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·研究论文· 
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摘要：目的  制备日夜两用生长激素微针贴片，模拟人体生理状态下内源性生长激素分泌的昼夜差异，实现生长激素给

药时间和用量的优化，同时有效减轻皮下注射给药疼痛感，提高患者使用依从性。方法  采用铸模法制备微针贴片，通

过光学显微镜和扫描电子显微镜观察微针表面形貌。经体外释放试验确定含生长激素微针制备的最佳工艺条件，包括优

化紫外交联时间和交联剂含量。通过微针力学强度测试和体外透皮试验验证微针贴片有效穿透皮肤的可行性，通过圆二

色光谱测定药物的稳定性。通过调试负载不同剂量生长激素制备日用和夜用微针贴片。结果  在显微镜下观察到微针排

列整齐，针体完整、尖锐，微针在药物释放前后形貌无明显差异。工艺优化结果表明，当紫外交联时间为 7 min，交联剂

用量为 1.5%时，微针贴片可以有效穿透离体大鼠皮肤，同时实现了生长激素在 12 h 内稳定释放，且微针释放出的蛋白药

物构象无明显变化。通过在针体中负载不同剂量生长激素，制备了日用和夜用生长激素微针贴片。结论  本研究制备的

微针能够顺应在生理状态下生长激素分泌的日夜差异，实现了适宜时间释放适量生长激素的目标，未来可进一步优化微

针药物负载量以满足不同患者的实际使用需求，以期实现个体化治疗。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To design microneedle patches for daytime and nighttime administration of growth hormone to 
stimulate the circadian rhythm of endogenous growth hormone secretion under human physiological state, effectively alleviate 
the pain of subcutaneous injection and improve the compliance of patients. METHODS  Microneedle patches were prepared by 
the casting method. The surface morphology of microneedles was observed by the optical microscope and scanning electron 
microscope. The optimum process conditions for the preparation of microneedles were determined by in vitro release 
experiments, including optimizing the UV irradiation duration and the content of the crosslinking agent. The mechanical strength 
test and ex vivo penetration experiment were applied to verify whether the microneedles can effectively penetrate the skin and 
achieve transdermal drug delivery. The biostability of the protein drug was assessed by the circular dichroism spectroscopy. Two 
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types of microneedle patches for daytime and nighttime administration respectively were prepared by loading different doses of 
growth hormone. RESULTS  The microneedles were orderly arranged with the complete and sharp needles observed by the 
microscope, and there was insignificant morphology change after drug release. Through the optimization of process conditions, 
when the UV irradiation duration was 7 min and the content of the crosslinking agent was 1.5%, the microneedle patch could 
effectively penetrate the rat skin and realize the stable release of growth hormone within 12 h, and the conformational change in 
the released protein drug was insignificant. By loading different doses of growth hormone into the microneedle patches, daytime 
and nighttime dosing patches had been prepared. CONCLUSION  In this study, the daytime and nighttime microneedle patches 
loading different dosages of growth hormone were prepared, which can comply with the circadian rhythm of growth hormone 
secretion in human physiological state, optimize the relationship between the administration time and dose of growth hormone, 
and realize on demanding releasing of growth hormone. In the future, the drug loading of microneedle patches can be further 
optimized to meet the personalized needs of people and realize individualized treatment. 
KEYWORDS: drug delivery; growth hormone; microneedle; transdermal delivery; daytime and nighttime dosing 

