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本申请涉及膜包封的纳米颗粒及使用方法。

本发明提供了纳米颗粒及其使用和制造方法。本

发明的纳米颗粒包含a)内核，其包含非细胞物

质；和b)外表面，其包含源自细胞的细胞膜或源

自病毒的膜。还提供了包含本发明的纳米颗粒的

药物递送系统或药物组合物。本发明进一步提供

了包含本发明的纳米颗粒的免疫原性组合物和

使用本发明的免疫原性组合物用于引发免疫应

答和用于治疗或预防如肿瘤或癌症的疾病或病

状、或与插入细胞膜的毒素相关的疾病或病状的

方法。本发明还提供了包含所述免疫原性组合物

的疫苗，所述免疫原性组合物包含本发明的纳米

颗粒。
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1.一种纳米颗粒，其包含：

a)内核，其包含非细胞物质；和

b)外表面，其包含源自细胞的质膜，并且

其中所述内核支撑着所述外表面，所述质膜源自细菌、白细胞(WBC)、血小板、肿瘤细

胞、免疫细胞、干细胞、内皮细胞、上皮细胞、神经细胞或突触囊泡，所述纳米颗粒具有10nm

至1μm的直径，所述纳米颗粒大致缺乏病毒的成分，并且所述内核包含选自由以下各项组成

的组的生物相容的或合成的材料：聚(乳酸‑乙醇酸)共聚物、聚乳酸、聚乙醇酸、聚己酸内

酯、聚赖氨酸以及聚谷氨酸。

2.如权利要求1所述的纳米颗粒，其中所述内核包含选自由以下各项组成的组的生物

相容的或合成的材料：聚(乳酸‑乙醇酸)共聚物、聚乳酸、聚乙醇酸、聚己酸内酯以及聚谷氨

酸。

3.如权利要求1所述的纳米颗粒，其中所述质膜源自脊椎动物、非人哺乳动物或人。

4.如权利要求3所述的纳米颗粒，其中所述质膜源自哺乳动物细胞。

5.如权利要求3所述的纳米颗粒，其中所述质膜源自人细胞。

6.如权利要求1所述的纳米颗粒，其中所述质膜癌细胞。

7.如权利要求1所述的纳米颗粒，其中所述质膜包括源自白细胞的质膜。

8.如权利要求1所述的纳米颗粒，其进一步包含可释放的货物。

9.如权利要求8所述的纳米颗粒，其中所述可释放的货物位于所述内核之内或之上、在

所述内核与所述外表面之间、或在所述外表面之内或之上。

10.如权利要求8所述的纳米颗粒，其中所述可释放的货物的释放通过所述纳米颗粒与

靶细胞、组织、器官或受试者之间的接触、或通过所述纳米颗粒周围的物理参数的变化而触

发。

11.如权利要求8所述的纳米颗粒，其中所述可释放的货物是治疗剂、预防剂、诊断剂或

标记试剂、预后剂或其组合。

12.如权利要求8所述的纳米颗粒，其中所述可释放的货物是金属颗粒、聚合物颗粒、树

状聚合物颗粒或无机颗粒。

13.如权利要求1所述的纳米颗粒，其中所述纳米颗粒的直径为30nm至300nm。

14.如权利要求1所述的纳米颗粒，其中所述纳米颗粒缺乏所述质膜所源自的细胞的至

少50％的成分。

15.如权利要求14所述的纳米颗粒，其中所述质膜包括源自白细胞的质膜，并且所述纳

米颗粒缺乏所述白细胞的至少50％的成分。

16.如权利要求1所述的纳米颗粒，其中所述纳米颗粒维持所述质膜或所述质膜的成分

的至少50％的天然结构完整性或活性。

17.如权利要求1所述的纳米颗粒，其中所述纳米颗粒是生物相容的或生物可降解的。

18.如权利要求1所述的纳米颗粒，其中所述内核包含PLGA，并且所述外表面包含源自

白细胞的质膜。

19.如权利要求6所述的纳米颗粒，其中所述内核包含PLGA并且所述外表面包含源自癌

细胞的质膜。

20.如权利要求1所述的纳米颗粒，其中所述纳米颗粒缺乏对所述质膜所源自的物种或
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受试者的至少50％的免疫原性。

21.如权利要求1所述的纳米颗粒，其中所述外表面包含天然存在的质膜，并且进一步

包含合成膜。

22.一种药物递送系统，其包含有效量的如权利要求1至21中任一项所述的纳米颗粒。

23.如权利要求22所述的药物递送系统，其进一步包含另一种活性成分或医学上或药

学上可接受的载体或赋形剂。

24.一种药物组合物，其包含有效量的如权利要求1至21中任一项所述的纳米颗粒和药

学上可接受的载体或赋形剂。

25.如权利要求24所述的药物组合物，其进一步包含另一种活性成分。

26.有效量的如权利要求1至21中任一项所述的纳米颗粒用于制造用于在有需要的受

试者中治疗或预防疾病或病状的药物的用途。

27.一种用于制造纳米颗粒的方法，其包括：

a)组合内核和外表面，所述内核包含非细胞物质，所述外表面包含源自细胞的质膜；和

b)对所述组合施加外源能量以便形成包含所述内核和所述外表面的纳米颗粒，并且

其中所述内核支撑着所述外表面，所述质膜源自细菌、白细胞(WBC)、血小板、肿瘤细

胞、免疫细胞、干细胞、内皮细胞、上皮细胞、神经细胞或突触囊泡，所述纳米颗粒具有10nm

至1μm的直径，所述纳米颗粒大致缺乏病毒的组分，并且所述内核包含选自由以下各项组成

的组的生物相容的或合成的材料：聚(乳酸‑乙醇酸)共聚物、聚乳酸、聚乙醇酸、聚己酸内

酯、聚赖氨酸以及聚谷氨酸。

28.如权利要求27所述的方法，其中所述外源能量是机械能、声能或热能。

29.如权利要求27所述的方法，其中所述质膜是源自细胞的天然存在的质膜。

30.如权利要求28所述的方法，其中所述外表面进一步包含合成膜，并且所产生的纳米

颗粒包含所述内核和外表面，所述外表面包含所述质膜和所述合成膜。

31.一种肿瘤特异性免疫原性组合物，其包含有效量的纳米颗粒，所述纳米颗粒包含内

核和外表面，所述内核包含非细胞物质，所述外表面包含源自肿瘤细胞的质膜，其中所述内

核支撑着所述外表面，所述纳米颗粒具有10nm至1μm的直径，所述纳米颗粒大致缺乏病毒的

组分，并且所述内核包含选自由以下各项组成的组的生物相容的或合成的材料：聚(乳酸‑

乙醇酸)共聚物、聚乳酸、聚乙醇酸、聚己酸内酯、聚赖氨酸以及聚谷氨酸。

32.如权利要求31所述的肿瘤特异性免疫原性组合物，其中所述质膜源自良性肿瘤细

胞、潜在恶性肿瘤细胞、癌细胞、癌细胞系或受试者的癌细胞。

33.如权利要求31所述的肿瘤特异性免疫原性组合物，其中所述纳米颗粒的所述外表

面中的所述质膜保留其至少50％的结构完整性用于引发对所述肿瘤细胞的免疫应答。

34.如权利要求31所述的肿瘤特异性免疫原性组合物，其中所述内核包含生物相容性

材料或合成材料，所述合成材料选自由聚(乳酸‑乙醇酸)共聚物、聚乳酸、聚乙醇酸、聚己酸

内酯、聚赖氨酸以及聚谷氨酸组成的组。

35.如权利要求31所述的肿瘤特异性免疫原性组合物，其中所述内核包含聚(乳酸‑乙

醇酸)共聚物。

36.如权利要求32所述的肿瘤特异性免疫原性组合物，其中所述纳米颗粒进一步包含

另一种活性成分或可释放的货物。
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37.如权利要求32所述的肿瘤特异性免疫原性组合物，其中所述纳米颗粒的直径为

30nm至300nm。

38.如权利要求32所述的肿瘤特异性免疫原性组合物，其中所述纳米颗粒缺乏所述细

胞膜所源自的肿瘤细胞的至少50％的成分。

39.如权利要求32所述的肿瘤特异性免疫原性组合物，其进一步包含免疫原性佐剂或

免疫增强剂。

40.如权利要求32所述的肿瘤特异性免疫原性组合物，其中所述纳米颗粒的所述外表

面包含源自肿瘤细胞的质膜，并且进一步包含合成膜。

41.一种疫苗，其包含如权利要求32至40中任一项所述的肿瘤特异性免疫原性组合物。

42.有效量的如权利要求1至21中任一项所述的纳米颗粒用于制造肿瘤或癌症特异性

免疫原性组合物，或有效量的如权利要求32至40中任一项所述的肿瘤特异性免疫原性组合

物用于制造用于治疗或保护受试者不受肿瘤影响的疫苗的用途。

43.一种用于治疗或预防与插入细胞膜的毒素相关的疾病或病状的药物组合物，其中

所述药物组合物包含有效量的纳米颗粒，所述纳米颗粒包含内核和外表面，所述内核包含

非细胞物质，所述外表面包含源自靶细胞的质膜，其中所述内核支撑着所述外表面，所述质

膜源自白细胞(WBC)、血小板、肿瘤细胞、免疫细胞、干细胞、内皮细胞、上皮细胞、神经细胞

或突触囊泡，所述纳米颗粒具有10nm至1μm的直径，所述纳米颗粒大致缺乏病毒的组分，并

且所述内核包含选自由以下各项组成的组的生物相容的或合成的材料：聚(乳酸‑乙醇酸)

共聚物、聚乳酸、聚乙醇酸、聚己酸内酯、聚赖氨酸以及聚谷氨酸。

44.如权利要求43所述的药物组合物，其中作为自然病理机制的一部分，所述毒素插入

到所述靶细胞的质膜中，或所述纳米颗粒的所述外表面中的所述质膜保留所述毒素。

45.如权利要求43所述的药物组合物，其中所述毒素是细菌、真菌或动物毒素。

46.如权利要求43所述的药物组合物，其中所述纳米颗粒的所述外表面保留其结构完

整性用于保留所述毒素。

47.如权利要求43所述的药物组合物，其中所述纳米颗粒的所述外表面包含天然存在

的质膜，并且进一步包含合成膜。

48.如权利要求43所述的药物组合物，其中所述纳米颗粒是生物相容的、生物可降解

的，或包含合成材料。

49.如权利要求43所述的药物组合物，其中所述外表面包含源自白细胞的质膜。

50.如权利要求43所述的药物组合物，其进一步包含另一种活性成分或药学上可接受

的载体或赋形剂。

51.有效量的如权利要求43至50中任一项所述的药物组合物用于制造用于在受试者中

治疗或预防与插入细胞膜的毒素相关的疾病或病状的药物的用途。

52.一种免疫原性组合物，其包含有效量的纳米颗粒，所述纳米颗粒包含内核和外表

面，所述内核包含非细胞物质，所述外表面包含源自细胞的质膜和插入细胞膜的毒素，其中

所述内核支撑着所述外表面，所述质膜源自白细胞(WBC)、血小板、肿瘤细胞、免疫细胞、干

细胞、内皮细胞、上皮细胞、神经细胞或突触囊泡，所述纳米颗粒具有10nm至1μm的直径，所

述纳米颗粒大致缺乏病毒的组分，并且所述内核包含选自由以下各项组成的组的生物相容

的或合成的材料：聚(乳酸‑乙醇酸)共聚物、聚乳酸、聚乙醇酸、聚己酸内酯、聚赖氨酸以及
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聚谷氨酸。

53.如权利要求52所述的免疫原性组合物，其中作为自然病理机制的一部分，所述毒素

插入到所述靶细胞的质膜中。

54.如权利要求52所述的免疫原性组合物，其中所述纳米颗粒的所述外表面中的所述

质膜保留所述毒素。

55.如权利要求52所述的免疫原性组合物，其中所述纳米颗粒的所述外表面中的所述

毒素保留其至少50％的天然结构完整性用于引发对天然毒素的免疫应答。

56.如权利要求52所述的免疫原性组合物，其中所述毒素是细菌、真菌或动物毒素。

57.如权利要求52所述的免疫原性组合物，其中所述纳米颗粒的所述外表面包含天然

存在的质膜，并且进一步包含合成膜。

58.如权利要求52所述的免疫原性组合物，其中所述纳米颗粒是生物相容的、生物可降

解的，或包含合成材料。

59.如权利要求52所述的免疫原性组合物，其中所述毒素是细菌毒素。

60.如权利要求52所述的免疫原性组合物，其中所述外表面包含源自白细胞的质膜。

61.如权利要求52所述的免疫原性组合物，其进一步包含另一种活性成分或免疫原性

佐剂或免疫增强剂。

62.一种疫苗，其包含如权利要求52至61中任一项所述的免疫原性组合物。

63.有效量的纳米颗粒用于制造针对插入细胞膜的毒素的免疫原性组合物的用途，其

中所述纳米颗粒包含内核和外表面，所述内核包含非细胞物质，所述外表面包含源自细胞

的质膜和所述插入细胞膜的毒素，其中所述内核支撑着所述外表面，所述质膜源自白细胞

(WBC)、血小板、肿瘤细胞、免疫细胞、干细胞、内皮细胞、上皮细胞、神经细胞或突触囊泡，所

述纳米颗粒具有10nm至1μm的直径，所述纳米颗粒大致缺乏病毒的组分，并且所述内核包含

选自由以下各项组成的组的生物相容的或合成的材料：聚(乳酸‑乙醇酸)共聚物、聚乳酸、

聚乙醇酸、聚己酸内酯、聚赖氨酸以及聚谷氨酸。

64.有效量的如权利要求52至61中任一项所述的免疫原性组合物用于制造用于保护受

试者不受插入细胞膜的毒素影响的疫苗的用途。

65.如权利要求1所述的纳米颗粒，其中所述质膜源自白细胞(WBC)、血小板、肿瘤细胞、

免疫细胞、干细胞、内皮细胞、上皮细胞或神经细胞。

66.如权利要求65所述的纳米颗粒，其中所述免疫细胞是巨噬细胞、单核细胞、B细胞或

T细胞。

67.如权利要求65所述的纳米颗粒，其中所述干细胞是造血干细胞、骨髓干细胞、间质

干细胞、心脏干细胞或神经干细胞。

68.如权利要求1至21和64至67中任一项所述的纳米颗粒，其中所述内核具有正方形、

矩形、三角形、圆盘形、立方体样的形状、立方体、长方体、圆锥形、圆柱形、棱柱形、棱锥形或

直角圆柱形。

69.如权利要求11所述的纳米颗粒，其中所述治疗剂是抗生素、抗微生物剂、生长因子、

化学治疗剂或其组合。

70.如权利要求11所述的纳米颗粒，其中所述治疗剂是阿霉素。

71.如权利要求24所述的药物组合物，其被配置用于口服、经鼻、吸入、肠道外、静脉内、
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腹膜内、皮下、肌肉内、皮内、局部或直肠施用。

72.如权利要求26所述的用途，其中所述受试者是人或非人哺乳动物。

73.如权利要求26所述的用途，其中所述纳米颗粒中的所述质膜源自所述受试者的相

同物种的细胞或源自所述受试者的细胞。

74.如权利要求73所述的用途，其中所述纳米颗粒中的所述质膜源自所述受试者的相

同物种的白细胞。

75.如权利要求26所述的用途，其进一步包括向所述有需要的受试者施用另一种活性

成分或药学上可接受的载体或赋形剂，或经由药物递送系统施用所述纳米颗粒。

76.如权利要求26所述的用途，其用于治疗或预防传染病、寄生虫病、肿瘤、血液和造血

器官的疾病、涉及免疫机制的病症、内分泌、营养以及代谢疾病、精神和行为病症、神经系统

疾病、眼睛及附件疾病、眼部疾病或病状、耳朵和乳突疾病、循环系统疾病、呼吸系统疾病、

消化系统疾病、皮肤和皮下组织疾病、肌骨骼系统和结缔组织疾病、生殖泌尿系统、妊娠、分

娩以及产后疾病、来源于产期的病状、先天性畸形、变形、染色体异常、损伤、中毒、外因所致

的结果以及发病和死亡的外因。

77.如权利要求76所述的用途，其中所述传染病由细菌、病毒、寄生虫或真菌引起。

78.如权利要求77所述的用途，其中所述细菌是金黄色葡萄球菌(staphylococcus 

aureus)或肺炎双球菌(streptococcus  pneumoniae)。

79.如权利要求76所述的用途，其中所述肿瘤是癌症。

80.如权利要求8所述的纳米颗粒，其中所述可释放的货物是树状聚合物颗粒。
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膜包封的纳米颗粒及使用方法

[0001] 本申请是申请日为2012年05月24日，申请号为201280035048.5，发明名称为“膜包

封的纳米颗粒及使用方法”的申请的分案申请。

[0002] 相关申请的交叉引用

[0003] 本申请要求2011年6月2日提交的美国临时申请序列号61/492,626的优先权，所述

临时申请的全部内容以引用的方式并入本文。

[0004] 关于联邦政府赞助研究的声明

[0005] 本发明在NSF授予号CMMI  1031239、在NIH授予号U54CA119335以及在DMR授予号

1216461下由政府支持完成。政府对本发明具有某些权利。

发明领域

[0006] 本发明涉及用于递送由细胞膜包封的、包括药物活性剂的合成纳米颗粒材料的方

法和组合物。

[0007] 发明背景

[0008] 长循环聚合物纳米颗粒具有显着的临床作用，因为它们有望持续地全身递送并且

通过被动和主动机制(1‑3)更好地靶向。已探索出不同方法包括修改粒度、表面、形状以及

柔性来延长体内颗粒停留时间(4‑6)。当前用于纳米颗粒隐形涂层的黄金标准(gold 

standard)是聚乙二醇(PEG)。采用PEG作为纳米颗粒表面上的隐形部分已经获得了极大的

成功并且产生了若干临床产物(2、3)，但最近对抗PEG免疫应答的观察结果已触发了对其生

物相关性进行进一步调查研究的兴趣(7)。如聚(羧基甜菜碱)和聚(磺基甜菜碱)的合成两

性离子材料已被提议作为PEG的替代物，原因是它们的强水合作用对非特异性蛋白质吸附

具有高耐受性(8、9)。另外，分子与细胞生物学的最近进展已启发科学家和纳米技术学家仿

照红细胞(RBC)制作纳米载体，所述红细胞是天然的长循环递送载体。已采用RBC的性质(如

其结构和表面蛋白)作为设计线索来设计下一代递送平台(10‑12)。

[0009] 虽然为了贯通合成纳米材料与生物实体之间的鸿沟已作出很大的努力，但是模拟

RBC的递送载体仍是生物医学研究者所难以捉摸的。一个主要的挑战在于通过生物细胞的

复杂表面化学作用使纳米颗粒功能化是困难的。尽管最近在减少与免疫抑制性RBC膜蛋白

(CD47)结合之后聚苯乙烯珠粒的巨噬细胞吞噬方面有很大的进步(11)，但是当前基于化学

作用的生物偶联技术经常导致蛋白质变性。另外，这些自底向上的方法很大程度上不能在

纳米级基底上复制复杂的蛋白质组成。

[0010] 因此，需要的是用于递送合成纳米颗粒材料的改进的方法和组合物。本发明解决

了本领域中的这些需要和其它相关需要。

[0011] 发明概述

[0012] 本发明提供了新型纳米颗粒及其使用和制造方法。更确切地说，本发明的纳米颗

粒包含a)内核，其包含非细胞物质；和b)外表面，其包含源自细胞的细胞膜或源自病毒的

膜。在某些实施方案中，本发明的纳米颗粒的内核包含生物相容的和/或合成的材料，包括

但不限于聚(乳酸‑乙醇酸)共聚物、聚乳酸、聚乙醇酸、聚己酸内酯、聚赖氨酸、聚谷氨酸以
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及任何其它适合的合成材料或类似材料。

[0013] 在某些实施方案中，本发明的纳米颗粒的外表面包含细胞膜，所述细胞膜包括质

膜或源自单细胞有机体(例如细菌或真菌)或多细胞有机体(例如植物、动物、非人哺乳动

物、脊椎动物或人)的细胞内膜。在某些实施方案中，本发明的纳米颗粒的外表面包含天然

存在的细胞膜或病毒膜和/或进一步包含合成膜。

[0014] 在某些实施方案中，本发明的纳米颗粒的外表面的细胞膜源自血细胞(例如，红细

胞(RBC)、白细胞(WBC)或血小板)。在其它实施方案中，外表面的细胞膜源自免疫细胞(例

如，巨噬细胞、单核细胞、B细胞或T细胞)、肿瘤细胞或癌细胞以及其它细胞(如上皮细胞、内

皮细胞或神经细胞)。在其它实施方案中，外表面的细胞膜源自非终末分化的细胞，如干细

胞，包括造血干细胞、骨髓干细胞、间充质干细胞、心脏干细胞、神经干细胞。非终末分化的

细胞可以在多能状态下从组织中分离出来或被诱导变为多能的。在另外的其它实施方案

中，细胞膜源自细胞组分或细胞器，包括但不限于外来体、分泌囊泡、突触囊泡、内质网

(ER)、高尔基体、线粒体、液泡或细胞核。

[0015] 在某些实施方案中，本发明进一步提供了本发明的纳米颗粒包含可释放的货物，

所述可释放的货物可以位于纳米颗粒的内部或表面上的任何地方。用于使可释放的货物从

本发明的纳米颗粒中释放出来的触发原因包括但不限于：纳米颗粒与靶细胞、组织、器官或

受试者之间的接触，或纳米颗粒周围的环境参数变化，如pH、离子状态、温度、压力以及其它

物理或化学变化。在某些实施方案中，可释放的货物包含一种或多种治疗剂、预防剂、诊断

剂或标记试剂、预后剂(例如，成像标志物)或其组合。在另外的某些其它实施方案中，可释

放的货物是金属颗粒，聚合物颗粒、树状聚合物颗粒或无机颗粒。

[0016] 本发明的纳米颗粒可以具有任何适合的形状。例如，本发明的纳米颗粒和/或其内

核的形状可以为球形、正方形、矩形、三角形、圆盘形、立方体样的形状、立方体、长方体(立

方形)、圆锥形、圆柱形、棱柱形、棱锥形、直角圆柱形以及其它规则或不规则的形状。本发明

的纳米颗粒可以具有任何适合的大小。

[0017] 本发明进一步提供了在某些实施方案中本发明的纳米颗粒的直径为约10nm至约

10μm。在某些实施方案中，本发明的纳米颗粒的直径为约50nm至约500nm。在其它实施方案

中，纳米颗粒的直径可以为约10nm、20nm、30nm、40nm、50nm、60nm、70nm、80nm、90nm、100nm、

110nm、120nm、130nm、140nm、150nm、200nm、300nm、400nm、500nm、600nm、700nm、800nm、

900nm、1μm、2μm、3μm、4μm、5μm、6μm、7μm、8μm、9μm以及10μm或在约10nm至约10μm范围内的任

何适合的子范围，例如直径为约50nm至约150nm。在某些实施方案中，内核支撑着外表面。

[0018] 本发明进一步提供了本发明的纳米颗粒大致缺乏细胞膜源自于其的细胞的成分

或病毒膜源自于其的病毒的成分。例如，本发明的纳米颗粒可以缺乏以类型和/或数量计至

少10％、20％、30％、40％、50％、60％、70％、80％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或

100％的细胞膜源自于其的细胞的成分或病毒膜源自于其的病毒的成分。

[0019] 在另外的某些其它实施方案中，本发明的纳米颗粒大致维持了细胞膜、源自病毒

的膜或细胞膜或病毒膜的成分的天然结构完整性或活性。细胞膜的结构完整性包括细胞

膜、源自病毒的膜或细胞膜或病毒膜的成分的一级结构、二级结构、三级结构或四级结构，

并且细胞膜的活性包括但不限于结合活性、受体活性、信号传导通路活性以及普通天然存

在的细胞膜、源自病毒的膜或细胞膜或病毒膜的成分将会具有的任何其它活性。在某些实
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施方案中，本发明的纳米颗粒是生物相容的和/或生物可降解的。例如，本发明的纳米颗粒

可以维持细胞膜、源自病毒的膜或细胞膜或病毒膜的成分以类型和/或数量计至少10％、

20％、30％、40％、50％、60％、70％、80％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或100％的天然

