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新德里金属 β-内酰胺酶 NDM-1的研究进展 
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摘要: 2010 年首次报道的新德里金属 β-内酰胺酶 (NDM-1) 能水解几乎所有 β-内酰胺类抗生素, 产生
NDM-1 的菌株被称为“超级细菌”。由于缺乏有效的抗生素, 目前临床上还没有能够完全治愈超级细菌感染的
方法。因此针对超级细菌抑制剂的创新药物研究已经成为一个充满挑战的研究方向。本文对 NDM-1 抑制剂的       
研究现状、抗药原理及发展前景等做了详细的分析、整理和阐述。 
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Abstract: The New Delhi metallo-β-lactamase-1 (NDM-1) was first reported in 2010, detected in a        

Klebsiella pneumoniae isolate from a Swedish patient of Indian origin.  It has recently attracted extensive       
attention for its biological activities to catalyze the hydrolysis of almost all of β-lactam antibiotics.  The gene 
for NDM-1 can spread from one strain of bacteria to another by horizontal gene transfer.  The most troubling 
aspect is that there are currently no clinically available inhibitors to block the metallo- β-lactamase action.  
Therefore, there is urgent need to develop new NDM-1 inhibitors, which can protect β-lactam antibiotics from 
the hydrolysis effect of NDM-1.  In this review, the current research, drug-assistant mechanism and potential 
NDM-1 inhibitors are summarized. 
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1  超级细菌 NDM-1的概述 
 2009 年, 报道了在印度新德里的一家医院里, 

医务人员从尿道感染的患者的尿液和粪便中取样得

到了一种新型耐药菌——克雷伯杆菌  (Klebsiella 
pneumoniae), 这种耐药菌可产出能够水解近乎所有
β-内酰胺类抗生素的酶, 人们以其首次发现的城市将
其命名为新德里金属 β-内酰胺酶 (New Delhi metallo-    
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β-lactmase-1, NDM-1), 产 NDM-1 的微生物被称为
“超级细菌”[1]。NDM-1由位于质粒的 blaNDM-1基因

编码, 由质粒介导可以在多种细菌之间传播, 可引起
诸如泌尿道感染、肺部感染、腹膜炎、软组织感染、

植入设备引起的感染、败血症等复杂多样的疾病[2]。

含有 blaNDM-1基因的质粒通常可以与其他耐药基因相

整合, 导致携带 blaNDM-1基因的细菌对常用的 β-内酰
胺类、大环内酯类、四环菌素和磺胺类抗生素等产生

耐药性[3]。据巴基斯坦一家医院临床数据统计发现, 
患者的住院时间越长, 则在其粪便中分离到 NDM-1
阳性细菌的几率越大; 但是反过来, 并不能通过临床
病症来判断出是否有超级细菌感染[4]。超级细菌的发
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现, 给当下这个严重依赖抗生素的医疗体系带来巨
大的威胁, 超级细菌感染的治疗面临着重重挑战。 
2  超级细菌 NDM-1的结构特点 

在过去的几十年里, 金属 β-内酰胺酶家族一直
都是人类健康的最大威胁, NDM-1 是 B 类金属 β-内
酰胺酶家族 (metallo-β-lactamases, MBLs) 中新成员
之一[5, 6]。NDM-1 是由 270 个氨基酸残基组成的单     
链蛋白, 拥有金属 β-内酰胺酶家族中典型的三级结
构, 即 ɑβ/βɑ 三明治型结构。蛋白外侧是 α 螺旋, 两
组 β 折叠被包在中部。一组有 4 条反向 β 折叠组成,     
另一组由 8 条反向 β 折叠组成 (图 1)。活性位点呈     
宽而浅的凹槽状, 处于蛋白表层, 包含两个二价锌离
子 , 可与溶剂直接接触。两个锌离子的距离在 3.2 
Å～4.6 Å之间不等[7]。目前蛋白数据库 (Protein Data 
Bank) 中已经公布了的 NDM-1 相关晶体已有 43 种, 
其中包含数十种结合着被水解了的抗生素的 NDM-1
的晶体结构: 氨苄青霉素 (ampicilin)、苄甲青霉素 
(benzylpenicilin)、卡托普利 (L-captopril)、甲氧青霉
素 (methicillin)、美罗培南 (meropenem)、苯唑青霉
素 (oxacillin) 等 [8−10]; 同时也有结合着可成为潜在
抑制剂的 NDM-1 的晶体结构[11, 12]。将不同的几种

