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摘要：为了解大天鹅（Cygnus cygnus）肾的结构特点和相关活性蛋白的表达情况，采用石蜡切片、H.E

染色和免疫组化法，观察分析大天鹅的肾组织显微结构和 Caspase-3、Bcl-2、Bax 及 AQP-3 的表达。

大天鹅的肾组织主要由肾单位、集合管和结缔组织构成；肾小球由一团盘曲的毛细血管构成，近端小

管由单层立方上皮组成，游离面有刷状缘，细段由单层扁平上皮组成，远端小管由立方形上皮组成，

腔面无刷状缘。近端小管上皮细胞中有 Caspase-3、Bcl-2、Bax阳性表达，远端小管上皮细胞有 Caspase-3

阳性表达，集合管上皮细胞有 Bcl-2、AQP-3 阳性表达，在肾小球毛细血管内皮有 Bcl-2 阳性表达。

Caspase-3、Bcl-2、Bax及 AQP-3 共同调节细胞的生长与凋亡过程，可能在稳定鸟类肾单位和集合管结

构及调节肾组织水平衡等方面有重要的作用。 
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Abstract: In order to explore microstructure and expression of apoptosis-related protiens in Whooper Swan 

(Cygnus cygnus) kidney, paraffin sections of kidney were observed after H.E staining and expressions of 

Caspase-3, Bcl-2, Bax, and AQP-3 proteins were examined by immune histochemical methods. The results 

show that the kidney tissue of Whooper Swan consists of nephrons, collecting ducts and connective tissue. 

The glomerulus of renal corpuscle was composed of convoluted capillaries. The proximal tubule was lined 

with simple cuboidal epithelium, with a well-developed brush border. The thin limb and the distal tubule with 

brushless border respectively consist of simple squamous epithelium and cubic epithelium (Fig. 1a, b). 
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Caspase-3, Bcl-2 and Bax were expressed in the epithelium of the proximal tubule. Caspase-3 was present in 

the distal tubule. Bcl-2 and AQP-3 were expressed in the collecting ducts. Bcl-2 was expressed occasionally 

in the endothelium of glomerular capillary (Fig. 1c﹣i). Caspase-3, Bcl-2, Bax and AQP-3 may have an 

important role in stabilizing the structure of nephron and collecting duct and the regulation of water balance 

in Whooper Swan kidney.  
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大天鹅（Cygnus cygnus）是雁形目中的大

