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蒲公英提取物 T-1 上调小鼠生殖激素受体的表达研究
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摘要 生殖激素通过不同组织中的受体发挥其作用。本研究

考察了蒲公英提取物 T-1（Dandelion T-1 extract，DT-1E）口

服治疗 6周后小鼠脂肪组织和生殖器官中雌激素受体（ERα

和 ERβ）、孕激素受体（progesterone receptor，PR）和卵泡

刺激素受体（follicle-stimulating hormone receptor，FSHR）

的表达情况。实时逆转录聚合酶链反应定量检测显示，与饲

喂普通饲料的对照组相比，饲喂含 DT-1E饲料的小鼠脂肪

组织中 ERα和 ERβ mRNA表达增强。此外，注射促性腺激

素后，DT-1E组子宫中 ERα、ERβ和 PR 以及卵巢中 FSHR

mRNA 的表达量均显著高于对照组。免疫组化研究也显示

DT-1E 组的上述受体水平提高。本研究表明，口服 DT-1E

可上调小鼠 ERα、ERβ、PR 和 FSHR 的表达，提示 DT-1E

在临床治疗生殖激素相关障碍方面具有潜在的应用价值。

引言

研究发现，生殖激素，如雌激素、孕激素和卵泡刺激素，

与各种生化和生理过程有关，也与妇女的多种失调和疾病有

关，如绝经症状、肥胖和几类癌症[1-3]。调节激素水平已被

认为是临床治疗激素相关紊乱的常用手段。例如，众所周知，

激素替代治疗（hormone replacement therapy，HRT） 可有
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解绝经症状；然而，它具有剂量相关副作用的风险[4,5]。此

外，激素通过相应的受体发挥作用[6,7]，因此，研究受体表

达可能有助于阐明激素诱导的病理生理状态，甚至可能有助

于以较少的不便或风险替代目前可用的激素疗法。

在这方面，草药产品最近变得越来越受欢迎，它们因其

具有前景光明的治疗效果和较少的副作用而被广泛使用。许

多源于草药的疗法已被用于治疗女性生殖激素相关障碍

[8-10]，但其具体作用机制仍有待阐明。我们假设这些草药产

品的疗效可能与影响生殖激素水平或其受体的表达有关。

本研究以市售中药产品之一蒲公英提取物 T-1

（Dandelion T-1 extract，DT-1E）为研究对象，研究雌性小

鼠摄入含 DT-1E的饲料 6 周后，血清激素水平的变化及脂

肪组织、子宫和卵巢中雌激素受体（ERα和 ERβ）、孕激素

受体（ progesterone receptor， PR）和卵泡刺激素受体

（follicle-stimulating hormone receptor，FSHR）的表达情况

及其对排卵的影响。

材料与方法

动物与饲料。动物的所有条件和处理均按照《大坂市立

大学动物实验指南》进行，本研究获得了我校的机构动物研

究委员会的批准。36只雌性 C3H/HeNCrlCrlj小鼠（4周龄）

均购自日本 Charles River Laboratories Japan, Inc.（日本横滨）。

将小鼠随机分为 4组（每组 9 只），在 12h光照：12h 黑暗

周期下单笼饲养于恒温（23 ± 1℃）恒湿（55%）的笼子中。

小鼠在整个 6周饲喂期间自由饮食。2个对照组小鼠予以无

植物雌激素的普通饲料（NIH-07PLD；オリエンタル酵母工

業株式会社，日本东京），2个 DT-1E组小鼠予以含 0.03%

(w/w) DT-1E（健康促进研究所，日本大阪）的饲料。DT-1E

consists of 87% dandelion extract, 5% adlay, 5% sucrose, and

3% ant extract.
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图 1. 未注射促性腺激素的普通饮食小鼠脂肪组织和子宫 ERα和 ERβ mRNA的定量。实线表示阈值，X轴表示阈值循环数（CT）。CT为 PCR 产物达

