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摘要: 随着现代社会工业化进程的推进, 内分泌干扰物 (endocrine disrupting chemicals, EDCs) 在日常环境中的

暴露日益增加, 这类物质可通过激活核受体干扰机体生理功能。组成型雄烷受体 (constitutive androstane receptor, 

CAR) 作为核受体家族的重要成员, 是内源性物质解毒及外源性EDCs感知的关键调控因子, 参与药物代谢酶表达

及能量代谢的调节。本研究采用CAR的特异性强效激动剂 1,4-双[2-(3,5-二氯吡啶氧基)]苯 (TCPOBOP, TC), 探究

外源性 EDCs 激活核受体对青春期雌性小鼠乳腺发育及雌激素稳态的影响。以 3 周龄雌性小鼠为模型 , 按照

0.5 mg·kg-1的剂量经腹腔注射给予TC (每周两次), 观察乳腺组织发育形态并检测血清雌激素水平 (本实验所有动物

实验获武汉大学动物实验中心机构动物护理和使用委员会的批准, 批准编号为WAEF-2023-0077)。结果表明, TC

暴露通过激活CAR显著抑制了小鼠乳腺导管系统的发育进程。其作用机制涉及下调雌激素合成关键酶的表达, 同

时促进雌激素代谢转化及失活, 最终导致体内雌激素水平降低。本研究揭示了TC激活核受体CAR抑制青春期雌

鼠乳腺发育及扰乱雌激素稳态的作用与机制, 为深入理解EDCs通过核受体途径影响青春期女性乳腺发育及内分

泌平衡提供了参考, 也为探索CAR在乳腺发育调控中的作用机制提供了新的研究线索。
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Abstract: With the advancement of industrialization in modern society, exposure to endocrine disrupting 

chemicals (EDCs) in daily environments is increasingly prevalent. These substances can interfere with 

physiological functions by activating nuclear receptors. The constitutive androstane receptor (CAR), a crucial 

member of the nuclear receptor family, serves as a key regulator in detoxifying endogenous substances and sensing 

exogenous EDCs, participating in the regulation of drug-metabolizing enzyme expression and energy metabolism. 

This study employed TCPOBOP (TC), a highly specific and potent agonist of CAR, to investigate the impact of 
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exogenous EDC-activated nuclear receptors on mammary gland development and estrogen homeostasis in pubertal 

female mice. Using 3-week-old female mice as models, TC was administered via intraperitoneal injection at 

0.5 mg·kg-1 twice weekly. Mammary gland developmental morphology was observed, and serum estrogen levels 

were measured (all animal experiments conducted in this study were approved by the Institutional Animal Care and 

Use Committee of the Animal Experiment Center of Wuhan University, ethics number: WAEF-2023-0077). Results 

demonstrated that TC exposure significantly inhibited the developmental progression of the mammary ductal 

system through CAR activation. The underlying mechanism involved downregulating the expression of key 

estrogen-synthesizing enzymes while promoting estrogen metabolic conversion and inactivation, ultimately leading 

to reduced systemic estrogen levels. This study reveals the mechanism by which TC-activated nuclear receptor 

CAR suppresses mammary gland development and disrupts estrogen homeostasis in pubertal female mice. It 

provides insights for understanding how EDCs affect mammary development and endocrine balance in adolescent 

females via nuclear receptor pathways, and offers new research clues for exploring CAR's role in mammary 

development regulation.
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组成型雄烷受体 (constitutive androstane receptor, 

CAR) 是核受体家族的重要成员, 在肝脏和小肠组织

中高表达, 参与调控肝脏药物代谢、蛋白转运和机体能

量代谢过程[1-3]。作为配体激活型转录因子, CAR可被

多种外源性化学物质 (如药物、环境污染物、工业化学

物等) 及内源性物质 (如胆固醇代谢产物等) 激活[4-6]。

通过调控下游靶基因转录, 影响机体的生殖、发育、炎

症和代谢等生理功能。因此, CAR被认为是参与内源

性化合物代谢、响应外源性化学物质的解毒剂与传感

器[7], 也被认为是环境化合物干扰机体内分泌功能的

潜在靶标, 参与内分泌及相关生理途径的紊乱过程[8]。

目前围绕CAR的研究主要聚焦于药物代谢与能量代

谢调控领域, 而有关其在乳腺发育及雌激素稳态中的

作用尚未阐明。

1,4-双[2-(3,5-二氯吡啶氧基)]苯 (TCPOBOP, TC) 

