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!基础研究!

氯吡格雷对人参皂苷
KL#

血浆蛋白结合率的影响

马世堂#

"
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$戴国梁#

$程小桂#

$赵文珠#

$孙冰婷#

$居文政&

$谈恒山%

摘要$目的$研究氯吡格雷对人参皂苷
KL#

血浆蛋白结合率影响# 方法$建立人参皂苷
KL#

在胎牛

血清及透析外液中含量测定方法"随机分成人参皂苷
KL#

低$中$高三种浓度单独组%浓度分别为
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&和人参皂苷
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低$中$高三种浓度合并氯吡格雷组%人参皂苷
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浓度依次为
"

!

%

$

#

!

"

$

=

!

" ?LJ8

"合并使用
!

!

" ?LJ8

氯吡格雷&"采用平衡透析法观察合并使用氯吡格雷时对人参皂苷
KL#

的血

清蛋白结合率影响"采用同源模建方法%
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&三维构建结构"在此基础上采用分子对接方法观察氯吡格雷和人参皂苷
KL#

与
ST-

间结合效

应"观察在血浆蛋白结合率层面的相互作用# 结果$人参皂苷
KL#

低$中$高三种浓度单独组与胎牛血清蛋

白结合率分别为%
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"人参皂苷
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在低$中$高三种浓度合

并氯吡格雷组血浆蛋白结合率分别下降"分别为%
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"差异有统

计学意义%
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&"分子对接结果显示两个化合物与
ST-

存在竞争结合效应# 结论$平衡透析法和分子

对接实验综合表明氯吡格雷对人参皂苷
KL#

血浆蛋白结合率存在影响作用#

关键词$氯吡格雷'人参皂苷'血浆蛋白结合率'相互作用
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$$氯吡格雷是二磷酸腺苷 $
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%拮抗剂'
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(

"广泛应用于防治缺血性脑

血栓)闭塞性脉管炎和动脉粥样硬化引起的并发症)急

性冠脉综合征$

@GEY< G3/3O@/M RMON/3?<

"

-'T

%及

经皮冠状动脉介入治疗$

.</GEY@O<3ER G3/3O@/M 0O

#

Y</Q<OY03O

"

V')

%等血小板聚集相关疾病* 但在临床

使用过程中有患者对氯吡格雷药物反应较低"服药后

抗血小板聚集药效反应较差"达不到预期疗效'

& d 7

(

"治

疗中仍有心血管临床事件发生"产生抵抗现象"需要借

助于其他抗血小板药物"如复方丹参滴丸'

$

(

)血塞

通'

6

(

)血栓通'

9

(

)丹参注射液'

#"

(等*

研究显示人参皂苷
KL#

等皂苷为上述中药抗血

小板聚集活性成分'

##

"

#&

(

* 在临床上氯吡格雷与上述

中药联用十分普遍'

$

"

#"

(

"具体机制尚不明确"而有关

于氯吡格雷对人参皂苷
KL#

体内药代动力学方面研

究较少* 血浆蛋白结合率的变化可引起药物血药浓度

的变化"从而改善药动学行为"目前有关血浆蛋白结合

率间相互作用研究大多数还停留在单体成分层

面'

#%

"

#=

(

"对中药活性组分研究较少"尚未见国内外文

献有关于氯吡格雷对人参皂苷
KL#

血浆蛋白结合率

影响方面的研究报道*

本实验首先建立了人参皂苷
KL#

在胎牛血清及

透析外液样品中含量测定方法"采用平衡透析法观察

了氯吡格雷对人参皂苷
KL#

与血清蛋白结合率影响"

然后采用同源模建方法$
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'
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(构

建了牛血清白蛋白$

P3Q0O< R</E? @1PE?0O

"

ST-

%

三维网格结构"采用分子模拟技术揭示小分子氯吡格

雷)人参皂苷
KL#

与
ST-

间结合效应"观察两种药物

分子在血浆蛋白结合率方面的竞争作用"目的是为进

一步探讨联用药物体内药代动力学特征"进而为临床

安全合理用药提供实验依据*

材料与方法
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$胎牛血清$购自上海楷洋生物技术有限公司"
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$药物)试剂及仪器$硫酸氢氯吡格雷片"

!= ?LJ

片"批号#

--!"#&"!##

"深圳信立泰药业&人

参皂苷
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$批号#

##"$"&

"

