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本发明涉及一种制备血小板裂解物级分的

方法，所述方法包括以下步骤：1)提供血小板裂

解物，2)从所述血小板裂解物收集其中所述组分

表现出的最大分子量为100kDa的级分，并涉及一

种特定的血小板裂解物级分及其作为药物的用

途。
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1.一种制备血小板裂解物级分的方法，所述方法包括以下步骤：

1)提供血小板裂解物，

2)通过超滤从所述血小板裂解物收集其中所述组分表现出的最大分子量为100kDa的

级分。

2.根据权利要求1所述的方法，其中步骤1)中提供的所述血小板裂解物是血小板沉淀

裂解物或混合人血小板裂解物。

3.根据权利要求1或2所述的方法，其中所述收集步骤是通过超滤进行分级。

4.根据权利要求1-3任一项所述的方法，其中在步骤1)之后和步骤2)之前进行以下步

骤：

-在约50℃-约70℃的温度下将所述血小板裂解物热处理15分钟-45分钟的步骤；

-离心所述经热处理的血小板裂解物并保留收集步骤的上清液的步骤。

5.一种血小板裂解物级分，其特征在于其中包含的组分表现出的最大分子量为20kDa。

6.根据权利要求5所述的血小板裂解物级分，其特征在于其中包含的组分表现出的最

大分子量为10kDa或3kDa，和优选最大分子量为3kDa。

7.根据权利要求5或6所述的血小板裂解物级分，其蛋白质含量小于1.5μg/μL，优选小

于1.0μg/μL，更优选小于0.70μg/μL。

8.根据权利要求7所述的血小板裂解物级分，其中所述蛋白质含量为约0.05μg/μL-约

0.30μg/μL，并且更特别地为约0.05μg/μL-约0.1μg/μL。

9.根据权利要求8所述的血小板裂解物，其中所述级分不含纤维蛋白原。

10.根据权利要求5-9任一项所述的血小板裂解物级分，或根据权利要求1-4所述的方

法制备的血小板裂解物级分作为药物的用途。

11.根据权利要求10所述的血小板裂解物级分的用途，用于治疗中枢神经系统疾病。

12.根据权利要求11所述的血小板裂解物级分的用途，其中所述中枢神经系统疾病选

自神经退行性疾病、神经血管疾病、神经炎性疾病、神经发育疾病和脑损伤。

13.根据权利要求12所述的血小板裂解物级分的用途，其中所述中枢神经系统疾病是

选自多发性硬化症(MS)、帕金森病(PD)、亨廷顿氏病(HD)、肌萎缩性侧索硬化症(ALS)、中

风、年龄相关性黄斑变性(AMD)、阿尔茨海默氏病(AD)、血管性痴呆、额颞痴呆、词义性痴呆

和路易体痴呆，优选选自帕金森病和肌萎缩性侧索硬化症的神经退行性疾病。

14.根据权利要求13所述的血小板裂解物级分的用途，其中所述神经退行性疾病选自

帕金森病。

15.根据权利要求14所述的血小板裂解物级分的用途，其中所述疾病是选自缺氧或创

伤性脑损伤的脑损伤。

16.根据权利要求10-15任一项所述的血小板裂解物级分的用途，其中通过鼻内、鞘内、

眼内或脑室内途径施用所述血小板裂解物级分。

17.根据权利要求16所述的血小板裂解物级分的用途，其中通过脑室内途径，优选封闭

于脑室孔中，更优选进入第三脑室施用所述血小板裂解物级分。

18.根据权利要求17所述的血小板裂解物级分的用途，其中所述血小板裂解物级分适

于用泵施用。
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制备血小板裂解物级分的方法、血小板裂解物级分及其用于

治疗中枢神经系统疾病的用途

技术领域

[0001] 本发明涉及用于获得血小板裂解物级分的方法、所述血小板裂解物级分本身及其

用于治疗中枢神经系统疾病(诸如神经退行性疾病、神经炎性疾病、神经发育和/或神经血

管疾病(即中风))，以及脑损伤(诸如创伤性脑损伤或缺氧)后果的用途。

背景技术

[0002] 考虑到这些疾病给患者和护理人员带来的巨大的社会和经济影响，迫切需要开发

提供神经保护、神经修复和神经形成的有效的“疾病改良策略”，从而治疗神经退行性疾病，

诸如帕金森病(PD)、肌萎缩性侧索硬化症(ALS)和阿尔茨海默病(AD)。

[0003] 考虑到缺乏有效的治疗方法，还在很大程度上等待开发提供神经修复和神经形成

的有效的治疗方法，以补偿神经元的丧失和中枢神经系统的损伤，诸如分娩或心脏骤停后

出现严重的缺氧或严重的创伤性脑损伤。

[0004] 有实质性证据表明，作为神经元信号通路的激活剂和调节剂的神经营养因子代表

了神经系统疾病的合乎逻辑的治疗策略。单个重组神经营养生长因子的应用为细胞和动物

模型中的神经元保护和修复提供了令人鼓舞的结果。

[0005] 血小板源性生长因子-CC(PDGF-CC)在几种神经元损伤动物模型中被证明是有效

的神经保护因子，而通过脑室内(ICV)途径施用的PDGF-BB和脑源性神经营养因子(BDNF)刺

激神经形成。此外，在局灶性中风中的光血栓形成模型中系统性施用BDNF可以诱导神经形

成并改进感觉运动功能。转化生长因子-β(TGF-β)可以促进帕金森病动物模型中多巴胺能

神经元的发育和存活，以及帕金森病动物模型中的神经保护，并增强神经胶质源性神经营

养因子(GDNF)在半帕金森病大鼠中的营养作用1。

[0006] 临床前研究显示通过碱性成纤维细胞生长因子(b-FGF)和血管内皮生长因子-β

(VEGF-β)的神经保护，以及通过GDNF促进神经保护和神经修复。不幸的是，所有涉及ICV高

剂量单一生长因子施用的随机临床研究均未产生任何实质性的积极临床效果。当前，在这

种复杂和多层面的神经退行性病变中施用单一神经营养因子不足以产生有意义的治疗结

果。

[0007] 因此，需要开发一种新途径，该途径可能更有效、使用更安全并且更易于制备，但

这在概念上具有挑战性，特别是要寻求监管部门的批准，从而证明了受再生医学其他领域

启发的更务实策略。

[0008] 血小板浓缩物是一种在WHO基本药物模型清单上公认的治疗产品，其典型地用于

预防和治疗血小板减少引起的出血性疾病。除了其在止血中的作用外，血小板还在伤口愈

合和组织修复中发挥重要的生理功能2。

[0009] 评估血小板和血小板裂解物的再生医学3和细胞疗法4的应用范围正在扩大。血小

板在组织愈合中的治疗益处是多因素的，原因是无数的生物活性介质主要存储在α颗粒中

并起协同作用。这些包括神经营养生长因子，诸如PDGF(-AA、-AB和-BB亚型)、BDNF、VEGF、
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TGF-β、bFGF或上皮生长因子(EGF)。最近表明在中风的动物模型中颅内递送血小板裂解物

