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酵母双杂交法筛检酚类物质的内分泌干扰作用 
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摘要：利用酵母双杂交系统对 4种天然和合成的雌激素,4 种植物性激素以及 14 种常用于自来水供水系统中的酚类物质进行了内分泌干

扰作用的筛检测定.结果表明,这些物质的作用强度与其结构有很大的关系.14种人工合成的化学物质中,有 8种显示出β-半乳糖甘酶诱导活

性.从与雌激素受体结合活性值的比较结果可以推测,没有显示出β-半乳糖甘酶诱导活性的物质可能具有抗雌激素(antagonist)作用. 
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Screening of phenolic endocrine disrupting compounds with yeast two-hybrid system. XIE Guo-hong1,2, HU 

Jian-ying2, LI Gong2, MA Xing-jie2, Liu Guo-guang1 (1.College of Chemistry and Environmental Science, Henan Normal 
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Abstract：The endocrine disrupting functions of 4 natural and synthetical estrogens, 4 phytoestrogens, 14 phenols widely 

used in the tap water supply system were detected using yeast two-hybrid technique. Results show that the function of 

these compounds is dependant on their structure. Of 14 synthetical compounds, in which 8 compounds have inductivity 

for β-galactosidase; and from the comparing result, it could be inferaed that the other 6 compounds without inductivity for 

β-galactosidase might have antagonism to estrogen. 
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    文献表明以壬基酚等为代表的酚类物质显

示出内分泌干扰作用[1].这些物质被广泛地用作

涂料、塑料的抗氧化剂及树脂的原材料,并在食

物或自来水中被检出[2-4].目前筛检这类物质是

否具有内分泌干扰作用的体外方法主要有雌激

素受体结合活性法,细胞增殖法,重组受体/报告

基因表达培养细胞和酵母法[5]及酵母双杂交法

等[6,7].酵母双杂交法具有测试时间短,重现性好,

能区分协同或拮抗作用等优点,目前被30多个研

究团体所采用. 

    本文利用酵母双杂交法测试了常被使用于

自来水管材和储水槽表面涂料中的14种酚类物

质,并和雌激素受体结合活性值比较,对被测物质

可能的作用模式进行了探讨.为了比较,本文还测

试了天然及人工合成雌激素以及植物性激素的

作用强度. 

1  材料与方法 

1.1  试剂与仪器 

实验用培养基为去除了亮氨酸和色氨酸的

SD培养基,双杂交酵母基因工程菌株Y190由日

本大坂大学西川淳一博士惠赠;表1中的对象物

质等标准物质均购买于日本东京化成和林纯药

公司;二甲基亚砜(DMSO,ACS级,AMRESCO);无

氨 基 酸 氮 源 和 氨 基 酸 (Sigma); 显 色 剂

o–nitrophenol-β-D-galactopyranoside(ONPG,东京

化成);溶菌酶Zymolyase (20T;生化学工业,日本); 

BIO-RAD550酶标仪;Nunc96孔两条可拆酶标板; 

Jouan MR 18.22冷冻离心机. 
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1.2  酵母双杂交测试方法 

    用接种针挑取 2~3 环酵母菌放入有培养液

的培养瓶中,在 30℃的条件下培养 14~16h(对数

生长期).取上述培养液 50µL加入有 200µL培养

液的小管中,再添加 2.5µL的样品溶液(DMSO溶

解液),震荡摇匀.置于 DNA混合器上培养 4h (30

℃).移取 150µL 上述培养液于酶标板(96 孔)中,

于 595nm 波长下测定菌液的吸光度值(以加入

DMSO 的培养液为参照空白).余下的溶液离心

5min(15000r/min),弃去上清液后,加入 200µL 含

1mg/mL溶菌酶 Zymolyase的Z buffer(0.1M的碳

酸钠缓冲溶液 (pH=7.0),10mM 的 KCl,1mM 的

MgSO4)溶液,震荡混匀后,静置反应 20min(30℃).

加入含 4mg/mL 的 ONPG 缓冲溶液(0.1M 的

Na2HPO4和 KH2PO4)40µL于上述溶液中,震荡混

匀,再于 30℃条件下静置反应至溶液产生黄色,

记录反应时间,加入 100µL的 1M Na2CO3溶液使

反应停止 .离心 5min(15000r/min),吸取上清液

150µL于 96孔酶标板中,分别于 415nm和 570nm

波长下测定吸光度值(以加入菌液的培养液为参

照空白).最后用下式计算β-半乳糖甘酶诱导活性. 

    β-半乳糖苷酶诱导活性 

    =1000(A415-1.75 A570)/(t v A595) 

式中:t 为加入 ONPG 到溶液出现黄色时的反应

时间;v 为菌液体积(0.05mL);A595、A415、A570分别

为 595、415和 570nm 波长下的吸光度值. 

