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微针是一种微米级的类似注射针头的空心或实

心针，作为一种新型药物传输装置具有增加药物的

经皮渗透，使进入系统的药量达到治疗所需水平的

特点[1]。可生物降解微针可以使微针在体内降解的

同时将药物释放到体内，与传统微针进药相比，其可

生物降解的特点有效解决了微针在进药过程中断裂

在体内难以解决的问题。国内外学者对微针在体内

情况进行研究过程中运用了很多方法，如Gill等[2]对

微针插入人体的疼痛感进行研究，并通过使用染色

剂使微针通道可视化，从而观察其渗透情况[3]；光学

相干层析技术（OCT）作为一种非接触、无损伤成像

技术在微针研究领域也逐步被使用。Coulman等[4]使

用OCT技术对钢、硅、聚合物等微针插入人体内的情

况进行研究，Donnelly等[5]也利用该方法对水凝胶微
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针插入体内情况进行了观察。本文主要采用的是荧

光分析法，荧光分析法可以通过与标准荧光强度曲

线的对比，得到检测荧光物质的强度。在对微针的

研究中，Peter等[6]采用荧光双标的方法，在中空的可

降解的微针中填充荧光颜色为绿色和红色的颗粒，

并刺入小鼠皮肤上，用显微镜观测荧光物质的扩散

情况从而判断微针的降解情况。其使用的聚乳酸-丙

烯酸树脂（PLGA-PAA）复合微针可以应用于简单的

经皮给药以及注射疫苗中，也有使用荧光分析法对

聚乳酸（PLGA）微球在小鼠中累积释放率的研究[7]。

丝素蛋白作为一种纯天然高分子纤维蛋白，在医学

领域的研究十分悠久[8]，而利用其生物可降解性制作

微针的研究则很少[9]。丝素蛋白微针作为一种可降

解生物材料，对其在体内药物释放效率的评估显得

尤为重要。

本研究中微针采用的材料是一种从蚕丝中提取

出来的新型材料，在生物材料应用中被广为使用和

研究的蛋白质聚合物，即丝素蛋白。

蚕体内绢丝腺所分泌出的丝液是构成蚕丝的主

要成分，蚕丝主要由两部分组成，分别是丝素蛋白以

及丝胶蛋白。占蚕丝质量70%~80%的丝素蛋白是蚕

丝的主体，是一种由乙氨酸、丙氨酸等18种氨基酸以

多缩氨键连接而成的无生理活性的天然生物大分

子，通常认为其相对分子质量约为3.7×105。

丝素本身具有良好的机械性能和理化性质，如

良好的柔韧性和抗拉伸强度、透气透湿性、缓释性

等，而且经过不同处理可以得到不同的形态，如纤维、

溶液、粉、膜以及凝胶等。丝素蛋白与其他天然高分子

相比有明显的优越性。研究表明它具有良好的生物

相容性、无毒、无污染、无刺激性、生物可降解[10]。目

前已有使用丝素蛋白材料进行伤口的缝合以及作为

人工神经、皮肤、骨骼、血管、肌腱、韧带和角膜等生

物医学材料的功能开发和研究，表明其具有良好的

