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摘   要：靛蓝(indigo)作为一种水溶性非偶氮类着色剂，广泛应用于纺织、食品、制药等工业领域。目

前靛蓝主要采用化学法合成，存在环境污染、安全隐患等问题，亟须寻找更安全、更绿色的合成方法。

本研究利用大肠杆菌(Escherichia coli)来源的色氨酸酶(tryptophanase, EcTnaA)和噬甲基菌(Methylophaga 
aminisulfidivorans)来源的黄素依赖性单加氧酶(flavin-dependent monooxygenase, MaFMO)构建双酶级联

路径，以 L-色氨酸为底物合成靛蓝，导入 E. coli 中获得重组菌株 EM-IND01。通过对限速酶 MaFMO
进行蛋白质工程改造，获得了有益突变体 MaFMOD197E，比酶活和 kcat/Km比野生型分别提高了 2.36 倍

和 1.34 倍；将其引入菌株 EM-IND01 中获得重组菌株 EM-IND02，并进行发酵条件优化，在 5 L 发酵罐

中靛蓝产量为(1 288.59±7.50) mg/L，转化率为 0.86 mg/mg L-色氨酸，生产强度为 26.85 mg/(L·h)。本研

究通过蛋白质工程改造，获得 MaFMO 活性提高的突变体，为靛蓝的工业化生产奠定了基础。 
关键词：大肠杆菌；靛蓝；蛋白质工程改造；双酶级联；L-色氨酸 
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Abstract: Indigo, as a water-soluble non-azo colorant, is widely used in textile, food, 
pharmaceutical and other industrial fields. Currently, indigo is primarily synthesized by chemical 
methods, which causes environmental pollution, potential safety hazards, and other issues. 
Therefore, there is an urgent need to find a safer and greener synthetic method. In this study, a 
dual-enzyme cascade pathway was constructed with the tryptophan synthase (tryptophanase, 
EcTnaA) from Escherichia coli and flavin-dependent monooxygenase (flavin-dependent 
monooxygenase, MaFMO) from Methylophaga aminisulfidivorans to synthesize indigo with 
L-tryptophan as substrate. A recombinant strain EM-IND01 was obtained. The beneficial mutant 
MaFMOD197E was obtained by protein engineering of the rate-limiting enzyme MaFMO. 
MaFMOD197E showed the specific activity and kcat/Km value 2.36 times and 1.34 times higher than 
that of the wild type, respectively. Furthermore, MaFMOD197E was introduced into the strain 
EM-IND01 to construct the strain EM-IND02. After the fermentation conditions were optimized, 
the strain achieved the indigo titer of (1 288.59±7.50) mg/L, the yield of 0.86 mg/mg L-tryptophan, 
and the productivity of 26.85 mg/(L·h) in a 5 L fermenter. Protein engineering was used to obtain 
mutants with increased MaFMO activity in this study, which laid a foundation for industrial 
production of indigo. 
Keywords: Escherichia coli; indigo; protein engineering; dual-enzyme cascade; L-tryptophan 

 
 

靛蓝作为一种水溶性非偶氮类着色剂，是

最常见、最古老的染料之一，广泛应用于纺织

品染色[1-5]、食品、制药[6-13]、化学传感器[14-15]

