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膜转运体Ｍｅｇａｌｉｎ、Ｃｕｂｉｌｉｎ在Ｃ５７小鼠肾发生发育中的时空表达研究

罗　美１，翟效月２，马云胜３　　１２１００１辽宁 锦州，锦州医科大学生科院电镜室１；１１０００１沈阳，中国医科大学组织学
与胚胎学教研室２；１２１００１辽宁 锦州，锦州医科大学医疗学院形态学教研室３

　　［摘要］　目的　观察膜转运体Ｍｅｇａｌｉｎ、Ｃｕｂｉｌｉｎ在发生发育小鼠肾内的分布，从而揭示它们在肾发
生发育中相应功能分化的时空规律。方法　Ｃ５７ＢＬ／６小鼠按雌雄１∶１合笼饲养，并于胚（胎）龄（Ｅｄ）
Ｅ１０、１２、１４、１６、１８ｄ，及生后日龄（Ｐｄ）Ｐ１、３、７、１４、２８、４２ｄ，分离胎鼠、仔鼠或成鼠的肾脏。应用改良的
块染技术对不同发育阶段的肾脏组织进行整体固定及染色，分别进行常规石蜡包埋，制成连续的石蜡切

片（５μｍ）。选取连续切片中目标切片，采用免疫组织化学技术和免疫荧光技术对不同发育阶段的小鼠
肾脏膜转运体 Ｍｅｇａｌｉｎ和 Ｃｕｂｉｌｉｎ进行定位，观察其在不同发育阶段的表达情况。结果　Ｍｅｇａｌｉｎ和
Ｃｕｂｉｌｉｎ在Ｅ１０ｄ的中肾管上皮细胞开始有表达，Ｅ１２ｄ时表达于肾脏输尿管芽上皮细胞的近腔面游离
缘，二者主要以共表达模式存在。Ｅ１４ｄ以后在发生发育小鼠肾脏的“逗号”小体、“Ｓ”型小体上皮细胞
的游离缘呈弱表达，于肾脏近端小管的上皮细胞游离缘表达明显，偶尔可见在未发育成熟的血管球有弱

表达。Ｍｅｇａｌｉｎ和Ｃｕｂｉｌｉｎ在细段、远端小管、集合管系统以及间质部分都未见表达。结论　膜转运体
Ｍｅｇａｌｉｎ和Ｃｕｂｉｌｉｎ在中肾管、输尿管芽、“逗号”小体、“Ｓ”型小体，以及近端小管的依次表达规律提示小
鼠肾脏在中肾形成时期就开始有蛋白或多肽的转运功能。此外，二者稳定地出现在较为成熟的近端小

管，较弱地出现在未成熟近端小管，表明其重吸收蛋白质的功能与近端小管结构的成熟度有关。
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　　肾脏组织构建精细，配合以多种细胞膜转运蛋白
质在肾小管各段上皮的分布以实现其重要的生理功

能：重吸收肾小球滤过的血浆成分、尿液稀释与浓缩、

维持体内水及酸碱离子平衡等。近年来，一些重要的

小管上皮膜转运蛋白的发现推动了肾脏学研究的深

入，其中，最引人注目的是大分子糖蛋白受体 Ｍｅｇａｌｉｎ
和Ｃｕｂｉｌｉｎ。Ｍｅｇａｌｉｎ和Ｃｕｂｉｌｉｎ是在肾近端小管主要负
责重吸收蛋白和多肽的受体，因其转运作用又称膜转

运体［１］。虽然在肾单位各个小管节段分布的研究时

有报道，但是，上述膜转运体在肾发生发育中时空表达

规律却少有报道。

　　Ｍｅｇａｌｉｎ和Ｃｕｂｉｌｉｎ共表达在肾脏近端小管的上皮
细胞中，分子量分别为６００和４５０ＫＤａ［１］。迄今为止，
二者是协助重吸收肾小球滤过的大部分蛋白质及多肽

