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FgaPT2 酶催化合成 C-4 异戊烯基化吲哚 

二酮哌嗪和定向诱变增强收率 

张弘弛 1,2，刘  瑞 1,2*，高志慧 2，李  慧 2，杨  阳 2 
（1. 山西大同大学 生命科学学院 山西 大同  037009；2. 山西大同大学 应用生物技术研究所 山西 大

同  037009） 

摘要：在二甲基烯丙基二磷酸存在下，通过 FgaPT2 酶催化合成了一系列 C-4 异戊烯基化吲哚二酮哌嗪，测试了

其生物活性，对生物活性最高的产物，探讨了通过定点诱变提高酶合成的可行性。结果表明，FgaPT2 酶催化合

成了 7 个 C-4 异戊烯基化吲哚二酮哌嗪，FgaPT2 对底物具有一定的选择性，环-L-色氨酸-L-酪氨酸（Ⅰe）异戊

烯基化催化效果最好，产物环-L-4-二甲基烯丙基-色氨酸-L-酪氨酸（Ⅱe）收率达 36.1%。C-4 异戊烯基化显著

提高了吲哚二酮哌嗪的生物活性，尤其是环-L-4-二甲基烯丙基-色氨酸-L-色氨酸（Ⅱf）对 A549 和 MCF-7 细胞

达到 50%抑制效果时抑制剂的浓度（IC50 值）分别为 54.6 和 30.7 μmol/L，对测试细菌和真菌的最低抑制浓度（MIC

值）在 0.5~4 mg/L，1,1-二苯基-2-三硝基苯肼自由基清除活性的 IC50 值为 98 μmol/L。Arg-244 的定点诱变表明，

在 19 个突变体中，52.6%的 FgaPT2 突变体提高了Ⅱf 收率，动力学参数验证了环-L-色氨酸-L-色氨酸（Ⅰf）与

突变 FgaPT2 之间的相互作用，可以提高Ⅱf 收率，其中 R244M 对Ⅰf 的亲和力最高，Michaelis-Menten 常数（KM）

为 0.14 mmol/L，转化数（kcat）为 0.0647 1/s，kcat/KM 为 462.14 L/(s·mmol)，产物收率最高，为 36.9%±1.2%。 
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FgaPT2 enzymatic synthesis of C-4 isopentenylated indole diketopiperazines  
and directed mutagenesis enhanced yield 

ZHANG Hongchi1,2, LIU Rui1,2*, GAO Zhihui2, LI hui2, YANG Yang2 
（1. College of Life Science, Shanxi Datong University, Datong 037009, Shanxi, China; 2. Applied Biotechnology 

Institute, Shanxi Datong University, Datong 037009, Shanxi, China） 

Abstract: In the presence of dimethylallyl diphosphate, a series of C-4 isopentenylated indole 
diketopiperazines were synthesized by FgaPT2 enzymatic catalysis. The bioactivity of the products was 
tested. For the product with the highest biological activity, the feasibility of site-directed mutagenesis to 
increase the yield of enzyme synthesis was studied. The results showed that seven C-4 isopentenylated 
indole diketopiperazines were obtained. FgaPT2 exhibited certain selectivity for substrates, and had the best 
catalytic effect on cyclo-L-tryptophan-L-tyrosine (Ⅰe), the product cyclo-L-4-dimethylallyl-Trp-L-Tyr (Ⅱe) 
had a yield of 36.1%. C-4 isopentenylation significantly improved the biological activity of indoledione 
piperazine. Especially, for cyclo-L-4-dimethylallyl-Trp-L-Trp (Ⅱf), the IC50 [half maximal (50%) inhibitory 
concentration] values on A549 and MCF-7 cells were 54.6 and 30.7 μmol/L, respectively, the MIC (minimum 
inhibitory concentration) values of test bacteria and fungi were 0.5~4 mg/L, and the IC50 value of 
1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl radical scavenging activity was 98 μmol/L. Site-directed mutagenesis of 
Arg-244 showed that among nineteen mutants, 52.6% of FgaPT2 mutants increased the yield of Ⅱf. 
Kinetic parameters verified the interaction between cyclo-L-Trp-L-Trp (Ⅰf) and mutant of FgaPT2, which 
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could increase the yield of Ⅱf. Among them, R244M had the highest affinity toⅠf, the Michaelis-Menten 
constant (KM) was 0.14 mmol/L, conversion number (kcat) was 0.0647 1/s, kcat/KM was 462.14 L/(s·mmol), 
and the product obtained the highest yield of 36.9%±1.2%. 

Key words: indole diketopiperazines; dimethylallyl tryptotphan synthase; bioactivities; site-directed 

