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dl-扁桃酸对人精子与阴道黏膜上皮 VK2/E6E7 细胞的毒性研究 
 

夏敏杰，王玉柱，黄超，丁训城，李卫华*，芦洁*
(上海市计划生育科学研究所，国家计划生育药具重点实验室，上海 200032) 

 
摘要：目的  探讨 dl-扁桃酸对人阴道黏膜上皮细胞(VK2/E6E7)与精子的细胞毒性损伤。方法  不同浓度的 dl-扁桃酸处

理高活力精子 20 s，计算机辅助精子分析仪测定精子活率，扫描电子显微镜检测精子受损情况。1.25，2.5 g·L1 dl-扁桃酸

和 4.0 g·L1 壬苯醇醚(nonoxynol-9，N-9)处理 VK2/E6E7 细胞，MTT 法检测细胞活性，ELISA 试剂盒检测乳酸脱氢酶(LDH)

释放率，并用流式细胞法检测细胞凋亡率。结果  dl-扁桃酸抑制精子活率的半数有效浓度约为 1.25 g·L1，最低有效浓度

约为 2.5 g·L1。扫描电镜结果显示，dl-扁桃酸处理组精子表面结构与对照组形态相似，无明显受损特征，N-9 组精子严

重受损。MTT 实验结果表明，1.25 g·L1 dl-扁桃酸组细胞存活率>95%，2.5 g·L1 dl-扁桃酸组细胞存活率约为 50%。1.25，

2.5 g·L1 dl-扁桃酸处理组 LDH 释放量只有微量检出，远低于 N-9 组。流式细胞检测表明，1.25，2.5 g·L1 dl-扁桃酸处理

组中活细胞和晚期凋亡比例与对照组相近，早期凋亡细胞略少于对照组，死亡细胞稍多于对照组，N-9 组大量细胞死亡。

结论  dl-扁桃酸对 VK2/E6E7 细胞毒性远低于 N-9，其对精子的抑制作用不是通过破坏精子质膜与鞭毛来实现。 
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Cytotoxicity of dl-Mandelic Acid on Human Sperm and VK2/E6E7 Cells  
 
XIA Minjie, WANG Yuzhu, HUANG Chao, DING Xuncheng, LI Weihua*, LU Jie*(State Key Labs of Family 
Planning Devices, Shanghai Institute of Planned Parenthood Research, Shanghai 200032, China) 

 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To study the cytotoxicity of dl-mandelic acid to VK2/E6E7 cells and human sperm. METHODS 
The high vigor sperm was incubated with dl-mandelic acid for 20 s, the sperm survival rate was evaluated by computer assistant 
spermanalysis(CASA). The damage of sperm surface structure was detected by scanning electron microscope. The VK2/E6E7 

cells were incubated with 4.0 g·L1 nonoxynol-9(N-9) or dl-mandelic acid of 1.25 and 2.5 g·L1, the cells survival rate was 
evaluated by MTT assay, the release rate of LDH was detected by ELISA, and the apoptosis rate were detected by  flow 
cytometry. RESULTS  The median effective concentration and the minimal effective concentration of dl-mandelic acid to 

sperm were 1.25 g·L1 and 2.5 g·L1. There were no obvious damage characteristics on sperm plasmalemma or flagellum of 
dl-mandelic acid groups detected by scanning electron microscope, but the sperm plasmalemma or flagellum of N-9 group were 

severely damaged. The VK2/E6E7 cells survival rate of 1.25 g·L1 dl-mandelic acid group was>95%, survival rate of 2.5 g·L1 
dl-mandelic acid group was about 50%. The LDH release rates of dl-mandelic acid groups were infinitesimal, and far below N-9 
group. The living cells and late apoptotic cells of dl-mandelic acid groups were close to control group, showed no significant 
difference; the early apoptotic cells were little less and dead cells were little more than control group, while most cells of N-9 
group were dead. CONCLUSION  The dl-mandelic acid has a lower cytotoxicity to VK2/E6E7 cells than N-9. The inhibitory 
effect of dl-mandelic acid on sperm is not by destroying sperm plasmalemma or flagellum. 
KEY WORDS: dl-mandelic acid; nonoxynol-9; VK2/E6E7 cells; cytotoxicity 
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外用避孕药是指放入阴道内杀灭精子而达到

