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摘要:[目的]产新德里金属 β－内酰胺酶 ５(ＮＤＭ￣５)的革兰阴性耐药菌对人畜健康产生巨大威胁ꎮ 本文旨在初步探究大蒜

辣素对 ＮＤＭ￣５ 的抑制作用及其相关作用位点ꎬ为临床开发新型 β－内酰胺酶抑制剂提供理论支持ꎮ [方法]通过 ＡｕｔｏＤｏｃｋ
模拟分子对接ꎬ预测大蒜辣素与 ＮＤＭ￣５ 的结合位点ꎻ构建突变型载体 ｐＥＴ２１ａ￣ＮＤＭ￣５￣Ｃ２０８Ａꎬ测序验证无误后转入感受态大

肠埃希菌 ＢＬ２１(ＤＥ３)ꎬ通过药敏试验进行突变表型确认ꎻ采用微量肉汤棋盘法和时间杀菌曲线测定大蒜辣素与美罗培南对

ＮＤＭ￣５ 突变型细菌的联合抑菌效果ꎮ 通过体外表达突变蛋白 ＮＤＭ￣５￣Ｃ２０８Ａꎬ建立酶活性测定体系ꎬ比较大蒜辣素对 Ｃ２０８
突变型 ＮＤＭ￣５ 和野生型 ＮＤＭ￣５ 酶活性的抑制效果ꎮ [结果]经测序证实 ＮＤＭ￣５ 的 Ｃ２０８Ａ 突变株 ＢＬ２１(ＤＥ３) ｐＥＴ２１ａ￣
ＮＤＭ￣５￣Ｃ２０８Ａ 构建成功ꎬＣ２０８Ａ 突变株恢复了对头孢类和碳青霉烯类抗生素的敏感性ꎬ且大蒜辣素与美罗培南联用的联合

抑菌指数由 ０.３７５ 增加至 ２ꎬ联用表现为独立作用而非协同作用ꎻ体外酶活测定结果显示 ＮＤＭ￣５￣Ｃ２０８Ａ 突变不仅使酶活性

下降约 ８５％ꎬ而且该位点突变导致大蒜辣素对 ＮＤＭ￣５ 失去抑制作用ꎮ [结论]Ｃｙｓ２０８ 位点是维持 ＮＤＭ￣５ 水解酶活性的关

键位点ꎬ且大蒜辣素可通过与该位点结合发挥抑制酶活性的作用ꎮ 该结果为大蒜辣素作为新型 β－内酰胺酶抑制剂的开发

和应用提供试验依据ꎮ
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由于抗生素长期在临床治疗和畜禽养殖上的不规范使用ꎬ各类细菌的耐药性日益严重ꎬ尤其对碳青霉

烯类抗生素耐药的肠杆菌(ｃａｒｂａｐｅｎｅｍｓ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａꎬＣＲＥ)严重威胁公共卫生安全ꎬ已被世界

卫生组织(ＷＨＯ)列为对人类健康威胁最大的超级细菌以及急需开发新型抗生素的极为重要病原体之

一[１－２]ꎮ ＣＲＥ 菌株可产生水解 β－内酰胺类抗生素的碳青霉烯酶ꎬ其中最常见的是新德里金属－β－内酰胺

酶(Ｎｅｗ Ｄｅｌｈｉ ｍｅｔａｌｌｏ￣β￣ｌａｃｔａｍａｓｅꎬＮＤＭ)ꎬ其活性中心有 ２ 个锌离子ꎬ能广泛水解除氨曲南之外的 β－内酰

胺类抗生素ꎬ是临床 β－内酰胺类抗生素的头号威胁[３－４]ꎮ ＮＤＭ 自 ２００９ 年首次在印度新德里发现之后便

在全球广泛流行ꎬ极大地限制了碳青霉烯类及其他 β－内酰胺类药物的使用ꎬ致使“超级细菌”的威胁日益

严重[５－７]ꎮ 迄今为止ꎬＮＤＭ 已产生了三十多种变体ꎬ在人群、动物和环境中分布较为广泛的是 ＮＤＭ￣５[８]ꎮ
研究证实经典的 β－内酰胺酶抑制剂如克拉维酸、舒巴坦和他唑巴坦等对 ＮＤＭ 均无效ꎮ 开发新型抗耐药

菌药物难度大、成本高、周期长ꎬ因此ꎬ筛选 ＮＤＭ 酶特异性抑制剂以遏制其对现有抗生素的灭活成为抗碳

青霉烯耐药菌药物研发的首选方案ꎮ
大蒜是药食两用植物ꎬ已有数千年的应用历史ꎮ 研究发现大蒜中的活性成分大蒜辣素(ａｌｌｉｃｉｎꎬ化学

名为二丙烯基硫代亚磺酸酯)具有显著的抗菌活性[９]ꎮ 本课题组前期研究发现ꎬ大蒜辣素不仅具有直接

的抗菌活性ꎬ而且大蒜辣素能通过有效抑制 ＮＤＭ 活性ꎬ恢复碳青霉烯类抗生素对产 ＮＤＭ 大肠埃希菌的

抑菌活性ꎬ但其与 ＮＤＭ 酶的互作位点及具体抑制机制尚未阐明ꎮ 因此ꎬ本研究基于分子对接的预测结

果ꎬ进一步通过定点突变方法研究了 ＮＤＭ￣５ 的 Ｃｙｓ２０８ 位点对 ＮＤＭ￣５ 活性的影响ꎬ以及大蒜辣素联用美

罗培南对 ＮＤＭ 野生型和 Ｃｙｓ２０８ 突变菌株的抑菌作用差异ꎬ初步探讨大蒜辣素的抑酶活性以及与 ＮＤＭ￣５
的互作位点ꎬ以期为开发和应用大蒜辣素作为金属－β－内酰胺酶抑制剂提供理论支持ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

