
书书书

论著 文章编号：!"""#$%"%（&""’）!!#!"!’#"(

异黄酮改构化合物 !"" 对去势大鼠乳腺的影响

尹姝心!，艾国平&，粟永萍&，张丽龙&，杨) 伟!，陈) 诚!，常) 青! ) ) （第三军医大学：!西南医院妇产科，&预防医学院防原
医学教研室，全军复合伤研究所，创伤、烧伤与复合伤国家重点实验室，重庆 %"""(’）

) ) 摘) 要：目的) 探讨异黄酮改构化合物 *!! 对去势大鼠乳腺的生物学效应。方法) 选用雌性 +,-./0大鼠，制作去势
模型分为生理盐水组、雌二醇组、*!! 组、假手术组，腹腔给药每日 ! 次，连续给药 !& 周，每 % 周测血清中雌二醇含量，!& 周
后处死大鼠取乳腺组织观察乳腺组织形态学变化，免疫组化及 +1-.102 345. 检测 6789、:;!、:;" 表达情况。结果) *!!
早期可使血清 :& 升高；减缓去势大鼠乳腺组织的萎缩；可上调 :;" 及 6789 在去势大鼠乳腺组织中的表达。结论) *!!
有类似雌激素样作用，能有效缓解去势大鼠乳腺的萎缩，可能是通过上调 :;"实现的。
) ) 关键词：异黄酮改构化合物 *!!，去势大鼠，大鼠乳腺
) ) 中图法分类号：;#((&；;(&&< ==；;>??< !&) ) ) 文献标识码：9
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) ) 63(’+*&’：!"#$%&’($) W5 ,2Z1-.,H/.1 .C1 1PP1R. 5P / 01R52-.0DR.1S ,-5P4/Z521 *!! 52 .C1 301/-. ,2 5Z/0,1R#
.5O,]1S 0/.-< )$&*+,-) WC1 5Z/0,1R.5O,]1S 0/. O5S14 U/- 1-./34,-C1S ,2 P1O/41 +,-./0 0/.-< *!! U/- ,2Y1R.1S
,2.0/G10,.521/44T 52R1 S/,4T P50 !& U11^-，UC,41 250O/4 -/4,21 50 1-.05H12（:&）U101 H,Z12 ,2 .C1 R52.054-< WC1
-10DO 41Z14 5P :& U/- S1.1R.1S 1Z10T % U11^-< WU14Z1 U11^- 4/.10，/44 0/.- U101 -/R0,P,R1S 3T 3455S 41..,2H P05O
P1O50/4 /0.10T< WC1 301/-. .,--D1- U101 R5441R.1S /2S 53-10Z1S C,-.5O50GC545H,R/44T< 6789，:;! /2S :;" ,2
0/. 301/-. .,--D1- U101 1E/O,21S 3T ,OOD25P4D501-R12R1 /2S +1-.102 345.< .$-/0&- ) A2 .C1 5Z/0,1R.5O,]1S
0/.-，*!! ,2R01/-1S .C1 -10DO 41Z14 5P :& ,2 .C1 1/04T G10,5S（% U11^- /P.10 /SO,2,-.0/.,52），/O14,50/.1S 301/-.
/.05GCT，/2S DG01HD4/.1S .C1 1EG01--,52- 5P :;" /2S 6789，3D. 25. .C1 1EG01--,52 5P :;! ,2 .C1 301/-. .,-#
-D1-< 1+2%0/-’+2 ) WC1 01R52-.0DR.1S ,-5P4/Z521 *!! G01-12.- 1-.05H12 /R.,Z,.T /2S /O14,50/.1- 1PP1R.,Z14T
301/-. /.05GCT ,2 5Z/0,1R.5O,]1S 0/.-，UC,RC O/T 31 014/.1S .5 .C1 ,2R01/-1S 1EG01--,52 5P :;"<
) ) 7%8 9)+.(：01R52-.0DR.1S ,-5P4/Z521 *!!；5Z/0,1R.5O,]1S 0/.；0/. 301-.

