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(57)摘要

本发明公开的主题提供在本文中称为“快速

纳米复合”或“(FNC)”的动力学控制的混合过程，

以加速聚阴离子溶液(例如质粒DNA溶液)与聚阳

离子溶液的混合来通过微室中的湍流混合匹配

聚电解质复合物(PEC)组装动力学，从而实现对

纳米颗粒组装动力学条件的明确控制，如由纳米

颗粒尺寸、组成、流体力学尺寸、流体力学密度、

表面电荷和聚阴离子有效载荷的可调谐性所展

示的。
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1.一种制备均匀的聚电解质复合物(PEC)纳米颗粒的方法，所述方法包括在具有大于

特征性混合时间(τM)的特征性组装时间(τA)的条件下将一种或更多种水溶性聚阳离子聚合

物与一种或更多种水溶性聚阴离子聚合物均匀混合，在所述特征性组装时间(τA)期间，所

述PEC纳米颗粒的组装发生，在所述特征性混合时间(τM)期间，所述一种或更多种水溶性聚

阳离子聚合物和所述一种或更多种水溶性聚阴离子聚合物均匀混合。

2.根据权利要求1所述的方法，其中所述方法包括快速纳米复合(FNC)方法。

3.根据权利要求2所述的方法，其中，所述方法包括：

(a)使包含一种或更多种水溶性聚阳离子聚合物的第一流以第一可变流量流入受限

室；

(b)使包含一种或更多种水溶性聚阴离子聚合物的第二流以第二可变流量流入所述受

限室，其中所述第一流和所述第二流在进入所述受限室时处于相对侧；和

(c)任选地使包含选自由以下组成的组的一种或更多种组分的第三流以第三可变流量

流入所述受限室：一种或更多种水溶性治疗剂、一种或更多种可混溶的有机溶剂和/或一种

或更多种冷冻保护剂；其中每股流在进入所述受限室时与另外两股流等距；

其中所述第一可变流量、所述第二可变流量和所述第三可变流量在存在时可以是相同

或不同的；以及

(d)使所述第一流、所述第二流和所述第三流在存在时在所述受限室中撞击，直到雷诺

数为约1,000至约20,000，从而使所述一种或更多种水溶性聚阳离子聚合物和所述一种或

更多种水溶性聚阴离子聚合物经历连续生成PEC纳米颗粒的聚电解质复合过程，其中所述

聚电解质复合过程发生在具有大于特征性混合时间(τM)的特征性组装时间(τA)的条件下，

在所述特征性组装时间(τA)期间，所述PEC纳米颗粒的组装发生，在所述特征性混合时间

(τM)期间，所述第一流、所述第二流和所述第三流的组分在存在时均匀混合。

4.根据权利要求3所述的方法，其中所述第一可变流量、所述第二可变流量和所述第三

可变流量在存在时各自等于或大于约10毫升/分钟(mL/min)。

5.根据权利要求3或权利要求4所述的方法，其中所述第一可变流量、所述第二可变流

量和所述第三可变流量在存在时各自在约3mL/min至约30mL/min之间。

6.根据权利要求3‑5中任一项所述的方法，其中所述特征性混合时间在约1ms至约

200ms之间。

7.根据权利要求1‑6中任一项所述的方法，其中所述特征性混合时间为约15ms。

8.根据权利要求3‑7中任一项所述的方法，其中所述雷诺数具有约2,000至约5,000的

范围。

9.根据权利要求3‑8中任一项所述的方法，其中所述第一流的pH值和所述第二流的pH

值各自具有约2.5至约8.4的范围。

10.根据权利要求3‑9中任一项所述的方法，其中所述第一流的pH值和所述第二流的pH

值各自为约3.5。

11.根据权利要求1‑10中任一项所述的方法，其中所述一种或更多种水溶性聚阳离子

聚合物选自由壳聚糖、PAMAM树状大分子、聚乙烯亚胺(PEI)、鱼精蛋白、聚(精氨酸)、聚(赖

氨酸)、聚(β‑氨基酯)、阳离子肽及其衍生物组成的组。

12.根据权利要求1‑11中任一项所述的方法，其中所述一种或更多种水溶性聚阴离子
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聚合物选自由聚(天冬氨酸)、聚(谷氨酸)、带负电荷的嵌段共聚物、硫酸肝素、硫酸葡聚糖、

透明质酸、藻酸盐、三聚磷酸盐(TPP)、寡聚(谷氨酸)、细胞因子、蛋白质、肽、生长因子和核

酸组成的组。

13.根据权利要求12所述的方法，其中所述核酸选自由反义寡核苷酸、cDNA、基因组

DNA、指导RNA、质粒DNA、载体DNA、mRNA、miRNA、piRNA、shRNA和siRNA组成的组。

14.根据权利要求3‑13中任一项所述的方法，其中所述第一流和/或所述第二流还包含

一种或更多种水溶性治疗剂。

15.根据权利要求14所述的方法，其中所述一种或更多种水溶性治疗剂选自由小分子、

碳水化合物、糖、蛋白质、肽、核酸、抗体或其抗体片段、激素、激素受体、受体配体、细胞因子

和生长因子组成的组。

16.根据权利要求1‑15中任一项所述的方法，其中所述一种或更多种水溶性聚阴离子

聚合物是质粒DNA，并且所述一种或更多种水溶性聚阳离子聚合物是线性聚乙烯亚胺(PEI)

或其衍生物。

17.根据权利要求1‑16中任一项所述的方法，包括使用在约25μg/mL至约800μg/mL之间

的质粒DNA浓度。

18.根据权利要求17所述的方法，其中所述质粒浓度选自由约25μg/mL、约50μg/mL、约

100μg/mL、约200μg/mL、约400μg/mL和约800μg/mL组成的组。

19.由权利要求1‑18中任一项所述的方法生成的一种均匀的聚电解质复合物(PEC)纳

米颗粒或多于一种PEC纳米颗粒。

20.根据权利要求19所述的PEC纳米颗粒，其中所述纳米颗粒具有约1个至约50个pDNA

拷贝/纳米颗粒的平均值。

21.根据权利要求20所述的PEC纳米颗粒，其中所述PEC纳米颗粒具有以下平均值：约

1.3个至约21.8个pDNA拷贝/纳米颗粒；约1.3个至约1.4个pDNA拷贝/纳米颗粒；约1.3个至

约1.6个pDNA拷贝/纳米颗粒；约1.3个至约1.7个pDNA拷贝/纳米颗粒；约1.3个至约2.3个

pDNA拷贝/纳米颗粒；约1.3个至约2.6个pDNA拷贝/纳米颗粒；约1.3个至约3.5个pDNA拷贝/

纳米颗粒；约1.3个至约4.4个pDNA拷贝/纳米颗粒；约1.3个至约4.7个pDNA拷贝/纳米颗粒；

约1.3个至约5.0个pDNA拷贝/纳米颗粒；约1.3个至约6.1个pDNA拷贝/纳米颗粒；约1.3个至

约8.0个pDNA拷贝/纳米颗粒；约1.3个至约8.5个pDNA拷贝/纳米颗粒；约1.3个至约9.1个

pDNA拷贝/纳米颗粒；约1.3个至约9.5个pDNA拷贝/纳米颗粒；约1.3个pDNA拷贝/纳米颗粒；

约3.5个pDNA拷贝/纳米颗粒；约4.4个pDNA拷贝/纳米颗粒；约5.0个pDNA拷贝/纳米颗粒；约

6.1个pDNA拷贝/纳米颗粒；约8.0个pDNA拷贝/纳米颗粒；约8.1个pDNA拷贝/纳米颗粒；约

8.5个pDNA拷贝/纳米颗粒；约9.1个pDNA拷贝/纳米颗粒；约9.5个pDNA拷贝/纳米颗粒；约

1.3个至约10.0个pDNA拷贝/纳米颗粒；约1.3个至约13.5个pDNA拷贝/纳米颗粒；或者约

21.8个pDNA拷贝/纳米颗粒。

22.根据权利要求20所述的PEC纳米颗粒，其中所述PEC纳米颗粒具有一个pDNA/纳米颗

粒。

23.根据权利要求19‑22中任一项所述的PEC纳米颗粒，其中所述纳米颗粒具有的平均

尺寸在约30nm至约130nm之间。

24.根据权利要求19‑23中任一项所述的PEC纳米颗粒，其中所述一种或更多种水溶性
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聚阳离子聚合物包含聚乙烯亚胺，并且所述一种或更多种水溶性聚阴离子聚合物包含质粒

DNA。

25.根据权利要求19‑24中任一项所述的PEC纳米颗粒，其中所述PEC纳米颗粒具有的聚

乙烯亚胺中的胺与质粒DNA中的磷酸的比(N/P)在约3至约10之间。

26.根据权利要求25所述的PEC纳米颗粒，其中所述PEC纳米颗粒具有选自由约3、约4、

约5、约6、约7、约8、约9和约10组成的组的N/P。

27.根据权利要求19‑26中任一项所述的PEC纳米颗粒，其中所述PEC纳米颗粒具有的结

合的lPEI与总lPEI的百分比在约50％至约75％之间。

28.根据权利要求19‑28中任一项所述的PEC纳米颗粒，其中所述多于一种PEC纳米颗粒

具有的多分散性指数(PDI)在约0.1至约0.25之间。

29.根据权利要求19‑28中任一项所述的PEC纳米颗粒，其中所述纳米颗粒具有的表观

流体力学密度在约60Da/nm3至约80Da/nm3之间。

30.一种药物制剂，包含在药学上可接受的运载体中的权利要求19‑29中任一项所述的

一种PEC纳米颗粒或多于一种PEC纳米颗粒。

31.根据权利要求30所述的药物制剂，其中所述制剂包括冻干制剂。

32.根据权利要求31所述的药物制剂，其中所述一种PEC纳米颗粒或多于一种PEC纳米

颗粒表现出在‑20℃至少9个月的长期稳定性。
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组成上明确的质粒DNA/聚阳离子纳米颗粒及其制备方法

[0001] 联邦赞助研究或开发

[0002] 本发明根据由美国国立卫生研究院(National  Institute  of  Health)授予的

EB018358和EB024495在美国政府支持下进行。美国政府在本发明中具有某些权利。

[0003] 背景

[0004] 聚电解质复合物(PEC)形成已经被广泛用于组装用于递送广泛的大分子治疗剂

(包括质粒DNA(pDNA)、信使RNA(mRNA)、小干扰RNA(siRNA)、蛋白质和肽)的颗粒状媒介物。

作为一种有前途的非病毒基因递送手段，在水性溶液中使用聚阳离子运载体使pDNA分子凝

聚(condensed)并包装到PEC纳米颗粒中。组装的pDNA/聚阳离子纳米颗粒促进运输和进入

靶细胞和细胞区室(cellular  compartments)，并且保护pDNA免受酶降解。Shi等人,2017。

正如最近的许多努力所揭示的，基因递送的体内命运和功效以及纳米颗粒的转染率取决于

纳米颗粒的特征，诸如它们的尺寸范围和分布(Hickey等人,2015)、形态学(Williford等

人)、表面性质、组成和结构。Blanco等人,2015。然而，揭示对这些纳米颗粒的特征及它们与

生物系统的相互作用之间的关系的详细理解一直是一项挑战。这一挑战很大程度上是由于

缺乏对决定组装纳米颗粒的特征的PEC组装动力学的充分控制。

[0005] 概述

[0006] 在一些方面，本发明公开的主题提供一种制备均匀的聚电解质复合物(PEC)纳米

颗粒的方法，该方法包括在具有大于特征性混合时间(τM)的特征性组装时间(τA)的条件下

将一种或更多种水溶性聚阳离子聚合物与一种或更多种水溶性聚阴离子聚合物均匀混合，

在所述特征性组装时间(τA)期间，PEC纳米颗粒的组装发生，在所述特征性混合时间(τM)期

间，一种或更多种水溶性聚阳离子聚合物和一种或更多种水溶性聚阴离子聚合物均匀混

合。

[0007] 在特定方面，方法包括快速纳米复合(flash  nanocomplexation,FNC)方法。在这

样的方面，方法包括通过以下连续生成均匀的聚电解质复合物(PEC)纳米颗粒：(a)使包含

一种或更多种水溶性聚阳离子聚合物的第一流以第一可变流量流入受限室(confined 

chamber)；(b)使包含一种或更多种水溶性聚阴离子聚合物的第二流以第二可变流量流入

受限室，其中第一流和第二流在进入受限室时处于相对侧；和(c)任选地使包含选自由以下

组成的组的一种或更多种组分的第三流以第三可变流量流入受限室：一种或更多种水溶性

治疗剂、一种或更多种可混溶的有机溶剂和/或一种或更多种冷冻保护剂；其中每股流在进

入受限室时与另外两股流等距；其中第一可变流量、第二可变流量和第三可变流量在存在

时可以是相同或不同的；以及(d)将第一流、第二流和第三流在存在时在受限室中撞击，直

到雷诺数(Reynolds  number)为约1,000至约20,000，从而使一种或更多种水溶性聚阳离子

聚合物和一种或更多种水溶性聚阴离子聚合物经历连续生成PEC纳米颗粒的聚电解质复合

过程，其中聚电解质复合过程发生在具有大于特征性混合时间(τM)的特征性组装时间(τA)

的条件下，在所述特征性组装时间(τA)期间，PEC纳米颗粒的组装发生，在所述特征性混合

时间(τM)期间，第一流、第二流和第三流的组分在存在时均匀混合。

[0008] 在某些方面，第一可变流量、第二可变流量和第三可变流量在存在时各自等于或
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大于约3毫升/分钟(mL/min)。在特定方面，第一可变流量、第二可变流量和第三可变流量在

