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【摘要】  目的　鲜红斑痣是一种先天性毛细血管畸形的皮肤疾病，本研究结合鲜红斑痣的生物学特性和微针经皮传

输药物的优势，拟构建共载抗血管生成药物雷帕霉素（rapamycin, RPM）和光敏剂光克洛（photochlor, HPPH）的纳米药物复

合可溶解微针（RPM-HPPH NP@HA MN）实现抗血管生成治疗与光动力协同治疗鲜红斑痣。方法　首先通过乳化溶剂挥

发法制备装载RPM和HPPH的纳米药物（RPM and HPPH co-loaded nanoparticles, RPM-HPPH NP），在660 nm激光照射下考

察其活性氧（reactive oxygen species, ROS）产生能力，以小鼠血管内皮瘤细胞系EOMA为研究对象，通过荧光显微镜和流式

细胞仪检测细胞摄取行为，MTT实验法检测在有、无660 nm激光照射下，RPM-HPPH NP对EOMA的细胞毒性作用（游离

RPM为对照）。之后通过模板法将纳米药物与透明质酸（hyaluronic acid, HA）可溶解微针体系复合得到RPM-HPPH
NP@HA MN，通过扫描电镜和电子万能试验机考察其形貌特征和力学性能，通过台盼蓝染色和HE染色实验评价RPM-
HPPH NP@HA MN对裸鼠皮肤的刺入能力。结果　RPM-HPPH NP粒径150 nm，在激光的照射下可产生大量的ROS。在

细胞水平，RPM-HPPH NP可被EOMA摄取，且呈时间依赖性。无论是否光照，纳米药物RPM-HPPH NP的细胞毒性强于游

离药物RPM；在光照条件下，RPM-HPPH NP展现出更强的细胞毒性作用，差异有统计学意义（P<0.05）。RPM-HPPH

NP@HA MN针尖高度是600 μm，单针力学性能为0.750 48 N。台盼蓝染色和HE染色实验表明微针按压可使皮肤表面产生

孔道并穿透角质层。结论　RPM-HPPH NP@HA MN可将RPM-HPPH NP经皮传输至病灶组织，实现抗血管生成治疗与光

动力协同治疗鲜红斑痣，为纳米药物复合微针体系的构建及鲜红斑痣的治疗研究提供新策略。
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【Abstract】   Objective　Port-wine  stains  are  a  kind  of  dermatological  disease  of  congenital  capillary
malformation. Based on the biological characteristics of port-wine stains and the advantages of microneedle transdermal
administration,  we  intend  to  construct  a  nanodrug  co-loaded  with  rapamycin  (RPM),  an  anti-angiogenesis  drug,  and
photochlor (HPPH), a photosensitizer,  and integrate the nanodrug with dissolvable microneedles (MN) to achieve anti-
angiogenesis and photodynamic combination therapy for port-wine stains. Methods　 First, RPM and HPPH co-loaded
nanoparticles  (RPM-HPPH  NP)  were  prepared  by  the  emulsification  solvent-volatilization  method,  and  its  ability  to
generate reactive oxygen species (ROS) was investigated under 660 nm laser irradiation.  Mouse hemangioendothelioma
endothelial  cells  (EOMA)  were  used  as  the  subjects  of  the  study.  The  cellular  uptake  behaviors  were  examined  by
fluorescence  microscopy and flow cytometry.  The  cytotoxicity  effects  of  RPM-HPPH NP with  or  without  660  nm laser
irradiation on EOMA cells were examined by MTT assays (with free RPM serving as the control). Then, hyaluronic acid
(HA) dissolvable microneedles loaded with RPM-HPPH NP (RPM-HPPH NP@HA MN) were obtained by compounding
the nanodrug with HA dissolvable microneedle system through the molding method. The morphological characteristics
and  mechanical  properties  of  RPM-HPPH  NP@HA  MN  were  investigated  by  scanning  electron  microscope  and
electronic universal testing machine. The penetration ability of RPM-HPPH NP@HA MN on the skin of nude mice was
evaluated by trypan blue staining and H&E staining experiment. Results　The RPM-HPPH NP prepared in the study had
a particle size of 150 nm and generated large amounts of ROS under laser irradiation. At the cellular level,  RPM-HPPH
NP was taken up by EOMA cells in a time-dependent manner. The cytotoxicity of RPM-HPPH NP was higher than that
of free RPM with or without laser irradiation. Under laser irradiation, RPM-HPPH NP exhibited stronger cytotoxic effects
and  the  difference  was  statistically  significant  (P<0.05).  The  height  of  the  needle  tip  of  RPM-HPPH  NP@HA  MN  was 

