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大豆黄酮影响青春期小鼠乳腺发育的潜在机制
谢娜娜ꎬ黄心河ꎬ张亚锋ꎬ张源淑∗ꎬ韩正康

(南京农业大学动物医学院 /农业农村部动物生理生化重点开放实验室ꎬ江苏 南京 ２１００９５)

摘要:[目的]以大豆黄酮(ＤＺ)作用于青春期雌性小鼠ꎬ探讨其通过上调雌二醇(Ｅ２)水平和雌激素受体 β(ＥＲβ)受体表达

影响青春期小鼠乳腺发育的机制ꎬ为 ＤＺ 及其他植物雌激素类在畜牧生产和临床应用提供依据ꎮ [方法]选取 ４８ 只 ２ 周龄

Ｃ５７ＢＬ / ６ 雌性小鼠ꎬ随机均分为 ３ 组:对照组ꎬ腹腔注射无菌的 ＰＢＳꎻＤＺ 处理组ꎬ腹腔注射 ＤＺ(１００ ｍｇ􀅰ｋｇ－１)ꎻ阳性对照组ꎬ
腹腔注射 Ｅ２(０.２ ｍｇ􀅰ｋｇ－１)ꎬ每组 １６ 只ꎮ 分别在饲养至 ２１ 和 ２８ ｄꎬ每组随机选取 ８ 只ꎬ采集血液ꎬ测定血液中 Ｅ２ 含量ꎬ处死

后摘取乳腺ꎬ测定乳腺指数并检测乳腺组织中 Ｅ２ 含量ꎮ 取同侧部位乳腺制作组织学切片ꎬ免疫组化检测核增殖抗原蛋白

(ＰＣＮＡ)的表达ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法分析乳腺组织内细胞周期蛋白 Ｄ１(ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１)和 Ｄ３(ｃｙｃｌｉｎ Ｄ３)、ＥＲβ 蛋白表达水平ꎮ [结
果]与对照组相比ꎬＤＺ 处理显著增加饲养 ２１~２８ ｄ 小鼠体重及采食量ꎻ增加 ２１ ｄ 小鼠血液和乳腺组织中 Ｅ２ 含量ꎬ但未达到

显著水平(Ｐ>０.０５)ꎻ显著增加 ２８ ｄ 小鼠血液和乳腺组织中 Ｅ２ 含量(Ｐ<０.０５)ꎻＥ２ 处理血液中 Ｅ２ 含量均极显著增加ꎮ ＤＺ
处理对饲养 ２１ ｄ 小鼠乳腺指数影响较小ꎬ显著增加饲养 ２８ ｄ 小鼠乳腺指数(Ｐ<０.０５)ꎻＥ２ 处理具有相同趋势(Ｐ<０.０５)ꎮ
ＨＥ 染色结果显示ꎬＤＺ 和 Ｅ２ 处理均极显著增加饲养 ２１ 和 ２８ ｄ 小鼠乳腺组织小叶内的导管数(Ｐ<０.０１)和乳腺组织 ＰＣＮＡ
阳性细胞数(Ｐ<０.０１)ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示ꎬＤＺ 及 Ｅ２ 处理均可上调小鼠乳腺组织 ｃｙｃｌｉｎＤ１、ｃｙｃｌｉｎＢ１、ＥＲβ 蛋白的表达ꎬ
显著上调饲养 ２８ ｄ 小鼠 ｃｙｃｌｉｎＤ１、ｃｙｃｌｉｎＢ１、ＥＲβ 蛋白的表达(Ｐ<０.０５)ꎮ [结论]ＤＺ 处理可促进青春期小鼠乳腺发育ꎬ促进

乳腺细胞增殖和分裂ꎬ这种作用可能与内源性 Ｅ２ 水平升高及 ＥＲβ 受体有关ꎮ
关键词:大豆黄酮(ＤＺ)ꎻ雌二醇(Ｅ２)ꎻ青春期小鼠ꎻ乳腺发育ꎻ细胞周期
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ｍｇ􀅰ｋｇ－１􀅰ｄ－１)ꎻｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｅ２(０.２ ｍｇ􀅰ｋｇ－１􀅰ｄ－１) . Ｏｎ ｔｈｅ ２１ ａｎｄ ２８ ｄａｙꎬ８ ｍｉｃｅｓ ｆｒｏｍ ｅａｃｈ
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Ｅ２ ｉｎ ｍａｍｍａｒｙ ｔｉｓｓｕｅｓ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇ ｃｅｌｌ ｎｕｃｌｅａｒ ａｎｔｉｇｅｎ(ＰＣＮＡ)ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ.
Ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｅｓｔｒｏｇｅｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ β (ＥＲβ) ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ. [Ｒｅｓｕｌｔｓ]
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬＤＺ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｄａｉｌｙ ｆｅｅｄ ｉｎｔａｋｅ ｏｆ ｍｉｃｅ ｏｎ ｔｈｅ ２１ ａｎｄ ２８
ｄａｙꎬｉｎｃｒｅａｓｅｄ Ｅ２ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｂｌｏｏｄ ａｎｄ ｂｒｅａｓｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｏｎ ｔｈｅ ２１ ｄａｙꎬｂｕｔ ｎｏｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ(Ｐ>０.０５)ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ
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ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｔｈｅ ｍａｍｍａｒｙ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｍｉｃｅ ｏｎ ｔｈｅ ２１ ｄａｙꎬｂｕｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｉｎｄｅｘ ｏｎ ｔｈｅ ２８ ｄａｙ(Ｐ<０.０５)ꎻＥ２ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｈａｄ
ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｒｅｎｄ(Ｐ<０.０５) . ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＤＺ ａｎｄ Ｅ２ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｄｕｃｔｓ ａｎｄ ＰＣＮＡ
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　 第 １ 期 谢娜娜ꎬ等:大豆黄酮影响青春期小鼠乳腺发育的潜在机制

ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｃｙｃｌｉｎＤ１ꎬｃｙｃｌｉｎＢ１ ａｎｄ ＥＲβ ｉｎ ｂｒｅａｓｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｍｉｃｅꎬａｎｄ ｓｐｅｃｉａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔｈｅ
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ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｍａｍｍａｒｙ ｇｌａｎｄ ｏｆ ａｄｏｌｅｓｃｅｎｔ ｍｉｃｅꎬａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｉｖｉｓｉｏｎ ｏｆ ｍａｍｍａｒｙ ｃｅｌｌｓꎬｗｈｉｃｈ ｍｉｇｈｔ ｂｅ
ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｏｆ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ Ｅ２ ｌｅｖｅｌ ａｎｄ ＥＲβ ｒｅｃｅｐｔｏｒ.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ:ｄａｉｄｚｅｉｎ(ＤＺ)ꎻ１ꎬ７￣β￣ｅｓｔｒａｄｉｏｌ(Ｅ２)ꎻａｄｏｌｅｓｃｅｎｔ ｍｉｃｅꎻｍａｍｍａｒｙ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔꎻｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ

乳腺是一个上皮器官ꎬ由导管和小叶间腺泡形成分支网络ꎮ 乳腺的发育主要是在出生后完成ꎬ经历了

胚胎期、青春期、妊娠期、泌乳期和干奶期几个不同的阶段ꎮ 在青春期ꎬ乳腺组织的初级上皮导管树开始进

入分支形态形成的过程ꎬ利于形成初级导管网络和末端芽ꎮ 导管分支增殖并伸入乳腺导管上皮细胞中ꎬ间
质脂肪细胞消失ꎬ为妊娠期乳腺发育奠定基础[１]ꎻ末端芽在上皮－间充质转化起主导作用ꎬ有利于腺泡芽

的发展ꎮ 而腺泡的形成及泌乳的启动主要发生于妊娠期和哺乳期[２]ꎮ 因此青春期乳腺的发育直接决定

妊娠期导管延伸和泌乳期腺泡细胞的数量ꎬ是动物乳腺发育历程中的重要过程ꎮ
乳腺的生长发育、泌乳和排乳均受到神经、内分泌的调节ꎬ激素起主要调控作用ꎮ 雌激素ꎬ特别是雌激

素—１ꎬ７－β－雌二醇(Ｅ２)是卵巢分泌的类固醇激素之一ꎬ是哺乳动物自身合成的雌激素中活性最高ꎬ也是

青春期乳腺细胞的重要“有丝分裂原之一” [３]ꎮ Ｂｏｃｃｈｉｎｆｕｓｏ 等[４]研究发现 Ｅ２ 具有促进乳腺腺泡形成、调
节导管形态发生、促进乳腺上皮细胞(ｍａｍｍａｒｙ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌꎬＭＥＣ)增殖的作用ꎮ 有研究表明ꎬ切除卵巢

的大鼠持续应用 Ｅ２ꎬ可使乳腺的 ＤＮＡ 含量增加到接近妊娠 １８ ~ ２０ ｄ 的水平[５]ꎻＥ２ 可使空怀的山羊和牛

乳腺小叶腺泡增加[５]ꎮ 提示 Ｅ２ 对促进乳腺发育具有重要作用ꎮ
大豆黄酮(ｄａｉｄｚｅｉｎꎬＤＺ)是一种天然的植物雌激素ꎬ主要从大豆中提取而来ꎮ ＤＺ 的化学结构类似哺

乳动物的雌激素ꎬ其通过取代或阻碍雌激素及相应的受体而发挥作用[６]ꎮ 研究表明ꎬＤＺ 可以延缓女性绝

经过程ꎬ促进乳腺发育ꎬ发挥雌激素样活性[７]ꎬ还能发挥抗炎、抗溶血和抗氧化等非雌激素样作用[８]ꎮ 也

有研究证实ꎬ植物雌激素 ＤＺ 与乳腺发育有关ꎮ １９４６ 年ꎬＢｅｎｎｅｔｔｓ 首次发现奶牛食用三叶草后ꎬ可促进乳

腺发育ꎬ提高奶产量ꎬ提示植物雌激素可促进乳腺发育[９]ꎮ １９９５ 年ꎬ张荣庆等[１０] 研究发现去卵巢大鼠皮

下注射 ＤＺ 后可增加乳腺质量ꎬ提高 ＲＮＡ 和 ＤＮＡ 的含量ꎬ显著促进乳腺发育ꎮ ２０２１ 年ꎬＣｈｅｎ 等[１１]研究发

现ꎬ黄酮类物质黄芩苷可促进青春期小鼠乳腺导管的延长ꎮ 刘春龙等[１２] 和 Ｔｓｕｇａｍｉ 等[１３] 先后证明了 ＤＺ
可促进牛和小鼠乳腺上皮细胞的增殖ꎬ对体外诱导小鼠乳腺细胞成导管和腺泡均具有促进作用ꎮ 本实验

