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摘   要：【目的】角蛋白酶是一类具有高效降解角蛋白纤维特性的丝氨酸蛋白酶，角蛋白酶的高效

工业化生产有利于促进其在制革、纺织、饲料、肥料、日化、医疗等领域的广泛应用。本研究以

课题组前期自主构建的重组角蛋白酶工程菌枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis) WB600-pMA5-KerBv
为研究对象，通过系统的发酵优化提升工程菌的产酶能力，并创新探究角蛋白酶在降解血栓纤维

蛋白中的应用潜力。【方法】通过单因素试验确定发酵培养基成分，随后借助响应面分析方法优化

产角蛋白酶的发酵培养基，确定对菌体生长和产酶具有显著影响的因素及最优浓度。基于 DoseResp
模型通过预测菌种最佳生长点指导其在 5 L 发酵罐水平的扩大产酶。最后通过血栓以及纤维蛋白原

降解试验探究角蛋白酶对血栓纤维蛋白的降解能力。【结果】经优化确定重组菌产角蛋白酶的最佳

发酵培养基为(g/L)：葡萄糖 25.0，酵母粉 25.0，豆粕 15.0，磷酸氢二钾 14.04，磷酸二氢钾 2.58，
氯化镁 0.3；基于 DoseResp 模型通过预测菌种最佳生长点指导 5 L 发酵罐水平扩大生产，在优化条

件下，细菌浓度OD600从摇瓶的 2.45提高至 77.80，酶活从摇瓶的 4 471 U/mL升至 21 301.67 U/mL，
提高约 4.76 倍。该角蛋白酶对纤维蛋白原以及血液凝块均表现出显著的降解能力。【结论】本研

究通过系统的发酵优化以及基于模型预测的罐上产酶研究，有效提高了角蛋白酶在枯草芽孢杆菌中

的发酵产量，并为该酶在血栓降解领域的应用提供了研究基础，同时拓展了角蛋白酶的应用价值。 

关键词：角蛋白酶；培养基；发酵条件；优化；纤维蛋白原降解 
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Abstract: [Objective] Keratinases, a class of serine proteases capable of degrading keratin, 
have important application potential and research value in the utilization of keratin resources. 
The efficient industrial production of keratinase is helpful to promoting its application in 
leather, textiles, feed, chemical fertilizers, daily chemicals, and medicine. In this study, we 
optimized the fermentation conditions of Bacillus subtilis WB600-pMA5-KerBv, a 
recombinant keratinase-producing strain constructed in our laboratory, to improve the enzyme 
production. Furthermore, we explored the potential application of keratinase in the degradation 
of fibrin. [Methods] First, the composition of the fermentation medium was determined by 
single factor experiments. Then, response surface methodology was employed to optimize the 
medium formula for producing keratinase, and the factors significantly affecting the growth 
and enzyme production of bacteria and the optimum concentrations were determined. 
Subsequently, the DoseResp model was adopted to predict the optimal growth point of the 
strain and thus guide the expansion of enzyme production in a 5 L fermenter. Finally, the blood 
clot and fibrinogen degradation experiments were carried out to evaluate the degradation 
performance of the keratinase. [Results] The formula of the fermentation medium for 
producing keratinase by the recombinant strain was optimized as follows (g/L): glucose 25.0, 
yeast powder 25.0, soybean meal 15.0, dipotassium phosphate 14.04, potassium dihydrogen 
phosphate 2.58, and magnesium chloride 0.3. The optimal growth point of the strain was 
predicted based on the DoseResp model to guide the expansion of production in a 5 L 
fermenter. Under the optimized conditions, the OD600 (bacterial biomass) increased from 2.45 in a 
shake flask to 77.80, and the enzyme activity increased by about 4.76 times from 4 471 U/mL in a 
shake flask to 21 301.67 U/mL. In addition, the keratinase showcased remarkable degradation 
ability on fibrinogen and blood clots. [Conclusion] The systematic fermentation optimization 
and model-based prediction of enzyme production in fermenters improved the production of 
keratinase in Bacillus subtilis. The findings provided a research basis for the application of 
keratinase in thrombolysis. 
Keywords: keratinase; medium; fermentation conditions; optimization; fibrinogen degradation 
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角蛋白酶对结构复杂、硬质难溶的角蛋白

