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肝微粒体酶又称肝药酶，主要存在于肝细胞内质网中。

该系统中的主要酶为细胞色素 P450，又称为细胞色素 P450混合

功能氧化酶系（简称CYP），是肝内最重要的药物代谢酶，参与

绝大多数药物和部分内源性物质的体内代谢。其中，CYP3A4

约占人肝脏中细胞色素酶总量的 30％，该酶的活性容易受

到抑制，导致底物药物的吸收增加或代谢变慢，加重毒副

作用。

氯吡格雷是一种噻吩吡啶类衍生物，在体内主要经过

CYP3A4/5、CYP2C19酶介导发生Ⅰ相代谢反应 [1]。在临床上常

用于冠心病、急性冠脉综合征尤其是经皮冠状动脉介入治疗

（Percutaneous coronary intervention，PCI）后患者的抗血小板治

疗，常与其他药物如血管紧张素转换酶抑制剂、钙通道阻滞

药、他汀类药物联合用于降低心血管事情的发生率。但是这

种多药联合使用在增加治疗作用的同时也增加了药物相互作

用所致不良反应的发生率，尤其是当联合用药中有肝药酶的

强抑制剂或诱导剂时。二氢吡啶类（DHPs）钙通道阻滞药硝苯

地平、氨氯地平、非洛地平是较强的CYP3A4抑制剂[2]，常与氯

吡格雷联合使用。本文主要研究硝苯地平、氨氯地平、非洛地

平对人肝微粒体中氯吡格雷代谢的影响，为临床合理用药提
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摘 要 目的：研究二氢吡啶类（DHPs）钙通道阻滞药硝苯地平、氨氯地平、非洛地平对人肝微粒体中氯吡格雷代谢的影响，为临

床合理用药提供参考。方法：采用人肝微粒体体外代谢模型，将0.1、1、5、10、25、50、100、200 μmol/L的硝苯地平、氨氯地平、非洛

地平分别与氯吡格雷（20 μmol/L）在人肝微粒体中进行共孵育，孵育15 min后加入5倍体积的含内标氯雷他定的冰乙腈溶液（内标

终质量浓度为500 ng/ml）终止反应。沉淀蛋白后取上清液，采用超高效液相色谱-质谱（UPLC-MS）法检测氯吡格雷的浓度，以不

加DHPs药物为阴性对照计算各DHPs药物作用下氯吡格雷的代谢抑制率。结果：硝苯地平、氨氯地平、非洛地平对人肝微粒体中

氯吡格雷的代谢均有一定程度的抑制作用，但200 μmol/L浓度时代谢抑制率仍不及50％，提示半数抑制浓度均大于200 μmol/L。

结论：DHPs药物能抑制人肝微粒体中氯吡格雷的代谢，但抑制作用不强。提示DHPs药物不与氯吡格雷发生相互作用，不会影响

两者临床联合使用。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To research the effects of dihydropyridines（DHPs）including nifedipine，amlodipine and felodipine

on the metabolism of clopidogrel by human liver microsomes and provide reference for rational use of drug. METHODS：in vitro

human liver microsome metabolism models were used. The nifedipine，amlodipine and felodipine with concentrations of 0.1，1，5，

10，25，50，100 and 200 μmol/L were respectively co-incubated with clopidogrel（20 μmol/L）in human liver microsomes. After

15 min co-incubation，ice acetonitrile solution of 5 times volume containing internal standard loratadine（final internal standard

mass concentration was 500 ng/ml）was added to terminate the reaction. After protein precipitation，the concentration of clopidogrel

was detected in the supernatant by ultra performance liquid chromatography-tandem mass（UPLC-MS）method. The metabolic inhi-

bition rates of clopidogrel with DHPs drug were calculated on the basis of the negative control without DHPs drug. RESULTS：

