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摘  要：【背景】细胞内外物质的交换速率对全细胞转化活力具有重要影响。【目的】探讨乙醇对

全细胞谷氨酸脱羧酶(glutamate decarboxylase, GAD)表观活力的影响，提高屎肠球菌全细胞转化法

合成 γ-氨基丁酸的产量。【方法】通过比较乙醇对 GAD 纯酶和全细胞 GAD 酶学特性、细胞结构、

细胞膜通透性等的影响，探究乙醇对全细胞 GAD 活力的促进机制。【结果】低浓度乙醇对全细胞

GAD 活力有显著促进作用，最适浓度为 7.5%；在该浓度下，全细胞 GAD 表观活力提升 41.63%，

乙醇对全细胞 GAD 最适反应 pH 无影响，但降低了全细胞 GAD 活力对胞外 pH 变化的敏感性，减

小了米氏常数(Km)；7.5%乙醇对 GAD 纯酶影响不显著(P>0.05)，未造成 GAD 外泄和细胞破损，

仅在与细胞共存的反应体系才具有促进作用。结果表明，7.5%乙醇可改变细胞的透性，提升细胞

传质速率，从而促进全细胞 GAD 的表观活力。【结论】乙醇价格低廉、安全性高，对全细胞 GAD
的促进作用在 GABA 工业上具有很好的应用前景。 
关键词：乙醇；谷氨酸脱羧酶；生物转化；γ-氨基丁酸；促进作用；屎肠球菌 
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Ethanol improves the apparent activity of whole-cell 
glutamate decarboxylase in Enterococcus faecium 
YANG Shengyuan*, XU Xiaoli, LIANG Yongxiang 

College of Food Science and Engineering, Lingnan Normal University, Zhanjiang 524048, Guangdong, China 

Abstract: [Background] The exchange rate of substances inside and outside cells has a significant 
effect on the transformation activity of whole-cells. [Objective] To increase the yield of 
γ-aminobutyric acid (GABA) synthesized by whole-cell transformation, we investigated the 
improving effect of ethanol on the apparent activity of whole-cell glutamate decarboxylase (GAD) 
in Enterococcus faecium. [Methods] We explored the mechanism of ethanol in improving the 
apparent activity of whole-cell GAD by comparing the effects of ethanol on the enzymatic 
properties of pure GAD and whole-cell GAD, cell structure, and membrane permeability. [Results] 
Low-concentration ethanol significantly promoted the activity of whole-cell GAD with the optimal 
concentration of 7.5%. At this concentration, the apparent activity of whole-cell GAD was 
increased by 41.63%, and the optimal reaction pH of whole-cell GAD did not change. However, the 
sensitivity of whole-cell GAD to the changes of extracellular pH and the Michaelis constant (Km) of 
whole-cell GAD were both reduced. This concentration of ethanol had no significant effect on pure 
GAD (P>0.05), and did not cause GAD leakage or cell damage. In addition, 7.5% ethanol increased 
the activity of GAD only when it coexisted with the cells in reaction system. The results indicated 
that 7.5% ethanol altered the cell permeability and enhanced the mass transfer rate of cells, thereby 
improving the apparent activity of whole-cell GAD. [Conclusion] Due to the low price and high 
safety, ethanol demonstrates great potential of application in the improvement of whole-cell GAD 
activity for the industrial production of GABA. 
Keywords: ethanol; glutamate decarboxylase; biotransformation; γ-aminobutyric acid; improving 
effect; Enterococcus faecium 

