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提供者使用的方法。
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1.一种组织容器，所述组织容器包括

限定盘状物的周边壁和基本上平坦的底表面，

所述周边壁具有凸出端和凹入端，所述周边壁的所述凸出端具有由其突出的脊，所述

脊具有长度和宽度，其中所述周边壁的所述凹入端限定对应于所述脊的所述长度和宽度的

空间，使得当相同的组织容器放置在所述组织容器的顶部上时，所述组织容器的所述凹入

端可释放地接纳从所述相同的组织容器的所述凸出端延伸的所述脊，并且

所述底表面具有周边并且包括围绕所述周边延伸的周边凸部以提供由所述周边凸部

和所述底表面限定的贮存部。

2.如权利要求1所述的组织容器，其中所述周边壁具有由其延伸的凸缘。

3.如权利要求3所述的组织容器，其中所述凸缘包括从所述周边壁的所述凸出端延伸

的一个或多个突片。

4.如权利要求3所述的组织容器，其中所述凸缘包括从所述周边壁的所述凹入端延伸

的一个或多个突片。

5.如权利要求1所述的组织容器，其中所述脊具有近端，并且所述脊的所述近端在其中

具有一个或多个凹口。

6.一种组织容器组件，所述组织容器组件包括：

基本上相同的顶部组织容器和底部组织容器，所述顶部组织容器和所述底部组织容器

中的每一者包括限定盘状物的周边壁和基本上平坦的底表面，

所述底表面具有周边并且包括围绕所述周边延伸的周边凸部以提供由所述周边凸部

和所述底表面限定的贮存部，并且

所述周边壁具有凸出端和凹入端，所述周边壁的所述凸出端具有由其突出的脊，所述

脊具有长度和宽度，其中所述周边壁的所述凹入端限定对应于所述脊的所述长度和宽度的

空间，使得当所述顶部组织容器放置在所述底部组织容器上时，所述底部组织容器的所述

凹入端可释放地接纳从所述顶部组织容器的所述凸出端延伸的所述脊。

7.如权利要求6所述的组织容器组件，其中所述顶部组织容器的所述周边壁具有由其

延伸的顶部凸缘，并且所述底部组织容器的所述周边壁具有由其延伸的底部凸缘，使得当

所述顶部组织容器与所述底部组织容器组装时，所述顶部凸缘和所述底部凸缘彼此接触。

8.如权利要求7所述的组织容器组件，其中所述顶部凸缘包括从所述周边壁的所述凸

出端延伸的一个或多个突片以及从所述周边壁的所述凹入端延伸的一个或多个突片。

9.如权利要求7所述的组织容器，其中所述底部凸缘包括从所述周边壁的所述凸出端

延伸的一个或多个突片以及从所述周边壁的所述凹入端延伸的一个或多个突片。

10.如权利要求7所述的组织容器组件，其中所述底部凸缘包括从所述周边壁的所述凸

出端延伸的一个或多个突片以及从所述周边壁的所述凹入端延伸的一个或多个突片，并且

其中所述顶部凸缘包括从所述周边壁的所述凸出端延伸的一个或多个突片以及从所述周

边壁的所述凹入端延伸的一个或多个突片，使得当所述顶部组织容器与所述底部组织容器

组装时，所述突片是偏离的。

11.一种组织容器系统，所述组织容器系统包括：

基本上相同的顶部组织容器和底部组织容器以及包括多孔底表面的托盘，

所述顶部组织容器和所述底部组织容器中的每一者包括限定盘状物的周边壁和基本
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上平坦的贮存部底表面，

