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摘要: 环境雌激素(environmental estrogens, EEs)种类繁多ꎬ来源多样且分布广泛ꎬ大量工业添加剂、食品添加剂和农药类物质

已被证实具有雌激素活性ꎮ EEs 对人体生殖、神经、免疫等系统的生物毒性已经引起了公众的普遍关注ꎮ 近年来的研究表明ꎬ
EEs 不仅结合雌激素核受体(nuclear estrogen receptor, nER)ꎬ还可以活化雌激素膜受体(membrane estrogen receptor, mER)ꎬ干扰

正常的雌激素信号通路ꎮ 本文总结了 EEs 通过 nER、mER 介导的多种雌激素基因组和非基因组信号途径及其产生的生物学

效应ꎬ综述了在其毒理学作用机理基础上发展的环境样品的雌激素活性评估和 EEs 混合物的联合作用研究ꎬ以期为该类污染

物的筛查、风险评估和进一步的机制研究提供参考ꎮ
关键词: 环境雌激素ꎻ核受体ꎻ膜受体ꎻ基因组ꎻ非基因组ꎻ信号通路
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Ａｂｓｔｒａｃｔ: Environmental estrogens (EEs) have a variety of types and sources. A great number of industrial addi￣
tives, food additives and pesticides have been identified to have estrogenic activities. The potential reproductive

toxicity, neurotoxicity and immunotoxicity resulted from estrogenic activities have attracted widespread attention. It

was found in recent years that EEs disrupt normal estrogen signaling pathways by binding to nuclear estrogen re￣
ceptor and membrane estrogen receptor. In this review, the biological effects resulted from nER and mER mediated

multiple estrogen genomic and non￣genomic signaling pathways were summarized. In order to provide better un￣
derstanding for screening, risk assessment and mechanism studies of EEs, the research progress of the estrogen ac￣
tivity assessment of environmental samples and the combined effects of the EEs mixture were reviewed.
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　 　 内分泌干扰物 (endocrine disrupting chemicals,

EDCs)又称环境类激素(environmental hormones)ꎬ是
通过破坏或干扰生物体内天然激素合成、分泌、运
输、代谢、结合和降解的过程ꎬ从而影响生物体稳定

性和正常生长发育的一类外源性物质[1]ꎮ 环境雌激

素(environmental estrogens, EEs)是最早发现的典型

环境内分泌干扰物ꎬ可以通过基因组或非基因组信

号通路激活或抑制内源雌激素活性ꎬ从而产生抗/类

雌激素效应ꎬ干扰内源雌激素正常的生理功能ꎮ 研

究表明ꎬ目前内分泌干扰物中有超过 200 种的化学

物已被证实具有雌激素活性[2]ꎬ这些雌激素类物质

来源多样、分布广泛且具有生物毒性ꎮ 因此 EEs 污

染已经引起了公众的普遍关注ꎮ
传统的研究指向 EEs 的雌激素效应主要通过

雌激素核受体(nuclear estrogen receptor, nER)介导ꎬ
且基于对此信号通路的认识ꎬ目前已开发出多种环

境雌激素类物质离体生物检测法[3￣5]ꎮ 这些方法具

有高灵敏、高通量的特点ꎮ 然而大量有关于 EEs 作

用机制的研究表明其引发的信号途径的复杂性ꎬ除
了 nER 经典的雌激素基因组信号通路ꎬ多种由结合

雌激素膜受体(membrane estrogen receptor, mER)诱

发快速雌激素非基因组信号转导途径的作用方式经

过复杂的信号通路分析也被不断挖掘[6￣9]ꎬ且 EEs 可

通过这些信号通路对人体产生生殖毒性、神经毒性、
免疫毒性和致癌性[10￣13]ꎮ 基于多种 EEs 离体生物检

测法ꎬ大量环境样品被发现具有雌激素活性且存在

多种不同浓度的 EEs
[14￣15]ꎬ已有研究表明ꎬEEs 混合

物的联合毒性可以因各组分浓度水平、作用位点、作
用方式以及效应终点的不同而改变[16￣17]ꎬ引起了科

学界对 EEs 混合物联合作用的关注ꎮ 本文综述了

近年来环境雌激素类物质在生物效应作用机理方面

研究的新进展ꎬ试图展现一个更为完整和复杂的

EEs 发挥雌激素效应的作用机制ꎬ并综述了在此基

础上发展的环境样品的雌激素活性评估和 EEs 混

合物的联合作用研究ꎮ

１　 雌激素受体(Ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬ ＥＲ)
EEs 主要通过结合 3 种不同的雌激素受体

ERα、ERβ 和 G 蛋白耦联受体 30(G protein￣coupled

receptor 30, GPR30)干扰内源雌激素功能ꎮ ERα 和

ERβ 是核受体超家族的成员ꎬ具有相似的结构和高

度的同源性[18]ꎻ而 GPR30 与核受体的结构完全不

同ꎬ是一个 7 次跨膜的 G 蛋白耦联受体ꎮ 3 种雌激

素受体能够被配体激活介导多种雌激素信号途径发

挥生物学功能ꎮ 研究发现ꎬEEs 可模拟内源雌激素成

为激活雌激素受体的配体[3, 19]ꎬ典型 EEs 诱发的信号

通路及其检测方法总结见表 1ꎬ且 EEs 与 3 种雌激素

受体具有不同的结合能力[3, 20]ꎬ这意味着 EEs 可以结

合不同的受体产生多种雌激素效应的形成途径ꎮ
１.１　 雌激素核受体(ｎｕｃｌｅａｒ ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬ ｎＥＲ)