 *  国家自然科学基金青年科学基金项目（No. 32101134、No. 32101161）资助

△ 通信作者，E-mail：cyw0713@163.com

出版日期：2024-03-20 

四  川  大  学  学  报（  医  学  版  ）
J  Sichuan  Univ  ( Med Sci )

 2024，55（2）: 433 − 440
 doi: 10.12182/20240360209



600 μm and the mechanical property of a single needle was 0.75048 N. Trypan blue staining and HE staining showed that
pressing  on  the  microneedles  could  produce  pores  on  the  skin  surface  and  penetration  of  the  stratum  corneum.
Conclusion　RPM-HPPH NP@HA MN can deliver RPM-HPPH NP percutaneously to the lesion tissue and realize the
synergistic  treatment  of  port-wine  stains  with  anti-angiogenic  therapy  and  photodynamic  therapy,  providing  a  new
strategy  for  the  construction  of  nanodrug-loaded  microneedle  delivery  system  and  the  clinical  treatment  of  port-wine
stains.

【Key words】　　Anti-angiogenesis therapy　　Photodynamic therapy　　Dissolvable microneedles　　Port-
wine stains

  

鲜红斑痣是一种先天性毛细血管畸形的皮肤疾病，

又称葡萄酒色斑，发病率约为0.3%～0.5%，常在出生时出

现，多发于面颈部及头皮，也可累及四肢及躯干[1]。目前

全球约有2 000万名鲜红斑痣患者，早期的治疗方法如同

位素敷贴、冷冻、微波等均因副作用大被淘汰；激光治

疗、手术治疗因损伤皮肤、留下瘢痕的缺点，不易被患者

接受；脉冲染料激光（pulsed dye laser, PDL）被认为是治疗

鲜红斑痣的金标准，但有20%的患者疗效甚微，14%～

40%的患者随着治疗次数的增多，效果逐渐变差，出现

PDL治疗抵抗[2-3]。光动力治疗（photodynamic therapy,

PDT）因其微创优势，广泛用于鲜红斑痣的治疗[4-5]。如何

有效抑制血管的增殖和生成是治疗鲜红斑痣的关键。基

于此，本研究构建一个兼具抗血管生成治疗与光动力治

疗的纳米药物复合透明质酸可溶解微针体系，实现病灶

部位经皮给药，提高药物经皮传输效率，增强鲜红斑痣的

治疗效果，降低药物对机体的毒副作用。

 1     材料与方法

 1.1    实验试剂

光克洛（photosensitizer photochlor, HPPH）购自上海

升泓生物科技有限公司；3-（4,5-二甲基噻唑-2）-2,5-二苯

基四氮唑溴盐（MTT）和双氧水购自美国Sigma-Aldrich公

司；9,10-蒽二基-双（亚甲基）二甲酸（ABDA）、二硬脂酰

基磷脂酰乙醇胺-聚乙二醇2000 （DSPE-PEG2000）购自上

海阿拉丁生化科技有限公司；雷帕霉素（rapamycin, RPM）

购自大连美伦生物科技有限公司；活性氧（ROS）检测试

剂盒和Hoechst 33342购自碧云天生物技术有限公司；磷

酸盐缓冲液（PBS，pH=7.4）购自北京中杉金桥生物技术

有限公司；生理盐水、无水乙醇、二甲基亚砜（DMSO）、

磷酸二氢钠、磷酸氢二钠等均购自成都科龙化学试剂公司。

 1.2    实验仪器

电子分析天平：BT125D, Shimadzu, Japan；马尔文激

光衍射粒度仪：Nano-ZS90, Malvern, UK；磁力搅拌器：

Color Squid, Ika, German；精密鼓风干燥箱：BPG-9070A，

上海一恒科学仪器有限公司；旋转蒸发仪：R-201，上海申

顺生物科技有限公司；超声波细胞粉碎机：Scientz-IID，宁

波新芝生物科技有限公司；水浴锅：HB10, Ika, German；

