
中  国
  药

  房
  网

 

www.china-pharm
acy.

com

中国药房 2016年第27卷第14期 China Pharmacy 2016 Vol. 27 No. 14

急性冠状动脉综合征（Acute coronary syndrome，ACS）患

者或经皮冠脉介入治疗（Percutaneous coronary intervention，

PCI）后必须进行抗血小板治疗，氯吡格雷与阿司匹林的双联

抗血小板药物治疗方案能有效预防、减少并发症的发生，是国

际公认的常规治疗方案[1]。但由于氯吡格雷的低反应性[可能

与遗传因素、基础血小板反应性、疾病状态、肝脏细胞色素P450

（CYP）3A4同工酶的代谢活性及药物之间的相互作用等相

关][2]，使部分患者即使接受常规抗血小板治疗，临床上仍不能

有效防止血栓事件的发生，且不能有效抑制血小板聚集，从而

导致患者血小板功能异常，增加其出血风险或导致冠状动脉

支架内再狭窄及支架血栓的形成。氯吡格雷经胃肠道吸收后

在人体内迅速代谢，其活性代谢物与原型药物的血药浓度极
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摘 要 目的：考察氯吡格雷血药浓度与凝血功能的相关性。方法：选择我院2014年6月－2015年6月经皮冠状动脉介入治疗术

后的急性冠状动脉综合征患者126例，术前服用维持剂量（硫酸氢氯吡格雷75 mg+阿司匹林100 mg），qd，连续服用5 d；术前1 d顿

服负荷剂量（硫酸氢氯吡格雷300 mg+阿司匹林100 mg）；术后继续服用维持剂量。于术后服用维持剂量的第2日，采用液相色谱-

串联质谱法测定患者体内氯吡格雷的血药浓度，采用血栓弹力图仪测定患者血凝块形成时间[第一块纤维蛋白凝块形成的时间

（R）+血凝块强度达到20 mm振幅的时间（K）]、纤维蛋白和血凝块加固速度（以Angle表示）及纤维蛋白凝块最终强度（MA），采用

Pearson 检验进行相关性分析。结果：患者体内氯吡格雷的平均血药浓度为（82.3±20.1）ng/L，（R+K）为（7.8±2.4）min，Angle 为

（64.1±8.7）°，MA 为（60.7±7.2）mm；氯吡格雷血药浓度与（R+K）呈正相关（r＝0.671，P＜0.01），与 Angle 呈负相关（r＝－0.556，

P＜0.01），与MA不相关（r＝－0.073，P＞0.05）。结论：随着氯吡格雷血药浓度的升高，（R+K）延长，而纤维蛋白和血凝块加固速

度降低。

关键词 血栓弹力图；氯吡格雷；液相色谱-串联质谱法；血药浓度；相关性
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ABSTRACT OBJECTIVE：To investigate the correlation of plasma concentrations of clopidogrel with coagulation function.

METHODS：126 acute coronary syndrome（ACS）patients underwent PCI were selected from our hospital during Jun. 2014-Jun.

2015. They were given maintenance dose（clopidogrel hydrogen sulfate 75 mg+aspirin 100 mg）before operation，qd，for consecu-

tive 5 d；given loading dose（clopidogrel hydrogen sulfate 300 mg+aspirin 100 mg）at a draught one day before operation；given

maintenance dose again after operation. On the second day of giving maintenance dose after operation，plasma concentration of clop-

idogrel was determined by LC-MS/MS；thrombelastography（TEG）was used to determine blood clot formation time [the formation

time of first piece fibrae sanguis（R）+the time of blood clot strength reaching 20 mm（K）]，fibrae sanguis and blood clot consolida-

tion time（expressed by Angle）and fibrae sanguis and blood clot final strength（MA）. Pearson test was adopted for relationship

analysis. RESULTS：Average plasma concentration of clopidogrel was（82.3±20.1）ng/L，（R+K）was（7.8±2.4）min，Angle was

（64.1±8.7）° and MA was（60.7±7.2）mm. Plasma concentration of clopidogrel was positively correlated with（R+K）（r＝0.671，

P＜0.01）and negatively correlated with Angle（r＝－0.556，P＜0.01）. There was no correlation between plasma concentration of

clopidogrel and MA（r＝－0.073，P＞0.05）. CONCLUSIONS：As plasma concentration of clopidogrel increased，blood clot forma-

tion time prolonged while fibrae sanguis and blood clot consolidation speed decreased.

