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通过利用脂质的表面改性提升细胞内摄取

效率的纳米粒子复合体及其制造方法

(57)摘要

本发明涉及一种通过被摄取到细胞内部而

用于对疾病进行治疗的纳米粒子复合体及其制

造方法，尤其涉及一种可以通过利用稳定性高且

生物相容性优秀的基于脂类的物质对纳米粒子

表面进行改性而提升细胞内摄取效率，可以通过

在纳米粒子表面的一部分结合管状形态的脂质

结构体而实现内吞乃至直接贯通细胞膜，还可以

有效地被球状体形态的肿瘤细胞摄取，而且可以

通过采用在将基于脂质的脂质体(如微泡、膜泡

等)与纳米粒子结合之后施加机械性的力量而粉

碎脂质体并借此在纳米粒子表面形成脂质结构

体的自顶向下(Top‑down)方式而轻易地实现大

规模生产的纳米粒子复合体及其制造方法。
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1.一种纳米粒子复合体，其特征在于，包括：

纳米粒子，包括第1反应基，且通过被摄取到细胞内部而用于对疾病进行治疗；以及，

基于脂质的脂质结构体，包括与上述纳米粒子的第1反应基化学结合的第2反应基，且

通过上述第1反应基与上述第2反应基的化学结合而结合到上述纳米粒子的外表面一部分

而提升纳米粒子的细胞内摄取效率，

其中，上述脂质结构体的长度为50至300nm而宽度为3至20nm，

上述脂质结构体为外侧面包括亲水性的脂质头基而内部包括疏水性的脂质尾端的管

状形态。

2.根据权利要求1所述的纳米粒子复合体，其特征在于：

上述纳米粒子的直径为100至300nm。

3.根据权利要求1所述的纳米粒子复合体，其特征在于：

上述纳米粒子的外表面包括上述第1反应基，上述管状形态的脂质结构体的一端包括

上述第2反应基，通过第1反应基与第2反应基的化学结合而将管状形态的脂质结构体结合

到上述纳米粒子的外表面。

4.根据权利要求1所述的纳米粒子复合体，其特征在于：

上述纳米粒子是由担载有药物或可以对疾病进行治疗的物质构成。

5.根据权利要求1所述的纳米粒子复合体，其特征在于：

上述纳米粒子复合体不仅可以实现内吞，还可以通过直接贯通细胞膜而被摄取到细胞

内部。

6.根据权利要求1所述的纳米粒子复合体，其特征在于：

上述脂质结构体可以提升上述纳米粒子的球状体细胞内摄取效率。

7.根据权利要求1所述的纳米粒子复合体，其特征在于：

上述纳米粒子包括抗癌剂或基因治疗剂，可以提升具有抗癌抗性的肿瘤细胞的杀灭效

率或细胞的基因治疗效率。

8.一种纳米粒子复合体的制造方法，其特征在于，包括：

形成包括第1反应基的纳米粒子的纳米粒子形成步骤；形成包括与上述第1反应基化学

结合的第2反应基的基于磷脂质的微小尺寸的脂质体的脂质体形成步骤；通过对上述纳米

粒子与脂质体进行混合而使得第1反应基与第2反应基相互结合并借此形成纳米粒子被结

合到脂质体外侧面的脂质体‑纳米粒子复合体的脂质复合体形成步骤；以及，通过向在上述

脂质复合体形成步骤中形成的脂质体‑纳米粒子复合体施加机械性的力量而粉碎脂质体并

借此形成结合到纳米粒子的外表面一部分的脂质结构体，从而制造出纳米粒子复合体的粉

碎形成步骤；

上述脂质体为微泡或膜泡，

上述纳米粒子通过被摄取到细胞内部而用于对疾病进行治疗，上述脂质结构体可以提

升纳米粒子的细胞内摄取效率，

上述脂质结构体为外侧面包括亲水性的脂质头基而内部包括疏水性的脂质尾端的管

状形态。

9.根据权利要求8所述的纳米粒子复合体的制造方法，其特征在于：

在上述粉碎形成步骤中，通过向脂质体‑纳米粒子复合体施加机械性的力量并维持一
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段时间而对脂质体进行粉碎并使得构成脂质体的磷脂质发生重组，从而形成结合到纳米粒

子的管状形态的脂质结构体。
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通过利用脂质的表面改性提升细胞内摄取效率的纳米粒子复

合体及其制造方法

技术领域

[0001] 本发明涉及一种通过被摄取到细胞内部而用于对疾病进行治疗的纳米粒子复合

体及其制造方法，尤其涉及一种可以通过利用稳定性高且生物相容性优秀的基于脂类的物

质对纳米粒子表面进行改性而提升细胞内摄取效率，可以通过在纳米粒子表面的一部分结

合管状形态的脂质结构体而实现内吞乃至直接贯通细胞膜，还可以有效地被球状体形态的

肿瘤细胞摄取，而且可以通过采用在将基于脂质的脂质体(如微泡、膜泡等)与纳米粒子结

合之后施加机械性的力量而粉碎脂质体并借此在纳米粒子表面形成脂质结构体的自顶向

下(Top‑down)方式而轻易地实现大规模生产的纳米粒子复合体及其制造方法。

背景技术

[0002] 在药物传递领域，细胞内摄取效率是达成药物传递功效的重要尺度。因此，开发出

了很多用于提升细胞内摄取效率的新技术。作为一实例，如下述专利文献所记载，拟通过在

纳米粒子上以化学方式结合如细胞渗透肽等而提升纳米粒子的细胞内摄取效率。

[0003] <专利文献>

[0004] 公开专利公报第10‑2017‑0040748号(2017.04.13.公开)“包含多嵌段多肽的药物

载体以及自组装纳米结构体”

