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金属 I3一内酰胺酶(IMP一1)的表达，纯化和鉴定 

丁世 家 ，邱宗荫 ，山15'佳宏 ，后滕正文 

(1．重厌 科大学医学检验系，重庆 400016；2熊l今大学约学系) 

【摘 要】目的：建 金属口 内酰胺酶IMP l的表达，纯化和鉴定方法，并探讨实验条件对分离纯化的影响。方法：pET9a／d 

[MP l质粒转化至 E．eoli('ompctcnt BL2l(DE3)Cell并在 U3培养基中表达后，通过 SP~pharcxse离 子交换柱，得到粗提 

物，浓缩后用 ~phadex( 一75凝胶柱进 一步纯化，得到 IMP l的精提物，对纯化产物用 SDS—PAGE和 MALDI rr()F MS 

进行鉴定，同时用 Nitrocefin作底物 ，测定纯化的金属 口一内酰胺酶 IMP —l的活性。结果：纯化的 IMP l具有较高的活性， 

能水解人多数抗生素。其米氏常数 K =9．28／,mol／L；用 MALDI—TOF—MS法测得的分子量为 M =25ll1．9。结论 ：本文建 

立了金属 t3一内酰胺酶 IMP —l的表达、纯化 、鉴定方法，该法可用于其它的金属 口 内酰胺酶的表达和纯化。 
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The expression，purification and characterization of 

metall0—13一lactamases(IMP一1) 

DING ShOia，et al 

(Faculty Laboratory Medicine，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To establish the method for the expression，purification and characterization of metallo一口一lactamases(IMP  

1)and to explore the influence of experimental conditions on its．separation and purification．Meth~Ms：pETga／d IMI 1 plasmid 

was transformed into E．coli competent BL2 1(DE3)cell and inoculated in LB medium．The supematant were applied to SP Sepharose 

Fast Flow column，following by S／ephadex( 一75 column，and the purified enzymes were identified by SDS PAGE and MALDI 

T0F MS and their activity was determined using Nitrocefin aS substrate．Results：The purified enzym e showcd high catalytic activity 

in the hydrolysis of nl(xst antibiotics．Its Michaelis constant Km=9．28／,mol／L，and molecular weight Mr equalled 25111．9(determined 

by MAI I)I I'OF MS)．( Ⅲ(1usion： l'hc method was established for the expression，purification and characterization of metallo一口 

lactama~ (IMP  1)，which can be applicable tO other metallo一口一lactanlase．s 

【Key words】Metallo 口 lactamases；IMP —i；Matrix assisted laser Desorption Ionization Time of Flight Mass Spectrometry 

(MALDI—T()F—MS) 

B一内酰胺类化合物能抑制细菌细胞壁的构建， 

而被广泛地用作感染性疾病治疗首选药物，但随着 

该类抗牛素大量使用，临床上产牛了耐药菌株，其主 

要原因之一就是细菌中 B一内酰胺酶的存在。Bush 

将该酶分为四类 ：A、B、C和 D_1一。A、C、D类 B一内 

酰胺酶活性部位有一个丝氨酸残基，因而被称为丝 

氨酸一内酰胺酶，B类 B一内酰胺酶是一组活性部位 

为金属离子且必须依赖 少数金属离子 (主要 为 

Zn2 )的存在而发挥催化活性的酶类，所以被称为 
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金属 B一内酰胺酶(MBI．S)。口前超过 l5种金属 B 
一