室前期试验证实ꎬＤＺ 通过促进细胞周期进展从而上调细胞周期蛋白 Ｄ１(ｃｙｃｌｉｎＤ１)和 Ｄ３(ｃｙｃｌｉｎＤ３)的表

达ꎬ促进牛乳腺上皮细胞的增殖[１４]ꎮ 以上研究提示ꎬＤＺ 具有促进青春期小鼠乳腺发育的潜力ꎮ 但 ＤＺ 作

为植物雌激素中的重要一员ꎬ目前有关其在调节乳腺发育中的作用研究较少ꎬ具体的分子机制仍不清楚ꎮ
本研究以青春期 Ｃ５７ＢＬ / ６ 雌性小鼠为研究对象ꎬ以 ＤＺ 处理并以雌激素作为阳性对照ꎬ通过检测小鼠

体重、采食量、乳腺指数、血液和乳腺组织中 Ｅ２ 的含量等基础指标ꎬ观察乳腺组织形态结构变化和核增殖

抗原蛋白(ＰＣＮＡ)的表达情况ꎬ并结合细胞周期蛋白的变化等ꎬ阐明 ＤＺ 对青春期小鼠乳腺发育的影响ꎬ为
大豆黄酮及其他植物雌激素类在畜牧生产和临床上的应用提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

１.１.１　 主要试剂和仪器 　 大豆黄酮(ＤＺ)由南京农业大学韩正康教授赠送ꎻＥ２(纯度≥９９％)购自 ＡＬｆａ
Ａｅｓａｒꎻ鼠源 Ｅ２ ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒购自建成生物工程研究所ꎮ 组织 /细胞裂解液 ＲＩＰＡ 购自北京索莱宝科

技有限公司ꎻ蛋白酶抑制剂—苯甲基磺酰氟(ＰＭＳＦ)和细胞周期蛋白 Ｄ１(ｃｙｃｌｉｎＤ１)一抗均购自巴傲德科

技有限公司ꎻ核增殖抗原蛋白(ＰＣＮＡ)购自 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈꎻ细胞周期蛋白 Ｂ１(ｃｙｌｉｎＢ１)、雌激素受体 β(ＥＲβ)
一抗均购自 Ａｆｆｉｎｉｔｙꎻβ￣ＡＣＴＢ 一抗、羊抗鼠 ＩｇＧ 二抗(ＡＳ００３)和羊抗兔 ＩｇＧ 二抗(ＡＳ０１４)均购自武汉爱博

泰克科技有限公司ꎻＥＣＬ 显色液购自上海翊圣生物科技有限公司ꎮ
仪器:ＰＯＷＥＲ￣ＰＡＣ ３００ 电泳仪(美国 ＢＩＯ￣ＲＡＤ)、ＰＯＷＥＲ￣ＰＡＣＨＣ 转印仪(美国 ＢＩＯ￣ＲＡＤ)、Ｔａｎｏｎ－

３９００ 全自动化学发光图像分析系统(上海天能科技有限公司)、ＢＳ２２３Ｓ 精密电子天平(德国 Ｓｓｒｔｏｒｉｕｓ)、
Ｔｅｃａｎ Ｓｐａｒｋ 多功能酶标仪(瑞士 Ｔｅｃａｎ 公司)、Ｓｅｒｖｉｎｃｅ 高速组织研磨仪(武汉赛维尔)等ꎮ
１.１.２　 试验动物　 ２ 周龄青春期 ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ / ６ 雌性小鼠购自河南斯克贝期生物科技股份有限公司ꎬ许
可证号 ＳＣＸＫ(浙)２０１９－０００２ꎮ 饲养于南京农业大学动物实验中心ꎮ
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１.２　 试验方法

１.２.１　 动物分组及处理　 小鼠适应 １ 周后ꎬ按体重相近原则ꎬ随机均分为 ３ 组:对照组(ＣＯＮ 组)、大豆黄

酮组(ＤＺ 组)和雌二醇处理组(Ｅ２ 组)ꎬ每组 １６ 只ꎮ 饲养环境温度(２２±２)℃、相对湿度 ５０％ ~６０％、光暗

周期 １２ ｈꎬ自由采食和饮水ꎮ 每日 ０８:３０ꎬＤＺ 组腹腔注射大豆黄酮(１００ ｍｇ􀅰ｋｇ－１)ꎻＥ２ 组腹腔注射 Ｅ２(０.２
ｍｇ􀅰ｋｇ－１)ꎬＣＯＮ 组注射等量的无菌 ＰＢＳꎮ 连续注射 １４ 或 ２１ ｄꎬ每 ７ ｄ 称重 １ 次ꎬ每日统计小鼠饲料重ꎬ并
计算采食量ꎮ 每 ２~３ ｄ 更换 １ 次垫料ꎮ 每天观察小鼠精神状态ꎬ并做记录ꎮ
１.２.２　 样品采集　 血样采集:饲养至 ２１、２８ ｄ 时ꎬ所有小鼠禁食 １２ ｈꎬ眼球采血ꎬ３ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心获得血

