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摘要    丙酮酸脱氢酶系是生物体内重要的氧化还原酶之一, 其催化丙酮酸氧化脱羧转化为

乙酰辅酶 A 是生物体内的关键代谢过程, 在生物化学研究中具有重要的意义. 根据生物化学

的理由来进行新药分子生物合理设计的观点, 丙酮酸脱氢酶系是一个具有重要意义和值得探

索的靶标. 研究表明许多有机磷化合物是一类重要的丙酮酸脱氢酶系抑制剂. 本文系统介绍

了含磷丙酮酸脱氢酶系抑制剂的研究历程和研究动态, 并结合本课题组的研究工作对代表性

的研究结果和进展进行了总结和评述.  
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1  引言 

高效率地基于特定的作用靶标的生物合理设计

是国际上新药创制的前沿课题. 探索和发现可以选

择调控生物大分子的小分子也是目前化学生物学领

域关注的的热点. 在目前人们正在努力探索的新药

靶标酶中, 丙酮酸脱氢酶系是一个令人关注的作用

靶标 . 丙酮酸脱氢酶系 , 也称丙酮酸脱氢酶复合物 

(pyruvate dehydrogenase complex, PDHc) 是生物体内

重要的氧化还原酶之一, 广泛存在于高等植物、微生

物及哺乳动物中, 是一个复杂的多酶体系. 丙酮酸氧

化脱羧转化成为乙酰辅酶 A 是生物体内的关键代谢

过程, 连接糖的有氧氧化与三羧酸循环和氧化磷酸

化, 必须在丙酮酸脱氢酶系 (PDHc) 的催化下才能进

行. 因此根据生物化学的理由来进行新农药分子生

物合理设计的观点, 丙酮酸脱氢酶系是一个具有重

要意义和值得探索的靶标.  

在全球范围内农药已成为保护农作物丰收不可

缺少的手段之一. 在世界范围内农药新品种虽层出

不穷, 然而, 从农药长期应用的实际效果表明, 目前

有限靶标的除草剂的多次重复作用使得抗性杂草迅

速增多, 导致的抗性问题越来越严重. 此外, 由于每 

一种杀菌剂的杀菌谱以及作用机制的限制, 任何一

种主要作物的病害也需用多种不同靶标的杀菌剂才

能很好地控制. 因此寻找新的作用靶标已成为当前

农药研究中一个重要课题. 据文献报道, 丙酮酸脱氢

酶系广泛存在于酵母[1~3]、真菌[4]、细菌[5, 6]、植物[7~10]

中, 其中, 以大肠杆菌 Escherichia coli[11~12]中的丙酮

酸脱氢酶系的研究报道相对较多. 鉴于丙酮酸脱氢

酶系在植物体、微生物中的重要生理作用, 开展新型

高效的丙酮酸脱氢酶系抑制剂的生物合理设计, 对

于探索发现这种独特作用机制新药具有重要的科学

意义. 其研究也将为开发具有原创性的新型高效农

药品种提供重要的理论和科学依据. 因此, 丙酮酸脱

氢酶抑制剂的设计和研究已成为一个十分活跃的研

究领域.  

在全球农药工业的发展历史中, 有机磷农药是

最重要且最具有经济价值的农药化学品之一. 纵观

以丙酮酸脱氢酶系为靶标的抑制剂的研究历程, 令

人感兴趣的是有机磷化合物也是目前己报道的丙酮

酸脱氢酶抑制剂中的最重要的结构类型. 本文将结

合本课题组的研究工作系统总结有机磷类丙酮酸脱

氢酶系抑制剂的研究进展.  
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2  丙酮酸脱氢酶系的结构及作用机制 

丙酮酸脱氢酶复合体催化丙酮酸的氧化脱羧 , 

在糖代谢中扮演了一个非常重要的角色[13]. 丙酮酸

脱氢酶系 (PDHc) 的核心结构通常由以下部分组成: 丙

酮酸脱氢酶 (PDH, 简称 E1, EC1.2.4.1) 二氢硫辛酰胺

乙酰转移酶(dihydrolipoamide acetyltransferase, 简称E2, 

EC 2.3.1.12), 二氢硫辛酰胺脱氢酶(dihydrolipoamide 

dehydrogenase, 简称 E3, EC1.8.1.4). 这 3 种酶在

PDHc 的催化反应过程中以首尾相接的形式发挥作用, 

结构上的有序性使得丙酮酸脱氢酶系催化丙酮酸脱

羧形成乙酰辅酶 A 的复杂反应顺利进行. 与低等生

物相比, 高等生物体内的 PDHc 还包括丙酮酸脱氢酶

激酶 (PDK, EC2.7.1.99)、丙酮酸脱氢酶磷酸酶(PDP, 

EC 3.1.3.43)以及 E3 结合蛋白(E3-binding protein, 

E3BP)[14]. 另外, 在 PDHc起催化作用的过程中还有 6

种重要的辅助因子参与, 分别是 ThDP (TPP), Mg2+, 

硫辛酸, FAD, NAD+, CoASH.  

