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本文公开了包含细胞外囊泡的组合物和方

法，所述细胞外囊泡包含核酸，所述核酸靶向基

因，引起肿瘤相关巨噬细胞的巨噬细胞极化。在

某些实施方案中，本文公开了用于增加巨噬细胞

极化以用于治疗癌症的方法和组合物。
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1.一种细胞外囊泡，所述细胞外囊泡包含一种或多种免疫调节组分，所述一种或多种

免疫调节组分在与巨噬细胞接触时，选择性地将所述巨噬细胞从M2表型再极化成M1表型。

2.如权利要求1所述的细胞外囊泡，其中所述一种或多种免疫调节组分抑制至少一种

巨噬细胞靶基因。

3.如权利要求1或2所述的细胞外囊泡，其中所述细胞外囊泡是外泌体。

4.如权利要求1至3中任一项所述的细胞外囊泡，其中所述免疫调节组分是核酸。

5.如权利要求4所述的细胞外囊泡，其中所述核酸是抑制性RNA。

6.如权利要求5所述的细胞外囊泡，其中所述抑制性RNA是反义RNA、siRNA、shRNA、

miRNA、lncRNA、初级miRNA或前体miRNA。

7.如权利要求4所述的细胞外囊泡，其中所述核酸是反义寡核苷酸(ASO)。

8.一种药物组合物，所述药物组合物包含如权利要求1‑7中任一项所述的细胞外囊泡。

9.一种治疗有需要的患者的疾病的方法，所述方法包括向所述患者施用如权利要求1‑

7中任一项所述的细胞外囊泡或如权利要求8所述的药物组合物，由此治疗所述患者的所述

疾病。

10.一种调节巨噬细胞中的基因表达的方法，所述方法包括：使所述巨噬细胞与包含一

种或多种免疫调节组分的细胞外囊泡接触，所述一种或多种免疫调节组分抑制至少一种基

因，并由此使得与使所述巨噬细胞与等摩尔量的单独所述免疫调节组分接触相比，从M2表

型向M1表型的巨噬细胞极化增加。
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用于巨噬细胞极化的方法和组合物

[0001] 本申请是申请号为201980011011.0，申请日为2019年2月12日，申请人为隆萨销售

股份公司，发明创造名称为“用于巨噬细胞极化的方法和组合物”的发明专利申请的分案申

请。

发明领域

[0002] 本发明涉及包含细胞外囊泡的组合物和方法，所述细胞外囊泡具有核酸，所述核

酸靶向基因，引起肿瘤相关巨噬细胞的巨噬细胞极化。

发明背景

[0004] 免疫疗法是通过诱导、增强或阻抑免疫反应进行的疾病治疗。癌症免疫疗法的副

作用通常比诸如化学疗法和放射疗法的传统癌症疗法的副作用少。在一种方法中，癌症免

疫疗法已用于刺激患者的自身巨噬细胞以攻击癌细胞。巨噬细胞呈现不同表型，例如它们

可能具有促癌活性，或者它们可能具有抗癌活性。M2表型或“替代活化巨噬细胞”通常展现

诸如免疫系统阻抑和细胞外基质和组织重塑活性产生的促癌活性。M1表型或“经典活化巨

噬细胞”通常展现诸如肿瘤细胞吞噬作用和适应性免疫刺激的抗癌活性以使得肿瘤细胞可

受到识别和攻击。需要促进巨噬细胞极化(即，转化成M1表型)的免疫调节方法和组合物中

的改善。

发明内容

[0005] 本公开的方面涵盖一种细胞外囊泡，所述细胞外囊泡包含一种或多种免疫调节组

分，所述一种或多种免疫调节组分在与巨噬细胞接触时，选择性地将所述巨噬细胞从M2表

型再极化成M1表型。在一些方面，本公开涵盖一种细胞外囊泡，所述细胞外囊泡是外泌体，

所述外泌体包含一种或多种免疫调节组分，所述一种或多种免疫调节组分在与巨噬细胞接

触时，选择性地将所述巨噬细胞从M2表型再极化成M1表型。

[0006] 在一些方面，所述细胞外囊泡(例如所述外泌体)包含一种或多种免疫调节组分，

所述一种或多种免疫调节组分在与巨噬细胞接触时，选择性地将所述巨噬细胞从M2表型再

极化成M1表型，并且所述一种或多种免疫调节组分是核酸，例如抑制性RNA(例如反义RNA、

siRNA、shRNA、miRNA、lncRNA、初级miRNA(pri‑miRNA)或前体miRNA(pre‑miRNA))或例如反

义寡核苷酸(ASO)，或者例如所述免疫调节组分是包含与选自SEQ  ID  NO:1‑6的序列至少

95％同一的序列的反义寡核苷酸。

[0007] 在一些方面，所述细胞外囊泡(例如所述外泌体)包含一种或多种免疫调节组分，

所述一种或多种免疫调节组分在与巨噬细胞接触时，选择性地将所述巨噬细胞从M2表型再

极化成M1表型，并且所述一种或多种免疫调节组分(例如核酸，例如抑制性RNA(例如反义

RNA、siRNA、shRNA、miRNA、lncRNA、初级miRNA或前体miRNA)或例如反义寡核苷酸(ASO))，或

者例如所述免疫调节组分是包含与选自SEQ  ID  NO:1‑6的序列至少95％同一的序列的反义

寡核苷酸，抑制至少一种巨噬细胞靶基因，例如至少一种基因选自由以下组成的组：KRAS、
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HRAS、NRAS、HIF1‑α、HIF1‑β、Sp1、P300、LKB1、AMPK、STAT3、STAT6、n‑MYC、c‑MYC、HCAR1、
A2AB、IDO、TDO、精氨酸酶、谷氨酰胺酶、CEBP/β、Pi3K γ 和PKM2，例如STAT3、STAT6、CEBP/β、
Pi3K γ 、KRAS和HIF1‑α，例如STAT3，例如KRAS。

[0008] 在一些方面，所述细胞外囊泡(例如所述外泌体)包含一种或多种免疫调节组分，

所述一种或多种免疫调节组分在与巨噬细胞接触时，选择性地将所述巨噬细胞从M2表型再

极化成M1表型，并且所述免疫调节组分是靶向STAT3的反义寡核苷酸。

[0009] 在一些方面，所述细胞外囊泡(例如所述外泌体)包含一种或多种免疫调节组分，

所述一种或多种免疫调节组分在与巨噬细胞接触时，选择性地将所述巨噬细胞从M2表型再

极化成M1表型，并且所述免疫调节组分是靶向KRAS的反义寡核苷酸。

[0010] 在一些方面，所述细胞外囊泡(例如所述外泌体)包含一种或多种免疫调节组分，

所述一种或多种免疫调节组分在与巨噬细胞接触时，选择性地将所述巨噬细胞从M2表型再

极化成M1表型，并且所述免疫调节组分是靶向KRAS(例如野生型人类KRAS，或野生型人类

KRAS还有小鼠KRASG12D)的抑制性RNA，例如反义RNA、siRNA、shRNA、miRNA、lncRNA、初级

miRNA或前体miRNA。

[0011] 在前述方面中的任一方面，所述细胞外囊泡(例如所述外泌体)包含一种或多种免

疫调节组分(例如核酸，抑制性RNA(反义RNA、siRNA、shRNA、miRNA、lncRNA、初级miRNA或前

体miRNA)或ASO)，所述一种或多种免疫调节组分在与巨噬细胞接触时，选择性地将所述巨

噬细胞从M2表型再极化成M1表型，并且所述巨噬细胞是肿瘤(例如胰腺肿瘤)驻留巨噬细

胞。

[0012] 在前述方面中的任一方面，所述细胞外囊泡(例如所述外泌体)包含：一种或多种

免疫调节组分(例如核酸，抑制性RNA(反义RNA、siRNA、shRNA、miRNA、lncRNA、初级miRNA或

前体miRNA)或ASO)，所述一种或多种免疫调节组分在与巨噬细胞接触时选择性地将所述巨

噬细胞从M2表型再极化成M1表型；并且还包含额外免疫调节组分，例如小分子药物、抗体或

其活性片段(例如结合至CTLA‑4、PD‑1或PD‑L1的免疫检查点抑制剂或结合至CSF1‑R的抑制

剂)或治疗性蛋白质或其活性片段。

[0013] 在前述方面中的任一方面，所述细胞外囊泡(例如所述外泌体)包含：一种或多种

免疫调节组分(例如核酸，抑制性RNA(反义RNA、siRNA、shRNA、miRNA、lncRNA、初级miRNA或

前体miRNA)或ASO)，所述一种或多种免疫调节组分在与巨噬细胞接触时选择性地将所述巨

噬细胞从M2表型再极化成M1表型；并且还包含额外免疫调节组分，例如抗体或其活性片段

(例如结合至CTLA‑4、PD‑1或PD‑L1的免疫检查点抑制剂或结合至CSF1‑R的抑制剂)，其中所

述抗体或其活性片段包含与伊匹单抗(Ipilimumab)的CDR至少95％同一、或与纳武单抗

(Nivolumab)的CDR至少95％同一、或与赛咪单抗(Cemiplimab)的CDR至少95％同一、或与派

姆单抗(Pembrolizumab)的CDR至少95％同一、或与阿特珠单抗(Atezolizumab)的CDR至少

95％同一、或与阿维鲁单抗(Avelumab)的CDR至少95％同一、或与度伐鲁单抗(Durvalumab)

的CDR至少95％同一、或与吡昔替尼(Pexidartinib)的CDR至少95％同一、或与PLX7486的

CDR至少95％同一、或与ARRY‑382的CDR至少95％同一、或与JNJ‑40346527的CDR至少95％同

一、或与BLZ945的CDR至少95％同一、或与埃玛图单抗(Emactuzumab)的CDR至少95％同一、

或与AMG820的CDR至少95％同一、或与IMC‑CS4的CDR至少95％同一、或与卡比拉单抗

(Cabiralizumab)的CDR至少95％同一的CDR，或者其中所述抗体或其活性片段是选自由以
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下组成的组的至少一种抗体：伊匹单抗、纳武单抗、赛咪单抗、派姆单抗、阿特珠单抗、阿维

鲁单抗、度伐鲁单抗、吡昔替尼、PLX7486、ARRY‑382、JNJ‑40346527、BLZ945、埃玛图单抗、

AMG820、IMC‑CS4和卡比拉单抗，或者其中所述抗体或其活性片段是与选自由以下组成的组

的抗体竞争结合的至少一种抗体：伊匹单抗、纳武单抗、赛咪单抗、派姆单抗、阿特珠单抗、

阿维鲁单抗、度伐鲁单抗、吡昔替尼、PLX7486、ARRY‑382、JNJ‑40346527、BLZ945、埃玛图单

抗、AMG820、IMC‑CS4和卡比拉单抗。

[0014] 在前述方面中的任一方面，其中所述细胞外囊泡(例如所述外泌体)包含：一种或

多种免疫调节组分(例如核酸，抑制性RNA(反义RNA、siRNA、shRNA、miRNA、lncRNA、初级

miRNA或前体miRNA)或ASO)，所述一种或多种免疫调节组分在与巨噬细胞接触时选择性地

将所述巨噬细胞从M2表型再极化成M1表型；并且还包含额外免疫调节组分，例如抗体或其

活性片段(例如结合至CTLA‑4、PD‑1或PD‑L1的免疫检查点抑制剂或结合至CSF1‑R的抑制

剂)，其中所述抗体或其活性片段包含与伊匹单抗(Ipilimumab)的CDR至少95％同一、或与

纳武单抗(Nivolumab)的CDR至少95％同一、或与赛咪单抗(Cemiplimab)的CDR至少95％同

一、或与派姆单抗(Pembrolizumab)的CDR至少95％同一、或与阿特珠单抗(Atezolizumab)

的CDR至少95％同一、或与阿维鲁单抗(Avelumab)的CDR至少95％同一、或与度伐鲁单抗

(Durvalumab)的CDR至少95％同一、或与吡昔替尼(Pexidartinib)的CDR至少95％同一、或

与PLX7486的CDR至少95％同一、或与ARRY‑382的CDR至少95％同一、或与JNJ‑40346527的

CDR至少95％同一、或与BLZ945的CDR至少95％同一、或与埃玛图单抗(Emactuzumab)的CDR

至少95％同一、或与AMG820的CDR至少95％同一、或与IMC‑CS4的CDR至少95％同一、或与卡

比拉单抗(Cabiralizumab)的CDR至少95％同一的CDR，或者其中所述抗体或其活性片段是

选自由以下组成的组的至少一种抗体：伊匹单抗、纳武单抗、赛咪单抗、派姆单抗、阿特珠单

抗、阿维鲁单抗、度伐鲁单抗、吡昔替尼、PLX7486、ARRY‑382、JNJ‑40346527、BLZ945、埃玛图

单抗、AMG820、IMC‑CS4和卡比拉单抗，或者其中所述抗体或其活性片段是与选自由以下组

成的组的抗体竞争结合的至少一种抗体：伊匹单抗、纳武单抗、赛咪单抗、派姆单抗、阿特珠

单抗、阿维鲁单抗、度伐鲁单抗、吡昔替尼、PLX7486、ARRY‑382、JNJ‑40346527、BLZ945、埃玛

图单抗、AMG820、IMC‑CS4和卡比拉单抗，所述细胞外囊泡还包含PTGFRN或其片段，并且所述

抗体或其片段可任选地融合至所述PTGFRN或其片段。

[0015] 在前述方面中的任一方面，使用选自由以下组成的组的测定来确定比较：细胞外

囊泡摄取测定、靶基因表达测定、下游基因表达测定、细胞因子释放测定和巨噬细胞表面蛋

白测定。

[0016] 在前述方面中的任一方面，所述M2巨噬细胞是选自由M2a、M2b和M2c巨噬细胞组成

的组的肿瘤相关巨噬细胞。

[0017] 在前述方面中的任一方面，所述M1巨噬细胞，与极化前的所述M2巨噬细胞相比展

现出选自由INF γ 、IL‑12、IL‑23、TNFα、IL‑6、IL‑1、CSCL9、CXCL10和CXCL11组成的组的炎性

细胞因子和趋化因子的分泌增加，并且/或者与极化前的所述M2巨噬细胞相比展现出选自

由IL‑10、TGFβ、PGE2、CCL2、CCL17、CCL18、CCL22和CCL24组成的组的免疫抑制性细胞因子和

趋化因子的分泌减少，并且/或者与极化前的所述M2巨噬细胞相比表达增加的肿瘤相关抗

原，并且/或者与极化前的所述M2巨噬细胞相比增加对CD8+T细胞和/或自然杀伤细胞的刺

激。
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[0018] 在多个方面，本公开涵盖一种药物组合物，所述药物组合物包含细胞外囊泡(例如

外泌体)，所述细胞外囊泡包含一种或多种免疫调节组分，所述一种或多种免疫调节组分在

与巨噬细胞接触时，选择性地将所述巨噬细胞从M2表型再极化成M1表型。

[0019] 在一些方面，本公开涵盖一种治疗有需要的患者(例如人类患者)的疾病(例如癌

症，诸如例如胰腺癌)的方法，所述方法包括施用(例如，经由选自由静脉内施用、腹膜内施

用和瘤内施用组成的组的途径)如前述方面中任一方面所述的细胞外囊泡，例如如前述方

面中任一方面所述的外泌体，所述外泌体包含一种或多种免疫调节组分(例如靶向原癌基

因(例如KRAS)的抑制性RNA)，所述一种或多种免疫调节组分在与巨噬细胞接触时选择性地

将所述巨噬细胞从M2表型再极化成M1表型；或者包括施用药物组合物，所述药物组合物包

含如前述方面中任一方面所述的细胞外囊泡，例如如前述方面中任一方面所述的外泌体，

所述外泌体包含一种或多种免疫调节组分，所述一种或多种免疫调节组分在与巨噬细胞接

触时选择性地将所述巨噬细胞从M2表型再极化成M1表型。

[0020] 在一些方面，本公开涵盖上述治疗方法，并且还包括第二疗法，例如手术疗法、化

学疗法、放射疗法、冷冻疗法、激素疗法或免疫疗法。

[0021] 在一些方面，本公开涵盖调节巨噬细胞中的基因表达的方法，所述方法包括：使所

述巨噬细胞与包含一种或多种免疫调节组分的细胞外囊泡接触，所述一种或多种免疫调节

组分抑制至少一种基因，并由此使得与使所述巨噬细胞与等摩尔量的单独所述免疫调节组

分接触相比，从M2表型向M1表型的巨噬细胞极化增加。

[0022] 在一些方面，调节巨噬细胞中的基因表达的方法包括：离体或在体内使所述巨噬

细胞与包含一种或多种免疫调节组分的细胞外囊泡接触，所述一种或多种免疫调节组分抑

制至少一种基因，并由此使得与使所述巨噬细胞与等摩尔量的单独所述免疫调节组分接触

相比，从M2表型向M1表型的巨噬细胞极化增加。

[0023] 在一些方面，调节巨噬细胞中的基因表达的方法包括：在体内使所述巨噬细胞与

包含一种或多种免疫调节组分的细胞外囊泡接触(例如，通过向受试者(例如人类受试者)

施用所述细胞外囊泡，例如经由选自由静脉内施用、腹膜内施用和瘤内施用组成的组的途

径)，所述一种或多种免疫调节组分抑制至少一种基因，并由此使得与使所述巨噬细胞与等

摩尔量的单独所述免疫调节组分接触相比，从M2表型向M1表型的巨噬细胞极化增加。

[0024] 在一些方面，上面公开的调节巨噬细胞中的基因表达的方法的受试者罹患选自癌

症(例如胰腺癌)和纤维化的疾患。

[0025] 在一些方面，在上面公开的调节巨噬细胞中的基因表达的任一方法中使用的细胞

外囊泡是外泌体，并且所述免疫调节组分是核酸，例如抑制性RNA，诸如例如反义RNA、

siRNA、shRNA、miRNA、lncRNA、初级miRNA或前体miRNA。

[0026] 在一些方面，在上面公开的调节巨噬细胞中的基因表达的任一方法中使用的细胞

外囊泡是外泌体，并且所述免疫调节组分是核酸，例如ASO。

[0027] 在一些方面，在上面公开的调节巨噬细胞中的基因表达的任一方法中使用的细胞

外囊泡是外泌体，并且所述免疫调节组分是核酸，例如包含与选自SEQ  ID  NO:1‑6的序列至

少95％同一的序列的反义寡核苷酸或包含选自SEQ  ID  NO:1‑6的序列的反义寡核苷酸，并

且所述至少一种基因选自由KRAS、HRAS、NRAS、HIF1‑α、HIF1‑β、Sp1、P300、LKB1、AMPK、
STAT3、STAT6、n‑MYC、c‑MYC、HCAR1、A2AB、IDO、TDO、精氨酸酶、谷氨酰胺酶、CEBP/β、Pi3K γ
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和PKM2组成的组，或者选自由STAT3、STAT6、CEBP/β、Pi3K γ 、KRAS和HIF1‑α组成的组，或者

是STAT3，或者是KRAS，并且如果是KRAS，则所述免疫调节组分可任选地是靶向野生型人类

KRAS的抑制性RNA。

[0028] 在一些方面，本公开提供了一种治疗受试者的胰腺癌的方法，所述方法包括：向所

述受试者施用包含靶向人类野生型KRAS的抑制性RNA的细胞外囊泡；其中所述治疗使肿瘤

驻留巨噬细胞从M2表型向M1表型的极化百分比增加至比在用靶向人类KRASG12D的抑制性

RNA治疗的患者中所观测到的极化百分比更高的水平。

[0029] 在一些方面，本公开提供了上述治疗受试者的胰腺癌的方法，其中使用对从肿瘤

样品获得的肿瘤驻留巨噬细胞的离体测定来确定肿瘤驻留巨噬细胞的极化百分比。

[0030] 本文提供了组合物和方法，所述组合物和方法经选择、富集或工程改造而具有一

种或多种可修改巨噬细胞活性的免疫调节组分的细胞外囊泡，促进巨噬细胞从M2表型转换

成M1表型(巨噬细胞极化)，并且强化患者的抗癌免疫系统。

[0031] 因此，在第一方面，本文提供了一种细胞外囊泡，所述细胞外囊泡包含一种或多种

免疫调节组分，所述一种或多种免疫调节组分例如是抑制靶细胞中的至少一种基因的核酸

分子。在某些实施方案中，所述靶细胞是巨噬细胞，并且与等摩尔量的单独一种或多种免疫

调节组分相比，所述基因抑制增加从M2表型向M1表型的巨噬细胞极化。在某些实施方案中，

所述细胞外囊泡是外泌体。在某些实施方案中，所述核酸是抑制性RNA。在某些实施方案中，

所述抑制性RNA是反义RNA、siRNA、shRNA、miRNA、lncRNA、初级miRNA或前体miRNA。在某些实

施方案中，所述至少一种基因选自由以下组成的组：KRAS、HRAS、NRAS、HIF1‑α、HIF1‑β、Sp1、
P300、LKB1、AMPK、STAT3、STAT6、n‑MYC、c‑MYC、HCAR1、A2AB、IDO、TDO、精氨酸酶、谷氨酰胺

酶、CEBP/β、Pi3K γ 和PKM2。在某些实施方案中，所述基因是KRAS。在某些实施方案中，所述

核酸是靶向野生型人类KRAS的抑制性RNA。在某些实施方案中，所述抑制性RNA还靶向小鼠

KrasG12D。在某些实施方案中，所述巨噬细胞是肿瘤驻留巨噬细胞。在某些实施方案中，所述

肿瘤是胰腺肿瘤。在某些实施方案中，所述细胞外囊泡还包含额外免疫调节组分。在某些实

施方案中，所述额外免疫调节组分是小分子药物、抗体或治疗性蛋白质。在某些实施方案

中，所述抗体是免疫检查点抑制剂。在某些方面，本文提供了一种包含上面提及的细胞外囊

泡中的任一者的药物组合物。

[0032] 在某些方面，本文描述了一种治疗有需要的患者的疾病的方法，所述方法包括向

所述患者施用本文所述的细胞外囊泡或药物组合物，由此治疗所述患者的所述疾病。在某

些实施方案中，所述疾病是癌症。在某些实施方案中，所述癌症是胰腺癌。在一些实施方案

中，所述疾病是纤维化疾患。在一些实施方案中，所述纤维化疾患是肺纤维化、肝纤维化或

胰腺纤维化。在某些实施方案中，所述肝纤维化是非酒精性脂肪变性肝炎或NASH。在某些实

施方案中，所述患者是人类。在某些实施方案中，所述核酸是靶向原癌基因的抑制性RNA。在

某些实施方案中，所述原癌基因是人类KRAS。在某些实施方案中，所述癌症是胰腺癌。在某

些实施方案中，所述方法还包括执行至少第二疗法。在某些实施方案中，所述第二疗法包括

手术疗法、化学疗法、放射疗法、冷冻疗法、激素疗法或免疫疗法。

[0033] 在某些实施方案中，所述靶细胞M2巨噬细胞是选自由M2a、M2b和M2c巨噬细胞组成

的组的肿瘤相关巨噬细胞。在某些实施方案中，与极化前的所述M2巨噬细胞相比，所述M1巨

噬细胞展现出选自由INF γ 、IL‑12、IL‑23、TNFα、IL‑6、IL‑1、CSCL9、CXCL10和CXCL11组成的

说　明　书 5/72 页

7

CN 119614501 A

7



组的炎性细胞因子和趋化因子的分泌增加。在某些实施方案中，与极化前的所述M2巨噬细

胞相比，所述M1巨噬细胞展现出选自由IL‑10、TGFβ、PGE2、CCL2、CCL17、CCL18、CCL22和
CCL24组成的组的免疫抑制性细胞因子和趋化因子的分泌减少。在某些实施方案中，与极化

前的所述M2巨噬细胞相比，所述M1巨噬细胞表达增加的肿瘤相关抗原。在某些实施方案中，

与极化之前所述M2巨噬细胞相比，所述M1巨噬细胞增加对CD8+T细胞和/或自然杀伤细胞的

刺激。

[0034] 在某些方面，本文描述了一种治疗受试者的胰腺癌的方法，所述方法包括：向所述

受试者施用包含靶向人类野生型KRAS的抑制性RNA的细胞外囊泡；其中所述治疗使肿瘤驻

留巨噬细胞从M2表型向M1表型的极化百分比增加至比在用靶向人类KRASG12D的抑制性RNA

治疗的患者中所观测到的极化百分比更高的水平。

附图说明

[0035] 图1显示在增加量的靶向Stat  3、Stat  6、Cebpβ‑1、Pi3K γ 、CEBPβ‑2和Kras中的各

者的siRNA的转染之后所述基因的基因表达水平。

[0036] 图2显示在增加量的分别靶向Stat  3、Stat  6、Cebpβ‑1、Pi3K γ 、CEBPβ‑2和Kras的

siRNA的转染之后的Arg1表达。加扰siRNA转染的巨噬细胞用作对照。

[0037] 图3显示如通过六个巨噬细胞亚群(M0、M1、M2a、M2c、M2++和TAM)的总细胞GFP强度

所测定的外泌体摄取。

[0038] 图4显示如通过总荧光强度所测量的M2或M0巨噬细胞的游离反义寡核苷酸(游离

ASO)和负载ASO的外泌体(Exo‑ASO)摄取。

[0039] 图5A显示在于未处理小鼠中腹膜内注射1x1011或1x1012个含GFP外泌体之后体内

巨噬细胞的外泌体摄取。图5B显示在于B16F10肿瘤携带小鼠中注射单次剂量的天然未标记

外泌体或Cy5标记Exo‑ASO之后体内肿瘤细胞和巨噬细胞的天然外泌体和Exo‑ASO摄取。

[0040] 图6显示在与5μM游离的带胆固醇标签ASO或1x105或1x106个负载有带胆固醇标签

ASO的外泌体一起孵育之后M2极化鼠RAW264 .7细胞中的Stat3表达。测试五种不同的靶向

STAT3的带胆固醇标签ASO：ASO  4.1，双链MOE化学物质；ASO  5.1和ASO  5.2，单链O‑甲基化

学物质；ASO  5.3和ASO  5.4，单链MOE化学物质。未经治疗的极化巨噬细胞和与未修饰的外

泌体一起孵育的极化巨噬细胞用作阴性对照。经Stat  3siRNA转染的巨噬细胞用作对照。

[0041] 图7显示在与5μM游离的带胆固醇标签ASO或1x105或1x106个负载有带胆固醇标签

ASO的外泌体一起孵育之后M2极化鼠RAW264.7细胞中的Arg1转录水平。测试五种不同的靶

向STAT3的带胆固醇标签ASO：ASO  4.1，双链MOE化学物质；ASO  5.1和ASO  5.2，单链O‑甲基

化学物质；ASO  5.3和ASO  5.4，单链MOE化学物质。未经治疗的极化巨噬细胞和与未修饰的

外泌体一起孵育的极化巨噬细胞用作阴性对照。经Stat  3siRNA转染的巨噬细胞用作对照。

[0042] 图8A显示在与针对STAT3的高剂量(4μM)的ASO或高剂量(4μM)和低剂量(0.4μM)的
Exo‑ASO一起孵育之后M2极化鼠RAW264.7细胞中的STAT3表达。图8B显示在与针对KRAS的高

