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尿囊素雌激素样作用 
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摘要: 筛选尿囊素雌激素样活性, 并初步探讨其作用特点。采用小鼠子宫增重实验和人乳腺癌细胞 (MCF-7) 
增殖实验对尿囊素雌激素样活性进行筛选, 同时 ELISA 法检测小鼠血清雌二醇 (E2)、黄体生成素 (LH)、卵泡
刺激素 (FSH) 水平的变化; 采用特异性雌激素受体阻断剂 (ICI182,780)、雌激素受体 α阻断剂 (MPP)、雌激素
受体 β阻断剂 (THC)、雌激素膜受体 GPR30阻断剂 (G15) 拮抗实验及Western blot探讨其作用机制。结果显示, 
尿囊素可显著性提高未成熟雌性小鼠的子宫指数、血清 E2与 FSH水平 (P < 0.05); 且能够促进 MCF-7细胞的增
殖 (P < 0.05), 但促增殖作用可被 ICI182,780、MPP、G15所抑制; Western blot结果显示, 尿囊素可以显著增加小鼠
子宫 ERα、GPR30的表达。本研究首次发现尿囊素具有雌激素样活性, 且通过雌激素受体 ERα、GPR30共同介导。 
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Abstract: The study was designed to test the estrogen-like effects about allantoin.  The activity of the       

allantoin was investigated by mouse uterine weight gain test and MCF-7 cell proliferation assay.  The levels of 
E2, FSH and LH were also measured.  ICI182,780, MPP, THC and G15 antagonnist assay and Western blot      
were adopted to explore the mechanism of allantoin.  Allantoin increased the uterus index of premature female 
mice, the levels of E2 and FSH, and the expression of ERα and GPR30, compared with the control group.       
Allantoin also promoted the proliferation of MCF-7 cells.  Co-incubation of MCF-7 cells with estrogen receptor 
blockers, ICI182,780, MPP and G15 abolished the inductive effect of the proliferation.  These results suggest 
that allantoin has estrogenic activities, which are mainly mediated by ERα, GPR30. 
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 随着年龄的增长, 卵巢功能衰竭和体内雌激素
水平下降, 月经开始紊乱甚至闭经, 妇女逐渐进入围
绝经期, 并伴随着一系列症状的发生, 如月经紊乱、情
绪不稳定、潮红潮热、骨质疏松、老年痴呆和心血管
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疾病等[1]。起初, 通常选择补充人工合成雌激素来缓
解由于雌激素水平降低而引起的症状, 但长期使用
人工合成雌激素会诱发子宫内膜癌和乳腺癌等一系

列疾病[2]。植物雌激素存在于天然植物中, 具有雌激
素样作用, 因此植物雌激素便成为了研究热点, 雌激
素替代疗法 (estrogen replacement therapy, ERT) 在
治疗围绝经期症状方面也起到一定的作用[3]。植物雌

激素不仅可以缓解由于雌激素水平下降而引起的各
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种症状, 同时还不具有长期使用人工合成雌激素所
带来的不良反应。而小鼠子宫增重实验是检验物质雌

激素样作用的“金标准”; 且人乳腺癌细胞 (MCF-7) 
细胞是雌激素受体 (ER) 阳性的人乳腺癌细胞株, 能
特异地受雌激素或雌激素样活性物质调节而增殖 , 
被广泛应用于体外大量并快速筛选植物雌激素。 

本实验室前期研究发现, 山药水提物可以显著
性增加小鼠子宫指数及促 MCF-7 细胞增殖, 具有雌
激素样作用, 且山药 (Dioscorea opposita Thunb.) 是
我国重要的药食兼用、高产、高效经济作物[4], 为滋
补上品药材, 有健脾、补肺、固肾、益精之功效[5]。同

