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摘 要：四环素类抗生素是临床治疗多重耐药革兰氏阴性菌感染的核心药物之一。替加环素作为第三代四环素类

药物，是临床应对耐碳青霉烯肠杆菌科细菌（CRE）、多重耐药鲍曼不动杆菌（MDR-Ab）、耐甲氧西林金黄色葡萄球

菌（MRSA）和耐万古霉素肠球菌（VRE）等多重耐药菌感染的“最后一道防线”。既往研究普遍认为，Tet（X）家族黄

素依赖型单加氧酶仅存在于环境微生物中，且仅介导细菌对四环素类抗生素产生低水平耐药。然而 2019 年，我国

科研团队首次发现了由质粒介导的四环素降解酶 Tet（X3）和 Tet（X4），二者可使革兰氏阴性菌对包括替加环素在

内的所有四环素类抗生素产生高水平耐药。目前，Tet（X3）、Tet（X4）及其突变体已在全球快速扩散，临床菌株检

出率逐年升高，极大削弱了四环素类药物的临床治疗效果，给临床抗感染诊疗及全球公共卫生安全带来严峻挑战。

论文全面归纳总结了各类 Tet（X）耐药酶的分子结构特征、催化机制、传播流行规律及其抑制剂的研究进展。同时

剖析当前抑制剂研发面临的核心瓶颈，包括成药性差、靶点选择性低、体内药效不明确、临床转化进程滞后等问题，

并从优化抑制剂分子结构优化、新型筛选技术开发等角度，系统展望该领域后续研究方向与耐药防控策略，以期为

临床防控  Tet （X） 介导的四环素类耐药菌感染提供文献依据与研究思路。
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四环素类抗生素是一类具有氢化并四苯母核

结构的广谱抗菌药物，自 20 世纪 40 年代四环素首

次应用于临床以来，土霉素、金霉素、多西环素、米

诺环素等系列药物相继研发上市，凭借抗菌谱广、

口服吸收良好、给药方式多样、生产成本低廉、安

全性良好等诸多优势，迅速在人类临床医疗、畜禽

养殖业、水产养殖业、宠物诊疗等领域得到广泛应

用［1-3］。在临床治疗中，四环素类药物可覆盖革兰

氏阳性菌、革兰氏阴性菌、支原体、衣原体、立克次

体、螺旋体等多种致病菌，常用于治疗呼吸道感

染、泌尿系统感染、皮肤软组织感染、腹腔感染。

此外，四环素类药物还可用于辅助治疗布鲁菌病、

鼠疫、恙虫病等特殊病原体感染，同时也是青霉素

过敏患者的重要替代治疗药物［1-4］。但长期不合

理的使用，直接导致细菌对四环素类药物的耐药

性持续增强，使得传统四环素类药物因普遍耐药

将逐渐退出临床一线，仅保留局部外用制剂。为

应对严峻的耐药问题，科研人员通过对四环素母

核进行结构修饰，成功研发出替加环素、依拉环素

和奥马环素等新一代四环素类药物，此类药物通

过结构改造有效规避了细菌主动外排泵、核糖体

保护蛋白介导的传统四环素耐药机制，对多重耐

药革兰氏阴性菌、革兰氏阳性菌均展现出强效抗

菌活性，成为临床治疗 CRE、MDR-Ab 等超级细

菌感染的最后一道防线，极大地弥补了临床重症抗

感染用药的缺口［4-6］。
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然而，随着新一代四环素类药物在临床和畜禽

