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摘　要：为实现 γ-谷氨酰-S-烯丙基-L-半胱氨酸（γ-Glutamyl-S-allyl-L-cysteine，GSAC）的酶法合成，本研究通过地

衣芽孢杆菌（Bacillus licheniformis）发酵、硫酸铵沉淀初步纯化得到 γ-谷氨酰转肽酶（BlGGT），并对其酶学性质

进行了表征。接着以 L-谷氨酰胺（L-Gln）为供体、S-烯丙基-L-半胱氨酸（S-allyl-L-cysteine，SAC）为受体，通

过单因素及正交试验对 BlGGT催化合成 GSAC的工艺进行了优化。结果表明，BlGGT的转肽和水解活性最适温

度均为 55 ℃，转肽反应最适 pH为 9.0，水解反应最适 pH为 7.0，金属离子 Zn2+对 BlGGT的转肽和水解活性均有

显著的增强作用（P<0.05），Mg2+和 Ca2+也可显著增强 BlGGT的转肽活性（P<0.05），而 Cu2+、Fe3+和 Mn2+则对

BlGGT的转肽和水解活性具有明显抑制作用。确定催化合成 GSAC的最佳反应条件为：酶浓度 1 mg/mL，供体 L-Gln
与受体SAC摩尔比 1:3，反应温度 60 ℃，反应 pH为 10.0，反应时间 6 h。在该优化条件下，GSAC的转化率达到

19.10%±0.11%。本研究明确了 BlGGT的酶学特性，并建立了 GSAC的生物酶法合成工艺，为 GSAC的高效合成

提供了理论依据和技术支撑。
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Abstract： To  achieve  the  enzymatic  synthesis  of  γ-glutamyl-S-allyl-L-cysteine  (GSAC),  γ-glutamyltranspeptidase  from
Bacillus  licheniformis  (BlGGT)  was  obtained  through  fermentation  followed  by  ammonium sulfate  precipitation,  and  its
enzymatic properties were characterized. Using L-glutamine (L-Gln) as the γ-glutamyl donor and S-allyl-L-cysteine (SAC)
as  the  acceptor,  the  reaction  conditions  for  BlGGT-catalyzed  synthesis  of  GSAC  were  optimized  via  single-factor  and
orthogonal experiments. The results showed that the optimal temperature for both transpeptidation and hydrolytic activities  
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of BlGGT was 55 ℃. The optimal pH for the transpeptidation reaction was 9.0, whereas that for the hydrolysis reaction was
7.0. The metal ions Zn2+ significantly enhanced both the transpeptidation and hydrolytic activities of BlGGT (P<0.05), Mg2+

and  Ca2+  also  significantly  promoted  transpeptidation  activity  (P<0.05),  while  Cu2+,  Fe3+  and  Mn2+  exhibited  significant
inhibitory effects on both activities (P<0.05). The optimal reaction conditions for GSAC synthesis were determined as fol-
lows: BlGGT concentration of 1 mg/mL, molar ratio of L-Gln to SAC of 1:3, reaction temperature of 60 ℃, pH10.0, and
reaction time of 6 h. Under these optimized conditions, the conversion yield of GSAC reached 19.10%±0.11%. The present
study elucidated  the  enzymatic  characteristics  of  BlGGT  and  established  an  efficient  enzymatic  process  for  GSAC   syn-
thesis, providing a theoretical foundation and technical support for the high-yield production of GSAC.

Key  words： γ-glutamyltranspeptidase； enzymatic  properties； γ-glutamyl-S-allyl-L-cysteine； enzymatic  synthesis；