) ) 雌激素替代治疗可减轻围绝经期症状不利影
响［!］，但长期应用雌激素后易产生高血凝状态、高血

压、水肿等副反应，增加乳腺癌［&］的发病危险性。植

物雌激素中的异黄酮结构类似雌激素，但雌激素活性

弱，因此对其结构进行改造，保留其选择性雌激素调节

作用，提高其活性已成为国内外研究的焦点。我们前

期研究显示以三羟基异黄酮为母体进行化学改构形成

的化合物 *!! 具有抑制肿瘤细胞增殖的能力［(］，对改
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善去势大鼠的子宫萎缩、骨质疏松等有较好的作用，本

研究在前期研究的基础上进一步观察 *!! 对去势大鼠
乳腺的生物学效应，以期明确 *!! 能否成为理想的雌
激素替代品，为开发新的有效的缓解围绝经期症状的

药物提供重要的理论依据。

": 材料与方法

!< !) 药物
) ) 雌二醇，美国 B,HO/ 公司生产；异黄酮改构化合物 *!!：华
西药学院提供。抗体购自美国 B/2./ 公司，免疫组化试剂盒购
自北京中杉公司。

!< &) 实验动物、分组及模型的建立
!< &< !) 动物 ) ) +,-./0 大鼠 %" 只，( a % 月龄，雌性，体质量
（&&" b&"）H，购自第三军医大学实验动物中心，由第三军医大学
国家创伤、烧伤及复合伤重点实验室动物房于 B6*环境下饲养。
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第 !! 期" 尹姝心，等#异黄酮改构化合物 $!! 对去势大鼠乳腺的影响"

!# %# %" 分组" " 随机分为 & 组，每组 !’ 只，分为生理盐水组
（()组），雌二醇组（*% 组），$!! 组，假手术组（+,-.组）。
!# %# /" 去势（去卵巢）大鼠模型" " 大鼠于动物房适应性喂养
! 周后构建去势模型。!0戊巴比妥钠 &’ .1 2 31 腹腔麻醉后，
腹卧位固定，剪去躯干下 ! 2 / 处毛发，消毒后沿脊柱正中纵形
切开 ! 4. 皮肤，分离肌肉层后，可见淡黄色脂肪团，以小弯镊
拉出脂肪团，可见脂肪中一团细线状深红色组织即为卵巢，于

卵巢下端穿一丝线结扎，剪去卵巢，将脂肪组织放回腹腔，逐层

缝合切口，消毒。假手术（+,-.）组仅切除卵巢周围的少量脂肪
组织。

!# %# &" 给药方法" " 手术后各组大鼠正常饮食 ! 周，第 % 周
后每日腹腔注射给药，()组和 +,-.组每日给予生理盐水% .5，
*% 组给予雌二醇 6’ !1 · 31 7! · 8 7!，$!! 组给予 $!!
6’ .1·31 7!·8 7!，共 !% 周。
!# /" 检测指标及方法
!# /# !" 血清学检测雌二醇（*%）" " 采用全自动电化学发光免
疫分析仪检测。

!# /# %" 各组乳腺组织切片" " 9*染色，观察大鼠乳腺组织形
态学变化。

!# /# /" 免疫组化检测各组大鼠乳腺组织 :;(< 表达情况" "
切片、脱蜡及梯度酒精漂洗，大量清水冲洗后浸泡于蒸馏水中

!’ .=>，再将切片置于枸橼酸盐缓冲液中，?’ @热修复 %’ .=>，
待其自然冷却；/09%A%去离子水孵育 !’ .=>，滴加封闭用正常
山羊血清室温孵育 !6 .=>，倾去，滴加稀释一抗（ :;(<：
!B !’’），& @湿盒过夜，:C)冲洗，6 .=> D / 次，滴加相应生物素
化二抗 E1F，/G @孵育 !6 .=>，:C)冲洗，6 .=> D / 次；滴加辣根
过氧化物酶标记的链白卵素 /G @孵育 !6 .=>；:C)冲洗，6 .=>
D / 次；H<C显色。苏木精复染，梯度酒精脱水，二甲苯透明，
中性树胶封片。