KEYWORDS Thrombelastography；Clopidogrel；LC-MS/MS；Plasma concentration；Correlation
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低[3-4]，其定量检测需要高灵敏度的生物分析方法。目前，已有

较多文献报道采用液相色谱-串联质谱（LC-MS/MS）法测定人

血浆中氯吡格雷的浓度[5]。该方法简便、重复性好、灵敏度高，

可满足血药浓度较低的氯吡格雷的检测 [6-7]。血栓弹力图

（Thromboelastograms，TEG）可对凝血、血小板聚集、纤溶等变

化进行全过程动态监测，对凝血时间有明确的预测价值，是一

种床边快速检测血小板功能的方法[8]。本研究应用TEG评价

PCI 术后服用氯吡格雷的 ACS 患者的凝血功能，同时采用

LC-MS/MS法测定其血药浓度，以探讨氯吡格雷血药浓度与凝

血功能的相关性，为ACS患者行 PCI术后抗血小板药物治疗

的疗效评价提供试验依据。

1 资料与方法
1.1 研究对象

选择2014年6月－2015年6月于我院行PCI术，且经TEG

检测血小板功能的 ACS 患者 126例，其中男性 69例，女性 57

例，平均年龄（68.8±11.7）岁。所有患者均知情同意并签署知

情同意书。

纳入标准：（1）经检查确诊为ACS；（2）造影提示至少 1支

冠状动脉主要血管或主要分支＞70％直径狭窄；（3）依从性良

好，可坚持完成随访者。排除标准：（1）血小板计数＞450×109

L－1或＜100×109 L－1；（2）术前2周使用华法林等影响血小板聚

集抑制率的药物；（3）存在阿司匹林或氯吡格雷使用禁忌证；

（4）各种血液系统疾病、出血性疾病或有出血倾向；（5）伴有严

重肝肾功能损害或恶性肿瘤。

1.2 材料

1.2.1 仪器 Themro Finnigan TSQ Quanourn Discovery Max

型液相色谱-三重四极杆串联质谱仪（包括Xcialbur高级色谱

工作站，美国Thermo-Finnigan公司）；5000型TEG凝血分析仪

（美国 Haemoscope 公司）；AB135-S 型电子天平（瑞士 Mettler

Toledo公司）；H1850R型台式高速冷冻离心机（湖南湘仪实验

室仪器开发有限公司）；TTL-30型超纯水器（北京同泰联科技

发展有限公司）。

1.2.2 药品与试剂 硫酸氢氯吡格雷片（商品名：波立维，法

国Sanofi-Aventis公司，批号：5A453，规格：75 mg/片）；阿司匹

林肠溶片（德国Bayer公司，批号：BJ24049，规格：100 mg/片）；

硫酸氢氯吡格雷对照品（中国食品药品检定研究院，批号：

100819，纯度：99.5％）；吡格列酮对照品（内标，北京万佳首化

生物科技有限公司，批号：150113，纯度：99.6％）；高岭土（含

1％ Kadin液）、激活剂、花生四烯酸、二磷酸腺苷均购自美国

Haemoscope公司；甲醇为色谱纯，水为超纯水，其余试剂为分

析纯；空白血浆由南京市第一医院提供。

1.3 研究方法

1.3.1 药物治疗 PCI患者术前服用维持剂量（硫酸氢氯吡格

雷75 mg+阿司匹林100 mg），qd，连续服用5 d；并于术前1 d顿

服负荷剂量（硫酸氢氯吡格雷300 mg+阿司匹林100 mg）；术后

继续服用维持剂量。

1.3.2 TEG检测 所有患者行PCI术后，于服用维持剂量的第

2日晨起静脉采血各 2 ml，分别置于 1个肝素抗凝管和 3个枸

橼酸抗凝管中作抗凝处理，2 h内应用TEG仪进行检测，并记

录二磷酸腺苷（ADP）通道的第一块纤维蛋白凝块形成的时间

（R）、血凝块强度达20 mm振幅的时间（K）、纤维蛋白和血凝块