具有特异性的降解作用，被认为是具有多种优

良催化特性的强效蛋白酶，在不同的工业和生

物领域展现出广泛应用潜力[1]。利用角蛋白酶

降解废弃羊毛和鸡毛制备的可溶性短肽是动物

饲料、肥料、植物生物刺激剂和营养补充剂中

主要添加剂，具有吸收率高、吸收快等优势[2]；

此外，角蛋白酶有助于去除附着在衣物表面的

角质污垢，从而提高洗涤效率[3]；在制革脱毛

过程中，使用含角蛋白酶的生物脱毛助剂能大

幅度地减少硫化物的用量，有效减少脱毛废液

对环境的污染[4]；角蛋白酶也可用于去除皮肤

角质层，增强药物和化妆品中有效成分的渗透

与吸收，一些基于角蛋白酶的商业制剂，包括

FixaFungusTM 、 Kernail-Soft PB 和 Pure100 
Keratinase 已被用于治疗指甲疾病[5]。 

目前国内外研究主要致力于产角蛋白酶微

生物的筛选以及角蛋白酶的分离纯化等工作，

野生菌酶活性普遍在 1 000 U/mL 以内[6]。一些

课题组已实现了角蛋白酶的异源克隆表达与发

酵生产优化。利刚慧等[7]对罐上发酵培养基的

pH、温度以及时间进行单因素优化，重组枯草

芽孢杆菌(Bacillus subtilis)发酵产角蛋白酶的酶

活达到(2 110±15) U/mL，使角蛋白酶产量提高

5.01 倍；蒋彪等 [8]采用响应面法对芽孢杆菌

(Bacillus sp.) CJPE209 产角蛋白酶的发酵培养

基组分进行优化，最高酶活为 417 U/mL，相较

于响应面优化前提高了 20.74%；廖朝勇等[9]对

产角蛋白酶工程菌进行发酵条件优化，通过培

养基组合优化以及正交优化后，角蛋白酶酶活

达到 56.9 U/mL，较初始培养条件提高 49.74%。

目前，多数角蛋白酶产量仍不足以满足工业生

产的要求，导致生产成本较高，阻碍其产业化

应用。 

发酵动力学能够模拟菌体发酵动态过程，

通过改进发酵技术和参数，构建精细的动力学

模型，可以反映微生物的生命周期、营养需求

和代谢产物，从而在实际发酵过程中被广泛应

用[10]。Zhang 等[11]通过经典的 DoseResp 等模型

对发酵过程中的酵母量、糖分和所得乙醇的动

态变化进行检测，使最大减糖率达 99.02%；

Wang 等[12]对小球藻(Chlorella sp.) FACHB-8 生

长通过动力学 DoseResp 模型预测并优化，在最

佳条件下，FACHB-8 的最大产量为 1.26 g/L；

Li 等[13]对大肠杆菌(Escherichia coli)依克多因

进行分子动力学 DoseResp 模型优化，优化菌株

ECT9-5 通过 0.3 g/L 葡萄糖的补料分批发酵产

生得到 67.1 g/L 的依克多因。因此，本研究利

用实验室前期构建的枯草芽孢杆菌角蛋白酶生

产菌株，在结合单因素与响应面分析系统优化

发酵培养基成分的基础上，在 5 L 发酵罐上通

过经典的分子动力学 DoseResp 模型预测菌株

的生长情况，保证菌株的产酶效率，从而实现

角蛋白酶的高效生产，为其工业化推广应用奠

定基础。 
近年来，越来越多的研究表明除角蛋白外，

角蛋白酶对多种难降解的纤维状蛋白，如胶原

蛋白、弹性蛋白、致病性病毒纤维蛋白以及引

起阿尔茨海默病 (Alzheimer’s disease, AD)的
β-淀粉样纤维蛋白(Amyloid β-protein, Aβ)等均

表现出较好的降解效果 [14]。血纤维蛋白原

(fibrinogen, FIB)在凝血酶的催化下可凝结成

的血液凝块在血管中沉积会形成血栓，若体

内降解血栓的尿激酶无法将其及时清除，则会

造成心血管疾病以及各种动静脉血栓等 [15]。

本研究创新探索了角蛋白酶在降解血栓纤维

蛋白中的应用潜力，为血栓的治疗提供新的

思路。 
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1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株和质粒 

