
256 2020, Vol.41, No.05             食品科学 ※专题论述

γ-kokumi肽及其合成酶γ-谷氨酰转肽酶 
的研究进展

伍圆明1，伍伦杰1，王 莉1，林 璐1，刘 义1，孙伟峰2，丁文武1,*
（1.西华大学食品与生物工程学院，四川 成都 610039；2.衡阳师范学院生命科学与环境学院，湖南 衡阳 421008）

摘  要：Kokumi是第6种基本味觉候选之一，添加到食物中能增强味道的浓厚感、饱满感、持续性及协调性，

其相关增味产品具有巨大的开发价值和市场前景。Kokumi物质中重要的一类是具有kokumi味的γ-谷氨酰肽，

称为γ-kokumi肽，由γ-谷氨酰基及氨基酸/多肽两部分组成，可通过具有转肽活性的γ-谷氨酰转肽酶（γ-glutamyl 
transpeptidase，GGT）合成。因此，本文对γ-kokumi肽结构特征、食物来源、呈味评价方法、制备方法、GGT结构

特征、催化机理及合成γ-kokumi肽的生产应用等方面进行了综述，以期为γ-kokumi肽相关增味产品的开发以及GGT
酶法合成提供一定的参考。
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随着生活质量水平的提高和个体饮食习惯的差异

化发展，食品的味道和质量受到了越来越多的关注，人

们对食物味道的需求不再局限于单一的基本味觉体验，

还更多地追求丰富的味觉体验及幸福愉悦的味道，而
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使人感到回味无穷、浓郁持久和极富层次感的浓厚味

