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　　摘要：为探索畜禽产品中雌激素残留的检验方法，加强对畜禽生产过程中激素添加的监控，本研究选择了在我国
几种常见影响比较大的合成雌激素－β－雌二醇（Ｅ２）为研究对象，建立用于测定动物尿液中雌激素的重组基因酵母
检测法。结果表明本方法简单、有效，能够作为雌激素残留检测体系的有益补充。
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　　生产中广泛应用的雌激素，可以通过食物链富集作用于
人体，导致生殖障碍、出生缺陷、发育异常、代谢紊乱以及某些

癌症的发生［１］。世界很多国家计划或已经制定了一些法律

法规限制此外类物质的使用，譬如除己烯雌酚等人工合成类

雌激素化合物于１９８０年华沙国际学术讨论会和同年的联合
国粮农组织与世界卫生组织联席会议决定全面禁用［２］。就

目前而言，对于环境雌激素的研究还处于起步阶段，很多问题

有待进一步揭示。随着重组ＤＮＡ技术、基因表达及酵母分子
遗传学研究的进展，越来越多的外源基因在酵母细胞中获得

高效表达，因此，酵母作为一个基因工程表达系统受到广泛研

究应用［３］。通过本研究希望能够为我国建立快速检测牛生

产中添加雌激素情况的监测提供新技术支持、构建我国畜禽

安全生产的预警体系。

１　测定原理

将人类雌激素受体基因（ｈＥＲｃＤＮＡ）转化于酵母，使其高
效表达，再将雌激素反应原件（ＥＲＥ）与编码 β－半乳糖苷酶
的ＬａｃＺ报告基因相串联，重组于酵母细胞。当牛尿中的雌激
素活性物质与酵母中的 ｈＥＲ结合后，会通过生物变构效应，
经雌激素效应元件（ＥＲＥ）顺式激活ＬａｃＺ（β－半乳糖苷酶）
基因表达，从而使ＬａｃＺ的表达量增加。通过测定ＬａｃＺ的活
性就可以定量反映牛尿中雌激素的含量。

２　试验材料

２．１　试验样品采集
小牛尿液：从扬州大学实验农牧场采集出生１０日龄的小

牛尿液１２份，依次编号分别为１１２、１１３、１１６、１１７、１１９、１２０、

１２１、１２２、１２３、１２４、１２５、１２８。
２．２　试验材料

Ｃ１８柱（美国 Ｗｅｌｃｈ公司）；甲醇（上海振兴化工一厂，分
析纯）；丙酮、无水乙醇、浓盐酸氢氧化钠、二氯甲烷（上海焱

晨化工实业有限公司，均为分析纯）；琼脂粉（中国医药集团

上海化学试剂公司）；酵母基本合成配养基（ＳＤ）及无色氨酸、
尿嘧啶（－Ｔｒｐ、－Ｕｒａ）营养补料原料（美国 Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公司）；
β－雌二醇（扬州大学医学院李湘鸣教授提供）。

３　试验过程

３．１　重组雌激素受体基因细胞酵母培养
３．１．１　培养板制作　按照配方配制选择性固体培养平板
ＳＤ／－ｔｒｐ、－ｕｒａ（无色氨酸、尿嘧啶），经１２１℃灭菌２０ｍｉｎ，
取约１５ｍＬ倒入消毒培养皿中，冷凝后用保鲜膜密封，４℃保
存备用。

３．１．２　重组雌激素受体基因酵母细胞（Ｗ３０３－１Ａ／ｈＥＲ－
ＥＲＥ－ＬａｃＺ）接种　在无菌操作台内将 Ｗ３０３－１Ａ／ｈＥＲ－
ＥＲＥ－ＬａｃＺ划线接种于 ＳＤ／－ｔｒｐ、－ｕｒａ平板，置于３０℃培
养箱内培养３～４ｄ，使其长出３～４ｍｍ的酵母克隆，保鲜膜
密封，４℃冰箱保存。
３．１．３　扩增酵母克隆　取消毒玻璃瓶 １只，加入 ３ｍＬ
ＳＤ／－ｔｒｐ、－ｕｒａ培养液，用接种环从 ＳＤ／－ｔｒｐ、－ｕｒａ培养板
挑取酵母克隆置于３ｍＬＳＤ／－ｔｒｐ、－ｕｒａ培养液中，在３０℃
恒温振荡器中培养过夜（约１４ｈ）。
３．２　样品预处理