避孕目的的药物，通常是将外用杀精剂与药物载

体制成特定的剂型，使用时直接放入阴道内，通

过化学杀精和物理屏障作用达到避孕效果[1]。目

前，国内供应的外用避孕药普遍以壬苯醇醚

(nonoxynol-9，N-9)为活性化合物，品种单一，不

能涵盖各类人群的需求，而且其对阴道黏膜刺激

性较大，有加大性传播疾病 (sexual transmitted 

diseases，STDs)感染的风险，其安全性问题也令人

担忧[2-4]。为此，研发安全有效、对阴道黏膜刺激
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性小的外用避孕新药具有重要意义。 

本课题组对 dl-扁桃酸的前期研究结果表明，

dl-扁桃酸具有显著的体外抑制精子的活性，它通

过影响精子顶体和降低线粒体膜电位，引发精子

运动障碍失去进行性直线运动的能力，从而对精

子起到制动作用。因此，dl-扁桃酸可以作为一种

深具潜力的外用避孕新药。本实验就 dl-扁桃酸对

VK2/E6E7 细胞存活率影响、乳酸脱氢酶(LDH)释

放量、细胞凋亡等的毒性效应进行研究，为进一

步探讨其临床前药效学与安全性评价提供参考和

科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  人精液样品  

2013年 10月就诊于上海市计划生育科学研究

所医院门诊部的男性，年龄 25~35 岁，禁欲 3~8 d，

自渎法收集精液，取符合 WHO 标准的正常精液

(在 0.5 h 内液化，精液量>2 mL，pH 值 7.0~7.7，

精子活率>70%)用于研究。通过上游法进一步获得

高活力精子，并将精子样本调节至密度为 1×

107·mL1 备用。本研究经本研究所伦理委员会批

准，精液标本捐献者知情同意，标本在完成实验

研究后，全部高温杀灭。精子采用精子培养基

EBSS(美国 Invitrogen 公司)培养。 

1.2  细胞株及细胞培养基[5] 

永生化人阴道上皮细胞株(VK2/E6E7，购自

ATCC)采用 VK2/E6E7 角质细胞培养基 (美国

Gibco 公司)培养，37 ℃，5% CO2 条件下细胞呈单

层贴壁生长，取对数期细胞用于实验。 

1.3 试剂与仪器 

dl-扁桃酸(上海贝合化工有限公司，分析纯)，

分别用精子培养基 EBSS 和细胞培养基配置成不

同浓度溶液备用；N-9(西安瑞林生物科技有限公司)

