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Abstract
AIM: To investigate whether mosapride has a 
protective effect against clopidogrel-induced 
gastric mucosal epithelium cells (GES-1) damage 
and to explore the underlying mechanisms.

METHODS: GES-1 cells were cultured in vitro 
and divided into control group, clopidogrel 
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莫沙比利通过p38/MAPK通路保护氯吡格雷所致胃黏膜上
皮细胞损伤

吴海露, 张振玉, 段兆涛, 袁芳岑, 高 欣, 王劲松, 黄文斌

®

■背景资料
随着氯吡格雷的
广泛使用, 其胃肠
道并发症发生率
正逐年上升. 目前
临床通常联合质
子泵抑制剂以预
防其相关的胃肠
道损伤, 但研究显
示联合质子泵抑
制剂可增加心脑
血管事件的发生
率和死亡率. 有关
氯吡格雷引起的
胃肠道损伤的防
治引起了国内外
临床医生的共同
关注. 

group (treated with clopidogrel at a concentra-
tion of IC50, 0.36 mmol/L) and clopidogrel plus 
mosapride groups (treated with clopidogrel and 
0.4, 0.5, or 0.6 µmol/L of mosapride). MTT assay 
and flow cytometry were used to detect the pro-
liferation and apoptosis of cells of each group. 
The expression of phosphorylated P38 (p-P38), 
occludin and ZO-1 proteins in GES-1 cells was 
detected by Western blot.

RESULTS: Compared to the control group, 
p-P38 expression was significantly up-regulated 
in the clopidogrel group (P < 0.05). The expres-
sion of p-P38 in the clopidogrel plus mosapride 
groups was significantly lower than that in the 
clopidogrel group (all P < 0.05). With the de-
crease in p-P38 expression, the expression of oc-
cludin and ZO-1 were gradually increased.

CONCLUSION: Mosapride exerts a protective 
effect against clopidogrel-induced GES-1 cell 
damage probably by inhibiting p38/MAPK 
phosphorylation and up-regulating the expres-
sion of tight junction proteins occludin and 
ZO-1. 

Key Words: Mosapride; GES-1; p38/MAPK; Occlu-
din; ZO-1
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摘要
目的: 探讨莫沙比利对氯吡格雷所致人胃黏
膜上皮细胞(gastric mucosal epithelium cells, 
GES-1)损伤的保护作用及其机制.

方法: 建立GES-1单层细胞模型, 将细胞分为
阴性对照组、氯吡格雷IC50浓度(0.36 mmol/L)
损伤组及不同浓度莫沙比利(0.4、0.5、0.6 
µmol/L)联合氯吡格雷IC50浓度组, 噻唑蓝比色
法(MTT)和流式细胞仪检测各组细胞增殖、

■同行评议者
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■研发前沿
研究显示5-HT4
受体激动剂有胃
黏 膜 保 护 作 用 , 
但具体机制尚不
明 确 ,  其 中 莫 沙
比利是目前最常
用的5-HT4受体
激动剂之一.

凋亡情况; 采用Western b lo t检测各细胞组
p-P38以及紧密连接蛋白Occludin、ZO-1的表
达量. 

结果: 莫沙比利对氯吡格雷致GES-1细胞损
伤有抑制作用(P <0.05); 与阴性对照组相比, 
氯吡格雷损伤组p-P38表达显著增加, 而莫
沙比利组p-P38表达量较氯吡格雷损伤组减
少(P <0.05); 同时随着p-P38表达量的减少, 
Occludin、ZO-1表达量逐渐增加.

结论: 莫沙比利能够抑制氯吡格雷所致GES-1
细胞损伤, 可能是通过抑制p38MAPK的磷酸
化、上调紧密连接蛋白Occludin、ZO-1的表
达, 从而达到保护胃黏膜的作用. 

