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Strobilurin类杀菌剂作用靶标的研究进展
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摘  要: S trob ilurin类杀菌剂是在具有杀菌活性的天然 B-甲氧基丙烯酸酯衍生物的基础上研发出

来的,具有广谱、高效、安全的特点。主要以粘噻唑为例综述了该类杀菌剂作用靶标及作用位点的

研究过程及最新进展。生化作用机理的研究明确了粘噻唑作用于线粒体呼吸链 bc1复合物中的细

胞色素 b及铁硫蛋白,阻止了从细胞色素 b到细胞色素 c1的电子传递,从而抑制线粒体的呼吸作

用;蛋白质晶体学研究明确了粘噻唑的作用位点 ( Q o位点 )是通过氢键与铁硫蛋白及细胞色素 b

的残基结合的。其他 strobilurin类杀菌剂和粘噻唑具有相同的靶标,但由于各化合物之间存在一

定的结构差异,其具体作用位点亦有一定的差别。
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Abstract: The invent ion o f strobilurin fung icides w as in spired by a serie s of fung ic ida lly activ e na tura l

products) the derivat iv es of B-m ethoxyacry la te g roup. The outstand ing character of strob ilurin

fung icides w as broad-spectrum o f act iv ity, long dura tion of action, h igh act iv ity at low ra tes o f

app lication, and outstand ing env ironmen tal to lerab ility. The progre ss o f re search on the target and

action site o f the class o f fung icide w ere rev iew ed w ith fung icide) myxo th iazo l as a ma in exam ple.

Stud ies on the action targ et o f myxo th iazo l by b io chem ica l assay s rev ea led that it inh ibited the

m ito chondrial respira tion by bind ing at cy to chrom e b and iron sulfur pro te in, thus b lo cking the electron

transport f rom cyto chrom e b to c1. The site o f action o f myxo th iazo l ( Qo site) w as ach ieved by studies

on pro te in crystal struc ture and b ind ing o f m yxo th iazo l w as stabilized by tw o hydrogen bonds w ith

residue o f cy tochrome b and iron sulfur pro tein. A lmost all o f the strob ilurin fung ic ide s had a common

targ et asm yxo thiazo lby binding to theQ o site o f the bc1 comp lex. M aybe, there w ere sligh t variances

in spec if ic site o f action due to the d if ference in structure be tw een different strob ilurin fung ic ides.
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  Strob ilurin类杀菌剂是近 10余年间迅速发展

起来的一类重要的农用杀菌剂, 是继苯并咪唑和

三唑类之后杀菌剂研发史上的又一里程碑。其先

导化合物是一组具有杀菌活性的天然抗生素, 结

构母体是 B-甲氧基丙烯酸酯。这些天然化合物

中, 嗜球果伞素 A ( strobilurin A )
[ 1 ]
和小奥德蘑素

A ( oudem ansin A )
[ 2 ]
分别是由木腐担子菌 ) ) ) 附

胞球果菌 Strobilu rus tenacellus和霉状小奥德蘑

Oudemansiella mucida 产 生的, 粘 噻唑 ( m yxo-

th iazo l)
[ 3]
则 是 由 一 种 粘 细 菌 黄 褐 粘 球 菌

M yxococcus fu lvus产生的。

  这些天然抗生素见光易分解, 不宜在田间使

用。先正达、巴斯夫等农用化学品公司率先对其

进行了结构改造和优化, 研发出了一系列以 B-甲

氧 基丙烯 酸酯 衍生物 为先 导的杀 菌剂, 即

strob ilurin类杀菌剂。作为目前市场上占有量较大

的杀菌剂, 人们对其合成途径、创制经纬等作了大

量的综述
[ 4 ~ 7]