产角蛋白酶的目标菌株重组枯草芽孢杆菌

WB600-pMA5-KerBv[16]，由本实验室前期构建

并保藏。 
1.1.2  主要试剂 

胰蛋白胨、酵母粉，OXOIDE 公司；脱脂

奶粉、甘油、氯化钠、琼脂粉、磷酸二氢钾、

磷酸氢二钾、碳酸钠、三氯乙酸、葡萄糖、可

溶性淀粉、蔗糖、乳糖、果糖、尿素、硫酸铵、

豆粕、羽毛粉、豆饼粉、玉米粉、氯化镁、福

林酚试剂、麦芽糖，国药集团上海有限公司；

琼脂糖，生工生物工程(上海)股份有限公司；5%
可溶性角蛋白，北京百灵威科技有限公司。 
1.1.3  主要仪器 

恒温振荡培养箱，太仓市实验设备厂；生

化培养箱，上海跃进医疗器械有限公司；小型

高速离心机、小型低温离心机，Eppendorf 公司；

紫外分光光度计，尤尼可(上海)仪器有限公司；

酶标仪，Molecular Devices 公司；电子 pH 计，

METTLER TOLEDO 公司；发酵罐系统、溶氧

电极、pH 电极，迪必尔生物工程(上海)有限公

司；超净台，上海博讯实业有限公司；PCR 仪、

蛋白电泳系统、高温高压灭菌锅，TOMY 公司。 

1.2  菌体浓度及角蛋白酶活力测定 
1.2.1  菌体浓度测定 

用去离子水将菌液稀释到吸光度在 0.2–0.8
范围内，使用分光光度计测定其在 600 nm 处的

吸光值。 
1.2.2  2%角蛋白底物的配制 

将 5%角蛋白底物与 Tris-HCl (pH 9.0)缓冲

液以体积比 2:3 的比例配制 2%的角蛋白底物。 
1.2.3  角蛋白酶活力测定方法 

0.1 mL 经过 pH 9.0 的 Tris-HCl 缓冲液稀释

的角蛋白酶液中加入 0.1 mL 角蛋白底物，在

50 ℃水浴中孵育 20 min，加入 0.2 mL 的 4%三

氯乙酸 (trichloroacetic acid, TCA)溶液终止反

应，然后将充分反应后的样品于 12 000 r/min 离

心 5 min。在 0.2 mL 的离心上清液中加入 1 mL
的 Na2CO3 (0.4 mmol/L)和 0.2 mL 的福林酚试

剂，充分混合后于 40 ℃下水浴加热 20 min，然

后取 0.2 mL 反应后样品放入酶标仪中，于 660 nm
处检测吸光度。对照组先将角蛋白酶液与 4%三

氯乙酸 (trichloroacetic acid, TCA)溶液进行混

合，在 50 ℃水浴中孵育 20 min，加入 0.1 mL
的角蛋白底物进行反应，其余过程与实验组操

作一致。角蛋白酶活性的定义：在上述反应条

件下，酶液水解底物在 660 nm 处产生 0.01 吸

光度的差别定义为一个酶活单位 U[17]。 

1.3  发酵培养基成分单因素优化 
1.3.1  第一氮源的种类优化 

保持 TB 培养基成分不变的情况下，调整

第一氮源的种类，以探究不同氮源对菌株生长和

产酶的影响。添加的蛋白胨质量浓度为 12 g/L，

其他氮源如酵母粉、豆粕、羽毛粉、豆饼粉、

尿素、玉米粉、硫酸铵等分别换算为等氮量的

质量浓度。37 ℃、220 r/min 培养 72 h，测定菌

株的生长和产酶情况。 
1.3.2  磷酸盐浓度优化 

在上述培养基下，保持磷酸二氢钾:磷酸氢

二钾物质的摩尔比为 1:4.2，调整磷酸盐的浓度

分别为 40、60、80、100、120、140 mmol/L，

37 ℃、220 r/min 培养 72 h，测定菌株生长状况

和酶活。 
1.3.3  第二氮源的种类优化 

在上述培养基的基础上添加第二氮源，分

别为豆粕、硫酸铵、羽毛粉、玉米粉、硫酸铵

等，添加的质量浓度为 12 g/L，37 ℃、220 r/min
培养 72 h，测定菌株生长状况和酶活。 
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1.3.4  碳源种类优化 
保持其他条件不变，分别使用葡萄糖、可