（kokumi）能极大程度地满足这一需求。因此，在食品

调味品领域中，kokumi已然成为了一个研究热点。

Kokumi是继五大基本味觉酸、甜、苦、咸、鲜之

后新提出的第6种基本味觉候选之一[1]，主要代表食物味

道的浓厚感（thickness）、饱满感（mouthfulness）、

持续性（continuity）及协调性（harmony of taste）[2]。

kokumi物质的特点是，当添加到基本的味道溶液或食

物中时，它们会提升5 种基本口味的协调性和呈味强度

（特别是鲜味）。目前已报道的kokumi物质多数为短肽

类[3]，而在多项关于kokumi肽鉴定的研究中发现，发酵

食物中浓厚味的主要贡献者为γ-谷氨酰多肽（γ-kokumi
肽）[4-11]并且与其他呈味分子，如寡糖、核苷酸等组合

使用还能增强浓厚味、延长回味或提升鲜味强度，具有

极大的开发价值和市场前景，因此，其生产应受到更多

的关注。

γ-谷氨酰转肽酶（γ-glutamyl transpeptidase，GGT，
EC 2.3.2.2）具有将γ-谷氨酰基转移至受体分子上的特异

性催化功能[12]，可直接催化合成γ-谷氨酰肽而受相关食品

工业领域的广泛重视，并且GGT已经成功应用于L-茶氨

酸等重要γ-谷氨酰类化合物的生产中[13-16]，为γ-kokumi肽
的酶法生产提供了有力的参考。

因此，本文对γ-kokumi肽结构特征、食物来源、

呈味评价方法、制备方法及食品中的应用，以及GGT
结构特征、转肽反应催化机理及合成γ-kokumi肽的生产

应用等方面进行了综述，加深对γ-kokumi肽结构与呈

味的关系、GGT结构与转肽活性的关系以及GGT合成

γ-kokumi肽的现状等科学和工程问题的认识，以期为新

型γ-kokumi肽的设计、γ-kokumi肽大规模生产和相关肽类

增味产品的开发提供一定的参考。

1 γ-kokumi肽概况

1.1 γ-kokumi肽的结构及特征

γ-kokumi肽是具有kokumi特征的γ-谷氨酰肽，多为二

肽或三肽。γ-谷氨酰肽分子结构如图1a所示，谷氨酸在

α-C和γ-C上都连接有—COO－基团，当谷氨酸的γ-COO－

与γ-谷氨酰基受体（R基团）的NH3
＋脱水缩合形成γ位肽

键时，即产生了γ-谷氨酰肽，其中R基团可以为多肽或

者游离氨基酸。例如最常见的γ-kokumi肽为谷胱甘肽 

（γ-Glu-Cys-Gly，GSH），其结构由γ-谷氨酰基与二

肽-Cys-Gly组成（图1b）。

γ - k o k u m i肽的结构与其浓厚味强度密切相关。

γ-kokumi肽N末端的γ-谷氨酰基是其呈浓厚味的关键基

团，Yusuke等[18]筛选二肽库发现大多数γ-谷氨酰基二肽

（γ-Glu-X）具有浓厚味活性，而α-Glu-X几乎都无浓厚

味活性，三肽中也有类似的结论。γ-kokumi肽中间残基

和C-末端同样对其浓厚味具有重要影响，当中间残基为

中等大小的不带电、非极性脂肪族残基时（如Val、Leu
等），表现出更高的浓厚味强度；C-末端残基的结构对

其呈味影响相对较小，但其优选为无侧链的Gly时，可进

一步提升γ-kokumi肽浓厚味[18-19]。此外，残基的侧链中有

含硫基团也有助于提升γ-kokumi肽浓厚味强度[19]。这些关

于肽结构与呈味的关系的结论将为新型γ-kokumi肽的设

计提供新的思路。
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图 1 γ-谷氨酰肽（a）及谷胱甘肽（b）[17]分子结构式

Fig. 1 Molecular structures of γ-glutamyl peptides (a) and glutathione (b)[17]

1.2 γ-kokumi肽的来源

目前，大多数的γ-kokumi肽都是从常见的发酵食品、

调味品或海鲜产品中分离鉴定获得（表1）。1990年， 

Ueda等[20]从大蒜中分离获得赋予浓厚味的物质，鉴定结果

表明大蒜中浓厚味的主要贡献者为γ-谷氨酰肽，包括GSH
和γ-谷氨酰基-S-烯丙基-L-半胱氨酸（γ-Glu-S-allyl-Cys） 

等。随后，Ueda等 [21]又从洋葱中分离鉴定出新的浓厚

味物质γ-谷氨酰基-S-(1-丙烯基)-半胱氨酸亚砜。近年

来，对菜豆[4]、Gouda干酪[22]等存在kokumi味道的成分

分析发现，γ-kokumi肽物质是其主要的味道提供者。

Kuroda[6,23-24]和Miyamura[7,25-26]等陆续在商业鱼酱、加工

扇贝、酱油、酿造酒精饮料等食品中检测鉴定获得一种

典型的γ-kokumi肽——γ-Glu-Val-Gly，并指出该肽对发

酵食品感官品质具有显著影响[27]；后续的食品增味实验

结果也表明，γ-Glu-Val-Gly添加到低脂食品或鸡肉清汤

中能明显提升其味道的饱满感和持续性[9,27]。Zhao等[28]

也在发酵的酸面团中鉴定出6 种γ-kokumi肽（表1），这

些肽是面团浓厚感味的关键成分。最近，研究人员逐渐

开始关注γ-kokumi肽的酶法合成，Yang Juan等[29-30]通过

生物酶催化方法合成了多种系列的γ-kokumi肽，分别有 

γ-[Glu](n=1,2,3,4,5)-Phe、γ-[Glu](n=2,3,4)-Val和γ-[Glu](n=2,3,4)-Met，这

些γ-kokumi肽都展现出浓厚的味道，并且能有效增强酱油

的鲜味和连续性，以及鸡肉清汤的浓厚感和饱满感。

越来越多的γ-kokumi肽从不同的风味食物中被鉴定

获得，并陆续地被验证能赋予食物浓厚感、饱满感、
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持续性等口感特性，展现出非常强的增味能力；因此，

γ-kokumi肽具有进一步开发成相关肽类食品风味增强剂

的巨大潜力。

表 1 γ-kokumi肽的序列及来源

Table 1 Sequences and sources of γ-kokumi peptides

γ-kokumi肽 来源 参考文献

γ-Glu-Cys-Gly（GSH） 大蒜、洋葱、酵母提取物 Ueda等[20-21]

γ-Glu-S-allyl-Cys 大蒜、酶合成 Ueda[20]、Speranza[31]等

γ-Glu-S-(1-propenyl)-cysteine 
sulfoxide 洋葱 Ueda等[21]

