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公开了用于抑制受试者的食管炎症的方法，

其包括对患有食管炎症的受试者的食管施用治

疗有效量的胞外基质(ECM)水凝胶。还公开了用

于减少食管狭窄的方法。公开了包含食管胞外基

质(ECM)水凝胶的组合物。
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1.在受试者中抑制食管炎症或减少食管狭窄的方法，包括对患有食管炎症的受试者的

食管施用治疗有效量的胞外基质(ECM)水凝胶，其中该ECM水凝胶具有以下特性：

a)在约37℃的温度下达到50％凝胶化的时间少于30分钟；

b)适合输注到食管中的流动粘度；和

c)约10至约300帕斯卡(Pa)的硬度；

由此在受试者中抑制食管炎症或减少食管狭窄。

2.如权利要求1所述的方法，其中在约37℃下达到50％凝胶化的时间为约3至约30分

钟。

3.如权利要求1所述的方法，其中在约37℃下达到50％凝胶化的时间为约3至约10分

钟。

4.如权利要求2所述的方法，其中达到50％凝胶化的时间为约4至约10分钟。

5.如权利要求1-4中任一项所述的方法，其中流动粘度在约0.1/s的剪切率下为约1至

约40Pa*s，并且在1000/s的剪切率下为约0.01至约0.2Pa*s。

6.如权利要求1-4中任一项所述的方法，其中流动粘度为在1/s的剪切率下为约0.1至

约25Pa*s，并且在约100/s的剪切率下为约0.02至约0.8Pa*s。

7.如权利要求1-6中任一项所述的方法，其中该ECM水凝胶具有10-70Pa的硬度。

8.如权利要求1-7中任一项所述的方法，其中该ECM水凝胶是食管ECM水凝胶。

9.如权利要求1-8中任一项所述的方法，其中水凝胶中的ECM浓度为2mg/ml至约16mg/

ml。

10.如权利要求1-9中任一项所述的方法，其中该ECM水凝胶经口服、内窥镜或经由导管

施用。

11.如权利要求1-10中任一项所述的方法，其中该ECM水凝胶通过以下方式制成：

(a)通过在酸性溶液中用酸性蛋白酶进行组织消化来溶解去细胞的胞外基质(ECM)以

制成消化的食管ECM；和

(b)将消化的食管ECM的pH升高至介于7.2-7.8之间的pH以产生中和的消化溶液。

12.如权利要求11所述的方法，其中(b)将消化的ECM的pH升高包括添加碱或等渗缓冲

液以升高消化的ECM的pH。

13.如权利要求10或权利要求11所述的方法，其中该酸性蛋白酶是胃蛋白酶、胰蛋白酶

或其组合。

14.如权利要求1-13中任一项所述的方法，其中在施用给受试者之前将该ECM水凝胶保

持在25℃或以下。

15.如权利要求1-14中任一项所述的方法，其中受试者患有巴雷特食管或处于巴雷特

食管的风险中。

16.如权利要求15所述的方法，其中所述方法抑制受试者的食管瘤发展。

17.如权利要求1-16中任一项所述的方法，其中该ECM水凝胶恢复受试者食管中的上皮

屏障。

18.如权利要求1-17中任一项所述的方法，其中该ECM水凝胶提高上皮细胞和/或干细

胞向受试者食管损伤部位的趋化性。

19.如权利要求1-18中任一项所述的方法，其中该ECM水凝胶在受试者中减少食管狭
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窄。

20.包含胞外基质(ECM)水凝胶的组合物，其中该ECM水凝胶具有以下特性：

a)在约37℃下，达到50％凝胶化的时间少于10分钟；

b)足以注入食管中的流动粘度；

c)约10至约300帕斯卡(Pa)的硬度；和

d)水凝胶是食管水凝胶；

并且其中该组合物被配制为施用于食管。

21.如权利要求20所述的组合物，其中在约37℃下达到50％凝胶化的时间为a)约3至约

30分钟；b)约4至约10分钟；或c)约3至约10分钟。

22.如权利要求20或21所述的组合物，其中该水凝胶具有约10至约70Pa的硬度。

23.如权利要求20-22中任一项所述的组合物，其包含约2mg/ml至约16mg/ml的ECM水凝

胶。

24.如权利要求21-23中任一项所述的组合物，其中该ECM水凝胶通过以下方式制成：

(a)通过在酸性溶液中使用酸性蛋白酶进行食管组织消化来溶解去细胞的胞外基质

(ECM)以产生消化的食管ECM；

(b)将消化的食管ECM的pH升高到7.2-7.8之间的pH以生产中和的消化溶液；和

(c)将消化的食管ECM稀释到浓度为约8mg/ml至约12mg/ml的ECM水溶胶。

25.如权利要求24所述的组合物，其中(b)升高消化的ECM的pH包括添加碱或等渗缓冲

液以升高消化的食管ECM的pH。

26.如权利要求24或权利要求25所述的组合物，其中该酸性蛋白酶是胃蛋白酶、胰蛋白

酶或其组合。

27.如权利要求20-26中任一项所述的组合物，其中该ECM水凝胶被保持在25℃或以下。

28.如权利要求20-27中任一项所述的组合物，其用于抑制受试者的食管炎症。

29.如权利要求20-27中任一项所述的组合物，其用于恢复受试者的食管中的上皮屏

障。

30.如权利要求28或权利要求29所述的组合物，其中该受试者患有巴雷特食管。

31.如权利要求20-27中任一项所述的组合物，其用于减少受试者的食管狭窄。

32.试剂盒，其包含：a)容器，其中所述容器包含如权利要求20-31中任一项所述的组合

物或其冻干形式；和b)该组合物的使用说明。
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用于治疗食管炎症的ECM水凝胶

