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一株产多种!!内酰胺类抗生素酰化酶菌株的筛选"
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摘 要：为了从大量的候选菌株中快速筛选头孢菌素酰化酶产生菌，设计并合成了一系列头

孢菌素酰化酶的底物类似物。这些酰胺类的底物类似物由二部分组成，一部分为与头孢菌素

相同或相似的侧链，另外一部分为发色基团或便于检测的基团。它们被酰化酶水解酰胺键以

后可以方便快速的检测，因此用于对大量菌株进行快速筛选。采用这些化合物筛选到 3株酰
化酶阳性菌株。其中菌株 EF%35%能够同时水解 GH7C4I4和多个底物类似物。进一步研究
表明，该菌至少产生 "种酰化酶，4J714K4酰化酶，青霉素 G酰化酶和头孢菌素 I酰化酶。
我们初步纯化了 4J714K4酰化酶和青霉素 G酰化酶，并对头孢菌素 I酰化酶的活力进行了
鉴定。这是首次报道的可以产生青霉素 G酰化酶和头孢菌素酰化酶等多种酰化酶的菌株，
具有良好的应用前景。
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头孢菌素酰化酶主要分为戊二酸单酰7C7氨基头孢烷酸酰化酶（GH7C4I4 4A0(/?+，G4）
和头孢菌素 I酰化酶（I+@M/(’?@’-9< I 4A0(/?+，INI 4A0(/?+，II4），分别催化戊二酸单酰7C7
氨基头孢烷酸（GH7C4I4）和 INI水解为 C7氨基头孢烷酸（C74I4），而 C74I4是生产头孢
菌素类抗生素的中间体，在医药工业中具有重要地位。GH7C4I4酰化酶已在工业上用于
催化 GH7C4I4水解产生 C74I4。但是目前应用的 GH7C4I4 酰化酶种类有限且活力都不
高，而 INI酰化酶的催化活力则更低，无法用于生产。因此，筛选新的高活力的头孢菌素
酰化酶就显得尤为重要［#，$］。

寻找新型头孢菌素酰化酶的困难在于头孢菌素酰化酶产生菌在自然界中很少见，且

此酶的表达量和活力均很低，另外在筛选技术上难以克服!D内酰胺酶的干扰。因此建
立快速，专一的筛选方法是关键所在［"，!］。

头孢菌素酰化酶底物专一性的研究表明，头孢菌素酰化酶主要识别底物的酰基侧链，

对含有头孢菌素侧链但是母核 C74I4被苯环、萘环（或者它们的衍生物）代替的化合物都
具有一定的活力，N9+--+ K’.O-+PP+和 Q)I) IM+< 分别用以氨基己二酰为侧链的生色物质和
戊二酸单酰萘胺进行头孢菌素酰化酶产生菌筛选，都获得了成功［5 R C］。我们根据头孢菌



素酰化酶主要识别底物的酰基侧链这一特点，设计并合成了一系列的筛选化合物，包括：

!"戊二酸单酰"#"硝基"$"氨基苯甲酸、!"己二酸单酰"#"硝基"$"氨基苯甲酸、!"戊二酸单酰"

!"萘氨、!"戊二酸单酰"色氨酸、!"戊二酸单酰"苯氨、!"戊二酸单酰"对"硝基苯氨和 !"己二
酸单酰"对"硝基苯氨。建立了采用这些类似物筛选头孢菌素酰化酶产生菌的系统，并进
行了大量的筛选，希望得到新型的头孢菌素酰化酶产生菌。

! 材料和方法

! "! 仪器和试剂
! "! "! 仪器：旋转蒸发装置，熔点仪，紫外检测仪，质谱仪 %&$’(’)，核磁共振仪 *+,-!-"
.//，红外分光光度计 012 345 678"9($。
! "! "# 试剂：:&:钠盐，; < ):)购自江苏海门制药厂；*=";):)由本实验室合成；苯乙
酰"#"硝基"$"氨基苯甲酸（!-&)0）购自 )>5?1@A；乙酰氯、戊二酸酐，己二酸、间甲苯胺等试剂
和溶剂均为国产。

