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摘   要：蛋白质交联在食品、化工和医药等领域发挥重要的作用。利用酶催化蛋白质交联是一种

可替代物理和化学交联的高效经济的方法。然而，目前仍缺乏详细的酶促蛋白质交联分子层面的解

析。本文综述了酶催化的蛋白质交联反应机制及其对蛋白质结构的影响，以及在食品、化工和医药

领域的应用，并展望了酶促交联的发展。 
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Abstract: Protein cross-linking plays important roles in food, chemical, medicine and other fields. 
Enzyme-catalyzed protein cross-linking is an efficient and economically viable alternative to physical and 
chemical cross-linking. However, detailed analysis of enzyme-catalyzed protein cross-linking at molecular 
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level is still lacking. This review summarized the mechanisms of enzyme-catalyzed protein cross-linking, 
its effects on protein structure, and its applications in food, chemical and pharmaceutical fields. 

Keywords: protein cross-linking; transglutaminase; oxidase; lipoxygenase; glutamyl endoproteinase; 
industrial application 

 

蛋白质是人体必需的营养物质之一，作为

生物大分子在维持人体正常的生长发育、新陈

代谢、免疫调节等生命活动中发挥重要作用。

蛋白质的构象变化和蛋白质间的相互作用影响

着生命活动的整个过程，是当前生命科学领域

的研究热点之一。随着国民健康意识的提高，

人们对蛋白质的重视程度逐渐得到提高，蛋白

质的加工技术也逐步得到关注。 
蛋白质交联是指蛋白质内的多肽链之间 

(分子内交联) 或者蛋白质分子间 (分子间交联)
形成共价键的过程，可显著改善蛋白类食品的

功能特性。目前，蛋白质交联的方法包括物

理、化学和酶法[1]。其中，物理交联主要通过

加热、高压处理和超声波等手段来改变蛋白质

分子的结构和聚集状态。化学交联则需要使用

化学试剂来改变分子特性，如目前食品中广泛

使用的化学交联剂戊二醛[2]。与物理交联和化

学交联相比，酶法交联因具有反应条件温和、

不产生副产物、高特异性以及高催化效率和产

率等特点而备受青睐。经过几十年的发展，已

经开发出一系列具有优异功能特性  (包括耐

pH、耐高温、耐盐、高活性和高底物利用率) 
的商用酶 [3]。此外，酶温和的反应条件减少了

加工过程中营养物质的损失，使其非常适合应

用于食品工业。 
目前，蛋白质的酶法交联分为转酰基交联

和氧化交联。其中，对谷氨酰胺转氨酶进行蛋

白质交联的研究较系统全面，而利用氧化酶进

行蛋白质氧化交联的研究也逐步引起人们的关

注 [4-5]。本文综述和比较了谷氨酰胺转氨酶、

氧化酶、脂氧合酶和谷氨酰内肽酶的催化机

理，及其在食品、化工和医药方面的应用。 

1  交联酶的性质及作用方式 
酶促蛋白质交联技术在工业中应用广泛，

能有效改善蛋白质的结构和功能。目前常用的

交联酶包括谷氨酰胺转氨酶、氧化酶 (酪氨酸

酶、漆酶、过氧化物酶、巯基氧化酶)、脂氧

合酶和谷氨酰内肽酶等，其性质、晶体结构和

催化机制见表 1 和图 1。 

1.1  谷氨酰胺转氨酶 
谷氨酰胺转氨酶  (transglutaminase, EC 

2.3.2.13)，简称 TG 酶，属于酰基转移酶。谷氨

酰胺转氨酶催化蛋白质中谷氨酰胺残基的 γ-羟
胺基团与伯胺化合物 (酰基受体) 之间发生酰

基转移反应，生成异肽键，从而使蛋白质发生

共价交联。在反应过程中，每个交联释放一个

氨分子。如果胺基底物不能作为酰基受体，

TG 酶可利用水作为酰基受体催化谷氨酰胺残

基的脱胺化。TG 酶对酰基受体底物具有宽泛

性，这是最早在豚鼠的肝脏中发现的，随后又

在动植物和微生物中发现。TG 酶的性质因来源

不同而具有很大差别，哺乳动物的 TG 酶通常依

赖于 Ca2+的存在，而来自链霉菌的 TG 酶不依赖

Ca2+因子[6]。在细菌来源的 TG 酶中，来自茂源

链霉菌 (Streptomyces mobaraensis) 的微生物谷

氨酰胺转氨酶  (microbial transglutaminase, 
mTG) 是一种由 331 个氨基酸残基组成、分子

量为 38 kDa 的分泌蛋白单体，其翻译加工后在

细胞质膜外被激活。mTG 酶的催化活性依赖于 
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表 1  蛋白质交联酶的概述 
Table 1  Overviews of enzymes catalyzing protein cross-linking  
Enzymes Cofactors Substrate proteins Application 
Transglutaminase Ca2+ Myosin; actinin; wheat protein; soy 

protein; collagen; casein 
Seafood; surimi products; meat products; wheat 
products; dairy products; baked food manufacturing 

