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本文提供了一种大规模制造含有氨基糖苷

如阿米卡星的脂质体药物配制品的方法，所述脂

质体药物配制品具有有利的脂质/药物特征。所

述方法利用脂质与药物流的特定相对流速比率

来获得具有高氨基糖苷包封效率的脂质体。所得

脂质体药物配制品有利地包含小于1:1的总脂质

与药物重量比率。
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1.一种大规模制备包含脂质和氨基糖苷的脂质体氨基糖苷配制品的方法，其中所述总

脂质与药物重量比率小于1:1，所述方法包括：

(a)将包含所述脂质的第一流与包含所述氨基糖苷的第二流混合以形成合并的脂质‑

氨基糖苷流，

(b)在反应容器中将步骤(a)的脂质‑氨基糖苷流与盐水溶液混合，和

(c)洗涤包含所述脂质体氨基糖苷配制品的步骤(b)的产物以去除未包封的氨基糖苷，

其中所述第二流与所述第一流的相对流速比率为约1.5:1至约2:1。

2.根据权利要求1所述的方法，其中所述第二流包含阿米卡星的水溶液。

3.根据权利要求1所述的方法，其中所述第一流包含脂质的醇溶液。

4.根据权利要求1所述的方法，其中将所述盐水溶液经由第三流添加至所述反应容器

中。

5.根据权利要求4所述的方法，其中将所述第三流与所述脂质‑氨基糖苷流同时添加至

所述反应容器中。

6.根据权利要求4所述的方法，其中在所述脂质‑氨基糖苷流之前，将所述第三流添加

至所述反应容器中。

7.根据权利要求1‑6中任一项所述的方法，其中所述第一流的流速为约0.5kg/min至约

1.5kg/min，并且所述第二流的流速为约1kg/min至约2kg/min。

8.根据权利要求1‑6中任一项所述的方法，其中所述第一流的流速为约3kg/min至约

4kg/min，并且所述第二流的流速为约5kg/min至约7kg/min。

9.根据权利要求6所述的方法，其中所述第一流的流速为约0.5kg/min至约1.5kg/min，

所述第二流的流速为约1kg/min至约2kg/min，并且所述第三流的流速为约1L/min至约2L/

min。

10.根据权利要求6所述的方法，其中所述第一流的流速为约3kg/min至约4kg/min，所

述第二流的流速为约5kg/min至约7kg/min，并且所述第三流的流速为约3L/min至约6L/

min。

11.根据权利要求1‑10中任一项所述的方法，其中所述盐水溶液为1.5％氯化钠。

12.根据权利要求1‑11中任一项所述的方法，其中所述氨基糖苷为所述氨基糖苷的药

学上可接受的盐。

13.根据权利要求1‑12中任一项所述的方法，其中所述脂质包括磷脂。

14.根据权利要求13所述的方法，其中所述磷脂为磷脂酰胆碱。

15.根据权利要求14所述的方法，其中所述磷脂酰胆碱为二棕榈酰磷脂酰胆碱(DPPC)。

16.根据权利要求1‑15中任一项所述的方法，其中所述脂质包括甾醇。

17.根据权利要求16所述的方法，其中所述甾醇为胆固醇。

18.根据权利要求1‑17中任一项所述的方法，其中所述脂质包括DPPC和胆固醇。

19.根据权利要求1‑18中任一项所述的方法，其中在混合之前，将所述药物和脂质流各

自保持在约30℃至约50℃的温度下。

20.根据权利要求19所述的方法，其中在混合之前，将所述药物和脂质流各自保持在约

35℃至约45℃的温度下。

21.根据权利要求1‑20中任一项所述的方法，其中所述合并的脂质‑氨基糖苷流的温是
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通过所述反应容器中的盐水溶液来冷却。