γ-氨基丁酸(γ-aminobutyric acid, GABA)具
有降血压[1]、镇静 [2]、改善睡眠[2-3]、增强免疫

力[4]、预防心血管疾病[5]、调节新陈代谢[6]、改

善氧化应激与甲状腺功能[7]和抑癌[8-9]等多种生

理功能，已成为一种新型功能性因子。GABA
合成主要有化学合成法和生物合成法，化学合

成法由于化学原料具有毒性和腐蚀性，反应条

件剧烈，副产物多，缺乏安全性，不适宜作为

食品添加剂，而生物合成法是利用谷氨酸脱羧

酶(glutamate decarboxylase, GAD, EC 4.1.1.15)催

化 L-谷氨酸(L-glutamic acid, L-Glu)发生 α-脱羧

作用而生成 GABA，反应条件温和、安全性

高，以生物合成法生产食品或医药级 GABA 是

一条较理想的途径[10]。 
GAD 广泛存在于微生物、植物和动物细胞[11]，

利用植物和微生物源 GAD 催化内源或外源

L-Glu 转化生产 GABA已得到极大关注[12-22]。相

对于植物，微生物具有生长繁殖快、代谢过程

特殊和易培养等特点，利用微生物生产产品不

受资源、环境和空间限制，因此利用微生物合
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成 GABA 更具优势。微生物合成法主要有细胞

转化法[14-15]、游离酶或固定化酶催化反应法[16-18]

和发酵法[19-22]。GAD 是微生物合成 GABA 的关

键酶，因此细胞转化法、游离酶或固定化酶催

化反应法和发酵法的实质都是利用 GAD 催化

L-Glu 转化为 GABA。由于发酵法的培养基组分

和代谢产物多，因此 GABA 提纯较难；游离酶

或固定化酶法均需要细胞破碎提取细胞内

GAD，酶提取纯化难度大、成本高；全细胞转

化法是直接利用微生物细胞进行转化反应，可

以减少酶提取工艺过程，并且微生物细胞较游

离酶更易从反应液中分离去除，转化反应体系

成分较少，利于改善下游提取和纯化工艺，因

此利用微生物细胞转化生产 GABA 在工艺和生

产成本方面均具有显著优势。然而，由于 GAD
是胞内酶，全细胞转化反应与游离酶催化反应

存在较大差别，催化效率普遍低于游离酶，因

此如何提升催化效率是全细胞转化法亟待解决

的重要课题。细胞膜是影响细胞小分子物质的

传质速率的主要结构，为提高全细胞的通透

性 ， 一 些 文 献 采 用 表 面 活 性 剂 ( 如 Triton 
X-100)[23]或有机溶剂(如正丁醇、二甲苯)[24-25]