养殖领域的应用范围不断扩大，细菌耐药机制持续

发生适应性进化，新型四环素耐药机制不断涌现。

其中，Tet（X）家族酶介导的四环素酶促灭活耐药，

逐渐成为全球抗感染领域关注的焦点。与传统耐

药机制不同，该耐药机制通过酶促反应直接破坏四

环素类药物的核心化学结构，使其完全丧失抗菌活

性，且耐药基因可通过质粒、插入序列等可移动遗

传元件在不同菌种间水平传播或垂直传播，导致新

一代四环素类药物的抗菌疗效显著降低，导致临床

多重耐药菌感染治疗方案屡屡失败，感染患者病死

率显著升高，给全球公共卫生安全带来了前所未有

的挑战［7-8］。在此背景下，全球科研人员围绕 Tet（X）

家族酶的生物学特性、耐药机制、传播规律及靶向

抑制剂开展了大量研究，积累了丰富的研究成果，

为该领域的深入发展奠定了坚实基础。

1　Tet(X)酶介导四环素耐药的基础研

究进展

1. 1　Tet(X)酶的发现

Tet（X）家族酶的研究历程可分为早期阶段、同

源基因拓展阶段、突破性发现与全面深入研究阶段

3 个关键时期（图 1）。其研究热度和临床重要性与

Tet（X）亚型水解新型四环素类抗生素的能力密切

相关。1991 年，美国学者 Speer 等［9］首次在环境微

生物厌氧脆弱拟杆菌中发现并克隆了 tet（X）耐药基

因，该基因编码一种 NADP 依赖的氧化还原酶，可

对传统四环素类药物进行弱氧化修饰，可介导低水

平四环素耐药，这是 Tet（X）家族酶的首次学术报

道，也是学术界对四环素灭活酶的初步认知。由于

最初发现的 Tet（X）酶仅存在于环境微生物中，其催

化活性低、耐药水平弱、传播能力有限，且未跨菌种

传播至临床致病菌，因此在随后的二十年里，该耐

药机制未受到全球抗感染领域的重点关注，相关研

究进展较为缓慢。

2001 年，科研人员在拟杆菌属菌株中相继发现

tet（X1）、tet（X2）等同源耐药基因，通过基因序列比

对与蛋白功能验证发现，tet（X1）基因编码的蛋白酶

无灭活四环素类抗生素的生物学活性［10］。Tet（X2）
酶的催化活性较原始 Tet（X）酶有所提升，可对传统

四环素类药物产生较强的灭活作用，但对替加环素

等新一代四环素类药物无显著催化灭活能力，仍未

对临床四环素用药构成实质性威胁，相关研究仍局

限于基础微生物学领域［11］。

2019 年是 Tet（X）家族酶研究取得突破性进展

的一年，中国农业大学沈建忠院士团队联合华南农

业大学刘雅红教授团队 ，分别在国际顶级期刊

Nature Microbiology 发表研究成果，报道了首次在

畜禽源大肠杆菌、鲍曼不动杆菌中发现质粒介导的

高活性 tet（X4）和 tet（X3）耐药基因［12-13］。功能验证

结果表明，这两种新型基因编码的 Tet（X）亚型酶，

Tet（X3）和 Tet（X4），可高效催化包括替加环素以

及美国 FDA 最新批准的新型四环素类抗生素依拉

环素和奥马环素等在内的所有四环素类药物的氧

化灭活，介导革兰氏阴性菌对四环素类抗生素产生

高水平耐药，且 tet（X4）和 tet（X3）耐药基因可通过

接合性质粒在大肠杆菌、肺炎克雷伯菌、鲍曼不动

杆菌和沙门氏菌等多种临床常见致病菌间水平转

移，具备极强的传播扩散能力［12-13］。上述研究成果

彻底打破了“新一代四环素可规避所有四环素的耐

药性”的临床认知［12-14］，引发全球抗感染、微生物耐

药领域的高度关注，围绕 Tet（X）家族酶的研究迅速
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图 1　Tet（X）酶的发现及进化时间线

Fig. 1　Timeline of the discovery and evolution of Tet （X） enzymes
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展开，相关研究背景也进一步得到补充。

