
! 引言
环境内分泌干扰物 !!"#$%&’"( )’*&+,-’". /0(1’%23*"

4)/*#是一类广泛存在于环境$食物以及消费品中的可以对
生物体内激素水平产生影响的物质 56789% 近年来"随着经济的
发展和工业化程度的提高"4)/* 在自然界中的分布$含量及
暴露途径也随之变广$增多5:7;<% 如何快速有效地筛选和检测
出具有潜在的干扰内分泌系统的化学物质已成为生态毒理

学$环境科学等研究领域的当务之急5=<%
目前"已建立的较成熟的环境内分泌干扰物的快速筛选

和检测方法主要有&细胞培养检测法$子宫增重检测法$重组
酵母系统检测法$免疫检测法和生物传感器检测法等 >?<"可以
归为 = 大类研究方法&模型动物筛选法$组织器官筛选法$细
胞筛选法和分子筛选法% 本文综述了国内外应用较广泛的环
境内分泌干扰物生物快速筛选方法及其应用进展%

为了减少和避免自然界中日益增多的环境内分泌干扰物对生物体及人类的危害!建立方便"有效"快捷的筛选方法!以从环境

污染物中检测出具有潜在的干扰内分泌系统的化学物质等已成为环境科学的热点研究方向# 本文从 " 个研究层面分类综述了近年
来环境内分泌干扰物快速筛选方法的研究进展!分析了各类筛选方法的优缺点!展望了其发展前景$
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! 模型动物筛选法
!"! 大鼠子宫增重法
大鼠子宫增重法!!"# $%&’() *)’+%)+%,"-. /0012"选用未

成熟的雌幼鼠或摘除卵巢的雌成鼠为研究对象#以口服或皮
下注射的方式 #将实验动物连续 3!45 暴露于待测化学物
质 6789:#然后剥离受试对象的子宫并测定对照组与实验组子宫
的脂肪$干重或湿重与体重的比值 6;:#进而评价待测化学物质
是否具有促进子宫生长的作用#判断其是否具有雌激素效应%
大鼠子宫增重法步骤固定#筛选程序简单#是最为成熟

的筛选检测环境雌激素的体内实验方法之一 6<=8<<:#可以方便
地检测出壬基酚$双酚 /$甲氧滴滴涕$染料木黄铜$雌二醇$
己烯雌酚 $乙炔雌二醇等 7 种内分泌干扰物的混合物的性
质6<>:%在动物模型和暴露途径的选择上#对未成熟的雌幼鼠进
行皮下暴露待测物是最敏感的实验方法 67:#比采用摘除卵巢
的雌成鼠口服暴露的检出限低# 可用于检测小剂量!<==?@A
!B@&5""的弱雌激素活性的 ,8壬基酚%
随着实际应用的进展#C1+B’2 等 69:观察到子宫内膜上皮

细胞的厚度和阴道开口!D1@-(1E F,’(-(@#DF"等指标比子宫
湿重更为敏感#因此建议在传统子宫增重试验的基础上增设
其他敏感的指标% 同时#试验中所得的血液及其他器官#也可
以被合理利用于检测急性暴露对生殖轴线上其他内分泌腺

体的作用#或者作为其他检测内分泌干扰物的离体方法的实
验对象%

!"# 水生生物形态学变化观察法
除了选用哺乳动物为模型生物#食蚊鱼!!"#$%&’" "((’)’&

*+,$-++.’"形态特征的改变也可用于筛选具有雌激素活性 6<3:及

雄激素活性 6<G: 的化学物质的指标 % 甲壳类动物 /+,,%&.
01)’2",’" 也被用于污水中 HIJ0 的检测#且其形态改变指标的
敏感性要较食蚊鱼更优 6<K:%相对而言#形态学指标能更直接表
征污染物对生物体的影响#然而不如细胞或分子水平上的指
标精确度高%

# 组织器官筛选法
组织器官筛选法主要有雌激素受体结合法!J%?,#)-)-L’

H0)+%@’( $’M’,)%+ N-(&-(@ /00120"% 具有雌激素效应的内分泌
干扰物可以在特定器官内!如肝脏"与雌激素受体结合#启动
信号传导途径#诱导产生细胞应答 6<OP#并最终表现为卵黄原蛋
白!D-)’EE%@’(-(#DQR#产卵动物所特有的生物标志物"等终端
产物的生成% 利用这一性质#既可以通过测量受体结合力 6<7P#

