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摘  要 : 从嗜高温放线菌 Thermobifida fusca 中分离得到的苯基丙酮单加氧酶主要催化芳香族化合物的

Baeyer-Villiger 氧化反应。对该酶的结构和功能进行研究时，发现位于底物结合口袋的 Met446 位点突变可以

赋予突变酶催化 C-H 键活化的新功能，氧化吲哚合成靛蓝和靛玉红，但产量仅为 1.89 mg/L。为了获得合成靛

蓝和靛玉红的全细胞催化剂，直接补加吲哚并不能提高细胞合成效率，补加吲哚的前体物质 L-色氨酸可以使

细胞合成靛蓝和靛玉红的能力提高 4.5 倍，达到 8.43 mg/L。为了进一步提高细胞的生物合成效率，通过代谢

工程改造大肠杆菌的糖代谢途径，阻断葡萄糖异构酶基因 pgi，使磷酸戊糖途径代替糖酵解途径成为葡萄糖的

主要代谢通路，从而为细胞提供更多氧化吲哚所需的辅因子 NADPH，导致细胞合成靛蓝和靛玉红的效率进一

步提高 3 倍，达到 25 mg/L。通过组合蛋白质工程和代谢工程设计全细胞催化剂不仅可以高效地合成靛蓝和靛

玉红，而且设计理念为相关全细胞催化剂的开发提供了一种新的策略。 

关键词 : 靛蓝，靛玉红，苯基丙酮单加氧酶，蛋白质工程，代谢工程 
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Biosynthesis of indigo and indirubin by whole-cell catalyst 
designed by combination of protein engineering and 
metabolic engineering 
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Abstract:  The phenylacetone monooxygenase, isolated from Thermobifida fusca, mainly catalyzes Baeyer-Villiger 
oxidation reaction towards aromatic compounds. Met446 plays a vital role in catalytic promiscuity, based on the structure 
and function of phenylacetone monooxygenase. Mutation in Met446 locus can offer enzyme new catalytic feature to 
activate C—H bond, oxidizing indole to finally generate indigo and indirubin, but the yield was only 1.89 mg/L. In order to 
further improve the biosynthesis efficiency of the whole-cell catalyst, metabolic engineering was applied to change glucose 
metabolism pathway of Escherichia coli. Blocking glucose isomerase gene pgi led to pentose phosphate pathway instead of 
the glycolytic pathway to become the major metabolic pathways of glucose, which provided more cofactor NADPH needed 
in enzymatic oxidation of indole. Engineering the host E. coli led to synthesis of indigo and indirubin efficiency further 
increased to 25 mg/L. Combination of protein and metabolic engineering to design efficient whole-cell catalysts not only 
improves the synthesis of indigo and indirubin, but also provides a novel strategy for whole-cell catalyst development. 

Keywords:  indigo, indirubin, phenylacetone monooxygenase, protein engineering, metabolic engineering 

靛蓝 (Indigo)，是最早发现的天然染料之

一，距今已有 3 000多年的历史。《荀子·劝学》

中有“青，取之于蓝而青于蓝”，此“青”即靛蓝。

靛蓝广泛应用于食品、医药和日用化妆品的着

色等。靛玉红 (Indirubin)，靛蓝的同分异构体，

是传统中药当归龙荟丸的有效成分[1]，具有抗癌

活性[2-4]。 

靛蓝和靛玉红的生产主要有 3 种方法：植

物提取、化学合成及微生物转化[5]。植物提取工

艺繁琐，产量低；化学合成法具有效率高、产

品纯度高、过程简单等优点，是目前靛蓝和靛

玉红制备的主要方法。但是，化学合成使用的

催化剂、物料以及副产物具有一定的毒性对人

和环境带来危害。自 1928年首次报道靛蓝的微

生物合成现象以来，绿色环保的微生物法合成

靛蓝引发越来越多的关注[6]。研究发现许多降解

芳香族碳氢化合物的微生物具有产生靛蓝的能

力。具有产生此类异生物质的细菌通常含有双

加氧酶或单加氧酶，例如萘双加氧酶[7-10]、甲苯

双加氧酶[11]、苯乙烯单加氧酶[12-13]、黄素蛋白

单加氧酶[14]和 P450单加氧酶[15-16]等。一般认为

吲哚经过酶促氧化生成羟基吲哚，后者自发缩

合生成靛蓝或靛玉红等产物 (图 1)。通过蛋白

质工程改造野生酶获得催化效率大幅提高的突

变酶以及通过优化培养条件提高生产菌株合成

靛蓝能力作为有效的策略应用于靛蓝生物合成

的实践中[17]。 

Baeyer-Villiger 单加氧酶 (Baeyer-Villiger 

monooxygenase，BVMO) 是一类含有黄素 FAD、

NADPH辅因子的重要生物酶催化剂，主要催化 
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图 1  生物合成靛蓝和靛玉红 
Fig. 1  Biosynthesis of indigo and indirubin by indole oxidization pathway. 
 
