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海藻糖合成酶结构及其抑制剂的研究进展
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邓鸣飞,    黄家兴,    段红霞*
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摘   要：海藻糖是自然界中广泛存在的非还原性二糖，具有重要的生物学功能。除了可作为储

能物质参与机体能量代谢外，更重要的是还可作为结构物质参与真菌细胞壁和昆虫体壁的形

成，决定病原菌的致病性或调控昆虫的生长发育。海藻糖合成酶主要负责催化海藻糖的生物合

成，包括海藻糖-6-磷酸合成酶和海藻糖-6-磷酸磷酸酯酶两个功能域。近年来，越来越多的研究

表明海藻糖合成酶将有望成为新农药创制的候选靶标。本文主要综述了海藻糖-6-磷酸合成酶和

海藻糖-6-磷酸磷酸酯酶的晶体结构、酶与底物的结合模式和已报道的海藻糖合成酶抑制剂，以

期对以海藻糖合成酶为靶标的抑制剂的筛选、先导化合物的设计和改造以及新型农药的开发提

供指导。
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Advances in structures and inhibitors of trehalose synthetase
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Abstract: Trehalose is a non-reducing disaccharide, which exists widely in nature and possesses
important biological functions. It is not only an energy storage substance participating in energy
metabolism, but also a structure substance participating in the formation of fungal cell walls and insect
exoskeletons. Meanwhile, trehalose can regulate the pathogenicity of pathogens, and the growth and
development of insects. Trehalose synthetase is mainly responsible for catalyzing the biosynthesis of
trehalose, which includes two functional domains: trehalose-6-phosphate synthetase and trehalose-6-
phosphate phosphatase. More and more recent studies showed that trehalose synthetase has a great
potential as a novel target of pesticides. This review summaried the protein crystal structures, substrate
binding modes, and chemical structures of reported inhibitors for trehalose-6-phosphate synthetase and
trehalose-6-phosphate phosphatase. It is expected to provide guidance for the screening of inhibitors, the
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design and the modification of lead compounds, and the development of new pesticides targeting
trehalose synthetase in the future.

Keywords: trehalose synthetase; trehalose-6-phosphate synthetase; trehalose-6-phosphate phosphatase;
crystal structure; inhibitor; research advances

 

海藻糖是由两个分子葡萄糖通过 α-1,1 糖苷键

相连的非还原性二糖[1]，其广泛分布于昆虫、细

菌、真菌以及植物等众多生物体内，发挥着重要

的生物学功能。经研究表明，海藻糖不仅可作为

储能物质参与生物体的能量代谢[2-3]，亦可作为结

构物质参与昆虫体壁和真菌细胞壁的形成过程[4-5]，

还可作为“毒力因子”决定病原菌的致病性[6-7]，以

及作为化学信号物质调控昆虫的生长与发育[8-9]。

海藻糖合成酶是生物体内参与海藻糖合成的

重要功能酶。在昆虫体内，海藻糖-6-磷酸合成酶

(trehalose-6-phosphate synthetase, TPS) 和海藻糖-6-
磷酸磷酸酯酶 (trehalose-6-phosphate phosphatase,
TPP) 是海藻糖合成酶的两个独立保守结构域；在

细菌体内，分别对应为 OtsA 和 OtsB[10]；在真菌

酵母体内，海藻糖合成酶中的两个催化亚基 TPS1
和 TPS2 分别执行 TPS 和 TPP 的功能 [2]。目前，

在不同的生物体内已有 5 条海藻糖合成途径被阐

明，分别为：海藻糖-6-磷酸合成酶和海藻糖-6-磷
酸磷酸酯酶 (TPS-TPP/OtsA-OtsB/TPS1-TPS2) 途
径、麦芽低聚糖海藻糖合成酶-麦芽低聚糖海藻糖

水解酶 (TreY-TreZ) 途径、海藻糖合酶 (TreS) 途
径、海藻糖磷酸化酶 (TreP) 途径及海藻糖糖基转

移酶 (TreT) 途径[11-12]。其中海藻糖-6-磷酸磷酸合

成酶和海藻糖-6-磷酸磷酸酯酶途径是普遍被认可

的途径，该途径中海藻糖-6-磷酸合成酶是其限速

关键酶。其海藻糖-6-磷酸合成酶和海藻糖-6-磷酸

磷酸酯酶途径催化海藻糖生物合成的具体过程

(图 1) 为：核苷酸葡萄糖 (NDPG) 和葡萄糖-6-磷酸

(G6P) 在海藻糖-6-磷酸合成酶的催化下首先合成

6-磷酸海藻糖 (T6P)，随后，由海藻糖-6-磷酸磷酸

酯酶催化 T6P 去磷酸化，最终生成海藻糖[13-15]。

 

有研究表明，海藻糖代谢通路在昆虫和植物

病原真菌的重要生理过程中存在着调控机制，如

昆虫海藻糖代谢可调控其几丁质代谢通路。几丁

质是天然的线性糖胺聚糖[16]，其作为昆虫体壁的

主要成分，在昆虫生长发育过程中的旧表皮蜕去

和新表皮形成中发挥着重要调控作用[17]。相关研

究显示，昆虫海藻糖代谢路径位于其几丁质代谢

通路上游，二者通过海藻糖酶相互偶联 (图 2)，即

海藻糖在海藻糖酶催化下分解为葡萄糖，随后，

在己糖激酶催化下生成 G6P，G6P 焦磷酸化生成

UDP-N-乙酰氨基葡萄糖，随即进入几丁质生物合

成通路，即 UDP-N-乙酰氨基葡萄糖经几丁质合成

酶作用生成几丁质，最终经几丁质酶和 β-N-乙酰

己糖胺酶等作用，完成几丁质降解，生成 N-乙酰

氨基葡萄糖[18]。海藻糖作为沟通这两个通路的重

要物质，其代谢过程可调控几丁质的合成与代谢

通路，从而影响昆虫生长发育[19-20]。此外，海藻糖

代谢还可调控植物病原真菌侵染过程。在对稻瘟

病菌 Magnaporthe oryzae 侵染力调控中，存在着依

赖于还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸 (NADPH)
的开关机制，该开关可被稻瘟病菌 TPS1 调控。

TPS1 缺失的稻瘟病菌其附着胞和侵染钉产生受

阻，使其无法正常侵染[21-23]。有报道指出，真菌细

胞壁的形成、菌丝的生长与其体内几丁质酶存在
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图 1    海藻糖­6­磷酸合成酶和海藻糖­6­磷酸磷酸酯酶途径催化海藻糖的生物合成过程

Fig. 1    The biosynthetic processes of trehalose catalyzed by trehalose­6­phosphate synthetase and
trehalose­6­phosphate phosphatase pathway
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着密切联系，几丁质酶异常可以导致植物病菌生

