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青霉素结合蛋白及其介导细菌耐药的研究进展 
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(江苏师范大学生命科学学院  江苏 徐州  221116) 

 
 

摘  要：青霉素结合蛋白(PBPs)是一类广泛存在于细菌细胞膜表面的膜蛋白，是 β-内酰胺类抗生

素的主要作用靶位。在细菌合成细胞壁肽聚糖的过程中，PBPs 主要发挥糖基转移酶、肽基转移

酶和 D-丙氨酰-D-丙氨酸羧肽酶(D,D-羧肽酶)活性，是细菌生长繁殖中不可或缺的酶。不同种类

细菌所含 PBPs 各不相同，其结构的改变、数量的增多、与抗生素亲和力的下降以及产生新的青

霉素结合蛋白是直接导致细菌对 β-内酰胺类抗生素产生耐药性的重要原因。随着各类抗菌药物

在临床上的广泛应用，细菌对抗菌药物的耐药问题日趋严重，其耐药水平也越来越高。因此，近

年来全球围绕 PBPs 开展的研究工作越来越多。本文对 PBPs 的分类、结构和功能、与细菌耐药

性的关系及检测方法的最新研究进展进行综述，并对未来可能的研究方向进行展望。 
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Research progress in penicillin binding proteins and their mediated 
bacterial resistance 
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Abstract: Penicillin binding proteins (PBPs) are a class of membrane proteins that are widely present 
on the surface of bacteria. They are the main target of β-lactam antibiotics. In the process of the 
bacterial cell wall peptidoglycan synthesis, PBPs play key roles of glycosyl transferase, peptidyl 
transferase and D-alanyl-D-alanine carboxypeptidase and thus are indispensable for bacterial growth. 
Different bacteria contain various PBPs. Changes of protein structure, increase of quantity, decrease of 
susceptibility to antibiotics and production of new PBPs are important reasons resulting in 
drug-resistance to β-lactam antibiotics. With wide use of different antibacterial agents, the problem of 
bacterial resistance is becoming increasingly serious. Therefore, research on PBPs has been carried out 
in recent years around the world. In this paper, the classification, structure and function of PBPs, their 
relationship with bacterial drug-resistance and detection methods are summarized. This paper also 
indicates future research directions. 
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随着抗生素在临床上的大量使用，抗生素的耐

