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本文公开了纳米颗粒及其制备方法，所述纳

米颗粒包括含病毒的内核；和包含衍生自细胞的

细胞膜的外表面。所述病毒为溶瘤病毒，并且细

胞膜衍生自例如红细胞。
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1.一种纳米颗粒，所述纳米颗粒包括包含病毒的内核；和包含衍生自细胞的细胞膜的

外表面。

2.如权利要求1所述的纳米颗粒，其中所述病毒为溶瘤病毒。

3.如权利要求1所述的纳米颗粒，其中所述溶瘤病毒为疱疹病毒；牛痘病毒；呼肠孤病

毒；腺病毒；麻疹病毒、细小病毒或它们的组合。

4.如权利要求1所述的纳米颗粒，其中所述病毒为腺病毒。

5.如权利要求1所述的纳米颗粒，其中所述细胞为血细胞、脂肪细胞、干细胞、内皮细

胞、外泌体、分泌小泡或突触小泡。

6.如权利要求5所述的纳米颗粒，其中所述血细胞为红细胞、白细胞或血小板。

7.如权利要求6所述的纳米颗粒，其中所述血细胞为红细胞。

8.一种制备纳米颗粒的方法，其包括在非盐水溶液中将包含病毒的内核与包含衍生自

细胞的细胞膜的外表面结合；对混合物的所述溶液施加超声处理以形成纳米颗粒，所述纳

米颗粒包括包被有所述外表面的所述内核。

9.如权利要求8所述的方法，其中所述非盐水溶液包括糖的水溶液或与糖具有相似性

质的组分的水溶液。

10.如权利要求8所述的方法，其中所述非盐水溶液为糖溶液。

11.如权利要求10所述的方法，其中所述糖溶液为含有蔗糖或葡萄糖的溶液。

12.如权利要求8所述的方法，其中所述病毒为溶瘤病毒。

13.如权利要求12所述的方法，其中所述溶瘤病毒为疱疹病毒；牛痘病毒；呼肠孤病毒；

腺病毒；麻疹病毒、细小病毒或它们的组合。

14.如权利要求12所述的方法，其中所述病毒为腺病毒。

15.如权利要求8所述的方法，其中所述细胞为血细胞、脂肪细胞、干细胞、内皮细胞、外

泌体、分泌小泡或突触小泡。

16.如权利要求15所述的方法，其中所述血细胞为红细胞、白细胞或血小板。

17.如权利要求16所述的方法，其中所述血细胞为红细胞。
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膜脂包被纳米颗粒及其使用方法

