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本文提供的是微聚集体多细胞、最小极性化

移植物的构建体，其含有表达含有富含亮氨酸重

复序列的G‑蛋白偶联受体(LGR)的细胞，用于伤

口治疗应用、组织工程学、细胞疗法应用、再生医

学应用、医学/治疗应用、组织愈合应用、免疫疗

法应用和组织移植疗法应用，其优选与递送载

体/基底/支持物/支架联合以用于直接施用。
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1.一种组合物，其包含：

i)递送载体基底，其选自由支架、基质、颗粒和纤维组成的群组；和

ii)微聚集体多细胞功能单元，其包含分割的表皮区室、分割的真皮区室和分割的毛囊

区室，所述分割的毛囊区室包含表达LGR的活细胞，所述表达LGR的活细胞选自表达LGR4的

活细胞、表达LGR5的活细胞、表达LGR6的活细胞或其任意组合；

其中所述组合物能够再生皮肤组织。

2.根据权利要求1所述的组合物，其进一步包含可溶性生长因子。

3.根据权利要求1所述的组合物，其进一步包含迁移或募集分析物。

4.根据权利要求1所述的组合物，其进一步包含选自配体家族、R脊椎蛋白(R‑

spondin)、表皮来源的生长因子(EDGF)、血小板来源的生长因子(PDGF)、Wnt蛋白质、血管内

皮生长因子(VEGF)和抗微生物肽的LGR特异性结合成分。

5.一种方法，其包含：

a)通过以下来加工经分离的活的哺乳动物组织：从所述活的哺乳动物组织分离脂肪和

皮下成分以制备经切除的哺乳动物组织；并分割所述经切除的哺乳动物组织以产生微聚集

体多细胞功能单元，所述微聚集体多细胞功能单元包含分割的表皮区室、分割的真皮区室

和分割的毛囊区室，所述分割的毛囊区室包含表达LGR的活细胞，所述表达LGR的活细胞选

自表达LGR4的活细胞、表达LGR5的活细胞、表达LGR6的活细胞或其任意组合；且

b)将所述微聚集体多细胞功能单元施用于递送载体基底以产生构建体，所述递送载体

基底选自由支架、基质、颗粒和纤维组成的群组；

其中所述构建体能够再生皮肤组织。

6.根据权利要求5所述的方法，其进一步包含深低温保藏所述构建体。

7.根据权利要求5或6所述的方法，其进一步包含向所述构建体中添加增强因子。

8.根据权利要求5或6所述的方法，其进一步包含向所述构建体中添加分析物。

9.一种根据权利要求1到4中任一项所述的组合物，所述组合物用于疗法中。

10.一种根据权利要求1到4中任一项所述的组合物，所述组合物用于：

i)伤口的治疗，其中所述组合物加速所述伤口愈合；和/或

ii)组织的治疗，其中所述组合物修复或重建组织；和/或

iii)作为用于治疗组织区域、伤口、空隙、缺损组织或血液中任一者的治疗性构建体；

和/或

iv)作为改变周围邻近组织的治疗中的治疗性构建体。
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使用表达LGR4、LGR5和LGR6的上皮干细胞在组织应用中开发

和使用最小极性化功能细胞微聚集体单元的方法

[0001] 优先权声明

[0002] 本PCT国际申请要求2015年11月30日提交的美国系列号14/954335的优先权，其本

身要求2014年12月2日提交的美国临时申请系列号62/086,526的权益，所述申请通过引用

结合到本文中。

技术领域

[0003] 本发明涉及含有表达含有富含亮氨酸重复序列的G‑蛋白偶联受体(LGR)的细胞的

微聚集体多细胞移植物的构建体，用于伤口治疗应用、组织工程学、细胞疗法应用、再生医

学应用、医学/治疗应用、组织愈合应用、免疫疗法应用和组织移植疗法应用。更具体而言，

本发明提供用于直接施用的在递送载体/基底/支持物/支架上的可递送微聚集体多细胞

LGR构建体。

[0004] 背景

[0005] 多年以来，临床医生和研究人员在寻找这样的抗微生物剂，其不仅减轻微生物伤

口负荷，还具有更小的细胞毒性副作用。从烧伤到急性和慢性伤口二者，存在操作天然存在

的源于自身的抗微生物肽的可能性，因为这些物质通常通过膜透化作用起作用，其为较不

可能导致微生物耐药性的机制。随着伤口中感染的持续风险以及对现有抗生素疗法的细菌

耐药性的渐进流行，对开发用于皮肤烧伤和创伤的新一类局部抗微生物剂存在真正需求。

[0006] 基本上存在伤口愈合的四个阶段，其在过去的一个世纪里进行阐述：(1)止血阶

段，(2)炎症阶段，(3)增生阶段和(4)重塑阶段。这些连续阶段首先通过迁移到伤口中的细

胞类型来定义，并随后通过在组织内表达的细胞因子和生长因子的类型来定义。

[0007] 随着在间充质细胞和脂肪来源的干细胞分离和移植方面的最新进展，研究人员已

开始研究这些细胞如何在各阶段改进愈合并改变表达，特别是贯穿晚期炎症阶段至重塑阶

段。非常类似于较深层区室的间充质细胞和脂肪来源的干细胞，上皮干细胞从原始外胚层

形成，其随后形成更表面的上皮区室，并因此在皮肤伤口愈合中亦具有潜在作用。目前对于

移植和施用分离的表达LGR4、LGR5和LGR6的上皮干细胞如何改变伤口愈合基因表达，只有

有限的研究。

[0008] 已知的是，在对皮肤的严重全厚度损伤之后，表达LGR4、LGR5和LGR6的上皮干细胞

群体常常被破坏，使组织不能产生可存活且自我维持的上皮区室。尽管有通过局部炎症和

后续的一系列细胞实体的趋化作用驱动的肉芽组织形成(granulatory)和纤维变性作用的

组合，在没有上皮干细胞局灶龛(focal  niche)的情况下，剩余组织不具有形成功能上皮、

毛囊、汗腺等的再生潜能。

[0009] 对人和哺乳动物组织的复合性全厚度损伤和/或涉及多个组织成分(皮肤、肌肉、

脂肪、血管、神经和骨)的复合性损伤，本质上难以愈合。通过当前伤口护理方法、使有当前

获准技术的手术干预(利用细胞、组织、装置、生物制品、药物和/或生长因子)，治疗所述损

伤和后续所致的伤口亦很困难。所述困难的一个常见原因为，保留在受伤或受损组织床之
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中或周围的组织通常缺乏相互依赖的必需组分：1)祖细胞和/或干细胞群体；2)胞外基质/

支架成分和基底；和3)细胞实体和基底之间的相互作用的组合。细胞龛、ECM(胞外基质)支

架和相关交互界面的这种缺乏，随后导致不能再生或生成细胞迁移、分化和组织极性化所

需的基本多维结构。在没有这些细胞与细胞和细胞与基质相互作用的情况下，伤口床内的

剩余细胞实体(不论其增殖或谱系潜能)被迫主要提供屏障效用，而不是形成能够进行可识

别“功能”的更复杂的多组织构建体。因此，不论是否涉及皮肤、肌肉、脂肪、腱、骨，伤口均随

后变为有瘢痕、杂乱且机能失调的。

[0010] 在培养皮肤、软骨、骨、肌肉、血管、神经、淋巴和相关替代物的组织工程学领域的

当前应用，主要基于三部分策略：1)获得组织来源并从所述组织收获细胞悬液；2)将这些细

胞施用至基质或支架；和3)将构建体移植到人或动物的靶部位之上或之中。然而，在缺乏上

文确定的相互依赖的必需组分的情况下，组织工程学应用、细胞疗法应用、再生医学应用、

组织愈合应用和组织移植疗法应用不具有有能力装配功能极性化组织所需的天然细胞微

聚集体结构。因此，因缺乏适当的相互依赖、祖细胞群和适当的支架所致，阻止了所述构建

体用于诸如多区室组织再生和/或骨和肌肉重建等治疗性应用。

[0011] 因此，部分因前述原因所致，产业界和学术界二者将大量努力和资源引导至开发

合成组织替代物、自体移植构建体以及患者来源的表皮扩张自体移植物(即来自Cambridge 

MA的Vericel  Corporation的 )。尽管这些产品有益，但常常很昂贵，且不能给患

者提供真正的多区室组织构建体。例如，培养的上皮自体移植物(CEA)仍不能修复在天然皮

肤中见到的上皮和真皮区室二者。但是鉴于缺少相互依赖的功能性区室，培养细胞不具有

形成真正定义皮肤的体被(表皮、真皮、腺体和毛发)所需的扩展的局部干细胞群和逐渐发

展的组织极性化。该缺乏继而导致单细胞层脆性、上皮不稳定性、屏障破坏和瘢痕。

[0012] 备选地，诸如来自LifeCell  Corporation的 来自Integra 

LifeSciences  Corporation的 和来自Musculoskeletal  Transplant 

Foundation的产品 等更稳健的非细胞基质，尽管是优秀的重建选项，但

缺乏形成功能天然组织所必需的适当安置的谱系特异性干细胞群。

[0013] 本发明人已记述了关于LGR5和LGR6作为哺乳动物中的肠和表皮干细胞两者的标

志物的相对较新的认识。在用肠来源的人α防御素5刺激毛囊隆突LGR5+和LGR6+干细胞导致

减少的细菌存在，增强的伤口愈合以及从缺乏附属结构的组织中的毛发生长(Stimulation 

of  the  Follicular  Bulge  LGR5+and  LGR6+Stem  Cells  with  the  Gut‑Derived  Human 

