
(19)中华人民共和国国家知识产权局

(12)发明专利申请

(10)申请公布号 

(43)申请公布日 

(21)申请号 201710790073.9

(22)申请日 2017.09.05

(71)申请人 香港理工大学深圳研究院

地址 518057 广东省深圳市南山区高新园

南区粤兴一道18号香港理工大学产学

研大楼205室

(72)发明人 潘雪华　贺云娇　陈建辉　赵燕湘　

(74)专利代理机构 深圳中一专利商标事务所 

44237

代理人 黄志云

(51)Int.Cl.

C07D 499/861(2006.01)

C07D 499/04(2006.01)

C07D 499/08(2006.01)

A61K 31/431(2006.01)

A61P 31/04(2006.01)

A61K 31/43(2006.01)

A61K 31/546(2006.01)

 

(54)发明名称

C类β-内酰胺酶抑制剂及其制备方法和应

用

(57)摘要

本发明提供了一种C类β-内酰胺酶抑制剂，

所述C类β-内酰胺酶抑制剂为6α-(1R-羟基-3

(2-噻吩-基)丙基)青霉素酸，具有如下式1所示

结构，
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1.一种C类β-内酰胺酶抑制剂，其特征在于，所述C类β-内酰胺酶抑制剂为6α-(1R-羟

基-3(2-噻吩-基)丙基)青霉素酸，具有如下式1所示结构，

2.一种C类β-内酰胺酶抑制剂的制备方法，其特征在于，包括以下步骤：

步骤(1) .将第一非质子性溶剂进行冷却处理后，在搅拌条件下加入液溴、硫酸、亚硝酸

钠或亚硝酸钾，然后加入6-氨基青霉素酸，在4-10℃条件下进行恒温反应，获得6,6-二溴青

霉素酸；

步骤(2) .将所述6,6-二溴青霉素酸溶于第二非质子性溶剂中，室温条件下添加二苯基

重氮甲烷，反应制备二苯甲基6,6-二溴青霉素酸；

步骤(3) .将所述二苯甲基6,6-二溴青霉素酸溶于四氢呋喃中，冷却至-70～-50℃，加

入格氏试剂溶液和3-(2-噻吩基)丙醛，反应制备二苯甲基-6α-溴-6β-(1R-羟基-3(2-噻吩

基)丙基)青霉素酸；

步骤(4) .将所述二苯甲基-6α-溴-6β-(1R-羟基-3(2-噻吩基)丙基)青霉素酸溶解后，

冷却至0-5℃，加入三丁基膦，反应制备二苯甲基-6α-(1R-羟基-3(2-噻吩基)丙基)青霉素

酸；

步骤(5) .将所述二苯甲基-6α-(1R-羟基-3(2-噻吩基)丙基)青霉素酸与间甲苯酚在惰

性气氛下反应，制备得到6α-(1R-羟基-3(2-噻吩-基)丙基)青霉素酸。

3.如权利要求2所述的C类β-内酰胺酶抑制剂的制备方法，其特征在于，所述步骤(1)

中，所述液溴、6-氨基青霉素酸的摩尔比为2.4:1～3:1，所述亚硝酸钠或亚硝酸钾、6-氨基

青霉素酸的摩尔比为1.5:1～2:1；和/或

在所述恒温反应结束后，还包括在反应液中加入还原剂，其中，所述还原剂为亚硫酸氢

钠、亚硫酸钠、硫代硫酸钠中的至少一种。

4.如权利要求2所述的C类β-内酰胺酶抑制剂的制备方法，其特征在于，所述步骤(2)

中，所述二苯基重氮甲烷采用滴加的方式进行添加。

5.如权利要求2所述的C类β-内酰胺酶抑制剂的制备方法，其特征在于，所述步骤(3)

中，反应制备二苯甲基-6α-溴-6β-(1R-羟基-3(2-噻吩基)丙基)青霉素酸的条件为：在-70

～-50℃条件下反应2～3小时；

所述格式试剂为乙基溴化、甲基溴化镁、异丙基溴化镁中的至少一种。

6.如权利要求2所述的C类β-内酰胺酶抑制剂的制备方法，其特征在于，所述步骤(4)

中，反应制备二苯甲基-6α-(1R-羟基-3(2-噻吩基)丙基)青霉素酸的条件为：在-0-5℃条件

下反应1～2小时。

7.如权利要求2所述的C类β-内酰胺酶抑制剂的制备方法，其特征在于，所述步骤(5)

中，将所述二苯甲基-6α-(1R-羟基-3(2-噻吩基)丙基)青霉素酸与间甲苯酚在惰性气氛下
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反应的条件为：在50～60℃条件下反应3～5小时。