时, 实验室从山药中能够分离得到含量较多的尿囊
素。尿囊素是尿酸的衍生物, 实验和临床研究表明它
具有角质松解、水合、麻醉镇痛、抗刺激物、促进上

皮生长、抑菌等作用。尿囊素已用于手足皴裂、鱼鳞

病、银屑病和多种角化性皮肤病[6], 且广泛应用于化
妆品中[7]。但目前未见到关于尿囊素的雌激素样作用

研究报道, 故本实验对尿囊素的雌激素样作用进行
研究, 以期找到山药发挥雌激素样作用的物质基础。 
 

材料与方法 
药品  尿囊素购自 Sigma 公司 (25 g)。山药,       

采自河南焦作温县, 经河南中医药大学陈随清教授
和董诚明教授鉴定为薯蓣科植物薯蓣  (Dioscorea 
opposita Thunb.)。新鲜山药去泥洗净 , 切成薄片 ,      
40 ℃烘干, 取干燥山药片 100 g, 10 倍水 100 ℃煎煮     
1 h, 共 3次, 合并 3次滤液, 减压浓缩干燥得到山药
水提物粉末 16.3 g, 提取率为 16.3%。本实验室前期
从山药中分离得到尿囊素、熊果苷、烟酰胺、L-色氨
酸、香草醇、对苯二酚和苯丙氨酸等化合物[8, 9], 其
中尿囊素的含量较大, 约 0.2%。 

动物与细胞株  清洁级昆明种小鼠, 雌性, 出生
21天 (刚断乳), 体重 9～12 g, 购于北京维通利华实
验动物技术有限公司 [许可证号: SCXK (京) 2016-    
0011]。MCF-7 细胞购自中国医学科学院基础医学研
究所细胞资源中心。 

试剂与仪器  DMEM 高糖培养基 (Gibco Invi-
trogen 公司); 去雌激素胎牛血清 (广州四季青公司); 
无酚红 DMEM 高糖培养基、葡聚糖−活性炭去激素
胎牛血清 (Hyclone 公司); 17β-雌二醇 (17β-E2, 细
胞实验阳性药)、氨苄青霉素、Tris 碱 (Sigma 公司); 
戊酸雌二醇片  (拜耳医药 , Ev, 动物实验阳性药); 
EDTA、MTT及DMSO (Amresco公司); 雌二醇 (E2)、
黄体生成素 (LH)、卵泡刺激素 (FSH) ELISA试剂盒 

(R＆D公司); ICI182,780、MPP、THC、G15 (Tocris
公司)。倒置显微镜 (NIKON ECLIPSE TS100); 二氧
化碳培养箱 (STIK公司); SORVALL ST16R Centrifuge
高速低温冷冻离心机 (Thermo Fisher Scientific 公司); 
酶标仪 (BIO-RAD 680)、半干转膜仪 (BIO-RAD公
司); 超净工作台 (江苏苏净集团); 电泳仪 (北京六
一公司); 化学发光仪 (Beckman Coulter 公司)。 

小鼠子宫增重实验  将小鼠随机分组, 给药 7
天。正常组每日蒸馏水 0.02 mL·g−1灌胃; 阳性对照
组隔日戊酸雌二醇  (0.33 mg·kg−1·d−1) 灌胃 ; 山药    
水提物按药典规定人用药量的 20 倍量×提取率, 配    
成混悬液, 每日 0.02 mL·g−1灌胃; 尿囊素按照 0.5、       
1 mg·(10 g)−1, 配成混悬液, 每日 0.02 mL·g−1灌胃。

末次给药 24 h后, 摘眼球取血, 脱颈椎处死小鼠, 立
即摘取子宫称重, 子宫指数  = 子宫湿重  / 体重  × 100%, 
实验平行重复 3次。 

ELISA法检测血清 E2、LH、FSH  小鼠摘眼球
取血, 血液室温静置 1 h后, 3 000 r·min−1离心 10 min, 
取上清。按照 ELISA试剂盒说明书仔细操作。 

细胞增殖实验  MCF-7 细胞经含 10%去雌激素
胎牛血清的无酚红 DMEM 培养基培养 1 周后, 取对
数生长期细胞, 以每毫升 2×104个细胞接种于 96 孔
板内, 每孔体积 200 µL。培养 24 h后, 换为含药培养
液继续培养。37 ℃、5% CO2培养 48 h后, 每孔加入
MTT溶液 (5 mg·mL−1) 20 µL, 继续培养 4 h, 小心吸
净培养液, 每孔加入 DMSO 150 µL, 震荡 10 min, 酶
标仪 490 nm 下测定各孔吸光度值 (A), 计算平均 A
值和细胞活力。实验平行重复 3次。细胞活力  = 各组

