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摘要：目的　制备利塞膦酸钠可溶性微针，对其进行表征及预防绝经后骨质疏松症药效评价。方法　通过响应面法优选微针
的制备工艺；采用扫描电镜、皮内溶解试验、穿刺试验、皮肤屏障恢复试验与体外透皮试验对所制得微针的外观、溶解性能、机

械性能、安全性、透皮特性进行表征；采用卵巢切除骨质疏松症模型大鼠进行药效学评价。结果　经过优选的微针配方为聚
乙烯吡咯烷酮硫酸软骨素（ＰＶＰＫ３０ＣＳ）配比为１∶０８６，溶剂占比５５％；所得微针具有良好的性状，并展现出与口服给药相似
的Ｃａ２＋、Ｐ３＋和碱性磷酸酶（ａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＡＬＰ）水平调节能力，显著提升模型大鼠骨密度并修复其骨微结构。结论　利
塞膦酸钠可溶性微针质量稳定、使用方便、药效确切，是干预绝经后骨质疏松症的潜在选项。
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　　骨质疏松症是人类最常见的骨病，尤见于绝经后
妇女。骨密度降低、骨微结构破坏和骨脆性增加是骨

质疏松症的主要特征，不仅给患者带来巨大的骨折风

险，同时极易引发多种并发症［１２］。相关研究显示，我

国４０岁以上绝经后女性骨质疏松症患病率高达
３２５％，是相同年龄段男性的４～５倍，显著高于欧美
国家［３５］。同时，由于骨质疏松症早期缺乏典型症状，

患者通常在发生骨折等不可逆伤害后才得以确诊［６］。

因此针对骨质疏松症好发人群尽早采取预防治疗意

义重大。

双膦酸盐是目前临床上应用最为广泛的抗骨质

疏松药物［７］。美国临床内分泌学家协会和美国内分

泌学学会《绝经后女性骨质疏松诊断与治疗临床实践

指南（２０２０）》［８］指出，对于大部分高风险骨折患者而
言，可首选双膦酸盐进行初始治疗。利塞膦酸钠

（ｒｉｓｅｄｒｏｎａｔｅｓｏｄｉｕｍ，ＲＩＳ）作为双膦酸盐类的第三代药
物，具有强大的抗骨吸收作用及较广抗骨折谱，是目

前最重要的一类抗骨吸收抑制剂，尤其适用于绝经后

骨质疏松症的防治［９１０］。双膦酸盐的不良反应主要

为消化道损伤、肾毒性及眼损伤，这与其口服及静脉
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注射的给药方式息息相关［１１１２］。此外口服方式要求

患者服药后半小时内保持坐姿或直立姿势以减轻双

膦酸盐对消化道的损伤［１３］，这对于骨质疏松症患者

尤其是重症患者而言，无疑是十分困难的。

经皮给药系统（ｔｒａｎｓｄｅｒｍａｌｄｒｕｇｄｅｌｉｖｅｒｙｓｙｓｔｅｍ，
ＴＤＤｓ）是继口服、注射之后的第三大给药系统，突破
了传统给药方式首过代谢、峰谷现象、依从性差等局

限［１４１５］。利用ＴＤＤｓ进行双膦酸盐给药能够很好地
解决其口服及注射带来的不良反应，然而相关研究

甚少［１６］。双膦酸盐的高亲水性与相对较大的相对

分子质量是阻碍自身经皮吸收的主要因素［１７１８］。

随着学科的日益发展，微针技术为双膦酸盐的经皮

递送带来了可能。微针是一种微型矩阵针体给药技

术，能够定向突破皮肤屏障，使亲水性小分子药物、

生物大分子药物等原本不适于经皮给药的药物直接

进入真皮层，是将大分子和亲水性药物经皮肤输送

到全身循环的有效方法，近年来已成为 ＴＤＤｓ的热
点研究方向［１９２０］。其中，可溶性微针（ｄｉｓｓｏｌｖｉｎｇ
ｍｉｃｒｏｎｅｅｄｌｅ，ＤＭＮ）以其制备过程简单、成本低、载药
量大以及不产生针尖废弃物等优点而备受关注［２１］。

本研究的目的是开发一种以 ＲＩＳ为模型药的
ＤＭＮ，并对其在卵巢去势大鼠骨质疏松症的预防作
用进行评价，为双膦酸盐的临床经皮应用提供理论

依据。

１　实验材料
１１　试剂与仪器

聚二甲基硅氧烷（ＰＤＭＳ），雌二醇（Ｅ２）放射免
疫测定试剂盒（武汉优尔生科技股份有限公司）；血

清碱性磷酸酶（ＡＬＰ）测定试剂盒（深圳雷杜生命科
学股份有限公司）；磷（Ｐ３＋）测定试剂盒、钙（Ｃａ２＋）
测定试剂盒（长春汇力生物技术有限公司）；ＲＩＳ（批
号Ｙ１７Ｎ８Ｃ４８３８６，纯度９８％，上海源叶生物科技有
限公司）；聚乙烯吡咯烷酮（ＰＶＰＫ３０，上海麦克林生
化科技有限公司）；硫酸软骨素（ＣＳ，西安西海生物
科技有限公司）；甲醇为色谱纯；实验用水均为超纯

水，其他试剂均为分析纯。

酶标检测仪（美国 ＢｉｏＴｅＫ公司）；全自动生化
分析仪（深圳雷杜生命科学股份有限公司）；双能 Ｘ
线骨密度检测仪（美国 ＧＥ公司，型号：Ｐｒｏｄｉｇｙ）；干
加热自动透皮系统（美国 ＬＯＧＡＮ公司，型号：
ＳＹＳＴＥＭ９１８１２）；高效液相色谱仪（悟空仪器公司，
型号：Ｋ２０２５）；十万分之一电子分析天平（日本岛津
公司，型号：ＡＵＷ１２０Ｄ）；高速组织研磨仪（上海净信

实业发展有限公司，型号：ＫＺⅡ）；台式高速冷冻离心
机（北京大龙兴创实验仪器有限公司，型号：

Ｄ１５２４Ｒ）；超纯水机（上海力辰邦西仪器科技有限公
司，型号：ＵＰＴＡ２０）；微针模具（１５ｍｍ×１５ｍｍ，单针
高度和直径分别为９００和４５０μｍ，台州薇凯生物科
技有限公司）。

１２　实验动物
ＳＰＦ级雌性Ｗｉｓｔａｒ大鼠，体重２３０～２５０ｇ，由广

州中医药大学实验动物中心提供，许可证号：ＳＹＸＫ
（粤）２０１９０２０２。动物饲养于 ＳＰＦ级环境中，温度
２０～２５℃，湿度 ５０％ ～６０％，白昼光照周期
１２ｈ／１２ｈ，自由饮水和进食。适应性饲养１周后进
行实验。本研究中所有涉及动物的实验均得到实验