mutagenesis; fine chemical intermediates 

异戊烯基化吲哚二酮哌嗪是存在于多种生物体

中的一大类天然产物[1-2]。异戊二烯基可以通过与膜

相关蛋白质的相互作用改善生物膜的亲和力[3]，进

而提高异戊烯基化吲哚二酮哌嗪的生物活性，如抗

真菌、抗细菌、抗病毒、抗寄生虫、抗炎、抗肿瘤、

抗雌激素活性和化学预防作用等[4]。目前，异戊烯

基化吲哚二酮哌嗪的合成方法包括：对映选择性合

成 法 、 区 域 选 择 性 合 成 法 、 氨 基 酸 缩 合 法 、

Pictet-Spengler 法和固相合成法，但这些合成策略涉

及无水或厌氧条件，使用对环境有害的化学物质以

及极端温度[5-6]，还需要额外的步骤来保护和脱保护

官能团[7]。因此，需要一种更高效，更温和的合成

策略。 

酶催化合成被认为是理想的途径之一，真菌细

胞内，异戊二烯基转移酶（DMATS）参与此类天然

产物的生物合成，通过 Friedel-Crafts 烷基化反应将

异戊二烯基从不同的供体转移至各种受体[8]。迄今

为止，已报道的 DMATS 有 50 多个[9]。DMATS 基

本都使用二甲基烯丙基二磷酸（DMAPP）作为供体，

L-色氨酸或含色氨酸的环状二肽作为受体。例如，

CdpC2PT[10]、AnaPT[11]、FgaPT2[12]、5-DMATS[13]、

6-DMATSSv[14]和 7-DMATS[15]催化区域分别在 L-色

氨酸吲哚环的 C-2、C-3、C-4、C-5、C-6 和 C-7 位。

但 DMATS 在自然条件下活性较低，传统研究主要

集中在通过优化条件来提高酶活性[16]。近年来，酶

的位点饱和诱变成为增强或改变催化活性的研究

点，如 FtmPT1 的 Tyr205 突变体与未突变 FtmPT1

相比，C-3 异戊烯基化衍生物的活性明显增加[17]。

FgaPT2 在 Glu89，Thr102，Lys174 和 Arg-244 这 4

个位点突变后的酶对 L-色氨酸和 L-酪氨酸产生了差

异性的酶催化活性[18-19]。 

本课题组完成了 C-7 异戊烯基化吲哚二酮哌嗪

的相关研究[20]，目前又聚焦 C-4 异戊烯基化吲哚二

酮哌嗪的酶合成。本研究拟考察 FgaPT2 对不同底

物异戊烯基化的影响，通过多种生物活性模型，拟

筛选出具有更高活性的 C-4 异戊烯基化吲哚二酮哌

嗪，采用分子模型分析 FgaPT2 中与异戊烯基化活

性相关的关键残基，基于此建立位点饱和诱变，进

而探讨突变的 FgaPT2 与底物之间相互作用的分子

影响，为深入研究异戊烯基化吲哚二酮哌嗪的生物

合成提供理论支撑。 

1  实验部分 

1.1  试剂与仪器 

各种氨基酸，国药集团化学试剂有限公司；

Ni-NTA 琼脂糖树脂、pGEM-T、pQE60、pIU18（用

作 FgaPT2 过量生产的载体，并用作定点诱变的

DNA 模板），德国 Qiagen 公司；高效液相色谱

（HPLC）的所有化学药品，上海星可生化有限公司；

烟曲霉 Aspergillus fumigatus B5233（ATCC 13073）

的 UniZAP XR 预制文库，美国 Stratagene 公司；大

肠杆菌 BL21（DE3）pLysS 和大肠杆菌 XL1-Blue 

MRF'，德国 Invitrogen 公司，分别用于克隆和表达

实验；PCR 长模板链（用作 PCR 扩增反应），德国

罗氏有限公司；测试微生物，革兰氏阳性细菌：

Bacillus subtilis 、 Staphylococcus aureus 、

Staphylococcus epidermis、Staphylococcus simulans；

革 兰 氏 阴 性 细 菌 ： Escherichia coli 、 Klebsiella 

pneumoniae 、 Proteus mirabilis 、 Pseudomonas 

aeruginosa；医学真菌：Aspergillus flavus、Candida 

albicans 、 Cryptococcus gastricus 、 Trichophyton 

rubrum；农业真菌：Fusarium oxysporum、Rhizoctonia 

solani、Penicillium expansum、Alternaria brassicae，

中国普通微生物菌种保藏管理中心（CGMCC）；

HeLa 和 HepG2 细胞，第四军医大学（西安）细胞

中心；A549 和 MCF-7 细胞，中国科学院（上海）。 

LCQ Fleet 型离子阱液质联用仪，美国 Thermo 

Fisher Scientific 公司；AVANCE Ⅲ 500 MHz 核磁

共振波谱仪，德国 Bruker 公司；Agilent 1200 型高

效液相色谱仪，美国 Hewlett-Packard 公司；BIO-RAD 

680 型酶标仪，美国 Bio-Rad 公司。 

1.2  制备方法 

1.2.1  酶催化合成 

1.2.1.1  DMAPP 和底物的合成 

按 照 文 献 [21] 合 成 二 甲 基 烯 丙 基 二 磷 酸

（DMAPP），经 HPLC 测定，纯度为 96%；按照文

献[22]合成反应底物（Ⅰa~Ⅰg），结构如下所示，

纯度为 81%~92%。 

1.2.1.2  FgaPT2 的表达和纯化 

如文献[23]所述，进行 FgaPT2 在大肠杆菌中过
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量生产，将 pLysS 转化至大肠杆菌 XL1-Blue MRF'

中，重组子形成后，接种于含液态 LB 培养基中，

补充羧苄青霉素（终质量浓度 50 mg/L），37 ℃下

生长至在波长 600 nm 处的吸光度（OD600）达 0.6。

加异丙基-β-D-硫代半乳糖苷（IPTG）至终浓度为

0.8 mmol/L，37 ℃将细胞再培养 16 h。离心收集菌

体，沉淀以 2~5 g/mL 的质量浓度重悬浮于裂解缓冲

液中，加溶菌酶（终质量浓度 1 g/L），冰浴孵育

30 min，以 200 W 的频率超声处理 6 次，每次 10 s，

裂解液在 4 ℃以 1.4×104 r/min 离心 30 min。用 Ni-NTA

琼脂糖树脂进行亲和层析，纯化重组融合蛋白，经聚

丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）收集得 FgaPT2。 

1.2.1.3  C-4 异戊烯基化吲哚二酮哌嗪的酶催化合成 

C-4 异戊烯基化吲哚二酮哌嗪的酶催化合成如

下所示。以环-L-4-二甲基烯丙基-色氨酸-L-甘氨酸

（Ⅱa）的合成为例。在微量反应瓶中分别加入 1 mL 

DMAPP（1 mmol/L 去离子水溶液），8 mL 1 mmol/L

环-L-色氨酸-L-甘氨酸（Ⅰa）水溶液，100 μg 纯化

FgaPT2，0.5 μg MgCl2，充分溶解后，加入 0.5 mL 三

羟甲基氨基甲烷（Tris）-HCl（50 mmol/L）缓冲溶

液调解 pH 至 7.5，在 37 ℃下反应 12 h 后，添加 2mL

甲醇终止反应。离心（1.3×104 r/min，20 min，4 ℃）

去除蛋白质后，经真空冷冻干燥器（–20 ℃）干燥

6 h，得到酶反应产物，收率 23.2%。其余酶催化产

物的制备方法同上，只需加入对应的底物，设置反

应时间 6~16 h。 
 

 
 

1.2.1.4  酶产物的 HPLC 分析、分离和结构鉴定 

使用 Multospher 120 RP-18 色谱柱（250 mm× 

4 mm×5 μm），1 mL/min 流速，通过 HPLC 分析酶

产 物 ， 流 动 相 由 水 和 甲 醇 组 成 。 线 性 梯 度 洗 脱

20 min，甲醇体积分数从 30%升至 100%（每 4 min

甲醇体积分数提高 20%），甲醇洗脱 5 min，体积分

数 30%甲醇水溶液再平衡 5 min。酶反应产物的收率

通过产物的峰面积与在 277 nm 处检测到的产物和

底物峰面积总和之比计算得出。酶产物分离使用

COSMOSIL 5C18 MS-Ⅱ反相柱（250 mm×10 mm× 

5 μm），流速 2.5 mL/min，在 50~80 min 内，甲醇体

积分数的线性洗脱梯度从 60%到 100%（每 10 min

甲醇体积分数提高 20%），甲醇洗涤 10 min 后，体

积分数 60%甲醇水溶液平衡色谱柱 10 min。1HNMR

鉴定其结构，电喷雾离子化质谱（ESI-MS）鉴定其

相对分子质量。 

1.2.2  生物活性测试 

1.2.2.1  抗肿瘤活性测试 

噻唑蓝溴化四唑（MTT）测定法[24]用于确定底

物Ⅰa~Ⅰg 和 C-4 异戊烯基化产物Ⅱa~Ⅱg〔设置浓

度范围 12.5~100 μmol/L，溶于二甲基亚砜（DMSO）〕

的抑制作用，HeLa，HepG2，A549 和 MCF-7 作为

测试细胞系。酶标仪测量 570 nm 处的吸光度，测定

达到 50%抑制效果时抑制剂的浓度（IC50 值），根据

式（1）计算抑制率： 

 control test

control

1 0% 0/
A A

A



抑制率  （1） 

式中：Acontrol 和 Atest 分别为对照组（只含有 MTT，

未加测试样品的细胞培养体系）和测试组的吸光度，

测定重复 3 次，取平均值。 

1.2.2.2  抗细菌活性测试 

按照文献[25]所述的方法，设置Ⅰa~Ⅰg 和Ⅱa~

Ⅱg 质量浓度范围为 0.5~1024 mg/L，细菌浓度为

1.5×106 CFU/mL，采用微孔板测定细菌的生长状况。

含有细菌细胞和 DMSO 而不含任何测试化合物的样

品作为对照（生长对照）和仅含有生长培养基的样

品用作对照（无菌对照），氨苄西林和环丙沙星用作

阳性对照，测试重复 3 次，通过肉眼和在 630 nm 处
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测量吸光度来观察生长，没有观察到浑浊的测试化