是一种亲脂性多卤代杂环化合物, 最初作为杀虫剂使

用[9], 后续研究发现其可特异性激活CAR, 并被确认为

小鼠CAR的药理性强效激动剂[10]。基于其亲脂特性, 

TC在肝脏和脂肪组织中的半衰期极长[11]。研究表明, 

单次暴露 TC 30天后仍可于上述组织中检出残留, 且

其诱导的肝脏微粒体酶活性升高可持续 140天[12]。TC

暴露通过改变特定基因的表达水平触发多种致病反

应, 具体表现为选择性诱导细胞色素 P450酶系[13]、抑

制细胞凋亡、促进肝细胞异常增殖及肝脏病灶发展, 最

终导致肝肿大并增加肝脏肿瘤发生风险[14]。鉴于其作

用的长期性以及 CAR药理激活特性, TC已被视为内

分泌干扰物, 可通过核受体途径干扰机体生理功能。

目前, 有关TC影响肝脏代谢的研究已较充分, 但其对

乳腺导管发育及雌激素稳态的作用尚未明确。

乳腺是受多种激素调控的外分泌器官, 由实质与

间质两大部分构成[15]。实质部分包含腺泡细胞与导管

上皮细胞, 负责乳汁合成、运输、分泌及排出。间质部

分由脂肪细胞、成纤维细胞及免疫细胞组成, 具有能量

储存、组织支持及免疫防御作用[16,17]。青春期是乳腺

发育的重要阶段, 表现为乳腺基质和腺体组织生长、导

管延伸和末端芽分支形态发生[18,19], 内分泌信号的相

互作用在此过程中发挥着重要的生物学功能[20]。基于

此, 乳腺对外源性环境因素的干扰十分敏感。当外源

化合物通过核受体信号通路干扰内分泌激素的正常分

泌时, 将导致机体内环境稳态失衡, 引发乳腺组织结构

异常与生理功能障碍。因此, 探究外源性干扰物对乳

腺发育的影响具有重要意义。

本研究利用TC处理青春期雌性小鼠, 研究核受体

CAR激活对乳腺发育的不良影响及其作用机制, 探究

CAR调控乳腺发育与雌激素稳态的分子机制, 为阐释

环境毒物激活CAR影响哺乳动物乳腺发育提供线索, 

为“环境毒物−核受体 CAR-乳腺发育异常”的相关性

研究提供理论支撑。

材料与方法

药品与试剂 TCPOBOP (美国 Sigma-Aldrich 公

司, 批号:76150-91-9); 胭脂红 (上海阿拉丁生化科技公

司, 批号: C110712); 逆转录试剂盒、实时荧光定量PCR

试剂盒 (南京诺唯赞生物科技有限公司, 批号: Q312-02); 

苏木精、伊红 (珠海贝索生物技术有限公司 , 批号 : 

BA4041、BA4024); 中性树脂 (国药集团化学试剂有限

公司 , 批号 : 10004160); BrdU、DAPI 染色液、雌二醇 

(17-beta-estradiol, 17β-estradiol) 酶联免疫吸附检测试

剂盒 (北京碧云天生物科技有限公司, 批号: ST1056、
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C1006、PE223); 小鼠肿瘤坏死因子-α (tumor necrosis 

factor-alpha, TNF-α) 酶联免疫吸附检测试剂盒、小鼠

白细胞介素 6 (interleukin-6, IL-6) 酶联免疫吸附检测

试剂盒 ( 武汉博士德生物工程有限公司 , 批号 : 

