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Abstract 
Thrombotic disorders have been emerged to be the main causes of human mortality. Now micro-
bes are one of the main sources of antithrombotic drugs. Therefore, it is of great value to find safe 
and effective new type of thrombolytic drugs from microbial fermentation products. In this study, 
the thrombolytic components and in vivo thrombolytic activity of the fermentation products of 
Brevibacillus parabrevis YZC01 were performed by us based on chemical methods and mice mod-
els respectively. The results showed that the crude extract of the fermentation products of YZC01 
contained cyclic peptide with glycosylation structure. In mice tail bleeding time test, the extract 
has prolonged bleeding time in mice at dosage of 10 mg/ml. However, in in vitro assay, the activity 
of antiplatelet agglutination of the extract was not significant. It is indicated that the thrombolytic 
activity of the GYZC01 extract can be linked to blocking the coagulation factor receptor. 
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摘 要 

血栓性疾病已成为人类疾病死亡的主要原因，微生物是抗血栓药物的主要来源之一，从微生物发酵产物

中发现安全有效的新型溶血栓药物具有重要价值。本试验分别采用化学方法和小鼠模型，研究了类短短

芽孢杆菌YZC01株发酵产物的溶血栓组分和体内溶血栓活性。结果表明YZC01株发酵产物溶血栓活性组

分含糖基环肽类化合物，当剂量为10 mg/kg时，溶血栓活性组分具有延长小鼠断尾出血时间和溶血栓作

用，但是体外抗血小板凝集的活性并不明显，推测其作用机制与阻断凝血因子受体有关。 
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1. 引言 

近年来血栓性疾病呈现上升趋势，对人类健康构成重大威胁。因此发现新型抗血栓药物成为研究热

点。近年来从微生物中寻找溶血栓药物逐渐受到重视，已经发现一些放线菌、真菌、和细菌具有溶血栓

的作用[1] [2]。我们对部分土壤细菌进行过溶血栓试验，发现类短短芽孢杆菌 GYZC01 株具有溶血栓活

性，体外试验表明，该菌株能产生一种金属蛋白酶，直接溶解血栓[3]。在后续试验中，我们将培养液经

酸处理，在 80℃条件下蒸干，待蛋白酶活性完全被破坏后，得到的物质同样显示出良好的体内溶血栓和

抗血栓形成活性，经活性跟踪，初步明确其活性产物为糖肽类化合物，报道如下。 

2. 材料与方法 

2.1. 材料 

2.1.1. 菌株来源 
实验室筛选保存的细菌 GYZC01 株。 

2.1.2. 试剂 
蛋白胨、牛肉浸膏、NaCl、琼脂粉、石油醚、乙酸乙酯、氯仿、乙醇等均为分析纯。 

2.1.3. 实验动物 
昆明鼠(购自贵州医科大学实验动物中心)。 

2.2. 液体发酵及发酵液处理 

液体培养基由蛋白胨 2 g、牛肉浸膏 1 g、NaCl 0.5 g、蒸馏水 100 ml 组成，调 pH 为 7.0，灭菌后冷

却，接种 GYZC01 菌株，置 35℃摇床(120 r/min)中培养 72 h，发酵液离心除去菌体，取上清液转入烧杯，
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逐滴加入 10%的 HCl，用 pH 酸度计随时测量 pH 值的变化，当 pH 值为 2 时，发现有沉淀物开始出现，