Alpha  Defensin  5Results  in  Decreased  Bacterial  Presence ,Enhanced  Wound 

Healing ,and  Hair  Growth  from  Tissues  Devoid  of  Adnexal  Structures)，

Plast .Reconstr .Surg .132:1159，2013中，含有富含亮氨酸重复序列的G‑蛋白偶联受体

(LGR)为与促卵泡激素、促甲状腺激素和促黄体生成素受体家族具有显著序列和结构同源

性的七次跨膜蛋白受体。

[0014] 在该研究中，认识的是，与人β防御素1和磺胺嘧啶相比，人α防御素5肽显著增强伤

口愈合并减少基础细菌负荷。人α防御素5为诱导LGR干细胞迁移到伤口床中的唯一疗法。此

外，基因热图显示关键伤口愈合和Wnt途径转录物(例如Wnt1和Wisp1等)的显著的mRNA上

调。因此推断通过增加关键的Wnt和伤口愈合转录物，人α防御素5可用于增进伤口愈合，因

为观察到增加的LGR干细胞迁移到伤口床中以及相关细菌减少和毛发产生。简单说来，该工
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作及其它工作使得认识到在直接生物医学工程软组织构建体中使用表达LGR4+、LGR5+和

LGR6+的上皮干细胞的可能性。

[0015] 发明概述

[0016] 在第一个实施方案中，本发明提供一种最小极性化的微聚集体多细胞组合物，其

包含分离的表达LGR的活细胞和选自支架、胶原、基质、颗粒和纤维的多维支持物。

[0017] 在前述实施方案的进一步实施方案中，本发明提供一种最小极性化的微聚集体多

细胞组合物，其包含分离的表达LGR的活细胞和选自支架、胶原、基质、颗粒和纤维的多维支

持物，其中对表达LGR的细胞补充生长因子，且其中表达LGR的细胞选自LGR4、LGR5和LGR6。

[0018] 在任何前述实施方案的进一步实施方案中，本发明提供一种最小极性化的微聚集

体多细胞组合物，其包含分离的表达LGR的活细胞和选自支架、胶原、基质、颗粒和纤维的多

维支持物，其中对表达LGR的细胞补充迁移/募集分析物，且表达LGR的细胞选自LGR4、LGR5

和LGR6。

[0019] 在任何前述实施方案的进一步实施方案中，本发明提供一种最小极性化的微聚集

体多细胞组合物，其包含分离的表达LGR的活细胞和选自支架、胶原、基质、颗粒和纤维的多

维支持物，其中对表达LGR的细胞补充选自配体家族、R脊椎蛋白(R‑spondin)、EDGF、PDGF、

Wnt、VEGF和抗微生物肽的LGR特异性结合成分，且其中表达LGR的细胞选自LGR4、LGR5和

LGR6。

[0020] 在任何前述实施方案的进一步实施方案中，本发明提供一种最小极性化的微聚集

体多细胞组合物，其包含分离的表达LGR的活细胞和选自支架、胶原、基质、颗粒和纤维的多

维支持物，其中组合物用作治疗性构建体用于由组织区域、伤口、空隙、缺损组织或血液组

成的所选靶标，以改变任一种周围邻近组织。

[0021] 在任何前述实施方案的进一步实施方案中，本发明提供一种最小极性化的微聚集

体多细胞组合物，其特征在于分离的表达LGR的活细胞被移植到受损组织以加速其愈合。

[0022] 在任何前述实施方案的进一步实施方案中，本发明提供用于在身体各处的组织系

统修复或恢复的最小极性化的微聚集体多细胞组合物，其包含具有与之固定的分离的含

LGR细胞的支持支架。

[0023] 在任何前述实施方案的进一步实施方案中，本发明提供用于在哺乳动物身体各处

施用于外胚层、中胚层或内胚层来源的组织系统的组织移植物。

[0024] 本发明的另一个实施方案特征在于用于获得最小极性化的微聚集体多细胞组合

物的方法，其特征在于生长和分离表达LGR的活细胞以移植到所选哺乳动物靶组织的步骤。

[0025] 在前述方法的进一步实施方案中，本发明提供用于获得最小极性化的微聚集体多

细胞组合物的方法，特征在于生长和分离表达LGR的活细胞以移植到所选哺乳动物靶组织

的步骤，进一步特征在于使分离的表达LGR的活细胞附着于选自支架、胶原、基质、颗粒和纤

维的多维支持物上的步骤。

[0026] 在又另一个实施方案中，本发明特征在于用于获得最小极性化的微聚集体多细胞

组合物的方法，特征在于生长和分离表达LGR的活细胞以移植到所选哺乳动物靶组织的步

骤，进一步特征在于从LGR4、LGR5和LGR6中选择表达LGR的细胞的步骤。

[0027] 在任何前述方法实施方案的进一步实施方案中，本发明提供将最小极性化的微聚

集体多细胞组合物施用于上皮系统、腺体、毛发、神经、骨、肌肉、脂肪、腱、血管、筋膜、眼组
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织和肽分泌性细胞成分之一的步骤，其采用通过选自以下的技术来递送：施用、移植、植入、

定向接种、定向迁移、定向追踪、沉淀(in  setting)、层压(laminating)和/或注射细胞成

分，用于产生、再生、增强和愈合。

[0028] 在任何前述方法实施方案的进一步实施方案中，本发明提供用于获得最小极性化

的微聚集体多细胞组合物的方法，特征在于生长和分离表达LGR的活细胞以移植到所选哺

乳动物靶组织的步骤，进一步特征在于将最小极性化的微聚集体多细胞组合物直接施用于

体内组织以进行组织修复的步骤。

[0029] 在任何前述方法实施方案的进一步实施方案中，本发明提供用于获得最小极性化

的微聚集体多细胞组合物的方法，特征在于生长和分离表达LGR的活细胞以移植到所选哺

乳动物靶组织的步骤，进一步特征在于将最小极性化的微聚集体多细胞组合物经由血流间

接施用于身体以进行组织修复的步骤。

[0030] 在又另一个实施方案中，本发明特征在于用于产生最小极性化的微聚集体多细胞

组合物的方法，其特征在于以下步骤：

[0031] a)获得组织样品；

[0032] b)从样品中提取含表达LGR的细胞的最小极性化功能单元；

[0033] c)加工来自适当来源的皮下组织和皮下脂肪细胞组分；

[0034] d)向提取的最小极性化功能单元中加入经加工的皮下组织和皮下脂肪组分，以产

生上皮干细胞单一(singularity)单元；

[0035] e)富集上皮干细胞单一单元；

[0036] f)向构建体支架添加上皮干细胞单一单元；和

[0037] g)验证所得组合物的最小极性化的维持。

[0038] 在任何前述实施方案的进一步实施方案中，本发明提供用于获得最小极性化的微

聚集体多细胞组合物的培养基配方，其使用细胞维持培养基组合物以在组织的运输和加工

期间降低微生物的生存力，特征在于：a)上皮细胞和角质形成细胞的混合物；b)至少一种选

自青霉素、链霉素和两性霉素B的药剂；和c)纤维蛋白原。

[0039] 在前述实施方案的进一步实施方案中，本发明提供用于在组织的运输和加工期间

降低微生物的生存力的细胞维持培养基组合物，其特征在于：a)上皮细胞和角质形成细胞

的混合物；b)至少一种选自青霉素、链霉素和两性霉素B的药剂；和c)纤维蛋白原，其中纤维

蛋白原为人类的且其中药剂包括用于稳定人组织的抗生素和抗真菌药二者。

[0040] 在本发明的第一方面的情况下，其特征在于将表达LGR的细胞施用于支架、基质

和/或纤维，从而建立用于组织工程学应用、细胞疗法应用、再生医学应用、医学/治疗应用

的微聚集体多细胞移植物，将移植物直接施用于组织或血液以在身体各处改进和/或改变

上皮系统。

[0041] 本发明的第二方面特征在于在施用于组织或血液以改进和/或改变体内上皮系统

之前或之后，在含或不含另外的增强因子或分析物的情况下，将表达LGR的细胞施用于支

架、基质和/或纤维。

[0042] 本发明的又一方面特征在于通过增强因子或分析物改变表达LGR的细胞，将其作

为身体、组织或血液中的靶标施用，用于通过在身体各处的局部或远端迁移来改进和/或改

变上皮系统和/或修复腺体和毛发生长。
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[0043] 本发明的第四方面特征在于从组织、血液或培养物中移植表达LGR的细胞以改变