紫外-可见光分光光度计：UV2600, Shimadzu, Japan；循环

水式多用真空泵：SHB-Ⅲ，郑州汇成科工贸易有限公司；

高效液相色谱仪：1260, Angilent, USA；化学发光全波长

酶标仪：Multiskan Mk3, Thermofisher；正置荧光显微镜：

Zeiss ,  Germany；流式细胞仪：ACEC, USA；离心机：

Biofuge pico Heraeus Thermo D-37520,  Osterode,

German；Milli-Q Integral纯化水系统：Millipore, USA。

 1.3    实验细胞和动物

小鼠血管内皮瘤细胞系EOMA购于美国模式菌种收

藏所（American Type Culture Collection, ATCC），由四川

大学生物治疗国家重点实验室保存，并用1640培养基于

含体积分数5%CO 2、饱和湿度的37  ℃孵箱中培养。

SPF级雌性裸鼠（BALB/CA-nu），6～8周龄，购自北京华阜

康生物科技股份有限公司。动物实验均在实验室动物管

理委员会的批准和监督下进行。

 1.4     纳米药物复合微针体系的构建和治疗方法

如图1所示，首先通过乳化溶剂挥发法将RPM和

HPPH装载在DSPE-PEG中得到纳米药物RPM-HPPH

NP，之后通过模板法将RPM-HPPH NP与透明质酸（HA）

复合得到装载RPM-HPPH NP的HA可溶解微针（RPM-

HPPH NP@HA MN）。当微针刺入病灶部位，纳米药物

随着微针的溶解释放，纳米药物中的RPM经皮传输至病

灶组织，抑制血管的增殖和生成；在660 nm的激光的照射

下，装载在纳米药物中的HPPH可产生ROS杀死血管内皮

细胞，与RPM实现抗血管生成治疗与光动力协同治疗鲜

红斑痣，增强鲜红斑痣的治疗效果，降低毒副作用。

 1.4.1    纳米药物RPM-HPPH NP的制备与表征

在本研究中将采用乳化溶剂挥发法制备装载RPM和

HPPH的纳米药物RPM-HPPH NP。首先，将适量浓度的

RPM、HPPH溶于二氯甲烷溶液中，之后，将上述混合溶

液加入到溶解DSPE-PEG的水溶液中，100 W超声乳化

6 min，真空除去有机溶剂，过滤后再超滤即可得到纳米

药物RPM-HPPH NP。通过紫外-可见光分光光度计考察

 434 四川大学学报（医学版） 第 55卷



纳米药物的特征，通过马尔文粒度电位分析仪测定纳米

药物的粒径和电位，通过透射电镜（TEM）观察纳米药物

的形貌特征。

 1.4.2    660 nm激光照射下ROS的产生

通过测试单线态氧荧光探针9,10-蒽二基-双（亚甲

基）二甲酸（ABDA）在378 nm处的紫外吸光度值变化来评

价ROS的产生。首先，将RPM-HPPH NP溶液进行除氧处

理，再加入100 μL 1 mg/mL的ABDA溶液（每组均含有

100 μmol/L双氧水）。随后，用660 nm的激光照射上述溶

液，在0、1、2、3、4、5 min通过紫外可见分光光度计记录

上述溶液在300～450 nm的全波长。

 1.4.3    RPM-HPPH NP的细胞摄取行为

选取EOMA细胞为研究对象，分别通过荧光显微镜

和流式细胞仪对RPM-HPPH NP被细胞摄取的能力进行

定性和定量的分析。首先将EOMA细胞（2×105/孔）铺入

放置了无菌盖玻片的6孔培养板中。在孵箱培养24 h后，

去除培养基，加入无血清培养基和纳米药物RPM-HPPH

NP，再分别培养1、2、4 h。然后弃去上清液，用PBS清洗

细胞3次后固定，用Hoechst 33342 （10 μg/mL）染色细胞核

后用荧光显微镜观察EOMA细胞对RPM-HPPH NP的摄

取行为。用流式细胞仪定量分析细胞摄取能力。

 1.4.4    RPM-HPPH NP的细胞毒性作用

通过MTT实验法考查RPM-HPPH NP对EOMA细胞

的细胞毒性作用。首先，将密度为4 × 1 0 3细胞 /孔的

EOMA细胞铺于96孔板中培养24 h，随机分为RPM组、

RPM-HPPH NP组和RPM-HPPH NP+光照组。RPM-

HPPH NP组和RPM-HPPH NP+光照组均在EOMA细胞

中加入不同质量浓度的RPM-HPPH NP，共培养12 h后，

RPM-HPPH NP+光照组予以660 nm激光照射细胞5 min

（RPM-HPPH NP组不予光照干预），再将细胞培养12 h、

36 h（即共培养24 h、48 h）；RPM组在EOMA细胞中加入