交叉引用

[0001] 本申请要求于2017年4月21日提交的美国临时申请序列号62/488,685的权益，该

申请通过引用以其整体并入本文。

发明背景

[0002] 溶瘤病毒(OV)是优先感染和杀死癌细胞的病毒。这些病毒生长并导致癌细胞裂解

(溶瘤作用)或触发其他机制以干扰癌免疫抑制微环境并触发机体的免疫反应，从而清除癌

细胞。最近成功的临床数据和药物批准增加了公众对溶瘤病毒疗法的关注。溶瘤病毒疗法

的使用可与其他药物、免疫检查点抑制剂和T细胞疗法相结合，以改善癌症患者的结果。

[0003] OV的递送途径包括瘤内(i.t.)注射、静脉内(i.v.)递送和腹膜内递送，其中瘤内

注射最为常用。

发明内容

[0004] 根据本发明，本发明提供了一种制备特定纳米颗粒的方法，所述方法包括在非盐

水溶液中将包含病毒等的内核与包含衍生自细胞的细胞膜的外表面结合；对所述溶液施加

超声处理以形成纳米颗粒，所述纳米颗粒包括包被有所述外表面的所述内核。

[0005] 在一方面，本文提供了纳米颗粒，所述纳米颗粒包括包含病毒的内核；和包含衍生

自细胞的细胞膜的外表面。

援引并入

[0006] 本说明书中所提到的所有出版物、专利和专利申请均通过引用并入本文，其程度

如同特别且单独地指出每个单独的出版物、专利或专利申请通过引用而并入。

附图说明

[0007] 在所附权利要求书中具体阐述了本发明的新颖特征，通过参考以下对利用了本发

明原理的说明性实施方案加以阐述的详细描述以及附图，将会对本发明的特征和优点获得

更好的理解，在附图中：

[0008] 图1显示了通过分别施加4分钟、6分钟、8分钟的不同超声处理时间而制备的不同

样品批次以及裸露病毒的病毒检测测定的示例性结果。

[0009] 图2显示了在纳米颗粒制备过程中，通过在各种溶液中将RBC膜与病毒核心结合而

制备的不同样品批次的病毒检测测定的示例性结果。有四个样品批次(将RBC膜与病毒贮存

液分别在盐水、蔗糖、葡萄糖和赖氨酸-葡萄糖溶液中结合)和一个对照批次(裸露病毒)。

[0010] 图3显示了裸露病毒和包被病毒的TEM图像。

[0011] 图4显示了通过动态光散射测量的裸露病毒和包被病毒的大小。

[0012] 图5显示了病毒检测测定的示例性结果，表明该病毒得到包被，其在450nm处的吸

光度非常低，而裸露病毒在此处的吸光度要高得多。

[0013] 图6提供了在包被病毒纳米颗粒经过去包衣处理后得到的裸露病毒相比于包被病

毒的后续病毒检测测定。
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具体实施方式

[0014] 目前，大多数溶瘤病毒疗法仅限于局部区域注射(如瘤内注射，i.t.)，且单次注射

是否足以达到治疗效果仍在研究中。此外，一些OV已被证明具有急性、短暂的毒性形貌，因

此，注射病毒可能引起竞争性的免疫反应以对抗病毒，而不是对抗肿瘤细胞。静脉内递送OV

也存在问题，即OV可能很快从血流中清除，因此需要频繁或高剂量施用，导致治疗成本增加

和潜在的安全问题。因此，需要提供一种包含OV的组合物，该组合物可被施用并在长时间段

内保持在循环中，以便最终将治疗剂递送至靶细胞。

[0015] 本领域中已知采用聚乙二醇(PEG)来实现纳米颗粒上的隐身部分。然而，可能触发

