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超级细菌NDM-1及其抑制剂的研究进展
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摘要: 细菌中抗生素耐药性的迅速发展威胁着将人类带回到“后抗生素时代”。新德里金属β-内酰胺酶 (NDM-1)

几乎可以水解所有的 β-内酰胺抗生素, 包括碳青霉烯。携带 blaNDM-1基因的细菌被称为超级细菌, 至今临床上仍

缺乏针对NDM-1的抑制剂。新型NDM-1抑制剂的研发是一个具有挑战性但值得深入研究的领域。本文对NDM-1

及其抑制剂研究进展进行阐述, 为后续研发提供借鉴。
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Abstract: The rapid development of antibiotic resistance among bacterial pathogens has threatened to take

humans back to the "pre-antibiotic era". The New Delhi metallo- β -lactamase (NDM-1) hydrolyzes nearly all

β-lactam antibiotics including carbapenems. Bacterial strains carrying blaNDM-1 gene are termed "superbugs" and

clinical inhibitors of NDM-1 have not yet been identified. Discovery of novel NDM-1 inhibitors is a challenging

but rewarding research area. This review focuses on the structural characteristics and catalytic mechanisms of

NDM-1, and comprehensively summarizes the development of NDM-1 inhibitors in order to facilitate the further

development of NDM-1 inhibitors.
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1 β-内酰胺酶概述

β-内酰胺类抗生素包含青霉素类、头孢霉素类、碳

青霉烯类以及单酰胺菌素类, 占整个世界抗生素市场

55%的份额[1]。然而药物的滥用加速了细菌耐药性的

发展。其中, β-内酰胺酶 (BLs) 的产生是最重要的耐

药性机制, 对 β-内酰胺类抗生素构成最大威胁, 能够破

坏其药效团 β-内酰胺环。目前, 由于BLs的快速扩散

和进化 , 已从临床分离菌株中鉴定出超过 1 300 种

BLs[2]。Ambler等[3]根据其氨基酸序列和作用机制不

同将BLs分为 4类: A类、B类、C类和D类 (路线图 1)。

被称为丝氨酸 β-内酰胺酶 (SBLs) 的A、C和D类酶使

用活性位点丝氨酸 (Ser) 对 β-内酰胺环的羰基进行亲

核进攻。B类酶, 亦称为金属-β-内酰胺酶 (MBLs), 使

用Zn结合的羟基对β-内酰胺的羰基进行亲核进攻[4]。

SBLs抑制剂与 β-内酰胺抗生素联合用药是临床

上治疗由携带各种 SBLs的细菌引发炎症感染的主流

疗法。目前, 已获 FDA批准的 SBLs抑制剂包括克拉

维酸、舒巴坦、他唑巴坦以及近年刚上市的阿维巴坦与

vaborbactam等。与SBLs不同, MBLs是锌离子依赖性

酶, 其不能被SBLs抑制剂抑制[5]。所有MBLs共有αβ/
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βα夹心结构, 但根据氨基酸序列和锌离子结合基序的