A值/正常组 A值。 
细胞增殖拮抗实验  MCF-7 细胞经含 10%  去雌

激素胎牛血清的无酚红 DMEM 培养基培养 1 周后, 
取对数生长期细胞, 以每毫升 2×104个细胞接种于 96
孔板内, 每孔体积 200 µL。培养 24 h 后, 加药干预
48 h, 其中拮抗组在给药前 2 h加雌激素受体阻断剂
ICI182,780 (1 μmol·L−1)、雌激素受体 α阻断剂 MPP     
(1 μmol·L−1)、雌激素受体 β阻断剂 THC (1 μmol·L−1)、
膜受体 GPR30阻断剂 G15 (1 μmol·L−1)。同“细胞增
殖实验”检测细胞活力。 

Western bolt法检测 ERα、ERβ和 GPR30的表
达  称取冻存于液氮中的子宫组织, 按照总蛋白提
取试剂盒操作步骤提取各组子宫总蛋白, BCA 蛋白
定量试剂盒测定蛋白浓度, 经 SDS-PAGE 电泳分离
后转移至 PVDF 膜上, 用 5%  脱脂奶粉封闭 2 h, 加    
入一抗 ERα (1∶1 000)、ERβ (1∶1 000)、GPR30 (1∶
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1 000)、β-actin (1∶1 000)。4 ℃孵育过夜, 加入二抗     
山羊抗兔 (1∶2 000), 于 37 ℃孵育 1 h, ECL化学发    
光试剂盒显色, 采用化学发光仪采集蛋白条带, 并用
Quantity One软件对蛋白条带进行分析。 

统计学方法  实验数据以 x ± s 表示, 用 SPSS 
20.0 统计软件处理数据, 采用单因素方差分析 (one-     
way ANOVA) 进行组间差异的比较, 以 P < 0.05为差
异有显著性意义, 以 P < 0.01为差异有极显著性意义。 
 

结果 
1  尿囊素对性未成熟雌性小鼠子宫指数的影响 

与正常组相比, 尿囊素低剂量及高剂量能显著
诱导性未成熟雌性小鼠子宫指数的增加 (34.11%、
36.75%, P < 0.05)。同时, 作为阳性对照组的 Ev及山
药水提物显著诱导性未成熟雌性小鼠子宫指数的增

加, 山药水提物还显著增加小鼠的体重增长率 (P < 

0.05或 P < 0.01), 见表 1。 
2  尿囊素对血清 E2、LH、FSH的影响 

与正常组相比, 尿囊素能显著增加小鼠血清 E2、
FSH 的水平 (P < 0.05), 但基本不影响血清 LH 的水 

Table 1  Effect on weight gain rate and uterus index of allantoin 
after 7 days oral administration on water extract of Dioscorea 
opposita Thunb. (Wd) and allantoin.  n = 10, x ± s.  *P < 0.05, 
**P < 0.01 vs Con.  Con: Control; La: Low dose of allantoin; Ha: 
High dose of allantoin; Ev: Estradiol valerate 

Group Dose/mg·kg−1·d−1 Weight gain rate/% Uterus index/% 

Con − 34.12 ± 4.86 0.094 4 ± 0.012 2 

Ev 0.33 40.04 ± 7.12 0.268 5 ± 0.016 9** 

Wd 1 630 43.02 ± 5.71* 0.128 2 ± 0.021 5*  

La 50 35.11 ± 3.75 0.126 6 ± 0.028 5*  

Ha 100 35.24 ± 4.62 0.129 1 ± 0.023 3* 

 

平。阳性对照组 Ev 及山药水提物显著增加 E2 和     
FSH 的水平, 且 Ev 显著增加了小鼠血清 LH 水平    
(P < 0.01), 见表 2。 
3  尿囊素对 ERα、ERβ和 GPR30表达的影响 

Western blot 结果显示, 尿囊素可以显著增加子
宫 ERα 和 GPR30 的表达, 却对 ERβ 的表达影响较   
小。阳性对照组 Ev 及山药水提物则显著增加子宫
ERα、ERβ和 GPR30表达 (P < 0.01), 如图 1。 
4  尿囊素对MCF-7细胞促增殖作用 

各浓度尿囊素组与正常组比较, 对 MCF-7 细胞
有显著的促增殖作用 (P < 0.05)。阳性对照组 17β-E2 

 
Table 2  Effect on E2, FSH and LH of after 7 days oral administration on Wd and allantoin.  n = 10, x ± s.  *P < 0.05, **P < 0.01 vs Con 

