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萘降解菌 ＬＨＪ３８生物合成靛蓝的研究

邱　森１，２，章　俭１，宋　昊１，夏春谷１

（１．中国科学院兰州化学物理研究所　羰基合成与选择氧化国家重点实验室，甘肃 兰州 ７３００００；

２．中国科学院研究生院，北京 １０００３９）

摘　要：萘降解菌ＬＨＪ３８在金属盐培养基中加入水杨酸钠诱导培养后能提高其生物合成靛蓝的能力，在ＬＢ培养
基中加入水杨酸钠反而抑制了其生物合成靛蓝的能力．与ＬＨＪ３８最适生长ｐＨ值不同，ＬＨＪ３８生物合成靛蓝的最
佳ｐＨ值范围是８．４５—９．４５，在ｐＨ为８．９５的情况下生物合成靛蓝能力是其在ｐＨ值为６．９５的情况下的两倍．
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　　靛蓝是最早发现的天然染料之一，广泛用于印
染、医药和食品工业［１３］．传统靛蓝的生产方法是从
含有靛蓝的植物中提取．自从 Ｂａｙｅｒ发现靛蓝的分
子结构以后，植物靛蓝逐渐被合成靛蓝替代，然而

合成靛蓝反应中使用的邻苯二甲酸酐能导致人体急

性和慢性中毒，对呼吸道和中枢神经以及肝脏均有

一定的损害；苯胺是一种潜在的致癌物质．因此，
利用生物转化合成靛蓝的研究引起了科学工作者的

注意．上世纪八十年代，Ｅｎｓｌｅｙ等人［１］发现克隆有

萘降解基因的Ｅ．ｃｏｌｉ菌能生物合成靛蓝，随后，一
些能够生物合成靛蓝的其他菌株陆续被报道［３１１］．
与化学合成法相比，生物转化法生产靛蓝在降低生

产成本、减少能耗、生产安全及环境安全等方面无疑

都具有重要意义．
在生物转化合成靛蓝的过程中，以单加氧酶或

双加氧酶为核心［１，１２］．在双加氧酶催化合成靛蓝的
过程中，首先将吲哚氧化成二羟二醇，二羟二醇脱

氢生成羟化吲哚，后者在空气中二聚生成靛蓝．
　　现有关生物合成靛蓝的报道大都集中在以靛蓝
为染色指示剂来指导相关酶的基因重组表达，而对

生物合成靛蓝反应体系及动力学研究较少［３，１１，１３］．
微生物双加氧酶降解萘过程中，水杨酸钠为中间产

物，Ｂｈｕｓｈａｎ等人［５］研究发现，水杨酸钠能有效诱

导萘降解菌Ｐｓ．ＰｕｔｉｄａＲＫＪ１生物合成靛蓝．本研究
以吲哚为底物，利用萘降解菌 ＨｙｄｒｏｇｅｎｏｐｈａｇａＰａｌ

图１以吲哚为底物生物合成靛蓝
Ｆｉｇ．１Ｔｈｅｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｉｎｄｉｇｏｆｒｏｍｉｎｄｏｌｅ

ｌｅｒｏｎｉｉＬＨＪ３８［１４］静止细胞生物合成了靛蓝，并考察
了水杨酸钠以及 ｐＨ值对 ＬＨＪ３８生物合成靛蓝的
影响．

１材料和方法
１．１菌种

帕氏氢噬胞菌 （ＨｙｄｒｏｇｅｎｏｐｈａｇａＰａｌｌｅｒｏｎｉｉ）
ＬＨＪ３８，由中科院兰州化学物理研究所 ｏｓｓｏ国家重
点实验室筛选，经中国典型培养物保藏中心鉴定并

