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Abstract
AIM: To investigate the effects of clopidogrel 
on the proliferation of human gastric epithelial 
GES-1 cells.

METHODS: GES-1 cells were cultured in vitro. 
After GES-1 cells were incubated with clopi-
dogrel at concentrations of 0.01, 0.1, 0.5 and 1 
mmol/L for 24, 48 and 72 h, the reduced prolif-
eration rates of GES-1 cells were examined using 
methyl thiazolyl tetrazolium (MTT) assay. A 
dose-response curve was established by plotting 
the reduced cell proliferation rates against the 

concentrations of clopidogrel. The half maximal 
inhibitory concentration (IC50) and safe concen-
tration (IC90, concentration that achieves 90% 
inhibition) of clopidogrel were calculated using 
the Bliss method. The morphology changes of 
GES-1 cells treated with clopidogrel were ob-
served under an inverted phase contrast micro-
scope. Flow cytometry was used to detect cell 
apoptosis after GES-1 cells were incubated with 
clopidogrel for 24 h.

RESULTS: Clopidogrel induced GES-1 cell in-
jury in a concentration-dependent manner (F = 
11.546, P = 0.002), but not in an obvious time-de-
pendent manner (F = 13.455, P = 0.003). The IC50 

and IC90 of clopidogrel at 24, 48 and 72 h were 
0.36 and 0.51, 0.35 and 0.08, and 0.16 and 0.08 
mmol/L, respectively. After clopidogrel treat-
ment, the number of adherent cells was reduced, 
cells became round and suspended, and some 
cells showed nuclear condensation. Flow cytom-
etry analysis indicated that the apoptosis rates of 
cells treated with clopidogrel at concentrations 
of 0, 0.01, 0.1, 0.5 and 1 mmol/L were 4.7%, 5.3%, 
14.7%, 51.0% and 60.5%, respectively. The apop-
tosis rate of GES-1 cells rose with the increase in 
drug concentration.

CONCLUSION: Clopidogrel can inhibit the 
proliferation and induce the apoptosis of GES-1 
cells in a concentration-dependent manner.
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摘要
目的: 探讨氯吡格雷(Clopidogrel)对人胃黏膜
上皮细胞株GES-1增殖的影响. 

方法: 体外培养人胃黏膜上皮细胞株GES-1, 
将含不同浓度氯吡格雷(0.01、0.1、0.5和1 
mmol/L)的培养液与GES-1细胞共同培养24、
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■背景资料
氯吡格雷作为新
型噻吩吡啶类药
物 ,  其 应 用 于 心
脑血管疾病的治
疗 已 逾 十 年 .  最
近 ,  随 着 质 子 泵
抑制剂(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
胃肠道的损害引
起了临床医师的
广泛关注. 

■同行评议者
李勇, 副教授, 上
海中医药大学附
属市中医医院消
化科



48及72 h, 采用MTT比色法计算细胞生长抑
制率. 以药物不同浓度对GES-1细胞生长抑制
率作图, 得到剂量反应曲线. 依据Bliss法, 利
用SPSS15.0软件求出氯吡格雷的半数抑制浓
度IC50和安全浓度IC90(存活率≥90%的药物浓
度). 倒置相差显微镜观察各浓度组氯吡格雷
与GES-1细胞共同培养24 h后细胞形态学变
化, 用流式细胞术膜联蛋白V-异硫氰酸荧光素
-碘化丙啶(Annexin V-FITC/PI)双染法检测各
浓度组氯吡格雷与GES-1细胞共同培养24 h后
对细胞凋亡的影响. 

