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除草剂靶标酮醇酸还原异构酶 (KAR I)研究进展
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摘　要: 酮醇酸还原异构酶 (KA R I)是植物和微生物体内支链氨基酸生物合成的关键酶之一, 可以作为设计除草剂

的靶标, 通过抑制酶的活性中断支链氨基酸的合成使植物死亡, 达到除草目的。文章综述了 KA R I的催化性质、晶

体结构以及作为除草剂靶标的研究现状。
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Abstract: Keto l2acid reducto isom erase (KA R I) is a p rom ising target fo r the design of herb icides

becau se it is ano ther essen t ia l enzym e fo r the syn thesis of b ranched2chain am ino acids in p lan ts

and m icroo rgan ism s yet ab sen t in an im als. T he cata lyt ic p ropert ies, X2ray crysta llography of the

enzym e and the studies on the enzym e as a novel herb icidal target are described.
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　　在植物和微生物 (如细菌) 体内, 支链氨基酸

——缬氨酸 (V al)、亮氨酸 (L eu) 及异亮氨酸 ( Ile) 的

生物合成是至关重要的, 哺乳动物体内缺乏这几种

氨基酸的生物合成能力, 因此通过阻止杂草体内支

链氨基酸的合成, 可使杂草死亡而对人畜无害, 这就

成为设计对“环境友好”除草剂的主要出发点。

植物体内缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸生物合成

路径见图 1[1, 2 ] , 其中包含几个特殊的反应和酶。前

3 步反应分别需要 3 种酶来催化: 乙酰乳酸合成酶
(aceto lacta te syn thase, AL S 或乙酰羟基酸合成酶,

acetohydroxy acid syn thase, A HA S)、酮醇酸还原

异构酶 (keto l2acid reducto isom erase, KA R I 或乙酰

羟基酸异构还原酶, acetohydroxy acid isom ero re2
ductase, A H IR )以及二羟基酸脱水酶 (d ihydroxy

F ig. 1　T he bio syn thetic pathw ay of

branched2chain am ino acids
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acid dehydratase, DHAD )。这些酶都可以作为设计

除草剂的靶标, 通过抑制酶的活性中断支链氨基酸

的合成使植物死亡, 达到除草目的。

以AL S 为靶标设计除草剂的研究已经很多, 高

活性的抑制剂主要是磺酰脲类 (su lfonylu reas) [3 ]和

咪唑啉酮类 ( im idazo linones) [4 ]化合物。酮醇酸还原

异构酶 (以下简称为 KA R I) 则是研究较少的一个靶

酶, 相关的文献报道不多见, 笔者着重从酶的催化性

质、抑制剂及抑制机理、晶体结构等几方面对其进行

综述。

1　酶的获得及基因编码

目前供研究使用的 KA R I 有来自 E scherich ia

coli 的[5 ] , 也有从菠菜或大麦叶绿体中提取并在 E.