和半导体材料[16-17]等领域。目前全球对靛蓝的年

需求量超过 8 万 t，主要来源于：(1) 化学合成。

苯基甘氨酸在氨基钠的存在下与 NaOH 和 KOH
融合，然后氧化生成靛蓝，收率为 80%−83%；

(2) 植物提取。从蓼科植物、龙葵科植物和菜豆

科植物提取靛青或者靛苷[18]。化学工艺因大量

使用有机溶剂和强碱，会造成严重的环境危害；

而提取工艺因野生资源有限加上提取工艺复

杂，限制了植物靛蓝的发展[19]。生物法因绿色、

高效、环保等优点逐渐成为靛蓝生产的最有前途

的方法[20-21]。能催化合成靛蓝的酶[22]有非血红

素铁加氧酶[23]、含血红素加氧酶[24-25]和黄素依

赖性单加氧酶(flavin-dependent monooxygenase, 
FMO)[26]。其中，非血红素铁加氧酶代表是萘双

加氧酶(naphthalene dioxygenase, NDO)，如来源

于假单胞菌(Pseudomonas sp.) J26菌株的NDO在

20 h 内能够从 2.5 mmol/L 吲哚中生成 138.1 μmol/L
靛蓝[27]。含血红素加氧酶中能够羟基化吲哚的

一个是依赖于氧化还原伴侣和昂贵辅因子的
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P450 酶[28-30]，如来源于巨大芽孢杆菌(Bacillus 
megaterium)的 P450BM3 与葡萄糖脱氢酶的共表

达使 5 mmol/L 吲哚产生了 2.9 mmol/L 的靛蓝；

另一个是依赖于 H2O2 作为氧供体和电子受体

的非特异性过氧合酶(unspecific peroxygenases, 
UPO)，能将一系列吲哚及其衍生物转化为相应

的靛蓝或靛蓝衍生物 [31]。黄素单加氧酶以

NADPH 为辅因子将色氨酸酶(tryptophanase)的
N 端和黄素单加氧酶的 C 端进行融合表达，能够

将 2 g/L 的 L-色氨酸完全转化为 1.7 g/L 靛蓝[32]，

这也是目前报道生物合成靛蓝产量最高的酶。

尽管已有不同来源的酶能够催化吲哚生成靛

蓝，但路径中关键限速酶活性低和中间体吲哚

毒性问题限制着靛蓝的工业规模生产。 
为 此，本研究通过将来源于大肠杆菌

(Escherichia coli)的色氨酸酶(tryptophanase, EcTnaA)
和来源于 Methylophaga aminisulfidivorans 的黄素

依赖性单加氧酶(flavin-dependent monooxygenase, 
MaFMO)整合到 E. coli 中，构建 L-色氨酸生成

靛蓝的双酶级联路径，减少中间体吲哚的大量积

累。通过对限速酶 MaFMO 进行蛋白质工程改造

以提高酶活并对发酵条件进行优化。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株、质粒和引物 

实验所用重组菌株及引物见表 1、表 2。 
1.1.2  主要仪器和试剂 

分子生物学工具酶、SDS-PAGE Protein 

Marker、质粒提取试剂盒和胶回收试剂盒等分

子生物学试剂购自 TaKaRa 公司；L-色氨酸、吲

哚、靛蓝等标品购自阿拉丁生化科技股份有限

公 司 ； 异 丙 基 -β-D- 硫 代 半 乳 糖 (isopropyl 

β-D-thiogalactoside, IPTG) 、 硫 酸 卡 那 霉 素

(kanamycin, Kan)购自生工生物工程(上海)股份

有限公司；供实验所用试剂盒、一步同源重组

酶购自南京诺唯赞生物科技股份有限公司；

PCR 引物由苏州金唯智生物科技有限公司合

成；其他试剂均购自国药集团化学试剂有限公

司。5 L 全自动发酵罐购自迪比尔生物工程(上

海)有限公司。 
1.1.3  培养基 

LB 培养基(g/L)：酵母粉 5，蛋白胨 10，氯

化钠 10 (固体培养基加入 2%琼脂粉)。 
 
表 1  本研究所使用的菌株和质粒 
Table 1  Strains and plasmids used in this study 
Strains and plasmids Relevant characteristics Sources 
Strains   

Escherichia coli MG1655 (K12)  Used to extract EcTnaA Lab store 
E. coli BL21(DE3)  Expression host Lab store 
E. coli BL21(DE3)-EcTnaA E. coli BL21(DE3) containing pET28a-EcTnaA This study 
E. coli BL21(DE3)-MaFMO E. coli BL21(DE3) containing pET28a-MaFMO This study 
E. coli EM-IND01 (BL21-EcTnaA-MaFMO)  E. coli BL21(DE3) containing pET28a-EcTnaA-MaFMO This study 
E. coli EM-IND02 
(BL21-EcTnaA-MaFMOD197E)  