结果: 氯吡格雷对GES-1细胞的损伤呈浓度依
赖性(F  = 11.546, P  = 0.002), 无时间依赖性(F  
= 13.455, P  = 0.003). 氯吡格雷作用24 h、48 h
和72 h的IC50分别为0.36、0.51和0.35 mmol/L, 
IC90分别为0.08、0.16和0.08 mmol/L. 光镜下
可见药物作用后贴壁细胞数量减少, 细胞变
圆, 悬浮, 部分细胞核浓缩, 细胞损害随药物浓
度增加而增大. 流式细胞术显示: 空白对照组
及0.01、0.1、0.5、1 mmol/L氯吡格雷组凋亡
率为4.7%、5.3%、14.7%、51.0%、60.5%. 随
着氯吡格雷药物浓度增加, GES-1细胞的凋亡
率亦随之增加.

结论: 氯吡格雷可抑制人胃黏膜上皮细胞的
增殖, 具有剂量依赖性, 诱导细胞发生凋亡.

关键词: 氯吡格雷; GES-1细胞; MTT法; 凋亡
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0  引言

氯吡格雷作为新型噻吩吡啶类药物, 其应用于

心脑血管疾病的治疗已逾10年. CAPRIE[1]和

CURE[2]实验证实, 氯吡格雷可显著减少各类

缺血事件的发生, 效果优于阿司匹林. CURE、
PCI-CURE[3]及CREDO[4]试验显示, 在非ST段抬

高的急性冠脉综合征(acute coronary syndrome, 
ACS)中, 阿司匹林和氯吡格雷联合治疗能使血

管事件的发生率降低20%, 在经皮冠状动脉介

入治疗(percutaneous coronary intervention, PCI)
中降低30%, 确定了氯吡格雷在ACS和PCI中的

应用价值. 近来, 在质子泵抑制剂(proton pump 
inhibitor, PPI)预防氯吡格雷相关的胃肠道损伤

中, 心血管事件的发生率和死亡率升高[5-9], 氯
吡格雷对胃肠道的损伤引起了临床医师的广泛
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关注. 氯吡格雷是具有独立的损伤胃肠道黏膜

作用, 还是仅影响出血黏膜的修复, 目前尚不明 
确[10]. 本研究拟采用人胃黏膜上皮细胞株GES-1
与氯吡格雷共培养, 通过MTT法及流式细胞术

研究氯吡格雷对GES-1细胞的损伤作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 人胃黏膜上皮细胞株G E S-1由江苏

省人民医院消化科实验室馈赠 .  氯吡格雷购

自北京诺德恒信化工技术有限公司 (批号 : 
NDS0060513), 用PBS溶解配成10 mmol/L的母

液, 调pH值为7.4, 用0.22 μm微孔滤膜过滤除菌, 
4 ℃存放, 用时以无血清DMEM稀释成所需浓

度. DMEM高糖培养液为美国Hyclone公司生产, 
新生小牛血清为杭州四季青公司生产, 噻唑蓝

(MTT)、二甲基亚砜(DMSO)购自美国Sigma公
司, Annexin V FITC/PI凋亡检测试剂盒购自美国

BD公司. Bio-Rad 680全自动酶标仪为美国Bio-
Rad公司产品. Olympus IX51倒置相差显微镜为

日本Olympus公司产品.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 将G E S-1细胞置于细胞培养

瓶内, 以DMEM为培养液, (含15%小牛血清, 
pH7.4), 置37 ℃, 50 mL/L CO2温箱中培养, 隔天

更换培养液, 每3 d按1∶3比例传代, 实验时取对

数生长期细胞.
1.2.2 细胞生长抑制实验: 人胃黏膜上皮细胞株

GES-1用含15%小牛血清的DMEM培养液常规

培养. 应用MTT比色法, 将处于对数生长期的人

胃黏膜上皮细胞以每孔2×105加入96孔培养板

中, 每孔200 μL, 培养24 h贴壁后分别加入不同

浓度(0.01、0.1、0.5和1 mmol/L)的氯吡格雷, 
每组设4个复孔. 分别连续培养24、48和72 h后, 
加入5% MTT 10 μL, 继续培养4 h. 小心吸出培

