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摘  要 : 二氢乳清酸脱氢酶是黄素依赖的线粒体酶，它催化嘧啶从头合成的第 4 步反应，将二氢乳清酸氧化为乳

清酸。通过选择性抑制二氢乳清酸脱氢酶，从而抑制嘧啶的合成，已被开发用于治疗癌症、自身免疫性疾病、细

菌或病毒感染以及寄生虫疾病等。抑制剂的开发需详细了解二氢乳清酸脱氢酶的结构特征和催化循环机制。因此，

文中主要从这两个方面进行了综述，并展望了该酶的抑制剂在临床应用中的前景。 
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Abstract:  Dihydroorotate dehydrogenase is a flavin-dependent mitochondrial enzyme to catalyze the fourth step of the de 

novo synthesis of pyrimidine and to oxidize dihydroorotate to orotate. By selectively inhibiting dihydroorotate dehydrogenase, 

thereby inhibiting pyrimidine synthesis, the enzyme has been developed for the treatment of cancer, autoimmune diseases, 

bacterial or viral infections, parasitic diseases and so on. The development of inhibitory drugs requires a detailed 

understanding of the structural characteristics and catalytic cycle mechanism of dihydroorotate dehydrogenase. Therefore, this 

paper reviews these two aspects, and indicates perspectives of these inhibitors in clinical application. 
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二氢乳清酸脱氢酶 (Dihydroorotate dehydrogenase，