存在时各自在约3mL/min至约50mL/min之间。

[0009] 在某些方面，特征性混合时间在约1ms至约200ms之间。在特定方面，特征性混合时

间为约15ms。

[0010] 在一些方面，雷诺数具有约2,000至约8,000或者约3,000至约5,000的范围。在一

些方面，第一流的pH值和第二流的pH值各自具有约2.5至约8.4的范围。在特定方面，第一流

的pH值和第二流的pH值各为约3.5。

[0011] 在一些方面，一种或更多种水溶性聚阳离子聚合物选自由壳聚糖、PAMAM树状大分

子、聚乙烯亚胺(PEI)、鱼精蛋白、聚(精氨酸)、聚(赖氨酸)、聚(β‑氨基酯)、阳离子肽及其衍

生物组成的组。

[0012] 在一些方面，一种或更多种水溶性聚阴离子聚合物选自由聚(天冬氨酸)、聚(谷氨

酸)、带负电荷的嵌段共聚物、硫酸肝素、硫酸葡聚糖(Dextran  sulfate)、透明质酸、藻酸

盐、三聚磷酸盐(tripolyphosphate，TPP)、寡(聚谷氨酸)、细胞因子、蛋白质、肽、生长因子

和核酸组成的组。在特定方面，核酸选自由反义寡核苷酸、cDNA、基因组DNA、指导RNA、质粒

DNA、载体DNA、mRNA、miRNA、piRNA、shRNA和siRNA组成的组。

[0013] 在其他方面，第一流和/或第二流还包含一种或更多种水溶性治疗剂。在某些方

面，一种或更多种水溶性治疗剂选自由小分子、碳水化合物、糖、蛋白质、肽、核酸、抗体或其

抗体片段、激素、激素受体、受体配体、细胞因子和生长因子组成的组。

[0014] 在某些方面，一种或更多种水溶性聚阴离子聚合物是质粒DNA并且一种或更多种

水溶性聚阳离子聚合物是线性聚乙烯亚胺(PEI)或其衍生物。在这样的方面，质粒DNA浓度

在约25μg/mL至约800μg/mL之间。在特定方面，质粒浓度选自由约25μg/mL、约50μg/mL、约

100μg/mL、约200μg/mL、约400μg/mL和约800μg/mL组成的组。

[0015] 在其他方面，本发明公开的主题提供由本发明公开的方法生成的一种均匀的聚电

解质复合物(PEC)纳米颗粒或多于一种PEC纳米颗粒。

[0016] 在一些方面，PEC纳米颗粒具有约1个至约50个pDNA拷贝/纳米颗粒的平均值。在特

定方面，PEC纳米颗粒具有以下平均值：约1.7个至约21.8个pDNA拷贝/纳米颗粒；约1.7个至

约3.5个pDNA拷贝/纳米颗粒；约1.7个至约5.0个pDNA拷贝/纳米颗粒；约1.7个至约6.1个

pDNA拷贝/纳米颗粒；约1.7个至约8.0个pDNA拷贝/纳米颗粒；约1.7个至约8.5个pDNA拷贝/

纳米颗粒；约1.7个至约9.1个pDNA拷贝/纳米颗粒；约1.7个至约9.5个pDNA拷贝/纳米颗粒；

约1.7个pDNA拷贝/纳米颗粒；约3.5个pDNA拷贝/纳米颗粒；约4.4个pDNA拷贝/纳米颗粒；约

5.0个pDNA拷贝/纳米颗粒；约6.1个pDNA拷贝/纳米颗粒；约8.0个pDNA拷贝/纳米颗粒；约

8.1个pDNA拷贝/纳米颗粒；约8.5个pDNA拷贝/纳米颗粒；约9.1个pDNA拷贝/纳米颗粒；约

9.5个pDNA拷贝/纳米颗粒；或者约21.8个pDNA拷贝/纳米颗粒。在更特定的方面，PEC纳米颗

粒具有一个pDNA/纳米颗粒。

[0017] 在一些方面，PEC纳米颗粒具有约35nm至约130nm之间的平均尺寸。在特定方面，

PEC纳米颗粒具有约80nm的平均尺寸。

[0018] 在某些方面，PEC纳米颗粒包含聚乙烯亚胺和质粒DNA。在这样的方面，PEC纳米颗

粒具有的聚乙烯亚胺中的胺与质粒DNA中的磷酸(phosphate)的比(N/P)在约3至约10之间。

在特定方面，PEC纳米颗粒具有选自由约3、约4、约5、约6、约7、约8、约9和约10组成的组的N/
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P。

[0019] 在一些方面，PEC纳米颗粒具有的结合的lPEI与lPEI总量的百分比在约50％至约

75％之间。在某些方面，多于一种PEC纳米颗粒具有的多分散性指数(PDI)在约0.1至约0.25

之间。在某些方面，PEC纳米颗粒具有的表面电荷在约+20mV至约+50mV之间。在某些方面，根

据用于悬浮纳米颗粒的介质，PEC纳米颗粒具有的表观流体力学密度在约60Da/nm3至约

80Da/nm3之间。

[0020] 在其他方面，本发明公开的主题提供包含本发明公开的一种PEC纳米颗粒或多于

一种PEC纳米颗粒的制剂。在特定方面，制剂包括冻干制剂。在某些方面，一种PEC纳米颗粒

或多于一种PEC纳米颗粒表现出在‑20℃至少9个月的长期稳定性。

[0021] 上文已陈述了本发明公开的主题的某些方面，其全部或部分由本公开的主题所呈

送，当结合下文作为最佳描述的所附实施例和附图考虑时，其他方面随着描述进行将变得

明显。

[0022] 附图简述

[0023] 本专利或申请文件包含至少一幅以彩色制作的图。具有彩色附图的本专利或专利

申请公布的副本将在依请求和支付必要费用后由主管局提供。

[0024] 已经如此概括地描述本发明公开的主题，现在将参考附图，附图不必按比例绘制，

并且其中：

[0025] 图1A和图1B描绘本发明公开的受限撞击射流(confined  impinging  jet,CIJ)装

置的代表性实施方案的示意图。图1A描绘用于在迅速混合条件下制造聚电解质复合物

(PEC)纳米颗粒的CIJ装置的实施方案。流独立地装载有线性聚乙烯亚胺(lPEI)和质粒DNA，

并且lPEI‑DNA复合物纳米颗粒在收集前在小的受限室中形成；图1B描绘显示具有以120°角

分开的3个射流的CIJ装置的示意图。射流1可以装载有带正电荷的聚合物，包括壳聚糖、

PAMAM树状大分子、PEI、硫酸鱼精蛋白、聚(精氨酸)、聚(赖氨酸)和带正电荷的嵌段共聚物。

射流2带有带负电荷的大分子，包括聚(天冬氨酸)、硫酸肝素、硫酸葡聚糖、透明质酸、三聚

磷酸盐、寡聚(谷氨酸)、细胞因子、蛋白质、肽、生长因子、DNA、siRNA、mRNA。射流3可以被封

端(capped)或装载有水混溶性有机溶剂以原位控制最终制剂的极性(现有技术；Mao等人的

于2017年2月16日公布的美国专利申请公布第20170042829号，METHODS  OF  PREPARING 

POLYELECTROLYTE  COMPLEX  NANOPARTICLES，其通过引用以其整体并入本文)；

[0026] 图2A、图2B、图2C、图2D、图2E、图2F和图2G显示特征性混合时间τM对pDNA/lPEI纳

米颗粒组装的影响。(图2A、图2B)混合动力学剖面(profile)(τA和流量Q)对平均纳米颗粒

尺寸Dg(图2A)以及显示为通过DLS给出的尺寸分布宽度的均匀性(图2B)的影响。混合动力

学尺度(scale)分为两个区域:区域I(τM<τA)和区域II(τM>τA)。标签1、2和3表示由三种不同

混合条件生成的三种代表性制备物；(图2C)在Q＝1.25mL/min,τM＝1.8×105ms(制备物1)，Q

＝5mL/min,τM＝790ms(制备物2)，以及Q＝20mL/min,τM＝15ms(制备物3)制备的三组纳米颗

粒的透射电子显微术(TEM)图像和DLS剖面。比例尺＝50nm(左图)和200nm(右图)；(图2D、图

2E)输入pDNA浓度和质粒尺寸对由τM＝15ms制备的平均纳米颗粒尺寸Dg(图2D)和zeta电位

(图2E)的影响；(图2F、图2G)N/P比对由τM＝15ms制备的平均纳米颗粒尺寸Dg(图2F)和Zeta

电位(图2G)的影响。对于所测试的条件，pDNA/lPEI纳米颗粒的尺寸剖面和Zeta电位没有随

N/P比(从4到6)而变化；
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[0027] 图3A、图3B、图3C、图3D和图3E显示FNC‑组装的pDNA/lPEI纳米颗粒的组成。(图3A)

当以不同的输入pDNA浓度或用不同的质粒制备纳米颗粒时，结合的lPEI的分数和组装的纳

米颗粒的组成保持相似；(图3B)在湍流混合条件(Q＝20mL/min,τM＝15ms<τA)和层流混合条

件(Q＝5mL/min,τM＝790ms>τA)下组装的gWiz‑Luc和gWiz‑GFP纳米颗粒制剂在3至6的输入

N/P比时的结合的lPEI对比游离lPEI的量和比例。标签：Luc和GFP分别对应gWiz‑Luc和

gWiz‑GFP质粒纳米颗粒；(图3C)不同流量下用50μg/mL或200μg/mL的gWiz‑Luc  pDNA制备的

纳米颗粒的结合的lPEI分数和zeta电位，表明所有gWiz‑Luc/lPEI纳米颗粒共享相同的平

均组成；(图3D)具有5 .32×107Da摩尔质量的I2/lPEI纳米颗粒的代表性齐姆图(Zimm 

plot)，也显示接近零的第二维里系数A2；以及(图3E)通过不同输入浓度的I2质粒制备的

gWiz‑GFP/lPEI纳米颗粒的代表性德拜图(Debye  plot)；

[0028] 图4A、图4B、图4C和图4D以及图4E显示pDNA/lPEI  PEC纳米颗粒的组装。(图4A、图

4B)在湍流混合条件(Q＝20mL/min,τM＝15ms)下组装的纳米颗粒的纳米颗粒平均摩尔质量

和尺寸(图4A)与回转半径(图4B)的相关性。(图4A)和(图4B)中的每个数据点代表独立的制

剂批次；(图4C)将由公式2(上图)和公式3(下图)的线性拟合应用于在Q＝20mL/min用不同

的N/P比配制的纳米颗粒；(图4D)由不同混合条件(即有不同的τM)产生的纳米颗粒的平均

摩尔质量和尺寸的相关性。对于25μg/mL(橙色)的输入pDNA浓度，标记1至8分别代表7、11、

15、23、163、5855、4×105ms的τM，以及移液；对于100μg/mL(蓝色)，标记1至6分别代表8、15、

42、795、104和2×105ms的τM；(图4E)提出的在湍流混合条件(τM<τA)下的两步pDNA/lPEI  PEC

纳米颗粒组装模型；

[0029] 图5A、图5B、图5C和图5D显示每个颗粒具有不同数量的pDNA的pDNA/lPEI纳米颗粒

的转染过程和效率。(图5A)4小时孵育时间段(pDNA剂量＝0.6μg/104个细胞)后，用3H‑标记

的pDNA制备的纳米颗粒在PC3前列腺细胞系中的细胞摄取定量测定；(图5B)使用4小时孵育

(pDNA剂量＝0.6μg/104个细胞)，具有不同的N的纳米颗粒在PC3细胞中的体外转染效率。星

号表示与N＝6.1的纳米颗粒的组相比的显著性水平；(图5C)i.v.注射纳米颗粒(剂量＝30μ

g  pDNA/小鼠)后12小时Balb/c小鼠肺中的体内转染效率(生物发光辐射亮度)；(图5D)每只

小鼠i.v.注射含有30μg  pDNA的经3H‑标记的纳米颗粒后1小时纳米颗粒的全身生物分布。

标签：H：心，K：肾，S：胃，SI：小肠。对于统计分析，*p<0.05，**p<0.01，以及***p<0.001，根据

单因素ANOVA和多重比较；

[0030] 图6A、图6B、图6C、图6D和图6E显示在具有不同N/P比和有效载荷水平(N)的动力学

控制条件下产生的pDNA/lPEI纳米颗粒的转基因表达。(图6A)纳米颗粒(W1‑8，见表4)在PC3

癌细胞系中(剂量＝0.6μg  gWiz‑Luc质粒/104个细胞)的体外转染效率；(图6B)每只小鼠

i.v.注射含有40μg  gWiz‑Luc质粒的纳米颗粒(W1‑8，见表4)后12小时，健康Balb/c小鼠肺

中的体内转染效率(左)和转基因表达具有显著差异的组的代表性IVIS图像(右)；(图6C)每

只小鼠注射含有40μg  PEG‑Luc质粒的纳米颗粒(P1‑8，见表4)后48小时，NSG小鼠中的LL2转

移模型的肺中的体内转染效率(左)和转基因表达具有显著差异的组的代表性IVIS图像

(右)；(图6D)每只小鼠注射含有40μg经3H‑标记的gWiz‑Luc质粒的纳米颗粒(W1、W2、W6、W8)

后1小时在Balb/c小鼠中的全身生物分布。标签：H：心，K：肾，S：胃，SI：小肠；(图6E)在(图

6D)中显示的小鼠肺中的生物分布；

[0031] 图7A、图7B、图7C、图7D和图7E显示现成的(off‑the‑shelf)pDNA/lPEI纳米颗粒的
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扩大生产和长期储存稳定性。(图7A)使用FNC设置制备的纳米颗粒的冻干和重构；(图7B)储

存于‑20℃的冻干纳米颗粒在第0月、第1月、第3月、第6月和第9月在重构后的纳米颗粒特

征。第0月代表刚完成冻干后的重构样品；

[0032] 图8A、图8B、图8C和图8D显示用不同输入pDNA浓度和输入N/P比及τM＜τA配制的PEC

纳米颗粒的尺寸分布。由不同输入pDNA浓度制备的纳米颗粒的(图8A)尺寸分布和(图8B)多

分散性指数(PDI)；由不同输入N/P比制备的纳米颗粒的(图8A)尺寸分布和(图8B)多分散性

指数(PDI)；

[0033] 图9A和图9B显示由不同输入pDNA浓度和N/P比制备的纳米颗粒的TEM图像。用50μ

g/mL和800μg/mL的输入pDNA浓度制备的gWiz‑LucPEC纳米颗粒的TEM图像(图9A)。注意，用

200μg/mL的输入pDNA浓度制备的gWiz‑Luc  PEC纳米颗粒的TEM图像在图2C中显示。这些TEM

观察显示以Q＝20mL/min的撞击流量在湍流混合条件下制备的pDNA/体内 纳米颗

粒的均匀性；(图9B)用3或6的输入N/P比制备的gWiz‑GFPPEC纳米颗粒，展示跨越用不同N/P

比制备的制备物的尺寸的相似性。比例尺＝50nm(对于左侧两图)和200nm(对于右图)；

[0034] 图10A、图10B、图10C、图10E和图10F显示通过移液方法产生的不均匀的PEC纳米颗

粒，其没有按照输入pDNA浓度的尺寸调谐性。由(图10A)I2质粒、(图10B)gWiz‑GFP质粒、(图

10C)gWiz‑Luc质粒制成的PEC纳米颗粒的尺寸；以及由(图10D)I2质粒、(图10E)gWiz‑GFP质

粒、(图10F)gWiz‑Luc质粒制成的PEC纳米颗粒的多分散性指数(PDI)。标签:B1、B2、B3和B4

代表通过移液制造纳米颗粒所遵循的4种不同程序，见表2；

[0035] 图11显示PEC纳米颗粒悬浮液中pDNA浓度的确定。在PEI结合和组装后，pDNA分子

在260nm处的吸光度增加但仍遵循关于pDNA浓度的线性关系。该标准曲线用于评估任何PEC

纳米颗粒悬浮液中的pDNA浓度；

[0036] 图12A、图12B、图12C、图12D、图12E和图12F显示用不同输入pDNA浓度和N/P比由

20mL/min的流量制备的纳米颗粒的SLS数据。(图12A)具有1.02×107Da的摩尔质量和1.7个

pDNA/纳米颗粒的gWiz‑LucPEC纳米颗粒的完整齐姆图；(图12B)具有3.59×107Da的摩尔质

量和6.1个pDNA/纳米颗粒的完整齐姆图；(图12C)具有1.27×108Da的摩尔质量和21.8个

pDNA/纳米颗粒的完整齐姆图，展示了普遍为零的第二维里系数；用不同输入pDNA浓度由

(图12D)I2质粒和(图12E)gWiz‑Luc质粒制备的PEC纳米颗粒的组合德拜图；或者(图12F)用

不同输入N/P比由gWiz‑Luc质粒制备的PEC纳米颗粒的组合德拜图。对于(图12A)，将最初的

34μg/mL(纳米颗粒中的总质量浓度)样品浓缩至81μg/mL并且然后稀释至54μg/mL。摩尔质

量看起来在浓缩后略有下降。但总的来说，系统呈现等于0的第二维里系数；

[0037] 图13是定量评估生物样品中3H‑标记的pDNA的绝对量的标准曲线。将不同量的3H‑

标记的pDNA溶液加入到7‑mL玻璃闪烁瓶中包含的4mL闪烁液中。应用第1.6节中描述的相同

读数程序来获得标准曲线。实际生物样品(细胞裂解物或小鼠组织溶质)的所有读数都落入

该标准曲线中显示的量范围；

[0038] 图14A和图14B显示在具有不同平均pDNA拷贝数/纳米颗粒 的PEC纳米颗粒给药

后肺中的体内转染效率。(图14A)注射含30μg  pDNA的纳米颗粒/小鼠后12小时所有组的

IVIS全身生物发光图像。比例尺：局部辐射亮度以10‑6个光子/s/cm2/sr为单位；(图14B)在3

只具有最高信号的小鼠的匀浆化肺中测量的萤光素酶丰度，显示出具有较高 的PEC纳米
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颗粒在肺中给予更好的转染效率的感知趋势；