不同, MBLs可进一步分为 3个亚类, B1类、B2类和B3

类[6]。Bush等[2]总结了所有MBLs的信息, 如表1所示。

三种类型MBLs典型代表的晶体结构都已获得解

析[7-9]。在B1类MBLs中, Zn1由3个His残基和水分子

进行形似四面体构象配位, Zn2与Asp、His、Cys残基和

水分子进行三角双锥构象的螯合。而对于 B3 类

MBLs, 与B1类明显的区别在于His残基替代Cys残基

参与Zn2螯合。B1与B3类都能够水解除单环内酰胺

外所有 β-内酰胺抗生素。值得注意的是 B2类 MBLs

只有一个与B1类相同残基配位的 Zn2参与 β-内酰胺

的水解[10]。上述所有MBLs的金属结合氨基酸序列都

是高度保守的, 任一残基的突变都将导致水解活性的

丧失[11]。

MBLs水解机制中存在两个不同于 SBLs方面, 包

括Zn结合水分子作为亲核试剂以及没有形成共价键。

这使得MBLs抑制剂的研发显得毫无进展, 以至于携

带MBLs的细菌被称为超级细菌。目前临床上尚无药

物能够治疗携带MBLs的细菌引发的感染, 原因如下

所述。首先, 克拉维酸钾等SBLs抑制剂与SBLs上Ser

共价结合形成稳定的酰基-酶中间体 , 不可逆地使

SBLs失活。这是基于SBLs抑制剂与 β-内酰胺抗生素

的结构相似性。而MBLs通过锌离子络合稳定的羟基

阴离子用于水解 β-内酰胺环。在水解过程中并没有形

成共价键结合的中间体 , 这表明它是可逆反应 , 且

SBLs抑制剂对MBLs无效。其次, MBLs的Zn结合氨

基酸序列同样存在于哺乳动物体内酶中, 如乙二醛酶

II、芳基硫酸酯酶、黄素蛋白和环化酶/脱水酶等[12]。因

此, MBLs抑制剂也有可能抑制哺乳动物中的同源酶,

导致毒性的产生。例如, EDTA是众所周知的具有高

毒性的NDM-1抑制剂。第三, 与 SBLs不同, MBLs的

氨基酸序列千变万化, 活性位点氨基酸序列微妙的不

同将会导致显著的变化。因此 , 很难找到抑制所有

MBLs的通用抑制剂[13]。

新德里金属 -β -内酰胺酶 (NDM-1) 属于 B1 类

MBLs, 2008年首次从一个离开印度前往瑞典的病人

体内分离得到的肺炎克雷伯菌和大肠杆菌中检出[14]。

它可以水解几乎所有的 β-内酰胺类抗生素, 包括号称

抗生素最后防线的碳青霉烯类。它可通过质粒等基因

转移在世界范围内进行快速传播[15]。美国疾病控制和

预防中心 (CDC) 宣布抗生素的黄金时代已经结束, 经

典的 β-内酰胺类抗生素对携带 blaNDM-1的“超级细

菌”引起的感染毫无治疗作用[16]。超级细菌仅对多粘

菌素、替加环素等敏感 , 但它们都具有较高毒性[17]。

NDM-1位于细胞外膜与内膜之间的细胞周质中, 并固

定在外膜上。它可以通过外膜囊泡 (OMVs) 分泌到细

胞外 , 赋予附近细菌耐药性[18]。蛋白数据库 (Protein

Data Bank) 显示NDM-1相关晶体已达 81种, 其中晶体

结构中配体包含各种 β-内酰胺类抗生素水解型与潜在

的NDM-1抑制剂。晶体结构解析表明, 负责 β-内酰胺

环水解的两个锌离子位于NDM-1活性位点中, 形成宽

Table 1 Classifications and characteristics of metallo- β -lac‐

tamases (MBLs)

Subclass

B1

B2

B3

Substrate

All β-lactams

except mono‐

bactams

Carbapenems

All β-lactams

except mono‐

bactams

No.

of Zn

ions

2

1

2

Zn1 binding

amino acid

residue

His

His

His

N/A

His

His

His

Zn2 binding

amino acid

residue

Asp

Cys

His

Asp

Cys

His

Asp

His

His

Represen‐

tative

NDM-1,

IMP-1,

VIM-1

CphA

FEZ-1

Scheme 1 Classifications and mechanisms of β-lactamases (BLs)
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而浅的底物结合囊腔, 因此可以较容易地容纳不同类

型的 β-内酰胺类抗生素。其中, 1个锌离子与 3个相同

的氨基酸 His120、His122 和 His189 连接; 另一种锌离

子被 3 种不同的氨基酸 Asp124、Cys208 和 His250 包

围[9]。NDM-1和美罗培南 (MEM)的共结晶体结构揭

示了β-内酰胺类抗生素如何被识别与水解 (图1)[19]。

同时, NDM-1中那些维持活性位点构象并参与底

物识别的氨基酸残基已在表 2中列出。所有这些氨基

酸残基在 β-内酰胺抗生素的水解中起重要作用, 并可

以为 NDM-1 抑制剂的研发奠定基础[20]。其中基于

Lys211 与 Cys208 的共价键结合 NDM-1 抑制剂已见

报道[21-24]。

目前已报道的具有潜在NDM-1抑制作用的小分子

化合物多达 500多个, 但临床上尚没有批准的NDM-1

抑制剂[25]。最近 , VenatoRx 制药公司宣布头孢吡肟

(cefepime) 与 taniborbactam (VNRX-5133) 联合用药 ,

治疗携带SBLs与MBLs的耐碳青霉烯类肠杆菌 (CRE)