Group Dose/mg·kg−1·d−1 E2/pmol·L−1 FSH/mIU·mL−1 LH/mIU·mL−1 

Con − 29.05 ± 6.11 45.32 ± 5.90 4.54 ± 0.54 

Ev 0.33 40.16 ± 8.09** 56.31 ± 5.12** 5.67 ± 0.74** 

Wd 1 630 42.06 ± 6.65** 57.24 ± 4.36** 4.42 ± 0.35  

La 50 38.06 ± 4.15* 53.04 ± 5.26* 4.27 ± 0.31 

Ha 100 46.11 ± 5.78** 57.74 ± 4.16** 4.19 ± 0.44 

 

 
Figure 1  Effect on the expression of ERα、ERβ and GPR30 in uterus after 7 days oral administration on Wd and allantoin.  n = 3, x ± s.  
*P < 0.05, **P < 0.01 vs Con 
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及山药水提物对 MCF-7 细胞也具有明显的促增殖作
用 (P < 0.05或 P < 0.01), 见表 3。 
 
Table 3  Effect on MCF-7 cell proliferation culturing with Wd 
and allantoin for 24 h.  n = 4, x ± s.  *P < 0.05, **P < 0.01 vs Con 

Group Dose Cell viability 

Con 0 1.00 ± 0.013 

17β-E2/μmol·L−1 1 1.25 ± 0.015* 

Wd/mg·mL−1 10−2 1.39 ± 0.030** 

Allantoin/μmol·L−1 1 1.09 ± 0.027 

 2 1.26 ± 0.024* 

 4 1.32 ± 0.029** 

 6 1.35 ± 0.032** 

 8 1.28 ± 0.028* 

 10 1.27 ± 0.024* 

 
5  ICI182,780、MPP、THC、G15对尿囊素促MCF-7
细胞增殖的影响 

与对照组相比, 5 μmol·L−1 尿囊素可以显著促      
进 MCF-7 细胞增殖 , 且可被雌激素受体阻断剂
ICI182,780 (1 μmol·L−1)、雌激素受体 α阻断剂 MPP      
(1 μmol·L−1)、膜受体阻断剂 G15 (1 μmol·L−1) 所拮    
抗, 但不被雌激素受体 β 阻断剂 THC (1 μmol·L−1)     
拮抗。阳性对照组 17β-E2及山药水提物对 MCF-7细
胞的促增殖作用可被以上 4种阻断剂拮抗 (图 2)。 
 

讨论 
围绝经期综合症是妇女绝经前后的常见病, 严

重影响患者的身心健康及日常生活。其症状出现的    
主要原因是雌激素的降低和缺乏, 而 ERT 可缓解或

改善围绝经期综合症症状。但 ERT 可导致乳腺癌、
子宫内膜癌、心血管疾病的风险增加, 因此寻找有
效、不良反应小的治疗药物是妇科用药的努力方向。

植物雌激素是指某些能结合并激活哺乳类动物及人

类的雌激素受体, 从而具有雌激素样或抗雌激素样
活性的植物成分[10]。由于其作用具有靶向性, 目前研
究者将其称之为选择性雌激素受体调节剂 (selective 
estrogen receptor modulators, SERMs) [11]。根据其作用

特点, 植物雌激素有望成为治疗围绝经期综合症的
潜在药物[12, 13]。 

课题组前期研究发现, 山药水提物具有雌激素
样作用, 但其发挥雌激素样作用的物质基础尚不明
确。本实验室对山药进行了系统的化学成分分离, 获
取了大量化合物, 其中, 尿囊素是其含量较大的成分, 
但其是否为山药发挥雌激素样作用的物质基础尚未

可知, 故本实验对尿囊素的雌激素样活性进行研究。 
小鼠子宫增重实验[14,  15]是最早建立的检测雌激

素活性的经典方法, 主要通过测定外来雌激素对实
验小鼠是否具有促进子宫生长的作用来评价雌激素

样活性。实验结果显示: 与正常组相比, 山药水提物
及尿囊素低、高剂量, 均能显著诱导性未成熟小鼠子
宫指数的增加, 且尿囊素高剂量对子宫指数的诱导
作用最为明显, 提示尿囊素在体内具有雌激素样作
用且呈现一定的剂量依赖关系。同时, 山药水提物和
尿囊素可以显著性增加未成熟雌性小鼠的血清 E2    
和 FSH水平。E2是体内主要由卵巢成熟滤泡分泌的
一种天然雌激素, 可以调节女性性器官及副性征发
育 ; FSH 是垂体前叶嗜碱性细胞分泌的一种激素 ,     

 