临床使用浓度为 40 g·L1，分别用细胞培养液和

EBSS 将其稀释 10 倍配置成浓度为 4.0 g·L1 溶液

作为阳性对照备用。3-(4，5-二甲基噻唑-2)-2，5-

二苯基四氮唑溴盐(MTT，美国 Sigma 公司)；二甲

亚砜(DMSO，美国 Sigma 公司)；乳酸脱氢酶细胞

毒性检测试剂盒(LDH，碧云天生物技术研究所)；

Annexin V-FITC 细胞凋亡检测试剂盒(南京凯基生

物科技发展有限公司)；其他常规试剂均为国产分

析纯。Accuri C6 流式细胞仪(美国 BD 公司)；

Multiskan FC 酶标仪(美国 Thermo)；CKX-31 相差

显微镜(日本 Olympus)；XL-30 扫描电子显微镜(荷

兰 Philips)；CPD030 临界点干燥仪(德国 Leica)；

LDM150D 离子溅射仪(上海电子光学技术研究所)。 

1.4  dl-扁桃酸对精子活率的影响 

采用改进的 Sander-Cramer方法进行精子活率

测定试验[6-7]。50 µL 精液分别置入含 50 µL 37 ℃

预温的 0.5，1.0，2.0，3.0，5.0，10.0 g·L1 dl-扁

桃酸或 0.023，0.045，0.09，0.18，0.36 g·L1 N-9

的 96 孔板中，混匀，20 s 后吸取混合后的精子悬

液约 10 μL，用计算机辅助精子分析仪(computer 

assistant spermanalysis，CASA)进行分析，每份样

品分析 200 个精子轨迹，记录 10~15 个视野，测

定精子活率，并用 SPSS 软件计算 dl-扁桃酸和 N-9

抑制精子活率的半数有效浓度(EC50)与最低有效

浓度(MEC)。 

1.5  扫描电子显微镜检测精子受损 

将精子样本分为 3 组，分别用预先配置好的

2.5 g·L1dl-扁桃酸、4.0 g·L1 N-9 和 EBSS 培养基

处理 20 s。离心收集精子，2.5%的戊二醛固定 2 h，

二甲砷酸钠洗涤 2 次，再用 1%的锇酸固定 2 h，

进行酒精梯度脱水。用中间液置换酒精后，将精

子置于临界点干燥仪干燥，离子溅射仪表面镀金，

扫描电镜里进行观察。 

1.6  dl-扁桃酸对细胞活性的影响 

收集对数生长期的 VK2/E6E7 细胞接种到 96

孔细胞培养板中，每孔接种约 5 000 个细胞。待细

胞贴壁后吸去培养基，PBS 洗涤 1 次，将各培养

孔分为对照组细胞孔以及药物处理细胞孔。在药

物处理细胞孔中加入 200 μL 预先配置好的 1.25，

2.5，5.0 g·L1 dl-扁桃酸或 4.0 g·L1 N-9 溶液，对

照孔加入 200 μL 培养基，培养 24 h，加入 20 μL 

MTT 工作液，培养 4 h，离心，弃上清，加入 150 μL 

DMSO 溶解紫色结晶，酶标仪检测，490 nm 处测

定吸光度。 

1.7  dl-扁桃酸对细胞 LDH 释放的影响 

细胞处理同“1.6”项下方法，药物处理 4 h

后，离心，分别取各孔的上清液 120 μL，加入到

一新的 96 孔板对应孔中，加入 60 μL LDH 工作液，

避光，室温孵育 0.5 h，酶标仪检测，490 nm 处测

定吸光度。 

1.8  dl-扁桃酸对细胞凋亡的影响 

将处于对数生长期的 VK2/E6E7细胞接种到 6

孔细胞培养板中，每孔接种约 1×106 个细胞。培

养 24 h，待细胞贴壁后吸去培养基，PBS 洗涤 1
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次，将各培养孔分成对照组细胞孔以及药物处理