!"##!6

%"购于中国食

品药品检定研究院&乙腈$批号#

)$%&6&"%!6

%" 色谱

纯"德国默克公司&甲酸$批号#
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%"色谱纯"
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%"色谱纯"
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公司&乙二胺四乙酸二钠$东京化
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溶剂为空白
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高效液相色谱
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% 仪#包括
Z#&##-

四元泵)

Z#&#&-

自动进样

器)

Z#&!!-

脱气机)柱温箱)

Z#&#=S

二极管阵列紫

外检测器&

'C<? TY@Y03O

色谱工作站&

,0G/3

#

#$K

冷

冻离心机#美国
*C</?3

公司&

,<YY1</ ->!%"

电子天

平"瑞士梅特勒"托利多有限公司*

&

$样品前处理与
[V8'

方法学考查$透析袋内

血样采用三倍量的乙腈沉淀后"上清液氮气吹干"流动

相复溶后进样分析"透析外液超速离心后进样分析"建

立人参皂苷
KL#

在透析外液$

VST

%和内液$胎牛血

清%含量测定方法"对其方法专属性)标准曲线线性)

精密度$

KTH

%)准确度$

K>

%)提取回收率和稳定性按

照分析方法验证
TIV

进行分析和验证"以证明建立的

分析方法可以用于下述的平衡透析法'

#$

(

*

%

$分组及干预方法$将样品随机分成人参皂苷

KL#

低)中)高三种浓度单独组$对照组"
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浓度分

别为
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%和人参皂苷
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低)中)高

三种浓度合并氯吡格雷组$联合组"人参皂苷
KL#

浓

度依次为
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"合并使用
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氯

吡格雷%"用空白
VST

配成透析外液"内液由胎牛血

清组成*

=

$检测指标及方法

=

!

#

$检测条件$将
# ?8

胎牛血清$空白%加置于

透析袋中"浮悬于含
&" ?8

不同浓度实验药物$人参皂苷

KL#

质量浓度分别为
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%透析外液溶液

的带盖棕色瓶中"置于
%

'冰箱中* 透析实验结束后取
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出透析袋样品* 并对透析袋对样品的吸附和透析平衡

时间进行考查*
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检测色谱条件#
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!"& O?

&流速
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&

进样量
#" #8

&流动相乙腈#

!U

磷酸"梯度洗脱"检测流

动相比例见表
#

*

表
#

$检测流动相比例
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$分子模拟考查化合物与胎牛血清结合效应

通过
5'S) S8-T*

氨基酸序列比对选择了马源血清

白蛋白三维晶体结构$

VHS )H &2"6

%为模板"选用
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模块对胎牛血清三维结构采用同源

模建方法进行构建"蛋白
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的分辨率)
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三维结构选用
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工具进行合理

性评价* 选用分子模拟
Z10N<

模块研究氯吡格雷)人

参皂苷
KL#

与
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的结合模式'
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$统计学方法$采用
S-VV !
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对分析物
KL#

的
[V8'

色谱峰面积"样品浓度$透析内液)外液%的

标准曲线进行拟合&采用
TVTT #$
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统计学软件配对

样本
Y

检验分析对照组与联合组蛋白结合率组间差

异"

V W"

!
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为差异有统计学意义*

结$$果

#

$
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方法学考查$图
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%$内液血样前

处理选择了乙腈沉淀法"人参皂苷
KL#

指标分析物保

留时间为
%

!

$= ?0O

"无杂峰干扰测定"色谱峰峰形良
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依次为
c e 9

!

!$%$; ^ &

!

96&$

$线性相关系数
/ e

"

!

999=

%和
c e7

!

$!&&;

"

&

!

7#6&

$

/ e"

!

999&

%"线

性范围为
"

!

#=7! f =

!

"""" ?LJ8

"最低定量限为

"

!

#=7! ?LJ8

&平衡透析样品在
&

种$低)中)高%浓度

下
KL#

的提取回收率分别为 $

67

%

=

%

U

) $

6=

%

=

%

U

)$

6&

%

7

%

U

&平衡透析样品在含药血清$内液%)

平衡透析液$外液%中稳定性结果考查显示"人参皂苷

KL#

在"

!"