的主要受体。Ｍｅｇａｌｉｎ通过其自身分子的跨膜部分介
导与其结合的配体的细胞内吞，从而实现其重吸

收［２］。而Ｃｕｂｉｌｉｎ是一个膜周蛋白质，分子中缺乏跨膜
区域和细胞内信号转导的序列。在重吸收与其结合的

配体时，Ｃｕｂｉｌｉｎ先结合到 Ｍｅｇａｌｉｎ上，再通过 Ｍｅｇａｌｉｎ
介导将 Ｃｕｂｉｌｉｎ及其配体通过细胞内吞吸收［３］。

Ｍｅｇａｌｉｎ和 Ｃｕｂｉｌｉｎ表达缺陷的小鼠或狗以及 Ｃｕｂｉｌｉｎ
基因突变的患者均出现蛋白尿［４］。目前，两种膜受体

常被作为肾近端小管的标志物。对发生发育中两种受

体表达的研究有助于理解肾小管节段化及功能成熟的

时空性。本实验采用改良的组织块染技术，通过免疫

组化和免疫荧光技术观察发生发育小鼠肾脏中

Ｍｅｇａｌｉｎ和Ｃｕｂｉｌｉｎ的表达情况，进行准确定位，探索其

分布规律和特点。为在小鼠肾脏发生发育中二者的时

空表达顺序建立一个较完整的数据，为以后的功能研

究提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物　　Ｃ５７ＢＬ／６健康小鼠１２０只，２月
龄，雌雄各半，购自中国医科大学实验动物中心，使用

许可：ＳＹＸＫ（辽）２００８０００５；生产许可：ＳＣＸＫ（辽）
２００８０００５。雌、雄（１∶１）同窝饲养，每日３次观察受孕
情况，以观察到阴道栓脱落的最早时间计为胚龄 ０ｄ
（Ｅ０ｄ）。孕鼠分笼饲养２周后，每日２次观察生产情
况，以观察到仔鼠出生的最早时间计为生后０ｄ（Ｐ０ｄ）。
选取Ｅ１０、１２、１４、１６、１８ｄ的胎鼠和Ｐ１、３、７、１４、２８、４２ｄ
的仔鼠，每个时间点各取３只。
１．１．２　主要仪器与试剂　　绵羊抗 Ｍｅｇａｌｉｎ抗体、兔
抗Ｃｕｂｉｌｉｎ抗体为丹麦奥尔胡斯大学肾脏学研究室
ＥＲＩＫ教授馈赠，兔抗羊 ＩｇＧ、驴抗鼠 ＩｇＧ、驴抗兔 ＩｇＧ、
驴抗羊ＩｇＧ购自英国Ａｂｃａｍ公司，羊抗兔ＩｇＧ、兔抗绵
羊ＩｇＧ购自丹麦ＤＡＫＯ公司，ＤＡＢ试剂盒购自中国武
汉博士德生物技术有限公司，计算机图像采集系统

（ＯｌｙｍｐｕｓＡＸ７０显微镜和ＯｌｙｍｐｕｓＤＰ５０相机）购自日
本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司，倒置荧光显微镜 ９０ｉ、正置显微镜
８０ｉＢＦＦＰ购自日本尼康公司，ＬＫＢＶ超薄切片机购
自德国徕卡公司，共聚焦激光扫描显微镜购自日本

Ｏｌｙｍｐｕｓ公司。
１．２　方法
１．２．１　不同发育阶段小鼠肾脏标本的制备　　分别

５３４　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（５）



取孕Ｅ１０、１２、１４、１６、１８ｄ小鼠，戊巴比妥钠腹腔注射
麻醉。取出胚胎，眼科镊将羊膜挑破，然后从胎鼠背部

挑开皮肤，分离双侧肾脏，立即投入４％多聚甲醛溶液
中固定。将生后Ｐ１、３、７、１４、２８、４２ｄ（成熟）小鼠，麻
醉后从腹部开口取双侧肾脏，去掉多余的结缔组织，然

后投入到上述配制好的固定染色液中。根据肾脏标本

大小固定染色 １２～２４ｈ，然后清水冲洗后入 ３０％、
５０％、７０％、８０％、９０％、９５％、１００％梯度酒精中脱水，每
一梯度中５～１０ｍｉｎ（根据组织块大小决定时间长短）。
然后分别入二甲苯Ⅰ和二甲苯Ⅱ溶液中透明，以肉眼
观察到组织刚透明终止。入 ６０℃液体石蜡中浸蜡
３０ｍｉｎ至 １ｈ，具体可根据组织大小调整浸蜡时间。
浸蜡结束后，将肾脏组织于包埋盒内进行包埋。上切