长受阻、其致病能力下降[24-25]。因此，笔者推测在

真菌中海藻糖酶也可能与几丁质酶代谢相关，但

尚未见相关文献报道。

海藻糖代谢途径凭借着其重要的生物学功能及

其在哺乳动物体内缺失的优势[26]，在新型杀虫剂、

杀菌剂开发领域受到越来越广泛关注。例如，以海

藻糖酶为靶标的杀菌剂井冈霉素 A (validamycin
A) 已成功上市，且对水稻纹枯病、棉花猝倒病等

具有良好的防效[27-28]。生物体内参与海藻糖合成的

重要功能酶，如海藻糖-6-磷酸合成酶和海藻糖-6-
磷酸磷酸酯酶也陆续被认为是新型杀虫剂、杀菌

剂研发的候选靶标[10, 29]，尤其是近年来有关海藻

糖-6-磷酸合成酶和海藻糖-6-磷酸磷酸酯酶的结构

生物学研究陆续取得较大进展，这为基于海藻糖

相关酶靶标结构进行新农药分子合理设计，进而

开发绿色安全的新农药品种奠定了重要生物学基础。

但迄今为止，尚未见有关海藻糖-6-磷酸合成酶和

海藻糖-6-磷酸磷酸酯酶晶体结构及其抑制剂的相

关综述报道。鉴于此，本文主要综述近年来关于

海藻糖-6-磷酸合成酶和海藻糖-6-磷酸磷酸酯酶的

晶体结构、底物结合模式及其酶抑制剂的研究进

展，以期为以海藻糖合成酶为靶标的先导化合物

的发现和新农药活性分子合理设计提供指导和借鉴。 

1    海藻糖合成酶晶体结构
 

1.1    海藻糖­6­磷酸合成酶晶体结构及其与底物结

合模式分析

糖基转移酶 (GTs) 是生物体内参与糖代谢的

重要功能酶，负责多糖及其他糖类复合物的合成[30]。

截至 2020 年 10 月，碳水化合物活性酶数据库中

(CAZy, http://www.cazy.org) 根据酶一级结构 (氨基

酸序列) 保守性原则[31]，将已知序列的 GTs 划分

为 111 个家族，即 GT1~GT111。此外，根据 GTs
高级结构相似性，又将其划分为 GT-A、GT-B、

GT-C 和 GT-D 共 4 个超家族 [32-35]。通常大部分

GTs 在形成三维结构时均采取 GT-A 和 GT-B 折叠

型 (图 3)。这两种折叠方式都可形成两个典型的

Rossmann 结构域 (包含 β/α/β 型超二级结构)，其

差异主要体现在 GT-A 折叠形成的两个 Rossmann
结构域是彼此相邻的，且联系紧密；而 GT-B 折

叠形成的两个相似的 Rossmann 结构域往往更加独

立，联系也更为灵活，且在两结构域交界处常存

在着缝隙[36-37]。

海藻糖-6-磷酸合成酶是 GTs 中的重要成员。研

究发现，TPS/OtsA 属于 GT20 家族，且采取 GT-
B 折叠型，其催化活性位点存在于由两个 Rossmann
结构域形成的缝隙中[36]。海藻糖-6-磷酸合成酶在

海藻糖生物合成过程中负责将糖基供体底物 NDPG
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图 2    昆虫的海藻糖代谢通路与几丁质代谢通路

Fig. 2    Insect trehalose metabolic pathway and chitin
metabolic pathway

A B

GT-A folding type GT-B folding type

A：枯草芽孢杆菌 Bacillus subtilis SPSA 酶的三维结构呈现 GT-A 折叠

(PDB 号：1QGQ)；B：大肠杆菌 T4 噬菌体 (Coliphage T4) BGT 酶的

三维结构呈现 GT-B 折叠 (PDB 号：1JG7)。
A: GT-A folding type in the three-dimensional structure of Bacillus subtilis

SPSA (PDB ID: 1QGQ); B: GT-B folding type in the three-dimensional
structure of Coliphage T4 BGT (PDB ID: 1JG7).

图 3    代表性 GT­A 折叠型和 GT­B 折叠型的

糖基转移酶三维晶体结构对比

Fig. 3    The comparisons between three­dimensional
crystal structures of typical GT­A folding type and

typical GT­B folding type glycosyltransferases
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的葡萄糖环部分转移至糖基受体底物 G6P 的葡萄

己糖环上，并催化二者间 α-1,1 糖苷键的形成。随

着蛋白质结晶学、X-射线晶体衍射以及核磁共振

等技术日渐成熟，越来越多物种的海藻糖-6-磷酸

合成酶晶体结构被解析。截至目前，真菌 TPS1 和

细菌 OtsA 晶体结构均已有许多报道，但尚未见昆

虫 TPS 晶体结构的报道。 

1.1.1    细菌 OtsA 晶体结构　目前，已有 6 种细菌

的 17 个 OtsA 蛋白晶体结构被解析，如表 1 所示。

其中大部分为人类病原细菌的 OtsA 晶体，如大肠

杆菌 Escherichia coli 和耐热分枝杆菌 Mycobacterium
thermoresistibile 的 OtsA 晶体，分别简称为 EcOtsA
和 MtrOtsA 等，但尚未见植物病原细菌 OtsA 晶体

结构的报道。

Gibson 等[14] 于 2002 年报道了首个海藻糖-6-
磷酸合成酶三维晶体结构，即大肠杆菌OtsA 与小

分子 G6P、尿苷二磷酸 (UDP) 的复合物蛋白 (PDB
号：1GZ5)。该研究指出：EcOtsA以四聚体形式

存在，组成四聚体的单体结构之间是高度相似

的，每个单体都包含有两个 Rossmann结构域，即

N-端结构域和 C-端结构域，在两个结构域界面处

有一明显裂缝，OtsA 的催化中心就位于这一裂缝

中。其 N-端结构域核心是由 7 条平行的 β 链形成

的三维结构，其核心两侧各有一条反向平行的

β 链及 6 个 α 螺旋，而其 C-端结构域则是由 6 条

β 链形成的核心和外侧的 7 个 α 螺旋构成的。

Mendes 等 [40] 以 EcOtsA 为模型，解析了耐

热分枝杆菌MtrOtsA 的四聚体结构 (PDB 号：5JIJ)，
其单体拓扑结构与 EcOtsA 较相似，即其 N-端结

构域核心是由 7 条平行的 β 链及两侧反平行的

β 链构成，该核心区域被外侧 8 个 α 螺旋所包围，

而其 C-端结构域则包含 6 个平行 β 链和 9 个 α 螺

旋。位于 C-端结构域最末端的 α 螺旋可延伸至 N-
端结构域，并在这两个结构域界面处产生纽结，

这是 GT-B 型折叠糖基转移酶的普遍结构特征。

然而，该研究也指出：虽然 MtrOtsA 与 EcOtsA 蛋

白单体三维结构显示出较高的相似性，但其相应

序列比对结果显示，与其他非分枝杆菌物种相比，

MtrOtsA 蛋白四聚体界面处氨基酸残基的保守性

较低，而在分枝杆菌及其他近缘物种中，该位置

残基则呈现出高度保守性，这可能是由于不同物

种海藻糖-6-磷酸合成酶在形成高级结构时，多肽

链空间折叠方式存在着细微差异导致的。 

1.1.2    真菌 TPS1 晶体结构　与细菌 OtsA 相比，

表 1    目前已报道的不同细菌 OtsA 的晶体结构信息

Table 1    The reported crystal structures of different bacteria OtsAs

PDB编号
PDB ID

物种
Organism

配体
Ligand

分辨率/Åa

Resolution/ Åa
参考文献
Reference

1GZ5 大肠杆菌 Escherichia coli G6P, UDP 2.43 [14]

1UQU 大肠杆菌 Escherichia coli UDPG 2.00 [36]

1UQT 大肠杆菌 Escherichia coli UDP-2-fluoro glucose 2.00 [36]

2WTX 大肠杆菌 Escherichia coli VDO, UDP 2.20 [38]

5LQD 委内瑞拉链霉菌 Streptomyces venezuelae apo form 1.95 [39]

5HXA 嗜异源化合物伯克氏菌 Paraburkholderia xenovorans apo form 2.00 Mayclin S J et al., 2016b

5TVG 越南伯克氏菌 Burkholderia vietnamiensis UDP 2.30 Edwards T E et al., 2016b

5JIJ 越南伯克氏菌 Mycobacterium thermoresistibile apo form 1.82 [40]

5K41 越南伯克氏菌 Mycobacterium thermoresistibile ADPG 1.97 [40]

5K42 越南伯克氏菌 Mycobacterium thermoresistibile GDPG 1.92 [40]

5JIO 越南伯克氏菌 Mycobacterium thermoresistibile G6P, ADP 1.71 [40]

5K5C 越南伯克氏菌 Mycobacterium thermoresistibile TRE 1.85 [40]

5K44 越南伯克氏菌 Mycobacterium thermoresistibile T6P 1.96 [40]

5L3K 越南伯克氏菌 Mycobacterium thermoresistibile F6P, ADP 2.31 [40]

5UOF 多噬伯克霍尔德氏菌 Burkholderia multivorans apo form 1.70 Irwin R M et al., 2017b

5V0T 嗜异源化合物伯克氏菌 Paraburkholderia xenovoranss G6P, UDP 1.95 Mayclin S J et al., 2017b

6JAK 大肠杆菌 Escherichia coli apo form 2.41 [41]
注：a 1 Å = 0.1 nm；b 蛋白质三维晶体结构已经存入蛋白质数据库 (http://www1.rcsb.org) 中，但尚未见相关文献报道。

Note: a 1 Å = 0.1 nm. b The three-dimensional crystal structures of those proteins were imported in the Protenin Data Bank Databse (http://www1.rcsb.org),
which were not reported in the literatures.
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被报道的真菌 TPS1 晶体数量较少，截至目前，仅

