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1.一种包含基质金属蛋白酶  (MMP)  消化的肌腱组织的脱细胞肌腱基质  (DTM)  组合

物。

2.权利要求1所述的脱细胞肌腱基质(DTM)组合物，进一步包含抗微生物剂。

3.权利要求1所述的脱细胞肌腱基质(DTM)组合物，进一步包含无菌水性载体溶液。

4.权利要求1‑3中任一项所述的脱细胞肌腱基质(DTM)，其中所述DTM富含蛋白质，保留

了存在于切碎的肌腱组织中的至少50％的生长因子。

5.一种制备脱细胞肌腱基质  (DTM)  组合物的方法，所述方法包括一个或多个选自以

下的步骤：

切碎肌腱组织样品；

使切碎的肌腱组织样品脱细胞；

研磨；

消化；

停止；

中和；

洗涤；和

冻干。

6.权利要求5所述的方法，其中所述消化步骤包括用选自MMP‑2、MMP‑9、MMP‑14及其组

合的基质金属蛋白酶(MMP)消化。

7.一种脱细胞肌腱基质  (DTM)  组合物，其中所述DTM  组合物通过包括选自以下的一

个或多个步骤的方法而制备：

切碎肌腱组织样品；

使切碎的肌腱组织样品脱细胞；

消化；和

冻干。

8.一种脱细胞肌腱基质  (DTM)  组合物，其中所述DTM  组合物通过包括选自以下的一

个或多个步骤的方法而制备：

切碎肌腱组织样品；

使切碎的肌腱组织样品脱细胞；

研磨；

消化；

停止和中和；

洗涤；和

冻干。

9.权利要求7或8中任一项所述的组合物，其中所述脱细胞步骤包括将切碎的肌腱组织

样品暴露于包含一种或多种选自以下的组分的溶液：离液盐、非离子去污剂、两性离子去污

剂、阳离子去污剂、阴离子去污剂或其组合。

10.权利要求7或8中任一项所述的组合物，其中所述消化步骤包括用包含基质金属蛋

白酶(MMP)的溶液消化。

11.权利要求10所述的组合物，其中所述基质金属蛋白酶(MMP)选自MMP‑2、MMP‑9、MMP‑
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14或其组合。

12.权利要求7或8中任一项所述的组合物，其中所述停止和中和步骤包括用包含一种

或多种选自TAPI‑0、TAPI‑1、TAPI‑2、马立马司他、膦酰二肽、木犀草素、PMSF、胃酶抑素  A、

亮抑酶肽、E‑64、原钒酸钠或其组合的蛋白酶抑制剂的溶液停止和中和。

13.一种刺激肌腱再生的方法，所述方法包括：(i)  将根据权利要求1或7的DTM组合物

重悬在药学上可接受的载体中；和(ii)  将所述重悬的  DTM 组合物应用于需要刺激肌腱再

生的肌腱部位。

14.一种脱细胞肌腱基质  (DTM)  水凝胶，包含重悬的根据权利要求  1  或  4  的  DTM 

组合物、l‑乙基‑3‑[3‑二甲基氨基丙基]碳二亚胺  (EDC)  和  PEG‑N‑羟基琥珀酰亚胺 

(NHS)  酯。

15.一种软铸脱细胞肌腱基质  (DTM)  物体，其中所述软铸物体通过包括选自以下的一

个或多个步骤的方法制备：

将根据权利要求1或4的脱细胞肌腱基质(DTM)组合物重悬在生理缓冲液中；

将  DTM 组合物与  PEG‑N‑羟基琥珀酰亚胺  (NHS)  酯混合以产生软水凝胶；

将软水凝胶转移到三维模具；和，

固化和灭活聚合反应。

16.一种脱细胞肌腱基质  (DTM)  水凝胶，包含重悬的根据权利要求  1  或  7  的  DTM 

组合物，还包含1‑乙基‑3‑[3‑二甲基氨基丙基]碳二亚胺  (EDC)  和水溶性偶联剂，所述水

溶性偶联剂选自与(EDC)偶联剂连接的N‑羟基琥珀酰亚胺(NHS)或N‑羟基磺基琥珀酰亚胺

(sulfoNHS)。

17.一种在对象中治疗肌腱撕裂和/或刺激肌腱再生的方法，所述方法包括：

获得包含基质金属蛋白酶  (MMP)  消化的肌腱组织的脱细胞肌腱基质  (DTM) 组合物；

将所述DTM 组合物重悬在药学上可接受的载体中；和

将所述重悬的DTM组合物应用于需要刺激肌腱再生的肌腱部位。

18.一种由天然肌腱产生的脱细胞肌腱基质，所述脱细胞肌腱基质包含大于90重量％

的天然肌腱中的TGF‑β。

19.权利要求18所述的脱细胞肌腱基质，所述脱细胞肌腱基质包含大于95重量％的天

然肌腱中的TGF‑β。

20.权利要求18所述的脱细胞肌腱基质，所述脱细胞肌腱基质包含大于99重量％的天

然肌腱中的TGF‑β。

21.权利要求18‑20中任一项所述的脱细胞肌腱基质，包含小于5重量％的天然肌腱中

的细胞材料。

22.权利要求18‑20中任一项所述的脱细胞肌腱基质，包含小于2重量％的天然肌腱中

的细胞材料。

23.权利要求18‑20中任一项所述的脱细胞肌腱基质，包含小于1重量％的天然肌腱中

的细胞材料。

24.权利要求18‑20中任一项所述的脱细胞肌腱基质，包含小于0.1重量％的天然肌腱

中的细胞材料。

25.权利要求18‑24中任一项所述的脱细胞肌腱基质，其中所述脱细胞肌腱基质基本上
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不含产生TGF‑β的细胞。

26.权利要求18‑25中任一项所述的脱细胞肌腱基质，包含小于5重量％的天然肌腱中

的DNA。

27.权利要求18‑25中任一项所述的脱细胞肌腱基质，包含小于2重量％的天然肌腱中

的DNA。

28.权利要求18‑25中任一项所述的脱细胞肌腱基质，包含小于1重量％的天然肌腱中

的DNA。

29.权利要求18‑25中任一项所述的脱细胞肌腱基质，包含小于0.1重量％的天然肌腱

中的DNA。

30.权利要求18‑25中任一项所述的脱细胞肌腱基质，其中所述脱细胞肌腱基质基本上

不含DNA。

31.一种从肌腱生产脱细胞肌腱基质  (DTM) 组合物的方法，所述方法包括：

使肌腱脱细胞，从而产生脱细胞肌腱；

使脱细胞肌腱与包含基质金属蛋白酶  (MMP)  的酶溶液接触以产生消化的脱细胞肌

腱；

冻干消化的脱细胞肌腱以产生冻干的肌腱；和

重构所述冻干肌腱以产生脱细胞肌腱基质。

32.权利要求31所述的方法，其中所述脱细胞包括使所述肌腱与DNA酶溶液接触。

33.权利要求32所述的方法，其中所述DNA酶溶液包含每毫升溶剂约10至约100单位的

DNA酶、每毫升溶剂约25至约75单位的DNA酶、每毫升溶剂约40至约60单位的DNA酶、每毫升

溶剂约  40  至约  60 单位的  DNA酶或每毫升溶剂约  50 单位的DNA酶。

34.权利要求32‑33中任一项所述的方法，其中所述脱细胞包括使所述肌腱与每1克肌

腱约4毫升至约50毫升的DNA酶溶液接触。

35.权利要求34所述的方法，其中所述脱细胞包括使所述肌腱与每1克肌腱约5毫升至

约10毫升的DNA酶溶液接触。

36.权利要求34所述的方法，其中所述脱细胞包括使所述肌腱与每1克肌腱约10毫升至

约50毫升的DNA酶溶液接触。

37.权利要求34‑36中任一项所述的方法，其中所述接触发生约1小时的时段，并且任选

地在摇床上发生。

38.权利要求31‑37中任一项所述的方法，其中所述脱细胞还包括用磷酸盐缓冲盐水洗

涤所述肌腱。

39.权利要求31‑38中任一项所述的方法，其中所述脱细胞还包括过滤所述肌腱。

40.权利要求31‑39中任一项所述的方法，其中所述冻干包括在‑80℃将消化的脱细胞

肌腱冷冻至少约30分钟。

41.权利要求39所述的方法，其中使用约1500G至约2500G的离心将所述肌腱过滤通过

70微米过滤器，持续约1分钟至约15分钟。

42.权利要求31‑41中任一项所述的方法，其中所述MMP包括胶原酶。

43.权利要求42所述的方法，其中所述胶原酶选自I型胶原酶、III型胶原酶及其组合。

44.权利要求43所述的方法，其包括I型胶原酶，其中酶溶液中所述I型胶原酶的浓度为
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每毫升约2毫克。

45.权利要求43所述的方法，其包括III型胶原酶，其中酶溶液中所述III型胶原酶的浓

度为每毫升约1毫克。

46.权利要求31‑45中任一项所述的方法，其中所述脱细胞肌腱与每1克肌腱约10毫升

至约50毫升的酶溶液接触。

47.权利要求18‑45中任一项所述的方法，其中所述脱细胞肌腱与每1克肌腱约5毫升至

约10毫升的酶溶液接触。

48.权利要求31‑47中任一项所述的方法，其中将所述脱细胞肌腱与酶溶液接触约24小

时。

49.权利要求31‑47中任一项所述的方法，其中将所述脱细胞肌腱与酶溶液接触约12小

时。

50.权利要求31‑49中任一项所述的方法，其中在约37℃使所述脱细胞肌腱与酶溶液接

触。

51.权利要求31‑50中任一项所述的方法，其中所述重构包括将约2微升至约5微升的溶

剂与约1毫克冻干肌腱混合。

52.根据权利要求31‑51中任一项所述的方法生产的脱细胞肌腱基质。

53.根据权利要求31‑51中任一项所述的方法生产的用于植入对象的脱细胞肌腱基质。

54.一种用于植入患者的组织再生支架，其包含根据权利要求31‑51中任一项所述的方

法生产的脱细胞肌腱基质材料。

55.如权利要求18‑30和52‑54中任一项所述的脱细胞肌腱基质材料，进一步包含赋形

剂。
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脱细胞肌腱基质方法及其用途

[0001] 对相关申请的交叉引用

本申请是要求2018年12月20日提交的美国临时申请No.  62/782,903和2019年8月

23日提交的美国临时申请No.  62/890,865的权益的国际申请，它们各自通过引用以其整体

并入本文。

发明领域

[0002] 本文所述的发明一般涉及脱细胞肌腱基质，以及制备和使用脱细胞肌腱基质的方

法。

[0003] 发明背景

再生医学是一门新兴学科，已经确定了细胞外基质材料的许多用途。肌腱是连接

肌肉和骨骼的纤维结缔组织。肌肉和肌腱之间的连接被称为肌腱连接或肌腱‑肌肉插入点；

肌腱和骨骼之间的连接被称为骨腱连接。这也称为肌腱插入或肌腱末端，并且这里的疾病

称为肌腱末端病。后一种连接，即肌腱和骨骼之间的连接(肌腱胶原纤维插入骨基质之处)

是肌腱损伤的常见位置。通常这些损伤是由于过度使用、内源性肌腱变性(肌腱病变)或跌

打损伤引起的。

[0004] 肌腱损伤导致特征明确的细胞和组织变化，它们共同导致肌腱生物力学特性的改

变。例如，Arya和Kulig,  J.  Appl.  Physiol.  108:670‑675  (2010)。过度使用、内源性变性

或外伤造成的损伤可能表现为肌腱撕裂。撕裂按严重程度分类，从一级轻微撕裂，到二级中

度至重度撕裂，且最后是三级完全撕裂。它们还以其它方式分类，例如部分或完全，在身体

的不同解剖区域，如肩袖、跟腱、四头肌腱、二头肌腱等。

[0005] 撕裂通常需要手术干预。在一些方面，本发明提供了生产用于修复包括撕裂在内

的肌腱损伤的组合物的方法。

[0006] 此外，本发明的组合物诱导组织再生，其加速肌腱再生长、肌腱愈合或天然肌腱插

入骨的重建。本发明的方法保留存在于细胞外基质中的内源性生长因子并提供用于肌腱再

生、愈合和/或修复的组合物。

[0007] 发明概述

在一个方面，本发明提供了一种生产组合物的方法，该组合物包含基质金属蛋白

酶(MMP)和/或胶原酶消化的肌腱组织、抗微生物剂和无菌水性载体溶液。

[0008] 在另一个方面，本发明提供了脱细胞肌腱基质(DTM)组合物，其中所述DTM组合物

通过包括以下步骤的方法制备：  (i)  切碎肌腱组织样品；  (ii)  将切碎的肌腱组织样品脱

细胞；  (iii)  研磨；  (iv)  消化；  (v)  停止和中和；  (vi)  洗涤；  和  (vii)  冻干。

[0009] 在一个方面，  本发明提供了用于制备保存生长因子的脱细胞肌腱基质的方法。

[0010] 在一些实施方案中，本公开内容提供了脱细胞肌腱基质(DTM)组合物，其包含基质

金属蛋白酶(MMP)消化的肌腱组织。在一些实施方案中，本公开内容提供了脱细胞肌腱基质

(DTM)组合物，其包含胶原酶消化的肌腱组织。在一些实施方案中，所述组合物包含胶原蛋

白消化物。在一些实施方案中，所述组合物进一步包含抗微生物剂。在一些实施方案中，所
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述组合物进一步包含无菌水性载体溶液。在一些实施方案中，所述脱细胞肌腱基质(DTM)是

