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摘要： 目的　 建立新德里金属 ｂ⁃内酰胺酶 （ＮＤＭ⁃１） 抑制剂筛选平台， 并以其评价 １２０ 种中药材抑制活性。 方法　 以

ＮＤＭ⁃１ 为催化酶， 美罗培南为反应底物， ＥＤＴＡ⁃２Ｎａ 为阳性对照， 紫外⁃可见分光光度法检测反应体系吸光度随时间的

变化， 计算各中药材对 ＮＤＭ⁃１ 的抑制作用， 并优化底物质量浓度、 酶浓度、 温度、 ｐＨ、 有机溶剂、 反应时间。
结果　 最佳体系为底物质量浓度 ０􀆰 １６ ｍｇ ／ ｍＬ， 酶浓度 ８００ Ｕ ／ ｍＬ， 检测波长 ２９８ ｎｍ， 温度 ２５ ℃， 检测时间 ３００ ｓ，
ＰＢＳ 或体积分数 １０％ 以下的甲醇或 ＤＭＳＯ 作为溶剂。 在 １２０ 种中药材中， 有 １６ 种抑制率在 ６０％ ～ ８０％ 之间， 占比

１３􀆰 ３３％ ； ４ 种抑 制 率 大 于 ８０％ ， 分 别 为 夏 枯 草 （ ８５􀆰 １１％ ）、 秦 艽 （ ８７􀆰 ３２％ ）、 石 榴 皮 （ ８９􀆰 １１％ ）、 岗 稔 根

（９１􀆰 ３９％ ）， 占比 ３􀆰 ３３％ 。 结论　 该方法稳定可靠， 可用于 ＮＤＭ⁃１ 抑制剂的筛选。 中药材是抗耐药菌感染药物的重要

来源。
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　 　 抗生素的长期广泛使用导致细菌耐药问题日趋严

重［１］ ， 已成为威胁人类健康的重大挑战。 ｂ⁃内酰胺类因其

优良的抗菌活性和选择性， 成为目前使用最广泛的一类抗

生素［２］ ， 但细菌耐药性也随之出现［３］ 。 研究显示， 它能水

解药物中的 ｂ⁃内酰胺环而使药物失活， 是细菌耐药的重要

机制［４］ ， 根据氨基酸序列可分为 Ａ、 Ｂ、 Ｃ、 Ｄ （ Ａｍｂｌｅｒ
分类） ［５］ 。

新德里金属 ｂ⁃内酰胺酶 （ＮＤＭ⁃１） 于 ２００９ 年被首次发

现， 属于 Ｂ 类 ｂ⁃内酰胺酶［６］ ， 并且所产生的微生物被称为

“超级细菌” ［７］ ， 在全球范围内流行并引发多种感染［８］ 。 它

具有广谱底物范围， 能水解几乎所有的 ｂ⁃内酰胺类抗生素，
但现有的相关抑制剂 （如舒巴坦等） 对其无效［９］ 。 目前，
尽管有较多关于 ＮＤＭ⁃１ 抑制剂的研究［１０］ ， 但真正有效并

能用于临床者仍缺失［８］ 。
研究表明， 许多天然化合物 （如酚类、 黄酮类、 生物

碱类等） 具有增强 ｂ⁃内酰胺类抗生素对耐药细菌抑制作用

的潜力［１１］ ， 故在中药中筛选出有效的 ＮＤＭ⁃１ 抑制剂以应

对由耐药菌引起的临床感染具有重要意义。 本实验建立了

一种便捷、 高效、 稳定的 ＮＤＭ⁃１ 抑制剂筛选方法， 并应用

于 １２０ 种中药材抑制活性的评价中， 以期为挖掘抗耐药活

性物质提供新的思路和依据。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器、 试剂与药材　 ＵＶ２１０２ＰＣ 型紫外可见分光光度

计 ［尤尼柯 （上海） 仪器有限公司］。 美罗培南 （ＭＥＭ）
（上海阿拉丁生化科技股份有限公司）； ＮＤＭ⁃１ （杭州北望

生物技术有限公司）。 中药材共 １２０ 种， 均购于甘肃省兰州

市黄河药材市场， 经兰州理工大学生命科学与工程学院杨

林副教授鉴定为正品， 具体见表 １。 Ｎａ２ＨＰＯ４、 ＫＨ２ＰＯ４、
甲醇、 ＤＭＳＯ、 ＥＤＴＡ⁃２Ｎａ 等试剂均为分析纯。
１􀆰 ２　 溶液 　 ＰＢＳ 缓冲液 ［即 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸盐缓冲液

（ｐＨ＝ ７）， ４ ℃ 保存］； 底物溶液 （准确称取美罗培南 １０
ｍｇ， ＰＢＳ 缓冲液制成 ０􀆰 ２ ｍｇ ／ ｍＬ 溶液， ４ ℃保存）； 酶溶液

（准确称取 ＮＤＭ⁃１ １０ ｍｇ， ＰＢＳ 缓冲液制成 １􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ 溶

液， ４ ℃保存）； ＥＤＴＡ⁃２Ｎａ （准确称取 ＥＤＴＡ⁃２Ｎａ １０ ｍｇ，
制成 １􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ 溶液， ４ ℃保存）。
２　 方法　
２􀆰 １　 水提物制备　 称取 １２０ 种中药材各 １００ ｇ， 粉碎， 按

