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环境中内分泌干扰物的作用机制
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摘要!随着对环境激素问题的关注$对环境中残留化合物的荷尔蒙效应研究已成为一个关系到人类今后生存与繁衍

的热点问题% 该文从内源性激素的生理学机制出发对当前环境内分泌干扰物的机制研究作了较系统综述% 内容不仅阐述

了已知的受体介导影响途径$还讨论了环境激素通过破坏内源性激素及其受体的生成和代谢而产生内分泌干扰作用的非

受体介导途径$以及污染物对神经系统&免疫系统和内分泌系统的综合效应% 同时$该文提出了以环境激素作用机制为基

础$为进一步开发和发展新的生物筛选方法提供技术路线%
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随着人类文明进入工业时代$ 大量的化学物质给人们的生

活提供了巨大的便利%但是$由于化学品的使用导致的内分泌系

统异常现象越来越引起了人们的重视%研究表明$受影响的鱼类

会出现生殖器官自始至终无法发育成熟$雌雄同体率增加$雄性

退化及种群退化等现象 Q<$!R% 人类在某些化学品的暴露中会出现

乳腺癌&人类隐睾症&子宫内膜异位&两性人&尿道下裂&发育不

全等疾病发病率的提高$以及男性生殖能力下降&女性青春期提

前&青少年发育早熟和男性女性化等现象 Q@$=R% 而这些人工合成

的化学品都是具有生物体内源性激素的生物效应$ 能够通过模

拟或抑制内源性激素$影响激素受体家族$干扰内源性激素的产

生$进而改变内分泌与生殖系统的正常功能%美国环境保护组织

下属的内分泌干扰物筛选测试咨询委员会将这些可以通过干扰

激素功能$ 从而引起个体或人群可逆性或不可逆性生物学效应

的环境合成物称之为环境内分泌干扰物".()*+,(5.(1/0 .(D,B+*(.
D*A+EF1,+A)Q#R%

目前$世界上生产和使用的化学物质有 S 万多种$体外生物

监测方法作为快速灵敏的筛选方法已经被成功地应用于这些物

质的筛选 Q%R% 由于这些方法是建立在已知污染物作用机制基础

上$特别是依据受体作用机制建立的$因此一些受体介导作用以

外的内分泌干扰作用物质往往被遗漏% 笔者在阐述内分泌系统

的生理学机制的基础上讨论内分泌干扰物对内分泌系统的干扰

机制$为进一步开发和发展新的生物筛选方法提供技术路线%

? 环境内分泌干扰物质的作用机制

人体和大多数哺乳动物体内的内源性激素由内分泌系统产

生$并与人类的生殖&骨骼和大脑的发育&生物效应的调控及稳

态的维持等密切相关% 内源性激素主要分为含氮激素和类固醇

激素% 含氮激素作为第一信使特异性地与靶细胞膜上相应的受

体结合$ 随即激活膜 上 的 腺 苷 酸 环 化 酶 系 统$ 在 细 胞 内 产 生

B?TU 作为第二信使$从而调控细胞的生理活动% 类固醇激素能

直接透过靶细胞膜$与细胞内的受体"胞浆受体&核受体)结合并

使之活化$进而调节基因表达$引起相应的生物学效应"图 $)QVR%
关于内源性激素的作用机制$目前为学术界所普遍接受的是受体

介导理论% 当机体需要时$内源性激素便由内分泌细胞释放出来

随血液运送到靶细胞%环境激素能参与或影响上述内源性激素信

号转导过程$扰乱生物机体正常激素的作用$进而导致各种病变%
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环境激素种类众多!彼此之间的结构差异也很大!但对于内

