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　　［摘要］　目的　初步研究异黄改构化合物Ｆ１１的雌激素效应。方法 　构建去双卵巢大鼠动物模型，经腹腔注射Ｆ１１
［１５、５０、１５０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）３个剂量组（Ｆ１１１５组、Ｆ１１５０组、Ｆ１１１５０组）］共１０周，同时设置阴性对照组，阳性对照组（Ｅ２）
和假手术组，统计分析各组大鼠子宫湿质量／体质量情况，ＨＥ染色观察用药前后阴道涂片和子宫内膜变化情况；Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测子宫内膜组织ＥＲα和ＥＲβ的表达情况。结果　 Ｆ１１５０及Ｆ１１１５０组大鼠子宫湿质量／体质量显著高于阴性对照
组（Ｐ＜０．０５），且Ｆ１１１５０组与Ｅ２和假手术组无显著差别（Ｐ＞０．０５）。阴性对照组大鼠阴道涂片以炎细胞为主，Ｆ１１各组
以角化上皮细胞为主，与Ｅ２和假手术组相似；Ｆ１１各组较阴性对照组子宫内膜腺体数目增多，腺腔增大，Ｆ１１１５０组与Ｅ２和
假手术组相似。Ｆ１１各组 ＥＲα及 ＥＲβ蛋白表达均强于阴性对照组（Ｐ＜００５），其中 ＥＲα表达弱于 Ｅ２和假手术组
（Ｐ＜０．０１），而Ｆ１１１５０组ＥＲβ的表达强于Ｅ２和假手术组（Ｐ＜０．０５）。结论　 Ｆ１１在增加去双卵巢大鼠子宫湿质量、阴
道上皮成熟及子宫内膜ＥＲ的表达等方面均表现出雌激素效应，该效应主要通过ＥＲβ介导。
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　　激素治疗是改善绝经症状的重要治疗策略，但长
期单用雌激素治疗可诱发子宫内膜癌的发生。研究发

现，异黄酮类化合物结构类似雌二醇（ｅｓｔｒａｄｉｏｌ，Ｅ２），可
表达雌激素样活性，该活性可因化合物分子结构的改

变而增强，且促细胞增殖作用不显著［１］，因此异黄酮

类化合物结构改造后具有成为雌激素受体调节剂的可

能。基于该思路，四川大学华西药学部对异黄酮进行

结构改造（于异黄酮母环结构侧链上添加碱性基团）

合成２４个异黄酮改构化合物，前期实验已经证实异黄
酮改构化合物 Ｆ１１具有较强的抑制离体子宫内膜
（癌）细胞增殖的生物学活性［２］。本实验以去双卵巢

大鼠为动物模型，研究 Ｆ１１对在体子宫及阴道的生物
学效应，期望为研发新型雌激素受体调节剂提供理论

依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　３月龄ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ雌性大鼠，体质量（２００±２０）ｇ，购自
第三军医大学实验动物中心，由第三军医大学军事预防医学院

全军复合伤研究所动物房于 ＳＰＦ环境下饲养。具体环境：温
度：（２２±２）℃；湿度：５０％；１２ｈ昼夜更替。所有动物自由进食
水，喂养食物不含雌激素或植物雌激素成分。

１．２　主要试剂
　　兔抗鼠细胞雌激素受体 α抗体（ＥＲα）和 β抗体（ＥＲβ）均
购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，组织总蛋白提取液购自美国 Ｐｉｅｒｃｅ
公司，４％～１２％ ＢｉｓＴｒｉｓ预制胶等购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。
１．３　实验动物模型的建立及分组
１．３．１　去双卵巢大鼠和假手术组大鼠模型的建立　　参照徐
淑云等《药理实验方法学》［３］构建动物模型。部分大鼠切除卵

巢后第６天开始连续５ｄ行阴道涂片检查，如涂片见炎细胞而
未见或少见角化上皮细胞提示去双卵巢大鼠模型构建成功；部

分大鼠仅切除卵巢周围脂肪组织后同前涂片检查，如涂片见大

量角化上皮细胞而未见或少见炎细胞，提示假手术组大鼠模型

构建成功。

１．３．２　分组及给药方法　　去双卵巢大鼠称质量后简单随机
分成５组，每组６只大鼠；假手术组取６只大鼠。所有大鼠每
日腹腔注射给药，共１０周。①阴性对照组：生理盐水；②阳性
对照组（Ｅ２组）：Ｅ２，５０μｇ／（ｋｇ·ｄ）；③假手术组：生理盐水；④
Ｆ１１低剂量组（Ｆ１１１５组）：Ｆ１１，１５ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）；⑤Ｆ１１中剂量
组（Ｆ１１５０组）：Ｆ１１，５０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）；⑥Ｆ１１高剂量组（Ｆ１１１５０

