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氯吡格雷对小鼠小肠黏膜的损伤及其机制研究 *
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摘要 ：目的  初探氯吡格雷对小鼠小肠黏膜的损伤及可能的机制。方法  20 只无特定病原体（SPF）级

BALB/c 雄性小鼠，随机分为 2 组 ：空白对照组、氯吡格雷组，空白对照组灌服生理盐水，氯吡格雷组灌服氯吡

格雷，2 周后处死小鼠，观察小鼠小肠黏膜大体变化及组织学变化，免疫组织化学（简称免疫组化）法检测小

肠黏膜组织中 Occludin 蛋白的表达情况。结果  氯吡格雷组小鼠小肠黏膜大体损伤、组织病理学损伤高于空

白对照组（P  <0.05）；免疫组化测得氯吡格雷组小鼠小肠黏膜 Occludin 蛋白表达低于空白对照组（P  <0.05）。

结论  氯吡格雷可造成小鼠小肠黏膜损伤 ；可能通过降低 Occludin 蛋白表达造成小肠黏膜损伤。
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Intestinal mucosal injury induced by Clopidogrel in
mice and its mechanism*

Min Li, Rui-feng Ding, Xiao-ying Ma, Yu-chao Liu
(Department of Gastroenterology,the First Hospital Affiliated of General Hospital of Baotou Medical 

College, Baotou, Neimenggu 014010, China)

Abstract: Objective  To investigate intestinal mucosal injury induced by Clopidogrel in mice and potential 
molecular mechanism.  Method  Twenty SPF grade BALB/C male mice were randomly divided into control group 
and Clopidogrel group. Mice in Clopidogrel group were treated with Clopidogrel while mice in control group was fed 
with normal saline. Mice were sacrificed after 2 weeks. Macroscopic and histological changes of the small intestinal 
mucosa in the two groups were recorded. Expression of Occludin in small intestinal mucosa was determined by 
immunohistochemistry.  Results  The macroscopic damage and the histopathologic damage of small intestinal mucosa 
in Clopidogrel group were significantly higher than those in control group (P < 0.05). The expression of Occludin 
protein in small intestinal mucosa was decreased significantly with treatment of Clopidogrel compared with control 
group (P < 0.05).  Conclusions  Clopidogrel induces small intestinal mucosa damage through reduction of Occludin 
expression and inhibition of the repair of small intestinal mucosal injury.

Keywords:  Clopidogrel; Occludin protein; small intestinal mucosal; injury

心血管疾病在全球死因中居首位，全球每年约

1.73 亿人死于心血管疾病 [1]。而作为治疗心血管疾病

的一线用药氯吡格雷与阿司匹林联合双重抗血小板

则在临床中广泛应用，大量研究已经证实，抗血小板

治疗在血栓栓塞性疾病一级和二级预防中发挥重要作

用，但在使患者获益的同时，其消化道不良事件也日

益增多 [2]。临床医师对非甾体抗炎药引起胃黏膜的损

伤研究比较多 [3]，氯吡格雷为新型抗血小板药物，是
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血小板表面二磷酸腺苷受体拮抗剂，其活性代谢产物

