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摘要    本研究基于 LC-MS/MS 代谢物分析方法，探究了糙海参(Holothuria scabra)体腔液中性别

特异性代谢物，同时分析了代谢通路的性别差异。结果显示，与雄性糙海参(M)相比，在雌性糙

海参(F)的体腔液中共筛选出 1352 个上调代谢物和 943 个下调代谢物。根据数据库比对和注释，

共筛选出 66 个具有显著差异的代谢物(P≤0.05, VIP≥1)，其中，β-胡萝卜素具有作为性别差异代

谢标志物的潜力。结果还显示，体腔液中会积累其他器官需求较少的代谢产物，如亚精胺在雌性

中浓度较高，而脂肪酸在雄性中种类多且含量较高，这些产物可能在体腔液中发挥其他生理功能。

另外发现，雄性体腔液倾向于积累外源物质。通过 KEGG 进行的代谢通路分析表明，雄性糙海参

的性腺发育相关通路——谷胱甘肽代谢、精氨酸脯氨酸代谢、甾类化合物生物合成和酪氨酸代谢均

发生在体腔液中；雌、雄糙海参性腺发育受到性激素影响，这种影响可能受到多巴胺的调节并具有

性别差异。 
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糙海参(Holothuria scabra)是一种具有较高营养

价值、药用价值及经济价值的棘皮动物 (廖玉麟 , 

1997)。20 世纪 80 年代以来，随着沿海经济快速发展，

糙海参的近海栖息生境遭到严重破环，海洋环境条件
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不断恶化。目前，广西和广东沿海的野生糙海参种群

已基本绝迹，华南沿海仅海南东部有少量的野生资源

(杨学明等, 2015)。糙海参已被世界自然保护联盟濒

危物种红色名录 (IUCN 红色名录 )列为濒危物种

(Lovatelli et al, 2004)。因此，人工繁育和养殖糙海参

对于恢复糙海参资源显得尤为重要。在人工繁育过

程中，糙海参的雌、雄辨别能在很大程度上优化人工

繁育过程，但糙海参在外表上无法分辨雌雄(Conand, 

1998) 。 关 于 海 参 雌 雄 差 异 的 研 究 只 在 仿 刺 参

(Apostichopus japonicus)上有少数相关报道，有研究

构建了仿刺参性别特异性图谱，展示了染色体重组

率的性别差异(Tian et al, 2015; Yan et al, 2013)；

Jiang 等(2019)根据检测产卵前后雌雄仿刺参体腔细

胞转录组的免疫特征，描述了仿刺参性别特异性免

疫差异，并发现脂肪酸组成可能是导致雌雄免疫差

异的原因之一，然后通过蛋白组学揭示了仿刺参繁

殖期间体液免疫和生理特性的性别差异，并表示雄

性在产卵后可能会具有更强的恢复能力(Jiang et al, 

2020)。但关于糙海参性别差异的研究尚属空白。因

此，对于糙海参性别差异的研究有助于改良糙海参

的人工繁育过程，并为糙海参性别决定机制的研究

奠定基础。 

代谢组学是一门研究生物体内各种生物化学过

程的新兴学科，它主要聚焦于生物体内发生的生物化

学过程所产生的代谢物，能够帮助研究者了解在某种

生物体内已经发生的过程和变化，如代谢通路、能量

传递和细胞通信等(Nicholson et al, 2002)。影响代谢

物产生的因素有很多，如环境因素、生物体内部因素

和饮食因素等，性别差异属生物体内部因素，不同性

别的同种生物，其体内代谢物和性激素水平有很大差

异。在不了解海参性别决定机制的情况下，对海参雌、

雄亲参的代谢物差异进行研究，可以帮助了解雌、雄

海参性别特异性化学过程和变化(Schock et al, 2010)。

迄今已有很多关于水产动物代谢物具有性别特异的

相关报道。Kleps 等(2007)发现，性别特异性代谢物

AEP (2-Aminoethyl phosphonate)仅存在于雄性蓝蟹

(Callinectes sapidus)的鳃中，该代谢物可能发挥交配

信息素的功能。一些研究发现，贻贝的外套膜脂质含

量随繁殖周期的变化具有雌雄差异(Hines et al, 2007; 

Jabbar et al, 1987; Lubet et al, 1986)；Aru 等(2017)使用
1H-NMR 技术探究了欧洲蛤仔(Ruditapes decussatus)