! "# 菌株和培养基
! "# "! 菌株：B,9/’CD0:):E，B,9/’CDFF:)-8都带有来源于 &GHI52J2K4G GD9./ *=";):)
酰化酶（*=";):) )@L>4GH，:) ）的基因。B,9/’CDFF:)-8 产生的酶是分泌到胞外的"。
B,9/’CDM0.带有来源于 ! N "#$% M(9O 青霉素 * 酰化酶（&HK1@1>>1IJ * )@L>4GH，&*)）的基
因#。用于筛选的菌株均由本实验室分离和收藏，大部分待鉴定。

! "# "# 培养基：=0培养基，分别添加底物类似物，:&:钠盐，*=";):)，; < ):)，戊二酸，
己二酸或谷氨酰胺等作为诱导物。

! "$ 头孢菌素酰化酶底物类似物的合成
! "$ " ! !"戊二酸单酰"#"硝基"$"氨基苯甲酸（!"*>IP4?L>"!1P?2"$")J1K2 0HKQ21@ )@15，*="
!)0)）和 ! <己二酸单酰"#"硝基"$"氨基苯甲酸（!"451D2L>"K1P?2"$"4J1K2 RHKQ21@ 4@15 ，)M"
!)0)）的合成。
（9）#"硝基"$"氨基苯甲酸（#"!1P?2"$"4J1K2 RHKQ21@ 4@15，!)0)）：间硝基甲苯用盐酸和
锡还原，水蒸气蒸馏出间甲苯胺，间甲苯胺在 /S T (S浓硫酸中用混酸（硝酸和硫酸）硝
化，热水重结晶纯化硝化产物中的 #"硝基"$"氨基甲苯。#"硝基"$"氨基甲苯的氨基经乙酰
化保护后，在 ’$S T ’(S水浴中，在硫酸镁存在的条件下用高锰酸钾氧化，氧化产物 #"硝
基"$"乙酰氨基苯甲酸经酸水解去除乙酰基，得 #"硝基"$"氨基苯甲酸。
硝化产物 #"硝基"$"氨基甲苯：9%!,3（O//,，:M:>.）：$# N O（G ，.%），$O N U$（5，9%），

$O N$（J，9%），$( N/$（5，9%）。
（#）!"戊二酸单酰"#"硝基"$"氨基苯甲酸（*="!)0)）：#"硝基"$"氨基苯甲酸 ## N $V溶于

##$J= /N$J2>C=的碳酸氢钠，置于 9///J=的烧杯中，称取戊二酸酐 9$V溶于 ;$J=丙酮，
置于分液漏斗中，室温滴加入烧杯中并加以搅拌，./J1K滴加完毕，反应过程中控制 D%为
$ N/ T ’ N/。反应完毕后减压抽去丙酮。浓缩液以稀盐酸调 D%到 . N$，以沉淀出 !"戊二酸
单酰"#"硝基"$"氨基苯甲酸，抽滤，以 D%ON/的水溶液洗涤。用水和乙醇结晶，置干燥器中
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减压干燥。

（!）"#己二酸单酰#$#硝基#%#氨基苯甲酸：将 $#硝基#%#氨基苯甲酸溶于 &，’#二氧六环
中，水浴冷却，边搅拌边缓慢滴加己二酰二氯，滴加完毕后继续搅拌 &(，加入 $ ) !倍体积
的水以析出酰胺产物 "#己二酸单酰#$#硝基#%#氨基苯甲酸，抽滤，以 *+ ,- . 的水溶液洗
涤。用水和乙醇结晶。置干燥器中减压干燥。