料液比 １ ∶ ５ 加入蒸馏水， 水浴回流提取 １ ｈ， 共 ３ 次， 趁

热过滤， 合并滤液， 减压浓缩， 置于 ５０ ℃烘箱中干燥至恒

重， 即得， 充分研磨成粉末备用。
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表 １　 中药材信息

名称 所属科名 使用部位 名称 所属科名 使用部位 名称 所属科名 使用部位

半枝莲 唇形科 干燥全草 凤尾草 凤尾蕨科 全草 青藏龙胆 龙胆科 花

八角茴香 木兰科 干燥成熟果实 桑椹 桑科 干燥果穗 当归 伞形科 干燥根

刀豆 豆科 干燥成熟种子 老鹳草 牻牛儿苗科 干燥地上部分 西红花 鸢尾科 干燥柱头

白前 萝藦科 干燥根茎和根 橘红 芸香科 干燥外层果皮 党参 桔梗科 干燥根

秦艽 龙胆科 干燥根 桔梗 桔梗科 干燥根 石榴皮 石榴科 干燥果皮

椿皮 苦木科 干燥根皮或干皮 益智仁 姜科 干燥成熟果实 芦荟 百合科 浓缩干燥物

山药 薯蓣科 干燥根茎 木贼 木贼科 干燥地上部分 灵芝 多孔菌科 干燥子实体

绵萆薢 薯蓣科 干燥根茎 荷叶 睡莲科 干燥叶 白花蛇舌草 茜草科 全草

山楂 蔷薇科 干燥成熟果实 升麻 毛茛科 干燥根茎 杜仲叶 杜仲科 干燥叶

通草 五加科 干燥茎髓 莱菔子 十字花科 干燥成熟种子 白及 兰科 干燥块茎

火麻仁 桑科 干燥成熟果实 山慈菇 兰科 干燥假鳞茎 黄芩 唇形科 干燥根

地肤子 藜科 干燥成熟果实 合欢皮 豆科 干燥树皮 苏木 豆科 干燥心材

大蓟 菊科 干燥地上部分 茯神 多孔菌科 干燥菌核松根白色部分 赤芍 毛茛科 干燥根

白果 银杏科 干燥成熟种子 厚朴 木兰科 干燥干皮、根皮 乌头 毛茛科 干燥块根

柠檬 芸香科 干燥成熟果实 紫苏籽 唇形科 干燥成熟果实 重楼 百合科 干燥根茎

龙眼肉 无患子科 假种皮 天花粉 葫芦科 干燥根 穿山龙 薯蓣科 干燥根茎

决明子 豆科 干燥成熟种子 葛根 豆科 干燥根 红景天 景天科 干燥根和根茎

败酱草 十字花科 干燥全草 女贞子 木犀科 干燥成熟果实 红藤 木通科 干燥藤茎

肉桂 樟科 干燥树皮 菊花 菊科 干燥头状花序 半枫荷 金缕梅科 根或茎枝

余甘子 大戟科 干燥成熟果实 黑芝麻 脂麻科 干燥成熟种子 阿尔泰狗娃花 菊科 根、花或全草

冬葵果 锦葵科 干燥成熟果实 白芍 毛茛科 干燥根 牛蒡子 菊科 成熟果实

佛手 芸香科 干燥果实 黄精 百合科 干燥根茎 菟丝子 旋花科 干燥成熟种子

甘遂 大戟科 干燥块根 榆树皮 榆科 干燥树皮或根皮 楮实子 桑科 干燥成熟果实

芡实 睡莲科 干燥成熟种仁 陆英 忍冬科 干燥茎叶 番泻叶 干燥小叶 干燥叶

没药 橄榄科 干燥树脂 蒲公英 菊科 干燥全草 络石藤 夹竹桃科 干燥带叶藤茎

骆驼蓬 蒺藜科 干燥全草 榧子 红豆杉科 干燥成熟种子 金荞麦 蓼科 干燥根茎

罗汉果 葫芦科 干燥果实 延胡索 罂粟科 干燥块茎 王不留行 石竹科 干燥成熟种子

侧柏叶 柏科 干燥枝梢和叶 谷精草 谷精草科 干燥带花茎的头状花序 地锦草 大戟科 干燥全草

沙苑子 豆科 干燥成熟种子 鲜白茅根 禾本科 干燥根茎 蝴蝶果 大戟科 果实

白术 菊科 干燥根茎 半边莲 桔梗科 干燥全草 枳椇子 鼠李科 成熟种子

秦皮 木犀科 干燥枝皮或干皮 藿香 唇形科 干燥地上部分 川木通 毛茛科 干燥藤茎

金银花 忍冬科 干燥花蕾或初开的花 薄荷 唇形科 干燥地上部分 银柴胡 石竹科 干燥根

防己 防己科 干燥根 车前子 车前科 干燥成熟种子 青皮 芸香科 干燥幼果

鱼腥草 三百草科 新鲜全草 覆盆子 蔷薇科 干燥果实 岗稔根 桃金娘科 干燥根

苍耳子 菊科 干燥成熟果实 丹参 唇形科 干燥根和根茎 柏子仁 柏科 干燥成熟种仁