EK0525、EK0410); 雌激素受体 α蛋白 (estrogen receptor 

alpha protein, ERα) 抗体 (美国 Santa Cruz Biotechnology 

公司 , 批号 : sc-787); anti- β -actin、磺基转移酶 1E1 

(sulfotransferase 1E1, SULT1E1) 抗体 (武汉三鹰生物

技术有限公司, 批号: 66009-1、12522-1-AP)。

仪器 酶标仪 (型号: MultiskanGO)、超微量紫外

可见光光度计 (型号 : NanoDrop One c) 均购自美国

Thermo Fisher公司; 分析天平 (华志电子科技有限公

司, 型号: PTX-FA210); 低温高速离心机 (德国EPPEN‐

DORF 公司 , 型号: Centrifuge 5425 R); 医用低温保存

箱 (海尔医疗有限公司, 型号: DW-86L626); 医用冷藏

箱 (美的医疗有限公司 , 型号: MC-5L310); 荧光定量

PCR仪 (美国 BIO-RAD公司, 型号: CFX Connect); 基

因扩增仪 (杭州博日科技有限公司, 型号: TC-XP-D); 

荧光显微镜 (奥林巴斯株式会社, 型号: OlympusIX73 

DP80); 组织轮转切片机 (武汉贝徕美生物科技有限公

司, 型号: RM2245); 组织脱水机 (德国徕卡公司, 型号: 