 
人生长激素(human growth hormone，hGH)是在

人类脑垂体前叶中由生长激素细胞合成、储存和分

泌的一种肽类激素，能通过作用于生长激素受体或

激活胰岛素样生长因子的转录而发挥生理作用，促

进人体生长发育，并调节糖类、脂肪、蛋白质、矿

物质等代谢[1-2]。hGH 在生理状态下分泌有显著的

昼夜节律性 [3-4]，夜晚分泌总量约为日间总量的

3~4 倍，并且在夜晚入睡后 2 h 左右出现明显分泌

高峰，其分泌量可达到 1 d 分泌总量的一半以上[5-6]。 
由于微针具有使用疼痛感弱、可自行给药、

药物释放可控等优点，在过去的十几年中已经广

泛应用于大分子药物的透皮给药[7-8]。现有研究表

明，微米尺寸的微针能够有效穿透角质层但不易

刺激神经末梢[9]。通过调节微针聚合物基质的处方

即可调控药物在数小时至数天内释放，释放出的

大分子药物能够通过区域毛细血管和淋巴网被迅

速吸收，避免了口服给药造成的首过效应和皮下

注射造成的依从性差等问题[10]。 
对于 hGH 缺乏的患者，及时给予激素补充治

疗常常能够产生较好的疗效[11-12]，临床上普遍使

用皮下注射外源性重组人生长激素的手段[13]，目

前国内上市的产品包括长效水针剂、短效水针剂

和短效粉针剂。每日 1 次的皮下注射制剂虽然制

备工艺简单，使用方便，但由于皮下注射的 hGH
血浆半衰期仅 3.4 h[14]，与人正常生理状态下机体

节律性地分泌内源性 hGH 差异较大，因此需要使

用较大剂量才能很好地发挥药效[15-16]。另一方面

注射给药会给患者带来疼痛不适，尤其对于 hGH
缺乏的儿童患者，会面临给药困难，患者依从性

差的问题[17-18]。已有调查表明，一半以上的生长

激素缺乏患者对每日注射 hGH 治疗表现出较差的

依从性[19]，导致治疗难以达到预期效果[20]。此外，

目前全球范围内有多个 hGH 长效制剂已进入临床

试验阶段，虽然其有效性和安全性已得到初步证

实，但是长效制剂存在不易于调整给药剂量的问

题，难以满足不同患者的用药需求[21-22]。 
为了解决上述问题，本实验采用紫外交联法

制备了日夜两用的微针贴片组合用于早晚不同剂

量的 hGH 给药。这种给药方式不仅能顺应人体

hGH 分泌量的昼夜节律变化，还可以避免注射疼

痛，提高患者依从性。 
1  材料 
1.1  仪器 

ME204/02 电子天平(梅特勒-托利仪器上海有

限公司)；Synergy H1 酶标仪(美国 BioTek 公司)；
F10-200100L36-001 UV-LED 固化设备(东莞尔谷

光电科技有限公司)；SK-L180-Pro 水平型数显摇

床(北京大龙兴创实验仪器股份公司)；ZSA0850T
连续变倍体视显微镜(重庆重光实业有限公司)；

J-1500-150ST 圆二色光谱仪(日本 JASCO 公司)；
ZQ-990B 电子拉力实验机(东莞市智取精密仪器有

限公司)；Nova Nano 450 扫描电子显微镜(美国 FEI
公司)。 
1.2  药物与试剂 

hGH(上海源叶生物科技有限公司，批号：

A18GS145673) ； N- 乙 烯 基 吡 咯 烷 酮

(N-vinypyrrolidone，NVP，上海易恩化学技术有限

公司，批号：RH310121)；二甲基丙烯酸乙二醇酯

(ethylene glycol dimethacrylate，EGDMA，阿拉丁

试剂有限公司，批号：I2001232)；2-羟基-4’-(2-
羟 乙 氧 基 )-2- 甲 基 苯 丙 酮 [2-hydroxy-4’-(2- 
hydroxyethoxy)-2-methylpropiophenone，I2959，阿

拉丁试剂有限公司，批号：G2121264]；NOA-86H 
(美国 Norland 公司)；磷酸盐缓冲液(PBS，上海碧

云天生物技术有限公司)；BCA 蛋白浓度测定试剂

盒(北京索莱宝科技有限公司，批号：20211118)。 
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2  方法 
2.1  微针贴片的制备 

按文献[23]方法将 1 mL NVP 单体和适量交联

剂 EGDMA 混合均匀，称取 15 mg 光引发剂 I2959
溶解于上述混合液，最后加入 hGH 充分混匀后倒

入微针模具。采用真空脱气的方法抽真空 10 min，

使溶液填满微针模具后，除去上层多余溶液，在

34 mW·cm−2 强度紫外照射下预交联 5 s，再于表面

滴加紫外固化材料 NOA-86H，经 95 mW·cm−2 强

度紫外照射使微针基质化学交联固化，从模具中

完整揭出，即可获得微针贴片。制作流程示意图

见图 1。 
 

 
 