DHODH) 是一种含铁的黄素依赖的线粒体酶，它

主要存在于线粒体内膜上，是嘧啶核苷酸从头合

成途径第 4 步的关键酶，它能催化氧化二氢乳清

酸，使其脱氢转变为乳清酸。抑制 DHODH 则可

阻止 DNA、RNA、糖蛋白的合成，从而调节细胞

的异常代谢和增殖，最终达到治疗疾病的目的[1]。

近年来，DHODH 已被确认为多种疾病的治疗靶

点，如类风湿性关节炎、多发性硬化症、癌症、

病毒性感染等[2-9]。近期有研究发现 DHODH 抑制

剂可抑制新型冠状病毒，主要通过抑制病毒复制

和调节免疫两种途径发挥广谱抗病毒药效，

DHODH 抑制剂也有望成为抗新型冠状病毒的候

选药[10]。充分了解酶的结构特征和催化循环机制

有助于更好地开发抑制剂，因此，本文就这两个

方面作一综述，希望能对后续抑制剂的开发提供

帮助。 

1  DHODH 的结构特征 

二氢乳清酸脱氢酶分为两大家族，第一家族

和第二家族，第一家族又分为 1A 类、1B 类、1S 类。

1A 类是由 pyrD 基因编码的同源二聚体蛋白，位

于细胞溶质中，可在革兰氏阳性细菌中发现[11]。

1B 类是一种异二聚体的二聚体，由 pyrD 和 pyrK

基因编码的两种不同蛋白质组成，位于细胞溶质

中，普遍存在于革兰氏阳性细菌中[12]。1S 类是一

种异聚酶，由 pyrD 基因编码的催化亚单位和由

orf 基因编码的电子受体亚单位组成，存在于古细

菌硫化叶菌中，目前四级结构仍不清楚[13]。第二

家族是单体蛋白，主要位于真核生物的线粒体内

膜上[5]，也有部分位于原核生物的细胞质膜上，

主要存在于人、褐家鼠、恶性疟原虫、大肠杆菌、

结核杆菌中。 

DHODH 单体的整体结构为典型的 α/β 桶状

折叠，中心桶状结构由 8 条平行的 β 折叠和 8 条

α 螺旋组成。在桶的底部有 2 条 N 端反平行 β 折

叠 (图 1)，其余的二级结构和环在桶的顶部形成

一个子域，FMN 位于桶顶部和子域之间。 

1.1  结构特征 

在 1A 类同源二聚体中，单体由非晶体双重

折叠轴连接。二聚体界面通过疏水、亲水、堆积

相互作用而稳定[14](图 1A)，参与二聚体作用的残

基显示出高度的序列一致性。1A 类 DHODH 的复

合物晶体结构显示，底物和产物结合在相同的活

性位点，该活性位点主要由 43 位的赖氨酸、67 位

的天冬酰胺、69 位的甲硫氨酸、70 位的甘氨酸、

71 位的亮氨酸、127/132/193 位的天冬酰胺、194 位

的丝氨酸组成，它们与底物或产物通过氢键相互

作用。该活性位点现已被开发用于设计 1A 类特

异性抑制剂，如苯甲酸嘧啶类似物和乳清酸类似

物[15]，均为拮抗二氢乳清酸的竞争性抑制剂。 

1B 类异四聚体 (DHODHB) 由两种不同蛋白

质 (PyrD 和 PyrK) 的二聚体和 3 种不同的辅因子

(FAD、FMN 和 2Fe-2S 簇 ) 组成。PyrK 属于

NADPH 依赖的铁氧化还原蛋白还原酶超家族，

并组成 3 个结构域：FAD 结合结构域 (N 端结构

域)、具有类似于铁氧化还原蛋白还原酶家族 NAD

结合结构域的 α/β 结构域、2Fe-2S 簇结合结构域

(C 端结构域)。活性位点 FAD 的结合口袋主要由

15 个氨基酸组成，分别是 52、53、72、223 位的

精氨酸、56、222 位的丝氨酸、63 位的缬氨酸、

64 位的丙氨酸、65 位的谷氨酸、70 位的亮氨酸、

77、80 位的苏氨酸、79 位的甘氨酸、120 位的异

亮氨酸、224 位的甲硫氨酸，FAD 通过氢键与水

分子和氨基酸形成相互作用。1B 类 DHODH 解析

的唯一晶体结构来自于乳酸乳球菌[16] (图 1B)。 

第二家族的单体包含两个不同的结构域：一个

N 端螺旋结构域和一个 C 端由 α/β 桶组成的结构

域 (图 1C)。大约 40 个残基的 N 端延伸折叠成  

两个 α 螺旋，由短环连接，并与膜结合 (图 1C)。

在除恶性疟原虫以外的高等真核生物中，螺旋结

构域之前还存在 20–50 个残基，这些残基作为一种

信号肽，将 DHODH 靶向于线粒体。所有第二家

族酶中存在的两个 α 螺旋形成了通向活性位点的
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通道，并被描述为第二家族 DHODH 抑制剂的  

靶位点[17]。该靶位点主要由以下氨基酸组成：47 位

的谷氨酰胺、55 位的丙氨酸、136 位的精氨酸、

360 位的苏氨酸与抑制剂形成氢键相互作用，38、

356 位的酪氨酸、43、111 位的甲硫氨酸、52、364 位

的脯氨酸、56 位的组氨酸、59 位的丙氨酸、63 位

的苏氨酸、67、68、359 位的亮氨酸、98 位的苯

丙氨酸、134 位的缬氨酸与抑制剂形成疏水相互

作用。事实上，在对特立氟胺 (A771726) 的动力

学研究表明，它是一种拮抗泛醌的竞争性抑制剂，

也是拮抗二氢乳清酸的非竞争性抑制剂，这表明

螺旋结构域也是第二种底物醌的结合位点，但到

目前为止，还没有醌的复合物晶体结构来验证这

一假说。螺旋结构域 (αA 和 αB) 的高度可变性

被用来设计第二家族 DHODH 的选择性抑制剂。

例如，A771726 类似物抑制人二氢乳清酸脱氢酶比

抑制恶性疟原虫二氢乳清酸脱氢酶 (Plasmodium 

falciparum dihydroorotate dehydrogenase，pfDHODH) 

更有效[18]，而一系列的三唑嘧啶是 pfDHODH 的

选择性抑制剂，包括 DSM265，临床研究中第一

个靶向 DHODH 的抗疟药[19]。 

1.2  异同点 

通过结构对比，发现不同类别的 DHODH 活

性位点的相同点如下：(1) 两类 DHODH 中，FMN

和乳清酸都是平行的，它们与 DHODH 形成复杂

且保守的氢键网络和疏水作用 (图 2)；(2) 虽然

两个家族的序列同源性较低，但 FMN 和底物结

合 所 涉 及 的 大 多 数 二 级 结 构 和 残 基 在 两 类

DHODH 中都是保守的[15-17]。第二家族 DHODH

的 C 端结构域类似于第一家族 DHODH 的 α/β 桶

状折叠 (图 1A 和 C)，两个家族的不同点可区分

第二家族和第一家族：(1) 第二家族的螺旋 η1 位

于桶的底部，而在第一家族中却被短环取代；(2)

