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摘  要：γ-谷氨酰转肽酶(γ-glutamyltranspeptidase, GGT)在临床诊断、食品加工和医药制造等领域应用

广泛，然而较低的表达量限制了其广泛应用。为提高GGT表达水平，本研究首先使用MūtCompute软件

对来源于地衣芽胞杆菌的 GGT 进行蛋白质工程改造，获得了催化效率提高的突变体 GGTA339C。通过对

底物结合口袋进行分析，发现突变体 GGTA339C 的隧道结构更直，底物结合区域更开放，酶活较对照提

高255%。随后，以地衣芽胞杆菌BL11为出发菌株，通过整合表达分子伴侣PrsA，构建了高效分泌GGT
的地衣芽胞杆菌 BL11::prsA/pPykzA+rbs6-SPSacC-GGTA339C，其 GGT 酶活达到 22.1 U/mL。最后，通过 5 L 发

酵罐进行放大，GGT 酶活达 180.14 U/mL。本研究获得了高催化性能的突变体 GGTA339C，并构建了一株

高产GGT的地衣芽胞杆菌BL11::prsA/pPykzA+rbs6-SPSacC-GGTA339C，为GGT工业生产及催化应用奠定了基础。 
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and pharmaceutical manufacturing, whereas the low expression limits its application expansion. 
To improve the expression of GGT, we employed MūtCompute to engineer the GGT derived 
from Bacillus licheniformis and obtained the mutant GGTA339C with improved catalytic 
efficiency. By analyzing the substrate-binding pocket, we found that the mutant GGTA339C had a 
more open substrate-binding region and a substantially straighter tunnel than the control, with a 
255% increase in activity. Subsequently, with B. licheniformis BL11 as the starting strain, we 
constructed the strain BL11::prsA/pPykzA+rbs6-SPSacC-GGTA339C with efficient GGT secretion by 
integrating the expression of chaperone PrsA, and the enzyme activity reached 22.1 U/mL. 
Finally, after optimization of the fermentation process in a 5 L fermenter, the GGT activity 
reached 180.14 U/mL, marking the highest level of GGT activity reported to date. In 
conclusion, the mutant GGTA339C with high catalytic performance was successfully obtained, 
and the strain B. licheniformis BL11::prsA/pPykzA+rbs6-SPSacC-GGTA339C was attained with high 
production of GGT, which provided an excellent strain for the industrial production and 
catalytic application of GGT. 
Keywords: γ-glutamyltranspeptidase; Bacillus licheniformis; molecular modification; expression 
host 