[0001] 相关申请的交叉引用

[0002] 本申请要求2017年3月2日提交的美国临时申请第62/465,985号的权益，其通过引

用整体并入本文。

发明领域

[0003] 本申请涉及水凝胶领域，具体涉及胞外基质(ECM)水凝胶用于治疗食管炎症(诸如

巴雷特食管)的用途。

背景技术

[0004] 食管腺瘤(EAC)的发病率正迅速升高；超过所有其他癌症的增长率。食管腺瘤

(EAC)与预后不佳相关，五年生存率低于15％。受影响患者的数量与20世纪70年代相比高出

多达600％(Dubecz  et  al .,J  Gastrointest  Surg .2013Nov  15；Prasad  et  al .,

Amer.J.Gastroentero.105(7):1490-502,2010)。

[0005] 巴雷特食管(Barrett's  esophagus)涉及食管下部(远端部分)的细胞化生，其特

征在于由具有杯状细胞的简单柱状上皮代替食管的正常分层鳞状上皮衬里。巴雷特食管与

食管腺瘤强相关。认为巴雷特食管的主要诱因是对反流性食管炎所致的慢性酸暴露的适应

和反应。在活组织检查之后，巴雷特食管的细胞被分为四大类：非发育不良、低度发育不良、

高度发育不良和明显的癌(frank  carcinoma)。通常通过内镜下切除术和内镜下治疗(诸如

射频消融术)来治疗高度发育不良和早期腺瘤，而非发育不良和低度患者通常被建议每年

接受内镜观察。仍需要能用于治疗食管炎症和巴雷特食管的方法和组合物。

[0006] 发明概述

[0007] 公开了抑制受试者的炎症和/或减轻食管炎症效果的方法。还公开了减少食管狭

窄的方法。这些方法包括对受试者(诸如患有食管炎症或狭窄或有狭窄风险的受试者)的食

管施用治疗有效量的胞外基质(ECM)水凝胶，其中所述ECM水凝胶具有以下特性：a)在约37

℃的温度下达到50％凝胶化的时间少于30分钟；b)适合输注到食管中的流动粘度；和c)10-

600帕斯卡(Pa)的硬度，诸如，但不限于10-70Pa。在特定的非限制性实例中，水凝胶可为食

管ECM水凝胶。在另一个特定的非限制性实例中，受试者可具有巴雷特食管。

[0008] 在其它实施方式中，公开了包含食管胞外基质(ECM)水凝胶的组合物，其中所述食

管ECM水凝胶具有以下特性：a)在约37℃下达到50％凝胶化的时间少于10分钟；b)足以注入

食管中的流动粘度；和c)10-70帕斯卡(Pa)的硬度，其中所述组合物被配制为施用于食管。

这些组合物用于本文所公开的方法中。

[0009] 通过参考以下附图进行的以下详细描述，本发明的前述和其它目的、特征和优点

将变得更加明显。

[0010] 附图简述

[0011] 图1.食管ECM水凝胶粘度曲线。

[0012] 图2.食管ECM水凝胶硬度。

说　明　书 1/17 页

4

CN 110352061 A

4



[0013] 图3.食管ECM凝胶化时间。

[0014] 图4A-4C.粘度曲线是组织特异性的。

[0015] 图5A-5C.凝胶硬度是组织特异性的。

[0016] 图6A-6C.ECM凝胶化时间是组织特异性的。

[0017] 图7.ECM水凝胶促进了抗炎细胞因子的分泌。

[0018] 图8A-8B.ECM促进了上皮和干细胞的趋化性。

[0019] 图9.EAC临床治疗中的动态交互作用。

[0020] 图10A-10B.水凝胶施用效果。

[0021] 图11.30日之后的水凝胶施用效果。

[0022] 图12A-12B.eECM水凝胶的安全性评估。

[0023] 图13A-13D.组织学。

[0024] 图14.治疗狭窄的用途。

[0025] 图15.组织学分析，对照犬。

[0026] 图16.组织学分析，用ECM水凝胶治疗的犬。

[0027] 发明详述

[0028] 当制成水凝胶时，胞外基质(ECM)生物支架具有生物活性(Freytes  et  al .,

Biomaterials  29:1630-7,2008)。然而，ECM水凝胶具有独特的物理和机械特性。这些与众

不同的特性将ECM的应用延伸到片状形式可应用的那些之外。与片状形式相比，ECM水凝胶

可被递送至形状和尺寸不规则的表面区域，确保ECM与具有不规则拓扑结构的组织接触，不

需要固定装置(例如，缝线和支架)，并且不会对其植入区域赋予不利的硬度。水凝胶具有如

下特性：其在室温下为液体(预-凝胶)，但当暴露于体温(37℃)时成为凝胶，使得其容易通

过类似针管、导管、冲洗器和探针等的装置递送。

[0029] 片状形式的ECM已被用于治疗晚期食管发育不良和肿瘤性疾病，然而，对固定装置

(即，支架)、片状形式的刚度以及植入的相对侵入性的需要不允许其扩展其应用。ECM水凝

胶的与众不同的特性使其可理想地用于食管表面和/或治疗不能用片状形式治疗的食管

病。ECM水凝胶的粘弹性和粘膜粘附特性支持其用于治疗食管病的潜力。另外，水凝胶可用

于逆转食管中的癌性和癌前病变。

[0030] 近来，片状形式已被成功用于治疗食管晚期癌性和癌前疾病。对于食管应用，将片

材放置于周边并且通过支架固定就位。对于片状形式的使用存在限制，诸如需要固定装置

(即，缝线或支架)、其不能充满尺寸不规则的缺陷以及其覆盖面积有限(受限于片的尺寸)。

在食管中，这些限制将ECM片的使用局限于治疗晚期食管病，这是经证实可使用临时支架和

先进程序的数种情况之一。

[0031] 所公开的水凝胶可以口服施用到食管。水凝胶可被施用到食管的空腔中以覆盖表

面。这是非侵入性应用。在一些实施方式中，应用是口服，例如通过吞咽。在其它实施方式

中，应用可以是管饲。在食管组织的表面形成水凝胶。在一些实施方式中，水凝胶覆盖粘膜，

并且不会侵入到下面的粘膜下层或肌肉组织中。

[0032] 本文公开了水凝胶(诸如从食管ECM制成的水凝胶)可用于治疗巴雷特食管和抑制

腺癌发展。ECM水凝胶可抑制炎症并且减轻炎症的影响。ECM水凝胶可减轻狭窄。在一些实施

方式中，当以约2mg/ml至约20mg/ml(诸如约8mg/ml至约12mg/ml)的浓度使用时，ECM水凝胶
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是有效的。

[0033] 术语

[0034] 除非另外指明，技术术语根据常规用法使用。分子生物学中一般术语的定义可见

于：Benjamin  Lewin,Genes  V,published  by  Oxford  University  Press,1994(ISBN  0-

19-854287-9)；Kendrew  et  al .(eds .) ,The  Encyclopedia  of  Molecular  Biology ,

published  by  Blackwell  Science  Ltd .,1994(ISBN  0-632-02182-9)；和Robert 

A .Meyers(ed .) ,Molecular  Biology  and  Biotechnology:a  Comprehensive  Desk 

Reference,published  by  VCH  Publishers,Inc.,1995(ISBN  1-56081-569-8)。

[0035] 为便于审阅本公开的各种实施方式，提供了以下对特定术语的解释：

[0036] 酸性蛋白酶：切割肽键的酶，其中酶在酸性pH下具有提高的切割肽键的活性。例如

但不限于，酸性蛋白酶可包括胃蛋白酶和胰蛋白酶。

[0037] 巴雷特食管：食管下部(远端部分)细胞的异常改变(化生或发育不良)。当食管的

正常复层鳞状上皮层衬里被带有杯状细胞的简单柱状上皮替代时，诊断为巴雷特食管。在

5-15％的寻求胃食管反流病(GERD)的医疗护理的患者中发现巴雷特食管，尽管大部分患有

巴雷特食管的患者子群没有症状。巴雷特食管与食管腺癌密切相关，并且被认为是一种癌

前状态。认为巴雷特食管的主要原因是对因反流性食管炎所致的慢性酸暴露的适应。在活

检后，巴雷特食管的细胞被分为四大类：非-发育不良、低度发育不良、高度发育不良和明显

的癌。

[0038] 碱：具有大于7的pH的化合物或化合物溶液。例如但不限于，碱是碱性氢氧化物或

碱性氢氧化物的水溶液。在某些实施方式中，碱是NaOH或在PBS中的NaOH。

[0039] 粉碎(捣碎和破碎)：将较大颗粒减小到较小颗粒的过程，包括但不限于通过研磨、

掺合、切碎、切片、磨碎、切割、切碎。ECM可以任何形式进行粉碎，包括但不限于，水合形式、

冷冻、风干、冻干、粉末化、片状形式。

[0040] 诊断：通过其迹象、症状和多种检查结果鉴定疾病的过程。通过该过程达到的结论

也称为“诊断”。通常进行的检查形式包括血液检查、医学影像和活检。

[0041] 胞外基质(ECM)：组织和器官的非细胞组件。天然ECM(多细胞生物(诸如哺乳动物

和人类)中发现的ECM)是结构和非结构生物分子的复杂混合物，包括但不限于，胶原、弹性

蛋白、层粘连蛋白、糖胺聚糖、蛋白聚糖、抗菌剂、化学引诱物(chemoattractant)、细胞因子

和生长因子。在哺乳动物中，ECM通常包含以各种形式存在以干重质量计约90％的胶原。可

通过从给定组织或器官中去除细胞来产生生物支架。ECM的组成和结构根据组织的来源而

变化。例如，小肠粘膜下层(SIS)、膀胱基质(UBM)、食管(E)和肝基质ECM在其整体结构和组

成上彼此不同，这是因为每种组织需要独特的细胞龛。完整的“胞外基质”和“完整ECM”生物

支架由理想地保留其结构和非结构生物分子的活性的胞外基质组成，包括但不限于，胶原、

弹性蛋白、层粘连蛋白、糖胺聚糖、蛋白聚糖、抗菌剂、化学引诱物、细胞因子和生长因子，诸

如，但不限于如本文所述的粉碎的ECM。

[0042] ECM中的生物分子的活性可被化学或机械地去除，例如，通过化学或酶交联和/或

通过透析ECM。完整ECM基本上没有经过酶消化、交联和/或透析，表示ECM在溶解之前没有经

历消化、透析和/或交联过程或者没有经历ECM的存储和处理期间自然发生的过程之外的条

件。因此，显著交联和/或透析的ECM(除了以基本不影响ECM在本文所述的其用途中的凝胶
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化和功能特性的微不足道的方式)不被认为是“完整的”。