羰基类化合物氧化，在羰基和一个邻近烃基之

间引入一个氧原子，得到相应的酯或内酯[18]。

BVMO 具有催化的不专一性，已报道这类酶的

典型代表环己酮单加氧酶  (Cyclohexanone 

monooxygenase，CHMO) 还具有氧化硫、氮等

杂原子的能力以及催化碳碳双键环氧化的能力

等[19]。最新的研究发现苯丙酮单加氧单个氨基

酸的改变导致突变酶拥有氧化酶活力 [20]。

NADPH是一种昂贵的辅因子，在以制备催化产

物为目的的研究中，选择辅酶再生系统或以全

细胞而非纯酶作为催化剂是一种经济、实用的

策略[20]。 

本研究旨在探索利用蛋白质工程改造

PAMO，赋予突变酶氧化吲哚合成靛蓝及其衍生

物的能力，在此基础上，通过代谢工程改造大

肠杆菌的糖代谢途径，增加细胞内 NADPH 浓

度，从而设计高效的全细胞催化剂用于合成靛

蓝和靛玉红。 

1 材料与方法 

1.1  试剂 
葡萄糖、氯化钠购自国药集团试剂有限公

司。磷酸氢二钾、磷酸二氢钾购自北京化工厂。

靛蓝标准品、吲哚标准品购自北京百灵威科技

有限公司。质粒提取试剂盒购自天根生化科技 

(北京) 有限公司。靛玉红标准品购自 Aladdin。

L(-)-Tryptophan 购自 Acros Organics。胰蛋白

胨、酵母提取物购自 Oxoid Company Ltd。KOD 

Taq DNA 聚合酶购自日本 Toyobo 公司。DNA 

marker， Protein marker，DpnⅠ限制酶购自

Fermentas。甲醇 (色谱纯) 购自 Thermo Fisher 

Scientific。二氯甲烷购自 Dikma Technologies 

Inc。二甲基亚砜 (DMSO) 购自 Merck 公司。

薄层层析  (TLC) 板购自烟台江友硅胶开发有

限公司。 

TB培养基：用于培养大肠杆菌。胰蛋白胨

12 g，酵母提取物 24 g，甘油 4 mL溶解于 900 mL

去离子水中，高压灭菌后冷却到 60 ℃，再加入

100 mL灭菌的磷酸缓冲液 (0.17 mol/L KH2PO4

和 0.72 mol/L K2HPO4)。 

1.2  菌种与质粒 
大肠杆菌 Escherichia coli TOP10、E. coli 

BW25113 (Δpgi)，以及质粒 pBAD 均为本实验

室保存；E. coli TOP10 (Δpgi) 菌株利用 P1噬菌
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体转导 E. coli BW25113 (Δpgi) 筛选获得。    

E. coli TOP10、E. coli TOP10 (Δpgi) 用于基因克

隆和 PAMO的表达，pBAD用于 pamo基因 (No. 

AAZ55526) 的表达质粒构建。 

1.3  方法 
1.3.1  同源重组制备 E. coli TOP10 (Δpgi)   

菌株 

1) 制备 P1噬菌体溶菌产物
[21-22]：取 E. coli 

BW25113 (Δpgi) 作为供体菌，在供体菌葡萄糖

异构酶基因 pgi中插入了卡那霉素抗性基因，从

而导致 pgi失活。接种 E. coli BW25113 (Δpgi) 