药性问题日趋严重，这不仅关系到个人健康，同时

也对社会造成了一定影响。Blaser[1]2016 年 4 月发

表在“Science”上的文章提出，抗生素是一把“四刃

剑”：(1) 帮助对抗细菌感染；(2) 防止病原菌在人

群和环境中扩散；(3) 细菌对抗生素产生抗性，减

弱抗生素的治疗效果；(4) 直到最近人们才意识到，

使用抗生素对人体内正常的肠道菌群也具有一定

负面作用，进而影响人体健康。前两者是抗生素

的优势，这在抗生素发现初期就为人所知，而后

两者则是危机。 

目前，由于细菌中青霉素结合蛋白(Penicillin 

binding proteins，PBPs)的改变而引起的抗生素耐药

性问题已经成为全世界关注和研究的热点。青霉素

结合蛋白是一类位于细菌细胞膜上的膜蛋白，因其

可与 β-内酰胺类抗生素共价结合为作用靶蛋白而

得名。通过广泛的多序列比对和结构数据分析，

PBPs和 β-内酰胺酶的亲缘性已被确证[2-5]，因此可

以得到 PBPs 与 β-内酰胺酶相似性很高的结论。目

前，普遍认为 β-内酰胺酶是由 PBPs 进化而来的，

而 PBPs是 β-内酰胺类抗生素特异的靶蛋白，且 β-

内酰胺酶可使这些抗生素失活[6]。研究表明，PBPs

的改变与 β-内酰胺类药物亲和力降低是引起细菌

出现耐药的重要机制之一[6]。 

1972年，Suginaka等[7]首次报道了青霉素结合

蛋白，他们通过放射性同位素标记青霉素的方法标

记出了细菌表面的 PBPs。本质上，青霉素结合基团

(即青霉素结合蛋白)可以用来水解药物，即 PBPs

通过脱酰基作用水解抗生素。β-内酰胺类抗生素作

用于细菌表面的青霉素结合蛋白，从而酰化其活性

丝氨酸位点，形成稳定的酰基化结构基团，阻止

PBPs参与细菌细胞壁的合成过程[8]。β-内酰胺酶在

经历酰基化活性位点并形成稳定的基团后，迅速地

进行脱酰基过程，使酰基化结构基团不稳定并水

解，最终达到水解抗生素的目的。所有细菌均含有

多种不同的青霉素结合蛋白，不同细菌所含的青霉

素结合蛋白的种类和数量各不相同，不同 PBPs 的

改变在细菌耐药机制中发挥的作用也不尽相同。 

1  PBPs 的分类 

不同种属的细菌细胞膜上的 PBPs 的数量、结

构功能、相对分子质量以及对 β-内酰胺类抗生素的

敏感程度不尽相同。根据这些不同可将青霉素结合

蛋白分为三大类。 

1.1  根据相对分子质量及其氨基酸序列的相似

程度分类 

根据相对分子质量及其氨基酸序列的相似程

度的不同，可将 PBPs分为：(1) A型高相对分子质

量(High molecular mass，HMM) PBPs；(2) B型高相

对分子质量 PBPs；(3) 低相对分子质量 PBPs (Low 

molecular mass，LMM)。A型高相对分子质量 PBPs

是一类具有双重酶活性的 PBPs，其 N-末端具有糖

基转移酶的活性，C-末端具有肽基转移酶的活性[8]。

B 型高相对分子质量 PBPs 仅具有肽基转移酶的活

性，但其一定程度上可以维持细胞形态。低相对分

子质量 PBPs 普遍具有 D-丙胺酰-D-丙氨酸羧肽酶

(D,D-羧肽酶)的活性，可催化 D-丙氨酰-D-丙氨酸间

的肽链断裂，在肽聚糖交联过程中起着重要作用[9]。 

1.2  根据细菌对 β-内酰胺类抗生素的敏感度分类 

根据细菌对 β-内酰胺类抗生素的敏感度不同，

可将 PBPs分为：(1) 对青霉素敏感度稍差，但对大

多数头孢菌素敏感的 PBPs：其相对分子质量较低

(24.8−34.7 ku)，一般是 D-丙氨酰-D-丙氨酸羧肽酶，

如金黄色葡萄球菌的 PBP4 和大肠埃希氏菌的

PBP5、PBP6[10]；(2) 对青霉素和头孢菌素均敏感的

PBPs：其相对分子质量较高(59.5−89.3 ku)，其羧基

末端是青霉素结合域，催化青霉素敏感的肽聚糖转

肽酶反应(肽交联)，氨基末端是催化青霉素不敏感

的肽聚糖转糖基酶反应(糖链延伸)[11]。不同抗生素

作用于不同的 PBPs，而对于不同的细菌来说，即使

是同一抗生素也是作用于不同的 PBPs 上。如头孢

噻肟作用于链球菌的靶位是 PBP2x，而作用于金黄
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色葡萄球菌的靶位是 PBP2。苯唑西林也主要作用