可刺激内源性神经干细胞(eNSC)的增殖以及脑室下区域和病变周围皮层中的血管生成，从

而改进功能结果并减少损伤，并表明神经保护作用5。

[0010] 此外，血小板裂解物包含大量尚未完全表征的分子和化合物，但是众所周知，血小

板裂解物包含血浆中的纤维蛋白原，这种蛋白作为有效的炎症诱导剂和神经突生长抑制剂

在神经系统疾病中起重要作用。这可能是为什么尚未报道将血小板裂解物或衍生自血小板

裂解物的产品应用于人中枢神经系统疾病(诸如帕金森病或肌萎缩性侧索硬化症)领域的

原因。

发明内容

[0011] 因此，申请人的功劳在于能够发现新的衍生自血小板裂解物的产物，其特别用于

治疗中枢神经系统的疾病，并表现出尚未被发现的特性。特别地，申请人已成功获得表现出

强大神经保护作用的不同血小板裂解物级分。

[0012] 在第一方面，本发明涉及一种制备血小板裂解物级分的方法，所述方法包括以下

步骤：

[0013] 1)提供血小板裂解物，

[0014] 2)从所述血小板裂解物收集其中所述组分表现出的最大分子量为100kDa的血小

板裂解物级分。

[0015] 根据本发明，所述方法的第一步骤在于提供血小板裂解物。该血小板裂解物可以

是血小板沉淀裂解物(PPL)或混合人血小板裂解物(pHPL)。优选地，该血小板裂解物是混合

人血小板裂解物(pHPL)。

[0016] PPL和pHPL均可以根据众所周知的方法由血小板浓缩物(PC)制备，其诱导生长因

子和其他活性分子的释放。

[0017] 在第一实施方案中，步骤1)中提供的血小板裂解物是血小板沉淀裂解物(PPL)。

PPL可以按本领域所描述的来制备6。例如，它可以按如下制备：

[0018] i)提供血小板浓缩物(PC)，

[0019] ii)将所述血小板浓缩物离心，以获得血小板沉淀和第一上清液，

[0020] iii)去除上清液并将沉淀悬浮于生理缓冲液中，

[0021] iv)将所述悬浮的沉淀冷冻-解冻，

[0022] v)将步骤iv)中获得的悬浮液离心，以获得血小板沉淀物裂解物和第二上清液。

[0023] 步骤i)中提供的血小板浓缩物可以通过合适的标准收集方法从自体或同种异体

血小板来源(特别是从全血)获得，或通过机采方法获得，并悬浮在血浆、或血浆和血小板添

加剂溶液的组合、或仅血小板添加剂溶液中7。此外，血小板浓缩物可以是白细胞减少的。

[0024] 例如，步骤iii)中使用的合适的生理缓冲液可以是磷酸盐缓冲盐水(PBS)、HEPES

缓冲液、Tris-HCl缓冲液或醋酸钠缓冲液，或生理盐水。

[0025] 血小板沉淀裂解物(PPL)可以是新鲜PPL(PPLF)或过期PPL(PPLE)，优选PPLF。术语

新鲜PPL是指由收集后5天内处理的血小板浓缩物制备的血小板沉淀裂解物(未过期)。术语

过期PPL是指由储存5天后处理的血小板浓缩物制备的血小板沉淀裂解物。

[0026] 根据第二实施方案，步骤1)中提供的血小板裂解物是混合人血小板裂解物
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(pHPL)。例如，可以通过包括以下步骤的方法来制备pHPL：

[0027] a)提供血小板浓缩物，

[0028] b)分别裂解步骤a)的每种血小板浓缩物，和

[0029] c)混合步骤b)得到的裂解物，以获得混合人血小板裂解物。

[0030] 步骤a)中提供的血小板浓缩物可以来自不同的供体，并且可以通过合适的标准收

集方法从同种异体血小板来源获得。特别地，血小板浓缩物可以使用血沉棕黄层或富血小

板血浆(PRP)技术从全血中获得，或者可以通过单采技术收集。优选地，使用血沉棕黄层或

(PRP)技术从全血中生产血小板浓缩物8。

[0031] 在“PRP法”中，在确认可从含有血小板和血浆混合物的上半部分分离出红细胞

(RBC)的条件下，使用软旋转离心抗凝全血，即所谓的PRP。然后，通过具有经验证的加速和

减速曲线的硬旋转离心血小板浓缩物。将血小板浓缩物袋在室温下静置，然后将浓缩物重

新悬浮于血浆中。在“血沉棕黄层”方法中，使用具有经验证的加速和减速曲线的硬旋转离

心抗凝全血，以分离顶层上的“无细胞”血浆、称为血沉棕黄层(BC)的中间层和红血球(RBC)

