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Burkholderia sp. IDO3 中靛蓝合成基因的克隆表达及其 
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摘   要：【目的】克隆和表达靛蓝合成基因，并将其用于靛蓝合成研究。【方法】对菌株

Burkholderia sp. IDO3 中靛蓝合成基因进行克隆和大肠杆菌异源表达，构建能合成蓝色色素的基

因工程菌。利用液相色谱和质谱对产物进行分析，采用单因素法对培养温度、转速、培养基成分

等进行优化，并考察优化条件下的靛蓝合成曲线。【结果】构建了一株重组大肠杆菌 E. coli 

IND_AB，该菌株能够在 LB 培养基生长的过程中合成蓝色色素，产物分析表明该色素为靛蓝；

菌株 IND_AB 在 30 °C 和 150 r/min 条件下能在 LB 培养基中合成 22.9 mg/L 靛蓝，优化培养条件

后产量达到 25.4 mg/L；优化 LB 培养基各组分浓度后产量可提高到 35.1 mg/L；外加 50.0 mg/L

吲哚或 0.1 g/L 色氨酸后靛蓝产量可分别提高到 57.7 mg/L 和 64.4 mg/L，相比初始产量提高了

152.0%和 181.2%；靛蓝合成曲线表明在添加吲哚或色氨酸的培养基中，菌株 IND_AB 前 6 h 没

有靛蓝生成，6−15 h 为靛蓝合成加速期，18 h 达到产量平衡。【结论】重组大肠杆菌 IND_AB 可

用于生物合成高纯度靛蓝，为靛蓝的微生物合成提供了有效的基因资源。 
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Abstract: [Objective] An indigo-producing gene was cloned and expressed, and its application in 
indigo production was investigated. [Methods] An indigo-producing gene from Burkholderia sp. 
IDO3 was cloned and heterogeneously expressed in Escherichia coli BL21(DE3). Recombinant 
strain was able to produce blue pigments. HPLC and LC/MS were applied to analyze the reaction 
product. The conditions for indigo production, such as rotary speed, temperature, and growth 
medium components were optimized, and indigo-producing curve was also determined under the 
optimal conditions. [Results] Recombinant strain IND_AB was successfully constructed and could 
produce blue pigment in LB medium. Product analysis revealed the blue pigment was indigo. Strain 
IND_AB could generate 22.9 mg/L indigo when incubated at 30 °C and 150 r/min. The indigo yield 
was improved to 25.4 mg/L and 35.1 mg/L after optimization of environmental parameters and 
medium components. The indigo yield was subsequently enhanced to 57.7 mg/L and 64.4 mg/L with 
the addition of 50 mg/L indole and 0.1 g/L tryptophan, which rose by 152.0% and 181.2% compared 
with initial yield. Time-course analysis indicated that there was no indigo production in the previous 
6 h, and indigo was exponentially produced between 6−15 h and reached the maximum at 18 h. 
[Conclusion] Recombinant strain IND_AB could produce relatively pure indigo, and present study 
provided efficient genetic resource for indigo microbial production. 

