-C-F TGTTCCAGGGGCCCATGTTAGTTAGCTCACAACAAATCCCACT 
ScKEX∆4-C-F TGTTCCAGGGGCCCATGGCTCCACCAATGGATTCTTCTCTTTT 
ScKEX∆-C-R GATCGTCAGTCAGTCTTAATGATGATGATGATGATGATGATGGTGCATAGCTTGACGAGGTG 
PkKEX∆3-C-F GGGCCCCTGGGATCCATGTTAATCTTCTCTAACCGTATCAACGC 
PkKEX∆4-C-F CCAGGGGCCCCTGGGATCCATGGTCAGCTACGGCAAAGATGTTC 
PkKEX∆-C-R GTCAGTCAGTCTTAATGATGATGATGATGATGATGATGAATTACGTAGTGGTGTGTTGG 

 
1.3  重组双碱性氨基酸内肽酶的诱导表达

与纯化 
从转化平板上挑取单克隆，接种至含有氨苄

青霉素的 LB 培养基中，37 °C、200 r/min 培养   
8 h，种子液按 1%的接种量转接至 200 mL 含氨

苄青霉素的 LB 培养基中，37 °C、200 r/min 培

养 1.5–2 h，待 OD600 达到 0.6–0.8，向菌液中加

入适量 IPTG 诱导，25 °C、200 r/min 培养 12–14 h。 
离心菌体收集细胞，用缓冲液 A 将细胞洗

涤 3 次。按照 1:20 (质量体积比)的比例，用缓冲

液 A 将细胞悬浮，在冰浴条件下超声破碎细胞。

破碎液于 4 °C、10 000×g 离心 30 min，分离上

清液与沉淀物，上清液经 0.22 μm 水系滤膜过滤

后，即可用于后续的蛋白纯化。 
蛋白纯化操作在低温条件下进行。GST 亲

和层析柱保存于 20%乙醇中，用超纯水洗 5 个

柱体积，用缓冲液 A 平衡 5 个柱体积。将处理

好的细胞破碎液上样于 GST 亲和层析柱中，然

后用缓冲液 A 冲洗杂蛋白，接着将 PreScission
蛋白酶加入 GST 亲和层析柱中，并于 4 °C 放置

过夜，然后使用缓冲液 C 洗脱并收集目的蛋白，

通过 SDS-PAGE 验证。向 GST 亲和层析柱中加

入 5 个柱体积以上的缓冲液 B，洗脱 GST 标签

和 PreScission 蛋白酶。  

1.4  重组双碱性氨基酸内肽酶的酶学性质

测定 
1.4.1  酶活测定方法 

依据 KEX2 底物偏好性，选择 Boc-Gln-Arg- 
Arg-pNA (Boc-QRR-pNA)作为底物，KEX2 蛋白

酶在 RR 位点 C 端切割后，释放的对硝基苯胺

在 405 nm 处有吸光值，且吸光值大小与浓度成

正比。 
反应体系为：50 mmol/L Tris-HCl (pH 8.0)

缓冲液， 2 mmol/L Ca2+ ， 100 μmol/L 底物

Boc-Gln-Arg-Arg-pNA (Boc-QRR-pNA) 和适量

的酶液，利用酶标仪连续测定 5 min 内吸光值，
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每隔 10 s 测量一次，保证每分钟的 OD405 变化不

