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自供氧光敏载体系统的制备工艺优化及释氧性能研究 *
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摘要目的：制备乙基纤维素(EC)载过氧化钙(CaO2)和光敏剂血卟啉单甲醚(HMME)的自供氧微球，对其制备工艺进行优化，并

考察其体外自释氧行为。方法：采用液中干燥法制备自供氧微球，设计单因素考察实验，以粒径和 CaO2/HMME包封率作为微

球的质量评价指标，研究 EC浓度、有机 /水相体积比、水相温度、CaO2投料量对微球性能的影响，从而筛选最优工艺，采用动

态透析法测定微球中氧气的释放行为，以单线态氧荧光探针(SOSG)评价其促单线态氧生成能力。结果：通过单因素考察实验获

得自供氧微球的最佳制备处方为：EC浓度为 1%、有机 /水相体积比 1：3、水相温度 30 ℃、CaO2投料量 40 mg；按照优化工艺制

备的自供氧微球的粒径为(1198± 147) nm、HMME包封率(91.83± 3.48)%、CaO2包封率(89.14± 1.67)%、3 h内氧气累计释放量
(99.87± 4.32) mM、单线态氧释放量显著高于无 CaO2对照组。结论：优化的自供氧微球制备工艺合理可行，药物包封率高，且可

增加单线态氧的生成。
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Optimization and in V itro Oxygen Release Performance of the Oxygen
Self-supplying Photosensitizer Carrier System*

To prepare an oxygen self-supplying particles of ethyl cellulose (EC) for photosensitizer of

hematoporphyrin monomethyl ether (HMME), optimize the preparation processes and evaluate the properties of in vitro oxygen release.

The oxygen self-supplying particles were prepared by the in-liquid drying method. The prescription and processing of ethyl
cellulose concentration, organic-water phase ratio, water phase temperature and calcium peroxide dosage were optimized through the

single-factor experimental design, taking the particle size and drug encapsulation efficiency as the quality indices. The drug release of

oxygen from microspheres was monitored by dynamic dialysis method and the singlet oxygen fluorescence probe (SOSG) was used to

evaluate its ability to promote singlet oxygen production. The optimal preparation processing for the oxygen self-supplying

particles was 1% of ethyl cellulose concentration, 1:3 of organic phase to aqueous phase, 30 ℃ of water phase temperature and 40 mg of
CaO2 dose. The obtained particles exhibited average diameter of (1198± 147) nm, HMME encapsulation efficiency of (91.83± 3.48)%

and CaO2 encapsulation efficiency of (89.14± 1.67)%. The oxygen self-supplying particles exhibited (99.87± 4.32) mM of oxygen

cumulative release in the initial 3 h and significantly higher oxygen supplying than that of control group. The optimized

prescription and preparation process of the oxygen self-supplying particles is reasonable and feasible, and the drug encapsulation

efficiency is high. Meanwhile, it can increase the generation of singlet oxygen.

Oxygen self-supplying particles; Single factor investigation; Singlet oxygen
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前言

光动力疗法(photodynamic therapy，PDT)是利用光敏剂在

特定波长的光照射下，将吸收的光能传递给组织氧并产生具有

细胞毒性的单线态氧(1O2)，从而杀伤肿瘤细胞[1-3]。有研究表明，

分子氧的存在是产生具有肿瘤杀伤作用的 1O2的必要条件[4-6]，

因此，制备一种自带 "氧源 "的光敏载体系统，在光动力的治

疗过程中为其提供氧气，显得尤为重要[7-9]。

血卟啉单甲醚(hematoporphyrin monomethyl ether，HMME)

是 PDT中常用的光敏剂，具有组成结构单一、性质稳定、对正
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常组织光毒性低等优点，是一种前景广阔的药物，现已在临床