及耐碳青霉烯铜绿假单胞菌 (CRPA) 等耐药菌导致的

复杂尿路感染进入Ⅲ期临床研究[26]。本文将对已发表

NDM-1抑制剂进行活性结构探讨, 以期归纳出药效团

为后续NDM-1抑制剂的开发奠定基础。根据机制不

同, NDM-1抑制剂可分为共价键结合抑制剂与非共价

键结合抑制剂。

2 非共价键结合抑制剂

Yang等[27]通过研究NDM-1异二金属类似物包括

CoCo型和 ZnCo型发现NDM-1的锌离子在水解 β-内

酰胺抗生素中至关重要。NDM-1酶中亲电子的锌离

子通过离子-偶极相互作用与NDM-1抑制剂的富电子

取代基配位从而产生NDM-1抑制活性。

2.1 巯基化合物 Klingler等[28]评估了 captopril (化合

物 1) 等 11 种 FDA 已批准的含巯基药物的 NDM-1 抑

制活性 (图 2)。但并非所有的化合物都显示出优异的

抑制活性, 结果表明抑制NDM-1不仅需要络合锌离子

的巯基, 还需要化合物能够与活性位点附近氨基酸产生

结合作用。Captopril作为血管紧张素转化酶 (ACE) 抑

制剂, 其NDM-1酶的半数最大抑制浓度值 (IC50值) 为

6.4 μmol·L-1。Guo等[29]通过手性拆分发现D-captopril

(化合物 2) 与 L-captopril显示出不同的抑制NDM-1的

IC50值, 分别为 7.9和 202.0 μmol·L-1。通过对 captopril

的结构修饰和构效关系 (SAR) 研究, Li等[30]确定抑制

NDM-1的药效基团是巯基羧酸。Skagseth等[31]利用生

物电子等排体理论, 将羧基取代为磷酸酯、磷酸或者四

氮唑等, 或者将巯基乙酰基保护, 抑制NDM-1活性降

低, 进一步论证了巯基羧酸基团的重要性。分子对接

研究揭露 NDM-1 的两个锌离子与巯基官能团作用 ,

Table 2 Summary of essential amino acids in the active site of

NDM-1

Function

Substrate

binding

Active site

configuration

Amino

acid

Leu65

Met67

Asn220

Gln123

Asp120

Lys211

His120

His122

His189

Asp124

Cys208

His250

Action

Forming a large hydrophobic binding

surface for hydrophobic interactions with

side chain R groups of β-lactam

Involved in substrate recognition and

hydrolysis. The hydrogen of Asn220 forms

a hydrogen bond with the carbonyl oxygen

of the substrate.

Interacting with side chain R groups of

β-lactam

Involved in substrate recognition and

hydrolysis. The amino group of Lys211

forms a salt bridge with the carboxyl

group on the substrate to maintain the

correct substrate orientation for hydrolysis.

Zn1 coordination

Zn2 coordination

Figure 1 Crystal structure and hydrolytic mechanism of NDM-1
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Asn220 残基与膦酸酯基作用。Thiorphan (3) 作为脑

