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大豆异黄酮对雌鼠初情期等生殖性状的影响
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【摘要】 目的 通过研究大豆异黄酮对雌鼠初情期等生殖性状的影响，为母鼠的安全饲喂提供实验依据。方

法 本实验选用 210 只 21 日龄 ICR 雌鼠随机分成 3 组，饲喂含不同浓度大豆异黄酮(0 mg /kg、50 mg /kg、400 mg /

kg)的饲料。每日检查母鼠阴道开张和阴道栓情况。采集母鼠 45 和 65 日龄时血清，利用 ELISA 方法检测血清中

雌激素含量，并统计 45、65 日龄体重和子宫重。利用免疫组织化学方法检测子宫上皮雌激素受体的表达分布情

况。结果 雌鼠阴道开张的平均日龄分别为 27. 2 d、26. 1 d 和 25. 8 d，400 mg /kg 组显著早于剂量为 0mg /kg 的对

照组(P ＜ 0. 05);雌鼠平均初次配种时间各组间差异不显著(P ＞ 0. 05);饲养到 45 日龄和 65 日龄时 400 mg /kg 组

雌鼠体重显著高于对照组(P ＜ 0. 05)。喂养 8 周后两个试验组在子宫间质细胞上雌激素受体的阳性细胞表达率显

著高于对照组;在腺上皮中 400 mg /kg 组显著高于 50 mg /kg 组和对照组(0 mg /kg);但是在腔上皮中，各组间受体

的阳性细胞表达率差异不显著(P ＞ 0. 05)。结论 饲喂每公斤含 400 mg 大豆异黄酮的饲料可以刺激初情期前母

鼠阴道的开张，提高雌鼠的体重，降低 65 日龄时血清雌激素含量，并在饲喂 8 周后影响子宫间质和腺上皮上雌激

素受体的表达分布;而饲喂每公斤含 50 mg 大豆异黄酮的饲料仅对小鼠 45 日龄体重及饲喂 8 周后子宫间质上雌激

素受体的表达分布有所影响。
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【Abstract】 Objective This study is aimed to investigate the effect of soy isoflavones on initial oestrus and some

physiological characteristics of female mice． Methods Total two hundred and ten 3-week old female ICR mice were

randomly divided into 3 groups，and fed with the control (0 mg /kg)，low soy isoflavone level (50 mg /kg) and high soy

isoflavone level ( 400 mg /kg) diet separately． The state of vagina opening and vagina plug after treatment with soy

isofalvones，the concentration of estrogen in their serum on Day45 and Day65 as well as their body，uterus and ovarian

weight， were analyzed and recorded separately． The ER ( estrogen receptor ) on uterus was detected by

immunohistochemical staining． Results There were significant differences of the durations for murine vagina opening

between those treatment groups and control one． The body weight of two treatment groups was significantly lower than that of



the control one． The positive rate of ER on the stroma in control group was significantly lower than that of the other

treatment ones，but that on the glandular epithelium in high level group was much higher than the other groups’，and there

were no significant differences on the luminal epithelium among all the groups． Conclusions Collectively，it can be

concluded that the 400mg /kg soy isoflavones in the diet can simulate murine vagina opening，increase their body weight and

degrade the estradiol level in their serum on Day65． affect the expression of estrogen receptor on their utrine stroma，

luminal epithetlium after 8 weeks． however，50mg /kg soy isoflavones in the diet only affect the body weight of 45d，and the

expression of estrogen receptor on their utrine stroma after 8 weeks．
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大豆异黄酮主要是从大豆和豆科植物中提取