超过 0.04。酶活定义为 25 °C 下每分钟催化底物

生成 1 μmol 对硝基苯胺所需的酶量为一个酶活

单位(U)。 
1.4.2  重组双碱性氨基酸内肽酶的最适 pH 和

pH 稳定性 
在不同 pH 条件下，测定重组双碱性氨基酸

内肽酶的酶活，探究重组双碱性氨基酸内肽酶

ScKEX2∆3 、 ScKEX2∆4 、 PkKEX2∆3 和

PkKEX2∆4 的最适反应 pH。不同 pH 缓冲液为：

50 mmol/L 乙酸钠-乙酸缓冲液(pH 4.0 和 5.0)，
50 mmol/L Tris-HCl (pH 6.0–8.0)，50 mmol/L 甘

氨酸-NaOH 缓冲液(pH 9.0)。 
将纯酶溶解于不同 pH 的缓冲液中，置于

4 °C，48 h 后取样，测定重组酶残余酶活力，研

究重组双碱性氨基酸内肽酶的 pH 稳定性。 
1.4.3  重组双碱性氨基酸内肽酶的最适温度和

温度稳定性 
将 50 mmol/L 乙酸钠-乙酸缓冲液(pH 5.0)，

100 μmol/L 底物 Boc-QRR-pNA 置于 25、30、35、
40、45、50、55 °C 温育 5 min，加入适量酶液，

测定不同温度条件下重组双碱性氨基酸内肽酶

的酶活力，研究重组双碱性氨基酸内肽酶的最适

反应温度。 
将等量酶液分别置于 25、30、35、40、45、

50、55 °C 条件下温育 1 h，然后加入其余反应

物，测定重组双碱性氨基酸内肽酶的残余酶活

力，研究其温度稳定性。 
1.4.4  重组双碱性氨基酸内肽酶的动力学测定 

在最适反应条件下，测定重组双碱性氨基

酸内肽酶的动力学参数。配制不同浓度 (10–  
300 μmol/L)的底物 Boc-QRR-pNA，将除酶以外

组分在金属浴孵育 5 min，加入适量纯酶，测定

重组酶的酶活，用 origin 软件中的 Michaelis- 
Menten 方程拟合曲线，计算重组酶的 Km、kcat

及 kcat/Km 值。 

1.5  重组双碱性氨基酸内肽酶催化蛋白水解 
利用重组双碱性氨基酸内肽酶组合或不组

合碱性蛋白酶对大豆分离蛋白进行水解反应。 
称 1 g 大豆分离蛋白于 50 mmol/L Tris-HCl 

(pH 8.0)中，沸水煮 5 min，确保完全溶解，使得

反应体系终浓度为 1% (质量体积分数)。待蛋白

溶液冷却至室温后，在反应体系中加入 0.1 g/L
碱性蛋白酶于 35 °C、pH 8.0 水解 2 h 后，调 pH
为 5.0，并加入双碱性氨基酸内肽酶及 Ca2+，于

35 °C 继续反应 4 h 后终止反应。通过 10 000×g 离

心 5 min，分离出上清液，用 0.22 μm 水系滤膜

处理后，采用高效液相色谱(high performance 
liquid chromatography, HPLC)分析水解液中不同

分子量的小分子活性肽分布。 

2  结果与分析 
2.1  双碱性氨基酸内肽酶结构域分析及非

必需功能域截短 
从 NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov)数据

库中获得 ScKEX2 和 PkKEX2 的氨基酸序列，运

用 I-TASSER (https://zhanggroup.org/I-TASSER/)预
测分析 ScKEX2 和 PkKEX2 蛋白的三级结构(图
1A、1B)。KEX2 蛋白酶由 814 个氨基酸残基组

成(图 1C)，整个分子包括信号肽(1–19 残基)、前

体肽(20–113 残基)、催化结构域(114–410 残基)、
P结构域(411–624残基)、Thr/Ser富集区(625–678
残基 )、跨膜域 (679–699 残基 )和 C 端尾巴

(700–814 残基)。信号肽的主要功能是引导 KEX2
进入内质网膜；前体肽的主要功能是扮演分子伴

侣的角色，协助 KEX2 的正确折叠；催化结构域

中包含着催化三联体 Asp175、His213、Ser385 及一

个在催化过程中起着稳定酶分子氧负离子洞作

用的 Asn314 关键残基[14]；P 结构域的作用在于帮

助酶分子的正确折叠并增强其稳定性；Thr/Ser
富集区是进行糖基化的主要场所；跨膜区和 C 
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图 1  重组双碱性氨基酸内肽酶的结构分析 
Figure 1  Structural analysis of recombinant dibasic endopeptidase. A: Three-dimensional structure of 
ScKEX2 protease. B: Three-dimensional structure of PkKEX2 protease. C: The structure of KEX2, KEX2∆3 
and KEX2∆4. 
 

