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摘 要 以L-色氨酸系的二酮哌嗪为底物,7-异戊二烯色氨酸合成酶催化合成异戊烯化的吲哚二酮哌嗪;采
用分子对接方法分析底物与酶的亲和关系;采用 MTT法测定合成的异戊烯化吲哚二酮哌嗪对3种肿瘤细胞

的抑制活性;单因素法优化活性最高的异戊烯化吲哚二酮哌嗪的酶催化条件。结果表明,催化合成7个C-7
异戊烯化的吲哚二酮哌嗪生物碱,分子对接结果验证酶催化效率;体外抗肿瘤活性筛选出cyclo-L-7-dimethy-
lallyl-Trp-L-Pro的活性最高,其最佳酶催化条件为:反应时间18h,温度为35℃,pH为8.0(Tris-HCl缓冲

液),添加5mmol·L-1 的 MgCl2。
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  异戊烯化的吲哚天然产物是存在于多种生物

体(包括植物、真菌和海洋生物)中的一大类天然

产物,真菌是这类天然产物的最大生产者[1-2]。目

前的研究已经证实,异戊二烯基团可以通过与膜

相关蛋白质的相互作用,改善生物膜的亲和力[2],
进而提高异戊烯化的吲哚天然产物的生物活性。
其中,这类天然产物中由异戊二烯基二磷酸的异

戊二烯部分和色氨酸的吲哚环组成的异戊烯基吲

哚二酮哌嗪生物碱[3],其生物活性最特别,发现具

有多种生物学和药理活性,如抗真菌、抗细菌、抗
病毒、抗寄生虫、抗炎、抗肿瘤、化学预防、雌激素

和抗雌激素活性等[4-5]。
在真菌细胞内,异戊烯基吲哚二酮哌嗪生物

碱是经异戊二烯色氨酸合成酶催化而代谢合成。
异戊二烯色氨酸合成酶(Dimethylallyltrypto-
phansynthase,DMATS)仅接受必需的二甲基烯

丙 基 二 磷 酸 酯 (Dimethylallyldiphosphate,

DMAPP)作为异戊烯基团的供体,对芳香族底物

表现出广泛的底物特异性,例如简单的色氨酸衍

生物或含色氨酸的环状二肽,进而选择性催化吲

哚环不同位置的区域异戊烯化,可以产生具有不

同生物学活性且结构多样化的异戊烯基化吲哚二

酮哌嗪生物碱,例如,FtmPT1催化了所有测试的

含色氨酸的环状二肽的C2-异戊烯化作用[6],而

AnaPT则将这些化合物在吲哚环的C3位置异戊

烯化作用[7]。
因此,本研究以多种含色氨酸的环二肽为酶

反应底物,催化合成C-7异戊烯化的吲哚二酮哌

嗪生物碱,考察7-异戊二烯色氨酸合成酶(7-dim-
ethylallyltryptophansynthase,7-DMATS)对不

同底物的转化率影响,并通过分析环二肽底物与

7-DMATS的分子对接关系,进一步分析C-7异

戊烯化的吲哚二酮哌嗪生物碱的酶催化底物特异

性机理。测定合成的C-7异戊烯化的吲哚二酮哌

嗪生物碱的细胞毒性,验证异戊烯化的吲哚二酮

哌嗪生物碱可以大大提高其生物活性,并对活性

最高的化合物(7b)进行7-DMATS催化反应条件

的优化研究,为进一步深入研究异戊烯化的吲哚

二酮哌嗪生物碱的生物合成奠定基础。

1 材料与方法

1.1 材 料

试剂及生化材料:各种氨基酸(国药集团),

Ni-NTA琼脂糖树脂(德国Qiagen公司),HPLC



用色谱纯试剂(上海星可生化有限公司);大肠杆

菌 XL1-BlueMRF’,pGEM-T和pQE60(德国

Qiagen公 司);烟 曲 霉 Aspergillusfumigatus
B5233(ATCC13073)的 UniZAPXR预制文库

(美国Stratagene公司)。
仪器:ESI-MS质谱仪JEOLSX102A(日本

电子株式会社),核磁共振仪BrukerADVANCE
500MHz(德国布鲁克公司),高效液相色谱Agi-
lent1200型(美国惠普公司),自动旋光仪 WZZ-3
型(上海仪电物理光学仪器有限公司)。