于含 25 µg/mL卡那霉素抗性的 LB液体培养基

中，37 ℃、220 r/min培养过夜。取 50 µL过夜

培养物加入到 5 mL补加有 20%葡萄糖，25 µL

浓度为 1 mol/L的 CaCl2的 LB液体培养基中，

然后加入 100 µL 109−1010 PFU/mL P1噬菌体，

继续培养直到细胞溶解，加入氯仿继续振荡几

分钟，10 000 r/min、4 ℃离心 10 min，取上清

备用。 

2) P1转导
[21-22]：取 E. coli TOP10作为受体

菌，接种于 LB液体培养基中 37 ℃、220 r/min培

养过夜。取 1.5 mL于室温下离心，弃上清。加

入 750 µL 上述制备的 P1溶菌产物重悬细胞，室

温下噬菌体吸附 30 min。加入终浓度为 0.2 mol/L

的柠檬酸钠 1 mL。37 ℃培养 1 h。取 1.5 mL菌

液离心，弃上清。用100 µL Tris-HCl缓冲液 (pH 8.0) 

重悬细胞，涂布到含有 25 µg/mL卡那霉素抗性

平板上，培养过夜。次日挑取单菌落划线培养，

连续 5 次传代后随机挑取克隆，备份并提取其

基因组为模板，用 pgi引物扩增，PCR产物经测

序后证明其中含有完整的卡那抗性基因，从而

获得 E. coli TOP10 (Δpgi) 菌株。 

1.3.2  M446位点饱和突变体的构建 

引物设计如表１所示，用于构建 Met446位

点的饱和突变体，模板为 pPAMO，PCR体系和

程序见参考文献[18]。 

所得 PCR产物经 DpnⅠ消化 2.5 h，去除模

板 DNA。然后采用 PCR产物纯化试剂盒纯化，纯

化后的 PCR产物用化学转化法分别转化入 E. coli 

TOP10和 E. coli TOP10 (Δpgi) 中，转化产物涂

布于含有相应抗生素的 LB固体培养基上 (转入

TOP10 表达体系时涂布于 100 µg/mL 氨苄青霉

素抗性平板上；转入 TOP10 (Δpgi) 表达体系时

涂布于 100 µg/mL氨苄青霉素和 25 µg/mL卡那

霉素抗性平板上)，37 ℃过夜培养得到突变文

库，随机挑取克隆，测序获得 446 位点的其他

19种突变体，甘油保存备用。 

1.3.3  细胞培养 

10 µL甘油保存的菌体接到 5 mL含 100 µg/mL

氨苄青霉素的 LB 液体培养基中培养过夜，1%

转至 200 mL TB培养基 (根据宿主菌不同加入

相应抗生素)，同时加入 0.01%的 L-阿拉伯糖作

为诱导剂，37 ℃、220 r/min培养 24 h。 

1.3.4  细胞及产物处理 

由于靛蓝为细胞内生产物，水溶性差，发

酵上清液中含量甚微，随着培养时间的延长，

产物的积累会在摇甁底部析出。因此培养 24 h

后，培养物经 5 000 r/min、10 ℃离心 7 min，弃

上清，用 15 mL Tris-HCl缓冲液 (50 mmol/L，

pH 8.0) 重悬，然后在冰浴中用超声波破碎细胞 
 

表 1  引物名称及序列 
Table 1  Primer name and primer sequence 

Primer name Primer sequence (5′–3′) 

M1 CTCAGCAACNNKCTGGTCTCT 

M2 AGAGACCAGNNKGTTGCTGAG



李阳 等/组合蛋白质工程和代谢工程设计全细胞催化剂合成靛蓝和靛玉红 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