合物的最低浓度记录为 MIC。 

1.2.2.3  抗真菌活性测试 

按照文献[26-27]所述的方法，设置Ⅰa~Ⅰg 和

Ⅱa~Ⅱg 质量浓度范围为 0.5~1024 mg/L，真菌浓度

为(0.5~2.5)×104 CFU/mL。含有真菌细胞和 DMSO

而不含任何测试化合物的样品作为对照（生长对照）

和仅含有生长培养基的样品用作对照（无菌对照），

两性霉素 B 和多菌灵分别用作医学真菌和农业真菌

的阳性对照，测试重复 3 次，通过肉眼和在测量吸

光度观察生长，没有观察到浑浊的测试化合物的最

低浓度记录为 MIC。 

1.2.2.4  抗氧化活性测试 

按文献[28]测量样品对 1,1-二苯基-2-三硝基苯

肼自由基（DPPH•）的清除活性，DPPH•清除率（R）

按式（2）进行计算： 

 j i

o

1 100/ %
A A

A
R


   （2） 

式中：Ao 为等体积 DPPH 溶液和溶剂的吸光度；Aj

为等体积测试样品和溶剂的吸光度；Ai 为等体积

DPPH 溶液和测试样品的吸光度，测试重复 3 次，

取平均值。 

1.2.3  饱和位点诱变提高酶催化效率 

1.2.3.1  分子对接的方法 

FgaPT2（蛋白质数据库 PDB 编号：3I4X）的

高级结构用作分子对接的模板，考虑底物结合袋中

的氢键网络，在模型构建过程中还包括了两种底物

分子。LeDock（http://www.Lephar.com）软件因其

高速度和准确性而用于对接研究[29]。在优化过程中，

产物分子和结合位点周围的侧链原子被视为柔性，

具有最低对接能量的结合姿势用作预测的结合模

式。使用 PyMOL 1.5（http://www.pymol.org）分析

和可视化对接结果。 

1.2.3.2  定点诱变的操作 

含有 FgaPT2 的质粒用作 PCR 诱变的 DNA 模

板，为了在所需基因位点获得特定或全部突变体（变

性），根据文献[18-19]中所述的定点诱变方案设计引

物，并由杰顿生物科技有限公司（中国上海）合成。

PCR 扩增程序中，FgaPT2 的退火温度为 62 ℃，延

伸时间为 8 min 以适应热曲线。 

1.2.3.3  动力学参数测定 

将 100 μg 纯化重组 FgaPT2 或突变体与 0.5 μg 

CaCl2、1 mL DMAPP（浓度 2 mmol/L）和 4 mLⅠf

（浓度梯度 0.01、0.025、0.05、0.10、0.25、0.50、

1.0、2.5 和 5.0 mmol/L）混合，在 37 ℃下进行培养

60~120 min，实验重复 3 次，通过每 mg 重组蛋白每

min 异戊烯基化吲哚二酮哌嗪的形成量来评估酶活

性。根据 Lineweaver-Burk，Hanes-Woolf 和 Eadie- 

Hofstee 图[30]计算出 Michaelis-Menten 常数（KM，

mmol/L），转化数（kcat，1/s）和 kcat/KM。 

2  结果与讨论 

2.1  C-4 异戊烯基化吲哚二酮哌嗪的酶催化合成 

FgaPT2 酶催化合成了 7 个 C-4 异戊烯基化吲哚

二酮哌嗪，合成收率和 HPLC 分析表明，FgaPT2 对

底物具有一定的选择性。根据 ESI-MS 数据分析，

产物的相对分子质量均比各自底物的相对分子质量

大 68，而单异戊烯基相对分子质量为 68，因此表明

其结构中存在单异戊烯基团。Ⅱ系列产品（Ⅱa~Ⅱg）

的保留时间都比其底物（Ⅰa~Ⅰg）长，证明单异戊

二烯取代了非极性基团。从酶合成产物的 1HNMR

数据可以发现，异戊烯基氢的信号，δ: 3.76~3.65 (d

或 dd, H-1′), 5.33~5.29 (t, H-2′), 1.84~1.72 (s, 3H, 

H-4′)和 1.82~1.70 (s, 3H, H-5′)；而 H-1′的化学位移

证明了异戊烯基与芳族 C 原子的连接[31-32]；同时吲

哚环的氢信号中可以发现 3 个耦合质子，比无取代

的吲哚氢信号少了 1 个耦合质子，表明异戊烯基化

发生在吲哚部分。所有产物的 1HNMR 与其底物的
1HNMR 比较，明显发现，吲哚环 H-4 信号消失了，

证明异戊烯基取代位置在吲哚的 C-4 位[31-33]，产物

的结构表征如下： 

环-L-4-二甲基烯丙基-色氨酸-L-甘氨酸（Ⅱa）：

白色固体，收率 23.2%；1HNMR (500 MHz, CDCl3), 
δ: 8.21 (s, 1H, 1-NH), 7.10 (d, J = 2.5 Hz, 1H, H-2), 
6.95 (d, J = 7.5 Hz, 1H, H-5), 7.16 (t, J = 7.5 Hz, 1H, 
H-6), 7.27 (d, J = 7.5 Hz, 1H, H-7), 3.84 (dd, J = 
14.7、3.0 Hz, 1H, H-10a), 3.15 (dd, J = 14.7、10.0 Hz, 
1H, H-10b), 4.23 (d, J = 10.0 Hz, 1H, H-11), 5.92 (s, 1H, 
12-NH), 3.92 (d, J = 17.4 Hz, 1H, H-14a), 3.79 (d, J = 
17.4 Hz, 1H, H-14b), 5.72 (s, 1H, 15-NH), 3.76 (d, J = 
7.2 Hz, 2H, H-1′), 5.32 (t, J = 7.2、1.4 Hz, 1H, H-2′), 
1.75 (s, 3H, H-4′), 1.72 (d, J = 1.0 Hz, 3H, H-5′) ; ESI- 
MS [M+H]+, m/Z: 实测值（计算值）312.4 (312.2)。 

环-L-4-二甲基烯丙基-色氨酸-L-丙氨酸（Ⅱb）：

白色固体，收率 3.6%；1HNMR (500 MHz, CDCl3), δ: 

8.21 (s, 1H, 1-NH), 7.10 (d, J = 2.5 Hz, 1H, H-2), 6.95 
(d, J = 7.5 Hz, 1H, H-5), 7.16 (t, J = 7.5 Hz, 1H, H-6), 
7.27 (d, J = 7.5 Hz, 1H, H-7), 3.84 (dd, J = 14.7、3.0 Hz, 