NDM-1 晶体结构的 RMSD 值作比较发现, 除了无规
卷曲 L3 (第 63～73 号残基) 区域的灵活性最大, 蛋
白骨架的其他部分都相对稳定[13]。这些复合物晶体   
结构的存在揭示了 β-内酰胺与其底物之间的构效关系, 
对于探究 NDM-1 水解抗生素的机制提供了基础, 从
而为探索寻找新型抗生素起到重要作用。 
 

 
Figure 1  The crystal structure of NDM-1 
 
3  超级细菌 NDM-1耐药机制 

活性状态的 NDM-1 在水溶液中以单链形式存    
在[14]。然而一些 NDM-1晶体由于疏水性和范德华力
能够以二聚体形式存在, 例如在嵌入细胞膜状态和
纯化状态下的 NDM-1。以二聚体形式存在可能是其独
特耐药性的原因之一[15]。NDM-1 的活性口袋包含两
个二价锌离子 (图 2), 二价锌离子对酶活性的发挥起
着至关重要的作用[16]。将与 His120、His122和 His189

配位的锌离子编号为Zn1, 与His250、Cys208和Asp124
配位的锌离子编号为 Zn2, 这两个锌离子位于蛋白表
面, 可完全与周围溶剂接触[17, 18]。将锌离子定义为活

性中心, 是因为锌离子在底物识别过程中起着主要
的作用, 它可以络合 β-内酰胺环的羧基和羰基。Zn1
的作用更主要体现在保持羟基以正确的方向对羰基

碳进行亲核进攻, 而Zn2则与 β-内酰胺环上的氮相互
作用[16]。有实验结论推测 NDM-1 中的 Zn1 比 Zn2
表现出对底物更强的结合能力[15, 19]。然而目前并没   
有十分精确的理论来解释这种耐药机制。 
 

 
Figure 2  Proposed mechanism for the NDM-1-catalyzed    
hydrolysis of β-lactamase  
 

Zhang 等[7]使用量子力学和分子力学 (QM/MM) 
的方法为 NDM-1的耐药机制提出有关于中间态的两
种假设。在 β-内酰胺环被水解的过程中, 与两个锌离
子共同络合的羟基作为亲核基团进攻内酰胺环上的

羰基碳原子, 之后的水解有两种可能的中间状态: 其
一是, 酰胺键在羟基进攻羰基碳之后立即断裂, 从而
分别生成  -COO−

 和氮阴离子中间体, 该中间体的阴
离子从亲核基团羟基上获得氢 [20]; 其二是, 酰胺键
的断裂与氮原子的质子化同时发生。两种途径的共同

之处是酰胺键断裂, 内酰胺环的氮原子从亲核基团
的羟基得到一个质子。然而, NDM-1水解抗生素时的
催化状态转瞬即逝, 以上假设提到的中间态并没有得
到结构上的证实。此外, 参与水解 β-内酰胺环的是亲
核基团还是一般碱性基团, 科学界意见并不统一。一
种说法是来自周围水环境中大量的水分子与锌离子

络合, 贡献出一个质子给活性位点后产生羟基 (碱性
基团), 这个羟基亲核进攻 β-内酰胺环的羰基 (图 3); 
另一种说法是活性位点附近的水分子把质子贡献给

Asp124[21], 或者给了水环境中其他水分子, 这种情况
下也能生成羟基来亲核进攻 β-内酰胺环的羰基碳原
子, 生成羧基中间体, 氮原子得到羟基中的氢原子被
质子化。从能垒上来看, 前者能垒约 80 kJ·mol−1, 后者 
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Figure 3  The hydrolyzing mechanism of β-lactamase  
 