溶性淀粉、蔗糖、果糖、麦芽糖等不同的碳源，

添加的质量浓度为 4 g/L，37 ℃、220 r/min 摇床

培养 72 h，测定菌株的生长和产酶情况。 

1.4  响应面试验 
以单因素试验结果为基础，以角蛋白酶酶

活性为响应值，选取葡萄糖浓度、酵母粉浓度、

豆粕浓度以及磷酸盐浓度为自变量，使用

Design-Expert 8.0 软件中的 Box-Behnken 原理

进行 4 因素 3 水平的响应面试验设计。为保证

试验结果的准确性，以上试验均重复 3 次。 

1.5  发酵动力学 DoseResp 模型 
1.5.1  枯草芽孢杆菌菌体生长动力学模型拟合 

根据试验数据分析，枯草芽孢杆菌菌体的

生长呈 “S” 型曲线，结合经验模型，选取

DoseResp 模型进行线性拟合，选取拟合 R2 系数

最大的模型对枯草芽孢杆菌菌体的生长规律进

行描述。 
1.5.2  统计学分析 

采用软件 Origin 8.5 统计分析，统计处理结

果用平均值±标准差(Mean±SD)的方式表示，当统

计结果中 P<0.05 时，表示数据具有统计学意义。 

1.6  罐上发酵策略 
1.6.1  分批发酵 

在 LB-牛奶固体培养基上选择透明圈较大

的枯草芽孢杆菌单菌落，接种至 10 mL LB 液体

培养基中，37 ℃、220 r/min 培养 12 h。将 1 mL
上述种子液接种于 50 mL LB 液体培养基中，

37 ℃、220 r/min 培养 24 h 作为二级种子。将二

级种子转入 5 L 发酵罐中，接种量为 5%，分批

发酵，加入 1‰卡那霉素，进行高密度发酵。发

酵罐转速 400 r/min，温度 37 ℃。流加 75%冰醋

酸或 3 mol/L NaOH 调节 pH，保持 pH 在 8.0 左

右，定期加入消泡剂进行消泡。在发酵过程中，

定期取样检测细菌菌体浓度和角蛋白酶活性。 
1.6.2  补料发酵 

前期种子液准备以及接种等条件与分批发

酵相同，发酵罐转速 400−700 r/min，转速与溶

氧、补料相关联，温度 37 ℃。流加 75%冰醋

酸或 3 mol/L NaOH 调节 pH，保持 pH 在 8.0
左右，定期加入消泡剂进行消泡。通过调节转

速来控制溶解氧。在发酵过程中，定期取样检

测细菌浓度，在细菌浓度降低时，以 10 mL/h
的流速加入补料培养基，并定期取样检测角蛋

白酶活性。 

1.7  纤维蛋白的制备及降解 
1.7.1  纤维蛋白平板的制备 

按 Astrup 等[18]的方法制备纤维蛋白平板。

利用凝血酶将血浆中原本可水溶的纤维蛋白原

凝固成为不溶于水的纤维蛋白，纤维蛋白扭结

其他血细胞成团，凝固成为血栓，制造人造血

纤维平板。尿激酶是直接作用于纤维蛋白溶解

系统从而溶解血块的商品化溶栓酶。因此以尿

激酶作为阳性对照，评价角蛋白酶对纤维蛋白

的降解作用。纤维蛋白平板的制作：0.15 g 琼

脂糖溶解于 20 mL 磷酸缓冲液中，加入 3 mL 
(50 g/L)纤维蛋白原、100 mL (200 kU/L)凝血酶

和 200 μL (60 kU/L)纤溶酶原，轻轻晃动混匀，

迅速将该混合液倒入灭菌的塑料培养皿中，待

其冷却凝固后，4 ℃下储存备用。另外，制备

不加纤溶酶原的平板。测定酶活力时，加入 4 mL 
(0.8 μg)待测样品，37 ℃保温 4 h，测量溶圈的

互为垂直的 2 个直径，以其乘积作为纤溶活性

的大小。活力单位 mm2/μL。制备纤维蛋白平板

2 块，1 块在制备时加 0.5 mL (1 U)的纤溶酶原，

另一块在 85 ℃加热 30 min 使酶原失活，测活

时，同样直接加入 4 μL (0.8 μg)待测样品，37 ℃
保温 4 h 后测定溶圈面积，前者减去后者即为

样品的纤溶酶原激活活性。 
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1.7.2  尿激酶的标准曲线 
将 125 μL 的纤维蛋白原(2.4 mg/mL)与 100 μL