分泌的干扰作用在细胞水平上主要通过 9 种途径" 模仿内源性

激素#拮抗内源性激素#破坏内源性激素受体的生成和代谢#破

坏内源性激素的生成和代谢 :;<$ 目前!有关环境激素对于动物和

人类内分泌系统的影响机制可以分为以下 = 类! 各类作用机制

都是内分泌干扰物质生物检测方法的理论基础$

!"! 受体介导反应

环境激素能通过模拟和拮抗内源性激素! 介入内源性激素

的介导反应!从而影响生物体的内分泌系统$对于不同种类的内

源性激素!通过受体介导的作用机制是一致的$ 研究表明!当内

源性激素受体同结构 与 内 源 性 激 素 相 似 的 环 境 化 学 物 质 结 合

时!就会产生两种迥然相异的效果!一种是使内源性激素作用受

到强化并超过正常范围!从而表现为内源性激素亢进效应#另一

种则是阻断内源性激素与受体的结合!表现为内源性激素拮抗效

应$但由于各种激素功能不同!影响后产生的表达亦不同$现在大

量报道的受环境激素影响的内源性激素受体主要包括雌性激素

受体%雄性激素受体%甲状腺激素受体和细胞膜激素受体等$
雌激素是一种重要的类固醇激素! 主要通过对基因表达的

调控&图 $!基因调节学说’而对机体产生重要的生物学效应$ 当

环境激素与雌激素受体结合时! 表现为雌激素亢进效应的物质

有 9>壬基酚%杀虫剂十氯酮 :?<!表现为雌激素拮抗效应的物质有

某些 @@AB:C"<%多氯联苯&DEFB’:$$<%二叶恶英类物质 :$!<等$同时!环境

激素也能抑制内源性雌激素与雌激素受体结合从而达到内分泌

干扰作用!如阿特拉津 :$=<%邻苯二甲酸酯等:$9<$
雄激素与雌激素同属性激素! 环境污染物还能通过相同途

径作用于雄激素受体$ 例如" 杀虫剂十氯酮能与雄激素受体结

合#杀虫剂杀螟松是雄激素受体拮抗剂#阿特拉津和滴滴涕类物

质阻止睾丸激素与雄激素受体结合# 杀虫剂 7*(G0,H,0*( 能竞争

性地与雄激素受体结合!继而阻止雄激素受体与 @4I 结合并改

变内源性雄激素的基因表达 :?<$
甲状腺激素属于含氮激素!但其受体定位于细胞核!可通过

基因表达的调控&图 $!基因调节学说’%线粒体的生物氧化作用

以及膜的转运功能等作用机制!维持正常的生长和发育!特别是

对骨和脑的发育尤为重要 :J<$研究表明!DEFB 与甲状腺激素结构

相似!能根据剂量%同系物结构以及生物种的不同对甲状腺激素

的生物效应表现出亢进或拮抗作用$ 如果这些干扰作用发生在

生物体脑发育的关键时期! 将造成体内的甲状腺激素浓度不适

当而导致永久性的脑发育障碍 :$#<$ 另外!环境激素还可以同一些

存在于细胞膜的蛋白质%肽类激素受体相结合!影响 GIKD 信号

转导通路的正常运行&图 $!第二信使学说’!进而影响人体或动

物体的正常生理活动$
依照上述受体介导原理建立的生物体外测定法能直观%灵

敏% 快速简便地对环境中化学物质的内分泌干扰活性进行大规

模筛检!已经成为国内外应用和研究的热点$ 如"将雌激素受体

基因克隆到酵母中!待测物质在酵母培养中和受体结合!并在细

胞内由发现基因传达情报! 最后通过测定酶的诱导活性或细胞

繁殖等与雌激素作用的信号测定化学品的雌激素效应 :$%<#利用

雄鼠生殖组织的雄激素受体! 在无细胞系中测定相对于睾酮等

络合体待测物质的竞争%阻碍%协同等结合作用!从而求出其结

合能 :$J<#利用芳香烃受体&/+L0 2LM+,G/+6,( +.G.N1,+!I2O’介导途

径 监 测 二 叶恶 英 类 化 学 物 质 毒 性 作 用 :C;<#以 及 细 胞 培 养 A>BG+..(
方法能特异地检测对甲状腺激素受体&A=O’具有干扰作用的污