45

60 min，工作条件：功率 300 W，工作 2 s，间

歇 2 s。经破碎后的悬液用二氯甲烷萃取 3遍，

合并萃取液，旋转蒸发仪浓缩后，用二甲基亚

砜 (DMSO) 溶解制备样品备用。 

1.3.5  薄层层析分析方法 

将上述处理好的样品稀释后用毛细管点样于硅

胶薄层板上，展开剂为苯∶氯仿∶丙酮=5∶4∶1[23]，

溶剂前沿到达距薄层板顶端 2 cm左右时取出，

置通风橱里吹干，254 nm紫外灯下检测。 

1.3.6  最大紫外吸收法定量 

将靛蓝和靛玉红标准品置于分光光度仪

(Spectrophotometer Beckman Counter DU800) 
下进行 200–800 nm全波长扫描，测得靛玉红的

最大吸收在 549 nm，靛蓝的最大吸收在 618 nm。

取靛蓝和靛玉红标准品配制成不同浓度梯度，

绘制标准曲线。通过标准曲线法获得靛玉红和

靛蓝在各自最大吸收波长下的消光系数分别为

27.2 和 8.96 L/(mmol·cm)。根据朗伯比尔定律 

(A=εcl) 对其产量进行定量。 

1.3.7  高效液相法定性定量分析 

采用 Waters 超高效液相色谱仪 Acouity 

UPLC进行分析，反相色谱柱 C18 (Symmetry，

5 µm，4.6 mm×250 mm)，流动相为甲醇/水，线

性梯度 60/40–70/30，流速为 0.8 mL/min。取靛

蓝和靛玉红标准品配制成不同浓度梯度，绘制

标准曲线，将测得的样品数值代入回归方程，

确定其浓度。 

2  结果与讨论 

2.1  靛蓝和靛玉红的鉴定 
2.1.1  薄层层析初步鉴定化合物 

在前期的研究中，我们发现非保守的 Hinge

结构对 PAMO 的催化活性和立体选择性有非常

大的影响[24]。在进一步研究 PAMO 底物结合口

袋周围氨基酸残基对酶催化行为影响时，通过

构建丙氨酸扫描突变体  (L153A、Q152A、

S196A、W501A、M446A、D66A、M515A等)，

测试突变对酶催化活力、对映选择性等的影响

时，意外发现 M446A突变体在大肠杆菌 TOP10

细胞表达体系培养过程中发酵液变成了浅蓝

色，萃取后通过薄层层析的方法初步鉴定该化

合物。发现在蓝色斑点的下方出现了玫红色的

斑点，结合文献报道[25-26]，以靛蓝、靛玉红标

准品作为对照，薄层板上 Rf值基本一致，初步

确定这种物质是靛蓝和靛玉红的混合物 (图 2)。 
 

 
 

图 2  薄层层析分析靛蓝和靛玉红 
Fig. 2  Analysis of indigo and indirubin by thin-layer 
chromatography. Lane 1 is the sample, M1 and M2 are 
indigo standard and indirubin standard, respectively. 
 

2.1.2  高效液相色谱法和质谱分析产物 

结合标准品，HPLC 和 MS 分析发现浅蓝色

的培养物中含有吲哚、靛蓝、靛玉红和靛红 (表２)。

靛红是靛蓝和靛玉红的降解产物。体外稳定性

分析表明靛蓝在室温下放置非常不稳定，很容

易分解，靛玉红相对比较稳定。 

2.1.3  靛蓝和靛玉红的产量随时间变化趋势 

靛蓝和靛玉红互为同分异构体，靛蓝是由

两分子 3-羟基吲哚聚合而成，靛玉红是由一分 
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子 2-羟基吲哚和一分子 3-羟基吲哚聚合而成。

HPLC分析未检测到 2-羟基吲哚和 3-羟基吲哚，

可能是含量非常低的原因。为了研究 E. coli 

TOP10 (pPAMO) 突变体细胞 M446A生长过程

与靛蓝和靛玉红生物合成之间的相互关系，取

同批次发酵 6、12、18、24、36、42 h发酵液，

萃取处理后，测定靛蓝和靛玉红的生成量。据

图 3曲线所示，靛蓝在发酵 6 h左右开始出现， 
 

表 2  M446A 培养物中的产物分析 
Table 2  Major compounds in the culture of M446A 
mutant  

Compounds Structure 
Retention time 

(min) 
m/z

Indole 

 

16.4 118

Isatin 

 

6.6 148

Indigo 24.3 263

Indirubin 

 

42.8 263

 

 
 
图 3  靛蓝和靛玉红的生成量随时间变化的曲线 
Fig. 3  The production profile of indigo and indirubin  
during the growth process of E. coli TOP10 (pPAMO) 
muant M446A. 

