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摘要$ 应用免疫组织化学方法和体视学半定量方法检测了水通道蛋白 $)"".2:.W9@/4 $! "#在子午沙鼠
"C%*#($%&6%*#>#+$)&#子鼠肾中的表达!利用 R‘‘专业图像分析软件对其表达强度进行了定量分析( 结
果显示!$)B)$%)"$))" 日龄子午沙鼠仔鼠肾均有水通道蛋白 $)" 的阳性表达!DC‘$ 表达部位为肾近曲
小管上皮细胞的顶质膜和基底膜)髓袢细段’DC‘" 的表达位于集合管主细胞的游离面细胞膜’ B 日龄子
午沙鼠仔鼠肾 DC‘$ 阳性表达的面密度增加显著"@l#\#’#!光密度增加极显著"@l#\#$#!B 日龄子午
沙鼠仔鼠肾 DC‘" 阳性表达的面密度和光密度增加极显著"@l#\#$#!B 日龄后无差异"@q#\#’#( 结
果表明!B 日龄后子午沙鼠子鼠肾 DC‘$)" 的表达水平增强!近曲小管与髓袢细段)集合管对水的重吸收
增强! 以浓缩尿液!DC‘$)" 对子鼠尿的浓缩起重要作用! 从而调节肾水的平衡(
关键词!子午沙鼠子鼠’肾发育’水通道蛋白 $)" 表达’免疫组织化学
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!!子午沙鼠 "C%*#($%&6%*#>#+$)&#属啮齿目
仓鼠科沙鼠亚科沙鼠属!是一种典型的荒漠鼠
种!主要栖息于沙质和土质的荒漠环境中!以剥
食植物上尚未掉落的种子为食"戴昆等 $&&A#(
子午沙鼠是一种干燥性气候环境耐受的特殊种
类!仅靠食用植物的茎叶或者尚未掉落的种子
补充体内水分!排出少量高浓缩尿以及干燥的
粪便( 有关子午沙鼠的研究主要集中在形态地
理变异"董媛 "##B#)种群数量的调查"侯希贤
等 "##B#)微栖息地选择和取食对策"地拉娜*
艾力肯等 "#$##)人工饲养条件下的繁殖特征
"蒋卫等 $&&’#)分子进化"李佳琦 "##A#)消化
道微区内元素的定性和定量分析 "方盛国等
$&&)#)胃及肠表面的扫描电镜观察 "孟雁等
$&&% #! 但 对 子 午 沙 鼠 肾 水 通 道 蛋 白
".2:.W9@/47! DC‘7#的研究尚未见到( 肾在维
持机体水代谢及渗透压平衡中起了关键作用(
DC‘7是肾重吸收水)浓缩尿液)维持机体水平
衡的重要分子基础"张艳敏等 "##)#( 本文研
究的野生子午沙鼠捕获自甘肃民勤县!该地区
位于腾格里沙漠和巴丹吉林沙漠之间!暖温少
雨!属半年以上旱季的荒漠带!野生子午沙鼠不
饮 水! 而 靠 食 用 耐 旱 的 梭 梭 " J%*8+
!#&4*+$3"%&#)柽柳 "D+6+*#E3"#$%$&#7#)泡泡刺
" 1#4*+*#+ &2"+%*(3+*2+ #) 骆 驼 刺 " ?,"+/#
&2+*&#-(,#+#)膜果麻黄"K2"%>*+ 2*G%F+,&L###和黑
柴":062%/6+ *%/%,###等灌丛植物的茎叶或者尚
未掉落的种子补充体内水分"罗泽珣等 "####(
本文运用免疫组织化学方法检测了 DC‘$)" 在
子午沙鼠子鼠肾的表达!探讨子午沙鼠肾调节
机体水平衡机理!为子午沙鼠在生物)医学方面
的应用提供依据(

>?材料与方法

>@>?实验仪器及试剂?兔抗水通道蛋白 $)兔
抗水通道蛋白 ")即用型链霉亲和素,生物素,过
氧化物酶复合物"GDfH#免疫组化试剂盒)UDf
显色剂! 均购于武汉博士德生物工程有限公
司( 显微镜 "F0?-W:7!IT,)’ND! .̂W.4#)微波
炉"M.0.4X#)切片机"EU,"#"#(