Tyrosinase Cu2+ Casein; collagen; β-lactoglobulin; 
oat protein; gelatin; soy glycinin; 
actomyosin 

Protein network formation; hydrogel formation; 
bread making; emulsion stabilization; production 
of protein nanoparticles 

Laccases Cu2+ Whey protein isolate; collagen; oat 
protein; gelatin; β-lactoglobulin; 
bovine serum albumin; bovine skim 
milk; stirred fermented milk 

Protein network formation; hydrogel formation; 
bread making; emulsion stabilization; production 
of protein nanoparticles 

Peroxidase Heme α-lactoalbumin; bovine serum 
albumin; gelatin; whole bovine milk 

Protein network formation 

Sulfhydryl oxidases FAD, FMN Wheat protein Protein network formation 
Lipoxygenase Fe2+ Wheat protein Protein network formation 
Glutamyl endoproteinase Ca2+ Soy protein Protein condensation 

 
半胱氨酸残基 (Cys64)，该残基与邻近的 Asp255
和 His274 构成催化三联体[6]。mTG 酶的最佳反

应 pH 为 5.0−8.0，最适反应温度为 40 ℃，但在

70 ℃下迅速失活[7]。自 1980 年开始，TG 酶就

已被引入到食品加工领域中的动植物蛋白质加

工过程。TG 酶介导的分子交联能够提高蛋白

质的热稳定性和持水力等特性，有助于形成强

有力的凝胶，改善蛋白制品的品质 [8-9]。此

外，TG 酶还可催化蛋白质发生脱酰胺反应，改

善蛋白质的起泡性和乳化性[10]。蛋白质谷氨酰

胺酶 (protein-glutaminase, EC 3.5.1.44) 也能够

脱去多种蛋白质、多肽或者短肽的氨基，特异

地作用于蛋白质或多肽的谷氨酰胺基团，产生

谷氨酸并释放氨，由此改善蛋白质的特性，从

而拓展了植物蛋白在食品工业中的应用[11-12]。 

1.2  氧化酶 
氧化酶如酪氨酸酶、漆酶、过氧化物酶和

巯基氧化酶也可催化蛋白质的交联[13]。酪氨酸

酶和漆酶均属于多酚氧化酶类，但它们的催化

方式有所不同。在氧气存在的情况下，漆酶并

不氧化酪氨酸，而是氧化对二酚。酪氨酸酶则

具有双功能，它既氧化邻二酚，也氧化一元酚。

漆酶通过形成自由基来催化交联，而酪氨酸酶

催化形成醌中间体。 
1.2.1  酪氨酸酶 

酪氨酸酶 (tyrosinase, EC 1.14.18.1) 是含

铜氧化还原酶，其属于铜Ⅲ型蛋白家族。酪氨

酸酶的每个亚基含 2 个铜离子，2 个铜离子分

别与蛋白质分子上的 3 个高度保守的组氨酸分子

相结合，另外 2 个内源的氧原子则将 2 个铜离子

联系在一起，构成了酪氨酸酶的催化中心[14]。

酪氨酸酶具有独特的双重催化功能，其能够催

化一元酚氧化成邻位的二元酚，并进一步将二

元酚氧化成邻苯醌。在整个催化过程中，氧分

子作为电子受体，被还原为水而不是形成过氧

化氢，且氧化 1 mol/L 一元酚需要 1 mol/L 氧分

子，而氧化 1 mol/L 二元酚需要 0.5 mol/L 氧分

子。这 2 种催化过程中最终释放的产物都是

醌，它是构成黑色素的前体[15]。因此，酪氨酸

酶可将蛋白质侧链中的酪氨酸氧化为醌，从而

进一步与蛋白质中存在的赖氨酸、酪氨酸和半

胱氨酸残基交联。 
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图 1  蛋白质交联酶的催化机制 
Figure 1  Catalytic mechanisms underlying enzyme-catalyzed protein cross-linking. 
 