有 3 种真菌的 9 个 TPS1 晶体被解析 (表 2)。值得

关注的是，Wang 等[41] 于 2019 年报道了首个农业

病害微生物稻瘟病菌 Magnaporthe oryzae MoTPS1
的晶体结构，这为基于稻瘟病菌 MoTPS1 结构进

行新型农用杀菌剂合理化设计奠定了生物学基础。

Miao 等 [ 4 2 ] 通过对已揭示三维结构的真菌

TPS1 与细菌 OtsA 多肽链的空间折叠方式进行比

对发现：真菌 TPS1 与细菌 OtsA 高级结构总体相

似度较高，即真菌 TPS1 的 C-端 Rossmann 结构域

内部也是由若干个平行 β 链组成的 β 折叠片构成

的，其外侧则被数个长短不一的 α 螺旋包围着，

最末端 α 螺旋也可跨越至 N-端结构域继续形成

α 螺旋，并在两结构域界面处产生纽结。如人类病

原真菌白色念珠菌 Candida albicans 的 CaTPS1
单体，C-端结构域就是由 6 条 β 链和 8 个 α 螺旋

构成的，其 α16 螺旋在氨基酸残基 Y457 处产生纽

结，而稻瘟病菌 MoTPS1 单体的 C-端结构域则包

含 6 条 β 链和 10 个 α 螺旋，其 α18 螺旋于 G252、
T464 处产生纽结[41]。

当然，真菌 TPS1 和细菌 OtsA 三维结构也存

在着显著差异：如真菌 TPS1 的 N-端结构域表现

为非典型 Rossmann 结构域。有研究指出，CaTPS1
单体 N-端结构域中 β1 链与一组伸出催化中心的

反向平行 β 折叠片 (β2-β3) 相连，而并非 α 螺旋；

同时该研究显示，烟曲霉 Aspergillus fumigatus
AfTPS1B 单体也展现出同样结构特点，而另一个

AfTPS1A 单体中却未观察到该类似结构特征[42]。

Wang 等[41] 的研究同样表明，MoTPS1 单体的 N-
端结构域中也存在着由 β2 链和 β3 链反向折叠形

成的 β-发夹结构，由于在细菌 OtsA 中尚未观察到

类似发夹结构，因而推测该结构可能仅特异性地

存在于真菌 TPS1 中，并可作为区分真菌 TPS1 和

细菌 OtsA 的显著特征之一。 

1.1.3    海藻糖-6-磷酸合成酶与糖基供体底物

NDPG 的结合模式分析　在海藻糖-6-磷酸合成酶

催化过程中，NDPG 发挥着糖基供体的作用，其

可以与海藻糖-6-磷酸合成酶 C-端结构域活性位点

的氨基酸残基结合 (图 4)。生物体内共存在 5 种

NDPG，分别为：腺苷二磷酸葡萄糖 (APDG)、尿

苷二磷酸葡萄糖  (UPDG)、鸟苷二磷酸葡萄糖

(GDPG)、胞苷二磷酸葡萄糖 (CDPG) 和胸苷二磷

酸葡萄糖 (TDPG)。研究表明，大多数生物海藻

糖-6-磷酸合成酶是以 UDPG 为底物的，但少数物

种酶对底物也存在着其他偏好，如 MtrOtsA 和委

内瑞拉链霉菌 Streptomyces venezuelae SvOtsA 就是

分别以 ADPG 和 GDPG 为最适供体底物的[39-40, 43]。

分析已被解析的 TPS1 蛋白结构，发现在 3 种

真菌 TPS1——CaTPS1、AfTPS1 及 MoTPS1 与底

物 NDPG 复合物晶体中，NDPG 葡萄糖环部分电

子密度极低，以致于其结构不可见，这可能是由

于 TPS1 中 NDPG 葡萄糖结合腔较大，柔性过高

导致的[41-42]。除上述 3 种真菌外，在其他细菌 OtsA
与 NDPG 结合的二元复合物晶体中均可见葡萄糖

环，且葡萄糖环与 OtsA 结合的关键氨基酸残基在

不同生物体内是高度保守的，二者间分子互作模

表 2    目前已报道的不同真菌 TPS1 晶体结构信息

Table 2    The reported crystal structures of different fungi TPS1s

PDB编号
PDB ID

物种
Organism

配体
Ligand

分辨率
Resolution/Åa

参考文献
Reference

5HUT 白色念珠菌 Candida albicans UDPG 1.90 [42]

5HUU 白色念珠菌 Candida albicans G6P, UDP 2.73 [42]

5HVL 白色念珠菌 Candida albicans VDM, UDP 1.80 [42]

5HVM 烟曲霉菌 Aspergillus fumigatus TPS1Ab VDM, UDP 2.82 [42]

5HVO 烟曲霉菌 Aspergillus fumigatus TPS1Bb VDM, UDP 2.45 [42]

5HUV 白色念珠菌 Candida albicans UDPG 2.00 Miao Y et al., 2017 c

6JBI 稻瘟病菌 Magnaporthe oryzae apo form 2.50 [41]

6JBW 稻瘟病菌 Magnaporthe oryzae UDPG 2.65 [41]

6JBR 稻瘟病菌 Pyricularia oryzae T6P, UDP 2.03 [41]
注：a 1 Å = 0.1 nm；b 烟曲霉 Aspergillus fumigantus 内包含两段编码 TPS1 基因，分别标记为 TPS1A 和 TPS1B；c 蛋白质三维晶体结构已存入蛋

白质数据库 (http://www1.rcsb.org) 中，但尚未见相关文献报道。

Note: a 1 Å = 0.1 nm. bA. Fumigantus contains two genes encoding TPS1, labeled as TPS1A and TPS1B, respectively. cThe three-dimensional crystal
structures of those proteins were imported in the Protenin Data Bank Database (http://www1.rcsb.org), which were not reported in the literatures.
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式也非常相似。如：大肠杆菌中，EcOtsA 以 His154、
Gln185、Asp361、Met363 和 Asn364 等保守的氨

基酸残基与 UDPG 的葡萄糖环通过氢键产生结合

作用[14]，在耐热分枝杆菌 MtrOtsA 中也可观察到

NDPG 的葡萄糖基与该酶活性中心的 His168、
Asp385、Gly386、Met387 及 Asn388 等残基形成

氢键作用[40]。

NDPG 核糖部分及两个磷酸根与 OtsA/TPS1
催化中心结合也是十分保守的，在不同物种海藻

糖 - 6 -磷酸合成酶晶体结构中均可以观察到：

NDPG 五元核糖环的羟基与该位点谷氨酸残基以

氢键产生相互作用；NDPG 两个磷酸根结合于

OtsA/TPS1 活性中心的正电结合腔中，该正电中

心由一组保守的 Lys-Arg 残基对构成；此外，也

可观察到 NDPG 磷酸根的羟基与该位点的亮氨酸

残基通过其主链氨基形成氢键相互作用。

然而，NDPG 碱基部分与海藻糖-6-磷酸合成

酶的结合却存在着一定物种间差异，如 EcOtsA
的 Phe339 残基可与 UDPG 尿嘧啶的 O4 和 N3 分

别形成氢键作用力[14]，而在白色念珠菌和烟曲霉

菌体内，UDPG 的尿嘧啶可分别与二者 TPS1 中

的 Ile357 或 Val364 残基形成氢键[42]。Mendes 等[40]

研究指出，MtrOtsA 在行使催化功能时，是不以

UDPG 为糖基供体底物的，而对 ADPG 存在明显

偏好，因此，该研究团队分别解析了 MtrOtsA 与

ADPG 或 GDPG 结合的二元复合物晶体，对比分

析二者结构发现：ADPG 与 MtrOtsA 氨基酸残基

Val363 和 Leu319 均可形成氢键，而 GDPG 仅可

与 MtrOtsA 的 Val363 残基形成氢键，这表明与

GDPG 相比，APDG 可与 MtrOtsA 形成更加紧密

的相互作用，这为 MtrOtsA 的底物偏好性提供了

有力的结构生物学证据。此外，该研究还通过关

键氨基酸残基突变等研究证明：MtrOtsA 对催化

底物的偏好性主要是由 L e u 3 1 9、V a l 3 6 3 和

Glu367 这 3 个残基介导的。可见，不同物种海藻

糖-6-磷酸合成酶的 NDPG 结合口袋大致是保守

的，仅在与碱基结合位点处表现出细微差异，这

可能也解释了不同物种海藻糖-6-磷酸合成酶对供

体底物存在着不同偏好的原因。 

1.1.4    海藻糖-6-磷酸合成酶与糖基受体底物

G6P 的结合模式分析　海藻糖-6-磷酸合成酶的糖

基受体底物 G6P 大部分结合于该酶 N-端 Rossmann
结构域，可以通过氢键作用力、疏水作用力、静

电作用力等与该酶催化活性中心的氨基酸残基产

生相互作用 (图 5)。
研究发现，海藻糖-6-磷酸合成酶 N-端结构域

内部存在着一个正电结合口袋，底物 G6P 的磷酸

酯基可通过静电相互作用与这一口袋产生结合。

A B C

D E F

Phe339

Arg262

Arg280

Arg287

Arg289

Arg286

Lys267

Lys291

Arg286

Lys285

Lys292
Lys294Ile357

Lys291

Asp361

Asp385

Asp385

Met363

Leu365

Leu383

Leu390

Leu392

Leu389

Leu389
Leu319

His154

His168

His168

Val363

Val363

Val364
Val366 

Glu393

Glu387

Glu394 Glu396

Glu393

A：EcOtsA 与 UDPG 结合关键氨基酸残基 (PDB 号：1UQU)；B：MtrOtsA 与 ADPG 结合关键氨基酸残基 (PDB 号：5K41)；C：MtrOtsA 与

