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摘要：在过去的 10 年中，以新德里金属 β-内酰胺酶-1(NDM-1)为代表的金属 β-内酰胺酶在全球范围内

广泛传播，对公共卫生安全产生了较大的威胁。尤其是近些年这些酶的突变体的出现使得耐药菌给人类

健康造成了更加复杂和困难的挑战。目前，临床上仍然缺乏有效的治疗药物和手段。研发有效广谱的抑

制剂成为解决此问题的重点。因此本文将针对 NDM-1 及其相关抑制剂复合物的三维结构解析工作进行

综述，希望从生物学机制研究的角度带给相关研究人员一点启发和帮助。 
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在过去的 10 年中，新德里金属 β-内酰胺酶-1 

(NDM-1)成为“超级细菌”的代言人，并在全球范围

内广泛传播。2008 年，NDM-1 首次在印度新德里

的一名瑞典病人身上被发现；2010 年 8 月，全世

界开始大规模暴发“超级细菌”传染病疫情，短短

两个月便已传播至南亚、东亚地区，欧洲地区以

及北美地区并引发公众恐慌。由于 NDM-1 拥有比

其他金属内酰胺酶更加广谱的底物范围，甚至可

以水解抗生素的最后一道防线——碳青霉烯类抗

生素，导致人类在对抗 NDM-1“超级细菌”时缺乏

合适的抗生素，从而造成了许多人的死亡。这次

疫情的暴发，经过了 Kumarasamy 等的报道[1]，才

真正引起国际性的关注。科学家们从世界各地检

测出许多携带 NDM-1 的菌株以及 NDM-1 的亚型，

至 今 为 止 ， 已 经 有 29 种 NDM 亚 型

(NDM-1–NDM-29)被发现，这些突变体的出现使

得耐药菌给人类健康造成了更加复杂和困难的挑 

战[2]，极可能对公共卫生安全构成越来越严重的威

胁[3]。目前，针对 NDM-1 的研究已经不少，但在

临床上仍然缺乏有效的治疗药物和手段。利用 X

射线衍射技术，对蛋白质晶体进行结构解析，可

以提供直观、精确的结构生物学证据，并在此基

础上为新型药物或抑制剂的研发提供严谨的结构

模型，在生物学和医药学上具有重要的研究价值。
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因此，针对 NDM-1 及其相关复合物的三维结构进

行解析工作，可以从生物学机制的角度带给相关

研究人员一点启发和帮助。 

1  NDM 的特点 

1.1  遗传特点 

NDM-1 是一种分子量约为 27.5 kDa 的单链金

属 β-内酰胺酶，由 270 个氨基酸组成，其 N 端有

一个约 2.85 kDa 大小的信号肽，可以水解几乎所

有种类的 β-内酰胺类抗生素。甚至还可以水解令

多数细菌敏感的碳青霉烯类抗生素。最初发现该

蛋 白 由 储 存 于 肺 炎 克 雷 伯 杆 菌 质 粒 上 的

blaNDM-1 基因编码[4]，通过对抗性菌株的分离发

现其基因既可以通过质粒进行无性繁殖，也十分

容易因为质粒的接合转移、重排等作用变得更加

多样。而 Walsh 等[5]发现，这种基因不仅可以在肠

杆菌中传播，甚至可以传播至其他菌种，但其基

因稳定性和耐药性在不同菌种中有较大差异。此

外，当温度在 30 °C 时，该基因的结合和转移都更

容易发生，Pfeifer 等 [6]发现鲍曼不动杆菌中的

blaNDM-1 能够借助 IS26、IS930 和转座酶等可移

动元件整合到染色体上以提高基因的稳定性。以

上研究揭示了其传播速度较其他耐药基因更加迅

速的种种原因。因此我们可以得出结论，该基因

可以利用质粒快速进行跨菌种传播，还能够在转

座因子和转座酶的帮助下整合到细菌的染色体

上，使遗传和耐药性更加稳定。 

1.2  结构特点 

在结构上，NDM-1 属于金属 β-内酰胺酶(MBLs) 

3 个亚类(B1，B2，B3)中与临床关系特别紧密的 B1

类，且被囊括在由 Neuwald 等在 1997 年提出并定义

的金属依赖型水解酶家族(MBL super family)中[7–9]。 

NDM-1 的氨基酸序列与许多其他 B1-MBLs

亚类的氨基酸序列差异非常明显(图 1)，但是他们 
 

 

