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包含无有机溶剂和去污剂的转染活性囊泡

的组合物和系统以及与之相关的方法

(57)摘要

将通常在本文中称为转染活性囊泡(TCV)的

脂基囊泡配置成安全且有效地将DNA、RNA、其他

核酸和蛋白质货物递送到靶细胞中。安全性和效

率之一和两者都部分地通过从TCV装载过程(即

将货物插入TCV)、TCV储存过程和/或TCV递送过

程中消除有机溶剂(例如乙醇)和去污剂(例如十

二烷基硫酸钠)来实现。所述货物还可包含与蛋

白质(例如核糖核蛋白(RNP))复合的核酸。在一

些实施方案中，本文所述的系统、组合物、装置和

方法等都可提供所需的无需使用专门设备就可

台式装载的空TCV。
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1.一种将包含蛋白质的货物包封到脂基转染活性囊泡（TCV）中的方法，其包括：

‑提供包含脂基TCV的水基溶液，其中所述水基溶液不含有机溶剂和去污剂；以及

‑在合适的条件下将货物混合到溶液中足够长的时间使得货物包封在脂基TCV内以提

供脂基TCV包封的货物，其中所述混合是在不存在有机溶剂和不存在去污剂的情况下进行

的；

其中所述脂基TCV包含：

（a）20  mol%至30  mol%的可电离的阳离子脂质，其中所述可电离的阳离子脂质是1 ,2‑

二油烯基氧基‑3‑二甲基氨基‑丙烷（DODMA）；

（b）一种或多种磷脂；和

（c）胆固醇（Chol）。

2.权利要求1所述的方法，其中所述脂基TCV包含20  mol%的可电离的阳离子脂质。

3.权利要求1所述的方法，其中所述脂基TCV包含30  mol%的可电离的阳离子脂质。

4.权利要求1所述的方法，其中所述一种或多种磷脂包括1,2‑二硬脂酰基‑sn‑甘油‑3‑

磷酸胆碱（DSPC）和/或1,2‑二油酰基‑sn‑甘油‑3‑磷酸乙醇胺（DOPE）。

5.权利要求1所述的方法，其中所述脂基TCV还包含聚乙二醇（PEG）‑脂质。

6.权利要求1所述的方法，其中所述脂基TCV包含1  mol%的PEG‑脂质。

7.权利要求1所述的方法，其中所述脂基TCV不包含PEG‑脂质。

8.权利要求1的方法，其中所述脂基TCV包含下列的混合物：

（i）DODMA；

（ii）DSPC和/或DOPE；

（iii）Chol；和

（iv）PEG‑脂质。

9.权利要求1的方法，其中所述脂基TCV包含下列的混合物：

（i）DODMA；

（ii）DSPC和/或DOPE；

（iii）Chol；和

（iv）1  mol%的PEG‑脂质。

10.权利要求1所述的方法，其中所述脂基TCV包含20/30/10/39/1  mol%的DODMA/DOPE/

DSPC/Chol/PEG‑脂质的混合物。

11.权利要求1所述的方法，其中所述脂基TCV包含20/30/10/40  mol%的DODMA/DOPE/

DSPC/Chol的混合物。

12.权利要求1的方法，其中所述蛋白质是核糖核蛋白（RNP）的一部分和/或蛋白质核酸

复合物（PNA）。

13.权利要求12的方法，其中所述蛋白质是RNP的一部分，其包含Cas9蛋白和指导RNA。

14.权利要求13的方法，其中所述货物还包含单链DNA。

15.权利要求1的方法，其中所述蛋白质包含酶、核酸酶和内切核酸酶中的至少一种。

16.权利要求1所述的方法，其中所述蛋白质包含锌指核酸酶（ZFN）、TALEN、Cas9、

Cas10、Cas11、Cas12或Cpf1中的至少一种。

17.权利要求1所述的方法，其中所述货物还包含核酸。
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18.权利要求17所述的方法，其中所述核酸是经修饰的核酸。

19.权利要求18所述的方法，其中所述修饰包含2’‑O‑甲基化（2’‑O‑ME）、硫代磷酸酯或

吗啉基中的至少一种。

20.权利要求18所述的方法，其中所述经修饰的核酸是锁核酸。

21.权利要求17所述的方法，其中所述核酸是脱氧核糖核酸（DNA）。

22.权利要求21所述的方法，其中所述DNA包含双链DNA，单链DNA，质粒DNA，互补DNA

（cDNA），和/或引物。

23.权利要求17所述的方法，其中所述核酸包含核糖核酸（RNA）。

24.权利要求23所述的方法，其中所述RNA包含小干扰RNA（siRNA），短发夹RNA，信使RNA

（mRNA），和/或微RNA（miRNA）。

25.权利要求23的方法，其中所述RNA包含编码核酸酶或抗原的mRNA。

26.权利要求17所述的方法，其中所述核酸以每微摩尔可电离的阳离子脂质0 .022‑

0.058  mg存在。

27.权利要求17所述的方法，其中所述核酸以每微摩尔可电离的阳离子脂质0 .029‑

0.116  mg存在。

28.权利要求1所述的方法，其中水基溶液包含25  mM至100mM的乙酸盐缓冲液。

29.权利要求1所述的方法，其中脂基TCV是在包封之前缺少货物的空脂基TCV。

30.权利要求1所述的方法，其中所述脂基TCV和所述货物在室温下混合10至15秒。

31.权利要求1所述的方法，其中所述脂基TCV和所述货物在室温下混合10至30秒。

32.权利要求1所述的方法，其中所述混合是使用微混合或T‑接合混合进行的，或者是

通过移液管中的往复运动进行的。

33.一种组合物，其包含水基溶液中的脂基转染活性囊泡（TCV），其中所述组合物不含

有机溶剂和去污剂，并且其中

（I）所述脂基TCV包含：

（a）20  mol%至30  mol%的可电离的阳离子脂质，其中所述可电离的阳离子脂质是1 ,2‑

二油烯基氧基‑3‑二甲基氨基‑丙烷（DODMA）；

（b）一种或多种磷脂；和

（c）胆固醇（Chol）；和

（II）包含蛋白质的货物被包封在所述脂基TCV中。

34.权利要求33所述的组合物，其中所述脂基TCV包含20  mol%的可电离的阳离子脂质。

35.权利要求33所述的组合物，其中所述脂基TCV包含30  mol%的可电离的阳离子脂质。

36.权利要求33所述的组合物，其中所述一种或多种磷脂包括1 ,2‑二硬脂酰基‑sn‑甘

油‑3‑磷酸胆碱（DSPC）和/或1,2‑二油酰基‑sn‑甘油‑3‑磷酸乙醇胺（DOPE）或由其组成。

37.权利要求33所述的组合物，其中所述脂基TCV还包含聚乙二醇（PEG）。

38.权利要求33所述的组合物，其中所述脂基TCV包含1  mol%的PEG‑脂质。

39.权利要求33所述的组合物，其中所述脂基TCV不包含PEG‑脂质。

40.权利要求33的组合物，其中所述脂基TCV包含下列的混合物：

（i）DODMA；

（ii）DSPC和/或DOPE；
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（iii）Chol；和

（iv）PEG‑脂质。

41.权利要求33的组合物，其中所述脂基TCV包含下列的混合物：

（i）DODMA；

（ii）DSPC和/或DOPE；

（iii）Chol；和

（iv）1  mol%的PEG‑脂质。

42.权利要求33所述的组合物，其中所述脂基TCV包含20/30/10/39/1  mol%的DODMA/

DOPE/DSPC/Chol/PEG‑脂质的混合物。

43.权利要求33所述的组合物，其中所述脂基TCV包含20/30/10/40  mol%的DODMA/

DOPE/DSPC/Chol的混合物。

44.权利要求33所述的组合物，其中所述蛋白质是核糖核蛋白（RNP）的一部分和/或蛋

白质核酸复合物（PNA）。

45.权利要求33所述的组合物，其中所述蛋白质是RNP的一部分，其包含Cas9蛋白和指

导RNA。

46.权利要求45的组合物，其中所述货物还包含单链DNA。

47.权利要求33所述的组合物，其中所述蛋白质包含酶、核酸酶和内切核酸酶中的至少

一种。

48.权利要求33所述的组合物，其中所述蛋白质包含锌指核酸酶（ZFN）、TALEN、Cas9、

Cas10、Cas11、Cas12或Cpf1中的至少一种。

49.权利要求33所述的组合物，其中所述货物还包含核酸。

50.权利要求49所述的组合物，其中所述核酸是修饰的核酸。

51.权利要求50所述的组合物，其中所述修饰包括2’‑O‑甲基化（2’‑O‑ME）、硫代磷酸酯

或吗啉基中的至少一种。

52.权利要求50所述的组合物，其中所述修饰的核酸是锁核酸。

53.权利要求49所述的组合物，其中所述核酸是脱氧核糖核酸（DNA）。

54.权利要求53所述的组合物，其中所述DNA包含双链DNA，单链DNA，质粒DNA，互补DNA

（cDNA），和/或引物。

55.权利要求49所述的组合物，其中所述核酸包含核糖核酸（RNA）。

56.权利要求55所述的组合物，其中所述RNA包含小干扰RNA（siRNA），短发夹RNA，信使

RNA（mRNA），和/或微RNA（miRNA）。

57.权利要求55所述的组合物，其中所述RNA包含编码核酸酶或抗原的mRNA。

58.权利要求33的组合物，其中水基溶液包含25  mM至100  mM的乙酸盐缓冲液。

59.一种组合物，其包含在不含有机溶剂和去污剂的水基溶液中的脂基转染活性囊泡

（TCV）包封的货物，其中所述脂基TCV包封的货物是根据权利要求1至32中任一项的方法制

备的。

60.权利要求59所述的组合物，其中所述脂基TCV包含20/30/10/40  mol%的DODMA/

DOPE/DSPC/Chol的混合物。

61.权利要求59所述的组合物，其中所述蛋白质是核糖核蛋白（RNP）的一部分。
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62.权利要求59所述的组合物，其中所述蛋白质是核糖核蛋白（RNP）的一部分，所述RNP