8.一种C类β-内酰胺酶抑制药物，其特征在于，所述C类β-内酰胺酶抑制药物中含有权

利要求1所述的C类β-内酰胺酶抑制剂。

9.如权利要求8所述的C类β-内酰胺酶抑制药物，其特征在于，所述C类β-内酰胺酶抑制

药物中还含有抗生素。
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C类β-内酰胺酶抑制剂及其制备方法和应用

技术领域

[0001] 本发明属于药物合成技术领域，尤其涉及一种C类β-内酰胺酶抑制剂及其制备方

法和应用。

背景技术

[0002] 产生β-内酰胺酶是细菌对β-内酰胺类抗生素耐药的最重要途径。β-内酰胺酶根据

序列同源性可分为A、B、C、D四类，A类和C类是目前临床上最为常见的两类β-内酰胺酶，这两

类的β-内酰胺酶，特别是其中超广谱β-内酰胺酶可以令大多数的抗生素失效，从而给医院

及社区健康带来巨大威胁。很长时间以来，临床上可用的β-内酰胺酶抑制剂只有三种，克拉

维酸、舒巴坦、他唑巴坦，但这三种仅适用于A类β-内酰胺酶。而对于另一类更具广谱活性的

C类β-内酰胺酶，仅最新上市的阿维巴坦具有抑制效果。因此对于C类β-内酰胺酶抑制剂的

开发有着迫切的市场需求。

发明内容

[0003] 本发明的目的在于提供一种C类β-内酰胺酶抑制剂及其制备方法，旨在解决现有C

类β-内酰胺酶抑制剂市场需求窘迫的问题。

[0004] 本发明的另一目的在于提供一种含有上述C类β-内酰胺酶抑制剂的C类β-内酰胺

酶抑制药物。

[0005] 本发明是这样实现的，一种C类β-内酰胺酶抑制剂，所述C类β-内酰胺酶抑制剂为6

α-(1R-羟基-3(2-噻吩-基)丙基)青霉素酸，具有如下式1所示结构，

[0006]

[0007] 相应的，一种C类β-内酰胺酶抑制剂的制备方法，包括以下步骤：

[0008] 步骤(1) .将第一非质子性溶剂进行冷却处理后，在搅拌条件下加入液溴、硫酸、亚

硝酸钠或亚硝酸钾，然后加入6-氨基青霉素酸，在4-10℃条件下进行恒温反应，获得6,6-二

溴青霉素酸；

[0009] 步骤(2) .将所述6,6-二溴青霉素酸溶于第二非质子性溶剂中，室温条件下添加二

苯基重氮甲烷，反应制备二苯甲基6,6-二溴青霉素酸；

[0010] 步骤(3) .将所述二苯甲基6,6-二溴青霉素酸溶于四氢呋喃中，冷却至-70～-50

℃，加入格氏试剂，反应制备二苯甲基-6α-溴-6β-(1R-羟基-3(2-噻吩基)丙基)青霉素酸；

[0011] 步骤(4) .将所述二苯甲基-6α-溴-6β-(1R-羟基-3(2-噻吩基)丙基)青霉素酸溶解
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后，冷却至0-5℃，加入三丁基膦，反应制备二苯甲基-6α-(1R-羟基-3(2-噻吩基)丙基)青霉