自首次报道以来，全球各国研究团队相继开展

tet（X）家族耐药基因的流行病学监测与分子生物学

研究。截至 2026 年，已在动物源、环境源和临床致

病菌中陆续发现 tet（X5）、tet（X6）、tet（X7）、tet（X57）
等 50 余种变异亚型，其中 tet（X5）、tet（X6）等高活

性亚型在全球多地检出，其催化活性、传播能力较

tet（X3）和 tet（X4）进一步提升［15-17］。同时，围绕

Tet（X）酶的晶体结构、催化机制、传播途径、耐药防

控及靶向抑制剂研发的研究成果呈爆发式增长，研

究方向从基础生物学特性逐步转向临床应用转化，

逐渐形成了较为完整、系统的研究体系［18］。

1. 2　Tet(X)酶分子结构特征

Tet（X）家族酶本质上均属于黄素依赖性单加

氧酶，是一类结构保守、功能专一的氧化还原酶。

蛋白酶晶体结构与基因序列比对分析结果表明，该

家族不同亚型酶的氨基酸序列同源性达 65% 以上，

整体分子结构与功能结构域高度保守，其单体蛋白

分子质量大小约 40 ku，主要由 3 个核心保守结构域

构成，包括 N 端结合结构域、中央底物结合结构域

和 C 端结构域，各结构域分工明确，共同完成辅因子

结合、底物识别与催化灭活过程［18-19］。

N 端结合结构域位于蛋白分子 N 端，由多个 β-
折叠与 α-螺旋构成典型的 Rossmann 折叠构象，是

结合辅因子的核心区域［18］。该结构域含有高度保

守的氨基酸基序 GXGXXG，该基序可通过氢键与

疏水作用精准识别并结合辅因子的核糖片段，保证

辅因子结合的稳定性。序列分析显示，N 端结合结

构域在 Tet（X）家族各亚型中保守性极高，氨基酸变

异率小于 10%，是维持 Tet（X）酶催化活性的基础

结构，其结构完整性直接决定酶对辅因子的结合能

力与催化循环的启动［19］。

中央底物结合结构域是 Tet（X）家族酶的核心

功能区域，由多个疏水氨基酸残基构成闭合式疏水

催化口袋，是底物四环素结合、特异性羟基化修饰

的关键位点。研究表明，Tet（X）家族高活性亚型

（Tet（X3）、Tet（X4）和 Tet（X5）等）与低活性亚型

（Tet（X）、Tet（X1）和 Tet（X2））的结构差异、催化活

性差异主要集中于该结构域［18-20］。晶体结构比对发

现，高活性 Tet（X）酶在底物结合口袋区域存在多个

关键氨基酸突变［21］，包括 I108T、L284V、N371K、

V321A 等，这些突变位点可有效扩大底物结合口袋

的空间体积［22］，增强口袋对替加环素、依拉环素等

新型四环素药物的包容度与结合亲和力，同时优化

底物与酶催化中心的空间构象，大幅提升酶的催化

效率。而低活性 Tet（X）酶的底物结合口袋空间狭

小，仅能结合传统小分子四环素类药物，无法容纳

或识别新一代四环素药物。

C 端结构域由 2 个反向平行的 α-螺旋构成，主

要起到连接 N 端结合结构域与中央底物结合结构

域的作用，同时通过分子内氢键、疏水作用稳定整

体蛋白构象，调控底物进入催化口袋的通道开合，

保证催化反应的高效进行。此外，C 端结构域还参

与酶与核糖体、细胞膜的相互作用，对 Tet（X）酶在

细菌胞内的定位与功能发挥具有辅助作用［18-19］。

除核心结构域外，Tet（X）酶还存在多个保守功

能氨基酸位点，包括结合位点 Pro26、Gly28、Glu46、
Arg47，底 物 结 合 位 点 Gln192、Arg213、Phe224、
His234，催化活性位点 Asp101、Asn135 等，这些位

点在所有亚型中高度保守，是维持 Tet（X）酶催化活

性、底物识别能力的关键，任意位点的突变均会导

致酶催化活性显著下降甚至完全丧失［20-22］。

1. 3　Tet(X)酶介导耐药的催化机制

研究人员通过生化检测、晶体结构解析与计算

生物学等试验证实，Tet（X）酶对四环素类药物的

催化灭活是一个严格依赖辅因子的分步氧化催化

反 应 ，整 个 过 程 需 要 黄 素 腺 嘌 呤 二 核 苷 酸

（FAD）、还 原 型 烟 酰 胺 腺 嘌 呤 二 核 苷 酸 磷 酸

（NADPH）、分子氧和 Mg2+这四种关键辅因子共同

参与，缺一不可，其具体催化灭活机制分为 5 个连

续步骤（图 2）［11， 23］。

第一步为辅因子结合与还原：Tet（X）酶首先通

过 N 端结合结构域，与氧化型辅因子 FAD 稳定结

合，形成无活性的酶-辅因子复合物；随后，细菌胞

内的还原型辅酶 Ⅱ（NADPH）作为电子供体，向

酶 -FAD 复合物传递 2 个电子，将氧化型 FAD 还原

为还原型 FADH2，完成催化反应的启动准备，该过

程是整个催化循环的限速步骤。第二步为分子氧

活化：还原型 FADH2 具有高度化学活性，可快速与

环境中的分子氧结合，形成不稳定的高活性过氧黄

素中间体，该中间体具有强亲电子性，是实现四环

素底物羟基化修饰的核心活性物质，其形成效率直

接决定 Tet（X）酶的催化速率。第三步为四环素底

物结合：Tet（X）酶通过中央底物结合结构域，识别

并结合四环素类药物分子，利用 Mg2+介导的螯合作

用，将四环素母核固定于催化口袋内，使药物 C11a
位碳原子精准对准过氧黄素中间体的亲电攻击位

点，保证催化反应的特异性。第四步为特异性羟基

化修饰：高活性过氧黄素中间体对四环素母核 C11a
位碳原子发起亲电攻击，将一个羟基（-OH）转移
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至该碳原子上，完成四环素底物的特异性羟基化修