保留至少50%存在于切碎的肌腱组织中的生长因子的蛋白。在一些实施方案中，所述组合物

是可模制的。在一些实施方案中，所述组合物能够基本上粘附到解剖形貌。

[0011] 在一些实施方案中，本公开内容还提供了制备脱细胞肌腱基质(DTM)组合物的方

法，所述方法包括一个或多个选自以下的步骤：  切碎肌腱组织样品；  将切碎的肌腱组织样

品脱细胞；  研磨；  消化；  停止和中和；  洗涤；和冻干。在一些实施方案中，所述方法包括用

选自MMP‑2、MMP‑9、MMP‑14或其组合的基质金属蛋白酶(MMP)消化。在一些实施方案中，所述

方法包括用本文所述的胶原酶消化。在一些实施方案中，所述方法包括用本文所述的DNA酶

脱细胞。

[0012] 本公开内容还提供了脱细胞肌腱基质(DTM)组合物，其中所述DTM组合物通过包括

一个或多个选自以下的步骤的方法制备：  切碎肌腱组织样品；  将切碎的肌腱组织样品脱

细胞；  消化；和冻干。  在一些实施方案中，本公开内容提供了脱细胞肌腱基质(DTM)组合

物，其中所述DTM组合物通过包括一个或多个选自以下的步骤的方法制备：  切碎肌腱组织

样品；将切碎的肌腱组织样品脱细胞；  研磨；  消化；停止； 中和；  洗涤；和冻干。  在一些实

施方案中，所述脱细胞的步骤包括将切碎的肌腱组织样品暴露于包含一种或多种选自离液

盐、非离子去污剂、两性离子去污剂、阳离子去污剂、阴离子去污剂或其组合的组分的溶液。

在一些实施方案中，所述脱细胞的步骤包括将切碎的肌腱组织样品暴露于DNA酶、RNA酶或

其组合。在一些实施方案中，所述脱细胞的步骤包括将切碎的肌腱组织样品暴露于DNA酶。

在一些实施方案中，所述消化步骤包括用包含基质金属蛋白酶(MMP)的溶液消化。在一些实

施方案中，所述基质金属蛋白酶(MMP)选自MMP‑2、MMP‑9、MMP‑14或其组合。  在一些实施方

案中，所述停止和/或中和步骤包括用包含一种或多种蛋白酶抑制剂的溶液停止和/或中

和，所述一种或多种蛋白酶抑制剂选自  TAPI‑0、TAPI‑1、TAPI‑ 2、马立马司他

（marimastat）、膦酰二肽（phosphoramidon）、木犀草素、PMSF、胃酶抑素  A、亮抑酶肽、E‑64、

原钒酸钠或其组合。

[0013] 本公开内容还提供了一种刺激肌腱再生的方法，所述方法包括一个或多个选自以

下的步骤：将本文所述的DTM组合物重悬在药学上可接受的载体中；和将重悬的DTM组合物

施用于需要刺激肌腱再生的肌腱部位。在一些实施方案中，重悬的DTM组合物是可模制的。

在一些实施方案中，重悬的DTM组合物具有油灰稠度。在一些实施方案中，重悬的DTM组合物

是凝胶。在一些实施方案中，重悬的DTM组合物是糊剂。在一些实施方案中，重悬的DTM组合

物是触变的。在一些实施方案中，重悬的DTM组合物是粘弹性的。在一些实施方案中，重悬的

DTM组合物是可注射的。在一些实施方案中，重悬的DTM组合物是可涂抹的。

[0014] 本公开内容还提供了脱细胞肌腱基质(DTM)水凝胶，其包含本文所述的重悬的DTM 

组合物，以及1‑乙基‑3‑[3‑二甲基氨基丙基]碳二亚胺(EDC)和PEG‑N‑羟基琥珀酰亚胺

(NHS)酯中的一种或多种。在一些实施方案中，所述水凝胶是可模制的。在一些实施方案中，

所述水凝胶具有油灰稠度。在一些实施方案中，所述水凝胶是糊剂。在一些实施方案中，所

述水凝胶是触变的。在一些实施方案中，所述水凝胶是粘弹性的。在一些实施方案中，所述

水凝胶是可注射的。在一些实施方案中，所述水凝胶是可涂抹的。

[0015] 本公开内容还提供了软铸脱细胞肌腱基质(DTM)物体，其中所述软铸物体通过包

括以下一个或多个步骤的方法制备：将本文所述的脱细胞肌腱基质(DTM)组合物重悬在生
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理缓冲液中；将DTM组合物与PEG‑N‑羟基琥珀酰亚胺(NHS)酯混合以制备软水凝胶；将软水

凝胶转移到三维模具中；固化聚合反应；和使聚合反应失活。

[0016] 本公开内容还提供了脱细胞肌腱基质(DTM)水凝胶，其包含本文所述的重悬的DTM

组合物，进一步包含1‑乙基‑3‑[3‑二甲基氨基丙基]碳二亚胺(EDC)和选自与(EDC)偶联剂

连接的N‑羟基琥珀酰亚胺(NHS)或N‑羟基磺基琥珀酰亚胺(sulfoNHS)的水溶性偶联剂。

[0017] 本公开内容还提供了一种在对象中治疗肌腱撕裂和/或刺激肌腱再生的方法，  所

述方法包括以下一项或多项：获得脱细胞肌腱基质(DTM)组合物，其包含基质金属蛋白酶

(MMP)或胶原酶消化的肌腱组织；将DTM组合物重悬于药学上可接受的载体中；和将重悬的

DTM组合物施用于需要刺激肌腱再生的肌腱部位。

[0018] 本公开内容还提供了一种由天然肌腱产生的脱细胞肌腱基质，所述脱细胞肌腱基

质包含大于90重量%的天然肌腱中的TGF‑β。在一些实施方案中，所述脱细胞肌腱基质包含

大于95重量%的天然肌腱中的TGF‑β。在一些实施方案中，所述脱细胞肌腱基质包含大于99

重量%的天然肌腱中的TGF‑β。在一些实施方案中，权利要求18‑20中任一项的所述脱细胞肌

腱基质，包含小于5重量%的天然肌腱中的细胞材料。在一些实施方案中，本文所述的脱细胞

肌腱基质包含小于2重量%的天然肌腱中的细胞材料。在一些实施方案中，本文所述的脱细

胞肌腱基质包含小于1重量%的天然肌腱中的细胞材料。在一些实施方案中，本文所述的脱

细胞肌腱基质包含小于0.1重量%的天然肌腱中的细胞材料。在一些实施方案中，本文所述

的脱细胞肌腱基质包含基本上不含产生TGF‑β的细胞。在一些实施方案中，本文所述的脱细

胞肌腱基质包含小于5重量%的天然肌腱中的DNA。  在一些实施方案中，本文所述的脱细胞

肌腱基质包含小于2重量%的天然肌腱中的DNA。  在一些实施方案中，本文所述的脱细胞肌

腱基质包含小于1重量%的天然肌腱中的DNA。  在一些实施方案中，本文所述的脱细胞肌腱

基质包含小于0.1重量%的天然肌腱中的DNA。  在一些实施方案中，本文所述的脱细胞肌腱

基质基本上不含DNA。

[0019] 本公开内容还提供了一种从肌腱制备脱细胞肌腱基质(DTM)组合物的方法，所述

方法包括以下一项或多项：使肌腱脱细胞从而产生脱细胞的肌腱；使脱细胞的肌腱与包含

基质金属蛋白酶(MMP)的酶溶液接触以产生消化的、脱细胞的肌腱；  冻干消化的、脱细胞的

肌腱以产生冻干的肌腱；和重构冻干的肌腱以产生脱细胞的肌腱基质。在一些实施方案中，

所述方法包括使肌腱与DNA酶溶液接触。在一些实施方案中，所述  DNA酶溶液包含约10至约

100单位的DNA酶/毫升的溶剂，约25  至约75单位的DNA酶/毫升的溶剂，约40至约60单位的

DNA酶/毫升的溶剂，约40至约60单位的DNA酶/毫升的溶剂，或约50单位的DNA酶/毫升的溶

剂。在一些实施方案中，所述脱细胞包括使肌腱与约4  毫升至约50  毫升的  DNA酶溶液/1克

肌腱接触。在一些实施方案中，所述脱细胞包括使肌腱与约5  毫升至约10  毫升的DNA酶溶

液/1克肌腱接触。在一些实施方案中，所述脱细胞包括使肌腱与约10  毫升至约50  毫升的

DNA酶溶液/1克肌腱接触。在一些实施方案中，所述接触发生约1小时的时段，并且任选地在

摇床上发生。在一些实施方案中，所述脱细胞进一步包括用磷酸盐缓冲盐水洗涤肌腱。在一

些实施方案中，所述脱细胞进一步包括过滤肌腱。在一些实施方案中，所述冻干包括在‑80

℃冷冻消化的、脱细胞的肌腱至少约30分钟。在一些实施方案中，所述方法进一步包括使用

在约1500G至约2500G之间的离心约1分钟至约15分钟过滤通过70微米过滤器。在一些实施

方案中，所述  MMP  包含胶原酶。在一些实施方案中，所述胶原酶选自I型胶原酶、III型胶原
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酶及其组合。在一些实施方案中，酶溶液中I型胶原酶的浓度为约2  毫克/毫升。在一些实施

方案中，酶溶液中III型胶原酶的浓度为约1毫克/毫升。在一些实施方案中，所述脱细胞的

肌腱与约10  毫升至约50  毫升的酶溶液/1克肌腱接触。在一些实施方案中，所述脱细胞的

肌腱与约5  毫升至约10  毫升的酶溶液/1克肌腱接触。在一些实施方案中，所述脱细胞的肌

腱与酶溶液接触约24小时。在一些实施方案中，所述脱细胞的肌腱与酶溶液接触约12小时。

在一些实施方案中，所述脱细胞的肌腱与酶溶液接触约1小时、约2小时、约3小时、约4小时、

约5小时、约6小时、约7小时、约8小时、约9小时、约10小时、约11小时、约12小时、约13小时、

约14小时、约15小时、约16小时、约17、约18小时、约19小时、约20小时、约21小时、约22小时、

约23小时或约24小时。在一些实施方案中，所述脱细胞的肌腱与酶溶液在约37℃接触。在一

些实施方案中，所述重构包括将约2微升至约5微升的溶剂与约1毫克冻干的肌腱混合。

[0020] 附图的简要说明

图1A‑B示出了处理天然髌腱和跟腱之前肌腱中的DNA含量(图1A)和蛋白含量(图

1B)的天然肌腱表征。测量结果描绘了来自总共6个供体的肌腱。

[0021] 图2A‑B示出了基于肌腱类型和位置的天然TGF‑β浓度。示出了在天然肌腱样品(处

理之前)中发现的TGF‑β3浓度(图2A)和TGF‑β1浓度(图2B)。

[0022] 图3示出了使用DNA酶和去污剂脱细胞的比较。测量了在天然肌腱、用  DNA酶50U 

处理1小时的肌腱、用  DNA酶50U处理2小时的肌腱以及使用  SDS 或  EDTA 的传统脱细胞的

方法处理的肌腱中的髌腱和跟腱二者中的  DNA  含量。

[0023] 图4示出了使用各种酶试剂（包括C‑1胶原酶I、C‑3胶原酶III、C‑1胶原酶I和C‑3胶

原酶III、以及胃蛋白酶）消化肌腱样品的肌腱总蛋白。

[0024] 图5示出了将肌腱处理成脱细胞肌腱基质之前和之后的TGF‑β浓度。通过对髌腱和

跟腱二者的所有近端、中间质和远端部分进行平均来测量天然肌腱。

[0025] 图6A‑B示出了脱细胞肌腱基质处理促进具有从未拉伸的构象(图6B)拉伸(图6A)

而不被扯断的能力的弹性特性。DTM 以无菌冻干粉的形式储存稳定，并可以重构成油灰或

可注射溶液。此图象显示了DTM油灰，其可通过将冻干的DTM以3‑5  ul/mg重悬而形成。该油

灰是可塑的/可拉伸的，用于手术应用到所需的修复区域。

[0026] 图7A‑C示出了DNA酶处理有效地使肌腱组织脱细胞。使用不同浓度的DNA酶（10U、

50U  和  100U）经1  小时使肌腱脱细胞。1X  PBS用作无脱细胞的的对照。使用  DNEasy试剂盒

(Qiagen)测定DNA浓度。该数据表明，低至50U的DNA酶就可以有效地使组织脱细胞。

[0027] 图8示出了DNA酶处理在使肌腱脱细胞的方面与标准去污剂方法一样有效。将  50U

的DNA酶与传统的去污剂、1%  SDS和0.1%  EDTA进行比较。DNA酶  50U在0.5小时、1  小时和  2 

小时时进行测试，而标准  SDS和EDTA方案要求进行  24  小时脱细胞。使用  DNEasy  试剂盒

（Qiagen，n=3）测定  DNA  浓度。所有值均标准化为无脱细胞的。Tukey 的（Tukey's）  HSD  多

重比较事后检验显示  DNA酶处理或经DNA酶脱细胞的不同时间与  SDS  和  EDTA  之间相比

没有显著差异。

[0028] 图9A‑H示出了跟腱基质比髌腱具有更多的蛋白含量。将跟腱和髌腱分为由肌腱的

近端、中心/中端和远端组成的1/3  部分。(A‑D)使用  BCA  蛋白定量试剂盒  (Thermo 

Scientific)测量天然肌腱的总蛋白。(E‑H)使用  TGF‑β磁珠面板  Milliplex  试剂盒

（Millipore  Sigma，#TGFBMAG‑64K‑03）测量  TGF‑β。方差分析（ANOVA）显示肌腱区域之间没
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有统计学上的显著差异，因此整个肌腱可以通过处理使用。当比较两种不同的肌腱  (D) 时

总蛋白没有差异  (P=0 .93)，但  (H)  跟腱中的  TGF‑β  在统计学上高于髌腱  (P  = 

0.0045)。

[0029] 图10示出了过滤有效地消除了胶原酶活性。用胶原酶处理脱细胞的肌腱以改善 

DTM 的形状因子。100  kDa  过滤器在消除最终产品中的胶原酶活性方面非常有效。方差分

析表明各组具有显著差异(F  (4 ,  22)  =18.06 ,  p<0 .0001)。重要的是，天然样品和  100 

kDa 过滤样品之间的胶原酶活性没有显著差异。

[0030] 图11示出了DTM比用胃蛋白酶使肌腱脱细胞的标准方法保留了更多的生物活性。

脱细胞后，使用含有  1（92.5  g肌腱/g  胶原酶  1）和  3（185  g肌腱/1  g  Col  3）  型胶原酶

的溶液或使用胃蛋白酶(根据先前公开的方法(Farnebo  等人  2014，PMID：24341855))消化

肌腱。方差分析表明组间存在显著差异，F  (3,11)  =5.056,  p=0.0193。Tukey的HSD事后显

示胃蛋白酶具有显著更少的  TGF‑β(P=  0.0249)。

[0031] 图12A‑C示出了铺在不同表面上的细胞增殖的差异。组织培养板未经处理（对照，

“TC  处理”）、用胶原蛋白或用  DTM  涂布。原代肌腱细胞(ZenBio  #TEN‑F)以  20,000  个细

胞/孔铺板，并在铺板后  (A)  48  小时或  (B)  7  天使用  Presto  Blue  (Thermo  Fisher) 

量化细胞活力，产生显著不同的生长速率(C)。(ANOVA  =  F  (3,26)  =  10.6,  p<0.0001)。

[0032] 图13A‑F示出了铺在不同表面上的细胞在形态和/或增殖方面的差异。组织培养板

未经处理（对照，“TC  处理”）、用胶原蛋白或用  DTM  涂布。原代肌腱细胞(ZenBio  #TEN‑F)