剂量(4μM)的ASO或Exo‑ASO一起孵育之后M2极化鼠RAW264.7细胞中的KRAS表达。图8C显示

在与针对C/EBPβ的高剂量(4μM)和低剂量(0.4μM)的ASO或Exo‑ASO一起孵育之后M2极化鼠

RAW264.7细胞中的C/EBPβ表达。

[0043] 图9A显示在经变化剂量的游离STAT3  ASO或STAT3  Exo‑ASO治疗之后来自三个单
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独供体的原代人类巨噬细胞中的STAT3转录水平。呈现各治疗的IC50和相较于游离STAT3 

ASO的STAT3  Exo‑ASO的改善倍数。图9B显示在经变化剂量的游离STAT3  ASO或STAT3  Exo‑

ASO治疗之后来自三个单独供体的原代人类巨噬细胞中的CD163水平。呈现各治疗的IC50和

相较于游离STAT3  ASO的STAT3  Exo‑ASO的改善倍数。

[0044] 图10显示在经分别针对HIF1α、Pi3K γ 、CEBP/β、STAT6和STAT3的4μM游离ASO或

Exo‑ASO治疗之后人类M2巨噬细胞中的靶基因表达。未经治疗的人类M2巨噬细胞和经4μM加
扰Exo‑ASO治疗的人类M2巨噬细胞用作对照。

[0045] 图11显示在经分别针对HIF1α、Pi3K γ 、CEBP/β、STAT6和STAT3的4μM游离ASO或

Exo‑ASO治疗之后人类M2巨噬细胞中的CD163表达。未经治疗的人类M2巨噬细胞和经4μM加
扰Exo‑ASO治疗的人类M2巨噬细胞用作对照。

[0046] 图12A显示在存在或不存在LPS的情况下经4μM游离STAT3  ASO、4μMSTAT3  Exo‑

ASO、4μM加扰Exo‑ASO、天然外泌体或C188‑9(即STAT3的小分子抑制剂)治疗之后的IL‑12诱

导。图12B显示在存在或不存在LPS的情况下经4μM游离STAT3  ASO、4μM  STAT3  Exo‑ASO、4μM
加扰Exo‑ASO、天然外泌体或C188‑9(即STAT3的小分子抑制剂)治疗之后的IL‑23诱导。

[0047] 图13A显示在经未修饰的外泌体(仅EV)和浓度匹配的Stat  3游离ASO和Stat 

3Exo‑ASO治疗之后的STAT3转录水平。图13B显示在经未修饰的外泌体(仅EV)和浓度匹配的

Stat  3游离ASO和Stat  3Exo‑ASO治疗之后的CD163转录水平。图13C显示在经未修饰的外泌

体(仅EV)和浓度匹配的Stat  3游离ASO和Stat  3Exo‑ASO治疗之后的TGFβ转录水平。图13D

显示在经未修饰的外泌体(仅EV)和浓度匹配的Stat  3游离ASO和Stat  3Exo‑ASO治疗之后

的STAT6转录水平。

[0048] 图14显示在经分别负载有针对STAT3的ASO(MOE和LNA化学物质两者)、针对STAT6

的ASO(MOE化学物质)和针对CEBP/β的ASO(MOE化学物质)的细胞外体治疗之后的TGFβ表达

水平。

具体实施方式

[0049] 巨噬细胞极化是巨噬细胞经由其而采用响应于来自巨噬细胞微环境的信号的不

同功能性程序的方法。此能力与巨噬细胞在生物体中的多种作用有关：巨噬细胞是先天性

免疫系统的有力效应细胞，还在细胞碎片去除、胚胎发展和组织修复中至关重要。

[0050] 巨噬细胞表型粗略分为2组：M1(经典活化巨噬细胞)和M2(替代活化巨噬细胞)。这

种粗略分类是基于体外研究，在所述体外研究中将培养的巨噬细胞用刺激其表型转换成特

定状态的分子进行处理。M1巨噬细胞具有促炎性，在直接抗病原体的宿主防御(诸如促炎性

细胞因子和杀微生物分子的吞噬和分泌)中起重要作用。M2巨噬细胞具有完全相反功能：调

节炎症的消退期和修复受损组织。参见例如Wynn,T.A.,Chawla ,A.,&Pollard ,J.W.(2013)

.Ori  gins  and  Hallmarks  of  Macrophages:Development ,Homeostasis ,and 

Disease .Nature ,496(7446) ,445‑455；Mills ,C .D .,Kincaid ,K .,Alt ,J .M .,Heilman ,

M .J .,&Hill ,A .M .(2000) .M‑1/M‑2Macrophages  and  the  Th1/Th2  Para  digm .The 

Journal  of  Immunology,164(12) ,6166‑6173。许多实体瘤的特征在于富骨髓细胞浸润物，

富骨髓细胞浸润物常常包含称为肿瘤相关巨噬细胞(TA  M)的一种类型的M2巨噬细胞。M2巨

噬细胞(诸如TAM)表达促进代谢酶精氨酸酶(Arg1)表达的高水平磷酸化STAT3和STAT6。TAM
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介导多种促肿瘤活性，诸如(例如)癌细胞运动性促进、癌转移形成和血管生成，并且TAM形

成取决于在发展肿瘤中存在的微环境因子。TAM产生免疫抑制性细胞因子(诸如(例如)IL‑

10、TGFβ、PGE2和极少量的NO或ROI)和低水皮的炎性细胞因子(IL‑12、IL‑1β、TNFα、IL‑6)。
与“经典活化”M1巨噬细胞相比，通过TAM进行的肿瘤相关抗原呈递减少，T细胞和NK细胞的

抗肿瘤功能的刺激亦如此。与M1巨噬细胞不同，TAM不能溶解肿瘤细胞。https://

en.wikipedia.org/wiki/Mac  rophage_polarization‑cite_note‑Sica2008‑31因此，如已

通过递送剂以改变TA  M的募集和分布、耗竭现存TAM或诱导TAM从M2表型向M1表型的再教育

所证实，TAM和其他M2巨噬细胞靶向提供新颖抗癌治疗策略。

[0051] 本发明的外泌体治疗剂对M2巨噬细胞具有选择性作用以促进组织驻留微环境，从

而在如癌症和纤维化的疾病的情形下通过将异常巨噬细胞“再极化”成M1表型来治疗这些

疾病。本文所述的外泌体精确地经各种生物活性分子工程改造至外泌体表面上或于外泌体

腔内部以产生接合将M2巨噬细胞再极化成M1表型以治疗人类疾病的路径的候选药物。

[0052] 肿瘤相关M2极化巨噬细胞或TAM可有效地阻抑T细胞增殖和效应功能并促进肿瘤

生长。还使用耗竭针对CSF‑1受体的巨噬细胞的抗体报告了TAM逆转回至M1表型。这些方法

由于窄治疗窗和因如所预期靶向全部巨噬细胞而不仅仅靶向异常M2巨噬细胞所致的特异

性缺乏而在临床试验中显示有限成效。预期巨噬细胞成批耗竭将导致增加的感染风险和其

他安全性问题。本发明的外泌体由于针对巨噬细胞的天然外泌体向性而更具选择性地靶向

M2巨噬细胞，并且打破针对所需M1表型的功能的平衡。这些外泌体再极化巨噬细胞，引起抗

肿瘤免疫反应所需的炎性细胞因子的所需频谱的产生。如以下实例所示，外泌体将免疫抑

制性M2巨噬细胞体外再程序化成M1表型。

[0053] 除肿瘤微环境中所诱导的免疫抑制之外，M2极化巨噬细胞分泌大量转化生长因子

β或TGFβ，这是细胞信号传导中所涉及的重要细胞因子，其诱导成纤维细胞积聚，导致胶原

沉积和组织重塑，最终导致组织纤维化。已显示通过靶向如STAT3的关键信号传导分子来再

程序化这些M2巨噬细胞以减少TGFβ产生在肺纤维化的临床前模型中具有有益活性。已采用

若干种靶向STAT3的小分子方法，但仅在异常M2巨噬细胞内的抑制特异性缺乏已阻止此治

疗方法可行。此处所描述的某些外泌体选择性地靶向允许M2巨噬细胞靶向STAT3的M2巨噬

细胞中的关键路径以及肺和其他组织纤维化综合征中的其他细胞路径。

[0054] 本文公开了适用于调节免疫系统的巨噬细胞的细胞外囊泡。这些细胞外囊泡包含

一种或多种免疫调节组分，所述一种或多种免疫调节组分在与巨噬细胞接触时，抑制至少

一种巨噬细胞靶基因，由此与等摩尔量的单独一种或多种免疫调节组分相比，增加从M2表

型向M1表型的巨噬细胞极化。还提供了用于产生细胞外囊泡的方法以及使用这些细胞外囊

泡治疗癌症和诸如(例如)纤维化疾患的其他免疫系统相关疾病的方法。

[0055] 在更详细地描述本发明之前，应理解本发明不限于所描述的特定实施方案，因为

此类实施方案当然可变化。还应理解本文中使用的术语仅用于描述特定实施方案的目的，

并且无意具有限制性，因为本发明的范围仅受所附权利要求书限制。

[0056] 当提供数值范围时，应理解除非上下文另外明确规定，否则该范围的上下限和该

陈述范围的任何其他陈述或居中值之间的直到下限单位十分之一的每个居中值都涵盖于

本发明中。这些较小范围的上限和下限可独立地包括在这些较小范围内并且也涵盖于本发

明中，从属于所陈述范围内的任何特定排除的限值。在所陈述范围包括所述限值中的一或
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两者时，超出那些包括的限值中的任一者或两者的范围也包括在本发明中。

[0057] 除非另外定义，否则本文所用的所有技术和科学术语都具有与本发明所属领域中

的普通技术人员通常所理解相同的含义。虽然类似或等同于本文描述的那些的任何方法和

材料也可以在本发明的实践或测试中使用，但现在描述的是有代表性的示例性方法和材

料。

[0058] 在本说明书中引用的所有公布和专利都以引用方式并入本文，所述引用的程度就

如同已具体地和个别地指示将各个别公布或专利以引用方式并入一般，并且以引用方式并

入本文来公开和描述与所述公布引用的内容相关的方法和/或材料。

[0059] 应注意，除非上下文另外清晰地指示，否则如本文中和所附权利要求中所使用的

单数形式“一个(a)/一种(an)”和“所述(the)”包括多个(种)提及物。类似地，术语“至少一

个(种)”包括多个(种)提及物(即，除非上下文另外清晰地指示，否则等效于短语“一个或多

个(种)”)。应进一步注意，权利要求可拟订成不包括任何任选的元素。因此，对于与叙述权

利要求要素有关所使用的如“单独”、“只”等这样的排他性术语或所使用的否定性限制，这

份说明书仅欲充当一个先行基础。

[0060] 术语“约”在用于修饰数值时意欲涵盖如可容易地由本领域的技术人员所测定的

与出于实践所描述技术的目的的所陈述值功能性等效的所陈述值中的变化。在某些实施方

案中，术语“约”包括自所陈述值+/‑5％、+/‑10％、+/‑20％、+/‑30％、+/‑40％或+/‑50％的

变化。

[0061] 如本领域的技术人员在阅读本公开之后将显而易见，本文所描述和说明的个别实

施方案中的各者具有离散组分和特征，所述离散组分和特征可在不脱离本发明的范围或精

神的情况下容易地与其他若干实施方案中的任一者的特征分离或组合。所叙述的任何方法

可以所叙述的事件顺序或在逻辑上是可能的任何其他顺序来执行。

[0062] 在进一步描述本发明中，将更详细地论述用于实践本发明方法的本发明系统，随

后论述相关方法综述。

[0063] 如本文所用，术语“细胞外囊泡”是指包含封闭内部空间的膜的细胞来源的囊泡。

细胞外囊泡包含所有直径小于衍生其的细胞的直径的膜结合囊泡。一般来讲，细胞外囊泡

在20nm至1000nm直径范围内，并且可包含处于内部空间内、展现于细胞外囊泡的外表面上

和/或跨越膜的各种巨分子货物。货物可包含核酸、蛋白质、碳水化合物、脂质、小分子和/或

它们的组合。举例而言并且非限制性地，细胞外囊泡包括凋亡小体、细胞片段、通过直接或

间接操纵(例如，通过连续挤出或用碱性溶液进行的处理)而来源于细胞的囊泡、含有小囊

的胞器和由活细胞产生(例如，通过直接质膜出芽(plasma  membrane  budding)或融合晚期

胞内体与质膜)的囊泡。细胞外囊泡可来源于活生物体或死生物体、外植组织或器官和/或

培养的细胞。细胞外囊泡物质包括如例如出于所有目的以引用方式并入本文的共有美国专

利号10,195,290中所描述的外泌体和纳米囊泡。

[0064] 如本文所用，术语“外泌体”是指包含封闭内部空间的膜的细胞来源的小(直径在

20‑300nm之间，直径更优选地在40‑200nm之间)囊泡，并且所述囊泡是通过直接质膜出芽或

通过融合晚期胞内体与质膜而由所述细胞产生。外泌体是细胞外囊泡物质。外泌体包含脂

质或脂肪酸和多肽，并且任选地包含有效负载物(例如治疗剂)、接收体(例如靶向部分)、多

核苷酸(例如核酸、RNA或DNA)、糖(例如单糖、多糖或聚糖)或其他分子。外泌体可来源于生
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产细胞，并且基于其尺寸、密度、生物化学参数或它们的组合从生产细胞中分离。

[0065] 如本文所用，术语“纳米囊泡”是指包含封闭内部空间的膜的细胞来源的小(直径

在20‑250nm之间，直径更优选地在30‑150nm之间)囊泡，并且所述囊泡是通过直接或间接操

纵由所述细胞生成，以使得纳米囊泡不在无操纵的情况下由生产细胞产生。对生产细胞的

适当操纵包括但不限于连续挤出、用碱性溶液进行的处理、超声处理或它们的组合。在一些

情况下，纳米囊泡产生可能导致生产细胞损坏。优选地，纳米囊泡群基本上不含借助于从质

膜直接出芽或融合晚期胞内体与质膜而来源于生产细胞的囊泡。纳米囊泡是细胞外囊泡物

质。纳米囊泡包含脂质或脂肪酸和多肽，并且任选地包含有效负载物(例如治疗剂)、接收体

(例如靶向部分)、多核苷酸(例如核酸、RNA或DNA)、糖(例如单糖、多糖或聚糖)或其他分子。

一旦纳米囊泡根据操纵来源于生产细胞，则其可基于其尺寸、密度、生物化学参数或它们的

组合从生产细胞中分离。

[0066] 如本文所用，术语“M2表型”是指展现一种或多种促肿瘤活性或表达本领域中已知

与M2表型相关联的标记物的巨噬细胞，所述一种或多种促肿瘤活性或标记物诸如但不限于

CD8+T细胞和/或自然杀伤细胞刺激的减少或缺乏；肿瘤细胞的吞噬的缺乏；M2相关细胞因

子(例如IL‑10、TGFβ、PGE2、CCL2、CCL17、CCL18、CCL22和CCL24)的分泌和/或表达；生长因子

(例如VEGF‑A、VEGF‑C、EGF和TGF‑β)的分泌和/或表达；转移性酶(例如基质金属蛋白酶

MMP2、MMP9、半胱氨酸组织蛋白酶)的分泌和/或表达；免疫抑制性因子(例如精氨酸酶I

(ArgI)，其从诱生型一氧化氮合酶(iNOS)提取底物L‑精氨酸)的分泌/表达；细胞表面标记

物YM1、FIZZ1、Dectin‑1、MGL的表达；M2相关miRNA(例如miRNA146a、miRNA  let  7b和miR‑

223)的表达(参见例如Mosser ,D .M .和Edwards ,J .P .(2008) .Exploring  the  full 

spectrum  of  macrophage  activation .Nature  Reviews  Immunology ,8(12) ,958‑96；

Murray ,P.J .,Allen ,J .E.,Biswas ,S.K .,Fisher,E.A.,Gilroy ,D.W.,Goerdt,S.,Wynn ,

T .A .(2014) .Macrophage  activation  and  polarization:nomenclature  and 

experimental  guidelines.Immunity,41(1) ,14‑20；和Liu,Y.C.,Zou,X.B.,Chai,Y.F.,&

Yao,Y.M.(2014) .Macrophage  polarization  in  inflammatory  diseases.International 

Journal  of  Biological  Sciences,10(5) ,520‑5299，以及其中所引用的参考文献，各文献

出于所有目的以引用方式并入)和/或下文所列举与至少一种参考样品相比的M1相关因子

的减少的表达/分泌或降低的M1相关活性，其中参考样品包含M1活化巨噬细胞群。体外M1活

化是通过用诸如典型用于革兰氏阴性细菌的细菌脂多糖(LPS)和典型用于革兰氏阳性细菌

的脂磷壁酸(LTA)、粒细胞‑巨噬细胞群落刺激因子(GM‑CSF)或LPS和干扰素 γ 组合(IFN‑

γ )的TLR配体处理来引发。参见Mills,C.D.、Kincaid,K.、Alt,J.M.、Heilman,M.J.和Hill,

A .M .(2000) .M‑1/M‑2Macrophages  and  the  Th1/Th2  Paradigm .The  Journal  of 

Immunology ,164(12) ,6166‑6173；Krausgruber ,Thomas等人"IRF5  promotes 

inflammatory  macrophage  polarization  and  TH1‑TH17  responses ."Nature 

immunology  12.3(2011):231‑238以及Martinez ,F .O .和Gordon ,S.(2014) .The  M1  and 

M2paradigm  of  macrophage  activation:time  for  reassessment.F1000Prime  Reports,

6(3月) ,1‑13，以及其中所引用的参考文献，各文献出于所有目的以引用方式并入本文。

[0067] 如本文所用，术语“M1表型”是指展现抗肿瘤活性或本领域中已知与M1表型相关联

的标记物的巨噬细胞，所述抗肿瘤活性或标记物诸如但不限于CD8+T细胞和/或自然杀伤细
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胞的刺激、肿瘤细胞的吞噬、M1相关细胞因子(例如INF γ 、IL‑12、IL‑23、TNFα、IL‑6、IL‑1、
CCL5、CSCL9、CXCL10和CXCL11)的分泌和/或表达、M1相关miRNA(例如miRNA155、miR‑33)的

表达(参见例如Mosser,D.M.和Edwards,J.P.(2008) .Exploring  the  full  spectrum  of 

macrophage  activation .Nature  Reviews  Immunology ,8(12) ,958‑96；Murray ,P.J .,

Allen ,J .E .,Biswas ,S .K .,Fisher ,E .A .,Gilroy ,D .W .,Goerdt ,S .,Wynn ,T .A .(2014)

.Macrophage  activation  and  polarization:nomenclature  and  experimental 

guidelines .Immunity ,41(1) ,14‑20；和Liu ,Y .C .,Zou ,X .B .,Chai ,Y .F .,&Yao ,Y .M .

(2014) .Macrophage  polarization  in  inflammatory  diseases.International  Journal 

of  Biological  Sciences,10(5) ,520‑5299，以及其中所引用的参考文献，各文献出于所有

目的以引用方式并入)和/或上文所列出与至少一种参考样品相比的M2相关因子的减少的

表达/分泌或降低的M2相关活性，其中参考样品包含M2活化巨噬细胞群。体外M2活化是通过

用IL‑4和IL‑13处理来引发(参见例如Liu,Y.C.,Zou,X.B.,Chai,Y.F.,&Yao,Y.M.(2014)

.Macrophage  polarization  in  inflammatory  diseases .International  Journal  of 

Biological  Sciences,10(5) ,520‑529，出于所有目的以引用方式并入)。

[0068] 如本文所用，术语“巨噬细胞极化”是指巨噬细胞从M2表型向M1表型的变化，并且/

或者是指与至少一种参考样品(例如，在测试样品或历史数据之前取自同一患者的样品)相

比的展现M1表型的巨噬细胞的于患者中所发现的巨噬细胞(例如肿瘤相关巨噬细胞或循环

巨噬细胞)群的百分比增加。参见例如Mills,C.D.、Kincaid,K.,Alt,J.M.,Heilman,M.J.和

Hill ,A.M.(2000) .M‑1/M‑2Macrophages  and  the  Th1/Th2  Paradigm .The  Journal  of 

Immunology ,164(12) ,6166‑6173；Mosser,D.M.和Edwards ,J .P.(2008) .Exploring  the 

full  spectrum  of  macrophage  activation.Nature  Reviews  Immunology,8(12) ,958‑

969；以及Xue,J.,Schmidt,S.V.和Schultze,J.L.(2014) ,Transcriptome‑Based  Network 

Analysis  Reveals  a  Spectrum  Model  of  Human  Macrophage  Activation.Immunity,40

(2)L274‑288，各文献出于所有目的以引用方式并入。

[0069] 术语“细胞外囊泡递送(extracellular  vesicledelivery/delivery  of 

extracellular  vesicles)”是指向受试者的靶组织、细胞和/或器官的细胞外囊泡施用和

定位。在一些实施方案中，可将免疫调节组分递送至靶细胞的细胞质。在其他实施方案中，

将免疫调节组分递送至靶细胞的膜。在一些实施方案中，细胞外囊泡的膜与靶细胞的膜融

合。

[0070] 如本文所用，术语“生产细胞”是指可与细胞外囊泡分离的任何细胞。生产细胞是

充当细胞外囊泡的来源的细胞。生产细胞可与细胞外囊泡共享蛋白质、脂质、糖或核酸组

分。在一些实施方案中，生产细胞是修饰细胞或合成细胞。在一些实施方案中，生产细胞是

培养的细胞或分离的细胞。在某些实施方案中，生产细胞是细胞系。在一些实施方案中，生

产细胞系是人类胎肾细胞系。在一些实施方案中，生产细胞系是HEK293SF细胞系。在某些其

他实施方案中，生产细胞是原代细胞。在一些特定实施方案中，生产细胞是免疫细胞，诸如

(例如)B淋巴细胞、T淋巴细胞、树突状细胞、肥大细胞、巨噬细胞、自然杀伤细胞(NK细胞)、

抗原呈递细胞、T辅助细胞或调节性T细胞(Treg细胞)。

[0071] 如本文所用的“膜”是包含一种或多种生物化合物(通常是脂质，且任选地是多肽

和/或碳水化合物)的分离内部空间与外部空间的边界层。在一些实施方案中，膜包含脂质
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和脂肪酸。在一些实施方案中，膜包含磷脂、糖脂、脂肪酸、鞘脂类、磷酸甘油酯、固醇、胆固

醇和磷脂酰丝氨酸。在这些实施方案中的一些实施方案中，膜还包含一种或多种多肽和/或

一种或多种多糖(诸如聚糖)。细胞外囊泡包含如本文所定义的膜。

[0072] 如本文所用，术语“免疫调节组分”是指作用于与剂接触的靶标(例如靶基因，包括

例如但不限于KRAS、HRAS、NRAS、HIF1‑α、HIF1‑β、Sp1、P300、LKB1、AMPK、STAT3、STAT6、n‑
MYC、c‑MYC、HCAR1、A2AB、IDO、TDO、精氨酸酶、谷氨酰胺酶、CEBP/β、Pi3K γ 和PKM2)并且修饰

免疫细胞(例如巨噬细胞或其他免疫细胞)的治疗剂。可引入细胞外囊泡和/或生产细胞中

的免疫调节组分包括治疗剂，诸如多核苷酸(诸如抑制性核酸(例如反义寡核苷酸(ASO)、

siRNA、miRNA、反义RNA、shRNA、lncRNA、初级miRNA和前体miRNA))、激动剂、拮抗剂、抗体和/

或抗原结合片段、免疫检查点抑制剂或免疫检查点抑制剂配体的调节剂、表面抗原及其衍

生物和/或细胞因子及其衍生物。在某些实施方案中，免疫调节组分是抑制性核酸(例如反

义寡核苷酸(ASO)、siRNA、miRNA、反义RNA、shRNA、lncRNA、初级miRNA和前体miRNA)。参见例

如Weiss ,B .(编):Antisense  Oligodeoxynucleotides  and  Antisense  RNA:Novel 

Pharmacological  and  Therapeutic  Agents,CRC  Press,Boca  Raton,FL,1997；Elbashir 

S,Harborth  J ,Lendeckel  W ,Yalcin  A ,Weber  K ,Tuschl  T(2001) ."Duplexes  of  21‑

nucleotide  RNAs  mediate  RNA  interference  in  cultured  mammalian  cells"

.Nature.411(6836):494‑988；Bartel  DP(January  2004年1月) ."MicroRNAs:genomics,

biogenesis,mechanism,and  function".Cell.116(2):281‑97；Paddison,PJ；Caudy,AA；

Bernstein,E；Hannon,GJ；Conklin,DS(2002年4月15日) ."Short  hairpin  RNAs(shRNAs)

induce  sequence‑specific  silencing  in  mammalian  cells .Genes&Development.16

(8):948‑58；Ma  L ,Bajic  VB,Zhang  Z(2013年6月) ."On  the  classification  of  long 

non‑coding  RNAs".RNA  Biology .10(6):925‑33；以及Ambros  V,Bartel  B,Bartel  DP,

Burge  CB,Carrington  JC,Chen  X,Dreyfuss  G,Eddy  SR,Griffiths‑Jones  S,Marshall 

M ,Matzke  M ,Ruvkun  G ,Tuschl  T(2003年3月) ."A  uniform  system  for  microRNA 

annotation".RNA.9(3):277‑9，所述文献各自出于所有目的并入本文。

[0073] 如本文所用，短语“进行抑制的核酸分子”或“抑制性核酸”是指在引入细胞中以使

得其与靶基因相互作用时引起该靶基因的表达或活性的抑制的任何核酸。进行抑制的核酸

分子(即抑制性核酸)可以是DNA或抑制性RNA(例如siRNA、miRNA、反义RNA、shRNA、lncRNA、

前体miRNA或mRNA)，其中所述RNA是单链、双链的，或者含有单链区和双链区两者。在一些实

施方案中，抑制性核酸是反义寡核苷酸(ASO)。ASO可以是单链或双链DNA、RNA或DNA/RNA杂

交体。参见例如Antisense  Oligodeoxynucleotides  and  Antisense  RNA:Novel 

Pharmacological  and  Therapeutic  Agents,CRC  Press,Boca  Raton,FL,1997，所述文献

出于所有目的以引用方式并入本文。“EXO  ASO”是经由与囊泡膜(例如如与胆固醇或脂肪酰

基衍生的ASO一起出现)相互作用或通过使用诸如电穿孔的技术负载至囊泡腔中或经由诸

如通过例如转染或转导以将编码所需ASO的构建体引入生产细胞中来基因工程改造生产细

胞、随后从工程化的生产细胞中分离细胞外囊泡而与诸如(例如)外泌体的细胞外囊泡物理

上缔合的ASO。

[0074] 术语“接收体”是指在受试者中将细胞外囊泡导向靶标并且/或者促进细胞外囊泡

与靶标相互作用的分子。在一些实施方案中，接收体是多肽，在本文中有时也称为“接收体
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多肽”。在一些实施方案中，接收体能够诸如通过定向运输至受试者的靶组织来增加受试者

组织中的免疫调节组分的浓度。接收体的实例包括但不限于表3中所列出的实例。

[0075] 术语“靶标”可指活性由本公开的免疫调节组分调节的基因(即靶基因)。在某些实

施方案中，靶基因受与细胞外囊泡缔合(即与膜表面结合、插入脂质双层内或囊封于囊泡的

封闭体内)的核酸分子(诸如(例如)抑制性ASO)抑制。靶基因的实例包括但不限于KRAS、

HRAS、NRAS、HIF1‑α、HIF1‑β、Sp1、P300、LKB1、AMPK、STAT3、STAT6、n‑MYC、c‑MYC、HCAR1、
A2AB、IDO、TDO、精氨酸酶、谷氨酰胺酶、CEBP/β、Pi3K γ 和PKM2。“靶标”还可指本公开的细胞