保藏，保藏编号Ｎｏ．Ｍ２０３０５３．
１．２培养基

金属盐培养基：Ｎａ２ＨＰＯ４９．０ｇ，ＫＨ２ＰＯ４１．５
ｇ，ＮＨ４Ｃ１２．０ｇ，ＣｏＣ１２·６Ｈ２Ｏ１５．３ｍｇ，ＭｇＳＯ４·
７Ｈ２Ｏ０．２ｇ，ＭｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ３．０ｍｇ，ＺｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ
０．２ｍｇ，去离子水１０００ｍＬ．

ＬＢ培养基：蛋白胨１０ｇ，酵母浸膏５ｇ，ＮａＣｌ
１０ｇ，去离子水１０００ｍＬ．
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１．３试剂和仪器
Ｉｎｄｉｇｏ购自Ｆｌｕｋａ公司，ｉｎｄｏｌｅ为化学纯试剂，

其余试剂均为国产分析纯．ＨＰ８４５３ＵＶＶＩＳ紫外光
谱仪（美国 ＨＰ公司）；ＨＰ１０９０高效液相色谱仪；
ＨｉｍａｃＣＲ２１高速冷冻离心机（日本Ｈｉｔａｃｈｉ公司）．
１．４实验方法
１．４．１靛蓝的生物合成实验　　ＬＢ培养基用高压
灭菌釜灭菌后接种 ＬＨＪ３８，在２８℃，１５０ｒｐｍ条件
下培养过夜，高速离心机离心（８０００ｒｐｍ，１０ｍｉｎ，
４℃），菌体用磷酸盐缓冲溶液洗涤两次，再悬浮于
２００ｍｌ磷酸盐缓冲溶液中．移取４ｍｌ菌悬液，转入
１０ｍｌ三角瓶中，再加入２ｇ·Ｌ１的吲哚溶液（ＣＨ３
ＣＨ２ＯＨ／Ｈ２Ｏ＝３：１）１００μｌ，密封，２８℃，１５０ｒｐｍ
条件下反应，隔一定时间取一次样．样品离心，上
清液做 ＨＰＬＣ分析（色谱条件同下面靛蓝的测定，
流动相为 ９０％ＣＨ３ＯＨ＋１０％Ｈ２Ｏ，检测波长 ２８０
ｎｍ）．下层紫黑色固体（细胞）悬浮于４ｍｌＮ，Ｎ二甲
基甲酰胺（ＤＭＦ）中，超声５ｍｉｎ，离心，取上层蓝色
清液做紫外可见分析．
１．４．２靛蓝的分离与鉴定　　ＴＬＣ分析：ＬＢ培养基
１００ｍＬ用高压灭菌釜灭菌后，接种 ＬＨＪ３８，再加入
吲哚溶液２．５ｍＬ，在２８℃，１５０ｒｐｍ条件下培养２
ｄ，高速离心机离心，悬浮于 １００ｍＬＤＭＦ中，超
声，离心，取上层清液做 ＴＬＣ分析，展开剂为
ＣＨＣｌ３ＣＨ２ＣＯＯＣＨ２ＣＨ３／４１．

ＨＰＬＣ分析：条件如 ＴＬＣ分析所获得的第一次
离心样品，去离子水洗涤５次（每次都重新悬浮和
离心），样品悬浮于１０ｍＬＤＭＦ中，超声，加入１００
ｍＬＣＨＣｌ３，等体积的去离子水洗涤５次，ＣＨＣｌ３溶
液用无水Ｎａ２ＳＯ４干燥，过滤，ＨＰＬＣ分析．

ＨＰＬＣ色谱条件：ＤｉａｍｏｎｓｉｌＣ１８柱（２５０ｍｍ ×
４．６ｍｍ），柱温２５℃，进样量１０μＬ，流动相为Ａ：
１０ｍｍｏ／ＬＮＨ４Ａｃ水溶液；Ｂ：１０％ Ａ ＋９０％
ＣＨ３ＯＨ．梯度洗脱：０ｍｉｎ９０％Ｂ＋１０％Ａ；０～１５
ｍｉｎ９０％Ｂ＋１０％Ａ梯度变化到１００％Ｂ；１５ｍｉｎ后
为１００％Ｂ．流速 ０．５ｍＬ·ｍｉｎ－１，检测波长 ６１２
ｎｍ．
１．４．３水杨酸钠对生物合成靛蓝的影响
１．４．３．１水杨酸钠在金属盐培养基中对ＬＨＪ３８生物
合成靛蓝的诱导作用