用定性滤纸和漏斗将原尿过滤至干净消毒玻璃瓶中。为

减少误差，用具塞试管分装过滤牛尿至消毒玻璃瓶中，每样２
份，一份取５ｍＬ做加样试验，另一份取５ｍＬ做空白对照。
３．３　试剂配制

（１）８ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ（分子量 ４０）：称取 ＮａＯＨ３２ｇ，用
１００ｍＬ双蒸水充分溶解。（２）０．１ｍｇ／ｍＬ溶菌酶的 ＯＮＰＧ：
取４０ｍｇＯＮＰＧ粉末，加入１０ｍＬ的 ＺＢｕｆｆｅｒ，再加入溶菌酶
使其终浓度为 ０．１ｍｇ／ｍＬ，避光充分混匀，分装为２ｍＬ／管，
冷冻保存。
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３．４　尿样加标
小牛尿液分别加入试验选择的雌激素物质：乙炔雌二醇。

β－雌二醇做加标后在小牛尿液中的终浓度达到０．０５０ｍｏｌ／Ｌ。
空白对照（即尿样空白）加入等量的乙醇；试剂空白用２ｍＬ
蒸馏水代替小牛尿液。

３．５　Ｃ１８吸附柱活化
用移液器吸取２．５ｍＬ甲醇淋洗Ｃ１８吸附柱，每次１５ｍｉｎ，

共３次，再用双蒸水清洗３次，每次１５ｍｉｎ，将活化后的吸附
柱放入４℃冰箱保存备用。
３．６　水解

目的是将内源性的结合性雌激素类化合物水解为游离

型。分别取加标尿液２ｍＬ置于具塞试管中，依次加入２ｍＬ
ＨＣｌ、２ｍＬ甲醇；空白对照和试剂空白与尿样完全相同。
　　将试管于１００℃水浴作用１ｈ，然后吸取２ｍＬ用８ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＯＨ调节溶液ｐＨ值至３．０。
３．７　吸附

将上述ｐＨ值为３．０水解液分别通过活化 Ｃ１８吸附柱，弃
去流出液。在无液体流出后（吸附约２０ｍｉｎ），用循环水式真
空泵抽气５ｍｉｎ，尽量除去 Ｃ１８吸附柱中残留的水分。然后用
４ｍＬ二氯甲烷洗脱Ｃ１８吸附柱２次，每次约３０ｍｉｎ。将洗脱
液洗置于消毒玻璃瓶中，封口编号。

４　雌激素类化学物测定

４．１　作用于酵母细胞
在无菌操作台内，将每份试验尿样用二氯甲烷洗脱液吸

取０．１ｍＬ至消毒玻璃瓶中，置于３７℃烘箱内，挥发５ｍｉｎ。
加入１．５ｍＬＳＤ／－ｔｒｐ、－ｕｒａ培养液，再加入０．５ｍＬ过夜酵
母培养液，使其在培养液中浓度分别为 １００、０ｍｇ／ｍＬ（对
照），３０℃继续振荡培养６ｈ。
４．２　显色

取透明酶标板，每３孔分为１组。加入２０μＬ受试物作
用的酵母细胞培养液，然后加入４０μＬ含０．１ｍｇ／ｍＬ溶菌酶
的ＯＮＰＧ，最后加入１６０μＬ含１％ＳＤＳＺＢｕｆｆｅｒ，在３７℃振荡
箱内显色，记录受试样品的显色时间，最后用５０μＬ１ｍｏｌ／Ｌ
的ＮａＣＯ３中止其反应。同时以同样的方法取透明酶标板，加
入０．１ｍＬ于 ３０℃作用 ６ｈ的酵母培养液，用于测波长为
６３０ｎｍ处的细胞密度。
４．３　测光密度