加固速度（以 Angle 表示）及纤维蛋白凝块最终强度（MA）等

参数。

1.3.3 色谱与质谱条件 色谱柱：Zorbax C18（100 mm×2.1

mm，3.5 μm）；流动相：甲醇-0.1％甲酸（85 ∶ 15，V/V）；流速：0.2

ml/min；柱温：25 ℃；进样量：15 μl。采用气动辅助电喷雾离子

化离子源，以选择性离子监测（SRM）方式进行正离子扫描，用

于定量分析的离子对分别为m/z 322.1→212.0（氯吡格雷）、m/z

357.1→134.0（内标）；喷雾电压：4 000 V；鞘层气体压力：10

AU；辅助气体压力：5 AU；毛细管温度：270 ℃；套管透镜补偿

电压：157 V；碰撞压力：23.8 Pa；碰撞能量：－15 V。

1.3.4 溶液的制备 精密称取硫酸氢氯吡格雷对照品6.56 mg

（相当于氯吡格雷5 mg）于50 ml量瓶中，用甲醇溶解并稀释至

刻度，得质量浓度为100 mg/L的氯吡格雷贮备液；再将其稀释

成质量浓度为 0.1 mg/L的氯吡格雷标准溶液。精密称取内标

对照品5 mg于10 ml量瓶中，用甲醇溶解并稀释得质量浓度为

0.1 mg/L的内标溶液。

1.3.5 血浆样品处理 精密吸取空白血浆 0.2 ml，置于EP管

中，精密加入内标溶液50 μl，漩涡混匀30 s，加入乙醚1 ml，涡

旋混匀3 min，4 ℃下以离心半径6.2 cm、转速16 000 r/min离心

5 min；移取上层有机相置于另一EP管中，于40 ℃水浴下以氮

气流吹干，加入流动相300 μl复溶；4 ℃下以离心半径6.2 cm、

转速16 000 r/min离心5 min，取上清液，进样分析。

1.3.6 标准曲线的绘制 取空白血浆适量，加入氯吡格雷标

准溶液适量，配制成质量浓度分别为 50、100、300、1 000、

3 000、5 000 ng/L的血浆样品，按“1.3.5”项下方法处理后，进样

测定，记录色谱图。以待测物与内标峰面积比值（y）为纵坐标、

待测物质量浓度（c）为横坐标进行线性回归。

1.3.7 方法学考察 具体方法参考本课题组前期试验内容[6-7]。

1.3.8 血药浓度的测定 于术后服用维持剂量第 2日晨起时

空腹静脉采血2 ml，经枸橼酸钠抗凝后，以离心半径9.2 cm、转

速4 000 r/min离心5 min，取上清液，于－80 ℃保存，待测。取

出冰冻保存的血浆样本，于 37 ℃水浴下复融，精密吸取 0.2

ml，按“1.3.5”项下方法处理后，进样测定。

1.4 统计学方法

采用 SPSS 20.0统计软件分析处理，结果以x±s表示；相

关性分析采用Pearson检验；相关系数（r）为正值表示两参数呈

正相关，反之则呈负相关。P＜0.05表示差异有统计学意义。

2 结果
2.1 方法专属性

在“1.3.3”条件下，氯吡格雷与内标的峰形良好，分离完

全，内源性物质不干其扰测定。典型色谱图见图1。

2.2 标准曲线及定量下限

按“1.3.6”下方法进样测定，得回归方程为 y＝0.000 5c－

0.002（r＝0.995 7，n＝3）。结果表明，氯吡格雷的血药浓度在

50～5 000 ng/L范围内线性关系良好，其定量下限为50 ng/L。

2.3 方法学考察结果[6-7]

参考本课题组前期研究结果。该方法的精密度、方法回

收率、提取回收率、稳定性等均符合生物样品定量分析的要求[9]。

2.4 血药浓度的测定结果

患者体内氯吡格雷的血药浓度为 53.7～185.1 ng/L，平均

血药浓度为（82.3±20.1）ng/L，其个体差异较大。

2.5 氯吡格雷血药浓度与血凝块形成时间（R+K）的关系

126例患者的（R+K）在 4.5～20.6 min 范围内，平均值为

··1912



中  国
  药

  房
  网

 

www.china-pharm
acy.