包含Cas9蛋白质和指导RNA。

63.脂基转染活性囊泡（TCV）包封的货物在制备用于离体转染靶细胞的试剂中的用途，

其中TCV包封的货物是根据权利要求1至32中任一项的方法制备的，和/或在根据权利要求

33至58中任一项的组合物中。

64.权利要求63所述的用途，其中所述靶细胞是哺乳动物细胞。

65.权利要求63所述的用途，其中所述靶细胞是哺乳动物原代细胞。

66.权利要求63所述的用途，其中所述靶细胞是哺乳动物原代神经元细胞。

67.权利要求63所述的用途，其中所述靶细胞是培养的哺乳动物细胞。

68.权利要求63所述的用途，其中所述靶细胞是来自哺乳动物患者的细胞。

69.权利要求63所述的用途，其中所述转染是在实验室中进行的，或者所述转染是在工

厂中进行以产生商业数量的转染细胞。

70.权利要求63所述的用途，其中所述转染是作为医疗程序的一部分进行的。

71.权利要求63所述的用途，其中所述转染是作为治疗程序的一部分进行的。

72.权利要求71所述的用途，其中所述转染是作为基因治疗程序的一部分进行的。

73.权利要求70所述的用途，其中所述转染是作为治疗阿尔茨海默病、帕金森病、亨廷

顿病、额颞叶痴呆、肌萎缩侧索硬化或脊髓性肌萎缩的一部分进行的。

74.权利要求70所述的用途，其中所述转染是作为治疗亨廷顿病的一部分进行的。

75.脂基转染活性囊泡（TCV）包封的货物在制备用于体内转染靶细胞的试剂中的用途，

其中TCV包封的货物是根据权利要求1至32中任一项的方法制备的，和/或在根据权利要求

33至58中任一项的组合物中。

76.权利要求75所述的用途，其中所述蛋白质是核糖核蛋白（RNP）的一部分和/或蛋白

质核酸复合物（PNA）。

77.权利要求75所述的用途，其中所述蛋白质是核糖核蛋白（RNP）的一部分，所述RNP包

含Cas9蛋白和指导RNA。

78.权利要求75所述的用途，其中所述靶细胞是哺乳动物细胞。

79.权利要求75所述的用途，其中所述靶细胞是哺乳动物原代神经元细胞。

80.权利要求75所述的用途，其中所述试剂适合于递送到患者的脑部。

81.权利要求75所述的用途，其中所述转染是作为治疗亨廷顿病的基因治疗程序的一

部分进行的。

82.权利要求81所述的用途，其中所述蛋白质是核糖核蛋白（RNP）的一部分和/或蛋白

质核酸复合物（PNA）。

83.权利要求81所述的用途，其中所述蛋白质是RNP的一部分，其包含Cas9蛋白和指导

RNA。

84.权利要求81所述的用途，其中所述蛋白质是RNP的一部分，其包含Cas9蛋白和靶向

人亨廷顿基因（HTT）的指导RNA。

85.一种试剂盒，其包含权利要求33至58中任一项所述组合物，其中所述组合物在容器

中并且所述试剂盒包含所述组合物的使用说明书。

86.权利要求33至58中任一项所述的组合物，其用于制备用于抑制、预防或治疗患者中
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的亨廷顿病的药物。

87.权利要求86所述使用的组合物，其中所述患者是哺乳动物。
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包含无有机溶剂和去污剂的转染活性囊泡的组合物和系统以

及与之相关的方法

[0001] 相关申请的交叉引用

[0002] 本申请要求共同未决的、2018年10月9日提交的美国临时专利申请序列号62/743,

116的权益，该申请通过引用整体并入本文。

背景技术

[0003] 科学研究和医学治疗的重要领域之一是希望选择性地和有效地将RNA、DNA、其他

核酸和/或蛋白质货物(cargo)递送至靶位点，例如特定靶细胞。出于多种原因，这可能是有

帮助的，包括改善患者治疗(例如基因治疗)以及用于治疗癌症和其他病况。例如，基因治疗

可能能够用于大脑和整个中枢神经系统以治疗人类可能遭受的一些典型的可怕的神经系

统病症，例如阿尔茨海默病、帕金森病、亨廷顿病、额颞叶痴呆、肌萎缩侧索硬化、脊髓性肌

萎缩等。目前的基因治疗方法在其广泛应用的同时存在几个问题，特别是对于人类患者而

言，例如因为需要将治疗性核酸携带到患者体内的包装的重复施用和毒性。当前本文所述

的组合物、方法等有助于解决一个或多个这些问题或其他此类问题。

[0004] 关于将DNA和其他核酸递送到靶位点(例如脑中的患病细胞)的更科学的讨论，用

于这种递送的现有方法包括脂质颗粒，在一些情况下被称为脂质纳米颗粒(“LNP”)或脂质

体。术语脂质纳米颗粒或“LNP”用于描述在约中性pH下的脂基颗粒，其通常含有核酸并具有

电子致密核。脂质体，也称为囊泡，是具有单个双层和水性核心的脂基结构。LNP形成的典型

已知方法是在初始囊泡形成时将特定货物装载到囊泡。这些方法进一步使用专门仪器、有

机溶剂和/或去污剂，需要大量材料并包括数天的处理时间，所有这些都严重阻碍了实用

性、可及性和治疗可用性。

[0005] LNP和其他脂质颗粒通常包含可电离的阳离子脂质、一种或多种磷脂、胆固醇

(Chol)和聚乙二醇‑脂质(PEG‑脂质)(Maurer,Wong等人,2001；Semple,Klimuk等人,2001；

Semple ,Akinc等人 ,2010；Belliveau ,Huft等人 ,2012；Leung ,Hafez等人 ,2012；Suhr ,

Coelho等人,2015)。(本文列出了讨论某些系统、设备、方法和其他信息的各种参考文献；无

论参考文献在本申请中可能出现的位置，所有这些参考文献都通过引用整体并入本文并包

括其所有教导和公开内容。本文对参考文献的引用并不是对这些参考文献构成本申请现有

技术的承认。)LNP组合物的示例是比例为50/10/38.5/1 .5mol％的可电离阳离子脂质、磷

脂、胆固醇和聚乙二醇(PEG)‑脂质(分别)的组合。已表明该组合物在静脉内施用后显示出

有效的肝细胞基因沉默(siRNA)或表达(mRNA)(Semple ,Akinc等人 ,2010；Jayaraman ,

Ansell等人,2012；Pardi,Tuyishime等人,2015；Suhr,Coelho等人，2015)。其他人已经描述

了由比例为50/10/38 .5/1 .5摩尔％的可电离的阳离子脂质、磷脂、胆固醇和聚乙二醇

(PEG)‑脂质组成的LNP组合物，作为培养物中的原代神经元细胞的siRNA递送以及用于递送

至脑(Rungta,Choi等人,2013)。

[0006] LNP制剂可以通过快速混合溶解在乙醇中的脂质组分和由核酸货物组成的酸性水

相来产生(Jeffs,Palmer等人,2005；Belliveau,Huft等人,2012；Leung,Hafez等人,2012)。
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已建立的用于LNP制备快速混合方法包括通过交错的鲱骨状微混合器 (staggered 

herringbone  micromixer,SHM)进行微流体混合(Belliveau,Huft等人,2012；Rungta,Choi

等人,2013；Leung,Tam等人,2015)，或者用专用泵进行的T‑接合(T‑junction)混合(Jeffs,

Palmer等人,2005)或者更为过时的乙醇/去污剂‑去稳定的装载预制囊泡的方法(Wheeler,

Palmer等人 ,1999；Tam ,Monck等人 ,2000；Maurer,Wong等人 ,2001；Semple ,Klimuk等人 ,

2001)。在所有三种方法中，需要乙醇溶液(或去污剂)以提供足够的膜流动性以进行脂质重

组和包封，并且在SHM和T‑接合技术的情况下，在乙醇溶液稀释进入水相时也发生了颗粒形

成(Belliveau,Huft等人,2012；Zhigaltsev,Belliveau等人,2012；Zhigaltsev,Tam等人,

2016)。然而，由于有机溶剂和酸性pH，所得悬浮液不是“即用”的，并因此所得悬浮液需要大

量的下游处理。就材料成本和时间而言，这些方法对于在体外应用的实验室规模或直接施

用的治疗水平上实现转染活性制剂来说具有明显障碍。

[0007] 仍然存在对以无毒方式有效地将核酸和蛋白质货物递送到哺乳动物细胞中的转

染试剂的需求，包括用于培养的哺乳动物原代细胞(通常，原代细胞是未转化的、直接从靶

组织获得的非永生化细胞)。虽然使用原代细胞的重要性及其优于使用细胞系的优点已被

充分了解，但转染此类细胞遇到的困难几乎已完全排除了将它们用于需要选择性基因敲低

的任何类型的发现或验证研究。此外，向个性化医疗的发展正在推动在原代患者细胞中进

行功能基因组筛选和验证，从而增加了对这些难以转染的细胞类型的稳健且无毒的转染方

法的需求。

[0008] 本发明的系统和方法等提供了解决这些困难中的一个或多个和/或提供其他优点

的解决方案。

发明内容

[0009] 本文所述的系统、组合物、装置和方法等提供了本文通常称为转染活性囊泡(TCV)

