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氯吡格雷对大鼠肝药物酶 CYP3A4和 CYP1A2表达的影响 *
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摘要 目的：氯吡格雷主要由 CYP3A4催化使其激活，CYP1A2也参与氯吡格雷活化。关于氯吡格雷对肝微粒体酶的影响国内外

文献报道不多，因此本实验通过检测肝细胞色素氧化酶 CYP3A4 和 CYP1A2 的表达，探讨氯吡格雷对大鼠肝药物酶的影

响。方法：生理盐水为对照组，氯吡格雷设高、中、低三个剂量组（27，13.5，6.75mg/kg/d），雄性健康大鼠连续灌胃给药 7天，脱臼处

死，取肝组织，通过 western blot法检测大鼠肝脏 CYP3A4和 CYP1A2蛋白表达情况。结果：1）、氯吡格雷抑制大鼠 CYP3A4蛋白

表达，氯吡格雷高中低剂量组分别比生理盐水组大鼠 CYP3A4蛋白表达量降低（P<0.05）；氯吡格雷低中高剂量组间进行比较，大

鼠 CYP3A4蛋白表达量呈梯度减少（P<0.05）；2）、氯吡格雷抑制大鼠 CYP1A2蛋白表达，氯吡格雷高中低剂量组分别比生理盐水

组大鼠 CYP1A2蛋白表达量降低（P<0.05），氯吡格雷低中高剂量组间进行比较，大鼠 CYP1A2蛋白表达量呈梯度减少（P<0.05）。

结论：氯吡格雷使肝细胞色素氧化酶 CYP3A4和 CYP1A2的表达量减少，因此氯吡格雷高、中、低 3个剂量组均不同程度的抑制

大鼠肝脏 CYP3A4和 CYP1A2的表达，提示当氯吡格雷与某些主要经 CYP3A4和 CYP1A2代谢的药物合用时，发生代谢性相关

作用的可能性大。
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Effects of Clopidogrel on Cytochrome Oxidase Enzyme CYP3A4
and CYP1A2 of Rat Liver*

Clopidogrel is metabolically activated by CYP3A4 including CYP1A2, the effects of clopidogrel on

cytochrome p450 enzymes of rat liver was investigated by detecting the expression of cytochrome oxidase enzyme CYP3A4 and

CYP1A2. 30 male rats were randomly divided into 5 groups. taking normal sodium as control group, 3 groups rats were given

27, 13.5, 6.75 mg/kg/d clopidogre for 7 days respectively, to detect the expression of CYP3A4 and CYP1A2 by Western blot 1.

Clopidogrel inhibited the expression of CYP3A4. Compared with normal saline group, expression of CYP3A4 were decreased in 5

group.（P<0.05）; Among the three groups, expression of CYP3A4 were gradiently decreased（P<0.05）. 2. Clopidogrel inhibited the

expression of CYP1A2. Compared with normal saline group, expression of CYP1A2 were decreased in 5 group.（P<0.05）; Among the

three groups, expression of CYP3A4 were gradiently decreased（P<0.05）. Clopidogrel made expression of CYP3A4 decrease,

so clopidogrel inhibited the expression of CYP3A4 and CYP1A2 in three group. when clopidogrel be used in combination with drug via

CYP1A2 and CYP3A4 metabolism, The probability of a metabolic interaction occurring is big.
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前言

细胞色素 P450(cytochrome P450，CYP450)是由许多同工

酶组成的超大家族，主要位于肝微粒体中，参与生物体许多内

源性和外源性物质的生物转化，在调节机体与外界环境的相互

作用以及保持机体内环境稳定中起重要作用[1]。氯吡格雷是目

前临床上常用的抗血小板药物，它属噻吩吡啶类衍生物，是一

种没有活性的前体药物。通过肝细胞色素氧化酶 P450转化为

有活性的产物方能起作用。氯吡格雷主要由 CYP3A4催化使其

激活，CYP1A2、CYP2C6、CYP2C9及 CYP2C1也参与氯吡格雷

活化。Lau等[2，[3]继续研究发现，健康人服用氯吡格雷后，血小板

聚集率与 CYP3A4活性成反比，这与基因多态性相关，Angiolil-
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lo等[4]报道，CYP3A4 IVS10 +12G>A多态性，减弱了氯吡格雷