啡肽酶抑制剂, 在NDM-1酶上显示出1.8 μmol·L-1的 IC50

值。Dimercaprol (化合物4) 是一种用于治疗有毒金属中

毒的药物, 其NDM-1酶的 IC50值为 1.3 μmol·L-1。治疗

威尔逊氏病的药物 penicillamine, 同样显示出 NDM-1

酶抑制活性。

González等[32]基于 NDM-1识别并水解 β-内酰胺

抗生素机制, 设计并合成了双噻唑烷衍生物, 其中化合

物 10的 IC50值可达 23 ± 2 μmol·L-1。NDM-1与化合物

10的配合物的晶体结构 (PDB:4U4L) 进一步揭示了化

合物 10通过其巯基与两个锌离子相互作用, 其羧基通

过两个水分子与NDM-1的Lys211产生相互作用。如

前所述, Lys211被证明参与底物识别并调节底物朝向

便于进行水解[9,33]。

Brem 等[34]研究发现硫代烯酸酯化合物 12 抑制

NDM-1的 IC50值为 1.0 μmol·L-1。化合物 12是罗丹宁

衍生物11的代谢产物。19F NMR谱中蛋白底物复合物

的化学位移变化能够证实化合物 12与NDM-1酶的结

合。这种 19F蛋白化学位移分析方法由Rydzik及其同

事发现。通过将三氟丙酮基团引入到接近活性位点的

氨基酸残基碳原子中, 建立了一种标记的NDM-1酶。

化学环境的微小变化都能引起这种标记酶的 19F NMR

谱化学位移改变[35]。Xiang等[36]基于化合物 11设计并

合成了 26 个罗丹宁衍生物 , 分别含有苄基、杂环、萘

基、脂肪族羧基和芳香族羧基等取代基。大部分的衍

生物显示出了对 NDM-1 较好的抑制作用 , IC50 值从

0.69到 47 μmol·L-1。化合物 14与NDM-1分子对接模

拟显示硝基作为锌离子配体能够与Zn和Asp124产生

作用, 苯环能与Phe70形成π-π堆积相互作用 (图3)。

2.2 吡啶二甲酸衍生物 Chen等[37]基于分子片段的

药物发现方法筛选出2,6-二吡啶甲酸15 (DPA, 图4) 为

NDM-1 抑制剂 , 其 IC50为 0.52 μmol·L-1。故以其为核

心骨架进行进一步的化学修饰, 能够抑制临床上最重

要的 MBLs 如 NDM-1、IMP-1 和 VIM-2 的化合物 20

被优选出来, 并且它没有显著抑制其他锌离子依赖性

Figure 4 Structures and activity of pyridinedicarboxylic acid

derivatives

Figure 3 Mechanism of compound 14

Figure 2 Structures and activity of thiol-containing NDM-1 in‐

hibitors
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金属酶的活性。机制研究显示, 尽管DPA显示了螯合

NDM-1中锌离子的倾向, 而衍生物20则可以进一步与

NDM-1 形成稳定的 NDM-1/Zn/抑制剂三元复合体。

Hinchliffe 等[38]依据生物电子等排理论 , 利用磷酸酯

基团替代一个 DPA 羧酸基团设计合成了一系列 6-

膦酰基甲基吡啶-2-羧酸酯 (PMPCs) 衍生物 (化合物

19)。其竞争性的缓慢的与NDM-1结合, IC50值为0.3～

7.2 μmol·L-1。SAR 研究表明双羧酸基团或膦酸基团

是抑制NDM-1的药效团, 剔除一个羧酸基团则抑制活

性大大降低。机制研究表明 PMPCs通过与活性位点

结合从而抑制NDM-1, 而不是仅仅螯合锌离子。

2.3 环状和非环状硼酸衍生物 Brem等[39]报道了第

一种双重BLs抑制剂环状硼酸衍生物。通过模仿常见

的内酰胺抗生素水解过程中产生的高能四面体中间

体, 它能够抑制 SBLs与MBLs。其中化合物 23 (图 5)