结构完整性或活性。

[0020] 在某些实施方案中，本发明的纳米颗粒包含源自红细胞的细胞质膜和包含聚(乳

酸‑乙醇酸)共聚物(PLGA)的内核，其中纳米颗粒大致上缺乏血红蛋白。例如，本发明的纳米

颗粒可以缺乏以类型和/或数量计至少10％、20％、30％、40％、50％、60％、70％、80％、

90％、95％、96％、97％、98％、99％或100％的质膜源自于其的红细胞的血红蛋白。

[0021] 这种本发明的纳米颗粒在体内血液循环中的半衰期为聚乙二醇(PEG)涂覆的可比

较纳米颗粒的半衰期的至少约2至5倍。在某些实施方案中，这种本发明的纳米颗粒在体内

血液循环中的半衰期为至少约5小时至约40小时或更长。

[0022] 在某些实施方案中，本发明的纳米颗粒大致缺乏对细胞膜源自于其的物种或受试

者的免疫原性。例如，本发明的纳米颗粒可以缺乏以类型和/或数量计至少10％、20％、

30％、40％、50％、60％、70％、80％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或100％的对细胞膜

源自于其的物种或受试者的免疫原性。

[0023] 本发明进一步提供了一种包含本发明的纳米颗粒的药物递送系统和/或药物组合

物。在某些实施方案中，本发明的药物递送系统和/或药物组合物进一步包含一种或多种额

外的活性成分和/或医学上或药学上可接受的载体或赋形剂，其可以与本发明的纳米颗粒

一起或组合施用。

[0024] 本发明进一步提供了一种用于使用本发明的纳米颗粒、包含所述纳米颗粒的药物

递送系统或药物组合物在有需要的受试者中治疗和/或预防疾病或病状的方法。在某些实

施方案中，用于本发明的方法的纳米颗粒的细胞膜源自所述受试者的相同物种的细胞或源

自所述受试者的细胞。在某些实施方案中，用于本发明的方法的纳米颗粒的细胞膜源自所

述受试者的相同物种的红细胞，并且所述红细胞与受试者的血型相同。在某些实施方案中，

经由任何适合的施用途径施用纳米颗粒、药物递送系统或药物组合物。例如，可以经由口

服、经鼻、吸入、亲本、静脉内、腹膜内、皮下、肌肉内、皮内、局部或直肠途径施用纳米颗粒、

药物递送系统或药物组合物。

[0025] 在其它实施方案中，经由药物递送系统施用纳米颗粒。在另外的其它实施方案中，

本发明的方法进一步包括向有需要的受试者施用另一种活性成分或药学上可接受的载体

或赋形剂。本发明的方法进一步提供了可以向有需要的受试者的靶部位系统施用本发明的

纳米颗粒。还提供了有效量的本发明的纳米颗粒用于制造用于在有需要的受试者中治疗或

预防疾病或病状的药物的用途。

[0026] 此外，本发明提供了一种包含有效量的纳米颗粒的免疫原性组合物，所述纳米颗

粒包含内核和外表面，所述内核包含非细胞物质，所述外表面包含源自细胞的细胞膜或质

膜和抗原或半抗原。还提供了一种包含本发明的免疫原性组合物的疫苗。本发明进一步提

供了一种使用本发明的免疫原性组合物用于在有这种引发需要的受试者中引发对抗原或

半抗原的免疫应答的方法，和使用本发明的包含免疫原性组合物的疫苗用于保护受试者不

受抗原或半抗原影响的方法。在某些实施方案中，免疫应答是T细胞或B细胞介导的免疫应

答。还提供了有效量的本发明的纳米颗粒用于制造针对抗原或半抗原的免疫原性组合物的
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用途，和有效量的免疫原性组合物用于制造用于保护受试者不受抗原或半抗原影响的疫苗

的用途。

[0027] 本发明进一步提供了一种用于制造本发明的纳米颗粒的方法，所述方法包括使包

含非细胞物质的纳米颗粒内核与源自细胞的细胞膜或源自病毒的膜混合，同时施加外源能

量以便形成纳米颗粒。在某些实施方案中，外源能量是机械能，例如由挤压所施加的机械

能。在其它实施方案中，外源能量是声能，例如由声处理所施加的声能。在另外的其它实施

方案中，外源能量是热能，例如由加热所施加的热能。在另外的其它实施方案中，本发明的

方法进一步包括使包含非细胞物质的纳米颗粒内核与源自细胞的天然存在的细胞膜或源

自病毒的天然存在的膜连同合成膜一起混合，同时施加外源能量以便形成纳米颗粒，所述

纳米颗粒包含内核和外表面，所述外表面包含细胞膜或病毒膜以及合成膜。

[0028] 本发明进一步提供了一种包含有效量的纳米颗粒的肿瘤特异性免疫原性组合物，

所述纳米颗粒包含内核和外表面，所述内核包含非细胞物质，所述外表面包含源自肿瘤细

胞的细胞膜，其中细胞膜大致上保留其结构完整性用于引发对肿瘤细胞的免疫应答。例如，

本发明的纳米颗粒可以维持其以类型和/或数量计至少10％、20％、30％、40％、50％、60％、

70％、80％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或100％的结构完整性用于引发对肿瘤细胞

的免疫应答。

[0029] 在某些实施方案中，内核支撑着此类纳米颗粒的外表面。在某些实施方案中，此类

纳米颗粒的内核包含PLGA，并且外表面包含源自肿瘤细胞的质膜。在其它实施方案中，此类

纳米颗粒的外表面包含天然存在的细胞膜或病毒膜，并且进一步包含合成膜。

[0030] 包含在本发明的肿瘤特异性免疫原性组合物中的纳米颗粒大致上缺乏细胞膜源

自于其的肿瘤细胞的成分。例如，本发明的纳米颗粒可以缺乏以类型和/或数量计至少

10％、20％、30％、40％、50％、60％、70％、80％、90％、95％、96％、97％、98％、99％或100％

的细胞膜源自于其的肿瘤细胞的成分。

[0031] 在某些实施方案中，本发明的肿瘤特异性免疫原性组合物中的纳米颗粒的直径为

约10nm至约10μm。在某些实施方案中，这种纳米颗粒的直径为约50nm至约500nm。在某些实

施方案中，本发明的肿瘤特异性免疫原性组合物中的纳米颗粒进一步包含另一种活性成分

或可释放的货物。在另外的其它实施方案中，本发明的肿瘤特异性免疫原性组合物进一步

包含免疫原性佐剂或免疫增强剂。

[0032] 本发明进一步提供了一种包含肿瘤特异性免疫原性组合物的疫苗。还提供了用于

使用本发明的肿瘤特异性免疫原性组合物或疫苗在有需要的受试者中治疗或预防肿瘤的

方法。本发明进一步提供了有效量的本发明的纳米颗粒用于制造用于治疗或预防受试者不

受肿瘤影响的癌症或肿瘤特异性免疫原性组合物或疫苗的用途。

[0033] 本发明进一步提供了一种用于治疗或预防与插入细胞膜的毒素相关的疾病或病

状的包含本发明的纳米颗粒的药物组合物，其中包含在药物组合物中的纳米颗粒包含内核

和外表面，所述内核包含非细胞物质，所述外表面包含源自靶细胞(例如，红细胞)的细胞膜

或质膜。在某些实施方案中，插入到靶细胞的细胞膜或质膜中的毒素是自然病理机制的一

部分，或纳米颗粒的外表面中的细胞膜或质膜大致上保留毒素。在某些实施方案中，毒素是

细菌(例如，金黄色葡萄球菌(S.aureus))、植物、真菌或动物毒素。

[0034] 在某些实施方案中，内核支撑着外表面，并且纳米颗粒的外表面中的细胞膜大致
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上保留其结构完整性用于大致上保留毒素。在另外的某些其它实施方案中，纳米颗粒的外

表面包含天然存在的细胞膜或病毒膜，并且进一步包含合成膜或添加至细胞膜的合成的或

天然存在的组分。在另外的某些其它实施方案中，包含在这种药物组合物中的纳米颗粒是

生物相容的、生物可降解的，或包含合成材料。在另外的某些其它实施方案中，本发明的药

物组合物进一步包含另一种活性成分或药学上可接受的载体或赋形剂。

[0035] 还提供了用于使用本发明的纳米颗粒以及包含所述纳米颗粒的药物组合物治疗

或预防与插入细胞膜的毒素相关的疾病或病状的方法。本发明进一步提供了有效量的包含

纳米颗粒的药物组合物用于制造用于在有需要的受试者中治疗或预防与插入细胞膜的毒

素相关的疾病或病状的药物的用途。

[0036] 此外，本发明提供了一种包含有效量的纳米颗粒的免疫原性组合物，所述纳米颗

粒包含内核和外表面，所述内核包含非细胞物质，所述外表面包含源自细胞的细胞膜或质

膜和插入细胞膜的毒素。还提供了一种包含本发明的免疫原性组合物的疫苗。本发明进一

步提供了一种使用本发明的免疫原性组合物用于在有这种引发需要的受试者中引发对插

入细胞膜的毒素的免疫应答的方法，和使用包含免疫原性组合物的本发明的疫苗用于保护

受试者不受插入细胞膜的毒素影响的方法。在某些实施方案中，免疫应答是T细胞或B细胞

介导的免疫应答。还提供了有效量的本发明的纳米颗粒用于制造针对插入细胞膜的毒素的

免疫原性组合物的用途，和有效量的免疫原性组合物用于制造用于保护受试者不受插入细

胞膜的毒素影响的疫苗的用途。

[0037] 本发明涵盖治疗、预防、诊断和/或预后任何疾病、病症或生理性或病理性病状，包

括但不限于：传染病；寄生虫病；肿瘤；血液和造血器官疾病；涉及免疫机制的病症；内分泌、

营养以及代谢疾病；精神和行为病症；神经系统疾病；眼睛及附件疾病；耳朵和乳突疾病；循

环系统疾病；呼吸系统疾病；消化系统疾病；皮肤和皮下组织疾病；肌骨骼系统和结缔组织

疾病；生殖泌尿系统疾病；妊娠、分娩以及产后；来源于产期的病状；先天性畸形；变形；染色

体异常；损伤；中毒；外部原因结果以及发病和死亡的外部原因。

[0038] 在一些实施方案中，本发明的纳米颗粒、药物递送系统、药物组合物以及方法可以

用来治疗或预防列于表1中的示例性癌症和肿瘤，递送列于表2中的示例性癌症药物，治疗

或预防列于表3中的示例性眼部疾病或病状，递送列于表4中的示例性眼部药物，治疗或预

防列于表5中的影响肺的示例性疾病或病状，递送列于表6中的示例性肺/呼吸疾病药物，治

疗或预防列于表7中的影响心脏的示例性疾病或病状，或递送列于表8中的示例性心脏药

物。在一些实施方案中，本发明的纳米颗粒、药物递送系统、药物组合物以及方法可以用来

治疗或预防列于表9中的示例性病状。表1至表9在本说明书的结尾处附于本文。

[0039] 在一些实施方案中，本发明的纳米颗粒、药物递送系统、药物组合物以及方法可以

用来递送列于美国食品药品管理局出版的Orange  Book:Approved  Drug  Products  with 

Therapeutic  Equivalence  Evaluations(2012年3月现行版)中的示例性药物；列于The 

Merck  Index(美国出版物,第14版印刷,Whitehouse  Station ,N .J .,USA)及其在线版本

(The  Merck  Index  OnlineSM,最终加载于网络的时间:2012年5月1日,星期二)中的示例性

药物；以及列于美国食品药品管理局出版的Biologics  Products&Establishments中的示

例性药物，并且可以用来治疗或预防对应的疾病和病症。

[0040] 本申请还包括以下内容：
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[0041] (1)一种纳米颗粒，其包含：

[0042] a)内核，其包含非细胞物质；和

[0043] b)外表面，其包含源自细胞的细胞膜或源自病毒的膜。

[0044] (2)如项目(1)所述的纳米颗粒，其中所述内核包含选自由以下各项组成的组的生

物相容的或合成的材料：聚(乳酸‑乙醇酸)共聚物(PLGA)、聚乳酸(PLA)、聚乙醇酸(PGA)、聚

己酸内酯(PCL)、聚赖氨酸以及聚谷氨酸。

[0045] (3)如项目(1)至(2)中任一项所述的纳米颗粒，其中所述内核支撑着所述外表面。

[0046] (4)如项目(1)至(3)中任一项所述的纳米颗粒，其中所述细胞膜包括质膜或细胞

内膜。

[0047] (5)如项目(1)至(4)中任一项所述的纳米颗粒，其中所述细胞膜源自单细胞有机

体或多细胞有机体，所述单细胞有机体选自细菌和真菌，所述多细胞有机体选自植物、脊椎

动物、非人哺乳动物以及人。

[0048] (6)如项目(1)至(5)中任一项所述的纳米颗粒，其中所述细胞膜源自血细胞、肿瘤

细胞、癌细胞、免疫细胞、干细胞、内皮细胞、外来体、分泌囊泡或突触囊泡。

[0049] (7)如项目(6)所述的纳米颗粒，其中所述细胞膜包括源自红细胞的质膜。

[0050] (8)如项目(1)至(7)中任一项所述的纳米颗粒，其进一步包含可释放的货物。

[0051] (9)如项目(8)所述的纳米颗粒，其中所述可释放的货物位于所述内核之内或之

上、在所述内核与所述外表面之间、或在所述外表面之内或之上。

[0052] (10)如项目(8)至(9)中任一项所述的纳米颗粒，其中所述可释放的货物的释放通

过所述纳米颗粒与靶细胞、组织、器官或受试者之间的接触、或通过所述纳米颗粒周围的物

理参数的变化而触发。

[0053] (11)如项目(8)至(10)中任一项所述的纳米颗粒，其中所述可释放的货物是治疗

剂、预防剂、诊断剂或标记试剂、预后剂或其组合。

[0054] (12)如项目(8)至(11)中任一项所述的纳米颗粒，其中所述可释放的货物是金属

颗粒、聚合物颗粒、树状聚合物颗粒或无机颗粒。

[0055] (13)如项目(1)至(12)中任一项所述的纳米颗粒，其中所述纳米颗粒的直径为约

10nm至约10μm。

[0056] (14)如项目(1)至(13)中任一项所述的纳米颗粒，其中所述纳米颗粒大致上缺乏

所述细胞膜源自于其的细胞的成分或所述病毒膜源自于其的病毒的成分。

[0057] (15)如项目(14)所述的纳米颗粒，其中所述细胞膜包括源自红细胞的质膜，并且

所述纳米颗粒大致上缺乏血红蛋白。

[0058] (16)如项目(1)至(15)中任一项所述的纳米颗粒，其中所述纳米颗粒大致上维持

所述细胞膜、所述源自病毒的膜或所述细胞膜或病毒膜的成分的天然结构完整性或活性。

[0059] (17)如项目(1)至(16)中任一项所述的纳米颗粒，其中所述纳米颗粒是生物相容

的或生物可降解的。

[0060] (18)如项目(1)所述的纳米颗粒，其中所述内核包含PLGA，并且所述外表面包含源

自红细胞的质膜。

[0061] (19)如项目(18)所述的纳米颗粒，其中所述纳米颗粒在体内血液循环中的半衰期

为PEG涂覆的可比较纳米颗粒的半衰期的至少约2至5倍，或在体内血液循环中的半衰期为
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至少约5小时至约40小时。

[0062] (20)如项目(1)至(19)中任一项所述的纳米颗粒，其中所述纳米颗粒大致上缺乏

对所述细胞膜源自于其的物种或受试者的免疫原性。

[0063] (21)如项目(1)至(20)中任一项所述的纳米颗粒，其中所述外表面包含天然存在

的细胞膜或病毒膜，并且进一步包含合成膜。

[0064] (22)一种药物递送系统，其包含有效量的如项目(1)至(21)中任一项所述的纳米

颗粒。

[0065] (23)如项目(22)所述的药物递送系统，其进一步包含另一种活性成分或医学上或

药学上可接受的载体或赋形剂。

[0066] (24)一种药物组合物，其包含有效量的如项目(1)至(21)中任一项所述的纳米颗

粒和药学上可接受的载体或赋形剂。

[0067] (25)如项目(24)所述的药物组合物，其进一步包含另一种活性成分。

[0068] (26)一种用于在有需要的受试者中治疗或预防疾病或病状的方法，其包括向所述

受试者施用有效量的如项目(1)至(21)中任一项所述的纳米颗粒、如项目(22)至(23)中任

一项所述的药物递送系统、或如项目(24)至(25)中任一项所述的药物组合物。

[0069] (27)如项目(26)所述的方法，其中所述受试者是人或非人哺乳动物。

[0070] (28)如项目(26)至(27)中任一项所述的方法，其中所述纳米颗粒中的所述细胞膜

源自所述受试者的相同物种的细胞或源自所述受试者的细胞。

[0071] (29)如项目(28)所述的方法，其中所述纳米颗粒中的所述细胞膜源自所述受试者

的相同物种的红细胞，并且所述红细胞与所述受试者的血型相同。

[0072] (30)如项目(26)至(29)中任一项所述的方法，其进一步包括向所述有需要的受试

者施用另一种活性成分或药学上可接受的载体或赋形剂，或经由药物递送系统施用所述纳

米颗粒。

[0073] (31)有效量的如项目(1)至(21)中任一项所述的纳米颗粒用于制造用于在有需要

的受试者中治疗或预防疾病或病状的药物的用途。

[0074] (32)一种用于制造纳米颗粒的方法，其包括：

[0075] a)组合内核和外表面，所述内核包含非细胞物质，所述外表面包含源自细胞的细

胞膜或源自病毒的膜；和

[0076] b)对所述组合施加外源能量以便形成包含所述内核和所述外表面的纳米颗粒。

[0077] (33)如项目(32)所述的方法，其中所述外源能量是机械能、声能或热能。

[0078] (34)如项目(32)所述的方法，其中所述细胞膜是源自细胞的天然存在的细胞膜，

或膜是源自病毒的天然存在的膜。

[0079] (35)如项目(33)所述的方法，其中所述外表面进一步包含合成膜，并且所产生的

纳米颗粒包含所述内核和外表面，所述外表面包含所述细胞膜或病毒膜和所述合成膜。

[0080] (36)一种肿瘤特异性免疫原性组合物，其包含有效量的纳米颗粒，所述纳米颗粒

包含内核和外表面，所述内核包含非细胞物质，所述外表面包含源自肿瘤细胞的细胞膜。

[0081] (37)如项目(36)所述的肿瘤特异性免疫原性组合物，其中所述细胞膜源自良性肿

瘤细胞、潜在恶性肿瘤细胞、癌细胞、癌细胞系或受试者的癌细胞。

[0082] (38)如项目(36)或(37)所述的肿瘤特异性免疫原性组合物，其中所述纳米颗粒的
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所述外表面中的所述细胞膜大致上保留其结构完整性用于引发对所述肿瘤细胞的免疫应

答。

[0083] (39)如项目(36)至(38)中任一项所述的肿瘤特异性免疫原性组合物，其中所述内

核支撑着所述外表面。

[0084] (40)如项目(36)至(39)中任一项所述的肿瘤特异性免疫原性组合物，其中所述内

核包含PLGA，并且所述外表面包含源自肿瘤细胞的质膜。

[0085] (41)如项目(37)至(40)中任一项所述的肿瘤特异性免疫原性组合物，其中所述纳

米颗粒进一步包含另一种活性成分或可释放的货物。

[0086] (42)如项目(37)至(41)中任一项所述的肿瘤特异性免疫原性组合物，其中所述纳

米颗粒的直径为约10nm至约10μm。

[0087] (43)如项目(37)至(42)中任一项所述的肿瘤特异性免疫原性组合物，其中所述纳

米颗粒大致上缺乏所述细胞膜源自于其的肿瘤细胞的成分。

[0088] (44)如项目(37)至(43)中任一项所述的肿瘤特异性免疫原性组合物，其进一步包

含免疫原性佐剂或免疫增强剂。

[0089] (45)如项目(37)至(44)中任一项所述的肿瘤特异性免疫原性组合物，其中所述纳

米颗粒的所述外表面包含天然存在的细胞膜或病毒膜，并且进一步包含合成膜。

[0090] (46)一种疫苗，其包含如项目(37)至(45)中任一项所述的肿瘤特异性免疫原性组

合物。

[0091] (47)一种用于在有需要的受试者中治疗或预防肿瘤的方法，其包括向所述受试者

施用有效量的如项目(37)至(45)中任一项所述的肿瘤特异性免疫原性组合物或如项目

(46)所述的疫苗。

[0092] (48)如项目(47)所述的方法，其中所述受试者是人或非人哺乳动物。

[0093] (49)如项目(47)或(48)所述的方法，其中所述细胞膜源自所述受试者的相同物种

的肿瘤细胞或所述受试者的肿瘤细胞。

[0094] (50)如项目(47)至(49)中任一项所述的方法，其进一步包括向所述受试者施用另

一种活性成分或药学上可接受的载体或赋形剂。

[0095] (51)有效量的如项目(1)至(21)中任一项所述的纳米颗粒用于制造肿瘤或癌症特

异性免疫原性组合物，或有效量的如项目(37)至(45)中任一项所述的肿瘤特异性免疫原性

组合物用于制造用于治疗或保护受试者不受肿瘤影响的疫苗的用途。

[0096] (52)一种用于治疗或预防与插入细胞膜的毒素相关的疾病或病状的药物组合物，

其中所述药物组合物包含有效量的纳米颗粒，所述纳米颗粒包含内核和外表面，所述内核

包含非细胞物质，所述外表面包含源自靶细胞的细胞膜或质膜。

[0097] (53)如项目(52)所述的药物组合物，其中作为自然病理机制的一部分，所述毒素

插入到所述靶细胞的细胞膜或质膜中，或所述纳米颗粒的所述外表面中的所述细胞膜或质

膜大致上保留所述毒素。

[0098] (54)如项目(52)或(53)所述的药物组合物，其中所述毒素是细菌、真菌或动物毒

素。

[0099] (55)如项目(52)至(54)中任一项所述的药物组合物，其中所述内核支撑着所述外

表面，并且所述纳米颗粒的所述外表面中的所述细胞膜大致上保留其结构完整性用于大致
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上保留所述毒素。

[0100] (56)如项目(52)至(55)中任一项所述的药物组合物，其中所述纳米颗粒的所述外

表面包含天然存在的细胞膜或病毒膜，并且进一步包含合成膜。

[0101] (57)如项目(52)至(56)中任一项所述的药物组合物，其中所述纳米颗粒是生物相

容的、生物可降解的，或包含合成材料。

[0102] (58)如项目(52)至(57)中任一项所述的药物组合物，其中所述外表面包含源自红

细胞的质膜。

[0103] (59)如项目(52)至(58)中任一项所述的药物组合物，其进一步包含另一种活性成

分或药学上可接受的载体或赋形剂。

[0104] (60)一种用于在有需要的受试者中治疗或预防与插入细胞膜的毒素相关的疾病

或病状的方法，其包括向所述受试者施用有效量的如项目(52)至(59)中任一项所述的药物

组合物。

[0105] (61)如项目(60)所述的方法，其中所述受试者是人或非人哺乳动物。

[0106] (62)如项目(60)或(61)所述的方法，其中所述细胞膜或质膜源自所述受试者的相

同物种的细胞或所述受试者的细胞。

[0107] (63)如项目(62)所述的方法，其中所述质膜源自所述受试者的相同物种的红细

胞，并且所述红细胞与所述受试者的血型相同。

[0108] (64)如项目(60)至(63)中任一项所述的方法，其进一步包括向所述受试者施用另

一种活性成分或药学上可接受的载体或赋形剂。

[0109] (65)有效量的如项目(52)至(59)中任一项所述的药物组合物用于制造用于在受

试者中治疗或预防与插入细胞膜的毒素相关的疾病或病状的药物的用途。

[0110] (66)一种免疫原性组合物，其包含有效量的纳米颗粒，所述纳米颗粒包含内核和

外表面，所述内核包含非细胞物质，所述外表面包含源自细胞的细胞膜和插入细胞膜的毒

素。

[0111] (67)如项目(66)所述的免疫原性组合物，其中所述细胞膜是源自细胞的质膜。

[0112] (68)如项目(66)或(67)所述的免疫原性组合物，其中作为自然病理的一部分，所

述毒素插入到所述靶细胞的细胞膜或质膜中，或所述纳米颗粒的所述外表面中的所述细胞

膜或质膜大致上保留所述毒素。

[0113] (69)如项目(66)至(68)中任一项所述的免疫原性组合物，其中所述纳米颗粒的所

述外表面中的所述毒素大致上保留其天然结构完整性用于引发对天然毒素的免疫应答。

[0114] (70)如项目(66)至(69)中任一项所述的免疫原性组合物，其中所述毒素是细菌、

真菌或动物毒素。

[0115] (71)如项目(66)至(70)中任一项所述的免疫原性组合物，其中所述纳米颗粒的所

述外表面包含天然存在的细胞膜或病毒膜，并且进一步包含合成膜。

[0116] (72)如项目(66)至(71)中任一项所述的免疫原性组合物，其中所述纳米颗粒是生

物相容的、生物可降解的，或包含合成材料。

[0117] (73)如项目(66)至(72)中任一项所述的免疫原性组合物，其中所述内核支撑着所

述外表面。

[0118] (74)如项目(66)至(73)中任一项所述的免疫原性组合物，其中所述外表面包含源
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自红细胞的质膜。