于金黄色葡萄球菌的 PBP2，而金黄色葡萄球菌的

PBP3 却是头孢拉定的主要作用靶位点。此外，作

用于同一 PBPs 靶位的抗生素合用时会产生拮抗作

用，作用于不同 PBPs 的 β-内酰胺类抗生素在联用

时则会产生协同作用[12]。 

1.3  根据与细菌生理功能的关系分类 

根据与细菌生理功能的关系可将 PBPs 分为：

(1) 细菌生长必需蛋白；(2) 细菌生长非必需蛋白。

以大肠杆菌为例，HMM PBPs在菌体生存过程中是

必需的，因此称之为细菌生长必需 PBPs；而去除

LMM PBPs后，菌体细胞仍能继续存活，因此称其

为细菌生长非必需 PBPs[13-14]。 

2  PBPs 的结构与功能 

2.1  结构 

以前，利用现代分子生物学、生物物理学和生

物化学等方法研究 PBPs的结构和基因构成(如分析

细菌提取的羧肽酶的青霉素-肽衍生物的氨基酸序

列)，明确了数种细菌 PBPs的活性中心。研究结果

显示，细菌的 PBPs 活性中心通常是丝氨酸，后来

有研究者采用液相色谱法和纳电-色谱法证实了这

一发现[10]。另外也有研究表明，可能存在以半胱氨

酸-巯基为活性中心的羧肽酶[10]。β-内酰胺类抗生素

的 β-内酰胺环与细菌 D-丙氨酰-D-丙氨酸末端具有

相似的结构，能与 D-丙氨酰-D-丙氨酸竞争 PBPs

的活性位点。并且，相比于 D-丙氨酰-D-丙氨酸，β-

内酰胺环与 PBPs 的亲和性更高。β-内酰胺类抗生

素通过 β-内酰胺环中的羧基和细菌相应 PBPs 中的

丝氨酸羟基共价结合形成丝氨酸脂，从而有效控制

生物学功能，致使网状细胞壁无法形成，导致细菌

细胞死亡，以此发挥杀菌作用[15]。 

研究发现，低分子质量的 PBPs 与 A 类 β-内

酰胺酶有相似的二级结构空间排布(均是双结构

域蛋白)以及相似的三级结构，且在三级结构中相

同的关键位置至少有 Ser-Xaa-Xaa-Lys盒、Lys-Thr- 

Gly/His-Thr-Gly盒、Asp225/Glu150/Glu166盒，也

有研究认为 PBPs 青霉素结合区包括此 3 个保守序

列：含氨基酸活化位点的 SerXxxXxxLys (SXXK盒)、

SerXxxAsn (SXN盒)、LysThr/SerGly(KT/SG盒)[10]。 

目前，对于耐甲氧西林型金黄色葡萄球菌

PBP2a 和肺炎链球菌 PBP3 的晶体结构研究较为清

楚。耐甲氧西林型金黄色葡萄球菌的 PBP2a 含有

668 个氨基酸残基，其前 23 位氨基酸为 N-末端跨

膜区，除了 N-末端 23个氨基酸以后的蛋白具有水

溶性。水溶性的 PBP2a 具有 N-末端非青霉素结合

域，C-末端 TPase功能域两个功能域，N-末端负责

延伸和锚定蛋白质，而 C-末端则具有 TPase活性和

β-内酰胺酶的作用[10]。在转肽酶区具有 β-内酰胺类

抗生素作用的位点[16]，由于 PBP2a与 β-内酰胺类抗

生素亲和力很低，因而表现出耐药性。如果 PBP2a

保守序列或相邻的氨基酸被替代，β-内酰胺类抗生

素不能有效地与 PBPs 结合，也会导致 MRSA 

(Multiple-resistant Staphylococcus aureus)产生耐药

性。肺炎链球菌 R6 菌中的 PBP3 共有 413 个氨基

酸，基因编码 PBP3全长 1 242 bp。PBP3的一级结

构由 NH2-端信号肽序列、2 个结构域和 COOH-端

结合到膜上的两亲螺旋三部分组成[17]。 

2.2  功能 

不同细菌的 PBPs 组成不同，其功能也各不相

同，研究表明并非所有的 PBPs 均是抗生素的作用

靶位。现在研究得比较多的是革兰氏阳性菌中的肺

炎链球菌(Streptococcus pneumoniae)、金黄色葡萄球

菌(Staphylococcus aureus)、枯草芽胞杆菌(Bacillus 

subtilis)等，革兰氏阴性菌中的大肠埃希氏菌

(Escherichia coli)、铜绿假单胞菌 (Pseudomonas 

aeruginosa)、淋病奈瑟氏菌(Neisseria gonorrhoeae)、

流感嗜血菌(Hemophilus influenzae)等[10]。 

大肠埃希氏菌(Escherichia coli)通常称为大肠

杆菌，迄今为止最早开展的 PBPs 研究就是大肠杆

菌的 PBPs，这也是研究最多且比较具有代表性的。

现以大肠杆菌为例阐明不同 PBPs的功能(表 1)。 

大肠杆菌含有 8种 PBPs，包括 PBP1−PBP8[18]。 

大肠杆菌 PBP1 的主要功能是合成细胞壁的主

要成分肽聚糖，从而维持细胞形态，主要分布于细 
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表 1  大肠杆菌 PBP 的种类和功能 
Table 1  The classifications and functions of 