Nifedipine，amlodipine and felodipine had an inhibitory effect to some extent on the metabolism of clopidogrel in human liver mi-

crosomes. However，the metabolic inhibition rate was less than 50％ when the drugs with the concentration of 200 μmol/L，which

showed that their median inhibitory concentrations were more than 200 μmol/L. CONCLUSIONS：DHPs drug can inhibit the metab-

olism of clopidogrel in human liver microsomes，but the inhibition is not strong，which suggests that DHPs and clopidogrel will

not interact with each other and clinical joint use of the both will not be affected.
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供参考。

1 材料
1.1 仪器

ACQUITY型超高效液相色谱-质谱（UPLC-MS）仪，包括

四元泵、柱温箱、MassLynx V4.1化学工作站、自动进样器（美

国Waters公司）；Eppendorf 5415R型离心机（德国Eppendorf公

司，离心半径：4.6 cm，下同）；GL-88B型旋涡器（海门其林贝尔

仪器制造有限公司）。

1.2 药品与试剂

氯吡格雷对照品（批号：100819-200601，纯度：99.5％）、氯

雷他定对照品（批号：100615-201103，纯度：99.8％）、苯磺酸氨

氯地平对照品（批号：100825-200501，纯度：99.9％）、非洛地平

对照品（批号：100717-200503，纯度：99.6％）、硝苯地平对照品

（批号：100338-200701，纯度：99.9％）、还原型谷胱甘肽（批号：

140706-200702，纯度：99％）均来源于中国食品药品检定研究

院 ；还 原 型 辅 酶 Ⅱ（β-NAPDH，罗 氏 试 剂 公 司 ，批 号 ：

14175034）；氟化钠（廊坊鹏彩精细化工有限公司，批号：

20110723）；乙腈（美国Teida公司，批号：1530430011）；甲酸（美

国Teida公司，批号：1607807139）；其余试剂均为国产分析纯。

1.3 人肝微粒体

人肝微粒体（批号：SUBK）购自瑞德肝脏疾病研究（上海）

有限公司。

2 方法与结果
2.1 色谱条件与质谱条件

色谱柱：Agilent XDB C18（50 mm×2.1 mm，3.5 μm）；流动

相：0.1％甲酸水溶液（A）-0.1％甲酸乙腈溶液（B），梯度洗脱；

进样量：7 μl；离子源：电喷雾离子源（ESI）；扫描方式：检测氯

吡格雷及内标时采用正离子（ES+）模式；检测方式：多离子反应

监测（MRM）；干燥气：氮气；碰撞气：氩气；脱溶剂气温度：

450 ℃；离子源温度：140 ℃；毛细管电压：32 kV（ES+）/3 kV

（ES－）；锥孔电压：35 V（ES +）/37 V（ES－）；碰撞能量：2 eV

（ES+）/1 eV（ES－）。流动相梯度洗脱时间安排见表1。

表1 流动相梯度洗脱时间安排

Tab 1 Time arrangement of gradient elution of mobile phase

时间，min

0～0.5

0.5～1.5

1.5～2.5

2.5～3.0

流速，ml/min

0.4

0.2

0.2

0.4

A相比例
75％A

50％A

0％A

75％A

