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HPPD 酶及其抑制剂构效关系的研究进展
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摘  要  植物体中的对羟基苯基丙酮酸双氧化酶(HPPD)酶对动植物的生长发育起着至关重要的

作用。本文综述了 HPPD 酶的晶体结构、作用机制及其抑制剂的作用机制、构效关系。
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对羟基苯基丙酮酸双氧化酶(4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase, HPPD)存在于各种生物体

中并被提取出来 [1] ，它是一种铁 -酪氨酸蛋白 [2] ，在植物体内可将对羟基丙酮酸 (4-
hydroxyphenylpyruvate, HPP)催化转化为尿黑酸(2,5-dihydroxyphenylacetate, HGA)[3]，进而转化为

光合作用中电子传递所需要的重要物质质体醌和生育酚[4,5]，其中质体醌还是影响八氢番茄红素

去饱和酶催化的关键辅助因素[6]，同时，该酶的抑制剂 NTBC(2-(2-nitro-4-trifloromethylbenzoyl)-
cyclohexane-1,3-dione)临床上已经应用于治疗酪氨酸病，对人体无不良作用。鉴于其上述重要作

用和特点，使之成为继 ALS、ACC 以及 Protox 之后的又一新的除草剂靶标酶和临床上治疗酪

氨酸病靶标酶[7]。由于该酶抑制剂用于除草方面时具有广谱、高效、残留低、环境相容性好、

使用安全的特点，且尚未发现有关其抗性的报道[8]，这更加引起人们对其抑制剂及其构效关系

研究的重视，并进行了广泛的研究。为了使 HPPD 抑制剂的研制更具有针对性，本文对近年来
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有关 HPPD 提纯、晶体结构、在动植物体内的作用机制及其构效关系等方面的研究概况作一综述。

1 HPPD 的提纯和活性分析

纯 HPPD 可以从动物肝、玉米、细菌等生物体中纯化来获得[9~11]。

HPPD 活性的分析通常采用的方法有：(1)测定 HPP 转化为 HGA 所消耗的氧气量[12,13]；(2)
测定释放的 14CO2的量[10]；(3)分光光度法[11]；(4)用高效液相法测定生成的 HGA 的量[7,14]。

2 HPPD 的晶体结构

Laurence 等 [15] 采 用 SIRAS 方 法 测 定 了

Pseudomonas fluorenscens HPPD 的晶体结构。结果显

示，该酶以四聚体形式存在且通过两两 N-端相结合

形成上下对称的聚合结构，如图 1 所示。每一结构单

元都包含有两个重复的βαββα结构。正如图 2 所示，

酶的活性中心铁离子包含在酶 C-端结构中，分别和

His161、His240 及 Glu322 配位结合。剩余的三个配

位轨道正好与底物和氧相结合。HPPD 分子模型的 Rfree

为 27.6%，R 因子为 21.9%，计算采用的衍射范围为 20.0～2.4Å，测定结果表明，具有非晶体 222
对称性，每个单体表面积为 2600Å2，晶包中包括 11119 个非氢原子、4 个铁原子、4 个二乙基

汞分子、4 个乙酸酯分子和 482 个水分子。晶体属正交晶系，空间群为 P212121；在 100K 条件

下，晶胞参数为 a=76.60 Å，b=142.75 Å，c=159.44 Å。

活性中心铁离子

图 2  晶体结构图                                       图 3  模拟 HPPD-HPP 络合图

Fig.2  The active-site pocket of HPPd                        Fig.3  The binding model of HPPD-HPP

由图 1 可以看出，水平方向两个单体呈面背平行结合，上下通过 N-端结合，形成四聚体，

四个活性反应中心，当其中一个活性中心与底物结合时，相应会引起酶空间结构的变化，使水

平对称的另一活性中心的活性受到影响，活性降低，影响程度视抑制剂与酶结合的程度。这与

文献[9]所做的工作相符合：由于 DKN(diketonitrile)与 HPPD 二聚体为紧密结合，严重影响了另

一个的活性中心与 DKN 的结合反应，致使其与二聚体 HPPD 的化学计量比为 1/1。而与 HPPD

图 1  HPPD 酶蛋白质结构

Fig.1  Ribbon representation of the HPPD tetramer
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二聚体结合较为松弛的 RPA206740 的实验结果显示，与二聚体的化学计量比为 1.2:0.5，即抑制