Keywords: Indigo-producing gene, Indole, Tryptophan, Microbial synthesis 

靛蓝是一种古老的染料，被称为染料之王，

广泛应用于印染、食品和医药等行业[1]。目前市场

上的靛蓝以化学合成为主，合成产量高、稳定性

好，但是所用原料有毒，生产过程能耗高且会产

生大量染料废水，危害环境。随着社会环保意识

的提高，以植物提取靛蓝为代表的天然绿色染料

重新受到人们的青睐。除了植物靛蓝，微生物也

能利用体内的相关基因合成靛蓝类色素，微生物

反应条件温和、环境友好，是近年来靛蓝合成研

究的热点[1-4]。 

靛蓝的微生物合成始于 1983年，研究人员利

用大肠杆菌异源表达萘双加氧酶实现了吲哚到靛

蓝的合成[5]。后续研究表明其他加氧酶，如苯酚羟

化酶、苯乙烯单加氧酶、联苯双加氧酶、P450 单

加氧酶等都具有催化吲哚合成靛蓝的能力[2,6-8]，这

些酶主要都是以其他芳烃为天然底物的芳烃加氧

酶。芳烃加氧酶主要通过两种途径催化吲哚合成

靛蓝，双加氧酶能够同时在吲哚环 C-2和 C-3位加

羟基生成顺式吲哚 2,3-二氢二醇，随后脱水生成吲

哚酚，吲哚酚本身不稳定，在空气中会自发聚合生

成靛蓝[5,7]。然而单加氧酶能够直接在吲哚环 C-3

位加羟基生成吲哚酚，继而生成靛蓝[6,8]。微生物

合成靛蓝已开展了较多研究，已报道了多种酶资源

能够转化吲哚合成靛蓝，但是不同酶的合成能力具

有一定差异，并且很多加氧酶合成靛蓝过程中会生

成其他副产物。靛玉红是靛蓝合成中最常见的副产

物，吲哚氧化产物吲哚酚会继续被氧化生成靛红，

吲哚酚和靛红反应会生成靛玉红，有些加氧酶还会

催化吲哚生成少量 2-羟基吲哚，该物质也能和吲

哚酚反应生成靛玉红[6,9-10]。因此，开发新颖且能
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够专一合成靛蓝的酶资源将有助于推动生物合成

靛蓝的研究和工业化应用进程。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

1.1.1  菌株和质粒：Burkholderia sp. IDO3 为本

实验前期从活性污泥中分离筛选得到的吲哚降解

菌[11]，其 16S rRNA基因序列的 GenBank登录号为

KP895480，在中国微生物菌株保藏中心的保藏编号

为 CGMCC 10457。表达宿主大肠杆菌 Escherichia 

coli BL21(DE3)和表达载体 pET-28a(+)由实验室

保存。 

1.1.2  培养基：LB培养基(g/L)：NaCl 10.0，蛋白胨

10.0，酵母粉 5.0。卡那霉素工作浓度为 50.0 mg/L。 

1.1.3  主要试剂和仪器：吲哚、色氨酸，国药集

团化学试剂有限公司；异丙基-β-D-硫代半乳糖苷 

(IPTG)，上海阿拉丁生化科技股份有限公司；硫酸

卡那霉素，大连美仑生物技术有限公司；蛋白

胨、酵母粉，英国 Oxoid公司；其余试剂均为国产

分析纯；2×Taq DNA聚合酶和 2×Pfu Master Mix高

保真 DNA 聚合酶，南京诺唯赞生物科技有限公

司；胶回收试剂盒，上海捷瑞生物工程有限公

司；限制性内切酶(Nco I，Xho I)、T4 DNA 连接

酶，美国 NEB公司。Metash UV-9000双光束紫外

可见分光光度计，上海元析仪器有限公司；离心

机，德国 Eppendorf 公司；Primaide 高效液相色谱

仪，日本 HITACHI 公司；Agilent G6224A 型液相

色谱 /飞行时间 /质谱联用仪(LC/TOF/MS)，美国

Agilent公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  靛蓝合成基因的克隆和表达：用于扩增靛