尿激酶在 96 孔板上孵育，在最佳检测波长下每

间隔 1 min 记录 60 min 的反应动力学曲线。然

后根据最大斜率拟合时间-吸光度曲线与尿激

酶线性标准曲线的函数，计算酶活性，将每分

钟吸光度的变化(ΔA/min)绘制在 y 轴上，将尿

激酶浓度绘制在 x 轴上。 

1.8  血栓凝块的制备及降解 
取牛全血加入凝血酶静置 10 min 凝固，在

37 ℃水浴箱内孵育约 5 h 后取出，弃血清，制

成血栓。在 4 ℃下保存 12 h 确保血栓回缩完全，

使其更加稳定，进而减少洗涤和吸附血栓水分

时血栓破碎[19]。将血栓分别浸入 2 000、1 600、
1 200、800 U 的角蛋白酶溶液中，角蛋白酶溶

液终体积为 2 mL，并设置 2 mL 生理盐水作为

对照组；于 37 ℃下孵育 12 h 后，测定角蛋白

酶降解后血栓的体积。 

2  结果与分析 
本研究基于课题组前期构建的产角蛋白酶

的重组枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis) WB600- 
pMA5-KerBv 为出发菌株，采用单因素优化、

响应面试验以及基于 DoseResp 模型的罐上发

酵，获得最适发酵条件，提高角蛋白酶的产量；

为了拓展该酶的应用价值，进一步探究了角蛋

白酶对血栓的降解能力，为角蛋白酶的规模化

生产及应用奠定基础。 

2.1  发酵培养基组分的单因素优化结果 
为了强化重组菌株的生长和角蛋白酶的表

达能力，以 TB 为基础培养基，探究培养基各

组分对重组菌株枯草芽孢杆菌生长和产酶情况

的影响。在初始发酵培养基的基础上选取了不

同类型的氮源、碳源以及不同磷酸盐浓度，分

别进行单因素试验。结果如图 1 所示，通过对

发酵上清液的酶活性检测，发现使用 25 g/L 的酵

母粉、140 mmol/L 的磷酸盐、15 g/L 的豆粕以

及 15 g/L 的葡萄糖作为培养基组分进行发酵

时，得到的上清液中角蛋白酶的活性最高，为

3 352.60 U/mL，是 TB 培养基的 1.24 倍。 

2.2  响应面试验 
为确定角蛋白酶发酵培养基最优工艺条

件，在单因素试验基础上，根据响应面试验设

计原理，以酶活为响应值，选取葡萄糖、酵母

粉、豆粕、磷酸盐为因素设计 4 因素试验，试

验设计及结果见表 1，利用 Design-Expert 8.0
软件[20]，分析 4 种显著性因素葡萄糖、酵母粉、

豆粕、磷酸盐的响应面，预测得到发酵培养基

最佳工艺参数如图 2 所示：葡萄糖质量浓度为

25.0 g/L，酵母粉为 25.0 g/L，豆粕为 15.0 g/L，

磷酸盐为 100 mmol/L，理论最高酶活力可达   
4 802.83 U/mL。为验证模型的准确性及重复性，

利用上述最佳工艺参数进行 3 次平行验证，测得

角蛋白酶的平均酶活力为(4 471.00±561.00) U/mL。
实际值与理论值较为接近，说明采用响应面优

化能够很好地预测枯草芽孢杆菌产角蛋白酶的

实际情况。 

2.3  罐上放大发酵 
2.3.1  生长曲线测定及其模型预测 

细菌生长曲线反映了单细胞微生物在一定

环境条件下于液体培养时所表现出的群体生长

规律，其分为迟缓期、对数生长期以及稳定期[11]。

检测摇瓶水平枯草芽孢杆菌的细菌浓度变化，

并利用 DoseResp 模型对其生长曲线进行拟合，

可用于计算菌株最佳生长点，从而指导发酵生

产。本研究利用该模型对工程菌的一级种子液

和二级种子液进行细菌浓度监测，并进行生长

曲线拟合[21]。一级种子液最佳生长时间如图 3A
所示，其在 10.5 h 时菌株生长活力最强，而二

级种子液最佳生长时间如图 3B 所示，在 24 h 时 
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图 1  发酵培养基组分的单因素优化结果 
Figure 1  Single factor optimization results of fermentation medium components. A: Optimization of the 
first nitrogen source. B: Optimization of phosphate concentration. C: Optimization of the second nitrogen 
source. D: Carbon source optimization. 
 
