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新型抗菌化合物HL-J6与金黄色葡萄球菌PBP1的相互作用研究
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［摘要］ 目的 探究新型抗菌化合物 HL-J6 与金黄色葡萄球菌青霉素结合蛋白 1（penicillin-

binding protein 1， PBP1）的相互作用。方法 以MRSA252基因组DNA为模板，PBP1F/R为上下游引物，

以Nde I/Xho I为酶切位点构建表达质粒 pET30a-pbp1-39-608。将质粒转入大肠杆菌中进行表达并通过

亲和层析纯化获得 PBP1-39-608蛋白；利用肽聚糖侧链主干肽的硫酯类似物 S2d作为底物，测定HL-J6
对PBP1-39-608转肽酶活性的抑制作用；用微量热泳动技术（microscale thermophoresis，MST）检测HL-J6
与 PBP1-39-608的亲和力，并通过细胞热转移实验（cell thermal shift assay，CETSA）确证结合作用；分别

利用AutoDock Vina和Desmond软件进行分子对接和动力学模拟，明确HL-J6与 PBP1-39-608蛋白的结

合模式和关键氨基酸残基。结果 成功构建 pET30a-pbp1-39-608重组质粒，诱导表达后，经纯化获得相

对分子质量约为 65×103的 PBP1-39-608 蛋白；HL-J6 可呈时间依赖性抑制 PBP1-39-608 的转肽酶活性

（P<0. 001）；HL-J6与 PBP1-39-608的结合解离常数 Kd约为 64. 92 µmol/L；分子对接结果显示 HL-J6通

过与 ILE-348、ASN-370、THR-516、PHE-423等主要氨基酸残基相互作用结合在 PBP1-39-608的活性口

袋，结合评分为-8. 38 kcal/mol（<-5. 00 kcal/mol）；动力学模拟结果显示二者结合后 50 ns 趋于稳定。

结论 HL-J6可显著抑制金黄色葡萄球菌PBP1的转肽酶活性，并与其存在稳定的相互作用。
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［Abstract］ Objective　To investigate the interaction between a novel antimicrobial compound, HL-J6, 
and penicillin-binding protein 1 (PBP1) of Staphylococcus aureus.  Methods　With MRSA252 genomic DNA 
as the template and PBP1F and PBP1R as primers, the expression plasmid pET30a-pbp1-39-608 was 
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constructed by amplifying the target gene fragment followed by cloning into the Nde I/Xho I restriction sites of 
the pET30a vector.  Then the obtained plasmids were transformed into Escherichia coli for the expression of 
PBP1-39-608 protein, and the product was purified by affinity chromatography.  The inhibitory effect of HL-J6 
on the transpeptidase activity of PBP1-39-608 was measured using peptidoglycan side chain backbone 
peptide, with thiol ester analog S2d as the substrate.  The affinity between HL-J6 and PBP1-39-608 was 
detected using microscale thermophoresis (MST), and the binding interaction was confirmed by cellular 
thermal shift assay (CETSA).  Molecular docking and dynamics simulation were performed using AutoDock 
Vina and Desmond software, respectively, to elucidate the binding mode of HL-J6 with the PBP1-39-608 
protein and the key amino acid residues involved.  Results　The recombinant plasmid pET30a-pbp1-39-608 
was successfully constructed, and PBP1-39-608 protein was produced after induction and purified, yielding a 
protein with an approximate molecular mass of 65×103.  HL-J6 inhibited the transpeptidase activity of PBP1-

39-608 in a time-dependent manner (P<0. 001).  The dissociation constant Kd of the binding between HL-J6 
and PBP1-39-608 was 64. 92 µmol/L.  Molecular docking results showed that HL-J6 bound to the active 
pocket of PBP1-39-608 by interacting with key residues such as ILE-348, ASN-370, THR-516 and PHE-423, 
with a binding score of -8. 38 kcal/mol (<-5. 00 kcal/mol).  Dynamics simulation results indicated that the 
complex became stable after 50 ns.  Conclusion　HL-J6 effectively inhibits the transpeptidase activity of 
Staphylococcus aureus PBP1, and shows stable interaction with the protein.  

