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综  述                                                               

靛蓝及其同类色素的微生物生产与转化 

韩晓红, 王伟, 肖兴国 
中国农业大学生物学院植物生理学与生物化学国家重点实验室, 北京, 100094 

摘  要: 靛蓝类色素广泛应用于印染、食品和医药工业, 其环境友好的合成或生产途径越来越受到人们的关注, 特别是

微生物生物合成。已经鉴定和分离了能够合成靛蓝类色素的多种微生物, 并且明确了起催化作用的主要是单加氧酶和双

加氧酶。已经克隆和利用了一些加氧酶的基因, 构建了工程菌, 优化了其发酵过程。同时, 微生物合成靛蓝的生物转化

也已经起步。这些进展将带来环境友好的靛蓝类色素的合成与生产。 
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Abstract: Indigo and indigo-like pigments are widely used in the industry of textile, food and medicine. Now people pays more and 
more attention to developing an alternative method of indigo production which is “environment-friendy”, especially microbial 
biosynthesis of indigo. Many microorganisms involved in the biosynthesis of indigo have been isolated and characterized, and 
monooxygenase and dioxygenase have been identified to catalyze indigo biosynthesis. Some genes encoding for these enzymes have 
been cloned and used to construct “engineering bacteria”. With this kind of bacteria, more efficient fermentation systems for indigo 
production have been exploited. In the meantime, biotransformation of the indigo produced by microorganisms has been under 
investigation. These progresses will bring us a greener method of indigo and indigo-like pigments production. 
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靛蓝类色素是人类所知最古老的色素之一, 广

泛用于印染、医药和食品工业。靛蓝作为织物染料

的应用至少可追溯到公元前 2500 年[1]。古埃及木

乃伊穿着的一些服装和我国马王堆出土的蓝色麻织

物等都是由靛蓝所染成的 [2], 我国瑶族的一支因其

生产和使用靛蓝染布的技术独特而得名 “蓝靛瑶”。

在食品工业中, 靛蓝以其磺酸钠盐或其铝化的形式

等 用 作 食 用 色 素 , 我 国 称 之 为 “ 亮 蓝 ”

(GB7655.1-1996)和亮蓝铝淀(GB7655.2-1996), 在美

国等以其磺酸钠盐形式为主 (FD&C Blue No. 2, 

USA), 被称之为“靛蓝素”(Indigotine)。靛蓝及其

同类色素自古就广泛应用于医药业。在传统医学中, 

中国、印度和南美等国都利用被称为靛蓝植物

(Indigo plant)或产靛蓝植物(Indigo-producing plant)
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的叶和/或根来治疗诸多的疾病, 包括子宫癌、胃痛、