1H, H-10a), 3.15 (dd, J = 14.7、10.0 Hz, 1H, H-10b), 

4.24 (d, J = 10.0 Hz, 1H, H-11), 5.99 (s, 1H, 12-NH), 
3.96 (dd, J = 7.0 Hz, 2H, H-14), 5.75 (s, 1H, 15-NH), 
0.36 (d, J = 7.0 Hz, 3H, H-17), 3.74 (d, J = 7.2 Hz, 2H, 
H-1′), 5.33 (t, J = 7.2、1.4 Hz, 1H, H-2′), 1.76 (s, 3H, 

H-4′), 1.73 (s, 3H, H-5′) ; ESI-MS [M+H]+, m/Z: 实测

值（计算值）326.5（326.2）。 

环-L-4-二甲基烯丙基-色氨酸-L-亮氨酸（Ⅱc）：
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白色固体，收率 22.8%；1HNMR (500 MHz, CDCl3), 

δ: 8.17 (s, 1H, 1-NH), 7.12 (d, J = 2.5 Hz, 1H, H-2), 
6.95 (d, J = 7.5 Hz, 1H, H-5), 7.20 (d, J = 7.5 Hz, 1H, 
H-6), 7.22 (d, J = 7.5 Hz, 1H, H-7), 3.88 (dd, J = 
15.0、3.0 Hz, 1H, H-10a), 3.05 (dd, J = 15.0、10.5 Hz, 

1H, H-10b), 4.23 (d, J = 10.5 Hz, 1H, H-11), 6.02 (s, 
1H, 12-NH), 4.01 (d, J = 10.0 Hz, 1H, H-14), 5.88 (s, 
1H, 15-NH), 1.85 (m, 1H, H-17a), 1.54 (m, 1H, 
H-17b), 1.81 (m, 1H, H-18), 0.99 (d, J = 6.6 Hz, 3H, 
H-19), 0.94 (d, J = 6.6 Hz, 3H, H-20), 3.82 (dd, J = 
15.5、6.6 Hz, 1H, H-1′a), 3.72 (dd, J = 15.5、6.6 Hz, 

1H, H-1′b), 5.36 (t, J = 6.5 Hz, 1H, H-2′), 1.77 (s, 3H, 
H-4′), 1.75 (s, 3H, H-5′); ESI-MS [M+H]+, m/Z: 实测

值（计算值）368.5（368.2）。 

环-L-4-二甲基烯丙基-色氨酸-L-苯丙氨酸（Ⅱd）：

白色固体，收率 15.5%；1HNMR (500 MHz, CDCl3), δ: 

8.16 (s, 1H, 1-NH), 6.92 (d, J = 2.5 Hz, 1H, H-2), 6.97 
(dd, J = 7.5、1.0 Hz, 1H, H-5), 7.15 (d, J = 7.6 Hz, 1H, 

H-6), 7.28 (d, J = 7.6 Hz, 1H, H-7), 3.68 (dd, J = 
15.0、2.5 Hz, 1H, H-10a), 2.30 (dd, J = 15.0、11.0 Hz, 

1H, H-10b), 4.12 (m, 1H, H-11), 5.89 (s, 1H, 12-NH), 
4.29 (m, 1H, H-14), 5.74 (s, 1H, NH-15), 3.27 (dd, J = 
13.8、4.2 Hz, 1H, H-17a), 2.94 (dd, J = 13.8、8.4 Hz, 

1H, H-17b), 7.20 (d, J = 7.0 Hz, 1H, H-19), 7.38 (m, 
1H, H-20), 7.32 (m, 1H, H-21), 7.36 (m, 1H, H-22), 
7.22 (m, 1H, H-23), 3.74 (dd, J = 17.0、6.0 Hz, 1H, 

H-1′a), 3.71 (dd, J = 13.5、7.0 Hz, 1H, H-1′b), 5.30 (t, 

J = 6.8、1.5 Hz, 1H, H-2′), 1.76 (s, 3H, H-4′), 1.74 (s, 

3H, H-5′) ; ESI-MS [M+H]+, m/Z: 实测值（计算值）

402.5（402.2）。 

环-L-4-二甲基烯丙基-色氨酸-L-酪氨酸（Ⅱe）：

白色粉末，收率 36.1%；1HNMR (500 MHz, CDCl3), 

δ: 10.88 (d, J = 2.0 Hz, 1H, 1-NH), 6.86 (d, J = 2.5 Hz, 
1H, H-2), 6.72 (dd, J = 7.6、1.0 Hz, 1H, H-5), 6.96 (t, 

J = 7.6 Hz, 1H, H-6), 7.18 (dd, J = 7.6、1.0 Hz, 1H, 

H-7), 3.10 (dd, J = 14.6、3.5 Hz, 1H, H-10a), 2.03 (dd, 

J = 14.6、9.0 Hz, 1H, H-10b), 3.82 (t, J = 8.5、3.0 Hz, 

1H, H-11), 7.93 (s, 1H, 12-NH), 4.01 (dd, J = 7.0、4.5 

Hz, 1H, H-14), 7.51 (s, 1H, 15-NH), 2.70 (dd, J = 
13.5、4.5 Hz, 1H, H-17a), 2.56 (dd, J = 13.5、5.5 Hz, 

1H, H-17b), 6.90 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H-19), 6.72 (d, 
J = 8.5 Hz, 1H, H-20), 6.72 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H-22), 
6.86 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H-23), 3.65 (d, J = 7.0 Hz, 2H, 
H-1′), 5.29 (t, J = 7.0、1.5 Hz, 1H, H-2′), 1.72 (s, 3H, 

H-4′), 1.70 (s, 3H, H-5') ; ESI-MS [M+H]+, m/Z: 实测

值（计算值）418.3（418.2）。 

环-L-4-二甲基烯丙基-色氨酸-L-色氨酸（Ⅱf）：

白色粉末，收率 20.5%；1HNMR (500 MHz, CDCl3), 

δ: 8.23 (s, 1H, 1-NH), 7.08 (d, J = 2.5 Hz, 1H, H-2), 
6.92 (d, J = 7.5 Hz, 1H, H-5), 7.11 (d, J = 7.5 Hz, 1H,  

 

H-6), 7.20 (d, J = 7.5 Hz, 1H, H-7), 3.54 (dd, J = 
14.5、3.0 Hz, 1H, H-10a), 1.82 (dd, J = 14.5、11.0 Hz, 
1H, H-10b), 4.04 (d, J = 11.0 Hz, 1H, H-11), 5.97 (s, 
1H, 12-NH), 4.35 (m, 1H, H-14), 5.67 (s, 1H, 15-NH),  
3.30 (d, J = 6.0 Hz, 1H, H-17a), 3.29 (d, J = 3.5 Hz, 
1H, H-17b), 6.03 (d, J = 2.0 Hz, 1H, H-19), 8.03 (s, 
1H, 20-NH), 7.41 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H-22), 7.24 (t, 
J = 7.5 Hz, 1H, H-23), 7.25 (t, J = 7.5 Hz, 1H, H-24), 
7.73 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H-25), 3.70 (dd, J = 11.5、

