
 

 
 
 

   2008 年 第 53 卷 第 22 期: 2754 ~ 2759 

 
《中国科学》杂志社

SCIENCE IN CHINA PRESS 论 文 
 

大豆异黄酮总提取物对去卵巢裸鼠雌激素依赖型乳腺

癌细胞移植肿瘤的影响 

吴倩①, 金念祖①*, 余静①, 赵人琤①, 于泽平②, 乔善磊①, 陆晓和③, 张淳文① 

① 南京医科大学公共卫生学院卫生检验系, 南京 210029;  
② 中国人民解放军普通外科研究所, 南京军区南京总医院, 南京 210002; 
③ 南京军区南京总医院药学部, 南京 210002 
* 联系人, E-mail: yyx@njmu.edu.cn

2008-07-22收稿, 2008-10-19接受 
国家自然科学基金(批准号: 30572133)资助项目 

  
摘要  以去卵巢荷瘤裸鼠为模型, 喂食不同浓度的大豆异黄酮总提取物(6.25, 12.5和 25 g/kg), 探
讨大豆异黄酮总提取物对雌激素依赖型乳腺肿瘤的影响. 用常规免疫组织化学方法检测肿瘤细
胞核抗原 ki-67的表达, Real-Time PCR检测雌激素相关基因 pS2表达, 化学发光酶免疫法检测裸
鼠血清中雌激素的含量. 与对照组相比, 喂食大豆异黄酮总提取物组裸鼠 MCF-7 移植瘤体积明
显增加(P<0.05), 肿瘤细胞增殖能力显著增强(P<0.05), pS2基因的表达增强(P<0.05), 同时血清中
雌激素的水平也因喂食大豆异黄酮总提取物而升高(P<0.05). 因此, 在本实验浓度范围内, 大豆
异黄酮总提取物对去卵巢裸鼠雌激素依赖型乳腺癌细胞移植肿瘤的生长有促进作用. 
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流行病学研究表明 , 亚洲女性人群的乳腺癌发

生率明显低于西方女性[1], 但是移民的发生率会迅速
升高[2]. 这种移民乳腺癌发生率的改变反映了生活习
惯的, 尤其是饮食模式的不同所带来的影响[3]. 在研
究亚洲饮食保护因素中发现 , 这可能与摄入高剂量
的大豆食品有关[4]. 

大豆食品一直以来是亚洲饮食的主要组成部分, 
其中含有许多与乳腺肿瘤生长有关的生物活性物质, 
其中以异黄酮类的研究最被重视 . 大豆异黄酮类在
结构上与内源性雌激素E2 (estradiol)相近. 大豆异黄
酮中主要存在 4 种成分, 分别为染料木黄酮(genistein, 
又称金雀异黄素 )、染料木苷 (genistin)、大豆苷元
(daidzein)和大豆苷(daidzin). 大豆在摄食后, 肠道微
生物将染料木苷(genistin)和大豆苷(daidzin)代谢为相
应的糖苷配基染料木黄酮 (genistein)和大豆苷元
(daidzein)[4,5]. 染料木黄酮和大豆苷元可以和雌激素
受体结合而显示弱的雌激素效应 , 具有减轻更年期

症状等潜在健康效益[6]. 
目前有关大豆制品的摄入与乳腺癌危险度关系

的流行病学研究认为 , 大豆制品中的异黄酮可能使
乳腺癌发生风险降低, 特别是在中国和日本, 豆腐和
豆酱对乳腺癌的发生有明显的保护作用 . 但细胞实
验和动物实验研究的结果却不相一致 , 在不同的生
理和药理浓度下 , 大豆异黄酮对乳腺肿瘤细胞和乳
腺肿瘤细胞移植瘤的生长既有促进作用 , 又有抑制
作用, 其机制尚未明确. 

尽管如此 , 高剂量大豆异黄酮的补充剂已被广
泛认同 , 如大豆蛋白纯品或大豆异黄酮胶囊已被用
来直接销售给健康妇女预防乳腺癌或减少更年期症

状和减少乳腺癌痊愈者的复发 . 但由于有关大豆异
黄酮单体的体内和体外研究数据及流行病调查结果

不一致 , 所以要对大豆异黄酮与乳腺癌二者之间的
关系进行严格的评估才可以给出安全可靠的建议.  