,对其作用靶标也进行了比较详细和

深入的研究, 但尚未见有关其靶标发现过程的系

统介绍。作者主要通过介绍粘噻唑作用靶标的发

现和研究过程, 来阐述 strobilurin类杀菌剂的作用

靶标及作用位点, 以期使读者对此类杀菌剂作用

靶标的发现有一个详细而系统的了解, 并能从中

得到某些启示, 以便为新农药的研究与开发提供

一些思路。

1 生化作用研究

1980年, G erth
[ 3]
首次从黄褐粘球菌中分离提

取 到具有 杀菌 活性的 天然 抗生素 粘噻 唑。

Th ierbach等
[ 8]
对粘噻唑的生物活性进行了研究,

发现其在很低的浓度下对大多数酵母菌和丝状真

菌的生长就有较强的抑制作用, 而对细菌 (除了极

少数革兰氏阳性菌 )几乎无抑制作用。将粘噻唑

作用于白色念珠菌 Candida a lbicans, 发现其具有

很强的抑制生长作用, 同时还发现葡萄糖对这种

抑制生长现象存在着拮抗作用。葡萄糖对粘噻唑

的拮抗作用给予人们很大启示, 因为在生物体进

行发酵的过程中葡萄糖还与呼吸作用有关, 也就

是说粘噻唑可能干扰了酵母菌的呼吸作用。当时

人们 已 知的 呼 吸 作 用 抑 制 剂有 抗 霉 素 A

( ant imycin A )
[ 9]
和粘蘑菌素 ( m uc id in)

[ 10 ]
等。这

一发现为人们进一步研究此类抗生素的作用靶标

指明了方向。

2 作用靶标研究

根据生化作用研究的结果, Thierbach等
[ 11]
将

目标锁定在酵母菌和牛心脏线粒体中的呼吸链

上。最初的研究证明, 粘噻唑对呼吸链中的氧化

磷酸化和琥珀酸辅酶 Q还原酶无抑制作用。然而

当以粘噻唑和抗霉素 A分别作用于线粒体时, 发

现二者对线粒体氧气吸收的抑制曲线几乎是相同

的,说明粘噻唑和抗霉素 A的作用机制有一定的

相似性。而此前人们对抗霉素 A的作用机制已有

比较详细的研究报道
[ 12]

,明确了它是作用于线粒

体中 bc1复合物上,阻断从细胞色素 b到细胞色素

c1的电子传递。这样就可以把抗霉素 A作为研究

粘噻唑作用靶标的一个参照。

Th ierbach等
[ 11]
将粘噻唑和抗霉素 A分别加

入到牛心脏和酵母菌的线粒体中,结果发现,在此

体系中加入丙酮酸和苹果酸后细胞色素 b仍能被

还原, 而细胞色素 c1和细胞色素 aa3则处于氧化

状态。通过分析粘噻唑在不同浓度下吸收波谱的

滴定曲线得知, 与每摩尔细胞色素 b完全结合需

要 0. 53~ 0. 58 m o l的粘噻唑, 这和抗霉素 A与每

摩尔细胞色素 b完全结合所需的量 ( 0. 50 m o l)是

一致的。这些实验证明了粘噻唑和抗霉素 A都是

作用于呼吸链中细胞色素 bc1的片段上, 且在 bc1

复合物中有相同的结合比以及相似的结合常数。

进一步的研究发现
[ 11]

, 虽然在粘噻唑或抗霉

素 A存在下细胞色素 b均能被丙酮酸和苹果酸还

原,但被还原的量不同。抗霉素 A使细胞色素 b

的还原量比正常值高 20%左右, 而粘噻唑使细胞

色素 b的还原量仅略高于正常值。说明粘噻唑和

抗霉素 A在 bc1复合物中具有不同的结合位点。

V on Jagow
[ 13]
进一步分析了在粘噻唑和抗霉素 A

存在下细胞色素 b的吸收光谱以及这两种抑制剂
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对细胞色素 b还原动力学的影响。分别将粘噻唑