底层。将BC层转移到卫星袋中。将少量血浆返回BC层并缓缓混合，然后再次以经验证的加速

和减速曲线进行轻纺离心(light  spinning  centrifugation)。然后，将PRP上清液置于血

小板储存器中，并可以在22+/-2℃下储存。

[0032] 在单采法中，可通过用于献血的体外医疗装置获得血小板浓缩物，该装置将血小

板分离并将血液的其他部分返还给供体。

[0033] “PRP法”中用于悬浮浓缩物的血浆、“血沉棕黄层”法中返回BC层的血浆、或通过单

采法与血小板一起收集的血浆可被血小板添加剂溶液(PAS)或血浆与PAS的混合物替代，优

选被血浆与PAS的混合物替代。所述血浆与PAS的混合物可以包含约30重量％-40重量％的

血浆和约70重量％-60重量％的PAS。

[0034] 可以对步骤a)中提供的血小板浓缩物进行白细胞去除处理。该处理导致白细胞耗

尽，这可以通过在白细胞减少过滤器上过滤或在通过单采法收集血小板期间实现。

[0035] 在裂解之前，可以对步骤a)中提供的血小板浓缩物进行病毒/病原体灭活处理步

骤。应用于血小板浓缩物的病毒/病原体灭活处理可以选自 Blood系统(来自

Cerus  Corporation)、 PRT系统(来自Terumo  BCT)或THERAFLEX-UV(来自

Macopharma)。这些过程是本领域技术人员众所周知的，并且在添加或不添加光灭活剂的情

况下，以改变核酸为目标。

[0036] 还可以对血小板浓缩物进行白细胞去除处理和病毒/病原体灭活处理。优选地，在

病毒/病原体灭活处理之前进行白细胞去除处理。

[0037] 可以通过本领域已知的任何方法实现步骤b)的分别裂解每种血小板浓缩物。例

如，可以通过一个或多个冷冻/解冻循环，通过由添加凝血酶或CaCl2诱导的血小板活化，通

过超声处理或通过溶剂/洗涤剂(S/D)处理来实现血小板裂解。优选地，通过一个或多个冷

冻/融化循环，更优选地至少三个循环来实现步骤b)的裂解。当通过前述方法之一实现裂解

时，也可以进行离心和过滤步骤以去除细胞碎片。

[0038] 然后，步骤c)在于混合裂解物，以获得混合人血小板裂解物，也称为pHPL。因此，通

过混合来自不同供体的至少2种血小板裂解物的裂解的血小板浓缩物来获得混合HPL。优选
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地，通过混合从不同供体收集的至少5种、至少10种、至少20种、至少30种、至少40种、至少50

种、至少100种、至少140种、至少180种、至少200和更特别地至少240种不同血小板裂解物获

得混合HPL。

[0039] 用于本发明的方法的合适的混合人血小板裂解物(pHPL)可以是来自血液机构或

商业供应商的任何混合人血小板裂解物。例如，混合人血小板裂解物可获自Macopharma

(Tourcoing ,France；MultiPL’30 Human  platelet  lysate)、获自Cook-Regentec

(Indianapolis,USA；Stemulate Human  platelet  lysate)、获自Stemcell  Technologies

(Grenoble ,France；Human  platelet  Lysate)或获自Sigma-Aldrich(PLTMax Human 

Platelet  Lysate)。

[0040] 根据该第二实施方案，可以对pHPL进行诱导凝血级联活化的处理。例如，可以在搅

拌下将pHPL与玻璃珠(GB)和CaCl2混合，或者仅使用CaCl2。该处理导致在离心后去除的凝块

形成，因此所得的pHPL不含纤维蛋白原。不受任何理论的束缚，发明人相信该处理有助于降

低根据本发明获得的血小板裂解物级分的毒性并改进神经保护作用。

[0041] 该方法的第二步骤在于收集其中所述组分表现出的最大分子量为100kDa的血小

板裂解物级分。因此，收集的经热处理的血小板裂解物级分可以不包含分子量大于100kDa

的组分。

[0042] 在本发明的含义中，其中所述组分表现出的最大分子量为X  kDa的血小板裂解物

级分称为“血小板裂解物X  kDa级分”或“X  kDa级分”，例如“血小板裂解物100kDa级分”或

“100kDa级分”。

[0043] 特别地，进行收集步骤以获得血小板裂解物级分，其中所述组分表现出的最大分

子量为100kDa、90kDa、80kDa、70kDa、60kDa、50kDa、40kDa、30kDa、20kDa、10kDa、5kDa、3kDa

或1kDa。换言之，血小板裂解物级分可以不包含分子量大于100kDa、90kDa、80kDa、70kDa、

60kDa、50kDa、40kDa、30kDa、20kDa、10kDa、5kDa、3kDa或大于1kDa的组分。

[0044] 根据该第二步骤，如此获得的级分优选是血小板裂解物50kDa级分、血小板裂解物

30kDa级分、血小板裂解物20kDa级分、血小板裂解物10kDa级分和血小板裂解物3kDa级分，

更优选血小板裂解物10kDa级分和血小板裂解物3kDa级分，甚至更优选血小板裂解物3kDa

级分。

[0045] 令人吃惊且出乎意料的是，发明人发现，尽管对血小板裂解物进行收集步骤以去

除组分，但本发明的血小板裂解物级分显示出强大的神经保护活性。实际上，如此获得的级

分仍然发挥神经保护作用，同时预期根据其分子量去除一些组分将导致所述作用的丧失。

仍然令人惊讶地，最小级分获得了神经保护活性，而对此据信缺乏高分子量的组分将对神

经保护活性有害。

[0046] 因此，本发明代表提供中枢神经系统疾病的替代治疗的重大突破。

[0047] 收集步骤可以通过本领域已知的任何方法进行，所述方法导致根据其分子量分离

和/或浓缩液体中所含的组分。

[0048] 在一个实施方案中，收集步骤可在于分级通过离心血小板裂解物获得的上清液，

以收集所谓的血小板裂解物100kDa级分。在该实施方案中，可以通过超滤进行分级。根据该

超滤方法，可以使用截止值为100kDa的具有垂直膜的离心过滤器。因此，离心过滤器填充有

在第三步骤之后获得的上清液，并进行离心。角转子、旋转速度和旋转时间可以由本领域技
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术人员确定。此外，本领域技术人员可以调整所使用的截止值，以获得根据本发明的所需血