关键词: 莫沙比利; 人胃黏膜上皮细胞; p38/MAPK; 

Occludin; ZO-1
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0  引言

氯吡格雷作为新型噻吩吡啶类药物已广泛用于

缺血性心脑血管疾病, 但随之而来的胃肠道损

伤亦引起临床医师的广泛关注[1-3], 目前临床通

常联合使用质子泵抑制剂(proton pump inhibitor, 
PPI)预防氯吡格雷引起的消化道损伤[4,5], 但有研

究显示联合使用质子泵抑制剂会增加急性冠脉

综合征患者死亡和再住院的风险[6-10], 因此有必

要寻找其他能减轻氯吡格雷引起的消化道损伤

的药物. 近年来有文献报道5-HT4受体激动剂有

胃黏膜保护作用[11,12], 但具体机制尚不明确. 其
中莫沙比利是目前最常用的5-HT4受体激动剂

之一. 因此本研究在细胞水平上初步探讨莫沙

比利对人胃黏膜保护作用及可能的机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 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); 枸橼酸

莫沙比利由成都康弘药业有限公司馈赠(批号: 
100901); 噻唑蓝(MTT)购自美国Sigma公司; An-
nexin V FITC/PI凋亡检测试剂盒购自美国BD公

司; β-actin、ZO-1抗体购自Santa Cruz; p-P38、
Occludin抗体购自cell signal公司. 
1.2 方法

1.2.1 细胞培养: 将人胃黏膜上皮细胞(gastr ic 

mucosal epithelium cells, GES-1)细胞置于含

DMEM培养液(含10%小牛血清, pH 7.4)的细胞

培养瓶内, 于37 ℃、50 mL/L CO2温箱中培养, 
隔天更换培养液, 每3天按1∶3比例传代, 实验

时取对数生长期细胞. 
1.2.2 细胞生长抑制试验: 应用MTT比色法, 将
处于对数生长期的GES-1细胞用胰蛋白酶消化

后, 以每孔2×105个细胞接种于96孔培养板中, 
每孔体积200 μL, 培养24 h, 吸净培养液. 分别换

上含氯吡格雷IC50
[13](0.36 mmol/L)浓度的培养液

200 μL, 为氯吡格雷损伤组; 含不同浓度莫沙比

利(0.4、0.5、0.6 μmol/L)联合氯吡格雷IC50(0.36 
mmol/L)浓度的培养液200 μL, 为莫沙比利联合

氯吡格雷组. 每组设4个复孔, 同时设只加DMEM
培养液的空白对照组、不加药物的阴性对照组. 
继续培养24 h后, 加入50 μL MTT. 继续培养4 h, 
吸净培养液, 每孔加入150 μL DMSO, 室温平板

摇床摇匀10 min后以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%. 每次实验重复3次. 
1.2.3 流式细胞仪检测: 取对数生长期的细胞,将
细胞浓度调至3×105/mL、每孔3 mL体积接种

于6孔板, 细胞贴壁后, 设1组为阴性对照组, 1组
为氯吡格雷(0.36 mmol/L)损伤组, 另外3组分别

为莫沙比利(0.4、0.5、0.6 µmol/L)联合氯吡格

雷(0.36 mmol/L)组. 培养24 h, 用不含EDTA的胰

酶消化后离心收集细胞, PBS液洗涤两遍, 加入

500 µL Binding buffer及Annexin V-FITC和PI各
5 µL, 混匀后室温避光反应15 min, 流式细胞仪

检测细胞凋亡情况. 实验重复3次取均值. 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
布在图的右下区; 凋亡晚期细胞或死亡细胞An-
nexin Ⅴ及PI均高染(Annexin Ⅴ+PI+), 分布在图

的右上区. 
1.2.4 Western blot 检测: 取对数生长期的细胞, 以
每孔5×106个细胞接种于6孔板, 各组分别加药

后培养24 h, 加入蛋白裂解液, 4 ℃裂解, 14 000 
r/min离心15 min, 取上清为全蛋白提取物, BCA
法进行蛋白浓度测定, 每孔蛋白浓度在10-20 μg/
μL. 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的二抗, 孵育后ECL法显

■相关报道
Masahiko等多位
研究者已通过动
物实验证实莫沙
比利可减轻非甾
体类抗炎药引起
的胃黏膜损伤.
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■创新盘点
目前有关莫沙比
利对氯吡格雷相
关的胃肠道损伤
是否具有保护作
用的研究甚少, 该
文通过体外实验
进行初步证实, 并
对其可能的机制
进行了探讨.

色于X光片后照相, 以β-actin作为内参照, 使用

ImageJ 1.38x软件分析处理. 各组蛋白表达水平

均以实际灰度值/β-actin灰度值的比值来表示.
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, SPSS11.5
软件进行数据处理及分析, 以P <0.05为差异有统

计学意义. 