5.5 Hz, 2H, H-1′), 5.30 (t, J = 6.5、1.5 Hz, 1H, H-2′), 

1.84 (s, 3H, H-4′), 1.82 (s, 3H, H-5′) ; ESI-MS 
[M+H]+, m/Z: 实测值（计算值）441.3（441.2）。 

环-L-4-二甲基烯丙基-色氨酸-L-脯氨酸（Ⅱg）：

白色针状晶体，收率 27.3%；1HNMR (500 MHz, 

CDCl3), δ: 8.18 (s, 1H, 1-NH), 7.08 (d, J = 2.5 Hz, 1H, 
H-2), 6.92 (dd, J = 7.7、1.0 Hz, 1H, H-5), 7.15 (t, J = 

7.7 Hz, 1H, H-6), 7.26 (dd, J = 7.7、1.0 Hz, 1H, H-7), 

3.99 (dd, J = 15.4、3.5 Hz, 1H, H-10a), 3.00 (dd, J = 

15.4、11.5 Hz, 1H, H-10b), 4.31 (dd, J = 11.5、2.0 Hz, 

1H, H-11), 5.84 (s, 1H, 12-NH), 4.10 (t, J = 8.0 Hz, 
1H, H-14), 3.67 (m, 2H, H-17), 2.11 (m, 2H, H-18), 
2.35 (m, 1H, H-19a), 1.95 (m, 1H, H-19b), 3.76 (dd, 
J = 16.5、6.8 Hz, 1H, H-1′a), 3.73 (dd, J = 16.5、6.8 Hz, 

1H, H-1′b), 5.33 (t, J = 6.8、1.5 Hz, 1H, H-2′), 1.77 (s, 

3H, H-4′), 1.75 (d, J = 1.0 Hz, 3H, H-5′); ESI-MS 
[M+H]+, m/Z: 实测值（计算值）352.2（352.2）。 

2.2  C-4 异戊烯基化吲哚二酮哌嗪的生物活性 

2.2.1  抗肿瘤结果分析 

如表 1 所示，在<100 μmol/L 时，Ⅰa~Ⅰg 没有显

示出抗肿瘤细胞的增殖活性。而Ⅱa~Ⅱg 对 4 种癌

细胞系均显示出较高的毒性，推测可能的原因是，

吲哚环上的 C-4 位置被单异戊烯基取代，增加了吲

哚二酮哌嗪的疏水性，提高了Ⅱa~Ⅱg 与肿瘤细胞

膜蛋白质的亲和作用，继而影响细胞增殖。对 MCF-7

细胞，Ⅱa~Ⅱg 的 IC50 值处于较低至中等的微浓度

范围，对 A549 细胞，其 IC50 值处于中等的微浓度

范围，对 HeLa 和 HepG2 细胞，其 IC50 值处于较高

的微浓度范围。Ⅱa~Ⅱg 对 MCF-7 细胞具有最高的

抑制活性，IC50 值为 30.7~50.9 μmol/L。其中，Ⅱf

对所有测试癌细胞系都展现了最高活性，尤其是对

A549 和 MCF-7 细胞，其 IC50 值分别为 54.6 和 30.7 

μmol/L。Ⅱf 活性较高，可能与其双吲哚环结构有关。 

如图 1 所示，评估了不同浓度Ⅱa~Ⅱg 对人癌

细胞 HeLa、HepG2、A549 和 MCF-7 的增殖抑制率。

化合物Ⅱf 在不同浓度下，都显示出对 4 种癌细胞的

最显著的抗癌活性。在 100 μmol/L 下，Ⅱf 对 HeLa、

HepG2 、 A549 和 MCF-7 细 胞 的 抑 制 率 分 别 为

81.06%、75.57%、87.92%和 99.20%。 
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表 1  Ⅰa~Ⅰg 和Ⅱa~Ⅱg 对 HeLa、HepG2、A549 和 MCF-7 细胞的 IC50 值 

Table 1  IC50 values of Ⅰa~Ⅰg and Ⅱa~Ⅱg against HeLa, HepG2, A549 and MCF-7 cells 

IC50 值/(μmol/L) 

HeLa HepG2 A549 MCF-7 

底物 产物 底物 产物 底物 产物 底物 产物 

Ⅰa — Ⅱa 91.4 Ⅰa — Ⅱa 97.3 Ⅰa — Ⅱa 70.9 Ⅰa — Ⅱa 43.2

Ⅰb — Ⅱb 85.4 Ⅰb — Ⅱb 91.5 Ⅰb — Ⅱb 77.3 Ⅰb — Ⅱb 50.9

Ⅰc — Ⅱc 90.7 Ⅰc — Ⅱc 91.9 Ⅰc — Ⅱc 85.1 Ⅰc — Ⅱc 41.4

Ⅰd — Ⅱd 83.5 Ⅰd — Ⅱd 80.4 Ⅰd — Ⅱd 73.4 Ⅰd — Ⅱd 36.5

Ⅰe — Ⅱe 74.6 Ⅰe — Ⅱe 82.0 Ⅰe — Ⅱe 60.8 Ⅰe — Ⅱe 47.4

Ⅰf — Ⅱf 70.8 Ⅰf — Ⅱf 74.8 Ⅰf — Ⅱf 54.6 Ⅰf — Ⅱf 30.7

Ⅰg — Ⅱg 81.1 Ⅰg — Ⅱg 85.3 Ⅰg — Ⅱg 67.2 Ⅰg — Ⅱg 41.5

注：“—”为没有显示出抗肿瘤细胞的增殖活性。 

 

 
 

图 1  Ⅱa~Ⅱg 对 HeLa（a）、HepG2（b）、A549（c）和 MCF-7（d）细胞的抑制率 

Fig. 1  Inhibition rates of Ⅱa~Ⅱg to HeLa (a), HepG2 (b), A549 (c) and MCF-7 (d) cells 