酪氨酸酶在自然界中普遍存在，它们存在

于哺乳动物、植物和微生物中[5]。在植物中，

酪氨酸酶与黄酮、生物碱、酚类和木质素等的

合成代谢有关。在真菌中，酪氨酸酶主要位于

细胞质中，参与孢子的形成与稳定，包括抵抗

脱水、紫外线和 γ 射线的辐射。大多数真菌的

酪氨酸酶是多聚体，而细菌酪氨酸酶通常是单

体或者二聚体。人体内的酪氨酸酶位于皮肤的

黑色素细胞中，其催化合成的黑色素被分泌到

表皮和毛发的角质细胞中，使体表着色，从而
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起到保护皮肤和眼睛免受紫外线的辐射以及避

免内部组织过热等作用[16-17]。许多微生物和植

物的酪氨酸酶在微酸性 pH 范围内有最适的反

应 pH 值，通常在高于 70 ℃的温度下几分钟内

失去活性。 
1.2.2  漆酶 

漆酶 (laccase, EC 1.10.3.2) 是一种含铜的

多酚氧化酶，其能催化氧化酚类和芳香类化合

物生成相应的苯醌，同时伴随着电子的转移将

分子氧还原成水。漆酶具有较宽的底物特异性，

其底物包括单酚、二元酚、多酚类、苯硫醇、

氨基酚、苯胺、多胺和木质素芳香二胺等[18]。

漆酶通常以单体形式存在，其分子量通常在

40−100 kDa 之间。氧化还原电势是漆酶的一个

重要特性，其变化范围为 0.3–0.8 V，其中，真

菌漆酶的氧化还原电势比其他漆酶更高[19]。许

多真菌来源的漆酶在酸性 pH 范围内具有最适

的反应 pH 值，但也有中性和碱性漆酶的报道。

漆酶的最适 pH 值不仅受酶本身的影响，还受

底物的影响。pH 值的增加降低了酚类底物的氧

化还原电势，使底物更容易被氧化。不同来源

漆酶的温度稳定性有很大差异，一般来说，真

菌漆酶在 30−60 ℃时最稳定，而最耐热的漆酶

来源于细菌[20]。漆酶与酪氨酸酶的区别在于，

漆酶不催化酪氨酸酶催化反应中典型的羟基化

反应。此外，酪氨酸酶催化的交联是基于醌的

形成，而漆酶催化的交联反应是基于自由基及

其进一步的反应。 
1.2.3  过氧化物酶 

过氧化物酶  (peroxidase, EC 1.11.1.x) 是
一系列不同的氧化还原酶，利用过氧化氢作为

电子受体氧化各种有机和无机底物，如酪氨酸

残基上的酚，从而形成二酪氨酸和寡酪氨酸交

联[21]。过氧化物酶也是一种广泛存在的酶，存

在于各种植物、原核和真核微生物以及哺乳动

物中[4]。植物过氧化物酶与细胞壁木质素的生

物合成和降解有关，参与病原体的抵御和生

长素的代谢，涉及免疫系统调节等生理反

应。根据过氧化物酶有无结合血红素辅基，

将过氧化物酶分为血红素过氧化物酶  (heme 
peroxidase) 和非血红素过氧化物酶 (non-heme 
peroxidases)[22]。多数过氧化物酶将血红素作为

辅基，且大多数过氧化物酶中的血红素含铁离

子，小部分含锰、铜、硒或钒等离子。 
1.2.4  巯基氧化酶 

巯基氧化酶 (sulfhydryl oxidase, EC 1.8.3.3)
是一类由一条多肽链结合一个辅基构成的黄素

蛋白。该类酶结合的辅基通常为维生素 B2的衍

生 物 黄 素 腺 嘌 呤 二 核 苷 酸  (flavin adenine 
dinucleotide, FAD) 或核黄素 -5-磷酸  (flavin 
mononucleotide, FMN)。巯基氧化酶的催化机