 
γ-谷氨酰转肽酶 (γ-glutamyltranspeptidase, 

GGT)是一种普遍存在于生物体内的 N-末端亲

核试剂(N-terminal nucleophile, Ntn)水解酶，其

能够催化亲核取代反应，使 γ-谷氨酰基团从谷

胱甘肽或其他含有此基团的分子中转移至氨基

酸、二肽或水等受体上，合成多种 γ-谷氨酰化

合物 [1]，包括口服调节肽 γ-D-谷氨酰 -L-色氨  
酸[2]、谷胱甘肽(glutathione, GSH)前体 γ-谷氨酰

半胱氨酸[3]、L-茶氨酸[4]等。因此，GGT 在临床

诊断、食品加工和医药制造等领域展现出广泛

的应用潜力[5]。已有研究表明，大肠杆菌来源

的 GGT 大部分是在胞外不稳定、具有亲水性的

周质酶蛋白，而芽胞杆菌来源的 GGT 大多能分

泌到胞外[6]，其工业应用价值更高。 
微生物异源表达是提高目标酶蛋白表达水

平的有效策略。目前，GGT 已在大肠杆菌

(Escherichia coli) 、 枯 草 芽 胞 杆 菌 (Bacillus 
subtilis)等多种宿主中成功表达。Bindal 等[7]在

E. coli BL21(DE3)中表达来源于地衣芽胞杆菌

的 GGT，在 7.5 L 发酵罐中酶活达到 24.5 U/mL。

Chen 等 [8] 通 过 筛 选 和 优 化 地 衣 芽 胞 杆 菌

(Bacillus licheniformis)来源的 GGT 编码基因的

启动子、信号肽，将其在 B. subtilis 中表达的酶

活提高到 53.65 U/mL。与此同时，随着结构生

物学及计算机生物学的发展进步，越来越多的

酶分子设计改造策略被陆续推出，并应用于

GGT 分子改造及催化性能提升。Ong 等[9]定向

突变了 E. coli 来源 GGT 的第 114 位和 337 位精

氨酸，发现这 2 个氨基酸位点对 GGT 正常功能

发挥至关重要，突变体的 GGT 酶活均显著降

低。刘栓英 [10]通过对来源于短小芽胞杆菌

(Bacillus pumilus) ML413 的 ggt 基因进行随机

突变，获得了正向突变体 GGTT463S，其比活力

较对照提高了 1.52 倍。不过，目前 GGT 酶活

的生产水平依旧较低，限制了 GGT 的生产和应

用推广。 
地衣芽胞杆菌是一种公认安全(generally 

regarded as safe, GRAS)的革兰氏阳性菌，其不

仅具有良好的蛋白分泌能力，还具有生产周期

短、生产效率高、遗传操作相对简单等优势，

目前被广泛应用于酶制剂生产[11]。本课题组前

期开发了系列表达元件工具库，并通过胞外蛋

白酶敲除、蛋白分泌通道强化、膜壁工程等提

高了多种酶蛋白表达水平[12-14]。本研究以地衣 
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芽胞杆菌 BL11 为出发菌株[15]，通过蛋白质工

程优化来源于 B. licheniformis 的 GGT，并结合

宿主改造及发酵工艺优化，以期提高其在地衣

芽胞杆菌中的表达水平，为 GGT 的工业生产及

催化应用奠定基础。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株和质粒 

本研究所用到的质粒和菌株见表 1，相关

引物见表 2。 
 
表 1  本研究所用的菌株和质粒 
Table 1  Strains and plasmids used in this study 
Strains and plasmids Characteristics Source 
Strains   
Escherichia coli DH5α F-Φ80d/lacZΔM15, Δ(lacZYA-argF)U169, recA1, endA1, hsdR17  

(rK–, mK+), phoA, supE44, λ–, thi-1, gyrA96, relA1 
Lab store 

Bacillus licheniformis BL11 WX-02ΔmprΔvprΔaprXΔeprΔbprΔwprAΔaprEΔbprAΔhagΔamyLΔpgsC Lab store 
BL11-UTR9-DnaJ WX-02ΔmprΔvprΔaprXΔeprΔbprΔwprAΔaprEΔbprAΔhagΔamyLΔpgsC- 

UTR9-DnaJ 
Lab store 

BL11-SppA::prsA WX-02ΔmprΔvprΔaprXΔeprΔbprΔwprAΔaprEΔbprAΔhagΔamyLΔpgsC- 
SppA::prsA 

Lab store 

BL11ΔhrcA WX-02ΔmprΔvprΔaprXΔeprΔbprΔwprAΔaprEΔbprAΔhagΔamyLΔpgsCΔhrcA Lab store 
BL11/pHY300 BL11 containing plasmid pHY300 This study 
BL11/pPykzA+rbs6-SPSacC-GGT BL11 containing plasmid pPykzA+rbs6-SPSacC-GGT This study 
BL11/pPykzA+rbs6-SPSacC-GGTV43T BL11 containing plasmid pPykzA+rbs6-SPSacC-GGTV43T This study 
BL11/pPykzA+rbs6-SPSacC-GGTT140G BL11 containing plasmid pPykzA+rbs6-SPSacC-GGTT140G This study 
BL11/pPykzA+rbs6-SPSacC-GGTA202G BL11 containing plasmid pPykzA+rbs6-SPSacC-GGTA202G This study 
BL11/pPykzA+rbs6-SPSacC-GGTQ284K BL11 containing plasmid pPykzA+rbs6-SPSacC-GGTQ284K This study 
BL11/pPykzA+rbs6-SPSacC-GGTK320R BL11 containing plasmid pPykzA+rbs6-SPSacC-GGTK320R This study 
BL11/pPykzA+rbs6-SPSacC-GGTA339C BL11 containing plasmid pPykzA+rbs6-SPSacC-GGTA339C This study 
BL11/pPykzA+rbs6-SPSacC-GGTP379A BL11 containing plasmid pPykzA+rbs6-SPSacC-GGTP379A This study 
BL11/pPykzA+rbs6-SPSacC-GGTN440S BL11 containing plasmid pPykzA+rbs6-SPSacC-GGTN440S This study 
BL11/pPykzA+rbs6-SPSacC-GGTD475P BL11 containing plasmid pPykzA+rbs6-SPSacC-GGTD475P This study 
BL11/pPykzA+rbs6-SPSacC-GGTA339C BL11 containing plasmid pPykzA+rbs6-SPSacC-GGTA339C This study 
BL11-UTR9-DnaJ/pPykzA+rbs6- 
SPSacC-GGTA339C 