［Key words］ Staphylococcus aureus； penicillin-binding proteins； HL-J6； recombinant protein； 
interaction
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金黄色葡萄球菌作为一种革兰氏阳性菌，对人和多

种动物均具有广泛的致病性，能够引发一系列轻重不

等的感染性疾病。该菌的感染范围从皮肤及软组织的

中度炎症（如疖、痈和蜂窝织炎）到严重系统性感染（如

肺炎、菌血症和败血症）的多种临床表现，其中系统性

感染在病情严重时可引发致命［1-2］。2023年全国细菌

耐药监测报告中显示，金黄色葡萄球菌在革兰氏阳性菌

检出率中占据首位，占革兰氏阳性菌的32. 9%，耐甲氧西

林金黄色葡萄球菌（methicillin-resistant Staphylococcus 
aureus，MRSA）全国平均检出率为29. 1%，比2022年上

升了 0. 2%，对人类健康构成了较大威胁［3］。鉴于其高

度的环境适应能力和日益增强的抗药性，金黄色葡萄

球菌被世界卫生组织列为高度优先病原体［4］。因此，

迫切需要发现新的靶点和药物来对抗金黄色葡萄球

菌感染。

在前期工作中，本课题组从四川大学华西药学院

何菱教授团队合成的一系列新型吲哚苯醌类化合物

中筛选到编号为HL-J6的化合物对MRSA具有较强的

抗菌活性［5］，并对其安全性进行了初步评价。此外，

HL-J6 在体外表现出强大的抗生物膜活性，且能够杀

死生物膜内的MRSA。在皮肤感染的小鼠模型中，HL-J6
治疗显著降低了创伤部位 MRSA的菌载量，并抑制了

伤口处生物膜的形成［6］。通过转录组学、突变菌株测序

等技术，本课题组发现，HL-J6对MRSA细胞壁的肽聚糖

合成具有抑制作用，且对编码PBP1蛋白的 pbpA基因突

变的金黄色葡萄球菌对HL-J6具有一定的抵抗作用［7］。
细胞壁对维持金黄色葡萄球菌存活至关重要，肽

聚糖是其细胞壁的主要成分。青霉素结合蛋白

（penicillin-binding proteins，PBPs）是肽聚糖合成的关

键酶类，在甲氧西林敏感的金黄色葡萄球菌中，已经

发现了 PBP1、PBP2、PBP3 和 PBP4 共 4 种 PBPs［8］，在
MRSA 中还发现有 PBP2a，其存在是 MRSA 对甲氧西

林及其他 β-内酰胺类抗生素产生耐药性的关键原因

之一［9-10］。PBP1蛋白具有转肽酶活性，在金黄色葡萄

球菌的细胞周期中起双重作用，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

酶。PBP1可定位在隔膜处，它的缺失会造成细菌体积

异常增大、扭曲的轴比和具有完整隔膜的细胞数目的

缺乏，阻碍细菌的生长存活［11］。PBP1是一种含有744个
氨基酸的多结构域蛋白质，包括 N 端胞质片段（氨基

酸 1-11）、跨膜片段（氨基酸 12-38）、底座结构域（氨基

酸 39-244）、转肽酶结构域（氨基酸 245-585）、2 个

PASTA 结构域（氨基酸 586-713）和 C 端尾部片段（氨

基酸 714-744）［12］。PBP1-39-608结构含有转肽酶结构

域，具有转肽酶活性，可介导PBP1与肽聚糖的结合［13］。
本研究通过体外表达纯化 PBP1-39-608 蛋白，初步探

索HL-J6与金黄色葡萄球菌PBP1的相互作用，为深入

阐明HL-J6抗金黄色葡萄球菌的机制奠定基础。
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1　材料与方法

