
　　

达的数量和种类随培养时间的变化呈现出连续动态

的变化过程 ,因此MALDI - TOF - MS图谱中离子峰

的数量及丰度也随之发生改变。形态学研究中真菌

培养观察的最佳时间为 7 d ,本实验结果显示 ,模式

菌株在 PDA培养基上培养 7 d时质谱图质量最好 ,

由此验证形态学研究结果的可靠性。

红曲霉是我国传统的食品发酵用菌 ,已有上千

年的使用历史 ,但研究发现几乎所有的红曲霉均有

产桔青霉素的能力 ,且同一菌株在不同实验条件下

产桔青霉素毒的能力和水平不一[4 ,5 ]
,从形态学上尚

无法将高产毒株与低产毒株区分开。由于到目前为

止尚未筛查到非桔青霉素产毒株 ,因此本研究所有

的红曲菌 MALDI - TOF - MS质谱图代表的是桔青

霉素产毒株 ,这也是从质谱图上不能区分桔青霉素

高产毒株与低产毒株的原因所在。对黄曲霉产毒株

与非产毒株质谱结果的对比发现 ,产毒与非产毒株

的离子峰分布不同 ,既有共有离子峰 ,也有产毒株特

有的离子峰 ,但每个离子峰代表的蛋白与产毒素能

力的相关关系尚需进一步研究证实 ,这需要借助相

关的实验工具和统计软件 ,对更多的产毒与非产毒

株的MALDI - TOF - MS图谱进行综合分析评价。
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论著

大豆异黄酮对新生儿期大鼠子宫发育和雌激素受体表达的影响

刘兆平1 　李　丽2 　张晓鹏1 　张文众1 　宋　雁1 　王　伟1 　崔文明1 　贾旭东1 　李　宁1 　严卫星1

(11中国疾病预防控制中心营养与食品安全所 ,北京　100050 ; 21北京市药品检验所 ,北京　100035)

摘　要 :目的　研究母鼠暴露于大豆异黄酮对新生儿期大鼠子宫发育及雌激素受体表达的影响。方法　将母鼠

及其仔鼠随机分至 6组 ,母鼠的大豆异黄酮暴露剂量分别为 0、10、50、100、150、200 mgΠkg BW(i. g. ) ,暴露时间为产后

第 5至 10天 (PND 5～10)。在 PND 11处死雌性仔鼠 ,称量子宫重量并进行病理学检查 ,利用 ELISA方法测定血清

雌二醇 ( E2)和孕酮 (P)浓度 ,利用 RT - PCR方法测定子宫中雌激素受体 ( ER) mRNA的表达。结果　与对照组比较 ,

大豆异黄酮 150、200 mgΠkg BW剂量组仔鼠的子宫Π体重比显著增加 ,子宫内膜增厚的差异有统计学意义 ( P < 0105) ;

血清 E2浓度明显高于对照组 , SIF 150组升高幅度最大 ,但各处理组血清 P浓度呈下降趋势 ; 100、150、200 mgΠkg

BW剂量组仔鼠的子宫 ER mRNA表达降低的差异有统计学意义 ( P < 0105)。结论　大豆异黄酮经母鼠暴露 ,可刺

激雌性仔鼠的子宫发育 ,这种雌激素样效应至少与该物质对血液性激素和子宫 ER mRNA表达的调节作用有关。

关键词 :异黄酮类Δ;大鼠 ;动物 ,新生 ;子宫 ;受体 ,雌激素

Effects of Lactational Exposure to Soy Isoflavones on Uterine Development and

Estrogen Receptor Expression in Neonate Rat

LIU Zhao2ping , LI Li , ZHANG Xiao2peng , ZHANG Wen2zhong , SONG Yan , WANG Wei ,

CUI Wen2ming , J IA Xu2dong , LI Ning , YAN Wei2xing

(National Institute for Nutrition and Food Safety , Chinese CDC , Beijing 100050 , China)
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Abstract : Objective　To study the effects of lactational exposure to soy isoflavones (SIF) on uterine development and estrogen

receptor expression in neonate rats. Methods　42 maternal rats were randomly divided into six groups with seven dams in each

group so that every maternal rat could breed about 8 to 10 litters , which contained 4 to 6 female litters. After postnatal day 5 to 10

(PND 5～10) , maternal rats were gavaged SIF at the doses of 0 , 10 , 50 , 100 , 150 , 200 mgΠkg BW in different treatment

groups , respectively. On PND 11 , female litters were killed and their uterine were removed for pathological evaluation after

weighing. The concentrations of serum estradiol ( E2) and progesterone ( P) were detected by ELISA , and the expression of

estrogen receptor mRNA ( ER mRNA) in uerine were measured by RT2PCR. Results　The ratios of uterine weight to body weight

and heights of endometrium at the doses of 150 and 200 mgΠkg BW groups were higher than those of control groups ( P < 0105) .