理与葡萄糖氧化酶大致相同，但具有更高的底

物特异性。在分子氧的存在下，巯基氧化酶特

异性地将二硫苏糖醇 (dithiothreitol, DTT)、谷

胱甘肽或多肽链的半胱氨酸残基的巯基 (-SH)
氧化为二硫键 (-S-S-)，同时产生过氧化氢。过

氧化氢作为一种强氧化剂，可继续氧化剩余的

巯基  (-SH) 转化为二硫键  (-S-S-)。巯基氧化

酶广泛存在于哺乳动物的器官中以及某些微生

物细胞内，例如人的皮肤、牛的肾脏、黑曲

霉、酱油曲霉等。其中，微生物来源的巯基氧

化酶可作为面粉的改良剂添加至面粉中。在小

麦面团中，巯基氧化酶作用于谷蛋白的半胱氨

酸残基，在蛋白质网络中形成额外的二硫键，

从而增强基质。此外，作用过程中产生的过氧

化氢可非交联小麦聚合物，从而增强面筋蛋白

的网络结构，改善面粉的粉质特性，提高面包

抗老化性，延长货架期[23]。 

1.3  脂氧合酶 
脂氧合酶  (lipoxygenase, EC 1.13.11.12) 
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是一种含非血红素铁的蛋白，每个多肽中含有

1 个铁原子。该类酶蛋白由单肽链组成，分子

量范围一般在 90−100 kDa。脂氧合酶广泛存在

于植物、动物、藻类和真菌中。脂氧合酶并不

直接与蛋白质发生反应，但会催化氧分子与具

有顺,顺-1,4-戊二烯结构的多不饱和脂肪酸发生

分子内加氧，从而产生脂肪酸过氧化物。这些

过氧化物自由基与小麦蛋白质的巯基发生反

应，进而产生分子间二硫键。二硫键的形成

可增加小麦面粉中的麸质网络，提高抗拉伸

阻力，改善面包纹理结构，增强面包的烘焙特

性[24]。此外，脂氧合酶催化亚麻酸和亚油酸形

成氢过氧化物，随后经过氢过氧化物裂解酶 
(hydroperoxide lyase, HPL) 途径、二乙烯醚合

酶 (divinyl ether synthase, DES) 途径和丙二烯

氧合酶 (allene oxide synthase, AOS) 途径等形

成一系列活性物质，从而调控植物生长发育以

及防御各种生物和非生物胁迫[25]。 

1.4  谷氨酰内肽酶 
谷氨酰内肽酶  (glutamyl endoproteinase, 

EC 3.4.21.19) 是一种活性中心为丝氨酸残基的

类胰凝乳蛋白酶。该酶专一性酶切蛋白质多肽

链 C-末端的谷氨酸与天冬氨酸残基 α 羧基形成

的肽键，对大豆蛋白起到疏水性修饰作用，从

而促进大豆蛋白凝聚。谷氨酰内肽酶的活性可

被丝氨酸蛋白酶专一性抑制剂苯甲基磺酰氟化

物抑制，其激活剂是 Ca2+。谷氨酰内肽酶存在

于多种细菌中，包括地衣芽孢杆菌、金黄色葡

萄球菌、乳酸菌、枯草芽孢杆菌等，其分子量

约为 12−31 kDa[26]。谷氨酰内肽酶的底物特异

性使其非常有利于蛋白结构分析和固定相肽段

的合成，可选择性地酶切 7S 球蛋白 α 和 α′亚基

的延展区，从而释放出分子量为 47 kDa的疏水

性核心区。此外，谷氨酰内肽酶水解大豆蛋白

形成的凝胶具有更高的白度。在盐离子存在

时，形成的凝胶具有更高的持水性和黏度，可

应用于奶酪、酸奶、布丁等食品中。 

2  蛋白质交联酶的应用及改造 
蛋白质交联是蛋白质改性修饰的重要部

分，是重组食品和新型食品制造的重要内容。

与物理交联、化学交联相比，酶法交联因其反

应条件温和、不产生副产物、交联效果好等优

点成为最受欢迎的一种蛋白质交联方式，在很

多领域发挥着重要作用。 

2.1  蛋白质交联酶在食品工业中的应用 
2.1.1  蛋白质交联酶在谷物中的应用 

谷物蛋白质的交联在提高谷物产品的感官

质量方面发挥重要作用，而 TG 酶是在谷物蛋

白交联中研究最多的酶。据报道，TG 酶的添

加可以增加面包屑的硬度，改善谷蛋白网络的

特性，进而提高低质量谷蛋白的烘焙质量[27]。

在冷冻面团烘焙中，谷蛋白的质量往往会因冷

冻而降低，TG 酶催化的蛋白质交联可提高面包

质量和冷冻面团面质网络的冻融稳定性[28]。研

究表明，TG 酶可显著提高由冷冻面团制作的

面包的质感，如烤面包的面包屑强度和面团的

吸水性[29]。TG 酶也对糕点和羊角面包面团的

冷冻储存稳定性有积极的影响。 
此外，过氧化物酶也被认为影响麸筋的巯

基和面团中阿拉伯聚糖的阿魏酸。据报道，在

面包制作中使用过氧化物酶可改善面团耐受

性、面包屑结构和面包体积[30]。酪氨酸酶和漆

酶也被应用于面包制作[23]，酪氨酸酶可有效交

联小麦谷蛋白，随后面包制作质量发生积极变

化。另一方面，漆酶可在一定程度上交联谷蛋

白，其主要作用于阿拉伯聚糖的交联。 
2.1.2  蛋白质交联酶在乳制品中的应用 

乳蛋白制品在食品中的应用取决于其理化

和功能性质。通过创建分子间或分子内共价键
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来修饰乳蛋白的纹理和水结合特性的酶可用来