生物相容性及可降解性。使用丝素蛋白作为制作可

降解微针的材料具有广阔的前景和巨大的潜力。

2.1 荧光分析法

荧光指物质分子因吸收外来辐射的光子能量而

从基态激发至激发态，再由第一电子激发单重态所

产生的辐射跃迁返回到基态而伴随的发光现象。随

着荧光显微镜的普及和激光共聚焦显微镜及其技术

的推广，荧光染色的方法也被广泛运用，尤其是配合

荧光染色来进行荧光分析。这种方法是利用物质被

短波长光激发后产生特征性波长较长的荧光来对物

质样品进行定性或定量分析，其优点主要有灵敏度

高、选择性多以及检测限低等。由于能够通过自身

发射荧光的物质相对较少，而许多有机药物分子因

为其所含基团可以吸收荧光光谱的特性，从而使得

荧光减弱甚至熄灭。此外，常规荧光分析法的灵敏

度和选择性也由于拉曼峰和散射光的背景干扰而受

到影响。为了解决常规荧光分析法存在的诸多问

题，近年来发展了各种新型荧光分析技术[11]。

荧光分析法可以对物质进行定性及定量分析，

分为直接测定法和简接测定法两种。直接测定法主

要针对测定本身可以发射荧光的物质，利用物质自

身发射的荧光进行测定分析。由于有些物质本身并

不能发射荧光或荧光强度很弱，这时就需要将不能

发射荧光的物质转化为可以发射荧光的物质，比如

使用某些试剂（如荧光染料），使其与不发生荧光的

物质生成络合物，各种络合物能发射荧光，从而就可

以测定了。因此荧光试剂的应用让一些原本自身不

能发光的有机与无机物质也能够进行荧光分析，从

而使其分析的范围得到了进一步提升。标准工作曲

线法无论是在直接测定还是间接测定中都应用的十

分广泛，标准工作曲线法首先取已知量的荧光物质

配置成一系列标准溶液，然后对配成的标准溶液进

行荧光强度测定，给出荧光强度对标准溶液浓度的

工作曲线。最后保持仪器与实验条件不变，对未知

样品的荧光强度进行测试，并与标准工作曲线进行

对比，从而查出未知样品的浓度。

荧光分析法具有经济、简便、灵敏度高和选择性

好的优点，是一种重要且用途广泛的光谱分析手

段。随着新药物的不断出现以及生命科学的快速发

展，常规的荧光分析法面临着新的挑战，开发更加高

效、灵敏、自动化的新型荧光分析技术是药物分析工

作的迫切需要。

2.2 实验仪器

采用荧光分析法对可降解丝素蛋白微针在小鼠

体内进行定量分析，所使用的仪器是清华大学生物

医 学 测 试 中 心 的 激 光 共 聚 焦 显 微 镜 Zeiss710-

3channel，产自德国 Zeiss 公司，型号 LSM710。显微

镜为 Zeiss710 倒置共聚焦显微镜 Observer.Z1。3 种

激光器为Ar激光器，458 nm、488 nm、514 nm；HeNe
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橙色激光器，594 nm；HeNe 红色激光器，633 nm；半

