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腺苷酸环化酶在大肠杆菌中的表达及初步应用 

宋捷，郑穗平*

（华南理工大学生物科学与工程学院，广东广州  510006）

摘要：腺苷酸环化酶（Adenylate Cyclase，AC）对酶法合成环单磷酸腺苷（Cyclic Adenosine Monophosphate，

cAMP）至关重要，它催化三磷酸腺苷（Adenosine Triphosphate，ATP）生成 cAMP 和焦磷酸（PPi）。本研究将

Thermomonospora echinospora 来源的 AC（TeAC）在大肠杆菌中进行异源表达，经过亲和层析纯化蛋白后进行酶学

性质的分析，并进一步将其用于 cAMP 的催化合成。在 16 ℃下诱导重组大肠杆菌表达 TeAC 后，利用 Ni 柱亲和层

析纯化 TeAC，经过 SDS-PAGE 分析表明目的蛋白条带为 40 ku，与预期蛋白大小一致。重组 TeAC 酶的最适温度为

50 ℃，最适 pH 值为 10.5。经酶动力学分析，测得该酶对底物 ATP 催化的动力学参数米氏常数（Km）=115.1 mmol/L，

最大反应速度（Vmax）=64.52 μmol/(mg·min)，催化常数（Kcat）=8.13 s-1
。用 TeAC 催化底物 ATP 反应 11 h 后 cAMP

产量可达 19.1 g/L。该研究成功表达了一种具有高效催化性能的 TeAC，并将其应用于 cAMP 的催化合成时有较高的

产量和生产效率，为酶法合成 cAMP 的应用研究奠定了基础。
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Abstract: Adenylate cyclase (AC) is essential for the enzymatic synthesis of cyclic adenosine monophosphate 

(cAMP). In fact, AC catalyzes the synthesis of cAMP and pyrophosphates (PPi) by adenosine triphosphate (ATP). In this 

study, Thermomonospora echinospora-derived AC (TeAC) was heterologously expressed in Escherichia coli. Following 

purification of the protein via affinity chromatography, its enzymatic properties were analyzed. Thereafter, the protein was 

utilized for the catalytic synthesis of cAMP. After inducing the expression of recombinant TeAC in E. coli at 16 ℃ , TeAC 

was purified via affinity chromatography on a Ni column. Based on SDS-PAGE, the band of the protein of interest corresponded 

to 40 ku, which aligns with the expected protein size. The optimal temperature and pH of recombinant TeAC enzyme were 50 ℃ 

and 10.5, respectively. Enzyme kinetic analysis revealed Km, Vmax, and Kcat values of 115.1 mmol/L, 64.52 μmol/(mg·min), and 

8.13 s-1, respectively, for enzymatic catalysis using the ATP substrate. After 11 h of the reaction catalyzed by TeAC, the yield of 

cAMP was 19.1 g/L. Overall, TeAC with efficient catalytic performance was successfully expressed, and its application in the 
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catalytic synthesis of cAMP led to increased yield and production efficiency. This study lays the foundation for the enzymatic 

synthesis of cAMP.

