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氟比洛芬酯减轻肾缺血再灌注模型大鼠的炎症损伤研究 
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江 衢州 324000) 
 

摘要：目的  探索氟比洛芬酯(flurbiprofen axetil，FA)减轻大鼠肾缺血再灌注炎症损伤的生物学作用及其潜在的机制。方

法  将♂SD 大鼠随机分为 4 组(每组 8 只)：假手术组、假手术+ FA(5 mg·kg−1)组、缺血再灌注损伤(ischemia-reperfusion 
injury，IRI)组和 IRI+ FA(5 mg·kg−1)组。分析血肌酐和尿素氮指标、进行肾脏组织学切片并进行病理学评分；免疫组织化

学法检测肾脏凋亡指数，包括 Bax 和 caspase-3 和 Bcl-2 的水平；免疫组织化学法和蛋白质免疫印迹法检测纤维化指标，

包括 TGF-β1、Smad3 和 p-Smad3，以评估 FA 处理对肾 IRI 的影响。结果  FA 处理可显著抑制血清肌酸和血尿素氮水平

的升高，同时改善 IRI 所致的组织学损害。此外，对于细胞凋亡信号通路，FA 预处理可显著降低 caspase-3 和 Bax 的表

达并增加 Bcl-2 的水平。对于纤维化信号通路，FA 处理可下调典型纤维化分子(TGF-β1，Smad3，p-Smad3)的表达水平。

结论  FA 处理对肾脏 IRI 具有保护作用，这可能与减轻炎症和纤维化水平有关。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To explore the biological effect and potential mechanism of flurbiprofen axetil(FA) on attenuating 
renal ischemia-reperfusion inflammation injury in rats. METHODS  Male SD rats were randomly divided into 4 groups(8 in 
each group): sham operation group, sham operation+FA(5 mg·kg−1) group, ischemia-reperfusion injury(IRI) group and IRI+FA 
(5 mg·kg−1) group. To analysis serum creatinine and urea nitrogen index, renal histological section and pathological score were 
performed; immunohistochemical method was used for detecting renal apoptosis indexes, including Bax and caspase-3 and Bcl-2 
levels; immunohistochemistry and Western blotting methods for the detection of fibrosis, including TGF-β1, Smad3, and 
p-Smad3, so as to evaluate the effect of FA treatment on renal IRI. RESULTS  FA treatment significantly inhibited serum 
creatine and blood urea nitrogen levels and improved histological damage caused by IRI. In addition, FA pre-treatment 
significantly reduced the expression of caspase-3 and Bax and increased the level of Bcl-2 for the apoptotic signaling pathway. 
For fibrotic signaling pathways, FA treatment could down-regulate the expression levels of typical fibrotic molecules(TGF-β1, 
Smad3, p-Smad3). CONCLUSION  FA has protective effect on renal IRI, which may be related to the reduction of 
inflammation and fibrosis levels. 
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肾脏是消除血液中有毒物质并调节体内水、

电解质和酸碱平衡的重要器官[1]。但是，肾脏在围

手术期容易受到许多疾病过程的损害，例如肾脏

缺 血 再 灌 注 损 伤 (ischemia-reperfusion injury ，

IRI)[2]。肾脏 IRI 是影响肾移植质量的主要因素之

一，直接关系到受体的存活。一些研究人员发现，

多形核白细胞、类二十烷酸、细胞因子、活性氧

和补体产物的激活与 IRI 的初始阶段有关。这些产

物在细胞内和细胞外的积累触发了与坏死，凋亡

和自噬有关的稳态途径[3]。此外，其他一些报道表

明，肾脏 IRI 是晚期同种异体肾移植失败的另一个

危险因素[4]。因此，找到减轻肾脏 IRI 的有效药物

或干预措施很重要。 
氟比洛芬酯(flurbiprofen axetil，FA)是一种常
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用的非甾体类抗炎药(nonsteroidal anti-inflammatory 
drugs，NSAID)，可非选择性地抑制环氧合酶。由