所述贮存部底表面具有周边并且包括围绕所述周边延伸的周边凸部以提供由所述周

边凸部和所述贮存部底表面限定的贮存部，其中所述托盘的大小被设定成在插入到所述组

织容器中时由所述凸部支撑并支撑在所述贮存部底表面上方，并且

所述周边壁具有凸出端和凹入端，所述周边壁的所述凸出端具有由其突出的脊，所述

脊具有长度和宽度，其中所述周边壁的所述凹入端限定对应于所述脊的所述长度和宽度的

空间，使得当所述顶部组织容器放置在所述底部组织容器上时，所述底部组织容器的所述

凹入端可释放地接纳从所述顶部组织容器的所述凸出端延伸的所述脊。

12.如权利要求11所述的组织容器系统，其中所述顶部组织容器的所述周边壁具有由

其延伸的顶部凸缘，并且所述底部组织容器的所述周边壁具有由其延伸的底部凸缘，使得

当所述顶部组织容器与所述底部组织容器组装时，所述顶部凸缘和所述底部凸缘彼此接

触。

13.如权利要求12所述的组织容器组件，其中所述顶部凸缘包括从所述周边壁的所述

凸出端延伸的一个或多个突片以及从所述周边壁的所述凹入端延伸的一个或多个突片。

14.如权利要求12所述的组织容器，其中所述底部凸缘包括从所述周边壁的所述凸出

端延伸的一个或多个突片以及从所述周边壁的所述凹入端延伸的一个或多个突片。

15.如权利要求12所述的组织容器组件，其中所述底部凸缘包括从所述周边壁的所述

凸出端延伸的一个或多个突片以及从所述周边壁的所述凹入端延伸的一个或多个突片，并

且其中所述顶部凸缘包括从所述周边壁的所述凸出端延伸的一个或多个突片以及从所述

周边壁的所述凹入端延伸的一个或多个突片，使得当所述顶部组织容器与所述底部组织容

器组装时，所述突片是偏离的。

16.如权利要求11所述的组织容器系统，其中所述托盘的所述多孔底表面是多孔膜。

17.如权利要求1所述的组织容器系统，其中所述脊具有近端并且所述脊的所述近端在

其中具有一个或多个凹口，并且所述托盘具有一个或多个托盘突片，使得当所述托盘插入

到所述底部组织容器中时，所述一个或多个突片插入到所述一个或多个凹口中。

18.如权利要求11所述的组织容器系统，所述组织容器系统还包括支撑在所述托盘的

所述多孔底表面上的组织。

19.如权利要求18所述的组织容器系统，其中所述组织是冷冻保存的。

20.如权利要求18所述的组织容器系统，其中所述组织是器官型皮肤替代物。

21.如权利要求11所述的组织容器系统，所述组织容器系统还包括含有所述组织容器

系统的无菌包装。

22.一种提供供医疗保健提供者使用的组织的方法，所述方法包括：将组织包装在如权

利要求11所述的组织容器系统中；以及将所述包装的组织提供给对其有需要的医疗保健提

供者。

23.一种将冷冻保存的组织解冻的方法，所述方法包括：提供在如权利要求11所述的组

织容器系统中的冷冻保存的组织；移除所述顶部组织容器以暴露所述冷冻保存的组织；以

及在所述冷冻保存的组织解冻来提供解冻的组织的条件下用液体介质填充所述底部组织

容器中的所述贮存部。

24.如权利要求23所述的方法，其中所述冷冻保存的组织是器官型人皮肤替代物。

权　利　要　求　书 2/3 页

3

CN 110461149 A

3



25.如权利要求24所述的方法，所述方法还包括将所述器官型人皮肤替代物施加或移

植到对其有需要的患者身上的烧伤或伤口。
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组织容器系统

[0001] 相关申请的交叉引用

[0002] 本申请要求2017年1月27日提交的美国临时申请号62/451 ,379的权益，所述申请

以引用的方式整体并入本文。

技术领域

[0003] 本发明总体涉及可用于组织的运输中的组织容器系统和使用组织容器系统的方

法。特别地，本发明涉及支持冷冻保存的人皮肤等同物的运输、解冻和使用的系统，以及其

供医疗保健提供者使用的方法。

背景技术

[0004] 由执业医师、医疗保健提供者和第二方支付者接受工程化组织的主要障碍是缺乏

有效且高效地保存和储存工程化组织的装置。活细胞和组织产品的性质使得发展长期储存

具有挑战性。当前的工程化组织通常必须在精细控制条件下储存和装运以维持活力和功

能。通常，工程化组织产品耗费数周或数月来生产，但是必须在制造之后的数小时或数天内

使用。因此，组织工程化公司必须连续利用其生产设施以最大产能运营，并且承受必须丢弃

的未售出产品的成本。作为一个具体实例，APLIGRAF需要大约四周来制造，只能用15天，并

且在使用之前必须维持在20℃与23℃之间。作为另一个实例，由护士用便携式孵育器将

EPICEL从MA的Cambridge的Genzyme  Biosurgery的生产设施运输到使用点，并且在抵达时

立即使用。这类约束对于开发便利且成本有效的产品提出了重大挑战。

[0005] 已将冷冻保存作为储存问题的解决方案进行了探索，但是已经了解到会因为冻结

成冰、冷却损伤和渗透失衡而引发组织损坏。除了APLIGRAF之外，唯一的另外一个被批准的

全层式活皮肤等同物ORCEL已被评估为冷冻产品，但是其缺点是其在使用之前必须维持在

低于-100℃的温度。这需要专门的产品输送和储存条件，包括使用液氮来储存，这是高成本

的并且在乡村诊所和野战医院中是不容易获得的。

[0006] 因此，本领域需要冷冻保存有活力的工程化组织和细胞以在使用点常规可获得的

条件下进行储存的改进方法。

发明内容

[0007] 本发明总体涉及可用于组织的运输中的组织容器系统，以及其随后供医疗保健提

供者的使用，并且特别涉及支持冷冻保存的人皮肤等同物的运输、解冻和使用的系统。

[0008] 因此，在一些实施方案中，本发明提供了组织容器，所述组织容器包括：限定盘状

物的周边壁和基本上平坦的底表面，所述周边壁具有凸出端和凹入端，周边壁的所述凸出

端具有由其突出的脊，所述脊具有长度和宽度，其中周边壁的所述凹入端限定对应于脊的

长度和宽度的空间，使得当相同的组织容器放置在组织容器的顶部上时，组织容器的凹入

端可释放地接纳从相同的组织容器的凸出端延伸的脊，并且所述底表面具有周边并且包括

围绕所述周边延伸的周边凸部以提供由周边凸部和底表面限定的贮存部。在一些实施方案
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中，周边壁具有由其延伸的凸缘。在一些实施方案中，所述凸缘包括从周边壁的凸出端延伸

的一个或多个突片。在一些实施方案中，所述凸缘包括从周边壁的凹入端延伸的一个或多

个突片。在一些实施方案中，脊具有近端，并且脊的近端在其中具有一个或多个凹口。

[0009] 在一些实施方案中，本发明提供了组织容器组件，所述组织容器组件包括：基本上

相同的顶部组织容器和底部组织容器，所述顶部组织容器和底部组织容器中的每一者包括

限定盘状物的周边壁和基本上平坦的底表面，所述底表面具有周边并且包括围绕所述周边

延伸的周边凸部以提供由周边凸部和底表面限定的贮存部，并且周边壁具有凸出端和凹入

端，周边壁的所述凸出端具有由其突出的脊，所述脊具有长度和宽度，其中周边壁的所述凹

入端限定对应于脊的长度和宽度的空间，使得当顶部组织容器放置在底部组织容器上时，

底部组织容器的凹入端可释放地接纳从顶部组织容器的凸出端延伸的脊。在一些实施方案

中，顶部组织容器的周边壁具有由其延伸的顶部凸缘，并且底部组织容器的周边壁具有由

其延伸的底部凸缘，使得当顶部组织容器与底部组织容器组装时，顶部凸缘和底部凸缘彼

此接触。在一些实施方案中，顶部凸缘包括从周边壁的凸出端延伸的一个或多个突片以及

从周边壁的凹入端延伸的一个或多个突片。在一些实施方案中，底部凸缘包括从周边壁的

凸出端延伸的一个或多个突片以及从周边壁的凹入端延伸的一个或多个突片。在一些实施

方案中，底部凸缘包括从周边壁的凸出端延伸的一个或多个突片以及从周边壁的凹入端延

伸的一个或多个突片，并且其中顶部凸缘包括从周边壁的凸出端延伸的一个或多个突片以

及从周边壁的凹入端延伸的一个或多个突片，使得当顶部组织容器与底部组织容器组装

时，突片是偏离的。

[0010] 在一些实施方案中，本发明提供了组织容器系统，所述组织容器系统包括：基本上

相同的顶部组织容器和底部组织容器以及包括多孔底表面的托盘，所述顶部组织容器和底

部组织容器中的每一者包括限定盘状物的周边壁和基本上平坦的贮存部底表面，所述贮存

部底表面具有周边并且包括围绕所述周边延伸的周边凸部以提供由周边凸部和贮存部底

表面限定的贮存部，其中所述托盘的大小被设定成在插入到组织容器中时由凸部支撑并支

撑在贮存部底表面上方，并且周边壁具有凸出端和凹入端，周边壁的所述凸出端具有由其

突出的脊，所述脊具有长度和宽度，其中周边壁的凹入端限定对应于脊的长度和宽度的空

间，使得当顶部组织容器放置在底部组织容器上时，底部组织容器的凹入端可释放地接纳

从顶部组织容器的凸出端延伸的脊。在一些实施方案中，顶部组织容器的周边壁具有由其

延伸的顶部凸缘，并且底部组织容器的周边壁具有由其延伸的底部凸缘，使得当顶部组织

容器与底部组织容器组装时，顶部凸缘和底部凸缘彼此接触。在一些实施方案中，顶部凸缘

包括从周边壁的凸出端延伸的一个或多个突片以及从周边壁的凹入端延伸的一个或多个

突片。在一些实施方案中，底部凸缘包括从周边壁的凸出端延伸的一个或多个突片以及从

周边壁的凹入端延伸的一个或多个突片。在一些实施方案中，底部凸缘包括从周边壁的凸

出端延伸的一个或多个突片以及从周边壁的凹入端延伸的一个或多个突片，并且其中顶部

凸缘包括从周边壁的凸出端延伸的一个或多个突片以及从周边壁的凹入端延伸的一个或

多个突片，使得当顶部组织容器与底部组织容器组装时，突片是偏离的。在一些实施方案

中，托盘的多孔底表面是多孔膜。在一些实施方案中，脊具有近端并且脊的近端在其中具有

一个或多个凹口，并且托盘具有一个或多个托盘突片，使得当托盘插入到底部组织容器中

时，一个或多个突片插入到一个或多个凹口中。在一些实施方案中，所述系统还包括支撑在
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托盘的多孔底表面上的组织。在一些实施方案中，组织是冷冻保存的。在一些实施方案中，

