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　　［摘要］　目的　观察不同年龄段大鼠腹膜结构的改变，寻找腹膜增龄性衰老的分子病理特点。方法　１８只雄性ＳＤ大

鼠随机分为３组：幼年组（１个月龄）、成年组（８个月龄）、老年组（１８个月龄），每组６只；取壁层腹膜行ＨＥ染色及β半乳糖苷

酶染色，观察大鼠腹膜形态改变。半定量计算腹膜厚度、腹膜间皮细胞数及单位面积腹膜血管数；用ＲＴＰＣＲ及蛋白质免疫印

迹法观察脏层腹膜转化生长因子β１（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｂｅｔａ１，ＴＧＦβ１）、锌指蛋白转录因子１５（Ｋｒüｐｐｅｌｌｉｋｅｆａｃｔｏｒ

１５，ＫＬＦ１５）ｍＲＮＡ和蛋白的表达情况。结果　随着年龄增加，大鼠腹膜增厚，腹膜间皮细胞减少，间皮下基质血管增生明显

（犘＜０．０５）。脏层腹膜ＴＧＦβ１表达逐渐上调（犘＜０．０５），ＫＬＦ１５表达逐渐减少（犘＜０．０５）。ＴＧＦβ１表达与ＫＬＦ１５表达呈负

相关。结论　推测ＴＧＦβ１可能在大鼠腹膜增龄性衰老过程中起到促进作用，而ＫＬＦ１５因子可能抑制腹膜衰老。
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　　目前，全世界有６０多个国家的老年人口达到或

超过人口总数的１０％
［１］，进入了人口老龄化社会行

列。中国也已步入老龄化社会，中老年人高血压、糖

尿病、高血脂、冠心病、动脉粥样硬化等慢性疾病的

发病率增高，这些疾病都可以引起肾脏损害，并且老

年人还存在进行性生理性肾功能减退，慢性肾脏疾

病的发病率增高，目前老年人肾功能衰竭进入透析

的患者并不少见。腹膜透析（ｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｄｉａｌｙｓｉｓ，

ＰＤ）是终末期肾病的有效治疗方法之一，该技术的

成功实施必须依赖于腹膜结构和功能的完整。目前

·８５４·
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的研究集中在长期透析或透析后腹膜炎导致的腹膜