动物伦理委员会的许可，并严格遵循实验动物福利

伦理原则执行，伦理审查编号：ＺＹＤ２０２２０２１。

２　实验方法
２１　模具的制备

称取等量聚二甲基硅氧烷（ＰＤＭＳ）Ａ液与 Ｂ液
于烧杯中，持续搅拌１０ｍｉｎ使充分混匀。将混合液
于４℃环境下以３０００ｒ·ｍｉｎ－１的转速离心１０ｍｉｎ，
随后倒入金属阳模中进行真空脱气。脱气完毕后，在

６０℃环境下固化９０ｍｉｎ，随后冷却至室温。将ＰＤＭＳ
阴模从金属阳模中剥离，即得ＰＤＭＳ微针模具。
２２　微针的制备

将单一或复合基质材料充分溶胀于浓度为

１０ｍｇ·ｍＬ－１的利塞膦酸钠水溶液中并搅拌均匀，
注入“２１”项所制得ＰＤＭＳ微针模具中。在４℃条
件下，将注入基质液的ＰＤＭＳ模具以３０００ｒ·ｍｉｎ－１

的转速离心２０ｍｉｎ。使用平整的玻璃板小心刮去模
具表面多余的基质液，随后放入干燥器中室温干燥

４８ｈ取出，小心脱模，即得微针。
２３　微针配方的优选

前期及相关研究表明［２２２４］，ＰＶＰＫ３０、ＣＳ以及
含有 ＣＳ的复合材料所制备的微针具有较好的机械
强度及韧性，其中以ＰＶＰＫ３０ＣＳ（质量比１∶１）制备
出来的微针容易揭膜、阵列完整、硬度最好，满足本

研究对微针性能的需求，故选择 ＰＶＰＫ３０与 ＣＳ作
为利塞膦酸钠可溶性微针（ＲＩＳＤＭＮ）的基质材料。

在此基础上，以 ＰＶＰＫ３０、ＣＳ、溶剂含量作为
关键自变量因素建立三因素、三水平的 ＢｏｘＢｅ
ｈｎｋｅｎ设计，对制得微针成型性各项指标进行量
化分级与加权评分，通过ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ１２０软件
进行响应面优化研究，变量设计见表 １。微针成

·３２５１·
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型性评分标准见表２。
２４　微针表征

根据“２３”项优选的制备工艺，参照“２２”项下
方法制备ＲＩＳＤＭＮ并对其进行表征。

表观形貌：使用肉眼与扫描电镜观察可溶性微

针的表观形貌特征。

微针皮内溶解实验：将微针垂直刺入健康

Ｗｉｓｔａｒ大鼠去毛腹部皮肤，按压 １ｍｉｎ。停止按压
后，分别于５、１０、２０、３０ｍｉｎ取下微针，在光学显微

镜下观察针体溶解状况。

表１　可溶性微针响应面实验中变量设计
Ｔａｂ１　Ｖａｒｉａｂｌｅｄｅｓｉｇｎｉｎｓｏｌｕｂｌｅｍｉｃｒｏｎｅｅｄｌｅｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

Ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ　

ｖａｒｉａｂｌｅｓ　

Ｃｏｄｅｄｌｅｖｅｌｓ

－１ ０ １

Ｘ１：ＰＶＰＫ３０／ｇ １ ２ ３
Ｘ２：ＣＳ／ｇ １ ２ ３
Ｘ３：Ｌｉｑｕｉｄ／％ ４５ ５５ ６５

表２　可溶性微针成形性评分标准
Ｔａｂ２　Ｓｃｏｒｉｎｇｃｒｉｔｅｒｉａｆｏｒｔｈｅｐｈｙｓｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓａｎｄｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆｄｉｓｓｏｌｖｉｎｇｍｉｃｒｏｎｅｅｄｌｅ（ＤＭＮ）

Ｐｒｏｊｅｃｔ Ｓｔａｎｄａｒｄｆｏｒｅｖａｌｕａｔｉｏｎ

Ｍｉｃｒｏｎｅｅｄｌｅｂｏｄｙ
ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ

Ｓｅｖｅｒｅｂｅｎｄｉｎｇｏｒｍａｊｏｒｉｔｙｆｒａｃｔｕｒｅ（０－３ｐｏｉｎｔｓ）．Ｂｅｎｄｉｎｇｏｒａｆｅｗｂｒｅａｋｓ（４－１０ｐｏｉｎｔｓ）．Ｓｌｉｇｈｔｌｙｃｕｒｖｅｄ，ｄｏｅｓｎｏｔａｆｆｅｃｔｔｈｅｕｓｅ（１１－１３
ｐｏｉｎｔｓ）．Ｎｏｂｅｎｄｉｎｇａｎｄｎｏｂｒｅａｋｉｎｇ（１４－１５ｍｉｎ）

Ｆｉｌｍｆｏｒｍａｔｉｏｎ Ｃａｎｎｏｔｆｏｒｍｆｉｌｍ，ａｆｔｅｒｄｒｙｉｎｇｉｎｔｈｅｍｏｌｄｉｓｂｒｏｋｅｎｓｌａｇ（０－２ｐｏｉｎｔｓ）．Ａｆｔｅｒｄｒｙｉｎｇａｎｄｃｕｒｉｎｇ，ｉｔｂｅｃｏｍｅｓｆｉｌｍ－ｌｉｋｅ，ｈａｓｓｅｖｅｒｅｓｈｒｉｎｋａｇｅｏｒｉｓ
ｅａｓｙｔｏｂｒｅａｋ（３－５ｍｉｎｕｔｅｓ）．Ｓｌｉｇｈｔｌｙｃｒｕｍｐｌｅｄｏｒｃｒａｃｋｅｄａｆｔｅｒｄｒｙｉｎｇａｎｄｃｕｒｉｎｇ，ｂｕｔｄｏｅｓｎｏｔａｆｆｅｃｔｔｈｅｕｓｅ（６－１０ｐｏｉｎｔｓ）．Ａｆｔｅｒｄｒｙｉｎｇａｎｄ
ｃｕｒｉｎｇ，ａｃｏｍｐｌｅｔｅａｒｒａｙｏｆｍｉｃｒｏｎｅｅｄｌｅｓｏｆｍｏｄｅｒａｔｅｔｈｉｃｋｎｅｓｓｉｓｆｏｒｍｅｄ（１１－１５ｍｉｎ）

Ｔｉｐｈａｒｄｎｅｓｓ ＣａｎｎｏｔＰｉｅｒｃｅａｌｕｍｉｎｕｍｆｏｉｌ（０－１ｓｃｏｒｅ）．Ｉｔｃｏｕｌｄｐｕｎｃｔｕｒｅａｌｕｍｉｎｕｍｆｏｉｌｂｕｔｃｏｕｌｄｎｏｔｐｕｎｃｔｕｒｅｒａｔｓｋｉｎ，ａｎｄｔｈｅｔｉｐｏｆｔｈｅｎｅｅｄｌｅｂｒｏｋｅ（２－５
ｐｏｉｎｔｓ）．Ｃａｎｐｕｎｃｔｕｒｅａｌｕｍｉｎｕｍｆｏｉｌａｎｄｒａｔｓｋｉｎｗｉｔｈｏｕｔｂｒｅａｋｉｎｇｔｈｅｔｉｐ（６－１０ｍｉｎｕｔｅｓ）

Ｂａｃｋｉｎｇｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ Ｔｈｅｂａｃｋｉｎｇｉｓｏｂｖｉｏｕｓｌｙｃｒｕｍｐｌｅｄ，ａｎｄｔｈｅｐｒｅｓｓｕｒｅｉｓｆｒａｇｉｌｅ（０－２ｐｏｉｎｔｓ）．Ｔｈｅｂａｃｋｉｎｇｈａｓｎｏｏｂｖｉｏｕｓｓｈｒｉｎｋａｇｅ，ｂｕｔｐｒｅｓｅｎｔｓａｃｕｒｖｅｄｂｕｌｇｅ，
ａｎｄｉｓｆｒａｇｉｌｅ（３－６ｐｏｉｎｔｓ）ｕｎｄｅｒｅｘｃｅｓｓｉｖｅｐｒｅｓｓｕｒｅ．Ｆｌａｔｂａｃｋｉｎｇｗｉｔｈｏｕｔｗｒｉｎｋｌｉｎｇ，ｐｒｅｓｓｕｒｅｉｓｎｏｔｅａｓｙｔｏｂｒｅａｋ（７－１０ｐｏｉｎｔｓ）

Ｎｕｍｂｅｒｏｆｂｕｂｂｌｅｓ Ｆｉｌｌｅｄｗｉｔｈａｌａｒｇｅｎｕｍｂｅｒｏｆｂｕｂｂｌｅｓｏｒｆｏｒｍｉｎｇｍａｎｙｅｍｐｔｙｎｅｅｄｌｅｓ，ｓｏｔｈａｔｍｉｃｒｏｎｅｅｄｌｅｓｃａｎｎｏｔｂｅｕｓｅｄ（０－１ｓｃｏｒｅ）．Ｔｈｅｒｅａｒｅａｆｅｗｂｕｂｂｌｅｓｏｒ
ｓｌｉｇｈｔｌｙｅｍｐｔｙｎｅｅｄｌｅｓ（２－５ｐｏｉｎｔｓ）．Ｔｈｅｒｅｉｓａｓｍａｌｌａｍｏｕｎｔｏｆｂｕｂｂｌｅｓｂｕｔｉｔｄｏｅｓｎｏｔａｆｆｅｃｔｔｈｅｕｓｅ（６－９ｐｏｉｎｔｓ）．Ｎｏｖｉｓｉｂｌｅｂｕｂｂｌｅｓ（１０
ｐｏｉｎｔｓ）

Ｍｉｃｒｏｎｅｅｄｌｅｂｏｄｙ
ｉｎｔｅｇｒｉｔｙｒａｔｅ

Ａｌａｒｇｅｎｕｍｂｅｒｏｆｎｅｅｄｌｅｂｏｄｉｅｓａｒｅｍｉｓｓｉｎｇ，ｍａｋｉｎｇｍｉｃｒｏｎｅｅｄｌｅｓｕｎｕｓａｂｌｅ（０－１ｓｃｏｒｅ）．Ｈａｌｆｏｆｔｈｅｎｅｅｄｌｅｂｏｄｙｉｓｍｉｓｓｉｎｇ（２－３ｐｏｉｎｔｓ）．Ａ
ｓｍａｌｌａｍｏｕｎｔｏｆｎｅｅｄｌｅｂｏｄｙｍｉｓｓｉｎｇ，ｄｏｅｓｎｏｔａｆｆｅｃｔｔｈｅｕｓｅｏｆ（４－９ｐｏｉｎｔｓ）．Ａｂｓｅｎｃｅｏｆｎｅｅｄｌｅｂｏｄｙ（１０ｐｏｉｎｔｓ）

　　机械性能考察：取健康Ｗｉｓｔａｒ大鼠，采用直接脱
颈椎法实施安乐死。使用动物理发器小心清除大鼠

腹部毛发并取下大鼠腹部皮肤，用生理盐水冲洗干

净，滤纸吸干。分别采用铝箔穿刺试验和离体大鼠

皮肤穿刺试验对微针的机械性能进行考察。铝箔穿

刺时，将微针垂直刺入铝箔中，按压１ｍｉｎ；离体大鼠
皮肤穿刺时，以同样方法将微针垂直刺入健康无损

伤大鼠离体皮肤，按压１ｍｉｎ后取出微针，立即用质
量分数 ０４％台盼蓝溶液对皮肤针孔进行染色，
１５ｍｉｎ后用蘸有异丙醇的棉球擦除大鼠皮肤表面多
余的染色剂，并使用蘸有生理盐水的棉球进行再次

擦洗，随后观察皮肤表面染色小孔状况。

皮肤屏障恢复实验：以质量分数０４％台盼蓝
水溶液作为溶剂，按“２２”项下方法制备 ＤＭＮ。将
台盼蓝水溶液作为溶剂的 ＤＭＮ垂直刺入大鼠去毛
腹部皮肤，按压１ｍｉｎ后取下。观察取下微针后０、
５、３０、１２０、２４０、３６０、４８０ｍｉｎ后皮肤中台盼蓝的扩散
情况，以此判断微针对大鼠皮肤角质层的破坏作用。

２５　微针释放特性评价
色谱条件：ＲＩＳ的高效液相色谱检测条件：色谱

柱：ＣｈｒｏｍＣｏｒｅＣ１８（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ），流动
相：磷酸二氢钠缓冲液（含 ５ｍｍｏｌ·Ｌ－１磷酸二氢

钠，２ｍｍｏｌ·Ｌ－１四丁基溴化铵，１５ｍｍｏｌ·Ｌ－１乙二
胺四乙酸二钠，用质量分数４％氢氧化钠溶液调节
ｐＨ至７２）甲醇＝７５∶２５，流速：１０ｍＬ·ｍｉｎ－１，检
测波长：２６２ｎｍ，柱温：３０℃，进样量：２０μＬ。ＲＩＳ的
保留时间约为７８ｍｉｎ，总运行时间为１０ｍｉｎ。

针头载药量测定：按“２２”项下方法，分别以
１０ｍｇ·ｍＬ－１与５ｍｇ·ｍＬ－１的 ＲＩＳ水溶液制备高、
低剂量ＲＩＳＤＭＮ。使用手术刀分别将２种 ＤＭＮ针
头部分完全分离出来，加入１０ｍＬ流动相，室温下超
声６０ｍｉｎ以充分溶解，随后通过０２２μｍ微孔滤膜，
用ＨＰＬＣ法测定２种微针的ＲＩＳ含量。