BL11-UTR9-DnaJ containing plasmid pPykzA+rbs6-SPSacC-GGTA339C This study 

BL11-SppA::prsA/pPykzA+rbs6- 
SPSacC-GGTA339C 

BL11-SppA::prsA containing plasmid pPykzA+rbs6-SPSacC-GGTA339C This study 

BL11ΔhrcA/pPykzA+rbs6-SPSacC- 
GGTA339C 

BL11ΔhrcA containing plasmid pPykzA+rbs6-SPSacC-GGTA339C This study 

Plasmids   
pHY300 E. coli-Bacillus shuttle vector; Ampr in E. coli, Tcr in both E. coli and B. subtilis Lab store 
pPykzA+rbs6-SPSacC-GGT Gene ggt driven by promoter PykzA+rbs6 and signal peptide SPSacC This study 
pPykzA+rbs6-SPSacC-GGTV43T GGTV43T driven by promoter PykzA+rbs6 and signal peptide SPSacC This study 
pPykzA+rbs6-SPSacC-GGTT140G GGTT140G driven by promoter PykzA+rbs6 and signal peptide SPSacC This study 
pPykzA+rbs6-SPSacC-GGTA202G GGTA202G driven by promoter PykzA+rbs6 and signal peptide SPSacC This study 
pPykzA+rbs6-SPSacC-GGTQ284K GGTQ284K driven by promoter PykzA+rbs6 and signal peptide SPSacC This study 
pPykzA+rbs6-SPSacC-GGTK320R GGTK320R driven by promoter PykzA+rbs6 and signal peptide SPSacC This study 
pPykzA+rbs6-SPSacC-GGTA339C GGTA339C driven by promoter PykzA+rbs6 and signal peptide SPSacC This study 
pPykzA+rbs6-SPSacC-GGTP379A GGTP379A driven by promoter PykzA+rbs6 and signal peptide SPSacC This study 
pPykzA+rbs6-SPSacC-GGTN440S GGTN440S driven by promoter PykzA+rbs6 and signal peptide SPSacC This study 
pPykzA+rbs6-SPSacC-GGTD475P GGTD475P driven by promoter PykzA+rbs6 and signal peptide SPSacC This study 
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表 2  本研究所用的引物 
Table 2  Primers used in this study 
Primer name Primer sequence (5′→3′) 
PykzA+ 
rbs6-F 

TGCTGTTTTATCCTTTACGAAATATTGA
TGTGACAC 

PykzA+ 
rbs6-R 

AATCAGTCTCTTTTTCATGGTACATTCC
TCCTTTCT 

SPSacC-F AGAAAGGAGGAATGTACCATGAAAAA
GAGACTGATT 

SPSacC-R ACCATCTCCGCCGCTCATTGCATCTGC
CGAAAATGC 

GGT-F TCGGCAGATGCAATGAGCGGCGGAGAT 
GGT-R CTATTTAGCCGATGTCTTAATGTTGA 
V43T-F GAAAGACACAATGGTGGCTA 
V43T-R CCACCATTGTGTCTTTCCC 
T140G-F ACGGAAATGGAGTCGGTG 
T140G-R ACCGACTCCATTTCCGTGT 
A202G-F GCAAAGGATGGCTTCCTTCCG 
A202G-R GAAGGAAGCCATCCTTTGCGG 
Q284K-F TCGCAAGCAAACCTCCTCCAA 
Q284K-R GGAGGAGGTTTGCTTGCGATA 
K320R-F ATCATCTGCGCGCGGAAA 
K320R-R GTTTCCGCGCGCAGATGATA 
A339C-F CGATCCGTGCTTTGTCGATG 
A339C-R TCGACAAAGCACGGATCGC 
P379A-F GAAATACGCTGCGGGAGAG 
P379A-R CTCCCGCAGCGTATTTCC 
N440S-F ATGAACTGAGCGATTTTGATG 
N440S-R TCAAAATCGCTCAGTTCATTGT 
D475P-F ACCGGTGCCTACTGTCGG 
D475P-R CGACAGTAGGCACCGGTTT 
ΔTet-R ATAGTAGCCATGGGAGAAGGAGTCGGTC 
ΔTet-F GACCGACTCCTTCTCCCATGGCTACTAT 
amp-F CCCTGATCTCGACTTCGT 
amp-R TTAAGGGGTCTGACGCTC 
300-T5-F GAATTCCTGTTATAAAAAAAGGATC 
300-T5-R TCTAGAAGCTTGGGCAAAGCGTTTT 

 
1.1.2  酶和试剂 

KeyPo DNA 聚合酶、Taq DNA 聚合酶均购

自南京诺唯赞生物科技股份有限公司；Protein 
marker (Broad) 、 DNA 分 子 量 标 准 marker    
(DL 5000 DNA marker)均购自 TaKaRa 公司；