以  20,000  个细胞/孔铺板。活细胞图像经3  天通过延时摄影（time  laps  video）拍摄，显

示不同表面处理之间显著不同的细胞形态和增殖率（图  6）。活细胞成像的静止图像在  48 

小时时拍摄，并显示与标准组织培养物  (D)  或胶原蛋白涂布的板  (E)相比，肌腱细胞在 

DTM 上更快速地粘附、增殖，并具有增加的粘着斑和更自然的细胞形态(F)。

[0033] 图14A‑C示出了DTM的外科应用的图像。DTM  可形成油灰或可注射溶液。在这种情

况下，将油灰放置在更大的结节上，并通过手术连接冈上肌以固定  DTM。

[0034] 图15示出了经两个处理步骤来自四种不同供体的四个样品的归一化  TGFb  含量。

对于每种供体，第一列代表天然肌腱中  TGFb 的量，第二列代表脱细胞的肌腱中  TGFb 的

量，且第三列代表消化的肌腱中  TGFb 的量。

[0035] 发明详述

除非另有定义，本文使用的所有技术和科学术语具有与本发明所属领域的技术人

员通常理解的相同的含义。本文提及的所有专利和出版物均通过引用整体并入。

[0036] 定义

如本文所用，术语“共同施用（co‑administra tion）”、“共同施用（co‑

administering）”、“与……组合施用（administered  in  combination  with）”、“与……组

合施用（administering  in  combination  with）”、“同时（simultaneous）”和“同时

（concurrent）”包括施用两种或更多种活性药物成分。共同施用包括以分开的组合物同时

施用、以分开的组合物在不同时间施用或以其中存在两种或更多种活性药物成分的组合物

施用。优选以分开的组合物同时施用和以其中两种药剂都存在的组合物施用。

[0037] 术语“体内”是指在对象的体内发生的事件。

[0038] 术语“体外”是指在对象的体外发生的事件。体外测定包括使用活细胞或死细胞的
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基于细胞的测定，并也可以包括不使用完整细胞的无细胞测定。

[0039] 如本文所用，“治疗（treatment）”、“治疗（treating）”、“缓解（palliating）”和“改

善（ameliorating）”可互换使用。这些术语是指获得有益或期望结果，包括但不限于治疗益

处和/或预防益处的方法。治疗益处意指根除或改善所治疗的潜在病症。而且，通过根除或

改善与潜在病症相关的一种或多种生理症状来实现治疗益处，从而在患者中观察到改善，

尽管患者可能仍受到潜在病症的折磨。

[0040] 术语“有效量”或“治疗有效量”是指足以实现预期应用（包括但不限于疾病治疗）

的如本文所述的化合物或化合物组合的量。治疗有效量可根据预期应用（体外或体内）、或

所治疗的对象和疾病状况（例如，对象的体重、年龄和性别）、疾病状况的严重程度、施用方

式等而变化，其可以由本领域普通技术人员容易地确定。该术语还适用于在靶细胞中诱导

特定响应（例如，血小板粘附和/或细胞迁移的减少）的剂量。具体剂量将根据所选择的特定

化合物、要遵循的给药方案、该化合物是否与其它化合物联合施用、施用时间、施用的组织

以及其中携带化合物的物理递送系统而变化。

[0041] 如本文所用的术语“治疗效果”包括治疗益处和/或预防益处。预防作用包括延迟

或消除疾病或病症的出现，延迟或消除疾病或病症的症状的发作，减缓、停止或逆转疾病或

病症的进展，或其任何组合。

[0042] 如本文所用，“供体”是指肌腱结缔组织的哺乳动物来源。供体可以是人或其它动

物来源，包括尸体肌腱组织。“同种异体”供体组织是来自相同物种的非遗传相同成员的供

体组织，例如，从一个人类对象中收获的供体组织，然后将所得组合物施用于不同的人类对

象。肌腱结缔组织可从另一物种的供体收获，用于本文方法中以产生脱细胞肌腱基质组合

物；此类组合物是“异种”脱细胞肌腱基质组合物。优选的异种移植来源是猪、马、牛、绵羊、

狗和啮齿动物。无论来源如何，异种移植肌腱组织可能是来自尸体供体的新鲜或新鲜冷冻

组织。优选的同种异体移植来源是跟腱和髌腱。这些肌腱很容易获得并且尺寸相对较大。它

们还广泛用于自体移植和同种异体移植应用，用于重建撕裂或受损韧带和肌腱。

[0043] 如本文所用，“脱细胞”是指肌腱结缔组织的细胞成分的一般（至少80%）、几乎完全

（至少95%）或基本完全（至少99%）去除。

[0044] 如本文所用，“基质金属蛋白酶”是指基质金属蛋白酶(MMP)家族的蛋白。基质金属

蛋白酶  (MMP)  包括锌依赖性内切蛋白酶的一个大家族，它们共同能够降解所有细胞外基

质  (ECM) 成分。该术语包括每个  MMP  家族成员的脱辅基‑和活化形式。该术语包括MMP‑2、

MMP‑9、MMP‑14、它们的同系物、衍生物和片段。Fanjul‑Fernandez 等人  在综述文章

Biochim.  Biophy.  Acta  1803:3‑19  (2010)中总结了哺乳动物MMP家族。

[0045] 本领域已知多种生长因子，包括:  IGF‑1  (胰岛素样生长因子1，或生长调节素C)、

TGF‑β  (转化生长因子β)、  PDGF  (血小板衍生生长因子)、VEGF  (血管内皮生长因子

(VEGF)，也称为血管通透性因子(VPF))、  bFGF  (碱性成纤维细胞生长因子或成纤维细胞生

长因子2  (FGF2))、GDF‑5  (生长分化因子5)、GDF‑6  (生长分化因子6)、GDF‑7  (生长分化因

子7)、HGF  (肝细胞生长因子或分散因子)。不受理论的束缚，本领域已知在肌腱的细胞外基

质中发现的上述生长因子的非限制性列表。

[0046] 短语“药学上可接受的”是指在合理的医学判断范围内，适用于与人和动物组织接

触而无过度毒性、刺激性、过敏反应或与合理的收益/风险比相称的其它问题或并发症的那
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些化合物、材料、组合物和/或剂型。

[0047] “药学上可接受的载体”或“药学上可接受的赋形剂”旨在包括任何和所有溶剂、分

散介质、包衣、抗菌剂和抗真菌剂、等渗剂和吸收延迟剂以及惰性成分。此类药学上可接受

的载体或药学上可接受的赋形剂用于活性药物成分的用途是本领域众所周知的。除非任何

常规的药学上可接受的载体或药学上可接受的赋形剂与  DTM  成分不相容，否则考虑其在

本发明的治疗组合物中的用途。另外的活性药物成分，如其它药物，也可以加入到所描述的

组合物和方法中。

[0048] 当本文使用范围来描述例如物理或化学性质如分子量或化学式时，旨在包括其中

的范围和具体实施方案的所有组合和亚组合。当提及数字或数值范围时使用术语“约”意味

着所指的数字或数值范围是实验变异性内（或统计实验误差内）的近似值，因此数字或数值

范围可以变化。该变化通常为所述数字或数值范围的0％至15％，优选0％至10％，更优选

0％至5％。术语“包含”（以及相关术语，如“包含”或“包含”或“具有”或“包括”）包括那些实

施方案，如例如，任何物质的组合物、方法或过程“由所描述的特征组成”或“基本上由所描

述的特征组成”的实施方案。

[0049] 在两个或多个核酸或多肽的上下文中，术语“序列同一性”、“同一性百分比

（percent  identity）”和“序列同一性百分比”是指相同的或具有特定百分比的相同的核苷

酸或氨基酸残基的两个或更多个序列或子序列，在比较和比对（必要时引入缺口）以获得最

大对应时，不考虑任何保守氨基酸取代作为序列同一性的一部分。可以使用序列比较软件

或算法或通过目视检查来测量同一性百分比。可用于获得氨基酸或核苷酸序列的比对的各

种算法和软件是本领域已知的。确定序列同一性百分比的合适程序包括例如可从美国政府

的国家生物技术信息中心  BLAST  网站（U.S .  Government 's  National  Center  for 

Biotechnology  Information  BLAST  website）获得的  BLAST  程序套件。两个序列之间的

比较可以使用  BLASTN  或  BLASTP  算法进行。BLASTN用于比较核酸序列，而BLASTP用于比

较氨基酸序列。可从  DNASTAR  获得的ALIGN、ALIGN‑2（Genentech，South  San  Francisco，

California）或  MegAlign是可用于比对序列的额外的公众可得的软件程序。本领域技术人

员可以通过特定的比对软件确定最大比对的适当参数。在某些实施方案中，使用比对软件

的默认参数。

[0050] 为免生疑问，结合本发明的特定方面、实施方案或实施例描述的特定特征（例如整

数、特征、值、用途、疾病、式、化合物或组）旨在应理解为适用于本文描述的任何其它方面、

实施方案或实施例，除非与其不相容。因此，可以在适当的情况下结合本文定义的任何定

义、权利要求或实施方案来使用此类特征。本说明书中公开的所有特征（包括任何随附的权

利要求、摘要和附图）和/或如此公开的任何方法或过程的所有步骤，可以以任何组合方式

组合，除了其中至少一些特征和/或步骤是相互排斥的组合以外。本发明不限于任何公开的

实施方案的任何细节。本发明扩展到本说明书（包括任何随附的权利要求、摘要和附图）中

公开的特征的任何新颖的一个或新颖的组合，或扩展到如此公开的任何方法或过程的步骤

的任何新颖的一个或任何新颖的组合。

[0051] 制备脱细胞肌腱基质的方法

本公开的实施方案的一个目标是通过开发温和且特异性的脱细胞和消化方案来

产生在基质中保留生长因子（特别是TGF‑β）的DTM。传统上的去污剂是刺激性的，且可以去
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除或变性蛋白以及细胞材料。

[0052] 用于脱细胞基质的典型消化技术使用通用蛋白酶，最常见的是胃蛋白酶，它不加

选择地将所有蛋白切割成小多肽。在此应用中，使用专门用于切割胶原蛋白的酶来将肌腱

分解成更小的部分，其然后可以形成自组装肽。胶原蛋白，主要是  I  型胶原蛋白，形成肌腱

的结构骨架。通过专门切割胶原蛋白，我们消化了肌腱，但保留了附着的生长因子的生物活

性。

[0053] 胶原酶是消化在肌腱中常见的三螺旋天然胶原纤维的内肽酶。胶原酶切割在序列

Pro‑X‑Gly‑Pro(在胶原蛋白中以高频率发现)中的中性氨基酸  (X)和甘氨酸之间的键。细

菌胶原酶，如由溶组织梭菌制造的细菌胶原酶，可以攻击几乎所有类型的胶原蛋白，并降解

不溶于水的天然胶原蛋白和水溶性变性胶原蛋白二者。梭菌胶原酶通过三螺旋中的多次切

断消化天然三螺旋  I、II  和  III  型胶原蛋白的能力是一个主要的区别因素。梭菌胶原酶

代表异常大的金属蛋白酶，该蛋白酶家族在活性位点的中心共享一个含锌基序(Gonzales

和Robert‑Baudouy  1996)。

[0054] 基质金属蛋白酶  (MMP)  还具有以非常特定的序列切割胶原纤维的能力。由于它

们的三螺旋结构，I、II  和  III  型间质胶原蛋白对蛋白水解攻击具有高度抵抗力，但可以

在特定位点被  MMP  胶原酶切割。MMP  ‑2  和  ‑9  在结构水平上密切相关，并已证明对  I  型

和  III  型胶原蛋白具有胶原酶活性，产生经典的  3/4  和  1/4  片段。MMP‑1、MMP‑8、MMP‑

13、MT‑MMPs也有一些有限的胶原酶活性。

[0055] 在一个方面，  本发明提供了一种生产组合物的方法，该组合物包含基质金属蛋白

酶(MMP)消化的肌腱组织、抗微生物剂和无菌水性载体溶液。在一些实施方案中，所述基质

金属蛋白酶(MMP)选自MMP‑2、MMP‑9、MMP‑14或其组合。  在一个方面，MMP被设计成具有组成

型活性。本领域技术人员将理解可以使用其它MMP。可以使用胶原酶、明胶酶、溶基质素和膜

型  MMP  (MT‑MMP)。在某些实施方案中，胶原酶可用于使肌腱脱细胞和/或消化脱细胞的肌

腱。如本文所述，胶原酶能够将三螺旋原纤维胶原蛋白降解成有区别的3/4和1/4片段。这些

胶原蛋白是骨骼、软骨和牙本质的主要成分。胶原酶包括  1  型胶原酶、2  型胶原酶、3  型胶

原酶、8  型胶原酶、13  型胶原酶、14  型胶原酶和  18  型胶原酶。可使用的一种或多种  MMP 

的非限制性实例包括MMP1  (间质胶原酶、CLG、CLGN)、MMP2  (明胶酶‑A、72  kDa  明胶酶)、

MMP3  (溶基质素1、CHDS6、MMP‑3、SL‑1、STMY、STMY1、STR1)、MMP7  (基质溶解因子、PUMP  1、

MMP‑7、MPSL1、PUMP‑1)、MMP8  (嗜中性粒细胞胶原酶、CLG1、HNC、MMP‑8、PMNL‑CL)、MMP9  (明

胶酶‑B、92  kDa  明胶酶、CLG4B、GELB、MANDP2、MMP‑9)、MMP10  (溶基质素2、SL‑2、STMY2)、

MMP11  (溶基质素3、SL‑3、ST3、STMY3)、MMP12  (巨噬细胞金属弹性蛋白酶、HME、ME、MME、

MMP‑12)、MMP13  (胶原酶3、CLG3、MANDP1、MMP‑13)、MMP14  (MT1‑MMP、MMP‑14、MMP‑X1、MT‑

MMP、MT‑MMP  1、MT1‑MMP、MT1MMP、MTMMP1、WNCHRS)、MMP15  (MT2‑MMP、MT2‑MMP、MTMMP2、

SMCP‑2、MMP‑15、MT2MMP)、MMP16  (MT3‑MMP、C8orf57、MMP‑X2、MT‑MMP2、MT‑MMP3、MT3‑MMP)、

MMP17  (MT4‑MMP、MT4‑MMP、MMP‑17、MT4MMP、MTMMP4)、MMP18  (胶原酶4、xcol4、爪蟾胶原

酶)、MMP19  (RASI‑1，有时称为溶基质素‑4、MMP18、RASI‑1、CODA)、MMP20  (釉质溶解素、

AI2A2、MMP‑20)、MMP21  (X‑MMP、MMP‑21、HTX7)、MMP23A  (CA‑MMP)、MMP23B  (MIFR、MIFR‑1、

MMP22)、MMP24  (MT5‑MMP、MMP‑24、MMP25、MT‑MMP  5、MT‑MMP5、MT5‑MMP、MT5MMP、MTMMP5)、

MMP25  (MT6‑MMP、MMP‑25、MMP20、MMP20A、MMPL1、MT‑MMP  6、MT‑MMP6、MT6‑MMP、MT6MMP、
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MTMMP6)、MMP26  (基质溶解因子‑2、endometase)、MMP27  (MMP‑22、C‑MMP、MMP‑27)和MMP28 

