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摘 要 对七株临床分离之金黄色葡萄球菌 8 2 05 2
、

8 2 06 2
、

8 2 1 4 3
、
8 5 0 5 3

、
9 0 0 0 2

、

9 0 0 1 2 和 S
一
7 5

的胞外青霉素酶进行了纯化
,

测定其分子量及等电点
,

发现在七种不同的酶中表现出很高的均一

性
.

根据相对水解活性及酶动力学特性研究 (包括米氏常数 K
。 、

转换数心
,

和相对水解率 R E H )
,

与

R se hm o n d ^
一
D 型酶相比较

,

得出酶的初步分型
。

其中 8 2 05 2
、
8 2 06 2

、
8 5 05 3 类似于 R ie hm o n d A 型酶

,

8 2 1 4 3
、
9 0 00 2 类似 R ie hm o n d D 型酶

,

而 s
一
7 5 和 9 0 0 12 分别对应于 R ie hm o n d e 和 B 型酶

。

关镇词 金黄色葡萄球菌
;

胞外青霉素酶
;
酶促反应动力学

;
分型

长期以来
,

卜内酞胺酶 ( E C
·

3
·

5
·

2
·

6) 的分类一直是人们所关注的问题
,

分类依

据有底物谱
、

抑制剂谱
、

等电点
、

动力学特征
、

血清免疫反应等
。

R ie h m o n d 在 1 9 6 5 年首次

将金黄色葡萄球菌 的胞外青霉素酶分为 A
、

s
、

e 三型 [ `〕
,

后 R喇
a h l 又 补充 T o 型酶 [ , ]

。

虽然
,

该分类法的主要依据是酶和抗酶血清

的免疫学反应
,

但各型酶都有特征性酶促反

应动力学常数阁
,

因此较为明确
。

本文首次证

明了南京地区 iR hc m on d A
一

0 型酶的存在
,

不

但为进一步研 究细菌耐药机制打下基础
,

而

且对临床用药具有一定的指导意义
。

实验部分

1
.

1 菌株与试剂

染 色体编码 的 产 酶金 黄 色 葡 萄 球 菌

招
.

a

~
) 菌株 8 2 0 5 2

、

8 2 0 6 2
、

8 2 1 4 3
、

8 5 0 5 3
、

9 0 0 0 2 ;
质粒编码的产酶 N

.

二哪 菌株 9 0 0 1 2
、

s
一

75
。

诱导前
,

上述菌株对青霉素 G 的 M cl

均为 16 0 9 / m l
,

经青霉素 G 梯度诱导后
,

其

M l c 值 ( 协s / m l ) 除 9 0 0 1 2 为 6 4
,

s
一

7 5 为 12 8

以外
,

其余各菌均大于 128
,

同时胞外青霉素

酶产量也有不 同程度的提高
。

磷酸纤维素 f, l l ( e P
,

W h a t m a n ) ; 梭 甲基

纤维素 C M 2 2 ( C M c
,

W h a t m a n ) ;
葡 聚糖凝胶

G
一

7 5 ( eS Ph a 己e x G
一

7 5
,

P h a r m a e ia ) ; A m P h o ll n e

( P H 3
.

5 ~ 9
.

5
,

L K B ) ; I E F M a r k e r ( S ig m a )
。

L Z .S , , 胞外青霉素酶 菌休培养条件及

活 力 .N1 定

s
.

a

~
必须在高浓度 阴离子存在下才

能释放大量的胞外青霉素酶
,

按文献〔4〕的方

法进行培养
,

胞外酶产量较高
。

除酶促反应动力学研究中酶活力测定采

用紫外分光光度法 s[] 外
,

其余各步骤 中均采

用传统的常量碘法闭
。

动力学反应中
,

底物青

霉素 G (P
c )和氨节青霉素三水物 ( A )P 的浓度

均为 0
.

1~ 0
.

5 m m of / L
,

测定波长分别为 2 32

n m 和 2 3 5 n m
。

酶活力单位定 义 [ ` ] : 3 7 C
,

o一 m o l / L p H

7
.