的脂基囊泡，将其配置为安全且有效地递送蛋白质、核糖核蛋白(RNP)、RNA、DNA和其他核酸

货物以及其他所选货物到靶细胞中。安全性和效率之一和两者都是部分地通过从TCV装载

过程(即将所选货物插入TCV)、TCV储存过程和/或TCV递送过程中消除去稳定剂(例如有机

溶剂(例如乙醇)和去污剂(例如十二烷基硫酸钠))来实现的。因此，TCV保持在不含去稳定

剂的溶液中的，例如作为不含去稳定剂的悬浮液。

[0010] 如本文所使用的TCV是一种脂质体或其他脂基囊泡，并且是在没有去稳定剂和内

部没有所选货物的情况下产生和/或储存的。这种TCV的一个优点是在不存在去稳定剂的情

况下它们可以储存在溶液中或作为悬浮液储存，并且可以在不存在去稳定剂的情况下包封

所选货物，并且可以在不存在去稳定剂的情况下将此类所选货物递送到靶细胞中。所选货

物是指RNP、RNA、DNA、蛋白质等，其对用含有所选货物的TCV转染的靶细胞和/或目标患者产

生所需作用。因此，除非上下文另有清楚说明，否则本文所述的TCV缺少最终所选货物，并且

在某些实施方案中除了环境溶液等之外是空的。将此类TCV配置成在不使用有机溶剂或其

他去稳定剂的情况下安全有效地将核酸和蛋白质货物等递送到哺乳动物细胞中。

[0011] TCV递送方法可包括用所选货物转染哺乳动物细胞(例如原代细胞)。货物还可包

含与蛋白质复合的核酸，例如核糖核蛋白(RNP)。在一些实施方案中，本文所述的系统、组合

物、装置和方法等可提供空的TCV或装载的TCV。
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[0012] 在一些方面，本文所述的系统、组合物、装置和方法等提供了不含此前需要将货物

包封(或装载)到脂质囊泡或脂质体中和/或储存这些囊泡的有机溶剂和其他去稳定剂的转

染活性囊泡(TCV)。本文所述的组合物、方法等可在不使用专门仪器的情况下使用或进行，

例如可通过将含有空TCV的悬浮液与各种类型的所选货物经移液管往复运动轻轻混合来装

载本文的预制TCV。本文所述的组合物、方法等可特别适用于“台式装载”，并且可与少量或

大量所选货物材料一起使用。此外，单批空TCV可并行地台式装载多种不同的所选货物。

[0013] 在一些实施方案中，本文所述的系统、组合物、装置和方法等提供了无有机溶剂和

无去污剂的空TCV。如果已经使用乙醇或去污剂或其他去稳定剂来形成TCV，则通过透析或

其他合适的方法将其除去以提供无有机溶剂、无去污剂的TCV组合物。可以使用轻轻混合

(例如在移液管中重复手动往复运动TCV‑生成流体)、SHM、T‑接合混合或挤出方法或者根据

需要的其他TCV混合方法来装载TCV。

[0014] 一方面，脂基TCV由可电离的阳离子脂质、磷脂、胆固醇和PEG‑脂质的混合物组成，

并且包含TCV的组合物不含有机溶剂和/或去污剂，在其正常用法中使用这种术语来表示基

本上不存在此类有机溶剂和去污剂，使得有机溶剂和/或去污剂不会引起明显的有害影响，

尽管组合物中可能保留少量痕量。

[0015] 在一些方面，可电离的阳离子脂质包含TCV的脂质组分的20‑50％。一方面，空的脂

基TCV含有比例为20/30/10/39/1mol％的DODMA/DOPE/DSPC/Chol/PEG‑脂质的脂质组分。另

一方面，空的脂基TCV含有比例为20/30/10/40mol％的DODMA/DOPE/DSPC/Chol的脂质组分。

另一方面，空的脂基TCV含有比例为50/10/39/1mol％的DODMA/DSPC/Chol/PEG‑脂质的脂质

组分。另一方面，空的脂基TCV含有比例为50/10/39/1mol％的DODMA/DOPE/DSPC/Chol的脂

质组分。还可根据需要使用其他各种组分。在某些方面，可电离的阳离子脂质的比例降低

了。例如，可电离的阳离子脂质的比例可以是约10mol％、20mol％、30mol％、40mol％、

50mol％或60mol％。

[0016] 一方面，根据需要将空的脂基TCV与核酸型所选货物混合5秒、10秒、15秒、20秒、30

秒、45秒、1分钟或2分钟，例如10‑30秒。然后可将无有机溶剂、无去污剂的TCV储存在无有机

溶剂、无去污剂的环境中和/或再次在无有机溶剂、无去污剂的环境中施用到靶细胞(例如

哺乳动物细胞)。

[0017] 在一些方面，核酸型所选货物可以是双链DNA、单链DNA、RNA、小干扰RNA、短发夹

RNA、信使RNA、互补DNA、微RNA、质粒DNA或其组合。在一些方面，核酸型所选货物可以包含合

成的或化学修饰的寡核苷酸，例如以改善所选货物的稳定性。所选货物可以是与核酸复合

的蛋白质(PNA)。蛋白质型所选货物可以是参与基因编辑的蛋白质或用作细胞标记的报道

分子的蛋白质(例如荧光标记等)。在一些实施方案中，与核酸复合的基于蛋白质的所选货

物是核糖核蛋白。

[0018] 在一些方面，本发明的系统、装置和方法等提供了将所选货物包封到脂基转染活

性囊泡(TCV)中的方法，其包括：

[0019] ‑提供包含脂基TCV的水基溶液，所述水基溶液可不含去稳定剂；

[0020] 以及，

[0021] ‑在合适的条件下将所述所选货物混合到溶液中足够长的时间使得所选货物包封

在脂基TCV内以提供脂基TCV包封的所选货物，其中所述混合是在不存在有机溶剂或去污剂

说　明　书 3/19 页

9

CN 113166783 B

9



的情况下进行的。

[0022] 去稳定剂可以是有机溶剂或去污剂中的至少一种。有机溶剂可以是例如甲醇、异

丙醇、四氢呋喃(THF)、二甲基亚砜(DMSO)、二甲基甲酰胺(DMF)或乙腈(ACN)。去污剂可以是

例如十二烷基硫酸钠(SDS)。去稳定剂可以是温度。水基溶液可以是25mM至100mM的乙酸盐

缓冲液。

[0023] 脂基TCV在包封之前可以是空的，并且所述方法还可包括：

[0024] ‑在基本上不含溶剂和去污剂的水基溶液中获得脂基TCV包封的所选货物。

[0025] 脂基TCV可包含阳离子脂质，例如可电离的阳离子脂质。脂基TCV可包含约20mol％

至50mol％的阳离子脂质。可电离的阳离子脂质可包含1,2‑二油烯基氧基(Dioleyloxy)‑3‑

二甲基氨基‑丙烷(DODMA)。脂基TCV可包含1 ,2‑二油烯基氧基‑3‑二甲基氨基‑丙烷

(DODMA)、1,2‑二油酰基‑sn‑甘油‑3‑磷酸胆碱(DOPC)、1,2‑二油酰基‑sn‑甘油‑3‑磷酸乙醇

胺(DOPE)和1,2‑二硬脂酰基‑sn‑甘油‑3‑磷酸胆碱(DSPC)的混合物。所述混合物还可包含

聚乙二醇(PEG)或胆固醇中的至少一种。

[0026] 脂基TCV可包含约20/30/10/39/1mol％的DODMA/DOPE/DSPC/Chol/PEG‑脂质的混

合物，可包含约20/30/10/40mol％的DODMA/DOPE/DSPC/Chol的混合物，约50/10/40mol％的

DODMA/DSPC/Chol的混合物，约50/10/39/1mol％的DODMA/DSPC/Chol/PEG‑脂质的混合物，

或者约50/10/39/1mol％的DODMA/DSPC/Chol/PEG的混合物。

[0027] 所选货物可以是核酸，例如经修饰的核酸。经修饰的核酸可包含例如2’‑O‑甲基化

(2’‑O‑ME)、硫代磷酸酯或吗啉基核酸、锁核酸中的至少一种。核酸可以是脱氧核糖核酸

(DNA)。DNA可包含双链DNA、单链DNA、互补DNA(cDNA)或质粒DNA。核酸可包含核糖核酸

(RNA)。RNA可包含小干扰RNA(siRNA)、短发夹RNA、信使RNA(mRNA)、微RNA(miRNA)。所选货物

可包含蛋白质。蛋白质可以是核糖核蛋白(RNP)的一部分，其可以是功能性核糖核蛋白。RNP

可包含Cas9蛋白或指导RNA中的至少一种、Cas9蛋白和指导RNA两者、或者包含Cas9蛋白和

指导RNA以及单链DNA(ssDNA)。

[0028] 货物可包含酶、核酸酶和内切核酸酶或者引物中的至少一种。货物可包含锌指核

酸酶(ZFN)、TALEN、Cas9、Cas10、Cas11、Cas12或Cpf1中的至少一种。货物可包含酶、核酸酶

和内切核酸酶或者引物中的至少一种。货物可包含编码核酸酶或抗原的mRNA。

[0029] 所述方法还可包括将脂基TCV与所选货物混合，所选货物可以是核酸，其以每微摩

尔阳离子脂质约0.022‑0.058mg所选货物的比例存在。所述方法还可包括将脂基TCV与所选

货物混合，所选货物可以是核酸，其以每微摩尔阳离子脂质约0.029‑0.116mg所选货物的比

例存在。脂基TCV和所选货物可以以约467摩尔比的脂基TCV:所选货物进行混合。所选货物

可以是核糖核蛋白(RNP)。脂基TCV和所选货物可以以约400至1200摩尔比的脂基TCV:所选

货物进行混合。脂基TCV和所选货物可以以约473至1173摩尔比的脂基TCV:所选货物进行混

合。脂基TCV和所选货物可以以高达约3000至5000摩尔比的脂基TCV:所选货物进行混合。

[0030] 脂基TCV和所选货物可在约室温下混合约10至15秒，或约10至30秒。混合可以使用

交错的鲱骨状微混合或T‑接合混合进行。混合可通过移液管中的往复运动进行。

[0031] 在一些方面，本发明的系统、装置和方法等提供了在水基溶液中包含脂基转染活

性囊泡(TCV)的组合物。所述组合物可不含去稳定剂(有机溶剂和去污剂)。所述组合物和/

或脂基TCV还可如“发明内容”、“附图”和“发明详述”或者“权利要求书”中所讨论的那样进
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行配置。本发明的系统、装置和方法等提供了在水基溶液中包含脂基转染活性囊泡(TCV)包