小板裂解物级分。

[0049] 本发明的血小板裂解物级分具有降低的蛋白质含量。表述“降低的蛋白质含量”是

指所述级分包含小于1.5μg/μL，优选小于1.0μg/μL，更优选小于0.70μg/μL的蛋白质。蛋白

质含量可以通过本领域已知的任何方法来测定，例如通过Lowry蛋白测定法或通过ELISA来

测定。

[0050] 具体地，血小板裂解物3kDa级分可具有约0.05μg/μL-约0.30μg/μL，特别是约0.05

μg/μL-约0.30μg/μL的蛋白质含量，并且更特别地约0.05μg/μL-约0.1μg/μL的蛋白质含量。

此外，血小板裂解物3kDa级分优选不含纤维蛋白原并且不含生长因子。

[0051] 本发明的方法可以包括将经热处理的血小板裂解物级分储存在-80℃以供进一步

使用的额外步骤。

[0052] 在一个优选的实施方案中，在收集步骤之前，本发明的方法还可包括在约50℃-约

70℃的温度下将血小板裂解物热处理15分钟-45分钟的步骤；以及离心所述经热处理的血

小板裂解物并保留上清液的步骤。

[0053] 热处理步骤优选在不添加通常用于维持蛋白质的生物活性的稳定剂的情况下进

行。例如，这种稳定剂是蔗糖、山梨醇、甘露醇或氨基酸(诸如精氨酸或赖氨酸)。

[0054] 据信热处理步骤引起一些蛋白质的沉淀，因此在离心步骤之后将其去除。蛋白质

含量降低对于一些应用可能是更有利的，例如在通过鼻内施用治疗中枢神经系统疾病中。

[0055] 热处理步骤可以在约50℃-约70℃的温度下进行，优选在约50℃-约60℃的温度

下，更优选在约54℃-58℃的温度下进行。例如，热处理步骤在56℃下进行。

[0056] 热处理步骤的持续时间可以是15-45分钟，优选20-40分钟，并且更优选25-35分

钟。例如，热处理步骤进行30分钟。

[0057] 离心可以有利地在约2℃-6℃的温度下进行。离心步骤的持续时间为至少10分钟，

并且速度可以为约8000x  g-约12000x  g，优选为约9000x  g-约11000x  g，并且更优选为约

10000x  g。回收上清液并用于该方法的收集步骤。

[0058] 根据该实施方案，在收集步骤之后所得的血小板裂解物级分是经热处理的血小板

裂解物级分。

[0059] 令人惊讶且出乎意料地发现，尽管血小板裂解物经过热处理步骤和收集步骤，但

根据本实施方案的经热处理的血小板裂解物级分在神经保护方面显示出强大作用。

[0060] 此外，体外测定表明，根据本发明方法制备的级分，无论有没有热处理步骤，都可

以保护多巴胺能细胞免于由神经毒素诱导的死亡。不受任何理论的束缚，发明人认为，级分

的改进的神经保护活性是其降低的蛋白质含量(例如血纤蛋白原含量)的结果，以及分子量

不大于100kDa，特别是不大于50kDa、30kDa、20kDa、10kDa或3kDa的化合物浓缩的结果。体外

获得的结果已通过肌萎缩性侧索硬化症(ALS)的已知模型(其是一种过表达铜/锌超氧化物

歧化酶基因突变形式的转基因小鼠)上的体内测定得到证实。

[0061] 特别地，还认为收集步骤和任选的热处理导致纤维蛋白原和蛋白水解酶(诸如凝

血酶或凝血酶样或产生凝血酶的凝血因子)的减少或耗尽，并且特别地热处理步骤沉淀可

能有毒的热不稳定蛋白质和/或使可能有毒的热不稳定蛋白质失活，并有利地改变所得级

分以及改变组分的分子量平衡并增强神经保护作用的收集中的蛋白质和生长因子平衡。因
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此，所得的血小板裂解物级分可以避免对大脑有毒的纤维蛋白形成的生物学风险。

[0062] 因此，与悬浮于血浆中的标准人血小板裂解物相比，根据本发明获得的血小板裂

解物级分提供了明显更高的安全系数，并且更适合且更有效地用于生物疗法，尤其是通过

脑部施用。

[0063] 如上所述，通过本发明方法获得的血小板裂解物级分提供了改进的神经保护活

性。

[0064] 在第二方面，本发明涉及血小板裂解物级分。可以根据上述方法获得血小板裂解

物级分。因此，根据本发明的血小板裂解物级分特别是其中组分表现出的最大分子量为

100kDa的血小板级分。

[0065] 特别地，根据本发明的血小板裂解物级分是血小板裂解物50kDa级分、血小板裂解

物30kDa级分、血小板裂解物20kDa级分、血小板裂解物10kDa级分或血小板裂解物3kDa级

分。更优选地，本发明的级分是血小板裂解物10kDa级分或血小板裂解物3kDa级分，甚至更

优选地是经热处理的血小板裂解物3kDa级分。

[0066] 本发明的血小板裂解物级分具有降低的蛋白质含量。表述“降低的含量”是指所述

级分包含小于1.5μg/μL，优选小于1.0μg/μL，更优选小于0.70μg/μL的蛋白质。

[0067] 具体地，血小板裂解物3kDa级分可具有约0.05μg/μL-约0.30μg/μL，特别是约0.05

μg/μL-约0.30μg/μL的蛋白质含量，并且更特别地具有约0.05μg/μL-约0.1μg/μL的蛋白质

含量。此外，经热处理的血小板裂解物3kDa级分优选不含纤维蛋白原。

[0068] 可以通过上述方法获得血小板裂解物级分。

[0069] 根据本发明的血小板裂解物级分显示出强大的神经保护活性，并且特别有利于治

疗中枢神经系统疾病。更特别地，最小的血小板裂解物级分，即血小板裂解物10kDa级分或

血小板裂解物3kDa级分，可以更容易地通过鼻腔以渗透入脑中并发挥神经保护作用。

[0070] 在第三方面，本发明涉及根据本发明的血小板裂解物级分用作生物药物或“生物

疗法”的用途。

[0071] 实际上，归功于其改进的神经保护活性和其较高安全性，血小板裂解物级分可用

于治疗和/或预防中枢神经系统疾病。

[0072] 换言之，本发明还涉及一种治疗和/或预防中枢神经系统疾病的方法，包括向有需

要的患者施用治疗有效量的本发明的血小板裂解物级分。优选地，患者是温血动物，更优选

是人。

[0073] 在本发明含义内的中枢神经疾病包括但不限于神经退行性疾病、神经血管疾病、

神经炎性疾病、神经发育疾病(诸如自闭症和精神分裂症)、脑损伤(诸如分娩或心脏骤停后

的严重缺氧或严重的颅脑外伤/创伤性脑损伤(即引起导致残疾的神经元大量丧失的严重

损伤))。

[0074] 在优选的实施方案中，中枢神经疾病是神经退行性疾病。在本发明含义内的神经

退行性疾病包括但不限于多发性硬化症(MS)、帕金森病(PD)、亨廷顿氏病(HD)、肌萎缩性侧

索硬化症(ALS)、中风、年龄相关性黄斑变性(AMD)、视网膜退化性疾病、和痴呆，后者包括但

不限于阿尔茨海默氏病(AD)、血管性痴呆、额颞痴呆、词义性痴呆和路易体痴呆。优选地，神

经退行性疾病选自阿尔茨海默氏病、帕金森病、亨廷顿氏病、多发性硬化症和肌萎缩性侧索

硬化，更优选选自帕金森病和肌萎缩性侧索硬化。
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[0075] 在其他实施方案中，中枢神经疾病是中枢神经系统损伤，诸如分娩或心脏骤停后