ERα、ERβ 是 nER 的 2 种亚型ꎬ由不同的基因

编码ꎬ都会在生殖器官、肺、骨、心脏、大脑的部分区

域表达[21]ꎬ但其分布具有一定程度的组织特异性ꎬ
ERα 主要在子宫、肾脏、肝脏中表达ꎬERβ 在前列腺

和小脑中含量较高[22]ꎮ ERα、ERβ 的结构特点已经

被大量的报道[23]ꎬN 端到 C 端依次可分为 3 个功能

域:非配体依赖的转录激活功能域 AF￣1(activation

function￣1)ꎻ DNA 结 合 域 ( DNA binding domain,

DBD)ꎻ 配 体 结 合 结 构 域 ( ligand binding domain,

LBD)ꎬ其含有配体依赖的转录激活功能域 AF￣2(ac￣
tivation function￣2)ꎮ

EEs 通过结合 nER 导致靶基因表达的改变而

产生雌激素效应总结见表 1ꎮ Robert 等[24]利用雌激

素受体结合实验发现ꎬ在 188 种化合物中有 100 个化

合物对 ER 具有亲和力ꎬ其中包括合成雌激素、烷基

酚、有机氯杀虫剂、联苯衍生物等ꎬ且根据这些化合物

的结构得出了环状结构对于化合物结合 ER 具有重

要的作用ꎮ 部分 EEs 还对特定核受体亚型表现出强

烈的亲和力ꎮ Escande 等[25]在稳染 ERα、ERβ 的 Hela

细胞中ꎬ[
3
H] E2 受体结合实验表明ꎬ染料木黄酮、香

豆雌酚等植物激素对 ERβ 的亲和力较强ꎬ药物类乙

炔基雌二醇(EE2)对 ERα 的亲和力较强ꎬ特异性雌激

素受体激动剂如 PPT、DPN 更说明了配体对 ERα、
ERβ 亲和力的差异(RBA ERα/ERβ=84.4, 0.019)ꎮ
１.２ 　 雌激素膜受体 (Ｍｅｍｂｒａｎｅ ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬ
ｍＥＲ)

mER 已经被证实介导快速的雌激素非基因组

信号通路[26￣28]ꎮ 根据它们的结构可以分为 mERα、
mERβ、GPR30、ERα 和 ERβ 的变异体 (ER￣X、ER￣
α36)ꎬ其中 mERα 和 mERβ 是核受体经过棕榈酰化

定位在细胞膜上小窝蛋白的膜受体[29]ꎮ 近年来ꎬ许
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多研究发现 GPR30 在下丘脑、垂体、肾上腺、卵巢等

组织中高表达[22, 30]ꎬ而多种 EEs 如农药类、烷基酚、
植物激素类等物质与之结合会干扰其正常的生理功

能总结见表 1ꎬ因此引起了研究者的广泛关注ꎮ
Thomas 等[31]利用[

35
S]GTPγS 受体结合实验发

现他莫昔芬(TAM)、ICI、o,p’￣DDE 可以结合且活化

SKBR3 细胞中的 GPR30ꎻ除此之外ꎬ还说明了稳转

GPR30 的 HEK293 与 SKBR3 细胞类似ꎮ 所以他们

利用此细胞研究 EEs 对 GPR30 的亲和能力[3]ꎬ[
3
H]

E2 受体结合实验表明双酚 A(BPA)、壬基酚(NP)、染
料木黄酮、十氯酮、p,p’￣DDT、o,p’￣DDE 等 EEs 对

GPR30 具有不同的结合能力ꎮ 值得注意的是ꎬBPA

与 nER 的结合能力很低 (RBA = 0. 315
[32]

)ꎬ但与

GPR30 的结合能力却相反(RBA = 2.83
[3]

)ꎬ且能大幅

度提高 cAMP 的浓度ꎬ说明 BPA 主要通过 GPR30

产生雌激素效应ꎬ这意味着仅通过检测 EEs 与 nER

的作用能力来反映其雌激素效应的方法是不全面

的ꎻ染料木黄酮既与 ERβ 有强烈的结合能力ꎬ还与

GPR30 有较强的亲和力ꎬ表明其可能根据细胞环境

选择受体ꎬ也可能结合多种受体调控多种胞内信号

途径发挥其雌激素活性ꎮ 综上说明环境中多种 EEs

共同存在将直接增加它们引发的雌激素信号通路的

复杂性ꎮ

２　 ＥＥｓ 生物效应的作用机制

经典的雌激素基因组信号通路是 nER 直接或

间接调节靶基因表达的信号途径ꎮ EEs 通过结合

nER 而发挥雌激素效应的分子机制已经很明确ꎬ但
其不仅限于调节 nER 依赖的雌激素基因组信号通

路ꎬ还可以结合 mER 引发多种快速的非基因组信号

转导途径ꎮ 这是目前 EEs 在雌激素受体方面对内

分泌干扰新的研究热点ꎬ其通过基因组和非基因组

多种作用途径所造成的内分泌干扰的复杂性是研究

的难点ꎮ

表 １　 典型环境雌激素引发的雌激素信号通路及检测方法

Table 1　 The estrogen signaling pathways mediated by typical environmental estrogens and detection methods

环境雌激素

Environmental estrogens

信号通路

Signaling pathway

细胞类型和生物效应

Cell and function

检测方法

Detection method

文献来源

Literature

雌酮 Estrone

雌二醇 Estradiol

雌三醇 Estriol

ERα, ERβ
mER/ERK

mER/Ca2+

Hela、GH3 细胞增殖

Hela and GH3 cell proliferation

信号通路分析,受体结合试验,

报告基因检测

Signaling￣pathway analysis, receptor￣
binding assay, reporter￣gene assay

[25, 33]

农药类 Pesticides

六氯酚

Hexachlorophene
ER

MCF￣7 细胞

MCF￣7 cell

受体结合试验,报告基因检测

Receptor￣binding assay,

reporter￣gene assay

[34]

十氯酮 Kepone

林丹 Lindane
ER

MCF￣7 细胞、重组人雌激素

受体基因酵母细胞

MCF￣7 cell and recombinant

hER gene yeast

受体结合试验,

酵母双杂交测试

Receptor￣binding assay,

yeast two￣hybrid assay

[4]