γ-Glu-Val 菜豆、化学合成、发酵面团、
酶合成

Dunkel[4]、Ohsu[32]、 
Zhao[28]、Suzuki[33]等

γ-Glu-Leu 菜豆、奶酪、
发酵面团、酶合成

Dunkel[4]、Toelstede[22]、
Zhao[28]、Lee[34]等

γ-Glu-Cys-β-Ala 菜豆 Dunkel等[4]

γ-Glu-Glu 奶酪、发酵面团 Toelstede[22]、Zhao[28]等

γ-Glu-Gly 奶酪 Toelstede等[22]

γ-Glu-Gln 奶酪 Toelstede等[22]

γ-Glu-Met 奶酪、化学合成、发酵面团、
酶合成

Toelstede[22]、Ohsu[32]、
Zhao[28]、Speranza[31]等

γ-Glu-His 奶酪 Toelstede等[22]

γ-Glu-Ile 发酵面团 Zhao等[28]

γ-Glu-Tyr 大豆 Shibata等[11]

γ-Glu-Phe 大豆、发酵面团、酶合成
Shibata[11]、Zhao[28]、 

Suzuki[35]等

γ-Glu-Ala 化学合成 Ohsu等[32]

γ-Glu-Cys 化学合成 Ohsu等[32]

γ-Glu-Abu-Gly 化学合成 Ohsu等[32]

γ-Glu-Cys-Gly 化学合成 Ohsu等[32]

γ-Glu-Val-Gly 奶酪、鱼酱、扇贝、酱油、
啤酒、清酒、化学合成

Kuroda[6,23-24]、Miyamura[7,25]、
Speranza[31]、Suzuki[35]等

γ-[Glu](n=1,2,3,4,5)-Phe 酶合成 Yang Juan等[29]

γ-[Glu](n=2,3,4)-Val 酶合成 Yang Juan等[30]

γ-[Glu](n=2,3,4)-Met 酶合成 Yang Juan等[30]

1.3 γ-kokumi肽的呈味评价方法

目前对γ-kokumi肽的呈味评价方法通常为感官评价

法和钙敏感受体（calcium-sensing receptor，CaSR）活性

检测法。

感官评价法因简便、迅速、准确分析样品的优点，

被广泛用作于呈味肽呈味效果的测定[36]。γ-kokumi肽的感

官评价测定不同于基本味觉酸、甜、苦、咸、鲜肽的测

定方式，原因在于自身的水溶液基本上不存在味道或者

呈味效果较低，但是只需要少量添加至鲜味物质（如谷

氨酸钠）中，即可显著降低其鲜味阈值并提升鲜味溶液

的连续性和口感。因此在采用感官评价法评价γ-kokumi
肽的阈值时，将实验品按照一定浓度梯度稀释添加到基

本的酸、甜、苦、咸、鲜的感官标准的单一溶液或者是

混合液，按照一定标准进行打分，再根据统计学分析得

出最终的感官评价结果。但是由于kokumi味物质的呈味

的复杂性，使用感官评价法难以满足定量准确的检测，

因此需要寻找更精确的检测方式。

近年来，CaSR活性检测法作为一种新型γ-kokumi
肽的检测方法逐渐受到学者的关注 [37-38]。CaSR作为

人体感知kokumi物质受体，与基本味觉的受体有味觉

信号功能偶联性。Brennan等 [39]对kokumi类物质的信

号传递做出以下猜想：CaSR在接收到kokumi物质受

体时，接收刺激释放Ca2＋增加胞内浓度，产生一系列

的味觉信号传导，如增加ATP释放加强接收鲜味物质

的信号，从而达到降低鲜味物质阈值的效果。Ohsu
等 [38]合成一系列γ-谷氨酰肽，采用CaSR结合感官评价

检测法检测kokumi呈味效果，结果表明经过感官验证

确定的γ-kokumi肽均能激活CaSR，且呈味阈值的高

低与激活CaSR的激活力密切相关。后来，Yusuke[18]