受季节影响的代谢变化，发现了一些性别特异性候选

分子标记，发现雄性蛤仔代谢物中的丙氨酸和甘氨酸

含量显著高于雌性蛤仔，而乙酰乙酸、胆碱和磷酸胆

碱在雌性蛤仔代谢物中的含量较高；克氏螯虾

(Cherax tenuimanus)的血淋巴代谢组研究表明，由于

生殖活动或生活史的差异，雌、雄克氏螯虾的代谢物

具有显著差异(Lette et al, 2020)。然而，关于海参性

别差异代谢物研究目前尚属空白。海参体腔液浸泡着

海参所有内脏(Conand, 1998)，可能发挥物质运输和

细胞信号传递(Laires, 2012)、性腺发育营养物和催产

信息素贮存(Mercier et al, 2002)的功能，因此，海参

体腔液可能参与性腺的分化和发育。 

本研究以热带糙海参为研究对象，针对雌、雄亲

参的体腔液进行代谢组学研究，对性别差异代谢物进

行分析，推测可能存在的性别间差异代谢通路，以期

为糙海参性别决定机制以及性别鉴定提供有用的基

础数据。 

1  材料与方法 

1.1  体腔液样本采集 

糙海参亲参来源于湛江市美珍种苗有限公司。通

过组织学切片鉴定糙海参性别后，选取雌、雄亲参各

6 头，进行体腔液样本采集。将采集的体腔液先用

100 μm 细胞筛过滤以除去组织碎屑，随后在 4℃、

12000 r/min 条件下离心 10 min，以确保体腔细胞及

其他微小杂质被完全清除，最后将上清液转移至

50 ml 离心管中，在–80℃冰箱中冷冻保存备用。 

1.2  体腔液样本处理 

将体腔液样本置于 4℃下融化，每个样本各取

10 ml，冻干成粉末。向每个冻干样本中分别加入 5 ml

乙腈溶液，震荡混匀 1 min。在 4℃、12000 r/min 条

件下离心 10 min 后，吸取 450 μl 上清液转移至新的

1.5 ml 离心管中，真空浓缩干燥。加入 150 μl 含有

2-氯苯丙氨酸(4 mg/L)的 50%乙腈溶液重新溶解上述

已浓缩干燥的上清液，通过 0.22 μm 膜过滤，获得待

测样本。从每个待测样本中各取 20 μl 溶液混合成质

量控制(QC)样本，用于校正分析结果的偏差及由于

分析仪器原因所造成的失误。其余样品用于 LC-MS

检测。 

1.3  LC-MS 检测 

进样顺序：加入混标溶液用于检测仪器状态，仪

器状态良好后，加入 QC 样品用于稳定仪器，然后再

依次加入空白溶剂(阴性对照)和待测样品，每 10 个样

本加入 1 针 QC 样本。 

色谱条件：仪器采用 Thermo Ultimate 3000，使

用 ACQUITY UPLC® HSS T3 1.8 µm (2.1×150 mm)色

谱柱，自动进样器温度设为 8℃，以 0.25 ml/min 的流
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速、40℃的柱温以及进样 2 μl 进行梯度洗脱，流动相

为正离子 0.1%甲酸水(D)–0.1%甲酸乙腈(C)和负离子

5 mmol/L 甲酸铵水(B)–乙腈(A)。梯度洗脱程序：

0~1 min，2% A/C；1~9 min，2%~50% A/C；9~12 min，

50%~98% A/C；12~13.5 min，98% A/C；13.5~14 min，

98%~2% A/C；14~20 min，2% C-正模式；14~17 min，

2% A-负模式。 

质谱条件：仪器使用 Thermo Q Exactive Focus，

为电喷雾离子源(ESI)，正负离子电离模式，正离子喷

雾电压为 3.50 kV，负离子喷雾电压为 2.50 kV，鞘气

30 arb，辅助气 10 arb。毛细管温度 325℃，以分辨率

70000 进行全扫描，扫描范围 81~1000，并采用 HCD

进行二级裂解，碰撞电压为 30 eV，同时采用动态排

除去除无必要的 MS/MS 信息。 

1.4  数据处理 

1.4.1  样本数据预处理及代谢物鉴定和筛选    通过

Proteowizard 软件(v3.0.8789)，将获得的原始数据转

换成 mzXML格式(xcms输入文件格式)，利用 R(v3.3.2)

的 XCMS 程序包进行峰识别、峰过滤和峰对齐。主

要参数有 bw=5、ppm=15、peakwidth=c(5,30)、mzwid= 

0.015、mzdiff=0.01 及 method="centWave"。得到包括

质核比(m/z)、保留时间和峰面积等信息的数据矩阵。

为使不同量级的数据能够进行比较，对数据进行峰面

积的批次归一化。代谢物的鉴定首先需确认代谢物的

精确分子量(分子量误差<20 ppm)，然后根据 MS/MS

模式所得的碎片信息，在 Metlin(http://metlin.scripps. 

edu)、LipidMaps(http://www.lipidmaps.org)、mzclound 

(https://www.mzcloud.org)和帕诺米克自建标准品数

据库中进一步匹配和注释所获得代谢物的准确信息。 

1.4.2  多元统计分析    在多元统计分析前，对数据

采用 UV 换算以进行标准化处理，采用主成分分析

(PCA)、偏最小二乘判别分析(PLS-DA)和正交–偏最

小二乘判别分析(OPLS-DA)的多元统计方法对采集

的多维数据进行降维和归类分析，观察样品的聚集和

离散程度。 

1.4.3  差异代谢物统计分析及通路分析    差异代

谢物的筛选指标为 P≤0.05+VIP≥1。采用 R(v3.3.2)