狄氏剂

Dieldrin

ERα, ERβ
GPR30/ERK

GPR30/PI3K/Akt

GH3、MCF￣7 细胞增殖

GH3 and MCF￣7 cell proliferation

细胞增殖实验,受体结合试验,

信号通路分析

Cell proliferation assay,

receptor￣binding assay,

signaling￣pathway analysis

[5￣6]

阿特拉津

Atrazine

ERα
GPR30/MAPK/ERK

BG￣1 细胞增殖

BG￣1 cell proliferation

信号通路分析

Signaling￣pathway analysis
[7]

甲氧滴滴涕

Methoxychlor

ER/Cyclin D1/Ras/Bax

ER/ERK

BG￣1 细胞增殖

BG￣1 cell proliferation

信号通路分析

Signaling￣pathway analysis
[35￣36]

p,p′￣DDE,

o, p′￣DDT, β￣HCH
ER/ c￣Src/ERK

MCF￣7 细胞增殖

MCF￣7 cell proliferation

信号通路分析

Signaling￣pathway analysis
[10]
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续表1

环境雌激素

Environmental estrogens

信号通路

Signaling pathway

细胞类型和生物效应

Cell and function

检测方法

Detection method

文献来源

Literature

药物类 Pharmaceuticals

己烯雌酚

Diethylstilbestrol
GPR30/PKA/ERK/CREB

调节引带细胞

Regulate gubernaculum cells

信号通路分析

Signaling￣pathway analysis
[11]

氟西汀

Fluoxetine
ER

MCF￣7 细胞

MCF￣7 cell

动物试验,报告基因检测

Animals test, reporter￣gene assay
[37]

氟维司群

Fulvestrant

ER/c￣Src

GPR30/ERK

抗 T47D 细胞增殖、粘合

Inhibit T47D cell proliferation and adhesion

信号通路分析

Signaling￣pathway analysis
[38￣39]

雷洛昔芬

Raloxifene

GPR30/Akt/Bal￣2
mER/ERK/ caspase￣3

保护多巴胺神经, 抗软骨细胞凋亡

Protect dopamine neurons and inhibit

chondrocytes apoptosis

信号通路分析

Signaling￣pathway analysis
[40￣41]

他莫西芬

Tamoxifen

ER

ERα/IGF￣1R/EGFR/MAPK

抑制 Hela 细胞、 MCF￣7 细胞增殖

Inhibit Hela and MCF

cell proliferation

细胞增殖实验, 信号通路分析

Cell proliferation assay,

signaling￣pathway analysis

[42￣43]

磺脲类

Sulfonylurea
mER/K+ pathway

胰岛 β 细胞胰岛素分泌

Promote β￣cell insulin secretion

信号通路分析

Signaling￣pathway analysis
[8]

马烯雌酮

Equilin
ER/eNOS/NO

保护动脉内皮细胞

Protect endothelial cells

信号通路分析

Signaling￣pathway analysis
[44]

乙炔基雌二醇

Ethinyl estradiol

ERα
ER/MAPK

Hela 细胞增殖

Hela cell proliferation

受体结合试验, 报告基因检测,

蛋白定量, 信号通路分析

Receptor￣binding assay, reporter￣gene

assay, protein assay, signaling￣
pathway analysis

[25, 45]

邻苯二甲酸酯类 PAEs

邻苯二甲酸丁苄酯

BBP
ER

GH3、 MCF￣7 细胞增殖

GH3 cell and MCF￣7 cell proliferation

细胞增殖实验, 报告基因检测

Cell proliferation assay,

Reporter￣gene assay

[46￣47]

邻苯二甲酸二丁酯

DBP
ER

GH3、 MCF￣7 细胞增殖

GH3 cell and MCF￣7 cell proliferation

细胞增殖实验ꎬ报告基因检测ꎬ转录分析

Cell proliferation assay, reporter￣
gene assay, transcription assay

[46￣47]

邻苯二甲酸二乙酯

DEP
ER

MCF￣7 细胞增殖

MCF￣7 cell proliferation

细胞增殖实验

Cell proliferation assay
[47]

重金属类 Heavy metals

Cd
GPR30/ERK

ER/ERK

SKBR3 细胞增殖

SKBR3 cell proliferation

细胞增殖实验ꎬ蛋白定量ꎬ信号通路分析

Cell proliferation assay,

protein assay, signaling￣pathway analysis

[27, 48]

Cu, Pb, Ni, Hg, Sn ERα
MCF￣7 细胞增殖

MCF￣7 cell Proliferation

受体结合试验ꎬ细胞增殖实验

Receptor￣binding assay,

cell proliferation assay

[49]

Se ERα
MCF￣7 细胞

MCF￣7 cell

受体结合试验ꎬ蛋白定量ꎬ
报告基因检测ꎬ基因定量

Receptor￣binding assay, protein assay,

reporter￣gene assay, transcription assay

[50]
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续表1

环境雌激素

Environmental estrogens

信号通路

Signaling pathway

细胞类型和生物效应

Cell and function

检测方法

Detection method

文献来源

Literature

植物、真菌类雌激素 Phytoestrogens and fungi￣estrogens

布雷菲德菌素 A

Brefeldin A

ER/ERK

ER/PI3K/Akt

MCF￣7 细胞

MCF￣7 cell

信号通路分析

Signaling￣pathway analysis
[51]

雌马酚

Equol

ERα/ERK

GPR30/EGFR/ERK

GPR30/EGFR /Akt

MCF￣7 细胞增殖ꎬ保护静脉内皮细胞

MCF￣7 cell proliferation and

protect endothelial cells

信号通路分析

Signaling￣pathway analysis
[52￣53]