GPDG 结合关键氨基酸残基 (PDB 号：5K42)；D：CaTPS1 与 UDP 结合关键氨基酸残基 (PDB 号：5HUU)；E：AfTPS1B 与

UDP 结合关键氨基酸残基 (PDB 号：5HVO)；F：MoTPS1 与 UDPG 结合关键氨基酸残基 (PDB 号：6JBW)。
A: The key amino acid residues of EcOtsA binding to UDPG (PDB ID: 1UQU); B: The key amino acid residues of MtrOtsA binding to ADPG (PDB ID:

5K41); C: The key amino acid residues of MtrOtsA binding to GDPG (PDB ID: 5K42); D: The key amino acid residues of CaTPS1 binding to UDP
(PDB ID: 5HUU); E: The key amino acid residues of AfTPS1B binding to UDP (PDB ID: 5HVO);

F: The key amino acid residues of MoTPS1 binding to UDPG (PDB ID: 6JBW).

图 4    海藻糖­6­磷酸合成酶与供体底物 NDPG 结合关键氨基酸残基

Fig. 4    The key amino acid residues of trehalose­6­phosphate synthetase binding to donor substrate NDPG
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如 EcOtsA 中这一正电口袋是由 Arg9 和 Arg300 两

个残基形成的[14]，分别对应着 MtrOtsA 中 Arg18
和 Arg324 以及 MoTPS1 中 Arg22 和 Arg327[40-41]

组成的各自正电结合口袋。由此可以看出：参与

该静电特征结合口袋形成的氨基酸残基在不同生

物体内是具有高度保守性的。除上述静电相互作

用外，G6P 磷酸酯基还可以与海藻糖-6-磷酸合成

酶 N-末端保守的酪氨酸残基以氢键产生相互作

用，进一步增强了底物与酶活性中心的亲和力。

受体底物 G6P 的葡萄糖基被由若干个氨基酸

残基形成的疏水口袋包围，同时也可通过形成氢

键作用与海藻糖-6-磷酸合成酶活性中心的氨基酸

残基产生相互作用。经比对分析发现：与 G6P 葡

萄糖基产生相互作用的氨基酸残基虽然表现出细

微的物种特异性，但大部分氨基酸残基在不同物

种间仍是相对保守的。Mendes 等[40] 通过氨基酸序

列同源性分析发现：MtrOtsA 中与 G6P 葡萄糖基

结合的关键残基 Asp144 等在真菌 TPS1 和细菌

OtsA 中也是保守的，而残基 Gln146 仅在耐热分

枝杆菌及其近缘物种中是保守的，该残基对应其

他物种海藻糖-6-磷酸合成酶中保守的组氨酸残

基。Miao 等[42] 也证实，CaTPS1 中与 G6P 葡萄糖

基相互作用的氨基酸残基 Asp143 和 His145 等在

物种间也是高度保守的。

分析与 G6P 结合的海藻糖-6-磷酸合成酶三维

空间结构，除可得到“配体-受体”相互作用模式

外，还可以为进一步阐明酶催化机制提供科学性

证据。目前，已有糖基转移酶两种催化机制被阐

明，分别为保留催化机制和反转催化机制。海藻

糖-6-磷酸合成酶则采取保留催化机制，即在催化

葡萄糖基转移过程中不发生异头碳原子构型的改

变，且该催化机制在不同生物体内也是相当保守

的[30, 37]。Gibson 等[14] 通过解析以 G6P 和 UDP 为

配体的 EcOtsA 三维结构发现：EcOtsA 内部包围

G6P 葡萄糖基部分的疏水结合口袋中存在着两个

保守氨基酸残基：Trp85 和 Ile155，二者形成的疏

水环境仅可使呈 α-构型的葡萄糖 O1 羟基处于某

一特定位置，以便于其亲核攻击相应的供体葡萄

糖基，最终只能形成 α,α-1,1 糖苷键。该结论首次

以海藻糖-6-磷酸合成酶三维结构为依据佐证了海

藻糖-6-磷酸合成酶是采取保留催化机制的观点。

此外，Gibson 等 [ 1 4 ,  3 6 ] 还研究报道了在 EcOtsA
的 N-端结构域存在着保守残基 Trp40，该残基可

能是发挥着 G6P 进出蛋白活性空腔的关键。即当

G6P 进入 EcOtsA 活性中心后，其关闭该位点，而

催化完成后，则开启该位点以释放产物。Wang 等
[ 4 1 ] 通过叠合分析 MoTPS1 单体、二元复合物

(MoTPS1+UDPG) 和三元复合物 (MoTPS1+T6P+
UDP) 结构，进一步对 G6P 进出海藻糖-6-磷酸合

成酶的门控机制进行了阐释。该研究指出，MoTPS1

A B C

D
E

Arg9 Arg18 Arg18

Try76

Tyr86

Tyr89

Try90

Tyr99

Gln146

Arg300

Arg318

Arg280
Arg289

Arg327

Arg22

Arg315
Arg324

His132

His145 Ser41

His142

His155 

Asp130

Asp143

Asp140
Asp144

A：EcOtsA 与 G6P 结合关键氨基酸残基 (PDB 号：1GZ5)；B：异食旁支原体 (Paraburkholderia xenovoranss)OtsA 与

G6P 结合关键氨基酸残基 (PDB 号：5V0T)；C：MtrOtsA 与 G6P 结合关键氨基酸残基 (PDB 号：5JIO)；D：CaTPS1 与

G6P 结合关键氨基酸残基 (PDB 号：5HUU)；E：MoTPS1 与 G6P 结合关键氨基酸残基 (PDB 号：6JBR)。
A: The key amino acid residues of EcOtsA binding to G6P (PDB ID: 1GZ5); B: The key amino acid residues of PxOtsA binding to G6P

(PDB ID: 5V0T); C: The key amino acid residues of MtrOtsA binding to G6P (PDB ID: 5JIO); D: The key amino acid residues of CaTPS1 binding to G6P
(PDB ID: 5HUU); E: The key amino acid residues of MoTPS1 binding to G6P (PDB ID: 6JBR).

图 5    海藻糖­6­磷酸合成酶与受体底物 G6P 结合关键氨基酸残基

Fig. 5    The key amino acid residues of trehalose­6­phosphate synthetase binding to acceptor substrate G6P
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单体与其二元复合物结构类似，但相比于单体和