在 PDHc 催化反应中, PDHc E1 催化不可逆并且

控制整个反应体系速率的第一步, 即依赖焦磷酸硫

胺素 ThDP (thiamin diphosphate, TPP) 催化的丙酮酸

脱羧反应[15] (图 1). E1 对整个 PDHc 反应活性起着至

关重要的作用, 因此对 E1 活性的调节将直接影响到

整个复合体催化的反应速率[16]. 目前已有文献报道

的丙酮酸脱氢酶系抑制剂大多是以 PDHc E1 为靶标

所设计的 PDHc E1 抑制.  

3  丙酮酸脱氢酶系抑制剂的设计与研究 

早在 1958 年, Reiss 发现一些含砷化合物如亚 

砷酸盐[17] 对丙酮酸脱氢酶系有抑制作用. 1981 年, 

Stevenson 和 Adamson 等人也报道了 H2PhAsO、

BrCH2CONHPhAsO[18~20] 也对丙酮酸脱氢酶系的抑

制作用. 这些含砷化合物主要通过与 PDHc 中的 E2

或 E3 的相关部位反应而对丙酮酸脱氢酶系产生抑制

作用. 但这些含砷的化合物并非丙酮酸脱氢酶系的

专一的抑制剂, 它对α-酮戊二酸脱氢酶复合物的活

性也有较大影响, 由于含砷化合物毒性很大, 因而不

是理想的 PDHc 抑制剂. 此外, 某些铜试剂[21]、汞试

剂[22]及乙醛[23]也对丙酮酸脱氢酶有一定的抑制作用, 

但抑制效果仍不佳. 纵观前人的研究结果, 虽然上述

多种结构的化合物为丙酮酸脱氢酶系的弱抑制剂 , 

但许多有机磷化合物对丙酮酸脱氢酶系却显示了令

人注目的抑制活性. 随着研究的深入, 有机磷化合物

作为一类重要的 PDHc 抑制剂倍受许多研究者的关

注, 由此, 多种结构类型的有机磷化合物作为潜在的

PDHc 抑制剂不断的被设计和合成. 从 PDHc 抑制剂

的设计思路而言, 目前文献报道的含磷 PDHc 抑制剂

的结构特点主要可以分为 3 类: 底物丙酮酸类似物、

辅酶 ThDP 类似物、反应过渡态类似物. 早期的 PDHc

抑制剂的研究多集中于丙酮酸类似物的设计与合成, 

近年来针对辅酶 ThDP、过渡态类似物的研究也逐渐

增多. 20 世纪 90 年代之前, 有关丙酮酸脱氢酶系抑 

 

 

图 1  丙酮酸脱氢酶催化机理 



中国科学: 化学   2010 年  第 40 卷  第 7 期 
 

895 

制剂的设计与研究均为国外报道. 自 90 年代初期以

来, 我们开展了含磷 PDHc 抑制剂的探索研究, 对丙

酮酸含磷类似物的结构进行衍生与扩展, 重点对取

代苯氧基乙酰氧基烃基膦酸酯类化合物进行了系统

研究. 本文将对具有底物丙酮酸类似物、辅酶 ThDP

类似物、反应过渡态类似物结抅特点的含磷 PDHc 抑

制剂以及本课题组相关含磷 PDHc 抑制剂的研究进

展分别总结如下.  

3.1  丙酮酸含磷类似物 

溴代丙酮酸[24~26]和氟代丙酮酸[27, 28]作为底物丙

酮酸最直接的类似物, 早期曾有大量的研究报道. 研

究结果表明溴代丙酮酸是大肠杆菌中 PDHc E1 的抑

制剂, 它需要 ThDP 为辅因子, 且为底物丙酮酸的竞

争性抑制剂. 在 ThDP 辅助下, 氟代丙酮酸在较低

浓度下, 对大肠杆菌中 PDHc E1
 和 PDHc 复合体都

有明显的抑制作用, 且两者的反应速度没有很大差

别. 但是这些卤代丙酮酸对 PDHc 的抑制速度较慢, 

并非理想的抑制剂.  

2-羰基化合物, 如乙醛酸 [12]、支链2-羰基酸 [29]

等可以看作是丙酮酸的 α-H 被相关基团取代而生成

的底物的类似物. 从1983年起 , Kuo和  Jordon 研究 

组[30~33], 对取代的  2-羰基丁烯酸、2-羰基丁炔酸和 

2-羰基烷基酸系列化合物的合成及对  PDHc 的抑制

作用进行了系统研究. 结果表明这些化合物对大肠

杆菌中提取的  PDHc 具有抑制作用, 且证实此类化

合物为 PDHc E1
 的不可逆的抑制剂, 其抑制效果显

著优于溴代丙酮酸和氟代丙酮酸.  