癌细胞株:人源性宫颈癌细胞(Humancervi-
calcarcinomacells,HeLa)由第四军医大学提供;
人源 性 肺 癌 细 胞 (Humanlungcancercells,

A549)和人源性乳腺癌细胞(Humanbreastcanc-
ercells,MCF-7)购自中科院上海生命科学研究

院细胞资源中心。

1.2 方 法

1.2.1 DMAPP和吲哚二酮哌嗪的合成 按照

文献[8]的方法,合成供体DMAPP,经 HPLC测

定,产物纯度为96%;按照文献[9-10]的方法合

成二酮哌嗪底物(环二肽),经 HPLC测定,环二

肽纯度为81%~92%。

1.2.2 DNA的分离、PCR扩增和载体克隆 依

据 文 献 [11]的 方 法,Aspergillusfumigatus
B5233的 UniZAPXR预制文库导入受体细胞

后,进行7-DMATS的DNA分离,PCR扩增,片
段长度为1425bp,包含Afu3g12930的整个编码

序 列,引 物 为 7-dmats-1(5'-CACCATGGC-
CATCGGAGCCGAGAT-3'),和 7-dmats-2(5'-
TGCAGATCTGCTGTACACCCGGAG-3')。 其

中粗体字母表示插入的突变,带下划线字母表示

限制性位点,NcoI位于7-dmats-1的起始密码

子,BglII位于7-dmats-2的预期终止密码子。然

后将 PCR 片段克隆到pGEM-T 中,得到质粒

pLW39,其序列通过遗传分析仪经过测序得到验

证。创建表达载体pLW40,用限制酶 NcoI和

BglII消化pLW39之后,将得到的1418bp的

NcoI-BglII片段直接连接到pQE60中,pQE60提

前已 用 NcoI和 BglII消 化 过。获 得 含 有 7-
DMATS基因的质粒pLW40,用于蛋白质表达和

纯化。

1.2.3 蛋白质的表达、纯化和鉴定 将pLW40
转化至大肠杆菌XL1BlueMRF’中,重组子形成

后,接种于含液态Luria-Bertani(LB)培养基的锥

形 瓶 中,补 充 羧 苄 青 霉 素 (终 浓 度 50

μg·mL-1),37℃下生长至 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-1,37℃将细胞再培养16h。离心收集

菌体,沉淀以2~5g·mL-1(g湿重)的浓度重悬

浮于 裂 解 缓 冲 液 (10 mmol·L-1 咪 唑,50
mmol·L-1NaH2PO4 和300mmol·L-1NaCl,

pH8.0)中,加溶菌酶(终浓度1mg·mL-1),冰
上孵育30min,以200W 的频率超声处理6次,
每次10s,裂解液在4℃以14000g离心30min。
用Ni-NTA琼脂糖树脂(Qiagen)进行亲和层析,
纯化重组融合蛋白,用洗脱液(50mmol·L-1