对细胞进行透性化处理，破坏细胞膜的完整

性，增加细胞的渗透性。表面活性剂或二甲苯

对生物酶的稳定性和活力具有一定影响，因此

对透性化处理剂的浓度、透性化处理的时间等

条件要求苛刻，透性化处理后需要及时离心分

离和洗涤细胞，工艺过程烦琐，细胞透性化程

度难以控制，而且正丁醇和二甲苯安全性低，

其残留将影响 GABA 在食品或医药中应用的安

全性。乙醇的安全性高、价格低廉，但关于乙醇

对微生物细胞膜的破坏性及对胞内 GAD 的影响

效应尚鲜见报道。 
作为乳酸菌的一种，屎肠球菌繁殖快、易

培养，细胞具有很强的 GAD 活力，在细胞转化

法生产 GABA 方面具有很好的应用前景[18,26-31]。

为提高屎肠球菌转化效率、降低 GABA 生产成

本，作者前期探索性研究发现低浓度乙醇对细

胞转化活力具有很强的促进作用，但其促进机

制及量效关系尚不清楚。本试验主要探讨乙醇

对屎肠球菌全细胞 GAD 表观活力的促进作用及

其机制，以期为乙醇在全细胞转化法合成

GABA 中的应用提供理论依据。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

屎肠球菌 (Enterococcus faecium) GDMCC 
60203 从泡菜中分离获得，保藏于广东省微生

物菌种保藏中心[28]。 
屎肠球菌 GAD 纯酶参照文献[26]自行制

备，通过 SDS-PAGE 电泳检验呈现单一条带，

达到电泳纯。 

1.2  培养基 
Peptone sucrose beef extract (PSB)培养基参

照文献[27]配制。 

1.3  主要试剂和仪器 
异硫氰酸苯酯(phenylisothiocyanate, PITC)，

Sigma-Aldrich 公司；其余试剂为国产市售色谱

纯、分析纯试剂或生化试剂。 
热场发射扫描电子显微镜，电子株式会

社；高效液相色谱仪，大连依利特分析仪器有

限公司；电子分析天平，岛津公司；台式高速

冷冻离心机，盐城市凯特实验仪器有限公司。 

1.4  屎肠球菌细胞悬液的制备 
挑取 4 ℃斜面保藏的屎肠球菌 GDMCC 

60203 接种至 PSB 培养基，37 ℃静置培养 24 h，
再按 1%的接种量转接 PSB 培养基，37 ℃静置

培养 24 h作为种子液。将种子液按 2%的接种量

接种至 PSB 培养基，37 ℃静置培养 36 h 作为发

酵醪。于 4 ℃、8 500 r/min 离心 15 min 收集菌
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体，用菌体湿质量 30 倍的生理盐水重悬洗涤细

胞，再次离心收集菌体。按照 1 g/5 mL 的比例

将菌体与生理盐水混合，在小于 100 mL 混合液

中视体积适当加入 3−10 粒直径约 5 mm 的玻璃

珠，在常温下于 80 r/min 振荡 20 min，制成均

匀分散的细胞悬液。 

1.5  GAD 活力测定 
GAD 纯酶活力和全细胞 GAD 活力测定方

法分别参照文献[26]和[28]进行，并略作修改。 
GAD 纯酶活力测定：取 GAD 纯酶 0.5 mL，

加入 0.2 mol/L 谷氨酸一钠(monosodium glutamate, 
MSG)溶液(溶于 0.2 mol/L 乙酸-乙酸钠缓冲液，

pH 5.0) 1 mL、试验因子 0.5 mL，混匀，40 ℃
水浴反应 30 min，以无水乙醇终止反应并定容

至10 mL，混匀，于8 500 r/min离心15 min，吸取

上清液测定 GABA。以 0.2 mol/L乙酸-乙酸盐缓

冲液(pH 5.0) 1 mL 替代 MSG 溶液按相同操作作

为空白。 
全细胞 GAD 活力测定：取菌悬液 0.5 mL

加入 0.2 mol/L MSG 溶液(溶于 0.4 mol/L 乙酸-
乙酸钠缓冲液，pH 4.2) 1 mL、试验因子 0.5 mL，
混匀，40 ℃水浴反应 3 h，以无水乙醇终止反