菌株生长活力最强。因此，分别在一级种子液

培养至 10.5 h 时转接二级种子液，并在二级种

子液培养 24 h 后用于发酵罐接种。 
2.3.2  分批发酵优化 

分批发酵是罐上发酵中最常用且最基础的

发酵方式之一，具有稳定性高、操作简便以及

可以灵活控制时间和发酵产物等优点。同时分批

发酵也是蛋白酶罐上发酵的基础发酵方式[22]。在

前期采用优化培养基和模型预测生长曲线等方

法的基础上进行分批发酵，发酵罐中菌的生长

情况和酶活变化如图 4A 所示，0−24 h，由于发

酵罐中的营养物质及溶氧充足，菌体生长速度

较快，并在 24 h 时 OD600 达到最大值 19.40，此

后，菌体生长逐渐衰退。然而，在 54 h 时由于

菌体在葡萄糖消耗殆尽后，继续利用培养基中

多余的酵母粉等进行二次生长，OD600 又再次升 
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表 1  响应面系列试验结果 
Table 1  Results of response surface series experiments 
Group Glucose 

(g/L) 
Yeast 
powder 
(g/L) 

Soybean 
meal  
(g/L) 

Phosphate 
(mmol/L) 

Enzyme 
activity 
(U/mL) 

1 15 15 5 40 3 653.58 
2 25 15 15 160 2 625.75 
3 5 15 15 40 2 222.67 
4 15 15 15 100 2 641.42 
5 15 25 15 40 1 859.17 
6 5 15 15 160 2 903.92 
7 5 15 25 100 2 677.17 
8 5 5 15 100 2 871.17 
9 15 15 5 160 3 405.42 

10 15 5 15 40 3 508.92 
11 25 15 25 100 3 107.58 
12 15 25 5 100 3 494.33 
13 15 15 25 160 3 419.67 
14 15 25 15 160 3 266.08 
15 15 15 25 40 2 525.50 
16 15 15 15 100 3 259.08 
17 15 15 15 100 2 542.58 
18 15 5 15 160 4 419.08 
19 15 5 25 100 4 260.17 
20 25 15 5 100 3 726.83 
21 15 15 15 100 3 742.08 
22 15 25 25 100 2 983.58 
23 25 5 15 100 4 541.58 
24 15 15 15 100 2 334.58 
25 5 25 15 100 3 536.83 
26 15 5 5 100 3 943.42 
27 25 15 15 40 4 691.17 
28 25 25 15 100 4 802.83 
29 5 15 5 100 3 577.58 

Bold represents the optimal combination of culture media. 
 

高至 11.68，随后菌体生长持续减少。在罐上分

批发酵过程中，角蛋白酶活性在 36 h 达到最高

值，为 4 961.00 U/mL。 
研究发现，随着发酵的进行，发酵液的 pH

呈现下降趋势，最低可达 pH 6.0 左右，该酸性

条件不利于菌体的生长和产酶。因此，使用前

期试验优化值 pH 8.0 对罐上 pH 进行调控。如

图 4B 所示，0−54 h 由于发酵罐中的营养物质

及溶氧充足，菌体生长速度较快，并在 54 h 时

达到最大细菌浓度 21.88。此后，菌体生长逐渐

衰退。然而，在 66 h 时由于菌体在葡萄糖消耗

殆尽后，继续利用培养基中多余的酵母粉等营

养物质，OD600 又再次升高至 19.24，随后菌体生

长继续减少。在罐上发酵过程中，角蛋白酶活性

在 60 h 达到最高值，为 8 297.50 U/mL，较不控

pH 条件下提升了 1.7 倍。研究表明 pH 对菌株

生长和产酶影响较大，pH 为 8.0 时菌株生长情

况较好。 
2.3.3  补料发酵 

分批发酵培养为一次性投料和放罐，培养

液初始底物浓度较高，容易产生底物和代谢产

物的抑制作用，并且不利于氧气的传质，在进

入对数生长期后期容易出现供氧不足的现象。

而补料发酵可以解除底物或代谢产物的抑制作

用；与连续发酵相比，流加补料发酵染菌的可

能性小，也不易产生菌种老化变异等[23]。 
在分批发酵基础上，将菌株接种在 5 L 的

发酵罐中进行补料发酵，进一步提高角蛋白酶

的表达量。补料发酵的细菌浓度变化和酶活变

化如图 4C 所示，0−36 h 菌株处于对数生长期，

角蛋白酶表达较慢。36−54 h 细胞继续生长并趋

于稳定，在此阶段，角蛋白酶不断积累，酶活

增长较快。此后，通过流加培养基，细胞继续

保持生长，并在 114 h 达到最大值 66.48。由于

发酵罐中的营养物质及溶氧不足，补料初期营

养物质增多，菌株迅速增长，酶活呈小幅下降

趋势，随后立即呈上升趋势。随着补料的持续，

酶活与细菌浓度均持续升高，在 102 h 时达到

最大值，活性为 16 026.00 U/mL，约为摇瓶发

酵的 3.6 倍。 
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图 2  响应面模型 
Figure 2  Response surface model. 
 