片机做连续切片（４～５μｍ）、经展片后贴于粘附有“明
矾硌明胶”涂层的载玻片上，烤片后，入二甲苯脱蜡，
封片即成。以此同时，按许平庆［５］的块染组织方法进

行树脂包埋。

１．２．２　块染组织连续切片的显微图像获取与配准　
　应用“计算机显微镜数码相机”图像采集系统
（ＯｌｙｍｐｕｓＡＸ７０显微镜；ＯｌｙｍｐｕｓＤＰ５０相机，日本），对
块染包埋的肾脏进行连续切片，然后显微镜下拍照。图

像大小为２５９６×１８８９像素，每个像素相当于１．８３μｍ×
１．８３μｍ。图像配准过程在 Ｗｉｎｄｏｗｓ平台上操作。其
原理是：通过比较相邻两幅图像内生理对应点的像素

灰度值的相似性来确定每个图像平移及旋转，使其达

到生理空间的一致。首先得出相邻两幅图的相对变换

值（平移距离和旋转角度），再通过求相对变换值的相

加函数得出系列图像中的每幅图的绝对变换值，从而

实现图像配准。

１．２．３　免疫组织化学染色　　从三维肾脏发育数据
库中选择不同发育阶段的肾脏标本切片，６５℃恒温箱
内烤片至少２ｈ。切片冷却后入二甲苯Ⅰ和二甲苯Ⅱ
溶液中脱蜡，１５ｍｉｎ／次。然后，依次入１００％、９５％、９０％、
８０％、７０％、５０％梯度酒精中。０．３％ Ｈ２Ｏ２阻断内源性
过氧化物酶１０ｍｉｎ；经 ｐＨ＝９．０的 ＴＥＧ（Ｔｒｉｓ１．２１ｇ、
ＥＧＴＡ０．１９０ｇ和双蒸水１０００ｍＬ）缓冲液高温高压修
复，室温冷去；组化笔圈画组织，５％ＢＳＡ封闭室温孵育
１０ｍｉｎ；甩掉封闭血清，直接加一抗：绵羊抗 Ｍｅｇａｌｉｎ、
兔抗Ｃｕｂｉｌｉｎ多克隆抗体（１∶５００）于湿盒内４℃孵育过
夜，次日ＰＢＳ冲洗；分别用二抗兔抗绵羊和山羊抗兔
ＩｇＧ与一抗结合，室温孵育 １ｈ；ＰＢＳ冲洗；ＤＡＢ显色；
苏木精复染、脱水、透明、封片。以 ＰＢＳ代替一抗作阴
性对照，光镜下观察。

１．２．４　免疫荧光化学染色　　取全胚切片中包含中

肾及后肾的石蜡切片和全肾切片中包含有皮质和髓质

的切片，脱蜡至水，３％过氧化氢３０ｍｉｎ消除内源性过
氧化物酶活性。ｐＨ＝９．０的（Ｔｒｉｓ１．２１ｇ、ＥＧＴＡ０．１９０ｇ
和双蒸水１０００ｍＬ）缓冲液中行微波炉抗原热修复
３０ｍｉｎ自然凉至室温。入 ５０ｍｍｏｌ／ＬＮＨ４Ｃｌ３０ｍｉｎ，
滴加５％正常牛清封闭 １５ｍｉｎ。加入多克隆羊抗鼠
Ｍｅｇａｌｉｎ（１∶５００）、兔抗 Ｃｕｂｉｌｉｎ（１∶５００）抗体４℃过夜。
次日分别滴加ＦＩＴＣ标记驴抗绵羊和ＴＲ标记驴抗兔血
清（１∶５００）、于暗室内室温孵育１ｈ。冲洗后甘油封片，
荧光显微镜观察。以上各步骤均用１％牛血清、０．２％明
胶、０．０５％皂角苷与 ＰＢＳ混合缓冲液冲洗，同时另用
ＰＢＳ代替一抗作为阴性对照。抗体稀释均用０．１％牛
血清、０．３％ＴｒｉｔｏｎＸ１００与ｐＨ＝７．４ＰＢＳ的缓冲液。
１．２．５　灰度值测定 Ｍｅｇａｌｉｎ和 Ｃｕｂｉｌｎ表达的总蛋白
含量　　图像用 ＣＩＡＳ１０００型细胞图像分析系统处
理。每个动物的肾脏随机取６张切片，每张切片随机
取５个阳性表达区。在 ５６０～６６０ｎｍ范围内测灰度
值，以切片背景色作为参照，灰度值越高，表明该物质