的一种黄酮类物质，因为其结构与雌二醇相似，且

可与体内的雌激素受体竞争性结合，发挥雌激素和

抗雌激素作用，因此被称之为植物性雌激素。在啮
齿实验动物的养殖中，大豆是蛋白的主要来源，也

是大豆异黄酮的主要来源。日粮中大豆含量直接
决定了异黄酮的含量。有研究表明通过注射、灌胃
或饲料添加特定剂量的大豆异黄酮可以影响母鼠的

体重和泌乳量
［1］、公鼠的睾丸重和精液的品质［2］等。

但是标准日粮中常规剂量异黄酮对雌鼠的初情期和

生殖生理指标的影响，目前国内未见有报道。因此，
在本实验设计中，用酪蛋白完全替代富含大豆异黄酮

的大豆和苜蓿作为标准日粮中的主要蛋白质添加成

份，并在标准日粮中添加不同浓度的大豆异黄酮作为

实验组饲料，饲喂不同时间后通过检测小鼠的阴道开

张日期以及初次配种日期、雌鼠性成熟期(约 45 日
龄)、体成熟期(约 65 日龄)血清中雌激素含量、体重、
子宫重及输卵管重和雌鼠子宫上雌激素受体表达的

阳性率而了解大豆异黄酮对小鼠某些生殖生理指标

的影响，以期为动物饲料生产提供一定的参考。

1 材料和方法

1. 1 实验动物和分组
本试验选用 21 日龄 ICR 雌鼠(北京维通利华

实验动物科技有限公司)，体重 12 g 左右，动物许可
证号为 SCXK(京)2002-2003。雌鼠自由饮水采食，
室温控制在 18℃ ～ 22℃，湿度在 40% ～ 70%，光照
时间 14L:10D。断奶雌鼠随机平分 3 组，断奶当日
开始饲喂含不同浓度异黄酮(0 mg /kg，50 mg /kg，
400 mg /kg)的饲料。
1. 2 试剂与药品
小鼠雌二醇 96 孔板试剂盒(美国 ADL 公司)，

葡萄糖、NaCl 等无机试剂均为国产优级纯产品，其
余化学药品和试剂均购于 Sigma 公司。40%大豆异
黄酮(北京华清美恒生物有限公司)。实验动物饲

料由中国医学科学院实验动物研究所生产。羊抗
兔 IG-g 抗体(武汉博士德生物有限公司)。
1. 3 阴道开张时间和初次配种时间的确定
幼鼠从断奶开始，每天 20 ∶ 00 将雌鼠与公鼠

(北京维通利华实验动物科技有限公司，10 ～ 12 周
龄)按 2 ～ 3∶ 1比例放同一笼中，次日 8 ∶ 00 检查记录
每组母鼠的阴道开张情况和阴道栓情况。
1． 4 雌鼠 45、65 日龄血清中雌激素含量、体重、子
宫重及卵巢重

在雌鼠 45 日龄和 65 日龄时，麻醉雌鼠称量体
重、子宫和卵巢重，心脏取血，室温下析出血清，离
心(4000 r /min，20 min)，－ 20℃保存，试剂盒检测
血清中雌激素浓度。
1． 5 免疫组织化学染色及定量分析雌鼠子宫上皮
雌激素受体表达的阳性率

本实验利用 SABC 法进行免疫组织化学染色。

小鼠喂养大豆异黄酮 8 周后每组各取 10 只脱臼处
死，取子宫组织，组织经多聚甲醛固定、石蜡包埋切
片。石蜡切片脱蜡至水后入 3% － H2O2室温孵育

30 min ，以封闭内源性过氧化物酶;分别用兔抗鼠
的一抗(1∶ 200) 孵育切片(4℃，过夜);再用生物素
化的羊抗兔二抗孵育 30 min，37℃ ; DAB 显色 5 ～
10 min。每步骤间用 0. 01 mol /L PBS 充分洗涤，常
规脱水、透明、封片，镜下观察、拍照。
1. 6 统计学处理
本试验数据以平均值表示，使用 DPS3. 0 软件

进行差异显著性分析。

2 结果

2. 1 大豆异黄酮对母鼠阴道开张时间的影响
从表 1 中可以看出对照组雌鼠从 25 日龄时开始

出现阴道开张，30 日龄时所有雌鼠阴道全部开张，50
mg /kg 剂量组雌鼠在 24 日龄时开始出现阴道开张，

比对照组早一天;400 mg /kg 剂量组雌鼠在 28 日龄时
所有雌鼠阴道全都开张完毕。各组平均日龄分别为
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27. 2 d，26. 1 d 和 25. 8 d，400 mg /kg 组显著早于对照
组(P ＜ 0. 05)，但实验组间差异不显著。
2. 2 大豆异黄酮对雌鼠最早见栓日龄的影响

表 2 显示，从 26 日龄开始，实验组和对照组雌
鼠开始发情，发情日龄分别集中在 30. 8 d，30. 8 d 和
30. 7 d，各组间差异不显著(P ＞ 0. 05)。