orthogonal experiments

γ-谷氨酰转肽酶（γ-glutamyl transpeptidase，GGT，
E.C.2.3.2.2）是一类重要的转移酶，能够特异性催化

γ-谷氨酰肽中 γ-谷氨酰键的水解，并将 γ-谷氨酰基团

转移到氨基酸、肽或水分子等受体上[1]。该酶广泛分

布在细菌、植物和哺乳动物等生物体中，在谷胱甘肽

（Glutathione，GSH）代谢中发挥关键作用。相较于植

物或哺乳动物来源的 GGT，细菌源 GGT是可溶性

非糖基化蛋白，更易于在原核表达系统中实现高效表

达与分离纯化，同时对 γ-谷氨酰受体表现出更广泛

的底物选择性[2−3]，因此，近年来细菌源 GGT已被国

内外研究者广泛作为生物催化剂，通过转肽反应合成

各种高附加值的 γ-谷氨酰基化合物，如茶氨酸、γ-D-
谷氨酰-L-色氨酸以及 γ-谷氨酰苯丙氨酸等功能性化

合物[4−6]。

尽管 GGT在 γ-谷氨酰基类化合物的合成中展

现出巨大潜力，但其在含硫氨基酸，尤其是 S-取代半

胱氨酸类化合物的催化研究仍处于初步探索阶段。

目前，关于 GGT催化合成 γ-谷氨酰-S-烯丙基-L-半

胱氨酸（GSAC）的报道极为有限。GSAC是大蒜中

主要的含硫化合物之一，占其干重的 0.4%~2.5%[7]。

具有抗氧化[8]、抗糖基化[9]，以及抑制肝星状细胞增

殖[10] 等多种生物活性。GSAC作为 S-烯丙基-L-半

胱氨酸（SAC）和 S-烯丙基-L-半胱氨酸亚砜（ACSO，

即蒜氨酸）的前体物质，在大蒜次级代谢过程中可经

蒜氨酸酶催化迅速转化为具有强烈生理活性的大蒜

素（Allicin），因此 GSAC对大蒜特征风味形成、生

物活性及加工品质具有重要作用。然而大蒜中的

GSAC含量受品种、生长环境以及贮藏加工条件等

因素的影响较大，且从植物中提取 GSAC工艺复杂、

得率低、成本高。化学合成虽可实现 GSAC的制备，

但往往伴随多种异构体副产物的生成，增加了后续纯

化难度，难以满足食品与医药领域的需求[11]。相比之

下，利用 GGT催化的转肽反应合成 GSAC，可在温

和条件下实现高效合成，避免了异构体的生成，是实

现 GSAC绿色合成制备的理想途径。

本研究以地衣芽孢杆菌（Bacillus licheniformis）
来源的 γ-谷氨酰转肽酶（BlGGT）为研究对象，系统

考察其酶学性质及在 GSAC生物合成中的应用潜

力。首先测定了不同反应温度、pH以及金属离子等

因素对 BlGGT转肽和水解活性的影响，并分析了该

酶对不同底物的催化特异性。进一步采用高效液相

色谱法（HPLC）定量检测反应体系中 SAC和 GSAC

的含量变化，通过单因素和正交试验对 BlGGT催化

合成 GSAC的工艺条件进行优化，系统考察酶浓度、

反应温度、pH、供体与受体摩尔比以及反应时间等

对 GSAC转化率的影响，以提高 GSAC转化率。本

研究不仅阐明了 BlGGT的酶学催化特性，还建立了

高效、稳定的 GSAC酶法合成体系，为高附加值的大

蒜含硫化合物的绿色酶法制造提供了新的技术方案。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

地衣芽孢杆菌（Bacillus licheniformis）　中国农

业微生物菌种保藏管理中心（保藏号：ACCC 06149）；

种子液培养基　葡萄糖 20  g/L，酵母膏 15  g/L，

MgSO4·7H2O 0.5  g/L，K2HPO4  1  g/L，pH调至 7.0；

发酵液培养基　乳糖 8 g/L，胰蛋白胨与黄豆粉（1:1

混合）15 g/L，MgSO4·7H2O 0.5 g/L，K2HPO4 1 g/L，

pH调至 7.5；L-γ-谷氨酰-对硝基苯胺水合物（标准

品）、对硝基苯胺（分析纯）　上海阿拉丁生化科技股

份有限公司；双甘氨肽（Gly-Gly，分子生物学级）、三

羟基甲烷（Tris，分子生物学级）、透析袋（MD25）　北

京索莱宝科技有限公司；S-烯丙基 -L-半胱氨酸

（SAC，标准品）　上海麦克林生化科技股份有限公

司；S-谷氨酰-烯丙基-L-半胱氨酸（GSAC，标准品）　

上海融禾医药科技发展有限公司；葡萄糖、乳糖、牛

肉粉、酵母浸粉、酵母膏、硫酸铵、L-甲硫氨酸（L-

Met）、L-赖氨酸（L-Lys）、L-苯丙氨酸（L-Phe）、甘氨

酸（Gly）、L-脯氨酸（L-Pro）、L-半胱氨酸（L-Cys）、

DL-丙氨酸（DL-Ala）、L-谷氨酸（L-Glu）、L-谷氨酰

胺（L-Gln）、谷胱甘肽（GSH）等试剂　均为国产生物

或分析纯试剂。

YXQ-LS-70A立式压力蒸汽灭菌器　上海博迅

实业有限公司；SJ-CJ-2FD双面净化工作台　苏州洁