素酸；

[0012] 步骤(5) .将所述二苯甲基-6α-(1R-羟基-3(2-噻吩基)丙基)青霉素酸与间甲苯酚

在惰性气氛下反应，制备得到6α-(1R-羟基-3(2-噻吩-基)丙基)青霉素酸。

[0013] 以及，一种C类β-内酰胺酶抑制药物，所述C类β-内酰胺酶抑制药物中含有上述的C

类β-内酰胺酶抑制剂。

[0014] 本发明提供的C类β-内酰胺酶抑制剂，能够特异性地抑制C类β-内酰胺酶P99，其抑

制效果相比克拉维酸和苏巴坦有2-5倍的提升。此外，所述6α-(1R-羟基-3(2-噻吩-基)丙

基)青霉素酸还能抑制A类β-内酰胺酶PenP(IC50>1mM)，相比克拉维酸和苏巴坦而言，是有效

的A类β-内酰胺酶抑制剂(IC50<2μM)。

[0015] 本发明提供的C类β-内酰胺酶抑制剂的制备方法，反应条件温和易控，且制备得到

的产品纯度高，产率可达46％以上。

[0016] 本发明提供的C类β-内酰胺酶抑制药物，含有上述C类β-内酰胺酶抑制剂，能与其

他抗生素一起作用，有效促进抗生素的抑菌活性。

附图说明

[0017] 图1是本发明实施例4提供的β-内酰胺酶与6α-(1R-羟基-3(2-噻吩-基)丙基)青霉

素酸酰化反应0分钟的质谱图；

[0018] 图2是本发明实施例4提供的β-内酰胺酶与6α-(1R-羟基-3(2-噻吩-基)丙基)青霉

素酸酰化反应5分钟的质谱图；

[0019] 图3是本发明实施例4提供的β-内酰胺酶与6α-(1R-羟基-3(2-噻吩-基)丙基)青霉

素酸酰化反应15分钟的质谱图；

[0020] 图4是本发明实施例4提供的P99-PC-1(6α-(1R-羟基-3(2-噻吩-基)丙基)青霉素

酸)复合物的活性中心结构示意图；

[0021] 图5是本发明实施例4提供的PC-1(6α-(1R-羟基-3(2-噻吩-基)丙基)青霉素酸)与

活性中心氨基酸的相互作用示意图；

[0022] 图6是本发明实施例4提供的P99-PC-1(6α-(1R-羟基-3(2-噻吩-基)丙基)青霉素

酸)结构与AmpC_amoxicillin(阿莫西林)(PDB  ID:1LL9)、AmpC_cephalothin(头孢噻吩)

(PDB  ID:1KVM)复合物结构的重叠图。

具体实施方式

[0023] 为了使本发明要解决的技术问题、技术方案及有益效果更加清楚明白，以下结合

实施例，对本发明进行进一步详细说明。应当理解，此处所描述的具体实施例仅仅用以解释

本发明，并不用于限定本发明。

[0024] 本发明实施例提供了一种C类β-内酰胺酶抑制剂，所述C类β-内酰胺酶抑制剂为6

α-(1R-羟基-3(2-噻吩-基)丙基)青霉素酸，具有如下式1所示结构，
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[0025]