图 1.  NDM-1 与其他 MBLs 的序列比对及最大似然法进化树 

Figure 1.  Sequence alignment and molecular phylogenetic analysis by maximum likelihood method between 
NDM-1 and other MBLs. The tree is drawn to scale, with branch lengths measured in the number of substitutions 
per site. The analysis involved 5 amino acid sequences. All positions containing gaps and missing data were 
eliminated. There were a total of 192 positions in the final dataset. Evolutionary analyses were conducted in MEGA7. 
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之间的三维结构非常相似，呈现明显的独特而保

守的 αβ/βα 汉堡夹心结构。相较于丝氨酸 β-内酰

胺酶(SBLs)，以 NDM-1 为代表的 MBLs，其底物

更加混杂，水解能力更强。Guo 等解析的 NDM-1

的高分辨率晶体结构(图 2，1.91Å，PDB：3S0Z)

显示，NDM-1 晶体属于空间群 I422，每个不对称

单元含有 1 个分子[10]。一般从 N 端起将其二级结

构 分 别 命 名 为 α1–α7、β1–β12。 3 段 loop 区 

L3(P67-F70)、L7 和 L10 构成了 NDM-1 活性口袋

的主体，可将其分为左右 2 个结构域，活性中心

的 2 个 Zn( )Ⅱ 处于口袋底部。为了方便分析，一

般将由 Hisl20、Hisl22、His189 所组成的组氨酸结

合位点配位的( )Ⅱ 编号为 Zn1，与 Cys208 和 His250

所组成的半胱氨酸结合位点配位的 ( )Ⅱ 编号为

Zn2，这 2 个 Zn( )Ⅱ 距离为 3.2 Å，通过 Aspl24 侧

链相互连接[11]。 

相较于丝氨酸 β-内酰胺酶(SBLs)，NDM-1 活

性位点比较深。参与底物结合识别的发夹 L3 环的

特征在于存在与底物疏水取代基相互作用的疏水

残基(Leu65、Met67、Phe70 和 Val73)，而 L10 环

包括配位 Zn2 的残基(Cys208)以及与底物羧基相

互作用的残基(Lys211 和 Asn220)[12]。这都说明，

不 同 于 SBLs 由 四 联 体 S70XXK73 、 三 联 体

S130DN132、K234TG236 以及 Ω 环组成的较为固定而

保守的结合口袋[13](图 3)，NDM-1 的结合口袋虽

然被多个环路包围，使活性位点处于口袋“底部”

较深的位置，但其位置仍然处于蛋白的表层，且

口袋大而灵活，其活性中心的 Zn( )Ⅱ ，也可与环

境溶剂直接接触。 

1.2.1  特殊氨基酸残基序列：通过结构比对可以

看出(图 4)，相较于其他 MBLs，NDM-1 具有一些

特殊的氨基酸链。 

其 一 是 Phe163-Asn166 。 这 个 区 域 位 于

NDM-1 的左右 2 个结构域之间，在其他 MBLs 中

是从没有过的。从序列比对的结果也同样可以得

到这个结论。虽然从结构分析来看，这段氨基酸

链距活性中心较远，参与直接催化的可能性十分

低。但在 Yong 等[4]的研究中认为，这段氨基酸链 

 

 
 

图 2.  NDM-1 二级结构顺序及离子结合位点 

Figure 2.  Number of NDM-1 secondary structure and ions binding site. 
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图 3.  kpc-2(SBLs)活性口袋示意图 

Figure 3.  Schematic diagram of kpc-2 (SBLS) active pocket. 
 

 

 
图 4.  NDM-1 与 VIM-1 结构比对 

Figure 4.  Comparison of NDM-1 and VIM-1 structures. 
 

存在于将蛋白左右两部分相连的 Loop 环上，使得

NDM-1 结构更松散灵活，却没有影响其结构的稳

定。因此很可能是 NDM-1 比其他 MBLs 具有更广

泛耐药性的原因之一。 

其二是 NDM-1 特有的是 Tyr229 残基(图 5)。

这个残基是被酶活性位点的底部覆盖的，因此有

人推断这个残基因为被覆盖隔离导致在酶活反应

中没有起直接的作用，后来此推断从 Y229W 突变

活性测试中已得到证明[14]。但是，Tyr229、Leu209

和 Glyl88 在酶活位点附近形成的氢键表明，

Tyr229 在维持酶活位点构象稳定中起到了重要的

作用。与活性口袋柔性大的特点可能有比较重要

的关系。 

 

 

 
图 5.  Tyr229、Leu209 和 Glyl88 在酶活位点附近形成

的氢键 

Figure 5.  Hydrogen bond formed near the active site of 
tyr229, leu209 and glyl88. 
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其三是 L1 Loop 区的特殊构象(图 6)。相较于