0 磷酸缓冲液中
,

每分钟水解 1 件m of 的底

物所需的酶量
。

1
.

3 5
.

二哪 胞外青霉素酶的分离纯化

除 9 0 0 1 2 因产量和收率较低
,

在经过 C P

吸附洗脱后不再进行下面的纯化步骤外
,

其

余各株的胞 外酶 经 c P 吸附洗脱
、

c M c 层析

和 eS ph ad ex G
一

7 5 凝胶过滤
,

纯度分别由超薄

层聚丙烯酞胺凝胶平板电泳 ( P A G )E
、

s D s
-

P A G E 和分析型等电聚焦 ( I E F ) 图谱上 的蛋

收稿日期 19 9 4一 0 8
一

3 0
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进行 了较为全面的研究
,

并与国外报道进行

了对照
。

各酶主要表现青霉素酶的活性
,

分子

量为 3 0 000
,

IP 9
.

4
。

鉴于 已有人证明粗酶提

取液
、

部分纯化酶和纯酶进行酶促反应动力

学研究的结果基本一致
,

我们选择 90 0 12 的

部分纯化酶和其余各纯酶进行酶动力学测

定
,

以避免 9 0 01 2 纯化过程中酶活性丢失太

大造成的影响
。

根据酶对底物 的相对 水解活性 ( 底物

谱 )
,

5 2 0 5 2
、

5 2 0 6 2
、

8 5 0 5 3 可归 为 I 类酶
,

8 2 1 4 3
、

9 0 0 0 2 可 归为 I 类酶
,

9 0 0 1 2
、

s
一

7 5 可

归为 , 类酶
。

其中
,

I 类酶对邻氯
、

氧呱嗦
、

氨

节青霉素的相对水解活性高于 I 类酶
,

但低

于 l 类
;
对苯哇青霉素和环 己烯胺头抱菌素

的相对水解活性最低
;
对头抱氨唾厉的相对

水解活性高于 , 类酶而低于 l 类酶
。

I 类酶

对头抱氨唾肪及环 己烯胺头抱菌素的相对水

解活性最高
,

而 . 类酶对其余七种底物的相

对水解活性最高
。

综合动力学常数测定结果
,

上述 I 类酶

( 8 2 0 5 2
、

8 2 0 6 2
、

8 5 0 5 3 )类似于 R i e h m o n d A 型

酶
,

一类 酶 ( 8 2 1峨3
、

9 0 0 0 2 ) 类似 R i e h m o n d D

型酶
,

l 类 酶 中的 S
一

75 类 似 C 型 酶
,

而

9 0 0 12 类似 B 型酶
。

A
、
B

、

c 型酶对 cP 的亲合

力和水解 活性都比较大
,

而 。 型酶对 cP 的

亲合力和水解活性比其它小 3一 5 倍
,

对 A p

的水解活性也 比其它酶都要小
,
A 型酶对 A p

的亲合力比其它酶低 l 倍而水解活性比 B
、

C

稍低
。

从动力学特征看来
,

A
、

0 型酶的区别

比较 明显
,

分类也 比较 明确
,

而 B
、

C 两型酶

不 易区分
。

z y grn un t B 型酶与 C 型相似 3j[ 而

与 R i e h m o n d B 型报道 [ ,〕有别
,

他认为这是测

定方法的不同造成的误差
,

前者用紫外分光

光度法
,

后者用常量碘法
,

本文实验条件类似

z yg m un t
,

所得结果也与其类似
。

实际上
,

iR hc m on d A
一

0 型酶间的关联非

常密切
,

它们的酶结构基因高度同源
,

氨基酸

序列仅在第 12 1
、

2 2 6
、

2 2 9 位有细微的差别
,

而第 70 位的丝氨酸 ( eS r ) 活性中心高度保

守
。

实验证明
,

这些氨基酸残基本身的差别不

足以引起免疫学及动力学特 征的变化
,

但可

能引起蛋白质折叠形状的改变和高级结构 的

不同
,

从而影响酶的活动 s[]
。
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