[0043] 食管胃十二指肠镜检查(EGD)或上胃肠道内镜检查：使胃肠道的任何上部到十二

指肠可视化的诊断性内窥镜检查程序。“食管内窥镜检查”是使食管可视化的内窥镜检查程

序。食管内窥镜检查有时可作为EGD或上胃肠道内窥镜检查的一部分。除非另外明确表明如

此，否则这些术语互相并不排斥。

[0044] 凝胶化：由溶胶形成凝胶。

[0045] 胃食管反流病(GERD)：因胃酸从胃反流到食管中引起的粘膜损伤的慢性症状。

GERD通常因胃与食管之间的屏障改变引起，包括下食管括约肌(其通常保持胃顶部(近端部

分)闭合)的异常松弛，食管对胃反流阻止作用受损，或食管裂孔疝。这些改变可以是永久性

或临时性的。

[0046] 流动粘度：流体对剪切应力或拉伸应力引起的逐渐变形的抵抗力的量度。粘度是

以不同速度移动的流体中流体抵抗流体两个表面之间相对运动的特性。当流体被迫通过管

时，组成流体的颗粒通常在靠近管轴处移动较快，而在靠近其壁处移动较慢。需要应力(诸

如管两端之间的压力差)以克服颗粒层之间的摩擦以保持流体移动。对于给定的速度模式，

所需的应力与流体粘度成比例。用粘度计和流变仪测量粘度。粘度可以帕斯卡秒(Pa*s)测

量。水在20℃时的粘度为1.002mPa*s。

[0047] 水凝胶：亲水性的聚合物链的网络，有时发现其是以水为分散介质的胶体凝胶。水

凝胶是高吸附性天然或合成的聚合物网络。水凝胶也具有类似于天然组织的一定程度的柔

韧性。

[0048] 炎症：因组织损伤引起的局部反应。炎症的特征在于出现在或迁移到任何组织空

间、单元或区域中的任何种类的白细胞的数量超过在正常(健康)环境下在这种组织区域中

发现的这类细胞的数量的情况。炎症是因血管组织对有害刺激(诸如病原体、受损细胞或刺

激物)的复杂生物反应引起的。

[0049] 等渗缓冲溶液：缓冲到pH为7.2-7.8之间并且具有促进等渗环境的平衡盐浓度的

溶液。

[0050] (食管的)低度发育不良和高度发育不良：食管的病理学状况。通常，在食管发育不

良中，在食管的内衬中缺少顶部粘蛋白。经常地，在发育不良的上皮中同时可见杯状细胞的

缺失和非杯状的柱状细胞中粘蛋白耗尽。在低倍(low  power)下，这些区域与其他不相关区

域相比看起来染色程度更深。

[0051] 对于高度发育不良，通常存在食管腺体结构的变形并且可标记；其由腺窝的分枝

和侧芽(一种粘膜表面的绒毛状构造)组成，或者由上皮的腺体内桥组成，以形成筛状形式

的“背靠背”腺体。在粘膜表面存在发育不良的上皮，伴有核极性的丧失，其特征为核的"浑

圆(rounding  up)"，并且核彼此之间缺少一致性关系。

[0052] 预防或治疗：抑制疾病是指抑制疾病的部分或全部发展，例如在患有诸如因炎症

引起的疾病的风险的人中。有患食管腺瘤风险的人的实例是患有巴雷特食管或GERD的人。

抑制疾病过程包括预防疾病发展。“治疗”是指改善疾病或病理学状况的迹象或症状的治疗

性干预，诸如在其已开始发展之后。

[0053] 剪切应力：与材料横截面共面的应力分量。剪切应力来自平行于横截面的力矢量

分量。计算平均剪切应力的公式是每单位面积的力：
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[0054]

[0055] 其中τ＝剪切应力，F＝施加的力，A＝材料的横截面积，该横截面平行于所施加的

力矢量。

[0056] 狭窄(Stricture)：引起吞咽困难的食管狭窄或收紧。食管狭窄的症状包括胃灼

热、嘴苦或嘴酸、窒息、咳嗽、呼吸短促、频繁打嗝或嗳气、吞咽疼痛或困难、吐血和/或体重

减轻。食管狭窄可由胃食管反流病、食管炎、食管下括约肌功能障碍、运动障碍、碱液摄入或

食管裂孔疝引起。在食管手术和其他治疗(如激光治疗或光动力治疗)后可形成狭窄。当该

区域愈合时，形成疤痕，导致组织拉扯并收紧，引起吞咽困难。狭窄可以是炎症的结果。钡吞

咽试验或上消化道内窥镜检查可用于诊断食管狭窄。

[0057] 硬度(stiffness)：物体或流体的硬度。胞外基质的硬度对于引导细胞的趋硬性

(durotaxis)迁移是重要的。硬度可以帕斯卡(Pa)为单位，即每平方米一牛顿。

[0058] 治疗剂：以一般意义使用，其包括治疗剂、预防剂和替代剂。“治疗(treatment)”

或”治疗(treating)”是指向患者提供足以可测量地减少、抑制或减轻任何疾病症状，减缓

疾病进展或引起疾病消退的量的物质，例如ECM水凝胶。在某些实施方式中，可在患者呈现

疾病症状之前开始疾病的治疗。所公开的方法抑制食管炎症和/或减轻食管炎症的影响。

[0059] 治疗有效量：组合物(诸如ECM水凝胶)的“治疗有效量”表示当被施用给患者时有

效提供治疗益处(诸如改善症状、减少疾病进展或引起疾病消退)的量。一定量的特定ECM水

凝胶足以在所治疗的受试者中实现所需的效果，诸如抑制炎症和/或减轻这种炎症的影响，

诸如狭窄。治疗有效量可被全身性或局部施用，诸如施用到食管。另外，有效量的ECM水凝胶

可以单剂量施用，或者随时间以数个剂量施用。然而，有效量将取决于所应用的制剂、所治

疗的受试者、痛苦的严重程度和类型以及化合物的施用方式。用于本文所公开的方法中的

ECM水凝胶在医药和兽医环境中都有应用。因此，一般术语“受试者”或“患者”应被理解为包

含所有动物，包括但不限于，人或兽医学受试者，诸如其它灵长类动物、犬、猫、马和牛。

[0060] 除非另外说明，否则本文使用的所有技术和科学术语具有与本公开所属领域的普

通技术人员通常理解的含义相同的含义。除非上下文另有明确说明，否则单数术语“一/一

个/一种(a/an)”和“所述/该(the)”包括复数指示物。类似地，除非上下文另有明确说明，否

则词语“或”旨在包括“和”。还应理解，对于核酸或多肽给出的所有碱基大小或氨基酸大小，

以及所有分子量或分子质量值是近似的，并且被提供用于描述。尽管与本文描述的那些类

似或等同的方法和材料可用于本公开的实践或测试，但下文描述了合适的方法和材料。术

语“包括”表示“包含”。术语“约”表示相差5％以内。本文提及的所有出版物、专利申请、专利

和其他参考文献都通过引用整体并入。如有冲突，将以本说明书(包括术语解释)为准。另

外，材料，方法和实施例仅是说明性的而不是限制性的。

[0061] 胞外基质(ECM)水凝胶

[0062] 在例如美国专利号8,361,503中公开了制备ECM水凝胶的方法。任何类型的胞外基

质组织可用于制备可在本文所公开的方法中使用的水凝胶(参见涉及ECM的美国专利号4,

902,508；4,956,178；5,281 ,422；5,352,463；5,372,821；5,554,389；5,573,784；5,645,

860；5,771,969；5,753,267；5,762,966；5,866,414；6,099,567；6,485,723；6,576,265；6,

579,538；6,696,270；6,783,776；6,793,939；6,849,273；6,852,339；6,861 ,074；6,887 ,
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495；6,890,562；6,890,563；6,890,564和6,893,666)。在某些实施方式中，从脊椎动物分离

ECM，例如但不限于温血哺乳类脊椎动物，包括但不限于人、猴、马、猪、牛和绵羊。在特定的

非限制性实例中，ECM是猪或人的。

[0063] ECM可来源于任何器官或组织，包括但不限于膀胱、肠、肝、食管和真皮。在一个实

施方式中，ECM是从膀胱分离的。在另一个实施方式中，ECM来自食管。ECM可包括或不包括

ECM的基底膜部分。在某些实施方式中，ECM包括至少一部分基底膜。在其他实施方式中，从

细胞培养物中收获ECM。可通过两种或更多种组织来源的组合来生产ECM水凝胶。

[0064] 如美国专利号8,361 ,503(其通过引用并入本文)中所公开的，通过以下方式制备

膀胱ECM(诸如猪膀胱ECM)：使用纵向擦拭动作以刀柄和湿纱布摩擦(abrading)膀胱组织以

去除包含浆膜层和肌层的外层(腔外层)。在组织片段外翻之后，使用相同的擦拭动作将粘

膜层的腔部分与下面的组织分层。在一些实施方式中，防止粘膜下层穿孔。在去除这些组织

之后，得到的ECM主要由粘膜下层组成。在Wolf  et  al.,Biomaterials  33:7028-7038,2012

中公开了从去细胞的真皮ECM制备水凝胶，该文献通过引用并入本文。在例如Badylak  et 

a l .J  Ped ia tr  Su rg .35 (7) :1 0 97 -1 03 ,20 0 0和Bad y la k  e t  a l . ,J  Su rg 