! "# "$ "#戊二酸单酰#（萘氨（"#/0123450#（#"3*(2(5036789，/:#"3*），"#戊二酸单酰#苯氨（"#
/0123450#;870789，/:#;870789），"#戊二酸单酰#对#硝基苯氨（"#/0123450#!#"724<#;878789，/:#
";）和 "#己二酸单酰#对#硝基苯氨（"#;=7*<50#!#"724<#;878789，;>#";）合成均通过戊二酸
酐或己二酰二氯酰化相应的氨基化合物获得，方法同 & -! -&。
! " % &’()*+*酰化酶和青霉素 &酰化酶的催化反应
将所合成的化合物溶解于 .?& 6<0@: *+ A?%的磷酸盐缓冲液，分别加入 /:#A;B;酰

化酶和青霉素 /酰化酶，在 !AC反应，产物若为 ";D;或 ";，可直接观察黄色产物的出
现，其他化合物的水解则用对#二甲氨基苯甲醛（*>;D）比色法检测。
! ", 酰化酶产生菌的筛选
用两种方法对候选菌株进行筛选。方法 E：将所合成的化合物溶解于 . -&6<0@: *+ A-%

的磷酸盐缓冲液并加到透明的 F,孔板中，将平板上的菌落用牙签挑到 F,孔板中，!AC反
应，若水解后产物为 ";D;或 ";，可直接观察黄色产物的出现，其他化合物的水解则用
*>;D比色法检测。方法 EE：将候选菌株点种到含有不同底物类似物的 :D平板上（底物类
似物浓度均为 $6G@6:），于 !!C培养 $ ) ! =或更长时间，直接观察菌落周围的颜色变化。
在含 /:#";D;，;>#";D;，/:#";，;>#"; 的平板上，如果有酰化酶产生菌水解这些物质，
菌落周围会有黄色出现。在含 /:#"3* 的平板上，如果有酰化酶产生菌水解 /:#"3*，菌落
周围会出现透明圈。

在筛选过程中，除了采用我们自己合成的头孢菌素类似物，还增加了青霉素 /酰化
酶的底物类似物 "EH;D作为筛选物。在含 "EH;D的平板上，如果有酰化酶产生菌水解
"EH;D，菌落周围会有黄色出现。
! " - 底物类似物酰化酶，青霉素 &酰化酶和头孢菌素酰化酶酶活测定
底物类似物酰化酶和头孢菌素酰化酶的酶活测定均在 .?&6<0@: *+A-%磷酸盐缓冲液

中，!AC的条件下进行。酰化酶对生色的底物类似物活力测定在 !,%86处直接测定水解
产物的量，对 /:#"3*和 /0123450#;870789的活力测定采用对#二甲氨基苯甲醛（*>;D）比色
法。每个活力单位定义为在上述条件下每分钟产生 &!6<0@:的产物所需的酶量。青霉素
/酰化酶酶活测定采用对#二甲氨基苯甲醛（*>;D）比色法，每个活力单位定义为上述条
件下每分钟产生 &!6<0@:的 ,#;H;所需的酶量。头孢菌素酰化酶酶活鉴定分别采用对#二
甲氨基苯甲醛（*>;D）比色法和 +H:B法"，每个活力单位定义为上述条件下每分钟产生
&!6<0@:的 A#;B;所需的酶量。
! ") 酰化酶的初步纯化
将酰化酶阳性菌株接种到 :D培养基中，在产酶高峰时，收取菌体，破碎细胞，用 I.J
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硫酸铵沉淀无细胞提取液中的蛋白。将蛋白溶解后，上 !"#$%&’(#)"*+,-#和 .’(#)"*+,-#，用
/0’1232，3!3，底物类似物和 45!26测定所有分步收集的洗脱液中的酰化酶活力。蛋白
质纯化和分析操作参见参考文献［7］。

! 结果和讨论

! "# 头孢菌素酰化酶底物类似物的设计与合成
我们分别选择苯胺，硝基氨基苯甲酸，硝基苯胺和萘胺作为筛选化合物的核，戊二酸

单酰胺和己二酸单酰胺为其侧链。苯环，萘环与头孢菌素母核 1’232有一定的相似性，
在空间位阻上，苯环比 1’232小，萘环比 1’232大。戊二酸单酰胺和己二酸单酰胺是头
孢菌素酰化酶主要识别部位，己二酸单酰胺更接近头孢菌素 3的侧链氨基己二酸的结
构。