22.根据权利要求1‑21中任一项所述的方法，其中在步骤(b)之后，以至少40％的氨基

糖苷包封效率制备脂质体。

23.根据权利要求1‑22中任一项所述的方法，其中在所述合并的脂质‑氨基糖苷流中形

成脂质体。

24.根据权利要求1至23中任一项所述的方法，其用于制备脂质体药物配制品，其中所

述总脂质与药物重量比率为约0.7:1。

25.根据权利要求1‑23中任一项所述的方法，其中所述洗涤步骤(c)是使用1.5％氯化

钠水溶液进行的。

26.根据权利要求25所述的方法，其中重复所述洗涤步骤(c)，并将所述产物浓缩以提

供脂质体药物配制品，其中所述氨基糖苷以约60g/L至约80g/L的浓度存在。

27.根据权利要求1‑26中任一项所述的方法，其中所述氨基糖苷为阿贝卡星、阿司米

星、卷曲霉素、地贝卡星、弗氏菌丝素、庆大霉素、潮霉素B、异帕米星、卡那霉素、新霉素、奈

替米星、巴龙霉素、罗丹明链霉素、核糖霉素、西索米星、大观霉素、链霉素、妥布霉素、威大

霉素或其组合。

28.根据权利要求1‑26中任一项所述的方法，其中所述氨基糖苷为AC4437、阿米卡星、

安普霉素、阿贝卡星、阿司米星、卡那霉素B、波尔霉素、硫酸妥布霉素、卷曲霉素、地贝卡星、

达替米星、依替米星、弗氏菌丝素、庆大霉素、H107、潮霉素、潮霉素B、肌胺霉素、K‑4619、异

帕米星、KA‑5685、卡那霉素、新霉素、奈替米星、巴龙霉素、plazomicin、核糖霉素、西索米

星、罗丹明链霉素、山梨醇菌素、大观霉素、糖多孢菌素、链霉素、妥布霉素、威大霉素、威替

米星或其组合。

29.根据权利要求1‑26中任一项所述的方法，其中所述氨基糖苷为阿米卡星。

30.根据权利要求29所述的方法，其中所述阿米卡星为硫酸阿米卡星。

31.一种根据权利要求1‑30中任一项所述的方法制造的脂质体药物配制品。

32.根据权利要求31所述的脂质体药物配制品，其中所述氨基糖苷以约60g/L至约80g/

L的浓度存在。

33.根据权利要求31所述的脂质体药物配制品，其中阿米卡星以约70g/L的浓度存在。

34.根据权利要求31‑33中任一项所述的脂质体药物配制品，其中所述脂质以约40g/L

至约60g/L的浓度存在。

35.根据权利要求34所述的脂质体药物配制品，其中所述脂质以约50g/L的浓度存在。
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脂质体药物配制品的制造方法

相关申请的交叉引用

[0001] 本申请要求2018年5月2日提交的美国临时申请序列号62/665,564的优先权，出于

所有目的将其公开内容通过引用以其整体并入本文。

背景技术

[0002] 脂质体药物配制品能够在疾病的特定部位靶向并增强活性剂的摄取。已经开发出

此类配制品来治疗各种肺部障碍，包括由肺部感染引起的那些，其中所述配制品的特征使

它们成为吸入递送抗感染剂的理想选择。

[0003] 一种这样的抗感染剂阿米卡星已经被包装在脂质体中，并且已经针对由鸟分枝杆

菌复合体(MAC)引起的难治性非结核分枝杆菌(NTM)肺部疾病的治疗在成年患者的多个临

床试验中进行了研究。在最近的阿米卡星脂质体吸入悬浮液(ALIS)的3期研究中，已证明在

基于指南的疗法(GBT)中添加ALIS可以在29％的患者中消除第6个月由痰中MAC引起的NTM

肺部疾病的迹象，相比之下对于单独GBT有9％的患者出现上述情况。

[0004] 尽管已在实验室规模上制备了含有相对较高的阿米卡星与脂质比率的脂质体，但

众所周知的是扩大此类过程以在商业制造规模上生产脂质体配制品不是常规问题，其中参

数(如药物浓度、配制品中脂质的量、脂质与药物的比率、捕获的体积、药物泄漏、粘度和粒

径)始终保持在临床和/或商业用途的规格范围内。

[0005] 本发明满足了对用于制备如下脂质体的可重复的大规模过程的需要，所述脂质体

含有氨基糖苷抗生素(如阿米卡星)并且具有高的氨基糖苷与脂质重量比率(以及进而低的

脂质与氨基糖苷重量比率)以及优异的包封效率。

发明内容

[0006] 一方面，本发明提供了一种大规模制造包含脂质和氨基糖苷(例如阿米卡星)的脂

质体氨基糖苷配制品的方法，其中相对于脂质浓度具有高的氨基糖苷负载(即，氨基糖苷与

脂质的高相对重量比率)。特别地，根据本发明的方法制备的脂质体悬浮液中的脂质与氨基

糖苷(例如阿米卡星)的重量比率(也称为“L/D重量比率”)在所述过程完成时小于1:1，例如

在约0.5:1与约0.9:1之间。在一个实施方案中，在完成所述制造过程后，根据本发明的方法

制备的脂质体悬浮液的脂质与氨基糖苷的重量比率为约0.7:1(脂质:氨基糖苷)。

[0007] 另一方面，本发明涉及一种大规模制造包含脂质和氨基糖苷(例如阿米卡星)的脂

质体药物配制品的方法，其中所述氨基糖苷以高包封效率(例如从所述配制品洗涤以去除

游离氨基糖苷之前至少约40％的包封效率)被包含在所述脂质体内。

[0008] 在一个实施方案中，所述方法包括将包含脂质的第一流与包含氨基糖苷的第二流

混合以形成合并的脂质‑氨基糖苷流。所述合并的脂质‑氨基糖苷流包含脂质体包封的氨基

糖苷，在一个实施方案中，所述脂质体包封的氨基糖苷在所述脂质流和所述氨基糖苷流的

相交处形成。在另外的实施方案中，将所述脂质‑氨基糖苷流与盐水溶液在反应容器中混合

(参见例如图1)。在一个实施方案中，在所述混合步骤之前，所述氨基糖苷存在于水溶液中。
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在另一个实施方案中，在所述混合步骤之前，所述脂质存在于醇溶液，例如乙醇溶液中。在