于其通过抑制前列腺素的合成而具有抗炎和镇痛

的特性，在临床上已被广泛应用[5-6]。但是，FA 在

肾脏 IRI 中的作用尚不清楚。本研究探讨 FA 在大

鼠模型中对整体肾 IRI 的炎症反应的功效，为发展

肾 IRI 的新型治疗策略提供新的参考。 
1  材料与方法 
1.1  试剂和仪器  

FA( 北 京 泰 德 制 药 有 限 公 司 ， 批 号 ：

H20041508)；免疫组织化学试剂盒(武汉 Gene Tech
基 因 科 技 ， 批 号 ： GK500505A) ； 兔 多 克 隆 抗

TGF-β1(货号：#5544；lot：19)、Bax(货号：#14796；

lot：19)均购自 CST；Bcl-2(货号：ab32124，lot：
GR239100-1) 、 caspase-3( 货 号 ： ab13847 ， lot ：

GR348121-2)、p-Smad3 抗体(货号：ab51177，lot：
GR284711-2)、小鼠单克隆抗 GAPDH 抗体(货号：

ab9845，lot：GR23598-2)、HRP 偶联的抗兔或抗

小鼠二抗(货号：ab6728，lot：GR237862-3)均购自

Abcam；硝酸纤维素膜 (Bio Rad 公司，货号：

1620115)。 
7600-010 临床自动生化分析仪(日本 Hitachi)，

其中的套件购自德国 Roche Diagnostics；JS-1070
增强型化学发光系统(日本 Kodak)。 
1.2  模型和给药 

从福建医科大学实验动物处获得 SD 大鼠 32
只，♀♂不限，体质量 170~190 g。将大鼠分别在

可控制的温度(23±2)℃和湿度(55±5)%下进行人工

笼养，遵循 12 h 的明暗循环，并自由进食食物和

饮用水。实验程序均已获得福建医科大学动物护

理和使用伦理委员会的批准，动物生产许可证号：

SCXK( 闽 )2013-0003 ； 动 物 使 用 许 可 证 号 ：

SYXK(闽)2013-0018；实验动物伦理执行标准：

GB14925-2010。平均分为 4 组：①假手术组，仅

分开双侧肾动脉和静脉并缝合，无其他操作；②

假手术+FA 组，仅分开双侧肾动脉和静脉并缝合，

随后静脉给予 FA(5 mg·kg−1)[7]；③IRI 组，将双侧

肾动脉和静脉夹住 45 min，然后进行持续性再灌

注 [7]；④IRI+FA 组，将双侧肾动脉和静脉夹住

45 min，然后进行持续性再灌注，并静脉给予

FA(5 mg·kg−1)。 
再灌注 12 h 后，从腹主动脉获取血液样本。

所有动物均在全身麻醉后处死，收集其血液和

肾脏并速冻以进行生化和组织学分析。用超纯

水将血液从切除的肾脏中冲洗掉。每组切除的

左肾均用于评估肾脏组织病理学改变。将每组切

除 的 右 肾 在 冰 冷 的 生 理 盐 水 中 匀 浆 ， 然 后 在 
3 600 r·min−1 下 4 ℃离心 15 min 以收集肾脏匀浆。 
1.3  肾脏功能的检测 

使用临床自动生化分析仪对大鼠肾脏组织中

的血尿素氮和肌酐水平进行测量，测量中使用

Roche 提供的套件。 
1.4  组织学检查和病理学评分 

通过组织学检查评估再灌注后 12 h 的肾小管

损伤。将肾脏固定在 4%多聚甲醛中，包埋石蜡，

切成 4 μm 厚的切片，并根据标准程序用苏木精-伊
红染色。所有样本均已编码；形态学评估由经验丰

富的肾脏病理学专家以盲法进行。检查 10 个以 400
倍放大率随机选择的视野，每个视野随机选择 10
个肾小管(每个肾脏 100 个肾小管)。0/3 的形态学分

级量表用于 IRI 诱导的近端小管损伤的组织病理学

评估：0 表示无损伤；1 表示圆形的上皮细胞和扩

张的管状内腔；2 表示上皮细胞变平，核染色消失，

肾小管腔明显扩张；3 表示肾小管破坏，上皮细胞

无核染色[8]。将所有分加总为每个肾脏的总分。 
1.5  免疫组织化学染色 

根据免疫组织化学试剂盒对玻片进行染色。

通过在显微镜检查下比较染色强度(强，轻度或阴

性)来分析和评估各组中 Bax，Bcl-2，caspase-3，

TGF-β1 和 p-Smad3 蛋白表达的差异。并通过 Image 
J 软件对各组的灰度值进行半定量分析。 
1.6  Western blotting 分析 

