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近年来，有关自由基在各种疾病发病机制中的作用日益

受到重视。研究表明，自由基损伤机制与环磷酰胺（Cyclo-

phosphamide，CP）引起的生精功能障碍有密切关系[1]。含氧自

由基及其产物会利用机体的脂质过氧化作用影响细胞的正常

生理功能，甚至引起细胞死亡[2]。

海参作为人们熟知的海中珍品，具有较高的营养价值，其

含有的多种活性成分已被证实具有抗肿瘤、抗凝血、抗氧化、

提高免疫力及延缓衰老的药理作用[3-4]。海参精囊为海参的生
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摘 要 目的：研究海参精囊两种提取物对环磷酰胺（CP）所致小鼠睾丸组织氧化损伤的保护作用。方法：将108只雄性昆明种小

鼠，随机分为9组，即空白组，模型组，海参精囊水提物低、中、高剂量[150、300、600 mg（生药）/kg]组，海参精囊醇提物低、中、高剂

量[150、300、600 mg（生药）/kg]组和甲睾酮溶液（1.5 mg/kg）药物组，除空白组用 0.9％氯化钠溶液外其他各组均腹腔注射 CP（28

mg/kg），连续5 d，复制生殖系统受损、雄激素部分缺乏模型；同时海参精囊水提物组、海参精囊醇提物组每天灌胃给药1次，连续4

周。末次给药 24 h 后，观察睾丸、附睾脏器指数变化，测定睾丸组织总超氧化物歧化酶（T-SOD）活性、谷胱甘肽过氧化物酶

（GSH-PX）活性和丙二醛（MDA）水平。结果：与模型组相比，给药各组小鼠的睾丸、附睾脏器指数均有显著升高，差异具有统计

学意义（P＜0.01或 P＜0.05）；睾丸组织 T-SOD 活性及 GSH-PX 活性明显升高，MDA 水平明显下降，差异均具有统计学意义（P＜

0.01或P＜0.05）。结论：海参精囊两种提取物对CP诱导的小鼠睾丸氧化损伤有保护作用。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To observe the protective effects of holothurian spermatophore extracts on the damage in testis of

mice injured by cyclophosphamide（CP）. METHODS：108 male Kunming mice were equally allotted to 9 groups，i.e. blank group，

model group，holothurian spermatophore water extract low-dose，medium-dose and high-dose groups [150，300，600 mg（medicinal

material）/kg]，holothurian spermatophore ethanol extract low-dose，medium-dose and high-dose groups [150，300，600 mg（medici-

nal material）/kg] and methyltestosterone solution group（1.5 mg/kg）. They were intraperitoneally injected with CP [28 mg/（kg·d）]

for 5 d to construct injured genital system and partial androgen deficiency model except for blank group with 0.9％ sodium chloride

solution. Holothurian spermatophore water extract and ethanol extract groups were given relevant medicine intragastically once a

day for 4 weeks. The testic and epididymis organ coefficient was observed；the total superoxide dismutase（T-SOD）and glutathione

peroxidase（GSH-PX）and malondialdehyde（MDA）of testicle were detected 24 h after last administration. RESULTS：Compared

with model group，significant difference of the testic and epididymis organ coefficient among the treatment group was found（P＜

0.01 or P＜0.05）；the T-SOD and GSH-PX activity was significantly increased（P＜0.01 or P＜0.05），the MDA level was signifi-

cantly decreased（P＜0.01）. CONCLUSIONS：Two kinds of holothurian spermatophore extracts have a protective effect on CP-in-

duced oxidative damage in testis of mice.

KEYWORDS Holothurian spermatophore；Cyclophosphamide；Reproductive function；Anti-oxidation