表 1 各处理组雌鼠阴道开张日龄情况
Tab． 1 Day of vaginal opening for mice treated with soy isoflavones

组别

Team
数量(只)

N
平 均日龄( d)
Average age / day

日龄( d) Age / day
21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31

0 mg / kg 18 27. 2 a 0 0 0 0 5 2 3 3 2 3 0
50 mg / kg 23 26. 1 ab 0 0 0 2 7 5 1 3 2 3 0
400 mg / kg 18 25. 8 b 0 0 0 1 8 2 6 1 0 0 0

注:同列中不同字母表示差异显著，P ＜ 0. 05;相同字母表示差异不显著，P ＞ 0. 05
Note: The same letters indicate no significant differences among them，P ＞ 0. 05，the different letters indicate a significant differences among them，P ＜
0. 05)

表 2 不同喂养组雌鼠见栓时间
Tab． 2 Vaginal plug for mice after treatment with soy isoflavones

组别

Team
平均( d)

Average age( day)
日龄( d)Age ( day )

21 ～ 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36
0 mg / kg 30. 8 a 0 1 1 0 3 3 3 2 2 3 0 0
50 mg / kg 30. 8 a 0 1 2 2 5 1 1 0 1 4 3 3
400 mg / kg 30. 7 a 0 0 2 2 2 3 3 1 2 0 3 0

注:同列中不同字母表示差异显著，P ＜ 0. 05;相同字母表示差异不显著，P ＞ 0. 05
Note: The same letters indicate no significant differences among them，P ＞ 0. 05，the different letters indicate a significant differences among them，P ＜
0. 05)

2. 3 大豆异黄酮对 45、65 日龄雌鼠血清中雌激素
含量的影响

采集 45 日龄和 65 日龄雌鼠(每次采血每组样
本量 30，雌鼠麻醉后称其体重，心脏采血，采血后雌
鼠处死，并称量子宫、卵巢等重量)的血清，利用酶
联免疫吸附试验检测血清中雌二醇的含量。利用
酶标仪在 450 nm 波长下读取各孔的 OD 值，根据标
准曲线算出各孔的雌激素含量。

图 1 不同日龄血清雌激素含量
Fig． 1 Serum estradiol content of all treatment groups

图 1 显示，在雌鼠 45 日龄时，各组血清中雌激
素含量分别为 635 pg /mL、694 pg /mL、703 pg /mL，
各组间差异不显著;在 65 日龄时，雌鼠血清中雌激
素含量分别为 460 pg /mL、421 pg /mL、336 pg /mL，
各组间差异不显著。65 日龄激素含量 400 mg /kg
剂量组低于对照和 50 mg /kg 剂量组，65 日龄各组

激素总体水平低于 45 日龄总体水平。
2. 4 45、65 日龄雌鼠体重和生殖器官重的影响
表 3 显示 45 日龄时雌鼠的体重实验组显著高

于对照组，子宫重、卵巢重各组之间差异均不显著;
65 日龄时，400 mg /kg 剂量组的体重显著高于对照
组，但是其它指标差异不显著。
2. 5 大豆异黄酮对雌鼠子宫上雌激素受体表达的
影响

表 4 中数据显示在雌鼠子宫的间质细胞中，对
照组雌激素受体的阳性表达率显著低于两个试验

组;400 mg /kg 剂量组在腺上皮中的阳性表达率显
著高于 50 mg /kg 剂量组和对照组;但是在腔上皮
中，各组间受体的阳性表达率差异不显著。染色结
果见彩插 2 图 2。

3 讨论

3. 1 大豆异黄酮对雌鼠发情的影响
母鼠生长发育到一定的年龄时开始出现发情

和排卵而进入初情期，这是性成熟的初级阶段。初
情期以前母鼠的生殖道和卵巢增长较慢，阴腔处于

封闭状态，不表现性活动。初情期以后，随着第一
次发情和排卵，生殖器官的大小和重量迅速增长，

性机能也随之发育。大约 4 周龄时阴腔张开，进入
初情期，阴道开张是小鼠进入性成熟的一个重要阶
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表 3 各组雌鼠 45、65 日龄体重、子宫重、卵巢重
Tab． 3 Body weight and generative organ weight of all groups

组别

Group
体重( g)