组织是器官型皮肤替代物。在一些实施方案中，所述系统还包括含有组织容器系统的无菌

包装。组织容器系统可以提供为套件，所述套件具有一种或多种吸收性介质和/或一种或多

种液体介质，诸如组织相容溶液。

[0011] 在一些实施方案中，本发明提供了提供供医疗保健提供者使用的组织的方法，所

述方法包括：将组织包装在前述段落的组织容器系统中；以及将包装的组织提供给对其有

需要的医疗保健提供者。在一些实施方案中，本发明提供了将冷冻保存的组织解冻的方法，

所述方法包括：提供在如上所述的组织容器系统中的冷冻保存的组织；移除顶部组织容器

以暴露冷冻保存的组织；任选地将冷冻保存的组织转移到新的容器系统；以及在冷冻保存

的组织解冻来提供解冻的组织的条件下用液体介质填充底部组织容器中的贮存部。在一些

实施方案中，冷冻保存的组织是器官型人皮肤替代物。在一些实施方案中，所述方法还包括

将器官型人皮肤替代物施加或移植到有需要的患者身上的烧伤或伤口上。

[0012] 在一些实施方案中，本发明提供了图1所示的组织容器100，所述组织容器100包括

限定盘状物的周边壁105和基本上平坦的底表面110。周边壁105具有凸出端115和凹入端

120。周边壁105的凸出端115具有由其延伸的脊125，所述脊125具有长度和宽度。周边壁105

的凹入端120限定对应于脊125的长度和宽度的空间130，使得当相同的组织容器放置在组

织容器100的顶部上时，提供在组织容器的所述凹入端120中的空间130可以可释放地接纳

如下文更详细示出的从相同的组织容器的凸出端延伸的脊125。底表面110包括围绕底表面

110的周边延伸的周边凸部135。周边凸部135在容器的底部上形成贮存部140，所述贮存部

140优选地为约0.50至1.5mm深，并最优选地为约0.75mm深并且可以用液体介质进行填充。

周边壁105优选地具有由其延伸的凸缘145。在一些实施方案中，组织容器100还包括(a)凸

缘145，所述凸缘145包括使周边壁的凸出端115和凹入端120伸长的一个或多个突片150；

(b)脊125，所述脊125在其中具有一个或多个凹口155，所述一个或多个凹口155被配置成接

纳托盘上的突片；(c)周边壁105，所述周边壁105包括多个抓握突出部160，其优选地定位在

周边壁105的凸出端115上；或(d)其任何组合。本发明还提供了一种组织容器组件，所述组

织容器组件包括基本上相同的底部容器和顶部容器，其中底部容器和顶部容器是本段中描

述的组织容器。本发明还提供了图4所示的组织容器系统，所述组织容器系统包括本段的组

织容器组件和托盘410。托盘的大小被设定成使得所述托盘搁置在如上所述的底部容器的

底表面上的周边凸部的顶部上。托盘410包括侧壁415。突片420从侧壁415延伸，使得所述突

片接合并插入到底部容器405的凸出端435上的脊430中的凹口425中。托盘具有多孔底表面

440，所述多孔底表面440任选地是多孔膜。可以将相同的顶部容器放置在底部容器上并且

将其闭合，而不会受到所容纳的托盘的干扰。组织容器系统可以任选地密封，优选地热密封

在无菌袋中以提供初级包装。初级包装可以任选地密封在次级袋内部。组织容器系统或含

有组织容器系统的包装可以提供为套件，所述套件具有一种或多种吸收性介质和/或一种

或多种液体介质，诸如组织相容溶液。

[0013] 在一些实施方案中，本发明提供了提供供医疗保健提供者使用的组织的方法，所

述方法包括：将组织包装在如前述段落中所描述的组织容器系统中；以及将包装的组织提

供给对其有需要的医疗保健提供者。在一些实施方案中，本发明提供了提供组织来用于治

疗伤口或烧伤的方法，所述方法包括：将组织包装在如前述段落中所描述的组织容器系统

说　明　书 3/16 页

7

CN 110461149 A

7



中；以及将包装的组织提供给医疗保健提供者以用于治疗伤口或烧伤。在一些实施方案中，

本发明提供了一种在施加到受试者之前将冷冻保存的皮肤等同物解冻的方法。所述方法包

括：提供在如前述段落中所描述的组织容器系统中的冷冻保存的组织，优选地为器官型培

养的皮肤等同物；移除顶部组织容器以暴露冷冻保存的组织；以及在冷冻保存的组织解冻

来提供解冻的组织的条件下用液体介质填充底部组织容器中的贮存部，其中组织内所含的

冷冻保护剂被稀释到液体介质中，从而留下基本上不含冷冻保护剂的组织。在其他实施方

案中，所述方法包括：将含有包含冷冻保存的组织的组织容器系统的初级或次级包装从冷

冻箱或装运集装箱移除；将组织容器系统从包装移除；移除顶部组织容器以暴露冷冻保存

的组织；以及将具有冷冻保存的皮肤等同物的托盘从第一组织容器转移到第二组织容器

中，所述第二组织容器是无菌的并位于无菌区中，并且在容器贮存部中含有液体介质，使得

被转移的冷冻保存的组织解冻来提供解冻的组织并且组织内所含的冷冻保护剂被稀释到

液体介质中。在以上实施方案的一些中，液体介质是组织相容溶液，优选地为缓冲溶液。在

其他实施方案中，将具有冷冻保存的皮肤等同物的托盘从组织容器移除并且放置在吸收性

介质上以将解冻的冷冻保护剂溶液从皮肤等同物去除。吸收性介质可以处于任何合适的，

优选地无菌的器皿(例如，培养皿或新的组织容器组件)中。本发明不限于特定吸收性介质

的使用。吸收性介质优选地包含组织相容溶液。

[0014] 下文更全面地描述本发明的其他方面和复述。

附图说明

[0015] 图1是根据一个实施方案的组织容器的透视图。

[0016] 图2是根据一个实施方案的组织容器组件的分解透视图。

[0017] 图3是根据一个实施方案的组装好的组织容器组件的透视图。

[0018] 图4是根据一个实施方案的具有插入托盘的组织容器的透视图。

[0019] 图5是在再培养1天之后的组织活力的图。数据是每组15个样品的平均值±标准偏

差(每批中为5个样品/组织×3个组织/条件)。

[0020] 图6是在再培养1天期间的解冻后的VEGF分泌的图。数据是每批中每种条件下3个

组织的平均值±标准偏差。

[0021] 图7A和图7B是在初始DPM(图7A)和DPM改变(图7B)的情况下再培养1天之后的解冻

后的组织屏障功能的图。数据是每组12个读数的平均值±标准偏差(每批中为4个样品/组

织×3个组织/条件)。

具体实施方式

[0022] 本发明总体涉及可用于组织的运输中的组织容器系统，以及其随后供医疗保健提

供者的使用，并且特别涉及支持冷冻保存的人皮肤等同物的运输、解冻和使用的系统。

[0023] 如本文所使用，术语“皮肤等同物”、“人皮肤等同物”、“人皮肤替代物”和“器官型

人皮肤等同物”可互换使用来指代体外获得的已分层为鳞状上皮的角质细胞的培养物。通

常，皮肤等同物通过器官型培养来产生，并且除了角质细胞层之外还包括真皮层。

[0024] 如本文所使用，术语“无菌”指代皮肤等同物基本上或完全不含可检测的微生物或

真菌污染。
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[0025] 如本文所使用，术语“NIKS细胞”指代具有作为细胞系ATCC  CRL-12191保藏的细胞

的特性的细胞。“NIKS”代表近二倍体的永生化角质细胞并且是注册商标。

[0026] 如本文所使用，术语“有活力的”当提及皮肤等同物使用时指代皮肤等同物中的细

胞在冷冻保存之后的活力。在优选的实施方案中，“有活力的”皮肤具有如通过MTT测定所测

量为对照非冷冻保存组织的至少50％、60％、70％、80％或90％的A550，或类似的活力测定

的读出值的至少50％、60％、70％、80％或90％。

[0027] 如本文所使用，术语“培养皿”指代通常用于培养细胞或组织的类型的任何器皿，

并且包括由合适的材料，诸如组织培养塑料、聚苯乙烯、聚合物、塑料、玻璃等形成的圆形、

矩形和方形器皿。术语“培养皿”和“生长室”可互换使用。如本文所使用，本公开的组织容器

不是培养皿，这至少是因为本公开的组织容器不具有适合于长期培养的尺寸。

[0028] 本发明的组织容器有效利用冷冻箱和外科手术套房空间，因为所述组织容器比先

前利用的容器小约60％。组织容器可与托盘相容，所述托盘包括作为底表面的多孔膜，组织

(例如，器官型皮肤替代物)可以支撑在所述多孔膜上。托盘的其他表面优选地是透明或半

透明塑料，所述透明或半透明塑料通过塑料片的热成形工艺、注塑模制或本领域已知用于

操纵塑料的其他方法来产生。合适的塑料包括医用级塑料，例如乙二醇改性的聚对苯二甲

酸乙二酯(PETG)、聚苯乙烯等。在一些优选的实施方案中，托盘优选地是如此处第[0030]段

所述的托盘。组织容器包括贮存部，所述贮存部可以用介质进行填充以对容器中的组织进

行解冻，并且在组织已冷冻时去除冷冻保护剂。这提供了优于先前用于解冻组织的系统的

优点，在所述系统中必须在无菌的外科手术区域中从容器移除组织，然后将所述组织放置

在 垫上。本发明的组织容器优选地包括彼此成镜像的顶部和底部。容器组件的顶部

件和底部件基本上是相同的，并且可以卡合在一起来形成封闭的容器。使用基本上相同的

顶部和底部意味着顶部件和底部件两者都可以由相同的模具制得，这在顶部件和底部件的

生产期间能产生效率。顶部件和底部件优选地是透明的，并且通过热成形工艺由塑料片产

生。合适的塑料包括医用级可热成形的塑料，例如乙二醇改性的聚对苯二甲酸乙二酯

(PETG)。因此，本发明提供了下文将更详细地描述的改进的组织容器和组织容器系统。

[0029] 图1示出了组织容器100。在一些实施方案中，组织容器100优选地包括限定盘状物

的周边壁105和基本上平坦的底表面110。周边壁105具有凸出端115和凹入端120。周边壁

105的凸出端115具有由其延伸的脊125，所述脊125具有长度和宽度。周边壁105的凹入端

120限定对应于脊125的长度和宽度的空间130，使得当相同的组织容器放置在组织容器100

的顶部上时，提供在组织容器的所述凹入端120中的空间130可以可释放地接纳如下文更详

细示出的从相同的组织容器的凸出端延伸的脊125。底表面110包括围绕底表面110的周边

延伸的周边凸部135。周边凸部135在容器的底部上形成贮存部140，所述贮存部140优选地

为约0.50至1.5mm深，并最优选地为约0.75mm深并且可以用液体介质进行填充。周边壁105

优选地具有由其延伸的凸缘145。在一些实施方案中，凸缘145包括一个或多个突片150，所

述一个或多个突片150使周边壁的凸出端115和凹入端120伸长。在一些实施方案中，脊125

在其中具有一个或多个凹口155，所述一个或多个凹口155被配置成接纳托盘上的突片，这

在下文中更详细地示出。在一些另外的实施方案中，周边壁105优选地包括多个抓握突出部

160，其优选地定位在周边壁105的凸出端115上。

[0030] 图2示出了本发明的组织容器组件200的展开图。组织容器组件200优选地包括基
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本上相同的底部容器205和顶部容器210。底部容器205和顶部容器210中的每一者包括周边