含量高，灰度值愈低，则表明该物质含量越低。

１．３　统计学分析
　　实验计量数据以 珋ｘ±ｓ表示。各组间比较采用单因
素方差分析，ＳＰＳＳ１７．０统计分析软件用于数据处理，
且Ｐ＜０．０５被认为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　Ｍｅｇａｌｉｎ在发生发育肾脏中的表达
　　Ｅ１０ｄ为小鼠中肾发育阶段，后肾还未形成，可见
生肾索横切面的中肾管和“Ｓ”型的中肾小管，Ｍｅｇａｌｉｎ
表达于中肾管及中肾小管上皮细胞游离面（图 １Ａ、
Ｂ）。Ｅ１２ｄ，小鼠可见生后肾组织出现，生肾区横切面
可见少数输尿管芽，有的有分支，细胞成方形或矮柱

状，紧密排列。输尿管芽周围出现细胞密集聚集区域，

称之为帽状结构；Ｍｅｇａｌｉｎ开始表达在输尿管芽的上皮
细胞。“逗号”小体或“Ｓ”型小体的细胞游离面仅有微
弱表达（图 １Ｃ、Ｄ）。Ｅ１４ｄ，肾脏已经形成完整的被
膜，输尿管芽管腔有增大，在输尿管芽周围出现肾囊

泡，“逗号”小体、“Ｓ”型小体期开始有明显的表达。也
可见Ⅲ期肾小体，在Ⅲ期肾小体周围可见一些未成熟
肾小管开始明显表达Ｍｅｇａｌｉｎ（图１Ｅ、Ｆ）。Ｅ１６ｄ，肾脏
光镜下可见皮、髓质，髓放线，第一代成熟髓旁肾单位

出现（图１Ｇ、Ｈ）。至Ｅ１８ｄ，肾脏皮质增厚明显，成熟
肾单位逐渐增多，髓放线结构清楚，Ｍｅｇａｌｉｎ表达逐渐
增强，主要表达在从皮质到髓质区域不同发育时期的

肾近端小管上皮细胞游离面上。此外也有部分表达于

６３４ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（５）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



输尿管芽上皮细胞游离面，还表达在皮质浅层未成熟

肾小管的上皮游离缘和近腔面，及近髓肾单位成熟近

端小管的刷状缘，Ｓ小体期肾单位呈弱阳性表达（图
１Ｉ、Ｊ）。Ｐ１～３ｄ，肾脏皮质明显增厚。随着大量成熟
肾单位的出现，Ｍｅｇａｌｉｎ主要集中在近端小管的刷状
缘，且表达量逐渐增强，在髓放线和皮髓交界区域表达

也丰富（图１Ｋ、Ｌ）。Ｐ７ｄ，被膜下的皮质生肾区消失，
内髓出现（图１Ｍ）。Ｐ１４ｄ，髓质已明显区分为髓质外
带、内带（图１Ｎ）。Ｐ２８ｄ，结构与成熟肾脏相近，其表
达模式已经接近成熟小鼠肾脏水平，大量表达于皮质

