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除草剂靶酶—AHAS酶及基因突变体与除草剂设计 (Ⅱ) 1
AHAS及 W 464突变酶与除草活性分子的相互作用
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摘 　要 :乙酰羟基酸合成酶 (A HA S )是磺酰脲类、咪唑啉酮类、三唑嘧啶磺酰胺类及水杨酸类除草

剂的作用靶标 ,大田使用中杂草对这几类除草剂产生抗性的主要因素是 A HA S酶的突变。利用大

肠杆菌 A HA S Ⅱ中 464位的色氨酸突变体 (W 464A、W 464F、W 464L、W 464Y) ,研究了野生型和突

变酶对商品化除草剂 (氯嘧磺隆、氯磺隆、咪唑乙烟酸、咪唑喹啉酸 )以及烷硫基磺酰脲的敏感性。

野生型 E. co li A HA S Ⅱ对这些化合物的抑制作用较为敏感 ,而突变酶对其呈现出不同程度的抗

性 ,使商品化除草剂的抑制常数增加了 10～1. 0 ×10
4 倍不等 ,烷硫基磺酰脲的抑制常数增加幅度

较小。烷硫基磺酰脲 1a对 W 464L 突变酶的高抑制活性 ,暗示着发展针对靶酶抗性的除草剂的可

能性。
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Abstract: A cetohydroxyac id syn thase ( A HA S ) is a ta rge t fo r su lfony lu rea and im idazo linone

he rb ic ides. R esistance to su lfony lu rea and im idazo linone herb ic ides can occur by m uta tion in A HA S.

Fou r E. co li A HA S Ⅱm utan ts (W 464A , W 464F, W 464L , W 464Y) and w ild type w ere charac terized

for the sensitiv ities to comm erc ia l inhibitors ( chlorim uron ethyl, ch lorsulfuron, im azethapyr, im azaquin)

and som e new ly synthesized alkylthio2containing sulfonylureas. W ild type enzym e show ed it w as sensitive

to these herb ic ida l com pounds. The m utan ts show ed they w ere resis tan t to the comm erc ia l su lfony lu reas
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w ith the inc reases of K
app
i values from dozens to seve ra l thousand fo ld. Substan tia l d iffe rences w ere

obse rved in the sensitiv ity of w ild type and m utan t enzym es to these various inh ib ito rs. A lky lth io2
con ta in ing su lfony lu reas seem they m et re la tive ly w eak resis tance by W 464 m utan t enzym es.

Key words: ace tohydroxyacid syn thase; herb ic ida l inh ib ition; he rb ic ide resistance

　　乙酰羟基酸合成酶 (A HA S, EC 2. 2. 1. 6 )在细
菌、酵母、植物中催化支链氨基酸的生物合成 ,它是

几类商品化除草剂如磺酰脲类、咪唑啉酮类、三唑嘧
啶磺酰胺类以及水杨酸类等的作用靶标 [ 1, 2 ] 。

由于在大田中重复使用除草剂 ,导致杂草的
抗性表型出现。一般表现为靶酶与除草剂的结合

部位发生了变化 ,与除草剂的结合性能降低。大
部分特征化的除草剂抗性所依赖的分子基础是源

于野生型酶序列中单个氨基酸的变化 ,这些变化
主要集中于 A HA S 酶的 5个结构域中 ,它们所在

的位点在对除草剂敏感的酶中是高度保守的。在
实验室或大田中通过诱发、自然突变或随机突变

得到了来自于植物和细菌的除草剂 ———抗性点突
变 ,这些突变演绎出来的 A HA S 酶对一种或多种
除草剂表现出抗性 [ 4 ] 。

作者已经构建了大肠杆菌 A HA S Ⅱ的 W 464

位点的 4个突变体 ,考察了这些突变酶以及野生

型的 A HA S 酶的动力学性质 [ 3 ] 。在本研究中 ,作

者详细考察了这 4个突变酶以及野生型的 A HA S

酶与除草活性分子 (包括氯嘧磺隆、氯磺隆、咪唑

乙烟酸、咪唑喹啉酸以及新合成的烷硫基磺酰脲 )