Res.2005September；128(1):87-97,2005中公开了从食管组织制备ECM，二者均通过引用并

入本文。美国专利号6,893,666(通过引用并入本文)公开了从膀胱、皮肤、食管和小肠制备

ECM。

[0065] 在本文所述的方法、装置和组合物中也可使用可商购的ECM制剂。在一个实施方式

中，ECM来源于小肠粘膜下层或SIS。可商购的制剂包括但不限于：SURGISISTM、SURGISIS-

ESTM、STRATASISTM和STRATASIS-ESTM(Cook  Urological  Inc .；Indianapolis ,Ind .)和

GRAFTPATCHTM(Organogenesis  Inc.；Canton  Mass.)。在另一个实施方式中，ECM来源于真

皮。可商购的制剂包括但不限于PELVICOLTM(在欧洲作为PERMACOLTM售卖；Bard,Covington,

Ga .)、REPLIFORMTM(Microvasive；Boston ,Mass .)和ALLODERMTM(LifeCell；Branchburg ,

N .J .)。在另一个实施方式中，ECM来源于膀胱。可商购的制剂包括但不限于UBM(Acell 

Corporation；Jessup,Md.)。

[0066] 用于制备ECM的源组织可以多种方式收获，在收获之后可使用收获组织的多个部

分。也可从食管和小肠制备ECM，并且从这种ECM制备水凝胶，参见，例如，Keane  et  al .,

Tissue  Eng.Part  A,21(17-18):2293-2300,2015，该文献通过引用并入本文。可通过如下

方式制备食管ECM：将粘膜和粘膜下层与外肌层机械分离，并在包含胰蛋白酶的缓冲液中消

化粘膜层，随后暴露于蔗糖、 去氧胆酸、过乙酸和DNA酶。可通过如下方式

制备小肠粘膜下层(SIS)：从完整小肠上机械去除粘膜表层、浆膜和肌层外膜，留下完整的

粘膜下层、粘膜肌层和基部致密层。随后将SIS用过乙酸处理。示例性的方案在Keane  et  al

中提供。

[0067] 在一个实施方式中，从收获的猪膀胱分离ECM以制备膀胱基质(UBM)。从膀胱去除

过量的结缔组织和残余尿液。可通过机械摩擦或通过酶处理、水化和摩擦(abrasion)的组

合去除浆膜、肌层外膜、粘膜下层和大部分粘膜肌层。可通过使用纵向擦拭动作的摩擦来完

成这些组织的机械去除以去除外层(特别是腔外平滑肌层)乃至粘膜层的腔部分(上皮层)。

通过用例如Adson-Brown镊子和Metzenbaum剪刀去除肠系膜组织并使用纵向擦拭动作以包

裹在湿纱布中的手术刀手柄或其它坚硬物体擦除肌层和粘膜下层来实现这些组织的机械
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去除。也可通过将组织浸泡在去上皮溶液(例如但不限于，高渗盐水)中来使粘膜层的上皮

细胞脱离。所得的UBM包含粘膜层的基底膜和相邻的固有膜，其用过乙酸进一步处理、冻干

并粉末化，参见美国专利号8,361,503。

[0068] 在一些实施方式中，可通过先将组织在去上皮溶液(诸如盐水，例如但不限于1.0N

盐水)中浸泡10分钟至4小时范围内的时间而先将上皮细胞脱层。与高渗盐水溶液接触有效

地将上皮细胞从下面的基底膜上去除。在最初的脱层程序之后残余的组织包含上皮基底膜

和位于上皮基底膜腔外的组织层。接下来将该组织投入进一步处理以去除大部分腔外组

织，但不去除上皮基底膜。通过机械摩擦或通过酶处理、水化和摩擦的组合从剩余的去上皮

组织去除外浆膜、外膜、平滑肌组织、粘膜下层和大部分粘膜肌层。

[0069] 可通过许多标准技术对ECM灭菌，包括但不限于暴露于过乙酸、低剂量γ辐射、气

体等离子体灭菌、环氧乙烷处理、超临界CO2或电子束处理。更典型地，通过在0.1％(v/v)过

乙酸、4％(v/v)乙醇和95.9％(v/v)无菌水中浸泡2小时来获得ECM的灭菌。通过用PBS(pH＝

7.4)洗涤两次、每次15分钟并用无菌水洗涤两次、每次15分钟来除去过乙酸残余物。可以通

过环氧丙烷或环氧乙烷处理、γ辐射处理(0.05至4mRad)、气体等离子体灭菌、过乙酸灭菌、

超临界CO2或电子束处理对ECM材料灭菌。也可以通过用会导致蛋白质材料交联的戊二醛处

理对ECM灭菌，但是这种处理会显著改变材料，使其再吸收缓慢或根本不被再吸收，并引发

不同类型的宿主重塑，这种重塑更加类似瘢痕组织形成或包封(encapsulation)而不是建

设性重塑。也可用碳二亚胺或脱氢热或光氧化方法诱导蛋白质材料的交联。如美国专利号

8,361,503中所公开的，通过在0.1％(v/v)过乙酸(a)、4％(v/v)乙醇和96％(v/v)无菌水中

浸泡2小时来对ECM消毒。随后将ECM材料用PBS(pH＝7.4)洗涤两次，每次15分钟，并用去离

子水洗涤两次，每次15分钟。

[0070] 在分离目的组织后，通过各种方法进行去细胞化，例如但不限于，暴露于高渗盐

水、过乙酸、 或其他洗涤剂。灭菌和去细胞可以同时进行。例如但不限于，如上

所述的，用过乙酸灭菌也可用于使ECM去细胞。然后将去细胞的ECM干燥，或冻干(冷冻干燥)

或空气干燥。干燥的ECM可以通过包括但不限于撕碎、磨碎、切割、研磨和剪切的方法粉碎。

粉碎的ECM还可通过例如但不限于诸如在冷冻或冷冻干燥状态下研磨或磨碎的方法进一步

加工成粉末形式。为制备溶解的ECM组织，在酸性溶液中用酸性蛋白酶消化粉碎的ECM以形

成消化溶液。

[0071] ECM的消化溶液通常于室温保持一定时间的恒速搅拌。ECM消化物可立即使用或者

在-20℃储存或冷冻，例如但不限于-20℃或-80℃。

[0072] 一旦ECM溶解(通常基本完全溶解)，溶液的pH升高到7.2和7.8之间，并且根据一个

实施方式，升高到pH7.4。可使用碱(例如含有氢氧根离子的碱，包括NaOH)提高溶液的pH。同

样，可使用缓冲液(例如等渗缓冲液，包括但不限于磷酸盐缓冲盐水(PBS))使溶液达到目标

pH，或有助于将凝胶的pH和离子强度维持在目标水平，例如生理pH和离子条件。这形成了

“预凝胶”溶液。中和的消化溶液(预凝胶)可在接近37℃的温度凝胶化，其中所述温度接近

生理温度。该方法通常在凝胶化之前不包括透析步骤，得到更完整的ECM样基质，后者通常

在37℃以特定速率凝胶化(参见下文)。

[0073] 因此，ECM通常可来源于哺乳动物组织，诸如，但不限于来自膀胱、食管或小肠之

一。可从两个或更多个组织来源制备ECM水凝胶，诸如2、3或4个组织来源。在一个非限制性
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实施方式中，将ECM冻干和粉碎。随后将ECM用酸性蛋白酶在酸性溶液中溶解以制备消化的