染料木黄酮

Genistein

GPR30/MAPK

ERβ
ERα/IGF￣1R/Akt

ERα/MAPK/NF￣kB

调节 PDL 细胞炎症,

抑制 BG￣1 细胞增殖ꎬ调节成骨细胞分化

Regulate PDL cell inflammation,

inhibit BG￣1 cell proliferation, regulate

osteoblasts differentiation

信号通路分析, 受体结合实验,

报告基因检测

Signaling￣pathway analysis, receptor￣
binding assay, reporter￣gene assay

[54￣56]

葛根素

Puerarin

mER/PI3K/Akt/eNOS/NO

ER/ERK

ER/PI3K/Akt

心肌保护

MG￣63 细胞增殖

Cardioprotection and MG￣6 cell proliferation

信号通路分析

Signaling￣pathway analysis
[57￣58]

茶多酚

Tea polyphenol

ERα/ERK

ERα/Akt

ER/MAPK/Akt/caspase￣3

阿尔兹海默病

Ishikawa 细胞凋亡

Alzheimer’s disease and

Ishikawa cell apoptosis

动物试验ꎬ信号通路分析

Animals test,

signaling￣pathway analysis

[59￣60]

白藜芦醇

Resveratrol

ERα, ERβ/MAPK/ NO

ER/NO/cGMP

GPR30/cAMP/PKC/K+

ERα/ cAMP

保护血管内皮细胞ꎬ成骨细胞分化

Protect endothelial cell and

osteoblastic differentiation

信号通路分析

Signaling￣pathway analysis
[61￣64]

工业酚类 Industrial phenol

BPA

GPR30/ERK/c￣fos

GPR30/cGMP/PKG

GPR30/cAMP/PKA

BG￣1, JKT￣1,GC￣1 细胞增殖

BG￣1, JKT￣1,GC￣1 cell proliferation

细胞增殖实验ꎬ报告基因检测,

信号通路分析

Cell proliferation assay, reporter￣gene

assay, signaling￣pathway analysis

[26, 36, 65]

NPꎬOP ER/ERK
BG￣1 细胞增殖

BG￣1 cell proliferation

细胞增殖实验ꎬ信号通路分析

Cell proliferation assay,

signaling￣pathway analysis

[36]

卤代芳烃 Aryl halide

PCBs ERα
MCF￣7 细胞增殖

MCF￣7 cell proliferation

细胞增殖实验ꎬ酵母双杂交测试

Cell proliferation assay,

yeast two￣hybrid assay

[66]

二噁英

Dioxins
AhR/ERα

T47D 细胞

T47D cell

信号通路分析

Signaling￣pathway analysis
[67]

PAHs

蒽 Anthracen

苯并芘

Benzopyrene

菲 Phenanthrene

ER
MCF￣7 细胞

MCF￣7 cell

受体结合试验ꎬ报告基因检测

Receptor￣binding assay,

Reporter￣gene assay

[12, 68]

甲基胆蒽

Methylcholanthrene
AhR/ERα, ERβ

HC11 细胞

HC11 cell

信号通路分析

Signaling￣pathway analysis
[69]

PBDEs ER T47D 细胞 T47D cell ER￣CALUX [70]
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２.１　 雌激素基因组信号通路

农药类、邻苯二甲酸酯类、重金属类、多溴联苯

醚、多氯联苯等可以模拟内源雌激素结合 nER 形成

nER￣EEs 复合物ꎬ随后直接结合靶基因启动子上的

雌激素反应元件(EREs)或利用蛋白质间的相互作用

间接结合启动子从而调控靶基因的表达ꎬ作用方式

见图 1ꎮ 在此途径中ꎬnER￣EEs 复合物可以不直接

和靶 DNA 结合ꎬ而与转录因子相互作用ꎬ表现出激

活或抑制下游靶基因的表达ꎮ 此外ꎬ核受体通过募

集不同的辅助因子ꎬ包括共激活因子(coactivator)和

共抑制因子 (corepressor)
[71] 赋予其功能的多样性ꎮ

因此ꎬEEs 在此途径中可以根据转录因子和辅助因

子的可获得性而表现出多种雌激素效应ꎮ
大量的研究表明ꎬEEs￣nER 复合物可以结合

ERE 发挥雌激素活性ꎬ且根据 nER 途径中 ERE 的

作用不同学者开发了一系列方法ꎬ如 Routledge 等[72]