E. coli BL21(DE3) containing pET28a-EcTnaA-MaFMOD197E This study 

Plasmids   
pET28a-EcTnaA KanR, His tag, T7 promoter This study 
pET28a-EcTnaA KanR, His tag, T7 promoter This study 
pET28a-EcTnaA-MaFMO KanR, His tag, T7 promoter This study 
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表 2  本研究所使用的引物 
Table 2  Primers used in this study 
Primers Primer sequence (5′→3′)  Size (bp)  
EcTnaA-F TAACTTTAAGAAGGAGATATACCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCAT 50 
EcTnaA-R CCAAGGGGTTATGCTAGTTATTGCTCAGCGGTGGCAGCAGCCAACTCAGC 50 
MaFMO-F GGATCCGCGACCCATTTGCTGTCCA 25 
MaFMO-R AAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACC 25 
MaFMO-D197X-F GCGCTGGAATTTAAANNKAAAACAGTATTATTAGTCGGCAGCTCG 45 
MaFMO-D197X-R AATAATACTGTTTTMNNTTTAAATTCCAGCGCATCGCGG 39 

 
发酵培养基(g/L)：酵母粉 5，蛋白胨 10，

氯化钠 10，L-色氨酸 1.5。 
TB 培养基(g/L)：甘油 4，胰蛋白胨 12，

酵母粉 24，KH2PO4 2.31，K2HPO4 12.54，用

于重组菌株全细胞培养。 

1.2  方法 
1.2.1  重组菌株构建 

表达质粒的构建采用标准分子克隆操作和

吉布森组装法，其中一步同源重组法是根据目

的片段与表达载体之间具有相同序列连接的方

法。来源于 Methylophaga aminisulfidivorans 的

FMO 基因在天霖生物科技无锡有限公司进行

密码子优化和合成。以基因组 E. coli MG1655
为模板，用引物对 EcTnaA-F 和 EcTnaA-R 扩增

EcTnaA，并以引物对 MaFMO-F 和 MaFMO-R
剪切 pET-28a-MaFMO 质粒，最后将扩增得到

的 EcTnaA 片段和剪切了的 pET-28a-MaFMO 质

粒经同源重组连接获得重组质粒 pET28a- 
EcTnaA-MaFMO，将构建完成的质粒导入 E. coli 
BL21(DE3)后获得重组菌株 EM-IND01。 
1.2.2  培养方法 