在第一家族 DHODH 中有 βe、βf、βg、βh 和螺旋

η1 结构，而在第二家族却没有观察到此结构(图

1A 和 C)，事实上，第一家族这种凸起的结构是

形成二聚体的主要原因，这种特征只在第一家族

DHODH 中观察到 (图 1A)[15-17]。 

充分了解 DHODH 抑制剂的结构特征和蛋白

质活性口袋周围的氨基酸特点有助于抑制剂的结

构优化，我们可根据氨基酸的亲水或疏水作用来

对抑制剂进行改造设计，从而让抑制剂更好地与

蛋白质结合，进而提高抑制剂的抑制能力和活性，

最终达到有效治疗疾病的目的。 

来氟米特又名爱若华，是第一个批准上市的

人 二氢乳清 酸脱氢酶  (Human dihydroorotate 

dehydrogenase，hDHODH) 抑制剂，在临床上主

要用于治疗类风湿性关节炎。该药是一个前体药

物，在体内被代谢为特立氟胺 (A771726)，特立

氟胺与 hDHODH 的共晶结构已经被解析 (PDB 

ID：1D3H)[20]。该结构中抑制剂的亲水端与 47 位

的谷氨酰胺、136 位的精氨酸、356 位的酪氨酸、

360 位的苏氨酸形成氢键相互作用，抑制剂的疏

水端与蛋白质的疏水区域形成疏水相互作用，使

抑制剂与蛋白质之间牢固结合，从而提高抑制剂

的活性，达到治疗疾病的目的。 

hDHODH 的另一个重要抑制剂是布喹那，布

喹那的体外抑制作用很强，IC50 为 10 nmol/L，曾

在 临 床 上 主 要 用 于 治 疗 癌 症 。 该 抑 制 剂 与

hDHODH 的共晶结构已经被解析  (PDB ID：

1D3G)[20]。抑制剂的亲水端与 47 位的谷氨酰胺、

136 位的精氨酸、360 位的苏氨酸形成氢键相互作

用，抑制剂的疏水端与蛋白质的疏水区域形成疏

水相互作用，各种相互作用使抑制剂与蛋白质牢

固结合，从而提高抑制活性，增强治疗作用。 

2  DHODH 的催化循环 

已知 DHODH 是催化嘧啶从头合成途径第

4 步氧化还原反应的黄素酶，选择性将左旋二氢

乳清酸  (L-dihydroorotate，DHO) 氧化成乳清酸

(Orotate，ORO)，同时伴随着辅酶 FMN 的还原 

(图 3)。  
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图 1  DHODH 的晶体结构图 (A 为 1A 类 DHODH 单体(左)和二聚体(右)(PDB ID：3TQ0)[14]，B 为 1B 类 DHODH

单体(左)和异二聚体(右)(PDB ID：1EP2)[16]，C 为第二家族的 DHODH(PDB ID：1D3H[20]) 
Fig. 1  Crystal structures of DHODHs. (A) Overall structure of the class 1A DHODH monomer (left) and functional 
dimer (right). The PDB ID code 3TQ0 was used as a model[14]. (B) Overall structure of the class 1B DHODH monomer 
(left) and heterodimers (right). The PDB ID code 1EP2 was used as a model[16]. (C) Overall structure of class 2 DHODH 
functional monomer. The PDB ID code 1D3H was used as a model[20]. 
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图 2  DHODH 的活性位点 (A 为 FMN 的结合位点，B 为 ORO 的结合位点. 从左向右 PDB ID 依次为 2E6A[21]、

1EP2[16]和 1D3H[20]) 
Fig. 2  Active site of DHODHs. (A) FMN binding site. (B) Orotate binding site. TcDHODH (PDB 2E6A), LlDHODHb 
(PDB 1EP2) and HsDHODH (PDB 1D3H) were used as models to represent class 1A, class 1B and class 2 DHODHs, 
respectively.  
 

 

 
 

图 3  DHODH 的整体催化循环[20] 
Fig. 3  Overall catalytic cycle for DHODH[20]. 