查阅 PDHc 抑制剂的研究历程, 有的放矢地设计

PDHc 抑制剂的研究应由 Kluger (1977)和 Baillie 

(1988) 的工作所代表. 他们先后相隔十年的研究都

表明, 丙酮酸的含磷类似物, 如烷基酰基膦酸酯或次

膦酸酯可作为丙酮酸脱氢酶系专一有效的强抑制剂.  

1977 年, Kluger和 Pike [34]设计合成了 PDHc的底物丙

酮酸钠的类似物, 乙酰基膦酸甲酯单钠盐 1 (图 2), 

并从大肠杆菌中提取了粗的丙酮酸脱氢酶对其进行

了动力学研究. 结果显示, 化合物 1 是一个较好的底

物丙酮酸钠的竞争性可逆抑制剂, 其 Ki = 0.05 μM. 

在正常代谢情况下, 丙酮酸与丙酮酸脱氢酶系 E1 上

的 ThDP 连接, 由于 ThDP 中噻唑环中的 N 和 S 原子

间的 C 原子上的 H 容易解离, 而使该 C 原子形成反

应性很强的负碳离子, 该负碳离子亲核进攻丙酮酸 

 

图 2  含磷丙酮酸类似物 

的羰基碳原子形成加成物 LThDP (图 1), 然后进行脱

羧反应, 脱羧后形成 enamine (图 1). Kluger 等人的研

究结果表明: 化合物 1 与丙酮酸竞争, 首先占有丙酮

酸的位置与 ThDP结合并反应, 形成与加成物 LThDP

类似的中间体, 但这一中间体却不能发生进一步的

脱羧反应, 从而抑制了在 PDHc 催化下的脱羧反应, 

破坏了正常的有氧代谢过程. 他们的研究工作确定

了化合物 1 是 PDHc 的抑制剂, 初步探明了丙酮酸含

磷类似物对 PDHc 产生抑制作用的的机制, 为丙酮酸

含磷类似物的进一步研究奠定了良好的实验基础 . 

与早期的报道的 PDHc 抑制剂的研究工作相比 , 

Kluger 等人的研究工作使 PDHc 抑制剂的研究达到

了根据生物化学的理由来进行分子设计与合成的新

水平.  

10 年之后, Baillie 等人基于对 PDHc 催化丙酮酸

氧化脱羧转化成为乙酰辅酶 A 的关键代谢过程的理

解, 在 Kluger 等人的工作基础上进一步优化设计了

烷基酰基膦酸酯(盐)或次膦酸酯(盐)[35]. 他们认为在

酰基膦酸酯单钠盐的骨架中, 引入更小、电负性更弱

的取代基代替甲氧基与磷原子相连, 则所得化合物

的含磷部分与底物丙酮酸的羧基相似, 可能会提高

化合物对酶的抑制活性和除草活性. 根据其设计思

想, Billie 等人合成了系列的烷基酰基膦酸酯(盐)或次

膦酸酯(盐), 如图 2所示的化合物 2~5, 并从豌豆中提

取了 PDHc 酶, 测试了它们对 PDHc 酶的抑制活性及

除草活性. 结果表明, 以甲基取代与磷原子相连的甲

氧基后 (化合物 2), 化合物对丙酮酸脱氢酶的抑制活

性及除草活性均显著提高 , 如化合物 1 的 I50 为    

70 μM, 化合物 2 在 12 min 内其 t1/2为 10 μM, 而且抑

制类型也发生了变化, 化合物 1 为竞争性抑制剂, 化

合物 2 为时间依赖性抑制剂, 同时化合物 3 与化合物

2 相比是一个更好的时间依赖性抑制剂, 其 t1/2 在 3 

min 内为 0.3 μM, 实验结果与作者推测相符, 表明在
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磷原子上引入更小、电负性更弱的取代基时, 将有利

于提高化合物对  PDHc 酶的抑制活性. 室内生测结

果表明: 此类 PDHc 抑制剂显示了不同程度的除草活

性, 其中化合物 4 的除草活性最高, 推测其在植物体

内水解为化合物 2而发挥作用. Billie等人的生化研究

也证明了正是由于这类底物的含磷类似物对丙酮酸

脱氢酶系的强抑制作用而造成植物的死亡, 从而显

示出引人注目的除草活性[35]. 烷基酰基膦酸酯(盐)或

次膦酸酯(盐)可作为 PDHc E1 的抑制剂, 其除草的作

用机制可由图 3 所示的反应过程描述. 此类化合物可

使植物死亡, 正是由于它们与 ThDP 作用, 抑制了

PDHc 催化下的脱羧反应, 破坏了植物体内有氧代谢

的直接结果. Baillie等人在 1994年在美国华盛顿召开

的笫八届国际农药会议上也报告了这一重要结论[36], 

上述研究工作表明了丙酮酸脱氢酶系可以作为除草

剂的作用靶标.  