蓝合成基因 indAB 的引物序列为：F：5′-CATG 

CCATGGTTGAGAAAGATCGGAATCGT-3′ (下划

线部分为 Nco I 酶切位点)；R：5′-CGATCTCGAG 

TCAGCGTTCCTGTCGGTTCG-3′ (下划线部分为

Xho I酶切位点)。利用菌株 IDO3基因组 DNA为

模板，采用 2×Pfu Master Mix高保真DNA聚合酶

对靛蓝合成基因 indAB进行 PCR扩增。PCR反应

体系(100 μL)为：菌株 IDO3基因组 2 μL，引物 F

和 R (10 μmol/L)各 4 μL，2×Pfu Master Mix 50 μL，

无菌水 40 μL。PCR 反应条件为：94 °C 5 min；

95 °C 30 s，58 °C 30 s，72 °C 2 min，30个循环；

72 °C 5 min。 

利用 DNA Gel Extraction Kit对扩增产物进行

切胶回收和纯化。随后利用限制性内切酶 Nco I和

Xho I对 pET-28a(+)及 indAB纯化产物进行双酶切，

酶切条件为 37 °C、6 h。酶切产物经过纯化后，使

用 T4连接酶将基因片段与载体于 16 °C连接过夜。

连接产物热激转化导入 E. coli BL21(DE3)感受态细

胞中，孵育后涂布 LB平板。随机挑取转化子培养，

采用菌液 PCR进行验证，阳性克隆进一步进行测序

验证以确定没有碱基突变。正确构建的基因工程菌

命名为 E. coli IND_AB。 

1.2.2  SDS-PAGE 电泳分析：菌株 IND_AB 于

30 °C、150 r/min 培养过夜作为种液，种液放于

4 °C 保存。转接种液至含卡那霉素的 LB 培养基

中，37 °C、150 r/min 培养。当菌体 OD600 达到

0.4−0.6时，一瓶加入终浓度为 0.5 mmol/L的 IPTG

诱导表达，另外一瓶不添加 IPTG。16 °C诱导 20 h

后，收集菌体、煮沸，SDS-PAGE电泳分析表达产

物。以含有空白 pET-28a(+)质粒的 E. coli BL21 

(DE3)菌株作为对照。 

1.2.3  靛蓝合成实验及产物分析：靛蓝合成实验采

用 LB 培养基，反应体系为 30 mL，菌株 IND_AB

以 1% (体积比)的接种量接种于灭菌后培养基中，

于 30 °C、150 r/min培养 24 h后检测靛蓝产量。靛

蓝定量方法如下：将反应液于 12 000 r/min 离心   

3 min，沉淀用二甲基亚砜(DMSO)悬浮，混合液于

12 000 r/min再次离心 3 min，蓝色上清液采用紫

外-可见分光光度计检测 618 nm下的吸光度，根据

吸光度和标准曲线计算靛蓝产量。标准曲线测定

如下：利用DMSO配制各种不同浓度的靛蓝标准液

并于 618 nm 测定吸光度，拟合吸光值和靛蓝浓度

绘制标准曲线，其方程为 A=0.066 2 Cindigo+0.003，

A为吸光值，Cindigo为靛蓝浓度，方程R2为 0.999。 
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将DMSO萃取蓝色上清液用 0.45 μm的滤膜过

滤，分别进行高效液相色谱(HPLC)以及液相色谱/

飞行时间/质谱联用(LC/TOF/MS)检测。液相色谱检

测条件为：色谱柱 Hypersil ODS2 (5 μm，250 mm× 

4.6 mm)，进样量 10 μL，流速 1 mL/min，检测波长

280 nm，流动相为甲醇和水，采用梯度洗脱，梯度

为 0−20 min，60%−70%甲醇(体积比)。质谱采用电

喷雾电离源(ESI)，负模式进行扫描。 

1.2.4  靛蓝合成的条件优化：以 24 h的靛蓝产量

为考察目标，采用单因素法对菌株 IND_AB 合成

靛蓝过程中的重要影响因素进行条件优化。首先

考察环境因素对靛蓝产量的影响，包括摇床转速

和培养温度，摇床转速选择 0−250 r/min，培养温

度选择 20、25、30、37、45 °C；随后优化培养基

组分，NaCl 浓度范围 1.0−30.0 g/L，酵母粉

1.0−20.0 g/L，蛋白胨 1.0−15.0 g/L；最后考察外加

吲哚或色氨酸对靛蓝产量的影响，吲哚浓度范围

0−200.0 mg/L，色氨酸浓度范围选定为 0−1.0 g/L。

在上述最优条件下培养菌株 IND_AB，定时取样检

测靛蓝产量，绘制靛蓝合成曲线。 

2  结果与分析 

2.1  靛蓝合成基因的克隆表达和重组菌的构建 

实验室前期采用克隆文库技术将菌株

Burkholderia sp. IDO3的基因组进行随机酶切，回

收酶切片段并将其与处理好的 pUC19 质粒连接，

重组质粒在大肠杆菌中表达。利用靛蓝显色法从克

隆文库中筛选阳性克隆，获取一个在平板上显蓝色

的克隆。培养该重组菌，提取质粒并送测序，测序

结果显示插入序列全长为 3 035 bp，基因预测结果

表明该片段含有 3个基因片段(图 1)，长度分别为

1 266、534和 813 bp。序列提交 GenBank数据库获

得登录号为 KX611609。 

利用 BLAST 将获得的片段与 NCBI 中的数据

库进行比对分析，结果如表 1所示。长度为 1 266 bp

的基因较为新颖，与它相似性高的序列均为未知蛋

白，相似性为 40%左右的多个蛋白注释为氧化还原 

 
 