这是一个依赖于 FMN 的过程，其催化循环

由两个独立的半反应组成[22]。在第一个还原半反

应中，辅酶 FMN 被 DHO 还原，在第二个氧化半

反应中，FMN 被底物 (OA) 氧化再生 (图 4)。第 

 
 

图 4  DHODH 的催化乒乓机制 (也称为双置换反应)[22] 
Fig. 4  DHODHs are known to follow the Ping-Pong 
mechanism of catalysis, also called the double 
displacement reaction[22]. In this mechanism, the first 
product, orotate (P1), has to be released before the second 
substrate, the oxidizing agent (S2), binds the enzyme. This 
reaction is characterized by the existence of an enzyme 
intermediate, E*, in which the enzyme is temporarily 
modified. 
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二家族的酶用醌来氧化再生 FMN，1A 类酶用延

胡索酸来作为氧化剂，1B 类酶用 NAD＋来作为氧

化剂。在涉及两个底物的非顺序机制中，提出了

催化产物 ORO，它在第二底物、氧化剂与酶结合

前被释放。一系列实验研究表明，每一类 DHODH

催化循环的详细机理是不同的。 

2.1  DHODH 催化的还原半反应 

在 第 一 个 还 原 半 反 应 中 ， DHO 与 所 有

DHODH 的小嘧啶结合位点结合。DHO 向 ORO

的转化伴随着辅酶 FMN 的还原，DHO 的氧化涉

及两个碳氢键的断裂。DHO 五位上的碳通过催化

发生去质子化，第二家族的丝氨酸或者第一家族

的半胱氨酸位于柔性环中，氢化物或者相当于氢

化物从 DHO 六位上的碳转移到 FMN 五位上的氮

(图 5)。以乳酸乳球菌 DHODH(Lactococcus lactis 

DHODH，LlDHODH)模型的位点直接突变研究表

明丝氨酸和半胱氨酸是不可互换的[23]。 

DHO 的氧化有两种机制，一种是键在同一时

间断裂的协同机制，另一种是键顺序断裂的逐步

机制。在厌氧停流实验中，研究者通过动力学同

位素对黄素还原的影响，研究了第二家族和 1A 类

的详细反应机理[23]。这些研究表明，来自大肠杆

菌和人源的第二家族酶使用的是逐步机制，而乳

酸乳球菌的 1A 类使用的是协同机制。由此可见，

两类二氢乳清酸脱氢酶已经分化，并通过不同的

机制执行相同的化学反应[23]。 

虽然已经有大量的工作详细说明了DHODH的

催化反应，但能够解释第一家族和第二家族机理差

异的问题依然没有解决。在第二家族的 DHO 催化

氧化中，既没有动力学也没有结构数据来支持键断

裂的正确顺序，这些问题还有待进一步研究。 

2.2  DHODH 催化的氧化半反应 

DHODHs 催化的第二个半反应研究较少，主

要困难在于，第二家族 DHODH 的生理氧化底物

泛醌不溶于水，需要在体外实验，此外，实验必

须在厌氧条件下进行，因为 DHODH 需缓慢地与

分子氧反应。 

 
 

图 5  DHODH 催化氧化 DHO[23] 
Fig. 5  DHO oxidation catalyzed by DHODH[23]. B is 
the catalytic base, either serine in class 2 or cysteine in 
class 1, that deprotonates C5 of DHO while a hydride or 
hydride equivalent is transferred from C6 of DHO to N5 
of the isoalloxazine moiety as indicated by black arrows. 
The scission of the two bonds occurs in either a 
concerted or stepwise mechanism. 
 

在第二个半反应中，不同种类的 DHODHs

的催化性能发生了显著的变化。1A 类 DHODHs

的两个半反应包含了一个活性位点，而第二家族

的 DHODHs 包含了两个氧化还原位点。两个家族

相似的是，第一个底物 DHO 都结合在桶中央的顶

部。第二家族 DHODH 醌的结合位点位于 N 末端

结构域的两个螺旋之间的疏水处[24-27]，对于醌类化

合物的黄素氧化可以设想两种机制：氢离子直接从

黄素转移到醌，或通过半醌黄素转移两个单电子。

FMN 5 位上的氮是黄素氢化物转移反应的反应区

域，然而，黄素 5 位上的氮不易被底物醌接近，因

此，黄素的氧化必须由两个单电子转移机制发生，

即使没有直接证据证明黄素半醌中间体的存在。 

在 1B 类 DHODH 中，使用更复杂的途径将

电子转移到最终受体。 1B 类酶是异四聚体

(PyrD-PyrK 亚基)，不仅含有 FMN 和所有其他

DHODH，还含有 FAD 和[2Fe-2S]簇，最终电子受

体是 NAD+。在这种情况下，电子沿着一条从 FMN

结合位点 (PyrD 亚基) 开始的转移途径，通过铁

硫簇 (PyrK 亚基) 到达 FAD，再到达 NAD+电子

受体，NAD+结合位点位于 PyrK 亚基上。 

2.3  氧化还原半反应之间的中间步骤 

停流实验监测 DHODH 的第一个半反应证明

了存在黄素还原后的第二个缓慢阶段，该阶段的
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特征是在 500 nm 附近有一个额外的吸收带，它与