 
 

图 3  菌株生长曲线 
Figure 3  Growth curves of the strain. A: Growth curve of primary seed solution. B: Growth curve of 
secondary seed solution. 
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图 4  罐上发酵优化 
Figure 4  Fermentation optimization. A: Batch fermentation on tank. B: Batch fermentation with optimized pH. 
C: Supplementary fermentation. D: Optimization of feeding and post-feeding fermentation. 
 
2.3.4  基于溶氧恒定的反馈控制策略 

研究发现，当发酵液中底物几乎耗尽时，

菌株生长变慢，氧气消耗速率下降，溶氧会突

然升高。因此，溶氧的突然变化可以成为底物

补料开始以及菌株生长的指示性特征。由于补

料分批发酵具有经济上的重要性，因此对其进

行的模型构建以及生产策略的选择对产量具有

重要影响。结合氧平衡动力学，对菌株生长期

的长度、最大细胞浓度以及补料模式和发酵时

间进行了优化[24]。 
恒流补料发酵结果如图 4D 所示，在恒流补

料发酵中，0−12 h 时溶解氧(dissolved oxygen, DO)
维持在 15%−25%左右，而在 12−13 h 时 DO 迅速

升高，无法通过调整转速使 DO 保持在 15%−25%，

并且发酵液中的碳源含量极低(0.6 g/L)，说明发

酵液中的营养物质不足以维持菌体的正常生

长，菌体生长缓慢。因此在此时进行恒流补料发

酵，补充营养物质维持菌株的正常生长。0−48 h
期间细菌浓度和酶活呈现上升趋势，OD600 和酶

活在 48 h 分别为 77.80 和 19 399.00 U/mL，其

中酶活力是摇瓶水平的 4.34 倍。 
2.3.5  罐上发酵模型建立 

为了对罐上发酵菌株生长情况进行检测，通

过生长拟合曲线 DoseResp 模型进行预测，预测

具体数据如图 5 所示，菌体浓度输入 DoseResp
模型，得到拟合公式如表 2 所示。 
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图 5  生长拟合曲线 DoseResp 模型预测结果 
Figure 5  Prediction results of DoseResp model for 
growth fitting curve. 
 
y=A1+Section1+Section2，并将菌体生长浓度到

达最大浓度一半时的浓度代入公式，得到最佳

生长点为 27 h。 
随后按照预测的菌体最佳生长点 27 h 作为

接种时间，罐上发酵参数的设置与上述优化结

果相同，并在 DO 迅速上升的时间点进行恒流

补料发酵。结果如图 6 所示，0−48 h 期间细菌

浓度和酶活呈现上升趋势，OD600 和酶活在 60 h 

表 2  生长拟合曲线方程 
Table 2  Growth fitting curve equation 
Model DoseResp 
Equation Double span=A2−A1 

Double section1= 
span×p/(1+pow(10,(log×01−x)×h1)); 
Double section1= 
span×p(1−p)/(1+pow(10,(log×02−x)×h2)); 
y=A1+Section1+Section2 

Plotting Bacterial concentration 
A1 −135.383 86±1 500.301 76 
A2 118.010 26±154.883 95 
log×01 −6.239 72±295.146 8 
log×02 59.207 25±6 287 188.455 21 
h1 0.014 98±0.073 72 
h2 1.123 74±8 912 232.906 3 
P 0.973 19±0.384 44 
Reduced 
Chi-Sqr 

86.433 36 

R2 (COD) 0.991 05 
 
分别为 77.80 和 21 301.67 U/mL。相比前期未优

化接种时间的发酵结果，本次发酵角蛋白酶表

达量进一步提高，因此试验证实 DoseResp 模型

能够较好的预测菌株的最佳生长时期，并以此

为依据确定接种时间，从而提高角蛋白酶的发

酵产量。 
 

 
 

图 6  DO 关联转速后补料发酵菌株生长曲线 
Figure 6  Growth curve of the strain in fed-batch fermentation following the correlation of DO with 
rotational speed. 
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2.4  角蛋白酶降解血栓的应用探究 
研究表明，角蛋白酶对羊毛、羽毛等纤维