纤维化发病机制及干预措施，有关正常增龄对腹膜

结构改变的影响及其机制的研究极少。腹膜组织与

人体其他组织器官一样存在增龄性老化的现象，这

种腹膜增龄性衰老是否影响腹膜透析的疗效？有何

干预措施？这些是老龄化社会值得探讨的问题。已

有研究显示，老龄是腹膜透析患者腹膜炎发生的重

要危险因素［２３］。随着现代遗传学、细胞生物学、分

子生物学等学科的快速发展，衰老机制的研究已趋

向于分子水平。本研究拟观察不同年龄组大鼠腹膜

结构的组织学和分子病理学改变。锌指蛋白转录因

子（Ｋｒüｐｐｅｌｌｉｋｅｆａｃｔｏｒｓ，ＫＬＦｓ）家族中的ＫＬＦ１５是

新近被关注的抗氧化应激和抗纤维化因子，其在腹

膜组织是否表达尚未见报道。本研究重点观察了增

龄过程中ＫＬＦ１５在腹膜组织中的特征性变化。

１　材料和方法

１．１　实验动物分组与取材　ＳＰＦ级雄性ＳＤ大鼠，

分为３组：幼年组（１个月龄）、青年组（８个月龄）、老

年组（１８个月龄），每组６只，由上海斯莱克实验动

物有限责任公司提供［动物许可证号：ＳＣＸＫ（沪）

２００７０００５］。每只大鼠单笼饲养于比较医学科清洁

级动物房。饲养条件：１２ｈ光照、室温２４℃、４５％相

对湿度，整个实验过程大鼠的饮食及饮水不受限制。

饲养员具有实验动物从业人员岗位证书。处死后取

腹部切口对侧壁层腹膜，用１０％中性甲醛固定１６～

２４ｈ后梯度乙醇常规脱水、二甲苯透明、浸蜡及石蜡

包埋，４μｍ切片行苏木精伊红（ＨＥ）染色及β半乳

糖苷酶（βＧａｌ）染色。另取肠系膜组织，剪碎后放入

装有０．８ｍＬＲＮＡＳａｆｅｒ的离心管中，４℃过夜后转

入－７０℃冰箱保存。

１．２　ＨＥ染色　将制作好的切片烤片过夜后脱蜡

水化；苏木精染色８～１０ｍｉｎ，流水洗净；１％盐酸分

化数秒，流水洗净；氨水返蓝数分钟，７５％乙醇数秒；

伊红染色３～６ｓ，流水洗净；再梯度乙醇脱水；中性

树胶封片。ＨＥ染色后在×２００倍镜下对每张切片

随机选取２０个不同视野，测定腹膜垂直厚度，计数

腹膜间皮细胞和单位面积腹膜组织中血管。

１．３　βＧａｌ染色　ＰＢＳ冲洗切片，按衰老相关βＧａｌ

染色试剂盒（Ｂｉｏｖｉｓｉｏｎ，Ｋ８０２２５０）说明书操作，染色

后３７℃无ＣＯ２孵育１２ｈ，衰老的细胞染色后呈蓝色

即阳性细胞。光镜下每只大鼠随机选２张切片，每

张切片选取细胞分布均匀的５个高倍视野作为观察

区，以阳性细胞总数除以计数的高倍视野总数，计算

平均每个高倍视野内βＧａｌ染色的阳性细胞数。

１．４　腹膜组织转化生长因子β１（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ

ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｂｅｔａ１，犜犌犉β１）、犓犔犉１５ｍＲＮＡ的

含量　取１００ｍｇ肠系膜组织置于１．５ｍＬ离心管

中；加入１ｍＬＴＲＩｚｏｌ液中，冰浴充分匀浆，将组织

匀浆液转移至１．５ｍＬ离心管中室温孵育５ｍｉｎ；加

入２００μＬ氯仿，剧烈震荡１０下，室温下静置３ｍｉｎ；

４℃、１２０００×犵离心１５ｍｉｎ；再将上清转移至新的

１．５ｍＬ离心管中，再加入等量异丙醇，混匀后室温

下静置１０ｍｉｎ；４℃、１２０００×犵离心１０ｍｉｎ；弃上

清，底部可见白色的ＲＮＡ沉淀，加入１ｍＬ现配的

７５％乙醇混匀；４℃、７５００×犵离心５ｍｉｎ；弃上清，

ＲＮＡ沉淀在室温中干燥１０～２０ｍｉｎ，加入３０～５０

μＬ的０．１％ＤＥＰＣ水，使沉淀溶解，－７０℃冰箱保存

备用，并检测ＲＮＡ纯度和浓度，用ＭＭＬＶ反转录

酶反转录ｍＲＮＡ后进行ＰＣＲ检测，所有操作均按

实际说明书进行。引物序列如下：犜犌犉β１基因引物

上游序列５′ＣＴＴ ＣＡＧ ＣＴＣＣＡＣ ＡＧＡ ＧＡＡ

ＧＡＡＣＴＧ３′，下游序列５′ＣＡＣＧＡＴＣＡＴＧＴＴ

ＧＧＡＣＡＡＣＴＧＣＴＣ３′；犓犔犉１５基因引物上游序

列５′ＴＣＣＴＣＣＡＡＣＴＴＧＡＡＣＣＴＧＴＣ３′，下游

序列５′ＣＴＴＧＧＴＧＴＡＣＡＴＣＴＴＧＣＴＧＣ３′；β

犪犮狋犻狀基因引物上游序列５′ＡＧＧＴＣＴＴＴＡＣＧＧ

ＡＴＧＴＣＡＡＣＧ３′，下游序列５′ＧＴＣＣＣＴＧＴＡ

ＴＧＣＣＴＣＴＧＧＴＣ３′。循环条件：９４℃５ｍｉｎ；

９４℃３０ｓ，退火３０ｓ（犜犌犉β１５７℃、犓犔犉１５６２℃、β

犪犮狋犻狀５８℃），７２℃延伸３０ｓ，犜犌犉β１、犓犔犉１５、β

犪犮狋犻狀分别运行３５、４０、３５个循环；７２℃终末延伸７

ｍｉｎ。电泳后紫外灯下观察，ＦｌｕｏｒＳ凝胶成像系统

（ＢｉｏＲａｄ）成像，图片用Ｇｅｌｐｒｏ软件分析处理，计算

目的条带与β犪犮狋犻狀的光密度比值。

１．５　腹膜组织ＴＧＦβ１蛋白和ＫＬＦ１５蛋白的表

达　取大鼠肠系膜８０ｍｇ，玻璃匀浆器磨碎后，加入

蛋白裂解液１ｍＬ裂解２０ｍｉｎ；将裂解液移至１．５

ｍＬ离心管中，４℃１２０００×犵离心２０ｍｉｎ；取上清

分装于０．５ｍＬ离心管中并置于－７０℃保存。ＢＣＡ

法检测样品蛋白含量；上样前将蛋白样品于１００℃

·９５４·
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水中加热３ｍｉｎ，使蛋白质变性；采用ＳＤＳＰＡＧＥ进