应并定容至 10 mL，混匀，于 8 500 r/min 离心

15 min，吸取上清液测定 GABA。以 0.4 mol/L
乙酸-乙酸盐缓冲液(pH 4.2) 1 mL 替代 MSG 溶

液按相同操作作为空白。 
活力单位定义：测定条件下 1 h生成 1 μmol 

GABA 所需要的酶量为 1 个酶活单位(U)。除设

置了对照组的试验以对照组平均 GAD 活力为

100%外，其余均以活力 高的试验组平均

GAD 活力为 100%计算相对酶活(%)。 

1.6  GABA 分析 
参照文献[29]采用HPLC测定GABA含量。 

1.7  不同试剂对全细胞 GAD 活力的影响 
分别以 40%乙醇、1.6%吐温-80作为试验因

子，即反应体系乙醇终浓度为 10%、吐温-80 终

浓度为 0.4%，按照全细胞 GAD 活力测定方法

与屎肠球菌全细胞进行共反应，考察不同试剂

对全细胞转化活力的影响。以蒸馏水代替试验

因子按相同操作作为对照。 

1.8  乙醇浓度对全细胞 GAD 活力的影响 
分别以 10%、20%、30%、40%、50%、60%

和 70%的乙醇作为试验因子，即反应体系乙醇

终浓度分别为 2.5%、5.0%、7.5%、10.0%、

12.5%、15.0%和 17.5%，按照全细胞 GAD 活力

测定方法与屎肠球菌全细胞进行共反应，考察不

同乙醇浓度对全细胞转化活力的影响。以蒸馏水

代替试验因子按相同操作作为对照。 

1.9  乙醇对全细胞GAD的pH依赖性的影响 
分别以 pH 值为 4.2、4.4、4.6、4.8、5.0 和

5.2 的 0.2 mol/L MSG 溶液(溶于 0.4 mol/L 乙酸-
乙酸钠缓冲液)为底物，以 30%的乙醇作为试验

因子，即反应体系中乙醇终浓度为 7.5%，按照

全细胞 GAD 活力测定方法与屎肠球菌全细胞进

行共反应，考察乙醇对全细胞 GAD 的 pH 依赖

性的影响。以蒸馏水代替试验因子按相同操作

作为对照。 

1.10  乙醇对全细胞 GAD 动力学常数的影响 
分别以 4、6、9、14、20、30、46、57、

71、89、111、139、174 和 217 mmol/L MSG 溶

液(以0.4 mol/L乙酸-乙酸钠缓冲液配置，pH 4.4)
为底物，即反应体系中 MSG 溶液终浓度分别为

2.0、3.0、4.5、7.0、10.0、15.0、23.0、28.5、
35.5、44.5、55.5、69.5、87.0 和 108.5 mmol/L；
以 30%的乙醇作为试验因子，即乙醇终浓度为

7.5%。按照全细胞 GAD 活力测定方法与屎肠球

菌全细胞进行共反应，考察乙醇对全细胞 GAD
动力学常数的影响。以蒸馏水代替试验因子按

相同操作作为对照。选择试验组和对照组的底物

浓度和反应速度均呈一级反应关系的前 5 个连续
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底物浓度梯度(4.5、7.0、10.0、15.0和23.0 mmol/L)
的实验结果，通过 Lineweaver-Burk 双倒数作图