Baillie 等人进一步选择除草活性最高的化合物 4

进行了广泛的田间除草药效评价, 结果表明, 化合物

4 的活性与选择性达不到作为除草剂开发的要求, 因

而尚未进入商品化开发. 虽然 Kluger 和 Baillie 等人

有关 PDHc 抑制剂的研究并未成功地获得以丙酮酸

脱氢酶系为靶标的商品化除草剂, 但此类丙酮酸含

磷类似物的研究成为采用生物合理设计的方法获得

PDHc 抑制剂的一个典范. 所取得的研究结果也极

大的鼓舞和支持了根据生物化学的理由进行农业化

学品分子设计必将成功的观点, 而且, 这种设计方法

的学术价值和良好前景在农药界得到了高度的肯定

和评价[37, 38]. 随后先灵公司也有 PDHc 抑制剂的报道, 

发现丙酮酸含磷类似物甲基乙酰基次膦酸具有除草

活性[39].  

1990年 Laber等人深入研究了化合物 5对大肠杆

菌丙酮酸脱氢酶的抑制机理[40]. 结果表明, 化合物 

 

 

图 3  酰基膦酸酯(盐)或次膦酸酯(盐)除草作用机制 

5 也是一种时间依赖性抑制剂, 反应起始时快速形成

可逆的酶-抑制剂复合体 EI, 随后转变成紧密结合的

复合体 EI*. 通过研究化合物 5 对丙酮酸脱氢酶复合

体在 290 nm 处激发荧光的影响可验证由 EI 到 EI*的

缓慢转变过程. 而且所有的实验均表明化合物 5 与丙

酮酸脱氢酶的相互作用所形成的产物与正常反应中

底物丙酮酸与 ThDP 结合形成的中间体类似.  

2006 年 Nemeria 等人首次报道了化合物 2 和 3

对人体丙酮酸脱氢酶的抑制活性[41], 并与此类化合

物对大肠杆菌的抑制活性进行了比较. 结果表明, 对

两种不同生物体内的丙酮酸脱氢酶, 化合物 3 的活性

均高于化合物 2, 两种抑制剂对酶均为可逆抑制, 且

化合物 3 和化合物 2 的活性均比化合物 1 的活性高. 

这与 1988 年 Baillie 等人报道的结果一致[35]. 采用圆

二色谱对抑制过程中所形成中间体的验证结果表明, 

此类抑制剂与ThDP结合形成的中间体也类似于底物

和 ThDP 形成的中间体.  

上述研究说明 , 在具有丙酮酸类似物结抅的

PDHc 抑制剂中, 丙酮酸的含磷类似物是一类引人注

目, 作用效果显著的 PDHc 抑制剂.  

3.2  辅酶 ThDP 类似物 

另一类 PDHc 抑制剂是辅酶 ThDP (图 4) 的类似

物. ThDP 是一种辅酶, 在催化反应过程中有助于与羰

基相连的 C−C 键的形成和断裂. 许多不同的酶如 PDC 

(pyruvate decarboxylase, EC 4.1.1.1), TK (transketolase, 
EC 2.2.1.1), PDHc 都需要 ThDP 作为催化反应的电子

穴, 以烯胺中间体的形式稳定羰基碳. 因此通过设计

合成 ThDP 类似物开展酶水平上的研究, 可以了解

ThDP 依赖型酶的复杂作用机理, 如酶和辅酶间的疏

水作用如何稳定反应中间体, 以及辅酶在酶结合、催

化中的作用, 这些重要的信息将有助于设计对靶酶

具有高效、专一抑制活性的药物分子.  

1983 年 Low 等人报道将 ThDP 中噻唑啉鎓离 

子还原成噻唑烷基而生成的化合物四氢 ThDP (图 5) 

对 PDHc 具有一定抑制作用[42]. 作者通过测定四氢 
 

 

图 4  辅酶 ThDP 结构式 
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图 5  cis-四氢 ThDP 7 及 trans-四氢 ThDP 8 

ThDP 对大肠杆菌 PDHc 的抑制反应速率常数表明, 

cis-ThDP 7 的结合能力比 ThDP 强很多, 但是 trans- 

ThDP 8 的结合能力和 ThDP 差不多. 作者认为将

ThDP 还原成四氢 ThDP, 提高了分子中噻唑环的活

性, 因而对 PDHc 具有较高的抑制作用.  

2001 年 Nemeria 等人报道另一类 ThDP 类似物: 

2-噻唑酮 ThDP 9 和 2-噻唑硫酮 ThDP 10[43] (图 6). 由

于这些化合物与 ThDP 类似, 因而有可能在生物体中

代替 ThDP 和底物结合, 从而破坏正常的代谢过程. 