其他 MBLs，NDM-1 结构中唯一比较特殊的是其

L1 Loop 区具有一个灵活的弯曲构象。在 B1 亚群，

例如 BcⅡ中，L1 Loop 区是由 N-末端的 61–65 位

氨基酸所组成的 Loop 环区域[15]。这个 Loop 环能

够与带有疏水性侧链的抑制剂和底物连接，在酶

活口袋中组成一个隧道形的狭窄裂口，将位于活

性位点的底物“锁住”。而在 NDM-1 中，通过蛋白

结 构 图 我 们 可 以 清 楚 地 看 到 ， 对 应 L1 区 的

Met67-Gly71 区域，相较于其他 MBLs 伸展的状

态， NDM-1 这段弯曲构象的 Loop 区域可以使其

在与底物结合过程中更加灵活。因此推断，这个

特殊构象是允许 NDM-1 与底物结合时不受底物 R

基团大小影响的原因之一[16]。 

1.2.2  独特的二聚体结构：其他临床上重要的

MBLs 是可溶性周质酶，而 NDM-1 是锚定在革兰

氏阴性细菌外膜中的脂蛋白。这种独特的细胞定

位使 NDM-1 在感染部位免疫系统反应引起的

Zn( )Ⅱ 匮乏时具有更强的稳定性，使得酶活性不被

抑制。一些研究表明，当 NDM-1 在嵌入细胞膜状

态和均一状态下的时候，其晶体由于疏水作用和分

子间作用力便会呈现二聚体的结构形式(图 7)[17–18]。

因此推测，NDM-1 这种二聚体的形式亦是导致其

耐药性更加广谱、水解能力更强的原因之一。 
 

 
 

图 6.  BCⅡ酶 L1 区域(蓝色)，NDM-1 酶 L1 区域(红色) 

Figure 6. BC  enzyme L1 region (blue), NDMⅡ -1 
enzyme L1 region (red). 

 
 

图 7.  NDM-1 的二聚体结构[17–18] 

Figure 7.  Dimer structure of NDM-1[17–18]. 