ECM，诸如食管ECM。酸性蛋白酶可以是但不限于胃蛋白酶或胰蛋白酶或其组合。随后可将

ECM在适合于蛋白酶或对蛋白酶最佳的酸性pH(诸如，大于约pH  2或介于pH和4之间)下溶

解，例如在0.01M  HCl溶液中。通常使用混合(搅拌、搅动、混合、掺合、旋转、倾斜等)将溶液

溶解约12至约48h，取决于组织类型(例如，参见以下实施例)。优选通过以下方式制备ECM水

凝胶：(i)粉碎胞外基质，(ii)通过用酸性蛋白酶在酸性溶液中消化来溶解完整的未透析或

未交联胞外基质以制备消化溶液，(iii)将消化溶液的pH升高到pH  7.2-7.8之间以生产中

和的消化溶液(预-凝胶溶液)，和(iv)将溶液在目的受试者的食管中在约37℃的温度下凝

胶化。

[0074] ECM水凝胶在暴露于约37℃的温度下形成凝胶。“预-凝胶”形式的ECM水凝胶可被

冷冻和存储在例如但不限于-20℃或-80℃的温度。”预-凝胶”形式的ECM水凝胶可于室温存

储，诸如约25℃。因此，ECM水凝胶在低于37℃时为预-凝胶形式，诸如在25、24、23、22、21、

20、19、18、17、16、15、14、13、12、11、10、9、8、7、6、5、4℃时。ECM水凝胶可被冷冻以存储，因此

可在0℃以下存储。本文所用的术语“预-凝胶形式”或“预-凝胶”是指其中pH升高但尚未凝

胶化的ECM水凝胶。例如但不限于，预-凝胶形式的ECM水凝胶具有介于7.2-7.8之间的pH。可

诸如经口服、经由导管或在内窥镜视角下将ECM水凝胶以预-凝胶形式递送到患有食管炎症

的受试者中。

[0075] 预-凝胶形式的ECM水凝胶适于引入到患者食管中。一旦被引入约37℃的食管，ECM

水凝胶凝胶化并涂覆食管。不受理论所限，ECM水凝胶包括多种天然可溶因子，诸如，但不限

于，细胞因子。在本文中公开了由多种组织(诸如食管)制成的未透析(全ECM)的具体特性。

水凝胶以如下动力学凝胶化：使得ECM水凝胶可经由口服施用、内窥镜施用或经由导管进入

食管中，并且水凝胶随后在食管中凝胶化并涂覆食管。

[0076] 在一些实施方式中，ECM水凝胶具有以下特性：a)在约37℃的温度下达到50％凝胶

化的时间少于30分钟；b)适合输注到食管中的流动粘度；和c)i)约10至约300帕斯卡(Pa)，

ii)约10至约450Pa；iii)约10至约600Pa，iv)约5至约1,000Pa，v)约10至1,000Pa或vi)约10

至约70Pa的硬度。

[0077] 在实施方式中，ECM水凝胶具有以下特性：a)在约37℃的温度下达到50％凝胶化的

时间少于30分钟；b)适合输注到食管中的流动粘度；和c)约10至约-300帕斯卡(Pa)的硬度。

在其它实施方式中，ECM水凝胶具有以下特性：a)在约37℃的温度下达到50％凝胶化的时间

少于30分钟；b)适合输注到食管中的流动粘度；和c)约10至约450帕斯卡(Pa)的硬度。在其

它实施方式中，ECM水凝胶具有以下特性：a)在约37℃的温度下达到50％凝胶化的时间少于

30分钟；b)适合输注到食管中的流动粘度；和c)约10至约600帕斯卡(Pa)的硬度。

[0078] 在其它实施方式中，ECM水凝胶具有以下特性：a)在约37℃的温度下达到50％凝胶

化的时间少于30分钟；b)适合输注到食管中的流动粘度；和c)约5至约1,000帕斯卡(Pa)的

硬度。在其它实施方式中，ECM水凝胶具有以下特性：a)在约37℃的温度下达到50％凝胶化

的时间少于30分钟；b)适合输注到食管中的流动粘度；和c)约10至约1,000帕斯卡(Pa)的硬

度。在更多实施方式中，ECM水凝胶具有以下特性：a)在约37℃的温度下达到50％凝胶化的

时间少于30分钟；b)适合输注到食管中的流动粘度；和c)10-70帕斯卡(Pa)的硬度。

[0079] 在特定的非限制性实例中，ECM水凝胶是食管水凝胶。在其它特定的非限制性实例
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中，可从两种或更多种组织来源制备ECM水凝胶。在进一步的非限制性实例中，可从膀胱或

小肠制备ECM水凝胶。

[0080] 在其它具体的非限制性实例中，通过如下方式制备ECM水凝胶：(a)通过用酸性蛋

白酶在酸性溶液中消化组织来溶解无细胞胞外基质(ECM)以制备消化的食管ECM；(b)将消

化的ECM的pH升高至pH  7.2-7.8以生产中和的消化溶液；(c)将消化的ECM稀释到浓度为约

2mg/ml至约16mg/ml(诸如约8mg/ml至约12mg/ml)的ECM水凝胶。随后将该水凝胶引入受试

者的食管中，在这里其凝胶化。ECM可为食管ECM。

[0081] 在本文所公开的方法中使用的ECM水凝胶在37℃的温度下达到50％凝胶化的时间

少于30分钟，诸如少于29、28、27、26、25、24、23、22、21、20、19、18、17、16、15、14、13、12、1、

10、9、8、7、6、5、4、3分钟。在一些实施方式中，ECM水凝胶在约37℃的温度下凝胶化的时间少

于10分钟。在其它实施方式中，在约37℃的温度下达到50％凝胶化的时间为约3至约30分

钟。在进一步的实施方式中，在约37℃的温度下达到50％凝胶化的时间为约4至约10分钟。

在仍然其它的实施方式中，在约37℃的温度下达到50％凝胶化的时间为约5至约10分钟或

约10至约20分钟。

[0082] 所公开的ECM水凝胶可具有适合输注到食管中的流动粘度。在一些实施方式中，

ECM水凝胶在0.2/s的剪切率下具有约10至约100Pa*s的流动粘度，诸如在0.2/s的剪切率下

约10、20、30、40、50、60、70、80或90Pa*s。在进一步的实施方式中，ECM水凝胶在0.1/s的剪切

率下具有约1至约40Pa*s的流动粘度，诸如在0.1/s的剪切率下约1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、

15、20、25、30、35或40Pa*s。

[0083] 在其它实施方式中，ECM水凝胶在1000/s的剪切率下具有约0.01至约0.20Pa*s的

流动粘度或约0.01至约0.10Pa*s的流动粘度，诸如在1000/s的剪切率下，约0.01、0.02、

0.03、0.04、0.05、0.06、0.07、0.08、0.09、0.10、0.11、0.12、0.13、0.14、0.15、0.16、0.17、

0.19或0.2。

[0084] 在更多实施方式中，ECM水凝胶在100/s的剪切率下具有约0.02至约0.8Pa*s或约

0.1至约0.8Pa*s，诸如约0.02、0.03、0.04、0.05、0.06、0.07、0.08、0.09、0.1、0.2、0.3、0.4、

0.5、0.6、0.7或0.08Pa*s。

[0085] 在进一步的实施方式中，ECM水凝胶在0.2/s的剪切率下具有约10至约100Pa*s的

流动粘度和在1000/s的剪切率下具有约0.01至约0.10Pa*s的流动粘度。在更多实施方式

中，ECM水凝胶具有在0.1/s的剪切率下具有1-40Pa*s的流动粘度和在1000/s的剪切率下具

有0.01-0.2Pa*s的流动粘度。

[0086] 在其它实施方式中，ECM水凝胶在1/s的剪切率下具有约1至约40Pa*s的流动粘度，

诸如1至约30Pa*s或1至约20Pa*s或1至约10Pa*s，诸如在1/s的剪切率下约1、2、3、4、5、6、7、

8或9Pa*s。在1/s的剪切率下，剪切率可为例如10、20、30或40Pa*s。在其它实施方式中，ECM

水凝胶在100/s的剪切率下具有约0.05至约0.20的流动粘度，诸如在100/s的剪切率下，约

0.05、0.06、0.07、0.08、0.09、0.1、0.15或0.2。在1/s的剪切率下流动粘度为约0.1至约

25Pa*s，并且在100/s的剪切率下为约0.02至约0.8Pa*s。在其它实施方式中，流动粘度在1/

s的剪切率下为约1至约10Pa*s和在100/s的剪切率下为约0.05至约0.20。

[0087] 在进一步的实施方式中，ECM水凝胶在0.2/s的剪切率下具有约10至约100Pa*s的

流动粘度。在其它实施方式中，ECM水凝胶在1000/s的剪切率下具有约0.01至约0.10Pa*s的
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流动粘度。在其它实施方式中，ECM水凝胶在0.1/s剪切率下具有约1至约40Pa*s的流动粘度

和在1000/s的剪切率下为0.01至0.2Pa*s。

[0088] 所公开的ECM水凝胶具有如下硬度：i)约10至约300帕斯卡(Pa)，ii)约10至约

600Pa，iii)约5至约1,000Pa，iv)约10至1,000Pa，或v)约10至约70Pa。ECM水凝胶可具有约

10至约300帕斯卡(Pa)的硬度，诸如约10至约70Pa，约10至约100帕斯卡(Pa)，或约10至约

150Pa，约10至约200Pa，或约10至约250Pa。在一些实施方式中，所公开的ECM水凝胶具有约

10、15、20、25、30、35、40、45、50、55、60、65或70Pa的硬度。在其它实施方式中，所公开的ECM

水凝胶可具有约10至约80、90、100、110、120、130、140、150、160、170、180、190、200、210、

220、230、240、250、260、270、280、290或300Pa的硬度。在进一步的实施方式中，所公开的ECM

水凝胶可具有约70、75、80、85、90、95、100、110、120、130、140、150、160、170、180、190、200、

210、220、230、240、250、260、270、280、290或300Pa的硬度。

[0089] 在一些实施方式中，水凝胶中的ECM浓度为约2mg/ml至约20mg/ml，诸如约8mg/ml

至约12mg/ml或约2mg/ml至约16mg/ml。在其它实施方式中，水凝胶中的ECM浓度为约2、3、4、

5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15或16mg/ml。示例性的使用浓度包括但不限于约9mg/ml至约

11mg/ml和约10/mg至约12mg/ml。其它示例性的浓度包括约8mg/ml至约10mg/ml，约8mg/ml

至约11mg/ml，约8mg/ml至约13mg/ml，约8mg/ml至约14mg/ml，约8mg/ml至约15mg/ml和约

8mg/ml至约16mg/ml。进一步的示例性使用浓度还包括约6mg/ml至约12mg/ml，约13mg/ml，

约14mg/ml，约15mg/ml或约16mg/ml。

[0090] 所公开的ECM水凝胶可作为试剂盒的组件提供。ECM水凝胶可以冷冻或冻干形式提

供。在一些实施方式中，试剂盒可包含形成水凝胶所需的组件，诸如一个包含水凝胶(诸如

冻干形式)的容器，一个包含用于溶解冻干水凝胶的溶液的容器，以及任选地包含用于中和

溶解形式的中和溶液的容器。在其它实施方式中，试剂盒可包括包含溶解水凝胶的容器和

包含中和剂的第二容器。

[0091] 任选地，这样的试剂盒包含其它组件，诸如包装、使用说明和多种其它试剂，诸如

缓冲液、底物(substrates)或其它治疗成分。试剂盒可包括容器和在容器上或与容器相关

的标签或包装说明书(package  insert)。合适的容器包括，例如，瓶子、小瓶、针筒等。容器

可由多种材料形成，诸如玻璃或塑料。容器通常容纳包含ECM水凝胶(诸如冷冻或冻干形式)

