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ABSTRACT

High fat and high cholesterol diet cause hyperlipidemia, leading to various health problems
including reproductive health. The purpose of this study was to examine the effect of
sembung (Blumea balsamifera) leaf extract on testicular histology profile of high-fat-diet-
induced wistar. This research used 16 adult male rats (Rattus norvegicus), aged 3-4 month,
weighing 150-200 g, and randomly divided into two groups. Eight rats were treated with
distilled water and eight rats were treated with 2 mg/mL B. balsamifera extract. High-fat diet
was a 30 days of porcine fat feed. The results showed that the diameter of seminiferous
tubules, the number of spermatogenic cells of spermatogonium A, spermatocytes Pakiten
and spermatid 16 were increased by giving sembung leaf extract for 50 days (p <0.05).
These results suggested that the sembung leaf extract improves testis histology of high-fat
diet-induced rats.
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ABSTRAK

Makanan tinggi lemak dan tinggi kolestrol menyebabkan hiperlipidemia yang menimbulkan
masalah pada sistem reproduksi. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui manfaat
pemberian ekstrak daun sembung (Blumea balsamifera) terhadap profil tubulus seminiferus
dan sel-sel spermatogenik pada tikus wistar yang diinduksi pakan tinggi lemak. Sebanyak 16
ekor tikus wistar jantan dewasa (Rattus norvegicus) umur 3-4 bulan, berat 150-200 g, secara
random dibagi dua kelompok, yaitu 8 ekor tikus kelompok kontrol (aquades steril) dan 8 ekor
tikus kelompok perlakuan (ekstrak daun sembung dosis 2 mg/mL). Tikus diinduksi pakan
tinggi lemak berupa lemak babi selama 30 hari. Pada prettest dilakukan pemeriksaan
diameter tubulus seminiferus dan sel-sel spermatogenik. Hasil penelitian menunjukkan
bahwa rata-rata diameter tubulus seminiferus tikus meningkat signifikan setelah pemberian
ekstrak daun sembung. Peningkatan secara signifikan juga diikuti oleh spermatogonium A,
spermatosit Pakiten dan spermatid 16 (p<0,05). Dapat disimpulkan bahwa ekstrak daun
sembung memperbaiki histologi testis tikus wistar yang diinduksi pakan tinggi lemak.

Kata Kunci: daun sembung, pakan tinggi lemak, sel spermatogenik, tikus, tubulus seminiferus
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PENDAHULUAN

Pola makan dengan lebih cenderung
mengkonsumsi makanan berlemak dan
berkolesterol tinggi berisiko menyebabkan
peningkatan kadar lipid dalam darah yang
dikenal dengan istilah hiperlipidemia.
Gambaran klinis yang paling sering
didapatkan berupa peningkatan kadar
kolesterol total, trigliserida dan low density
lipoprotein (LDL) serta penurunan kadar high
density lipoprotein (HDL) (Shattat 2014).
Pakan tinggi lemak dan tinggi kolesterol
berkorelasi  positif dengan  timbulnya
berbagai penyakit degeneratif seperti
penyakit jantung koroner (PJK), diabetes
melitus, kanker, obesitas, dislipidemia,
stroke, hingga menurunkan fungsi
reproduksi pria. Sebelumnya, kami
membuktikan bahwa pakan tinggi lemak
selama 30 hari menginduksi hiperlipidemia
dan menyebabkan kerusakan sistem
reproduksi pria antara lain; atrofi tubulus,
penurunan motilitas spermatozoa,
abnormalitas morfologi spermatozoa,
hambatan sekresi hormone testosterone
serta Luteinizing Hormone (LH), degenerasi
sel Leydig dan gangguan spermatogenesis
(Permatasari dan Widhiantara 2017).