1. 1　菌株

MRSA252标准株（Taxon identifier 282458）购自美

国模式培养物集存库（American Type Culture Collection， 
ATCC）。

1. 2　材料与试剂

Nde Ⅰ酶、Xho Ⅰ酶均购自日本TaKaRa公司，Ｅ. coli 
BL21（DE3）、Ｅ. coli DH5α 感受态细胞购自北京全式

金生物技术有限公司，PBS缓冲液粉末（pH=7. 3）购自

白鲨生物科技有限公司，DNA Marker Ⅲ分子量标准购

自天根生物公司，胰蛋白胨、酵母提取物、硫酸卡那霉

素、NaCl、Tris、咪唑、IPTG 购自上海生工生物公司，预

染蛋白分子量标准（Marker）、ECL 发光液购自美国赛

默飞公司，SDS-PAGE蛋白上样缓冲液（5×）、Tween-20
购自碧云天生物公司，SDS-PAGE 凝胶配制试剂盒购

自达科为生物公司，瞬蓝显色液购自钟鼎生物公司，

His（Ni-NTA）亲和层析柱填料购自西安蓝晓科技公

司，HRP 标记的山羊抗小鼠 IgG 购自中杉金桥公司，

PVDF膜购自瑞士Roche公司，S2d、磷酸氢二钾、4，4'-
二吡啶基二硫购自麦克林公司，RED-tris-NTA蛋白标

记试剂盒购自德国NanoTemper公司。

1. 3　方法

1. 3. 1　pET30a-pbp1-39-608 原核表达载体的构建　

　　提取 MRSA252 菌株的基因组 DNA，使用上游引

物：5'-GAGATATACATATGACCGGTCATAGTAATG-3'
（下划线为NdeⅠ酶切位点）和下游引物：5'-TGGTGG-

TGCTCGAGTTAATGGTGATGATGA-3'（下划线为XhoⅠ
酶切位点）进行 PCR 扩增获得目的基因片段，将目的

基因片段与 pET30a 载体连接，使用 DNA 连接酶在

16 ℃条件下孵育 12~16 h，连接酶切产物，而后转入

Ｅ. coli DH5α感受态细胞，涂布于 50 µg/mL LB固体平

板并在37 ℃培养12~16 h，次日挑取单菌落进行增菌培

养后，提取质粒，进行Nde I/ Xho I双酶切验证，将电泳

结果中可见目的基因片段的相应质粒进行DNA测序。

1. 3. 2　PBP1-39-608 蛋白的诱导及表达　　将验证

正确的重组质粒（命名为 pET30a-pbp1-39-608）转入

Ｅ. coli BL21（DE3）感受态细胞中，接种在含有50 µg/mL
的硫酸卡那霉素的 LB 固体平板，37 ℃培养 12~16 h。
第2日挑取单菌落接种至含有40 µg/mL的硫酸卡那霉

素的LB液体培养基中，在37 ℃下以220 r/min振摇12~
16 h。以 1∶∶100 的体积比例进行二次活化至 D（600）
值为 0. 6~0. 8，加入终浓度为 0. 2 mmol/L的 IPTG进行

