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摘要 目的  检测水杨酸及水杨酸的 个类似物对分离自铜绿假单胞菌的 Β2内酰胺酶的抑制活性 初步探讨

它们的构效关系 ∀方法  采用 法 ∀结果  水杨酸对该酶的 抑制浓度 ≤ 为  # 

 个类

似物的 ≤
比水杨酸低 其余类似物的活性比水杨酸差 ∀结论  水杨酸苯环上的羧基及邻位羟基是活性基团之一 ∀

水杨酸邻位上的羟基被羧基取代后能提高抑制活性 ∀在水杨酸的苯环上增加磺酸基或硝基能提高抑制活性 ∀苯环

上的氨基可降低水杨酸的抑制活性 ∀在苯甲酸的苯环上连接氯或氟与抑制活性无关 ∀
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  Β2内酰胺类抗生素在临床上广泛用于细菌感染

的治疗 由于耐药病原菌的出现 这类抗生素的使用

受到了挑战 ∀细菌产生 Β2内酰胺酶 Β2水

解 Β2内酰胺类抗菌素是引起耐药的主要原因 ∀根

据水解机制及氨基酸顺序 Β2内酰胺酶可分为 类 

≤⁄类酶的催化部位有一个起关键作用的亲核

丝氨酸残基 类酶是一个金属蛋白 需要 至 个

锌离子参与才能发挥水解作用 ≈ ∀

克拉维酸 √∏能抑制 ≤⁄类酶

的活性 与阿莫西林等 Β2内酰胺类抗生素组成复合

制剂 已应用于临床 ∀然而 克拉维酸不能抑制 

类酶的活性 并且已出现耐克拉维酸的菌株 这些因

素促使人们寻找新的 Β2内酰胺酶抑制剂 ∀迄今 又

发现了琥珀酸类 !联苯四唑类 !硫醇类 !碳 杂 青霉
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烯类 !三氟甲基乙醇类和氧肟酸盐类化合物对 Β2内

酰胺酶有抑制作用 ≈ ∀

作者从一株对 Β2内酰胺类抗生素及克拉维酸

均耐药的铜绿假单胞菌 Πσευδοµ ονασ αερυγινοσα中

分离了 Β2内酰胺酶 通过筛选发现 水杨酸对该酶

具有抑制活性 为设计新的 Β2内酰胺酶抑制剂 本

文初步对水杨酸及其类似物进行了构效关系分析 ∀

材料与方法

Β2内酰胺酶的分离纯化  对 Β2内酰胺类抗生素

及克拉维酸均耐药的铜绿假单胞菌菌株由贵州省中

国科学院天然产物化学重点实验室提供 ∀用普通肉

汤培养铜绿假单胞菌 在  ε 摇床  # 



中培养  后加入青霉素钠至  Λ# 

继续

培养  得到菌液  ∀经离心处理得沉淀物 用

1 # 


°≥液  1洗 次后配成 

ω /ϖ的菌液 菌液反复冻融 离心   #



得上清液 即为粗酶液 ∀用葡聚糖凝胶

≥¬2柱色谱  ≅  分离纯化 Β2内

酰胺酶 ∀粗酶液上样后 用含 ≤1 # 


的 °≥液 1 # 


 1洗脱 流速 

# 

每份收集  用 ≤

公司产品 做活性跟踪 用 ≥⁄≥2°∞检测纯度及相

对分子质量 分子  为  

公司产品 用碘量法定性确定酶的类型及反应条

件 ∀纯酶透析除盐 冷冻干燥后称重 置  ε 冰箱保

存备用 ∀

供筛样品 图   水杨酸 !2氨

基水杨酸 2!2羟基苯甲酸 2

¬!苯甲酸 !水杨酸

甲酯   !水 杨 酸 乙 酯  

!2二硝基水杨酸 2

!2磺酸基水杨酸 2∏!2磺酸

基邻苯二甲酸 2∏!邻苯二甲酸

!邻苯二甲酸酐 !

没食子酸 2¬!水杨酸钠

  ∏ ! 2氯 苯 甲 酸  2

!对甲基苯甲酸 π2∏!2

硝基苯甲酸 2! 2氯苯甲酸 2

!对硝基苯甲酸  π2

!间羟基苯甲酸钠 ∏ µ 2¬ 

和 2氟苯甲酸 2∏共 个小分子

化合物均为 ≥公司产品 用 ⁄ ≥ 配成 

# 
的母液置  ε 冰箱保存备用 ∀

酶动力学试验  作为报告底物 

∏用紫外分光光度计 °在  

波长下检测 Β2内酰胺酶水解 后的 Α值 ∀

水杨酸及其类似物对 Β2内酰胺酶的抑制活性按文

献 ≈方法完成 ∀反应在 1 # 


°≥液

 1中进行 反应温度  ε 总体积为  

酶的终浓度为 1 # 

的终浓度

接近 Κ  Λ# 

各化合物做 倍稀释 终

浓度分别为 1 # 
 ∀按

 方法计算半数抑制浓度 ≤ ∀

         