法计算全细胞 GAD 的 Km 与 Vmax。 

1.11  乙醇对游离 GAD 纯酶活性的影响 
按照 GAD 纯酶活力测定方法，以 30%的乙

醇作为试验因子，测定 GAD 纯酶在乙醇终浓度

为 7.5%的反应体系中的活力。以蒸馏水代替试

验因子按相同操作作为对照。 

1.12  乙醇对细胞结构的影响 
1.12.1  GAD 外泄分析 

按照 1 g/5 mL 的比例将菌体与含 7.5%乙醇

的生理盐水混合，在小于 100 mL 混合液中视体

积适当加入 3−10 粒直径约 5 mm 的玻璃珠，在常

温下于 80 r/min 振荡 20 min，制成均匀分散的细

胞悬液，4 ℃、8 500 r/min 条件下离心 15 min，
分别收集上清液和菌体。以蒸馏水代替 1.5中的

试验因子，按照 GAD 纯酶活力测定方法测定上

清液 GAD 活力；按照 1 g/5 mL 的比例将菌体与

生理盐水混合制成均匀的细胞悬液，以蒸馏水

代替 1.5 中的试验因子，按照全细胞 GAD 活力

测定方法测定细胞 GAD 活力。 
1.12.2  细胞结构完整性分析 

按照 1 g/5 mL 的比例将菌体分别与生理盐

水(A)、含 7.5%乙醇的生理盐水(B)混合，在小

于 100 mL 混合液中视体积适当加入 3−10 粒直

径约 5 mm 的玻璃珠，在常温下于 80 r/min 振荡

20 min，制成均匀分散的细胞悬液，4 ℃、    
8 000 r/min 离心 15 min，将 1 g 菌体与 20 mL 磷

酸缓冲液戊二醛固定液(0.1 mol/L, pH 7.2)混
合，搅拌均匀分散菌体，室温浸泡 24 h，

4 ℃、8 000 r/min 离心 15 min，弃上清液，加入

去离子水重悬洗涤菌体，4 ℃、8 000 r/min离心

收集菌体，重复洗涤菌体 3 次。将菌体于

−30 ℃冷冻过夜后进行冷冻干燥。采用热场发

射扫描电子显微镜表征菌体形态结构，工作电

压 10 kV，放大倍数 15 000 倍。 
1.12.3  乙醇对细胞膜透性的影响 

按照 1 g/5 mL 的比例将菌体与含 7.5%乙醇

的生理盐水混合，在小于 100 mL 混合液中视体

积适当加入 3−10 粒直径约 5 mm 的玻璃珠，在

常温下于 80 r/min 振荡 20 min，制成均匀分散

的细胞悬液，4 ℃、8 500 r/min离心 15 min，收

集菌体，再次按照 1 g/5 mL 的比例将菌体与生

理盐水混合，制成均匀分散的细胞悬液，记为

透性化细胞悬液。以生理盐水代替含 7.5%乙醇

的生理盐水按相同操作制成均匀分散的细胞悬

液，记为原细胞悬液。以蒸馏水代替 1.5中的试

验因子，按照全细胞 GAD 活力测定方法分别测

定透性化细胞悬液和原细胞悬液细胞 GAD 活

力。以 30%的乙醇作为试验因子，按照全细胞

GAD 活力测定方法测定原细胞悬液在乙醇终浓

度为 7.5%的反应体系中的活力。 

1.13  统计分析 
通过 IBM SPSS Statistics 19.0 软件，运用单

因素方差分析(ANOVA)的 小显著差数法(least 
significant difference, LSD)进行统计分析。 

2  结果与分析 
2.1  不同试剂对全细胞GAD活力的影响结果 

如图 1 所示，当反应体系含 10%乙醇时，

屎肠球菌全细胞 GAD 的转化活力较对照组显著

提 高 (P<0.05) ， 全 细 胞 GAD 相 对 酶 活 为

129.66%±10.61%，而 0.4%吐温-80 对屎肠球菌

全细胞 GAD 的转化活力略有抑制，但与对照组

无显著性差异(P>0.05)。结果表明，10%乙醇对

屎肠球菌全细胞具有显著促进作用。 

2.2  乙醇浓度对全细胞GAD活力的影响结果 
从图 2 可见，随着全细胞反应体系中乙醇浓

度的增加，全细胞 GAD 转化活力呈现先增后降

的趋势，当反应体系中乙醇浓度为 7.5%时，屎肠 
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图 1  不同试剂对全细胞 GAD 活力的影响   标

注于数据点处的不同字母表示两组间差异显著

(P<0.05). 下同 
Figure 1  Effect of different reagents on the activity 
of whole-cell GAD. Different letters marked at the 
data points indicate significant differences between 
the two groups (P<0.05). The same below. 

 

 
 

图 2  乙醇浓度对全细胞 GAD 活力的影响 
Figure 2  Effect of ethanol concentration on the 
activity of whole-cell GAD.    

 

球菌全细胞的 GAD 的转化活力 高，全细胞 GAD
相对酶活较无乙醇的对照组提高 41.63%。因此，

乙醇对全细胞转化活力的适宜促进浓度为 7.5%。 
2.3  乙醇对全细胞GAD的pH依赖性的影响

结果 
图 3 表明 7.5%乙醇对屎肠球菌全细胞 GAD

的 适反应 pH 无影响，仍然为 pH 4.4；但是从

峰形变化可见，当存在 7.5%乙醇时，全细胞

GAD 活力曲线随 pH 变化更为平缓，说明全细 

 
图 3  乙醇对全细胞 GAD 的 pH 依赖性的影响 
Figure 3  Effect of ethanol on the pH dependence of 
whole-cell GAD. 

 