图 1  hGH 微针贴片制作流程示意图 
Fig. 1  Schematic of the fabrication process of the hGH 
loading microneedle patch  

 

2.2  微针形貌表征 
按“2.1”项下方法制得微针贴片，在光学显

微镜下观察并拍照。在扫描电子显微镜下分别观

察在 PBS 中释放 12 h 前后的微针表面形貌。 
2.3  微针制备工艺条件的优化 
2.3.1  紫外交联时间的优化  以门冬胰岛素作为

交联度优化试验中的模型蛋白加入 NVP 基质，充

分混匀后按“2.1”项下方法制备成微针贴片。交

联剂 EGDMA 用量为 1.5%，分别调整紫外交联过

程照射时长为 3，5，7，9，11 min。将制成的微

针贴片裁剪成 10×10 的阵列，以 1 mL pH 7.4 的

PBS 为释放介质，每组设 3 个复孔，置于转速

150 r·min−1的摇床上。于 0，5，15，30 min 和 1，

2，4，6，8，12 h 分别取释放液 20 μL，于 4 ℃冰

箱中保存，12 h 释放结束后统一用 BCA 试剂盒测

定 模 型 蛋 白 释 放 量 ， 用 酶 标 仪 检 测 待 测 液 在

562 nm 处的吸光度，计算模型蛋白累积释放百分

率，并绘制释放曲线。 
2.3.2  交联剂含量的优化  按“2.1”项下方法制

备含模型蛋白的微针贴片，紫外交联时间为 7 min，

分别调节交联剂 EGDMA 用量为 0.5%，1.5%，

3.0%，5.0%和 7.0%，同“2.3.1”项下方法测定模

型蛋白累积释放百分率，并绘制释放曲线。 
2.4  微针机械性能的考察 
2.4.1  力学强度的测定  按“2.1”项下方法制备

hGH 微针贴片，选择紫外交联时间 7 min，交联剂

用量为 1.5%。将制成的微针贴片浸没在 PBS 中，

于转速 150 r·min−1的摇床上释放 12 h，过夜干燥后

分别将释放前后的微针贴片裁剪成 2×2 的阵列，

固定在电拉力实验机的载物台上，设置压缩速度

为 0.1 mm·min‒1，记录 2 组微针的力-位移曲线，

最后将结果换算成每根微针的断裂力。 
2.4.2  体外透皮试验  实验前 1 d 将健康 SD 大鼠

脱毛，当天颈椎脱臼法处死并进行背部皮肤剥离，

用脱脂棉擦去皮下脂肪后，经蒸馏水反复冲洗干

净。角质层侧朝上固定在泡沫板上，分别用释放

前后的 hGH 微针贴片对皮肤进行垂直按压，停留

1 min 后移除微针，用台盼蓝染液对穿刺后皮肤样

本染色 3 min，用蒸馏水冲洗，除去表面浮色，在

光学显微镜下观察并拍照。 
2.5  药物活性的考察 

按“2.1”项下方法分别制备含模型蛋白和 hGH
的微针贴片，其中紫外交联时间 7 min，交联剂用

量为 1.5%。分别将制成的微针贴片浸没在 PBS 中

释放 12 h。取释放液经超滤后测定模型蛋白和 hGH
在 190~260 nm 紫外范围内的圆二色光谱图，并与

未经处理的模型蛋白和 hGH 的谱图进行对比。 
2.6  生长激素微针贴片的制备及体外释放 

按“2.1”项下方法制备微针贴片，调节 hGH
浓度使日片含药量 50 μg，夜片含药量 200 μg。选

择紫外交联时间 7 min，交联剂用量为 1.5%作为微

针制备交联参数。将制成的微针贴片裁剪成 10×10
的阵列，同“2.3.1”项下方法测定 hGH 累积释放

量并绘制释放曲线。 
3  结果 
3.1  微针形貌表征 

通过光学显微镜观察微针贴片，结果见图 2。

微针针体为四棱锥状，针长 1 200 μm，底部边长

500 μm，底边间距 700 μm，阵列完整，针尖锐利。

通过扫描电子显微镜观察，对比 12 h 释放前后的

微针的针体结构，结果见图 3。释放前后针体形貌

无明显差异，证明微针在接触体液 12 h 后仍能保
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持结构完整，可帮助确定微针贴片在使用后可以

较为完整地从皮肤中移除。 

 
 

图 2  微针阵列排布情况(14×) 
Fig. 2  Arrangement of microneedle arrays(14×) 
 

 
 

图 3  微针扫描电镜图像(70×) 
A−释放前；B−释放后。 
Fig. 3  Scanning electron microscopy images of microneedles 
(70×) 
A−before release; B−after release. 
 