周围邻近组织或远端组织，例如但不限于，在施用于组织或血液以在身体各处改进和/或改

变外胚层、中胚层或内胚层来源的组织系统之前或之后，将表达LGR的细胞施用于支架、基

质和纤维。

[0044] 本发明的第五方面特征在于在施用于组织或血液以在身体各处改进和/或改变外

胚层、中胚层或内胚层来源的组织系统之前或之后，在含或不含另外的增强因子或分析物

的情况下将表达LGR的细胞直接施用于选自支架、基质和纤维的递送基底载体。

[0045] 本发明的又另一方面特征在于将通过增强因子或分析物改变的表达LGR的细胞与

递送支持基底组合，作为身体、组织或血液中的靶标，用于在身体各处通过局部或远端迁移

在身体各处改进和/或改变外胚层、中胚层或内胚层来源的组织系统。

[0046] 本发明的又一个方面特征在于使表达LGR的细胞附着于支持基底，其用于递送、施

用、移植、植入、定向接种、定向迁移、定向追踪、沉淀、层压和/或注射细胞成分，用于产生、

再生、增强和/或愈合上皮系统、腺体、毛发、神经、骨、肌肉、脂肪、腱、血管、筋膜、眼组织和

肽分泌性细胞成分。

[0047] 本发明的最后说明方面为产生作为微聚集体多细胞功能单元的表达LGR的干细

胞，其表现出最小极性化，用于移植和直接施用于哺乳动物身体、组织或血液中的靶标，以

增强和加速组织产生、再生、增强和/或愈合。

[0048] 概括地，本文的发明考虑移植和/或递送分离的表达LGR的细胞(含有富含亮氨酸

重复序列的G‑蛋白偶联受体)用于产生、再生、募集或增强上皮系统、毛发、腺体、骨。本发明

亦考虑在补充或未补充生长因子、迁移/募集分析物或LGR特异性结合成分(例如但不限于

配体家族：R‑脊椎蛋白、EDGF、PDGF、Wnt、VEGF、抗微生物肽)的情况下，使用呈支架、基质或

纤维形式的递送载体，施用于临床医学、生物工程和/或研究构建体中的局部/近端和远端/

远距离组织。

[0049] 使用LGR上皮干细胞，特别是联合成形的支架基底，给上皮系统中的全厚度伤口

和/或空隙提供富含干细胞的组织替代物。此外，向上皮系统中添加该最小极性化的功能细

胞单元(MPFU)增强/改进该上皮的状态，其包括维持和促进上皮和局部周围组织成分的健

康和生存力通常所需的毛发、腺体、分泌性抗微生物肽、生长因子和分析物的生长、产生或

再生。

[0050] 认识到LGR4+、LGR5+和LGR6+干细胞和祖细胞增殖动力学保持较高，特别是当与基

底支架接触时，所以完全上皮更新(turnover)速率通常少于12天(1cm群体间距离间隔)。这

种再生足够的双层组织及后续屏障功能的能力，表明这些细胞作为用于复合型全厚度和多

组织创伤的一类逐渐发展的生物敷料的作用。

[0051] 除快速再生皮肤、肌肉和骨的能力之外，LGR4、LGR5和LGR6干细胞的祖细胞亦具有

产生天然抗微生物肽的能力，其不仅降低伤口床中微生物的基础水平，还增进祖细胞扩增

和分化，导致减少伤口和伤口周边感染，加速伤口闭合和毛囊形成。

[0052] 本文的发明描述了表达LGR的上皮干细胞接种的支架在提供即用的可递送和活组

织屏障中的转化(translational)适用性，所述屏障能够维持具有伴随的活性子代的干细

胞集落灶。从这些干细胞灶中，子代可经历迁移增殖‑分化，以刺激上皮组织成分、愈合和移

植物整合。已发现的是，LGR上皮干细胞可单独施用、与促进支架结合群体的极性化的支架、

说　明　书 5/18 页

7

CN 107250348 B

7



可溶性生长因子和/或另外的细胞系以及在上皮愈合和细胞再生作用中所需的内在组织结

构一起施用。

[0053] 广泛定义的是，本发明的方案包括：a)收获活的人/哺乳动物组织；b)加工组织成

分以生成含表达LGR的细胞的微聚集体多细胞功能单元；c)将表达LGR的细胞微聚集体多细

胞功能单元施用于选自支架、基质、颗粒、细胞和纤维的递送载体基底以产生构建体；d)任

选包含所选的额外的增强因子；和e)将构建体施用于组织以产生、再生、增强和/或愈合组

织系统，包括涉及外胚层、中胚层和/或内胚层原始组织的组织系统，包括但不限于皮肤、腺

体、毛发、神经、骨、肌肉、脂肪、腱、血管、筋膜、眼组织、骨髓、肺、心、指(趾)甲、胃肠组织、口

腔组织、牙、味蕾、泌尿生殖组织、肾组织、生殖组织、淋巴组织、免疫系统组织/成分和这类

相关的附属物和蛋白质细胞成分。

[0054] 本发明考虑通过施用、移植、植入、定向接种、定向迁移、定向追踪、沉淀、层压和/

或注射细胞成分来直接递送经支持的表达LGR的上皮干细胞，以在疗法、装置、生物制品、药

物和生物工程中改变哺乳动物组织。

[0055] 定义

[0056] 在此详述中，提及“一个实施方案”、“实施方案”或“在实施方案中”，意指所提及的

特征包含在本发明的至少一个实施方案中。此外，分开提及“一个实施方案”、“实施方案”或

“多个实施方案”，不一定是指相同的实施方案；然而，除非这样规定，且除对本领域技术人

员而言将是容易显而易见的，否则二者并非互相排斥的实施方案。因此，本发明可包括本文

所述实施方案的任意多种组合和/或整合。本文使用的术语仅以描述具体实施方案为目的，

且不旨在限制本发明。

[0057] 除非上下文另外明确指出，否则本文使用的单数形式“一个”、“一种”和“所述”，亦

旨在包括复数形式。要进一步理解的是，词根术语“包括”和/或“具有”，当用于本说明书时，

规定所述特征、步骤、操作、成分和/或组分的存在，但不排除存在或添加至少一个其它特

征、步骤、操作、成分、组分和/或其群组。

[0058] 本文使用的骨，意指由嵌入矿化基质(ground  substance)和胶原纤维的基质

(matrix)中的细胞组成的硬结缔组织。纤维浸渍有无机组分，包括磷酸钙的晶体，由此使用

X‑射线衍射，其显示为以羟磷灰石形式(磷酸钙为85％重量)以及碳酸钙(10％)和镁构成；

按重量，骨由65‑75％无机物和25‑35％有机物构成；一部分确定形状和大小的骨组织，形成

动物骨骼的一部分；在人类中，在骨骼中存在约200块不同的骨，不包括鼓室中的听小骨或

者除两块膝盖骨之外的籽骨。骨被纤维膜(骨膜)包被，除关节软骨之外，其覆盖骨的整个表

面。在骨膜之下为致密层(骨密质)，且在其之下为海绵状层(骨松质)。长骨的核心充满骨

髓。

[0059] 本文使用的术语“包含(comprises)”、“含有(comprising)”、“包括(includes)”、

“包括(including)”、“有”、“具有”或其任何其它变化，意图涵盖非排他性包含物。例如，包

含一系列特征的过程、方法、制品或设备，不一定仅限于所述特征，还可包含未在所述过程、

方法、制品或设备中明确列出或并非其固有的其它特征。

[0060] 如在本文中使用的上皮，意指覆盖所有游离表面、皮肤、粘液和浆液的细胞层，包

括来源于其中的腺体及其它结构。

[0061] 如在本文中使用的GMP，意指药品生产质量管理规范(good  manufacturing 
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practices)。

[0062] 如在本文中使用的体被，意指身体的包被膜；除表皮和真皮之外，包括表皮、毛发、

指(趾)甲、汗腺和皮脂腺及乳腺的所有衍生物，以及皮下组织。

[0063] 如在本文中使用的LGR4，意指含有富含亮氨酸重复序列的G蛋白偶联受体4，为在

多种生理功能中起重要作用的G蛋白偶联受体(GPCR)。富含亮氨酸GPCR(LGR)家族的成员，

例如GPR48，具有多个N‑端富含亮氨酸重复序列(LRR)和7‑跨膜结构域。LGR4(含有富含亮氨

酸重复序列的G蛋白偶联受体4)为蛋白质编码基因。与LGR4相关的疾病包括低骨矿物质密

度。其相关的途径包括Wnt信号传导途径(KEGG)。涉及该基因的GO注释包括G‑蛋白偶联受体

活性和跨膜信号传导受体活性。该基因的一个重要旁系同源物(paralog)为LGR6。用于R‑脊

椎蛋白的受体增强典型Wnt信号传导途径并涉及多种器官的形成。在与R‑脊椎蛋白(RSPO1、

RSPO2、RSPO3或RSPO4)结合之后，与通过胞外Wnt受体激活的磷酸化LRP6和frizzled受体结

合，触发典型Wnt信号传导途径以增加靶基因的表达。

[0064] 与经典的G‑蛋白偶联受体相比，LGR4不激活异源三聚体G‑蛋白以转导信号。其作

为Wnt信号传导途径的激活物的功能，为多种器官的发育所必需的，所述器官包括肝、肾、

肠、骨、生殖道和眼。LGR4亦可充当norrin(NDP)的受体，且在精子发生期间为必需的，以在

小管周肌样细胞中激活Wnt信号传导途径。同样，需要LGR4来维持出生后肠隐窝中的肠干细

胞和帕内特细胞分化。除涉及肾发育之外，LGR4亦充当骨形成和重塑的调节物；为将输尿管

芽维持在未分化状态所必需。LGR4涉及眼前段的发育，在红细胞生成期间为必需的，且通过

抑制TLR2/TLR4相关的模式识别和促炎细胞因子产生来充当先天免疫的负调节物。LGR在调

节血浆脂质的昼夜节律中起重要作用，部分地通过调节MTTP的节律性表达进行(通过类似

方式)。用于LGR4的通常已知的别名包括：GPR48；G蛋白偶联受体48；BNMD17；含有富含亮氨

酸重复序列的G蛋白偶联受体4；含有富含亮氨酸重复序列的G‑蛋白偶联受体4；和G‑蛋白偶

联受体48。用于LGR4的外部数据库标识符包括：HGNC:13299、Entrez  Gene:55366、Ensembl:

ENSG00000205213、OMIM:606666和UniProtKB:Q9BXB。

[0065] 如在本文中使用的LGR5，意指含有富含亮氨酸重复序列的G蛋白偶联受体5，为蛋

白质编码基因。其相关的途径包括Wnt信号传导途径(KEGG)。涉及该基因的GO注释包括G‑蛋

白偶联受体活性和跨膜信号传导受体活性。该基因的一个重要旁系同源物为LGR6。LGR5受

体用于R‑脊椎蛋白，其增强典型Wnt信号传导途径并充当肠上皮和毛囊的干细胞标志物。在

与R‑脊椎蛋白(RSPO1、RSPO2、RSPO3或RSPO4)结合之后，与通过胞外Wnt受体激活的磷酸化

LRP6和frizzled受体结合，触发典型Wnt信号传导途径以增加靶基因的表达。与经典的G‑蛋

白偶联受体相比，LGR5不激活异源三聚体G‑蛋白以转导信号。其在胚后发育期间涉及成体

肠干细胞的发育和/或维持。用于LGR5的通常已知的别名包括：G‑蛋白偶联受体HG38；G‑蛋

白偶联受体49；G‑蛋白偶联受体67；GPR67；GPR49和含有富含亮氨酸重复序列的G‑蛋白偶联

受体5。用于LGR5的外部数据库标识符包括HGNC:4504、Entrez  Gene:8549、Ensembl:

ENSG00000139292、OMIM:606667和UniProtKB:O75473。

[0066] 如在本文中使用的LGR6，意指含有富含亮氨酸重复序列的G蛋白偶联受体6，其为

蛋白质编码基因，该基因编码G蛋白偶联的7‑跨膜蛋白超家族的含有富含亮氨酸重复序列

的亚族的成员。编码的蛋白质为具有大型N‑端胞外结构域的糖蛋白激素受体，其含有对形

成用于配体结合的马蹄形相互作用基序而言重要的富含亮氨酸的重复序列。该基因的选择
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剪接得到多种转录物变体。与LGR6相关的疾病包括粘液水肿和卵巢囊腺瘤。其相关的途径

包括Wnt信号传导途径(KEGG)和GPCR。涉及该基因的其它注释包括G‑蛋白偶联受体活性和

跨膜信号传导受体活性。该基因的一个重要旁系同源物为TSHR。用于R‑脊椎蛋白的受体增

强典型Wnt信号传导途径并充当表皮中的多能干细胞的标志物。在与R‑脊椎蛋白(RSPO1、

RSPO2、RSPO3或RSPO4)结合之后，与通过胞外Wnt受体激活的磷酸化LRP6和frizzled受体结

合，触发典型Wnt信号传导途径以增加靶基因的表达。与经典的G‑蛋白偶联受体相比，LGR6

不激活异源三聚体G‑蛋白以转导信号且可充当肿瘤抑制物。用于LGR6的常见别名包括：促

性腺激素受体；VTS20631和GPCR。用于LGR6的外部数据库标识符包括HGNC:19719、Entrez 

Gene:59352、Ensembl:ENSG00000133067、OMIM:606653和UniProtKB:Q9HBX8。

[0067] 如在本文中使用的间充质，意指间充质细胞的聚集物。由间充质细胞组成的原始

胚胎结缔组织，通常呈星状形式，在层间胶状物中得到支持。

[0068] 如在本文中使用的肌肉，意指主要由高度特化的收缩细胞组成的基本组织，其可

分为骨骼肌、心肌或平滑肌；在显微镜下，后者缺乏其它两种类型的横纹特征；其为通过其

实现多个器官和部件的运动的身体的收缩性器官之一；典型的肌肉为通过腱在各末端附着

于骨或其它结构的一群肌纤维(突起或肌腹)；更近端或更固定的附着称为起点(q.v.)，更

远端或更加可活动的附着为止点(q.v.)；附着于起点的腱的肌腹的变窄部分称为头或头

部。

[0069] 如在本文中使用的神经的(Neural)，意指包括由神经细胞或其突起构成的任何结

构，或者在进一步发育后将进化成神经细胞的任何结构。涉及椎体或其前体的背侧，其中具

有脊髓，与血管相反。

[0070] 如在本文中使用且除非明确相反说明，否则“或”是指可兼或且不是指异或。例如，

下列的任一项均满足条件A或B：A为真(或存在)且B为假(或不存在)，A为假(或不存在)和B

为真(或存在)，以及A和B二者均为真(或存在)。

[0071] 颗粒的含义在本文中意味着十微米或更小的最大域，且包括但不限于纳米粒子、

大分子缔合物、胶束、血影细胞(cell  ghost)、树枝状聚合物等等，其可充当用于细胞微聚

集体的合适的锚。

[0072] 如在本文中使用的极性，意指细胞、组织和/或生物体沿轴差异发育的趋势。

[0073] 如在本文中使用的脉冲复苏培养基(PRM)，为细胞维持培养基混合物的配方，包含

角质形成细胞‑SFM(1X)、选自青霉素、链霉素和两性霉素B的抗生素‑抗真菌药和纤维蛋白

原，其中角质形成细胞‑SFM由上皮细胞和角质形成细胞的混合物构成。使用所述试剂以稳

定原代组织并降低微生物在运输和加工期间的生存力。

[0074] 如在本文中使用的皮肤，意指身体的膜状保护性覆盖物，由表皮和真皮(dermis

(corium))组成。

[0075] 如在本文中使用的干细胞，意指任何前体细胞；具有可分化成其它细胞类型的子

细胞的细胞；能够在给一个或多个细胞系输出子代的同时维持其自身数量的细胞。

[0076] 如在本文中使用的“基本上”、“一般”和其它程度词，均为相对修饰词，旨在指示与

如此修饰的特征的允许偏差。不旨在限于其修饰的绝对值或特征，而是与其对立面相比具

有更多物理或功能特征，以及优选靠近或接近这样的物理或功能特征。

[0077] 如在本文中使用的组织，意指相似细胞及围绕其的细胞间物质的集合。身体中存
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在四种基本类型的组织：上皮组织；结缔组织，包括脂肪组织、血、骨和软骨；肌肉组织；和神