用酶标仪测光密度，于波长为４０５ｎｍ处测显色尿样，波
长为６３０ｎｍ处测经受试物作用的酵母细胞培养液的细胞密
度，求Ｄ４０５ｎｍ／Ｄ６３０ｎｍ之比值。

５　结果与分析

５．１　重组基因酵母细胞对β－雌二醇的反应
表１为重组基因酵母细胞对加入β－雌二醇和小牛原尿

的反应变化，以Ｄ４０５ｎｍ／Ｄ６３０ｎｍ之比值表示。由表１可以看出，
重组基因酵母细胞对１００ｎｇ／ｍＬ浓度的β－雌二醇可以产生
明显的响应，１２份加入 β－雌二醇小牛尿的 Ｄ４０５ｎｍ／Ｄ６３０ｎｍ最
高值达１．６２４，最低值为０．６７９；而小牛原尿Ｄ４０５ｎｍ／Ｄ６３０ｎｍ普遍
较低，最高值为１．３９４，最低值为０．３９３，经配对 ｔ检验表明２
组差异极显著（ｔ＝３．７２２，Ｐ＝０．００３３）。空白试剂中雌激素

表１　重组基因酵母细胞对β－雌二醇的筛选
（以Ｄ４０５ｎｍ／Ｄ６３０ｎｍ之比值表示）

牛尿

编号
含β－雌二醇 不含β－雌二醇 空白试剂

１１２ １．６２４±０．４９９０ ０．６８７±０．１１５１ ０．７８７
１１３ １．２４３±０．２６６３ ０．４９６±０．２０６４ ０．８８１
１１６ ０．８１５±０．３０６０ ０．６２３±０．１０５８ ０．６６９
１１７ １．４６６±０．４１８４ ０．５１９±０．０４６７ ０．３６８
１１９ ０．８８６±０．１１３０ ０．４３５±０．１０５８ ０．２９３
１２０ １．０８２±０．０８８７ ０．７５７±０．４８２９ ０．３１６
１２１ ０．９９２±０．１３１０ ０．６０７±０．０３８２ ０．５１０
１２２ １．０６９±０．７９９３ ０．３９３±０．０３６１ ０．２４０
１２３ ０．９２２±０．２８８０ １．３９４±０．０８５８ ０．３２６
１２４ １．１６５±０．２２９８ ０．７０８±０．１３７６ ０．２９８
１２５ ０．６７９±０．１０２３ ０．４４６±０．０４６７ ０．２４４
１２８ ０．８４２±０．２２８１ ０．６７８±０．１９６２ ０．１９４
平均值 １．０６５±０．２７５４ ０．６４５±０．２６４２ ０．４２７±０．２３０５

活性更低，说明小牛原尿中仅含极微量的雌激素。

５．２　重组基因酵母细胞对β－雌二醇的反应分析
根据试验所得数据和研究分析，重组基因酵母细胞对加

入β－雌二醇的小牛原尿的反应明显，所有加标尿样中的雌
激素水平很高，均高于不加标样，说明刚出生的小牛性器官还

处于原始状态，雌激素分泌极少。小牛原尿和空白试剂（蒸

馏水）反应差别不大，但稍高于空白试剂，说明小牛原尿中含

极微量的雌激素，可能是小牛摄入母乳所致。因为小牛毕竟

是生物活体，所产生的体液中还具有其他的生物活性物质，因

此与空白试剂相比，所测结果也可能是其他生物活性物质的

干扰性反应。通过比较分析，小牛原尿组成的雌激素类化合

物和蒸馏水无明显差别。

这次检测的尿液样本的过程相对简单，利用酵母检测雌

激素生物活性方法灵敏、快速、方便。不过该验证方法只是定

性筛选方法，所以如果筛选出可疑样品需要做进一步证实。

选择１０日龄小牛尿作为试验对象是真实物质载体，可以更好
地说明酵母细胞检测方法准确方便的优异性。

５．３　问题与展望
雌激素的种类繁多，广泛存在于生活和生产环境中，对人

体可产生多方面的作用。随着工业的发展，雌激素的污染进

一步加重，威胁着人类的健康、生存与繁衍。而随着污染的日

益严重，将会有越来越多的物质被怀疑具有雌激素效应。但

是就目前而言，对于环境雌激素的研究还处于起步阶段，其种

类还在增加，很多问题有待进一步揭示。因此，建立快速经

济、简单有效的生物检测方法就显得尤为重要。发展出快速、

简便的方法是国内外许多专家、学者致力的研究目标，并且已

经取得了一些进步，但有效监控雌激素还需广大科技工作者

做出更多的努力。
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