图 # !$内酰胺抗生素酰化酶的催化反
应和底物及其类似物的化学结构

89:;< (=#>?" ,@ #$A%B*>9? +#*?>9,$ *$C >"#

->+D?>D+#- ,@ -DE->+*>#- *$*&,:-

F’硝基’G’氨基苯甲酸和对’硝基苯胺为发
色物质，固态和溶液均呈明亮的黄色，在水溶液

中形成肉眼可辨的黄色的最低浓度为 HI<B:J0。
用紫外’可见光分光光度计进行波长扫描，发现
它们在 KLG$B有较强的特征吸收。一旦它们的
氨基被酰化，则颜色消失，且特征吸收转移到

F7H$B处。对’硝基苯胺的显色效果与 F’硝基’
G’氨基苯甲酸相当，但是水溶性不如 F’硝基’G’
氨基苯甲酸。

酰化苯胺对菌体的生长影响不大，其水解

产物之一苯胺对菌体生长有毒害作用。在含有

戊二酸单酰苯胺的培养基上，酰化酶产生菌水

解戊二酸单酰苯胺产生苯胺，会导致自身死亡，

不产生酰化酶的菌株则能够正常生长，因此戊

二酸单酰苯胺可以用于酰化酶产生菌的负筛

选。溶液中的苯胺也可以用对二甲氨基苯甲醛

比色测定含量。

酰化的!’萘胺溶解度很小，萘胺溶解度比
酰基化的萘胺要大。当酰基化的萘胺混在培养

基中时，培养基是不透明的，当酰基化萘胺被细菌的酰化酶水解后，在该菌相应的位置上

会有透明圈出现。溶液中的萘胺也可以用对二甲氨基苯甲醛比色测定含量。

所有这些化合物都不含!M内酰胺环，可以避免!M内酰胺酶的干扰。由于它们的酰
胺键被酰化酶水解以后的产物可以方便快速的检测，因此可以对大量菌株进行快速筛选

（图 <）。
! "! %&’()*)酰化酶和青霉素 %酰化酶对所合成的化合物的水解
用来源于 !"#$%&’&()" -)<KH的 /0’1232酰化酶和来源于 * ; +&,- N7<L的青霉素 /酰

化酶对它们的底物和合成的底物类似物逐一进行了水解实验（表 <）。研究表明青霉素 /
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酰化酶只能对 !"#苯胺有微弱的水解活力，对其他的底物都不能水解，而 !"#$%&%酰化酶
对所有的化合物都能水解，但是对己二酸单酰化合物的活力比对戊二酸单酰化合物的活

力低。说明这些化合物都可以用于头孢菌素酰化酶的筛选。

表 ! !"#$%&’&()" "#$!%& ’()*+,+酰化酶和 * $ +&,- 对
-.!/青霉素 ’酰化酶对合成的头孢菌素类似物的水解

’()*+ , -./01*.234 (4235323+6 17 !"#$%&’&()" 68,9: !"#$%&% (4.*(6+ (;/

* < +&,- =>,? 8+;343**3; ! (4.*(6+ 1; 6@)620(2+6 (;/ 2A+ 6@)620(2+

(;(*1B6 6.;2A+63C+/

!" D $%&% (4.*(6+ E+;343**3; ! (4.*(6+

!"#F%G% H H H D

%=#F%G% H D

!"#F(8 H D

!"#%;3*3;+ H H H H

!"#F% H H H D

%=#F% H D

0 $% 酰化酶产生菌的筛选
用含有多种底物及其类似

物的培养基，对本实验室收藏和

分离的近千株未鉴定的菌株进

行筛选，得到了 ?株对这些混合
物有一定水解作用的菌株，分别

命 名 为 I-::,J， I-:,JK，
I-:,J9， I-:L:K， I-:?J>，
I-:?L:。它们对各底物及其类
似物的水解情况见表 K。

表 0 底物类似物酰化酶阳性菌株对不同底物类似物的水解
’()*+ K -./01*.234 (4235323+6 17 (4.*(6+#8163235+#620(3;6 1; 6@)620(2+6