图 1  菌株 IDO3 的文库片段基因结构分析 
Figure 1  Gene organization of the DNA fragment from 
strain IDO3 genomic clone library 

 
酶的加氧酶组分，进一步与 UniProtKB/Swiss-Prot

数据库中的蛋白比对显示它与苯乙烯单加氧酶的

大组分相似性为 28%和 29%，表明该基因可能是加

氧酶基因，命名为 indA。对长度为 534 bp的基因进

行比对分析，发现它与多个还原酶具有较高的相似

性，其中与苯乙烯单加氧酶的小组分相似性为

36%，表明该基因可能是氧化还原酶的还原酶组分，

命名为 indB。综上，我们推测 indA和 indB为靛蓝

合成基因的加氧酶组分和还原酶组分。 

以菌株Burkholderia sp. IDO3的基因组DNA为

模板进行 PCR扩增，得到长度约为 1 800 bp的基因

片段 indAB，如图 2A 所示。该片段连接到载体

pET-28a(+)并转化到菌株 E. coli BL21(DE3)中，得

到基因工程菌 E. coli IND_AB。为验证该基因成功

表达，利用 SDS-PAGE电泳分析了重组菌和对照组

的蛋白表达，结果如图 2B 所示。与对照组相比，

实验组在~43 kD和~19 kD处有两条特异表达条带，

其分子量大小与蛋白 IndA和 IndB预测大小基本一

致，证明靛蓝合成基因 indAB在 E. coli BL21(DE3)

中得到表达。此外对诱导后重组菌粗酶液的上清和

沉淀进行电泳分析，结果显示 IndA 在上清和沉淀

中均有条带，表明 IndA部分可溶，但 IndB条带不

明显，仅在全细胞和沉淀中有微弱条带。 

2.2  重组菌 IND_AB 合成产物分析 

在培养重组菌时，发现温度为 30 °C 时菌株

IND_AB 在 LB 培养基生长过程中可直接产生蓝色

物质(图 3)，而含有空载体 pET-28a(+)的大肠杆菌没

有蓝色物质生成，表明该物质的产生是 IndAB的作

用结果。随后对菌株 IND_AB合成的蓝色产物进行

分析。 
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表 1  蛋白 IndA 和 IndB 的序列 BLAST 比对分析 
Table 1  Sequence BLAST analysis of protein IndA and IndB 

 
蛋白描述 

Protein description 

相似性 

Similarity (%)

菌株 

Strains 
IndA Oxygenase (APT36898) 100 Burkholderia sp. IDO3 

Hypothetical protein (WP_043185613) 94 Burkholderia cepacia 

Hypothetical protein (WP_017224118) 71 Cupriavidus basilensis 

Flavin oxidoreductase (WP_019656472) 44 Variovorax paradoxus 

Oxygenase (WP_031505929) 42 Streptomyces megasporus 

Oxygense subunit protein (WP_009461224) 42 Alcaligenes 

Styrene monooxygenase large component (O50214) 29 Pseudomonas sp. VLB120 

Styrene monooxygenase large component (O06834) 28 Pseudomonas fluorescens ST 

IndB Flavin reductase (APT36899) 100 Burkholderia sp. IDO3 

Hypotherical protein (WP_043185899) 92 Burkholderia cepacia 

Monooxygenase component (WP_015435487) 55 Azoarcus sp. KH32C 

Flavin reductase (WP_043742128) 52 Thauera sp. SWB20 

Flavin oxidoreductase (WP_019656472) 55 Variovorax paradoxus 

FMN reductase (NADH) NtaB (P54990) 51 Aminobacter aminovorans 

Styrene monooxygenase small component (O06835) 36 Pseudomonas fluorescens ST 

 

 

 
 

图 2  indAB 基因扩增产物(A)和表达产物 SDS-PAGE 分析(B) 
Figure 2  Gel analysis of indAB amplification products (A) and SDS-PAGE analysis (B) of indAB expression 

注：A：M：DNA marker；1：PCR扩增产物. B：M：蛋白Marker；1：含空质粒 pET-28a(+)的 E. coli BL21(DE3)；2：未诱导的重

组菌 IND_AB；3：IPTG诱导的重组菌 IND_AB；4：诱导重组菌粗酶的上清液；5：诱导重组菌粗酶的沉淀. 

