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摘  要：朱砂精酸(cinnabarinic acid, CA)是一种广泛用于印染、化工和制药等行业的高值含氮三杂

环吩恶嗪酮类化合物，但至今尚未建立有效的 CA 合成体系。为实现 CA 的高效合成，本研究构建

了基于体外酶学催化和全细胞催化的 CA 生物合成体系。首先，针对 CA 合成的关键限制因素，筛

选到了一个可加速将 3-羟基邻氨基苯甲酸转化为 CA 的超氧化物歧化酶 SodAPrm。随后，通过对

SodAPrm 催化条件的优化，于体外实现了高达(176.6±14.3) mg/L 的 CA 合成。此后，基于 SodAPrm

酶，构建了用于 CA 合成的全细胞催化体系 BL-sodAPrm。最后，通过对全细胞催化系统 BL-sodAPrm

催化条件的优化，最终实现了高达 312.3 mg/L 的 CA 合成。本研究为未来 CA 及其衍生物的高效合

成与应用奠定了研究基础。 
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·工业生物技术· 



 
 

胡娟 等 | 朱砂精酸生物合成体系的构建和应用 
 

☏：010-64807509 ：cjb@im.ac.cn 

2039 

Construction and application of the cinnabarinic acid  
biosynthetic system 
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Abstract: Cinnabarinic acid (CA) is a high-value nitrogen-containing tricyclic phenoxazinone 
widely used in dyeing, chemical, and pharmaceutical industries. However, the efficient CA 
synthetic system for large-scale CA production has not been constructed until now. To achieve 
efficient CA biosynthesis, we constructed an in vitro enzymatic synthetic system and a 
whole-cell biocatalytic platform for CA biosynthesis in this study. Firstly, targeting the main 
limiting factor of the CA synthesis, we identified a superoxide dismutase SodAPrm capable of 
efficiently converting 3-hydroxyanthranilate to CA. Subsequently, the in vitro catalytic 
parameters of SodAPrm were optimized, after which (176.6±14.3) mg/L CA was efficiently 
synthesized. Then, based on the selected SodAPrm, an Escherichia coli whole-cell catalytic 
system BL-sodAPrm was constructed for CA biosynthesis. Finally, a maximal titer of 312.3 mg/L 
CA was synthesized after optimization of the reaction conditions of whole-cell catalytic system 
BL-sodAPrm. In summary, this study lays a profoundly foundation for the biosynthesis and 
application of CA and its derivatives in the future. 
Keywords: cinnabarinic acid; superoxide dismutase; whole-cell biocatalysis; 3-hydroxyanthranilate 

 
朱砂精酸(cinnabarinic acid, CA)是一种天

然的高值含氮三杂环吩恶嗪酮类色素化合物，

广泛用于印染、化工、化妆品和制药等行业[1-2]。

近年来研究发现，在脊椎动物体内，CA 可以作

为代谢型谷氨酸受体 4 (metabotropic glutamate 
receptor 4, mGluR4)激动剂[3-4]、芳香烃受体(aryl 
hydrocarbon receptor, AhR)配体[3,5]、吲哚胺 2,3-
双加氧酶(indeleamine-2,3-dioxygenase, IDO)和
线粒体呼吸链的抑制剂 [3,6]等参与到生物体炎