薰衣草 唇形科 干燥叶和花 山银花 忍冬科 干燥花蕾或带初开的花 卷柏 卷柏科 干燥全草

枳椇子 鼠李科 成熟种子 吴茱萸 芸香科 干燥近成熟果实 桑白皮 桑科 干燥根皮

莪术 姜科 干燥根茎 石刁柏 百合科 幼茎 川木香 菊科 干燥根

栀子 茜草科 干燥成熟果实 钩丁 茜草科 带钩或不带钩的茎枝 荆芥 唇形科 干燥地上部分

威灵仙 毛茛科 干燥根和根茎 夏枯草 唇形科 干燥果穗 葶苈子 十字花科 干燥成熟种子

２􀆰 ２　 检测波长筛选 　 底物美罗培南在 ＮＤＭ⁃１ 型 ｂ⁃内酰胺

酶的作用下生成相应产物， 美罗培南中的 ｂ⁃内酰胺环被水

解破坏［１２］ ， 导致其吸光度发生改变。 本实验基于上述原

理， 将 ０􀆰 １６ ｍｇ ／ ｍＬ 美罗培南底物溶液加到 ４００ Ｕ ／ ｍＬ ＮＤＭ⁃
１ 型 ｂ⁃内酰胺酶溶液中， 混匀， 完全反应后全波长扫描记

录底物、 产物特征吸收峰， 绘制图谱， 筛选出干扰最小者。
２􀆰 ３　 酶浓度筛选　 设置反应总体系 ３００ μＬ， 依次加入 ＰＢＳ
缓冲 液， ２００、 ４００、 ６００、 ８００、 １ ０００、 １ ２００、 １ ４００、
１ ６００、 １ ８００ Ｕ ／ ｍＬ ＮＤＭ⁃１ 溶液， ０􀆰 ２ ｍｇ ／ ｍＬ 美罗培南溶液

各 １００ μＬ， 采用紫外分光光度计测定在 ２９８ ｎｍ 波长处６００ ｓ
内吸光度， 计算酶促反应初速率 Ｋ 和线性相关系数 Ｒ２， 确

定最适酶浓度。

２􀆰 ４　 底物质量浓度筛选　 固定酶浓度 ８００ Ｕ ／ ｍＬ， 反应体

系不变， 设定美罗培南质量浓度分别为 ０􀆰 １０、 ０􀆰 １２、 ０􀆰 １４、
０􀆰 １６、 ０􀆰 １８、 ０􀆰 ２０ ｍｇ ／ ｍＬ， 按 “２􀆰 ３” 项下方法测定吸光

度， 确定最适底物质量浓度。
２􀆰 ５　 反应时间筛选　 固定酶浓度 ８００ Ｕ ／ ｍＬ， 美罗培南质

量浓度 ０􀆰 １６ ｍｇ ／ ｍＬ， 反应体系不变， 依次加入 ＰＢＳ 缓冲

液、 ＮＤＭ⁃１ 溶液各 １００ μＬ， 最后加入 １００ μＬ 美罗培南溶液

启动反应， 按 “２􀆰 ３” 项下方法测定吸光度， 确定最适反应

时间。
２􀆰 ６　 反应温度筛选 　 固定酶浓度 ８００ Ｕ ／ ｍＬ， 美罗培南质

量浓度 ０􀆰 １６ ｍｇ ／ ｍＬ， 反应体系不变， 分别在 １０、 １５、 ２０、
２５、 ３０、 ３５、 ４０ ℃下孵育 １５ ｍｉｎ 后， 最后加入美罗培南溶
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液启动反应， 按 “２􀆰 ３” 项下方法测定吸光度， 确定最适反

应温度。
２􀆰 ７　 反应 ｐＨ 筛选　 固定酶浓度 ８００ Ｕ ／ ｍＬ， 美罗培南质量

浓度 ０􀆰 １６ ｍｇ ／ ｍＬ， 反应体系不变， 调节 ＰＢＳ 缓冲液 ｐＨ 分

别为 ６􀆰 ０、 ６􀆰 ５、 ７􀆰 ０、 ７􀆰 ５、 ８􀆰 ０， 按 “２􀆰 ３” 项下方法测定

吸光度， 确定最适反应 ｐＨ。
２􀆰 ８　 有机溶剂筛选 　 固定反应体系不变， 取 ５％ 、 １０％ 、
３０％ 、 ５０％ 、 ７０％ 甲醇， 甲醇， ＤＭＳＯ， 丙酮各 １００ μＬ 代替

ＰＢＳ 缓冲液， 以 ＰＢＳ 缓冲液为对照， 按 “２􀆰 ３” 项下方法测

定吸光度， 确定最适有机溶剂。
２􀆰 ９　 验证试验　 在反应体系中加入 ＮＤＭ⁃１ 酶溶液及 ０􀆰 １、
０􀆰 ２、 ０􀆰 ４、 ０􀆰 ６、 ０􀆰 ８、 １􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ ＥＤＴＡ⁃２Ｎａ 溶液各 １００
μＬ， 在 ２５ ℃下孵育 １０ ｍｉｎ， 加入 １００ μＬ ０􀆰 １６ ｍｇ ／ ｍＬ 美罗