二元复合物，其三元复合物构象却更为紧凑，基

于此提出了海藻糖-6-磷酸合成酶催化“开-关”模
型，即：UDPG 首先进入 TPS1 催化中心并与之结

合，但这一结合并未改变 TPS1 分子整体构象，也

就是此时 TPS1 仍呈现“开放”状态；当 G6P 随后

进入 TPS1 并结合至其位于 N-末端催化中心时，

会导致 TPS1 构象发生改变，随即转入“关闭”状
态，在此状态下 G6P 与 UDPG 相互靠近，并完成

糖基转移的亲核反应；反应完成后，TPS1 构象又

发生改变再度呈现为“开放”状态，分别释放反应

产物 T6P 和 UDP，完成这一催化反应。此外，分

析 CaTPS1 和 MtrOtsA 等多元复合物三维结构也

发现了与 MoTPS1 类似的构象变换特点，这进一

步支持了海藻糖-6-磷酸合成酶在催化时存在门控

“开-关”机制的假设。

综上所述，不同物种海藻糖-6-磷酸合成酶的

三维结构虽略有差异，但总体结构仍具有较高相

似性，通过对不同生物海藻糖-6-磷酸合成酶蛋白

序列进行比对 (图 6) 发现：该酶底物结合位点的

关键氨基酸残基同源性较高，表明酶活性中心底

物结合口袋构象相对保守，这为基于海藻糖-6-磷
酸合成酶设计广谱性新农药提供了重要依据。此

外，海藻糖-6-磷酸合成酶与底物结合的关键氨基

酸残基和关键作用力的解析以及酶催化机制的阐明

也为基于靶标结构的新农药分子设计开拓了新思路。 

1.2    海藻糖­6­磷酸磷酸酯酶晶体结构及其与底物

结合模式分析

除海藻糖-6-磷酸合成酶外，海藻糖-6-磷酸磷

酸酯酶作为海藻糖合成酶中另一个重要功能域，

其位于海藻糖合成途径下游，主要负责使 T6P 去

磷酸化最终生成海藻糖 (图 1)。在生物体内，磷酸

酯酶依赖镁离子催化磷酸根水解反应，是生物化

学反应和能量代谢的重要参与者。生物体内磷酸

酯酶种类众多，但其在高级结构上却表现出较高

相似性。因此，学者们将具有类似结构的磷酸酯

酶划分为卤酸脱卤酶 (HAD) 超家族，这些酶均具

有两个结构域，其中核心结构域呈典型的 Rossmann
折叠，另一个结构域为帽型，这两个结构域在不

同生物体内是高度保守的，但相比较帽型结构域

大小往往会存在一定差异[44]。

本文介绍的海藻糖-6-磷酸磷酸酯酶就隶属于

HAD 超家族，目前已有近 10 种生物的海藻糖-6-
磷酸磷酸酯酶晶体结构已陆续被解析 (表 3)，这

些蛋白晶体结构均具有 HAD 超家族典型结构特

征。Rao 等[45] 于 2006 年首次报道了嗜酸热原体菌

图 6    不同物种海藻糖­6­磷酸合成酶的氨基酸序列比对

Fig. 6    Amino acid sequence alignments of trehalose­6­phosphate synthetases from different organisms
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Thermoplasma acidophilum 海藻糖-6-磷酸磷酸酯

酶 TaOtsB 晶体结构，其核心结构域是一个经修饰

的 Rossmann 折叠结构域，它是由 8 个 β 折叠片层

和两侧 5 个 α 螺旋构成的，其中 β4 和 β5 在 β3 处

形成了明显的发夹结构。而其帽型结构域包含

4 个 β 折叠片和 2 个 α 螺旋，主要是通过两条蛋白

铰链与其核心结构域相连的，TaOtsB 活性中心主

要位于 Rossmann 折叠结构域和帽结构域之间界面

处，由 3 个保守氨基酸序列构成。Cross 等[46] 报道

了铜绿假单胞菌 Pseudomonas aeruginosa PaOtsB

蛋白结构，通过解析该结构发现：PaOtsB 结构域

具有与 TaOtsB 几乎完全相同的折叠模式，仅 β-发
夹处存在着细微差异，其 PaOtsB 核心结构域的 β-
发夹是由 β2 链和 β3 链折叠而成的。细菌假伯克

霍尔德氏菌 Burkholderia pseudomallei 的海藻糖-6-
磷酸磷酸酯酶 BpOtsB 同样也具有 HAD 超家族酶

保守结构，其核心结构域同样为 8β5α 型，其 β4
链与其他 β 折叠片反平行，并无类似于 TaOtsB
中的发夹结构，其 C2B 帽型结构域同样是由 4 个

β 折叠片和 2 个 α 螺旋构成的[47]。

不同生物的海藻糖-6-磷酸磷酸酯酶总体结构

是呈现较高相似性的，但往往也存在物种间差异

性。如马来丝虫 Brugia malayi TPP (BmTPP) 蛋白

除拥有 HAD 超家族酶普遍存在的核心结构域和帽

型结构域外，还具有一个由 3 股螺旋束构成的 N-
端结构域[48]。来自细菌Mycobacterium tuberculosis和真菌

C. albicans 的海藻糖-6-磷酸磷酸酯酶晶体结构显

示：这两个海藻糖-6-磷酸磷酸酯酶空间结构也是

由核心结构域、帽型和 N-端结构域构成的，在

3 个结构域之间通过一段或几段多肽链进行偶联。

与马来丝虫 BmTPP 结构不同的是，结核分枝杆

菌 MtbOtsB 和白色念珠菌 CaTPS2 的 N-端结构域

空间折叠方式更为复杂，且均为典型的 Rossmann
结构域。Miao 等通过结构比对发现，CaTPS2 的

N-端结构域与大肠杆菌 EcOtsA 结构类似，但却缺

少 EcOtsA 中与底物结合的关键氨基酸残基，如

Arg9、Tyr76 和 Arg300 等[49-50]。因此，表明 CaTPS2
的 N-端结构域不具有合成 T6P 的功能，推测该结

构域或许可与另一亚基 CaTPS1 互作，并在 TPS1
折叠和催化过程中发挥着一定功能，但该假说至

表 3    目前已报道的不同海藻糖­6­磷酸磷酸酯酶晶体结构信息

Table 3    The reported crystal structures of different trehalose­6­phosphate phospholipase

PDB编号
PDB ID

物种
Organism

配体
Ligand

分辨率
Resolution/Åa

参考文献
Reference

1U02 嗜酸热原体菌 Thermoplasma acidophilum Mg2+, Na+ 1.92 [45]

4OFZ 马来丝虫 Brugia malayi Mg2+ 3.00 [48]

5E0O 马来丝虫 Brugia malayi Mg2+, SO4
2− 3.00 Agarwal A et al., 2015b

5GVX 结核分枝杆菌 Mycobacterium tuberculosis Mg2+ 2.60 [49]

5DXF 白色念珠菌(N-端结构域) Candida albicans (N-terminal domain) apo form 2.56 [50]

5DX9 新型隐球菌 Cryptococcus neoformans Mg2+ 2.15 [50]

5DXI 白色念珠菌(C-端结构域) Candida albicans (C-terminal domain) Mg2+ 2.00 [50]

5DXL 烟曲霉菌 Aspergillus fumigatus apo form 1.57 [50]

5DXN 烟曲霉菌 Aspergillus fumigatus Mg2+ 1.65 [50]

5DXO 烟曲霉菌 Aspergillus fumigatus Mg2+ 1.90 [50]

6CJ0 铜绿假单胞菌 Pseudomonas aeruginosa Mg2+, CO3
2− 1.90 [46]

6D3V 假单胞菌 Pseudomonas sp. Ni2+, ACY 1.80 [46]

6D3W 假单胞菌 Pseudomonas sp. Ca2+, ACY 1.90 [46]

6QJ6 类鼻疽伯克霍尔德氏菌 Burkholderia pseudomallei Mg2+, Cl− 1.74 [47]

6RCZ 类鼻疽伯克霍尔德氏菌 Burkholderia pseudomallei Mg2+, Cl− 1.74 [47]

6UPC 伤寒沙门氏菌 Salmonella typhimurium Mg2+, T6S 2.51 [51]

6UPE 伤寒沙门氏菌 Salmonella typhimurium Mg2+, OGS 2.24 [51]

6UPD 伤寒沙门氏菌 Salmonella typhimurium Mg2+, Tre 2.05 [51]

6UPB 伤寒沙门氏菌 Salmonella typhimurium apo form 1.89 [51]
注：a 1 Å = 0.1 nm；b 蛋白质三维晶体结构已存入蛋白质数据库 (http://www1.rcsb.org) 中，但尚未见相关文献报道。

Note: a  1 Å = 0.1 nm. b  The three-dimensional crystal structures of those proteins were imported in the Protenin Data Bank Database
(http://www1.rcsb.org), which were not reported in the literatures.
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今尚未得到实验证实。

不同生物海藻糖-6-磷酸磷酸酯酶的晶体结构

也揭示了其相当保守的底物结合模式。Rao 等[45]

通过模拟 TaOtsB 与其底物 T6P 结合，发现 Ile16、
Thr45、Lys111、His118、Lys149、Glu153 和 Lys161
是 TaOtsB 与 T6P 产生互作的关键氨基酸残基，且

上述氨基酸残基在不同物种的海藻糖-6-磷酸磷酸

酯酶中保守性极高。Harvey 等[51] 分别解析了伤寒

杆菌 Salmonella typhimurium 的 StOtsB 与第 1 代海

藻糖-6-磷酸磷酸酯酶抑制剂海藻糖-6-硫酸 (T6S)
和 1-(4-己基苯氧基)-葡萄糖-6-硫酸 (OGS) 复合蛋

白晶体结构，并报道了 StOtsB 与底物结合方式，

发现 S t O t s B 中 G l u 1 2 3、L y s 1 2 5 和 G l u 1 6 7
等残基是与 T6S 及 OGS 结合的关键残基，且保守