饰，同时过氧黄素中间体转化为氧化型 FAD，重新

进入下一轮催化循环。第五步为药物失活与耐药

形成：经 C11a 位羟基化修饰后的四环素类药物，其

化学结构发生根本性改变，无法通过 Mg2+螯合作用

结合细菌核糖体 30S 亚基靶点，彻底丧失抑制细菌

蛋白质合成的抗菌活性。携带 tet（X）基因的细菌由

此获得高水平四环素耐药性，可在四环素类药物存

在的环境中正常生长繁殖，最终导致临床抗感染治

疗失败［21， 23］。

与其他四环素耐药机制相比，Tet（X）酶（主要

只存在于致病菌中的 Tet（X3）、Tet（X4）和 Tet（X5）
等）介导的耐药具有特异性强、效率高和全谱覆盖

的特点，可对所有四环素类药物实现完全灭活，且

催化反应不可逆，一旦发生修饰，药物无法恢复抗

菌活性，这也是该耐药机制对临床威胁极大的核心

原因［24］。

1. 4　tet(X)耐药基因的传播与流行特征

tet（X）家族耐药基因能够广泛传播的核心原

因在于可移动遗传元件质粒介导的水平转移，而非

垂直传播，这也是其快速全球扩散的关键原因。目

前研究证实，介导 tet（X）基因传播的可移动遗传元

件主要包括接合型质粒、插入序列、转座子 3 种类

型。结合型质粒是最主要的传播载体，包括 IncQ、

IncX1、IncFII、IncHI1、IncA/C2 等 多 种 质 粒 亚 型

（图 3），其中 IncX1、IncFII 型质粒的接合转移效率

最高，可携带 tet（X）基因在大肠杆菌、肺炎克雷伯

菌、阴沟肠杆菌等肠杆菌科细菌间高效转移［25］。

ISCR2 插入序列是 tet（X）基因移动的核心驱动元

件，可通过滚动环复制机制，携带 tet（X）基因在不

同质粒、染色体之间发生转移，实现耐药基因的多

载体传播。Tn4351、Tn6693、IS26 等转座子，可辅

助 tet（X）基因整合至细菌染色体或耐药质粒，增强

耐药基因的稳定性，提升细菌的耐药水平［26］。

自 2019 年 高 活 性 tet（X3）和 tet（X4）基 因 被

发现以来，全球已有超过 20 个国家和地区检出

tet（X）家族耐药基因阳性菌株，涵盖亚洲、欧洲、美

洲、非洲和大洋洲，呈现全球性流行趋势［10， 27-28］。

从地域分布来看，中国是 tet（X3）和 tet（X4）基因的

主要流行区域，在畜禽源、环境源、临床致病菌中的

检出率均居全球首位，其中猪、鸡等畜禽源大肠杆

菌中 tet（X4）基因检出率高达 30%~50%［27-28］；其

次为东南亚地区（泰国、越南、老挝）、南亚地区（印

度、巴基斯坦），该地区畜牧养殖发达，四环素类药

物使用量较大，Tet（X）阳性菌株检出率逐年上升；

德国、法国、英国、美国、加拿大等欧美国家，主要

在临床致病菌、进口畜禽产品中检出 Tet（X）阳性

菌株；非洲、大洋洲部分国家也在环境水体、野生动

物体内检出该耐药基因 ，证实其已实现全球性

扩散［29-30］。
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图 2　Tet（X）酶催化灭活四环素类药物机制图

Fig. 2　Mechanism of Tet （X）-mediated inactivation of tetracycline antibiotics
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tet（X）家族耐药基因的宿主菌范围不断扩大，

已从最初的拟杆菌属，拓展至多种临床常见致病菌

与条件致病菌。其中，肠杆菌科细菌是最主要的宿

主菌，包括大肠杆菌、肺炎克雷伯菌、阴沟肠杆菌、

沙门氏菌、变形杆菌等，占 Tet（X）阳性菌株的 80%
以上。其次为不动杆菌属，包括鲍曼不动杆菌、印

度不动杆菌等［31］。此外，在假单胞菌属、肠球菌属、

葡萄球菌属、鸭疫里氏杆菌等菌种中也有检出，宿

主菌的广泛性进一步加剧了该耐药基因的传播

风险。

tet（X）家族耐药基因的传播遵循“One Health”
（同一健康）理念，呈现“畜禽养殖-环境介质-人类

临床”的跨物种传播链条。首先，畜牧养殖环节四

环素类药物的不合理使用，产生强烈的耐药选择压

力，导致畜禽肠道内细菌产生 tet（X）耐药基因，使其

成为耐药基因的主要储存库［32-33］。其次，畜禽粪便、

养殖污水排放至土壤、水体等环境中，tet（X）基因通

过环境微生物在环境中持续存活、传播，污染生鲜

食品、饮用水源［32-33］。最后，人类通过直接接触畜

禽、食用污染食品、饮用污染水源等途径，使 Tet（X）

阳性菌株进入人体肠道，进而在人体致病菌中传

播，最终导致临床感染病例的发生，形成完整的跨

物种传播闭环［32-34］。

2　Tet(X)酶抑制剂研究进展

针对 Tet（X）酶介导的四环素类抗生素耐药问

题难以解决的困境，研发高效、安全、高选择性的

Tet（X）酶抑制剂，恢复四环素类药物的临床抗菌活

性，是当前应对该耐药机制的最有效策略之一。科

研人员基于 Tet（X）酶的分子结构、催化机制，通过

理性设计、高通量筛选、虚拟筛选等多种技术手段，

开展了大量抑制剂研发工作，根据抑制剂的来源、

结构类型与作用机制，将 Tet（X）酶抑制剂分为五大

类，着重陈述各类抑制剂的研究现状、作用机制、体

内外活性及成药性进展（表 1）［8］。
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图 3　介导 tet（X）基因传播的常见质粒类型

Fig. 3　Common plasmid types mediating the dissemination of the tet（X） gene
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2. 1　底物类似物类抑制剂