中的 cor 函数计算相关系数，同时采用 R(v3.3.2)中的

cor.test 函数对代谢物进行关联分析和统计检验，将 P

≤0.05 作为差异显著的判断标准。采用凝聚层次聚类

分析各组样本的聚类情况，通过 R(v3.3.2)中 pheatmap

程序包对数据集进行缩放，得到代谢物相对定量值层

次聚类图，用来推测已知或未知代谢物的生物学功

能。应用 KEGG 进行代谢网络的预测，并采用 MetPA

数据库分析 2 组差异代谢物的相关代谢通路，通过降

维算法获得代谢通路中代谢物的相对响应值，并以此

计算代谢通路间的相关系数，进而绘制代谢通路关联

网络图。 

2  结果 

2.1  性别差异代谢物的鉴定 

在本研究中，采用 PCA、PLS-DA 和 OPLS-DA

等多元统计的分析方法对数据进行处理。如 PCA 主

成分分析得分图(图 1A)所示，雌性糙海参(F)组和雄

性糙海参(M)组样本表现为组内聚类以及组间离散，

可以看出 F 组和 M 组样本具有差异；进一步通过

PLS-DA 得分图(图 1B)分析，结果显示，F 组和 M 组,

之间表现明显的离散趋势，可以很好地区分，表明雌

性和雄性样本的代谢物具有显著差异。PLS-DA 置换

检验图可以作为评估 PLS-DA 模型可靠有效的标准，

解决模型存在过拟合的问题，其可靠性标准为(满足

其中一个即可)：所有蓝色的 Q2 点从左到右均低于最

右的原始蓝色 Q2 点或点的回归线与横坐标交叉或者

小于 0，从图 1C 可以看出，PLS-DA 模型得到的结果

是可靠有效的；图 1D 表示 OPLS-DA 主成分分析得

分图，可以看出，F 组和 M 组能很好地区分，组内关

联性很高，组间差异很大，再一次表明雌、雄糙海参

体腔液中的代谢物具有显著差异。 

本研究采用 P≤0.05 及 VIP≥1 作为相关差异代

谢物的筛选指标，与 M 组相比，F 组的体腔液中共筛

选出 1352 个上调代谢物和 943 个下调代谢物(图 2)。 

2.2  糙海参体腔液中的性别差异代谢物 

根据精确分子量及数据库比对，最终确认 66 个

具有显著差异和明确注释的代谢物(表 1)。本研究还

对糙海参体腔液中的性别差异代谢物进行凝聚层次

聚类分析(图 3A)，显示有 27 个代谢物在雌性体腔液

中上调，39 个代谢物在雄性体腔液中上调，并且雌

性组内以及雄性组内的数据重复性较好。 

由表 1 看出，大多数性别差异代谢产物属于脂类

和氨基酸；与脂肪酸生物合成相关的代谢物，如硬脂

酸(Fold Change_F/M=0.448)、肉豆蔻酸(Fold Change_ 

F/M=0.428)、丙二酸(Fold Change_F/M=0.247)、棕榈

酸(Fold Change_F/M=0.238)和油酸(Fold Change_ 

F/M=0.233)等在雄性体腔液中的含量显著高于雌性；与

性激素相关的脱氢表雄酮(Fold Change_F/M=0.506)在 
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图 1  糙海参体腔液代谢物的多元统计分析及 PLS-DA 置换检验 
Fig.1  The multivariate analysis and PLS-DA permutation test of coelomic fluid in H. scabra 

A：PCA 得分图；B：PLS-DA 得分图；C：PLAS-DA 置换检验得分图；D：OPLS-DA 得分图 

R2 和 Q2 是模型验证参数，分别表示模型可解释度和模型可预测度 
A: PCA score plot; B: PLS-DA score plot; C: PLAS-DA permutation test plot; D: OPLS-DA score plot  

R2 and Q2, two parameters of permutation test, represent model interpretability and model predictability respectively 

 

 
 

图 2  性别差异代谢物统计柱状图 
Fig.2  The statistical histogram of sex-specific metabolites 

 

雄性中的含量也显著高于雌性(图 3B)；同时，外源物

质 2-萘酚 (Fold Change_F/M=0.050)、异烟酸 (Fold 

Change_F/M=0.134)、尼古丁(Fold Change_F/M=0.307)、

3-羟基苯乙酸(Fold Change_F/M=0.414)和茶碱 (Fold 

Change_F/M=0.433)等在雄性体腔液中的的含量也远

高于雌性，可能预示着雌、雄糙海参对于外源物质的

积累具有一定的差异性。而氨基酸代谢物，如 3,4-二

羟基苯乙二醇(DOPEG) (Fold Change_ F/M=6.894)、3-

吲哚乙腈(Fold Change_F/M=4.768)、甲基丙二酸(Fold 

Change_F/M=4.715)、亚精胺(Fold Change_F/M=4.602)、

p- 羟基苯乙酸 (4-HPA)(Fold Change_F/M=2.715) 和

3,4-二羟基扁桃酸(DOMA) (Fold Change_F/M=2.075)

等在雌性体腔液中的含量显著高于雄性；另外，雌

性体腔液中的 β-胡萝卜素(Fold Change_F/M=8.517)

含量远高于雄性(图 3C)，由于 β-胡萝卜素涉及卵

子的色素沉积，具有可作为性别差异代谢标志物

的潜力。  



第 3 期 吴菲菲等: 热带糙海参雌、雄亲参的差异代谢物和差异代谢通路研究 59 

 

 
 

图 3  A：性别差异代谢物的凝聚层次聚类热图；B：体腔液脱氢表雄酮柱状图；C：体腔液中的 β-胡萝卜素柱状图 
Fig.3  A: The agglomerate hierarchical clustering heatmap of sex-specific metabolites;  

B: Histogram of dehydroepiandrosterone in coelomic fluid; C: Histogram of beta-carotene in coelomic fluid 

*代表差异显著，0.05<P<0.1；**代表差异极显著，0.01<P<0.05 
* represents significant difference, 0.05<P<0.1; ** represents highly significant difference, 0.01<P<0.05 

 

表 1  差异显著的性别差异代谢物(P≤0.05+VIP≥1)[按照 log2(FC_F/M)大小排序] 

Tab.1  Significantly different sex-specific metabolites (P≤0.05+VIP≥1) [The order according to the score of log2(FC_F/M)] 

名称 
Name 

一级分类 
Super-pathway 

二级分类 
Sub-pathway 

倍性变化 
Fold 

Change_F/M 
log2(FC_F/M) P 

β-胡萝卜素 
β-Carotene 

脂类 
Lipid 

类胡萝卜素生物合成  
Carotenoid biosynthesis 

8.517 3.090 0.036

3,4-二羟基苯乙二醇 
3,4-Dihydroxyphenylglycol 

氨基酸 
Amino acid 

酪氨酸代谢 
Tyrosine metabolism 

6.894 2.785 0.040

磷酸二氢丙酮 
Dihydroxyacetone phosphate 

糖类 
Carbohydrate 

糖酵解/糖异生  
Glycolysis/Gluconeogenesis 

5.460 2.449 0.041

3-吲哚乙腈 
3-Indoleacetonitrile 

氨基酸 
Amino acid 

色氨酸代谢  
Tryptophan metabolism 

4.768 2.254 0.006

甲基丙二酸  
Methylmalonic acid 

氨基酸 
Amino acid 

缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸降解  
Valine, leucine and isoleucine degradation