组）：Ｆ１１，１５０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）。
１．４　标本采集及制备
１．４．１　大鼠阴道涂片　　实验第１０周，每日行大鼠阴道涂片
观察阴道上皮角化情况。

１．４．２　大鼠处死及提取子宫标本　　最后１次给药２４ｈ后放
血处死大鼠，分别称质量后取全子宫标本，将子宫称质量后计

算各组大鼠子宫湿质量／体质量情况。取一部分大鼠子宫标本
甲醛固定待行ＨＥ染色，另一部分大鼠子宫标本冻存于液氮待
行Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测。
１．５　实验方法
１．５．１　大鼠阴道涂片及子宫内膜 ＨＥ染色　　大鼠阴道涂片
７５％酒精固定，子宫组织切片，脱蜡及酒精漂洗后，二者均以苏
木精＋伊红染色，系列酒精脱水，二甲苯透明，中性树脂封片。
１．５．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测ＥＲα、ＥＲβ蛋白的表达　　参照萨
姆布鲁克Ｊ等［４］《分子克隆实验指南》进行。用ＲＩＰＡ裂解液法
提取子宫内膜组织总蛋白，于４％ ～１２％ ＢｉｓＴｒｉｓ预制胶中电
泳，常规电转印过夜；加入一抗稀释液（稀释浓度：ＥＲα为
１∶２００，ＥＲβ为１∶１００）及二抗，ＤＡＢ工作液显色，ＧｅｌＤｏｃ２０００凝
胶成像分析系统上分析，同一样本重复３次。采用Ｄ值×面积
半定量分析。

１．６　统计学处理
　　数据以珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１２．０统计软件行配对ｔ检验。

２　结果

２．１　大鼠子宫湿质量／体质量比较
　　单位以１０－５ｇ计算。Ｆ１１可增加去卵巢大鼠的子宫湿质
量／体质量，其中Ｆ１１５０组（５０．３４±６．８０）及Ｆ１１１５０（１３１．８１±
２０．２７）均显著高于阴性对照组（３１．０２±３．４７，Ｐ＜０．０５），且当
Ｆ１１剂量增至１５０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）时，与Ｅ２组（１３９．±１４．７６）及假
手术组（１７９．５±２８．２１）无显著差别（Ｐ＞０．０５）。
２．２　大鼠阴道涂片结果
　　阴性对照组大鼠阴道涂片以大量炎细胞为主，罕见角化上
皮细胞；Ｅ２和假手术组大鼠阴道涂片均以大量角化上皮细胞为
主，少见炎细胞；而Ｆ１１各剂量组大鼠阴道涂片中可见上述两
种细胞，但角化上皮细胞明显多于炎细胞（图１）。
２．３　大鼠子宫内膜组织ＨＥ染色结果
　　阴性对照组大鼠子宫腺体数目少，腺体由菲薄的１层腺上
皮组成；Ｅ２组和假手术组的大鼠子宫腺体数目明显多于阴性对
照组，腺腔增大，腺上皮细胞分层生长；而Ｆ１１各组大鼠的子宫
腺体数目多于阴性对照组，腺腔增大，腺上皮呈分层生长

（图２）。其中Ｆ１１１５０组与Ｅ２和假手术组相似。
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Ａ：阴性对照组（箭头示炎细胞）；Ｂ：Ｅ２组；Ｃ：假手术组；Ｄ：Ｆ１１１５０组；Ｂ、Ｃ、Ｄ中箭头示角化的上皮细胞
图１　各组大鼠阴道涂片ＨＥ染色观察
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Ａ：阴性对照组（箭头示子宫内膜腺体由单层菲薄腺上皮组成）；Ｂ：Ｅ２组；Ｃ：假手术组；Ｄ：Ｆ１１１５０组；Ｂ、Ｃ、Ｄ箭头示腺体由多层腺
上皮生长组成

图２　各组大鼠子宫内膜组织ＨＥ染色结果

２．４　大鼠子宫内膜组织ＥＲα、ＥＲβ蛋白的表达
２．４．１　ＥＲα蛋白的表达　　Ｅ２组大鼠子宫内膜 ＥＲα表达
（２２５７．０±１１８．８）最强，阴性对照组（９７８．８±８７．１）表达最弱。
Ｆ１１各组大鼠子宫内膜 ＥＲα表达（Ｆ１１１５组：１１８９．２±８５．６，
Ｆ１１５０组：１３６９．０±６１．４，Ｆ１１１５０组：１４５７．８±５２．９），均显著
强于阴性对照组（Ｐ＜０．０５），但显著弱于 Ｅ２和假手术组
（１９１０．０±９６．９，Ｐ＜０．０１）。剂量增加，ＥＲα蛋白表达逐渐增
强（图３）。
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１：假手术组；２：Ｆ１１１５０组；３：Ｆ１１５０组；４：Ｆ１１１５组；５：Ｅ２组；６：阴
性对照组