清ꎬ－２０ ℃保存备用ꎮ 乳腺组织采集:颈椎脱臼处死小鼠ꎬ剖开皮肤ꎬ摘取所有乳腺ꎬ称重并拍照ꎮ 取腹部

第 ５ 对左侧乳腺组织置于固定液ꎬ剩余的乳腺组织－８０ ℃保存ꎮ
１.２.３　 血液和乳腺组织中 Ｅ２ 含量测定 　 将制备的血清用样本稀释液稀释 ２ 倍后备用ꎬ用预冷的 ＰＢＳ
(０.０１ ｍｏｌ􀅰Ｌ－１ꎬｐＨ７.４)冲洗组织ꎬ去除残留血液ꎬ称重后将组织剪碎ꎮ 称取 ３０ ｍｇ 剪碎的组织加入 ２７０ μＬ
的 ＰＢＳꎬ并在 ＰＢＳ 中加入蛋白酶抑制剂ꎬ匀浆机匀浆ꎮ ＥＬＩＳＡ 法检测血液和组织液中 Ｅ２ 含量ꎮ 具体步骤

按试剂盒说明书进行ꎮ 用酶标仪在 ４５０ ｎｍ 波长下测定 Ｄ４５０值ꎮ 按公式计算样品浓度:Ｙ ＝ ３９.５７ｘ－５.０４ꎮ
式中:Ｙ 为样品浓度(ｐｍｏｌ􀅰Ｌ－１)ꎻｘ 为样品 Ｄ４５０值ꎮ
１.２.４　 乳腺指数的测定　 取出所有乳腺称重并记录ꎮ 按公式计算乳腺指数:Ｙ ＝ｍ /Ｍ×１００％ꎮ 式中:Ｙ 为

乳腺指数(％)ꎻｍ 为乳腺湿重(ｇ)ꎻＭ 为小鼠体重(ｇ)ꎮ
１.２.５　 乳腺组织的 ＨＥ 染色　 参照 Ｐａｉ 等[１５]的方法ꎬ将固定 ２４ ｈ 以上的乳腺组织经过脱水、透明、透蜡、
包埋、切片与展片和染色等步骤ꎬ显微镜下观察并拍照ꎮ 乳腺导管的量化以乳腺导管数量为指标ꎬ利用

Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件统计每组 ５ 个视野中乳腺导管的数量ꎮ
１.２.６　 乳腺组织 ＰＣＮＡ 的免疫组化(ＩＨＣ)检测　 参照吴海琴[１６]的方法ꎮ 具体步骤:石蜡切片脱蜡处理ꎬ
对切片进行复水ꎬ放入抗原修复液水浴 １５ ｍｉｎꎻ自然冷却ꎬＰＢＳ 清洗ꎻ将切片放入 ３％过氧化氢中去除非特

异性过氧化物酶ꎻ清洗后擦干ꎬ５％封闭液封闭 ９０ ｍｉｎꎻ吸去血清ꎬ滴加兔源 ＰＣＮＡ 抗体ꎬ孵育过夜ꎻＰＢＳ 清

洗后加羊抗兔二抗 ＩｇＧꎬ３７ ℃温箱孵育 １ ｈꎻＰＢＳ 清洗后滴加 ＳＡＢＣ 孵育 １ ｈꎻ清洗后 ＤＡＢ 显色ꎬ蒸馏水清

洗ꎻ切片脱水、透明、封片、拍摄及分析ꎮ 利用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件统计每组 １０ 个视野中阳性细胞数量ꎮ
１.２.７　 细胞周期相关蛋白和雌激素受体 β(ＥＲβ)的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 　 检测各组小鼠乳腺组织中

ｃｙｃｌｉｎＤ１、ｃｙｃｌｉｎＢ１ 和 ＥＲβ 的表达变化ꎮ 参照 Ｃｏｈｉｃｋ[１７] 的方法ꎬ称取乳腺组织 ３０ ｍｇ 置于 ＥＰ 管中ꎬ加入

ＲＩＰＡ 裂解液和蛋白酶抑制剂 ＰＭＳＦ 后匀浆ꎬ４ ℃下 １２ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 １０ ｍｉｎꎬ收集上清液ꎮ 加入蛋白上

样缓冲液ꎬ使终浓度为 １ ｍｇ􀅰ｍＬ－１ꎮ １２０ ｇ􀅰Ｌ－１分离胶、５０ ｇ􀅰Ｌ－１浓缩胶进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳ꎬ湿法转印ꎬ孵
育一抗(ｃｙｃｌｉｎＤ１、ｃｙｃｌｉｎＢ１ 和 ＥＲβ 一抗均按 １ ∶ １ ０００ 稀释)ꎬ４ ℃ 振摇过夜ꎮ ＴＢＳＴ 漂洗ꎬｃｙｃｌｉｎＤ１ 加入

１ ∶１０ ０００ 的山羊抗鼠 ＩｇＧ 二抗ꎬｃｙｃｌｉｎＢ１ 和 ＥＲβ 加入 １ ∶１０ ０００ 稀释的山羊抗兔 ＩｇＧ 二抗ꎬ室温孵育 ２ ｈꎬ
ＴＢＳＴ 漂洗ꎬＥＣＬ 化学发光液处理ꎬ凝胶成像系统中曝光拍照ꎮ ＩｍａｇｅＪ 软件检测各蛋白条带灰度值ꎬ以
β￣ａｃｔｉｎ 作内参ꎬ目的条带与其相比得到目的蛋白的相对表达量ꎬ然后对数值进行归一化处理ꎮ
１.３　 数据处理与分析