ASP3003)。

实验动物 SPF级雌性 3周龄C57BL/6J小鼠购自

湖北省疾病预防控制中心 , 动物生产许可证号为

SCXK (鄂) 2020-0018。饲养于武汉大学实验动物中

心, 动物使用许可证号为SYXK (鄂) 2023-0102。在标

准条件下饲养 , 温度为 25 ± 2 ℃、相对湿度为 50% ± 

5%。采用白炽灯实施 12 h明暗交替式照明循环, 整个

研究期间, 小鼠可自由进食饮水。动物实验经武汉大

学动物实验中心机构动物护理和使用委员会的批准, 

批准编号为WAEF-2023-0077。

动物分组与处理 适应性饲养期结束后, 将 3周

龄雌性 C57BL/6J小鼠随机分为 4 组 (n = 10)。TC 处

理组小鼠每周腹腔注射 TC (0.5 mg·kg-1) 两次, 对照组

小鼠腹腔注射等量生理盐水同样每周两次, 持续 2或

5周。实验给药周期结束后, 小鼠禁食 12 h, 称取最终

体重并进行组织收集。采用眼球摘除法收集血液样

本 , 收集第 4 对乳腺、肝脏和性腺白色脂肪组织并称

重, 随后将样品液氮速冻后置于−80 ℃冰箱保存。

小鼠乳腺全组织染色 取出固定好的乳腺进行脱

水处理, 依次放入浓度为 70%、90%和 100%的乙醇溶

液中, 每次浸泡时长为 15 min。将脱水后组织转移至

二甲苯中继续浸泡 15 min, 使组织呈现透明状态。随

后依次置于浓度为 100%、90%、70%、50%、30%的乙醇

溶液中浸泡 15 min, 随后再放入超纯水中浸泡 15 min

以完成组织复水, 最后将乳腺组织置于胭脂红染液中

浸泡 2天。染色完成后, 将组织依次放入 70%、90%和

100%的乙醇溶液中浸泡 1 h, 随后置于二甲苯中浸泡

1 h使组织再次达到透明状态。拍照观察后, 可将乳腺

组织置于水杨酸甲酯中长期保存, 使用 Image J 软件量

化乳腺导管系统图片。

小鼠乳腺 H&E 染色 乳腺组织经 4% 多聚甲醛

固定, 脱水、透明、浸蜡、包埋后制备乳腺组织切片。经

二甲苯脱蜡, 梯度酒精水化, 用苏木精染液染色 5 min, 

水洗后用 1%盐酸酒精分化 3～5 s, 再用伊红染液染色

2 min。脱水、透明、封片后在显微镜下观察。

免疫荧光检测小鼠乳腺 ERα表达 组织样本的

石蜡切片在 0.5% Triton X-100 中透化 30 min, 随后在

3%山羊血清中 37 ℃封闭 1 h。随后置于 1∶50稀释的

小鼠ERα单克隆抗体稀释液中 4 ℃孵育过夜。漂洗后

再将切片置于含有 DAPI的对应二抗稀释液中, 室温

避光孵育 90 min, 避光清洗后固封并在荧光显微镜下

观察。使用 Image J软件测量每个像素的灰度值, 该值

代表该点的荧光强度大小。针对特定区域的荧光强度

计算公式为: 平均荧光强度 (mean) = 该区域荧光强度

总和 (IntDen)/该区域面积 (area)。

小鼠乳腺 BrdU 免疫荧光染色 小鼠处死前 6 h

腹腔注射 BrdU (50 mg·kg-1), 按照上述 H&E染色步骤

得到乳腺组织切片后, 使用 1 mol·L-1盐酸于 37 ℃孵育

30 min变性, 0.1 mol·L-1硼酸钠室温中和 10 min。使用

3%山羊血清室温封闭 30 min, 随后置于 1∶500稀释的

小鼠BrdU单克隆抗体中 4 ℃孵育过夜。漂洗后再将

切片置于含有 DAPI的对应二抗稀释液中, 室温避光

孵育 90 min, 避光清洗后固封并在荧光显微镜下观察。

针对特定区域的荧光强度计算公式为: 平均荧光强度 

(mean) = 该区域荧光强度总和 (IntDen)/该区域面积 

(area)。

酶联免疫吸附测定 (ELISA) 从小鼠的眼眶静脉

丛采集血液, 将血液在 4 ℃下以 4 000 ×g的离心力离

心 10 min, 分离出血清。使用ELISA试剂盒测定小鼠

血清中 17β-estradiol、TNF-α和 IL-6水平。使用酶标仪

在 450 nm测定其吸光度值, 并按照试剂盒说明书制作

标准曲线并计算血清中 17β -estradiol、TNF- α、IL-6

含量。

实时荧光定量PCR检测 使用TRNzol提取小鼠

各组织总 RNA后, 按照 Vazyme反转录试剂盒说明书

进行逆转录得到 cDNA。按照 Vazyme ChamQ Blue 

Universal SYBP qPCR试剂盒说明书进行实时荧光定

量 PCR反应, 反应条件为预变性阶段: 95 ℃ 3 min, 循

环反应: 95 ℃ 10 s、60 ℃ 30 s, 40个循环。以 β-actin为
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内参, 根据 2-∆∆Ct法计算目的基因的相对表达量。定量

