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ＰＣＩ术后氯吡格雷影响血小板ＶＡＳＰ磷酸化水平的研究

赵　威，孙绍华，邱广斌

（中国人民解放军第二零二医院检验科，沈阳和平１１０００３）

　　摘　要：目的　应用流式细胞仪检测血小板血管扩张剂刺激磷蛋白（ＶＡＳＰ）的磷酸化程度，评估ＰＣＩ术后氯吡格雷的应用疗

效。方法　１７例健康对照组不予任何药物干预，２６例急性冠脉综合征患者在ＰＣＩ术后给予氯吡格雷抗血小板治疗。分别在入选

时和抗血小板治疗后第７天应用流式细胞仪检测血小板ＶＡＳＰ磷酸化程度，计算血小板反应性指数（ＰＲＩ）。结果　急性冠脉综

合征患者在ＰＲＩ术后给予抗血小板治疗的第７天，ＰＲＩ明显降低，治疗前后差异有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　流式细胞术检

测血小板ＶＡＳＰ磷酸化程度可以特异性评价氯吡格雷疗效。
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　　冠状动脉粥样硬化血栓的形成已经成为了急性冠脉综合

征（ＡＣＳ）和经皮冠状动脉介入治疗（ＰＣＩ）后十分严重的临床不

良事件［１］，其中，血小板激活和聚集是引发动脉血栓形成的关

键因素。因此，抗血小板的治疗已经成为急性冠脉综合征和经

皮冠状动脉介入手术后患者应用药物辅助治疗的基石［２］，在冠

脉动脉介入治疗时，各种操作启动的新一轮血栓形成将直接影

响ＰＣＩ治疗的效果
［３］。当前氯吡格雷和阿司匹林的联合应

用，是预防冠状动脉相关疾病特别是ＰＣＩ治疗后发生心血管

不良事件的常规治疗方法［４５］。即使应用此常规治疗方案，依

然存在一小部分患者治疗达不到预期的效果，血小板仍然出现

聚集现象而导致心血管事件的再次发生。然而，在近几年中大

量的临床研究和实践表明，患者对氯吡格雷的反应存在明显的

个体差异，用于部分患者时不能达到预期的抗血小板作用，在

接受氯吡格雷治疗的患者中仍然有一些临床事件的发生，将此

现象称为氯吡格雷抵抗［６７］。在阿司匹林抵抗的现象提出后，

临床也普遍关注了氯吡格雷抵抗的现象［８］。由于氯吡格雷抵

抗的患者发生动脉血栓事件的风险更大，所以提前评估抗血小

板药物效果，为抗血小板药物抵抗的患者调整治疗策略，提供

依据变得十分重要。本试验主要应用流式细胞术对ＰＣＩ术后

患者应用氯吡格雷治疗后血小板血管扩张剂刺激磷蛋白

（ＶＡＳＰ）的磷酸化程度进行检测，来评估氯吡格雷在急性冠脉

综合征患者中的疗效。

１　资料与方法

１．１　一般资料　所有标本均来自解放军第２０２医院，健康对

照组１７例，均来自健康体检者。急性冠脉综合征（ＡＣＳ）患者

２６例为ＡＣＳ组。健康对照组和ＡＣＳ组患者的年龄、体质量指

数、性别、糖尿病、高血压、吸烟情况等临床资料无显著性差异。

两组患者在入选前２周内都没有接受过任何抗血小板药物的

治疗，在入选后抗血小板药物治疗第７天时使用９Ｆ针头抽取

２．７ｍＬ的静脉血（不能使用止血带，前２ｍＬ弃去）到含有

３．８％枸橼酸钠０．３ｍＬ的ＢＤ抗凝管中，轻轻摇晃３次混匀后

２ｈ内上机检测。

１．２　仪器与试剂　流式细胞仪、ＶＡＳＰＦＩＴＣ试剂、ＩｇＧ１

ＦＩＴＣ试剂、ＣＤ６１ＰＥ抗体、Ｆｉｘａｔｉｖｅ试剂、Ｄｉｌｕｅｎｔ试剂、ＰＧＥ１

试剂、ＡＤＰ试剂由美国ＢＤ公司提供，振荡混匀器由莱因特电

子系统公司提供，ＢＤ抗凝管由上海新睿生物科技有限公司提

供。

１．３　方法

１．３．１　试验方法　健康对照组不给予任何药物的干预，急性

冠脉综合征患者给予氯吡格雷３００ｍｇ口服后予７５ｍｇｑｄ维

持和拜阿司匹林３００ｍｇ负荷量嚼服后继予１００ｍｇｑｄ维持治

疗，常规给予肝素或低分子肝素，急诊ＰＣＩ术中、术后给予替罗

非班。

１．３．１　试验操作　每个标本都准备Ｆａｌｃｏｎ管，分别编号为

Ｔ１、Ｔ２、Ｔ３。Ｔ１加１０μＬＰＧＥ１（１０μＭ，终浓度，以下相同），

Ｔ２、Ｔ３加１０μＬＰＧＥ１＋ＡＤＰ（均为１０μＭ），各管均加１０μＬ
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全血，震荡混匀器低速混匀２ｓ，室温避光孵育１０ｍｉｎ后加