封的所选货物的组合物，其基本上不含去稳定剂(例如有机溶剂和去污剂)。如本文所讨论

的，脂基TCV包封所选货物。

[0032] 本发明的系统、装置和方法等还提供了转染方法，所述方法包括如本文所讨论的

用脂基转染活性囊泡(TCV)包封的所选货物转染靶细胞。靶细胞可以是哺乳动物细胞，例如

哺乳动物原代细胞、哺乳动物原代神经元细胞、培养的哺乳动物细胞或者来自哺乳动物患

者的细胞。

[0033] 本文所述的方法可在实验室中进行，例如用于台式装载。所述方法可在工厂中进

行以产生商业数量的转染细胞。所述方法可作为体内程序、医疗程序、治疗程序或基因治疗

程序的一部分进行。所述方法可作为治疗阿尔茨海默病、帕金森病、亨廷顿病、额颞叶痴呆、

肌萎缩侧索硬化或脊髓性肌萎缩的一部分进行。所述方法还可包括将脂基TCV包封的所选

货物递送至患者的脑部。

[0034] 在一些其他方面，本发明的系统、装置和方法等提供了包含本文的组合物的试剂

盒。组合物可以在容器中并且试剂盒可包含组合物的使用说明书。说明书可根据本文的任

何方法指导组合物的使用。所述容器可配置成向哺乳动物施用至少一剂组合物，所述试剂

盒还包含至少一个包含施用说明书的标签。

[0035] 在一些方面，本发明的系统、装置和方法等提供了本文的分离和纯化的组合物，用

于制备抑制、预防或治疗患者(其可以是哺乳动物)疾病或病况的药物。

[0036] 这些方面和其他方面、特征和实施方案均在本申请中阐述了，包括以下发明详述

和附图。除非另有明确说明，否则所有实施方案、方面、特征等都可以任何期望的方式混合

和匹配、组合和排列。另外，本文列出了讨论某些系统、设备、方法和其他信息的各种参考文

献，包括在“相关申请的交叉引用”中；所有这些参考文献均通过引用整体并入本文并包括

其所有教导和公开内容，不管参考文献在本申请中的可能出现的位置。

[0037] 附图简述

[0038] 图1A‑1D。根据本文的方法产生的转染活性囊泡(TCV)在永生化细胞和原代神经元

中显示出敲低。(A)用由50％可电离的阳离子脂质组成的无有机溶剂、无去污剂的TCV转染

后，HEK‑Luc细胞中的相对萤光素酶表达。(B)相对对照(仅细胞)孔的百分比的来自(A)中呈

现的相同转染组的细胞活力。(C)无有机溶剂、无去污剂的TCV介导的siRNA所选货物转染到

神经元后，原代皮质神经元中hdh  mRNA的相对表达。靶向hdh的siRNA和TCV是使用1(A)中呈

现的相同的组的可电离的阳离子脂质产生的。(D)使用无有机溶剂、无去污剂的TCV递送脱

靶(萤光素酶)siRNA在原代皮质神经元中的等同转染组的MTT还原法测量的细胞活力。对于

HEK‑Luc细胞，每种条件N＝4，对于原代神经元，每种条件N＝3孔。数据代表平均值±SEM。与

对照(仅细胞)条件相比，对每种条件进行单向ANOVA后，通过Bonforroni事后分析，*p<

0.05，**p<0.01，*＊*p<0.001。

[0039] 图2A‑2D。无有机溶剂、无去污剂的TCV的效力并不取决于用于产生空TCV的混合方

法。(A)用由50％可电离脂质组成并通过T‑接合混合(DODMA‑50％)或挤出(DODMA‑50％‑X)

而形成的TCV进行转染后，HEK‑Luc细胞中的相对萤光素酶表达。(B)相对对照(仅细胞)孔的

百分比的来自(A)中呈现的相同转染组的细胞活力。(C)使用2(A)中呈现的相同TCV组，在无

有机溶剂、无去污剂的TCV介导的靶向hdh的siRNA转染后，原代皮质神经元中hdh  mRNA的相
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对表达。(D)使用无有机溶剂、无去污剂的TCV递送脱靶(萤光素酶)siRNA在原代皮质神经元

中的等同转染组的MTT还原法测量的细胞活力。对于HEK‑Luc细胞，每种条件N＝4，对于原代

神经元，每种条件N＝3孔。数据代表平均值±SEM。与对照(仅细胞)条件相比，对每种条件进

行单向ANOVA后，通过Bonforroni事后分析，*p<0.05，**p<0.01，*＊*p<0.001。

[0040] 图3A‑3D。含有减少量的可电离脂质的无有机溶剂、无去污剂的空TCV促进了有效

的siRNA递送，同时毒性降低。(A)用由20％或50％的可电离脂质1,2‑二油烯基氧基‑3‑二甲

基氨基‑丙烷(DODMA)组成的TCV转染后，HEK‑Luc细胞中的相对萤光素酶表达。(B)相对对照

(仅细胞)孔的百分比的来自(A)中呈现的相同转染组的细胞活力。(C)使用3(A)中呈现的相

同TCV组，在无有机溶剂、无去污剂的TCV介导的靶向hdh的siRNA转染后，原代皮质神经元中

hdh  mRNA的相对表达。(D)使用无有机溶剂、无去污剂的TCV递送脱靶(萤光素酶)siRNA在原

代皮质神经元中的等同转染组的MTT还原法测量的细胞活力。对于HEK‑Luc细胞，每种条件N

＝4，对于原代神经元，每种条件N＝3孔。数据代表平均值±SEM。与对照(仅细胞)条件相比，

对每种条件进行单向ANOVA后，通过Bonforroni事后分析，*p<0 .05，**p<0 .01，*＊*p<

0.001。

[0041] 图4A，4B。将DOPE掺入无有机溶剂、无去污剂的空TCV中不会改变TCV形态。在(A)

20/30/10/39/1mol％的DODMA/DOPE/DSPC/Chol/PEG‑脂质(DOPE＝1,2‑二油酰基‑sn‑甘油‑

3‑磷酸乙醇胺)；DSPC＝1 ,2‑二硬脂酰基‑sn‑甘油‑3‑磷酸胆碱；PEG＝聚乙二醇)和(B)

DODMA/DSPC/Chol/PEG‑脂质(50/10/39/1mol％)的TCV上进行Cryo‑TEM分析。比例尺＝

100nm。

[0042] 图5。本文的无有机溶剂、无去污剂的空TCV可用于递送功能性核糖核蛋白(RNP)。

用Cas9  RNP和单链寡脱氧核苷酸(ssODN)修复模板转染HEK293细胞，两者均通过根据本文

所述的方法产生的无有机溶剂、无去污剂的TCV递送。Cas9蛋白与靶向GRN基因的指导复合。

转染后48小时从细胞中提取DNA。PCR用于特异性检测野生型(WT)GRN等位基因或者仅当同

源介导的修复(HDR)将递送的ssODN掺入由Cas9产生的DNA双链断裂时才存在的突变GRN等

位基因。突变GRN等位基因可在TCV介导的Cas9  RMP递送后被检测到，但不存在于对照

(Ctrl)细胞中。

[0043] 图6。位于原代神经元内的Cas9的显微照片。如本文所讨论的，经由无有机溶剂、无

去污剂的TCV递送的RNP可使用针对Cas9蛋白的荧光抗体检测，以红色显示。未经处理的对

照没有这样的红色荧光信号。蓝色信号＝核酸(DAPI染色)，绿色信号＝鬼笔环肽(F‑肌动蛋

白染色)。

[0044] 图7。显示经由台式装载RNP到空的无有机溶剂、无去污剂的TCV中递送的RNP在HEK

细胞中的转录敲低图。用靶向萤光素酶的Cas9  RNP转染HEK293细胞。台式装载式(DODMA/

DOPE/DSPC/Chol(20/30/10/40))的TCV。当通过qPCR测量时，与对照(图中的“对照”)相比，

HEK细胞中萤光素酶mRNA的相对水平显示出显著敲低。每组N＝3。数据代表平均值±SEM。通

过Student’s  t‑检验p＝0.0018。

[0045] 图8。显示经由台式装载RNP到空的无有机溶剂、无去污剂的TCV中递送的RNP在HEK

细胞中的蛋白质敲低图。用靶向萤光素酶的Cas9  RNP转染HEK293细胞。台式装载式(DODMA/

DOPE/DSPC/Chol(20/30/10/40))的TCV。当通过ONE‑Glo测量时，与对照(图中的“对照”)相

比，HEK细胞中萤光素酶蛋白的相对水平显示出显著敲低。每组N＝3。数据代表平均值±
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SEM。通过Student’s  t‑检验p＝0.0003。