的严重缺氧或严重的颅脑外伤(即引起导致残疾的神经元大量丧失的严重损伤)。损伤后用

血小板裂解物级分进行早期治疗可增强生理神经修复和神经发生能力。

[0076] 血小板裂解物级分可以原样、包封于天然或合成的纳米颗粒9或微粒中、或包含于

药物溶液中施用，所述药物溶液还包含至少一种药学上可接受的载体、稀释剂、赋形剂和/

或佐剂。所述药物溶液还可包含复合物、分子、肽、盐、载体或任何可以改进或有益于治疗神

经系统疾病的其他化合物。

[0077] 施用途径和给药方案自然取决于疾病的严重程度、患者的年龄、体重和性别等。本

发明的血小板裂解物级分可用于治疗任何患者，尤其是温血动物，诸如哺乳动物，优选人。

[0078] 有利地，根据本发明的血小板裂解物级分适合于在中枢神经系统中施用。具体地，

所述血小板裂解物级分适用于鼻内(例如，作为黑质、纹状体和靠近鼻腔的嗅球的病理的帕

金森病)或鞘内(例如，用于作为脊髓病理的肌萎缩性侧索硬化)或脑室内(ICV)施用，优选

封闭于脑室孔中，从而将血小板裂解物级分施用于第三脑室。

[0079] 由于最小的血小板裂解物级分仍表现出神经保护活性，因此它们对于鼻内施用特

别有效。实际上，归功于它们的低分子量组分，这些级分可以容易地通过鼻腔渗入大脑，这

对于本发明治疗中枢神经系统的疾病的目的是有利的。此外，就安全性而言，患者使用包含

更少组分的血小板裂解物从神经保护作用中获益是更加有利的。

[0080] 可以通过本领域已知的方法来实现中枢神经系统的施用。例如，可以使用诸如可

编程药物泵的药物递送系统进行施用。

[0081] 也可以通过本领域技术人员已知的任何其他方法进行本发明的血小板裂解物级

分的施用，例如静脉内、腹膜内、肌内或眼内施用、或器官的灌注或输注(即向一部分脑组织

直接输注)。

[0082] 可以根据各种参数，特别是根据所使用的施用方式、相关病理或期望的治疗持续

时间来调节用于施用的暴露剂量。

[0083] 定义

[0084] 以下定义和解释是针对整个申请(包括说明书和权利要求书)中使用的术语。

[0085] “神经保护活性”或“神经保护”是指与不受神经毒素影响的神经元细胞相比，受神

经毒素影响的神经元细胞的神经元结构和/或功能的保留。神经保护旨在通过停止或至少

减慢神经元的丧失来预防或减缓疾病的发展和继发性损伤。例如，它是指与不患有帕金森

病的患者相比，保留患有帕金森病的患者的纹状体和/或黑质致密部中神经元的数量。

[0086] “神经修复”是指补偿现有改变，并刺激受损神经活动的结构和功能恢复。

[0087] 术语“患者”是指等待或接受医疗护理或将成为医疗过程对象的温血动物，更优选

是人。

[0088] 术语“人”是指两种性别且处于任何发育阶段的受试者(即新生儿、婴儿、少年、青

少年、成人)。在一个实施方案中，人是青少年或成人，优选成人。

[0089] 如本文所用，术语“治疗”是指包括减轻或消除病症或疾病和/或其伴随症状。

[0090] 如本文所用，术语“预防”是指延迟或阻止病症或疾病和/或其伴随症状的发作、阻

止患者患上病症或疾病、或降低患者患上病症或疾病的风险的方法。

[0091] 如本文所用，术语“治疗有效量”(或更简单地为“有效量”)是指本发明的血小板裂
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解物级分的量，其足以在施用其的个体中实现所需的治疗或预防效果。