近端小管和皮髓交界区（图１Ｏ、Ｐ）。
２．２　Ｃｕｂｉｌｉｎ在发生发育肾脏中的表达
　　Ｃｕｂｉｌｉｎ表达模式和Ｍｅｇａｌｉｎ模式基本一致。Ｅ１０ｄ

时开始在中肾管以及中肾小管上皮细胞腔面出现表达

（图２Ａ、Ｂ）。Ｅ１２ｄ时开始出现在输尿管芽的上皮细
胞游离面（图 ２Ｃ、Ｄ）。Ｅ１４ｄ，随着肾发育进展，后肾
生肾区“逗号”小体、“Ｓ”型小体上皮细胞游离面开始
有微弱的表达（图２Ｅ、Ｆ）。Ｅ１６ｄ，由于已经诱导出较
成熟的肾单位，Ｃｕｂｉｌｉｎ开始大量表达于接近成熟的肾
近端小管以及成熟的肾近端小管（图２Ｇ、Ｈ）。Ｅ１８ｄ，
Ｃｕｂｉｌｉｎ在皮质和皮髓交界处表达丰富（图 ２Ｉ、Ｊ）。
Ｐ１～３ｄ，小鼠肾脏皮质和髓质进一步增厚，Ｃｕｂｉｌｉｎ大
量表达于近端小管上皮细胞游离缘（图２Ｋ、Ｌ）。Ｐ７～
１４ｄ，生肾区不再有新的肾单位出现，Ｃｕｂｉｌｉｎ稳定的表
达在近端小管区域（图２Ｍ、Ｎ）。Ｐ２８ｄ，Ｃｕｂｉｌｉｎ表达已
经接近成熟小鼠水平（图２Ｏ、Ｐ）。
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箭头示Ｍｅｇａｌｉｎ表达
Ａ、Ｂ：Ｅ１０ｄ时，可见中肾小管管腔内细胞游离面有 Ｍｅｇａｌｉｎ表达；Ｃ、Ｄ：Ｅ１２ｄ时，可见输尿管芽上皮细胞顶端有
Ｍｅｇａｌｉｎ表达；Ｅ、Ｆ：Ｅ１４ｄ时，Ｍｅｇａｌｉｎ表达于分化接近成熟或已经成熟的肾近端小管以及未“逗号”小体处；Ｇ、Ｈ：Ｅ１６ｄ
时，Ｍｅｇａｌｉｎ在成熟的肾近端小管大量表达；Ｉ、Ｊ：Ｅ１８ｄ时，Ｍｅｇａｌｉｎ在近端小管刷状缘大量表达；Ｋ、Ｌ：分别为Ｐ１、３ｄ
时，Ｍｅｇａｌｉｎ在髓放线和皮髓交界处大量表达；Ｍ、Ｎ：分别为 Ｐ７、１４ｄ时 Ｍｅｇａｌｉｎ表达情况，此时被膜下的生肾区
消失，内髓出现；Ｏ、Ｐ分别为Ｐ２８、４２ｄ时，肾脏发育成熟，Ｍｅｇａｌｉｎ广泛表达于近端小管游离缘

图１　免疫组化观察Ｍｅｇａｌｉｎ在小鼠发生发育肾脏中的表达（ＳＰ）

７３４　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（５）
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箭头示Ｃｕｂｉｌｉｎ表达
Ａ、Ｂ：Ｅ１０ｄ时，Ｃｕｂｉｌｉｎ表达于中肾管上皮细胞的腔面；Ｃ、Ｄ：Ｅ１２ｄ时，Ｃｕｂｉｌｉｎ表达于输尿管芽细胞游离面；
Ｅ、Ｆ：Ｅ１４ｄ时，可见Ｃｕｂｉｌｉｎ在发生发育肾脏的“逗号”或“Ｓ”型小体细胞游离面开始有弱表达；Ｇ、Ｈ：Ｅ１６ｄ时，可
见皮髓分界，Ｃｕｂｉｌｉｎ开始表达于接近成熟的肾近端小管；Ｉ、Ｊ：Ｅ１８ｄ时，可见 Ｃｕｂｉｌｉｎ开始在皮髓交界处表达丰
富；Ｋ、Ｌ分别为Ｐ１、３ｄ时，可见Ｃｕｂｉｌｉｎ大量表达于近端小管上皮细胞游离缘；Ｍ、Ｎ：Ｐ７、１４ｄ，可见Ｃｕｂｉｌｉｎ开始稳
定且大量的表达在近端小管区域；Ｏ、Ｐ：分别为Ｐ２８、４２ｄ时，可见Ｃｕｂｉｌｉｎ表达已经达到成熟小鼠水平