Kondisi hiperlipidemia berperan
signifikan dalam peningkatan produksi
radikal bebas dan ketidaksesuaian

perkembangan lipid peroksida pada tingkat
jaringan.  Sehingga keadaan tersebut
memicu stress oksidatif yang merupakan
suatu patofisiologi infertilitas pada pria (Bisht
et al. 2017). Pada tikus hiperlipidemia, terjadi
penurunan yang signifikan dari kadar
testosteron plasma. Penurunan ini terjadi
akibat dari terganggunya poros hipotalamus-
hipofise-testis, degenerasi sel Leydig,
berkurangnya diameter nukleus sel Leydig,
atau karena penurunan aktivitas testikular
dari 17B-hidroksisteroid dehidrogenase dan
kadar LH (Bashandy 2007).

Beberapa peneliti telah menunjukkan
peranan antioksidan dalam menangkal
pengaruh radikal bebas (Yulyani et al. 2017;
Siswanto et al. 2017; Tarnajaya et al. 2018).
Antioksidan dapat berupa enzimatis atau
antioksidan primer, dan non-enzimatis atau
antioksidan sekunder. Antioksidan sekunder
dapat diperoleh secara melimpah di alam,
misalnya vitamin A, C, E, B-karoten dan
senyawa flavonoid (Pham-Huy et al. 2008;
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Widhiantara et al. 2018). Salah satu
tumbuhan dengan kandungan antioksidan
yang tinggi adalah sembung (Blumea
balsamifera). Sembung dikenal sebagai
tumbuhan yang dapat digunakan sebagai
obat (Suweta 2013). Tumbuhan ini termasuk
jenis tanaman liar dan mudah
dibudidayakan. Masyarakat Bali umumnya
menggunakan bagian daun dari tumbuhan
sembung untuk digunakan sebagai /oloh
atau minuman hasil rebusan daun. Selain itu
secara umum masyarakat di Indonesia
memanfaatkan tanaman sembung untuk
mengobati asma, influenza, rematik, nyeri
haid, haid tidak teratur, demam, diabetes,
diare, perut kembung, batuk, dan bronkhitis
(Setyowati 2010).

Tanaman sembung mengandung lebih
dari 100 senyawa fitokimia yang tergolong
ke dalam senyawa volatil maupun non volatil
antara lain minyak atsiri, asam miristat,
asam palmitat, tannin dan flavonoid (Pang et
al. 2014). Senyawa turunan flavonoid yang
terkandung antara lain blumeatin (5,3’,5'-
trihydroxy-7-methoxy-dihydro-flavone), velutin,
tamarixetin, dihidrokuersetin-7,4’-dimetil eter,
ombuine, rhamnetin, Iluteolin-7-metil eter,
luteolin, kuersetin, 5,7,3.,5-
tetrahidroksiflavanon dan dihidrokuersetin-4’-
metil eter (Nessa et al. 2005). Penelitian
membuktikan bahwa tanaman sembung
memiliki  aktifitas  sebagai  antitumor,
antioksidan, hepatoprotektor, antibakteri,
antiinflamasi, antiplasmodial, antitirosin, dan
antiplatelet (Pang et al. 2014). Melihat
berbagai kandungan senyawa antioksidan
khususnya golongan flavonoid pada
tanaman sembung, maka tanaman ini
sangat berpotensi untuk memperbaiki fungsi
reproduksi yang menurun akibat pakan tinggi
lemak. Sehingga, penelitian ini bertujuan
untuk mengetahui manfaat pemberian
ekstrak daun sembung secara oral terhadap
profii  tubulus seminiferus dan sel-sel
spermatogenik pada tikus wistar yang
diinduksi pakan tinggi lemak.

BAHAN DAN METODE

Rancangan penelitian ini adalah
randomized pretest - posttest control group
design. Sampel dalam penelitian ini adalah
tikus wistar jantan dewasa (Raftus
norvegicus) umur 3-4 bulan dengan kisaran
berat badan 150 - 200 gram (Gambar 1A).