金属盐培养基中加入０．４ｇ·Ｌ１的水杨酸钠溶
液，使水杨酸钠的最终浓度为２．５ｍｍｏｌ／Ｌ，与未加
水杨酸钠的金属盐培养基一同用事先灭菌的微孔滤

膜过滤除菌，接种ＬＨＪ３８，加入碳源萘，２８℃，１５０
ｒｐｍ条件下培养２ｄ．培养基中加入少量的环己烷，
萃取除去未降解完全的碳源萘，离心，磷酸盐缓冲

溶液洗涤两次，洗涤后的菌体再悬浮于１００ｍｌ磷酸
盐缓冲溶液中．移取４ｍｌ菌悬液，转入１０ｍｌ三角
瓶中，加入吲哚溶液１００μｌ，密封，２８℃，１５０ｒｐｍ
条件下反应．隔一定时间取一次样，离心，下层固
体悬浮于ＤＭＦ（４ｍｌ）中，超声，离心，取上层蓝色
清液做紫外可见分析．
１．４．３．２水杨酸钠在 ＬＢ培养基中对 ＬＨＪ３８生物合
成靛蓝的抑制作用

ＬＢ培养基加入０．４ｇ·Ｌ１的水杨酸钠溶液，使
水杨酸钠的最终浓度为２．５ｍｍｏｌ／Ｌ，与未加水杨酸
钠的ＬＢ培养基一同用事先灭菌的微孔滤膜过滤除
菌，接种ＬＨＪ３８，在２８℃，１５０ｒｐｍ条件下培养过
夜．剩余步骤与１．４．３．１相同．
１．４．３．３水杨酸钠和 ｐＨ值对 ＬＨＪ３８生物合成靛蓝
的影响

配制２００ｍＬＬＢ培养基，分成４份，两份加入
水杨酸钠，使水杨酸钠的最终浓度为２．５ｍｍｏｌ／Ｌ．
分别取加水杨酸钠与不加水杨酸钠的培养基各一

份，调ｐＨ值为８．９５．四份培养基过滤除菌，接种
ＬＨＪ３８，２８℃，１６０ｒｐｍ条件下培养过夜，离心，缓
冲溶液洗涤两次，悬浮于ｐＨ值为８．９５的缓冲溶液
中．移取４ｍｌ菌悬液，转入１０ｍｌ三角瓶中，迅速
加入１００μＬ吲哚溶液，密封，２８℃，１６０ｒｐｍ条件
下反应３ｈ．离心，弃去上清液，下层固体悬浮于
ＤＭＦ中，超声，离心，取上清液做紫外可见分析．

２结果和讨论
２．１靛蓝的生物合成实验

ＬＨＪ３８生物合成靛蓝的量通过测定样品紫外
可见吸收获得，吲哚的浓度的变化通过高效液相色

谱测定．以ＬＢ培养基为能源和碳源的 ＬＨＪ３８生物
合成靛蓝的最大速率为 ９６．７３ｎｍｏｌｍｉｎ１ｇ（ｄｒｙ
ｗｅｉｇｈｔ）１．如图２所示，在４０ｍｉｎ以前 ＬＨＪ３８能迅
速的合成靛蓝，４０ｍｉｎ后，合成速度逐渐降低，经
过１２０ｍｉｎ的反应后，尽管还有大量的吲哚，但是
ＬＨＪ３８生物合成靛蓝的能力已经变得非常微弱．大
约１２ｍｇ／Ｌ的吲哚被ＬＨＪ３８生物合成了约１０ｍｇ／Ｌ
的靛蓝．
２．２靛蓝的分离与鉴定