[0119] (75)如项目(66)至(74)中任一项所述的免疫原性组合物，其进一步包含另一种活

性成分或免疫原性佐剂或免疫增强剂。

[0120] (76)一种疫苗，其包含如项目(66)至(75)中任一项所述的免疫原性组合物。

[0121] (77)一种用于在受试者中引发对插入细胞膜的毒素的免疫应答的方法，其包括向

所述受试者施用有效量的如项目(66)至(75)中任一项所述的免疫原性组合物。

[0122] (78)一种用于保护受试者不受插入细胞膜的毒素影响的方法，其包括向所述受试

者施用有效量的如项目(76)所述的疫苗。

[0123] (79)如项目(77)或(78)所述的方法，其中所述毒素是细菌、真菌或动物毒素。

[0124] (80)如项目(77)至(79)中任一项所述的方法，其中所述受试者是人或非人哺乳动

物。

[0125] (81)如项目(77)至(80)中任一项所述的方法，其中所述细胞膜或质膜源自所述受

试者的相同物种的细胞或所述受试者的细胞。

[0126] (82)如项目(81)所述的方法，其中所述质膜源自所述受试者的相同物种的红细

胞，并且所述红细胞与所述受试者的血型相同。

[0127] (83)如项目(77)至(82)中任一项所述的方法，其进一步包括向所述受试者施用另

一种活性成分或药学上可接受的载体或赋形剂。

[0128] (84)如项目(77)至(83)中任一项所述的方法，其中所述免疫应答是T细胞介导的

免疫应答或B细胞介导的免疫应答。

[0129] (85)有效量的纳米颗粒用于制造针对插入细胞膜的毒素的免疫原性组合物的用

途，其中所述纳米颗粒包含内核和外表面，所述内核包含非细胞物质，所述外表面包含源自

细胞的细胞膜和所述插入细胞膜的毒素。

[0130] (86)有效量的如项目(66)至(75)中任一项所述的免疫原性组合物用于制造用于

保护受试者不受插入细胞膜的毒素影响的疫苗的用途。

[0131] 附图简述

[0132] 本领域普通技术人员将理解以下所描述的附图仅是出于说明的目的。附图不旨在

以任何方式限制本教义的范围。

[0133] 图1：RBC膜涂覆的PLGA纳米颗粒(NP)的制备过程的示意图。

[0134] 图2：RBC膜涂覆的PLGA纳米颗粒的结构表征。图2A：用乙酸双氧铀负染色纳米颗粒

并且随后用TEM观察。图2B：在14天内DLS测量纳米颗粒的大小、多分散性指数(PDI)以及表

面ζ电势。图2C：扫描荧光显微镜图像，其演示了在被HeLa细胞内在化之后RBC膜(用绿色罗

丹明‑DMPE染料可视化)和聚合物核(用红色DiD染料可视化)的共同定位。将RBC膜涂覆的纳

米颗粒与HeLa细胞一起孵育6小时。洗涤掉多余的纳米颗粒并且随后固定细胞用于成像。

[0135] 图3：RBC膜涂覆的纳米颗粒(NP)的膜蛋白保留、血清中的颗粒稳定性以及体内循

环时间。图3A：使掏空的RBC、RBC膜来源的囊泡以及纯化的RBC膜涂覆的PLGA纳米颗粒中的

蛋白质溶解并在聚丙烯酰胺凝胶上分离。图3B：在100％胎牛血清中孵育RBC膜涂覆的PLGA

纳米颗粒、PEG涂覆的脂质‑PLGA混杂的纳米颗粒以及裸露PLGA纳米颗粒，并且监测560nm处

的吸光度持续4小时。图3C：通过小鼠尾静脉静脉内注射DiD‑负载的纳米颗粒。在不同时间

点眶内抽取血液并且测量670nm处的荧光以便评估纳米颗粒的系统循环寿命(n＝每组6

说　明　书 10/114 页

16

CN 107115314 B

16



个)。

[0136] 图4：RBC膜涂覆的聚合物纳米颗粒的生物分布。将荧光标记的纳米颗粒静脉内注

射到小鼠中。在每个时间点(分别为24小时、48小时和72小时)，收集来自随机分组的小鼠子

组的器官，使其均质化并且定量荧光。图4A：每克组织的荧光强度(n＝每组6个)。图4B：每种

器官的相对信号。

[0137] 图5：小鼠红细胞(RBC)在低渗溶液中溶血治疗之前(左图)和之后(右图)的相差显

微图像。通过相差变化来验证RBC内部的内容物(血红蛋白)除去，这表明了RBC内的介质改

变。

[0138] 图6：如通过动态光散射(DLS)测量的在RBC空胞衍生、5分钟声处理、400nm挤压以

及100nm挤压后的RBC膜来源的囊泡的平均直径。

[0139] 图7：在72小时内PEG化的脂质‑PLGA混杂的纳米颗粒(NP)中的DiD染料的荧光保

留。

[0140] 图8：如通过DLS测量的在RBC膜涂覆之前(左)和之后(右)的PLGA纳米颗粒(NP)的

平均粒径。

[0141] 图9：RBCm遮掩(cloak)的NP的构造材料和制备过程的示意性图解。通过DLS测量

RBC空胞、RBCm来源的囊泡、聚合物内核以及RBCm遮掩的NP的流体动力学大小。

[0142] 图10：在不同的初始药物输入下RBCm遮掩的NP中的阿霉素(DOX)负载产率。分别通

过两种相异的负载机制将药物分子负荷到NP中：物理包封和化学偶联。

[0143] 图11：DOX负载的RBCm遮掩的NP的体外稳定性测试。通过化学偶联或物理包封将

DOX负载到NP中。图11(A)：DOX负载的RBCm遮掩的NP在PBS缓冲液中在粒度(直径，nm)和多分

散性指数(PDI)方面的长期稳定性，所述粒度和多分散性指数在室温下监测持续7天的时

间。图11(B)：通过测量在560nm波长下的UV吸光度来评定DOX负载的RBCm遮掩的NP和裸露NP

核(没有RBCm遮掩物)在100％FBS中的稳定性。

[0144] 图12(A)：RBCm遮掩的NP和PEG化的NP的DOX释放概况。针对这些释放研究，对于化

学偶联和物理包封而言NP内的初始DOX浓度分别为5wt％和1.8wt％。图12(B)：对于物理包

封系统，绘制药物释放百分比对时间的平方根的图，其使用扩散占主导的Higuchi模型产生

了线性拟合。

[0145] 图13：针对从AML患者的外周血中建立的Kasumi‑1细胞系的比较细胞毒性研究，其

中正方形代表具有化学偶联的DOX的RBCm遮掩的NP，圆形代表具有物理包封的DOX的RBCm遮

掩的NP，而三角形代表游离DOX。所有样品在MTT测定之前与Kasumi‑1细胞一起孵育72小时

(n＝4)。

[0146] 图14：癌细胞膜遮掩的免疫刺激性纳米颗粒作为癌症治疗疫苗的示意性图解。

[0147] 图15：制备癌细胞膜遮掩的聚合物纳米颗粒的三步法的图解：合成佐剂负载的聚

合物纳米颗粒、制造癌细胞膜来源的囊泡、以及使聚合物纳米颗粒与囊泡融合。

[0148] 图16：示意性图解了所提议的个体化癌症治疗疫苗的工作机制：(i)从个体患者的

肿瘤中收集癌细胞，并且使用天然的癌细胞膜来包裹佐剂负载的纳米颗粒；(ii)未成熟的

树突状细胞吸收这些免疫刺激性纳米颗粒并且因而触发它们成熟；(iii)成熟的树突状细

胞将癌抗原递呈至细胞毒性T细胞，并且激活针对抗原的免疫应答；(iv)活化的细胞毒性T

细胞破坏表达特异性癌抗原的肿瘤。

说　明　书 11/114 页

17

CN 107115314 B

17



[0149] 图17a：TEM图像显示出癌细胞膜遮掩的PLGA纳米颗粒的核‑壳结构。图17b：由DLS

所测量的纳米颗粒直径。图17c：透析的癌细胞膜遮掩的纳米颗粒与全癌细胞相比的蛋白质

和DNA含量的SDS‑PAGE。图17d：去卷积荧光显微图像证明了膜材料与PLGA核的共同递送。用

NBD染料(绿色)染色癌细胞膜，用DiD染料(红色)负载聚合物核并且用DAPI(蓝色)染色细胞

核。

[0150] 图18(A)：中和的PFT中的毒素纳米海绵的示意图。纳米海绵由基底支撑的RBC双层

膜构成，PFT可以并入所述双层膜中。图18(B)：α毒素存在下的单一纳米海绵的TEM可视化。

用乙酸双氧铀负染色样品(比例尺＝20nm)。图18(C)：与α‑毒素混合的纳米海绵的TEM可视

化(比例尺＝80nm)。

[0151] 图19(A)：在与PBS、PEG化的PLGA纳米颗粒、PEG化的脂质体、RBC膜囊泡以及毒素纳

米海绵溶液中制备的α‑毒素一起孵育30分钟后的离心的RBC。在最后体积为2mL的PBS中，每

个管含有5％纯化的RBC、3μgα毒素以及200μg对应的纳米制剂。图19(B)：基于540nm处吸光

度的RBC溶血的定量。图19(C)：过滤与3μgα‑毒素混合的200μg纳米制剂，并且通过SDS‑PAGE

分析毒素吸收。制备3μg未过滤的α‑毒素作为参比。图19(D)：亲脂性染料(DMPE‑罗丹明(红

色))与纳米制剂合并以便指明在与细胞一起孵育时膜材料的分布。与人脐静脉内皮细胞一

起孵育1h之后，染料的宽范围分布(左)表明膜囊泡有可能与细胞膜融合，并且与众不同的

微粒(右)表明纳米海绵的膜材料被细胞内地吸收。图19(E)：之前与纳米海绵混合或未混合

下的不同量的α‑毒素的溶血活性。总纳米海绵含量固定为200μg，并且在含有5％RBC的2mL 

PBS溶液中检验溶血作用。图19(F)：用不同量的纳米海绵实现的对α‑毒素溶血作用的抑制。

总毒素含量固定为9μg，并且在含有5％RBC的2mL  PBS溶液中检验溶血作用。

[0152] 图20：将150μL的12μg/mLα‑毒素和由100μg纳米海绵中和的相同制剂皮下注射到

小鼠的侧腹区域中。图20(A)：注射之后3天，在注射毒素的小鼠上观察到代表性的皮肤损

害。图20(B)：纳米海绵中和的毒素注射未显示出对皮肤的可观察的作用。图20(C)：组织学

切片显现出毒素在表皮中造成可证实的炎性浸润、细胞凋亡、坏死以及水肿(比例尺＝80μ

m)。图20(D)：在注射纳米海绵中和的毒素之后，在表皮中没有观察到异常(比例尺＝80μm)。

图20(E)：肌肉纤维撕裂、原纤维间水肿以及中性粒细胞从周围脉管系统外渗显现出毒素对

肌肉的损坏(比例尺＝20μm)。图20(F)：正常肌肉纤维结构，并且无炎性病征表明毒素被纳

米海绵中和(比例尺＝20μm)。

[0153] 图21：静脉内注射75μg/kgα‑毒素(黑色)后15天时间内的小鼠存活率；毒素注射之

后(红色)或之前(蓝色)2分钟静脉内施用80mg/kg纳米海绵的小鼠存活率。使用时序检验获

得p值。仅注射毒素的小鼠具有0％的存活率；之后接种纳米海绵的小鼠具有44％的存活率

(p＝0.0091)；预先接种纳米海绵的小鼠具有89％的存活率(p<0.0001)。通过静脉内途径经

由尾静脉进行所有的注射(n＝9)。

[0154] 图22：毒素纳米海绵的制备过程的示意图。

[0155] 图23：用于主动毒素免疫的膜涂覆的纳米颗粒的示意性图解。

[0156] 图24：在颈部区域皮下接种葡萄球菌α溶血素、加热变性的毒素或纳米颗粒中和的

毒素的小鼠的代表性图像。接种后72小时，检验小鼠并且在颗粒/毒素接种的小鼠上没有观

察到皮肤损害。

[0157] 图25：每周一次接种加热变性的毒素或纳米颗粒中和的毒素进行3次后，提取接种
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的小鼠的血清并且使用ELIZA检测针对α溶血素的抗体滴度。纳米颗粒/毒素组显示出与加

热变性的毒素组相等的抗体滴度。

[0158] 图26：通过首先将毒素与来自接种的小鼠的血清稀释物一起孵育来进行红细胞溶

血作用测定。随后将混合物与RBC混合，并且检测溶血活性。来自纳米颗粒/毒素接种的小鼠

的血清显示出毒素活性的显著抑制。

[0159] 图27：在经历毒素挑战之前，小鼠接种纳米颗粒中和的α溶血素每周一次进行三

次，在毒素挑战中静脉内注射致死剂量的α溶血素。对非免疫的小鼠注射相同剂量的毒素作

为对照。颗粒/毒素免疫的小鼠在72小时标记处显示出100％的存活率，然而非免疫的小鼠

在6小时标记之后没有一个存活(n＝10)。

[0160] 图28：用于毒素中和的膜涂覆的纳米颗粒的示意性图解。

[0161] 发明详述

[0162] 除非另外指明，否则本发明的实践将采用纳米技术、纳米工程学、分子生物学(包

括重组技术)、微生物学、细胞生物学、生物化学、免疫学以及药理学的常规技术，所述技术

属于本领域技能之内。以下文献中充分地解释了此类技术：如Molecular  Cloning:A 

Laboratory  Manual,第2版(Sambrook等,1989)；Oligonucleotide  Synthesis(M.J.Gait编

著,1984)；Animal  Cell  Culture(R .I .Freshney编著,1987)；Methods  in  Enzymology

(Academic  Press,Inc.)；Current  Protocols  in  Molecular  Biology(F.M.Ausubel等编

著,1987 ,以及定期更新内容)；PCR:The  Polymerase  Chain  Reaction(Mullis等编著,

1994)；以及Remington,The  Science  and  Practice  of  Pharmacy,第20版,(Lippincott,

Williams&Wilkins  2003)。

[0163] 除非另外定义，否则本文中使用的所有技术性和科学性术语具有与本发明所属领

域中的普通技术人员通常所理解的相同的含义。本文中引用的所有专利、申请、公布的申请

以及其它公布以引用的方式全部并入。如果在此小节中列出的定义与以引用的方式并入本

文的专利、申请、公布的申请以及其它公布陈述的定义相反或以另外的方式不一致，那么相

比以引用的方式并入本文的定义，在此小节中列出的定义占优势。

[0164] 为了促进理解本发明，本文中所使用的许多术语和缩写在下文定义如下：

[0165] 当介绍本发明或其优选实施方案的要素时，冠词“一个/种(a)”、“一个/种(an)”、

“所述(the)”以及“所述(said)”旨在意指存在一个或多个要素。术语“包含”、“包括”以及

“具有”旨在为包括性的并且意指除所列出的要素之外可以存在额外的要素。

[0166] 当在一系列两个或更多个事项中使用时，术语“和/或”意指任何一个所列出的事

项可以单独或与所列出的事项中的任何一个或多个组合采用。例如，表述“A和/或B”旨在意

指A和B之一或两者，即单独A、单独B或A与B组合。表述“A、B和/或C”旨在意指单独A、单独B、

单独C、A与B组合、A与C组合、B与C组合或A、B与C组合。

[0167] 细胞膜：如本文中所使用的术语“细胞膜”是指在细胞或突发性病毒颗粒之内或周

围充当选择性屏障的封闭或分隔结构的生物膜。细胞膜选择性地可透过离子和有机分子，

并且控制物质运动进出细胞。细胞膜包含磷脂单层或双层和任选地相关的蛋白质和碳水化

合物。如本文中所使用，细胞膜是指获自细胞或细胞器的天然存在的生物膜的膜，或源自于

其的膜。如本文中所使用，术语“天然存在的”是指在自然中存在的膜。如本文中所使用，术

语“源自于其”是指天然膜的任何后续修饰，如分离细胞膜、产生膜的部分或片段、从由细胞
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或细胞器取得的膜中去除某些组分(如脂质、蛋白质或碳水化合物)和/或添加所述组分至

所述膜中。可以通过任何适合的方法从天然存在的膜得到膜。例如，可以从细胞或病毒中制

备或分离膜，并且所制备或分离的膜可以与其它物质或材料组合以便形成衍生的膜。在另

一个实例中，细胞或病毒可以被重组工程化以便产生“非天然”物质，所述物质在体内并入

所述细胞或病毒的膜中，并且细胞膜或病毒膜可以从细胞或病毒中制备或分离出以便形成

衍生的膜。

[0168] 在不同实施方案中，覆盖单层或多层纳米颗粒的细胞膜可以进一步被修饰为其它

脂质组分(如胆固醇、游离脂肪酸以及磷脂)饱和的或不饱和的，还可以包括内源的或添加

的蛋白质和碳水化合物，如细胞表面抗原。在此类情况下，过量的其它脂质组分可以被添加

至膜壁，直到膜壁中的浓度达到平衡所述膜壁才会脱落，这可以取决于纳米颗粒环境。膜还

可以包含可能会或可能不会增加纳米颗粒活性的其它试剂。在其它实例中，官能团如抗体

和适配体可以被添加至膜的外表面以便增强位点靶向至如癌细胞中发现的细胞表面表位。

纳米颗粒的膜还可以包含颗粒，所述颗粒可以是生物可降解的阳离子纳米颗粒(包括但不

限于金、银)和合成纳米颗粒。

[0169] 合成或人工的膜：如本文中所使用，术语“合成膜”或“人工膜”是指由有机材料如

聚合物和液体以及无机材料生产的人造膜。各种各样的合成膜在本领域中是众所周知的。

[0170] 病毒膜：如本文中所使用，术语“源自病毒的膜”是指覆盖病毒的核酸或蛋白质衣

壳的病毒包膜，并且通常含有源自宿主细胞膜的部分(磷脂和蛋白质)的细胞膜蛋白质并且

包括一些病毒糖蛋白。病毒包膜与宿主的膜融合，从而允许衣壳和病毒基因组进入并且感

染宿主。

[0171] 纳米颗粒：如本文中所使用的术语“纳米颗粒”是指至少一个尺寸(例如，高度、长

度、宽度或直径)为约1nm与约10μm之间的纳米结构、颗粒、囊泡或其片段。对于全身性使用，

平均直径为约50nm至约500nm、或100nm至250nm可以是优选的。术语“纳米结构”包括，但不

必限于颗粒和工程化的特征。颗粒和工程化的特征可以具有例如规则的或不规则的形状。

此类颗粒也被称为纳米颗粒。纳米颗粒可以由有机材料或其它材料组成，并且可以替代地

用多孔颗粒实现。可以用呈单层形式的纳米颗粒或用具有纳米颗粒结块的层来实现纳米颗

粒的层。如本文中所使用，纳米颗粒包括被外表面覆盖的内核，所述外表面包含如本文中所

讨论的膜。本发明涵盖了现今已知的和后来开发的可以涂覆有本文中所描述的膜的任何纳

米颗粒。

[0172] 药物活性的：如本文中所使用的术语“药物活性的”是指物质对活物并且具体是对

人体的细胞和组织的有益生物活性。“药物活性剂”或“药物”是有药物活性的物质并且“药

物活性成分”(API)是药物中有药物活性的物质。

[0173] 药学上可接受的：如本文中所使用的术语“药学上可接受的”意指除了安全用于动

物并且更具体地用于人和/或非人哺乳动物的其它制剂之外，得到联邦或州政府管理机构

批准或列于美国药典、其它公认的药典中。

[0174] 药学上可接受的盐：如本文中所使用的术语“药学上可接受的盐”是指化合物的酸

加成盐或碱加成盐，如在本公开中的多药物偶联物。药学上可接受的盐是保留母体化合物

的活性并且不对受试者造成任何有害或不良影响的任何盐，所述受试者是所述盐被施用至

其并且在上下文中在其中施用所述盐的受试者。药学上可接受的盐可以源自氨基酸，包括
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但不限于半胱氨酸。用于产生作为本领域普通技术人员已知的盐的化合物的方法(参见例

如Stahl等,Handbook  of  Pharmaceutical  Salts:Properties ,Selection ,and  Use ,

Wiley‑VCH；Verlag  Helvetica  Chimica  Acta,Zürich,2002；Berge等,J  Pharm.Sci.66:1,

1977)。在一些实施方案中，“药学上可接受的盐”旨在意指本文中表示的化合物的游离酸或

碱的盐，所述盐是非毒性的、生物可耐受的或以另外的方式为生物上适合于施用给受试者

的。通常参见Berge等,J.Pharm.Sci.,1977,66,1‑19。优选的药学上可接受的盐是药理学有

效的并且适合于与受试者的组织接触而没有不当毒性、刺激或过敏反应的那些盐。本文中

描述的化合物可以拥有足够酸性的基团、足够碱性的基团、这两种类型的官能团、或每种类

型多于一种，并且相应地与许多无机或有机碱以及无机和有机酸进行反应以便形成药学上

可接受的盐。

[0175] 药学上可接受的盐的实例包括硫酸盐、焦硫酸盐、硫酸氢盐、亚硫酸盐、亚硫酸氢

盐、磷酸盐、磷酸一氢盐、磷酸二氢盐、偏磷酸盐、焦磷酸盐、氯化物、溴化物、碘化物、乙酸

盐、丙酸盐、癸酸盐、辛酸盐、丙烯酸盐、甲酸盐、异丁酸盐、己酸盐、庚酸盐、丙炔酸盐、草酸

盐、丙二酸盐、琥珀酸盐、辛二酸盐、癸二酸盐、富马酸盐、马来酸盐、丁炔‑1 ,4‑二酸盐、己

炔‑1,6‑二酸盐、苯甲酸盐、氯苯甲酸盐、甲基苯甲酸盐、二硝基苯甲酸盐、羟基苯甲酸盐、甲

氧基苯甲酸盐、邻苯二甲酸盐、磺酸盐、甲基磺酸盐、丙基磺酸盐、苯磺酸盐、二甲苯磺酸盐、

萘‑1‑磺酸盐、萘‑2‑磺酸盐、苯乙酸盐、苯丙酸盐、苯丁酸盐、柠檬酸盐、乳酸盐、γ‑羟基丁

酸盐、乙醇酸盐、酒石酸盐以及扁桃酸盐。

[0176] 药学上可接受的载体：如本文中所使用的术语“药学上可接受的载体”是指化合物

如多药物偶联物与其一起施用的赋形剂、稀释剂、防腐剂、增溶剂、乳化剂、佐剂和/或载体。

此类载体可以是无菌的液体如水和油，包括石油、动物、植物或合成源的那些，如花生油、大

豆油、矿物油、芝麻油等，聚乙二醇，甘油，丙二醇或其它合成溶剂。抗菌剂，如苄醇或对羟基

苯甲酸甲酯；抗氧化剂，如抗坏血酸或亚硫酸氢钠；螯合剂，如乙二胺四乙酸；以及用于调节

张力的试剂，如氯化钠或葡萄糖也可以是载体。用于产生组合物与载体的组合的方法是本

领域普通技术人员所已知的。在一些实施方案中，语言“药学上可接受的载体”旨在包括与

药物施用相容的任何和所有的溶剂、分散介质、涂层、等渗剂以及吸收延迟剂等。使用此类

介质和试剂用于药物活性物质在本领域中是众所周知的。参见，例如Remington ,The 

Science  and  Practice  of  Pharmacy,第20版,(Lippincott,Williams&Wilkins  2003)。除

非任何常规的介质或试剂与活性化合物不相容，否则在组合物中的这种使用被涵盖在内。

[0177] 磷脂：如本文中所使用的术语“磷脂”是指含有甘油二酯、磷酸基团以及简单有机

分子(如胆碱)的任何众多脂质。磷脂的实例包括但不限于磷脂酸(磷脂酸脂)(PA)、磷脂酰

乙醇胺(脑磷脂)(PE)、磷脂酰胆碱(卵磷脂)(PC)、磷酯酰丝氨酸(PS)以及磷酸肌醇，所述磷

酸肌醇包括但不限于磷脂酰肌醇(PI)、磷脂酰肌醇磷酸脂(PIP)、磷脂酰肌醇二磷酸脂

(PIP2)以及脂酰肌醇三磷酸脂(PIP3)。PC的额外实例包括如本领域中所定义的DDPC、DLPC、

DMPC、DPPC、DSPC、DOPC、POPC、DRPC以及DEPC。

[0178] 治疗有效量：如本文中所使用，术语“治疗有效量”是指当鉴于受试者的疾病或病

状的性质和严重性向具体受试者施用时将会具有希望的治疗作用的那些量，例如将会治

愈、预防、抑制或至少部分地阻止或部分地预防靶标疾病或病状的量。更具体的实施方案被

包括在以下药物制剂和施用方法小节中。在一些实施方案中，术语“治疗有效量”或“有效
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量”是指当单独或与额外的治疗剂组合施用于细胞、组织或受试者时有效预防或改善疾病