抗PEG免疫学反应，因此这种方法是有问题的。已经提出了替代的方法，诸如利用两性离子

材料(例如聚(羧基甜菜碱)和聚(磺基甜菜碱))。

[0016] 最近实现了一种自上而下的仿生方法，该方法通过用包含膜脂和相关膜蛋白的天

然红血球膜包被来提供功能化的纳米颗粒，从而提供长期循环的货物递送。参照C-M.J.Hu

等人，“Erythrocyte  membrane-camouflaged  polymeric  nanoparticles  as  a 

biomimetic  delivery  platform，”Proc.Natl.Acad .Sci.USA  2011年7月5日；108(27)：

10980-10985。特别地，衍生自血细胞(例如，红细胞(RBC)、白细胞(WBC)或血小板)的膜脂对

于包被除了溶瘤病毒等之外的多种物质尤其令人感兴趣。

[0017] 按照已知的方法，进行了多种尝试来用RBC包被的溶瘤病毒制备纳米颗粒，但均未

成功。这是首次将溶瘤病毒等用RBC膜包被。根据本发明的实践，惊讶地发现，制备本文公开

的本发明纳米颗粒必须采用一定的条件。

[0018] 本文所指的“溶瘤病毒”包括但不限于疱疹病毒；牛痘病毒；呼肠孤病毒；腺病毒；

麻疹病毒、细小病毒，或它们的组合。

[0019] 本领域中已知，病毒可以用作递送自杀基因、编码酶的载体，其可以将单独施用的

无毒前药代谢成强有力的细胞毒素，该细胞毒素可以扩散到邻近细胞并杀死它们。因此，本

文公开的治疗剂还包括这样的载体、自杀基因或编码酶。

[0020] 根据本发明，令人惊讶地发现了一种制备纳米颗粒的方法，该方法包括在非盐水

溶液中将包含病毒(一种治疗剂)的内核与包含细胞膜的外表面结合；对所述溶液施加超声

处理以形成纳米颗粒，所述纳米颗粒包括包被有所述外表面的所述内核。与在内核方法的

细胞膜包被中需要盐溶液如盐水和PBS溶液的已知方法相反，在对病毒如溶瘤病毒进行包

被时需要的是非盐水溶液(例如含糖溶液)或类似溶液(如与糖具有相似性质的组分的水溶

液)。根据本发明的实践，首次地制备出了一种纳米颗粒，该纳米颗粒包括包含病毒的内核；

和包含衍生自细胞的细胞膜的外表面。令人惊讶地发现，在制备包含病毒等核心的纳米颗

粒的过程中，需要使用5％至15％、7％至14％、9％至11％的非盐水溶液(如含糖溶液)。在一

些实施方案中，在制备包含病毒等核心的纳米颗粒的过程中，需要使用5％、6％、7％、8％、

9％、10％、11％、12％、13％、14％或15％的非盐水溶液(如含糖溶液)。

[0021] 在一些实施方案中，提供了一种纳米颗粒，该纳米颗粒包括包含病毒的内核；和包

含衍生自细胞的细胞膜的外表面。在某些实施方案中，所述病毒为溶瘤病毒。在某些实施方

案中，所述溶瘤病毒为疱疹病毒；牛痘病毒；呼肠孤病毒；腺病毒；麻疹病毒、细小病毒，或它

们的组合。在某些实施方案中，所述病毒为腺病毒。

[0022] 在一些实施方案中，所述细胞为血细胞、脂肪细胞、干细胞、内皮细胞、外泌体、分
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泌小泡或突触小泡。在某些实施方案中，所述血细胞为红细胞、白细胞或血小板。在某些实