2  结果与讨论 

2.1  作用强度 

实验的对象物质是 4 种天然和人工合成的

雌激素,4种植物性激素和 14种工业用人工合成

的酚类物质,这 22种物质的结构如表 1所示. 
 

表 1  对象物质的种类和结构 

Table 1  The variety and structure of objective compounds 
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用酵母双杂交法所测的这些对象物质的剂

量和反应曲线见图 1.从图 1 中可看出,衡量对象

物质的内分泌干扰作用活性的大小,不仅决定其

显示诱导β-半乳糖甘酶活性时的浓度,还决定其

作用的强弱.为了全面反映各物质的内分泌干扰

作用的活性强度,本文选用诱导β-半乳糖甘酶的

活性达到浓度为 10-7M 的雌二醇的β-半乳糖甘

酶诱导活性(为最高诱导活性)的 10%时的各物

质的浓度表示为相对作用浓度(以 REC10 表

示)[8];各物质的最高β-半乳糖甘酶诱导活性与
雌二醇的最高活性的比值表示为活性相对值.本

文采用式(1)中的作用强度[9]来作为衡量各对象

物质的内分泌干扰活性大小的综合指标: 

      作用强度=REC10/活性相对值       (1)

图 1  对象物质的剂量-反应活性关系 
Fig.1  Dose-response curves of objective compounds  

a中—◇— 雌酮 —■— 已烯雌酚 —○— 雌三醇 —▲— 雌二醇; b中—◇— 玉米稀酮 —■— 4’,7-二羟基异黄酮 

— +  — 4’,5,7-三羟基异黄酮 —×— 鸡豆黄素; c中—◇— 4-壬基酚 —▲— 4-t-辛基酚 —○— 4-叔丁基酚 

—×— 4-仲丁基酚 —■— 4-乙基酚; d中—◇— 双酚 A —□— 对联苯酚 —▲— 4-羟基联苯 

 

图 2 为 REC10 和活性相对值之间的关系,

两者之间基本上呈现出较好的相关性. 

图 2  log(REC10)值与活性相对值的比较 

Fig.2  Correlation between log(REC10) and relative 

activity 
 

从图 2中可以发现,REC10值越低,其β-半乳

糖甘酶诱导活性则越强.但是其中也有例外,如 4-

乙基酚的REC10值虽比 4-叔丁基酚高,但前者的

β-半乳糖甘酶诱导活性却较后者强.已烯雌酚和

雌二醇也同样发生了类似的现象. 

2.2  物质结构和作用强度的关系 

    表 2 列出了对象物质的作用强度的对数值.

从表 2 中可以看出,人工合成及天然激素类物质

的作用强度最强,其中已烯雌酚的作用强度高于

天然激素雌二醇,在对象物质中显示出最高的作

用强度.雌三醇和雌酮的作用强度比较相近,约比

雌二醇低一个数量级.其次为植物性激素类物质,

其中,玉米烯酮的作用强度最高,其对数值为 2.44, 

4’,7-二羟基异黄酮和 4’,5,7-三羟基异黄酮的作
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用强度比较接近,分别为 3.55 和 3.57.上述结果和

雌激素受体结合活性法测定的结果比较相似[10]. 

    14 种酚类物质中作用强度最高的物质为

4-t-辛基酚,其作用强度的对数值为 3.21;作用强

度最低的为 4-乙基酚(6.27).在烷基酚类物质中,

当烷基数目为 1~8时,随着烷基炭数的增加,其作

用强度也显示出增加的趋势,超过 8以后,作用强

度随着烷基炭数的增加而减少 .这一现象和

Routledge 等[11]用重组受体/报告基因表达酵母

法测定的结果比较一致.但是值得注意的是,对于

同样为丁基酚,烷基的分支程度高的 4-叔丁基酚

的作用强度低于分支程度低的 4-仲丁基酚的作

用强度,这一结果不同于重组受体/报告基因表

达酵母法的测定结果.在本实验中还对壬基为直

链的 4-n-壬基酚的作用强度也进行了测试,发现

同样为壬基酚,而直链的 4-壬基酚则并没有表现

出β-半乳糖甘酶诱导活性,烷基链长度和分支程

度较大地影响了它的作用强度.另外,在双酚A和

联苯酚类物质中,在对位含有两个羟基的对联苯

酚显示出了较高的作用强度,但是整体说来此类

物质的作用强度比 4-壬基酚和 4-t-辛基酚要小

1~2个数量级. 

考察在酵母双杂交法中没有显示出β-半乳

糖甘酶诱导活性的 6种物质的结构特性,发现它

们共同的结构特征在于烷基的取代位置不在对

位,或者在对位及其他的位置上也有烷基取代的

物质如 4-甲基-2,6-二叔丁基酚. 