PCR的引物序列如表1所示。

蛋白印迹法检测蛋白表达水平 细胞经预冷的

PBS 漂洗后 , 用 RIPA 裂解液处理后提取总蛋白 , 用

BCA试剂盒对蛋白进行定量分析。将蛋白进行 SDS-

PAGE电泳凝胶分离, 转至 PVDF膜。采用 5%牛奶室

温封闭 1 h 后, 加入一抗 anti-β-actin (1∶5 000) 和 anti-

SULT1E1 (1∶1 000) 在 4 ℃冰箱摇床中孵育过夜。转

入与一抗匹配的二抗溶液在室温条件下进行 1～2 h的

孵育, 使用 ECL化学发光检测液进行显色, 实验单独

重复3次。

统计学分析 本研究所得数据 , 借助 GraphPad 

Prism 9.0等软件开展统计分析工作, 并基于分析结果

绘制相应图表。采用独立样本 t检验方法比较组间数

据, 数据以均值 ± 标准差 (x̄ ± s) 的形式表示。按照统

计学标准, P < 0.05具有统计学差异。

结果

1　TC激活CAR抑制青春期小鼠乳腺导管的发育

青春期乳腺导管系统的发育是多种内分泌信号协

同作用的复杂过程。为了明确TC激活CAR对青春期

乳腺发育的影响, 本研究选用 3周龄雌性C57BL/6J小

鼠, 经腹腔注射给予 0.5 mg·kg-1 TC (每周 2次), 分别处

理 2及 5周 (图 1A)。结果表明, 与对照组相比, TC处

理显著上调了小鼠雌激素主要产生器官卵巢及肾上腺

组 织 中 的 Car 及 其 靶 基 因 细 胞 色 素 P450 2b10 

(cytochrome P450 2b10, Cyp2b10) 的表达水平 (图 1B、

C), 证实TC暴露药理激活了小鼠体内CAR信号通路。

通过小鼠第 4对乳腺组织胭脂红染色分析, 发现TC处

理明显减少了小鼠乳腺导管数量并抑制导管末端芽 

(terminal endbuds, TEBs) 形成 (图 1D～G)。以上结果

表明, TC处理通过激活 CAR抑制了青春期小鼠乳腺

导管系统的生长发育。

2　TC暴露抑制小鼠乳腺导管上皮细胞的增殖

为了进一步研究TC对青春期雌鼠乳腺导管发育

的影响, 对 TC处理 5周的小鼠乳腺组织进行 H&E染

色分析。结果显示 , 对照组乳腺导管上皮细胞密集 

(导管壁厚实、染色深), 而 TC组导管上皮细胞显著稀

疏 (导管壁变薄、染色浅), 说明TC处理后小鼠的乳腺

导管上皮细胞密度显著降低 (图 2A)。进一步通过

BrdU荧光染色检测导管上皮细胞增殖活性, 发现 TC

处理组荧光强度明显减弱, 表明乳腺导管上皮细胞的

增殖能力受到抑制 (图 2B)。以上结果证实, TC 暴露

不仅整体抑制小鼠乳腺导管发育及分支形态发生, 同

时直接阻碍乳腺导管上皮细胞的增殖进程。

3　TC通过降低青春期小鼠雌激素水平抑制乳腺发育

青春期乳腺发育受机体多种内分泌激素的共同调

控, 其中雌激素对乳腺导管系统的延伸及腺泡芽的形

成至关重要。为阐明TC抑制乳腺导管发育的生理机

制, 对 TC处理 5周后小鼠血清雌激素水平进行检测。

结果表明, TC处理组小鼠血清中雌二醇含量较对照组

显著降低 (图 3A)。在雌性哺乳动物中, 卵巢与肾上腺

是分泌雌激素的主要器官, 其中卵巢颗粒细胞是合成

雌二醇的重要场所[21]。因此, 进一步检测雌激素合成

关键酶——芳香化酶 (aromatase) 在卵巢及肾上腺组

织中的基因表达水平。结果表明, TC处理组小鼠卵巢

及肾上腺组织中 aromatase基因表达水平显著下调 (图

3B)。并利用免疫荧光法结合定量分析检测ERα的表

达含量发现, TC处理可显著降低中乳腺组织内ERα蛋

白的表达。以上结果证实, 环境内分泌干扰物TC通过

抑制芳香化酶介导的雌激素合成, 降低机体雌二醇水平

并降低乳腺组织中ERα蛋白的表达与分布, 抑制组织

对雌激素的响应, 进而干扰青春期小鼠乳腺导管发育。

4　TC暴露降低小鼠体内炎症水平

本实验室前期研究发现, TC 暴露激活 CAR 能够

Table 1　 Gene-specific forward and reverse primer sequence. 

Cyp3a11: Cytochrome P450 3A11; Cyp2b10: Cytochrome P450 

2b10; Car: Constitutive androstane receptor; Sult1e1: Sulfotrans‐

ferase 1E1; Sult2a1: Sulfotransferase 2A1; Ugt1a1: Glucuronosyl‐

transferase 1A1; Cox-2: Cyclooxygenase-2; Il-1β: Interleukin-1β; 

Inos: Inducible nitric oxide synthase; Tnf-α: Tumor necrosis factor-

alpha

Target gene
Cyp3a11

Cyp2b10

Car

Sult1e1

Sult2a1

Ugt1a1

Il-1β

Cox-2

Tnfα

Aromatase

β-Actin

Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse

Sequence (5'-3')
GGCAAGCCTGTTACTATGAAAG
ACTGAGAAGAGCAAAGGATCAA
TATGGAGATGTGTTCACAGTGC
CAGAGAGAATCTACGAAGGGTC
GATCAGCTACAAGAGGAGATGG
TTGCATACAGAAACCGACTTTG
CTCGCTGACATCATCCTCGC
GCGTTTTGTTGCCGTAGCA
GAGGCTTTTGACAGTGTTTACC
TTATTGTGAGGATCCTGGGTTG
GCTTGCCTTCTTCCTGCTGCTC
GTCATGTCCTCGTTCGCTGAGATG
GCAACTGTTCCTGAACTCAACT
ATCTTTTGGGGTCCGTCAACT
GTGAACAACATCCCCTTCCT
CCTTTTCCAGCACTTCTTTTG
ATGTCTCAGCCTCTTCTCATTC
GCTTGTCACTCGAATTTTGAGA
CAC ACCAGAGAACCAGGCTACAAG
TGAATGTTGCTTTTCCACCTCC
CGGTTCCGATGCCCTGAGGCTCTT
CGTCACACTTCATGATGGAATTGA
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降低小鼠体重及脂肪组织重量, 抑制脂肪组织中脂质