净化工设备有限公司；GHP-9160隔水式恒温培养箱

　上海一恒科学仪器有限公司；GENESYS10S紫外

可见分光光度计　赛默飞世尔科技公司；Agilent

1260 Infinity Ⅱ液相色谱　美国安捷伦公司。
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 1.2　实验方法

 1.2.1   粗酶液的提取　采用无菌接种环刮取实验室

活化平板上的地衣芽孢杆菌，接种至种子液培养基中

（50 mL种子液/250 mL三角瓶），于 37 ℃、180 r/min
的恒温摇床中培养 24 h。然后按照 5%的接种量

将种子液转移至发酵培养基（50 mL发酵液/250 mL
三角瓶）中，在相同条件下继续培养 24 h。培养结

束后将发酵菌液以 8000 r/min在 4 ℃ 条件下离心

10 min，收集上清液，得到 BlGGT粗酶液。

 1.2.2   酶的分离纯化　采用硫酸铵沉淀法[12] 分离纯

化 BlGGT，在 4 ℃ 的层析柜中，取一定体积的粗酶

液，缓慢加入硫酸铵固体粉末，同时对其进行磁力搅

拌直至完全溶解，使其达到一定的饱和度（20%~
80%）。将混合后的溶液在层析柜中静置过夜后收集

沉淀。将沉淀用 Tris-HCl缓冲液（50 mmol/L，pH8.0）
溶解，测定沉淀复溶物的酶活性及蛋白质含量。

选择截留分子量为 8~14 kDa的透析袋（MD25）
进行透析除盐[13]，使用 Tris-HCl缓冲液（50 mmol/L，
pH8.0）作为透析液，在 4 ℃ 条件下每 2 h更换一次

透析液。当透析液无颜色时，取 1 mL透析后的液体

加入 10% BaCl2 检测，若无沉淀产生，则透析结束。

将透析后的酶液进行冷冻干燥，得到 BlGGT酶冻干

粉保存备用。

 1.2.3   酶活性及蛋白质含量的测定

 1.2.3.1   GGT酶活测定方法　以 L-γ-谷氨酰-对硝基

苯胺为供体、双甘氨肽（Gly-Gly）为受体进行反应，

通过测定反应产物对硝基苯胺的浓度计算酶活[3]。

具体操作为取 2.5 mL工作液（含 0.1 mol/L Tris-HCl
1.3 mL，0.1 mol/L Gly-Gly 0.6 mL，5 mmol/L L-γ-谷
氨酰-对硝基苯胺 0.6 mL，现配现用）于具塞试管中，

加入 0.5 mL适当稀释的 BlGGT酶液，充分混匀，于

37 ℃ 恒温水浴中反应 30 min后，立即加入 2 mL
2 mol/L的乙酸，以终止转肽反应。冷却至室温后，通

过紫外-可见分光度计测定 410 nm处的吸光值，根据

标准曲线计算样品的 GGT转肽酶活。GGT水解酶

活测定方法同上述测定步骤，但在工作液中不添加

Gly-Gly受体底物，其余操作一致[14]。

 1.2.3.2   GGT酶活计算　在 37 ℃、pH为 8.0的反

应条件下，每分钟催化生成 1 µmol对硝基苯胺所需

的酶量定义为 1个酶活力单位（U），以此作为酶活测

定的标准。

U =
C×V×n

T
× f

其中，C为反应体系中对硝基苯胺浓度（µmol/
mL）；V为反应体积（mL）；n为总酶液与所用酶液的

体积比；T为反应时间（min）；f为样品加入反应体系

前的稀释倍数。

蛋白含量测定：根据牛血清白蛋白标准曲线，采

用 Bradford蛋白测定试剂盒（PC0010）测定蛋白质

含量。

 1.2.4   酶学性质的测定

 1.2.4.1   最适反应温度　在 pH为 8的条件下，分别

选择 25、30、35、40、45、50、55、60 ℃ 温度下，测

定 BlGGT的转肽和水解活性。以最高酶活力为

100%，计算其他温度条件下的相对酶活力，测定结果

通过最大酶活的百分比表示。

 1.2.4.2   最适反应 pH　在温度 55 ℃ 的条件下，分

别测定 BlGGT在不同 pH（4.0~10.0）反应缓冲液中

的转肽和水解活性。以最高酶活力为 100%，计算其

他 pH条件下的相对酶活力，测定结果通过最大酶活

的百分比表示。

 1.2.4.3   金属离子对酶活性的影响　在最适反应温度

和 pH的条件下，分别测定 BlGGT在 10 mmol/L的

Ba2+、Zn2+、Mg2+、K+、Na+、Ca2+、Cu2+、Fe3+、Mn2+金
属离子存在下的转肽和水解活性，以不添加金属离子

时的酶活力为 100%，计算各金属离子存在条件下的

相对酶活力。

 1.2.4.4   底物特异性研究　在最适反应温度和 pH的

条件下，分别测定 BlGGT对不同底物受体 SAC、L-
Met、L-Lys、L-Phe、Gly、L-Pro、L-Cys、DL-Ala、L-
Glu的转肽酶活性，以酶活测定中 Gly-Gly作为受体