2  NDM-1 的水解机制的特点 

NDM-1 拥有广泛的水解底物，且催化效率极

高，因此其活性位点的关键残基如何发挥功能及

水解的实际过程都是研究的重点[19]。目前蛋白数

据库 (Protein Data Bank) 中已经公布的 NDM-1 

相关晶体有 83 种，包括数十种 NDM-1 与水解底

物、抑制剂的复合物及个别的突变体。这些复合

物晶体都为阐明 NDM-1 的水解机制提供了重要

证据，随着对 NDM-1 基础研究的逐渐深入，其实

际水解过程也逐渐被揭开。 

2.1 特殊的水解过程 

NDM-1 的活性口袋包含 2 个对于酶活性不

可或缺的 Zn( )(Ⅱ 图 2)[20–21]，研究中多将 Zn( )Ⅱ

作为 NDM-1 等金属 β-内酰胺酶的催化中心来进

行研究[22]。根据 1999 年提出的双锌金属 β-内酰

胺酶的作用机制[23–24]，结合 X 射线晶体学研究

中 NDM-1 与氨苄青霉素水解产物[25]、美罗培南

水解产物等复合物晶体结构的直接证据 [26]，现

在普遍认为其水解过程主要分为两步，亲核攻击

和质子转移。 

首先由 2 个 Zn( )Ⅱ 结合的水或者氢氧根作为

亲核试剂攻击 β-内酰胺环的羰基碳，使环断裂，



46 Can Cui et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2021, 61(1) 

actamicro@im.ac.cn 

同时形成短暂的四面体构象[27]。此处晶体中观察

到的 Zn(Ⅱ)结合的水或者氢氧根后被证实主要与

pH 值有关(图 8)；然后，Zn2 通过金属配位键与中

间体结合，起到稳定作用，最后质子经过转移和

内酰胺环上的 N 结合，形成稳定开环的代谢产物。

在水解过程中，Zn1 与 Zn2 在酶进行底物识别时

发挥的核心作用不同[20]，一般认为 Zn1 主要保持

其四面体配体的羟基对内酰胺环上羰基碳的亲核

攻击的正确方向，而 Zn2 更多的是给 β-内酰胺环

的氮原子上的孤电子对提供轨道[12,28]。 

2.2  活性位点的关键残基 

然而由于 NDM-1 的底物众多[19]，参与水解过

程的活性位点关键残基在不同 NDM-1 与水解底物

的复合物晶体中呈现不同构象，导致研究者对于

NDM-1 水解不同底物的实际过程产生了不同的猜

想。主要在于 NDM-1 对这些不同底物水解的高催

化效率是否反映在催化的类似顺序和结构要求上，

即是否使用相同的催化机制来实现每一类的水解。 

为了验证活性位点残基对 β-内酰胺类抗生素

水解的重要性，Sun 等构建了随机单密码子文库[29]，

以 NDM-1 活性位点及其附近的 31 个残基为目标，

通过对筛选出的抗代表性抗生素的随机单密码子

突变文库进行深度测序，发现 NDM-1 对青霉素或

头孢菌素的水解有严格的序列要求。其中，必需

锌配体残基包括组氨酸位点(His116、His118 和

His196) 和 半 胱 氨 酸 位 点 (Asp120 、 Cys221 和

His263)(图 9)。而残基 Asp84、Asp199 和 Lys121

在 NDM-1 中的功能虽然尚不清楚，但也被认定为

对 NDM-1 水解所有被测抗生素的功能是必需的。

对 NDM-1 结构的分析表明，这些氨基酸残基的侧

链和主链基团与多个残基形成氢键，并在活性部

位起到连接环结构的作用(图 10)。Asp84 与 His55、

Val113、Thr115 和 Lys121 形成氢键，Asp199 与

Ala117、Ser141 和 Thr197 相互作用，而 Lys121

与 His118 和 Ser262 形成氢键。分析可知，MBLs

的金属结合位点完全建立在 Loop 和连接二级结

构的弯(turn)上，由 Asp84、Asp199 和 Lys121 残

基介导的环间相互作用可能在维持 NDM-1 环的

位置和稳定性方面发挥关键作用。 

 

 
 

图 8.  NDM-1 水解机制 

Figure 8.  Hydrolysis mechanism of NDM-1. 
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图 9.  NDM-1-β-内酰胺酶结构图 

Figure 9.  Structural diagram of NDM-1-β-lactamase. 
Showing the positions of essential residues, substrate 
specific residues and nonessential residues. The essential, 
substrate specific and nonessential residues are labeled 
red, yellow and green, respectively, while the zinc atoms 
are represented as gray spheres. 

结果显示，青霉素和头孢菌素水解所需的残

基位置是碳青霉烯水解所需残基位置的子集。这

说明，虽然所有底物的催化作用都使用一个共同

的残基核心，但水解碳青霉烯需要一组额外的残

基来达到与青霉素和头孢菌素相当的催化效率。

此外，他们通过这个实验还发现了一些非必需氨

基酸残基，但这些氨基酸残基主要位于活性位点

的外围，不与锌离子或结合底物相互作用(图 11)。

这说明 NDM-1 的水解功能可以耐受多种氨基酸

替换，而不会损害其水解任何被测 β-内酰胺抗生

素的功能。这也说明了 NDM-1 广泛的底物分布，

可能完全是由碳青霉烯类化合物的选择性压力演

变而来的。因此根据 NDM-1 水解碳青霉烯的严格

序列限制去设计抑制剂，可能在恢复碳青霉烯抗

生素效用方面会有很好的效果。 

 
图 10.  NDM-1 活性位点上连接 Loop 的氢键网络 

Figure 10.  Hydrogen bonding network connecting loop on NDM-1 active site. 

 
 

图 11.  NDM-1 与水解产物氨苄青霉素、美罗培复合物结构 
Figure 11.  Structure of NDM-1, ampicillin and meropenem. 
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2.3  特殊的底物结合模式 