端尾巴帮助 KEX2 分子锚定在细胞内的膜

结构上，特别是 C 端尾巴有信号帮助 KEX2 在

细胞内直接定位，并指导 KEX2 在各个亚细胞器

间运输和分泌[22]。而在大肠杆菌表达系统中没

有细胞器，表达 KEX2 时可以考虑去除信号肽、

前体肽、跨膜区和 C 端尾巴。 
将 ScKEX2 和 PkKEX2 的氨基酸序列进行

比对，发现两者同源性为 49.68% (图 2)。将

PkKEX2 的结构类比 ScKEX2，PkKEX2 由 869 个

氨基酸残基组成，包括信号肽(1–12 残基)、前体

肽(13–131 残基)、催化结构域(132–442 残基)、P
结构域(443–657 残基)、Thr/Ser 富集区(658–724
残基 )、跨膜域 (725–741 残基 )和 C 端尾巴

(742–869 残基)。 
对 ScKEX2 和 PkKEX2 的序列分别进行截

短处理，截短类型包括：截去信号肽、跨膜结构

域(KEX2∆3)和 C 端尾巴与截去信号肽、前体肽、

跨膜结构域和 C 端尾巴(KEX2∆4)，获得 4 株突

变株 ScKEX2∆3、ScKEX2∆4、PkKEX2∆3 和

PkKEX2∆4。 

2.2  重组双碱性氨基酸内肽酶的表达、纯化

及酶活测定 
从 NCBI 数据库中获得 sckex2 (CAA96143.1)

和 pkkex2 (XP_029323542)的全长序列，进行密

码子优化后构建到载体 pGEX-6P-1 上，并于 3′-
端添加 8×His 标签促进表达，构建重组质粒

pGEX-ScKEX2 和 pGEX-PkKEX2。将重组质粒

转化到感受态细胞 E. coli BL21，经 DNA 测序验

证，获得重组表达菌株 E. coli BL21/pGEX-ScKEX2
和 E. coli BL21/pGEX-PkKEX2。将重组菌经过

0.5 mmol/L IPTG 诱导培养，经超声破碎后离心

获得细胞破碎液上清，即粗酶液。利用 GST 亲

和层析柱对粗酶液进行分离纯化，PreScission 蛋

白酶过夜酶切切去 N 端的 GST 标签，利用缓冲

液C冲洗即可得到目标蛋白。SDS-PAGE结果(图
3)显示纯化后的重组酶基本为单一条带，对应的

分子量 ScKEX2 为 92 kDa 和 PkKEX2 为 98 kDa
左右。对纯化的蛋白按照 1.4.1 进行酶活力的测

定，比活力均<1.0 U/g。考虑在蛋白的折叠过程

中一些非必要残基的存在，可能会影响酶的正确 
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图 2  ScKEX2 和 PkKEX2 的氨基酸序列比对图 
Figure 2  Alignment of amino acid sequences for the ScKEX2 and PkKEX2. 
 
折叠及功能发挥，后续对 ScKEX2 和 PkKEX2

进行不同非功能区域的截短突变并进行表达。 

2.3  重组双碱性氨基酸内肽酶突变体的表

达与纯化 
以 pGEX-ScKEX2 和 pGEX-PkKEX2 为模

板 ， PCR 扩 增 双 碱 性 氨 基 酸 内 肽 酶 基 因

sckex2∆3、sckex2∆4、pkkex2∆3 和 pkkex2∆4，理

论分子大小分别为 1 728、2 045、1 839、2 192 bp。
PCR 扩增载体 pGEX-6P-1 片段后，利用同源重

组法与目的基因相连接，构建重组质粒 pGEX- 
ScKEX2∆3、pGEX-ScKEX2∆4、pGEX-PkKEX2∆3
和 pGEX-PkKEX2∆4。将重组质粒转化入 E. coli 
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图 3  野生型重组双碱性氨基酸内肽酶的表达纯

化的 SDS-PAGE 分析 
Figure 3  SDS-PAGE analysis of expression and 
purification of wild-type KEX2 in Escherichia coli 
BL21/pGEX-KEX2. M: Marker; Lane 1: The 
cell-free extracts of ScKEX2; Lane 2: The cell-free 
extracts of PkKEX2; Lane 3: The purified ScKEX2; 
Lane 4: The purified PkKEX2. 
 