底物类似物抑制剂是目前研究最为深入、抑制

效果最明确、临床转化潜力最大的一类 Tet（X）酶抑

制剂，其研发核心思路是模拟四环素类药物的化学

结构，竞争性占据 Tet（X）酶的底物结合口袋，阻断

四环素底物与酶的结合，抑制 C11a 位羟基化催化反

应，从而保护四环素类药物不被催化降解失活。

脱水四环素（aTC）是该类抑制剂中最早被发

现、研究最透彻的代表性化合物［35］。体外生化试

验、酶动力学分析证实，脱水四环素与四环素底物

结构高度相似，可特异性结合 Tet（X）酶的底物结合

口袋，结合亲和力远高于天然四环素底物［35］，能有

效竞争性抑制 Tet（X）酶对四环素、替加环素和依拉

环素等的催化灭活，体外半抑制浓度（IC50）处于微

摩尔级别，与四环素类药物联用可显著恢复其抗菌

活性，抑菌圈直径、最小抑菌浓度（MIC）均显著降

低。但天然脱水四环素存在水溶性差、体内稳定性

弱、口服生物利用度低、体内半衰期短等缺陷，直接

限制了其临床应用。

为克服天然脱水四环素的成药性缺陷，国内外

研究团队基于结构生物学技术，对其进行多位点结

构修饰与优化，研发出一系列高活性衍生物［36-39］。

2025 年 ACS Infectious Diseases 刊发的研究表明，在

脱水四环素 C10 位引入苯甲酸酯类基团，合成的

C10-苯甲酸酯类脱水四环素衍生物，水溶性较母体

化合物提升 10 倍以上，体内稳定性大幅增强，对

Tet（X3）和 Tet（X4）等高活性亚型酶的 IC50 降至纳

摩尔级别，抑制活性提升 5~8 倍［36］。在小鼠腹腔感

染模型中，无显著体内毒性的抑制剂与替加环素联

用可有效清除 Tet（X4）阳性肺炎克雷伯菌，降低小

鼠脏器细菌载量，缓解感染损伤。C10-苯甲酸酯衍

生物为开发四环素药物联合疗法以克服 Tet（X）介

导的抗生素耐药性提供了有希望的新线索。另有

研究通过在脱水四环素 C9 位引入苯甲酰胺、氟取代

烷基等基团，优化衍生物的脂溶性与蛋白结合率，

提升其广谱抑制活性，对多种 Tet（X）亚型酶均展现

出良好抑制效果［37， 40］。此外，美他环素、地美环素、

赖甲环素等四环素类衍生物也可作为弱底物竞争

性抑制剂。虽然单独使用时抑制活性较弱，但与替

加环素、依拉环素等新一代四环素药物联用时，可

通过竞争性结合 Tet（X）酶，发挥协同增效作用，显

著降低四环素药物的 MIC，是临床联合用药的潜在

选择。目前，底物类似物类抑制剂凭借其明确的作

用机制、优异的抑制活性，被学界公认为最具临床

转化价值的 Tet（X）酶抑制剂，相关结构优化与临床

前研究仍在持续推进。

2. 2　天然产物类抑制剂

天然化合物因结构多样性丰富、生物相容性

好、毒副作用较低、来源广泛等多种优势，成为

Tet（X）酶抑制剂筛选的重要资源库。目前主要是

从植物、微生物、海洋生物次生代谢产物中筛选具

有 Tet（X）酶抑制活性的天然化合物，为抑制剂研发

提供全新结构骨架［41-44］。

白花丹醌是最早被发现并报道的天然产物类

抑制剂，属于萘醌类植物次生代谢产物［44］。体外药

敏试验、分子动力学模拟结合分子互作分析技术等

试验表明，白花丹醌可直接插入 Tet（X）酶的底物催

化口袋，通过氢键、疏水 π-π 堆积作用与酶活性中心

稳定结合，改变酶的空间构象，阻断四环素底物进

入催化位点，从而抑制酶的催化活性。白花丹醌对

Tet（X3）和 Tet（X4）的体外 IC50处于 5~15 μmol/L，

与替加环素联用对 Tet（X）阳性大肠杆菌和鲍曼不

动杆菌均展现出良好的协同抗菌效果。在小鼠感

染模型中，白花丹醌与四环素类抗生素联用可有效

降低小鼠肝脏、脾脏、肾脏等脏器的细菌载量，缓解

组织炎症损伤，具有一定的成药潜力［44］。天然化合

物 β-侧柏酚在体外可显著增强替加环素对 tet（X4）
阳性大肠杆菌的抗菌作用，且在抗菌浓度范围内无

明显溶血和细胞毒性。同时，β-侧柏酚还能够显著

增加细菌细胞膜的通透性，螯合细菌细胞内铁离

子，进而破坏细菌内的铁稳态，使得细菌胞内 ROS
水平显著增高［45］。  此外，研究人员筛选发现 2-甲
氧基-1、4-萘醌和没食子酸丙酯等天然化合物的衍

生 物 同 样 可 显 著 抑 制 Tet（X3）或 Tet（X4）酶 活

性［46-47］。分子动力学模拟等揭示了没食子酸丙酯通

过分子间作用力与 Tet（X4）活性区域结合。氨基酸

定点突变技术和荧光淬灭试验证实了关键残基在

结合中的作用，且联合四环素对突变菌株的协同抗

菌活性显著降低（FIC> 0. 50）。进一步通过动物感

染试验，验证了没食子酸丙酯联合四环素类抗生素

的体内疗效。

同时，微生物代谢产物、海洋天然产物也成为

新型天然抑制剂的筛选方向，已有研究从海洋藻类

中筛选出多种萜类、生物碱类天然产物，这些天然

产物对多种细菌耐药酶具有一定抑制活性，为天

然先导化合物的挖掘提供了新方向。整体而言，

天然产物类抑制剂虽多数抑制活性较为有限，但

为 Tet（X）酶抑制剂研发提供了丰富的结构资源，

具有极高的优化潜力。

386



第  4 期 薛津晶，等：Tet(X)家族介导的四环素耐药性及其抑制剂的研究进展

2. 3　合成小分子类抑制剂

合成小分子类抑制剂主要基于 Tet（X）酶的晶