(Epilysin、EPILYSIN、MM28、MMP‑25、MMP‑28)。

[0056] 用于酶促消化脱细胞的肌腱的胶原酶浓度可因所使用的特定胶原酶而异。在某些

实施方案中，1型胶原酶可用于酶促消化脱细胞的肌腱。在某些实施方案中，3型胶原酶可用

于酶促消化脱细胞的肌腱。用于酶促消化脱细胞的肌腱的胶原酶浓度可为约0.1毫克(mg) 

/毫升(mL)、约0.2  mg/mL、约0.3  mg/mL、约0.4  mg/mL、约0.5  mg/mL、约0.6  mg/mL、约0.7 

mg/mL、约0.8  mg/mL、约0.9  mg/mL、约1.0  mg/mL、约1.1  mg/mL、约1.2  mg/mL、约1.3  mg/

mL、约1.4  mg/mL、约1.5  mg/mL、约1.6  mg/mL、约1.7  mg/mL、约1.8  mg/mL、约1.9  mg/mL、约

2.0  mg/mL、约2.1  mg/mL、约2.2  mg/mL、约2.3  mg/mL、约2.4  mg/mL、约2.5  mg/mL、约2.6 

mg/mL、约2.7  mg/mL、约2.8  mg/mL、约2.9  mg/mL、约3.0  mg/mL、约3.1  mg/mL、约3.2  mg/

mL、约3.3  mg/mL、约3.4  mg/mL、约3.5  mg/mL、约3.6  mg/mL、约3.7  mg/mL、约3.8  mg/mL、约

3.9  mg/mL、约4.0  mg/mL、约5.0  mg/mL、约6.0  mg/mL、约7.0  mg/mL、约8.0  mg/mL、约9.0 

mg/mL,或约10.0  mg/mL。在某些实施方案中，用于酶促消化脱细胞的肌腱的胶原酶浓度为

约1.0  mg/mL。在其它实施方案中，用于酶促消化脱细胞的肌腱的胶原酶浓度为约2.0  mg/

mL。

[0057] 抗微生物剂是用于肠胃外制剂的合适试剂，例如烷基醇或芳基醇，如苯甲醇、氯丁

醇或2‑乙氧基乙醇。氨基芳基酸酯也是合适的，例如对羟基苯甲酸甲酯、乙酯、丙酯或丁酯

及其组合。烷基酸和芳基酸也可能是合适的，例如苯甲酸或山梨酸；双胍，例如氯己定或酚，

例如苯酚或3‑甲酚。在一些实施方案中，使用化学相容的抗微生物剂的组合。

[0058] 在一个方面，本发明提供了一种脱细胞肌腱基质(DTM)组合物，其中所述DTM组合

物通过包括以下步骤的方法制备：  (i)  切碎肌腱组织样品；  (ii)  将切碎的肌腱组织样品

脱细胞；  (iii)  消化；和(iv)  冻干。

[0059] 在另一个方面，本发明提供了脱细胞肌腱基质(DTM)组合物，其中所述DTM组合物

通过包括以下步骤的方法制备：  (i)  切碎肌腱组织样品；  (ii)  将切碎的肌腱组织样品脱

细胞；  (iii)  研磨；  (iv)  消化；  (v)  停止和中和；  (vi)  洗涤；和(vii)  冻干。

[0060] 在一些情况下，在脱细胞、研磨、消化、冻干和/或洗涤之前，肌腱基质可以以约

40%、约45%、约50%、约55%、约60%、约65%、约70%、约75%、约80%、约85%、约90%、约95%或约99重

量%的分离的肌腱组织的部分存在。

[0061] 在一些情况下，在脱细胞、研磨、消化、冻干和/或洗涤之前，肌腱基质可以以约50%

至约90%、约50%至约80%、约50%至约70%、约50%至约60%、约50%至约55%,  60%至约90%、约60%

至约80%、约60%至约70%、约60%至约65%,  70%至约90%、约70%至约80%、约70%至约75%、80%至

约90%、约80%至约85%或约85%至约90重量%的分离的肌腱组织的部分存在。

[0062] 在一些情况下，在脱细胞、研磨、消化、冻干和/或洗涤之前，肌腱基质可以以小于

约90%、小于约85%、小于约80%、小于约75%、小于约70%、小于约65%、小于约60%、小于约55%、

小于约50%、小于约45%、小于约40%、小于约35%、小于约30%、小于约25%、小于约20%、小于约

15%、或小于约10重量%的分离的肌腱组织的部分存在。

[0063] 在一些情况下，在脱细胞、研磨、消化、冻干和/或洗涤之前，肌腱基质可以以约

40%、约45%、约50%、约55%、约60%、约65%、约70%、约75%、约80%、约85%、约90%、约95%或约99体

积%的分离的肌腱组织的部分存在。
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[0064] 在一些情况下，在脱细胞、研磨、消化、冻干和/或洗涤之前，肌腱基质可以以约50%

至约90%、约50%至约80%、约50%至约70%、约50%至约60%、约50%至约55%,  60%至约90%、约60%

至约80%、约60%至约70%、约60%至约65%,  70%至约90%、约70%至约80%、约70%至约75%、  80%

至约90%、约80%至约85%或约85%至约90体积%的分离的肌腱组织的部分存在。

[0065] 在一些情况下，在脱细胞、研磨、消化、冻干和/或洗涤之前，肌腱基质可以以小于

约90%、小于约85%、小于约80%、小于约75%、小于约70%、小于约65%、小于约60%、小于约55%、

小于约50%、小于约45%、小于约40%、小于约35%、小于约30%、小于约25%、小于约20%、小于约

15%、或小于约10体积%的分离的肌腱组织的部分存在。

[0066] 在一些情况下，在脱细胞、研磨、消化、冻干和/或洗涤之后，肌腱基质可以以约

40%、约45%、约50%、约55%、约60%、约65%、约70%、约75%、约80%、约85%、约90%、约95%或约99重

量%的脱细胞、研磨、消化、冻干和/或洗涤的肌腱组织的部分存在。

[0067] 在一些情况下，在脱细胞的、研磨、消化、冻干和/或洗涤之后，肌腱基质可以以约

50%至约90%、约50%至约80%、约50%至约70%、约50%至约60%、约50%至约55%,  60%至约90%、约

60%至约80%、约60%至约70%、约60%至约65%,  70%至约90%、约70%至约80%、约70%至约75%、

80%至约90%、约80%至约85%或约85%至约90重量%的脱细胞的、研磨、消化、冻干和/或洗涤的

肌腱组织的部分存在。

[0068] 在一些情况下，在脱细胞、研磨、消化、冻干和/或洗涤后，肌腱基质可以以脱细胞、

研磨、消化、冻干和/或洗涤的肌腱组织的按重量计大于约99%、大于约95%、大于约90%、大于

约85%、大于约80%、大于约  75%、大于约70%、大于约65%、大于约60%、大于约55%、大于约50%、

大于约45%、大于约40%、大于约35%、大于约30%、大于约25%、大于约20%、大于约15%或大于约

10%的部分存在。

[0069] 在一些情况下，在脱细胞、研磨、消化、冻干和/或洗涤后，肌腱基质可以以脱细胞、

研磨、消化、冻干和/或洗涤的肌腱组织的按体积计约40%、约45%、约50%、约55%、约60%、约

65%、约70%、约75%、约80%、约85%、约90%、约95%或约99%的部分存在。

[0070] 在一些情况下，在脱细胞、研磨、消化、冻干和/或洗涤后，肌腱基质可以以脱细胞、

研磨、消化、冻干和/或洗涤的肌腱组织的按体积计约50%至约90%、约50%至约80%、约50%至

约70%、约50%至约60%、约50%至约55%、60%至约90%、约60%至约80%、约60%至约70%、约60%至

约65%、70%至约90%、约70%至约80%、约70%至约75%、80%至约90%、约80%至约85%或约85%至约

90%的部分存在。

[0071] 在一些情况下，在脱细胞、研磨、消化、冻干和/或洗涤后，肌腱基质可以以脱细胞、

研磨、消化、冻干和/或洗涤的肌腱组织的按体积计大于约99%、大于约95%、大于约90%、大于

约85%、大于约80%、大于约75%、大于约70%、大于约65%、大于约60%、大于约55%、大于约50%、

大于约45%、大于约40%、大于约35%、大于约30%、大于约25%、大于约20%、大于约15%或大于约

10%的部分存在。

[0072] 在一个方面中，脱细胞步骤包括将切碎的肌腱组织样品暴露于包含一种或多种选

自离液盐、非离子去污剂、两性离子去污剂、阳离子去污剂、阴离子去污剂或其组合的组分

的溶液。在一些方面中，脱细胞步骤包括一个或多个冷冻/解冻循环。在一些方面中，脱细胞

步骤还包括用DNA酶和/或RNA酶处理。在一些方面中，脱细胞步骤还包括在平衡盐溶液例如

汉克平衡盐溶液的磷酸盐缓冲盐水中洗涤一次或多次。
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[0073] 在一些实施方案中，将切碎的肌腱组织样品在超纯水中漂洗，然后使用包含1%  w/

v十二烷基硫酸钠(SDS)的溶液在适度搅拌下脱细胞。在一些实施方案中，适度搅拌是间歇

性的。

[0074] 在另一方面中，使用包含离子去污剂、非离子去污剂、阴离子去污剂或阳离子去污

剂中的一种或多种的溶液使切碎的肌腱组织样品脱细胞。在一些方面中，脱细胞溶液还包

含离液盐。在一些实施方案中，离液盐是尿素。在一些实施方案中，脱细胞溶液包含0.5  M尿

素至8  M尿素。在一些实施方案中，脱细胞溶液包含2  M至5  M尿素。在一些实施方案中，脱细

胞溶液包含约3  M尿素。

[0075] 在一些方面中，脱细胞溶液包含表面活性剂和离液盐。在一些方面中，脱细胞溶液

还包含消泡剂，例如Antifoam  204。

[0076] 在另一方面中，该方法还包括沉淀细胞蛋白的步骤，该方法还包括用浓缩的

cosmotropic溶液处理切碎的肌腱组织样品。在一些实施方案中，浓缩的cosmotropic溶液

是硫酸铵。Cosmotropic盐析例如根据Wingfield,  Curr.  Protoc.  Protein  Sci., 附录3：

附录–3F  (2001)总结的方法完成。

[0077] 切碎可以使用本领域已知的方法来完成，例如，首先从肌腱组织样品中去除鞘、脂

肪和滑膜组织。然后，将肌腱组织标本切成大约1至4  mm3大小的块，然后用磷酸盐缓冲盐水

(PBS)洗涤。

[0078] 在一个方面中，停止和中和步骤包括用包含一种或多种蛋白酶抑制剂的溶液停止

和中和，所述蛋白酶抑制剂选自TAPI‑0、TAPI‑1、TAPI‑2、马立马司他、膦酰二肽、木犀草素、

PMSF、胃蛋白酶抑制剂A、亮抑酶肽、E‑64、原钒酸钠或其组合。

[0079] 脱细胞可以通过本领域已知的方法进行监测，包括将脱细胞的样品和对照样品

（即起始供体肌腱组织的未处理样品）切片，然后用苏木精‑伊红染色和马森‑戈德纳三色染

色来分别检测细胞组分和胶原纤维结构。DNA可能从脱细胞的样品和未经处理的起始样品

中提取；脱细胞样品应有至多为相当的起始重量的四分之一的DNA被回收，参见，例如，

Seif‑Naraghi等人，Acta  Biomater.8:3695‑3703  (2012)。

[0080] 脱细胞组织具有所有或大部分组织区域的细胞外基质(ECM)组分，包括血管树的 

ECM组分。ECM组分可以包括以下的任何一种或任何组合：纤连蛋白、原纤蛋白、层粘连蛋白、

弹性蛋白、胶原蛋白家族的成员（例如，胶原蛋白I、III和IV）、ECM相关生长蛋白（包括生长

因子和细胞因子）、糖胺聚糖、基质、网状纤维和血小板反应蛋白，它们可以保持限定的组织

结构，如基底层。成功的脱细胞可以定义为使用标准组织学染色程序在组织切片中没有可

检测到的肌丝、内皮细胞、平滑肌细胞和细胞核或去除超过97%的可检测DNA（例如，如通过

荧光测定法测量）的。残留的细胞碎片可以从脱细胞的组织中去除。

[0081] ECM的形态和结构可以在脱细胞过程期间和之后保持。本文所用的“形态”是指ECM

的整体形状，而本文所用的“结构”是指外表面、内表面和其间的ECM。ECM 的形态和结构可

以在视觉上和/或组织学上进行检查。

[0082] 可以将一种或多种化合物施加到脱细胞组织中或脱细胞组织上以例如保存脱细

胞组织，或制备脱细胞组织用于再细胞化或整合或植入宿主。此类化合物包括但不限于一

种或多种生长因子（例如，VEGF、DKK‑1、FGF、BMP‑1、BMP‑4、SDF‑1、IGF和HGF）、免疫调节剂

（例如，细胞因子、糖皮质激素、IL2R拮抗剂、白三烯拮抗剂）和/或改变凝血级联反应的因子
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（例如，阿司匹林、肝素结合蛋白和肝素）。此外，脱细胞组织可以进一步用例如辐射（例如