[0026] 本发明实施例提供的C类β-内酰胺酶抑制剂，是一种新型结构的C类β-内酰胺酶抑

制剂(6α-(1R-羟基-3(2-噻吩-基)丙基)青霉素酸)，经实验研究，所述6α-(1R-羟基-3(2-噻

吩-基)丙基)青霉素酸能够特异性地抑制C类β-内酰胺酶P99，其抑制效果相比克拉维酸和

苏巴坦有2-5倍的提升。此外，所述6α-(1R-羟基-3(2-噻吩-基)丙基)青霉素酸还能抑制A类

β-内酰胺酶PenP(IC50>1mM)，相比克拉维酸和苏巴坦而言，是有效的A类β-内酰胺酶抑制剂

(IC50<2μM)。

[0027] 本发明实施例所述C类β-内酰胺酶抑制剂，可以通过下述方法制备获得。

[0028] 相应的，本发明实施例还提供了一种C类β-内酰胺酶抑制剂的制备方法，包括以下

步骤：

[0029] 步骤(1) .将第一非质子性溶剂进行冷却处理后，在搅拌条件下加入液溴、硫酸、亚

硝酸钠或亚硝酸钾，然后加入6-氨基青霉素酸，在4-10℃条件下进行恒温反应，获得6,6-二

溴青霉素酸；

[0030] 步骤(2) .将所述6,6-二溴青霉素酸溶于第二非质子性溶剂中，室温条件下添加二

苯基重氮甲烷，反应制备二苯甲基6,6-二溴青霉素酸；

[0031] 步骤(3) .将所述二苯甲基6,6-二溴青霉素酸溶于四氢呋喃，加入格式试剂和3-

(2-噻吩基)丙醛，反应制备二苯甲基-6α-溴-6β-(1R-羟基-3(2-噻吩基)丙基)青霉素酸；

[0032] 步骤(4) .将所述二苯甲基-6α-溴-6β-(1R-羟基-3(2-噻吩基)丙基)青霉素酸溶解

后，冷却至0-5℃，加入三丁基膦，反应制备二苯甲基-6α-(1R-羟基-3(2-噻吩基)丙基)青霉

素酸；

[0033] 步骤(5) .将所述二苯甲基-6α-(1R-羟基-3(2-噻吩基)丙基)青霉素酸与间甲苯酚

在惰性气氛下反应，制备得到6α-(1R-羟基-3(2-噻吩-基)丙基)青霉素酸。

[0034] 具体的，上述步骤(1)中，所述第一非质子性溶剂作为反应介质，对所述液溴、亚硝

酸钠或亚硝酸钾、6-氨基青霉素酸均具有较好的分散溶解性能。具体优选的，所述第一非质

子性溶剂包括但不限于二氯甲烷、乙酸乙酯。

[0035] 在搅拌条件下液溴、硫酸、亚硝酸钠或亚硝酸钾，其中，所述硫酸与亚硝酸盐反应

生成亚硝酸(反应方程式H2SO4+2NaNO2→2HNO2+Na2SO4)。进一步的，加入6-氨基青霉素酸，所

述亚硝酸与液溴、6-氨基青霉素酸反应生成6,6-二溴青霉素酸。本发明实施例中，由于亚硝

酸与液溴、6-氨基青霉素酸反应生成6,6-二溴青霉素酸的反应为放热反应，且反应过程中

会产生气体。为了使温度保持恒定，且利于生成的气体缓慢排出，优选的，所述6-氨基青霉

素酸采用分批加入的方式，优选的，在4-6min内分批次加入所述6-氨基青霉素酸，加入方式

优选滴加。本发明实施例中，生成6,6-二溴青霉素酸的反应反应分为两步，首先，6-氨基青

霉素酸上的氨基与生成的亚硝酸发生重氮化反应；接着，重氮基被溴取代得到溴代产物，放
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出氮气。优选的，在4-10℃条件下进行恒温反应，防止温度过高时发生副反应如偶合反应；