行垂直板电泳，每孔加样２０μＬ；在５％浓缩胶电泳

时采用低电压（８０Ｖ），在１２％分离胶电泳时采用高

电压（１２０Ｖ），待溴酚蓝迁移到分离胶底部０．５ｃｍ

处时，关闭电源；使用湿式转膜装置，恒流３００ｍＡ，

７０ｍｉｎ，再将分离胶上的蛋白条带转移至硝酸纤维

素膜上；将电转膜置于５％脱脂奶粉（ＴＢＳ配制）中

室温封闭２ｈ；ＴＢＳＴ洗膜，加一抗（ＴＧＦβ１１∶２００，

ＫＬＦ１５１∶２５０，βａｃｔｉｎ１∶１０００），４℃孵育１２ｈ；

ＴＢＳＴ洗膜，加１∶４０００稀释的酶标二抗，室温孵育

１ｈ；ＴＢＳＴ洗膜，ＥＣＬ试剂化学发光并曝光显影、定

影，应用成像系统对胶片进行拍照，ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ图

像分析软件扫描条带灰度值，计算各组条带和内参

照βａｃｔｉｎ的比值。

１．６　统计学处理　所有数据以珔狓±狊表示。采用

ＳＰＳＳ１１．５软件包进行统计学处理，多组间均数比

较采用单因素方差分析，组间两两比较采用ＬＳＤ检

验，检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　不同年龄组大鼠一般情况　随着年龄增加，大

鼠体质量逐渐增加，老年大鼠体质量与幼年、青年组

差异有统计学意义（犘＜０．０５）；成年大鼠收缩压比

幼年组增高（犘＜０．０５）；老年大鼠血糖、血脂、尿素

氮、肌酐、天冬氨酸转氨酶、丙氨酸转氨酶等指标与

幼年组比均升高（犘＜０．０５），详见表１、表２。

表１　各组大鼠体质量和血压

犜犪犫１　犅狅犱狔犿犪狊狊犪狀犱犫犾狅狅犱狆狉犲狊狊狌狉犲狅犳狉犪狋狊犻狀犲犪犮犺犵狉狅狌狆

狀＝６，珔狓±狊

Ｇｒｏｕｐ
Ｂｏｄｙｍａｓｓ

犿／ｇ

Ｓｙｓｔｏｌｉｃｐｒｅｓｓｕｒｅ

狆／ｍｍＨｇ

Ｄｉａｓｔｏｌｉｃｐｒｅｓｓｕｒｅ

狆／ｍｍＨｇ

Ｊｕｖｅｎｉｌｅ ９３．０±２．２３ １０４．０±５．３４ ７４．６±５．０３

Ｙｏｕｔｈ ３６８．６±１５．２１ １２２．８±７．０９ ８１．０±９．４６

Ｅｌｄｅｒｌｙ ５６８．８±５．５９△ １１５．０±７．６５ ７６．６±６．４３

　　 犘＜０．０５ｖｓｊｕｖｅｎｉｌｅｇｒｏｕｐ；△犘＜０．０５ｖｓｙｏｕｔｈｇｒｏｕｐ．

１ｍｍＨｇ＝０．１３３ｋＰａ

表２　各组大鼠血液生化指标改变

犜犪犫２　犆犺犪狀犵犲狊狅犳犫犾狅狅犱犫犻狅犮犺犲犿犻犮犪犾犻狀犱犻犮犲狊狅犳狉犪狋狊犻狀犲犪犮犺犵狉狅狌狆

狀＝６，珔狓±狊

Ｉｎｄｅｘ Ｊｕｖｅｎｉｌｅｇｒｏｕｐ Ｙｏｕｔｈｇｒｏｕｐ Ｅｌｄｅｒｌｙｇｒｏｕｐ

Ｂｌｏｏｄｇｌｕｃｏｓｅ犮Ｂ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１） ５．６８±０．３０ ６．００±０．３０ ６．２２±０．２７

Ｔｏｔａｌｓｅｒｕｍｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ犮Ｂ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１） １．３９±０．９７ １．５５±０．１６ ３．５６±０．１７△

Ｓｅｒｕｍｔｒｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅ犮Ｂ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１） ０．５０±０．０２ ０．７１±０．０６ ０．９８±０．０３△

Ｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ犮Ｂ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１） ０．４８±０．５９ ０．７１±０．１１ １．２１±０．０５△

Ｈｉｇｈｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ犮Ｂ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１） ０．７９±０．０９ ０．７７±０．１３ ０．６４±０．０７

Ｂｌｏｏｄｕｒｅａｎｉｔｒｏｇｅｎ犮Ｂ／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１） ５．５９±０．３２ ６．２８±０．２８ ６．８０±０．２８

Ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ犮Ｂ／（μｍｏｌ·Ｌ
－１） ６１．００±２．０８ ６４．８０±１．７３ ７２．６０±２．１１△

Ａｓｐａｒｔａｔｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ狕Ｂ／（Ｕ·Ｌ－１） １３２．３０±１．６４ １５３．００±１３．８３ １４６．１０±１．５８

Ａｌａｎｉｎｅａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ狕Ｂ／（Ｕ·Ｌ－１） ７５．８０±３．７５ ８３．８０±４．９１ ６８．８０±２．１０△

　　犘＜０．０５ｖｓｊｕｖｅｎｉｌｅｇｒｏｕｐ；△犘＜０．０５ｖｓｙｏｕｔｈｇｒｏｕｐ

２．２　大鼠壁层腹膜ＨＥ染色和形态学改变　幼

年组壁层腹膜表面覆盖一层完整密集的扁平腹

膜间皮细胞，间皮下基质薄，间皮下基质内偶见

成纤维细胞，间皮下血管并不丰富（图１Ａ）；青年

组腹膜表面间皮细胞连续，细胞稍细长，偶见间

皮细胞脱落基质裸露，间皮下基质稍增厚，并可

见部分成纤维细胞增生和血管增生（图１Ｂ）；老年

组腹膜表面间皮细胞稀疏不完整，部分间皮细胞

脱落基质裸露，间皮下基质明显增厚，并可见大

量成纤维细胞增生，血管增生明显增多（图１Ｃ）。

半定量计数分析显示，随着年龄增长腹膜厚度逐

渐增厚（犘＜０．０５）、间皮细胞数量逐渐减少（犘＜

０．０５），间皮下基质血管增生更明显（犘＜０．０５）。

见表３。

·０６４·
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第４期．林　沁，等．大鼠腹膜组织增龄性衰老的分子病理学改变