到阈值时的扩增循环数。由于 ERα具有较小的 CT值，因此在脂肪组织（A）和子宫（B）中，ERα显示的 mRNA 数比 ERß更多。用ΔΔCT法测定的

ERα和 ERβ mRNA 的量在右侧以箱线图表示。

取两个对照组中其中一组小鼠以及其中一组 DT-1E 组

小鼠，在 10周龄时注射促性腺激素。对于促性腺激素注射，

每只小鼠单次腹腔注射 5 IU用 0.1 ml灭菌生理盐水稀释的

孕马血清（pregnant mare's serum，PMS，G4527；西格玛公

司，美国密苏里州圣路易斯）。46 h后，再次单次腹腔注射

5 IU 用 0.1 ml 灭菌水稀释的人绒毛膜促性腺激素（human

chorionic gonadotropin，hCG，C8554；西格玛公司）。注射

hCG 12 h后，通过乙醚吸入处死所有小鼠，包括未注射促

性腺激素的另外两组小鼠，并解剖子宫旁脂肪组织、子宫和

卵巢。

血清激素测定。小鼠解剖时，从腹主动脉取血样，采用

放射免疫测定法（radioimmunoassay，RIA）测定血清雌二

醇水平，试剂盒购自美国诊断试剂公司（美国加利福尼亚州

洛杉矶），检测限为 1.4 pg/ml，批内和批间变异系数分别为

1.75 %和 2.58 %。

RNA提取、逆转录和实时荧光定量 PCR。根据制造商

说明，使用 RNeasy Protect mini kit（凯杰公司，美国加利福

尼亚州瓦伦西亚）从小鼠的脂肪组织、子宫和卵巢中分离总

RNA。分离的总 RNA保存于-80℃备用。

采用两步实时定量逆转录聚合酶链反应（ real-time

reverse transcription polymerase chain reaction ， real-time

RT-PCR）测定 mRNA水平。使用 TaqMan逆转录试剂（美

国应用生物系统公司，美国加利福尼亚州福斯特城）将总

RNA样品反转录成 cDNA。每份总 RNA 样品取 1 μg 加入

反转录酶混合液中，按照 TaqMan Gold RT-PCR程序制备，

最终体积为 100 μl。逆转录反应程序：25℃ 10 min，37℃ 60

min，最后 95℃ 10 min。

按照制造商说明，在ABI PRISM 7700序列检测系统（美

国应用生物系统公司）上对 50 μl 反应混合物进行 TaqMan

实时定量 PCR，使用适当的引物和探针，用 6-羧基荧光素

标记的 3'-小沟结合物，用于编码 ERα (Mm00433153 _ m1)、

ERß (Mm00599821_m1)、 PR (Mm00435628_m1)和 FSHR

(Mm00442819_m1)（美国应用生物系统公司）的 cDNA。寡

核苷酸序列不公开，但由制造商验证。

扩增——脂肪组织中的雌激素受体 mRNA

扩增——子宫中的雌激素受体 mRNA
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图 2. 未注射促性腺激素的 DT-1E组和对照组小鼠脂肪组织中 ERα和 ERβ mRNA