能够降低所有 NDM-1 高表达的菌株中 MEM 的 MIC

值, 最高可达 64倍。晶体结构证明C-3位羧酸根可同

时络合 Zn2和 Lys211。其次, 在MBL活性位点中, 苯

基硼酸酯双环与头孢菌素二氢噻嗪环非常相似, 两者

都可以与Trp87和Phe61残基形成疏水作用。最后, 两

个“环外”硼结合羟基与Zn1络合, 与Asn220的乙酰氨

基侧链形成氢键。Santucci等[40]第一次报道了非环状

硼酸衍生物 26～28具有抑制MBLs和 SBLs活性。根

据分子对接结果, 衍生物通过硼酸基团与Zn1络合, 羧

基与 Lys211残基产生氢键作用。环状硼酸与非环状

硼酸都显示出良好的NDM-1抑制活性, 但前者活性明

显强于后者, 这得益于环状硼酸的双环结构。

其中, 双环结构的化合物29 (taniborbactam, VNRX-

5133) 已被FDA批准进入Ⅲ期临床实验[26]。它同样是

一种双重BLs抑制剂, 能够抑制SBLs和一些临床上重

要的 MBLs, 包括 NDM-1, 其 IC50为 0.01 μmol·L-1。晶

体结构分析 VNRX-5133 硼原子可能以 sp2杂化方式 ,

类似于 β-内酰胺抗生素的羰基, 与NDM-1上的 Zn络

合的羟基反应, 产生紧密结合的 sp3配合物, 模仿水解

过程中形成的四面体中间体。需要注意的是, 理论上

硼酸盐的 sp3形式可以与NDM-1活性位点结合, 直接

置换锌离子络合的羟基, 但目前只能发现与NDM-1结

合模式为硼酸 sp2形式[41] (路线图2)。

2.4 金属络合剂 锌离子缺失是锌离子依赖性酶失活

的经典范例[42]。故而金属离子络合剂显示出NDM-1

酶抑制活性已被广泛报道。EDTA (化合物 30, 图 6)

能够与锌离子结合产生 NDM-1 抑制作用 , 其 IC50为

1.6 μmol·L-1 [43]。其他金属离子螯合剂包括NOTA (化

合物 31)、DOTA (化合物 32) 和ME1071 (化合物 33) 也

Scheme 2 Mechanism of taniborbactam

Figure 5 Structures and activity of cyclic and acyclic boric acid

derivatives
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被证明为NDM-1的抑制剂, 能够恢复抗生素耐药菌株

对MEM的敏感性[44,45]。但是, 这些能够螯合Zn、Fe和

Cu等各种金属离子的非选择性螯合剂会产生严重的

毒副作用[42]。而且Zn是许多酶的关键元素, 金属螯合

剂对体内Zn的过度消耗可能导致疾病[46]。TPEN, 一种

具有不同于上述螯合剂的软碱性配体, 通过甲基吡啶胺

基团表现出 Zn 选择性的螯合作用[47]。Schnaars 等[48]

设计合成了一系列三甲基吡啶胺 (TPA) 多肽连接衍生

物。这些衍生物能够恢复NDM-1高表达铜绿假单胞

菌和肺炎克雷伯菌临床菌株对MEM敏感性。衍生物

50 μmol·L-1浓度时, MEM的MIC降低 32～256倍。此

类衍生物对SBLs高表达的临床耐药菌却无活性, 间接

论证了TPA的Zn螯合作用。备受关注的是具有高选择

性NDM-1抑制剂曲霉明AMA的发现, 一种从Aspegillus

versicolor真菌中分离的天然产物[49]。AMA之前被认为

是一种抗高血压药, 具有抑制血管紧张素转化酶 (ACE)

的作用[50]。AMA可以高度选择性地抑制NDM-1, IC50

为4.0 ± 1.0 μmol·L-1, 并完全恢复MEM对NDM-1高表

达的耐药菌的抗菌活性。与上述金属络合剂不同, 在

体内也可以保持AMA的体外功效。动物存活研究表

明 , 仅 AMA 和 MEM 单独给药都无法治愈由 NDM-1

高表达的肺炎克雷伯菌引起的致命感染。但是MEM

(10 mg·kg-1) 和 AMA (10 mg·kg-1) 的联合给药却可使

生存率大大提高到 95%。令人惊讶的是, 与 EDTA的

半致死率 (LD50值) 为 29 mg·kg-1相比, AMA的LD50值

为 160 mg·kg-1。ICP-MS研究结果表明, AMA可以从

NDM-1酶中提取单个Zn2+离子。AMA的缺点是亲水

性高, CLogP值为−5, 这可能限制了其在临床中的进一

步的开发与应用。2016年, Lei和 Wright分别完成了

AMA分子的立体选择性全合成, 并且纠正了King首次

提出的 (R,R,S) 构型, AMA活性分子实际为 (S,S,S) 构

型[51,52]。Zhang等[53]进一步设计合成了 7个新的AMA

衍生物, SAR研究表明在C1和C4以及C7和C10位的

羧基对活性至关重要, 而用脯氨酸代替天冬氨酸残基

则可以基本保持活性。

3 共价键结合抑制剂

NDM-1仅存在一个Cys208残基, 且作为Zn2配体

氨基酸以维持保守的活性位点结构。故此Cys残基可

为NDM-1抑制剂设计提供潜在的靶标。Thomas等[54]