或病状(如疾病或病状的感染或进展)的治疗剂的量。治疗有效剂量进一步是指足以导致改

善症状(例如治疗、治愈、预防或改善相关医学病状)、或增加治疗、治愈、预防或改善此类病

状的速率的治疗剂的量。当应用于单独施用的单独活性成分时，治疗有效剂量是指所述单

独的成分。当应用于组合时，治疗有效剂量是指产生治疗作用的活性成分的组合的量，无论

是组合地、连续地或是同时施用。

[0179] 疫苗：能够在患者中引发对特异性抗原的有益的主动或被动免疫应答的组合物。

虽然可能希望保护性免疫，但是应理解的是各种水平的暂时免疫应答可以是有益的。

[0180] “治疗(treating)”或“治疗(treatment)”或“缓解”是指其中目的是减缓(减轻)而

不是治愈靶向的病理病状或病症或预防病状的复发的治疗性治疗。如果在接受治疗量的治

疗剂之后，受试者显示出可观察和/或可测量的具体疾病的一种或多种病征和症状的减少

或消失，那么受试者被成功地“治疗”。患者也可以由感觉到疾病的病征或症状的减少。如果

患者经历稳定的疾病，也可以认为患者被治疗。在一些实施方案中，用治疗剂进行的治疗有

效地使患者的疾病在治疗之后3个月、优选地6个月、更优选地一年、甚至更优选地在治疗之

后2年或更多年消失。用于评定对疾病的成功治疗和改进的这些参数易于通过本领域具有

适当技能的医师所熟悉的常规程序来测量。

[0181] 术语“组合”是指一种剂量单位形式的固定组合或用于组合施用的部分的套件，其

中化合物和组合搭档(例如，以下所解释的另一种药物，又称为“治疗剂”或“助剂”)可以同

时独立地施用或在时间间隔内分开施用，尤其是这些时间间隔允许组合搭档显示出合作效

应(例如，协同效应)的情况下。如本文中所使用的术语“共同施用”或“组合施用”等意指涵

盖向有需要的单个受试者(例如，患者)施用所选择的组合搭档，并且旨在包括其中不必通

过相同的施用途径或同时施用试剂的治疗方案。如本文中所使用的术语“药物组合”意指通

过混合或组合多于一种活性成分得到的产品，并且包括活性成分的固定和非固定组合。术

语“固定组合”意指活性成分例如化合物和组合搭档以单一实体或剂量的形式同时施用于

患者。术语“非固定组合”意指活性成分例如化合物和组合搭档作为分开的实体同时、并发

或循序地但没有具体时间限制地向施用于患者，其中这种施用在患者体内提供了治疗有效

水平的两种化合物。后者还应用于鸡尾酒疗法，例如施用三种或更多种活性成分。

[0182] 应理解，本文中描述的本发明的方面和实施方案包括方面和实施方案、“由其组

成”和/或“主要由其组成”。

[0183] 贯穿本公开，以范围形式呈现本发明的各方面。应当理解，范围形式的描述仅是为

了方便和简洁的目的，并且不应当被解释为刻板地限制本发明的范围。因此，范围的描述应

当被认为具有确切公开的所有可能的子范围以及所述范围内的单独数值。例如，如1至6的

范围描述应当被认为具有确切公开的子范围，如1至3、1至4、1至5、2至4、2至6、3至6等等，以

及所述范围内的单独数字，例如1、2、3、4、5以及6。不管范围的宽度，这都适用。

[0184] 通过结合附图的以下说明，本发明的其它目的、优点以及特征将变得清楚。

[0185] 本发明提供了新型纳米颗粒、其使用和制造方法。更确切地说，本发明的纳米颗粒

包含a)内核，其包含非细胞物质；和b)外表面，其包含源自细胞的膜或源自病毒的膜。

[0186] 在某些实施方案中，本发明的纳米颗粒的内核支撑着外表面并且可以具有任何形

状，包括但不限于球形、正方形、矩形、三角形、圆盘形、立方体样的形状、立方体、长方体(立
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方形)、圆锥形、圆柱形、棱柱形、棱锥形、直角圆柱形以及其它规则或不规则的形状。在其它

实施方案中，内核的非细胞物质包含生物相容的合成材料，包括但不限于：聚(乳酸‑乙醇

酸)共聚物、聚乳酸、聚乙醇酸、聚己酸内酯、聚赖氨酸、聚谷氨酸以及任何其它适合的合成

材料或类似材料。

[0187] 在某些实施方案中，本发明的纳米颗粒的外表面的膜包含天然存在的细胞膜，所

述细胞膜源自任何单细胞有机体(例如细菌或真菌)或多细胞有机体(例如植物、动物、非人

哺乳动物或人)的细胞的质膜。天然存在的细胞质膜维持膜的天然结构完整性和活性。例

如，脂质双层结构和包埋在其中的至少一些相关的膜蛋白是完整的，这样使得膜包封大致

上对膜源自于其的物种或受试者缺乏免疫原性。

[0188] 在某些实施方案中，细胞包括但不限于：血细胞，如红细胞(RBC)、白细胞(WBC)以

及血小板；免疫细胞，如巨噬细胞、单核细胞、B细胞以及T细胞；肿瘤细胞或癌细胞；以及其

它细胞，如上皮细胞、内皮细胞以及神经细胞。在其它实施方案中，外表面的膜源自非终末

分化的细胞或多能干细胞，如造血干细胞、骨髓干细胞、间充质干细胞、心脏干细胞或神经

干细胞。在另外的其它实施方案中，细胞膜源自细胞组分，包括但不限于外来体、分泌囊泡

或突触囊泡。在某些实施方案中，本发明的纳米颗粒的外表面进一步包含合成膜或合成组

分连同天然衍生的膜。

[0189] 根据本发明的膜可以通过本文中描述的和本领域中已知的方法获得和组装，例

如，参见Desilets等,Anticancer  Res.21:1741‑47；Lund等,J  Proteome  Res  2009,8(6) ,

3078‑3090；Graham,Methods  Mol  Biol  1993,19,97‑108；Vayro等,Biochem  J  1991,279

(Pt  3) ,843‑848；Navas等,Cancer  Res  1989,49(8) ,2147‑2156；Henon等,C  R  Acad  Sci 

Hebd  Seances  Acad  Sci  D  1977,285(1) ,121‑122；以及Boone等,J  Cell  Biol  1969,41

(2) ,378‑392)，所述文献的全部内容以引用的方式并入本文。

[0190] 本发明进一步提供了本发明的纳米颗粒包含可释放的货物，所述可释放的货物可

以位于纳米颗粒的内部或表面上的任何地方。在某些实施方案中，可释放的货物位于本发

明的纳米颗粒的内核之内或之上。在其它实施方案中，可释放的货物位于本发明的纳米颗

粒的内核与外表面之间。在另外的其它实施方案中，可释放的货物位于本发明的纳米颗粒

的外表面之内或之上。用于使可释放的货物从本发明的纳米颗粒中释放出来的触发原因包

括但不限于纳米颗粒与靶细胞、组织、器官或受试者之间的接触，或纳米颗粒周围的环境参

数变化，如pH、离子状态、温度、压力以及其它物理或化学变化。

[0191] 在某些实施方案中，可释放的货物包含一种或多种治疗剂、预防剂、诊断剂或标记

试剂、预后剂或其组合。治疗剂的实例包括但不限于：抗生素、抗微生物剂、生长因子、化学

治疗剂或其组合。示例性的诊断剂或预后剂可以是成像标志物。在另外的某些其它实施方

案中，可释放的货物是金属颗粒，包括金颗粒、银颗粒或氧化铁颗粒。在其它实施方案中，可

释放的货物是聚合物颗粒，包括聚(乳酸‑乙醇酸)共聚物(PCL)颗粒、壳聚糖颗粒、羟丙基甲

基丙烯酰胺共聚物(HPMA)颗粒。在其它实施方案中，可释放的货物是树状聚合物颗粒或无

机颗粒，包括二氧化硅颗粒、多孔二氧化硅颗粒、磷酸钙颗粒或量子点；或金属颗粒，包括金

颗粒、银颗粒或氧化铁颗粒。

[0192] 本发明进一步提供了本发明的纳米颗粒可以呈任何适合的形状，包括但不限于：

球形、正方形、矩形、三角形、圆盘形、立方体样形状、立方体、长方体(立方形)、圆锥形、圆柱
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形、棱柱形、棱锥形、直角圆柱形以及其它规则或不规则的形状，并且所述纳米颗粒的直径

为约10nm至约10μm。在某些实施方案中，本发明的纳米颗粒的直径为约50nm至约500nm。

[0193] 本发明进一步提供了纳米颗粒可以大致上缺乏细胞膜源自于其的细胞的成分或

病毒膜源自于其的病毒的成分。在某些实施方案中，本发明的纳米颗粒大致上缺乏细胞膜

源自于其的细胞的细胞质、细胞核和/或细胞器。在另外的某些实施方案中，本发明的纳米

颗粒大致上维持了细胞膜、源自病毒的膜或细胞膜或病毒膜的成分的天然结构完整性或活

性。细胞膜的结构完整性包括细胞膜、源自病毒的膜或细胞膜或病毒膜的成分的一级结构、

二级结构、三级结构或四级结构，并且细胞膜的活性包括但不限于结合活性、受体活性、信

号传导通路活性以及普通天然存在的细胞膜、源自病毒的膜或细胞膜或病毒膜的成分将会

具有的任何其它活性。在某些实施方案中，本发明的纳米颗粒是生物相容的和/或生物可降

解的。

[0194] 在某些实施方案中，本发明的纳米颗粒包含源自红细胞的细胞质膜和包含聚(乳

酸‑乙醇酸)共聚物(PLGA)的内核，其中纳米颗粒大致上缺乏血红蛋白并且在体内血液循环

中的半衰期为涂覆有聚乙二醇(PEG)的具有聚(乳酸‑乙醇酸)共聚物(PLGA)内核的纳米颗

粒的半衰期的2至5倍。在某些实施方案中，这种纳米颗粒在体内血液循环中的半衰期为至

少约5小时至约40小时。

[0195] 本发明还提供了一种包含药物递送系统的药物组合物，所述药物递送系统包含有

效量的本发明的纳米颗粒。在某些实施方案中，本发明的药物组合物进一步包含一种或多

种额外的活性成分，具有或不具有医学上或药学上可接受的载体或赋形剂，所述载体或赋

形剂可以与本发明的纳米颗粒一起或组合施用。

[0196] 在某些实施方案中，本发明的药物组合物是包含纳米颗粒的肿瘤特异性免疫原性

组合物，所述纳米颗粒涂覆有源自癌细胞(如良性肿瘤细胞、潜在恶性肿瘤细胞、受试者的

肿瘤细胞或癌细胞或细胞系)的细胞膜，具有结构完整性用于引发对肿瘤或癌细胞的免疫

应答。在其它实施方案中，本发明的药物组合物是包含肿瘤特异性免疫原性组合物的癌症

疫苗。

[0197] 在其它实施方案中，本发明的药物组合物包含纳米颗粒，所述纳米颗粒包含插入

细胞膜的毒素，其中纳米颗粒的外表面的细胞膜源自靶细胞或细胞组分或细胞内组分，并

且保留细菌、真菌以及动物源的毒素。在某些实施方案中，靶细胞包括但不限于：血细胞，如

红细胞(RBC)、白细胞(WBC)以及血小板；免疫细胞，如巨噬细胞、单核细胞、B细胞以及T细

胞；肿瘤或癌细胞；以及其它细胞，如上皮细胞、内皮细胞以及神经细胞；或非终末分化的或

多能干细胞，如造血干细胞、骨髓干细胞、间充质干细胞、心脏干细胞或神经干细胞。在某些

实施方案中，靶细胞是红细胞。在其它实施方案中，细胞内组分包括但不限于外来体、分泌

囊泡或突触囊泡。在某些实施方案中，药物组合物是免疫原性组合物，其包含在外表面上涂

覆细胞膜的纳米颗粒，所述细胞膜保留结构完整性用于保留毒素或用于引发对天然毒素的

免疫应答。在其它实施方案中，本发明的药物组合物是包含免疫原性组合物的疫苗。

[0198] 包含本发明的纳米颗粒的本发明的药物组合物或药物递送系统可以经由任何适

合的施用途径来施用，所述施用途径包括但不限于口服、经鼻、吸入、亲本、静脉内、腹膜内、

皮下、肌肉内、皮内、局部或直肠途径。

[0199] 本发明进一步提供了一种用于引发对有需要的受试者的靶细胞的免疫应答的方
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法。本发明的方法包括向有需要的受试者施用有效量的包含本发明的纳米颗粒的药物组合

物或药物递送系统，其中所施用的纳米颗粒的细胞膜大致上保留结构完整性用于引发对靶

细胞的免疫应答。如本文中所使用，靶细胞是指任何适合的细胞，包括但不限于：血细胞(例

如RBC、WBC或血小板)、免疫细胞(例如B细胞、T细胞、巨噬细胞或单核细胞)、肿瘤细胞或癌

细胞(例如良性肿瘤细胞、恶性肿瘤细胞)或干细胞(例如造血干细胞、骨髓干细胞、间充质

干细胞、心脏干细胞或神经干细胞)。在某些实施方案中，靶细胞是红细胞。在其它实施方案

中，靶细胞是肿瘤或癌细胞。在某些实施方案中，免疫应答是主动的免疫应答。在其它实施

方案中，免疫应答是被动的免疫应答。在另外的其它实施方案中，免疫应答是保护性疫苗接

种。在某些实施方案中，疫苗接种是肿瘤或癌症特异性疫苗接种。

[0200] 本发明进一步提供了一种用于在有需要的受试者中引发针对插入细胞膜的毒素

的免疫应答的方法。本发明的方法包括向有需要的受试者施用有效量的包含本发明的纳米

颗粒的药物组合物或药物递送系统，其中纳米颗粒的细胞膜保留结合用于递送至靶细胞的

毒素和毒素的天然结构完整性以便引发针对靶细胞的免疫应答。在某些实施方案中，靶细

胞是红细胞，并且毒素是细菌、真菌或动物毒素。在某些实施方案中，免疫应答是主动的免

疫应答。在其它实施方案中，免疫应答是被动的免疫应答。在另外的其它实施方案中，免疫

应答是保护性疫苗接种。

[0201] 本发明进一步提供了本发明的方法可以用于在有需要的受试者中治疗或预防疾

病、病症或病状，所述疾病或病状包括但不限于：传染病；寄生虫病；肿瘤；血液和造血器官

的疾病；涉及免疫机制的病症；内分泌、营养以及代谢疾病；精神和行为病症；神经系统疾

病；眼睛及附件疾病；耳朵和乳突疾病；循环系统疾病；呼吸系统疾病；消化系统疾病；皮肤

和皮下组织疾病；肌骨骼系统和结缔组织疾病；生殖泌尿系统、妊娠、分娩以及产后疾病；来

源于产期的病状；先天性畸形；变形；染色体异常；损伤；中毒；外因所致的结果以及发病和

死亡的外因。

[0202] 在某些实施方案中，本发明的方法用于治疗或预防由病原微生物(如细菌、病毒、

寄生虫或真菌)引起的传染病。在其它实施方案中，本发明的方法用于治疗或预防癌症或肿

瘤病状。如本文中所使用，有需要的受试者是指动物、非人哺乳动物或人。如本文中所使用，

“动物”包括宠物、农场动物、经济动物、运动动物以及实验动物，如猫、狗、马、母牛、公牛、

猪、驴、绵羊、羊羔、山羊、小鼠、兔、鸡、鸭、鹅、灵长类动物(包括猴和黑猩猩)。在某些实施方

案中，用于本发明的方法的纳米颗粒的细胞膜源自受试者的相同物种的细胞。在某些实施

方案中，用于本发明的方法的纳米颗粒的细胞膜源自受试者的相同物种的红细胞，并且红

细胞与受试者的血型相同。在某些实施方案中，在本发明的方法中使用的纳米颗粒的细胞

膜源自受试者的细胞。

[0203] 本发明进一步提供了用于引发对有需要的受试者的靶细胞的免疫应答或治疗或

预防疾病、病症或病状的本发明的方法进一步包括将一种或多种其它的活性成分(具有或

不具有药学上可接受的载体)与包含本发明的纳米颗粒的药物组合物或药物递送系统一起

或组合施用于有需要的受试者。本发明的方法进一步提供了向有需要的受试者的靶部位施

用本发明的纳米颗粒，所述靶部位包括但不限于：靶皮肤部分、血液或血浆、靶器官、靶肿瘤

部位或靶细胞，并且进一步提供了触发可释放的货物在靶部位处释放的机制。用于触发可

释放的货物的机制包括但不限于：本发明的纳米颗粒与靶细胞、组织、器官或受试者之间的
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接触，或本发明的纳米颗粒周围的环境参数变化，如pH、离子状态、温度、压力以及其它物理

或化学变化。

[0204] 本发明进一步提供了一种用于制造纳米颗粒以及其包含纳米颗粒的药物组合物

或药物递送系统的方法。制造纳米颗粒的这种本发明的方法包括：a)组合内核和外表面，所

述内核包含非细胞物质，所述外表面包含源自细胞或病毒的膜，并且任选地合成膜；和b)对

组合施加外源能量以便形成纳米颗粒，其中内核支撑着外表面。在某些实施方案中，外源能

量是由挤压所施加的机械能。在其它实施方案中，外源能量是由声处理所施加的声能。在另

外的其它实施方案中，外源能量是由加热所施加的热能。本发明的方法涵盖了现今存在或

后来开发的用于形成纳米颗粒的任何其它适合的外源能量递送系统。

[0205] 癌症特异性免疫原性组合物或疫苗

[0206] 本发明提供了一种包含有效量的纳米颗粒的肿瘤特异性免疫原性组合物，所述纳

米颗粒包括内核和外表面，所述内核包含非细胞物质，所述外表面包含源自肿瘤细胞的细

胞膜以及任选地合成膜。在某些实施方案中，细胞膜源自良性肿瘤细胞、潜在恶性肿瘤细胞

或癌细胞。在某些实施方案中，细胞膜源自癌细胞系。在其它实施方案中，细胞膜源自受试

者的癌细胞。本发明的肿瘤特异性免疫原性组合物可以进一步提供：纳米颗粒的外表面中

的细胞膜大致上保留其结构完整性用于引发对肿瘤细胞的免疫应答。如本文中所使用，结

构完整性包括细胞膜或其成分的一级结构、二级结构、三级结构或四级结构。

[0207] 在某些实施方案中，内核包含生物相容的或合成的材料，并且支撑着纳米颗粒的

外表面。内核材料的实例包括但不限于：聚(乳酸‑乙醇酸)共聚物(PLGA)、聚乳酸(PLA)、聚

乙醇酸(PGA)、聚己酸内酯(PCL)、聚赖氨酸、聚谷氨酸以及可以用于此目的的现今已知的或

后来开发的任何其它合成材料或类似材料。在某些实施方案中，内核包含PLGA并且外表面

包含源自肿瘤细胞的质膜。

[0208] 在某些实施方案中，本发明的肿瘤特异性免疫原性组合物包含纳米颗粒，所述纳

米颗粒进一步包含一种或多种活性成分或可释放的货物，并且所述纳米颗粒可以呈任何形

状，包括但不限于球形、正方形、矩形、三角形、圆盘形、立方体样的形状、立方体、长方体(立

方形)、圆锥形、圆柱形、棱柱形、棱锥形、直角圆柱形以及其它规则或不规则的形状。纳米颗

粒的直径可以为约10nm至约10μm。在某些实施方案中，肿瘤特异性免疫原性组合物中的纳

米颗粒的直径为约10nm、20nm、30nm、40nm、50nm、60nm、70nm、80nm、90nm、100nm、110nm、

120nm、130nm、140nm、150nm、200nm、300nm、400nm、500nm、600nm、700nm、800nm、900nm、1μm、2

μm、3μm、4μm、5μm、6μm、7μm、8μm、9μm以及10μm。在某些实施方案中，肿瘤特异性免疫原性组

合物中的纳米颗粒大致上缺乏细胞膜源自于其的肿瘤细胞的成分。

[0209] 本发明进一步提供了肿瘤特异性免疫原性组合物进一步包含免疫原性佐剂或免

疫增强剂。如本文中所使用，“免疫原性佐剂”是可以诱导和/或增强针对抗原的免疫应答的

物质或组合物。如本文中所使用，“免疫增强剂”是指在接种时增强免疫应答的试剂。本发明

涵盖了现今已知或后来开发的任何适合的免疫原性佐剂或免疫增强剂，并且与本发明的纳

米颗粒一起或组合使用的免疫原性佐剂或免疫增强剂的类型受到具体地限制。示例性的免

疫原性佐剂可以是弗氏完全佐剂，所述弗氏完全佐剂是轻矿物油、Arlacel去污剂以及灭活

的结核分枝杆菌的混合物。示例性的免疫增强剂包括卡介苗(Bacille  Calmette‑Guerin)

(BCG)、短棒状杆菌(Corynebacterium  Parvum)、流产布鲁氏菌(Brucella  abortus)提取
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物、葡聚糖、左旋咪唑、替洛隆(tilorone)、酶以及非毒性病毒。