鉴于目前研究大豆异黄酮与雌激素依赖型乳腺
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肿瘤关系的体内外实验通常都采用大豆异黄酮单体

成分, 如染料木黄酮、大豆苷元或代谢物雌马酚. 假
设大豆异黄酮单体和总提取物在体内代谢上存在着

某种差异 , 或是有可能在大豆异黄酮总提取物中的
各成分之间还存在着协同或拮抗作用 . 因此本研究
选用市场上销售的用于生产保健品的大豆异黄酮总

提取物作为研究对象 , 在动物饲料中添加不同剂量
的大豆异黄酮总提取物以观察大豆异黄酮总提取物

对雌激素依赖型乳腺肿瘤的作用. 

1  材料与方法 

(ⅰ) 材料.  裸鼠(BALB/C-nu/nu)购于上海斯莱
克实验动物有限责任公司 , 雌性 , 3~4 周龄 , 重
16.0~18.0 g, 饲养于层流罩中. 乳腺癌细胞系: 雌激
素受体(estrogen receptor, ER)阳性的 MCF-7 细胞系, 
南京医科大学基础医学院孙玉洁教授惠赠 ; DMEM
为 Gibco (USA)产品; 胰蛋白酶, Sigma (USA)公司; 
胎牛血清, 杭州四季青生物工程有限公司; 大豆异黄
酮总提取物, 上海方华生物科技有限公司产品, 成分
经 HPLC 证实(数据未显示); 雌二醇缓释贴片, 浙江
亚太药业有限公司; Ki-67 免疫组化试剂盒, 武汉博
士德(BO STER)公司; RNA提取试剂盒, 申能博彩生
物科技有限公司; Real-Time PCR 试剂, 宝生物工程
有限公司; 动物饲料, 江苏省协同医药生物工程有限
公司. 

(ⅱ) 细胞培养.  人乳腺癌细胞 MCF-7 培养于
DMEM培养液中, 常规加 10% BCS, 100 μg/mL青霉
素, 100 U/mL链霉素, 0.2 U/mL胰岛素, 0.1 nmol/L雌
激素, 37℃, 5 % CO2培养箱中培养. 

(ⅲ ) 去卵巢裸鼠人乳腺癌细胞移植模型的建 
立.  裸鼠(BALB/C-nu/nu), 雌性, 3~4 周龄, 饲养于
层流罩中 7 d适应环境后做双侧卵巢切除手术, 于 7 d
恢复后给予雌激素贴片(含 0.6 mg雌二醇)刺激, 7 d后
在背部皮下植入MCF-7 细胞, 每只植入 1×107个细

胞·200 μL−1·点−1, 观察肿瘤生长情况[7]. 
(ⅳ) 动物分组.  当裸鼠背部肿瘤表面积达到 10 

mm2时将其分为 4组: Ⅰ组(8只): 对照组, 饲料中不
加任何大豆成分; Ⅱ组(8 只): 6.25 g/kg; Ⅲ组(8 只): 
12.5 g/kg; Ⅳ组(8只): 25 g/kg(大豆异黄酮总提取物/
饲料), 同时去除雌二醇贴片. 每周称重, 用游标卡尺
测量肿瘤的长和宽, 计算表面积 = (长/2 + 宽/2)π, 16
周后处死裸鼠, 收集血样和肿瘤组织进一步分析. 

(ⅴ)常规免疫组织化学方法检测肿瘤细胞核抗
原 ki-67的表达.  采血后断颈处死裸鼠, 迅速取出肿
瘤组织, 一部分经液氮速冻, 以备提取 RNA. 另一部
分组织用 10%福尔马林固定液固定, 石蜡包埋, 切片
厚 4 μm, 组织切片经二甲苯脱蜡, 乙醇梯度水化. 3% 
H2O2去离子水孵育 5~10 min, 阻断内源性过氧化物
酶. PBS冲洗 2 min, 3次. 加鼠抗人 ki-67抗体(中杉金
桥, 1:3000), 37℃孵育 1~2 h, PBS冲洗 2 min, 3次; 加
山羊抗小鼠 IgG抗体-HRP多聚体(中杉金桥), 37℃孵
育 30 min, PBS冲洗 2 min, 3次. DBA显色. PBS冲洗, 
苏木精复染, 乙醇梯度脱水, 二甲苯透明, 封片, 光
镜下观察. 两名高年资病理科医生每组随机取 5个肿
瘤共 25个视野, 光学显微镜(400×)下观察, 计数每个
视野中阳性细胞数, 以平均百分率表示.  