Escherichia coli’s PBP 
种类 

Classifications 

主要功能 

Functions 
PBP1 维持细胞的形态 

PBP2 维持大肠杆菌的张力，使细菌维持杆棒状

PBP3 与细菌分裂有关 

PBP4 具有 D,D-羧肽酶和 D,D-内肽酶活性 

PBP5 其羧基末端可稳定蛋白质 

PBP6 在细菌静止期稳定肽聚糖结构 

PBP7 有 D,D-内肽酶的活性 

PBP8 是 PBP7 的蛋白降解产物，具有 D,D-内

肽酶的活性 

 
胞内膜，少部分分布于细胞外膜，与抗生素结合可

以导致细菌快速溶解。PBP1分为 PBP1a和 PBP1b。

PBP1a是细菌生长非必需蛋白，缺少 PBP1a的变异

株能够存活，且 PBP1a不能独立维持细胞完整性。

PBP1b 是维持细菌生长的重要蛋白，是肽聚糖交

联过程中的必需酶，也是青霉素溶解细胞作用的

靶位[10]。PBP1b是一种球蛋白，具有 2个密切相关

的酶活性区，一个是转肽酶活性区，另一个是转糖

酶活性区，PBP1b的缺失会损害大肠杆菌生物膜的

形成及其运动性。PBP1a和PBP1b与细菌生长有关，

青霉素、氨苄西林等与它们有高度的亲和力，会使

细菌生长繁殖受到抑制，导致细菌死亡[8]。 

大肠杆菌 PBP2 能维持大肠杆菌的张力，使细

菌维持杆棒状。美西林、克拉维酸和亚胺培南与

PBP2有高度亲和力，与 PBP2结合后，导致 PBP2

的减少或缺乏时可使细菌变成圆球体，最终导致细

菌溶解死亡。有实验证明，在缺乏 PBP2 基因的菌

株中，如能使 PPGPP 大量表达及分裂蛋白 FtsZ、

FtsA、FtsQ大量表达，细菌仍能存活并分裂繁殖[19]。 

大肠杆菌 PBP3 与细菌分裂有关，在 DNA 复

制完成后 PBP3 被激活，并催化羧基酶反应，产生

细菌分裂必需的肽聚糖合成反应。PBP3 是隔膜的

胞壁质形成的必需成分，抗生素选择性作用于PBP3

后，能够阻止大肠杆菌的分裂并使细胞形成丝状体

而不溶解[20]。 

大肠杆菌 PBP4 同时具有 D,D-羧肽酶活性和

D,D-内肽酶活性，缺乏 PBP4 的菌株仍可以很好的

存活，因此，PBP4 不是 β-内酰胺类抗生素的主要

作用靶位[11]。 

大肠杆菌 PBP5是细菌生长非必需蛋白，PBP5

具有 D-丙氨酸羧肽酶 IA的活性，这个酶在细菌体

内能保护大肠杆菌不被低浓度的 β-内酰胺类抗生

素杀死。缺少 PBP5 的菌株对于一些抗生素特别敏

感[14]。在 PBP5羧基端有一个约 100个氨基酸的末