图２　免疫组化观察 Ｃｕｂｉｌｉｎ在发生发育肾脏中的表达（ＳＰ）

２．３　Ｍｅｇａｌｉｎ和Ｃｕｂｉｌｉｎ的免疫荧光表达情况
　　Ｍｅｇａｌｉｎ免疫荧光染色（ＦＩＴＣ标记，绿色）和
Ｃｕｂｉｌｉｎ免疫荧光染色（ＴＲ标记，红色），其阳性反应物
结果与免疫组织化学染色的结果一致。Ｅ１０ｄ，
Ｍｅｇａｌｉｎ（绿色荧光表达区）和 Ｃｕｂｉｌｉｎ（红色荧光表达
区）表达于中肾管及中肾小管上皮细胞游离面。Ｅ１２、
１４、１６、１８ｄ主要表达于未成熟肾小管的上皮游离缘和
成熟的近端小管刷状缘，在“逗号”小体、“Ｓ”型小体上
有弱表达。生后Ｐ１、３、７、４２ｄ主要表达于成熟近端小
管刷状缘内，其表达模式和免疫组化染色一致（图３）。

２．４　细胞图像分析系统测量 Ｍｅｇａｌｉｎ和 Ｃｕｂｉｌｉｎ的灰
度值

　　将背景染色调节到２１１．５６７±１０．２１２，小鼠肾脏不
同发育时期 Ｍｅｇａｌｉｎ和 Ｃｕｂｉｌｉｎ总体表达的灰度值见
表１。灰度值评分最高（染色最浅）的是 Ｅ１０Ｍｅｇａｌｉｎ
和Ｃｕｂｉｌｉｎ，与背景色相比，差异具有统计学意义（Ｐ＜
０．０１），表明此期Ｍｅｇａｌｉｎ和 Ｃｕｂｉｌｉｎ已有一定的表达。
从Ｅ１２～Ｐ７ｄ，Ｍｅｇａｌｉｎ和 Ｃｕｂｉｌｉｎ的表达有显著变化，
Ｐ１４～Ｐ２８ｄ，Ｍｅｇａｌｉｎ和 Ｃｕｂｉｌｉｎ表达没有显著变化
（表１）。
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图３　免疫荧光观察小鼠肾脏不同发育时期Ｍｅｇａｌｉｎ和Ｃｕｂｉｌｉｎ的表达情况

表１　小鼠肾脏不同发育时期Ｍｅｇａｌｉｎ和Ｃｕｂｉｌｉｎ

表达的灰度值（ｎ＝３０，珋ｘ±ｓ）

时间／ｄ Ｍｅｇａｌｉｎ Ｃｕｂｉｌｉｎ

Ｅ１０ １９７．６６７±５．８０７ １９９．２３０±４．３６５

Ｅ１２ ２０９．６２６±５．９４１ ２１２．０８８±５．５５４

Ｅ１４ ２６４．４３５±６．２６４ａ ２６６．５２３±６．２５１ａ

Ｅ１６ ３４６．４５６±８．８０６ａ ３４９．７９４±８．２９１ａ

Ｅ１８ ４２２．７９８±１０．４８１ａ ４２９．４１２±１０．５２７ａ

Ｐ１ ５１０．５９３±１２．３７５ａ ５０９．５１３±１２．２１１ａ

Ｐ３ ５９４．０８９±１５．１５４ａ ５９６．５１３±１６．２５１ａ

Ｐ７ ６８６．５１３±１６．５８１ａ ６８４．２５１±１７．６１１ａ

Ｐ１４ ６９６．７９４±１６．２２９ ７０１．６０３±１７．２１１

Ｐ２８ ７０７．２１４±１７．０４９ ７０６．３４３±１７．２２３

Ｐ４２ ７０２．３４２±１７．８４９ ６９９．２１１±１７．５２３

ａ：Ｐ＜０．０１，与前一发育时间点比较

３　讨论

　　本研究应用免疫组织化学及免疫荧光技术，对膜
蛋白转运体在肾脏发育中的分布进行了研究。结果显

示，在肾脏的发育过程中，Ｍｅｇａｌｉｎ和 Ｃｕｂｉｌｉｎ在 Ｅ１０ｄ
开始出现，主要表达于中肾管上皮细胞的近腔面。

Ｅ１２ｄ，随着输尿管芽形成二者出现在输尿管芽上皮细
胞以及“逗号”小体和“Ｓ”型小体细胞近管腔面。以后
随着肾单位的形成，两种膜蛋白受体开始在某些未发

育成熟的肾小管和发育成熟的肾近端小管上大量表

达。Ｅ１６～１８ｄ，随着肾小管发育的逐渐完善和成熟，
二者表达逐渐增加。Ｐ１ｄ，皮质与髓质分化较好，可见
二者大量表达在皮质部分。Ｐ７ｄ，被膜下皮质生肾区
消失，内髓出现，此时不再有新的肾单位出现，肾脏进