又可以通过检测终端产物的产量 6<OS<9:#较为灵敏地检测出待测
物对生物体造成的内分泌干扰影响%
美国环境保护局 !Q"# H(L-+%(?#()1E T+%)#.)-%( /@#(.2#

HT/" 已经将雌激素受体结合法广泛应用于环境内分泌干扰
物的前期快速筛选 !U-@" V"+%W@",W) T+#80.+##(-(@#UVTX"步
骤中6<;:%HT/选取了几种不同的人乳腺癌细胞系#构建了可以
产生雌激素受体的 V47I 细胞系$ 可以产生雄激素受体的

CI/4KY 细胞系和可以产生甲状腺激素受体的 U’Z1 细胞系#
以它们产生的反应受体应用于快速筛选 6>=:#可进行大量样品
的初步检测#省时省力% 这种筛选方法不仅简单易行#还有一
个其他方法所不具备的突出优点’ 由于受体应答反应的差
异#可以有效区分开激素激动剂和激素拮抗剂6G:%

$ 细胞筛选法
$"! 细胞培养检测法
除了能够通过特定器官内的细胞应答诱导生成生物标

志物以外#具有雌激素效应的内分泌干扰物还可以对含有雌
激素受体 6><8>>:的人乳腺癌细胞系产生细胞应答 6<9:% 其中 #
应用最广泛的即为 CJ[87 细胞增殖实验 !CJ[87 .’EE
,+%E-\’+1)-%( ]-%10012"#在低浓度!>^K_"下也能接收到雌二醇
!H>"$活性炭‘葡聚糖处理胎牛血清!JI[NX"$活性炭‘葡聚糖
处理的女性血清!JI[UX"等物质的类‘抗雌激素刺激信号并
大量生长增殖6>38>G:% X%)%等6>K:利用 CJ[87细胞的这个性质#设计
了 H8XJaHHb实验#该实验被应用到处理后污水中烷基酚$邻
苯二甲酸盐$多氯联苯及多种杀虫剂等类雌激素的含量检测6<7:#
检 出 限 可 低 至 ,@‘Z 数 量 级 6>K:% a10?W00’( 和
b-’E0’(6>O:又对 H8XJaHHb实验进行了优化#对 CJ[87细胞的
生长条件$初始密度$培养基以及内分泌干扰物质的助溶剂等
一系列参数进行了规范和界定# 使暴露后的 CJ[87细胞的增
殖量由原来的 >!<=倍不等提高到 <<倍#同时还提出了通过细
胞计数方法或 CQQ荧光染色法测定相对增殖力的改良方案%
$"# 酵母雌激素筛选测试法

a%W)E’&@’ 和 XW?,)’+6>7:使用基因重组技术#在酵母细胞中
构建了可以表达人雌激素受体的酵母表达载体和由雌激素

效应元件!H0)+%@’( a’0,%(0’ HE’?’()0#HaH"控制的3"456的
酵母报告载体#建立了重组酵母筛选系统!a’M%?]-(1() c’10)
J’EE N-%10012#aJN/"6>7:% 将转基因酵母作为生物模型#利用受
体8配体之间的相互作用进行内分泌干扰物的检测% 人雌激
素受体基因被整合于酵母基因组中并成功表达’! 与类雌激
素相互作用形成融合蛋白# 可与报告载体上的 HaH相结合(
" 受体!HaH"激活(# 与配体!融合蛋白"相结合#引导报告
基因 3"456 表达($ 使产生 !8半乳糖苷酶#并分泌到培养基
中(% 分解显色底物氯酚红8!8I8半乳吡喃糖苷!JTaR"#使
其 由 黄 色 变 为 红 色 ( & 可 用 比 色 法 检 测 酶 活
性6>7:% XW?,)’+ 等 6>9:<;;7年使用重组酵母筛选系统对环境污染
物邻苯二甲酸盐和壬基酚进行了雌激素活性检测#该方法操
作简便$耗时短$灵敏度极高#一般比 CJ[87 细胞增殖实验和
子宫增重方法高出 >!K 个数量级 6>;83=:% 然而#一些由 CJ[87
细胞增殖实验判断为具有弱雌激素活性的化学物质#如儿茶
酚$表儿茶酚$毛地黄黄酮等#在重组酵母系统的检测中没有
表现出任何雌激素活性(相反#杨梅酮和橙皮素等在重组酵
母筛选中有微弱的雌激素活性的化合物#对 CJ[87 细胞系没
有任何增殖促进作用 63<:% 此外#与子宫增重试验相比#重组酵
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母筛选系统也并未能够成功检测出壬基酚的二胺衍生物

