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　　摘要:近年来 , 越来越多的研究表明野生动物和人类的生殖 、 发育和行为异常以及某些肿瘤发生率在上升 , 全

世界许多科学家正致力于环境内分泌干扰物 (EEDs)的研究。 EEDs 引起的许多不良效应与环境雌激素 (EEs)有关。

为了描述 EEs 的毒效应及其作用机制 , 建立了许多体内 、 体外试验方法 , 本文就 EEs 的识别与评价作一综述。
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Identification and assessment of environmental estrogens
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Abstract:In the past few years , more and more studies reported there are apparent increases in reproductive , developmental and

behavioral abnormalities incidences as well as some cancers incidences in wild lives or human beings , which resulted in a worldwide

intensification of research for the effect of environmental endocrine disruptors (EEDs).Not a few adverse effects of EEDs identified have

been attributed to environmental estrogens (EEs), and a lot of assays in vivo and in vitro have been developed not only to characterize

EE but also to define its mechanisms.The authors reviewed the methods for assessing and identifying EEs.
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　　在过去几十年间 , 大量人工合成的化学品释放入环境中。

目前 , 越来越多的证据证实了许多化学物可以干扰正常激素

调节的生理过程 , 从而对野生动物 、 实验动物和人类的发育

和/或生殖功能产生不良影响。这些环境污染物可以通过模拟

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 , 从而改变内分泌与生殖系统的正常功能。美国环境保

护组织内分泌干扰物筛选测试咨询委员会 (Endocrine Disruptor

Screening and Testing Advisory Committee , EDSTAC)将这些能通

过干扰激素功能 , 引起个体或人群可逆性或不可逆性生物学

效应的环境化合物称为 “环境内分泌干扰物” (Environmental

Endocrine Disruptors , EEDs)。 EEDs 的主要作用机制是与类固醇

激素受体 [ 雌激素受体 (estrogen receptor , ER)、 雄激素受体

(androgen receptor , AR)、 孕激素受体 (progestogen receptor , PR)

等] 结合 , 其他包括对激素合成与代谢的影响 、 参与神经中

枢与垂体的调节 、 改变血浆激素结合蛋白的功能等。由于绝

大部分的 EEDs 具有干扰雌激素的作用 , 故有学者将这些具有

干扰雌激素作用的化学物称为环境雌激素 (Environmental

Estrogens , EEs)。

1996年 , 美国国会通过了食品质量保护法 (Food Quality

Protection Act , FQPA)和安全饮用水法修正案 (Safe Drinking

Water Act , SDWA)。这些法律敦使EPA 建立一组筛选方案以评

价 EEs干扰内分泌系统所引起的相关危害。同时 , EEs所引起
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的危害在中国也日益受到重视。因此 , 对 EEs 的识别与评价

显得尤为重要。作者结合自己的研究工作就此作一综述。

1　雌激素调节反应实验 (estrogen-regulated response assay)

1.1　整体动物试验

根据雌激素的生物活性 , 可以通过整体动物试验检测化

学物的拟雌激素活性。 整体动物试验中观察终点有很多。 目

前许多评价方法集中于观察 EEs 对雌性生殖器官的作用 , 例

如:青春期前啮齿类动物子宫增重实验;卵巢切除成年啮齿

类动物子宫增重实验;卵巢切除成年啮齿类动物阴道细胞角

化实验;青春期前啮齿类动物阴道开放实验;子宫组织生化

检测 (胸腺嘧啶核苷酸掺入 , 孕酮受体的诱导 , 特定基因产

物如 pS2 和组织蛋白酶 B 等的表达);子宫组织学;阴道组织

学;动情周期的周期性和妊娠丢失等。 在这些整体动物拟雌

激素活性分析中 , 子宫增重法和阴道细胞角化试验是应用时

间最长的[ 1] 。子宫增重法将青春期前或卵巢切除大 (小)鼠

暴露于受试物中 3 ～ 4 天 , 然后处死动物 , 测定其子宫质量。

同时使用不同浓度的受试物和参考雌激素 (例如乙烯雌酚

DES , E2)进行染毒 , 可用于建立剂量-反应关系 , 以估计相对

参考雌激素的雌激素活性。使用未成熟或卵巢切除大鼠可以

减少内源性雌激素的干扰 , 从而提高方法的灵敏度。 因为高

剂量的孕激素也可以引起子宫质量增加[ 2] , 本方法在特异性

方面不如阴道细胞角化实验。 后者采用动情周期为 4 天的大

(小)鼠进行染毒 , 观察阴道上皮细胞的形态学变化[ 3] 。当内

源性雌激素水平较高而孕酮水平较低时 , 也即在动情周期的

卵泡期 , 上皮细胞有角化特征。 大鼠或小鼠切除卵巢 12 周内

阴道细胞较稳定 , 不发生角化 , 在这段时间内进行染毒 , 通
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过观察阴道细胞学变化以检测角化特征 (给予雌激素后在48～