壁215和220，并且在底部容器205的情况下具有底表面225，并在顶部容器210的情况下具有

顶表面230。底表面225包括围绕底表面225的周边延伸的周边凸部235。周边凸部235在底部

容器205的底部上形成贮存部240，所述贮存部240优选地为约0.50至1.5mm深，并最优选地

为约0.75mm深并且可以用液体介质进行填充。底部容器205和顶部容器210中的每一者包括

凸出端245和凹入端250。凸出端245具有由其延伸的脊255，所述脊255具有长度和宽度。凹

入端250限定对应于脊255的长度和宽度的空间260，使得当顶部容器210沿着由虚线265示

出的对准放置在底部容器205上时，提供在底部组织容器205和顶部组织容器210的所述凹

入端250中的空间260可以可释放地接纳脊255，使得底部容器205和顶部容器210可以可释

放地卡合在一起。周边壁215和220优选地具有由其延伸的凸缘270和275。在一些实施方案

中，凸缘包括使凸出端245和凹入端250伸长的一个或多个突片280。在一些实施方案中，脊

255在其中具有一个或多个凹口285，所述一个或多个凹口285被配置成接纳托盘上的突片，

这在下文中更详细地示出。在一些另外的实施方案中，周边壁优选地包括多个抓握突出部

290，其优选地定位在凸出端245上。图3示出了本发明的容器组件300，其中底部容器305和

顶部容器310完全接合来形成封闭的容器。

[0031] 本发明进一步提供了一种组织容器系统，所述组织容器系统包括上文描述的底部

容器和顶部容器以及托盘。图4示出了本发明的托盘410已插入其中的底部容器。托盘410的

大小被设定使得所述托盘搁置在如上所述的底部容器的底表面上的周边凸部的顶部上。托

盘410包括侧壁415。突片420从侧壁415延伸，使得所述突片接合并插入到底部容器405的凸

出端435上的脊430中的凹口425中。侧壁415和突片420优选地是透明或半透明塑料，所述透

明或半透明塑料通过塑料片的热成形工艺、注塑模制或本领域已知用于操纵塑料的其他方

法来产生。优选的塑料是医用级可热成形的塑料，包括但不限于乙二醇改性的聚对苯二甲

酸乙二酯(PETG)和聚苯乙烯。在一些优选的实施方案中，用于侧壁415和突片420的塑料是

聚苯乙烯。托盘优选地具有多孔底表面440。在一些优选的实施方案中，多孔底表面是多孔

膜，优选地是半渗透的聚合物膜，更优选地是半渗透的径迹蚀刻的聚合物膜。可以对膜进行

组织培养处理(例如，等离子体处理)以提高细胞附着。在另外的实施方案中，膜具有至少5

微米，在一些实例中为约5微米至约20微米，优选地约10微米至约20微米，更优选地约10微

米至约15微米的标称厚度。在其他实例中，膜具有约10微米的标称厚度。合适的膜材料是本

领域已知的，并且包括但不限于：聚对苯二甲酸乙二酯、聚酯、聚碳酸酯、或用于可商购获得

的经过组织培养处理的插入物(例如， SnapwellTM等)中的具有大量穿过其中

的开孔的任何其他膜材料。优选地，孔具有约0.1微米至约10微米，优选地约0.1微米至约

0.8微米，更优选地约0.2微米至约0.8微米，甚至更优选地约0.4微米、约0.5微米或约0.6微

米的标称孔径。膜优选地具有约1x108个到约4x108个孔/每平方厘米的标称孔密度，但是更

广泛的范围也是可接受的。最优选地，膜由具有孔的聚碳酸酯形成，所述聚碳酸酯具有约

0.4微米的标称孔径和约1x108个孔/平方厘米的标称孔密度。膜可以通过本领域已知的任

何合适的方法，例如通过热密封、声波焊接、溶剂粘合、粘附剂粘合等等来附接到侧壁415。

[0032] 本发明可以用于冷冻保存、储存和/或运输各种组织。组织优选地支撑在托盘的多

孔底表面上，并且用本发明的包括底部容器和顶部容器的容器组件封闭。在一些优选的实

施方案中，组织是冷冻保存的。在一些实施方案中，组织是皮肤组织，例如尸体皮肤或器官
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型皮肤等同物。在一些示例性实施方案中，组织是器官型皮肤等同物或冷冻保存的器官型

皮肤等同物。

[0033] 本发明不限于任何特定的器官型皮肤等同物。实际上，本发明预期使用可以分化

为鳞状上皮的包括原代角质细胞和永生化角质细胞两者的各种细胞系和细胞来源。细胞来

源包括：从人和尸体供体活检取得的角质细胞和真皮成纤维细胞(Auger等人，In  Vitro 

Cell.Dev.Biol.—Animal  36:96-103；美国专利号5,968,546和5,693,332，所述专利中的

每一者都以引用的方式并入本文)；新生儿包皮(Asbill等人，Pharm .Research  17(9):

1092-97(2000)；Meana等人，Burns  24:621-30(1998)；美国专利号4,485,096；6,039,760；

以及5,536,656，所述专利中的每一者都以引用的方式并入本文)；以及永生化角质细胞细

胞系，诸如NM1细胞(Baden,In  Vitro  Cell.Dev.Biol.23(3):205-213(1987))、HaCaT细胞

(Boucamp等人，J.cell.Boil.106:761-771(1988))和 细胞(细胞系BC-1-Ep/SL；美

国专利号5,989,837，所述专利以引用的方式并入本文；ATCC  CRL-12191)。可以对所提及的

细胞系中的每一种进行培养或遗传修饰，以便产生能够表达或共表达期望的蛋白质的细胞

系。在特别优选的实施方案中，利用 细胞。新型 人角质细胞细胞系的发现

提供了用非病毒载体在遗传上将人角质细胞工程化的机会。 细胞的独特优势在于

它们是遗传均一、无病原体的人角质细胞的一致来源。为此，所述细胞可用于基因工程应用

和基因组基因表达方法，以提供相对于当前可用的皮肤等同物具有增强性质的人皮肤等同

物。在威斯康星大学鉴定和表征的 细胞是无致癌性的、核型稳定的，并且在单层培

养和器官型培养中都展现出了正常生长和分化。 细胞在培养中形成完全分层的皮

肤等同物。根据目前为止从由原代人角质细胞形成的器官型培养物中测试的所有标准都无

法区分这些培养物。然而，与原代细胞不同， 细胞在单层培养中展现出延长的寿命。

这为在遗传上操纵细胞并分离具有新的有用性质的细胞的新克隆提供了机会(Allen-

Hoffmann等人，J.Invest.Dermatol.,114(3):444-455(2000))。

[0034] 细胞产生于从表观正常的男性婴儿分离的人新生儿包皮角质细胞的BC-

1-Ep株系。在早期传代中，BC-1-Ep细胞未展现出形态学或生长特性，这对于培养的正常人

角质细胞而言是非典型的。培养的BC-1-Ep细胞展现出分层以及程序性细胞死亡的特征。为

了确定复制寿命，将BC-1-Ep细胞在标准的角质细胞生长培养基中以3x105个细胞/100-mm

器皿的密度连续培养至衰老并且每隔一周传代(约以1:25分裂)。到第15代，群体中大部分

角质细胞出现衰老，这根据出现大量展现出大的扁平细胞的败育集落来判断。然而，在第16

代，展现出小细胞尺寸的角质细胞是明显的。到第17代，只有小尺寸的角质细胞存在于培养

物中并且明显没有大的衰老角质细胞。幸存于这个推定的危险期的小角质细胞的所得群体

看起来在形态上是均匀的，并且产生展现出典型的角质细胞特性的角质细胞集落，所述角

质细胞特性包括细胞-细胞粘附和表观鳞状物产生。将幸免于衰老的角质细胞以3x105个细

胞/100-mm器皿的密度连续培养。通常，培养物在7天内达到约8x106个细胞的细胞密度。这

种稳定的细胞生长率一直维持到至少59代，由此表明所述细胞已实现永生。自原始衰老群

体出现的角质细胞现被称为 已使用PCR或Southern分析针对以下前病毒DNA序列

的存在筛选 细胞系：HIV-1、HIV-2、EBV、CMV、HTLV-1、HTLV-2、HBV、HCV、B-19细小病

毒、HPV-16、SV40、HHV-6、HHV-7、HPV-18和HPV-31。没有检测到这些病毒。
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[0035] 对亲代BC-1-Ep细胞的第3代以及 细胞的第31代和第54代执行染色体分