Note: A: M: DNA marker; 1: PCR products of gene indAB. B: M: Protein marker; 1: E. coli BL21(DE3) with empty pET-28a(+) plasmid; 2: 
Strain IND_AB without IPTG induction; 3: Strain IND_AB with IPTG induction; 4: Supernatant of induced IND_AB crude enzyme mixture; 
5: Precipitation of the induced IND_AB crude enzyme mixture. 
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图 3  含空载体的大肠杆菌(A)和重组菌 IND_AB (B)在

LB 培养基中的生长照片 
Figure 3  LB growth media images of E. coli strain with 
empty pET-28a(+) (A) and recombinant strain IND_AB (B) 
 

HPLC 结果显示，该蓝色产物与标准靛蓝样

品具有相同的保留时间，均在 9.9 min出峰，其紫

外-可见吸收图谱也与靛蓝标准品一致，最大吸收

峰在 286 nm和 618 nm (图 4A)，因此推测该物质

为靛蓝。之后利用 LC/TOF/MS 对产物进行进一

步分析，结果如图 4B 所示。该吸收峰对应质谱

中分子离子峰[M–H]−的 m/z为 261.066 8，与标准

靛蓝样品一致。综上，菌株 IND_AB 在 LB 培养

基中合成的蓝色物质为靛蓝。靛玉红是靛蓝合成

中常见的副产物，然而本研究中并没有检测到靛

玉红的产生，说明菌株 IND_AB合成的靛蓝色素

纯度很高。 

 

 
 

图 4  重组菌 IND_AB 合成蓝色产物的液相分析(A)和质

谱分析(B) 
Figure 4  HPLC (A) and mass spectral (B) analyses of the 
catalytic products by strain IND_AB 

2.3  转速和温度对靛蓝合成的影响 

摇床转速直接影响反应体系的传质和氧气的传

递，而文献[12]报道氧气的参与在微生物转化吲哚合

成靛蓝过程中起到重要作用。由图 5A 可知，菌株

IND_AB在摇床转速为 100 r/min和 150 r/min时靛

蓝产量最大；转速小于 100 r/min或大于 150 r/min

时，靛蓝产量显著降低。转速的提高使得反应体系

中氧气充足，且菌株与底物能够充分接触，从而能

够明显提高靛蓝产量。但当转速过高(>200 r/min)

时，靛蓝产量有所下降，可能是由于剧烈振荡影响

了酶和反应体系的稳定性。 

反应温度对靛蓝合成过程中酶的催化活性有

显著影响[13-14]。由图 5B可知，当反应温度为 37 °C 

 

 
 

 
 

图 5  转速(A)和温度(B)对靛蓝产量的影响 
Figure 5  Effects of rotary speed (A) and temperature (B) 
on the production of indigo 
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时，菌株 IND_AB合成的靛蓝产量最大；随着温度