72 小时内发生角化)。该法特异性较高 , 但与子宫增重法相

比 , 灵敏度不高。

除了对雌性生殖器官的作用外 , 也有一些研究通过以下

的实验来评价 EEs的拟雌激素活性。例如:EEs 长期作用于大

鼠 , 可以通过作用于中枢神经系统引起一系列行为改变 , 包

括大鼠食物摄入量/体质量增加比 (尤其是在雌性大鼠切除卵

巢后)和性行为等;通过检测垂体功能和血清相关内分泌激

素的水平观察 EEs对下丘脑-垂体-性腺轴激素合成与调控的影

响;通过检测雄性大鼠染毒后附睾功能 、 精子发生 、 附属性

腺器官的大小等观察 EEs 对雄性生殖器官的作用;通过观察

雌性大鼠阴道开放时间与雄性大鼠包皮分离时间 、 生殖器官

质量以及精子生成量等研究 EEs 对啮齿类动物性分化和青春

期发育的影响。

以上这些实验中 , 绝大多数的反应终点为非特异性的 ,

而且与体外研究相比 , 费用较高且耗时。但是由于其代表了

一种活体状态 , 综合了血浆结合和毒物代谢动力学等多种因

素。其中子宫质量增加与阴道细胞角化试验被认为是拟雌激

素活性评价的金标准[ 4] 。

1.2　离体细胞试验

1.2.1　细胞增殖实验

研究雌激素受体 (estrogen receptor , ER)信号转导通路 ,

其最终目的在于阐明细胞反应。 目前已建立了一系列体外试

验方法以检测细胞反应终点。 Lippman 等于 1976 年首先揭示了

MCF-7 细胞的生长对雌激素有特异性反应 , 近几年将使用这种

效应终点来评价拟雌激素活性的方法称为 E-Screen[ 5] 。人乳腺

癌MCF-7 细胞增殖试验是评价拟雌激素活性的较为敏感的方

法之一[ 5] 。用这种方法可以区分为激动剂和拮抗剂。但 MCF-7

细胞能否或在多大程度上将拟雌激素前体物转换成拟雌激素

物 , 目前尚不清楚。尽管许多研究报道了 MCF-7 细胞培养条

件 , 但雌激素对这种细胞生长的促进作用机制目前尚不清楚。

一些报道认为血清中具有一种细胞生长的抑制因子 , 而这种

因子可以被雌激素灭活。另外一些研究表明雌激素介导的细

胞增殖是受 ER介导的一系列级联反应的结果。也有学者认为

这是两种机制同时作用的结果。 观察细胞增殖的终点很多 ,

如用计数器进行细胞及细胞核计数 、 使用增殖指标 (MTT ,

alamar BlueTM代谢)、 氚标记胸苷掺入的 DNA 分析[ 6] 或者用

sulforhodamine-B 进行固定细胞的蛋白染色。

1.2.2　定量分析雌激素诱导的内源性基因的表达水平

一些细胞具有雌激素调节基因 , 雌激素可以诱导这些特

定基因表达。定量分析这些内源性基因的表达水平可用于评

价 EEs的拟雌激素活性。其中应用较多的是 MCF-7 细胞中的

基因表达。雌激素诱导的内源性基因很多 , 本文简单介绍几

种常见的基因标志物。 pS2 mRNA 的表达被广泛用作拟雌激素

活性的标志物。 雌激素可以诱导 MCF-7 细胞转录 pS2mRNA ,

合成 pS2 蛋白。pS2蛋白分子量为 9 kDa , 属于 trefoil (三叶草)

