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■背景资料
随着质子泵抑制
剂(proton pump 
inhibitors, PPI)在预
防氯吡格雷相关
的胃肠道损害中
心血管事件发生
率和死亡率的升
高, 氯吡格雷对胃
肠道的损害及其
防治引起了临床
医师的广泛关注. 

高欣, 吴海露, 张振玉, 胡可伟, 姜宗丹, 南京医科大学附属
南京第一医院消化科 江苏省南京市 210006
杨小兵, 王劲松, 南京医科大学附属南京第一医院病理科 江
苏省南京市 210006
高欣, 硕士, 主要从事胃黏膜损伤与保护方面的研究. 
南京市医学科技发展专项基金资助项目, No. YKK10107
作者贡献分布: 此课题由高欣与张振玉设计; 研究操作过程及论
文撰写由高欣与吴海露完成; 资金提供、课题申请由张振玉完
成; 数据分析由胡可伟与姜宗丹完成; 病理及免疫组织化学染色
操作由杨小兵与王劲松完成. 
通讯作者: 张振玉, 主任医师, 210006, 江苏省南京市, 南京医科
大学附属南京第一医院消化科. ahwangzhibing776@163.com
电话: 025-87726246
收稿日期: 2011-12-21   修回日期: 2012-01-19
接受日期: 2012-03-15   在线出版日期: 2012-04-08

Clopidogrel delays the healing 
of aspirin-induced gastric 
mucosal lesions in rats

Xin Gao, Hai-Lu Wu, Zhen-Yu Zhang, Ke-Wei Hu, 
Zong-Dan Jiang, Xiao-Bing Yang, Jin-Song Wang

Xin Gao, Hai-Lu Wu, Zhen-Yu Zhang, Ke-Wei Hu, 
Zong-Dan Jiang, Department of Gastroenterology, the 
First Hospital Affiliated to Nanjing Medical University, 
Nanjing 210006, Jiangsu Province, China
Xiao-Bing Yang, Jin-Song Wang, Department of Pathol-
ogy, the First Hospital Affiliated to Nanjing Medical Uni-
versity, Nanjing 210006, Jiangsu Province, China
Supported by: the Nanjing Medical Technology Develop-
ment Fund, No. YKK10107
Correspondence to: Zhen-Yu Zhang, Chief Physician, De-
partment of Gastroenterology, the First Hospital Affiliated 
to Nanjing Medical University, Nanjing 210006, Jiangsu 
Province, China. ahwangzhibing776@163.com
Received: 2011-12-21    Revised: 2012-01-19 
Accepted: 2012-03-15    Published online: 2012-04-08

Abstract
AIM: To determine the effect of clopidogrel on 
the healing of aspirin-induced gastric mucosal 
lesions in rats and to explore possible mecha-
nisms involved.

METHODS: Forty healthy male SD rats were 
randomly and equally divided into four groups: 
normal group, injury group, and two clopido-
grel groups (10 mg/kg and 30 mg/kg). Gastric 
mucosal lesions were induced in rats by oral 
administration of aspirin (200 mg/kg). Rats of 
the clopidogrel groups were continuously ad-
ministrated with clopidogrel for 3 days. After 

treatment, histological changes were evaluated 
under a microscope; the distribution of gastric 
epithelial tight junction protein occludin was 
determined by immunohistochemistry; and the 
expression levels of ZO-1, occludin, as well as 
phosphorylated ERK (p-ERK), P38 (p-P38) and 
JNK (p-JNK) were determined by Western blot.

RESULTS: Compared to the injury group, the 
lesion indices of the clopidogrel groups were 
significantly increased (39.8 ± 5.05 vs 35.3 ± 3.86, 
P < 0.05), and the increase was more significant 
in the high-does group than in the low-dose 
group (P < 0.05). In clopidogrel groups, the ex-
pression levels of occludin and ZO-1 were lower 
in the clopidogrel groups than in the injury 
group (P < 0.05), and in the high-does group 
than in the low-does group. Activation of P38 
and ERK were more obvious in the clopidogrel 
groups than in the injury group (P < 0.05).

CONCLUSION: Clopidogrel significantly delays 
the healing of gastric lesions in rats probably 
by decreasing the expression of tight junction 
protein occludin and ZO-1 through the p38 and 
ERK signaling pathways.
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摘要

目的: 研究氯吡格雷对大鼠急性胃黏膜损伤
愈合的影响作用及其机制.