随着发酵时间延长，靛蓝的产量逐渐增加，当

发酵 24 h左右产量达到最大 (1.3 mg/L)，继续

培养靛蓝的产量反而下降。靛玉红的出现比靛

蓝晚大约 6 h，在发酵 12 h后开始出现，随着培

养时间的延长，靛玉红的产量增加，但当发酵

36 h时，产量最高 (0.3 mg/L)，继续培养产量也

出现下降的现象，相对靛蓝，靛玉红的分解趋

势明显偏低，表明其相对靛蓝较为稳定，这与

前面体外实验结果一致。 

2.2  构建饱和突变体 
以前的文献报道中提到 Met446Gly 突变酶

具有合成靛蓝的能力[19]。我们的实验结果表明

446 位点 Met 突变为 Ala 不仅赋予了 PAMO 氧

化吲哚合成靛蓝的能力，同时也具有合成靛玉

红的能力。为了探索该位点其他氨基酸的存在

如何影响酶催化氧化吲哚的效力以及形成最终

缩合产物的差异，通过饱和突变的方法构建了

该位点的其他 19种氨基酸突变体，转化大肠杆

菌 Top10，培养 24 h 后，测定生成的靛蓝和靛

玉红产量。靛蓝和靛玉红的最大吸收波长分别

为 618 nm和 549 nm，在最大吸收波长下，二者

没有干扰。紫外-可见光分光光度法较 HPLC 用

于定量分析更为简便快捷。利用标准品测试结

果表明，两种方法所检测的结果是一致的。所

以在实际的定量检测中，选择紫外-可见光分光

光度法测定靛蓝和靛玉红的含量。定量实验结

果显示 M446A、M446G 活性较高。M446C 和

M446S 也有微弱的活性，其他突变体活性很低

或者基本没有活性，各突变体产生靛蓝和靛玉

红的活性对比汇总见图 4。Met446 是底物结合

口袋的组成单元，但并不直接与底物发生相互

作用。甲硫氨酸变成分子较小的丙氨酸或甘氨

酸等后，使得底物结合口袋构象发生变化，能 
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图 4  PAMO 野生型与 M446 位点突变体生成靛蓝和靛玉红活性对比 
Fig. 4  Comparison of the productivity of indigo and indirubin producing by PAMO-WT and M446 mutants. 
 
够使吲哚以一种新的方式进入到底物口袋，其

吡咯环中 C2–C3 之间的双键更容易受到 FAD 

C4α 部位形成的过氧中间体攻击，从而发生反

应，最终形成 2-位和 3-位发生氧化的产物。2-

羟基吲哚和 3-羟基吲哚通过分子间缩合反应聚

合形成靛玉红，两分子 3-羟基吲哚聚合形成靛

蓝，目前普遍认为此缩合反应是自发进行的。 

2.3  补加前体物质提高靛蓝和靛玉红的产量 
尽管 PAMO 的突变体可以合成靛蓝和靛玉

红，但产量并不高，每升培养液可以生成总量

约 2.0 mg的靛蓝和靛玉红，效率很低。因为吲

哚是合成靛蓝和靛玉红的前体物质，为了提高

生成效率，尝试在培养基中直接添加不同浓度

的吲哚，发现没有明显地促进靛蓝和靛玉红产

量增加的作用，实际上过量的吲哚加入导致细

胞生长受到抑制。这可能与吲哚的低溶解度和

对细胞的毒性有关[26]。靛蓝和靛玉红合成的前

体物质是吲哚，细胞中吲哚主要来自于色氨酸

的分解代谢。色氨酸酶在色氨酸分解代谢中扮

演着主要的角色，大肠杆菌的色氨酸酶的转录

非常活跃，这与 TB培养基中色氨酸的含量比较

丰富有关。既然直接添加吲哚无益于靛蓝和靛

玉红的生物合成，因此尝试加入吲哚的前体物

质色氨酸作为补料物质。在细胞培养过程中直

接添加色氨酸，并设置不同的浓度梯度，实验

结果表明色氨酸的最佳添加量 4 mmol/L。由表 3

可见，在一定范围内随着色氨酸浓度的提高，

细胞产生靛蓝和靛玉红的能力也加强，当色氨

酸的终浓度达到 4 mmol/L，产量最高。进一步增

加色氨酸终浓度时，可能是由于吲哚的积累，抑

制了细胞的活性[26]。实验结果表明补加 4 mmol/L

色氨酸，可以使细胞合成靛蓝和靛玉红的能力

提高 4.5倍，达到 8.43 mg/L。 
 

表 3  色氨酸对生物合成靛蓝和靛玉红产量的影响 
Table 3  Effect of tryptophan on the production of 
indigo and indirubin  

L-trytophan 
(mmol/L)

Indigo 
(mg/L)

Indirubin 
(mg/L) 

Yield of indigo and 
indirubin (mg/L)

0 1.51 0.38 1.89 

1 4.31 1.22 5.54 

2 5.16 1.47 6.62 

3 5.78 1.87 7.66 

4 6.28 2.15 8.43 

5 5.58 1.57 7.16 

6 4.47 1.49 5.97 
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2.4  利用代谢工程改造宿主菌提高靛蓝和靛