的表达情况。TaqMan实时 RT - PCR定量检测结果显示，DT-1E口服 6周后，小鼠

脂肪组织 ERα (A)和 ERβ (B) mRNA表达量均显著高于对照组（* P < 0.05）。数值

表示为与对照组观察到的水平相比的倍数变化。

通过比较 CT (ΔΔCT) 法对 mRNA转录本进行定量。以内

参 18S rRNA（美国应用生物系统公司）为内标，相对于校

准品，通过评估表达式 2-ΔΔCT [11-13]来确定靶点量，其

中ΔΔCT =ΔCT,s -ΔCT,cb。CT是 ABI PRISM 7700序列

检测器软件给出的一个参数数值，与反应体系中 mRNA 的

初始量呈负相关；ΔCT是靶点与内参之间的阈值循环的差

异；ΔCT,s是样品的ΔCT 值；ΔCT,cb为校准品（对照组

的中位数）的ΔCT值。

脂肪组织和生殖器官的免疫组化。为了进行 ERα、

ERβ、PR和 FSHR的免疫组化检测，将小鼠脂肪组织、子

宫和卵巢的石蜡包埋切片（4μm厚）脱蜡，并通过将载玻

片浸泡在柠檬酸盐缓冲液（pH 6.0）中并在 110℃下高压灭

菌 加 热 15 min 进 行 抗 原 修 复 。 用 磷 酸 盐 缓 冲 液

（phosphate-buffered saline，PBS）洗涤后，组织切片用含

0.05%吐温-20的 5%山羊血清 PBS溶液中封闭 10 min，并将

载玻片分别与抗小鼠 ERα（Santa Cruz Biotechnology, Inc.，

美国加利福尼亚州圣克鲁兹）、抗小鼠 ERß（AnaSpec公司，

美国加利福尼亚州圣何塞）、抗小鼠 PR（ Santa Cruz

Biotechnology, Inc. ） 或 抗 小 鼠 FSHR （ Santa Cruz

Biotechnology, Inc.）兔多克隆 IgG在 4℃下孵育过夜。用含

0.05%吐温-20的 PBS洗涤后，组织切片与罗丹明标记的驴

抗兔 IgG抗体（Chemicon International, Inc.，美国加利福尼

亚州蒂梅丘拉）室温孵育 1 h进行检测 ERα和 ERβ，与异

硫氰酸荧光素（fluorescein isothiocyanate，FITC）标记的羊

抗兔 IgG抗体（Southern Biotech，美国阿拉巴马州伯明翰）

室温孵育 1 h进行检测 PR和 FSHR，再次洗涤，并用含 10%

PBS的甘油溶液封片。免疫荧光图像在荧光显微镜（BX50；

奥林巴斯公司，日本东京）下观察，使用 520~550 nm激发

光滤光片和> 580 nm发射光滤光片用于检测罗丹明的红色，

或使用 470~490 nm激发光滤光片和 520~550 nm 发射光滤

光片用于检测 FITC 的绿色。

卵子计数。注射 hCG后 12 h，从小鼠切除的输卵管中

收集卵子，并使用立体显微镜（SZX-ZB12；奥林巴斯公司）

计算卵子数量。

统计。通过 StatView 5.0软件（SAS Institute Inc.，美国

北卡罗来纳州凯里）采用非参数Mann-Whitney U检验比较

组间差异。P < 0.05被认为具有统计学意义。数据分析结果

在图片中以箱线图所示，其中 50%的数据汇总在方框中。各

方框内的线代表中位数，各方框外的线代表 90%置信区间。

结果

血清雌二醇浓度。检测小鼠血清雌二醇浓度，无论是否

图 3. 促性腺激素注射后子宫 ERα、ERβ和 PR mRNA的表达情况。通过 TaqMan实时 RT-PCR检测，在注射促性腺激素后，DT-1E组 ERα ( A )、

ERß (B)和 PR (C) mRNA的表达量均显著高于对照组（* P < 0.05）。数值表示为与对照组观察到的水平相比的倍数变化。
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图 4. 促性腺激素注射后卵巢 FSHR mRNA 的表达情况。采用

TaqMan 实时 RT-PCR，发现注射促性腺激素后，DT-1E 组 FSHR

mRNA的表达量显著高于对照组（**P < 0.01）。数值表示为与对照

组观察到的水平相比的倍数变化。

注射促性腺激素，DT-1E组与对照组相比均无显著性差异。

对于未注射促性腺激素的小鼠，对照组的雌二醇浓度为

9.3±1.8 pg/ml，DT-1E组的雌二醇浓度为 10.8±2.5 pg/ml。对

于注射促性腺激素的小鼠，对照组的雌二醇浓度为 12.3±6.5

pg/ml，DT-1E组的雌二醇浓度为 12.4±4.4 pg/ml。

脂肪组织和子宫 ERα和 ERβ mRNA表达的定量分析。采

用 TaqMan实时荧光定量 RT-PCR检测喂饲普通饮食和未注

射促性腺激素小鼠脂肪组织和子宫中 ERα和 ERβ的 mRNA

水平。基于 TaqMan商业试剂核心的 RT-PCR效率一致性，

结果表明，在小鼠脂肪组织（图 1A）和子宫（图 1B）中，

ERα的 mRNA表达水平远高于 ERα。

ERα和ERß在脂肪组织中的表达情况。实时定量RT-PCR

结果显示，在未注射促性腺激素的小鼠脂肪组织中，DT-1E

组 ERα mRNA和ERβ mRNA的表达量均显著高于对照组（P

< 0.05）P < 0.05。DT-1E组（图 5B和 5D）脂肪细胞雌激素

受体(ERs)免疫荧光较对照组（图 5A和 5C）更明显。

ERα、ERβ和 PR在子宫中的表达。DT-1E组子宫 ERα、

ERβ、PR mRNA表达水平与未注射促性腺激素的对照组相

比，差异无统计学意义。然而，在注射促性腺激素的小鼠中，

DT-1E组子宫中 ERα、ERβ和 PR mRNA表达水平显著高于

对照组（P < 0.05）（图 3）。与对照组（图 6A、6C和 6E）

相比，DT-1E 组（图 6B、6D和 6F）注射促性腺激素小鼠

的子宫上皮细胞和基质细胞中 ERα、ERβ和 PR的免疫荧光

更加明显。

各组卵巢 FSHR表达情况的比较。在未注射促性腺激素

的小鼠中，DT-1E组卵巢中 FSHR mRNA的表达水平与对照

图 5. 脂肪组织 ER免疫荧光组织化学检测。对照组（A、C）和 DT-1E组（B、D）的脂肪组织与抗 ERα（A、B）或抗 ERα

（C、D）兔 IgG反应，并用罗丹明标记的抗兔 IgG抗体染色。DT-1E组脂肪细胞中 ERα和 ERβ的荧光均比对照组更明显。

放大倍数，400倍。
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图 6. 子宫 ER和 PR免疫荧光组织化学检测。对照组（A、C、E）和 DT-1E组（B、D、F）的子宫分别与抗 ERα（A、B）、抗 ERβ（C、D）