发挥抗血小板聚集作用，可抑制血小板释放具有内皮

增生和加速修复溃疡的血管内皮生长因子，从而导致

新生血管形成障碍，使胃黏膜修复受阻 [4]，而氯吡格

雷是否可以引起小肠黏膜损伤及损伤机制，目前尚不

明确，国内报道较少，笔者通过动物模型，评价氯吡

格雷对小鼠小肠黏膜的损伤情况，探讨其对小肠黏膜

损伤的可能机制。

1    材料与方法

1.1    实验动物分组及制作动物模型

20 只无特定病原体（SPF）级 6 ～ 8 周龄 BALB/c

雄性小鼠（购自北京维通利华公司，实验动物合格证号：

11400700148334），体重（18±2）g，室温（20±2）℃，

湿度 50% ～ 60%，适应性饲养 3 d，随机分为 2 组 ：空

白对照组、氯吡格雷组。氯吡格雷组以氯吡格雷混悬

液（按标准体重成人临床剂量 75 mg/d 换算成小鼠剂

量为 11.38 mg/kg）0.5 ml/ 只，灌胃 ；空白对照组以生

理盐水 0.5 ml/ 只，灌胃。均每天 1 次，连续 2 周，造模

期间小鼠均正常饮食饮水。

1.1.1    氯吡格雷混悬液的配制    硫酸氯吡格雷（波立

维），产自赛诺菲（杭州）制药有限公司，75 mg/ 片，

用研钵将氯吡格雷片 150 mg 捣碎备用，按成人临床剂

量 75 mg/d（70 kg 正常体重）换算成小鼠给药剂量为

为 11.38 mg/kg，加生理盐水配制 0.5 ml 灌胃，每次灌

胃前配制，即用即配。

1.2    采集标本

末次灌胃后小鼠禁食不禁水 12 h，每只小鼠采用

脱颈椎法处死 ( 经伦理委员会审批通过 )，取空肠及回

肠组织后，一部分应用 Reuter 评分进行大体评分，评

估小肠黏膜损伤情况，并固定于 10% 中性甲醛，余小

肠组织置于液氮罐中存放待用。

1.3    Reuter 评分

溃疡评分标准 ：未见明显损伤为 0 分，局灶性充

血，但未见溃疡形成为 1 分，有溃疡形成，但无充血

及肠管增厚为 2 分；溃疡形成伴炎症反应 1 处为 3 分；

溃疡形成伴炎症反应 2 处及以上为 4 分；穿孔为 5 分；

粘连评分标准：肠管无粘连为 0 分；轻度粘连为 1 分；

明显粘连为 2 分。损伤总分为溃疡评分和粘连评分之

和。

1.3.1      HE 染色   小肠组织置于 10% 中性甲醛固定

6 h，低浓度到高浓度酒精梯度脱水，再将组织块置于

透明剂二甲苯中透明，以二甲苯替换出组织块中的酒

精，浸蜡包埋。将包埋好的蜡块固定于切片机上，切

成 4 μm 薄片，贴到载玻片上，置于 45℃恒温箱中烘

干。经由高浓度到低浓度酒精脱蜡，染色，苏木精水

溶液中染色 5 ～ 10 min，1% 盐酸水及 1% 氨水中分

色 5 ～ 10 s，流水冲洗 1 h 后入蒸馏水片刻，入 70%

和 90% 酒精中脱水各 10 min，入酒精伊红染色液染色

2 ～ 3 min。染色后的切片经纯酒精脱水，再经二甲苯

使切片透明，中性树胶封固。

1.3.2    免疫组织化学（简称免疫组化）检测小肠黏膜

组织中 Occludin 蛋白的表达    按以下步骤实施：取材，

固定，脱水浸蜡，包埋，切片，捞片，烤片，脱蜡复水，

微波炉抗原修复，滴加 5% BS 封闭液，室温 20 min，

滴加适当稀释的一抗，置于 4℃冰箱中过夜，PBS

（pH=7.4）洗 2 min×3 次，滴加生物素化山羊抗兔

IgG，室温 20 min，PBS（pH=7.2 ～ 7.6）洗 2 min×3

次，滴加试剂 SABC，室温 20 min，PBS（pH=7.4）洗

5 min×4 次，DAB 显色，苏木素轻度复染，自来水冲洗，

系列酒精梯度脱水，在通风橱中晾干后，中性树胶封

片，显微拍照。

阳性细胞数量计分标准 ：阳性细胞数 <10%，计 0

分 ：阳性细胞数达 10% ～ 25%，计 1 分 ；阳性细胞数

达 25% ～ 50%，计 2 分 ；阳性细胞数达 50% ～ 75%，

计 3 分 ；阳性细胞数≥ 75%，计 4 分 ；依据细胞着色

强度计分，无色为 0 分 ；淡黄色为 1 分 ；棕黄为 2 分 ；

棕褐色为 3 分 ；细胞阳性数量和着色强度两项得分相

加 ：0 ～ 1 分为阴性 ；2 ～ 3 分为弱阳性（+）；4 ～ 5

分为阳性（++）；6 ～ 7 分为强阳性（+++）。

1.4    统计学方法

数据分析采用 SPSS 16.0 统计软件，计量资料以

均数 ± 标准差（x±s）表示，组间比较采用 t 检验 ；

等级计数资料用例（%）表示，比较采用秩和检验。

P <0.05 为差异有统计学意义。

2    结果

2.1    小肠黏膜大体表现

沿肠系膜对侧切开小肠，PBS 液冲洗干净，于显

微镜下观察，空白对照组小鼠小肠黏膜未见明显损伤，

氯吡格雷组见肠管轻度粘连水肿，黏膜点状糜烂及小

溃疡形成。分析结果显示，氯吡格雷组空肠黏膜损伤

评分、回肠黏膜损伤评分均高于空白对照组，两组差

异有统计学意义（P <0.05）。见表 1 和图 1。
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2.2    小肠黏膜组织学表现