内酰胺酶的氨基酸序列已经测定，按其结构和水 

解底物的特异性，可将其分为B 、B2、 亚类_2 J。金 

属 B一内酰胺酶水解大多数 口 内酰胺类抗生素，包 

括不被丝氨酸 B 内酰胺酶降水解的碳青霉烯类抗 

生素，同时 MBLS不能被常见的 B一内酰胺酶抑制 

剂(如克拉维酸)所抑制。IMP一1是目前所有金属 

B一内酰胺酶研究中的热点， 卜世纪90年代以来， 

口本首次发现粘质沙雷菌 TN9106的 IMP一1基因 

后，又相继发现其他粘质沙雷菌，铜绿假单胞菌，肺 

炎克雷伯菌，枸橼酸弗劳地菌，洋葱伯克霍德尔菌， 

施化假单胞菌和木糖氧化产碱菌携带与 IMP一1相 
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似的等位基因[3-5]。近年在欧洲、新加坡、韩国、中 

国也发现了带 IMP基因的革兰氏阴性杆菌 ， ，它 

们位于质粒上，耐药性呈水平传递。本文在国内首 

次建立金属 8一内酰胺酶 IMP一1的纯化方法，并用 

MALDI—TOF—MS法测定金属 J3一内酰胺酶分子 

量，同时也研究了纯化的 IMP一1的酶学特征。 

1 材料和方法 

1．1 药品和试剂 

Zn(NO3)2·6H20，Tris—HCI缓 冲溶 液，三 氟 乙酸 

(TFA)，乙腈，磷酸盐缓冲溶液购自美国 SIGMA公司；头孢 

硝噻吩(nitrccefin)购自英国 GLAXO公司；本实验所用其它 

抗生素均来自日本制药公司。异丙基硫代 一8 D一半乳糖 

苷(I r( )溶液：称取 2g IPTG(MW238．3)加入蒸馏水 8ml 

溶解后，定 溶于 lOml，超滤 除菌置 20℃ 保存。Luria— 

Bertani(LB)液体培养基和固体培养基按常规配制。 

1．2 pET9a／d—IMP一1质粒(日本国立感染研究所) 

1．3 IM 一1的制备 

将 pET9a／d—IMP一1质粒通过热冲击转化至 E·coli 

Competent BL21(DE3)( ll中，涂布于含 30mg／ml氨苄西林 

的 LB固体培养基中，3712过夜培养，挑选单一-一菌落，将菌落 

用不锈钢环接种于含 50mg／ml氨苄西林的的 5ml LB液体 

培养基 中，37℃ 150r／rain振摇，培养 4h；取上述培养菌体 

5ml转种 于含 50mg／ml氨苄西林 的 15ml液体培养基中， 

37℃ 150r／rain振摇，培养 5h后取 15ml培养菌体，转种于含 

有 50rag／m|氨苄西林的 lOl液体培养基中，37℃150r／rain振 

摇培养 8h，当菌体生长至在波长 600nm处吸光度值 A600= 

0．4～0．6时，力口人 1tool／L IPTG 500~1，37℃时 150r／min振 

摇继续培养 4h；将上述培养液 r 4℃ 时以 6000×g离心 

15rain、去除上清液加入 50ml 50mmol／L pH7．0磷酸盐缓冲 

溶液 ，用玻璃棒充分搅拌 ，在冰浴中超声裂解，其程序如下： 

5s超声裂解，静置 55s，重复 55次后 、将超声后溶液放人 

Beckman离心试管中 412下，150，40000×g离心 75rain。取 

离心后的溶液放入 SP Sephar~se Fast flow column( 6mm× 

10cm，安法玛西亚公 司)中进行离子交换分离，在低温下 

(5℃)，用pH7．0内含2~mol／LZn(NO3)2的 50mmol／L磷酸 

钠缓冲溶液和氯化钠(浓度线性变化从 0到 0．5mol／L，6h) 

