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摘  要  目的：研究龙葵碱对小鼠睾丸的毒性作用。方法：30 只雄性小鼠，体质量 20～24 g。随机分成 5 组，每组 6 只。

采用 ip 龙葵碱对小鼠进行染毒，染毒剂量分别是 1/8 LD50（5.25 mg/kg）、1/4 LD50（10.5 mg/kg）、1/2LD50（21 mg/kg）。

另设阴性对照组（生理盐水组），阳性对照组（环磷酰胺，CP，给药剂量 40 mg/kg），龙葵碱不同浓度组连续染毒

14 d。应用紫外分光光度法测定睾丸中 SDH、MDA、SOD、GSH 的活力。结果：龙葵碱染毒两周后，GSH 的量仅 1/2LD50

染毒剂量组与空白组相比较呈非常显著性差异（P＜0.01）；随着染毒剂量的增加， MDA 含量增加，1/2 LD50、1/4 

LD50、1/8 LD50染毒剂量组与空白组比较呈非常显著性差异（P＜0.01）；随着染毒剂量的增加 SOD 的活性降低明显，

1/2 LD50、1/4LD50染毒剂量时，SOD 活性的降低与空白组比较呈非常显著性差异（P＜0.01）；随着染毒剂量的增加

SDH 的活性降低明显，1/2LD50、1/4LD50染毒剂量时，SDH 活性的降低与空白组比较呈非常显著性差异（P＜0.01）。

结论：龙葵碱能够使 SDH、MDA、SOD、GSH 活力降低，从而导致自由基增多，呼吸链和氧化磷酸化脱偶联，三羧酸

循环被阻断，线粒体基质渗透压升高，内膜肿胀，使线粒体的功能发生障碍，线粒体氧化损伤。 

关键词  龙葵碱；自由基；线粒体；琥珀酸脱氢酶（SDH）；丙二醛（MDA）；超氧化物歧化酶（SOD）；谷胱苷肽（GSH） 
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龙葵碱广泛存在于马铃薯、番茄及茄子等茄科

植物中。如果误食了发芽或绿色的马铃薯可引起中

毒，表现为胃痛加剧，恶心和呕吐，呼吸困难、急

促，伴随全身虚弱和衰竭，严重者可导致死亡。国

外有报道龙葵碱有胚胎毒性、遗传毒性、致畸性等，

如 Wang 等
[1]
认为龙葵碱对胚胎小鼠有致畸作用，其

可引起神经管缺陷。龙葵碱有胚胎毒性，有可能导

致胚胎死亡。龙葵碱能明显影响胚胎的发育，并导

致宫内发育迟缓。如果对怀孕小鼠在妊娠期的第 5

或第 6 天给药会有阴道出血及流产发生。但同时龙

葵碱具有增强血红细胞的免疫功能，抗癌等作用
[2,3]

,

因此，研究其毒性作用，明确作用机制将有助于新

药的开发。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

昆明种健康级小鼠，由哈尔滨汉方试验鼠类养

殖所提供（00101006）。紫外可见分光光度计（尤

尼柯 UV-210）；低速离心机（北京医用离心机厂 

LD4-2A）；电子天平（德国 Bs 型）；超细匀浆器

（德国 Fluku F6/10）；涡旋震荡器（江苏海门麒麟

医用仪器厂）。龙葵碱（天津市化学试剂分厂六厂，

质量分数为 95％）；流式细胞仪；200 目不锈钢网；

蛋白定量（考马斯亮兰法）测试盒（南京建成生物

工程研究所）；SDH 试剂盒（南京建成生物工程研

究所）。 

1.2  实验动物及分组 

30 只雄性小鼠，体质量 20～24 g。随机分成 5

组，每组 6 只。采用 ip 龙葵碱对小鼠进行染毒，染

毒剂量分别是 1/8 LD50（5.25 mg/kg）、1/4 LD50（10.5 

mg/kg）、1/2LD50（21 mg/kg）。另设阴性对照组（生

理盐水组），阳性对照组（环磷酰胺，CP，给药剂量

40 mg/kg），龙葵碱不同浓度组连续染毒 14 d，每

天 9：00 ip 一次。环磷酰胺组采用 30 h 染毒法，

即 2 次染毒间隔 24 h，于第二次染毒后 6 h 将小鼠

脱颈椎处死，实验组于末次染毒后禁食、自由饮水，

24 h 内进行实验。 

1.3  单细胞悬液的制备和睾丸组织样品的处理 

将各染毒组小鼠的睾丸取出以适量的生理

盐水洗涤后，在消毒碟皿中将组织剪切成碎块。

移入 2 mL 含 0.25％胰蛋白酶的磷酸缓冲盐溶液

（phosphate buffer solution, PBS）中，在 37 ℃

水浴中消化 15 min，每隔 5 min 摇荡 1次。将消化 
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的组织 1 000 r/min 离心 10 min，吸去上清液。以

