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p一内酰胺酶抑制剂抑酶动力学研究 
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【摘 要】目的：研究舒巴坦、克拉维酸和他唑巴坦3种抑制剂对临床上产酶菌株的抑制作用，来比较 3种抑制剂的抑酶方式和 

抑酶效果。方法：分光光度法研究 3种抑制剂对 8株产酶菌所产 B一内酰胺酶的抑酶效力，Dixon作图法求取抑制常数 Ki，并计 

算相关抑制动力学参数。结果：3种抑制剂对 8株细菌所产 一内酰胺酶均为竞争性抑制方式，3种抑制剂里舒巴坦抑制效果 

相对最弱，他唑巴坦最强。结论：3种抑制剂对不同产酶菌株所产 B一内酰胺酶抑制效果有较大差异。 
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【Abstract]Objective：To study the inhibitory activity of sulbactam，clavulanic acid and tazobactam on the clinical bacterium which 

produces B—lactamase．Compare the inhibitory ways and inhibitory effects of three inhibitors．Methods：Study of inhibitory activity of 

these three p-lactamase on the 8 bacteria producing p-lactamase by spectrophotometry．Inhibition constant(Ki)were obtained from 

dixon plot and the relevance kinetic parameters of inhibition were calculated．Result：All inhibition modality of 3 B-lactamase inhibitors 

are the competitive inhibition．Sulbactam is the weakest of the relative inhibitory effect of three inhibitors，and the strongest is tazobactam． 

Conclusion：There were differences between inhibitory effects of three enzyme inhibitors on different strains producing B—lactamase． 
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细菌产生 8一内酰胺酶是细菌产生获得性耐药的主要 

机制之一，为了有效控制耐药菌感染 ，除了发展耐酶抗生素 

以外，发展酶抑制剂也是一个主要方向。舒巴坦、克拉维酸和 

他唑巴坦是临床长期以来广泛使用的 8一内酰胺酶抑制剂， 

均为化学合成。它们通过抑制 B一内酰胺酶活性而达到保护 

B一内酰胺抗生素的目的。这 3种抑制剂均为不可逆竞争性 

抑制剂，它们在正常的水解反应过程中，不同程度地出现一 

些次级反应稳定酶一底物中间体，导致 B一内酰胺酶不可逆 

地抑制rI1。本文通过研究三种抑制剂的抑酶动力学，对临床合 

理使用抗生素及抑制剂提供实验依据。 

1 材料与方法 

1．1 菌株来源 

经 Nitrocefin鉴定的我院 2008年 1月至 2008年 12月 
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临床分离的产 8一内酰胺酶的大肠埃希菌和肺炎克雷伯菌 

中各 4株，分别为大肠埃希菌(Ec)617、618、521、546和肺炎 

克雷伯菌(Kp)377、453、456、479。所选菌株均用 Bio—Merieux 

公 司 VITEK—AMS系统 鉴定 。质控 菌株为大 肠埃希 菌 

ATCC25922和肺炎克雷伯菌 ATCCT0060。 

1．2 药品与试剂 

头孢噻吩(Cephalothin，CLT，Sigma公司)；舒 巴坦(Sul— 

bactam，Su1)、克拉维酸 (Clavulanic acid，CLA)及他 唑巴坦 

(Tazobactam，Taz)购 自中国药品生物制品检定所 ；所用药敏 

试验抗生素头孢噻吩、哌拉西林、头孢唑啉、头孢噻肟、头孢 

哌酮、头孢吡肟 、头孢呋辛、头孢他啶、亚胺培南均购 自中国 

药品生物制品鉴定所；nitrocefin(B一内酰胺酶特异性鉴定试 

剂，英国Glaxo公司)；PBS缓冲液(北京中杉)。 

1-3 仪器 

超声细胞破碎仪 (Soniprep 150型 ，13本 Sanyo公司)； 

UV一265型紫外分光光度计(日本Kyoto公司)；低温超速离 

心机(3K30型，Sigma公司)；SHA—C型水浴恒温振荡器(江 

苏金坛中大仪器厂)。 
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1_4 抗茵药物最低抑茵浓度(Minimal inhibitory concentration， 