状结构蛋白具有较强的水解作用。此外，角蛋

白酶对淀粉样纤维蛋白和朊病毒蛋白等疏水性

复杂蛋白的降解作用也已得到试验验证[25]。纤

维蛋白以及纤维蛋白原是生物体内参与凝血和

止血过程中的重要蛋白，其在体内的非正常沉

积会导致血栓的形成，造成缺血性脑血管病、

心肌梗塞、肺栓塞等心血管疾[26]。因此，推测

角蛋白酶对形成血栓的纤维蛋白也具有降解作

用，可用于血栓的降解。 
本研究对角蛋白酶降解纤维蛋白原的能力

进行了探究。对纤维蛋白平板上透明圈直径进

行测量，得到溶解圈面积并进行分析，结果如

图 7 所示，计算得出其活性在 1.54 mm2/μL，并

与尿激酶对纤维蛋白原的降解进行比对，发现

1 U 的角蛋白酶与等比的尿激酶对纤维蛋白原

的降解能力相近。说明角蛋白酶具有较好的纤

维蛋白原降解能力。 
为了探究角蛋白酶对血栓的溶解能力，进

一步在体外验证了角蛋白酶的溶栓活性。将制

备好的血栓浸入不同浓度的角蛋白酶或生理盐

水中。于室温下放置 12 h 后，观察各试管血栓

溶解程度及颜色变化。结果如图 8 所示，相比

加入生理盐水的对照组，角蛋白酶量加入越多，

血栓溶解越明显。其中加入浓度 2 000 U 角蛋

白酶的试验组血栓降解最为彻底，血栓凝块几

乎被完全降解，降解液颜色最深。 

3  讨论与结论 
角蛋白酶是一种具有高效降解角蛋白纤维

特性的丝氨酸蛋白酶，具有广泛的工业应用前

景。目前，角蛋白酶的产量仍具有较大的提升

潜力。本研究基于课题组前期研究结果，围绕

重组菌的产酶发酵优化和发酵罐上培养，以及

角蛋白酶在血栓纤维蛋白中的降解等方面展开

研究，为该酶的工业化应用奠定基础。 
通过培养基组分优化和响应面设计提高角

蛋白酶产量。重点对发酵培养基的碳氮源及磷

酸盐种类和浓度进行优化，使重组枯草芽孢杆 
 

 
 
图 7  角蛋白酶降解纤维蛋白原能力 
Figure 7  The ability of keratinase to degrade fibrinogen. A: Standard curve of keratinaseʼs fibrinogen 
degradation activity. B: Keratinase-induced fibrinogen degradation. 
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图 8  角蛋白酶的体外溶栓活性 
Figure 8  Thrombolytic activity of keratinase in 
vitro. 
 
菌的角蛋白酶活性从 2 126.75 U/mL 提高到   

4 471 U/mL。为了继续挖掘重组菌株枯草芽孢

杆菌 WB600 的产酶能力，通过 5 L 发酵罐产酶

研究提高角蛋白酶产量。运用 DoseResp 预测模

型，通过对细菌浓度检测和生长曲线拟合，建立

了罐上发酵模型，确定了菌株在发酵罐上的最佳

生长点；通过流加补料方式，基于溶氧恒定的反

馈控制策略，将细菌浓度从 2.45 提高至 77.80，
酶活从 4 471 U/mL 提升至 21 301.67 U/mL，提

高了约 4.76 倍。Fang 等[27]对角蛋白酶菌株嗜麦

芽窄食单胞菌 (Stenotrophomonas maltophilia) 

BBE11-1 在 30 L 发酵罐中进行补料发酵，使角蛋

白酶酶活提高 117.7% (1 728 U/mL)；Liao 等[28]

筛选的淀粉芽孢杆菌(Bacillus amyloliquefaciens) 

NK11 角蛋白酶，在 3 L 发酵罐优化发酵条件下，

角蛋白酶活性达到 2 210.66 U/mL，是原始活性

的 56.74 倍；Liu 等[29]改造的毕赤酵母角蛋白酶

KerP，在 3 L 发酵罐的优化条件下其酶活性为  

3 010 U/mL。因此重组枯草芽孢杆菌 WB600- 

pMA5-KerBv 在优化后的罐上发酵条件下培养

的角蛋白酶酶活力在目前已报道的研究中处于

较高水平。 

目前角蛋白酶主要应用于制革、纺织、饲

料、肥料、日化等领域，在医疗领域中，通常

应用于痤疮的治疗和阮病毒的降解等，而在血

栓降解中的研究较少。因此我们创新性地探究

了角蛋白酶降解血栓中纤维蛋白的能力，为开发

角蛋白酶类溶栓药物提供了创新思路，并创造性

拓展了角蛋白酶的应用价值和应用范围。 
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