com

中国药房 2016年第27卷第14期 China Pharmacy 2016 Vol. 27 No. 14

（7.8±2.4）min。Pearson检验结果显示，随着氯吡格雷血药浓

度的升高，（R+K）增加，血凝块形成时间延长，氯吡格雷血药浓

度与血凝块形成时间呈正相关（r＝0.671，P＝0.000＜0.01），回

归方程为（R+K）＝0.081 44c+1.11。氯吡格雷血药浓度与（R+

K）的关系见图2。

2.6 氯吡格雷血药浓度与纤维蛋白和血凝块加固速度的关系

126 例患者的 Angle 为 24.8～80.7 °，平均值为（64.1±

8.7）°。Pearson 检验结果显示，随着氯吡格雷血药浓度的升

高，Angle减小，纤维蛋白和血凝块加固速度减慢，氯吡格雷血

药浓度与纤维蛋白和血凝块加固速呈负相关（r＝－0.556，P＝

0.000＜0.01），回归方程为Angle＝－0.239 5c+ 83.77。氯吡格

雷血药浓度与Angle的关系见图3。

2.7 氯吡格雷血药浓度与MA的关系

126例患者的 MA 值为 38.1～78.1 mm，平均值为（60.7±

7.2）mm。Pearson检验结果显示，随着氯吡格雷浓度的升高，

MA值小幅度减小，纤维蛋白凝块的最终强度虽有一定的减弱

趋势，但两者并无相关性（r＝－0.073，P＝0.418＞0.05）。氯吡

格雷血药浓度与MA的关系见图4。

3 讨论
随着CURE、CREDO两项大型试验的研究结果公布，氯吡

格雷和阿司匹林的双联抗血小板治疗逐渐成为冠心病、尤其

是ACS患者围术期标准的抗血栓治疗方案[10-11]。然而，临床上

仍有 20％左右的患者被证实即使运用了双联抗血小板保护，

但还是会发生再缺血或再栓塞事件[12]。对于PCI术后抗血小

板治疗的患者，支架内血栓聚集引起的支架再狭窄往往会造

成极为严重的后果，致病致死率高达20％～25％[13]。

氯吡格雷是一个非活性的前体药物，其吸收进入人体后

经过肝脏代谢生成无活性的羧酸代谢物与有活性的代谢产

物，活性代谢产物最终直接发挥抗血小板作用。有文献报道，

约有 30％的患者在服用氯吡格雷后，达不到抗血小板治疗的

效果，并产生一定程度的抵抗作用[14]。其原因可能与肝脏CYP

（如 CYP3A4、CYP3A5、CYP2C9）的个体化差异密切相关 [15]。

所以氯吡格雷及其代谢物的血药浓度监测对临床个体化用药
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图1 典型色谱图
A.空白血浆；B.空白血浆+氯吡格雷（100 ng/L）+内标（0.1 mg/L）；C.患

者用药4 h后的血浆样本+内标；1.氯吡格雷；2.内标

Fig 1 Representative chromatograms
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dard（0.1 mg/L）；C.plasma sample 4 h after administration + internal
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图2 氯吡格雷血药浓度与（R+K）的关系（n＝126）

Fig 2 Relationship of plasma concentration of clopidogrel
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图3 氯吡格雷血药浓度与Angle的关系（n＝126）

Fig 3 Relationship of plasma concentration of clopidogrel

with Angle（n＝126）
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Fig 4 Relationship of plasma concentration of clopidogrel

with MA（n＝126）
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具有重大意义。通过对氯吡格雷血药浓度的测定可以分析未

被转化的原药水平，并间接判断机体对氯吡格雷的代谢能力，

进而快速分析是否存在抵抗现象。大量文献也将进入人体后

的原型药物或代谢产物作为研究对象，进行药动学及生物等

效性研究[16-18]。

本研究采用LC-MS/MS法检测人血浆中氯吡格雷原型药

物的浓度，应用TEG快速、动态地监测患者的凝血过程，考察

氯吡格雷血药浓度变化与凝血功能的相关性。结果显示，随

着氯吡格雷血药浓度的升高，（R+K）增加（r＝0.671，P＜0.01），

血凝块加固速率降低（r＝－0.556，P＜0.01），但与MA无明显

相关性（r＝－0.073，P＞0.05）。试验结果提示，经过代谢后，

原型药物的血药浓度可能与临床疗效存在一定关联，推测由

于代谢的个体差异影响了氯吡格雷与活性代谢物的血药浓

度，从而原型药物也可以反映出用药后个体反应的差别，国内

临床学者已有这方面的探讨[18]。所以，血浆中氯吡格雷的浓

度，可从一定程度上反映患者药物代谢的情况，进而对药物代

谢与临床效果进行评价。

本试验仅考察了原型药物血药浓度与凝血功能的相关

性，由于氯吡格雷在体内需要经过酶代谢后才具有活性，因此

开展氯吡格雷活性代谢物血药浓度检测，显得很有意义。在

后续研究中，笔者将以氯吡格雷活性代谢物的血药浓度作为

研究对象，考察氯吡格雷原型药物与体内活性代谢物浓度的

关系，并充分评价其与凝血功能的量效关系，以期为阐明氯

吡格雷及其活性代谢物血药浓度与凝血功能的相关性提供

参考。
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