近年来，各种 β-内酰胺抗生素与 NDM-1 酶活

性位点的分子对接(molecular docking)研究获得了一

些有意思的成果[19]。对接底物的构象揭示了两种主

要的底物结合方式，即“S”和“I”构象。“S”型中，β-

内酰胺环的羰基氧与 Zn1 配位，稠环羧酸酯与 Zn2

配位，桥联水/羟基定位亲核攻击，因此该构象是

利于催化的构象。“I”模式中，稠合环的羧酸与 Zn1

和 Zn2 配位，取代水/羟基，并使 β-内酰胺酰胺基

团远离金属离子，从而产生抑制结合模式。有趣的

是，对于适配性良好的底物，“S”构型相较于“I”构

型有巨大的优势；而对于适配性较差的底物，如单

β-内酰胺环的底物氨曲南，几乎所有对接结构均取

代了质子供体水/羟基，而处于“I”模式。该结果表

明，单 β-内酰胺环的底物不会被 NDM-1 水解，因

为它们与桥接在 Zn1 和 Zn2 之间的磺酸酯基结合

并置换作为质子供体的水，使得反应无法进行。这

说明，NDM-1 的结合机制十分灵活，也是其底物

如此广泛的可能原因之一。同时，基于其两种结合

模式的研究，可以针对性地进行抑制剂先导物的筛

选，加快寻找有效抑制剂的进程。 

3  NDM-1 抑制剂复合物 

从 NDM-1 横空出世到如今的 10 年时间里，

人们作出了许多努力来获得有关 NDM-1 的清晰

结构[30]，以阐明其作用机理，并确定与底物相互

作用的残基，这些残基为药物设计提供了明确的

目标。 

针对当下的困境，寻找广谱的有效抑制剂，

是最经济、最快速的方法。其中从上市药物和成

分明确的天然产物中筛选的思路是如今最常用 

的[31–32]。对于 SBLs，现在已经发现了几种基于明 

确抑制机理的抑制剂，并已经用于临床治疗，但

临床上仍缺少对 NDM-1 有特异性的高效抑制  

剂[33–34]。有效的 MBLs 抑制剂的缺乏可能主要归

因于 3 个原因：不同 MBLs 类之间的活性位点的 

结构多样性，活性位点入口处环结构的灵活可变

性，以及多种 NDM-1 变体的存在。在近几年中，

NDM-1 通过在不同位置进行单突变或双突变已经

进化出了 20 多个新变体[35]，这些变体通常会增强

自身在 Zn(Ⅱ)匮乏状态下的水解性能[36]。但是，

考虑到大多数底物-蛋白质相互作用涉及 2 个锌离

子，以及 MBLs 结合位点的特殊性质可能会部分

干扰有效特异性抑制剂的设计。因此，要成功地

指导临床上有效抑制剂的合理设计，完全了解催

化机理及底物结合位点的可变性是非常必要的。

现在，尽管已经公开了许多分子作为 NDM-1 的抑

制剂，但只得到了少数的复合物晶体，因此限制

了我们对已报道的抑制剂的结合方式与作用机理

的了解。据统计，到目前为止，虽然文献中已经

报道了 525 种 NDM-1 抑制剂，然而有明确复合物

结构的抑制剂只有很少一部分，且主要为卡托普

利 衍 生 物 复 合 物 (2016) 、 Bi(Ⅲ ) 化 合 物 复 合 物

(2019)、异芳基膦酸盐衍生物复合物(2019)和四唑

类化合物复合物(2019)。因此对 NDM-1 的抑制机

制的讨论将主要围绕以上 4 种复合物结构展开。 

3.1  L-卡托普利 

卡托普利是一种被广泛作为血管紧张素转化

酶(ACE)抑制剂使用的上市药物，可以用于高血压

的治疗。Guo 等[10]观察到 D-卡托普利(图 12)对

NDM-1 具有很强的抑制能力，其 IC50 为 7.9 μmol/L，

而 L 型对映异构体的效价低了 25 倍[37]。但由于他

们未能取得复合物结构，因此无法直接说明卡托

普利的抑制机制。 
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图 12.  D-卡托普利及其与 NDM-1 复合物晶体 

Figure 12.  Crystal of D-captopril and its complex with 
NDM-1. 

King 等[38]通过质谱及 X 射线晶体学分析解析

了 L-卡托普利与 NDM-1 结合的第一个晶体结构。

在 X 射线结构中，L-卡托普利的巯基部分插入 2

个 Zn( )Ⅱ 之间，取代了水分子，并作为 NDM-1 的

竞争性抑制剂起到了抑制作用。此外，Asn220 是

对 底 物 结 合 和 中 间 产 物 稳 定 至 关 重 要 的 残 基  

(图 13)，该分子的疏水部分与 L3 环相互作用，亲

水部分与 Asn220 形成氢键，因此推断其与 Asn220

的结合间接参与了对 NDM-1 活性的抑制，且这种

结合方式类似于 NDM-1 水解青霉素时的结合机 

 

 
 

图 13.  NDM-1 与 B1、B2 和 B3 亚类金属 β-内酰胺酶的序列比对 

Figure 13.  Sequence alignment of NDM-1 with B1, B2 and B3 metalloid β-lactamases. 

 

制(PDB 编码 4HL2)，具有较好的特异性。所以，

巯基衍生物为寻找 NDM-1 抑制剂提供了理想的

方向。 

后来，虽然 Brem 等[39]对 4 种卡托普利立体异

构体以及卡托普利衍生物 1 的 D 和 L 对映体，抑

制 NDM-1 及其他 MBLs (IMP-1，VIM-2 和 SPM-1)