需至少 200 kJ·mol−1, 因此前者发生的可能性更大[22]。 
4  超级细菌 NDM-1抑制剂的研究现状 

近年来, 找到新型有效的金属 β-内酰胺酶抑制剂
显得十分迫切, 各国科学家对新型抗生素的研究如火
如荼地开展着[23]。靶向 NDM-1抑制剂的设计研究策
略主要包括以下两种思路: 一是与碳青霉烯类抗生素 
(如亚胺培南) 联合用药, 试图找到既能保护 β-内酰
胺环抗生素药效结构不被破坏, 又能起到协同作用
从而增强临床用药效果[24], 理论上这种抑制剂应该
属于广谱金属 β-内酰胺酶抗生素[25]; 二是设计出不
被 NDM-1 水解的新型抗生素, 这是个从无到有、需
要更多研发精力去创新和探索的思路, 任重而道远。 
4.1  基于已有抗生素发现 NDM-1 抑制剂  目前
NDM-1 阳性细菌对所有 β-内酰胺酶类 (包括碳青霉
烯类) 药物耐药, 仅对多黏菌素、替加环素、氟喹诺
酮类等少数抗菌药物敏感[26]。多黏菌素对超级细菌有

一定的抗菌活性而被视为抗生素“最后一道防线”, 
然而其肾毒性等不良反应, 导致在使用多黏菌素治
疗超级细菌感染时受到限制[26]。Kumarasamy 等[27]

指出硫酸黏菌素 (colistin) 对从英国、印度清奈、印
度哈雅纳三地取样的产 NDM-1的大肠杆菌分别达到
89%、94%  和 100%  的抑制率, 呈现出较高的抑制活
性。然而, 由于硫酸黏菌素自身的神经毒性和肾脏毒
性而不能成为理想的治疗 NDM-1感染的药物[28]。替

加环素和磷霉素 (fosfomysin) 对抗NDM-1感染的应
用也受到限制。替加环素只能用于并发皮肤和皮肤组

织感染、并发腹腔感染等。由于替加环素在体内的首

过效应显著, 不宜单独用于治疗泌尿道感染[29]。磷霉

素不宜单独使用治疗重度感染, 在很多国家它只用于
单一治疗泌尿道感染[30]。使用抗生素治疗 NDM-1感
染时 , 主要以微生物药敏试验结果为依据 , 然而
Bercot等[31]发现硫酸黏菌素、替加环素和磷霉素对产

NMD-1的样本菌株只有 33%  的抑制率。超级细菌不

同的病原体可能会影响药敏试验结果重现性。 
4.2  基于已知药物分子结构设计发现新型 NDM-1
抑制剂  从发现超级细菌到现在的近 10 年里, 科研
工作者从天然产物[32−34]出发, 抑或从药物的合理设
计出发[12, 35−40], 得到了多种新型的 NDM-1 抑制剂结
构。1988年诺贝尔医学奖得主 James W. Black爵士曾
说过: “新药研发最有效的办法就是从已成功上市的
药物开始！”[41]。巯基是非常好的锌离子络合剂[42]。

上市药物卡托普利 (captopril)是血管紧张素转化酶
抑制剂, 分子结构中含有一个巯基, 也已被证实无论
是哪种构型  (L 型或 D 型) 都能一定程度上抑制
NDM-1 的活性 (图 4化合物 1)[43]。D-卡托普利结合
NDM-1的能力强于 L型异构体, 抑制活性 IC50值能达

到 7.9 μmol·L−1, 而 L型卡托普利的抑制活性 IC50值

仅为 39.0 μmol·L−1[1, 44]。但是由于临床用药的制约而

不能推广用于治疗 NDM-1感染[26]。King等[9]已经得

到 L型卡托普利与 NDM-1 复合物的晶体数据, 证实
了卡托普利的巯基与两个锌离子配位结合。Li 等[36]

通过药物合理设计的方法得到了 IC50 为 1 μmol·L−1

的先导化合物 3-巯基-2-甲基丙酮酸结构 2 (图 4)。将
脯氨酸部分或巯基侧链部分做结构修饰而得到卡托

普利的衍生物 , 其衍生物在一定程度上也能抑制
NDM-1 的活性。但是, 将苄胺代替卡托普利中脯氨
酸部分得到的衍生物却对 NDM-1的抑制活性很弱甚
至没有。因此推测巯基和酰胺结构在络合锌离子中起

到主要作用, 从而抑制了 NDM-1 的活性。保留卡托
普利结构中的巯基和酰胺, 进一步结构修饰后, 得到
IC50值分别为 15和 10 μmol·L−1的巯基丙醇类化合物