时的转肽酶活力为 100%，其他受体测得的转肽酶活

与之对比后所得百分比表示为相对酶活力。

 1.2.5   反应体系中 SAC和 GSAC含量的检测方法

　采用高效液相色谱（HPLC）法同时测定反应体系中

SAC和 GSAC的含量[15]，色谱柱为安捷伦 ZORBAX
SB-C18（4.6 mm×250 mm，5 μm），流动相为含 0.1%
磷酸水溶液-甲醇（70:30，v/v），流速为 0.8 mL/min，柱
温为 30 ℃，进样量为 10 μL，检测波长为 205 nm，分

析时间 10 min。分别精密称取 SAC和 GSAC标准

品各 2.0 mg，用 30%甲醇溶解并定容至 10 mL，得到

200 μg/mL的单标储备液。取等体积两种单标液混

合，配制成 SAC和 GSAC质量浓度均为 100 μg/mL
的混合标准储备液。再用 30%甲醇逐级稀释，得到

20.0、40.0、60.0、80.0和 100.0 μg/mL的系列混合标

准工作溶液。按上述色谱条件进行分析，以各物质的

质量浓度为横坐标，对应的峰面积为纵坐标，分别绘

制标准曲线。供试样品反应液冷却至室温后，经

0.45 μm尼龙微孔滤膜过滤，用 30%甲醇稀释至标

准曲线线性范围内，按相同色谱条件进行测定，采用

外标法计算 SAC和 GSAC含量。

GSAC的转化率表示为：

GSAC转化率(%) =
C2
C1
×100

其中，C1为反应底物 SAC的摩尔数（mmol）；
C2为反应产物 GSAC的摩尔数（mmol）。

 1.2.6   BlGGT催化合成 GSAC的反应条件优化

 1.2.6.1   酶浓度对GSAC转化率的影响　在 100 mmol/
L的 SAC和 100  mmol/L的 L-Gln各 200  μL的反
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应体系中，分别加入 0.5、1、5、10、15 mg/mL不同浓

度的 BlGGT酶液 200 μL，在37 ℃、pH8.0的条件下

恒温水浴反应 30 min，沸水浴 10 min终止反应，通

过 HPLC对反应底物 SAC及产物 GSAC浓度进行

检测分析。

 1.2.6.2   反应温度对 GSAC转化率的影响　在

100  mmol/L的 SAC和 100  mmol/L的 L-Gln各

200 μL的反应体系中，添加 1 mg/mL的 BlGGT酶

液 200 μL，pH调至 8.0，分别在 25、30、40、50、60 ℃
温度下恒温水浴反应 30 min，沸水浴 10 min终止反

应，通过 HPLC对反应底物 SAC及产物 GSAC浓

度进行检测分析。

 1.2.6.3   反 应 pH对 GSAC转 化 率 的 影 响 　 在

100  mmol/L的 SAC和 100  mmol/L的 L-Gln各

200 μL的反应体系中，添加 1 mg/mL的 BlGGT酶

液 200  μL，pH分别调至 7.0、8.0、9.0、10.0、11.0、
12.0，于 50 ℃ 恒温水浴反应 30 min，沸水浴 10 min
终止反应，通过 HPLC对反应底物 SAC及产物