和抗霉素 A加入到分离出的 bc1复合物中, 细胞

色素 b的吸收波长均出现红移, 抗霉素 A存在下

细胞色素 b的最大吸收波长从 562 nm 移到

564 nm,粘噻唑存在下细胞色素 b的最大吸收波

长从 566 nm 移到 568 nm。说明抗霉素 A主要影

响 bK中心的配位场 ( b56 2 ) , 而粘噻唑影响 bT 中心

( b566 )。Th ierbach
[ 14]
和 How ell

[ 15]
研究发现, 酵母

菌和小鼠细胞对粘噻唑之所以产生抗性是由于细

胞色素 b中的基因发生了突变, 这进一步证实了

粘噻唑作用于细胞色素 b。

M einhardt
[ 16 ]
在研究粘噻唑在球状红假单胞

菌 Rhodopseudom ona s sphaero ides电子传递链中的

作用位点时发现, 粘噻唑不仅作用于细胞色素 b,

还能抑制 bc1复合物中铁硫蛋白的还原。D e V ries

等
[ 17]
利用电子顺磁共振 ( EPR )技术研究了粘噻唑

对 bc1复合物中铁硫蛋白还原速率的影响。把泛

醌加入到分离出的 bc1复合物中,在无抑制剂的条

件下,铁硫蛋白在不到 15 s内即完全被还原; 而在

有抑制剂存在下, 相同时间内铁硫蛋白仅有 50%

被还原。这进一步说明粘噻唑的确影响了铁硫蛋

白的还原。

实验还发现, 粘噻唑使铁硫蛋白 EPR谱的

g x共振峰从 g = 1. 79移到 1. 76
[ 18]

, 这个位移类

似于 UHD BT ( 5-正-十一烷基-6-羟基-4, 7-二氧代

苯 并 噻 唑, 5-n-undecy-l 6-hydroxy-4, 7-d ioxoben-

zo th iazo le)所引起的 EPR谱的位移
[ 19]
。后者产生

g x共振谱位移的原因是由于该类化合物在羟基醌

与铁硫蛋白的结合位点上取代了羟基醌。很显然,

粘噻唑也起到了干扰苯醌或泛醌与铁硫蛋白结合

的作用,并且类似于 UHDBT所引起的抑制 bc1复

合物中从铁硫蛋白到细胞色素 c1的电子传递作

用, 即粘噻唑在泛醌与铁硫蛋白的结合位点上代

替了泛醌。

粘噻唑在 bc1复合物中的结合可以用电子传

递的 Q循环
[ 18, 20 ]

来解释 (图 1)。在 Q循环中细

胞色素 b的还原包括两条路径: 一个是亚铁血红

素 b566的还原。在这个路径中, 处于膜外表面的还

原型辅酶 Q ( QH2 )先被铁硫蛋白氧化成半醌型负

离子 ( Q
-
out ) , 然后 Q

-
ou t再还原亚铁血红素 b566而自

身变成氧化型的辅酶 Q。粘噻唑在此路径中的作

用就是与血红素 b5 66结合并阻断了 QH 2和铁硫蛋

白的反应, 因此, 粘噻唑也被称为 Q o 抑制剂

( Q o I)。第二个路径是膜内表面附近的 QH2还原

血红素 b562的过程, 此过程中包含了半醌负离子

( Q
-
in ) 氧化亚铁血红素 b的一个逆转过程,而此反

应对抗霉素 A敏感。

Fig. 1 Pro tonm o tive Q cycle schem e fo r electron

transfer through the cy to chrom e bc1 comp lex
[ 18 ]

图 1 bc1复合物中电子传递的 Q循环示意图 [ 18]

3 作用位点研究

在 20世纪 80年代初已知粘噻唑作用于呼吸

链 bc1复合物中的细胞色素 b566, 且其在 bc1复合

物中的结合和铁硫蛋白有关之后, 对粘噻唑在 bc1

复合物中到底是以何种方式与细胞色素 b566以及

铁硫蛋白结合的研究在此后的十余年间却并没有

太大的进展。直到 90年代末 bc1复合物的晶体结

构
[ 21~ 24]

被解析之后, 人们才对粘噻唑的具体作用

位点有了一个较为明确的认识。通过晶体衍射发

现, bc1复合物是由两个单体通过二重轴相互连接

而组成的一个二聚体, 它含有两个最适宜与细胞

色素 c结合的位点, 即还原型辅酶 Q的氧化位点

( Q o位点 )和氧化型辅酶 Q的还原位点 ( Q i位点 )
[ 25]