试验数据均采用 ＳＰＳＳ ２１.０ 软件进行统计分析ꎬ采用单因素方差分析法(ｏｎｅ ｗａｙ ＡＮＯＶＡꎬＬＳＤ)进行

差异显著性检验ꎬＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８.０.１ 软件绘图ꎮ 统计结果均以平均值±标准误(􀭰ｘ±ＳＥ)表示ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 大豆黄酮对青春期小鼠体重和采食量的影响

２.１.１　 小鼠体重变化　 从图 １ 可知:试验起始阶段各组小鼠体重大致相近ꎻ从 ２１ ｄ 开始ꎬＤＺ 和 Ｅ２ 处理组

小鼠平均体重均极显著高于对照组(Ｐ<０.０１)ꎻ２８ ｄ 时 ＤＺ 和 Ｅ２ 处理组小鼠的体重显著增加ꎻ体重增加由

高到低依次为 Ｅ２ 组、ＤＺ 组、对照组ꎮ
２.１.２　 小鼠采食量变化　 由图 ２ 可知:试验刚开始阶段ꎬ采食量基本相同ꎻ随着时间的推移ꎬ与对照组相

比ꎬＤＺ 处理组小鼠的采食量增加ꎻ３ 组小鼠采食量由高到低的处理依次为 ＤＺ 组、Ｅ２ 组、对照组ꎮ
２.２　 大豆黄酮对青春期小鼠血清和乳腺组织中 Ｅ２ 含量的影响

血清结果见表 １ꎮ 与对照组相比ꎬ饲养 ２１ ｄ ＤＺ 处理组血清中 Ｅ２ 含量增加ꎬ但未有显著性差异ꎬＥ２ 处

理组 Ｅ２ 含量显著增加(Ｐ<０.０５)ꎻ饲养 ２８ ｄ ＤＺ 和 Ｅ２ 处理组血清中 Ｅ２ 含量极显著增加(Ｐ<０.０１)ꎮ
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图 ２　 ＤＺ 对青春期小鼠日采食量的影响(ｎ＝８)
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄａｉｄｚｅｉｎ ｏｎ ｄａｉｌｙ ｆｏｏｄ ｉｎｔａｋｅ

ｏｆ ａｄｏｌｅｓｃｅｎｔ ｍｉｃｅ(ｎ＝８)

图 １　 大豆黄酮对青春期小鼠体重的影响(ｎ＝８)
Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄａｉｄｚｅｉｎ ｏｎ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ａｄｏｌｅｓｃｅｎｔ ｍｉｃｅ(ｎ＝８)
　 　 ＣＯＮ:对照组ꎻＤＺ:大豆黄酮组ꎻＥ２:雌二醇组ꎮ∗表示与对照组相比差异

显著(Ｐ<０.０５)ꎬ∗∗表示与对照组相比差异极显著(Ｐ<０.０１)ꎮ 下同ꎮ

ＣＯＮ:Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻＤＺ:Ｄａｉｄｚｅｉｎ ｇｒｏｕｐꎻＥ２:１ꎬ７￣β￣ｅｓｔｒａｄｉｏｌ ｇｒｏｕｐ. ∗ ｓｈｏｗｓ

ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ( Ｐ < ０. ０５ )ꎻ∗∗ ｓｈｏｗｓ ｖｅｒｙ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ(Ｐ<０.０１) . Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ.

乳腺组织中 Ｅ２ 水平结果见表 １ꎮ 与对照组相比ꎬ饲养 ２１ ｄꎬＤＺ 处理可增加乳腺组织中 Ｅ２ 含量ꎬ但未

有显著性差异(Ｐ>０.０５)ꎬＥ２ 处理组略有降低ꎻ饲养 ２８ ｄ ＤＺ 处理组和 Ｅ２ 处理组与 ２１ ｄ Ｅ２ 含量变化具有

相同的趋势ꎬ均极显著增加了 Ｅ２ 含量(Ｐ<０.０１)ꎮ
表 １　 ＤＺ 对青春期小鼠血清和乳腺组织中 Ｅ２ 水平的影响(ｎ＝８)

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄａｉｄｚｅｉｎ ｏｎ Ｅ２ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ａｎｄ ｍａｍｍａｒｙ ｇｌａｎｄ ｏｆ ａｄｏｌｅｓｃｅｎｔ ｍｉｃｅ(ｎ＝８) ｐｍｏｌ􀅰Ｌ－１

组织 Ｔｉｓｓｕｅ 饲养时间 / ｄ Ｆｅｅｄｉｎｇ ｔｉｍｅ Ｃｏｎ 组 Ｃｏｎ ｇｒｏｕｐ ＤＺ 组 ＤＺ ｇｒｏｕｐ Ｅ２ 组 Ｅ２ ｇｒｏｕｐ

血清 ２１ ５.８０±０.２６ ６.１５±０.８３ １１.８５±０.３１∗

Ｓｅｒｕｍ ２８ ５.０９±０.０５ １１.２５±０.２６∗∗ ７.６３±０.３８∗∗

乳腺组织 ２１ ２.８４±０.２５ ３.５８±０.４４ ２.３７±０.９６
Ｍａｍｍａｒｙ ｇｌａｎｄ ２８ ２.２６±０.０６ ３.３５±０.０１∗∗ ２.９７±０.１６∗∗