!# /# &" IJ+KJL> M5NK 法检测大鼠乳腺组织 *O"、*O#、:;(< 蛋
白的表达情况 " " 提取各组乳腺组织总蛋白后，!%0 )H)P
:<F*凝胶电泳后，将凝胶上的蛋白转至 :QH$膜上，将 :QH$

膜与 60脱脂奶粉一起 &@封闭过夜，取 :QH$膜与稀释的一抗
（*O"：!B %’’，*O#：!B !’’，:;(< !B &’’，F<:H9：!B ! ’’’ 为内
参，60脱脂奶粉稀释）一起 & @过夜，:C)PR 洗膜 / 次，每次
6 .=>，放入含辣根酶标记的羊抗鼠 E1F及羊抗兔 E1F二抗抗体
的封闭，/G @孵育 ! ,，:C)PR洗膜，6 .=> D / 次，H<C显色。
!# &" 统计学分析
" " 实验数据采用 !! S " 表示，组间差异采用 ):))!%# ’ 统计软
件行秩和检验。

!" 结果

%# !" 血清中雌二醇含量的检测
" " $!! 早期可使血清 *% 显著升高，与 ()组比较有统计学差
异（# T ’# ’6），后逐渐下降，至用药 !% 周后血清 *% 水平与 ()
组比较无统计学差异（# U ’# ’6），见表 !。
%# %" 大鼠乳腺组织 9*染色结果显示
" " ()组大鼠乳腺腺体数目减少，腺腔变小；雌二醇组和假手
术组大鼠乳腺腺体均较发达，腺体数目较多，腺腔增大，腺上皮

增生明显（图 !）；$!!组大鼠乳腺腺体也较发达，腺腔增大，腺上
皮细胞增生活跃。提示 $!!能去势改善大鼠乳腺腺体的萎缩。
%# /" :;(<在各组大鼠乳腺组织的表达情况
" " :;(<主要是反映细胞增殖情况，免疫组化染色显示其在
细胞核分布，呈棕色颗粒状。生理盐水组 :;(<表达明显减弱
（图 %<），*% 组腺体组织中 :;(<表达明显增强、增多（图 %C），
+,-.组表达也较明显（图 %H），$!! 组表达也增加，但弱于雌二
醇组（图 %;）。

表 #" 不同处理组去势大鼠血清 $! 水平（V1 2 .5，$ W &’）

组别 用药 & 周 用药 X 周 用药 !% 周
()组 /# // S !# !6 %# ’’ S ’# X% !# %6 S ’# &Y
*%组 66# ’’ S /G# XG- %GG# ’’ S XY# /!-M /%# // S %6# X&-M

$!! 组 ?!# %’ S X?# ’&- Y# G6 S ?# 6’ !# 6’ S ’# 6/
+,-.组 G%# &’ S XY# !Y !G# G6 S !%# ’G Y# %’ S !!# Y%

-：# T ’# ’6，与 +,-.组比较；M：# T ’# ’6，与 ()组比较

!! !" !# !$

< ：()组；C：*% 组；;：$!! 组；H：+,-.组" " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " "
图 #" 各组大鼠乳腺组织病理学观察"（9* D&’’）" " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " " "

!! !" !# !$
< ：()组；C：*% 组；;：$!! 组；H：+,-.组

图 !" 各组大鼠乳腺组织 %&’(的表达"（ D &’’）

?!’!