制造具有可接受质地的奶制品。据报道，TG
酶处理牛奶后共价交联数量小幅增加，从而增

加牛奶蛋白凝胶硬度，乳清分离显著降低，并

因持水能力的改善而增加其弹性。蛋白质交联

在牛奶凝胶中的另一个有前途的应用是在酸奶

生产中用液体乳清代替牛奶。在酸奶生产中，

酶交联主要用于在不改变最终产品质地性质的

情况下，对添加的脱脂干物质和稳定剂的替代

或减少干物质含量[31]。 
氧化酶 (酪氨酸酶、漆酶和过氧化物酶等)

也是不同牛奶蛋白交联的替代品。目前，有关

氧化酶产生的交联对酸奶凝胶结构改性影响的

报道很少。对 2 种不同来源的酪氨酸酶，即里

氏木霉和双孢曲霉的酪氨酸酶对生奶和热处理

奶交联能力的研究发现，双孢曲霉的酪氨酸酶

不能催化生奶或热处理奶中的交联，而里氏酪

氨酸酶在这 2 种情况下均能催化其形成交联，

从而增加生奶凝胶中凝胶硬度[32]。乳清蛋白经

过漆酶处理后黏度增加，凝胶能力增强。然

而，漆酶单独处理不影响酸诱导酪蛋白凝胶的

强度，而在漆酶和阿魏酸的存在下，凝胶的硬

度则显著增加[33]。 
2.1.3  蛋白质交联酶在肉制品中的应用 

通过使用交联酶，可改变肉或鱼产品的功

能特性，如质地和保水性。在这 2 种产品中，

交联的主要目标分子是肌原纤维蛋白及肌球蛋

白。到目前为止，TG 酶一直是肉类应用研究

的主要交联酶，在肉类加工中也有应用[12]。 
谷氨酰胺转氨酶应用于高档肉丸、贡丸、

火腿、培根及肉肠。肌球蛋白和肌动蛋白是肉

制品的重要组成成分，具有维持肌肉的保水性

和粘合力的作用。在加热过程中，肌球蛋白分

子以及肌动蛋白分子之间形成复杂的凝胶空间

网络结构，从而使肉制品具有弹性、切片性和

保水性等品质特征。将 TG 酶加入到肉制品

中，除了可形成空间网络结构外，还可在肌肉

蛋白分子之间形成另一种共价键，即蛋白质交

联。蛋白质交联使蛋白分子结合更紧密，从而

可提高肉制品品质，增加肉制品弹性、凝胶

强度，提高质地、外观和口感 [34-35]。TG 酶可

应用于牛排、猪排、鸡排和巴西烤肉等肉排

块，也可用于涮羊肉、牛肉和火锅肉片等碎

肉块重组。肉块重组可充分利用肉制品加工

中的副产品  (如小肉块、脱骨碎肉和肥肉等

下脚料)，在合适的条件下发生交联反应，使其

重组成大肉块，增加副产品的利用价值和提

高经济效益。用 TG 酶生产重组肉制品时，不

仅可以将碎肉黏结在一起，还可将各种非肉

蛋白 (例如植物蛋白) 交联到肌肉蛋白上，从

而实现肉制品的结构重塑，改善肉制品的口

感、风味和营养[36]。 
蛋白质交联酶属于食品添加剂，在食品工业

应用中涉及使用安全的问题。我国食品安全国家

标准《食品添加剂使用标准》 (GB 2760—2014) 
中批准的酶制剂品种只有 50 多种，批准使用

的蛋白质交联酶包括谷氨酰胺转氨酶、漆酶和

过氧化氢酶[37]。该标准中规定了酶制剂的使用

原则、允许使用的品种、使用范围和使用量。

此外，食品生产加工过程使用的酶制剂应符

合食品安全国家标准《食品添加剂食品工业用酶

制剂》 (GB1886.174—2016) 的要求，该标准

规定了食品工业用酶制剂的原料需求和产品要

求[38]。国际食品法典委员会对包括食品工业用

酶制剂在内的加工助剂制定了使用指南 (《加

工助剂物质使用指南》 (CAC/GL75—2010))，
规定了加工助剂物质的使用原则[39]。目前，欧

盟统一的食品工业酶制剂列表还在制定中[40]。

综上所述，对于在食品生产加工过程中使用的

酶制剂，各国际组织、国家和地区都有较明确
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的使用标准，以及较完善的新品种酶制剂的审