还原 FMN 和反应产物 ORO 之间的堆叠排列形成

电荷转移复合物有关[28]。尽管 1A 类和第二家族

的 DHODH 与 ORO 的结合相似，但快速动力学

实验比较表明，这两类 ORO 从 DHODH-ORO 复

合物解离的机制上存在差异。在大肠杆菌的第二

家族 DHODH 中，发现 ORO 从还原 FMN 中解离

太慢，不能作为整个催化循环速率的决定因素。

而在 1A 类利什曼虫 DHODH (Leishmania major 

DHODH，LmDHODH) 中，两种底物的活性位点

相同，发现乳清酸的释放速率常数在催化速度常

数的相同范围内，并被认为是整个反应速率的限

速步骤[28]。1A 类和第二家族活性位点柔性结构的

不同可解释这种差异。在 1A 类 DHODH 中，由

于 DHO 和电子受体使用的是同一结合位点，因

此活性环运动对控制活性位点的访问起着关键作

用。在第二家族的 DHODH 中不需要相同的反应，

因为它有两个结合位点，即氧化剂的结合位点和

DHO 的结合位点[28]。 

详细了解各类 DHODH 的催化循环机制，有

助于理解抑制剂与 DHODH 的反应过程和作用机

理，从而更好地帮助抑制剂的设计。如 hDHODH

抑制剂来氟米特，它抑制人二氢乳清酸脱氢酶的

活性，使二氢乳清酸无法脱氢转变为乳氢酸，从

而无法合成嘧啶，使 DNA、RNA 的合成受阻，

进而使细胞无法快速增殖，最终达到治疗炎症的

目的。又如 pfDHODH 抑制剂 DSM265，它通过

抑制恶性疟原虫二氢乳清酸脱氢酶的活性，使恶

性疟原虫二氢乳清酸无法转变为乳清酸，导致其

无法合成嘧啶，致使 DNA、RNA 合成障碍，最

终使恶性疟原虫无法完成自身代谢而达到治疗疟

疾的目的。通过了解 DHODH 与抑制剂的作用机

理和反应过程，期待能有更多更好的抑制剂被设

计出来，用于治疗临床的各类疾病。 

3  总结与展望 

随着对 DHODH 的深入研究，DHODH 已成

为治疗多种疾病的靶点，如类风湿性关节炎、肿

瘤、癌症、病毒感染等[29-32]，近期有研究发现人

源 DHODH 可作为急性髓细胞白血病体内分化的

治疗靶点。DHODH 抑制剂来氟米特现已在临床

上作为重要药物用于治疗类风湿性关节炎，且近

期研究表明来氟米特可抗新型冠状病毒，细胞实

验证明药效优于法匹拉韦，现已申请抗新冠肺炎

的临床试验。除此之外，笔者前期基于人源

DHODH 结构开发的抑制剂 S312 抗新型冠状病毒

细胞实验证明其药效优于法匹拉韦，后期经课题

组优化后的抑制剂 S416 的细胞测试结果表明药

效比瑞德西韦还强 45 倍，有望成为抗新型冠状病

毒的特效药[10]。癌细胞具有分化和增殖异常、生

长失去控制等生物学特征，它主要依赖于嘧啶的

从头合成途径来满足自身的生长需求，而人源

DHODH 抑制剂则可抑制嘧啶的从头合成途径，

使细胞内嘧啶耗竭，控制癌细胞异常增殖的状态，

从而使细胞恢复到正常增殖状态，起到治疗癌症

的效果，因此，DHODH 抑制剂也有望成为治疗

癌症的有效药物。 

为了更好地开发 DHODH 抑制剂，需深入了

解它的结构特征和催化循环机制，但到目前为止，

仍然有尚待解决的问题，如没有醌的复合物晶体

结构来证明它的结合位点，也没有实验能够证明

第二家族 DHODH 催化循环正确的断键顺序，更

没有实验能够解释第一家族和第二家族催化循环

机理差异的原因，因此仍需进一步开展相关研究

解决问题。相信在不久的将来，随着技术的不断

完善和改进，结构生物学和分子生物学技术将进

一步发展，可解决 DHODH 尚待解决的结构和催

化循环机理问题，从而更好地推进抑制剂的开发，

为临床各种疾病的治疗提供更多的候选药物。 
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