Body weight
子宫重( g)
Uterus weight

卵巢重( g)
Ovarian weight

子宫重 /体重
Uw /bw

卵巢重 /体重
Ow /bw

45 d

65 d

0 mg / kg 21. 078 ± 2． 3359 a 0. 063 ± 0． 0393 a 0. 01072 ± 0． 0039 a 0. 0029 ± 0． 0015 a 0. 00052 ± 0． 0002 a

50 mg / kg 23. 045 ± 1． 4923 b 0. 095 ± 0． 0495 a 0. 01194 ± 0． 0065 a 0. 0040 ± 0． 0020 a 0. 00053 ± 0． 0003 a

400 mg / kg 23. 895 ± 1． 8429 b 0. 081 ± 0． 0388 a 0. 01752 ± 0． 0215 a 0. 0033 ± 0． 0015 a 0. 00077 ± 0． 0010 a

0 mg / kg 23. 215 ± 3． 3955 a 0. 069 ± 0． 0336 a 0. 01794 ± 0． 0045 a 0. 0029 ± 0． 0012 a 0. 00035 ± 0． 0002 a

50 mg / kg 24. 811 ± 2． 6151 ab 0. 076 ± 0． 0493 a 0. 02033 ± 0． 0340 a 0. 0030 ± 0． 0018 a 0. 00067 ± 0． 0004 a

400 mg / kg 26. 161 ± 2． 8173 b 0. 114 ± 0． 0695 a 0. 01793 ± 0． 0176 a 0. 0043 ± 0． 0025 a 0. 00082 ± 0． 0006 a

注:同列中不同字母表示差异显著，P ＜ 0. 05;相同字母表示差异不显著，P ＞ 0. 05
Note: The same letters indicate no significant differences among them，P ＞ 0. 05，the different letters indicate a significant differences among them，P ＜
0. 05)。

表 4 雌鼠子宫上雌激素受体的表达分布
Tab． 4 ER express on the uterus of all groups

组别

Group
间质

Stroma

腺上皮

Glandular
epithelium

腔上皮

Luminal
epithelium

0 mg / kg 0. 043 ± 0． 0169 a 0. 942 ± 0． 0816 a 0. 972 ± 0． 0292 a

50 mg / kg 0. 128 ± 0． 0424 b 0. 838 ± 0． 0958 b 0. 905 ± 0． 0351 a

400 mg / kg 0. 123 ± 0． 0441 b 0. 996 ± 0． 0204 c 0. 989 ± 0． 0150 a

注:同列中不同字母表示差异显著，P ＜ 0. 05;相同字母表示差异不
显著，P ＞ 0. 05。
Note: The same letters indicate no significant differences among them，P
＞ 0. 05， the different letters indicate a significant differences among
them，P ＜ 0. 05)。