的组合物，其可有效抑制受试者的食管炎症和/或减轻食管炎症的影响。在若干实施方式

中，容器可具有无菌进入口(例如容器可为具有可被皮下注射针刺穿的塞子的静脉内溶液

包或小瓶)。标签或包装说明书表明所述组合物用于治疗特定病症，诸如巴雷特食管。

[0092] 标签或包装说明书通常进一步包含使用说明。包装说明书通常包括经常被包含在

治疗产品的商业包装中的说明，其包含与这些治疗产品的使用相关的适应症、使用方法、剂

量、施用、禁忌症和/或警告的信息。说明材料可为以电子形式书写的(诸如计算机磁盘或光

盘)或可为视觉化的(诸如视频文件)。试剂盒还可包含其它有利于所述试剂盒设计使用的

特定应用的组件，诸如针或导管。试剂盒还可包含缓冲液和其它惯常用于特定方法实施的

试剂。试剂盒及合适的内容物是本领域技术人员熟知的。

[0093] 治疗方法

[0094] 本文公开了治疗食管炎症的方法。还公开了减少食管狭窄的方法。不受理论限制，

ECM水凝胶允许治疗早期肿瘤性食管病和发育不良食管病。所公开的水凝胶可用于治疗肿
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瘤前和肿瘤性食管病。所公开的水凝胶的多用性允许其用于治疗食管灼热、溃疡和可延伸

到多个不相连食管区域的其它病理学异常。所公开的水凝胶还可用于治疗长段或分散的食

管损伤而无需使用支架或侵入性技术。在这些状况下使用片状形式的ECM是不可行的，因为

需要横跨食管表面的多个支架和ECM片。此外，ECM的片和水凝胶形式的主要区别在于活性

组分。任何所公开的水凝胶可用于这些治疗方法中。本领域技术人员，例如熟练医师，能够

容易地鉴定治疗功效。

[0095] 因此，可选择患有食管炎症的受试者。可选择患有食管狭窄或处于患食管狭窄风

险中的受试者。

[0096] 在一些实施方式中，受试者看起来是健康的，诸如没有表现出食管腺癌(EAC)症状

(例如，没有EAC和/或先前没有胃食管反流病(GERD)或巴雷特食管)但有食管炎症的受试

者。在一些实例中，健康受试者是如果由医学专业人员检查则将被表征为健康且无症状(例

如GERD)的受试者。然而，受试者患有食管炎症，例如通过内窥镜施用确定。在一些实施方式

中，所公开的方法抑制这种炎症。

[0097] 在其他实施方式中，受试者患有GERD和/或巴雷特食管。在特定的非限制性实例

中，受试者可使用减酸药物(诸如质子泵抑制剂或组胺拮抗剂)来抑制胃食管不适。由于吸

烟和/或饮酒，受试者可能面临更大的风险。受试者可具有食管的低度发育不良或高度发育

不良。在一些实施方式中，受试者没有食管腺癌。然而，受试者可能处于患食管腺癌的风险

中。

[0098] 在一些实施方式中，所述方法抑制或逆转受试者中食管肿瘤的发展。在其他实施

方式中，所述方法恢复受试者食管中的上皮屏障。在进一步的实施方式中，所述方法增加上

皮细胞和/或干细胞对受试者食管中损伤部位的趋化性。在进一步的实施方式中，所述方法

抑制食管腺癌的发展。在其他实施方式中，治疗允许受试者减少或避免使用质子泵抑制剂

和/或组胺拮抗剂药物。然而，所公开的方法可与质子泵抑制剂和/或组胺拮抗剂药物联合

使用。

[0099] 在进一步的实施方式中，与对照(诸如不用ECM水凝胶治疗的受试者)相比，治疗减

少了狭窄。与对照(诸如不用ECM水凝胶治疗的受试者)相比，治疗能增加食管的周长

(circumference)。

[0100] 如本文所公开的，ECM水凝胶被保持在等于或低于其凝胶化的温度，例如室温或低

于室温(例如，约25℃)。ECM水凝胶可在施用前保持在例如25℃或4℃。然后将有效量的预凝

胶形式的ECM水凝胶施用给受试者的食管。ECM水凝胶可以口服施用，使得水凝胶被受试者

吞咽并在递送至食管时凝胶化。可使用导管或内窥镜施用将ECM水凝胶直接施用到食管。

ECM水凝胶在受试者食管(其处于约37℃的温度)中凝胶化。在一些实施方式中，向受试者施

用约5至约60ml的ECM水凝胶，诸如约10ml至约30ml的ECM水凝胶，诸如约10、15、20、25或

20ml的ECM水凝胶。ECM水凝胶可以冻干或冷冻形式提供，并且在施用于受试者之前重构

(reconstituted)。

[0101] 所公开的方法包括向受试者(诸如但不限于，患有食管炎症的受试者，或者患有狭

窄或有患狭窄风险的受试者)的食管施用治疗有效量的如本文所公开的预凝胶形式的ECM

水凝胶，并允许水凝胶在受试者的食管中凝胶化。在一些实施方式中，所述ECM水凝胶：a)在

约37℃的温度下达到50％胶凝化的时间小于30分钟，b)适于输注到食管中的流动粘度；c)
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10-70帕斯卡(Pa)的硬度。然而，可使用上文中公开的任何水凝胶。在一些实施方式中，ECM

水凝胶可衍生自任何哺乳动物组织，例如但不限于猪或人组织，并且在一些非限制性实例

中，可以是膀胱、小肠或食管。上面公开的任何水凝胶可用于治疗受试者的食管炎症和/或

用于恢复受试者食管中的上皮屏障。上面公开的任何水凝胶也可用于治疗狭窄。在一些实

施方式中，局部递送至表面避免了任何不希望的副作用。在具体的非限制性实例中，受试者

患有巴雷特食管或处于患巴雷特食管的风险中。

[0102] 所公开的水凝胶可以预凝胶形式局部施用到食管粘膜。可使用非侵入性施加方法

将水凝胶施用到食管腔以涂覆表面。在一些实施方式中，所述施加是口服，例如通过吞咽预

凝胶形式的水凝胶。在其他实施方式中，施用可以是管饲法，其中将预凝胶形式的水凝胶置

于所需位置。在一些实施方式中，水凝胶涂覆粘膜，并且不侵入下面的粘膜下层或肌肉组

织。

[0103] 本领域技术人员可容易地配制水凝胶，使得预凝胶形式可被所治疗的受试者吞

咽。在另一个实施方式中，通过内窥镜提供预凝胶形式的水凝胶，以确保药物被局部递送，

诸如，将其特别地递送到需要治疗的食管区域。例如，水凝胶的局部递送可通过内窥镜/胃

镜。通常，对食管粘膜进行局部递送，以便非侵入性地递送预凝胶形式的水凝胶。水凝胶在

表面凝胶化并涂覆粘膜的所需区域。在一些实施方式中，ECM水凝胶凝胶化并提供保护屏障

以保护粘膜。

[0104] 在一些实施方式中，可对目的受试者进行食管胃十二指肠镜检查(EGD)或上胃肠

道内窥镜检查。这些程序可在施加水凝胶之前进行，选择目的受试者。这些程序也可以在使

用所公开的方法之后进行，以评估对受试者的影响，并确定是否需要其他应用。

[0105] 示例性的实施方式

[0106] 条款1.在受试者中抑制食管炎症或减少食管狭窄的方法，包括对患有食管炎症的

受试者的食管施用治疗有效量的胞外基质(ECM)水凝胶，其中ECM水凝胶具有以下特性：a)

在约37℃的温度下达到50％凝胶化的时间少于30分钟；b)适合输注到食管中的流动粘度；

和c)如下硬度：i)约10至约300帕斯卡(Pa)，ii)约10至约450Pa；iii)约10至约600Pa，iv)约

5至约1,000Pa，v)约10至1,000Pa，或vi)约10至约70Pa，由此在受试者中抑制食管炎症或减

少食管狭窄。

[0107] 条款2.如条款1所述的方法，其中在约37℃下达到50％凝胶化的时间为约3至约30

分钟。

[0108] 条款3.如条款1所述的方法，其中在约37℃下达到50％凝胶化的时间为约3至约10

分钟。

[0109] 条款4.如条款2所述的方法，其中达到50％凝胶化的时间为约4至约10分钟。

[0110] 条款5.如条款1-4中任一项所述的方法，其中流动粘度在约0.1/s的剪切率下为约

1至约40Pa*s，并且在1000/s的剪切率下为约0.01至约0.2Pa*s。

[0111] 条款6.如条款1-4中任一项所述的方法，其中流动粘度为在1/s的剪切率下为约

0.1至约25Pa*s，并且在约100/s的剪切率下为约0.02至约0.8Pa*s。

[0112] 条款7.如条款1-6中任一项所述的方法，其中ECM水凝胶具有10-70Pa的硬度。

[0113] 条款8.如条款1-7中任一项所述的方法，其中ECM水凝胶是食管ECM水凝胶。

[0114] 条款9.如条款1-8中任一项所述的方法，其中水凝胶中的ECM浓度为2mg/ml至约
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16mg/ml。