经组织。任何身体或部位的外皮、被膜或覆盖物。

[0078] 在下列描述中，参考这样的附图，提供其用于说明目的。以足以使本领域技术人员

能够实施本发明的详细程度来阐述下文图解的实施方案。要理解的是，可采用其它实施方

案，且可在不背离本发明范围的情况下进行基于目前已知结构和/或功能等同物的结构改

变。

[0079] 附图简述

[0080] 图1A描述所述皮肤来源的表达LGR的细胞的位置的实例。

[0081] 图1B为荧光激活的细胞分选图表。

[0082] 图1C为考虑联合本发明使用的一系列不同的非细胞支持物的照片。

[0083] 图2A为可用于接种的整体细胞构建体/去细胞化胶原支架的照片。

[0084] 图2B为在接种部分消化细胞的聚集体之后的胶原构建体的免疫荧光显微照片。

[0085] 图3A‑3F通过不同的技术显示一系列不同LGR6+上皮干细胞接种基底的多个图像。

[0086] 图4A描述对照和接种LGR的基质的实例的体内愈合进展的延时摄影。图4B为第十

天的细胞角蛋白‑17转录物表达的图示表达。图4C‑E描述通过生物发光成像和扫描电子显

微镜术，对照和接种LGR  ESC的基质。

[0087] 图5A‑E描述具有LGR  ESC和基质血管部分细胞分离群的构建体的实例，显示初始

极性化形式，随附图表比较。

[0088] 图6A‑B描述含和不含基质血管部分细胞实体的含LGR细胞的构建体的实例，以及

生长因子的相对产生量。

[0089] 图7A‑H阐述三度伤口床诱导并验证LGR干细胞毛囊隆突和附属结构的去除。

[0090] 图8A‑Q描述具有DEFA5的伤口/损伤/空隙涉及细菌粘附的时间进展。

[0091] 图9A和B为伤口床内的表达DEFA5的细胞实体的对比照片，其涉及在缺乏附属结构

的情况下在治疗的烧伤伤口中增强愈合、组织和附属物再生及后续毛发生长。

[0092] 图10A‑L阐述在用局灶剂处理之后的伤口床愈合动力学以及进入烧伤组织的LGR5

和LGR6干细胞迁移的定量。

[0093] 图11A和B阐述涉及增强促愈合途径的与SDZ相比的用DEFA5处理的伤口/损伤/组

织空隙的RT‑PCR定量和基因热图比较。

[0094] 图12A‑1阐述毛囊细胞的LGR6表达和共表达LGR6+、CD34+CD73+GFP标记细胞的荧

光激活的细胞分选术，用于培养扩大。

[0095] 图13A‑D为在初始接种和1天之后的时间，通过共聚焦显微镜和生物发光的功能单

一单元(aFSU)的显微照片。

[0096] 图13E为胶原支架的显微照片。

[0097] 图14A‑E描述LGR细胞位置多样性的实例，其涉及皮肤组织内的位置、表型、界面和

极性。从毛囊隆突处分离和培养LGR6+ESC。

[0098] 图15A‑E提供表达LGR的细胞灶的实例，其涉及通过放置在伤口/损伤/组织空隙周

围和/或之中来递送的方法。

[0099] 图16A‑D描述含LGR的干细胞灶的实例，其涉及经由可递送载体递送到伤口之中和

周围以及组织和支持结构的后续治愈、再生。
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[0100] 图17A‑D显示移植之后10天在全厚度伤口床中的LGR6+上皮干细胞迁移和分化。

[0101] 图18提供具有表达LGR的细胞灶的伤口/损伤/组织空隙的RT‑PCR定量和插入的基

因热图比较。

[0102] 图19描述涉及递送到伤口/损伤/组织空隙之中和/或周围并增强伤口愈合因子的

所述表达LGR的细胞灶的实例。

[0103] 图20A‑F阐述涉及骨组织的再生的表达LGR的细胞灶的实例。分离的LGR灶可接种

至骨并保持活性。

[0104] 发明详述

[0105] 图1A‑C为存在于毛囊周围的细胞群体的流式细胞术和在接种时所述细胞容易附

着的支架的实例。更具体而言，图1A描述皮肤来源的所述表达LGR的细胞的位置的实例。40x

放大倍数下的免疫荧光共聚焦显微镜描述毛囊隆突(白色箭头)、LGR6+(绿色)、DNA(蓝色)。

图1B为荧光激活的细胞分选图表，门分析指出示例性细胞标志物。图1C描述可用于接种根

据本发明的一系列非细胞基质/基底/支架/材料的一组细胞类型。

[0106] 图2A为不含根据本发明的含表达LGR的干细胞灶的微聚集体多细胞功能单元的整

体构建体的实例的摄像显示。图2B描述在用部分消化细胞的聚集体接种基底之后的构建

体。

[0107] 图3A为分列格式的通过微分干涉差(DIC)共聚焦显微镜的LGR接种的来自不同来

源的基底的图像系列。图3B为通过20x放大倍数下的免疫荧光共聚焦显微镜的LGR6+ESC接

种的含表达LGR的细胞的各构建体的基质的对应列。插入的白框表示在图3D列中显示的局

部放大区，而图3C为描述图3A的各图像(DIC)和图3B的免疫荧光的数字合并的列，指出基质

轮廓和边界。图3E和3F的列分别表示以非细胞基质对照和接种后72小时的相应的LGR6+ESC

接种的基质的辐射效率测得的生物发光。

[0108] 图4A‑E描述放入活的哺乳动物系统中的所述含LGR构建体的实例。放置LGR6+GFP 

ESC接种的基质增强治愈毛囊生长。图4A为不含基质(烧伤对照)、含基质(基质对照)和LGR6

+GFP  ESC的3mm人去细胞化真皮全厚度烧伤伤口床在第5天、第8天和第10天的3x3显微照片

矩阵。图4B图示描述图4A中所述的伤口床在第10天的细胞角蛋白‑17转录物表达的相对表

达。使用作为ImageJ  NCBI应用中的百分面积函数的伤口床愈合率的定量分析来确定愈合

的伤口床百分数。伤口对照仅包含烧伤伤口床。基质对照仅包含基质，而LGR6+GFP包含用

LGR6+GFP  ESC接种的ADM。图4C为第5天在鼠全厚度烧伤伤口床中的体内生物发光成像的显

微照片。图4D为对照以及在接种ESC之后的12小时和72小时的含LGR6+GFP的真皮在100x下

的人真皮的显微照片。白色箭头指示皮肤小孔的存在。图4E提供对照和含有具有防止干燥

的硅酮保护覆盖物的用ESC接种的人真皮的本发明的构建体的图像。LGR6+GFP基质图像包

括一对小黑箭头，指出来自全厚度Nu/Nu鼠伤口床的新生毛发块(hair  patch)。

[0109] 图5A‑E描述所述构建体的实例，向LGR6+ESC接种的基质添加基质血管部分(SVF)

在促进组织极性化和双区室皮肤样系统中的作用。图5A为在接种至代表性肾上腺髓质素

(ADM)(例如可以名称 获自Integra  LifeSciences  Corporation)之后24小时

的5x105个表达RFP的基质血管部分细胞的分离群的20x共聚焦成像。图5B为在接种至代表

性ADM 之后24小时的5x105个表达GFP的LGR6+的细胞分离群的20x共聚焦图

像。图5C描述在培养中共同接种之后24小时的用5x105个表达RFP的SVF和5x105个表达GFP的
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LGR6+分离群双重接种的代表性ADM 的20x共聚焦成像。图5D为在培养中生长5

天之后的含5x105个表达RFP的SVFRFP和5x105个表达GFP的LGR6+的共同接种的基质。平行虚

线指出蓄积在ADM基底边缘的上皮LGR6+GFP谱系。小括弧和大括弧指出与LGR6+GFP和SVFRFP丰

度相关的两个区室的相对位置。标有箭头的“U”形实线指出含有通过32号无菌针头诱导的

预接种孔的区域。图5E为使用绿色表达LGR的细胞和红色表达SVF的细胞共同接种的胶原基

底的增殖动力学的图示。

[0110] 图6A和6B描述含或不含支持性细胞实体的含LGR细胞的构建体的实例，以及生长

因子的相对产生量。来自富含LGR6+GFP  ESC和SVFRFP的支架培养构建体的促血管发生转录物

和蛋白质分析物的相关表达谱。图6A图示了来自总RNA的指定基因成分的转录物相对倍数

表达(ΔΔCT)：在各支架基底上的LGR6+GFP  ESC(黑色条)、SVFRFP(灰色条)和共培养LGR6+GFP 

ESC+SVFRFP(白框)。x轴上方的显著性(LGR6+SVF)表示所指示支架上的共培养LGR6+GFP  ESC+

SVFRFP表达与单一LGR6+GFP
  ESC和SVFRFP表达的相互比较。例如，除共培养 (

+LGR6+SVF)之外，共培养基质的平均FGF‑2基因表达均高于两种单一系统(支架

+LGR6或 +SVF)的平均表达。x轴下方的显著性(LGR6)或(SVF)指示在细胞实体保持不

变时 基 底的 内 部比 较 。例如 ，单 独的 + L G R 6 + G F P
  E S C 与单 独的

+LGR6+GFP  ESC的VEGF‑A基因表达无显著性(NS)。图6B图示来自总蛋白

质分离物的所指示蛋白质分析物的相对密度单位(RDU)：各支架基底上的LGR6+GFP  ESC(黑

色条)、SVFRFP(灰色条)和共培养LGR6+GFP  ESC+SVFRFP(白框)。(*)表示(p值<0.05)，一式三份

完成测定，GAPDH看家基因对照。

[0111] 图7A‑H阐述接受增加进入伤口(称为三度伤口床)中的LGR细胞迁移、增殖和生存

力的治疗实例的伤口/损伤/空隙，诱导并验证LGR干细胞毛囊隆突和附属结构的去除。图7A

描述3mm直径的伤口床模板标记。图7B描述第0天的伤口床结构(白色比例尺为1mm)。图7C图

示2x3  3mm伤口床网格的实例。图7D显示在伤口部位局部施用重悬浮的肽。图7E为具有毛囊

和附属结构的未烧伤完整体被/皮肤的H&E染色的显微照片。箭头指示放大的毛囊的位置

(插图)，其中白色比例尺为500μm。图7F为在高温烧灼之后的鼠背部皮肤的H&E染色，其显示

去除了包括毛囊隆突在内的表皮、真皮和皮下组织。图7G为具有毛囊和附属结构的未烧伤

完整皮肤的DAPI/DNA染色(4’,6‑二脒基‑2‑苯基吲哚)。箭头指示免疫荧光LGR5和LGR6抗体

(分别为绿色和红色)共同标记的放大的毛囊(插图)。图7H为在高温烧灼之后的鼠背部皮肤

的DAPI/DNA染色，其显示去除了包括毛囊隆突在内的表皮、真皮和皮下组织，其中白色比例

尺为100μm。

[0112] 图8A‑Q描述涉及五天和十天时间内的抗微生物性能的具有LGR的伤口/损伤/空

隙。使用16S  rRNA荧光寡核苷酸探针，原位杂交指出三度烧伤伤口床处细菌粘附的存在。图

8A显示每天用SDZ处理的在烧伤诱导之后第五天的3度烧伤伤口床的DNA/DAPI标记。在图8B

中，描述了每天用SDZ处理的在烧伤诱导之后第五天的3度烧伤伤口床细菌生物(黄色颗粒)