体外透皮实验：取健康Ｗｉｓｔａｒ大鼠，采用直接脱
颈椎法实施安乐死。使用动物理发器小心清除大鼠

腹部毛发并取下大鼠腹部皮肤，剔除皮下脂肪组织，

用生理盐水冲洗干净，滤纸吸干。将制得的高、低剂

量ＲＩＳＤＭＮ分别垂直刺入处理好的离体鼠皮上，按
压１ｍｉｎ，随后使用医用胶带固定，安装于改良Ｆｒａｎｚ
扩散池的给药口和接收池之间，表皮层朝向给药口。

扩散池的扩散面积为１７７ｃｍ２，接收池体积为５ｍＬ。
以生理盐水作为接收液，温度保持在（３２±０５）℃，转
速１００ｒ·ｍｉｎ－１。分别于透皮０５、１、２、３、４、６、８、１２、
１６、２４ｈ时间点收集２ｍＬ接收液作为样品进行含量
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测定，取样后接收池及时补充等量生理盐水。将取出

的接收液样品通过０２２μｍ微孔滤膜，随后用 ＨＰＬＣ
法进行含量测定，并按公式１计算高剂量 ＲＩＳＤＭＮ
在每个时间点的累积透过量：

Ｑｎ＝
ρｎＶ＋∑

ｎ－１

ｉ＝１
ρｉＶｉ

Ｓ 公式（１）

其中，Ｑｎ为累积透过量，ρｎ为第ｎ次取样时测得
的药物质量浓度（μｇ·ｍＬ－１），Ｖ为接收池内接收液
的总体积（Ｖ＝５ｍＬ），ρｉ为第ｉ次取样时测得的药物
质量浓度（μｇ·ｍＬ－１），Ｖｉ为取样体积（Ｖｉ＝２ｍＬ），
ｉ＝ｎ－１，Ｓ为扩散渗透面积（Ｓ＝１７７ｃｍ２）。
２６　药效学研究

动物造模、分组与给药：本实验采用双侧卵巢

摘除术建立绝经后骨质疏松症大鼠模型。取健康雌

性Ｗｉｓｔａｒ大鼠３０只，随机分为６组：对照组、假手术
组、灌胃组（按体质量０７ｍｇ·ｋｇ－１给予 ＲＩＳ，生理
盐水配制）、空白微针组、低剂量组（５ｍｇ·ｍＬ－１

ＲＩＳ水溶液制备的 ＲＩＳＤＭＮ）、高剂量组（使用
１０ｍｇ·ｍＬ－１ＲＩＳ水溶液制备的 ＲＩＳＤＭＮ）。手术
后１周开始给药，每周１次，连续３个月。假手术组
和对照组使用灌胃组等量生理盐水灌胃；微针组每

周使用１片相应的微针。
血清生化指标测定：给药３个月后，使用质量分

数３％戊巴比妥注射麻醉大鼠，进行腹主动脉取血。
离心取血清放入 －８０℃保存。使用全自动生化仪
测定血清中的ＡＬＰ、Ｃａ２＋、Ｐ３＋水平。

骨密度测定：取血后采用直接脱颈椎法实施安

乐死，取大鼠左后肢股骨，剔除附着的软组织与肌

肉，使用双能Ｘ线骨密度测量仪测定骨密度。
组织病理学检查：取大鼠左后肢胫骨于体积分

数４％多聚甲醛中固定２ｄ，用牙科电锯从矢状面剖
开，暴露骨髓腔并取左胫骨近端制备常规脱钙骨组

织蜡块，切４μｍ厚度骨组织切片，ＨＥ染色，在光学
显微镜下观察骨组织形态变化。

数据处理：采用 ＳＰＳＳＳｔａｔｉｓｉｔｉｃｓ２０软件对所采
集的数据进行统计学分析，计量资料符合正态分布的

采用（珋ｘ±ｓ）进行描述。不符合正态分布时，采用非参
数检验。符合正态分布的数据进行方差齐性检验后，

采用单因素方差分析，多组间两两比较采用最小显著

差异（ＬＳＤ）法。当Ｐ＜００５时，认为有统计学差异。

３　实验结果
３１　微针配方的优选

表３为１５个组别制得微针（ｎ＝３）的成型性综
合评分。表４显示响应面的不同模型拟合情况，其
中，较高的ｒ２与最小的ＰＲＥＳＳ值显示实验数据与二
次模型具备最佳的拟合性。

表３　以聚乙烯吡咯烷酮（ＰＶＰＫ３０）、硫酸软骨素（ＣＳ）、水用量为考察因素设计响应面实验中可溶性微针成型性评分

Ｔａｂ３　ＴｈｅｆｏｒｍａｂｉｌｉｔｙｓｃｏｒｅｏｆｓｏｌｕｂｌｅｍｉｃｒｏｎｅｅｄｌｅｓｉｎｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｗａｓｄｅｓｉｇｎｅｄｂａｓｅｄｏｎＰＶＰＫ３０，ＣＳａｎｄｗａｔｅｒ

ｄｏｓａｇｅ

Ｒｕｎ

Ｖａｒｉａｂｌｅｓ Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ

ＰＶＰＫ３０

Ｘ１／ｇ

ＣＳ

Ｘ２／ｇ

Ｌｉｑｕｉｄ

Ｘ３／％
Ｍｉｃｒｏｎｅｅｄｌｅｂｏｄｙ

ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ（１５）

ｆｉｌｍｆｏｒｍａｔｉｏｎ

（１５）

Ｔｉｐｈａｒｄｎｅｓｓ

（１０）

Ｂａｃｋｉｎｇ

ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ（１０）

Ｎｕｍｂｅｒｏｆ

ｂｕｂｂｌｅｓ（１０）

Ｍｉｃｒｏｎｅｅｄｌｅｂｏｄｙ

ｉｎｔｅｇｒｉｔｙｒａｔｅ（１０）

Ｔｏｔａｌｐｏｉｎｔｓ

（７０）
１ １ ２ ６５ １３ ８ ９ ８ ６ １０ ５４
２ ３ ２ ５５ １３ １２ ７ ７ ６ ６ ５１
３ ３ ３ ６５ １４ １０ ８ ９ ５ ６ ５２
４ ３ １ ５５ １３ １２ ７ ８ ５ ４ ４９
５ ２ ３ ５５ １０ ７ ８ ４ ７ ６ ４２
６ １ ３ ４５ １３ １１ ６ ８ ７ ９ ５４
７ ３ １ ６５ １２ １２ ８ ８ ６ ９ ５５
８ １ １ ４５ １４ １０ ８ ９ ９ １０ ６０
９ １ ３ ６５ １３ ８ １０ ８ ８ ８ ５５
１０ ２ １ ４５ １３ １２ ８ ７ １０ ７ ５７
１１ ２ ２ ５５ １０ １４ ４ ８ １０ １０ ５６
１２ ２ ３ ６５ １２ ７ ６ ５ ９ ９ ４８
１３ １ ２ ５５ １２ １４ ５ ８ ９ １０ ５８
１４ ３ ２ ６５ １４ １３ ８ ８ １０ １０ ６３
１５ ２ １ ６５ １３ ８ ８ ６ １０ ９ ５４
１６ １ ３ ５５ １２ ６ ４ ６ ８ ９ ４５
１７ ３ １ ４５ ８ １１ ６ ７ ６ １０ ４８
１８ ２ ３ ４５ １２ １２ １ ６ ９ １０ ５０
１９ ３ ２ ４５ １０ ７ ３ ５ ５ ９ ３９
２０ １ ２ ４５ １０ １２ ４ ８ ９ ９ ５２
２１ ２ １ ５５ １０ １２ ７ ９ ８ ９ ５５
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表４　可溶性微针响应面实验中的不同模型拟合情况
Ｔａｂ４　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｏｄｅｌｆｉｔｔｉｎｇｉｎｓｏｌｕｂｌｅｍｉｃｒｏｎｅｅｄｌｅｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