Sampel tikus yang dipilih dibagi menjadi 2
kelompok, yaitu kelompok kontrol
hiperlipidemia yang diberikan aquades steril
dan kelompok perlakuan yang diberi ekstrak
daun sembung secara oral. Jumlah sampel
yang dipakai berjumlah 8 ekor pada masing-
masing kelompok dengan menambahkan 1
ekor cadangan pada kedua kelompok.
Pemberian diet tinggi lemak pada kelompok
kontrol dan perlakuan (pretest) selama 30
hari setelah tikus diaklimatisasi selama 7
hari. Kemudian pada kelompok kontrol
diberikan aquades steril (posttest)
sedangkan pada kelompok perlakuan
diberikan ekstrak daun sembung secara oral
sebanyak 2 mg/mL selama 50 hari (posttest)
(Gambar 1B). Selama penelitian tikus
diberikan pakan standar secara ad libitum.
Pakan standar yang diberikan adalah
Pakan Ayam CP594 dari PT. Pokphand
yang mengandung kadar air 13%, protein
17,5-19,5%, lemak 3%, serat 8%, abu 7%,
kalsium 0,9%, dan fosfor 0,9%. Pakan tinggi
lemak mengandung kolesterol 1%, kuning
telur 5%, lemak babi 30%, minyak goreng
5%, makanan standard sampai 100%.
Ekstraksi daun sembung dilakukan di
Laboratorium  Bioteknologi, Universitas
Dhyana Pura (Gambar 2). Sampel daun
sembung yang dipilih berukuran sedang dan
berwarna hijau yang diambil di daerah Tista,
Kerambitan, Tabanan kemudian dibersihkan
dari bahan organik asing dan kotoran.
Selanjutnya ditimbang sejumlah tertentu,
dimasukkan ke dalam  juicer dan
dihancurkan, ditambahkan etanol sebagai
senyawa pengekstrak. Lalu dimaserasi
selama 24 jam. Selanjutnya disaring
beberapa kali untuk kemudian diambil

Gambar 1. Hewan coba tikus (Rattus norvegicus)
yang digunakan dalam penelitian ini. (A)
tikus dalam kandang. (B) Perlakuan
ekstrak daun sembung oral
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residunya. Residu dijadikan satu untuk
selanjutnya didestilasi untuk memisahkan
alkohol dengan ekstrak daun sembung.
Setelah terpisah ekstrak diuapkan hingga
terbentuk serbuk kering yang kemudian
disimpan (Gambar 2). Kadar daun sembung
dihitung dengan cara membandingkan bobot
daun dengan volume akhir yang diperoleh,
hingga diperoleh kadar dengan satuan
mg/mL.

Selanjutnya sampel dieutinasi
(dimatikan) untuk dibuat preparat histopatologi
testis. Pembuatan preparat histopatologi
dilakukan di Laboratorium Balai Besar
Penyakit Veteriner, Denpasar. Organ testis
yang telah dipisahkan, kemudian difiksasi
pada larutan buffer formalin 10% selama 3
jam, lalu dilakukan dehidrasi. Mula-mula pada
alkohol 70% selama %2 jam, selanjutnya
dimasukkan ke dalam alkohol 95% selama 7%
jam, kemudian dimasukkan ke dalam alkohol
100% pertama () selama %2 jam, kedua (Il)
selama 1 jam, ketiga (lll) selama 1 jam dan
keempat (V) selama 1 jam.