１.１.１　 菌株　 携带 ＮＤＭ￣５ 酶表达基因的工程菌株大肠埃希菌 ＢＬ２１(ＤＥ３)ｐＥＴ２１ａ￣ＮＤＭ￣５ 由本实验室构

建并保存ꎬ大肠埃希菌 ＡＴＣＣ￣２５９２２ 购于中国兽医药品监察所ꎮ
１.１.２　 仪器与试剂　 ＰＣＲ 仪、核酸电泳槽、蛋白电泳槽和凝胶成像系统均购于美国 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司ꎻＮｉ￣ＮＴＡ
镍柱购于上海生工生物公司ꎻ细胞超声波破碎仪购于宁波新芝生物科技有限公司ꎻＳｙｎｅｒｇｙ Ｈ１ 酶标仪购于

美国伯腾仪器有限公司ꎻ定点突变试剂盒购于南京诺唯赞生物科技有限公司ꎻＬＢ 肉汤、ＬＢ 琼脂、ＭＨ 肉汤

均购于青岛海博生物技术有限公司ꎻ蒜粉(潜在大蒜辣素含量为 １.６０３％)由新疆医科大学提供ꎻ阿莫西林

(≥ ９８％)、氨苄西林(≥ ９８％)、头孢呋辛(≥ ９８％)、头孢他啶(≥ ９８％)、头孢噻肟(≥ ９９.５％)、美罗培南

(≥ ９８％)购自上海阿拉丁生化科技有限公司ꎻ咪唑、苯甲基磺酰氟(ＰＭＳＦ)和异丙基－β－Ｄ－硫代吡喃半乳

糖苷( ＩＰＴＧ)购自北京索莱宝科技有限公司ꎻＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 快速配胶试剂盒购于雅酶生物公司ꎮ
１.２　 方法

１.２.１ 　 分子对接 　 选择蛋白数据库中的 ＮＤＭ￣５(ＰＤＢ:６ＭＧＹ)作为受体ꎬＺＩＮＣ 数据库中的大蒜辣素

(ＺＩＮＣ:１５３０８４６)作为配体ꎮ 在 ＡｕｔｏＤｏｃｋ 中对 ＮＤＭ￣５ 进行去水、加氢处理ꎬ对大蒜辣素加氢后进行分析ꎮ
在软件中将处理后的 ＮＤＭ￣５ 与大蒜辣素执行刚性蛋白质和柔性配体的标准对接程序ꎬ对软件给出的结合

位点进行筛选ꎮ
１.２.２　 ＮＤＭ￣５突变体工程菌株的构建　 采用点突变试剂盒对本实验室前期构建的质粒 ｐＥＴ２１ａ￣ＮＤＭ￣５
进行点突变ꎬ具体方法参照说明书ꎮ 根据碱基变动尽量少的原则设计突变引物ꎬ将 ＮＤＭ￣５ 第 ２０８ 位活性

位点半胱氨酸 (ＣｙｓꎬＣ) 突变为惰性氨基酸丙氨酸 (ＡｌａꎬＡ)ꎮ 上游引物设计为 ＮＤＭ￣５￣Ｃ２０８Ａ￣Ｆ:５′￣
ＴＴＴＧＧＴＧＧＣＧＣＣＣＴＧＡＴＣＡＡＧＧＡＣＡＧＣＡＡＧＧＣＣ￣３′ꎬ下游引物设计为 ＮＤＭ￣５￣Ｃ２０８Ａ￣Ｒ:５′￣ＡＴＣＡＧＧＧＣＧＣ￣
ＣＡＣＣＡＡＡＡＧＣＧＡＴＧＴＣＧＧＴＧＣＣ￣３′ꎬ下划线处为突变位置ꎮ 参考说明书优化扩增体系和反应程序ꎬ扩增体

系包括:２５ μＬ ２×Ｍａｘ Ｂｕｆｆｅｒ、１ μＬ ｄＮＴＰ Ｍｉｘ、１０ ｎｇ ＤＮＡ、２ μＬ 上游引物、２ μＬ 下游引物、１ μＬ ＤＮＡ
Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅꎬ加 ｄｄＨ２Ｏ 至 ５０ μＬꎮ 反应程序:９５ ℃ ３ ｍｉｎꎻ９５ ℃ １５ ｓꎬ５５ ℃ １５ ｓꎬ７２ ℃ ６ ｍｉｎꎬ共 １８ 个循环ꎻ
７２ ℃ ５ ｍｉｎꎮ 使用 ＤｐｎⅠ酶特异性识别并消化反应产物中原始的甲基化模板质粒ꎬ防止原始质粒干扰形