Serum E2 concentrations in rats treated with SIF were higher than those of untreated rats , while P concentrations in treatment

groups were lower than those of control group. At the doses of 100 , 150 and 200 mgΠkg BW groups , ER mRNA expressions

decreased significantly when compared with control groups ( P < 0105) . Conclusion 　Lactational exposure to soy isoflavones

could induce abnormal development of uterus in neonate rats , which mechanisms could be associated with modification of SIF on

serum hormone and ER mRNA expression.

Key word : ISOFLAVONESΔ; Rats ; Animals , Newborn ; Uterus ; Development ; Receptors , Estrogen

　　大豆异黄酮 (Soy isoflavones ,SIF)是一类广泛存

在于膳食中的植物性雌激素 ,其结构与内源性雌二

醇 ( E2)相似 ,可以与内源性 E2 竞争结合于雌激素

受体 (estrogen receptors ,ER) ,从而发挥雌激素样作用

或抗雌激素样作用。虽然 SIF的这种双向调节作用

对于更年期女性具有一定的健康促进作用[1 ] ,但随

着 SIF的广泛应用 ,这种具有内分泌干扰作用的物

质对生命早期的潜在毒性已引起了研究者的密切关

注[2 ]。新生儿期是大鼠性分化的关键阶段 ,此时接

触具有雌激素活性的物质可能会直接影响大鼠生殖

系统的正常发育。研究发现 ,SIF可影响新生儿期

大鼠的大脑性分化和卵巢发育[3 ]
,表明 SIF是可以

干扰影响子宫发育的关键因素。皮下注射染料木素

(一种活性最强的 SIF)可促进新生鼠子宫增殖[4 ]。

虽然 SIF可通过乳汁分泌 ,但母鼠接触 SIF是否会

影响仔鼠的子宫发育 ,以及这种作用是否与 ER的

表达有关目前尚不清楚。本研究通过母鼠暴露

SIF ,研究该物质对仔鼠子宫发育的影响 ,并初步探

讨其可能的 ER介导机制。

1　材料与方法

111　主要材料与试剂 　大豆异黄酮 　纯度为

80 % ,染料木素 ( GEN) +大豆黄素 (DAI) +黄豆素

( GLY) = 13 + 5 + 2 ,购自四川某公司 ;不含大豆异黄

酮和紫花苜蓿的大鼠饲料 (SAFD) 由中科院实验动

物中心提供 ;雌二醇 ( E2)和孕酮 ( P) ELISA试剂盒购

自ADL公司 ,美国 ;β - actin 5′- 引物 ATGGATGAC

GATATCGCTGCG、β - actin 3′- 引物 CTCCATATCG

TCCCAGTTGGT、ER 5′- 引物 TGACCAACCTGGCAG

ACAGG、ER 3′- 引物 GCCTTTGTTACTCATG TGCC
[3 ]

由上海生工生物工程技术服务有限公司合成 ;DNA

100 bp marker 购自北京莱博生物实验材料研究所 ;

RNA提取试剂盒购自 Takara 公司 ,日本 ;焦炭酸二

乙酯 (DEPC)和 Trizol购自 Sigma公司。

112　主要仪器　低温高速离心机 Beckman公司 ;紫

外分光光度计 Beckman 公司 ;光学显微镜 Nikon ;