图１　大鼠壁层腹膜犎犈染色

犉犻犵１　犎犈狊狋犪犻狀犻狀犵狅犳狉犪狋犪狀狋犲狉犻狅狉犪犫犱狅犿犻狀犪犾狑犪犾犾

Ａ：Ｊｕｖｅｎｉｌｅｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｙｏｕｔｈｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｅｌｄｅｒｌｙｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

表３　各组大鼠腹膜形态学改变半定量计数

犜犪犫３　犛犲犿犻狇狌犪狀狋犻狋犪狋犻狏犲犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳狉犪狋

狆犲狉犻狋狅狀犲狌犿犿狅狉狆犺狅犾狅犵狔犻狀犲犪犮犺犵狉狅狌狆

狀＝６，珔狓±狊

　Ｇｒｏｕｐ

Ｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ

ｍｅｓｏｔｈｅｌｉｕｍ

ｃｅｌｌｃｏｕｎｔ（ｍｍ－２）

Ｔｈｉｃｋｎｅｓｓｏｆ

ｐｅｒｉｔｏｎｅｕｍ

犱／μｍ

Ｖｅｓｓｅｌｃｏｕｎｔ

（ｍｍ－２）

Ｊｕｖｅｎｉｌｅ ２６．６±３．３４ ９．５±２．１７ １８．７±６．５１

Ｙｏｕｔｈ １４．４±２．０７ １８．６±７．２０ ６３．５±１４．２２

Ｅｌｄｅｒｌｙ ７．５±１．５８△ ６０．１±３．１８△ ９２．４±１２．８５△

　　犘＜０．０５ｖｓｊｕｖｅｎｉｌｅｇｒｏｕｐ；△犘＜０．０５ｖｓｙｏｕｔｈｇｒｏｕｐ

２．３　各组大鼠壁层腹膜βＧａｌ染色　如图２所示，

βＧａｌ染色阳性表达细胞的细胞质呈现蓝色。随着

大鼠年龄增长，腹膜组织中βＧａｌ阳性细胞逐渐增

多，幼年组、青年组、老年组平均每个高倍视野内的

阳性细胞数依次是１０．１±３．３、２２．２±２．８、３１．０±

２．８个，组间比较差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

２．４　ＲＴＰＣＲ检测各组大鼠肠系膜组织犜犌犉β１

ｍＲＮＡ和犓犔犉１５ｍＲＮＡ的表达　犜犌犉β１ｍＲＮＡ

在幼年组、青年组、老年组的大鼠腹膜组织中表达，

其犇值半定量分析结果依次为０．１１±０．０２、０．４６±

０．０４、０．８５±０．０４，随着年龄增加而递增（犘＜０．０５，

图３Ａ）。犓犔犉１５ｍＲＮＡ在幼年组、青年组、老年组

的大鼠腹膜组织中表达，其犇值半定量分析结果依

次为０．６９±０．０９、０．４０±０．０４、０．０２±０．０１，随着年

龄增加而递减（犘＜０．０５，图３Ｂ）。

图２　大鼠壁层腹膜β半乳糖苷酶染色

犉犻犵２　β犌犪犾犪犮狋狅狊犻犱犪狊犲狊狋犪犻狀犻狀犵狉犲狊狌犾狋狊狅犳狉犪狋犪狀狋犲狉犻狅狉犪犫犱狅犿犻狀犪犾狑犪犾犾

Ａ：Ｊｕｖｅｎｉｌｅｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｙｏｕｔｈｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｅｌｄｅｒｌｙｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

图３　各组大鼠肠系膜犜犌犉β１犿犚犖犃（犃）和犓犔犉１５犿犚犖犃（犅）的表达

犉犻犵３　犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳犜犌犉β１犿犚犖犃（犃）犪狀犱犓犔犉１５犿犚犖犃（犅）犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犻狀狉犪狋犿犲狊犲狀狋犲狉狔犻狀犲犪犮犺犵狉狅狌狆