[0039] 图15A、图15B和图15C显示给药的具有不同pDNA拷贝数/纳米颗粒 的PEC纳米颗

粒的生物分布。递送的pDNA在(图15A)肺、(图15B)肝和(图15C)脾中的丰度；

[0040] 图16显示IVIS感兴趣区域(ROI)定量结果和组织中萤光素酶丰度之间的相关性。

IVIS  ROI定量分析以暴露于肺区域的时间为30秒来进行，其中小鼠用具有如图15所示的不

同 的PEC纳米颗粒给药。成像后立即从小鼠中收获肺并通过声处理探头(sonication 

probe)在萤光素酶测定报告裂解缓冲液(Promega,US)中匀浆以释放萤光素酶蛋白。然后如

第1.6节中描述的确定组织样品中的萤光素酶量用于体外转染效率评估；

[0041] 图17A、图17B和图17C显示在健康Balb/c小鼠中通过动力学控制条件制备的具有

不同pDNA有效载荷和PEI组成的PEC纳米颗粒的体内转染效率。(图17A)每只小鼠注射含40μ

g  pDNA的PEC纳米颗粒后12小时、24小时和48小时后用表4所列制剂给药的所有组的IVIS全

身图像。标签D表示由于毒性而死亡的小鼠；比例尺：辐射亮度以10‑7个光子/s/cm2/sr为单

位；以及注射后(图17B)24小时和(图17C)48小时的IVIS  ROI定量分析结果；

[0042] 图18A和图18B显示在NSG小鼠上的LL2肺转移模型中，通过动力学控制条件制备的

具有不同pDNA有效载荷和PEI组成的PEC纳米颗粒的肿瘤特异性转染和表达效率。(图18A)

每只小鼠注射含40μg  pDNA的PEC纳米颗粒后48小时和72小时用表4所列制剂给药的所有组

的IVIS全身图像。比例尺：辐射亮度以10‑5个光子/s/cm2/sr为单位；(图18B)注射后72小时

时间点的IVIS  ROI定量分析结果；

[0043] 图19A和图19B显示PEC纳米颗粒制剂的生物分布数据，在转染和转基因活性中有

显著发现。(图19A)肝中的pDNA丰度；(图19B)脾中的pDNA丰度；

[0044] 图20A显示经由移液制备纳米颗粒的三个独立实验，没有表现出再现性；

[0045] 图20B显示经由本发明公开的FNC‑组装方法制备纳米颗粒的三个独立实验，表现

出优异的再现性；

[0046] 图21A显示经由移液制备的纳米颗粒，其在制备后被监测1小时并显示出严重的聚

集；以及

[0047] 图21B显示FNC‑组装纳米颗粒在制备后被监测96小时，显示出良好的稳定性。

[0048] 详细描述

[0049] 现在将在下文中参考附图更全面地描述本发明公开的主题，在附图中示出本发明

公开的主题的某些但不是全部的实施方案。相同的数字在全文中指代相同的元件。本发明

公开的主题可以以许多不同的形式来体现并且不应该被解释为局限于本文列出的实施方

案；相反，这些实施方案被提供以使得本公开内容将满足适用的法律要求。事实上，本发明

公开的主题所属领域中的技术人员将想到具有在前面的描述和相关的附图中呈现的教导

的益处的本文提出的本发明公开的主题的许多修改和其他实施方案。因此，应该理解，本发

明公开的主题不限于所公开的具体实施方案并且修改形式和其他实施方案意图被包括在

所附权利要求书的范围内。

[0050] 本发明公开的主题提供了用于以连续和可扩大的方式产生聚电解质复合物纳米

颗粒的快速纳米复合(FNC)方法。本发明公开的FNC方法由于聚电解质复合产生纳米颗粒而

不依赖于溶剂诱导的共聚物过饱和。通过FNC产生的聚电解质复合物纳米颗粒比使用常规
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方法制备的聚电解质复合物具有更小的尺寸、更好的均匀性和更低的多分散性。例如，与批

量制备方法相比，FNC过程允许在连续流操作过程中形成有可调尺寸的均匀的纳米颗粒，这

适于扩大生产。FNC还提供更高程度的通用性及对颗粒尺寸和分布的控制，更高的药物包封

效率，以及改进的胶体稳定性(Shen等人,2011；D’Addio等人,2013；D’Addio等人,2102；

Gindy等人,2008；Lewis等人,2015；D’Addio等人,2011；Luo等人,2014；Santos等人,2014)。

[0051] 此外，本发明公开的方法通过改进的聚合物链缠结(entanglement)得到凝聚的和

压缩的聚电解质纳米颗粒。另外，方法提供将治疗剂(诸如蛋白质或核酸)有效包封在聚电

解质纳米颗粒中同时保持其固有的理化性质的手段(means)。此外，当与批量制备方法相比

时，用这些新颖的方法制备的含DNA的纳米颗粒的制剂具有改进的颗粒尺寸和形状分布，并

且表现出更高的细胞转染效率。

[0052] I.组成上明确的(compositionally  defined)质粒DNA/聚阳离子纳米颗粒及其制

备方法

[0053] 在一些实施方案中，本发明公开的主题提供一种制备均匀的聚电解质复合物

(PEC)纳米颗粒的方法，该方法包括在具有大于特征性混合时间(τM)的特征性组装时间(τA)

的条件下将一种或更多种水溶性聚阳离子聚合物与一种或更多种水溶性聚阴离子聚合物

均匀混合，在所述特征性组装时间(τA)期间，PEC纳米颗粒的组装发生，在所述特征性混合

时间(τM)期间，一种或更多种水溶性聚阳离子聚合物和一种或更多种水溶性聚阴离子聚合

物均匀混合。

[0054] 在特定实施方案中，方法包括快速纳米复合(FNC)方法。在这样的方面，方法包括

通过以下连续生成均匀的聚电解质复合物(PEC)纳米颗粒：(a)使包含一种或更多种水溶性

聚阳离子聚合物的第一流以第一可变流量流入受限室；(b)使包含一种或更多种水溶性聚

阴离子聚合物的第二流以第二可变流量流入受限室，其中第一流和第二流在进入受限室时

处于相对侧；和(c)任选地使包含选自由以下组成的组的一种或更多种组分的第三流以第

三可变流量流入受限室：一种或更多种水溶性治疗剂、一种或更多种可混溶的有机溶剂和/

或一种或更多种冷冻保护剂；其中每股流在进入受限室时与另外两股流等距；其中第一可

变流量、第二可变流量和第三可变流量在存在时可以是相同或不同的；以及(d)将第一流、

第二流和第三流在存在时在受限室中撞击，直到雷诺数为约1,000至约20,000，从而使一种

或更多种水溶性聚阳离子聚合物和一种或更多种水溶性聚阴离子聚合物经历连续生成PEC

纳米颗粒的聚电解质复合过程，其中聚电解质复合过程发生在具有大于特征性混合时间

(τM)的特征性组装时间(τA)的条件下，在所述特征性组装时间(τA)期间，PEC纳米颗粒的组

装发生，在所述特征性混合时间(τM)期间，第一流、第二流和第三流的组分在第一流、第二

流和第三流存在时均匀混合。

[0055] 如本文所用，“聚电解质复合物”(也称为聚电解质团聚体(polyelectrolyte 

coacervates)或“PEC”)是在带相反电荷的颗粒(例如，聚合物‑聚合物、聚合物‑药物和聚合

物‑药物‑聚合物)之间形成的缔合复合物。聚电解质复合物是由于带相反电荷的聚离子

(即，水溶性聚阳离子和水溶性聚阴离子)之间的静电相互作用而形成的。如本文所用，术语

“连续”指在时间上不中断的过程，诸如当至少两股本发明公开的流流入受限室时PEC纳米

颗粒的生成。如本文所用，术语“水溶性”指化合物能够在水中溶解的能力。

[0056] 在一些实施方案中，水溶性聚离子溶解在合适的溶剂中，导致基本电荷沿大分子

说　明　书 7/36 页

11

CN 114040780 A

11



链分布。在各种实施方案中，当相反电荷的大分子被允许相互作用时，聚电解质复合物形

成。例如，在一些实施方案中，聚电解质复合物的快速沉淀纳米颗粒是通过迅速且均匀地混

合流(即，溶解在流中的水溶性聚阳离子和溶解在流中的水溶性聚阴离子)形成的。

[0057] 在一些实施方案中，流是包括一种或更多种流体组分的组合物并且能够在溶液或

悬浮液中携带一种固体或更多种固体。典型地，流是极性的，例如乙酸或水。更典型地，流是

水。

[0058] 流在受限室中撞击直到雷诺数为约1,000至约20,000，从而使水溶性聚阳离子聚

合物和水溶性聚阴离子聚合物经历连续生成PEC纳米颗粒的聚电解质复合过程。如本文所

用，术语“撞击”指至少两股流在受限室中以高流量相互碰撞。使用本发明公开的方法和装

置，已经令人惊讶地显示分子(诸如DNA分子)在这样的高剪切条件下保持完整。

[0059] 例如，可通过其间流量和混合效率及速度得以控制的各种方法来实现第一流和第

二流的迅速和均匀的混合以生成聚电解质复合物纳米颗粒。在一些实施方案中，聚电解质

复合物纳米颗粒可以通过使用向心混合器或批次快速混合器(batch  f1ash  mixer)的快速

纳米复合来产生。参见，例如，Johnson等人,美国专利申请公布第2004/0091546号，其通过

引用以其整体并入本文。

[0060] 作为另一个实例，第一流和第二流的混合可以使用具有至少两个高速射流的受限

撞击射流(CIJ)装置(图1A、图1B、图1C)来完成，该装置在Mao等人的于2017年2月16日公布

的美国专利申请公布第20170042829号METHODS  OF  PREPARING  POLYELECTROLYTE  COMPLEX 

NANOPARTICLES中公开，该文献通过引用以其整体并入本文。在典型的实施方案中，通过数

字控制注射泵(例如，New  Era  Pump  System,NE‑4000型号)将带相反电荷的流装载到分别

的注射器中并送入CIJ装置的受限室中。在一些实施方案中，用作出口的长管流道(long 

tube  runner)用于确保被带入受限室的相对流在收集之前充分反应。在一些实施方案中，

第一流和第二流在进入受限室时位于相对侧。如本文所用，术语“相对侧”意指流彼此大体

相对。在一些实施方案中，流彼此正相对(directly  opposite)。在一些实施方案中，流可以

不是彼此正相对的。

[0061] 本公开内容的方法还包括提供一个或更多个另外的流。例如，在一些实施方案中，

方法可以包括提供第三流，该第三流包含其他添加剂诸如下文描述的治疗剂、盐溶液、水混

溶性有机溶剂(例如，二甲基亚砜、二甲基甲酰胺、乙腈、四氢呋喃、甲醇、乙醇、异丙醇)来原

位控制最终制剂的极性，或包含冷冻保护剂(例如，甘油、海藻糖、蔗糖、右旋糖)来改进重构

后纳米颗粒的胶体稳定性。在一些实施方案中，第三、第四或甚至更进一步数量的射流被加

入到CIJ装置中来容纳具有诸如本文所描述的那些添加剂的另外的流。

[0062] 在一些实施方案中，本发明公开的方法还包括使第三流流入受限室，其中每股流

在进入受限室时与其他两股流等距。在一些实施方案中，保持流彼此等距允许发生流的均

等混合。

[0063] 在一些实施方案中，第一流的pH值和第二流的pH值的范围在约2.5至约8.4，包括

2.5、3.0、3.5、4.0、4.5、5.0、5.5、6.0、6.5、7.0、7.5、8.0和8.4。在一些实施方案中，第一流

的pH值和第二流的pH值的范围在约3.5至约7.4，包括3.5、4.0、4.5、5.0、5.5、6.0、6.5、7.0

和7.4。在一些实施方案中，第一流的pH值和第二流的pH值各为3.5。

[0064] 包含在上文描述的CIJ装置的注射器中的可以被撞击到受限室中的流的流量可以
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经由例如可编程的注射泵容易地调节。进一步地，在一些实施方案中，特征性混合时间是流

量的函数，并且可以靠改变流量来调整。例如，在高流量，流模式(flow  pattern)可以呈现

出湍流样特征并且混合时间可以处于几毫秒的量级。在这些条件下，实现了有效的质量传

递，并且可以产生具有窄尺寸分布的离散且均匀的纳米颗粒。在各种实施方案中，最终平均

颗粒尺寸是混合时间、聚电解质的浓度和化学组成的函数。

[0065] 混合效率和流性质(其影响混合速度)通常由雷诺数(Re)定义，雷诺数(Re)代表惯

性流与黏性力的比的无量纲数。对于CIJ设备，通过累加多股流的贡献来计算总Re数：

[0066]

[0067] 其中ρi是第i个进口流中溶液的密度(kg/m3)；Qi是第i个进口流的流量(m3/s)；μi是

第i个进口流的流体粘度(Pa·s)；di是第i个进口喷嘴的直径(m)，以及n是流的数量。

[0068] 在一些实施方案中，在反应物混合期间实现的雷诺数为约1,000至约20,000，诸如

约1,600至约10,000，约2,000至约10,000，约2,000至约8,000，约1,900至约5,000，以及约

3,000至约5,000。

[0069] 在一些实施方案中，流的可变流量的范围为约1毫升(mL)/分钟至约50mL/分钟，诸

如在约3mL/分钟至约50mL/分钟之间，诸如在约5mL/分钟至约30mL/分钟之间，以及在约

10mL/分钟至约20mL/分钟之间。在一些实施方案中，流的可变流量大于约10mL/分钟。在其

他实施方案中，流的可变流量大于约3mL/分钟。

[0070] 在特定实施方案中，第一可变流量、第二可变流量和第三可变流量在存在时各自

等于或大于约10毫升/分钟(mL/min)。在更特定的实施方案中，第一可变流量、第二可变流

量和第三可变流量在存在时各自在约10mL/min至约20mL/min之间，包括10mL/min、11mL/

min、12mL/min、13mL/min、14mL/min、15mL/min、16mL/min、17mL/min、18mL/min、19mL/min和

20mL/min。

[0071] 在某些实施方案中，特征性混合时间在约1ms至约200ms之间，包括约1ms至约

100ms之间，以及约1ms至约25ms之间。在一些实施方案中，特征性混合时间短于约20ms。在

某些实施方案中，特征性混合时间在约1ms至约25ms之间，包括约1ms、10ms、15ms、20ms和

25ms。在特定实施方案中，特征性混合时间为约15ms。

[0072] 在一些实施方案中，第二流的流量与第一流的流量的比为约0.1至约10。

[0073] 在一些实施方案中，添加剂被包括在流内。例如，治疗剂可以被添加到含有水溶性

聚阳离子的流和/或含有水溶性聚阴离子的第二流中。在一些实施方案中，第一流和/或第

二流还包含一种或更多种水溶性治疗剂。在一些实施方案中，生成的PEC纳米颗粒包封至少

一种或更多种水溶性治疗剂。

[0074] 在一些实施方案中，一种或更多种水溶性治疗剂选自由以下组成的组：小分子，诸

如有机或无机小分子；糖类；低聚糖；多糖；选自由肽、蛋白质、肽类似物和衍生物组成的组

的生物大分子；肽模拟物；核酸，诸如DNA、RNA干扰分子(选自由siRNA、shRNA、反义RNA、

miRNA组成的组)以及核酶、树状大分子和适配体；抗体，包括抗体片段和内抗体

(intrabodies)；从选自由细菌、植物、真菌、动物细胞和动物组织组成的组的生物材料制成

的提取物；天然存在的或合成的组合物；以及其任何组合。在一些实施方案中，一种或更多
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种水溶性治疗剂选自由小分子、碳水化合物、糖、蛋白质、肽、核酸、抗体或其抗体片段、激