>@A?实验动物分组及处理!野生子午沙鼠!体
重 B# ($## 5!"#$# 年 ’ 月捕获自甘肃省民勤
县!动物捕获后在实验室安静环境下饲养!室温
"" ("*o!自然光照!饲喂小麦)蔬菜等( 雌雄
合笼!共 "# 对!记录子鼠出生日期!选取 $)B)
$%)"$))" 日龄子鼠!每一个日龄个体分别取
) 只雌鼠的后代各 " 只!共 * 只!’ 个日龄实验
个体共 )# 只(
>@G?免疫组织化学"!8NR法#!取 $)B)$%)
"$))" 日龄子鼠!称重!解剖未发现有病理变
化!立即摘取两侧肾!称重后放入预冷的生理盐
水!洗去血迹!以一定间距的排刀横向截切全肾
成薄片状!用 $#v福尔马林液固定作为实验材
料( 固定 "% 8 后!常规脱水)透明)浸蜡)石蜡
包埋后连续切片"厚度 * ’-#( 载玻片用防脱
片剂处理后!切片常规脱蜡至水( )v P"F" 室
温孵育 ’ ($# -/4 以灭活内源性过氧化物酶活
性!蒸馏水洗 ) 次( 将切片浸入 #\#$ -90bQ枸
缘酸盐缓冲液 " WP *\##!微波炉加热修复抗
原!冷却后 ‘fG" WPB\" (B\*#洗涤 $ (" 次(
滴加 ’vfGD封闭液封闭非特异性反应位点(
滴加一抗"兔抗水通道蛋白 $ 或兔抗水通道蛋
白 "!工作浓度为 $w"## #!置 %o冰箱孵育过
夜!‘fG 洗涤 ) 次( 滴加生物素化山羊抗小鼠
R5M!室温孵育 )# -/4!‘fG 洗涤 ) 次( 滴加试
剂 GDfH"链霉素,抗生物素蛋白,过氧化物酶复
合物工作液#!室温孵育 )# -/4!‘fG 洗涤 % 次!
空白对照用 ‘fG 代替一抗( 使用 UDf显色试
剂盒显色!苏木精轻度复染!脱水)透明)封片!
光镜观察并拍照(
>@J?体视学测量!选取 $)B)$%)"$))" 日龄子
鼠肾免疫组织化学切片!在显微镜下观察)拍
照( 随机取每种免疫蛋白照片各 $# 张 " d
%###!采用方格测试系统"测试面积 $$ ’$" d
$#%--"! 测试线总长为 B\A#A d$#) --!测试
线包括纵线 )* 条和横线 "A 条!每小格长为
% --!相当于实际长度的 $# ’-! 两种测线的
交点为测试点!总测试点数为 $ ##A 个#!交点
计数法分别测算 $)B)$%)"$))" 日龄子鼠肾
DC‘$)DC‘" 免疫阳性细胞的面密度值 " :[#!
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公式为$:[e" 9_b7>!7>e’@>*+!式中!9_为阳
性表达的细胞与测试方格的交点数!@>为测试
系统落在参照系的点数!+ 为方格的两点间距
离"徐瑞等 "#$$#(
>@K?图像分析?用美国 R-.5<,W@9W0:7*\# 专
业图像分析软件"K<=/.H?Y<@4<3/>7#进行图像
分析!从 $)B)$%)"$))" 日龄子鼠肾免疫组织化
学切片中各选 $ 张形态典型切片!检测 DC‘$)
DC‘" 在子午沙鼠仔鼠肾表达的强度!阳性表
达强度以统计场总面积平均光密度值".[<@.5<
9W3/>.0=<47/3?!DFU#表示(
>@B?统计学分析!实验结果以平均值 n标准
差"K<.4 nGU#表示!使用 G‘GG $B\# 软件!采
用单因素方差分析( @l#\#’ 表示差异显著!
@l#\#$ 表示差异极显著(

A?结?果

A@>?子午沙鼠仔鼠肾 8Q)> 的表达变化?$)
B)$%)"$))" 日龄组的子午沙鼠子鼠肾均有
DC‘$ 的阳性表达!DC‘$ 表达于肾近曲小管上
皮细胞的顶质膜和基底膜)髓袢细段!免疫组织
化学阳性表达部位呈棕黄色"图版!$$ ($##阴
性对照组无棕黄色反应物 "图版!$$$ ($" #(
与 $ 日龄比较!B 日龄仔鼠DC‘$ 阳性表达的面
密度增加显著"@l#\#’#!光密度增加极显著
"@l#\#$! 表 $#!B 日龄后与 B 日龄无差异
"@q#\#’#"表 $#(
A@A?子午沙鼠仔鼠肾 8Q)A 的表达变化!$)
B)$%)"$))" 日龄子午沙鼠仔鼠肾均有 DC‘" 的
阳性表达!DC‘" 的表达部位为集合管主细胞
!!