方法: 40只健康♂SD大鼠随机分为4组, 每组
10只: 阴性对照组、单纯损伤组、10 mg/kg
氯吡格雷处理组、30 m g/k g氯吡格雷处理
组; 以大剂量阿司匹林灌胃制造大鼠急性胃
黏膜损伤模型后, 对氯吡格雷处理组的大鼠
以相应剂量的氯吡格雷进行灌胃处理, 给药
3 d, 每天1次. 分别测定各组大鼠的胃黏膜损
伤指数(lesion index, LI); 观察大鼠胃黏膜组
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■研发前沿
目前关于氯吡格
雷对人胃肠道黏
膜损害的资料报
道 不 多 ,  针 对 氯
吡格雷影响胃肠
黏膜损伤修复方
面 的 研 究 很 少 , 
具体机制目前尚
不 明 确 ,  有 待 基
础及临床实验进
一步探索.

织学变化; 免疫组织化学法检测各组紧密连
接蛋白Occludin的表达情况; 免疫蛋白印迹法
(Western blot)检测紧密连接蛋白Occludin、
ZO-1以及MAPK信号通路中磷酸化P38、磷
酸化ERK及磷酸化JNK蛋白的表达量.

结果: 与损伤组相比, 氯吡格雷处理组大鼠胃
黏膜损伤加重, 且30 mg/kg组损伤重于10 mg/kg
组(39.8±5.05 vs  35.3±3.86, P <0.05); 在阴性
对照组、单纯损伤组、10 mg/kg氯吡格雷处
理组、30 mg/kg氯吡格雷处理组中, 大鼠胃黏
膜中的紧密连接蛋白Occludin、ZO-1蛋白的
表达逐渐下降, 呈递减趋势(P = 0.000), 而磷酸
化P38、磷酸化ERK蛋白表达则逐渐上升, 呈
递增趋势(P  = 0.000).

结论: 氯吡格雷能够抑制大鼠急性胃黏膜损
伤的愈合, 其可能是通过激活MAPK中的p38
和ERK信号通路, 下调胃黏膜上皮细胞间紧密
连接蛋白Occludin和ZO-1的表达, 破坏大鼠胃
黏膜的屏障.

关键词: 氯吡格雷; 阿司匹林; 胃黏膜损伤; 紧密连

接蛋白; MAPK激酶
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0  引言

氯吡格雷为二磷酸腺苷受体拮抗剂, 具有较好

的抗血小板作用, 可显著减少各类心脑血管疾

病缺血事件的发生[1,2]. 随着近年来在临床上的

广泛应用, 氯吡格雷相关胃黏膜损伤甚至消化

系出血的报道逐渐增多. 临床资料显示有消化

性溃疡病史患者服用氯吡格雷一年中再出血率

达12%, 而且出血部位多为既往溃疡部位[3]. 动
物研究发现同类二磷酸腺苷受体拮抗剂药物抵

克力得可延迟消化性溃疡愈合[4]. 本研究以阿司

匹林致大鼠急性胃黏膜损伤模型为基础, 观察

氯吡格雷对损伤愈合的影响, 并初步探讨可能

存在的机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 2月龄体质量在180-200 g之间的健

康♂S D大鼠40只(由南京医科大学附属南京

第一医院动物实验中心提供 ) ;  阿司匹林原

料药购自山东新华制药股份有限公司 (批号

0702285), 由0.5%羧甲基纤维素钠(ca rboxy-

methyl cellulose, CMC)溶液配成悬浊液; 硫
酸氯吡格雷购自北京诺德恒信化工技术有限

公司(批号: NDS0060513), 由0.5%CMC配成

悬浊液; β-actin、ZO-1抗体购自Santa Cruz; 
磷酸化ERK(p-ERK)、磷酸化JNK(p-JNK)、
磷酸化P38(p-P38)、O c c l u d i n抗体购自c e l l 
signal公司. 
1.2 方法

1.2.1 动物分组: 将40只大鼠随机分为4组: 1组, 
阴性对照组; 2组, 阿司匹林单纯损伤组; 3组, 
10 mg/kg氯吡格雷处理组; 4组, 30 mg/kg氯吡格

雷处理组(n  = 10). 
1.2.2 造模: 所有大鼠禁食不禁水18 h后, 1组予

以0.5%CMC溶液、2-4组按200 mg/kg剂量予阿

司匹林进行灌胃1次, 制造大鼠急性胃黏膜损伤

模型. 造模后1-2组继续予0.5%CMC溶液, 3-4组
分别按10 mg/kg、30 mg/kg剂量予以氯吡格雷

进行灌胃, 每天1次, 连续3 d. 以上所有大鼠每次

灌胃液体量均按10 mL/kg计算. 末次灌胃后所有

大鼠禁食不禁水18 h, 以10%水合氯醛按3 mL/kg
行腹腔注射麻醉处死动物, 取胃组织, 沿大弯侧

剪开后, 以生理盐水洗净展平, 在解剖显微镜(×
100)下按Guth标准给予计分. 计分后, 将胃部分

置于4%中性甲醛固定标本制备石蜡标本, 部分

置于冻存管液氮保存以提取蛋白. 
1.2.3 胃黏膜损伤指数判定: 按Guth标准累积计

算损伤指数(lesion index, LI): 斑点样损伤 = 1
分, 损伤直径(长度)<1 mm为2分, 损伤直径(长
度)1-2 mm为3分, 损伤直径(长度)2-4 mm为4分, 
损伤直径(长度)>4 mm为5分, 宽度>2 mm的损伤