3、4 (图 4)。2,3-二巯基丙醇在临床上用作金属中毒
解毒剂, 在此被发掘出抗菌的可能性, 有潜力成为新
型抗生素的一员。遗憾的是这项研究并未得到二巯基

丙醇与 NDM-1 复合物的晶体数据, 不能直接说明是
巯基络合了 NDM-1活性位点中的锌离子。 
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Figure 4  NDM-1 inhibitors with captopril analogues   
 

Klingler等[12]从 11个含巯基的已上市药物小分子
出发, 研究了这些小分子对金属 β-内酰胺酶: NDM-1、
VIM-1 (Verona integrin encoded MBLs) 和 IMP-7 
(imipenemase-7) 的抑制能力的强弱。尽管这些小分
子都含有可以络合锌离子的巯基, 但并不是所有分
子都能够抑制金属 β-内酰胺酶。因为要达到对金属   
β-内酰胺酶的抑制不仅要络合活性位点的锌离子, 也
要求底物能够很好地结合到活性位点上。通过检测    
荧光、IC50值和热漂移 (thermal shift) 找到了最有潜
力的 NDM-1 抑制剂小分子: 即 2,3-二巯基丙醇 (化
合物 4, 图 4)、消旋卡多曲的活性代谢物 D/L-硫芬 
(化合物 5, 图 4)、D/L-卡托普利和硫普罗宁 (化合物
6, 图 4)。尽管硫普罗宁抑制 NDM-1 的效果不如抑    
制 VIM-1 和 IMP-7, 但是他们得到了硫普罗宁与
NDM-1 复合物晶体数据 (PDB: 5A5Z), 直接证明了
硫普罗宁中的硫原子与 NDM-1 中的锌离子络合, 这
为探究底物的抑制机制提供了有力的证据。 
4.3  基于经典的天然产物发现新型 NDM-1 抑制剂    
血管紧张素转化酶与金属 β-内酰胺酶在某些功能上

有相似之处, 都是依赖锌离子的金属蛋白酶[45]。天然

化合物曲霉明 A (aspergillomarasmine A, AMA) (化合
物 7, 图 4) 能够抑制血管紧张素转化酶, King 等[32] 
从变色曲霉菌 (Aspergillus versicolor) 的提取物中发
现了曲霉明 A, 推测曲霉明 A 可能也会通过与锌离    
子的相互作用抑制 NDM-1。该研究通过以小鼠为模
型的动物实验证实了曲霉明 A 的确能够“捕捉” 

NDM-1 里的锌离子, 在联合用药情况下能够恢复碳
青霉烯类抗生素药物的杀菌活性 ,  进而杀死表达
NDM-1 的大肠杆菌。曲霉明 A 的全合成路线最早    
于 2016 年由北京大学雷晓光课题组 Liao 等[46]发      
布, 并且证实了构型翻转的曲霉明 A (R,R,S-AMA) 
同样能够抑制 NDM-1。Gan 等[33]从新疆喀纳斯湖真

菌 Penucillium sp I09F484 中粗提得到两种色酮类     
化合物: IC50分别为 94 μmol·L−1的色酮化合物 8 和    
89 μmol·L−1的色酮化合物 9 (图 5)。Thakur 等[34]选     
取 35个天然抗菌药物作为配体库, 与 NDM-1 (PDB: 
3Q6X) 进行对接, 根据底物结合能和 IC50 模拟值     
推测印苦楝内酯  (nimbolide) 和楝树油活性成分 

 

 
Figure 5  NDM-1 inhibitors (chromone and oxazole)  
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(isomargololone) 有可能抑制 NDM-1活性。然而该团
队后续并没有提供相关体外/体内活性实验数据来支
持这两个三环化合物的抗 NDM-1 活性的能力。 
4.4  基于计算机辅助药物设计方法发现新型 NDM-1
抑制剂  目前, 利用计算机辅助药物设计 (computer-   
aided drug design) 方法, 通过虚拟筛选、动力学模拟
等手段获得低毒性、新结构、高活性的 NDM-1抑制
剂, 并指导 NDM-1 抑制剂分子的设计与改造已取得
了一定的成效。计算机辅助 NDM-1 药物设计, 可以
极大的缩短研发时间并降低成本。利用计算机辅助     
药物设计的核心思想通过建立配体库, 再利用高通
量筛选或者药效团筛选等方法寻找在理论模拟上有