和Kuroda[40]等进一步研究了CaSR的感应机制，检测

了一系列人工合成的 γ -kokumi肽，结合感官评价验

证，发现γ-kokumi肽的阈值越低，刺激CaSR释放Ca2＋ 

的能力越强。由此表明CaSR活性检测法可作为一种新型

γ-kokumi肽的检测方式。但是CaSR方法检测存在一定局

限性，因为CaSR易受到某些阳离子、碱性肽类和多胺类

物质的刺激释放Ca2＋导致检测结果的不准确性[41-42]。因此

CaSR活性检测法通常是与感官评价法共同使用对kokumi
物质进行检测。

1.4 γ-kokumi肽的制备

尽管γ-kokumi肽具有非常强的增味功能，但是市

场上γ-kokumi肽类食物增味剂非常少，仅有GSH或富

含GSH的酵母提取物成功商业化并用于增强食物的浓 

厚味[43-45]，其中最重要的一个原因是γ-kokumi肽的大规模

生产能力较低。目前制备γ-kokumi肽方法主要有化学合

成、微生物发酵和酶法合成。

化学合成法以简单底物作为原料进行合成γ-kokumi
肽，例如Yusuke等 [18]通过N -α -苄氧羰基保护γ -谷氨

酰基并逐个地将Glu、Val、Gly残基缩合到主链制备 

γ-Glu-Val-Gly，最终得率为54%，但化学合成由于反应途

径长、基团修饰操作复杂、成本高、化学物毒性等问题，

不适用于γ-kokumi肽的工业化水平大规模生产。由于当前

大部分γ-kokumi肽来源于发酵风味食品，传统的微生物

发酵也是获得γ-kokumi肽浓厚味物质有效选择之一。然

而目前常见的发酵风味食品都是传统的固态发酵，存在

时间长、产量低、纯化难，工业化难度较高等问题，仅

有少许γ-kokumi肽，如GSH通过液态发酵实现了大规模

生产，且优化发酵工艺提高了其产量[46]，但产物分离纯

化难等问题亟待解决。酶法合成是通过生物酶催化合成

γ-kokumi肽。文献中已报道的酶主要有两种：1）谷氨酰

胺酶（EC 3.5.1.2）。该酶具有一定的γ-谷氨酰基转移活

性[47-48]，有少数学者通过谷氨酰胺酶合成γ-kokumi肽，用

于提升食物风味[29-30,49]。但谷氨酰胺酶受体的底物特异性

较差，γ-谷氨酰基转移活性较低，难以用于γ-kokumi肽的

工业化生产。2）GGT。GGT属于转移酶而不是合成酶，

它不需要ATP等能量来源，并且酶活力较高，具有大规模
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生产γ-kokumi肽的应用前景。关于GGT转肽催化生产重

要γ-谷氨酰类化合物如：L-茶氨酸、γ-谷氨酰-多巴等[13-15] 