析。亲代BC-1-Ep细胞具有正常染色体组46，XY。在第31代，所有NIKS细胞含有47条染色体，8

号染色体长臂带有一条额外的等臂染色体。没有检测到其他明显的染色体异常或标记染色

体。已表明 细胞的核型会稳定到至少第54代。

[0036] 细胞系和BC-1-Ep角质细胞的DNA指纹在分析的全部12个基因座处都是相

同的，由此表明 细胞产生于亲代BC-1-Ep群体。 细胞系因为随机因素而具

有亲代BC-l-Ep  DNA指纹的几率为4x10-16。人角质细胞的三种不同来源(ED-1-Ep、SCC4和

SCC13y)的DNA指纹与BC-1-Ep图案不同。此数据也显示自其他人分离的角质细胞(ED-1-Ep、

SCC4和SCC13y)与BC-1-Ep细胞不相关或彼此不相关。 DNA指纹数据提供了鉴定

细胞系的明确方法。

[0037] 在培养的细胞中，p53功能的丧失与增强的增殖潜能和增加的永生频率相关联。

细胞中的p53的序列与发布的p53序列(GenBank登录号：M14695)是相同的。在人体

中，p53以通过在72号密码子处的氨基酸区别的两种主要的多态形式存在。 细胞中

的p53的两个等位基因均为野生型，并且在72号密码子处具有序列CGC，所述序列CGC编码精

氨酸。p53的另一种常见形式在此位置具有脯氨酸。 细胞中的p53的整个序列与BC-

1-Ep祖细胞是相同的。也已经发现，在 细胞中Rb为野生型。

[0038] 无贴壁依赖的生长与体内致瘤性高度关联。为此，研究了 细胞在含琼脂或

甲基纤维素的培养基中的无贴壁依赖的生长特性。 细胞在含琼脂或甲基纤维素的

培养基中4周之后仍为单细胞。继续所述测定至总共8周以检测 细胞的缓慢生长的

变体。没有观察到任何变体。

[0039] 为了确定亲代BC-1-Ep角质细胞和永生化 角质细胞细胞系的致瘤性，将细

胞注入无胸腺裸小鼠的侧腹中。人鳞状细胞癌细胞系SCC4用作这些动物中肿瘤产生的阳性

对照。对样品的注入进行设计，使得动物在一侧的侧腹接受SCC4细胞，而在相对的侧腹接受

亲代BC-1-Ep角质细胞或 细胞。这种注入策略消除了肿瘤产生中动物与动物间的

差异，并且证实小鼠能忍受致瘤细胞的旺盛生长。亲代BC-1-Ep角质细胞(第6代)和

角质细胞(第35代)在无胸腺裸小鼠中都不会产生肿瘤。

[0040] 分析了 细胞在浸没培养和器官型培养两者中经历分化的能力。在实施例

中详细地描述了器官型培养的技术。在特别优选的实施方案中，本发明的器官型培养的皮

肤等同物包括真皮等同物，所述真皮等同物由胶原或类似物质和成纤维细胞形成。遵照器

官型培养方法，将角质细胞，例如 细胞或 细胞与来自患者的细胞的组合接

种到真皮等同物中，并且形成通过鳞状分化表征的表皮层。

[0041] 对于浸没培养中的细胞，监测角质化包膜的形成作为鳞状分化的标志。在培养的

人角质细胞中，角质化包膜装配的早期阶段会导致形成由内披蛋白、半胱氨酸蛋白酶抑制

剂-a和其他蛋白质组成的未成熟结构，所述未成熟结构代表成熟角质化包膜最内部的三分

之一。少于2％的来自粘附性BC-1-Ep细胞或 细胞系的角质细胞产生角质化包膜。这

一发现与先前的研究一致，从而表明活跃生长的、亚汇合的角质细胞产生少于5％的角质化

包膜。为了确定 细胞系是否能够在诱导分化时产生角质化包膜，将所述细胞从贴
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壁培养中移除并且在用甲基纤维素制成半固体的培养基中悬浮24小时。终末分化的包括角

蛋白的差异表达和角质化包膜形成的许多方面可以因为失去角质细胞的细胞-细胞和细

胞-基底粘附而在体外触发。 角质细胞产生与亲代角质细胞同样多且通常更多的

角质化包膜。这些发现表明 角质细胞在其引发这种细胞类型特定的分化结构的形

成的能力上不存在缺陷。

[0042] 为了证实 角质细胞能够经历鳞状分化，将所述细胞在器官型培养中进行

培养。生长在塑料基底并浸没于培养基中的角质细胞培养物发生复制但是展现出有限的分

化。确切地说，人角质细胞变为汇合状态，并且经历有限的分层，从而产生由3层或更多层角

质细胞层组成的薄片。通过光学和电子显微镜术，在浸没培养中形成的多层薄片的构造与

完整的人皮肤之间存在显著的差异。相比之下，器官型培养技术允许角质细胞在类似体内

的条件下生长和分化。确切地说，细胞粘附于生理基底，所述生理基底由包埋在纤维状胶原

基部内的真皮成纤维细胞组成。器官型培养物被维持在空气-培养基界面处。以此方式，上

部薄片中的细胞暴露于空气，而增殖中的基底细胞仍然最靠近由通过胶原凝胶的扩散提供

的营养物梯度。在这些条件下，形成了正确的组织构造。正常分化的表皮的若干特性是明显

的。在亲代细胞和 细胞系两者中，单层立方体基底细胞静止于表皮和真皮等同物

的连接处。圆形的形态和高核质比指示了活跃分裂的角质细胞群体。在正常人表皮中，在基

底细胞分裂时，所述基底细胞会产生子细胞，所述子细胞向上迁移到组织的分化层中。子细

胞在尺寸上增大并且变为扁平和鳞状的。最终，这些细胞去核并且形成角质化的角化结构。

这种正常分化过程在亲代细胞和 细胞两者的上层中都是明显的。扁平的鳞状细胞

的出现在上面的表皮层中是明显的，并且表明器官型培养物中已发生了分层。在器官型培

养物最上面的部分中，去核的鳞状物从培养物的顶部剥离。迄今为止，尚未观察到在器官型

培养中生长的亲代角质细胞和 角质细胞细胞系之间在光学显微镜水平下的分化

的组织学差异。

[0043] 为了观察亲代(第5代)和 (第38代)器官型培养物的更详细的特性并为了

确认组织学观察结果，使用电子显微镜术来分析样品。在器官型培养15天之后收获亲代细

胞和永生化 人角质细胞细胞系，并且将其垂直于基底层切开以显示分层的程度。亲

代细胞和 细胞系两者都在器官型培养中经历大范围分层并且形成具有正常人表皮

特征的结构。大量桥粒形成于亲代细胞和 细胞系的器官型培养物中。还注意到，在

亲代细胞和所述细胞系两者的基底角质细胞层中都形成了基板和相关联的半桥粒。

[0044] 半桥粒是特化的结构，其增加角质细胞与基板的粘附并且有助于维持组织的完整

性和强度。这些结构尤其明显存在于亲代细胞或 细胞直接附着于多孔支撑体的区

域。这些发现与早前使用在含成纤维细胞的多孔支撑体上培养的人包皮角质细胞获得的超

微结构发现一致。在光学和电子显微镜水平下的分析表明器官型培养中的 细胞系

可以分层、分化并形成正常人表皮中存在的结构，诸如桥粒、基板和半桥粒。

[0045] 在一些实施方案中，支撑在多孔膜上并用容器组件封闭的组织是冷冻保存的。当

这个组织是皮肤等同物时，冷冻保存的皮肤等同物优选地可在约-50C、-60C、-70C、-80C或

更冷温度下储存一段较长的时间，诸如大于1、2、3、4、5或6个月，长达12或24个月，而不存在

实质性的活力损失。
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[0046] 在优选的实施方案中，在产品包装之前的冷冻保存过程的所有步骤在10,000级洁