１０μＬＦｉｘａｔｉｖｅ 室温下避光放置 ５ ｍｉｎ。Ｔ１、Ｔ２ 加 １０μＬ

ＶＡＳＰＦＩＴＣ，Ｔ３加１０μＬＩｇＧ１ＦＩＴＣ，室温下避光放置５ｍｉｎ。

各管加１０μＬＣＤ６１ＰＥ室温避光孵育５～１０ｍｉｎ分钟。加１

ｍＬＤｉｌｕｅｎｔ后立２ｈ内上机检测。

１．３．２　计算公式　按照静息态（ＰＧＥ１）和激活态（ＰＧＥ１＋

ＡＤＰ）时矫正后的 ＭＦＩ值来计算血小板反应指数（ＰＲＩ）。公式

为：ＭＦＩＰＧＥ１＝ＭＦＩ（Ｔ１）ＭＦＩ（Ｔ３）

ＭＦＩＰＧＥ１＋ＡＤＰ＝ＭＦＩ（Ｔ２）ＭＦＩ（Ｔ３）

ＰＲＩ＝［（ＭＦＩＰＧＥ１ＭＦＩＰＧＥ１＋ＡＤＰ）／ＭＦＩＰＧＥ１］×１００％

治疗反应评价：氯吡格雷反应正常者为治疗后第７天ＰＲＩ

值小于入选时均数的－２倍标准差，氯吡格雷抵抗者为治疗后

第７天ＰＲＩ值大于入选时均数的－２倍标准差。

１．４　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行统计学分

析，其中两组中每个患者的ＰＲＩ值均以狓±狊表示，采用狋检验

的方法进行统计；病例组中统计氯吡格雷反应正常和抵抗者的

例数，用频数表示，采用χ
２ 检验。犘＜０．０５为差异有统计学

意义。

２　结　　果

２．１　血小板ＶＡＳＰ的磷酸化检测在流式细胞仪上的散点图

　在流式细胞仪上，用ＳＳＣ和ＦＳＣ找到血小板，如图１。Ｒ２区

域分别为静息态、激活态和阴性同型对照时的血小板 ＶＡＳＰ

表达情况，如图２、３、４。

图１　　ＳＳＣ、ＦＳＣ与血小板的关系图

图２　　Ｔ１管散点图

２．２　抗血小板治疗第７天时ＰＲＩ结果　入选时健康对照组和

ＡＣＳ组ＰＲＩ值分布较均匀同质（６４．９０％～９１．８０％），组间差

异无统计学意义（犘＞０．０５）。抗血小板治疗第７天时 ＡＣＳ组

ＰＲＩ明显下降（犘＜０．０５），但分布较治疗前明显离散（１６．３０％

～７９．１０％）。第７天时ＡＣＳ组有７例患者ＰＲＩ大于入选时均

数的－２倍标准差或未服用氯吡格雷人群的总体均数－２倍标

准差。

图３　　Ｔ２管散点图

图４　　Ｔ３管散点图

表２　　入选时和治疗第７天血小板反应性指数

组别 狀 入选时ＰＲＩ（％） 第７天ＰＲＩ（％）

对照组 １７ ７６．９０±５．１０ －

ＡＣＳ组 ２６ ７８．１０±５．６０ ５６．３５±１４．７７

　　：犘＜０．０５，与对照组比较。

３　讨　　论

氯吡格雷是一种噻吩吡啶类化合物，它通过抑制二磷酸腺

苷受体，能快速并有效地抑制血小板聚集，是目前治疗动脉粥

样硬化性疾病的主要抗血小板药物。氯吡格雷在体外不具有

活性，吸收部位在胃肠道，代谢主要在肝脏内快速进行。氯吡

格雷首先要进入人体内，在肝脏内与氧化酶结合使其氧化成为

具有活性的代谢产物，而血小板膜表面的 ＡＤＰ受体（Ｐ２Ｙ１２）

可以和氯吡格雷与氧化酶结合的代谢产物进行不可逆地选择

性结合，使ＡＤＰ抑制腺苷酸环化酶的作用受到阻止，进而促进

了血管扩张剂刺激磷酸蛋白的磷酸化，并抑制了纤维蛋白原受