图３　各组大鼠子宫内膜组织ＥＲα蛋白的表达

２．４．２　大鼠子宫内膜组织 ＥＲβ蛋白的表达　　Ｆ１１１５０组大
鼠子宫内膜ＥＲβ表达（１８８１．７±６４．８）最强，与Ｅ２组（１５２９．８±
４８１）和假手术组（１６９５．４±８０．４）比较有统计学差异（Ｐ＜
００１）；阴性对照组（１２２９．８±４３．７）表达最弱。Ｆ１１１５组：
（１５２４．４±３４．１）和Ｆ１１５０组（１７０６．７±３８．１）显著强于阴性
对照组（Ｐ＜０．０１）。随Ｆ１１剂量增加，ＥＲβ表达增强。见图４。
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１：阴性对照组；２：Ｅ２组；３：Ｆ１１１５组；４：Ｆ１１５０组；５：Ｆ１１１５０组；
６：假手术组

图４　各组大鼠子宫内膜组织ＥＲβ蛋白的表达

３　讨论

　　子宫生长实验是经典的检测外源性化合物雌激素
活性的生物学方法［３］。子宫富含ＥＲ，雌激素与ＥＲ结
合后，诱导子宫蛋白含量增加，从而刺激子宫生长，因

此可根据化合物使用前后子宫湿质量／体质量的变化
来评价外源性化合物雌激素活性［３］。本实验中，假手

术组代表正常内源性雌激素水平刺激下子宫湿质量／
体质量情况，而外源性Ｅ２亦诱导去双卵巢大鼠子宫蛋
白的合成。与阴性对照组比较，Ｆ１１各剂量组均增加大
鼠子宫湿质量／体质量，而且高剂量［１５０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）］

组与Ｅ２［５０μｇ／（ｋｇ·ｄ）］无显著差别，提示 Ｆ１１表达
雌激素样生物学效应。

　　绝经后缺乏雌激素刺激，阴道上皮萎缩，阴道涂片
以大量炎细胞为主，缺乏角化上皮；而子宫内膜亦萎

缩，腺体数目减少，腺腔变小，腺上皮菲薄。在外源性

雌激素作用下，阴道上皮成熟角化，涂片以大量的角化

上皮为主，少见炎细胞；同时子宫内膜上皮细胞增生并

分层生长，腺体数目增加，子宫内膜增厚［５］。本实验

首先成功构建去双卵巢大鼠模型，阴道涂片以炎症细

胞为主，提示大鼠进入绝经期。予大鼠外源性化合物

处理后，Ｆ１１各组与阴性对照组比较，子宫内膜腺体增
多，腺腔增大，同时腺上皮数目增加且部分区域可见分

层生长；而Ｅ２组、假手术组和 Ｆ１１各组阴道涂片以角
化上皮为主，提示大鼠阴道上皮受到雌激素作用。该

实验结果提示Ｆ１１表达雌激素样生物学效应，该效应
随剂量增加而加强。

　　雌激素与特异性 ＥＲ结合后发挥生物学效应［６］。

１９８６年法国Ｃｈａｍｂｏｎ克隆出雌激素受体亚型ＥＲα，１０
年后瑞典的Ｋｕｉｐｅｒ发现另一种雌激素受体亚型 ＥＲβ。
ＥＲα和ＥＲβ的组织分布和表达量随年龄的不同有所
差别，在子宫中以 ＥＲα表达为主，而 ＥＲβ表达较
弱［７］；而绝经后子宫中两种受体亚型的表达均显著下

降。雌激素既可与两种受体亚型结合而发挥生物学效

应［８］，同时又可调节ＥＲ的表达［９］，据此可初步评判雌

激素的生物学活性。本实验Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示：阴
性对照组ＥＲα和 ＥＲβ的表达均显著低于假手术组，
而Ｅ２组和Ｆ１１各组均强于阴性对照组，提示Ｆ１１与Ｅ２
一样显示出雌激素活性。

　　由于子宫中 ＥＲα表达为主，因此加入 Ｅ２后，ＥＲα
表达显著增强。然而，假手术组 ＥＲβ表达却强于 Ｅ２
组，这是因为绝经后大鼠子宫的 ＥＲβ表达明显下
调［８］，而该下调作用与 ＨＴ治疗与否无关［１０］。而异黄