2.2 体外代谢样品制备

取冷冻的人肝微粒体，解冻融化，轻轻摇匀，用新鲜制备

的 100 mmol/L磷酸盐缓冲液（pH 7.4）将肝微粒体稀释成蛋白

质量浓度为0.5 mg/ml，向体系中加入含5 mmol/L还原型谷胱

甘肽、100 mmol/L氟化钠和20 μmol/L氯吡格雷的二甲基亚砜

（DMSO）溶液（控制DMSO终浓度小于 0.5％），孵育体系终体

积为 100 μl。于 37 ℃水浴摇床中预孵育 3 min，加β-NAPDH

（1 mmol/L）启动反应，孵育 15 min后加内标氯雷他定的冰乙

腈溶液（500 ng/ml），涡旋振荡 1 min，于 13 000 r/min 离心 15

min，取上清液采用UPLC-MS法进样测定。

2.3 色谱行为

取失活肝微粒体、失活肝微粒体+氯吡格雷、代谢后肝微

粒体、代谢后肝微粒体+硝苯地平、代谢后肝微粒体+氨氯地

平、代谢后肝微粒体+非洛地平，除失活肝微粒体不加入内标

外其余均加内标，按“2.2”项下方法处理后进样测定，记录色

谱。结果在该色谱条件下，氯吡格雷及其代谢物和内标氯雷

他定出峰情况及峰形良好，且所加入的DHPs药物不影响氯吡

格雷的测定，空白微粒体中未见杂质峰干扰，色谱图见图1。

2.4 标准曲线的绘制

取灭活的肝微粒体，解冻融化，轻轻摇匀，用 100 mmol/L

磷酸盐缓冲液（pH 7.4）稀释成蛋白质量浓度为 0.5 mg/ml，向

体系中加入含 5 mmol/L的还原型谷胱甘肽、100 mmol/L氟化

钠和氯吡格雷的DMSO溶液，使氯吡格雷终浓度分别为 0.5、

1、5、10、20、25 μmol/L，体系终体积为100 μl，涡旋混匀；加内标

氯雷他定的冰乙腈溶液500 μl（内标终质量浓度为500 ng/ml），

涡旋振荡 1 min，于 13 000 r/min离心 15 min，取上清液进样测

定。以氯吡格雷与内标峰面积的比值（y）为纵坐标、氯吡格雷

质量浓度（x）为横坐标，进行线性回归分析，得回归方程为 y＝

6.033 875x+0.676 812（r2＝0.993 5），结果表明，氯吡格雷检测

浓度的线性范围为0.5～25 μmol/L。

2.5 精密度与回收率试验

取灭活的肝微粒体，按“2.4”项下方法制备氯吡格雷终浓

度分别为 2、10、22.5 μmol/L的样品，照“2.2”项下方法处理后

进样测定。同日内重复测定 5次，考察日内精密度；连续测定

3 d，考察日间精密度；同时计算方法回收率。另与相应浓度氯

吡格雷对照品溶液的测定结果进行比较，计算提取回收率。

图1 超高效液相色谱-质谱图
A.失活肝微粒体；B.失活肝微粒体+氯雷他定+氯吡格雷；C.代谢后肝

微粒体+氯雷他定；D.代谢后肝微粒体+氯雷他定+硝苯地平；E.代谢后

肝微粒体+氯雷他定+氨氯地平；F.代谢后肝微粒体+氯雷他定+非洛地

平；1.氯吡格雷；2.氯雷他定

Fig 1 UPLC chromatography-mass spectrum
A. inactive liver microsomes；B. inactive liver microsomes+loratadine+

clopidogrel；C. liver microsomes after metabolic reaction+loratadine；D.

liver microsomes after metabolic reaction+loratadine+nifedipine；E. liver

microsomes after metabolic reaction+loratadine+amlodipine；F. liver mi-

crosomes after metabolic reaction+loratadine+felodipine；1. clopidogrel；

2. loratadine
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结果，低、中、高浓度样品的日内RSD为 5.9％～3.6％（n＝5），