沉积[22]。鉴于肥胖状态可显著提升脂肪组织中TNF-α

水平, 而TNF-α作为炎症因子已被证实可诱导脂肪成

纤维细胞中 aromatase的表达[23,24]。因此, 为了进一步

研究TC暴露降低小鼠雌激素水平的生理机制, 对TC

处理 5周后小鼠血清中炎症因子水平进行检测。结果

显示, TC暴露显著降低血清TNF-α含量 (图 4A), 但对

IL-6 的水平并无显著影响 (图 4B)。鉴于炎症反应涉

及多组织信号网络调控, 同步检测小鼠肝脏、白色脂肪

组织及乳腺组织中关键炎症因子的基因表达水平。结

果显示, 处理组小鼠肝脏、脂肪和乳腺组织中环氧合

酶-2 (cyclooxygenase-2, Cox-2) 和 Tnf-α基因表达水平

显 著 下 调 ; 脂 肪 和 乳 腺 组 织 中 白 细 胞 介 素 -1β 

(interleukin-1β, Il-1β) 及 诱 导 型 一 氧 化 氮 合 酶 

(inducible nitric oxide synthase, iNOS) 表达显著降低 

(图 4C～E)。以上结果揭示, TC暴露通过系统性下调

TNF-α等炎症因子水平, 削弱其对芳香化酶基因表达

的诱导作用, 进而抑制卵巢雌激素合成, 最终导致循环
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Figure 1　TCPOBOP (TC) activates CAR to inhibit mammary duct development in pubertal mice. A: Three-week-old female C57BL/6J 

mice were treated with vehicle or TC (0.5  mg·kg-1, intraperitoneal injections, twice per week) for 2 or 5 weeks; B: Expression levels of Car 

gene in ovarian and adrenal tissues of mice treated with TC for 5 weeks; C: Expression levels of Cyp2b10 gene in ovarian and adrenal 

tissues of mice treated with TC for 5 weeks; D: Schematic representation of whole-mount mammary gland staining in mice treated with TC 

for 2 weeks; E: Schematic representation of whole-mount mammary gland staining in mice treated with TC for 5 weeks. Scale bar: 5 mm; F: 

Quantitative analysis of mammary ductal structures in mice treated with TC for 2 and 5 weeks; G: Quantitative analysis of terminal end buds 

(TEBs) in mammary glands of mice treated with TC for 2 and 5 weeks. n = 8−10, x ± s. *P < 0.05, **P < 0.01 vs vehicle
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雌激素水平降低及乳腺发育障碍。

5　TC暴露促进肝脏中的雌激素灭活

为了全面探究TC对雌激素稳态的影响, 进一步探

究雌激素代谢失活途径。检测TC处理2周及5周后小

鼠肝脏雌激素代谢酶基因表达, 结果发现, 处理组小鼠

肝脏中调控雌激素代谢相关酶 [细胞色素 P450 3A11 

(cytochrome P450 3A11, Cyp3a11)、磺基转移酶 1E1 

(sulfotransferase 1E1, Sult1e1)、磺 基 转 移 酶 2A1 

(sulfotransferase 2A1, Sult2a1)、葡萄糖醛酸转移酶

1A1 (glucuronosyltransferase 1A1, Ugt1a1)] 的基因表

达水平显著上调 (图 5A～D)。进一步在蛋白水平对处

理组小鼠肝脏中雌激素代谢酶SULT1E1进行研究, 与

基因表达水平一致 , TC 暴露后小鼠肝脏中 SULT1E1

蛋白水平显著增加 (图5E)。综上表明, TC通过下调芳

香化酶减少雌激素生成, 以及诱导SULT1E1等代谢酶

加速雌激素清除, 共同导致循环雌激素水平降低, 最终

抑制乳腺导管发育。

讨论

现代工业化学技术的快速发展显著增加了环境内
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分泌干扰物的暴露风险。多数 EDCs (如有机磷杀虫

剂、烷基酚类表面活性剂、邻苯二甲酸酯类增塑剂等) 