抗血小板作用。亚洲人群研究发现[5, 6]，CYP2C19*2或 *3突变

携带者，体内氯吡格雷前体药物，高于野生纯合子个体，代谢产

物量低于野生纯合子，并且代谢产物的多少与血小板活性抑制

率成正比，*2和 *3等位基因伴随着较低的血小板抑制率。同

时与 CYP450酶的活化程度相关。LAU等[7]发现 CYP3A4诱导

剂增加了 CYP3A4对氯吡格雷的代谢，使氯吡格雷抑制血小板

聚集作用增强。本实验主要通过免疫印迹的方法研究氯吡格雷

对肝药物酶 CYP3A4和 CYP1A2表达的影响，提示 CYP3A4

和 CYP1A2参与氯吡格雷的代谢，本文的主旨是进一步研究和

探讨氯吡格雷对肝药物酶 CYP450的作用和机制，为临床上安

全联合用药，减少由于药物的相互作用产生的不良反应提供依

据。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 动物 Wistar，大鼠清洁级，雄性，180～ 250 g(购于佳木斯

大学实验动物中心)

1.1.2 试剂氯吡格雷

购自国家食品药品检定研究院；

CYP1A2(D1tkt5)、CYP3A(L-14)购自美国 SANTA CRUZ；

辣根酶标记兔抗山羊 lgG购自北京中杉金桥；

PMouse Anti-β -Actin 和 Goat Anti-Mouse lgG 购自武汉

Boster；

Tris-base、SDS、Glycine、Albumin Bovine V、AP、丙烯酰胺、

亚甲双丙烯酰胺购自美国 Amresco；

PMSF、RIPA、5× SDS上样 buffer购自碧云天。

1.2 方法

1.2.1 动物分组及给药 取 30只健康Wistar大鼠，雄性，按随机

分组原则分为 5组每组 6只。对照组生理盐水组、氯吡格雷高

剂量组(27 mg/kg/d)、氯吡格雷中剂量组(13.5 mg/kg/d)、氯吡格

雷低剂量组(6.75 mg/kg/d)、苯巴比妥诱导组(75 mg/kg/d)、各药

物组按上述剂量连续灌胃给药 7 d，禁食 24 h后脱臼处死大

鼠，取大鼠肝脏，称重后 -80 ℃保存。

1.2.2 制备样品:

（1）分别从 -80 ℃的冰箱中取各组样本 100mg，把组织剪

碎。

（2）与 RIPA 裂解液混匀，并在组织匀浆前数分钟内加入

PMSF。

（3）使 PMSF与组织、RIPA混合均匀，按照 100∶ 10∶ 1的

比例添加 RIPA、组织和 PMSF。

（4）用玻璃匀浆器在冰上进行研磨，充分裂解后，离心取上

清备用。

(5)然后用 BCA 蛋白定量试剂盒测定蛋白含量，按 50 体

积 BCA试剂 A加 1体积 BCA试剂 B (50∶ 1) 配制适量 BCA

工作液，充分混匀。

（6）各孔加入 200 滋LBCA工作液，37 ℃的恒温箱中放置

30分钟。

（7）根据标准曲线计算出蛋白浓度。

1.2.3 Western blot检测 CYP3A和 CYP1A蛋白表达

（1）取等量总蛋白上样于 10 % SDS-聚丙烯酰胺凝胶中

泳，80 V、30 min和 120 V、90 min。

（2）后经 270 mA，110 min将蛋白从凝胶上转印到经甲醇

激活的 PVDF膜上。

（3）用 1× TBST洗 3次，每次 5 min。后用 1× TBST配制

5%脱脂奶粉封闭液，将转印后的膜浸入其中，室温静置 60

min。

（4）加入用封闭液稀释的一抗(CYP3A4、CYP1A2 羊抗血

清 1∶ 500，茁-actin 鼠抗血清为内参照，1∶ 1000)严封杂交袋，

在 4℃下孵育过夜后。

（5）剪开杂交袋，取出滤膜，用 1 × TBST洗 3次，每次 10

min。

（6）加入用封闭液稀释的二抗辣根过氧化物酶标记的抗羊

IgG(1∶ 5000)，严封杂交袋，在 37 ℃下作用 1 h，去除二抗，1×

TBST浸洗 3次，每次 10 min。

（7）ECL试剂 A 和 ECL试剂 B 按 1∶ 1 比例配制进行显

影，检测蛋白在细胞内的表达效果。

（8）凝胶成像系统来分析蛋白样品的灰度值与 茁-actin 灰

度值的比值。

1.3 统计学处理

应用 SPSS统计分析软件进行数据处理，采用独立样本 t

检验对数据进行比较，P<0.05具有统计学意义。

2 结果

氯吡格雷对大鼠 CYP3A4蛋白表达的影响：氯吡格雷抑制

大鼠 CYP3A4蛋白表达，氯吡格雷高中低剂量组分别比生理盐

水组大鼠CYP3A4蛋白表达量降低，90.6%，62.5%，32.8%（P<0.05）；

氯吡格雷各剂量组间进行比较，中剂量组与低剂量组之间比

较，中剂量组比低剂量组大鼠 CYP3A4蛋白的表达减少 44.2%

（P<0.05）；高剂量组与低剂量组之间比较，高剂量组比低剂量

组大鼠 CYP3A4蛋白的表达减少 86 %（P<0.05）；高剂量组与

中剂量组之间比较，高剂量组比中剂量组大鼠 CYP3A4蛋白的

表达减少 75 %（P<0.05）；苯巴比妥组与生理盐水比较，大鼠

CYP3A4蛋白的表达升高（P<0.05），有统计学意义。

氯吡格雷对大鼠 CYP1A2蛋白表达的影响：氯吡格雷抑制

大鼠 CYP1A2蛋白表达，氯吡格雷高中低剂量组分别比生理盐

水组大鼠CYP1A2蛋白表达量降低，77.2%，57.9%，32.4%（P<0.05）；

氯吡格雷各剂量组间进行比较，中剂量组与低剂量组之间比

较，中剂量组比低剂量组大鼠 CYP1A2蛋白的表达减少 60.6%

（P<0.05）；高剂量组与低剂量组之间比较，高剂量组比低剂量

组大鼠 CYP1A2蛋白的表达减少 68.4 %（P<0.05）；高剂量组与

中剂量组之间比较，高剂量组比中剂量组大鼠 CYP1A2蛋白的

表达减少 45.9 %（P<0.05）；苯巴比妥组与生理盐水比较，大鼠

CYP1A2蛋白的表达升高（P<0.05），有统计学意义。结果见图

1。

3 讨论
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临床疾病诊疗常需同时口服多种药物，当两种或两种以上