Hi-Efficienct Cloning Mix、质粒抽提试剂盒、

DNA 回收纯化试剂盒均购自武汉茵慕生物科

技有限公司；蛋白胨、酵母粉、琼脂糖均购自

Biowest 公司；其他普通试剂(国产分析纯)均购

自国药集团化学试剂有限公司。 
1.1.3  培养基 

LB 培养基：蛋白胨 10 g/L、酵母粉 5 g/L、

氯化钠 10 g/L，pH 7.2，LB 固体培养基另加 1.5%
琼脂粉。 

GGT 发酵培养基：2%葡萄糖、1%大豆蛋

白胨、1%玉米浆、1%骨蛋白胨、1.5%酵母粉、

0.3%磷酸氢二钾、0.6%硫酸铵，pH 7.2。 
1.2  方法 
1.2.1  MūtCompute 软件预测进化位点 

MūtCompute 是一个分析蛋白质氨基酸微

环境的工具(https://mutcompute.com/)，该软件

使用基于结构的机器学习算法，通过学习 PDB
数据库中的蛋白质来预测蛋白质上每个氨基酸

位点的稳定性。在网站中输入 GGT 蛋白的 PDB
数据库登录号(2V36)，随后对获得的结果进行

排序筛选，最后获得待进化位点。 
1.2.2  CAVER 3.0 PyMOL Plugin 预测底

物通道参数 
CAVER 是用于识别和分析蛋白质分子内

部通道和孔道的工具，CAVER 3.0 允许在

PyMOL 中计算和可视化隧道。在 CAVER 3.0 
PyMOL Plugin 中输入蛋白质 PDB 格式的结构，

指定活性残基，设置最大 Java 堆大小为 6 GB、

最小探针半径为 0.9 Å、壳层深度为 4、壳层半

径为 3 Å、聚类阈值为 3.5、近似球的数量为 12。
以活性残基为坐标原点，开始计算路径，计算

结束后在 PyMOL 中展示底物进入通道，导出

包括曲率、流量、瓶颈半径和长度在内的通道

参数。 
1.2.3  GGT 表达载体构建 

表达质粒 pPykzA+rbs6-SPSacC-GGT 的构建方

法如下：以质粒 pHY-PykzA+rbs6-amp 为模板，使

用 引 物 PykzA+rbs6-F/R 扩 增 串 联 启 动 子

PykzA+rbs6。以 B. subtilis 168 为模板，使用引物
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SPSacC-F/R 扩增信号肽 SPSacC。以地衣芽胞杆菌

9945A 为模板，使用引物 GGT-F/R 扩增基因

ggt。以质粒 pHY-PykzA+rbs6-amp 为模板，使用引

物 amp-F/R 扩增终止子 amp。然后使用引物

PykzA+rbs6-F 和 amp-R 通过重叠延伸 PCR 
(gene splicing by overlap extension, SOE-PCR)，
将上述 4 个片段进行连接。同时，使用引物

300-T5-F/R ， 扩 增 pHY300 骨 架 。 随 后 ，

Hi-Efficienct Cloning Mix 被用于连接纯化后的

DNA 片段与载体，并将其转化到大肠杆菌

DH5α 中。转化后体系被涂布在含有四环素

(tetracycline, Tet)抗性的平板，待长出单菌落后，

依次经过菌落 PCR 和 DNA 测序验证，获得的

阳性转化子即为 pPykzA+rbs6-SPSacC-GGT。 
1.2.4  GGT 游离表达菌株的构建 

以游离表达菌株 BL11/pPykzA+rbs6-SPSacC- 
GGT 的构建为例。首先将 GGT 表达载体

pPykzA+rbs6-SPSacC-GGT 电转化至地衣芽胞杆菌

BL11 中，筛选得到的阳性转化子，即为表达菌

株 BL11/pPykzA+rbs6-SPSacC-GGT。 
1.2.5  地衣芽胞杆菌表达 GGT 

将保藏于−80 ℃冰箱的菌株划线在含有  
20 mg/L Tet 的 LB 平板上，在 37 ℃下将菌株活

化 12–14 h。随后，挑取单菌落接种到含有 5 mL
液体 LB (含 20 mg/L Tet)的小摇瓶中，37 ℃、 
230 r/min 过夜培养。将培养好菌液转接于含有

50 mL 液体 LB (含 20 mg/L Tet)的 250 mL 三角

瓶中，37 ℃、230 r/min 培养至 OD600≈4。最后，

按 3% (体积比 )接种量将种子液转接至含有  
30 mL 发酵培养基的 250 mL 三角瓶中，37 ℃、

230 r/min 培养 48 h，并检测相关生理参数。 
1.2.6  GGT 酶活检测 

参考 Meister 等[16]报道的 GGT 酶活测定方

法，以 γ-谷氨酰对硝基苯胺 (L-γ-glutamyl-p- 
nitroanilide, γ-GpNA)和双甘二肽(glycylglycine, 
Gly-Gly)为底物进行反应。首先配制反应体系，