(图 2)。从细胞色素 bc1复合物二聚体的晶体

结构中可以看出, 每个 Q o位点都是由一个单体中

的细胞色素 b和细胞色素 c1的催化域和第二个单

体中的铁硫蛋白组成的。

粘噻唑和标桩菌素 ( st igm ate llin)是典型的 Q o

抑制剂, 后者是半醌的类似物, 结构比较简单, 因

此在进行晶体结构研究时常采用它与 bc1复合物

的结合体来研究抑制剂在 bc1复合物中的具体结

合位点。
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F ig. 2 Struc tura lm ode l o f the d im eric yeast QCR

and schem a tic representa tion o f the

Q cyc le w ith in a functional unit

( QCR: cytoch rom e bc1 com p lex) [ 25]

图 2 二聚的酵母菌的细胞色素 bc1结构

模型和 Q 循环示意图 [25]

  Zhang等
[ 22]
研究了标桩菌素和粘噻唑与 bc1

复合物结合后的晶体结构, 使 Q oI作用靶标的研

究深入到了分子水平。从晶体结构可以看到, 其

结合口袋是由螺旋 C的 C-末端,螺旋 cd1、ef铰链

(包括高度保守序列 PEWY和螺旋 ef)和螺旋 F的

N-末端组成。细胞色素 b中的氨基酸残基 P271、

F275和 M 125以及铁硫蛋白中的 H161从其在晶

体结构中的位置向靠近抑制剂的方向发生了位

移。另外, 螺旋轴 C上的残基 126 ~ 129和 cd铰

链中的残基 140~ 147也向抑制剂靠近 (图 3)。

F ig. 3 Stigm ate llin-bind ing site s in

the bc1 comp lex
[ 22]

图 3 标桩菌素在 bc1复合物中的结合位点
[ 22]

研究发现, 抑制剂标桩菌素是通过两个氢键

而结合于细胞色素 bc1复合物中的 Q o位点的。一

个是其上 4位的羰基氧和作为 Fe2-S2簇配体的铁

硫蛋白中 H is181上、被质子化的 E-N之间的氢键;

另一个是其上 8位的羟基和细胞色素 b中 G lu272

侧链上的羧基之间的氢键。因此, 可移动的铁硫

蛋白域便被固定于靠近血红素 b566的所谓的 b-位

置
[ 24]

(图 4)。

F ig. 4 B ind ing o f the Qo site-specif ic

inhib ito r stigm ate llin in yeast QCR

H yd rogen bond s are ind icated w ith dot ted l ines; A tom s are co lour-

coded as fo llow s: red, oxygen; b lue, n itrogen. A l l residuesbu tH is181

b elongs to cy to chrom e b. QCR: cy toch rom e bc1 com p lex [24]

图 4 Qo位点抑制剂标桩菌素与酵母菌 bc1

复合物的结合方式

虚线代表氢键;红色小球代表 O原子;蓝色代表 N原子;所有的

残基 (除 H is181外 )均属于细胞色素 b[ 24]

粘噻唑的结合位点与标桩菌素大致相似, 只是

它更靠近膜中心和低位能血红素 b基团 ( b566 )。粘

噻唑与标桩菌素一样都靠近 P271, 只是后者是从

P271向铁硫蛋白延伸, 而粘噻唑则是向靠近 b566的

螺旋 C中的 Y132和 F129延伸
[ 22]
。

细胞色素 bc1复合物晶体结构的一个显著特征

就是铁硫蛋白具有移动性, 这种移动性使铁硫蛋白

簇很容易从靠近血红素 b566的位置向靠近细胞色素

c1的位置移动
[ 25]
。通过对晶胞结构的计算, Zhang

等
[ 22]
发现: 在无抑制剂存在的情况下, 铁硫蛋白簇

到细胞色素 c1之间的距离是 1. 44 nm,其电子传递速

率为 1. 8 @ 10
2
~ 1. 5 @ 10

3
nm /s,即电子几乎可以在

不到 1m s内被传递; 然而在有抑制剂存在下, 从铁

硫蛋白簇到细胞色素 c1 之间的最短距离是

2. 7 nm,电子传递速率为 1. 0 @ 10
- 5

nm /s,在这种情

况下电子无法被传递, 因此酶也就在整个电子传

递过程中失去了活性。

在此后的研究中, F isher等
[ 26]
通过基因突变
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验证了粘噻唑属于 Q o位点抑制剂, 且主要作用于