GSAC浓度进行检测分析。

 1.2.6.4   供体-受体摩尔比对 GSAC转化率的影响　

在供体（L-Gln）/受体（SAC）摩尔比分别为 1:1、1:2、
1:3、 1:4、 1:5的反应体系中 ，添加 1  mg/mL的

BlGGT酶液 200 μL，在 50 ℃、pH10.0的条件下恒

温水浴反应 30 min，沸水浴 10 min终止反应，通过

HPLC对反应底物 SAC及产物 GSAC浓度进行检

测分析。

 1.2.6.5   反应时间对 GSAC转化率的影响　在供体

（L-Gln）/受体（SAC）摩尔比 1:1的反应体系中，添

加 1  mg/mL的 BlGGT酶液 200  μL，pH调至 10.0，
在 50℃ 下恒温水浴反应 0.5、1、2、4、6、8、10 h后

定时取样，沸水浴 10 min终止反应，通过 HPLC对

反应底物 SAC及产物 GSAC浓度进行检测分析。

 1.2.6.6   GSAC转化率正交试验设计　在单因素实

验基础上，为优化 GSAC合成的工艺条件，将 GSAC
转化率作为指标，以 A-供受体摩尔比，B-反应时间，

C-反应温度作为影响因素，选用 L9（3
4）正交设计，进

行 9次实验，正交试验因素与水平见表 1。
  

表 1    正交试验因素及水平
Table 1    Orthogonal test factors and levels

水平/因素 A供受体摩尔比 B反应时间（h） C反应温度（℃）

1 1:1 2 40

2 1:2 4 50

3 1:3 6 60
 

 1.3　数据处理

所有实验均独立重复 3次，实验结果以平均

值±标准差表示。采用 SPSS 26.0软件中的单因素方

差分析（One-way ANOVA）进行差异显著性分析，不

同小写字母表示样品差异显著（P<0.05）。采用

Origin 2022软件进行绘图。

 2　结果与分析

 2.1　酶的分离纯化

硫酸铵在水中的溶解度高，能形成高浓度盐溶

液，有利于蛋白质的分级沉淀，且操作简便，价格较低，

可通过透析从蛋白质溶液中去除，此外硫酸铵在一定

浓度下对蛋白质的结构影响较小，可防止蛋白质的变

性[16]。各种蛋白质的溶解度不同，因而可利用不同饱

和度的硫酸铵使杂蛋白析出，从而实现粗酶的纯化。

如图 1粗酶液的硫酸铵沉淀曲线所示，当硫酸

铵饱和度在 20%~30%阶段时，虽有部分蛋白析出，

但比酶活较低。当硫酸铵饱和度升至 30%~50%时，

比酶活呈快速上升趋势，且在硫酸铵饱和度为

50%时达到最高 4.26 U/mg。随后继续升高硫酸铵

饱和度至 50%~80%，比酶活则迅速下降。因此选择

30%~50%硫酸铵饱和度作为 BlGGT粗酶液分离纯

化的分级沉淀条件，即先采用硫酸铵饱和度 30%作

为一级沉淀，除去部分杂蛋白，再将硫酸铵饱和度升

至 50%进行二级沉淀，从而获得较高比酶活的目标

GGT蛋白。
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图 1    硫酸铵沉淀曲线
Fig.1    Ammonium sulphate precipitation curve

 

采用硫酸铵沉淀法分离蛋白时沉淀中会含有大

量的硫酸铵，因此，需要对得到的沉淀物进行除盐。

以 50 mmol/L的 Tris-HCl缓冲液（pH8.0）作为透析

液，截留分子量为 8~14 kDa的透析袋，在 4 ℃ 的条

件下对盐析得到的沉淀复溶液进行透析脱盐处理，最

后将处理后的酶液进行冷冻干燥保存。

 2.2　酶学性质的测定

 2.2.1   最适反应温度　反应温度是影响酶催化效率

与蛋白质构象稳定性的关键因素之一。据报道，

GGT活性的较适宜温度范围在 37~60 ℃ 之间 [3]。

本试验结果如图 2所示，BlGGT的转肽和水解活性

均随着温度上升呈现出先升高再降低的变化趋势，并

在 55 ℃ 时达到最高。这是因为在温度升高初期，酶

与底物分子的热运动加剧，平均动能增大，分子间有

效碰撞频率提高，从而加快了反应速率，使酶活力持

续提升。然而当温度超过 55 ℃ 后，酶蛋白的三维空

间结构因热能开始受到破坏，尤其是催化活性中心的

构象发生改变，从而导致底物结合能力与催化效能迅
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速下降，酶活性也随之降低[17]。值得注意的是，BlGGT
在 45~60 ℃ 均能维持 50%以上的相对酶活力，显示

出该酶具有一定的热稳定性，这一特性对其在工业催

化应用中受到温度波动仍保持高效而稳定的催化效

率至关重要。
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图 2    反应温度对酶活的影响
Fig.2    Effect of reaction temperature on enzyme activity

注：不同小写字母表示样品组间差异显著（P<0.05）；图 3~
图 5、图 7~图 11。
 

 2.2.2   最适反应 pH　大多数酶的活性受 pH影响较

大，如图 3所示，在 pH4.0~10.0范围内，BlGGT的转

肽和水解活性均随 pH升高呈现先上升再下降的趋

势，但二者的最适 pH显著不同。其转肽活性在

pH为 9.0时达到最高，而水解活性在 pH为 7.0时最

高。这一差异主要源于 pH变化对酶活性中心关键

氨基酸残基及底物分子的解离状态的调控作用[18]。

在酸性条件下（pH<7），GGT活性中心的碱性氨基酸

残基质子化而带正电荷，与同样带正电的氨基酸底物

之间产生排斥，阻碍了转肽反应的进行。此时不带电

荷的水分子更易接近活性中心，因而水解反应占主

导。当 pH>7的碱性条件时，GGT活性中心碱性氨

基酸残基去质子化转为中性或带负电荷，有利于

结合带正电的氨基酸底物，使转肽反应速率远高于水

解反应，因此转肽活性显著升高。基于以上结果，在

实际应用中，可通过调节反应体系的 pH，使 BlGGT
选择性地催化转肽或水解反应，满足不同生产需求[19]。
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图 3    反应 pH对酶活的影响
Fig.3    Effect of reaction pH on enzyme activity