4.715 2.237 0.025

亚精胺 
Spermidine 

氨基酸 
Amino acid 

精氨酸与脯氨酸代谢  
Arginine and proline metabolism 

4.602 2.202 0.029
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续表 1 

名称 
Name 

一级分类 
Super-pathway 

二级分类 
Sub-pathway 

倍性变化 
Fold 

Change_ 
F/M 

log2(FC_F/M) P 

茉莉酸甲酯 
Methyljasmonate 

脂类 
Lipid 

α-亚麻酸代谢  
α-Linolenic acid metabolism 

3.934 1.976 0.011

α-二吗啉酸 
α-Dimorphecolic acid 

脂类 
Lipid 

亚油酸代谢  
Linoleic acid metabolism 

3.280 1.714 0.042

p-羟基苯乙酸  
p-Hydroxyphenylacetic acid 

氨基酸  
Amino acid 

酪氨酸代谢  
Tyrosine metabolism 

2.715 1.441 0.049

芥酸 
Erucic acid 

脂类 
Lipid 

饱和脂肪酸的生物合成  
Biosynthesis of unsaturated fatty acids 

2.261 1.177 0.020

5-甲基巴比妥 
5-Methylbarbiturate 

核苷酸  
Nucleotide 

嘧啶代谢 
Pyrimidine metabolism 

2.123 1.086 0.049

3,4-二羟基扁桃酸 
3,4-Dihydroxymandelic acid 

氨基酸  
Amino acid 

酪氨酸代谢 
Tyrosine metabolism 

2.075 1.053 0 

L-苏氨酸 
L-Threonine 

氨基酸  
Amino acid 

甘氨酸、丝氨酸和苏氨酸代谢  
Glycine, serine and threonine metabolism

1.989 0.992 0.029

次黄嘌呤 Hypoxanthine 核苷酸 Nucleotide 嘌呤代谢 Purine metabolism 1.889 0.917 0.026

氨基苯酚 2-Aminophenol 外源物质  
Xenobiotics 

氨基苯甲酸酯降解  
Aminobenzoate degradation 

1.825 0.868 0 

脱硫生物素 
Dethiobiotin 

辅因子与维生素 
Cofactors and Vitamins 

生物素代谢 
Biotin metabolism 

1.779 0.831 0.012

D-核糖 
D-Ribose 

糖类 
Carbohydrate 

戊糖磷酸途径  
Pentose phosphate pathway 

1.565 0.646 0.008

酮戊二酸 Oxoglutaric acid 糖类 Carbohydrate 柠檬酸循环 Citrate cycle 1.472 0.558 0.015

鸟嘌呤苷酸 GMP 核苷酸 Nucleotide 嘌呤代谢 Purine metabolism 1.366 0.449 0.027

黄曲霉毒素 
Aflatoxin B1 

外源物质 
Xenobiotics 

黄曲霉毒素生物合成  
Aflatoxin biosynthesis 

1.344 0.427 0 

3-(2-羟苯基)丙酸 
3-(2-Hydroxyphenyl) 
propanoic acid 

外源物质 
Xenobiotics 

多环芳烃降解  
Polycyclic aromatic hydrocarbon 
degradation 

1.315 0.395 0.022

L-乳酸 L-Lactic acid 糖类 Carbohydrate 丙酮酸代谢 Pyruvate metabolism 1.238 0.308 0.037

N-乙酰谷氨酸 
N-Acetylglutamic acid 

氨基酸 Amino acid 精氨酸生物合成 Arginine biosynthesis 1.211 0.276 0.044

脱氢抗坏血酸 
Dehydroascorbate 

辅因子与维生素 
Cofactors and Vitamins 

抗坏血酸和醛糖代谢  
Ascorbate and aldarate metabolism 

1.148 0.199 0.014

葡萄糖酸 
Gluconic acid 

糖类 
Carbohydrate 

戊糖磷酸途径  
Pentose phosphate pathway 

1.095 0.131 0.002

龙胆酸 Gentisic acid 氨基酸 Amino acid 酪氨酸代谢 Tyrosine metabolism 1.084 0.117 0.007

戊二酸 Glutaric acid 氨基酸 Amino acid 赖氨酸降解 Lysine degradation 1.069 0.096 0.009

O-磷酸乙醇胺 
O-Phosphoethanolamine 

脂类 
Lipid 

甘油磷脂 
Glycerophospholipid 

0.737 –0.441 0.001

苯甲酸酯 Benzoate 外源物质 Xenobiotics 苯甲酸降解 Benzoate degradation 0.677 –0.563 0.005

5-羟基吲哚乙酸 
5-Hydroxyindoleacetic acid 

氨基酸 
Amino acid 

色氨酸代谢 
Tryptophan metabolism 

0.674 –0.569 0.003



第 3 期 吴菲菲等: 热带糙海参雌、雄亲参的差异代谢物和差异代谢通路研究 61 

 