潜在抑制活性的小分子, 是当下寻找新型先导化合
物的最高效的方法。利用现有的小分子数据库来搭     
建配体库, 例如 NCBI PubMed、ChemSpide、ZINC
等, 受体则是来自 PDB 数据库中晶体结构, 通过不
同计算方法缩小配体库, 最终找到理论上最有潜力
的 NDM-1抑制剂的结构。 

Wang等[39]从 ZINC数据库选出 28 000个类药性
小分子。受体分子选择氨苄西林。然后进行基于形状

互补的对接, 在对接结果中限制一定的绝对能量值、
相对能量值、对接打分值等, 从而将配体库逐步精简
到 298个。基于配体在对接过程中的得分、结构多样
性、与受体之间相互作用、是否市售可得和极性、非

极性与活性位点互补结合的总体情况, 挑选出 44 种
化合物进入下一步体外生物活性实验。最终得到 3个
对 NDM-1 有一定抑制活性的磺胺类化合物, 其中最
具潜力的是含有苯并二噁唑结构的磺胺类化合物 10 
(图 5)。用分子动力学模拟抑制剂与 NDM-1 之间的    
相互作用, 理论结果显示苯并二噁唑和 His122 的芳
香环之间有 π-π堆积作用, 磺胺结构与 Zn2、Asn220、
His120、His122、His189、起关键作用的水分子/羟基
都可发生相互作用。 

作者在探索 NDM-1抑制剂的研究中也运用了计
算机辅助药物设计的方法: 卡托普利是目前公认的
对 NDM-1 有抑制作用的上市药物, 故选取了结合有
L-卡托普利的 NDM-1 晶体数据 (PDB: 4EXS) 来构
建基于受体和配体之间相互作用模式的药效团模型。

在构建药效团模型时, 将活性口袋中的锌离子视作
氢键供体, 并保留这两个氢键供体矢量 (feature)。建
立测试集来缩减初次模型中的特征矢量, 最终得到
含氢键供体、氢键受体、疏水作用等 7个特征矢量的
NDM-1 抑制剂药效团模型。以廉价易得的天然氨基
酸脯氨酸为母核, 基于组合化学理念创建了配体库。

利用 Lipinski 类药五原则对庞大的配体库进行初次
筛选, 摒除那些不适合成为药物的分子, 缩小筛选的
范围并降低研发成本。然后利用药效团进行复筛, 最
终得到了一些有望成为 NDM-1抑制剂的磺胺类小分
子。结合生物学实验结果的反馈进行结构修饰和优化, 
期望得到更优良的 NDM-1抑制剂。 

基于含有巯基[25, 47]、硫代磷酸[48]、青霉烷[49]结构

的化合物对金属 β-内酰胺酶有广谱抑制活性, Gonzalez
等[11]根据金属 β-内酰胺酶识别底物的作用机制推测
含有双环结构的底物更容易结合到金属 β-内酰胺酶
上 , 从而设计出类似苄基青霉素  (benzylpenicillin) 
和亚胺培南 (imipenem) 的杂原子双环系列化合物, 
最终找到了 IC50值达 23 μmol·L−1的 bisthiazolidine A 
(图 4 化合物 11), 并且得到了 bisthiazolidine A 与
NDM-1 复合物的晶体结构 (PDB: 4U4L), 再次证明
了巯基在“捕捉”活性位点的锌离子的重要作用。

Saiz等[50]发现具有将 bisthiazolidine A杂原子双环结
构引入氰基而得到的衍生物也有对NDM-1抑制作用。 

Zhang 等[37]在探索广谱抗菌小分子研究中发现

一些含三唑 (thioazoles) 结构的化合物能抑制金属
β-内酰胺酶活性。据此他们设计并合成了 18 个双芳
基取代的唑基硫代乙酰胺 (diaryl-substituted azolyl-
thioacetamides) 小分子, 选取了 4个代表性的金属 β-
内酰胺酶亚型: CcrA (B1a)、NDM-1 (B1b)、ImiS (B2) 
和 L1 (B3) 来测定候选小分子的生物活性。结果得到
三唑化合物 12～14 (图 5)。对这 4 种金属 β-内酰胺     
酶都有广谱抗菌效果, 其中三唑化合物 14 (X=NH) 
抑制 NDM-1的效果最好。在杨科武课题组后续的研
究中, Liu 等[38]发现巯基乙酸硫酯 (2-thiopheneacetyl 
mercaptoacetic acid thioesters) 结构 15 (图 5) 对包括
NDM-1在内的金属 β-内酰胺酶 L1类有显著抑制作用。 