的研究证实了立体异构体对于提高针对 MBLs 的

效能和选择性的重要性，但 D-卡托普利仍然是最

活跃的 NDM-1 立体异构体。但是，长期使用卡托

普利的副作用较大[40]，对肾脏负担较重，所以在

临床用药上存在很大制约，将其在临床上作为抑

制剂进行广泛使用也就无从谈起。因此，研究人

员不得不继续寻找潜在的 NDM-1 抑制剂。 

3.2  Bi(Ⅲ)化合物 

Wang 等[41]筛选出了第一个非常可能成为广

谱抑制剂的 Bi(Ⅲ)化合物，这是一种原本用于治

疗由幽门螺旋杆菌导致的慢性胃炎的药物，名称

为胶体次硝酸铋(CBS)[42]。该化合物在体外试验中

恢复了美罗培南(MER)对 NDM-1 阳性大肠杆菌

(NDM-HK)的杀菌活性。结果分析发现，这种化合

物可以与不同类型的 MBLs 不可逆结合，从而起

到抑制作用。 

X 射线证实了 Bi(Ⅲ)与蛋白质的结合，且表

明在晶格中存在 Bi(Ⅲ)而不存在 Zn( )Ⅱ 。通过反

常信号对结构进行精细化修饰，Bi(Ⅲ)取代 2 个

Zn( )Ⅱ 在活性位点的结合表现出 2 个可供选择的
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构象。一种是 Bi(Ⅲ)位于 2 个 Zn( )Ⅱ 之间(图 14-A)，

稍微类似天然 NDM-1 结构的 Zn1 位点，这种主要

构象的占有率为 0.5。另一种则是除了与 Zn1 配位

的残基(His120 和 His189)外，Cys208 以及最初与

Zn2 结合的 Asp124 也参与和 Bi(Ⅲ)配位，并与水

分子形成了三角棱柱形几何结构(图 14-B)。这种

次要构象中，Bi(Ⅲ)位于天然 NDM-1 结构的 Zn2

位点附近，且趋势较小(仅占 0.1)，Bi(Ⅲ)与 His250、

Cys208、Asp124 和水分子形成扭曲的四面体几何

形状。 

对结构分析发现，Bi(Ⅲ)与氨基酸侧链的键长

总体上比 Zn( )Ⅱ 长(图 14-D)，这与 Bi(Ⅲ)的较大

离子半径一致[比 Zn( )(0.74Ⅱ  Å)高 1.03 Å]。晶体

学数据结果与他们的生物物理特征相符，即 1 个

Bi(Ⅲ)离子取代了 2 个 Zn( )Ⅱ ，同时他们通过对晶

体结构的分析认为 Cys208 对于 Bi(Ⅲ)与 NDM-1

的结合至关重要。 

在对幽门螺杆菌相关疾病的临床应用治疗中

发现，铋类药物如 CBS 和 RBC，即使在长期使用

后也不会产生耐药性，且与抗生素的联合应用显

著提高了耐药幽门螺杆菌的根除率[43–44]。这种独

特的性质可能赋予 Bi(Ⅲ)化合物处理细菌耐药性

问题的能力。目前，欧洲数据显示，CBS 在治疗

消化性溃疡疾病的推荐剂量下，每日接受 CBS 治

疗剂量约为 480 mg 当量的氧化铋(Bi2O3)，最多可

持续 8 周，无中毒记录，也没有与 CBS 相关的其

他严重不良反应[44]。此外，由于大多数有机 MBLs

抑制剂是通过与 MBLs 的活性中心的 Zn( )Ⅱ 结合 

 

 
 

图 14.  Bi(Ⅲ)化合物与 NDM-1 的复合物及其抑制机制 

Figure 14.  Compounds of Bi (Ⅲ) and NDM-1 and their inhibition mechanism. A: Superimposition of Bi-bound NDM-1 

(cyan) with native Znbound NDM-1 (orange). Structural alignment was done over Cα residues using SSM algorithm in 
Coot and the images were generated using PyMOL. The two structures can be superimposed well with a rmsd value of 
0.18 Å. B: The active site of Bi-bound NDM-1 with the anomalous density peak of Bi shown in purple mesh contoured at 

15.0σ. C: The active site of native Zn-bound NDM-1 with two Zn(Ⅱ) ions shown as gray spheres and the bridging 

hydroxyl nucleophile as a red sphere. D: An overlay image comparing the relative position of Bi(Ⅲ) (purple sphere) with 

the two Zn(Ⅱ) ions (gray spheres). Bi(Ⅲ) is located in between the two Zn(Ⅱ) ions slightly closer to Zn1. 
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使酶失活，使得这种抑制剂存在一定临床风险，

因此难以发展成为 MBLs 的广谱抑制剂。相比之

下，Bi(Ⅲ)化合物通过以 Bi(Ⅲ)离子取代 Zn(Ⅱ)