的研究已经比较成熟，为GGT催化生产γ-kokumi肽提供

了强有力的参考。

综上所述，在γ-kokumi肽的制备中，由于化学合成

的步骤复杂、成本高以及传统发酵法的产量低、纯度低

等缺点，酶法合成被视为一种有效的、低成本的生产手

段。其中，GGT因具有较强的转肽活性而在γ-谷氨酰类

化合物的合成中备受重视，使用GGT生产γ-kokumi肽将

有效促进γ-kokumi肽的生产及在食品调味中的应用。

2 γ-kokumi肽合成酶GGT

2.1 GGT的来源及结构分析

GGT也称“谷氨酰基转移酶”或“谷酰转肽酶”，

从20世纪中叶开始，人们从细菌、植物、动物中相继

发现GGT，如奇异变形杆菌（Proteus mirabilis，Pm）

GGT[50]、大肠杆菌（Escherichia coli，Ec）GGT[51]、枯

草芽孢杆菌（Bacillus subtilis，Bs）GGT[52]、幽门螺旋

杆菌（Helicobacter pylori，HpGGT）[53]、地衣芽孢杆

菌（Bacillus licheniformis，Bl）GGT[54]和解淀粉芽孢杆

菌（Bacillus amyloliquefaciens，Ba）GGT [55]、洋葱和老

鼠、牛、马、人（human GGT，HGGT）的肝、肾、胰提

取物等[50,56]。GGT在原核生物和真核生物的分布情况具有

一定的差异性，真核生物中GGT定位于细胞膜，原核生

物中则分布在周质空间或者被分泌到细胞外[57-58]。正是由

于这种分布的差异性，原核生物来源的GGT更便于提取

和纯化，因此在工业生产中主要采用原核来源的GGT进
行生产γ-谷氨酰基化合物，如采用EcGGT酶法合成γ-谷氨

酰类化合物茶氨酸[51,59]，或将BsGGT添加到“moromi”
半固态发酵发酵液中可提升成品的醇厚滋味感[60]。

随着科学技术的发展，蛋白质结晶技术得到了全新

的突破，蛋白质结构解析的分辨率越来越高，有助于深

入理解蛋白结构和功能之间的关系。近年来，多个研究

团队解析了不同来源的GGT晶体结构，以期从接近原

子水平的精密结构解释其生化特性存在的差异性。对蛋

白质结构数据库中的GGT序列比对（图2）和结构比对 

（图3）分析发现，根据活性中心区域空间构象的不同可

以分成两类。

第一类为带有“活性开关装置”活性中心的GGT，如

HGGT（PDB：4Z9O）[61]、HpGGT（PDB：2QM6）[62]、

EcGGT（PDB：2DBU）[63]等。以EcGGT活性中心结构为

例（图3a），其活性中心是一个有“封口的口袋”，该

结构的形成是由于：GGT自裂解催化过程中，位于活性

中心的EcGGT的大亚基C端末尾氨基酸（第375～390位） 

围绕Ile378发生偏转，并远离小亚基N端Thr 30Å以上。

空出来的区域形成一个能够接受γ-谷氨酰化合物的活性

口袋，并且活性口袋的上方存在大部分真核细胞中才会

存在的“盖子-突环”结构（lid-loop）[64]，该loop结构

柔性较大，形成一个活性开关装置，控制着底物和产

物进出的速率。第二类为“开放式”活性中心GGT，
如BsGGT（PDB：3A75）[64]和BlGGT（PDB：4OTT） 

（图3b）[65]等。与第一类GGT活性中心区别在于，这类

GGT在自在酶自成熟的过程中大亚基的C端末尾在成熟前

后没有发生偏移构象的改变，位于小亚基的N端附近，并

且在活性中心上方不存在lid-loop结构，从而形成开放式

的活性中心结构。

图 2 不同来源GGT序列比对[50-55,61]

Fig. 2 Alignment of GGT sequences from different sources[50-55,61]

a
lid-loop

N Thr C

b

N Thr

C

图 3 EcGGT（a）[63]和BlGGT（b）[65]的三维结构差异

Fig. 3 Three-dimensional structural differences between  

EcGGT (a) and BlGGT (b)

对GGT活性中心及周边区域分析发现，存在活性

中心上方的lid-loop结构起着隔离活性中心和外部环境

的作用，在酶催化反应过程中作为底物和产物进出的

开关 [62]。而控制lid-loop结构灵活的关键性氨基酸为盖

环顶点处的芳香族氨基酸[62,66]。原核生物以EcGGT为例

（图4a），lid-loop上保守的Tyr444上的酚羟基与保守的

Asn411的侧链酰胺官能团形成氢键保持lid-loop的空间

位置，从而起到保护活性中心的功能[67]。而HGGT的酶

活力高于原核生物来源的GGT，原因在于lid-loop中心处

EcGGT Tyr444所对应的氨基酸残基为Phe433，该残基不

存在酚羟基，因此不能形成氢键（图4b），这样增加了

lid-loop的灵活性，有利于底物的进入和产物的释放[68]。 
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Terzyan等[61]对HGGT进行结晶进一步证明HGGT不含上述

可以固定lid-loop结构的氢键（图4b），从而导致HGGT
的lid-loop柔性较高，具有有高迁移率。Calvio等 [69]也

对lid-loop结构的作用进行进一步探究，将EcGGT上的 

lid-loop结构通过基因设计到BsGGT中，在突变体BsGGT
催化反应过程中，lid-loop结构展现出优先允许小分子 

γ-谷氨酰底物进入酶的活性中心而大分子后进入的调控

功能，并且突变过后BsGGT的酶活力和稳定性比原酶显

著提升，酶稳定性增高的原因可能是lid-loop结构对活性

中心有一定的保护作用。以上的研究发现有助于选择用

于生产γ-kokumi肽及其他γ-谷氨酰化合物为目的产物的

GGT，还为设计具有高酶活力的突变体GGT提供一定参

考意见。

Asn411

a

Tyr444

lid-loop

b lid-loop

Phe433

图 4 EcGGT（a）[63]和HGGT（b）[61]的lid-loop结构差异

Fig. 4 Lid-loop structural differences between EcGGT (a)[63]  

and HGGT (b)[61]