续表 1 

名称 
Name 

一级分类 
Super-pathway 

二级分类 
Sub-pathway 

倍性变化 
Fold 

Change_ 
F/M 

log2(FC_F/M) P 

肌酐 
Creatinine 

氨基酸 
Amino acid 

精氨酸与脯氨酸代谢  
Arginine and proline metabolism 

0.663 –0.594 0.044

邻苯二甲酸 
Phthalic acid 

外源物质 
Xenobiotics 

多环芳烃降解  
Polycyclic aromatic hydrocarbon 
degradation 

0.653 –0.614 0.014

5-氨基戊酸 
5-Aminopentanoic acid 

氨基酸 
Amino acid 

赖氨酸降解 
Lysine degradation 

0.607 –0.720 0.002

鸟苷 Guanosine 核苷酸 Nucleotide 嘌呤代谢 Purine metabolism 0.574 –0.802 0.019

棕榈油酸 Palmitoleic acid 脂类 Lipid 脂肪酸生物合成  
Fatty acid biosynthesis 

0.542 –0.884 0.043

羊毛甾醇 Lanosterin 脂类 Lipid 甾体生物合成 Steroid biosynthesis 0.538 –0.893 0.035

乙酰血清素 
N-Acetylserotonin 

氨基酸 
Amino acid 

色氨酸代谢 Tryptophan metabolism 0.536 –0.899 0.005

胸苷 Thymidine 核苷酸 Nucleotide 嘧啶代谢 Pyrimidine metabolism 0.525 –0.929 0.019

高香草醛 Homovanillin 氨基酸 Amino acid 酪氨酸代谢 Tyrosine metabolism 0.511 –0.970 0.029

脱氢表雄酮 
Dehydroepiandrosterone 

脂类 
Lipid 

甾体激素生物合成  
Steroid hormone biosynthesis 

0.506 –0.984 0.002

γ-谷氨酰半胱氨酸  
γ-Glutamylcysteine 

肽类 
Peptide 

γ-谷氨酰氨基酸  
γ-Glutamyl amino acid 

0.468 –1.095 0.002

硬脂酸 
Stearic acid 

脂类 
Lipid 

脂肪酸生物合成  
Fatty acid biosynthesis 

0.448 –1.160 0.000

茶碱 Theophylline 外源物质 Xenobiotics 咖啡因代谢 Caffeine metabolism 0.433 –1.207 0.012

肉豆蔻酸 Myristic acid 脂类 Lipid 脂肪酸生物合成 Fatty acid biosynthesis 0.428 –1.223 0.002

3-羟基苯乙酸  
3-Hydroxyphenylacetic acid 

外源物质 
Xenobiotics 

苯乙烯降解 
Styrene degradation 

0.414 –1.274 0 

L-同苯基丙氨酸 
L-Homophenylalanine 

氨基酸 
Amino acid 

苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸生物合成 
Phenylalanine, tyrosine and tryptophan 
biosynthesis 

0.410 –1.286 0.039

2-氨基苯甲酸 
2-Aminobenzoic acid 

氨基酸 
Amino acid 

色氨酸代谢 
Tryptophan metabolism 

0.381 –1.392 0.030

L-多巴 L-Dopa 氨基酸 Amino acid 酪氨酸代谢 Tyrosine metabolism 0.379 –1.401 0.048

花生酸 
Arachidic acid 

脂类 
Lipid 

不饱和脂肪酸的生物合成  
Biosynthesis of unsaturated fatty acids 

0.370 –1.436 0.014

L-2，4-二氨基丁酸  
L-2,4-diaminobutyric acid 

氨基酸 
Amino acid 

甘氨酸、丝氨酸和苏氨酸代谢  
Glycine, serine and threonine metabolism

0.360 –1.473 0.024

9,10-DHOME 脂类 Lipid 亚油酸代谢 Linoleic acid metabolism 0.356 –1.490 0 

1-吡咯啉-2-羧基  
1-Pyrroline-2-carboxylic acid 

氨基酸  
Amino acid 

精氨酸与脯氨酸代谢  
Arginine and proline metabolism 

0.349 –1.518 0.011

腐胺 
Putrescine 

氨基酸  
Amino acid 

精氨酸与脯氨酸代谢  
Arginine and proline metabolism 

0.341 –1.551 0.001

4-吡哆酸  
4-Pyridoxic acid 

辅因子与维生素  
Cofactors and Vitamins

维生素 B6 代谢  
Vitamin B6 metabolism 

0.318 –1.654 0.031
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续表 1 

名称 
Name 

一级分类 
Super-pathway 

二级分类 
Sub-pathway 

倍性变化 
Fold 

Change_ 
F/M 

log2(FC_F/M) P 

尼古丁 Nicotine 外源物质 Xenobiotics 烟草代谢物 Tobacco metabolite 0.307 –1.704 0.003

D-甘露糖 
D-Mannose 

糖类  
Carbohydrate 

果糖和甘露糖代谢  
Fructose and mannose metabolism 

0.280 –1.837 0.000

丙二酸 
Malonate 

脂类 
Lipid 

脂肪酸生物合成  
Fatty acid biosynthesis 

0.247 –2.019 0.000

棕榈酸 
Palmitic acid 

脂类 
Lipid 

脂肪酸生物合成  
Fatty acid biosynthesis 

0.238 –2.069 0.004

油酸 
Oleic acid 

脂类 
Lipid 

脂肪酸生物合成  
Fatty acid biosynthesis 

0.233 –2.099 0.001

脯氨酸 
L-Proline 

氨基酸  
Amino acid 

精氨酸与脯氨酸代谢  
Arginine and proline metabolism 

0.159 –2.657 0.003

烟酸 
Nicotinic acid 

辅因子与维生素 
Cofactors and Vitamins

烟酸和烟酰胺代谢  
Nicotinate and nicotinamide metabolism 

0.151 –2.725 0.038

异烟酸 
Isonicotinic acid 

外源物质  
Xenobiotics 

药物代谢-其他酶  
Drug metabolism-other enzymes 

0.134 –2.904 0.018

2-酮丁酸  
2-Ketobutyric acid 

糖类  
Carbohydrate 

丙酸代谢 
Propanoate metabolism 

0.118 –3.081 0.039

L-鼠李糖  
L-Rhamnofuranose 

糖类  
Carbohydrate 

果糖和甘露糖代谢  
Fructose and mannose metabolism 

0.081 –3.627 0.011

2-萘酚 
2-Naphthol 

外源物质 
Xenobiotics 

细胞色素影响外源性物质代谢  
Metabolism of xenobiotics by cytochrome

0.050 –4.323 0.008

氟尿嘧啶 Fluorouracil 未知 Unknown 未知 Unknown 0 –17.298 0.035

 