[0046] 图9。显示经由台式装载RNP到空的无有机溶剂、无去污剂的TCV中递送的RNP在原

代皮质神经元中的转录敲低图。用靶向人亨廷顿蛋白(HTT)的Cas9  RNP转染原代皮质神经

元。台式装载式(DODMA/DOPE/DSPC/Chol(20/30/10/40))的TCV。当通过qPCR测量时，与对照

(图中的“gLuc”)相比，原代神经元中HTT  mRNA的相对水平显示出显著敲低。每组N＝3。数据

代表平均值±SEM。通过Student’s  t‑检验p＝0.0039。

[0047] 图10。显示经由无有机溶剂、无去污剂的TCV递送的mRNA在HEK细胞中的mRNA表达

图。经由无有机溶剂、无去污剂的TCV(DODMA/DOPE/DSPC/Chol(20/30/10/40))以不同比例

(低＝0.029mg  mRNA/μmol脂质，中＝0.058mg  mRNA/μmol脂质，高＝0.116mg  mRNA/μmol脂
质)将萤光素酶mRNA递送至HEK细胞中。与对照相比，所有比例均显示出显著表达，最低比例

显示出最高表达。通过ONE‑Glo+Tox试剂盒(Promega)测量mRNA表达，每个条件N＝3。

[0048] 图11。显示经由无有机溶剂、无去污剂的TCV递送的mRNA在原代皮质神经元中的

mRNA表达图。经由无有机溶剂、无去污剂的TCV(DODMA/DOPE/DSPC/Chol(20/30/10/40))以

不同剂量将萤光素酶mRNA递送至原代皮质神经元中。与对照相比，所有剂量均显示出显著

表达。通过ONE‑Glo+Tox试剂盒(Promega)测量mRNA表达，每种条件N＝3。

[0049] 图12。显示无有机溶剂、无去污剂的TCV中的RNP在HEK细胞中的细胞活力图。经由

无有机溶剂、无去污剂的TCV(DODMA/DOPE/DSPC/Chol(20/30/10/40))或使用RNAiMax(图中

的“Rmax”；ThermoFisher  Scientific)递送RNP到HEK细胞中进行细胞毒性评估。与RNAiMax

相比，无有机溶剂、无去污剂的TCV毒性显著降低，p＝0 .0002。使用ONE‑Glo+Tox试剂盒

(Promega)评估毒性，每组N＝3。

[0050] 图13。显示台式装载到空的无有机溶剂、无去污剂的TCV中的siRNA的原代神经元

中的细胞活力的显微照片。经由无有机溶剂、无去污剂的TCV(DODMA/DOPE/DSPC/Chol/PEG‑

脂质(20/30/10/39/1))或使用商购可得的Mirus  TKO系统(Mirus  Bio)递送siRNA到原代神

经元中进行细胞毒性评估。如显微照片所示，与Mirus  TKO系统相比，通过台式装载到空的

无有机溶剂、无去污剂的TCV中进行递送的siRNA毒性显著降低。

[0051] 图14。显示无有机溶剂、无去污剂的TCV在HEK细胞中的敲低图。经由以50％(“D‑

50％”，通过T‑接合混合制备)、50％(“D‑50％Ex”，通过挤出制备)DODMA水平的无有机溶剂、

无去污剂的TCV和经由商购可得的Mirus  TKO系统(Mirus  Bio)递送siRNA。当前的50％

DODMA制剂显示出约50％的敲低，然而，Mirus  TKO系统表现更差。

[0052] 发明详述

[0053] 本文所述的系统、组合物、装置和方法等提供了本文通常称为转染活性囊泡(TCV)

的脂基囊泡，其被配置成安全且有效地将DNA和其他核酸型所选货物递送到靶细胞中。安全

性和效率之一和两者都是部分地通过从TCV装载和储存过程(即将所选货物插入TCV)和/或

TCV递送过程中消除去稳定剂(例如，有机溶剂(例如乙醇)和去污剂(例如十二烷基硫酸

钠))来实现的。TCV递送过程可包括用所选货物转染哺乳动物细胞(例如原代细胞)。所选货

物还可包含与蛋白质复合的核酸，例如核糖核蛋白(RNP)。

[0054] 在一些实施方案中，本文所述的系统、组合物、装置和方法等提供了无有机溶剂和

无去污剂的空的脂基TCV。装载的TCV可以使用轻轻混合(例如在移液管中重复手动往复运

动TCV‑生成流体)、SHM、T‑接合混合或挤出方法或者根据需要的其他TCV混合方法来形成。
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[0055] 一方面，脂基TCV由可电离的阳离子脂质、磷脂、胆固醇和PEG‑脂质的混合物组成，

并且包含TCV的组合物不含有机溶剂和/或去污剂。

[0056] 如本文所讨论的无有机溶剂、无去污剂的TCV可用于治疗合适的疾病和病况，例如

通过基因治疗。如本文所讨论的无有机溶剂、无去污剂的TCV改善了RNA、DNA和RNP基因治疗

产物向人类患者的递送。无有机溶剂、无去污剂的TCV有效地将基因治疗(包括但不限于

mRNA、siRNA和RNP)产物递送至脑细胞或其他靶细胞。许多人类病症的根本原因是所需蛋白

质的功能丧失或突变蛋白质的毒性功能获得。使用本文的无有机溶剂、无去污剂的TCV，这

些问题都是可处理的、甚至是可逆的。

[0057] 这样的治疗的一些示例包括用于治疗神经病症(一些阿尔茨海默病、帕金森病、亨

廷顿病、额颞叶痴呆、肌萎缩侧索硬化、脊髓性肌萎缩等的病例)的中枢神经系统的基因治

疗。

[0058] 如本文所讨论的无有机溶剂、无去污剂的TCV也可遗传性“敲低”突变基因/基因产

物，例如通过靶向的安全递送siRNA或RNP、用mRNA进行基因替代疗法或用RNP介导的基因编

辑校正因果天然DNA突变。可以以这种方式靶向的人类疾病的两个具体示例是亨廷顿病

(HD)和额颞叶痴呆(FTD)。

[0059] 亨廷顿病是一种进行性的不可治愈的神经退行性疾病，其具有显性遗传模式。亨

廷顿(HTT)基因中扩增的CAG核苷酸重复序列是造成这种疾病的原因。由突变HTT基因编码

的亨廷顿蛋白(HTT)含有扩增的聚谷氨酰胺重复序列，其赋予了基因产物毒性功能获得。降

低突变亨廷顿蛋白的脑水平是目前正在追求的减缓或阻止HD疾病进展的主要治疗策略，并

且可使用本文所讨论的无有机溶剂、无去污剂的TCV来实现和改善。用装载有靶向HTT表达

的siRNA或用设计用于降低亨廷顿蛋白表达或毒性的RNP所选货物的TCV将是HD的有效疗

法。额颞叶痴呆有许多原因，但是蛋白质颗粒蛋白前体(progranulin)(潜在的脑存活因子)

的丧失是一个被详细描述的原因。本文所讨论的无有机溶剂、无去污剂的TCV可递送设计用

于表达颗粒蛋白前体或校正引起颗粒蛋白前体丧失的潜在DNA突变的颗粒蛋白前体mRNA或

RNP(分别)将增加颗粒蛋白前体的脑水平并且将是FTD的有效疗法。用表达颗粒蛋白前体

mRNA的TCV增加颗粒蛋白前体也可以是许多常见神经疾病(例如阿尔茨海默病、帕金森病和

肌萎缩侧索硬化)的神经保护策略。

[0060] 材料和方法的示例

[0061] 材料

[0062] 1 ,2‑二油烯基氧基‑3‑二甲基氨基‑丙烷(DODMA)购自Cayman  Chemical(Ann 

Arbor,MI)。1,2‑二油酰基‑3‑二甲基铵‑丙烷(DODAP)、1,2‑二油酰基‑sn‑甘油‑3‑磷酸胆碱

(DOPC)、1,2‑二油酰基‑sn‑甘油‑3‑磷酸乙醇胺(DOPE)和1,2‑二硬脂酰基‑sn‑甘油‑3‑磷酸

胆碱(DSPC)购自Avanti  Polar  Lipids(Alabaster ,AL)。胆固醇购自Sigma  Aldrich

(St.Louis,MO)。PEG‑DMG按之前所述进行合成(Akinc,Zumbuehl等人,2008)。所有脂质均保

存为乙醇储备液。靶向萤火虫萤光素酶的siRNA(siLuc)(Basha ,Ordobadi等人,2016)购自

Integrated  DNA  Technologies(Coralville ,IA)。针对鼠hdh的siRNA购自Ambion(

Select  Pre‑designed  siRNA,Invitrogen,Carlsbad,CA)。

[0063] 转染活性囊泡(TCV)的制备

[0064] 将脂质组分(可电离的阳离子脂质、磷脂、胆固醇和PEG‑脂质)以适当的比例溶解
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在乙醇中，以达到20‑35mM总脂质的终浓度。制备含有25mM乙酸钠pH  4缓冲液的水相。使用