症发生、细胞凋亡和肝代谢等多重生理过程的

调控之中[3,7-8]。如 Hiramatsu 等[9]研究发现在细

胞内 CA 可通过诱导活性氧的产生而诱发胸腺

细胞的凋亡。Lowe 等[10]发现 CA 可作为炎症因

子 IL-22 释放的激动剂。与此同时，研究表明

CA 亦具有良好的抗细菌、抗真菌、灭藻、抗疟

原虫以及免疫调节和抗癌等活性[2-3]。此外，动

物模型研究发现，CA 还具有潜在的镇痛以及神

经保护作用[3,11]。 
目前，CA 合成主要有化学法和生物法[12-13]。

然而，相较于 CA 化学合成过程对苛刻反应条

件和催化剂的依赖性，生物法则是一种更经济

和环境友好的 CA 替代合成方案。在生物体内

CA 可通过犬尿氨酸途径得以合成[3-4]。同时，

研究表明动物和人体、腐生白杆真菌属的朱红

秘孔菌(Pycnoporus cinnabarinus)、血红秘孔菌

(Pycnoporus sanguineus)、深红栓菌 (Trametes 
coccinea)等以及家蚕(Bombyx mori)、枯叶蛱蝶

(Kallima inachus)和紫葳科植物(Tecoma stans)
等生物体均具有天然的 CA 合成能力[2-3,14-15]。

此后进一步研究发现，在拥有天然 CA 合成能

力的生物体内，尤其是脊椎动物体内，CA 主要

通过 2 分子犬尿氨酸途径中间代谢物——3-羟
基邻氨基苯甲酸(3-hydroxyanthrailate, 3-HA)的
缩合而得以积累[3,9] (图 1)。而漆酶(laccase)、超
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氧化物歧化酶(superoxide dismutase, SOD)和过

氧 化 物 酶 (peroxidase) 如 辣 根 过 氧 化 物 酶

(horseradish peroxidase, HRP)等均具有催化 CA
合成的能力[16-19]；然而，这些天然的 CA 生物

合成体系的 CA 合成能力均极其有限。为实现

更高效的 CA 合成，在 CA 天然合成菌株的基

础之上，Schinagl 等[20]通过 UV-A 辐照在朱红

秘孔菌(P. cinnabarinus)中实现了约 20 mg/g 细

胞干重(dry cell weight, DCW)的 CA 积累。Meng
等[21]通过培养基优化在 P. sanguineus SYBC-L7
内实现了对包含 CA 在内多种色素分子的高效

积累。近年来，合成生物学和系统代谢工程的

发展使得高效 CA 生物合成体系的构筑和应用

成为可能。Sharma 等 [22]通过系统代谢工程和

模块化工程策略在大肠杆菌内实现了犬尿氨

酸途径的异源重构和 CA类似物 Actinocin的从

头合成；Yue 等[12]借助代谢工程策略在绿针假

单胞菌(Pseudomonas chlororaphis) GP72 中实

现了 136.2 mg/L 的 CA 从头合成；然而极低    
的 CA 合成效率[27.2 mg/(L·d)]极大地削弱了将

P. chlororaphis GP72 进一步开发为 CA 高效合

成工厂的潜力。因此，开发高效的 CA 生物合

成系统是必要的。 
在 CA 生物合成过程中[9,17] (图 1)，3-HA 首

先在氧气的作用下活化为 3-HA 羟基自由基并

生成超氧自由基(O2
•−) (反应 a)。随后 3-HA 羟

基自由基进一步与氧气反应生成活泼的醌亚胺

中间体和第 2 个 O2
•− (反应 b)；醌亚胺中间体随

之与 3-HA 发生缩合反应而生成 CA (反应 c)。
然而，Ishii 等[17]、Manthey 等[24]和 Liochev 等[25]

研究发现，过量的 O2
•−积累能够可逆性地抑制

CA 的持续合成，并证实超氧自由基 O2
•−的持续

积累是 CA 合成的主要限速因子，而 O2
•−的消

除可极大地提升 CA 的合成效率。针对图 1 中

反应 d 所示的 O2
•−消除反应，研究证明，Mn2+

依赖型超氧化物歧化酶 SOD 可通过快循环和

慢循环 2 种反应途径将 O2
•−快速地歧化为 O2 和

H2O2 而实现对超氧自由基 O2
•−的清除[23,26]。因

此，Mn2+依赖型 SOD 的引入或可极大地促进

CA 的合成。 
为实现 CA 的绿色高效合成，依据前期研

究结果，本研究构建了一套生物法 CA 合成方

案。首先，通过筛选和表征不同来源的超氧化

物歧化酶 SOD 后获得了一个可用于 CA 有效合 
 

 
 

图 1  CA 合成机理[9,17,23] 
Figure 1  Synthetic mechanisms of CA[9,17,23]. 
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成的 SOD 酶 SodAPrm；通过对 SodAPrm 酶体外