素、激素受体、受体配体、细胞因子和生长因子组成的组。

[0075] 在一些实施方案中，一种或更多种水溶性聚阳离子聚合物选自壳聚糖、PAMAM树状

大分子、聚乙烯亚胺(PEI)、鱼精蛋白、聚(精氨酸)、聚(赖氨酸)、聚(β‑氨基酯)、阳离子肽及

其衍生物。

[0076] 在一些实施方案中，一种或更多种水溶性聚阴离子聚合物选自由聚(天冬氨酸)、

聚(谷氨酸)、带负电荷的嵌段共聚物(聚(乙二醇)‑b‑聚(丙烯酸)、聚(乙二醇)‑b‑聚(天冬

氨酸)、聚(乙二醇)‑b‑聚(谷氨酸))、硫酸肝素、硫酸葡聚糖、透明质酸、藻酸盐、三聚磷酸盐

(TPP)、聚(谷氨酸)、细胞因子(例如趋化因子、干扰素、白细胞介素、淋巴因子、肿瘤坏死因

子)、蛋白质、肽、生长因子和核酸组成的组。

[0077] 本文所用的术语“多肽”和“蛋白”指氨基酸的聚合物。如本文所用，“肽”指氨基酸

单体的短链，诸如约50个或更少的氨基酸。

[0078] 如本文所用，“生长因子”指能够刺激细胞生长、增殖、愈合和/或细胞分化的物质，

诸如蛋白质或激素。生长因子的非限制性实例包括血小板衍生生长因子(PDGF)、转化生长

因子β(TGF‑β)、胰岛素相关生长因子‑I(IGF‑I)、胰岛素相关生长因子‑II(IGF‑II)、成纤维

细胞生长因子(FGF)、β‑2‑微球蛋白(BDGF  II)和骨形态发生因子。

[0079] 如本文所用的，“核酸”或“多核苷酸”指呈单链形式或双链螺旋的核糖核苷(腺苷、

鸟苷、尿苷或胞苷；“RNA分子”)或脱氧核糖核苷(脱氧腺苷、脱氧鸟苷、脱氧胸苷或脱氧胞

苷；“DNA分子”)的磷酸酯聚合物形式，或其任何磷酸酯类似物(诸如硫代磷酸酯和硫酯)。双

链DNA‑DNA、DNA‑RNA和RNA‑RNA螺旋是可能的。术语核酸分子，并且特别是DNA或RNA分子，仅

指该分子的一级结构和二级结构，并且不将其限于任何特定的三级形式。因此，此术语包括

特别是以线性DNA分子或环状DNA分子发现的双链DNA(例如，限制性片段)、质粒和染色体。

[0080] 在一些实施方案中，核酸是RNA干扰剂。如本文所用，“RNA干扰剂”被定义为干扰或

抑制靶基因表达(例如通过RNA干扰(RNAi))的任何剂。这样的RNA干扰剂包括，但不限于，反

义分子、核酶、小抑制性核酸序列，例如但不限于指导RNA、小干扰RNA(siRNA)、短发夹RNA或

小发夹RNA(shRNA)、微小RNA(miRNA)、转录后基因沉默RNA(ptgsRNA)、短干扰寡核苷酸、反

义寡核苷酸、适配体、CRISPR  RNA、与靶基因或其片段同源的核酸分子(包括RNA分子)，以及

通过RNA干扰(RNAi)干扰或抑制靶基因的表达的任何分子。

[0081] 在一些实施方案中，核酸选自由反义寡核苷酸、cDNA、基因组DNA、指导RNA、质粒

DNA、载体DNA、mRNA、miRNA、piRNA、shRNA和siRNA组成的组。在一些实施方案中，核酸不是

siRNA。如本文所用，术语“质粒DNA”指典型地为环形并能够独立复制的小DNA分子。

[0082] 在一些实施方案中，质粒DNA浓度在约25μg/mL至约800μg/mL之间，包括25μg/mL、

50μg/mL、100μg/mL、200μg/mL、300μg/mL、400μg/mL、500μg/mL、600μg/mL、700μg/mL和800μ

g/mL。在特定实施方案中，质粒浓度选自由约25μg/mL、约50μg/mL、约100μg/mL、约200μg/

mL、约400μg/mL和约800μg/mL组成的组。

[0083] 在一些实施方案中，一种或更多种水溶性聚阴离子聚合物是质粒DNA，并且一种或

更多种水溶性聚阳离子聚合物选自由线性聚乙烯亚胺(PEI)及其衍生物(诸如但不限于聚

(乙二醇)‑b‑PEI和聚(乙二醇)‑g‑PEI)组成的组。

[0084] 在一些实施方案中，第二流包含一种或更多种水溶性治疗剂并且聚电解质复合过
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程将一种或更多种水溶性治疗剂包封在生成的聚电解质复合物(PEC)纳米颗粒中。

[0085] 在一些实施方案中，聚电解质复合物纳米颗粒包含聚阳离子和聚阴离子诸如壳聚

糖/TPP、鱼精蛋白/硫酸肝素、PEI/DNA、壳聚糖‑g‑PEG17/Glu5、壳聚糖/聚‑天冬氨酸钠盐以

及硫酸鱼精蛋白/肝素。在一些实施方案中，第一流包含壳聚糖并且第二流包含三聚磷酸盐

(TPP)和蛋白质，其中蛋白质由TPP和壳聚糖共同包封在生成的聚电解质复合物(PEC)纳米

颗粒中。聚阳离子和聚阴离子的浓度取决于所用的具体大分子和对所得的聚电解质复合物

纳米颗粒所期的形状和均匀性。具体实施方案在下文实施例中描述。

[0086] 在一些实施方案中，增加水溶性聚阳离子和/或水溶性聚阴离子的浓度和/或增加

流的pH可能影响形状、颗粒尺寸和/或颗粒尺寸均匀性。例如，当含有DNA的流的浓度增加，

而水溶性聚阳离子(诸如PEI)的浓度保持恒定时，在一些实施方案中，在快速纳米复合期间

形成的所得纳米颗粒的形状可以是大体更像棒状而不是球形。进一步地，增加水溶性聚阳

离子和/或水溶性聚阴离子流中任一的pH也可以导致更多棒状形状的纳米颗粒。相反地，在

一些实施方案中，一般可以通过增加水溶性聚阳离子和/或水溶性聚阴离子流的浓度和/或

pH获得具球形形状的纳米颗粒。

[0087] 如本文所述，在一些实施方案中，流含有添加剂诸如治疗剂，例如水溶性治疗剂。

例如，水溶性治疗剂(诸如蛋白质)可以被加入到含有水溶性聚阴离子(诸如TPP)的流中。含

有蛋白质的水溶性聚阴离子流和含有壳聚糖的水溶性聚阳离子流，例如，可以独立地装载

到CIJ装置的注射器中以获得由壳聚糖和TPP共同包封的含有蛋白质的纳米颗粒。

[0088] 在一些实施方案中，水溶性治疗剂(诸如核酸(例如siRNA))可以与例如水溶性聚

阳离子(诸如PEI)在纳米颗粒中复合。由此，本公开内容的水溶性聚阴离子可以既用于形成

本文描述的本发明的聚电解质复合物纳米颗粒，又用作治疗剂。

[0089] II.聚电解质复合纳米颗粒

[0090] 在一些实施方案中，本发明公开的主题提供由快速纳米复合(FNC)方法生成的均

匀的聚电解质复合物(PEC)纳米颗粒制备物，该方法包括：(a)使包含一种或更多种水溶性

聚阳离子聚合物的第一流以第一可变流量流入受限室；(b)使包含一种或更多种水溶性聚

阴离子聚合物的第二流以第二可变流量流入受限室，其中第一流和第二流在进入受限室时

处于相对侧；和(c)任选地使包含选自以下的一种或更多种组分的第三流以第三可变流量

流入受限室：一种或更多种水溶性治疗剂、一种或更多种可混溶的有机溶剂和/或一种或更

多种冷冻保护剂；其中每股流在进入受限室时与另外两股流等距；其中第一可变流量、第二

可变流量和第三可变流量在存在时可以是相同或不同的；以及(d)将第一流、第二流和第三

流在存在时在受限室中撞击，直到雷诺数为约1,000至约20,000，从而使一种或更多种水溶

性聚阳离子聚合物和一种或更多种水溶性聚阴离子聚合物经历连续生成PEC纳米颗粒的聚

电解质复合过程，其中聚电解质复合过程发生在具有大于特征性混合时间(τM)的特征性组

装时间(τA)的条件下，在所述特征性组装时间(τA)期间，PEC纳米颗粒的组装发生，在所述特

征性混合时间(τM)期间，第一流、第二流和第三流的组分在存在时均匀混合。

[0091] 本发明公开的均匀的聚电解质复合物纳米颗粒具有如上文以及在下文的实施例

中描述的颗粒尺寸、颗粒尺寸的分布以及聚阴离子和聚阳离子组分。在一些实施方案中，本

公开内容的均匀的聚电解质复合物纳米颗粒包封如本文所述的一种或更多种添加剂，诸如

水溶性治疗剂。
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[0092] 在一些实施方案中，根据本发明方法形成的聚电解质复合物纳米颗粒的颗粒尺寸

是均匀的，即有窄的颗粒尺寸分布。例如，在一些实施方案中，本发明的纳米颗粒具有小于

约500nm、小于约100nm、小于约60nm或小于约40nm(均匀的直径)的平均颗粒尺寸。一些实施

方案中，生成的聚电解质复合物纳米颗粒的尺寸范围为直径约20nm至约500nm。在一些实施

方案中，生成的聚电解质复合物纳米颗粒的尺寸范围为直径约25nm至约100nm。在一些实施

方案中，生成的聚电解质复合物纳米颗粒的尺寸范围为直径约30nm至约80nm。在一些实施

方案中，生成的聚电解质复合物纳米颗粒的尺寸范围为直径约25nm至约60nm。在一些实施

方案中，生成的聚电解质复合物纳米颗粒的尺寸范围为直径约30nm至约45nm。在一些实施

方案中，生成的聚电解质复合物纳米颗粒直径为约30nm。在特定实施方案中，生成的聚电解

质复合物纳米颗粒的尺寸范围为直径约30nm至约80nm。在更特定的实施方案中，纳米颗粒

具有的平均尺寸在约35nm至约130nm之间，包括35nm、40nm、45nm、50nm、55nm、60nm、65nm、

70nm、75nm、80nm、85nm、90nm、100nm、105nm、110nm、115nm、120nm、125nm和130nm。在特定实

施方案中，PEC纳米颗粒具有约80nm的平均尺寸。

[0093] 在一些实施方案中，本发明公开的PEC纳米颗粒具有约1个至约50个pDNA拷贝/纳

米颗粒的平均值，包括1个、1.5个、2.0个、2.5个、3个、3.5个、4个、4.5个、5个、5.5个、6个、

6.5个、7个、7.5个、8个、8.5个、9个、9.5个、10个、15个、20个、25个、30个、35个、40个、45个和

50个pDNA拷贝/纳米颗粒。在特定实施方案中，PEC纳米颗粒具有以下平均值：约1.3个至约

21.8个pDNA拷贝/纳米颗粒；约1.3个至约1.4个pDNA拷贝/纳米颗粒；约1.3个至约1.6个

pDNA拷贝/纳米颗粒；约1.3个至约1.7个pDNA拷贝/纳米颗粒；约1.3个至约2.3个pDNA拷贝/

纳米颗粒；约1.3个至约2.6个pDNA拷贝/纳米颗粒；约1.3个至约3.5个pDNA拷贝/纳米颗粒；

约1.3个至约4.4个pDNA拷贝/纳米颗粒；约1.3个至约4.7个pDNA拷贝/纳米颗粒；约1.3个至

约5.0个pDNA拷贝/纳米颗粒；约1.3个至约6.1个pDNA拷贝/纳米颗粒；约1.3个至约8.0个

pDNA拷贝/纳米颗粒；约1.3个至约8.5个pDNA拷贝/纳米颗粒；约1.3个至约9.1个pDNA拷贝/

纳米颗粒；约1.3个至约9.5个pDNA拷贝/纳米颗粒；约1.3个pDNA拷贝/纳米颗粒；约3.5个

pDNA拷贝/纳米颗粒；约4.4个pDNA拷贝/纳米颗粒；约5.0个pDNA拷贝/纳米颗粒；约6.1个

pDNA拷贝/纳米颗粒；约8.0个pDNA拷贝/纳米颗粒；约8.1个pDNA拷贝/纳米颗粒；约8.5个

pDNA拷贝/纳米颗粒；约9.1个pDNA拷贝/纳米颗粒；约9.5个pDNA拷贝/纳米颗粒；约1.3个至

约10.0个pDNA拷贝/纳米颗粒；约1.3个至约13.5个pDNA拷贝/纳米颗粒；或者约21.8个pDNA

拷贝/纳米颗粒。在特定实施方案中，PEC纳米颗粒具有少于40个pDNA拷贝/纳米颗粒的平均

值。

[0094] 在特定实施方案中，PEC纳米颗粒具有约1.3个至约21.8个pDNA拷贝/纳米颗粒的

平均值；在一些实施方案中，在约1.3个至约13.5个pDNA拷贝/纳米颗粒之间，包括1.3个、

1.7个、2.3个、4.7个和13.5个pDNA拷贝/纳米颗粒，例如对于I2质粒；在一些实施方案中，在

约1.6个至约10.0个pDNA拷贝/纳米颗粒之间，包括1.6个、1.7个、2.6个、6.1个和10.0个

pDNA拷贝/纳米颗粒，例如对于gWiz‑GFP；在一些实施方案中，在约1.4个至约21.8个pDNA拷

贝/纳米颗粒，包括1.4个、1.7个、3.5个、6.1个和21 .8个pDNA拷贝/纳米颗粒，例如对于

gWiz‑Luc；以及，在一些实施方案中，在约4.4个至约9.1个pDNA拷贝/纳米颗粒之间，包括

4.4个、5.0个、6.1个和9.1个pDNA拷贝/纳米颗粒，例如对于有不同的N/P比的gWiz‑Luc。在

更特定的实施方案中，PEC纳米颗粒具有一个pDNA/纳米颗粒。
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[0095] 在一些实施方案中，PEC纳米颗粒包含聚乙烯亚胺和质粒DNA。在某些实施方案中，