[0210] 本发明进一步提供了含有前面提到的肿瘤特异性免疫原性组合物和抗原的疫苗。

在某些实施方案中，抗原由选自由以下各项组成的组的一种或两种或更多种抗原组成：肿

瘤组织、肿瘤细胞、肿瘤细胞成分、肿瘤抗原蛋白以及肿瘤抗原肽，并且所述抗原用于肿瘤

的预防性和/或治疗性治疗。如果外来蛋白用作抗原，用前面提到的肿瘤特异性免疫原性组

合物可以有效地在非人的哺乳动物中产生针对所述抗原的抗体。因此，本发明提供了产生

抗体的动物和产生抗体的细胞或源自产生抗体的动物的抗体基因。因此，本发明提供了一

种肿瘤疫苗，所述肿瘤疫苗包含前面提到的肿瘤特异性免疫原性组合物用于施用到受试者

(包括人)的肿瘤组织中，以便在哺乳动物的活体中诱导抗肿瘤免疫应答。

[0211] 本发明进一步提供了一种用于诱导全身性或抗肿瘤的免疫应答，由此得以在受试

者中治疗或预防肿瘤的方法，所述方法包括向有需要的受试者施用有效量的前面提到的肿

瘤特异性免疫原性组合物或来自其的疫苗的步骤，其中前面提到的肿瘤特异性免疫原性组

合物或疫苗中的纳米颗粒的外表面的细胞膜大致上保留其结构完整性用于引发对肿瘤细

胞的免疫应答。如本文中所使用，免疫应答可以是T细胞介导的免疫应答、和/或B细胞介导

的免疫应答。如本文中所使用，肿瘤是指良性肿瘤、潜在恶性肿瘤或癌症。在某些实施方案

中，肿瘤是癌症，并且可以通过本发明的方法治疗或预防的癌症的类型不受限制。

[0212] 在某些实施方案中，前面提到的肿瘤特异性免疫原性组合物或疫苗中的纳米颗粒

的外表面的细胞膜源自受试者的相同或不同物种的或相同或不同的受试者的癌细胞系、或

癌细胞。如本文中所使用，“受试者”是指非人哺乳动物、动物或人。

[0213] 本发明进一步提供了将一种或多种其它活性成分(具有或不具有药学上可接受的

载体或赋形剂)与前面提到的肿瘤特异性免疫原性组合物或疫苗一起或组合施用于有需要

的受试者。本发明的肿瘤特异性免疫原性组合物或疫苗以及其它活性成分可以经由任何适

合的施用途径单独或组合施用，所述施用途径包括但不限于：口服、经鼻、吸入、亲本、静脉

内、腹膜内、皮下、肌肉内、皮内、局部或直肠途径。在某些实施方案中，本发明的肿瘤特异性

免疫原性组合物或疫苗以及其它活性成分经由药物递送系统施用于有需要的受试者。本文

中所使用的施用途径的类型或其它活性成分的类型不受具体限制。

[0214] 与插入细胞膜的毒素相关的疾病或病状的治疗

[0215] 本发明提供了一种用于治疗或预防与插入细胞膜的毒素相关的疾病或病状的药

物组合物，所述药物组合物包含有效量的纳米颗粒，所述纳米颗粒包括内核和外表面，所述

内核包含非细胞物质，所述外表面包含源自靶细胞的细胞膜以及任选地合成膜。在某些实

施方案中，内核支撑着外表面并且包含生物相容的或合成的材料。生物相容的或合成的材

料的实例包括但不限于：聚(乳酸‑乙醇酸)共聚物(PLGA)、聚乳酸(PLA)、聚乙醇酸(PGA)、聚

己酸内酯(PCL)、聚赖氨酸、聚谷氨酸以及任何其它适合的生物相容的或合成的材料。本发

明涵盖了现今已知的或后来开发的可以用于纳米颗粒的内核中的任何生物相容的或合成

的材料，并且此类材料的类型不受具体限制。

[0216] 在某些实施方案中，细胞膜是源自红细胞的质膜，并且其中纳米颗粒的外表面中

的细胞膜或质膜大致上保留其结构完整性用于大致上保留毒素。在某些实施方案中，作为

自然病理机制的一部分，毒素插入到靶细胞的细胞膜或质膜中。

[0217] 如本文中所使用，“毒素”是指植物、动物、微生物(包括但不限于细菌、病毒、真菌、
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立克次体或原生动物)的有毒物质或产物；或传染性物质；或重组或合成的分子，无论它们

的起源和产生方法如何。在某些实施方案中，“毒素”包括在活细胞或有机体内产生的细菌、

真菌或动物的毒素。

[0218] 在某些实施方案中，细菌毒素包括外毒素和内毒素。如本文中所使用，“外毒素”由

细菌产生并且主动分泌，而“内毒素”是细菌本身的一部分(例如，细菌外膜)，并且不被释放

出来直到细菌被免疫系统杀死为止。本发明涵盖了现今已知的和后来发现的任何外毒素和

内毒素。插入在细胞膜中的细菌毒素的类型不受具体限制。在某些实施方案中，细菌毒素是

来自金黄色葡萄球菌的插入细胞膜的毒素，如α‑溶血素。

[0219] 本发明进一步涵盖了现今已知的和后来发现的任何真菌毒素，包括但不限于：黄

曲霉毒素、橘霉素、麦角胺、伏马菌素(fumonisin)、麦角缬氨酸、赭曲毒素、拟茎点霉素、根

霉菌胺、葚孢菌素、单端孢菌烯毒素(例如葡萄穗霉毒素、脱氧雪腐镰刀菌烯醇)、玉米烯酮。

插入在细胞膜中的真菌毒素的类型不受具体限制。

[0220] 本发明中涵盖的动物毒素包括由动物产生的任何有毒物质。动物毒素的实例包括

但不限于心血管毒素、胃肠毒素、呼吸毒素、神经性毒素、肾脏/器官衰竭毒素。本发明涵盖

现今已知的和后来发现的任何动物毒素，并且插入在细胞膜中的动物毒素的类型不受具体

限制。在某些实施方案中，插入到细胞膜中的动物毒素来自节肢动物，如昆虫纲、蛛形纲以

及甲壳纲；或爬行动物，如鳄目、喙头目、有鳞目(包括蜥蜴和蛇)以及龟鳖目。

[0221] 在某些实施方案中，本发明的用于治疗或预防与插入细胞膜的毒素相关的疾病或

病状的药物组合物包含纳米颗粒，所述纳米颗粒进一步包含一种或多种其它活性成分或可

释放的货物，具有或不具有药学上可接受的载体或赋形剂。包含在所述药物组合物中的纳

米颗粒是生物可降解的，并且可以呈任何形状，包括但不限于：球形、正方形、矩形、三角形、

圆盘形、立方体样的形状、立方体、长方体(立方形)、圆锥形、圆柱形、棱柱形、棱锥形、直角

圆柱形以及其它规则或不规则的形状。纳米颗粒的直径可以为约10nm至约10μm。在某些实

施方案中，肿瘤特异性免疫原性组合物中的纳米颗粒的直径为约10nm、20nm、30nm、40nm、

50nm、60nm、70nm、80nm、90nm、100nm、110nm、120nm、130nm、140nm、150nm、200nm、300nm、

400nm、500nm、600nm、700nm、800nm、900nm、1μm、2μm、3μm、4μm、5μm、6μm、7μm、8μm、9μm以及10

μm。

[0222] 本发明进一步提供了一种在受试者中治疗或预防与插入细胞膜的毒素相关的疾

病或病状的方法，所述方法包括向有此治疗或预防需要的受试者施用有效量的前面提到的

药物组合物。如本文中所使用，“受试者”是指非人哺乳动物、动物或人。在某些实施方案中，

前面提到的药物组合物中的纳米颗粒的外表面的细胞膜源自受试者的相同物种的细胞。在

某些实施方案中，质膜源自受试者的相同物种的红细胞，并且RBC与受试者的血型相同。在

其它实施方案中，细胞膜或质膜源自受试者的细胞。

[0223] 本发明进一步提供了将一种或多种其它活性成分(具有或不具有药学上可接受的

载体或赋形剂)与前面提到的药物组合物一起或组合施用于有需要的受试者。本发明的前

面提到的药物组合物以及其它活性成分可以经由任何适合的施用途径单独或组合施用，所

述施用途径包括但不限于：口服、经鼻、吸入、亲本、静脉内、腹膜内、皮下、肌肉内、皮内、局

部或直肠途径。在某些实施方案中，本发明的前面提到的药物组合物以及其它活性成分经

由药物递送系统施用于有需要的受试者。本文中所使用的施用途径的类型或其它活性成分
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的类型不受具体限制。

[0224] 用于与插入细胞膜的毒素相关的疾病或病状的疫苗

[0225] 本发明提供了一种免疫原性组合物，所述免疫原性组合物包含有效量的纳米颗

粒，所述纳米颗粒包括内核和外表面，所述内核包含非细胞物质，所述外表面包含源自细胞

的细胞膜和插入细胞膜的毒素以及任选地合成膜。在某些实施方案中，内核支撑着外表面

并且包含生物相容的或合成的材料。生物相容的或合成的材料的实例包括但不限于：聚(乳

酸‑乙醇酸)共聚物(PLGA)、聚乳酸(PLA)、聚乙醇酸(PGA)、聚己酸内酯(PCL)、聚赖氨酸、聚

谷氨酸以及任何其它适合的生物相容的或合成的材料。本发明涵盖了现今已知的或后来开

发的可以用于纳米颗粒的内核中的任何生物相容的或合成的材料，并且此类材料的类型不

受具体限制。

[0226] 在某些实施方案中，细胞膜是源自细胞(如红细胞)的质膜，并且其中纳米颗粒的

外表面中的细胞膜或质膜大致上保留其结构完整性用于大致上保留毒素或用于引发对天

然毒素的免疫应答。如本文中所使用，毒素的结构完整性包括结合至靶细胞的毒素的一级

结构、二级结构、三级结构和/或四级结构。在某些实施方案中，作为自然病理的一部分，毒

素插入到靶细胞的细胞膜或质膜中。以上充分地描述了“毒素”的定义和类型。在某些实施

方案中，前面提到的免疫原性组合物中的纳米颗粒是生物可降解的。

[0227] 在某些实施方案中，本发明的免疫原性组合物包含纳米颗粒，所述纳米颗粒进一

步包含一种或多种活性成分或可释放的货物，并且所述纳米颗粒可以呈任何形状，包括但

不限于球形、正方形、矩形、三角形、圆盘形、立方体样的形状、立方体、长方体(立方形)、圆

锥形、圆柱形、棱柱形、棱锥形、直角圆柱形以及其它规则或不规则的形状。纳米颗粒的直径

为约10nm至约10μm。在某些实施方案中，肿瘤特异性免疫原性组合物中的纳米颗粒的直径

为约10nm、20nm、30nm、40nm、50nm、60nm、70nm、80nm、90nm、100nm、110nm、120nm、130nm、

140nm、150nm、200nm、300nm、400nm、500nm、600nm、700nm、800nm、900nm、1μm、2μm、3μm、4μm、5

μm、6μm、7μm、8μm、9μm以及10μm。在某些实施方案中，免疫原性组合物中的纳米颗粒大致上

缺乏细胞膜源自于其的细胞的成分。

[0228] 本发明进一步提供到免疫原性组合物进一步包含免疫原性佐剂或免疫增强剂。以

上充分地描述了免疫原性佐剂或免疫增强剂的定义和类型。本发明涵盖了现今已知或后来

开发的任何适合的免疫原性佐剂或免疫增强剂，并且与本发明的纳米颗粒一起或组合使用

的免疫原性佐剂或免疫增强剂的类型不受具体限制。

[0229] 本发明进一步提供了一种含有前面提到的免疫原性组合物的疫苗。在此实施方案

中，插入细胞膜的毒素用作抗原，用前面提到的免疫原性组合物可以有效地在非人的哺乳

动物中产生针对插入细胞膜的毒素的抗体。因此，本发明提供了产生抗体的动物和产生抗

体的细胞或源自产生抗体的动物的抗体基因。因此，本发明提供了一种疫苗，所述疫苗包含

前面提到的免疫原性组合物用于施用到受试者(包括人)的靶组织中，以便在哺乳动物的活

体中诱导免疫应答。

[0230] 本发明进一步提供了一种用于诱导全身性或抗疾病的免疫应答，由此得以在受试

者中治疗或预防靶标疾病的方法，所述方法包括向有需要的受试者施用有效量的前面提到

的免疫原性组合物或来自其的疫苗的步骤，其中前面提到的免疫原性组合物或疫苗中的纳

米颗粒的外表面的细胞膜大致上保留其结构完整性用于引发对靶标疾病细胞的免疫应答。
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如本文中所使用，免疫应答是T‑细胞介导的免疫应答、B‑细胞介导的免疫应答。本发明涵盖

任何疾病、病症或生理性或病理性病状，包括但不限于：传染病；寄生虫病；肿瘤；血液和造

血器官疾病；涉及免疫机制的病症；内分泌、营养以及代谢疾病；精神和行为病症；神经系统

疾病；眼睛及附件疾病；耳朵和乳突疾病；循环系统疾病；呼吸系统疾病；消化系统疾病；皮

肤和皮下组织疾病；肌骨骼系统和结缔组织疾病；生殖泌尿系统、妊娠、分娩以及产后疾病；

来源于产期的病状；先天性畸形；变形；染色体异常；损伤；中毒；外因所致的结果以及发病

和死亡的外因。

[0231] 在某些实施方案中，前面提到的免疫原性组合物或疫苗中的纳米颗粒的外表面的

细胞膜源自受试者的相同或不同物种的、或相同或不同受试者的细胞系、或疾病细胞。如本

文中所使用，“受试者”是指非人哺乳动物、动物或人。

[0232] 本发明进一步提供了将一种或多种其它活性成分(具有或不具有药学上可接受的

载体或赋形剂)与前面提到的免疫原性组合物或疫苗一起或组合施用于有需要的受试者。

本发明的前面提到的免疫原性组合物或疫苗以及其它活性成分可以经由任何适合的施用

途径单独或组合施用，所述施用途径包括但不限于：口服、经鼻、吸入、亲本、静脉内、腹膜

内、皮下、肌肉内、皮内、局部或直肠途径。在某些实施方案中，本发明的免疫原性组合物或

疫苗以及其它活性成分经由药物递送系统施用于有需要的受试者。本文中所使用的施用途

径的类型或其它活性成分的类型不受具体限制。

实施例

[0233] 根据下列实施例可以进一步理解本教义的方面，所述实施例不应当被解释为以任

何方式限制本教义的范围。本文中描述的一些实施例还被描述在Hu等,PNAS ,108(27):

10980‑10985(2011)中，所述文献的内容以引用的方式全部并入。

[0234] 实施例1

[0235] 作为仿生递送平台的红细胞膜伪装的聚合物纳米颗粒

[0236] 通过挤压聚(乳酸‑乙醇酸)共聚物(PLGA)颗粒与预先形成的RBC膜来源的囊泡，发

明人用包括脂质和对应的表面蛋白的双层RBC膜涂覆亚100nm的聚合物颗粒。此方法目的在

于用红细胞外部伪装纳米颗粒表面用于长循环，同时保留聚合物核的适用性。发明人报道

了此仿生纳米颗粒递送平台的物理特征、物理化学特性、蛋白质含量、药物代谢动力学以及

生物分布。

[0237] RBC膜涂覆的纳米颗粒的制备过程分为两个部分：由RBC得到膜囊泡和囊泡‑颗粒

融合(图1)。RBC膜囊泡的衍生遵循先前报道的方法并稍作修改(13)。简单地说，首先通过离

心和PBS洗涤从来自查尔斯河实验室(Charles  River  Laboratories)(Wilmington,MA)的

雄性ICR小鼠(6至8周)的新鲜血液中提纯RBC。然后在低渗环境下使分离的RBC经历膜破裂，

以便去除其细胞内内容物。接下来，洗涤掏空的RBC，并且通过100nm多孔膜挤压以便产生

RBC膜来源的囊泡。为了合成RBC膜伪装的聚合物纳米颗粒，首先使用溶剂置换方法由

0.67dL/g羧基封端的PLGA聚合物制备直径为约70nm的PLGA颗粒(14)。

[0238] 随后，通过机械挤压使所得到的PLGA纳米颗粒与RBC膜来源的囊泡融合。基于对

PLGA聚合物密度、纳米粒度、红细胞脂质含量以及脂质分子的估算投影面积的计算，将每毫

克的PLGA纳米颗粒与源自1mL血液的囊泡混合用于完全的颗粒涂覆。通过具有100nm孔隙的
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装置，物理挤压混合物。机械力促进亚100nm的PLGA纳米颗粒穿过脂质双层，从而致使囊泡‑

颗粒融合。反复穿过挤压机克服了先前报道的关于脂质体‑颗粒融合的问题，如宽泛的粒度

分布、不完全的颗粒涂覆以及不一致的脂质壳(15)。还应当指出，贯穿整个制备过程，保留

RBC膜的双层结构以便使膜蛋白的损失和损坏减到最小。

[0239] 为了表征RBC膜涂覆的PLGA纳米颗粒，首先用乙酸双氧铀负染色颗粒，并且然后使

用透射电子显微镜(TEM)来观察(图2A)。所得到的图像显现出在脂质双层涂覆的聚合物颗

粒中所预期的核‑壳结构。粒度为约80nm并且符合由动态光散射(DLS)测量的动力学直径。

仔细检验揭示聚合物核的直径为约70nm并且外部脂质壳的厚度为7nm至8nm。脂质层的厚度

与所报道的RBC的膜宽度一致(16)，这表明膜成功转位至聚合物颗粒表面。

[0240] 为了检验所得到的模拟RBC的纳米颗粒的长期稳定性，将它们悬浮在1mg/mL浓度

的1X  PBS中，并且然后通过DLS监测粒度、多分散性指数(PDI)以及ζ电势(图2B)。在两周的

时间里，粒度从85nm增加至130nm，ζ电势从‑10.2mV降低至‑12.7mV，并且PDI相对相同保持

在0.26。大小和ζ电势的变化很可能由颗粒溶液中少量多余的囊泡融合所引起。为了验证

核‑壳颗粒结构的完整性，在囊泡‑颗粒融合之前，将疏水性DiD荧光团(激发/发射＝644nm/

655nm)和亲脂性罗丹明‑DMPE染料(激发/发射＝557nm/571nm)分别负载到聚合物核和RBC

膜来源的囊泡中。将所得到的双荧光团标记的纳米颗粒与HeLa细胞一起孵育6小时，并且使

用荧光显微镜来观察。在图2C中，各自对应于不同颗粒室的DiD(红色)和罗丹明‑DMPE(绿

色)在相同位置上重叠。此荧光共同定位表明在被细胞内在化之后，纳米颗粒的完整核‑壳

结构。

[0241] 结构研究之后，检验颗粒的蛋白质含量。用30nm多孔膜透析RBC膜涂覆的纳米颗粒

持续24小时以便去除未结合的蛋白质，并且随后用十二烷基硫酸钠(SDS)处理以便使膜蛋

白溶解。平行制备掏空的RBC和RBC膜来源的囊泡的样品作为比较。通过聚丙烯酰胺凝胶电

泳(PAGE)进行的蛋白质分离表明：在整个颗粒合成中，膜蛋白的组成大部分得以保留并且

可以在RBC膜涂覆的PLGA纳米颗粒上鉴别(图3A)。这个发现表明了双层细胞膜的转位还使

相关的膜蛋白转移至纳米颗粒表面。因为固体PLGA核排除了蛋白质实体并且未结合的蛋白

质通过透析被过滤掉，所以检测到的膜蛋白大多数可能固着在纳米颗粒周围的双层脂质膜

中。所得到的含有蛋白质的脂质膜涂覆的颗粒可以比作充分研究的聚合物支撑的刨平脂质

双层模型，所述模型已显示出保留膜相关的蛋白质的功能性(15)。然而，观察到蛋白质组成

的微小变化，因为接近51kDa的带显著更弱。微弱的带很可能对应于与血影蛋白细胞骨架蛋

白相关的外周膜蛋白，在机械挤压用于囊泡‑颗粒融合的过程中所述外周膜蛋白失去，如可

以通过约200kDa处的带消失所观察到的。

[0242] 然后发明人确定RBC膜涂覆的纳米颗粒的血清稳定性和体内循环半衰期。为了正

确理解结果，设定为大小相似的裸露PLGA纳米颗粒(约75nm)和结构类似的PEG(Mw  2000)功

能化的脂质‑聚合物混杂纳米颗粒(约80nm)被分别用作阴性对照和阳性对照。对于血清稳

定性测试，使用先前引用的吸光度方法来监测胎牛血清(FBS)存在情况下的粒度变化(17、

18)。因为颗粒越多诱导光散射越高，所以可以通过监测吸光度值的增加来观察不稳定的颗

粒的聚集。将每种类型的纳米颗粒悬浮在100％FBS中，最终纳米颗粒浓度为1mg/mL。所有的

样品在37℃下孵育，并且在每次吸光度测量之前轻轻摇动。560nm处所测量的吸光度值表明

RBC膜涂覆的纳米颗粒具有与PEG功能化的脂质‑聚合物混杂纳米颗粒相等的血清稳定性，
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因为在4小时内没有一个样品显示出任何可观察到的吸光度变化(图3B)。相比之下，裸露

PLGA纳米颗粒显示出稳定性低，因为当与血清溶液混合时它们会立即聚集。

[0243] 为了研究每种类型的纳米颗粒的系统循环时间，发明人将疏水性DiD荧光染料负

载至所有三种类型的纳米颗粒。染料显示出最小的释放(72小时内<20％)，并且已被广泛引

用作为用于纳米颗粒循环研究的标志物(19、20)。针对每种颗粒类型，将50μL的3mg/mL  DiD

负载的纳米颗粒通过尾静脉注射注射到一组6个小鼠中。为了避免与不同血型相关的免疫

应答，经受循环研究的小鼠为相同品系，从其收集RBC以制备纳米颗粒。在注射之后不同时

间点从小鼠眼眶收集20μL血液用于荧光测量。

[0244] 图3C显示出RBC膜涂覆的纳米颗粒具有优于PEG功能化的纳米颗粒的血液保留。在

24小时和48小时标记处，与PEG涂覆的纳米颗粒所展现出的11％和2％相比，RBC膜涂覆的纳

米颗粒分别展现出29％和16％的总保留。另一方面，在第一次血液抽取中的2分钟标记处，

裸露PLGA纳米颗粒显示出可忽略的信号，这是基于它们在血清中的快速聚集所预期到的。

图3C插图中的半对数曲线图更好地图解了药物代谢动力学概况的差异，因为循环半衰期可

以从半对数信号的斜率得到。基于已应用在先前研究中以拟合纳米颗粒的循环结果的二室

模型(21,22)，计算出RBC膜涂覆的纳米颗粒的消除半衰期为39.6小时并且PEG涂覆的纳米

颗粒的消除半衰期为15.8小时。

[0245] 或者，图3C中的循环数据可以通过单向非线性清除模型来解释，其中纳米颗粒清

除的原因(即清除部位和调理素蛋白的可用性)连续减少使得颗粒吸收减慢。Simberg等已

报道在注射原始颗粒之前通过注射“诱饵”颗粒，可以使原始颗粒的循环半衰期延长接近5

倍(23)。合理预期到，RES系统的饱和可以延迟额外的颗粒吸收并且解释非线性颗粒消除速

率。基于此非线性消除模型，对于RBC膜涂覆的纳米颗粒而言第一表观半衰期(即，清除50％

的颗粒)为9.6小时，并且对于PEG涂覆的纳米颗粒而言为6.5小时。不管药物代谢动力学模

型，RBC膜涂覆的纳米颗粒具有更长的消除半衰期，这表明与常规PEG隐形涂层相比RBC膜涂

层在延迟体内清除方面更优越。这个发现进一步证实了纳米颗粒被RBC膜上的功能性组分

修饰，所述膜含有抑制巨噬细胞吸收的免疫抑制蛋白(24)。因为这些膜蛋白来自宿主血液

中所收集的天然RBC，所以预期它们会在移位至聚合物纳米颗粒的表面之后刺激可忽略的

免疫应答。根据TEM可视化、SDS‑PAGE结果以及循环半衰期研究，发明人证明了细胞膜的转

移和对应的功能性表面蛋白用于使用所报道的技术进行纳米颗粒功能化。

[0246] 然后发明人确定了RBC膜涂覆的纳米颗粒的体内组织分布以便进一步评估它们作

为递送载体的潜力。针对生物分布研究，通过尾静脉使18只小鼠接受150μL的3mg/mL  DiD‑

负载的纳米颗粒的注射。在颗粒注射后的每个24小时、48小时以及72小时时间点处，使6只

小鼠安乐死，并且收集它们的肝脏、肾脏、脾脏、脑、肺、心脏以及血液。对于荧光定量，洗涤

不同时间点处所收集的器官、称重、在1mL  PBS中均质化并且然后通过荧光分光光度计进行

测量。图4A显示出每克组织的纳米颗粒含量。RES系统的两种主要器官(肝脏和脾脏)包含最

高量的纳米颗粒。然而，在3个时间点处，在血液中也观察到了显著的荧光水平。

[0247] 为了更好地理解总体颗粒分布，使荧光信号乘以所测量的对应器官的重量，其中

血液的重量估算为总体重的6％。图4B显示出每种器官中归一化为总荧光的相对信号。在核

算组织质量之后，可以观察到纳米颗粒主要分布在血液和肝脏中。来自血液的荧光信号与

循环半衰期研究的数据有良好地相关性，其中24小时、48小时以及72小时标记处的纳米颗
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粒保留分别为21％、15％以及11％。同样，随着血液荧光降低，观察到肝脏中的信号对应增