[0005] 但是，现有的用于提升细胞内摄取效率的技术并不能达成充分的效果，具有因为

所结合的物质轻易地发生分解而导致的稳定性下降的问题。

发明内容

[0006] 发明所要解决的问题

[0007] 本发明的目的在于提供一种可以通过利用稳定性高且生物相容性优秀的基于脂

类的物质对纳米粒子表面进行改性而显著提升细胞内摄取效率的纳米粒子复合体及其制

造方法。

[0008] 此外，本发明的目的在于提供一种可以通过在纳米粒子表面的一部分结合管状形

态的脂质结构体而实现内吞(100至200nm大小的粒子被摄取到细胞内部的机理)乃至直接

贯通细胞膜的纳米粒子复合体及其制造方法。

[0009] 此外，本发明的目的在于提供一种可以借助于组织穿透力(tissue  penetration)

使得纳米粒子有效地被球状体形态的肿瘤细胞摄取的纳米粒子复合体。

[0010] 此外，本发明的目的在于提供一种可以通过采用在将基于脂质的脂质体(如微泡、

膜泡等)与纳米粒子结合之后施加机械性的力量而粉碎脂质体并借此在纳米粒子表面形成

脂质结构体的自顶向下(Top‑down)方式，而不是直接将脂质结构体附着在纳米粒子上而轻

易地实现大规模生产的纳米粒子复合体及其制造方法。

[0011] 用于解决问题的方案

[0012] 为了达成如上所述的目的，本发明通过如下所述构成的实施例实现。
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[0013] 在本发明的一实施例中，适用本发明的纳米粒子复合体，其特征在于，包括：纳米