入生长和成熟时期。Ｐ７ｄ以后，Ｍｅｇａｌｉｎ和Ｃｕｂｉｌｉｎ表达
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的量和模式基本未见明显变化。Ｐ１４ｄ，髓质已明显区
分出髓质外带、内带。Ｐ２１、４２ｄ，与成鼠形态结构相
同，基本接近成熟。因此，二者随着肾发育的成熟，其

在肾小管上的表达基本稳定。Ｍｅｇａｌｉｎ和 Ｃｕｂｉｌｉｎ的表
达模式说明，在结构分化成熟以前已经有膜蛋白转运

体的存在，即细胞已具备转运蛋白或多肽的功能，只是

此时功能还不是很成熟。

　　免疫组织化学和免疫荧光实验结果显示，Ｍｅｇａｌｉｎ
和Ｃｕｂｉｌｉｎ在肾脏胚胎发育和生后成熟过程中的表达
存在着时空顺序。Ｅ１０ｄ为小鼠中肾发育阶段，免疫
组织化学染色和免疫荧光染色均显示其表达于中肾管

和中肾小管的上皮细胞游离面。后肾发育早期，

Ｍｅｇａｌｉｎ和Ｃｕｂｉｌｉｎ主要表达于输尿管芽上皮细胞游离
面，“Ｓ”型小体期呈弱阳性表达，随着肾小体的发育成
熟，Ｍｅｇａｌｉｎ和Ｃｕｂｉｌｉｎ表达于未成熟近端小管的近腔
面和成熟近端小管的刷状缘［６］。出生后，Ｍｅｇａｌｉｎ和
Ｃｕｂｉｌｉｎ主要表达于近端小管的刷状缘［７］。关于胚胎

期肾小体形成过程中 Ｍｅｇａｌｉｎ和 Ｃｕｂｉｌｉｎ的表达，ＺＯＵ
等［８］发现其最早出现于小鼠Ⅲ期肾小体的有被小凹
膜、致密小管和胞吞小泡，在Ⅳ期肾小体主要表达于近
端小管微绒毛的有被小凹。ＺＨＡＩ等［９］研究结果证

实，Ｍｅｇａｌｉｎ和Ｃｕｂｉｌｉｎ在小鼠Ⅱ期肾小体就能检测到，
分布于所有将形成肾小体、近端小管和远端小管的细

胞，在这些细胞中，Ｍｅｇａｌｉｎ和 Ｃｕｂｉｌｉｎ存在于细胞表
面、细胞基侧膜、粗面内质网池和核周区。而 ＤＲＡＫＥ
等［１０］实验发现 Ｍｅｇａｌｉｎ和 Ｃｕｂｉｌｉｎ在小鼠Ⅲ期肾小体
表达于未成熟近端小管的近腔面胞质，Ⅳ期肾小体
Ｍｅｇａｌｉｎ和Ｃｕｂｉｌｉｎ只表达于近端小管部分微绒毛的有
被小凹。显然，本实验结果支持 ＤＲＡＫＥ实验结果。
Ｍｅｇａｌｉｎ和Ｃｕｂｉｌｉｎ在生后肾组织的表达，免疫组织化学
染色和免疫荧光染色结果均显示其主要位于近端小管

的刷状缘，在肾小球内也有散在表达。ＣＨＲＩＳＴＥＮＳＥＮ
等［１１］报道在成年大鼠 Ｍｅｇａｌｉｎ和 Ｃｕｂｉｌｉｎ节段性地表
达于近端小管的微绒毛，近端小管节段２上的微绒毛
上表达强烈，非常有限地分布在近端小管的节段３上。
而在细胞顶部富含致密小管和细胞小泡的近端小管节