I-::,J I-:,JK I-:,J9 I-:L:K I-:?J> I-:?L:

!"#F%G% H H H H H H H H H

%=#F%G% H H H H H H H H H H H H

!"#F(8 D D D D D H H

!"#%;3*3;+ H H H H H H H H H H H H H H

!"#F% H H H H H H H H H

%=#F% H H H H H H H H H H

FME%G D D D D D H H

E! D D D D D H

!"#$%&% — D D D D H

&E& — D D D D D

其中菌株 I-:?L:最值得注意。在含有 !"#F%G%，%=#F%G%，!"#F%，%=#F%和 FME%G
的平板上，I-:?L:均能够水解这些底物类似物，产生黄色圈。在含 !"#F(8的平板上它水
解 !"#F(8产生透明圈。酶活测定也表明它可以水解多种底物，不仅能够水解含有苯环和
萘环的戊二酸单酰胺和己二酸单酰胺化合物，而且还能够水解 FME%G，!"#$%&%和青霉素
!。由于 FME%G的侧链苯乙酰胺和其它化合物的侧链戊二酸单酰胺或己二酸单酰胺的结
构特征完全不同，因此该菌的底物谱十分广泛。有两种可能，一种是该菌产生多种酰化酶

活，每一种分别水解一种或几种底物。另一种可能是该菌产生一种酰化酶，该酰化酶有着

十分广泛的底物谱。为此我们对该菌的产酶特性作进一步的研究。
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! "# 菌株 $%&’(&的酰化酶的组成分析和分离酶纯化
收取 !"#培养 $"%的 &’()*(菌体，破细胞提取蛋白，用 +%,-./01,2%3456,和 701,2%30

456,柱层析将蛋白分段。发现在 +%,-./01,2%3456,层析时，最开始可以去除蛋白溶液中大
量红色色素和大部分!0内酰胺酶，故去除了对头孢菌素酰化酶活力测定的干扰。分别用
890:;<;，<+<，;=0>;?;和 >@+;?为底物，测定所有从 +%,-./01,2%3456,或 701,2%3456,上
分步收集的洗脱液的酰化酶活力，在不同收集液中检测到了针对这 $种底物的酰化酶活
力。+%,-./01,2%3456 层析时，890:;<;酰化酶活力、<+<酰化酶活力和青霉素 8酰化酶活
力存在于 ( A B C5/D9硫酸铵洗脱液里，水解 ;=0>;?;的酰化酶的活力存在于 (E(* C5/D9
硫酸铵的洗脱液里。701,2%3456,层析时，青霉素 8酰化酶活力存在于 (E(" C5/D9 >3</ 的
洗脱液里，;=0>;?;酰化酶活力存在于 ( A F*C5/D9 >3</ 的洗脱液里，890:;<; 酰化酶活
力和 <+<酰化酶活力存在于 (E!*C5/D9 >3</ 的洗脱液里。;=0>;?;酰化酶活力为 FFGD
9，青霉素 8酰化酶活力为 H(GD9，890:;<;酰化酶活力为 *GD9。这说明 &’()*(菌株至少
能够产生 B种不同的酰化酶：青霉素 8酰化酶、头孢菌素酰化酶和 ;=0>;?;酰化酶。
通过硫酸铵分级沉淀，+%,-./01,2%3456,，701,2%3456,和 1I2,4J,K:*柱层析，初步纯化了

&’()*(菌株所产生的青霉素 8酰化酶和 ;=0>;?;酰化酶。从 1=1凝胶电泳图上看，青
霉素 8酰化酶是由两个亚基组成，大亚基约 )!L=，小亚基约 !*L=。;=0>;?;酰化酶为单
亚基酶，分子量约为 *$L=（图 !）。