染物:C?<$ 所以!受体介导反应机制已经成为筛选和检测环境中具

有内分泌干扰活性化学物质最为广泛和直接的生物监测方法$

!"# 非受体介导反应

除了受体介导反应模式之外! 环境内分泌干扰物还能通过

破坏内源性激素及其受体的生成和代谢等等! 干扰动物和人类

正常的内分泌活动$目前!大多数研究主要利用受体介导反应来

检测环境中内分泌干扰物的活性! 而对于非受体介导反应的机

制研究较少!以下是环境激素如何影响内源性激素的合成%代谢

及运输等的例子!借以说明非受体介导反应途径的影响作用$

!"#"! 睾酮的合成 睾酮对于雄性个体出现雄性发育特征起着

非常关键的作用$ 研究表明!暴露于某些邻苯二甲酸酯&@FD 和

@’-D’的胎儿体内的睾酮浓度会减少 %"PQ;#P!继而引起胎儿

发育出现一系列不正常!如肛门与生殖器距离变短%尿道下裂和

隐睾等现象$ 睾酮的合成途径如图 ! 所示:!R<!胆固醇是合成睾酮

的原料$ 在睾丸间质细胞的线粒体内!胆固醇经羟化%侧链裂解

形成孕烯醇酮!再进入滑面内质网经 CJ>羟化并脱去侧链!形成

脱氢异雄酮!并进一步转变为睾酮$ 研究表明!某些邻苯二甲酸

酯能抑制睾酮合成中所需关键酶的表达! 如图 ! 中所示的清道

夫 受 体 FC&SO>FC’%类 固 醇 激 素 合 成 急 性 调 控 蛋 白&S1IO’%细

胞色素 D9#" 胆 固 醇 侧 链 裂 解 酶 &D9#"BGG’%=!>羟 甾 醇 脱 氢 酶

&=!>-S@’和 细 胞 色 素 D9#"GCJ 羟 化 酶&D9#"GCJ’!从 而 降 低 了

胎儿体内睾酮的浓度!影响胎儿正常的性特征发育 :!C<$

!"#"# 雌二醇的代谢 生物体内雌二醇的浓度主要由生物平衡

反馈控制!对雌二醇具有代谢作用的酶有 D9#" 芳香化酶%葡萄

糖醛酸化酶%甲基化酶和磺基转移酶&STUAB’等等$ 其中!磺基

转移酶对雌二醇的生物活性的调节起了关键作用$ 雌二醇通过

磺基转移酶作用和 C 个璜酸基结合形成硫酸盐! 失去了原有的

生物活性!然后随尿%粪排出体外$在这个平衡体系中!失活后的

雌二醇浓度一般是雌二醇浓度的 C"Q=" 倍:!!<$ 研究表明!短链烷

基苯酚&EV;’能与某些磺基转移酶结合!长链烷基苯酚&EW;’能

抑制磺基转移酶的活性!多卤芳香化合物&D-I-B’的生物代谢

产物 D-I->X- 也能抑制磺基转移酶的活性$ 上述干扰作用均

延长了雌二醇在生物体内的半衰期! 而过长时间的雌二醇暴露

很容易导致乳腺癌的发生 :!=!!9<$
环境激素除了影响内源性激素的合成和代谢! 也可能对内

源性激素的运输起作用$ 由于内源性激素必须与血浆蛋白结合

后才能运输抵达靶细胞发挥作用! 环境激素可能与这些蛋白直

图 # 小鼠睾丸细胞中睾酮的合成:!R<
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接发生作用而阻碍正常激素的运输! 如"9:;< 与运输甲状腺激