PEC纳米颗粒具有的聚乙亚胺中的胺与质粒DNA中的磷酸的比(N/P)在约3至约6之间。在特

定实施方案中，PEC纳米颗粒具有选自由约3、约4、约5和约6组成的组的N/P。在更特定的实

施方案中，PEC纳米颗粒具有在约50％至约75％之间的结合的lPEI与总lPEI的百分比，包括

约50％、55％、60％、65％、70％、71％、72％、73％、74％和75％的结合的lPEI与总lPEI的百

分比。

[0096] 在一些实施方案中，多于一种生成的聚电解质复合物纳米颗粒的多分散性指数

(PDI)的范围可以为约0.05至约0.2。在特定实施方案中，多于一种PEC纳米颗粒具有的PDI

在约0.1和约0.25之间，包括0.01、0.11、0.12、0.13、0.14、0.15、0.16、0.17、0.18、0.19、

0.20、0.21、0.22、0.23、0.24和0.25。

[0097] 在一些实施方案中，PEC纳米颗粒具有的表面电荷在约+20MV至约+50mV之间，包括

+20、+21、+22、+23、+24、+25、+26、+27、+28、+29、+30、+31、+32、+33、+34、+35、+36、+37、+38、+

39、+40、+41、+42、+43、+44、+45、+46、+47、+48、+49和+50mV。在一些实施方案中，PEC纳米颗

粒具有的表观流体力学密度在约60Da/nm3至约80Da/nm3之间，包括60Da/nm3、61Da/nm3、

62Da/nm3、63Da/nm3、64Da/nm3、65Da/nm3、66Da/nm3、67Da/nm3、68Da/nm3、69Da/nm3、70Da/

nm3、71Da/nm3、72Da/nm3、73Da/nm3、74Da/nm3、75Da/nm3、76Da/nm3、77Da/nm3、78Da/nm3、

79Da/nm3和80Da/nm3。在特定实施方案中，PEC纳米颗粒具有约67.68Da/nm3的表观流体力学

密度。

[0098] 在一些实施方案中，本发明公开的主题提供了一种药物制剂，所述药物制剂包含

药学上可接受的运载体中的本发明公开的一种PEC纳米颗粒或多于一种PEC纳米颗粒。在某

些实施方案中，药物制剂包括冻干制剂。在特定实施方案中，一个PEC纳米颗粒或多于一个

PEC纳米颗粒的药物制剂表现出在‑20℃至少9个月(包括1个月、2个月、3个月、4个月、5个

月、6个月、7个月、8个月和9个月)的长期稳定性。

[0099] 如本文所用，“药学上可接受的运载体”旨在包括，但不限于，水、盐水、右旋糖溶

液、人类血清白蛋白、脂质体、水凝胶、微米颗粒和纳米颗粒。这样的介质和剂用于药物活性

组合物的用途是本领域熟知的，并且因此将各自以有效水平掺入组合物的另外的实例和方

法不需要在本文讨论。

[0100] 根据被治疗的具体状况，本发明公开的纳米颗粒可以被配制成液体或固体剂型且

被全身或局部施用。剂可以例如，以本领域技术人员已知的定时释放形式或持续低释放形

式被递送。制剂和施用的技术可以在Remington:The  Science  and  Practice  of  Pharmacy

(第20版)Lippincott,Williams&Wilkins(2000)中找到。适合的途径可以包括口服、含服、

通过吸入喷雾、舌下、直肠、经皮、阴道、经黏膜、鼻或肠施用；胃肠外递送，包括肌肉内、皮

下、髓内注射，以及鞘内、直接心室内、静脉内、关节内、胸内、滑膜内、肝内、病灶内、颅内、腹

膜内、鼻内或眼内注射或其他递送模式。

[0101] 虽然施用的形式和/或途径可以变化，在一些实施方案中，本发明公开的纳米颗粒

或药物组合物是肠胃外施用的(例如，通过皮下、静脉内或肌肉内施用)，或者在一些实施方

案中直接施用至肺。向肺局部施用可以通过各种制剂策略实现，包括药物气雾剂，其可以是

溶液气雾剂或粉末气雾剂。粉末制剂典型地包含小颗粒。合适的颗粒可以使用本领域已知

的任何手段制备，例如通过在空气喷射磨、球磨或振动磨中研磨、过筛、微沉淀、喷雾干燥、
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冻干或受控结晶。典型地，颗粒的直径为约10微米或更小。粉末制剂可以任选地包含至少一

种本领域技术人员已知的颗粒状药学上可接受的运载体。合适的药物运载体的实例包括，

但不限于，糖类，包括单糖、二糖、多糖和糖醇诸如阿拉伯糖、葡萄糖、果糖、核糖、甘露糖、蔗

糖、海藻糖、乳糖、麦芽糖、淀粉、葡聚糖、甘露醇或山梨醇。可选地，可以使用本领域技术人

员已知的任何手段制备溶液气雾剂，例如，提供有适于递送计量剂量的组合物的阀的气雾

剂小瓶。当活性成分的可吸入形式是可雾化的水性、有机或水性/有机分散体时，吸入装置

可以是喷雾器，例如传统的气动喷雾器诸如空气喷射喷雾器，或超声波喷雾器，其可以含有

例如1mL至50mL，通常1mL至10mL的分散体；或者其允许更小的雾化体积(例如10μL至100μL)

的手持式喷雾器。

[0102] 对于注射，本公开内容的剂可以在水性溶液中，诸如在生理学上相容的缓冲液诸

如Hank氏溶液、林格氏溶液或生理盐水缓冲液或等渗糖溶液中配制和稀释。

[0103] 使用药学上可接受的惰性运载体将用于实践本公开内容的本文公开的化合物配

制为适用于全身施用的剂量在本公开内容的范围内。在适当选择运载体和适合的制造实践

的情况下，本公开内容的组合物，特别是配制为溶液的那些，可以被胃肠外施用，诸如通过

静脉内注射。化合物可使用本领域熟知的药学上可接受的运载体容易地被配制成适合于口

服施用的剂量。这样的运载体使得本公开内容的化合物被配制为片剂、丸剂、胶囊、液体、凝

胶、糖浆、浆液、悬液等，用于被治疗的受试者(例如，患者)口服摄入。

[0104] 对于鼻或吸入递送，本公开内容的剂还可以通过本领域技术人员已知的方法来配

制，并且可以包括，例如，但不限于，增溶、稀释或分散物质的实例，诸如盐水、防腐剂，诸如

苄醇、吸收促进剂和碳氟化合物。

[0105] 尽管本文中采用了具体术语，但它们仅用于一般的和描述性的意义，而非用于限

制的目的。除非另有定义，本文使用的所有技术术语和科学术语具有与由本发明描述的主

题所属领域的普通技术人员通常理解的相同的含义。

[0106] 遵循长期存在的专利法惯例，术语“a(一)”、“an(一)”和“the(该)”当用于本申请

(包括权利要求书)时指“一个或更多个”。因此，例如，提及“受试者(a  subject)”包括多于

一个受试者，除非上下文清楚地是意思相反的(例如，多于一个受试者)等等。

[0107] 贯穿本说明书和权利要求书，术语“包含(comprise)”、“包含(comprises)”和“包

含(comprising)”以非排他性含义使用，除非当上下文另有要求时。同样地，术语“包括

(include)”和其语法变体旨在非限制，使得列表中项目的列举不排除可被取代或添加至所

列项目的其他类似的项目。

[0108] 为了本说明书以及所附的权利要求书的目的，应理解，除非另有说明，在说明书和

权利要求书中使用的表示量、尺寸、维度、比例、形状、配方、参数、百分比、参数、数量、特征

及其他数值的所有数字在所有情况下均由术语“约”修饰，即使术语“约”可能未明确地与该

值、量或范围一起出现。因此，除非相反地指示，在以下说明书和所附的权利要求书中列出

的数值参数不是且不需要是精确的，但是如所期的可以是接近的和/或更大或更小，反映了

公差、转换因子、四舍五入、测量误差等，以及本领域技术人员已知的其他因素，取决于本公

开的主题寻求获得的期望性质。例如，当术语“约”指值时能够意在包括与指定的量的在一

些实施方案中±100％、在一些实施方案中±50％、在一些实施方案中±20％、在一些实施

方案中±10％、在一些实施方案中±5％、在一些实施方案中±1％、在一些实施方案中±
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0.5％、以及在一些实施方案中±0.1％的差异，因为这样的差异对于进行所公开的方法或

采用所公开的组合物是适当的。

[0109] 此外，当与一个或更多个数值或数值范围关联使用时，术语“约”应理解为指所有

这样的数值，包括范围内的所有数值以及通过将边界延伸至高于和低于所列出的数值修改

该范围。通过端点陈述的数值范围包括归入该范围内的所有数值例如全部的整数，包括其

分数(例如，1至5的陈述包括1、2、3、4和5，以及其分数，例如1.5、2.25、3.75、4.1等)以及在

该范围内的任何范围。

实施例

[0110] 以下实施例已被包括以提供本领域普通技术人员用于实践本发明公开的主题的

代表性实施方案的指导。根据本公开内容和本领域中的一般技术水平，本领域技术人员可

以理解，以下实施例意在仅是示例性的，且可以采用许多变化、修改和改变而不偏离本发明

公开的主题的范围。以下实施例通过说明的方式而非通过限制的方式来提供。

[0111] 实施例1

[0112] 质粒DNA/聚阳离子复合纳米颗粒的组装中的动力学控制

[0113] 1.1.概述。由质粒DNA(pDNA)和聚阳离子(诸如线性聚乙烯亚胺(lPEI))组装的聚

电解质复合物(PEC)纳米颗粒代表了用于基因疗法的主要非病毒递送媒介物。控制pDNA/聚

阳离子纳米颗粒的尺寸、形状和表面性质的努力主要集中于微调聚阳离子运载体的分子结

构和组装条件，诸如介质极性、pH和温度。然而，鉴于组装过程和纳米颗粒结构的非平衡性

质，这些纳米颗粒的可再现产生取决于控制组装动力学的能力。

[0114] 在一些实施方案中，本发明公开的主题采用动力学控制的混合过程，在本文中称

为“快速纳米复合”或(“FNC”)来加速pDNA溶液与聚阳离子lPEI溶液的混合以通过微室中的

湍流混合来匹配PEC组装动力学，从而实现对pDNA/lPEI纳米颗粒组装的动力学条件的明确

控制，如由纳米颗粒尺寸、组成和pDNA有效载荷的可调谐性所展示的。使用实验和模拟相结

合的手段，以比批量混合方法更均匀的和可扩大的方式制备了具有约1.7个至约21 .8个

pDNA拷贝/纳米颗粒的平均值和约35nm至约130nm的平均尺寸的pDNA/lPEI纳米颗粒。使用

这些有良好定义的组成和尺寸的纳米颗粒，pDNA有效载荷和纳米颗粒制剂组成能够与这些

纳米颗粒的转染效率和毒性相关联。这些纳米颗粒在冻干制剂中表现出在‑20℃至少9个月

的长期稳定性，验证了具有用于基因疗法的良好定义的特征的现成纳米颗粒产品的可扩大

制备。

[0115] 1.2背景。组装组分的聚电解质性质表明，与聚合物链的静电复合速率相比聚合物

链的扩散速率较慢。因此，PEC组装产生了非平衡的、动力学抑制的(kinetically 

arrested)复合结构。在组装过程期间，不同组分的瞬时和局部浓度剖面决定每个PEC组装

如何开始、增长和终止以形成不同的纳米颗粒。只有当混合比组装过程更快时，才能控制这

些动力学条件以允许在纳米颗粒开始组装之前组装组分以均匀的方式进行分布。均匀混合

不仅确保PEC纳米颗粒以均匀的特征产生，还提供通过对进入组装系统中的输入条件的操

纵来控制纳米颗粒的尺寸、表面性质和组成的机会。该组装条件要求将不同组装组分均匀

地混合的特征性混合时间(τM)减少到小于发生PEC纳米颗粒组装的特征性组装时间(τA)。包

括移液和涡旋在内的传统混合方法无法满足这一要求。
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[0116] 混合通过组装组分跨不同流的界面的扩散发生。实现小τM的最常见手段是缩短扩

散路径，其可以由层流设置和湍流设置二者来实现。在层流设置中，在不同的流路径引入小

区室内时实现混合。然而，由于制造上的困难，工程手段(诸如流体力学聚焦(Lu等人,2014；

Lu等人,2016)以及液滴限制(droplet  confinement)(Juul等人,2012))被开发以进一步增

加表面‑体积比。相比之下，在湍流设置中，湍流涡能够使流迅速分解到微小的维度进行有

效的扩散。湍流(flow  turbulence)可以通过以下递送：“T”型连接器(Kasper等人,2011)、

Tesla混合器和人字形(herring‑bone)混合器(Feng等人,2016)、同轴射流混合器(Liu等

人,2015；Liu等人,2017)、受限撞击射流(CIJ)(Johnson  和Prud’homme；Liu和Fox,2006)，

以及多进口涡旋混合器(MIVM)(Liu等人,2008；He等人,2017；He等人,2018)。

[0117] 由于对组装组分的混合动力学的较高程度的控制，与常规方法相比在制备具有更

均匀特征的载药纳米颗粒方面已经取得了各种程度的成功。CIJ混合器中的湍流混合最近

被用于生成pDNA/lPEI纳米颗粒，以展示该方法的可扩大性和控制尺寸的可行性(Santos等

人,2016)，但是混合和纳米颗粒组装的动力学尚未被分析。针对两亲性聚合物胶束的自组

装，动力学受限组装已经被很好地说明，其中在称为快速纳米沉淀(FNP)的过程中纳米颗粒

的形成可以由溶剂混合速率对比聚合物聚集和药物在混合溶剂中的分配速率进行调节。

Saad和Prud’homme,2016。FNP在MIVM或CIJ混合器中使用湍流混合以在比疏水链聚集的特

征性时间更短的时间内混合携带可混溶溶剂的两股相对的射流。均匀的纳米颗粒可以由于

均匀的过饱和条件而产生(Nikoubashman等人,2016；Zhang等人,2012)。通过在这样的混合

状态下改变动力学条件，用于纳米颗粒形成的扩散受限的和融合主导的聚集机制(Johnson

和Prud’homme,2003)以及用于预测纳米颗粒尺寸的定量模型(Pagels等人,2018)已经被提

出。

[0118] 1 .3工作范围。本发明公开的主题部分地调查pDNA/聚阳离子PEC纳米颗粒组装的

动力学控制方面。更特定地，本发明公开的主题展示了在CIJ混合器中使用称为“快速纳米

复合(FNC)”的湍流混合手段对PEC组装和纳米颗粒形成的动力学控制。FNC中的聚电解质

pDNA和线性聚乙烯亚胺(lPEI)的扩散动力学显著不同于FNP中的溶剂和聚合物的扩散动力

学，其中通过聚电解质电荷中和介导的复合动力学比FNP中聚合物链段的疏水聚集更快，并

且PEC在没有有机溶剂混合(其在FNP中发生)的水性介质中发生。这些因素对在FNC中将PEC

组装成纳米颗粒的动力学控制的独特过程和额外挑战有贡献。对于本发明公开的研究，由

于体内 的体内高转染效率(作为非病毒运载体的基准)，其在GMP质量中的可用性

以及其作为具有均匀的电荷密度的聚阳离子的分子简单性，体内 被选择作为测

试的运载体。使用体内 的PEC纳米颗粒和典型尺寸为4kb至7  kb的质粒作为模型

系统，使用流体动力学模拟检查了CIJ混合器中的混合流方案(mixing  flow  regimen)，并

分析了实现对PEC组装过程的动力学控制的要求。通过对动力学条件的操纵展示了对pDNA/

体内 纳米颗粒组成的精确控制，并表征了纳米颗粒组成、尺寸和表面特征对其体

外和体内转染效率的影响。关于动力学控制条件下组装的pDNA/体内 纳米颗粒用

于非病毒基因疗法的转染效率和翻译潜力分析了其优势。

[0119] 1 .4代表性结果和讨论。混合作为跨湍流结构中pDNA和lPEI流之间的界面的分子

扩散发生。
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[0120] 1.4.1.特征性混合时间τM对pDNA/lPEI纳米颗粒组装结果的影响。接下来，实验性