批制度和安全性评价流程。 

2.2  蛋白质交联酶在工业催化中的应用 
近年来，酶介导的生物催化在工业催化中

的应用不断发展。TG 酶作为生物催化剂的  
一个主要应用是在皮肤组织工程，能够聚合胶

原蛋白用于生产水凝胶和支架[41]。胶原蛋白是

脊椎动物天然存在的结构蛋白，具有维持结缔

组织特性和完整性的重要生理功能。同时，胶

原蛋白具有低免疫原性、向微生物再形成性、

强的机械性能和生物可降解性等特点，这使其

成为皮肤工程领域最理想的生物材料。此外，

胶原蛋白还是伤口愈合的理想材料[42]。然而，

胶原蛋白在体内也容易被胶原酶快速降解，在

高温或溶解于水介质时缺乏机械强度，故其需

通过共价交联来稳定。不同的化学交联剂如戊

二醛，已被证明在体外和体内可显著降低胶原

基质的溶解性、抗原性和生物降解性 [43]。然

而，戊二醛表现出一定的细胞毒性。TG 酶可

诱导胶原纤维分子间交联，并使胶原纤维分子

与其他细胞外基质蛋白共价结合，由此形成胶

原支架。TG 酶交联得到的胶原支架表现出更高

的收缩温度，将其植入细胞后可使细胞再现其

自然状态，故被广泛应用于组织工程领域[41]。

此外，作为无毒交联剂，TG 酶可取代通常用于

生产支架生物材料的化学试剂 (如戊二醛和甲

醛)，成为化学生产胶原水凝胶的替代品[44]。 
TG 酶可用于制备食品包装薄膜，制备的

薄膜具有高拉伸强度、不溶于水及其他溶剂的优

点，可替代由高分子合成材料制造的薄膜[45]。目

前工业应用的明胶主要来自于牛或猪等哺乳动

物，成本较高[46]。其中，鱼明胶是一种具有潜

在应用价值的替代品，但较差的物理性能限制

了其在工业领域的应用[47]。利用 TG 酶对鱼明

胶进行改性，改善其物理性质，可扩大鱼明胶

薄膜的应用范围。利用 TG 酶处理过的鱼明

胶，其黏度、抗拉伸强度、熔点、氧阻隔性能

及薄膜分子量都显著增加，从而有助于形成耐

热、耐水性的薄膜。经 TG 酶交联过的酪蛋白

脱水后，可得到不溶于水的薄膜。该薄膜是一

种可食用的膜，能够被胰凝乳蛋白酶分解，故

能够用作食品包装材料来包埋脂类或脂溶性物

质，提高食品的弹性和持水能力。 

2.3  蛋白质交联酶在医药领域中的应用 
乳糜泻是一种慢性炎症性肠道疾病，其病

因是人体对麦胶不耐受而引起的原发肠源性吸

收不良综合征。治疗乳糜泻的方式主要为消除

饮食中有害的麸质肽和钝化免疫刺激作用，其

中最有效的控制方式是日常摄取无麸质的食

品。利用 TG 酶处理小麦制品可降低面包中免

疫刺激性麸质肽的含量，进而可用于治疗乳糜

泻 [48]。研究表明，TG 酶可在体外解毒麸质

肽，使麸质转酰胺基化，从而减少麦醇溶蛋白

和麦谷蛋白对肠道的刺激，以及在不影响食

品感官性质的同时减少 T 细胞诱导的 γ 干扰素 
(interferon-γ, INF-γ) 的产生。然而，其普适性

还有待探究[49]。 
食品过敏是过敏性疾病的一种，而 TG 酶

可降低某些蛋白质的致敏性[50]。TG 酶处理提

高糖基化反应，可有效地降低虾类产品的致敏

性。据报道，TG 酶处理提高糖基化反应可改变

虾原肌球蛋白的结构，导致其免疫球蛋白的结

合能力下降，破坏致敏性表位，从而降低虾类

产品的致敏性[51]。通过 mTG 酶修饰异源聚合

物的支链可有效地破坏大豆分离蛋白的结构，

掩盖或破坏线性抗原表位[52]。虽然大豆分离蛋

白对乳清分离蛋白和酪蛋白的异源聚合有限地

降低了免疫球蛋白的反应活性，但具有低活性

免疫球蛋白的异源蛋白聚合物可适用于对牛奶

蛋白过敏的群体。 
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3  蛋白质交联酶的挖掘与改造 
3.1  蛋白质交联酶的挖掘 