外囊泡所定向的细胞(即靶细胞)。在某些实施方案中，靶细胞是免疫细胞(例如巨噬细胞)。

在某些实施方案中，靶细胞是造血干细胞或多潜能干细胞。在某些实施方案中，靶细胞是循

环巨噬细胞。在某些实施方案中，靶细胞是肿瘤驻留巨噬细胞(即位于肿瘤微环境中、肿瘤

组织中或肿瘤表面附近的巨噬细胞)。另外，“靶标”还可指靶细胞上其活性是通过与本公开

的免疫调节组分接触来调节的蛋白质，或充当用于结合本公开的细胞外囊泡的配体的蛋白

质(即靶蛋白)。因此，在某些实施方案中，靶蛋白处于靶细胞上并且与细胞外囊泡相互作

用。

[0076] “治疗剂”或“治疗分子”包括当以有效量存在时对有需要的受试者产生所需治疗

效果、药理和/或生理效应的化合物或分子。其包括当向受试者施用时对受试者具有可测量

或可输送效应(例如其缓解或减轻疾病、病症或疾患的症状)的任何化合物，例如小分子药

物或生物制品(例如多肽药物或核酸药物)。

[0077] 如本文所用，术语“免疫检查点抑制剂”或“检查点抑制剂”是指通过减少阻抑免疫

细胞的免疫抑制性检查点路径来刺激免疫细胞活性的治疗剂(例如抑制PD‑1/PD‑L1的剂

(诸如靶向PD‑1的纳武单抗 (Nivoluma b)、赛咪单抗 (Cemiplima b)和派姆单抗

(Pembrolizumab)，和各自靶向PD‑L1的阿特珠单抗(Atezolizumab)、阿维鲁单抗

(Avelumab)、度伐鲁单抗(Durvalumab))和抑制CTLA‑4/B7‑1/B7‑2的剂(诸如伊匹单抗

(Ipilimumab)))。参见例如Pardoll  DM(2012年3月) ."The  blockade  of  immune 

checkpoints  in  cancer  immunotherapy".Nature  Reviews.Cancer.12(4):252‑64。

[0078] 如本文所用，术语“抗体”涵盖不论天然或部分或全部以合成方式产生的免疫球蛋

白及其片段。所述术语还覆盖具有与免疫球蛋白结合结构域同源的结合结构域的任何蛋白

质。“抗体”还包括特异性结合并且识别抗原的包含来自免疫球蛋白基因或其片段的框架区

的多肽。术语抗体的使用意在包括完全抗体、多克隆抗体、单克隆抗体和重组抗体、它们的

片段，并且还包括单链抗体、人源化抗体、鼠抗体、嵌合单克隆抗体、小鼠‑人类单克隆抗体、

小鼠‑灵长类动物单克隆抗体、灵长类动物‑人类单克隆抗体、抗独特型抗体、抗体片段(诸

如(例如)scFv、(scFv)2、Fab、Fab'和F(ab')2、F(ab1)2、Fv、dAb和Fd片段)、双功能抗体和抗

体相关多肽。抗体包括双特异性抗体和多特异性抗体，只要其展现所需生物活性或功能即

可。示例性抗体组合物包括抑制CTLA‑4的抗体(诸如(例如)伊匹单抗)、抑制PD‑1的抗体(诸

如(例如)纳武单抗、赛咪单抗和派姆单抗)、抑制PD‑L1的抗体(诸如(例如)阿特珠单抗、阿

维鲁单抗、度伐鲁单抗)和抑制CSFR1的抗体(诸如(例如)吡昔替尼(Pexidartinib)、

PLX7486、ARRY‑382、JNJ‑40346527、BLZ945、埃玛图单抗(Emactuzumab)、AMG820、IMC‑CS4和

卡比拉单抗(Cabiralizumab))。本文所使用的术语“抗原结合片段”是指完整免疫球蛋白的

片段和包括具有特异性结合至抗原的能力的抗原结合区的多肽的任何部分。举例而言，抗
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原结合片段可以是F(ab')2片段、Fab’片段、Fab片段、Fv片段或scFv片段，但不限于此。Fab

片段具有抗原结合位点并且含有轻链可变区和重链可变区、轻链恒定区和重链的第一恒定

区CH1。Fab'片段与Fab片段的不同之处在于Fab'片段另外包括重链铰链区，所述重链铰链

区在重链CH1区的C端处包括至少一个半胱氨酸残基。F(ab')2片段产生，由此Fab'片段的半

胱氨酸残基通过铰链区处的二硫键接合。Fv片段是仅具有重链可变区和轻链可变区的最小

抗体片段，并且用于产生Fv片段的重组技术在本领域中众所周知。双链Fv片段可具有其中

重链可变区通过非共价键与轻链可变区连接的结构。单链Fv(scFv)片段一般可具有如同双

链Fv片段中的二聚体结构的二聚体结构，其中重链可变区经由肽接头共价结合至轻链可变

区，或者重链可变区和轻链可变区在其C端处彼此直接连接。抗原结合片段可使用蛋白酶来

获得(例如，完全抗体经木瓜酶消化以获得Fab片段，并且经胃蛋白酶消化以获得F(ab')2片

段)，并且可通过基因重组技术来制备。dAb片段由VH结构域组成。单链抗体分子可包含具有

多种单独分子的聚合物，例如二聚体、三聚体或其他聚合物。

[0079] 短语“核酸分子”是指具有脱氧核糖核苷酸或核糖核苷酸碱基的单链或双链聚合

物。其包括染色体DNA和自我复制质粒、载体、mRNA、tRNA、siRNA、miRNA等。核酸分子可以是

重组的，并且当将核酸引入细胞中时外源性多肽可得到表达。所述术语涵盖经化学修饰的

核酸，诸如描述于例如,Selvam  C,Mutisya  D,Prakash  S,Ranganna  K,Thilagavathi  R.

“Therapeutic  potential  of  chemically  modified  siRNA:Recent  trends,”Chem  Biol 

Drug  Des.2017年11月；90(5):665‑678中的经化学修饰的核酸；如描述于例如Petersen  M,

Wengel  J(2003年2月) ."LNA:a  versatile  tool  for  therapeutics  and  genomics"

.Trends  Biotechnol.21(2):74‑81中的锁核酸(LNA)；以及其他类型的临床上相关的经化

学修饰的核酸，诸如描述于例如Summerton,J；Weller,D(1997) ."Morpholino  Antisense 

Oligomers:Design ,Preparation  and  Properties" .Antisense&Nucleic  Acid  Drug 

D e v e l o p m e n t .7 ( 3 ) : 1 8 7 ‑ 1 9 5 ；G o o d c h i l d ,J ( 2 0 1 1 ) .T h e r a p e u t i c 

oligonucleotides.Methods  in  Molecular  Biology.764.第1‑15页中的临床上相关的经

化学修饰的核酸，各文献出于所有目的以引用方式并入本文。

[0080] 术语“激动剂”是指结合至受体并且活化受体以产生生物反应的分子。受体可通过

内源性激动剂或外源性激动剂来活化。内源性激动剂的非限制性实例包括激素和神经递

质。外源性激动剂的非限制性实例包括各种类别的化合物，包括小分子、抗体、合成肽等。激

动剂可以是完全激动剂、部分激动剂或反向激动剂。

[0081] 术语“拮抗剂”是指在结合至受体时阻断或阻遏激动剂介导的反应而非引起自身

生物反应的分子。许多拮抗剂通过与内源性配体或底物竞争受体上的结构上限定的结合位

点来达成其效力。拮抗剂的非限制性实例包括α阻断剂、β阻断剂和钙离子通道阻断剂。拮抗

剂可以是竞争性拮抗剂、非竞争性拮抗剂或无竞争性拮抗剂。

[0082] 如本文所用，术语“药物组合物”是指本文所述的化合物中的一种或多种，诸如(例

如)与一种或多种诸如药学上可接受的载体和赋形剂的其他化学组分混合或掺和或悬浮于

其中的细胞外囊泡。药物组合物的一个目的是促进向受试者的细胞外囊泡制剂的施用。术

语“药学上可接受的”及其语法变型是指能够施用至受试者或施用至受试者上而不产生非

所需生理效应至阻止施用组合物的程度的组合物、载体、稀释剂和试剂。术语“赋形剂”或

“载体”是指添加至药物组合物中以进一步促进化合物施用的惰性物质。术语“药学上可接
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受的载体”或“药学上可接受的赋形剂”涵盖经美国联邦政府的管理机构批准或美国动物

(包括人类)用药典中所列出的剂中的任一种，以及不对受试者造成相当大的刺激并且不消

除所施用化合物的生物活性和特性的任何载体或稀释剂。包括适用于制备药物组合物并且

一般是安全、无毒且合乎需要的赋形剂和载体。

[0083] 如本文所用，术语“分离(isolate/isolated/isolating)”或“纯化(purify/

purified/purifying)”以及“提取(extracted/extracting)”可互换使用，并且是指已进行

一个或多个纯化过程(例如选择或富集所需细胞外囊泡制剂)的所需细胞外囊泡的制剂(例

如多个已知或未知量和/或浓度)的状态。在一些实施方案中，如本文所用的分离或纯化是

从含有生产细胞的样品中去除、部分去除(例如洗脱)细胞外囊泡的过程。在一些实施方案

中，分离的细胞外囊泡组合物不具有可检测的非所需活性，或可替代地，非所需活性的水平

或量等于或低于可接受的水平或量。在其他实施方案中，分离的细胞外囊泡组合物具有等

于或高于可接受的量和/或浓度的量和/或浓度的所需细胞外囊泡。在其他实施方案中，与

从其中获得组合物的起始材料(例如生产细胞制剂)相比，分离的细胞外囊泡组合物得到富

集。与起始材料相比，此富集可以是10％、20％、30％、40％、50％、60％、70％、80％、90％、

95％、96％、97％、98％、99％、99.9％、99.99％、99.999％、99.9999％或超过99.9999％。在

一些实施方案中，分离的细胞外囊泡制剂基本上不含残余生物产物。在一些实施方案中，分

离的细胞外囊泡制剂100％不含、99％不含、98％不含、97％不含、96％不含或95％不含任何

污染生物物质。残余生物产物可包括非生物材料(包括化学物质)或不合需要的核酸、蛋白

质、脂质或代谢物。基本上不含残余生物产物还可意指细胞外囊泡组合物不含有可检测的

生产细胞，并且仅细胞外囊泡是可检测的。

[0084] 术语“施用(administration/administering)”及其变体是指将诸如细胞外囊泡

的组合物或剂引入受试者中，并且包括按与产生治疗效果一致的任何时间表并行和依序引

入一种或多种额外组合物或剂。可选定剂量施用时序以在受试者内达到恒定水平(例如血

浆水平)的所施用剂，或以间歇性暴露，例如以减少毒性或预防脱敏。实现这些结果的方法

已是本领域普通技术人员基于如例如Goodman和Gilman的The  Pharmacological  Basis  of 

Therapeutics(Macmillan  Publishing  Co.第13版)中所阐述的已知药物动力学原理所熟

知。将组合物或剂引入受试者中是通过任何合适途径进行，所述途径包括经口、经肺、鼻内、

肠胃外(静脉内、动脉内、肌内、腹膜内或皮下)、经直肠、淋巴内、鞘内、眼周、瘤内或局部。施

用包括自我施用和由其他人施用。合适施用途径允许组合物或剂执行其预期功能。举例而

言，如果合适途径是静脉内，则通过将组合物或剂引入受试者的静脉中来施用组合物。

[0085] 如本文所用，术语“调节(modulate/modulating)”、“修饰”和/或“调节剂”一般是

指通过增加或降低进行改变的能力，例如直接地或间接地促进/刺激/上调或干扰/抑制/下

调特定浓度、水平、表达、功能或行为，诸如(例如)以充当拮抗剂或激动剂。在一些情况下，

调节剂可相对于对照而言或相对于一般所预期的活性的平均水平而言或相对于活性的对

照水平而言增加和/或降低特定浓度、水平、活性或功能。术语“抑制”、“阻遏”、“调节”在本

文中用于描述与无一种或多种免疫调节组分的条件相比靶基因的表达或活性中的变化。抑

制是指基因表达或活性的消除或实质性消除。阻遏是指基因表达或活性的降低，但不是完

全消除或实质性消除。调节意指基因表达或活性的任何改变，向上改变或向下改变。

[0086] 术语“足够量”意指足以产生所需效应的量，例如足以调节受试者的疾患的量。
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[0087] 术语“治疗有效量”是可有效改善疾病症状的量。在预防可视为疗法时，治疗有效

量可以是“预防有效量”。

[0088] 核苷酸序列与参考序列之间的“同一性”百分比被定义为：在比对序列并引入空位

(如果必要的话)以达到最大序列同一性百分比后，在核苷酸序列中与参考序列中的单个核

苷酸同一的单个核苷酸的百分比。用于测定核苷酸序列同一性百分比的目的的比对可以属

于本领域中的技能的多种方式实现，所述方式例如使用可公开获得的计算机软件，诸如

BLAST、BLAST‑2、ALIGN、MEGALIGN(DNASTAR)、CLUSTALW、CLUSTAL  OMEGA或MUSCLE软件。本领

域技术人员可确定用于比对序列的适当参数，包括对所比较的序列的全长获得最大比对所

需的 任何 算法。有 关 B L A S T算法的更多详 细信息 ，请参 见 M o u n t ,D .W .(2 0 0 4)

.Bioinformatics:Sequence  and  Genome  Analysis(第2版) .Cold  Spring  Harbor 

Press.ISBN  978‑0‑87969‑712‑9。

[0089] 多肽序列与参考序列之间的“同一性”百分比被定义为：在比对序列并引入空位

(如果必要的话)以达到最大序列同一性百分比后，在多肽序列中与参考序列中的氨基酸残

基同一的氨基酸残基的百分比。用于测定氨基酸序列同一性百分比的目的的比对可以属于

本领域中的技能的多种方式实现，所述方式例如使用可公开获得的计算机软件，诸如

BLAST、BLAST‑2、ALIGN、MEGALIGN(DNASTAR)、CLUSTALW、CLUSTAL  OMEGA或MUSCLE软件。本领

域技术人员可确定用于比对序列的适当参数，包括对所比较的序列的全长获得最大比对所

需的 任何 算法。有 关 B L A S T算法的更多详 细信息 ，请参 见 M o u n t ,D .W .(2 0 0 4)

.Bioinformatics:Sequence  and  Genome  Analysis(第2版) .Cold  Spring  Harbor 

Press.ISBN  978‑0‑87969‑712‑9。

[0090] 如本文所用，术语“实质上”或“实质性”例如是指特定空间中的实体的存在、水平

或浓度、一种实体对另一实体的效应或治疗效应。举例而言，如果相对于基线而言增加是2

倍、3倍、4倍、5倍、10倍、50倍、100倍或1000倍，则实体的活性、水平或浓度实质上增加。如果

相对于基线而言增加是5％、10％、20％、30％、40％、50％、60％、70％、80％、90％、100％、

200％或500％，则实体的活性、水平或浓度也实质上增加。

[0091] 术语“体内”是指活生物体中出现的过程。

[0092] 如本文所用，术语“哺乳动物”包括人类和非人类哺乳动物两者。

[0093] 本申请中所使用的缩写包括以下：“mRNA”是指信使RNA；“miRNA”是指微小RNA；

“siRNA”是指小干扰RNA；“反义RNA”是指与mRNA互补的单链RNA，其可另外包含DNA核苷酸，

并且常常被称为反义寡核苷酸或“ASO”；“shRNA”是指小或短发夹RNA；“lncRNA”是指长非编

码RNA；并且“dsDNA”是指双链DNA。

[0094] 组合物

[0095] 本公开的方面包括能够调节免疫系统的组合物。所述组合物包含有包含细胞膜的

细胞外囊泡和与细胞膜缔合或封闭于膜结合封闭体内的至少一种免疫调节组分。膜结合体

内的封闭可使用包括电穿孔、冻干的技术或经由工程改造生产细胞(诸如(例如)HEK293细

胞、中国仓鼠卵巢(CHO)细胞和间充质干细胞(MSC))以引入诸如核酸(编码ASO)或蛋白质的

编码免疫调节组分的构建体来实现。与细胞膜的缔合涵盖与膜的内部或外部脂质小叶的结

合和向脂质双层中的跨膜插入。在一些情况下，膜缔合是使用以下来实现：蛋白质(例如支

架蛋白或其片段)，诸如(例如)前列腺素F2受体负调节因子(PTGFRN)；基础免疫球蛋白
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(BSG)；免疫球蛋白超家族成员2(IGSF2)；免疫球蛋白超家族成员3(IGSF3)；免疫球蛋白超

家族成员8(IGSF8)；整合素β‑1(ITGB1)；整合素α‑4(ITGA4)；4F2细胞表面抗原重链

(SLC3A2)；和一类ATP转运蛋白(已鉴别是在可提供包含支架和免疫调节组分的融合蛋白的

元素的外泌体表面上高度富集(如共有美国专利号10 ,195 ,290中所描述)的ATP1A1、

ATP1A2、ATP1A3、ATP1A4、ATP1B3、ATP2B1、ATP2B2、ATP2B3、ATP2B4。此类细胞外囊泡和示例

性技术详细地描述于共有美国专利号10,195,290中，所述专利出于所有目的以引用方式并

入本文。如共有美国专利号10,195,290中所描述，表面经工程改造的外泌体可通过诸如PEG

诱导融合和/或超声融合以将这些支架蛋白(及其片段)引入外泌体或生产细胞中的化学

和/或物理方法来生成。复合物可在外源性治疗性蛋白质与支架蛋白之间生成。可替代地，

融合蛋白可通过缀合支架蛋白与外源性治疗性蛋白质(诸如(例如)免疫调节蛋白)以及产

生在表面上含有复合物或融合蛋白的工程化外泌体、使用前述化学和/或物理方法来产生。

治疗性蛋白质的天然全长片段或生物活性片段可通过缀合至支架蛋白来运输至外泌体表

面。此类外泌体还可从包含插入细胞基因组中的外源性序列的生产细胞获得。举例而言，可

将外源性序列插入位于编码PTGFRN、BSG、IGSF2、IGSF3、IGSF8、ITGB1、ITGA4、SLC3A2或ATP

转运蛋白的基因组序列的3’端或5'端的基因组位点中。举例而言，可将外源性序列插入编

码PTGFRN、BSG、IGSF2、IGSF3、IGSF8、ITGB1、ITGA4、SLC3A2或ATP转运蛋白的基因组序列中。

与细胞膜的缔合涵盖免疫调节组分与内部或外部膜表面的结合、于脂质双层内的免疫调节

组分的锚定或经由脂质双层的免疫调节组分的延伸。如共有美国专利号10,195,290中所描

述，免疫调节组分可栓至支架蛋白，或者表示为与支架蛋白的融合蛋白。

[0096] 细胞外囊泡

[0097] 在各种实施方案中，组合物包含细胞外囊泡。在某些实施方案中，如共有美国专利

号10,195,290中所描述，细胞外囊泡是包含封闭内部空间的膜的细胞来源的囊泡。

[0098] 在各种实施方案中，细胞外囊泡可以是直径小于衍生其的细胞的直径的膜结合囊

泡。在一些实施方案中，细胞外囊泡的最长尺寸在约20‑1000nm之间，诸如在约20‑100nm、

20‑200nm、20‑300nm、20‑400nm、20‑500nm、20‑600nm、20‑700nm、20‑800nm、20‑900nm、30‑

100nm、30‑200nm、30‑300nm、30‑400nm、30‑500nm、30‑600nm、30‑700nm、30‑800nm、30‑

900nm、40‑100nm、40‑200nm、40‑300nm、40‑400nm、40‑500nm、40‑600nm、40‑700nm、40‑

800nm、40‑900nm、50‑150nm、50‑500nm、50‑750nm、100‑200nm、100‑500nm或500‑1000nm之

间。

[0099] 在某些实施方案中，细胞外囊泡是外泌体。在某些实施方案中，细胞外囊泡是纳米

囊泡。在某些实施方案中，细胞外囊泡是细胞凋亡小体。在某些实施方案中，细胞外囊泡是

细胞片段。在某些实施方案中，细胞外囊泡是通过直接或间接操纵而来源于细胞的囊泡。在

某些实施方案中，细胞外囊泡是含有小囊的胞器。在各种实施方案中，细胞外囊泡是由活细

胞产生的囊泡。

[0100] 在一些实施方案中，细胞外囊泡来源于活生物体。在一些实施方案中，细胞外囊泡

来源于死生物体。在一些实施方案中，细胞外囊泡来源于外植组织。在一些实施方案中，细

胞外囊泡来源于外植器官。在一些实施方案中，细胞外囊泡来源于培养的细胞。在这些实施

方案中的一些实施方案中，当在细胞培养系统中生成细胞外囊泡时，进一步分离细胞外囊

泡(例如，通过从培养的细胞中分离细胞外囊泡)。分离可通过沉降来实现。举例而言，细胞
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外囊泡的比密度可在0 .5‑2.0、0.6‑1 .0、0.7‑1 .0、0.8‑1 .0、0.9‑1 .0、1.0‑1 .1、1.1‑1 .2、

1.2‑1.3、1.4‑1.5、1.0‑1.5、1.5‑2.0和1.0‑2.0kg/m3之间。分离还可通过亲和纯化来实现。

举例而言，细胞外囊泡可通过将包含细胞外囊泡的群与树脂结合来纯化，所述树脂包含多

种对细胞外囊泡表面上的一种或多种蛋白质具有特异性亲和力的配体。蛋白质可以是四跨

膜蛋白(例如CD63、CD81、CD9)、EWI蛋白/免疫球蛋白超家族成员(例如PTGFRN、IGSF8、

IGSF3)、整合素(例如ITGB1、ITGA4)、ATP转运蛋白(例如ATP1A1、ATP1A2、ATP1A3、ATP1A4、

ATP1B3、ATP2B1、ATP2B2、ATP2B3、ATP2B4)、SLC3A2、BSG或CD98hc。

[0101] 在各种实施方案中，细胞外囊泡包含脂质或脂肪酸和多肽。在某些实施方案中，细

胞外囊泡还包含糖。在某些实施方案中，细胞外囊泡还包含多核苷酸。

[0102] 在各种实施方案中，细胞外囊泡膜包含内表面和外表面并且封闭内部空间。在一

些实施方案中，细胞外囊泡还包含有效负载物，诸如如本文所述的免疫调节组分。在某些实

施方案中，有效负载物封闭在内部空间内。在某些实施方案中，有效负载物展现于细胞外囊

泡的外表面上。在某些实施方案中，有效负载物跨越细胞外囊泡的膜。在各种实施方案中，

有效负载物包含核酸、蛋白质、碳水化合物、脂质、小分子和/或它们的组合。用于产生具有

有效负载物的细胞外囊泡的方法包括电穿孔、冻干和对可从中分离细胞外囊泡的生产细胞

的基因工程改造。参见例如共有美国专利号10,195,290并且同上。在一些实施方案中，细胞

外囊泡还包含接收体，即如共有美国专利号10,195,290中所描述可对器官、组织或细胞具

有特异性的靶向部分。使用具有靶向部分的融合蛋白。举例而言，融合蛋白可包含PTGFRN、

BSG、IGSF2、IGSF3、IGSF8、ITGB1、ITGA4、SLC3A2、ATP转运蛋白或其片段或变体和靶向部分。

靶向部分可用于将外泌体靶向至特定器官、组织或细胞以便使用随时外泌体进行治疗。在

一些实施方案中，靶向部分是抗体或其抗原结合片段。抗体及其抗原结合片段包括完全抗

体、多克隆抗体、单克隆抗体和重组抗体、它们的片段，并且还包括单链抗体、人源化抗体、

鼠抗体、嵌合单克隆抗体、小鼠‑人类单克隆抗体、小鼠‑灵长类动物单克隆抗体、灵长类动

物‑人类单克隆抗体、抗独特型抗体、抗体片段(诸如(例如)scFv、(scFv)2、Fab、Fab'和F

(ab')2、F(ab1)2、Fv、dAb和Fd片段)、双功能抗体和抗体相关多肽。抗体及其抗原结合片段

还包括双特异性抗体和多特异性抗体，只要其展现所需生物活性或功能即可。

[0103] 外泌体

[0104] 在各种实施方案中，细胞外囊泡是外泌体。在某些实施方案中，外泌体是由生产细

胞分泌的小膜结合囊泡。

[0105] 在一些实施方案中，来自生产细胞的外泌体的最长尺寸在约20‑300nm之间，诸如

在约20‑290nm、20‑280nm、20‑270nm、20‑260nm、20‑250nm、20‑240nm、20‑230nm、20‑220nm、

20‑210nm、20‑200nm、20‑190nm、20‑180nm、20‑170nm、20‑160nm、20‑150nm、20‑140nm、20‑

130nm、20‑120nm、20‑110nm、20‑100nm、20‑90nm、20‑80nm、20‑70nm、20‑60nm、20‑50nm、20‑

40nm、20‑30nm、30‑300nm、30‑290nm、30‑280nm、30‑270nm、30‑260nm、30‑250nm、30‑240nm、

30‑230nm、30‑220nm、30‑210nm、30‑200nm、30‑190nm、30‑180nm、30‑170nm、30‑160nm、30‑

150nm、30‑140nm、30‑130nm、30‑120nm、30‑110nm、30‑100nm、30‑90nm、30‑80nm、30‑70nm、

30‑60nm、30‑50nm、30‑40nm、40‑300nm、40‑290nm、40‑280nm、40‑270nm、40‑260nm、40‑

250nm、40‑240nm、40‑230nm、40‑220nm、40‑210nm、40‑200nm、40‑190nm、40‑180nm、40‑

170nm、40‑160nm、40‑150nm、40‑140nm、40‑130nm、40‑120nm、40‑110nm、40‑100nm、40‑90nm、
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40‑80nm、40‑70nm、40‑60nm、40‑50nm、50‑300nm、50‑290nm、50‑280nm、50‑270nm、50‑260nm、