培南溶液启动反应， 按 “２􀆰 ３” 项下方法测定吸光度。 以时

间为横坐标， 吸光度为纵坐标进行回归， 计算抑制率 Ｉ， 公

式为 Ｉ＝ ［ （Ｋ０－Ｋ１） ／ Ｋ０］ ×１００％ ， 其中 Ｋ０ 为酶速率回归

方程斜率， Ｋ１ 为样品回归方程斜率［１３］ 。
２􀆰 １０　 ＮＤＭ⁃１ 抑制剂筛选平台评价

２􀆰 １０􀆰 １　 稳定性　 确定最优条件后， 按 “２􀆰 ３” 项下方法测

定 ３００ ｓ 内 ＥＤＴＡ⁃２Ｎａ 抑制率， 在不同时间点每天连续进行

６ 次， 按 “２􀆰 ９” 项下方法计算抑制率。
２􀆰 １０􀆰 ２　 Ｓ ／ Ｎ、 Ｓ ／ Ｂ、 Ｚ 　 计算信号与噪音比值 （ Ｓ ／ Ｎ）、
信号与背景比值 （Ｓ ／ Ｂ）、 仪器和人为相关的随机误差引起

的 扰 动 因 子 （ Ｚ′） ［１４⁃１６］ ， 公 式 分 别 为 Ｓ ／ Ｎ ＝
阳性对照平均值－阴性对照平均值

阴性对照标准偏差
、 Ｓ ／ Ｂ ＝ 阳性对照平均值

阴性对照平均值
、

Ｚ′＝ １－ ３×阳性对照标准偏差＋３×阴性对照标准偏差
阳性对照平均值－阴性对照平均值

。

３　 结果　
３􀆰 １　 检测波长筛选 　 由图 １ 可知， 与 ＮＤＭ⁃１ 反应前后，
组成体系中底物、 产物特征吸收峰分别出现， 其中前者在

２０６、 ２９８ ｎｍ 波长处的底物有特征吸收， 而后者在 ２０６ ｎｍ
左右处出现。 为了避免吸光度相互干扰而影响结果准确性，
本实验选择 ２９８ ｎｍ 作为检测波长。
３􀆰 ２　 酶浓度筛选　 由表 ２ 可知， 当底物质量浓度不变时，
酶促反应初速率 Ｋ 先随着 ＮＤＭ⁃１ 浓度增加而不断升高， 为

８００ Ｕ ／ ｍＬ 时呈现较好的线性关系， 而高于 １ ４００ Ｕ ／ ｍＬ 时

虽然酶促反应初速率更高， 但线性关系反而较差， 故选择

　 　 　 　

图 １　 底物、 产物全波长扫描图

表 ２　 不同酶浓度对酶促反应体系的影响 （ｘ±ｓ）

序号
底物质量浓度 ／

（ｍｇ·ｍＬ－１）

ＮＤＭ⁃１ ／

（Ｕ·ｍＬ－１）
Ｋ Ｒ２

１ ０􀆰 ２ ２００ －０􀆰 ００１ ２±０􀆰 ００２ ５ ０􀆰 ９８５ ２±０􀆰 ０１４ ４
２ ０􀆰 ２ ４００ －０􀆰 ００３ ５±０􀆰 ０００ ２ ０􀆰 ９９９ ２±０􀆰 ００１ １
３ ０􀆰 ２ ６００ －０􀆰 ００６ ５±０􀆰 ０００ １ ０􀆰 ９９９ ８±０􀆰 ０００ １
４ ０􀆰 ２ ８００ －０􀆰 ０１３ １±０􀆰 ０００ ３ ０􀆰 ９９８ ９±０􀆰 ０００ ６
５ ０􀆰 ２ １ ０００ －０􀆰 ０１２ ３±０􀆰 ００２ ３ ０􀆰 ９９６ ７±０􀆰 ０００ ４
６ ０􀆰 ２ １ ２００ －０􀆰 ０１１ ９±０􀆰 ００１ ７ ０􀆰 ９９８ ５±０􀆰 ００１ ２
７ ０􀆰 ２ １ ４００ －０􀆰 ０１６ ０±０􀆰 ００１ ７ ０􀆰 ９８５ ９±０􀆰 ００１ ６
８ ０􀆰 ２ １ ６００ －０􀆰 ３３６ ５±０􀆰 ５４６ ９ ０􀆰 ９７１ ７±０􀆰 ００３ ５
９ ０􀆰 ２ １ ８００ －０􀆰 ０２０ ９±０􀆰 ０００ ７ ０􀆰 ９３９ ７±０􀆰 ０２４ ４