蛋白质交联酶在原料种类繁多、环境复杂

的工业应用中可能会出现催化效率不高、稳定

性差的问题，因而难以适应高生产强度、高集

约化程度的现代工业。具有高活性同时具备优

异适应性的蛋白质交联酶可与复杂的工业生产

环境相匹配，是实现酶促蛋白质交联产业化的

基础及关键。目前，工业应用中最常见的蛋白

质交联酶为谷氨酰胺转氨酶。谷氨酰胺转氨酶

具有非常特殊的结构和强交联能力，故其作为

一种新型的食品添加剂已经实现商业化生产。

谷氨酰胺转氨酶可由微生物发酵生产制备，市

场价格约为 8.5–26.0 万元/t，而其他类型的氧化

酶如漆酶和酪氨酸酶的市场价格在 20 万元/t 左
右。故有必要挖掘和开发具有高活性的蛋白质

交联酶，研究其在工业环境下的催化行为变化，

并建立相应的改造策略，为酶促蛋白质交联产

业提供催化效率更快、适应性更强的生物催化

剂，降低应用成本，促进减污降碳，推进生物

制造高质量绿色可持续发展。 
未来对蛋白质交联酶的稳定性和活性等性

能的提高策略有 2 大主流方向：一是利用基因

挖掘技术筛选高活性的新酶，主要包括传统方

法、宏基因组方法和蛋白质组方法 (图 2)。传

统方法依赖于微生物的富集与分离，结合分子

生物学或计算方法鉴定新酶。宏基因组方法是

从宏基因组文库中搜索所需功能的酶。蛋白质

组方法通过提取微生物产生酶，消化成短肽，

进行测序，结合生物信息学分析鉴定新酶。深

入挖掘其他类型的交联酶，丰富食品的感官品

质。最近从南极磷虾中纯化出了一种最适温度

为 0−10 ℃的嗜冷 TG 酶，并证明它能够增强鱼

明胶的冷固化胶凝作用[53]；Ceresino 等分离出 

一株高产谷氨酰胺转氨酶菌株，产率高达

(6.074±0.019) U/mL [54]；要进一步提高 TG 酶的

产量还需要对其生物合成机理进行解析，通过

对 TG 酶生产菌株茂原链霉菌  (Streptomyces 
mobaraensis) 进行蛋白质组学分析，TG 酶在细

胞分化过程中表达，在细胞受到不利环境胁迫

时上调，在培养早期 MgCl2 胁迫促进 TG 酶的

生物合成[55]。对于氧化酶的基因挖掘也有相关

的报道，Glazunova 等利用基因挖掘技术从隔孢

伏革菌 (Peniophora lycii) 中得到 2种新的具有

较好耐热性的漆酶 Lac5 和 LacA，70 ℃的半衰

期分别为 10 min 和 8 min，酶活高达 97 U/mg
和 121 U/mg[56]；Dandare 等对土壤中细菌漆酶的

宏基因组分析揭示了土壤水平的特异性分布，通

过基因挖掘，可以直接从土壤中获得新的细菌漆

酶[57]；另一项研究中，研究者比较 2 种酪氨酸

酶 TyrAb (来自双孢蘑菇 (Agaricus bisporus)) 
和 TyrBo2 (来自葡萄座腔菌  (Botryosphaeria 
obtuse))，结果发现这 2 种酪氨酸酶都能通过胶

原蛋白交联形成高分子聚合物[58]。 

3.2  蛋白质交联酶的改造 
另一主流方向是利用酶工程技术改造现有

的交联酶，包括定向进化、理性设计和半理性设

计 (图 2)。定向进化是指在实验室中模拟自然界

中随机突变的进化过程：首先，通过特定的诱变

或重组技术 (易错聚合酶链式反应 (error-prone 
polymerase chain reaction, error-prone PCR)、脱

氧核糖核酸改组 (deoxyribonucleic acid shuffling, 
DNA shuffling) 等) 对酶蛋白的基因进行改造，

以构建突变体文库；然后，建立高通量筛选方

法以考察突变体文库中各个突变体的热稳定性

状况，最终筛选出阳性突变体。理性设计通过

计算机辅助，利用分子动力学模拟、量子力学、

分子对接、机器学习等手段实现对关键位点的

精准设计，从而得到目标酶。半理性设计则是 
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图 2  蛋白质交联酶挖掘和改造策略 
Figure 2  Strategies for mining and engineering of protein cross-linking enzymes. 
 