型多肽家族[ 7] 。该多肽家族除可参与细胞增殖的调节外 , 三

叶草型蛋白还可以通过与表皮生长因子受体直接作用 , 激活

Ras/MEK/MAP激酶信号转导通路[ 20] 。至今尚无文献报道非雌

激素活性物质可以诱导 MCF-7 细胞中 pS2 的表达。人类 pS2 基

因包含不完全雌激素反应元件 (ERE), 与回文结构 (consensus

palindromic)ERE (GGTCANNNTGACC)相比 , 仅有一对碱基不

同 (GGTCACGGTG GCC)。在其余一些雌激素反应基因 [ 如

TGFα、 TGFβ 、 人组织蛋白酶 (cathepsin)D、 αl-ACT、 大鼠孕酮

受体] 中也证实具有功能不全的 EREs[ 9 ～ 12] , 可能与所观察到

的雌激素依赖性调节有关。

除上述的内源性基因以外 , 尚有其他拟雌激素活性的生

物标志物 , 例如:trout (鳟鱼)的肝细胞体外培养中合成的

vitellogenin (卵黄素), MCF-7 细胞中孕酮受体和特殊雌激素诱

导蛋白 , 子宫细胞原代培养中分泌的 130 kDa 分泌蛋白 , 牛子

宫细胞培养中 DNA合成和大鼠垂体分泌的催乳素等 , 采用内

源性基因表达实验 (endogenous gene expression assay), 可用来

检测通过包括 ER在内的不同信号转导通路的基因诱导[ 12 , 13] 。

2　受体结合试验 (receptor binding assay)

根据雌激素作用原理 , 雌激素与 ER的结合是引起雌激素

反应的开始。 ER是在种系发生中较保守的细胞内受体家族成

员之一。通过体外测定外源性化合物与受体亲和力的大小可

判断雌激素活性大小。

目前 , 已建立了一些竞争性受体结合分析方法[ 1, 14 , 15] 。 由

于大鼠子宫与 MCF-7 细胞富含 ER , 通过离心 、 匀浆 、 超声破

碎细胞等一系列操作制备含 ER 的细胞提取液 , 体外将 ER

与3H-E2以及不同浓度受试物共孵育 , 受试物与
3H-E2 竞争结

合 ER位点。数小时后 , 采用葡聚糖活性碳饱和分析法 (DCC

法)、 羟基磷灰石法 (HAP法)等去除游离的3H-E2 , 通过液闪

计数法检测结合的3H-E2 量 , 从而判断受试物与 ER的结合力。

同时 , 用未标记 E2 作平行样 , 以检测该化合物的相对结合力

(RBA , Relative Binding Affinity)[ 16] 。

ER竞争结合试验较为灵敏 , 可检测到 50 fmol ER/mg 蛋

白 , 具有实验时间短 、 实验室间方法较易统一等优点。这种

方法在评价体内暴露于外源性化合物后 ER的分布与数目方面

较有用。另外 , 这种方法可用于快速评价化合物与 ER的结合

能力 , 比较化合物的 EC50 、 Kd 水平 , 初步估计化合物在体内

条件下干扰 ER功能的能力 。受体结合实验耗费较少 , 但是由

于拟雌激素活性决定于该化合物与 ER的亲和力的大小以及维

持核受体占有率的能力 , 单凭与 ER的结合力并不能充分说明

某一物质是否具有雌激素活性 , 所以这种方法对于阐明与 ER

结合以后引起的生物学效应的意义并不大。一些化合物的 ER

结合力较高 , 但雌激素生物试验 (estrogen bioassays)中显示的

活性较小 , 相反 , 一些化合物的 ER结合力较低 , 但生物活性

较高[ 17] 。此外 , 本试验方法不能区分激动剂和拮抗剂。目前 ,

受体结合试验在 EEs 的拟雌激素活性研究中的应用较为普遍 ,

但是由于以下一些因素 , 在大范围内筛选 EEs 仍有不足和困

难如:(1)使用的受体往往是细胞或组织中的粗受体制品;

(2)体外试验时 , 在生理温度下受体易变性 , 孵育温度低于
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生理温度 (一般反应温度为 4℃);(3)使用放射性物质;(4)