在酶标板中依次加入 10 μL Tris-HCl (50 mmol/L, 
pH 9)、40 μL MgCl2 (1 mmol/L)、50 μL Gly-Gly 

(30 mmol/L)、50 μL 适当稀释的酶液，最后加入

50 μL γ-GpNA (1.25 mmol/L)。设置的对照组用无

菌水替代双甘二肽。然后将上述体系置于 40 ℃
条件下反应 10 min，加入 20 μL 醋酸(3.5 mol/L)
终止反应。由于产物对硝基苯胺(p-nitroaniline)
会在 410 nm 出现明显吸收峰，随后使用酶标仪

检测反应体系在 410 nm 处的吸光值，根据绘制

的对硝基苯胺的标准曲线(0–0.4 mol/L)，计算发

酵样品中对硝基苯胺含量。 
GGT 酶活(U)定义为：每 min 生成 1 μmol

对硝基苯胺所需的酶量。 
样品酶活力按公式(1)计算： 

410 410 1

2

( )
10

A B V nX
V

− × ×
=

×
             (1) 

其中：X 为样品酶活力，U/mL；A410 为实验组(加
入双甘二肽)的吸光值；B410 为对照组(加入无菌

水)的吸光值；V1 为反应体系总体积，mL；V2

为加入样品体积，mL；n 为样品稀释倍数；10
为反应时间 10 min。 
1.2.7  GGT 最适反应 pH 和温度 

最适反应 pH 的检测：分别将酶液置于不

同 pH (3.0–11.0)的缓冲体系中反应，测定其在

不同 pH 条件下的酶活。不同 pH 条件下的缓冲

体 系 分 别 为 ： 柠 檬 酸 钠 - 柠 檬 酸 缓 冲 液      
(pH 3.0–5.0)、磷酸二氢钠-磷酸氢二钠缓冲液

(pH 5.0–8.0)、Tris-HCl 缓冲液(pH 8.0–10.0)和
50 mmol/L 硼酸-NaOH 缓冲液(pH 10.0–11.0)。 

最适反应温度的检测：将酶液分别置于不

同温度条件下(20–80 ℃)测定酶活，最适温度下

的 GGT 酶活被认定为 100%。 
1.2.8  5 L 发酵罐放大工艺 

首先依照 1.2.5 中所述方法培养所需的种子

液，以 10%接种量接至含有 2.5 L 发酵培养基的

5 L 发酵罐中，初始搅拌转速设置为 200 r/min，
溶氧(25.00±0.05)%，随后溶氧联动控制搅拌转

速，通气量为 1 vvm。发酵 pH 控制在 7.2 左右，

发酵 72 h。每隔 4 h 取样，测定生物量、酶活

及葡萄糖浓度。 
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1.3  统计分析 
所有实验均重复 3 次，每个数据均设置 3 个

平行，采用 Origin 2021 进行数据处理和分析。

其中：*表示 P<0.05，有统计学差异；**表示

P<0.01，有显著统计学差异；***表示 P<0.001，
有极显著的统计学差异。 

2  结果与分析 
2.1  游离表达 GGT 的地衣芽胞杆菌构

建与发酵 
为了研究 GGT 在地衣芽胞杆菌中分泌表

达情况，本研究使用串联启动子 PykzA+rbs6 和信

号肽 SPSacC 共同介导 ggt 基因表达，成功构建了

GGT 游离表达菌株 BL11/pPykzA+rbs6-SPSacC-GGT。
随后，对菌株 BL11/pPykzA+rbs6-SPSacC-GGT 进行

摇瓶发酵实验，检测发酵 48 h 的酶活力及表达

情况。如图 1 所示，与对照菌株 BL11/pHY300
相比，菌株 BL11/pPykzA+rbs6-SPSacC-GGT 的胞外

上清中大小亚基的条带明显，分别为 20 kDa (小
亚基)和 43 kDa (大亚基)，GGT 酶活为 3.67 U/mL。
以上结果表明，GGT 在地衣芽胞杆菌中成功分

泌表达，但其酶活较低，需要进一步优化提升。 

2.2  GGT 的蛋白质工程改造及酶学性

质分析 
2.2.1  GGT 突变体构建与筛选 

近年来，3D 神经自监督的卷积神经网络

(convolutional neural network, CNN) 软 件

MūtCompute 被开发出来，并被证实能够识别出

蛋白质分子上待优化的氨基酸及潜在突变   
位点，成功用于多种酶分子性能提升的优化改

造[17-18]。使用 MūtCompute 工具预测 GGT (PDB
登录号：2V36)的待进化位点，结果如图 2A 所

示，GGT 蛋白三维结构图中蓝色位点为稳定氨

基酸，浅粉色至红色为氨基酸不稳定程度，该

位点颜色越深则越不稳定。在对 MūtCompute
预测结果进行处理时，首先将各位点的 Wt_prob 
(wild type probability)结果进行升序排列，选取