另外的实施方案中，所述脂质包括磷脂和胆固醇。在一个实施方案中，包含氨基糖苷的第二

流与包含脂质的第一流的相对流速比率为约1.5:1(氨基糖苷流:脂质流)至约2:1(氨基糖

苷流:脂质流)。在另外的实施方案中，所述脂质包括二棕榈酰磷脂酰胆碱(DPPC)和胆固醇。

[0009] 在一个实施方案中，将所述盐水溶液经由第三流添加至反应容器中。在另外的实

施方案中，将所述第三流与所述合并的脂质‑氨基糖苷流同时添加至所述反应容器中。在另

一个实施方案中，在将所述合并的脂质‑氨基糖苷流添加至所述反应容器之前，将所述第三

流添加至所述反应容器中。在另一个实施方案中，所述盐水溶液在进入所述反应容器之前

处于约室温下。在一个实施方案中，所述盐水溶液为约1.5％氯化钠水溶液。

[0010] 在一个特定的方面，本发明提供了一种大规模制造包含脂质和氨基糖苷(例如阿

米卡星)的脂质体药物配制品的方法，其中在洗涤步骤之前，以至少40％的包封效率将所述

氨基糖苷包封在所述脂质体内或与所述脂质体复合。在所述洗涤步骤之后，这在一个实施

方案中是经由切向流过滤进行的，所述脂质体氨基糖苷配制品中脂质与氨基糖苷的重量比

率小于1:1，例如在约0.5:1与约0.9:1之间(例如约0.7:1)。在该方法的一个实施方案中，所

述氨基糖苷为阿米卡星。在另外的实施方案中，所述阿米卡星以硫酸阿米卡星存在。

[0011] 在一个实施方案中，将包含脂质的第一流与包含氨基糖苷的第二流混合以形成包

含脂质体氨基糖苷的合并的脂质‑氨基糖苷流(例如，脂质‑阿米卡星流)。在一个实施方案

中，所述脂质体氨基糖苷配制品在所述两种流的相交处形成，即在形成所述合并的脂质‑氨

基糖苷流时形成。在另外的实施方案中，包含脂质的所述第一流的流速为约0.5kg/min至约

1.5kg/min，并且包含氨基糖苷的所述第二流的流速为约1kg/min至约2kg/min。在另外的实

施方案中，包含脂质的所述第一流的流速为约3kg/min至约4kg/min，并且包含氨基糖苷的

所述第二流的流速为约5kg/min至约7kg/min。在另一个实施方案中，包含氨基糖苷的所述

第二流与包含脂质的所述第一流的相对流速比率为约1.5:1(氨基糖苷流流速:脂质流流

速)至约2:1(氨基糖苷流流速:脂质流流速)。在又另一个实施方案中，所述脂质包括二棕榈

酰磷脂酰胆碱(DPPC)和胆固醇。

[0012] 在一个实施方案中，用于脂质体药物配制品的大规模制造的方法包括将包含脂质

的第一流与包含氨基糖苷的第二流混合以形成合并的脂质‑氨基糖苷流，并将所述合并的

脂质‑氨基糖苷流添加至包含盐水溶液的容器中。在一个实施方案中，将所述盐水溶液经由

第三流添加至所述反应容器中(参见例如图1)。

[0013] 在另外的实施方案中，当包含脂质的所述第一流的流速为约0 .5kg/min至约

1.5kg/min，并且包含氨基糖苷的所述第二流的流速为约1kg/min至约2kg/min时，所述第三

流的流速为约0.5L/min至约2.0L/min，例如，约1.0L/min至约2.0L/min，例如约1.0L/min至

约1.5L/min，包括约1.25L/min。在另一个实施方案中，当包含脂质的所述第一流的流速为

约3kg/min至约4kg/min并且包含氨基糖苷的所述第二流的流速为约5kg/min至约7kg/min

时，所述第三流的流速为约3L/min至约6L/min，例如，约4L/min至约6L/min，例如约4.5L/

min至约5.5L/min，包括约5L/min。

[0014] 如本文所使用的，除非另有明确说明，否则所述术语“氨基糖苷”旨在包括氨基糖

苷游离碱及其任何药学上可接受的盐。例如，所述术语“阿米卡星”旨在包括阿米卡星游离

碱及其任何药学上可接受的盐(例如硫酸阿米卡星)。
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[0015] 在一个实施方案中，用于脂质体氨基糖苷(例如阿米卡星)配制品的大规模制造的