BL21，得到重组表达菌株 E. coli BL21/pGEX- 
ScKEX2∆3、E. coli BL21/pGEX-ScKEX2∆4、E. coli 
BL21/pGEX-PkKEX2∆3 和 E. coli BL21/pGEX- 
PkKEX2∆4。 

将重组菌经过 0.3 mmol/L IPTG 诱导培养，

收集菌体破碎液上清经 SDS-PAGE 结果(图 4)显
示纯化后的重组酶基本为单一条带，对应的分子

量 ScKEX2∆3 为 73 kDa、ScKEX2∆4 为 62 kDa、
PkKEX2∆3 为 80 kDa 和 PkKEX2∆4 为 66 kDa
左右。 

2.4  pH 和温度对重组双碱性氨基酸内肽酶

突变体活力的影响 
如图 5 所示，ScKEX2∆3、ScKEX2∆4、

PkKEX2∆3 和 PkKEX2∆4 的最适 pH 为 5.0，即重

组双碱性氨基酸内肽酶突变体的最适 pH 偏低。 
将纯酶溶液在 4 °C 条件下，于 pH 4.0、pH 

5.0、pH 6.0、pH 7.0 和 pH 8.0 的缓冲液中孵育

48 h，测定不同 pH 下的残余酶活力，结果如图

5 所示。这 4 个酶的活性变化的趋势是一致的。

在不同 pH 放置 48 h 后，在 pH 4.0–5.0 时残留酶 

 
 

图 4  重组双碱性氨基酸内肽酶截短突变体的表

达纯化的 SDS-PAGE 分析 
Figure 4  SDS-PAGE analysis of expression and 
purification of truncation mutant KEX2. M: Marker; 
Lane 1: The cell-free extracts of ScKEX2∆3; Lane 2: 
The cell-free extracts of ScKEX2∆4; Lane 3: The 
cell-free extracts of PkKEX2∆3; Lane 4: The 
cell-free extracts of PkKEX2∆4; Lane 5: The 
purified ScKEX2∆3; Lane 6: The purified 
PkKEX2∆3; Lane 7: The purified ScKEX2∆4; Lane 
8: The purified PkKEX2∆4. 

 
活力逐渐升高，在 pH 5.0 条件下的残留酶活力

达到最高，在 pH>6.0 时，双碱性氨基酸内肽酶

的残留酶活力开始逐渐下降。 
ScKEX2∆3、PkKEX2∆3 和 PkKEX2∆4 的最

适温度为 40 °C，ScKEX2∆4 的最适温度为

50 °C，表明重组双碱性氨基酸内肽酶突变体在

40–50 °C 的范围内相对酶活力较高。将不同的

双碱性氨基酸内肽酶至于不同的温度下温浴 1 h
后，测定重组酶的温度稳定性，结果如图 6 所示。

ScKEX2∆3 在低于 35 °C 的条件下温浴 1 h 后，

酶活力仍能保持在 60%以上，而当温度高于

35 °C 时酶活力 逐渐丧失 。 ScKEX2∆4 和

PkKEX2∆3 的酶活力随着温度的升高，活性逐渐

丧失，当温度超过 30 °C 以后，酶活力降低为

40%以下。PkKEX2∆4 在 30 °C 时酶活力残余最

高，随着温度的升高酶的活性逐渐丧失。 

2.5  重组双碱性氨基酸内肽酶突变体的动

力学参数 
通过测定不同浓度(10–300 μmol/g)的底物 
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图 5  pH 对重组双碱性氨基酸内肽酶酶截短突变体酶活和稳定性的影响 
Figure 5  Effects of pH on activity and stability of truncation mutant of KEX2. A: ScKEX2∆3. B: ScKEX2∆4. 
C: PkKEX2∆3. D: PkKEX2∆4. 
 