玉红的产量 
PAMO 是一种依赖 NADPH 的单加氧酶，

经 NADPH 还原后的 FAD 能够与氧气分子发生

反应，生成过氧化的 FAD中间体，该中间体具

有非常高的氧化活性[27]。NADPH即是一种辅因

子，也是 BVMO氧化反应的一种底物，因此推

测如果能够提高细胞内 NADPH 的水平则有可

能提高细胞氧化吲哚的能力，从而提高生物合

成靛蓝和靛玉红的产量。细胞内 NADPH的主要

来源是葡萄糖代谢，它不仅能提供能源，参与

某些酶促反应，还能提供物质合成所必需的还

原能力。因此我们想到了通过改变代谢途径来

积累细胞内 NADPH含量的方法。 

糖酵解途径是绝大多数生物所共有的一条

主流代谢途径。一分子葡萄糖为底物，经耗能

和产能两阶段产生两分子丙酮酸、两分子

NADH和两分子 ATP的生化反应过程。磷酸戊

糖途径是葡萄糖氧化分解的另一种方式。由于

此途径是由 6-磷酸葡萄糖开始，最终生成的   

3-磷酸甘油醛和 6-磷酸果糖重新进入糖酵解途

径，故也称为己糖磷酸旁路，该途径是细胞内

NADPH的主要来源 (图 5)。 

通过同源重组的方法阻断糖酵解途径的葡

萄糖异构酶基因 pgi，阻断糖酵解途径使细胞内

糖的代谢以磷酸戊糖途径为主流代谢途径，后

者是细胞合成 NADPH的主要来源。结果表明经

过代谢工程改造后大肠杆菌 TOP10 (Δpgi) 作为

宿主菌，同时在发酵培养基中添加终浓度为   

4 mmol/L的色氨酸，合成靛蓝和靛玉红的能力

得到进一步的提升，达到 25 mg/L。对宿主菌的

代谢工程改造，使得全细胞合成靛蓝和靛玉红

的能力进一步提高 3倍。 

综上所述，蛋白质工程改造赋予 PAMO 全

新的催化活力，氧化吲哚合成靛蓝和靛玉红。

在此基础上，在培养过程中补加前体物质色氨

酸以及通过代谢工程改造宿主菌都大幅度地提

高了全细胞生物合成靛蓝和靛玉红的能力。图 6

展示了 PAMO突变体M446A发酵瓶 (6A) 与补加

4 mmol/L色氨酸发酵瓶 (6B) 以及补加 4 mmol/L 
 

 
图 5  大肠杆菌代谢葡萄糖途径简图    
Fig. 5  Glucose metabolism pathway in E. coli. E. coli utilizes glucose to produce cofactor NADH through 
glycolysis pathway, and produce NADPH by pentose phosphate pathway (PP) pathway. Metabolizing one molecule 
of glucose by PP pathway yields two molecule of NADPH. 
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图 6  M446A 在不同条件下，发酵培养基颜色对比 
Fig. 6  Color comparison of the mutant M446A 
fermentation medium under different conditions. (A) 
General M446A fermentation bottle. (B) Fermentation 
bottle adding 4 mmol/L L-tryptophan. (C) 
Fermentation bottle adding 4 mmol/L L-tryptophan as 
well as using genetically modified E. coli host. 
 

色氨酸同时使用代谢工程改造后宿主菌发酵瓶 

(6C) 效果对比图，发酵液颜色逐渐变深，直观

地表明靛蓝和靛玉红的产量变化趋势。 

3  结论 

蛋白质工程是一种用于研究蛋白质构效关

系非常有效的策略，如改变酶已有的各种催化

行为，赋予酶新的催化活力等。本研究所用的

苯基丙酮单加氧酶 PAMO 主要功能是催化羰基

化合物氧化，活化 C-C 键，在此我们展示了通

过工程化改造其底物结合口袋，发现 Met446位

点氨基酸残基的改变赋予酶 C-H 键氧化活力，

催化吲哚生成靛蓝和靛玉红。为了进一步提高

全细胞合成靛蓝和靛玉红的生成效率，在蛋白

质工程改造获得新酶活的基础上，组合使用了

前体补加以及对宿主菌进行代谢工程改造的研

究策略，设计出一种全细胞催化剂可以高效地

合成靛蓝和靛玉红，每升发酵液可以生成 25 mg

产物。这种多策略组合使用设计高效全细胞催

化剂的理念为全细胞催化剂的开发研究提供了

一种新的思路。有关苯基丙酮单加氧酶催化氧

化 C—H键活化的分子机制研究正在进行中。 
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