 
2.2.2  抗细菌测试结果分析 

如表 2、3 所示，底物和 C-4 异戊烯基化产物对

革兰式阳性菌和阴性菌的 MIC 值呈现一定差异性。

除Ⅰc 和Ⅱc 对 Staphylococcus epidermis 没有活性，

制备的 C-4 异戊烯基化产物都显示出比其底物更高

的抗菌活性。大多数底物的抑菌活性与标准抗生素

氨苄西林相当，但远低于环丙沙星，Ⅱd 和Ⅱf 的活

性高于或者相当于丙沙星。C-4 位置取代单异戊烯

基提高了Ⅱa~Ⅱg 对细菌扩增关键酶的作用，继而

影响细菌的扩增。革兰氏阳性菌株均对合成产物表

现出较高的敏感性，MIC 值为 0.5~64 mg/L，Ⅱf 对

Bacillus subtilis、Staphylococcus aureus、Staphylococcus 

epidermis 和 Staphylococcus simulans 表现出显著活性，

MIC 值分别为 0.5、0.5、2 和 2 mg/L。革兰氏阴性菌

株对合成产物的敏感性不同，MIC 值为 1~256 mg/L，

Ⅱf 对  Escherichia coli、Klebsiella pneumoniae、

Proteus mirabilis 和 Pseudomonas aeruginosa 表现出

显著活性，MIC 值分别为 2、2、4 和 2 mg/L，活性

数据值明显高于或者等于对照环丙沙星的。特别地，

Ⅱf 的抗菌活性比底物Ⅰf 大大提高，其对 Bacillus 

subtilis 、 Staphylococcus aureus 、 Staphylococcus 

simulans、Escherichia coli、Klebsiella pneumoniae

和 Pseudomonas aeruginosa 的 MIC 值分别为Ⅰf 的

1/16、1/32、1/64、1/128、1/128 和 1/128。Ⅰf 对

Staphylococcus epidermis 和 Proteus mirabilis 没有活

性，而Ⅱf 对其的 MIC 值为 2 和 4 mg/L。Ⅱf 与Ⅰf

抑制细菌活性的巨大差异性，验证了 C-4 异戊烯基

对于吲哚二酮哌嗪生物活性提高的关键性。 
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表 2  Ⅰa~Ⅰg 和Ⅱa~Ⅱg 对革兰氏阳性菌的 MIC 值 

Table 2  MIC values of Ⅰa~Ⅰg and Ⅱa~Ⅱg against Gram-positive bacteria 

MIC 值/(mg/L) 

Bacillus subtilis Staphylococcus aureus Staphylococcus epidermis Staphylococcus simulans 

底物 产物 底物 产物 底物 产物 底物 产物 

Ⅰa 32 Ⅱa 16 Ⅰa 32 Ⅱa 16 Ⅰa 128 Ⅱa 46 Ⅰa 32 Ⅱa 8 

Ⅰb 16 Ⅱb 8 Ⅰb 8 Ⅱb 8 Ⅰb 32 Ⅱb 16 Ⅰb 32 Ⅱb 8 

Ⅰc 256 Ⅱc 32 Ⅰc 128 Ⅱc 16 Ⅰc — Ⅱc — Ⅰc 128 Ⅱc 32 

Ⅰd 4 Ⅱd 1 Ⅰd 8 Ⅱd 2 Ⅰd 4 Ⅱd 1 Ⅰd 16 Ⅱd 2 

Ⅰe 32 Ⅱe 16 Ⅰe 64 Ⅱe 8 Ⅰe 8 Ⅱe 2 Ⅰe 32 Ⅱe 4 

Ⅰf 8 Ⅱf 0.5 Ⅰf 16 Ⅱf 0.5 Ⅰf — Ⅱf 2 Ⅰf 128 Ⅱf 2 

Ⅰg 32 Ⅱg 8 Ⅰg 16 Ⅱg 2 Ⅰg — Ⅱg 64 Ⅰg 64 Ⅱg 8 

氨苄西林  64 128 64 — 

环丙沙星  2 2 2 4 

注：“—”为没有显示出抑制细菌的活性。 

 
表 3  Ⅰa~Ⅰg 和Ⅱa~Ⅱg 对革兰氏阴性菌的 MIC 值 

Table 3  MIC values ofⅠa~Ⅰg and Ⅱa~Ⅱg against Gram-negative bacteria 

MIC 值/(mg/L) 

Escherichia coli Klebsiella pneumoniae Proteus mirabilis Pseudomonas aeruginosa 

底物 产物 底物 产物 底物 产物 底物 产物 

Ⅰa 16 Ⅱa 4 Ⅰa 16 Ⅱa 8 Ⅰa 32 Ⅱa 16 Ⅰa 128 Ⅱa 32 

Ⅰb 4 Ⅱb 1 Ⅰb 16 Ⅱb 4 Ⅰb 16 Ⅱb 4 Ⅰb 32 Ⅱb 8 

Ⅰc 512 Ⅱc 64 Ⅰc — Ⅱc 128 Ⅰc — Ⅱc 256 Ⅰc — Ⅱc 256

Ⅰd 8 Ⅱd 1 Ⅰd 16 Ⅱd 4 Ⅰd 16 Ⅱd 4 Ⅰd 16 Ⅱd 2 

Ⅰe 32 Ⅱe 2 Ⅰe 64 Ⅱe 4 Ⅰe 64 Ⅱe 16 Ⅰe 16 Ⅱe 4 

Ⅰf 256 Ⅱf 2 Ⅰf 256 Ⅱf 2 Ⅰf — Ⅱf 4 Ⅰf 256 Ⅱf 2 

Ⅰg 512 Ⅱg 64 Ⅰg 256 Ⅱg 32 Ⅰg — Ⅱg 128 Ⅰg 128 Ⅱg 64 

氨苄西林 128 — 64 256 

环丙沙星 1 4 4 2 

注：“—”为没有显示出抑制真菌的活性。 

 
2.2.3  抗真菌测试结果分析 

如表 4 和 5 所示，底物和 C-4 异戊烯基化产物

对 8 种真菌的 MIC 值有很大差异性，所有制备的

C-4 异戊烯基化产物均显示出比底物更高的抗真菌

活性。大部分底物对医学真菌的活性远低于标准杀

菌剂两性霉素 B，而测试的Ⅱa、Ⅱb、Ⅱd 和Ⅱf 的

活性高于或者与两性霉素 B 相当。Ⅱf 对 Aspergillus 

flavus、Candida albicans、Cryptococcus gastricus 和

Trichophyton rubrum 表现出极其显著的活性，MIC

分别为 4、4、1 和 2 mg/L。对农业真菌，大部分产

物 的 抗 真 菌 活 性 高 于 多 菌 灵 ， Ⅱ f 对 Fusarium 

oxysporum、Rhizoctonia solani、Penicillium expansum

和 Alternaria brassicae 表现出突出的活性，MIC 值

分别为 2、0.5、1 和 4 mg/L。Ⅱf 的抗真菌活性显著

提高，其对 Aspergillus flavus、Candida albicans、

Cryptococcus gastricus 、 Trichophyton rubrum 、

Fusarium oxysporum、Rhizoctonia solani、Penicillium 

expansum 和 Alternaria brassicae 的 MIC 值为Ⅰf 的

1/16、1/32、1/64、1/32、1/32、1/32、1/16 和 1/64。

与抗细菌活性类似，Ⅱf 与Ⅰf 抑制真菌活性的巨大

差异性，再次证明了 C-4 异戊烯基化对吲哚二酮哌

嗪生物活性提高的关键性。 

2.2.4  抗氧化测试结果分析 

如表 6 所示，Ⅱa~Ⅱg 均显示出增强的 DPPH•

清除活性。对照 VC 的 IC50 值为 116 μmol/L，与其相

比，Ⅱe、Ⅱb 和Ⅱf 具有很强的抗氧化活性，IC50

值分别为 25、89 和 98 μmol/L。C-4 异戊烯基化产

物的 DPPH•清除能力的大小顺序为Ⅱe>Ⅱb>Ⅱf> 

VC>Ⅱc>Ⅱd>Ⅱg>Ⅱa。如图 2 所示，梯度实验中，

这些化合物抗氧化活性呈现出浓度依赖性，随着每

个样品浓度的增加，抗氧化活性也随之增强。在浓

度<640 μmol/L 时，Ⅱe、Ⅱb 和Ⅱf 的清除作用高于 VC。 
 



·640· 精 细 化 工  FINE CHEMICALS 第 39 卷 

 