coli 中过量表达, 经纯化后使用[6, 7 ]。

在细菌、真菌以及植物中可以观察到 KA R I 的

活性, 在动物体内则没有。KA R I 是多个物种的同源

物, 因此许多 KA R I 的基因和蛋白序列存在于不同

的数据库中, 尽管如此, 但在生物化学上加以表征的

例子却很少。

植物、细菌和真菌中 KA R I 在每个组织中是由

单个基因编码的。E. coli 酶的表达是由底物AL 或

A HB 与一个 ilvY 基因编码的激活剂结合所诱

导[8, 9 ]。在酵母中, KA R I 的表达受氨基酸专一性调

控[10 ]。真菌和植物酶则是由每单倍体基因组中一个

核基因编码, 而蛋白质分别被转移到线粒体和质体

中[6, 10, 11～ 13 ] , 例 如 菠 菜 和 拟 南 芥 A rabid op sis

tha liana。在缺少线粒体的厌氧真核生物 P irom y ces

sp. E2 中, 酶是细胞质[14 ]。酵母酶还有与其催化活

性无关的另一功能, 即稳定线粒体DNA [15 ]。当然,

与催化活性无关的第二功能并非仅此一例, 其它的

例子如在不同过程中的醛脱氢酶、转酮酶、作用为透

镜晶体蛋白 ( len s crysta llin s) 的谷胱甘肽 S 2转位酶

(g lu ta th ione S 2t ran sferase)、形成真菌细胞质纤丝

的丙酮酸脱羧酶以及甘油醛232磷酸脱氢酶的作用

等。KA R I 稳定线粒体DNA 的机理, 以及 KA R I 能

够发挥这一功能的原因目前尚不清楚。

2　酶的催化性质

KA R I 催化反应的具体过程见图 2。

F ig. 2　T he reaction cata lyzed by KA R I

　　反应的底物是 22乙酰乳酸 (AL ) 或 22乙酰222羟
基丁酸 (A HB ) , 两种产物则分别是缬氨酸和亮氨酸

或异亮氨酸合成的前体。KA R I 催化的反应以两步

进行: 第一, 异构化反应。其中包含在底物C2 和C3

之间烷基迁移, 得到 32羟基222氧2异戊酸 (HO IV ) 或

32羟基232甲基222氧2戊酸 (HM OV ) ; 第二, 还原反

应。中间体由辅助因子NAD PH 还原得到最终产物

DH IV 或 DHM V ( 伴 随 着 NAD PH 氧 化 为

NAD P+ ) [16 ]。D um as 等人[17 ]提出了 KA R I 的反应

机理, 如图 3 所示。首先, 蛋白质中的某个碱基或与

M g2+ 配位的羟基氧从底物羟基上夺走质子, 然后烷

基迁移。由于M g2+ 的诱导更利于羰基的极化, 这使

得烷基从 C2 到 C3 的迁移变得容易。最后, 发生

NAD PH 中质子的转移, 这次是第二个M g2+ 通过诱

导效应使C2 上带有较多正电荷而促进了反应。

细菌和植物的 KA R I 对两种底物AL 和A HB

的催化仅限于S 异构体[18, 19 ]。KA R I 对AL 和A HB

具有相似的 K m , 但对A HB 的活性较之AL 高 5～ 8

倍[6, 20 ]。因为 KA R I 将优先合成能够产生异亮氨酸

( Ile) 的中间物, 这一性质在调节合成不同的支链氨

基酸的比例上非常重要[21 ]。

还原步骤需要氢原子从 NAD PH 中的转移。

KA R I 对NAD PH 较优于NADH , 前者的 K m 为 2

～ 15 Λm , 而后者为 100～ 600 Λm [6, 22, 23 ]。与细菌

KA R I 不同的是, 植物 KA R I 被NAD P+ 强烈抑制,

K i 为 5 Λm [6 ]。

KA R I 的催化作用绝对需要M g2+ 参与, 并且在

E . coli中没有其它二价金属离子能够有效地替
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F ig. 3　P ropo sed m echan ism fo r cata lyzed reaction of KA R I

代[16 ]。菠菜酶对M n2+ 和 Co 2+ 具有微弱活性, 大约

3% [17, 24 ]。植物酶比细菌和真菌 KA R I对M g2+ 具有

较高的亲和力, 分别为 5 Λm 和 400～ 900 Λm [17 ]。

研究植物 KA R I 的反应机理曾使用 3 种方法:

位点导向诱变法 ( site2directed m u tagenesis) [17 ] , 晶

体学方法[24, 25 ]和分子模拟法[26 ]。这 3 种方法互为补

充。通常认为 KA R I 催化反应是以两步进行的。

3　KAR I抑制剂及抑制机理

3. 1　Hoe 704 和 IpOHA

KA R I 能被许多物质抑制, 包括底物的类似物

如 22甲基乳酸和 32氨基吡啶2NAD P+ , 二价金属离

子如M n2+ , 以及反应产物[16, 19, 20, 27 ]。而人们关注最

多的抑制剂是反应中间物的类似物 22二甲基膦酰

基222羟 基 乙 酸 盐 ( 22dim ethylpho sph inoyl222
hydroxyaceta te, Hoe 704) [5 ] 和 N 2羟 基2N 2异 丙