(ⅵ) 以Real-Time PCR检测雌激素相关基因pS2

的表达.  取 100 mg肿瘤组织, 放入研磨器中, 加 1 
mL TriBlue, 在冰上迅速研磨, 按照试剂盒说明提取
RNA, 利用反转录酶PrimeScriptTM RTase将RNA反转
录成 c D N A ,  然后使用含有 S Y B R  G r e e nⅠ的
Real-Time PCR反应试剂, 以合成的cDNA为模板进行
Real-time PCR反应(Chromo 4 Four-Color Real-Time 
System, BIO-RAD), 每个样品做 3 个平行样 ,  以
GAPDH 为内参照. 用 2−ΔΔCt法处理Real-Time PCR的数
据 [ 8]. pS2 引物序列: F, 5′-AATAAGGGCTGCTGTT- 
TCG-3′; R, 5′-AAGCGTGTCTGAGGTGTCC-3′. GAPDH 
引物序列: F, 5′-GAAGGTGAAGGTCGGA- GTC-3′; R, 
5′-GAAGATGGTGATGGGATTTC-3′. 

(ⅶ) 化学发光酶免疫法检测裸鼠血清中雌激素
的含量.  裸鼠经眼眶取血, 分离血清, 采用化学发
光酶免疫法, 使用 BECKMAN COULTER Access 全
自动微粒子化学发光免疫分析仪测定裸鼠血清中雌

激素的含量. 
(ⅷ) 统计方法. 实验结果以 x ±SD 表示. 采用

Stata 7.0统计软件进行秩变换检验, Scheffe法分析组
间差异. 当 P<0.05时, 差异具有统计学意义. 

2  结果 

2.1  肿瘤生长 

MCF-7细胞接种后 5 d左右, 在接种部位背部皮
下出现肿瘤小块, 质地较硬, 随着时间迁移, 肿块逐
渐增大(图 1). 待肿瘤表面积长到约 10 mm2时, 移去
雌二醇贴片, 分组喂食不同的饲料, 观察 16周.  
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图 1  去卵巢裸鼠 MCF-7肿瘤细胞移植肿瘤 

MCF-7细胞接种后 5 d左右, 在接种部位背部皮下出现肿瘤小块, 
质地较硬, 随着时间肿块逐渐增大. 图中为荷瘤裸鼠第 30天左右 
的肿瘤生长情况, 箭头所指为 MCF-7乳腺肿瘤细胞移植肿瘤 

 
由于雌二醇贴片的摘除, 在观察的前 6 周各组肿

瘤表面积无明显变化, 随着喂食时间的延长, Ⅱ, Ⅲ
和Ⅳ组肿瘤表面积逐渐增大, 而空白组肿瘤反而有缩
小的趋势. 各组裸鼠MCF-7移植瘤的平均表面积的变
化如图 2 所示. 当第 16 周时, 各组肿瘤表面积为: Ⅰ
组 11.97±2.47 mm2; Ⅱ组 35.5 ±1.93 mm2 是(Ⅰ组的
2.96倍); Ⅲ组 38.13 ±0.55 mm2 (Ⅰ组的 3.19倍); Ⅳ组
31.28±3.78 mm2 (Ⅰ组的 2.61倍). Ⅱ~Ⅳ组与Ⅰ组相比
较, 肿瘤表面积具有统计学差异(P<0.05). 
 

 
图 2  大豆异黄酮提取物对裸鼠MCF-7移植瘤生长的作用 
每周测量肿瘤大小 1次, 连续 16周, 取最大径(长)及其垂直径(宽), 
计算表面积( x ±SD, mm2). 图中数据为每组 8 只裸鼠移植肿瘤 

表面积的均值 

2.2  ki-67在肿瘤组织中的表达 

ki-67 在各个组中的表达百分率分别为 : Ⅰ组

(6.7±1.5)%, Ⅱ组(48.5±7.9)%, Ⅲ组(56.0±14.2)%, Ⅳ
组(21.4±6.1)%(图 3). Ⅱ, Ⅲ组 ki-67的表达明显升高, 
与Ⅰ组比较有统计学差异(P<0.05), 说明大豆异黄酮
总提取物促进肿瘤细胞核抗原 ki-67 的表达 . Ⅳ组
ki-67 的表达与Ⅰ组比较无明显变化, 没有统计学差
异(P>0.05). 
 