Key words: adenylate cyclase; cyclic adenosine monophosphate; Escherichia coli

环单磷酸腺苷（Cyclic Adenosine Monophosphate，
cAMP）是一类在细胞中接受生长因子、激素等第一

信号分子信号并传递信号的“第二信使”分子，在

体内与 PKA 形成的 cAMP-PKA 信号通路与免疫反

应、离子通道的运输、清除炎症、细胞生存、神经

突生长等密切相关 [1-4] 。近年来，cAMP 主要应用在

临床治疗、畜牧业领域，并在这两个领域表现出巨

大的应用潜力。cAMP 已经通过临床试验并上市，

有注射用环磷腺苷葡甲胺和注射用二丁酰环磷腺苷

钙两类制剂，主要用于治疗心力衰竭、心肌炎、冠

心病、心绞痛、心源性休克等心血管疾病 [5-8] 。在

临床治疗中，cAMP 药物有缓解糖尿病、急性白血

病 [9] ，治疗银屑病 [10] 、肾病 [11] 、肝病 [12] 、慢性支气

管炎 [13] 的功效。在畜牧业中，cAMP 可以改善肉蛋

品质，减少脂肪含量、提高廋肉含量，属于非激素

类、无残留的新型生长调节剂，可以作为一种类激

素，具有促进生长，减少饲料消耗以及减少激素使

用的作用 [14,15] 。

目前 cAMP 的原料药的生产方法仍以化学合成

法为主。化学法合成 cAMP 存在溶剂毒性大，环境

污染大等问题，酶法合成 cAMP 反应温和，是公认

的无溶剂残留、绿色环保的方法，能克服化学合成

cAMP 的缺点。腺苷酸环化酶（Adenylate Cyclase，
AC，EC 4.6.1.1）属于裂解酶的一种。腺苷酸环化

酶催化三磷酸腺苷（ATP）底物生成 cAMP 和焦

磷酸（ppi），如图 1 所示。He 等 [16] 首次将节杆菌

Arthrobacter sp. CGMCC No.3584 来源的腺苷酸环

化酶进行克隆，并在大肠杆菌中异源表达、纯化，

该酶是最早被报道用于酶法催化合成 cAMP 的 AC
之一。Ma 等 [17] 在对酶催化反应的 pH 值、温度和

金属离子及其浓度等条件的优化后，用大肠杆菌

MG1655 来源的腺苷酸环化酶 N 端 446 个氨基酸

（EAC446）进行酶催化反应，得到 cAMP 产量为

18.45 g/L，这是目前文献报道酶法合成的最高产量。

酶法合成需面对游离酶不稳定性和重复利用率低等

问题，已有学者通过固定化节杆菌 Arthrobacter sp. 
CGMCC No.3584 来源的 AC 解决酶法合成中常出

现的酶失活、难回收等问题，以提升 AC 在工业化

应用的潜力 [18,19] 。然而目前酶法合成 cAMP 的腺苷

酸环化酶资源少，挖掘并筛选出一种具有良好性质

的腺苷酸环化酶成为酶法合成 cAMP 的关键。

本研究在大肠杆菌中表达了一种Thermomonospora 
echinospora 来源的 AC（TeAC），该酶是在前期通

过从数据库挖掘并用分子对接评分筛选获得的具有

良好催化性能的酶。本研究在大肠杆菌中表达了

TeAC，并在分析该酶的酶学性质的基础上初步利用

单酶法催化合成 cAMP，旨在挖掘并筛选出性状良好

的腺苷酸环化酶，为酶法合成 cAMP 提供研究基础。

图 1  AC 酶催化反应示意图

Fig.1 Schematic of adenylate cyclase catalytic reaction

1　材料与方法

1.1　材料

1.1.1　质粒、菌株与引物

克隆宿主菌 E. coli Top10、表达宿主菌 E. coli 
BL21(DE3)、pET-28a 载体由华南理工大学微生物酶

学实验室保存。鉴定引物为 T7 和 T7T 通用引物。

1.1.2　主要试剂与培养基

DL5000 DNA Marker、Loading buffer，购自广

州东盛科技有限公司；蛋白 Marker，购自赛默飞

公司；PCR Mix，购自北京庄盟国际生物公司；腺
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苷 -5’- 三磷酸二钠盐（ATP·Na2）、卡那霉素、异丙