之间的相互作用。

1　材料与方法

1. 1　定点突变

参照文献 [ 3 ]及文献 [ 5 ]进行。

1. 2　供试化合物

氯嘧磺隆 ( ch lo rim u ron e thy l, C E ) , 氯磺隆

( ch lo rsu lfu ron, CS ) ,咪唑喹啉酸 ( im azaqu in, IQ ) ,

咪唑乙烟酸 ( im aze thap y r, IM ) , 纯度均在 95%以

上 ,由南开大学元素有机化学研究所提供。新合

成的烷硫基磺酰脲结构 (表 1 ) 通过 1
H NM R、

13
C NM R、L C 2M S等方法进行了验证。

Tab le 1　A lky lth io2con ta in ing su lfony lu reas used he re in

Com pd1 R1 　　R2 R3 Com pd1 R1 　　R2 R3

1a C l SC2 H5 O CH3 1d C l SC2 H5 CH3

1b C l SCH ( CH3 ) 2 O CH3 1e C l SCH ( CH3 ) 2 CH3

1c C l SCH3 CH3 1f C l SCH2 CH2 CH3 CH3

1. 3　E. co li AHAS酶的表达及酶活性测定

E. co li A HA S Ⅱ野生型及突变体的表达按照文

献 [ 6 ]的方法进行。A HA S Ⅱ酶活性以及化合物的

筛选在 W este rfe ld
[ 7 ]和 S ingh等 [ 8 ]方法的基础上稍

有改进。化合物用 DM SO 溶解 ,控制DM SO在反应

体系中的体积分数不超过 4%。反应液中含有

50 mm ol /L磷酸钾缓冲液 ( pH 7. 5 ) , 10 mm ol /L

M gC l2 , 1 mm ol /L 硫胺素焦磷酸 ( ThD P) , 10μm ol /L

黄素腺嘌呤二核苷酸 ( FAD ) , 100 mm o l /L 丙酮

酸 ,以及各种浓度的化合物。每个化合物的抑制

常数至少重复测定 2～4次。

1. 4　数据处理

化合物的抑制常数 K
app
i 值通过方程 ( 1 )拟合

得到。
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νi =ν∞ + (ν0 -ν∞ ) / ( 1 + [ I ] / K
app
i ) ( 1 )

νi 和ν0 分别表示在抑制剂存在和不存在情况

下酶的速率 (这里可以用相对活性表示 ) ; [ I ]表示

抑制剂的浓度 ; K
app
i 为 app a ren t Ki ,即表观抑制常

数 ,也就是抑制剂抑制了 A HA S酶 50%的活性时

所对应的浓度。如果测定结果表明 ,在饱和的抑

制剂浓度下 ,酶几乎没有活性 ,可以设定ν∞ = 0,

再通过方程 ( 1 )拟合得出 K
app
i 值。

2　结果与讨论

经过 DNA 测序 , 验证了在大肠杆菌 E. co li

A HA S Ⅱ的 W 464位点成功地引入点突变。在 E.

co li XL 12B lue中表达了野生型和突变型 A HA S Ⅱ

酶 ,并考察了它们与除草活性分子之间的相互作

用。所使用的小分子化合物包括 :两个磺酰脲类

除草剂 C E、CS;两个咪唑啉酮类除草剂 ( IM、IQ ) ;

新烷硫基磺酰脲是以氯磺隆的结构为模板 ,通过

对其杂环部分进行改造得到的。

这些化合物对野生型和突变型 E. co li A HA S

Ⅱ酶的离体活性及 K
app
i 值见表 2。磺酰脲类除草

剂 CS和新化合物 1c对野生型和突变型 E. co li

A HA S Ⅱ典型的抑制曲线见图 1。这些曲线按照

方程 ( 1 )拟合得到。

Tab le 2　K
app
i of the tes ted com p ounds by the w ild2typ e A HA S Ⅱ and its W 464 m u tan ts

Com pd.
Kapp

i /m o l·L - 1

W ild2type W 464A W 464F W 464L W 464Y

Im azethapyr ( 8. 71 ±2. 0 ) ×10 - 4 ( 1. 13 ±0. 18 ) ×10 - 2 1. 13 ×10 - 2 > 6. 6 ×10 - 3 ( 4. 29 ±0. 89) ×10 - 2

Im azaquin ( 1. 86 ±0. 23) ×10 - 4 ( 7. 13 ±1. 26 ) ×10 - 3 3. 16 ×10 - 2 ( 3. 87 ±0. 86 ) ×10 - 3 > 1. 0 ×10 - 2

Chlo rim uron e thy l ( 2. 21 ±0. 64) ×10 - 8 ( 3. 54 ±0. 43 ) ×10 - 5 ( 1. 91 ±0. 39) ×10 - 6 ( 4. 78 ±1. 53 ) ×10 - 5 > 2. 62 ×10 - 4

C hlorsu lfu ron ( 3. 25 ±0. 51) ×10 - 7 > 5. 6 ×10 - 4 > 1. 19 ×10 - 3 ( 2. 84 ±0. 61 ) ×10 - 3 ( 1. 39 ±0. 16) ×10 - 3

1a ( 4. 07 ±1. 96) ×10 - 6 ( 1. 82 ±0. 73 ) ×10 - 6 ( 1. 31 ±0. 25) ×10 - 6 ( 1. 15 ±0. 15 ) ×10 - 6 ( 2. 75 ±0. 29) ×10 - 7