素的 血 浆 蛋 白#1+/(<12=+.1*($12=+,*>?6*(>*(@ @0,6A0*(%结 合$影 响

甲状腺激素的运输 B$#C&
现阶段$ 利用非受体机制进行化学物质内分泌活性的检测

非常少$但是非受体机制影响内分泌系统的作用是不能忽视的&
例如"雌激素受体生物检测结果表明$无雌激素活性的物质很有

可能通过抑制磺基转移酶的活性从而具有雌激素效应 D!$C& 因

此$利用分子生物学和基因工程技术对影响内源性激素合成’代

谢和运输的一些关键酶的表达定量描述可以建立起灵敏的监测

方法! 目前$已有一些研究利用参与激素合成’代谢以及运输的

酶来检测化学物质的内分泌干扰活性$ 如正在开发的检测甲状

腺激素干扰效应的方法正是利用了污染物能与运输甲状腺激素

的血浆蛋白结合的原理 D$#C!
!"# 影响内分泌系统与神经系统’免疫系统的综合效应

内分泌系统’神经系统’免疫系统是 E 个相互独立而又相互

作用的体系$E 个系统通过共用的细胞因子’激素及其受体构成

复杂的网络关系和相互调节作用$ 使机体在不同条件下维持稳

态 D!#C! 一方面$环境激素进入人体或动物体内之后$如果通过模

拟和拮抗内源性激素$介入内源性激素的介导反应$对内分泌系

统具有扰乱作用$就会影响到免疫系统与神经系统(另一方面$
当免疫系统与神经系统受到环境化学物质的直接影响时$ 又会

促使内分泌系统发育异常& 这一系列连锁影响使人或动物行为

上产生不正常现象$包括繁殖行为’化学感知行为’种群行为’活

动和反应能力以及认知行为等&近来$生态毒理学家已经开始将

这种异常的行为作为研究终点$ 代替传统的毒性实验来研究环

境激素对野生生物的影响&
已有的调查表明 D!%C$某些环境激素会导致两栖类动物对一

些寄生类疾病的免疫能力下降(暴露过甲氧 FFG 或邻苯二甲酸

酯的雄性小鼠在发情期对雌性小鼠没有任何繁殖行为和欲望(
雄性大西洋大麻哈鱼在低浓度氯氰菊酯#H=I.+5.12+*(%环境中$
对雌性鱼排卵期排出信息素的嗅觉反应能力大大下降( 接受过

低剂量 FFG 和甲氧 FFG 暴露的胎鼠$会影响该小鼠成年后用体

味给自己领地做记号的能力(由于外源性雌激素的影响$原本非

常具有攻击性的雄性棘鱼变得非常温顺( 由于杀毒剂西维因的

影响$蝌蚪的反应和游泳能力大大降低(接受过 9:;< 暴露的猴

和人类新生儿的学习’注意力以及记忆能力都会受到削弱&
以上的调查结果显示$ 环境激素能影响多种脊椎动物的各

种行为& 一些科学家由此建议将行为作为一个评价指标有可能

比传统的生物标记物或者受体水平上的生物检测方法更有效$
因为行为测定方法成本低’不具有伤害性$并且是生物生理发育

的整体终端反应$比一个或几个化学生理指标更全面&一些研究

表明$行为测定的灵敏度也远高于一般监测方法$例如$在低浓

度环境激素的环境中$鱼的游泳能力就能明显减弱$而此时其他

生化指标没有任何明显变化( 蝾螈的群居信息传递能力对环境

激素浓度非常敏感$在极低浓度下就能产生异常 D!%C& 因此$行为

研究学家和毒理学家合作从行为上研究内分泌干扰物质的毒理

效应将是今后生态毒理学的新的方向&

$ 结论与展望

从以上讨论中可以看出$ 环境内分泌干扰物能通过各种途

径影响正常的内分泌系统信号转导$ 从而导致生物体机体本身

内环境的稳态被打乱$产生一系列异常现象&而上述机制正是检

测污染物内分泌作用的基础&值得重视的是$通过机制研究毒性

的同时也不能忽视暴露阶段对生物体的影响$ 如某些邻苯二甲

酸酯对睾酮合成中所需关键酶的抑制作用随着邻苯二甲酸酯浓

度的降低会逐渐减轻$但是如果生物体暴露在发育关键时期$则

该作用将不可逆地直接导致生物体成年后发生尿道下裂和隐睾

症等不正常现象 D!JC&
目前$ 环境内分泌干扰物质的野外调查面临的最大难题就

是不能直接将野外发现的生物不正常现象归因于某个或某些污

染物影响& 所以$如何从污染物作用机制出发$研究高灵敏度’专

一性强的生物检测方法$开发分子水平上的生物标记物以及利用

动物的行为指标监测环境激素的效应将成为以后研究的重点&
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抑制消减杂交技术研究进展及其在环境医学上的应用

肖忠海!洪欣!尹昭云

摘要)抑制消减杂交技术(FCQQ+.FF*,( FC61+/M1*). 2P6+*N*a/1*,(!LL-*是基因克隆的新方法!具有简便易行-特异性高-
背景低-重复性好-能分离出丰度较低的特异性片段等特点. 该文主要介绍 LL- 的技术要点和该技术研究进展等及其在