成假阳性克隆ꎮ 用 Ｅｘｎａｓｅ Ⅱ酶催化扩增消化产物ꎬ将突变位点进行高效重组ꎬ实现线性 ＤＮＡ 的体外环

化ꎮ 将产物转入感受态大肠埃希菌 ＢＬ２１(ＤＥ３)ꎬ在氨苄青霉素抗性的 ＬＢ 平板上涂布后于 ３７ ℃静置过夜

培养ꎮ 次日挑取阳性克隆转接至氨苄抗性 ＬＢ 肉汤ꎬ３７ ℃振摇培养 ８ ｈ 后菌液送南京生工生物公司测序ꎮ

２６



　 第 １ 期 叶志滨ꎬ等:ＮＤＭ￣５ Ｃ２０８Ａ 突变大肠埃希菌的构建及大蒜辣素与 ＮＤＭ￣５ 相互作用位点分析

将测序结果正确的转化子命名为大肠埃希菌 ＢＬ２１(ＤＥ３)ｐＥＴ２１ａ￣ＮＤＭ￣５￣Ｃ２０８Ａꎬ甘油保存ꎮ
１.２.３　 ＮＤＭ￣５ 突变体转化子的抗生素表型验证 　 根据 ＥＵＣＡＳＴ 推荐的微量肉汤稀释法[１０] 测定 ６ 种

β－内酰胺类抗生素氨苄西林、阿莫西林、头孢呋辛、头孢噻肟、头孢他啶和美罗培南对大肠埃希菌 ＢＬ２１
(ＤＥ３)ｐＥＴ２１ａ￣ＮＤＭ￣５ 和大肠埃希菌 ＢＬ２１(ＤＥ３)ｐＥＴ２１ａ￣ＮＤＭ￣５￣Ｃ２０８Ａ 的最小抑菌浓度(ＭＩＣ)ꎬ大肠埃希

菌 ＡＴＣＣ２５９２２ 作为质控菌株ꎮ 根据 ＥＵＣＡＳＴ 敏感性折点进行菌株耐药性评价[１１]ꎮ 各药物折点分别为氨

苄西林<８ μｇ􀅰ｍＬ－１、阿莫西林<８ μｇ􀅰ｍＬ－１、头孢呋辛<８ μｇ􀅰ｍＬ－１、头孢噻肟<１ μｇ􀅰ｍＬ－１、头孢他啶<１
μｇ􀅰ｍＬ－１和美罗培南<２ μｇ􀅰ｍＬ－１ꎮ
１.２.４　 不同浓度的大蒜辣素对 ＮＤＭ￣５ 野生型和突变体菌株生长的影响 　 将大肠埃希菌 ＢＬ２１(ＤＥ３)
ｐＥＴ２１ａ￣ＮＤＭ￣５ 和 ＢＬ２１(ＤＥ３)ｐＥＴ２１ａ￣ＮＤＭ￣５￣Ｃ２０８Ａ 接种于 ＬＢ 肉汤中过夜培养后ꎬ调整菌液浓度 Ｄ６００值

为 ０.１ 后均匀加入 ９６ 孔板ꎬ除对照组外ꎬ每孔再加入不同梯度终浓度的大蒜辣素ꎬ于 ３７ ℃恒温培养ꎮ 每

隔 ４ ｈ 测定 Ｄ６００ꎬ绘制不同菌株的生长曲线ꎮ
１.２.５　 ＮＤＭ￣５突变体的表达与纯化　 挑选测序与表型结果符合预期的大肠埃希菌 ＢＬ２１(ＤＥ３)ｐＥＴ２１ａ￣
ＮＤＭ￣５￣Ｃ２０８Ａ 转接至 ＬＢ 肉汤中ꎬ３７ ℃过夜振荡培养ꎮ 将过夜培养物按 １ ∶１００ 稀释至 １ Ｌ 的新鲜 ＬＢ 肉汤

中ꎬ培养至菌液的 Ｄ６００值为 ０.６~０.８ 时ꎬ加入终浓度为 ０.２ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１的 ＩＰＴＧꎬ转入 ３０ ℃摇床中振荡培养

１６ ｈꎮ １２ ０００ ｇ 离心 ３０ ｍｉｎ 后弃上清液ꎬ用平衡缓冲液重悬沉淀并加入终浓度为 １ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１的 ＰＭＳＦ 以

保护蛋白ꎬ将重悬混合液在冰浴条件下进行超声破碎ꎬ功率为 ３５ Ｗꎬ破碎 ５ ｓꎬ暂停 １０ ｓꎬ共超声 １５ ｍｉｎꎮ
１２ ０００ ｇ 离心 ３０ ｍｉｎ 后取上清液ꎬ将上清液加至平衡液平衡好的 Ｎｉ￣ＮＴＡ 柱ꎬ用梯度浓度(２０~５００ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１)
的咪唑缓冲液冲洗柱子并收集各洗脱液ꎬ将各洗脱液逐一进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 验证ꎮ 把含有单一目的条带的

洗脱液混合后用截留蛋白相对分子质量为 １０×１０３ 的超滤离心管进行换液和浓缩ꎮ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 验证浓缩

液纯度后ꎬＮａｎｏｄｒｏｐ 检测浓缩液中的蛋白浓度ꎮ
１.２.６　 ＮＤＭ￣５突变体的酶活性测定　 为测定所得 ＮＤＭ￣５￣Ｃ２０８Ａ 突变对酶活性的影响ꎬ比较相同浓度的