施方案中，所述血细胞为红细胞。

[0023] 在一些实施方案中，提供了一种制备纳米颗粒的方法，该方法包括在非盐水溶液

中将包含病毒的内核与包含衍生自细胞的细胞膜的外表面结合；对所述溶液施加超声处理

以形成纳米颗粒，所述纳米颗粒包括包被有所述外表面的所述内核。在某些实施方案中，所

述非盐水溶液包含糖或其类似物(如与糖具有相似性质的组分的水溶液)。在某些实施方案

中，所述非盐水溶液为糖溶液。在某些实施方案中，所述糖溶液为含有蔗糖或葡萄糖的溶

液。在一些实施方案中，所述病毒为溶瘤病毒。在某些实施方案中，所述溶瘤病毒为疱疹病

毒；牛痘病毒；呼肠孤病毒；腺病毒；麻疹病毒、细小病毒或它们的组合。在某些实施方案中，

所述溶瘤病毒为腺病毒。在一些实施方案中，所述细胞为血细胞、脂肪细胞、干细胞、内皮细

胞、外泌体、分泌小泡或突触小泡。在某些实施方案中，所述血细胞为红细胞、白细胞或血小

板。在某些实施方案中，所述血细胞为红细胞。

[0024] 本发明提供一种用于递送治疗剂如溶瘤病毒的细胞膜衍生纳米颗粒。该治疗剂基

本上是通过用细胞膜脂将治疗剂如溶瘤病毒包被来进行伪装。

[0025] 在一些实施方案中，治疗剂如溶瘤病毒包被有与受试者(例如患者)血流内的循环

相容的脂质。这允许药物经由EPR(增强的渗透性和滞留)效应递送到肿瘤脉管系统，其中某

些分子倾向于在肿瘤组织中的积累得要比在正常组织中多。EPR效应通常被用来描述纳米

颗粒和脂质体向癌组织的递送。其中一个示例是关于用金纳米颗粒进行热烧蚀的研究。因

此，在一些实施方案中，本文公开的纳米颗粒将在肿瘤脉管结构附近聚集，并且治疗剂(例

如OV)将与癌细胞接触。然后OV感染细胞，导致细胞裂解、死亡或清除。

[0026] 在一些实施方案中，本文提供了纳米颗粒，该纳米颗粒包括包含溶瘤病毒等的内

核；和包含衍生自诸如血细胞(例如红细胞(RBC或红血球)、白细胞或血小板)、脂肪细胞、干

细胞、内皮细胞等细胞的细胞膜的外表面。在某些实施方案中，所述细胞膜衍生自血细胞，

如红细胞。

[0027] 在一些实施方案中提供了用于制备本文公开的纳米颗粒的方法。例如，血细胞可

以从全血中提纯，或来自从血液供应商获得的经处理的红细胞。RBC由于其在人血液中的丰

富性和从单个供体收集血液的便利性而特别可用作膜源。RBC可以以红血球血影(或RBC血

影)的形式提供，其中内部蛋白被耗尽，留下基本完整的膜组分。使用RBC血影还减少了RBC

细胞蛋白的存在，这些蛋白可能会在包被过程中产生干扰。在一些实施方案中，RBC是O型阴

性血细胞(即“万能供体”)。这种膜源可用于制备纳米颗粒，以将治疗剂(例如OV)递送给更

多的受试者。在某些实施方案中，可以将衍生自同一患者的细胞膜用于纳米颗粒的个性化

批次。

[0028] 相较于PEG包被纳米颗粒等其他平台，RBC膜衍生的纳米颗粒具有很多表面标志

物，如CD47、CD59(MAC抑制蛋白，避免补体细胞裂解)、CD55(DAF)、CD35(CR1)以及免疫球蛋

白超家族中的其他成员，以保护其自身不被身体清除。在一些实施方案中，本文中用于包被

的细胞膜可进一步并入非脂质组分，如细胞表面标志物、MHC分子和糖蛋白。在其他实施方

案中，所述细胞膜可进一步并入亲水组分，如PEG。

[0029] 如本文所用的，术语“细胞膜”是指在细胞或新兴病毒颗粒(emergent  viral 

particle)内或周围作为选择性屏障的生物膜封闭或分离结构。细胞膜可选择性渗透离子
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和有机分子，并控制物质进出细胞的移动。细胞膜包括磷脂单层或双层，以及可选的相关蛋