日间 RSD 为 6.7％～4.4％（n＝3），方法回收率为（95.8±

6.67）％～（103.9± 5.97）％（n＝3），提取回收率为（89.6±

7.23）％～（94.1±5.76）％（n＝3），回收率的RSD均小于10％。

2.6 稳定性试验

取灭活的肝微粒体，按“2.4”项下方法制备氯吡格雷终浓

度分别为 2、10、22.5 μmol/L的样品，室温分别放置 0、4、8、12、

24 h，照“2.2”项下方法处理后进样测定。结果，峰面积RSD均

小于10％，表明室温下24 h内氯吡格雷在生物样品中基本稳定。

2.7 氯吡格雷在人肝微粒体中最佳孵育条件的选择

为了更好地反映肝微粒体酶的催化活性，笔者进行了人

肝微粒体体外最佳孵育条件的选择，包括最佳反应时间和最

佳肝微粒体蛋白浓度。取底物氯吡格雷浓度为 20 μmol/L，微

粒体蛋白质量浓度分别为 0.3、0.5、0.8、1.0、1.2 mg/ml的溶液，

分别按“2.2”项下方法处理，另各溶液分别孵育 5、10、15 min

后，进样测定峰面积，按内标法计算氯吡格雷的浓度。按公式

计算氯吡格雷的代谢率和氯吡格雷在肝微粒体酶中的反应速

度。代谢率（％）＝(M0－Mt）/M0×100％，V＝（M0－Mt）/t×c，式

中，V为反应速度，M0为反应前氯吡格雷的浓度，Mt为反应 t时

间后氯吡格雷的浓度，t为反应时间，c为肝微粒体蛋白质量浓

度。绘制代谢反应时间-代谢率曲线和肝微粒体蛋白质量浓

度-反应速度曲线，结果见图2。

由图2显示，在代谢反应时间-代谢率曲线中，当蛋白质量

浓度增加时，曲线的弯曲度变大；当蛋白质量浓度低于 0.8

mg/ml时，曲线具有较好的线性。在肝微粒体蛋白质量浓度-

反应速度曲线中，孵育15 min内反应曲线呈线性，考虑到测定

的灵敏度和测定误差，笔者选择了0.5 mg/ml的蛋白质量浓度、

15 min的孵育时间，来测定代谢抑制作用。

2.8 DHPs药物对氯吡格雷在人肝微粒体中代谢的抑制研究[3-5]

分别测定硝苯地平、氨氯地平、非洛地平的浓度均为 50

μmol/L 时，对氯吡格雷在人肝微粒体中代谢的抑制作用，按

“2.2”项下方法操作，测定氯吡格雷的峰面积，计算浓度。以未

加入DHPs药物的人肝微粒体中的氯吡格雷代谢率为阴性对

照，按100％计，计算DHPs药物存在下氯吡格雷的代谢抑制率

（RI）。RI＝（MC－MD）/MC，式中，RI为代谢抑制率；MC为阴

性对照中氯吡格雷的代谢率；MD为DHPs药物存在时氯吡格

雷的代谢率。3种DHPs药物对微粒体中氯吡格雷代谢的影响

见图3。

在DHPs浓度为 50 μmol/L条件下，如果代谢抑制率小于

20％，说明几乎没有抑制作用；当代谢抑制率在20％～50％之

间时，表示可能有一定的抑制作用；当代谢抑制率大于 50％

时，表示有较强的抑制作用。故当代谢抑制率大于20％时，均

需要进一步计算半数抑制浓度（IC50）[6]。由图 3可知，硝苯地

平、氨氯地平、非洛地平对氯吡格雷的代谢抑制率在20％～50％

之间，因此这3种DPHs药物对氯吡格雷的代谢可能均有抑制

作用。

2.9 DHPs药物对人肝微粒体中氯吡格雷代谢的影响测定

分别测定硝苯地平、非洛地平、氨氯地平在 0.1、1、5、10、

25、50、100、200 μmol/L浓度时对氯吡格雷在人肝微粒体中的

代谢抑制率。采用GraphPad Prism 5.0软件通过非线性最小二

乘法回归分析进行抑制曲线拟合，并计算半数抑制浓度（IC50）。

不同浓度 DHPs 药物对微粒体中氯吡格雷代谢的影响见图 4

（图中X为所加入的DHPs药物浓度）。

由图4可知，200 μmol/L的硝苯地平、非洛地平、氨氯地平

对氯吡格雷的代谢抑制率（100％－代谢率）仍不及50％，提示

各药 IC50均大于200 μmol/L。

3 讨论
DHPs与氯吡格雷联用在临床上较为常见，而两者在体内

皆经肝药酶CYP3A4代谢，尤其是DHPs药物。笔者通过研究

图2 代谢反应时间-代谢率曲线和肝微粒体蛋白质量浓度-反

应速度曲线
A. 代谢反应时间-代谢率曲线；B. 肝微粒体蛋白质量浓度-反应速度曲线

Fig 2 Curve of metabolic response time-metabolic rate and

curve of liver microsome protein concentration-reac-

tion rate
A. curve of metabolic response time-metabolic rate；B. curve of liver mi-

crosome protein concentration-reaction rate
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图3 3种DHPs药物对微粒体中氯吡格雷代谢的影响