体结构、保守功能位点，通过理性设计、高通量筛

选、虚拟筛选、AI 辅助筛选等技术手段获得小分子

母核，进而对母核进行结构优化。该类抑制剂具有

结构新颖、抑制活性高、选择性可控等优势。醌类

衍生物如2-甲氧基-1，4-萘醌和2，3-二氯-1，4-萘
醌被证实可显著抑制 Tet（X）的活性，该类化合物是

在天然醌类化合物的基础上通过化学合成方法获

得的新型醌类化合物。其中 2-甲氧基-1，4-萘醌被

证实能结合 Tet（X4）蛋白活性中心，显著抑制其催

化四环素类抗生素羟基化的功能（IC50 在微摩尔级

别），并降低基因转录水平［48］。此类化合物可高效

结合 Tet（X）酶的 FAD 结合位点，有效阻断酶的催

化启动，且对人体黄素依赖单加氧酶无明显结合作

用，选择性较好。

芳香羧酸与酰胺类化合物是另一类重要的合

成小分子抑制剂，该类化合物可模拟四环素母核的

Mg²⁺配位基团，通过配位作用进入 Tet（X）酶底物

通道，竞争性阻断四环素底物结合，高通量筛选试

验和体外协同试验等证实，该类化合物均具备良好

的 Tet（X）酶抑制活性，且结构简单、易于合成、成本

低廉，适合大规模工业化生产［36， 49］。

随着 AI技术、分子动力学模拟技术在药物研发

中的广泛应用，大量新型结构的合成小分子抑制剂

被成功筛选。研究人员通过 AI辅助虚拟筛选、分子

对接技术，从百万级化合物库中筛选出吩噻嗪衍生

物、吡咯并嘧啶类、吲哚类、喹啉类等新型小分子抑

制剂，此类化合物具有全新的结合模式，可同时作

用于 Tet（X）酶的底物结合位点与催化活性位点，抑

制活性较传统抑制剂大幅提升，IC50 降至纳摩尔级

别，且具备良好的水溶性与体内稳定性，为 Tet（X）

酶抑制剂的研发提供了全新结构骨架与研究思路，

推动该领域进入精准化、高效化研发阶段［50］。

2. 4　老药新用类抑制剂

老药新用是指对已上市、人体安全性数据明确

的药物进行体外筛选，挖掘其潜在的 Tet（X）酶抑制

活性，该研发路径具有研发周期短、安全性风险低、

研发成本低、临床转化快等优势，是快速获得 Tet（X）

酶抑制剂的理想途径［51-54］。

抗 HIV 药物叠氮胸苷（AZT）是老药新用的代

表性药物，体外实验与动物模型研究证实，叠氮

胸苷可通过双重机制发挥作用，一方面直接结合

Tet（X4）酶的活性中心，抑制其催化灭活活性，另一

方面下调细菌 tet（X4）基因的表达水平，减少酶的合

成，同时还能阻断 tet（X4）基因的质粒接合转移，与

替加环素联用可有效恢复其对 Tet（X4）阳性菌株的

抗菌活性，在小鼠感染模型中展现出良好的治疗效

果［51］。吩噻嗪类抗精神病药物（如氯丙嗪、奋乃

静），可通过非竞争性结合 Tet（X）酶活性中心，改变

酶的空间构象，发挥高效抑制作用，体外 IC50处于微

摩尔级别，且该类药物已在临床应用数十年，人体

安全性、药代动力学数据充分，无需进行前期安全

性研究，可直接开展临床前联用研究［52］。抗寄生

虫药物甲氟喹也被成功筛选并鉴定出可有效抑制

Tet（X4）酶的活性（IC50=79. 42 µg/mL），体外药敏

试验表明甲氟喹与四环素类抗生素联合对 Tet（X4）
阳性菌均具有显著的协同抑菌作用，通过分子动力

学模拟和氨基酸残基突变测试证实了甲氟喹抑制

Tet（X4）活性的互作分子机制［53］。此外，降糖药物

二甲双胍也被证实具有一定的间接抑制 Tet（X）酶

活性的作用［54］。二甲双胍可通过破坏细菌膜电位、

促进药物在细菌胞内的积累和抑制外排泵功能，从

而间接导致 Tet（X）酶的催化效率降低。二甲双胍

虽然对 Tet（X）的抑制活性较弱，但安全性极高，适

合作为辅助联用药物，降低四环素类药物的使用剂

量，延缓耐药性发展。

2. 5　多肽及生物大分子类抑制剂

多肽及生物大分子类抑制剂具有靶向选择性

高、毒副作用低、不易诱导细菌产生耐药等优势，是

Tet（X）酶抑制剂的新型研发方向，目前相关研究多

处于实验室基础研究与临床前探索阶段［55-57］。

多肽类抑制剂主要通过噬菌体展示技术、理性

设计技术获得，包括靶向环肽、线性肽、修饰肽等，

此类多肽可特异性结合 Tet（X）酶的底物结合域或

FAD 结合域，阻断辅因子或底物结合，发挥抑制作

用。研究表明，经修饰的环肽类抑制剂对耐药细菌

耐药酶具有高亲和力，体外抑制活性优异，且结构

稳 定 、不 易 被 蛋 白 酶 降 解 ，具 备 良 好 的 研 发 前

景［20， 55-56］。此外，氨基酸是构成多肽的最小单元，研

究人员通过代谢组学分析等技术手段 ，揭示了

tet（X）阳性菌的半胱氨酸-蛋氨酸代谢通路显著下

调，并首次发现外源性 L-蛋氨酸（Met）能够增强

tet（X4）基因启动子区的 5mC 甲基化，抑制 tet（X4）
的表达，从而恢复 Tet（X）阳性菌对替加环素的敏感

性［57］。整体而言，多肽及生物大分子类抑制剂为

Tet（X）酶靶向抑制提供了全新技术方向，但仍存在

体内稳定性差、递送系统不完善、生产成本较高等

问题，需进一步研究优化。此外，研究人员借助

CRISPR-Cas 等基因编辑工具的研究成果消除耐药
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基因，从而实现对抗由 Tet（X）酶等介导的细菌耐