Christopeit 等 [51]结合了表面离子共振  (surface 
plasmon resonance, SPR) 技术和酶活测定, 利用正交
筛选法组建了配体库, 从中发现了具有抑制 NDM-1
活性的结构片段结构——含氰基的色酮 16 (图 5,     
化合物 16, X=CN)。利用电喷射离子化−质谱联用 
(electrospray ionization-mass spectrometry, ESI-MS) 
和单一的定点突变 (single site directed mutagenesis)
方法证实了将醛基代替氰基得到的化合物 (图 5, 化
合物 16, X=CO) 通过与活性位点的 Lys224 形成共    
价键而抑制 NDM-1活性[52]。这些发现为设计共价抑

制剂奠定了研究基础。 
5  检测 NDM-1抑制剂生物活性的方法 
5.1  生物学测定方法  在定量分析 β-内酰胺类抗生
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素的水解程度时可利用紫外吸收光谱法来衡量, 因
为 β-内酰胺环的水解即羰基氧原子与氮原子之间的
化学键的断裂导致结构的变化而引起吸光度的变    
化[53]。头孢硝噻吩 (nitrocefin) 在波长 380 nm 附近
呈现黄色, 被水解后在 500 nm 附近呈现红色, 利用
这一现象可以定性分析头孢硝噻吩是否被水解的情

况[54]。所以头孢硝噻吩是做定性定量分析最佳候选

者。为保护抗生素不被水解, 可将已有抗生素和候选
抑制剂与 NDM-1 共同培养, 测定已有抗生素的最低
抑制浓度 (MIC) 或者 IC50, 或者被水解的情况[55]。 

Liao 等[46]在测定两种构型的曲霉明 A 的活性 
(R,R,S-AMA; S,S,S-AMA) 时, 将同一浓度的头孢硝
噻吩加入到预培养的 NDM-1与不同浓度的曲霉明 A
样品中, 进而测定 IC50值。有趣的是 R,R,S-AMA 并
没有抑制活性, S,S,S-AMA 的抑制效果很高, IC50 为

8.1 μmol·L−1。Yang等[56]用磷原子代替 β-内酰胺环中
的羰基氧原子得到 β-phospholactam (图 4, 化合物 17), 
通过检测头孢硝噻吩在 485 nm的紫外吸收光度值定
量分析 β-phospholactam 对 IMP-1, CcrA 和 L1, Bla2
和NDM-1的抑制率。虽然 β-phospholactam对NDM-1
抑制效果并不是很好 (抑制率 53%), 并且很有可能
受培养时间影响, 但这可能为研发新型骨架的抗生
素起到了抛砖引玉的作用。这些检测方法的本质仍是

利用经典的抗菌生物学测定方法, 在定量衡量抑制
剂生物活性的时候选取最低抑制浓度 (MIC) 或者半
数致死率 (IC50)。然而, 经典的抗菌生物学测定方法
不仅操作繁琐, 检测周期较为严格并且都需要一定
的培养时间, 检测周期长, 同时容易受到外界的干扰。 
5.2  化学分析方法  鉴于经典的生物学抗菌测定方
法在实际操作过程中的影响因素颇多, 从而降低了
测定结果的可靠性, 很多科学家开发出了 1H NMR波
谱、质谱等化学分析法测定 NDM-1抑制剂生物活性。
通过测定抗生素被水解的情况或者抗生素小分子从

产NDM-1菌株中解离出来的情况, 间接反映NDM-1
抑制剂在联合用药过程中的活性。 

Ma 等[57]设计出一种 1H NMR 波谱分析法来监测
产 NDM-1的大肠杆菌水解美罗培南 (meropenem) 的
过程。当美罗培南被水解后, C4侧链和甲基的化学位
移因此发生变化, 进而能反映出底物被水解的情况。
利用这种监测方法, 确定了 L型卡托普利和螯合剂乙
二胺四乙酸 (EDTA) 对 NDM-1的抑制作用。通过该
监测方法预测出含有巯基的胺类是潜在的 NDM-1抑
制剂, 他们发现了化合物卡托普利骨架衍生物 (图 4, 
化合物 18)。Gonzalez等[11]正是利用的这种检测方法