溶液淋洗，洗脱样品用玻璃试管自动收集，洗脱液的流速为 

60ml／h．每支试管体积为5ml。 

经对收集的试管进行吸光度测量及同底物头孢硝噻吩 

相互作用颜色改变 ，确认含有 IMP一1的几支试管 ，混合这 

几支试管溶液，低温下 (512)加 到 Sephadex G一75柱中， 

(~50mm×80cm，安法玛西亚公司)，用 pH7，4内含 2pmol／L 

Zn(NO3)2和 0，3mol／L NaCI的 50mmol／L Tris—HCI缓 冲 

液，淋洗洗脱样品，经馏份收集器，用玻璃管收集不同时间， 

经凝胶柱后所得到的样品，每管 5ml，流速为 40ml／h。对收 

集样品进行吸光度测量及 SDS PAGE电泳，确认含有 IMP 

一 1的试管，混合这几支试管的溶液，经超滤后即可得到较 

高纯度的金属 B 内酰胺酶 IMP一1。 

1．4 IMP 1的活性 测定 

头孢硝噻吩作底物 ，用岛津 uV_一22()(】分光光度计在 

50mmol／L Tris—HCl，0．5tool／L NaCI(pH=7．4)中，30℃时 

通过测定波长为 491rim时、吸光度改变得到 A t曲线来计 

称 IMP—l活性，△￡49l =20000M ．cm ，摩尔活性常数 

● 通过下面公式进行计算。 

I<(虹=V。 ／[E]T 

niI：起始反应速度 

[Ej．r：金属 内酰胺总浓度 

1．5 IM[P—l的 MALDI～TOF—MS分析 

在进行 MALDI—TOF—Ms分析之前，先必须对蛋白质 

脱盐，其过程如下：先用 0．1％ TFA／50％ 乙腈溶液通过加 

样枪淋洗 Zip Tip Cl8(Millipore)50次，后用 0．1％ TFA／ 

10％ 乙腈平衡 Zip Tip Cl8(5O次)，将平衡后的 Zip Tip C18 

抽吸样品溶液 100次之后，用 0．1t}6 TFA洗脱样品中的盐 

类化合物，最后用 l0 l 0．1％ TFA／10％ 乙腈将蛋 白质从 

ZipTip Cl8固定相中洗下来 (50次)，用于质谱 分析。用 

Bruker Ref lex1。。。．MALDI TOF MS进行质谱分析，所用基 

质为3．5一二甲氧基 一4 羟基肉桂酸，激发光波长为：N，激 

光 337nm。 

2 结 果 

2．1 细菌裂解物经 SP—Sepharose离子交换柱后 

的 IMP一1粗提物的鉴定 

细菌超声裂解液经低温高速离心，上层液体经 

SP—Sepharose离子交换柱后，通过馏份收集器，得 

到不同时间柱后所收集的样品，将玻璃试管编号从 

1到 100，每支试管收集 5ml，可以用下面二种方法 

鉴定每支试管中 IMP一1的含量，其一是向每支试 

管中加入 10 l 3．1mmol／L的头孢硝噻吩溶液 ，观察 

颜色变化，颜色越深，表明该试管所含 IMNP一1越 

多；其二是测定每支试管在波长为 280rim和 400nm 

的吸光度。 

从研究结果可以看出，从编号40开始，到 54号 

试管，其吸光度有一峰值 ，所以混合 40号到54号管 

的粗提液经浓缩后进一步纯化。 

2．2 粗提物经 Sephadex G 75凝胶柱后 IMP一1 

的鉴 定 

粗提物经 Sephadex G一75凝胶柱后，得到不同 
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图 l 经 Al：,hadux( 75柱 ，吸光度对馏 份关 系曲线，纵坐 

标：2N)ll1 1处吸光度．横坐标：不同编号的馏份 

¨ 21 31 32 拍 35 ∞ 3r 

图 2 经 pha~ ( 75柱后，不同时间收集的馏份的 srJs 

】， ，I 图 ：从 左到 右，对 应 的试 管编号 为 M rk r、 

29、3I、32、33、34、35、36、37号 

曰  
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图 3 l0 J 对 Nil -『1̈关 系曲线 ，纵坐标 J 横 坐标 ：底 物 