'冻藏
#%

天)前处理后
%

'条件下放置

!% C

)室温放置
= C

均稳定"不需要特殊处理*

$$注#

-

为空白血清&

S

为空白血清加
KL#

&

'

为空白透析液&

H

为空白透析液加
KL#

图
#

$人参皂苷
KL#

血清和透析液的
[V8'

色谱图

!

$各组血浆蛋白结合率比较$表
&

%$人参皂苷

KL#

在
%6 C

时已达到扩散平衡&透析平衡后
=

!

"

)

#

!
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)

"

!

% ?LJ8

的
KL#
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* 与同浓

度对照组比较"联合组血浆蛋白结合率降低 $

V W

"

!
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表
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&

$分子模拟考查化合物与胎牛血清结合效应

&

!

#

$

ST-

三维结构构建$表
%

"图
!

%$

K@?

#

@GC@ON/@O .13Y

仅有
Z8c!"7

"

Z8c#=

"

Z8c&96

"

Z8c!%$

"

Z8c7#

"

Z8c6=

和
-TV###

在白色不合理

区域"而上述氨基酸残基距离蛋白活性口袋较远"说明

模建的结果符合要求"可以应用于下述分子对接操作*

表
%

$应用
>KK-*

和
VKI

#

'[>'b

工具对构建的

蛋白及模板蛋白进行比较分析

蛋白
>KK-*

总评分$分%

VKI

#

'[>'b

结果

不合理区 $

U

% 核心区$

U

%

Z

#评分$分%

模板蛋白
96

)

%& " 9%

)

$ "

)

#7

胎牛血清
9"

)

$$ " 9!

)

6

"

"

)

#&

图
!

$模板蛋白和胎牛血清
K@?@GC@ON/@O .13Y

评价

&

!

!

$分子对接实验结果$图
&

%$氯吡格雷)人参

皂苷
KL#

对接得分分别为"

6

!

%=

和"

%

!

&%

*

$$注#

-

为氯吡格雷与
ST-

结合效应图&

S

为与氯吡格雷有结

合效应的氨基酸残基&

'

为人参皂苷
KL#

与
ST-

结合效应图&

H

为与人参皂苷
KL#

有结合效应的氨基酸残基

图
&

$人参皂苷
KL#

)氯吡格雷与
ST-

结合模式图

讨$$论

目前有关于中西药联合应用后药效协同作用比较

多"而对联用后药动学协同效应特别是对中药活性成

分的药动学行为改变方面研究的比较少"加上血浆蛋

白结合率的竞争效应可直接导致中药血药浓度及药动

学和药效学行为发生一系列的变化"故选择了
KL#

的

血浆蛋白结合率为突破点"试图阐释氯吡格雷对含有

KL#

的相关中药制剂血浆蛋白结合率及药动学影响"

有关于人参皂苷
KL#

高)中)低三个浓度方面"我们主

要参考了人参
KL#

血药浓度范围进行选择'

#9

"

!!

(

"最

终确定了
"

!

%

&

=

!

"

范围"此范围可满足大部分药代

实验中血药浓度 时间曲线"目的是确保血浆蛋白结

合率的实验结果与药代结果保持一致"为药代动力学

服务"从整体水平研究考察中西药联用后体内药代动

力学相互作用特征* 因药代动力学行为属于药物的在

机体内动态变化特征"下一步拟采用在体研究法"比较

人参皂苷
KL#

高)中)低三个浓度单独给药组和合并

氯吡格雷组各组间体内血浆蛋白结合率的统计学差异

以及与药效学协同结果联系起来"在药效 药动学整

体层面上阐明相关药物的联用机制*

平衡透析法实验中透析袋对人参皂苷
KL#

存在

微量吸附作用"对测定结果无显著影响&合并使用氯吡

格雷时"三个浓度均可降低人参皂苷
KL#

的血浆蛋白

结合率&分子模拟表明两个化合物与
ST-

均有一定

程度的结合效应"其中氯吡格雷的结合效应明显高于

人参皂苷
KL#

"两个化合物之间存在竞争结合效应"

氯吡格雷的存在可明显降低人参皂苷
KL#

的血浆蛋

白结合率"以上结合与平衡透析法实验结果相一致"这

在一定程度上证明了我们实验方法的可行性和可靠

性* 依据上述结果"推测氯吡格雷与人参皂苷
KL#

相

关药物在心血管疾病联合使用时"可能会在一定程度

上改变中药活性组分血浆蛋白结合率产生影响"从而

使得机体内药物药代特征发生改变*
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