型杂食性游禽，俗称白天鹅，为我国Ⅱ级保护

野生动物。有关大天鹅的研究主要集中在生态

学方面（闫建国等 2003，董翠玲等 2007），关

于大天鹅消化系统（孙晓等 2012）和生殖系统

组织结构（俞诗源等 2010）及血液生理指标的

研究（韩芬茹等 2006）已有报道，但有关大天

鹅肾组织的研究鲜有报道。有研究表明，

Caspase-3（魏娉婷等 2015）及 Bcl-2、Bax（臧

东钰等 2007）与肾细胞的生长、分化、增殖及

凋亡有关，AQP-3 参与水的重吸收（徐瑞等 

2011）。本文采用石蜡切片、H.E 染色和免疫组

化法，观察分析大天鹅肾的组织结构和

Caspase-3、Bcl-2、Bax及 AQP-3的表达，以期

为大天鹅的组织学研究及保护生物学提供一定

的基础资料。 

1  材料与方法 

1.1  组织结构观察 

成体大天鹅 1羽（♂），来源于兰州市动物

园，因伤残救援无效死亡，解剖取其肾组织，

入 15%甲醛溶液固定 7 d，常规石蜡包埋，切

片（厚度 5 μm），H.E 染色，置于光学显微镜

（Olympus-FX-35WA）下观察。 

1.2  免疫组织化学观察 

上述石蜡切片脱蜡至水，按照 SP 法免疫

组化试剂盒（南京生物建成研究所产）操作步

骤，微波处理 20 min 以修复抗原，3% H2O2孵

育 30 min以消除内源性过氧化物酶活性，山羊

血清封闭 1 h 以消除非特异性位点，一抗用兔

抗 Caspase-3（1︰500）、Bcl-2（1︰200）、Bax

（1︰200）、AQP-3（1︰200）（武汉博士德公

司产品），4℃冰箱过夜，室温孵育 1 h，二抗（羊

抗兔 IgG）37℃恒温箱孵育 30 min，链霉卵白

素 37℃恒温箱孵育 30 min，DAB 显色剂（北

京中杉金桥生物技术有限公司产）显色，苏木

精复染，常规脱水、透明、封片，光学显微镜

观察大天鹅肾组织中 Caspase-3、Bcl-2、Bax

和 AQP-3的阳性表达情况。 

1.3  图像摄取与分析 

借助图像分析软件 Image-proplus 6.0对切

片进行检测分析，每张切片选取 10个视野，测

量肾小体、泌尿小管的直径及肾小囊腔的宽度，

分析 Caspase-3、Bcl-2、Bax 蛋白和 AQP-3 蛋

白在大天鹅肾组织中表达的平均光密度值（已

去除本底色）。 

2  结果与分析 

2.1  大天鹅的肾组织显微结构 

大天鹅肾呈长条形，褐红色，质地比较柔

软，有弹性，左肾与右肾平行排列在脊柱的腰

荐部和骼骨的背侧凹陷中，肾的背面凸凹不平，

与骨小凹互相镶嵌，难以辨认肾的分叶。 

大天鹅肾组织表面裹有一层致密结缔组织

被膜，由许多肾单位、集合管和结缔组织组成

了肾实质，肾小体和与其相连接的肾小管组成

了肾单位（图 1a，b）。大天鹅的肾小体呈椭圆

形或梨形，一侧是出球和入球小动脉进出的血

管极，另一侧是与肾小管连接的尿极。肾小体

直径约 105 ~ 118 μm，由肾小囊和肾小球组成，

肾小管膨大部凹陷的双层球状囊构成肾小囊，

壁层细胞类型为单层扁平上皮，脏层紧贴在肾

小球外面，壁、脏层间为肾小囊腔，宽度约为

8 ~ 10 μm。肾小球多呈卵圆形，主要是一团毛         
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图 1  大天鹅的肾组织显微结构和 Caspase-3、Bcl-2、Bax 及 AQP-3蛋白的表达 

Fig. 1  Histological microstructure and expression of Caspase-3, Bcl-2, Bax, AQP-3 in Whooper Swan kidney 

a. 肾皮质；b. 肾髓质；c. Caspase-3蛋白在大天鹅近端小管和集合管的表达；d. Caspase-3 蛋白在大天鹅远端小管的表达；e. Bcl-2 蛋白

在大天鹅近端小管的表达；f. Bcl-2蛋白在大天鹅肾小球的表达；g. Bcl-2蛋白在大天鹅近端小管和集合管的表达；h. Bax蛋白在大天鹅

近端小管和集合管的表达；i. AQP-3蛋白在大天鹅集合管的表达。 

a. Renal cortex; b. Medullary of kidney; c. Expression of Caspase-3 in proximal tubule and collecting duct of Whooper Swan kidney; d. 

Expression of Caspase-3 in distal tubule of Whooper Swan kidney；e. Expression of Bcl-2 in proximal tubule Whooper Swan kidney; f. Expression 

of Bcl-2 in glomerulus of Whooper Swan kidney; g. Expression of Bcl-2 in proximal tubule and distal tubule of Whooper Swan kidney; h. 

Expression of Bax in proximal tubule and collecting duct of Whooper Swan kidney; i. Expression of AQP-3 in collecting duct of Whooper Swan 

kidney.  

Ct. 集合管；Dt. 远端小管；Gl. 肾小球；Ll. 肾小囊脏层；Md. 致密斑；Pl. 肾小囊壁层；Pt. 近端小管；Rc. 肾小体；Tl. 细段。 

Ct. Collecting duct; Dt. Distal tubule; Gl. Glomerulus; Ll. Visceral layer of renal capsule; Md. Macula densa; Pl. Parietal layer of renal capsule; Pt. 

Proximal tubule；Rc. Renal corpuscle; Tl. Thin limb. 
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表 1  大天鹅泌尿小管的直径（μm） 

Table 1  Diameter of uriniferous tubule of Whooper Swan (μm)   

 
近端小管 

Proximal tubule 

细段 

Thin limb 

远端小管 

Distal tubule 

集合管 

Collecting duct 

管腔直径 Lumen diameter  7.603 ± 7.427  6.602 ± 2.003 18.813 ± 5.127 40.222 ± 3.493 

管径 Tubule diameter 47.811 ± 9.563 12.896 ± 5.014 32.763 ± 7.206  63.048 ± 12.972 

 