PBS 液漂洗 2～3 min，再离心，去上清，重复 3次

以尽量洗去胰蛋白酶。用 200 目不锈钢网过滤，去

除未消化分离的组织碎块、纤维等。再以 PBS 液漂

洗，收集细胞悬液
[4]
。 

取睾丸组织，在冰冷的生理盐水中漂洗，除去

血液，滤纸拭干，准确称重，放入预先加 1 mL 冷生

理盐水的小烧杯中，用眼科小剪尽快剪碎。将剪碎

的组织块放入玻璃匀浆管中，用余下的生理盐水（总

体积为组织质量的 9 倍）冲洗小烧杯，一并倒入，

研磨制成 10 ％睾丸组织匀浆，3 000 r/min 离心

10 min，取上清液进行测定。同时用考马斯亮兰试

剂测组织匀浆蛋白。 

1.4  SOD 活性的测定  

通过黄嘌呤及黄嘌呤氧化酶反应系统产生超氧

阴离子自由基，后者氧化羟胺形成亚硝酸盐，在显

色剂的作用下呈现紫红色，用可见分光光度计测其

吸光度。SOD 试剂盒购自南京建成生物工程研究所，

操作过程按说明书进行。计算公式如下： 

SOD 活力=（对照管 A值-测定管 A值）/（对照

管 A值×50％）×反应液总体积/（取样量×组织中

蛋白量） 

1.5  MDA 活性的测定 

过氧化脂质降解产物中的丙二醛（MDA）可

与硫代巴比妥酸（TBA）形成红色产物，在 532 nm

处有最大吸收峰。MDA 试剂盒购自南京建成生物工

程研究所，操作过程按说明书进行。计算公式如下： 

组织中 MDA 的量=（测定管 A值-空白管 A值）/

（标准管 A值-空白管 A值）×标准管浓度/组织中蛋

白量 

1.6  GSH 活性的测定  

二硫代二硝基苯甲酸与巯基化合物反应时能产

生一种黄色化合物，可进行比色定量测定。GSH 试

剂盒购自南京建成生物工程研究所，操作过程按说

明书进行。计算公式如下： 

组织中 GSH 的量=（测定管 A值-空白管 A值）/

（标准管 A 值-空白管 A 值）×标准管浓度×GSH 相

对分子质量/组织中蛋白量 

1.7  SDH 活力的测定 

琥珀酸脱氢酶（SDH）催化底物反应，黄素腺

嘌呤二核苷酸（FAD）是该反应的辅基，FAD 被还原

成 FADH，该反应与 2,6-DPIP 的还原速度可以推算

出 SDH 的活力。SDH 试剂盒购自南京建成生物工程

研究所，操作过程按说明书进行：比色在 600 nm

处，蒸馏水调零后，将待测 10 ％睾丸匀浆 0.1 mL

加入干净的比色皿底部，快速将试管中已预温好的

试剂倒入比色皿中，同时按下秒表，于反应 5 s 时

读吸光度 A1值，比色皿不要拿开，1 min 后，即 65 s

时读吸光度 A2值。记录△A 值＝A1值－A2值以备计

算。计算公式如下： 

酶的比活性=△A/（0.01×反应时间×取样量中

的蛋白量） 

2  结果 

2.1  龙葵碱对小鼠睾丸组织 GSH 的影响 

随着染毒剂量的增加，GSH 的量降低，1/2LD50

染毒剂量组与空白组相比较呈非常显著性差异

（P＜0.01）。结果见表 1。 

表1  龙葵碱各个染毒剂组和对照组对小鼠睾丸组织GSH的

量的影响 ( 8=± n , sx ) 
Table1  Effect of solanine on GSH in mice testis issue in 

groups of different doses and control group ( 8=± n , sx ) 

组别 GSH/（mg•g prot
-1
）

环磷酰胺组 

龙葵碱1/2LD50组

龙葵碱1/4LD50组

龙葵碱1/8LD50组

对照组 

25.15±0.43
**
 

30.84±2.10
**
 

34.68±3.12 

39.72±3.29 

40.08±5.64 

与对照组比较：
 ** 

P＜0.01 
**
 P＜0.01 vs control group 

2.2  龙葵碱对小鼠睾丸组织 MDA 的影响 

随着染毒剂量的增加，1/2 LD50、1/4 LD50、1/8 

LD50染毒剂量组 MDA 含量增加显著，且与空白组比

较呈非常显著性差异（P＜0.01）；结果见表 2。 

表2  龙葵碱各个染毒剂组和对照组对小鼠睾丸组织MDA活

性的影响 ( 8=± n , sx ) 
Table 2  Effect of solanine on MDA in mice testis issue in 
groups of different doses and control group ( 8=± n , sx ) 