UV、γ）处理以减少或消除残留在脱细胞组织上或脱细胞组织中的任何类型的微生物的存

在。

[0083] 在一些方面中，本发明提供一种制备脱细胞肌腱基质(DTM)组合物的方法，使用该

方法制备的组合物还包括保留切碎的肌腱组织中存在的至少100%、至少99%、至少98%、至少

97%、至少96%、至少95%、至少94%、至少93%、至少92%、至少91%、至少90%的生长因子。在一些

方面中，使用制备脱细胞肌腱基质(DTM)组合物的方法制备组合物，使用该方法制备的组合

物还包括保留切碎的肌腱组织中存在的至少85%、至少80%、至少75%、至少70%、至少65%、至

少60%、至少55%、至少50%、至少45%或至少40%的生长因子。在一些方面中，本发明提供一种

制备脱细胞肌腱基质(DTM)组合物的方法，使用该方法制备的组合物还包括保留切碎的肌

腱组织中存在的至少99%、至少98%、至少97%、至少96%、至少95%、至少94%、至少93%、至少

92%、至少91%、至少90%、至少89%、至少88%、至少87%、至少86%、至少85%、至少84%、至少83%、

至少82%、至少81%、至少80%、至少79%、至少78%、至少77%、至少76%、至少75%、至少74%、至少

73%、至少72%、至少71%、至少70%、至少69%、至少68%、至少67%、至少66%、至少65%、至少64%、

至少63%、至少62%、至少61%、至少60%、至少59%、至少58%、至少57%、至少56%、至少55%、至少

54%、至少53%、至少52%、至少51%、至少50%、至少49%、至少48%、至少47%、至少46%、至少45%，

至少44%，至少43%，至少42%，至少41%，至少40%、至少39%、至少38%、至少37%、至少36%、至少

35%、至少34%、至少33%、至少32%、至少31%，至少31%、至少30%、至少29%、至少28%、至少27%、

至少26%、至少25%、至少24%、至少23%、至少22%、至少21%、至少20%、至少19%、至少18%、至少

17%、至少16%、至少15%、至少14%、至少13%、至少12%、至少11%或至少10%的生长因子。在一些

方面中，本发明提供一种制备脱细胞肌腱基质(DTM)组合物的方法，其中使用该方法制备的

组合物保留了脱细胞前切碎的肌腱组织中存在的约70％至约100％的生长因子。在一些方

面中，本发明提供一种制备脱细胞肌腱基质(DTM)组合物的方法，其中使用该方法制备的组

合物保留了脱细胞前切碎的肌腱组织中存在的约70％至约75％的生长因子。在一些方面

中，本发明提供一种制备脱细胞肌腱基质(DTM)组合物的方法，其中使用该方法制备的组合

物保留了脱细胞前切碎的肌腱组织中存在的约75％至约80％的生长因子。在一些方面中，

本发明提供一种制备脱细胞肌腱基质(DTM)组合物的方法，其中使用该方法制备的组合物

保留了脱细胞前切碎的肌腱组织中存在的约80％至约85％的生长因子。在一些方面中，本

发明提供一种制备脱细胞肌腱基质(DTM)组合物的方法，其中使用该方法制备的组合物保

留了脱细胞前切碎的肌腱组织中存在的约85％至约90％的生长因子。在一些方面中，本发

明提供一种制备脱细胞肌腱基质(DTM)组合物的方法，其中使用该方法制备的组合物保留

了脱细胞前切碎的肌腱组织中存在的约90％至约95％的生长因子。在一些方面中，本发明

提供一种制备脱细胞肌腱基质(DTM)组合物的方法，其中使用该方法制备的组合物保留了

脱细胞前切碎的肌腱组织中存在的约95％至约100％的生长因子。在一些方面中，本发明提

供一种制备脱细胞肌腱基质(DTM)组合物的方法，其中使用该方法制备的组合物保留了脱

细胞前切碎的肌腱组织中存在的约75％至约95％的生长因子。在一些方面中，本发明提供

一种制备脱细胞肌腱基质(DTM)组合物的方法，其中使用该方法制备的组合物保留了脱细

胞前切碎的肌腱组织中存在的约70％至约80％的生长因子。在一些方面中，本发明提供一

种制备脱细胞肌腱基质(DTM)组合物的方法，其中使用该方法制备的组合物保留了脱细胞
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前切碎的肌腱组织中存在的约80％至约90％的生长因子。在一些实施方案中，生长因子选

自IGF‑1、TGF‑β、PDGF、VEGF、bFGF、GDF‑5、GDF‑6、GDF‑7、HGF及其组合。在一些实施方案中，

生长因子至少包括TGF‑β。

[0084] 在一些方面中，本发明提供一种制备脱细胞肌腱基质(DTM)组合物的方法，该方法

还包括保留切碎的肌腱组织中存在的至少90%的细胞因子，其中生长因子选自：  IGF‑1、

TGF‑β、PDGF、VEGF、bFGF、GDF‑5、GDF‑6、GDF‑7、HGF及其组合。在一些方面中，制备脱细胞肌

腱基质(DTM)组合物的方法，该方法还包括保留切碎的肌腱组织中存在的至少99%、至少

98%、至少97%、至少96%、至少95%、至少94%、至少93%、至少92%、至少91%、至少90%、至少89%、

至少88%、至少87%、至少86%、至少85%、至少84%、至少83%、至少82%、至少81%、至少80%、至少

79%、至少78%、至少77%、至少76%、至少75%、至少74%、至少73%、至少72%、至少71%、至少70%、

至少69%、至少68%、至少67%、至少66%、至少65%、至少64%、至少63%、至少62%、至少61%、至少

60%、至少59%、至少58%、至少57%、至少56%、至少55%、至少54%，至少53%、至少52%、至少51%、

至少50%、至少49%、至少48%、至少47%、至少46%、至少45%、至少44%，至少43%、至少42%、至少

41%、至少40%、至少39%、至少38%、至少37%、至少36%、至少35%、至少34%、至少33%、至少32%、

至少31%、至少31%、至少30%、至少29%、至少28%、至少27%、至少26%、至少25%、至少24%、至少

23%、至少22%、至少21%、至少20%、至少19%、至少18%、至少17%、至少16%、至少15%、至少14%、

至少13%、至少12%、至少11%或至少10%的生长因子，其中所述生长因子选自IGF‑1、TGF‑β、

PDGF、VEGF、bFGF、GDF‑5、GDF‑6、GDF‑7、HGF及其组合。

[0085] 在一些方面中，本发明提供一种制备脱细胞肌腱基质(DTM)组合物的方法，该方法

还包括保留切碎的肌腱组织中存在的至少90％的TGF‑β。在一些方面中，本发明提供一种制

备脱细胞肌腱基质(DTM)组合物的方法，该方法还包括保留切碎的肌腱组织中存在的至少

95％的TGF‑β。在一些方面中，本发明提供一种制备脱细胞肌腱基质(DTM)组合物的方法，该

方法还包括保留切碎的肌腱组织中存在的至少99％的TGF‑β。在一些方面中，制备脱细胞肌

腱基质(DTM)组合物的方法，该方法还包括保留天然肌腱（native  tendon）中按重量计至少

99%、至少98%、至少97%、至少96%、至少95%、至少94%、至少93%、至少92%、至少91%、至少90%、

至少89%、至少88%、至少87%、至少86%、至少85%、至少84%、至少83%、至少82%、至少81%、至少

80%、至少79%、至少78%、至少77%、至少76%、至少75%、至少74%、至少73%、至少72%、至少71%、

至少70%、至少69%、至少68%、至少67%、至少66%、至少65%、至少64%、至少63%、至少62%、至少

61%、至少60%、至少59%、至少58%、至少57%、至少56%、至少55%、至少54%、至少53%、至少52%、

至少51%、至少50%、至少49%，至少48%、至少47%、至少46%、至少45%、至少44%、至少43%、至少

42%、至少41%、至少40%、至少39%、至少38%、至少37%、至少36%、至少35%、至少34%、至少33%、

至少32%、至少31%、至少31%、至少30%、至少29%、至少28%、至少27%、至少26%、至少25%、至少

24%、至少23%、至少22%、至少21%、至少20%、至少19%、至少18%、至少17%、至少16%、至少15%、

至少14%、至少13%、至少12%、至少11%或至少10%的TGF‑β。

[0086] 在一些方面中，制备脱细胞肌腱基质(DTM)组合物的方法，该方法还包括保留切碎

的肌腱组织中存在的至少85%、至少80%、至少75%、至少70%、至少65%、至少60%  、至少55%、至

少50%、至少45%或至少40%的生长因子，其中所述生长因子选自IGF‑1、TGF‑β、PDGF、VEGF、

bFGF、GDF‑5、GDF‑6、GDF‑7、HGF及其组合。

[0087] 在一些方面中，制备脱细胞肌腱基质(DTM)组合物的方法，该方法还包括将脱细胞
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组织或DTM中存在的生长因子的浓度增加至少500%、至少250%、至少200%、至少150%、至少

100%、至少95%、至少90%、至少85%、至少80%、至少75%、至少70%、至少65%、至少60%、至少55%、

至少50%、至少45%、至少40%、至少35%、至少30%、至少25%、至少20%、至少15%、至少10%、至少

5%，其中所述生长因子选自IGF‑1、TGF‑β、PDGF、VEGF、bFGF、GDF‑5、GDF‑6、GDF‑7、HGF及其组

合。

[0088] 在一个方面中，该组合物保留上述生长因子中的2种或更多种、上述生长因子中的

3种或更多种、上述生长因子中的4种或更多种、上述生长因子中的5种或更多种、上述生长

因子中的6种或更多种、上述生长因子中的7种或更多种。在一个方面中，该组合物保留HGF

和一种或多种选自IGF‑1、TGF‑β、PDGF、VEGF、bFGF、GDF‑5、GDF‑6和GDF‑7的生长因子。在一

个方面中，该组合物保留IGF‑1和HGF。

[0089] 在一个方面中，DTM组合物还包括保留切碎的肌腱组织中存在的至少85%、至少

84%、至少83%、至少82%、至少81%、至少80%、至少79%、至少78%、至少77%、至少76%、至少75%、

至少74%、至少73%、至少72%、至少71%、至少70%、至少69%、至少68%、至少67%、至少66%、至少

65%、至少64%、至少63%、至少62%、至少61%、至少60%、至少59%、至少58%、至少57%、至少56%、

至少55%、至少54%、至少53%、至少52%、至少51%、至少50%、至少49%、至少48%、至少47%、至少

46%、至少45%、至少44%、至少43%、至少42%、至少41%、至少40%、至少39%、至少38%、至少37%、

至少36%、至少35%、至少34%、至少33%、至少32%、至少31%、至少31%、至少30%、至少29%、至少

28%、至少27%、至少26%、至少25%、至少24%、至少23%、至少22%、至少21%、至少20%、至少19%、

至少18%、至少17%、至少16%、至少15%、至少14%、至少13%、至少12%、至少11%或至少10%的

IGF‑1和HGF。

[0090] 在一些方面中，本发明提供一种制备脱细胞肌腱基质(DTM)组合物的方法，该方法

还包括去除切碎的肌腱组织中存在的至少90％的细胞材料。在一些方面中，本发明提供一

种制备脱细胞肌腱基质(DTM)组合物的方法，该方法还包括去除切碎的肌腱组织中存在的

至少95％的细胞材料。在一些方面中，本发明提供一种制备脱细胞肌腱基质(DTM)组合物的

方法，该方法还包括去除切碎的肌腱组织中存在的至少99％的细胞材料。在一些方面中，制

备脱细胞肌腱基质(DTM)组合物的方法，该方法还包括去除天然肌腱中按重量计至少99%、

至少98%、至少97%、至少96%、至少95%、至少94%、至少93%、至少92%、至少91%、至少90%、至少

89%、至少88%、至少87%、至少86%、至少85%、至少84%、至少83%、至少82%、至少81%、至少80%、

至少79%、至少78%、至少77%、至少76%、至少75%、至少74%、至少73%、至少72%、至少71%、至少

70%、至少69%、至少68%、至少67%、至少66%、至少65%、至少64%、至少63%、至少62%、至少61%、

至少60%、至少59%、至少58%、至少57%、至少56%、至少55%、至少54%，至少53%、至少52%、至少

51%、至少50%、至少49%、至少48%、至少47%、至少46%、至少45%、至少44%，至少43%、至少42%、

至少41%、至少40%、至少39%、至少38%、至少37%、至少36%、至少35%、至少34%、至少33%、至少

32%、至少31%、至少31%、至少30%、至少29%、至少28%、至少27%、至少26%、至少25%、至少24%、

至少23%、至少22%、至少21%、至少20%、至少19%、至少18%、至少17%、至少16%、至少15%、至少

14%、至少13%、至少12%、至少11%或至少10%的细胞材料。在某些实施方案中，本发明提供一

种制备脱细胞肌腱基质(DTM)组合物的方法，并且该DTM基本上不含细胞材料。在某些实施

方案中，本发明提供一种制备脱细胞肌腱基质(DTM)组合物的方法，并且该DTM基本上不含

产生TGF‑β的细胞。
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[0091] 在一些方面中，本发明提供一种制备脱细胞肌腱基质(DTM)组合物的方法，该方法

还包括去除切碎的肌腱组织中存在的至少90％的核酸(例如DNA或RNA)。在一些方面中，本

发明提供一种制备脱细胞肌腱基质(DTM)组合物的方法，该方法还包括去除切碎的肌腱组

织中存在的至少95％的核酸(例如DNA或RNA)。在一些方面中，本发明提供一种制备脱细胞

肌腱基质(DTM)组合物的方法，该方法还包括去除切碎的肌腱组织中存在的至少99％的核

酸(例如DNA或RNA)。在一些方面中，制备脱细胞肌腱基质(DTM)组合物的方法，该方法还包

括去除天然肌腱中按重量计至少99%、至少98%、至少97%、至少96%、至少95%、至少94%、至少

93%、至少92%、至少91%、至少90%、至少89%、至少88%、至少87%、至少86%、至少85%、至少84%、

至少83%、至少82%、至少81%、至少80%、至少79%、至少78%、至少77%、至少76%、至少75%、至少

74%、至少73%、至少72%、至少71%、至少70%、至少69%、至少68%、至少67%、至少66%、至少65%、

至少64%、至少63%、至少62%、至少61%、至少60%、至少59%、至少58%、至少57%、至少56%、至少

55%、至少54%，至少53%、至少52%、至少51%、至少50%、至少49%、至少48%、至少47%、至少46%、

至少45%、至少44%，至少43%、至少42%、至少41%、至少40%、至少39%、至少38%、至少37%、至少

36%、至少35%、至少34%、至少33%、至少32%、至少31%、至少31%、至少30%、至少29%、至少28%、

至少27%、至少26%、至少25%、至少24%、至少23%、至少22%、至少21%、至少20%、至少19%、至少

18%、至少17%、至少16%、至少15%、至少14%、至少13%、至少12%、至少11%或至少10%的核酸（例

如DNA或RNA）。在某些实施方案中，本发明提供一种制备脱细胞肌腱基质(DTM)组合物的方

法，并且该DTM基本上不含核酸(例如DNA或RNA)。

[0092] 各种方法是本领域已知的，例如由Gilpin和Yang ,  Biomed .  Res .  Int .  2017: 