与 PDHc 作用的生化实验表明, 2-噻唑酮 ThDP 9 和

2-噻唑硫酮 ThDP 10 显示出比 ThDP 更强的结合能 

力. 2004 年 Arjunan 等人[44]又报道了抑制剂 9 与大肠

杆菌的 PDHc 复合物的晶体结构. 从而进一步证实了

抑制剂 9 可以在生物体内取代 ThDP与 PDHc酶结合, 

破坏正常的代谢过程的观点.  

2005 年 Leeper 等人报道了一种对 PDHc E1 酶具

有高选择性、高抑制活性的抑制剂 deaza ThDP 11 (图

7), 其设计思想是将 ThDP 噻唑环上的 N 原子换成 C

原子形成新的 ThDP 类似物 deaza ThDP[45]. 化合物

deaza ThDP 11 对 PDHc E1 显示出比 ThDP 更强的结

合能力 ,  实验中测得该化合物与酶的速度常数比 
 

 

图 6  含噻唑酮 9 和噻唑硫酮 10 的 ThDP 类似物 

 

图 7  deaza ThDP 11 结构式 

ThDP 快 7 倍. 作者认为 deaza ThDP 对 PDHc E1 强 

的结合能力可归因于 deaza ThDP 的电荷状态. 其  

电荷从+1 价到 0 价, 使酶活性位点的氨基酸与 deaza 

ThDP 间的疏水作用增强, 从而导致相应的结合作用

增强.  

合成高效 PDHc E1 抑制剂 deaza ThDP 具有一定

的难度. 2007 年 Leeper 等人仅通过 4 步合成了三唑

类 ThDP 类似物 12[46], 与 deaza ThDP 相比, 尽管化

合物 12 的抑制活性稍差, 但避免了合成 deaza ThDP

的困难. 在 ThDP 结构中焦磷酸部分与酶间的结合力

最强 (焦磷酸基能与 Mg2+形成配位键[47]). 但由于焦

磷酸电荷高, 很难穿透细胞膜, 导致细胞对化合物的

有效利用率差. 因此如果要设计合成以 ThDP 为先导

的高效药物分子, 应考虑合成具有较低的电荷量但

又与酶有高结合力的焦磷酸类似物. Leeper 等考察了

具有不同焦磷酸基变化的 ThDP 类似物结构 [46]     

(图 8). 含亚甲基的焦磷酸类似物 13 和 14 的 Ki 值是

焦磷酸取代基化合物 12 的 30~40 倍, 按化合物 13 和

14 至化合物 15、16、17、18 的次序, 它们与酶的亲

和力依次降低. 化合物 18 与酶基本无结合力.  

3.3  过渡态类似物 

Pauling 在对酶催化机制的阐述中, 曾提出酶催

化的过渡态理论, 他认为酶通过某种方式与高能, 短 

 

 

图 8  不同焦磷酸基变化的 ThDP 类似物 
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寿命的过渡态结合而起催化作用, 在这个处于反应

底物和产物之间的过渡态构型中, 某些键正在形成, 

另一些键正在断裂 . Jencks[48]后来又进一步发展了

Pauling 的理论, 他认为在结构和电荷排列方面; 酶

分子与它催化反应的过渡态是互补的, 即酶分子充

当化学反应的模板, 使底物分子转变成新的构型—

—过渡态, 随着反应的进行, 能量平衡转向有利于能

量较低的产物分子一边. 而过渡态不会回到底物分

子. 在空间结构, 疏水性匹配和电子等因素上能够模

拟一个酶催化反应过渡态的稳定化合物被称为过渡

态类似物[49]. 在酶催化的反应中, 一个很重要的特点

是酶与反应过渡态的亲和能力远大于酶与底物或产

物的亲和能力. 可以设想, 底物的过渡态类似物必然

是一种很强的竞争性抑制剂, 分析和模拟酶催化反

应过渡态的结构是设计获得靶标酶专一性抑制剂的

有效途径[50], 因此过渡态理论的提出和运用, 对于靶

标酶的三维结构尚不清楚的情况下的生物合理设计, 

提供了另一个有效的研究策略.  

基于上述理论, 根据丙酮酸脱氢酶系催化反应

过渡态的结构来设计过渡态的类似物也是获得 PDHc

专一性抑制剂的另一有效途径[51], 值得积极探索. 图

1 表示了正常生物体内 ThDP 与丙酮酸的结合过程. 

根据 Pauling 和 Jencks 对酶催化机制的阐述[52], 图 1

中的过渡态产物, LThDP, enamine, HEThDP 的类似

物都可能成为 PDHc 的抑制剂.  

由前文所述, 2005年Leeper等人报道的PDHc E1

抑制剂 deaza ThDP 11 在生物体内与底物丙酮酸结合

的过程中具有比 TPP 更强的结合能力, 是由于 deaza 

ThDP 11 的电荷状态更接近于反应中的过渡态. Deaza 

ThDP 11 与 PDHc E1的相互作用可由图 9描述[45]. 首

先, ThDP 的噻唑啉环上的 C(2) 去质子化, 形成叶立

德 h-2, 叶立德 h-2 在丙酮酸中羰基的进攻下, 生成

α-乳酰基 ThDP h-3, 噻唑啉环的正电性加速了α-乳

酰基 ThDP h-3 的脱羧, 然后过渡态 h-4 在质子的作

用下形成羟乙基 ThDP h-5 , 羟乙基 ThDP h-5 再脱去

乙醛重新生成 h-2.  