3.2  交联参数对药物释放的影响 
由于 NVP 与 EGDMA 均有不饱和双键，所以

在光引发剂的参与下，通过紫外光照射就能发生

紫外交联反应，聚合成高分子网络结构，微针基

质由液态转化为固态，将蛋白质药物包载在网络

结构中。交联度关系到微针高分子网络的致密程

度，会影响微针中药物的释放速度和最终释放百

分率。紫外交联时间长短和交联剂用量都会对微

针的交联度造成影响。交联度高，微针硬度大，

NVP 体系网络致密，药物释放慢，终末释放百分

率小；交联度低，微针硬度小，NVP 体系网络疏

松，药物释放快，终末释放百分率大。为了优化

微针制备过程中的交联参数，本实验探究了紫外

交联时间长短和交联剂用量对药物释放的影响。 
在交联反应进行过程中，紫外照射时间越长，

通常交联反应越彻底，但同时紫外交联时间长短

会潜在影响微针中蛋白质药物的生物活性。因此

为了确定最佳交联时间，本研究绘制了在紫外交

联过程中经过不同紫外照射时间所制得微针的药

物累积释放曲线，结果见图 4。结果表明经紫外交

联 3 min 的微针 12 h 累积释放率>70%，在 5~9 min
内时，模型蛋白的释放曲线无明显差异。但在制

备中观察到仅经过 3 min 和 5 min 紫外交联的微针

存在硬度不佳的问题，因此综合考虑微针硬度及

紫外照射对蛋白质药物活性的影响，认为 7 min 为

微针制作最优的紫外交联时间。 
 

 
 

图 4  1.5%交联剂条件下采用不同紫外交联时间制备的微

针药物释放情况(n=3) 
Fig. 4  Drug release of hGH from microneedles prepared 
with different UV crosslinking durations under the condition 
of 1.5% crosslinking agent(n=3) 

 

交联剂用量越多，微针基质网络越致密。为

了确定交联剂用量，本研究绘制了使用不同交联

剂用量制得微针的药物累积释放曲线，结果见图

5。结果表明随着交联剂用量增加，模型蛋白释放

速率降低，12 h 的累积释放量减少。本研究希望

微针中药物能在 12 h 内结束释放且有较大的累积

释放率，因此 EGDMA 含量 0.5%和 1.5%的微针符

合要求。但实验中发现含 0.5%交联剂的微针在

PBS 浸泡 12 h 后针体较为脆弱，为了避免造成在

结束使用后针体难以完整的从皮肤中移除的问题，

本实验选择 1.5%交联剂用量进行 hGH 微针制备。 
 

 
 

图 5  紫外交联 7 min 条件下采用不同交联剂含量制备的

微针药物释放情况(n=3) 
Fig. 5  Drug release of hGH from microneedles prepared 
with different crosslinking agent contents under the condition 
of 7 min UV crosslinking duration(n=3) 
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3.3  微针力学强度及透皮能力 
为了确定微针在接触体液 12 h 后是否仍能保

持一定的力学强度，保证微针能够顺利从皮肤中

完整移除，本实验探究了药物释放前后微针力学

性能和透皮能力。微针的力学性能测试结果见图

6，释放后微针断裂力比释放前略有下降，释放前

微针断裂力约为每针(0.90±0.01)N，释放后为每针

(0.79±0.02)N。这可能是由于针体内大部分 hGH 扩

散进入溶液，同时液体进入网络结构使针体膨胀，

网络结构疏松导致。 
 

 
 