 
 

 
 
 
 

Boc-QRR-pNA 条件下，不同重组酶的比活变化，

使用 origin 软件处理初始比活数据，通过

Michaelis-Menten 方程拟合非线性回归曲线，计

算酶的动力学参数。如表 2 所示，4 个突变株的

Km相差不大，表明突变酶对于底物 Boc-QRR-pNA
的亲和力近乎相等。ScKEX2∆4 和 PkKEX2∆4
的 kcat 比 ScKEX2∆3 和 PkKEX2∆3 分别提高了

10.8%和 16.6%。与 ScKEX2∆3 相比 ScKEX2∆4
的 kcat/Km 值提高了 9.9%，与 PkKEX2∆3 相比

PkKEX2∆4 的 kcat/Km 值提高了 16.9%。这些结果

表明在截短 C-末端的同时，截去信号肽与前体

肽比只截去信号肽更能提高 kcat 值，最终显著提

高了酶的催化效率。PkKEX2∆3 的 kcat/Km 值最

小，其催化效率最低，这与之前测得的比酶活数

据相吻合。ScKEX2∆4 与 PkKEX2∆4 两者的

kcat/Km 值相近，表明在大肠杆菌体系中，这 2 种

不同来源的 KEX2 酶截短处理以后，其催化效率

无明显差别。 
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图 6  温度对重组双碱性氨基酸内肽酶酶截短突变体酶活和稳定性的影响 
Figure 6  Effects of temperature on activity and stability of truncation mutant of KEX2. A: ScKEX2∆3. B: 
ScKEX2∆4. C: PkKEX2∆3. D: PkKEX2∆4. 

 
表 2  重组双碱性氨基酸内肽酶突变体对底物

Boc-QRR-pNA 的动力学参数 
Table 2  Kinetics of KEX2 mutant towards 
Boc-QRR-pNA 
Proteases Km (μmol/L) kcat (s−1) kcat/Km (L/(mmol·s)) 

ScKEX2∆3 23.4 45.3 1 933.9 
ScKEX2∆4 23.6 50.2 2 125.1 
PkKEX2∆3 23.8 41.1 1 726.8 
PkKEX2∆4 23.3 50.0 2 145.0 

 
2.6  重组双碱性氨基酸内肽酶突变体在蛋

白质水解中的应用 
以大豆分离蛋白作为底物，当碱性蛋白酶单

独 作 用 时 ， 在 不 同 的 时 间 段 取 样 ， 通 过

SDS-PAGE 简单表征水解情况(图 7)，发现在 2 h 
后碱性蛋白酶的水解情况基本保持不变。大豆蛋白

水解液中的多肽分子量分布主要集中在>5 000 Da 
(13%)、2 000–5 000 Da (16%)、1 000–2 000 Da 
(19%)、500–1 000 Da (21%)、100–500 Da (24%)
以及<100 Da (7%) (图 8)。其中，绝大部分多肽

集中在 100–1 000 Da 范围内，占比为 45%。当

碱性蛋白酶协同重组双碱性氨基酸内肽酶水解

时，大豆蛋白水解液中的多肽分子量分布则主要

集中在>5 000 Da (7%–10%)、2 000–5 000 Da 
(14%)、1 000–2 000 Da (19%)、500–1 000 Da 
(20%)、100–500 Da (24%–25%)以及<100 Da 
(11%–14%) (图 8)。其中，小于 100 Da 的多肽分

子量占比相对提高 50%。因此，重组双碱性氨

基酸内肽酶协同碱性蛋白酶可以将大豆分离蛋

白降解成比单独碱性蛋白酶更小的肽。 
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图 7  碱性蛋白酶在不同时间下水解大豆分离蛋白 
Figure 7  Alkaline protease hydrolyzes soybean 
protein at different time. M: Marker; Contrast: 
Soybean protein; Lane 1: 15 min; Lane 2: 30 min; 
Lane 3: 1 h; Lane 4: 1.5 h; Lane 5: 2 h; Lane 6: 3 h; 
Lane 7: 4 h; Lane 8: 5 h. 

 

 
 

图 8  大豆分离蛋白水解液多肽分子量分布 
Figure 8  The distribution of polypeptide molecular 
weight in soybean protein hydrolysates. 