诱导，其中 1瓶 37 ℃、220 r/min振摇 6 h，另外 2瓶分别

放入 25、16 ℃的摇床中，220 r/min振摇 12~16 h。离心

收集菌体，裂解缓冲液（PBS，10% 甘油，0. 5 mol/L 

NaCl）重悬后超声 30 min，在 4 ℃下以 5 000 r/min离

心15 min，除去细胞碎片，以12 000 r/min在4 ℃下离心

30 min，除去不溶性蛋白，分别取沉淀和上清进行SDS-

PAGE电泳，分析PBP1-39-608重组蛋白的表达形式。

1. 3. 3　PBP1-39-608蛋白的纯化　　收获 1. 3. 2获得

的最佳诱导条件下表达的破菌上清液，上样前先用裂

解缓冲液平衡好 His（Ni-NTA）亲和层析柱，蛋白上清

液与填料充分结合后，用 25、40、60、80、100、200、300、
500 、1 000 mmol/L的咪唑溶液洗脱杂带和目的蛋白，

SDS-PAGE 电泳进行检测，将仅含有单一目的条带的

组分混合后，使用超滤管将蛋白溶液中的洗脱液替换

为 PBS， SDS-PAGE 电泳检测蛋白纯度后，冻于-80 ℃
冰箱进行长期保存。

1. 3. 4　PBP1-39-608的转肽酶活性测定　　根据ZHAO
等［14］的方法，利用金黄色葡萄球菌肽聚糖侧链主干肽

的硫酯类似物 S2d 作底物，测定 PBP1-39-608 的转肽

酶活性，在终浓度为 52 mmol/L 的磷酸氢二钾缓冲液

（pH=7. 0）中，加入终浓度为 0. 8 mmol/L 的 4，4'-二吡

啶基二硫、2. 0 mmol/L 化学合成的 S2d、50 µg PBP1-

39-608和 80 µmol/L的HL-J6，在 37 ℃孵育相应的时间

后，检测各样品吸光度值［A（325）］。

1. 3. 5　微量热泳动技术（microscale thermophoresis，
MST）　　按照 RED-tris-NTA 蛋白标记试剂盒的使用

说明对 200 nmol/L 的 PBP1-39-608 蛋白进行荧光标

记。在相互作用测定中，将 RED-tris-NTA 标记的

PBP1-39-608 蛋白（50 nmol/L）与梯度稀释的 HL-J6
（150. 0、75. 0、18. 8、9. 4、4. 7 µmol/L）在含有0. 01 mol/L 
PBS和 0. 05% Tween-20 的缓冲液中孵育 10 min，将样

品装入 MST 标准处理过的二氧化硅玻璃毛细管

（MonolithTM NT. 115 Series Capillaries， MO-K022）中。

在 25 ℃下，用微量热泳动仪（NanoTemper Monolith 
NT. 115 system）使用恒定的 40%LED/激发功率和中等

MST 功率进行检测。每次亲和度测定均重复 3 次。

数据采用MO.  Affinity Analysis软件进行分析。

1. 3. 6　细胞热转移实验（cellular thermal shift assay，
CETSA）　　PBP1-39-608 蛋白稀释成 20 µg/mL，分成

2组，分别用HL-J6或 DMSO 处理，在室温孵育 1 h，将
每组上清液分成 9管，每管 20 µL，分别在不同温度下

孵育 5 min。蛋白的温度梯度为 37、42、47、52、57、62、
67、72 ℃。然后立即浸入冰浴中孵育 3 min。将样品

在 4 ℃下，以 12 000 r/min 离心 20 min，以去除不溶性

物质，得到上清液。所有样品通过 SDS-PAGE电泳，电

泳结束后，230 mA恒流湿法转移至活化好的 PVDF膜

上，加入 5% 脱脂奶粉封闭液室温 2 h，TBST 清洗 3 次

后，加入 PBP1-39-608 抗体（1∶∶1 000），4 ℃振摇过夜，

第 2日TBST洗膜 3次后加入HRP标记山羊抗小鼠 IgG
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作为二抗（1∶∶5 000）室温孵育 1 h，再用TBST洗膜后添

加ECL化学发光试剂进行显色，使用成像系统显影并

获取图像。

1. 3. 7　分子对接实验　　将 HL-J6 导入 ChemBio3D 
Ultra 21. 0. 0. 28 进行能量最小化，将 Minimum RMS 
Gradient 设置为 0. 001，将小分子保存为“. pdbqt”格
式。在PDB数据库（https：//www. rcsb. org）下载目的蛋

白的晶体结构，导入 PyMol 2. 3. 0［15］去除蛋白结晶水、

原 始 配 体 等 ，将 HL-J6 和 蛋 白 结 构 分 别 导 入

AutoDockTools 1. 5. 6进行加氢、计算电荷、分配电荷、

指定原子类型并保存为“. pdbqt”格式。

把准备好的受体和配体的“. pdbqt”格式文件导入

AutoDockTools 1. 5. 6，设置对接盒子，利用AutoDockVina 
1. 2进行分子对接，计算对接结合能并使用 PyMol 
2. 3. 0和 Discovery Studio软件对分析结果进行作用力