[0092] 术语“施用”是指向病症、症状或疾病待治疗或预防的患者提供单独的或作为药学

上可接受的溶液的一部分的本发明的血小板裂解物级分。

[0093] 参考以下实施例和附图将更好地理解本发明。这些实施例旨在代表本发明的特定

实施方案，而不旨在限制保护范围。

附图说明

[0094] 图1：用血小板裂解物和血小板裂解物级分处理的时间进程。在erastin(A)之前1h

或erastin(B)之后1h、3h、6h和8h添加血小板裂解物(对照)和级分。

[0095] 图2：通过细胞计数法测量的50kDa、H-50kDa、30kDa、H-30kDa、10kDa、H-10kDa、

3kDa和H-3kDa级分的神经保护作用。通过碘化丙啶测定法测量活力，并相对于对照(未处理

的细胞)+/-SEM标准化(对于50kDa、30kDa、10kDa，n＝1；对于3kDa，n＝2)。

[0096] 图3：通过刃天青测量的50kDa、H-50kDa、30kDa、H-30kDa、10kDa和H-10kDa级分的

神经保护作用。在erastin(E)之前处理1h。测量活力并相对于对照(未处理的细胞)n＝1标

准化。

[0097] 图4：通过刃天青测量的3kDa和H-3kDa级分的参与途径和神经保护作用。在

erastin(E)之前处理1h。iAkt：Akt抑制剂，E：Elastin。测量活力并相对于对照(未处理的细

胞)+/-SEM标准化(n＝4)。

[0098] 图5：通过刃天青测量的3kDa和H-3kDa级分的神经保护作用。Erastin(E)后1h、3h、

6h或8h处理LUHMES细胞。

[0099] 图6：通过H-3kDa级分的细胞测定法测量的神经保护作用。在Erastin(E)之前处理

1h。测量活力并相对于对照(未处理的细胞)+/-SEM标准化(对于pHPL、H-pHPL、H-pHPL-GB，n

＝4；对于H-3kDa，n＝2)。

[0100] 图7A：用载体和H-PPL稀释的制剂处理的雄性小鼠的体重演变。雄性WT：雄性野生

型，雄性Tg：雄性FVB-Tg(Sod1*G86R)，Veh：载体。

[0101] 图7B：用载体和H-PPL稀释的制剂处理的雌性小鼠的体重演变。雌性WT：雌性野生

型，雌性Tg：雌性FVB-Tg(Sod1*G86R)，Veh：载体。

[0102] 图8：用载体和H-PPL稀释的制剂处理的雄性和雌性小鼠的存活曲线。雄性Tg：雄性

FVB-Tg(Sod1*G86R)，雌性Tg：雌性FVB-Tg(Sod1*G86R)。

[0103] 图9A：用载体和H-3kDa制剂每周三次处理的雄性小鼠的体重演变。雄性WT：雄性野

生型，雄性Tg：雄性FVB-Tg(Sod1*G86R)，Veh：载体。

[0104] 图9B：用载体和H-3kDa制剂每周三次处理的雌性小鼠的体重演变。雌性WT：雌性野

生型，雌性Tg：雌性FVB-Tg(Sod1*G86R)，Veh：载体。

[0105] 图10：用载体和H-3kDa制剂每周三次处理的雄性和雌性小鼠的存活曲线。雄性Tg：

雄性FVB-Tg(Sod1*G86R)，雌性Tg：雌性FVB-Tg(Sod1*G86R)。

[0106] 图11A：用载体和H-3kDa制剂每周六次处理的雄性小鼠的体重演变。雄性WT：雄性

野生型，雄性Tg：雄性FVB-Tg(Sod1*G86R)，Veh：载体。

[0107] 图11B：用载体和H-3kDa制剂每周六次处理的雌性小鼠的体重演变。雌性WT：雌性

野生型，雌性Tg：雌性FVB-Tg(Sod1*G86R)，Veh：载体。
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[0108] 图12：用载体和H-3kDa制剂每周六次处理的雄性和雌性小鼠的存活曲线。雄性Tg：

雄性FVB-Tg(Sod1*G86R)，雌性Tg：雌性FVB-Tg(Sod1*G86R)。

具体实施方式

[0109] 在整个说明书、附图和权利要求书中使用以下缩写：

[0110] 10kDa级分：血小板裂解物10kDa级分

[0111] 30kDa级分：血小板裂解物30kDa级分

[0112] 3kDa级分：血小板裂解物3kDa级分

[0113] 50kDa级分：血小板裂解物50kDa级分

[0114] H-10kDa级分：经热处理的血小板裂解物10kDa级分

[0115] H-30kDa级分：经热处理的血小板裂解物30kDa级分

[0116] H-3kDa级分：经热处理的血小板裂解物3kDa级分

[0117] H-50kDa级分：经热处理的血小板裂解物50kDa级分

[0118] H-pHPL:经热处理的混合人血小板裂解物

[0119] H-pHPL-GB:与玻璃珠(GB)混合并进行热处理的混合人血小板裂解物

[0120] HPL:人血小板裂解物

[0121] H-PPL:经热处理的血小板沉淀裂解物

[0122] ICV:脑室内

[0123] PAS:血小板添加剂溶液

[0124] PBS:磷酸盐缓冲盐水

[0125] PC:血小板浓缩物

[0126] pHPL:混合人血小板裂解物

[0127] PL:血小板裂解物

[0128] PPL:血小板沉淀裂解物

[0129] PPLE:来自过期PC的血小板沉淀裂解物

[0130] PPLF:来自未过期PC的血小板沉淀裂解物

[0131] PRP:富含血小板的血浆

[0132] RBC:红细胞

[0133] 实施例1：以血小板沉淀裂解物(PPL)作为起始血小板裂解物材料的实验

[0134] 材料和方法

[0135] 1.制备血小板沉淀裂解物和血小板裂解物级分

[0136] 血小板裂解物获自血小板浓缩物(Etablissement du  Sang ,Lille ,

France)。在室温下以4600x  g离心20分钟后，将血小板沉淀洗涤两次，然后以初始体积的1/

10重悬于PBS中。然后，将血小板沉淀物冷冻(氮气)并融化(37℃)3次，并在室温下以4600x 

g离心20分钟。

[0137] 收集称为“血小板沉淀裂解物”(PPL)的上清液，等分并储存在-80℃。

[0138] 将一部分PPL在56℃热处理30分钟，然后在4℃下以10000x  g离心15分钟，然后将

称为“经热处理的血小板沉淀裂解物”(H-PPL)的上清液等分并储存在-80℃。

[0139] 通过使用Amicon  Ultra-0 .5超滤管(包括不同的截止值)(Amicon  Ultra-
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0.5centrifugal  Filter  Devices,Millipore)进行分级步骤从PPL和H-PPL获得血小板裂

解物级分。

[0140] 简言之，将500μL  PPL或H-PPL添加到插入收集管的过滤器中，并以40°的定角转子

在4℃下以14000x  g离心30分钟。根据所使用的截止值，当从PPL获得时，低于截止值的下部

的滤液或血小板裂解物级分称为50kDa级分、30kDa级分、10kDa级分和3kDa级分，并且当从

H-PPL获得时，低于截止值的下部的滤液或血小板裂解物级分称为H-50kDa级分、H-30kDa级

分、H-10kDa级分和H-3kDa级分。

[0141] 然后，将不同的血小板裂解物级分等分并储存在-80℃下用于进一步的实验。

[0142] 2.LUHMES细胞的维持和分化

[0143] LUHMES细胞获自Scholz博士的实验室(University  of  Konstanz,Germany)，并如

所描述的进行培养10。

[0144] 简言之，将未分化的LUHMES细胞使用NunclonTM(Nunc,Roskilde,Denmark)塑料细

胞培养瓶和多孔板进行繁殖，所述培养瓶和多孔板用50μg/mL聚L-鸟氨酸和1μg/mL纤连蛋

白(Sigma-Aldrich,St.Louis,MO,USA)在37℃下于水中预包被3小时。去除包被溶液后，用

无菌蒸馏水洗涤培养瓶并风干。

[0145] 使细胞在湿润的95％空气、5％CO2气氛中于37℃下生长。增殖培养基是含有1×N-

2补充剂(Invitrogen,Karlsruhe,Germany)、2mM  L-谷氨酰胺(Gibco,Rockville,MD,USA)