或抗 PR（E、F）兔 IgG反应，并与罗丹明标记的（ERα和 ERβ）或 FITC 标记的（PR）抗兔 IgG抗体染色。DT-1E组 ERα、ERβ和 PR的

荧光强度明显高于对照组。放大倍数，400倍。

图 7.卵巢 FSHR免疫荧光组织化学检测。对照组(A)

和 DT-1E组(B)的卵巢与抗 FSHR 兔 IgG 反应，并

用 FITC 标记的抗兔 IgG抗体染色。DT-1E组颗粒

细胞 FSHR荧光较对照组明显。放大倍数，400倍。

组相比无显著性差异。然而，在注射促性腺激素的

小鼠中，DT-1E组卵巢中 FSHR mRNA表达水平显

著高于对照组（P < 0.01）（图 4）。DT-1E组（图 7B）

卵巢颗粒细胞 FSHR 免疫荧光较对照组（图 7A）

明显。

注射促性腺激素小鼠的卵子数。注射促性腺激

素后，我们在解剖时收集输卵管，并统计卵子数。

数据显示，DT-1E组（中位数= 7）比对照组（中位

数= 5）有更多的卵子（P < 0.05）。

讨论
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我们选择子宫和卵巢作为目标生殖器官，脂肪组织作为表达 ER 的

非生殖组织，以研究 DT-1E对小鼠的影响，包括激素（雌二醇）水平的

变化，受体（ERα、ERβ、PR和 FSHR）的表达情况，以及

注射促性腺激素后排卵的生殖功能。

通过 RIA检测小鼠血清雌二醇浓度，发现即使在注射

促性腺激素后，DT-1E与对照组之间也没有显著性差异，这

表明 DT-1E的作用是不太可能通过改变循环激素水平来介

导的。

组间比较，DT-1E组脂肪组织中 ERα和 ERβ的表达量显

著高于对照组。生殖激素，如雌激素，在脂肪组织代谢中发

挥重要作用 [14]，并且研究已经揭示小鼠的脂肪分解涉及

ERα[15,16]。虽然未发现（数据未显示）各组小鼠的体重和摄

食量存在差异，但需要进一步对脂肪组织的代谢情况进行研

究。

在未注射促性腺激素的情况下，DT-1E 组子宫 ERα、

ERβ和 PR的表达量与对照组相比无显著性差异。然而，在

注射促性腺激素的小鼠中，DT-1E组的 ERα、ERβ和 PR的

表达量比对照组更高。这些结果表明，虽然口服 DT-1E 并

不单单上调子宫的 ER和 PR mRNA的表达，但其增强了子

宫的反应能力。

除上述发现外，在注射促性腺激素后，我们获得了卵子，

并对其数量进行了组间比较。DT-1E组的卵子比对照组更多，

这也提示了 DT-1E 对生殖系统的功能影响，包括其增加

FSHR表达量的作用。目前关于 FSHR表达的研究结果也表

明，尽管口服 DT-1E 并不像在子宫中那样单独上调 FSHR

的表达，但 DT-1E可能增强卵巢的反应能力。

迄今为止，许多商业草药产品可用于医疗保健和临床治

疗；然而，这类产品能够增加激素受体表达的报道并不多见。

本研究强调了 DT-1E 对小鼠脂肪组织、子宫和卵巢中生殖

激素受体表达的上调作用，具有较大的临床应用潜力。据我

们所知，20年前引进 HRT是为了缓解绝经症状[17]；然而，

HRT最近成为一个争论的话题，原因是基于受试者的研究

揭示了乳腺癌、子宫内膜癌和冠状动脉疾病的风险[18-20]，建

议雌激素剂量应尽可能低[4,19,21]。本研究表明，DT-1E上调

一系列生殖激素受体，可能会增强其对激素的反应性和敏感

性，并可能允许低剂量雌激素用于 HRT以降低这些风险。

此外，促性腺激素注射引起的排卵功能升高表明 DT-1E 可

能使排卵功能障碍的女性获益。

综上所述，本研究揭示了 DT-1E 在小鼠口服治疗后对

ERα、ERβ、PR和 FSHR的表达的上调作用，DT-1E作为治

疗生殖激素相关障碍的替代方法可能具有巨大的潜力。
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