端，切除这个末端后细菌仍保留 PBP5 蛋白与青霉

素结合能力及酶活性，但容易被蛋白酶降解，因此

PBP5的羧基末端具有稳定蛋白质的作用。  

大肠杆菌 PBP6 在细菌静止期的含量远比指数

生长期的要高(2−10倍)，能在静止期稳定肽聚糖的

结构[21]。 

大肠杆菌 PBP7有 D,D-内肽酶的活性，大肠杆

菌 PBP8是 PBP7的蛋白降解产物，也具有 D,D-内

肽酶的活性，能够特异性地分解一些细胞壁质的

D,D-DAP-Ala间的肽键[10]。 

另外，沙门氏菌(Salmonella)、铜绿假单胞菌

(Pseudomonas aeruginosa)等的 PBPs类型和大肠杆

菌具有很高的相似度。 

3  PBPs 与革兰氏阳性细菌耐药性的关系 

不同革兰氏阳性菌的 PBPs 组成不同，其功能

和耐药机制也有一定的差别。研究表明，并非所有

的 PBPs 都是抗生素的作用靶位。目前研究较多的

是肺炎链球菌(Streptococcus pneumoniae)、金黄色葡

萄球菌 (Staphylococcus aureus)和枯草芽胞杆菌

(Bacillus subtilis)等革兰氏阳性菌的 PBPs。 

3.1  肺炎链球菌 

经研究发现，肺炎链球菌共有 6种 PBPs，分别

为 PBP1a、PBP1b、PBP2a、PBP2x、PBP2b 和

PBP3[22]。其中，肺炎链球菌耐药株 4个分子质量较

大的 PBP1a、PBP2a、PBP2x和 PBP2b与青霉素的

亲和力较低。这 4个 PBPs是 β-内酰胺类抗生素作

用的致命靶点[23]。肺炎链球菌对青霉素耐药是多基

因逐步变异累加的结果，其中 PBP1a、PBP2x 和
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PBP2b起主要作用，PBP2x和 PBP2b为原耐药抗性

决定簇，它们的变异可导致低水平耐药。当 PBP1a

发生变异时通常导致高水平耐药，但与此同时，

PBP2x和 PBP2b中至少有一种发生变异[24]。最近研

究显示，由镶嵌基因导致的低亲和力 PBP2x 和

PBP1a是产生高水平头孢噻肟耐药的主要原因[25]。

Yin 等对患有急性腹泻儿童肠道致病菌的研究[26]

中，通过高通量测序的方法分析了肠道致病菌和急

性腹泻的关系，发现链球菌所造成的影响因素所占

比例最大，其余为韦荣球菌及肠杆菌，这与细菌对

青霉素产生的耐药机制有紧密联系，其中链球菌对

β-内酰胺类抗生素的耐药机制主要分为三类：(1) 