不同质量浓度的RPM共培养24 h、48 h。弃去96孔板中的

上清液，每孔加入150 μL二甲基亚砜溶液（DMSO）溶解所

形成的甲瓒结晶，振荡混合均匀后，使用化学发光全波长

酶标仪测量孔中溶液在570 nm的吸光度值。吸光度值越

高，细胞毒性越低。

 1.4.5    RPM-HPPH NP@HA MN的制备与表征

通过模板法制备装载RPM-HPPH NP的透明质酸可

溶解微针体系（RPM-HPPH NP@HA MN）。如图2所示，

首先将一定浓度的RPM-HPPH NP加入到聚二甲基硅氧
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图 1  纳米药物复合微针体系的构建（A）和治疗（B）示意图

Fig 1  Schematic diagram of the construction (A) of and treatment (B) with RPM-HPPH NP@HA MN
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烷（polydimethylsiloxane, PDMS）微针模板中，离心30 min

（3 000 r/min），除去多余的纳米药物；将一定量的均匀溶

解于去离子水中的透明质酸钠溶液加入到微针模板中，

离心30 min （3 000 r/min），在37 ℃的精密鼓风干燥箱中

放置过夜；最后将所得到的干燥产物与PDMS微针模板分

离，即得到RPM-HPPH NP@HA MN。通过扫描电镜

（SEM）对RPM-HPPH NP@HA MN进行表征。通过万能

试验机测试微针的单针力学性能。首先将微针平放在测

试台上，将传感器探头移动至微针贴片正上方，选取单针

进行测试，当探头到达微针尖端，记录位移与压缩力关系

曲线，当曲线出现拐点时，则为微针发生剧烈形变的时间

点，即对应着单针断裂力。

 1.4.6    RPM-HPPH NP@HA MN的皮肤刺入能力考察

通过台盼蓝染色法探究RPM-HPPH NP@HA MN的

皮肤刺入能力。过量麻醉处死裸鼠，取一块4 cm×4 cm大

小背部皮肤，将RPM-HPPH NP@HA MN刺入皮肤组织并

保持5 min。取下微针后，用4%台盼蓝溶液染微针作用的

皮肤部位5 min，用生理盐水洗去多余的台盼蓝染液。然

后通过相机对皮肤组织拍照。最后将皮肤组织固定在体

积分数为10%的甲醛溶液中，制作切片后进行常规HE染

色，用显微镜拍照。

 2     结果

 2.1    纳米药物RPM-HPPH NP的制备与表征

在本研究中，选择DSPE-PEG2000为载体材料，通过

乳化溶剂挥发法装载mTOR抑制剂RPM和光敏剂HPPH，

得到纳米药物RPM-HPPH NP。实验结果（图3）表明纳米

药物RPM-HPPH NP粒径大小为150 nm左右，电位

−21.5 mV；通过TEM观察，可看到纳米粒子分散性好，无

团聚现象。
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图 2  RPM-HPPH NP@HA MN的制备示意图

Fig 2  Schematic diagram of the preparation of RPM-HPPH NP@HA MN

1, Adding RPM-HPPH NP to the PDMS template; 2, removing excess RPM-HPPH NP after centrifugation; 3, adding sodium hyaluronate solution to the

microneedle template; 4, centrifuge and being placed overnight in a precision blast drying oven at 37 ℃; 5, release after drying.
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图 3  RPM-HPPH NP的粒径图谱（A）和电位图谱（B）

Fig 3  Particle size (A) and zeta potential (B) of RPM-HPPH NP

The photo inserted in Fig A is a TEM image.
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 2.2    RPM-HPPH NP的相关评价