 
Figure 2  Effect of ICI182,780 (ICI), MPP, THC and G15 on MCF-7 cell proliferation.  n = 4, x ± s.  **P < 0.01 vs Con 
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主要作用为促进卵泡成熟, 促进整个卵巢长大。故    
推测山药水提物和尿囊素增加小鼠子宫指数发挥     
雌激素样活性可能与其增加体内 E2 及 FSH 的水平    
有关[16, 17]。 

MCF-7细胞是 ER阳性的人乳腺癌细胞株, 能特
异地受雌激素或雌激素样活性物质调节而增殖, 被
广泛应用于体外大量并快速筛选和评价环境雌激素

和植物雌激素[18−20]。本研究采用 MCF-7细胞增殖实
验, 观察了山药水提物及尿囊素对细胞增殖的影响, 
评价其体外雌激素样活性。实验结果显示, 山药水提
物 (10−2 mg·mL−1) 及尿囊素 (2、4、6、8、10 μmol·L−1) 
均能明显促进 MCF-7 细胞增殖, 提示山药水提物及
尿囊素在体外具有雌激素样作用。但尿囊素促MCF-7
细胞增殖在 1～10 μmol·L−1 内未呈现良好的量效关

系, 可能与尿囊素浓度梯度较小有关。 
雌激素发挥作用的重要途径是与 ER结合, ER则

包括经典的核受体与膜受体。其中, 雌激素核受体主
要有 2 种亚型 (ERα 和 ERβ), 核受体会与雌激素或   
具有雌激素样活性的物质结合, 发生二聚化, ER 二
聚体与雌激素效应基因上调节区的雌激素应答元件 
(estrogen response element, ERE) 结合, 启动转录起
始位点进行转录[21, 22]。同时, 近年来对雌激素膜受体
GPR30 进行了深入研究, 雌激素可以通过 GPR30 快
速激活细胞内的第二信号系统[23], 间接调节一系列
基因转录, 在多种细胞类型中发挥生物学效应。 

为了确定山药水提物及尿囊素究竟是通过何种

雌激素受体发挥作用的, 本课题组做了相关的拮抗
实验及Western blot。雌激素受体通过其独特的信号
转导方式调控细胞中基因与蛋白的表达, 影响细胞
生长发育, 但当其作用被相应的雌激素受体阻断剂
拮抗时, 具有雌激素样作用的药物对细胞的增殖作
用即减弱。其中, MPP、THC和 G15分别是特异性的
ERα[24]、ERβ[25]和 GPR30[26]阻断剂, 尿囊素与其共同
作用时, 发现 ICI182,780、MPP及 G15可以显著抑制
MCF-7细胞的增殖, THC却不能抑制 MCF-7细胞的
增殖; Western blot 结果显示尿囊素显著增加小鼠子
宫 ERα和GPR30的表达, 但对 ERβ的表达影响较小, 
以上结果提示尿囊素发挥雌激素样作用是由雌激素

受体 ERα、GPR30 介导的。尿囊素增加小鼠子宫重
量可能与其增加 ERα、GPR30的表达有关; 然而, 阳
性药 Ev及山药水提物也增加 ERα、ERβ、GPR30的
表达, 但 Ev 使小鼠子宫增重的幅度远大于山药水提
物和尿囊素, 且 Ev 组小鼠子宫出现了明显的水肿, 
推测阳性药与山药和尿囊素的作用机制不同。查阅文

献发现 Ev显著增加小鼠子宫重量可能还与其促进小
鼠子宫中血管内皮生长因子表达, 诱导血管生成及
抑制细胞凋亡有关[27]。 

综上所述, 尿囊素显著诱导性未成熟小鼠子宫
指数的增加, 促进子宫 ERα 和 GPR30 的表达, 升高
小鼠血清 E2及 FSH水平, 促进MCF-7细胞增殖, 且
增殖作用能被 ICI182,780、MPP和 G15拮抗, 表明尿
囊素具有雌激素样活性, 且由 ERα和 GPR30介导。
实验室前期研究发现山药具有雌激素样作用, 本实
验证明尿囊素也具有雌激素样作用, 且尿囊素为山
药中含量较大的成分之一, 故推测尿囊素是山药发
挥雌激素样作用的物质基础之一。植物雌激素由于其

作用特点, 是治疗围绝经期综合症的潜在药物。尿囊
素具有雌激素样活性, 且不具有人工合成雌激素的
不良反应, 有望用于临床, 但仍需要大量的前瞻性、
随机、对照的临床研究。 
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