ＮＤＭ￣５ 与 ＮＤＭ￣５￣Ｃ２０８Ａ 对底物美罗培南的水解能力ꎮ 参考文献[１２]的方法ꎬ略作优化后进行测定ꎮ 水

解反应于 ９６ 孔板中进行ꎬ每孔分别加入 １００ μＬ 稀释后终浓度为 ２０ ｎｍｏｌ􀅰Ｌ－１的 ＮＤＭ￣５ 和 ＮＤＭ￣５￣Ｃ２０８Ａꎬ
接着每孔均加入 １００ μＬ 终浓度为 ２００ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１美罗培南溶液ꎬ温和振荡 ９６ 孔板使酶与底物充分接触ꎬ迅
速放入酶标仪ꎬ于 ３０ ℃检测 Ｄ３００值的变化ꎬ每隔 １ ｍｉｎ 检测 １ 次ꎬ持续检测 ３０ ｍｉｎꎮ 将 ２ 组底物美罗培南

吸光值的下降量除以各自反应时间分别得到 ＮＤＭ￣５ 和 ＮＤＭ￣５￣Ｃ２０８Ａ 的水解速率 ｖＷＴ和 ｖＭＴꎮ 设定 ＮＤＭ￣５
的酶活性为 １００％ꎬ则 ＮＤＭ￣５￣Ｃ２０８Ａ 的酶活性为(ｖＭＴ / ｖＷＴ)×１００％ꎮ
１.２.７　 大蒜辣素对 ＮＤＭ￣５ 及突变体 ＮＤＭ￣５￣Ｃ２０８Ａ 的抑制活性比较 　 构建反应体系测定大蒜辣素对

ＮＤＭ￣５ 和 ＮＤＭ￣５￣Ｃ２０８Ａ 的酶抑制情况ꎮ 于 ９６ 孔板中进行反应ꎬ每孔分别加入 ５０ μＬ 终浓度为 ２０ ｎｍｏｌ􀅰Ｌ－１

的 ＮＤＭ￣５ 和 ＮＤＭ￣５￣Ｃ２０８Ａꎬ与梯度浓度大蒜辣素(０、２.５、５、１０、２０ 和 ４０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１)于 ３０ ℃下孵育 ３０ ｍｉｎꎮ
接着加入 １００ μＬ 终浓度为 ２００ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１的美罗培南溶液后立刻放入酶标仪中检测 ３０ ｍｉｎ 内 Ｄ３００的变化ꎮ
计算对照组中酶水解速率(ｖ０)ꎬ大蒜辣素处理后的酶水解速率(ｖｉ)ꎬ以 ２ 组对照组中的酶活性为 １００％ꎬ剩
余酶活性为(ｖｉ / ｖ０)×１００％ꎮ
１.２.８　 大蒜辣素联合美罗培南对 ＮＤＭ￣５野生型和 ＮＤＭ￣５￣Ｃ２０８Ａ 突变菌株的联合抑菌活性　 采用微量

肉汤棋盘稀释法[１３]测定大蒜辣素与美罗培南联合对 ＮＤＭ￣５ 野生型菌株和 ＮＤＭ￣５￣Ｃ２０８Ａ 突变菌株的联

合抑菌活性ꎮ 反应于 ９６ 孔板中进行ꎬ在 ６×６ 范围内将二倍梯度稀释的 ２ 种药物分别与 ２ 株细菌悬液(１.５×
１０６ ＣＦＵ􀅰ｍＬ－１)混合ꎬ于 ３７ ℃温箱中静置培养 １８ ｈꎮ 根据公式计算联合抑菌指数(ＦＩＣＩ):ＦＩＣＩ ＝ ＦＩＣＩａ ＋
ＦＩＣＩｂ ＝ＭＩＣａｂ /ＭＩＣａ＋ＭＩＣｂａ /ＭＩＣｂꎮ 式中:ＭＩＣａ 是化合物 Ａ 单独的 ＭＩＣꎻＭＩＣａｂ是联用药物时化合物 Ａ 的

ＭＩＣꎻＭＩＣｂ 为化合物 Ｂ 单独的 ＭＩＣꎻＭＩＣｂａ是联用药物时化合物 Ｂ 的 ＭＩＣꎮ 判读标准:ＦＩＣＩ≤ ０.５ 为协同作

用ꎻ０.５<ＦＩＣＩ≤１ 为相加作用ꎻ１<ＦＩＣＩ≤２ 为无关作用ꎻＦＩＣＩ>２ 为拮抗作用ꎮ
１.２.９ 　 不同浓度的大蒜辣素对 ＮＤＭ￣５ 野生型和突变体菌株的时间杀菌曲线 　 将大肠埃希菌 ＢＬ２１
(ＤＥ３)ｐＥＴ２１ａ￣ＮＤＭ￣５ 和 ＢＬ２１(ＤＥ３)ｐＥＴ２１ａ￣ＮＤＭ￣５￣Ｃ２０８Ａ 过夜培养后ꎬ以 １ ∶１ ０００ 稀释于 ＬＢ 肉汤后进

行如下药物处理:对大肠埃希菌 ＢＬ２１(ＤＥ３) ｐＥＴ２１ａ￣ＮＤＭ￣５ꎬ分别设美罗培南处理组(３２ μｇ􀅰ｍＬ－１ꎬ１ / ４
ＭＩＣ)、大蒜辣素处理组(８ μｇ􀅰ｍＬ－１ꎬ１ / ２ ＭＩＣ)、美罗培南(３２ μｇ􀅰ｍＬ－１ꎬ１ / ４ ＭＩＣ)＋大蒜辣素(８ μｇ􀅰ｍＬ－１ꎬ
１ / ２ ＭＩＣ)联合处理组ꎬ以及不加药的空白对照组ꎻ对突变菌株 ＢＬ２１(ＤＥ３)ｐＥＴ２１ａ￣ＮＤＭ￣５￣Ｃ２０８Ａꎬ分别设