粒子，通过被摄取到细胞内部而用于对疾病进行治疗；以及，基于脂质的脂质结构体，通过

结合到上述纳米粒子的外表面一部分而提升纳米粒子的细胞内摄取效率。

[0014] 在本发明的另一实施例中，适用本发明的纳米粒子复合体，其特征在于：上述纳米

粒子的直径为100至300nm，上述脂质结构体的长度为50至300nm而宽度为3至20nm。

[0015] 在本发明的又一实施例中，适用本发明的纳米粒子复合体，其特征在于：上述脂质

结构体为外侧面包括亲水性的脂质头基而内部包括疏水性的脂质尾端的整体长度较长的

管状形态。

[0016] 在本发明的又一实施例中，适用本发明的纳米粒子复合体，其特征在于：上述纳米

粒子包括第1反应基，上述脂质结构体包括与纳米粒子的第1反应基化学结合的第2反应基，

通过第1反应基与第2反应基的化学结合而将脂质结构体结合到纳米粒子。

[0017] 在本发明的又一实施例中，适用本发明的纳米粒子复合体，其特征在于：上述纳米

粒子的外表面包括第1反应基，上述管状形态的脂质结构体的一端包括第2反应基，通过第1

反应基与第2反应基的化学结合而将管状形态的脂质结构体结合到上述纳米粒子的外表

面。

[0018] 在本发明的又一实施例中，适用本发明的纳米粒子复合体，其特征在于：上述纳米

粒子是由担载有药物或可以对疾病进行治疗的物质构成。

[0019] 在本发明的又一实施例中，适用本发明的纳米粒子复合体，其特征在于：上述纳米

粒子复合体不仅可以实现内吞，还可以通过直接贯通细胞膜而被摄取到细胞内部。

[0020] 在本发明的又一实施例中，适用本发明的纳米粒子复合体，其特征在于：上述脂质

结构体可以将上述纳米粒子的组织穿透力提升至球状体形态的肿瘤细胞的组织内部。

[0021] 在本发明的又一实施例中，适用本发明的纳米粒子复合体，其特征在于：上述纳米

粒子包括抗癌剂，可以提升对肿瘤细胞的杀灭效率。

[0022] 在本发明的又一实施例中，适用本发明的纳米粒子复合体的制造方法，其特征在

于，包括：形成包括第1反应基的纳米粒子的纳米粒子形成步骤；形成包括与上述第1反应基

化学结合的第2反应基的基于磷脂质的微小尺寸的脂质体的脂质体形成步骤；通过对上述

纳米粒子与脂质体进行混合而使得第1反应基与第2反应基相互结合并借此形成纳米粒子

被结合到脂质体外侧面的脂质体‑纳米粒子复合体的脂质复合体形成步骤；以及，通过向在

上述脂质复合体形成步骤中形成的脂质体‑纳米粒子复合体施加机械性的力量而粉碎脂质

体并借此形成结合到纳米粒子的外表面一部分的脂质结构体，从而制造出纳米粒子复合体

的粉碎形成步骤；上述脂质体为微泡或膜泡，上述纳米粒子通过被摄取到细胞内部而用于

对疾病进行治疗，上述脂质结构体可以提升纳米粒子的细胞内摄取效率。

[0023] 在本发明的又一实施例中，适用本发明的纳米粒子复合体的制造方法，其特征在

于：在上述粉碎形成步骤中，通过向脂质体‑纳米粒子复合体施加机械性的力量并维持一段

时间而对脂质体进行粉碎并使得构成脂质体的磷脂质发生重组，从而形成结合到纳米粒子

的管状形态的脂质结构体。

[0024] 发明效果

[0025] 本发明可以通过如上所述的本实施例达成如下所述的效果。

[0026] 本发明可以通过利用稳定性高且生物相容性优秀的基于脂类的物质对纳米粒子
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表面进行改性而显著提升细胞内摄取效率。

[0027] 此外，本发明可以通过在纳米粒子表面的一部分结合管状形态的脂质结构体而实

现内吞(100至200nm大小的粒子被摄取到细胞内部的机理)乃至直接贯通细胞膜。

[0028] 此外，本发明可以借助于组织穿透力(tissue  penetration)使得纳米粒子有效地

被球状体形态的肿瘤细胞摄取。

[0029] 此外，本发明可以通过采用在将基于脂质的脂质体(如微泡、膜泡等)与纳米粒子

结合之后施加机械性的力量而粉碎脂质体并借此在纳米粒子表面形成脂质结构体的自顶

向下(Top‑down)方式，而不是直接将脂质结构体附着在纳米粒子上而轻易地实现大规模生

产。

附图说明

[0030] 图1是适用本发明之一实施例的纳米粒子复合体的模式图。

[0031] 图2是适用本发明之一实施例的纳米粒子复合体的透射电子显微镜(TEM)图。

[0032] 图3是适用本发明之一实施例的纳米粒子复合体的冷冻透射电子显微镜(Cyro‑

TEM)图。

[0033] 图4是适用本发明之一实施例的与纳米粒子复合体结合的脂质结构体的冷冻透射

电子显微镜(Cyro‑TEM)图。

[0034] 图5是对用于确认适用本发明之一实施例的纳米粒子复合体的细胞摄取效率的利

用流式细胞仪(Flow  cytometry)的分析结果进行图示的图。

[0035] 图6以及图7是用于确认适用本发明之一实施例的纳米粒子复合体的细胞摄取效

率的共聚焦显微镜(confocal  microscope)图。

[0036] 图8是对用于确认利用内吞抑制剂(Endocytosis  Inhibitor)进行处理之后的适

用本发明之一实施例的纳米粒子复合体的细胞摄取效率的利用流式细胞仪(Flow 

cytometry)的分析结果进行图示的图。

[0037] 图9是对用于确认适用本发明之一实施例的纳米粒子复合体作为抗癌剂载体的功

效的细胞存活率检测(cell  viability  assay)结果进行图示的图。

[0038] 图10以及图11是对用于确认适用本发明之一实施例的纳米粒子复合体作为药物

载体的功效的基因沉默(gene  silencing)结果进行图示的示意图。

[0039] 图12是用于确认适用本发明之一实施例的纳米粒子复合体在球状体肿瘤细胞模

型中的细胞摄取效率的共聚焦显微镜(confocal  microscope)图。

[0040] 附图标记说明：

[0041] 1：纳米粒子；

[0042] 2：脂质结构体；

[0043] 21：脂质头基；

[0044] 22：脂质尾端。

具体实施方式

[0045] 接下来，将参阅附图对适用本发明的通过利用脂质的表面改性提升细胞内摄取效

率的纳米粒子复合体及其制造方法进行详细的说明。除非另有明确的定义，否则在本说明
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书中使用的所有术语的含义与具有本发明所属技术领域之一般知识的技术人员所通常理