地检查了当撞击gWiz‑Luc  pDNA(6.7  kb)溶液时流量Q对pDNA/lPEI纳米颗粒的FNC组装的

影响。在本研究中以下条件没有变化：lPEI溶液的pH在3.5保持一致以维持lPEI的相同的质

子化度在75％左右，并且从而维持lPEI的相同电荷密度。Curtis等人,2016。类似地，检查时

DNA溶液的浓度维持在200μg/mL的浓度，并且体内‑ 溶液维持在对应于NP为4的浓

度。当增加Q时，即减少τM时，由纳米颗粒的动态光散射(DLS)测量(z‑平均流体力学直径，

Dg)给予的尺寸减小直到其达到下限的平台(图2A)。

[0121] 当质粒浓度从200μg/mL减少至50μg/mL，或质粒尺寸从6.7  kb降低至4.4kb(I2质

粒，见表1)时，测得的纳米颗粒尺寸遵循相同的趋势。通过降低输入pDNA浓度，使临界Q0(高

于该临界Q0获得一致的DLS尺寸)从大约15mL/min降低到大约8.5mL/min(临界τM，0从大约

20ms增加到大约85ms)。DLS给予的纳米颗粒的尺寸分布宽度(见第1.6节)显示出对Q的相同

的依赖性(图2B)，表明随着τM的降低，纳米颗粒的均匀性增加。通过透射电子显微术(TEM)

观察确认了流量依赖的平均尺寸和均匀性(图2C)。

[0122] 表1.本研究中使用的代表性质粒DNA

[0123]

[0124] 基于这些发现，特征性混合时间τM或流量Q的场(field)可以分为两个区域：

[0125] “区域I”对应于其中平均DLS尺寸和均匀性保持恒定而不依赖Q或τM的动力学条

件。这表明微室内的混合条件已经达到最大程度的均匀性以允许组装均匀地发生，从而所

有纳米颗粒具有相似的组装路径。该组装过程有被定义为特征性组装时间(τA)的时间尺

度，并且当τM<τA，几乎所有的pDNA/lPEI纳米颗粒都在相同的定义条件(pDNA和lPEI的浓度、

温度、介质pH、离子强度等)下组装。换句话说，组装组分pDNA和lPEI可以以比纳米颗粒形成

更快的速率混合，以几乎“同时”并且在几乎相同的微环境中启动纳米颗粒组装。如上文讨

论的，DPEI＞＞DDNA，而且主要扩散到pDNA流区域中的是lPEI分子，导致lPEI分子均匀分布到

pDNA分子附近。这确定了由pDNA和lPEI的输入浓度剖面定义的均匀的初始动力学条件。

[0126] “区域II”对应于其中τM>τA使得分子混合过程在大于纳米颗粒组装过程的时间尺

度上发生的动力学条件。在这种条件下，随着混合的进行，纳米颗粒的组装以非均匀的方式

发生，并且部分形成的纳米颗粒可以以未定义的方式进一步与晚到达的分子缔合。这导致

不均匀的和可能更大的纳米颗粒尺寸；并且纳米颗粒的组成取决于流量和混合条件。随着

流量增加并接近允许τM＝τA的临界条件，组装混合物更接近湍流混合结构，而且变得更均

匀；混合物组成变得更接近于pDNA和lPEI的输入浓度剖面。例如，当比较制备物1(Q＝

1.25mL/min且τM＝1.8×105ms)、制备物2(Q＝5mL/min且τM＝7.9×102ms)和制备物3(Q＝

20mL/min且τM＝15ms)时，纳米颗粒系综显示出与该分析(图2A、图2C)一致的特征。随着流

量增加，即随着τM减少，流混合剖面(flow  mixing  profile)经历了从层流混合到湍流混合
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的转变，这与纳米颗粒组装从区域II(τM>τA)到区域I(τM<τA)的转变相符。这显示通过将流

量从1mL/min变化至50mL/min，CIJ装置中湍流混合使溶液混合时间尺度与pDNA/lPEI纳米

颗粒组装时间尺度相匹配的能力。

[0127] 1.4.2.pDNA浓度和N/P比对pDNA/lPEI纳米颗粒组装的影响。当组装发生在区域I

中定义的动力学条件时，pDNA和lPEI的组装浓度剖面由输入浓度剖面(即撞击溶液中的

pDNA浓度和N/P比)良好地定义。这提供了检查组装浓度剖面对纳米颗粒特征的影响的机

会。选择20L/min的流量(τM＝15ms，如图2A、图2B所标)用于此比较。如图2D所示，pDNA浓度

的增加导致纳米颗粒尺寸的增加。这些制剂的相对窄的尺寸分布和低PDI(0.12‑0.16)(图

8A、图8B)，以及TEM观察(图9A)确认了pDNA/lPEI纳米颗粒的动力学控制混合和均匀的组

装。另一方面，当输入pDNA浓度固定在400μg/mL时，以不同的N/P比组装的纳米颗粒给出相

似的尺寸(图2E和图9B)，表明质粒在这种混合条件下被最有效地压缩而不依赖初始lPEI浓

度，而且即使当N/P比降低到3时仍达到最大的压缩程度。这一观察进一步确认了在组装过

程期间具有τM<τA的湍流混合使lPEI分子的可及性(access)最大化以与pDNA复合的有效性。

此外，zeta电位评估揭示，无论所用质粒、pDNA浓度(图2E)或输入N/P比(图2G)如何，所有制

剂的在+40mV左右的相似表面电荷。这表明纳米颗粒表面是相似的并且由过量的lPEI分子

组成。用于制备pDNA/聚阳离子纳米颗粒的常规混合方法(诸如移液)提供秒量级的混合时

间，因此落入该动力学尺度上的区域II中。先移液后涡旋的方法(表2)生成了具有与以流量

Q<1.5mL/min制备的FNC制备物的平均尺寸和均匀性相似的平均尺寸和均匀性的纳米颗粒

(图9)。不存在纳米颗粒尺寸对输入pDNA浓度的明确依赖性。此外，由于实施例1.4.7中采用

不同的移液程序(表2)，因此存在更高程度的可变性。

[0128] 表2.通过移液制备PEC纳米颗粒的程序

[0129]

[0130] 1.4.3.平均纳米颗粒组成和游离lPEI测量。以大于3的N/P比实现pDNA被lPEI的完

全复合；因此，具有N/P≥3的组装会导致纳米颗粒悬浮液中过量的未结合lPEI或游离lPEI。

Yue等人,2011。为了评估组装的纳米颗粒的实际组成，游离lPEI的量首先根据已公布的方

案来表征。Bertschinger等,2004。当pDNA/lPEI纳米颗粒在如图2中定义的湍流混合条件(Q

＝20mL/min且τM＝15ms)下组装时，只要输入N/P比固定在4，具有不同pDNA浓度输入的所有

纳米颗粒制剂都具有相同的结合lPEI对比游离lPEI组成(图3A)。结合的lPEI的量几乎都在

70％左右，其对应于纳米颗粒中2.7的N/P比。当以一致的pDNA浓度输入将输入N/P从3调整

到6时(图3B，左图)，无论输入N/P比如何，发现与纳米颗粒结合的lPEI的量都是一致的。这

表明与pDNA结合的lPEI的量在不同制备条件下制备的纳米颗粒之间是相同的；并且该平均

组成对应于纳米颗粒中2.74±0.14的N/P比(n＝28个单个制备物)。这些因而得到的“过度
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充电的”纳米颗粒与并非所有带电基团都可以参与PEC形成过程中的电荷中和的事实相一

致。Berret,2005。测试的两种质粒之间有一个微小的差异，即随着N/P比减小，gWiz‑Luc看

起来导致结合的lPEI稍微降低。尽管如此，总的结论是明确的，lPEI与pDNA结合以形成PEC

不受pDNA或者lPEI之一的浓度的影响，也不受输入N/P比的影响。

[0131] 1 .4.4.电荷中和不是PEC纳米颗粒组装的速率限制步骤。发现这种用于pDNA中和

的一致的最小结合N/P比对于在非湍流混合条件下制备的纳米颗粒而言也是正确的(图3B

右图和图3C)。在不同混合条件下制备的纳米颗粒测量的表面电荷(即zeta电位)也保持相

同(图3C)。由于纳米颗粒中的lPEI含量和zeta电位与电荷中和及复合物形成过程直接相

关，图3A、图3B和图3C中突出显示的发现表明电荷中和及pDNA‑lPEI结合对纳米颗粒组装不

是速率限制的。换句话说，电荷中和以比pDNA/lPEI  PEC凝聚和链折叠成纳米颗粒快得多的

速率发生，即它发生的时间尺度比总特征性组装时间τA短得多。在动力学控制的混合条件

下实现的pDNA/lPEI  PEC纳米颗粒组装过程现在可以被建模为两个不同的步骤，其与几篇

文献报告(Barreleiro和Lindman,2003；Santhiya等人,2012)一致：

[0132] 步骤1：电荷中和步骤，其中lPEI分子只要扩散到pDNA分子附近就与pDNA结合。在

本研究中，无论输入pDNA浓度或N/P比如何，lPEI与pDNA始终以大约2.7的N/P比复合。该步

骤形成pDNA/lPEI  PEC，并且不是速率限制的；

[0133] 步骤2：PEC链组装，其中中和的pDNA/lPEI复合物通过折叠经历变形和凝聚(Osada

等人,2012；Takeda等人,2017)，这显著降低了复合物体积，即发生压缩。这是速率限制步

骤，因此步骤2的时间尺度比步骤1的时间尺度大得多。因此，特征性装配时间τA主要由步骤

2的完成时间决定。在组装过程期间，在通过排斥净正表面电荷来稳定结构之前，当相邻的

pDNA或PEC足够接近以扩散至彼此时，涉及多于一个PEC的压缩和组装可以发生，导致多于

一个pDNA被包装到单个不同的纳米颗粒中。

[0134] 1.4.5.每个pDNA/lPEI纳米颗粒中平均pDNA拷贝数的表征。鉴于本发明公开的纳

米颗粒可以以窄的尺寸分布和一致的组成制备，纳米颗粒的摩尔质量使用静态光散射

(SLS)技术表征。在固定的纳米颗粒内pDNA/lPEI质量比(图3A)的情况下，假定纳米颗粒的

折射增量(dn/dc)值是恒定的并且遵循加法法则(additive  rule)(见第1.6节)。Dai和Wu,

2012。通过测量散射光的强度以获得关于每个散射角和每个纳米颗粒质量浓度的瑞利散射

比(Rayleigh  scattering  ratio)，并在齐姆图上将浓度和角度依赖曲线外推至零浓度和

零角度；纳米颗粒的重量平均摩尔质量 由此可以计算每个纳米颗粒的pDNA的平均

拷贝数 (见第1.6节)。Dubin等人,2012；Hiemenz和Lodge,2007。

[0135] 图3D中显示具有 的pDNA/lPEI纳米颗粒的代表性齐姆图。对于由该方

法测量的所有纳米颗粒(图3D和图12A、图12B、图12C)，齐姆图分析表明这些纳米颗粒的第

二维里系数(A)接近零。这一发现暗示，用于SLS测量的溶剂(水)和温度(25℃)条件满足θ条

件，即PEC‑溶剂相互作用抵消了范德瓦尔相互作用(Vander  Waals  interaction)和PEC链

的体积膨胀，使得PEC链以随机堆积(randompacking)的方式压缩。这种θ条件显著简化了平

均摩尔质量的测量，因为这些纳米颗粒的光散射行为的浓度依赖性可以被忽略并且瑞利比

可以以固定的浓度测量，并且使用德拜图的计算可以被测量(图3E和图12D、图12E、图12F)。

另一方面，不同输入N/P比显示每个纳米颗粒中质粒的平均数量有微小的改变。当输入400μ
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g/mL  pDNA的输入N/P比从3变为6时， 从N/P＝3的9.2降至N/P＝4的6.1，N/P＝5的5.0，N/P

＝6的4.4(图12F)。

[0136] 1.4.6.pDNA/lPEI纳米颗粒的DLS尺寸与摩尔质量的相关性。当对所有三种质粒在

不同条件制备的纳米颗粒的测量的重量平均摩尔质量相对于它们的流体力学体积维度(即

Dz
3)作图时(图4A)，出现了共同的线性相关性：

[0137]

[0138] 其中Dz是通过纳米颗粒悬浮液的DLS测量的z‑平均尺寸，而Mw是由SLS给出的纳米

颗粒的重量平均摩尔质量。这样的不依赖于用于纳米颗粒组装的质粒和条件的对各种纳米

颗粒的“普遍的”适用表明这些纳米颗粒的PEC组装单元和压缩程度是相似的。更具体地，这

些纳米颗粒具有相同的67.68Da/nm3的表观流体力学密度，即无论有多少pDNA被包装到单

个纳米颗粒，pDNA都被凝聚到相同的程度。

[0139] 相似地，也鉴定出另一种组成‑尺寸相关性(纳米颗粒的重量平均摩尔质量与回转

半径的二次幂(即Rg
2)成线性比例)(图4B)：

[0140]

[0141] 这种相关性很好地适用于有50nm和130nm之间的Dz的纳米颗粒，并且随着尺寸变

得小于50nm，实验数据点的偏差增大。 和Rg
2之间的线性关系进一步确认这些pDNA/lPEI

纳米颗粒是在θ条件下组装的；并且PEC单元在测试的溶剂和温度条件下呈现随机堆积表

现。Hiemenz和Lodge,2007。

[0142] 如果在步骤1中形成的每条PEC链(pDNA以及所有其结合的lPEI)被认为是用于步

骤2中纳米颗粒组装的堆积单元(即PEC单元)，则pDNA/PEI纳米颗粒可以被建模为包含一个

或多于一个PEC单元的实体。纳米颗粒组装遵循量化的组合模式。由从4到6变化的N/P生成

的纳米颗粒具有相似的摩尔质量，而由N/P＝3生成的纳米颗粒的摩尔质量更重但仍然落入

等式2和等式3的两种线性拟合中(图4C)。推定在输入N/P大于2.7的情况下(其中lPEI超过

了充分压缩pDNA所要求的量)，量化的组合保持有效。该模型进一步被层流混合条件(τM>τA)

下制备的纳米颗粒也遵循相同的相关性的事实支持(图4D)。值得注意的是，具有较低均匀

性(即，较宽分布)的纳米颗粒看起来具有与每个纳米颗粒有更少的pDNA拷贝的更均匀的纳

米颗粒相同的表观流体力学密度。该分析与以下假设一致：步骤1中形成的PEC单元是纳米

颗粒组装的构建单元(building  blocks)，并且它们以与在θ条件下的溶液中PEC单元链的

随机折叠相似的方式被压缩和缔合。

[0143] 1.4.7.对湍流混合条件下FNC中pDNA/lPEI纳米颗粒组装动力学建模。基于这些发

现和以上提及的纳米颗粒组装模型，可以分析τM<τA条件下的组装动力学以理解用于确定每

个纳米颗粒的pDNA拷贝数的浓度依赖性机制(图4E)。步骤1中pDNA‑lPEI结合(即PEC单元形

成)的速率比步骤2中PEC压缩和缔合的速率快得多(如从图3A、图3B、图3C得出的结论)，使

得τ步骤1《τ步骤2,并且

[0144] 特征性组装时间τA推定地受到参与纳米颗粒组装的聚电解质的内在性质诸如质

粒长度、lPEI结构和分子量、pDNA‑lPEI结合的化学计量和空间性质等的影响。在湍流结构

(定义为t＝0)生成后，混合主要通过lPEI分子向pDNA溶液区域扩散而发生，并且lPEI扩散
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在τM的时间进程中进行。当lPEI扩散时，lPEI快速结合到pDNA以大约2.7的N/P比发生。当t