表 4  Ⅰa~Ⅰg 和Ⅱa~Ⅱg 对医学重要真菌的 MIC 值 

Table 4  MIC values of Ⅰa~Ⅰg and Ⅱa~Ⅱg against medically important fungi 

MIC 值/(mg/L) 

Aspergillus flavus Candida albicans Cryptococcus gastricus Trichophyton rubrum 

底物 产物 底物 产物 底物 产物 底物 产物 

Ⅰa 32 Ⅱa 8 Ⅰa 16 Ⅱa 8 Ⅰa 64 Ⅱa 8 Ⅰa 16 Ⅱa 8 

Ⅰb 32 Ⅱb 16 Ⅰb 8 Ⅱb 4 Ⅰb 8 Ⅱb 4 Ⅰb 16 Ⅱb 4 

Ⅰc 16 Ⅱc 16 Ⅰc 16 Ⅱc 8 Ⅰc 64 Ⅱc 16 Ⅰc – Ⅱc 256

Ⅰd 32 Ⅱd 4 Ⅰd 16 Ⅱd 4 Ⅰd 8 Ⅱd 2 Ⅰd 4 Ⅱd 2 

Ⅰe 256 Ⅱe 64 Ⅰe 256 Ⅱe 64 Ⅰe – Ⅱe 128 Ⅰe 512 Ⅱe 64 

Ⅰf 64 Ⅱf 4 Ⅰf 128 Ⅱf 4 Ⅰf 64 Ⅱf 1 Ⅰf 64 Ⅱf 2 

Ⅰg 32 Ⅱg 16 Ⅰg 64 Ⅱg 32 Ⅰg 32 Ⅱg 4 Ⅰg 64 Ⅱg 16 

两性霉素 B 512 16 8 8 

 
表 5  Ⅰa~Ⅰg 和Ⅱa~Ⅱg 对农业重要真菌的 MIC 值 

Table 5  MIC values of Ⅰa~Ⅰg and Ⅱa~Ⅱg against agriculturally important fungi 

MIC 值/(mg/L) 

Fusarium oxysporum Rhizoctonia solani Penicillium expansum Alternaria brassicae 

底物 产物 底物 产物 底物 产物 底物 产物 

Ⅰa 32 Ⅱa 32 Ⅰa 8 Ⅱa 4 Ⅰa 16 Ⅱa 2 Ⅰa 16 Ⅱa 8 

Ⅰb 32 Ⅱb 16 Ⅰb 4 Ⅱb 0.5 Ⅰb 4 Ⅱb 1 Ⅰb 8 Ⅱb 2 

Ⅰc 8 Ⅱc 4 Ⅰc 32 Ⅱc 8 Ⅰc 32 Ⅱc 4 Ⅰc 64 Ⅱc 16 

Ⅰd 2 Ⅱd 1 Ⅰd 2 Ⅱd 1 Ⅰd 4 Ⅱd 1 Ⅰd 8 Ⅱd 4 

Ⅰe 64 Ⅱe 64 Ⅰe 64 Ⅱe 16 Ⅰe 32 Ⅱe 16 Ⅰe 512 Ⅱe 128

Ⅰf 64 Ⅱf 2 Ⅰf 16 Ⅱf 0.5 Ⅰf 16 Ⅱf 1 Ⅰf 256 Ⅱf 4 

Ⅰg 16 Ⅱg 2 Ⅰg 16 Ⅱg 8 Ⅰg 8 Ⅱg 4 Ⅰg 128 Ⅱg 32 

多菌灵 8 16 32 32 

 
 

表 6  Ⅰa~Ⅰg 和Ⅱa~Ⅱg 的 DPPH•清除活性 

Table 6  Scavenging activity ofⅠa~Ⅰg and Ⅱa~Ⅱg against 
DPPH• 

IC50 值/(μmol/L) 

底物 产物 底物 产物 

Ⅰa 6900 Ⅱa 1349 Ⅰe 400 Ⅱe 25 

Ⅰb 700 Ⅱb 89 Ⅰf 800 Ⅱf 98 

Ⅰc 1800 Ⅱc 185 Ⅰg 5300 Ⅱg 829

Ⅰd 3900 Ⅱd 472         VC   116 

 

根据上述研究，吲哚环上的 C-4 位置取代单异

戊烯基，其生物活性明显增加。吲哚二酮哌嗪是一

种天然特殊结构的化合物，具有与多种受体结合的

能力。它们可以以高亲和力结合各种受体，并显示

出广泛的生物学活性。在Ⅱa~Ⅱg 中，异戊烯基与

吲哚环 C-4 连接增加了吲哚二酮哌嗪的疏水性。与

未异戊烯基化分子相比，异戊烯基化提高了它们对

生物膜的亲和力，同时也增强了与蛋白质的相互作

用。因此，吲哚二酮哌嗪的 C-4 异戊烯基化显著提

高了其抗肿瘤，抗细菌，抗真菌和抗氧化活性。 

 

 
 

图 2  不同浓度的Ⅰa~Ⅰg 和Ⅱa~Ⅱg 的 DPPH•清除活性 

Fig. 2  Scavenging activities ofⅠa~Ⅰg and Ⅱa~Ⅱg with different concentrations against DPPH• 
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2.3  饱和位点诱变提高 FgaPT2 酶催化效率的研究 