解的相应术语的一般含义相同，当与在本说明书中使用的术语的含义冲突时，将遵循在本

说明书中使用的定义。此外，对于可能会导致本发明的要旨变得不清晰的公知功能以及构

成，将省略与其相关的详细说明。在整个说明书中，当记载为某个部分“包括”某个构成要素

时，除非另有明确的相反记载，否则并不是排除其他构成要素，而是表示还可以包括其他构

成要素。

[0046] 接下来，将参阅图1至图12对适用本发明之一实施例的通过利用脂质的表面改性

提升细胞内摄取效率的纳米粒子复合体进行详细的说明，上述纳米粒子复合体，包括：纳米

粒子1，通过被摄取到细胞内部而用于对疾病进行治疗；以及，基于脂质的脂质结构体2，通

过结合到上述纳米粒子1的外表面一部分而提升纳米粒子1的细胞内摄取效率。

[0047] 上述纳米粒子1是通过被摄取到细胞内部而用于对疾病进行治疗的构成，是由担

载有药物或可以对疾病进行治疗的物质构成，可以使用通过被摄取到细胞内部而用于对疾

病进行治疗的现有的各种纳米粒子，例如，可以使用担载有药物(包括小干扰核糖核酸

(siRNA)的概念)的白蛋白纳米粒子、担载有药物的生物降解性高分子纳米粒子、对特定蛋

白质的表达进行抑制的小干扰核糖核酸(siRNA)纳米粒子等。上述纳米粒子可以采用如100

至300nm的直径以及球形的形态。上述纳米粒子可以包括与脂质结构体结合的化学反应基

(以下称之为“第1反应基”)。例如，第1反应基可以是包括如硫醇基、胺基、氨基、羧基等的化

合物。

[0048] 上述脂质结构体2是通过与纳米粒子1的外表面一部分结合而提升纳米粒子1的细

胞内摄取效率的基于脂质的结构体，上述脂质结构体的长度可以是40至300nm而宽度可以

是3至20nm，可以在上述纳米粒子的外表面结合一个以上。此外，上述脂质结构体可以包括

与纳米粒子的第1反应基化学结合的化学反应基(以下称之为“第2反应基”)。例如，第2反应

基可以是包括如硫醇基、胺基、氨基、羧基等的化合物。

[0049] 上述脂质结构体可以是如外侧面包括亲水性的脂质头基21而内部包括疏水性的

脂质尾端22的整体长度较长的管状形态，可以通过位于管状形态的脂质结构体一端的第2

反应基与上述纳米粒子的第1反应基的化学结合而将管状形态的脂质结构体与上述纳米粒

子1的外表面结合。例如，当纳米粒子为白蛋白纳米粒子且在上述脂质结构体上形成N‑羟基

琥珀酰亚胺(NHS，N‑hydroxysuccinimide)反应基时，可以通过N‑羟基琥珀酰亚胺‑胺(NHS‑

amine)反应将上述纳米粒子1与脂质结构体2结合。本发明的可以通过利用稳定性高且生物

相容性优秀的基于脂类的物质对纳米粒子表面进行改性而显著提升细胞内摄取效率，而此

时100至200nm大小的纳米粒子被摄取到细胞内部的机理为内吞，上述纳米粒子复合体可以

通过在纳米粒子表面的一部分结合管状形态的脂质结构体而实现内吞乃至直接贯通细胞

膜，还可以有效地被球状体形态的肿瘤细胞摄取，因此可以适用于生体模型。

[0050] 接下来，将对适用本发明之另一实施例的纳米粒子复合体的制造方法进行说明。

上述纳米粒子复合体的制造方法，包括：形成包括第1反应基的纳米粒子的纳米粒子形成步

骤；形成包括与上述第1反应基化学结合的第2反应基的基于脂质的微小尺寸的脂质体(如

微泡、膜泡等)的脂质体形成步骤；通过对上述纳米粒子与脂质体进行混合而使得第1反应

基与第2反应基相互结合并借此形成纳米粒子被结合到脂质体外侧面的脂质体‑纳米粒子

复合体的脂质复合体形成步骤；以及，通过向在上述脂质复合体形成步骤中形成的脂质体‑
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纳米粒子复合体施加机械性的力量(mechanical  force)而粉碎脂质体并借此形成结合到

纳米粒子的外表面一部分的脂质结构体的粉碎形成步骤。

[0051] 上述纳米粒子形成步骤，是以通过被摄取到细胞内部而用于对疾病进行治疗的纳

米粒子包括第1反应基的方式形成上述纳米粒子的步骤，可以使用现有的各种制造纳米粒

子的方法，例如在担载有药物的白蛋白纳米粒子中，可以将存在于白蛋白的胺基作为第1反

应基使用，而在对特定蛋白质的表达进行抑制的小干扰核糖核酸(siRNA)纳米粒子中，可以

通过向小干扰核糖核酸(siRNA)涂布附着有胺的玻尿酸而在小干扰核糖核酸(siRNA)纳米

粒子上形成第1反应基。

[0052] 上述脂质体形成步骤，是形成包括与上述第1反应基化学结合的第2反应基的基于

脂质的微小尺寸的脂质体(如微泡、膜泡等)的步骤，例如，微泡可以由脂质(例如，磷脂质)