养液, 每孔加入DMSO 100 μL, 室温震荡10 min
溶解. 同时设不加药物的阴性对照组以及只加

DMEM培养液的空白对照组. 以490 nm为测定

波长, 用酶标仪检测吸光度(A值), 计算抑制率. 
抑制率 = (阴性对照孔A值-加药孔A值)/(阴性对

照组A值)×100%. 以药物的不同浓度对GES-1
细胞生长抑制率作图, 可得到剂量反应曲线. 根
据Bliss法, 利用SPSS15.0软件[11]求出药物的半数

抑制浓度IC50和安全浓度IC90. 
1.2.3 倒置相差显微镜观察细胞形态: 将含不同

浓度氯吡格雷(浓度分别为0, 0.01, 0.1, 0.5和1 
mmol/L)的培养液与对数生长期的GES-1细胞共

www.wjgnet.com

■研发前沿
氯吡格雷对人胃
肠道黏膜损害的
资 料 报 道 不 多 . 
氯吡格雷是具有
独立的损害胃肠
道 黏 膜 作 用 ,  还
是仅影响出血黏
膜 的 修 复 ,  目 前
尚不明确.
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同培养24 h后, 在倒置相差显微镜下观察细胞形

态学变化.    
1 .2.4 流式细胞术膜联蛋白V-异硫氰酸荧光

素 -碘化丙啶双染法检测药物对G E S-1细胞

凋亡的影响: 将氯吡格雷(浓度分别为0, 0.01, 
0.1, 0.5和1 mmol/L)与对数生长期的GES-1细
胞作用24 h后, 0.25%胰酶消化, 2 000 r/min离
心5 m i n, 弃去上清及细胞碎片, 收集细胞悬

液;  冷P B S液洗涤两遍 ,  调整细胞浓度至1×
109 cell/L; 加入Annexin V-FITC和PI各5 μL; 旋
涡混匀, 避光室温孵育15 min后立即用流式细

胞仪检测细胞凋亡情况. 正常活细胞Annexin正常活细胞Annexin 
V及PI均低染(Annexin V-PI-), 分布在流式细

胞分析图的左下区; 凋亡早期细胞Annexin V
高染而PI低染(Annexin V+PI-), 分布在图的左

上区; 凋亡晚期细胞或死亡细胞Annexin V及

P I均高染(A n n e x i n V+P I+), 分布在图的右上 
区[12].

统计学处理 实验数据用mean±SD表示, 多
组间比较采用One-way ANOVA分析; SPSS15.0
软件进行数据处理及分析, P<0.05有显著性差异.

2  结果

2.1 不同浓度氯吡格雷对GES-1细胞作用不同时

间对细胞的抑制作用 细胞生长抑制试验显示

氯吡格雷对GES-1细胞具有损伤作用, 并且具有

剂量依赖性, 但未显示有时间依赖性(F 药物浓度 = 
11.546, P  = 0.002; F时间 = 13.455, P  = 0.003, 表1, 
图1). 根据Bliss法, 氯吡格雷作用24、48和72 h
的IC50分别为0.36 mmol/L(95%CI: 0.26-0.46)、
0.51 mmol/L(95%CI: 0.30-0.64)和0.35 mmol/L 
(95%CI: 0.24-0.44); 氯吡格雷作用24、48和72 h的
IC90分别为0.08 mmol/L(95%CI: 0.03-0.13)、0.16 
mmol/L(95%CI: 0.03-0.28)和0.08 mmol/L(95%CI: 
0.03-0.13).
2.2 GES-1细胞损害的光镜检查 对照组GES-1细
胞呈长梭形, 均一贴壁生长. 不同浓度氯吡格雷