段和标志，国内外许多研究人员均用阴道开张与否

判断小鼠的性成熟情况。

内源性的雌激素在雌性动物身上发挥极其重

要的作用，可使雌性动物表现第二性征，刺激并维

持生殖道的发育。在家畜繁殖上注射适量的雌二
醇可以提高发情率

［3］。大豆异黄酮与雌二醇有相
似的结构，是一种具有弱雌激素作用的植物雌激

素，它能与内源性雌激素受体(ER) 结合发挥微弱
的雌激素效应

［4］。本实验中我们在幼鼠断奶当日
开始饲喂含不同浓度大豆异黄酮的饲料，结果发现

对照组与 50 mg /kg 组没有显著差异，这与 Wendy
N［5］的研究结果一致;他们在实验中，给刚出生 1 ～ 5

日龄 CD1 幼鼠每日注射 0. 5，5 和 50 mg /kg. W． 的
染料木黄酮，观察雌鼠初情期阴道开张和合笼后查

出阴道栓日龄情况，这两项检测指标各组之间均差

异不显著。但本实验中 400 mg /kg 处理组雌鼠的阴
道开张时间比对照组显著提前，这说明饲料中异黄

酮浓度在较 400 mg /kg 时的类雌激素作用，刺激了
母鼠的阴道发育和开张，但是对雌鼠初次交配日龄

上没有明显的影响作用。大豆异黄酮具有和染料
木黄酮不同的类雌激素效应，很有可能是因为大豆

异黄酮混合物中各种成分与雌激素受体结合共同

或者协同发挥的类雌激素效应要优于染料木黄酮。

这也有可能与给予实验动物植物雌激素的方式、作
用时间长短、或者试验动物的种类和年龄不同有关。
3. 2 大豆异黄酮对雌鼠血清中雌激素水平和生殖
器官重量的影响

为了检测异黄酮是否对性成熟和体成熟时期

的雌鼠发情产生影响，我们分别在雌鼠 45 日龄和
65 日龄时检测了血清中的雌激素水平。结果显示，

在不同阶段相同日龄时，各组间雌激素含量水平差

异不显著，这与 Wendy N 等的研究结果一样。但是
本实验 65 日龄时各组总体雌激素水平要显著低于
45 日龄时雌激素水平，这说明雌鼠在 65 日龄时本
身体内雌激素水平要低于 45 日龄时。实验还发现
65 日龄时随着饲料中大豆异黄酮浓度的增加小鼠
血清中雌激素含量呈递减趋势，这可能是因为随着

体内植物雌激素水平的不断升高，浓度增加，其与

雌激素受体结合的能力高于内源性雌激素水平，从

而影响了激素性腺轴，抑制了内源性雌激素的分

泌，导致内源性雌激素水平的下降。

卜云
［6］
等 研 究 中 发 现 口 服 100 mg /kg 和

50 mg /kg的异黄酮会抑制小鼠子宫和卵巢的发育，
HaiBinWang［7］等 研 究 中 指 出 饲料中 50 mg /kg、
400 mg /kg的异黄酮对母鼠体重无影响而对子宫重
有显著刺激作用。龙瑞［8］等的研究中发现给断奶
鼠饲料中添加 50 mg /kg 大豆异黄酮可以增加雌鼠
的体重，本实验发现无论是 45 日龄还是 65 日龄时，
50 mg /kg 和 400 mg /kg 的大豆异黄酮都显著增加了
母鼠的体重，但是对子宫重输卵管重等都没有显著

的影响。结合雌激素含量我们推测 45 日龄(性成
熟时期)前雌鼠体内吸收的植物雌激素不断积累，

刺激了雌鼠体重增加同时也增加了雌激素的含量。
45 日龄后，由于体内植物雌激素增加，竞争性结合
体内雌激素受体，影响了垂体促性腺轴，从而抑制

了内源性雌激素的分泌，到 65 日龄时(体成熟时
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期)随着饲料中异黄酮含量的增加，而雌鼠体内的

雌激素却呈下降趋势。
3. 3 大豆异黄酮对小鼠子宫雌激素受体表达分布
的影响

以前的研究证明雌激素受体不仅分布在生殖

系统，也分布于其他系统的组织，如心脏和血管。
雌激素受体的表达是受雌激素的调控的。夏红［9］

的研究中发现将鼠的卵巢切除后，其动脉中 ER 的
含量减少，而补充适量外源性雌激素后 ER 的表达
量就会维持在卵巢切除前水平，当补充大量的外源

雌激素后 ER 表达量则会显著的增加，且高于正常
水平。本实验中在给小鼠投喂不同浓度的异黄酮 8
周(76 日龄)后，400 mg /kg 组子宫间质和腺上皮
ER 阳性率显著高于对照组和 50 mg /kg 组，这与夏
红的研究结果类似，但是在腺上皮中 50 mg /kg 组要
低于对照组，腔上皮中各组差异不显著。由此我们
可以推测，外源性的雌激素异黄酮不仅可以影响子

宫 ER 的表达，而且对子宫间质和腺上皮中 ER 的表
达的影响要显著大与对腔上皮的影响。

4 结论

饲料中的大豆异黄酮具有类雌激素作用，当饲

料中的大豆异黄酮量高于 400 mg /kg 时不仅可以促
进雌鼠阴道的发育开张，增加母鼠的体重，还可以

显著影响子宫间质和腺上皮中雌激素受体的分布

表达。在蛋白饲料中大豆原料中大豆异黄酮含量
大约为 2000 μg / g［10］，而小鼠的饲料中蛋白含量一
般在 18% ～ 25%［11］，饲料中蛋白如果只由大豆原
料来提供的话，饲料中大豆异黄酮的含量就会超过

400 mg /kg，从而会影响母鼠的某些生殖生理指标，

因此，建议在小鼠的饲料生产中饲料蛋白应由大豆

蛋白结合其它非大豆蛋白来提供。
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