美罗培南处理组(０.００４ μｇ􀅰ｍＬ－１ꎬ１ / ４ ＭＩＣ)、大蒜辣素处理组(４ μｇ􀅰ｍＬ－１ꎬ１ / ２ ＭＩＣ)、美罗培南(０.００４

３６
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μｇ􀅰ｍＬ－１ꎬ１ / ４ ＭＩＣ)＋大蒜辣素(４ μｇ􀅰ｍＬ－１ꎬ１ / ２ ＭＩＣ)联合处理组ꎬ以及不加药的空白对照组ꎮ 处理完毕后

于 ３７ ℃振荡培养 ２４ ｈꎬ每隔 ６ ｈ 分别吸取 １００ μＬ 菌液用无菌 ＰＢＳ 系列梯度稀释后进行活菌计数ꎬ以时间

为横轴、ｌｇＣＦＵ 为纵轴绘制时间杀菌曲线ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 关键结合位点的确认及 ＮＤＭ￣５ Ｃ２０８Ａ 转化子的鉴定

经过 ＡｕｔｏＤｏｃｋ 软件的模拟对接ꎬ得到大蒜辣素与 ＮＤＭ￣５ 的结合模式图(图 １－Ａ)ꎮ 大蒜辣素与 ＮＤＭ￣５
有 ４ 个可能结合的位点ꎬ其中只有 Ｃｙｓ２０８ 位于酶活性口袋处ꎬ推测其对维持酶活性有重要作用ꎬ故选择

Ｃｙｓ２０８ 为关键位点进行突变ꎮ 对转化后的突变子疑似阳性克隆进行测序ꎬ将测序结果与 ＮＤＭ￣５ 的序列

进行比较ꎬ结果(图 １－Ｂ)显示已成功将 Ｃｙｓ２０８ 突变为 Ａｌａ２０８ꎬ且未发现其他突变ꎬ符合后续试验要求ꎮ 将

成功构建的 ＮＤＭ￣５￣Ｃ２０８Ａ 突变载体命名为 ｐＥＴ２１ａ￣ＮＤＭ￣５￣Ｃ２０８Ａꎬ菌株命名为大肠埃希菌 ＢＬ２１(ＤＥ３)
ｐＥＴ２１ａ￣ＮＤＭ￣５￣Ｃ２０８Ａꎮ

图 １　 大蒜辣素与 ＮＤＭ￣５结合位点预测(Ａ)及 ＮＤＭ￣５￣Ｃ２０８Ａ 转化子序列鉴定(Ｂ)
Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅｓ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｌｌｉｃｉｎ ｗｉｔｈ ＮＤＭ￣５(Ａ)ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ

ＮＤＭ￣５￣Ｃ２０８Ａ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｎｔｓ(Ｂ)

２.２　 不同抗生素和大蒜辣素对 ＮＤＭ￣５￣Ｃ２０８Ａ 突变菌株和野生型菌株的 ＭＩＣ
通过药敏试验检测转化子对 ６ 种抗生素的敏感性见表 １ꎮ ＮＤＭ￣５ 野生型菌株 ＢＬ２１(ＤＥ３) ｐＥＴ２１ａ￣

ＮＤＭ￣５ 与 ＮＤＭ￣５￣Ｃ２０８Ａ 突变菌株 ＢＬ２１(ＤＥ３)ｐＥＴ２１ａ￣ＮＤＭ￣５￣Ｃ２０８Ａ 均对氨苄西林和阿莫西林表现出耐

药ꎻＮＤＭ￣５ 野生型菌株 ＢＬ２１(ＤＥ３)ｐＥＴ２１ａ￣ＮＤＭ￣５ 对头孢呋辛、头孢噻肟、头孢他啶和美罗培南表现为耐

药ꎬ但是 ＮＤＭ￣５ 的 Ｃｙｓ２０８ 位点突变为 Ａｌａ 后ꎬ菌株对头孢呋辛、头孢噻肟、头孢他啶和美罗培南则会恢复

敏感ꎬ表明 ＮＤＭ￣５￣Ｃ２０８ 位点对水解头孢类和碳青霉烯类抗生素非常关键ꎮ
表 １　 β－内酰胺类抗生素和大蒜辣素对重组菌株的 ＭＩＣ

Ｔａｂｌｅ １　 ＭＩＣ ｏｆ β￣ｌａｃｔａｍ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ ａｇａｉｎｓｔ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｓｔｒａｉｎｓ

抗菌药
Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ａｇｅｎｔｓ

Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ ＢＬ２１(ＤＥ３) ￣
ｐＥＴ２１ａ￣ＮＤＭ￣５

Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ ＢＬ２１(ＤＥ３) ￣
ｐＥＴ２１ａ￣ＮＤＭ￣５￣Ｃ２０８Ａ

Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ
ＡＴＣＣ￣２５９２２

ＥＵＣＡＳＴ 敏感性折点
Ｂｒｅａｋｐｏｉｎｔ ｏｆ ＥＵＣＡＳＴ

　 氨苄西林 Ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ >２５６ >２５６ ８ <８
　 阿莫西林 Ａｍｏｘｉｃｉｌｌｉｎ >２５６ >２５６ ８ <８
　 头孢呋辛 Ｃｅｆｕｒｏｘｉｍｅ １２８ ０.５ ４ <８
　 头孢噻肟 Ｃｅｆｏｔａｘｉｍｅ ６４ ≤０.５ ≤０.５ <１
　 头孢他啶 Ｃｅｆｔａｚｉｄｉｍｅ ６４ ≤０.５ ≤０.５ <１
　 美罗培南 Ｍｅｒｏｐｅｎｅｍ １２８ ０.０１５６ ≤０.１２５ <２
　 大蒜辣素 Ａｌｌｉｃｉｎ １６ ８ １６

２.３　 大蒜辣素对 ＮＤＭ￣５菌株突变前后生长曲线的影响

通过测定生长曲线以判断大蒜辣素对大肠埃希菌 ＢＬ２１(ＤＥ３) ｐＥＴ２１ａ￣ＮＤＭ￣５ 和大肠埃希菌 ＢＬ２１
(ＤＥ３)ｐＥＴ２１ａ￣ＮＤＭ￣５￣Ｃ２０８Ａ 的生长是否有影响ꎮ 从图 ２ 可知ꎬ大蒜辣素对大肠埃希菌 ＢＬ２１ (ＤＥ３)
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ｐＥＴ２１ａ￣ＮＤＭ￣５ 的生长有一定的抑制作用ꎬ当大蒜辣素浓度为 １６ μｇ􀅰ｍＬ－１时则可完全抑制其生长ꎮ 显示

大蒜辣素对 ＮＤＭ￣５ 突变型大肠埃希菌的生长抑制存在剂量－效应关系ꎬ当大蒜辣素浓度为 ４ μｇ􀅰ｍＬ－１时ꎬ
处理组和对照组无显著差异(Ｐ>０.０５)ꎬ而当大蒜辣素浓度升高至 ８ μｇ􀅰ｍＬ－１时则能完全抑制其生长ꎮ 这

表明大蒜辣素对野生型和 ＮＤＭ￣５￣Ｃ２０８Ａ 突变菌均有直接抑制作用ꎮ

图 ２　 不同质量浓度大蒜辣素处理后大肠埃希菌的生长曲线

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ ｓｔｒａｉｎｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ａｌｌｉｃｉｎ

２.４　 ＮＤＭ￣５￣Ｃ２０８Ａ 蛋白的纯化及活性测定

对突变体蛋白进行大量表达和纯化浓缩后ꎬＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳分析验证蛋白纯度ꎮ 图 ３－Ａ 显示蛋白相

对分子质量符合预期 ２４×１０３ꎬ且条带单一ꎬ纯度>９０％ꎬ采用Ｎａｎｏｄｒｏｐ 测定突变型蛋白浓度为 ３.８ ｍｇ􀅰ｍＬ－１ꎬ表
明突变体蛋白纯化成功ꎬ能满足后续试验要求ꎮ 将纯化后的 ＮＤＭ￣５ 和 ＮＤＭ￣５￣Ｃ２０８Ａ 进行活性测定ꎮ 将

ＮＤＭ￣５ 的水解活性设为 １００％ꎬ则 ＮＤＭ￣５￣Ｃ２０８Ａ 水解底物美罗培南的酶活性极显著下降(Ｐ<０.００１)ꎬ与野

生型 ＮＤＭ￣５ 相比ꎬ突变体的酶活性下降约 ８５％(图 ３－Ｂ)ꎬ表明 Ｃｙｓ２０８ 位点是 ＮＤＭ￣５ 维持水解活性的关

键位点ꎮ

图 ３　 ＮＤＭ￣５￣Ｃ２０８Ａ 的表达纯化(Ａ)及酶活性测定(Ｂ)
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＮＤＭ￣５￣Ｃ２０８Ａ(Ａ)ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

ｏｆ ｔｈｅ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＮＤＭ￣５￣Ｃ２０８Ａ(Ｂ)
Ｍ. 蛋白标准品 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒ. ∗∗∗Ｐ<０.００１.

图 ４　 不同浓度大蒜辣素处理后 ＮＤＭ￣５和 ＮＤＭ￣５￣Ｃ２０８Ａ 的酶活性比较

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｒｅｓｉｄｕａｌ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＮＤＭ￣５ ａｎｄ ＮＤＭ￣５￣Ｃ２０８Ａ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ａｌｌｉｃｉｎ
∗∗∗∗Ｐ<０.０００ １.