2.2 GGT的成熟机制
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O

OO

HO
H2OThr 391
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图 5 EcGGT自催化剪切过程[63]

Fig. 5 Autocatalytic cleavage process of EcGGT[63]

GGT属于N末端亲核水解酶家族的成员之一，这类

酶家族成员的共同特点是：转录翻译生成的前体蛋白没有

酶活力，需要激活N端的Ser或者是Thr进行自催化裂解后

才能产相应生酶活力，称为自催化裂解成熟机制[63,70-71]。 

在GGT的自催化裂解过程中，其关键氨基酸为小亚基 

N端高度保守的Thr[63,72]。Okada等[63,73]使用Ala将EcGGT小
亚基N端Thr取代，获得的突变体T391A在形成二聚体过

后没有酶活力，Pica[74]、Murty[75]、Kristin[76]等采用类似

的方法对BlGGT、BsGGT等不同来源的GGT进行突变验

证，也得到相同的结果。以上研究表明小亚基N端的Thr
对GGT自催化裂解反应起着关键性的作用。GGT自催化

裂解具体过程如图5所示，GGT基因首先通过转录翻译形

成前体蛋白，小亚基N端的Thr作为亲核试剂进攻大亚基

C端的羰基形成过渡状态的四面体中间体，Thr上的氨基

通过质子化裂解C—N形成酯中间体，最后细胞基质中的

水作为活性剂进攻中间体的羰基，前体蛋白裂解成为二

聚体。二聚体的大亚基分子质量通常为38～72 kDa，小

亚基的分子质量为20～66 kDa。
2.3 GGT的催化机理

小亚基N端高度保守的Thr不仅是GGT前体蛋白自

催化裂解成熟的关键氨基酸，也是GGT催化反应中进攻

底物的关键催化位点。GGT在催化反应属于乒乓反应机

制，分为酰化反应和去酰反应两个步骤（图6）[72,77-79]。

酰化反应：首先是γ-谷氨酰底物进入GGT的活性中心，

GGT小亚基N端上的Thr羟基氧原子亲核进攻底物上γ-谷
氨酰的羰基肽，形成γ-谷氨酰基-GGT中间体 [80]；去酰

化反应[12]：水、氨基酸或者多肽类（一般为二肽或者三

肽）等作为亲核试剂物质进入GGT活性中心进攻γ-谷氨

酰基-GGT四面体中间体的羰基，中间体键断裂从而生成

新的γ-谷氨酰基化合物。根据去酰化亲和试剂的种类不同

分为水解反应、转肽反应和自转肽反应。GGT反应类型

与所处环境的pH值密切相关相关，水解反应在酸性或者

中性条件下进行，而转肽反应在碱性条件下进行。

O

O O
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OOOOO

R1H

R1

O

O

NH3

NH3

NH3NH3 NH3
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H2O
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HO HO HO
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H2N H2N
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OOO
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RH

HO
Thr 391

Thr 391

Thr 391 Thr 391 Thr 391

GGT

GGT

GGT GGTGGT

γ-Glu-R

图 6 GGT的催化机理及反应类型[63]

Fig. 6 Catalytic mechanism and reaction type of GGT[63]

2.4 GGT转肽反应的应用

目前已有报道表明，使用GGT可成功催化生产多种 

γ-谷氨酰类化合物，如：L-茶氨酸、γ-谷氨酰-多巴等[13-15]，

但是GGT在碱性条件下极易发生不可逆的变性失活，限

制其在实际生产中的应用。彭清等 [15]发现GGT在高pH
值下容易失活的原因是亚基解聚导致活性中心构象发生

改变 [81]，为稳定GGT的亚基结构，在远离酶活性中心
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的亚基表面选择合适的位点进行改造，增强亚基的疏水