··497



China Pharmacy 2015 Vol. 26 No. 4 中国药房 2015年第26卷第4期

殖器官，也具有较高的营养价值。因此本实验通过建立衰老

的动物模型，利用不同剂量的海参精囊提取物饲养小鼠，检测

提取物对小鼠睾丸的总超氧化物歧化酶（T-SOD）活性、谷胱甘

肽过氧化物酶（GSH-PX）活性和丙二醛（MDA）水平的影响，同

时观察睾丸和附睾的脏器指数变化，以探讨海参精囊提取物

对CP诱导的小鼠睾丸氧化损伤的保护作用。

1 材料
1.1 仪器

AR5120型电子天平（奥豪斯国际贸易上海有限公司）；

DK-98-1型电热恒温水浴锅（天津市泰斯特仪器有限公司）；

SK3200H型超声波清洗机（上海科导超声仪器有限公司）；冷

冻干燥机（北京博医康实验仪器有限公司）；LD4-2A型低速离

心机（北京雷勃尔离心机有限公司，离心半径：5 cm）；723N型

可见分光光度计（上海精密科学仪器有限公司）。

1.2 药材

海参精囊由大连棒棰岛海产股份有限公司提供，所用海

参为刺参（Stichopus japonicus），由中国科学院海洋研究所段

德麟研究员鉴定。

1.3 药品与试剂

0.9％氯化钠（NaCl）溶液（辰欣药业股份有限公司，批号：

1207215121）；甲睾酮片（上海信谊康捷药业有限公司，批号：

110802，规格：5 mg/片）；注射用CP（江苏恒瑞医药股份有限公

司，批号：12031425，规格：0.2 g/瓶）；总蛋白定量测试盒、T-

SOD测试盒、GSH-PX测试盒、MDA测试盒（南京建成生物工

程研究所，批号：20130604、20130603、20130525、20130605）。

1.4 动物

SPF级健康昆明种小鼠，♂，体质量（30±5）g，购于青岛

派特福德白鼠养殖专业合作社，实验动物使用许可证号：

SCXK（鲁）20080002。

2 方法
2.1 提取物的制备

2.1.1 海参精囊水提物 称取一定量海参精囊，用组织匀浆

器打碎，按质量比1 ∶3加入蒸馏水，采用超声波辅助提取，超声

温度 30 ℃，超声时间 25 min，然后水浴 30 ℃条件下搅拌提取

2 h，并以 4 000 r/min 离心 5 min，取上清液；沉淀物按质量比

1 ∶ 2加入蒸馏水，重复上述操作，合并上清液，通过快速定性滤

纸滤过，滤液旋蒸浓缩至1/3时，进行冷冻干燥得到粗提物。

2.1.2 海参精囊醇提物 将预冻好的海参精囊进行冷冻干

燥，然后称取一定量，粉碎，按质量比 1 ∶ 10加入无水乙醇，

30 ℃条件下搅拌提取3 h，滤过后取滤液；残渣按质量比1 ∶5加
入无水乙醇，重复上述操作，合并滤液，采用旋转蒸发仪进行

浓缩并回收乙醇，浓缩液进行真空干燥得到浸膏。

2.2 动物模型制备及分组、给药

108只小鼠随机分成 9组，每组 12只，空白组腹腔注射

0.9％氯化钠溶液，其他各组均腹腔注射CP（28 mg/kg），连续5

d以复制动物雄激素部分缺乏、生殖系统受损模型；同时灌胃

给予相应的药物：海参精囊水提物和醇提物各组分别给予海

参精囊水提物[150、300、600 mg（生药）/kg]、海参精囊醇提物

[150、300、600 mg（生药）/kg]，阳性对照组灌胃甲睾酮溶液

（1.5 mg/kg），空白组和模型组灌胃同体积的蒸馏水，连续4周。

2.3 指标的测定

在小鼠饲养过程中，每组会有 1～2只死亡。为方便进行

统计学描述，故统一测定10只小鼠的指标。末次给药24 h后，

颈椎脱臼处死小鼠，立即去双侧睾丸和附睾称质量，观察睾

丸、附睾脏器指数的变化（睾丸、附睾与体质量的比值）。另取

右侧睾丸组织，按质量（g）∶体积（ml）＝1 ∶ 9的比例加入9倍体

积的 0.9％氯化钠溶液，冰水浴条件下匀浆，制备成 10％的匀

浆液，2 500～3 000 r/min离心10 min，取上清液严格按照试剂

盒说明书方法检测。睾丸组织总蛋白含量用考马斯亮蓝法测

定，T-SOD活性采用羟胺法测定，GSH-PX活性采用比色法测

定，MDA含量采用硫代巴比妥酸法测定。

2.4 统计学方法

采用 SPSS 17.0软件处理试验数据。数据以x±s 表示。

单组间比较先用单因素分析其正态分布，后行One-wayANO-

VA检验。P＜0.05为差异具有统计学意义。

3 结果
3.1 海参精囊提取物对小鼠脏器指数的影响

与空白组比较，模型组小鼠的睾丸及附睾的脏器指数明

显减小，差异具有统计学意义（P＜0.01或P＜0.05）；与模型组

比较，给药各组小鼠的脏器指数均明显增加，差异具有统计学

意义（P＜0.01或P＜0.05）；其中，附睾质量和附睾指数呈现出

量效关系，结果见表1。

表1 海参精囊提取物对小鼠脏器指数的影响（x±±s，n＝10）

Tab 1 Effects of holothurian spermatophore extracts on vis-

cera indexes of mice（x±±s，n＝10）

组别
空白组
模型组