催化条件的优化实现了对 CA 的有效合成。随

后，基于 SodAPrm，在大肠杆菌中构建了一套用

于 CA 合成的全细胞催化系统 (whole cell 
catalytic system, WCCS) BL-sodAPrm。最终，通

过对全细胞催化系统 BL-sodAPrm 催化条件的优

化实现了对 CA 的高滴度和大尺度生物法合成。

本研究不仅为更高效的 CA 及其衍生物生物合

成平台的开发提供了理论支撑，也为未来 CA
的应用研究奠定了坚实的研究基础。 

1  材料与方法 
1.1  菌株、质粒和引物 

大肠杆菌(Escherichia coli) TOP10 用于工

程质粒的构建；全细胞催化体系在 E. coli 
BL21(DE3)中构建；质粒 pET28a 用于不同来源

超氧化物歧化酶 SOD 的表达。本研究所用菌株

和质粒见表 1。 
1.2  主要试剂 

基因扩增采用 Phanta Flash Super-Fidelity 
DNA Polymerase (南京诺唯赞生物科技股份有

限公司)。菌落 PCR 采用 2×Taq Master Mix (南
京诺唯赞生物科技股份有限公司)。引物合成和

质粒测序均由苏州金唯智生物科技有限公司完

成。3-HA、朱砂精酸、异丙基硫代-β-半乳糖苷

(isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside, IPTG)和硫

酸卡那霉素均购自上海麦克林生化科技股份有

限公司。蛋白纯化用镍-NTA 琼脂糖凝胶购自北

京瑞达恒辉科技发展有限公司。BCA 蛋白定量

试剂盒和蛋白预染 marker 均购自南京诺唯赞生

物科技股份有限公司。实验用金属离子化合物

均购自上海笛柏生物科技有限公司。酵母和细

菌基因组提取试剂盒均购自北京索莱宝科技有

限公司。质粒的扩增、工程菌株的构建和工程

菌的大批量培养均采用 LB 培养基(10 g/L 蛋白

胨、10 g/L 氯化钠、5 g/L 酵母抽提物)，LB 固

体培养基补加 2%的琼脂。另外根据实验需求补

加 50 mg/L 硫酸卡那霉素。 
1.3  方法 
1.3.1  质粒构建 

利用基因组提取试剂盒分别提取酿酒酵母

BY4741α、大肠杆菌 BL21(DE3)和巨大普里斯特

氏菌(Priestia megaterium) HBM 的基因组。以提

取的基因组为模板，利用引物对 sodAS-F/ 
odAS-R、sodA-F/sodA-R 和 sodAB-F/sodAB-R
分别扩增不同宿主来源的 SOD 酶编码基因 

 
表 1  本研究所用菌株和质粒 
Table 1  Strains and plasmids used in this study 
Name Genotype Source 
E. coli TOP10 F– mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) φ80 lacZΔM15 ΔlacX74 recA1 

araD139Δ(ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nup*G 
ToloBio 

E. coli BL21(DE3) F– ompT hsdSB (rB–, mB–) galdcm (DE3) Lab storage 
Saccharomyces cerevisiae 
BY4741α 

MATα, his3Δ1, leu2Δ0, met15Δ0, ura3Δ0 Lab storage 

Priestia megaterium HBM  Lab storage 
BL-Con E. coli BL21(DE3) containing plasmid pET28a, KanR This study 
BL-sodASce E. coli BL21(DE3) containing plasmid pET-sodASce, KanR This study 
BL-sodAEco E. coli BL21(DE3) containing plasmid pET-sodAEco, KanR This study 
BL-sodAPrm E. coli BL21(DE3) containing plasmid pET-sodAPrm, KanR This study 
pET28a pBR322 origin, T7 promoter, T7 terminator, N-6×His, N-Thrombin, N-T7, KanR Novagen 
pET-sodASce pET28a containing gene sodASce, KanR This study 
pET-sodAEco pET28a containing gene sodAEco, KanR This study 
pET-sodAPrm pET28a containing gene sodAPrm, KanR This study 
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sodASce、sodAEco 和 sodAPrm。以质粒 pET28a 为