平板活化：蘸取保藏于甘油管中的菌液，在

LB 固体平板上进行三区划线，37 ℃恒温培养 12 h。 
种子培养：挑取三区划线的单菌落移入装

有含 2 mmol/L 硫酸卡那霉素的 50 mL LB 培养

基的三角瓶中，在 pH 为 7.0 的条件下 37 ℃、

220 r/min 培养 8 h 后再传代一次。 

摇瓶发酵：在发酵培养基中加入 2 mmol/L
硫酸卡那霉素，以 1%接种量将种子培养液接种

于装有 100 mL 发酵培养基的 250 mL 三角瓶

中，在 pH 为 7.0 的条件下 37 ℃、220 r/min 培

养至 OD600 为 2.5，后转为 30 ℃培养 45 h。 
发酵罐发酵：采用 5 L 全自动搅拌发酵罐进

行发酵，发酵初始装液量为 2 L，加入 2 mmol/L
硫酸卡那霉素，并将种子液以 1% (体积分数)
接种量接种至发酵培养基中，发酵温度初始为

37 ℃，培养至 OD600 为 2.5 后转为 30 ℃发酵。

维持初始转速 220 r/min，通入 100%无菌干燥

空气进行发酵，过程中通过调整搅拌转速及通

气速率维持溶解氧浓度为 30%−40%，通过流加

33.3%浓度的盐酸将 pH 维持在 7.0−7.5 之间，

发酵至 48 h 结束。 
全细胞培养方法：在 TB 培养基中加入    

2 mmol/L 硫酸卡那霉素，以 2%接种量将种子

培养液接种于装有 150 mL 发酵培养基的 500 mL
三角瓶中，在 37 ℃、220 r/min 条件下培养至

OD600 为 0.6−0.8，添加 2 mmol/L IPTG 诱导剂

后转为 16 ℃培养 18 h。 
1.2.3  酶活测定 

EcTnaA 比酶活测定方法：1 mL 反应体系

包含 1 mmol/L L-色氨酸、50 mmol/L 磷酸钾缓

冲液(pH 7.4)及 10 μmol/L EcTnaA 纯酶。在

30 ℃下反应 30 min 后用 HPLC 检测吲哚的生成

量，计算酶活。催化反应温度控制在 30 ℃，每
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分钟生成 1 μmol/L 吲哚所需的酶量为 1 个酶活

力单位。 
MaFMO 比酶活测定方法：1 mL 反应体系

包含 1 mmol/L 吲哚、50 mmol/L 磷酸钾缓冲液

(pH 9.0)、 1 mmol/L NADPH 及 10 μmol/L 
MaFMO纯酶。在 30 ℃下反应 30 min后用 HPLC
检测靛蓝的生成量，计算酶活。催化反应温度

控制在 30 ℃，每分钟生成 1 μmol/L 的靛蓝所

需酶量为 1 个酶活力单位。  
1.2.4  动力学参数测定 

EcTnaA 动力学参数测定方法：1 mL 反应

体系包含 50 mmol/L 磷酸钾缓冲液(pH 7.4)、
10 μmol/L EcTnaA 纯酶和浓度分别为 0.5、1、2、
5、7、10、15、20 mmol/L 的 L-色氨酸。在 30 ℃
下反应 30 min 后用 HPLC 检测吲哚的生成量。

使用 Origin 2021 软件进行非线性曲线拟合。 
MaFMO 动力学参数测定方法：1 mL 反应

体系包含 50 mmol/L 磷酸钾缓冲液(pH 9.0)、  
10 μmol/L MaFMO 纯酶、1 mmol/L NADPH 和

浓度分别为 0.1、0.5、1.0、1.5、2.0、3.0、4.0、
5.0 mmol/L 的吲哚，在 30 ℃下反应 30 min 后用

HPLC 检测靛蓝生成量。使用 Origin 2021 软件进

行非线性曲线拟合。  
1.2.5  分析检测方法 

细胞浓度检测：取细胞培养液，稀释至

OD600 在 0.2−0.8 之间，通过紫外分光光度计检

测其在波长 600 nm 处的吸光度。 

L-色氨酸浓度检测：具体方法参照已报道

的研究[33]。 
吲哚浓度检测：使用 Agilent C18 色谱柱

(250 mm×4.6 mm, 5 μm, Agilent)。流动相配比为

水与甲醇按 3:7 (体积比)混合；紫外检测器检测

波长为 260 nm；进样量 10 μL；流速 0.5 mL/min；
柱温 35 ℃。 

靛蓝浓度检测：使用 Agilent C18 色谱柱

(250 mm×4.6 mm, 5 μm, Agilent)。流动相配比为

水与甲醇按 3:7 (体积比)混合；紫外检测器检测波

长为 620 nm；进样量 10 μL；流速 0.5 mL/min；
柱温 35 ℃。 

2  结果与分析 
2.1  L-色氨酸合成靛蓝的级联路径设计和

体外构建 
从 L-色氨酸出发合成靛蓝的生物催化路径

如图 1 所示。首先，色氨酸酶(TnaA, EC 4.1.99.1)
将 L-色氨酸分解产生吲哚、丙酮酸和氨；所生

成的吲哚再经氧化酶(FMO, EC1.14.13.8)氧化

生成 3-羟基吲哚，接着 3-羟基吲哚发生自发的

烯醇酮式互变异构为 3-吲哚酮，最后 2 分子的

3-吲哚酮发生氧化缩合生成靛蓝并释放 1 分子水。 
由于 E. coli 来源的 TnaA 具有优异的催化活

性，因此我们选择其催化 L-色氨酸分解产生吲哚、

丙酮酸和氨[34]。能够催化吲哚氧化生成 3-羟基吲

哚的酶如表3所示，其中来源于炭团菌(Hypoxylon  

 