37℃恒温箱 天津泰斯特仪器有限公司 ;高温烘烤箱

江苏南通实验电器厂 ;酶标仪 Denley Dragon ;电泳仪

北京六一仪器厂 ; PCR 仪 PTC - 200 , Alpha Unit

Block Assembly for PTC DNA Engine Systems ;紫外光凝

胶成像系统 VILBER LOURMA。

113　动物分组与处理 　9 周龄 SD大鼠 ,适应性饲

养 3 d后 ,雌雄大鼠1∶1进行交配 ,每日观察阴栓 ,查

出阴栓为受孕 0 d。将 42只孕鼠按体重随机分至 6

个实验组 ,各组仔鼠出生后进行数量标准化 ,使每个

母鼠哺乳 8～10 只仔鼠 ,其中含有 4～6 只雌性仔

鼠。母鼠在产后 5 至 10 d ( PND 5～10)灌胃给予

SIF ,剂量分别为 0、10、50、100、150、200 mgΠkg BW (记

为对照、SIF 10、SIF 50、SIF 100、SIF 150、SIF 200) 。试

验期间雌性大鼠在妊娠和哺乳期均以不含大豆异黄

酮和紫花苜蓿的饲料 ( SAFD)喂养[5 ]。母鼠染毒结

束后次日 (PND 11)随机处死 10只雌性仔鼠 (每只母

鼠至少提供 1只仔鼠) 。

114　血清激素测定 　雌性仔鼠断头取血 ,分离血

清 ,根据试剂盒说明书利用 ELISA方法测定血清 E2

和 P浓度。

115　子宫病理学检查　分离仔鼠子宫 ,称重后置甲

醛液中固定 ,石蜡切片 ,HE染色 ,显微镜下观察病理

学改变。测量子宫内膜高度 ,并计子宫腺体数。

116　子宫 ER mRNA表达的测定　用 Trizol 试剂提取

子宫总 RNA ,并利用紫外分光光度计分析总 RNA的

质量 , A260ΠA280 > 116。反转录条件为 :30 ℃10 min ,

48 ℃30 min ,99 ℃5 min ,5 ℃5 min。将反转录产物

加入到 PCR反应液中 ,PCR反应条件为 :94 ℃2 min ,
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94 ℃30 s ,58 ℃30 s ,72 ℃1 min ,72 ℃5 min ,共 35个

循环。取 5μl PCR产物与 1μl 6×DNA上样缓冲液的

混合液 ,80 V电泳 1 h ,紫外光下拍照。图像采用 Geo2
pro2analyser 311分析软件进行分析。

117 　统计学分析 　数据以 �x ± s 表示 ,采用

SPSS1010软件进行分析。

2　结果

211　对子宫病理学的影响　染毒前后各组仔鼠体

重差异无统计学意义。染毒 6 d 后 ,SIF 150 和 SIF

200 组的子宫重量以及子宫Π体重比显著高于对照
组 ,差异有统计学意义 ( P < 0105) 。组织病理学观察

发现 ,对照组及各处理组大鼠的子宫均可见腺管 ,腺

体数 0～4个 ,各组无明显差别 ;间质细胞中等 ,可见

新生血管。但 SIF 100、SIF 150和 SIF 200组的子宫内

膜明显增厚 ,呈现异常增生状态 (见表 1和图 1)。

212　对血清激素水平的影响　由表 2可见 ,SIF 50、

SIF 100、SIF 150和 SIF 200剂量组的血清 E2浓度明显

　　
表 1　大豆异黄酮对大鼠子宫指标的影响 ( �x ±s)

组别 数量 PND 4体重 (g) PND 11体重 (g) 子宫 (mg) 子宫Π体重 (×10 - 4) 内膜厚度 (μm) 腺体数 (个)

对照 10 12113±1108 22180±3107 7175±0186 3140±0151 1138±0119 1129±1111

SIF10 10 12104±1165 23170±1157 7150±0169 3117±0139 1142±0122 0157±0179

SIF50 10 12108±1186 22185±1160 9120±1162 4102±0192 1135±0121 1133±1151

SIF100 10 11130±1166 25185±3135 10170±1193 4114±0189 1152±0145 1143±1127

SIF150 10 10193±1142 25125±6163 13110±1156a 5119±0175a 1179±0127a 0188±0164

SIF200 10 12105±1109 26130±3151 14130±1145a 5144±0167a 1175±0122a 1183±1183

注 :a :与对照组比较 , P < 0105。

(HE ,×400 , 箭头示子宫内膜)

图 1　各组子宫内膜的代表性病理学改变

高于对照组 , 其中 SIF 50、SIF 150和 SIF 200组与对

照组比较差异有统计学意义 ( P < 0101) ;但与对照

　　

组比较 ,各处理组血清 P浓度呈下降趋势 , SIF 100

和 SIF 200剂量组差异有统计学意义 ( P < 0105) 。

213　对大鼠子宫 ERmRNA表达的影响 　图 3为各

组子宫组织β2actin和 ER的电泳条带 ,经灰度分析

测定 A值并进行比值比较 ,SIF 100、SIF 150、SIF 200

剂量组比值显著低于对照组 (表 2) 。

表 2　大豆异黄酮对血清激素和子宫 ERmRNA

表达的影响 ( �x ±s)