模板，采用引物对 pET28-F/pET28-R 实现对

pET28a 载体的线性化，随后进行 Dpn I 消化。

扩增用引物序列见表 2。采用 DNA 胶回收试剂

盒[天根生化科技(北京)有限公司]对 DNA 扩增

产物进行纯化与回收。SOD 酶编码基因过表达

质粒的构建采用南京诺唯赞生物科技股份有限

公司一步克隆试剂盒。克隆质粒的转化采用

CaCl2 诱导的化学转化法[27]。组装的质粒转入大

肠杆菌 TOP10 感受态中进行质粒的复制和扩

增；扩增质粒提取后进行基因测序验证。测序

正确的 pET-sodASce、pET-sodAEco 和 pET-sodAPrm

分别转化至大肠杆菌 BL21(DE3)菌株中得到工

程菌株 BL-sodASce，BL-sodAEco和 BL-sodAPrm。质

粒 pET28a 导入 BL21(DE3)菌株中得到 BL-Con。 

1.3.2  蛋白表达与纯化 
分别将工程菌株 BL-sodASce，BL-sodAEco

和 BL-sodAPrm 于 LB 平板划线并 37 ℃倒置过夜

培养。随后挑取单菌落接种于 3 mL LB 培养基

中(含 50 mg/L 硫酸卡那霉素)，于 37 ℃、220 r/min
过夜培养。以 1%的接种量接种至含有 100 mL 
 
表 2  本研究所用的引物 
Table 2  Primers used in this study 
Primers 
name 

Sequences (5ʹ→3ʹ) 

sodAS-F GTGGCAGCAGCCAACTCTCAGATCTTG
CCAGCATC 

sodAS-R GGTGCCGCGCGGCAGCATGTTCGCGAA
AACAGCAG 

sodA-F GTGGCAGCAGCCAACTCTTATTTTTTCG
CCGCAAAAC 

sodA-R GGTGCCGCGCGGCAGCATGAGCTATAC
CCTGCCATC 

sodAB-F GTTACGACGCTGCAAAATAAGAGTTGG
CTGCTGCCAC 

sodAB-R GGTGCCGCGCGGCAGCATGGCTTACAA
ATTACCAG 

pET28-F GCTGCCGCGCGGCACCAGG 
pET28-R GAGTTGGCTGCTGCCACC 

LB 培养基(含 50 mg/L 硫酸卡那霉素)的锥形瓶

中于 37 ℃、220 r/min 培养至 OD600=0.6；随后

加入 0.1 mmol/L IPTG，并于 24 ℃、220 r/min
持续培养 18 h。培养结束后于 4 ℃、4 000 r/min
离心 20 min 收集菌体以用于后期的蛋白纯化。

在蛋白纯化过程中，首先采用预冷的 25 mL 
Binding buffer (20 mmol/L Tris-HCl，0.5 mol/L 
NaCl，10%甘油，10 mmol/L 咪唑，pH 7.9)重
悬收集的菌体，并于超声条件下(超声 20 min，
超声 5 s，停 5 s)进行细胞破碎处理。细胞破碎

结束后于 4 ℃、4 000 r/min 离心 30 min 收集上

清液。随后对收集的上清液进行蛋白纯化操作。

蛋白洗脱采用包含 500 mmol/L 咪唑的 Elution 
buffer 溶液 (20 mmol/L Tris-HCl， 0.5 mol/L 
NaCl，10%甘油，500 mmol/L 咪唑，pH 7.9）。
蛋白浓缩和缓冲液置换采用 15 mL 10 kDa 蛋白

超滤柱(Millipore 公司)。浓缩后的蛋白溶液保

存于 20%的甘油溶液中置于−80 ℃，或直接用

于后续的 SDS-PAGE 分析和 CA 合成实验。 
1.3.3  体外酶法合成 CA 

SOD 酶的评估：不同来源 SOD 酶的催化

性能评估实验于 96 孔板中进行。100 μL 酶学反

应体系 (0.1 mol/L HEPES ， pH 7.4) 中包含      
1 mmol/L 3-HA 和 1 μmol/L SOD；30 ℃孵育  
15 min 后测定 450 nm 吸光值。以酶失活的反应

体系为对照。 
缓冲液的评估：上述反应体系在不改变反

应组分和反应条件的情况下，将酶学反应的缓冲

液分别更换为 0.1 mol/L CH3COOH-CH3COONa 
(pH 4.4)、0.1 mol/L K2HPO4-KH2PO4 (pH 6.4)、
0.1 mol/L HEPES (pH 7.4)、0.1 mol/L Tris-HCl 
(pH 8.4)和 0.1 mol/L Glycine-NaOH (pH 10.0)以
进行缓冲液的评估。 