≥τM时，混合完成并导致几乎所有的pDNA与相同量的lPEI结合，形成即将进行到步骤2作为

纳米颗粒组装的构建单元的均匀的PEC单元。在θ条件(图3D、图4B和等式2)下发生组装，其

中PEC链‑链相互作用抵消了PEC‑溶剂相互作用。与单个PEC链折叠相反，多于一个‑PEC链折

叠和缔合没有额外的障碍。因此，无论单个纳米颗粒组装中涉及的pDNA的数量如何(即，无

论最终的 如何)，PEC单元的压缩都以相同的凝聚度结束。当使多于一个PEC单元通过以足

够快以使多于一个‑PEC链被压缩成单个纳米颗粒的速率扩散而接触时， 是可能的。

因此，单个纳米颗粒组装中涉及的PEC单元的数量主要由τA的时间进程内的PEC扩散决定。

较高的输入pDNA浓度导致湍流结构中pDNA流区域中较高的pDNA浓度，因而导致溶液中pDNA

分子之间较低的平均距离，使得由于PEC单元之间较短的扩散距离，更多的PEC单元可以在

类似于τA的时间尺度内缔合。因此，有可能在FNC过程中定义的动力学控制的混合条件(即

当τM<τA时)明确控制要包装到单个纳米颗粒中的pDNA的数量。

[0145] 基于以上分析，如果输入pDNA浓度足够低，以至于任何两个pDNA分子之间的平均

距离太大以至于它们不能经τA的时间尺度扩散至彼此，可能产生含单个质粒的纳米颗粒。

利用重量平均摩尔质量和纳米颗粒尺寸的相关性(图4A)，对本研究中测试的质粒(4.4kb至

6.7kb)，当c→0时外推尺寸极限落入30nm和40nm之间(图2D)，代表含有仅一个pDNA/纳米颗

粒的pDNA/lPEI纳米颗粒的典型尺寸。由于移液的混合动力学控制差，这种小尺寸和单pDNA

有效载荷从未通过移液实现，如图10中用25μg/mL的最低输入pDNA浓度所示的。

[0146] 1.4.8.具有不同pDNA拷贝数/纳米颗粒的pDNA/lPEI纳米颗粒的转染效率。使用不

同浓度的gWiz‑Luc质粒，在FNC装置中以20mL/min的流量与 (输入c＝100μg/mL)、

3.5(输入c＝200μg/mL)、6.1(输入c＝400μg/mL)和21.8(输入c＝800μg/mL)生成纳米颗粒。

利用这一系列纳米颗粒，检查了 对这些纳米颗粒的体外和体内转染效率的影响。重要的

是注意到这些纳米颗粒的尺寸也是不同的，即使表面电荷(zeta电位)和组成(结合和游离

的lPEI分数)是相同的(表3)。

[0147] 表3.体外和体内测试的具有不同平均pDNA拷贝数/纳米颗粒 的纳米颗粒的特

征的总结

[0148]

[0149] *数据以平均值±标准偏差的形式显示，其中n＝3次测量。

[0150] 先前的报告展示出，由于表面接触、亲合力和运送动力学的差异，细胞摄取对纳米

颗粒的尺寸的依赖性。Hickey等人,2015。3H‑标记的pDNA用于组装具有不同的 的纳米颗

粒(见1.6节)以评估经与PC3前列腺癌细胞进行的4小时孵育时间段的其细胞摄取。数据显

示这些纳米颗粒组中没有差异(图5A)。由于转染测试的总pDNA剂量是固定的(每1×104个
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细胞0.6μg，24孔板中5×104个/孔)，测得的纳米颗粒摄取(从总的给药的纳米颗粒中)的总

分数是每个细胞可用的纳米颗粒总数和摄取率的函数。据推定，有较高的 的制剂具有数

量上较少的纳米颗粒，并且因此具有较高的细胞摄取率。每个被考虑的时间点有相似的摄

取pDNA的量， 和21.8可以在细胞内递送过程(诸如内体逃逸(endosomal  escape)、

pDNA解离和核转运)中具有更高的效率。在先前的文献报道中，pDNA/lPEI纳米颗粒在静脉

内(i.v.)注射后通常在肺中给予转染和转基因活性。Boeckle等人,2004。在PC3癌细胞系中

的体外转染效率实验显示， 和21.8具有相似的转染效率水平，远远高于

或3.5的转染效率水平(图5B)。

[0151] 与体外发现一致， 显示出比其他制剂明显更低的转染效率，而且对具有

和21.8的纳米颗粒有感知趋势，即更高的 给出更好的转染效率(图5C和图

14)。通过以30μg  pDNA/小鼠的剂量i.v.注射3H‑标记的纳米颗粒，在Balb/c小鼠中进行生

物分布研究。纳米颗粒给药后1小时处死小鼠，并收集主要器官和血液样品并称重。生物样

品被溶解，并且溶液进行液体闪烁评估以定量样品中的3H‑标记的pDNA。结果揭示出所有制

剂纳米颗粒在1小时内向器官和组织中的快速分布(>95％)。这些纳米颗粒的分布模式相

似，除了具有1.7的 的那些导致较少的纳米颗粒沉积在肺中(图5D和图15A)；并且经由脾

的清除更显著(图15C)。对所有的组，与5％‑8％的到肺的剂量相比，即使总剂量的42％‑

45％最终进到肝中(图15B)，肝中并没有可检测到的转基因表达水平。这可能是由于肝中的

库普弗(Kupffer)细胞对纳米颗粒的快速清除和降解。Tsoi等人,2016。

[0152] 这些纳米颗粒中体内递送效率的较小差异可能是由于以下事实：pDNA/lPEI纳米

颗粒与血清组分强烈相互作用并在i.v.注射后迅速聚集，导致在肺微血管中截留并被肝和

肺中的内吞细胞大量摄取(Ogris等人,1999)，这将掩蔽由于控制 而导致的有效载荷能

力的差异。鉴定具有较低的调理和聚集倾向的纳米颗粒(例如PEG化的纳米颗粒)以及理解

血清包被的机制会有助于更好地揭示具有定义的组成和尺寸的纳米颗粒对体内转染效率

的详细影响。

[0153] 1.4.9.动力学控制条件下制备的pDNA/lPEI纳米颗粒的pDNA有效载荷和PEI组成

(即结合的PEI浓度对比游离PEI浓度)对其体外和体内转染效率的影响。以上初步研究揭

示，具有6或更高的 的纳米颗粒比具有更低质粒有效载荷的纳米颗粒在体外和体内显示

出更好的转染效率。然后在不同的N/P比检查在湍流混合条件(Q＝20mL/min,τM＝15ms<τA)

下制备的纳米颗粒，并将其与在Q＝5mL/min,τM＝790ms》τA下制备的纳米颗粒比较。用gWiz‑

Luc质粒制备了两个系列的纳米颗粒，其中详细特征在表4中显示。
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[0154]

[0155]

[0156] 表4.用不同混合条件和N/P比制备的pDNA/lPEI纳米颗粒

[0157]

[0158] *根据等式2和7计算。

[0159] 首先，用gWiz‑Luc质粒制备的所有纳米颗粒在PC3癌细胞系中进行测试(图6A)。对

于两组纳米颗粒(W1‑4和W5‑8)，更高的N/P比(即，因此更高的游离PEI分数)产生更高的转

染效率，这与先前的文献报道一致。Boeckle等人,2004；Klauber等人,2016。

[0160] 具有较低的有效载荷的纳米颗粒显示出比具有较高的有效载荷的纳米颗粒更好

的性能，特别是对于N/P＝4和6。然后将相同组的纳米颗粒施用于Balb/c小鼠，并在注射后

12小时、24小时和48小时的时间点监测它们在肺中的转染效率。结果(图6B和图17)显示与

体外实验相似的模式。对于低有效载荷和高有效载荷纳米颗粒二者，以3的N/P比制备的纳

米颗粒的转基因表达活性是低的。在N/P＝4的情况，具有低有效载荷 的纳米颗粒

比具有高有效载荷 的纳米颗粒更有效。N/P＝4、 的制剂以及在N/P＝5和6

制备的纳米颗粒的转基因活性，显示出相似的萤光素酶表达水平，无论有效载荷水平 如

何。

[0161] 来自本系列的四种选定的纳米颗粒制剂的生物分布也被表征，其中它们的转染效

率具有最大的不同：具有较低的有效载荷和较低的N/P比的纳米颗粒(表4，W1:N/P＝3且

W2:N/P＝4且 )，和具有较高的有效载荷和较高的N/P比的纳米颗粒(表4，

W6:N/P＝4且 W8:N/P＝6且 。在Balb/c小鼠中，3H‑标记的纳米颗粒被以
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与用于图6B和图6C相同的剂量i.v.注射。注射的纳米颗粒剂量的大部分(>95％)在1小时内

分布到组织和器官(图6E)。与其他纳米颗粒制剂相比，W1纳米颗粒具有最低的分布到肺中

的纳米颗粒分数(1.4％)(图6D，图6E)、具有最高的分布到肝(54.0％，虽然没有统计显著

性)和脾(6.0％)的分布水平(图19)，与肺中最低的转染效率相关。W2显示出与W8相似的分

布到肺的分布水平(图6D，图6E)，这与这两种制剂之间相似的转基因表达水平相关(图6C)。

尽管W6产生了与W2相似的生物分布剖面，但给出比W2显著更低的转染效率。这可以归因于

如体外研究中显示的有效性较差的细胞内递送效率(图6A)以及递送至肺的纳米颗粒的数

量的7.5倍减少。对于较低有效载荷的纳米颗粒制剂，更大数量的纳米颗粒可以促进更高数

量的细胞中的更多转染事件。另一方面，这些纳米颗粒的较小尺寸可以影响纳米颗粒在组

织中的运送以及对于肿瘤组织的可及性。比较W6和W8纳米颗粒，即使它们的有效载荷(

和42.8)及尺寸(Dg＝158.9nm和155.5nm)是相似的，较高水平的游离lPEI(图3B，

1.75mM对比0.74mM)导致较低水平的肝清除(图6D和图19A)。与较高的细胞内递送效率(图

6A)一起，这一因素可能对肺中相对较高的转基因表达活性负责。

[0162] 1.4.10.现成的冻干pDNA/lPEI纳米颗粒的扩大生产。非病毒DNA递送基因疗法的

成功临床转化取决于高递送和转染效率、良好的生物相容性、可扩大的生产过程、延长的储

存稳定性以及高性能一致性(即低批次间可变性)。目前通过PEC纳米颗粒全身递送pDNA的

方法依赖于临施用前在诊所现场混合治疗性pDNA和体内 溶液(即类似于手动移

液，如表4中的W9)。如预期的，纳米颗粒形成的再现性和性能一致性会难以定义(图9)。这里

报道的通过FNC过程的纳米颗粒制备提供了连续且高度可扩大的和可再现的方法。使用单

个台架模型(bench‑model)设备，0.5克的pDNA可以在一小时内包装成pDNA/lPEI纳米颗粒，

这相当于12,500剂的40μg  pDNA/小鼠。得到的纳米颗粒悬浮液可以进行优化的冻干方案以

将其变成包括9.5％w/w海藻糖作为冷冻保护剂的粉末形式(图7A)。冻干的pDNA/lPEI纳米

颗粒在‑20℃储存时持续至少9个月是稳定的。在每个时间点重构后，尺寸、PDI、zeta电位、

PEI回收和DNA回收都与新鲜制备的样品一致(图7B)。重构过程简单地通过加入水而不需要

涡旋，在室温放置少于1分钟后生成没有任何聚集的澄清悬浮液(图7A)。重构的pDNA/lPEI

纳米颗粒维持稳定性至少4天。

[0163] 1.5总结

[0164] 本发明公开的主题结合了模拟方法和实验手段，以提供对用于允许输入pDNA和

lPEI溶液的流量与特征性混合时间相关的pDNA/lPEI纳米颗粒的FNC组装的CIJ微室中的混

合动力学的详细理解。通过控制混合动力学使得溶液能够在微室中湍流混合，展示了对纳

米颗粒尺寸、表面电荷和组成的明确控制，具有高均匀性和可扩大性。由对FNC组装的pDNA/

lPEI纳米颗粒的静态光散射测量和组成分析，领会了纳米颗粒流体力学尺寸和pDNA有效载

荷/纳米颗粒之间的“普遍的”相关性，表明对在不同条件下用不同pDNA有效载荷组装的纳

米颗粒实现了相同程度的pDNA中和及压缩。这些发现不仅允许对pDNA/lPEI纳米颗粒进行

对纳米颗粒尺寸的控制以及对组成的更精细控制，而且为探索pDNA/lPEI纳米颗粒组装的

动力学过程提供实验证据。确认了在形成PEC单元中pDNA和lPEI分子之间的电荷中和不是

速率限制的步骤，并且发现特征性组装时间主要由PEC单元的链折叠和压缩决定。包装到每

个纳米颗粒中的pDNA的数量主要由PEC单元的扩散距离(即局部pDNA浓度)决定。通过由FNC
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在动力学控制的条件下以从50μg/mL到800μg/mL控制输入pDNA浓度，可以组装平均约1.7个

至约21.8个pDNA，这与35nm至130nm的平均流体力学尺寸相关。这些良好定义的纳米颗粒使

得调查pDNA有效载荷和制剂组成对这些纳米颗粒的转染效率的影响成为可能。在本研究测

试的癌细胞模型中，发现纳米颗粒中中等有效载荷的质粒DNA对于体内最高的递送效率是

最佳的，并且与其体外转染活性良好地相关。在健康小鼠模型和荷瘤小鼠模型二者中的体

内转基因表达显示在pDNA/lPEI纳米颗粒中的中等pDNA有效载荷有利于肺中的转基因表

达。这些纳米颗粒能以可扩大的方式作为在储存期间在‑20℃保持其稳定性至少9个月的现

成的冻干制剂生产。此外，这种纳米制剂易于重构和施用。由于这种方法不具体依赖于运载

体结构以及质粒的长度和类型，它广泛适用于许多其他潜在的聚阳离子运载体。因此，这种

FNC生产工艺为用于基因递送的非病毒纳米颗粒媒介物的临床转化提供独特的技术优势。

[0165] 1.6实验

[0166] 1.6.1.pDNA/体内 聚电解质复合物(PEC)纳米颗粒的制备。所有的CIJ设

备由Johns  Hopkins  Whiting  School  of  Engineering机器车间基于典型的CIJ设计制造。

Johnson和Prud 'homme,2003。体内 按照所接收到的进行使用，并通过超纯水稀释

至期望浓度，所述期望浓度对应于3至6的不同输入N/P比。通过NaOH或HCl将溶液的pH(无论

浓度如何)调整到3.50，以跨越所有实验保持PEI分子上一致的电荷密度。在调查输入pDNA

浓度对具有4的输入N/P比的纳米颗粒的影响时，pDNA由制造商在纯水中递送(表1)并通过

超纯水稀释至50μg/mL至800μg/mL的浓度范围。通过高压注射泵以预设的流量将两种工作

溶液注入CIJ室来配制PEC纳米颗粒。PEC纳米颗粒在离开CIJ后立即稳定，不需要任何额外

的孵育时间，并直接进行下游表征和应用。当要求等渗条件时，在代替水的9.5％(w/w)海藻

糖中制备pDNA工作溶液和PEI工作溶液。所有制剂在室温至少一个月是稳定的。对于通过移

液制备的PEC纳米颗粒制备物(W9，表4)，使用表2中显示的B3程序。

[0167] 1.6.2.未复合的PEI的评估。采用了先前报道(Bertschinger等人,2004)的方法。

将稀释的纳米颗粒悬浮液的500μL等分试样加入到Vivaspin  500离心浓缩器(PES,100,000

的MWCO,Sartorius，每个样品n＝4个浓缩器)中。然后将浓缩器离心1分钟以得到不含纳米

颗粒而仅含未复合的PEI分子的流通溶液。将60μL流通溶液的等分试样加入96孔板的一个

孔中(每个过滤溶液n＝3个孔)。将ProteinRed  Advanced蛋白测定(PRAPA,Cytoskeleton 

US)溶液(200μL)加入孔中，并且将混合物在室温孵育10分钟。

[0168] 1.6.3.PEC纳米颗粒的表征。在25℃使用Malvern  ZEN3690  Zetasizer进行用于尺

寸测量的动态光散射(DLS)和用于zeta电位测量的相位分析光散射(PALS)。作为来自

Zetasizer的最可靠的结果，获得了z‑平均流体力学直径，并将其用作本研究中所有分析的

PEC纳米颗粒的尺寸。由于DLS机器提供的多分散性(PDI)(其遵循ISO  13321中的程序)取决

于纳米颗粒尺寸，我们使用尺寸分布宽度来评价图2A中具有不同尺寸的纳米颗粒的均匀

性。该尺寸分布宽度由DLS机器作为尺寸标准偏差的标准化术语直接给出，对于单个尺寸

峰：

[0169]