50‑250nm、50‑240nm、50‑230nm、50‑220nm、50‑210nm、50‑200nm、50‑190nm、50‑180nm、50‑

170nm、50‑160nm、50‑150nm、50‑140nm、50‑130nm、50‑120nm、50‑110nm、50‑100nm、50‑90nm、

50‑80nm、50‑70nm、50‑60nm、60‑300nm、60‑290nm、60‑280nm、60‑270nm、60‑260nm、60‑

250nm、60‑240nm、60‑230nm、60‑220nm、60‑210nm、60‑200nm、60‑190nm、60‑180nm、60‑

170nm、60‑160nm、60‑150nm、60‑140nm、60‑130nm、60‑120nm、60‑110nm、60‑100nm、60‑90nm、

60‑80nm、60‑70nm、70‑300nm、70‑290nm、70‑280nm、70‑270nm、70‑260nm、70‑250nm、70‑

240nm、70‑230nm、70‑220nm、70‑210nm、70‑200nm、70‑190nm、70‑180nm、70‑170nm、70‑

160nm、70‑150nm、70‑140nm、70‑130nm、70‑120nm、70‑110nm、70‑100nm、70‑90nm、70‑80nm、

80‑300nm、80‑290nm、80‑280nm、80‑270nm、80‑260nm、80‑250nm、80‑240nm、80‑230nm、80‑

220nm、80‑210nm、80‑200nm、80‑190nm、80‑180nm、80‑170nm、80‑160nm、80‑150nm、80‑

140nm、80‑130nm、80‑120nm、80‑110nm、80‑100nm、80‑90nm、90‑300nm、90‑290nm、90‑280nm、

90‑270nm、90‑260nm、90‑250nm、90‑240nm、90‑230nm、90‑220nm、90‑210nm、90‑200nm、90‑

190nm、90‑180nm、90‑170nm、90‑160nm、90‑150nm、90‑140nm、90‑130nm、90‑120nm、90‑

110nm、90‑100nm、100‑300nm、110‑290nm、120‑280nm、130‑270nm、140‑260nm、150‑250nm、

160‑240nm、170‑230nm、180‑220nm或190‑210nm之间。

[0106] 在特别优选的实施方案中，本文所述的来自生产细胞的外泌体的最长尺寸在约

30‑100nm之间。在另一个优选实施方案中，来自生产细胞的外泌体的最长尺寸在约20‑

300nm之间。在另一个优选实施方案中，来自生产细胞的外泌体的最长尺寸在约40‑200nm之

间。在另一个实施方案中，本文所述的外泌体群包含其中外泌体的90％具有最长尺寸20‑

300nm的群体。在另一个实施方案中，本文所述的外泌体群包含其中外泌体的95％具有最长

尺寸20‑300nm的群体。在另一个实施方案中，本文所述的外泌体群包含其中外泌体的99％

具有最长尺寸20‑300nm的群体。在另一个实施方案中，本文所述的外泌体群包含其中外泌

体的90％具有最长尺寸40‑200nm的群体。在另一个实施方案中，本文所述的外泌体群包含

其中外泌体的95％具有最长尺寸40‑200nm的群体。在另一个实施方案中，本文所述的外泌

体群包含其中外泌体的99％具有最长尺寸40‑200nm的群体。在其他优选实施方案中，本文

所述的外泌体或外泌体群的尺寸根据下文所描述的方法来测量。

[0107] 在一些实施方案中，外泌体由生产细胞生成。在一些实施方案中，外泌体的膜包含

一种或多种来源于生产细胞的分子。在一些实施方案中，外泌体是在细胞培养系统中生成

并且分离(例如通过分离外泌体与生产细胞)。分离可通过沉降来实现。举例而言，外泌体的

比密度可在0.5‑2.0、0.6‑1 .0、0.7‑1 .0、0.8‑1 .0、0.9‑1 .0、1.0‑1 .1、1.1‑1 .2、1.2‑1 .3、

1.4‑1 .5、1.0‑1 .5、1.5‑2.0和1 .0‑2.0kg/m3之间。分离还可通过亲和纯化来实现。举例而

言，细胞外囊泡可通过将包含细胞外囊泡的群与树脂结合来纯化，所述树脂包含多种对细

胞外囊泡表面上的一种或多种蛋白质具有特异性亲和力的配体。细胞外囊泡表面上的一种

或多种蛋白质可以是四跨膜蛋白(例如CD63、CD81和/或CD9)、EWI蛋白/免疫球蛋白超家族

成员(例如PTGFRN、IGSF8和/或IGSF3)、整合素(例如ITGB1和/或ITGA4)、ATP转运蛋白(例如

ATP1A1、ATP1A2、ATP1A3、ATP1A4、ATP1B3、ATP2B1、ATP2B2、ATP2B3和/或ATP2B4)、SLC3A2、

BSG或CD98hc。蛋白质可作为任选地经由融合至具有所需药理学活性的多肽部分(诸如(例

如)具有检查点抑制活性的抗体、抗体片段、scFv等)来展现于外泌体表面上的免疫调节组
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分而另外具有活性。此类抗体是本领域中已知的，例如靶向CTLA‑4的伊匹单抗、靶向PD‑1的

纳武单抗、赛咪单抗和派姆单抗以及各自靶向PD‑L1的阿特珠单抗、阿维鲁单抗、度伐鲁单

抗(参见例如Pardoll  DM(2012年3月) ."The  blockade  of  immune  checkpoints  in 

cancer  immunotherapy".Nature  Reviews.Cancer.12(4):252‑64，其以引用方式并入本

文)。

[0108] 在一些实施方案中，外泌体膜包含内表面和外表面。在某些实施方案中，内表面面

向外泌体的内核。在某些实施方案中，外表面可与胞内体、多囊泡体或生产细胞或靶细胞的

膜/细胞质接触。

[0109] 在一些实施方案中，外泌体膜包含脂质和脂肪酸。在一些实施方案中，外泌体膜包

含磷脂、糖脂、脂肪酸、鞘脂类、磷酸甘油酯、固醇、胆固醇和磷脂酰丝氨酸。在一些实施方案

中，脂质和脂肪酸可以是表1中所列出的脂质和脂肪酸中的一者或多者。

[0110] 在某些实施方案中，外泌体包含由内部小叶和外部小叶构成的脂质双层。内部小

叶和外部小叶的组成可通过本领域中已知的跨双层分布测定来确定，参见例如Kuypers等

人Biohim  Biophys  Acta  1985  819:170。在一些实施方案中，外部小叶的组成为在约70％‑

90％之间的胆碱磷脂、在约0％‑15％之间的酸性磷脂和在约5％‑30％之间的磷脂酰乙醇

胺。在一些实施方案中，内部小叶的组成为在约15％‑40％之间的胆碱磷脂、在约10％‑50％

之间的酸性磷脂和在约30％‑60％之间的磷脂酰乙醇胺。

[0111] 在一些实施方案中，外泌体膜还包含一种或多种多肽。在某些实施方案中，外泌体

包含一种或多种选自以下列表的多肽，所述列表包括但不限于血影蛋白、类肌球蛋白多肽、

带3、SLC4A1、肌动蛋白、类肌动蛋白多肽、甘油醛3‑P脱氢酶(G3PD)、四跨膜蛋白(例如CD63、

CD81和/或CD9)、Alix和TSG101、整合素(例如ITGB1和/或ITGA4)、选择蛋白、CR1、TNFRI、蛋

白水解酶、糖基磷脂酰肌醇(GPI)连接蛋白或组蛋白、EWI蛋白/免疫球蛋白超家族成员(例

如PTGFRN、IGSF8和/或IGSF3)、ATP转运蛋白(例如ATP1A1、ATP1A2、ATP1A3、ATP1A4、ATP1B3、

ATP2B1、ATP2B2、ATP2B3和/或ATP2B4)、SLC3A2、BSG或CD98hc)。在一些实施方案中，外泌体

包含至少一种选自表2的多肽。

[0112] 在一些实施方案中，外泌体在其表面上包含多肽。在一些实施方案中，外泌体经修

饰而含有一种或多种多肽。在一些实施方案中，生产细胞经修饰而含有一种或多种多肽。在

一些实施方案中，生产细胞天然地含有一种或多种多肽，并且源自其的外泌体也含有多肽。

可直接在外泌体上对一定水平的任何所需表面标记物进行修饰(例如，通过使复合物与以

重组方式产生的多肽接触以引起向复合物膜中的插入或与复合物膜的缀合)。可替代地或

除此之外，可直接在生产细胞上对一定水平的任何所需表面标记物进行修饰(例如，通过使

复合物与以重组方式产生的多肽接触以引起向细胞膜中的插入或与细胞膜的缀合)。可替

代地，可通过将外源性核酸转导到生产细胞中以表达所需表面标记物来修饰生产细胞。表

面标记物可已天然地存在于生产细胞上，在此情况下外源性构建体可能导致标记物过度表

达以及生产细胞内部或上面的标记物的浓度增加。可替代地，可从生产细胞中去除天然表

达的表面标记物(例如，通过诱导生产细胞中的基因沉默)。多肽可赋予外泌体以不同功能

(例如特异性靶向能力、递送功能(例如融合分子)、酶功能、延长或缩短的体内半衰期等)。

在一些实施方案中，多肽包括但不限于CD47、CD55、CD49、CD40、CD133、CD59、磷脂酰肌醇蛋

白聚糖‑1、CD9、CD63、CD81、整合素、选择蛋白、凝集素和钙粘蛋白。
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[0113] 在特定实施方案中，外泌体在其表面上包含一种或多种多肽，其中所述多肽选自

近期鉴别为在外泌体表面上富集的蛋白质的组(详细地描述于共有美国专利申请62/550,

543和PCT/US2018/048026中，所述申请以引用方式整体并入本文)。此多肽组包括前列腺素

F2受体负调节因子(PTGFRN)；基础免疫球蛋白(BSG)；免疫球蛋白超家族成员3(IGSF3)；免

疫球蛋白超家族成员8(IGSF8)；整合素β‑1(ITGB1)；整合素α‑4(ITGA4)；4F2细胞表面抗原

重链(SLC3A2)；和一类ATP转运蛋白(ATP1A1、ATP1A2、ATP1A3、ATP1A4、ATP1B3、ATP2B1、

ATP2B2、ATP2B3、ATP2B4))。

[0114] 在各种实施方案中，外泌体表面上的一种或多种多肽包含抗体或抗原结合片段。

抗体或抗原结合片段可来源于天然来源或部分或全部以合成方式产生。在一些实施方案

中，抗体是单克隆抗体。在这些实施方案中的一些实施方案中，单克隆抗体是IgG抗体。在某

些实施方案中，单克隆抗体是IgG1、IgG2、IgG3或IgG4。在一些其他实施方案中，抗体是多克

隆抗体。在某些实施方案中，抗原结合片段选自Fab、Fab'和F(ab')2、F(ab1)2、Fv、dAb和Fd片

段。在某些实施方案中，抗原结合片段是scFv或(scFv)2片段。在某些其他实施方案中，抗体

或抗原结合片段是 (单结构域抗体)。在一些实施方案中，抗体或抗原结合片段

是双特异性抗体或多特异性抗体。在各种实施方案中，抗体或其抗原结合片段结合至间皮

素。

[0115] 在一些实施方案中，外泌体在其表面上包含有包含(1)PTGFRN或其片段和(2)抗体

或其抗原结合片段的融合蛋白，其中抗体或其抗原结合片段结合至PD‑1、PD‑1L、CSF1‑R或

其他免疫调节组分。

[0116] 在一些实施方案中，外泌体膜还包含一种或多种多糖，诸如聚糖。

[0117] 在一些实施方案中，外泌体将有效负载物(治疗剂)递送至靶标。有效负载物是作

用于与外泌体接触的靶标(例如靶细胞)的治疗剂。在某些实施方案中，有效负载物是免疫

调节组分，例如抑制性RNA。接触可出现在体外或受试者体内。可引入外泌体和/或生产细胞

中的有效负载物包括治疗剂，诸如核苷酸(例如，包含可检测部分或破坏转录的毒素的核苷

酸)、核酸(例如，编码诸如酶的多肽的DNA或mRNA分子，或诸如miRNA、dsDNA、lncRNA或siRNA

的具有调节功能的RNA分子)、氨基酸(例如，包含可检测部分或破坏翻译的毒素的氨基酸)、

多肽(例如酶)、脂质、碳水化合物、小分子(例如小分子药物和毒素)以及它们的组合。在某

些实施方案中，外泌体递送超过一种治疗剂。在某些实施方案中，治疗剂是一种或多种抑制

一种或多种靶基因的核酸。在某些实施方案中，治疗剂包含抗体和核酸。在某些实施方案

中，治疗剂包含核酸和小分子。在某些实施方案中，治疗剂包含CSF1R抑制剂，诸如临床候选

药物吡昔替尼、PLX7486、ARRY‑382、JNJ‑40346527、BLZ945、埃玛图单抗、AMG820和IMC‑CS4

以及描述于例如Cannarile  MA ,Weisser  M ,Jacob  W ,Jegg  AM ,Ries  CH ,Rüttinger  D

(2017) ."Colony‑stimulating  factor  1receptor(CSF1R)inhibitors  in  cancer 

therapy".Journal  for  Immunotherapy  of  Cancer.5(1):53中的其他药剂；还参见例如

Patel  S,Player  MR(2009) ."Colony‑stimulating  factor‑1  receptor  inhibitors  for 

the  treatment  of  cancer  and  inflammatory  disease".Curr  Top  Med  Chem .9:599‑

6 1 0，作 为单克隆 抗体 并且在早期临床试 验中 用于转移 性胰腺癌的卡比拉 单抗

(Cabiralizumab) (cabira；FPA‑008) (参见A  phase  I/II  dose  escalation  and 

expansion  study  of  cabiralizumab(cabira；FPA‑008) ,an  anti‑CSF1Rantibody ,in 
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tenosynovial  giant  cell  tumor(TGCT,diffuse  pigmented  villonodular  synovitis 

D‑PVNS；A  Study  of  Cabiralzumab  Given  by  Itself  or  With  Nivolumab  in  Advanced 

Cancer  or  Cancer  That  Has  Spread；以及Novel  Combination  Shows  Promising 

Responses  in  Pancreatic  Cancer  Nov  2017)。在某些实施方案中，治疗剂包含免疫检查

点抑制剂。在某些实施方案中，免疫检查点抑制剂是在诸如(例如)靶向CTLA‑4的伊匹单抗、

靶向PD‑1的纳武单抗、赛咪单抗和派姆单抗以及各自靶向PD‑L1的阿特珠单抗、阿维鲁单

抗、度伐鲁单抗的抗体中。

[0118] 外泌体可经由膜融合与靶细胞相互作用并且将外泌体组合物中的有效负载物(例

如治疗剂)递送至靶细胞的表面或细胞质。在一些实施方案中，膜融合出现在外泌体与靶细

胞的质膜之间。在其他实施方案中，膜融合出现在外泌体与靶细胞的胞内体膜之间。

[0119] 在一些实施方案中，外泌体包含接收体多肽。接收体多肽可以是合成的。在一些实

施方案中，将接收体多肽引入生产细胞中(例如，将编码接收体多肽的外源性核酸引入生产

细胞中)，或在生产细胞外部制成重组接收体多肽(例如，通过蛋白表达系统合成)。在一些

实施方案中，将接收体多肽(例如，以重组方式产生的多肽)直接引入外泌体中(例如，在将

外泌体从生产细胞中分离之后)。在一些实施方案中，接收体多肽可在外泌体的表面上。在

一些实施方案中，接收体多肽能够将外泌体靶向至在受试者循环系统(诸如血液)中循环的

特定靶标(例如，诸如病原体、代谢物、蛋白质、多肽复合物或细胞(诸如非功能性细胞或癌

细胞)的靶标)，或驻留在组织(诸如患病组织)中的靶标。

[0120] 在一些实施方案中，外泌体是合成的。也就是说在从生产细胞中回收外泌体之后

对外泌体进行修饰以添加额外组分。举例而言，外泌体可包含有效负载物，诸如(例如)治疗

性多肽、核酸(诸如DNA或RNA)或其他多核苷酸、多糖或聚糖、脂质或脂肪酸、大生物制品、小

分子或毒素，这些物质在从生产细胞中回收时未在外泌体中发现。在一些实施方案中，对外

泌体进行修饰(例如，通过引入有效负载物，或以其他方式修改复合物的含量，诸如通过改

变膜的蛋白质、脂质或聚糖含量)。举例而言，首先将外泌体从生产细胞中分离并且随后按

需要进行修饰，由此生成合成外泌体。在一些实施方案中，对生产细胞进行修饰。举例而言，

可将外源性核酸、外源性多肽或小分子或毒素引入生产细胞中。可替代地或除此之外，可以

其他方式对生产细胞进行修饰(例如，通过修改细胞或膜含量，诸如通过改变细胞膜的脂质

或聚糖含量)。由修饰的生产细胞生成的外泌体包含对生产细胞的修饰中的一者或多者。所

述方法产生合成外泌体。在一些实施方案中，对生产细胞和从生产细胞中分离的外泌体两

者如本文所所述进行修饰。

[0121] 纳米囊泡

[0122] 在各种实施方案中，细胞外囊泡是纳米囊泡。在某些实施方案中，纳米囊泡是包含

封闭内部空间的膜的细胞来源的小囊泡，并且所述囊泡是通过直接或间接操纵由所述细胞

生成，以使得纳米囊泡不在无操纵的情况下由所述细胞产生。对细胞的适当操纵包括但不

限于连续挤出、用碱性溶液进行的处理、超声处理或它们的组合，并且在一些情况下，可能

导致生产细胞损坏。

[0123] 在各种实施方案中，纳米囊泡的最长尺寸在约20‑250nm之间，诸如在约20‑100nm、

20‑150nm、20‑200nm、30‑100nm、30‑150nm、30‑200nm、30‑250nm、40‑100nm、40‑150nm、40‑

200nm、40‑250nm、50‑100nm、50‑150nm、50‑200nm、50‑250nm、100‑200nm或150‑250nm之间。
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[0124] 在各种实施方案中，纳米囊泡来源于生产细胞。在某些实施方案中，纳米囊泡是通

过直接或间接操纵由生产细胞生成。适当操纵包括但不限于连续挤出、用碱性溶液进行的

处理、超声处理或它们的组合。在这些实施方案中的一些实施方案中，操纵可能导致生产细

胞损坏。在一些优选实施方案中，纳米囊泡群基本上不含借助于从质膜直接出芽或融合晚

期胞内体与质膜而来源于生产细胞的囊泡。

[0125] 在一些实施方案中，纳米囊泡是基于其尺寸、密度、生物化学参数或它们的组合从

生产细胞中分离。在某些实施方案中，分离可通过沉降来实现。举例而言，纳米囊泡的比密

度可在0.5‑2.0、0.6‑1 .0、0.7‑1 .0、0.8‑1 .0、0.9‑1 .0、1.0‑1 .1、1.1‑1 .2、1.2‑1 .3、1.4‑

1.5、1.0‑1.5、1.5‑2.0和1.0‑2.0kg/m3之间。

[0126] 在各种实施方案中，纳米囊泡包含脂质或脂肪酸和多肽。在某些实施方案中，纳米

囊泡还包含糖。在某些实施方案中，纳米囊泡还包含多核苷酸。在一些实施方案中，纳米囊

泡还包含接收体。在一些实施方案中，纳米囊泡还包含有效负载物。在这些实施方案中的一

些实施方案中，有效负载物包含核酸、蛋白质、碳水化合物、脂质、小分子和/或它们的组合。

[0127] 免疫调节组分

[0128] 在一个方面，细胞外囊泡例如外泌体包含至少一种免疫调节组分，所述至少一种

免疫调节组分增加从M2表型向M1表型的巨噬细胞极化。在一个方面，相对于包含M2巨噬细

胞群的参考样品评估从M2表型向M1表型的增加。在一个方面，通过本公开的细胞外囊泡实

现的增加大于或等于通过等摩尔量的单独免疫调节组分实现的增加。在某些实施方案中，

免疫调节组分是增加巨噬细胞极化的多核苷酸。在某些实施方案中，多核苷酸是抑制至少

一种诸如(例如)原癌基因和其他类型基因的基因的核酸，这种抑制会促进从M2表型向M1表

型的极化增加，所述至少一种基因包括例如但不限于以下基因：KRAS、HRAS、NRAS、HIF1‑α、
HIF1‑β、Sp1、P300、LKB1、AMPK、STAT3、STAT6、n‑MYC、c‑MYC、HCAR1、A2AB、IDO、TDO、精氨酸

酶、谷氨酰胺酶、CEBP/β、Pi3K γ 和PKM2。在某些实施方案中，考虑多核苷酸和蛋白质性免疫

调节组分的组合，其包括蛋白质性免疫调节组分，诸如(例如)靶向PD‑1、PD‑L1、CTLA‑4的抗

体或抗体片段(诸如(例如)靶向CTLA‑4的伊匹单抗、靶向PD‑1的纳武单抗、赛咪单抗和派姆

单抗以及各自靶向PD‑L1的阿特珠单抗、阿维鲁单抗、度伐鲁单抗)、CSF1R抑制剂(诸如(例

如)临床候选药物吡昔替尼、PLX7486、ARRY‑382、JNJ‑40346527、BLZ945、埃玛图单抗、

AMG820和IMC‑CS4以及描述于例如Cannarile  MA,Weisser  M,Jacob  W,Jegg  AM,Ries  CH,R

üttinger  D(2017) ."Colony‑stimulating  factor  1receptor(CSF1R)inhibitors  in 

cancer  therapy".Journal  for  Immunotherapy  of  Cancer.5(1):53中的其他药剂；还参

见例如Patel  S,Player  MR(2009) ."Colony‑stimulating  factor‑1receptor  inhibitors 

for  the  treatment  of  cancer  and  inflammatory  disease".Curr  Top  Med  Chem .9:

599‑610，作为单克隆抗体并且在早期临床试验中用于转移性胰腺癌的卡比拉单抗

(cabira；FPA‑008)(参见A  phase  I/II  dose  escalation  and  expansion  study  of 

cabiralizumab(cabira；FPA‑008) ,an  anti‑CSF1R  antibody ,in  tenosynovial  giant 

cell  tumor(TGCT,diffuse  pigmented  villonodular  synovitis  D‑PVNS；A  Study  of 

Cabiralzumab  Given  by  Itself  or  With  Nivolumab  in  Advanced  Cancer  or  Cancer 

That  Has  Spread；以及Novel  Combination  Shows  Promising  Responses  in  Pancreatic 

Cancer  Nov  2017，和可用于治疗癌症和炎性疾患的其他免疫调节组分。
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[0129] 在这些实施方案中的一些实施方案中，核酸包括但不限于mRNA、miRNA、siRNA、反

义RNA、shRNA、lncRNA和dsDNA。在一些实施方案中，核酸是RNA(例如mRNA、miRNA、siRNA、反

义RNA、shRNA或lncRNA)。在这些实施方案中的一些实施方案中，当多核苷酸是mRNA时，其可

翻译成所需多肽。在一些实施方案中，多核苷酸是微小RNA(miRNA)、初级miRNA或前体miRNA

分子。在这些实施方案中的一些实施方案中，将miRNA递送至靶细胞的细胞质以使得miRNA

分子可使靶细胞中的天然mRNA沉默。在一些实施方案中，多核苷酸是能够干扰致癌基因或

其他调节异常多肽的表达的小干扰RNA(siRNA)或短发夹RNA(shRNA)。在这些实施方案中的

一些实施方案中，将siRNA递送至靶细胞的细胞质以使得siRNA分子可使靶细胞中的天然

mRNA沉默。在一些实施方案中，多核苷酸是与mRNA互补的反义RNA。在一些实施方案中，多核

苷酸是能够调节基因表达并且调节疾病的长非编码RNA(lncRNA)。在一些实施方案中，多核

苷酸是反义寡核苷酸(ASO)。在各种实施方案中，ASO是单链或双链DNA、RNA或DNA/RNA杂交

体。参见例如Antisense  Oligodeoxynucleotides  and  Antisense  RNA:Novel 

Pharmacological  and  Therapeutic  Agents,CRC  Press,Boca  Raton,FL,1997，所述文献

出于所有目的以引用方式并入本文。

[0130] 在一些实施方案中，多核苷酸是可转录成RNA的DNA。在这些实施方案中的一些实

施方案中，转录的RNA可翻译成所需多肽。在某些实施方案中，核酸抑制至少一种由以下组

成的基因：KRAS、HRAS、NRAS、HIF1‑α、HIF1‑β、Sp1、P300、LKB1、AMPK、STAT3、STAT6、n‑MYC、c‑
MYC、HCAR1、A2AB、IDO、TDO、精氨酸酶、CEBP/β、Pi3K γ 、谷氨酰胺酶和PKM2。在某些实施方案

中，核酸抑制至少一种由以下组成的基因：STAT3、STAT6、CEBP/β、Pi3K γ 、KRAS和HIF1‑α。在
某些实施方案中，核酸抑制是抑制至少一种由以下组成的基因的抑制性RNA：KRAS、HRAS、

NRAS、HIF1‑α、HIF1‑β、Sp1、P300、LKB1、AMPK、STAT3、STAT6、n‑MYC、c‑MYC、HCAR1、A2AB、IDO、
TDO、精氨酸酶、CEBP/β、Pi3K γ 、谷氨酰胺酶和PKM2。在某些实施方案中，核酸是抑制至少一

种由以下组成的基因的抑制性RNA：STAT3、STAT6、CEBP/β、Pi3K γ 、KRAS和HIF1‑α。在某些实

施方案中，核酸是抑制至少一种由以下组成的基因的反义寡核苷酸(ASO)：KRAS、HRAS、

NRAS、HIF1‑α、HIF1‑β、Sp1、P300、LKB1、AMPK、STAT3、STAT6、n‑MYC、c‑MYC、HCAR1、A2AB、IDO、
TDO、精氨酸酶、CEBP/β、Pi3K γ 、谷氨酰胺酶和PKM2。在某些实施方案中，核酸是抑制至少一

种由以下组成的基因的反义寡核苷酸(ASO)：STAT3、STAT6、CEBP/β、Pi3K γ 、KRAS和HIF1‑α。
在某些实施方案中，核酸抑制人类KRAS原癌基因。在某些实施方案中，核酸是抑制人类KRAS

原癌基因的抑制性RNA。在某些实施方案中，核酸抑制STAT3。

[0131] 在本公开的一些实施方案中，核酸是已知的反义寡核苷酸(ASO)，其实例列于表0

中。在某些实施方案中，ASO包含与已知ASO，例如表0中列出的ASO至少90％至99％同一的序

列 。在 一 些 实 施 方 案 中 ，A S O 抑 制 S T A T 3 。在 各 种 实 施 方 案 中 ，A S O 包 含 与

TAAGCTGATAATTCAACTCA(SEQ  ID  NO:1)至少90％至99％同一的序列。在某些实施方案中，

ASO包含与SEQ  ID  NO:1至少90％同一的序列。在某些实施方案中，ASO包含与SEQ  ID  NO:1

至少91％同一的序列。在某些实施方案中，ASO包含与SEQ  ID  NO:1至少92％同一的序列。在

某些实施方案中，ASO包含与SEQ  ID  NO:1至少93％同一的序列。在某些实施方案中，ASO包

含与SEQ  ID  NO:1至少94％同一的序列。在某些实施方案中，ASO包含与SEQ  ID  NO:1至少

95％同一的序列。在某些实施方案中，ASO包含与SEQ  ID  NO:1至少96％同一的序列。在某些

实施方案中，ASO包含与SEQ  ID  NO:1至少97％同一的序列。在某些实施方案中，ASO包含与
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SEQ  ID  NO:1至少98％同一的序列。在某些实施方案中，ASO包含与SEQ  ID  NO:1至少99％同