基 -β-D- 硫代半乳糖苷（IPTG）、环单磷酸腺苷标

准品（cAMP），购自上海麦克林生化科技有限公

司；Bradford 蛋白定量试剂盒，购自上海捷瑞生物

工程有限公司；琼脂糖凝胶回收试剂盒、PCR 产物

回收试剂盒和质粒小量提取试剂盒，购自广州美基

（Magen）生物公司。乙腈为色谱纯，购自美国默

克公司。其余试剂均为分析纯。

1.1.3　仪器与设备

ETC811 基因扩增仪，苏州东胜兴业科学仪器

有限公司；ZQZY-CF8V 和 ZQZY-88AH 振荡培养

箱，上海知楚仪器有限公司；5804R 低温高速离心

机，德国 Eppendorf 公司；AKTA Pure 蛋白纯化色

谱仪，美国通用电气医疗公司；MS-100 恒温混匀仪，

赛默飞公司；Waters 2689-2489 液相色谱仪，美国

Waters 公司；HisTrap FF 亲和层析预装柱和 HiTrap 
Desalting 凝胶层析柱，Cytiva 公司。

1.2　方法 

1.2.1　pET-28a-TeAC重组质粒的构建与鉴定

将 来 源 于 T. echinospora 的 TeAC（Genbank ：

WP_103944093）进行密码子优化后合成的基因

克隆至 pET-28a 载体中，目的基因上下游引入两

个限制性核酸内切酶切位点分别为 Nhe I 和 Not I，
6×His-Tag 标签加在基因 N 端，将获得的重组质粒

命名为 pET-28a-TeAC。以通用引物 T7、T7T 为上、

下游引物对E. coli Top10转化子进行菌落PCR鉴定。

1.2.2　TeAC蛋白的表达、纯化及SDS-PAGE分析

将测序验证正确的质粒转化到 E. coli BL21(DE3)
菌株中以构建含有 pET-28a-TeAC 质粒的 E. coli 
BL21(DE3) 菌株。从构建的 E. coli BL21(DE3) 菌株

（含有 pET-28a-TeAC 质粒）的平板上挑取单菌落，

接种至 10 mL LB 培养基（含 50 μg/mL 卡那霉素）

中，37 ℃，200 r/min，培养 14~16 h 后，取菌液测

OD600。控制起始 OD600 在 0.1，计算对应菌液的添

加量，将过夜培养的菌液转接至 100 mL LB 培养基

中，37 ℃，220 r/min，培养 1.5 h，OD600 至 0.6~0.8。
此时，往发酵液中加入 50 μL 的 IPTG（1 mol/L），
即诱导的终浓度在 500 μmol/L 下，16 ℃，180 r/min，
诱导 16~18 h。

用 100 mL 的离心管收集菌液，4 ℃，7 800 r/min
离心 5 min 后，用 50 mL 的 Buffer A 重悬菌体，用

高压均质匀浆机进行破碎（破碎条件：700 bar，90 s）。

破碎完成后取 2 mL 的破碎液，分装两管，一管离

心用以获取破碎上清和沉淀，另一管用以获取粗酶液，

用于 SDS-PAGE 分析蛋白表达的结果。剩余的破碎液

4 ℃，10 000 r/min，离心 40 min 后，用 0.22 μm 无

机滤膜将上清液过滤至新的 100 mL 离心管中，所

有蛋白样品全程置于低温的环境下，冰上操作，且

在低温离心机中离心。

将 5 mL HisTrap FF 亲 和 层 析 柱 装 在 AKTA 
Pure 蛋白纯化色谱仪后，先后用超纯水、Buffer B、
Buffer A 平衡系统后，将准备好的菌株破碎上清液

过柱，收集穿过液用于 SDS-PAGE 分析。待 Buffer 
A 平衡系统后，设置 Buffer B 比例为 6%（V/V）洗

去杂蛋白，收集杂蛋白样品用于 SDS-PAGE 分析。

待系统平衡后，设置 Buffer B 比例为 100%（V/V）
并收集纯蛋白（预实验中梯度洗脱已确定纯化条

件），收集蛋白样品用于 SDS-PAGE 分析。最后将

柱子保存于 20%（V/V）乙醇中。用 10 ku 滤径的

Millipore 超滤管（15 mL 内管）收集纯化后的蛋白，

4 ℃，4 000 r/min 离心以浓缩蛋白。

将 5 mL HiTrap Desalting 凝 胶 层 析 柱 装 在

AKTA Pure 蛋白纯化色谱仪后，用储存 Buffer
（11.7 g/L NaCl，2.725 g/L Na2HPO4，0.575 g/L 
NaH2PO4）平衡系统后，往进样口处注射样品约