通过对酶蛋白中较灵活的位点或区域进行迭代

饱和突变等，来改造蛋白的热稳定性。 
在第三次生物催化浪潮中，大量的蛋白质

结构分析数据和生物信息学等工具的开发推动

了理性设计来实现蛋白质热稳定化的进程。目

前，热稳定性改造的最新动态已经发展到计算

机辅助的理性设计，即数字驱动下的理性改

造。与非理性的随机突变和半理性的位点定向

饱和突变相比，理性设计更快速、更具针对

性。对 TG 酶热稳定性的改造研究中，在稳定性

较高的TG 酶突变体MS (S2P-S23V-Y24N-S199A- 
K294L) 的基础上进一步提高热稳定性，得到

的最优突变体 P22C-Q328C 的残余酶活比 MS
提高了 91.06%[59]。Mu 等对 mTG 进行 5 个位点

的突变，最优突变体 DM01 (S2P-S23V-Y24N- 
S199A-K294L) 的酶活达到  (55.7±1.4) U/mg，
50 ℃下的半衰期为 418.2 min[60]；在氧化酶的功能

改造研究中，Nikolaivits 等表征了一种新型多酚氧

化酶 (polyphenol oxidase, PPO)，与野生型相比，

重组酶 G292N/Y296V 的酶活增加了 5.3 倍[61]；

Shahrisa 等通过定点突变获得具有增强儿茶酚

酶活性的重组酪氨酸酶，其中突变体 M374D
的儿茶酚酶活性显著提高，提高了 13.2 倍[62]；辣

根过氧化物酶  (horseradish peroxidase, HRP) 
是一种被广泛研究的酶，传统上 HRP 是从植物

中提取的，但重组 HRP (recombinant HRP, 
rHRP) 生产是一种很有前途的替代方法。四个

糖基化位点的氨基酸，即 N13、N57、N255 和
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N268，可通过定点突变进行突变并结合成双

酶、三酶和四酶变体。研究表明，与未突变的

rHRP基准酶相比，以 ABTS为还原底物的四突

变体 rHRP N13D/N57S/N255D/N268D 的热稳定

性提高了 2 倍，催化活性提高了 8 倍[63]；对于漆

酶活性的改造研究，湛江波研究了来源于嗜热

栖热菌  (Thermus thermophiles) SG0.5JP17-16
漆酶的酶活，利用定点突变技术得到突变体

D193M，比酶活较野生型提高了 30%[64]。Wang
等在大肠杆菌中过表达了一种淀粉液化芽孢杆

菌漆酶突变体 D501G，其发酵液上清中的酶

活达到 3 374 U/L[65]。许开忠则筛选出了对底

物 2,2-联氮-二  (3-乙基-苯并噻唑-6-磺酸) 二
铵盐的催化活性提高 4.13 倍的漆酶突变体

S208G/F227A (SF)[66]。对蛋白质交联酶的改造

研究取得了一定的成果，但开发高活性和环境

适应性的蛋白质交联酶仍是长期的研究目标。 

4  展望 
食品质构对食品稳定性和消费者感知起着

重要作用。随着低脂、低热量产品发展趋势的

不断上升，食品的质构进一步得到重视。蛋白

质交联，尤其是酶法交联，在为调整食物结构

提供特定和自然的手段方面有很大的潜力。潜

在的蛋白质交联酶包括 TG 酶和各种氧化酶的

反应机制不同，需要不同的工艺特性。目前的

商业应用均是基于 TG 酶的，TG 酶已广泛用于

肉类、乳制品、鱼类和烘焙中。然而，交联酶

的生产成本较高，限制了其在工业上的大规模

应用。因此，有必要提高酶的稳定性和催化活

性，从而降低其应用成本。此外，酶法交联反

应过程中产生的自由基在反应体系中的消减与

残留，以及对人体健康有无潜在的危害，也值

得深入研究。目前，酶催化的蛋白质交联主要

应用于食品化工领域，在其他领域应用较少。

因此，有必要丰富和拓展酶催化的蛋白质交联

技术在其他相关领域的应用。 
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