MIC)测定 

采用琼脂稀释法检测 9种常见抗生素对 8株细菌的最 

低抑菌浓度，操作方法参照美国实验室标准化委员会(Clini— 

cal and laboratory standards institute，CLSI)的法规进行，结果解 

释标准参照 2007年 CLSI的临界值判定口。 

1．5 13一内酰胺酶的制备及鉴定 

B一内酰胺酶粗提液的制备采用超声细胞破碎法，nitro— 

cefin检测酶的活性 ，蛋白定量后 一20~E保存 ，具体方法参见 

文献 。 

1．6 抑制剂抑酶方式的比较H 

将舒巴坦、克拉维酸和他唑巴坦用 pH 7．0，0．05 mol／L的 

PBS缓冲液配制成 1 mol／L，分别与不同浓度的头孢噻吩在 

37qc，pH 7．0条件下平衡后 ，加入定量酶液 ，在 265 nm处测 

定酶反应的初速度 ，L—B作图法求出加抑制剂前后的米氏常 

数(Km)和最大反应速度(Vmax)，判断 3种抑制剂的抑酶方 

式。 

1．7 抑制常数 的求取 

以Dixon作图法求取抑制常数 K 。 

2 结 果 

2．1 药敏结果 

临床常用的 9种抗生素对 8株细菌药敏结果见表 1。由 

表可知，除 Ec617、Ec521、Kp479对头孢他啶敏感 ，Ec618对 

头孢他啶中介，Kp479、Kp453对头孢吡肟敏感，Ec617、Ec521、 

Kp377、Kp456对头孢吡肟表现为中介外 ，对 B一内酰胺类抗 

生素 8株细菌基本均表现为耐药，而所有菌株对碳氢霉烯类 

抗生素亚胺培南均敏感。 

2．2 3种抑制剂的抑酶作用 

3种抑制剂的抑制动力学参数见表 2、表 3、表 4。由表可 

知，3种抑制剂对 8株细菌所产 8一内酰胺酶均具有抑制活 

性，但是抑制常数 都比较大，说明抑制活性较弱，所有抑 

制剂的 K ／、， 均大于 K T／V一，说明 3段抑制剂对 p一内 

酰胺酶的亲和力大于酶对底物头孢噻吩的亲和力。而加入抑 

制剂前后酶水解底物的最大速度没有明显变化 ，即V ，V一 

均基本等于 1，符合竞争性抑制剂的动力学特点 ，说明 3段 

抑制剂均为竞争性抑制剂。 

3 讨 论 

产生 13一内酰胺酶是细菌对 13一内酰胺类抗生素耐药 

最重要和最常见的机制。碳青霉烯类抗生素是抗菌谱最广的 
一 类 B一内酰胺类抗生素，具有抗菌活性强、对革兰氏阴性 

菌有抗生素后效应，对多数 13一内酰胺酶稳定的特点。临床 

上 目前对抗产 13一内酰胺酶耐药菌感染主要使用碳氢霉烯 

类抗生素，本实验结果显示所选取 8株产 B一内酰胺酶菌株 

对碳氢霉烯类抗生素亚胺培南均高度敏感，说明碳氢霉烯类 

表 1 8株产 p一内酰胺酶菌株对9种抗生素的药敏结果(MIC。mg／L) 

K V～：为未加抑制剂时各酶水解头孢噻吩的米氏常数和最大反应速度(下同)；K 、V珥甲n ：为加入 1 mol／L抑制剂后各酶水解头孢噻吩的米 

氏常数和最大反应速度(下同)；K．：所加抑制剂对各酶的抑制常数(下同) 
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仍是治疗产 13一内酰胺酶细菌的最可靠的药物[51。要解决产 

13一内酰胺酶细菌耐药性的主要途径是开发 13一内酰胺酶 

抑制剂，目前已有 3种化学合成的 B一内酰胺酶抑制剂(舒 

巴坦 、他唑巴坦和克拉维酸)广泛应用于临床并曾取得良好 

效果。根据将酶抑制剂与抗生素联合使用的目的，组方后应 

能使产酶菌由对抗生素耐药转为敏感 。随着抗生素临床耐 

药菌种类的不断增多，抑制剂的研究与利用将为临床克服细 

菌耐药性发挥重要作用。 

本实验 3种抑制剂对 8株细菌所产 13一内酰胺酶均为 

竞争性抑制方式，3种抑制剂的抑制常数差异较大，这跟不 

同菌株所产 13一内酰胺酶的类型有关。整体上舒巴坦的抑制 

作用要弱于其它2种抑制剂，舒巴坦的抑酶谱与克拉维酸相 

似，活性稍差，但稳定性较克拉维酸强 。克拉维酸是强力、广 

谱且不可逆的 13一内酰胺酶抑制剂，可抑制广谱和超广谱 

酶。但不能抑制 I类酶[81。从实验结果可以看出他唑巴坦的抑 

制作用要强于其它两种抑制剂，因为其对 I～V类型产酶菌 

有良好的抑酶作用，尤对 I型酶的抑制作用远强于克拉维酸 

和舒巴坦。他唑巴坦钠具有毒性低、抑酶活性强、稳定性好等 

优点 ，是目前临床上使用的最有前途的一种 13一内酰胺酶抑 

制剂。他唑巴坦比克拉维酸稳定且不会产生诱导酶，它比舒 

巴坦抑酶作用强，但对 B类及大部分 C类酶抑制作用弱。本 

实验结果也与文献报道基本一致I9-lq。 
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