通过高通量筛选得到两种不可逆的巯基修饰剂对氯汞

苯甲酸 37 (pCBM) 和硝普钠 38 (sodium nitroprusside)

(图7), 它们分别能够与NDM-1上Cys不可逆的共价结

合从而表现出 NDM-1抑制活性, 其 IC50分别为 2.3和

9.0 μmol·L-1。前课题组已论证依布硒啉 39 (Ebs) 是一

种用于脑缺血和中风的药物 , 已被论证为有效的

NDM-1抑制剂[21]。ESI-MS结果表明它通过与NDM-1

酶活性位点上的Cys208残基形成S-Se键产生共价结合,

致使NDM-1酶丢失 Zn2从而丧失活性。体外研究表

明, MEM和Ebs联合用药能降低MEM在NDM-1高表

达的大肠杆菌中的MIC值, 最高可达 512倍。本文作

者进一步对Ebs进行SAR研究, 筛选出能够恢复MEM

对NDM-1高表达的临床耐药菌的杀菌活性的衍生物

40[22]。Su等[55]进一步探讨了化合物 41 (ebsulfur) 衍生

物对 NDM-1 的抑制活性 , 其 IC50为 0.16～9 μmol·L-1,

且能够逆转NDM-1高表达大肠杆菌对头孢唑林的耐

Figure 7 Structures of covalent inhibitors of NDM-1

Figure 6 Structures of metal chelating agents
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药性。荧光显色实验进一步证明了 ebsulfur与NDM-1

形成S-S键的抑制作用机制。

Thomas等[23]研究发现Lys211也可作为NDM-1共

价抑制剂的靶点。头孢克洛 42能够与Lys211形成共

价键, 而Lys211被认为是高度保守的, 并且与NDM-1

的金属簇相邻。初步的活性机制如路线图3。

Thomas等[24]同样报道一种能够与NDM-1活性位

点 Lys211共价键结合的邻芳氧羰基异羟肟酸酯化合

物43。虽然它不够稳定, 但是也为NDM-1抑制剂的研

发开阔了思路。其机制如路线图4所示。

4 结语

NDM-1赋予的抗生素耐药性已经成为人类治疗

感染的头号威胁, 亟需开发出能够抑制NDM-1恢复细

菌敏感性的抑制剂。尽管虚拟化合物库的高通量筛选

和酶-配体复合物的结晶可能为NDM-1抑制剂的研发

提供帮助 , 但所有 NDM-1 抑制剂包括上述带有各种

Zn 结合官能团的化合物均未获得批准进入临床应

用[56]。这是由于活性位点囊腔大而浅, 能够与几乎所

有类型的 β-内酰胺抗生素结合以及与配体结合后的水

分子重组, 使得计算机辅助药物筛选以及合理的药物

设计策略显得不那么可靠。且NDM-1一直在进化, 多

达 14个亚种已经被鉴别[57]。更值得注意的是, 人体中

含有许多金属蛋白酶。靶向细菌NDM-1而非人体金

属蛋白酶的化合物可能是未来NDM-1抑制剂研发的

先决条件。尽管Zn在人类蛋白质中起着重要作用, 但

具有Zn结合功能 (ZBF) 的分子如上述含巯基化合物、

含羧基化合物、吡啶二甲酸衍生物以及硼酸衍生物等

仍显示出不错的前景, 特别是广谱抑制剂硼酸衍生物

VNRX-5133已进入Ⅲ期临床研究。只要将合理药物

设计策略与对NDM-1酶作用机制更为深入的理解相

结合, 就能寻找出恢复细菌对抗生素敏感性的先导化

合物。
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