方法包括将包含含有磷脂的脂质的第一流与包含氨基糖苷(例如阿米卡星)的第二流混合

以形成合并的脂质‑氨基糖苷流。在另外的实施方案中，将所述脂质‑氨基糖苷流与盐水溶

液在反应容器中混合。在一个实施方案中，所述磷脂为磷脂酰胆碱。在另外的实施方案中，

所述磷脂酰胆碱为DPPC。在另一个实施方案中，所述脂质包括磷脂和甾醇。在另外的实施方

案中，所述甾醇为胆固醇。在一个实施方案中，所述脂质包括DPPC和胆固醇。

[0016] 在一个实施方案中，用于脂质体氨基糖苷配制品的大规模制造的方法包括将包含

脂质的第一流与包含氨基糖苷的第二流混合，其中将所述第一流与所述第二流混合以形成

合并的脂质‑氨基糖苷流。所述合并的脂质‑氨基糖苷流包含脂质体氨基糖苷。在一个实施

方案中，所述脂质体氨基糖苷是在混合所述第一流和第二流时例如在所述两种流的相交处

形成的。在另外的实施方案中，将所述合并的脂质‑氨基糖苷流添加至反应容器中并与盐水

溶液混合。在另外的实施方案中，在混合之前，将所述氨基糖苷流和所述脂质流各自保持在

约30℃至约50℃的温度下。在另外的实施方案中，在混合之前，将所述氨基糖苷和脂质流各

自保持在约35℃至约45℃，例如约38℃至约42℃的温度下。在一个实施方案中，所述合并的

脂质‑氨基糖苷流在进入所述反应容器时被冷却。在另一个实施方案中，所述合并的脂质‑

氨基糖苷流通过所述反应容器中的盐水溶液来冷却。在一个实施方案中，将所述反应容器

保持在约25℃至约40℃，例如约27℃至约35℃的温度下。在另一个实施方案中，将所述反应

容器保持在约30℃的温度下。在另一个实施方案中，将所述反应容器保持在约33℃的温度

下。

[0017] 在本发明的另一方面，根据本文提供的方法大规模制造脂质体氨基糖苷配制品。

在一个实施方案中，如此制备的脂质体药物配制品中存在的氨基糖苷(例如阿米卡星)的浓

度为约10g/L或更高，例如约50g/L至约100g/L，包括约60g/L至约80g/L和约65g/L至约75g/

L(例如，约20g/L、约30g/L、40约g/L、约50g/L、约60g/L、约70g/L或约80g/L)。在另外的实施

方案中，如此制备的脂质体药物配制品中存在的脂质的浓度为约10g/L至约100g/L，包括约

20g/L至约80g/L和约40g/L至约60g/L(例如约50g/L)。在另一个实施方案中，根据本文提供

的方法大规模制造的脂质体药物配制品的L/D比率小于1:1，例如在约0.5:1与约0.8:1之间

(例如约0.7:1)。

[0018] 在另一个实施方案中，根据本文提供的方法大规模制造的脂质体药物配制品包含

平均粒径(即平均直径)为约200nm至约500nm，例如约200nm至约400nm(例如约250nm至约

350nm)的脂质体颗粒。

附图说明

图1描绘了本发明的用于制备脂质体氨基糖苷配制品的一个实施方案。

图2显示了相对脂质/阿米卡星流速对各种脂质体阿米卡星配制品的所得L/D比率

的影响。

具体实施方式

[0019] 一方面，本文描述的发明涉及一种大规模制造脂质体氨基糖苷配制品的方法。在

一个实施方案中，所述方法包括将包含脂质的第一流(在本文中也称为“脂质流”)与包含氨
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基糖苷(如阿米卡星)的第二流(在本文中也称为“药物流”)混合以形成合并的脂质‑氨基糖