细胞色素 b的氨基酸残基 G 143A 、F129L 和

L275F。

为了满足农业病害防治的需要, 人们研发出

了更多的 strob ilurin类杀菌剂
[ 27 ~ 35]

。由于这些化

合物的结构与粘噻唑等天然 B-甲氧基丙烯酸酯衍

生物相似, 且具有一个共同的作用方式即都是结

合于 bc1复合物中细胞色素 b的 Q o位点, 因而均

被称为 Q o抑制剂 ( Q o I)。部分该类化合物的结构

及其活性单元见图 5所示
[ 36 ]
。

F ig. 5 Chem ica l classe s and structures o f Q o site resp iration inh ib ito rs ( Q o Is)
[ 36]

(Ⅰ ) M ethoxyacry lates: natura l com pounds such as strob ilurin A and B, and syn thetic analogues such as az oxystrob in and p icoxystrob in; (Ⅱ )

M eth oxycarbam ates: pyraclostrob in ( BA S 500 ) ; ( Ⅲ ) O x im inoacetates: kresox im-m eth y,l trif loxy strob in; ( Ⅳ ) O x im inoacetam id es:

m etom ino strob in ( S SF126 ) ; (Ⅴ ) O xaz ol id ined ion es: fam oxadone; (Ⅵ ) Im idazo linones: fenam idon e ( RPA 407213 ) ; (Ⅶ ) -An tib iot ics. :

m yxo th iazo l

图 5 Q o抑制剂的化学类型及其结构
[ 36 ]

(Ⅰ ) 甲氧基丙烯酸酯类:天然化合物如嗜球果伞素 A和嗜球果伞素 B,以及合成的类似物如嘧菌酯和啶氧菌酯; (Ⅱ ) 甲氧基氨基甲酸酯

类: 唑菌胺脂 ( BA S500 ) ; (Ⅲ ) 肟基乙酸酯类 :醚菌酯、肟菌酯; (Ⅳ ) 肟基乙酰胺类: 苯氧菌胺 ( S SF126 ) ; (Ⅴ ) 噁唑烷二酮类: 噁唑菌酮;

(Ⅵ ) 咪唑啉酮类:咪唑菌酮 ( RPA407213) ; (Ⅶ ) 抗生素类:粘噻唑

  以上各化合物的活性单元 (图 5大圈 )中都含

有一个羰基氧原子 (图 5小圈 ) , 该氧原子被认为

是用来与酶结合的, 且大多数化合物中的活性单

元都是通过苯环相连接的。G isi等
[ 36]
根据 bc1复

合物的晶体结构和 bc1复合物与抑制剂结合后的

晶体结构
[ 21~ 24]

, 建立了最适合于 Q o抑制剂的结

合口袋模型 (图 6) : 抑制剂中活性单元的羰基氧

原子与 272位谷氨酸中氨基上的氢原子、或者与

螺旋 ef中 271位脯氨酸中亚氨基上的氢原子形成

氢键; 活性单元中丙烯酸基团上甲氧基中的氧原

子与 129位的苯丙氨酸以及 132位的酪氨酸邻近;

起连接作用的苯环 (或具有开链结构的嗜球果伞

素 B和粘噻唑中的 C = C 双键 )与螺旋 cd中的

143位甘氨酸邻近, 且处于 147位异亮氨酸、275

位苯丙氨酸和其他的一些氨基酸所包围的一个较

大的空腔内。

在 bc1复合物的晶体结构得到解析后, 人们主

要从基因的角度来研究各个 strob ilurin类化合物
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的具体作用位点。通过单点基因突变
[ 26, 36, 37]