的降低，靛蓝产量逐渐降低；而温度升高至 45 °C

时，靛蓝产量几乎为零。37 °C 为多数大肠杆菌的

最适生长温度，此时菌体的酶活性较高，较低或较

高的温度都会对菌株的生长以及酶活产生一定的

抑制作用，从而影响靛蓝产量。 

综上，选取 37 °C和 150 r/min为最佳培养温

度和转速。未优化前，菌株 IND_AB是在 30 °C和

150 r/min下培养，此时靛蓝产量约 22.9 mg/L，优

化后菌株 IND_AB 能够利用 LB 培养基合成靛蓝

25.4 mg/L。 

2.4  培养基组分对靛蓝合成的影响 

本研究中LB培养基既是菌株 IND_AB的生长

原料，又是其合成靛蓝的底物来源。NaCl 能提供

Na+以平衡细胞内外渗透压，酵母粉和蛋白胨能够

为细胞提供生长所需的维生素、矿物质、微量元素

和其他营养元素。依次考察 LB培养基各组分对靛

蓝合成的影响，结果如图 6所示。首先固定酵母粉

和蛋白胨浓度为 5.0 g/L和 10.0 g/L，当 NaCl浓度

范围为 15.0−30.0 g/L时，靛蓝产量趋于稳定，约

为 25−30 mg/L；固定 NaCl、蛋白胨和酵母粉浓度

分别为 20.0、10.0和 15.0 g/L时，靛蓝产量达到最

大值，为 32.7 mg/L；固定 NaCl 和酵母粉浓度分

别为 20.0 g/L 和 15.0 g/L，而蛋白胨浓度范围在

10.0−15.0 g/L时，靛蓝产量能够达到 35.1 mg/L。

因此，综合考虑靛蓝合成量与培养基各组分用量，

得到 NaCl、酵母粉和蛋白胨最佳浓度分别为 20.0、

15.0和 10.0 g/L，得到的靛蓝产量(35.1 mg/L)为初

始值(22.9 mg/L)的 1.53倍。然而与原始 LB培养基

相比，各组分用量增多导致成本增加，靛蓝的合成

量增加却有限，因此需要探索其他方法来提高靛蓝

产量。 

2.5  外加吲哚或色氨酸对靛蓝合成的影响 

菌株 IND_AB合成靛蓝的本质是将培养基中

的色氨酸转化为吲哚[14]，随后靛蓝合成酶氧化吲

哚合成靛蓝，因此添加底物吲哚或者色氨酸会直

接影响靛蓝的合成。在原始 LB 培养基组分基础 

 
 

 
 

 
 

图 6  NaCl (A)、酵母粉(B)以及蛋白胨(C)浓度对靛蓝产

量的影响 
Figure 6  Effects of NaCl (A), yeast extract (B), and 
tryptone (C) concentrations on the production of indigo 

 
上添加不同浓度吲哚，接种培养 24 h后的靛蓝产

量如图 7A 所示，在一定范围内，靛蓝产量随着

吲哚浓度的升高而升高。吲哚浓度为 50.0 mg/L

时，靛蓝产量可达 57.7 mg/L；继续提高吲哚浓度 
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图 7  外加吲哚(A)和色氨酸(B)对靛蓝产量的影响 
Figure 7  Effects of indole (A) and tryptophan (B) on the 
production of indigo 

 
靛蓝产量反而降低。这可能是由于吲哚具有一定

的毒性[15-16]，浓度较高时抑制了相关酶的活性。

添加色氨酸也达到相似的效果(图 7B)，当色氨酸

浓度为 0.1 g/L时，靛蓝产量可提高至 64.4 mg/L。 

2.6  重组菌 IND_AB 合成靛蓝曲线 

上述优化实验表明，外源添加吲哚或色氨酸是

一种有效提高靛蓝产量的方式，因此考察菌株

IND_AB 在此条件下合成靛蓝的曲线。图 8A 显示

的是菌株 IND_AB在外加 50.0 mg/L吲哚的 LB培

养基中合成靛蓝的过程。在反应前 6 h内没有靛蓝

产生，6−15 h之间靛蓝的产量呈线性增加，随后产

量增长趋于缓慢，18 h达到平衡，靛蓝浓度基本维

持在 58 mg/L左右。图 8B显示的是菌株 IND_AB

在外加 0.1 g/L色氨酸的 LB培养基中靛蓝合成的

过程，其趋势和外加吲哚实验组基本一致，同样在

18 h左右达到平衡期。但靛蓝产量比添加吲哚的更

高，最终产量为 64 mg/L左右。 

3  讨论 

微生物合成靛蓝的研究至今已有三十多年的

历史，目前报道的可用于靛蓝合成的酶有萘双加氧

酶、苯酚羟化酶、苯乙烯单加氧酶、联苯双加氧酶、

P450单加氧酶等[2,6-8,17]。虽然这些酶都能转化吲哚

合成靛蓝，但是它们的天然底物并非吲哚，因此利

用以吲哚为天然底物的靛蓝合成酶合成靛蓝可能

具有一定的优势。本研究中利用靛蓝筛选法从野生 

 

 
 

 
 

图 8  菌株 IND_AB 在外加 50 mg/L 吲哚(A)和 0.1 g/L

色氨酸(B)的 LB 培养基中合成靛蓝曲线 
Figure 8  Time course of indigo production from LB medium 
by adding 50 mg/L indole (A) and 0.1 g/L tryptophan (B) 
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菌株 Burkholderia sp. IDO3的基因克隆文库中获得