 
 
图 1  双酶级联催化 L-色氨酸合成靛蓝路径 
Figure 1  Dual-enzyme cascade pathway for synthesis of indigo from L-tryptophan. 
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表 3  不同来源吲哚羟化酶的性质比较 
Table 3  Comparison of properties of different indole hydroxylases 
Enzymes Organism Oxygen 

source 
Cofactor kcat/Km  

(L/(mmol·min)) 
Yield 
(mg/L)  

Conversion 
(%)  

References 

HspUPOs Hypoxylon sp. EC38 H2O2 − 900.00 51.00 98.00 [35] 
FMO Methylophaga 

aminisulfidivorans 
O2 NADPH/FAD − 1 700.00 85.00 [32] 

NgbA15C/H64D/F49Y Human H2O2 − 42.84 215.05 82.00 [25] 
P450 BM3F87A Bacillus megaterium H2O2 NADPH − 760.60 68.50 [24] 
NDO Comamonas sp. MQ O2 − − 205.00 68.30 [23] 
NbF43Y/H64D Sperm whale H2O2 − 6.60 47.21 54.00 [36] 
Indole oxygenase Cupriavidus sp. SHE O2 NADH/FAD − 307.00 30.70 [37] 
FMOM185L/V402A Corynebacterium 

glutamicum 
O2 NADPH/FAD 36.36 800.00 40.00 [38] 

XiaI Streptomyces sp. 
SCSIO 02999 

H2O2 − − 26.00 − [39] 

P450cam
F87W/Y96F Pseudomonas putida O2 NADH − 20.00 − [40] 

 
sp.) EC38 的非特异性过加氧酶(Hypoxylon sp. 
EC38 unspecific peroxygenases, HspUPO)转化

率最高，为 98%，但是以 H2O2 作为氧源的耐受

性导致吲哚羟基化产物的收率仅为 51 mg/L[35]；

而来源于 Methylophaga aminisulfidivorans 的黄

素依赖性单加氧酶(MaFMO)对吲哚的羟基化产

物转化率为 85%，产量最高达到 1 700 mg/L[32]，

因此选择 MaFMO 催化吲哚生成 3-羟基吲哚。 
为了验证上述路径的可行性，将 EcTnaA

和 MaFMO 于 E. coli BL21(DE3)中进行过表达，

破碎细胞并纯化得到纯酶。将重组蛋白以不同

的摩尔比添加在含有 1 mmol/L L-色氨酸和      
1 mmol/L NADPH 的 1 mL 反应体系中，在 30 ℃
摇床中反应 30 min。最终生成的蓝色沉淀物质，

经 DMSO 萃取后采用 HPLC 和液相色谱质谱联

用 (liquid chromotography-mass spectrometry, 
LC-MS)鉴定靛蓝的生成(图 2A)，通过与靛蓝标

准品的 m/z 对比，可以证明蓝色沉淀物质为

目标产物靛蓝 (图 2B)。当两种酶的摩尔比为

1:1 (均为 10 μmol/L)时，靛蓝的生产速率为  
3.01 mg/(L·min)。固定 EcTnaA 的摩尔添加量不

变，将 MaFMO 的摩尔量增加 1−3 倍，生产速

率相比于摩尔比为 1:1时分别提高了 1.07、1.25、
1.34 倍；固定 MaFMO 摩尔量不变，将 EcTnaA
摩尔量增加 1−3 倍，生产速率相比于 1:1 时分

别提高了 1.01、1.03、1.09 倍(图 2C)。通过比

较反应速率的提升倍数，可以看出 MaFMO 是

级联反应的关键限速酶。 

2.2  靛蓝生物合成体内路径构建 
将EcTnaA和MaFMO基因克隆至pET-28a(+)