上试用于浅表肿瘤疾病的治疗[10-12]。过氧化钙(CaO2)作为一种
无机过氧化物，与水反应能够缓慢地释放出氧气，可作为一种

内给氧物质提供氧气[13]。乙基纤维素(ethyl cellulose，EC)是一种
常见的载体材料，因其物理化学性质稳定，生物相容性好且毒

性极小，在医药领域中被广泛使用[14]。因此，本试验采用 EC作

为载体材料，通过液中干燥法制备以 EC为载体包裹 CaO2和

HMME的自供氧微球，通过单因素考察得到制备该微球的最

优处方和最佳工艺，并对该自供氧微球的体外释氧行为进行研

究和评价，以期为临床上提高 PDT效果提供理论依据和实验

基础。

1 材料与方法

1.1 仪器
88-1 磁力搅拌器 (上海梅颖浦仪器仪表制造有限公司)；

UV-1000紫外分光光度计(上海翱艺有限公司)；高速冷冻离心
机(赛默飞世尔科技有限公司)；超声波细胞破碎仪(宁波新芝有

限公司 )；ZEN 3690 激光散射粒度仪 (英国 Malvern 公司 )；
AB135-S型十万分之一电子天平 (瑞士梅特勒公司)；HT7700

透射电子显微镜(日本日立公司)，荧光酶标仪(美国 Molecular

Devices公司)。
1.2 试剂

血卟啉单甲醚 (HMME，上海源叶生物科技有限公司，纯

度≥ 95%，批号：X09J9H52384)；过氧化钙(上海麦克林生化科

技有限公司，批号：C10084896)；单线态氧荧光探针(SOSG，赛

默飞世尔科技有限公司，批号：1923618)；乙基纤维素(EC，国药
集团化学试剂有限公司，批号：20140324)；无水乙醇和二甲基

亚砜(DMSO)均购于无锡市亚泰联合化工有限公司。
1.3 自供氧微球的制备

精密称取 500 滋g HMME，以无水乙醇溶解，再称取适量的
EC加入 HMME/无水乙醇溶液中，搅拌形成均匀的 EC溶液，

然后加入适量的 CaO2并搅拌使其均匀分散，构成有机相；以水

溶液作为水相，高速搅拌的条件下将有机相缓慢滴入水相中，

磁力搅拌 2 h挥去乙醇，得到 ECHMME-CaO2微球。然后以 10

000 r·min-1离心 20 min，收集上清以检测包封率，沉淀用 10 mL

蒸馏水洗 3遍后，冷冻干燥 24 h，储存于 -20 ℃冰箱备用。采用

相同的方法制备不加 CaO2的 ECHMME微球，同时制备不加
CaO2和 HMME的 EC微球作为对照。
1.4 自供氧微球的制备工艺优化

选取自供氧微球制备过程中的以下参数作为考察对象：分

别为 EC浓度、有机 /水相体积比、水相温度、CaO2投料量，其

他实验条件不变，以单一参数为研究对象，按照上述 1.3的制

备方法制备自供氧微球，以粒径和 CaO2、HMME的包封率作为
评价指标。

1.5 自供氧微球的理化表征
1.5.1 平均粒径与形貌观察 用适量蒸馏水对微球进行稀释

并振荡均匀后置于样品槽中，采用激光粒度散射仪测定微球的

平均粒径及粒径分布。取制备好的微球混悬溶液，使用透射电

子显微镜对微球的形貌与结构进行观察。

1.5.2 药物包封率的测定 HMME包封率的测定：采用紫外

分光光度法测定 HMME包封率。用 DMSO溶解 HMME配置

成一定浓度的母液，将母液稀释成浓度分别为 0.78、1.56、3.13、
6.25、12.50、25.00、50.00 滋g·mL-1的 HMME 系列标准溶液，以
DMSO为参比，分别测定其在 401 nm 处的吸光度值，建立
HMME的标准曲线。然后收集离心后的上清液测定 HMME在
401 nm 处的吸光度值，代入 HMME 标准曲线计算上清中
HMME的质量，按照公式 (1-1) 计算 HMME的包封率 EE%

(HMME)。CaO2包封率的测定：采用配位滴定法测定 CaO2包封

率。收集离心后上清液，加入适量稀盐酸使未被包裹的 CaO2分

解为 Ca2+，以氨 -氯化铵缓冲液调节溶液 pH至 9.5-10，加入铬
黑 T指示剂适量，用 0.01 mol·L-1 EDTA标准溶液滴定至溶液
显纯蓝色，记录消耗的 EDTA溶液体积 VEDTA，其中 CaO2的

摩尔质量用 MCaO
2
表示，按照公式(1-2)计算得上清中 CaO2的质

量 mCaO
2
，然后按照公式(1-3)计算 CaO2的包封率 EE%(CaO2)。

EE%(HMME)= HMME投药量 -上清中HMME质量
HMME投药量

× 100%

(1-1)

mCaO
2
= CEDTA× V EDTA× MCaO2 (1-2)

EE%(CaO2)= CaO2投药量 -未包裹CaO2质量
CaO2投药量

× 100% (1-3)