NaH2PO4,300 mmol · L-1 NaCl,250
mmol·L-1 咪唑,pH8.0)洗脱收集,经NAP-5柱

(50mmol·L-1Tris-HCl,15%甘油,pH7.5,平衡)
交换缓冲液,SDS-PAGE鉴定收集得目的蛋白。

1.2.4 酶催化合成反应、产物分析、分离和结构

鉴定 酶催化合成反应总体积10mL,包含50
mol· L-1 Tris-HCl,5 mmol· L-1 CaCl2、

1mmol·L-1DMAPP,1mmol·L-1 底物和50

μg(0.9mmol·L-1)7-DMATS,pH7.5,温度

37℃,反 应 16h,加 10μL 三 氯 乙 酸 (1.5
mmol·L-1)终止反应,离心(15000g,10min,

4℃)除去蛋白质。通过 HPLC(Agilent1200,

RP18-column,10 mm×250 mm,5μm,1.0
mL·min-1)分析酶促产物,含0.1%三氟乙酸

(溶剂A)和甲醇(溶剂B)作为溶剂,从50%到

100%的溶剂B进行梯度洗脱10min,100%溶剂

B洗涤10min后,50%溶剂 B平衡色谱柱10
min,紫外检测器设置波长277nm。分离酶产物,
使用酶产物分析相同的 HPLC条件,流速为2.5
mL·min-1,检测到的产物的峰面积与产物和底

物的总和之比来计算酶反应的转化率。收集后真

空除去溶剂,冻干除水,得产物。核磁共振法(1H-
NMR,500MHz)鉴定其结构,电喷雾离子化质谱

(ESI-MS)鉴定其分子量。

1.2.5 分 子 对 接  使 用 结 构 相 似 的 蛋 白

FgaPT2(PDBID:3I4X)作 为 同 源 模 板,建 立

7-DMATS的同源性模型。为了考虑底物结合袋

中的氢键网络,在模型构建过程中还包括了底物

分子。采用Ledock软件完成对接,对接成功后,
按照对接能量排序,选取最优构象,采用Pymol
1.5分析对接结果,并绘制分子对接图。

1.2.6 细胞毒性测定 MTT法[12]测定异戊烯
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化的吲哚二酮哌嗪生物碱对3种癌细胞生长的抑

制作用。将待测物溶于5%的DMSO,配成浓度

为2mg·mL-1 的母液,用培养基将其稀释成6
个不同的浓度。将4.0×103 mL-1 的细胞悬液

接种于96孔细胞培养板,每孔150μL,设3个平

行。24h后,弃掉原培养液,将不同浓度含待测

物的培养液加入培养板内,每孔150μL,同时设

空白对照。48h后,弃掉原来的培养基,并向每

孔加入20μLMTT溶液和150μL新鲜培养基,
培养4h检测。波长490nm下测定吸光值(A),
计算抑制率,公式如下,运用SPSS19计算半数抑

制浓度(IC50)。

IC50=[(Acontrol-Atest)/Acontrol]×100% 其

中:Acontrol为对照组的吸光度,Atest 为样品组的吸

光度。

1.2.7 酶催化条件优化 为了研究活性最高的

产物cyclo-L-7-dimethylallyl-Trp-L-Pro(7b)的
7-DMATS的酶催化合成最佳反应条件,分别考

察反应时间、pH、温度、二价离子。优化反应时间

为8~24h;优化pH,设置各种反应缓冲液中进

行酶促反应,反应缓冲液pH 为4.0~6.0(柠檬

酸-柠檬 酸 钠 缓 冲 液)、6.0~8.0(Na2HPO4-
NaH2PO4 缓冲液)、7.0~9.0(Tris-HCl缓冲液)
和10.0~11.0(Na2CO3-NaHCO3 缓冲液);优化