２.３　 ＤＺ 对青春期小鼠乳腺组织及乳腺指数的影响

２.３.１　 乳腺指数　 与对照组相比ꎬＤＺ 处理组青春期小鼠乳腺指数略增加ꎬ但未达到显著水平ꎻＥ２ 处理组

具有相同的趋势(图 ３－Ａ)ꎮ 与对照组相比ꎬＤＺ 处理组青春期小鼠乳腺指数显著增加(Ｐ<０.０５)ꎬＥ２ 处理

组具有相同的趋势ꎬ且 ＤＺ 处理组乳腺指数的增量略高于 Ｅ２ 处理组(图 ３－Ｂ)ꎮ

图 ３　 ＤＺ 对青春期小鼠乳腺指数的影响(ｎ＝８)
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄａｉｄｚｅｉｎ ｏｎ ｍａｍｍａｒｙ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ａｄｏｌｅｓｃｅｎｔ ｍｉｃｅ(ｎ＝８)

Ａ. 饲养 ２１ ｄ 乳腺指数变化ꎻＢ. 饲养 ２８ ｄ 乳腺指数变化ꎮ
Ａ. Ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｂｒｅａｓｔ ｉｎｄｅｘ ｏｎ ｔｈｅ ２１ ｄａｙ ｏｆ ｆｅｅｄｉｎｇꎻＢ. Ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｂｒｅａｓｔ ｉｎｄｅｘ ｏｎ ｔｈｅ ２８ ｄａｙ ｏｆ ｆｅｅｄｉｎｇ.

２.３.２　 乳腺组织 ＨＥ 染色结果　 饲养至 ２１ ｄꎬ乳腺组织形态学变化见图 ４－Ａꎬ与对照组相比ꎬＤＺ 组乳腺小

叶间导管的数量极显著增加(Ｐ<０.０１)ꎻＥ２ 组具有类似的趋势ꎮ ＤＺ 处理组优于 Ｅ２ 处理组(Ｐ<０.０５)ꎮ
饲养至 ２８ ｄꎬ乳腺组织形态学变化见图 ４－Ｂꎮ 运用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 统计每个视野中乳腺小叶内导管的数量ꎬ

以直方图形式表示ꎮ 与对照组相比ꎬＤＺ 组乳腺小叶间导管的数量极显著增加(Ｐ<０.０１)ꎬＥ２ 组具有类似

的趋势(Ｐ<０.０１)ꎮ Ｅ２ 处理组优于 ＤＺ 处理组ꎮ

９３
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图 ４　 ＤＺ 对青春期小鼠乳腺组织导管数量的影响(ｎ＝５)
Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄａｉｄｚｅｉｎ ｏｎ ｂｕｄ ｎｕｍｂｅｒｓ ｉｎ ｂｒｅａｓｔ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ａｄｏｌｅｓｃｅｎｔ ｍｉｃｅ(ｎ＝５)

　 　 Ａ.饲养 ２１ ｄ 乳腺组织导管数变化ꎻＢ. 饲养 ２８ ｄ 乳腺组织导管数变化ꎮ ＡＣ:脂肪细胞ꎻＡ:腺泡ꎻＣＴ:结缔组织ꎻＩＤ:小叶间导管ꎮ
Ａ. Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｂｕｄ ｎｕｍｂｅｒ ｉｎ ｂｒｅａｓｔ ｔｉｓｓｕｅ ｏｎ ｔｈｅ ２１ ｄａｙ ｏｆ ｆｅｅｄｉｎｇꎻＢ. Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｂｕｄ ｎｕｍｂｅｒ ｉｎ ｂｒｅａｓｔ ｔｉｓｓｕｅ ｏｎ ｔｈｅ ２８ ｄａｙ ｏｆ

ｆｅｅｄｉｎｇ. ＡＣ:Ａｄｉｐｏｓｅ ｃｅｌｌꎻＡ:ＡｌｖｅｏｌａｒꎻＣＴ:Ｃｏｎｎｅｃｔｉｖｅ ｔｉｓｓｕｅꎻＩＤ:Ｉｎｔｅｒｌｏｂｕｌａｒ ｄｕｃｔ.

２.３.３　 ＩＨＣ 检测乳腺组织 ＰＣＮＡ 变化　 运用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件ꎬ利用阈值分割法统计每组 １０ 个视野中 ＰＣＮＡ
阳性细胞数ꎬ以直方图形式表示ꎮ 饲养至 ２１ ｄꎬＰＣＮＡ 阳性细胞数变化结果见图 ５－Ａꎮ 与对照组相比ꎬＤＺ
组 ＰＣＮＡ 阳性细胞的数极显著增加ꎬＥ２ 组具有相同的趋势ꎮ

饲养至 ２８ ｄꎬＰＣＮＡ 阳性细胞数变化结果见图 ５－Ｂꎮ 与对照组相比ꎬＤＺ 组 ＰＣＮＡ 阳性细胞的数极显

著增加ꎬＥ２ 组具有相同的趋势ꎮ 此结果与 ２.３.２ 节结果一致ꎮ

图 ５　 ＤＺ 对青春期小鼠乳腺组织 ＰＣＮＡ 蛋白表达的影响(ｎ＝１０)
Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄａｉｄｚｅｉｎ ｏｎ ＰＣＮＡ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｂｒｅａｓｔ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ａｄｏｌｅｓｃｅｎｔ ｍｉｃｅ(ｎ＝１０)