分析和可视化。

1. 3. 8　动力学模拟实验　　使用 Desmond 软件进行

分子动力学模拟，采用OPLS_2005力场。溶剂分子采

用简单点电荷模型，加入Na+或Cl-以中和模拟体系电

量，盒子的Buffer值设置为10⁻¹⁰ m。

在进行动力学模拟之前，对体系进行了能量最小化，

在正则系综（简称 NVT 系综）下缓慢升温至 300 K，温

度控制采用Berendsen方法，运行2 ns，在等温等压系综

（简称NPT系综）下平衡2 ns；在NPT系综下，温度300 K，

压力 10⁵ Pa，温度控制采用 Nose-Hoover chain 恒温方

法，压力控制采用 Martyna-Tobias-Klein 恒压方法，进

行200 ns的动力学模拟。

1. 4　统计学分析

采用 GraphPad Prism 10. 0进行统计学分析，数据

表示为 x̄±s，两组数据之间的比较采用 t 检验，P<0. 05
为差异具有统计学意义。

2　结果

2. 1　pET30a-pbp1-39-608重组质粒的构建

构建表达质粒 pET30a-pbp1-39-608 后，质粒经双

酶切鉴定，片段分子量与预期（1 743 bp）相符（图 1），

表明重组表达质粒构建成功。

2. 2　PBP1-39-608蛋白诱导条件优化及表达鉴定

设定 IPTG 的终浓度为 0. 2 mmol/L，分别在 37、25
和 16 ℃ 3 个温度条件下进行诱导表达。通过 SDS-

PAGE电泳检测可以观察到诱导后在分子量约 65×103

处出现目的蛋白条带（图 2A），超声破菌后分别取其离

心后的上清及沉淀进行 SDS-PAGE 检测，结果显示，

16 ℃温度条件下上清中的可溶性目的蛋白含量最多

（图 2B），因此选用 IPTG终浓度 0. 2 mmol/L、16 ℃条件

进行后续的蛋白表达。
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图１　pET30a-pbp1-39-608重组质粒的构建
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图2　PBP1-39-608蛋白表达条件的摸索
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2. 3　PBP1-39-608蛋白纯化

含重组质粒pET30a-pbp1-39-608的转化菌在 IPTG
终浓度0. 2 mmol/L、16 ℃条件下诱导过夜，破菌后通过

His（Ni-NTA）亲和层析柱纯化，将各浓度梯度下的咪唑

洗脱液进行SDS-PAGE检测，混合含有目标蛋白的洗脱

液，用PBS缓冲液进行超滤浓缩换液（图3A），得到可溶

性PBP1-39-608蛋白。浓缩后的蛋白经灰度扫描计算其

纯度超过95％，浓度约为2. 5 mg/mL（图3B）。
2. 4　HL-J6对PBP1-39-608转肽酶活性的抑制作用

以金黄色葡萄球菌细胞壁主肽链结构的类似物

S2d作为底物，检测 HL-J6对 PBP1-39-608转肽酶活性

的抑制作用。进行 PBP1-39-608蛋白与 HL-J6预孵育

时间的摸索，将二者分别在 37 ℃预孵育 0、30、60、90、
120 min，在预孵育后的第 0 分钟和第 90 分钟检测

325 nm处吸光度值的变化。经过不同时间的预孵育，

在 0 min时 PBP1+S2d+HL-J6组与 PBP1+S2d组吸光度

值均没有差异（图 4A），且预孵育时间为 0和 30 min的

PBP1+S2d+HL-J6 组与 PBP1+S2d 组之间吸光度值仍

然没有差异，然而预孵育 60、90、120 min 后测得

PBP1+S2d+HL-J6组与PBP1+S2d组的吸光度值均有显

著差异（P<0. 001，图 4B），说明 HL-J6 能够抑制 PBP1-

39-608蛋白的转肽酶活性。考虑到孵育 120 min可能

会造成 PBP1-39-608 蛋白的降解和酶活力下降，最终

选用 90 min作为优选的预孵育时间。PBP1-39-608蛋

白与 HL-J6 预孵育 90 min 后，加入 S2d，分别在 0、30、
60、90 min 时检测其吸光度值，测定时间为 30、60、
90 min 时 PBP1+S2d+HL-J6 组与 PBP1+S2d 组相比均

具有显著差异（P<0. 001，图 4C），说明HL-J6能够呈时

间依赖性抑制PBP1-39-608蛋白的转肽酶活性。

2. 5　HL-J6与PBP1-39-608蛋白的亲和力测定

本次测试信噪比可达约为 28. 99（图 5A），因此认

定此数据可信度高。MST 检测结果显示 HL-J6 与

PBP1-39-608 的结合解离常数 Kd 约为 64. 92 µmol/L，
表明二者存在中等强度的亲和力。进一步，利用

CETSA 实验验证二者的结合作用，与 DMSO 组相比，

HL-J6组能够增强PBP1-39-608蛋白对高温的稳定性，

且在 72 ℃最为显著（图 5B），说明 HL-J6 与 PBP1-39-

608蛋白能够直接结合以增加其稳定性。

2. 6　HL-J6与PBP1-39-608的分子对接

2. 5 结果表明 HL-J6 与 PBP1-39-608 蛋白具有中

等强度的亲和力，但二者结合的模式尚不明确。因此，

本研究通过分子对接技术预测 HL-J6 与 PBP1-39-608
蛋白的结合位点。通常，如果结合能<-5. 00 kcal/mol，
表明二者可稳定结合，研究的对接结果显示，其对接