细胞孔。在对照组细胞孔中加入 5 mL 培养基，药

物处理细胞孔中加入 5 mL 预先配置好的 1.25，

2.5 g·L1 dl-扁桃酸或 4.0 g·L1 N-9 溶液，培养 4 h，

离心，弃上清。胰酶消化细胞，PBS 洗涤 2 次，

每孔收集 3~5×105 细胞；加入 500 μL 的 Binding 

Buffer 重悬细胞；加入 5 μL Annexin V-FITC 混匀

后，加入 5 μL Propidium Iodide，混匀；室温、避

光、反应 5~ 15 min；流式细胞仪检测，激发波长

为 488 nm。 

1.9 统计学分析 

实验结果用 sx  表示，应用 SPSS 17.0 软件

进行统计分析。组间均数比较用方差分析(one-way 

ANOVA)和 t 检验，检验水准 P<0.05 为有显著性

差异。 

2  结果 

2.1  dl-扁桃酸对精子活率的影响 

dl-扁桃酸作用精子 20 s 后，精子活率随着 dl-

扁桃酸浓度的升高而逐渐降低，在显微镜下表现

为运动速率逐渐减缓，尾部摆动幅度逐渐降低，

且表现出明显的剂量关系(P<0.05)，结果见图 1。

经计算 dl-扁桃酸抑制精子活率的 EC50 约为

1.25 g·L1，MEC 约为 2.5 g·L1。N-9 抑制精子活

率的 EC50 约为 0.09 g·L1，MEC 约为 0.18 g·L1。 

2.2  dl-扁桃酸对精子表面结构的影响 

dl-扁桃酸和 N-9 分别处理精子 20 s 后，扫描

电镜观察精子受损情况，dl-扁桃酸组精子与对照

组精子形态相似，无明显受损特征，头部呈椭圆

形，光滑，可见顶体后端增厚形成赤道沟，精子

主段到末段平滑逐渐变细；N-9 组精子顶体、环状

沟消失，头颈分离，精子头部穿孔，尾部断裂，

质膜破坏严重。结果见图 2。 

2.3  dl-扁桃酸对细胞活性的影响 

dl-扁桃酸和 N-9 分别处理 VK2/E6E7 细胞

24 h 后，对照组中细胞形态完整，细胞生长良好，

1.25 g·L1 dl-扁桃酸组中细胞形态与生长状况与

对照组无明显差异；2.5 和 5.0 g·L1 dl-扁桃酸组

中，部分细胞已经开始出现空泡，少部分细胞已

经破碎；N-9 组中，绝大部分细胞破裂死亡，视野

下已经很难发现形态完整的细胞，结果见图 3。

MTT 测定细胞活性，设对照组细胞平均存活率为

100%，经对比，1.25 g·L1 dl-扁桃酸组中细胞存活

率>95%，2.5 g·L1 dl-扁桃酸组的存活率约为 50%，

5.0 g·L1 dl-扁桃酸组的存活率约为 40%，而 N-9

组中的细胞存活率<20%，显著低于 3 个浓度 dl-

扁桃酸组(P<0.05)，结果见图 4。 

 
图 1  dl-扁桃酸和 N-9 对精子活率的影响 

Fig. 1  The effect of dl-mandelic acid and N-9 on sperm 
viability 

 
图 2  dl-扁桃酸对精子表面结构的影响 
A对照组；B2.5 g·L1 dl-扁桃酸组；CN-9 组。 

Fig. 2  The effect of dl-mandelic acid on sperm morphology 
Acontrol group; B2.5 g·L1 dl-mandelic acid group; CN-9 group. 

 
图 3  dl-扁桃酸对 VK2/E6E7 细胞形态的影响 
A对照组；B1.25 g·L1 dl-扁桃酸组；C2.5 g·L1 dl-扁桃酸组；D5.0 g·L1 dl-扁桃酸组；EN-9 组。 

Fig. 3  The effect of dl-mandelic acid on cellular morphology of VK2/E6E7 
Acontrol group; B1.25 g·L1 dl-mandelic acid group; C2.5 g·L1 dl-mandelic acid group; D5.0 g·L1 dl-mandelic acid group; EN-9 group. 
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图 4  dl-扁桃酸对 VK2/E6E7 细胞活率的影响 
与对照组比较，1)P<0.05；与 N-9 组比较，2)P<0.05。 

Fig. 4  The effect of dl-mandelic acid on survival rate of 
VK2/E6E7  
Compared with control group, 1)P<0.05; compared with N-9 group, 
2)P<0.05. 

2.4  dl-扁桃酸对细胞 LDH 释放的影响 

dl-扁桃酸和 N-9 分别处理 VK2/E6E7 细胞 4 h

后，测定各组细胞 LDH 释放量。设 N-9 组平均

LDH 释放量为 100%，经对比，对照组和 dl-扁桃

酸组 LDH 释放量只有微量检出，远远低于 N-9 组。

而且对照组与 1.25 g·L1 和 2.5 g·L1 dl-扁桃酸组

之间差异无统计学意义。结果见图 5。 

2.5  dl-扁桃酸对细胞凋亡的影响 

dl-扁桃酸和 N-9 分别处理 VK2/E6E7 细胞 4 h

后，流式细胞检测 VK2/E6E7 凋亡情况。对照组细

胞中活细胞比例约为 80%，早期凋亡细胞与晚期

凋亡细胞分别占 5%与 10%左右，死亡细胞极少，

约 2%左右。1.25 g·L1 和 2.5 g·L1 dl-扁桃酸组中

活细胞和晚期凋亡比例与对照组相近，无显著差

异，早期凋亡细胞略少于对照组，死亡细胞稍多

于对照组，但统计分析显示无显著性差异。N-9 组

中活细胞与早期凋亡细胞极少，部分细胞处于晚

期凋亡阶段，比例约为 18%，绝大多数细胞已经

死亡，其比例高达 80%，结果见表 1。 

 
图 5  dl-扁桃酸对细胞 LDH 释放的影响 
与 N-9 组比较，1)P<0.05。 

Fig. 5  The effect of dl-mandelic acid on LDH release rate 
of VK2/E6E7 
compared with N-9 group, 1)P<0.05. 

表 1  dl-扁桃酸对细胞凋亡的影响 

Tab. 1  The effect of dl-mandelic acid on apoptosis of VK2/E6E7  

细胞状态/% 
组 别 

活细胞 早凋细胞 晚凋细胞 死亡细胞 

对照组 81.81±4.16 3.44±1.39 10.33±6.85 2.42±1.3 

1.25 g·L1 dl-扁桃酸组 82.87±6.20 0.63±0.46 10.85±6.31 5.62±4.61 

2.5 g·L1 dl-扁桃酸组 82.42±3.47 1.01±0.81 11.72±6.49 4.65±3.02 

N-9 组  1.60±0.87 0.32±0.17 16.97±8.79 80.85±19.64 

 