游离和结合示踪剂的分离工作较为繁琐;(5)该分析方法适

用于 ER亲和力较高 、 水溶性的化合物 , 而对低亲和力以及脂

溶性化合物不太适用。

针对以上不足 , Cook ND等对实验作了一些改进 , 建立了

scintillation proximity分析法 , 将 ER和闪烁液结合于固相载体

上 , 因此只有与受体结合的放射性标记的 E2 才能激活闪烁液 ,

而游离的 ER配基则否。这个方法不需要将游离配基与结合配

基分开 , 但是受体的固定可能会引起构型的变化 , 从而影响

到化合物与 ER的结合。 Bolger R 等建立了一种新的雌激素受

体结合实验 , 使用荧光偏振 (fluorescence polarization , FP)技

术检测化合物与高亲和力纯化重组人 ER的能力 , 可以在室温

下进行 , 无放射性物质污染。 FP 通过检测荧光素标记分子的

或内在荧光分子的大小变化研究分子间相互作用。 荧光分子

与另一分子结合后其旋转速度改变 , FP 正是通过检测这种旋

转速率来反应分子大小的变化。 当水平偏振光激发荧光分子

溶液时 , 所有与偏振光平行的荧光分子被激发。如果在激发

时间 (如荧光素为 4ns)内 , 该分子保持静止 , 发射光保持高

度偏振。通过FP可以直接检测出荧光分子的体积增大 (与受

体 、 抗体等结合)或体积减小 (分解或酶降解)。所观察的偏

振水平是结合和游离荧光分子的平均水平 , 偏振水平能直接

转化成结合配基的浓度。 本方法优点在于:(1)不使用放射

性物质;(2)FP检测在溶液中进行 , 使所研究的分子处于正

常平衡液与温度中;(3)不需进行结合与游离配基的分离;

(4)可以直接进行结合反应动态观察;(5)可以应用 96 孔板

进行大规模检测。但为了使荧光分子与受体具有较高的结合

百分率 , 对受体制剂的纯度要求相对较高。

总之 , 某一物质与雌激素受体发生结合反应仅能说明该

物质可能具有雌激素活性 , 而不能提供充分证据说明该化合

物能影响人类健康或环境质量。因而 , 需要进一步结合体内

或其他体外试验来作综合评价。

3　受体激活试验 (receptor activation assay)

雌激素可以通过受体机制影响基因表达及其相互作用。

根据 ER信号转导的模式 , 配体与 ER结合可以导致受体蛋白

构型的变化 , 但是配体与 ER的激素结合域的结合仅仅为导致

拟雌激素反应过程中的一步。这种 “活化” 受体与靶基因 5-

端特异 DNA 序列 (雌激素反应元件 , ERE), 从而调节基因转

录。实际上 , 雌激素正是通过调节雌激素反应基因转录来显

示其生物活性。

3.1　酵母细胞中 ER介导的转录实验

重组技术的发展使得在异种系统中表达部分生物构建物

成为可能。Walter等首先克隆了 ER cDNA , 紧接着建立了 ER

的表达系统 , 例如 Escherichin coli
[ 18]
和酵母株 Saccharomyces

cerevisiae[ 19] 。将哺乳动物 ER 导入酵母细胞株 Saccharomyces

cerevisiae后 , 可以成为雌激素依赖性的转录激活因子。 Arnold

等[ 20]建立了酵母雌激素筛选实验 (yeast estrogen screen assay ,

YES)来评价化合物的拟雌激素活性。 YES 中 , 将两个基因引

入了酵母中 , 一个为 ER , 另一个为与 ERE 相连的 lacZ 基因。

当雌激素加入培养基中与 ER 结合 , 受体-配体复合物迅速与

DNA上 ERE 结合 , 加速 β-半乳糖苷酶的表达 , 通过测定 nitro-

β-D-galactopyranoside 到 nitrophenol 的转化检测酶的活性 , 这一

分析方法需 1 天。此方法已经用于许多 EEs的拟雌激素活性研

究 , 如 o , p-DDT;辛基酚;壬基酚;双酚 A 等。在 YES 中 ,

雌激素拮抗剂 (如 ICI 164.384)也表现为激动作用。实际上 ,

凡是在其他反应体系表现为雌激素激动或拮抗作用的化合物 ,

在 YES 中均表现为激动作用。此方法简单 , 易于操作 , 试验

所需的时间短 , 无同位素污染。 但是 , 由于哺乳动物与酵母

细胞对激素和毒物的代谢有很大的差异 , 且胞膜结构不同 ,

可能会影响到化合物进入酵母细胞与 ER的结合。

3.2　哺乳动物细胞中 ER介导的转录实验

目前 , 该技术已广泛应用于多种哺乳动物细胞株 (小鼠 L

纤维母细胞 , Hela细胞 , MCF-7 细胞), 建立了一系列哺乳动

物报告基因实验。

MCF-7 细胞中具有许多雌激素调节基因 (pS2 , Cath D ,

PgR , TPA 等), 如前所述 , 它们相应的基因产物可以作为雌激

素作用的反应终点 , 然而 , 这些内源性基因受其他细胞内机

制调节 , 并且对基因产物 (mRNA)进行定量相对费时 , 且较

难进行。 因此 , 将人雌激素受体 (human estrogen receptor ,

hER)调节的报告基因导入 MCF-7 细胞可以作为检测 ER转录

激活的常规方法。报告基因实验采用 MCF-7 细胞的 hER调节

报告基因的转录 , 报告基因所编码的酶可以通过检测进行定

量。Korachs等克隆了一个雌激素反应序列 , 并将其插入一个

报告基因载体 (reporter gene vector), 这种构建物与细菌氯霉素

乙酰基转移酶 (bacterial chloramphenicol acety ltransferase , CAT)