基草酰胺盐 (N 2hydroxy 2N 2 isop ropyloxam ate ,

IpOHA ) [28 ] , 如图 4 所示。这两个化合物近乎不可逆

抑制 KA R I, 二者均与底物相互竞争, 例如Hoe 704

F ig. 4　Structu res of Hoe 704 and IpOHA

作用植物后, 会引起AL 和 32羟基222丁酮 (aceto in,

乙酰乳酸AL 脱羧产物) 的积累[5 ] , IpOHA 也会出

现类似反应底物增多的现象。

在对 KA R I 的抑制效果上, Hoe 704 和 IpOHA

都是时间依赖性的 ( t im e2dependen t) , 即抑制效果

是随时间的延长而增强, 例如Hoe 704 是一个单子

叶植物及双子叶植物的非选择性除草剂[29 ] , 给植物

施药Hoe 704 的第一反应就是能够迅速抑制植物生

长, 而过几天后才能渐渐观察到中毒症状。KA R I2抑
制剂虽然是一个紧密结合的复合物, 但其形成是一

个缓慢的过程[28, 30 ]。另外, Hoe 704 比 IpOHA 结合

到植物酶上快 10 倍, 结合速率常数 ( associa t ion

ra te con tan ts) 分别为 2. 2×104 mo l- 1·L · s- 1和

1. 9 × 103 mo l- 1 ·L · s- 1 [30 ] , 并且 Hoe 704 比

IpOHA 表现为一个较好的除草剂。虽然二者都能使

植物死亡, 但是实际应用时获得除草效果所需要的

浓度远远高于在体外 KA R I 试验中所建议的浓度,

例 如 IpOHA 的应用率为 2000 göhm 2。另外,

Grandon i 等[31 ] 曾报道 KA R I 抑制剂 Hoe 704 和

IpOHA 在抑制 tubercu losis 临床耐药致病菌方面比

抑制菌株A TCC 35801 更为有效, AL S 抑制剂也具

有类似结果。因此, 这些支链氨基酸生物合成抑制剂

有望成为新型的抗结核药剂。

文献中提到二者结合到植物 KA R I 上的速率

和除草效果相关联, 而在植物体内表现出较弱活性

的原因是结合缓慢和竞争行为, 后者尤为重要, 例如
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在一定时间内, 结合 1 Λm 的 IpOHA 而结合 100 Λm