度极高。这些关键氨基酸残基的解析，为以海藻

糖-6-磷酸磷酸酯酶为靶标的新一代抑制剂合成和

先导化合物改造提供了重要依据，也为靶向海藻

糖-6-磷酸磷酸酯酶的广谱性农药设计与开发提供

了有力参考。 

2    海藻糖合成酶抑制剂

在基于靶标开展新农药分子设计与研发过程

中，已知靶标酶抑制剂化学结构既可作为其他潜

在酶抑制剂筛选的依据，也可为先导化合物结构

优化与改造提供思路。截至目前，国内外先后报

道了 10 余个海藻糖-6-磷酸合成酶抑制剂结构 (表 4)
和若干个海藻糖-6-磷酸磷酸酯酶抑制剂结构 (表 5)。
根据这些抑制剂分子发现途径不同，可将其划分

为 3 种类型：其一，根据靶标酶天然底物结构进

行改造得到的底物类似物；其二，靶标酶的负反

馈调节抑制剂及其类似物；其三，基于靶标酶结

构开展虚拟筛选或高通量筛选获得的酶竞争性结

合抑制剂。应当注意的是，虽已有一些海藻糖合

成酶抑制剂研究报道，但具有较好农用酶抑制活

性的抑制剂却寥寥无几。因此，笔者按照上述分

类方式分别对海藻糖合成酶中两个重要功能域——
海藻糖-6-磷酸合成酶和海藻糖-6-磷酸磷酸酯酶的

抑制剂结构和活性进行较为全面综述，期望为靶

向这两种酶的农用抑制剂合理设计和生物活性评

价提供参考。 

2.1    海藻糖­6­磷酸合成酶抑制剂 

2.1.1    负反馈抑制剂及其类似物　负反馈抑制是

生物体内普遍存在的酶活调控方式，是指酶催化

产物作为抑制剂反过来调控酶活性，广义也可指

系列反应中下游产物对上游催化酶活性的抑制。

通常，在一定范围内，产物浓度与负反馈抑制效

果间存在着明显正相关性[52]。

T6P 是海藻糖-6-磷酸合成酶催化产物，其被

称为该酶的负反馈抑制剂，且其发挥酶负反馈抑

制效应已被阐明。Magalhães 等[52] 发现，在体外条

件下，T6P 会显著抑制酿酒酵母 Saccharomyces
cerevisiae ScTPS1、白色念珠菌 CaTPS1 和热带念

珠菌 Candida tropicalis CtTPS1 活性：当 T6P 浓度

为 125 μmol/L 时，CtTPS1 活性降低约 50%，

CaTPS1 活性降低约 60%。结合酶促动力学分析结

果表明：T6P 是海藻糖-6-磷酸合成酶的有效非竞

争性抑制剂。此后，有研究者通过同源模建构建

了 ScTPS1 蛋白模型，并将经能量优化的 T6P 分

子与该模型进行两次对接。结果显示：T6P 分子

结合于 ScTPS1 中一固定活性腔内，并与高度保守

的氨基酸残基 Tyr40、Ala41、Met42 和 Phe372 通

过氢键产生相互作用[53]，进一步揭示了 T6P 可作

为海藻糖-6-磷酸合成酶抑制剂用于新药研发，但

T6P 分子由于其磷酸基团的存在，使其不容易穿

越细胞膜被生物体吸收。

海藻糖是生物体内海藻糖合成代谢的终产

物，经相关研究表明，在海藻糖-6-磷酸合成酶活

性负反馈调控中，海藻糖也发挥了重要功能。约

半世纪前，Murphy 等首次报道了在蚕蛾体内海藻

糖对其 TPS 活性存在明显负反馈调控功能[54]，但

此后就鲜有关于海藻糖参与调控海藻糖-6-磷酸合

成酶活性的报道。直至 2017 年，Oide等[55] 通过对

离体谷氨酸棒状杆菌 Corynebacterium glutamicum
C g T P S 1 蛋白进行酶促动力学分析发现：对

C g T P S 1 而言，海藻糖是其供体底物 U D P G
的竞争性抑制剂，是其受体底物 G6P 的非竞争性

抑制剂，海藻糖对 CgTPS1 酶活性负反馈调节占

主导地位，而非 T6P。Mendes 等[40] 也证实：在生

理条件下，海藻糖对耐热分枝杆菌 MtrOtsA 活性

存在一定抑制效果，且其半抑制浓度约为 24 mmol/L。
井冈霉素 A (validamycin A) 是一种产量大且应

用广的微生物源农药，对小麦、水稻纹枯病表现出

较好防效，其水解产物井冈羟胺 A (validoxylamine
A) 作为海藻糖类似物，早已被证实可作为海藻糖

酶有效抑制剂[56-57]。然而，近些年研究表明：井冈

羟胺 A 可作为海藻糖-6-磷酸合成酶的过渡态抑制
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表 4    目前已报道的不同海藻糖­6­磷酸合成酶抑制剂

Table 4    The reported inhibitors of different trehalose­6­phosphate synthetase

抑制剂名称
Names of inhibitors

抑制剂结构
Structues of inhibitors

靶标
Target

IC50/
(mmol/L)

参考文献
Reference

海藻糖-6-磷酸

Trehalose-6-phosphate

O

OH

O O

HO HO OH

OH
OH

2−HO

OPO3

CtTPS1 0.125 [52-53]

海藻糖

Trehalose

O

OH

O O

HO HO OH

OH
OH

OH
HO

MtrOtsA
CgOtsA
HcTPS

24 [40, 54-55]

井冈羟胺 A
Validoxylamine A

HO

HO N
H

OH

HO

OH

OH

OH
HO EcOtsA

CaTPS1
AfTPS1

— [30, 38, 42]

6′-井冈羟胺 A 磷酸

6′-Validoxylamine A phosphate HO

HO

OH
H

N

OH
OH

HO OH

2−
OPO3

EcOtsA 5.3 ± 1.4 [30, 38]

酮戊二酸

2-Oxoglutarate
O

OH

O

HO

O

MtrOtsA 1.8 [40]

2-磷酸甘油酸

2-Phosphoglyceric acid

HO

O

HO

2−
OPO3

MtrOtsA 2.3 [40]

烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸 (还原型)
Nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate(Reduced form)

P
O

O

−O

−O

O

HO
OP

O

OP
O

O−

O−

O

O

OH

OH

N

O

N

N

N

N

H2N

NH2 MoTPS1 −11.3 kcal/mol
(−47.30 kJ/mol)a

[58]

先导 25
Lead 25

O

N

N

S

O

N

N

O

O

MoTPS1 −13.8 kcal/mol
(−57.76 kJ/mol)a

[58]
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续表 4

Table 4 (Continued)

抑制剂名称
Names of inhibitors

抑制剂结构
Structues of inhibitors

靶标
Target

IC50/
(mmol/L)

参考文献
Reference

5-(2-噻吩基) 烟酸

5-(2-Thineyl) nicotinic acid

N

OH

OS MtrOtsA 0.5 [59]

4-羟基-6-(三氟甲基)-3-喹啉羧酸

4-Hydroxy-6-(trifluoromethyl)-3-
quinolinecarboxylic acid

N

O

OH

F
F

F

OH MtrOtsA 0.53 [59]

5-氨基吲哚

5-Aminoindole
H2N

H

N
MtrOtsA 0.65 [59]

克罗散泰

Closanthal

Cl

N

Cl
H
N

O

HO

I

I

CnOtsA
CgOtsA

1 mg/Lb [60]

2,6-二氨基-4-(3,4-二氯苯基)-3,5-
二氰基-4-H-噻喃

2,6-Diamino-4-(3,4-dichlorophenyl)-3,5-
dicyano-4-H-thiopyrans

S

N

N

Cl

Cl

H2N

NH2 DmTPS 0.2 [61]

化合物 3
Compound 3

O

O

NC

NC CN

H2N

DmTPS 1.4 [61]

化合物 4
Compound 4

P
O

O

S

H
N

S

N

N

H
N

Cl

DmTPS 2.8 [61]

2,6-二氨基-4-(3-环己烯基)-3,5-
二氰基-4-H-噻喃

2,6-Diamino-4-(3-cyclohexenyl)-3,5-
dicyano-4-H-thiopyrans

S

N

N

H
2
N

NH
2

CfTPS 3.1 [61]