的经5’‑Cy3‑EUB338标记的16s  rRNA。图8C为图8A和8B的数字合并图像。图8D对应于图8A，

除了在第十天用DNA/DAPI标记每天用SDZ处理的3度烧伤伤口床。相应地，图8E为每天用SDZ

处理的在烧伤诱导之后第十天的3度烧伤伤口床细菌生物(黄色颗粒)的经5’‑Cy3‑EUB338

标记的16s  rRNA的显微照片。图8F为图8D和E的合并图像。图8G‑8L为分别对应于图8A‑F的
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五天和十天烧伤后时期的图像，但经历使用防御素、α5(DEFA5)而不是SDZ进行每天处理。H

中的箭头表示具有覆盖的含纤维物质的组织的界面，其中在DEFA5处理的情况下观察到更

少细菌。带有插图8N的图8M显示用SDZ处理且每单位面积含更多16s  rRNA标记的伤口床的

Cy3荧光灰度转换图像的白像素强度的定量。图8O和插图8P相应地显示用DEFA5处理且每单

位面积含减少的16s  rRNA标记的伤口床的Cy3荧光灰度转换图像(插图p)的白像素强度的

定量。使用灰度成像软件，该插图描述第五天在SDZ和DEFA5处理的烧伤伤口床二者中表达

的16s  rRNA的平均白像素强度。最后，图8Q为说明第五天在SDZ和DEFA5处理的烧伤伤口床

二者中表达的16s  rRNA的平均红色通道荧光的图表。图8H中的白色箭头指示DEFA5处理的

伤口床中的潜在的膜，和图8M中的黑色箭头指示白像素强度。比例尺100μm。(*)表示p值<

0.05。

[0113] 图9A和B为表示伤口内的表达LGR的细胞实体的实例的一系列时间进展照片，其涉

及在缺乏附属结构的情况下在治疗的烧伤伤口中增强愈合、组织和附属物再生以及后续毛

发生长、伤口愈合动力学和新生毛发生长。使用Leica  Wild  M680外科显微镜对包括图9A在

内的照片系列进行整体成像，以将在用指定药剂MQH2O、DEFA5、DEFB1、SDZ处理时在10天内

的3度烧伤伤口床的愈合成像。白色比例尺代表1mm。图9B的第二照片系列同样包括使用

Leica  Wild  M680进行整体成像，以并排比较DEFA5与对照处理的伤口床来追踪在16天内的

3度烧伤伤口床的新生毛发生长。白色箭头指示新毛发的生长。同样，比例尺为1mm。

[0114] 图10A‑L包括涉及增强所述实体的愈合、增殖的伤口/损伤/组织空隙中的所述表

达LGR的细胞实体的实例。包括图10K和10L在内的图表提供在用局灶剂处理之后的伤口床

愈合动力学以及进入烧伤组织的LGR5和LGR6干细胞迁移的定量的证据。简单说来，这些测

试用于确认来自对LGR5和LGR6成像的定量共聚焦显微强度模式，且是基于对烧伤伤口组织

的反转录酶聚合酶链反应。如在图表中所示，与第5天在磺胺嘧啶处理伤口中的LGR5和LGR6

的未检出水平相比，发现在人α防御素5中的平均LGR5和LGR6  mRNA表达分别为95.8±10.6

和259.2±20.2(图4，右)。在人α防御素5处理的组织和用磺胺嘧啶处理的样品中的这些倍

数水平比较的数量级，表明迁移到伤口中的表达LGR5和LGR6的细胞的绝对存在或者绝对缺

乏定义倍数值。

[0115] 转向具体附图，图10A显示具有代表1mm的白色比例尺的伤口区域的照片，且以黑

色显示伤口面积计算。图10B以图表显示在指定局灶剂施用的10天时间内表达为剩余伤口

面积的百分数％的平均伤口愈合率。星号(*)代表p值<0.05。图10C‑J为在第5天的DEFA5处

理伤口床的LGR5和LGR6免疫荧光抗体标记，其中图10C为DNA/DAPI/蓝，图10D为LGR5/FITC/

绿，图10E为LGR6/TRITC/红，和图10F为10C‑10E的合并。图10G‑I为在第5天的SDZ(磺胺嘧

啶)处理伤口床的对应的LGR5和LGR6免疫荧光抗体标记(DNA/DAPI/蓝、LGR5/FITC/绿和

LGR6/TRITC/红)。图10J为10G‑10I的合并图像且包含使用在第5天的每个伤口床的绿色和

红色荧光强度显示平均LGR5和LGR6表达的插图。显示从反转录酶PCR定量RNA的倍数增加获

得的比较值，所述RNA提取自用DEFA5和SDZ处理的伤口床重复。白色比例尺50μm且同样地，

星号(*)代表p值<0.05。

[0116] 图11A和B阐述涉及增强促愈合途径的具有放入伤口中的表达LGR的细胞实体的伤

口/损伤/组织空隙。所述附图分别代表与SDZ相比的用DEFA5处理的伤口床的RT‑PCR定量和

基因热图比较。这些附图显示人α防御素5相对于磺胺嘧啶在增强伤口中的关键转录物表达
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的作用。结果显示在与磺胺嘧啶疗法进行比较时，在接受人α防御素5的伤口床内，数个基因

亚组显著上调，且在LGR干细胞系统响应肠道和皮肤二者中的Wnt配体中，某些Wnt途径基因

亚组显著上调。

[0117] 图11A显示对于将DEFA5与SDZ处理系统进行比较的伤口床，具有倍数调节的平均

伤口愈合RT2‑PCR阵列途径热图和相应的基因图。图11B显示对于将DEFA5与SDZ处理系统进

行比较的伤口床，具有倍数调节的平均Wnt  RT2‑PCR阵列愈合途径热图和相应的基因图。热

图的颜色显示为红色：在DEFA5处理的烧伤中更多表达，绿色：在SDZ处理的烧伤中更多表

达。

[0118] 图12A‑I表示涉及位置、群体身份和伤口愈合能力的含表达LGR的干细胞灶的微聚

集体多细胞单元的实例。使用简单的离体伤口愈合试验和荧光激活的细胞分选术，分离

LGR6+、CD34+和CD73+C57BL/6(UBC‑GFP)鼠细胞用于细胞培养扩大。图12A描述在10个单位/

μL分散酶部分消化表皮之后毛囊上细胞的LGR6荧光抗体(绿色)表达。(Worthington 

Biochemical  Corp.，Lakewood ,N.J.)于37℃在慢速摇床上消化30分钟。图12B为表达额外

的CD34和CD73标志物的LGR6+细胞(箭头指示包含全部细胞的约1‑3％的分离群)。图12C‑H

为体外伤口试验的eFluor450表达直方图，分别显示周期性内在的来自C57BL/6(UBC‑GFP)

鼠细胞的GFP表达、CD34+PE/Cy7表达、LGR6+APC表达和CD73+。虚线指示在破坏细胞层之后

在0、6和12小时的分离距离，且比例尺＝50μm。图12I的图表显示随时间在距离线上的平均

减小，表示为荧光分选之后的初始距离的百分数，其中星号(*)代表p值<0.05。

[0119] 图13A‑D为在初始接种和1天之后的时间，通过共聚焦显微镜和生物发光的激活的

功能单一单元(aFSU)的显微照片，其显示正在胶原基质(图13E)上经历初始增殖的含表达

LGR的干细胞灶的微聚集体多细胞单元的实例。

[0120] 图14A‑E描述LGR细胞位置多样性的实例，其涉及皮肤组织内的位置、表型、界面和

极性。图14A通过免疫荧光染色显示LGR6(绿色/异硫氰酸荧光素(FITC))和LGR  5(红色/异

硫氰酸四甲基罗丹明(TRITC))表达的局部区域。比例尺为20μm。图14B显示来自C57BL/6

(UBCGFP)鼠皮肤的LGR6+GFP上皮干细胞的荧光激活的细胞分选分离，左侧为使用LGR6+、

CD34和CD73的最终分选门，且右侧为描述细胞GFP表达和相关抗体‑缀合标记的各个直方

图：CD73/PE‑7、LGR6/Cy5、CD34/eFlour450。图14C显示在荧光激活的细胞分选分离之后涂

布的LGR6+GFP上皮干细胞的微分干涉差图像。图14D描述LGR6+GFP上皮干细胞的内在GFP表达，

且图14E为图14C和14D的合并图像。比例尺代表20μm。

[0121] 图15A‑E提供表达LGR的细胞灶的实例，其涉及通过放置在伤口/损伤/组织空隙周

围和/或之中来递送的方法。图15A的三个图像分别描述初始烧伤模板；Nu/Nu小鼠背部的全

厚度烧伤；和在伤口床的基部递送含105个LGR6+GFP上皮干细胞的 用于图15A

的比例尺为1mm。图15B为第0天注射袋(pocket)DNA/DAPI‑蓝的免疫荧光图像。图15B为抗

LGR6/TRITC抗体标记的免疫荧光图像，和图15C为LGR6+GFP上皮干细胞的相同图像。图15E为

图15B‑D的合并图像，且具有20μm的比例尺。图15A‑E显示全厚度烧伤伤口床诱导并验证

LGR6+干细胞植入后续软组织缺损中。

[0122] 图16A‑D描述含LGR的干细胞灶的实例，其涉及经由可递送载体递送到伤口之中和

周围以及组织和支持结构的后续治愈、再生，包括但不限于血管发生(angiogenesis)和/或

血管生成(angiogenesis)。在LGR6+上皮干细胞移植到全厚度伤口中之后的伤口愈合进展。
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与图16B在15天内的LGR6+GFP上皮干细胞接种的 进行比较，在图16A中描述在