而温度过低，也不利于反应的进行。反应时间优选为20-60min，具体优选的，在5℃条件下进

行恒温反应30min。

[0036] 进一步优选的，所述液溴、6-氨基青霉素酸的摩尔比为2.4:1～3:1(液溴稍微过

量，有利于反应完全)，所述亚硝酸钠或亚硝酸钾、6-氨基青霉素酸的摩尔比为1.5:1～2:1，

从而有利于反应的充分进行，且减少副反应的产生。若所述亚硝酸钠或亚硝酸钾的含量偏

低，容易发生偶合反应。在上述实施例的基础上，优选的，所述硫酸的浓度为1.25mol/L，所

述硫酸的体积为所述有机溶剂体积的30～50％，以保证反应的充分进行，当然，所述硫酸的

浓度和体积百分含量，可以根据所述亚硝酸盐的用量进行对应调整。具体优选的，所述硫酸

的浓度为1.25mol/L，所述硫酸的体积为所述有机溶剂体积的40％。

[0037] 本发明实施例中，为了避免残余的溴对后续反应造成影响，反应结束后，在反应液

中加入还原剂，将反应液中过量的溴还原，优选为还原剂溶液。但是，并非任意的还原剂均

能用于本发明。除了考虑还原剂本身与溴之间的还原性能外，还要考虑还原剂对步骤(1)得

到的产物6,6-二溴青霉素酸的影响，不能还原产物6,6-二溴青霉素酸，或引入其他杂副反

应。优选的，所述还原剂为亚硫酸氢钠、亚硫酸钠、硫代硫酸钠中的至少一种。优选在5-15℃

条件下反应(温度偏低会导致反应不完全或不反应，温度过高则会导致副反应的发生)，可

以看到液溴的颜色逐渐褪去，反应液呈现淡黄色，即呈现6,6-二溴青霉素酸的颜色，产物生

成。

[0038] 在反应结束后，还包括对产物6,6-二溴青霉素酸进行提纯处理。优选的，将反应体

系萃取分离得到有机相，水相用二氯甲烷萃取两次，合并的有机相再用饱和食盐水洗涤，减

压浓缩得到黄色固体，即为6,6-二溴青霉素酸。

[0039] 上述步骤(1)方法获得的6,6-二溴青霉素酸，产率在83％以上。

[0040] 上述步骤(2)中，将所述6,6-二溴青霉素酸溶于第二非质子性溶剂中，所述第二非

质子性溶剂为乙酸乙酯、二氯甲烷、四氢呋喃中的至少一种。所述6,6-二溴青霉素酸与所述

二苯基重氮甲烷在室温条件下反应生成二苯甲基6,6-二溴青霉素酸。本发明实施例中，所

述室温是指室内温度，包括10-35℃的温度范围。其中，优选的，所述二苯基重氮甲烷采用滴

加的方式进行添加，有利于反应生成的氮气，缓慢排出，提高安全性。

[0041] 本发明实施例可以通过TLC(液相薄层色谱)检测反应液，监控反应是否完全。待反

应结束后，还包括对反应液进行纯化处理。具体的，将上述步骤(2)反应后的反应液进行减

压蒸馏除去溶剂，然后通过硅胶柱色谱进行分离，最终得到纯化的二苯甲基6,6-二溴青霉

素酸，经过上述步骤(2)后获得的产物产率为61％。

[0042] 上述步骤(3)中，在格氏试剂作用下，3-(2-噻吩基)丙醛与二苯甲基6,6-二溴青霉

素酸反应生成二苯甲基-6α-溴-6β-(1R-羟基-3(2-噻吩基)丙基)青霉素酸。其中，优选的，

先加入格氏试剂包括但不限于乙基溴化镁、甲基溴化镁、异丙基溴化镁，添加是优选采用格

氏试剂的乙醚或四氢呋喃溶液，有利于控制滴加量和反应的均匀性。本发明实施例中，先

在-70～-50℃条件下反应2～3小时，该步骤中，通过格氏试剂交换反应得到二苯甲基6,6-

二溴青霉素酸的格氏试剂；然后在相同的温度下加入3-(2-噻吩基)丙醛，在-70～-50℃条

件下反应1～2小时，此时，二苯甲基6,6-二溴青霉素酸的格氏试剂与和3-(2-噻吩基)丙醛

加成反应生成二苯甲基-6α-溴-6β-(1R-羟基-3(2-噻吩基)丙基)青霉素酸。进一步优选的，
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所述格氏试剂和所述3-(2-噻吩基)丙醛均通过滴加方式加入。

[0043] 反应结束后，包括对得到的产物进行提纯处理，具体的，在先反应液加入饱和氯化

铵淬灭反应，反应液放置到室温；然后通过减压蒸馏除去有机溶剂如四氢呋喃。再加入水和

乙酸乙酯进行萃取分液，分得的有机相先后用5％碳酸氢钠和饱和食盐水洗，经浓缩获得油

状物。将得到的油状物通过硅胶柱分离得到目标产物二苯甲基-6α-溴-6β-(1R-羟基-3(2-

噻吩基)丙基)青霉素酸。该步骤反会存在杂副反应，产生下述结构所示同向异构体的副产

物，该副产物可以在柱层析中分离除去。

[0044]

[0045] 步骤(3)获得的二苯甲基-6α-溴-6β-(1R-羟基-3(2-噻吩基)丙基)青霉素酸的产

率为49％。

[0046] 上述步骤(4)中，将所述二苯甲基-6α-溴-6β-(1R-羟基-3(2-噻吩基)丙基)青霉素

酸溶解后，冷却至0-5℃，以防止反应过程中发生杂副反应，生成难于去除的产物的其他立

体构型。其中，溶解二苯甲基-6α-溴-6β-(1R-羟基-3(2-噻吩基)丙基)青霉素酸的溶解优选

为有机醇，包括但不限于甲醇、乙醇或异丙醇。进一步的，加入三丁基膦，与二苯甲基-6α-

溴-6β-(1R-羟基-3(2-噻吩基)丙基)青霉素酸反应制备二苯甲基-6α-(1R-羟基-3(2-噻吩

基)丙基)青霉素酸，反应条件为：在-0-5℃条件下反应1～2小时。

[0047] 将反应产物进行提纯处理，具体的，将反应液进行减压蒸馏，然后通过硅胶柱色谱

纯化，得到二苯甲基-6α-(1R-羟基-3(2-噻吩基)丙基)青霉素酸。步骤(4)获得的二苯甲基-

6α-(1R-羟基-3(2-噻吩基)丙基)青霉素酸的产率59％。

[0048] 上述步骤(5)中，将所述二苯甲基-6α-(1R-羟基-3(2-噻吩基)丙基)青霉素酸与间

甲苯酚混合，在惰性气氛下反应，制备目标产物6α-(1R-羟基-3(2-噻吩-基)丙基)青霉素

酸，即C类β-内酰胺酶抑制剂。其中，所述惰性气氛包括但不限于氮气气氛；反应的条件为：

在50-60℃条件下反应3～5小时。

[0049] 将反应产物进行纯化处理，具体的，反应液降温至室温，然后减压蒸馏，将得到的

油状物经薄板层析分离，得到终产物6α-(1R-羟基-3(2-噻吩-基)丙基)青霉素酸(PC-1) ,产

率为46％。

[0050] 本发明实施例提供的C类β-内酰胺酶抑制剂的制备方法，反应条件温和易控，且制

备得到的产品纯度高，产率可达46％以上。

[0051] 以及，本发明实施例还提供了一种C类β-内酰胺酶抑制药物，所述C类β-内酰胺酶

抑制药物中含有上述的C类β-内酰胺酶抑制剂。

[0052] 本发明实施例提供的C类β-内酰胺酶抑制药物，含有上述C类β-内酰胺酶抑制剂，

能与其他抗生素一起作用，有效促进抗生素的抑菌活性。

[0053] 进一步优选的，所述C类β-内酰胺酶抑制药物中还含有抗生素。所述C类β-内酰胺

酶抑制剂本身不具备抑菌作用，但与所述抗生素联合使用后，可以有效增强抗生素的抑菌

活性。

[0054] 下面结合具体实施例进行说明。
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[0055] 实施例1