2  结果

2.1 细胞生长抑制实验 氯吡格雷IC50(0.36 mmol/
L)损伤组、莫沙比利(0.4、0.5、0.6 µmol/L)联
合氯吡格雷IC50(0.36 mmol/L)组对细胞的增殖

抑制率分别是49.13%±0.27%, 38.08%±2.00%, 
33.51%±2.78%, 34.71%±3.87%. 3种不同浓度

莫沙比利联合氯吡格雷IC50组对细胞的抑制率

均低于氯吡格雷IC50损伤组(P <0.05). 
2.2 各组对GES-1细胞凋亡的影响 流式细胞仪显

示(图1): 阴性对照组凋亡率为2.9%(早期凋亡率

为2.6%, 晚期凋亡率为0.3%); 氯吡格雷损伤组

凋亡率为39.9%(早期凋亡率为26.1%, 晚期凋亡

率为13.8%); 莫沙比利0.4 µmol/L联合氯吡格雷

IC50组凋亡率为13.5%(早期凋亡率为6.2%, 晚期

凋亡率为7.3%); 莫沙比利0.5 µmol/L联合氯吡格

雷IC50组凋亡率为5.9%(早期凋亡率为4.5%, 晚
期凋亡率为1.4%); 莫沙比利0.6 µmol/L联合氯吡

格雷IC50组组凋亡率为6.3%(早期凋亡率为3.9%, 
晚期凋亡率为2.4%). 
2.3 Western blot结果 Western blot结果显示(图2, 
3), 氯吡格雷IC50损伤组与阴性对照组相比, Oc-
cludin与ZO-1蛋白表达减少、p-P38表达显著增

加; 而氯吡格雷IC50联合莫沙比利0.4、0.5、0.6 
µmol/L各组与氯吡格雷IC50损伤组相比, Occlu-
din与ZO-1蛋白表达均增加, 而p-P38表达显著降

低, 呈递减趋势. 

3  讨论 

氯吡格雷作为一种新型抗血小板药物, 已成为

心脑血管疾病抗血小板治疗的基石, 但临床应

用氯吡格雷常引起胃肠道不适或消化道出血风

险升高, 我们在前期的研究中已证实氯吡格雷

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[13]. 
为了预防氯吡格雷引起的胃肠道损伤事件, 临
床广泛合用质子泵抑制剂, 但近来许多研究发

现, PPIs合用氯吡格雷会增加患者心血管不良事

件的风险, 这引起了临床医师的普遍关注. 
最近有研究显示5-HT4受体激动剂具有胃

黏膜保护作用: Akimoto等[14]的研究表明大剂量

促胃肠动力药西沙比利可增加胃黏膜NO含量, 
NO可扩张胃黏膜血管, 加速损伤物质的清除, 抑
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图  1  流式细胞仪结果. A: 阴性对照组; B: 氯吡格雷IC50(0.36 mmol/L)损伤组; C-E: 0.4、0.5、0.6 µmol/L莫沙比利联合氯

吡格雷IC50(0.36 mmol/L)组.

A B C

ED



www.wjgnet.com

吴海露, 等. 莫沙比利通过p38/MAPK通路保护氯吡格雷所致胃黏膜上皮细胞损伤				              3635

■应用要点
本文为莫沙比利
新的临床领域的
开拓提供了一定
的理论依据, 为临
床更好的应用氯
吡格雷, 减少其胃
肠道不良反应提
供了新思路.

制血小板聚集, 促进HCO3
-分泌, 从而起到胃黏

膜保护作用; Fujisawa等[15]的研究显示莫沙比利

可通过5-HT4受体激活减轻NSAID的促溃疡作

用, 此效应可能是通过促进副交感神经释放ACh
而激活免疫细胞, 特别是ED1-阳性巨噬细胞实

现的. 本实验中MTT结果示莫沙比利对氯吡格

雷损伤GES-1细胞具有明显抑制作用, 流式细胞

术检测结果的趋势与MTT相似. 
胃肠黏膜的损伤常由胃肠黏膜屏障受损所

致[16,17]. 研究表明胃肠黏膜上皮屏障功能主要由

细胞内紧密连接复合体维持, 紧密连接复合体

包括紧密连接蛋白、黏附因子和桥粒[18,19]. 紧
密连接蛋白主要包括跨膜蛋白Occludin、Clau-
dins、JAMs, 胞质附着蛋白ZO家族(zonulaoc-

cludensprotein)及与其相连的细胞骨架蛋白[20]. 
其中以Occludin与ZO-1尤为重要. 跨膜蛋白Oc-
cludin直接参与TJs的构成, 是目前研究较多的紧