白质和碳水化合物。如本文所用的，细胞膜是指从细胞或细胞器的天然存在的生物膜获得

的膜，或由其衍生的膜。

[0030] 如本文所用的，术语“天然存在的”是指在自然界中存在的。

[0031] 如本文所用的，术语“由其衍生”是指天然膜的任何后续修饰，如分离细胞膜，产生

膜的部分或片段，从取自细胞或细胞器的膜去除和/或向其添加某些组分，如脂质、蛋白质

或碳水化合物。膜可以通过任何适用的方法从天然存在的膜获得。例如，膜可以从细胞制备

或分离，并且制备或分离的膜可以与其他物质或材料结合以形成衍生膜。在另一实例中，可

以将细胞重组工程化，以产生在体内并入其膜的“非天然”或“天然”物质，并且可以从该细

胞制备或分离细胞膜或病毒膜，从而形成衍生膜。

[0032] 细胞膜可由已知的方法制备。例如，将细胞用微流化器(MF)或低渗溶液如水破碎，

然后用盐水或PBS进行超滤或渗滤。在一些情况下，具有较高离子强度的溶液可用于从猪肝

中去除血液，因此PBS或NaCl溶液可有助于通过过滤过程去除细胞内物质。抗凝剂，如EDTA，

也可以用于在例如渗滤期间去除杂质。在一些实施方案中，可以使用切向流过滤(TFF)装置

或离心来将膜提纯。可以例如通过BCA蛋白测试来测试提纯的膜组分中细胞蛋白的存在。优

选地，在包被之前去除大部分非膜组分。

[0033] 尽管付出了很多努力，但发现按照已知方法，如US2013/033  7066中的程序，病毒

(如溶瘤病毒)或CRISPR(来自病毒的DNA序列)无法被细胞膜(例如RBC膜)包被或封装。令人

惊讶地发现，只有在某些条件下，细胞膜(例如RBC血影)才可以包被病毒等。本文公开的制

备纳米颗粒的方法需要(1)对RBC血影和OV的混合物进行超声处理，该超声处理在(2)非盐

溶液如蔗糖溶液中进行。

[0034] 根据本发明的实践，适用于包被的病毒包括溶瘤病毒以及其他可以感染癌细胞的

病毒。病毒可具有包膜形式或无包膜形式。在一些实施方案中，优选采用病毒载体，因为它

们可以感染癌细胞并复制(复制能力)。

某些制药和医学术语

[0035] 如本文所用的，就制剂、组合物或成分而言，术语“可接受的”是指对所治疗的受试

者的总体健康没有持续的有害影响。

[0036] 如本文所用的，术语“运载体”是指相对无毒的化学化合物或药剂，其促进化合物

向细胞或组织中的并入。

[0037] 如本文所用的，术语“共同施用”等意指包括将选择的的治疗剂施用给单个患者，

还旨在包括这样的治疗方案，其中药剂以相同或不同的施用途径或在相同或不同的时间施

用。

[0038] 术语“稀释剂”是指在递送前用于稀释感兴趣化合物的化学化合物。稀释剂也可以

用来稳定化合物，因为它们可以提供更稳定的环境。本领域中，溶解在缓冲液(其也可提供

pH控制或保持)中的盐用作稀释剂，包括但不限于磷酸盐缓冲盐溶液。

[0039] 如本文所用的，术语“有效量”或“治疗有效量”是指足够量的所施用的药剂或化合

物，其将会在一定程度上减轻所治疗的疾病或病症的一种或多种症状。结果可能是疾病的

迹象、症状或原因的减少和/或缓解，或任何其他期望的生物系统的改变。例如，用于治疗用

途的“有效量”是在临床上显著减少疾病症状所需的包含如本文公开的化合物的组合物的
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量。在任何个体情况下，可以使用诸如剂量递增研究等技术来确定适当的“有效”量。