[0056] 一种C类β-内酰胺酶抑制剂，所述C类β-内酰胺酶抑制剂为6α-(1R-羟基-3(2-噻

吩-基)丙基)青霉素酸，具有如下式1所示结构，

[0057]

[0058] 所述C类β-内酰胺酶抑制剂的制备方法，包括以下步骤：

[0059] S11.将60mL二氯甲烷冷却至5℃，搅拌条件下加入14.4g(90mmol)液溴，24mL  2.5N

(1.25mol/L)硫酸和4.14g(60mmol)亚硝酸钠，在大约5分钟内分批次加入6.5g(30mmol)6-

氨基青霉素酸，保持温度在4-10℃，在5℃条件下反应30分钟。然后将50mL  1M的亚硫酸氢钠

溶液逐滴加入反应液中，保持温度在5-15℃，可以看到液溴的颜色逐渐褪去，反应液呈现淡

黄色。萃取分离得到有机相，水相再用二氯甲烷萃取两次，合并的有机相再用饱和食盐水洗

涤，减压浓缩得到黄色固体。以该方法获得9g  6,6-二溴青霉素酸，产率为83％。

[0060] S12.将步骤S11获得的7.18g(20mmol)6,6-二溴青霉素酸溶于100mL乙酸乙酯中，

室温下慢慢滴加二苯基重氮甲烷，滴加完毕后室温反应过夜，TLC检测原料反应完全。反应

液减压蒸馏除去溶剂，然后通过硅胶柱分离得到目标产物二苯甲基6,6-二溴青霉素酸

(6.2g)，产率为61％。

[0061] S13.将步骤S12获得的2g(3.8mmol)二苯甲基-6,6-二溴青霉素酸溶于无水四氢呋

喃(40mL)中，冷却至-50℃，逐滴加入0.61mL(3M，1.82mmol)乙基溴化镁的乙醚溶液，反应液

在-50℃反应2小时。然后在相同的温度下滴加3-(2-噻吩基)丙醛，-50℃条件下再反应2小

时。加入饱和氯化铵淬灭反应，反应液放置到室温，然后通过减压蒸馏除去四氢呋喃；加入

水和乙酸乙酯进行萃取分液，分得的有机相先后用5％碳酸氢钠和饱和食盐水洗，并浓缩获

得油状物；将油状物通过硅胶柱分离得到目标产物二苯甲基-6α-溴-6β-(1R-羟基-3(2-噻

吩基)丙基)青霉素酸(1.1g)，产率为49％。

[0062] S14.将步骤S13得到的0.92g(1.57mmol)二苯甲基-6α-溴-6β-(1R-羟基-3(2-噻吩

基)丙基)青霉素酸溶于40mL甲醇中，冷却到0-5℃，加入0.59mL(2.35mmol)三丁基膦，反应

液在相同温度下反应1小时。减压蒸馏，然后通过硅胶柱色谱纯化得到苯甲基-6α-(1R-羟

基-3(2-噻吩基)丙基)青霉素酸0.47g，产率59％。

[0063] S15.将200mg苯甲基-6α-(1R-羟基-3(2-噻吩基)丙基)青霉素酸与3mL间甲苯酚混

合，将反应液在氮气保护条件下，50℃条件下反应3小时。反应液降温至室温，然后减压蒸

馏，得到的油状物再经薄板层析分离得到终产物6α-(1R-羟基-3(2-噻吩-基)丙基)青霉素

酸60mg(PC-1)，产率为46％。

[0064] 上述方法的反应式如下所示：
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[0065]

[0066] 将步骤S15得到的产物进行质谱和核磁分析。

[0067] 1、采用负离子喷雾技术测得m/z：[M-H]-340.3。

[0068] 2、以CDCl3为试剂，400MHz测试得到的核磁数据如下：

[0069] 1H-NMR：δ1.55(s ,3H,C(CH3)2) ,1 .68(s ,3H,C(CH3)2) ,1 .86-1 .98(m ,2H,CH2-CH2-

CH) ,2.91-3.05(m,2H,Ar-CH2-CH2) ,3.33(d ,1H,CH-CHCO-CH) ,4.15-4.18(m,1H,CH2-CHOH-

CH) ,4.39(s,1H,C-CHN-COOH) ,5.32(s,1H,CH-CHS-N) ,6.83(d,1H,CH-CHS-CH2) ,6.91-6.94

(m,1H,CH＝CH-CH) ,7.12-7.14(d,1H,CH＝CH-S)。

[0070] 13C-NMR：δ25.9,26 .8 ,30 .6 ,37 .1 ,61 .5 ,65 .5 ,65 .6 ,66 .5 ,70 .9 ,123 .4 ,124 .6 ,