形成且在内部填充有气体，在上述微泡的外侧面包括第2反应基。在内部填充有气体且由磷

脂质构成的膜泡形态的微小尺寸的微泡可以通过现有的制造方法进行制造，例如可以通过

将与第2反应基结合的磷脂质和没有与第2反应基结合的磷脂质在有机溶剂中按照一定的

比例进行混合而形成脂质膜并将上述脂质膜溶解到容器中之后注入气体的方式形成。

[0053] 上述脂质复合体形成步骤，是通过对上述纳米粒子与脂质体进行混合而使得第1

反应基与第2反应基相互结合并借此形成在脂质的外侧面结合有纳米粒子的脂质体‑纳米

粒子复合体的步骤。

[0054] 上述粉碎形成步骤，是通过向在上述脂质复合体形成步骤中形成的脂质体‑纳米

粒子复合体施加机械性的力量(mechanical  force)而粉碎脂质体并借此形成结合到纳米

粒子的外表面一部分的脂质结构体的步骤。在利用如超声波设备等向脂质体‑纳米粒子复

合体施加机械性的力量并维持一定时间时，脂质体将被粉碎且构成脂质体的磷脂质将发生

重组，从而形成结合到纳米粒子的管状形态的脂质结构体。本发明可以通过采用在将基于

脂质的脂质体与纳米粒子结合之后施加机械性的力量而粉碎脂质体并借此在纳米粒子表

面形成脂质结构体的自顶向下(Top‑down)方式，而不是直接将脂质结构体附着在纳米粒子

上而轻易地实现大规模生产。

[0055] 接下来，将结合实施例对本发明进行更为详细的说明。但是，下述内容只是用于对

本发明进行更为详细的说明，本发明的权利要求范围并不因此而受到限定。

[0056] <实施例1>纳米粒子复合体的制造

[0057] 1.纳米粒子(NPs)的形成

[0058] 在蒸馏水中溶解白蛋白(Human  serum  albumin)至20mg/mL的浓度之后，利用0.2M 

NaOH将pH调节至8而制备出白蛋白溶液，然后将100％乙醇以1mL/min的速度向上述白蛋白

溶液进行滴定。接下来，添加4％的戊二醛(glutaraldehyde)10μL并在遮光条件下使乙醇挥

发一整夜，然后在以13200rpm、10min条件执行离心分离之后利用移液管去除没有被粒子化

的白蛋白，接下来在利用磷酸盐缓冲溶液(PBS)再分散并以3000rpm、5min的条件执行离心

分离之后利用移液管获取除微丸(micropellet)之外的上层液(纳米粒子(NPs))(此外，在

执行荧光试验时，将满足需要的荧光染料(dye)和纳米粒子在常温下进行一整夜的反应之

后以13200rpm、10min条件执行离心分离，接下来利用移液管去除没有发生反应的荧光染料

(dye)，然后利用磷酸盐缓冲溶液(PBS)再分散后使用)。

[0059] 2.膜泡的形成
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[0060] 将脂质即1,2‑双硬脂酰基‑SN‑丙三基‑3‑磷酸胆碱(DSPC，1,2‑distearoyl‑sn‑

glycero‑3‑phosphocholine)和1,2‑双硬脂酰基‑SN‑丙三基‑3‑磷脂酰乙醇胺‑N‑聚乙二醇

琥珀酰亚胺酯 (D S P E ‑ P E G ‑ N H S 2 0 0 0 ，1 ,2 ‑ d i s t e a r o y l ‑ s n ‑ g l y c e r o ‑ 3 ‑

phosphoethanolamine‑N‑polyethylene  glycol  succinimidyl  ester)以9.25:0.75的摩

尔比进行混合并在氯仿(Chloroform)中溶解至10mg/ml的浓度之后以1mg/ml分别添加

100ul至液相色谱药瓶(lc  vial)中，接下来在利用氮气挥发氯仿(chloroform)之后利用干

燥器在真空下干燥1小时以上而形成脂质膜(lipid  film)。通过向脂质膜药瓶(lipid  film 

vial)投入1ml的自动磷酸盐缓冲溶液(auto  PBS)而形成脂质溶液，接下来通过将装有脂质

溶液的高效液相色谱药瓶(HPLC  vial)投入到温度为55℃以上的水中而使得脂质溶液的温

度达到55℃以上，然后通过水浴声波器(bath  sonic)中执行15秒左右的声波降解

(sonication)(此时，将浸泡在热水中的过程以及声波降解(sonication)执行过程重复执

行3次左右)而形成膜泡。

[0061] 3.利用脂质的微泡的形成

[0062] 将装有通过实施例1至实施例2的过程获取到的结果物的药瓶(vial)填充全氟丙

烷气体(C3F8  gas)30秒，接下来利用药瓶搅拌器(Vial  Mixel)进行45秒的搅拌(mixing)，

从而形成包括N‑羟基琥珀酰亚胺(NHS)反应基的基于脂质的微泡。

[0063] 4.纳米粒子复合体(Directional  LT‑NPs)的形成

[0064] (1)将在实施例1的1中形成的纳米粒子投入到膜泡溶液(通过将在实施例1的2中

形成的膜泡以1mg/ml的浓度混合到磷酸盐缓冲溶液(PBS)中而形成)之后，为了诱导N‑羟基

琥珀酰亚胺‑胺(NHS‑amine)反应而在室温(RT)条件下进行2小时的反应(此时，形成膜泡‑

纳米粒子复合体(Liposome‑NPs))，接下来利用超声波设备以2W、1MHz、占空比(duty 

cycle)100％的条件施加5分钟以上的机械性力量(mechanical  force)。接下来，为了确保

被粉碎的膜泡可以充分形成脂质结构体，在室温(RT)条件下执行1小时以上的培养

(incubation)，从而形成在纳米粒子的外表面一部分结合有脂质结构体的纳米粒子复合体

(Directional  LT‑NPs)。

[0065] (2)除了利用在实施例1的3中形成的微泡替代膜泡之外，以与实施例1的4中的(1)