金属离子的评估：反应于 96 孔板中进行。

100 μL 酶学反应体系(0.1 mol/L Tris-HCl，pH 
8.4)中包含 1 mmol/L 3-HA、1 μmol/L SodAPrm

和 1 mmol/L 金属离子；30 ℃孵育 15 min 后

测定 450 nm 吸光值以评估不同金属离子对
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酶催化性能的影响。在此基础上，进一步评

估不同金属离子组合对 SodAPrm 酶催化性能

的影响。  
不同底物浓度和酶剂量对 CA 合成的影响

以及大尺度合成：反应于 96 孔板中进行，100 μL
酶学反应体系(0.1 mol/L Tris-HCl，pH 8.4)中包

含指定浓度的 3-HA 或 SodAPrm、1 mmol/L Cu2+

和 1 mmol/L Mn2+；反应于 30 ℃下孵育 15 min
后测定 450 nm 吸光值。以此评估 1、3、5、7、
10 mmol/L 3-HA底物使用量对CA合成的影响。

随后在优化后的体系基础上进一步评估不同酶

量(0.5、1.5、3、5 μmol/L)对 CA 合成的影响。

基于最优催化条件，进一步尝试大体积 CA 合

成实验；反应体系为 1 mL。 

1.3.4  全细胞催化 CA 合成体系的组建 
工程菌株 BL-sodAPrm 于 LB 平板划线并置

于 37 ℃过夜培养。随后挑取单菌落接种于 3 mL 
LB 培养基中(含 50 mg/L 硫酸卡那霉素)，于

37 ℃、220 r/min 过夜培养。以 1%的接种量接

种至含有 100 mL LB 培养基(含 50 mg/L 硫酸卡

那霉素)的锥形瓶中于 37 ℃、220 r/min 培养至

OD600=0.6；随后加入 0.1 mmol/L IPTG，并于

24 ℃、220 r/min 条件下继续培养 18 h。培养结

束后于 4 ℃、4 000 r/min 离心 20 min 收集菌体。

然后，分别称取湿重为 0.04、0.07、0.1、0.2 g
的菌体并用 1 mL 0.1 mol/L Tris-HCl (pH 8.4)缓
冲液进行重悬而制得用于 CA 合成的全细胞催

化体系。随后分别向反应体系中加入 5 mmol/L 
3-HA 后于 30 ℃、220 r/min 条件下孵育 4 h。
然后于 4 ℃、13 000 r/min 的条件下离心 10 min
收集上清液。将上清液稀释于甲醇溶液中后经