空白对照组小肠黏膜层次结构清楚，上皮结构完

整，腺体排列整齐，腺腔内整洁，损伤程度为 0 级 ；

实验组小肠黏膜上皮脱落、坏死，可见炎细胞浸润，

评分越高，代表黏膜损伤程度越重。两组空肠黏膜组

织学损伤评分比较，差异有统计学意义（P  <0.05）；

两组回肠黏膜组织学损伤评分比较，差异有统计学意

义（P <0.05）。见表 2、3 和图 2。

2.3    两组 Occludin 蛋白表达

Occludin 蛋 白 主 要 表 达 于 胞 浆， 空 白 对 照 组

Occludin 蛋白的表达主要呈强阳性（+++），阳性（++）

也有表达 ；氯吡格雷组 Occludin 蛋白表达主要呈阴性

或弱阳性（+），提示黏膜上皮损伤严重，紧密连接蛋

白被大量破坏。空白对照组 Occludin 高表达，实验组

低表达。见图 3。

氯吡格雷组空肠 Occludin 表达阴性率为 90.0%，

弱阳性表达率为 10.0%，阳性表达率低于空白对照

表 1    两组 Reuter 评分比较    （n =10，x±s）

组别 空肠黏膜损伤评分 回肠黏膜损伤评分

空白对照组 0.000±0.000 0.000±0.000

氯吡格雷组 2.000±1.054 1.500±0.707

t 值 6.000 6.709

P 值 0.000 0.000

表 2    两组空肠黏膜组织学损伤评分比较    [n =10，例（%）]

组别 0 分 1 分 2 分 3 分 4 分 5 分

空白对照组 9（90.0） 1（10.0） 0（0.0） 0（0.0） 0（0.0） 0（0.0）

氯吡格雷组 0（0.0） 2（20.0） 2（20.0） 2（20.0） 1（10.0） 3（30.0）

Z 值 -3.900

P 值 0.000

表 3    两组回肠黏膜组织学损伤评分比较    [n =10，例（%）]

组别 0 分 1 分 2 分 3 分 4 分 5 分

空白对照组 10（100.0） 0（0.0） 0（0.0） 0（0.0） 0（0.0） 0（0.0）

氯吡格雷组 0（0.0） 5（50.0） 2（20.0） 2（20.0） 0（0.0） 1（10.0）

Z 值 -4.077

P 值 0.000

                    A                                                   B

A ：小鼠空肠黏膜充血、水肿、浅溃疡形成 ；B ：小鼠回肠

黏膜充血、炎症水肿

图 1    纤维镜下小肠黏膜大体表现    （×1.6 倍）

	              A                                                         B                                                          C                                                         D

A：回肠空白对照组，回肠黏膜腺体，结构完整，层次清楚，腺体排列整齐，腺腔整洁无损伤；B：回肠氯吡格雷组，回肠黏膜上皮细胞损伤、

脱落，胞质有空泡、肿胀；C：空肠空白对照组，空肠黏膜腺体，结构完整，层次清楚，腺体排列整齐，腺腔整洁无损伤；D：空肠氯吡格雷组，

空肠黏膜腺体部分受损，部分黏膜上皮细胞损伤、脱落，胞质有空泡、肿胀

图 2    各组小鼠小肠黏膜组织学表现    （HE×200）

100μm100μm 100μm 100μm
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组，差异有统计学意义（P  <0.05）。氯吡格雷组回肠

Occludin 表达阴性率为 100.0%，阳性表达率为 0.0%，

阳性表达率低于空白对照组，差异有统计学意义

（P <0.05）。见表 4、5。

表 4    两组空肠 Occludin 蛋白表达情况比较 

 [n =10，例（%）]

组别 阴性（-/+-） 弱阳性（+） 阳性（++） 强阳性（+++）

空白对照组 1（10.0） 8（80.0） 1（10.0） 0（0.0）

氯吡格雷组 9（90.0） 1（10.0） 0（0.0） 0（0.0）

Z 值 -3.454

P 值 0.001

表 5    两组回肠 Occludin 蛋白表达的比较    [n =10，例（%）]