苷流，并将脂质‑氨基糖苷流与盐水溶液在反应容器中混合。在一些实施方案中，所述盐水

溶液经由第三流进入反应容器中。

[0020] 进行脂质流和药物流的混合，使得当形成合并的脂质‑氨基糖苷流时产生湍流。使

用用于脂质和药物流的“内嵌式”混合的适当T形或Y形输注模块方便地实现湍流。

[0021] 术语“大规模”意指在药物流中使用至少约5kg氨基糖苷碱起始材料(如果使用药

学上可接受的盐，则计算为至少约5kg氨基糖苷碱)。在一个实施方案中，使用约5kg至约

50kg氨基糖苷碱起始材料，例如约5kg至约35kg氨基糖苷碱起始材料。在一个实施方案中，

使用至少约8kg氨基糖苷碱起始材料。在另一个实施方案中，使用至少约30kg氨基糖苷碱起

始材料。在一个实施方案中，所述氨基糖苷为阿米卡星(例如硫酸阿米卡星)。

[0022] 本文提供的方法中使用的氨基糖苷可以以药学上可接受的盐的形式或以游离碱

的形式存在。如以上所提供的，在一个实施方案中，所述氨基糖苷为阿米卡星，例如硫酸阿

米卡星。

[0023] 在另一个实施方案中，所述氨基糖苷为阿米卡星、安普霉素、阿贝卡星、阿司米星、

卷曲霉素、地贝卡星、弗氏菌丝素、庆大霉素、潮霉素B、异帕米星、卡那霉素、新霉素、奈替米

星、巴龙霉素、罗丹明链霉素、核糖霉素、西索米星、大观霉素、链霉素、妥布霉素、威大霉素

或其组合。

[0024] 在又另一个实施方案中，所述氨基糖苷为AC4437、阿米卡星、安普霉素、阿贝卡星、

阿司米星、卡那霉素B、波尔霉素、硫酸妥布霉素、卷曲霉素、地贝卡星、达替米星、依替米星、

弗氏菌丝素、庆大霉素、H107、潮霉素、潮霉素B、肌胺霉素、K‑4619、异帕米星、KA‑5685、卡那

霉素、新霉素、奈替米星、巴龙霉素、plazomicin、核糖霉素、西索米星、罗丹明链霉素、山梨

醇菌素、大观霉素、糖多孢菌素、链霉素、妥布霉素、威大霉素、威替米星或其组合。

[0025] “药学上可接受的盐”包括酸加成盐和碱加成盐二者。药学上可接受的加成盐是指

如下这些盐，所述盐保留游离碱的生物学有效性和特性，所述盐不是生物学上或在其他方

面不期望的，并且所述盐是用以下无机酸和有机酸形成的：所述无机酸例如但不限于盐酸

(HCl)、氢溴酸、硫酸、硝酸、磷酸等，所述有机酸例如但不限于乙酸、2,2‑二氯乙酸、己二酸、

藻酸、抗坏血酸、天冬氨酸、苯磺酸、苯甲酸、4‑乙酰氨基苯甲酸、樟脑酸、樟脑‑10‑磺酸、癸

酸、己酸、辛酸、碳酸、肉桂酸、柠檬酸、环己烷氨基磺酸、十二烷基硫酸、乙烷‑1,2‑二磺酸、

乙磺酸、2‑羟基乙磺酸、甲酸、富马酸、半乳糖二酸、龙胆酸、葡庚糖酸、葡糖酸、葡糖醛酸、谷

氨酸、戊二酸、2‑氧代戊二酸、甘油磷酸、乙醇酸、马尿酸、异丁酸、乳酸(例如作为乳酸盐)、

乳糖酸、月桂酸、马来酸、苹果酸、丙二酸、扁桃酸、甲磺酸、粘酸、萘‑1 ,5‑二磺酸、萘‑2‑磺

酸、1‑羟基‑2‑萘甲酸、烟酸、油酸、乳清酸、草酸、棕榈酸、扑酸、丙酸、焦谷氨酸、丙酮酸、水

杨酸、4‑氨基水杨酸、癸二酸、硬脂酸、琥珀酸、乙酸(例如作为乙酸盐)、酒石酸、硫氰酸、对

甲苯磺酸、三氟乙酸(TFA)、十一碳烯酸等。在一个实施方案中，所述药学上可接受的盐为

HCl、TFA、乳酸盐或乙酸盐。在一个实施方案中，所述药学上可接受的盐为硫酸盐，例如硫酸

阿米卡星。

[0026] “脂质体氨基糖苷配制品”指脂质‑氨基糖苷配制品，其中脂质呈脂质体形式，并且

氨基糖苷被脂质体双层包封或与脂质体双层复合。脂质体是含有包裹的水体积的完全封闭

的脂质双层膜。脂质体可以是单层囊泡(具有单个膜双层)或多层囊泡(以多个膜双层为特
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征的洋葱样结构，每个膜双层彼此由水层隔开)或其组合。所述双层由具有疏水性“尾”区和

亲水性“头”区的两个脂质单层组成。所述膜双层的结构使得脂质单层的疏水性(非极性)

“尾”朝向双层的中心，而亲水性“头”朝向水相。

[0027] 在一个实施方案中，所述脂质‑氨基糖苷配制品是经由包括两流输注过程的方法

制造的。在一个实施方案中，所述方法包括在T形输注模块或Y形输注模块中将第一脂质流

与第二氨基糖苷流混合。如本文所使用的，术语“T形输注模块”和“Y形输注模块”是指这样

的T形或Y形腔室，其中两个或更多个流被合并，例如其中脂质流和药物流被合并以形成单

个脂质‑氨基糖苷流。参见例如，在图1的示意图。可以理解，输注模块将具有适合于所使用

的脂质流和药物流的所需速率的孔径。合适的孔径的例子包括但不限于3/16”和3/8”。

[0028] 在一个实施方案中，所述第一流(脂质流)包含醇(例如乙醇)脂质溶液。在一个实

施方案中，所述第二流(氨基糖苷流)包含氨基糖苷水溶液(例如阿米卡星水溶液)。在一个

实施方案中，将所述第一流和第二流混合以形成合并的脂质‑氨基糖苷流。在一个实施方案

中，所述第一流和第二流各自进入输注模块，并且第一流和第二流在输注模块中混合。在另

外的实施方案中，所述合并的脂质‑氨基糖苷流离开输注模块，并随后进入反应容器中。参

见图1。

[0029] 在一个实施方案中，将所述合并的脂质‑氨基糖苷流与盐水溶液在反应容器(例如

合并的脂质‑氨基糖苷流离开输注模块后所进入的同一反应容器)中混合。在一个实施方案

中，所述盐水溶液包含约0.5％‑2％氯化钠水溶液(例如约1.5％)。在一个实施方案中，在所

述合并的脂质‑氨基糖苷流之前，将所述盐水溶液添加至所述反应容器中。在另一个实施方

案中，将所述盐水溶液与所述合并的脂质‑氨基糖苷流同时或大约同时添加至所述反应容

器中。在另外的实施方案中，将所述盐水溶液经由第三流添加至所述反应容器中。因此，在

一些实施方案中，所述脂质‑氨基糖苷配制品是经由包括3流输注过程的方法制造的。在一

些实施方案中，将所述第三流与所述合并的脂质‑氨基糖苷流单独地添加至所述反应容器

中。

[0030] 在一个实施方案中，所述合并的脂质‑氨基糖苷流包含脂质体氨基糖苷(例如阿米

卡星)，其中在脂质体内(或与脂质体复合)的氨基糖苷的包封效率为至少约40％。如本文所

使用的，“包封效率”是指在过滤步骤(例如脂质体氨基糖苷配制品的切向流过滤以去除游

离氨基糖苷)之前，用脂质体包封或与脂质体复合的氨基糖苷的量。例如，根据本文所描述

的本发明的方法，通过混合脂质流和氨基糖苷(例如阿米卡星)流，可以实现约40％至约

70％(例如约45％至约55％)的包封效率。

[0031] 在一个实施方案中，在混合两种流之前，将所述氨基糖苷流和所述脂质流各自保

持在约30℃至约50℃的温度下。在另外的实施方案中，在混合之前，将所述氨基糖苷和脂质

流各自保持在约35℃至约45℃，例如约38℃至约42℃的温度下。在另一个实施方案中，所述

脂质和氨基糖苷溶液的合并展现出放热行为。在一个实施方案中，所述合并的脂质‑氨基糖

苷流的温度为约40℃至55℃。在另外的实施方案中，所述合并的脂质‑氨基糖苷流的温度为

约45℃至约50℃。在另一个实施方案中，将所述合并的脂质‑氨基糖苷流与盐水溶液在反应

容器中混合，其中在与合并的脂质‑氨基糖苷流混合之前将盐水溶液保持在室温下。在另一

个实施方案中，将盐水溶液经由第三流添加至所述反应容器中，其中在与所述合并的脂质‑

氨基糖苷流混合之前，将第三流保持在室温下。在一个实施方案中，所述合并的脂质‑氨基
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糖苷流在进入所述反应容器时被冷却。在另一个实施方案中，所述合并的脂质‑氨基糖苷流