两种已建立的纳米颗粒制备技术将两种溶液组合：快速混合和挤出。

[0065] 快速混合：

[0066] 将含有脂质的有机相通过T‑接合混合器以20mL/min的最终流速、1:3的有机:水相

(v/v)比与水相混合，该混合器被制造成满足PEEK  Low  Pressure  Tee  Assembly规格(1/

16"，0 .02通孔，部件号#P‑712)(Jeffs ,Palmer等人 ,2005；Kulkarni ,Tam等人 ,2017；

Kulkarni,Darjuan等人,2018)。将所得悬浮液用1000倍体积的25mM乙酸钠pH  4缓冲液透析

以除去乙醇。

[0067] 挤出：

[0068] 将脂质溶解在乙醇中至终浓度为35mM。如别处所述(Maurer,Wong等人,2001)，通

过向乙醇溶液中快速添加25mM乙酸钠pH  4以达到30％乙醇(v/v)的终浓度来形成颗粒。将

所得纳米颗粒悬浮液在环境温度下通过2×80nm聚碳酸酯膜挤出三次。挤出后，将颗粒进行

缓冲液交换以除去乙醇。

[0069] 转染活性囊泡(TCV)的分析

[0070] 通过使用T‑胆固醇测定试剂盒(Wako  Chemicals,Mountain  View,CA)测定胆固醇

含量并如别处所述(Chen ,Tam等人 ,2014)外推总脂质浓度来确定脂质浓度。如前所述

(Chen,Tam等人,2014；Leung,Tam等人,2015)，使用RiboGreen测定法确定核酸包封。

[0071] 低温透射电子显微镜

[0072] 如前所述进行Cryo‑TEM(Kulkarni,Darjuan等人,2018)。简而言之，使用Amicon离

心浓缩单元(10kDa  NWCO)将TCV浓缩至约20mg/mL的总脂质浓度。将少量(3‑5uL)的材料施

加到辉光放电的铜载网上，并使用FEI  Mark  IV  Vitrobot(Hillsboro,OR)快速冷冻。将载

网储存在液氮下直至成像。所有成像均使用以低剂量模式在200kV下操作的FEI  Tecnai  G2

仪器进行。使用FEI  Eagle  4k  CCD底部安装的检测仪捕获图像。所有样品制备和成像均在

UBC  BioImaging  Facility(Vancouver,BC)上进行。

[0073] 细胞培养和试剂：

[0074] 所有基础细胞培养基和B27神经元补充剂购自Gibco(Thermo  Fisher,Waltham ,

MA)。Hank’s平衡盐溶液(HBSS)、青霉素‑链霉素、L‑谷氨酰胺和胰蛋白酶溶液获自Hyclone

(Logan,UT)。将HEK293细胞接种在来自Corning(Corning,NY)的透明底部白壁平板上。将原

代皮质细胞接种到用聚‑D‑赖氨酸(Sigma ,St .Louis ,MO)包被的组织培养物处理的平板

(Fisher)上。潮霉素B获自Invitrogen(Carlsbad ,CA)。重组ApoE4获自Peprotech(Rocky 

Hill,NJ)。

[0075] 为测量HEK293细胞中的细胞活力和萤光素酶水平，使用来自Promega(Madison ,

WI)的ONE‑Glo+Tox试剂盒。通过来自Sigma(St.Louis,MO)的MTT体外毒理学试剂盒测量原

代神经元中的细胞活力。

[0076] HEK293细胞中的萤光素酶报告基因：

[0077] 先前已经描述了具有稳定整合的萤光素酶报告基因构建体的HEK293细胞系(HEK‑

Luc细胞)的产生(De  Souza ,Islam等人,2016)。将细胞维持在37℃、95％空气、5％CO2湿润

气氛下的补充有10％胎牛血清、2mM  L‑谷氨酰胺和125μg/mL潮霉素B的DMEM高葡萄糖中。将

细胞以12,000‑20,000个细胞/孔的密度接种在白壁96‑孔板中。
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[0078] 原代细胞培养：

[0079] 皮质培养物是从胚胎期E17.5  C57BL/6J和FVB.YAC128小鼠中制备的。简而言之，

在冰冷的HBSS中解剖皮质，并使用0.05％胰蛋白酶(Hyclone)溶液在37℃下消化组织10分

钟。然后通过5mL移液管研磨皮质5次，并增加额外的5‑7次的200μL移液管尖端研磨。通过在

800rpm下离心5分钟沉淀细胞，用HBSS洗涤，然后重悬于补充有B27、2mM  L‑谷氨酰胺

(Hyclone)和1％青霉素/链霉素(Hyclone)的温热neurobasal培养基中。将皮质神经元培养

物以1 .5×105个细胞/孔的密度接种到聚‑D赖氨酸包被的24‑孔板上。将细胞维持在37℃、

95％空气、5％CO2的湿润气氛中。

[0080] 转染：

[0081] 将所有试剂在工作台上混合。将含有50％阳离子脂质的空TCV与siRNA以0.058mg 

siRNA/微摩尔脂质的比例混合。将含有20％阳离子脂质的TCV以0.022mg  siRNA/微摩尔脂

质的比例混合。通过移液管将TCV悬浮液与siRNA短暂混合，并在室温下温育10分钟。

[0082] 转染前24小时将HEK293细胞铺板。添加完全DMEM培养基到TCV:siRNA混合物中至

终浓度为3.3μg/mL  siRNA，转染时进行培养基全更换。

[0083] 转染前，原代神经元细胞在体外生长7天。将含有2‑6μg/mL的重组ApoE4的完全

neurobasal培养基添加到TCV:siRNA悬浮液中，每孔更换一半培养基。

[0084] 萤光素酶测定：

[0085] 转染后48至72小时，根据制造商的说明使用ONE‑Glo+Tox试剂盒(Promega)测定

HEK293细胞的细胞活力和发光。简而言之，向每个孔中添加活细胞试剂，并将细胞在37℃温

育30分钟。在酶标仪(POLARstar  Omega酶标仪，BMG  LABTECH)上于400nm激发下测定平板，

并在510nm的发射波长下进行读取。然后添加ONE‑Glo试剂，并将平板在室温下温育3分钟。

通过同一酶标仪的透镜的光输出来测量发光。数值以％对照表示，并且代表每个条件N＝4

孔。

[0086] MTT测定：

[0087] 在24孔板中转染72小时后，通过MTT测定法测定原代皮质神经元的细胞活力。将

MTT试剂(3‑(4,5‑二甲基噻唑‑2‑基)‑2,5‑二苯基四氮唑溴盐，或MTT)在HBSS中重构至终浓

度为5mg/mL，并以10％v/v添加到每个孔中。将细胞在37℃温育4小时。去除培养基，并向每

个孔中加入250μL增溶溶液。在570nm处测量吸光度。数值以％对照表示并且代表每个条件N

＝3孔。

[0088] 定量RT‑PCR

[0089] 将贴壁的原代皮质细胞在无菌PBS中洗涤一次，然后将其在含有1％2‑巯基乙醇的

600μL裂解缓冲液中从平板上刮下并立即在‑80℃冷冻。随后根据制造商的说明使用

PureLink  RNA  mini试剂盒(Invitrogen)提取总RNA。根据制造商的说明使用Superscript 

VILO试剂盒(Invitrogen)进行所有样品的逆转录，使用250ηg总RNA作为cDNA合成的输入，

并使用5ηg稀释的RNA进行定量PCR反应。使用标准曲线方法完成hdh  mRNA水平的定量，其中

在单独的孔中扩增靶mRNA和对照基因，使用FastSybr(Applied  Biosystems)进行并在

Step‑One  ABI系统(Applied  Biosystems)上实施。每个样品一式两份运行。将每个孔中

mRNA的相对量计算为hdh  mRNA与对照基因Csnk2a2之间的比率。数值以％对照表示并且代

表每个条件N＝3孔。
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[0090] 核糖核蛋白(RNP)复合材料和制剂

[0091] 用于RNP制剂的所有材料(包括指导RNA(gRNA)、tracrRNA、单链寡脱氧核苷酸

(ssODN)和重组Cas9蛋白)均获自IDT(San  Jose,CA)。IDT(San  Jose,CA)提供了用于靶向萤

光素酶的gRNA序列。靶向人颗粒蛋白前体(GRN)的gRNA序列与该基因的外显子5结合。用于

同源介导的修复(HDR)的ssODN序列经工程改造以将4bp缺失引入GRN的外显子5中。

[0092] 根据制造商的说明书进行RNP组装。简而言之，通过在95℃下将等摩尔比的crRNA:

tracrRNA(例如1μM  tracrRNA与1μMgRNA)温育5分钟来形成指导RNA(gRNA)复合物。然后使

混合物在室温下冷却20‑30分钟。随后通过以等摩尔比将gRNA双链体与Cas9蛋白混合并使

混合物在使用前在室温下静置5分钟来形成RNP。

[0093] 用核酸转染哺乳动物细胞：

[0094] 将本文所讨论的空的无有机溶剂、无去污剂的TCV以及用于比较的商购可得的试

剂在工作台上与所选货物混合。将TCV与核酸型所选货物以每微摩尔脂质0.01‑0.2mg核酸

的各种比例进行混合。通过移液管将TCV悬浮液与siRNA短暂混合，并在室温下温育10分钟。

[0095] 转染前24小时将HEK293细胞铺板。添加完全DMEM培养基到TCV:核酸混合物中至终

浓度为0.33‑3.3μg/mL  siRNA或0.1‑1μg/mL  mRNA，在转染时进行培养基全更换。转染前，原

代神经元细胞在体外生长7天。将含有2‑6μg/mL重组ApoE4的完全neurobasal培养基添加到

TCV:核酸悬浮液中，每孔更换一半培养基。

[0096] 按照制造商的说明用Mirus  TransIT‑TKO处理细胞。简而言之，将Mirus  TransIT‑

TKO以5μl  Mirus/100μL无血清培养基的浓度添加到无血清培养基中。然后将siRNA加入管

中，用移液管轻轻混合，并在室温下温育15‑30分钟。然后将溶液转移到细胞上，Mirus的终

浓度为5μL/1mL完全培养基。siRNA的终浓度为25nM。

[0097] 用RNP转染哺乳动物细胞：

[0098] 将0.5‑20mM  TCV和0.5‑20μM  RNP以467‑5000摩尔比合并，并使其在室温下温育10

分钟。单独将1‑10μM的ssODN溶液与TCV合并，并将该混合物在室温下温育5‑15分钟。在一些

情况下，在添加TCV之前将等摩尔量的ssODN添加到RNP复合物溶液中。

[0099] 合并含有RNP的TCV和ssODN混合物，并添加完全培养基至终浓度各为10‑200nM的

RNP和ssODN。在24小时前铺板的HEK细胞上进行全培养基更换。转染前，原代神经元细胞在

体外生长5‑7天。将含有2‑6μg/mL重组ApoE4的完全neurobasal培养基添加到TCV:RNP混合

物中，以及每孔更换一半培养基。

[0100] 按照制造商的说明用Lipofectamine  RNAiMAX试剂处理细胞。简而言之，制备RNP

复合物并将其添加到无血清培养基和RNAiMAX的混合物中，在室温下温育5分钟，并添加到

铺板的细胞中。

[0101] PCR检测同源介导的修复

[0102] 使用对野生型(WT)或突变GRN等位基因具有特异性的正向引物和通用反向引物进

行聚合酶链式反应(PCR)，以从经转染的HEK293培养物中提取的基因组DNA中扩增GRN外显

子5。根据制造商的说明使用MyTaq(Bioline,USA)进行PCR。通过在用SybrSafe染色的1.5％

琼脂糖凝胶上的凝胶电泳分离PCR产物，并在UV光下成像。

[0103] 免疫细胞化学

[0104] 使用3‑4％多聚甲醛溶液将细胞固定15分钟。将细胞在含有0.1％Triton‑X的PBS
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(PBST)中透化15分钟。将细胞与含有1:1000抗Cas9(Invitrogen)抗体混合物的PBST在4℃
温育过夜。用PBS洗涤细胞三次，并与Alexa  Fluor  594荧光二抗(Invitrogen)和鬼笔环肽‑