通过紫外-可见光分光光度计分别扫描了空白载体

材料DSPE-PEG、光敏剂HPPH、mTOR抑制剂RPM和

RPM-HPPH NP的紫外吸收光谱（图4A），实验结果可看

出HPPH和RPM-HPPH NP在660 nm左右具有特征吸收

峰，进一步说明HPPH成功装载在纳米载体中。进一步以

ABDA为ROS的接收物质，考察RPM-HPPH NP产生

ROS的能力，实验结果如图4B所示，在660 nm的激光照射

下，随着照射时间的增加，ABDA的吸收峰逐渐降低，说明

RPM-HPPH NP在激光照射下可产生大量的ROS，实现光

动力治疗。

 2.3    RPM-HPPH NP的细胞摄取行为

通过显微镜观察EOMA细胞对RPM-HPPH NP的细

胞摄取行为，如图5A所示，在0 h时，HPPH通道无荧光，仅

Hoechst通道有蓝色荧光，代表细胞核的位置；从1 h到

4 h，HPPH通道荧光强度逐渐增强，通过Merge通道可以

看出，红色荧光分布在蓝色荧光周围，即说明RPM-HPPH

NP可被EOMA细胞摄取，并分布在EOMA细胞的细胞质

中，且细胞摄取行为呈时间依赖性。摄取荧光定量分析

结果和流式细胞仪检测结果与荧光拍照结果一致

（图5B、5C）。

 2.4    RPM-HPPH NP的细胞毒性作用

运用SPSS 11.0软件中的t检验进行组间两两比较发现

（图6），无论是否光照，纳米药物RPM-HPPH NP的细胞毒

性强于游离药物RPM，说明通过纳米载体装载RPM可以

提高RPM对EOMA细胞的细胞毒性作用。此外，在光照
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图 4  RPM-HPPH NP的紫外吸收光谱（A）和ROS的产生能力（B）

Fig 4  UV absorption spectrum (A) and ROS production ability (B) of RPM-HPPH NP
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图 5  细胞摄取的荧光图片（A）、荧光定量（B）和流式细胞学检测细胞摄取率（C）

Fig 5  The cell uptake fluorescence image (A), cell uptake fluorescence quantification (B) , and flow cytometry results for cell uptake (C)

n=3.
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条件下，RPM-HPPH NP展现出更强的细胞毒性作用，进

一步说明RPM-HPPH NP具有较强的光动力治疗效果，可

实现抗血管生成治疗与光动力协同治疗。

 2.5    RPM-HPPH NP@HA MN的表征

通过模板法制备的透明质酸可溶解微针HA MN如

图7A所示，微针排列整齐，针尖高度是600 μm。通过万能

试验机测试微针的单针力学性能为0.750 48 N （图7B）。

 2.6    RPM-HPPH NP@HA MN的皮肤刺入能力

通过台盼蓝染色法考察微针的皮肤刺入能力，如图8

所示，在皮肤上可看到一排排整齐的孔洞，与微针针尖的

位置相对应，即台盼蓝染料可通过微针按压产生的孔道

进入皮肤组织中；通过HE切片观察，微针可使皮肤表面

产生孔道并穿透角质层，说明微针体系具有较好的皮肤

刺入能力，可穿透皮肤角质层传输药物。
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图 7  RPM-HPPH NP@HA MN的电镜图（A，标尺：1 mm）和力学性能（B）

Fig 7  The SEM image (A, scale: 1 mm) and mechanical property (B) of RPM-HPPH NP@HA MN
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图 8  RPM-HPPH NP@HA MN刺入皮肤的照片（A）和HE染色图

（B）
Fig 8  Photo (A) and HE staining (B) of RPM-HPPH NP@HA MN

penetrating the skin

 3     讨论

鲜红斑痣是一种先天性毛细血管畸形的皮肤疾病，

在早期通常表现为边缘清楚而不规则的粉红斑（粉红

型），随着年龄的增长，病灶颜色逐渐加深为深红色或紫

红色（紫红型），最终病变区会增厚畸形（增厚型），甚至发

展为结节样改变，易对患者的容貌、精神、生活状态、甚

至心理造成严重的负面影响，严重威胁着患者的身心健

康和生活质量。光动力治疗是目前临床上常用的治疗方

法，通过静脉注射光敏剂外加特定波长的光源照射，使病
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图 6  MTT检测RPM-HPPH NP对EOMA细胞24 h（A）和48 h（B）的细胞毒性作用