薄层层析色谱分析发现蓝色样品的 Ｒｆ值
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图２ＬＨＪ３８以吲哚为底物生物合成靛蓝反应
Ｆｉｇ．２ＴｈｅｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｉｎｄｉｇｏｂｙＬＨＪ３８ｆｒｏｍｉｎｄｏｌｅ

（０．７４；展开剂，ＣＨＣｌ３ＣＨ２ＣＯＯＣＨ２ＣＨ３／４１）与标
准靛蓝Ｒｆ值的一样．高效液相色谱分析表明蓝色样

品与标准靛蓝有相同的保留时间（图３ａ，ｂ），相同
的紫外吸收图谱（图３ｃ，ｄ）．
２．３水杨酸钠对生物合成靛蓝的影响
２．３．１水杨酸钠在金属盐培养基中对ＬＨＪ３８生物合
成靛蓝的诱导作用　　在金属盐培养基条件下以萘
为唯一碳源和能源培养两天，ＬＨＪ３８整细胞在缓冲
溶液中具有微弱的生物合成靛蓝的能力（图４），其
生物合成靛蓝的最大浓度为０．１３ｍｇ／Ｌ．在金属盐
培养基条件下以萘为碳源，并加入最终浓度为２．５
ｍｍｏｌ／Ｌ水杨酸钠，经过两天的诱导培养，ＬＨＪ３８整
细胞在缓冲溶液中生物合成靛蓝的能力比没有经过

水杨酸钠诱导大为提高，其生物合成靛蓝的最大浓

度能达到９．９９ｍｇ／Ｌ．整细胞经过１２０ｍｉｎ的反应
后，其生物合成靛蓝的能力基本消失．

图３标准靛蓝和样品的ＨＰＬＣ图谱及紫外吸收图谱
Ｆｉｇ．３ＨＰＬＣｓｐｅｃｔｒａＵＶｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆａｕｔｈｅｎｔｉｃｉｎｄｉｇｏａｎｄｔｈｅｐｉｇｍｅｎｔ

（Ａ）ＨＰＬＣｏｆａｕｔｈｅｎｔｉｃｉｎｄｉｇｏ；（Ｂ）ＨＰＬＣｏｆｔｈｅｐｉｇｍｅｎｔ；（Ｃ）ＵＶｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆａｕｔｈｅｎｔｉｃｉｎｄｉｇｏａｎｄｔｈｅｐｉｇｍｅｎｔ

图４水杨酸钠在金属盐培养基中对ＬＨＪ３８
生物合成靛蓝的诱导作用

Ｆｉｇ．４ＴｈｅｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｉｎｄｉｇｏｂｙＬＨＪ３８ｉｎｍｉｎｅｒａｌｓａｌｔｓ
ｍｅｄｉｕｍｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｒａｂｓｅｎｃｅｏｆｔｈｅｓａｌｉｃｙｌａｔｅ

（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）

２．３．２水杨酸钠在 ＬＢ培养基中对 ＬＨＪ３８生物合成
靛蓝的抑制作用　　ＬＢ培养基中加入最终浓度为

２．５ｍｍｏｌ／Ｌ的水杨酸钠，经过两天的培养，ＬＨＪ３８

整细胞在缓冲溶液中生物合成靛蓝的最高浓度为

７．０５ｍｇ／Ｌ（图５）．在 ＬＢ培养基条件下培养两天，
ＬＨＪ３８整细胞在缓冲溶液中合成靛蓝的最高浓度为
１９．７１ｍｇ／Ｌ．其生物合成靛蓝的能力为加入水杨酸
钠时的２．８０倍．这种情况与以往的报道不同［７］．
从图５还可以看出，在４０ｍｉｎ前加入水杨酸钠的
ＬＢ培养基合成靛蓝的速度明显高于未加水杨酸钠
的速度，说明在ＬＢ培养基中水杨酸钠的加入也能
提高其生物合成靛蓝的能力．到４０ｍｉｎ后其合成靛
蓝的量不再明显增加，而不加水杨酸钠的 ＬＢ培养
基合成靛蓝的量却在继续增加，我们推测可能是水