2.3.1  对 Arg-244 进行定点诱变，增加对环-L-色氨

酸-L-色氨酸（Ⅰf）的 C-4 异戊烯基化活性 

上述研究发现，Ⅱf 在体外具有最佳的生物活

性，但Ⅱf 在酶催化合成反应中产量却不高，前期以

Ⅱf 的产量为指标，对 FgaPT2 酶催化条件进行了优

化，但产量增量效果并不明显（在 27~37 ℃之间，

收率差异只 有 3.1%。在反应缓冲液 的 pH 范围

4.0~6.0、6.0~8.0、7.0~9.0 和 10.0~11.0 体系中，收

率差异只有 2.4%，不同的二价阳离子对终产物的收

率差异只有 4.2%）。因此，本研究集中于 FgaPT2 酶

位点突变以实现提高产物产量。为了解 FgaPT2 对

环-L-色氨酸-L-色氨酸（Ⅰf）的催化机制，建立了

包括 FgaPT2、DMAPP 和Ⅰf 的分子模型（图 3）。

根据该模型分析，Tyr-189、Thr-102、Glu-89、Ser-91、

Arg-100、Try-345、Try-261（绿色）通过氢键参与结

合磷酸基团，Leu-81 和 Ile-80（红色）趋于稳定侧链，

Met-328 和 Ieu-263（黄色）参与了与二甲基烯丙基部

分的相互作用，这一结果与已有的研究结果一致[34]。

已有关于 FgaPT2 酶位点突变的研究表明，Lys-174

（蓝色）和 Arg-244（红色）都参与提取 C-4 质子的

中间体的构建，该中间体用于在 C-4 攻击异戊烯基

阳离子，而 ZHENG 等[34]选择了 3 个相关氨基酸残

基 Thr-102、Lys-174 和 Arg-244 作为定点诱变的热

点，结果表明，Arg-244 是影响 FgaPT2 酶活性的关

键位点，其定点诱变可以大大提高 L-色氨酸的异戊

烯基化产量。因此，结合已有研究，本文也选择

Arg-244 作为增加 FgaPT2 酶催化活性的突变位点。 

2.3.2  FgaPT2 中 244 位的位点饱和诱变导致对Ⅰf

的不同催化能力 

FgaPT2 以及 19 个突变体（R244A、R244N、

R244D、R244C、R244Q、R244E、R244G、R244H、

R244I、R244L、R244K、R244M、R244F、R244P、

R244S、R244T、R244W、R244Y 和 R244V）在预

设的研究条件下的表达水平相当，说明单一位点的

突变，对异戊烯基转移酶的表达水平几乎没有影响，

这为研究 FgaPT2 及其突变体对Ⅰf 的催化能力提供

稳定的基础条件。在 1 mL DMAPP（2 mmol/L）存

在的情况下，将Ⅰf 分别与 20 μg FgaPT2 以及 19 个

突变体混合，在 100 μL 酶体系中于 37 ℃下进行

16 h 反应，反应混合物经 HPLC 分析表明，不同突

变的重组 FgaPT2 对Ⅰf 的催化活性有很大的差异

性，结果见图 4。如图 4 所示，在 19 个 Arg-244 突

变体中，有 10 个比 FgaPT2 对Ⅰf 有更强的接受能

力（占比 52.6%），R244M 催化的产物收率为 36.9%± 

1.2%，约是 FgaPT2 的 1.8 倍。R244G 催化的产物收

率为 33.1%±1.6%，其次是 R244Y 为 32.5%±1.4%，

约是 FgaPT2 的 1.7 倍和 1.6 倍。4 个突变体对Ⅰf

的 异 戊 烯 基 化 能 力 与 FaPT2 相 似 ， 产 物 收 率 在

20.6%~21.3%之间。5 个突变体显示对Ⅰf 催化活性

低于 FgaPT2，产品收率在 18.8%~13.4%范围内。通

过 Arg-244 的定点诱变后产生系列的突变 FgaPT2

酶，与原酶比较，52.6%的突变体显示出高于 FgaPT2

的催化活性。 

 

 
 

图 3  FgaPT2 催化模型〔使用 DMAPP 将Ⅰf 建模为 FgaPT2 的晶体结构（PDB 编号：3I4X）〕 

Fig. 3  Model of FgaPT2 catalysis [Ⅰf was modelled into the crystal structure of FgaPT2 (PDB entry: 3I4X) with DMAPP] 
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图 4  FgaPT2 和 R244X 突变体对Ⅰf 的活性 

Fig. 4  Activities of FgaPT2 and R244X mutants toward Ⅰf 

2.3.3  动力学参数的分析 

通过动力学参数分析（表 7）FgaPT2 和 R244X

突变酶的 KM，kcat 和 kcat/KM。 

 
表 7  FgaPT2 和 R244X 突变蛋白的动力学参数 

Table 7  Kinetic parameters of FgaPT2 and R244X mutated 
proteins 

酶 KM/(mmol/L) kcat/(1/s) kcat/KM/[L/(s·mmol)] 
(相对

kcat/KM)/%

FgaPT2 0.42 0.0045 10.17 2.20 

R244A 0.26 0.0394 151.54 32.79 

R244N 0.48 0.0127 26.46 5.73 

R244D 0.73 0.0036 4.93 1.07 

R244C 0.38 0.0227 59.74 12.93 

R244Q 0.41 0.0098 23.90 5.17 

R244E 0.48 0.0073 15.21 3.29 

R244G 0.17 0.0551 324.12 70.13 

R244H 0.41 0.0188 45.85 9.92 

R244I 0.62 0.0045 7.26 1.57 

R244L 0.47 0.0116 24.68 5.34 

R244K 0.59 0.0051 8.64 1.87 

R244M 0.14 0.0647 462.14 100.00 

R244F 0.54 0.0044 8.15 1.76 

R244P 0.32 0.0233 72.81 15.76 

R244S 0.24 0.0347 144.58 31.29 

R244T 0.39 0.0205 52.56 11.37 

R244W 0.29 0.0318 109.66 23.73 

R244Y 0.19 0.0528 277.89 60.13 

R244V 0.45 0.0112 24.89 5.39 

其中，相对 kcat/KM 为其他 kcat/KM 值与最大

kcat/KM 值（设为 100）的比值。发现 R244X 突变酶

对于Ⅰf 的 KM 在 0.17~0.73 mmol/L 范围内，与

FgaPT2 的 KM 相当。但是，与 FgaPT2 相比，突变

酶的 kcat 在 0.0036~0.0647 1/s，约是 FgaPT2 的

0.8~14.4 倍。在测试的 R244X 突变酶中，R244M 对

Ⅰf 的亲和力最高，KM 为 0.14 mmol/L，kcat 为 0.0647 

1/s，kcat/KM 为 462.14  L/(s·mmol)，产物收率最高，

为 36.9%±1.2%。接 下来 活性 较好 的 是 R244G、

R244Y、R244S、R244A 和 R244W。对应的产物收

率分别为 33.1%±1.6%、32.5%±1.4%、28.6%±1.0%、

25.6%±0.9%和 25.1%±1.8%。这些数据表明，通过

Arg-244 的位点饱和诱变，与 FgaTP2 相比，对Ⅰf

催化能力增强的酶占 FgaTP2 突变体的 52.6%，对Ⅰ

f 具有相似催化能力的酶占 FgaTP2 突变体的 21.1%，

根 据 本 研 究 的 结 果 ， 可 以 将 Arg-244 视 为 提 高

FgaPT2 对Ⅰf 催化效率的突变位点。 
 

3  结论 

在 FgaPT2 的作用下，利用二甲基烯丙基二磷

酸，将 7 个含色氨酸的环二肽转换为 C-4 异戊烯基

化产物。HPLC 分析，发现 FgaPT2 对底物具有一定

的选择性。生物活性测定表明，所制备的 C-4 异戊

烯基化产物显示出比底物更高的活性。因而，吲哚

二酮哌嗪的 C-4 异戊烯基化可以显著提升其抗肿
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瘤、抗细菌、抗真菌和抗氧化活性。其中，环-L-4-

二甲基烯丙基-色氨酸-L-色氨酸表现出最高的综合

生 物 学 活 性 。 基 于 分 子 模 型 和 关 键 残 基 ， 确 定

Arg-244 为 FgaPT2 的异戊烯基化活性的饱和诱变位

点。诱变结果显示，52.6%的 FgaPT2_R244X 突变体

可以增强对环-L-色氨酸-L-色氨酸的催化能力，而

21.1%的突变体具有与 FgaPT2 相似的催化能力。环- 

L-色氨酸-L-色氨酸和突变的氨基酸之间的动力学

参数分析也支持这一结论。这意味着所获得的具有

较高催化效率的突变体可以作为生产 C-4 异戊烯基

化吲哚二酮哌嗪的有效催化剂。  
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