Ｍｏｄｅｌ　　 ＳＤ ＣＶ／％ ｒ２ ＡｄｊｕｓｔｅｄＲ２ ＰｒｅｄｉｃｔｅｄＲ２ ＰＲＥＳＳ Ｒｅｓｕｌｔ

Ｌｉｎｅａｒ ５１４ ９８３ ０３２４５ ０２０５３ －００１０５ ６７０８０

２ＦＩ ４４６ ８５４ ０５８０６ ０４００９ ００４２２ ６３５７６

Ｑｕａｄｒａｔｉｃ ０９６９０ １８５ ０９８４４ ０９７１７ ０９３２６ ４４７６ Ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ

Ｃｕｂｉｃ ０８０２８ １５４ ０９９５１ ０９８０６ ０８５８８ ９３７６ Ａｌｉａｓｅｄ

表５　可溶性微针响应面实验中模型参数的回归系数和方差分析
Ｔａｂ５　Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔａｎｄｖａｒｉａｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｍｏｄｅｌｐａｒａｍｅｔｅｒｓｉｎｓｏｌｕｂｌｅｍｉｃｒｏｎｅｅｄｌｅｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

Ｓｏｕｒｃｅ　　　　 ｄｆ Ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｅｓｔｉｍａｔｅ Ｓｕｍｏｆｓｑｕａｒｅｓ Ｍｅａｎｓｑｕａｒｅ Ｆ Ｐ

Ｍｏｄｅｌ ９ ６５３４８ ７２６１ ７７３３ ＜００００１
Ｉｎｔｅｒｃｅｐｔ １ ６０４４
ＡＰＶＰＫ３０ １ ３２６ １３１３２ １３１３２ １３９８６ ＜００００１
ＢＣＳ １ －１２４ １９１ １９１ ２０３４ ００００９
ＣＬｉｑｕｉｄ １ －１２９ ２１８９ ２１８９ ２３３２ ００００５
ＡＢ １ ４０６ ５９２１ ５９２１ ６３０６ ＜００００１
ＡＣ １ １１１ ７８４ ７８４ ８３５ ００１４７
ＢＣ １ －０２２２２ ０３１３７ ０３１３７ ０３３４１ ０５７４９
Ａ２ １ －２００ １１３７ １１３７ １２１１ ０００５２
Ｂ２ １ －２５０ １７７６ １７７６ １８９２ ０００１２
Ｃ２ １ －６７８ １９０８２ １９０８２ ２０３２３ ＜００００１
Ｒｅｓｉｄｕａｌ １１ １０３３ ０９３８９
ＣｏｒＴｏｔａｌ ２０ ６６３８１

Ａ－ＰＶＰＫ３０和ＣＳ对微针成形性的影响；Ｂ－ＰＶＰＫ３０和溶剂含量对微针成形性的影响；Ｃ－ＣＳ和溶剂含量对微针成形性的影响。

Ａ－ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＰＶＰＫ３０ａｎｄＣＳｏｎｔｈｅｓｃｏｒｅｓｆｏｒｐｈｙｓｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓａｎｄｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆＤＭＮ；Ｂ－ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＰＶＰＫ３０ａｎｄｌｉｑｕｉｄｏｎｔｈｅｓｃｏｒｅｓｆｏｒｐｈｙｓｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓ

ｔｉｃｓａｎｄｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆＤＭＮ；Ｃ－ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＣＳａｎｄｌｉｑｕｉｄｏｎｔｈｅｓｃｏｒｅｓｆｏｒｐｈｙｓｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓａｎｄｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆＤＭＮ．

图１　关键因素两两间相互作用对利塞膦酸钠可溶性微针（ＲＩＳＤＭＮ）成形性影响示意图
Ｆｉｇ１　Ｔｈｒｅｅｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｐｌｏｔｓｓｈｏｗｉｎｇｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｖａｒｉａｂｌｅｓ（ｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎｓｏｆＤＭＮ）ｏｎｔｈｅｓｃｏｒｅｓｆｏｒｐｈｙｓｉｃａｌ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓａｎｄｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆＲＩＳＤＭＮ

模型参数的回归系数和方差分析（ＡＮＯＶＡ）见表５。
ＰＶＰＫ３０的加入量（Ｘ１）、ＣＳ的加入量（Ｘ２）、溶剂在
微针中的占比（Ｘ３）均对 ＲＩＳＤＭＮ成形性的影响显
著；而在交叉乘积项上 ＰＶＰＫ３０加入量的平方
（Ｘ１

２）、ＣＳ加入量的平方（Ｘ２
２）、溶剂占比的平方

（Ｘ３
２）对微针成形性的影响显著；交互项上 Ｘ１Ｘ２、

Ｘ１Ｘ３对微针成形性有影响显著。各因素经回归拟合
后，得公式２。

Ｙ＝６０４４＋３２６Ｘ１－１２４Ｘ２－１２９Ｘ３＋４０６Ｘ１
Ｘ２＋１１１Ｘ１Ｘ３－０２２２２Ｘ２Ｘ３－２００Ｘ１

２－２５０Ｘ２
２－

６７８Ｘ３
２ 公式（２）

改进的回归方程可用于计算变量范围内其他配

方的预测响应值。

通过研究三维响应曲面图以评估配方变量对响

应值的影响。图１为固定变量在预测最佳配方下，
关键影响因素两两间相互作用对 ＲＩＳＤＭＮ成形性
综合评分影响的可视化表示。

在二次方程描述自变量和响应的多项式方程

中，当 ＲＩＳＤＭＮ成型性综合评分最高时，预测配方
为：ＰＶＰＫ３０３０００ｇ，ＣＳ２５６９ｇ，溶剂含量
５４８０６％。为便于实际操作，优选配方可表示为
ＰＶＰＫ３０ＣＳ＝１∶０８６，溶剂含量５５％。
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３２　微针表征
３２１　表观形貌表征　以“３１”项优选处方制备
ＲＩＳＤＭＮ，所得微针整体排列整齐，均匀分布在
１６ｃｍ×１６ｃｍ的背衬上。微针扫描电子显微镜下
的表观形态见图２，可见微针形态均一、表面光滑。
通过电镜测量，单枚针体长度约为６８７０９μｍ，底部
直径约为４８１９７μｍ，中心间距约为８６７１２μｍ，是
达到真皮层且不触碰毛细血管与神经末梢的理想