密连接蛋白. ZO-1, 位于多种上皮细胞和内皮细

胞间的闭锁小带中, 他的氨基端与Occludin的羧

基端的coiled-coil结构域结合. Occludin与ZO-1
结合后, 将跨膜蛋白和细胞骨架连接在一起, 并
调节细胞内外信号转导途径, 改变肌动蛋白收

缩性, 影响细胞间紧密连接功能, 调节其通透性. 
因此我们在本课题的研究中, 选择以Occludin、
Z O-1作为研究对象 .  而丝裂原活化蛋白激酶

(mitogen-activated protein kinase, MAPK)信号传

导通路能够通过调节多种紧密连接蛋白的表达

并因此改变紧密连接复合体的分子组成[21-23]. 在
人类MAPK信号传导通路主要由p38/MAPK、

ERK/MAPK、JNK/MAPK这3个家族组成. 其
中p38/M A P K是目前最主要、研究最深入的

MAPK家族成员之一, 被认为是多条信号途径

的交汇点和共同通道, 生理条件下p38/MAPK表

达活性很低, 可被应激和各种刺激因素磷酸化

激活, 在应激和炎症反应调控中具有极其重要

的作用[24]. 在对增殖、凋亡的调节中p38/MAPK
也发挥了重要作用[25,26], p38/MAPK既可被生长

因子类刺激激活来参与细胞分化与增殖的调控, 
也可被应激刺激和病理性损伤信号所激活来介

导细胞凋亡反应. 故目前已有较多研究报道p38/
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图  3  Western blot检测各组p-P38蛋白表达. 1: 阴性对照

组; 2: 氯吡格雷IC50(0.36mmol/L)损伤组; 3-5: 0.4、0.5、0.6 

µmol/L莫沙比利联合氯吡格雷IC50(0.36 mmol/L)组. aP<0.05 

vs 阴性对照组; cP <0.05 vs 氯吡格雷IC50(0.36 mmol/L)损 

伤组.
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图  2  Western blot检测各组ZO-1和Occludin蛋白表达. 1: 阴

性对照组; 2: 氯吡格雷IC50(0.36 mmol/L)损伤组; 3-5: 0.4, 

0.5, 0.6 µmol/L莫沙比利联合氯吡格雷IC50(0.36 mmol/L)组. 
aP<0.05 vs阴性对照组; cP<0.05 vs氯吡格雷IC50(0.36 mmol/L)

损伤组.



www.wjgnet.com

3636               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)   世界华人消化杂志   2012年12月28日   第20卷  第36期

MAPK在调节胃上皮增生、分化、凋亡中发挥

重要作用[27,28], 且与溃疡的发生密切相关[29]. 国外

已有研究报道阿司匹林可通过磷酸化激活p38/
MAPK信号通路导致紧密连接蛋白Claudin-7的
表达量下降从而引起胃黏膜上皮损伤[30]. 

通过Western blot结果我们发现: 氯吡格雷

损伤组与阴性组相比p-P38表达量明显增高 ,
莫沙比利预处理组与氯吡格雷损伤组相比, 随
着莫沙比利浓度的增高p-P38的表达量逐渐下

降; 同时Occludin、ZO-1亦随着p-P38表达量的

下降逐渐上升. 因此本实验认为莫沙比利可能

是通过抑制了p38的活化, 使紧密连接蛋白Oc-
cludin、ZO-1破坏减少, 维持了胃黏膜细胞的紧

密连接结构, 从而保证了胃黏膜上皮的屏障功

能、减轻了胃黏膜的损伤. 但细胞因子激活的

信号转导过程是极其复杂的, 通路之间互相存

在着交联, 信号转导过程中又受到体内较多因

素的调控, 形成一个复杂的信号传导网络. 因此, 
莫沙比利对胃黏膜保护作用的机制还有待进一

步研究. 
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(如细胞增殖、分
化、转化及凋亡
等)的过程中具有
至关重要的作用.
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■同行评价
该文设计合理, 实
验方法较为经典, 
数据可靠, 为莫沙
比利对氯吡格雷
相关的胃肠道损
伤的防治提供了
客观的理论依据.
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