组别 MDA/（mg•g prot
-1
）

环磷酰胺组 

龙葵碱 1/2LD50组 

龙葵碱 1/4LD50组 

龙葵碱 1/8LD50组 

对照组 

51.79±3.59
**
 

45.54±1.21
**
 

33.20±3.35
**
 

24.53±2.45
**
 

17.65±4.36 

与对照组比较：
 **
 P＜0.01 

**
 P＜0.01 vs control group 



药物评价研究  第 32 卷 第 2 期  2009 年 12 月   - 119 -  

2.3  龙葵碱对小鼠睾丸组织 SOD 的影响 

由表 3 可见，龙葵碱染毒两周后，随着染毒剂

量的增加 SOD 的活性降低明显，1/2 LD50、1/4LD50

染毒剂量时，SOD 活性的降低与空白组比较呈非常

显著性差异（P＜0.01）；而 1/8 LD50染毒剂量，SOD

活性的降低与空白组比较呈显著性差异（P＜0.05）。 

2.4  龙葵碱对小鼠睾丸组织 SDH 的影响 

实验结果（表 4）表明，龙葵碱染毒两周后，

随着染毒剂量的增加 SDH 的活性降低明显，1/2、1/4 

LD50染毒剂量时，SDH 活性的降低与空白组比较呈非

常显著性差异（P＜0.01）； 

表 3  龙葵碱各个染毒剂组和对照组对小鼠睾丸组

织 SOD 活性的影响 ( 8=± n , sx ) 
Table 3  Effect of solanine on SOD in mice testis 

issue in groups of different doses and control group 
( 8=± n , sx ) 

组别 SOD/（mg•g prot
-1
）

环磷酰胺组 

龙葵碱 1/2LD50组 

龙葵碱 1/4LD50组 

龙葵碱 1/8LD50组 

对照组 

15.03±1.56
**
 

20.40±1.21
**
 

29.45±1.20
**
 

31.39±1.74
*
 

34.00±1.74 

与对照组比较：
** 
P＜0.01 

* 
P＜0.05，

** 
P＜0.01 vs control group 

表 4  龙葵碱各个染毒剂组和对照组对小鼠睾丸

组织 SDH 活性的影响 ( 8=± n , sx ) 
Table 4  Effect of solanine on SDH in mice testis issue in 
groups of different doses and control group ( 8=± n , sx ) 