发

现, 如果把螺旋 cd中 143位的甘氨酸突变为丙氨

酸 (即突变体 G 143A ) , 则病原菌会对这些抑制剂

产生很高的抗性。此抗性的产生可能是由于

甘氨酸突变为丙氨酸后抑制剂与细胞色素 b

之间的位阻增加了。突变体 G143A已在小麦白粉

病菌 B lum eria gram in is f1 sp1tritic i、单囊壳 白粉
病菌 Sphaero theca fulig inea、瓜 类 霜 霉 病 菌

P seudoperono spora cubensis、葡 萄 霜 霉 病 菌

P la smopara vitico la、香蕉叶斑病菌 M ycosphaerella

fijiensis和苹果黑星病菌Ventur ia inaequa lis的抗性

菌株中被检测到。说明 G 143是大多数 Q o抑制剂

的一个结合位点
[ 38, 39 ]

。然而, G 143A并不是存在

于抗性菌株中的唯一突变体, F129L、L 275F和

L275S等突变体也存在于不同的菌株中, 只是它

们不如突变体 G 143A普遍。这些突变体使病原菌

对抑制剂产生抗性可能是由于靶蛋白与抑制剂分

子间的结合能增加所致
[ 37]
。

F ig. 6  B ind ing pocket w ith am ino ac ids ( yeast

numbering ) o f the cy to chrom e bc1 enzym e com plex

( o f bov ine heart) based on the co-cry sta l struc ture

w ith the Q o inhib ito r azoxy strobin
[ 36]

图 6 根据 Qo抑制剂与 bc1复合物相互作用的晶体结构

建立的嘧菌酯与 bc1复合物中氨基酸的结合口袋模型
[ 36]

由于 strob ilurin类杀菌剂中各化合物的化学

结构存在着一定的差别,它们在 bc1复合物中的具

体结合位点也会有一些差异。如有报道认为: 突

变体 F129L对粘噻唑和嘧菌酯产生抗性, 却对唑

菌氨酯敏感
[ 26]

; 苯氧菌胺的作用位点为 bc1复合

物中铁硫蛋白亚基上 161位的组氨酸 ( H161)
[ 40]

;

口恶唑菌酮具有不同于其他 Q o抑制剂的新的作用

位点
[ 41]
等。而所有这些在作用位点上的细微差异

均有待于通过对不同抑制剂与 bc1复合物结合后

的晶体结构来进一步确定。

4 结论与展望

研究表明, 作为 strob ilurin类杀菌剂的重要代

表化合物,粘噻唑是通过两个氢键分别与 bc1复合

物中的铁硫蛋白及细胞色素 b中的氨基酸残基结

合的, 即结合于所谓的 Qo位点, 从而抑制线粒体

的呼吸作用。通过晶体结构和基因突变的研究,

证实了其他 strobilurin类杀菌剂均具有与粘噻唑

相同的作用方式, 即都是通过两个氢键而与 bc1复

合物中铁硫蛋白及细胞色素 b相结合。细胞色素

b是细胞色素 bc1复合物的一部分, 位于真菌和其

他真核生物线粒体的内膜。一旦抑制剂与之结

合,便会阻断细胞色素 b和细胞色素 c1之间的电

子传递, 从而通过阻止 ATP的产生而干扰真菌内

的能量循环。同时也发现它们的具体作用位点或

者说各抑制剂和细胞色素 b中氨基酸残基的结合

并不是完全相同的, 这取决于各抑制剂的分子结

构及其空间构象。

研究高效杀菌剂的作用靶标具有十分重要的

意义, 可以使我们更确切地掌握酶和抑制剂之间

的相互作用关系, 为设计新型杀菌剂先导化合物

提供重要的理论基础。相信在不久的将来, 随着

分子生物学的进一步发展, 对 strob ilurin类杀菌剂

作用靶标的研究会进一步完善, 关于 strob ilurin类

杀菌剂的具体作用位点也会更为明确。知道了该

类化合物与靶标大分子之间的结合位点以及二者

相互作用的空间构象, 就可以为先导化合物的进

一步结构优化提供更多的思路, 从而设计合成出

更多安全、高效的杀菌剂。
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