研究辐射-热-低氧-寒冷等环境因素对细胞基因表达水平影响中的应用.
关键词)基因/抑制消减杂交技术/克隆

中图分类号)VTT;8% 文献标识码)9
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80.*$>?*@ LCQQ+.FF*,( FC61+/M1*). 2P6+*N*a/1*,(<LL-= *F / I,,N /(N 2*I20P .OO.M1*). 5.12,N O,+ I.(. M0,(*(I3 b2*M2 Q,FF.F
F,5. M2/+/M1.+3 FCM2 /F M,().(*.(1 ,Q.+/1*,(3 2*I2 FQ.M*O*M*1P3 0,b 6/M\I+,C(N3 I,,N +.Q0*M/1*,( .1M3 /(N *1 M/( F.Q/+/1. 0,b.+
FQ.M*O*M O+/I5.(18 J2*F /+1*M0. Q+*(M*Q/00P *(1+,NCM.N *1F 5/*( 1.M2(*M/0 Q,*(1F3 F1+.(I12 /(N F2,+1M,5*(IF /(N *5Q+,).5.(1 ,O
LL-3 /(N /0F, +.)*.b.N *1F /QQ0*M/1*,(F *( N.1.M1*(I 12. .OO.M1F ,O +/N*/1*,(3 2./13 2PQ,R*/3 M,0N(.FF /(N ,12.+ .()*+,(5.(1/0
O/M1,+F ,( I.(. .RQ+.FF*,(8

A(4 B%$6.@ B.(.Fc LCQQ+.FF*,( FC61+/M1*). 2P6+*N*a/1*,(c D0,(*(I

基 因 表 达 是 调 节 细 胞 生 物 学 行 为 的 核 心! 其 表 达 水 平 的

变化驱动着生物体内主要生物过 程. 因 此!研 究 不 同 细 胞-同

一细胞的不同分化阶段或同一细 胞 受 到 不 同 外 界 刺 激 时(如)
辐 射-热-低 氧-寒 冷*基 因 表 达 上 的 差 异!有 助 于 了 解 基 因 和

蛋白质的功能!为分析生命活动 过 程 提 供 重 要 信 息. 目 前!筛

选差异表达基因 的 方 法 主 要 有)5V49 差异显示(YYVJKSDV*!
代表性差异 分 析(VY9*!MY49 微 阵 列 (5*M+,/++/P*!抑 制 消 减

杂交 (LL-*!V49 任意引物 SDV (V9SKSDV*! 差异消减展示

(YLY*!交 互 式 差 减 差 异 V49 显 示(VLYY*!基 因 表 达 系 列 分

析(L9B’*!综合基因鉴定分析(GSBG*等. 相比 较 而 言!LL- 具

有简便易行-特异性高-背景低-重复 性 好-能 分 离 出 丰 度 较 低

的特异性片段等特点!是目前 筛 选 差 异 表 达 基 因 较 好 的 方 法!
近年来!得到广泛的应用. 现就此技术研究进展及其在研究辐

射-热-低氧-寒冷等环境因素对细胞基因表达水平影响中的应

用作一综述.

C DD3 技术要点及其研究进展

EFE LL- 技术要点

LL- 技术是 ?TT% 年由 Y*/1M2.(\, 等 d?e首先建立!是抑制性

SDV 与消减杂交技术相结合分离差异基因更简单-更快速的方

法.它运用了杂交二级动力学原理!使得原来在丰度上有差别的

单链 Y49 相对含量达到基本一致!使具有差别表达的 MY49 检

出率得以提高!保证了某些低丰度表达的 MY49 可望被检出.美

国的 X/(2 等 d!e对 LL- 的动力学特征的数理计算及实验研究表

明! 要使 LL- 有效地扩增差异表达基因! 必须符合 ! 个条件)
($*在 1.F1.+ 中差异表达基因所占的百分比必须超过 :8:$f/(!*
差异表达的 Y49 量超过正常表达的 # 倍以上!即差异表达基因

在 1.F1.+ 中的量最少是 N+*).+ 中的 # 倍以上.LL- 技术具有敏感

性高-特异性高(真阳性率有时高达 T;fdUe*-效率高-背景低-重

复性好-操作简便等特点. 另外!差减 MY49 群体既能用作杂交

筛选的探针!又能用来建库!用途非常灵活.

EFG LL- 技术研究进展

EFGFE 5V49 提取-接头连接-杂交时间和 SDV 参数改进 _*/,
等 d;e在 反 复 实 验 的 基 础 上 !对 常 规 LL- 方 法 也 进 行 了 相 应 的

改进)($*5V49 提取) 采 用 直 接 从 培 养 的 细 胞 中 提 取 5V49
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