与活性部位半胱氨酸的临界残基结合使酶失活的

独特抑制机制，与以往报道的基于有机分子的抑

制剂全然不同。作为一种被批准的上市药物，这

种广谱 MBLs 抑制剂与抗生素联合治疗，无疑将

为 MBLs 阳性菌感染的治疗开辟了新的视野。 

3.3  香豆素的商业类似物 

Pemberton 等[45]为了寻找对内酰胺酶具有广

谱抗性的抑制剂，先对 SBLs (KPC-2)进行抑制剂

筛选并得到了结构，发现香豆素(coumarin)、紫杉

叶素(二氢槲皮素，DHQ)和喹啉类似物(quinoline 

analogs)等几种杂芳基膦酸盐，其中香豆素的几种

商业类似物具有很好的抑制效果。 

这些类似物中，几乎所有的化合物都被证实

具有针对 KPC-2、NDM-1 的抑制效果，但不同取

代位点和不同取代基会造成抑制效果的明显差

异。研究发现，NDM-1 结构中揭示了一个十分有

意思且出乎意料的现象，即 NDM-1 结合不同底物

时有不同的姿态：一种指向远离 V73 的环羰基(形

态 1，化合物 1，图 15-A)，另一个朝向它(形态 2，

化合物 6，图 15-B)。两种姿态相比较，形态 2 对

于具有 C5 取代基的化合物更具亲和力，因为它允

许与 H122 进行其他相互作用[例如，与化合物 6 中

的-Me 进行 π-σ 相互作用(距离 3.67 Å)，图 15-B]。

NDM-1 中靠近 H122 的小口袋类似于 KPC-2 中与

W105 相邻的缝，类似地容纳 C5 取代基。还要注

意的是，NDM-1 中 F70 的侧链显示出显著的构象迁

移性，从而实现了与 C7-Me 1 形成有利的 CH-π 相

互作用(图 15-A)。总体而言，NDM-1 活性位点的相

对开放性和 M67-F70 环的柔韧性适应不同的结合方

向，具体取决于配体取代模式。此外，新的复合物

结构揭示了几个疏水残基对配体结合的贡献，其中

NDM-1 中的特定残基 F70，其构象的灵活性为小分

子识别提供了重要的适应性。 

 

 
 

图 15.  NDM-1 和化合物 1、化合物 6 的复合结构 

Figure 15.  Complex structure of NDM-1 with compound 1 & compound 6. A: NDM-1 and compound 1 (PDB No. 
6d1a); B: NDM-1 and compound 6 (PDB No. 6d1d). 
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此外，通过对先导化合物的优化及与 β-内酰

胺酶的结合研究[33,46]可以得出结论，随着抑制剂

疏水表面积的增加，抑制剂与活性口袋的结合会

更紧密，KPC-2、NDM1 和 VIM-2 的活性之间的

相关性突显了配体结合特征的这种相似性。同时，

抑制剂对 NDM-1 的抑制效力始终比 KPC-2 或

VIM-2 弱 10 倍以上，这表明，随着这些化合物朝

着更高级的先导化合物优化，进一步了解和开发

化合物结合/抑制机制是需要继续重点研究的。且

由于这些酶识别的底物是相似的，因此杂芳基膦

酸盐支架被设计成针对碳青霉烯酶广谱抑制剂是

非常有前景的。 

3.4  四唑类双活性化合物 

四唑类双活性化合物(CN4H2)的广谱抑制性

是 Torelli 等[47]发现的，四唑(tetrazoles)是一种杂环

化合物(图 16-C)，含有一个四氮的五元环，可以

作为羧酸酯基的生物电子等排体，用作血管紧张

素Ⅱ受体(Angiotensin type 2 receptor，AT2 receptor)

的拮抗剂以治疗高血压、糖尿病肾病和充血性心

力衰竭等疾病。他们利用 β 内酰胺类抗生素的水

解底物、筛选出的 6 种四唑类化合物以及合成的

其中两种小分子的外消旋体，通过 X-ray 晶体衍

射手段解析了他们抑制 CTX-M-14、KPC-2 和

NDM-1 的机制。 

他们比较了碳青霉烯酶 KPC-2、NDM-1 和非

碳青霉烯酶 CTX-M-14 与配体的结合特性。值得

注意的是，与 CTX-M-14 相比，KPC-2 被 β-内酰

胺抗生素水解产物(产物抑制)以及从 CTX-M-14

的分子对接中选择的一系列新的四唑类抑制剂更

为强烈地抑制。 

结合复合物晶体结构来看，这些数据表明由

于其疏水性的增强，KPC-2 活性位点与底物和小

分子配体形成良好相互作用的能力也增强了。这

种 性 质 在 金 属 碳 青 霉 烯 酶 中 更 为 明 显 ， 例 如

NDM-1 也被一些新的四唑化合物所抑制，包括一

种对 KPC-2 和 NDM-1 都表现出类似的高亲和力

的化合物(图 16)。 

 
 

 