开发了重组酵母雌激素筛检法(yeast estrogen screen,

YES)ꎬLegler 等[73] 利用稳转 pEREtata￣Luc 的 T47D

细胞开发了 ER￣CALUX 法ꎮ 这些方法反映了 EEs

通过依赖 ERE 的基因组信号通路发挥雌激素效应ꎬ
例如ꎬXavier 等[74]采用 YES 法发现ꎬ金属 Cd、Cu、Zn

不能直接激活 EREꎬ但与内源雌激素共存时ꎬ却明

显降低了 E2 通过 ERE 产生的雌激素效应ꎮ 对持久

性化合物多溴联苯醚(PBDEs)及其同系物进行 ER￣
CALUX 法检测ꎬ发现 11 种 PBDEs 具有雌激素活

性[70]ꎬEC50为 2.5 ~ 7.3 μmol􀅰L
￣1ꎬHO￣PBDE 的 EC50

超出了 E2 的 50 000 倍ꎮ 同时在稳转 ERα、ERβ 和

pEREtata￣Luc 的 HEK293 细胞中发现ꎬ相对 ERα 而

言ꎬHO￣PBDE 通过 ERβ 产生的雌激素效应较强[70]ꎬ
其诱导率是 E2 的 35 ~ 40 倍ꎮ 这说明 EEs 可通过不

同的 nER 亚型直接结合 ERE 产生雌激素效应ꎮ
２.１.１　 转录因子对 ＥＥｓ 生物效应的影响

nER￣EEs 复合物除了与靶启动子的直接结合ꎬ还
可以与转录因子(Sp、AP￣1、NF￣kB 等)相互作用改变

靶基因表达ꎮ Wu 等[75]在转染 ERα 报告基因质粒的

MCF￣7 细胞中ꎬ采用 Sp1、Sp3、Sp4 的 RNAi 发现 NP、
BPA、开蓬、辛基酚(OP)可以选择性地激活不同类型

的 Sp 产生强度各异的雌激素活性ꎬ说明 EEs 与不同

的转录因子相互作用导致了它们功能的差异性ꎮ
２.１.２　 辅助因子对 ＥＥｓ 生物效应的影响

在基因组信号通路中ꎬEEs 与 LBD 的结合导致

受体构象的改变ꎬ从而暴露了 1 个辅助因子结合位

点ꎬ随后募集不同的辅助因子ꎬ如共激活因子SRC￣1、

SRC￣2、SRC￣3 等或共抑制因子 NCoR、SMRT 等ꎬ最
终产生多种应答ꎮ 不同类型的共激活因子对 EEs

雌激素效应具有重要的作用ꎮ 在转染 ERα、ERβ 和

SRC￣1、TIF2 的 Hela 细胞中[76]ꎬBPA、4￣tert￣OP 都具

有募集 SRC￣1、TIF2 的能力ꎬ但在 Hela￣ERβ 中对共

激活因子 TIF2 的募集能力最强(相对募集能力 RRA

>0.05)且与它们的雌激素活性相符ꎮ Shang 等[71]的

研究发现ꎬTAM 在 MCF￣7 细胞中通过募集共抑制

因子 NCoR、SMRT 抑制 nER 介导的细胞增殖ꎬ但其

在 Ishikawa 细胞中募集共激活因子 SRC￣1 促进细

胞增殖ꎬ且 SRC￣1 在 Ishikawa 中高表达ꎬ说明 EEs

可以在不同的细胞环境中根据辅助因子的类型和可

获得性表现出不同的雌激素效应ꎮ
本实验室构建的重组人雌激素受体基因酵母检

测体系[77]则是根据 nER 途径中配体对共激活因子

GRIP1 的募集而建立的雌激素物质筛查方法ꎬ可以

评估 EEs 的类/抗雌激素活性ꎮ 刘芸等[78]根据体系

构建的原理和实验结果分析酚类化合物的雌激素活

性及其在体内的干扰途径ꎬ得出对苯基苯酚、丁基酚

(4￣tert￣OP)、五氯酚 (PCP)在体内与 E2 竞争性结合

nER 后ꎬ募集共激活因子产生应答ꎬ故同时表现出

类/抗雌激素活性ꎻ氨基酚(4￣AP)、BPA 具有模拟 E2

的能力ꎬ故表现出类雌激素活性ꎻ2￣tert￣BP 只与 E2

竞争结合 nERꎬ但不调控下游基因的表达ꎬ故表现出

抗雌激素活性ꎮ 在全氟辛基磺酸(PFOS)及其替代品

的内分泌干扰效应的研究中[79]ꎬ酵母双杂交测试并结

合大鼠肝脏微粒体酶系统 S9 代谢方法的结果表明ꎬ
它们在体内代谢活化后表现出雌激素受体拮抗效应ꎮ

二噁英类物质对经典雌激素信号通路的影响

是:不直接作用于 nERꎬ而是间接与 nER 竞争共激

活因子的结果ꎬ其与 AhR 结合后进入细胞核与

ARNT(芳香烃受体核转位蛋白)形成 AhR￣ARNT 异

源二聚体ꎬ然后结合二噁英应答元件调控下游基因

表达产生应答[80]ꎮ 在此过程中募集的共激活因子

SRC￣1、SRC￣2、SRC￣3 等也是 nER 途径中所需的共

激活因子ꎬ意味着进入细胞的二噁英类物质可以与

内源雌激素竞争共激活因子ꎬ抑制内源雌激素效应ꎬ
从而表现出抗雌激素作用ꎮ
２.２　 雌激素非基因组信号通路

近年来ꎬEEs 被证实可以结合 mER 在几分钟甚

至几秒内导致细胞内第二信使 cAMP、cGMP 和离

子浓度的快速变化ꎬ引发激酶级联反应和离子通

道[7, 46, 48]见图 1ꎬ如 (1) MAPK、PI3K/Akt:EEs 活化定
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图 １　 环境雌激素引发的雌激素信号通路[８１￣８２]

Fig. 1　 Signaling pathway triggered by environmental estrogens
[81￣82]

位在细胞膜上的 mERꎬmER 通过与转接蛋白(adap￣
tor)、信号分子如 c￣Src 相互作用激活 MAPK、PI3K/

Akt 快速激酶级联反应[81]ꎻEEs 还可以结合内质网

膜上的 GPR30ꎬ随后 GPR30 活化下游的效应蛋白 c￣
Srcꎬ从而激活基质金属蛋白酶(MMP)ꎬ导致肝素结

合表皮生长因子的膜结合前体(proHB￣EGF)分开ꎬ释
放自由的表皮生长因子(EGF)ꎮ EGF 反式激活表皮

生长因子受体(EGFR)ꎬ最终引发 MAPK、PI3K/Akt

激酶 信 号 转 导 途 径[81]ꎮ (2 ) cAMP/PKA: EEs 与

GPR30 结合ꎬ激活下游的效应蛋白腺苷酸环化酶

(AC)ꎬ将 ATP 转化为环磷酸腺苷(cAMP)ꎬ导致胞内

cAMP 的增加ꎬ活化依赖 cAMP 的 PKA 激酶[83]ꎮ(3)