一的序列。在某些实施方案中，ASO包含SEQ  ID  NO:1的序列。在一些实施方案中，通过MOE、

O‑甲基或LNA化学对ASO进行修饰。在一些实施方案中，ASO还包含在5’端或3'端处的胆固醇

标签。

[0132] 在一些实施方案中，核酸是抑制STAT6的反义寡核苷酸(ASO)。在各种实施方案中，

ASO包含与TGAGCGAATGGACAGGTCTT(SEQ  ID  NO:2)至少90％至99％同一的序列。在某些实施

方案中，ASO包含与SEQ  ID  NO:2至少90％同一的序列。在某些实施方案中，ASO包含与SEQ 

ID  NO:2至少91％同一的序列。在某些实施方案中，ASO包含与SEQ  ID  NO:2至少92％同一的

序列。在某些实施方案中，ASO包含与SEQ  ID  NO:2至少93％同一的序列。在某些实施方案

中，ASO包含与SEQ  ID  NO:2至少94％同一的序列。在某些实施方案中，ASO包含与SEQ  ID 

NO:2至少95％同一的序列。在某些实施方案中，ASO包含与SEQ  ID  NO:2至少96％同一的序

列。在某些实施方案中，ASO包含与SEQ  ID  NO:2至少97％同一的序列。在某些实施方案中，

ASO包含与SEQ  ID  NO:2至少98％同一的序列。在某些实施方案中，ASO包含与SEQ  ID  NO:2

至少99％同一的序列。在某些实施方案中，ASO包含SEQ  ID  NO:2的序列。在一些实施方案

中，通过MOE、O‑甲基或LNA化学对ASO进行修饰。

[0133] 在一些实施方案中，ASO还包含在5’端或3'端处的胆固醇标签。

[0134] 在一些实施方案中，核酸是抑制CebpB的反义寡核苷酸(ASO)。在各种实施方案中，

ASO包含与TGGATTTAAAGGCAGGCGGC(SEQ  ID  NO:3)至少90％至99％同一的序列。在某些实施

方案中，ASO包含与SEQ  ID  NO:3至少90％同一的序列。在某些实施方案中，ASO包含与SEQ 

ID  NO:3至少91％同一的序列。在某些实施方案中，ASO包含与SEQ  ID  NO:3至少92％同一的

序列。在某些实施方案中，ASO包含与SEQ  ID  NO:3至少93％同一的序列。在某些实施方案

中，ASO包含与SEQ  ID  NO:3至少94％同一的序列。在某些实施方案中，ASO包含与SEQ  ID 

NO:3至少95％同一的序列。在某些实施方案中，ASO包含与SEQ  ID  NO:3至少96％同一的序

列。在某些实施方案中，ASO包含与SEQ  ID  NO:3至少97％同一的序列。在某些实施方案中，

ASO包含与SEQ  ID  NO:3至少98％同一的序列。在某些实施方案中，ASO包含与SEQ  ID  NO:3

至少99％同一的序列。在某些实施方案中，ASO包含SEQ  ID  NO:3的序列。在一些实施方案

中，通过MOE、O‑甲基或LNA化学对ASO进行修饰。

[0135] 在一些实施方案中，ASO还包含在5’端或3'端处的胆固醇标签。

[0136] 在一些实施方案中，核酸是抑制Pi3K γ 的反义寡核苷酸(ASO)。在各种实施方案

中，ASO包含与TTGGGTAAAGTCGTGCAGCA(SEQ  ID  NO:4)至少90％至99％同一的序列。在某些

实施方案中，ASO包含与SEQ  ID  NO:4至少90％同一的序列。在某些实施方案中，ASO包含与

SEQ  ID  NO:4至少91％同一的序列。在某些实施方案中，ASO包含与SEQ  ID  NO:4至少92％同

一的序列。在某些实施方案中，ASO包含与SEQ  ID  NO:4至少93％同一的序列。在某些实施方

案中，ASO包含与SEQ  ID  NO:4至少94％同一的序列。在某些实施方案中，ASO包含与SEQ  ID 

NO:4至少95％同一的序列。在某些实施方案中，ASO包含与SEQ  ID  NO:4至少96％同一的序

列。在某些实施方案中，ASO包含与SEQ  ID  NO:4至少97％同一的序列。在某些实施方案中，

ASO包含与SEQ  ID  NO:4至少98％同一的序列。在某些实施方案中，ASO包含与SEQ  ID  NO:4

至少99％同一的序列。在某些实施方案中，ASO包含SEQ  ID  NO:4的序列。在一些实施方案

中，通过MOE、O‑甲基或LNA化学对ASO进行修饰。在一些实施方案中，ASO还包含在5’端或3'
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端处的胆固醇标签。

[0137] 在一些实施方案中，核酸是抑制HIF1α的反义寡核苷酸(ASO)。在各种实施方案中，

ASO包含与SEQ  ID  NO:5至少90％至99％同一的序列。在某些实施方案中，ASO包含与SEQ  ID 

NO:5至少90％同一的序列。在某些实施方案中，ASO包含与SEQ  ID  NO:5至少91％同一的序

列。在某些实施方案中，ASO包含与SEQ  ID  NO:5至少92％同一的序列。在某些实施方案中，

ASO包含与SEQ  ID  NO:5至少93％同一的序列。在某些实施方案中，ASO包含与SEQ  ID  NO:5

至少94％同一的序列。在某些实施方案中，ASO包含与SEQ  ID  NO:5至少95％同一的序列。在

某些实施方案中，ASO包含与SEQ  ID  NO:5至少96％同一的序列。在某些实施方案中，ASO包

含与SEQ  ID  NO:5至少97％同一的序列。在某些实施方案中，ASO包含与SEQ  ID  NO:5至少

98％同一的序列。在某些实施方案中，ASO包含与SEQ  ID  NO:5至少99％同一的序列。在某些

实施方案中，ASO包含SEQ  ID  NO:5的序列。在一些实施方案中，通过MOE、O‑甲基或LNA化学

对ASO进行修饰。在一些实施方案中，ASO还包含在5’端或3'端处的胆固醇标签。

[0138] 在一些实施方案中，核酸是抑制HIF1α的反义寡核苷酸(ASO)。在各种实施方案中，

ASO包含与GTGCAGTATTGTAGCCAGGC(SEQ  ID  NO:5)至少90％至99％同一的序列。在某些实施

方案中，ASO包含与SEQ  ID  NO:5至少90％同一的序列。在某些实施方案中，ASO包含与SEQ 

ID  NO:5至少91％同一的序列。在某些实施方案中，ASO包含与SEQ  ID  NO:5至少92％同一的

序列。在某些实施方案中，ASO包含与SEQ  ID  NO:5至少93％同一的序列。在某些实施方案

中，ASO包含与SEQ  ID  NO:5至少94％同一的序列。在某些实施方案中，ASO包含与SEQ  ID 

NO:5至少95％同一的序列。在某些实施方案中，ASO包含与SEQ  ID  NO:5至少96％同一的序

列。在某些实施方案中，ASO包含与SEQ  ID  NO:5至少97％同一的序列。在某些实施方案中，

ASO包含与SEQ  ID  NO:5至少98％同一的序列。在某些实施方案中，ASO包含与SEQ  ID  NO:5

至少99％同一的序列。在某些实施方案中，ASO包含SEQ  ID  NO:5的序列。在一些实施方案

中，通过MOE、O‑甲基或LNA化学对ASO进行修饰。在一些实施方案中，ASO还包含在5’端或3'

端处的胆固醇标签。

[0139] 在一些实施方案中，核酸是抑制Kras的反义寡核苷酸(ASO)。在各种实施方案中，

ASO包含与GTAGCATGTAAATATAGCCC(SEQ  ID  NO:6)至少90％至99％同一的序列。在某些实施

方案中，ASO包含与SEQ  ID  NO:6至少90％同一的序列。在某些实施方案中，ASO包含与SEQ 

ID  NO:6至少91％同一的序列。在某些实施方案中，ASO包含与SEQ  ID  NO:6至少92％同一的

序列。在某些实施方案中，ASO包含与SEQ  ID  NO:6至少93％同一的序列。在某些实施方案

中，ASO包含与SEQ  ID  NO:6至少94％同一的序列。在某些实施方案中，ASO包含与SEQ  ID 

NO:6至少95％同一的序列。在某些实施方案中，ASO包含与SEQ  ID  NO:6至少96％同一的序

列。在某些实施方案中，ASO包含与SEQ  ID  NO:6至少97％同一的序列。在某些实施方案中，

ASO包含与SEQ  ID  NO:6至少98％同一的序列。在某些实施方案中，ASO包含与SEQ  ID  NO:6

至少99％同一的序列。在某些实施方案中，ASO包含SEQ  ID  NO:6的序列。在一些实施方案

中，通过MOE、O‑甲基或LNA化学对ASO进行修饰。在一些实施方案中，ASO还包含在5’端或3'

端处的胆固醇标签。

[0140] 在某些实施方案中，组合物包含例如外泌体的细胞外囊泡，还包含作为已知促进

巨噬细胞极化的小分子、抗体或抗体片段的额外免疫调节组分。在某些实施方案中，额外免

疫调节组分是集落刺激因子1受体(CSF1R)抑制剂。
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[0141] 在某些实施方案中，组合物包含具有抗肿瘤活性的额外免疫调节组分。在一些实

施方案中，额外免疫调节组分调节先天性免疫反应。在这些实施方案中的一些实施方案中，

额外免疫调节组分靶向自然杀伤细胞。在一些其他实施方案中，额外免疫调节组分调节适

应性免疫反应。在这些实施方案中的一些实施方案中，额外免疫调节组分靶向细胞毒性T细

胞。

[0142] 在一些实施方案中，额外免疫调节组分位于细胞外囊泡的表面上。在一些实施方

案中，额外免疫调节组分位于细胞外囊泡内部。在一些实施方案中，额外免疫调节组分位于

细胞外囊泡的表面上和内部两者。

[0143] 在一些实施方案中，额外免疫调节组分以其全长形式表达于生产细胞中。在其他

实施方案中，额外免疫调节组分作为与外泌体表面蛋白的翻译融合蛋白表达，这引起外泌

体表面上的免疫调节化合物的生物活性部分的较高水平表达。在一些实施方案中，额外免

疫调节化合物是可溶性蛋白，所述可溶性蛋白作为与外泌体表面蛋白的翻译融合蛋白表

达，使得所述可溶性蛋白保留在外泌体的表面上。

[0144] 在一些实施方案中，额外免疫调节组分是用于诸如(例如)A2AR、B7‑H3(CD276)、

B7‑H4(VTCN1)、BTLA、CTLA‑4、IDO、KIR、LAG3、NOX2、PD‑1、TIM‑3、VISTA、SIGLEC7(CD328)和

SIGLEC9(CD329)的负检查点调节因子的抑制剂。在一些实施方案中，额外免疫调节组分是

用于诸如(例如)PD‑L1和PD‑L2的负检查点调节因子的结合配偶体的抑制剂。

[0145] 在某些实施方案中，额外免疫调节组分是细胞毒性T淋巴细胞缔合蛋白4(CTLA‑4)

的抑制剂。在这些实施方案中的一些实施方案中，CTLA‑4抑制剂是CTLA‑4的单克隆抗体。在

某些实施方案中，抑制剂是CTLA‑4的单克隆抗体的片段。在某些实施方案中，抗体片段是

CTLA‑4的单克隆抗体的scFv、(scFv)2、Fab、Fab'和F(ab')2、F(ab1)2、Fv、dAb或Fd。在某些实

施方案中，抑制剂是抗CTLA‑4的纳米抗体、双特异性抗体或多特异性抗体。在一些特定实施

方案中，单克隆抗体是伊匹单抗。在一些特定实施方案中，单克隆抗体是曲美木单抗

(tremelimumab)。

[0146] 在某些实施方案中，额外免疫调节组分是程序化细胞死亡蛋白1(PD‑1)的抑制剂。

在某些实施方案中，额外免疫调节组分是程序性死亡配体1(PD‑L1)的抑制剂。在某些实施

方案中，额外免疫调节组分是程序性死亡配体2(PD‑L2)的抑制剂。在一些实施方案中，PD‑

1、PD‑L1或PD‑L2的抑制剂是PD‑1、PD‑L1或PD‑L2的单克隆抗体。在某些实施方案中，抑制剂

是PD‑1、PD‑L1或PD‑L2的单克隆抗体的片段。在某些实施方案中，抗体片段是PD‑1、PD‑L1或

PD‑L2的单克隆抗体的scFv、(scFv)2、Fab、Fab'和F(ab')2、F(ab1)2、Fv、dAb或Fd。在某些实

施方案中，抑制剂是抗PD‑1、PD‑L1或PD‑L2的纳米抗体、双特异性抗体或多特异性抗体。在

一些特定实施方案中，单克隆抗体是纳武单抗。在一些特定实施方案中，单克隆抗体是派姆

单抗。在一些特定实施方案中，单克隆抗体是皮地立珠单抗(pidilizumab)。在一些特定实

施方案中，单克隆抗体是阿特珠单抗。在一些特定实施方案中，单克隆抗体是阿维鲁单抗。

[0147] 在某些实施方案中，额外免疫调节组分是淋巴细胞活化基因3(LAG3)的抑制剂。在

这些实施方案中的一些实施方案中，LAG3的抑制剂是LAG3的单克隆抗体，诸如(例如)BMS‑

986016(参见ClinicalTrials .gov处的临床试验编号NCT01968109“Safety  Study  of 

Anti‑LAG‑3With  and  Without  Anti‑PD‑1in  the  Treatment  of  Solid  Tumors”)。

[0148] 在某些实施方案中，额外免疫调节组分是含T细胞免疫球蛋白粘蛋白的蛋白3
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(TIM‑3)的抑制剂。在某些实施方案中，额外免疫调节组分是B淋巴细胞和T淋巴细胞衰减子

(BTLA)的抑制剂。在某些实施方案中，额外免疫调节组分是具有Ig结构域和ITIM结构域的T

细胞免疫受体(TIGIT)的抑制剂。在某些实施方案中，额外免疫调节组分是T细胞活化的V结

构域Ig抑制因子(VISTA)的抑制剂。在某些实施方案中，额外免疫调节组分是腺苷A2a受体

(A2aR)的抑制剂。在某些实施方案中，额外免疫调节组分是杀伤细胞免疫球蛋白样受体

(KIR)的抑制剂。在某些实施方案中，额外免疫调节组分是吲哚胺2,3‑加双氧酶(IDO)的抑

制剂。在某些实施方案中，额外免疫调节组分是CD20、CD39或CD73的抑制剂。

[0149] 在一些实施方案中，额外免疫调节组分是用于正共刺激分子的活化剂。在一些实

施方案中，额外免疫调节组分是用于正共刺激分子的结合配偶体的活化剂。

[0150] 在一些实施方案中，额外免疫调节组分是诸如激动性抗体或天然配体或TNF受体

超家族成员的TNF受体超家族成员的活化剂。在某些实施方案中，TNF受体超家族成员选自

由以下组成的组：CD120a、CD120b、CD18、OX40、CD40、Fas受体、M68、CD27、CD30、4‑1BB、

TRAILR1、TRAILR2、TRAILR3、TRAILR4、RANK、OCIF、TWEAK受体、TACI、BAFF受体、ATAR、CD271、

CD269、GITR、TROY、CD358、TRAMP和XEDAR。在一些实施方案中，额外免疫调节组分是TNF超家

族成员。在某些实施方案中，TNF超家族成员选自由以下组成的组：TNFα、TNF‑C、OX40L、
CD40L、FasL、LIGHT、TL1A、CD27L、Siva、CD153、4‑1BB配体、TRAIL、RANKL、TWEAK、APRIL、

BAFF、CAMLG、NGF、BDNF、NT‑3、NT‑4、GITR配体和EDA‑2。

[0151] 在某些实施方案中，额外免疫调节组分是TNF受体超家族成员4(OX40)的活化剂。

在这些实施方案中的一些实施方案中，OX40的活化剂是OX40的激动剂抗体。在这些实施方

案中的一些其他实施方案中，OX40的活化剂是OX40配体(OX40L)。

[0152] 在某些实施方案中，额外免疫调节组分是CD27的活化剂。在这些实施方案中的一

些实施方案中，CD27的活化剂是CD27的激动剂抗体。在这些实施方案中的一些其他实施方

案中，CD27的活化剂是CD27配体(CD27L)。

[0153] 在某些实施方案中，额外免疫调节组分是CD40的活化剂。在这些实施方案中的一

些实施方案中，CD40的活化剂是CD40的激动剂抗体。在这些实施方案中的一些其他实施方

案中，CD40的活化剂是CD40配体(CD40L)。

[0154] 在某些实施方案中，额外免疫调节组分是糖皮质素诱导的TNFR相关蛋白(GITR)的

活化剂。在这些实施方案中的一些实施方案中，GITR的活化剂是GITR的激动剂抗体。在这些

实施方案中的一些其他实施方案中，GITR的活化剂是GITR的天然配体。

[0155] 在某些实施方案中，额外免疫调节组分是4‑1BB的活化剂。在这些实施方案中的一

些实施方案中，4‑1BB的活化剂是4‑1BB的激动剂抗体。在这些实施方案中的一些其他实施

方案中，4‑1BB的活化剂是4‑1BB的天然配体。

[0156] 在一些实施方案中，额外免疫调节组分是Fas受体(Fas)。在这些实施方案中的一

些实施方案中，Fas受体展现于细胞外囊泡的表面上。在一些其他实施方案中，额外免疫调

节组分是Fas配体(FasL)。在这些实施方案中的一些实施方案中，Fas配体展现于细胞外囊

泡的表面上。在某些实施方案中，额外免疫调节组分是Fas受体的抗体。在某些实施方案中，

额外免疫调节组分是Fas配体的抗体。

[0157] 在一些实施方案中，额外免疫调节组分是CD28超家族共刺激分子的活化剂。在某

些实施方案中，CD28超家族共刺激分子是ICOS或CD28。在某些实施方案中，额外免疫调节组
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分是ICOSL、CD80或CD86。

[0158] 在某些实施方案中，额外免疫调节组分是可诱导T细胞共刺激因子(ICOS)的活化

剂。在这些实施方案中的一些实施方案中，ICOS的活化剂是ICOS的激动剂抗体。在这些实施

方案中的一些其他实施方案中，ICOS的活化剂是ICOS配体(ICOSL)。

[0159] 在某些实施方案中，额外免疫调节组分是CD28的活化剂。在这些实施方案中的一

些实施方案中，CD28的活化剂是CD28的激动剂抗体。在这些实施方案中的一些其他实施方

案中，CD28的活化剂是CD28的天然配体。在某些实施方案中，CD28的配体是CD80。

[0160] 在某些实施方案中，额外免疫调节组分是细胞因子。在一些实施方案中，细胞因子

是已翻译融合至外泌体表面蛋白或其片段的可溶性细胞因子。在一些实施方案中，细胞因

子是IL‑2。在一些实施方案中，细胞因子是IL‑7。在一些实施方案中，细胞因子是IL‑12。在

一些实施方案中，细胞因子是IL‑15。

[0161] 在一些实施方案中，额外免疫调节组分是T细胞受体(TCR)或其衍生物。在某些实

施方案中，额外免疫调节组分是TCRα‑链或其衍生物。在某些实施方案中，额外免疫调节组

分是TCRβ‑链或其衍生物。在一些实施方案中，额外免疫调节组分是T细胞的辅受体或其衍

生物。

[0162] 在一些实施方案中，额外免疫调节组分是肿瘤抗原。在某些实施方案中，肿瘤抗原

选自由以下组成的组：甲胎蛋白(AFP)、癌胚抗原(CEA)、上皮肿瘤抗原(ETA)、粘蛋白1

(MUC1)、Tn‑MUC1、粘蛋白16(MUC16)、酪氨酸酶、黑色素瘤相关抗原(MAGE)、肿瘤蛋白p53

(p53)、CD4、CD8、CD45、CD80、CD86、程序性死亡配体1(PD‑L1)、程序性死亡配体2(PD‑L2)、

NY‑ESO‑1、PSMA、TAG‑72、HER2、GD2、cMET、EGFR、间皮素、VEGFR、α叶酸受体、CE7R、IL‑3、癌

症‑睾丸抗原、MART‑1gp100和TNF相关细胞凋亡诱导配体。

[0163] 在某些实施方案中，肿瘤抗原是癌胚抗原(CEA)。在某些实施方案中，肿瘤抗原是

上皮肿瘤抗原(ETA)。

[0164] 在某些实施方案中，肿瘤抗原是粘蛋白。在这些实施方案中的一些实施方案中，粘

蛋白是分泌的粘蛋白。在这些实施方案中的一些其他实施方案中，粘蛋白是跨膜粘蛋白。在

特定实施方案中，肿瘤抗原是粘蛋白1(MUC1)。在特定实施方案中，肿瘤抗原是Tn‑MUC1。在

特定实施方案中，肿瘤抗原是粘蛋白16(MUC16)。

[0165] 在某些实施方案中，肿瘤抗原是黑色素瘤相关抗原(MAGE)。在这些实施方案中的

一些实施方案中，MAGE是I型MAGE。在这些实施方案中的一些其他实施方案中，MAGE是II型

MAGE。在特定实施方案中，I型MAGE是MAGE‑A2。在特定实施方案中，I型MAGE是MAGE‑A4。

[0166] 在某些实施方案中，肿瘤抗原是甲胎蛋白(AFP)。在某些实施方案中，肿瘤抗原是

肿瘤蛋白p53(p53)。在某些实施方案中，肿瘤抗原是酪氨酸酶。在某些实施方案中，肿瘤抗

原是酪氨酸酶相关蛋白(TRP)。在一些实施方案中，肿瘤抗原是程序性死亡配体1(PD‑L1)或

程序性死亡配体2(PD‑L2)。在各种实施方案中，肿瘤抗原选自由以下组成的组：CD4、CD8、

CD45、CD80和CD86。

[0167] 在一些实施方案中，免疫调节组分是嵌合抗原受体(CAR)或其衍生物。在一些实施

方案中，CAR结合至以下中的一者或多者：甲胎蛋白(AFP)、癌胚抗原(CEA)、上皮肿瘤抗原

(ETA)、粘蛋白1(MUC1)、Tn‑MUC1、粘蛋白16(MUC16)、酪氨酸酶、黑色素瘤相关抗原(MAGE)、

肿瘤蛋白p53(p53)、CD4、CD8、CD45、CD80、CD86、程序性死亡配体1(PD‑L1)、程序性死亡配体
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2(PD‑L2)、NY‑ESO‑1、PSMA、TAG‑72、HER2、GD2、cMET、EGFR、间皮素、VEGFR、α叶酸受体、CE7R、

IL‑3、癌症‑睾丸抗原、MART‑1gp100和TNF相关细胞凋亡诱导配体。

[0168] 在一些实施方案中，额外免疫调节组分是T细胞受体或辅受体的活化剂。在某些实

施方案中，额外免疫调节组分是CD3的活化剂。在某些实施方案中，活化剂是CD3的单克隆抗

体的片段。在某些实施方案中，抗体片段是CD3的单克隆抗体的scFv、(scFv)2、Fab、Fab'和F

(ab')2、F(ab1)2、Fv、dAb或Fd。在某些实施方案中，活化剂是抗CD3的纳米抗体、双特异性抗

体或多特异性抗体。在某些实施方案中，额外免疫调节组分是CD28的活化剂。在某些实施方

案中，活化剂是CD28的单克隆抗体的片段。在某些实施方案中，抗体片段是CD28的单克隆抗

体的scFv、(scFv)2、Fab、Fab'和F(ab')2、F(ab1)2、Fv、dAb或Fd。在某些实施方案中，活化剂

是抗CD28的纳米抗体、双特异性抗体或多特异性抗体。

[0169] 在一些实施方案中，额外免疫调节组分是主要组织相容性复合物(MHC)或其衍生

物。在这些实施方案中的一些实施方案中，额外免疫调节组分是I类MHC或其衍生物。在这些

实施方案中的一些实施方案中，额外免疫调节组分是II类MHC或其衍生物。在这些实施方案

中的一些实施方案中，额外免疫调节组分是III类MHC或其衍生物。

[0170] 在一些实施方案中，额外免疫调节组分是人类白细胞抗原(HLA)或其衍生物。在这

些实施方案中的一些实施方案中，额外免疫调节组分是HLA‑A、HLA‑B、HLA‑C或其衍生物。在

这些实施方案中的一些实施方案中，额外免疫调节组分是HLA‑E、HLA‑F、HLA‑G或其衍生物。

在这些实施方案中的一些实施方案中，额外免疫调节组分是HLA‑DP、HLA‑DQ、HLA‑DR或其衍

生物。

[0171] 在各种实施方案中，免疫调节组分可以是多肽、多核苷酸、多糖、脂质、小分子或毒

素。

[0172] 在一些实施方案中，免疫调节组分可以是蛋白质、肽、糖脂或糖蛋白。

[0173] 在某些实施方案中，免疫调节组分是激动剂。在这些实施方案中的一些实施方案

中，激动剂是诸如激素或神经递质的内源性激动剂。在这些实施方案中的一些其他实施方

案中，激动剂是诸如药物的外源性激动剂。在一些实施方案中，激动剂是可在不结合至受体

的情况下产生激动剂反应的物理激动剂。在一些实施方案中，激动剂是可产生比内源性激

动剂更大的最大反应的超激动剂。在某些实施方案中，激动剂是对受体具有完全功效的完

全激动剂。在某些其他实施方案中，激动剂是相对于完全激动剂而言对受体仅具有部分功

效的部分激动剂。在一些实施方案中，激动剂是可抑制受体的固有活性的反向激动剂。在一

些实施方案中，激动剂是与其他共激动剂一起起作用以对受体产生效应的共激动剂。在某

些实施方案中，激动剂是经由形成共价键而永久结合至受体的不可逆激动剂。在某些实施

方案中，激动剂是用于特定类型的受体的选择性激动剂。

[0174] 在某些实施方案中，免疫调节组分是拮抗剂。在这些实施方案中的一些实施方案

中，拮抗剂是竞争性拮抗剂，其在不活化受体的情况下与内源性配体或激动剂可逆地结合

至受体的相同结合位点。竞争性拮抗剂可影响实现最大反应所必需的激动剂的量。在这些

实施方案中的一些其他实施方案中，拮抗剂是非竞争性拮抗剂，其结合至受体的活性位点

或受体的异位位点。非竞争性拮抗剂可降低可通过任何量的激动剂获得的最大反应的量

值。在一些其他实施方案中，拮抗剂是无竞争性拮抗剂，在其与单独异位结合位点结合之前

需要通过激动剂活化受体。
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[0175] 在各种实施方案中，免疫调节组分包含抗体或抗原结合片段。免疫调节组分可以