由于 deaza ThDP 更易形成反应过渡态. 因此也

更易与酶的活性位点结合 . 该研究组培养了 deaza 

ThDP 与 PDH-deaza ThDP 共结晶的晶体. 结果表明, 

deaza ThDP 出现在活性位点上, 占据了正常情况下

ThDP 的结合位置.  

根据 Pauling 和 Jencks 对酶催化机制的阐述[52], 

图 8 中过渡态 h-2, h-3, h-4, h-5 的类似物都可能成为

PDHc的抑制剂. 由此, Leeper等人[53] 除了合成 deaza 

ThDP 外, 还尝试合成了过渡态 h-5 的类似物 19 和 20 

(图 10). 对大肠杆菌 PDHc 的抑制实验显示, 化合物

19 和 20 具有和 deaza TPP 类似的抑制活性.  

3.4  丙酮酸含磷类似物的衍生与扩展 

我们注意到, 在上述国外有关 PDHc 抑制剂的研

究报道中, 多数基于酶水平开展的研究是针对微生

物  (如大肠杆菌) 中的丙酮酸脱氢酶系而进行 . 而

Builie 等人对 PDHc 抑制剂的研究是基于高等植物 

(如碗豆) 中的丙酮酸脱氢酶系开展的. 通过生化反

应机理的研究证实了烷基酰基膦酸酯(盐)或次膦酸酯

(盐)能使植物致死, 正是由于它们对丙酮酸脱氢酶系 
 

 
图 9  ThDP 与丙酮酸反应的过渡态 
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图 10  过渡态 h-5 类似物 

抑制作用的直接结果[36]. 其结果表明了丙酮酸脱氢

酶系可以作为除草剂的作用靶标. 虽然他们设计的

PDHc 抑制剂作为除草剂未能进入商品化开发, 但其

学术价值在农药界得到了高度的肯定和评价 [37, 38]. 

同时对于我们的研究给以了很好的启示. 我们认为

PDHc 可作为一个商品化除草剂的潜在靶标进一步研

究和开发[54]. 这一研究对于新农药创制研究也将具

有挑战性和理论价值.  

面对我国农业现代化对环境友好除草剂的重大

需求, 同时鉴于目前国内外未见有以 PDHc 为靶标的

商品化除草剂, 20 世纪 90 年代以来, 我们选择以植

物 PDHc 为靶标, 开展了除草剂分子设计、合成的探

索性研究. 针对国外文献报道的 PDHc 抑制剂具有毒

性高, 除草活性低, 选择性差的问题, 我们从靶标生

物特异性及新先导结构发现的关键科学问题切入 , 

提出了设计 PDHc 抑制剂的新思路. 对文献报道的丙

酮酸含磷类似物进行了衍生与扩展, 设计合成了既

含有潜在的抑制 PDHc 的羰基膦酸酯结构单元 A, 同

时又含有潜在的具有除草活性的芳(杂)氧羧酸结构

单元 B 的新骨架 I: 我们设想当母体骨架 I 上取代基

结构匹配时, 通过结构单元A和结构单元B的协同作

用, 可以构建一类全新并具有更高除草活性的先导

母体结构 (图 11).  

由此我们合成了具有母体骨架 I的十多个系列近

千个不同的新型芳杂环氧基烃基膦酸衍生物[55]. 并

采用盆栽法系统测定了所有化合物对植物的抑制活

性. 结果表明, 母体骨架中膦酸结构单元 A 保持不变

时, 结构 B 的改变对其生物活性有显著的影响. 通过

系统的研究和筛选, 从中发现具有结构通式 II 的二

乙基α- (取代苯氧乙酰氧基 )烃基膦酸酯在剂量为  

 

图 11  丙酮酸含磷类似物的衍生与扩展 

2.5 kg/ha 的盆栽实验中, 对双子叶植物的抑制率大

100%, 显著高于其他系列化合物的除草活性[55]. 其用

量低于 Builie 等人报道的除草活性最高的 PDHc 抑制

剂 4 (2.8 kg/ha) 的使用剂量, 可作为除草剂的先导体.  