1b ( 7. 42 ±1. 20) ×10 - 5 ( 1. 32 ±0. 20 ) ×10 - 4 ( 6. 38 ±0. 13) ×10 - 4 ( 7. 74 ±0. 56 ) ×10 - 5 ( 2. 09 ±0. 62) ×10 - 4

1c ( 7. 01 ±1. 78) ×10 - 6 ( 4. 29 ±0. 37 ) ×10 - 4 ( 1. 86 ±0. 11) ×10 - 5 ( 1. 23 ±0. 10 ) ×10 - 5 ( 1. 57 ±0. 22) ×10 - 4

1d ( 3. 80 ±1. 26) ×10 - 5 ( 2. 55 ±0. 28 ) ×10 - 4 ( 2. 61 ±0. 34) ×10 - 4 ( 7. 67 ±0. 81 ) ×10 - 5 ( 7. 98 ±1. 04) ×10 - 5

1e > 2 ×10 - 3 ( 2. 67 ±0. 17 ) ×10 - 4 ( 2. 77 ±0. 30) ×10 - 4 ( 2. 23 ±0. 18 ) ×10 - 4 ( 1. 14 ±0. 18) ×10 - 4

1f ( 3. 04 ±0. 80) ×10 - 4 ( 2. 47 ±0. 13 ) ×10 - 4 ( 1. 45 ±0. 83) ×10 - 5 ( 1. 73 ±0. 18 ) ×10 - 4 ( 4. 72 ±0. 17) ×10 - 5

Fig. 1　The typ ica l inh ib ition cu rves of the w ild2typ e E. co li A HA S Ⅱ and its W 464 m u tan ts by

ch lo rsu lfu ron and a lky lth io2con ta in ing su lfony lu rea 1c

　　表 2中的抑制常数大于某个数值是表示在该

化合物测试过程中 ,在最高浓度下 , A HA S酶活性仅

下降了 10% ～20% ,从而无法估计出抑制常数 ,所

以用该浓度来表示。如在图 2中 ,在 560μm ol /L 的

氯磺隆存在下 , W 464L 突变体的酶活性只下降了

10% , 所 以 估 计 CS 对 W 464A 的 K
app
i 大 于

560μm ol /L。采用 K
app
i (突变体 )与 K

app
i (野生型 )

的比值表示抗性 , 即抗性因子 ( res is tance fac to rs,

R F) = [ K
app
i (突变体 ) / K

app
i (野生型 ) ] (见表 3 ) ,

R F值越大 ,说明酶的点突变对酶抑制剂的抑制活
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性影响越大 ,与野生型酶比较 ,该突变酶对酶抑制

剂越不敏感 ,或者说 ,抑制剂对酶渐渐失去抑制活

性。

　　从表 2中化合物的抑制常数可以看出 ,野生

型的 E. co li A HA S Ⅱ对所测试化合物的抑制是敏

感的。两个咪唑啉酮类除草剂的抑制常数在

10μm o l /L 级别 , 而两个磺酰脲类除草剂的抑制

常数在几十个 nm o l /L 级别。所合成化合物的抑

制常数比商品化除草剂的稍弱一些。杂环上的 R
2

基团影响化合物的活性。化合物 1c除 R
2 基团不

同外与氯磺隆的结构相似 ,在 1c中 R
2 是 SCH3 ,而

在氯磺隆中是 O CH3 , 1c的抑制常数比氯磺隆高一

个数量级 ,这可能是由于 SCH3 在给电子能力及空

间取向上异于 O CH3 的缘故。另外化合物 1a和

1b以及 1c、1d、1e、1f这两组化合物 ,除 R2 基团不

同外 ,其余结构相似。当 1a的 SC2 H5 变成 1c的

SCH ( CH3 ) 2 时 ,化合物的活性略有下降。R
2 基团

在 第 二 组 化 合 物 中 分 别 为 SCH3、SC2 H5、

SCH ( CH3 ) 2和 SCH2 CH2 CH3 ,化合物的活性由高

到低的顺序为 1c > 1d > 1f > 1e。可见 ,随着 R
2 取

代基体积的增大 ,化合物的活性降低。

Tab le 3　The res is tance va lues of E. co li A HA S Ⅱ

W 464 m u tan ts to the tested he rb ic ida l com p ounds

C om pd.
RF

W 464A W 464F W 464L W 464Y

Im azethapy r 13 13 > 7. 6 49. 3

Im azaqu in 38. 3 170 20. 8 > 54

C hlorim uron e thy l 1 602 86. 4 2 163 > 11 855

Chlo rsu lfuron > 1 723 > 3 661 8 738 4 277

1a 0. 45 0. 32 0. 28 0. 067

1b 1. 78 8. 60 1. 04 2. 82

1c 61. 2 2. 65 1. 75 22. 4

1d 6. 71 6. 87 2. 02 2. 1

1e 0. 13 0. 14 0. 11 0. 06

1f 0. 81 0. 048 0. 57 0. 16

　　N ote: RF = [ Kapp
i (m utan t) / Kapp

i (w ild type) ]