Wt_prob 值小于 0.1 的氨基酸位点，随后对上述

选中的氨基酸位点的 Pred_prob (prediction 
probability)进行降序排列，选取结果大于 0.8 的

氨基酸位点。如表 3 所示，共得到 9 个待进化

位点及候选突变策略，分别为 V43T、T140G、

A202G、Q284K、K320R、P379A、D475P、A339C、

N440S。 
 

 
 

图 1  菌株 BL11/pPykzA+rbs6-SPSacC-GGT 的发酵分析   A：GGT 酶活测定(***: P<0.001)；B：发酵上

清液的 SDS-PAGE 分析。 
Figure 1  Fermentation analysis of BL11/pPykzA+rbs6-SPSacC-GGT strain. A: GGT activity. ***: P<0.001. B: 
SDS-PAGE analysis of fermentation supernatants. Lane 1: BL11/pHY300; Lane 2: BL11/pPykzA+rbs6-SPSacC-GGT; 
Lane M: Protein marker.  
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接着，在原始 GGT 表达载体 pPykzA+rbs6- 
SPSacC-GGT 的基础上，构建了上述 9 种 GGT
突变体及对应菌株，并通过发酵实验检测其突

变效果。由图 2B 可知，与野生型 WT 相比，突

变体 GGTA339C 的酶活明显提升，酶活达到了

13.06 U/mL，相比于对照提高了 255%。其他位

点发生的突变均未能提升酶活水平，且第 320、
475 位氨基酸突变后，GGT 酶活完全丧失。 
2.2.2  GGTA339C 突变对底物结合区域的

影响分析 
为了探究 GGTA339C 突变体的蛋白三维结构

变化情况，本研究使用 CAVER 3.0 软件计算野

生型 GGT 和突变体 GGTA339C 的通道参数，包括

曲率、流量、瓶颈半径和长度。结果如图 3 所示，

虽然第 339 位氨基酸远离活性口袋，但其由 A
突变为 C 后，其底物通道的平均曲率从 1.39 Å
下降到 1.30 Å，同时隧道长度由 6.8 Å 扩增到

13.6 Å。上述结果表明，A339C 突变使得 GGT
底物结合区域更加开放，隧道结构也更加趋于

直线化。该结构的改变不仅有助于活性位点接触

效率增加，还能促进产物快速释放，而这可能是

突变体 GGTA339C 催化活性提升的主要原因。 
 

 
 

图 2  GGT 的蛋白质工程改造   A：基于 MūtCompute 的 GGT 三维结构预测图；B：GGT 突变菌株

的发酵酶活分析。 
Figure 2  Protein engineering modification of GGT. A: 3D structure prediction of GGT based on 
MūtCompute; B: Fermentation enzyme activity of GGT mutant strains. ***: P<0.001. 
 
表 3  基于 MūtCompute 的 GGT 待进化位点预测表 
Table 3  Prediction table of GGT evolutionary sites based on MūtCompute 
Position Wild type amino acid Wild type probability Predict amino acid Prediction probability 
202 Ala 0.000 05 Gly 0.999 92 
440 Asn 0.000 01 Ser 0.995 31 
379 Pro 0.000 66 Ala 0.993 29 
284 Gln 0.047 41 Lys 0.945 99 
320 Lys 0.032 38 Arg 0.920 62 
140 The 0.003 08 Gly 0.902 64 
475 Asp 0.002 50 Pro 0.896 47 
339 Ala 0.008 21 Cys 0.849 87 
 43 Val 0.019 04 Thr 0.849 87 
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图 3  A339C 突变前后的通道变化   A：GGT 的隧道结构；B：A339C 的隧道结构；C：GGT 和 A339C
的曲率、流量、瓶颈半径和长度的隧道参数。 
Figure 3  Channel changes predicted for wild-type and A339C. A: Tunnel structure of GGT; B: Tunnel 
structure of A339C; C: Tunnel parameters for curvature, flow rate, bottleneck radius, and length of GGT and 
A339C. 
 