积分值×2. 
1.2.4 组织学观察: 胃组织经4%中性甲醛固定24 h, 
经常规脱水、透明、石蜡包埋切片, HE染色, 光
镜下观察. 
1.2.5 Occludin免疫组织化学染色: 采用Envision
法, 石蜡切片脱蜡至水, 蛋白酶E 37 ℃ 10 min消
化, PBS冲洗, 加Occludin抗体4 ℃过夜, PBS冲
洗, 加Envision二抗37 ℃ 30 min, PBS冲洗, DAB
显色, 镜下控制显色时间, 苏木精复染, 脱水, 透
明, 树胶封片. 
1.2.6 Western blot: 取约100 mg胃黏膜层组织, 加
入蛋白裂解液, 4 ℃裂解, 10 000 r/min离心15 min, 
取上清为全蛋白提取物. 将蛋白提取物与蛋白

上样缓冲液混合, 煮沸5 min, 分装保存于-80 ℃
冰箱. 进行SDS-PAGE凝胶电泳, 转膜, 封闭后加

入一抗4 ℃过夜. 再加入辣根过氧化物酶标记
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■相关报道
Sibilia等证实与氯
吡格雷同类的二
磷酸腺苷受体拮
抗剂药物抵克力
得可延迟酒精引
起的大鼠胃溃疡
的愈合.

的二抗, 孵育后ECL法显色于X光片后照相, 以
β-actin作为内参照, 使用ImageJ1.44p软件分析

处理. 
统计学处理 采用SPSS17.0软件进行处理及

分析, 实验数据用mean±SD表示, 多组间比较采

用One-way ANOVA分析, 两组间比较采用t检验, 
P <0.05为差异具有统计学意义. 

2  结果

2.1 胃黏膜大体观察及胃黏膜LI 1组大鼠胃黏膜

光滑, 无糜烂、溃疡出血, 胃黏膜LI均为0分; 2组
胃腺部黏膜充血水肿, 可见散在分布点状及少

数条状、片状出血糜烂; 3、4组胃腺部黏膜除

充血水肿外, 可见多处条状、片状出血糜烂病

灶. 2组、3组、4组的LI分别为25.0±4.47、35.3
±3.86、39.8±5.05, 各组间比较, 差异均具有统

计学意义(F  = 28.586, P  = 0.000). 
2.2 胃组织学变化 1组胃黏膜组织结构完整, 腺
体排列紧密; 2-4组的黏膜结构失去完整性和连

续性, 可见出血及坏死病灶, 深入黏膜深层, 同
时可见炎性细胞浸润, 损伤面积及程度不断加

重, 以4组损伤最重(图1). 
2.3 Occludin蛋白免疫组织化学染色 1组Occlu-
din蛋白分布于胃黏膜上皮细胞膜, 呈表达很强

的棕褐色信号; 2-4组则表达程度不断降低, 呈递

减趋势, 4组胃黏膜上皮均呈弱表达或基本不表

达(图2). 
2.4 Western blot结果分析

2.4.1 Occludin和ZO-1蛋白表达: 在阴性对照

组、单纯损伤组、10 mg/kg氯吡格雷干预组、

30 mg/kg氯吡格雷干预组中紧密连接蛋白Oc-
cludin和ZO-1表达逐渐下降, 呈递减趋势(图3). 
2.4.2 p-ERK、p-JNK和p-P38蛋白表达: 在阴性

对照组、单纯损伤组、10 mg/kg氯吡格雷干预

组、30 mg/kg氯吡格雷干预组中p-ERK和p-P38
表达逐渐增加, 呈递增趋势, 而p-JNK蛋白表达

未见上述变化(图4). 

3  讨论

氯吡格雷为新型抗血小板药物, 常与阿司匹林

合用治疗心脑血管疾病. 长期单独使用小剂量

氯吡格雷(75 mg/d)的胃肠道不良反应风险与小

剂量阿司匹林(100 mg/d)相似[5], 而联合用药则

引起胃肠道损伤的危险更大, 严重上消化系出

血的危险增加7.4倍[6,7]. ACCF/ACG/AHA 2008
联合专家共识也指出氯吡格雷的胃肠道出血危

险不比阿司匹林低, 为减少胃肠道出血而用氯

吡格雷代替阿司匹林也不是一种安全的策略[8]. 
我们之前的研究已经证实氯吡格雷能够抑制人

胃黏膜上皮细胞(GES-1)的增殖, 诱导细胞发生

凋亡[9,10]. 
本实验以大剂量阿司匹林对大鼠胃黏膜造

A B

C D

图  1  各组大鼠胃黏膜组织学(HE染色, ×100). A: 阴性对照组; B: 阿司匹林单纯损伤组; C: 10 mg/kg氯吡格雷干预组; D: 30 

mg/kg氯吡格雷干预组.
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■应用要点
氯吡格雷替代阿
司匹林用于心脑
血管疾病的治疗
并不是绝对安全
的, 尤其是针对既
往有胃溃疡和胃
炎病史的患者应
尤其注意, 避免胃
肠道不良反应的
发生.