图 6  微针的力学性能评价 
Fig. 6  Mechanical evaluation of microneedles  
 

台盼蓝是常用的细胞活性染料，可将细胞膜

不完整的细胞染成蓝色，而胞膜完整的细胞则不

易被染色。因此将微针按压进入皮肤后移除微针

并用台盼蓝染色，即可观察到皮肤表面是否有细

胞受损，进而验证微针能否穿透角质层达到透皮

给药的目的[24]。染色结果显示释放前后的微针均

可顺利刺破离体大鼠皮肤，结果见图 7。虽然释放

后的微针断裂力比释放前有所下降，但其透皮能

力均符合要求，因此认为 hGH 微针贴片经 12 h 使

用后应可完整移除。 
 

 
 

图 7  微针的离体透皮试验结果 
A−释放前；B−释放后。 
Fig. 7  Ex vivo skin penetration test  
A−before release; B−after release. 

3.4  经微针释放的药物活性 
圆二色光谱可以用来测定多肽药物的二级结

构，通过比较未处理的药物与释放液中药物的圆

二色光谱图即可得知多肽药物的构象在微针制作

过程中是否发生改变。实验结果表明，释放液中

模型蛋白及 hGH 二级结构均无明显变化，因此认

为微针交联过程未对蛋白药物活性造成显著影

响，光谱结果见图 8。 
 

 

 
 

图 8  药物的圆二色光谱图 
A−模型蛋白；B−人生长激素。 
Fig. 8  Circular dichroism spectrum of drugs  
A−model protein; B−hGH. 

 

3.5  hGH 微针贴片体外释放 
为了模拟人生理状态下体昼夜节律性分泌

hGH 的特点，本实验通过调节微针中 hGH 负载

量制作成日用和夜用微针贴片，夜片 12 h 累积释

放量约为日片的 4 倍，结果见图 9。结果显示 2
组微针贴片中 hGH 在 PBS 中能持续释放>8 h，并

在 12 h 基本结束释放。其中夜片 2 h 内累积释放

量占总释放量>50%，符合人体 hGH 分泌量在入

睡后 2 h 出现高峰的特点。并且微针中的药物利

用度可尝试通过离心使药物富集在针尖等方法进

一步提高。 
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图 9  1.5%交联剂含量和紫外交联 7 min 条件下制备的

hGH 夜片和日片药物释放情况(n=3) 
Fig. 9  Drug release of growth hormone day and night 
patches under the condition of 1.5% crosslinking agent and 
7 min UV crosslinking duration(n=3) 

 

4  讨论 
本研究开发了一种 hGH 经皮递药系统，旨在

改善每日 1 次的 hGH 皮下注射用药剂量较大，且

难以顺应生理状态下 hGH 昼夜节律性分泌特点的

问题，同时一定程度避免了注射给患者带来的痛

苦，提高患者依从性。 
本研究选用 NVP 作为微针基质，其单体在室

温下为液体，可以很简便地将 hGH 均匀分散在基

质体系中。紫外交联固化后的微针针体坚硬，可

顺利穿透皮肤，使用后可完整取出，避免了长期

使用过程中基质物质在体内残留累积，对人体产

生不良反应。为了保持微针中的 hGH 生物活性，

并使其在所需时间内稳定释放，本研究通过体外

药物释放试验，考察了紫外交联时间长短和交联

剂用量 2 个参数对药物释放的影响。结果发现在

紫外交联时间为 7 min，交联剂用量为 1.5%时微针

硬度较好，此时药物能在所需时间内稳定释放，

且能够保持结束时累积释放百分率稳定。因此在

临床使用过程中可根据患者的需求灵活调整微针

中负载的 hGH 剂量，从而满足不同类型患者的用

药需求。 
在筛选出最佳的交联参数后，可以在微针中

负载低剂量和高剂量的 hGH 制备成供日用和夜用

的微针贴片，达到模拟正常人生理状态下 hGH 昼

夜分泌节律的目的，hGH 缺乏的患者只需在早上

使用日片，睡前更换为夜片，即可方便地完成给

药过程。 
综上所述，hGH 微针制备过程简单，能够顺

应人体对 hGH 昼夜节律性的生理需求，使用方便，

患者依从性好，为 hGH 递送提供了一种新的策略。

除此之外，hGH 通过微针释放进入体内后的吸收、

分布及代谢过程还需要进行进一步研究。 
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