相同的其他条件形成在纳米粒子的外表面一部分结合有脂质结构体的纳米粒子复合体

(Directional  LT‑NPs)。

[0066] <实施例2>纳米粒子复合体的特性确认

[0067] 1 .利用透射电子显微镜(TEM)对在实施例1的1中形成的纳米粒子(NPs)以及在实

施例1的4中的(2)形成的纳米粒子复合体(Directional  LT‑NPs)进行测定，其结果如图2所

示，并利用冷冻透射电子显微镜(Cyro‑TEM)对上述纳米粒子复合体以及脂质结构体进行测

定，其结果分别如图3以及图4所示。

[0068] 2.通过图2可以确认纳米粒子的表面平滑，而纳米粒子复合体则因为脂质结构体

附着在纳米粒子的表面而呈现出不平滑的表面。此外，通过图3可以确认在纳米粒子的表面

附着有管状形态的脂质结构体，通过图4可以明确确认上述脂质结构体为管状形态。此外，

通过图3以及图4可以确认纳米粒子的直径为100至300nm，上述脂质结构体的长度为50至

300nm而宽度为3至20nm，上述脂质结构体可以在上述纳米粒子的外表面结合一个以上。

[0069] <实施例3>纳米粒子复合体的细胞摄取效率评估
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[0070] 1 .为了对在实施例1的1中形成的纳米粒子(NPs)和在实施例1的4中的(2)形成的

纳米粒子复合体(Directional  LT‑NPs)的细胞摄取效率进行评估而利用流式细胞仪(Flow 

cytometry)进行分析，其结果如图5所示，并利用共聚焦显微镜进行图像化，其结果如图6所

示。利用流式细胞仪的分析是通过利用Alexa  488荧光染料(dye)标记的纳米粒子以及纳米

粒子复合体对A549细胞(1×104)进行处理的方式执行，而利用共聚焦显微镜的分析是通过

利用Cy5.5荧光染料(dye)标记的纳米粒子以及纳米粒子复合体对利用DAPI对核进行染色

并利用鬼笔环肽(phalloidin)对细胞骨骼(cytoskeleton)进行染色的A549细胞(1×105)

进行处理的方式执行。

[0071] 2.此外，为了对在实施例1的1中形成的纳米粒子(NPs)和在实施例1的4中的(1)形

成的膜泡‑纳米粒子复合体(Liposome‑NPs)、纳米粒子复合体(Directional  LT‑NPs)的细

胞摄取效率进行评估而利用共聚焦显微镜进行图像化，其结果如图7所示。利用共聚焦显微

镜的分析是通过利用Alexa  555荧光染料(dye)标记的纳米粒子、膜泡‑纳米粒子复合体以

及纳米粒子复合体对利用DAPI对核进行染色的A549细胞(1×105)进行处理的方式执行。

[0072] 3.通过图5可以确认纳米粒子复合体的细胞摄取功效明显高于纳米粒子，通过图6

可以确认在利用纳米粒子复合体替代纳米粒子时在细胞内呈现出了更多的红色，在利用荧

光图像的试验中也可以确认到与图5相同的结果。此外，通过图7可以确认纳米粒子复合体

的细胞摄取功效明显高于纳米粒子或膜泡‑纳米粒子复合体，借此可以确认除了由脂质构

成的微泡之外，通过膜泡或其他脂质球形体也可以形成纳米粒子复合体。

[0073] <实施例4>利用内吞抑制剂(Endocytosis  Inhibitor)进行处理之后的纳米粒子

复合体的细胞摄取效率评估

[0074] 1.对于利用内吞抑制剂(Endocytosis  Inhibitor)进行处理之后的细胞，对在实

施例1的1中形成的纳米粒子(NPs)和在实施例1的4中的(2)形成的纳米粒子复合体

(Directional  LT‑NPs)的细胞摄取效率进行了评估。众所周知，因为200nm大小的纳米粒子

大体上是通过巨胞饮(macropinocytosis)、非网格蛋白依赖性内吞(clathrin‑

independent  endocytosis)、网格蛋白依赖性内吞(clathrin‑dependent  endocytosis)等

三种机理实现细胞内摄取，因此在选定对其进行抑制(inhibition)的抑制剂(inhibitor)

之后首先分别或同时对A549细胞(1×104)进行1小时的处理，接下来利用Alexa  488荧光染

料(dye)标记的纳米粒子以及纳米粒子复合体进行3小时的处理并利用流式细胞仪进行测

定。以纳米粒子为基准对测定结果进行标准化(normalize)，其结果如图8所示。作为巨胞饮

抑制剂(Macropinocytosis  inhibitor)选定5‑(N‑甲基‑N‑异丙基)阿米洛利(EIPA，5‑(N‑

Ethyl‑N‑isopropyl)amiloride)(浓度为25ug/ml)对Na+/H+交换(exchange)机理进行抑

制，作为网格蛋白依赖性内吞抑制剂(Clathrin‑dependent  endocytosis  inhibitor)选定

氯丙嗪(CPZ，chlorpromazine) (浓度为20ug/ml)对抑制被膜小窝形成(inhibits 

clathrin‑coated  pit  formation)进行抑制，作为非网格蛋白依赖性内吞抑制剂

(Clathrin‑independent  endocytosis  inhibitor)选定甲基‑β‑环糊精(MβCD，methyl‑β‑

cyclodextrin)(浓度为3mg/ml)对胆固醇依赖型内吞过程(cholesterol‑dependent 

endocytic  process)进行抑制。

[0075] 2.通过图8可以确认纳米粒子(NPs)因为抑制剂(Inhibitor)即氯丙嗪(CPZ)以及

5‑(N‑甲基‑N‑异丙基)阿米洛利(EIPA)而导致细胞摄取功效的大幅降低，而在同时利用三
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种类型的抑制剂(inhibitor)对所有内吞(endocytosis)机理进行抑制时几乎无法达成纳