Kemudian proses clearing
dimasukkan ke dalam xylol pertama (I)
selama 1 jam dan xylol kedua (Il) selama 2
jam, kemudian impregnasi embedding

dengan dimasukkan ke dalam parafin
pertama (l) selama 22 jam dan parafin

Gambar 2. Ekstraksi daun sembung (B.
balsamifera). (A) Daun sembung
yang digunakan. (B) Penambahan
etanol pada daun yang sudah
dihancurkan. (C) Hasil maserasi.
(D) Proses evaporasi. (E) Ekstrak

kasar daun sembung
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Tabel 1. Profil histologi testis tikus wistar kelompok
kontrol yang diinduksi pakan tinggi lemak dan
diberikan aquades steril

Pemeriksaan

Variabel

Pretest Posttest
Diameter tubulus (um)  265,63+19,25 253,43141,43NS
Spermatogonium A 35,25+¢2,77  37,48+2,45"°
Spermatosit Pakiten 39,05+2,55  40,03%1,84"°

Spermatid 7 43,35+¢2,23  41,03+2,53"°

Spermatid 16 48,9+3,57  49,03+2,28"°

Keterangan: *p<0,05; NS= tidak signifikan dibandingkan
dengan pretest menggunakan paired t-test

kedua (Il) selama 4 jam. Kemudian dibuat
blok parafin dan disimpan dalam almari es.
Selanjutnya blok parafin dipotong dengan
mikrotom setebal 5 mikron dan dilakukan
pewarnaan (staining). Pewarnaan sediaan
testis dengan Hematoxylin-Eosin  (HE),
dengan cara pertama deparafinisasi dengan
xylol, hidrasi dengan serial alkohol 100% (2
x 2 menit), 95% (2 menit), 90% (2 menit),
80% (2 menit), 70% (2 menit) kemudian
diwarnai dengan hematoxylin selama 1
menit, lalu cuci dengan air keran beberapa
menit sampai air bersih, lalu diwarnai
dengan eosin biarkan selama 5 menit, lalu
cuci 2 kali dengan alkohol 75%, kemudian
dilakukan dehidrasi dengan alkohol 95%,
bersihkan dengan xylene, selanjutnya
dilakukan mounting menggunakan entelan.

Pemeriksaan histopatalogi  testis
menggunakan mikroskop elektrik dengan
pembesaran 100 kali (10 x 10) dan 400 kali
(10 x 40). Pengukuran diameter tubulus
seminiferus dengan cara mengukur diameter
tubulus yang bulat atau dianggap bulat
menggunakan software Imaged. Jumlah
tubulus yang diukur adalah sebanyak 30
tubulus per sampel. Penghitungan sel-sel
spermatogenik dilakukan dengan
menghitung spermatogonium A, spermatosit,
spermatid 7 dan spermatid 16 sebanyak 5
lapang pandang kemudian dirata-ratakan.
Foto histologi diambil menggunakan kamera
digital Optilab.

Data rerata diameter tubulus dan
jumlah sel-sel spermatogenik dianalisis
dengan program SPSS. Uji normalitas
dengan Kolmogorov-Smirnov dan
homogenitas data dengan Leven Test. Uji
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Tabel 2. Profil histologi testis tikus wistar kelompok
perlakuan yang diinduksi pakan tinggi lemak
dan diberikan ekstrak daun sembung secara
oral sebanyak 2 mg/mL selama 50 hari

Variabel Pemeriksaan

Pretest Posttest
Diameter tubulus (um) 265,63+7,25 339,97+9,35*
Spermatogonium A 35,85+1,94 55,1+3,52*
Spermatosit Pakiten 35,53+2,79 48,3+1,96*
Spermatid 7 38,28+1,98  44,15+2,53"°
Spermatid 16 47,3+3,57 61,43+2,32*

Keterangan: *p<0,05; NS= tidak signifikan dibandingkan
dengan pretest menggunakan paired t-test

beda rerata menggunakan uji paired t-test
serta independent t-test untuk mengetahui
efek pemberian ekstrak daun sembung.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil penelitian menunjukkan bahwa
tikus yang diberikan aquades steril (kontrol)
tidak mengalami perubahan diameter
tubulus seminiferus serta jumlah sel-sel
spermatogenik (spermatogonium A,
spermatosit primer, dan spermatid 16)
(Tabel 1). Namun pada kelompok yang
diberikan ekstrak daun sembung selama 50
hari, ketebalan tubulus seminiferus serta sel-
sel spermatogenik mengalami peningkatan
secara signifikan (Tabel 2). Jumlah sel
spermatid 7 meningkat tapi tidak signifikan
pada kelompok ini (p>0,05).