改变抗生素与 PBPs的亲和力：当细菌与 PBPs结合

后，PBPs丧失酶活性，细菌与青霉素的结合能力降

低，因而产生耐药性；(2) 细菌外膜通透性改变：改

变细胞膜和细胞壁的结构导致通透性降低，使 β-内

酰胺类抗生素无法达到靶位而产生耐药；(3) 主动

外排：细菌依赖主动外排将已经进入体内的抗生素

排出菌体外，从而降低抗生素吸收速率或改变转运

途径，这也是导致耐药性产生的重要因素[27]。 

3.2  金黄色葡萄球菌 

金黄色葡萄球菌产生耐药性的主要青霉素结

合蛋白是 PBP2a。据研究，甲氧西林敏感的金黄色

葡萄球菌存在 5种 PBPs，它们分别是 PBP1、PBP2、

PBP3、PBP4 及 PBP2b。近年研究[28]表明，PBP1

在肽聚糖交联过程中不起主要作用，它的功能必需

整合到细胞分裂机制过程中才能发挥作用。另外，

在耐甲氧西林的金黄色葡萄球菌(MRSA)中还有

PBP2a，此蛋白由 mecA 基因编码，其在介导耐药

性时需要 PBP2 的同时参与。Pinho等对 MRSA的

PBP2 转糖基酶功能域灭活，而不灭活转肽酶功能

域，尽管发现有 PBP2a 存在，但是不能表达对 β-

内酰胺类抗生素的耐药性，研究结果证明在 β-内酰

胺类抗生素存在条件下，MRSA细胞壁的合成需要

PBP2转糖基酶和 PBP2a转肽酶联合作用[29]。PBP2a

与青霉素的结合能力较差，可维持菌体肽聚糖的稳

定，从而使细菌产生耐药性[30]。此外，金黄色葡萄

球菌中的 PBP1 是一种肽酰转移酶，在金黄色葡萄

球菌细胞周期中 PBP1 起双重作用，它既是细胞分

隔中的必需蛋白，又是一种在细胞分裂末期产生关

键信号的肽酰转移酶[31]。 

PBPs 对革兰氏阳性菌细胞壁合成过程至关重

要，其种类繁多，编码基因不同，分子质量大小也

存在差异，但其在肽聚糖合成中的功能相近。因

此，在发生 β-内酰胺类抗生素耐药时，PBPs相应

的基因也会发生变异，构成了细菌耐药机制中的

重要部分[32]。 

4  PBPs 与革兰氏阴性细菌耐药性的关系 

对于革兰氏阴性菌而言，主要耐药机制是产生

β-内酰胺酶。除此之外，革兰氏阴性菌的细胞壁含

有外膜，可以有效阻止抗生素进入细菌而产生耐药

性，同时还有通过靶位点 PBPs 改变，使已经进入

菌体内的抗生素不能与 PBPs 位点结合，从而不能

继续发挥抗生素杀菌作用。下面将对革兰氏阴性菌

耐药机制的研究进展做进一步综述。 

4.1  大肠杆菌 

在以往对肠杆菌科野生菌株的研究中[6]，认为

ampD失活和 ampR点突变导致了 ampC的过表达，

最终会出现耐药现象。而目前的研究发现[33]，PBP5

的突变是导致大肠杆菌耐药的主要原因。已探究出

的大肠杆菌 PBPs有 12种，分为高分子量 PBPs和

低分子量 PBPs 两类。其中，起主要作用的 PBP5

属于低分子量的 PBPs，它与维持大肠杆菌的直径和

外形等相关[34]。从相关文章中可以知道它的突变原

理[35]，由于 β-内酰胺的中部位电子密度极强，但侧

链的电子密度较弱，甚至不存在，且抗生素和 PBP5

区域的关系与酰化速率不相关，又因为水解水分子

的相应位点被 β-内酰胺的环氮堵塞导致叠加亚胺

培南-酰化产的复合物与 PBP5 结合，因此，PBP5

极易发生突变，由此还说明个别 PBP的失活也能产

生高水平的 β-内酰胺类抗生素耐药。 

4.2  淋球菌 

淋球菌不产生 β-内酰胺酶，但具有抗生素抗
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性。青霉素抗性淋球菌首先降低 PBP2 对青霉素的