质粒，然后转化到 E. coli BL21(DE3)菌株中，

得到菌株 EM-IND01 (图 3A)。通过全细胞蛋白

电泳考察重组大肠杆菌的蛋白表达情况，验证

目标蛋白是否能够正常表达。SDS-PAGE 胶染

色 后 可 清 晰 地 观 察 到 两 条 蛋 白 条 带 ， 与

EcTnaA (53 kDa)和 MaFMO (55 kDa)分子量大

小相符(图 3B)，说明 EcTnaA 和 MaFMO 在菌

株 EM-IND01 中均实现了可溶性表达。 
为了验证菌株 EM-IND01 能否将 L-色氨酸

转化生成靛蓝，在 100 mL LB 培养基中研究不

同 L-色氨酸浓度的转化效率，结果如图 3C 所

示。当 L-色氨酸浓度从 0.5 g/L 增加到 2.0 g/L 
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图 2  级联路径的体外构建与验证   A：使用 HPLC 验证产物靛蓝的生成. B：使用 LC-MS 验证产物

靛蓝的生成. C：双酶添加摩尔比对靛蓝生产速率的影响 
Figure 2  Construction and validation of cascade pathway in vitro. A: Analysis of the indigo with HPLC. B: 
Analysis of the products indigo with LC-MS. C: The effect of molar ratio of double enzyme addition on the 
synthesis rate of indigo. 
 

 
 
图 3  建高产靛蓝的菌株 EM-IND01   A：EM-IND01 质粒的构建. B：来自菌株 EM-IND01 细胞提取

物的 SDS-PAGE 分析图. C：不同 L-色氨酸浓度对菌株 EM-IND01 转化生产靛蓝的影响. 所有结果均为

3 次平行实验结果的平均值 
Figure 3  Constructing a high-yield indigo producing strain EM-IND01. A: Construction of the plasmid used for 
EM-IND01. B: The SDS-PAGE analysis of the EM-IND01 strain from cell-free extracts. C: Influence of different 
substrate concentrations on indigo production by the EM-IND01 strain. All the results are the average of three 
parallel experimental results. 
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时，靛蓝产量从 (114.10±12.49) mg/L 增加至

(328.59±9.68) mg/L，转化率从(70.54±8.00)%
下降至(50.79±1.55)%；然而，当 L-色氨酸浓

度从 2.0 g/L 增加至 3.0 g/L 时，靛蓝产量从

(328.59±9.68) mg/L 降低至(201.99±3.92) mg/L，

同时转化率进一步降至(20.81±0.42)%。其原因

可能是中间体吲哚的积累，当 L-色氨酸浓度为

3.0 g/L 时，吲哚积累量为(6.33±0.02) mg/L。此

时，转化液中含有(258.23±20.90) mg/L 的 L-色
氨酸，表明高底物浓度会抑制反应的进行。有

研究表明吲哚浓度超过 5 mmol/L 就会抑制

TnaA 活性和 L-色氨酸转运过程 [41]。菌株

EM-IND01 中 EcTnaA 和 MaFMO 的比酶活分别

为(1.61±0.19) U/g 和(1.41±0.13) U/g，两者之间

比值为 1.14:1，EcTnaA 和 MaFMO 的 kcat/Km 为

(0.91±0.16) L/(mmol·s)和(0.82±0.22) L/(mmol·s)，
比值约为 1.11:1 (表 4)。上述结果同样证明了

MaFMO 是 L-色氨酸转化生成靛蓝的关键限

速酶。 

2.3  蛋白质工程改造 MaFMO 
为了能够从大量的突变体文库中快速筛选出

活性提高的 MaFMO 突变体，基于靛蓝在 620 nm
波长处具有吸收峰且存在显色反应构建了一个

高通量筛选方法(图 4)：具有 MaFMO 活性的菌 
 
表 4  EcTnaA、MaFMO 和 MaFMOD197E 比酶活

及动力学参数 
Table 4  Specific enzyme activity and kinetic 
parameters by EcTnaA, MaFMO and MaFMOD197E 
Ezymes Specific 

enzyme 
activity 
(U/g)  

Km 
(mmol/L)  

kcat (s–1)  kcat/Km 
(L/(mmol·s)) 

EcTnaA 1.61±0.19 0.83±0.12 0.67±0.02 0.91±0.16 
MaFMO 1.41±0.13 0.84±0.04 0.69±0.21 0.82±0.22 
MaFMOD197E 3.33±0.54 1.03±0.02 1.14±0.47 1.10±0.44 
U: The amount of enzyme required to produce 1 μmol product 
per minute. All the tests were performed twice. 