从肾脏组织中提取并纯化蛋白质。即蛋白质

样品准备用于凝胶电泳，然后在 12.5%十二烷基硫

酸钠-聚丙烯酰胺凝胶(40 g/泳道)上分离，然后转

移到硝酸纤维素膜。膜用 TBST 缓冲液中的 5%脱

脂奶粉封闭，然后与一抗在摇床 4 ℃孵育过夜。

用 TBST 缓冲液冲洗后，将印迹与二抗一起孵育，

并使用增强型化学发光系统(ECL 试剂盒显影，并

捕获在光敏成像胶片上进行分析)。以下试剂用作

一抗：兔多克隆抗 TGF-β1(1∶1 000)，Smad3(1∶

2 000)，p-Smad3(1∶1 000)抗体和小鼠单克隆抗

GAPDH 抗体(1∶1 000)。使用 HRP 偶联的抗兔或

抗小鼠二抗作为二抗。 
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1.7  统计分析 
数据用 sx ± 表示。通过单向方差分析和随后

的 Tukey post hoc 检验来分析结果。非参数数据使

用 KruskaleWallis 检验进行了分析。所有统计分析

均使用 SPSS 13.0 软件进行。P<0.05 表示差异具有

统计学意义。 
2  结果 
2.1  不同组别肾功能的变化 

与假手术组相比，IRI 组的血尿素氮和肌酐水

平明显升高(P<0.001)；与 IRI 组相比， IRI+FA 组

血尿素氮和肌酐水平明显降低(P<0.01)，结果见图

1。结果表明 FA 可能调节大鼠 IRI 诱导的肾功能

损害。 
2.2  FA 治疗可减少对肾小管的组织病理学损害 

与假手术组的肾小管组织相比，IRI 组肾脏再

灌注后 12 h 观察到肾小管扩张、肿胀，管腔充血和

核固缩，并且有核溢流现象，部分肾再灌注后 24 h
发生核蛋白溶解和肾小管结构变性。在接受 FA 的

大鼠中，再灌注后 12 h，这些变化减少。与 IRI 组

相比，用 FA 治疗的大鼠中 IRI 引起的组织病理学

损伤的总评分显著降低(P<0.01)，结果见图 2。 
 

 
图 1  不同组的肾功能变化( sx ± ，n=8) 
与假手术组相比，1)P<0.001；与 IRI 组相比，2)P<0.01。 

Fig. 1  Changes in renal function in different groups( sx ± , 
n=8) 
Compared with the sham operation group, 1)P<0.001; compared with the 
IRI group, 2)P<0.01. 

 
图 2  FA 对 IRI 诱导的组织病理学肾损害的影响( sx ± ，
n=8) 
A−代表性的苏木精伊红染色的肾脏切片(200×)，插图显示该区域更高

的放大率(400×)，用黑色实线框表示；B−在再灌注后 12 h 测量的组织

病理学评分；与假手术组相比，1)P<0.001；与 IRI 组相比，2)P<0.01。 
Fig. 2  Effect of FA on IRI-induced histopathological kidney 
damage( sx ± , n=8) 
A−representative hematoxylin and eosin stained kidney sections(200×), 
illustration showed a higher magnification(400×) for this area, indicated 
by a solid black box; B−histopathological scores measured 12 h after 
reperfusion; compared with the sham operation group, 1)P<0.001; 
compared with the IRI group, 2)P<0.01.  
 

2.3  FA 处理可抑制肾脏 IRI 后的细胞凋亡 
与 IRI 组相比，IRI+FA 组 Bax 和 caspase-3 蛋

白显著降低而 Bcl-2 水平升高，差异具有统计学意

义(P 均<0.01)。但是，所有这些蛋白变化水平在假

手术组和假手术组+FA 组之间没有显著差异。免

疫组化染色结果见图 3。 
2.4  FA 预处理可抑制肾脏 IRI 诱发的肾纤维化 

分析 TGF-β/Smad 信号通路中典型分子的变

化发现，与 IRI 组相比，IRI+FA 组显著降低了

TGF-β/Smad 信号通路中的分子 TGF-β1、Smad3
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和 p-Smad3 的表达(P<0.01)。然而，假手术组和假