3~4 次（每次 1 mL）。纯化蛋白样品经脱盐处理并

将蛋白样品的浓度测定后，放置于 -20 ℃保存备用。

柱子保存于 20%（V/V）乙醇中。在热稳定测定中，

用上述操作将储存缓冲液替换为氢氧化钠 - 甘氨酸

缓冲液（pH 值 10，浓度与酶活反应体系保持一致）。

1.2.3　腺苷酸环化酶酶活的测定

酶活测定的反应体系和 cAMP 的检测方法参考

专利 [20] 。

腺苷酸环化酶的反应体系：0.36 mol/L 氢氧化

钠 -甘氨酸缓冲液，36 g/L 腺苷 -5’- 三磷酸二钠盐，

27 g/L 六水合氯化镁，10 μg 酶。反应体积为 1 mL，
反应时间为 10 min，加入 100 μL 的 6 mmol/L 盐酸

终止反应。

一个腺苷酸环化酶酶活单位（U）定义：每分

钟生成 1 μmol/L cAMP 所需要的酶量定义为一个酶

活单位。

用 HPLC 高效液相色谱法检测产物 cAMP 的

量。检测条件为：色谱柱 Unitary C18（5 μm，100 Å，    

4.6 mm×250 mm），流动相为乙腈 : 100 mmol/L PBS 
缓冲液（pH 值 7.0）=7:93，进样量为 10 μL，流
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速为 1.0 mL/min，检测波长设为 259 nm，柱温为  

30 ℃。流动相均需经过 0.22 μm 滤膜超滤后超声脱

气 30 min 后使用。

配制 10 mmol/L cAMP 标准品，用超纯水依次

稀释至 0.125、0.25、0.5、1、2、4 mmol/L 后，将

标准品 cAMP 浓度与对应 HPLC 检测的峰面积之间

的关系绘制成 cAMP 标准曲线如图 2 所示。

图 2  cAMP 标准曲线

Fig.2 cAMP Standard curve

1.2.4　腺苷酸环化酶最适温度和最适pH值的测定

为测定腺苷酸环化酶的最适催化温度，将标准

反应混匀液放在设定温度（30、35、40、45、50、
55、60、65、70、75 ℃）下预热 10 min 后，分别

加入 10 μg 的酶于反应液中，反应 10 min 后测得

TeAC 在这些温度下的产物的量以测定酶活。用等

量纯水代替酶液的反应体系作为空白对照，每个样

品设置 3 个平行，以最适温度下的酶活力为 100%，

计算其余温度下的相对酶活力（%），并绘制温度 -

酶相对活力曲线。

为测定腺苷酸环化酶的最适催化 pH 值，将

65.3 mmol/L 的底物 ATP 分别用 pH 值为 6.0、7.0、
8.0、9.0、9.5、10.0、10.5、11.0、12.0 的缓冲液溶解，

置于最适温度 50 ℃下，反应 10 min 后测得 TeAC
在这些温度下的产物的量以测定酶活。用等量纯水

代替酶液的反应体系作为空白对照，每个样品设置

3 个平行，以 pH 值 10.0 条件下的酶活力为 100%，

计算其余pH值下的相对酶活力（%），并绘制pH值-

酶相对活力曲线。

1.2.5　腺苷酸环化酶酶动力学参数的测定

在 50 ℃和 pH值 10条件下测定酶的动力学参数。

按照方法1.2.3，设置若干个不同底物ATP浓度（0.65~ 
65.3 mmol/L）的反应体系，用等量纯水代替酶液的

反应体系作为空白对照，每个样品设置 3 个平行，

根据底物浓度 [S] 的倒数和反应速度 V 的倒数的关

系，绘制双倒数曲线，以计算酶动力学参数米氏常

数（Km）、最大反应速度（Vmax）、催化常数（Kcat）。

1.2.6　腺苷酸环化酶储存稳定性的测定

将保存在储存 Buffer 中的 TeAC 取出，分别

在 30、35、40、45、50 ℃下保存 15、30、60、90、
120 min，以及在 4 ℃下保存 25、45、85、125 min。
为测定 TeAC 的储存稳定性，将标准反应混匀液放