癫痫和其它神经系统病、气管炎、大出血、脾、肺

和肾失调、心脏和泌尿系统不调、少年白发脱发和

感冒等。 

传统的靛蓝生产, 几千年来一直是从被统称为

“蓝草”的靛蓝植物或产靛蓝植物中提取, 这些植

物包括菘蓝、欧洲菘蓝、蓼蓝、马蓝、木蓝 (又名

槐蓝)、野青树和纳塔尔木蓝等。1897 年问世的化学

合成的靛蓝迅速取代了植物靛蓝(天然靛蓝)的市场

地位, 到 20 世纪 60 年代之后, 天然靛蓝退出了历史

舞台。现在, 几乎所有的靛蓝都是化学合成的。化

学合成靛蓝相对植物靛蓝而言具有原料充足、生产

简便和靛蓝纯度高等优势, 但是在化学合成过程中,

使用的原料和催化剂不仅对操作者的呼吸道和中枢

神经及肝脏有一定的损害 , 甚至能诱导产生癌症 , 

而且还会因为产生含有大量的氯化铁、硫酸铁、硫

酸钠、氯化钠、苯胺和硝基苯等有毒物质的漂洗废

水, 对环境也造成严重的污染[3]。进入 20 世纪 80 年

代后 , 随着全社会的环境保护和劳动保护意识的增

强和逐渐普及, 人们认识到了化学合成靛蓝对人体

和环境的严重危害, 开始探求“生产者友好型”和“环

境友好型”的靛蓝生产方法, 其中重要的途径之一就

是利用微生物生物合成靛蓝。本文概述靛蓝及其同类

色素的微生物生产与转化及其进展, 为“生产者友好

型”和“环境友好型”的靛蓝生产提供参考。 

1  靛蓝类色素的微生物生产 

1.1  合成靛蓝类色素的微生物 
早 在 1928 年 人 们 就 观 察 到 假 单 胞 菌

(Pseudomonas indoloxidaes)能够氧化吲哚合成靛蓝, 

1956 年观察到真菌 Schisophyllum commune 能够在

有葡萄糖和胺盐的培养基上直接合成靛蓝, 但其机

制在当时还不清楚。1983 年, Ensley 等[2]发现, 将假

单胞菌 P. putida PpG7 质粒 NAH7 中的片段克隆重

组后转入大肠杆菌（Escherichia coli HB101），转化

子能够在有吲哚或色氨酸的条件下合成靛蓝。 

Ensley 等推测, 作为培养基添加剂加入的或由色氨

酸的酶促代谢而产生的吲哚, 被假单胞菌 DNA 编

码的多组分双加氧酶转化成顺-吲哚－2,3-二氢二醇

和 3-羟基吲哚(吲哚酚), 所产生的 3-羟基吲哚在接

触空气后被氧化成靛蓝(图 1)。自 Ensley 等 1983 年

的开创性工作后, 许多能够合成靛蓝的微生物种类

和菌株被鉴定出, 其中多数是可以降解芳香烃的细

菌。主要有: 以萘为碳源的 Pseudomonas putida 菌

株 PpG7[4]、有能够降解甲苯-二甲苯或甲苯其它衍生

物的 P. putida mt-2[5]、降解甲苯的 P. Mendocina 菌

株 KR1 [6]、降解苯乙烯的 P. putida 菌株 S12 和

CA-3[7]、以 1,2,3,4-四氢化萘为碳源的 Sphingomonas 

macrogolitabida [8]等。 

 

图 1  以吲哚为底物合成靛蓝 
Fig. 1  The biosynthesis of indigo from indole 

 