净室中的100级生物安全柜内部无菌地执行。在一些实施方案中，冷冻保存过程包括在冷冻

保护剂溶液中处理器官型培养的皮肤等同物。将器官型培养的皮肤等同物支撑在本公开的

托盘的多孔膜上，并且将托盘放置在合适的器皿，诸如培养皿或本公开的组织容器组件中。

将适量的冷冻保护剂溶液添加到器皿以与多孔膜接触，但是不浸没组织，从而允许冷冻保

护剂通过所述多孔膜的底部转移到组织中。本发明的某些实施方案不限于任何特定冷冻保

护剂的使用。在一些优选的实施方案中，冷冻保护剂是甘油。冷冻保护剂可以不同浓度提供

在冷冻保护剂溶液中。在一些实施方案中，取决于温度，冷冻保护剂提供在按体积计构成约

20％或21％至约70％的溶液，且更优选地按体积计构成约20％或21％至约45％的溶液，或

按体积计构成37.5％至62.5％的溶液，或最优选地按体积计构成约25％至40％的溶液或按

体积计构成42.5％至57.5％的溶液的溶液中。在一些实施方案中，冷冻保护剂溶液优选地

包含约32.5％v/v或约50％v/v的冷冻保护剂(例如，甘油)。在一些实施方案中，冷冻保护剂

提供在基础培养基溶液中。合适的基础培养基溶液包括但不限于：DMEM、Ham's  F-10、Ham's 

F-12、DMEM/F-12、培养基199、MEM和RPMI。在一些实施方案中，基础培养基构成溶液体积的

剩余部分。在一些实施方案中，冷冻保护剂溶液是被缓冲的。合适的缓冲液包括但不限于：

HEPES、Tris、MOPS和Trizma缓冲液。可以提供在pH  7.0至7.4的范围内的缓冲系统的量包括

缓冲剂。在一些优选的实施方案中，冷冻保护剂溶液用约5mM至15mM  HEPES，最优选地约

10mM  HEPES缓冲至约7.0至7.4的pH。

[0047] 在一些特别优选的实施方案中，在单个步骤中进行用冷冻保护剂溶液进行的处

理。所谓“单个步骤”意指在如本领域常见的平衡程序期间不会更换冷冻保护剂溶液。例如，

使用具有限定浓度的冷冻保护剂的冷冻保护剂溶液来执行处理步骤，这与逐步平衡程序相

反，其中若干培养基在每个步骤中随着冷冻保护剂的增加的浓度而变化。在一些实施方案

中，处理步骤在降低的温度下进行。在优选的实施方案中，处理步骤是在约2C至8C下进行，

而在其他实施方案中，处理步骤是在室温，例如约15C至30C下进行。在一些实施方案中，将

皮肤等同物在冷冻保护剂溶液中孵育约10至60分钟，优选地为约20至30分钟。

[0048] 在一些实施方案中，在用冷冻保护剂溶液处理之后，优选地在例如通过抽吸溶液

或将处理过的皮肤等同物移动到新的器皿(例如，无菌培养皿或本公开的无菌组织容器组

件)将过量的冷冻保护剂溶液从皮肤等同物去除之后冷冻支撑在托盘的多孔膜上的皮肤等

同物。因此，在一些实施方案中，支撑在托盘的多孔膜上的处理过的皮肤等同物通过暴露于

范围为约-50C至-100C的温度，且最优选地在约-80C下暴露来冷冻。在一些优选的实施方案

中，将具有处理过的皮肤等同物的托盘简单地放入袋子或其他器皿中(例如，无菌培养皿或

本公开的无菌组织容器组件)并且放入冷冻装置，诸如低温(例如，-80℃冷冻箱)冷冻装置

中。相比之下，在本领域中常见的是，通过控制冷冻装置中的温度或通过将有待冷冻的组织

放置在允许控制温度下降率的容器中来控制冷冻速率。

[0049] 在一些实施方案中，将冷冻保存的皮肤等同物包装用于长期储存。在一些优选的

实施方案中，皮肤等同物在其托盘中用如上文详述的底部容器和顶部容器封闭。在一些实

施方案中，将含有人皮肤等同物的组件密封，优选地热密封在无菌袋(例如，塑料或聚合物

袋)中以提供初级包装。然后将初级包装密封在次级袋，例如次级塑料、箔或Mylar袋内部。

本发明的冷冻保存的组织可以优选地在约-50C至约-100C或更低，优选地约-80C的低温下
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储存。皮肤等同物可以优选地储存约1、2、3、4、5或6个月，长达12或24个月，而不存在实质性

的活力损失。

[0050] 在一个优选的实施方案中，用如上所述的冷冻保护剂溶液处理在其托盘中的器官

型培养的皮肤等同物，所述托盘被插入到本公开的无菌底部容器中。在冷冻之前通过从底

部容器抽吸冷冻保护剂溶液来将过量的冷冻保护剂溶液从皮肤等同物去除。然后用本公开

的无菌顶部容器封闭在其托盘中的处理过的皮肤等同物，从而形成组织容器系统。可选地，

在冷冻之前通过将具有处理过的皮肤等同物的托盘移动到本公开的第二无菌底部容器来

将过量的冷冻保护剂溶液从皮肤等同物去除，然后用本公开的无菌顶部容器封闭托盘，从

而形成组织容器系统。然后将含有处理过的人皮肤等同物的组织容器系统密封，优选地热

密封在无菌袋(例如，塑料或聚合物袋)中以提供初级包装。可以将初级包装密封在次级袋，

例如次级塑料、箔或Mylar袋内部。初级或次级袋之后在约-50C至约-100C，优选地约-80C的

低温下储存。皮肤等同物可以储存约1、2、3、4、5或6个月，长达12或24个月，而不存在实质性

的活力损失。

[0051] 在另一个优选的实施方案中，用如上所述的冷冻保护剂溶液处理在其托盘中的器

官型培养的皮肤等同物，所述托盘被放入培养皿中。在冷冻之前通过将具有处理过的皮肤

等同物的托盘移动到本公开的无菌底部容器来将过量的冷冻保护剂溶液从皮肤等同物去

除，然后用本公开的无菌顶部容器封闭托盘，从而形成组织容器系统。然后将含有处理过的

人皮肤等同物的组织容器系统密封，优选地热密封在无菌袋(例如，塑料或聚合物袋)中以

提供初级包装。可以将初级包装密封在次级袋，例如次级塑料、箔或Mylar袋内部以产生次

级包装。初级或次级包装之后在约-50C至约-100C，优选地约-80C的低温下储存。皮肤等同

物可以储存约1、2、3、4、5或6个月，长达12或24个月，而不存在实质性的活力损失。

[0052] 在一些实施方案中，本发明提供了一种在施加到受试者之前将冷冻保存的皮肤等

同物解冻的方法，所述方法包括：提供在如上所述的组织容器系统中的冷冻保存的组织；移

除顶部组织容器以暴露冷冻保存的组织；以及在冷冻保存的组织解冻来提供解冻的组织的

条件下用液体介质填充底部组织容器中的贮存部，其中组织内所含的冷冻保护剂被稀释到

液体介质中，从而留下基本上不含冷冻保护剂的组织。在其他实施方案中，所述方法包括：

将含有包含冷冻保存的组织的组织容器系统的初级或次级包装从冷冻箱或装运集装箱移

除；将组织容器系统从包装移除；移除顶部组织容器以暴露冷冻保存的组织；以及将具有冷

冻保存的皮肤等同物的托盘从第一组织容器转移到第二组织容器中，所述第二组织容器是

无菌的并位于无菌区中，并且在容器贮存部中含有液体介质，使得被转移的冷冻保存的组

织解冻来提供解冻的组织并且组织内所含的冷冻保护剂被稀释到液体介质中。在以上实施

方案的一些中，液体介质是组织相容溶液，优选地为缓冲溶液。合适的组织相容溶液包括但

不限于：DMEM、Ham's  F-10、Ham's  F-12、DMEM/F-12、培养基199、MEM和RPMI。合适的缓冲液

包括但不限于：HEPES、Tris、MOPS和Trizma缓冲液。可以提供在pH  7.0至7.4的范围内的缓

冲系统的量包括缓冲剂。在其他实施方案中，将具有冷冻保存的皮肤等同物的托盘从组织

容器移除并且放置在吸收性介质上以将解冻的冷冻保护剂溶液从皮肤等同物去除。吸收性

介质可以处于任何合适的，优选地无菌的器皿(例如，培养皿或新的组织容器组件)中。本发

明不限于特定吸收性介质的使用。合适的吸收性介质包括但不限于： 垫、纤维素垫

(例如，Whatman  1003-090过滤垫和Pall  70010过滤垫)、网垫和泡沫垫(例如，Covidien 
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55544亲水泡沫垫)。在一些优选的实施方案中，吸收性介质是 垫。在一些实施方案