通过所述反应容器中的盐水溶液来冷却。在另一个实施方案中，所述合并的脂质‑氨基糖苷

流在进入反应容器时被冷却。在一个实施方案中，将所述反应容器保持在约25℃至约40℃，

例如约27℃至约35℃的温度下。在另一个实施方案中，将所述反应容器保持在约30℃的温

度下。在另一个实施方案中，将所述反应容器保持在约33℃的温度下。

[0032] 在一个实施方案中，通过本文提供的方法制造的脂质体药物配制品的脂质组分包

括净电荷中性脂质、带正电荷的脂质、带负电荷的脂质或其组合。在另一个实施方案中，所

述脂质组分包括净电荷中性脂质。在另外的实施方案中，所述脂质组分基本上由净电荷中

性脂质组成。在甚至另外的实施方案中，所述脂质为DPPC和胆固醇。

[0033] 用于制造本发明脂质体配制品的脂质可以是合成的、半合成的或天然存在的脂

质，包括磷脂、生育酚、甾醇、脂肪酸、带负电荷的脂质和阳离子脂质中的一种或多种。在一

个实施方案中，所述脂质组分由电中性脂质(例如甾醇和磷脂)组成。

[0034] 在一个实施方案中，在所述脂质体药物配制品中存在至少一种磷脂。在一个实施

方案中，所述磷脂为磷脂酰胆碱(PC)、磷脂酰甘油(PG)、磷脂酰肌醇(PI)、磷脂酰丝氨酸

(PS)、磷脂酰乙醇胺(PE)、磷脂酸(PA)、大豆磷脂酰胆碱(SPC)、大豆磷脂酰甘油(SPG)、大豆

磷脂酰丝氨酸(SPS)、大豆磷脂酰肌醇(SPI)、大豆磷脂酰乙醇胺(SPE)和大豆磷脂酸(SPA)；

氢化的鸡蛋和大豆对应物(例如，氢化鸡蛋磷脂酰胆碱和氢化大豆磷脂酰胆碱)、由在甘油

的2位和3位中脂肪酸(其含有12至26个碳原子的链)的酯键和在甘油的1位中不同的头基团

(所述头基团包括胆碱、甘油、肌醇、丝氨酸、乙醇胺)组成的磷脂、以及相应的磷脂酸。这些

脂肪酸上的碳链可以是饱和的或不饱和的，并且所述磷脂可以由不同链长和不同不饱和度

的脂肪酸组成。

[0035] 在一个实施方案中，通过本文提供的方法制造的脂质体药物配制品的脂质组分包

括磷脂酰胆碱。例如，在一个实施方案中，脂质体药物配制品中的脂质组分包括二棕榈酰磷

脂酰胆碱(DPPC)。在一个实施方案中，所述脂质体药物配制品的脂质组分包括DPPC和甾醇，

例如DPPC和胆固醇。可替代地，所述脂质基本上由DPPC和胆固醇组成，或由DPPC和胆固醇组

成。在另外的实施方案中，所述DPPC和胆固醇的摩尔比率的范围为约19:1(DPPC:胆固醇)至

约1:1(DPPC:胆固醇)、或约9:1(DPPC:胆固醇)至约1:1(DPPC:胆固醇)、或约4:1(DPPC:胆固

醇)至约1:1(DPPC:胆固醇)、或约2:1(DPPC:胆固醇)至约1:1(DPPC:胆固醇)。在甚至另外的

实施方案中，所述DPPC和胆固醇的摩尔比率为约2:1(DPPC:胆固醇)。

[0036] 通过本文提供的方法制造的脂质体药物配制品的脂质组分的其他例子包括但不

限于二肉豆蔻酰磷脂酰胆碱(DMPC)、二肉豆蔻酰磷脂酰甘油(DMPG)、二棕榈酰磷脂酰胆碱

(DPPC)、二棕榈酰磷脂酰甘油(DPPG)、二硬脂酰磷脂酰胆碱(DSPC)、二硬脂酰磷脂酰甘油

(DSPG)、二油酰磷脂酰乙醇胺(DOPE)、混合的磷脂(如棕榈酰硬脂酰磷脂酰胆碱(PSPC))和

单酰化磷脂(例如单油酰磷脂酰乙醇胺(MOPE))。

[0037] 通过本文提供的方法制造的脂质体药物配制品中的甾醇化合物的例子包括但不

限于胆固醇、胆固醇的酯(包括胆固醇半琥珀酸酯)、胆固醇的盐(包括胆固醇硫酸氢盐和胆

固醇硫酸盐)、麦角甾醇、麦角甾醇的酯(包括麦角甾醇半琥珀酸酯)、麦角甾醇的盐(包括麦

角甾醇硫酸氢盐和麦角甾醇硫酸盐)、羊毛甾醇、羊毛甾醇的酯(包括羊毛甾醇半琥珀酸

酯)、羊毛甾醇的盐(包括羊毛甾醇硫酸氢盐、羊毛甾醇硫酸盐)以及生育酚。生育酚包括生
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育酚、生育酚的酯(包括生育酚半琥珀酸酯)、生育酚的盐(包括生育酚硫酸氢盐和生育酚硫