图 ! )*+,)-)酰化酶和青霉素 .
酰化酶的 /*/凝胶电泳

MNOA! 1=10+;8P 245QN/,6 5Q 2I4NQN,J ;=0>;?;

3R./36, 3-J 2,-NRN//N- 8 3R./36,

;A F，1S3-J34J 245S,N- C5/,RI/34 T,NO%S；!，2I4NQN,J ;=0

>;?; 3R./36,A

?AF，1S3-J34J 245S,N- C5/,RI/34 T,NO%S；!，2I4NQN,J +8;A

由于 &’()*( 中的头孢菌素酰化酶表达
量很低（约 *GD9），未能够纯化该酶。将用
2=;?法测定的只具有头孢菌素酰化酶活力
的 701,2%3456,层析馏份与 890:;<; 反应，用
’+9<对其产物进行了鉴定。由于头孢菌素
<酰化酶能够一步水解头孢菌素 < 产生
:;<;，在工业上更为重要，因此我们也对
&’()*(中的 890:;<;酰化酶是否具有头孢
菌素 <酰化酶活力进行了测定。结果表明菌
株 &’()*(确实能水解 890:;<;和 <+<产生
:;<;（图 B）。因此，&’()*(至少能产生一种
具有水解 <+<和 890:;<;的头孢菌素酰化
酶。

! "( 酰化酶产生菌 $%&’(&的 0种酰化酶的
底物谱

用初步纯化的 &’()*(的 B种酰化酶水解不同的底物，测定了它们各自的底物谱。从
表 B中可以看出，&’()*(中的 ;=0>;?;酰化酶虽然也具有一定的水解头孢菌素 <的活
力，但活力很低，因此它可能是一种新型酰化酶。而所发现的头孢菌素酰化酶可以水解

890:;<;和头孢菌素 <。出乎意料的是，利用 >@+;?进行筛选，在这株菌中还发现了青霉
素 8酰化酶。

$" 微 生 物 学 报 $B 卷



图 ! 菌株 "#$%&$头孢菌素酰化酶活力鉴定的 #’()图谱
!"#$% &’()(*+,)"-(+"./ .0 *,1’(2.31.)"/ (*42(3, (*+"5"+4 .0 3+)("/ 6789:8 ;4 7<=&

8$:>#?>= @2ABC&C .) &,1’(2.31.)"/ & D(3 "/*E;(+,F D"+’ 1()+"(224 1E)"0",F *,1’(2.31.)"/ (*42(3, (+ %BG 0.) %8 >"/$ :8!=

),(*+"./ >"H+E), D(3 D"+’F),D (/F (112",F +. 7<=& *’).>(+.#)(1’4$ I,+,/+"./ +">, .0 1,(J3：BAC&C，K$ 9B；@2ABC&C，

BL:%；&<&，%$MN；C：&’).>(+.#)(> .0 ),(*+"./ >"H+E), .0 @=ABC&C (/F 1()+"(224 1E)"0",F &&C；O：&’).>(+.#)(> .0 ),(*+"./

>"H+E), .0 &<& (/F 1()+"(224 1E)"0",F &&C$

表 ! 菌株 "#$%&$产生的 !种酰化酶的底物谱

P(;2, % QE;3+)(+, 1).0"2,3 .0 +’),, (*42(3,3 F,)"5,F 0).> 3+)("/ 6789:8

@=ABC&C &<& RS<CO CTARCOC @=AC/"2 @=AR(1 CTARC <@

<,/"*"22"/ @ (*42(3, U U V V U V U U V V

CTARCOC (*42(3, V V U V V V V V V V V V V V —

CTARCOC (*42(3, V V V U — V V V — — —

在一株菌中同时产生多种"U内酰胺类抗生素酰化酶的现象不多见，对于这些酶的
分别研究和开发，将具有十分重要的意义。目前，6789:8中的 CTARCOC酰化酶和青霉素
@酰化酶的基因已经克隆和测序（待发表），有关头孢菌素酰化酶的研究还在继续之中。
致谢 对茅翔博士在有机合成实验中给予的帮助表示感谢。
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