!" #$ %&’(&)* +,-( 法检测 ./!，./"，0123 在大鼠乳
腺组织中的表达

$ $ 雌激素受体 !（./!）在 .! 组及 ’456 组大鼠乳腺组织表
达增强，生理盐水对照组和 788 组表达较弱；而雌激素受体 "
（./"）在 788 组及 ’456组大鼠乳腺组织表达较强，.! 组表达

较弱，生理盐水组表达最弱。0123 在 .! 组大鼠乳腺表达最

强，29组表达最弱，788 组 0123 表达弱于 ’456 组。:30;<
为引入的内参照（图 =）。

! " # $

%&!!

./"!

0123!

:30;<!

"’()!*#

"(’)!*#

"#’)!*#

"#+)!*#

8：29组 !：.! 组 =：788 组 #：’456组

图 !" #$%&$’( )*+&检测 ,-!，,-" ./01在乳腺组织的表达情况

!" 讨论

$ $ 雌激素发挥雌激素的作用主要是通过其特异性的
雌激素受体介导，包括 ./! 和 ./" 两种受体亚型，两
种受体亚型均可与配体结合发挥各自的生物学效应。

两种受体亚型在体内的分布不一致，两者与不同配体

的亲和力也各有高低，大多数动物源性雌激素与 ./!
的亲和力高于 ./"，而多数植物源性雌激素与 ./"的
亲和力高于 ./!［#］。这些发现提示，根据二种 ./ 亚
型的不同组织学分布，选择亲和力合适的一定配体，有

可能实现雌激素替代治疗的组织选择性作用。

$ $ 大豆异黄酮（ ’->+&5* ?’-@,5A-*&）是一组多酚类的
混合物，主要包括金雀异黄酮、大豆黄素和黄豆黄素

等，它能与雌激素受体结合，具有弱雌激素样作用，故

称之为植物雌激素。我们前期研究工作发现以三羟基

异黄酮为母体进行化学改构形成的化合物 788 具有抑
制肿瘤细胞增殖的能力，对改善去势大鼠子宫的萎缩、

骨质疏松等有较好的作用［B C D］。本实验结果显示在给

去势大鼠腹腔注射 788 四周后血清中雌二醇的水平较
高，随着用药时间的增加在第 E、8! 周时血清中雌二醇
的含量明显降低，而雌二醇组的血清中雌二醇的含量

一直持续在较高的水平，提示 788 具有一定的类似雌
激素的作用，在早期有促进体内合成分泌雌二醇的功

能，但并不随着用药时间的延长，合成分泌雌二醇的能

力增加，这也可能是异黄酮改构化合物 788 无致肿瘤

作用的可能机理，张丽龙等［E］研究证实了化合物 788
对 <&,5细胞建立的荷瘤裸鼠模型的肿瘤有较强的抑
制作用；大鼠乳腺形态学观察也提示去势大鼠用 788
后，乳腺腺体增生，腺体数目增加，能改善去势大鼠乳

腺的萎缩。0123 能较好反映细胞增殖能力，乳腺的
免疫组化显示雌二醇组和假手术组的乳腺上皮细胞增

生活跃，尽管 788 组的乳腺腺体增生较为明显，但 01F
23在乳腺组织的表达未见明显的增强，提示 788 具
有改善乳腺萎缩的作用，但对乳腺上皮的增生无明显

的促进作用；进一步研究显示雌二醇主要通过 ./! 受
体发挥作用，而 788 主要通过 ./"发挥作用。
$ $ 异黄酮改构化合物 788 表达出较强的雌激素活
性，改善了去势大鼠乳腺的萎缩，但对乳腺上皮细胞促

增殖作用的能力却明显弱于雌激素，推测由于其可能

主要与 ./"结合发挥相应生物学效应相关。提示植
物雌激素改构物 788 可作为新型的雌激素替代品改善
绝经期后子宫、乳腺的萎缩、骨质疏松等症状，对子宫、

乳腺上皮的促增殖作用明显弱于天然雌激素，具有进

一步研发的价值。
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