体（ＧＰⅡｂ／Ⅲａ）的活化，从而使血小板聚集受到抑制
［９］。氯吡

格雷也能够使由凝血酶和胶原引起的血小板聚集受到抑制，还

可以使血小板选择蛋白的表达降低，从而抑制血小板的活化，

ＰＧＥ１主要通过促进 ＶＡＳＰ的磷酸化使血小板的活化受到抑

制［１０１２］。

本研究通过对健康对照组和ＡＣＳ组在入选时和治疗后第
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７天测得的数据计算出的ＰＲＩ值进行比较，在入选时健康对照

组和ＡＣＳ组ＰＲＩ无明显差异，分布较均匀同质，而在抗血小板

治疗后第７天ＡＣＳ组ＰＲＩ值明显下降，表明依据上述原理检

测ＶＡＳＰ的磷酸化程度并根据公式计算出的ＰＲＩ值能够特异

性地评价氯吡格雷的疗效［１３１４］。在对ＡＣＳ组抗血小板治疗后

的第７天患者的ＰＲＩ值进行统计分析时，有７例（２６．９％）患者

的ＰＲＩ值都大于入选时均数为－２倍标准差（６６．９０％）或未服

用氯吡格雷人群的总体均数为－２倍标准差（６６．８０％），因此

表明ＰＲＩ值与血小板的基础活性以及是否使用阿司匹林的干

预无关，而与使用氯吡格雷的干预有关，且近２６．９％患者对氯

吡格雷反应低下。

关于氯吡格雷抵抗，虽然研究已经证实了它的存在，但是

因为不同的实验室检测方法以及不同的诊断标准，当前仍然缺

乏一种关于氯吡格雷抵抗的标准定义。但大多数研究人员使

用 Ｗｉｖｉｏｔｔ等
［１５］的定义，即尽管一些患者坚持服用氯吡格雷的

标准剂量（３００ｍｇ负荷量，维持量７５ｍｇ／ｄ），仍然存在临床上

有关于动脉血栓事件的再次发生，而且检测血小板的功能表明

不能够有效地抑制血小板聚集，此种现象称氯吡格雷抵抗。检

测氯吡格雷抵抗的试验方法包括血小板聚集试验、检测ＶＡＳＰ

磷酸化水平、检测血小板表面的Ｐ选择素、血小板功能测定仪

ＰＦＡ１００测定闭合时间等
［１６］。其中血小板聚集试验的检测是

评价血小板功能的传统检测方法，但是仍然存在很多问题，此

方法操作比较复杂，可重复性较差，容易受到一些因素的影

响［１７］。检测血小板表面的Ｐ选择素虽然可以预测临床的预后

情况，但价格相对比较昂贵，特异性也相对较差，很难将其应用

于临床。而应用流式细胞仪检测 ＶＡＳＰ具有以下优点：（１）使

用全血检测，仅需要３０μＬ枸橼酸钠抗凝全血；（２）样本具有高

稳定性：室温下检测前可保存４８ｈ，甚至高达７２ｈ
［１８］；（３）目前

是对Ｐ２Ｙ１２特异性最高的检测；（４）无干扰；（５）标准化、重复

性好；（６）即开即用、单独或批量操作；（７）检测时间短（２５

ｍｉｎ）；（８）ＣＥ认证，有广泛的文献发表。Ｍｏｎｔａｌｅｓｃｏｔｅ等
［１９］评

价ＶＡＳＰ为ＡＤＰ诱导的血小板Ｐ２Ｙ１２受体激活的最合理的

评估方法，因而是氯吡格雷药效最特异性的监测指标。
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