加，这表明血液中的荧光源最终被RES系统占据。这种结果验证了所观察的血液荧光来自长

循环的纳米颗粒而不是染料泄漏，这将由肾脏分泌并且导致来自肝脏的信号强度减少。值

得注意的是，与先前报道的RBC来源的脂质体相比，RBC膜涂覆的聚合物纳米颗粒具有显著

更长的循环时间，所述RBC来源的脂质体在小于30分钟内从血液循环中清除(13)。RBC膜涂

覆的纳米颗粒的这种延长的循环时间可以归因于更高的结构刚度、更好的颗粒稳定性以及

更多的可靠的货物/染料包封。与所公布的其它小鼠模型中纳米颗粒循环的数据相比(14、

25、26)，所述数据大多数在24小时之后显示出可忽略的血液保留，RBC膜涂覆的纳米颗粒展

现出优越的体内停留时间并且具有用于生物医学应用作为有力递送平台的巨大潜力。

[0248] 本文中所报道的红细胞膜涂覆的纳米颗粒结构上与通常引用的脂质‑聚合物混杂

的纳米颗粒类似，它们迅速地出现作为有前景的多功能药物递送平台，所述递送平台含有

脂质体和聚合物纳米颗粒两者的所需特征(27、28)。与具有相似大小的聚合物纳米颗粒相

比，由于脂质单层涂层所提供的扩散屏障，脂质‑聚合物混杂的纳米颗粒已显示出更持久的

药物释放概况。来自RBC膜涂覆的纳米颗粒的药物释放动力学被预期为甚至更渐进的，因为

RBC膜提供了针对药物扩散的更密集的且双层的脂质屏障。此研究中的膜涂覆方法还可以

延伸至其它纳米结构，因为脂质涂层的多功能性已用于二氧化硅纳米颗粒和量子点(29‑

31)。另外的颗粒功能化可以在制备RBC膜涂覆的纳米结构之前，通过插入修饰的脂质、脂质

衍生物或跨膜蛋白至脂质膜来实现。

[0249] 关于将这些RBC膜涂覆的纳米颗粒转化为临床药物递送载体，将有许多挑战和机

会。不同于在动物研究中，人红细胞包含可以分类为许多不同血型的众多表面抗原。为了优

化颗粒的长循环药物递送，如在输血的情况下，颗粒需要与患者的血液交叉相配。为了更多

功能地应用于广泛的患者群体，可以在合成步骤过程中选择性地耗尽颗粒的那些免疫原性

蛋白质。或者，此仿生递送平台可以是用于个体化医疗的简洁方法，借此通过使用其自身的

RBC膜作为颗粒涂层而针对单独的患者定制药物递送纳米载体，且免疫原性风险较小。

[0250] 最后，发明人示范了用于长循环货物递送的红细胞膜伪装的聚合物纳米颗粒的合

成。所采取的技术提供了通过自顶向下的方法制作模拟细胞的纳米颗粒，所述方法省略了

蛋白质鉴别、纯化以及偶联的劳动力密集的过程。所提议的方法还提供了用于跨膜蛋白固

着的双层介质，并且避免了可能危害靶蛋白质的完整性和功能性的化学修饰。发明人证明

了脂质层可以直接源自活细胞。天然细胞膜和它们相关的功能性转位至颗粒表面代表了纳

米颗粒功能化的独特且有力的自顶向下的方法。

[0251] 材料和方法

[0252] 红细胞(RBC)空胞衍生。根据先前公布的经修改的实验方案制备缺乏细胞质内容

物的RBC空胞(32)。首先，通过使用含有一滴肝素溶液(Cole‑Parmer,Vernon  Hills,IL)的

注射器进行心脏穿刺，从由查尔斯河实验室(Wilmington,MA)获得的雄性ICR小鼠(6至8周)

中抽取全血。然后在4℃，在2000rpm下使全血离心5分钟，接着小心地去除血清和血沉棕黄

层。在低渗介质处理用于溶血之前，用冰冷的1X  PBS洗涤所得到的填充的RBC。在冰浴中，将

洗涤的RBC悬浮在0.25X  PBS中持续20分钟，并且在2000rpm下离心5分钟。去除血红蛋白，而

收集粉色沉淀。使用相差显微镜法验证所得到的RBC空胞，这显现出细胞内容物变化的完整

细胞结构(图5)。
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[0253] RBC膜来源的囊泡的制备。使用FS30D浴式超声仪(Fisher  Scientific ,

Pittsburgh,PA)在42kHz频率和100W功率下，在加盖的玻璃小瓶中对收集的RBC空胞进行声

处理5分钟。随后使用Avanti小型挤压机(Avanti  Polar  Lipids,Alabaster,AL)，将所得到

的囊泡逐次挤压通过400nm并且然后100nm的聚碳酸酯多孔膜。为了可视化RBC膜来源的囊

泡中的脂质体室，在囊泡制备过程中，使1mL全血与20ug的1,2‑二肉豆蔻酰基‑sn‑甘油基‑

3‑磷酸乙醇胺‑N‑(丽丝胺罗丹明B磺酰基)(铵盐)(DMPE‑RhB)(Avanti  Polar  Lipids ,

Alabaster,AL)混合。在每个制备步骤之后，通过动态光散射(DLS)测量RBC膜来源的囊泡的

大小(图6)。

[0254] PLGA纳米颗粒的制备。在溶剂置换过程中，使用0.67dL/g羧基封端的50:50聚(DL‑

丙交酯‑乙交酯)共聚物(LACTEL  Absorbable  Polymers ,Cupertino,CA)制备PLGA聚合物

核。首先将PLGA聚合物溶解在1mg/mL浓度的丙酮中。为了制造1mg的PLGA纳米颗粒，逐滴添

加1mL溶液至3mL水中。然后露天搅拌混合物2小时。用10K  MWCO  Amicon  Ultra‑4离心过滤

器(Millipore,Billerica ,MA)过滤所得到的纳米颗粒溶液，并且再悬浮在1mL  PBS(1X，pH

＝7.4)中。出于荧光显微镜成像和体内颗粒追踪的目的，在PLGA纳米颗粒合成之前，将2μg

的1 ,1 '‑二十八烷基‑3 ,3 ,3 ',3 '‑四甲基吲哚二羰花青、4‑氯苯磺酸酯(DiD)染料

(Invitrogen,Carlsbad ,CA)添加至PLGA丙酮溶液中。使用透析方法检测DiD染料从PLGA纳

米颗粒中的释放，其中将100μL制备的纳米颗粒溶液负载到具有3 .5kDa分子量截留的

Slide‑A‑Lyzer  MINI透析微管(Pierce,Rockford ,IL)中。在37℃下，在PBS中透析纳米颗

粒。在透析过程中，每12个小时更换PBS溶液。在每个预定的时间点处，使用Infinite  M200

多平台读取器(TeCan,Switzerland)分开收集来自三个小型透析单元的纳米颗粒溶液用于

染料定量(图7)。作为对照颗粒，通过纳米沉淀方法制备PEG涂覆的脂质‑PLGA混杂的纳米颗

粒。

[0255] 组织培养物和纳米颗粒内吞作用。将人上皮癌病细胞系(HeLa)维持在补充有10％

胎牛血清白蛋白、盘尼西林/链霉素(Gibco‑BRL)、L‑谷酰胺(Gibco‑BRL)、MEM非必需氨基酸

(Gibco‑BRL)、碳酸氢钠(Cellgro,Herndon,VA)以及丙酮酸钠(Gibco‑BRL)的RPMI(Gibco 

BRL,Grand  Island ,NY)中。在37℃、5％CO2下培养细胞，并且与前面提到的介质一起铺在带

小室玻片(Cab‑Tek  II，八孔；Nunc,Rochester,NY)上。在实验当天，在添加100μg的DMPE‑

RhB和DiD标记的RBC膜涂覆的PLGA纳米颗粒之前，用预先加温的PBS洗涤细胞并且用预先加

温的RPMI介质孵育30分钟。在37℃下，将纳米颗粒与细胞一起孵育4小时。然后用PBS洗涤细

胞3次，在室温下用组织固定剂(Millipore,Bellerica,MA)固定30分钟，用4′,6‑二脒基‑2‑

苯基吲哚(DAPI，细胞核染色)染色，封固在ProLong  Gold抗褪色剂(Invitrogen)中，并且使

用去卷积扫描荧光显微镜(DeltaVision  System,Applied  Precision,Issaquah,WA)成像。

使用100X油浸物镜，分别在DAPI、FITC以及CY5滤光片下获得蓝色、绿色以及红色荧光的数

字图像。使用softWoRx软件覆盖并且去卷积图像。

[0256] RBC膜来源的囊泡与PLGA纳米颗粒的融合。为了使RBC膜来源的囊泡与PLGA纳米颗

粒融合，将1mg的PLGA纳米颗粒与由1mL全血制备的RBC膜来源的囊泡混合，并且然后使用

Avanti小型挤压机通过100nm聚碳酸酯多孔膜挤压7次。基于RBC的膜体积和完全涂覆1mg 

PLGA纳米颗粒所要求的总膜体积估算混合比。用于估算的参数包括小鼠RBC的平均表面积

(75μm2)(34)、RBC的膜厚度(7nm)、50:50PLGA纳米颗粒的密度(1.34g/cm3)(35)、小鼠血液中

说　明　书 28/114 页

34

CN 107115314 B

34



的红细胞浓度(每毫升70亿)(36)、以及由DLS在RBC膜涂覆之前和之后所测量的平均粒度

(图8)。使用过量的血液来弥补RBC空胞衍生和挤压过程中的膜损失。用30nm多孔膜透析所

得到的RBC膜涂覆的PLGA纳米颗粒持续24小时，并且通过氮气吹扫浓缩。透析和浓缩后，粒

度和多分散性保持相同。

[0257] RBC膜涂覆的PLGA纳米颗粒的表征。使用Nano‑ZS，型号ZEN3600(Malvern,U.K.)，

通过DLS测量纳米颗粒大小(直径，nm)、多分散性以及表面电荷(ζ电势，mV)。将纳米颗粒(约

500μg)悬浮在1X  PBS(约1mL)中，并且在室温下重复进行测量三次持续2周。通过将纳米颗

粒悬浮在100％胎牛血清(FBS)(Hyclone,Logan,UT)中进行血清稳定性测试，最终纳米颗粒

浓度为1mg/mL。首先将颗粒浓缩至2mg/mL，并且然后添加相等体积的浓缩的2X  FBS。使用

Infinite  M200多平台读取器进行吸光度测量。在每次测量之前，在37℃下在轻摇下孵育样

品。在4小时的时间里，大约每30分钟取得560nm处的吸光度。

[0258] 透射电子显微镜成像。使用透射电子显微镜检验RBC膜涂覆的纳米颗粒的结构。将

浓度为4μg/mL的一滴纳米颗粒溶液沉积在辉光放电的碳涂覆的栅格上。沉积样品之后五分

钟，用10滴蒸馏水清洗栅格。将1滴1％乙酸双氧铀着色剂添加至栅格中。随后干燥栅格并且

使用FEI  200KV  Sphera显微镜观察。

[0259] 使用SDS‑PAGE进行蛋白质表征。在SDS样品缓冲液(Invitrogen)中制备RBC空胞、

RBC膜来源的囊泡以及透析的RBC膜涂覆的PLGA纳米颗粒。然后使用NovexSureLockXcell电

泳系统(Invitrogen)，在3‑(N‑吗啉代)丙磺酸(MOPS)运行缓冲液中在 Novex 

4％至12％Bis‑Tris  10孔微型凝胶上运行样品。在150V下运行样品1小时，并且将所得到的

聚丙烯酰胺凝胶在SimplyBlue(Invitrogen)中染色过夜用于可视化。

[0260] 药物代谢动力学和生物分布研究。所有动物程序遵照加州大学圣地亚哥分校动物

保护和使用制度委员会的准则。在来自查尔斯河实验室(Wilmington,MA)的雄性ICR小鼠(6

至8周)上进行实验。为了评估RBC膜涂覆的纳米颗粒的循环半衰期，将150μL的DiD‑负载的

纳米颗粒注射到小鼠尾静脉中。在1分钟、5分钟、15分钟、30分钟以及注射后的1小时、2小

时、4小时、8小时、24小时、48小时以及72小时处收集20μL血液。还平行测试了相同剂量的含

DiD的PEG涂覆的脂质‑PLGA混杂的纳米颗粒和裸露PLGA纳米颗粒作为对照。每个颗粒组包

含6个小鼠。在荧光测量之前，在96孔板中用30μL  PBS稀释所收集的血液样品。计算药物动

力学参数以拟合二室模型。

[0261] 为了研究不同组织中的纳米颗粒的生物分布，18只小鼠通过尾静脉接受150μL的

3mg/mL  DiD‑负载的纳米颗粒的注射。在颗粒注射后的每个24小时、48小时以及72小时时间

点处，随机选择6只小鼠并且使其安乐死。收集它们的肝脏、肾脏、脾脏、脑、肺、心脏以及血

液。仔细称重所收集的器官并且然后在1mL  PBS中均质化。血液总重量被估算为小鼠体重的

6％。通过Infinite  M200多平台读取器确定每个样品的荧光强度。
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[0305] 实施例2

[0306] 用于控制的药物负载和释放的红细胞膜遮掩的聚合物纳米颗粒

[0307] 被红细胞膜(RBCm)遮掩的聚合物纳米颗粒(NP)给予长循环寿命和控制的药物保

留和释放的组合优点。在本文中，对于开发此模拟细胞的NP平台用于先进的药物递送应用，

发明人进行研究以便获得对其药物负载、药物释放动力学以及基于细胞的功效的更好理

解。确切地说，为了研究药物从RBCm遮掩的NP的释放，发明人比较了两种策略用于负载阿霉

素(DOX)(模型抗癌药物)到RBCm遮掩的NP中：物理包封和化学偶联。通过使用急性髓性白血

病(AML)Kasumi‑1细胞系检验体外功效。

[0308] 发明人发现化学偶联策略产生更持久的药物释放概况。此外，通过配制与RBCm遮

掩的NP聚合物核相同但表面涂层不同的PEG化的NP，发明人证明RBCm遮掩物提供了延迟包
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封的药物分子向外扩散的屏障。对于AML  Kasumi‑1细胞系的功效研究，与游离DOX相比，

RBCm遮掩的NP展现出更高的毒性。这些结果表明RBCm遮掩的NP是用于治疗各种疾病(如血

癌)的治疗剂的控制和持续递送的有价值的递送平台。

[0309] 引言

[0310] 在过去几十年中，纳米级工程材料的进展已产生在临床应用中的无数的基于纳米

颗粒(NP)的药物递送系统[1、2]。这些纳米药物的独特优点，特别是它们通过改变的药物代

谢动力学和生物分布概况对现有治疗剂的改进，使它们能够在血流中循环延长的时间[3、

4]。因此，相当多的研究兴趣集中在天然和合成制成的新型材料的研究上，所述新型材料允

许NP省略巨噬细胞吸收和系统清除[5、6]。同时，策略目的在于通过修改NP物理化学特性

(包括大小、形状、变形)而延长体内颗粒停留时间，并且还已广泛地探索了表面特征[7、8]。

[0311] 从这个角度看，发明人近来开发了红细胞膜(RBCm)遮掩的NP药物递送系统，其具

有来自RBC的长循环寿命与来自聚合物颗粒的控制的药物保留和释放的组合优点[9]。基于

挤压与预先形成的RBCm来源的囊泡混合的聚合物颗粒的自顶向下的方法，将具有保存的膜

蛋白的整个RBCm移位至亚100nm聚合物核的表面，从而形成被红细胞外部遮掩的NP用于长

系统循环。此模拟细胞的策略提供了包围聚合物核的细胞膜介质用于跨膜蛋白固着，因此

避免了可能危害蛋白质的完整性和功能性的常规NP表面功能化中的化学修饰。

[0312] 在继续努力进一步开发此模拟细胞的NP平台用于先进的药物递送应用中，在本文

中发明人报道了负载小分子化学治疗药物如阿霉素(DOX)(模型抗癌药物)到NP中的配制策

略，并且研究了药物释放动力学，重点在于强调RBCm遮掩物在药物保留中起到的作用。确切

地说，为了负载DOX分子到NP核中，发明人探索了两种相异的策略：物理包封药物分子到聚

合物基质中和化学偶联药物分子至聚合物骨架，并且显示出它们产生相异的药物负载产率

和释放动力学。发明人进一步用与RBCm遮掩的NP相同的聚合物核配制NP，但由聚(乙二醇)

(PEG，PEG化的NP)而不是RBCm进行涂覆。两种递送系统的药物释放概况的比较证明了RBCm

遮掩物提供延迟包封的药物分子向外扩散的屏障，并且因而可以被潜在地用于更好地控制

药物释放。另外，在检验RBCm遮掩的NP的治疗潜力中，发明人选择急性髓性白血病(AML)

Kasumi‑1细胞系，并且显示出与相同量的游离DOX相比，DOX‑负载的RBCm遮掩的NP展现出更

高的毒性。

[0313] 材料和方法

[0314] 2.1.RBC空胞衍生

[0315] 根据先前公布的实验方案制备缺乏细胞质内容物的RBC空胞[9、10]。简单地说，对

通过用含有一滴肝素溶液(Cole‑Parmer)的注射器心脏穿刺而从雄性ICR小鼠(6至8周，查

尔斯河实验室)中抽取的全血进行离心(在4℃下，800×g持续5分钟)，以便去除血清和血沉

棕黄层。在冰冷的1×PBS中洗涤填充的RBC，通过低渗介质处理用于溶血，并且然后在冰浴

中将其悬浮在0.25×PBS中持续20分钟。通过在800×g下对悬浮液进行离心5分钟，去除血

红蛋白。收集粉色沉淀形式的RBC空胞。

[0316] 2.2.RBCm来源的囊泡的制备

[0317] 使用FS30D浴式超声仪(Fisher  Scientific)在42kHz频率和100W功率下，在加盖

的玻璃小瓶中对收集的RBC空胞进行声处理5分钟。随后通过使用Avanti小型挤压机

(Avanti  Polar  Lipids)，将所得到的囊泡反复挤压通过400nm并且然后200nm的聚碳酸酯
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多孔膜。每次挤压之后，通过动态光散射(DLS,Nano‑ZS,型号ZEN3600)监测RBCm来源的囊泡

的大小。

[0318] 2.3.L‑丙交酯的开环聚合

[0319] 基于公布的实验方案合成DOX‑聚(丙交酯酸)(PLA)偶联物[11、12]。简单地说，在

室温下，在填充有氩气的手套箱中通过烷氧基络合物(BDI)ZnN(SiMe3) 2催化L‑丙交酯

(Sigma‑Aldrich,USA)的开环聚合。将(BDI)ZnN(SiMe3)2(6.4mg，0.01mmol)和DOX(Jinan 

Wedo  Co.,Ltd .,Jinan,China)(5.4mg，0.01mmol)混合在无水四氢呋喃(THF，0.5mL)中，其

中逐滴添加被溶解在2mL无水THF中的L‑丙交酯(101mg，0.7mmol)。在如通过1H  NMR(Varian 

Mercury  400MHz光谱仪)所指示L‑丙交酯被完全消耗之后，在冷二乙醚中沉淀粗产物并且

通过多个溶解‑沉淀循环来纯化。通过1H  NMR证实偶联，并且通过凝胶渗透色谱法(GPC ,

Viscotek,USA)证明偶联物的分子量为约10,000g/mol。

[0320] 2.4.NP核的制备和DOX的负载

[0321] 首先将DOX‑PLA偶联物溶解在乙腈中以便形成1mg/mL溶液，并且逐滴添加1mL这种

溶液至3mL水中。然后露天搅拌混合物2小时，从而允许乙腈蒸发。通过Amicon  Ultra‑4离心

过滤器(Millipore,10kDa截留)过滤所得到的NP核溶液，并且然后将其再悬浮在1mL蒸馏水

中。为了物理包封DOX，首先将1mg聚(乳酸‑乙醇酸)共聚物(PLGA，0.67dL/g，羧基封端的，

LACTEL吸收性聚合物)溶解到1mL乙腈中，接着添加预先溶解在25μL二甲亚砜(DMSO)中的

DOX。根据以上所描述的相似程序以便产生含有NP核的悬浮液。

[0322] 2.5.RBCm来源的囊泡与NP核的融合

[0323] 为了使RBCm来源的囊泡与前面提到的NP核融合，首先将含有1mg  NP核的悬浮液与

由1mL全血制备的RBCm来源的囊泡混合。然后用Avanti小型挤压机，通过100nm聚碳酸酯多

孔膜对混合物挤压11次。为了完全涂覆1mg的NP核，使用过量的血液来弥补RBC空胞衍生和

挤压过程中的膜损失[9]。

[0324] 2.6.PEG化的NP的制备

[0325] 首先将重量比为1:1的DOX‑PLA偶联物和PLA‑PEG‑COOH(10kDa，PDI＝1.12)[13]溶

解在1mg/mL浓度的乙腈中，接着通过如以上所描述的相同程序产生NP悬浮液。为了将DOX物

理包封到PEG化的NP中，首先将1mg聚(乳酸‑乙醇酸)共聚物(PLGA，0.67dL/g，羧基封端的，

LACTEL吸收性聚合物)溶解到1mL乙腈中，接着添加溶解在25μL  DMSO中的100μg  DOX。使用

如以上所描述的相同程序来产生NP悬浮物。

[0326] 2.7.NP稳定性研究

[0327] 通过使用DLS监测粒度来评定NP在PBS中的稳定性。确切地说，将500μg  NP悬浮在

1mL  1×PBS中，并且在室温下，在一周时间里每24小时重复测量大小三次。在测量之间，在

37℃下在轻摇下孵育样品。通过在560nm波长下监测UV吸光度来评估NP血清稳定性。确切地

说，首先在PBS中将NP浓缩至2mg/mL，接着添加相等体积的2×胎牛血清(FBS,Hyclone)。在

37℃下，通过使用Infinite  M200多平台读取器在2小时时间里大约每1分钟测量吸光度。

[0328] 2.8.药物负载产率和释放的测量

[0329] 通过在480nm激发波长下测量580nm处的荧光强度来确定溶液中的DOX浓度。为了

确定NP的DOX负载产率，在将100μL  NP溶液与100μL  0.1M  HCl的乙腈溶液一起孵育24小时

之后进行以上荧光测量。为了绘制DOX释放概况，将200μL  NP溶液(1mg/mL)负载到Slide‑A‑
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Lyzer  MINI透析微管(Pierce,Rockford ,IL,分子量截留＝3.5kDa)中，并且然后在37℃下

用2L的PBS(pH＝7.4)透析。在整个透析过程中，每12个小时更换PBS缓冲液。在每个预定的

时间点处，收集来自三个小型透析单元的NP溶液并且测量DOX浓度。

[0330] 2.9.细胞活力测定

[0331] 使用MTT测定(Promega  Corporation,Madison,WI,USA)，针对由极性骨髓性白血

病(AML)患者的外周血建立的Kasumi‑1细胞系评价游离DOX和DOX负载的NP的细胞毒性。首

先将细胞种在96孔板中(每个孔大约5×103个)，并且然后孵育24小时。在添加游离DOX或

DOX负载的NP之后，再另外孵育细胞72小时。然后通过根据由供应商提供的实验方案，使用

MTT测定来确定细胞活力。

[0332] 结果和讨论

[0333] 3.1.RBCm遮掩的NP的制备

[0334] RBCm遮掩的NP的制备过程是基于先前公布的实验方案并且示意性地图解在图9中

[9]。简单地说，纯化的RBC首先在低渗环境下经历膜破裂，以便去除其细胞内内容物。接下

来，洗涤掏空的RBC(直径为约2μm)，并且挤压通过100nm多孔膜以便产生RBC膜来源的囊泡

(直径为约200nm)。同时，通过使用溶剂置换方法制备聚合物核(直径为约70nm)，如由PLA或

PLGA制成的那些聚合物核。随后使所得到的聚合物核与RBC膜来源的囊泡混合，并且通过

100nm孔隙物理挤压混合物，其中两种组分在机械力下融合并且形成RBCm遮掩的NP(直径为

约90nm)。

[0335] 3.2.阿霉素(DOX)到RBCm遮掩的NP中的负载

[0336] 在此研究中，发明人检测了作为模型药物的DOX负载到RBCm遮掩的NP中的两种相

异方法：物理包封和化学偶联。通过首先使DOX和聚合物在乙腈中混合，接着通过沉淀到水

中实现物理包封。在这种情况下，可以通过不同的配制参数改变药物负载产率。例如，当初

始DOX与PLGA的重量比从5％变化至20％时，负载产率从0.9％增加至1.8％(参见图10)。

[0337] 或者，可以通过将药物分子共价偶联至聚合物骨架而将DOX分子负载到NP核中。直

观地，DOX分子可以通过羟基被直接偶联至羧基封端的PLA链；然而，此方法引起聚合物‑药

物偶联物的不均匀性，这很大程度上是因为聚合物链的多分散性、缺乏对含有多个羟基的

DOX分子的区域和化学选择性偶联的控制、以及缺乏对偶联效率的控制。因此，发明人采取

了一种替代的方法，其中在L‑丙交酯单体和作为催化剂的(BDI)ZnN(SiMe3)2存在下，DOX的

羟基用来启动开环聚合(ROP)并且导致PLA‑DOX偶联物的形成[11、12]。在此方法中，如通过

药物分子本身启动聚合反应，偶联效率可以达到接近100％。另外，金属酰胺基催化剂(BDI)