１：Ｊｕｖｅｎｉｌｅｇｒｏｕｐ；２：Ｙｏｕｔｈｇｒｏｕｐ；３：Ｅｌｄｅｒｌｙｇｒｏｕｐ．ＴＧＦβ１：Ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｂｅｔａ１；ＫＬＦ１５：Ｋｒüｐｐｅｌｌｉｋｅｆａｃｔｏｒ１５
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２．５　蛋白质免疫印迹法检测各组大鼠肠系膜组织

ＴＧＦβ１和ＫＬＦ１５蛋白的表达　ＴＧＦβ１蛋白在幼

年组、青年组、老年组的大鼠腹膜组织中表达，其半

定量分析犇 值依次为０．０８±０．０３、０．４２±０．３６、

０．８１±０．６０，随着年龄增加而递增（犘＜０．０５，图

４Ａ）。ＫＬＦ１５蛋白在幼年组、青年组、老年组的大鼠

腹膜组织中表达，其半定量分析犇值依次为０．８７±

０．０３、０．４１±０．０４、０．１２±０．０３，随着年龄增加而递

减（犘＜０．０５，图４Ｂ）。

图４　各组大鼠肠系膜犜犌犉β１（犃）和犓犔犉１５（犅）蛋白含量

犉犻犵４　犜犌犉β１（犃）犪狀犱犓犔犉１５（犅）狆狉狅狋犲犻狀犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀

犻狀狉犪狋犿犲狊犲狀狋犲狉狔犻狀犲犪犮犺犵狉狅狌狆

１：Ｊｕｖｅｎｉｌｅｇｒｏｕｐ；２：Ｙｏｕｔｈｇｒｏｕｐ；３：Ｅｌｄｅｒｌｙｇｒｏｕｐ；ＴＧＦβ１：

Ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｂｅｔａ１；ＫＬＦ１５：Ｋｒüｐｐｅｌｌｉｋｅｆａｃｔｏｒ１５

２．６　大鼠腹膜组织ＴＧＦβ１与ＫＬＦ１５蛋白表达相

关性分析　肠系膜ＴＧＦβ１与ＫＬＦ１５蛋白表达呈

负相关（狉＝－０．９７，犘＜０．０５）。

３　讨　论

衰老又称老化，是指生物体在生命后期的一种

全身性、多方面、循序渐进的退化过程，这种退化过

程在整体水平、组织、细胞以及分子水平均有体现。

目前关于衰老机制相关的主要有端粒及端粒酶［４］、

氧化应激［５］、衰老相关因子［６］等学说，尚没有一种学

说能完全阐释衰老的机制。国内外有关腹膜衰老相

关的研究均集中于由腹膜透析相关的物理、化学、炎

症等应激因素诱导的“细胞应激性早衰状态”

（ｓｔｒｅｓｓｉｎｄｕｃｅｄｐｒｅｍａｔｕｒｅｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ，ＳＩＰＳ）。这