1.6 自供氧微球的体外释氧实验

将制备好的微球溶液置于透析袋中 (Mw=8000-14000)，加

入 50 mL pH=7.4的 Tris-HCl释放介质，转移到摇床内进行氧

气释放评价 (37± 0.5 ℃，100 r·min-1)。分别在 0、0.5、1、1.5、2、
2.5、3，3.5、4、24 h从透析袋外侧取 500 滋L释放液，同时补充等

量新鲜的释放介质。由于氧气容易扩散，因此通过配位滴定法

测定释放液中 Ca2+含量(公式 1-2)，再根据 CaO2分解产生氧气

的化学方程式 2CaO2+2H2O寅2Ca(OH)2+O2↑ ，代入公式(1-4)，间

接计算氧气释放量。其中 nO2表示氧气的物质的量，MCaO
2
表示

CaO2摩尔质量，CEDTA表示 EDTA标准溶液浓度，VEDTA表示消

耗 EDTA标准溶液的体积。

nO2
= 1

2
CEDTA× VEDTA× MCaO2

MCaO2

= 1
2 CEDTA× V EDTA （1-4）

1.7 自供氧微球产 1O2能力的测定

以特异性荧光探针 SOSG进行 1O2检测[15]。制备三组微球

悬液，分别为 ECHMME-CaO2、ECHMME、EC微球。每组制备 9

份样品，每份 2.5 mL，同时加入 250 滋L、50 滋M SOSG，放入透

析袋中(Mw=8000-14000)，置于 50 mL pH=7.4的 Tris-HCl释放

液中(制备微球的溶液和释放液均经煮沸脱气处理)，用 532 nm

(500 mw/cm2)激光器对样品进行不间断照射，分别在 0、0.5、1、
1.5、2、2.5、3、3.5、4 h取出透析袋，吸取 500 滋L样品以 3000 r·
min-1的转速离心 5 min，收集上清，用荧光酶标仪对样品中
SOSG的荧光强度进行测定 (激发波长 504 nm，发射波长 525

nm)，整个过程在黑暗避光环境中进行。

1.8 统计学方法

采用 SPSS 24.0统计软件，两组间比较用 t检验，多组间比

较用单因素方差分析，结果以 x依s 表示。

2 结果

2.1 HMME含量测定标准曲线的建立
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图 1 HMME含量测定标准曲线

Fig. 1 HMME content determination standard curve

Groups EC concentration /% Particle size /nm EECaO2
/% EEHMME/%

1 0.5 1026± 128 84.60± 3.02 81.35± 2.56

2 1 1582± 332 86.58± 2.88 88.96± 1.59*

3 2 2307± 216 83.42± 2.17 84.31± 2.13

4 3 — — —

5 4 — — —

表 1 EC浓度对微球性能的影响(n=3, x依s)

Table 1 Effect of EC concentration on microsphere performance(n=3, x依s)

Note: Group 2 is compared with groups 1 and 3, *P<0.05.

以浓度 C(滋g·mL-1)为横坐标，吸光度 A 为纵坐标，进行

线性回归建立 HMME的标准曲线，得到线性回归方程为 A=0.

0324C+0.0008，R2=0.9999，如图 1，结果表明HMME在0.78~50.00

滋g·mL-1范围内吸光度与 HMME浓度线性关系良好。

2.2 自供氧微球单因素考察的结果
2.2.1 EC浓度对微球性能的影响 固定有机 /水相体积比为
1:3，水相温度 30 ℃，CaO2投料量为 30 mg，考察 EC浓度分别

为 0.5%、1%、2%、3%、4%时对微球性能的影响。结果如表 1所
示：当 EC浓度增大至 3%和 4%时，制备过程中出现肉眼可见

的大块絮状物沉降，无法制成微球，其余各组间 CaO2的包封率

无统计学差异(P > 0.05)。当 EC浓度为 1%时，HMME的包封

率显著高于其它各组(P < 0.05)，且粒径大小适中。故选择 EC

浓度为 1%用于后续实验。
2.2.2 有机 /水相体积比对微球性能的影响 固定 EC浓度为
1%，水相温度 30 ℃，CaO2投料量为 30 mg，考察有机 /水相体

积比分别为 1:2、1:3、1:4、1:5、1:10时对微球性能的影响。结果

如表 2所示：随着水相体积的增加，粒径逐渐增大；CaO2和

HMME的包封率呈现不规则变化的趋势，当有机 /水相体积比
为 1:3 时，CaO2和 HMME 的包封率显著高于其它各组 (P <
0.05)。因此选择 1:3作为最佳有机 /水相体积比进行后续实验。