性能，最终得到稳定性较强的突变酶Y280V比原酶在高

pH值下活力提高至58%以上。Keillor[12]及Carlo[82]等发现

GGT在碱性条下进行转肽反应时，自转肽反应也存在，

这导致得到的产物产量和纯度较低。因此，在GGT工程

化方面，如何降低自转肽反应的发生以及提高转肽反应

效率从而提高产物量是当前亟待解决的重要问题。

最近，Lin Longliu[65]、Lin Minguan[83]等发现来源于地

衣芽孢杆菌的BlGGT转肽酶活力较高，对其活性口袋中

的关键位点和周围的氨基酸空间结构进行分析（图7）， 

发现BlGGT活性中心结构由周围残基形成的氢键网络

所固定，其中，构成氢键网络的保守残基Asn450对
活性中心的稳定具有重要影响，对该点活性改造设计

得到的突变体N450D不仅明显提高转肽反应的催化能

力，还将转肽反应/水解反应比例从3.5最高提升到18。 

Bindal等[84]对Arg109的定点突变研究发现，其带正电荷

的侧链基团对底物的结合和自转肽催化至关重要，突

变体R109K自转肽反应的活性降低，转肽反应合成茶氨

酸效率得到了明显的提高。Pica[74]、Nakajima[85]和Chi 
Mengchun[86]等则对Arg109在BlGGT活性中心的具体作

用进行了研究，改造与活性中心Arg109侧链相互作用的

Gly482和Gly482，酶的整体构象几乎没有发生改变，但

是活性中心的Arg109空间位置发生较大偏移从而导致对

酶活性产生了影响。由于GGT催化的相似性，其他来源

的GGT可参考上述结果进行酶工程改造以提高转肽活性

和降低自转肽反应活性，为生产γ-kokumi肽提供良好的

酶催化剂。

Thr399

Glu438

Gly482

Ser461

Ser460
Gly481

Asp441

Asn450

Arg109

图 7 BlGGT活性中心的关键残基[65,74,83-84,86]

Fig. 7 Key residues in the active center of BlGGT[65,74,83-84,86]