胞 GAD 活力相对于无乙醇的反应体系受 pH 的

影响更小。当反应 pH 值为 4.8 时，含 7.5%乙醇

组的全细胞 GAD 活力为 适反应 pH 4.4 时的

80.05%±2.21%，而无乙醇组的全细胞 GAD 活

力仅为 适反应 pH 4.4 时的 58.77%±2.19%。结

果表明，7.5%乙醇可改善全细胞 GAD 对 pH 的

依赖性，促进全细胞转化活力。 
2.4  乙醇对全细胞 GAD 动力学常数的影响

结果 
从图 4 可见，7.5%乙醇试验组和无乙醇对

照组的反应速度均先随着 MSG 浓度增加而增

加，然后逐渐趋于平缓。7.5%乙醇试验组在

MSG 浓度 4.5−55.5 mmol/L 呈一级反应，在

MSG 浓度 55.5−69.5 mmol/L 呈混合级反应，在

MSG 浓度高于 69.5 mmol/L 时呈零级反应；无

乙醇对照组在 MSG 浓度 4.5−44.5 mmol/L 呈一

级反应，在 MSG 浓度 44.5−55.5 mmol/L 呈混合

级反应，在 MSG 浓度高于 55.5 mmol/L 时呈零

级反应。结果表明全细胞 GAD 催化反应符合

Michaelis-Menten 的快速平衡学说。 
图 4 显示无论是否存在乙醇，反应体系均

未见底物抑制现象。相对于无乙醇的反应体

系，7.5%乙醇组的表观反应速度增加的幅度更

大。由此表明，7.5%乙醇能提高屎肠球菌细胞

GAD 的转化反应速度，从而增加 GABA 产量。 
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图 4  底物浓度对反应速度的影响 
Figure 4  Effect of substrate concentration on 
reaction rate. 
 

依据 Michaelis-Menten 的快速平衡学说，

以呈一级反应的底物浓度和反应速度采用

Lineweaver-Burk双倒数作图(图 5)，7.5%乙醇组

全细胞 GAD 的 Km 和 Vmax 分别为 74.98 mmol/L
和 106.38 μmol/(mL·h)，无乙醇对照组的 Km 和

Vmax分别为 77.84 mmol/L 和 106.38 μmol/(mL·h)。 
 

 
 

图 5  全细胞 GAD 动力学常数 Lineweaver-Burk
图   y1为 7.5%乙醇试验组线性回归方程；y2为无

乙醇的对照组线性回归方程 
Figure 5  Lineweaver-Burk plot of the kinetic 
constants of whole-cell GAD. y1 is the linear 
regression equation of the 7.5% ethanol experimental 
group; y2 is the linear regression equation for the 
control group without ethanol. 

结果表明，乙醇不影响全细胞 GAD 的 大反应

速度，但米氏常数略变小，说明全细胞 GAD 对

MSG 亲和力略有增强。 

2.5  乙醇对游离 GAD 纯酶活性的影响结果 
图 6 显示 7.5%乙醇组与无醇对照组的活力

无显著性差异(P>0.05)，结果表明 7.5%乙醇对

GAD 纯酶的活力无影响。 

2.6  乙醇对细胞结构的影响结果 
对经 7.5%乙醇浸泡屎肠球菌细胞的浸泡液

进行 GAD 活力分析，结果浸泡液未检出 GAD
活力；对经 7.5%乙醇浸泡的屎肠球菌全细胞

GAD 活力进行测定，结果细胞的 GAD 活力为

(32.20±0.71) U/mL。结果表明，GAD 仍存在于

细胞内，未泄漏到浸泡液。 
经对扫描电镜的视野进行仔细全面搜索观

察，采用 7.5%乙醇处理和无醇处理的细胞形态

基本一致，差异不明显，均仅在一个视野中发

现有少量的细胞破裂(图 7)。由于试验细胞不是

同步细胞，细胞破裂可能是衰老细胞或冷冻处

理所造成。结合细胞 GAD 外泄情况分析和形态

观察结果表明，7.5%乙醇未造成细胞膜溶解和

胞内 GAD 外泄。 

2.7  乙醇对细胞膜透性的影响结果 
图 8 显示，经 7.5%乙醇浸泡处理的细胞的 

 

 
 

图 6  乙醇对 GAD 纯酶活力的影响 
Figure 6  Effect of ethanol on the activity of pure 
GAD.  
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图 7  乙醇对屎肠球菌细胞结构的影响   A：7.5%乙醇处理试验组. B：生理盐水处理对照组. 箭头所示

细胞为破裂细胞 
Figure 7  Effect of ethanol on the cell structure of Enterococcus faecium. A: 7.5% ethanol treatment 
experimental group. B: Physiological saline treatment control group. The cells indicated by the arrow were the 
ruptured cells. 
 