2,6-二氨基-4-(2-硝基噻吩基)-3,5-二氰基-
4-H-噻喃

2,6-Diamino-4-(2-nitrothienyl)-3,5-dicyano-
4-H-thiopyrans

S

N

N

S

NH2

H2N NO2

DmTPS 5.4 [61]

化合物 7
Compound 7

N
H

N

N

Cl

DmTPS 6.2 [61]

注：a 该文献以抑制剂与 MoTPS1 的结合自由能作为评价其抑制效果指标，单位为 kcal/mol (1 kcal/mol = 4.18 kJ/mol)；b 该文献以抑制剂的最小

抑菌浓度 (MIC) 作为评价其抑制效果指标，单位为 mg/L。
Note: aThe binding free energy between the inhibitor and MoTPS1 was used as an index to evaluate its inhibitory effect, the unit is kcal/mol (1 kcal/mol =

4.18 kJ/mol); bThe minimum inhibitory concentration (MIC) of the inhibitor was used as an index to evaluate its inhibitory effect, the unit is mg/L.
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剂[38, 42]，且白色念珠菌 CaTPS1 和烟曲霉菌 AfTPS1
与井冈羟胺 A 结合的复合物蛋白结构已被解析[30]。

Errey 等[38] 基于井冈羟胺 A 结构，合成了 6′-井冈

羟胺 A 磷酸 (6′-validoxylamine A phosphate)，该化

合物对 EcOtsA 表现出较强抑制效果，其 IC5 0

值约为 5.3 mmol/L，且进一步研究发现：在 UDP
存在条件下，井冈羟胺 A-6′-磷酸对 EcOtsA 的抑

制效应会明显增强。

除上述海藻糖代谢相关产物可对海藻糖-6-磷
酸合成酶活性存在负反馈抑制外，与海藻糖代谢

密切相关的其他糖代谢中间产物也可对该酶活性

产生负反馈抑制效应。Mendes 等[40] 通过测试若干

糖酵解中间物对 MtrOtsA 抑制活性研究发现：2-

磷酸甘油酸 (2PG) 和酮戊二酸 (2OG) 可作为别构

调节剂显著抑制 MtrOtsA 活性，其 IC50 值分别为

2.3 mmol/L 和 1.8 mmol/L。
由此看来，双糖类和拟双糖类抑制剂在已报

道的海藻糖-6-磷酸合成酶抑制剂中占比最大，且

大部分抑制剂具有较出色的酶抑制活性。因此，

在未来设计海藻糖-6-磷酸合成酶抑制剂时，可考

虑引入糖环或双糖结构，期望有利于新合成化合

物的酶抑制效果。同时应注意化合物相关理化性

质并对其结构进行合理优化，以提高其在生物体

内的吸收和利用率，使其既可达到良好的酶活性

抑制效果，又可表现出优异的杀灭有害生物活性。 

2.1.2    竞争性结合抑制剂　除生物体内存在的某

表 5    目前已报道的不同海藻糖­6­磷酸磷酸酯酶抑制剂

Table 5    The reported inhibitors of different trehalose­6­phosphate phosphatase

抑制剂名称
Names of inhibitors

抑制剂结构
Structues of inhibitors

靶标
Target

IC50/
(mmol/L)

参考文献
Reference

海藻糖-6-磷酸

Trehalose-6-phosphate

O

OH

O O

HO HO OH

OH
OH

HO
OSO3

−

MtOtsB
SbOtsB
AsTPP
SdTPP

(50 ± 5)~(340 ± 40) μmol/La [62]

1S-1-(4-辛基苯氧基)-葡萄糖-6硫酸

1S-1-(4-octylphenoxy)-glucose-6 sulfate
O O

HO OH

OH

C8H17

OSO3
−

BmTPP
AsTPP
SbOtsB
StOtsB

(13 ± 2)~(180 ± 20) μmol/La [63]

1R-1-(4-辛基苯氧基)-葡萄糖-6硫酸

1R-1-(4-octylphenoxy)-glucose-6 sulfate
O O

HO OH

OH

C8H17

OSO3
−

BmTPP
AsTPP
SbOtsB
StOtsB

(5.3 ± 0.6)~(80 ± 10) μmol/La [63]

1R-1-(4-己基苯氧基)-葡萄糖-6硫酸

1R-1-(4-hexylphenoxy)-glucose-6-sulfate
O O

HO OH

OH

C6H13

OSO3
−

BmTPP
AsTPP
SbOtsB
StOtsB

(78 ± 9)~(350 ± 30) μmol/La [63]

6-氨基磷酸海藻糖

Trehalose-6-aminophosphate

O

OH

O O

HO HO OH

OH
OH

N
H

HO 2−
PO3

MtbOtsB
MltOtsB
MtxOtsB

0.42~1.03 [64]

有效霉素 A
Validamycin A

O

OH

HO

O OH

N

H
OH

OH

HO OH

OH

HO

OH

HO

MtbOtsB 12.6~15.0 [64-65]

N-苯硫基邻苯二甲酰亚胺

N-(phenylthio)phthalimide
O

O

N S

AceyTPP
TcanTPP
HconTPP
PaerTPP

8.9 × 10−4~6.6 × 10−3 [66]

注：a 该文献以抑制常数 (Ki) 作为评价抑制剂对酶抑制效果指标，单位为 μmol/L。
Note: aThe inbition constant (Ki) was used as an index to evaluate its inhibitory effect, the unit is μmol/L.
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些天然化合物可作为海藻糖-6-磷酸合成酶活性负

反馈抑制剂外，通过应用计算机和分子生物学技

术开展海藻糖-6-磷酸合成酶抑制剂的虚拟筛选或

高通量筛选也已成为新型糖代谢相关酶抑制剂发

现的另一重要途径，且筛选得到的化合物大多为

酶的竞争性结合抑制剂。

Xue 等[58] 通过同源模建方法构建得到了稻瘟

病菌 MoTPS1 三维结构模型，通过将该结构模型

与 MLSMR 化合物数据库中 40 万个分子开展批量

分子对接，筛选得到了与 MoTPS1 亲和力最强的

化合物 2  478  993，并以其为母体进行结构优化，

通过引入羰基得到了先导化合物 Lead 25，该化合

物既表现出较高的 MoTPS1 亲和力 (亲和自由能为

−13.8 kcal/mol，即 −57.76 kJ/mol)，又具有较强水

溶性。此外，作者还发现：与海藻糖-6-磷酸合成

酶的天然底物 UDPG 和 G6P 相比，NADPH 与

MoTPS1 具有更强的亲和力 (UDPG 亲和自由能：

−10.4 kcal/mol，即 −43.53 kJ/mol；G6P 亲和自由

能：−7.0 kcal/mol，即 −29.30 kJ/mol；NADPH 亲

和自由能：−11.3 kca/lmol，即  −47.30 kJ/mol)，这

表明 NADPH 也可作为海藻糖-6-磷酸合成酶的潜

在抑制剂进行进一步开发。该研究是针对海藻糖-
6-磷酸合成酶筛选和开发农用杀菌剂的首次成功

试验，这为将来基于 MoTPS1 结构开展新抑制剂

的发现提供了借鉴和经验。

Verma[59] 使用热位移分析法对耐热分枝杆菌

MtrOtsA 抑制剂进行了Ⅰ、Ⅱ两种类型的高通量

筛选，其中Ⅰ型筛选得到 15 个 MtrOtsA 潜在抑制

剂分子，Ⅱ型筛选得到 7 个在腺苷二磷酸 (ADP)
存在条件下的 MtrOtsA 潜在抑制剂分子，随后分

别测定了两类型筛选所得化合物的 IC50 值。结果

显示：5-(2-噻吩基) 烟酸对 MtrOtsA 抑制效果最

佳，其 IC50 值约为 0.5 mmol/L，在 ADP 存在条件

下，4-羟基-6-(三氟甲基)-3-喹啉羧酸为抑制活性

最强的 MtrOtsA 抑制剂，其 IC50 值约为 0.53 mmol/L。
值得注意的是：经Ⅰ、Ⅱ两类型筛选得到一共同

分子——5-氨基吲哚，该分子以 0.65 mmol/L 的

IC50 值表现出显著的抑制 MtrOtsA 活性，且化合

物结构简单，改造潜力巨大。因此，在今后针对

海藻糖-6-磷酸合成酶抑制剂进行结构优化时，应

对 5-氨基吲哚这一结构片段给予充分关注。

2017 年，来自杜克大学的 Perfect 等[60] 利用

UDP 荧光偏振技术筛选得到了若干个白色念珠菌

CaTPS1 和烟曲霉菌 AfTPS1 抑制剂，其中克罗散

泰 (Closanthal) 在体外条件下对隐球菌存在着显著

抑制效应，其最小抑菌质量浓度为 1 mg/L，但在

体内条件下，克罗散泰并没有发挥良好的抑菌效

果，这或许与药物在生物体内复杂的吸收和代谢

机制有关。

Kern 等[61] 通过克隆并表达黑腹果蝇 Drosophila
melanogaster 和猫蚤 TPS 基因进行了首次靶向昆

虫 TPS 的抑制剂高通量筛选尝试，并得到了一系

列对黑腹果蝇 DmTPS 和猫蚤 CfTPS有显著抑制效

果的化合物，结构如表 4 所示。其中 2,6-二氨基-
4-(3,4-二氯苯基)-3,5-二氰基-4-H-噻喃对 DmTPS
的抑制效果最佳，其 IC50 值仅为 0.2 mmol/L，且