Niu'{ 。 浓度 

圈4 10 纯化的 [MP I样品经 z1p1ip cl8处理后的 

M L̂DI I )F MS圈 

时fHj收集到的馏份(将试管编号从 l到 12(]，每支试 

管收集 5ml 测定符个船份 ：波氏28Ohm，400rim 

的吸光度，得到A280—400肘馏份的关系 (罔 1) 

从图 可以胥到，经凝胶柱后，蛋白质得到很好的纯 

化．IMP I主要集巾在编号为29到 4{)号的试管 
l 

为了进 步确证各个婀份 I I IMP I的含量和 

纯度，埘馏份进行 】s I，A( F宴验(图21．． 

从图叶]可以看到，编号32到 号诚管，IMP一 

1的含最最高，同时几 乎没有杂骷．IMI 一1同其它 

蛋白质得到了很好的分离．混合 32到 35 试管的 

溶穰．经浓缩后BII得到所需 iMI— l纯品．． 

2 3 IMP 【活性的测定 

川 J 述方法得到的 IMP 1精提物，按前述方 

法．洲定同 同浓度的底物头孢硝噻吩相 J作用的 

／、 T曲线． 曲线 七计算 压墟{刀速度及 K． 即可 

借到 K 、 ～(’ nl抖1线，(1冬1 3) 

按 Michaeli．~疗辊划 J 述III『线进行川9 I．可得到 

K．．．-=9 28tm~ol／l 这。j史献报道是一致的l 

2 4 IMP l的分子量的测 定 

取 1 J纯化l’i9 IMP l溶液 用Ijjf述方法测定 

质 图(『骞1 4) 

从质 刮1．̈ 以肴制．j￡分 r-量为fM+H]。= 

25̈ 2 9 0 l殳献 I‘分j：1=i符 ，1．1n4从黹 II』确I．杂质 

峰较少．_J 小．龇uJj所褂到f 【MI l纯度较高 

3 讨 论 

近年宋 内外均仃 幅 口 iq随胺酶的报 

道，研究站 显示：IMt— I越 能通过质粒水平传 

播 ． 由J：IMI’一l具有比丝越酸口一(下特第529 ) 

【J【J可 上《●一Jl一 上 
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(上接第521页)内酰胺更广泛的底物，这预示着今后 

几年会属 l3 内酰胺酶对临床 【 抗 素的广泛使 

用，有更大的抑制作川 一， 此，缱 IMP一1表达， 

纯化，鉴定力‘法，刈‘于研究酶的功能，及其与抗生素 

之间相 作川机理， 找蜓仃效的抑制剂，具有十分 

重要的卵论和实际意义。 

研究结果显示，为 r提高 IMP 1的产率及保 

持酶的活 ，在液体培养 和柞层析中，均应加入 

zn(N )2溶液。对杜层析时小 缓冲溶液对分离 

效果的影响研究表明，磷酸盐缓冲溶液和 Tris 

HCI缓冲溶液对分离效果影响不明显，但是 pH对 

分离影响大。 一般来讲，pH应控制 7．0左右。我 

们也探讨_r纯化的 IMP一1 其它抗生素相互作用 

的活性，研究结果表明，纯化的 IMP 1具有较高的 

活性，能水解大多数常见抗生素，如 霉素钠盐、头 

孢呋辛、头孢哌酮、头孢吡肟、头他他啶、亚胺培南 

西、氨曲南、拉氧头孢、他『唑巴坦、头孢噻肟。 

用 MAI DI—TOF MS测定 IMP 1分子量比 

SDS—PAGE准确度要高， 时从质活图中可判断 

所纯化的金属 l3 内酰胺酶的纯度。但是在进行质 

谱分析巾，样品的顶处理及基质的选择十分重要，本 

文采用 Zip Tip Cl8即固卡H萃取的方法去掉样品中的 

盐类化合物，效果十分理想。 

本文建 的 IMP—l纯化力‘法也可用于其它的 

金属 l3一内酰胺酶的表达及纯化。如：GOB，IMP一 

2，IMP—l的突变体等。 
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