成初始损伤, 观察氯吡格雷对胃黏膜损伤修复

的影响. 实验结果表明, 经过氯吡格雷处理的

大鼠, 胃黏膜损伤的情况明显重于单纯损伤组

(P <0.05), 且30 mg/kg氯吡格雷组比10 mg/kg组
损伤情况严重(P <0.05); 同时大鼠胃黏膜病理结

果符合上述变化. 因此, 我们认为, 氯吡格雷能

够明显延迟阿司匹林引起的大鼠胃损伤的愈合. 
紧密连接复合体为上皮细胞间连接的重要结构, 
由多种蛋白构成, 对保护胃黏膜层结构完整, 维
持胃黏膜屏障功能有重要作用. Occludin和ZO-1
蛋白为紧密连接复合体中的重要组成蛋白. 根
据免疫组织化学及Western blot结果发现, 大鼠

胃黏膜组织中Occludin和ZO-1蛋白的表达在阴

性对照组、单纯损伤组、10 mg/kg和30 mg/kg
氯吡格雷处理组的表达呈减增趋势(P  = 0.000), 
与观察到的胃黏膜损伤情况一致. 因此认为, 氯
吡格雷延迟大鼠胃黏膜愈合可能与降低胃黏膜

上皮Occludin和ZO-1蛋白的表达, 抑制细胞间紧

密连接复合体修复有关. 
MAPK信号传导通路主要由ERK、p38和

JNK这3个家族组成. 其中ERK主要调节细胞的

增殖、分化; 而p38、JNK则主要调节细胞的分

化和凋亡. 相关研究发现MAPK信号通路(包括

ERK和p38)参与了胃黏膜损伤及修复过程[11-13]. 
根据Western blot实验结果, 大鼠胃黏膜组织中

p-ERK和p-P38蛋白在阴性对照组、单纯损伤

组、10 mg/kg和30 mg/kg氯吡格雷处理组的表

达呈递增趋势(P  = 0.000), 即氯吡格雷作用于受

A B

C D

图  2  各组大鼠胃黏膜上皮细胞Occludin蛋白表达(×100). A: 阴性对照组; B: 阿司匹林单纯损伤组; C: 10 mg/kg氯吡格雷干

预组; D: 30 mg/kg氯吡格雷干预组.

Occludin

ZO-1

β-actin

图  3  各组大鼠胃黏膜中Occludin、ZO-1蛋白的表达. 1: 阴

性对照组; 2: 单纯损伤组; 3: 10 mg/kg氯吡格雷处理组; 4: 30 

mg/kg氯吡格雷处理组.

1              2            3             4

p-ERK

p-JNK

p-P38

β-actin

图  4  各组大鼠胃黏膜中p-ERK、p-JNK、p-P38蛋白的表
达. 1: 阴性对照组; 2: 单纯损伤组; 3: 10 mg/kg氯吡格雷处理

组; 4: 30 mg/kg氯吡格雷处理组.
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损的胃黏膜后, ERK和P38蛋白磷酸化程度较单

纯损伤组增加, 且氯吡格雷处理组中30 mg/kg组
磷酸化程度>10 mg/kg组. 因此我们认为氯吡格

雷抑制胃黏膜损伤愈合可能是与激活MAPK信

号通路中的ERK和p38途径有关. 
MAPK信号通路已证实参与了包括Occlu-

din和ZO-1在内的多种紧密连接蛋白的调节, 对
上皮细胞屏障功能密切相关[12,14-16]. 在本实验中

氯吡格雷能够上调表达大鼠胃黏膜中紧密连接

蛋白Occludin和ZO-1, 可能是通过激活ERK和

p38途径, 使ERK和P38蛋白磷酸化表达增加而

实现的. 
基于此, 我们认为: 氯吡格雷可能通过激活

MAPK中的ERK和p38途径, 下调大鼠胃黏膜上

皮细胞间紧密连接蛋白Occludin和ZO-1表达, 破
坏紧密连接复合体, 抑制大鼠胃黏膜屏障功能

修复, 从而延迟大鼠胃黏膜损伤的愈合. 
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