亲和力，然后降低 PBP1 对青霉素的亲和力。降低

PBP1 的亲和力可使菌株获得较高水平的青霉素抗

性，这一作用同时受其它基因位点的调节[36]。目前，

在关于淋球菌耐药机制的研究中，研究人员大多研

究 ponA、penA、mtrR、penB、penC等基因[37]。其

中 ponA和 penA基因分别编码 PBP1和 PBP2，ponA

基因位点突变可以改变抗生素靶位点，导致细菌的

敏感性降低[38-39]。penA基因主要决定淋球菌对青霉

素的低水平抗性，且 penA与降低 PBP2对青霉素的

亲和力有关，mtr 基因编码产物本身具有增加细菌

青霉素抗性的作用[32]。另外，研究人员从一起淋球

菌暴发流行中分离到含上述基因突变的菌株，他们

发现这些菌株不仅对抗生素的亲和力降低，也缺少

一种正常的外膜蛋白[36]。 

4.3  绿脓杆菌 

研究抗性 M 型和 K 型绿脓杆菌，发现 PBPs

的改变可以增加菌株抗药水平。不同的是，在 K型

绿脓杆菌中，因 PBP3 缺少而丧失对青霉素的结合

能力。M型绿脓杆菌则是降低所有 PBPs与青霉素

的结合。由研究发现可知，绿脓杆菌对抗菌药物的

抗性通常是由于药物进入的能力较差和细菌产生

的钝化酶修饰药物所致[40]。 

4.4  铜绿假单胞菌 

铜绿假单胞菌对 β-内酰胺类抗生素耐药主要

是因为高分子靶点 PBPs。在铜绿假单胞菌中，高分

子量的 PBP3 只具有转肽酶功能，是关键的治疗靶

位，它是肽聚糖合成过程中的必需酶，并且由 β-内

酰胺类抗生素共价灭活。有关研究者发现[41]，铜绿

假单胞菌对 β-内酰胺类抗生素高水平耐药是由于

非必需 PBP4的失活而产生对 β-内酰胺类抗生素的

虚假靶位，导致染色体的 β-内酰胺酶产生过度以及

双组分调节器的特殊活性。从原理来看，可以明白

PBP4 失活是能够决定一个高效复杂的抗生素耐药

反应。 

4.5  鲍曼不动杆菌 

在鲍曼不动杆菌中，有学者指出，在 pH 为

6.3−7.0范围内，β-内酰胺酶的产生和 PBP2表达量

的减少是鲍曼不动杆菌耐药的主要原因。曾在  

2011年有报道研究鲍曼不动杆菌 PBPs异常与耐药

性的相关性[42]。鲍曼不动杆菌的 36 ku PBP可能是

一种新的 PBP 或者其他高分子量 PBP 的产物。但

在后来鲍曼不动杆菌耐亚胺培南克隆菌株的实验

中，证明这种产物可能对调节鲍曼不动杆对碳青霉

烯类的耐药没有作用[42]。 

4.6  流感嗜血杆菌 

由于流感嗜血杆菌的通透性较好，细胞通透性

的改变引起外膜蛋白改变，从而降低 PBP3和 PBP6

或 PBP3 和 PBP4 或 PBP4 对青霉素的亲和力[36]。

它的抗药性是由多重因子决定的，产生了具有内在

庄内酸胺抗性但不产生 β-内酰胺酶的菌种，且这种

菌至少对大多数 β-内酰胺类抗生素相当敏感。 

4.7  分枝杆菌 

分枝杆菌的外膜结构是一道渗透性很低的有

效屏障，与绿脓杆菌相似。分枝杆菌外膜高度有序

的脂双层结构和细胞壁上的分支酸使其流动性比

一般的革兰氏阴性细菌的流动性更低，所以，它对

大多数抗菌药物都能表现固有耐药性。例如近年出

现多重耐药的结核杆菌，它们对人类的危害极大。 

4.8  其他革兰氏阴性菌 

其他革兰氏阴性菌如胸膜肺炎放线杆菌，有研

究者详细分析了 PBPs 与胸膜肺炎放线杆菌的联系

以及细胞溶解动力学，在 PBP1b 优先失活的条件

下，细菌细胞可以快速溶解，从而表明其敏感度与

PBP3对抗生素的高亲和力相关[43]。 

5  PBPs 的检测技术 

PBPs 检测技术在 β-内酰胺类抗生素耐药性研

究方面有重要的应用。由于 β-内酰胺类抗生素耐药

性研究的需要，PBPs检测技术不断发展，现已有多

种方法如分离纯化方法、PBPs图谱研究方法及特定

的 PBPs检测方法。 

5.1  分离纯化方法 

基于PBPs能与青霉素衍生物共价结合的特性，
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研究者们采用亲和层析分离纯化这些蛋白质，因为