２.５　 大蒜辣素对 ＮＤＭ￣５和 ＮＤＭ￣５￣Ｃ２０８Ａ 的抑制效果

不同浓度大蒜辣素分别作用于 ＮＤＭ￣５ 和 ＮＤＭ￣５￣Ｃ２０８Ａꎬ将无大蒜辣素处理组的酶活性定义为

１００％ꎬ通过与各自的对照组比较计算其剩余的酶活性ꎮ 从图 ４ 可知:１０ ~ ４０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１的大蒜辣素均对
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ＮＤＭ￣５ 酶活性有极极显著的抑制作用(Ｐ<０.０００ １)ꎬ并存在明显的剂量效应ꎻ不同浓度的大蒜辣素对

ＮＤＭ￣５￣Ｃ２０８Ａ 的酶活性影响均不显著(Ｐ>０.０５)ꎮ
２.６　 大蒜辣素联合美罗培南对 ＮＤＭ￣５的 Ｃｙｓ２０８ 位点突变前后菌株的联合抑菌作用比较

从图 ５ 可知ꎬ大蒜辣素联合美罗培南对大肠埃希菌 ＢＬ２１(ＤＥ３)ｐＥＴ２１ａ￣ＮＤＭ￣５ 的 ＦＩＣＩ 为 ０.３７５ꎬ表示

二者对其有协同抑菌作用ꎬ二者联用对突变菌 ＢＬ２１(ＤＥ３)ｐＥＴ２１ａ￣ＮＤＭ￣５￣Ｃ２０８Ａ 的 ＦＩＣＩ 为 ２ꎬ表现为独立

作用ꎬ失去协同抗菌作用ꎮ
时间杀菌曲线(图 ６)显示亚抑菌浓度的大蒜辣素与美罗培南单独使用均不能有效杀灭大肠埃希菌

ＢＬ２１(ＤＥ３)ｐＥＴ２１ａ￣ＮＤＭ￣５ꎬ但是二者即使采用亚抑菌浓度进行联用也能抑制细菌的生长并表现出了明显

的杀菌效果ꎻ若菌株的 ＮＤＭ￣５ 发生 Ｃ２０８Ａ 突变后ꎬ大蒜辣素和美罗培南则无明显的联合杀菌效果ꎮ 细菌

体内试验再次证实 ＮＤＭ￣５ 的 Ｃｙｓ２０８ 是大蒜辣素对酶发挥抑制作用的关键位点ꎮ

图 ５　 美罗培南和大蒜辣素联用对 ＮＤＭ￣５阳性菌株(Ａ)及其 Ｃ２０８Ａ 突变后菌株(Ｂ)的作用结果

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｅｒｏｐｅｎｅｍ ａｎｄ ａｌｌｉｃｉｎ ｏｎ ＮＤＭ￣５ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｔｒａｉｎ(Ａ)
ａｎｄ ｉｔｓ Ｃ２０８Ａ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｓｔｒａｉｎ(Ｂ)

图 ６　 大蒜辣素和美罗培南联合对 ＮＤＭ￣５野生型菌株(Ａ)及 Ｃｙｓ２０８ 突变菌株(Ｂ)的时间杀菌曲线

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｔｉｍｅ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｋｉｌｌｉｎｇ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ａｌｌｉｃｉｎ ａｎｄ ｍｅｒｏｐｅｎｅｍ ａｇａｉｎｓｔ ＮＤＭ￣５ ｗｉｌｄ
ｔｙｐｅ ｓｔｒａｉｎ(Ａ)ａｎｄ ｉｔｓ Ｃｙｓ２０８ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｓｔｒａｉｎ(Ｂ)

３　 讨论

近年来ꎬ耐药菌的产生和传播以及相关有效药物的缺乏已成为威胁公众健康的重要问题[１４]ꎮ 碳青霉

烯类抗生素是人医临床抗革兰阴性菌感染的“最后一道防线” [１５]ꎮ 但近些年来不断有研究显示人、动物

及其所处环境中均能检测到介导细菌对碳青霉烯类耐药的 ＮＤＭ 基因ꎬ并存在不同生态位的水平传播ꎮ
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人医临床中也发现碳青霉烯类抗生素逐渐失去了应有的治疗效果[１６－１８]ꎮ ＮＤＭ 可以水解除氨曲南之外的

所有 β－内酰胺类抗生素ꎬ因此ꎬＮＤＭ 在畜禽中的检出对兽医临床常用的青霉素类及专用的头孢类抗生素

的活性也会产生重要影响ꎮ ＮＤＭ 导致的耐药已成为人医和兽医临床共同关注的焦点ꎮ
ＮＤＭ 具有典型的 αβ / βα 三明治结构ꎬ其中 α－螺旋与 β－折叠通过柔性的 Ｌｏｏｐ 环连接ꎬ该空间折叠结

构特点使 ＮＤＭ 对不同的 β－内酰胺类抗生素都具有高度的适应性[１９]ꎮ ＮＤＭ 的活性中心有 ２ 个 Ｚｎ２＋ꎬ各
自可与 ３ 个氨基酸残基相互作用ꎬＺｎ１ 与 Ｈｉｓ１２０、Ｈｉｓ１２２ 和 Ｈｉｓ１８９ 配位ꎻＺｎ２ 则与 Ａｓｐ１２４、Ｃｙｓ２０８ 和