停止滴加 HCl，然后将液体放置在 4℃的冰箱中静置 24 h，收集沉淀物，并将所得沉淀物在 80℃干燥，

将所得干燥物加入二氯甲烷中，在磁力搅拌器上搅拌萃取 12 h，过滤收集滤液，用旋转蒸发仪除去二氯

甲烷，即得抗血栓活性物质粗品。 

2.3. 溶血栓物质薄层色谱分析 

称取 GYZC01 抗血栓活性物质粗品 1 mg，溶解在 1 ml 的二氯甲烷中，用毛细管吸取样本溶液在薄

层硅胶板上点样，展开剂为二氯甲烷/甲醇/水(45/5/2，v/v/v)。显色剂为：① 苯酚-硫酸试剂；② 0.5%茚

三酮丙酮溶液。 

2.4. 溶血栓物质红外光谱分析 

取抗血栓活性物质适量，采用 KBr 压片法测定红外吸收光谱(FT-IR 670 型红外光谱仪)，扫描范围 
4000~400 cm−1。 

2.5. 小鼠断尾出血时间测定 

昆明鼠(28 g)取 30 只分为 2 组，治疗组：10 只，用生理盐水配制样本母液，按 10 mg/kg 的剂量，每

只小鼠灌胃 0.2 ml，每日灌药一次，用药 5 天后测定小鼠断尾出血时间；阴性对照组：10 只，灌等体积

的生理盐水。阳性对照：10 只，阿司匹林，按 10 mg/kg 的剂量，每只小鼠灌胃 0.2 ml，每日灌药一次。

按文献方法测定小鼠断尾出血时间[4]。 

2.6. 小鼠体内溶血栓试验 

采用小鼠角叉菜胶尾动脉血栓模型评价溶血栓活性[5]。取 80 只小鼠，每只小鼠腹腔注射 0.2%的角

叉菜胶 0.5 ml 制造血栓黑尾模型，48 h 后选出所有黑尾小鼠，没有发生黑尾的淘汰。造模成功的小鼠随

机分组，治疗组(10 只)：用生理盐水配制样本母液，按 10 mg/kg 的剂量，每只小鼠灌胃 0.2 ml，每日灌

药一次；尿激酶组(10 只)：尿激酶用生理盐水配成 105 U/ml，每只小鼠腹腔注射 0.2 ml，每日一次；阿司

匹林组：按 10 mg/kg 的剂量，每只小鼠灌胃 0.2 ml；模型对照组(10 只)：灌生理盐水 0.2 ml。连续给药 5
天后，分别测量小鼠的黑尾长度。 

2.7. 抗血小板聚集试验 

以 3.8%枸橼酸钠抗凝，室温下 800 r/min 离心 10 min，分离富血小板血浆(PRP)。将余血再以 3000 r/min
离心 10 min，得贫血小板血浆(PPP)，用 PPP 调整 PRP，使血小板数约为 250 × 109/L。取 PRP 250 μL，
分别加入 0.9%氯化钠溶液(阴性对照)及不同浓度的样本 10μL，阿司匹林为阳性对照，37℃在血小板聚集

仪上搅拌，孵育 5 min 后加入诱聚剂 ADP 10 μL (ADP 终浓度为 10 μmol/L)，同时开始测定。采用比浊法

测定血小板聚集率，测定时间为 5 min。记录血小板最大聚集率，按公式计算血小板聚集抑制率：血小板

聚集抑制率% = (阴性组聚集率 − 给药组聚集率)/阴性组聚集率 × 100%。 

3. 结果 

GYZC01 抗栓活性物质经硅胶薄层层析，苯酚–硫酸试剂显色后，呈橙黄色斑点，经 0.5%茚三酮丙

酮溶液染色后，显紫色斑点，故该物质属于糖肽类化合物(图 1)。红外光谱显示，3422 cm−1 波段有吸收

峰，表明分子中有大量羟基存在，2925~2854 cm−1 波段吸收峰是糖类大量 C-H 的伸缩振动，1653~1548 cm−1

吸收峰是 C=O 的震动，1080 cm−1 为 C-O-C 键的伸缩振动吸收峰(图 2)，这些吸收峰与文献报道的 
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Figure 1. TLC analysis 
图 1. 薄层色谱分析 

 

 
Figure 2. Infrared spectrum of thrombolytic composition extracted from GYZC01 
图 2. GYZC01 溶血栓组分红外光谱图 
 