9831534  (2017)总结的那些。许多方法包括强力去污剂提取和在极端的非生理性pH下使用

混杂蛋白酶（例如胃蛋白酶）进行长时间处理。本发明的方法和过程不同于本领域已知的那

些，通过使用在生理pH下具有活性的更少的混杂蛋白酶。不受理论的束缚，本发明的方法和

过程更少蛋白变性并且在脱细胞的肌腱基质中保留更多功能性生长因子。在一些方面中，

MMP2、MMP9、MMP14或其组合用于制备本发明的脱细胞肌腱基质组合物。Eckhard等人,  Data 

Brief ,  7:  299–310  (2017)使用全蛋白组方法绘制了MMP家族（包括MMP2、MMP9和MMP14）的

目标裂解位点。

[0093] DTM水凝胶

在另一方面中，本公开提供脱细胞肌腱基质水凝胶。可以通过控制温度或pH，利用

胃蛋白酶处理的单体胶原蛋白的内在聚合能力来制备水凝胶。这些方法是众所周知的，但

有些不可预测，例如Drake等人,  Biochemistry  5:301‑312  (1966)详细介绍了胶原蛋白可

聚合蛋白水解片段的制备。其他方法，例如Bahney等人,  FASEB  J ,  25:1486‑1496  (2011)

和Ungerleider等人,  Methods ,  84:53‑59  (2015)所教导的方法，也是众所周知的。当应用

于富含蛋白的细胞外基质组织时，这些众所周知的方法尤其不可预测。

[0094] 通过使用碳二亚胺交联剂化学可以实现更可靠和更好控制的交联。在一些实施方

案中，水凝胶是通过混合DTM组合物并与羧基反应性交联剂例如1‑乙基‑3‑(3‑二甲氨基丙

基)碳二亚胺“EDC”反应来制备的。EDC交联在酸性（例如约pH  4.5）条件下最有效，并且在不

含外来羧基和胺的缓冲液中表现最佳。MES缓冲液（4‑吗啉代乙磺酸）是一种合适的碳二亚

胺反应缓冲液。磷酸盐缓冲液和中性pH（最高7.2）条件与反应化学相容，但效率较低；增加

反应溶液中EDC的量可以容易地补偿任何降低的效率。EDC与N‑羟基琥珀酰亚胺(NHS)或其
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水溶性类似物(Sulfo‑NHS)1:1混合以进一步改善交联。EDC将NHS与羧基偶联，形成比O‑酰

基异脲中间体稳定得多的NHS酯，同时允许在生理pH下与伯胺有效结合。

[0095] 在另一方面中，DTM水凝胶是通过在无菌的药学上可接受的注射溶液中重构DTM而

形成的。

[0096] 注射用药物组合物

在一个方面中，本发明提供一种用于修复或治疗肌腱撕裂的药物组合物。在一个

优选的实施方案中，本发明提供包含直接施用于肌腱损伤位置的DTM水凝胶的药物组合物。

在一个方面中，肌腱损伤的位置是一级撕裂。在另一方面中，肌腱损伤的位置是二级撕裂。

在一个方面中，肌腱损伤的位置是三级撕裂。

[0097] 通常配制药物组合物以提供治疗有效量的DTM水凝胶，该药物组合物还包含一种

或多种药学上可接受的赋形剂、载体，包括惰性固体稀释剂和填充剂、稀释剂，包括无菌水

溶液和各种有机溶剂、渗透增强剂、增溶剂和助剂。

[0098] 在制备本公开的组合物时，包含脱细胞肌腱基质的组合物还可包含赋形剂。合适

的赋形剂的一些实例包括乳糖、右旋糖、蔗糖、山梨糖醇、甘露糖醇、淀粉、阿拉伯树胶、磷酸

钙、藻酸盐、黄蓍胶、明胶、硅酸钙、微晶纤维素、PEG、聚乙烯吡咯烷酮、纤维素、水、无菌盐

水、糖浆和甲基纤维素。制剂可另外包含：润滑剂如滑石、硬脂酸镁和矿物油；润湿剂；乳化

剂和助悬剂；防腐剂，例如羟基苯甲酸甲酯和羟基苯甲酸丙酯；甜味剂；和调味剂。可以配制

本公开的组合物以通过采用本领域已知的程序在植入患者体内后提供活性成分（例如生长

因子）的快速、持续或延迟释放。

[0099] 在一些情况下，本文所述的药物组合物可包含赋形剂，其可提供长期保存、增量含

有有效活性成分的制剂、促进药物吸收、降低粘度、增加风味或提高药物组合物的溶解度。

赋形剂的非限制性实例可包括抗粘剂、粘合剂（例如蔗糖、乳糖、淀粉、纤维素、明胶或聚乙

二醇）、包衣（例如羟丙基甲基纤维素或明胶）、崩解剂、助流剂、润滑剂或防腐剂（例如酸、

酯、酚、汞化合物或铵化合物）。本公开的药物组合物可包含按重量或体积计约1%、2%、3%、

4%、5%、6%、7%、8%、9%、10%、15%、20%、25%、30%、35%、40%、45%、50%或大于约50%的赋形剂。例

如，药物组合物可包含按体积计5%的赋形剂。在另一个实例中，药物组合物可包含按重量计

8％的赋形剂。预期可以基于药物组合物中的活性成分来选择一种或多种媒介物。

[0100] 在某些实施方案中，本公开的药物组合物可包含一种或多种增溶剂。如本文所用，

“增溶剂”包括诸如以下化合物：三醋精、柠檬酸三乙酯、油酸乙酯、辛酸乙酯、十二烷基硫酸

钠、多库酯钠、维生素E  TPGS、二甲基乙酰胺、N‑甲基吡咯烷酮、N‑羟乙基吡咯烷酮、聚乙烯

吡咯烷酮、羟丙基甲基纤维素、羟丙基环糊精、乙醇、正丁醇异丙醇、胆固醇、胆汁盐、聚乙二

醇200‑600、四氢呋喃聚乙二醇醚（glycofurol）、二乙二醇单乙醚（transcutol）、丙二醇和

异山梨醇二甲醚等。  本公开的药物组合物可包含按重量或按体积计约1%、2%、3%、4%、5%、

6%、7%、8%、9%、10%、15%、20%、25%、30  %、35%、40%、45%、50%或大于约50%的增溶剂。例如，药物

组合物可包含按体积计10%的增溶剂。在另一个实例中，药物组合物可包含按重量计5％的

增溶剂。

[0101] 在一些实施方案中，组合物包含稳定剂。在一些实施方案中，稳定剂选自例如脂肪

酸、脂肪醇、醇、长链脂肪酸酯、长链醚、脂肪酸的亲水衍生物、聚乙烯吡咯烷酮、聚乙烯醚、

聚乙烯醇、烃、疏水聚合物、吸湿聚合物及其组合。在一些实施方案中，还使用稳定剂的酰胺
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类似物。其他有用的组合物包含一种或多种抗氧化剂以在需要时增强化学稳定性。合适的

抗氧化剂包括，仅作为例子，抗坏血酸和焦亚硫酸钠。在一个实施方案中，抗氧化剂选自金

属螯合剂、含硫醇的化合物和其他通用稳定剂。

[0102] 其他有用的组合物包含一种或多种表面活性剂以增强物理稳定性或用于其他目

的。合适的非离子表面活性剂包括聚氧乙烯脂肪酸甘油酯和植物油、聚氧乙烯、氢化蓖麻

油、聚氧乙烯烷基醚、烷基苯基醚、辛苯聚醇10  和辛苯聚醇40。

[0103] 在一些实施方案中，本文公开的组合物包含防腐剂。适用于本文所述组合物的防

腐剂包括但不限于苯甲酸、硼酸、对羟基苯甲酸酯、酚、氯化酚类化合物、醇、四元化合物

（quaternary  compound）、季铵化合物（例如苯扎氯铵、十六烷基三甲基溴化铵或十六烷基

氯化吡啶）、稳定的二氧化氯、汞制剂（例如  硼酸汞苯（merfen）或硫柳汞），或其混合物。在

一些实施方案中，防腐剂是对羟基苯甲酸甲酯。在一些实施方案中，对羟基苯甲酸甲酯的浓

度为按重量或体积计约0.05%至约1.0%、约0.1%至约0.2%。

[0104] 在一些实施方案中，本公开的组合物可包含碱，且该碱可包括硬脂富马酸钠、鲸蜡

基硫酸二乙醇胺（diethanolamine  cetyl  sulfate）、异硬脂酸酯、聚乙氧基化蓖麻油、

benzalkoniurα  chloride、nonoxyl  10、辛苯聚醇9、十二烷基硫酸钠、脱水山梨糖醇酯(脱

水山梨糖醇单月桂酸酯、脱水山梨糖醇单油酸酯、脱水山梨糖醇单棕榈酸酯、脱水山梨糖醇

单硬脂酸酯、脱水山梨糖醇倍半油酸酯、脱水山梨糖醇三油酸酯、脱水山梨糖醇三硬脂酸

酯、脱水山梨糖醇月桂酸酯、脱水山梨糖醇油酸酯、脱水山梨糖醇棕榈酸酯、脱水山梨糖醇

硬脂酸酯、脱水山梨糖醇二油酸酯、脱水山梨糖醇倍半异硬脂酸酯、脱水山梨糖醇倍半硬脂

酸酯、脱水山梨糖醇三异硬脂酸酯)、卵磷脂、其药学上可接受的盐、其组合或其衍生物。

[0105] 在一个实施方案中，DTM水凝胶药物组合物中脱细胞肌腱基质(DTM)的浓度选自约

0.2  mg/mL至20  mg/mL；0.2  mg/mL至19  mg/mL；0.2  mg/mL至18  mg/mL；0.2  mg/mL至17  mg/

mL；0.2  mg/mL至16  mg/mL；0.2  mg/mL至15  mg/mL；0.2  mg/mL至14  mg/mL；0.2  mg/mL至13 

mg/mL；0.2  mg/mL至12  mg/mL；0.2  mg/mL至11  mg/mL；  0.2  mg/mL至10  mg/mL；  0.2  mg/mL

至9  mg/mL；  0.2  mg/mL至8  mg/mL；  0.2  mg/mL至7  mg/mL；  0.2  mg/mL至6  mg/mL；  0.3 

mg/mL至6  mg/mL；  0.4  mg/mL至6  mg/mL；0.5  mg/mL至6  mg/mL；  0.6  mg/mL至6  mg/mL； 

0.7  mg/mL至6  mg/mL；  0.8  mg/mL至6  mg/mL；0.9  mg/mL至6  mg/mL；1  mg/mL至6  mg/mL；2 

mg/mL至6  mg/mL；3  mg/mL至6  mg/mL；约3  mg/mL；约4  mg/mL；约5  mg/mL；和约6  mg/mL。

[0106] 在一个实施方案中，DTM水凝胶药物组合物中脱细胞肌腱基质(DTM)的浓度选自约

1.0  mg/mL至6  mg/mL；1.1  mg/mL至6  mg/mL；1.2  mg/mL至6  mg/mL；1.3  mg/mL至6  mg/mL；

1.4  mg/mL至6  mg/mL；1.5  mg/mL至6  mg/mL；1.6  mg/mL至6  mg/mL；1.7  mg/mL至6  mg/mL；

1.8  mg/mL至6  mg/mL；1.9  mg/mL至6  mg/mL；2.0  mg/mL至6  mg/mL；2.1  mg/mL至6  mg/mL；

2.2  mg/mL至6  mg/mL；2.3  mg/mL至6  mg/mL；2.4  mg/mL至6  mg/mL；2.5  mg/mL至6  mg/mL；

2.6  mg/mL至6  mg/mL；2.7  mg/mL至6  mg/mL；2.8  mg/mL至6  mg/mL；2.9  mg/mL至6  mg/mL；

3.0  mg/mL至6  mg/mL；3.1  mg/mL至6  mg/mL；3.2  mg/mL至6  mg/mL；3.3  mg/mL至6  mg/mL；

3.4  mg/mL至6  mg/mL；3.5  mg/mL至6  mg/mL；3.6  mg/mL至6  mg/mL；3.7  mg/mL至6  mg/mL；

3.8  mg/mL至6  mg/mL；3.9  mg/mL至6  mg/mL；4.0  mg/mL至6  mg/mL；4.1  mg/mL至6  mg/mL；

4.2  mg/mL至6  mg/mL；4.3  mg/mL至6  mg/mL；4.4  mg/mL至6  mg/mL；4.5  mg/mL至6  mg/mL；

4.6  mg/mL至6  mg/mL；4.7  mg/mL至6  mg/mL；4.8  mg/mL至6  mg/mL；4.9  mg/mL至6  mg/mL；
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5.0  mg/mL至6  mg/mL；5.1  mg/mL至6  mg/mL；5.2  mg/mL至6  mg/mL；5.3  mg/mL至6  mg/mL；

5.4  mg/mL至6  mg/mL；5.5  mg/mL至6  mg/mL；5.6  mg/mL至6  mg/mL；5.7  mg/mL至6  mg/mL；

5.8  mg/mL至6  mg/mL；和  6  mg/mL。

[0107] 在一个实施方案中，药物组合物中的DTM水凝胶百分比(%)选自本发明的药物组合

物中提供的约独立地小于例如药物组合物的100%、90%、80%、70%、60%、50%、40%、30%、20%、

19%、18%、17%、16%、15%、14%、13%、12%、11%、10%、9%、8%、7%、6%、5%、4%、3%、2%、1%、0.5%、0.4%、

0.3%、0.2%、0.1%、0.09%、0.08%、0.07%、0.06%、0.05%、0.04%、0.03%、0.02%、0.01%、0.009%、

0.008%、0.007%、0.006%、0.005%、0.004%、0.003%、0.002%、0.001%、0.0009%、0.0008%、

0.0007%、0.0006%、0.0005%、0.0004%、0.0003%、0.0002%或0.0001%  w/w、w/v 或v/v。

[0108] 该组合物还可包含一种或多种药学上可接受的添加剂和赋形剂。此类添加剂和赋

形剂包括但不限于防粘剂、消泡剂、缓冲剂、聚合物、抗氧化剂、防腐剂、螯合剂、粘度调节

剂、张力剂、助悬剂、粘合剂、填充剂、增塑剂、润滑剂及其混合物。

[0109] 也可以使用乙醇、甘油、丙二醇和液体聚乙二醇（及其合适的混合物）、环糊精衍生

物和植物油。适当的流动性可以例如通过使用包衣如卵磷脂以在分散的情况下维持所需粒

度和通过使用表面活性剂来保持。各种抗菌剂和抗真菌剂可以导致防止微生物的作用，例

如对羟基苯甲酸酯、氯丁醇、苯酚、山梨酸和硫柳汞。

[0110] 该组合物还可包含肽。该组合物还可包含蛋白。该组合物还可包含氨基酸。该组合

物还可包含水。

[0111] 该组合物还可包含至少一种生长因子。在一些情况下，所述至少一种生长因子可

以包括胰岛素样生长因子‑1、胰岛素样生长因子结合蛋白‑3、血管内皮生长因子(VEGF)、肝

细胞生长因子(HGF)、胎盘生长因子(PLGF)或其任何组合。所述至少一种生长因子可以增强

活力、增强产品稳定性、细胞分化、保持干性（sternness）、减少抗炎或其任何组合。可以将

至少一种生长因子添加到组合物中。可以将至少一种生长因子添加到组合物的子组分中。

可以将至少一种生长因子添加到粘度调节组分、多个分离的干细胞、分离的诱导性组分、分

离的支架组分或其任何组合中。例如，可以将至少一种生长因子添加到本公开的包含脱细

胞肌腱基质的组合物中以在移植到宿主中时增强宿主组织与组合物的整合。可以在形成组

合物之前添加至少一种生长因子。可以在形成组合物之后添加至少一种生长因子。

[0112] 该组合物还可包含以下至少一种：趋化因子配体2、巨噬细胞炎性蛋白‑1(MIP‑1)