中，吸收性介质还包含组织相容溶液。在一些实施方案中，组织相容溶液是缓冲溶液。合适

的组织相容溶液包括但不限于：DMEM、Ham's  F-10、Ham's  F-12、DMEM/F-12、培养基199、MEM

和RPMI。合适的缓冲液包括但不限于：HEPES、Tris、MOPS和Trizma缓冲液。可以提供在pH 

7.0至7.4的范围内的缓冲系统的量包括缓冲剂。

[0053] 可以预期的是，本发明的冷冻保存的皮肤等同物可以在解冻之后在治疗上使用。

在一些实施方案中，冷冻保存的皮肤替代物在解冻之后用于伤口闭合和烧伤治疗应用中。

使用自体移植物和同种异体移植物来进行烧伤治疗和伤口闭合被描述于Myers等人，

A.J.Surg.170(1):75-83(1995)和美国专利号5,693,332；5,658,331；以及6,039,760，所述

专利中的每一者以引用的方式并入本文。在一些实施方案中，皮肤等同物可以与真皮替代

物，诸如DERMAGRAFT或INTEGRA结合使用。因此，本发明提供了包括溃疡或由烧伤造成的伤

口的伤口闭合的方法，所述方法包括：提供在本公开的组织容器系统中的冷冻保存的皮肤

等同物；将皮肤等同物解冻；以及在使得伤口得以闭合的条件下用解冻的皮肤等同物治疗

具有伤口的患者。

[0054] 在一些实施方案中，利用皮肤等同物来治疗慢性皮肤伤口。慢性皮肤伤口(例如，

静脉性溃疡、糖尿病性溃疡、压力性溃疡)是严重的问题。治愈这种伤口常常要耗费远超过

一年的治疗。治疗方案目前包括敷料和清创术(使用化学药品或外科手术清除坏死组织)，

和/或在感染的情况下为抗生素。这些治疗方案需要长久的时间和高度患者依从性。因此，

可以增加执业医师在治愈慢性伤口方面的成功且加快伤口愈合速率的疗法将满足本领域

未满足的需求。因此，本发明预期用冷冻保存的皮肤等同物治疗皮肤伤口。在一些实施方案

中，将皮肤等同物在解冻之后局部施加到伤口。在其他实施方案中，将冷冻保存的皮肤等同

物在解冻之后用于施加到部分皮层受损伤口(partial  thickness  wounds)。在其他实施方

案中，将冷冻保存的皮肤等同物在解冻之后用于治疗全层皮肤受损伤口(full  thickness 

wounds)。在其他实施方案中，将冷冻保存的皮肤等同物在解冻之后用于治疗多种类型的内

部伤口，包括但不限于：在胃肠道中形成一层的黏膜的内部伤口、溃疡性结肠炎和可能由癌

症治疗引起的黏膜的炎症。在其他实施方案中，将表达宿主防御肽或促血管生成因子的皮

肤等同物在解冻之后用作暂时或永久性的伤口敷料。

[0055] 在另外的实施方案中，将细胞工程化以向受试者提供附加的治疗剂。本发明不限

于任何特定治疗剂的递送。实际上，可以预期的是，可以向受试者递送各种治疗剂，包括但

不限于：酶、肽、肽类激素、其他蛋白质、核糖体RNA、核酶、小干扰RNA(siRNA)、微小RNA

(miRNA)和反义RNA。在优选的实施方案中，所述试剂是宿主防御肽，诸如人β-防御素1、2或3

或抗菌肽或其他蛋白质，诸如VEGF和HIF-1a，参见例如美国专利号7,674,291；7,807,148；

7,915,042；7,988,959；以及8,092,531；所述专利中的每一者以引用的方式整体并入本文。

可以出于包括但不限于纠正遗传缺陷的目的的各种目的递送这些治疗剂。在一些特别优选

的 实 施 方 案 中 ，出 于 对 有 遗 传 的 先 天 性 代 谢 缺 陷 ( 例 如 ，氨 基 酸 代 谢 病

(aminoacidopathesis))的患者进行解毒的目的而递送治疗剂，其中皮肤等同物充当野生

型组织。可以预期的是，治疗剂的递送能纠正所述缺陷。在一些实施方案中，用编码治疗剂

(例如，胰岛素、凝血因子IX、红细胞生成素等)的DNA构建体转染所述细胞，并且向受试者施

用由转染的细胞制备的皮肤等同物。然后将治疗剂从移植物递送到患者的血流或其他组
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织。在优选的实施方案中，编码治疗剂的核酸可操作地连接到合适的启动子。本发明不限于

任何特定启动子的使用。实际上，各种启动子的使用是预期的，包括但不限于：诱导型启动

子、组成型启动子、组织特异性启动子和角质细胞特异性启动子。在一些实施方案中，将编

码治疗剂的核酸直接引入到角质细胞中(即，通过电穿孔、磷酸钙共沉淀或脂质体转染)。在

其他优选的实施方案中，将编码治疗剂的核酸提供为载体，并且通过本领域已知的方法将

所述载体引入到角质细胞中。在一些实施方案中，载体是附加型载体，诸如复制型质粒。在

其他实施方案中，载体整合到角质细胞的基因组中。整合型载体的实例包括但不限于：反转

录病毒载体、腺伴随病毒载体、非复制型质粒载体和转座子载体。

[0056] 实施例

[0057] 提供以下实施例是为了证明和进一步说明本发明的某些优选的实施方案和方面，

而不应被解释为对其范围进行限制。

[0058] 在以下实验性公开内容中，适用以下缩写：eq(当量)；M(摩尔的)；mM(毫摩尔的)；μ

M(微摩尔的)；N(正常)；mol(摩尔)；mmol(毫摩尔)；μmol(微摩尔)；nmol(纳摩尔)；g(克)；mg

(毫克)；lig(微克)；ng(纳克)；l或L(升)；ml或mL(毫升)；μl或μL(微升)；cm(厘米)；mm(毫

米)；pm(微米)；nm(纳米)；C(摄氏度)；U(单位)；mU(毫单位)；min.(分钟)；sec.(秒)；％(百

分率)；kb(千碱基)；bp(碱基对)；PCR(聚合酶链反应)；BSA(牛血清白蛋白)；CFU(菌落形成

单位数)；kGy(千戈瑞)；PVDF(聚偏二氟乙烯)；BCA(二辛可宁酸)；SDS-PAGE(十二烷基硫酸

钠聚丙烯酰胺凝胶电泳)。

[0059] 实施例1

[0060] 皮肤组织是一种能复制正常人皮肤的许多结构和生物性质的活的

全层的同种异体的人皮肤替代物。 皮肤组织含有：来源于 细胞的有

活力的完全分层的表皮层，所述细胞是无病原体的人角质细胞祖细胞的一致且良好表征的

来源；以及真皮层，所述真皮层含有嵌入富含胶原的基质中的正常人真皮成纤维细胞

(NHDF)。 皮肤组织具有出色的使得其能够配合、订合和类似地缝合到人皮肤

移植物的抗拉强度和操作特性。 还展现出与完整的人皮肤相当的屏障功能，

并且能够为伤口床调节和组织再生递送生物活性分子。 皮肤组织的物理和生

物特性使其可理想用于治疗各种皮肤伤口。

[0061] 皮肤组织的制造过程涵盖三个连续的细胞和组织培养过程。在制造

过程的第一阶段，使 角质细胞在单层细胞培养中扩增。与第一阶段中的 角

质细胞培养同时进行的是，使NHDF在单层培养中扩增并与纯化的I型胶原和培养基组合，并

且允许其凝胶化来形成细胞化的真皮等同物(DE)。可选地，将NHDF接种到 插入

物(Corning)中，并且允许所述NHDF增殖并分泌细胞外基质分子，并且将所述细胞外基质分

子装配到简化的真皮等同物中。在第二阶段中，将 角质细胞接种到DE的表面上并且

在浸没条件下培养两天以促进DE表面的完全上皮形成。然后在第三阶段中将组织升高到

气-液界面，其中将所述组织在受控的低湿度环境中维持18天以促进组织成熟。皮肤等同物

通常像以下各者中描述的那样进行制备：美国专利号7,674,291；7,807,148；7,915,042；7,

988,959；8,092,531；以及美国专利公布20140271583；所述专利和专利公布中的每一者以

引用的方式整体并入本文。
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[0062] 实施例2

[0063] 这个实施例描述了利用预冷冻处理步骤的人皮肤等同物的改进的冷冻保存方法，

所述预冷冻处理步骤是在室温下用含有32.5％或50％甘油的冷冻保存溶液进行；并且被描

述于共同未决的美国专利公布20140271583，所述专利公布以引用的方式整体并入本文。大

体的产生过程与先前描述的当前方法相同。在产生过程结束时，如下处理组织并且将其冷

冻保存。

[0064]