药性［58］。

2. 6　Tet(X)酶抑制剂研发存在的问题与不足

Tet（X）酶抑制剂研发虽在短短数年内取得了

显著进展，不同类抑制剂均展现出不同程度的体外

抑制活性与应用潜力，但距离临床实际应用、获批

上市仍存在诸多关键瓶颈问题。

首先，抑制剂成药性缺陷突出。绝大多数抑制

剂仅在体外试验中展现出良好抑制活性，进入体内

后普遍存在水溶性差、口服生物利用度低、体内半

衰期短、组织分布不佳等问题，无法达到体内有效

抑菌浓度。

其次，抑制剂靶向选择性有待提升。Tet（X）酶

属于黄素依赖单加氧酶，与人体细胞内的黄素依赖

单加氧酶结构具有一定相似性，部分抑制剂可与人

体同源酶发生非特异性结合，干扰人体正常的氧化

还原代谢、药物代谢过程，引发潜在毒副作用。如

何在保证抑制活性的前提下，实现对细菌 Tet（X）酶

的高选择性抑制，避免对人体正常生理功能产生影

响，是当前抑制剂研发的核心技术难题。

再次，体内系统研究数据匮乏。现有研究主要

集中于体外酶活性筛选和协同效果验证，缺乏系

统、完整的体内药代动力学、药效动力学、毒理学研

究，抑制剂在生物体内的吸收、分布、代谢、排泄过

程，与四环素类药物联用的体内协同效果、剂量相

关性、长期用药安全性等关键数据均不明确，无法

为临床用药提供科学支撑。

其四，临床转化进程严重滞后。目前全球范围

内尚无任何一种 Tet（X）酶抑制剂获批进入临床试

验阶段，所有研究均停留在实验室基础研究与临床

前研究阶段，研发进度远滞后于耐药性传播速度；

同时，临床缺乏快速、精准、便捷的 tet（X）基因检测

技术与试剂盒，难以实现 Tet（X）阳性耐药菌的早期

筛查、精准分型，无法实现“精准用药，个体化治

疗”，进一步阻碍了抑制剂的临床转化。

最后，抑制剂自身耐药风险尚未明确，长期使

用 Tet（X）酶抑制剂，可能诱导 Tet（X）酶发生靶点

氨基酸突变，导致抑制剂结合能力下降，产生抑制

剂耐药，进而形成“抑制剂耐药”的恶性循环，但目

前该领域关于抑制剂耐药风险、耐药机制、防控策

略的研究完全处于空白状态 ，缺乏前瞻性研究

布局。

3　总结

Tet（X）家族黄素依赖单加氧酶介导的四环素

酶促灭活，是当前全球范围内威胁最大的四环素耐

药机制，其可介导细菌产生对天然、半合成、全合成

四环素类药物的高水平、全谱耐药，且耐药基因可

通过可移动遗传元件实现跨菌种、跨地域水平传

播［11-12， 17］。目前疫情已在全球多个国家和地区广泛

流行，严重威胁新一代四环素类药物的临床疗效，

给全球公共卫生安全带来了极大挑战。

科研人员围绕 Tet（X）酶靶向抑制剂开展了大

量研究，已形成底物类似物、天然产物、合成小分

子、老药新用、多肽及生物大分子五大研发方向，各

类抑制剂均展现出不同程度的体外抑制活性，可有

表 1　不同类型 Tet（X）抑制剂的作用机制及特点

Tab. 1　Mechanisms and characteristics of different types of Tet（X） inhibitors

抑制剂类型

底物类似物类抑制剂

天然产物类抑制剂

合成小分子类抑制剂

老药新用类抑制剂

多肽及生物大分子类

抑制剂

作用机制

模拟四环素结构，竞争性占据

底物结合口袋，阻断 C11a 位羟

基化。

插入催化口袋/结合通道入口，

非竞争性阻断底物进入。

模拟 FAD 辅因子/底物配位基

团，竞争性结合结构域；AI 筛
选新型多位点结合。

结合活性中心 + 下调基因表

达+阻断质粒转移，多重抑制。

特 异 性 结 合 底 物/FAD 结 合

域，高选择性阻断催化。

抑制特点

靶向明确、抑制活性强、全谱覆盖

改变酶构象结构多样、毒性低、来源广

结构新颖、活性高、选择性可控

安全性明确、研发快、成本低

靶向性极强、不易诱导耐药

代表性药物

脱水四环素、

四环素类衍生物

白花丹醌、β-侧柏酚、

没食子酸丙酯

黄素类似物、酰胺类化合物、

吩噻嗪衍生物

叠氮胸苷、二甲双胍、甲氟喹

环肽类、氨基酸
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效恢复四环素类药物的抗菌活性，为应对 Tet（X）介

导的四环素耐药提供了可行的解决方案。其中，底

物类似物类抑制剂研究最为深入，临床转化潜力最

大；天然产物、合成小分子类抑制剂为研发提供了

全新结构骨架；老药新用为快速推进临床转化提供

了便捷路径；多肽及生物大分子类抑制剂开辟了新

型靶向抑制方向。

但目前 Tet（X）酶抑制剂研发仍面临成药性差、

靶向选择性不足、体内系统研究匮乏、临床转化滞

后、抑制剂耐药风险未知等诸多关键瓶颈，尚未有

Tet（X）抑制剂进入临床试验阶段，无法满足临床耐

药防控的迫切需求。未来，全球科研人员需进一步

加强多学科交叉协同研究，深化抑制剂结构优化、

新型抑制剂筛选、临床转化应用、一体化耐药防控

等方面的研究，加快研发高效、安全、高选择性的

Tet（X）酶抑制剂［58-59］。针对抑制剂自身耐药风险，

建议建立长期用药压力下的耐药演化评估模型和

耐药监测预警体系，为抑制剂结构优化和临床精准

用药提供依据［60］。最终形成完善的全链条耐药防

控体系，有效遏制 Tet（X）介导的四环素耐药传播，

提升临床多重耐药菌感染治疗效果，为保障全球公

共卫生安全提供有力支撑。
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Research Progress on Tetracycline Resistance Mediated 
by Tet （X）  Family and Its Inhibitors

XUE　Jinjing1， TIANG　Lizhi1， WANG　Li1， MENG　Jiaqi2， ZHOU　Yonglin1*