离心和 0.22 μm 滤膜过滤后进行 CA 测定。随之

将上述优化后的催化条件用于 CA 合成最佳催

化时间的评估。基于上述全细胞催化体系的最

佳反应参数，进一步尝试 CA 的大体积合成实

验；反应体系为 10 mL。 

1.3.5  CA 检测方法 
本研究将分别采用光谱吸收和 HPLC 进行

CA 的定量。在 CA 合成体系的构建和高通量筛

选过程中，针对高样本量的 CA 测定与分析，

直 接 采 用 SpectraMax 190 多 功 能 酶 标 仪

(Molecular Devices 公司)进行。对于扩大体积的

CA 体外酶学合成和全细胞催化合成反应，采用

HPLC 法进行 CA 的定量分析。液相分析

(E2695，Waters 公司)采用安捷伦 ZORBAX SB 
C18 液相色谱柱(250 mm×4.6 mm，5 μm)。流动

相 A 相为超纯水(0.1%三氟乙酸)，B 相为乙腈；

液相流速为 1 mL/min，柱温为 25 ℃，检测波

长 450 nm。化合物分析的 HPLC 梯度洗脱程序

如下：0.0−0.1 min B 相为 10%，0.1−7.0 min B
相从 10%线性增加至 40%，7.0−12.0 min B 相从

40%线性增加至 70%，12.0−15.0 min B 相从 70%
线性增加至 100%，15.0−20.0 min B 相稳定在

100%，20.0−23.0 min B 相从 100%线性递减至

10%，并于 10%比例下维持 5 min。 
1.3.6  数据统计分析 

在本研究中，实验数据均采集自 3 个生物

样本量的平均值。数据的误差线(error bar)代表

所采集数据的标准差(standard deviation, SD)。
实验数据均利用 GraphPad 6.0 进行分析。 

2  结果与分析 
2.1  CA 光谱学特性分析 

为实现对 CA 合成参数的快速表征和测定，

一种高通量的 CA 检测方法是必要的。CA 是一

种含 N-杂环的吩恶嗪酮类化合物且在 450 nm
具有特定的光吸收谱[1,28]。据此，首先对 CA 的

光谱吸收值进行了测定。通过对 CA 的吸光谱

进行全波长(340–700 nm)扫描，进一步证明 CA
仅于 450 nm 处有单一的光吸收谱(图 2A)。在此

基础上构建了不同 CA 浓度和光吸收值之间的

线性关系图(图 2B)。数据的采集为后期 CA 的

大通量表征提供了研究基础。 
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图 2  CA 的吸光谱(A)和吸光值-浓度曲线(B)测定 
Figure 2  Determination of CA absorbance spectra 
(A) and absorption-concentration curve (B). 
 
2.2  不同来源 SOD 酶的纯化和活性表征 

锰超氧化物歧化酶(Mn2+ SOD)是一类典型

的超氧自由基(O2
•−)消除酶系[25-26]。依据 CA 合

成机制的前期研究结果，选定了来源于酿酒酵

母(GenBank 登录号：NP_011872)、大肠杆菌

(GenBank 登录号：ACT43484)和 P. megaterium 
HBM (GenBank 登录号：ADE71525)来源的

Mn2+依赖型 SOD 酶系。通过质粒构建、蛋白表

达与纯化和 SDS-PAGE 分析后发现(图 3A)，异

源过表达与纯化获得蛋白 SodASce、SodAEco 和

SodAPrm 的 SDS-PAGE 分析结果与数据库中注

释的相应 SOD 酶系的大小一致(均约为 25 kDa)，
表明实现了对不同来源 SOD 酶系的可溶性表

达和纯化。随后，对纯化获得的蛋白 SodASce、

SodAEco 和 SodAPrm 进行了 CA 的催化合成研究

以评估其活性。通过对酶催化产物 CA 的定量

分析，发现 SodAPrm 具有更好的 CA 合成能力，

产量为(5.0±0.1) mg/L。基于此，SodAPrm 将用于

进一步的 CA 生物合成研究。 

 
 

图 3  不同 SOD 酶的 SDS-PAGE 图谱(A)及催化

活性评价(B)  
Figure 3  Profiles of SDS-PAGE (A) and 
evaluation of catalytic activity (B) of different SOD 
enzymes. 
 
 

2.3  体外酶学催化 CA 合成 
以上述筛选到的 SodAPrm 为基础，本研究首 

先测试了不同缓冲液对 SodAPrm催化能力的影响。

共测试了包括 0.1 mol/L CH3COOH-CH3COONa 
(pH 4.4)、0.1 mol/L K2HPO4-KH2PO4 (pH 6.4)、
0.1 mol/L HEPES (pH 7.4)、0.1 mol/L Tris-HCl 
(pH 8.4)和 0.1 mol/L Glycine-NaOH (pH 10.0)在
内的 5 种酶学反应缓冲液。通过对催化产物 CA
的光吸收值测定后发现(图 4A)，在 0.1 mol/L 
Tris-HCl (pH 8.4)条件下，SodAPrm 可以高效地

合成(14.4±1.7) mg/L 的 CA。此后，进一步通过金

属离子依赖性测定后发现(图 4B)，相较于初始条

件下的 CA 合成水平，Zn2+对 SodAPrm酶催化 CA
合成的能力具有一定的抑制作用，CA 产量仅为

(2.0±0.3) mg/L，而 Cu2+的使用则可极大地促进

SodAPrm 酶催化合成 CA 的能力，此时 CA 产量

可达(40.0±2.0) mg/L。以此为基础，本研究进一

步评估了金属离子组合对 SodAPrm 催化性能的

影响。如图 4C 所示，SodAPrm 在 Cu2+/Mn2+组合

的应用下可进一步将 CA 的合成水平提高到

(54.2±2.1) mg/L。另外发现不同起始浓度的

3-HA同样影响着 SodAPrm酶对 CA的合成能力。

如图 4D 和 4E 所示，在 5 mmol/L 3-HA 的情况 
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图 4  CA 体外酶学催化体系的构建和应用   A：缓冲液的优化；B、C：金属离子的测试；D、E：初