酸盐)。所述术语“甾醇化合物”包括甾醇、生育酚等。生育酚及其水溶性衍生物已经用于形

成脂质体，参见例如，PCT公开号87/02219。

[0038] 在一个实施方案中，第一流中脂质的浓度为约10g/L至约50g/L、或约10g/L至约

30g/L、或约15g/L至约25g/升。在一个实施方案中，第一流中脂质的浓度为约17g/L、约18g/

L、约19g/L、约20g/L、约21g/L、约22g/L、约23g/L、约24g/L或约25g/L。在一个实施方案中，

第一流中脂质的浓度为约20g/L

[0039] 在一个实施方案中，第二流(氨基糖苷流)中氨基糖苷的浓度为约10g/L至约100g/

L；或约20g/L至约70g/L；或约30g/L至约60g/L；或约40g/L至约50g/L。在一个实施方案中，

第二流中的药物浓度为约4`g/L、约42g/L、约43g/L、约44g/L、约45g/L、约46g/L、约47g/L、

约48g/L、约49g/L或约50g/L。在一个实施方案中，第二流中氨基糖苷的浓度为约45g/L。在

另外的实施方案中，所述氨基糖苷为阿米卡星。

[0040] 在本发明的一个实施方案中，氨基糖苷流的pH为6至约7或约6.5至约7.0。在另外

的实施方案中，氨基糖苷流的pH为约6.7。可以使用合适的碱(如碱或碱土金属氢氧化物，例

如氢氧化钠)将氨基糖苷流的pH调节至合适的pH。

[0041] 在另一个实施方案中，所述盐水溶液包含约0.5％的氯化钠至约3％的氯化钠，例

如约0.75％、约1.0％、约1.25％、约1.5％、约1.75％、约2.0％或约2.5％的氯化钠。在一个

实施方案中，所述盐水溶液包含约1.5％的氯化钠。

[0042] 在一个实施方案中，脂质流的流速为约0.5kg/min至约1.5kg/min，并且氨基糖苷

流的流速为约1kg/min至约2kg/min。在另外的实施方案中，脂质流的流速为约3kg/min至约

4kg/min，并且药物流的流速为约5kg/min至约7kg/min。在另一个实施方案中，氨基糖苷流

与脂质流的相对流速比率为约1.5:1(氨基糖苷流流速:脂质流流速)至约2:1(氨基糖苷流

流速:脂质流流速)。

[0043] 在一个实施方案中，当脂质流的流速为约0.5kg/min至约1.5kg/min且氨基糖苷流

的流速为约1kg/min至约2kg/min时，包含盐水溶液的第三流的流速为约0.5L/min至约

2.0L/min，例如约1.0L/min至约2.0L/min，例如约1.0L/min至约1.5L/min，包括约1.25L/

min。在另一个实施方案中，当脂质流的流速为约3kg/min至约4kg/min且氨基糖苷流的流速

为约5kg/min至约7kg/min时，包含盐水溶液的第三流的流速为约3L/min至约6L/min，例如

约4L/min至约6L/min，例如约4.5L/min至约5.5L/min，包括约5L/min。

[0044] 在本发明的一个实施方案中，在混合成合并的流之前，将脂质和氨基糖苷(例如阿

米卡星)溶液二者均例如通过一个或多个(例如串联的两个)约0.2μm的过滤器过滤(图1)。

尽管图1显示了串联的两个过滤器，但应注意，可以根据所述方法的用户偏好更改此数字。

例如，可以使用一到五个过滤器来初步过滤脂质流和氨基糖苷流。

[0045] 在另一个实施方案中，在与脂质‑氨基糖苷合并的流在反应容器中混合之前，还将

盐水溶液(例如1.5％盐水溶液)例如通过一个或多个(例如，串联的两个)约0.2μm的过滤器

过滤。在另外的实施方案中，使用再循环过滤系统(如渗滤)将包含在脂质流和氨基糖苷流

的相交处和/或在合并的脂质‑氨基糖苷流中形成的脂质体的脂质体悬浮液浓缩在反应容

器内。如以上所提供的，如本文所使用的“包封效率”是指在过滤步骤(例如脂质体氨基糖苷

配制品的切向流过滤以去除游离的氨基糖苷)之前，用脂质体包封或与脂质体复合的氨基
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糖苷的量。例如，根据本文所描述的本发明的方法，通过混合脂质流和氨基糖苷(例如阿米