Fig 3 Effects of 3 kinds of DHPs drug on the metabolism of

clopidogrel in microsomes
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DHPs药物的构效关系与对CYP3A4抑制作用的关系[2]，发现

硝苯地平、非洛地平、氨氯地平对CYP3A4酶的抑制作用强于

其他DHPs药物，故在本试验中选择这3种药物作为抑制剂。

根据国家食品药品监督管理总局相关指南，体外CYP抑

制试验要求测定 IC50时底物浓度应低于其米氏常数（Km）值，因

此设置孵育体系中氯吡格雷底物终浓度为 20 μmol/L，并根据

最佳孵育条件确定最佳孵育时间为15 min、最佳孵育蛋白质量

浓度为0.5 mg/ml。

根据 IC50的大小可以初步了解药物对 CYP 抑制作用强

弱[7]：若 IC50小于 1 μmol/L，则表明药物对该CYP抑制能力强；

若 IC50大于 50 μmol/L，则表明药物对该CYP抑制能力弱。在

最佳孵育条件下，测定3种DHPs药物（硝苯地平、氨氯地平、非

洛地平）对氯吡格雷代谢的抑制作用，通过软件拟合计算 3种

DHPs 药物的 IC50均大于 200 μmol/L，表明在人肝微粒体中

DHPs药物对氯吡格雷的抑制作用较弱，在正常服用剂量下[8-9]，

基本不影响其通过CYP3A4途径的代谢。由此可见，DHPs药

物与氯吡格雷发生CYP3A4相关代谢性药物相互作用的可能

性较低，这与美国心脏病学会 2011年报道的纳入 56 800例患

者的大型临床研究结果一致，该研究也表明DHPs药物不影响

氯吡格雷的临床疗效[10]。而Siller-Matula JM等[11]通过测定联

合使用与未联合使用DHPs药物的两组患者血小板聚集度，阐

明DHPs药物可降低氯吡格雷抗血小板疗效，并推测这种降低

作用是由于DHPs药物对CYP3A4的抑制作用引起的，这一推

论从笔者的研究结果看尚需商榷。
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本刊讯 为贯彻落实全国卫生计生工作会议精神，使各

地全面了解计划生育家庭发展工作形势及思路，提高新时期

做好计划生育家庭发展工作的能力和水平，2015年3月1日至

2日，国家卫生计生委举办计划生育家庭发展工作培训班。国

家卫生计生委副主任王培安就如何做好新形势下计划生育和

家庭发展工作作了专题辅导报告。

王培安回顾了我国实行计划生育政策的背景、历程和取

得的伟大成就，分析了当前我国人口发展面临的形势，介绍了

计划生育政策法律体系，明确了促进我国人口长期均衡发展

要完成的重点任务，并对扎实做好生育政策的调整和完善工

作，以及如何做好新时期的计划生育家庭发展工作提出了具

体的要求。王培安强调，计划生育家庭发展工作要按照国家

经济社会民生发展的总体规划部署，紧密围绕卫生计生中心

工作，以广大计划生育家庭的现实需求为出发点，发挥部门优

势，突出重点，履行职能，努力改善广大计划生育家庭民生。

要集中精力做好“十三五”规划的研究制订工作，特别要把促

进计划生育家庭发展和推进健康老龄化工作作为重点内容纳

入规划，用改革的精神、创新的思路，立足新常态，谋划好“十

三五”的工作。

此次培训还围绕出生人口性别比综合治理、计划生育利

益导向政策与实践、家庭发展理论与实践、健康老龄化等相关

内容，邀请了北京大学和中国社科院有关专家进行授课。全

国 31个省（区、市）卫生计生委，计划单列市、新疆生产建设兵

团卫生计生委（人口计生委）分管家庭发展和健康老龄化工作

的负责同志、家庭处（相关处室）负责人及相关工作人员，解放

军、武警部队计划生育领导小组办公室负责同志，中直机关、

中央国家机关人口计生委负责同志共计120余人参加了培训。

国家卫生计生委举办计划生育家庭发展工作培训班
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