iFluor  488CytoPainter抗体(Abcam)各自的1:1000混合物在室温下温育1小时，再次洗涤

并与含有DAPI的溶液温育5分钟以可视化细胞核。

[0105] 统计

[0106] 所有统计学比较均以单因素方差分析(ANOVA)与Bonferroni事后分析进行，以比

较个体平均值与对照处理细胞并对多重比较进行校正(Prism  6 ,Graphpad  Software 

Inc.)。在仅有两组的情况下，使用Student’s  t‑检验来比较个体平均值。p‑值小于0.05被

认为是显著的。

[0107] 结果相关的实施例

[0108] 实施例1：空的转染活性囊泡(TCV)在无有机溶剂的情况下有效地包封核酸

[0109] 通过T‑接合或SHM混合产生的空TCV制剂显示出大约85％或更高的包封效率。我们

首先测试了由可电离的阳离子脂质组成的TCV在无有机溶剂或去污剂的帮助下包封核酸的

能力，其跨越观察到的体内基因沉默效力的范围(DODMA>>DLinDAP>DODAP)(“DLinDAP”是1,

2‑二亚油酰基(dilineoyl)‑3‑二甲基铵‑丙烷)。值得注意的是，在不存在任一种的情况下，

由可电离脂质/DSPC/Chol/PEG‑脂质(50/10/39/1mol％)组成的制剂在pH  4下以0.058mg 

siRNA/微摩尔脂质的比例混合并随后用PBS中和后实现了几乎完全的siRNA包封(>85％)

(表1)。确定包封的测定法是基于脂质组分从核酸中排除RNA结合染料。因此，包封被认为是

以超瞬时方式从外部培养基中螯合RNA(即稳定的包封)。尽管在生产过程中缺少有机溶剂

或去污剂，但获得的TCV制剂令人惊讶地显示出与其他地方报道的使用有机溶剂的快速混

合技术所生成的LNP‑siRNA相似的包封效率(Belliveau,Huft等人,2012；Chen,Tam等人,

2014；Leung,Tam等人,2015；Chen,Tam等人,2016)。

[0110] 表1：不同TCV制剂的核酸包封效率。

[0111]

[0112] 实施例2：无有机溶剂、无去污剂的空TCV中的siRNA在永生化细胞和原代神经元中

显示出强力的敲除

[0113] 能包封核酸并随后以无毒方式递送核酸的能力代表了两个单独的障碍。在确定上
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面讨论的无有机溶剂/无去污剂脂基TCV有效地包封核酸后，在两种情况下测试了它们沉默

基因的能力及其对细胞活力的影响，如图1A‑1D所示。首先，使用台式装载将无有机溶剂、无

去污剂的空TCV与siLuc混合，并用于处理HEK‑Luc细胞。令人惊讶的是，基于DODMA的TCV显

示了约50％的敲低，比DLinDAP和DODAP表现更好，后两者未显示出敲低的迹象(图1A)。与未

经处理的细胞相比，所有制剂均未显示由细胞活力测量的毒性(图1B)。其次，针对原代小鼠

皮质神经元中的hdh基因测试了TCV递送siRNA的功效和毒性。DODMA‑TCV再次(图1C)显示了

约50％的基因敲低功效，而DLinDAP  TCV显示了更低的敲低，DODAP‑TCV则与未处理细胞无

差异。应该注意，原代神经元非常容易受到有害转染试剂(例如目前商购可得的那些试剂)

的毒性影响。图13凸显了对活力影响的差异。

[0114] 实施例3：多种混合方法可产生有效的无有机溶剂、无去污剂的空TCV

[0115] 为了确定制备方法中混合方面的作用以及要达到图1所示效力的所得粒径，通过

T‑接合混合和挤出两种方法制备了含有可电离脂质(例如DODMA)的无有机溶剂、无去污剂

的脂基空TCV。如图2A所示，在将siRNA台式装载到空TCV中后，使用这两种方法在HEK‑Luc细

胞中均显著敲低萤光素酶。通过T‑接合或挤出产生的颗粒所处理的细胞在活力方面没有显

著差异(图2B)。接下来，用相同的无溶剂、无去污剂的脂基TCV制剂处理原代皮质神经元，并

确定了这两种方法所产生的颗粒具有相似的效力(图2C)和相似的细胞活力(图2D)。相反，

原代培养物中的现有转染方法的毒性(图13)偏离了无毒但有效的制剂的目标。

[0116] 实施例4：含有减少量的可电离脂质的无有机溶剂、无去污剂的空TCV促进了毒性

降低的有效siRNA递送

[0117] 目前用于临床制剂(参见Patisiran)的已建立的脂质组合物包括大量可电离的阳

离子脂质(50mol％)(Jayaraman,Ansell等人,2012；Suhr,Coelho等人,2015)。尽管如此高

的量能够改善达到体内50％基因沉默的有效剂量(ED50)(Jayaraman,Ansell等人，2012)，但

施用后脂质代谢物的持续存在(Maier,Jayaraman等人,2013；Sabnis,Kumarasinghe等人,

2018)和与这些分子相关的毒性使得制剂在高剂量方案和重复施用中(或对敏感细胞类型)

具有毒性。当前的组合物、TCV等可由可生物降解或促进消除的材料组成。因此，当前的组合

物、TCV等降低了维持转染效力的毒性成分的量。

[0118] 测试了由DODMA/DOPE/DSPC/Chol/PEG‑脂质(分别为20/30/10/39/1mol％)组成的

制剂在HEK‑Luc细胞中沉默萤光素酶的转染能力。观察到40％的萤光素酶表达敲低(图3A)，

而没有显著毒性(图3B)。接下来，我们测试了与含50mol％可电离脂质的DODMA‑TCV相比，含

20mol％可电离脂质的TCV将siRNA递送至原代神经元的能力。所有制剂均显示～60％的hdh

敲低(图3C)，而通过T‑接合混合所产生的DODMA制剂显示了显著改善的细胞活力(图3C)。

[0119] 实施例5：掺入DOPE不会改变无有机溶剂、无去污剂的空TCV形态

[0120] 改善核酸递送载体中HII相形成的潜力可能是促进内体中膜融合的重要因素

(Hafez,Maurer等人,2001)。在本方法中，能够采用HII相的两种示例性脂质是DOPE(单独)和

DODMA(当质子化并与阴离子脂质结合时)。为了确定在无有机溶剂、无去污剂的TCV中掺入

DOPE是否会导致过早形成HII相，对20mol％的DODMA‑TCV和由50mol％的DODMA组成的相同制

剂进行了cryo‑TEM。所得结构(图4A、4B)可视化为双层结构，没有HII相的迹象。

[0121] 其他人先前的工作表明，无论siRNA含量如何，核心LNP制剂中都存在HII‑样的内部

结构(Leung ,Hafez等人,2012；Leung ,Tam等人,2015)。虽已证明LNP‑siRNA不包含此类结
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构，而是将siRNA固定在紧密排列的脂质层之间(Kulkarni,Darjuan等人,2018)，从而使整