和40ng/mL重组bFGF(R&D  Systems)的Advanced  Dulbecco’s  modified  Eagle’s培养基

(Advanced  DMEM)/F12。当达到约80％汇合时，将细胞用0.025％胰蛋白酶溶液(Gibco ,

Rockville,MD,USA)分离，并以3x106个细胞/瓶传代。

[0146] 为了诱导分化为神经元细胞，接种2×106个LUHMES并在T75烧瓶中于增殖培养基

中生长48小时，然后在含有1×N-2补充剂、2mM  L-谷氨酰胺(Gibco)、1mM二丁酰cAMP

(Sigma-Aldrich)、1μg/mL四环素(Sigma-Aldrich)和2ng/mL重组人GDNF(R&D  Systems)的

Advanced  DMEM/F12中生长。在分化条件下培养两天后，将LUHMES培养至24孔板，以在第六

天进行进一步实验。

[0147] 3.LUHMES细胞处理

[0148] 所有血小板裂解物制剂均以5％v/v使用，并针对用1.25μM的Erastin诱导的细胞

死亡进行测试。简言之，如前所述使用LUHMES，并将不同的血小板裂解物级分在用erastin

(E)处理之前1h或用erastin处理之后1、3、6和8h添加到培养基中(图1)。

[0149] 4.活力测试

[0150] 为了量化不同血小板裂解物级分的神经保护能力，使用碘化丙锭掺入法通过细胞

计数法在24孔中评估LHUMES细胞的活力(图2)，并将其与对照或不同的血小板裂解物进行

比较。用于实验的细胞计数器是带有488nm激光的CyAnTM模型(Beckman  Coulter)。

[0151] 通过在分化的第7天和用50kDa、H-50kDa、30kDa、H-30kDa、10kDa和H-10kDa级分处

理后24h在96孔中进行的刃天青测定来测量活力。所述测定在没有进行胰蛋白酶化的细胞

培养物上进行(图3)。

[0152] 通过刃天青测定法单独评估血小板裂解物H-3kDa级分，以进一步测定由血小板沉

淀裂解物产生的最小级分是否诱导Akt信号传导途径(图4)。因此，进行了Akt抑制剂的实

验，并在暴露于血小板裂解物级分之前1小时，将抑制剂MK-2206以5μM的浓度添加到培养基
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中。

[0153] 用血小板裂解液H-3kDa级分处理在暴露于Erastin之前1h以及暴露于Erastin之

后1h、3h、6h和8h进行。

[0154] 5.蛋白质剂量

[0155] 通过Lowry蛋白测定法测量不同样品中的蛋白浓度。对于每个样品，一式两份进行

测量，并且浓度以μg/μL表示。

[0156] 6.统计分析

[0157] 结果表示为平均值±平均值的标准误差(SEM)。在检查数据的正态分布之后，使用

单向ANOVA进行统计分析。在非正态分布的情况下，进行Wilcoxon和Kruskal-Wallis的非参

数文本。p值<0.05被认为具有统计学意义。

[0158] 结果

[0159] 1.蛋白质剂量

[0160]

[0161] 2.对多巴胺能神经元的保护能力

[0162] -细胞计数测定

[0163] 如图2所示，用Elastin处理的LUHMES细胞的活力下降到约30％。因此，Elastin杀

死了对照细胞，这在当同时用任何血小板裂解物级分处理LUHMES细胞时未观察到。

[0164] 实际上，血小板裂解物级分均不对LUHMES细胞具有毒性作用。因此，血小板裂解物

级分可保护LUHMES细胞免受Erastin诱导的死亡，并显示出强大的神经保护作用。

[0165] -刃天青测定

[0166] 通过刃天青证实了通过细胞计数测定获得的结果。

[0167] 如图3和图4所示，Erastin有效杀死LUHMES细胞，并且在暴露于Elastin之前1h用

根据本发明的血小板裂解物级分的处理保护LUHMES细胞免于死亡。因此，血小板裂解物级

分能够预防Elastin的毒性作用并显示出显著的神经保护作用。

[0168] 此外，图4还显示血小板裂解物H-3kDa级分涉及Akt信号传导途径。

[0169] 暴露于Erastin后添加血小板裂解物3H-kDa级分时，也测试了神经保护作用，结果

显示(图5)，暴露于Erastin前1h-8h用血小板裂解物H-3kDa级分处理仍能保护LUHMES细胞

免于死亡。

[0170] 3.结论

[0171] 用血小板沉淀裂解物作为起始材料制备的根据本发明的血小板裂解物级分能够
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保护细胞免于由神经毒素诱导的死亡并显示有效的神经保护作用。通过两种不同的测定验

证了该结果。

[0172] 实施例2：以混合人血小板裂解物(pHPL)作为起始血小板裂解物材料的实验

[0173] 1.制备混合人血小板裂解物(pHPL)和血小板裂解物级分

[0174] 混合人血小板裂解物(pHPL)以名称MultiPL’30 人血小板裂解物，参考号

BC0190020获自Macopharma(Tourcoing,France)。

[0175] 将一部分pHPL在56℃下热处理30分钟，然后通过离心(15分钟，10000x  g，4℃)纯

化以获得所谓的HT-pHPL。

[0176] 将另一部分pHPL与0.5g/mL玻璃珠(BEAD-002-1kg，直径为2mm，来自Labbox)和

CaCl2(终浓度23mM；C4901无水氯化钙粉末，来自Sigma-Aldrich)在搅拌下混合1h。这导致

血块形成，离心(6000x  g在22℃下30分钟)后去除。将上清液在56℃下加热30分钟，并离心

(10000x  g在4℃下15分钟)，然后制备等分试样，并在-80℃下储存以备进一步使用。如此获

得的血小板裂解物称为H-pHPL-GB。

[0177] 通过使用Amicon  Ultra-0 .5超滤管(包括不同的截止值)(Amicon  Ultra-

0.5centrifugal  Filter  Devices,Millipore)从H-pHPL-GB获得经热处理的血小板裂解物

3kDa级分。

[0178] 简言之，将500μL  H-pHPL-GB添加到插入收集管的过滤器中，并以40°的定角转子

在4℃下以14000x  g离心30分钟。根据所使用的截止值，将低于截止值的下部的滤液或经热

处理的血小板裂解物级分称为H-3kDa级分，因为它从经热处理后的血小板裂解物获得。

[0179] 然后，将不同的血小板裂解物级分等分并储存在-80℃下用于进一步的实验。

[0180] 2.LUHMES细胞的维持和分化

[0181] 如实施例1所述获得并制备LUHMES细胞。

[0182] 3.LUHMES细胞处理

[0183] H-3kDa级分以5％v/v使用，并针对由Erastin诱导的细胞死亡进行测试。简言之，

如前所述使用LUHMES，并将H-3kDa级分在用Erastin(E)处理之前1h添加到培养基中。

[0184] 4.活力测试

[0185] 为了量化经热处理的血小板裂解物H-3kDa级分的神经保护能力，使用碘化丙锭掺

入法通过细胞计数法在24孔中评估LHUMES细胞的活力，并与对照或不同的血小板裂解物进

行比较。用于实验的细胞计数器是带有488nm激光的CyAnTM模型(Beckman  Coulter)。

[0186] 5.蛋白质剂量

[0187] 通过Lowry蛋白测定法测量不同样品中的蛋白浓度。对于每个样品，一式两份进行

测量，并且浓度以μg/μL表示。

[0188] 6.结果

[0189] -蛋白质剂量

[0190]
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[0191] -对多巴胺能神经元的保护能力