Ca
2+通道:被 EEs 激活的 GPR30 可以活化磷脂酶 C

(PLC)ꎬ然后催化 4,5￣二磷酸磷脂酰肌醇(PIP2 )分解

生成 1,4,5￣三磷酸肌醇(IP3)ꎬ引发胞内钙动员[30]ꎮ
２.２.１　 MAPK 信号转导途径

大量的 EEs 可以结合 mER 诱发 MAPK 激酶信

号通路发挥雌激素效应ꎮ 1 nmol􀅰L
￣1乙基酚 EP、丙

基酚 PP、辛基酚 OP、壬基酚 NP 在 GH3 细胞 2.5 ~ 5

min 内导致 p￣ERK 的浓度达到峰值ꎬ随后失活又在

60 min 达到另一个峰值ꎬ但只有 NP 促进了 GH3 增

殖[84]ꎬ说明烷基酚可以引发 ERK 信号途径产生复杂

的生物效应ꎮ Silva 等[10] 在研究农药类 p,p′￣DDE、
o,p′￣DDT、β￣HCH 发挥雌激素效应的作用机制中发

现已暴露的 MCF￣7 细胞中ꎬ磷酸化的 Src、ERK1/2

蛋白表达量、细胞增殖与这些农药的浓度具有明显

的效应￣剂量关系ꎬ而加入 ERα、ERβ 的抑制剂 ICI

后ꎬ磷酸化的 Src、ERK1/2 蛋白表达量、细胞数量大

幅度减少ꎬ表明 p,p′￣DDE、o,p′￣DDT、β￣HCH 通过

mER/c￣Src/ERK 促进了 MCF￣7 乳腺癌细胞的增殖ꎬ
且具有不同的类雌激素活性ꎮ

TAM、Cd、 BPA 可以通过 mER/c￣Src/ERK 或

mER/EGFR/ERK 促进不同的人乳腺癌细胞系(MCF￣
7、SKBR3、T47D)的增殖[43, 85]ꎻ阿特拉津在卵巢癌细

胞 BG￣1 和 SKBR3 中引发了 GPR30/ERK 而提高癌

细胞的增殖能力ꎬ还经此信号转导途径对癌相关成
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纤维细胞(CAFs)产生生物效应[7]ꎮ
２.２.２　 PI3K/Akt 信号转导途径

PI3K/Akt 激酶级联反应也是 EEs 发挥雌激素

效应的主要信号通路ꎬBriz 等[6] 发现ꎬ农药类狄氏

剂、硫丹、 林丹与皮质神经元(CN)和小脑颗粒细胞

(CGC)中的 ER 具有不同的结合能力ꎬ且狄氏剂可以

大幅度上调 CGC 中磷酸化 Akt 的蛋白表达量ꎮ 但

是加入 GPR30 的抑制剂 G15 后ꎬ蛋白表达量明显降

低ꎮ 值得注意的是ꎬ利用暴露后的 CN 和 CGC 细胞

提取物进行 MCF￣7 细胞增殖实验的结果显示:长时

间暴露的细胞提取物具有较强的促癌细胞增殖能

力ꎮ 这说明狄氏剂、硫丹、林丹在 CN、CGC 细胞中

具有类雌激素效应ꎬ且狄氏剂可以结合 GPR30 对

CN、CGC 产生神经毒性ꎮ
２.２.３　 其他信号转导途径

EEs 除了引发 MAPK、PI3K/Aktꎬ还具有其他多

种雌激素效应形成途径:cAMP/PKA、cGMP/PKG、
K

+通道、Ca
2+ 通道等ꎮ EP、PP、OP、NP 在 100 fmol􀅰

L
￣1

~ 1 nmol􀅰L
￣1 浓度范围内可以调控 GH3 细胞内

Ca
2+离子流浓度的改变ꎬ且疏水性较强的 OP、NP 对

Ca
2+浓度的影响更加明显[84]ꎬ表明根据烷基酚类物

质的疏水性可预测它们的生物效应ꎮ TAM、 ICI、
o,p’￣DDE、BPA、NP、十氯酮可以结合 GPR30

[3, 31]上

调下游 cAMP 的表达从而发挥雌激素效应ꎮ 己烯

雌酚(DES)在引带细胞中通过 GPR30/cAMP/PKA 信

号通路诱导细胞增殖[11]ꎮ 低剂量的 BPA 和 DES 可

以激活胰岛 α 细胞中的 GPR30 抑制 Ca
2+通道[9]ꎬ影

响胰高血糖素的分泌ꎬ从而干扰内分泌系统的平衡ꎮ
综上所述ꎬ单一 EEs 在细胞中可以结合 GPR30

引发 1 种或多种信号转导途径ꎮ 这些不同作用途径

造成了效应终点的复杂性ꎬ直接成为检测 EEs 介导

GPR30 的关键限制性因素ꎮ 而环境介质中的 EEs

是多种同时存在ꎬ它们的作用靶点更加丰富ꎬ引发的

雌激素信号途径更为复杂、交错ꎬ更加难以确定效应

终点ꎮ

３　 环境样品的雌激素活性研究

人类和其他动物暴露在多种 EEs 存在的环境

中ꎬ单一 EEs 的环境暴露并不存在ꎮ 评价环境样品

的雌激素活性、生态风险并甄别主要贡献因子一直

是研究者关注的重点ꎬ且根据 EEs 的作用靶点、作
用方式和效应终点而开发的雌激素活性检测方法被

广泛应用ꎮ

工业废水和生活污水的大量排放致使环境水体

中的 EEs 大量累积ꎬEEs 通过生物富集和放大ꎬ危害

生态安全和人类健康ꎮ 因此ꎬ环境水体的雌激素活

性评估和主要贡献因子甄别有助于掌握 EEs 在环

境水体的污染水平、分布特征等ꎬ以及准确地探求污

染源ꎮ Matsuoka 等[86]采用 MCF￣7 细胞增殖检测法

(E￣SCREEN Assay)、Ishikawa 细胞￣碱性磷酸酶(Ish￣
ikawa￣ALP)、YES 这 3 种检测法对日本向日河的上、
中、下游进行雌激素活性评估ꎬ发现向日河的雌激素