(0.01, 0.1, 0.5和1 mmol/L)作用于GES-1细胞24 h
后贴壁细胞数量减少, 细胞变圆, 悬浮, 部分细

胞核浓缩, 且随药物浓度增大, 悬浮细胞数量增

多(图2).
2.3 氯吡格雷对GES-1细胞凋亡的影响 流式细

胞术显示: 对照组凋亡率为4.7%(早期凋亡率为

3.2%, 晚期凋亡率为1.5%); 0.01 mmol/L氯吡格

雷组凋亡率为5.3%(早期凋亡率为2.0%, 晚期凋

亡率为3.3%); 0.1 mmol/L氯吡格雷组凋亡率为

14.7%(早期凋亡率为7.3%, 晚期凋亡率为7.4%); 
0.5 mmol/L氯吡格雷组凋亡率为51.0%(早期凋

亡率为32.7%, 晚期凋亡率为18.3%); 1 mmol/L
氯吡格雷组凋亡率为6 0 . 5 % (早期凋亡率为

33.7%, 晚期凋亡率为26.8%). 随着药物浓度增

加, GES-1细胞凋亡率亦随之增加(图3, 4).

3  讨论

氯吡格雷作为新型抗血小板药物, 具有抗血小

板聚集及抗血栓形成作用[13]. 其作用机制为, 通
过选择性地与血小板表面腺苷酸环化酶偶联的

二磷酸腺苷(adenosine diphosphate, ADP)受体结

合, 阻断ADP对腺苷酸环化酶的抑制作用, 促进

血管舒张剂刺激磷蛋白(vasodilator-stimulated 
phosphoprotein, VASP)的磷酸化, 抑制纤维蛋

白原与其血小板受体GPⅡb/Ⅲa结合而发挥作 
用 [14].  此外 ,  氯吡格雷还能阻断A D P释放后

引起的血小板活化扩增 ,  从而抑制其他激动

剂诱导的血小板聚集 .  氯吡格雷对血栓素

A2(thromboxane A2, TXA2)、前列环素合成及

磷脂酶活性没有影响[15], 因此氯吡格雷对于有阿

司匹林抵抗的患者同样有效. 
阿司匹林因抑制前列腺素的生成而导致胃

肠道黏膜的损害, 已为临床医师所熟知. 但是

氯吡格雷对人胃肠道黏膜损害的资料报道不

多. 氯吡格雷是具有直接的损害胃肠道黏膜作

■相关报道
Lanas等的1项临
床病例对照研究
发 现 ,  使 用 氯 吡
格雷75 mg/d者胃
肠道出血风险(校
正 危 险 比 为 2 . 8 , 
95%CI: 1.9-4.2)
与使用阿司匹林
100 mg/d者出血
风 险 ( 校 正 危 险
比为2.7, 95%CI: 
2 . 0 - 3 . 6 ) 相 当 . 
C h a n等的1项前
瞻性、随机、双
盲临床试验显示
阿司匹林联合埃
索美拉唑组与氯
吡格雷组相比, 再
发上消化道事件
的比率显著降低
(0.7% vs  8.6%).

表  1  氯吡格雷作用GES-1细胞后A 490nm值 (n = 4, mean±SD)

     
氯吡格雷          

24 h		   48 h	          72 h
浓度(mmol/L)

0	 0.725±0.036    1.506±0.051   2.115±0.180

0.01	 0.658±0.030    1.295±0.084   1.857±0.186

0.1	 0.565±0.055    1.203±0.063   1.593±0.230

0.5	 0.261±0.074    0.672±0.144   0.717±0.162

1	 0.134±0.014    0.277±0.076   0.299±0.008
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图  1  不同浓度氯吡格雷对GES-1细胞的生长抑制率.
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用, 还是仅影响损伤黏膜的修复, 目前尚不明确. 
2008年美国心脏学会和美国心脏病学会基金会