 
图 3  大豆异黄酮总提取物对 MCF-7移植瘤细胞 

增殖的影响 
Ki-67 可以作为肿瘤细胞增殖的免疫组织化学标志. 每组随机选
取 5个肿瘤共 25个视野, 计数每个视野中的阳性细胞数, 以增殖 

百分率表示, 数据为 SDx ±  

2.3  移植肿瘤组织中 pS2的表达 

以 Real-Time PCR 检测 pS2 (雌激素相关基因) 
mRNA 的表达, 以观察大豆异黄酮总提取物对 pS2 

(雌激素相关基因)表达的调节作用 . 与Ⅰ组相比较 , 
Ⅱ和Ⅲ组 pS2的表达明显提高, 分别是其 9.2(P<0.05)
和 4.2倍(P<0.05), Ⅳ组 pS2的表达虽为Ⅰ组的 1.9倍, 
但无统计学意义(P>0.05)(图 4). 

2.4  裸鼠血清中雌激素的含量 

各组裸鼠血清中雌激素的含量为: Ⅰ组, 44.0 ± 
4.58 ng/L; Ⅱ组, 85.5 ± 7.66 ng/L; Ⅲ组, 85.75 ± 21.75 
ng/L; Ⅳ组, 37 ± 6.35 ng/L. Ⅱ和Ⅲ组裸鼠血清中雌
激素水平有所升高 , 与Ⅰ组比较有统计学差异
(P<0.05), 说明 6.25, 12.5g/kg剂量组大豆异黄酮总提
取物可上调雌激素的分泌 . Ⅳ组雌激素水平没有明
显变化(P>0.05)(图 5). 

3  讨论 

目前, 针对大豆异黄酮类中的染料木黄酮(geni- 
stein)的研究比较深入, 但其结果也多种多样, 在体
内外实验中既有抑制乳腺肿瘤生长的作用 , 又有促
进乳腺肿瘤发生的作用. 在药理程度的浓度(30~185  
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图 4  大豆异黄酮总提取物对肿瘤组织 pS2基因表达的影响 
以 SYBR GreenⅠ为染料, Real-Time PCR分析肿瘤组织中 pS2的相

对表达, 同时以 GADPH为内参, 数据为 SDx ±  
 

 
图 5  裸鼠血清中雌激素的含量 

数据为 SDx ±  
 

μmol/L)下, 在体外实验中发现染料木黄酮具抑制乳
腺肿瘤细胞生长的作用 , 可以抑制上皮生长因子受
体酪氨酸激酶及拓扑异构酶Ⅱ的活性 , 使细胞阻滞
于G2~M期, 并诱导细胞发生凋亡, 此外还具有抗氧
化性, 抑制血管生成等作用[9,10]. 但从正常饮食来说, 
仅仅食用大豆食品 , 人体血液中的染料木黄酮浓度
只介于 0.5~5 μmol/L之间[11], 而此时染料木黄酮表现
为雌激素样的作用 , 促进雌激素受体(ER)-α的活化
[12~15], 促进乳腺肿瘤细胞的增生, 抑制三苯氧胺的抗
肿瘤效应[16,17]. 

动物实验中染料木黄酮对乳腺肿瘤发生的作用

也给出了不同的结果. 一般来说, 在动物暴露于致癌
物质或乳腺肿瘤发生后, 开始给予染料木黄酮膳食, 
不管给予剂量的多少, 都不会减少乳腺肿瘤的发生, 
但可以延长肿瘤的潜伏期[18~22]. 还有报道称, 染料木
黄酮可以降低绝经前裸鼠模型的乳腺癌细胞移植肿