[0040] 如本文所用的，术语“增强”是指增加或延长期望效果的效力或持续时间。因此，关

于增强治疗剂的效果，术语“增强”是指在效力或持续时间上增加或延长其他治疗剂对系统

的效果的能力。如本文所用的，“增强有效量”是指足以增强另一种治疗剂在所需系统中的

效果的量。

[0041] 术语“药物组合物”是指纳米颗粒(即本文所述的纳米颗粒)与其他化学组分的混

合物，该其他化学组分是例如崩解剂、粘合剂、润滑剂、运载体、稳定剂、稀释剂、分散剂、悬

浮剂、增稠剂和/或赋形剂。药物组合物促进化合物向生物体的施用。本领域存在多种施用

化合物的技术，包括但不限于静脉内施用、口腔施用、气溶胶施用、肠胃外施用、眼部施用、

肺部施用和局部施用。

[0042] 术语“受试者”或“患者”包括哺乳动物。哺乳动物的实例包括但不限于哺乳动物纲

的任何成员：人、非人灵长动物如黑猩猩以及其他猿和猴物种；农场动物，如牛、马、绵羊、山

羊、猪；家养动物，如兔、狗和猫；实验动物，包括啮齿动物，如大鼠、小鼠和豚鼠等。在一个实

施方案中，哺乳动物为人。

[0043] 如本文所用的，术语“治疗”包括缓解、减轻或改善疾病或病症的至少一种症状；预

防其他症状；抑制该疾病或病症，例如阻止该疾病或病症的发展；减轻疾病或病症；引起疾

病或病症的消退；减轻由疾病或病症引起的状况；或预防性和/或治疗性停止疾病或病症的

症状。

[0044] 本文描述的所有各种实施方案或选项可在任何和所有变化中进行组合。以下的实

施例仅用于说明本发明的，并非以任何方式解释为限制本发明。

实施例

实施例1：细胞膜制备的示例性制备

[0045] 细胞膜制备(例如RBC血影制备)是本领域已知的。在此，按照制备细胞膜——RBC

细胞膜的非限制性实例来提供用于本发明纳米颗粒制备的示例性细胞膜。

[0046] 设备和材料要求：

[0047] 程序：

1.将浓缩红细胞袋放置于-80℃的冰箱中并冷冻过夜。次日早晨将浓缩红细胞在4℃的

冰箱中解冻。

2.向培养基瓶中倒入360mL  0.5mM  EDTA，储存于冰箱中过夜。
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3 .将来自pRBC的40ml血液添加至培养基瓶，摇动以混合均匀。在冰箱中温和地混合

30min。

4.将400mL  WFI水置入TFF(Millipore  Labscale  TFF系统)过程贮液池中并关闭贮液

池。启动TFF系统，将流量旋钮转到4级。将系统再循环5min，并驱动所有的水通过渗透管线

以预湿过滤器(Micropore  Pellicon  2微型TFF过滤器，PXDVPPC50)。暂停系统。

5.将来自步骤3的混合物倒入TFF过程贮液池中。

6.将混合物浓缩至100mL。

7.用400mL  PBS进行渗滤。将PBS缓慢倒入贮液池中，以使贮液池中的溶液保持在100±

50mL。

8.用200mL  0.5mM  EDTA进行渗滤。将EDTA溶液缓慢倒入贮液池中，以使贮液池中的溶

液保持在100±50mL。

9.最后浓缩至40mL。监测压力，降低泵速以使压力＜40psi。

10.将脂质泵入50mL锥形管中，储存在-80℃的冷冻箱中以供进一步分析来确认细胞膜

的制备和/或过程。

实施例2：按照已知方法用不同超声处理时间研究来制备包含病毒核心的纳米颗粒的

失败尝试

[0048] 该程序描述了使用探针超声处理的针对1mL包被病毒(10^10个VP/mL)的实验室规

模过程。该过程中所用的赋形剂细胞膜(例如红血球膜)相当于以0.1mL浓缩红细胞为原材

料。以下是关于按照已知方法尝试制备包含病毒核心的纳米颗粒的详细描述。

[0049] 由于开始数次尝试按照已知方法(如美国公开号2013/0337066中的方法)制备包

含病毒核心的纳米颗粒均未成功，因此我们决定通过施加不同的超声处理时间(4分钟、6分

钟、8分钟)来探索能量条件，希望能够制备出包含示例性病毒(即人类腺病毒5型)核心的纳

米颗粒。

[0050] 设备和材料：以下是用于合成1mL包被病毒的设备和材料的简要说明：

[0051] 探针式超声波仪：Qsonica  XL2000

[0052] 原材料清单：

[0053] 程序：
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1.向1.5mL微型离心管中添加800μL盐水。