联合美国胃肠学会共同发布的减少抗血小板药

物和非甾体类消炎药物导致胃肠道并发症的专

家共识指出[16], 氯吡格雷为ADP受体拮抗剂, 可
抑制血管内皮生长因子的释放, 从而延迟了胃

溃疡的修复. 氯吡格雷的这种抗血管生长作用

可能抑制了胃黏膜糜烂和其他药物或者H.pylori
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

膜损害的延迟愈合, 甚至加重成为有明显临床

症状的溃疡和出血.  
本研究从细胞水平研究氯吡格雷对人胃黏

膜上皮细胞是否具有直接损害作用. 利用MTT
比色方法了解氯吡格雷对GES-1细胞的剂量及

时间毒性情况. 实验结果显示氯吡格雷对GES-1
细胞增殖具有明显抑制作用, 并且具有剂量依

赖性, 但无时间依赖性. 目前, 国外诸多有关氯

吡格雷相关性胃肠道损害的临床病例对照研

究[17-20]中, 患者所服氯吡格雷药物剂量通常为

75 mg/d. 氯吡格雷对上消化系损害的剂量及时

间毒性情况, 尚需要更多大规模多中心随机对

照临床研究, 以补充循证医学的证据. IC50
[21]是

指在用药后存活的细胞数量减少一半时所需的

药物浓度. 安全浓度IC90是指用药后细胞的存活

率≥90%的药物浓度. 根据Bliss创建的加权机

率单位法, 采用SPSS软件计算得出氯吡格雷作

用24、48和72 h的IC50分别为0.36、0.51和0.35 
mmol/L, 此浓度与临床常规负荷给药剂量(300 
mg)后血药浓度大致相当. 根据氯吡格雷的药代

动力学, 多次口服氯吡格雷75 mg以后, 其羧酸

盐衍生物血药浓度约在1 h后达峰(3 mg/L). 由
Bliss法求出氯吡格雷作用24、48和72 h安全浓

度IC90分别为0.08、0.16和0.08 mmol/L, 与临床

■创新盘点
本研究从细胞水
平证实氯吡格雷
对人胃黏膜上皮
细胞具有直接损
害作用, 呈剂量依
赖性, 诱导细胞发
生凋亡.

图  2  不同浓度氯吡格雷与GES-1细胞作用24 h后倒置相差显微镜下细胞形态(×100). A: 对照组; B: 0.01 mmol/L组; C: 0.1 

mmol/L组; D: 0.5 mmol/L组; E: 1 mmol/L组.
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常规口服剂量(75 mg)下的血药浓度相符. 实验

从细胞学角度证实氯吡格雷推荐剂量75 mg/d, 
绝大多数患者耐受良好, 在达到抗栓疗效的同

时, 最大可能地降低出血等副作用风险. 为了研

究氯吡格雷对GES-1细胞凋亡的影响, 我们对

药物作用后的细胞进行流式细胞仪Annexin V 
FITC/PI双染法检测. 结果显示随着药物浓度增

加, GES-1细胞凋亡率亦随之增加. 
本研究证明, 氯吡格雷对人胃黏膜上皮细胞

具有直接损害作用, 呈剂量依赖性, 诱导细胞发

生凋亡. 因此, 临床医师应提高对氯吡格雷相关

性上消化道出血等并发症的认识, 对需要服用

氯吡格雷等抗血小板药物的患者, 应首先评估

胃肠道损害风险, 且事先预防优于事后补救.
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图  3  Annexin V FITC/PI双标记检测不同浓度氯吡格雷与GES-1细胞作用24 h后细胞的凋亡情况. A: 对照组; B: 0.01 mmol/L

组; C: 0.1 mmol/L组; D: 0.5 mmol/L组; E: 1 mmol/L组.

图  4  不同浓度氯吡格雷对GES-1细胞凋亡的影响.
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《世界华人消化杂志》按时完成 2009 年度出版任务

本刊讯 2009-12-28,《世界华人消化杂志》按时完成2009年1-36期的出版任务, 出版各类文章774篇, 全部经过

同行专家评议. 其中评论性文章158篇(20.41%), 原创性文章237篇(30.62%), 研究快报91篇(11.76%), 临床经验

253篇(32.69%), 病例报告13篇(1.68%), 会议纪要2篇(0.26%).

2010年, 《世界华人消化杂志》将坚持开放获取(open access, OA)的出版模式, 编辑出版高质量文章, 努力

实现编委、作者和读者利益的最大化, 努力推进本学科的繁荣和发展, 向专业化、特色化和品牌化方向迈进. 
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