株在 LB 固体平板上的菌落显蓝色。于是，将

突变文库转化至 BL21 菌株中，涂布于 LB 固体

平板，从平板上挑取已显色的菌落，接种于含

有 LB 液体培养基的 96 孔板中于 37 ℃培养 24 h
后，将 96 孔板离心，获得靛蓝沉淀，然后用等

体积的 DMSO 溶解，于 620 nm 波长处进行初

筛。最后，在 100 mL LB 培养基中添加 1.5 g/L
的 L-色氨酸培养 48 h，使用 HPLC 对阳性菌株

进行复筛，就能够快速且准确地筛选出活性高

于野生型的 MaFMO 突变体。 
以野生型 pET28a-EcTnaA-MaFMO 质粒为

模板，使用高通量筛选方法进行突变。通过序

列比对，去除非保守氨基酸后对底物通道和底

物结合腔周围 5 Å 范围内的氨基酸残基(W400、
K401、K404、C78、D317、Q318、W319、Y320)
以及 NADPH 结合域的氨基酸残基 (K196、

D197、K198、T199、A221、K222、K223)进行

NNK 定点饱和突变，最终获得一个有益突变体

D197E。突变体 MaFMOD197E的比酶活和 kcat/Km值

分别是野生型的 2.36 倍和 1.34 倍(表 4)。将菌株

EM-IND01中的MaFMO替换成突变体MaFMOD197E，

获得菌株 EM-IND02。菌株 EM-IND02 能催化

1.5 g/L L-色氨酸生成(540.44±3.44) mg/L 靛蓝，

转 化 率 为 (49.6±0.32)% ； 野 生 型 产 量 为

(495.83±3.89) mg/L，转化率为(45.49±0.36)%，

突变体 MaFMOD197E 较野生型产量提高了  
44.63 mg/L，转化率提高了野生型的 9.00%。 

2.4  双酶级联一锅法生产靛蓝 
为了进一步提升靛蓝产量，在 1.2.2 摇瓶发

酵的操作基础上对菌株 EM-IND02 的发酵温度

(16、23、30、37 ℃)、种子液 OD600 (1.5、2.0、
2.5、2.7)、反应液 pH (6.0、6.5、7.0、7.5、8.0)
和诱导剂 IPTG 的浓度(0.0、0.2、0.4、0.6 mmol/L)
进行分批优化。首先，当摇瓶发酵种子液 OD600

为 2.0，反应液 pH 为 7.5，添加 0.2 mmol/L IPTG 
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图 4  MaFMO 的蛋白质工程改造   A：靛蓝的高通量筛选方法示意图. B：突变位点展示图. 粉色模型

表示 NADPH 结合域；灰色模型表示 FAD 结合域；玫红色球体表示通过序列比对后剩余的突变位点；绿

色球体表示的 Y207、N73、G74、P75 氨基酸和玫红色球体表示的 C78、D317、Q318、W319、Y320 氨基

酸构成活性口袋；浅蓝色球体表示底物通道；深蓝色球棍模型表示辅因子 FAD 
Figure 4  Protein engineering modifications of MaFMO. A: Schematic diagram of high-throughput screening 
method for indigo. B: Display of mutation sites. The pink model represents the NADPH binding domain; the 
graymodel represents the FAD binding domain; the magenta spheres represent the remaining mutation sites 
identified through sequence alignment; the green spheres represent the amino acids Y207, N73, G74, P75, 
and the magenta spheres represent the amino acids C78, D317, Q318, W319, Y320, which form the active 
pocket; the light blue spheres represent the substrate channel; the dark blue sphere and stick model represent 
the cofactor FAD. 
 