米粒子的细胞摄取，还可以确认而纳米粒子复合体(Directional  LT‑NPs)的细胞摄取功效

与纳米粒子相比优秀约350％左右，而且在同时利用三种类型的抑制剂(inhibitor)对所有

内吞(endocytosis)机理进行抑制时的细胞摄取功效也明显比纳米粒子优秀。借此，可以确

认纳米粒子复合体不仅可以实现内吞(endocytosis)，还可以通过直接穿透(direct 

penetration)的方式直接穿透细胞膜。

[0076] <实施例5>纳米粒子复合体作为抗癌剂载体的功效评估

[0077] 1.除了在向白蛋白溶液添加混合有阿霉素(doxorubicin)的溶液进行反应之后执

行乙醇滴定直至混合溶液变浑浊之外，按照与实施例1的1以及实施例1的4中的(2)相同的

方式执行，从而形成含阿霉素的纳米粒子、含阿霉素的纳米粒子复合体，将具有抗癌抗性的

乳腺癌细胞株即MCF‑7/ADR接种到孔板(well  plates)中，接下来分别利用包含阿霉素

(100mM，DOX)、含阿霉素的纳米粒子(含100mM的阿霉素)以及含阿霉素的纳米粒子复合体

(含100mM的阿霉素)的培养基在37℃下进行6小时的培养，然后利用一般培养基(normal 

media)进行48小时的培养并执行细胞存活率(Cell  vialbilty)检测，其结果如图9所示。细

胞存活率(Cell  viability)检测是利用噻唑蓝比色法(MTT  assay)以及台盼蓝染色排除法

(trypan  blue  dye  exclusion  method)，而细胞存活率(Cell  viability)是通过对包含

0 .4％台盼蓝染料(trypan  blue  dye)的细胞进行培养并利用纽巴氏血细胞计数器

(Neubauer  hemocytometer)进行计数的方式确定。在噻唑蓝比色法(MTT  assay)中使用96

孔板(96‑well  plates)和1.5mg/ml的噻唑蓝试剂(MTT  reagent)(3‑(4,5‑二甲基噻唑‑2‑

基)‑2,5‑二苯基四氮唑溴盐，3‑(4,5‑dimethylthiazol‑2‑yl)‑2,5‑diphenyltetrazolium 

bromide)，在利用15ul的噻唑蓝试剂(MTT  reagent)进行2小时的培养之后向各个孔(well)

添加200μl的二甲基亚砜(DMSO)，所产生的培养板(Resulting  culture  plates)是利用盘

式分析仪(plate  reader)(Bio  Tek  Instruments,Inc，Winooski，VT，USA)在570nm下进行

测定。

[0078] 2.通过图9可以确认，在利用相同浓度的阿霉素对乳腺癌细胞进行处理时，在使用

纳米粒子复合体的情况下，在一般癌细胞和具有对抗癌剂的抗癌抗性的细胞中都能够提升

抗癌剂的细胞杀灭效果。

[0079] <实施例6>纳米粒子复合体作为基因药物载体的评估

[0080] 1.在将白蛋白(Human  serum  albumin)以40mg/mL的浓度溶解到0.1mM的4‑羟乙基

哌嗪乙磺酸(HEPES)和0.01mM的乙二胺四乙酸(EDTA)之后投入硫醇改性的血管内皮生长因

子小干扰核糖核酸双链体(thiol‑modify  VEGF  siRNA  duplex)(5'修饰)，接下来以1mL/

min的速度滴定100％乙醇直至白蛋白与小干扰核糖核酸(siRNA)混合的溶液变浑浊在遮光

条件下使乙醇挥发一整夜，然后在以13200rpm、10min的条件执行离心分离之后利用移液管

去除没有被粒子化的白蛋白或未反应的药物，接下来在利用磷酸盐缓冲溶液(PBS)再分散

并以3000rpm、5min的条件执行离心分离之后利用移液管获取除微丸(micropellet)之外的

上层液(担载有小干扰核糖核酸的纳米粒子(siRNA  NPs))。上述硫醇改性的血管内皮生长

因子小干扰核糖核酸双链体(thiol‑modify  VEGF  siRNA  duplex)的正义(sense)为5'‑

AUGUGAAUGCAGACCAAAGAA‑3 '(SEQ  ID  NO .1)而反义(antisense)为5 '‑thiol‑

UUCUUUGGUCUGCAUUCACAU‑3'(SEQ  ID  NO.2)。

说　明　书 8/10 页

11

CN 112423738 B

11



[0081] 2.将在实施例6的1中形成的担载有小干扰核糖核酸(siRNA)的纳米粒子投入到微

泡溶液(通过将在实施例1的3中形成的微泡以1mg/ml的浓度混合到磷酸盐缓冲溶液(PBS)