结合成为雌激素可诱导的启动子 (inducible promotor), 可用于

转染细胞 , 评价雌激素有关基因活性。 将这种受体特异性的

报告基因构建物转染到 ER阳性靶细胞 (如 MCF-7 细胞), 用

雌激素处理后检测 CAT的表达。在 ER阴性细胞中转染 , 用雌

激素处理不能诱导 CAT的表达。由于它必须在 ER存在的条件

下才会诱导 CAT的产生 , 该系统能检测 ER介导的基因表达。

Massaad C 等[ 21]采用分子生物学技术 , 在体外培养的人细

胞 (肝癌细胞株 HepG2)中 , 用一个由两个重复 ERE (over

ERE , 两个 ERE 之间有 5 个碱基对 , center to center)组成的雌

激素反应序列调控报告基因 , 从而来评价化合物的拟雌激素

活性。它能协同活化由雌激素和 EEs 引起的转录。这种重复

ERE单位具有较高的灵敏性 , 与使用单个 ERE 相比 , 检测出

拟雌激素活性化合物的浓度更低 , 即灵敏度更高。 例如 , 使

用 over ERE 检测到 Illoxan在 10μM时具有雌激素活性 , 而使用

单个 ERE时 , 在 Illoxan为 100 μM 时才有转录活性的升高。 另

外 , 一些化合物在使用单个 ERE时 , 未显示出有雌激素活性 ,

而在使用 over ERE时 , 显示出活性 (例如 Betanal)。

雌激素可以通过与受体的配体结合域结合而激活 ER, 一

些药物在体外可以通过 N-末端磷酸化而激活 ER。 在MCF-7 细

胞中同时转染上 Ga14-hER嵌合体 (缺少N-末端)和Ga14 调节
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的报告基因 17m5-g-Luc , 这种嵌合受体只具有 hER的配体结合

域 , 可以用来检测化合物的拟雌激素活性 , 同时避免 N-末端

磷酸所引起的假阳性结果 , 提高反应的特异度。

报告分子的种类很多 , 例如荧光素酶 (luciferase , Luc),

CAT和半乳糖苷酶 (galactosidase)等。报告基因的转激活的检

测可以通过酶分析 (例如半乳糖苷酶或 CAT)或者通过荧光素

酶报告分子的化学发光进行定量。一些报告基因系统也采用

细胞毒性标志物作为内控将 ER活化的浓度与导致细胞毒性浓

度相互关联。克隆报告基因构建物及将其转染入细胞的技术

要求较高 , 但一旦稳定转染 , 分析方法较简单 、 快捷和价廉。

虽然建立稳定转染的细胞株具有一定的难度 , 目前已建

立了一些MCF-7细胞来源的细胞株。MVLN 是MCF-7细胞来源

的稳定转染了 Luc的细胞株 , 它包含一个人工合成基因 , 其含

有 ER控制的卵黄素启动子的片断 , 从而调节 Luc的表达。这

些细胞同时具有新霉素抗性的基因。因此 , 所有的细胞具有

报告基因 , 可以高度敏感检测出雌激素调节的转录。 优点:

由于稳定转染 , 使用方便 , 短期检测。另外 , 适用于大量 EEs

的筛选 , 通过MVLN细胞株可以区分雌激素激动剂与拮抗剂。

4　类固醇激素合成抑制试验 (assays for inhibition of steroid

hormone synthesis)