８００ Ｕ ／ ｍＬ 作为最适酶浓度。
３􀆰 ３　 底物质量浓度筛选 　 由表 ３ 可知， 当 ＮＤＭ⁃１ 浓度不

变时， Ｋ 随着底物质量浓度增加不断升高， 为 ０􀆰 １６ ｍｇ ／ ｍＬ
时达到最大值， 线性关系也较好， 故选择 ０􀆰 １６ ｍｇ ／ ｍＬ 作为

最适底物质量浓度。
表 ３　 不同底物质量浓度对酶促反应体系的影响 （ｘ±ｓ）

序号
底物质量浓度 ／

（ｍｇ·ｍＬ－１）

ＮＤＭ⁃１ ／

（Ｕ·ｍＬ－１）
Ｋ Ｒ２

１ ０􀆰 １０ ８００ －０􀆰 ００８ ４±０􀆰 ０００ ５ ０􀆰 ９９６ ４±０􀆰 ００１ １
２ ０􀆰 １２ ８００ －０􀆰 ００９ １±０􀆰 ０００ ７ ０􀆰 ９９８ ０±０􀆰 ０００ ６
３ ０􀆰 １４ ８００ －０􀆰 ００９ ４±０􀆰 ０００ ８ ０􀆰 ９９９ ０±０􀆰 ０００ ４
４ ０􀆰 １６ ８００ －０􀆰 ００９ ５±０􀆰 ０００ ９ ０􀆰 ９９９ ５±０􀆰 ０００ ３
５ ０􀆰 １８ ８００ －０􀆰 ００８ ５±０􀆰 ０００ ８ ０􀆰 ９９９ ７±０􀆰 ０００ ４
６ ０􀆰 ２０ ８００ －０􀆰 ００９ ０±０􀆰 ０００ ５ ０􀆰 ９９９ ８±０􀆰 ０００ ３

３􀆰 ４　 反应时间筛选 　 由表 ４ 可知， ＮＤＭ⁃１ 浓度为 ８００
Ｕ ／ ｍＬ， 底物质量浓度为 ０􀆰 １６ ｍｇ ／ ｍＬ 时， ３００ ｓ 内线性关系

较好， Ｋ 稳定， 产物等因素对酶活性的反馈抑制较小， 考

虑到酶促反应的稳定性及样品的筛选效率， 最终选择 ３００ ｓ
作为最适反应时间。

表 ４　 不同反应时间对酶促反应体系的影响 （ｘ±ｓ）
序号 底物质量浓度 ／ （ｍｇ·ｍＬ－１） ＮＤＭ⁃１ ／ （Ｕ·ｍＬ－１） 反应时间 ／ ｓ Ｋ Ｒ２

１ ０􀆰 １６ ８００ １２０ －０􀆰 ００９ ６±０􀆰 ０００ ６ ０􀆰 ９９９ ３±０􀆰 ０００ ４
２ ０􀆰 １６ ８００ １８０ －０􀆰 ００９ ４±０􀆰 ０００ ２ ０􀆰 ９９９ ５±０􀆰 ０００ ４
３ ０􀆰 １６ ８００ ３００ －０􀆰 ００９ ７±０􀆰 ０００ １ ０􀆰 ９９９ ５±０􀆰 ０００ ４
４ ０􀆰 １６ ８００ ４２０ －０􀆰 ００９ ２±０􀆰 ０００ １ ０􀆰 ９９９ ４±０􀆰 ０００ ４
５ ０􀆰 １６ ８００ ６００ －０􀆰 ００８ ９±０􀆰 ０００ ４ ０􀆰 ９９９ ２±０􀆰 ０００ ４

３􀆰 ５　 反应温度筛选　 由表 ５ 可知， 在温度 １５～４５ ℃范围内

线性关系较好， 为 ２５ ℃时酶活性最高， 与文献 ［１７］ 报道

一致， 故选择 ２５ ℃作为最适反应温度。

３􀆰 ６　 反应 ｐＨ 筛选　 由表 ６ 可知， 在 ｐＨ ６􀆰 ０～ ８􀆰 ０ 范围内

酶活性良好， 为 ７􀆰 ０ 时达到最大值， 与文献 ［１８］ 报道一

致， 并且 Ｋ 最高， 线性关系最好， 故选择 ｐＨ ７􀆰 ０ 作为最适

９９４３

２０２５ 年 １０ 月

第 ４７ 卷　 第 １０ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０２５

Ｖｏｌ． ４７　 Ｎｏ． １０



表 ５　 不同反应温度对酶促反应体系的影响 （ｘ±ｓ）
序号 底物质量浓度 ／ （ｍｇ·ｍＬ－１） ＮＤＭ⁃１ ／ （Ｕ·ｍＬ－１） 反应温度 ／ ℃ Ｋ Ｒ２

１ ０􀆰 １６ ８００ １５ －０􀆰 ００８ ３±０􀆰 ０００ ５ ０􀆰 ９９９ ３±０􀆰 ０００ １
２ ０􀆰 １６ ８００ ２０ －０􀆰 ００９ ６±０􀆰 ００１ ０ ０􀆰 ９９９ ４±０􀆰 ０００ ４
３ ０􀆰 １６ ８００ ２５ －０􀆰 ０１０ ５±０􀆰 ０００ ５ ０􀆰 ９９９ ４±０􀆰 ０００ １
４ ０􀆰 １６ ８００ ３０ －０􀆰 ００９ ６±０􀆰 ００１ １ ０􀆰 ９９６ ３±０􀆰 ０００ １
５ ０􀆰 １６ ８００ ３５ －０􀆰 ００９ １±０􀆰 ０００ ７ ０􀆰 ９９９ ２±０􀆰 ０００ ５
６ ０􀆰 １６ ８００ ４０ －０􀆰 ００８ ９±０􀆰 ００１ ０ ０􀆰 ９９８ ２±０􀆰 ０００ ３
７ ０􀆰 １６ ８００ ４５ －０􀆰 ００９ １±０􀆰 ０００ ３ ０􀆰 ９９７ ３±０􀆰 ０００ ４