羟胺是转肽酶作用的受体，所以洗脱剂常采用羟

胺，用该法可以纯化活性 PBPs[10]。此外，可采用

离子型去污剂如十二烷-N-甲基甘氨酸钠，其可以选

择性作用于胞浆膜使之破裂，释放菌体蛋白制备样

品，然后对样品进行煮沸操作，排除其他蛋白质的

干扰。这个操作会使游离的蛋白质失去活性，存在

局限性。另外，体外克隆耐药菌株编码 PBPs 的基

因，双酶切鉴定及测序，再转化到敏感菌种，观察

其对各种抗生素的耐药性影响，是检测 PBPs 最直

接的方法。研究过程中运用这种表达系统和这种纯

化重折叠方法，能获得大量易于进行生物化学分析

的水溶性蛋白，且证明水溶性 PBPs 有酶活性，由

此更有利于设计新的抗生素[10]。 

5.2  PBPs 图谱研究方法 

研究者常采用传统的十二烷基硫酸钠-聚丙烯

酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)和荧光放射自显影的方

法分析 PBPs图谱，通常所用的荧光标志物为 3H、

14C或 125I，所得结果相似，但是这种方法不容易

分辨出所有的 PBPs，且操作过程不能间断，所用具

有放射性的标记物危害社会环境和人体健康，不便

于长期操作。另外还有商用且较敏感的非放射性的

新方法，用 BOCILLIN FL作为检测和研究 PBPs的

标签试剂[6]。这种方法可在荧光图像的帮助下实现

快速检测 2−4 ng 的蛋白，所得结果与用 3H、14C

或 125I作为标志物所得结果相同。竞争结合抑制试

验可用于测定不同浓度抗生素与 PBPs 亲和力的改

变，抗生素浓度越高，亲和力越强，作用靶位自显

影条带的颜色越浅。还有一种建立在使用氨苄西 

林-毛地黄毒苷共轭(AMP-DIG 共轭)基础之上，并

且通过免疫斑点和化学发光检测的方法，这种方法

可快速鉴别 PBPs 高度敏感性。相对于使用传统的

放射标记 β-内酰胺类抗生素来说，由于化学发光的

敏感性可使 X线胶片曝光时间减少到数分钟，这种

方法大大提高了实验效率[10]。  

5.3  特定 PBPs 检测方法 

这种检测方法介绍以 MRSA 的 PBP2a 的研究

为代表。一种三明治式的放免法(IRMA，此方法在

报道 MRSA PBP2a 的氨基酸序列基础之上合成了

10种约 21−32个氨基酸长度的肽)和一种 30 min乳

胶凝集试验(LA试验)，用免疫兔子的方法产生抗这

些合成肽的抗体，用这些抗体建立了 IRMA法检测

PBP2a[10]。这种方法可以从少至 3×104的临床分离

MRSA株细胞提取物中测到 PBP2a，并且在细胞数

量和信号的放射量之间有良好的相关性[10]。RMA

是一种简单且可靠的检测方法[44]。  

6  小结与展望 

近年来，耐药菌引起的感染性疾病愈发严重，

对其耐药机制的研究急不可待，而其中非常重要的

一种耐药机制——PBPs 机制引起研究者们的关注

与研究。在细菌中广泛存在着 PBPs 改变导致细菌

产生抗性的现象，且细菌对于 β-内酰胺类抗生素的

抗性主要涉及到通过细菌外膜药物靶位点的改变，

或使抗生素与靶位点无法结合，或阻止药物进入细

菌细胞的机理。本文综述了青霉素结合蛋白的研究

进展，从其结构功能深入了解 PBPs，由此分析其生

理生化特征，并进一步扩展，针对革兰氏细菌耐药

性的特征，阐述其抗性与 PBPs 改变之间的关系，

因而更好地帮助研究细菌的耐药机制，使医学上能

够做到有效地破坏细菌耐药性[45]，控制抗生素的滥

用，并开发新的药物和治疗手段。 

目前，针对抗生素产生的耐药性主要有以下 3种

措施：(1) 联合用药；(2) 改造现有的药物；(3) 研

制新的药物[8]。温洪宇等对连云港盐田中生长的嗜

盐古菌物种资源进行了研究，嗜盐古菌可以产生一

类蛋白类抗生素，称为嗜盐菌素，其对相近的属或

种的微生物有抑制或致死作用，而且性质稳定，潜

在应用领域广泛[46]，因此，研究嗜盐菌素的抑菌机

制具有重要的实用价值。Langdon等的研究中显示，

随着窄谱抗生素的进一步研究发展，通过添加益生

菌并利用噬菌体疗法有望击败致病细菌，同时限制微

生物产生的附加危害[47]。展望未来，通过逐步深入地

认识抗生素耐药性所产生的影响，研究者们将开发研

制出新的治疗策略，以应对全球性抗生素耐药性问题。 
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