3 GGT合成γ-kokumi肽的应用

3.1 GGT合成γ-kokumi肽的优势

GGT具有独特转肽催化特性，对于γ-谷氨酰类化

合物特别是γ-kokumi肽的工业化生产非常有意义。相

较于其他合成方法，使用GGT作为生物酶催化剂生产

γ-kokumi肽具有多方面的优势[87]：1）和化学合成法相

比，GGT催化合成无需对氨基酸或其他活性基团进行基

团保护和去保护操作，酶仅同γ-谷氨酰基供体和受体相

互作用，反应过程简单；2）GGT属于转移酶而不是合成

酶，进行催化时不需要ATP、金属阳离子等能量物质或

辅助因子；3）GGT对γ-谷氨酰基受体的底物特异性非常

广泛，添加不同的受体即可生成相应的γ-谷氨酰类化合

物；4）细菌来源的GGT以未糖基化修饰的可溶性蛋白形

式存在于细胞的周质空间或胞外，因此细菌来源的GGT
比较容易获得；5）不同于哺乳动物来源的GGT，细菌来

源的GGT转肽催化时能使用较廉价的γ-谷氨酰基供体，

如谷氨酰胺等，可有效地降低生产成本。

3.2 GGT合成γ-kokumi肽实际应用

在21世纪之前，γ-谷氨酰肽的kokumi味性质未被广泛

了解，GGT曾作为一种风味改善酶进行研究，证实该酶可

改善食物的整体风味并能减弱苦味氨基酸的苦味[35,88-89]。 

近10 年来，对于GGT合成γ-kokumi肽并改善食品风味的

可行性研究报道逐渐增多。2009年，Toelstede等[5]研究证

明青霉菌（Penicillium roqueforti）来源的GGT直接参与

了蓝色脉纹奶酪中γ-kokumi肽的合成，对奶酪的浓厚味

具有重要的贡献作用。Hillmann等[10]也证实牛奶原料中

的GGT是帕玛森芝士成熟过程中浓厚味物质——γ-kokumi
二肽形成的关键因素。类似地，van Ho等[60]在日本发酵

豆酱中添加BsGGT合成γ-kokumi肽以提升豆酱的浓厚感

味，结果表明γ-Glu-Val和γ-Glu-Val-Gly两种γ-kokumi肽浓

度分别提高到70 µmol/L和16 µmol/L，同时提升了产品的

鲜味，增强了豆酱的风味。

GGT催化合成γ-kokumi肽的能力得到验证后，研究

人员逐步开始通过添加特异性γ-谷氨酰基受体的方式用

GGT催化合成特定的γ-kokumi肽。Suzuki等[35]以细菌来

源的GGT为生物催化剂合成γ-Glu-Phe，在Gln和Phe浓度

200 mmol/L、酶活力0.5 U/mL、pH 10.4及温度37 ℃的条

件下反应1.5 h，最终γ-Glu-Phe的产率为70%，远高于化

学合成；随后，Suzuki等[33]按照同样的方法，优化反应条

件后，GGT催化合成γ-Glu-Val的产率高达88%。2012年， 

Speranza等 [31 ]通过添加不同受体的方式成功合成了 

γ-Glu-S-allyl-Cys和γ-Glu-Met及其衍生物，但γ-kokumi肽
的产率较低，可能的原因是该实验中GGT来源于马肾，

转肽反应活性较低。近些年，Lee[34]、Chi Mengchun[86]、

Chen Yiyu[90]等使用BlGGT逐步合成了γ-Glu-S-allyl-Cys、
γ-Glu-Phe和γ-Glu-Leu 3 种γ-kokumi肽，并通过条件优化提

高这些肽的产量；值得注意的是，该团队还研究了BlGGT
的固定化催化应用 [91]，通过共价键或非共价键的方式

将BlGGT固定在氧化石墨烯纳米片上催化合成γ-Glu-Phe 
和γ-Glu-Leu，最终产物收率都超过31%，其中共价固

定的GGT在30 d的储存期间具有与游离酶相当的酶稳定

性，可以循环催化9 次，9 次使用后其酶活力约为初始酶

活力的45.3%。另外，Suzuki等[92]创新性地将谷氨酰胺酶

和GGT组成双酶合成系统，添加到麦麸和大豆蛋白后高
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效进行γ-谷氨酰物水解反应和转肽反应，最终生产获得浓

厚味较强的增味剂。总地来说，由于GGT具有以上诸多

优点，利用GGT催化是合成γ-kokumi肽的一种有效的、

低成本的生产手段，并且结合酶工程改造、酶固定化催

化及双酶合成系统等工程化策略能有效提高GGT生产能

力，并降低生产成本，有助于酶法合成γ-kokumi肽的工

业化生产。

4 结 语

前期关于γ-kokumi肽结构特征、调味应用及酶法合

成的研究取得了很大的进步，但仍然有许多科学及工程

等各方面的问题值得进一步研究。1）γ-kokumi肽的稳

定性和安全性。由于γ-kokumi肽的目标是开发相关肽类

增味剂，在产品贮藏、消费以及食用过程中其稳定性

和安全性应得到高度重视，相配套的食品准入门槛和

定性、定量分析检测标准也需同步进行探索和研究。 

2）γ-kokumi肽的三维构象特征。关于γ-kokumi肽二级

结构与呈味的关系研究已经取得了较大的进展，但更为

重要的三维构象特征未被清楚认识，而γ-kokumi肽正是

因为特殊的三维构象才能激活kokumi受体并传递信号，

产生浓厚味；因此，应加强基于kokumi受体的γ-kokumi
肽三维结构特征分析，从分子层面理解γ-kokumi肽呈味

机制，也为新型γ-kokumi肽的设计和挖掘提供参考。 

3）GGT合成γ-kokumi肽的效率和产量还有待提高。目前

文献已报道的GGT催化合成γ-kokumi肽几乎都处于实验

室级生产水平，还未找到同时满足高转化率、高产量、

高强度的GGT，后续的研究可以通过筛选高活性的GGT
和GGT酶工程改造，或结合液态发酵、固定化酶等工程

化策略提高γ-kokumi肽的合成效率和强度，同时加强生

产工艺的研究提高其产量，为γ-kokumi肽低成本、高产

量的工业化生产提供基础。

虽然国内对于γ-kokumi肽的研究起步较晚，但也有

多个优秀的研究团队在开展相关工作，随着多方面问题

的深入研究，会有更多的浓厚味增味剂出现在餐桌上，

为我们创造更绿色、健康、美味的幸福生活。
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