剂/活性中心的摩尔比为 1.2/1，这就是由于二者的结合能力差,导致蛋白质空间构型变化较小，

反应中心趋于全部参与，且抑制剂浓度的提高有利于平衡向络合物方向进行。因此，对酶结构

深入的研究，有助于通过有效的抑制剂与酶结合的模拟，针对性地合成抑制剂目标分子，如图

3 所示。
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3 HPPD 及其抑制剂在动植物体内的作用机制

HPPD 在人及其它哺乳动物体内的主要作用是促进酪氨酸的代谢，但它还能够催化代谢因

富马酸乙酰乙酯酶缺乏活性积累的琥珀酰基乙酰乙酸乙酯等体内物质，形成对肝肾有毒的代谢

物(即酪氨酸病产生的根本原因)。HPPD 抑制剂的使用，抑制了催化降解过程的发生，进而抑制

了有毒(副)产物的形成，从而达到了治疗疾病的目的[16]。

HPPD 在植物体内将 HPP 催化转化为 HGA 这一过程可能的反应机制，主要有：(1)Witkop
等[17]认为，铁离子与氧复合物氧化 HPP 的芳香环，形成过氧化阴离子中间体 (该步为关键步骤)，
然后亲核进攻羰基碳，形成环状的过氧化合物，继而脱羧、支链邻位迁移，形成 HGA。该机理

对于酚类底物较容易反应，但对于缺电子的苯环来说，难度较大。(2)Hamilton 等[18~21]认为，金

属离子和氧的复合物亲核进攻α-羰基，生成环状的过氧化物，经脱羧形成四价高配位的铁氧离

子，再进攻芳香环形成环氧化物，然后在酶的催化下，羧甲基迁移后形成 HGA。Robert 等[22]利

用电子等排体法，用 NH、S 代替 HPP 中的 CH2后，发现它们更倾向于按机理(2)进行。(3)Crouch
等[3]在(1)、(2)工作基础上，通过大量事实提出较完善的包括了酮酸侧链的氧化脱羧，苯环的羟

基化以及羧甲基的 1、2-迁移的反应过程机制。该反应六配位过渡态假设结构也获得 Laurence
等[15]报道的 HPPD 活性中心配位结构的佐证。
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由于 HPPD 抑制剂在植物体内直接抑制了 HPP 转化为 HGA，间接抑制质体醌和生育酚甚

至类胡萝卜素的生成，最终导致植物的白化直至死亡。

从 HPPD 抑制剂在动植物体内作用机制可以看出，其对人畜是安全的，发展前景非常广阔。
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4 HPPD 抑制剂的构效关系

HPPD 抑制剂和 HPP 在作用体系中，在氧气和铁离子存在下，竞争性地与 HPPD 活性中心

铁离子键合成配合物，抑制效果与抑制剂和酶的结合程度有关[18,23,24]。依据现有文献报道，HPPD
抑制剂主要有如下几类。
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Lee 等[25]通过分别在温室和对兔的 HPPD 抑制两方面的广泛筛选发现，吡咯类、双氰酮类、

三酮类、苯甲酰间苯二酚类在水中均能以烯醇形式存在且具有抑制 HPPD 和产生白化症状的作

用，在结构上和间苯二酚类具有极其相似的特点，通过合成相应的化合物证明苯甲酰乙烯醇结

构是 HPPD 抑制剂的基本结构，且需具有足够的酸性，

PKa<6。
由于 HPPD 抑制剂起源于三酮类化合物，对 HPPD

抑制剂构效关系的研究也主要集中于三酮类。影响抑制

活性的结构部分可分为：苯环部分、环己二酮部分、三

酮系统和其它等四部分，如右图所示。

4.1 苯环部分结构上的变化对化合物抑制能力的影响

Lee 等[26]通过测定一系列的 2，X-二氯代化合物和 2，X，Y-三氯代化合物的活性发现，2,4-
二氯代、2,3,4-三氯代模式效果最好，2,4,5-三氯代效果最差。经进一步对一系列 2-氯(或硝基)-4-
取代物(硝基除外)和 2-单取代物研究发现，4-位取代基的σp 及 2、4 位的σp 之和均与 log(LD50)呈
极好的线性关系，且斜率＜0。这说明引入强吸电子取代基可以获得更加活泼的化合物[26,27]。