细血管，由入球小动脉分支形成。靠近入球小

动脉的远曲小管可见其上皮细胞排列紧密，呈

矮柱状，构成致密斑。 

近端小管、细段和远端小管组成了肾小管。

近端小管在肾小体周围分布较多，连接于肾小

囊壁层，管径粗（表 1），管腔不规则，管壁的

细胞类型为单层立方上皮，细胞较大，分界模

糊，细胞核呈球形，细胞质嗜酸性，呈深红色，

其腔面有丰富的刷状缘。细段管径较细，管壁

的细胞类型为单层扁平上皮，腔面无刷状缘。

远端小管是肾单位的最后部分，管径较小（表

1），管腔比较规则，细胞较小呈立方形，腔面

无刷状缘，胞质呈弱嗜酸性，着色较浅，细胞

界限较清晰。集合管管径较大（表 1），管壁上

皮细胞呈立方形或柱状，排列整齐，细胞质弱

嗜酸性，呈浅红色，细胞核位于细胞基底部，

细胞分界清晰，腔面无刷状缘。 

2.2  Caspase-3、Bcl-2、Bax和 AQP-3在大天

鹅肾组织中的表达 

免疫组化结果显示，阳性表达部位呈棕色

或棕黄色（图 1c ~ i）。Caspase-3 在大天鹅肾近

端小管上皮细胞中呈强阳性表达，在远端小管

和集合管上皮细胞中呈弱阳性表达（图 1c，d）。

Bcl-2 在大天鹅肾近端小管上皮细胞中呈强阳

性表达，在肾小球毛细血管内皮和集合管上皮

有少量表达（图 1e ~ g）。Bax蛋白在大天鹅肾

近端小管和集合管上皮细胞呈阳性表达（图

1h）。AQP-3 蛋白在大天鹅肾集合管上皮细胞

呈阳性表达（图 1i）。Caspase-3、Bcl-2、Bax

和 AQP-3 蛋白在肾组织中表达的平均光密度

值分别为 0.077 0 ± 0.015 0、0.085 3 ± 0.023 4、

0.102 2 ± 0.013 1和 0.094 7 ± 0.018 1。 

3  讨论 

3.1  肾组织显微结构特点 

肾参与机体代谢废物的排出、水盐代谢及

酸碱平衡等过程。鸟类和哺乳类的肾均为后肾

组织，哺乳类的肾多呈蚕豆形，表面光滑（尚

建科等 2008），但鸟类的肾多呈长条形，表面

粗糙。金钱豹（Panthera pardus）肾小球由小

球内小叶微动脉、毛细血管网小叶及小叶输出

血管构成，分布密度约为 6 ~ 20 个/mm
2（尚建

科等 2008），东北虎（Panthera tigris altaica）

约为 3 ~ 4个/mm
2（谭超等 2003），红腹锦鸡

（Chrysolophus pictus）等鸟类的肾小球较简

单，由一团毛细血管构成，滤过面积有限，但

肾小球的数量较哺乳动物多（陈玉琴等 2008），

大天鹅的肾小球也是一团毛细血管，结构较简

单，分布密度约为 20 ~ 30 个/mm
2，这就弥补

了大天鹅等鸟类单个肾小体滤过面积的不足，

利于肾组织在代谢过程中迅速排出废物，保持

水盐平衡。肾小管分为近端小管、细段、远端

小管，这与其他鸟类的肾结构相似（陈玉琴等 

2008）。肾小球滤液进入近端小管后，滤液中大

部分 Na
+、K

+、Cl
﹣
等离子和水被重吸收，葡萄

糖、氨基酸全部被重吸收（左明雪 2009），大

天鹅肾近端小管腔面的微绒毛特别发达，这对

于肾小管重吸收功能的发挥具有重要意义。致

密斑是感应远端小管内滤液 Na
+浓度变化的结

构，大天鹅的致密斑结构明显，这可能与大天

鹅通过调节渗透压来适应水环境和空中飞翔的

生活方式有关。 

有研究表明，生活于潮湿多水地区的大部

分动物，肾小管细段很短，一般排泄稀释尿液；
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而生活于干旱缺水地带的动物，细段较长，一

般产生高浓缩尿液（王雯慧等 2000）。大天鹅

与秃鹫（Aegypius monachus）（俞诗源等 2011）

相比，肾组织切片上的细段横切面分布较少，

表明其细段较短，这可能与大天鹅栖息在水源

丰富的环境中有关。陈玉琴等（2008）发现红

腹锦鸡远曲小管上皮细胞的质膜内褶比爬行动

物扬子鳄（Alligator sinensis）发达，推测肾小

管上皮细胞质膜内褶发达程度与上皮细胞重吸

收原尿中水分的能力正相关。大天鹅肾小管上

皮细胞质膜内褶较少，而同样生活在水源丰富

环境中的鹅（Anser domestica），其肾小管上皮

细胞的质膜内褶程度较发达（肖传斌等 1997），

表明不同鸟类器官组织间存在一定的差异。 

3.2  Caspase-3、Bcl-2、Bax 和 AQP-3对大天

鹅肾组织的调控  

细胞凋亡又称细胞程序化死亡，是由多基

因控制的细胞生理性、自主性的死亡过程。

Caspase-3为半胱氨酸蛋白酶，是细胞凋亡过程

中的关键性蛋白，正常情况下处于无活性状态，

可被多种刺激活化，进而特异性地切割 DNA

和相关酶，导致染色质凝固和核酸激活，引发

细胞发生凋亡（Kuper et al. 2011，Moon et a1. 