在最适温度下预热 10 min 后，分别加入 10 μg 的酶

（已在上述条件保温处理）于反应液中，在 50 ℃和

pH 值 10 条件下反应 10 min 后测定 TeAC 在上述温

度下保温不同时间后的残余酶活。用等量纯水代替

酶液的反应体系作为空白对照，每个样品设置 3 个

平行，以 0 min 的酶活力为 100%，计算不同温度下

保存一定时间的酶的相对活力（%），并绘制时间 -

酶相对活力曲线。

1.2.7　腺苷酸环化酶热稳定性的测定

将保存在氢氧化钠 - 甘氨酸缓冲液中的 TeAC
取出，在 35 ℃下保存 15、30、60、90、120 min 后，

为测定 TeAC 的热稳定性，将标准反应混匀液放在

最适温度下预热 10 min 后，分别加入 10 μg 的酶

（已在上述条件保温处理）于反应液中，在 50 ℃和 

pH 值 10 条件下反应 10 min 后测定 TeAC 在 35 ℃
下保温不同时间后的残余酶活。用等量纯水代替酶

液的反应体系作为空白对照，每个样品设置 3 个平

行，以 0 min 的酶活力为 100%，计算不同温度下保

存一定时间的酶的相对活力（%），并绘制时间 - 酶

相对活力曲线。

1.2.8　腺苷酸环化酶单酶催化生产cAMP
反应在 2 mL 离心管内进行。催化反应体系包括

0.36 mol/L 氢氧化钠 - 甘氨酸缓冲液，36 g/L 的腺

苷 -5’- 三磷酸二钠盐，27 g/L 六水合氯化镁，10 μg
酶。将标准反应混匀液放在最适温度下预热 10 min
后，每管反应体系中加入 10 μg 的酶，35 ℃反应 1、
2、3、4、5、6、8、9、10、11、12 h 后测定 cAMP
的产量。用等量纯水代替酶液的反应体系作为空白

对照，每个样品设置 3 个平行，并绘制 cAMP 的产量-

时间曲线。

1.2.9　数据分析

所有试验均设置 3 个平行，用 Microsoft Excel 
2019 软件计算三个平行反应的 cAMP 峰面积平均值

和标准误差，所有图表均用GraphPad Prism 9.5.0绘制。
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图 3  Top10/pET-28a-TeAC 的菌落 PCR 鉴定图与测序结果对比图

Fig.3 Colony PCR identification and sequencing results comparison of Top10/pET-28a-TeAC