2.向管中添加200μL  RBC膜(1.5mg/mL)，混合均匀。这会使过程混合物具有0.3mg/mL的

膜。

3.打开探针式超声波仪的电源，用70％乙醇擦拭探针，并且仅将探针移入生物罩。

4.将超声波仪的功率调整到2级(输出约3W)。

5.准备具有冷水的冰盒，以使过程温度保持在小于4℃。

6.将10μL腺病毒贮存液(Vector  biolabs，批号20170922)添加到过程混合物中。

7.将管放入冰盒中。将探针浸入管中。不要让探针触碰底部。

8.对混合物进行手动超声处理，超声持续1秒，每次超声间隔1秒。保持这个步骤持续4

分钟、6分钟、8分钟，以生产三个样品批次。

9.对于裸露病毒，按照步骤1～8进行，但将步骤2中的溶液改用分子级的水。

10.按照供应商的程序(Virusys  Corporation，AK290-2)获得每个批次的夹心法ELISA

数据。

[0054] 包被的病毒纳米颗粒将通过病毒检测测定来确认。该测定是一种双抗体(夹心法)

ELISA，它利用单克隆抗腺病毒抗体从样品中捕获抗原。样品温育后，添加生物素化的检测

抗体，该步骤之后添加HRP-链霉亲和素。通过添加HRP底物，之后添加终止试剂使六邻体抗

原的存在可视化。孔内颜色的显现表明样品中存在腺病毒六邻体抗原。出于定量目的，

Virusys提供了单独的校准套件(AK291，腺病毒抗原校准套件)，其可与该产物结合使用以

生成用于定量测量的标准曲线。

[0055] 结果显示，基于病毒检测测定(见图1)，施加4分钟超声处理时间似乎提供了更好

的结果。然而，当比较所有批次与对照样品(即裸露病毒样品)之间的测试结果时，吸光度差

异不够大，难以证明病毒包被成功。因此，需要改变其他条件。

实施例3：按照已知方法用高剪切均质器制备包含病毒核心的纳米颗粒的失败尝试

[0056] 使用的设备和材料与实施例2中相同，但使用PBS溶液用于RBC膜与病毒贮存液的

混合。混合物之后经历高剪切均质器处理，细节如下。

[0057] 程序：

1.将冷水倒入LM10高剪切匀质器(Microfluidics)的冷却箱内。将压缩空气连接到机

器，调整空气压力到120psi左右。

2.用100mL去离子水填充贮液池，处理压力设为10K  psi。将系统用去离子水和PBS洗涤

两次。

3.将14mL  PBS与1mL细胞脂质(1 .5mg/mL)和50μL腺病毒(10^12个vp/mL，Vector 

Biolabs)混合，将混合物倒入贮液池中。

4.启动机器，重复高剪切冲程5次

5.从产物容器中收集样品。

[0058] 实验不成功，使用病毒检测测定未检测到病毒。该病毒可能被设备产生的高剪切

力破坏。因此，尽管成功地将RBC膜施加于包含非病毒材料的核心，但产生本文公开的包含

示例型病毒核心的成功纳米颗粒的条件仍然存在问题。

实施例4：改变不同混合物溶液来制备包含病毒核心的纳米颗粒的尝试

[0059] 在已知的方法和科学原理中，由于盐水或PBS溶液被用于制备RBC血影，因此在RBC
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膜包被或封装过程中需要盐水或PBS溶液。与已知的程序相反，本文使用了一些非盐溶液来