可作为核受体配体, 通过激活核受体通路干扰内分泌信

号传导, 引发代谢调控紊乱, 进而对人类的生殖健康、

免疫平衡及能量稳态产生持续性危害[25,26]。乳腺作为

雌性哺乳动物重要的内分泌靶器官, 它的生长发育对

于EDCs所致的激素紊乱高度敏感。青春期作为继胚

胎期后的第二个敏感窗口期[27,28], 其特征性事件——
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TEBs的形成与延伸对乳腺功能发育至关重要。TEBs

是由乳腺导管上皮细胞快速生长, 在导管末端形成的

球状或棒状结构, 其尚未分化且高度增殖的特性决定

了它们对致癌物及化学物质具有特殊易感性[20,29]。本

实验室前期研究结果表明, 给予环境毒物TC可以药理

激活CAR抑制雌性青春期小鼠脂肪组织中的脂质累

积[22], 抑制孕鼠的泌乳功能和乳脂稳态以及仔鼠正常

生长发育[30-32]。在此基础上, 本研究继续沿用CAR激

动剂 TC, 系统探究核受体 CAR调控青春期小鼠乳腺

导管发育及雌激素稳态的作用机制。研究发现TC暴

露激活 CAR抑制乳腺导管的生长及乳腺上皮细胞的

增殖, 并通过抑制雌激素合成酶的表达与促进雌激素

代谢失活双重动态途径降低机体雌激素水平。

雌激素内源性的生物合成主要依赖于胆固醇代谢

途径, 并在卵巢、脂肪组织及肾上腺多个器官的协同作

用下共同完成。以卵巢颗粒细胞为核心合成场所, 胆固

醇首先经细胞色素P450酶系催化为孕烯醇酮[33], 随后在

aromatase的调控下反应转化为雌酮 (estrone, E1)[34,35]。

17β - 羟基类固醇脱氢酶可将 E1 还原为雌二醇 

(17β-estradiol, E2)。E2是体内含量最高、与雌激素受

体亲和力最强的雌激素, 亦是调控乳腺导管系统发育

的关键激素。本研究通过检测小鼠卵巢及肾上腺组织

中基因表达水平发现 , TC 暴露抑制了雌激素合成酶

aromatase基因的表达, 从而影响 E1向雌二醇的转化, 

降低血清中雌激素水平, 影响小鼠乳腺导管系统发育。

已有研究表明, 肥胖所致炎症因子 (如TNF-α、COX-2) 

的异常升高可刺激芳香化酶表达, 促进脂肪组织中的

雄激素向雌激素转化[37,38]。本研究发现 TC 暴露显著

降低小鼠肝脏、脂肪及乳腺组织中的炎症因子水平, 中

断其对 aromatase的转录诱导作用, 进而抑制雌激素合

成。该结果也与本课题组前期发现的CAR激动剂TC

抑制小鼠脂肪组织脂质累积现象相关联[22], 脂质沉积

的减少可降低肥胖相关炎症因子水平 , 进一步削弱

aromatase诱导效应, 降低机体雌激素水平。

雌激素的代谢失活途径始于CYPs介导的羟基化

反应。随后, 通过关键酶儿茶酚-O-甲基转移酶 (cate‐

chol-O-methyl transferase , COMT) 去甲基化解毒。最

后通过 SULTs和UGTs分别介导硫酸化和葡萄糖醛酸

化, 促进水溶性代谢物经肾或胆汁排泄[39,40]。本研究

结果发现, TC暴露显著上调该代谢通路中关键酶的表

达, 促进雌激素的代谢失活从而降低循环雌激素水平。

鉴于CAR不仅参与多种CYP酶的表达调控, 还可调控

药物代谢 II相酶和转运体的表达, 因此关于TC诱导雌

激素代谢酶表达的作用是否依赖于CAR的参与值得

进一步探究。

综上所述 , 本研究证实环境毒物 TC 激活核受体

CAR, 抑制青春期雌性小鼠乳腺导管系统发育及乳腺

上皮细胞增殖, 并通过抑制卵巢雌激素合成、促进肝脏

雌激素代谢降低循环雌激素水平, 为内分泌干扰物通

过核受体干扰乳腺发育及雌激素稳态的基础研究提供

数据和参考。
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