注：（a）为 Top10/pET-28a-TeAC 菌落 PCR 鉴定图，（b）为测序结果对比图。

2　结果与讨论

2.1　重组质粒pET-28a-TeAC构建及鉴定

将密码子优化的 TeAC 基因克隆至 pET-28a 载

体中，然后转化至 E. coli Top10 菌株中，通过随机

挑取单菌落进行菌落 PCR 后，琼脂糖凝胶电泳结果

如图 3a 所示。如图 3a 所示，TeAC 克隆菌株菌落

PCR 的条带大小在 1 300 bp 左右，与目的片段大小

（1 313 bp）一致。提取重组质粒后，将质粒送到北

京擎科生物科技有限公司进行测序，并将测序结果

与优化后的基因序列进行比对，如图 3b 所示。测

序结果显示重组质粒 pET-28a-TeAC 构建成功。将

重组质粒 pET-28a-TeAC 转化至 E. coli BL21(DE3)
感受态后，涂布至卡那霉素抗性的 LB 固体培养基

后过夜培养。菌落 PCR 鉴定成功后，用 30%（V/V）
甘油保种并放置于 -80 ℃保存。

2.2　TeAC的SDS-PAGE分析和比酶活的测定

从 LB 平 板 上 挑 取 鉴 定 正 确 的 大 肠 杆 菌

BL21(DE3)/pET-28a-TeAC， 按 照 方 法 1.2.2 将 重

组 AC 在大肠杆菌中用摇瓶发酵并诱导表达后收

菌，对菌体进行破碎处理并经过 Ni 柱亲和层析纯

化后，将蛋白样品收集并用于 SDS-PAGE 分析。在

EXPASY 网站的 protparam 工具（https://web.expasy.
org/protparam/）输入 TeAC 的氨基酸序列（带有组

氨酸标签），预测蛋白分子量的大小为 40.3 ku。将

收集的蛋白样品进行 SDS-PAGE 分析，结果如图 4

所示。图 4 泳道 5 表明 TeAC 纯化后所得蛋白条带

的分子量在 40 ku 附近有一条单一条带，结果与预

期的蛋白分子量大小一致。T. echinospora 来源的

TeAC 在大肠杆菌 BL21(DE3) 中为可溶表达，并通

过 Ni 柱亲和层析纯化出来。在 50 ℃、pH 值 10.0
的条件下，测定其比酶活为 69.9 U/mg。

图 4  SDS-PAGE 分析 TeAC 的表达和纯化

Fig.4 SDS-PAGE analysis of TeAC expression and 

purification

注：泳道 1 为 BL21(DE3) 空菌全细胞破碎液；泳道 2

为 BL21(DE3)/pET-28a-TeAC 菌体全细胞破碎液；泳道 3 为

TeAC 亲和层析穿过液；泳道 4 为 TeAC 杂蛋白；泳道 5 为

TeAC 纯蛋白。

2.3　腺苷酸环化酶最适温度和最适pH值的测定

为确定 TeAC 酶的最适反应温度，在 pH 值 10.0
条件下，测其在不同温度（30、35、40、45、50、
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55、60、65、70、75 ℃）下的 TeAC 的酶活，结果

如图 5a 所示。在 pH 值 10.0 下，测得 TeAC 的最适

温度为 50 ℃。图 5a 表明 35~55 ℃下，TeAC 能保持

50% 以上相对酶活力；反应温度在 60 ℃时，TeAC

相对酶活力保留 3.3% ；当反应温度上升至 65 ℃以

上时，TeAC 失去酶活。

为确定 TeAC 酶的最适反应 pH 值，在最适温

度 50 ℃下测其在不同 pH 值（6.0、7.0、8.0、9.0、
9.5、10.0、10.5、11.0、12.0）下 TeAC 的酶活，结

果如图 5b 所示。在最适温度 50 ℃下，测得 TeAC

的最适反应 pH 值为 10.5。TeAC 酶有嗜碱的性质，

该酶 pH值范围较窄，在 pH值 10.0~12.0之间有酶活，

在 pH 值 6.0~9.5 之间几乎检测不到酶活。

  

图 5  温度、pH 值对 TeAC 酶活性的影响

Fig.5 Effect of temperature and pH on activity of TeAC

表 1  AC动力学参数和比酶活比较

Table 1 Comparison of AC kinetic parameters and specific activity from different sources

Source Substrate Km
 /(mmol/L) Vmax

 /[μmol/(mg·min)] Kcat
 /(s-1) Kcat

 /Km
 /(Ms-1) Specific activity/(U/mg) Reference

Thermomonospora 
echinospora ATP 115.10 64.52 8.13 70.63 69.90 This work

Arthrobacter sp. 
CGMCC 3584 ATP 7.56 5.06 / / 3.04 2012 [16] 

Yersinia pestis ATP 0.21±0.01 8.4±0.2 0.0057 2.7×107 / 2011 [21] 

Bordetella pertussis ATP 0.60 / 4600 7.6×106 / 2014 [22] 

Escherichia coli ATP 0.17 / / / 0.78 2008 [23] 

Rattus norvegicus ATP 0.6 / / / 67 2002 [24] 

Mycobacterium 
tuberculosis ATP 0.05 / / / 0.48 2001 [25] 

Saccharomyces 
cerevisiae ATP 1.6 / / / / 1976 [26] 