反应温度,在不同温度(5~50℃)下进行酶促反

应;测试二价离子对酶活性的影响,分别添加最终

浓度 为 5 mmol·L-1 的 不 同 阳 离 子 Mg2+、

Ca2+、Mn2+、Fe2+、Ba2+、Zn2+、Cu2+。所有酶促

反应 均 以 DMAPP 为 供 体,cyclo-L-Trp-L-Pro
(7a)为底物进行,试验重复3次,并对酶混合物进

行HPLC分析。

2 结果与分析

2.1 7-DMATS蛋白的表达和纯化

37℃下,0.8mmol·L-1IPTG 诱导携带

pLW40的大肠杆菌细胞。通过SDS-PAGE判

断,用Ni-NTA琼脂糖将His6-7-DMATS纯化至

表观均匀性(图1),每升培养物获得5mg纯化的

His6-tagged7-DMATS的蛋白。观察到的分子

质量为50ku,这与 His6-7-DMATS的54ku的

计算值非常吻合。

2.2 C-7异戊烯取代的吲哚二酮哌嗪的结构

鉴定

经7-DMATS酶催化,合成了7个C-7异戊

  1.诱导前总蛋白;2.诱导后的可溶性蛋白;3.Ni-NTA琼脂

糖树脂亲和层析分级;4.纯化的 His6-7-DMATS;5.分子质量

标准

1.Totalproteinsbeforeinduction;2.Solubeproteinproteins

afterinduction;3.WashfractionofNi-NTAagarose;4.Purified

His6-7-DMATS;5.Molecularmassstandard

图1 SDS-PAGE电泳分析

Fig.1 SDS-PAGEelectrophoresisanalysis

烯取代的吲哚二酮哌嗪,以合成产率为指标,经

HPLC分析(图2)发现7-DMATS酶对底物有一

定的选择性,以cyclo-L-Trp-L-Leu(3a)为底物,
转化率最高(30.2%),其次是以cyclo-L-Trp-L-
Trp(6a)和cyclo-L-Trp-L-Tyr(5a)和cyclo-L-
Trp-L-Pro(7a)为底物,转化率分别为(28.5%、

28.1%和25.4%),以cyclo-L-Trp-L-Phe(4a)为
底物,转化率最低(11.8%)。ESI-MS数据分析,
分离到的所有产物的分子量均比各自底物的分子

量大68,与单异戊烯基的分子量吻合,表明其结

构中存在单异戊烯基。将产物1b-7b与底物1a-
7a的1H-NMR的比较,证明芳香族质子 H-7的

双峰信号消失,而增加异戊烯基的化学位移信号

δH3.41-3.54(1H,d,H-1'),5.24-5.43(1H,t,

H-2'),1.58-1.79(3H,s,H-4')和 1.49-1.75
(3H,s,H-5'),同 时 H-1'的 化 学 位 移 H-1'
(δH3.49-3.54)也 证 明 其 与 芳 香 族 C 原 子 连

接[13]。

  与已发表的文献的核磁数据比较,1b和2b
的1H-NMR中异戊烯化的 吲 哚 环 部 分 数 据 与

Fan等[14]催化合成的异戊烯化的色氨酸衍生物

类似。3b、5b和7b的1H-NMR数据与 Wunsch
等[15]采用 His6-CdpC7PT催化合成的异戊烯化

的吲哚二酮哌嗪数据一致。4b和6b的1H-NMR
数据与Zou等[16]采用 His6-CTrpPT催化合成的

异戊烯化的吲哚二酮哌嗪结果基本吻合。这些数

据也验证本研究酶催化产物结构的正确性,合成
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的化合物经ESI-MS和1H-NMR表征分析,详细

数据如下。

cyclo-L-7-dimethylallyl-Trp-L-Gly(1b)(500
MHz,CD3OD,δ,ppm,J/Hz)7.07(s,H-2),7.42
(d,J=7.9,H-4),6.93(t,J=7.5,H-5),6.85
(dd,J=7.1,0.6,H-6),3.44(dd,J=14.7,3.8,

H-10),3.13(dd,J=14.7,4.5,H-10),4.26(t,

J=4.2,1.0,H-11),4.12(1H,d,J=15.0,

H-14a),3.57(1H,d,J=15.0,H-14b),3.52(d,

7.3,H-1'),5.42(t,7.2,1.4,H-2'),1.75(s,

H-4'),1.74(s,H-5');ESI-MSm/z312.2[M+
H]+;[α]20D= -22.5°(C=0.1,CH3OH)。

图2 反应混合物的HPLC分析(上)和7-DMATS催化的异戊二烯化反应(下)(结构下方括号中为转化率)