2.2.3  GGT 酶学性质分析 

为了研究突变体 GGTA339C 的最适反应 pH
和温度变化情况，首先，将野生型和突变体

GGTA339C 的发酵上清液分别置于不同 pH 缓冲

体系中，检测其酶活水平。由图 4A 可知，野

生型与突变体的最适 pH 均为 8.0。在酸性条件

下(pH 3.0–5.0)，二者的转肽活性几乎为零。在

pH 6.0–7.0 条件下，野生型 GGT 酶活保持在最 
高活力的 20%左右，而突变体 GGTA339C 的相对

酶活力保持在最高活力的 30%–40%。在 pH 
10.0–11.0 条件下，酶活几乎为零，但突变体

GGTA339C 还存在 20%酶活力。由此说明，突变

体 GGTA339C 能够在更广泛的 pH 值范围内保持

活性。 
随后，在最适 pH 条件(pH 8.0)下考察了野

生型和突变体的最适反应温度差异。如图 4B 所

示，在 20–50 ℃范围内，突变体 GGTA339C 能保

留更高酶活。野生型 GGT 的最适温度为 60 ℃，

而突变体 GGTA339C 在 65 ℃时酶活达到峰值，

说明突变体的最适反应温度有所提升。温度继

续升高后，两者的酶活开始下降，温度升至

80 ℃时，酶活性完全丧失。 
2.3  GGT 高效表达的宿主优化 

分子伴侣在蛋白质折叠和转运中发挥着重

要作用，其对于蛋白分泌表达影响重大。为研

究分子伴侣优化对 GGT 分泌的影响，选取了多

个分泌表达优化宿主进行 GGT 的表达，分别

为：启动子被替换成含有 UTR9 强启动子的分

子伴侣 DnaJ 强化菌株 BL11-UTR9-DnaJ；PrsA
表达框被整合至基因组原噬菌体基因 yqjB 位点

的 PrsA 整合表达菌株 BL11::prsA；分子伴侣抑

制因子基因 hrcA 缺失菌株 BL11ΔhrcA。将 GGT
表达载体 pPykzA+rbs6-SPSacC-GGTA339C分别电转化

至上述 3 个宿主中，获得菌株 BL11-DnaJ/pPykzA+rbs6- 
SPSacC-GGTA339C 、 BL11::prsA/pPykzA+rbs6-SPSacC- 
GGTA339C、BL11ΔhrcA/pPykzA+rbs6-SPSacC-GGTA339C。 

将上述工程菌株与对照菌株进行摇瓶发酵

实验，GGT 酶活检测及发酵液上清 SDS-PAGE
结果如图 5 所示，转运途径的强化均有利于

GGT 酶活的提高，其中工程菌株 BL11::prsA/ 
pPykzA+rbs6-SPSacC-GGTA339C 的酶活最高，达到

22.1 U/mL。然而，当在菌株 BL11::prsA 基础上 
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图 4  GGT 酶学性质检测   A：在不同 pH 下的酶活检测；B：在不同温度下的酶活检测。 
Figure 4  GGT enzymatic property detection. A: Enzyme activity detection at different pH levels; B: 
Enzyme activity detection at different temperatures. 
 

 
 

图 5  GGT 高效表达的宿主优化   A：分子伴侣强化表达对 GGT 酶活的影响；B：不同菌株发酵上清

液的 SDS-PAGE 分析。 
Figure 5  Optimization of GGT expression host. A: Effect of chaperone enhancement expression on GGT 
enzyme activity. *: P<0.05; **: P<0.01. B: SDS-PAGE analysis of fermentation supernatants of different 
strains. Lane 1: BL11::prsA/A339C; Lane 2: BL11/A339C; Lane 3: BL11ΔhrcA/A339C; Lane 4: 
BL11-DnaJ/A339C; Lane M: Protein marker. 
 
强化表达 DnaJ 后，其 GGT 酶活变化不大。因

此，后续研究依然使用工程菌株 BL11::prsA/ 
pPykzA+rbs6-SPSacC-GGTA339C 进行发酵优化。 
2.4  GGT 高产菌株的发酵放大 

为进一步提高 GGT 表达水平，对菌株

BL11::prsA/pPykzA+rbs6-SPSacC-GGTA339C 进行 5 L

发酵罐放大培养。结果如图 6 所示，初始添加

30 g/L 的葡萄糖 75 g，当其消耗完后再流加葡

萄糖共约 180 g，控制发酵全过程中葡萄糖浓度

在 3 g/L 以下。结果表明，发酵 12 h 后葡萄糖

几乎耗尽，这期间生物量呈上升趋势，菌体在

发酵 40 h 时出现二次生长，并在 48 h 时生物量 



 
 

雷家琪 等 | 基于分子改造和宿主优化促地衣芽胞杆菌高效表达 γ-谷氨酰转肽酶 
 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

2035 

 
 

图 6  5 L 发酵罐条件下 BL11::prsA/pPykzA+rbs6- 
SPSacC-GGTA339C 的发酵过程曲线 
Figure 6  Fermentation process curves of   
BL11::prsA/pPykzA+rbs6-SPSacC-GGTA339C in a 5 L 
fermenter. 
 