形貌［２５］。

Ａ－俯视图（×５０）；Ｂ－针体局部放大图（×１００）。

Ａ－ｔｈｅｔｏｐｖｉｅｗｏｆｔｈｅｎｅｅｄｌｅｓ（×５０）；Ｂ－ｌｏｃａｌｅｎｌａｒｇｅｍｅｎｔｏｆｔｈｅｎｅｅｄｌｅｓ（×１００）．

图２　ＲＩＳＤＭＮ的扫描电镜表观形态
Ｆｉｇ２　ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆＲＩＳＤＭＮｏｂｓｅｒｖｅｄｕｎｄｅｒＳＥＭ

３２２　微针皮内溶解实验　结果见图３，随着针
体在大鼠皮内停留时间的增加，其溶解程度逐渐

增加。由图３可见，作用５ｍｉｎ时针体已出现明显
的溶解；作用３０ｍｉｎ后，微针针体几乎完全溶解，
表明优选配方的 ＲＩＳＤＭＮ可较快溶解并滞留在大
鼠皮肤内。

３２３　机械性能考察　为将药物通过皮肤途径
有效输送进入全身循环，要求微针具备足够高的

机械强度以抵达皮肤真皮层。微针穿刺情况见图

４，在铝箔穿刺实验中，ＲＩＳＤＭＮ可轻易刺穿铝箔
并留下清晰可见的小孔；在离体大鼠皮肤穿刺实

验中，经台盼蓝染色可见大鼠皮肤上清晰展现出

与微针排列一致的蓝色小孔。结果说明，优选配

方的 ＲＩＳＤＭＮ具有穿透铝箔和皮肤屏障的机械强
度，符合实验要求。

３２４　皮肤屏障恢复实验　结果见图５。取下微
针后可见大鼠腹部皮肤留有排列整齐的明显蓝色针

孔，为微针作用后形成的孔道，表明台盼蓝已穿越皮

肤屏障进入真皮层。取下微针 ５ｍｉｎ后皮肤表面的
蓝色针孔开始变淡，表明鼠皮已开始愈合；３０ｍｉｎ后
蓝色针孔大部分消失，同时台盼蓝出现明显晕色，表

明由微针造成的细小孔洞已基本愈合，同时台盼蓝

在真皮层中快速扩散；４８０ｍｉｎ后表皮蓝色针孔完全

　　　　

图３　ＲＩＳＤＭＮ在大鼠腹部皮肤作用不同时间的溶解情况
（×４０）
Ｆｉｇ３　ＤｉｓｓｏｌｕｔｉｏｎｏｆＲＩＳＤＭＮｉｎｒａｔａｂｄｏｍｉｎａｌｓｋｉｎａｔｄｉｆｆｅｒ
ｅｎｔｔｉｍｅ（×４０）

消失，台盼蓝颜色大幅淡化。皮肤孔道的闭合时间

取决于皮肤屏障被破坏的程度，故根据蓝色针孔的

变化可判断，配方优选的ＲＩＳＤＭＮ给药后对皮肤的
影响是可逆的，皮肤屏障功能可在短时间内得到

恢复。

Ａ－铝箔穿刺；Ｂ－离体大鼠皮肤穿刺。

Ａ－ａｌｕｍｉｎｉｕｍｆｏｉｌ；Ｂ－ｅｘｖｉｖｏｒａｔａｂｄｏｍｉｎａｌｓｋｉｎ．

图４　ＲＩＳＤＭＮ穿刺实验图
Ｆｉｇ４　ＲＩＳＤＭＮｐｕｎｃｔｕｒｅ

３３　微针释放特性评价
３３１　针头载药量测定　本实验 ＨＰＬＣ法峰分离
性好、专属性强，具备良好的重现性与稳定性，在

０６２５～８０００μｇ·ｍＬ－１内展现出良好的线性关系
（ｒ２＝０９９９７），可用于 ＲＩＳ的定量分析。阴性干扰
实验结果见图６。经测量（ｎ＝３），高剂量ＲＩＳＤＭＮ
针头载药量为（４２０８３±１８０９）μｇ，低剂量 ＲＩＳ
ＤＭＮ针头载药量为（２０４８３±７９８）μｇ。
３３２　体外透皮实验　将优选处方的高、低剂量
ＲＩＳＤＭＮ分别刺入健康鼠皮并置于改良的Ｆｒａｎｚ扩
散池上进行体外透皮实验，以每个时间点的累积透

过量作图，获得渗透曲线（图７）。由渗透曲线观察
可知，高剂量 ＲＩＳＤＭＮ在３ｈ内迅速稳定渗透，随
后逐渐减缓；低剂量 ＲＩＳＤＭＮ在６ｈ内稳定渗透，
随后逐渐减缓。将累积透过量时间数据经零级、
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图５　ＲＩＳＤＭＮ作用后皮肤屏障恢复情况
Ｆｉｇ５　ＲｅｃｏｖｅｒｙｏｆｓｋｉｎｂａｒｒｉｅｒａｆｔｅｒＲＩＳＤＭＮｐｕｎｃｔｕｒｅ

Ａ－空白接收液；Ｂ－ＲＩＳＤＭＮ透皮接收液；Ｃ－ＲＩＳ标准对照品。

Ａ－ｂｌａｎｋｓａｍｐｌｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄｆｒｏｍＩＶＰＴ；Ｂ－ｍｅｄｉｃａｔｅｄｓａｍｐｌｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄｆｒｏｍＩＶＰＴ；Ｃ－ＲＩＳｓｔａｎｄａｒｄ．

图６　ＲＩＳ液相方法学阴性干扰实验图
Ｆｉｇ６　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆＲＩＳｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓａｍｐｌｅｓ

一级和Ｈｉｇｕｃｈｉ模型拟合［２６］，结果见表６，可见在２
种含药浓度的微针组别中，一级动力学方程拟合模

型的相关系数（ｒ２）均为最高，因此可用该模型描述
制得高、低剂量ＲＩＳＤＭＮ在大鼠皮肤和生理盐水中
的体外透过行为。

在体外透皮时间为３ｈ时，高剂量 ＲＩＳＤＭＮ的
累积透过量为（４５９１１±１７０９）μｇ，已高于“３３１”
项下所测得针头载药量（４２０８３±１８０９）μｇ，结合
“３２２”项下微针快速溶解的特性，可认为０～３ｈ
内微针针头迅速溶解并储留于大鼠真皮层，同时真