 

 2.2.3   金属离子对酶活的影响　金属离子可通过改

变溶液离子强度影响氨基酸残基的电离状态，或与酶

活性位点结合从而改变其空间构象，进而影响酶活

性[20]。如图 4所示，不同金属离子对 BlGGT转肽与

水解活性的影响存在明显差异。金属离子 Mg2+、
Zn2+Ba2+和 Ca2+对 BlGGT的转肽活性均表现出显

著增强作用（P<0.05），相对酶活力分别提高至

110.83%、105.67%、104.93%、103.94%。此外，金属

离 子 Zn2+也 可 显 著 提 高 BlGGT的 水 解 活 性

（P<0.05），相对酶活力达到 106.07%。而 Cu2+、Fe3+、
Mn2+等金属离子则对 BlGGT的转肽和水解活性表

现出显著的抑制作用（P<0.05），尤其是添加 Mn2+对
BlGGT的水解活性抑制最强，导致其相对酶活力下

降至 43.80%。
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图 4    金属离子对酶活的影响
Fig.4    Effect of metal ions on enzyme activity

 

 2.2.4   底物特异性研究　酶的活性中心具有高度的

专一性，它们仅作用于特定的化合物或化学键，

GGT酶对 γ-谷氨酰基供体和各种氨基酸及肽受体表

现出明显的选择性[21]。γ-谷氨酰基供体的主要功能

是提供 γ-谷氨酰基，工业上通常会选择成本较低的

化合物作为供体，而受体氨基酸或肽的性质，如电荷

差异、侧链结构和空间位阻等，决定了生成的新型谷

氨酰化合物的特性[22]。因此，以 L-γ-谷氨酰-对硝基

苯胺作为供体，不同底物作为受体，测定 BlGGT的催

化活性。试验结果如图 5所示，BlGGT以 SAC为受

体时，相对酶活力为 85.47%，仍处于较高水平。相关

研究表明，S-取代的半胱氨酸如 S-甲基和 S-烯丙基

半胱氨酸也被证明是 GGT的良好受体[23]。BlGGT
以碱性氨基酸（L-Lys）和芳香族氨基酸（L-Met、L-
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图 5    BlGGT的受体底物特异性

Fig.5    Receptor substrate specificity of BlGGT
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Phe）为受体时，相对酶活力在 74.60%~79.00%；以非

极性氨基酸（Gly、L-Pro）和含硫氨基酸（L-Cys）为受

体时，相对酶活力在 54.90%~56.70%；以非极性氨基

酸（DL-Ala）为受体时，相对酶活力为 31.73%；以酸性

氨基酸（L-Glu）为受体时，相对酶活力仅为 23.50%。

由此可见，BlGGT能够接受多种底物作为 γ-谷氨酰

基的受体，进而催化形成多种不同的 γ-谷氨酰衍生

物，但其酶活力会受到空间位阻以及氨基酸的酸碱性

的影响。

 2.3　BlGGT催化合成 GSAC的反应条件优化

 2.3.1   反应体系 SAC和 GSAC含量测定　按照

1.2.5方法进行 HPLC检测，得到混合标准溶液的色

谱图（图 6），SAC出峰时间为 3.82 min，GSAC出峰

时间为 5.96 min。由表 2可知，SAC和 GSAC标准

曲线在 20.0~100.0 μg/mL范围内线性关系良好，决

定系数 R2 均大于 0.999，满足检测要求。
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图 6    混合标准溶液的高效液相色谱图
Fig.6    HPLC chromatogram of the the mixed standards

  
表 2    线性回归结果

Table 2    Linear regression analysis

标准品 线性范围（μg/mL） 线性回归方程 决定系数R2

SAC 20.0~100.0 y=9.8703x−11.9345 0.9991
GSAC 20.0~100.0 y=12.5094x−24.9710 0.9996

 