Hasil penelitian menunjukkan
pemberian pakan tinggi lemak menyebabkan
atrofi tubulus seminiferus pada testis yang
ditandai dengan struktur tubulus yang
abnormal serta diameter tubulus yang
rendah  sebelum diberikan perlakuan
(pretest) yaitu 265,63+19,25 pum pada
kelompok kontrol dan pada kelompok
perlakuan  265,63%7,25 pum. Setelah
diberikan perlakuan selama 50 hari,
kelompok kontrol menunjukkan tidak adanya
perbaikan karakteristik histologi, namun
kelompok yang diberikan ekstrak daun
sembung menunjukkan perbaikan struktur
tubulus dan proses spermatogenesis
(Gambar 3, Tabel 3). Kejadian hiperlipidemia
akibat pakan tinggi lemak erat kaitannya
dengan peningkatan radikal bebas (Reactive
Oxygen Species/ROS) pada sel dan jaringan



normal. ROS berpotensi toksik hingga
mengakibatkan hambatan proliferasi sel,
degenerasi bahkan kematian sel (Siswanto
et al. 2015; Kartiko dan Siswanto 2018).
Pada hasil penelitian ini telah terjadi
kerusakan pada struktur membran tubulus
berupa fragmentasi tubulus, penurunan
diameter, pada membran basal tubulus
terlihat tidak ditempati oleh kumpulan
spermatogonium.

Hasil pengamatan serupa juga terjadi
pada sel-sel spermatogenik tikus yang
mengalami hiperlipidemia. Pada lumen
tubulus nampak spermatogonium (sel
spermatogenik yang paling besar) tidak
rapat. Ini terjadi akibat fungsi dan struktur
abnormal dari tubulus yang tidak mendukung
berlangsungnya proses spermatogenesis.

A
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Spermatogenesis sangat dipengaruhi oleh
sekresi hormon testosteron yang dihasilkan
oleh sel Leydig pada testis. Tikus yang
mengalami hiperlipidemia mengalami
penurunan jumlah sel Leydig sehingga

menghambat sekresi testosteron
(Permatasari dan  Widhiantara 2017).
Hiperlipidemia juga mengakibatkan

terganggunya poros hipotalamus-hipofise-
testis sehingga sekresi LH (Luteinizing
hormone) mengalami gangguan yang
menyebabkan stimulasi pada sel Leydig
untuk menghasilkan testosteron juga
terganggu (Bashandy 2007).

Pada penelitian ini terjadi peningkatan
diameter serta jumlah sel-sel spermatogenik
setelah pemberian ekstrak daun sembung
sebanyak 2 mg/mL per hari secara oral.

Gambar 3. Atrofi tubulus seminiferus terjadi pada tubulus seminiferus testis tikus, pembesaran gambar 100 kali (A)
dengan gejala penurunan jumlah SPA dan SPs, diameter TS dan Rl yang kosong, pembesaran gambar
400 kali (B). Tubulus seminiferous testis tikus setelah pemberian ekstrak daun sembung (Blumea
balsamifera) dosis 2 mg/mL, pembesaran gambar 100 kali (C) merangsang peningkatan SPA dan SPs,
diameter TS dan struktur sel-sel pada Rl yang lebih rapat, pembesaran gambar 400 kali (D). Keterangan:

TS = Tubulus Semineferus; r = radius; RI

Ruang Interstisial; SL = Sel Leydig; SPA = Sel

spermatogonium A; SPs = Sel spermatosit; SP7 = Spermatid 7; SP16 = Spermatid 16
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Tabel 3. Komparasi rerata tubulus seminiferus dan
sel-sel spermatogenik tikus wistar antar
kelompok sesudah perlakuan (posttest)