　 　 Ａ.饲养 ２１ ｄ 乳腺组织 ＰＣＮＡ 阳性细胞数变化ꎻＢ.饲养 ２８ ｄ 乳腺组织 ＰＣＮＡ 阳性细胞数变化ꎮ 红色箭头代表 ＰＣＮＡ 阳性细胞ꎮ
Ａ. Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＰＣＮＡ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｂｒｅａｓｔ ｔｉｓｓｕｅ ｏｎ ｔｈｅ ２１ ｄａｙ ｏｆ ｆｅｅｄｉｎｇꎻＢ. Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＰＣＮＡ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ

ｂｒｅａｓｔ ｔｉｓｓｕｅ ｏｎ ｔｈｅ ２８ ｄａｙ ｏｆ ｆｅｅｄｉｎｇ. Ｔｈｅ ｒｅｄ ａｒｒｏｗｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ＰＣＮＡ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ.

２.４　 ＤＺ 对青春期小鼠乳腺组织细胞周期蛋白和 ＥＲβ蛋白表达的影响

２.４.１　 ＤＺ 对青春期小鼠乳腺组织细胞周期蛋白表达的影响 　 饲养至 ２１ ｄꎬ细胞周期蛋白变化结果见

图 ６－Ａꎮ 与对照组相比ꎬＤＺ 处理组 ｃｙｃｌｉｎＢ１ 的表达上调ꎬ但无显著性差异ꎻＥ２ 处理组具有相同的趋势ꎮ
与对照组相比ꎬＤＺ 和 Ｅ２ 处理均可显著上调 ｃｙｃｌｉｎＤ１ 的表达(Ｐ<０.０５)ꎮ 饲养至 ２８ ｄꎬ细胞周期蛋白变化

结果见图 ６－Ｂꎮ 与对照组相比ꎬＤＺ 处理可显著上调 ｃｙｃｌｉｎＢ１ 的表达(Ｐ<０.０５)ꎬＥ２ 处理组 ｃｙｃｌｉｎＢ１ 蛋白的
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表达也显著上调(Ｐ<０.０５)ꎬ且 Ｅ２ 与 ＤＺ 组上调蛋白水平相当ꎮ 与对照组相比ꎬＤＺ 处理组 ｃｙｃｌｉｎＤ１ 的表达

显著上调(Ｐ<０.０５)ꎬＥ２ 处理组 ｃｙｃｌｉｎＤ１ 的表达极显著上调(Ｐ<０.０１)ꎮ Ｅ２ 处理组 ｃｙｃｌｉｎＤ１ 的蛋白表达水

平显著高于 ＤＺ 组(Ｐ<０.０５)ꎮ

图 ６　 ＤＺ 对青春期小鼠周期蛋白表达的影响(ｎ＝３)
Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄａｉｄｚｅｉｎ ｏｎ ｃｙｃｌｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ａｄｏｌｅｓｃｅｎｔ ｍｉｃｅ(ｎ＝３)

　 　 Ａ.饲养 ２１ ｄ 乳腺组织周期蛋白表达变化ꎻＢ.饲养 ２８ ｄ 乳腺组织周期蛋白表达变化ꎮ
Ａ. Ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｃｙｃｌｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｂｒｅａｓｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ２１ ｄａｙ ｏｆ ｆｅｅｄｉｎｇꎻＢ. Ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｃｙｃｌｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｂｒｅａｓｔ

ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ２８ ｄａｙ ｏｆ ｆｅｅｄｉｎｇ.

２.４.２　 ＤＺ 对青春期小鼠乳腺组织 ＥＲβ蛋白表达的影响　 饲养至 ２１ ｄꎬＥＲβ 蛋白表达变化结果见图 ７－Ａꎮ
与对照组相比ꎬＤＺ 处理组 ＥＲβ 蛋白表达上调ꎬ但无显著性差异ꎻＥ２ 处理组具有相同趋势ꎮ 且 Ｅ２ 处理组

ＥＲβ 蛋白表达水平高于 ＤＺ 处理组ꎮ 饲养至 ２８ ｄꎬＥＲβ 蛋白表达变化结果见图 ７－Ｂꎮ 与对照组相比ꎬＤＺ
处理显著上调 ＥＲβ 蛋白表达水平(Ｐ<０.０５)ꎬＥ２ 处理具有相同趋势(Ｐ<０.０５)ꎮ

图 ７　 ＤＺ 对青春期小鼠 ＥＲβ蛋白表达的影响(ｎ＝３)
Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄａｉｄｚｅｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＥＲβ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ａｄｏｌｅｓｃｅｎｔ ｍｉｃｅ(ｎ＝３)

　 　 Ａ.饲养 ２１ ｄ 乳腺组织 ＥＲβ 蛋白表达变化ꎻＢ.饲养 ２８ ｄ 乳腺组织 ＥＲβ 蛋白表达变化ꎮ
Ａ. Ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ＥＲβ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｂｒｅａｓｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ２１ ｄａｙ ｏｆ ｆｅｅｄｉｎｇꎻＢ. Ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ＥＲβ ｐｒｏｔｅｉｎ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｂｒｅａｓｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ２８ ｄａｙ ｏｆ ｆｅｅｄｉｎｇ.