Fig.2 HPLCanalysisofincubationmixturesofselectedubstrates(above)andprenylationreactions
catalyzedby7-DMATS(below)(Productyieldsareinsquarebracketsunderstructures)

  cyclo-L-7-dimethylallyl-Trp-L-Ala(2b)(500
MHz,CD3OD,δ,ppm,J/Hz)7.07(s,H-2),7.43
(d,J=7.9,H-4),6.93(t,J=7.5,H-5),6.86
(dd,J=7.1,0.6,H-6),3.44(dd,J=14.7,3.8,
H-10),3.13(dd,J=14.7,4.5,H-10),4.26(t,
J=4.2,1.0,H-11),3.69(dd,J=7.1,1.5,
H-14),0.34(d,J=7.0,H-17),3.52(d,J=7.2,
H-1'),5.39(t,J=7.2,1.4,H-2'),1.73(s,
H-4'),1.73(s,H-5');ESI-MSm/z326.2[M+
H]+;[α]20D= +14.7°(C=0.1,CH3OH)。

cyclo-L-7-dimethylallyl-Trp-L-Leu(3b)(500

MHz,CD3OD,δ,ppm,J/Hz)7.06(s,H-2),7.43
(d,J=8.0,H-4),6.93(t,J=7.5,H-5),6.87
(dd,J=7.2,0.9,H-6),3.46(dd,J=14.7,3.6,
H-10),3.11(dd,J=14.7,4.6,H-10),4.26
(ddd,J=4.4,3.4,0.9,H-11),3.60(m,H-14),
1.13(m,H-17a),0.64(m,H-17b),1.75(dd,J=
7.5,1.0,H-18),0.59(d,J=6.6,H-19),0.44
(d,J=6.6,H-20),3.52(d,J=7.3,H-1'),5.43
(t,J=7.2,1.4,H-2'),1.76(s,H-4'),1.75(s,
H-5');ESI-MSm/z368.5[M+H]+;[α]20D =
-44.2°(C=0.1,CH3OH)。
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cyclo-L-7-dimethylallyl-Trp-L-Phe(4b)(500
MHz,CDCl3,δ,ppm,J/Hz)8.16(s,NH-1),

6.98(s,H-2),7.48(d,J=8.4,H-4),7.13(d,

J=7.5,H-5),7.05(d,J=6.9,H-6),3.28(dd,

J=14.6,3.1,H-10),2.62(dd,J=14.6,8.3,

H-10),4.22(m,H-11),4.09(m,H-14),5.78(s,

NH-12),5.72(s,NH-15),3.07(dd,J=13.5,

3.1,H-17a),2.14(dd,J=13.5,9.1,H-17b),

6.88(d,J=7.0,H-19),7.30(m,H-20),7.26
(m,H-21),7.29(m,H-22),6.89(d,J=7.0,

H-23),3.54(d,J=7.0,H-1'),5.30(t,J=7.2,

H-2'),1.79(s,H-4'),1.71(s,H-5');ESI-MS
m/z402.5[M+H]+;[α]20D = -117.2°(C=
0.1,CH3OH)。

cyclo-L-7-dimethylallyl-Trp-L-Tyr(5b)(500
MHz,CD3OD,δ,ppm,J/Hz)7.06(s,H-2),7.45
(d,J=7.7,H-4),7.02(t,J=7.6,H-5),6.93
(d,J=7.0,H-6),3.05(dd,J=14.6,4.2,

H-10),2.93(dd,J=14.6,5.2,H-10),4.18(t,

J=4.8,H-11),3.81(dd,J=9.2,3.5,H-14),

2.53(dd,J=13.6,3.6,H-17),1.26(dd,J=
13.6,9.2,H-17),6.59(d,J=8.6,H-19),6.38
(d,J=8.6,H-20),6.38(d,J=8.6,H-22),

6.59(d,J=8.6,H-23),3.49(d,J=7.2,H-1'),

5.30(t,J=7.2,1.4,H-2'),1.66(s,H-4'),1.56
(s,H-5');ESI-MS m/z 418.2 [M + H]+;
[α]20D=-95.7°(C=0.1,CH3OH)。

cyclo-L-7-dimethylallyl-Trp-L-Trp(6b)(500

MHz,CDCl3,δ,ppm,J/Hz)8.04(s,NH-1),

6.56(d,J=2.2,H-2),7.42(d,J=7.9,H-4),

7.06(t,J=7.5,H-5),7.01(d,J=7.1,H-6),

3.24(dd,J=14.6,3.2,H-10),2.41(dd,J=
14.6,8.6,H-10),4.20(m,H-11),5.70(s,NH-
12),4.19(m,H-14),5.75(s,NH-15),3.24(dd,