证实了 Bisthiazolidine A 的生物活性。1H NMR 波谱     
分析法不仅可以运用到细菌细胞实验中, 也可以运用
到更广泛复杂的生物基质中例如真核细胞。在膜蛋白

的体外实验中, 经典的准备步骤 (例如表面活化、纯
化、折叠与重建) 经常会减弱膜蛋白的活性。而运用
1H NMR 波谱分析法则会保留原本的膜蛋白完整性, 
直接在样本的自然状态下测量数据, 且不需要其他
的实验操作。这种情况下得到的核磁共振数据与生理

环境下的生物学功能十分接近。1H NMR波谱分析法
也可以应用到基于靶标的细胞筛选法来发现 NDM-1
抑制剂中。与一般的表型全细胞筛选相比, 1H NMR
波谱分析法不需要靶标预解析, 只需通过对底物/酶
复合物直接的波谱分析即可检测目标酶的活性。 

Chen等[35]开发了基于质谱的分析方法鉴定 NDM-1
新配体, 并得到了含巯基的 NDM-1抑制剂 (图 4, 化
合物 19)。该法分直接法和间接法。所谓直接法就是
将孵化的蛋白和抑制剂底物的复合物, 直接进行纳
升电离 (nanoelectrospray ionization, nanoESI) 然后
进行质谱分析, 通过量化纯蛋白和结合底物蛋白的
比例, 计算出解离常数, 解离常数对应着底物对蛋白
的结合力和相互作用信息[58, 59]。所谓间接法, 是将蛋
白和抑制剂的复合物通过超滤而纯化出来, 然后做
液相色谱−质谱 (LC-MS) 分析。间接法建立在液质
联用监测底物从复合物中解离出来的情况, 从而评
估底物结合的特异性。通过超滤[60−62]、透析[63]、亲

和纯化、排阻色谱[64−66]等方法从蛋白−底物复合物中
分离出游离的底物。然而这两种方法各有利弊。直接

法运用化学计量学的核心想法在很多工作中都有研

究使用, 例如筛选可作为治疗剂的小分子、短肽和碳
水化合物[61, 67−69]。缺点在于检测底物和蛋白结合的条

件需要与后续质谱分析的条件相同, 例如缓冲溶液、
pH 值等。另外在纳升电离过程中复合物的气相解离
和非特异性结合都可造成假阴性或者假阳性结果。间

接法虽然不涉及化学计量学, 但其可以完全保留水
溶液中底物跟蛋白之间的相互作用[70, 71], 以高效且
高通量的方式筛选组合化学库和天然产物[60, 61]。然而

间接法在辨别假阴性 (短暂或者共价结合) 和假阳
性 (底物结合在非活性位点) 结果时就显不足[72]。 
6  结语 

在抗微生物化学治疗中最大的威胁就是由 NDM-1
引起了广谱抗生素的耐药性, 人类急需尽快研发出
有效的抗生素来对抗超级细菌。锌离子络合剂可以捕

获生物膜上的锌离子, 进而降解细菌生物膜, 达到杀
死细菌的目的, 成为了研发 NDM-1 的抑制剂重要的
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出发点[73, 74]。由于人类蛋白约三分之一都是含金属蛋

白, 因此, 在从锌离子络合剂角度出发研发 NDM-1
抑制剂时, 要考虑到抑制剂的选择性和非特异性, 以
及可能引起的生物学效应。除了从天然产物提取分离

等传统方法, 近年来迅速发展的计算机辅助药物虚
拟筛选方法更为 NDM-1 抑制剂的研发提供了有力    
的辅助, 大大提高了新药研发的效率[75]。当所得到的

NDM-1 晶体结构分辨率越高, 越有利于快速而准确
地分析配体分子与受体之间的相互作用, 进而更加
便于利用计算机辅助药物设计的方法快速高效地找

到潜在的新型抗生素[76]。科学技术的发展和检测手

段的升级势必为研发 NDM-1抑制剂起到助力作用。
同时, 先导化合物的发现到临床实验的转化等诸多
问题亟待解决。 
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