３　 讨论

乳腺是合成乳汁和分泌乳汁的重要外分泌腺ꎬ腺泡是分泌乳汁的功能单位ꎮ 腺泡由乳腺上皮细胞分

化而来ꎬ乳腺上皮细胞的增殖分化为乳汁的形成奠定良好的基础ꎮ 青春期乳腺主要有脂肪组织和结缔组

织构成ꎬ腺体不发达ꎬ仅有少量的腺泡和导管ꎮ 青春期乳腺的发育是由一系列激素和其他因子协调进行

的ꎬ这些因子促进乳腺导管网络的延伸ꎬ其特征是最前端存在高度增殖的末端芽结构ꎬ在不断分化过程中ꎬ

１４
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导管也逐渐分支ꎬ为泌乳期腺泡的发育做准备ꎮ 导管密度、分支结构、乳腺组织结构变化是乳腺发育过程

的重要因素[１８]ꎮ 姜晶晶[９]发现ꎬ异黄酮类植物雌激素染料木素和亚麻籽木脂素均能促进青春期大鼠乳腺

导管的生长和腺泡发育ꎮ Ｔｓｕｇａｍｉ 等[１３]研究发现 ＤＺ 对体外小鼠乳腺细胞诱导成导管、腺泡形成也有一

定的促进作用ꎮ Ｃｈｅｎ 等[１１]最新研究表明ꎬ将黄酮类黄芩苷连续给 ３ 周龄雌性小鼠注射ꎬ直至 ５ 和 ６ 周龄ꎬ
均显著增加乳腺导管的延伸ꎮ 本研究结果显示ꎬ大豆黄酮连续给药 １４ 和 ２１ ｄ 均增加青春期小鼠乳腺导

管数量ꎬ使腺泡体积变大ꎬ脂肪细胞填充减少ꎬ与上述的研究结果一致ꎮ
乳腺发育主要受雌激素和孕酮的调节ꎬＥ２ 可刺激乳腺导管生长和延长ꎬ是促进乳腺小叶腺泡发育的

基础ꎮ 随着青春期雌激素的分泌增加ꎬ腺体增加ꎬ导管增多ꎬ腺泡增大ꎮ 在青春期 Ｅ２ 在一定水平上可以

反映乳腺发育的水平[５]ꎮ ＤＺ 是一种天然的植物雌激素ꎬ为异黄酮类植物雌激素中的重要一员ꎮ 有研究

发现ꎬ大豆黄酮可增加泌乳奶牛血液中 Ｅ２ 含量ꎬ提高雌马酚水平ꎬ促进泌乳[１９]ꎻ朱河水等[２０]发现ꎬ大豆黄

酮可以提高泌乳后期 Ｅ２ 水平ꎬ间接影响奶牛泌乳性能ꎮ 本研究结果发现ꎬ大豆黄酮可提高青春期小鼠血

清和乳腺组织中的 Ｅ２ 含量ꎬ该研究结果与朱河水等[２０]研究结果一致ꎮ 这提示 ＤＺ 可能通过上调 Ｅ２ 水平

来促进青春期小鼠乳腺发育ꎮ
ｃｙｃｌｉｎＤ１ / ｃｙｃｌｉｎＢ１ 和 ＰＣＮＡ 在调控细胞增殖过程中发挥最要作用ꎮ 研究表明 ｃｙｃｌｉｎＤ１ 可通过结合并

激活 ＣＤＫ４ /激酶ꎬ推动 Ｒｂ￣Ｅ２Ｆ１ 复合物解离ꎬ促进细胞由 Ｇ１ 向 Ｓ 期过渡ꎬ到 Ｇ２ 期时 ｃｙｃｌｉｎＤ１ 就会自动降

解[２１]ꎮ 因此ꎬｃｙｃｌｉｎＤ１ 是细胞 Ｓ 期稳定表达的周期蛋白ꎮ ＰＣＮＡ 是一种在 ＤＮＡ 损伤和修复中起主要作用

的核蛋白ꎬ其在细胞 Ｓ 期表达显著增加[２２]ꎮ 同时ꎬＰＣＮＡ 可作为 ＤＮＡ 聚合酶的辅助蛋白ꎬ促进 ＤＮＡ 的复

制[２３]ꎮ ｃｙｃｌｉｎＢ１ 与 ｃｙｃｌｉｎＤ１ 具有相似的功能ꎬ而 ｃｙｃｌｉｎＢ１ 促进细胞由 Ｓ 期向 Ｍ 期过渡ꎬ在 Ｍ 期高表

达[２４]ꎮ Ｔａｎ 等[２５]研究表明ꎬ异黄酮植物雌激素可显著增加乳腺的 ＤＮＡ 含量ꎬ促进乳腺细胞的有丝分裂ꎬ
从而促进乳腺发育ꎮ 本研究结果表明ꎬＤＺ 极显著增加 ＰＣＮＡ 的阳性细胞数和 ＰＣＮＡ 的表达ꎬ也显著提高

ｃｙｃｌｉｎＤ１ 和 ｃｙｃｌｉｎＢ１ 蛋白的表达水平ꎮ
综上ꎬ植物雌激素 ＤＺ 处理可以通过上调细胞周期和增殖相关蛋白的表达来促进细胞分裂ꎬ促进青春

期小鼠乳腺发育ꎬ这种作用可能与提高内源性 Ｅ２ 水平及上调 ＥＲβ 受体表达有关ꎬ相关机制有待进一步

研究ꎮ
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