为了获得高效 PDHc 抑制剂或除草剂, 我们尝试

通过基于 PDHc 的理论计算研究指导结果优化. 由于

PDHc 是一个十分复杂的多酶复合物. 至今尚无植物

体 PDHc 晶体结构的报道. 但在 2002 与 2004 年分别

已有大肠杆菌 PDHc E1 的晶体结构以及 E1 与相关抑

制剂复合物结构测定的文献报道[44, 56], 这一新的研

究结果为我们开展基于 PDHc E1 分子设计的理论计

算研究提供了必要的信息. 蛋白质环境下丙酮酸脱

羧酶的催化反应机理的理论计算表明: 在该催化反

应中最重要的两步是 LThDP 脱羧和噻唑环上的 C2

负离子的质子化, 如果 PDHc 抑制剂能有效抑制脱羧

反应, 便可发挥高效作用[57]. 我们根据第一步脱羧反

应中酶与天然底物的反应特点, 以二乙基α-(取代苯

氧乙酰氧基)烃基膦酸酯为先导进行结构修饰, 设计

合成了多系列化合物 IIA~IIH [58~67] (图 12) 

研究发现当 II 中 6 个取代基 R1, R2, R3, R4, X, Y

的结构达到合理匹配时, 化合物可显示较高的除草

活性. 证实了我们提出的通过结构A和结构B的协同

作用, 可获得更高除草活性先导结构的设计思路. 并

通过生化研究证明了此类化合物对丙酮酸脱氢酶系

具有很强的抑制作用. 例如化合物 O-甲基-α-(2,4-二

氯苯氧基乙酰氧基) 甲基膦酸酯单钠盐对植物体中

的丙酮酸脱氢酶系的抑制活性 I50 = 29.14 μM (in 

vitro)[68]. 特别是发现化合物 II 的除草活性与酶抑制

活性正相关. 高除草活性的化合物均显示了对植物

PDHc 的强抑制活性. 通过 Hansch Fujita QSAR 方法

及 CoMFA方法从二维及三维空间对化合物 II进行定

量构效关系的研究发现: 当 X、Y 占据苯环的 2, 4 位,  
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图 12  二乙基 α-(取代苯氧乙酰氧基)烃基膦酸酯的结构修饰 

吸电性的适当增强有利于除草活性的提高; R1, R2, R4

体积的增大, 使除草活性降低. 我们注意到在通式 II

中 R1 和 R2 的结构变化对除草活性的影响规律和

Baillie 等人的研究结果是一致.  

为了在分子水平上理解抑制剂与 PDHc E1 相互

作用机制, 我们利用现代计算化学技术手段开展了

辅酶 ThDP 与相关抑制剂与大肠杆菌 PDHc E1 的相

互作用研究. 熊英等[69]运用 MM-PBSA 理论计算的

方法计算 PDHc E1 与配体 (图 13) 的结合自由能, 以

此了解抑制剂与靶标之间的微观结构信息. 所计算

的结合自由能由高到低的顺序是 ThDP > ThTTDP > 

ThDP > PLThDP, 与实验所测数据相符. 计算结果与

实验值良好的吻合表明本计算方法对设计新型 PDHc 

E1 抑制剂有重要价值.  

我们通过分子对接和三维定量构效关系方法研

究了取代苯氧乙酰氧基烃基膦酸酯类化合物 II 与

PDHc E1的作用模式 (图 14). CoMSIA分析表明化合

物的静电作用和疏水作用是影响除草活性的主要因

素. 化合物 II 与 E. coli PDHc E1 进行对接的研究[70]

表明: 在母体结构 II的苯环上 2, 4位具有吸电子取代

基时, 将有利于与 2, 4 位附近具有正电性的组氨酸残

基 His106, His640 的静电相互作用, 而且 2, 4 位上取

代基合适的大小对抑制剂与靶酶的相互作用也是至

关重要的. 分子对接的结果表明化合物在结合部位

所应满足的空间和静电要求与 CoMFA和CoMSIA分

析的结果一致.  

上述研究表明取代苯氧基乙酰氧基烃基膦酸酯 

 

图 13  配体 ThDP、ThTDP、ThTTDP、PLThDP 结构式 

II 为一类新型的 PDHc 抑制剂, 是一类具有潜在除草

活性和研究价值的化合物, 此类结构的特点在于: 分

子中的结构A和B是通过羧酸酯键有机组合, 在环境

中将易于降解. 在结构 II 中含有 6 个可变化的取代基, 

从而具有较大的结构变化空间. 由此我们可预测通

过 II 的结构优化, 有可能获得高活性、低残留的新型

PDHc 抑制剂或除草剂.  