3  讨论与结论 
大肠杆菌表达系统是一种应用广泛的蛋白

表达系统，其具有操作难度低、成本低廉、制备

周期短等优点[23]。实验室前期尝试了 pkkex2 与

sckex2 全长序列完成密码子优化后在大肠杆菌

内表达，成功表达后对其酶活性进行测定发现几

乎没有酶活。通过比较 PkKEX2 与 ScKEX2 的

氨基酸序列及二级结构，发现两者均由信号肽、

前导肽、催化结构域、P 结构域、Thr/Ser 富集

区、跨膜区和 C 端尾巴构成，但有一些结构域

在大肠杆菌表达系统中是不需要发挥功能的。通

过对其结构进行分析，对非必须功能的结构域进

行截短，在大肠杆菌中成功表达及纯化，发现截

短突变可以有效提高酶的表达水平和比酶活。相

似的研究，艾敏榕等[19]切除 ScKEX2 的 C-末端

201 个氨基酸残基后，在甲醇酵母发酵上清中检

测到了酶活力，但酶活力较低；刘颖颖等[15]通

过截短其 C-末端 215 位氨基酸残基后，其表达

水平和酶活力均有提高，表明末端截短手段确实

可以影响甚至提升该酶的活力。 
本研究从 NCBI 数据中查找的 2 种来源的

kex2 基因出发，通过序列优化、分子克隆、同

源重组和转化等手段，实现重组双碱性氨基酸内

肽酶在大肠杆菌细胞中的可溶性表达。利用 GST
亲和层析柱及 PreScission 蛋白酶纯化目标蛋白，

测定了经纯化后的 KEX2 蛋白酶的酶学性质。比

较 几 种 重 组 酶 的 酶 学 性 质 发 现 ， 重 组 酶

ScKEX2∆3 在 pH 5.0、40 °C 条件下达到最大比

酶活，为 30.02 U/g。重组酶 ScKEX2∆4 在 pH 5.0、
50 °C 条件下达到最大比酶活，为 47.32 U/g。重

组酶 PkKEX2∆3 在 pH 5.0、40 °C 条件下达到最

大比酶活，为 24.35 U/g。重组酶 PkKEX2∆4 在

pH 5.0、40 °C 条件下达到最大比酶活，为 36.47 U/g，
经过比较发现同时切除信号肽与前体肽的菌株

比只切除信号肽的菌株活力要高。而且在大肠杆

菌体系中，KEX2 蛋白酶在较低 pH 条件下酶稳

定性较好、酶活力较高，但是热稳定性较差。虽

然最适温度在 40–50 °C，但是温浴 1 h 后，酶活

力几乎消失。在大肠杆菌中表达的重组双碱性氨

基酸内肽酶的最适 pH 为 4.0−5.0，在 pH 5.0 时

稳定性较好，刘颖颖等[15-16]在毕赤酵母中表达的

KEX2 酶在 pH 5.0 以下，蛋白酶基本丧失活性。 
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重组双碱性氨基酸内肽酶与碱性蛋白酶的

组合使用，能够提高蛋白质的水解程度，并更加

促进活性小分子多肽的释放。在大豆分离蛋白水

解液中，以碱性蛋白酶单独水解底物为对照，分

子量<100 Da 的只有 7%，而碱性蛋白酶协同重

组双碱性氨基酸内肽酶作用的水解液中分子量

<100 Da 的最多占 15%，相对提高了约 50%。因

为重组双碱性氨基酸内肽酶可以特异的切割双

碱性氨基酸的 C 末端肽键，其较高的水解能力

可以将分子量较大的多肽水解为更小的多肽，因

此较碱性蛋白酶的单独水解，协同水解更能促进

小分子肽的释放。 
目前关于双碱性氨基酸内肽酶在酵母体系

中的研究较多，但存在表达量低且发酵周期长等

问题，表达量较高且成本低。本研究成功地实现

了其在大肠杆菌体系中的表达及功能鉴定，为以

后继续在大肠杆菌表达体系内进行深入研究奠

定了基础。后续可以对其进行分析及改造，以提

高其酶活力及 pH 范围及稳定性等。 
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