始 3-HA 使用浓度的优化；F：初始 SodAPrm 使用量的优化；G：大体系 CA 合成。 
Figure 4  Construction and application of in vitro CA enzymatic catalytic system. A: Optimization of the 
reaction buffers; B, C: Testing of metal ions; D, E: Optimization of initial added concentration of 3-HA; F: 
Optimization of initial doses of SodAPrm; G: Large-scale biosynthesis of CA. 
 
 

下，SodAPrm 可将 CA 的合成水平进一步提高到

(116.7±7.1) mg/L，相较于 1 mmol/L 3-HA 的反

应条件提高了 2.2 倍；但是，3-HA 浓度的进一

步提高未能促进 CA 的更高效合成。最后，还

发现酶 SodAPrm 的初始使用量同样影响着 CA
的合成效率。如图 4F 所示，当将 SodAPrm 的使

用量提高到 3 μmol/L 时，CA 的积累水平可以

达到(176.6±14.3) mg/L；然而，酶使用量的进一

步提升同样未能更有效地促进 CA 的合成。最后，

基于上述优化后的 CA 合成参数，进一步尝试了

1 mL 反应体系下的 CA 体外酶学合成反应。如图

4G 所示，在大体积体外酶学反应条件下最终实

现了高达(125.2±2.8) mg/L 的 CA 合成。 
2.4  全细胞催化 CA 合成 

在体外合成 CA 研究的基础上，本研究进一

步构筑了基于大肠杆菌的 CA 全细胞催化合成体

系 BL-sodAPrm和 BL-Con。首先，在 0.1 g 细胞湿

重条件下进行了全细胞催化体系的可用性测试。

如图 5A 所示，通过对构筑的 CA 全细胞催化系统

BL-sodAPrm和 BL-Con 进行 CA 合成测试，证实工

程菌株 BL-sodAPrm可以用于 CA 的合成。在此基

础上，首先测试了催化剂 BL-sodAPrm使用量对 CA
合成的影响。结果如图 5B 所示，当细胞使用量为

0.07 g (湿重)时可以实现对 CA 的最高效合成，其

产量最高可达 312.3 mg/L。如表 3 所示，该产量

为目前报道的生物法合成 CA 的最高水平。在此

基础上，通过测试反应时间，发现 BL-sodAPrm 催

化 CA 合成的最佳反应时间为 4 h (图 5C)。基于上

述实验数据，进一步构建了大体积的 CA 合成系

统。如图 5D 所示，当将 CA 的合成体系由 1 mL
直接一步扩大到 10 mL 之后，最终于 4 h 内实现

了(168.8±13.3) mg/L 的 CA 合成。 
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图 5  CA 全细胞催化合成体系的构建与应用   A：CA 全细胞催化合成体系的测试；B：催化剂使用

量对 CA 合成的影响；C：CA 合成的时间曲线；D：CA 大体系合成。 
Figure 5  Construction and application of the whole cell catalytic system for CA synthesis. A: Testing of 
whole cell catalytic system for CA synthesis; B: The effects of catalyst dose on CA synthesis; C: Time course 
of CA synthesis; D: Large-scale biosynthesis of CA. 

表 3  CA 生物合成水平 
Table 3  Biosynthetic levels of CA 
Enzyme types CA synthetic strategies Titer References 
Horseradish peroxidase In vitro crude HRP catalyzed 3-HA to CA  1.2 mg/L [19] 
– Light irradiation of the cultured P. Cinnabarinus 20.0 mg/g DCW [20]
Laccase Continuous cultivation of P. cinnabarinus for 7 days  21.0 mg/L [28] 
Spore coat protein CotA System metabolic engineering of the P. chlororaphis GP72  

and optimization of CA biosynthetic conditions 
136.2 mg/L [12] 

Superoxide dismutase Whole cell biotransformation of 3-HA to CA by thymocytes 9.0 mg/L [9] 
Superoxide dismutase Whole cell biotransformation of 3-HA to CA by BL-sodAPrm 312.3 mg/L This study 
 

DCW: Dry cell weight. 
 