探究“非传统”程序。

1.在1.5mL微型离心管中添加800μL不同种溶液(例如盐水、蔗糖、葡萄糖、赖氨酸-葡萄

糖)。

2.向管中添加200Ml  RBC膜(1.5mg/mL)，混合均匀。这会使过程混合物具有0.3mg/mL的

膜。

3.打开探针式超声波仪的电源，用70％的乙醇擦拭探针，并且仅将探针移入生物罩。

4.将超声波仪的功率调整到2级(输出约3W)。

5.准备具有冷水的冰盒，以使过程温度保持在小于4℃。

6.将10μL腺病毒贮存液(Vector  biolabs，批号20170721.2)添加到过程混合物中。

7.将管放入冰盒中。将探针浸入管中。不要让探针触碰底部。

8.对混合物进行手动超声处理，超声持续1秒，每次超声间隔1秒。保持这个步骤持续4

分钟以生产多个批次。

9.按照供应商的程序(Virusys  Corporation，AK290-2)获得夹心法ELISA数据，以用于

所制备批次的确认和比较。

[0060] 根据US  2013/033  7066中描述的已知程序，应该使用盐水或PBS来制备纳米颗粒。

然而，图2中清楚地显示，盐水批次产生了非常差的封装(或包被)纳米颗粒的结果，因为

ELISA测定显示，与未包被病毒(对照)相比，其吸光度几乎相同。另一方面，出乎意料且令人

惊讶的是，非盐溶液批次，如含糖溶液批次(例如蔗糖、葡萄糖和赖氨酸-葡萄糖)，表现出低

得多的吸光度，这表明在病毒核心上更多且更好地包被了RBC膜。

实施例5：示例性条件下RBC膜对溶瘤病毒的包被

[0061] 为了验证将非盐溶液用于RBC膜与病毒贮存液的混合所发现的出乎意料的结果，

使用如下所示的示例性发明程序来制备包含病毒核心的纳米颗粒。

[0062] 设备、材料与实施例2中相同，但将11％蔗糖溶液用于RBC膜与病毒贮存液的混合。

[0063] 原材料清单：

[0064] 缓冲液和溶液清单：
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[0065] 程序：

1.向1.5mL微型离心管中添加800μL11％蔗糖溶液。

2.向管中添加200μL  RBC膜(1.5mg/mL)，混合均匀。这会使过程混合物具有0.3mg/mL的

膜。

3.打开探针式超声波仪的电源，用70％乙醇擦拭探针，并且仅将探针移入生物罩。

4.将超声波仪的功率调整到2级(输出约3W)。

5.准备具有冷水的冰盒，以使过程温度保持在小于4℃。

6.将2.5μL示例性溶瘤病毒(例如，腺病毒贮存液(Vector  biolabs，批号20170721.2))

添加到过程混合物中，致使混合物中蔗糖溶液为9％左右。本领域技术人员可以预期，在相

似的条件下5％-15％的糖溶液都将可行。

7.将管放入冰盒中。将探针浸入离心管中。不要让探针触碰底部。

8.对混合物进行手动超声处理，超声持续1秒，每次超声间隔1秒。保持这个步骤4分钟

以制备含病毒核心的纳米颗粒。

9.对于裸露病毒，按照步骤1～9进行，但将步骤2中的溶液改用分子级的水。

[0066] 通过透射电子显微镜(TEM)将所得的包被纳米颗粒成像。图3显示了裸露病毒与

RBC膜包被病毒的图像对比。粒径对比如图4所示，其表明包被层约为10nm。TEM图像显示纳

米颗粒的大小在110nm-120nm范围内(约118nm)。

[0067] 图5显示，RBC膜包被病毒被保护免于检测出抗体，而裸露病毒得到清楚显示；吸光

度差异非常显著，表明RBC膜包被的效果非常好。接下来，使包被的纳米颗粒经历去除RBC膜

的过程，然后经受相同的ELISA测试以进一步确认包被结果。

[0068] 对于包衣去除，将200μL包被病毒与50μL样品制备缓冲液(Virusys  Corporation，

含表面活性剂)混合，然后进行ELISA检测。图6显示，在去除RBC膜后，再次检测到病毒，确认

了之前的包被病毒。

[0069] 虽然本文已经示出和描述了本发明的优选实施方案，但对于本领域技术人员显而

易见的是，这些实施方案仅以示例的方式提供。在不脱离本发明的情况下，本领域技术人员

现在将会想到多种变化、改变和替换。应当理解，本文所述的本发明实施方案的各种替代方

案可用于实施本发明。旨在以下列权利要求限定本发明的范围，从而涵盖这些权利要求的

范围内的方法和结构及其等同物。
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图3
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图5

图6
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