一段序列，它与已报道的靛蓝合成酶如萘双加氧酶

等几乎没有相似性，表明 IndAB是一个新颖的靛蓝

合成酶，关于其酶学特性需要进一步研究。 

产物分析表明重组菌 IND_AB 在 LB 培养基

中能够直接合成靛蓝。LB 培养基中并不存在吲

哚，但是酵母粉和蛋白胨中都含有一定量的色氨

酸，大肠杆菌自身含有色氨酸酶能够催化色氨酸

转化为吲哚[14]，为靛蓝合成提供底物。随后吲哚

在靛蓝合成酶的作用下会生成 3-羟基吲哚，即吲

哚酚。吲哚酚在空气中不稳定，会自发聚合生成

靛蓝。基于此，我们提出菌株 IND_AB在 LB培养

基中合成靛蓝的途径，如图 9所示。靛玉红是靛蓝

合成过程中常见的副产物，也是阻碍生物靛蓝工业

化应用的一个重要原因，已经报道的萘双加氧酶、

P450 酶、苯酚羟化酶等都会产生靛玉红[9,18-20]。本

研究中尚未检测到到靛玉红的存在，表明靛蓝合

成菌 IND_AB 合成的靛蓝纯度较高，具有实际应

用的潜力。 

条件优化实验表明，在培养基中添加吲哚或色

氨酸是提高靛蓝产量的有效途径。添加 50.0 mg/L

吲哚的LB培养基中菌株 IND_AB合成靛蓝产量可

达 57.7 mg/L，比初始条件下合成的靛蓝产量提高

了 152.0%；添加 0.1 g/L色氨酸的 LB培养基中合 

 

 
 

图 9  菌株 IND_AB 合成靛蓝途径分析 
Figure 9  Proposed indigo formation pathway by strain 
IND_AB 

成靛蓝产量可达 64.4 mg/L，产量提高了 181.2%。

在前期报道中，萘双加氧酶是研究最为透彻的靛蓝

合成酶，携带来源于菌株 Pseudomonas putida PgG7

萘双加氧酶的重组大肠杆菌能在LB培养基中合成

约 25 mg/L的靛蓝[5]；之后通过对萘双加氧酶和色

氨酸操纵子进行改造，重组大肠杆菌能从葡萄糖出

发合成 135 mg/L靛蓝[21]；而本课题组前期构建的

源于Comamonas sp. MQ中萘双加氧酶的大肠杆菌

最高能够合成 205 mg/L靛蓝[17]。目前靛蓝产量最

高的报道是韩国的 Si Wouk Kim研究小组，他们从

Methylophaga sp. strain SK1中外源表达了一段黄素

单加氧酶，得到的重组大肠杆菌可产生 160 mg/L

靛蓝[13]，后来从 Methylophaga aminisulfidivorans 

MPT中克隆得到一段黄素单加氧酶基因，通过基因

序列优化和培养优化，重组菌最高合成 920 mg/L

靛蓝[14]。其他合成靛蓝的报道中，Doukyu 等将

Acinetobacter sp. ST-550中的苯酚羟化酶基因导入

到大肠杆菌中表达，重组菌在水-有机溶剂两相体系

中能合成 52 mg/L靛蓝[22-23]；已报道的甲苯单加氧

酶合成产物复杂，其中靛蓝的产量只有 3−10 mg/L

左右[20,24]；本课题组之前构建的联苯双加氧酶能合

成约 44 mg/L靛蓝[7]；Kwon等从 Rhodococcus sp. 

T104 中扩增了一段靛蓝合成基因 ipoA，在大肠杆

菌中外源表达后可产靛蓝 30.9 mg/L，突变氨基酸位

点后，可达到 50.7 mg/L左右[25]；Lim等在森林土

壤宏基因组筛选到一个新颖的靛蓝合成基因，将其

构建到 pJEC54 质粒中并导入大肠杆菌，能够获得

34 mg/L靛蓝[26]；最近，Cheng等将苯乙烯单加氧

酶基因在假单胞菌中过量表达，24 h 内可以合成

52.1 mg/L靛蓝[2]。综上分析，可以发现菌株 IND_AB

合成靛蓝的产量与大部分加氧酶合成能力相当，后

续可进一步利用分子改造等手段提高加氧酶的活

性，以期提高靛蓝产量。 
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