是全长蛋白或其片段。抗体或抗原结合片段可来源于天然来源或部分或全部以合成方式产

生。在一些实施方案中，抗体是单克隆抗体。在这些实施方案中的一些实施方案中，单克隆

抗体是IgG抗体。在某些实施方案中，单克隆抗体是IgG1、IgG2、IgG3或IgG4。在一些其他实

施方案中，抗体是多克隆抗体。在某些实施方案中，抗原结合片段选自Fab、Fab'和F(ab')2、

F(ab1)2、Fv、dAb和Fd片段。在某些实施方案中，抗原结合片段是scFv或(scFv)2片段。在某些

其他实施方案中，抗体或抗原结合片段是 (单结构域抗体)。在一些实施方案

中，抗体或抗原结合片段是双特异性抗体或多特异性抗体。

[0176] 在各种实施方案中，抗体或抗原结合片段是完全人类的。在一些实施方案中，抗体

或抗原结合片段是人源化的。在一些实施方案中，抗体或抗原结合片段是嵌合的。在这些实

施方案中的一些实施方案中，嵌合抗体具有非人类V区结构域和人类C区结构域。在一些实

施方案中，抗体或抗原结合片段是非人类的，诸如鼠或家畜的。

[0177] 在一些实施方案中，免疫调节组分是蛋白质、肽、糖脂或糖蛋白。

[0178] 在各种实施方案中，组合物包含两种或更多种上文所提及的免疫调节组分，包括

原子、分子等的混合物、融合物、组合和缀合物。在某些实施方案中，组合物包含与多肽组合

的核酸。在某些实施方案中，组合物包含两种或更多种彼此缀合的多肽。在某些实施方案

中，组合物包含缀合至生物活性分子的蛋白质。在这些实施方案中的一些实施方案中，生物

活性分子是前药。

[0179] 药物组合物

[0180] 药物组合物一般包含多个细胞外囊泡和呈适用于向受试者施用的形式的药学上

可接受的赋形剂或载体。药学上可接受的赋形剂或载体部分由所施用的特定组合物以及由

用于施用组合物的特定方法决定。因此，存在多种多样的包含多个细胞外囊泡的药物组合

物的合适制剂。(参见例如Remington'sPharmaceutical  Sciences,Mack  Publishing  Co.,

Easton,Pa.第21版(2005))。药物组合物一般被配制为无菌的，并且完全符合美国食品药物

管理局(U.S.Food  and  Drug  Administration)的所有良好生产规范(Good  Manufacturing 

Practice，GMP)法规。

[0181] 在一些实施方案中，药物组合物包含一种或多种治疗剂和本文所述的细胞外囊

泡。在一些实施方案中，细胞外囊泡与一种或多种单独治疗剂一起共施用，其中共施用包括

在施用细胞外囊泡之前、在其之后或与其并行施用单独治疗剂。

[0182] 药学上可接受的赋形剂包括一般是安全、无毒且合乎需要的赋形剂，包括是兽医

用途以及人类医药用途可接受的赋形剂。

[0183] 载体或稀释剂的实例包括但不限于水、盐水、林格氏溶液(Ringer's  solution)、

右旋糖溶液和5％人类血清白蛋白。此类介质和化合物用于药学活性物质的用途在本领域

中众所周知。除非任何常规介质或化合物与本文所述的细胞外囊泡不相容，否则考虑其在

组合物中的使用。还可将补充治疗剂掺入组合物中。通常，药物组合物被配制成可与其预期

施用途径相配。细胞外囊泡可通过肠胃外、局部、静脉内、经口、皮下、动脉内、皮内、经皮、经

直肠、颅内、腹膜内、鼻内、肌内途径或以吸入剂形式来施用。在某些实施方案中，静脉内施

用(例如通过注射)包含细胞外囊泡的药物组合物。细胞外囊泡可任选地与至少部分有效地

治疗细胞外囊泡所预期针对的疾病、病症或疾患的其他治疗剂组合施用。
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[0184] 溶液或悬浮液可包括以下组分：诸如水、盐水溶液、固定油、聚乙二醇、甘油、丙二

醇或其他合成溶剂的无菌稀释剂；诸如苄醇或对羟基苯甲酸甲酯的抗菌化合物；诸如抗坏

血酸或亚硫酸氢钠的抗氧化剂；诸如乙二胺四乙酸(EDTA)的螯合化合物；诸如乙酸酯、柠檬

酸酯或磷酸酯的缓冲剂；以及诸如氯化钠或右旋糖的用于调整张力的化合物。pH可用诸如

盐酸或氢氧化钠的酸或碱来调整。制剂可封闭在安瓿、一次性注射器或由玻璃或塑料制成

的多剂量小瓶中。

[0185] 适用于可注射用途的药物组合物包括无菌水溶液(如果是水溶性)或分散液和无

菌散剂。对于静脉内施用，合适载体包括生理盐水、抑菌水、Cremophor  ELTM(BASF ,

Parsippany,N.J.)或磷酸盐缓冲盐水(PBS)。组合物一般是无菌的并且流动性达到一定程

度以至存在易于可注射性。载体可以是含有例如水、乙醇、多元醇(例如甘油、丙二醇和液体

聚乙二醇等)以及它们的合适混合物的溶剂或分散介质。可例如通过使用诸如卵磷脂的包

衣、通过在分散液的情况下维持所需粒度以及通过使用表面活性剂来维持适当的流动性。

对微生物体行动的防止可通过例如对羟基苯甲酸酯、氯丁醇、苯酚、抗坏血酸、硫柳汞等的

各种抗细菌化合物和抗真菌化合物来实现。如果需要，可将例如糖、多元醇(诸如甘露糖醇、

山梨糖醇)和氯化钠的等张化合物添加至组合物中。可通过在组合物中包括例如单硬脂酸

铝和明胶的延迟吸收的化合物来实现可注射组合物的延长吸收。

[0186] 无菌可注射溶液可按需要通过将细胞外囊泡以有效量掺入并且在适当溶剂中与

本文所列举的一种成分或成分组合一起掺入来制备。一般来讲，分散液是通过将细胞外囊

泡掺入含有基础分散介质和任何所需其他成分的无菌媒介物中来制备。在用于制备无菌可

注射溶液的无菌散剂的情况下，制备方法是真空干燥和冷冻干燥，所述制备方法由其先前

经无菌过滤的溶液产生活性成分加上任何额外所需成分的散剂。细胞外囊泡可以呈贮库型

注射剂或植入式制剂的形式施用，所述贮库型注射剂或植入式制剂可按使得允许细胞外囊

泡持续或脉冲式释放的方式来配制。

[0187] 包含细胞外囊泡的组合物的全身性施用还可通过经粘膜手段来进行。对于经粘膜

施用，在制剂中使用适合于待渗透的障壁的渗透剂。此类渗透剂在本领域中是公知的，并且

对于经粘膜施用，包括例如清洁剂、胆汁盐和梭链孢酸衍生物。经粘膜施用可经由使用例如

鼻喷剂来实现。

[0188] 在某些实施方案中，将包含细胞外囊泡的药物组合物静脉内施用至将受益于药物

组合物的受试者中。在某些其他实施方案中，例如通过淋巴管内注射或通过结节内注射(参

见例如Senti等人,PNAS105(46):17908(2008))或通过肌内注射、通过皮下施用、通过直接

注射至胸腺中或至肝脏中来将组合物施用至淋巴系统。

[0189] 在某些实施方案中，将包含细胞外囊泡的药物组合物以液体悬浮液的形式施用。

在某些实施方案中，将药物组合物以能够在施用后形成贮库的制剂的形式施用。在某些优

选实施方案中，贮库将细胞外囊泡缓慢地释放至循环中，或保持呈贮库形式。

[0190] 通常，药学上可接受的组合物被高度纯化为不含污染物，具有生物相容性并且不

具有毒性，并且适合于向受试者施用。如果水是载体的成分，则水经高度纯化并且被处理为

不含例如内毒素的污染物。

[0191] 药学上可接受的载体可以是乳糖、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、明胶、硅酸钙、微晶纤维素、聚乙烯吡咯啶酮、纤维素、水、糖浆、甲
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基纤维素、苯甲酸甲基羟酯、苯甲酸丙基羟酯、滑石、硬脂酸镁和/或矿物油，但不限于此。药

物组合物可还包含润滑剂、润湿剂、甜味剂、香味增强剂、乳化剂、悬浮剂和/或防腐剂。

[0192] 本文所述的药物组合物包含本文所述的细胞外囊泡和任选的药学活性剂或治疗

剂。治疗剂可以是生物剂、小分子剂或核酸剂。

[0193] 提供包含本文所述的包含细胞外囊泡的药物组合物的剂型。在一些实施方案中，

剂型被配制为液体悬浮液以用于静脉内注射。

[0194] 在某些实施方案中，使细胞外囊泡制剂经受例如X射线、γ 射线、β粒子、α粒子、中

子、质子、元素核、UV射线的放射以便损坏残余复制胜任型核酸。

[0195] 在某些实施方案中，使用超过1、5、10、15、20、25、30、35、40、50、60、70、80、90、100

或超过100kGy的照射剂量使细胞外囊泡制剂经受 γ 照射。

[0196] 在某些实施方案中，使用超过0.1、0.5、1、5、10、15、20、25、30、35、40、50、60、70、

80、90、100、200、300、400、500、600、700、800、900、1000、2000、3000、4000、5000、6000、7000、

8000、9000、10000或超过10000mSv的照射剂量使细胞外囊泡制剂经受X射线照射。

[0197] 方法

[0198] 本公开的方面还包括产生包含细胞外囊泡和免疫调节组分的组合物的方法。在一

些实施方案中，所述方法包括：从生产细胞中获得细胞外囊泡，其中生产细胞天然地含有免

疫调节组分；以及任选地分离所获得的细胞外囊泡。在一些实施方案中，所述方法包括：用

免疫调节组分修饰生产细胞；从修饰的生产细胞中获得细胞外囊泡；以及任选地分离所获

得的细胞外囊泡。在一些其他实施方案中，所述方法包括：从生产细胞中获得细胞外囊泡；

分离所获得的细胞外囊泡；以及用免疫调节组分修饰分离的细胞外囊泡。在某些实施方案

中，所述方法还包括将分离的细胞外囊泡配制到药物组合物中。

[0199] 产生细胞外囊泡的方法

[0200] 用免疫调节组分修饰生产细胞的方法

[0201] 在各种实施方案中，所述方法包括用免疫调节组分修饰生产细胞。

[0202] 生产细胞可以是哺乳动物细胞系、植物细胞系、昆虫细胞系、真菌细胞系或原核细

胞系。在某些实施方案中，生产细胞系哺乳动物细胞系。哺乳动物细胞系包括但不限于人类

胚肾(HEK)细胞系、中国仓鼠卵巢(CHO)细胞系、HT‑1080细胞系、海拉细胞系(HeLa  cell 

line)、PERC‑6细胞系、CEVEC细胞系、成纤维细胞系、羊水细胞系、上皮细胞系和间充质干细

胞(MSC)细胞系。在一些优选实施方案中，哺乳动物细胞系可以是HEK‑293细胞、BJ人类包皮

成纤维细胞、fHDF成纤维细胞、 神经元前体细胞、 羊水细胞、脂肪间充质

干细胞或RPTEC/TERT1细胞。生产细胞还可以是原代细胞。在各种实施方案中，原代细胞可

以是原代哺乳动物细胞、原代植物细胞、原代昆虫细胞、原代真菌细胞或原代原核细胞。

[0203] 在某些优选实施方案中，生产细胞是免疫细胞，诸如树突状细胞、T细胞、B细胞、自

然杀伤细胞(NK细胞)、抗原呈递细胞、巨噬细胞、T辅助细胞或调节性T细胞(Treg细胞)。

[0204] 在各种实施方案中，免疫调节组分可在生产细胞中由通过转染 (参见例如

Bacchetti  S,Graham  FL(1977年4月) ."Transfer  of  the  gene  for  thymidine  kinase 

to  thymidine  kinase‑deficient  human  cells  by  purified  herpes  simplex  viral 

DNA".Proceedings  of  the  National  Academy  of  Sciences  of  the  United  States  of 

America .74(4):1590‑4；Kriegler  M(1991) .Transfer  and  Expression:ALaboratory 
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Manual.W.H.Freeman.第96‑97页；Felgner  PL,Gadek  TR,Holm  M,Roman  R,Chan  HW,Wenz 

M ,Northrop  JP ,Ringold  GM ,Danielsen  M(1987年11月) ."Lipofection:a  highly 

efficient ,lipid‑mediated  DNA‑transfection  procedure" .Proceedings  of  the 

National  Academy  of  Sciences  of  the  United  States  of  America .84(21):7413‑7；

Felgner  JH,Kumar  R,Sridhar  CN,Wheeler  CJ,Tsai  YJ,Border  R,Ramsey  P,Martin  M,

Felgner  PL(1994年1月) ."Enhanced  gene  delivery  and  mechanism  studies  with  a 

novel  series  of  cationic  lipid  formulations" .The  Journal  of  Biological 

Chemistry.269(4):2550‑61)、病毒转导(参见例如,Griffiths  AJ,Miller  JH,Suzuki  DT,

Lewontin  RC ,Gelbart  WM(2000) ."Transduction" .An  Introduction  to  Genetic 

Analysis(第7版))、电穿孔(参见例如Neumann ,E；Schaefer‑Ridder ,M；Wang ,Y；

Hofschneider ,PH (1982) ."Gene  transfer  into  mouse  lyoma  cells  by 

electroporation  in  high  electric  fields".The  EMBO  Journal.1(7):841‑5))、挤出

(参见例如Sharei  A,Zoldan  J,Adamo  A,Sim  WY,Cho  N,Jackson  E,Mao  S,Schneider  S,

Han  MJ ,Lytton‑Jean  A ,Basto  PA ,Jhunjhunwala  S ,Lee  J ,Heller  DA ,Kang  JW ,

Hartoularos  GC,Kim  KS,Anderson  DG ,Langer  R ,Jensen  KF(2013年2月) ."A  vector‑

free  microfluidic  platform  for  intracellular  delivery".Proceedings  of  the 

National  Academy  of  Sciences  of  the  United  States  of  America.110(6):2082‑7)、

超声处理(参见例如Yizhi  Song(2007) ."Ultrasound‑mediated  DNA  transfer  for 

bacteria".Nucleic  Acids  Res.35(19):e129.)、细胞融合(参见例如Felgner  PL,Gadek 

TR,Holm  M,Roman  R,Chan  HW,Wenz  M,Northrop  JP,Ringold  GM,Danielsen  M(1987年11

月) ."Lipofection:a  highly  efficient ,lipid‑mediated  DNA‑transfection 

procedure" .Proceedings  of  the  National  Academy  of  Sciences  of  the  United 

States  of  America.84(21):7413‑)或本领域技术人员已知的其他方法而引入生产细胞中

的转基因或mRNA表达。

[0205] 在某些实施方案中，通过转染将免疫调节组分引入生产细胞中。在一些实施方案

中，可使用诸如阳离子型脂质和聚合物的合成巨分子将免疫调节组分引入合适生产细胞中

(Papapetrou等人,Gene  Therapy  12:S118‑S130(2005))。在一些实施方案中，阳离子型脂

质经由电荷相互作用与免疫调节组分一起形成复合物。在这些实施方案中的一些实施方案

中，带正电的复合物结合至带负电的细胞表面并且由细胞通过内吞作用摄取。在一些其他

实施方案中，阳离子型聚合物可用于转染生产细胞。在这些实施方案中的一些实施方案中，

阳离子型聚合物是聚乙烯亚胺(PEI)。在某些实施方案中，可使用诸如磷酸钙、环糊精或聚

凝胺的化学物质以将免疫调节组分引入生产细胞中。还可使用诸如粒子介导的转染、“基因

枪(gene  gun)”、基因枪(biolistics)或粒子轰击技术的物理方法将免疫调节组分引入生

产细胞中(Papapetrou等人,Gene  Therapy  12:S118‑S130(2005))。诸如(例如)β‑半乳糖苷

酶、氯霉素乙酰转移酶、荧光素酶或绿荧光蛋白的报告基因可用于评估生产细胞的转染效

率。

[0206] 在某些实施方案中，通过病毒转导将免疫调节组分引入生产细胞中。多种病毒可

用作基因转移媒介物，这些病毒包括莫洛尼鼠白血病病毒(MMLV)、腺病毒、腺相关病毒

(AAV)、单纯疱疹病毒(HSV)、慢病毒和泡沫病毒。病毒介导的基因转移媒介物包括基于诸如
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腺病毒、腺相关病毒和疱疹病毒的DNA病毒的载体以及基于反转录病毒的载体。

[0207] 在某些实施方案中，通过电穿孔将免疫调节组分引入生产细胞中。电穿孔在细胞

膜中产生瞬时孔隙，允许将各种分子引入细胞中。在一些实施方案中，可通过电穿孔将DNA

和RNA以及多肽和非多肽治疗剂引入生产细胞中。

[0208] 在某些实施方案中，通过显微注射将免疫调节组分引入生产细胞中。在一些实施

方案中，可使用玻璃微量吸液管以将免疫调节组分以微量水平注入生产细胞中。

[0209] 在某些实施方案中，通过挤出将免疫调节组分引入生产细胞中。

[0210] 在某些实施方案中，通过超声处理将免疫调节组分引入生产细胞中。在一些实施

方案中，使生产细胞暴露于高强度声波，引起细胞膜瞬时破坏，从而允许负载免疫调节组

分。

[0211] 在某些实施方案中，通过细胞融合将免疫调节组分引入生产细胞中。在一些实施

方案中，通过电细胞融合引入免疫调节组分。在一些其他实施方案中，使用聚乙二醇(PEG)

以融合生产细胞。在一些其他实施方案中，使用仙台病毒以融合生产细胞。

[0212] 在一些实施方案中，通过低渗透压溶解将免疫调节组分引入生产细胞中。在这些

实施方案中的一些实施方案中，使生产细胞暴露于低离子强度缓冲剂，使其破裂，从而允许

负载免疫调节组分。在一些替代实施方案中，使用针对低渗透压溶液的受控渗析以便使生

产细胞溶胀并且在生产细胞膜中产生孔隙。随后，使生产细胞暴露于允许再密封膜的条件。

[0213] 在一些实施方案中，通过清洁剂处理将免疫调节组分引入生产细胞中。在某些实

施方案中，用温和清洁剂处理生产细胞，此举通过产生孔隙来瞬时损害生产细胞膜，从而允

许负载免疫调节组分。在负载生产细胞之后，将清洁剂洗涤掉，由此再密封膜。

[0214] 在一些实施方案中，通过受体介导的内吞作用将免疫调节组分引入生产细胞中。

在某些实施方案中，生产细胞具有表面受体，所述表面受体在结合免疫调节组分时诱导受

体和相关免疫调节组分的内化。

[0215] 在一些实施方案中，通过过滤将免疫调节组分引入生产细胞中。在某些实施方案

中，可迫使生产细胞和免疫调节组分通过孔隙尺寸小于生产细胞的过滤器，引起生产细胞

膜瞬时破坏并且允许免疫调节组分进入生产细胞中。

[0216] 在一些实施方案中，使生产细胞经受若干次冻融循环，引起细胞膜破坏，从而允许

负载免疫调节组分。

[0217] 用免疫调节组分修饰细胞外囊泡的方法

[0218] 在各种替代实施方案中，在分离细胞外囊泡之后将免疫调节组分直接引入细胞外

囊泡中。

[0219] 在某些实施方案中，通过转染将免疫调节组分引入细胞外囊泡中。在一些实施方

案中，可使用诸如阳离子型脂质和聚合物的合成巨分子将免疫调节组分引入细胞外囊泡中

(Papapetrou等人,Gene  Therapy  12:S118‑S130(2005))。在某些实施方案中，可使用诸如

磷酸钙、环糊精或聚凝胺的化学物质以将免疫调节组分引入细胞外囊泡中。

[0220] 在某些实施方案中，通过电穿孔将免疫调节组分引入细胞外囊泡中。在一些实施

方案中，使细胞外囊泡暴露于电场，此举在细胞外囊泡膜中产生瞬时孔，从而允许负载免疫

调节组分。

[0221] 在某些实施方案中，通过显微注射将免疫调节组分引入细胞外囊泡中。在一些实
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施方案中，可使用玻璃微量吸液管以将免疫调节组分以微量水平直接注入细胞外囊泡中。

[0222] 在某些实施方案中，通过挤出将免疫调节组分引入细胞外囊泡中。

[0223] 在某些实施方案中，通过超声处理将免疫调节组分引入细胞外囊泡中。在一些实

施方案中，使细胞外囊泡暴露于高强度声波，引起细胞外囊泡膜瞬时破坏，从而允许负载免

疫调节组分。

[0224] 在一些实施方案中，可使免疫调节组分缀合至细胞外囊泡的表面。缀合可通过本

领域中已知的方法以化学方式或以酶方式实现。

[0225] 在一些实施方案中，细胞外囊泡包含以化学方式缀合的免疫调节组分。化学缀合

可通过在使用或不使用接头的情况下共价键合免疫调节组分与另一分子来实现。此类缀合

物的形成是在技术人员的技能内并且已知用于实现缀合的各种技术，并且选择由待缀合的

材料所导引的特定技术。在某些实施方案中，使多肽缀合至细胞外囊泡。在某些其他实施方

案中，使诸如脂质、碳水化合物、核酸和小分子的非多肽缀合至细胞外囊泡。

[0226] 在一些实施方案中，通过低渗透压溶解将免疫调节组分引入细胞外囊泡中。在这

些实施方案中的一些实施方案中，使细胞外囊泡暴露于低离子强度缓冲剂，使其破裂，从而

允许负载免疫调节组分。在一些替代实施方案中，使用针对低渗透压溶液的受控渗析以便

使细胞外囊泡溶胀并且在细胞外囊泡膜中产生孔隙。随后，使细胞外囊泡暴露于允许再密

封膜的条件。

[0227] 在一些实施方案中，通过清洁剂处理将免疫调节组分引入细胞外囊泡中。在某些

实施方案中，用温和清洁剂处理细胞外囊泡，此举通过产生孔隙来瞬时损害细胞外囊泡膜，

从而允许负载免疫调节组分。在负载细胞外囊泡之后，将清洁剂洗涤掉，由此再密封膜。

[0228] 在一些实施方案中，通过受体介导的内吞作用将免疫调节组分引入细胞外囊泡

中。在某些实施方案中，细胞外囊泡具有表面受体，所述表面受体在结合免疫调节组分时诱

导受体和相关免疫调节组分的内化。

[0229] 在一些实施方案中，通过机械燃烧将免疫调节组分引入细胞外囊泡中。在某些实

施方案中，可用连接至诸如金微载体的重粒子或带电粒子的免疫调节组分轰击细胞外囊

泡。在这些实施方案中的一些实施方案中，可以机械方式或以电气方式加速粒子以使得粒

子横穿细胞外囊泡膜。

[0230] 在一些实施方案中，通过过滤将免疫调节组分引入细胞外囊泡中。在某些实施方

案中，可迫使细胞外囊泡和免疫调节组分通过孔隙尺寸小于细胞外囊泡的过滤器，引起细

胞外囊泡膜瞬时破坏并且允许免疫调节组分进入细胞外囊泡中。

[0231] 在一些实施方案中，使细胞外囊泡经受若干次冻融循环，引起细胞外囊泡膜破坏，

从而允许负载免疫调节组分。

[0232] 分离细胞外囊泡的方法

[0233] 可将细胞外囊泡从生产细胞中分离。在某些实施方案中，细胞外囊泡由生产细胞

释放至细胞培养基中。预期分离细胞外囊泡的所有已知方式均视为适用于本文中。举例而

言，可采用细胞外囊泡的物理特性以将细胞外囊泡与介质或其他源材料分离，所述分离包

括基于电荷的分离(例如电泳分离)、基于尺寸的分离(例如过滤、分子筛分等)、基于密度的

分离(例如常规离心或梯度离心)、基于Svedberg常数的分离(例如在具有或不具有外力的

情况下的沉降等)。可替代地或除此之外，分离可基于一种或多种生物特性，并且包括可采
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用表面标记物的方法(例如用于沉淀、与固相的可逆结合、FACS分离、特异性配体结合、非特

异性配体结合、亲和纯化等)。

[0234] 分离和富集可按通常包括连续离心的一般并且非选择性方式进行。可替代地，分

离和富集可按诸如使用细胞外囊泡或生产细胞特异性表面标记物的更具特异性和选择性

的方式进行。举例而言，特异性表面标记物可用于免疫沉淀、FACS分选、亲和纯化和与珠粒

结合配体的磁力分离。

[0235] 在一些实施方案中，可利用尺寸排阻色谱法以分离细胞外囊泡。尺寸排阻色谱技

术是本领域已知的。本文提供了示例性的非限制性技术。在一些实施方案中，空隙体积级分

经分离并且包含目标细胞外囊泡。此外，在一些实施方案中，可在如本领域中公知的通过离

心技术(对一种或多种色谱法级分)进行色谱分离之后进一步分离细胞外囊泡。在一些实施

方案中，举例而言，可利用密度梯度离心以进一步分离细胞外囊泡。在某些实施方案中，进

一步分离生产细胞来源的细胞外囊泡与其他起源的细胞外囊泡可以是合乎需要的。举例而

言，可通过使用对生产细胞具有特异性的抗原抗体进行免疫吸附捕获来使生产细胞来源的

细胞外囊泡与非生产细胞来源的细胞外囊泡分离。

[0236] 在一些实施方案中，细胞外囊泡分离可涉及多种方法的组合，所述方法包括但不

限于差速离心、基于尺寸的膜过滤、免疫沉淀、FACS分选和磁力分离。

[0237] 测量细胞外囊泡尺寸的方法

[0238] 在一些实施方案中，本文所述的方法包括测量细胞外囊泡和/或细胞外囊泡群的

尺寸。一般来讲，细胞外囊泡尺寸测量是最长可测量尺寸。一般来讲，细胞外囊泡的最长可

测量尺寸还称为其直径。

[0239] 细胞外囊泡尺寸可使用动态光散射(DLS)和/或多角度光散射(MALS)来测量。使用

DLS和/或MALS测量细胞外囊泡尺寸的方法是本领域技术人员已知的，并且包括纳米粒子追

踪测定(NTA，例如使用Malvern  NanoSight  NS300纳米粒子追踪装置)。在特定实施方案中，

使用Malvern  NanoSight  NS300测定细胞外囊泡尺寸。在一些实施方案中，如通过NTA(例

如，使用Malvern  NanoSight  NS300)所测量，本文所述的细胞外囊泡的最长尺寸为约20‑

300nm。在其他实施方案中，如通过NTA(例如，使用Malvern  NanoSight  NS300)所测量，本文

所述的细胞外囊泡的最长尺寸为约40‑200nm。在其他实施方案中，本文所述的细胞外囊泡

群包含群体，其中如通过NTA(例如，使用Malvern  NanoSight  NS300)所测量，90％的细胞外

囊泡的最长尺寸为约20‑300nm。在其他实施方案中，本文所述的细胞外囊泡群包含群体，其

中如通过NTA(例如，使用Malvern  NanoSight  NS300)所测量，95％的细胞外囊泡的最长尺

寸为约20‑300nm。在其他实施方案中，本文所述的细胞外囊泡群包含群体，其中如通过NTA

(例如，使用Malvern  NanoSight  NS300)所测量，99％的细胞外囊泡的最长尺寸为约20‑

300nm。在其他实施方案中，本文所述的细胞外囊泡群包含群体，其中如通过NTA(例如，使用

Malvern  NanoSight  NS300)所测量，90％的细胞外囊泡的最长尺寸为约40‑200nm。在其他

实施方案中，本文所述的细胞外囊泡群包含群体，其中如通过NTA(例如，使用Malvern 

NanoSight  NS300)所测量，95％的细胞外囊泡的最长尺寸为约40‑200nm。在其他实施方案

中，本文所述的细胞外囊泡群包含群体，其中如通过NTA(例如，使用Malvern  NanoSight 

NS300)所测量，99％的细胞外囊泡的最长尺寸为约40‑200nm。

[0240] 细胞外囊泡尺寸可使用可调电阻脉冲传感(TRPS)来测量。在特定实施方案中，使
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用iZON  qNANO  Gold来测定如通过TRPS所测量的细胞外囊泡尺寸。在一些实施方案中，如通