以该结构为骨架合成的若干化合物对 DmTPS 和

CfTPS 也表现出优良抑制效果。此外，2,6-二氨

基-4-(3-环己烯基)-3,5-二氰基-4-H-噻喃、2,6-二氨

基-4-(2-硝基噻吩基)-3,5-二氰基-4-H-噻喃等结构

及其衍生物也对昆虫 TPS 存在一定抑制效应，这

些化合物的 IC50 值范围分布在 1.4~6.2 mmol/L 之

间。这一研究为基于海藻糖-6-磷酸合成酶开发新

型农用杀虫剂奠定了基础。

虚拟筛选和高通量筛选是酶抑制剂筛选和先

导化合物发现的高效途径，许多研究者通过分子

对接、药效团筛选、等温量热、荧光偏振和荧光

热位移分析等方法均在短时间内实现了从大规模

化合物库中筛选获得潜在的海藻糖-6-磷酸合成酶

抑制剂，这提示我们在今后开展酶抑制剂筛选工

作时，要注意整合优化筛选模式，综合运用多种

筛选方法，有望更加高效地筛选出有更优活性的

新型酶抑制剂。 

2.2    海藻糖­6­磷酸磷酸酯酶抑制剂

有关海藻糖-6-磷酸磷酸酯酶抑制剂的研究于近

年来刚刚起步，相关研究较少，但也报道了一些

对海藻糖-6-磷酸磷酸酯酶有较好抑制效果的活性

化合物，其中绝大部分为该酶天然底物 T6P 类似

物，仅有一种酶抑制剂为通过高通量筛选方法所得。 

2.2.1    底物 T6P 及其类似物　2017 年，Liu 等[62] 首

次尝试了海藻糖-6-磷酸磷酸酯酶抑制剂的合成，

他们基于底物 T6P 结构设计并合成了 4 种底物类

似物，这 4 种底物类似物均保留了 T6P 双糖结

构，且都含有一个 C6 位取代的类似磷酸根负电基

团。然而，在上述 4 种化合物中，仅海藻糖-6-硫
酸 (T6S) 表现出对不同生物 TPP 或 OtsB 的一定抑

222 农   药   学   学   报 Vol. 23



制活性，经测定其 Ki 值主要分布在 (50 ± 5) ~ (340 ±
40) μmol/L 之间，且具有较天然底物 T6P 更强的

结合活性 (T6P 的 Km 值为 (230 ± 70) ~ (690 ± 70)
μmol/L)。

随后，该团队又开展了对 T6S 结构优化工

作，以苯环代替 T6S 中葡萄糖环，并以此为母体

合成了一系列化合物，其中 1R-1-(4-辛基苯氧基)-
葡萄糖-6-硫酸对不同生物海藻糖-6-磷酸磷酸酯酶

的抑制活性最高，其 Ki 值仅为 (5.3 ± 0.6) ~ (80 ±
10) μmol/L 之间。此外，1S-1-(4-辛基苯氧基) -葡
萄糖-6-硫酸和 1-(4-己基苯氧基)-葡萄糖-6 硫酸也

表现出较好的酶抑制活性，二者 Ki 值分别为 (13 ± 2) ~
(180 ± 20) μmol/L 和 (78 ± 9) ~ (350 ± 30) μmol/L [63]，

进一步构效关系分析发现，含有较长烃链且为 α 异

头型的 T6S 衍生物普遍表现出较高的酶抑制活性。

2019 年，Kapil 等[64] 也进行了以 T6P 为母体

的酶抑制剂结构改造，其合成的化合物 6-氨基磷

酸海藻糖对 3 种分枝杆菌 OtsB 均有较好抑制效

果，其 IC50 值在 0.42~1.03 mmol/L 之间。同时，

鉴于有研究报道，有效霉素 A 可作为 EcOtsB[65] 的

有效抑制剂，因此上述研究中[64] 也测定了有效霉

素 A 对结核分枝杆菌 OtsB 的抑制活性，结果显

示：有效霉素 A 虽可对结核杆菌 OtsB 产生一定抑

制效应，但其抑制效果并不乐观，其 IC50 值为 12.6~
15.0 mmol/L。 

2.2.2    竞争性结合抑制剂　海藻糖-6-磷酸磷酸酯

酶是近年来新发现的杀虫剂、杀菌剂候选靶标，

具有较大开发潜力，但目前有关该酶抑制剂的筛

选工作研究仍较少。Cross 等[66] 制定了两步筛选策

略，从 4 个化合物文库 (Natural products, Pathogen
Box, CSIRO synthetic library 和 Open Scaffolds
Library) 的 5 000 余种化合物中筛选得到了 N-苯硫

基邻苯二甲酰亚胺，如表 5 所示。该化合物对锡

兰钩口线虫 Ancylostoma ceylanicum、犬弓蛔虫

Toxocara canis 等 4 种线虫的 TPP 均表现出强抑制

性，其 IC50 值低至 0.89~6.6 μmol/L。且经过体外

试验研究发现：该化合物会使线虫成虫成活率和

幼虫迁移率明显下降，证明该化合物既表现出很

高的酶抑制活性，又具有良好的杀虫活性和驱虫

活性，但其对细菌 OtsB 几乎无抑制效果，这可能

是由于细菌与线虫海藻糖-6-磷酸磷酸酯酶在空间

结构上存在差异所致。 

3    结论与展望

当前，利用农药进行化学防治是有害生物综

合治理的主要方法，但农药过量和不合理使用导

致了药剂防效降低、有害生物抗药性出现以及生

态环境被破坏等一系列问题，甚至严重威胁了非

靶标生物生存和正常生理过程，因此，探索新农

药靶标并基于新靶标进行合理药物设计是解决这

一问题的主要手段。海藻糖在病原真菌、细菌侵

染及昆虫生长发育等生理过程中发挥着重要功

能，更为重要的是与海藻糖代谢相关酶在人等哺

乳动物体内缺失，这表明海藻糖合成酶可作为抗

病原生物药物开发的潜在靶标，用于非靶标安全

型新农药的开发。本文主要综述了参与海藻糖合

成的海藻糖-6-磷酸合成酶和海藻糖-6-磷酸磷酸酯

酶的晶体结构特征、酶与底物结合的关键氨基酸

残基，为基于靶标的新农药分子设计提供结构依

据，随后对已报道的酶抑制剂化学结构、生物活

性及构效关系进行评述，以期对今后靶向海藻糖

合成相关酶抑制剂的筛选、先导结构的发现与优

化提供有意义指导。

虽然有关海藻糖合成酶结构及其抑制剂研究

已取得一定进展，但仍存在许多问题，如海藻糖

合成酶晶体结构较少，且尚无昆虫海藻糖合成酶

晶体结构报道；现有酶抑制剂结构较为复杂且单

一，已报道酶抑制剂虽具有较好离体活性，但其

活体活性较差或鲜有报道。综上所述，未来研究

应聚焦解析更多农业有害生物的海藻糖合成相关

酶晶体结构，尤其是针对昆虫海藻糖合成酶结构

的获取，以实现基于酶结构进行新农药分子的合

理设计。在以海藻糖合成酶为靶标的抑制剂筛选

过程中，应不断优化改进以实现多种筛选方法融

合，预期发现酶抑制活性高的先导化合物，并进

行进一步结构改造。随着相关研究的不断深入，

可以有力推动以海藻糖合成酶为靶标的新农药设

计与开发，为现代农业有害生物防治提供全新解

决方案。
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