2.3  性别差异代谢物相关代谢通路分析 

将不同的代谢产物数据导入 KEGG 数据库及

MetPA 数据库进行分析，共获得 38 条性别差异代谢

物的相关代谢通路。其中，雄性差异代谢物多富集

于不饱和脂肪酸合成代谢、精氨酸与脯氨酸代谢、

谷胱甘肽代谢、色氨酸代谢和脂肪酸生物合成代谢；

而雌性差异代谢物主要富集于酪氨酸代谢、糖酵解

或糖异生和嘌呤代谢。根据富集和影响因子分析得

到代谢通路影响因子气泡图(图 4)，其中，5 个为具

有显著性功能的代谢通路(Pathway impact>0.1)，分

别为酪氨酸代谢、精氨酸和脯氨酸代谢、谷胱甘肽

代谢、甾类化合物生物合成和药物代谢通路。 

结合表 1 可知，雌性糙海参体腔液中含量较高的

DOPEG (Fold Change_F/M=6.894)、DOMA (Fold 

Change_F/M=2.075)、4-HPA(Fold Change_F/M=2.715)

和龙胆酸(Fold Change_F/M=1.084)以及雄性体腔液

中的高香草醛(Fold Change_F/M=0.511)和 L-多巴

(L-DOPA) (Fold Change_F/M=0.379)均参与酪氨酸代 

 
 

图 4  代谢通路影响因子气泡图 
Fig.4  Bubble chart of pathway impact 

X 轴代表通路富集，y 轴代表通路影响；点的大小和颜色

深浅代表主要通路的富集程度和影响程度 
The x-axis represents pathway enrichment, and the y-axis 

represents pathway impact. Circle sizes and colors represent 
pathway enrichment and pathway impact values, respectively 
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图 5  体腔液中氟尿嘧啶柱状图 
Fig.5  Histogram of fluorouracil in coelomic fluid 

谢；甾类化合物合成则由雄性差异代谢物羊毛甾醇

(Fold Change_F/M=0.538)参与。药物代谢在本代谢组

研 究 中 具 有 较 高 的 影 响 因 子 (Pathway impact= 

0.20833)，参与其中的代谢物只有氟尿嘧啶，如图 5

所示，氟尿嘧啶只富集于雄性糙海参体腔液中。对体

腔液外源物质进行统计后发现，与雌性相比，雄性糙

海参体腔液更具有积累外源物质的倾向(表 2)。 

精氨酸和脯氨酸代谢和谷胱甘肽代谢均与精子

的发生和成熟相关，腐胺(Fold Change_F/M=0.341)

和亚精胺(Fold Change_F/M=4.602)是关键的中间代

谢物，腐胺可以生成亚精胺；表 1 的结果显示，腐胺

富集在雄性中，而亚精胺则富集在雌性中，表明体腔

液对这 2 个代谢物的利用情况具有明显的性别差异。 
 

表 2  体腔液外源物质统计 
Tab.2  Statistical list of xenobiotics in coelomic fluid 

名称 
Name 

一级分类 
Super-pathway 

倍性变化 
Fold Change_F/M 

log2(FC_F/M) P

雌性含量高 High concentration in female 

氨基苯酚 2-Aminophenol 外源物质 Xenobiotics 1.825 0.868 0.000

黄曲霉毒素 B1 Aflatoxin B1 外源物质 Xenobiotics 1.344 0.427 0.000

3-(2-羟苯基)丙酸 3-(2-Hydroxyphenyl)propanoic acid 外源物质 Xenobiotics 1.315 0.395 0.022

雄性含量高 High concentration in male 

苯甲酸酯 Benzoate 外源物质 Xenobiotics 0.677 –0.563 0.005

邻苯二甲酸 Phthalic acid 外源物质 Xenobiotics 0.653 –0.614 0.014

茶碱 Theophylline 外源物质 Xenobiotics 0.433 –1.207 0.012

3-羟基苯乙酸 3-Hydroxyphenylacetic acid 外源物质 Xenobiotics 0.414 –1.274 0.000

尼古丁 Nicotine 外源物质 Xenobiotics 0.307 –1.704 0.003

异烟酸 Isonicotinic acid 外源物质 Xenobiotics 0.134 –2.904 0.018

2-萘酚 2-Naphthol 外源物质 Xenobiotics 0.050 –4.323 0.008

氟尿嘧啶 Fluorouracil 未知 Unknown 0.000 –17.298 0.035

 
 