126.9,143.8,172.4,174.0。

[0071] 实施例2

[0072] 体外测试实施例提供的6α-(1R-羟基-3(2-噻吩-基)丙基)青霉素酸进行C类β-内

酰胺酶的抑制活性。

[0073] (1)将P99和PenP的DNA序列分别通过分子克隆方法插入一个修饰的pET30a的载体

中，这一载体包含6个组氨酸的标签和HRV3C蛋白酶的酶切位点，通过这一方法构建出含有

P99或PenP基因序列的质粒，然后将两种质粒分别转化到大肠杆菌BL21(DE3)中。接下来，不

管是PenP还是P99，蛋白的表达和纯化都采用相同的步骤。细菌接种过夜后，以1:100的倍数

稀释到2.4L的LB营养基中，在37℃培养2.5小时直至OD600达到0.6-0.8，然后加入异丙基硫

代-β-D-半乳糖苷(IPTG)诱导蛋白表达，再在30℃培养5小时后离心收获菌体。

[0074] 通过上述方法表达的融合蛋白含有6个组氨酸的标签，因此蛋白纯化可以采用镍

亲和柱分离得到纯的融合蛋白。再通过蛋白酶HRV  3C切掉标签，通过第二轮的镍亲和柱分

离除去标签，再经过进一步的凝胶过滤色谱得到纯的目标蛋白。最后P99或PenP蛋白经过浓

缩后，液氮中速冻保存在-80℃冰箱中。

[0075] (2)β-内酰胺酶活性的测定

[0076] 该方法使用头孢硝噻吩作为β-内酰胺酶的底物，头孢硝噻吩水解前后从黄色变成

红色，产物在500nm会有显著的吸收，由此通过紫外可见分光光度计记录底物水解引起的吸

收度变化来测定PenP或P99β-内酰胺酶的水解活性。

[0077] (3)β-内酰胺酶抑制活性的测定

[0078] 将PC-1与P99或PenP混合10分钟，然后加入头孢硝噻吩，用紫外可见分光光度计记

录吸收度变化来测定水解的初始速度；改变PC-1的浓度，在6-8个浓度下一式两份的对水解

速度进行测试，获得PC-1浓度[S]和不同浓度下的水解速度[v]，通过GraphPad软件处理数

说　明　书 7/10 页

10

CN 109422765 A

10



据，算出IC50。临床上常用的β-内酰胺酶抑制剂克拉维酸和苏巴坦作为对照分别进行相同

的实验来得到他们对于PenP或P99的IC50，结果如下表1所示。

[0079] 表1

[0080]

[0081]

[0082] 上述结果表明，PC-1不能抑制A类β-内酰胺酶PenP(IC50>1mM)，相比而言，克拉维酸

和苏巴坦是有效的A类β-内酰胺酶抑制剂(IC50<2μM)。可是，PC-1可以比较有效而且特异性

的抑制C类β-内酰胺酶P99，其抑制效果相比克拉维酸和苏巴坦有2-5倍的提升。

[0083] 实施例2

[0084] 一种C类β-内酰胺酶抑制药物，所述C类β-内酰胺酶抑制药物中含有实施例1提供

的C类β-内酰胺酶抑制剂6α-(1R-羟基-3(2-噻吩-基)丙基)青霉素酸和抗生素。

[0085] 体外测试上述C类β-内酰胺酶抑制药物的抑菌活性，包括：

[0086] (1)PC-1的抑菌浓度测试

[0087] 将PC-1溶于300μL  LB培养基中，达到终浓度512μg/mL,然后取其中150μL稀释两倍

制备浓度为256μg/mL的PC-1溶液，接下来用同样的方法先后配制浓度分别为128,64 ,32,

16 ,8 ,4 ,2 ,1μg/mL的PC-1的LB溶液。大肠杆菌BL21(DE3)接种培养过夜后，稀释至OD600 

0.08-0.1，取5μL，加入之前配制的150μL含PC-1的培养基中，在37℃培养过夜，读取最小的

无细菌生长时的PC-1浓度，即为最小抑菌浓度(MIC)，测试结果如表2所示。

[0088] 表2

[0089]