2012）。Caspase-3主要分布于细胞的内质网膜、

核膜和线粒体膜等膜结构上（Wang et al. 

2000）。本实验结果显示，Caspase-3 在大天鹅

肾近端小管上皮细胞中呈强阳性表达，在远端

小管和集合管上皮细胞中呈弱阳性表达，这提

示 Caspase-3 可能参与大天鹅肾组织的凋亡过

程。 

Bcl-2是 Caspase-3 的直接底物，Bcl-2的环

区可被 Caspase-3在 Asp34 处剪切（Cheng et al. 

1997）。Caspase-3 剪切 Bcl-2 后，形成的片段

可以进一步促进下游 Caspase-3 激活和放大

Caspase 级联反应（张晓田等 2002）。Bcl-2 与

Bax是调节细胞凋亡的一组基因，Bcl-2是重要

的细胞生存基因，功能主要是抑制细胞凋亡，

延长细胞寿命，而不影响细胞周期和分化（王

卫东 2007）。Bax是拮抗 Bcl-2的促凋亡因子，

二者分别为细胞死亡基因和生存基因的代表，

表达比值可决定细胞的存亡。在正常情况下，

Bcl-2蛋白定位于线粒体外膜、内质网膜和核周

膜；Bax 定位于细胞质（臧东钰等 2007）。本

实验结果显示，Bcl-2蛋白在大天鹅肾近端小管

上皮细胞中呈强阳性表达，在肾小球毛细血管

内皮和集合管上皮少量表达，Bax 蛋白在大天

鹅肾近端小管和集合管上皮细胞呈阳性表达，

且 Bax 蛋白表达的平均光密度值大于 Bcl-2 蛋

白。缺氧可降低大鼠（Rattus norvegicus）肾组

织中 Bcl-2 的表达，诱导 Bax 的表达，激活

Caspase-9，引发肾近曲小管上皮细胞凋亡

（Tanaka et al. 2003，Yamamoto et al. 2004）。

俞诗源等（2011，2012）报道了 Bax 蛋白在秃

鹫、白孔雀（Pavo cristatus）肾组织中阳性表

达，徐瑞等（2011）报道了 Bcl-2 和 Bax 蛋白

在大 （Buteo hemilasius）肾中的表达与分布，

说明 Bcl-2 和 Bax 蛋白在调节鸟类正常肾细胞

的存亡过程中有一定的作用。另外，Bax/Bcl-2

比值增高可激活 Caspase-3 导致肾组织细胞凋

亡（Yang et al. 2002），本实验中，大天鹅肾组

织中，Caspase-3、Bcl-2和 Bax 蛋白均有表达，

表明 Caspase-3、Bcl-2 和 Bax 蛋白可能共同参

与大天鹅正常肾细胞凋亡等功能活动的调节。 

水通道蛋白（aquaporin，AQP）在生物细

胞中分布广泛，负责跨膜转运水分子，对细胞

新陈代谢意义重大。至少有 7 种水通道蛋白在

肾组织上表达，其中，AQP-2、AQP-3、AQP-4

分布于集合管，集合管是尿浓缩的重要部位，

这 3 种水通道蛋白的表达与肾组织稳定水平衡

功能密切相关（Nielsen et al. 2002）。Terris等

（1996）发现 AQP-3 具有将顶端细胞膜上

AQP-2重吸收的水从基底侧透出细胞进入肾间

质的功能，Ma 等（2000）发现小鼠（Mus 

musculus）出现多尿症与 AQP-3缺乏有关，这

提示 AQP-3 可能在水重吸收过程中发挥重要

作用。AQP-2、AQP-3 在大 肾集合管上皮细

胞阳性表达（徐瑞等 2011），大天鹅的肾组织

集合管上亦有 AQP-3的阳性表达，提示 AQP-3
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可能参与调节大天鹅集合管对水平衡的调节过

程，AQP-3表达量的多少，可能影响肾细胞生

理功能的发挥。 

正常肾组织细胞的代谢是一个复杂的过

程，需要有多种因子参与调控，Caspase-3、Bax

的表达诱导细胞凋亡，Bcl-2 的表达抑制细胞凋

亡，AQP-3的表达增强肾细胞的功能。这 4种

蛋白在大天鹅肾组织中均有表达，表明它们可

能参与调控大天鹅肾组织细胞的代谢，提示

Caspase-3、Bcl-2、Bax及 AQP-3 可能与多种活

性物质共同参与鸟类肾组织细胞的正常代谢，

相关作用机制有待进一步的研究。 
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