表 ６　 不同反应 ｐＨ 对酶促反应体系的影响 （ｘ±ｓ）
序号 底物质量浓度 ／ （ｍｇ·ｍＬ－１） ＮＤＭ⁃１ ／ （Ｕ·ｍＬ－１） 反应 ｐＨ Ｋ Ｒ２

１ ０􀆰 １６ ８００ ６􀆰 ０ －０􀆰 ００７ ９±０􀆰 ０００ １ ０􀆰 ９９９ ６±０􀆰 ０００ ３
２ ０􀆰 １６ ８００ ６􀆰 ５ －０􀆰 ００７ ５±０􀆰 ０００ ８ ０􀆰 ９９８ ９±０􀆰 ０００ ７
３ ０􀆰 １６ ８００ ７􀆰 ０ －０􀆰 ００８ ６±０􀆰 ０００ ２ ０􀆰 ９９９ ２±０􀆰 ０００ ３
４ ０􀆰 １６ ８００ ７􀆰 ５ －０􀆰 ００７ ８±０􀆰 ０００ ７ ０􀆰 ９９８ ８±０􀆰 ０００ ３
５ ０􀆰 １６ ８００ ８􀆰 ０ －０􀆰 ００８ ３±０􀆰 ０００ ３ ０􀆰 ９９８ ６±０􀆰 ０００ ６

反应 ｐＨ。
３􀆰 ７　 不同体积分数溶剂对 ＮＤＭ⁃１ 抑制率的影响 　 由表 ７
可知， 反应体系中不同体积分数甲醇、 ＤＭＳＯ、 丙酮对

ＮＤＭ⁃１ 均表现出一定的抑制作用， 并且其体积分数越大，
对平台影响越大， 其中体积分数 １０％ 以下的 ＤＭＳＯ 或甲醇

对 ＮＤＭ⁃１ 抑制率较低， 影响较小； ５％ 丙酮抑制率达

１４􀆰 ８７％ ， 影响较大。 另外， 虽然 ＮＤＭ⁃１ 为锌离子依赖型

酶， 但水中的金属离子对其影响也较小， 故选择体积分数

１０％ 以下的甲醇或 ＤＭＳＯ 来溶解难溶于 ＰＢＳ 缓冲液的样品。

表 ７　 不同体积分数溶剂对 ＮＤＭ⁃１抑制率的影响 （ｘ±ｓ）

序号 体积分数 ／ ％
抑制率 ／ ％

水 甲醇 ＤＭＳＯ 丙酮

１ ５ — ０􀆰 １０±０􀆰 ０２ ２􀆰 ２６±０􀆰 ０４ １４􀆰 ８７±０􀆰 ０２
２ １０ — ５􀆰 ０３±０􀆰 ０３ ７􀆰 ６４±０􀆰 ０３ ３８􀆰 ９５±０􀆰 ０９
３ ３０ — １６􀆰 ２１±０􀆰 ０２ ２３􀆰 ０１±０􀆰 ０３ １００􀆰 ０３±０􀆰 ０１
４ ５０ — ３１􀆰 ６６±０􀆰 ０２ ３７􀆰 ５２±０􀆰 ０３ １００􀆰 ２６±０􀆰 ０１
５ ７０ — ４９􀆰 ６２±０􀆰 ０６ ５１􀆰 ６４±０􀆰 ０２ １０１􀆰 ０６±０􀆰 ０１
６ １００ ５􀆰 ２７±０􀆰 ０２ １００􀆰 ９４±０􀆰 ２３ ８０􀆰 ７７±０􀆰 ０２ １０４􀆰 ３２±０􀆰 ０２

３􀆰 ８　 验证试验　 由图 ２ 可知， 随着 ＥＤＴＡ⁃２Ｎａ 质量浓度增

加抑制率升高， 两者线性关系较好， 方程为 Ｙ ＝ ９􀆰 ３５４Ｘ＋
１５􀆰 ０３１ （Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９３ １） （Ｙ 为抑制率， Ｘ 为 ＥＤＴＡ⁃２Ｎａ 质量

浓度）， 在 ０􀆰 １～ １􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ 范围内线性关系良好， 并通过

ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ 软件测得其 ＩＣ５０ 值为 ０􀆰 ３８ ｍｇ ／ ｍＬ， 说明所

建立的 ＮＤＭ⁃１ 抑制剂筛选方法具有较好的可靠性和可行

性。 另外， ＥＤＴＡ⁃２Ｎａ 质量浓度为 ０􀆰 ６ ｍｇ ／ ｍＬ 时， 对 ＮＤＭ⁃
１ 的抑制率达 ６０􀆰 ５７％ ， 故将 ０􀆰 ６ ｍｇ ／ ｍＬ 作为阳性对照质量

浓度。

图 ２　 不同质量浓度 ＥＤＴＡ⁃２Ｎａ 对 ＮＤＭ⁃１抑制率的影响

３􀆰 ９　 ＮＤＭ⁃１ 抑制剂筛选平台评价

３􀆰 ９􀆰 １　 稳定性　 在上述优化条件下进行评价， 每天平行 ６
次， 连续 ３ ｄ， 结果见表 ８， 可知变异系数均小于 ２％ ， 表明

该方法重复性良好， 反应体系稳定。
表 ８　 稳定性评价结果 （％， ｘ±ｓ）

序号 第 １ 天 第 ２ 天 第 ３ 天

１ ５９􀆰 ５３ ６０􀆰 ２８ ６２􀆰 ６９
２ ５８􀆰 １５ ５９􀆰 ４３ ６２􀆰 ９８
３ ６０􀆰 １６ ５８􀆰 ９１ ６３􀆰 ７５
４ ５９􀆰 ３２ ６１􀆰 ０３ ６０􀆰 ９３
５ ６０􀆰 ６９ ５９􀆰 ５２ ６１􀆰 １７
６ ５９􀆰 ５３ ６０􀆰 ８９ ６２􀆰 ４５