α、MIP‑1β、MIP‑2、β‑趋化因子配体‑5、β‑趋化因子配体‑20、α‑趋化因子配体‑14、脂多糖诱

导的α‑趋化因子、粒细胞‑巨噬细胞集落刺激因子、白细胞介素IL‑1β、乙酸肉豆蔻酸佛波醇

酯（phorbol  myristate  acetate）、表皮生长因子、成纤维细胞生长因子、血管内皮生长因

子、结缔组织生长因子、血小板衍生生长因子、胰岛素样生长因子、神经生长因子、肝细胞生

长因子、集落刺激因子、干细胞因子、角质形成细胞生长因子、粒细胞集落刺激因子、粒细胞

巨噬细胞集落刺激因子、神经胶质衍生神经营养因子、睫状神经营养因子、内皮单核细胞激

活多肽、上皮中性粒细胞激活肽、促红细胞生成素、骨形态发生蛋白、脑源性神经营养因子、

转化生长因子β、肿瘤坏死因子或其任何组合。该组合物还可包含至少一种激素。  在一些情

况下，至少一种激素可以是催乳素或瘦素。

[0113] 在某些情况下，可能有六个主要的生长因子家族（EGF、FGF、IGF、PDGF、TGF和VEGF）

与愈合相关。此类生长因子的实例可包括但不限于血小板衍生生长因子（PDGF‑A、PDGF‑B、
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PDGF‑C和PDGF‑D）、胰岛素样生长因子I和II（IGF‑I和IGF‑II)、酸性和碱性成纤维细胞生长

因子（aFGF和bFGF）、α和β转化生长因子（TGF‑a和TGF‑β（例如TGF‑β1、TGFβ2、TGFβ3））、表皮

生长因子（EGF）等。这些生长因子可以刺激参与愈合的一种或多种细胞的有丝分裂，并且可

以组合。

[0114] 与本文公开的组合物共同施用的其他阳性血管生成剂可以包括但不限于例如

HGF、TNF‑a、血管生成素、IL‑8等。另外的药剂的其他实例可包括血小板衍生生长因子

(PDGF)(例如，贝卡普勒明(rhPDGF‑BB)例如REGRANEX ® 、腺苷‑A2A受体激动剂；角质细胞生

长因子（KGF‑2、雷匹夫明；乳铁蛋白（LF）；胸腺素β‑4（Tβ4）；凝血酶衍生的激活受体肽

（TP508；CHRYSALIN ® ；编码血小板衍生生长因子（PDGF‑B）的腺病毒载体；自体骨髓干细胞

（BMSC）；以及工程化活组织移植物（例如Apligraf等）。也可以组合抗生素和抗菌溃疡剂。免

疫抑制治疗（例如皮质类固醇、放射疗法、化学疗法）可以与本文公开的组合物组合。

[0115] 本领域技术人员将理解，另外的药剂可以与本文公开的组合物共同施用或分开施

用。

[0116] 根据需要，本发明的组合物可以以所需量与如上列举的各种其他成分一起包含在

适当的溶剂中，然后过滤灭菌。通常，通过将各种已灭菌的活性成分掺入包含基本分散介质

和上述列举的那些所需其他成分的无菌媒介物中来制备分散体。

[0117] 其他药物组合物

药物组合物也可以由本文所述的组合物和一种或多种适用于舌下、口腔、直肠、骨

内、眼内、鼻内、硬膜外或椎管内施用的药学上可接受的赋形剂制备。此类药物组合物的制

剂是本领域公知的。参见，例如，Anderson等人编辑，Handbook  of  Clinical  Drug  Data , 

第10版,  McGraw‑Hill,  2002；以及Pratt和Taylor编辑，Principles  of  Drug  Action，第3

版，Churchill  Livingston,  N.Y.,  1990，其各自以其整体通过引用并入本文。

[0118] 本发明的组合物也可以经由浸渍或涂覆的装置如缝合线，例如缝合锚钉来递送。

此类施用方法可以例如帮助预防或改善肌腱损伤或受伤。本发明的组合物可以例如通过缝

合线或缝线锚钉的局部递送来施用。在一些实施方案中，本发明的化合物与基质混合。此类

基质可以是聚合物基质，并且可以用于将化合物结合到支架上。适用于此类用途的聚合物

基质包括，例如，基于内酯的聚酯或共聚酯，如聚丙交酯、聚己内酯乙交酯、聚原酸酯、聚酐、

聚氨基酸、多糖、聚磷腈（polyphosphazenes）、聚(醚‑酯)共聚物（例如PEO‑PLLA）；聚二甲基

硅氧烷、聚(乙烯‑醋酸乙烯酯)、基于丙烯酸酯的聚合物或共聚物（例如聚甲基丙烯酸羟乙

基甲酯、聚乙烯吡咯烷酮）、氟化聚合物如聚四氟乙烯和纤维素酯；和聚醚醚酮（PEEK）。金属

或生物复合材料，例如聚乳酸（PLA）和β‑三磷酸钙（β‑TCP）也是合适的。也可以使用PLA/羟

基磷灰石，参见例如Dorozhkin,  Biomatter ,  1:3‑56  (2011)。合适的基质可以是非降解的

或可以随时间降解，从而释放一种或多种化合物。本发明的组合物可直接施用于肌腱受伤

部位和/或直接施用于肌腱损伤部位。在一些方面中，本发明的组合物邻近肌腱受伤部位

和/或邻近肌腱损伤部位施用。在另一方面中，本发明的组合物施用于需要再生的肌腱。

[0119] DTM水凝胶可以通过各种方法（如浸涂/旋涂、喷涂、浸涂和/或刷涂）施用于缝合

线、缝合锚钉或医疗装置的表面。化合物可以在溶剂中施用并且可以使溶剂蒸发，从而在缝

合线、缝合锚钉或医疗装置上形成水凝胶层。或者，化合物可位于缝合线、缝合锚钉或医疗

装置的主体中，例如在微通道或微孔中。当植入时，化合物从缝合线、缝合锚钉或医疗装置
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的主体中扩散出来以接触肌腱。此类缝合线、缝合锚钉或医疗装置可通过将制造为包含此

类微孔或微通道的缝合线、缝合锚钉或医疗装置浸入本发明组合物在合适溶剂中的溶液

中，然后蒸发溶剂来制备。缝合线、缝合锚钉或医疗装置表面上的过量水凝胶可以经由另外

的短暂溶剂清洗去除。在再其他实施方案中，本发明的化合物可以共价连接至缝合线、缝线

锚钉或医疗装置。可以使用在体内降解、导致释放本发明化合物的共价接头。任何生物不稳

定的键（linkage）都可用于此目的，例如酯键、酰胺键或酸酐键。

[0120] 在一些方面中，本发明的DTM水凝胶直接施用于肌腱。在一些方面中，使用范围从

10号针到25号针的外科或医用针将本发明的DTM水凝胶直接施用于肌腱。  针可以是10号、

11号、12号、13号、14号、15号、16号、18号、20号、22号、23号、24号或25号。在一些方面中，针

是16号到20号。可以调节DTM水凝胶的粘度以优化通过特定规格针头（例如16号或20号）递

送的组合物。

[0121] 本发明的DTM水凝胶的流变特性可以与特定的医用或外科针头规格相匹配，以实

现最佳注射。例如，本发明的DTM水凝胶的动态粘度为约0.05  Pa*s至约1.0  Pa*s。

[0122] 本发明还提供试剂盒。试剂盒包含单独或组合在合适的包装中的冻干的DTM组合

物和碳二亚胺交联剂，以及可包括使用说明、临床研究讨论和副作用列表的书面材料。在一

些实施方案中，该试剂盒还包括用于将组合物施用于有需要的肌腱的施药器。在一些实施

方案中，该试剂盒还包括能够进行混合的可移除附件。在一个方面中，该试剂盒包括具有冻

干DTM的注射器、具有水性重悬缓冲液的第二注射器，以及连接注射器以允许在两个注射器

之间混合的混合连接器。此类试剂盒还可包括信息，如科学文献参考、包装插页材料、临床

试验结果和/或这些的总结等，其指示或确定组合物的活性和/或优势，和/或描述剂量、施

用、副作用、药物相互作用或其他对医疗保健提供者有用的信息。此类信息可能基于各种研

究的结果，例如使用实验动物涉及体内模型的研究和基于人类临床试验的研究。

[0123] 治疗肌腱的方法

在一方面，本发明的组合物用于刺激肌腱再生，所述方法包括：(i)将根据本发明

的DTM组合物重悬于药学上可接受的载体中；  (ii)  将重悬的  DTM 组合物应用于需要刺激

肌腱再生的肌腱部位。

[0124] 在另一方面，在治疗有需要的对象之前立即制备DTM水凝胶，方法包括：(i)将根据

本发明的DTM组合物重悬于药学上可接受的载体中；(ii)  制备  DTM  水凝胶；  和(iii)  将 

DTM  水凝胶应用于需要刺激肌腱再生的肌腱部位。在某些方面，需要刺激肌腱再生的肌腱

部位是一级撕裂。在某些方面，需要刺激肌腱再生的肌腱部位是二级撕裂；在另一方面，需

要刺激肌腱再生的肌腱部位是三级撕裂。在某些方面，所述部位是完全撕裂。

[0125] 在某些方面，需要刺激肌腱再生的肌腱部位是具有急性损伤的部位。在某些方面，

需要刺激肌腱再生的肌腱部位选自肱骨外上髁炎、跟腱炎、腓骨肌腱炎、髌骨、股四头肌肌

腱炎及其组合。

[0126] 在某些方面，DTM水凝胶使用碳二亚胺化学制备。在某些方面，DTM水凝胶通过在药

学上可接受的注射用无菌溶液中重构DTM来制备。

[0127] 在一方面，本发明的DTM组合物通过单针注射应用于需要修复的肌腱部位。在一方

面，本发明的DTM组合物的应用是图像引导的。在某些方面，使用关节镜将本发明的DTM组合

物应用于需要修复的肌腱部位。在另一方面，在开放的手术程序过程中，将本发明的DTM组
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合物直接应用于需要修复的肌腱部位。

[0128] 在某些方面，本发明的组合物经由图像引导注射施用至一个或多个关节。  X  射

线、计算机断层扫描  (CT) 或超声是引导关节注射的有用成像方法。

[0129] 尽管已经参考其各种版本以相当多的细节对本发明进行了描述，但其他版本也是

可能的。因此，所附权利要求的精神和范围不应限于本文包含的优选版本的描述。

[0130] 读者的注意力涉及所有与本说明书同时提交并与本说明书一起公开供公众查阅

的论文和文献，且所有这些论文和文献的内容通过引用并入本文。 除非另有明确说明，否

则在本说明书（包括任何随附的权利要求、摘要和附图）中公开的所有特征可以被用于相

同、等效或相似目的的替代特征替换。因此，除非另有明确说明，所公开的每个特征仅是等

效或相似特征的通用系列的一个实例。

实施例

[0131] 现在参考以下实施例描述本文所包含的实施方案。提供这些实施例仅用于说明的

目的，并且本文所包含的公开内容绝不应被解释为限于这些实施例，而应被解释为包括由

于本文所提供的教导而变得显而易见的任何和所有变体。

[0132] 实施例1  脱细胞肌腱基质的制备

将人类尸体的跟腱用磷酸盐缓冲盐水  (PBS)、  pH7.4  清洗，然后从肌腱组织样品

中除去鞘、脂肪和滑膜组织。然后将肌腱组织样品切碎成尺寸为大约  1  到  4  mm3 的块，然

后用磷酸盐缓冲盐水  (PBS)  洗涤。

[0133] 将切碎的肌腱块浸入含有  1%  w/v  十二烷基硫酸钠  (SDS) 的脱细胞溶液中，并

适度搅拌。切碎的材料用超纯水多次交换以去除残留的  SDS  和细胞成分。

[0134] 然后将材料快速冷冻，然后研磨，产生具有一系列粒径的非均质材料。然后将所得

材料重悬在  MMP  消化缓冲液中。培养该悬浮液。

[0135] 然后添加终止溶液以停止  MMP  消化；然后更换缓冲液并中和溶液。然后用洗涤缓

冲液的多次缓冲液交换洗涤材料，且然后冻干。

[0136] 通过将天然肌腱起始材料的  SYTO  Green  11（核）染色与最终  DTM  产物进行比较

来测定脱细胞。使用苏木精&伊红、4',6‑二脒基‑2‑苯基吲哚  (DAPI)  染色、琼脂糖凝胶电

泳和残余  DNA  定量进一步确证脱细胞。DTM  产物基本上没有核染色。残余  DNA  存在的浓

度为或低于约2  ng/mL。

[0137] MALDI‑TOF  质谱法用于证明  DTM  产物中存在  TGF‑β。

[0138] 实施例2  DTM 水凝胶的表征

DTM  水凝胶是通过将本发明的  DTM  重悬在药学上可接受的注射用无菌溶液中而

制备。然后采用以下方法(根据  Zuidema  等人，J .  Biomed .  Mater .  Res .  B  Appl . 