时，考察不同发酵温度对菌株 EM-IND02 生产

靛蓝的影响，结果如图 5A 所示，当反应温度

为 30 ℃时可以获得(572.77±26.67) mg/L 靛蓝。

在此基础上对种子液 OD600 进行优化，结果如

图 5B 所示，当种子液 OD600 为 2.5 时靛蓝产量

进一步提高到(637.24±7.48) mg/L。然后对反应

液 pH 进行优化，结果如图 5C 所示，当反应液 pH
为 7.0 时靛蓝产量再次提高到(710.15±2.09) mg/L。

最后对诱导剂 IPTG 浓度进行了优化，结果如

图 5D 所示，未添加 IPTG 时，靛蓝产量提升至

(939.01±19.50) mg/L，此时转化率为 72.60%。

为了进一步考察菌株 EM-IND02 的工业化

应用水平，在 5 L 发酵罐中进行实验。结

果如图 5E 所示，反应 48 h 后，靛蓝产量为           
(1 288.59±7.50) mg/L，产率为 0.86 mg/mg 色氨

酸，生产强度为 26.85 mg/(L·h)。 
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图 5  菌株 EM-IND02 转化生产靛蓝的条件优化   A：不同反应温度对靛蓝产量的影响. B：不同 OD600

值对靛蓝产量的影响. C：不同初始 pH 对靛蓝产量的影响. D：不同 IPTG 浓度对靛蓝产量的影响. E：菌

株 EM-IND02 在 5 L 发酵罐中转化 L-色氨酸生产靛蓝 
Figure 5  Optimization of indigo production conditions with strain EM-IND02. A: Effect of temperature on 
indigo concentration. B: Effect of OD600 on indigo concentration. C: Effect of buffer pH on indigo 
concentration. D: Effect of IPTG concentration on indigo concentration. E: Conversion L-tryptophan 
production indigo experiments of EM-IND02 strain at 5 L fermentation vessel. 
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3  讨论与结论 
在以 L-色氨酸为底物合成靛蓝的级联路径

中，限速酶的存在限制了产物靛蓝的高效合成。

为了提升限速酶的活性，将限速酶进行蛋白质工

程改造是一个有潜力的策略，如对 Methylophaga 
sp.来源的 mFMO 的活性空腔进行饱和突变，得

到突变体 C78I 的 kcat虽然比野生型提升了 1.5倍，

但 kcat/Km反而降低了 24.70%，最终靛蓝产量仅为

300.00 mg/L[26]。本研究对限速酶 MaFMO 进行了

定点饱和突变，以进一步提高限速酶 MaFMO 活

性。与野生型相比，有益突变体 D197E 的 kcat

提升了 1.65 倍，kcat/Km 提高了 1.34 倍，最终靛

蓝产量提高到(1 288.59±7.50) mg/L。 
除了提升限速酶活性外，还可通过消除中

间体吲哚的积累来增加靛蓝产量。已有文献报

道超过 5 mmol/L 吲哚就会抑制 TnaA 活性和 L-色
氨酸转运过程[41]，从而影响级联路径的合成效

率。但若以吲哚为底物合成靛蓝，这会限制靛

蓝的大批量合成。因此可通过调控酶表达水平

来控制中间体的积累。本研究将 EcTnaA 和

MaFMO 构建到同一菌株中进行过表达，提高了

EcTnaA 的表达和稳定性，从而提高靛蓝产量。 
目前，本研究主要集中在对限速酶的改造

以及发酵条件的优化，从而提升反应效率。为

了进一步提高整体路径的合成效率，在后续研

究中将对路径中间体吲哚的积累进行优化，进

而减少对路径酶 EcTnaA 的限制，提升整体路

径的转化效率。此外，为了实现更低成本的生产，

还可从葡萄糖出发，将葡萄糖发酵生成 L-色氨

酸，然后级联 EcTnaA 和 MaFMO，实现以葡萄

糖为底物大量合成靛蓝。 
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