 2.3.2   酶浓度对 GSAC转化率的影响　催化反应产

物的生成量会随着酶添加浓度变化而变化，为了在实

际工业生产中尽可能合成更多的目标产物，且最大程

度降低生产成本，需要将催化反应体系中的酶浓度控

制在适宜的水平 [24]。如图 7所示，当反应体系中

BlGGT浓度为 0.5  mg/mL时，底物 GSAC的转化

率较低为 1.32%，随着反应体系中 BlGGT浓度达到

1 mg/mL，GSAC的转化率达到最高为 6.83%。当酶

浓度高于 1 mg/mL时，GSAC的转化率持续下降，这

可能是因为当酶浓度过高时，会发生自转肽反应，生

成其他副产物，影响目标产物 GSAC的合成。刘栓

英等[6] 利用枯草芽孢杆菌 GGT合成 γ-Glu-Phe的研

究中，当酶量在 1 U/mL左右时，产物产量达到最高，

当 GGT浓度过高时，会发生自转肽反应，从而生成

谷氨酸等副产物，导致产物产率大幅度下降。

 2.3.3   反应温度对 GSAC转化率的影响　温度可以

影响酶促反应速率，从而影响催化合成产物的积累。

在一定温度范围内，随着温度的上升，底物分子的动

能显著增强，使得更多底物分子达到活化所需的能量

状态，进而提高了分子间的有效碰撞频率，从而加速

反应的进行；当超出酶的生理允许温度以上，会加快

酶的热失活速率，减弱催化效果[25]。试验结果如图 8
所示，在反应温度 25~60 ℃ 范围内，随着反应温度的

升高，由于 BlGGT酶的转肽活性不断增加，GSAC
转化率也逐渐升高，在 50 ℃ 时，GSAC转化率达到

最高 7.72%。随后当温度继续升高到 60℃ 时，由于

高温使酶变得不稳定，转肽活性下降，导致产物

GSAC的转化率有所下降。
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图 8    反应温度对催化合成 GSAC的影响
Fig.8    Effect of reaction temperature on GSAC synthesis

 

 2.3.4   反应 pH对 GSAC转化率的影响　由于 GGT
的催化机制是亲核取代，而反应体系的 pH通过影

响蛋白质的空间构象、稳定性以及酶活性中心关键

氨基酸残基的质子化状态，从而影响 BlGGT与供体

底物 L-Gln及受体底物 SAC的结合。试验结果如

图 9所示，随着反应体系 pH的升高，产物 GSAC的
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Fig.9    Effect of reaction pH on GSAC synthesis
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转化率呈现先升高后略有下降趋势，在 pH为 10.0
时，GSAC的转化率达到最高 14.37%。这与酶学性

质测定中最适 pH的单因素试验结果相一致，在

pH<10.0时 BlGGT表现出一定的水解活性，导致一

部分底物 L-Gln发生水解，GSAC转化率处于较低

水平。当 pH为 10.0时，BlGGT的水解活性受到抑

制，而转肽活性达到最高，因而 GSAC的转化率显著

提高。随后当 pH>10.0时，BlGGT的稳定性受到影

响，导致转肽活性降低，GSAC转化率有所下降。

Suzuki等[26] 以支链氨基酸、碱性氨基酸和芳香链氨

基酸为受体，通过大肠杆菌 GGT合成了多种 γ-谷氨

酰肽，其合成的最佳条件 pH为 10.0，本实验研究结

果与之一致。

 2.3.5   供体-受体摩尔比对 GSAC转化率的影响　

以 BlGGT作为酶催化剂，作用于受体底物 SAC和

供体底物 L-Gln，催化合成 GSAC是一个转肽化反

应。已有研究表明，在 GGT介导的转肽反应中，速

率控制步骤是酰胺化-酶中间体向受体转移 γ-谷氨酰

基团的过程[27]，因此，过量的供体底物 L-Gln并不会

显著提升 GSAC的合成速率，这一结论在本研究的

预试验中也得到了验证。值得注意的是，GGT在催

化转肽反应的同时，还可能发生水解或自转肽等副反

应，有研究显示通过提高受体底物摩尔比有助于抑制

GGT水解副反应，从而提高转肽反应产物得率[28]。

然而本试验结果却呈现出相反趋势（图 10），当反应

体系中供体 L-Gln与受体 SAC的摩尔比为 1:1时，

GSAC的转化率最高为 14.82%，继续提高受体 SAC
摩尔比，反而导致产物 GSAC的转化率急剧下降。

推测该现象的原因可能是，随着反应进行，产物

GSAC不断积累，理论上可作为 BlGGT催化的 γ-谷
氨酰供体，成为供体 L-Gln的竞争性底物，不仅消耗

目标产物，还干扰主反应动力学，反应体系的组成变

得异常复杂，最终表现为 GSAC的转化率下降[29]。

汪前等[30] 的研究中也显示出类似的规律，当供/受体

浓度过高时，GGT催化转肽反应的产物收率反而

降低。
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图 10    供体-受体摩尔比对催化合成 GSAC的影响
Fig.10    Effect of donor-acceptor molar ratio

on GSAC synthesis
 

 2.3.6   反应时间对 GSAC转化率的影响　由图 11

可以看出，随着反应时间的增加，反应产物 GSAC的

转化率呈现先升高后降低变化趋势，而受体底物

SAC浓度则呈现先降低后升高变化趋势。在 0.5~4 h
内，随着反应体系中受体底物 SAC的不断消耗，

BlGGT催化合成产物 GSAC，其转化率在 4 h时达

到最高 17.07%。而随着反应时间的不断延长，受体

底物浓度持续降低，同时产物 GSAC的积累浓度升

高，从而抑制了催化反应向正反向进行，导致催化效

率降低，GSAC的转化率也随之降低。蔡爱丽等[31]