J=14.6,3.2,H-17),2.51(dd,J=14.6,8.2,

H-17),6.60(d,J=2.2,H-19),8.09(s,NH-20),

7.35(d,J=8.2,H-22),7.22(t,J=7.5,H-23),

7.16(t,J=7.6,H-24),7.58(d,J=8.0,H-25),

3.52(d,J=7.2,H-1'),5.30(t,J=7.2,H-2'),

1.81(s,H-4'),1.72(s,H-5');ESI-MSm/z
441.2[M+H]+;[α]20D = -80.0°(C=0.1,

CH3OH)。

cyclo-L-7-dimethylallyl-Trp-L-Pro(7b)(500
MHz,CDCl3,δ,ppm,J/Hz)8.15(s,NH-1),

7.01(s,H-2),7.49(d,J=8.4,H-4),7.12(d,

J=7.5,H-5),7.05(d,J=7.0,H-6),3.27(dd,

J=14.8,3.2,H-10),2.61(dd,J=14.8,8.2,H-
10),4.22(m,H-11),5.78(s,NH-12),4.05(1H,

d,J=8.2,H-14),5.71(s,NH-15),1.99(2H,m,

H-17),2.18(2H,m,H-18),3.35(2H,m,H-19),

3.54(d,J=6.9,H-1'),5.30(t,J=7.2,H-2'),

1.79(s,H-4'),1.71(s,H-5');ESI-MSm/z
352.2[M+H]+;[α]20D =-50.6°(C=0.1,

CH3OH)。

2.3 分子对接结果分析

  图3为1a-7a进行的多组构象中能量最低

图3 7-DMATS与7种吲哚二酮哌嗪的结合模式

Fig.3 Bindingpatternof7-DMATSwithindolediketopiperazines

·714·3期 刘 瑞等:基于7-异戊二烯色氨酸合成酶催化合成C-7异戊烯化的吲哚二酮哌嗪生物碱



的构象与受体蛋白(7-DMATS)的对接3D图,7
种目标化合物均很好地结合到蛋白受体中,色氨

酸的吲哚环的H原子是共同的活性位点,分别与

蛋白受体的GLU89、LEU81等氨基酸残基形成

氢键,使受体蛋白与目标底物结合更加牢固,其他

氢键如表2所示,这也是7-DMATS可以催化底

物异戊烯化的原因所在。

  分子力学泊松-波尔兹曼表面积(Molecular
mechanics Poisson -Boltzmann surface area,

MM-PBSA)法是一种常用于受体与配体分子对

接后计 算 结 合 自 由 能 值(bindingfreeenergy,

ΔGbind)的方法[17],通过4个组分计算结合自由

能:范德华力贡献(ΔGvdw),静电贡献(ΔGele),去
溶 剂 化 极 性 部 分 (ΔGpolar)和 非 极 性 贡 献

(ΔGnonpolar),ΔGbind 值越低说明受体与配体之间的

亲和 力 越 高[18]。吲 哚 二 酮 哌 嗪 1a-7a 和

7-DMATS进行分子对接和优化后,结合情况见

图3,对接复合物的计算结合自由能见表1,通过

pymol统计1a-7a和7-DMATS相互作用的疏

水氨基酸残基见表1。
表1 配体与7-DMATS靶点残基作用情况

Table1 Relationsbetweenligandsandresiduesof7-DMATS
化合物
Compound

结合自由能(ΔGbind)/(kcal·mol-1)
Bindingfreeenergy