Fig 6  MTT assay to examine the cytotoxic effects of RPM-HPPH NP on EOMA cells after incubation for 24 h (A) and 48 h (B)

The RPM group contains only RPM and no HPPH was added. The dosage of RPM and HPPH in the RPM-HPPH NP group and the RPM-HPPH NP+Laser group

are listed at the bottom of the figure. ** P<0.05, n=6.
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变部位产生ROS，进而破坏血管内皮细胞，使血管凝固，

导致纤维化，最终促进皮肤变形扩张的毛细血管网去

除。血卟啉衍生物是第一代光敏剂，但因在体内潴留时

间长，术后避光期长，光敏反应严重限制其应用。新型光

敏剂海姆泊芬于2017年进入临床，其成分为血卟啉单甲

醚，通常使用532 nm的激光照射病灶部位[5]。虽然海姆泊

芬对鲜红斑痣的治疗效果优于血卟啉衍生物，但依然存

在激光波长短穿透能力有限，对增厚型的鲜红斑痣疗效

较差，治疗后需要避光防止光毒性等问题[6]。此外，为了

改善光动力治疗中光毒性大、激光穿透力有限的缺陷。

诸多光敏剂如二氢卟吩e6、吲哚菁绿、IR-780碘化物、新

吲哚菁绿和HPPH等被研究[7]，其中，HPPH为二氢卟吩类

化合物，属于第二代光敏剂，具有良好的光动力活性，对

组织的穿透率高，光毒性低，用量小，使用方便，是一种极

富潜力的光敏剂[8]。

此外，相关研究表明导致光动力治疗鲜红斑痣效果

不佳的主要原因是血管破坏不完全，且治疗后易诱导

HIF-1α的表达上调，从而进一步促进血管的生成。近年

来，RPM作为一种抗血管生成药物在肿瘤治疗中显示出

了巨大的潜力，不仅减少VEGF的产生，还通过抑制

mTOR特异性下调HIF-1α，进而消除缺氧引发的血管增

殖和生成 [9-10 ]。基于此，本研究通过乳化法制备了装载

HPPH和RPM的纳米药物RPM-HPPH NP。实验结果表

明纳米药物RPM-HPPH NP粒径大小为150 nm左右，可有

效抑制EOMA细胞的增殖。

结合鲜红斑痣的病灶部位，经皮给药是一种理想的

药物传输方式，可避免肝脏的首过效应，直接传输光敏剂

至病灶部位，降低药物对机体产生的毒副作用；此外，局

部给药的治疗方式可随时终止给药，提高用药安全性[11]。

但角质层是药物或生物大分子透皮吸收的主要屏障，直

接影响药物经皮传输效率[12]。近年来，微针作为一种可

增强药物透皮吸收能力的经皮传输载体，被广泛用于药

物、蛋白、基因、疫苗等的传输[13-14]。通常微针可分为5种

类型：实心微针、涂层微针、溶胀微针、可溶解微针和中

空微针[15]。其中，可溶解微针因载药量高、制作方便、使

用简单的优点被认为是极具潜力的微针药物传输载体之

一，装载在可溶解微针中的药物是通过“poke and release”

的方式释放的，当微针刺入皮肤组织，组织液中的水分使

微针溶解，从而释放药物[16]。基于此，本研究通过透明质

酸可溶解微针体系传输纳米药物，微针可在皮肤产生孔

道，促进RPM-HPPH NP进入病灶部位，提高治疗效果。

综上所述，本研究通过D S P E - P E G装载R P M和

HPPH成功得到粒径分布均匀的纳米药物RPM-HPPH

NP，具有较强的细胞抑制作用。将RPM-HPPH NP与透

明质酸可溶解微针复合得到RPM-HPPH NP@HA MN，具

有较强的皮肤刺入能力，可穿透皮肤的角质层实现药物

的传输，为治疗鲜红斑痣的药物递送体系的构建提供新

策略，为鲜红斑痣的临床治疗研究提供新思路。
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