组别 E2 (pgΠml) P (pgΠml) A ERΠβ2actin

对照 74121±44. 39 6162±1. 65 1112±0. 24

SIF10 78169±42. 40 6129±0. 32 1106±0. 08

SIF50 285149±146. 34b 5142±1. 88 0190±0. 14

SIF100 179159±10. 91 2198±0. 71b 0166±0. 04b

SIF150 260153±10. 56b 5123±0. 73 0178±0. 14b

SIF200 306158±248. 42b 4171±1. 18a 0174±0. 02b

注 :a : 与对照组比较 , P < 0105 ;b : P < 0101。

图 2　各剂量组仔鼠子宫 ER mRNA表达的典型条带

3　讨论

子宫增生是评价外源性物质雌激素效应的重要

指标之一。Newbold等研究发现 ,在 PND 1～5 时给

小鼠皮下注射 50 mgΠkg的染料木素 ,可诱导子宫组

织增生 ,表明这种大豆异黄酮在新生鼠体内能表现

出雌激素活性[6 ]。在 PND 16～20 时给大鼠皮下注
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射 500 mgΠkg的染料木素也得出同样的结论[4 ]。本

研究发现 ,母鼠在出生后 2～11 d暴露于高剂量大

豆异黄酮 (150和 200 mgΠkg BW) ,其雌性仔鼠的子宫

重量亦显著增加 ,子宫内膜明显增厚。这些结果不

仅证实了大豆异黄酮在新生鼠体内的雌激素活性 ,

同时也证实了哺乳期母鼠接触大豆异黄酮 ,可以导

致其雌性仔鼠生殖系统发生异常增生。

大豆异黄酮对整体动物血液中性激素水平的影

响目前尚无定论。不同研究者的结论不同主要与受

试物暴露时间、期限和剂量有关。本研究结果显示 ,

母鼠暴露大豆异黄酮 ,其雌性仔鼠的血清 E2 水平

明显升高 ,而 P水平呈下降趋势 ,该结果与 Lewis等

的研究结果一致[7 ]。我们以前的研究证实 ,大豆异

黄酮可促进新生仔鼠卵巢发育[5 ]
,这种作用是否与

本研究发现的激素调节作用有关 ,尚需进一步研究

证实。另外 ,大豆异黄酮对性激素的调节还可能与

该物质对激素合成酶的调节有关。芳香酶是将睾酮

转化成 E2 的关键酶 ,利用大鼠未成熟卵泡进行的

体外研究表明大豆异黄酮可增强芳香酶活性 ,这可

能是促进 E2 合成进而导致仔鼠血清 E2 水平升高

的机制之一[8 ]。孕酮 (P)是由孕烯醇酮转化而来 ,3β

- 羟类固醇脱氢酶 (3β - HSD)是其中重要的转化

酶。现已发现 ,大豆异黄酮可抑制卵巢黄体颗粒细

胞中孕酮的合成 ,这种作用与大豆异黄酮对 3β -

HSD活性的抑制有关[9 ]。本研究中发现的大豆异黄

酮组血清 P水平呈下降趋势 ,可能与该物质对孕酮

合成的抑制作用有关。

雌激素受体 ( ER)是一类有配体激活的核转录

因子 ,可与相应的激素配体结合并引发一系列激素

依赖性生理生化过程。大鼠子宫组织在出生后 4～

6 d时就开始表达 ER。本研究发现 ,母鼠暴露于大

豆异黄酮 ,其仔鼠子宫 ER mRNA表达显著降低 ,表

明大豆异黄酮可抑制新生儿期大鼠子宫的 ER 表

达。其他研究者利用不同时期的大鼠模型也证实了

大豆异黄酮对 ER表达的抑制作用[4 ]。子宫是雌激

素的靶器官之一 ,其生理性和病理性改变与体内激

素水平和组织的 ER表达密切相关 ,本研究发现高

剂量大豆异黄酮暴露可引起仔鼠的子宫增生 ,其机

制可能涉及两点。第一是该物质直接与子宫组织的

ER结合 ,通过发挥雌激素样作用刺激子宫增生。第

二是大豆异黄酮通过调节机体的 E2水平和子宫的

ER表达 ,间接发挥对子宫增生的促进作用。虽然大

豆异黄酮和雌激素对子宫增生的促进作用以及雌激

素对 ER mRNA表达的抑制作用已经明确 ,但是这三

种物质与其他影响或反映子宫增生的指标 (如孕激

素受体和 pS 2蛋白)之间的关系还需要进一步地深

入研究。
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