平均值 ５９􀆰 ５６±０􀆰 ８６ ６０􀆰 ０１±０􀆰 ８６ ６２􀆰 ３３±１􀆰 ０９
变异系数 ／ ％ １􀆰 ４４ １􀆰 ４３ １􀆰 ７４

　 　 注： 变异系数＝ （标准偏差 ／ 平均值） ×１００％ 。

３􀆰 ９􀆰 ２　 Ｓ ／ Ｎ、 Ｓ ／ Ｂ、 Ｚ′ 　 本实验测得三者分别为 １５􀆰 ０９、
６􀆰 ７５、 ０􀆰 ６３， 而模型的一般要求分别为＞１０、 ＞３、 ＞０􀆰 ５ 且＜
１， 即均符合标准， 表明所建立的模型具有较高的可靠性，
可用于 ＮＤＭ⁃１ 抑制剂筛选。
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３􀆰 １０　 中药材 ＮＤＭ⁃１ 抑制活性筛选　 由表 ９ 可知， 抑制率

低于 ４０％ 中药材的有 ８１ 种， 占比 ６７􀆰 ５％ ； 抑制率介于

４０％ ～５０％ 的中药材有 ９ 种， 占比 ７􀆰 ５％ ； 抑制率介于５０％ ～
６０％ 的中药材有 １０ 种， 占比 ８􀆰 ３４％ ； 抑制率介于 ６０％ ～
７０％ 的中药材有 ９ 种， 占比 ７􀆰 ５％ ； 抑制率介于 ７０％ ～ ８０％
的中药材有 ７ 种， 占比 ５􀆰 ８３％ ； 抑制率大于 ８０％ 的中药材

有 ４ 种， 分别为夏枯草、 秦艽、 石榴皮、 岗稔根， 占比

３􀆰 ３３％ ， 表明中药是 ＮＤＭ⁃１ 酶抑制剂药物的良好来源。
表 ９　 中药材 ＮＤＭ⁃１抑制活性筛选结果

名称 抑制率 ／ ％ 名称 抑制率 ／ ％ 名称 抑制率 ／ ％
半枝莲 ３４􀆰 ９０ 白芍 ５０􀆰 ４５ 木贼 —

八角茴香 ４２􀆰 ２７ 黄精 ３２􀆰 ００ 荷叶 —
刀豆 ６６􀆰 １６ 榆树皮 ６３􀆰 ９１ 升麻 ６１􀆰 ００
白前 ３１􀆰 １４ 陆英 ６４􀆰 ４９ 莱菔子 —
秦艽 ８７􀆰 ３２ 蒲公英 ４２􀆰 １６ 山慈菇 —
椿皮 ３９􀆰 １１ 榧子 １７􀆰 ６３ 合欢皮 ３９􀆰 ６３
山药 １４􀆰 ３７ 延胡索 １５􀆰 ４９ 茯神 ３６􀆰 ９０

绵萆薢 — 谷精草 ５２􀆰 ６３ 厚朴 ５０􀆰 ２７
山楂 — 鲜白茅根 ４３􀆰 ２６ 紫苏籽 —
通草 — 半边莲 １５􀆰 ９５ 天花粉 ６４􀆰 ２３

火麻仁 — 藿香 — 葛根 —
地肤子 １５􀆰 ２２ 薄荷 ７０􀆰 ９８ 女贞子 ７０􀆰 ２９
大蓟 — 车前子 ４４􀆰 ０５ 菊花 ２２􀆰 ６９
白果 — 覆盆子 ６４􀆰 ４６ 黑芝麻 —
柠檬 — 丹参 ５８􀆰 ７５ 王不留行 ３６􀆰 ５０

龙眼肉 ２３􀆰 ７９ 山银花 ３９􀆰 ４９ 地锦草 —
决明子 — 吴茱萸 １７􀆰 ２５ 蝴蝶果 —
败酱草 ３３􀆰 ２９ 石刁柏 ４４􀆰 ５１ 枳椇子 ７５􀆰 １０
肉桂 — 钩丁 ７８􀆰 ３９ 川木通 —

余甘子 ５３􀆰 ９９ 夏枯草 ８５􀆰 １１ 银柴胡 —
冬葵果 — 青藏龙胆 ７３􀆰 ７０ 青皮 ５６􀆰 ４４
佛手 ３８􀆰 １４ 当归 ３３􀆰 ２６ 岗稔根 ９１􀆰 ３９
甘遂 — 西红花 ２９􀆰 ４１ 柏子仁 ２６􀆰 ７０
芡实 — 党参 １４􀆰 ２０ 卷柏 １８􀆰 ８０
没药 — 石榴皮 ８９􀆰 １１ 桑白皮 —