 
 

图 8  乙醇对细胞膜透性的影响   A：原细胞悬

液，无醇转化反应体系. B：7.5%乙醇透性化细胞

悬液，无醇转化反应体系. C：原细胞悬液，7.5%
乙醇转化反应体系 
Figure 8  Effect of ethanol on the membrane 
permeabilization of whole-cell. A: The original cell 
suspension, without alcohol conversion reaction 
system. B: Cell suspension permeabilized by 7.5% 
ethanol, without alcohol conversion reaction system. 
C: The original cell suspension, 7.5% ethanol 
conversion reaction system.  
 
GAD 活力与未用乙醇处理的原细胞的 GAD 活

力基本一致，无显著性差异(P>0.05)，但显著

低于原细胞与 7.5%乙醇共存的转化反应体系的

GAD 活力(P<0.05)。结果表明，乙醇并未造成

细胞膜形成稳定的孔洞，乙醇仅在其与细胞共

存的反应体系才能促进全细胞转化活力。 

3   讨论与结论 
在细胞壁和细胞膜的保护下，全细胞胞内

酶较游离酶更稳定，但细胞传质屏障对酶的催

化效率具有显著影响，亟须高效促进全细胞转

化活力的技术。本研究发现低浓度乙醇对屎肠

球菌全细胞 GAD 表观活力具有显著促进作用

(图 1、图 2)，但 7.5%乙醇对全细胞 GAD 表观

活力的促进机制并非作用于 GAD (图 6)。文献

表明，采用物理[32]或化学方法[23-25]破坏细胞膜的

完整性，可提高全细胞的催化活力。然而，本

研究表明 7.5%乙醇处理的细胞未产生孔洞(图
7、图 8)，7.5%乙醇处理的细胞浸泡液也未检测

到 GAD 催化活性，仅在与细胞共存的反应条件

下，7.5%乙醇对全细胞转化活力才具有促进作

用(图 8)，结果表明乙醇未破坏细胞的完整性。 
有机溶剂可以破坏细胞膜上脂类物质之间

的相互作用，导致细胞膜通透性发生改变[33]。

邻硝基苯-β-D-吡喃半乳糖苷是胞内酶 β-半乳糖
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苷酶的底物，已被分别用于干酪乳杆菌[34]和大

肠杆菌[35]细胞膜的透性分析。基于 β-半乳糖苷

酶对乙醇的稳定性考虑，本研究直接测定胞内

GAD 对外源 L-Glu 的催化活性，反映不同条件

下细胞膜的透性。结果表明，7.5%乙醇仅在与

细胞共存的反应条件下才能发挥其促进作用，推

测其促进机制是由于乙醇与细胞膜脂类物质之

间发生相互作用，导致细胞膜的透性增加，从

而提高细胞的转化活力。 
微生物通过 GAD 催化 L-Glu 发生 α-脱羧作

用而消耗质子，提高细胞微环境的 pH，这是微

生物的耐酸机制之一[36]。由于细胞屏障作用，

H+不能及时得到补充，细胞内因转化反应产生

的碱不能及时被中和，将造成细胞微环境 pH 上

升[23,25,30]，从而降低 GAD 活力。酶与底物的亲

和力与底物的解离状态相关，而底物解离状态

受微环境的 pH 影响，H+得不到及时补充将影响

底物(L-Glu)的解离，从而影响底物与 GAD 的亲

和力。细胞透性增加可提高细胞内外 H+、L-Glu
和 GABA 的传递速度，稳定胞内微环境的 pH，

从而提高反应速率。7.5%乙醇改善全细胞 GAD
的 pH 依赖性(图 3)和降低米氏常数(Km)，可能

与 H+交换速度提高有关，说明细胞膜的透性

增强。 
综上分析表明，乙醇促进全细胞 GAD 表观

活力的途径是通过提高细胞膜透性而实现的，

但乙醇提高细胞膜透性的机制尚有待进一步研

究。乙醇价格低廉，安全性高，对全细胞 GAD
的促进作用显著，在 GABA 绿色制造领域将具

有很好的应用前景。 
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