3  讨论 

3.1  β-胡萝卜素具有作为标志性雌、雄差异代谢物

的潜力 

海洋生物体内存在着多种类胡萝卜素，但一般来

说，动物体内不能直接合成类胡萝卜素，所以这种代

谢物的积累可能与生物体的摄食偏好或某些代谢反应

修饰有关(Matsuno, 2001; Liaaen-Jensen, 1991; Maoka, 

2009)。棘皮动物由于生殖需要，在性成熟时期，其

体内会积累类胡萝卜素。β-胡萝卜素在海参中十分常

见，它能保护卵子免受光氧化和氧中毒的损害

(Matsuno et al, 1995)，Maoka 等(2011)在海参性腺中

发现了 β-胡萝卜素的氧化代谢产物角黄素和虾青素，

它们是海参性腺的主要成分。之前也有研究结果表

明，雌性海胆(Strongylocentrotus droebachiensis)在产

卵期间，其体内类胡萝卜素含量呈现大幅度下降的趋

势，而在性腺恢复过程中，类胡萝卜素又具有补充的

趋势，而雄性海胆中的类胡萝卜素含量在生殖周期基

本保持稳定，这说明海胆对类胡萝卜素的吸收和利用

存在性别差异(Hagen et al, 2008)。在本研究中，雌性

糙海参体腔液中的 β-胡萝卜素水平显著高于雄性

(P<0.05)(图 3C)，由于在性腺成熟期，体腔液是十分

重要的运输介质(John, 1964)，因此，我们认为海参对

β-胡萝卜素的吸收和利用也存在性别差异：在性腺发

育过程中，雌性海参往往需要吸收大量的 β-胡萝卜素

来补偿卵子成熟的需求，β-胡萝卜素可能通过体腔液

从肠道输送到性腺，从而发挥保护作用或进行氧化代
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谢为卵子提供必需物质(Allen, 1974)。由于雄性海参