Biomater.,  102:1063‑73  (2014))用于表征所得  DTM  水凝胶：(1) 时间扫描以确定水凝

胶的胶凝时间。(2)  应变扫描以确定水凝胶相对于应变的线性‑粘弹性区域。(3)  频率扫描

以确定水凝胶的线性平衡模量平台。(4)  使用从应变和频率扫描中获得的值进行时间扫

描，以准确报告平衡模量和胶凝时间。

[0139] 实施例  3  用于维持天然生长因子概况的DTM 处理

开发了脱细胞和酶处理技术以产生保留  TGF‑β  生物活性的脱细胞肌腱基质油
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灰，以促进组织再生。

[0140] 肌腱的再生能力很差，且通常通过疤痕愈合，而不是通过类似天然的组织结构愈

合，从而导致机械强度降低。因此，肌腱修复（如肩袖修复）的失败率在  20%  到  90%  的范

围，取决于患者年龄、撕裂大小和其他生物学因素。对刺激肌腱愈合以产生更强的再生以改

善患者结果存在未满足的临床需求。

[0141] 脱细胞细胞外基质  (ECM) 已被频繁用作用于组织工程的再生材料，因为它保留

了组织固有的蛋白和生长因子，且还可以提供结构支持。有多种可驱动肌腱重塑的生长因

子，特别是转化生长因子 β  (TGF‑β)，已对其在再生愈合中的作用进行了研究。已经表明，

TGF‑β  信号传导在发育过程中对肌腱的形成至关重要。受伤后，TGF‑β  被暂时调节以通过

刺激胶原蛋白生成和血管生成促进愈合。此外，据报道外源性  TGF‑β1  注射增加  I  型和 

III 型胶原蛋白  mRNA，并且在该组中还发现被修复肌腱的生物力学功能增加。

[0142] 目的  ‑  (i)  开发脱细胞技术，(ii)  开发酶消化脱细胞肌腱的方法，以及  (iii) 

表征脱细胞肌腱基质  (DTM) 的蛋白谱。

[0143] 天然肌腱表征  ‑ 目标是确定哪些肌腱最适合开发同种异体移植产物。

[0144] 髌骨和跟腱的特征在于  DNA  含量和天然蛋白浓度。还确定了每个来源（即近端与

远端）内的位置和蛋白谱之间的任何差异。如图1  A‑B  和  2A‑B所示，未发现髌骨和跟腱之

间的显著差异。使用  DNEasy  试剂盒  (Qiagen)  测量  DNA  含量。使用  BCA  试剂盒（Thermo 

Scientific）测量总蛋白含量。 由于  TGF‑β  是肌腱愈合中的关键生长因子，因此确定每种

肌腱（髌骨  对（vs）  肌腱）及其位置（近端、中端、远端）中预处理（天然）TGF‑β 的浓度（参见

例如图  2A‑B）非常重要。

[0145] 无去污剂脱细胞  ‑  与传统的基于去污剂的方法相比，该研究的目的是开发一种

更温和且更快速的脱细胞方法。将  DNA酶与去污剂（如  SDS  和  EDTA）进行比较，后者通常

处理时间很长（1‑2  周）。  测试了DNA酶的不同时间和浓度。如图  3  所示，确定使用  DNA酶 

50U  脱细胞  1  小时与天然  DNA  含量有显著差异，并表明与传统方法等效。

[0146] 胶原酶消化使蛋白含量最大化  ‑  酶消化使得将脱细胞肌腱操作为适合手术的形

式，如可注射系统或油灰。酶消化被修改以最大化生长因子的功能。如图  4  所示，将胶原酶 

I、III  和两者的组合与胃蛋白酶消化进行了比较。所有肌腱样品均以每mg  组织的总蛋白

(μg)/（μg  蛋白/mg  组织）进行测量。为了制备酶溶液，以2  mg  /1  mL  PBS使用胶原酶  I

（Life  Technologies)，对于胶原酶  III  (MP  Biomedicals)  为1  mg/1  mL  PBS，对于胃蛋

白酶  (Sigma) 为  1  mg/1  mL  0.1  M  HCl。所有样品均温育24小时。

[0147] 脱细胞肌腱基质  (DTM)  保持  TGF‑β  蛋白  ‑  为确保我们的脱细胞肌腱基质 

(DTM)  保持生物活性，将天然组织的  TGF‑β水平与加工产物进行比较。  TGF‑β  I、II  和 

III  在肌腱愈合和修复中都起着重要作用。在酶消化和最后的冻干步骤之后，基于  BCA  结

果测量每个样品  30 μg 的总蛋白。TGF‑β  Milliplex  试剂盒  (Millipore  Sigma)  用于测

量所有  DTM  样品。如图  5  所示，DTM 的最终原型保留了TGFβI、II  和  III。如图  6A‑B  所

示，DTM 处理促进了具有拉伸能力的弹性特性（图  6A）而没有被扯断。

[0148] 对刺激肌腱愈合以产生更强的再生从而改善患者结果存在未满足的临床需求。目

前的肌腱修复护理标准具有很高的失败率，部分原因是过度的疤痕导致关节的生物力学功

能降低。在该研究中，开发了一种生成脱细胞肌腱基质油灰的技术，所述油灰保留了  TGF‑β 
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生物活性，以促进组织再生。正在进行其他测试，如专注于对  DTM 的细胞响应的体外测定

和体内肩袖修复模型，以进一步表征在促进肌腱修复中的  DTM  功效。

[0149] 实施例4  肌腱脱细胞&酶消化和脱细胞肌腱基质  (DTM)的重构

与传统的基于去污剂的方法相比，目的是开发一种更温和且更快速的脱细胞方

法。

[0150] 将  DNA酶与去污剂（如  SDS  和  EDTA）进行比较，后者的处理时间通常很长（1‑2 

周）。测试了DNA酶的不同时间和浓度。确定使用  DNA酶  50U  脱细胞  1  小时与天然  DNA  含

量有显著差异，并表明与传统方法等效。DTM是根据以下程序制备的。

[0151] 肌腱脱细胞方法  ‑  首先，对肌腱进行称重和记录。接下来，肌腱被切碎成大小均

匀的更小的块。接下来，为了脱细胞，将切碎的块置于  DNA酶溶液中（参见例如下表；0.5  g 

肌腱/mL  DNA酶溶液；DNA酶溶液：每  1  mL  1X  PBS  50U  DNA酶  I；对于  2  克切碎的肌腱，放

置在  4  mL  1X  PBS 中并添加200U  DNA酶）。接下来，伴随温和振摇在  56℃温育  1  小时。接

下来，为了清洗  DTM，以初始体积的两倍添加  1X  PBS（如果添加了  1  mL  DNA酶溶液，则添

加  2  mL 的  1X  PBS）。  接下来，将  DTM  放置在  70  um  细胞过滤器上，并以  2000  G  离心 

5‑10 分钟。 最后，在‑80  ℃冷冻至少  30 分钟，并将管放入冻干机中。

[0152] 酶消化（可注射  DTM）  ‑  首先，对脱细胞肌腱进行称重和记录。  接下来，为了产生

注射剂，称出  .02‑.10  g肌腱并添加  1  mL  胶原酶溶液（I  型胶原酶  @  2  mg/mL，III  型胶

原酶  @  1  mg/mL  在  1X  PBS 中）。接下来，在  37℃温育  24  小时。  接下来，为清洗  DTM，以

初始体积的两倍添加  1X  PBS（如果添加了  1  mL  胶原酶溶液，则添加  2  mL 的  1X  PBS）。 

接下来，将  DTM  放置在  70  um  细胞过滤器上，并以  2000  G  离心  5‑10  分钟。  接下来，将 

DTM  放入一个新的装有  1  mL  PBS  的微量离心管，并涡旋  30  秒。接下来，将此溶液放入 

100  KDa  过滤器中，并以  12,000  G  旋转  5  分钟。  最后，在‑80  ℃冷冻至少  30  分钟，并

将管放入冻干机中。

[0153] 酶消化  (油灰  DTM)  ‑  首先，对脱细胞肌腱进行称重和记录。  接下来，为了产生

油灰，称出  .10‑.20  g肌腱并添加  1  mL  胶原酶溶液（I  型胶原酶  @  2  mg/mL，III  型胶原

酶  @  1  mg/mL  在  1X  PBS 中）。  接下来，在  37℃ 温育  12  小时。  接下来，为了清洗  DTM，

以初始体积的两倍添加  1X  PBS（如果添加了  1  mL  胶原酶溶液，则添加  2  mL  的  1X 

PBS）。接下来，将  DTM  放置在  70  um  细胞过滤器上，并以  2000  G  离心  5‑10  分钟。接下

来，将  DTM  放入一个新的装有  1  mL  PBS 的微量离心管，并涡旋  30  秒。接下来，将此溶液

放入  100  KDa  过滤器中，并以  12,000  G  旋转  5  分钟。最后，在‑80  ℃冷冻至少  30  分

钟，并冻干。

[0154] 重构  ‑  添加  2‑5  uL 的  1X  PBS/mg  肌腱，并可以添加额外的  PBS，直到达到所
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需的稠度。

[0155] 经1  小时使用不同浓度的  DNA酶（10U、50U  和  100U）使肌腱脱细胞（参见，例如，

图  7）。1X  PBS用作无脱细胞的对照。使用  DNEasy  试剂盒  (Qiagen)  测定  DNA  浓度。该数

据表明，低至  50U 的  DNA酶在使组织脱细胞中是有效的。如图  8  所示，将  50U 的  DNA酶 

与传统去污剂、1%  SDS  和  0.1%  EDTA  进行比较。在  0.5  小时、1  小时和  2  小时对DNA酶 

50U  进行测试，而标准  SDS  和  EDTA  草案要求进行  24  小时脱细胞。使用  DNEasy  试剂盒

（Qiagen，n=3）测定  DNA  浓度。所有值均标准化为无脱细胞。  Tukey的HSD  多重比较事后测

试表明DNA酶处理的不同时间或用DNA酶脱细胞对（versus）SDS  和  EDTA  脱细胞之间没有

显著差异。下表还表明在各种脱细胞方法和/或不同时间段后，髌骨和跟腱中残留的  DNA 

百分比：

。

[0156] 对天然肌腱进行表征以确定哪些肌腱最适合开发同种异体移植产物。

[0157] 髌骨和跟腱的特征在于  DNA  含量和天然蛋白浓度。我们还旨在确定每种来源（即

近端对（vs.）远端）内位置和蛋白谱之间的任何差异。未发现肌腱不同区域之间的总蛋白或 

TGFβ含量的显著差异。然而，我们确实发现跟腱具有更高的蛋白相对含量。跟腱和髌腱分为 

1/3  部分，由肌腱的近端、中间质/中端和远端组成。(图9A‑D)  使用  BCA  蛋白定量试剂盒

（Thermo  Scientific）测量天然肌腱的总蛋白。(图9E‑H)  使用  TGF‑β磁珠面板  Milliplex 

试剂盒（Millipore  Sigma，#TGFBMAG‑64K‑03）测量  TGF‑β。方差分析显示肌腱区域之间没

有统计学上的显著差异，因此整个肌腱可以通过处理使用。当比较两种不同的肌腱时（图 

9D)  总蛋白没有差异  (P=0.93)，但  (图  9H)  跟腱中的  TGF‑β  在统计学上高于髌腱  (P  = 

0.0045)。

  F 值 p 值 显著性

9A F (2,15) =0.01075 0.9893 无

9B F (2,15) =1.069 0.3680 无

9C F (2,33) =0.9342 0.4030 无

9E F (2,15) =1.849 0.1915 无

9F F (2,15) =0.3373 0.7190 无

9G F (2,33) =0.7912 0.4617 无

[0158] 如图  10  所示，过滤有效地消除了胶原酶活性。用胶原酶处理脱细胞肌腱以改善 

DTM 的形状因子（form‑factor）。100  kDa  过滤器在消除最终产物中的胶原酶活性方面非

常有效。方差分析表明各组具有显著差异（F  (4,  22)  =  18.06,  p<0.0001）。重要的是，天

然样品和  100  kDa 过滤样品之间的胶原酶活性没有显著差异。

比较 p 值 显著性

天然的对（vs.）脱细胞的 0.9919 无
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天然的对胶原酶 无过滤器 <0.0001 ****

天然的对胶原酶 70 um 过滤器 0.0116 *

天然的对胶原酶 100 kDa 过滤器 0.9635 无

脱细胞的对胶原酶 无过滤器 <0.0001 ****

脱细胞的对胶原酶 70 um 过滤器 0.0381 *

脱细胞的对胶原酶 100 kDa 过滤器 >0.9999 无

胶原酶 无过滤器对胶原酶 70 um 过滤器 0.0021 **

胶原酶 无过滤器对胶原酶 100 kDa 过滤器 <0.0001 ****

胶原酶 70 um 过滤器对胶原酶 100 kDa 过滤器 0.003 **

[0159] 如图  11  所示，与用胃蛋白酶使肌腱脱细胞的标准方法相比，DTM  中保留了更多

的生物活性。脱细胞后使用含有  1型胶原酶（92.5  g肌腱/g  胶原酶  1）和  3（185  g肌腱/1g

胶原酶  3）的溶液或使用胃蛋白酶消化肌腱，考虑到在先公开的方法（Farnebo  等人  2014，

PMID  :  24341855)。方差分析表明组间存在显著差异，F  (3 ,11)  =  5 .056，p  =  0 .0193。 

Tukey的HSD  事后显示胃蛋白酶具有显著更少的  TGF‑b(P  =  0.0249)。

[0160] 如图15所示，经两个处理步骤，来自四种不同供体的四个样品的标准化  TGFb  含

量。对于每种供体，第一列代表天然肌腱中TGFb 的量，第二列代表脱细胞肌腱中  TGFb 的

量，和第三列代表消化肌腱中TGFb 的量。下表还描述了经过加工步骤的百分比变化（从天

然肌腱到胶原酶加工后测量的百分比增加）：

供体 TGF‑b的增加%

#1 590.16

#2 677.04

#3 144.75

#4 210.36

[0161] 研究了铺在不同表面上的细胞增殖的差异（参见例如图12A‑C）。组织培养板未经

处理（对照，“TC  处理”），用胶原蛋白或用DTM  涂布。原代肌腱细胞  (ZenBio  #TEN‑F) 以 

20 ,000  个细胞/孔铺板，并在铺板后  (A)  48  小时或  (B)  7  天使用  Presto  Blue 

(Thermo  Fisher)  量化细胞活力，产生显著不同的生长速率  (C ）。  (方差分析  =  F  (3,

26)  =  10.6,  p＜O.0001)。

。
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图 2A

图 2B
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图 3
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图 4
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图 5
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图 6A

图 6B
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图 7
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图 8
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