Turneriella parva ATP / / / / 0.0533 2015 [27] 

注：“/”表示未测定或未公布。

表 2  Thermomonospora echinospora来源的腺苷酸环化酶蛋白质序列信息

Table 2 Information of the Adenylate cyclase from Thermomonospora echinospora

名称 相似度�/% Genbank 编号 氨基酸数量 分子量�/ku 等电点 来源

TeAC 36.68 WP_103944093 350 37.88 4.93 Thermomonospora echinospora

注：“相似度”表示与 Arthrobacter sp. CGMCC 3584 来源的 AC 的相似度。
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2.4　腺苷酸环化酶酶动力学参数的测定

按照方法 1.2.5，在 50 ℃、pH 值为 10.0 条件下，

通过测定一系列不同底物 ATP 浓度下酶的活性，探

究 T. echinospora 来源的 AC 对底物的亲和力和催化

效率，并与文献报道不同来源的 AC 进行比较。经

双倒数曲线拟合后计算得，以 ATP 为底物，TeAC
的 Km 为 115.1 mmol/L，Vmax 为 64.52 μmol/(mg·min)，
Kcat 为 8.13 s-1，双倒数曲线如图 6 所示。将不同来

源的 AC 动力学参数和比酶活进行比较如表 1 所示。

将 T. echinospora 来源的腺苷酸环化酶蛋白质序列

信息整理列表，如表 2 所示。T. echinospora 来源的

TeAC 的比酶活高于目前文献报道的酶活性，提示

该酶在 cAMP 的酶法催化合成中有潜力。而 TeAC
的 Km 值远高于其他来源的 AC，表示该酶与底物

ATP 的亲和力较弱。目前报道的 Yersinia pestis 和
Bordetella pertussis 来源的 AC 具有较低的 Km 值，

且 Kcat/Km 也远高于 TeAC，表示上述两种来源的 AC
与底物 ATP 的亲和力强且催化效率高，但 Y. pestis
和 B. pertussis 分别是鼠疫耶尔森氏杆菌和百日咳博

