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芽孢杆菌发酵炮制中药红花增强溶血栓药效研究
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摘要　目的：探讨芽孢杆菌发酵炮制中药红花增强溶血栓药效。方法：采用系统数值化和数值系统调控技术对发酵炮制
条件进行合理适量优化，用角叉菜胶法对小鼠尾部进行了血栓实验，检测了大鼠纤溶和凝血指标。结果：在相同剂量下（１
０００Ｕ／ｍＬ）Ａ红发组（红花与Ｃ２１３共发酵组）比其余各组有明显缩短血栓长度（Ｐ＜００５），凝血酶原时间（ＰＴ）、凝血酶
时间（ＴＴ）以及活化的部分凝血活酶时间（ＡＰＴＴ）被延长，明显缩短优球蛋白溶解时间（ＥＬＴ）的作用（Ｐ＜００５）。结论：红
花通过Ｃ２１３菌种发酵炮制后可有效提升纤溶活性、抗凝作用，增大溶血栓的药效。
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　　微生物所自有的酶系会影响物质转化，但必须
是在条件温和的情况下，生成全新的物质。中药炮

制时需在中药中使用微生物发酵，有利于药物药效

的发挥；利用微生物发酵可将药物进行转变，成为更

容易被人体吸收的小分子；中药的有效成分可借助

微生物代谢生成全新的药物，其药效发挥更佳。微

生物发酵的次生代谢产物和药物成分可以发生协同

作用，这样可以增强药效。红花 Ｃａｒｔｈａｍｕｓｔｉｎｃｔｏｒｉｕｓ
Ｌ属于菊科植物红花中的干燥花，其功效主要是祛
瘀止痛、活血通络。红花是一种活血通络、去瘀止痛

的良药，属于菊科植物红花的干燥花［２］。最近几年

被广泛用于血行不同，淤血阻滞，另外，红花对降血

脂、抗血栓也十分有疗效。本文炮制中药红花采用

的微生物是一株高纤溶酶活性的地衣芽抱杆菌，对

共发酵条件进行研究，同时进行发酵产物药效实验，

明确其的药效作用。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　药物　红花，产地四川简阳，经过鉴定被归
为菊科植物红花ＣａｒｔｈａｍｕｓＴｉｎｃｔｏｒｉｕｓ的干燥花。
１１２　动物　实验所需６０只 ＳＤ大鼠均由相关中
药研究所实验动物中心提供，体重为２４０ｇ左右，差
值在２０ｇ以内，雌雄各３０只。动物饲养条件：饲养
环境温度为１８～２９℃，日温差≤３℃，相对湿度达
４０％～７０％，新鲜空气换气次数１０次／ｈ，气流速度
≤０１８ｍ／ｓ，压差２５Ｐａ，洁净度１万级，氨浓度１５
ｍｇ／ｍ３，噪声≤６０ｄＢ，照度１５０～３００Ｌｕｘ。饲料应无
菌、高营养，每次投放３～４ｄ的饲料，添加熟鸡蛋和
灭菌葵花籽。）

１１３　菌种　本实验室将地衣芽抱杆菌 Ｃ２１３分
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离后，由中国科学院某生物研究所环境研究实验室

鉴定、传代保存。

１１４　试剂　凝血酶（中国药品生物制品鉴定所，
批号：３１０２２８２２）；冻干人纤维蛋白原（中国药品生物
制品鉴定所，批号：２１０９５００３１）；角叉菜胶（ｓｉｇｍａ公
司，批号：８００１７９４）；蚓激酶肠溶胶囊（北京百奥药
业有限公司，批号：２０３２０９０２）；凝血酶时间，凝血活
酶时间，凝血酶原时间，纤维蛋白原试剂盒（太阳诊

断系列产品）；其他试剂均为分析纯。

１２　方法
１２１　发酵操作流程　红花发酵采用的是生长曲
线法，将红花全花置于４０℃高温干燥后粉碎，然后
采用２００目筛进行过滤，以进一步研究在 Ｃ２１３在
生长过程中受到红花的影响程度，对各个培养时间