的底物AL [30 ] , 因为对 KA R I 的部分抑制作用将导

致底物AL 或A HB 的迅速累积, 通过与抑制剂竞

争, 阻止了更多的抑制作用。值得一提的是,W it ten2
bach 等人[32 ]研究表明, IpOHA 在植物体内可穿透

质体, 而 KA R I 是存在于质体内的, 从而说明 KA R I

在植物体内活性较弱的原因并不是来自于抑制剂在

植物体内经过代谢降解而不能到达其靶标位点。

以上研究表明, 靶向 KA R I 的有效除草剂必须

是一个具有高结合速率常数的竞争性抑制剂, 或者

是一个非竞争性抑制剂。

3. 2　噻二唑类抑制剂

H algand [33 ]等通过高通量筛选, 在 96 孔微滴定

板上共筛选了 1. 0×104 个不同分子, 发现 1, 2, 32噻
二唑类衍生物是植物 KA R I 的强烈非竞争性抑制

剂, 如图 5 所示。

F ig. 5　Structu re of th iadiazo le derivatives

discovered by h igh2th roughput screen ing

通过稳态动力学测试研究了这两类化合物的抑

制机理, 其中化合物 1 是一类不可逆非竞争性抑制

剂, 化合物 2 则是可逆非竞争性的。虽然化合物 1 到

达 KA R I 靶标位点的速率要快于 IpOHA , 但其对酶

活性的抑制也同样是时间依赖性的。研究噻二唑类

衍生物的构效关系 (共分析了 140 个此类化合物)发

现, 影响 IC 50值的因素有二: (1) 连接两环的桥上硫

原子的氧化态, IC 50值以 SO 2 < SO < S 呈现增大的

趋势; (2) 噻二唑环的亲电性。当R 1 的亲电性增加

时, IC 50值迅速下降。其它因素如亲油性、分子的大

小等不影响 IC 50值。另外, 通过化合物 1 与植物

KA R I 复合物的 ES I2M S 实验确定了半胱氨酸 498

(Cys498) 是抑制剂的结合位点。残基 Cys498 位于

远离酶的活性位点——N 2端和C 2端区域的裂缝处,

证实了非竞争性抑制剂作用的不是活性位点处。

尽管化合物 1 和 2 在体外都有很强的除草活

性, 但在植物体内都不是有效的抑制剂。

4　KAR I晶体结构及动力学研究

到目前为止, KA R I 单个的晶体还没有得到, 但

在 1994 年和 2000 年分别得到了酶2NAD PH 2M g2+ 2
抑 制 剂 ( IpOHA ) [34 ] 和 酶2[ ( pho spho ) 2AD P2
ribo se ]2M n2+ 2DM V (底物A HB 的产物) [24 ]复合物

的晶体。通过单晶X 射线衍射测试发现二者的晶体

结构整体上是相同的。晶体结构显示酶是由两个二

聚体组成的, 即有四个单体, 每一个单体由两个连续

的区域组成。N 2端区域 (残基 722307)有一个带有经

典二核苷酸折叠 (Ro ssm ann fo ld) 的混合 ΑöΒ结构,

除了烟酰胺部分是在与其它区域的界面处之外, 包

含了大部分NAD PH 的结合位点。C 2端区域 (残基

3082595) 组成了大部分桶式 Α2螺旋结构, 这一区域

有两个功能: (1) 促成金属离子与底物 (或者底物类

似物, 抑制剂) 识别位点的形成; (2) 对单体2单体相

互作用具有重要意义。酶活性位点位于每个单体两

个区域的交界处, 包含了两个二价阳离子, 五个水分

子, 一个抑制剂或反应产物以及NAD PH 的烟酰胺

部分。

通过动力学实验证实了植物和细菌 KA R I 与

底物以及辅助因子结合符合一个顺次机理:

NAD PH 和M g2+ 首先与 KA R I 独立地结合, 接着是

底物结合[16, 19 ]。配体与酶的结合符合化学计量单

位, 即为 1∶1。配体结合的规则和化学计量学是由

菠菜酶的电喷雾质谱实验证实[35 ]的。酶与配体结合

前后构象发生了变化, 是通过荧光试验[19 ]以及H öD
交换研究[36 ]得到的结论。

5　总结

就目前为止, 所见文献报道 KA R I 抑制剂仅限

Hoe 704、IpOHA 以及噻二唑类衍生物几种, 这些抑

制剂抑制能力均表现为时间依赖性, 在体外具有较

高的除草活性, 而在体内的活性却很微弱, 其原因可

能是酶和抑制剂结合缓慢或存在底物的竞争行为。

正如 Sch lo ss[37 ]指出的, 从为农业或药物应用设计

抑制剂的观点来看; 酶与抑制剂低的离解率是人们

所希望的, 因为它有望于加强抑制剂的抑制效果; 而

低的结合率是不希望的, 因为在植物体内给定浓度

下它将延迟抑制作用所需的时间。对 KA R I 来说,

后者尤为重要。值得庆幸的是目前已经得到了酶与

抑制剂复合物的晶体结构, 这为基于靶标结构的药

物设计 (st ructu re2based drug design)提供了可能和
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方便。靶向 KA R I的除草剂研究还只是初见端倪还

有着广阔的研究空间。
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