 
图 16.  化合物 7 与 KPC-2 和 NDM-1 的复合晶体结构 

Figure 16.  Composite crystal structure of compound 7 with kpc-2 and NDM-1. A: KPC-2; B: NDM-1, black dotted line 
indicates hydrogen bond or coordination bond with metal ion; C: tetrazoles structure. 
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以上共同结果表明，抑制剂疏水表面的大

小与疏水性的强弱对其本身与活性位点的结合

十分重要。此外，碳青霉烯酶的活性通过广泛

的 β-内酰胺底物范围赋予生产者进化优势，但

同 时 这 也 造 成 了 碳 青 霉 烯 酶 机 制 上 的 致 命 弱

点。即这种特性可用于寻找和设计新型抑制剂。

这些复合物结构，首次证明了非共价抑制剂是

如何被设计来同时靶向抑制 SBLs 和 MBLs。尽

管目前化合物的活性相对较低，但这些研究仍

然表明，通过寻找先导物，β-内酰胺抗生素水解

产物作为碳青霉烯酶广谱抑制剂具有十分重要

的参考价值。 

4  结论 

寻找到一种能够恢复现有 β-内酰胺类抗生素

对 NDM-1 表达菌株活性的广谱抑制剂，对人类健

康、社会资源的持续使用及其经济效应的影响是

十分重大的[48]。可惜的是，尽管多年来世界各地

的研究人员都投入了巨大的努力，但新公开的

NDM-1 抑制剂还是没有达到临床使用阶段。困难

主要在于，一是 NDM-1 水解机制的灵活多变；二

是已发现抑制剂的特异性及毒性问题[49]；三则是

NDM-1 越来越多的变体加重了耐药菌感染的威

胁，使得实际上针对 NDM-1 相对开放的活性口袋

进行分子设计与开发变得相当困难。鉴于 NDM-1

活性位点的特殊性及附近 Loop 区的灵活多变，在

采用基于结构的药物设计方法时往往没有效果。

同时，一些结构和研究表明，某些 NDM 变异体已

经 进 化 出 具 有 高 催 化 效 率 的 单 锌 酶 功 能 (例 如

NDM-15)[36]。这些发现揭示了 NDM 为克服 β-内

酰胺抗生素的选择性压力和锌缺乏时对酶活的影

响，逐渐通过突变变异体来优化水解机制，给临

床特效药的研发带来更多更频繁的困难。因此，

针对 NDM-1 抑制剂缺乏的现状，除了利用荧光

底物对天然产物、上市药物进行高通量筛选以寻

找可能抑制剂的常规思路，其实在最近几年中，

根据蛋白晶体结构，通过计算机辅助进行药物虚

拟筛选的方法也成为越来越常用的手段，在研发

速度及效率方面提供了很强的助力[50–51]。所以，

当我们越多获得分辨率越高的 NDM-1 及复合物

的晶体结构，越有利于我们找到 NDM-1 与底物

结合机制的正确方向。这种研究手段上的进步对

于其他许多面临药物缺乏困境的疾病也具有重

要的意义。但是，从先导化合物的发现到新发药

物的筛选体系的建立，到临床致病菌抑制效果的

评价，再到临床实验的转化等许多问题还有待解

决，只有新发药物从实验室到临床的路径越快被

打通，才能真正尽早帮助到深受耐药菌感染威胁

的人们。 

所以，研究、解析 NDM-1 类金属 β-内酰胺酶

活性位点中现有抑制剂的 3D 结构及机制，加深对

受体灵活结构与广谱水解能力的关系的理解，开

发新的抑制剂，对解决现阶段面临的问题至关重

要。同时，NDM 所属的金属依赖型水解酶在结构

上的高度保守性和活性口袋的灵活性，以及广泛

的水解底物，为寻找 NDM 及其突变体的抑制剂

提供了新的思路。最后值得注意的是，细菌耐药

性的广泛产生源于抗生素的滥用，例如肺炎克雷

伯菌对于 NDM-1 耐药菌检出率较高及持续增加

的地区，临床应该给予更多的关注，抗生药物应

用的管理及加强医院感染的防控手段应当更加

严格。 
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Abstract: In the past decade, metallo-β-lactamases, represented by New Delhi metallo-β-lactamases (NDM-1), 

have been widely spread around the world, threatening public health and safety. Especially in recent years, the 

emergence of mutants of these enzymes has caused more complex and difficult challenges to human health. At 

present, there is still a lack of effective treatment drugs and means. The key to solve this problem is to develop 

effective broad-spectrum inhibitors of the enzyme. Therefore, we review the three-dimensional structure analysis of 

NDM-1 and its related inhibitor complexes, to give some inspiration and to help relevant researchers from the 

perspective of biological mechanism research. 
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