段ＯＤ值通过３０ｎｍ测量，以此ＯＤ值来绘制其生长
曲线。Ｃ２１３菌株数值系统调控技术、发酵培养基
发酵条件调控、优化采用系统数值。

１２２　纤溶酶活检测　纤溶酶活的检测主要是采
用Ｍｕｌｌｅｒｔｚｅ和Ａｓｔｒｏｐ的方法制定标准化的纤维蛋白
平板，并将样品用微量注射器注射于平板上，恒温保

持３７℃，持续９ｈ，之后采用游标卡尺对溶斑的垂直
直径进行测量，将溶斑垂直直径与尿激酶标准曲线

做比较，得出酶活单位。

１２３　药效实验
１２３１　正常大鼠凝血及纤溶指标的影响　动物
分组给药：每组１０只大鼠，５只雌鼠，５只雄鼠，每天
按量给每组用药，每天为大鼠灌胃００１ｍＬ／ｇ，并持
续 １０ｄ。指标观察以及检测方法：凝血酶时间
（ＴＴ）、血酶原时间（ＰＴ）、活化的部分凝血活酶时间
（ＡＰＴＴ）的测定用 ＡＣＬ２００全自动血凝仪及其配套
产品（美国 Ｃｏｕｌｔｅｒ公司，型号：ＡＣＬ２００）；优球蛋白
溶解时间（ＥＬＴ）测定按药理实验方法学；纤维蛋白
原（ＦＩＧ）的测定用采用Ｃｌａｕｓｓ凝固法。
１２３２　小鼠尾部血栓检测　将所有小鼠随机分
配，分为６组，雌鼠、雄鼠各５只，每组公１０只小鼠，
分别为 Ａ对照（磷酸缓冲液 ００２ｍｏｌ／Ｌ），Ｂ红混
（将白发浓缩２倍与２５ｇ／Ｌ红浸等体积混合），Ｃ红
发（Ｃ２１３与红花一起发酵加清液１０００Ｕ／ｍＬ），Ｄ
红浸（红花水提液２５ｇ／Ｌ），Ｅ蚓激酶（配置成１０００
Ｕ／ｍＬ），Ｆ白发（Ｃ２１３发酵加清液１０００Ｕ／ｍＬ），每
天为小鼠分别灌胃００１ｍＬ／ｇ。持续３ｄ后，为小鼠
做尾部血栓造型，采用的方法为角叉菜胶法。用药

２ｄ，之后对血栓出现情况进行观察，并测量长度。
１３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ２２０统计软件，计数

资料用百分数（％）表示，采用 χ２检验；计量资料用
均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，采用ｔ检验。以Ｐ＜００５
为差异有统计学意义。

２　结果与分析
２１　发酵炮制的优化　将培育基采用数值系统调
控技术和系统数值化进行优化和调控。使用系统数

值化和数值系统调控技术调控、优化了培养基。Ｘ１
Ｘ８为碳源含量（％），Ｘ９Ｘ２２为氮源含量（％），分
别是糖蜜、葡萄糖、大豆蛋白陈、玉米蛋白粉等；Ｘ２３
Ｘ２９为无机盐含量（％），分别是 ＭｇＣｌ２、ＺｎＳＯ４等，
Ｘ３０Ｘ３４为发酵条件，Ｘ３０表示 ｐＨ，Ｘ３１表示装量
（％），Ｘ３２表示温度（℃），Ｘ３３表示接种量（％），
Ｘ３４表示发酵时间（ｈ），Ｙ表示发酵液的酶活（Ｕ／
ｍＬ）。有５项试验是采用系统因素量的优化配置进
行的，原系统因素由原来的３４个缩减了２１个剩１３
个，试验结果见表１共发酵前。红花含量０～３０（ｇ／
Ｌ）成为其中的一个因素，也就是说将优化后的地衣
芽抱杆菌 Ｃ２１３和培养基中加入到 Ｘ３５中一起发
酵，以此达到最大优化程度提高发酵条件，结果见表

１共发酵后。
２２　红花剂量对Ｃ２１３生长的影响结果　在０％～
５％的不同含量条件下，红花对Ｃ２１３的生长也会产
生不同的影响，或促进或抑制，当培养基中的红花含

量为０～３０ｇ／Ｌ，可促进地衣芽抱杆菌的生长，当红
花含量超出３０ｇ／Ｌ，则会抑制其生长，所以在研究过
程中对红花的使用比例要合理。值得关注的是当红

花含量在２０～３０ｇ／Ｌ，在促进 Ｃ２１３生长的同时还
延长了其生长期，对微生物作用于红花有效成分纤

维酶的产生和发酵炮制提供有利条件。

表１　系统因素量的优化配置试验设计及结果（ｇ／Ｌ）

组别 共发酵前 共发酵后

Ｘ６ ３ ３
Ｘ１１ ２ ２
Ｘ１４ ２ ２
Ｘ２０ １７ １７
Ｘ２３ ０２ ０２
Ｘ２４ １３ １３
Ｘ２８ ０１９ ０１９
Ｘ２９ ０ ０
Ｘ３０ １１ １１
Ｘ３１ ４２ ４２
Ｘ３２ １／１６ １／１６
Ｘ３３ ４ ４
Ｘ３４ ４９ ４９
Ｘ３５ ０ ２６
Ｙ ６６５ ７４３
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表２　大鼠尾部血栓和大鼠凝血，纤溶指标情况