[0115] 条款10.如条款1-9中任一项所述的方法，其中ECM水凝胶经口服、内窥镜或经由导

管施用。

[0116] 条款11.如条款1-10中任一项所述的方法，其中ECM水凝胶通过以下方式制成：(a)

通过在酸性溶液中用酸性蛋白酶进行组织消化来溶解去细胞的胞外基质(ECM)以制成消化

的食管ECM；和(b)将消化的食管ECM的pH升高至介于7.2-7.8之间的pH以产生中和的消化溶

液。

[0117] 条款12.如条款11所述的方法，其中(b)将消化的ECM的pH升高包括添加碱或等渗

缓冲液以升高消化的ECM的pH。

[0118] 条款13.如条款10或条款11所述的方法，其中酸性蛋白酶是胃蛋白酶、胰蛋白酶或

其组合。

[0119] 条款14.如条款1-13中任一项所述的方法，其中在施用给受试者之前将ECM水凝胶

保持在25℃或以下。

[0120] 条款15.如条款1-14中任一项所述的方法，其中受试者患有巴雷特食管或处于巴

雷特食管的风险中。

[0121] 条款16.如条款15所述的方法，其中所述方法抑制受试者的食管瘤发展。

[0122] 条款17.如条款1-16中任一项所述的方法，其中ECM水凝胶恢复受试者食管中的上

皮屏障。

[0123] 条款18.如条款1-17中任一项所述的方法，其中ECM水凝胶提高了上皮细胞和/或

干细胞向受试者食管损伤部位的趋化性。

[0124] 条款19.如条款1-18中任一项所述的方法，其中ECM水凝胶在受试者中减少食管狭

窄。

[0125] 条款20.包含胞外基质(ECM)水凝胶的组合物，其中ECM水凝胶具有以下特性：a)在

37℃下，达到50％凝胶化的时间少于10分钟；b)足以注入食管中的流动粘度；c)如下硬度：

i)约10至约300帕斯卡(Pa)，ii)约10至约450Pa；iii)约10至约600Pa，iv)约5至约1,000Pa，

v)约10至1,000Pa，或vi)约10至约70Pa，并且其中组合物被配制为施用于食管。

[0126] 条款21.如条款20所述的组合物，其中在37℃下达到50％凝胶化的时间为：a)约3

至约30分钟；b)约4至约10分钟；或c)约3至约10分钟。

[0127] 条款22.如条款20或21所述的组合物，其中水凝胶具有约10至约70Pa的硬度。

[0128] 条款23.如条款20-22中任一项所述的组合物，其包含约2mg/ml至约16mg/ml的ECM

水凝胶。

[0129] 条款24.如条款21-23中任一项所述的组合物，其中ECM水凝胶通过以下方式制成：

(a)在酸性溶液中使用酸性蛋白酶进行食管组织消化来溶解去细胞的胞外基质(ECM)以产

生消化的食管ECM；(b)将消化的食管ECM的pH升高到pH介于7.2-7.8之间以生产中和的消化

溶液；和(c)将消化的食管ECM的稀释到浓度为约8mg/ml至约12mg/ml的ECM水溶胶。

[0130] 条款25.如条款24所述的组合物，其中(b)升高消化的ECM的pH包括添加碱或等渗

缓冲液以调整消化的食管ECM的pH。

[0131] 条款26.如条款24或条款25所述的组合物，其中酸性蛋白酶是胃蛋白酶、胰蛋白酶

或其组合。
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[0132] 条款27.如条款20-26中任一项所述的组合物，其中ECM水凝胶被保持在25℃或以

下。

[0133] 条款28.如条款20-27中任一项所述的组合物，其用于在受试者中抑制食管炎症。

[0134] 条款29.如条款20-27中任一项所述的组合物，其用于在受试者的食管中恢复上皮

屏障。

[0135] 条款30.如条款28或条款29所述的组合物，其中受试者患有巴雷特食管。

[0136] 条款31.如条款20-27中任一项所述的组合物，其用于在受试者中减少食管狭窄。

[0137] 条款32.一种试剂盒，其包含：a)容器，其中所述容器包含如条款20-31中任一项所

述的组合物或其冻干形式；和b)该组合物的使用说明。

[0138] 通过以下非限制性实施例说明本公开。

实施例

[0139] 粘膜炎症或粘膜炎是一种炎性病症，其特征在于胃肠道粘膜衬里的肿胀、刺激和

不适。粘膜炎可导致能遍布于胃肠道存在的糜烂或溃疡。作为经常涉及感染和/或溃疡的粘

膜衬里的炎症，粘膜炎是严重且经常疼痛的病症。本文公开了胞外基质(ECM)水凝胶是治疗

粘膜炎症(例如食管炎症)的潜在治疗剂。ECM水凝胶可提供防止粘膜连续损伤的保护屏障，

促进抗炎环境，和/或促进受损和发炎粘膜的修复。

[0140] 实施例1

[0141] 水凝胶的粘弹性特性

[0142] 对一定ECM浓度范围(4-16mg/mL)内的同源食管ECM(eECM)水凝胶进行流变学检

测。将样品置于10℃(远低于凝胶化温度的温度)的流变仪上，并进行稳态流动测试(剪切率

0.1-1000l/s)以测定ECM预凝胶的粘度曲线(图1)。

[0143] 在每个剪切率下，粘度随着ECM浓度的增加而增加，并且ECM预-凝胶是剪切稀化的

(粘度随着剪切率的增加而降低)。剪切稀化是ECM预-凝胶的良好特性，所述ECM预凝胶可以

通过导管注射，在这里它可经历10-1000l/s的剪切率范围。在视频中获得了可注射性的进

一步证据，其显示ECM预凝胶(食管ECM和UBM，测试了8-12mg/mL，蓝色染色)均可通过口服灌

胃法(5fr大小，～15.9G)注入。然后将温度迅速升至37℃以诱导凝胶化，并在37℃进行时间

扫描(0.5％振荡应变)以测量凝胶硬度(图2)和凝胶化时间(图3)。图2显示形成的ECM水凝

胶的存储模量(G')或“硬度”随着ECM浓度的增加而增加。对于形成的ECM水凝胶的损耗模量

(G”)或粘性组分观察到类似趋势。在时间扫描测试期间测量达到50％凝胶化的时间(图3)。

eECM显示了浓度依赖性凝胶化时间，即凝胶化时间随ECM浓度的增加而降低。

[0144] 对两种异源ECM水凝胶进行流变学检测：膀胱基质ECM(UBM)和皮肤ECM(MIRM5)。在

图4-6中显示了与同源食管ECM(eECM)水凝胶相比的粘弹性特性。

[0145] eECM

[0146]

[0147] UBM
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[0148]

[0149] dECM

[0150]

[0151] 类似于图1所述地进行稳定剪切试验。真皮ECM(图4B)和UBM(图4C)显示了随着ECM

浓度增加而浓度依赖性增加的粘度以及ECM水凝胶的剪切稀化曲线，即粘度随着每种ECM浓

度的剪切率增加而降低。粘度范围对于每种组织类型是不同的。

[0152] UBM  ECM(图5C)显示了与食管ECM(图5A)类似，随着ECM浓度的增加，存储模量(硬

度)增加。真皮ECM(图5B)在4mg/mL的低浓度下不形成水凝胶，表明并非所有来自不同组织

来源的ECM水凝胶表现都相似。三种ECM水凝胶的硬度范围是不同的。

[0153] 真皮ECM(图6B)显示了浓度依赖性的凝胶化时间，即凝胶化时间随ECM浓度增加而

降低，类似于食管ECM(图6A)，而UBM显示了非浓度依赖性的凝胶化时间，即凝胶化时间对于

所有ECM浓度保持恒定(图6C)。不同的凝胶化曲线进一步证明了源自不同组织来源的ECM水

凝胶的可变性。因此，食管水凝胶提供独特的性质，并且可以各种浓度使用，例如但不限于

8mg/ml至约12mg/ml。

[0154] 实施例2

[0155] 用ECM水凝胶治疗粘膜炎症

[0156] 粘膜炎症或粘膜炎是一种炎性病症，其特征在于胃肠道粘膜衬里的肿胀、刺激和

不适。粘膜炎可导致能遍布于胃肠道存在的溃疡。作为经常涉及感染和/或溃疡的粘膜内衬

里的炎症，粘膜炎是严重且经常疼痛的病症。

[0157] 粘膜炎通常作为例如癌症化疗或放疗的并发症来发展。癌症治疗中的辐射和化疗

的目标-杀死快速分裂的癌细胞-也会影响粘膜衬里区域(例如胃肠道)的上皮细胞，导致粘

膜炎。暴露于辐射和/或化疗剂通常导致粘膜上皮和下面的结缔组织中细胞完整性的显著

破坏，导致粘膜部位的炎症、感染和/或溃疡，例如在食管和胃肠道的其他部分。

[0158] 胞外基质(ECM)水凝胶是治疗粘膜炎症的治疗剂。不受理论束缚，ECM可支持粘膜

愈合的机制是：(1)通过形成提供对粘膜连续损伤的保护性屏障的水凝胶，(2)通过促进抗

炎环境，和/或(3)通过促进受损和发炎粘膜的修复。如实施例1中所公开的，研究了食管水

凝胶的性质。

[0159] 当巨噬细胞暴露于ECM水凝胶时，其引发主要是抗炎的分泌细胞因子谱，包括升高

水平的PGE2(图7)。抗炎细胞因子的水平根据ECM来源的组织而变化。食管水凝胶提供强抗

炎作用。

[0160] 粘膜修复不仅需要炎症减少，还需要重建上皮屏障和/或物理屏障。ECM水凝胶可

通过增加上皮细胞和干细胞的趋化性来促进上皮屏障的恢复。暴露于ECM的巨噬细胞的分

泌产物增强了上皮细胞的迁移(图8A)。此外，ECM水凝胶直接促进食管干细胞的趋化性；这

些效果取决于ECM来源的源组织(图8B)。食管干细胞优先向食管ECM和小肠ECM迁移。图9显

示了巴雷特食管的示例性治疗。
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[0161] 图10A显示了口服后40分钟的效果，无论是否正常吞咽，水凝胶仍然涂覆粘膜并且