[0170] zeta电位测量在低盐缓冲液(5mM  NaCl)中进行以给出悬浮液的0.6mS/cm的电导
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率用于可靠评估。

[0171] 1 .6.4.静态光散射(SLS)在Wyatt  DAWN  HELEOS  18‑angel激光散射光度计上进

行，该光度计配备了具有658nm的波长的激光源和作为光学区室的熔融石英流动池。根据手

册对机器进行了适当的校准，其中所有激光检测器针对各向同性散射进行归一化(3nm葡聚

糖，MW  9000‑11000,Sigma  US)。稀释至适当浓度的PEC悬浮液通过具有450nm或1μm的尺寸

截止值的过滤器引入流动池。每个样品以200μL/min的流量运行5分钟以建立来自检测器的

稳定信号。数据收集进行了5分钟以给出每个检测器的时间平均强度。从机器中出来的PEC

纳米颗粒被收集，并进行DLS和DNA回收评估(通过NanoDrop，图11)以确保在过程期间纳米

颗粒特征和浓度不受影响。数据处理(生成齐姆图或德拜图)由Wyatt  ASTRA  6.1软件进行。

对每个样品进行n＝3次独立运行，并且本文呈现的摩尔质量结果是平均值。在SLS36下PEC

纳米颗粒可被视为由两种组分组成的共聚物以给出由光散射理论指导的重量平均摩尔质

量。Hiemenz和Lodge,2007。

[0172] 为了确定PEC纳米颗粒的折射率增量(dn/dc)，我们遵循先前描述的加法法则(Dai

和Wu,2012)：

[0173]

[0174] 其中WpDNA和WPEI分别是复合在PEC纳米颗粒中的pDNA和PEI的重量分数。dn/dc值可

通过插入输入pDNA浓度和来自游离PEI评估的结果中的结合的PEI分数获得。基于所提出的

通过FNC的纳米颗粒组装的模型，对于每一个pDNA分子，所有相关的结合PEI具有以下的摩

尔质量：

[0175]

[0176] 其中γ是由游离PEI评估给出的结合PEI分数；cm(PEI)和cm(pDNA)分别是用于制剂

的PEI和pDNA的输入质量浓度；以及MDNA是所用pDNA的分子量。然后(重量)平均pDNA拷贝数/

纳米颗粒可通过以下计算：

[0177]

[0178] 其中 是由SLS给出的纳米颗粒的重量平均摩尔质量。

[0179] 1 .6 .5 .透射电子显微术(TEM)。在装载样品之前，对碳涂覆的铜网格(Electron 

Microscopy  Services,US)进行30秒的等离子体处理(N2辉光放电)以提供膜亲水性。PEC纳

米颗粒悬浮液在网格上孵育20分钟，然后通过滤纸干燥。将2％(w/v)的醋酸铀酰溶液的10μ

L的等分试样滴到网格上，孵育1分钟并且然后通过滤纸干燥。在成像前允许网格在通风橱

下干燥24小时。由于染料溶液具有使得铀酰基团带正电荷以与pDNA分子强烈反应的低pH，

负染色图案(纳米颗粒位于外围有清晰的标记的染料层上)被搜索并成像。在运行于100kV

的FEI  Tecnai  12Twin透射电子显微镜上进行成像。所有图像均由Megaview  III广角相机

拍摄。

[0180] 1.6.6.体外转染活性。将PC3癌细胞以5×104个细胞/孔的密度接种在24孔板中以

形成单层细胞培养物。培养24小时后，吸出每个孔中的培养基。将含有3μg  pDNA的50μL  PEC
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纳米颗粒悬浮液的等分试样加入500μL新鲜培养基中，涡旋20秒以混合，并将整个混合物加

入每个孔中。细胞与PEC纳米颗粒一起孵育1小时至4小时。孵育后，吸出混合物，并且用PBS

洗涤细胞两次，并置于新鲜培养基中。再孵育24小时后以允许细胞表达萤光素酶。为了收

获，在每个孔中加入100μL的报告物裂解缓冲液(Promega,US)，并且整个板进行两次冻融循

环。进行标准萤光素酶定量测定(Promega,US)和蛋白质定量测定(Pierce  BCA试剂,Thermo 

Scientific,US)，以给出关于ng萤光素酶/mg裂解物中的总蛋白质的转染效率。对于所有测

试，所测试的每组n＝4个孔。

[0181] 1.6.7.体内转染效率。所有体内实验程序都由Johns  Hopkins机构动物护理和使

用委员会(JHU  ACUC)批准。PEC纳米颗粒用30μg或40μg  pDNA/小鼠的剂量以200μg  pDNA/mL

的浓度通过小鼠侧尾静脉静脉内注射。对于在制备物中具有较低输入pDNA浓度的组，纳米

颗粒悬浮液由具有3,000的MWCO的Amicon  Ultra‑2离心过滤单元浓缩至200μg  pDNA/mL来

以相同的比例浓缩PEC和游离PEI分子二者。使用IVISR  Spectrum(PerkinElmer,US)进行体

内生物发光成像并且用Living  Image软件(PerkinElmer,US)处理图像。感兴趣区域(ROI)

定量分析结果与肺中萤光素酶蛋白丰度具有呈现线性关系的良好的相关性(图16)，因此组

织匀浆没有被广泛用于监测转基因活性的动力学。初步测试揭示，对于健康Balb/c小鼠模

型(Jackson  Laboratory,US)，转基因表达水平(健康肺组织或肺中肿瘤细胞的萤光素酶浓

度)在注射后12小时和48小时左右达到峰值。相应地设置IVIS评估时间点，其中通过异氟醚

麻醉小鼠并在i.p.注射100μL的30mg/mL  D‑萤光素(Gold  Biotechnology，US)溶液和5分钟

的扩散时间段后通过IVIS系统成像。对于LL2肿瘤模型，在PEC给药前3天，通过i.v.注射含

有5×105个癌细胞的200μL  PBS溶液进行接种。

[0182] 1 .6.8.3H‑标记的PEC纳米颗粒的制备。细胞摄取和生物分布研究。在纳米颗粒制

备前，由以S‑腺苷‑L[甲基‑3H]甲硫氨酸(3H‑SAM)为来源进行的pDNA的甲基化来进行PEC纳

米颗粒的氚标记。该过程导致pDNA上不会明显影响组装过程的微小结构变化。这种标记技

术的巨大优势在于通过经由闪烁流体测定计数每分钟的崩解事件(DPM)来评估生物样品中

标记的pDNA的绝对量的能力，因此理想地用于在给药PEC纳米颗粒后进行细胞摄取和生物

分布研究。在工作范围内，DPM与测定中标记的pDNA量是成线性比例的(图13)。为了标记

pDNA，将水、10×NEB缓冲液(New  England  Biolabs,US)、3H‑SAM(PerkinElmer,US)、pDNA

(1mg/mL)及M.Sssl酶(New  England  Biolabs,US)以12:2:2:1:1(v/v)的比例加入50mL管

中。

[0183] 使溶液充分混合，在37℃孵育反应2小时并通过加热至65℃持续>30分钟猝灭。反

应混合物通过EB缓冲液进行稀释，其中用QIAprep  Spin  Miniprep试剂盒(Qiagen，US)纯化

标记的pDNA，并且最后与未标记的pDNA混合以给出用于PEC组装的工作溶液。对于细胞摄取

实验，采用与体外转染实验相同的给药方法。在每个时间点，排出含有纳米颗粒的培养基，

并且细胞通过新鲜的PBS洗涤两次并且然后收获。对于生物分布研究，采用与体内转染实验

相同的剂量和制剂浓度。在注射后1小时，处死动物，收获组织并称重。向组织中加入充足的

SOLVABLE增溶液(PerkinElmer,US)并在70℃孵育48小时。将组织裂解物充分混合并在7mL

闪烁瓶中将100μL的每个样品(n＝3个独立测量)加入到4mL  Ultima  Gold闪烁混合液

(PerkinElmer ,US)中。DPM由Tri‑Carb  2200CA液体闪烁分析仪(Packard  Instrument 

Company,US)以5分钟的测量时间进程进行评估。
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[0184] 实施例2

[0185] 对比实施例‑快速纳米复合FNC‑组装的纳米颗粒与通过批量混合制备的纳米颗粒

的组成的比较

[0186] 如上文提供的，本发明公开的DNA纳米颗粒的组成关于平均DNA数量/颗粒、平均颗

粒尺寸和尺寸分布、良好定义的DNA和聚合物含量以及呈冻干和储存稳定(shelf‑stable)

形式的颗粒制剂是独特的。其他报道的DNA纳米颗粒制剂没有完全相同的组成报告，因此很

难直接比较这些基准参数中的一些。然而，有具体的物理性质测量可以提供关于本发明公

开的FNC‑生产的纳米颗粒和那些用批量混合方法(例如移液方法)生产的纳米颗粒之间的

独特差异的证据。

[0187] 本发明公开的FNC‑组装的纳米颗粒相比于由移液方法生成的纳米颗粒具有不同

的物理性质，所述移液方法为以实验室规模使用的普通批量制备方法。移液方法在本文作

为批量混合制备的对比实施例提供。注意，以下结果是在0.4mL至1.0mL总体积的批次规模

制备的。在更大的批次尺寸，所得的纳米颗粒远不是良好定义的而且更有可能生成聚集体。

[0188] 用在200μg/mL的相同质粒浓度、在3.5的lPEI溶液的pH、在9.5％w/w的海藻糖浓度

以及在4或6的N/P比(例如由PEI制造商推荐的最低水平)制备时，FNC‑组装的纳米颗粒更均

匀，具有接近约80nm的平均尺寸，与平均pDNA有效载荷为5个至10个质粒/纳米颗粒(取决于

质粒尺寸)相关，相比之下，由批量混合生成的纳米颗粒不太均匀、具有更大的160nm的平均

尺寸并且对应于多于40个质粒/纳米颗粒的平均pDNA有效载荷。

[0189] 此外，相比于由本发明公开的FNC方法(图20B)制备的纳米颗粒，由本领域已知的

批量混合方法(图20A)生成的纳米颗粒的尺寸和有效载荷的再现性差得多并且具有更高的

变化程度。这些结果表明，本发明公开的FNC方法提供低得多的水平的在制剂之间和操作者

之间的批次间差异。进一步地，纳米颗粒的质量取决于移液的精确实践，包括移液的溶液、

移液速度以及如何或是否进行额外的混合方法(诸如涡旋)。一些移液实践得到在制备后数

小时内不稳定的聚集体(见图21A)。相反，本发明公开的FNC‑组装的纳米颗粒在产生后在室

温至少96小时是稳定的(图21B)。

[0190] 下面的表6提供本发明公开的FNC‑纳米颗粒和批量混合生成的纳米颗粒之间的更

详细的比较。

[0191] 实施例3

[0192] 对比实施例‑快速纳米复合FNC组装的纳米颗粒与由批量混合制备的纳米颗粒的

转染效率和毒性的比较

[0193] 与在相同制备条件(N/P＝4)下经由批量混合制备的纳米颗粒相比，本发明公开的

FNC纳米颗粒的独特组成和性质转化为高转染效率(见表6)。本发明公开的FNC纳米颗粒显

示出较低的体内毒性(表6)。当以40μg  pDNA/小鼠给药时，与在4的N/P比的FNC‑组装的纳米

颗粒相比，由在6的N/P比的批量混合生成的纳米颗粒导致严重的毒性，具有在注射后不久

1/5动物死亡，更高的丙氨酸氨基转移酶(ALT)水平和肝中的显著坏死。使用FNC在相同的6

的N/P比产生纳米颗粒使得到的坏死面积减少了近两倍。在所有纳米颗粒制剂中，在4的N/P

比的FNC‑组装的纳米颗粒表现出最低的肝毒性水平，具有最低的ALT血清水平增加。进一步

地，在FNC纳米颗粒(组)中观察到如由组织学检查评估的坏死部位的低频率(<5％)。
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[0194]

[0195]

[0196] *以40μgDNA/小鼠的剂量进行测试。

[0197] 实施例4

[0198] 哺乳动物细胞展示

[0199] 哺乳动物展示是一种用于从在细胞表面上表达的分子组合文库中选择亲和试剂

的强大方法。质粒DNA分子文库可用于表达不同蛋白质的文库，所述不同蛋白质可以使用前

导序列(例如Igκ)和膜跨越区(例如PGFR)被引导到细胞膜。不同结合结构域(诸如抗体可变

区)的文库可以然后暴露在膜的细胞外侧并自由结合靶配体(例如癌症抗原)。靶抗原可以

用生物素标记并用链霉抗生物素蛋白‑R‑藻红蛋白检测，例如，使得表达对配体有合适亲和

力的文库成员的细胞结合配体和标记并且可以使用流式细胞术从非结合克隆群体中选择。

DNA质粒可以然后从细胞中分离、转化并在例如大肠杆菌中生长。DNA质粒克隆可以被转染

回哺乳动物细胞而且该程序可以被重复。因此，在连续几轮的表达、结合、分选和富集之后，

可以从大的组合群体(包含结合物和非结合物)中分离出对靶配体具有高亲和力的小结合

群体。
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[0200] 为了使选择过程有效，每个细胞应当转染有限数量的质粒，否则表达非结合物的

质粒和表达结合物的质粒二者都不会充分分离到不同的细胞中，并且会在流式细胞术中一

起富集，因为例如抗体片段的异质群体会在每个细胞表面上表达。因此，希望每个细胞转染

一个质粒或几个质粒(few  plasmids)，使得每个细胞表达一个(或几个(a  few))抗体克隆，

并且在每个选择循环通过流式细胞术从非结合克隆中有效地选择表达具有最高亲和力的

抗体片段的克隆，并实现富集。

[0201] 虽然用于哺乳动物展示的方法在本领域中是已知的(见，例如Ho和Pastan，2009)，

但是用于实现定义的数量的质粒/纳米颗粒的包装的方法不是已知的。上文提供的实施例

描述了包装约1个质粒/纳米颗粒至约50个质粒/纳米颗粒之间并实现高转染水平的方法。

出于文库目的，使用约1个纳米颗粒/细胞和约10个纳米颗粒/细胞之间(含有约1个质粒至

约50个质粒之间)适于实现低数量的质粒克隆/细胞的转染，并因此实现在哺乳动物展示方

法中的有效富集。
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