德特氏菌，是众所周知的致病菌，对人体危害极大，

且目前针对这两种来源 AC 的研究多与其病理机制

相关，因此不适合用于 cAMP 的工业生产。

图 6  双倒数曲线法测定 TeAC 的动力学参数

Fig.6 Determination of kinetic parameters of TeAC by double 

reciprocal curve method

注：[S] ：底物 ATP 的浓度；V ：反应速率。

2.5　腺苷酸环化酶储存稳定性的测定

按照方法 1.2.6，测定了放置在储存 Buffer 的
TeAC 在不同温度下保存一定时间后的酶活力，以

测定该酶的储存稳定性，结果如图 7 所示。

图 7 表明，虽然 50 ℃是 TeAC 的最适温度，

TeAC 在 50 ℃下保温 15 min 后无残余酶活；而

TeAC 在 45 ℃下保温 15 min 后残余酶活降至 2% 左

右；TeAC 在 40 ℃下保温 15 min 后残余酶活降至 7%
左右。因此尝试测定 TeAC 在 30、35 ℃下保温一定

时间后的酶活力，发现该酶在 35 ℃保温 15 min 后

残余酶活保留近 20% ；30 ℃保温 15 min 后残余酶

活保留约 50%，保温 15 min 后残余酶活降低的幅度

减少，30 min 后残余酶活仍保留近 40%，90 min 后

残余酶活保持在约 20%，120 min 后残余酶活保持

在 10% 以上。TeAC 在 4 ℃下保存 2 h 内，残余酶

活保留约 80%~90%。

TeAC在储存Buffer中 4 ℃低温保存 2 h较稳定，

不适宜在 30 ℃以上的温度中放置。

图 7  TeAC 的储存稳定性分析

Fig.7 Storage stability analysis of TeAC

2.6　腺苷酸环化酶热稳定性的测定

按照方法 1.2.7 测定了放置在氢氧化钠 - 甘氨

酸缓冲液（反应缓冲液，pH 值 10）的 TeAC 的在

不同温度下保存一定时间后的相对酶活力，以测定

该酶的热稳定性，结果如图 8 所示。

图 8  TeAC 的热稳定性分析

Fig.8 Thermal stability analysis of TeAC

在反应缓冲液中，TeAC 在 35 ℃下保温 30 min
残余酶活保留 46.8%，保温 1 h 残余酶活保留 26.4% ；

1 h 后酶活力降低幅度大幅减小，1.5、2 h 残余酶活

保留约 20%。
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TeAC 催化性能良好，但是热稳定性一般。为

适应工业生产的需要，仍需要进一步地改造来提升

其热稳定性。

2.7　腺苷酸环化酶酶法催化合成cAMP

在测定了 TeAC 的酶学性质及热稳定性后，

尝试将 TeAC 初步应用于酶法催化合成 cAMP。 
图 8 表明 TeAC 在 11 h 催化率合成 cAMP 的产量为

19.10 g/L，前 2 h 内转化率增幅大，在 2~11 h 增幅

降低并趋于稳定。用该酶进行酶法催化合成 cAMP
的产量高于目前微生物发酵法合成的 cAMP 的最高

产量 11.04 g/L，并略高于目前文献报道的酶法合成

的最高产量 18.45 g/L。虽然最高产量高于酶法合成

的最高产量，但当产量达最大值约 19.10 g/L 时，生

产效率为 1.74 g/(L·h)，不及酶法合成最高产量下的

生产效率 3.08 g/(L·h)。生产效率低的原因与酶的热

稳定性不良有关，前 2 h 内的催化反应产量大幅增

加，而 2 h 后酶活降低从而导致产量增幅不如前 2 h。
后续可以通过酶的热稳定性改造策略提升 cAMP 生

产效率。

图 9  TeAC 催化生产 cAMP

Fig.9 TeAC catalyzes production of cAMP

3　结论

本研究成功构建了 pET-28a-TeAC 重组质粒，并

在大肠杆菌中表达了 Thermomonospora echinospora
来源的腺苷酸环化酶。通过最适温度和 pH 值测

定，确定 TeAC 的最适温度为 50 ℃，最适 pH 值为

10.5。在 50 ℃、pH 值 10.0 条件下，以 ATP 为底物，

测定 TeAC 对的酶动力学参数 Km 为 115.1 mmol/L，
Vmax 为 64.52 μmol/(mg·min)，Kcat 为 8.13 s-1。 初 步

将 TeAC 应用于酶法催化合成 cAMP，在催化反应

进行到 11 h 时，能达到最大产量 19.10 g/L，用该酶

进行酶法催化合成 cAMP 的产量高于目前微生物发

酵法合成的 cAMP 的最高产量 11.04 g/L，并略高于

酶法合成的最高产量 18.45 g/L。虽然 TeAC 酶法催

化最高产量略高于文献报道的最高产量，但生产效

率为 1.74 g/(L·h)，不及酶法合成最高产量下的生产

效率 3.08 g/(L·h)。本研究为酶法合成 cAMP 提供良

好的研究基础。

本研究虽然成功表达了酶学性质良好的 TeAC，
但后续研究仍面临着许多挑战。本研究用到 TeAC
酶的热稳定性有待改进，后续可以通过热稳定性改

造的策略，以系统地提升 TeAC 酶的热稳定性。与

化学合成 cAMP 相比，腺苷酸环化酶催化的底物

ATP 价格较为昂贵，影响了酶法合成 cAMP 的经济

效益，后续可以开发新的酶合成 cAMP 的途径，用

多酶催化法合成 cAMP，例如使用多聚磷酸盐激酶

（PPK，EC 2.7.4.1）和腺苷酸环化酶可以催化底物

二磷酸腺苷（ADP）合成 cAMP。此外，后续还可

以固定化腺苷酸环化酶以增加其稳定性和可重复利

用次数，以适应工业生产的需要，但固定化仍需面

临酶活损失等问题。
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