手术组+FA 之间的 TGF-β1、Smad3 和 p-Smad3 水

平没有显著差异。结果表明 FA 处理可抑制肾 IRI
后 TGF-β1、Smad3 和 p-Smad3 的表达。免疫组化

和 Western blotting 结果见图 4。 
3  讨论 

FA 是 NSAID[9-10]，对手术切口和炎性组织的

部位具有高度亲和力[11]。NSAID 不仅通过外周抑

制前列腺素的合成发挥镇痛作用，而且还通过多

种其他外周和中枢机制增强外周机制[12]。然而，

迄今为止，很少有研究集中于 FA 处理对大鼠模型

中 IRI 的影响。有研究者报道，FA 通过减轻大鼠

短暂全脑缺血/再灌注模型的炎症减轻脑 IRI[12-15]。

本研究集中在肾脏模型，发现与 IRI 组相比，FA
处理可以显著改善缺血性再灌注引起的肾功能不

全，从而有助于降低血清肌酐和血尿素氮，改善

肾脏组织学形态和病理学评分。 
肾脏 IRI 的机制很复杂，与内皮和上皮细胞功

能障碍，caspase 激活，炎症，自由基产生，细胞

凋亡和坏死有关[16-17]。本研究发现 FA 处理可以下

调 caspase-3 和 Bax 的表达，并上调 Bcl-2 的表达。

TGF-β1 和 Smad3 是 TGF-β 信号通路中的典 
 

 
图 3  FA 处理可减轻细胞凋亡( sx ± ，n=8) 
A−Bax、caspase-3 和 Bcl-2 的代表性免疫组化染色(400×)；B~D−Bax、caspase-3 和 Bcl-2 蛋白的灰度值定量分析；与假手术组相比，1)P<0.001；

与 IRI 组相比，2)P<0.01。 

Fig. 3  FA treatment reduced apoptosis( sx ± , n=8) 
A−representative immunohistochemical pictures of Bax, caspase-3 and Bcl-2(400×); B-D−quantitative analysis of the gray value of Bax, caspase-3 and 
Bcl-2 protein; compared with the sham opetation group, 1)P<0.001; compared with the IRI group, 2)P<0.01. 
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图 4  FA 处理可降低 IRI 肾组织中肾纤维化典型分子的水平( sx ± ，n＝8) 
A−TGF-β1 和 p-Smad3 的代表性免疫组化染色图(400×)；B−TGF-β1、Smad3 和 p-Smad3 的代表性蛋白质免疫印迹图；C−免疫印迹中 TGF-β1 蛋

白的灰度值定量分析图；D−免疫印迹中 p-Smad3 蛋白的灰度值定量分析图；E−免疫印迹中 Smad3 蛋白的灰度值定量分析图；与假手术组相比，
1)P<0.001；与 IRI 组相比，2)P<0.01。 

Fig. 4  FA treatment reduced the level of typical molecules of renal fibrosis in IRI kidney tissue( sx ± , n＝8)  
A−representative immunohistochemical pictures of TGF-β1 and p-Smad3(400×); B−representative Western blotting images of TGF-β1, Smad3 and 
p-Smad3; C−quantitative analysis of the gray value of TGF-β1 protein in Western blotting; D−quantitative analysis of the gray value of p-Smad3 protein 
in Western blotting; E−quantitave analysis of the gray value of Smad3 protein in Western blotting; compared with the sham opetation group, 1)P<0.001; 
compared with the IRI group, 2)P<0.01. 
 
型分子，与纤维化密切相关。TGF-β1 可以驱动多

种 细 胞 的 上 皮 -间 充 质 转 化 ， 促 进 细 胞 外 基 质

(extracellular matrix，ECM)的过度产生，并抑制

ECM 降解[18]。TGF-β 途径目前分为 Smad 依赖性

和非 Smad 依赖性 2 种途径。在 TGF-β/Smad 途径

中，活性 TGF-β1 与 TGFβRII 结合，然后募集

TGFβRI 并磷酸化下游的 Smad2 和 Smad3，后者在

纤维化肾脏中被广泛激活[19]。在 Smads 家族中，

Smad3 起决定性作用。本研究发现 FA 处理可以下

调 TGF-β1、Smad3 和 p-Smad3 的表达。这些结果

证明 FA 具有减轻纤维化的活性。 
综上，本研究表明 FA 处理可以减轻大鼠模型

的炎症反应并减少其凋亡，从而减轻肾脏 IRI。此

外，它还可以降低 TGF-β1、Smad3 和 p-Smad3 的

水平，这表明 FA 可以帮助减轻肾脏纤维化。然而，

FA 对肾脏 IRI 长期作用仍需要进一步研究，并且

还需要进一步研究 FA 的确切生物学活性机制。 
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