评分为-8. 38 kcal/mol，提示二者具有较好的结合能

力。对接结果显示，HL-J6与PBP1-39-608的 ILE-348、
THR-420 形成了疏水相互作用，与 SER-349、ASN-370
形成多对氢键，与PHE-423形成了π-Stacking相互作用，

与 LYS-317形成了 π-Cation相互作用（图 6A）。同时，

采用 Discovery Studio 软件中 receptor-ligand interaction
模块分析也提示 HL-J6 主要与 ASN-370、PHE-423、
ILE-348 和 THR-516 等氨基酸残基存在相互作用（图

6B）。以上结果提示，HL-J6通过稳定结合在PBP1-39-

608 蛋白的活性口袋，从而抑制其转肽酶活性。为了

确定对接模型的可靠性，本研究将此对接构象作为后

续分子动力学模拟的初始构象进行了进一步研究。

2. 7　HL-J6与PBP1-39-608的动力学模拟

基于分子对接结果，进行了 200 ns的分子动力学

模拟来验证 HL-J6与 PBP1-39-608蛋白对接模型的可

靠性以及二者可能的动态作用关系。通过计算模拟

200 ns 时间内蛋白的均方根偏差（root mean square 
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图3　PBP1-39-608蛋白的纯化
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图4　HL-J6对PBP1-39-608蛋白转肽酶活性的抑制作用
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图5　HL-J6与PBP1-39-608蛋白亲和力测试
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deviation，RMSD）值来评估对接模型的稳定性，HL-J6
与PBP1-39-608复合结构在 50 ns后趋于稳定（图 7A）。

通过分别计算 HL-J6和 PBP1-39-608蛋白质残基的均

方根波动（root mean square fluctuation，RMSF），揭示氨

基酸残基的波动性（图 7B、C）。蛋白中有少部分氨基

酸构象波动较大（图 7C），其主要原因是该部分氨基酸

位于蛋白的 loop 区，本身柔性大且直接暴露在溶剂

中，无法与其他部分形成持久的相互作用；蛋白的大

部分氨基酸残基构象变化较小，说明蛋白结构在动力

学模拟期间较稳定。在动力学模拟过程中，HL-J6 稳

定地结合在 PBP1-39-608 活性口袋，说明分子对接模

型可靠，可以反映 HL-J6与 PBP1-39-608的结合模式，

且 ILE-348、ASN-370、PHE-423和THR-516是HL-J6与

PBP1-39-608蛋白结合的主要氨基酸残基（图7D）。
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A： HL-J6与PBP1-39-608蛋白分子对接三维展示图；B： HL-J6与 PBP1-39-608蛋白分子对接二维展示图

图6　HL-J6与PBP1-39-608蛋白分子对接
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图7　HL-J6与PBP1-39-608蛋白的分子动力学模拟
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3　讨论