活性每天都会有不同程度的改变ꎬ夏季中游的雌激

素活性最高ꎬEEQ 为 32.9 ng􀅰L
￣1ꎮ 同时ꎬ因水体的

自净能力ꎬE1、E2 可以在 5 ~ 7 d 内降解ꎬ而 EE2 降

解缓慢ꎬ意味着天然雌激素易生物降解ꎬ而人工合成

雌激素易在环境水体中累积ꎮ 此外ꎬE￣SCREEN、
Ishikawa￣ALP 检测的雌激素活性大致相同ꎬ相比之

下 YES 检测的 EEQ 低于检测限ꎬ说明不同的检测

方法具有不同的灵敏性ꎮ 因此检测方法的选择对于

环境样品的雌激素活性研究是非常重要的ꎮ
对于环境水体而言ꎬ污水处理厂的出水是其雌

激素污染物的主要来源之一ꎬ污水处理厂的雌激素

活性研究对污水处理工艺的技术改进和污水再生利

用的风险评价具有重要意义ꎮ 北京市 3 个城市污水

处理厂工艺流程污水样品经 YES 法检测表明污水

处理厂能较好地去除原污水中的雌激素类物质ꎬ但
出水仍有一定的雌激素活性ꎬEEQ 为 2.6 ~ 16. 0

ng􀅰L
￣1ꎬ且出水的雌激素活性主要来自于固醇类激

素[15]ꎮ Valitalo 等[87] 采用 ERα￣CALUX 对芬兰 8 个

城市污水处理厂的出水进行雌激素效应评估ꎬ发现

所有的出水都具有不同强度的雌激素活性ꎬEEQ 为

0.8 ~ 29.7 ng􀅰L
￣1ꎬ同时结合 IC￣MS 表明 E2 和 BPA

是出水主要的雌激素活性来源ꎮ 这些意味着污水处

理厂的出水排放仍具有一定的环境风险ꎮ
饮用水的雌激素活性评估和雌激素系统干扰物

检测技术的应用有利于全面评价饮用水对人体健康

的风险和饮用水处理厂对处理工艺的改进ꎮ 本实验

室发表的一篇文章中[14]表明中国 6 个主要水系 23

个水源水的 EEQ 为 0.08 ~ 2.40 ng􀅰L
￣1ꎬ雌激素效应

主要来源于 E2、EE2、4￣NPꎮ 哈尔滨市饮用水及周

边松花江水经重组人雌激素受体基因酵母检测发

现ꎬ松花江哈尔滨段江水在夏秋两季的 EEQ 为 528

~ 965 pg􀅰L
￣1ꎬ自来水厂的出厂水仍具有 298 ~ 718 pg

􀅰L
￣1的雌激素活性[88]ꎮ 此外ꎬ管网水的雌激素活性

较出厂水可升高 44.9% ꎮ 以上研究结果表明ꎬ为了
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降低 EEs 暴露产生的健康风险ꎬ不仅要加强水源水

的管理ꎬ引入深度处理工艺来提高饮用水的质量ꎬ还
要防止饮用水在配送过程中的二次污染ꎮ

在环境样品的雌激素活性研究中ꎬ虽然大多数

研究对象是水环境ꎬ但有研究表明大气的 PM10中含

有 PAHs、苯并[α]芘等 EEs
[89]ꎬ且基于 EEs 作用机理

开发的离体生物测试在大气样品的雌激素活性检测

中也同样应用广泛ꎮ Croes 等[90]在佛兰德斯交通繁

忙的街道设置 36 个 PM10采样点ꎬ采用 ER￣CALUX

检测发现 70% 的样品具有不同强度的雌激素活性ꎬ
EEQ 的平均值为 50.7 fg􀅰m

￣3ꎮ
对环境中的 EEs 进行检测并作出相应的生态

和健康风险评价ꎬ旨在控制环境中 EEs 对人体产生

的雌激素系统干扰ꎮ 美国环保局(United States En￣
vironmental Protection Agency, US EPA)成立的内分

泌干扰物筛检和测试顾问委员会(EDSTAC)在第一

级筛选方案(Tier 1 screening)中基于 EEs 的作用靶

点和作用方式推荐了 2 种体外试验用以筛查 EEs 并

评估其雌激素活性:ER 结合和 ER 转录激活试验ꎬ
其中 ER 结合试验可筛选对 nER 具有亲和力的

EEsꎬ但不能区分 EEs 的类/抗雌激素效应ꎮ ER 转录

激活试验可用以检测 EEs 通过 ERE 途径产生的雌

激素效应ꎬ此外ꎬ本实验室开发的重组人雌激素受体

基因酵母测试已成为评估 EEs 通过募集 GPIR1 产

生的雌激素活性的有效方法ꎮ 这些方法可筛查出基

于 nER 作用途径产生雌激素效应的 EEsꎬ但 EEs 还

可以结合 GPR30 产生雌激素效应ꎬ而 GPR30 下游

一系列复杂的激酶级联反应和离子通道大大增加了

方法构建的难度ꎮ 因此建立基于 GPR30 的 EEs 快

速筛选方法和高通量的雌激素效应测试将是未来

EEs 生物检测法的发展方向ꎮ

４　 ＥＥｓ 混合物的雌激素活性研究

多种 EEs 在环境中同时存在ꎬ它们可能具有不

同的作用方式ꎬ意味着环境样品的雌激素活性并不

能简单地通过组分浓度或雌二醇当量加和来描述ꎬ
可能表现出相互影响、相互作用ꎬ会产生协同、拮抗

或加和等联合毒性效应ꎬ尤其是 Something from

“Nothing”现象[91]的出现引起了研究者对 EEs 联合

毒性作用的关注ꎮ 生物体暴露在环境样品中ꎬ就是

EEs 混合物的作用对象ꎮ 作为一个复杂的系统ꎬEEs

混合物中各组分可以在其不同的靶位点通过不同的

作用方式产生雌激素效应ꎬ且不同的作用靶点和作

用方式之间还存在着交互影响ꎮ 因此ꎬ决定受试生

物的类型、效应终点的选择和研究 EEs 混合物的种

类同样重要ꎮ 此外ꎬ根据各组分间是否存在相互作

用ꎬ将联合作用分为相互作用和无相互作用ꎮ 其中ꎬ
浓度加和模型[92]