3  讨论与结论 
CA 是一种功能多元化且应用广泛的天然

含氮吩恶嗪酮类化合物[1-3]。结构的特殊性造就

了 CA 独特的光谱吸收特性[28](图 2A)。在自然

界中，CA 主要通过缩合 2 分子犬尿氨酸途径中

间代谢物 3-HA 进行合成[17]。研究证实，漆酶、

过氧化氢酶和超氧化物歧化酶等酶系均可催化

3-HA 合成 CA[16-19]。此外，来源于抗菌链球菌

(Streptomyces antibioticus)的多铜氧化酶和枯草

芽孢杆菌 168的孢子外壳蛋白 CotA同样具有吩

恶嗪酮合酶功能[12,29]。然而，尽管有许多 CA 合

成酶系，但目前 CA 高效生物合成系统的开发依

然主要集中于对天然 CA 积累生物体发酵条件的

优化或非天然工程菌的再构筑[3,12,20-21]。如 Yue

等[12]借助模块化代谢工程策略在 P. chlororaphis 
GP72 内首次实现了 CA 的从头合成。然而，极

低的 CA 得率却极大地限制了将其应用于大规

模的 CA 合成研究[12,20-21]。因此，开发高效 CA
合成系统是必要的。 

生物合成尤其是全细胞催化已发展成为一

种新型的化合物生产技术[30]。本研究提出了一

套基于体外酶学催化和全细胞催化 CA 合成的技

术方案。首先，针对限制 CA 合成过程中存在的

关键限制因素——超氧自由基(O2
•−)的积累[23-24]，

通过对来源于真核生物和原核生物中 Mn2+依赖

型 SOD 酶系的分析、筛选和表征后获得了一个

可高效消除 O2
•−的超氧化物歧化酶 SodAPrm，并通

过催化条件的优化实现了高达(176.6±14.3) mg/L 
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的 CA 合成。然而，与既往研究指出仅 Mn2+可

提升 Mn2+依赖 SOD 酶系的催化能力相比[26,31]，

本研究发现 Cu2+离子的加入同样可极大地提升

Mn2+依赖 SOD 酶系的催化能力(图 4B)，且提升

能力更明显。推测该现象可能是由于以下原因：

(1) SodAPrm 酶在过表达和纯化过程中酶活性位

点的 Mn2+离子饱和度不足；(2) 体外酶催化过

程中酶对金属离子亲和力的专一性不强[32-33]。

如 Ose 等[34]和 Yamakura 等[35]研究表明原核和

真核生物来源的 SOD 酶具有宽泛的金属离子

亲和性。与之相同的是，Yue 等[12]利用甘油合

成 CA 的研究工作同样表明 Cu2+和 H2O2 的补充

可有效促进 CA 的合成。随后，本研究在体外

酶催化 CA 合成的基础上进一步实现了基于全

细胞催化 CA 合成的设想。然而，如图 5 所示，

在利用全细胞催化 CA 合成的研究过程中，产

物 CA 的合成效率开始时随着细胞使用量的增

加而增加，之后随着细胞使用量的增加而急速

降低。推测催化剂的高剂量投入所造成反应体

系的溶氧不足是限制 CA 合成的关键因素[18]。 
总之，本研究构建了一套生物法 CA 高效合

成方案。首先，通过对不同来源 SOD 酶系的筛选

和催化条件的优化实现了高达(176.6±14.3) mg/L
的 CA 合成。此后，基于 SodAPrm 构筑了一种用

于 CA 合成的全细胞催化体系 BL-sodAPrm；通

过对全细胞催化体系 BL-sodAPrm 催化条件的优

化最大实现了 312.3 mg/L 的 CA 合成；并在此

基础上利用大尺度反应体系证实了该系统在

CA 生物合成中的应用潜力。然而，如何实现更

高效的 CA 合成效率仍是需要进一步解决的核

心问题之一。本研究不仅拓展了 CA 的生物法

合成策略，而且为其他吩恶嗪酮类衍生物如寻

霉素(questiomycin)、ommatin D 和 actinocin 等的

高效生物法合成奠定了坚实的研究基础[12,22]。 
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