种形式的细胞衰老不依赖端粒的缩短，也与细胞的

具体增殖代次无关［７］，可能与腹膜增龄性衰老并不

完全一致。然而未见腹膜增龄性衰老的文献报道，

本研究试图发现腹膜增龄性老化的分子病理学

特征。

腹膜主要由间皮细胞及间皮下基质和毛细血管

网组成，腹膜间皮细胞丢失和基质毛细血管增生是

病理性腹膜纤维化的特征性表现。在胚胎发育过程

中，间皮细胞可以发育成冠状动脉，也可以分化为内

皮细胞、血管平滑肌细胞和周细胞，成年的间皮细胞

也保留了这部分潜能。此外，在间皮细胞分化过程

中另一个关键事件是向间充质细胞转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ

ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）的潜能，转化的成纤

维细胞样细胞具有分泌细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ

ｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）的能力。在病理性刺激下促发间皮细

胞的促血管增生和ＥＭＴ是导致腹膜组织纤维化的

关键［８］，也是腹膜增龄性衰老的基础。本研究发现

随着大鼠年龄的增大，老年大鼠腹膜与幼、青年大鼠

相比腹膜增厚、表面间皮细胞稀疏、部分间皮细胞脱

落基质裸露、间皮下基质明显增厚，成纤维细胞和血

管增生明显增多，与长期腹膜透析或腹膜炎后腹膜

早衰所致的腹膜纤维化表现类似［９］。

Ｄｉｍｒｉ等
［１０］发现：在体外培养的人二倍体成纤

维细胞中，βＧａｌ染色阳性率随代龄增加而增加，故

把这种中性的βＧａｌ定义为衰老相关的βＧａｌ

（ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄβｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅ，ＳＡβＧａｌ），

同时在供体皮肤成纤维细胞及表皮角质细胞中，ＳＡ

βＧａｌ的表达也发现有随增龄增长而增加的现象。

ＳＡβＧａｌ在衰老细胞中特异性表达，这一特点在衰

老前细胞、休眠细胞和静止状态细胞中都不出现，因

此是目前应用最为广泛的鉴定细胞衰老的生物学指

标。本研究结果显示，随年龄增大βＧａｌ染色阳性

细胞增多（犘＜０．０５），证实了腹膜存在增龄性衰老。

ＴＧＦβ１是一种多效性细胞因子，参与包括细胞

生长和分化、衰老、肿瘤、炎症、血管生成、ＥＣＭ沉积

等一系列过程［１１］。ＴＧＦβ１通路似乎是多个组织衰

老的主要元凶，它可以通过经典的Ｓｍａｄｓ家族传递

细胞周期抑制信号使不同器官的多个干细胞停滞于

细胞周期Ｇ１期，从而诱导细胞发生衰老
［１２］。ＴＧＦ

β１也是目前公认的致透析相关性腹膜纤维化的共

同通路，参与了腹膜纤维化启动和维持阶段的整个

进程。近年研究结果证实，与腹膜纤维化紧密相关

的细胞因子、炎症因子及腹膜ＥＭＴ的激活均以

ＴＧＦβ１的高表达为核心
［１３］。体外培养的人腹膜间

皮细胞中ＴＧＦβ１的分泌增加，导致细胞氧化应激，

加速了腹膜间皮细胞的衰老［１４１５］。

ＫＬＦｓ家族，是真核生物中存在的一类调控基

·２６４·
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因转录的结合蛋白，它高度保守的羧基末端含３个

串联的Ｃｙｓ２Ｈｉｓ２型锌指结构，用于特异性结合富含

ＧＣ盒（即ＣＡＣＣＣ盒）的靶分子启动子的ＤＮＡ及

ＲＮＡ序列，进而调控基因表达，影响细胞增殖、分

化及胚胎发育。目前共有１７个ＫＬＦｓ因子被确认。

其中ＫＬＦ１５在组织器官尤其在心脏、肾、肝、脂肪细

胞、骨骼肌中广泛表达。研究显示，ＫＬＦ１５通过调

节糖代谢参与了糖尿病的发生机制，ＫＬＦ１５高表达

能改善胰岛素抵抗，减少氧化应激［１６１８］。ＫＬＦ１５被

证实是抑制心肌纤维化、抗血管炎症、治疗心衰的新

靶点［１９２２］。ＫＬＦ１５对肾脏纤维化同样有抑制作

用［２３］，同时是足细胞的保护因子［２４］。

本实验发现在不同年龄分组的大鼠腹膜组织

中，ＴＧＦβ１表达水平随年龄增加而递增，而ＫＬＦ１５

因子表达水平随年龄增加而递减，且两者表达呈现

负相关性。推测ＫＬＦ１５因子是ＴＧＦβ１的拮抗因

子，显示了大鼠腹膜自然衰老的分子病理学改变，

ＫＬＦ１５可能成为将来干预腹膜衰老的靶点。
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