过TRPS(例如，使用iZON  qNano  Gold)所测量，本文所述的细胞外囊泡的最长尺寸为约20‑

300nm。在其他实施方案中，如通过TRPS(例如，iZON  qNano  Gold)所测量，本文所述的细胞

外囊泡的最长尺寸为约40‑200nm。在其他实施方案中，本文所述的细胞外囊泡群包含群体，

其中如通过TRPS(例如，使用iZON  qNano  Gold)所测量，90％的细胞外囊泡的最长尺寸为约

20‑300nm。在其他实施方案中，本文所述的细胞外囊泡群包含群体，其中如通过TRPS(例如，

使用iZON  qNano  Gold)所测量，95％的细胞外囊泡的最长尺寸为约20‑300nm。在其他实施

方案中，本文所述的细胞外囊泡群包含群体，其中如通过TRPS(例如，使用iZON  qNano 

Gold)所测量，99％的细胞外囊泡的最长尺寸为约20‑300nm。在其他实施方案中，本文所述

的细胞外囊泡群包含群体，其中如通过TRPS(例如，使用iZON  qNano  Gold)所测量，90％的

细胞外囊泡的最长尺寸为约40‑200nm。在其他实施方案中，本文所述的细胞外囊泡群包含

群体，其中如通过TRPS(例如，使用iZON  qNano  Gold)所测量，95％的细胞外囊泡的最长尺

寸为约40‑200nm。在其他实施方案中，本文所述的细胞外囊泡群包含群体，其中如通过TRPS

(例如，使用iZON  qNano  Gold)所测量，99％的细胞外囊泡的最长尺寸为约40‑200nm。

[0241] 细胞外囊泡尺寸可使用电子显微镜法来测量。在一些实施方案中，用于测量细胞

外囊泡尺寸的电子显微镜法是透射电子显微镜法。在特定实施方案中，用于测量细胞外囊

泡尺寸的透射电子显微镜是TecnaiTM  G2  Spirit  BioTWIN。使用电子显微镜测量细胞外囊

泡尺寸的方法是本领域的技术人员所熟知的，并且任何这种方法都可适合于测量细胞外囊

泡尺寸。在一些实施方案中，如通过扫描电子显微镜(例如TecnaiTM  G2  Spirit  BioTWIN扫

描电子显微镜)所测量，本文所述的细胞外囊泡的最长尺寸为约20‑300nm。在其他实施方案

中，如通过扫描电子显微镜(例如TecnaiTM  G2  Spirit  BioTWIN扫描电子显微镜)所测量，本

文所述的细胞外囊泡的最长尺寸为约40‑200nm。在其他实施方案中，本文所述的细胞外囊

泡群包含群体，其中如通过扫描电子显微镜(例如TecnaiTM  G2  Spirit  BioTWIN扫描电子显

微镜)所测量，90％的细胞外囊泡的最长尺寸为约20‑300nm。在其他实施方案中，本文所述

的细胞外囊泡群包含群体，其中如通过扫描电子显微镜(例如TecnaiTM  G2  Spirit  BioTWIN

扫描电子显微镜)所测量，95％的细胞外囊泡的最长尺寸为约20‑300nm。在其他实施方案

中，本文所述的细胞外囊泡群包含群体，其中如通过扫描电子显微镜(例如TecnaiTM
  G2

 

Spirit  BioTWIN扫描电子显微镜)所测量，99％的细胞外囊泡的最长尺寸为约20‑300nm。在

其他实施方案中，本文所述的细胞外囊泡群包含群体，其中如通过扫描电子显微镜(例如

TecnaiTM  G2  Spirit  BioTWIN扫描电子显微镜)所测量，90％的细胞外囊泡的最长尺寸为约

40‑200nm。在其他实施方案中，本文所述的细胞外囊泡群包含群体，其中如通过扫描电子显

微镜(例如TecnaiTM  G2  Spirit  BioTWIN扫描电子显微镜)所测量，95％的细胞外囊泡的最

长尺寸为约40‑200nm。在其他实施方案中，本文所述的细胞外囊泡群包含群体，其中如通过

扫描电子显微镜(例如TecnaiTM  G2  Spirit  BioTWIN扫描电子显微镜)所测量，99％的细胞

外囊泡的最长尺寸为约40‑200nm。

[0242] 用于测定巨噬细胞极化的方法

[0243] 本文公开了用于使用包含一种或多种抑制巨噬细胞靶基因表达的免疫调节组分

的细胞外囊泡增加从M2表型向M1表型的巨噬细胞极化的方法和组合物。组合物优先由巨噬

细胞摄取(相较于诸如T细胞、B细胞、巨噬细胞或树突状细胞的其他细胞类型而言)，并且在
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增加巨噬细胞极化方面与等摩尔量的单独免疫调节组分相比效果相同或更为有效。包括检

测巨噬细胞的M2和M1表型的用于测定巨噬细胞极化的方法可通过本领域中已知的用于测

定M2和M1表型的任何方法来执行。可针对泛巨噬细胞以及M2和M1巨噬细胞的标记物对组织

切片(例如来自肿瘤活检物)、血液样品等进行测定(例如染色)，所述标记物包括但不限于

M2细胞表面标记物(例如YM1、FIZZ1、Dectin‑1、MGL)、M2相关细胞因子(例如IL‑10、TGFβ、
PGE2、CCL2、CCL17、CCL18、CCL22和CCL24)、M1相关细胞因子(例如INF γ 、IL‑12、IL‑23、TNF
α、IL‑6、IL‑1、CCL5、CSCL9、CXCL10和CXCL11)、生长因子(例如VEGF‑A、VEGF‑C、EGF和TGF‑

β)、酶(例如基质金属蛋白酶MMP2、MMP9、半胱氨酸组织蛋白酶)、M2相关miRNA(例如

miRNA146a、miRNA  let  7b和miR‑223)和/或M1相关miRNA(例如miRNA155、miR‑33)。参见例

如Mosser,D.M.,&Edwards,J.P.(2008) .Exploring  the  full  spectrum  of  macrophage 

activation.Nature  Reviews  Immunology ,8(12) ,958‑969；Murray ,P.J .,Allen ,J .E.,

Biswas ,S .K .,Fisher ,E .A .,Gilroy ,D .W .,Goerdt ,S .,Wynn ,T .A .(2014) .Macrophage 

a c t i v a t i o n  a n d  p o l a r i z a t i o n : n o m e n c l a t u r e  a n d  e x p e r i m e n t a l 

guidelines.Immunity,41(1) ,14‑20。样品内的巨噬细胞和/或巨噬细胞组分、分泌物或巨

噬细胞活动(参见例如Gautier ,E .L .,Shay ,T .,Miller ,J .,Greter ,M .,Jakubzick ,C .,

Ivanov,S.,Randolph,G .J .(2007) .Gene  expression  profiles  and  transcriptional 

regulatory  pathways  underlying  mouse  tissue  macrophage  identity  and 

diversity,Nature  Immunology13(11) ,1118‑1128)可通过流式细胞术、免疫组织化学、免

疫印迹法、定量PCR或本领域中已知的检测生物样品中的细胞或细胞产物的任何其他方法

来检测。

[0244] 治疗癌症的方法

[0245] 此外，本文提供了治疗受试者的癌症的方法。

[0246] 在各种实施方案中，向患有癌症的受试者施用具有包含一种或多种免疫调节组分

的细胞外囊泡(例如外泌体)的组合物，所述一种或多种免疫调节组分抑制至少一种基因并

由此增加从M2表型向M1表型的巨噬细胞极化。在这些实施方案中的一些实施方案中，组合

物可上调免疫反应并且增强受试者的免疫系统的肿瘤靶向。在一些方面，增加的从M2表型

向M1表型的巨噬细胞极化本身上调受试者的免疫反应并且增强受试者的免疫系统的肿瘤

靶向。一些作者提及M2d亚型活化作为对IL‑6和腺苷的反应，并且这些巨噬细胞还称为肿瘤

相关巨噬细胞(TAM)。参见例如 T .(2015) .Understanding  the  Mysterious  M2 

Macrophage  through  Activation  Markers  and  Effector  Mechanisms .Mediators  of 

Inflammation ,2015 ,1‑16；Funes ,S .C .,Rios ,M .,Escobar‑Vera ,J .和Kalergis ,A .M .

(2018) .Implications  of  macrophage  polarization  in  autoimmunity.Immunology,154

(2) ,186‑195；以及Q.Wang ,H.Ni,L.Lan,X.Wei,R.Xiang和Y.Wang ,“Fra‑1protooncogene 

regulates  IL6  expression  in  macrophages  and  promotes  the  generation  of  M2d 

macrophages ,”Cell  Research ,第20卷 ,第6号 ,第701‑712页 ,2010。肿瘤相关巨噬细胞

(TAM)的典型之处在于它们诸如癌细胞运动性促进、癌转移形成和血管生成的促肿瘤功能，

并且它们的形成取决于在发展肿瘤中存在的微环境因子。TAM产生免疫抑制性细胞因子(如

IL‑10、TGFβ、PGE2和极少量的NO或ROI)和低水皮的炎性细胞因子(IL‑12、IL‑1β、TNFα、IL‑
6)。TAM呈递肿瘤相关抗原的能力以及T细胞和NK细胞的抗肿瘤功能的刺激降低。此外，TAM
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不能够溶解肿瘤细胞。https://en .wikipedia .org/wiki/Macrophage_polarization‑

cite_note‑Sica2008‑31如已经由递送剂以改变TAM的募集和分布、耗竭现存TAM或诱导TAM

从M2表型向M1表型的再教育所证实，TAM靶向可以是新颖抗癌治疗策略。参见例如Lewis ,

Claire  E.,and  Jeffrey  W.Pollard ."Distinct  role  of  macrophages  in  different 

tumor  microenvironments."Cancer  research  66.2(2006):605‑612；Sica,Antonio等人"

Macrophage  polarization  in  tumour  progression."Seminars  in  Cancer  Biology.第

18卷 .第5期.Academic  Press ,2008；Sica ,Antonio等人Autocrine  production  of  IL‑

10mediates  defective  IL‑12production  and  NF‑kappa  B  activation  in  tumor‑

associated  macrophages.J  Immunol.2000年1月15日；164(2):762‑7；Cuccarese,Michael 

F.；Dubach,J.Matthew；Pfirschke,Christina；Engblom,Camilla；Garris,Christopher；

Miller,Miles  A.；Pittet,Mikael  J.；Weissleder,Ralph(2017‑02‑08) ."Heterogeneity 

of  macrophage  infiltration  and  therapeutic  response  in  lung  carcinoma 

revealed  by  3D  organ  imaging".Nature  Communications.8:14293；Zeisberger,S  M；

Odermatt ,B；Marty ,C； A  H  M；Ballmer‑Hofer ,K；Schwendener ,R  A

(2006‑07‑11) ."Clodronate‑liposome‑mediated  depletion  of  tumour‑associated 

macrophages:anew  and  highly  effective  antiangiogenic  therapy  approach"

.British  Journal  of  Cancer.95(3):272‑281；Rodell,Christopher  B.；Arlauckas,Sean 

P.；Cuccarese ,Michael  F .；Garris ,Christopher  S.；Li ,Ran；Ahmed ,Maaz  S.；Kohler,

Rainer  H .；Pittet ,Mikael  J .；Weissleder ,Ralph(2018‑05‑21) ."TLR7/8‑agonist‑

loaded  nanoparticles  promote  the  polarization  of  tumour‑associated 

macrophages  to  enhance  cancer  immunotherapy".Nature  Biomedical  Engineering；

Guerriero,Jennifer  L.；Sotayo,Alaba；Ponichtera,Holly  E.；Castrillon,Jessica  A.；

Pourzia,Alexandra  L.；Schad,Sara；Johnson,Shawn  F.；Carrasco,Ruben  D.；Lazo,Suzan

(2017年3月) ."Class  IIa  HDAC  inhibition  reduces  breast  tumours  and  metastases 

through  anti‑tumour  macrophages".Nature.543(7645):428‑432。

[0247] 在一些实施方案中，所治疗的癌症的特征在于白细胞(T细胞、B细胞、巨噬细胞、树

突状细胞、单核细胞)向肿瘤微环境或所谓的“热肿瘤”或“炎性肿瘤”中的浸润。在一些实施

方案中，所治疗的癌症的特征在于低水平或不可检测水平的白细胞向肿瘤微环境或所谓的

“冷肿瘤”或“非炎性肿瘤”中的浸润。在一些实施方案中，组合物的施用量和持续时间足以

将“冷肿瘤”转化成“热肿瘤”，即所述施用导致白细胞(诸如T细胞)浸润至肿瘤微环境中。

[0248] 在一些实施方案中，组合物包含细胞外囊泡和超过一种免疫调节组分的组合，所

述超过一种免疫调节组分包括促进从M2表型向M1表型的巨噬细胞极化的组分，和另外增强

免疫反应的组分，诸如检查点阻断抑制剂，例如靶向CTLA‑4的伊匹单抗、靶向PD‑1的纳武单

抗、赛咪单抗和派姆单抗以及各自靶向PD‑L1的阿特珠单抗、阿维鲁单抗、度伐鲁单抗；和

CSFR‑1的抑制剂，诸如吡昔替尼、PLX7486、ARRY‑382、JNJ‑40346527、BLZ945、埃玛图单抗、

AMG820、IMC‑CS4和卡比拉单抗。作为用于患有癌症的受试者的治疗的这些组合物施用可进

一步上调免疫反应并且经由免疫调节组分的组合作用增强受试者的免疫系统的肿瘤靶向。

[0249] 在一些实施方案中，额外免疫调节组分是靶向CTLA‑4、PD‑1、PD‑L1或CSF1‑R的抗

体或活性片段。在实施方案中，抗体或其活性片段包含与伊匹单抗的CDR至少90％、91％、
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92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％同一的CDR。在实施方案中，抗体或其

活性片段包含与纳武单抗的CDR至少90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、

99％或100％同一的CDR。在实施方案中，抗体或其活性片段包含与赛咪单抗的CDR至少

90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％同一的CDR。在实施方案

中，抗体或其活性片段包含与派姆单抗的CDR至少90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、

97％、98％、99％或100％同一的CDR。在实施方案中，抗体或其活性片段包含与阿特珠单抗

的CDR至少90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％同一的CDR。在

实施方案中，抗体或其活性片段包含与阿维鲁单抗的CDR至少90％、91％、92％、93％、94％、

95％、96％、97％、98％、99％或100％同一的CDR。在实施方案中，抗体或其活性片段包含与

度伐鲁单抗的CDR至少90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％同

一的CDR。在实施方案中，抗体或其活性片段包含与吡昔替尼的CDR至少90％、91％、92％、

93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％同一的CDR。在实施方案中，抗体或其活性

片段包含与PLX7486的CDR至少90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或

100％同一的CDR。在实施方案中，抗体或其活性片段包含与ARRY‑382的CDR至少90％、91％、

92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％同一的CDR。在实施方案中，抗体或其

活性片段包含与JNJ‑40346527的CDR至少90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、

98％、99％或100％同一的CDR。在实施方案中，抗体或其活性片段包含与BLZ945的CDR至少

90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％同一的CDR。在实施方案

中，抗体或其活性片段包含与埃玛图单抗的CDR至少90％、91％、92％、93％、94％、95％、

96％、97％、98％、99％或100％同一的CDR。在实施方案中，抗体或其活性片段包含与AMG820

的CDR至少90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％同一的CDR。在

实施方案中，抗体或其活性片段包含与IMC‑CS4的CDR至少90％、91％、92％、93％、94％、

95％、96％、97％、98％、99％或100％同一的CDR。在实施方案中，抗体或其活性片段包含与

卡比拉单抗的CDR至少90％、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或100％同

一的CDR。

[0250] 在一些实施方案中，向受试者施用包含细胞外囊泡和免疫调节组分的组合物作为

癌症疫苗。在这些实施方案中的一些实施方案中，向受试者施用组合物作为个人化癌症疫

苗。在一些实施方案中，免疫调节组分是肿瘤抗原或来源于肿瘤抗原的肽。合适肿瘤抗原的

实例包括：甲胎蛋白(AFP)、癌胚抗原(CEA)、上皮肿瘤抗原(ETA)、粘蛋白1(MUC1)、Tn‑MUC1、

粘蛋白16(MUC16)、酪氨酸酶、黑色素瘤相关抗原(MAGE)、肿瘤蛋白p53(p53)、CD4、CD8、

CD45、CD80、CD86、程序性死亡配体1(PD‑L1)、程序性死亡配体2(PD‑L2)、NY‑ESO‑1、PSMA、

TAG‑72、HER2、GD2、cMET、EGFR、间皮素、VEGFR、α叶酸受体、CE7R、IL‑3、癌症‑睾丸抗原、

MART‑1gp100和TNF相关细胞凋亡诱导配体。在某些实施方案中，肿瘤抗原来源于参考基因

组序列。在某些实施方案中，肿瘤抗原来源于接受组合物的受试者的基因组序列。

[0251] 可用组合物治疗的癌症包括但不限于表5中所列出的癌症。

[0252] 调节巨噬细胞中的基因表达、转录网络和极化的方法

[0253] 一些实施方案提供了调节巨噬细胞中的基因表达的方法，所述方法包括向受试者

施用包含一种或多种免疫调节组分的细胞外囊泡，其中所述免疫调节组分靶向基因，并且

其中所述调节等于或大于通过施用等摩尔量的靶向基因的游离免疫调节组分所产生的调
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节。还提供了抑制巨噬细胞中的基因表达的方法，所述方法包括向受试者施用包含一种或

多种免疫调节组分的细胞外囊泡，其中所述免疫调节组分靶向基因，并且其中所述抑制等

于或大于通过施用等摩尔量的靶向基因的游离免疫调节组分所产生的抑制。一些实施方案

提供了阻遏巨噬细胞中的基因的下游靶标的方法，所述方法包括向受试者施用包含一种或

多种免疫调节组分的细胞外囊泡，其中所述免疫调节组分靶向基因，并且其中所述阻遏等

于或大于通过施用等摩尔量的靶向基因的游离免疫调节组分所产生的阻遏。一些实施方案

提供了改变巨噬细胞群的极化的方法，所述方法包括向受试者施用包含一种或多种免疫调

节组分的细胞外囊泡，其中所述免疫调节组分靶向基因，并且其中所述极化改变等于或大

于通过施用等摩尔量的靶向基因的游离免疫调节组分所产生的极化改变。在一些实施方案

中，细胞外囊泡是外泌体。在一些实施方案中，免疫调节组分是ASO。在一些实施方案中，极

化中的改变是从M2表型向M1表型的变化。

[0254] 治疗纤维化疾患的方法

[0255] 此外，本文提供了治疗受试者的纤维化疾患的方法，所述方法包括向有需要的受

试者施用有效量的包含有包含免疫调节组分的外泌体的组合物，所述免疫调节组分将巨噬

细胞从M2表型再极化成M1表型。在一些实施方案中，纤维化疾患是肺纤维化、肝纤维化或胰

腺纤维化。在某些实施方案中，肝纤维化是非酒精性脂肪性肝炎或NASH。参见例如参见Mayo 

Clinic  Staff."Definition[of  pulmonary  fibrosis]".Mayo  Foundation  for  Medical 

Education  and  Research.原始内容存档于2014年7月15日.于2014年7月26日检索，可在

webmayoclinic.org/diseases‑conditions/pulmonary‑fibrosis/symptoms‑causes/syc‑

20353690在全球范围内找到；Ferri  FF .Idiopathic  pulmonary  fibrosis .Ferri '

sClinical  Advisor  2016 .Philadelphia ,Pa .:Mosby  Elsevier；2016；Gross  TJ ,

Hunninghake  GW(2001) ."Idiopathic  pulmonary  fibrosis".N  Engl  J  Med.345(7):517‑

525；Friedman  LS(2014) .Current  medical  diagnosis  and  treatment  2014.[S.l.]:

Mcgraw‑Hill.pp.第16章.Liver,Biliary  Tract,&Pancreas  Disorders；Chalasani  N ,

Younossi  Z,Lavine  JE,Charlton  M,Cusi  K,Rinella  M,Harrison  SA,Brunt  EM,Sanyal 

AJ(2018年1月) ."The  diagnosis  and  management  of  nonalcoholic  fatty  liver 

disease:Practice  guidance  from  the  American  Association  for  the  Study  of 

Liver  Diseases".Hepatology .67(1):328‑357；Xue  J ,Sharma  V,Hsieh  MH,Chawla  A,

Murali  R,Pandol  SJ,Habtezion  A.Nat  Commun.2015年5月18日；6:7158。

[0256] 施用模式

[0257] 在一些实施方案中，将组合物静脉内施用至受试者循环系统。在一些实施方案中，

将组合物输注在合适液体中并且施用至受试者静脉中。

[0258] 在一些实施方案中，将组合物动脉内施用至受试者循环系统。在一些实施方案中，

将组合物输注在合适液体中并且施用至受试者动脉中。

[0259] 在一些实施方案中，通过鞘内施用向受试者施用组合物。在一些实施方案中，将组

合物经由注射剂施用至椎管中，或施用至蛛网膜下隙中以使得组合物到达脑脊液(CSF)。

[0260] 在一些实施方案中，通过鼻内施用向受试者施用组合物。在一些实施方案中，可以

局部施用或全身性施用的形式经由鼻吹入组合物。在某些实施方案中，将组合物以鼻喷剂

形式施用。
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[0261] 在一些实施方案中，通过腹膜内施用向受试者施用组合物。在一些实施方案中，将

组合物输注在合适液体中并且注射至受试者腹膜中。在一些实施方案中，所述腹膜内施用

导致组合物(例如组合物中的细胞外囊泡)分布至淋巴管。在一些实施方案中，所述腹膜内

施用导致组合物(例如组合物中的细胞外囊泡)分布至胸腺、脾脏和/或骨髓。在一些实施方

案中，所述腹膜内施用导致组合物(例如组合物中的细胞外囊泡)分布至一个或多个淋巴

结。在一些实施方案中，所述腹膜内施用导致组合物(例如组合物中的细胞外囊泡)分布至

颈部淋巴结、腹股淋巴结、纵隔淋巴结或胸骨淋巴结中的一者或多者。在一些实施方案中，

所述腹膜内施用导致组合物(例如组合物中的细胞外囊泡)分布至胰脏。

[0262] 在一些实施方案中，通过眼周施用向受试者施用组合物。在一些实施方案中，将组

合物注射至眼周组织中。眼周药物施用包括结膜下、前房眼球筋膜囊下、后房眼球筋膜囊下

和眼球后施用途径。

[0263] 在一些实施方案中，通过多种施用途径将组合物施用至同一受试者中。在一些实

施方案中，所述多种施用途径包括静脉内施用、动脉内施用、鞘内施用、鼻内施用、腹膜内施

用和/或眼周施用。在优选实施方案中，所述多种施用途径包括静脉内施用和腹膜内施用。

[0264] 在某些实施方案中，细胞外囊泡的剂量在1ng至10ng、10ng至100ng、100ng至1μg、1
μg至5μg、5μg至10μg、10μg至50μg、50μg至75μg、75μg至100μg、100μg至150μg、150μg至200μ
g、200μg至300μg、300μg至500μg、500μg至1mg或1mg至10mg之间。

[0265] 可向受试者施用一次组合物。可替代地，可在一段时间内执行多次施用。举例而

言，可给与受试者两次、三次、四次、五次或更多次施用。在一些实施方案中，可按照需要给

与施用例如持续与疾病、病症或疾患相关症状持续时间一样长的时间。在一些实施方案中，

可针对受试者生命的剩余时间指定重复施用。治疗期可变化并且可例如不超过一年、六个

月、三个月、两个月、一个月、两周、一周、三天、两天或不超过一天。

[0266] 在某些实施方案中，以诸如每日一次、每隔一天、每周一次、每周两次、每月一次或

每月两次的间隔施用细胞外囊泡的剂量。

[0267] 在一些实施方案中，以足以有效地使靶细胞或组织中的免疫调节组分的浓度增加

至高于与疾病、病症或疾患症状相关联的水平的频率施用药物组合物。

[0268] 在一些实施方案中，在治疗期内至少两次施用组合物以使得治疗疾病、病症或疾

患，或改善其症状。在一些实施方案中，在治疗期内至少两次施用组合物以使得治疗疾病、

病症或疾患，或预防其症状。在一些实施方案中，在治疗期内施用足够次数的药物组合物以

使得在治疗期间将足够量的免疫调节组分递送至靶细胞或组织。在一些实施方案中，在治

疗期内施用足够次数的药物组合物以使得在治疗期间将足够量的免疫调节组分递送至靶

细胞或组织，以使得预防、减轻、改善或延迟疾病、病症或疾患的一种或多种症状。在一些实

施方案中，增加靶细胞或组织中的免疫调节组分浓度包括增加峰值浓度，而在其他实施方

案中，其包括增加平均浓度。在一些实施方案中，治疗期间的实质性增加可通过比较受试者

中的治疗期前或治疗期后或通过比较在经历治疗的群体中进行的测量与经匹配的未经治

疗的对照种群中进行的测量来确定。

[0269] 在一些实施方案中，每个治疗期施用足够次数的药物组合物，使得靶细胞或组织

中的免疫调节组分的浓度增加持续至少约一周、两周、三周、四周、一个月、两个月、三个月、

四个月、五个月、六个月或超过六个月。在一些实施方案中，每个治疗期施用足够次数的药
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物组合物，使得靶细胞或组织中的免疫调节组分的浓度增加持续至少与治疗期一样长的时

间。

[0270] 在一些实施方案中，治疗期内重复施用之间的时间间隔不会比循环中的细胞外囊

泡的数目减少至小于所施用药物组合物中所存在细胞外囊泡数目的约5％、10％、15％、

20％、25％、30％、35％、40％、45％、50％、55％、60％、65％、70％、75％、80％、85％、90％或

95％的时间更长。

[0271] 在一些实施方案中，治疗方法还包括在注射合适治疗剂量的具有治疗剂的细胞外

囊泡之前，注射一次或多次剂量的非治疗性细胞外囊泡。在某些实施方案中，将非治疗性细

胞外囊泡与治疗性细胞外囊泡分开施用，并且以不同于治疗性细胞外囊泡的剂量施用。在

某些实施方案中，非治疗性细胞外囊泡的剂量大于治疗性细胞外囊泡的剂量。在某些其他

实施方案中，非治疗性细胞外囊泡的剂量小于治疗性细胞外囊泡的剂量。在某些实施方案

中，非治疗性细胞外囊泡的剂量与治疗性细胞外囊泡的剂量相同。在各种实施方案中，在注

射合适剂量的治疗性细胞外囊泡之前先注射非治疗性细胞外囊泡的方法减少了肝脏、肺脏

和/或脾脏中的治疗性细胞外囊泡的更新。参见共有PCT申请PCT/US2017/047794，所述申请

出于所有目的以引用方式并入本文。

[0272] 至少部分地基于靶组织、靶细胞类型、施用方式、细胞外囊泡的物理特征(例如尺

寸，并且在一些情况下指分子的递送程度)和其他决定因素提供有效量的组合物。一般来

讲，有效量的组合物提供有效的靶细胞细胞反应。增加的效率可由宿主受试者的增加的细

胞转染(即，经细胞外囊泡成分转染的细胞的百分比)、增加的细胞反应或减少的先天性免

疫反应来证实。

[0273] 细胞外囊泡及其药物组合物的施用剂量和频率可例如由主治医师基于诸如疾病

严重程度、患者年龄、性别和饮食、任何炎症的严重程度、施用时间和其他临床因素的各种

因素来决定。在实施例中，静脉内施用是以最低限度有效的剂量开始，并且在经预先选择的

时程内增加剂量直至观测到正效应为止。随后，将递增的剂量增加限于产生有效对应增加

的水平，同时考虑可能出现的任何副作用。

[0274] 另外的实施方案

[0275] 其他方面和实施方案提供于以下编号项目中。

[0276] 1 .一种细胞外囊泡，所述细胞外囊泡包含一种或多种核酸分子，所述一种或多种

核酸分子抑制至少一种基因并由此增加从M2表型向M1表型的巨噬细胞极化。

[0277] 2.如实施方案1所述的细胞外囊泡，其中所述细胞外囊泡是外泌体。

[0278] 3.如实施方案1或2所述的细胞外囊泡，其中所述核酸是抑制性RNA。

[0279] 4 .如实施方案1‑3中任一项所述的细胞外囊泡，其中所述抑制性RNA是反义RNA、

siRNA、ShRNA、miRNA、lncRNA或前体miRNA。

[0280] 5.如实施方案1‑4中任一项所述的细胞外囊泡，其中所述至少一种基因选自由以

下组成的组：

[0281] KRAS、HRAS、NRAS、HIF1‑α、HIF1‑β、Sp1、P300、LKB1、AMPK、STAT3、STAT6、n‑MYC和c‑

MYC、HCAR1、A2AB、IDO、TDO、精氨酸酶、谷氨酰胺酶和PKM2。

[0282] 6.如实施方案5所述的细胞外囊泡，其中所述基因是KRAS。

[0283] 7.如实施方案6所述的细胞外囊泡，其中所述核酸是靶向野生型人类KRAS的抑制
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性RNA。