组别 血栓长度（％） ＡＰＴＴ（Ｓ） ＰＴ（Ｓ） ＴＴ（Ｓ） ＥＬＴ（ｍｉｎ） ＦＩＧ（ｇ／Ｌ）

对照 ４９２７±８７４ ２４８８±１２６７ １８３５±１５５８ ４２８５±１５３７ ２０５±１８ ３３２±０２９
红浸 ３９２８±１１３６ ２５２±２０６８ ２１１９±１８３５ ４８７６±１８３５ １８５±１２ ３２３±０３６
蚓激 ３６５３±７２６ ３５９５±１７５３ ２３５２±１７３５ ５５８２±１４６２ １２２±１３ ３２９±０２５
白发 ３２８７±９７４ ４４６３±１９６５ ２８６６±１６２５ ６３９５±１５６７ １１７±５ ３２８±０４２
红混 ２８７５±６４８ ４６３９±１２３５ ２８８６±１６６６ ６７４８±１２２５ ９８±１２ ３２２±０３２
红发 ２２４３±５４９ ５８４５±５１２ ３９６５±８２５ ７９７８±１７６２ ７７±１０ ３１５±０２７

　　Ｃ２１３菌株发酵液的酶活性在未添加红花的情
况下仅为６６５Ｕ／ｍＬ，而红花与Ｃ２１３菌株混合发酵
之后提高了药效的活性，如表２。这个结果提示Ｃ２
１３菌株的次代谢产物和红花中的有效成分可相互
作用，提高纤维蛋白的溶解效果。

２３　小鼠尾部血栓抑制　为小鼠经下皮注射后，小
鼠尾部会出现暗红色血栓，而且暗红色血栓会逐渐

扩大到一定范围，经过一定时间之后，暗红色转变为

紫色，紫色变为黑色，和正常尾分界非常明显，结果

见表２。在一样的水平下，Ｆ组明显可以抑制小鼠尾
部血栓的发生率，而且效果也很好。

２４　大鼠凝血及纤溶指标结果
２４１　凝血效果比对　对凝血酶时间、凝血活酶时
间、凝血酶原时间进行测定，反映机体内外源性凝血

的途径。如下表中，Ｂ，Ｃ，Ｄ，Ｅ，Ｆ组和 Ａ组作比较，
发现在同等药剂量下，Ｆ组凝血酶时间、凝血活酶时
间、凝血酶原时间有效延长，且差异明显，说明 Ａ红
花组对内外源性凝血系统有抑制作用，且效果超出