1.2  负责靛蓝类色素合成的酶 
负责靛蓝类色素合成的酶主要是单加氧酶和双

加氧酶, 它们可以相应地将单个或双个的氧原子加

入到一个有机化合物分子中。这些酶或者其编码基

因主要来自 Pseudomonas 和 Rhodococcus spp.等微

生物[6,9,10]。 

1.2.1  单加氧酶 

单加氧酶在一般情况下只能将单个氧原子加入

到一个有机化合物分子中。按照其加氧反应催化活

动中心的结构, 基本可分为血红素型单加氧酶和黄

素型单加氧酶。大部分单加氧酶的加氧反应需要还

原辅助因子, 一般为还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸

(NADH) 或还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸

(NADPH)。除此之外, 有些酶还需要若干电子传递

伴随物, 如铁硫蛋白和黄素还原酶等。 

在能够催化形成靛蓝的单加氧酶中 , 来自

P.putida 的有些参与甲苯和 1-萘酚的代谢, 形成靛  

蓝 [11], 另外一些 , 例如克隆自 P. putida MT53 的 

TOL 质粒 pWW53 中的二甲苯氧化酶基因编码的单

加氧酶, 将吲哚催化为 3-羟基吲哚, 然后二聚化为

靛蓝[12]。在 Rhodococcus sp. Strain 12038 中, 单加氧

酶也参与 1-萘酚的代谢 , 催化吲哚合成靛蓝 [13]。

Methylophaga sp. Strain SK1 中的黄素单加氧酶也可

以催化吲哚合成靛蓝[14]。目前已知的能够催化形成

靛蓝的主要单加氧酶见表 1。 
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1.2.2  双加氧酶 

双加氧酶通常将两个氧原子加入到一个有机化

合物分子中。与单加氧酶一样, 按照其加氧反应催

化活动中心的结构, 基本上也可分为血红素型双加

氧酶和黄素型双加氧酶。其中的部分也需要还原辅

助因子, 如 NADH 或 NADPH,  有些还需要若干电

子传递协同物, 如铁硫蛋白和黄素还原酶等。 

含有双加氧酶基因的菌生长在含有芳香烃的培

养基上可以使吲哚转化为靛蓝, 催化机制为催化吲

哚形成双羟基酚 , 然后脱水形成吲哚酚 , 在空气中

二聚化形成靛蓝[15]。以吲哚为底物的靛蓝的微生物

合成始于 1928 年, 而吲哚通过加氧酶催化合成吲哚

酚却是在 1965 年被研究发现。但当时超低的转化率

以及大量的需要吲哚这种昂贵和有毒性的底物阻碍

了其商业化生产。1983 年萘双加氧酶首次被鉴定出

可以催化吲哚合成靛蓝[4],而萘双加氧酶基因的克隆

和鉴定使得迅速和高效的催化吲哚合成靛蓝成为可

能, 但同时伴有副产物靛玉红的合成。这样，通过

芳香烃双加氧酶催化吲哚合成靛蓝的生物转化, 又

由于副产物靛玉红的出现受到了很大的阻碍。 

靛玉红是 2-羟基吲哚和 3-羟基吲哚的异二聚体,  

例如萘双加氧酶催化吲哚合成靛蓝的过程中, 顺-2, 

3-二羟基吲哚可以降解为 2-羟基吲哚和 3-羟基吲哚, 

二聚化即生成副产物靛玉红。而靛蓝是 3-羟基吲哚

的二聚体。转化率和最终产物的纯度阻碍了吲哚生

成靛蓝的生物转化。该问题在 Zennaro E.等从 P. 