的游离面细胞膜!免疫组织化学阳性表达部位
呈棕黄色"图版"$$ ($##!阴性对照组无棕黄
色反应物 "图版"$$$ ($" #( 与 $ 日龄比较!
B 日龄子午沙鼠仔鼠肾 DC‘" 阳性表达的面密
度和光密度增加极显著 "@l#\#$#!B 日龄后
与 B 日龄无差异"@q#\#’#"表 $#(

G?讨?论

G@>?子午沙鼠子鼠肾 8Q)> 表达的变化!目
前至少已发现 B 种水通道蛋白在肾表达!而且
肾单位在出生后成熟过程中!DC‘7表达存在显
著的定量及定性差异 "陈珊琳 "##’ #( DC‘$
介导原尿中的水分重吸收!主要分布于近曲小
管及髓袢降支薄壁段上皮细胞顶质膜!其表达
与这两个肾小管节段内极高的水渗透系数呈显
著正相关!DC‘$ 也是这两个肾小管节段中发
现的唯一水通道蛋白"J/<07<4 <3.0;$&&)#( 分
布在近曲小管的顶膜和基底膜的 DC‘0在近曲
小管的液体重吸收过程中起重要作用!而髓袢
细段的 DC‘$ 与肾髓质高渗梯度相关"张春燕
等 "#$"#( 研究表明!DC‘$ 缺乏使近曲小管渗
透性水通透性降低并导致液体重吸收障碍
"G>84<@-.44 <3.0;$&&A #( DC‘0缺失导致髓
袢细段的水通透性降低 $# 倍!不能通过逆流倍
增原理在肾髓间质形成高渗状态"H89: <3.0;
$&&&#!研究证实利尿剂乙酰唑胺能够抑制
DC‘$ 的基因表达 "母生梅等 "##)#( DC‘0缺
失的小鼠 "C)&6)&3),)&#注射加压素!尿渗透
压并不升高 "H89: <3.0;$&&&#!DC‘$ 敲除小
鼠出现多饮)多尿!限水时引起严重脱水!尿浓
!!表 >?8Q)>’8Q)A 子午沙鼠子鼠肾表达的面密度和光密度"平均值 n标准差#

C,9+%>?!"#0,:%,#%, =%(2.-& ,(=,$%#,6%’*-.:,+=%(2.-& ’08Q)>$ A *’2.-.$%:%++2.(-3%

O.=(%& ’00.(,+1"+*#(")2"+*3*’(/)"=*+9n>##

日龄 U.?
面密度 G:@V.><.@<.=<47/3?"$ b’-#

DC‘$ DC‘"

吸光度 DY79@Y.4><

DC‘$ DC‘"

$ #\#%) $ n#\##" ) #\#"’ # n#\##" B #\"#B " n#\##* " #\"B& ) n#\##) &
B #\#*# # n#\##$ B! #\#%A $ n#\##% )!! #\"") $ n#\##B ’!! #\"&$ * n#\#$" *!!

$% #\#*) # n#\##) * #\#%& * n#\##’ " #\""" " n#\#$$ $ #\"&% " n#\##A $
"$ #\#*B # n#\##% ) #\#’$ ’ n#\##$ & #\"") B n#\##A A #\"&* ’ n#\##" &
)" #\#*& # n#\##* B #\#’A # n#\##" % #\""# # n#\##" # #\"&’ $ n#\##* &