Variabel Kontrol Kelompgznakuan
Diameter tubulus (um) 253,43+41,43  339,97+9,35*
Spermatogonium A 37,48+2,45 55,1+3,52*
Spermatosit Pakiten 40,03+1,84 48,311,96*
Spermatid 7 41,03+2,53  44,15+2 53"°
Spermatid 16 49,03+2,28  61,43+2,32*

Keterangan: *p<0,05; NS= tidak signifikan dibandingkan
dengan kontrol menggunakan independent t-test

Peningkatan terjadi pada jumlah
spermatogonium A, spermatosit pakiten dan
spermatid 16 secara signifikan (P<0,05)
(Tabel 2) dibandingkan dengan pretest. Sel
spermatid 7 meningkat tetapi tidak signifikan
(p>0,05). Pada gambar histopatologi tampak
sel-sel spermatogenik secara kompak
memenuhi tubulus seminiferus (Gambar 3C).
Rata-rata diameter tubulus pada kelompok
kontrol tidak mengalami  peningkatan
(p>0,05) jika dibandingkan antara sebelum
dan setelah pemberian aquades, begitu pula
dengan sel-sel spermatogenik (p>0,05).
Sembung memiliki kekmampuan dalam
menurunkan kadar lipid darah. Daun
sembung mengandung beberapa senyawa
aktif yang Dberpotensi tinggi sebagai
antioksidan seperti tannin, saponin, flavonoid
dan minyak atsiri. Sebelumnya telah
dilaporkan bahwa daun sembung memiliki
kandungan total fenolik sebesar 13,15+0,11
mg GAE/g sampel, kadar tannin sebesar
1,65+0,01 mg TAE/g sampel, dan kapasitas
antioksidan 5,55+0,01 mg GAE/g sampel
(Kusumawati dan Yogeswara 2016).
Beberapa penelitian terkait efek
senyawa aktif menunjukkan bahwa flavonoid
(Liu et al. 2017), fenol (Shao et al. 2017),
tannin (Velayutham et al. 2012) dapat
memperbaiki  profil  lipid.  Sebaliknya,
penelitian melaporkan bahwa tannin pada
daun kaliandra menghambat
spermatogenesis dan sekresi hormon
testosteron pada tikus (Setyawati et al.
2017), namun pada penelitian ini ekstrak
daun sembung memiliki efek positif terhadap
testis tikus. Hal ini disebabkan oleh
kandungan tannin pada daun kaliandra
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cukup tinggi mencapai 25% dibandingkan
dengan jenis tanaman hijau golongan legum
lainnya. Saponin merupakan senyawa
bioaktif yang dapat menghambat biosintesis
kolesterol secara eksogen (Kusuma et al.
2011). Senyawa saponin mengikat kolesterol
dengan asam empedu sehingga dapat
menurunkan kadar kolesterol pada tikus
jantan galur wistar hiperlipidemia (Afrose et
al. 2009). Aktifitas senyawa golongan
flavonoid pada daun sembung berfungsi
sebagai imunomodulator dan antioksidan
sehingga mampu menjaga metabolisme sel,
meningkatkan regenerasi dan menghambat
kerja radikal bebas (Kusuma et al. 2011;
Prochazkova et al. 2011).

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian di atas
dapat disimpulkan bahwa pemberian ekstrak
daun sembung (B. balsamifera) memperbaiki
profil histologi testis tikus dilihat dari
peningkatan diameter tubulus seminiferus
dan jumlah sel-sel spermatogenik tikus wistar
yang diinduksi pakan tinggi lemak secara
signifikan. Saran yang dapat diberikan pada
penelitian ini adalah penelitian lanjutan untuk
mengetahui efek ekstrak daun sembung
terhadap  jumlah sel  spermatogenik
khususnya sel spermatid pada beberapa
konsentrasi berbeda.
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