EEs不依赖于 ER作用的其中一个重要的作用机制是抑制

类固醇激素的合成。 在非妊娠动物中 , 主要依赖于卵巢膜细

胞合成雄激素 , 颗粒细胞合成雌激素与孕激素;而在妊娠动

物中 , 黄体产生孕酮以维持妊娠 , 使用全卵巢组织培养

(whole ovary tissue culture)可用于评价未成熟与成熟动物卵巢

的激素合成。 in vivo:整体动物染毒 , 在妊娠大鼠与动情周期

一定阶段进行采血 , 检测血液中类固醇激素水平。 in vitro:一

些情况下 , 可以通过短期试验检测切碎的卵巢组织中类固醇

激素水平来分析。对于成熟大鼠 , 观察动情周期 , 选择动情

周期规则 (一般为 4 天)的动物。在动情周期的特殊阶段处

死 , 取出卵巢切碎并进行一系列孵育:(1)未处理的培养基

中孵育 1小时;(2)在含 hCG 培养基中孵育 1 小时;(3)含

hCG 与受试物的培养基中孵育 1小时 , 重复 3 次。每次 1 小时

孵育结束后 , 收集培养基以分析雌二醇 、 孕酮与睾酮的水

平[ 22] 。另外 , 还可以通过体外培养人或大鼠卵巢颗粒细胞与

膜细胞以深入分析雌激素合成抑制的阶段以及对特异性类固

醇激素合成酶的作用。 ex vivo:与上述不同的是 , 整体动物染

毒而非切碎的组织直接染毒。这种方法考虑了毒物代谢动力

学因素 , 从而减少了因为化合物需代谢活化所引起的假阴性

结果。因为妊娠时内分泌变化相对较小 , 使用妊娠动物可以

减少动情周期不同时期染毒所造成的差异 (Endocrine Screening

Methods Workshop , Duke University , July , 1996)。与 in vivo 相

比 , in vitro 未考虑到机体对 EEs 的代谢 , 但是具有实验中使

用的动物量小的优点。而 ex vivo 正好集中了这两种试验的优

点 , 是 in vivo 与 in vitro 评价卵巢类固醇激素合成的桥梁。以

上方法已被用于一些芳香化酶抑制剂 (例如氨鲁米特

aminoglutethimide , fenarimol , 咪康唑 miconazole)和一些化学

物[ 22]对激素合成影响的研究。

5　其他方法

最近 , NishikaWa等建立了评价 EEs 活性的新方法———酵

母 two-hybrid (二杂化物)检测[ 23] , 即检测 ER 和辅激活蛋白

之间的蛋白-蛋白相互作用 , 因为雌激素激动剂与 ER 的结合

可以导致辅阻遏物的分离和辅激活蛋白富集。本方法同时检

测某化合物与受体结合以及富集辅激活蛋白的能力 , 与简单

的受体结合试验相比 , 提供了更多的信息。 由于拮抗剂一般

不会置换辅阻遏物 , 因此 , 本方法可以用于区分激动剂与拮

抗剂。

为了能综合评价某种物质或化合物可能的内分泌干扰活

性 , 需成套使用 in vivo 和 in vitro 实验。这种评价方案可以包

括一系列方法:第一阶段:计算模型 [ 定量结构活性关系

(QSAR)] 、 in vitro 实验和短期 in vivo 实验;第二阶段:长期 in

vivo 实验;第三阶段:多代繁殖实验。根据前一阶段的结果选

择下一阶段的测试方法[ 24] 。

目前 , 对于除 ER以外的一些内分泌干扰作用机制尚不十

分明确 , EEs 可能通过与膜 ER 受体 、 新受体亚型 (如

ERβ)[ 25]和寡受体的相互作用 , 干扰内分泌系统。 另外 , 生长

因子介导的信号通路也可以对 ER的转录活性产生影响。 因

此 , 目前比较迫切的是需要发展新的 in vivo 和 in vitro 实验来

识别与评价一些新的 EEs。

附:

EDSTAC 制订的有关 EEDs识别与评价方法

第一阶段:Screening

1.推荐方法

in vitro assays:(1)雌激素受体结合/报告基因试验;(2)

雄激素受体结合/报告基因试验;(3)组织碎片的类固醇激素

合成试验。

in vivo assays:(1)噬齿类动物 3天子宫增重实验;(2)20

天青春期雌性噬齿类动物实验; (3)噬齿类动物 5 ～ 7 天

Hershberger实验;(4)蛙蜕变实验;(5)鱼性腺 Recrudescence

实验。

2.替代方法

in vitro assays:胎盘芳香化酶试验。

in vivo assays:(1)改良噬齿类动物 3 天子宫增重实验;

(2)14 天雄性成年噬齿类动物实验;(3) 20 天雄性青春期噬

齿类动物实验。

第二阶段:Testing

推荐方法

(1)两代哺乳动物生殖毒性实验;(2)鸟生殖实验;(3)

鱼生命周期实验;(4)Mysid 生命周期实验;(5)两栖类动物

发育与生殖实验。
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