相近[6]，说明该产物中有糖苷键和环状内酯存在。根据上述结果，GYZC01 株抗栓活性物质可能为一种

糖基环肽类化合物。 
给药后，GYZC01 抗栓活性物质能使小鼠断尾出血时间延长，效果超过阿阿司匹林(表 1)。 
体内溶血栓试验表明，GYZC01 抗栓活性物质具有溶血栓效果，但是不如阳性药尿激酶明显(表 2)。

模型对照组血栓长度明显增加，阿司匹林无溶血栓作用。 
从表 3 看出 GYZC01 抗栓活性物质能抑制血小板聚集，呈明显的量效关系，但总体较弱，明显达不

到阳性药的水平。 



江丹 等 
 

 
28 

Table 1. Tail bleeding time 
表 1. 断尾出血时间 

组别 N 出血时间(min) 

YZC01治疗组 10 11.9 ± 1.4# 

阴性对照组 10 4.4 ± 0.6 

阳性对照组 10 8.7 ± 1.2# 

#与阴性对照组比较，P < 0.005。 
 
Table 2. Thrombolytic assay in mice 
表 2. 小鼠溶栓试验 

组别 N 
血栓长度(cm) 

给药前 给药后 

YZC01治疗组 10 2.4 ± 0.4 1. 8 ± 0.2# 

尿激酶 10 2.3 ± 0.6 1.2 ± 0.1# 

阿司匹林组 10 2.4 ± 0.7 3.4 ± 0.3 

模型对照组 10 2.3 ± 0.6 3.6 ± 0.7 

#与模型对照组比较，P < 0.005。 
 
Table 3. Anti-platelet aggregation test 
表 3. 抗血小板聚集试验 

药物 浓度(μg/ml) 最大聚集率(%) 抑制率/% 

阴性对照 0 47.4 ± 4.2 0% 

 16 44.1 ± 2.4 6% 

GYZC02 提取物 32 36.8 ± 3.1 23% 

 64 28.4 ± 2.6 40% 

阳性药组 32 8.2 ± 1.7 83% 

4. 讨论 

溶栓药物是指可以直接溶解血栓或间接激活纤溶酶原的一类药物，能使血管的血流再次畅通。链激

酶是来自 β-溶血性链球菌的溶栓药物，也是第一个用于血栓治疗的药物，近十几年来，已经从不同的微

生物发现了一些具有溶栓活性的蛋白酶，但是对来源于微生物具有溶栓活性的非蛋白类分子或分子量较

小的肽类分子的溶血栓活性未被重视。我们的实验证实，类短短芽孢杆菌 YZC01 株发酵液经蛋白破坏处

理后仍然具有体内溶血栓活性。 
对发酵液进行处理得到具有溶栓作用的粗产物，经薄层色谱显色、红外光谱表征，初步判断活性组

分中含糖基环肽类化合物，这类化合物是否就是溶血栓活性物质尚不能确定，有待进一步研究，相关工

作正在进行中。 
GYZC01 菌株抗栓活性物质能延长小鼠断尾出血时间，表明活性物质对血凝系统有抑制作用，体外

血小板凝集抑制试验提示，该活性物质对血小板功能的干预并不强，我们推测其抗凝血作用与阻断凝血

因子的相关受体有关。腹腔注射角叉菜胶导致小鼠尾部出现血栓，该模型具有简便、易行、价廉的特点，

其机制与血管内皮炎症因子激活外源性凝血系统有关。治疗试验显示尿激酶能明显清除血栓，阿司匹林
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无效，GYZC01 菌株抗栓活性物质同样能溶解小鼠尾部血栓，可以推测该活性物质是纤溶酶原激活剂。

由于 GYZC01 菌株抗栓活性物质产率较低，我们拟通过优化发酵条件以获得更多产物，才能进行进一步

的分离纯化研究。现有纤溶酶原激活剂大多数是蛋白类大分子，存在制剂条件要求高、储存运输要求高、

不能口服等缺点，因此，发现小分子类纤溶酶原激活剂对研发新型溶栓药物具有重要意义。 
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