可被鉴定。这是为了测试凝胶的体内粘膜粘附性以确认口服吞咽是有效的。如图10B所示，

使用导管和内窥镜，将水凝胶递送到食管内的指定位置(在这种情况下为环形状)。由此，将

水凝胶递送到食管内的特定局部位置。

[0162] 图11还显示了水凝胶治疗的效果。上排是在患有食管炎症的动物中持续回流至少

三个月的结果。左侧的三只犬用奥美拉唑(质子泵抑制剂)和食管ECM水凝胶治疗。最后一只

动物(右图)仅用奥美拉唑治疗。治疗30天后，在接受ECM水凝胶的三只动物中可看到食管炎

症的改善。仅接受奥美拉唑的动物未见改善(灰色框，右图)。

[0163] 图12A-12B显示了ECM水凝胶的安全性评估。这些动物经历了增加酸反流以产生食

管炎、随后产生巴雷特食管的过程。8只动物中没有一只在手术后体重减轻以引发BE，在用

水凝胶治疗期间也没有(图12A)。分析生理参数。在每天两次施用水凝胶30天后，动物的生

理参数是稳定的并且不超出正常范围(图12B)。

[0164] 在用ECM治疗之前的动物模型中，将用ECM水凝胶治疗的犬和不用ECM水凝胶治疗

的犬都发展出柱状化生(图13A和13B)。在用ECM+奥美拉唑治疗后，接受治疗的犬得到改善

并且没有看到柱状化生(图13C)。在未用ECM水凝胶治疗的对照动物中，在相同区域存在伴

有小片鳞状上皮的柱状化生(图13D)。

[0165] 实施例3

[0166] 用ECM水凝胶治疗狭窄

[0167] 材料和方法

[0168] 在两只杂种犬中使用EMR和ESD技术的组合(Nieponice,2009,18657808)进行5cm

纵向宽度的全周粘膜切除。接受评估的治疗是每天两次施用UBM水凝胶和未治疗的对照。如

果动物出现任何狭窄的临床症状或已达到术后1个月，则进行内窥镜检查。根据对动物的内

窥镜检查结果，如果可能和必要，进行扩张。如果动物在球囊扩张后出现严重狭窄或达到2

个月时间点，则对动物实施安乐死。在尸检时，测量动物组织以测定狭窄，并收集样品用于

组织学分析。该动物模型允许测量以下终点：

[0169] 1.切除区域的内窥镜检测外观

[0170] 2.食管测量

[0171] 3.最终时间点的组织学评估

[0172] 手术程序和术后护理

[0173] 每只犬用乙酰丙嗪(0.01mg/kg，SC)和氯胺酮(5-11mg/kg)诱导，并且用1-5％异氟

烷通过气管内管保持手术平面麻醉。诱导后，将动物移至手术台并放置在无菌手术室内。在

整个过程和观察中，对动物输注2ml/kg/h的乳酸林格氏溶液。通过置于动物下方的温水循

环加热垫控制温度。在手术过程中监测生理参数，如心脏、呼吸率、体温和反应性。在开始手

术前施用25mg/kg头孢唑啉的抗生素预防。

[0174] 将动物置于仰卧位，用Pentax  EG3430K内窥镜评估食管。测量从嘴到GE连接处的

距离。在鉴定食管中的参考点后，使用Olympus  Injectorforce  4mm  23G针头注射盐水以分

离粘膜和粘膜下层。使用ESD和Loop  EMR技术去除长度为5cm的粘膜的整个圆周(100％)。通

过将液体或ECM注入粘膜/粘膜下层以将粘膜与粘膜下层分离，然后使用内窥镜TT刀切割该

区域来完成ESD技术。为进行EMR，使用具有结扎带的Cook  Duette试剂盒。然后使用勒除器
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(snare)切除粘膜。使用Spot  Endoscopic  Marker来标记切除区域。

[0175] 在去除粘膜后，在该过程中，使用MILA  EDC190内窥镜输送导管将50mL的12mg/mL 

UBM水凝胶递送和施加到切除区域。将动物在麻醉下保持5分钟以使水凝胶凝胶化。手术后，

回收动物并观察。

[0176] 在手术和停止吸入麻醉后，连续监测动物24小时。每12小时测定并记录体温。将动

物保持温暖和干燥以防止体温过低并且每半小时旋转一次直至它们保持胸骨位置。

[0177] 将犬放在与其他动物独立的房屋中，直到动物稳定，然后放入正常生活设施中。在

每次手术程序后施用丁丙诺啡(0.005-0.01mg/kg  IM或IV，q12h)5天以缓解疼痛，如果存在

疼痛迹象则继续施用5天，并且施用头孢氨苄(35mg/kg  q12)5天。

[0178] 在程序后直到研究结束，监测动物的食管狭窄迹象(如食物消耗减少、体重减轻)

和窘迫迹象，如通过呼吸形态增加、声音表达、催吐事件或吞咽食物困难和/或活动减少所

确定的。如果存在这些迹象，则用对比食管造影术和/或内窥镜检查评估动物。

[0179] 内窥镜监测和球囊扩张

[0180] 在最初手术后一个月，如果存在任何狭窄的临床症状，则对动物进行内窥镜检查。

另外，所有动物在安乐死之前进行内窥镜检查。用乙酰丙嗪(0.1-0.5mg/kg)诱导麻醉，并用

异氟烷(1-5％)保持以进行内窥镜检查。

[0181] 如果在内窥镜检查期间动物被诊断为轻度或中度狭窄，则进行球囊扩张。为进行

扩张程序，使用Olympus  20mm球囊扩张器。在内窥镜引导下，用约10mL的无菌0.9％NaCl溶

液使球囊膨胀直到能鉴定中等或显著量的阻力，保持膨胀30-60秒。在扩张后，使用MILA 

EDC  190导管立即将50mL  ECM施加到受损区域并使其凝胶化5分钟。在该过程之后，对动物

禁食或禁水至少1小时。

[0182] ECM递送

[0183] 使用60ml导管尖端注射器在15℃将ECM口服递送给动物。从第0天开始每天递送

50mL两次直至研究完成。每次递送水凝胶后，对动物禁食或禁饮1小时。

[0184] 尸检

[0185] 在尸检时，如前所述地进行内窥镜检查。通过在麻醉下施用戊巴比妥钠IV(390mg/

kg  BW)进行安乐死。确认死亡后，收获食管，保持与体内相同的尺寸。间隔0.5cm获取食管测

量结果并记录。

[0186] 用ECM水凝胶治疗狭窄。如图14所示，在粘膜全周切除模型中(与巴雷特食管模型

不同)，用ECM水凝胶治疗动物长达81天。对照动物患有无法治愈的严重狭窄，并在14天后被

安乐死。用ECM治疗的动物在第21天患有食管狭窄，使其接受扩张。在扩张后两个月，处死动

物并进行食管测量。与对照相比，用ECM治疗的动物具有更宽的内周和更少的周长减少。

[0187] 如图15所示，对照动物在14天时显示出无组织的胶原沉积，在产生粘膜切除的中

心处具有高细胞浸润和侵蚀。如图16所示，接受治疗的动物在缺损中心显示出重新上皮化，

具有较低的细胞浸润和更有组织和致密的胶原沉积。

[0188] 鉴于所公开发明的原理可应用于许多可能的实施例，应该认识到所示实施例仅是

本发明的优选实例，并且不应被视为限制本发明的范围。相反，本发明的范围由以下权利要

求限定。因此，我们主张我们的发明为所有属于这些权利要求的范围和精神内的那些。
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图7
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图10A
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说　明　书　附　图 13/18 页

33

CN 110352061 A

33



图13A

图13B

说　明　书　附　图 14/18 页

34

CN 110352061 A

34



图13C

图13D

说　明　书　附　图 15/18 页

35

CN 110352061 A

35



图14
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