注射来自BD  Biosciences，San  Jose，Calif .的 (对照)之后的伤口愈合进

展。比例尺为1mm。在图16C中，显示第15天之后的植入袋，白色箭头指示位于愈合伤口床内

的剩余LGR6+GFP上皮干细胞群体的存在。在图16D中，黑色箭头指示不含LGR6+GFP上皮干细胞

的烧伤伤口基部的位置。

[0123] 图17A‑D描述在递送到伤口之中和/或周围之后的含LGR干细胞灶的实例，其随后

治愈并再生组织和相关附属物，例如但不限于毛囊及相关支持结构。图17A为将LGR6+上皮

干细胞移入伤口床的移植10天之后，在第10天的免疫荧光标记的组织样品的共聚焦图像的

四图矩阵(four  panel  matrix)。包括图17A在内的图像包括DNA/DAPI‑蓝；抗LGR6/TRITC；

LGR6+GFP  ESC的GFP表达。

[0124] 图17B为所有通道的微分干涉差图像合并。红色箭头指示新生毛囊形成的区域。

(亦参见上方插图)。虚线显示覆盖新生毛囊的上皮极性化，而白色箭头指示移植物注射袋

的位置(对于初始注射袋细胞群体的图像，亦参见其在下方插图中的放大)。图17B的插图表

示在对照和LGR6++GFP处理的指定烧伤床中的相当的KRT17/细胞角蛋白17基因表达。

[0125] 参考图17C，三个图像为用于覆盖毛囊研究群体烧伤伤口床的移植圆顶

(transplant  dome)、具有新生毛囊(空心箭头)毛囊囊肿形成(follicle  cyst  formation)

的第10天的LGR6++GFP  ESC处理的伤口床(实心箭头)和第10天的对照伤口床。包括图17D在

内的图表定量第10天伤口床，其得自RT‑PCR，指出WNT配体的相对倍数基因表达。正数表示

在LGR6+GFP上皮干细胞伤口床中更高表达，而负数表示在对照伤口床中更高表达。

[0126] 图18提供具有表达LGR的细胞灶的伤口/损伤/组织空隙的RT‑PCR定量和插入的基

因热图比较，其涉及递送到伤口/损伤/组织空隙之中和/或周围，涉及与对照相比增强接受

LGR6+上皮干细胞的伤口的促愈合途径和相当的基因表达。所述图表阐述用于血管发生、伤

口愈合和表皮生长因子的基因的相对倍数表达。比较接受LGR6+上皮干细胞和对照治疗的

伤口床的数据的相关图示。对于插入的热图，红色表示在LGR6+上皮干细胞伤口床中更高表

达，而绿色表示在对照伤口床中更高表达。在条形图中，正数表示在LGR6+GFP上皮干细胞伤

口床中更高表达，而负数表示在对照伤口床中更高表达。在各定量柱上方显示NCBI 

Unigene术语，星号(*)P值表示<0.05显著性。

[0127] 图19以图表显示涉及递送到伤口/损伤/组织空隙之中和/或周围并增强伤口愈合

因子的表达LGR的细胞灶的实例的相对蛋白密度测定。与调节和增强血管发生的常见蛋白

质相比，接受LGR6+ESC蛋白质组阵列的伤口有相当的血管发生分析物表达。灰色柱表示对

照伤口，而黑色柱表示接受LGR6+GFP  ESC的伤口。插图显示在用HRP化学发光显影之后的蛋

白质组阵列膜实例。颜色越亮表示蛋白质表达水平越高。

[0128] 图20A‑F阐述涉及骨组织的再生的表达LGR的细胞灶的实例。分离的LGR灶可接种

至骨并保持活性。图20A为采集用于培养的骨的整体骨图像。图20B为接种之后7天的含LGR 

GFP的骨的DIC图像。图20C为接种之后7天的含LGR6+GFP的骨的488nm绿激光共聚焦图像。注

意的是，LGR灶可经历体外骨诱导。图20D描述使用补充培养基骨诱导1周之后的LGR灶。图

20E为骨诱导之后的LGR灶的茜素红染色，其可经历体外骨诱导并上调关键成骨基因。最后，

图20F为显示相对倍数基因表达的RT‑PCR数据，其中灰色柱表示(对照)非骨诱导的LGR，和

黑色柱表示在培养7天之后接受骨诱导培养基的LGR。GAPDH用作参照标准看家基因。
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[0129] 示例性方案以下为提供用于实施本发明的一个实施方案的说明性方案顺序的一