皮层内的ＲＩＳ以最高效率释放于接收液中，此时体
外累积透过曲线斜率最大；随着ＲＩＳ的不断释放，真
皮层内含药量逐渐减少，累积透过曲线斜率下降。

由于本实验所制备微针针体与背衬层均载有药物，

在针头药物充分释放后，背衬层仍有ＲＩＳ缓慢渗透，
故２４ｈ仍可见累积渗透量缓升。

图７　高、低剂量ＲＩＳＤＭＮ体外经皮渗透曲线。ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ７　Ｉｎｖｉｔｒｏｃｕｍｕｌａｔｉｖｅｐｅｒｍｅａｔｉｏｎｐｒｏｆｉｌｅｏｆｈｉｇｈ／ｌｏｗｄｏｓｅ
ＲＩＳＤＭＮａｃｒｏｓｓｒａｔｓ′ａｂｄｏｍｉｎａｌｓｋｉｎ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

３４　药效学评价
３４１　血清生化指标测定　表７显示了 ＲＩＳＤＭＮ
对卵巢摘除后骨质疏松症大鼠血清中 Ｃａ２＋、Ｐ３＋和
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　　　　表６　高、低剂量ＲＩＳＤＭＮ的累计透过量时间模型拟合情况
Ｔａｂ６　Ｍａｔｈｅｍａｔｉｃａｌｍｏｄｅｌｓｆｏｒｔｈｅｃｕｍｕｌａｔｉｖｅａｍｏｕｎｔｏｆ
ｈｉｇｈ／ｌｏｗｄｏｓｅＲＩＳＤＭＮｒｅｌｅａｓｅｄｐｅｒｓｕｒｆａｃｅａｒｅａｏｆｔｈｅｒａｔｓ′
ｓｋｉｎ（Ｑｎ）ｖｅｒｓｕｓｔｉｍｅｄａｔａ

Ｇｒｏｕｐ Ｍｏｄｅｌ　 Ｅｑｕａｔｉｏｎ　　 Ｐａｒａｍｅｔｅｒ　　 ｒ２

Ｈｉｇｈｄｏｓｅｚｅｒｏｏｒｄｅｒ Ｆ＝ｋ０·ｔ ｋ０＝９６７０ ０４８２３

ｆｉｒｓｔｏｒｄｅｒ Ｆ＝Ｍ·［１Ｅｘｐ（ｋ１·ｔ）］ ｋ１＝０４１８，Ｍ＝３２２２２ ０９６５９

Ｈｉｇｕｃｈｉ Ｆ＝ｋＨ·ｔ０５ ｋＨ＝６４５５５ ０６８０８

Ｌｏｗｄｏｓｅ ｚｅｒｏｏｒｄｅｒ Ｆ＝ｋ０·ｔ ｋ０＝６７５１ ０８１９３

ｆｉｒｓｔｏｒｄｅｒ Ｆ＝Ｍ·［１Ｅｘｐ（ｋ１·ｔ）］ ｋ１＝０１３９，Ｍ＝１６９３６ ０９９１２

Ｈｉｇｕｃｈｉ Ｆ＝ｋＨ·ｔ０５ ｋＨ＝４０８１２ ０９４８２

注：ｋ０－零级释放速度常数；ｋ１－一级释放速度常数；ｋＨ－Ｈｉｇｕｃｈｉ系数；ｋ－常

数，该常数随不同药物或不同处方及不同释放条件而变化；Ｍ－累积参数。

Ｎｏｔｅ：ｋ０－ｔｈｅｚｅｒｏｏｒｄｅｒｒｅｌｅａｓｅｃｏｎｓｔａｎｔ；ｋ１－ｔｈｅｆｉｒｓｔｏｒｄｅｒｒｅｌｅａｓｅｃｏｎｓｔａｎｔ；

ｋＨ－ｔｈｅＨｉｇｕｃｈｉｒｅｌｅａｓｅｃｏｎｓｔａｎｔ；ｋ－ａｃｏｎｓｔａｎｔｔｈａｔｖａｒｉｅｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｒｕｇｓｏｒ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｒｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｒｅｌｅａｓｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ；Ｍ－ｔｈｅｃｕｍｕｌａｔｉｖｅｐａｒａｍｅｔｅｒ．

ＡＬＰ水平的影响。与假手术组相比，对照组大鼠血
清Ｃａ２＋含量显著降低（Ｐ＜００１），此时给予高剂量
ＲＩＳＤＭＮ能够获得与灌胃给药相似的 Ｃａ２＋水平回
调效果（Ｐ＜００５），表明 ＲＩＳ给药可对抗卵巢摘除
后骨质疏松症模型所引起的钙代谢紊乱。对照组与

假手术组大鼠血清 Ｐ３＋水平有统计学差异，高剂量
ＲＩＳＤＭＮ呈现出一定的 Ｐ３＋调节能力（Ｐ＜００５）。
有关研究表明［２７２８］，ＡＬＰ水平与机体骨密度呈负相
关关系，鉴于此，可通过大鼠血清 ＡＬＰ变化以判定
其骨质代谢状况。本研究中对照组 ＡＬＰ水平相比
假手术组显著升高（Ｐ＜００１），表明卵巢摘除术可
能诱导大鼠骨密度大幅下降。高、低剂量 ＤＭＮ与
灌胃组大鼠ＡＬＰ水平均有所回调，表明 ＲＩＳ给药能
改善卵巢摘除后骨质疏松症大鼠的骨代谢，其中以

高剂量ＲＩＳＤＭＮ改善效果最为显著（Ｐ＜００１），表
明经皮途径的ＲＩＳ给药能够发挥出色的预防骨质疏
松症作用。

表７　ＲＩＳＤＭＮ对卵巢摘除后骨质疏松症大鼠血清 Ｃａ２＋、
Ｐ３＋、碱性磷酸酶（ＡＬＰ）水平的影响。ｎ＝５，珋ｘ±ｓ
Ｔａｂ７　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＲＩＳＤＭＮｏｎｔｈｅｓｅｒｕｍｌｅｖｅｌｓｏｆＣａ２＋，
Ｐ３＋ａｎｄＡＬＰｉｎｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｉｚｅｄｒａｔｓ．ｎ＝５，珋ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐ　　 Ｃａ２＋ Ｐ３＋ ＡＬＰ

Ｓｈａｍ ２２９１±００４２２） １５６５±０１５４１） ２０５９６±８５４９２）

Ｃｏｎｔｒｏｌ ２０６３±００３７４） １４１１±０１５９３） ４２３９３±１３３８７４）

ＤＭＮＢｌａｎｋ ２０４５±００３７４） １５５５±００７５ ３８９２２±６９９２４）

ＤＭＮＬｏｗ ２０６７±００５６４） １５３５±００６３ ３０６１０±４７０１１）

ＤＭＮＨｉｇｈ ２１４０±００３７１）４） １４０８±００８２３） ２３５２６±４９０４２）

Ｇａｖａｇｅ ２１７３±００６９２）４） １４９６±０１０７ ２７１３８±６０３９２）

注：与对照组相比，１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１；与假手术组相比，３）Ｐ＜００５，
４）Ｐ＜００１。