氢键作用
Hydrogenbonding

1a -5.11 ARG244,TYR191,GLU89,LEU81

2a -4.96 MET328,ARG244,TYR191,GLU89

3a -6.31 ARG244,TYR191,LEU81,GLU89,PRO313

4a -4.78 ARG244,TYR191,LEU81,GLU89

5a -5.94 TYR191,ARG244,PRO326,LEU81,GLU89

6a -6.05 ARG244,GLU89,ILE80,LEU81

7a -5.54 ARG244,TYR191,PRD313,LEU81,GLU89

  遵循对接能量ΔGbind 低,结合键的数量和类

型的原则,可以得出7-DMATS对目标底物的催

化效果为3a>6a>5a>7a>1a>2a>4a,而合成

试验中1b-7b的产率排序为3b(30.2%)>6b
(28.5%)>5b(28.1%)>7b(25.4%)>1b
(23.6%)>2b(20.2%)>4b(11.8%)。试验数

据和分子对接模型分析的吻合性,也证实这一对

接模型的准确性,为进一步7-DMATS的酶催化

反应提供一定的预测模型。此外,从结构来看,组
成底物二酮哌嗪的除色氨酸的另一个氨基酸取代

基为异丙基(3a),其分子对接效果最佳,这可能由

于其空间位阻小,易于进攻受体蛋白的原因,取代

基为苯基(4a)时,分子对接效果最差,这与分子间

存在较大的空间位阻有关。

2.4 抗肿瘤活性分析

抗肿瘤活性结果表明(表2),吲哚环上的异

戊二烯基明显导致细胞毒性的增加,非异戊烯化

的吲哚二酮哌嗪对3种癌细胞(人源性宫颈癌细

胞HeLa,人源性肺癌细胞 A549,人源性乳腺癌

细胞 MCF-7)的IC50 值>100μmol·L-1(试验

设置的最高浓度),而所有测试的异戊烯化的酶产

物 对 3 种 细 胞 系 的 毒 性 都 比 原 底 物 高。对

MCF-7的IC50 值在中低微摩尔范围内,而 对

HeLa和A549细胞的IC50 则在较高微摩尔范围

内,特别是化合物cyclo-L-7-dimethylallyl-Trp-
L-Pro(7b)对给定的细胞系均显示出最高的细胞

活性,表明7b中的脯氨酸部分组成的吡咯环有助

于提高肿瘤细胞的抑制活性。

2.5 最优酶催化条件分析

对活性最高的产物cyclo-L-7-dimethylallyl-
Trp-L-Pro(7b)的7-DMATS的酶催化合成最佳

反应条件进行优化(图4),为了更准确反应出影

响酶反应的因素,首先确定酶促反应最佳时间为

16~18h,积累反应时间达到18h以上,时间积

累量对转化率影响不大,确定后续反应时间采用

18h。酶 反 应 的 影 响 因 素 试 验 结 果 反 应 出

7-DMATS的酶活性受温度和pH 的强烈影响,
最佳反应温度为35℃左右,在高于40℃时,活性

迅速下降,最佳pH控制在8.0左右(Tris-HCl缓

冲液)。而7-DMATS活性对二价金属离子呈现

出强依赖性,测试的不同的二价阳离子对于终产

物的 转 化 率 偏 差 很 大,影 响 顺 序 为 Mg2+ >
Ca2+>Mn2+>Fe2+>Ba2+>Zn2+,而在Cu2+ 存

在条件下未检测到产物,这一结果与已报道的异

戊烯化的黄酮的反应类似[19]。
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表2 吲哚二酮哌嗪(1a-7a)以及异戊烯化吲哚二酮哌嗪(1b-7b)的抗癌细胞增殖活性IC50 值