当间位为拉电子基时，邻位为易离去取代基如氯、硝基、烷基磺酰基等取代基时易发生分

子内环化反应，使间位取代基对抑制剂能力的影响变得比较复杂，其活性与σp 不存在明显的线

性关系。但当间位为像 RO—基团时，无论从诱导效应还是共轭效应均有利于活性的增加，随

着碳链的长度的增加，对杂草的活性有明显的增长，但同时改变了除草图谱，使选择性降低，

这可能是由于间位化合物与酶有次一级的相互作用，同时间位取代基的长度对活性也有影响，

这与电子效应无关而是与受体次生结合的结果。

在保持苯环上某一位置的取代基不变的情况下，随碳链的增长和基团体积的增加，无论是

邻位还是对位，甲基产物的活性始终比其类似物的要高；对于间位化合物，尤其是烷氧基，从

CH3O 到 BuO，对杂草的活性有明显的增长，但同时改变了除草图谱，降低了选择性[26]。当用

烷基代替苯基后，导致活性明显下降[27]。这说明苯环的存在对抑制剂活性至关重要。

4.2 环已二酮部分对三酮类抑制剂活性的影响
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在环己二酮 4-、6-位引入取代基可延缓在 4-、6-位的羟基化和苯甲酰基水解的代谢反应，

使植物进行脱毒反应更加困难，相应的除草活性得到提高，这种影响对杂草类比对阔叶类作物

影响更加明显[28]。这一现象并非抑制剂与 HPPD 结合的增强，而是其本身所具有的抑制能力(IC50)
所致[29]。在环己二酮上引入取代基，虽然提高了除草活性，但导致选择性降低，土壤存留期延

长。

在结构上其它部分一致的情况下，分别由环己二酮和环戊二酮合成的三酮 HPPD 抑制剂除

草活性相似或相同[30]。
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当环己二酮部分由多环体系代替或引入杂原子后，发现：哌啶三酮类 HPPD 抑制剂由于引

入氮原子而降低了分子的酸性，相对于其它三种活性较低一些；双环[4.1.0]三酮类 HPPD 抑制

剂分子中引入三元环后由于三元环碳原子介于 sp3 和 sp2 之间，供电子能力趋于减弱，和普通三

酮类相比分子酸性较强，活性增高; 双环[3.2.1]三酮类由于双环结构影响了烯醇结构的形成，导

致活性比普通类略低。当苯环上取代基一致时，四种三酮类 HPPD 抑制剂活性顺序为双环[4.1.0]
三酮类>普通三酮类>双环[3.2.1]三酮类>哌啶三酮类[1]。

当环己二酮取代基被吡唑环代替后，形成吡唑类 HPPD 抑制剂，当通式中 R5 为甲基、乙基

或异丙基和 Q 为氢或易离去的基团(如磺酰类集团)时除草活性较高，尤其 R5 为乙基时表现的除

草活性更高一些；而当为氢或丙基等基团时，其活性往往很低。

当环己二酮取代基被异口恶唑环代替后，形成的异口恶唑类抑制剂是通过其相应的活性分解产

物二酮腈而起到除草作用的。异口恶唑类抑制剂与双酮腈类抑制剂通式中 R5 的不同取代基对其

除草活性的影响非常大，为三氟甲基等电子效应参数较大、长度为 1～2 个碳原子或丙基等基团

时，他们的除草活性往往较高。二苯酮类抑制剂在通式中 Q 为氢原子或易离去的基团时，易形

成活性中间体，相应的除草活性较高。当通式中为氟原子或其它易代谢为羟基的基团时，其除

草活性较高。

4.3 三酮系统结构变化对抑制剂活性的影响
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通过针对性地合成了下列 1～9 个化合物[31]，结果显示，1～3 对 FeCl3试验呈阳性反应，IC50
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值均小于 1µmol/L，说明它们均通过三酮的烯醇异构体与酶结合的亚铁离子紧密结合；其它化