3  讨论 

目前 N-9 作为我国唯一获得 SFDA 批准的阴

道外用避孕药已经过了数十年的临床验证，其杀

精避孕的药效已获得公认。然而，国内外用避孕

药长期以来仅限于 N-9 产品的局面过于单一，且

N-9 自身存在较强的局部刺激性和过敏反应等不

良反应，可造成生殖道黏膜损伤，从而增加性病/

艾滋病(HIV/STDs)病原体经性传播的风险。为此，

WHO 和 CONARD 在 2001 年发布联合公告，禁止

N-9 在性病高危人群中使用[6]。 

为了研究外用避孕杀精剂对阴道黏膜的细胞

毒性，国外研究者已开始研究多种细胞模型、组

织培养模型及动物模型, 以期从不同层次上对生

殖道外用药物的候选药物进行安全性和有效性的

评价[7-9]。VK2/E6E7 细胞株是一种永生化的人阴

道黏膜上皮细胞，具有无限增殖能力和高存活率

等特点。此外，VK2/E6E7 细胞还具有多层鳞状无

角质上皮的物理屏障功能[10]，因此，能将其作为

一种理想的研究外用杀精剂安全性的细胞模型。

Doncel 等曾用 VK2/E6E7 细胞作为细胞模型，通

过 MTT 法测定细胞活性，ELISA 测定多种炎症因

子释放，研究了包括 N-9 在内多种药物的细胞毒

性[11]。本实验以 VK2/E6E7 细胞作为细胞毒性模

型，以 N-9 作为阳性对照，研究 dl-扁桃酸对阴道

黏膜细胞的细胞毒性。  

本研究首先用 CASA 测得 dl-扁桃酸抑制精子
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活率的 EC50 约为 1.25g·L1 ，最低有效浓度

2.5 g·L1，然后观察阳性对照 N-9 和 3 个不同浓度

(1.25，2.5，5.0 g·L1)dl-扁桃酸对 VK2/E6E7 细胞

的毒性作用。N-9 和 dl-扁桃酸处理 VK2/E6E7 细

胞24 h后，MTT结果显示N-9组细胞存活率<20%，

而 1.25 g·L1 dl-扁桃酸细胞存活率>95%，2.5 和

5.0 g·L1 dl-扁桃酸细胞存活率均>40%，显著高于

N-9 处理组 (P<0.05)。 N-9 和 dl-扁桃酸处理

VK2/E6E7 细胞 4 h 后，流式细胞结果显示 2 个 dl-

扁桃酸组活细胞比例>80%，与阴性对照无显著差

异，而 N-9 处理组中绝大多数细胞已经死亡，部

分细胞处于凋亡阶段，凋亡细胞比例与其他 3 组

无显著差异。综合 MTT 和流式结果，提示短时内

(4 h)dl-扁桃酸对 VK2/E6E7 细胞无明显细胞毒性，

且不会诱导细胞凋亡，而随着时间增加(24 h)，较

高浓度(≥2.5 g·L1)dl-扁桃酸对 VK2/E6E7 细胞仍

具有一定的细胞毒性。 

有文献报道，外用阴道杀精剂可因自身的表

面活性直接或间接与主要存在于细胞膜上的多不

饱和脂肪酸发生脂质过氧化反应，从而破坏细胞

膜结构，引起质膜通透性改变[12]。因此，外用避

孕杀精剂对细胞膜通透性的影响能更灵敏地反映

其对细胞的毒性，正常情况下 LDH 存在于细胞浆

内，不能透过细胞膜，而当细胞受到损伤时，细

胞膜通透性改变，LDH 便可以从胞内释放至胞

外[13-14]，通过 ELISA 等方法可以精确检出 LDH

释放率，以此评估细胞受损情况。在本研究中，

发现 2 个不同浓度(1.25，2.5 g·L1)dl-扁桃酸 LDH

释放检出量微乎其微，与阴性对照无明显差异，

推测 dl-扁桃酸并不是破坏细胞膜，改变细胞通透

性从而使细胞失活。此外，本研究中采用扫描电

子显微镜观察经 N-9 和 dl-扁桃酸处理后精子的受

损情况，发现 dl-扁桃酸处理组精子与正常对照组

精子形态相似，无明显受损特征；N-9 处理组精子

头部穿孔，尾部断裂，质膜破坏严重。 

综上所述，dl-扁桃酸对 VK2/E6E7 细胞无明

显细胞毒性，且不具有凋亡效应，但当浓度达到

2.5 g·L1 后，dl-扁桃酸随着作用时间的增加仍具

有一定的细胞毒性。因此，本研究认为，相对于

N-9，dl-扁桃酸具有良好的细胞安全性，在控制用

药量、用药时间的前提下，dl-扁桃酸能成为一种

既能有效失活精子，又不损伤阴道黏膜的理想外

用避孕新药。 
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