fluorescens ST 中克隆到只催化合成 3-羟基吲哚的苯

乙烯单加氧酶基因后得到解决[16]。 

目前已经知道的能够催化形成靛蓝的双加氧酶

的种类还不多, 主要的见表 2。 

1.2.3  以吲哚的衍生物为底物的加氧酶 

加氧酶还可以催化吲哚衍生物合成靛蓝类色

素。人细胞色素 P450 2A6 单加氧酶可以催化吲哚

的衍生物合成靛蓝[17]。来自于人的野生型 P450 2A6

不仅作用底物的范围较窄, 而且催化能力很低, 但

实验室进化或者突变的 hP450 2A6 突变酶不仅催化

能力大为提高[18−21], 而且还可以催化 26 种吲哚衍生

物中的 10 种合成靛蓝类染料[21]。李红梅等[22,23]、陆

燕等[24]定向突变了 Bacillus megaterium 细胞色素

P450 BM-3, 获得了能够更高效率地将吲哚转化成

靛蓝的突变体。实验室进化的或者突变的而不是野

生型的加氧酶具有催化吲哚的衍生物合成靛蓝这一

表 1  催化形成靛蓝的主要单加氧酶 
Table 1  Monooxygenase involved in indigo production 

Name Sources Reference 

Xylene oxygenase Pseudomonas putida MT53 Keil et al, 1987 

Toluene-4-monooxygenase Pseudomonas mendocina KR1 Yen et al, 1991 

2-Naphthoic acid oxygenase Pseudomonas 2-NAT Sun et al,, 1995 

Monooxygenase Rhodococcus sp.(NCIMB 12038) Allen et al., 1997 

Styrene monooxygenase   Pseudomonas putida S12 and CA-3 O’Connor et al, 1997 

Cytochrome P450 monooxygenase Human Gillam et al, 1999 

Fatty-acid hydroxylase P450 BM-3 Bacillus megaterium Li et al, 2000 

Cytochrome P450 2A6 Human Nakamura et al, 2001 

2-hydroxybiphenyl 3-monooxygenase Pseudomonas azelaica HBP1 Meyer et al, 2002 

Flavin monooxygenases Methylophaga sp. strain SK1 Hack et al, 2003 

Cytochrome P450 BM-3 mutant Bacillus megaterium Lu et al,, 2006 

 
表 2  催化形成靛蓝的主要双加氧酶 

Table 2  Dioxygenase involved in indigo production 

Name Sources Reference 

Naphthalene dioxygenase Pseudomonas putida PpG7 Ensley et al,1983 

Toluene dioxygenase Pseudomonas putida F1 Zylstra et al, 1989 

Naphthalene dioxygenase Pseudomonas sp. and Bacillus breuis Wu et al, 1989 

Tetralin dioxygenase Sphingomonas macrogolitabida Strain Moreno-Ruiz et al., 2005 
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现象也被 Meyer 等在 2-羟基双苯基-3-单加氧酶上

观察到[25]。 Kim 等报道, 萘双加氧酶和甲苯双加氧

酶能分别催化吲哚衍生物产生 15 和 6 种染料[26], 来

自 Pseudomonas sp. KL28 表达的多组分酚羟基化酶

可以催化 30 种吲哚的衍生物中的 20 种合成靛蓝类

染料 [27]。Kim 等还注意到, 来自 Pseudomonas sp. 

KL28的多组分酚羟基化酶与萘双加氧酶相比, 它不

仅可以利用不同的底物合成相同的染料, 同时也能

合成新的不同颜色的染料[27]。 

1.3  合成靛蓝类色素工程菌的研究 
随着分子生物学和基因工程技术的发展, 人们

在筛选自然界存在的能够合成靛蓝的微生物及菌株

的同时, 越来越将注意力放在构建和利用“工程菌”

来合成靛蓝类色素, 尽管在 19 世纪 80 年代, 微生物

靛蓝的合成主要用来作为重组基因表达的指示染 

料, 很少有研究关注其特异的合成产率及发酵条件

的优化。 

在大肠杆菌中表达萘双加氧酶, 以葡萄糖为底

物合成吲哚则使微生物合成靛蓝类色素向取代化学

合成染料更加靠近了一步[28] ,从而也大大推进了其

商业化进程。1994 年,  Burt 等将定点突变后可以过

量表达色氨酸的色氨酸合成酶系和萘双加氧酶导入

大肠杆菌, 得到了可以高效的以葡萄糖为前体通过

合成色氨酸然后得到吲哚从而合成靛蓝的工程菌
[29]。2002 年, Berry 等将能够提高内源吲哚合成的经

过修饰的色氨酸合成途径以及表达萘双加氧酶的的

基因导入大肠杆菌, 从而改进了靛蓝合成的发酵过

程[28]。来源于 Acinetobacter sp. STRain ST-550 的多

组分酚羟基化酶可以催化吲哚合成靛蓝 ,并将该基

因克隆到耐有机溶剂的大肠杆菌 OST3410 中, 在有

机溶剂-水的双相系统中, 疏水的有机溶剂作为毒性

底物吲哚的储存库 , 减少其在培养基中的浓度 , 解

决了毒性底物吲哚抑制宿主的瓶颈 [30]。2005 年 , 

Royo 等将双加氧酶基因融合入细菌染色体, 建立级

联扩增的表达异源基因的表达环路, 该级联表达体

系可以稳定和高效的表达双加氧酶, 持续表达至少

5 天, 可以严格控制和保证靛蓝的稳定生产[31]。在国

内, 吴云  等[32]将萘质粒(含有 NDO 基因)导入大

肠杆菌后获得能够合成靛蓝的转化子; 1998 年, 李

晖和吴云[33]将萘质粒导入能够产生与类胡萝卜素的

分枝杆菌(Mycobacterium sp.)菌株 Cr-1-2-39 和节杆菌

(Arthrobacter sp.)菌株 2-3 中, 获得同时产生类胡萝

卜素和靛蓝的转化菌株。我们自己也将含有一种黄

素蛋白型单加氧酶基因的质粒导入 E. coli 的不同菌

株中, 获得靛蓝合成量很高的转化子及由此提取的

高纯度的靛蓝(图 2; 未发表结果)。 

 