组别 SDH/（mg•g prot-1
）

环磷酰胺组 

龙葵碱 1/2LD50组 

龙葵碱 1/4LD50组 

龙葵碱 1/8LD50组 

对照组 

35.12±1.80
**
 

50.64±2.15
**
 

55.79±1.34
**
 

61.25±2.00 

61.79±3.34 

与对照组比较：
 ** 

P＜0.01 
** 
P＜0.01 vs control group 

3  讨论 

线粒体（mitochondrion，MT）是一个敏感而

多变的细胞器，普遍存在于除哺乳动物成熟红细胞

以外的所有真核细胞中。细胞生命活动所需能量的

80％是由线粒体提供的，线粒体是细胞进行生物氧

化和能量转换的主要场所，而哺乳动物吸收氧气的

90％在线粒体中利用，所以线粒体既是自由基的来

源，也是自由基损伤的主要目标。自由基有很多种，

其中最主要的是由氧诱发的自由基（氧自由基）。

自由基能够通过 mtDNA、线粒体膜、呼吸链等使线

粒体发生损伤。本实验结果表明，小鼠经 ip 龙葵碱

后，引起了睾丸组织内的自由基反应，破坏了细胞

的氧化代谢过程，造成了线粒体的氧化损伤。 

谷胱甘肽（GSH）是体内重要的非酶性抗氧化

物质，GSH 的多少是衡量机体抗氧化能力大小的重

要标志。谷胱甘肽有还原型（G-SH）和氧化型

（G-S-S-G）两种形式，在生理条件下以还原型

谷胱甘肽占绝大多数。谷胱甘肽属于含有巯基

的小分子肽类物质，半胱氨酸上的巯基为其活

性基团。所以还原型谷胱甘肽易受自由基氧化，

因此谷胱甘肽能够保护许多蛋白质和酶等分子

中的巯基不被自由基氧化，从而让蛋白质和酶

等分子发挥其生理功能。本研究证明，龙葵碱进

入体内后可产生各种氧自由基消耗 GSH，使得 GSH

水平下降，从而导致睾丸组织对氧化损伤的敏感性

增加。龙葵碱 1/2 LD50剂量组的小鼠 GSH 下降明显，

可能由于龙葵碱进入后首先被 GSH 等抗氧化物质所

吸收，并与之发生反应，生成活性氧自由基（超氧

离子、羟自由基）
[5]
攻击细胞膜上不饱和脂肪酸

（PUFA），引起脂质过氧化反应，形成脂质过氧化产

物。而其它剂量组 GSH 下降不明显，可能与 GSH 在

氧化物质作用下可代偿合成有关。 

自由基作用于脂质发生过氧化反应，氧化终产

物为丙二醛（MDA），会引起蛋白质、核酸等生命大

分子的交联聚合，且具有细胞毒性。MDA 不仅反映

自由基产生的程度，而且还反映脂质过氧化的程度，

间接反映细胞损伤的程度，它是细胞发生脂质过氧

化反应的产物中具有代表性的产物，其含量的多少

预示脂质过氧化程度的轻重。本实验结果表明，小

鼠睾丸组织的 MDA 含量在所有染毒剂量时都有明显

增高。说明龙葵碱可以在睾丸组织产生 MDA 的堆积，

造成损伤，从而证实龙葵碱注射后的过氧化反应造 

成小鼠睾丸组织的损伤，是导致小鼠睾丸毒性的重

要机制。 

SOD 是自由基的有效清除剂，能催化过氧自由

基分解形成过氧化氢，后者可被谷胱甘肽过氧化物

酶转化为水
[6]
，使细胞免受过氧自由基的氧化损伤。

SOD 活性的降低，说明体内需清除的自由基较多
[7]
。

本次实验观察到 SOD 活性随染毒剂量的增加而降

低，说明龙葵碱可引起睾丸组织脂质过氧化反应，
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从而导致睾丸组织的损伤。 

综上所述，睾丸中 SOD、GSH 水平的显著性降低，

说明睾丸内含有大量的自由基；而睾丸中的 MDA 含

量显著增高，则表明睾丸中的自由基作用于脂质

发生过氧化反应，从而说明龙葵碱可引起睾丸组

织脂质过氧化反应，从而导致睾丸组织的损伤。 

琥珀酸脱氢酶（SDH）是三羧酸循环中唯一与内

膜结合的酶，是含铁-硫中心的黄素蛋白，含有巯基，

SDH 直接连在电子传递链上，是连接氧化磷酸化与

电子传递的枢纽之一，可为真核细胞线粒体和多种

原核细胞需氧和产能的呼吸链提供电子，其活性一

般可作为评价三羧酸循环运行程度的指标，为线粒

体的标志酶之一。因此，SDH 的活性反映了机体内

物质氧化和供能代谢状态及线粒体的功能。实验结

果表明，龙葵碱染毒两周后，随着染毒剂量的增加，

SDH 的活性逐渐降低，均低于空白对照组。说明龙

葵碱能够使琥珀酸脱氢酶活力降低甚至丧失，以至

三羧酸循环被阻断，导致细胞代谢降低，对线粒体

功能具有抑制作用，造成线粒体功能损伤。一方面，

龙葵碱造成 SDH 的活性逐渐降低，致使线粒体的三

羧酸循环、氧化磷酸化与电子传递受损。Piantadosi

等
[8]
认为，在病理条件下，线粒体电子传递的损伤

是氧自由基生成的主要来源。说明龙葵碱导致琥珀

酸脱氢酶活力降低，电子传递受损，氧自由基增多。

另一方面，氧自由基增多和 GSH 含量下降，以至 GSH

无法保护琥珀酸脱氢酶中的巯基不被自由基氧

化，从而导致琥珀酸脱氢酶活力下降，以至三羧酸

循环被阻断。 

由于酶 SOD、 SDH 活性和 GSH 含量下降，MDA

含量显著增高，说明线粒体内自由基明显增多。研

究结果
[9]
表明自由基的集聚可以导致线粒体内外膜

通透性（PT）增大，线粒体肿大，激活线粒体通透

性转换孔（PTP）的开放，进而导致ΔΨm 的下降。

PT 的增大是呼吸链和氧化磷酸化脱偶联，ATP 合成

停止，促进凋亡诱导因子的释放。自由基造成线粒 

体内膜脂质的过氧化反应、膜流动性降低、膜

脂质降解，线粒体内外膜蛋白过氧化，蛋白质交链，

其结构和功能障碍，酶（如SDH）活性丧失等，从而

影响跨越线粒体膜的质子梯度，使线粒体的功能发

生障碍。同时，线粒体的功能障碍又可导致自由基

产生增多，过多的氧自由基在内膜处集聚，又导致

生物膜结构蛋白质和脂质过氧化，进一步损害线粒

体膜的通透性，引起呼吸链活性以及ΔΨm的进一步

下降，形成恶性循环，使氧自由基生成进一步增加，

加快凋亡的发生，最终造成细胞及组织的坏死
[10]

。 
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