通过优化结构 II 中的 6 个取代基, 我们获得了 
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图 14  化合物在 PDHc E1 活性部位的可能结合构象 

一批具有较高除草活性的化合物. 为了评价此类化

合物作为除草剂的可能性, 我们选择其中除草活性

较高的化合物 HW02, O,O-二甲基-1-(2,4-二氯苯氧乙

酰氧基) 乙基膦酸酯进行了深入研究与开发. 研究表

明: HW02 为 PDHc 竞争性抑制剂, 对双子叶植物绿

豆与豌豆的 PDHc 具有强抑制作用 , 而对水稻的

PDHc 具有弱抑制作用. 它对单、双子叶植物 PDHc

酶的选择性与它在田间除草的选择性完全一致. 国

外报道的 PDHc 抑制剂中, 除草活性最高的化合物 4

在 2.8 kg/ha 剂量下 , 苗后除草活性抑制率可达

80%~100%, 但对作物有药害, 因而未能满足商品化

除草剂的要求. 而通过对丙酮酸含磷类似物的结构

优化所获得的 HW02 的选择性和除草活性均显著高

于文献报道的烷基酰基膦酸酯类化合物 4, 并且对作

物安全. 多项田间除草试验表明, HW02 为内吸、速

效型茎叶处理除草剂, 对禾本科作物与阔叶杂草具

有较高的选择性 . HW02 在使用剂量为 0.15~0.45 

kg/ha 时, 苗后除草活性便可达 80%~100%. 一次施

药基本能控制田间作物全生育期阔叶杂草危害.  

此外, HW02 对温血动物和植物中的靶标酶具有

很好的选择性, 对温血动物及水生生物低毒, 对生态

环境中的蜂、鸟、鱼、蚕安全, 在收获期玉米籽粒和

土壤中的残留量均低于检出极限, 说明 HW02 具有

高效、低毒、选择性高、易降解的特点, 显示出很好

的安全性和环境相容性. 证实了分子设计思想的合

理性. HW02 作为可用于防治阔叶杂草的除草剂新品

种, 于 2007 年获得了国家农业部新农药临时登记证

(商品名: 氯酰草膦).  

4  展望 

随着科学的发展, 农药分子设计已经从传统的

随机筛选发展到了基于靶酶的合理生物设计. 同样

随着研究的深入, PDHc 抑制剂的发现己从最初传统

的随机筛选发展到了 Baillie 等人基于酶化学机制的

分子合理设计. 长期以来, 由于缺乏完整的生物体丙

酮酸脱氢酶系的三维结构的数据, 人们难以开展在

蛋白质三维结构水平上的分子设计.  

近十多年来, 关于丙酮酸脱氢酶系的晶体结构

研究获得了显著进展. 如从酿酒酵母 (brewer’s yeast 

Saccharomyes cerevisiae, Saccharomyes uvarum)[71]和

运动发酵单胞菌 (Zymomonas mobilis)[72]中分离的丙

酮酸脱氢酶 (E. C. 4.1.1.1) 晶体结构己有相关报道(P. 

Arjunan, 1996; U. Neveling, 1998). 2001 年 Kleiger 研

究组报道了 Pyrobaculum aerophilum 中丙酮酸脱氢酶

E1 β亚基的晶体结构[73]. 一年后, Arjunan 等人首次报

道了 1.85 Å 分辨率下大肠杆菌 Escherichia coli 中的

E1α2同型二聚体的 E1p 亚基结构[56]. 2004 年又进一步

测定了大肠杆菌 PDHc E1 与抑制剂复合物结构[44].  

随着生物体内丙酮酸脱氢酶系的三维结构的数据

的不断完善, 使我们有可能在分子水平上理解抑制剂

与PDHc相互作用机制, 并借助现代计算化学技术手段

开展基于 PDHc 的生物合理分子设计. 目前已取得的

PDHc 抑制剂的研究进展, 将鼓舞着我们进一步开展基

于有害生物体中 PDHc 抑制剂的设计、研究与开发.  

综上所述, 多年来的研究虽使人们对丙酮酸脱氢

酶系的结构、抑制剂在生物体内的作用机制以及抑制

剂构效关系有了初步的认识, 但由于丙酮酸脱氢酶系

是一个复杂的多酶体系. 仍有许多鲜为人知的奥妙需

要探索. 我们认识到: 在 PDHc抑制剂的研究中, 相关

分子生物学的深入研究, 抑制剂筛选方法的建立以及

现代计算机辅助药物分子设计手段的利用, 对于设计

结构新颖、高效 PDHc 抑制剂都是至关重要的.  

随着科学技术的进步, 分子生物学等相关学科

的发展以及各种生化作用机制的进一步阐明, 将为 

PDHc 的研究提供更广阔的前景, 相信不久的将来, 

将会获得更多结构新颖、作用机制独特、具有商品化

潜力的丙酮酸脱氢酶系抑制剂.  
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Abstract:  The pyruvate dehydrogenase complex (PDHc) is one of the most important oxidoreductase in organism. It 
catalyzes the oxidative decarboxylation of pyruvate to acetyl CoA which is a pivotal process in cellular metabolism and 
plays a great significance in the biochemical study. So the pyruvate dehydrogenase complex is of interest and worthy of 
approach from the point of view of agrochemical biorational design. A lot of organophosphorus compounds have been 
demonstrated as a kind of inhibitor of PDHc. This review focus on the study of history and research progress of 
phosphorus-containing PDHc inhibitors including the work in our laboratory. The trend on the research and the 
development of PDHc inhibitors as agrochemical are summarized and discussed. 
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