ZnN(SiMe3)2优选地允许PLA在DOX的C14‑OH位置而不是其更加空间位阻的C4'‑和C9‑OH位置

上增长。反应终止之后，通过使用反复的溶解‑沉淀循环来纯化产物，并且然后通过使用1H‑

NMR色谱法进行表征。存在对应于DOX分子和PLA骨架两者的质子共振峰，包括δ＝7.5ppm与

8.0ppm之间的DOX的芳香族质子、δ＝1.5ppm处的‑CH3基团的质子以及δ＝5.2ppm处的PLA

的‑CH基团，因此证实了PLA‑DOX偶联物的形成[11]。

[0338] 与物理包封(其中药物负载产率主要取决于配制参数)相比，在化学偶联中，药物

负载产率由聚合物链长指示，聚合物链长反过来由聚合条件如引发剂(DOX)与单体比率确

定。例如，在将偶联物配制到NP中之后，对应于近似5％负载产率的DOX，发现在我们的研究

中合成的PLA‑DOX偶联物具有10kDa的分子量和1.16的窄多分散性指数(PDI)。
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[0339] 3.3.负载DOX的RBCm遮掩的NP的体外稳定性

[0340] 接下来，发明人研究了负载DOX的RBCm遮掩的NP在生理学相关的缓冲溶液中的稳

定性。在PBS中，通过在不同时间点处测量NP大小来监测NP稳定性，因为不稳定的颗粒趋于

聚集并且它们的大小增加。在此研究(图11A)中，通过使用物理包封和化学偶联而负载有

DOX分子的NP显示出约90nm的相似的初始直径，而在一周时间跨度里没有显著的大小增加。

相似地，在相同时间跨度里仅观察到NP的PDI稍微有所变化，这表明负载DOX的RBCm遮掩的

NP在PBS中的高稳定性。通过监测560nm(反应颗粒聚集程度的特征性波长)处UV吸光度而进

一步检验血清中的NP稳定性[14、15]。通过物理包封或化学偶联而负载有DOX分子的RBCm遮

掩的NP在两小时的时间跨度里显示出接近恒定的在560nm处的吸光度(图11B)，这表明NP在

100％胎牛血清(FBS)中高度稳定。相比之下，当添加到FBS中时，由PLGA或PLA‑DOX偶联物制

成而没有RBCm遮掩物的裸露聚合物核的吸光度立即增加。这些结果显示出RBCm遮掩物显著

起到使NP在缓冲溶液和血清中稳定的作用。从实践的角度看，未涂覆的聚合物颗粒在缓冲

溶液中快速聚集提供了选择性沉淀未涂覆的颗粒并在制备RBCm遮掩的NP之后从它们之中

去除未涂覆的颗粒的方法。

[0341] 3.4.DOX从RBCm遮掩的NP中释放的动力学

[0342] 在配制稳定的DOX负载的RBCm遮掩的NP后，发明人继续研究调查它们的DOX释放动

力学(图12)。发明人首先检验不同的药物负载机制将如何影响DOX从RBCm遮掩的NP中释放。

结果显示出，当DOX分子被物理包封到聚合物基质中时，药物释放速率显著更快，如在前两

个小时内20％的DOX分子从RBCm遮掩的NP中释放。相比之下，当检验化学偶联的制剂时，在

前两个小时内，仅有5％的DOX分子释放。这种差异已归因于以下事实：DOX分子共价键合至

聚合物骨架要求药物分子在它们可以从聚合物基质扩散出用于释放之前首先通过大量腐

蚀从聚合物中水解[11、12、16]。由药物‑聚合物共价偶联引起的更持久的释放概况还表明

响应于环境触发的化学接头可以在开发RBCm遮掩的NP时实现控制更佳的药物释放用于先

进的药物递送应用[13、17]。

[0343] 为了获得对于RBCm遮掩物对药物保留所起到的作用的更好理解，发明人根据已确

立的程序通过共混PLA‑PEG二嵌段共聚物来产生NP并且产生PEG化的NP，其中NP核被涂覆并

且通过周围的PEG层而不是RBCm遮掩物来稳定[18]。如果两种制剂具有相似的NP核，药物释

放的差异主要由RBCm遮掩物和表面PEG涂层在药物保留方面能力不同而引起。通过比较从

RBCm遮掩的NP与从PEG化的NP中的DOX释放，发明人发现RBCm遮掩的NP的释放速率更低：在

前72小时内，在RBCm遮掩的NP中释放大约20％的DOX，然而相同时间跨度里从PEG化的NP中

释放40％的DOX。事实上，通过使用由PLGA‑PEG二嵌段共聚物配制的NP，已发现表面PEG分子

阻碍药物从NP核中释放[19]。

[0344] 因此，与RBCm遮掩的NP相比DOX从PEG化的NP中以更高的速率释放的观察结果表

明，RBCm确实充当DOX释放的扩散屏障。还依照先前研究的此观察结果显示出磷脂涂层可以

充当药物扩散的屏障[20]。RBCm遮掩物所起到的这一作用进一步表明目的在于工程化脂质

膜涂层的策略可以在某些环境因素下允许响应性药物从RBCm遮掩的NP中释放，除了通过聚

合物核中所包含的化学偶联所实现的那些[21]。

[0345] 为了获得对于膜涂层对药物保留的影响的定量理解，使用在先前颗粒药物释放研

究中建立的数学模型来分析药物释放概况。因为PLGA的降解为大约几周[22、23]，这显著低
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于物理负载系统所观察到的药物释放，所以扩散占主导的Higuchi模型被应用于含有物理

包封的DOX的RBCm涂覆的NP和PEG化的NP中。绘制药物释放百分比对时间平方根的图，产生

线性拟合：RBCm遮掩的NP和PEG化的NP分别为R2＝0.98和R2＝0.96(图12B)。拟合的良好性暗

指扩散控制的药物释放机制，并且进一步允许通过以下Higuchi方程推导扩散系数[24、

25]：

[0346] Mt＝Kt1/2    (1)

[0347] K＝A(2CiniDCs)
1/2
    (2)

[0348] 其中，Mt为时间t(以小时计)处的药物释放，K为Higuchi常数，Cini为初始药物浓

度，Cs为药物溶解度，A为颗粒的总表面积，并且D为扩散系数。给定颗粒尺寸、药物负载产

率、DOX在水中的溶解度(1.18g/L)以及药物释放数据，针对RBCm遮掩的NP和PEG化的NP确定

扩散系数分别为6.6×10‑16平方厘米/秒和8.2×10‑16平方厘米/秒，所述扩散系数还与先前

报道的从PLGA/PLA  NP中的药物扩散率一致[26]。在我们的研究中，双层膜涂层使药物扩散

率减少了1.2倍。这种由RBCm遮掩物带来的延迟作用将很可能随着不同的粒度、聚合物类型

以及治疗性货物而改变。

[0349] 另一方面，将零级模型、一级模型以及Higuchi模型应用于化学偶联的DOX的药物

释放概况得到较差的拟合(数据未示出)，这表明在另外的药物裂解与药物从聚合物基质中

扩散出相结合时的复杂释放动力学。精确制作RBCm遮掩物对化学偶联的DOX所施加的延迟

作用的模型超出本研究的范围。

[0350] 然而，因为在RBCm遮掩的NP和PEG化的NP中存在相同的颗粒核，所以聚合物基质弛

豫和连接键水解裂解不是引起在DOX释放概况中观察到的差异的主导因素。反而，发明人将

RBCm遮掩的NP的更缓慢的释放速率归因于两种扩散占主导的组分：水扩散到聚合物基质中

和裂解的药物向外扩散到聚合物基质上[27]。因为膜涂层在物理包容系统中显示出降低药

物扩散率，所以它很可能影响共价偶联物系统中的水的流入和裂解药物的流出，从而产生

更持久的药物释放概况。

[0351] 3.5.DOX负载的RBCm遮掩的NP的细胞毒性

[0352] 最后，发明人检验了DOX负载的RBCm遮掩的NP针对AML  Kasumi‑1细胞系的治疗潜

力。AML(其特征在于白血病胚细胞在血流中不受控的生长和积聚的疾病)被选为疾病靶标，

这是由于RBCm遮掩的NP在血流中的长循环寿命和它们的持续的药物释放概况。当前治疗

AML的标准为高剂量蒽环类药物，这引起对心脏毒性的深切关注[28]。以持续的方法释放治

疗化合物的长循环NP提供了减少必要的给药并改进治疗功效的机会。在72小时孵育时间

里，与游离DOX相比，其中物理负载或共价偶联DOX的RBCm遮掩的NP展现出更高的毒性(图

13)。此功效增强可以很可能地归因于NP的内吞吸收，这使得高有效载荷的药物能够进入细

胞内区域[29]。相比之下，游离DOX依赖于被动的膜扩散用于细胞进入，这是效率较低的并

且易受膜结合的药物流出泵的影响[30‑32]。本研究表明了具有延长循环寿命、持续的药物

释放以及改进的细胞内化的RBCm遮掩的NP是用于血癌治疗的平台。保证另外的研究以便研

究调查这些NP的体内治疗潜力。

[0353] 结论

[0354] 概括地说，在本文中，发明人检验了两种用于将药物负载到RBCm遮掩的NP递送系

统中的策略：物理包封和化学偶联。释放研究表明化学偶联策略产生更持久的药物释放概
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况。发明人进一步配制了与RBCm遮掩的NP相比NP核相同但表面涂层不同的PEG化的NP。通过

比较这两种递送系统的药物释放概况，发明人证明RBCm遮掩提供了减慢包封的药物分子向

外扩散的屏障。这些结果提供了NP核中的药物‑聚合物连接键的化学修饰和NP表面涂层上

的工程化可以获得对RBCm遮掩的NP的药物释放的更好控制。在通过使用AML  Kasumi‑1细胞

系的以下功效研究中，与游离DOX相比，RBCm遮掩的NP展现出更高的毒性。先前观察到的血

流中的长系统循环寿命和在此报道的持续的药物释放动力学表明此仿生药物递送系统提

供了用于治疗各种疾病如血癌的有效载荷的可行的全身性递送。这些RBCm遮掩的NP提供了

有力的药物递送系统，其组合了合成聚合物和天然细胞膜两者的优点。

[0355] RBCm遮掩的NP代表了新型类别的NP制剂，所述NP制剂一同带来了RBC的长循环寿

命与合成聚合物的控制的药物保留和释放。此NP制剂可以通过工程化这两部分以便改进治

疗有效载荷的全身递送来进一步定制。此制剂提供了有力的递送平台，并且对生物医学应

用和纳米技术研究都产生显著影响。

[0356] 本实施例的执行概要提供如下：

[0357] 为了组合来自RBC的长循环寿命和来自聚合物颗粒的控制的药物保留和释放的优

点，发明人配制了亚100nm大小的RBCm遮掩的NP，其包含：由PLA或PLGA制成的亚100nm的聚

合物核，和由RBCm制成的具有保存的膜蛋白的红细胞外部。

[0358] 发明人检验了两种相异的将作为模型药物的DOX负载至RBCm遮掩的NP中的方法：

物理包封，其产生范围为0.9％至1.8％的负载产率；和共价偶联，其产生大约5％的负载产

率。

[0359] 通过监测NP大小和UV吸光度，发明人发现当与不具有RBCm遮掩物的裸露聚合物核

相比时，RBCm遮掩的NP具有优越的稳定性，暗指RBCm遮掩物在使NP在生物溶液中稳定方面

起到显著作用。

[0360] 释放研究显示出药物‑聚合物共价偶联方法比物理包封具有更持久的释放概况，

这证明当开发RBCm遮掩的NP用于先进的药物递送应用时，响应于环境触发的化学接头可以

实现控制更佳的药物释放。

[0361] 通过将RBCm遮掩的NP与PEG化的NP比较，发明人发现RBCm充当用于DOX释放的扩散

屏障。此观察结果与使用Higuchi方程的定量分析一致。因此，目的在于工程化脂质膜涂层

的策略还可以使得响应性药物在某些环境因素下从RBCm遮掩的NP中释放。

[0362] 当与游离DOX相比时，DOX负载的RBCm遮掩的NP增强了针对AML  Kasumi‑1细胞的功

效。此功效增强可以很可能地归因于NP的内吞吸收，这使得高有效载荷的药物能够进入细

胞内区域。
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[0396] 实施例3

[0397] 用于个体化免疫治疗的具有癌细胞膜的纳米颗粒

[0398] 本实施例提供了一种免疫治疗性系统，其具有优于现有方法的若干优点。

[0399] 1)当前策略仅集中在由所讨论的一般癌症类型表达的个体肿瘤相关性抗原(TAA)

上。癌症是异质性疾病，并且这样一种方法的一个限制是一位患者的癌症的抗原表达可以

完全不同于另一位患者。这导致小于最优百分比的患者是接受此类治疗的实际候选人的。

另一个问题是靶向单个TAA导致针对癌症的较弱的总体免疫应答，从而允许它最终突变并

且发展耐受性。所描述的发明通过经由收集来自每个单独的患者的自体肿瘤的膜物质而针

对其定制治疗来解决这些问题。此方法允许在纳米颗粒上精确地再创造抗原表达谱，这给

予免疫系统增加针对癌症的强烈的、多管齐下的应答的机会。

[0400] 2)当前策略的另一个限制是它们在极大程度上要求TAA化学偶联至免疫佐剂。这

样做是为了共同定位抗原与佐剂，这最终允许免疫系统增加针对将以另外的方式具有低免

疫原性的自体抗原的应答。这样一种方法所带来的问题是化学偶联经常可以使抗原变形，

从而导致差的APC递呈。另外，化学偶联的随机性质可以导致低产率，并且导致无法推广这

样一种系统同时用于不同种类的TAA。所描述的发明解决了前面提到的这两个问题。通过将

完整的细胞膜移位至纳米颗粒上，所有表面膜TAA处于它们的天然环境中并且因此以它们

的天然形式被APC如实地递呈。纳米颗粒核的使用允许以可调的佐剂与抗原比率共同递送

免疫佐剂与抗原物质，这是用传统的化学偶联系统所不能做到的事情。

[0401] 3)大多数当前的癌症疫苗是具有不利的药物代谢动力学和生物分布的小化合物。

一旦体内注射，这些化合物可以从靶部位扩散开来或在被APC吸收之前降解。所描述的发明

用各种各样的方式克服了这种情况。首先，因为膜被纳米颗粒表面支撑着，它不太可能与不

希望的靶标融合。以此方式，可以保存抗原并且使其以其最优形式稳定直到被APC吸收。另

外，纳米颗粒系统是大于小化合物的幅值量级；纳米颗粒的大小还可以在大范围内微调。通

过控制纳米颗粒核大小为约200nm至300nm，可以防止从靶部位扩散开来，从而允许APC过来

并且有效地吸收颗粒。同时，纳米颗粒的小尺寸还允许最大化膜物质可以在其上停留的表

面积，从而导致每剂量递送更多的抗原物质。

[0402] 本实施例提供了癌细胞膜物质源自患者的肿瘤或源自建立的细胞系并且用于涂

覆纳米颗粒，其中免疫佐剂负载在里面以便产生有效力的癌症疫苗(图14)。使用此平台，可

能将来自癌细胞表面的所有抗原物质递送至抗原递呈细胞(APC)。另外，免疫佐剂的共同递

送将允许免疫系统增加针对以另外的方式有微弱的免疫原性的物质的强烈应答。此策略可

以用来治疗广泛的癌症类型，包括但不限于：膀胱癌、骨癌、脑癌、乳癌、宫颈癌、结肠直肠

癌、胃癌、肝癌、卵巢癌、胰腺癌、肺癌、皮肤癌以及前列腺癌。

[0403] 所描述的癌症疫苗可以用于预防性和治疗性的目的。使用建立的癌细胞系作为膜

来源，患者可以针对表达常见抗原基序的癌症接种疫苗。另一方面，使用源自单独患者肿瘤

的膜物质，可以增加针对患者确切癌症类型强烈的免疫应答。这将广泛影响对给定患者与

患者间疾病异质性的癌症的治疗。

[0404] 治疗准备：
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[0405] 1)癌细胞源自患者切除的肿瘤或源自常见的癌细胞系，

[0406] 2)使用如分级分离的方法，从细胞得到膜物质。实施例如下：

[0407] ‑对癌细胞进行机械均质化以便使膜破裂，

[0408] ‑离心沉淀匀浆以便沉淀细胞内内容物并且收集上清液与膜。

[0409] 3)使用如纳米沉淀的方法制备负载有佐剂的纳米颗粒。实施例如下：

[0410] ‑将聚合物(例如PLGA)和佐剂(例如单磷酰脂质A)溶解在有机相中，

[0411] ‑将有机相纳米沉淀为水相以便形成具有所需的大小的纳米颗粒。

[0412] 4)如下制造最后的免疫治疗性颗粒：

[0413] ‑物理挤压从癌细胞中收集的膜物质以便形成更小的膜囊泡，

[0414] ‑与囊泡一起挤压预先制成的负载佐剂的核以便形成最后颗粒(图15)。

[0415] 治疗施用：

[0416] 1)皮下施用纳米颗粒制剂

[0417] 2)或者，静脉内施用治疗

[0418] 作用机制(图16)：

[0419] 1)当注射到患者中时，触发初级的免疫应答，

[0420] 2)APC迁移至炎症部位并且吸收颗粒，

[0421] 3)当吸收时，颗粒降解，从而释放免疫佐剂，

[0422] 4)当检测免疫佐剂时，APC成熟，

[0423] 5)现在将纳米颗粒表面上的抗原物质递呈在APC的外部上，

[0424] 6)将成熟APC上的抗原递呈至CD8+T细胞，

[0425] 7)当与癌症特异性抗原接合时，CD8+T细胞活化并且变为细胞毒性T细胞，以及

[0426] 8)针对癌细胞抗原的细胞毒性T细胞增殖并且攻击肿瘤。

[0427] 本实施例提供了基于癌细胞涂覆的纳米颗粒的免疫治疗性疫苗，和制造这样一种

疫苗的可行性(图17)。发明人已证实制造具有包封的有效载荷的癌细胞膜涂覆的纳米颗粒

是可能的。源自癌细胞的膜物质缺乏大的细胞内内容物，并且有效地移位至纳米颗粒表面。

另外，发明人已证实，当被细胞吸收时，共同定位了纳米颗粒核的内容物和外部膜物质，这

代表验证设计成功的最重要的数据。本文中，发明人进行了证明平台功效所要求的体外和

体内实验。这些实验包括：1)证实通过用我们的纳米颗粒制剂脉冲未成熟的树突状细胞实

现的癌细胞抗原物质的递呈，2)证实当与来自第一实验的成熟树突状细胞共同培养时CD8+

T细胞的活化，3)使用具有B16黑素瘤鼠科模型的C57BL/6确定体内治疗功效和当直接施用

治疗时观察肿瘤大小的减少。

[0428] 所描述的发明具有用于商业化的巨大潜力。因为它易于制造，可对每个单独的患

者个体化，并且可以向几乎任何形式的癌症推广，这种技术最终将驻留在癌症治疗的前线。

在治疗方面，可以与手术一起使用此免疫治疗性的治疗。来自切除的肿瘤的材料用来制造

疫苗，向患者施用所述疫苗以便破坏任何肿瘤残余物并且预防肿瘤复发。在预防方面，可以

推广治疗以便使用常见癌症的建立的细胞系来针对许多癌症类型接种疫苗。

[0429] 参考文献：

[0430] 1 .Cho ,Nam‑Hyuk等“A  Multifunctional  Core–Shell  Nanoparticle  for 

Dendritic  Cell‑Based  Cancer  Immunotherapy .”Nature  Nanotechnology:6 ,675‑82
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(2011)。

[0431] 2.Li,Haiyan等“Alpha‑Alumina  Nanoparticles  Induce  Efficient  Autophagy‑

Dependent  Cross‑Presentation  and  Potent  Antitumour  Response .”Nature 

Nanotechnology  6,645‑650(2011)。

[0432] 3.Moon,James  J等“Interbilayer‑Crosslinked  Multilamellar  Vesicles  as 

Synthetic  Vaccines  for  Potent  Humoral  and  Cellular  Immune  Responses.”Nature 

Materials  10.3(2011):243‑251。

[0433] 4.Tongchusak,S等“Induction  of  Anti‑Tumor  Cytotoxic  T  Cell  Responses 

Through  PLGA‑Nanoparticle  Mediated  Antigen  Delivery .”Biomaterials(2011) ,32

(14):3666‑78。

[0434] 实例4

[0435] 仿生毒素纳米海绵

[0436] 抗毒素治疗提供了清除身体毒力因子的潜力，所述毒力因子构成众多的健康威

胁，包括细菌感染、有毒损伤以及生物武器。然而尽管不断努力发展抗毒素，但是安全有效

的治疗选择仍是有限的。本文中，发明人构建了仿生纳米海绵并且证明了其能够吸收并且

中和来自金黄色葡萄球菌的α‑毒素。由聚合物纳米颗粒支撑的RBC膜双层组成，这些纳米海

绵易于吸收破坏膜的毒素并且使它们从其细胞靶标转移开。在小鼠模型中，纳米海绵显著

地减小了毒素的毒性。此生物启发的纳米制剂呈现了用于抗毒素治疗的纳米医学的进展。

[0437] 对毒素介导的疾病和损伤的意识不断增加激励了对安全且更有效的抗毒素解决

方案的研究。此外，毒素靶向的抗毒力治疗逐渐成为针对传染病的强大策略，在所述传染病

之中，耐抗生素的细菌的威胁不断上升(1)。现有的抗毒素平台，如抗血清(2)，单克隆抗体

(3、4)、小分子抑制剂(5、6)以及分子印迹聚合物(7、8)通过靶向其分子结构来中和毒素。然

而，包括高免疫原性、低生物相容性、差的药物代谢动力学以及对毒素特异性的定制合成的

需要的因素限制了它们的临床采用。使用生物可降解的PLGA聚合物和红细胞的膜组分，发

明人构建了靶向成孔毒素(PFT)作用机制的仿生纳米海绵。

[0438] PFT是在自然中发现的最常见的蛋白质毒素(9、10)。这些毒素通过在细胞膜中形

成孔隙而使细胞破裂并且改变其渗透性。在细菌感染中，PFT的攻击通过对微生物防御和营

养起关键作用而组成主要的毒力机制(10)。已发现，在金黄色葡萄球菌中，破坏膜的α毒素

表达水平直接与菌株毒力相关(11)。研究已证明抑制α毒素可以减小金黄色葡萄球菌感染

的严重性(11、12)，并且相似的PFT靶向的策略已显示出针对其它病原体的治疗潜力，所述

其它病原体包括产气荚膜梭菌(Clostridium  perfringens)、大肠杆菌(Escherichia 

coli)(13)、单核细胞增多性李斯特氏菌(Listeria  monocytogenes)(14、15)、炭疽杆菌

(Bacillus  anthracis)(16)以及肺炎双球菌(Streptococcus  pneumoniae)(17、18)。

[0439] 除了它们在细菌发病机理中的作用之外，PFT还通常被采用在动物的有毒攻击中，

包括海葵、蝎子以及蛇的那些(19)。已变得明显的是针对这些广泛的细胞溶解毒素的有效

治疗将解决大量健康问题。已鉴别了超过80个家族的PFT，展示出多种多样的分子结构和相

异的表位靶标。尽管有这些差异，但在穿刺细胞膜方面这些毒素之间的功能相似性为具有

广泛应用的机制靶向的抗毒素平台提供了设计线索。通常，PFT通过自发并入磷脂双层中而

使细胞膜破裂。与脂质膜相互作用的这种倾向已启发了许多基于双层膜平台的应用(20‑
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22)。本文中，发明人应用纳米颗粒稳定的RBC膜的用途来吸收并且阻止破坏膜的蛋白质。使