!!与前一日龄组比较!! @l#\#’!!!@l#\#$( H9-W.@<= 3938<V9@-<@5@9:W! !@l#\#’!!!@l#\#$;
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缩功能严重缺乏 "K.<3.0;$&&A #( 因此!
DC‘$ 在浓缩尿液的形成中具有重要作用( $)
B)$%)"$))" 日龄子午沙鼠子鼠肾 DC‘$ 主要表
达于近曲小管上皮细胞的顶质膜和基底膜以及
髓袢细段!B 日龄 DC‘$ 阳性表达增强!B 日龄
后无差异!可能 B 日龄子午沙鼠子鼠肾近曲小
管与对髓袢细段对水的重吸收增强以适应其生
存环境!DC‘$ 可能对 $)B)$%)"$))" 日龄子午
沙鼠仔鼠肾的水平衡起调节作用(
G@A?子午沙鼠子鼠肾 8Q)A 表达的变化!表
达于肾集合管的水通道蛋白有 ) 种!分别为
DC‘")DC‘))DC‘%!这 ) 种水通道蛋白的表达
与肾集合管的发生发育有一定的关系!从而介
导肾水平衡的稳定!DC‘" 在肾尿浓缩机制中
起重要作用!约 $#v肾小球滤过液流经集合管
时!在 DC‘" 参与下被重吸 "J/<07<4 <3.0;
"##"#( 集合管细胞顶质膜 DC‘" 和细胞内囊
泡 DC‘" 比 值 与 血 浆 抗 利 尿 激 素 ".43/=/,
:@<3/>89@9-94<! DUP#水平呈正相关性!DUP
水平增高时!DUP促使囊泡内 DC‘" 转移到顶
质膜上!提高水通透性!使肾集合管细胞重吸收
水增加!尿液浓缩( DUP水平下降后!顶质膜
中的 DC‘" 就转移入胞内囊泡中储存!膜上含
量减少!重吸收水减少!尿液稀释 "I@9]/7<@<3
.0;$&&A#( DC‘" 基因突变后可使集合管重吸
收水的功能异常!尿液浓缩障碍 "U<<4 <3.0;
$&&* #( DC‘" 缺 陷 或 突 变 的 大 鼠 "M+44)&
$(*=%/#3)&#可严重影响尿液的浓缩能力!从而
导致肾源性尿崩症!E.45等""##$#建立的常染
色体隐性突变 "L$"*K#尿崩症的转基因小鼠
模型中!纯合子突变鼠表现为严重的尿浓缩障
碍!杂合子小鼠则未表现出明显的尿浓缩障碍!
说明 DC‘" 在调节机体水平衡上起重要作用(
有报道 DC‘" 在对集合管水通透性的短期调节
中!通过+穿梭机制,引起集合管上皮细胞游离
面细胞膜对水通透性的增高!使水分子从低渗
状态的集合管管腔进入上皮细胞!再通过侧基
底膜上的 DC‘) 和 DC‘% 进入高渗状态的肾间
质从而实现尿液浓缩 "R78/8.78/<3.0;$&&B!
r.-73<<5<3.0;"##)#( 王堃等 ""##&#对小鼠

的研究也表明!DC‘" 在尿液浓缩中起主导作
用( DC‘" 表达于 $)B)$%)"$))" 日龄子午沙鼠
子鼠肾集合管主细胞的游离面细胞膜!B 日龄
DC‘" 阳性表达水平增强"@l#\#$#!B 日龄后
无差异"@q#\#’#!DC‘" 面密度的变化规律!B
日龄后与对小鼠的研究结果"刘美菊等 "##*!
王堃等 "##&#一致!但出生后 $ (B = 的变化不
同!可能 B 日龄子午沙鼠仔鼠集合管对水的重
吸收能力增强!以浓缩尿液!适应生存环境!也
可能与物种的差异有关!还有待进一步研究(
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图版!说明

DC‘$ 在子午沙鼠子鼠肾的表达! d%##
$\$ 日龄子鼠肾近曲小管’ "\$ 日龄子鼠肾髓袢细段’ )\B 日龄子鼠肾近曲小管’ %\B 日龄子鼠肾髓袢细段’ ’\$% 日龄子鼠肾近曲

小管’ *\$% 日龄子鼠肾髓袢细段’ B\"$ 日龄子鼠肾近曲小管’ A\"$ 日龄子鼠肾髓袢细段’ &\)" 日龄子鼠肾近曲小管’ $#\)" 日龄

子午沙鼠肾髓袢细段’ $$ ($";DC‘$ 阴性对照(

4P*+,(,-.’(’0)+,-%!
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$;‘@9_/-.0>94[90:3<= 3:Y:0<9V]/=4<?.338<=.?$’ ";L8/4 7<5-<439V-<=:00.@?099W 9V]/=4<?.338<=.?$’ );‘@9_/-.0>94[90:3<= 3:Y:0<
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‘3;近曲小管’ L7;肾髓袢细段’ ( 指示阳性表达(
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图版"说明

DC‘" 在子午沙鼠子鼠肾的表达! d%##
$\$ 日龄子鼠肾皮质中集合管’ "\$ 日龄子鼠肾髓质中集合管’ )\B 日龄子鼠肾皮质中集合管’ %\B 日龄子鼠肾髓质中集合管’

’\$% 日龄子鼠肾皮质中集合管’ *\$% 日龄子鼠肾髓质中集合管’ B\"$ 日龄子鼠肾皮质中集合管’ A\"$ 日龄子鼠肾髓质中集合

管’ &\)" 日龄子鼠肾皮质中集合管’ $#\)" 日龄子午沙鼠肾髓质中集合管’ $$ ($";DC‘" 阴性对照(
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