个颗粒呈现多层状或洋葱状形态。在不存在siRNA的情况下，LNP制剂采取了含有油相脂质

的电子致密核。因此，本文的实施例证明TCV形态与LNP系统显著不同，但仍具有高效转染效

力。

[0122] 实施例6：无有机溶剂、无去污剂的空TCV可用于递送功能性核糖核蛋白(RNP)。

[0123] 如图5所示，本文还测试了无有机溶剂、无去污剂的空TCV将与核酸复合的蛋白质

型所选货物递送到哺乳动物细胞中的能力。简言之，组装由重组Cas9蛋白和靶向颗粒蛋白

前体基因第5外显子的指导RNA组成的核糖核蛋白复合物，并以467:1的摩尔比(TCV:RNP复

合物)与通过台式装载(DODMA/DOPE/DSPC/Chol/(分别为20/30/10/40mol％)的空TCV组合。

另外，将设计用于在颗粒蛋白前体基因的第5外显子中引入4bp缺失的单链寡核苷酸以

4275:1的摩尔比(TCV:核酸)与TCV混合。将含有各自所选货物的两种TCV制剂合并以达到

10nM  RNP和10nM  ssODN的终浓度，然后将其添加到HEK细胞中。48小时后，使用野生型或突

变型等位基因特异性正向引物，采用PCR来确定颗粒蛋白前体基因靶点是否发生了同源介

导的修复。如图5所示，暴露于含有核糖核蛋白复合物和ssODN每一种的TCV组合的细胞导致

了经由同源介导的修复插入4bp缺失(图5的第二泳道，标记为突变体)，而未经处理的对照

细胞在颗粒蛋白前体基因的第5外显子处未导致任何遗传改变(图5的第三和第四泳道)。

[0124] 实施例7：用于递送功能性核糖核蛋白(RNP)的无有机溶剂、无去污剂的空TCV的更

多示例。

[0125] 使用如上所讨论的方法，使用无有机溶剂、无去污剂的空TCV来递送功能性核糖核

蛋白(RNP)。

[0126] 图6提供了位于原代神经元内的Cas9的显微照片。如本文所讨论的，通过无有机溶

剂、无去污剂的TCV递送的RNP可在原代神经元内作为荧光信号被观察到；未经处理的对照

组没有这样的荧光信号。更具体地说，原代神经元细胞的免疫细胞化学显示了Cas9蛋白(红

色)在源自小鼠的皮质神经元的细胞核(蓝色)内定位。细胞也被鬼笔环肽染色(绿色)以显

示细胞形态。

[0127] 图7提供了经由无有机溶剂、无去污剂的TCV递送的RNP在HEK细胞中显示基因敲低

的图。与对照(图中的“对照”)相比，经由无有机溶剂、无去污剂的TCV递送到HEK细胞中的

RNP显示了萤光素酶转录物的显著敲低。图8提供了经由无有机溶剂、无去污剂的TCV递送的

RNP在HEK细胞中显示蛋白质敲低的图。与对照(图中的“对照”)相比，经由无有机溶剂、无去

污剂的TCV递送到HEK细胞中的RNP显示了萤光素酶蛋白的显著敲低，p＝0.0003。

[0128] 图9提供了经由无有机溶剂、无去污剂的TCV递送的RNP在原代神经元中显示基因

敲低的图。通过定量实时PCR(qRT‑PCR)测定，经由无有机溶剂、无去污剂的TCV递送到原代

皮质神经元中的RNP显示了显著的mRNA敲低，p＝0.0039。

[0129] 转向对这些图的一些进一步讨论，图7和图8显示，经由台式装载本文的空TCV所递

送的RNP显示了在HEK细胞中的报告基因萤光素酶的强力敲低。这通过测量萤光素酶产量

(功能蛋白)以及经由qRT‑PCR测量的萤光素酶mRNA的mRNA水平得到证实。同样的RNP递送方

法也被用于破坏源自FVB.YAC128小鼠的皮质神经元中亨廷顿基因的表达(图9)，所述小鼠

表达携带疾病突变的全长人类亨廷顿基因。在用TCV:RNP混合物温育72小时后，使用qRT‑

PCR定量原代皮质神经元中亨廷顿基因的mRNA水平。
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[0130] 实施例8：经由无有机溶剂、无去污剂的TCV递送mRNA的示例

[0131] 使用如上所讨论的方法，台式装载无有机溶剂、无去污剂的空TCV用于递送mRNA。

[0132] 图10提供了显示经由无有机溶剂、无去污剂的TCV递送的mRNA在HEK细胞中的表达

的图。经由无有机溶剂、无去污剂的TCV(DODMA/DOPE/DSPC/Chol(20/30/10/40))将mRNA以

不同比例递送到HEK细胞中，低＝0.029mg  mRNA/微摩尔脂质，中＝0.058mg  mRNA/微摩尔脂

质，高＝0.116mg  mRNA/微摩尔脂质。与对照相比，所有比例均显示出显著表达，最低比例显

示出最高表达。

[0133] 图11提供了显示经由台式装载无有机溶剂、无去污剂的空TCV而递送的mRNA在原

代皮质神经元中的表达的图。经由无有机溶剂、无去污剂的TCV(DODMA/DOPE/DSPC/Chol

(20/30/10/40))以不同剂量将mRNA递送到原代皮质神经元中。与对照相比，所有剂量均显

示出显著表达。

[0134] 转向对这些图的一些进一步讨论，图10证明了台式装载如本文所讨论的无有机溶

剂、无去污剂的空TCV可用于将编码功能蛋白的mRNA递送到细胞中。简而言之，使用移液管

将编码萤火虫萤光素酶mRNA的mRNA与无有机溶剂、无去污剂的TCV在0.029‑0.116mg核酸:1

微摩尔脂质比例的范围内轻轻混合。在添加完全培养基之前，将该混合物在室温下温育5‑

20分钟，然后转移到含有HEK细胞(参见图10)或原代皮质神经元(图11)的孔中。按照制造商

的说明，使用Promega的ONE‑Glo萤光素酶测定试剂盒测量萤光素酶产量。结果表明，在一系

列所选货物:TCV浓度和剂量下，在这些细胞类型中均有萤光素酶蛋白的产生。

[0135] 实施例9：无有机溶剂、无去污剂的TCV与市售产品的比较

[0136] 使用如上所讨论的方法，台式装载无有机溶剂、无去污剂的空TCV用于将siRNA或

RNP递送到HEK细胞或原代神经元中，然后与使用商购可得的系统的等同转染进行比较。本

文所述的无有机溶剂、无去污剂的TCV优于商购可得的系统。

[0137] 图12提供了显示无有机溶剂、无去污剂的TCV在HEK细胞中的细胞活力的图。经由

无有机溶剂、无去污剂的TCV(DODMA/DOPE/DSPC/Chol(20/30/10/40))或使用RNAiMax(图中

的“Rmax”；ThermoFisher  Scientific)将RNP递送到HEK细胞中进行细胞毒性评估。与

RNAiMax相比，无有机溶剂、无去污剂的TCV毒性显著降低，p＝0.0002。

[0138] 图13提供了显示台式装载siRNA至无有机溶剂、无去污剂的空TCV中的在原代神经

元中的细胞活力的显微照片。经由无有机溶剂、无去污剂的TCV(DODMA/DOPE/DSPC/Chol/

PEG‑脂质(20/30/10/39/1))或使用商购可得的Mirus  TKO系统(Mirus  Bio)将siRNA递送到

原代神经元中用于细胞毒性评估。如显微照片所示，与Mirus  TKO系统相比，无有机溶剂、无

去污剂的TCV毒性显著降低。

[0139] 图14提供了显示无有机溶剂、无去污剂的TCV在HEK细胞中的敲低的图。经由以

50％(“D‑50％”，通过T‑接合混合制备)、50％(“D‑50％Ex”，通过挤出制备)DODMA水平的无

有机溶剂、无去污剂的TCV和经由商购可得的Mirus  TKO系统(Mirus  Bio)递送siRNA。当前

的50％DODMA制剂显示出约50％的敲低，而Mirus  TKO系统表现显著更差。

[0140] 转向对这些图的一些进一步讨论，图12表明将siRNA台式装载到如本文所讨论的

无有机溶剂、无去污剂的空TCV中，在源自小鼠的原代神经元细胞和HEK细胞系中均具有低

毒特性和有效的表达敲低。为处理原代皮质神经元，将TCV与siRNA以约0.022‑0.058mg核

酸:1微摩尔脂质的比例混合，并转移到含有原代神经元细胞的孔中。图13中的光学显微照
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片均以相同的放大倍数拍摄，其显示在对照和经TCV处理的孔中，细胞保持健康、突起完整

且死细胞数量非常少。在Mirus  TransIT‑TKO处理的孔中，细胞看起来相当不健康、细胞突

起破裂且小的、凝聚的(死的)细胞数量增加。

[0141] 对于图12，用Lipofectamine  RNAiMAX和含有RNP所选货物的TCV处理HEK细胞。用

终浓度为5‑50nM的RNP和TCV或RNAiMAX试剂处理HEK细胞。使用Promega  ONE‑Glo+Tox试剂

盒评估细胞活力，并与未经处理的对照细胞进行比较。与对照和经TCV处理的孔两者相比，

用RNAiMAX处理的HEK培养物显示出总体健康显著下降。

[0142] 图14表明与商购可得的产品Mirus  LT‑TKO相比，本文所讨论的无有机溶剂、无去

污剂的空TCV的台式装载在递送siRNA所选货物中的有效性。将TCV与靶向萤光素酶基因的

siRNA以约0.022‑0.058mg核酸:1微摩尔脂质的比例在室温下温育5‑10分钟。按照制造商的

说明用Mirus  LT‑TKO处理HEK细胞。在处理时，将孔内的培养基全部替换为含有siRNA:TCV

或siRNA:Mirus  LT‑TKO混合物的新鲜生长培养基。处理72小时后，使用Promega  ONE‑Glo+

Tox试剂盒测定HEK细胞的细胞活力和萤光素酶产量，并将所有细胞与未经处理的对照孔进

行比较。
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本文所述的主题的修改以及所有排列和组合，且不限于所附权利要求或者在本文的讨论和

附图中具有充分支持的其他权利要求。

说　明　书 19/19 页

25

CN 113166783 B

25



图1

说　明　书　附　图 1/7 页

26

CN 113166783 B

26



图2

说　明　书　附　图 2/7 页

27

CN 113166783 B

27



图3

图4

说　明　书　附　图 3/7 页

28

CN 113166783 B

28



图5

图6

说　明　书　附　图 4/7 页

29

CN 113166783 B

29



图7

图8

图9

说　明　书　附　图 5/7 页

30

CN 113166783 B

30



图10

图11

图12

说　明　书　附　图 6/7 页

31

CN 113166783 B

31



图13

图14

说　明　书　附　图 7/7 页

32

CN 113166783 B

32


	BIB
	BIB00001

	CLA
	CLA00002
	CLA00003
	CLA00004
	CLA00005
	CLA00006

	DES
	DES00007
	DES00008
	DES00009
	DES00010
	DES00011
	DES00012
	DES00013
	DES00014
	DES00015
	DES00016
	DES00017
	DES00018
	DES00019
	DES00020
	DES00021
	DES00022
	DES00023
	DES00024
	DES00025

	DRA
	DRA00026
	DRA00027
	DRA00028
	DRA00029
	DRA00030
	DRA00031
	DRA00032