3. 1　金黄色葡萄球菌的现有药物靶点

近年来，金黄色葡萄球菌作为一种关键的病原

菌，具有一系列毒力因子和对大多数抗生素产生耐药

性的能力而备受关注。因新耐药克隆的不断出现，使金

黄色葡萄球菌成为“超级细菌”［16-18］。此外，COVID-19
大流行导致了金黄色葡萄球菌感染的患病率显著增

加［19］。鉴于耐药性问题日益严峻，研发具有创新作用

机制的杀菌药物以有效对抗金黄色葡萄球菌感染，已

成为当前医学研究与临床实践中的关键任务。

现有抗金黄色葡萄球菌药物主要通过阻断代谢

过程起作用，包括细胞壁合成受阻、细胞膜通透性改

变、基因转录及蛋白翻译错误、毒力因子失活等［20］。
其中，β-内酰胺类抗生素主要机制是阻碍肽聚糖的交

联从而抑制细菌细胞壁的合成［21］。β-内酰胺类抗生

素通过与 PBPs 结合，导致细菌生长受到抑制，因此

PBPs是对抗金黄色葡萄球菌的关键靶点之一。已有

研究表明，哌拉西林类似物的抗菌活性随着其与PBPs
亲和力（特别是 PBP3）增加而增强［22］；β-内酰胺类抗

生素导入适当的亲酯性取代基可增强其与 PBP2a 的

亲和力，显著提高抗菌效果［23］。因此，针对 PBPs的药

物开发与机制研究，为抗金黄色葡萄球菌药物的研发

提供了新思路。本课题组前期通过转录组学发现HL-J6
可下调金黄色葡萄球菌细胞壁的肽聚糖合成和代谢

的相关基因［7］，同时发现 pbpA 基因突变对 HL-J6 具有

一定的抵抗作用。pbpA基因主要编码PBPs中的PBP1
蛋白，本研究成功构建了 PBP1 蛋白的重组表达质粒

pET30a-pbp1-39-608，并 成 功 诱 导 、表 达 和 纯 化 出

PBP1-39-608蛋白，验证了HL-J6与PBP1的相互作用。

3. 2　药物与靶蛋白之间相互作用的检测

药物与靶蛋白之间的相互作用是药物研发过程

中的关键环节，有助于识别现有药物的新靶点或确定

新药的潜在靶点。小分子药物的疗效本质上源于其

与靶蛋白的相互作用，而其药效的强弱则取决于这种

相互作用的模式及其亲和力的强度［24］。目前，有多种

技术应用于检测药物配体与靶蛋白之间的相互作用，

如 CETSA、MST、生物膜层干涉法、表面等离子共振技

术、差示扫描荧光法、等温滴定量热法及质谱法等。

其中 MST 方法不需要固定，在生物溶液中即可测定，

样品用量小，10 min之内即可完成测定［25-26］。本研究

利用 MST 检测 PBP1-39-608与HL-J6的结合能力，发现

PBP1-39-608与HL-J6结合的Kd值为 64. 92 µmol/L，表
明二者存在中等强度的亲和力。CETSA 实验可以直

接观测药物对蛋白稳定性的影响，从而间接确认药物

是否与蛋白发生作用［27］，其原理是配体与靶蛋白的结

合可以提高蛋白质的热稳定性，使配体参与的蛋白质

在相同温度下比天然蛋白质更不易变性和聚集［28］。
本研究的CETSA结果表明，梯度加热后HL-J6处理的

样本中可溶性蛋白与仅溶剂DMSO对照组相比蛋白质

的热稳定性显著提升，进一步证实了 HL-J6 与 PBP1-

39-608 蛋白存在相互作用，可进一步探索 HL-J6 与

PBP1-39-608蛋白之间相互作用的关键氨基酸残基。

3. 3　药物与靶蛋白的结合位点预测

蛋白质的三维构象及其与活性化合物的空间结

合模式是理解药物作用机制的核心要素。小分子与

蛋白质进行X射线单晶衍射得到共晶结构，为研究小

分子与蛋白质的结合提供了直接证据，能够揭示具体

的氨基酸结合位点。然而，获得小分子-蛋白质共晶的

过程复杂且耗时，通常需要大量的条件筛选，有时甚

至难以成功制备共晶［29］。随着计算机技术的发展，通

过计算机模拟来预测新的药物-靶点的相互作用成为

一种可替代的方案。本研究采用了分子对接和分子

动力学模拟技术，二者统称为分子模拟。分子模拟方

法主要基于计算机平台，通过该平台可以直观识别分

子结构及其相对位置关系，可以准确预测不同分子之

间的相互作用关系［30-31］。本研究，通过分子对接预测

了 HL-J6与 PBP1-39-608的结合模式和关键氨基酸残

基，通过模拟体内环境，研究了在生理条件下二者复

合物体系在动力学模拟期间能量、RMSD、RMSF 等参

数的变化，模拟结果表明二者形成的复合物具有较好

的稳定性且结合能力较强。

综上所述，本研究表明HL-J6可以抑制PBP1-39-608
的转肽酶活性，证实了 HL-J6 与 PBP1-39-608 蛋白可

以进行结合且存在相互作用，利用分子模拟预测了二

者结合的关键氨基酸残基。下一步，计划通过液质联

用对 HL-J6作用前后的肽聚糖进行结构分析，评价其

对肽聚糖交联的影响；针对预测的关键氨基酸进行点

突变，分别测试突变体与 HL-J6 的亲和力，深入阐明

HL-J6抑制金黄色葡萄球菌生长的关键机制。
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