≥     

2     

2¬     

     

       

∞ ∞    

2⁄     

2≥∏     ≥ 

2≥∏  ≤   ≥ 

°  ≤   

2×¬     

≥∏      

2≤  ≤   
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2     

π2≤    ≤ 

π2     

≥∏ µ 2¬      

π2ƒ∏    ƒ 

°

Φιγυρε 1  × ∏∏∏
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结果

粗酶液经分离纯化后得到  纯酶 ≥⁄≥2

°∞分析结果显示一条带 分子质量约为  ⁄∀

该酶能水解 !青霉素 !氨苄西林 !阿莫西

林 !头孢氨苄 !克拉维酸 不被乙二胺四乙酸

∞⁄×所抑制 1 氯化汞能抑制其活性 

在  ∗ 时或温度在  ∗  ε 时有活性 ∀除不被克

拉维酸抑制外 这些特征与 类酶相符合 ∀

水杨酸及其类似物对该酶的抑制活性见表 ∀
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个化合物中 2磺酸基邻苯二甲酸对该 Β2内酰胺

酶的抑制活性最强 依次为邻苯二甲酸 !2二硝基

水杨酸 !2磺酸基水杨酸 !水杨酸 !2硝基苯甲酸 !2

羟基苯甲酸 !对硝基苯甲酸 !苯甲酸和没食子酸 ∀ 2

氨基水杨酸 !水杨酸甲酯 !水杨酸乙酯 !邻苯二甲酸

酐 !水杨酸钠 !2氯苯甲酸 !对甲基苯甲酸 !2氯苯甲

酸 !间羟基苯甲酸钠和 2氟苯甲酸对该 Β2内酰胺酶

无抑制作用 ∀

Ταβλε 1   Β2 

∏∏

≤ ≤ Β2# 

≥ 

2   

2¬ 

 

    

∞   

2⁄ 

2≥∏ 
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°   

2×¬ 

≥∏    

2≤   

π2×∏   
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2≤   

π2 

≥∏ µ 2¬    

2ƒ∏   

讨论

几乎能被所有的 Β2内酰胺酶水解 并

伴随着由黄色变成红色的颜色变化 因此 

被用于检验细菌是否产生 Β2内酰胺酶 同时作为报

告底物 被广泛用于 Β2内酰胺酶抑制剂的筛选 ≈ ∀

本实验分离得到的酶经 水解试验及碘量

法检测 表明系 Β2内酰胺酶 ∀根据该酶对 Β2内酰胺

类抗菌素的水解特征 基本确定为 类 Β2内酰胺

酶 但 类酶一般能被克拉维酸抑制 故有待运用 

端序列测定及分子生物学技术进一步确证 ∀

水杨酸对该 Β2内酰胺酶表现出抑制活性 ≤

 # 

对另外 个水杨酸类似物进行试

验 发现它们具有不同的抑制活性 体现出以下构效

关系 水杨酸苯环上的羧基及邻位羟基是活性

基团之一 ∀水杨酸甲酯 !水杨酸乙酯 !邻苯二甲酸酐

和水杨酸钠的羧基被取代 因此缺乏抑制活性 ∀间

位 !对位上的羟基对酶抑制活性的贡献不大 2

三羟基苯甲酸及 2羟基苯甲酸的活性不如水杨酸 ∀

水杨酸邻位上的羟基被羧基取代后能提高抑制

活性 邻苯二甲酸的抑制活性超过水杨酸 ∀ 在

水杨酸的苯环上增加磺酸基或硝基能提高抑制活

性 ∀ 苯环上的氨基可降低水杨酸的抑制活性 2

氨基水杨酸基本没有活性 ∀ 在苯甲酸的苯环上

连接氯或氟与抑制活性无关 ∀

琥珀酸具有 个羧基基团 据报道 ≈对 类酶

中的  °2具有抑制活性 ≤ 1 # 

在

本试验中邻苯二甲酸对 类酶的 ≤为  #



与琥珀酸的抑制活性相当 ∀尽管 和 两类

酶的活性中心不同 但氨基酸序列存在保守性 空间

构象基本一致 ≈
说明邻苯二甲酸 !琥珀酸对 Β2内

酰胺酶的抑制作用存在共性 ∀对琥珀酸进行化学修

饰 在其 位碳上连接苯的衍生物后 其活性提高

了几万倍 ≈ ∀因此 对水杨酸的化学修饰也可以借

鉴琥珀酸的结构改造思路 ∀由于化合物的数量有

限 本文只进行了初步的构效关系分析 有待获得更

多的水杨酸类似物 并对不同的 Β2内酰胺酶展开研

究 才能为设计新的 Β2内酰胺酶抑制剂提供更多信

息 ∀
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