Table2 IC50valuesofnon-prenylatedandprenylatedtryptophan-containingcyclicdipeptides

againstHeLa,A549,andMCF-7celllines μmol·L-1

HeLa

底物
Substrate

异戊烯化
Prenylation

A549

底物
Substrate

异戊烯化
Prenylation

MCF-7

底物
Substrate

异戊烯化
Prenylation

1a - 1b 95.3 1a - 1b 72.4 1a - 1b 33.7

2a - 2b 93.1 2a - 2b - 2a - 2b 45.6

3a - 3b 85.2 3a - 3b - 3a - 3b 41.4

4a - 4b 92.2 4a - 4b 97.1 4a - 4b 82.5

5a - 5b 94.8 5a - 5b 98.0 5a - 5b 42.8

6a - 6b 91.4 6a - 6b 99.3 6a - 6b 39.9

7a - 7b 75.8 7a - 7b 61.5 7a - 7b 32.3

注:“-”表示在设定的浓度范围,未检测到抗肿瘤活性。

Note:“-”indicatesingivenconcentrationrange,anti-tumoractivityhasnotbeendetected.

图4 7-DMATS酶催化反应最佳条件

Fig.4 Enzymepropertiesof7-DMATS

3 结 论

本研究以L-色氨酸系的7个二酮哌嗪为底

物(1a-7a),经7-DMATS催化合成7个异戊烯化

的吲哚二酮哌嗪(1b-7b),通过合成率和 HPLC
分析,可以发现7-DMATS对底物有一定的选择

性,利用分子对接分析7-DMATS对底物选择性

催化的原因,也验证酶催化效率的差异性;采用

MTT法 测 定1b-7b对3种 肿 瘤 细 胞(HeLa、

A549、MCF-7)的抑制活性,7个异戊烯基化的吲

哚二酮哌嗪表现出一定的抑制肿瘤细胞的活性,
其中确定7b的活性最高,单因素法得出其最佳酶
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催化条件为:反应时间18h,温度为35℃,pH为

8.0(Tris-HCl缓冲液),添加5mmol·L-1 的

MgCl2。这些结果为后续酶催化合成更多位点的

异戊烯基化的吲哚二酮哌嗪提供基础数据。
近年来,利用芳香族异戊烯基转移酶的酶催

化合成法获得一系列异戊烯基化的吲哚类生物

碱,此途径可作为化合物修饰的新策略。但是,酶
催化合成法对于底物的特异性以及酶促反应条件

都有着严格的要求。目前,很多学者普遍采用增

加酶量,延长反应时间,达到有效合成化合物的目

的,笔者的研究证实,这些条件都有着一定的局限

性。提升产率的更精确方案,应该建立多因素试

验统计模型[20]去进一步探索,这也是笔者进一步

研究的方向。
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C-7PrenylationofIndoleDiketopiperazineAlkaloids
by7-dimethylallylTryptophanSynthase

LIURui,ZHANGHongchi,LIHuiandZHOUFeng
(CollegeofLifeScience,ShanxiDatongUniversity,DatongShanxi 037009,China;

AppliedBiotechnologyInstitute,ShanxiDatongUniversity,DatongShanxi 037009,China)

Abstract Catalyzedby7-dimethylallyltryptophansynthetase,thetheprenylatedindolediketopipera-
zineswassynthesizedbycyclicdipeptidescontainingL-tryptophan,themoleculardockingmethodwas
usedtoanalyzetheaffinitybetweenthesubstrateandtheenzymandtheMTTmethodwasusedtode-
terminetheinhibitoryactivityofthesynthesizedprenylatedindolediketopiperazinesonthreekindsof
tumorcells;enzymaticcatalyticconditionsofthemostactivesyntheticproductwereoptimizedbythe
singlefactormethod.TheresultsshowedthatsevenC-7prenylatedindolepiperazinesweresynthe-
size,theenzymecatalyticefficiencywasalsoverifiedbytheresultsofmoleculardocking;cyclo-L-7-
dimethylallyl-Trp-L-ProscreenedwithInvitroanti-tumoractivityshowedthehighestactivity,which
theoptimalenzymaticconditionswerereactiontimeof18h,temperatureof35℃,pH8.0(Tris-HCl
buffer),and5mmol·L-1MgCl2.
Keywords Indolediketopiperazine;7-Dimethylallyltryptophansynthase;Moleculardocking;Anti-
tumoractivity
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