图 2  合成靛蓝能力很强 E. coli 转化子(左)及由此直接萃

取的高纯度靛蓝(右) 
Fig. 2  Recombinant E. coli with blue colonies (left) and pure 

indigo freshly extracted from the blue colonies (right) 
 

2  靛蓝的生物转化 

作为靛蓝的同分异构体, 靛玉红在植物和多数

微生物合成靛蓝时作为副产物而存在。靛玉红是我

国传统药物“芦荟当归丸”和“板蓝根”的有效成

分; 是中国科学家在 20 世纪 70 年代中期发现的具

有新型结构的抗肿瘤新药, 它对慢粒白血病具有明

显的抑制作用且毒副作用小。现在医学研究显示 , 

靛玉红可以提高 CKD4+CD25+T 细胞的比率, 从而

增强受体的免疫力[34]。 

对于以靛蓝为终产物的合成来说, 伴生的靛玉

红的存在是很大的麻烦。如果能够将(生物)合成的靛

蓝转化成靛玉红对于相关医药行业是非常有利的。

Meyer 等(2002 年)在这方面做了有益的探讨, 初步

实现了由微生物合成的靛蓝向靛玉红的转化[25], 尽

管这种转化还仅仅停留在定性的基础上。笔者自己

优化了 Meyer 等的转化方法, 获得了高纯度的靛玉

红(未发表结果)。 

总之, 靛蓝及其同类色素的微生物生产的研究

和开发已经取得长足的进展, 已经从筛选具有合成

靛蓝的野生微生物及其菌株过渡到利用基因工程改

造的“工程菌”和蛋白质的定向改造, 并从实验室

研究开始进入工业化生产。与传统的植物合成靛蓝

相比, 微生物合成具有不受自然环境因素的限制、
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效率高、 周期快等优点。与化学合成靛蓝类色素相

比, 微生物合成靛蓝可以降低生产成本、减少能耗, 

特别是“环境友好”。此外, 含有特定加氧酶的微生

物合成的靛蓝有可能被转化成具有抗癌作用的靛玉

红。由此, 具有广阔的开发和应用前景。然而, 也应

该认识到, 微生物合成靛蓝的体系还没有化学合成

的体系完整, 如何构建和选用合理的加氧酶酶系与

高效的工程菌(株), 优化发酵参数, 简化靛蓝的萃取

或提取程序等从而大幅度地降低生产成本和提高生

产效益等，仍然有待进一步的研究与开发。此外, 现

有微生物合成靛蓝或靛蓝的生物转化仍然主要依赖

于加氧酶, 而加氧酶的稳定性和辅因子再生等也仍

然是有待研究的重要问题。尽管随着人们健康意识

和环境保护意识的增强, 随着分子生物学、基因工

程、蛋白质工程、酶工程和发酵工程的技术进步, 在

不远的将来, 靛蓝及其同类色素的微生物合成, 即使

不能完全替代靛蓝的化学合成, 也将成为靛蓝生产

的主流。 
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更  正 

在本刊第 24 卷第 5 期 844–850 页上刊登的于金龙等作者的文章“大肠杆菌色氨酸生物合成途径关键酶的调控研究”

一文需作如下更正: 

1. 原中文题目“大肠杆菌色氨酸生物合成途径关键酶的调控”应为“大肠杆菌色氨酸生物合成途径关键酶的调控

研究”。 

2. 中文摘要中基因“aroGfbr”和“trpEDfbr”应为“aroGfbr”和“trpEDfbr”。 

3. 去掉表 2 中的引物“trpEf、trpEr、aroGr 和 aroGf”。 

因疏忽而给作者和读者带来不便，对此我们表示由衷的歉意！ 
 

《生物工程学报》编辑部 