　　从表 3中可以看出 , 4个突变体对测试的商品

化除草剂表现出很强的抗性 , 抗性因子 RF 从

10倍到 1 ×10
4 倍不等。一般来说 , W 464突变酶

对咪唑啉酮类除草剂的抗性弱于对磺酰脲类除草

剂 , RF一般小于 100,可能 W 464位点与咪唑啉酮

类除草剂的结合位点有一定的距离 ,这类抗性的

产生可能主要来源于点突变造成的酶结合口袋的

整体调整 [ 9 ] 。突变酶对磺酰脲类除草剂 ( C E、CS )

的 RF变化极大 ,其值一般大于 1 000,说明 W 464

位点是磺酰脲类除草剂的结合位点 ,该点的结构

变化直接影响酶抑制剂的有效结合。W 464点突

变酶对 C E 的抗性变化从 RF 为 86 (W 464F ) 、

1 600 (W 464A )、2 200 (W 464L )到 12 000 (W 464Y)。

A HA S酶 464位色氨酸 (W )突变为酪氨酸 ( Y )造

成最大变化 ,酪氨酸突变基本改变了酶对 C E的结

合。色氨酸 (W )突变为苯丙氨酸 ( F)造成变化最

小 ,可能与色氨酸和苯丙氨酸中的芳香基团的疏

水堆积作用有关。尽管酪氨酸仅比苯丙氨酸多一

个酚羟基 ,显然酪氨酸因其电负性造成酶结构变

化较大 (W 464Y酶的比活性远低于野生型 ) 。

W 464点突变酶对合成的烷硫基磺酰脲表现

出来的抗性不大。W 464A 和 W 464Y对化合物 1c

有 20到 60倍的抗性。其他突变体对化合物的作

用 ,有的表现得与野生型酶一样 ,如化合物 1b和

1d对突变体的抑制与野生型相当 ;而 1a、1e和 1f

对突变体的抑制能力比对野生型还好 ,而且对突

变体 W 464F、W 464Y的抑制常数小于对 W 464A、

W 464L 突变体的抑制常数。在同类化合物中 , 1a

和 1e的取代基 R
2 是体积最小的 SCH3。总的来

说 , W 464突变酶对烷硫基磺酰脲保持相当敏感 ,

可能与烷硫基取向偏离于 W 464位点有关 , 其具

体原因有待于进一步研究。结合最近报道的磺酰

脲类除草剂与酵母 A HA S酶催化亚基的复合物晶

体结构可以看出 , 磺酰脲与酵母中 A HA S 酶的

W 586 (W 464, E. co li A HA S Ⅱ ) 有很多相互作

用 [ 10 ] 。磺酰脲的构象取向能影响磺酰脲与具体酶

残基的相互作用。W 464突变酶对烷硫基磺酰脲

的敏感性 ,说明有可能设计出没有交互抗性的新

型除草剂。

应该提到的是 ,对除草剂抗性的定义是相当

模糊的 ,尚没有一个精确的分界线来描述除草剂

敏感性和靶酶抗性 [ 11 ] 。根据文献 [ 11 ] , 作者以

RF = 5作为分界线。虽然除草剂对突变酶的抑制

能力下降 ,但这些突变酶对烷硫基磺酰脲没有表

现出很高的抗性。W 574L 突变 (A. tha liana序列 )

是报道过的对除草剂产生抗性的位点 [ 11 ] 。当

W 574突变成亮氨酸时 ,对除草剂产生抗性的杂草

有苍耳 ( Xan tb ium strum a rium L. ) 、w a te rhem p (Am 2
a ran tbus rud is Saue r ) 、koch ia ( Kocb ia scop a ria )

等 [ 12 ]
,这些杂草对磺酰脲类和咪唑啉酮类有大于

10倍的抗性。本实验进一步验证了 W 464位点
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( E. co li A HA S Ⅱ序列 )是与除草剂结合的位点。

实验结果发现 ,突变酶对除草剂的离体抗性远远

大于活体抗性。本研究中 , 烷硫基磺酰脲 1a 对

W 464L 突变酶 (此酶对商品化磺酰脲除草剂有高

抗性 )依然保持高抑制活性 ,说明 1a可以用于避

免交互抗性除草剂的设计。对抗性酶分子作用机

制的研究 ,可为新农药的分子设计提供更细致的

理论指导。
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