组别
阴性 

（-/+-）
弱阳性 
（+）

阳性 
（++）

强阳性
（+++）

空白对照组 2（20.0） 7（70.0） 1（10.0） 0（0.0）

氯吡格雷组 10（100.0） 0（0.0） 0（0.0） 0（0.0）

Z 值 -3.508

P 值 0.000

3    讨论

氯吡格雷在肝脏通过 CYP2C19 途径代谢，其代

谢产物与血小板 P2Y12 的二磷酸腺苷（ADP）受体结

合，其抑制血小板聚集作用表现为抑制 ADP 介导的糖

蛋白 GP Ⅱ b/ Ⅲ a 复合物的活化，对血小板 ADP 受体

的作用是不可逆的。一项回顾性队列研究显示，口服

氯吡格雷 75 mg/d 胃肠道出血风险（Rl̂R=2.8，95%CI ：

1.9，4.2）与使用阿司匹林 100 mg/d 出血风险（Rl̂R=2.7，

95%CI ：2.0，3.6）相当 [5]。尽管氯吡格雷可能不是胃

十二指肠溃疡的直接原因，但他们的抗血管生长作用

可能抑制了胃糜烂和其他药物或者 Hp 感染所致的小

溃疡的愈合。在酸存在的情况下，这可能会导致一些

较轻的没有临床症状的胃黏膜损害延迟愈合，甚至会

加重成为有明显临床症状的溃疡和出血 [4]。有研究证

实，氯吡格雷对人胃黏膜上皮细胞株 GES-1 具有直接

损伤作用，诱导细胞发生凋亡，并且呈现剂量依赖性；

透射电镜下显示氯吡格雷作用后细胞形态发生损伤性

改变 [6]。NSAIDs 药物不良反应严重性早已被人们意

识到，但早期的研究主要集中在胃黏膜方面 [7]。近期

研究表明，双氯芬酸等 NSAIDs 药物的消化道不良反

应不仅出现在胃部，在小肠、结肠等部位也可见到严

重的副作用。甚至有学者提出 NSAIDs 不良反应主要

在小肠而不是在胃及十二指肠。NSAIDs 肠病根据症

状有无亦分为两类 ：无症状型 NSAIDs 肠病和有临床

表现的 NSAIDs 肠病两类。无症状型 NSAIDs 肠病主

要表现为黏膜通透性增加，黏膜炎症等，一般不引起

明显的消化道症状。有临床表现的 NSAIDs 肠病，则

表现为蛋白丢失，出血和缺铁性贫血，吸收障碍，小

肠溃疡，狭窄和穿孔等，都是严重的并发症，其中小

肠溃疡的发生率相当高。本研究发现，空白对照组小

鼠小肠黏膜层次结构清楚，上皮结构完整，腺体排列

整齐，腺腔内整洁 ；氯吡格雷组小鼠小肠肠管轻度粘

连水肿，黏膜点状糜烂及小溃疡形成，小肠黏膜上皮

脱落、坏死，可见炎细胞浸润。提示氯吡格雷可以造

成小鼠小肠黏膜损伤。

肠上皮的跨膜结合蛋白 Occludin 是构成紧密连

接（tight junction, TJ）的主要结构蛋白之一，一旦发

生变异、减少和缺失可引起肠上皮细胞间隙通透性增

加 [8]。肠黏膜屏障由肠黏膜上皮细胞及其间的连接复

合体组成，其中最重要的是肠黏膜上皮细胞间的 TJ[9]，

哺乳动物细胞的 TJ 位于细胞侧壁的顶部，分隔细胞

顶面与基侧面，防止上皮细胞间隙中的物质溢出和大

分子在细胞间隔中穿行，对肠道黏膜通透性起决定性

作用。对屏障功能的维持和紧密连接的完整性具有

重要作用 [10]。有研究表明，缺乏 Oecludin 蛋白的成纤

              A  回肠空白对照组                           B  回肠氯吡格雷组                              C  空肠空白对照组                          D  空肠氯吡格雷组

图 3    小鼠小肠黏膜组织学表现    （Occludin 抗体）    （免疫组化）

100μm 100μm 100μm 100μm
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维细胞不能形成典型的 TJ 结构 [11]。对人、鼠、袋鼠、

鸡和狗的闭锁蛋白 cDNA 进行测序发现，人、鼠、狗

的闭锁蛋白 eDNA 序列约 90% 同源，表明哺乳动物

的闭锁蛋白在进化上有一定的保守性。张烁等研究发

现双氯芬酸钠可致大鼠小肠黏膜上皮细胞间 TJ 蛋白

Oceludin 表达下降，其 mRNA 水平也呈下凋趋势，导

致小肠黏膜 TJ 受损，促使小肠细菌和内毒素易位，诱

发肠源性内毒素血症的发生，加重小肠黏膜损伤 [12]。

本研究发现，空白对照组小鼠小肠黏膜层次结构清楚，

上皮结构完整，腺体排列整齐，腺腔内整洁 ；氯吡格

雷组小鼠小肠肠管轻度粘连水肿，黏膜点状糜烂及小

溃疡形成，小肠黏膜上皮脱落、坏死，可见炎症细胞

浸润。提示氯吡格雷可以造成小鼠小肠黏膜损伤。本

研究结果表明，Occludin 蛋白主要表达于胞浆，氯吡

格雷组 Occludin 蛋白较空白对照组减低，提示氯吡格

雷可能降低小肠黏膜 Occludin 蛋白表达，致使黏膜屏

障破坏，造成小鼠小肠黏膜损伤。但是氯吡格雷造成

小肠黏膜损伤的机制还有待于进一步的临床及基础研

究，为临床安全用药提供依据。
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