研究了反应时间对酶促酰化反应的影响，酰化率同样

呈现先升高后降低的趋势，分析其原因与底物浓度在

催化反应前期阶段较高，后期阶段逐渐减少有关。
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图 11    反应时间对催化合成 GSAC的影响
Fig.11    Effect of reaction time on GSAC synthesis

 

 2.3.7   GSAC转化率正交试验结果　由表 3中的极

差分析可知，各因素对 GSAC转化率影响的主次顺

序为 A>C>B，即供受体摩尔比>反应温度>反应时

间。通过 K值分析得出最优组合为 A3B3C3，即供受

体摩尔比 1:3，反应时间 6 h，反应温度 60 ℃。在此

优化条件下，进行了三组平行验证试验，测得 GSAC
的平均产率为 19.10%±0.11%，与正交试验结果相

近。值得注意的是，经正交试验优化后的反应温度

与 pH均高于该酶的最适温度（55 ℃）和最适 pH
（9.0）。此差异主要是由于反应体系中所采用的受体
 

表 3    GSAC合成条件优化正交试验结果

Table 3    Orthogonal test results of optimization of GSAC
synthesis conditions

实验号 A供受体摩尔比
B反应时间

（h）
C反应温度

（℃）
GSAC转化率

（%）

1 1 1 1 12.27
2 2 2 2 13.56
3 3 3 3 19.00
4 1 2 3 11.04
5 2 3 1 12.73
6 3 1 2 15.70
7 1 3 2 10.67
8 2 1 3 14.32
9 3 2 1 14.20

均值k1 11.36 14.13 13.10
均值k2 13.54 12.93 13.31
均值k3 16.30 14.14 14.79
极差R 4.94 1.20 1.69
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与供体底物，与标准酶活测定体系完全不同，特定的

底物可能通过影响酶蛋白的特定构象，或改变水解与

转肽反应之间的平衡，最终导致其最适反应条件发生

了偏移。

由表 4方差分析得 A供受体摩尔比对 GSAC
的转化率有显著影响（P<0.05），这是由于适当调整供

受体比可以有效控制反应的平衡点，最大化产物的产

量，酶促反应中酶的活性和底物结合亲和力受到供受

体比例的影响[32]。
  

表 4    方差分析
Table 4    Analysis of variance

因素 偏差平方和S 自由度f F比 F临界值 显著性

A供受体摩尔比 36.79 2.00 7.40 5.14 显著

B反应时间 2.87 2.00 0.58 5.14
C反应温度 5.07 2.00 1.02 5.14

误差 14.92 6.00
 

 3　结论
本研究通过硫酸铵分级沉淀（30%~50%饱和

度）从地衣芽孢杆菌发酵液中成功分离纯化出 γ-谷
氨酰转肽酶（BlGGT），酶学性质研究表明，该酶的转

肽活性与水解活性具有相同的最适温度（55 ℃），但

最适 pH存在显著差异（分别为 9.0和 7.0），此特性

为通过调节反应体系 pH，引导 BlGGT催化方向提

供了理论依据。进一步研究表明，金属离子对

BlGGT活性具有特异性调节作用，其中 Mg2+、Zn2+、
和 Ca2+均可显著（P<0.05）提高其转肽活性，Zn2+对水

解活性具有显著增强作用（P<0.05）。而 Cu2+、Fe3+

和 Mn2+等则对 BlGGT的转肽和水解活性表现出显

著（P<0.05）的抑制作用。底物特异性分析显示，

BlGGT对 S-烯丙基-L-半胱氨酸（SAC）具有较高的

催化效率，相对酶活力为 85.47%，显示出催化合成

GSAC的良好潜力。基于此，通过单因素和正交试

验，对 BlGGT催化 SAC合成 GSAC反应进行了工艺

优化，最终获得 GSAC的最高转化率为 19.10%±
0.11%。值得关注的是，研究中发现该反应体系优化

得到的最优反应条件（60 ℃，pH10.0）与初始酶学性

质表征的最适条件（55 ℃，pH9.0）存在一定的差异。

同时，较高的 pH（10.0）环境可提高 GSAC的转化

率。本研究为利用微生物源 BlGGT生物酶法合成

大蒜风味前体 GSAC提供了可行途径，但产物转化

率仍有提升空间。后续研究将致力于通过蛋白质工

程手段改造 BlGGT，增强其对 SAC等特定底物的亲

和力与催化效率，并稳定其在特定条件下的构象，以

期获得更适合工业生产的高效酶制剂。
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