合物均呈阴性反应，且活性很差。由此可以看出三酮 C-3 上的烯醇氢质子的离去有可能影响分

子的三维空间结构，并直接影响分子与靶酶结合点的结合和对靶酶的抑制，因此建立了 1 和 4
的结构模型，并进行了 X 射线衍射分析。

结果发现，化合物 1 分子中存在着顺式烯醇结构及分子内氢键，三个羰基处于共平面，C-3
烯醇氢与 C-7 羰基氧呈氢键结合，二者扭角仅为 1.6º。当烯醇氢被甲基取代或氯化为化合物 5
时，IC50值增加至 52 或 64µmol/L，此时的化合物 4 的构象显示，由于 7-位羰基与 C-1 羰基及 C-3
上的氧原子的双极排斥而被挤出了 1、3-二酮系统平面，且扭角为 58.2º。此外，在化合物 1 中，

C7-C2 的键长为 1.445Å，显示该三酮系统的广泛共轭；但在化合物 4 中，键长为 1.487Å，为单

键特征。从此也可以说明，C-3 的烯醇氢存在与否可决定三酮的构象。UV 及极性显示化合物 1
的λmax=262nm，Rf=0.59，化合物 4 的吸收波长发生蓝移，λmax=255nm，Rf=0.17。当羟基被取代

或修饰后的化合物中 O(8)-C(7)-C(2)-C(3)均具有较高的扭角(29～61º)，这是由于分子内两极的

排斥，导致三酮系统的共平面性下降、骨架变形和与 HPPD 酶结合力的下降，进而显示为活性

的降低，说明分子中烯醇的存在与抑制活性密切相关。尽管化合物 6 的扭角为 11.1º，构象接近

所研究的分子模型平面性，但由于肟基的存在阻止了与酶活性靶位中铁离子的螯合，进而显示

出与酶的低亲和性。该研究结果还表明，3-位羰基在对 HPPD 抑制中的作用不太明显；但 7-位
羰基的存在与否决定了化合物的活性。尽管化合物 7 具有与 NTBC 相同的三酮功能结构，但由

于分子未能构成共平面和形成烯醇，因而不具有活性。

因此，从以上研究结果可以看出；7-位羰基的存在、烯醇的形成能力及三酮系统的共平面

性对潜在的 HPPD 抑制剂的效能均具有决定性的作用，它的存在是抑制剂一个基本特征。

4.4 其它

对三酮类的异构体环己烯-3-酮醇烷基羧酸酯抑制 HPPD 研究结果表明[32]，绝大部分化合物

的除草活性比较高，尤其当 R 为环丙烷基时，IC50 为 30nmol/L，比现已应用于临床的 NTBC 的

IC50(40nmol/L)还低。这可能也说明三酮及其异构体与 HPPD 作用时有其相同或相似的地方或在

植物体中重新异构化为三酮结构，且证明酯羰基决定了化合物的抑制活性，因为是通过它与在

酶活性位置的铁离子螯合而起作用[24]。而烯酮的羰基对活性有增强作用，这和文献[30]相一致。

在 HPP 羰基的α碳上引入强吸电子氟的双羟基氟代产物，部分化合物为 HPPD 的竞争性抑

制剂[33]。

综上所述有关构效关系的研究工作，可以得出如下结论：

(1)当 HPPD 抑制剂分子结构中具有异构化为烯醇式异构体的能力或具有烯醇式的等排体及

分子 pKa＜6(酶反应的最佳条件为 pH=7.3)时，才有可能具有与 HPPD 活性靶位结合的铁离子配

合的能力，与 HPP 争夺 HPPD，从而抑制其与酶的结合显示出除草活性。

(2)三酮类抑制剂分子结构中，苯环上的邻、对位取代基电负性越大，相应的活性可能越高。

环己二酮上增加取代基，活性增强，但选择性降低。

(3)HPPD 抑制剂二酮所连羰基对活性至关重要，如用其它基团代替苯甲酰基，除个别化合

物外，活性都很差或没有活性。
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5 HPPD 酶及抑制剂研究展望

过去的研究使我们对 Pseudomonas fluorenscens 中的 HPPD 的结构、酶及抑制剂分别在动植

物体内的作用机制、抑制剂构效关系有了初步的认识，但对抑制剂与酶如何发生作用、动物与

植物体中的酶结构仍然知之甚少。随着科技的进步和科研手段的创新，动植物体中酶结构、抑

制剂作用机理的趋于明朗化，新型 HPPD 酶抑制剂的开发将步入一个崭新的快速发展阶段。
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