Ｎｏｔｅ：１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌ；３）Ｐ＜００５，４）Ｐ＜００１，

ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｓｈａｍ．

３４２　骨密度测定　不同组别骨密度测量结果见
图８。与假手术组相比，对照组大鼠骨密度显著降
低（Ｐ＜００１），与“３４１”项下 ＡＬＰ显示结果一致。
３个给药组别大鼠骨密度均有所提高（Ｐ＜００５），其
中以高剂量微针组提升最为显著（Ｐ＜００１）。说明
ＲＩＳＤＭＮ对卵巢摘除骨质疏松症模型大鼠骨密度
有优于灌胃给药的保护作用。

与对照组相比，１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１；与假手术组相比，３）Ｐ＜００１。
１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌ；３）Ｐ＜００１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ

ｓｈａｍ．

图８　ＲＩＳＤＭＮ对卵巢摘除后骨质疏松症大鼠骨密度
（ＢＭＤ）影响。ｎ＝５，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ８　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＲＩＳＤＭＮｏｎｔｈｅＢＭＤｏｆｆｅｍｕｒｓｆｒｏｍ
ｏｖａｒｉｅｃｔｏｍｉｚｅｄｒａｔｓ．ｎ＝５，珋ｘ±ｓ

３４３　组织病理学　图 ９显示出 ＲＩＳ对大鼠骨
微结构的实际影响。假手术组大鼠骨小梁数量丰

富且较为粗大，局部相互连接，排列较规则，无骨

细胞空腔，为健康的骨微结构。对照组大鼠骨小

梁稀疏细小，排列不规则，多见脂肪细胞，为典型

的骨质疏松病理结构，表明本实验卵巢摘除骨质

疏松症模型构建成功，实验数据有参考意义。空

白微针组大鼠骨微结构与对照组情况相似。低剂

量微针组大鼠骨髓腔内骨小梁数量增加，骨小梁

连接情况改善。高剂量微针组和灌胃组大鼠骨微

结构均展现出较厚的骨组织皮质和丰富的髓腔骨

小梁，相比之下，高剂量微针组中的骨小梁更为致

密、形状更为饱满、尺寸和厚度更均匀、相互连接

和排列更为规则，其髓腔充满骨髓细胞，已达到甚

至优于正常大鼠的骨微结构；而灌胃组大鼠骨小

梁排列不规则，髓腔内骨髓细胞较少。表明在卵

巢摘除后骨质疏松症大鼠的骨组织保护中，ＲＩＳ微
针给药效果并不逊色于传统的灌胃给药，与

“３４２”项下结果一致，展现出 ＲＩＳ经皮给药替代
口服给药的巨大潜力。
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Ａ－放大２０倍图像；Ｂ－放大１００倍图像；黄色圈代表放大区域，黑色箭头代表骨小梁，绿色箭头表示骨细胞空腔与脂肪细胞。

Ａ－ａｔ２０×ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ；Ｂ－ａｔ１００×ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ；ＴｈｅｙｅｌｌｏｗｃｉｒｃｌｅｓｉｎｄｉｃａｔｅｔｈｅｍａｇｎｉｆｉｅｄａｒｅａｓＴｈｅｂｌａｃｋａｒｒｏｗｓｉｎｄｉｃａｔｅｔｒａｂｅｃｕｌａｒｂｏｎｅｓＴｈｅｇｒｅｅｎａｒｒｏｗｓｉｎｄｉｃａｔｅ

ｅｍｐｔｙｂｏｎｅｌａｃｕｎａｅａｎｄａｄｉｐｏｃｙｔｅｓ．

图９　大鼠股骨的组织病理学图像
Ｆｉｇ９　Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙｏｆｔｈｅｒａｔｓ′ｆｅｍｕｒｓ

４　讨　论
目前，口服双膦酸盐仍是治疗骨质疏松症的主

要方法。然而苛刻的服用要求及严重的胃肠道副作

用导致了其较差的临床依从性，这显然是不符合患

者对当代药物便捷性、安全性需求的［１１１３，２９３０］。近

年来，越来越多的研究试图解决口服双膦酸盐依从

性差的问题，如使用纳米颗粒作为双膦酸盐的递送

载体，可有效提高双膦酸盐的口服生物利用

度［３１３２］；开发双膦酸盐缓释制剂以解决服药前需禁

食的限制［３３３４］；减少口服双膦酸盐的剂量，以避免

药物引起的胃肠道副作用等［３５］。尽管这些方法带

来的改善是明确且直观的，但口服递药方式的保留

意味着其生物利用度低、胃肠道副作用严重、服药体

验差等问题无法从根源上被解决。若能够通过皮肤

途径进行双膦酸盐给药，因口服引起胃肠道不良反

应的问题即迎刃而解，患者不再需要通过禁食与维

持直立姿势以减轻服药带来的胃肠道损伤，并能够

轻松实现自行给药，这对于长期以传统口服双膦酸

盐方式进行治疗的骨质疏松症患者而言，无疑是一

种极大的解放［３６］。因此，本研究的重点在于双膦酸

盐递送方式的转变。选用双膦酸盐代表性药物 ＲＩＳ
为研究对象，探索并评价其通过皮肤途径进行递送

的可行性。

皮肤屏障特殊的“砖墙结构”是高亲水性与大

分子药物经皮进入体循环的主要障碍［３７］。近年来，

微针技术逐渐成为该类药物经皮递送的重要突破

口［３８］。借助微针针头，药物能够突破皮肤屏障直接

释放于真皮层，并通过毛细血管吸收，从而发挥全身

作用［３９］。为保证微针给药的依从性与有效性，通过

提高ＤＭＮ的皮内溶解速率，可缩短微针在体时间，
使给药过程更为便捷舒适［４０］；通过控制针体长度，

可避免触及真皮层毛细血管和神经末梢，消除给药

过程产生的疼痛［４１］；足够的机械强度可保障药物的

顺利递送；皮肤屏障的快速恢复可实现微针的长期

用药。因此，表观形貌与机械性能、皮内溶解速率与

皮肤屏障恢复情况被选为 ＲＩＳＤＭＮ表征的关键
指标。

体外累积渗透结果显示（图７），本研究制备的
高剂量ＲＩＳＤＭＮ在３ｈ内透过大鼠皮肤进入接收
液的药量超过微针针头含药量，表明配方优选后的

ＲＩＳＤＭＮ能够实现快速且高效的药物经皮递送，保
证了ＲＩＳ经皮给药的生物利用度［４２］。此外，本研究

观察到高、低２种含药量的微针在体外透皮实验中
均展现出与一级动力学较好的拟合效果（表６）。一
级动力学体现药物被动转运的特点，在本实验中表

明ＲＩＳ的透皮行为更取决于药物的释放而非透过，
进一步印证微针装载下的ＲＩＳ能够顺利突破皮肤屏
障并富集于真皮层中，发生顺浓度梯度的自由扩散

行为。微针技术在亲水性大分子药物的经皮递送中

展现出巨大潜力［２０］。
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