2.3  作用强度和受体结合活性值的比较 

为了比较,表 2中列出了 22种对象物质的人

体雌激素受体的结合活性值[10].在雌激素受体

结合活性法实验中,除了鸡豆黄素以外的其余

21种对象物质都显示出明显的结合活性,但在酵

母双杂交法测试中显示出β-半乳糖甘酶诱导活

性的只有包括鸡豆黄素在内的 16 种物质.图 3

为酵母双杂交法和雌激素受体结合活性法的

测试中都显示出活性的 15种对象物质的实验

结果的相关性.其相关方程如下: 
作用强度=-1.1825log(IC50)+4.0534, 

          r2=0.9461(n=15) 

表 2  酵母双杂交法与雌激素受体结合活性法的比较 

Table 2  Comparison of the results between yeast two- 

hybrid system and estrogen receptor binding affinity 

化学物质 log(作用强度)* log(IC50)** 

 1 己烯雌酚 -0.44 0.80 

 2 雌二醇 -0.44 1.36 

 3 雌三醇  1.03 1.70 

 4 雌酮  1.16 2.52 

 5 玉米烯酮  2.44 2.85 

 6 4-t-辛基酚  3.21 4.15 

 7 4-壬基酚  3.29 3.98 

 8 4’,7-二羟基异黄酮  3.55 3.63 

 9 4’,5,7-三羟基异黄酮  3.57 2.96 

10 对联苯酚  4.25 5.03 

11 鸡豆黄素  4.27   >7.24 

12 4-羟基联苯  4.96 5.63 

13 双酚 A  5.13 5.04 

14 4-仲丁基酚  5.74 5.76 

15 4-叔丁基酚  6.02 6.01 

16 4-乙基酚  6.27 6.23 

17 4-n-壬基酚 n.d 3.98 

18 4-甲基-2,6-二叔丁基酚 n.d 5.69 

19 3-羟基联苯 n.d 5.79 

20 2-羟基联苯 n.d 6.00 

21 2-仲丁基酚 n.d 6.14 

22 2-叔丁基酚 n.d 6.37 

 注: *酵母双杂交法测定; **雌激素受体结合活性法测定[10] (浓度

单位为 nM) 

图 3  酵母双杂交法与雌激素受体结合活性法的相关性 

Fig.3  Correlation of the  results between yeast two- 

hybrid system and estrogen receptor binding assay 

 

    受体结合活性越高,其在酵母双杂交法测试

中也显示出越高的β-半乳糖甘酶诱导活性,对

人体雌激素具有促进作用(agonist). 

对于鸡豆黄素,虽没有显示结合活性 ,但在

酵母双杂交法测试中显示出β-半乳糖甘酶诱导

活性.观测剂量-反应曲线的形状,也发现和同为
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植物性激素的玉米烯酮 ,4’,7-二羟基异黄酮和

4’,5,7-三羟基异黄酮有明显的不同,这可能和它

们之间的结构有很大的关系,有待于进一步研究. 

对于在酵母双杂交法中没有显示出β-半乳

糖甘酶诱导活性的 6种物质,却发现和雌激素受

体具有结合活性.因此推测这些物质可能具有抗

雌激素作用(antagonist).有关这些物质是否具有

抗雌激素作用,及其抗雌激素作用强度的大小将

发表在相关的其他论文中. 

3  结论 

3.1  用酵母双杂交法测定的各物质的β-半乳糖

甘酶诱导活性结果表明,越是在低剂量范围内

显示作用强度的,其β-半乳糖甘酶诱导活性呈

现越强的趋势. 

3.2  对象物质的作用强度和结构有非常大的相

关性,结合酵母双杂交法测试的作用强度和雌激

素受体结合活性法测定的结果,将为研究对象物

质的作用模式提供一个有效的方法. 
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全国辐射环境监测网络“十五”建成  1999年 9月,

日本燃料元件厂发生临界事故,国家环境保护总局紧急

启动了辐射环境应急响应系统,组织部分省市进行了应

急监测.据了解,“十五”期间,国家将加大对辐射环境监

测和应急能力建设投入,2004 年 12 月 31 日前将投入 1

亿多元完成“一网络两中心”即全国辐射环境监测网络、

辐射环境监测技术中心、核与辐射事故应急技术中心的

建设,使我国辐射环境监测能力接近或达到国际先进水

平. 

据国家环境保护总局核安全与辐射环境管理司副

司长刘华介绍,依据总体规划、分步实施的原则,在今后

10 年内将分两个阶段完成全国辐射环境监测网络建设.

第一阶段(“十五”期间)采用“填平补齐”的方式,形成

基本网络,各级网站能承担辐射环境监测的基本任务;第

二阶段(“十一五”期间)在第一阶段建设的基础上,全面

提升各级网站的业务能力和仪器设备配置水平,使监测

水平接近“核大国”的标准.国家计委已批准了第一阶段

项目建议书. 
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