用葡萄球菌的α‑毒素作为PFT模型，发明人证明了这些纳米海绵可以中和毒素的剧毒成孔

活性(图18A)。

[0440] 通过挤压红细胞膜囊泡与70nm  PLGA纳米颗粒来制备毒素纳米海绵(图22)，得到

直径约85nm的核‑壳纳米结构(图18B、图18C)。RBC膜囊泡源自从小鼠的全血纯化的RBC，并

且PLGA颗粒由纳米沉淀方法制备。这种红细胞膜涂覆技术先前被报道为伪装纳米颗粒，从

而改进其血清稳定性并且延长其体内循环半衰期(23)。在本研究中，视察了这些颗粒支撑

的RBC膜与溶血的α毒素之间的相互作用。在透射电子显微镜下，纳米海绵显现出核‑壳结

构，所述核‑壳结构由包裹在RBC双层中的聚合物核组成(图18C)。

[0441] 为了确立纳米海绵中和α毒素的能力，将200μg纳米海绵与在PBS中的3μgα毒素混

合，持续30min。随后将混合物与5％的纯化的小鼠RBC混合。作为比较，将相等量的PEG化的

PLGA颗粒、PEG化的脂质体以及具有可比较大小的RBC膜囊泡与毒素混合。孵育30分钟后，离

心溶液并且观察上清液的释放的血红蛋白。如在图19A中所显示，纳米海绵样品显著地不同

于其它样品，展现出澄清的上清液，这表明RBC未破坏。使用毒素处理的和PBS处理的RBC溶

液作为阳性对照和阴性对照，通过测量540nm处上清液的吸光度来定量溶血作用的程度。虽

然PEG化的PLGA纳米颗粒、PEG化的脂质体以及RBC膜囊泡无法阻止毒素的溶血活性，但是具

有纳米海绵的样品显示出完全的毒素抑制。

[0442] 为了更好地阐明α‑毒素抑制背后的机制，使纳米制剂/毒素混合物过滤通过

CL‑4B柱以便分离出游离漂浮的、未结合的毒素。考虑α毒素趋于自发并入红

细胞膜(24)和衬底支撑的膜双层(25)中，RBC膜囊泡和纳米海绵预期会在运行穿过过滤柱

之后保留毒素。SDS‑PAGE分析后，发现RBC膜囊泡和纳米海绵保留大部分的α毒素(分别为

95.3％和90.2％)，如毒素参比的具有相似强度的34kDa蛋白质带所指示(图19C)。另一方

面，毒素蛋白带在PEG化的PLGA  NP和PEG化的脂质体样品中几乎不存在(分别为3.4％和

4.7％)，这表明PEG化的制剂与毒素的相互作用较少。这种缺乏毒素保留可以归因于亲水性

PEG涂层，所述亲水性PEG涂层通过空间排斥排除蛋白质相互作用。被固体核稳定并且被RBC

膜组分伪装的纳米海绵可以直接与毒素靶标进行相互作用。

[0443] 虽然RBC膜囊泡也吸收α毒素，但是它们不能减少毒素的溶血活性凸显了聚合物核

在纳米海绵中的作用。为了更好地理解RBC膜囊泡与纳米海绵的中和能力之间的不同，使用

由膜染料(DMPE‑罗丹明)制备的两种纳米制剂进行细胞吸收研究。荧光显微镜法有效地显

现出两种纳米制剂在与细胞一起孵育时的不同命运(图19D)。在具有RBC膜囊泡的样品中，

广泛分布的红色荧光遮盖了整个细胞区域，这可以从这些不稳定的囊泡与细胞膜融合得到

解释。此观察结果与先前对脂质体RBC膜囊泡的研究一致，所述脂质体RBC膜囊泡易于被吸

收在细胞膜上并且不经历细胞内吞作用(26)。相比之下，纳米海绵显示出细胞内区域内相

异的荧光颗粒，这证明了聚合物核使RBC膜组分稳定并且实现其细胞吸收的能力。这些发现

帮助证实了溶血作用研究的结果，在所述情况下，具有结合的α‑毒素的RBC囊泡很可能与

RBC融合并且因此不能阻止溶血作用。另一方面，纳米海绵能够阻止毒素并且使它们远离其

它RBC膜。另外，图19D表明纳米海绵可以促进膜结合的毒素的内吞吸收。此纳米颗粒诱导的

进入机制将增强所吸附的蛋白质的内溶酶体消化，从而预防毒素可能造成的进一步破坏。

[0444] 为了进一步表征纳米海绵，通过滴定研究检验所述纳米海绵的毒素吸收容量。将
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不同量的α‑毒素与200μl的1mg/ml纳米海绵的PBS溶液一起孵育30分钟。作为对照，在缺乏

纳米海绵的情况下制备相同浓度的α毒素。随后将毒素/纳米海绵混合物添加至含有5％RBC

的1.8mL  PBS溶液中，并且在30分钟孵育后监测溶血作用(图19E)。在缺乏纳米海绵的情况

下，用1.2μg的α毒素(42％)观察到显著的溶血作用，而用3.6μg的α毒素实现接近完全的溶

血作用。然而，在纳米海绵治疗下，用高达9μg的α毒素观察到可忽略不计的溶血作用，而用

30μg毒素实现完全的溶血作用。此数据表明纳米海绵显著减少α毒素活性，但是有容量限

制。对总毒素含量固定为9μg的纳米海绵的另外的滴定研究揭示溶血活性的抑制与纳米海

绵的量直接相关(图19F)。接近9μg毒素可以完全地被200μg纳米海绵中和。基于滴定数据、

纳米海绵的大小、PLGA的密度以及毒素的分子量，纳米海绵的吸收容量估算为每个颗粒173

个毒素单体。作为比较，由纳米海绵的表面积和毒素蛋白的投影面积估算理论容量为每个

颗粒约2000个毒素单体。更低的实验值可以归因于毒素分子之间的位阻和在纳米海绵的表

面上RBC膜蛋白的存在。

[0445] 通过皮下施用体内测试纳米海绵中和α毒素的能力。在右侧腹皮肤下注射α毒‑素

或α‑毒素/纳米海绵混合物之后72小时，比较小鼠中的皮肤损害形成。以12μg/mL浓度注射

150μL后，单独的α毒素诱导了严重的皮肤损害，在对照组中具有可证实的水肿和炎症(图

20A)。然而，与100μg纳米海绵混合(约69:1的毒素与颗粒比)看起来似乎中和了毒素，因为

在小鼠上不存在可观察的损害(图20B)。仔细观察从对照组中收获的皮肤组织，显示出坏

死、细胞凋亡以及中性粒细胞炎性浸润与真皮水肿(图20C)。此外，毒素对下面的肌肉组织

造成损害，如通过原纤维间水肿、肌肉纤维撕裂以及相当数量的中性粒细胞从周围脉管系

统外渗所证明的(图20E)。这与接受毒素/纳米海绵混合物的小鼠的组织样品中所观察到的

(图20D和图20F)形成强烈对比，其显示出皮肤组织结构中正常的上皮结构和完整的纤维结

构，在肌肉组织结构中没有可见的浸润(图20D、图20F)。

[0446] 通过在小鼠中全身性施用来评估纳米海绵的解毒能力。首先通过用80mg/kg的纳

米海绵静脉内注射小鼠来验证纳米海绵的安全性。剂量是良好耐受的，因为2周时间里接种

的组没有展现出死亡(数据未示出)。当证实制剂的安全性时，检验通过预先接种和之后接

种两者实施的治疗。通过尾静脉注射浓注致死剂量的α毒素(75μg/kg)，已知所述剂量诱导

小鼠中急剧死亡。在两个实验组中，在毒素注射之前2分钟或之后2分钟注射80mg/kg的纳米

海绵。在对照组中，在毒素注射的6h内观察到100％死亡率(n＝9，图21)。在之后接种纳米海

绵的组中，死亡率显著地减小至56％(p值为0.0091；n＝9)。在预先接种的组中，存活率进一

步改进，其中仅观察到11％的死亡率(p值<0.0001；n＝9)。结果表明纳米海绵给予针对体内

α毒素的保护。当预防性地给予时，发现纳米海绵的益处更高，这不出意料地给予α毒素溶血

作用的快速动力学(27)。在这两个处理组中，6h标记后没有观察到额外的死亡，从而表明吸

附的毒素被解毒而不仅仅是具有其毒性延迟。这些结果表明这些纳米海绵在预防性和缓解

性背景下的有潜力的临床应用。

[0447] 总之，鉴于PFT的功能特性，将由PLGA纳米颗粒支撑的RBC膜组成的纳米海绵构建

作为抗毒素解决方案。发明人证明了膜可及性和结构完整性是经由此平台实现毒素中和的

关键方面。纳米海绵在体外抑制了α毒素的溶血活性，并且极大地减小了小鼠中的毒素损

害。此吸收毒素的平台在治疗性纳米颗粒和抗毒素治疗中呈现新的范例。不像通过亲水性

涂层排除蛋白质相互作用的常规隐秘策略，RBC膜覆盖的纳米海绵可以与毒性蛋白相互作
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用并且在体内充当毒素诱饵。并且不像其它结构特异性的抗毒素平台，纳米海绵解决了常

见的破坏膜的机制并且具有治疗各种PFT诱导的损害和疾病的潜力。更重要地，当局部或全

身性施用时，平台引起并发症的风险很小，因为它完全由生物相容的和生物可降解的材料

组成。聚合物核还可以被其它治疗性货物取代以便产生针对传染病的多模式治疗。因为PFT

是最常见的毒素，所以纳米海绵平台在临床上具有极大的治疗影响。

[0448] 纳米海绵的实验吸收容量

[0449] PLGA的密度：ρ＝1.2g/mL

[0450] 聚合物核的半径：r＝35nm

[0451] 纳米海绵的质量：

[0452] α‑毒素的质量：Mt＝34,000克/摩尔

[0453] 基于观察结果，9μg毒素可以完全被200μg  NP吸附：

[0454] 200μg纳米海绵约1.5×10‑12摩尔

[0455] 9μgα‑毒素约2.6×10‑10摩尔

[0456] 毒素:NP＝173:1

[0457] 纳米海绵的理论吸收容量

[0458] 纳米海绵的平均直径：rns＝42.5nm

[0459] 纳米海绵表面积：Ans＝4πrns
2＝22697nm2

[0460] 假定纳米海绵上α毒素为完全填充的七聚环。

[0461] 基 于 低 聚 化 的α毒 素 环 的 外 径 为 1 0 n m ( 1 ) ，环 的 投 影 面 积 为 ：

[0462] 每个纳米海绵的低聚化环的数目＝22697/78.5＝289个七聚环

[0463] 每个纳米海绵的α毒素单体＝289×7＝2024

[0464] 材料和方法

[0465] 毒素纳米海绵的制备

[0466] 如先前所报道，合成纳米海绵颗粒(2)。将从6周龄雄性ICR小鼠(查尔斯河实验室)

中收集的全血在800xg下离心5分钟，以便分离RBC。然后使RBC经受低渗处理，并且通过在

800xg下离心5分钟来收集RBC空胞。使用小型挤压机(Avanti  Polar  Lipids)，将所得到的

空胞逐次挤压通过400nm和100nm聚碳酸酯多孔膜。使用溶剂置换方法，使用0.67dL/g羧基

封端的50:50聚(DL‑丙交酯‑乙交酯)共聚物(LACTEL  Absorbable  Polymers)同时制备PLGA

聚合物核。将PLGA溶解在1mg/mL的乙腈中。为了制造1mg的颗粒，逐滴添加1mL的PLGA溶液到

3mL水中。露天搅拌所得到的混合物2h，并且使用10kDa分子量截留Amicon  Ultra‑4离心过

滤器(Millipore)浓缩。通过将PLGA纳米颗粒与由新鲜血液制备的囊泡(1mg  PLGA/1mL血

液)挤压通过100nm聚碳酸酯膜来合成最后的RBC纳米海绵。必要时，使用氮气吹扫来浓缩纳

米颗粒。PLGA聚合物的重量用于纳米海绵所引用的所有后续质量值。通过使用Malvern  ZEN 

3600Zetasizer重复进行三次动态光散射测量来获得纳米海绵的大小，其显示出平均大小

为85nm。

[0467] 毒素纳米海绵的透射电子显微术
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[0468] 将100μg的RBC纳米海绵与3μg金黄色葡萄球菌α毒素(Sigma  Aldrich)一起孵育15

分钟。以4μg/mL的纳米海绵浓度将一滴纳米颗粒溶液沉积在辉光放电的碳涂覆的栅格上。

沉积之后一分钟，用10滴蒸馏水洗掉液滴并且用1％乙酸双氧铀染色。在200kV下，在FEI 

Sphera显微镜下使样品成像。

[0469] PEG化的PLGA纳米颗粒、PEG化的脂质体以及RBC膜囊泡的制备

[0470] 根据纳米沉淀方法制备PEG化的纳米颗粒。简单地说，将1mg的PEG‑PLGA二嵌段共

聚物溶解在1mL的乙腈中，并且在恒定搅拌下添加至含有3mL水的小瓶中。然后在通风柜中

蒸发有机溶剂，持续2h。然后使用10kDa分子量截留的Amicon  Ultra‑4离心过滤器

(Millipore)洗涤NP溶液三次。通过机械挤压制备PEG化的脂质体。简单地说，1mg的卵磷脂

酰胆碱(Egg  PC)和200μg的DSPE‑PEG‑羧基(Avanti极性脂质)溶解在1mL的氯仿中。然后蒸

发有机溶剂以便形成干燥的脂质薄膜。用1mL  PBS再水化脂质薄膜，接着涡旋1分钟并且在

FS30D浴式超声仪(Fisher  Scientific)中进行声处理3分钟。随后将制剂挤压通过100nm孔

隙大小的聚碳酸酯膜11次，以便形成窄分布的脂质体。根据针对纳米海绵制备所描述的RBC

纯化和膜挤压实验方案制备RBC膜囊泡。通过使用动态光散射进行三次重复测量来获得纳

米制剂的大小，其显示出PEG化的PLGA纳米颗粒、PEG化的脂质体以及RBC膜囊泡的平均大小

分别为90nm、105nm以及120nm。

[0471] RBC纳米海绵竞争性中和测定

[0472] 将3μgα‑毒素与含有1mg/mL的RBC纳米海绵、PEG化的PLGA纳米颗粒、PEG化的脂质

体以及RBC膜囊泡的200μL  PBS溶液一起孵育30分钟。用9μgα‑毒素的PBS溶液制备阴性对

照。然后溶液与1.8mL的5％纯化的小鼠RBC一起再孵育30分钟。孵育后，在14,000rpm下，在

Beckman  Coulter 22R离心机中对每个样品进行离心沉淀10分钟。使用Tecan 

Infinite  M200多平台读取器，在540nm处分析上清液中的血红蛋白的吸光度以便测定RBC

溶解的程度。重复进行实验三次。

[0473] RBC纳米海绵结合研究

[0474] 将9μgα‑毒素与含有1mg/mL的RBC纳米海绵、PEG化的PLGA纳米颗粒、PEG化的脂质

体以及RBC膜囊泡的200μL  PBS溶液一起孵育30分钟。孵育之后，将样品过滤通过

CL‑4B尺寸排阻柱以便去除未结合的毒素。然后冻干样品，并且在SDS样品缓

冲液(Invitrogen)中制备。与过滤的样品同时制备9μg的纯α毒素作为参比。使用

XCell  SureLock电泳系统(Invitrogen)，在4％至12％的Bis‑Tris  10‑孔微型凝胶的MOPS

运行缓冲液上分离所制备的样品。在200V下运行样品50分钟，并且将所得到的聚丙烯酰胺

凝胶在SimplyBlue(Invitrogen)中染色过夜用于可视化。为了定量毒素保留，使用具有由

0.3μg、1μg、3μg以及9μg的纯α‑毒素制备的毒素标准物的ImageJ分析34kDa处的带强度。

[0475] α‑毒素滴定研究

[0476] 将200μL的1mg/mL纳米海绵的PBS溶液与30μg、9μg、3.6μg、1.2μg、0.6μg以及0.3μg

的α‑毒素一起孵育30分钟。作为对照组，在缺乏纳米海绵的情况下也制备含有相同浓度α毒

素的溶液。然后将样品溶液和对照溶液与1.8mL的5％小鼠RBC的PBS溶液一起孵育30分钟。

在14,000rpm下对每个样品离心沉淀10分钟。在540nm处分析上清液中的血红蛋白的吸光度

以便测定RBC溶解的程度。重复进行实验三次。
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[0477] 纳米海绵滴定研究

[0478] 制备PBS溶液以便含有200μg、60μg、20μg、6μg以及2μg的不同量的毒素纳米海绵。

将每种纳米海绵溶液与9μg的α‑毒素的PBS溶液混合，并且稀释至最终体积为200μL。孵育30

分钟后，将溶液添加至1.8mL的5％小鼠RBC的PBS溶液中并且孵育30分钟。然后在14,000rpm

下对溶液离心沉淀10分钟。在540nm处分析上清液中的血红蛋白的吸光度以便测定RBC溶解

的程度。重复进行实验三次。

[0479] RBC纳米海绵的细胞吸收

[0480] 为了检验细胞吸收后的纳米海绵和RBC膜囊泡的膜物质，在机械挤压进入膜囊泡

之前，将10μg的DMPE‑罗丹明(Avanti极性脂质)添加至源自1mL全血的RBC空胞中。使用所得

到的染料负载的RBC膜囊泡来制备纳米海绵。在介质199中将荧光纳米海绵和膜囊泡与浓度

为300μg/mL的人脐静脉内皮细胞(HUVEC)(ATCC#CRL‑1730)一起孵育1小时，所述介质199具

有Hanks'BSS、具有L‑谷酰胺、HEPES以及1.4g/L  NaHCO3(Lonza)，其补充有100U/mL盘尼西

林与100μg/mL链霉素(Invitrogen)和50μg/mL内皮细胞生长补充物(Biomedical 

Technologies,Inc.)。然后抽出介质并且在新鲜介质中孵育细胞1h。第二个孵育周期后，用

PBS洗涤细胞，用10％福尔马林(Millipore)固定，并且用含有DAPI的

(Invitrogen)封固。使用60X油浸物镜在应用精密DeltaVision去卷积扫描荧光显微镜上使

细胞成像。

[0481] 经由皮下途径的毒素中和

[0482] 将RBC纳米海绵与α‑毒素以0.67mg/mL纳米海绵和12μg/mL  a毒素的最终浓度在

PBS中一起孵育15分钟。然后将体积为150μL的混合物皮下注射到6周龄雌性nu/nu裸小鼠

(查尔斯河实验室)的侧腹区域中。在注射后的第3天，使小鼠成像。切下5μm的皮肤样品和肌

肉样品，并且使用用于组织学的H&E染色。

[0483] 经由全身途径的毒素中和

[0484] 事先在蒸馏水中制备浓度为20mg/mL的RBC纳米海绵和浓度为60μg/mL的α‑毒素。

对于预先接种研究，通过尾静脉对6周龄雄性ICR小鼠静脉内注射80mg/kg(剂量/体重)的纳

米海绵，随后在2分钟后注射75μg/kg的α‑毒素。对于之后接种研究，首先对6周龄雄性ICR小

鼠注射75μg/kg的α‑毒素，随后在2分钟后注射80mg/kg的纳米海绵。对照物仅注射75μg/kg

的α‑毒素溶液。每组的样品量为9。
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[0514] 实例5

[0515] 用于主动毒素免疫的细胞膜涂覆的纳米颗粒

[0516] 目前，毒素疫苗接种的主要方法是使用变性的毒素。然而，此方法在中和毒素毒力

方面可能是无效的，并且会破坏毒素蛋白抗原性所必需的天然结构。已经施用毒性降低的

基因工程化的毒素用于毒素疫苗接种。然而，这些制剂需要针对特定的毒素种类定制制成

并且造价昂贵。

[0517] 用于安全毒素免疫的中和毒素的颗粒是独特的并且先前没有描述过。现有的毒素

免疫方法通过加热或化学品而造成变性，这会影响毒素的免疫原性；或产生工程化的非毒

性蛋白质对应物，它们可能是昂贵和繁琐的。降低毒素毒性与保存疫苗抗原性之间的权衡

为毒素免疫方面提出重大的挑战。本发明提供了优于现有技术的主要优点，因为它在没有

破坏其天然结构的情况下中和了毒素毒力。它易于制备并且可应用于大量的毒素种类。

[0518] 涂覆在细胞膜中的纳米颗粒被用作递送相关抗原用于主动免疫的平台。已显示出

膜双层涂覆的颗粒可以吸收细菌毒素并且使其解毒。这些中和的、颗粒结合的蛋白质丧失
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毒力但还保留其免疫原性，并且在体内递送以便诱导免疫应答。此策略用来使毒素钝化用

于主动免疫，此时受试者获得针对初始毒素靶标的防御(图23)。所述技术治疗广泛的感染

和疾病，包括但不限于：产气荚膜梭菌、大肠杆菌、单核细胞增多性李斯特氏菌、炭疽杆菌、

肺炎双球菌、金黄色葡萄球菌以及酿脓链球菌(Streptococcus  pyogenes)。颗粒的亚微米

大小使所述平台易于被抗原递呈细胞吸收。

[0519] 来自金黄色葡萄球菌的成孔毒素如α‑溶血素通过刺穿细胞膜而引起细胞损害。本

文中描述的毒素纳米海绵由聚合物核组成，所述聚合物核被涂覆在红细胞的膜物质中。类

似于真正的细胞纳米颗粒上的膜与毒素相互作用。一旦毒素被粘附至纳米海绵，它们被稳

定的结构锁住并且因此不能造成进一步的损害(图24)。中和的毒素保留其天然结构和构象

以便诱导针对毒素靶标的适应性免疫。

[0520] 本实例提供了用于主动毒素免疫的细胞膜涂覆的纳米颗粒。使用由小鼠的红细胞

和PLGA聚合物制备的纳米颗粒，发明人已成功中和了金黄色葡萄球菌的α‑溶血素，并且在

不造成任何可观察的损害的情况下在小鼠中皮下递送它们(图25)。当用颗粒/毒素制剂进

行3个过程的接种时，小鼠展现出与用热变性毒素接种的那些小鼠相同水平的针对毒素靶

标的血清滴度(图26)。因此，发明人已证明了颗粒/毒素免疫的小鼠的血清可以抑制α‑溶血

素的溶血活性(图27)。在其中对一组10只小鼠静脉内注射致死剂量的毒素的毒素挑战中，

颗粒/毒素免疫的小鼠显示出100％存活，而未免疫的小鼠在6小时标记后无一存活(图28)。

[0521] 成孔毒素是许多主要传染病的关键毒力因子，所述传染病包括但不限于葡萄球菌

感染、肺炎、炭疽、气性坏疽以及链球菌性喉炎。本发明可以用作毒素疫苗接种以便治疗或

预防这些感染。

[0522] 参考文献：
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[0528] 2 .Wardenburg  B ,Schneewind  O .,“Vaccine  protection  against 

Staphylococcus  aureus  pneumonia .”The  Journal  of  Experimental  Medicine.2008,

205(2):287‑294。

[0529] 提供以上阐明的详述来帮助本领域普通技术人员实践本发明。然而，本文中描述

和要求的发明不限于本文中公开的具体实施方案的范围，因为这些实施方案旨在作为本发

明若干方面的说明。任何等同的实施方案旨在属于本发明的范围之内。事实上，根据以上描

述，除了本文中所显示和描述的那些实施方案之外，对本发明的各种修改对于本领域普通

技术人员而言将是显而易见的，所述各种修改不背离本发明的发现的精神或范围。此类修
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改还旨在属于所附权利要求书的范围内。

[0530] 出于所有目的将本申请中引用的所有公布、专利、专利申请以及其它参考文献以

引用的方式整体并入本文，其程度正如出于所有目的将每个单独的公布、专利、专利申请或

其它参考文献具体且单独地指明以便以引用的方式整体并入本文。本文中的参考文献的引

用不应该被解释为承认其为本发明的现有技术。

[0531]
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