导体激光器，405 nm。物镜有 10倍和 40倍干镜以及

100倍的油镜，实验中主要使用的物镜是 10倍干镜。

LSM 710的主要特点有：灵敏度和信噪比更高，图象

对比更清晰；激光搭配选择性更多，实验应用范围更

广；更高的精确性与再现性。

2.3 实验步骤

荧光实验主要是采用荧光染色及荧光分析相结

合的方法，先用荧光染料将可降解的丝素蛋白微针

染色，刺入活体小鼠腹部一段时间后，小鼠猝死，取

其 刺 入 处 皮 肤 在 激 光 共 聚 焦 显 微 镜 Zeiss710-

3channel下进行观测，检测其荧光物质的荧光强度并

与标准荧光强度曲线对比，得出微针刺入小鼠皮肤

部位的荧光物质含量，从而对可降解丝素蛋白微针

的药物传输率进行评估。

3.1 荧光强度对比

实验所用微针长度规格为 500 μm和 800 μm，使

用HEX荧光基团进行染色，浓度为1/1000，激光器的

激发波长为543 nm，为绿色荧光。

首先使用荧光方法对比800 μm微针刺入小鼠体内

前后的荧光物质，得到对比如图1所示。图1a为800 μm

微针从针尖部位的荧光成像俯视图，图1b为刺入小

鼠体内后，残留的荧光物质成像。观察范围为1.4 mm×

1.4 mm的正方形，我们可以清楚的看到XY轴平面区

域，此区域内有一根针，针的底端近似 0.3 mm×

0.3 mm的矩形。通过对比可以看出，小鼠体内残留

的荧光物质明显少于未使用微针，刺入的微针内所

含的药量并未完全进入到小鼠体内。

800 μm微针刺入小鼠前后整体3D成像对比，如

图 2所示。图中除XY轴平面外，还展示了Z轴上的

数据。Z轴方向的扫描层数为 20层，故图像略显模

糊。图2a为 800 μm微针整体的荧光物质成像，图2b

为微针刺入小鼠皮肤内部通过降解所残留的荧光物

质成像。原本的微针长度只有 612 μm，没有达到

800 μm的标准规格，考虑微针在制作过程中其针尖

及底端的损耗，导致微针没有达到 800 μm 的长度。

通过两图的对比可以看出，微针在小鼠体内发生降解

并使荧光物质发生了扩散，深度达到了皮下475 μm。

3.2 荧光物质释放率计算

根据其荧光强度计算微针中荧光物质的释放

率，推断出其药物的释放率，首先要检测不同浓度荧

光溶液中荧光物质的强度并绘制出标准荧光强度

表，配置浓度分别为 0 μmol/mL、0.1 μmol/mL、0.2

μmol/mL、0.4 μmol/mL、0.6 μmol/mL、0.8 μmol/mL以

及 1 μmol/mL的HEX 荧光染料溶液，并在仪器上检

测其荧光强度，得到荧光强度与浓度关系的曲线，如

图3所示。

通过所获得的7个点进行拟合，得出荧光强度与

染料浓度之间的关系近似为正比例关系。分别将长

度为500 μm及800 μm的微针刺入到小鼠中，并取得

皮肤样品在荧光显微镜下检测其强度，通过3D投影

获得整体的平均荧光强度，各采集5组数据并绘制出

释放比率图，如图4、图5所示。

a: Top view of b: Top view of mice skin
800 μm microneedle after inserting the microneedle

图1 长度为800 μm微针刺入小鼠前后对比

Fig.1 Before and after the insertion of 800 μm microneedle

图2 长度为800 μm微针刺入小鼠前后高度对比图

Fig.2 Lateral view before and after the insertion of 800 μm
microneedle

a: Side view of 800 μm microneedle

b: Side view of mice skin after inserting the microneedle
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通过统计，可以看出长度为 800 μm的丝素蛋白

微针在小鼠体内的释放效果要比长度为500 μm的效

果好，其平均释放率可以达到 50%以上，而长度为

500 μm微针的释放率大部分低于30%。而且通过检

测荧光物质所在深度可以发现，长度为 500 μm微针

刺入深度在50 μm~150 μm，远远小于其500 μm的整

个长度；而800 μm微针的刺入深度则可以达到250 μm~

450μm，考虑到药物装载的经济性，显然长度为800μm的

丝素蛋白微针更适合于推广应用。

通过采用荧光分析法对可生物降解微针在体内

的释放率进行了评估，并对长度为500 μm及 800 μm

的微针进行了对比。荧光分析法作为一种较为成熟

的定量分析方法，其在药物传输率上的应用具有很

广阔的前景，特别是在可降解微针的研究中，荧光分

析法可以对其释放率进行有效评估。而丝素蛋白作

为一种可生物降解的材料，实验也证实了用其制作

微针具有良好的生物相容性及可降解性，具有广阔

前景和巨大潜力。不过本文只是在有限的范围内进

行了研究，在未来还需进一步的工作，如对不同时间

的释放率进行分析，以期得到丝素蛋白微针随时间

变化在体内降解的释放过程。
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图3 HEX荧光标准强度表

Fig.3 HEX fluorescent standard intensity
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图4 长度为500 μm微米刺入小鼠荧光物质释放率

Fig.4 Fluorescent substance release rates of 500 μm
microneedle inserted into mice
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图5 长度为800 μm微米刺入小鼠荧光物质释放率

Fig.5 Fluorescent substance release rates of 800 μm
microneedle inserted into mice
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