!!"#"的雌激素活性$%&’# 不同筛选方法所得到的筛选结果并
不相符可能是由于酵母细胞和哺乳动物细胞中生物代谢途

径不同而造成的 $%(’$因此$在方法应用中$应根据实际目的和
暴露浓度等的不同选择合适的检测手段#
根据重组酵母筛选系统的原理$#)*++ 等$%,’选用绿色荧光

蛋白!-+./0 123.24+5 67++2 89:)7+/4+24+ "7)0+;2$-168""作为
报告蛋白$且将其基因序列整合在了酵母基因组质粒上# 相
比于以前使用 !"#$%作为报告基因的两质粒重组酵母细胞$
得到了较大的简化$获得了高通量筛选雌激素活性化学物质
的重组绿色荧光蛋白酵母雌激素筛选体系$它为今后重组酵
母筛选方法的发展指明了方向$可根据不同需要构建不同的
表达载体和报告载体$甚至进一步应用在整体水平的活体筛
选上# 如可选择鱼类或线虫的卵黄原蛋白等生物标志物的基
因构建表达载体$ 通过基因重组得到转基因动物进行 1<=/
的筛选#

! 分子筛选法
!"# 免疫检测法
环境内分泌干扰物的免疫检测筛选方法!>??:2).//.-/"

的基本原理是生物分子!受体"与相应的特异性抗体!单克隆
抗体或多克隆抗体"结合$然后采用同位素%酶%荧光或化学
发光底物等标记技术加以放大和显示$根据生物分子被诱导
产生的水平判断化学物质是否具有内分泌干扰特性 $%%’# 免疫
检测方法主要包括放射免疫分析法 !@.5;);??:2).//.-$
@>A"%酶免疫测定法!12B-?+ >??:2).//.-$1>A"%荧光免疫分
析法 !89:)7);??:2).//.-$8>A"% 时间分辨荧光免疫分析法
!C;?+7+/)9*+5 89:)7);??:2).//.-$C78>A" 和化学发光免疫测
定法 !=3+?;9:?;2+/+20 >??:2).//.-$=D>A"$ 其中以 1>A 和
@>A 最为常用$%%E%F’#

在各种免疫检测法中$依据生物应答的机制和途径!无
论是分子%细胞还是生理水平上"$选取方便高效的生物标志
物是方法构建成败的关键 $%G’# 卵黄原蛋白是应用最早也是最
为广泛的筛选类雌激素化合物的生物标志物 $%HE%I’$其中卵黄
原蛋白的酶联免疫吸附方法 最 为 简 便 $检 出 限 可 达
,JH2KL?D$%ME%N’# 卵黄原蛋白侧流免疫法和单向放射免疫法的
检出限较高$分别为 MO!KL?D$FO’和 (,PG?KQ?D$%N’&顺序注射化
学发光法耗时短%敏感度高$可在 FO?;2 内完成检测$检出限
低至 ,2KQ?D$F(’$改良后耗时可缩短为 (G?;2$F,’#
此外$卵壳前体蛋白R43)7;)K+2;2S =T6U也是鱼类中研究

得较多的一种生物标志物 $F%EFG’# 随着内分泌干扰分子机制研
究的进展$芳香化酶 ?@!A$FH’%1@" ?@!A$FI’等越来越多的分

子标志物被发现可用于内分泌干扰物质筛选#

!"$ 生物传感器检测法
生物传感器检测法是一种根植于免疫技术的仪器测定

方法$由一个能与 1<=/ 特异性反应的生物分子!生物识别元
件"和一个换能器!传感元件"构成# 生物识别产生的物理化

学性质的改变$可以通过换能器转化变为为可识别的信号 $FM’#
常用的生物识别元件多为免疫化学的抗体或抗原 %酶%非酶
受体%完整细胞以及核酸$常用的转换器包括电化学传感器%
光学传感器%质量敏传感器和热敏传感器 F大类$FN’#