2.2.3 水相温度对微球性能的影响 固定 EC 浓度为 1%，有

机 /水相体积比为 1:3，CaO2投料量为 30 mg，考察水相温度分
别为 0、20、30、40、50 ℃时对微球性能的影响。结果如表 3 所

示：水相温度对粒径的影响较大，当水相温度为 30 ℃，CaO2和

HMME的包封率最高。此后随着水相温度的升高，包封率呈下

降趋势。对包封率进行统计分析，组 3显著性高于其它各组(P
< 0.05)。因此综合考虑，选择最佳水相温度为 30 ℃。
2.2.4 CaO2投料量对微球性能的影响 固定 EC浓度为 1%，

有机 /水相体积比为 1:3，水相温度为 30 ℃，考察 CaO2投料量

分别为 10、20、30、40、50 mg时对微球性能的影响。结果如表 4

所示：随着 CaO2投料量的加大，药物的包封率和粒径均呈现增

大的趋势。组 4中 CaO2与 HMME的包封率显著性高于 1、2、3

组(P < 0.05)，组 5中 CaO2与 HMME的包封率虽然高于组 4，

但与组 5相比无统计学差异(P > 0.05)。因此，选择 CaO2的最

佳投料量为 40 mg。
2.2.5 自供氧微球最优制备条件的确定 由单因素考察结果

得出自供氧微球的最优制备条件为：EC浓度为 1%，有机 /水
相体积比 1:3，水相温度 30 ℃，CaO2投料量 40 mg。按照最佳处

方和工艺制备三批自供氧微球，其测定结果见表 5。由表 5结

果可知，三次实验结果 CaO2和 HMME的包封率均较高，粒径

Groups
Volume ratio of

organic/aqueous phase
Particle size /nm EECaO2

/% EEHMME/%

1 1:2 1081± 142 80.98± 1.52 82.35± 1.56

2 1:3 1320± 274 88.46± 0.92* 90.96± 1.59*

3 1:4 2958± 181 81.92± 1.67 84.31± 2.93

4 1:5 3137± 189 84.56± 1.99 86.26± 3.35

5 1:10 3733± 230 78.13± 1.87 80.39± 1.61

表 2有机 /水相体积比对微球性能的影响(n=3, x依s)

Table 2 Effect of organic/aqueous phase volume ratio on microsphere performance (n=3, x依s)

Note: Group 2 compared with the remaining groups, *P<0.05.
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图 2自供氧微球的粒径分布与透射电镜图

A粒径分布图；B透射电镜图

Fig. 2 Particle size distribution and transmission electron microscopy of self-oxygenated microspheres

A: Particle size distribution; B: Transmission electron micrograph

Groups CaO2 dosage /mg Particle size /nm EECaO2
/% EEHMME/%

1 10 876± 242 76.17± 3.94 80.22± 1.26

2 20 1025± 125 80.63± 2.02 83.35± 2.04

3 30 1212± 368 84.54± 1.05 88.12± 1.26

4 40 1326± 273 88.15± 1.29* 91.63± 0.87*

5 50 1693± 95 89.64± 2.53 92.09± 2.18

表 4 CaO2投料量对微球性能的影响(n=3, x依s)
Table 4 Effect of CaO2 dosage on microsphere performance(n=3, x依s)

Groups Aqueous phase temperature /℃ Particle size /nm EECaO2
/% EEHMME/%

1 0 925± 176 79.97± 1.95 82.63± 2.97

2 20 1022± 131 80.53± 2.75 84.32± 1.46

3 30 1367± 305 87.81± 1.88* 90.63± 1.35*

4 40 1160± 104 84.77± 1.48 86.09± 1.92

5 50 522± 67 81.86± 2.63 83.76± 1.61

表 3水相温度对微球性能的影响(n=3, x依s)

Table 3 Effect of water phase temperature on microsphere performance(n=3, x依s)

Note: Group 3 compared with the remaining groups, *P<0.05.

稳定均一，表明该最优处方和工艺重现性良好。

2.3 自供氧微球的粒径和形貌表征
经马尔文粒度仪检测，自供氧微球的粒径为 (1198± 147)

nm，PDI为(0.243± 0.041)，粒径均一(图 2A)。透射电镜结果如

图 2B所示：微球呈不规则的球形，粒径约 1 滋m，与粒径测定结
果相符，大量 CaO2颗粒分散于微球中。

Note: Group 4 is compared with groups 1, 2 and 3, *P<0.05.