中而形成)之后，在室温(RT)条件下进行2小时的反应，接下来利用超声波设备以2W、1MHz、

占空比(duty  cycle)100％的条件施加5分钟以上的机械性力量(mechanical  force)。接下

来，为了确保被粉碎的微泡可以充分形成脂质结构体，在室温(RT)条件下执行1小时以上的

培养(incubation)，从而形成在担载有小干扰核酸(siRNA)的纳米粒子的外表面一部分结

合有脂质结构体的担载有小干扰核糖核酸(siRNA)的纳米粒子复合体(Directional  siRNA 

LT‑NPs)。

[0082] 3.对实施例6的1以及2中的担载有小干扰核糖核酸的纳米粒子(siRNA  NPs)、担载

有小干扰核糖核酸(siRNA)的纳米粒子复合体(Directional  siRNA  LT‑NPs)的基因沉默

(Gene  silencing)进行确认，其结果如图9以及图10所示。基因沉默(Gene  silencring)的

确认是分别利用担载有小干扰核糖核酸的纳米粒子(siRNA  NPs)、担载有小干扰核糖核酸

(siRNA)的纳米粒子复合体(Directional  siRNA  LT‑NPs)对MCF‑7细胞(1×105)进行3小时

的处理并执行24小时的培养之后提取出信使核糖核酸(mRNA)，并利用相同的方法对细胞执

行了聚合酶链式反应(PCR)。在聚合酶链式反应凝胶阻滞试验(PCR  gel  retardation 

assay)中，基因条带(gene  bands)是利用GelRed核酸染料(GelRed  Nucleic  Acid  stain)

进行染色并通过GelDoc成像设备(GelDoc  imaging  device)进行视觉化。在图10中，对利用

ImagePro对基因条带(gene  band)的强度(intensity)进行相对定量的值进行了图示。

[0083] 4.通过图9以及图10可以确认，与使用担载有小干扰核糖核酸的纳米粒子(siRNA 

NPs)时相比，使用担载有小干扰核糖核酸(siRNA)的纳米粒子复合体(Directional  siRNA 

LT‑NPs)时的基因沉默(gene  silencing)效率明显更加优秀，表明纳米粒子复合体可以有

效地作为基因药物载体使用。

[0084] <实施例7>在肿瘤细胞球状体(Tumor  cell  spheroid)中的功效评估1.肿瘤细胞

球状体(Tumor  cell  spheroid)与一般的粘附性(adherent)癌细胞不同，是利用3D培养基

(3D  culture)进行增殖，而且因为如上所述的球状体(spheroid)是癌细胞在培养基上漂浮

(floating)生长，因此会导致癌细胞的聚集生长。因为已经有研究结果指出聚集生长的形

态会模拟(mimic)细胞外基质(Extracellular  matrix，ECM)，因此为了在体外(in  vitro)

对基于脂质表面改性的组织穿透力(tissue  penetration)与否进行确认而在上述模型下

进行了试验。

[0085] 2.球状体(Spheroid)细胞的形成

[0086] 在将10g的聚(2‑羟乙基甲基丙烯酸酯)(Poly(2‑hydroxyethyl  methacrylate))

10g添加到1L的100％无水乙醇(pure  ethanol)中并在60℃下进行溶解之后，将3.3ml的溶

解的聚(2‑羟乙基甲基丙烯酸酯)(Poly(2‑hydroxyethyl  methacrylate))以100phi为基准

均匀地分散到整个板(plate)中并通过进行24小时的干燥而执行涂布(coating)，接下来将

MCF7细胞接种到在上述过程中准备的板(plate)上并维持5天而获得了形成球状体

(spheroid)的细胞。

[0087] 3.利用纳米粒子复合体对球状体(Spheroid)细胞进行处理

[0088] (1)为了对在实施例1的1中形成的纳米粒子(NPs)和在实施例1的4中的(2)形成的

纳米粒子复合体(Directional  LT‑NPs)的球状体(Spheroid)细胞摄取效率进行评估而利
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用共聚焦显微镜进行图像化，其结果如图12所示。利用Alexa  555荧光染料(dye)标记的纳

米粒子以及纳米粒子复合体对利用DAPI对核进行染色的在实施例7的2中形成的球状体

(Spheroid)形态的MCF‑7细胞(1×105)进行处理并在经过3小时之后利用共聚焦显微镜进

行测定。

[0089] (2)通过图11可以确认纳米粒子复合体的细胞摄取效率明显高于纳米粒子，借此

可以得知不仅是在单纯的体外(in  vitro)环境下，在模拟(mimic)体内(in  vivo)的环境下

纳米粒子复合体的摄取效率也非常优秀，因此可以确认纳米粒子复合体在组织中具有优秀

的穿透效率。

[0090] 在上述内容中，申请人对本发明的多种实施例进行了说明，但是如上所述的实施

例只是实现本发明之技术思想的一实施例，可以实现本发明之技术思想的任意变更例或修

改例都应该解释为包含在本发明的权利要求范围之内。
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图10

图11

说　明　书　附　图 5/6 页

19

CN 112423738 B

19



图12

说　明　书　附　图 6/6 页

20

CN 112423738 B

20


	BIB
	BIB00001

	CLA
	CLA00002
	CLA00003

	DES
	DES00004
	DES00005
	DES00006
	DES00007
	DES00008
	DES00009
	DES00010
	DES00011
	DES00012
	DES00013

	BIS
	BIS00014

	DRA
	DRA00015
	DRA00016
	DRA00017
	DRA00018
	DRA00019
	DRA00020