达到峰值。当菌体生长和代谢活动达到平衡，

产酶量开始增加，12–40 h 酶活处于稳步增长状

态，在 40–66 h 酶活快速增长，并在 66 h 达到

最高值 180.14 U/mL。 

3  讨论与结论 
GGT 在食品工业和临床医学等领域具有广

泛的应用潜力，然而，目前微生物表达 GGT 存

在酶学性质不佳、表达量不高等难题。野生型

GGT 大多可以同时引发水解、转肽及自转肽反

应，将其直接用于工业生产时，会产生大量副

产物，影响目标产物得率及下游纯化。目前，

对 GGT 催化机制的探究尚未引起广泛关注，仅

有部分研究者对其进行了初步探索 (表 4)。
Bindal 等[19]将 B. licheniformis ER15 来源 GGT
的第 109 位精氨酸进行定向突变，其中 R109K
突变体的转肽酶活性和催化效率明显优于其他

突变体。Minami 等[24]对 B. subtilis 的 GGT 进行

非理性改造，发现 D445A 突变株的转肽酶活性

丧失，水解活性则降至对照的 40.2%。Hsu 等[25]

通过定点突变，发现 E. coli 来源的突变株

GGTS463D、GGTS463K、GGTS463T 的酶活力显著下

降，这表明 Ser463 在维持 GGT 结构和功能方

面发挥重要作用。Chang 等[26]发现删除来源于

B. licheniformis的GGT最后9个氨基酸对酶自催化

过程没有明显影响，但进一步删除 Val576 会损害

其自催化过程。本研究发现来源于 B. licheniformis
的 GGT 第 339 位丙氨酸突变成半胱氨酸后，能

够在不影响水解能力的情况下，明显提高转肽

活性，进而提升酶活性和稳定性，这为其在食

品工业和其他生物催化中的应用提供了重要的

分子改造策略。 
表达宿主优化是提高蛋白表达效率、降低

酶蛋白生产成本的关键所在，目的蛋白在折叠

转运过程中，可能会被其他蛋白酶所降解，Wei
等[12]通过构建 8 个蛋白酶缺失的地衣芽胞杆菌

BL10，将纳豆激酶酶活提高了 39%。分子伴侣

在蛋白质稳态维持中扮演着重要角色，其对于

高效、准确的蛋白分泌过程必不可少。Wu 等[27]

敲除了阻遏蛋白 HrcA 及强化表达胞外脂蛋白

PrsA，使地高辛单链抗体(single chain antibody, 
SCA)片段的包涵体量明显减少。Chen 等[28]将

prsA 与部分 dnaK 操纵子组合过表达，显著提

高了 α-淀粉酶酶活。本研究通过对地衣芽胞杆

菌分子伴侣系列基因进行筛选优化，最终获得

了一株高效分泌 GGT 的工程菌株 BL11::prsA/ 
pPykzA+rbs6-SPSacC-GGTA339C ， 最 高 酶 活 达 到  
22.1 U/mL。 

地衣芽胞杆菌是异源蛋白分泌表达的优良

宿主，本研究通过机器学习指导的酶改造设计

软件 MūtCompute 进行了待进化位点的预测，

通过实验验证突变体 GGTA339C 的转肽活力明显

增强，随后通过筛选和优化表达宿主的分泌性

能，获得了一株高效分泌 GGT 的工程菌株

BL11::prsA/pPykzA+rbs6-SPSacC-GGTA339C，5 L 发酵

罐中酶活达到 180.14 U/mL，是目前报道的最高

水平。本研究不仅展示了通过基因工程手段提

高异源蛋白分泌能力的可能性，也为 GGT 高效

生产及催化应用提供了一株具有应用潜力的地

衣芽胞杆菌工程菌株，未来可通过优化 GGT 的

催化条件，用于谷胱甘肽、茶氨酸等生化产品

的转化合成。 
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表 4  GGT 分子改造的研究进展 
Table 4  Research progress on molecular modification of GGT 
Sources Host strains Revamp strategy Enzyme activities References 
Bacillus licheniformis 
DSM13 

Bacillus subtilis 
168 

Screening of promoter and signal peptide and 
optimization expression plasmid 

53.7 U/mL [8] 

Bacillus pumilus ML413 B. subtilis 168 Directed evolution: GGTT463S; HpaII-10 
promoter region and RBS sequence engineering 

60.3 U/mL [10] 

B. licheniformis ER15 Escherichia 
coli BL21 

Site-directed mutation: GGTR109K 162.1 U/mg [19] 

B. subtilis E. coli Cavity topology engineering: GGTY418F/M97Q 42.8 U/mg [20] 
B. licheniformis E. coli Site-directed mutagenesis: GGTN450D 62.6 U/mg [21] 
B. licheniformis E. coli Alanine scanning mutagenesis: GGTS461A 34.1 U/mg [22] 
Bacillus 
amyloliquefaciens BH072 

B. subtilis 168 Screening of signal peptide and optimization 
induction conditions 

55.0 U/mg [23] 

B. licheniformis B. licheniformis Machine learning-guided enzyme engineering 
design: GGTA339C; integrated lipoprotein PrsA 

180.14 U/mL This study 
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