(concentration addition, CA)和效应

加和模型[93]
(response addition, RA)可用以评价无相

互作用的 EEs 混合物的联合雌激素作用ꎬ方法简单

可靠ꎬ应用广泛ꎮ 例如ꎬYang 等[16]采用等毒性配比

和非等毒性配比设计的 31 个 EEs 混合物通过重组

人雌激素受体基因酵母测试ꎬ表明当 EEs 混合物中

各组分作用方式相同时ꎬCA 模型是可靠的ꎮ
由于 EEs 在体内存在较多的雌激素效应形成

途径ꎬ尤其是受试生物暴露在机制作用复杂的 EEs

混合物中ꎬ直接导致它们的联合作用因作用靶点和

作用方式的繁杂更加难以分析和解释ꎮ 例如ꎬE2、
EE2、BPA、4￣NP、4￣tert￣OP、染料木黄酮的联合雌激

素效应在 E￣SCREEN 中与浓度加和模型产生偏

离[94]ꎮ 值得注意的是ꎬE2、EE2、BPA、4￣NP、4￣tert￣OP

混合物的联合作用呈现较明显的拮抗效应ꎬ而 E2、
EE2、BPA、染料木黄酮四元混合物和 E2、EE2、染料

木黄酮三元混合物的联合作用与浓度加和一致ꎬ只
能说明 4￣NP、4￣tert￣OP 与其他 EEs 具有对立的生物

效应ꎮ 因此ꎬ为了解释复杂 EEs 混合物的雌激素效

应ꎬ研究者把重心转移到基于作用机制的研究上ꎬ关
注的焦点是各雌激素受体、雌激素信号途径ꎬ最终在

雌激素效应形成途径的各作用靶点、作用方式分析

EEs 混合物的作用机制ꎬ同时结合细胞和动物的整

体效应评估它们的毒理学效应ꎬ从而预测造成的生

态风险ꎮ

５　 展望

EEs 在胞内可以同时产生多种雌激素信号通

路ꎬ也可以激活其他受体如 AhR 等对 ER 作用途径

产生交联作用ꎬ所以 EEs 引发的细胞信号途径的复

杂性使我们很难绘制出其完整且详细的作用机制ꎮ
这需要我们进一步利用基因组学和蛋白组学的方法

来发掘更为详尽的 EEs 作用途径ꎬ从而更加完善地

对其进行雌激素效应评价ꎮ
E￣SCREEN 作为筛查 EEs 雌激素活性的离体测

试模型[95]ꎬ是 EEs 通过多种作用方式对细胞整体呈

现出的综合雌激素效应ꎬ其中涉及 nER 信号途径和

快速的雌激素非基因组信号通路ꎮ 基于对经典 nER

作用途径中 ERE、共激活因子 GRIP1 的认识ꎬ开发

出的 EEs 生物学检测法 YES、ER￣CALUX、重组人雌

激素受体基因酵母测试等得到了广泛的应用[24, 79]ꎮ
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这些方法具有高灵敏、高通量和低成本等特点ꎬ可以

从不同的作用靶点检测 EEs 通过 nER 作用途径发

挥的雌激素活性ꎮ 然而ꎬ研究却发现有些 EEs 可以

结合 GPR30 诱发多种非基因组信号途径 MAPK、
PI3K/Akt、cAMP、Ca

2+ 等产生明显的雌激素效应ꎮ
所以ꎬ仅利用上述的方法筛查 EEs 显然是不全面

的ꎬ而 EEs 引发的由膜起始的快速非基因组信号转

导途径如 MAPK、PI3K/Akt 等目前只能通过蛋白定

量、基因定量等一系列方法组成的复杂信号通路分

析判断得出ꎮ 因此ꎬ开发出基于 GPR30 的环境雌激

素类物质的快速筛查方法将是其生物检测法新的发

展方向ꎬ同时在 EEs 引发的雌激素信号途径中进行

多个作用靶点如 ERα、ERβ、GPR30 和多种作用方

式的同步检测来解释其毒性作用机制ꎬ并结合细胞

的整体效应更综合地评估其雌激素活性ꎬ从而建立

简单、快速、灵敏、经济、完整的 EEs 多靶点离体测

试流程ꎮ
在环境样品的雌激素活性研究中ꎬ将离体生物

测试和化学分析相结合有助于对其雌激素效应评价

和主要贡献因子甄别ꎮ 当多种 EEs 共存ꎬ各组分的

作用靶点和作用方式可能相差很大ꎬ且还存在着交

互影响ꎬ这大大增加了研究环境样品雌激素效应和

EEs 混合物联合作用的难度ꎮ 未来的工作不仅需要

研究各组分间的相互作用ꎬ还需要对其在分子和细

胞水平上进行多靶点分别、共同作用的评估来判断

环境样品的生物效应或 EEs 混合物的联合作用ꎮ
在分子、细胞水平上的 EEs 雌激素效应检测可

以研究 EEs 暴露诱发细胞毒性的分子作用机制ꎬ但
无法在动物水平上解释 EEs 暴露是否最终导致组

织器官损伤以及引发各种疾病的重要机理ꎬ所以需

要将 EEs 暴露的细胞毒性与活体实验相结合ꎬ建立

全面、完整的 EEs 毒理学效应评估体系ꎮ

通讯作者简介:马梅(1967￣)ꎬ女ꎬ博士ꎬ研究员ꎬ博士生导师ꎬ
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