体内 β-胡萝卜素含量远远低于雌性，因此，可将 β-

胡萝卜素作为雌、雄差异的标志性代谢物，用来鉴定

性腺成熟期糙海参的性别。 

3.2  雌、雄糙海参体腔液中的差异代谢物 

脱氢表雄酮(Fold Change_F/M=0.506)是性激素

的来源，可以转变为睾酮和雌二醇(Henderson, 2007)，

在水产养殖中，其可以作为饲料添加剂诱导杂交罗非

鱼(Oreochromis niloticus × O.mossambicus)幼体雄性

化，同时还能提高饲料转化率及增加体重(Mohamed 

et al, 2012)，其在雄性糙海参中的含量显著高于雌性

(P<0.05)(图 3C)，推测在海参体腔液中存在脱氢表雄

酮转化过程的雌雄差异。 

亚精胺 (Fold Change_F/M=4.602) 同腐胺 (Fold 

Change_F/M=0.341)和精胺一样属于多胺，是最初从

人类精液里提取出来的精液蛋白，在人类体内具有抗

氧化作用(Madeo et al, 2018)，亚精胺和腐胺通过参与

精氨酸和脯氨酸代谢通路生成精胺(精氨酸→腐胺→

亚精胺→精胺)，亚精胺和精胺是形成精子的必要物

质，因此，一般来说，雄亲参会更需要亚精胺和腐胺，

而本研究的数据却显示，在雌性体腔液中，亚精胺含

量显著高于雄性，腐胺则富集在雄性中；推测这可能

是由于在糙海参亲参生殖活动旺盛时期，其精氨酸和

脯氨酸代谢旺盛，合成的腐胺首先在体腔液中积累，

随后由亚精胺合成酶(Spermidine synthase)将腐胺转

化成亚精胺，由于精巢的需要，雄性的亚精胺可以转

运到精巢中以满足精子的发育需求，所以雄性体腔液

中的亚精胺含量降低而腐胺不断合成以继续生成亚

精胺满足精巢的需求；而卵巢并不需要亚精胺，所以

它累积在了雌性体腔液中，并且抑制了腐胺的合成，

造成了亚精胺含量较高而腐胺较低的结果。 

同样的，雄性体腔液中也富集了较多的卵巢需求

较大的脂肪酸合成代谢相关代谢物(表 1)。有研究表

明，野生雌性大西洋鲑(Salmo salar)在性腺指数上升

时，其血浆中的游离脂肪酸含量大幅度下降，这些营

养物质在很大程度上被分配到性腺中 (Booth et al, 

1999)。Gianasi 等(2017)也发现，喂食鱼卵的雌性叶

瓜参(Cucumaria frondosa)的卵母细胞较大，性腺所富

含的必需脂肪酸的比例较多，说明卵子的成熟需要大

量脂肪酸的积累，脂肪酸可能从体腔液中转运到性

腺，因而雌性体腔液中的脂肪酸含量明显低于雄性。 

综上所述，糙海参亲参性腺发育相关通路有一部

分会在体腔液中发生，产生的雌、雄性腺发育所必需

的代谢产物先积累在体腔液中，根据性腺发育需求，

代谢产物被转运到性腺中以满足下一步代谢的需求，

造成剩余的代谢产物的种类和数量具有明显的雌雄

差异，但不排除它们在体腔液中另有作用的可能性，

其功能有待进一步研究。 

3.3  雌雄亲参的性别差异代谢通路 

通过代谢物富集分析发现，雄性体腔液中的代谢

物多参与谷胱甘肽代谢以及精氨酸脯氨酸代谢，这 2

条代谢通路均在精子的发生和成熟过程中起重要作

用(Sies, 1999)，其中，亚精胺、腐胺和 γ-谷氨酰半胱

氨酸(γ-Glutamylcysteine, 3GC)参与谷胱甘肽代谢，而

亚精胺和腐胺也同时参与精氨酸脯氨酸代谢。腐胺

(Fold Change_F/M=0.341)和 3GC(Fold Change_F/M = 

0.468)在雄性体腔液中含量较高，腐胺的代谢流向是

精胺和亚精胺，而 3GC 和精胺可进行下一步反应，

从而在精子发生和成熟过程中发挥作用。因此，雄性

体腔液中上述 2 种通路流向精胺的代谢过程较为活

跃，从而能为精子发生与成熟提供需要的营养和能

量。本研究的结果显示，亚精胺在雌性体腔液中含量

显著较高(Fold Change_F/M=4.602)，由于雌性不需要

参与精子发生和成熟过程，因而在雌性中亚精胺不继

续进行下一步代谢而滞留在体腔液中。此外，雄性差

异代谢物羊毛甾醇(Fold Change_ F/M=0.538)是甾类化

合物生物合成的中间代谢产物，羊毛甾醇可经过一系

列生物化学转化，形成胆甾醇和性激素等甾族物质，

表明在糙海参雄性体腔液中性激素的合成通路较为

活跃。氟尿嘧啶是参与药物代谢的唯一代谢物，它只

在雄性体腔液中富集(图 5)。氟尿嘧啶是广泛应用于

人体治疗的抗肿瘤药物(Jamieson et al, 2014)，由于工

业、医药和环境污染等问题，使得一些化学物质流入

土壤和水体，对生态环境和生物多样性造成了一定程

度的损害(Gavrilescu et al, 2015)，为此，吴海燕等(2012)

建立了海参等体内药物残留液相色谱–荧光检测方

法。有研究表明，氟尿嘧啶在水体中浓度低时也会触

发蝌蚪的恶性细胞转化过程，从而导致突变(Araújo  

et al, 2019)，其对糙海参的具体影响尚未明确。这种

氟尿嘧啶浓度的差异预示了糙海参对于化学药物等

外源物质的摄取趋向具有显著的性别差异，表 2 的数

据也说明，无论从种类还是含量上来看，雄性体腔

液比雌性更容易积累外源物质。 

酪氨酸代谢可以产生许多重要激素和神经递质，

包括甲状腺素、三碘甲状腺氨酸、肾上腺素、多巴胺

和黑色素等(Li et al, 2009)，其中，多巴胺在鱼类性腺

发育期具有激素调控作用(Peter et al, 1988)，并且海

胆也具有多巴胺能神经系统(汝少国等, 2015)。雌性体
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腔液中的 DOMA 和 DOPEG 以及雄性体腔液中的高

香草醛(HMPAL)(Fold Change_F/M=0.511)和多巴胺前

体 L-DOPA (Fold Change_F/M=0.379 (Calvo et al, 

2011)均为酪氨酸代谢产物，这些代谢物的富集表明

在海参体腔液中流向多巴胺前体 L-DOPA 的代谢活

动十分活跃，但由于雌、雄体腔液中多巴胺代谢相关

酶的表达具有差异，导致产生的代谢产物种类具有差

异，这一结果与金钱鱼(Scatophagus argus)性腺成熟时

多巴胺系统具有性别表达差异一致(苏冒亮, 2017)，

而这一代谢通路的作用推测与性激素调节有关。 

综上所述，雄性体腔液中的代谢物多富集于谷胱

甘肽代谢、精氨酸脯氨酸代谢、甾类化合物生物合成

和药物代谢，涉及精子发生及成熟、性激素合成以及

外源物质积累等过程；同时，雌、雄体腔液代谢物多

参与酪氨酸代谢过程，该过程涉及激素合成及多巴胺

调节激素过程，表明糙海参雌、雄性腺的发育可能受

到多巴胺的影响，并且这种影响具有性别代谢差异。 

4  结论 

本研究表明，体腔液可以积累性腺发育所需要的

代谢物，其中，β-胡萝卜素在糙海参雌性体腔液中大

量积累，可作为雌、雄差异标志代谢物；体腔液还能

够积累性腺发育不需要的代谢物，如雌性积累亚精

胺，而雄性积累脂肪酸合成通路代谢物，推测这是由

于雌、雄性腺发育所需要的代谢过程有部分在体腔液

中发生，产生的代谢物一部分转运到性腺中为性腺发

育提供能量或营养，其余的代谢物则滞留在体腔液

中，可能具有其他生理作用；同时发现，糙海参雌、

雄性腺发育过程有性激素的参与，性激素调节可能受

到多巴胺的影响，并且这种影响具有性别代谢差异；

通过对比外源代谢物的数量和种类，发现雄性糙海参

体腔液相比雌性更容易积累外源物质特征，其中，氟

尿嘧啶属于环境污染物，它的积累对雄性糙海参的影

响需要进一步的研究。总之，糙海参雌、雄体腔液代

谢物具有明显的性别差异。 
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Abstract    In order to clarify the differences in metabolism between female and male relatives of 

tropical sea cucumbers (Holothuria scabra), the sex-specific metabolites in their coelomic fluid were 

explored by a liquid chromatography-tandem mass spectrometry metabolite analysis, and the sex-specific 

metabolites and pathways were analyzed. The results showed that compared with male sea cucumbers, a 

total of 1352 up-regulated metabolites and 943 down-regulated metabolites were screened in the coelomic 

fluid of female sea cucumbers. According to a database comparison and annotation, a total of 66 

metabolites with significant differences (P≤0.05, VIP≥1) were selected. Among them, β-carotene has the 

potential to be a gender difference metabolic marker. Spermidine and fatty acids that are less demanded 

by other organs were found at higher concentrations in females and males, respectively. We speculated 

that these compounds may be used by other physiological functions. In addition, it was also found that 

male coelomic fluid tended to accumulate xenobiotics. Metabolic pathway analysis by KEGG showed that 

the gonadal development-related pathways, glutathione metabolism, arginine and proline metabolism, 

steroid biosynthesis, and tyrosine metabolism of male sea cucumbers all occurred in the coelomic fluid. 

The gonadal development of female and male sea cucumbers was affected by sex hormones, which may 

be regulated by dopamine and have gender differences. 

Key words    Holothuria scabra; LC-MS/MS; Coelomic fluid; Sex differential metabolites; Sex 

differential metabolic pathway 
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