其他组。

２４２　纤溶系统影响比较　溶栓药物评定中对药
物溶栓效果通过优球蛋白溶解时间、纤维蛋白原反

应，如表２，Ａ组与其他组进行比较发现，在同样药
剂量情况下，Ｆ组可有效缩短小鼠血液中优球蛋白
溶解时间，与其他组差异有统计学意义。血浆纤维

蛋白原的含量虽然比以前低，但是变化并不明显，这

就表明药剂量并不影响机体的凝血机制，而且其不

良反应也小。

３　讨论
使用微生物技术发酵炮制中药就是将生物进行

转化。将微生物生长分泌的胞外酶混入培养基中，

作用于培养基中的微生物与中药发生化学反应，也

就是说微生物对中药的发酵炮制有很好的效果。微

生物发酵炮制中药的机理就是利用微生物的转化能

力。现代发酵工程证明，微生物具有很多能力，例如

氧化、酯化、还原化［５］。所以说，利用微生物发酵炮

制中药其实就是利用酶催化中药中的有效成分，并

将有效成分改性的生物转化过程。红花能抗凝血、

降血栓的有效成分是其中的红花醌苷和红花黄色

素，它的作用机理是将其溶解，将人体内纤溶酶原激

活剂激活，将其激活为纤溶酶，从而起到溶解血栓的

作用［６］。红包中有很多糖苷类化合物，而糖苷类化

合物主要是由葡萄糖和酚羟基缩合形成的。当糖苷

水解酶时就会将这些葡萄糖水解掉，葡萄糖水解掉

之后，酚羟基的数目就会增大，从而提高红花的抗氧

化活性［７］。另外，糖苷化合物水解之后产生的苷元

比较容易吸收，生化转化率高，更能发挥出其的药理

作用。发酵一方面能够促使微生物形成各种各样的

此生代谢产物，这些代谢产物本身就是功效较好的

药物［８］；另外一方面可以根据微生物中含有的酶定

向地转化成为某种药物，使其的功效朝着预先的方

向发展，例如已知某种生物中含有某种酶，而含有的

这种酶可以将某种化合物结构改变，从而产生新的

化合物［９］。或者是把中药中的有效成分作为基础，

经过微生物代谢产生新的化合物，微生物代谢产生

新的化合物和中药中的成分可以形成新的化合物。

微生物在中药环境中能够发生新的代谢反应，这是

由于中药中的某些成分对微生物的代谢和生长有抑

制或者是促进作用，以此来改变微生物的代谢途径，

改变代谢途径后形成新的成分［１０］。微生物分解是

将中药中的有毒物质分解掉，分解掉之后降低中药

的不良反应，另外，微生物的分解作用也可以使中药

中不容易消化吸收的大分子物质直接转化为小分子

物质，转化成的小分子物质非常容易被肠道吸收

掉［１１］。

利用小鼠尾部血栓实验对Ｃ２１３红花发酵液所
含的药效成分进行测定；用纤维蛋白原和优球蛋白

溶解时间作为纤溶作用的测定指标；测定凝血活酶

时间和凝血酶时间等反映机体内凝血途径的情

况［１２］。红花组的小鼠尾部血栓长度明显比其他组

的小鼠尾部血栓长度短，降低了ＦＩＧ的含量，缩短了
ＥＬＴ的时间，延长了 ＰＴ、ＴＴ的数值，这就说明红花
与Ｃ２１３共发酵炮制后对机体内的内外源性凝血体
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系有很好的抑制作用，纤溶酶得到提高，有效发挥红

花酵液的溶栓、抗栓作用［１３］。

通过分析红花中的有效成分可得，发酵炮制后

溶栓作用和Ｃ２１３产生的糖普水解酶有关系。红花
中很多糖普类化合物都是由酚羟基和葡萄糖缩合而

成。例如６羟基山萘酚３０葡萄糖苷，６羟基山萘
酚７Ｏ葡萄糖苷，新红花苷，槲皮苷等［１４］。糖苷键

上的葡萄糖被糖苷水解酶水解之后生成的苷元相比

未水解的苷元吸收效果更好，同时提高了生物利用

率，红花中的有效成分可更好地发挥药理作用。

前期准备工作将Ｃ２１３和红花共发酵物质的成
分采用ＨＰＬＣ做了测定，结果发现红花中消失了一
个保留时间为７６２４分的吸收峰，新出现了２个保
留时间１２４５分的吸收峰。发酵后血栓能力的提高
可能对其造成了影响，最根本的是与 Ｃ２１３的发酵
炮制有关系［１５］。深入研究需采用磁共振成像等先

进设备。

微生物的分解转化能力极强，能够产生次生代

谢产物，利用微生物发酵技术来炮制中药，微生物技

术改变药物理性比物理化学炮制手段提高药性更

强，而且还可以降低药物的不良反应，扩大了适应

证［１６］。但微生物技术在药物炮制中的潜能并没有

彻底发挥出来，所以说深入研究微生物在中药炮制

中的物质基础对中药现代化和新的活性产物有着非

常重要的意义。

微生物发酵就是利用微生物代谢过程来产生

酶，产生的酶能够催化底物，目前的微生物整体细胞

能够为反应催化剂的生物催化技术和生物转化提供

较好的基础，其专一性强，条件简单，是生物转化技

术中发展最为迅猛的分支之一，尤其是提取分离技

术的改进，分离技术的改进使微生物发酵技术的应

用不在局限于小分子的转化和药物酿造，而是广泛

用于天然化合物的生物合成、生物催化物的合成、光

学活性化合物的拆分、新药物的开发、药物前体化合

物的转化等各种领域［１７］。到目前为止，微生物技术

已经应用于５０多种反应，其中有水解、酯化、水合、
酰化、脱水、氨化、芳构化、异构化等有机化学反应，

还有羟基化、脱氢、氢化、环氧化等各类氧化还原反

应以及各类重要药物的合成转化领域［１８］。
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