水提物低剂量组
水提物中剂量组
水提物高剂量组
醇提物低剂量组
醇提物中剂量组
醇提物高剂量组
阳性药物组

睾丸质量，mg

312.25±15.09

273.78±10.50＊＊

292.56±11.36＊＊##

294.42±10.62＊##

293.72±13.67＊＊##

292.38±12.16＊＊##

290.27±13.15＊＊#

297.87±11.39＊##

304.23±12.18##

睾丸指数，mg/g

8.096 7±0.460 7

5.868 3±0.733 4＊＊

7.561 0±0.721 2##

7.695 0±0.613 6##

7.275 0±0.853 4＊##

7.261 8±0.810 9＊##

7.150 0±0.419 5＊＊##

7.338 3±0.508 7＊##

7.450 0±0.551 2＊##

附睾质量，mg

46.60±3.05

33.50±1.94＊＊

37.58±2.46＊＊#

39.98±4.46＊＊#

44.82±2.92##

43.25±2.85##

46.77±4.36##

50.88±2.01##

53.30±7.28＊＊##

附睾指数，mg/g

0.925 6±0.065 6

0.761 2±0.069 5＊

0.901 5±0.124 2#

0.937 1±0.191 9#

1.172 5±0.153 3＊＊##

1.163 5±0.142 8＊＊##

1.213 9±0.079 5＊＊##

1.287 7±0.140 4＊＊##

1.460 4±0.175 6＊＊##

注：与空白组比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜

0.05，##P＜0.01

Note：vs. blank group，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01；vs. model group，#P＜

0.05，##P＜0.01

3.2 相关氧化指标的检测

3.2.1 睾丸组织蛋白浓度的检测结果 模型组小鼠经CP处

理后，睾丸组织中蛋白浓度明显降低，与空白组比较差异有统

计学意义（P＜0.01）。与模型组比较，给药各组小鼠的睾丸组

织蛋白浓度均升高（P＜0.01或P＜0.05），结果见表2。

3.2.2 T-SOD的检测结果 连续应用5 d CP，导致小鼠睾丸组

织中T-SOD含量显著降低；而海参精囊两种提取物均逆转了

T-SOD的下降，使组织内T-SOD含量显著回升，均接近或超过

空白组水平，与模型组比较差异有统计学意义（P＜0.01或P＜
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0.05），结果见表2。

表 2 海参精囊提取物对小鼠睾丸组织抗氧化能力的影响

（x±±s，n＝10）

Tab 2 Effects of holothurian spermatophore extracts on an-

ti-oxidative capacity of testis（x±±s，n＝10）

组别
空白组
模型组
水提物低剂量组
水提物中剂量组
水提物高剂量组
醇提物低剂量组
醇提物中剂量组
醇提物高剂量组
阳性药物组

10％蛋白浓度，g/L

6.55±0.91

5.30±0.23＊＊

6.08±0.65*#

6.20±0.67#

6.49±0.73##

6.35±0.36#

6.41±0.28##

6.54±0.54##

7.12±0.61##

T-SOD，U/mg prot

46.38±6.30

38.59±4.73＊＊

44.12±2.78#

45.12±2.67#

60.03±6.00＊＊##

48.35±4.08##

51.66±3.84＊##

53.99±4.55＊＊##

46.53±2.07##

GSH-PX，nmol/mg prot

23.10±4.12

17.29±3.02＊

20.06±2.35#

23.68±4.26##

22.88±1.81#

24.16±2.01##

26.72±3.27##

25.87±3.86##

28.47±1.84＊

MDA，nmol/mg prot

1.18±0.10

2.39±0.25＊＊

1.45±0.20##

1.23±0.13##

0.77±0.11＊＊##

1.05±0.19##

0.84±0.14＊＊#

1.08±0.23##

1.17±0.13##

注：与空白组比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜

0.05，##P＜0.01

Note：vs. blank group，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01；vs. model group，#P＜