[0065] 在最终产品包装步骤之前的冷冻保存过程的所有步骤在10,000级洁净室中的100

级生物安全柜内部无菌地执行。在本实施例中描述的特定体积和器皿适用于在先前的圆形

的44厘米2格式而不是本公开的较大矩形格式中产生的组织。

[0066] 步骤1-将20ml冷冻保护剂溶液分配到100mm培养皿。

[0067] 步骤2-将含有 组织的 插入物转移到含有冷冻保护剂溶

液的单独器皿中。将组织在冷冻保护剂溶液中孵育15至45分钟。

[0068] 步骤3-将含有处理过的 组织的 插入物转移到含有最终

产品标签的新的无菌的100mm培养皿，使得所述组织静置于培养皿的底部。允许过量的冷冻

保护剂从皮肤等同物排出，以提供在皮肤等同物的外表面上基本上不含过量的冷冻保护剂

的处理过的皮肤等同物。

[0069] 步骤4-将100mm培养皿热密封在透明的无菌袋中。将初级包装放置到次级Mylar袋

中并且进行热密封。

[0070] 步骤5-将包装的 组织从洁净室取出，并且将组织转移到超低温冷冻

箱(-70℃至-90℃)。将组织放入冷冻箱中的预冷却架中，所述预冷却架允许不受限制的气

流通向包装的组织的顶部和底部，以确保均匀而快速的冷却。在冷冻过程期间将组织不受

干扰地静置过夜。

[0071] 将冷冻保存的组织在室温下解冻10分钟，转移到包含 垫的保持室，并且在

室温下保持15至20分钟，所述 垫浸透有40ml已加热到室温(RT)的HEPES缓冲的培养
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基。将组织转移到含有90ml  SMO1培养基的培养皿并且恢复培养过夜。在过夜再培养之后分

析组织的活力。在室温下用32.5％甘油处理15至45分钟的组织具有可接受的解冻后活力。

在室温下用50％甘油处理15分钟的组织也具有可接受的活力；然而，在室温下用50％甘油

处理45分钟的组织具有不可接受的活力。

[0072] 实施例3

[0073] 本研究被执行来评估用作冷冻保存的 组织的包装的产品包装塑料

器具的性能，所述产品包装塑料器具是本公开的组织容器组件。所述研究评估了三批独立

的矩形的100厘米2 组织，从而将包装在 生长室中的组织与包装

在本文描述的组织容器中的组织进行比较。对于每个批次，遵照不同的保持条件评估包装

在本发明的组织容器中的组织的解冻后性质，并且将其与使用当前包装和解冻/保持程序

的对照组织的解冻后性质进行比较。本研究的结果表明，本发明的组织容器适用于运输和

解冻冷冻保存的 组织，并且可以在不使用 垫的情况下在无菌区中实

现可接受的解冻。

[0074] 皮肤组织以100厘米2 皮肤组织的批量产生。这种较大

的组织格式和批量大小的增大额外强调了皮肤组织的有效储存和装运。为了解决所述问

题，设计了塑料器具组织容器，这与在如共同未决的美国专利公布号20140271583中所公开

的 生长室中的包装相比较将最终包装产品的体积减小了60％。在这个实施例

中，在冷冻保护剂处理之后，在将产品密封在箔袋中之前不久将此包装引入到所述过程中，

并且转移到超冷冷冻箱中以进行长期储存。本发明的组织容器被设计成在组织下方具有可

以灌满保持溶液的0.75mm深的贮存部。这种设计允许所述包装用作解冻后的保持容器，这

通过消除对单独保持盆的需求而简化 组织用于临床使用的准备。

[0075] 本实验评估了来自三个批次，并在 生长室中或在本发明的组织容器

中冷冻的 皮肤组织的解冻后性质。此外，本研究评估了与在含有 垫的

凹盆中执行的对照保持条件相比较，在不使用 垫的情况下在本发明的组织容器中

执行的解冻后保持程序。

[0076]

[0077] 使用Stratatech的标准过程来产生多批20个矩形的100厘米2 皮肤

组织。简而言之，使 细胞和正常人真皮成纤维细胞(NHDF)在单层培养中扩增。将

NHDF解冻并且在单层中扩增。在扩增之后，收获NHDF细胞并且将其混合到I型胶原溶液中，
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分配到本公开的100cm2的矩形托盘(经过组织培养处理的聚碳酸酯膜，标称厚度为约10微

米，标称孔径为约0.4微米)，并且凝胶化以产生真皮等同层(DE)。在凝胶化之后，将DE浸没

在生长室中的培养基中并且在 接种之前培养5天。将 解冻，扩增，然后收获

并且接种到DE表面上。将组织在浸没培养中维持两天以允许 在DE表面上附着和增

殖，然后在气-液界面处培养18天以实现完全的表皮分化。使用蠕动泵来执行培养基、NHDF/

胶原混合物和 悬浮液到托盘和 生长室的转移。

[0078] 在产生过程结束时，抽吸培养基并且在 生长室中用含有37.5％甘油

的50mL冷冻保存溶液在室温(RT)下将组织处理20分钟，同时仍然支撑在托盘的膜上。在处

理结束时，将含有指定用于本实验的九个组织的托盘从过量的冷冻保存溶液移除并且包装

成以下两种包装配置中的一种：1)将三个组织保持在 生长室中的高位置处并

将其密封在7.875"x12"箔袋内部(第1组)；以及2)将6个组织转移到本发明的无菌组织容器

并将其密封在6.75"x10.25"剥离式箔袋内部(第2组和第3组，每组n＝3)。在包装结束时，将

所有包装的组织转移到超冷冷冻箱并且在-70℃至-90℃下储存直至分析为止。

[0079] 然后使用先前确立的利用吸收性介质(例如， 垫)的程序来解冻第1组和第

2组组织。使用简化的保持程序来解冻第3组织。简而言之，将第3组冷冻保存的组织在组织

在其中冷冻的组织容器中在室温下解冻10分钟，然后用保持溶液(15ml已加热到35至39C的

HEPES缓冲的培养基)灌满底部组织容器，并且在室温下保持15至20分钟。在解冻后保持之

后，将来自所有组的组织转移到含有SM01的新的矩形生长室并且再培养22至26小时。

[0080] 评估组织的外观、屏障功能、活力、组织形态结构和在条件培养基中的VEGF分泌。

此外，执行全组织MTT染色以评估组织活力的均一性。将在本发明的组织容器中冷冻的组织

的结果(第2组和第3组)与对照组的结果进行比较。

[0081] 本研究的结果表明，使用本发明的组织容器不会影响冷冻保存的 组

织的性质。以两种配置包装并使用先前确立的程序解冻/保持的组织(第1组和第2组)具有

相当的外观、组织形态结构、活力和屏障功能以及VEGF分泌。本发明的组织容器在简化的保

持程序中使用时也显示出了有希望的结果。包装并保存在本发明的用于解冻后保持的组织

容器中的组织(第3组)具有与其他组相似的性质。组织外观、组织形态结构、VEGF分泌和屏

障功能与对照组织(第1组)并无显著差异；活力显示为中等活力(-10％)，但是与对照相比

较显示为统计学上显著的(p<0.05)，同时仍然轻易地超过了既定的批次释放标准。来自所

有组的组织的MTT染色图案是相当的，在组织表面上具有从定性上来说一致的染色。参见图

5、图6和图7。

[0082] 以上说明书中提及的所有公布和专利以引用的方式并入本文。在不脱离本发明的

范围和精神的情况下，本发明的所描述的方法和系统的各种修改和变化对于本领域技术人

员而言将是显而易见的。虽然已结合特定的优选实施方案描述了本发明，但是应理解，要求

保护的本发明不应不适当地受限于所述特定实施方案。事实上，所描述的用于执行本发明

的模式的对于组织培养、分子生物学、生物化学或相关领域的技术人员而言明显的各种修

改意图处在以下权利要求的范围内。
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图3
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图4
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图5

图6
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图7A

图7B

说　明　书　附　图 6/6 页

26

CN 110461149 A

26


	BIB
	BIB00001

	CLA
	CLA00002
	CLA00003
	CLA00004

	DES
	DES00005
	DES00006
	DES00007
	DES00008
	DES00009
	DES00010
	DES00011
	DES00012
	DES00013
	DES00014
	DES00015
	DES00016
	DES00017
	DES00018
	DES00019
	DES00020

	DRA
	DRA00021
	DRA00022
	DRA00023
	DRA00024
	DRA00025
	DRA00026