[0192] 如图6所示，用Elastin处理的LUHMES细胞的活力下降到约50％。因此，Elastin有

效地杀死了对照细胞，这在当同时用H-3kDa级分处理LUHMES细胞时未观察到。

[0193] 因此，H-3kDa级分可保护LUHMES细胞免于因铁死亡而死亡，并显示出强大的神经

保护作用。

[0194] 该实施例显示了根据本发明的经热处理的血小板裂解物3kDa级分的潜力。此外，

该级分获自混合人血小板裂解物，与悬浮于血浆中的标准人血小板裂解物相比，该级分提

供明显更高的安全系数。因此，该H-3kDa级分更适合且更有效地用于生物疗法，尤其是通过

脑部施用。

[0195] 实施例3：体内测试

[0196] 所有实验均根据“实验室动物护理原则”(NIH出版物86-23，于1985年修订)以及当

前的法国和欧洲联盟有关动物实验的法律和法规框架(The  Council  of  the  European 

Communities  Directive  86/609)进行。

[0197] 所募集的小鼠是来自JAX实验室的FVB-Tg(Sod1*G86R)M1Jwg/J小鼠。将动物分组

饲养在温度受控的房间(22±2℃)中，以12/12小时的光/暗周期进行(每笼10只)。食物和水

为自由饲料。接收后，动物具有无处理的7天适应期。在SOPF设施中实现了育种，并通过qPCR

(来自尾部活检)进行了基因分型。动物通过耳环识别。

[0198] 1.实验方案

[0199] 在60天龄处理小鼠并称重，从67天龄到其死亡，每周两次对它们进行评估(即体重

和神经评分)。

[0200] a.神经评分

[0201] -步行(0＝好，1＝单个后足改变，2＝两个后足改变)，

[0202] -尾部悬挂测试(0＝好，1＝单个后爪缩回，2＝两个后爪缩回)

[0203] -瘫痪(0＝否，1＝是)

[0204] -驼背(0＝否，1＝是)

[0205] 最高分数＝6(垂死分数)

[0206] b.处理

[0207] 从75天到死亡，在SOD1m-FVB和WT-FVB雄性和雌性中，每周3次(制剂1和2)和每周6

次(仅制剂2)施用不同的血小板裂解物制剂vs载体。SOD1m-FVB小鼠是过表达铜/锌超氧化

物歧化酶基因突变形式的转基因小鼠。鼻内(i.n.)施用的制剂剂量为20μL。

[0208] c.测试的血小板裂解物

[0209] 测试了三种血小板裂解物制剂，并描述于下文中。

[0210] 制剂1：如实施例1第1节所述的H-PPL，并在PBS中以50％稀释(稀释的H-PPL)。

[0211] 制剂2：由实施例1第1节所述的H-PPL制备的经热处理的血小板裂解物3kDa级分

(H-3kDa级分)。

[0212] d.实验组

[0213] 八个组的构成如下：

[0214] 雄性WT-FVB+载体

[0215] 雄性WT-FVB+制剂(H-PPL、稀释的H-PPL或H-3kDa级分)
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[0216] 雄性SOD1m-FVB+载体

[0217] 雄性SOD1m-FVB+制剂(H-PPL、稀释的H-PPL或H-3kDa级分)

[0218] 雌性WT-FVB+载体

[0219] 雌性WT-FVB+制剂(H-PPL、稀释的H-PPL或H-3kDa级分)

[0220] 雌性SOD1m-FVB+载体

[0221] 雌性SOD1m-FVB+制剂(H-PPL、稀释的H-PPL或H-3kDa级分)

[0222] 2.结果

[0223] a.制剂1：稀释的H-PPL

[0224] -体重

[0225] 如图7A和7B所示，用稀释的H-PPL处理在WT雄性和雌性中没有作用。

[0226] 关于体重下降，在Tg雄性中未观察到差异。然而，在Tg雌性中，稀释的H-PPL处理将

体重维持在开始的水平，直至第95天，这与载体组之间相差将近10天，并且还将死前体重延

迟了10天(D102-D112)。

[0227] -存活曲线

[0228] 根据体重，用稀释的H-PPL处理的Tg雌性的存活期从D105延长至D116(延长11天)。

在载体和处理组之间的Tg雄性小鼠中未观察到这种差异(图8)。

[0229] b.制剂2：H-3kDa级分

[0230] 每周施用三次：

[0231] -体重

[0232] 如图9A所示，在WT小鼠中，H-3kDa级分对雄性体重没有影响。与雄性相反，雌性在

处理开始后不久(D81)及其整个期间均出现略微下降。

[0233] 在Tg雄性和雌性中，均未观察到体重减轻开始的改进(与使用载体的Tg小鼠相

比)，但是H-3kDa级分对雌性小鼠的死前体重诱导了21天(D105至D126)，并对雄性小鼠的死

前体重诱导了7天(从D112至D119)的重要延迟(图9B)。

[0234] -存活曲线

[0235] 如图10所示并根据死后体重观察到的延迟，用H-3kDa级分处理可使Tg雌性的存活

时间延长至21天(D109至D130)，并使Tg雄性的存活时间延长至7天(D116至D123)。

[0236] 每周施用六次：

[0237] -体重

[0238] 如图11A和11B所示，在WT小鼠中，H-3kDa级分对雄性和雌性体重没有影响。

[0239] 在Tg雄性和雌性中，均未观察到体重减轻开始的改进(与使用载体的Tg小鼠相

比)，但是H-3kDa级分对雄性小鼠的死前体重诱导了11天(D119至D130)的延迟。在Tg雌性中

未观察到该作用。

[0240] -存活曲线

[0241] 如图12所示并根据死后体重观察到的延迟，用H-3kDa级分处理可使Tg雌性的存活

时间延长至21天(D109至D130)，并使Tg雄性的存活时间延长至7天(D116至D123)。

[0242] 3.结论

[0243] 用稀释的H-PPL和H-3kDa处理未观察到刺激。

[0244] 关于用不同制剂获得的存活曲线，可以观察到作用取决于动物性别。

说　明　书 14/15 页

16

CN 111107857 A

16



[0245] 但是，该体内测试的主要结论是H-3kDa具有优异的安全性和出色的功效以及典型

的性别-剂量相关作用。实际上，用H-3kDa处理在Tg雄性小鼠中将生存期延长7天，并在Tg雌

性小鼠中将生存期增加约21天(与对照相比改进90％)，在Tg雄性小鼠中增加约10天(与对

照相比改进48％)。这些结果显示了根据本发明的经热处理的血小板裂解物3kDa级分诱导

神经保护能力的潜力。
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