生物传感器以其灵敏度高%可大批量检测%价格便宜%可
现场检测和自动在线检测等优点$在实践中得到广泛应用$GO’#
目前$针对不同环境中不同种类的 1<=/ 的检测$各式各样的
生物传感器已被设计出来$ 并已出现多种成熟的商业产品#

如’测定水体中甾固醇激素的光学免疫传感器$G(’&检测氯化物
的一种使用表面等离子共振 !V:7W.4+ "9./?)2 @+/)2.24+$
V"@"技术的竞争性免疫分析方法 $G,’&针对挥发酚的酪氨酸酶
电化学生物传感器检测方法 $G%’&检测土壤中的污染物萘的电
化学生物传感器 $GF’&使用抗体作为生物识别元件$基于碱性磷
酸酶抑制剂设计出的一种电化学免疫传感器 $GG’&已在实践中
成功检测过水体中的阿特拉津%西玛津%异丙隆%,SFX<%百草
枯等除草剂的商用免疫传感器产品 @>A!A$GHEGI’等# 此外$卵黄
原蛋白生物传感器 $GM’以及基于雌激素受体的 V"@ 生物传感
器 $GNEHO’也已被广泛投入到筛选类雌激素内分泌干扰物的实践

中# 毋庸置疑$生物传感器在各个领域对多种化学物质的定
性和定量检测中都展现出其巨大的潜力# 但就目前而言$这
一方法仍存在着生物分子的稳定性低%物理化学参数设置和
结果中出现干扰数据等问题$亟需后续研究解决$GO’#

% 展望
%&# 快速筛选技术的优劣势分析
动物模型整体%组织与器官%细胞和分子这 F种不同研究

水平的检测方法各有其优缺点# 整体水平的检测法可以较为
真实可靠地反映出一种化学物质是否能够作为环境内分泌

干扰物对生物体造成危害$但耗时耗材%精确度低&组织与器
官水平的检测法较动物活体检测要方便$并能在一定程度上
检测出某些需要经过体内代谢活化才会发挥性激素作用的

化学物质& 细胞检测法同样采用宏观指标$ 但更为快速%便
捷$应用较广泛&分子检测法敏感度最高%耗时最短$可大大
提高检测效率$并越来越多地向实践应用方向发展#

%&$ 快速筛选模式生物的选择
在环境内分泌干扰物筛选方法的应用中$选择的实验动

物种类不但包括啮齿类和灵长类$还涉及到鱼类%鸟类和两
栖类%爬行类等# 模式生物的选取应遵循一定的原则$如’#
实验动物易于获得并易于在实验室培养&$ 生长迅速$生活
周期短&% 基础生物学研究比较深入$前期研究实验数据较
丰富#线虫动物门!!+?.0)5."种类丰富$物种多样性仅次于昆
虫 $ 个体数量也是动物界之最 # 其中秀丽隐杆线虫
!&"’()*+",-./.0 ’1’2"(0"成虫细胞为定数 $并已在 (NNM 年底
完成了基因组全序列的测定$研究极为透彻# 线虫不失为活
体检测方法研究的理想模式生物#

%&’ 快速筛选技术的甄选
目前环境内分泌干扰物的筛选方法很多$ 并日趋丰富$
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但对于每种化合物对不同种类动物的内分泌干扰作用机制

的研究并不透彻!所以在今后的研究上应重点加深对干扰的
作用机制的探讨" 针对不同结构类别的化学物质!根据 !"#$
干扰内分泌系统的不同途径!选择不同种类的实验动物以及
合适的筛选方式! 并结合使用其他方法来辅助其筛选功能"

在各种检测方法中!成熟#成型的试剂盒所占比例并不大" 要
进行快速筛选!易于获得#使用便利#检测迅速的试剂盒会给
使用者带来极大的方便" 开发出适合实验室和实际使用的试
剂盒!并进行批量化生产和商业推广!是今后技术发展的一
个重要方向"

!"# 快速筛选试剂盒的研制
已建立的多种检测技术的原理各不相同!应依据不同的

内分泌干扰途径和机制对 !"#$进行检测"因此!可以在不同
机制领域内选择其代表性的成熟技术!设计开发出相应的快
速筛选试剂盒" 在面对不熟悉的化学物质时!同时使用多种
不同机制试剂盒对其进行检测!既可尽可能准确地判断出该
化学物质是否具有内分泌干扰特性!又可推测出其可能的作
用途径和干扰机制"
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