0.05，##P＜0.01

3.2.3 GSH-PX的检测结果 经检测，连续 5 d注射CP，使睾

丸组织中GSH-PX显著下降，模型组与空白组比较差异有统计

学意义（P＜0.05）；海参精囊两种提取物的使用显著提高了组

织中GSH-PX的水平，与模型组相比差异有统计学意义（P＜

0.01或P＜0.05），结果见表2。

3.2.4 MDA的检测结果 CP处理后，模型组小鼠睾丸组织中

MDA含量显著上升，其变化趋势与T-SOD和GSH-PX相反，与

空白组比较差异有统计学意义（P＜0.01）。海参精囊两种提取

物均显著降低睾丸组织中MDA含量，与模型组相比差异有统

计学意义（P＜0.01或P＜0.05），结果见表2。

4 讨论
“自由基”学说是国内外研究的衰老理论的一种，最早是

由Denham Harman于 1955年提出的：氧自由基在机体的氧化

代谢过程中不断产生，然后与核酸蛋白质和脂肪等物质反应，

生成相应的氧化物和过氧化物[5-6]。在正常生理条件下，机体

的氧化和抗氧化系统维持在动态平衡条件下，生物体内的自

由基不断产生，也不断被抗氧化系统清除[7]。机体的抗氧化系

统主要包括酶促和非酶促两个体系，其中酶促防御系统是通

过体内的各种抗氧化酶来抑制不同自由基和活性氧的产生，

包括SOD、GSH-PX和过氧化氢酶（CAT）。SOD是歧化超氧阴

离子（O2
－）的专一性酶，由于O2

－是活性氧生成过程中的初始

产物，并对GSH-PX、CAT将H2O2转化为H2O的反应具有催化

作用，因此，SOD 被称作活性氧防御的第一线。GSH-PX 和

CAT主要起到后背支持的作用，其活性高低均反映出机体内

抗氧化水平。另外，MDA是氧自由基引起的脂质过氧化反应

产生的主要最终代谢产物，可以用来作为衡量氧化应激程度

的指标[8-9]。

随着年龄增加，机体清除自由基的能力降低，打破了氧化

抗氧化系统的平衡，主要表现为氧化作用增强、抗氧化能力减

弱、自由基过量而产生过氧化脂肪，从而引起机体的损伤[10]。

本实验发现，模型组小鼠睾丸组织T-SOD、GSH-PX活性和睾

丸、附睾指数显著降低，MDA水平显著升高，提示CP可以导致

睾丸组织细胞中氧自由基生成增多。T-SOD和GSH-PX被大

量消耗，不能使过量生成的自由基得以清除，从而加重了脂质

过氧化程度，使氧化和抗氧化系统失衡、生殖细胞损伤及代谢

障碍，进而损伤生殖系统，使小鼠的睾丸和附睾萎缩。与模型

组比较，给药各组小鼠睾丸组织T-SOD、GSH-PX活性和睾丸、

附睾指数显著增高，MDA水平明显降低，说明海参精囊提取

物能很好地降低睾丸组织MDA水平，防止氧自由基损伤，提

高睾丸组织 T-SOD 活性和 GSH-PX 活性，提高组织细胞抗氧

化和清除自由基的能力，从而维持细胞内氧化抗氧化系统的

平衡，减轻机体受自由基损伤的程度，对抗衰老小鼠睾丸和附

睾的萎缩。

本研究发现，CP可以使睾丸组织脂质过氧化水平上升、超

氧化反应加强，这可能是造成睾丸损害的途径之一，但也无法

排除与非酶促防御系统存在失衡有关。海参精囊两种提取物

对CP诱导的小鼠睾丸氧化损伤有保护作用。
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