[0284] 8.如实施方案7所述的细胞外囊泡，其中所述抑制性RNA还靶向小鼠KrasG12D。

[0285] 9.如实施方案1‑8中任一项所述的细胞外囊泡，其中所述巨噬细胞是肿瘤驻留巨

噬细胞。

[0286] 10.如实施方案9所述的细胞外囊泡，其中所述肿瘤是胰腺肿瘤。

[0287] 11 .如实施方案1‑10中任一项所述的细胞外囊泡，所述细胞外囊泡还包含额外免

疫调节组分。

[0288] 12.如实施方案11所述的细胞外囊泡，其中所述额外免疫调节组分是小分子药物、

抗体或治疗性蛋白质。

[0289] 13.如实施方案12所述的细胞外囊泡，其中所述抗体是免疫检查点抑制剂。

[0290] 14.一种药物组合物，所述药物组合物包含如实施方案1‑13中任一项所述的细胞

外囊泡。

[0291] 15.一种治疗有需要的患者的疾病的方法，所述方法包括向所述患者施用如实施

方案1‑13中任一项所述的细胞外囊泡或如实施方案14所述的药物组合物，由此治疗所述患

者的所述疾病。

[0292] 16.如实施方案15所述的方法，其中所述疾病是癌症。

[0293] 17.如实施方案15或16所述的方法，其中所述患者是人类。

[0294] 18.如实施方案1‑17中任一项所述的方法，其中所述核酸是靶向原癌基因的抑制

性RNA。

[0295] 19.如实施方案18所述的方法，其中所述原癌基因是人类KRAS。

[0296] 20.如实施方案19所述的方法，其中所述癌症是胰腺癌。

[0297] 21.如实施方案15‑20中任一项所述的方法，所述方法还包括执行至少第二疗法。

[0298] 22.如实施方案21所述的方法，其中所述第二疗法包括手术疗法、化学疗法、放射

疗法、冷冻疗法、激素疗法或免疫疗法。

[0299] 23.如前述实施方案中任一项所述的细胞外囊泡，其中所述M2巨噬细胞是选自由

M2a、M2b和M2c巨噬细胞组成的组的肿瘤相关巨噬细胞。

[0300] 24.如前述实施方案中任一项所述的细胞外囊泡，其中与极化前的所述M2巨噬细

胞相比，所述M1巨噬细胞展现出选自由INF γ 、IL‑12、IL‑23、TNFα、IL‑6、IL‑1、CSCL9、
CXCL10和CXCL11组成的组的炎性细胞因子和趋化因子的分泌增加。

[0301] 25.如前述实施方案中任一项所述的细胞外囊泡，其中与极化前的所述M2巨噬细

胞相比，所述M1巨噬细胞展现出选自由IL‑10、TGFβ、PGE2、CCL2、CCL17、CCL18、CCL22和

CCL24组成的组的免疫抑制性细胞因子和趋化因子的分泌减少。

[0302] 26.如前述实施方案中任一项所述的细胞外囊泡，其中与极化前的所述M2巨噬细

胞相比，所述M1巨噬细胞表达增加的肿瘤相关抗原。

[0303] 27.如前述实施方案中任一项所述的细胞外囊泡，其中与极化前的所述M2巨噬细

胞相比，所述M1巨噬细胞增加对CD8+T细胞和/或自然杀伤细胞的刺激。

[0304] 28.一种治疗受试者的胰腺癌的方法，所述方法包括：向所述受试者施用包含靶向

人类野生型KRAS的抑制性RNA的细胞外囊泡；其中所述治疗使肿瘤驻留巨噬细胞从M2表型

向M1表型的极化百分比增加至比在用靶向人类KRASG12D的抑制性RNA治疗的患者中所观测
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到的极化百分比更高的水平。

[0305] 实施例

[0306] 提出以下实施例以便向本领域普通技术人员提供对如何制造并使用本发明的完

整公开内容和描述，并且这些实施例不意欲限制本发明人视为其发明的内容的范围，也不

意欲表示以下实验是所执行的所有或唯一实验。已尽力确保关于所用数字(例如量、温度

等)的准确度，但应考虑一些实验误差和偏差。除非另外指明，否则份数是重量份，分子量是

平均分子量，温度以摄氏度计，并且压力是在大气压下或接近大气压。可使用标准缩写，例

如bp，碱基对；kb，千碱基；pl，微微升；s或sec，秒；min，分钟；h或hr，小时；aa，氨基酸；nt，核

苷酸；等等。

[0307] 除非另外指示，否则本发明的实践将采用本领域技能内的蛋白质化学、生物化学、

重组 D N A技 术 和药 理 学 的 常规 方法。此 类 技 术 在文献 中 已 充 分 解 释。参 见 例 如

T.E.Creighton ,Proteins:Structures  and  Molecular  Properties(W.H.Freeman  and 

Company ,1993)；A .L .Lehninger ,Biochemistry(Worth  Publishers ,Inc .,当前新增)；

Sambrook等人 ,Molecular  Cloning:A  Laboratory  Manual(第2版 ,1989)；Methods  In 

Enzymology(S .Colowick和N .Kaplan编 ,Academic  Press ,Inc .)；Remington 's 

Pharmaceutical  Sciences,第21版(Easton,Pennsylvania:Mack  Publishing  Company,

2005)；Carey和Sundberg  Advanced  Organic  Chemistry第3版(Plenum  Press)第A和B卷

(1992)。

[0308] 实施例1：M2巨噬细胞中的转录因子的敲减

[0309] 方法：

[0310] 从PBMC中分离单核细胞：

[0311] ·接受50ml血沉棕黄层

[0312] ·将15ml聚蔗糖吸取至50ml  STEMCELL  SepMate管中

[0313] ·将血沉棕黄层稀释于PBS2mM  EDTA中以使得最终容积为约250mL

[0314] ·将稀释的血沉棕黄层样品倾入Sepmate管中直至试管中的最终容积为约45‑

50ml为止

[0315] ·将试管在1000g下离心15min，并且1个试管上具有制动器

[0316] ·由旋转试管抽吸血浆，并且用辅助吸管将血沉棕黄层收集至50ml锥形管中。使

试管填充有PBS/EDTA并且在500g下离心3min以使细胞成团块。

[0317] ·如 果 红 血 细 胞 高 度 存 在 ，则 将 细 胞 重 悬 浮 于 1 0 m l  A C K溶 解 缓 冲 剂

(ThermoFisher，目录号A1049201)中并且在室温下孵育3分钟(制造商方案)。使试管填充有

PBS/EDTA并且在500g下离心3分钟。

[0318] ·将试管在400x  g下消旋5min，并且将团块用PBS  EDTA再次洗涤并且再成团

[0319] ·将团块重悬浮于RoboSep缓冲剂(STEMCELL，目录号20104)中，并且使用与锥虫

蓝(Thermofisher)的1:1稀释液计数细胞(由一个血沉棕黄层产生的约5亿个PBMC)。

[0320] ·根据制造商方案使用EasySep人类单核细胞富集试剂盒(STEMCELL，目录号

19059RF)分离CD14+单核细胞(总细胞的约10％分离为单核细胞)

[0321] ·将5百万个单核细胞铺在于RPMI  10％FBS1％  Anti  Anti+40ng/ml  M‑CSF中的

一个板中
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[0322] 巨噬细胞分化和极化：

[0323] (采纳自https://www.atsjournals.org/doi/full/10.1165/rcmb.2015‑0012OC)

[0324] ·将所铺板的细胞在37C、5％  CO2下在RPMI‑1640  10％FBS1％  Anti  Anti  1％

PenStrep+40ng/ml  M‑CSF(Biolegend)中培养5‑6天。在铺板之后第1天和第3天添加5ml相

同新鲜培养基。在第5天，如下添加极化细胞因子(与40ng/ml  MSCF一起；所有细胞因子均以

20ng/ml添加)：

[0325] ·M0：无细胞因子

[0326] ·M2a：IL‑4

[0327] ·M2c：IL‑10

[0328] ·M2++：Il4、Il10、TGFb

[0329] ·M1：IFN‑g+LPS(100ng/ml)

[0330] ·TAM：75％  Panc‑1上清液

[0331] ·将细胞与细胞因子一起孵育24小时

[0332] ·在第6天，抽吸培养基，用PBS洗涤细胞，接着每个板添加10ml  PBS  5mM  EDTA(冰

冷)，并且在4C下孵育30min

[0333] ·将细胞从板上轻轻地刮下，并且计数。

[0334] ·接着，将50,000个细胞/孔与针对不同巨噬细胞群的相应细胞因子(参见上文)

一起铺板在于RPMI‑1640  10％FBS1％  Anti  Anti  1％  PenStrep+40ng/ml  M‑CSF

(Biolegend)中的96孔板中持续24小时，之后开始治疗。

[0335] 外泌体纯化：

[0336] 9天之后从具有HEK293  SF细胞的高密度悬浮培养物的上清液中收集外泌体。将上

清液通过阴离子交换色谱法过滤并且分馏，并且在氯化钠的分步梯度中洗脱。具有最高蛋

白质浓度的峰值馏分含有外泌体和污染细胞组分。将峰值馏分分离并且通过超速离心在

OptiprepTM(60％碘克沙醇w/v)密度梯度上进一步分馏。

[0337] 将外泌体馏分在4℃下在用于SW  32Ti转子的38.5mL  Ultra‑Clear(344058)试管

中在133 ,900x  g下通过超速离心浓缩3小时。将成团材料重悬浮于1mL  PBS和3mL 

OptiprepTM中，使最终碘克沙醇浓度为45％。对于OptiprepTM梯度，在用于SW  41Ti转子的

12mL  Ultra‑Clear(344059)试管中用4mL含有重悬浮材料的45％碘克沙醇、3mL  30％碘克

沙醇、2mL  22 .5％碘克沙醇、2mL  17 .5％碘克沙醇和1mL  PBS制备4层无菌梯度。将

OptiprepTM梯度在150,000x  g下在4℃下超速离心16小时以分离外泌体馏分。超速离心产生

已知含有外泌体的顶部馏分、含有中度密度的细胞碎片的中间馏分和含有高密度聚集物和

细胞碎片的底部馏分。接着，从试管的顶部约3mL轻轻地收集外泌体层。

[0338] 将外泌体馏分稀释在于38.5mL  Ultra‑Clear(344058)试管中的约32mL  PBS中并

且在4℃下在133,900x  g下超速离心3小时以成团经纯化的外泌体。接着，将成团外泌体重

悬浮于最小体积的PBS(约200μL)中并且储存在4℃下。

[0339] 许多实体瘤的特征在于富骨髓细胞浸润物，富骨髓细胞浸润物常常包含表征为具

有替代活化或M2表型的肿瘤相关巨噬细胞。M2巨噬细胞表达促进代谢酶精氨酸酶(Arg1)表

达的高水平磷酸化STAT3和STAT6。为证实关键M2基因的敲减改变体外分化巨噬细胞的M2表

型，将鼠RAW264.7巨噬细胞极化成如上文所描述的M2状态。用增加量的靶向STAT3、STAT6、
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CEBPβ‑1、CEBPβ‑2、Pi3K γ 或KRAS
的siRNA(12.5nM、25nM、50nM和100nM)转染所培养的极化的巨

噬细胞。以剂量依赖性方式阻遏各基因(图1)，并且各M2基因的敲减导致伴随的Arg1减少

(图2)，这证实可通过减少上游调节因子的表达来改变M2表型。

[0340] 实施例2：巨噬细胞亚型的差异外泌体摄取

[0341] 巨噬细胞亚型的特征在于代谢和其他表型活性中的改变。为理解某些巨噬细胞亚

型是否优先摄取外泌体，将六个巨噬细胞亚群(M0、M1、M2a、M2c、M2++和TAM)与增加水平的

经工程改造以表达腔GFP的HEK293SF源性外泌体一起孵育。通过在36小时内在

活细胞分析系统(Essen  Bioscience)中测量总细胞GFP强度来测定外泌体摄取。如图3中所

示，当所有巨噬细胞亚型均显示外泌体摄取时，与其他巨噬细胞亚型相比，M0巨噬细胞在摄

取外泌体方面是最不有效的，而M2++巨噬细胞在摄取外泌体方面实质上更有效。

[0342] 因为M2巨噬细胞有效地摄取外泌体，所以我们研究了负载ASO的外泌体是否比单

独ASO更有效地靶向细胞内巨噬细胞靶标(例如，更有效地敲减靶基因和基因信号传导路径

内的下游效应分子的基因表达)。生成靶向STAT3并且携带Cy5荧光示踪剂和5'胆固醇接头

的2'‑甲氧基乙基(MOE)单链DNA/RNA  ASO。使HEK293SF外泌体与带胆固醇标签的荧光ASO混

合，并且通过超速离心和去除含ASO上清液来去除游离ASO。如通过总荧光强度所测量，将M2

和M0巨噬细胞以相等密度铺板并且与浓度匹配的游离ASO或负载ASO的外泌体(Exo‑ASO)一

起孵育。在48小时内测量总细胞荧光并且使用 活细胞分析系统来定量。如图4中

所示，与M0巨噬细胞相比，M2巨噬细胞更容易地摄取游离ASO和Exo‑ASO两者。引起关注地，

M0巨噬细胞和M2巨噬细胞两者更有效地摄取Exo‑ASO，这表明向M2巨噬细胞递送ASO可通过

负载于外泌体上来增强。

[0343] 为确定与其他细胞类型相比巨噬细胞是否体内差异摄取外泌体或Exo‑ASO，对未

处理小鼠腹膜内给予1x1011或1x1012个含GFP外泌体。注射后一小时，分离总腹膜细胞并且

在不同免疫细胞子集(即，B细胞、树突状细胞、中性粒细胞、自然杀伤(NK)细胞、T细胞和巨

噬细胞)中通过针对GFP阳性的流式细胞术来表征。如图5A中所示，在两种剂量下，巨噬细胞

是摄取荧光外泌体的主要细胞类型。为确定此差异是否出现在疾病环境中，对B16F10肿瘤

携带小鼠注射单次剂量的Cy5标记Exo‑ASO或天然未标记物外泌体。将注射的肿瘤分离、解

离并且通过流式细胞术测量。如图5B中所示，巨噬细胞摄取Exo‑ASO的容易性比肿瘤细胞高

得多(大于约100倍的总体Cy5信号)，这表明Exo‑ASO递送可到达若干复合细胞混合物中的

巨噬细胞群。此外，相较于另一测试细胞类型(B细胞、树突状细胞、中性粒细胞、自然杀伤

(NK)细胞和T细胞)巨噬细胞对Exo‑ASO的优先摄取使得靶向巨噬细胞的ASO递送的方法成

为可能，所述方法包括向受试者施用Exo‑ASO组合物，其中受试者中存在的巨噬细胞优先摄

取所施用的组合物(相较于例如B细胞、树突状细胞、中性粒细胞、自然杀伤(NK)细胞和T细

胞的其他免疫细胞子集的摄取)。这种增强的Exo‑ASO组合物的巨噬细胞特异性通过减少脱

靶细胞中的效应而改善所施用组合物的安全性。

[0344] 实施例3：反义寡核苷酸的外泌体介导的递送有力地异常调节巨噬细胞转录网络

并且改变极化

[0345] 先前实验表明ASO的外泌体介导的递送可以是改变巨噬细胞基因表达模式的有效

方法。根据以上方法纯化的HEK293SF源性外泌体负载有五种不同的靶向STAT3的带胆固醇
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标签的ASO(4.1，双链MOE化学物质；5.1和5.2，单链O‑甲基化学物质；5.3和5.4，单链MOE化

学物质)中的一者。ASO序列显示于表0中。将M2极化的鼠RAW264.7细胞与5μM游离的带胆固

醇标签ASO或1x105或1x106个负载有带胆固醇标签ASO的外泌体一起孵育。在治疗之后24小

时测量STAT3转录水平，揭示了相较于游离ASO在Exo‑ASO治疗情况下对STAT3的相当的或优

越的敲减。与极化的巨噬细胞一起孵育的未修饰的外泌体对STAT3表达无影响(图6)。为检

验STAT3的下游靶标，在治疗之后48小时测量ARG1转录水平。如图7中所示，在游离ASO或

Exo‑ASO情况下的STAT3敲减导致在若干种情况下对Arg1的稳健阻遏超过90％(图7)。针对

STAT3、KRAS和C/EBPβ，将M2极化的RAW264.7细胞与高(4μM)和低(0.4μM)ASO或Exo‑ASO一起

孵育。如图8A‑图8C中所示，Exo‑ASO样品在所有测试剂量下具同样效力(STAT3)或更具效力

(KRAS、C/EBPβ)(图8A‑图8C)。ASO序列显示于表0中。

[0346] 此结果证实，对于各种治疗应用，与游离ASO的施用相比，Exo‑ASO是巨噬细胞表达

网络的有效调节剂并且可提供优越、差异模态。一种调节巨噬细胞中的基因表达的方法，所

述方法包括向受试者施用Exo‑ASO，其中所述ASO靶向所述基因，并且其中所述调节等于或

大于通过施用等摩尔量的靶向所述基因的游离ASO所产生的调节。另一个实施方案包括一

种抑制巨噬细胞中的基因表达的方法，所述方法包括向受试者施用Exo‑ASO，其中所述ASO

靶向所述基因，并且其中所述抑制等于或大于通过施用等摩尔量的靶向所述基因的游离

ASO所产生的抑制。另一个实施方案包括一种阻遏巨噬细胞中的基因的下游靶标的方法，所

述方法包括向受试者施用Exo‑ASO，其中所述ASO靶向所述基因，并且其中所述阻遏等于或

大于通过施用等摩尔量的靶向所述基因的游离ASO所产生的阻遏。又另一个实施方案包括

一种改变巨噬细胞群的极化的方法，所述方法包括向受试者施用Exo‑ASO，其中所述ASO靶

向在所述巨噬细胞中表达的基因，并且其中所述极化改变等于或大于通过施用等摩尔量的

靶向所述基因的游离ASO所产生的极化改变。在此类实施方案中，极化中的改变可以是从M2

表型向M1表型的变化。

[0347] 为测试Exo‑ASO在人类细胞中的作用，将原代人类巨噬细胞极化成M2表型并且用

变化剂量的游离STAT3  ASO或STAT3  Exo‑ASO治疗。使用来自三种独立人类供体的巨噬细

胞，在治疗之后24小时Exo‑ASO持续更有力地阻遏STAT3转录水平(图9A)。与游离ASO相比，

Exo‑ASO还更显著调节M2极化的下游人类标记物CD163(图9B)。针对HIF1α、Pi3K γ 、CEBP/β、
STAT6和STAT3，还用4μM游离ASO或Exo‑ASO治疗人类M2巨噬细胞。如图10中所示，所有治疗

组均引起对靶基因的阻遏，但在所有情况下，Exo‑ASO比游离ASO治疗更具效力。重要地，巨

噬细胞靶标中的任一种的Exo‑ASO敲减导致CD163表达稳健减少(图11)，这证实外泌体介导

的ASO递送有力地并且可再现地扰乱重要巨噬细胞信号传导网络。

[0348] M2巨噬细胞极化的功能性结果是促炎性细胞因子的减少，促炎性细胞因子促成促

致瘤微环境。因此，巨噬细胞从M2表型向M1表型的转化应引起增强的促炎性信号传导。M2巨

噬细胞向M1状态的转化可由LPS诱导，这引起对包括IL‑12和IL‑23的细胞因子的诱导。

STAT3是此细胞因子表达网络的负调节因子，因此我们测试了在存在LPS的情况下STAT3抑

制是否可进一步增强促炎性细胞因子的产生。将M2极化的人类巨噬细胞用4μM游离

STAT3ASO、4μM  STAT3  Exo‑ASO、4μM加扰Exo‑ASO、天然外泌体或C188‑9(即STAT3的小分子

抑制剂)治疗。在24小时之后，将培养基更换为含有10ng/ml  LPS的培养基，并且在24小时之

后分离上清液。如图12中所示，LPS诱导IL‑12和IL‑23的分泌(LPS10ng/ml组对无LPS组)。用
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STAT3  Exo‑ASO而非游离STAT3  ASO进行的治疗进一步增强各细胞因子的表达，这表明Exo‑

ASO可更有力地引起对响应于相关免疫调节信号的M1表型的促进作用。

[0349] STAT3、STAT6和其他巨噬细胞调节路径的调节异常引起基因表达模式中的广泛变

化。为理解Exo‑ASO治疗的差异全局影响，在人类M2巨噬细胞呈其稳态时并且响应于对用未

修饰的外泌体(仅EV)和浓度匹配的ASO和Exo‑ASO进行的治疗在人类M2巨噬细胞上进行纳

米串mRNA分析。使用 人类骨髓先天性免疫面板进行的归一化mRNA计数证实

STAT3转录物在游离ASO治疗和Exo‑ASO治疗之后都减少(图13A)。在ASO治疗之后，下游标记

物CD163(图13D)、TGFβ(图13C)和STAT6(图13D)全部受到有力下调。

[0350] TGFβ的稳健阻遏(<85％)是M2巨噬细胞极化的关键调节因素，(Yang和Zhang 

Journal  of  Hematology&Oncology(2017)10:58)。我们检验STAT3、STAT6和CEBP/βExo‑ASO
治疗对TGFβ表达的影响。将人类M2极化的巨噬细胞用负载有针对STAT3的ASO(MOE和LNA化

学物质两者)、针对STAT6的ASO(MOE化学物质)和针对CEBP/β的ASO(MOE化学物质)的外泌体

进行治疗。在所有情况下，在用次微摩尔量的ASO治疗之后，TGFβ水平显著减少(图14)。这些

结果证实针对许多巨噬细胞极化调节因子的ASO的外泌体介导的递送可能导致可能在许多

癌症治疗中有影响的细胞程序的稳健、稳定的调节异常。重要地，包括作为此过程调节因子

的KRAS新颖识别的巨噬细胞靶标中的各者已表征为“无成药性”靶标，这是因为它们在疾病

和其他细胞过程中的作用得到良好识别，但安全、有效的治疗已避开药物研发的经典方法。

[0351] 实施例4：在原位小鼠胰腺癌模型中体内野生型KRAS抑制引起增加的巨噬细胞极

化和减小的肿瘤尺寸.

[0352] 方法：

[0353] KRAS外泌体的生产和分离：使用电穿孔方法以将KRAS  siRNA构建体插入外泌体中

而不功能性损坏外泌体。使用已确立的超速离心方法将外泌体从在以化学方式限定的培养

基中生长的人类胎肾(HEK)293SF悬浮细胞中分离(Kahlert等人,2014)。通过NanosightTM测

量、透射电子显微镜法和CD9免疫金标记来验证外泌体的纯度和均质性(80‑150nm直径粒

子)。还执行蔗糖梯度超速离心和qPCR以验证KRAS  siRNA的存在和丰度。还生成含有加扰

siRNA的外泌体。

[0354] RNAi策略.靶向小鼠野生型KRAS的KRAS  siRNA序列包含TT核苷酸突出物以促进沉

默效率。还在RNAi的有义链上的3'端处标记Alexa 647荧光团以追踪其递送。

[0355] 小鼠和成像 .在21℃‑23℃和40％‑60％湿度下在12h亮‑暗循环内将4‑6周龄之间

的雌性无胸腺nu/nu小鼠(Charles  Rivers)单独地圈养在通风笼中。使小鼠自由获取经照

射的饮食和经灭菌的水。在全身麻醉下，使用27规格注射器将致瘤人类胰腺Panc‑1

(Krasasp12(Rejiba等人 ,2007；Sun等人 ,2001))细胞或BXPC‑3细胞(106个，重悬浮于10μl 
PBS中)注射至胰尾中。对于原位肿瘤尺寸/体积分析，使用Living  Image  4.4版(Caliper 

Life  Sciences)以定量所有肿瘤计算。限定胰腺和肿瘤周围的圆形目标区域(ROI)并且将

其设定为用以比较相同实验组内的所有图像的标准。另外，对于所有实验组中的所有测量，

暴露条件(时间、孔径、平台位置、分箱)保持一致。接着，对于所有实验组，在相同条件下获

得后续肿瘤测量结果(p/sec/cm2/sr)。对小鼠有规律地成像并且随机分成治疗组。小鼠每

隔一天腹膜内接受2x108个于100μl体积的PBS中的外泌体。在注射之前，使外泌体电穿孔有

2μg  siRNA并且用PBS洗涤。
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[0356] 组织学、组织病理学和免疫组织化学.将组织固定在福尔马林中并且处理以进行

石蜡包埋。切割5μm厚度的组织切片并且染苏木精和曙红(H&E)和梅森氏三色染色(Masson'

s  richrome，MTS)(Leica)。对于组织病理学评分，基于胰腺癌的形态学阶段记分H&E染色载

玻片：正常、胰腺上皮内赘瘤形成(PaNIN)和胰腺导管腺癌(PDAC)。对于各组织切片，由胰腺

组织学专家以盲评方式手动获得对于三个阶段(正常、PaNIN、PDAC)中的各者的百分比分

数，接着将分数平均化以得到对于各群的100分以内的总分数。随后，对于各群中的各小鼠，

采取这些百分比分数的平均值。还针对巨噬细胞(使用泛巨噬细胞标记物(例如用于检测肿

瘤驻留巨噬细胞的F4/80抗体和/或M2和M1特异性细胞标记物))染色肿瘤组织切片。

[0357] 用于巨噬细胞表型表征的测定.从小鼠收集血液样品和肿瘤样品。分离巨噬细胞

并进行染色以便通过流式细胞术进行M1和M2标记物分析。针对泛巨噬细胞标记物以及M2表

型细胞表面标记物(例如YM1、FIZZ1、Dectin‑1和/或MGL)和M1表型细胞表面标记物染色巨

噬细胞。接着对M2和M1巨噬细胞进行计数和分类以用于进一步分析(诸如定量PCR)，以检测

与M1表型和/或M2表型相关联的细胞因子的表达和/或miRNA的miRNA表达。

[0358] 来自异种移植实验和原位肿瘤体积分析的结果证实，与具有加扰siRNA的外泌体

相比，包含KRAS野生型siRNA的外泌体有效地减小胰腺肿瘤的尺寸并且增加M1表型肿瘤相

关巨噬细胞的数目，这指示施用包含靶向人类野生型KRAS的抑制性RNA的外泌体对治疗癌

症有效。

[0359] 表

[0360]
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[0385]

[0386] 已关于代表性实施例对本发明进行了描述，所述代表性实施例被视为说明性实施

方案，不限制本发明的范围，本发明的范围仅由权利要求定义。对包括科学公布、论文、教科

书、专利申请和已提交专利的公布的所有提及均出于所有目的特此以引用方式并入。
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