表 5验证实验结果(n=3, x依s)
Table 5 Verify experiment results (n=3, x依s)

Serial number 1 2 3 Average ± standard deviation

粒径 /nm 1336 1217 1043 1198± 147

EECaO2
/% 91.00 88.66 87.76 89.14± 1.67

EEHMME/% 95.01 88.12 92.37 91.83± 3.48

2.4 自供氧微球体外释氧实验

通过测定释放介质中 Ca2+含量间接评价自供氧微球

ECHMME-CaO2
的体外释氧行为。结果如图 3所示：自供氧微球以缓

慢匀速释放氧气，3 h左右达到平台期，此时氧气的累积释放量
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图 3氧气累积释放曲线

Fig. 3 Oxygen cumulative release curve

图 4 ECHMME-CaO2
、ECHMME、EC组 SOSG荧光强度随时间的变化关系

Fig. 4 Relationship between fluorescence intensity of SOSG

in ECHMME-CaO2
、ECHMME and EC groups with time

为(99.87± 4.32) mM。
2.5 自供氧微球产 1O2能力测定

自供氧微球产 1O2能力如图 4所示：空白 EC微球由于没

有光敏剂 HMME 的存在其荧光强度始终维持在较低水平；
ECHMME微球组荧光强度在实验过程中维持在同一水平不发生

变化，显著高于空白 EC微球(P约0.05)，但显著低于自供氧微球
ECHMME-CaO2

(P约0.05)；自供氧微球 ECHMME-CaO2
荧光强度随着时间

逐渐增加，在 3 h左右达到平台期。表明 ECHMME-CaO2
自供氧微球

可通过 CaO2分解释放氧气以增加 1O2的产生。

3 讨论

癌症已成为全球范围内死亡的主要原因之一。PDT在临床

上已被广泛应用于许多局部和表面的癌症治疗[15-17]。PDT治疗

的策略是肿瘤内富集的光敏剂被特定波长的光照射，吸收能量

后被激活，产生大量的 1O2，进而有效的清除肿瘤细胞，抑制肿

瘤生长[18-21]。PDT需要光敏剂、光、氧气三种因素的共同参与才

能产生起治疗作用的 1O2，其中光敏剂 HMME作为能量传递的

使者，其存在是至关重要的，此外组织氧含量也是限制 PDT的

主要因素。有研究发现，随着 PDT治疗的进行，肿瘤组织内的

氧含量会急剧下降，超过肿瘤微血管的氧供应量，造成肿瘤内

缺氧，进而限制 PDT的抗肿瘤效应[22-25]。只有当肿瘤组织氧含

量大于组织最大氧代谢率(1.5 cm3/100 g/min)时，才能产生有效

的 PDT效果，因此充足的氧气是产生具有细胞毒性作用的 1O2

的必要条件[26-28]。本研究制备了一种新型的自供氧光敏载体系

统用来改善光动力治疗过程中氧气供给不足的问题。与传统的

PDT相比，本试验制备的自带 "氧源 "的光敏载体系统可通过
CaO2分解释放氧气来补充体系中的氧气含量从而提高 PDT

中 1O2的产率，氧气通过扩散作用进入肿瘤基质，从而增强肿

瘤微环境中氧气含量，达到更好的杀伤肿瘤细胞的目的。

本试验选择 EC作为载体材料，其具有减缓药物溶出的作

用[29]。在单因素筛选实验中，EC浓度为 1%、有机 /水相体积比
1：3、水相温度 30 ℃、CaO2投料量 40 mg为自供氧微球的最佳

制备处方。在最佳制备工艺的条件下，制得的微球粒径均一，药

物包封率高，透射电镜下观察 CaO2成功包裹于微球内。通过

CaO2的自发分解主动释氧以补充光动力治疗过程所需的氧

气，此外 CaO2分解的产物无生物毒性，不会对人体造成伤害。

但药物载体的研究，最后要经过离体细胞实验和动物实验检测

才可以进入临床使用，因此，本研究结论还需后期研究进一步

验证。

如上所述，本研究制备的自供氧微球是可以在缺氧条件下

实现光动力高效治疗的设计，该方法的效用并不局限于光动力

治疗，还可用于组织再生或组织工程等其他受到缺氧影响的治

疗。这种自供氧光动力疗法不仅为临床治疗癌症提供了新的思

路，具有广阔的应用前景。具体的抗肿瘤作用及其作用机制有

待于后续实验的继续研究。
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