杨酸钠与ＬＢ培养基相互作用的结果或者是生物合
成靛蓝是多种酶系共同作用的结果，而水杨酸钠对

细胞相关酶的合成的影响使得整个酶系失衡，相关

的研究还在进行中．
２．３．３水杨酸钠和 ｐＨ值对 ＬＨＪ３８生物合成靛蓝的
影响　　ＬＨＪ３８在ＬＢ培养基中培养过夜后，在ｐＨ
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图５水杨酸钠在ＬＢ培养基中对ＬＨＪ３８
生物合成靛蓝的影响

Ｆｉｇ．５ＴｈｅｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｉｎｄｉｇｏｂｙＬＨＪ３８ｉｎＬＢｍｅｄｉｕｍ
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值为６．９５的磷酸盐缓冲溶液中每毫克（干重）整细
胞生物合成的靛蓝是同等条件下加入２．５ｍｍｏｌ／Ｌ
的水杨酸钠培养的两倍（图 ７）．从图 ６可以看到
ＬＨＪ３８生物合成靛蓝的最佳ｐＨ值区间是从８．４５～
９．４５，而不是 ＬＨＪ３８的最适生长 ｐＨ值６．９５．这说
明ＬＨＪ３８的最适生长ｐＨ值与其体内双加氧酶生物

图６不同ｐＨ对ＬＨＪ３８生物合成靛蓝的影响
Ｆｉｇ．６ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｐＨｉｎｔｈｅｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｉｎｄｉｇｏｂｙＬＨＪ３８

图７不同ｐＨ及有无水杨酸钠对ＬＨＪ３８生物合成
靛蓝的影响

Ｆｉｇ．７ＩｎｄｉｇｏｆｏｒｍａｔｉｏｎｂｙＬＨＪ３８ｇｒｏｗｎｉｎＬＢｍｅｄｉｕｍａｔ
ｐＨ６．９５ａｎｄ８．９５ｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｒａｂｓｅｎｃｅ

ｏｆｓａｌｉｃｙｌａｔｅ（０．２５ｍｍｏｌ／Ｌ）

合成靛蓝的最适 ｐＨ值不同．从图７可以看出，无
论是否加水杨酸钠，在缓冲溶液ｐＨ值为８．９５的情
况下，每毫克（干重）的 ＬＨＪ３８整细胞生物合成靛
蓝的量都大约是ｐＨ值为６．９５的情况下的两倍．

３结论
萘降解菌 ＬＨＪ３８在金属盐培养基中培养后能

够催化吲哚生物合成靛蓝，但是其在金属盐培养基

中生物合成靛蓝的能力相当微弱，加入水杨酸钠诱

导能够提高其生物合成靛蓝的能力．ＬＨＪ３８在 ＬＢ
培养基中培养后也能够催化吲哚生物合成靛蓝，但

是在ＬＢ培养基中加入水杨酸钠反而抑制了其双加
氧酶生物合成靛蓝的能力．以 ＬＢ培养基为能源和
碳源的 ＬＨＪ３８生物合成靛蓝的最大速率为 ９６．７３
ｎｍｏｌｍｉｎ１ｇ（ｄｒｙｗｅｉｇｈｔ）１．通过实验发现，与其最
适生长ｐＨ不同，ＬＨＪ３８生物合成靛蓝的最佳ｐＨ值
范围是８．４５～９．４５，在ｐＨ为８．９５的情况下生物合
成靛蓝能力是其在ｐＨ值为６．９５的情况下的两倍．
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