[0090] 表2结果表明，PC-1不能像抗生素一样，具备抑菌的效果。

[0091] (2)药物联用测试

[0092] 该方法测试PC-1与抗生素联用对表达P99的大肠杆菌BL21(DE3)的最小抑菌浓度。

混合不同浓度的PC-1(终浓度1，2，4～512μg/mL，10个浓度，相邻两个浓度后者是前者的2

倍)和抗生素包括青霉素G，氨苄西林，头孢噻吩，头孢西丁(终浓度1，2，4～512μg/mL)，测试

不同浓度下PC-1对应的抗生素的最小抑菌浓度MIC，结果如下表3所示。

[0093] 表3
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[0094]

[0095] 表3结果表明，跟没有PC-1时相比，当PC-1浓度为512μg/mL时，青霉素G的MIC从512

μg/mL减少到16μg/mL，达到32倍的提升；当联合PC-1与其他抗生素如氨苄西林，头孢噻吩，

头孢西丁合用时，相应的MIC也有4-8倍的提升。由此可见，PC-1充当了C类β-内酰胺酶抑制

剂的作用，加强了抗生素的抑菌活性。抑菌实验证实PC-1与抗生素合用时，可以提升抗生素

的最小抑菌浓度达4-32倍。

[0096] 实施例4

[0097] 通过质谱和X-射线晶体学阐述PC-1抑制P99的内在分子机制。

[0098] (1)质谱分析证实PC-1与P99形成稳定的酰化产物。

[0099] 将35μL  5μM  P99β-内酰胺酶与35μL  20μM  PC-1混合，在室温下反应，在不同的时

间点用70μL含1％甲酸的乙腈溶液淬灭反应，然后采用电子喷雾电离质谱(ESI-MS)分析混

合物的组成，反应0、5、15分钟的质谱图分别如图1、2、3所示。在所获得的质谱图中，E代表

酶，而EI*代表酶跟PC-1发生酰化反应的产物。

[0100] 质谱结果证实PC-1与C类β-内酰胺酶P99发生缓慢的酰化反应，在反应发生15分钟

后趋于平衡，而没有检测到脱酰化反应的发生。

[0101] (2)P99与化合物PC-1的复合物结构解析

[0102] 将纯化得到的P99蛋白采用悬滴气相扩散法结晶，1μL  P99蛋白与1μL结晶液(0.1M 

Bis-Tris  pH  6.5,25％PEG3350)混合，晶体在16℃生长，大约两周长到～100μm大小。为了

获得P99与PC-1的复合物结构，将P99晶体浸泡于含PC-1结晶液中(浓度约50mM)约20分钟，

接下来把复合物晶体放入Rigaku  X-射线衍射仪中，收集360℃的衍射数据。

[0103] 数据处理采用CCP4程序套件，然后通过分子置换法获得初步的结构信息，接下来

进行结构精修，最终获得复合物的结构。

[0104] P99与化合物PC-1的复合物结构，如附图4-6所示。在这一复合物结构中，2fo-fc电

子密度图清楚地显示PC-1的β-内酰胺环打开，与丝氨酸64共价结合(图4，2Fo-Fc电子密度

图以网状格式显示)。结合位点羰基有着保守的构型，位于由丝氨酸64和丝氨酸318主链氮

原子组成的氧阴离子穴中；侧链C8上的羟基与天冬酰胺152形成氢键作用，末端噻吩跟酪氨

酸221构成π-π重叠效应(图5，虚线表示氢键作用)。

[0105] 值得注意的是，在所得的复合物结构中，PC-1整体保持一种独特的近似“水平”的

构型，这在以往报道的复合物结构中从没出现过。P99-PC-1(6α-(1R-羟基-3(2-噻吩-基)丙
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基)青霉素酸)结构与AmpC_amoxicillin(阿莫西林)(PDB  ID:1LL9)、AmpC_cephalothin(头

孢噻吩)(PDB  ID:1KVM)复合物结构的重叠图如附图6所示。在已报道的AmpC与阿莫西林或

头孢噻吩的复合物结构中，酰化加合物采取了“弯曲”的构型，阿莫西林的四氢噻唑环和头

孢噻吩的二氢噻嗪环都弯曲而指向溶剂端，与β-内酰胺环的主链结构形成大约90℃的夹

角，而关键的脱酰化水分子位于活性中心，便于对酰化加合物亲核进攻。相比而言，PC-1的

四氢噻唑环保持在活性中心，支链的羧酸基团直接占据了脱酰化水分子的位置，与赖氨酸

315，丝氨酸316和天冬酰胺346发生氢键作用，所导致的后果就是PC-1占据活性位点而不能

被脱酰化，从而抑制了酶的活性。

[0106] 以上所述仅为本发明的较佳实施例而已，并不用以限制本发明，凡在本发明的精

神和原则之内所作的任何修改、等同替换和改进等，均应包含在本发明的保护范围之内。
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