卡星)流，可以实现约40％至约70％(例如约45％至约55％)的包封效率。

[0046] 在另一个实施方案中，将所得浓缩的脂质体悬浮液用另外的盐水溶液(例如过滤

的1.5％盐水溶液)处理(即“洗涤”)，并使用再循环过滤系统(例如渗滤)进行进一步过滤，

直到脂质体悬浮液包含合适的最终氨基糖苷浓度，并且基本上去除了所有的游离氨基糖

苷。在另外的实施方案中，进行三次或更多次洗涤(例如3、4、5或6次洗涤)以达到合适的最

终氨基糖苷浓度。

[0047] 在一个实施方案中，洗涤后，根据本文提供的方法大规模制造的脂质体氨基糖苷

配制品中存在的氨基糖苷浓度为约10g/L或更高。在另外的实施方案中，氨基糖苷以约20g/

L或更高的浓度存在于配制品中。在另外的实施方案中，氨基糖苷以约30g/L或更高的浓度

存在于配制品中。在另外的实施方案中，氨基糖苷以约40g/L或更高的浓度存在于配制品

中。在另外的实施方案中，氨基糖苷以约50g/L或更高的浓度存在于配制品中。在另外的实

施方案中，氨基糖苷以约60g/L或更高的浓度存在于配制品中。在另外的实施方案中，氨基

糖苷以约70g/L或更高的浓度存在于配制品中。在另一个实施方案中，所述氨基糖苷以约

10g/L至约100g/L的浓度存在于配制品中。在另外的实施方案中，所述氨基糖苷为阿米卡

星。在一个实施方案中，所述氨基糖苷以约50g/L至约100g/L的浓度存在于配制品中。在另

外的实施方案中，所述氨基糖苷为阿米卡星。在一个实施方案中，所述氨基糖苷以约60g/L

至约80g/L的浓度存在于配制品中。在另外的实施方案中，所述氨基糖苷为阿米卡星。在另

一个实施方案中，所述氨基糖苷以约65g/L至约80g/L的浓度存在于配制品中。在另外的实

施方案中，所述氨基糖苷为阿米卡星。在另一个实施方案中，所述氨基糖苷以约65g/L至约

75g/L的浓度存在于配制品中。在另外的实施方案中，所述氨基糖苷为阿米卡星。在另一个

实施方案中，阿米卡星以约70g/L的浓度存在于配制品中。在另外的实施方案中，所述氨基

糖苷为阿米卡星。

[0048] 在另外的实施方案中，洗涤后，根据本文提供的方法大规模制造的脂质体药物配

制品中存在的脂质浓度为约10g/L至约100g/L，包括约20g/L至约80g/L和约40g/L至约60g/

L(例如约50g/L)。

[0049] 在另一个实施方案中，在渗滤后，根据本文提供的方法大规模制造的脂质体药物

配制品中的脂质与氨基糖苷重量比率小于1:1，例如在约0.5:1(脂质:氨基糖苷)与约0.8:1

(脂质:氨基糖苷)之间(例如约0.5:1(脂质:氨基糖苷)或0.6:1(脂质:氨基糖苷)或0.7:1

(脂质:氨基糖苷)或0.8:1(脂质:氨基糖苷))。在一个实施方案中，所述脂质与氨基糖苷的

重量比率为约0.7:1(脂质:氨基糖苷)。

[0050] 根据本文提供的方法大规模制造的脂质体氨基糖苷配制品包含平均粒径(即平均

直径)为约200nm至约500nm，例如约200nm至约400nm(例如约250nm至约350nm)的脂质体颗

粒。所述脂质体直径可以使用可商购的光散射技术测量，例如通过使用NicompTM  380亚微米

粒度仪(Nicomp，圣巴巴拉，美国加利福尼亚州)的准弹性光散射测量。

[0051] 通过参考以下实施例进一步说明本发明。然而，应当注意，与上述实施方案和方面

一样，这些实施例是说明性的，并且不应以任何方式解释为限制本发明的范围。

实施例

实施例1：脂质体阿米卡星的制造过程和过程控制
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[0052] 使用无菌过程进行脂质体硫酸阿米卡星的制造，所述无菌过程涉及制备三种无菌

溶液流，通过T型接头输注模块以适当的流速混合脂质流和硫酸阿米卡星流，在无菌的渗滤

(反应)容器中收集含有具有包封的硫酸阿米卡星的脂质体的合并的脂质‑硫酸阿米卡星

流，以适当的流速向渗滤容器中添加1.5％氯化钠水溶液流，接着进行渗滤(包括洗涤)并浓

缩所得脂质体分散液以形成最终产物。

a)溶液制备：制备足量的以下三种溶液。

·硫酸阿米卡星溶液：在注射用水(WFI)中的硫酸阿米卡星，用氢氧化钠调节pH至

6.6‑6.8。

·脂质溶液：在乙醇中的DPPC/胆固醇(2:1w/w)。

·1.5％氯化钠溶液：在WFI中的1.5％氯化钠，pH调节至6.6‑6.8。

所述溶液必须在制备的24小时内使用。

b)输注/初始浓度：将硫酸阿米卡星溶液和脂质溶液加热并在以受控制的添加速

度流过内嵌式T型接头输注模块之前通过单独的灭菌过滤器。将混合流收集在预灭菌的反

应器容器中。同时，使1.5％氯化钠水溶液通过灭菌过滤器，并以合适的流速作为流引入反

应器容器中。在这一阶段，可以针对阿米卡星包封水平对溶液进行采样。

c)渗滤：进行渗滤。该步骤的作用是从本体溶液去除乙醇，并洗去任何“未包裹的”

或游离的硫酸阿米卡星。

d)最终浓缩：使用过程中测试结果，将本体溶液浓缩至硫酸阿米卡星的适当浓度

水平。浓缩完成后，可以进行硫酸阿米卡星浓度和L/D比率的确证试验。

表1描述了根据实施例1的一般方法进行的实验(A)和(B)。在(A)中，使用了3/8”T

型接头输注模块。在(B)中，使用了3/16”T型接头输注模块。

在另外的实验中，通常按照实施例1的过程，改变脂质和阿米卡星流(流动)速率，

并测量脂质体配制品中所得的脂质和阿米卡星的浓度。计算每个实验的L/D比率，并且结果

如图2所示。所述结果为针对实现优选的L/D比率的最佳相对脂质/阿米卡星流速提供了指

导。

*******

[0053] 贯穿本申请引用的所有文件、专利、专利申请、出版物、产品说明书和方案均出于
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所有目的通过引用以其整体并入本文。

[0054] 在本说明书中说明和讨论的实施方案仅旨在向本领域技术人员传授诸位发明人

已知的制造和使用本发明的最佳方式。在不偏离本发明的情况下，本发明的上述实施方案

的修改和变异是可能的，如本领域技术人员根据上述传授内容所理解的。因此，应当理解的

是，在权利要求书及其等同物的范围内，可以按不同于具体描述的方式实施本发明。
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图1

图2
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