骆驼蓬 ５９􀆰 １７ 芦荟 ５５􀆰 ０２ 川木香 —
罗汉果 — 灵芝 １５􀆰 ５３ 荆芥 １９􀆰 ６７
侧柏叶 ２８􀆰 １５ 白花蛇舌草 １１􀆰 ２９ 葶苈子 —
沙苑子 ４６􀆰 １９ 杜仲叶 ４７􀆰 ９５ 楮实子 １４􀆰 ４３
白术 ２２􀆰 ２５ 白及 ２６􀆰 ２７ 番泻叶 —
秦皮 ２０􀆰 ６８ 黄芩 ６７􀆰 ５９ 络石藤 —

金银花 ４９􀆰 １２ 苏木 ６７􀆰 ３２ 金荞麦 —
防己 — 赤芍 １１􀆰 ９７ 老鹳草 １０􀆰 ０９

鱼腥草 ７７􀆰 ８０ 乌头 ６􀆰 ７４ 橘红 —
苍耳子 ３５􀆰 ５１ 重楼 — 桔梗 —
薰衣草 ５１􀆰 １２ 穿山龙 — 益智仁 —
枳椇子 ２３􀆰 ３１ 红景天 ５５􀆰 ２７ 凤尾草 ６０􀆰 ２７
莪术 ２７􀆰 ０４ 红藤 ７０􀆰 ０７ 桑椹 —
栀子 １１􀆰 ２７ 半枫荷 ４０􀆰 １８ 牛蒡子 ３４􀆰 ０４

威灵仙 ３３􀆰 ７０ 阿尔泰狗娃花 １３􀆰 ０８ 菟丝子 ３４􀆰 ６４

　 　 注： —表示无抑制作用或未检测到显著抑制活性。

４　 讨论与结论

由于 ＮＤＭ⁃１ 能水解大多数 ｂ⁃内酰胺类抗生素， 故筛选

高效抑制剂辅助治疗成为对抗耐药细菌的关键［１９⁃２１］ 。 本实

验以美罗培南为 ＮＤＭ⁃１ 底物， 结合紫外吸收情况选用

２９８ ｎｍ作为反应体系检测波长， 可确保反应特征性强且无

干扰， 能精准用于相关抑制剂筛选。 另外， 由于 ＮＤＭ⁃１ 是

以金属离子为活性中心的酶［２２］ ， 故试剂用高纯水配制以排

除水中金属离子干扰， 并以已知抑制剂 ＥＤＴＡ 为阳性对

照［２３］ ， 验证反应体系稳定性。
为了避免待测样品紫外吸收对检测结果的干扰， 本实

验通过比较其初始、 空白吸光度来对有较大变化者进行复

筛， 并扣除样品本底吸光度， 从而保证结果的准确性， 再

观察底物消耗量与时间的线性关系， 以期排除假阳性或假

阴性结果， 确保筛选结果可靠。 在平台优化环节， 调整底

物、 酶浓度以确保前者过量但不产生反馈抑制， 避免后者

太高而导致反应速率过快或过慢， 由于 ６００ ｓ 内酶促反应线

性关系良好， 考虑到其稳定性及样品筛选效率， 将时间控

制在３００ ｓ内以减少误差。 针对样品溶解问题， 本实验考察

了不同有机溶剂对筛选体系的影响， 发现丙酮影响较大，
而体积分数低于 １０％ 的甲醇和 ＤＭＳＯ 影响较小， 故难溶于

ＰＢＳ 缓冲液的样品可用后两者来溶解。
本实验应用上述方法， 对 １２０ 种中药材进行 ＮＤＭ⁃１ 抑

制活性评价， 筛选出 ３９ 种抑制率高于 ４０％ 者， 其中夏枯

草、 秦艽、 石榴皮、 岗稔根均大于 ８０％ 。 鉴于我国中药资

源丰富， 未来有必要扩大筛选范围， 以期挖掘更多高抑制

活性者。
综上所述， 本实验基于紫外⁃可见分光光度法对 １２０ 种

中药材进行 ＮＤＭ⁃１ 抑制活性考察， 旨在为相关抑制剂筛选

提供简便、 稳定、 高效的检测平台。
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摘要： 目的　 分析 ２１ 种含人参中成药的农药残留状况。 方法 　 样品以 １􀆰 ０％ 乙酸浸泡后乙腈提取， 提取液经

ＱｕＥＣｈＥＲＳ 法净化， 采用 ＧＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ、 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 法筛查农药残留情况， 结合农药限量、 工艺转移等评价安全性风险。
结果　 共检出 ２３ 种农药残留， 各农药在各自线性范围内线性关系良好 （ ｒ＞０􀆰 ９９０）， 加样回收率 ６２􀆰 １％ ～ １０３􀆰 ６％ ，
ＲＳＤ＜２０％ 。 各中成药农药残留水平较低， １ 批人参健脾丸中五氯硝基苯残留量超标， １ 批参桂鹿茸丸中甲拌磷超过定

量限。 结论　 ２１ 种中成药整体安全性风险较低， 但投料用人参存在五氯硝基苯超标风险， 而且从饮片转移到制剂，
建议生产企业加强饮片管理以全面提升制剂安全性。
关键词： 中成药； 人参； 农药残留； ＱｕＥＣｈＥＲＳ； ＧＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ； ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ； 安全性
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