系列实施例。

[0130] 在生成根据本发明的最小极性化功能单元之前，可通过如下众所周知的程序生成

诸如示例性三维胶原支架等的凝胶状支持物：

[0131] i.在温和涡旋下，向8份冷冻的基于胶原的溶液中缓慢加入1份冷冻的10X培养基

的10XPBS。向混悬液中加入ECM和活性蛋白；

[0132] ii.使用无菌的0.1M  NaOH将混合物的pH调至7.2‑7.6，并小心监测pH调节；

[0133] iii.使用无菌的分子级水将终体积调至总计10份；

[0134] iv.将混合物的温度维持在2‑10℃以防止胶凝作用，

[0135] v.通过加温至37℃达约90‑120分钟来形成凝胶；

[0136] vi.使用无菌微针压力机(micro‑needle  press)将支架穿孔(如有需要，支架可经

历冷冻干燥过程用于储存)。

[0137] 亦推荐的是，在开始LGR聚集体提取程序之前，制备并获得称为脉冲挽救培养基

(Pulse  Rescue  Media,PRM)的额外材料。

[0138] 在此实施方案中，针对人类的PRM为含L‑谷氨酰胺的细胞维持无血清培养基混合

物Keratinocyte‑SFM，其以独立包装的预先证明合格的人重组表皮生长因子1‑53(EGF  1‑

53)和牛垂体提取物(BPE)提供，作为Keratinocyte‑SFM(1X)由Thermo  Fisher  Scientific

销售，连同GMP‑纤维蛋白原(人)一起向其中加入抗生素‑抗真菌药青霉素、链霉素和两性霉

素B。用于一个实施方案的药剂为来自Thermo  Fisher  Scientific的 抗生素‑抗真

菌药，其为含10,000单位/mL青霉素、10,000μg/mL链霉素和25μg/mL 抗真菌

药的溶液。因为将PRM用于运输人组织，所以利用补充试剂来稳定原代组织并降低微生物在

运输和加工期间的生存力。

[0139] 以下具体涉及根据本发明的一个实施方案的含表达LGR的上皮的干细胞微聚集体

功能单元的产生和保存。

[0140] 实施例1

[0141] 实施例1涉及用于提取根据本发明的一个实施方案的最小极性化功能单元的方

法。在获得样品之后，将其从伴随的运输容器中取出，接着：

[0142] i.将样品放入含脉冲复苏培养基的无菌的50ml锥形管中并放在摇床上达5分钟，

使用新鲜培养基和容器重复达总计三次；

[0143] ii.取出样品并放入含脉冲培养基的无菌培养皿中，并小心地从真皮和表皮区室

中切下脂肪和皮下成分。将毛囊单元留在原地且不要过度切割；

[0144] iii.将切下的皮下脂肪组分放入含PRM的单独的50ml锥形管中，并放在+4℃慢速

摇床上。

[0145] iv.使用超细 刀片或者某种形状的微型16号柳叶刀将含表皮、毛囊和

真皮区室的剩余皮肤成分分割成最小极性化功能单元(MPFU)。

[0146] v.将MPFU组分放入含脉冲培养基的单独的50ml锥形管中并置于+4℃。

[0147] 下文涉及二次加工，其中利用酶促制备，使用符合FDA和/或GMP认证的常规CLIA设

备和试剂，建立原代培养物并制备功能组织成分：

[0148] 实施例2

说　明　书 15/18 页

17

CN 107250348 B

17



[0149] 实施例2涉及皮下组织和皮下脂肪细胞组分的加工。实施例2叙述了下列步骤：

[0150] i.在组织容器的外侧喷洒70％乙醇(EtOH)并将组织容器放入层流空气柜中；

[0151] ii.送出组织的样品或转移培养基进行微生物检验；

[0152] iii.将先前洗涤的脂肪组织和皮下组织放入150mm无菌培养皿中；

[0153] iv.用PRM将组织洗涤两次；

[0154] v.使用无菌外科器械将组织修剪成小块(3mm)并放入含脉冲培养基的无菌培养支

持平皿中，同时完成切割；

[0155] vi.从支持平皿中吸出培养基并用无菌铲或镊子取出样品，接着将样品放入含MSC

酶促消化培养基的50ml锥形管中，所述培养基为预混合的消化酶溶液(基于胶原酶和分散

酶)，将锥形管放入37℃水浴或干热慢速振荡器中并振荡30分钟或者直至剩余少量微粒物

质；

[0156] vii.加入37℃磷酸缓冲盐水(PBS)乙二胺四乙酸(EDTA)(等体积PBS‑EDTA)以终止

消化；

[0157] viii.将混悬液离心10分钟以生成“软”沉淀；

[0158] ix.弃去上面液体部分并使用无菌移液器从保留团块中的基质血管部分(SVF)中

分离脂肪群体；

[0159] x.在两个单独的锥形管中，用磷酸缓冲盐水/EDTA(PBS‑EDTA，1mM的EDTA)重悬浮

SVF，并用PRM重悬浮脂肪细胞群体；

[0160] xi.使用100μm无菌过滤器，将混悬液过滤到新的无菌锥形管中；

[0161] xii.用PBS‑EDTA洗涤过滤器；

[0162] xiii.于室温将混悬液旋转过滤10分钟，接着吸出培养基并用已知体积的新鲜培

养基替换吸出的培养基；

[0163] xiv.使用 自动细胞计数器(Thermo  Fisher  Scientific)，计数细胞

群体以确定生存力；

[0164] xv .移出20％的所得细胞群体用于使用来自Thermo  Fisher  Scientific的

CTSTM(Cell  Therapy  Systems)深低温保藏并随后适当分类，同时使

用剩下的80％群体进行构建体装配。

[0165] 实施例3

[0166] 实施例3涉及向根据本发明的一个实施方案的构建体的实例添加皮下组织和皮下

脂肪组分。说明性的组分添加实例包括：

[0167] i.将已含有经装配和洗涤的支架的无菌 皮肤移植物细胞培养皿或自动培

养皿放入层流通风橱中，并在添加细胞之前用脉冲培养基将支架再洗涤两次；

[0168] ii.在各培养皿上插入带有追踪号的标签；

[0169] iii.每个平皿系统转移约5x105‑1x106个混合的SVF细胞以及每个平皿1x105个脂

肪细胞；

[0170] iv.如根据情况的具体要求而定，向装载储存器中加入含或不含自体PRP的完全培

养基；

[0171] v.将平皿转移到慢速摇床上的培养箱中达1小时，接着从其中取出平皿并在单独

的标记(sentinel)培养箱中静置平放48小时；
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[0172] vi.在48小时之后洗涤培养基，弃去未粘附的细胞，并更新完全培养基。使用诸如

(ThermoFisher  Scientific)等细胞成像装置成像并用指定的追踪号储存。

[0173] vii.每72小时替换培养基；

[0174] viii.在汇合时，用Dulbecco's磷酸缓冲盐水(DPBS)洗涤培养物并用新鲜培养基

替换培养基。

[0175] ix.将上皮干细胞功能单一构建体(ESCFSU)直接置于间充质干细胞(MSC)构建体

的表面上，添加ESC培养基以覆盖两个构建体，以相同方式成像并将构建体放回培养箱中。

[0176] x.每48小时更换/替换构建体培养基。

[0177] 实施例4

[0178] 实施例4涉及最小极性化的上皮干细胞单一单元的富集。遵循实施例1，将MPFU放

入含脉冲复苏培养基的15ml锥形管中并旋转/离心成软沉淀。然后使该物质经历下列部分

消化过程：

[0179] i.获得先前等分的冷冻的10ml消化缓冲液(基于胶原酶和分散酶)，在添加至MPFU

之前使之达到室温；

[0180] ii.向MPFU的软沉淀中加入消化液并通过吹打温和混合管，以使MPFU分布在溶液

各处；

[0181] iii.将管置于37℃水浴或干培养箱中达10分钟；

[0182] iv.从水浴/培养箱中取出管，温和吹打管并对内容物检测线状物(string)；

[0183] v.观察到线状物，将内容物离心成软沉淀；

[0184] vi .用5‑10mL完全确定成分的角质形成细胞SFM培养基(来自ThermoFisher 

Scientific的Keratinocyte‑SFM(1X))洗涤细胞沉淀并再次离心成软沉淀；

[0185] vii .用5mL的完全的Keratinocyte‑SFM培养基重悬浮激活的功能单一单元的沉

淀；和

[0186] viii.使用 自动细胞计数器(ThermoFisher  Scientific)确定单元

的细胞密度。

[0187] 实施例5

[0188] 实施例5包括向构建体/支架添加从实施例4获得的上皮干细胞功能单一单元(ESC 

aFSU)。程序必须包括：

[0189] i.放置已含有经装配和洗涤的支架的UPCELLTM表面皮肤移植物细胞培养皿，并保

证生理pH，在添加细胞之前用脉冲培养基将支架再次洗涤两次；

[0190] ii.用独特的追踪号标记各培养皿；

[0191] iii.使用完全确定成分的角质形成细胞SFM培养基(任选额外的自体PRP)经由一

次性转移移液管向构建体转移ESC  aFSU；

[0192] iv.向所选装载储存器中加入完全培养基并确保完全覆盖构建体；

[0193] v.将平皿转移到慢速摇床上的培养箱中达1小时。然后从摇床中取出平皿并使之

在单独的标记培养箱中保持平放48小时；

[0194] vi.在48小时时，吸出培养基并添加新鲜角质形成细胞SFM培养基。用EVOS将培养

物成像并用分配的追踪号储存培养物。如果此时发现有需要，则增加牙龈成纤维细胞(GF)

群体和活性蛋白和/或补充PRP。
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[0195] vii.每48‑72小时替换培养基；

[0196] viii.在完成汇合之后，用DPBS洗涤培养物并替换培养基。使用基于温度的系统降

低ESC构建体支架的温度以利于从平皿的释放；

[0197] ix.将ESC直接置于MSC构建体的表面上，并添加组合培养基以覆盖两个构建体。将

构建体成像，放回培养箱中并每48小时更换构建体培养基。

[0198] x.为了确认极性化保持，每天将构建体成像，并在确认极性化已维持48小时之后

添加适当的角化(外皮形成)培养基；

[0199] xi.在收获时用脉冲培养基洗涤构建体两次并使用CTSTM MSC  SFM基

料，用确定的运输培养基替换培养基。

[0200] 实施例6

[0201] 实施例6显示用于质量保证和包括深低温保藏在内的构建体定型的说明性方案，

其必须包含遵循限定的药品生产质量管理规范(GMP)制备用于运输的构建体，以用于细胞

疗法且包括：

[0202] i .获得适当体积的 深低温保藏培养基(Thermo  Fisher 

Scientific)并将培养基储存于2℃‑8℃直至使用；

[0203] ii.在离心分离所需数量的细胞之前，制备、收获并使用 自动细胞计

数器确定细胞密度，其中用于使用 培养基深低温保藏的典型细胞密

度为5x  105‑3x106；

[0204] iii.用预定体积的2℃‑8℃的 培养基重悬浮细胞沉淀；

[0205] iv.根据制造商说明书，立即将获得的混悬液的等份分配到冷冻小瓶中；

[0206] v.将冷冻小瓶放入适当的低温系统中，例如可获自Thermo  Fisher  Scientific 

Inc.的MR.FROSTYTM系统，其将冰箱温度维持在‑80℃；

[0207] vi.将小瓶转移至‑200℃至‑125℃下液氮长期气相储存。

[0208] 在前述说明书中已提供本发明的所述实施方案。本发明所属领域的技术人员应理

解的是，将想到本发明的许多修改和实施方案，其得益于前文描述和相关附图中所示的教

导。因此，亦应理解的是，本发明不限于本文所公开的具体实施方案，且意图本发明的许多

修改和其它实施方案亦包含在本发明的范围之内。此外，尽管在本文中使用了具体的术语，

其仅以通用和描述性意义使用，且不以限制本发明描述为目的。

[0209] 工业适用性

[0210] 本发明涉及用于制备含有分离的表达含有富含亮氨酸重复序列的G‑蛋白偶联受

体(LGR)的细胞的微聚集体多细胞移植物的构建体的方法，以及使用所述构建体的方法，用

于递送、施用、移植、植入、定向接种、定向迁移、定向追踪、沉淀、层压和/或注射细胞成分，

用于产生、再生、增强和/或愈合上皮系统、腺体、毛发、神经、骨、肌肉、脂肪、腱、血管、筋膜、

眼组织和肽分泌性细胞成分，以用于伤口治疗应用、组织工程学、细胞疗法应用、再生医学

应用、医学/治疗应用、组织愈合应用、免疫疗法应用和组织移植疗法应用。
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