药物同时或先后应用时，药物之间就会相互影响，一种药物原

有的理化性质、体内过程以及机体对药物的敏感性改变时，就

会使药物的药理效应和毒理效应发生变化。肝脏是药物体内代

谢的主要器官，肝脏微粒体的细胞色素 P450酶系统是促进药

物代谢的主要酶系统，该酶系可被底物诱导或抑制并加速或减

缓底物和其他物质代谢，这是构成了药物体内过程和交互作用

的物质基础。

氯吡格雷治疗冠状动脉粥样硬化性心脏病的常用药，是一

种强效的血小板聚集抑制剂，本身不具有抗血小板活性，它需

经过细胞色素氧化酶氧化才能成为有代谢活性的抗血小板物

质，具有依赖剂量性，负荷量 300 mg后 2 h即达到稳定的抑制

血小板聚集作用 [8]，具有迅速、连续的抗血栓作用，IS-

AR-CHOICE [9] 的研究指出在应用氯吡格雷 300 mg、600 mg、

900 mg时，通过 ADP所诱导的血小板聚集的抑制作用，高剂

量组作用效果强于常规剂量组 300 mg。但 600 mg和 900 mg

之间无显著性差异[10]。Muller等[11]认为：氯吡格雷对由 ADP所

产生的抗血小板聚集作用是依赖剂量性的[12]，认为在应用 600

mg的负荷量后给予的 75 mg/d明显提高了氯吡格雷抑制血小

板聚集的效果。近些年国际上有研究[13,14]指出氯吡格雷与 PPI

联用会提高心血管不良事件的发生率，机制可能与影响 P450

酶表达有关。Lau[15]等报道阿托伐他汀与氯吡格雷合用时，氯吡

格雷的抗血小板聚集的能力减弱，且这一作用具有剂量依赖

性，Clarke和 Waskell[16]亦认为阿托伐他汀可抑制氯吡格雷的

代谢。因此为了改善上述情况的发生，相应的改变增加氯吡格

雷的给药剂量，BONELLO 等[17，18]首次利用 VASP指数来调整

氯吡格雷负荷剂量。

细胞色素 P450参与药物在肝内降解的反应。据估计普通

处方中的 60 %药物需要通过细胞色素 P450系统进行代谢 [19]，

其中 CYP3A4使肝脏含量最为丰富的细胞色素氧化酶（约 40

%）[20]，能够催化 50 %以上的现用常见药物的反应。CYP1A2在

人类肝脏中存在广泛，平均占全部肝肝药物酶总量的 12.7 %。

运动身体、摄食烤糊的食肉或十字花科蔬菜等都能增强

CYP1A2活性，质子泵抑制剂可增强体内和原代单层培养的人

肝细胞中 1A2的活性[21]。

本实验结果显示，与生理盐水组比较，氯吡格雷使

CYP3A4、CYP1A2 蛋白表达量减少，说明氯吡格雷对大鼠

CYP3A4、CYP1A2表达有抑制作用；氯吡格雷低中高剂量组分

别进行比较时，氯吡格雷低中高剂量组使 CYP3A4、CYP1A2

蛋白表达量呈梯度减少，说明氯吡格雷对 CYP3A4、CYP1A2

蛋白表达的抑制作用成剂量依赖性，提示当氯吡格雷与某些主

要经 CYP3A4、CYP1A2代谢的药物合用时，发生代谢性药物

相互作用的可能性较大。研究氯吡格雷对细胞色素氧化酶

P450的影响，为防止和减轻由于药物的相互作用所产生的不

良反应提供依据，可以最大程度的提高药物的有效性和安全

性。目前，有几种亚型药物代谢酶参加氯吡格雷的代谢，氯吡格

图 1 氯吡格雷对大鼠 CYP3A4，CYP1A2蛋白表达的影响（x± s，n=3）

1为氯吡格雷高剂量组；2为氯吡格雷中剂量组；3为氯吡格雷低剂量组；4为苯巴比妥组；5为生理盐水组；（与对照组生理盐水组比较:*P<0.05）

Fig. 1 Effects of clopidogrel on cytochrome oxidase enzyme CYP3A4 and CYP1A2 of rat liver -(x± s，n=3）

1 27mg/kg/d clopidogrel group 2 13.5mg/kg/d clopidogrel group 3 6.75mg/kg/d clopidogrel group 4 phenobarbital group

5 sodium group (normal sodium as control group:*P<0.05)
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雷通过何种环节影响肝药物酶，如何预测细胞色素酶代谢物介

导的毒性。解决这些问题将有助于我们进一明确氯吡格雷与其

他药物的相互作用，指导临床用药。
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