（1. School of Life Sciences， Ningxia University， Yinchuan  750021， China；
2. Xinhua College of Ningxia University， Yinchuan  750021， China）

Abstract: Tetracyclines are among the key antimicrobial agents used clinically to treat infections caused by 
multidrug-resistant Gram-negative bacteria.  Tigecycline， as a third-generation tetracycline， is considered a last-
resort therapeutic option for severe infections caused by multidrug-resistant pathogens， including carbapenem-

resistant Enterobacterales（CRE）， multidrug-resistant Acinetobacter baumannii （MDR-Ab）， methicillin-
resistant Staphylococcus aureus （MRSA）， and vancomycin-resistant Enterococci （VRE）.  Previous studies gen⁃
erally concluded that Tet （X） family flavin-dependent monooxygenases were restricted to environmental micro⁃
organisms and conferred only low-level resistance to tetracyclines.  However， in 2019， a Chinese research team 
identified the plasmid-borne tetracycline-degrading enzymes Tet （X3） and Tet （X4） for the first time.  These 
enzymes confer high-level resistance to all tetracycline antibiotics， including tigecycline， in Gram-negative bac⁃
teria.  To date， Tet （X3）， Tet （X4） and their variants have spread rapidly worldwide， and their detection rates 
in clinical isolates have increased annually.  This development has substantially compromised the clinical efficacy 
of tetracyclines and poses severe challenges to clinical anti-infective management and global public health secu⁃
rity.  This review comprehensively summarizes the molecular structural characteristics， catalytic mechanisms， 
dissemination and epidemiological patterns of various Tet （X） resistance enzymes， as well as recent advances in 
the development of their inhibitors.  It also analyzes the major bottlenecks currently hindering Tet （X） inhibitor 
development， including poor druggability， insufficient target selectivity， unclear in vivo efficacy and limited 
progress toward clinical translation.  Focusing on the structural optimization of inhibitor molecules and the devel⁃
opment of novel screening technologies， this review future discusses future research directions and strategies for 
antimicrobial resistance prevention and control.  It is expected to provide a useful literature basis and research 
framework for the clinical prevention and treatment of infections caused by Tet （X）-mediated tetracycline-
resistant bacteria.

Key words: Tet（X）； tetracycline； tigecycline； inhibitor； drug-resistant bacteria
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