瘤的生长[23,24]; 另一些研究报道, 在去卵巢裸鼠绝经

模型中 , 膳食染料木黄酮可促进由致癌物质诱导的
雌激素依赖性乳腺肿瘤和雌激素依赖性乳腺肿瘤细

胞移植肿瘤的生长[25,26]. 此外, 青春期前或青春期摄
入染料木黄酮是可以减少雌激素依赖性乳腺肿瘤的

发生率[27~29].  
在针对大豆苷元 (daidzein)和其代谢物雌马酚

(equol)的研究中, Helferich等人[30]发现, 大豆苷元和
雌马酚(0.001~50 μmol/L)可以促进体外MCF-7 细胞
的增殖. 以 1000 μg/g的大豆苷元或雌马酚喂食荷瘤
裸鼠 , 虽然其血浆中大豆苷元或雌马酚浓度在上述
体外试验浓度范围的中间 , 但发现大豆苷元对肿瘤
生长仅有轻微的刺激作用, 对pS2 mRNA的表达无明
显作用; 而雌马酚对移植瘤的生长和pS2 mRNA的表
达均无明显作用 . 这些结果表明药代动力学或代谢
过程的某些因素可能会削弱大豆苷元和雌马酚在裸

鼠体内的所产生的雌激素效应. 
我们先前的实验发现 , 大豆异黄酮总提取物在

体外对MCF-7 细胞的增殖具有同染料木黄酮相似的
作用(数据未显示). 在本研究中, 添加大豆异黄酮总
提取物的 6.25 和 12.5 g/kg剂量组的乳腺肿瘤细胞增
殖明显, pS2 的表达上调, 血清雌激素水平升高. 25 
g/kg高剂量组未呈现雌激素效应, 这可能是由于血清
中大豆异黄酮的浓度没有随着喂食剂量的增加而升

高, 因此也就未呈现剂量效应关系. 本次喂食大豆异
黄酮总提取物的动物实验与Allred等人[31,32]报道的喂

食染料木黄酮的动物实验结果相似 , 提示染料木黄
酮是在动物体内主要起雌激素效应的大豆异黄酮成

分 , 其作用未受到大豆异黄酮总提取物中其他成分
的明显影响. 

染料木黄酮及其他代谢物可以与雌激素竞争结

合雌激素受体α及β, 从而调节雌激素在体内的作用. 
女性一生中影响乳腺发育的内源性雌激素水平变化很

大 , 可能使大豆异黄酮在高雌激素水平(如妊娠期), 
中雌激素水平(如绝经前期) 和低雌激素水平(如儿童
期和绝经后期) 时对乳腺的作用不同. 本研究中 6.25
和 12.5 g/kg剂量组裸鼠血清中雌激素明显比空白对照
组雌激素水平高, 说明在体内雌激素水平较低(去卵
巢)时, 大豆异黄酮具有弱雌激素效应, 表现出提高雌
激素水平的作用, 因此, 这一结果可以解释服用大豆
异黄酮可以缓解绝经期妇女的更年期症状 . 但是在
6.25和 12.5g/kg剂量组中MCF-7移植肿瘤细胞增殖明
显, 雌激素相关基因 pS2的表达也明显增强, 说明大豆
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异黄酮在此浓度内促进去卵巢裸鼠 MCF-7 移植肿瘤
的生长. 因此, 当服用高提纯、高浓度的大豆异黄酮胶
囊时, 可能潜在地提高乳腺癌发生的危险. 

本研究结果与食用富含大豆的食品可预防癌症

的研究结果背道而驰, 但喜食豆类食品的亚洲妇女患
乳腺癌的风险较低, 说明可能与健康的生活习惯再加
上直接食用大豆而不是豆类替代品有关. 与食用豆腐
等以大豆为原料的豆类食品相比, 食用经过提纯的大
豆异黄酮提取物或单体可能会刺激 MCF-7 移植瘤的
生长, 说明大豆中的其他活性成分可能会影响大豆异
黄酮在体内的代谢过程和作用, 从而阻止雌激素依赖

型乳腺肿瘤的发生或发展. 约翰斯霍普金斯大学的肿
瘤学和环境健康学副教授布鲁斯特罗克说: “我们还应
考虑到亚洲妇女有更多的体力活动, 较少饮酒, 生育
也较早, 而且她们的饮食结构与西方妇女不同. 食用
经过高度提纯的豆类替代品产生的生物学效应与直接

食用大豆或饮用豆浆有很大不同.”  
尽管不明确的生物学的效应 , 大豆异黄酮已经

作为绝经期妇女缓解更年期症状的补充剂 [33,34]. 但
是如果是对那些易患乳腺癌的高危妇女或乳腺癌术

后痊愈的妇女 , 推荐使用高剂量的大豆异黄酮作为
补充剂还为之过早.  
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