段１微绒毛上却没有表达，肾小球足细胞有表达。而
本实验结果显示近端小管刷状缘的表达没有明显的节

段性，近端小管起始段有表达。这与小鼠与大鼠的近

端小管不同的形态结构有关。此依据来自于小鼠近端

小管的三维重建，发现其与大鼠近端小管相比形态结

构上没有明显分段［１２］。

　　有研究报道Ｍｅｇａｌｉｎ和Ｃｕｂｉｌｉｎ广泛分布于体内多
种极化上皮细胞内（如小肠上皮细胞的纹状缘），而且

是以共表达的方式存在［１３］，二者通过协同作用方式以

通过胞吞作用介导腔内一些配体的吸收从而完成对蛋

白及某些脂类物质的转运。尤其在哺乳动物的成年肾

脏Ｍｅｇａｌｉｎ和 Ｃｕｂｉｌｉｎ主要分布于近端小管的刷状缘。
介导体内蛋白质、微量元素及一些营养物质的重吸收

以及保持机体内环境的稳定发挥重要生理功能［１４］。

实验结果显示Ｍｅｇａｌｉｎ和Ｃｕｂｉｌｉｎ在小鼠肾发生发育过
程中出现于中肾，而中肾具有一过性尿的滤过功能，因

此我们认为Ｍｅｇａｌｉｎ和Ｃｕｂｉｌｉｎ在中肾发育阶段已经发
挥其胞吞功能，与滤过中肾管营养物质的重吸收有关。

后肾的形成基础是输管芽和生后肾相互诱导，并受多

种因子、分子和细胞外基质的调控［１５］。同时本实验发

现Ｍｅｇａｌｉｎ和Ｃｕｂｉｌｉｎ在输尿管芽的上皮细胞游离面也
有表达。Ｍｅｇａｌｉｎ和Ｃｕｂｉｌｉｎ在输尿管芽上皮细胞游离
面的表达是否也存在胞吞或其他功能尚有待于进一步

研究［１６］。Ｅ１６～１８ｄ，随着成熟髓旁肾单位出现，皮、
髓分界清楚，相应地从皮质到髓质出现不同发育时期

的肾小管。免疫组织化学染色显示 Ｍｅｇａｌｉｎ和 Ｃｕｂｉｌｉｎ
表达于这些小管游离面。发育期的近端小管细胞膜游

离面出现微绒毛，游离面胞质部分出现了少量与细胞

内吞相关的结构，免疫组织化学染色显示其表达于发

育期近端小管游离面和近腔面的胞质。成熟期的近端

小管微绒毛发达，微绒毛基部出现丰富的内吞小凹和

致密小管，Ｍｅｇａｌｉｎ和 Ｃｕｂｉｌｉｎ表达于成熟期近端小管
的刷状缘。提示分化早期和未成熟期肾小管处于受体

蛋白的形成阶段。近端小管成熟之后，Ｍｅｇａｌｉｎ和
Ｃｕｂｉｌｉｎ可能发挥其胞吞功能，重吸收管内营养物质。
提示Ｍｅｇａｌｉｎ和Ｃｕｂｉｌｉｎ的表达与肾小管的发育成熟是
同步，与肾小管的重吸收功能相辅相成的，即 Ｍｅｇａｌｉｎ
和Ｃｕｂｉｌｉｎ是肾小管的重吸收功能的必需装置。
　　综上所述，Ｍｅｇａｌｉｎ和 Ｃｕｂｉｌｉｎ在肾发生发育成熟
过程中的表达具有时空性，其表达与肾小管重吸收相

关的细胞内吞体及微绒毛发育成熟相一致。基因敲除

Ｍｅｇａｌｉｎ和Ｃｕｂｉｌｉｎ的小鼠出现脑发育不全、呼吸功能
失调、维生素 Ｄ缺乏相关的骨畸形、肾近端小管上皮
细胞小、内吞小泡等胞吞结构缺乏等畸形［１７］。Ｍｅｇａｌｉｎ
和Ｃｕｂｉｌｉｎ表达和功能异常出现蛋白尿和高血压等症
状［１７］。Ｍｅｇａｌｉｎ和 Ｃｕｂｉｌｉｎ在胚胎期神经系统和肾脏
发育成熟起着重要的作用。然而其作用机制还有待于

进一步探讨，希望能在分子生物学水平或干细胞移植上

得到突破。因此，进一步研究肾发生发育过程 Ｍｅｇａｌｉｎ
和Ｃｕｂｉｌｉｎ表达的作用机制，将更有利于阐明其在机体
的潜在功能，为临床肾病的研究提供理论依据。
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