Ｈｉｓ２５０ 配位ꎬ研究表明活性中心的残基对维持 ＮＤＭ 酶水解活性至关重要ꎬ因此是较为理想的抑制剂潜在

作用靶点[２０]ꎮ ＮＤＭ 结构的解析为采用分子对接、蛋白结晶等技术用于预测和模拟受体－配体复合物结构

以及结合位点提供重要基础[２１]ꎮ 本文则是基于模拟对接分析大蒜辣素与 ＮＤＭ￣５ 的结合位点为活性保守

残基 Ｃｙｓ２０８ꎬ进一步通过定点突变方法成功构建出突变型载体 ｐＥＴ２１ａ￣ＮＤＭ￣５￣Ｃ２０８Ａꎬ由此获得 ＮＤＭ￣５ 的

Ｃ２０８ 位点突变菌株ꎬ并证实 Ｃ２０８Ａ 突变可导致 ＮＤＭ 水解头孢类抗生素和碳青霉烯类抗生素的活性下

降ꎬ后续的体外酶水解试验进一步佐证了该结果ꎮ Ｗａｎｇ 等[１２]发现当 Ｃｙｓ２０８ 被突变为惰性氨基酸丙氨酸

(Ａｌａ)后ꎬＮＤＭ 的酶活性约下降了 ８０％ꎬ本研究结果与之较为一致ꎬ均证实该残基对 ＮＤＭ￣５ 水解活性的重

要性以及外源化合物可通过干预该位点起到抑制酶活性的作用ꎮ 本试验中发现构建的 Ｃ２０８Ａ 突变菌株

对氨苄西林与阿莫西林仍表现耐药ꎬ我们分析是由于表达载体 ｐＥＴ２１ａ 携带氨苄西林抗性ꎬ因此 ＮＤＭ 失

去了水解活性ꎬ而质粒携带的抗性基因仍在发挥作用ꎮ 我们后续将通过筛选其他抗性载体进行验证ꎮ
随着近些年细菌耐药性的广泛蔓延ꎬ抗生素在兽医和人医临床中的应用越来越谨慎ꎬ因此从现有化学

物或天然化合物中筛选特异性酶抑制剂与 β－内酰胺类抗生素联用ꎬ以恢复现有抗生素作用是目前抗 ＣＲＥ
感染的较为经济有效的方法ꎮ 基于该策略ꎬ目前已报道了 ５００ 余种具有抑制 ＮＤＭ 作用的活性分子ꎬ这些

化合物或可通过作用于 ＮＤＭ 活性位点的锌离子[２２]ꎬ或可与活性氨基酸残基通过共价结合改变酶的空间

构象而发挥作用[２２－２３]ꎮ 厚朴酚[２４]、黄芩苷[２５]和紫檀芪[２６] 等一些天然产物也纷纷被证实对 ＮＤＭ 有抑制

效果ꎬ但作用机制均未探讨ꎮ 本课题组的研究结果以及一些文献已显示大蒜辣素具有较好的直接抗菌活

性[２７－２８]ꎮ 此外ꎬ我们发现其对产碳青霉烯酶的耐药肠杆菌也有较好活性ꎬ与碳青霉烯类抗生素美罗培南

联合有显著的协同抗菌作用ꎬ故推测其对碳青霉烯酶有一定抑制作用ꎮ 本文进一步通过分子对接、定点突

变、蛋白表达等体外方法证实亚抑菌浓度的大蒜辣素对 ＮＤＭ￣５ 具有剂量依赖性的显著抑制作用ꎬ且其抑

制作用与 ＮＤＭ 的 Ｃｙｓ２０８ 位点相关ꎮ 为进一步证实该作用ꎬ我们采用亚抑菌浓度的大蒜辣素与美罗培南

进行了联合抑菌试验并计算联合抑菌指数(ＦＩＣＩ)ꎬＦＩＣＩ 是评价 ２ 种药联用效果的最佳量化指数[２９]ꎮ 亚抑

菌浓度的大蒜辣素与美罗培南联用后对 ＮＤＭ￣５ 野生型菌株的 ＦＩＣＩ 为 ０.３７５ꎬ而对 ＮＤＭ￣５￣Ｃ２０８Ａ 的 ＦＩＣＩ
为 ２ꎬ这表明 Ｃ２０８ 位点突变后ꎬ无法与大蒜辣素结合ꎬ进而与亚抑菌浓度的美罗培南无联合效果ꎮ 时间杀

菌曲线结果也证实该点ꎮ 以上独立试验均表明位点 Ｃｙｓ２０８ 对大蒜辣素与 ＮＤＭ￣５ 的结合发挥了至关重要

的作用ꎬ这与文献报道的一些 ＮＤＭ 共价抑制剂ꎬ如硝普钠[３０]、依布硒啉[３１]等的抑制作用原理相似ꎮ 有研

究显示ꎬ大蒜辣素可以与含巯基的酶如木瓜蛋白酶、乙醇脱氢酶等发生反应进而导致酶失活[３２]ꎮ 因此ꎬ我
们初步推测大蒜辣素通过其特有的烯丙硫基结构(Ｓ—ＣＨ２—ＣＨ 􀪅􀪅ＣＨ２)可与 ＮＤＭ 活性中心的 Ｃｙｓ￣ＳＨ 发

生共价结合ꎬ进而导致酶空间构象改变而失去水解活性ꎬ后续我们拟采用质谱方法结合药物蛋白共结晶方

法进一步验证ꎮ 另外ꎬ大蒜辣素是否对其他碳青霉烯酶如 ＫＰＣ、ＩＭＰ、ＶＩＭ 有效ꎬ也值得进一步探讨ꎮ
综上所述ꎬ本研究首次探讨了大蒜辣素对 ＮＤＭ￣５ 的抑制作用及其相关作用位点ꎬ提示大蒜辣素有望

以一种新型的碳青霉烯类抗生素佐剂用于产 ＮＤＭ 的 ＣＲＥ 菌株感染治疗ꎬ并具有较好的应用前景ꎮ
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