酮作为植物雌激素，可上调 ＥＲβ表达的降低［１１］；Ｆ１１
以异黄酮结构为主体改造而来，理论上可表达甚至增

强表达异黄酮的生物学效应，从而解释本实验中 Ｆ１１
各组大鼠子宫ＥＲβ表达较强，甚至Ｆ１１高剂量组表达
强于假手术组的原因。研究发现，Ｅ２结合ＥＲα后促进

２５７１
第３４卷第１７期
２０１２年９月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１７
Ｓｅｐ．１５　２０１２



子宫内膜上皮细胞的增生，诱导子宫内膜癌的产生；而

ＥＲβ却可抑制ＥＲα的功能［１２］，由于异黄酮对 ＥＲβ的
亲和力或选择性远远高于ＥＲα［１３］，因此异黄酮不促进
子宫内膜上皮细胞的增殖。异黄酮明显区别于 Ｅ２的
作用机制，决定其发挥雌激素活性的同时不促进子宫

内膜组织的增殖，因此，异黄酮改构化合物Ｆ１１有可能
成为新型雌激素受体调节剂应用于临床。

　　综上，本实验表明：Ｆ１１在增加去双卵巢大鼠子宫
湿质量、阴道上皮成熟及子宫内膜 ＥＲ的表达等方面
均表现出剂量相关的雌激素样活性。由于Ｆ１１结构类
同于异黄酮，其可能主要与ＥＲβ结合后发挥雌激素效
应，其对子宫内膜组织促增殖作用弱，因此Ｆ１１可能成
为新型雌激素受体调节剂。
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胃大部切除术致糖尿病患者反复低血糖１例
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１　临床资料

　　患者，女性，６８岁，因“发现血糖高１０年，控制不佳加重１
月”入院。１０年前，患者偶然查血糖１６．２ｍｍｏｌ／Ｌ，无明显“三
多一少”症状，于某三甲医院检查确诊为“２型糖尿病”，予“二
甲双胍”等口服降糖药治疗，患者反复于餐前及夜间发生低血

糖，而餐后血糖偏高，５年前因“糖尿病神经病变”换用预混胰
岛素降糖，后再次交替使用各种口服降糖药及预混胰岛素（类

似物）降糖，血糖始终控制不佳，低血糖频繁发生，最多１晚出
现４次低血糖，夜间血糖最低１．６ｍｍｏｌ／Ｌ。患者于１年前换为
甘精胰岛素９Ｕ，瑞格列奈０．２５ｍｇ，２次／ｄ（中晚餐前），阿卡波
糖５０ｍｇ３次／ｄ口服，低血糖仍常于餐后６～８ｈ发生，并持续

存在（纠正１次后，低血糖仍可再次发生），后又分别换用“优泌
乐５０”或甘精胰岛素加口服降糖药（二甲双胍及阿卡波糖）治
疗，血糖控制不佳，遂收住入院治疗。其父母及５个兄弟姐妹均
有“糖尿病”史，入院查体：Ｂｐ１３５／７８ｍｍＨｇ，ＢＭＩ２２．６ｋｇ／ｍ２，发
育正常，心肺腹查未见明显异常，神经系统查体阴性。入院后

完善检查，ＨｂＡ１ｃ７．２％；馒头餐试验：０ｍｉｎ３．８ｍｍｏｌ／Ｌ，３０ｍｉｎ
７．６１ｍｍｏｌ／Ｌ，６０ｍｉｎ６．４２ｍｍｏｌ／Ｌ，１２０ｍｉｎ６．０７ｍｍｏｌ／Ｌ，
１８０ｍｉｎ４．０７ｍｍｏｌ／Ｌ；胰岛素释放试验：０ｍｉｎ４．６μＵ／ｍｌ，３０ｍｉｎ
４２．００μＵ／ｍｌ，６０ｍｉｎ１８．７４μＵ／ｍｌ，１２０ｍｉｎ１２．４９μＵ／ｍｌ，
１８０ｍｉｎ４．４７μＵ／ｍｌ；Ｃ肽释放试验：０ｍｉｎ０．６４１ｎｇ／ｍｌ，３０ｍｉｎ
３．５４ｎｇ／ｍｌ，６０ｍｉｎ３．６９ｎｇ／ｍｌ，１２０ｍｉｎ２．８３ｎｇ／ｍｌ，１８０ｍｉｎ
１３２ｎｇ／ｍｌ。余肾功电解质、肝功血脂、三大常规等均未见明显
异常。询问病史得知，患者曾于４６年前和３９年前因“胃十二
指肠溃疡急性出血”行胃大部切除术（毕罗Ⅰ式）和胃部分切
除术（毕罗Ⅱ式）。考虑患者不宜口服降糖药治疗，遂建议患者
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