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1.一种抑制由靶多核苷酸编码的基因产物的表达的体外方法，所述方法包括使所述靶

多核苷酸与下述接触：(i)核壳纳米颗粒，所述核包括单一蛋白质，并且所述壳包括多核苷

酸的致密壳，所述多核苷酸经由共价键附着至所述蛋白质表面，其中至少一个多核苷酸与

所述靶多核苷酸充分互补，以在足以抑制所述靶多核苷酸的表达的情况下杂交，其中所述

蛋白质表面上的多核苷酸的密度为10pmol/cm2至100pmol/cm2；或(ii)包括(i)的多个所述

核壳纳米颗粒的组合物。

2.根据权利要求1所述的体外方法，其中所述基因产物的表达被抑制至少5％。

3.根据权利要求1所述的体外方法，其中所述蛋白质显示出催化、信号传导、治疗或转

运活性；和/或

所述多个所述核壳纳米颗粒中的每个多核苷酸是相同的；或所述多个所述核壳纳米颗

粒中的至少两个多核苷酸是不同的；和/或

所述蛋白质表面上的多核苷酸密度为100pmol/cm2。

4.根据权利要求1或3所述的体外方法，其中所述核壳纳米颗粒或所述组合物还包含共

价或非共价附着至所述至少一个多核苷酸的另外的试剂。

5.根据权利要求4所述的体外方法，其中所述另外的试剂是多核苷酸、肽、多肽、磷脂、

寡糖、金属络合物、小分子、治疗剂、造影剂或其组合。

6.根据权利要求4所述的体外方法，其中所述另外的试剂通过杂交非共价附着至所述

多核苷酸中的至少一个；或其中所述另外的试剂与多个多核苷酸中的至少一个共价结合。

7.根据权利要求1或3所述的体外方法，其中所述壳的至少一个多核苷酸经由所述蛋白

质的表面氨基附着至所述蛋白质表面。

8.根据权利要求7所述的体外方法，其中所述表面氨基来自Lys残基。

9.根据权利要求7所述的体外方法，其中所述至少一个多核苷酸经由三唑连接附着，所

述三唑连接由(a)附着至所述表面氨基的叠氮化物部分和(b)在所述至少一个多核苷酸上

的炔官能团反应形成。

10.根据权利要求7所述的体外方法，其中所述至少一个多核苷酸经由如式(I)、(II)或

两者中所示的连接附着至所述蛋白质表面：

L和L2各自独立地选自C1-10亚烷基、–C(O)–C1-10亚烷基–Y–和–C(O)–C1-10亚烷基–Y–C1-10

亚烷基–(OCH2CH2)m–Y–；

每个Y独立地选自键、C(O)、O、NH、C(O)NH和NHC(O)；

m为0、1、2、3、4或5；和

PN是所述至少一个多核苷酸。

11.根据权利要求1或3所述的体外方法，其中所述壳的至少一个多核苷酸经由所述蛋

白质的表面羧基附着至所述蛋白质表面；和/或所述壳的至少一个多核苷酸经由所述蛋白
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质的表面巯基附着至所述蛋白质表面。

12.根据权利要求1或3所述的体外方法，其中所述多个核壳纳米颗粒形成晶体结构；

和/或

每个核壳纳米颗粒包含相同的蛋白质；或至少两个核壳纳米颗粒包含不同的蛋白质；

和/或

所述组合物还包含金属纳米颗粒。

13.根据权利要求12所述的体外方法，其中所述金属纳米颗粒包括金、银、铂、铝、钯、

铜、钴、铟、镍或其混合物；和/或

第一核壳纳米颗粒的多个多核苷酸具有的多核苷酸序列与第二核壳纳米颗粒的多个

多核苷酸的多核苷酸序列充分互补以杂交并形成超晶格结构。

14.根据权利要求1或3所述的体外方法，其中所述核壳纳米颗粒还包含共价或非共价

附着至至少一个多核苷酸的另外的试剂。

15.根据权利要求14所述的体外方法，其中所述另外的试剂是与靶多核苷酸充分互补

以杂交并抑制所述靶多核苷酸的表达的多核苷酸。

16.根据权利要求1或3所述的体外方法，其中所述蛋白质表面上的多核苷酸密度为

10pmol/cm2。

17.根据权利要求1或3所述的体外方法，其中所述蛋白质表面上的多核苷酸密度为

50pmol/cm2。

18.根据权利要求1或3所述的体外方法，其中所述蛋白质表面上的多核苷酸密度为

30pmol/cm2至50pmol/cm2。

19.一种核壳纳米颗粒或包括多个核壳纳米颗粒的组合物，用于抑制基因产物的表达

中的治疗用途，所述核壳纳米颗粒中，所述核包括单一蛋白质，并且所述壳包括多核苷酸的

致密壳，所述多核苷酸经由共价键附着至所述蛋白质表面，其中至少一个多核苷酸与所述

靶多核苷酸充分互补，以在足以抑制所述靶多核苷酸的表达的情况下杂交；所述组合物中，

每个核壳纳米颗粒包括单一蛋白质并且所述壳包括多核苷酸的致密壳，所述多核苷酸经由

共价键附着至所述蛋白质表面，其中至少一个多核苷酸与所述靶多核苷酸充分互补，以在

足以抑制所述靶多核苷酸的表达的情况下杂交，其中所述蛋白质表面上的多核苷酸的密度

为10pmol/cm2至100pmol/cm2。

20.根据权利要求19所述的组合物，其中所述基因产物的表达被抑制至少5％。

21.根据权利要求19或20所述的组合物，其中所述蛋白质显示出催化、信号传导、治疗

或转运活性；和/或

所述多个所述核壳纳米颗粒中的每个多核苷酸是相同的；或所述多个所述核壳纳米颗

粒中的至少两个多核苷酸是不同的；和/或

所述蛋白质表面上的多核苷酸密度为100pmol/cm2。

22.根据权利要求19或20所述的组合物，其中所述组合物还包含共价或非共价附着至

所述至少一个多核苷酸的另外的试剂。

23.根据权利要求22所述的组合物，其中所述另外的试剂是多核苷酸、肽、多肽、磷脂、

寡糖、金属络合物、小分子、治疗剂、造影剂或其组合。

24.根据权利要求22所述的组合物，其中所述另外的试剂通过杂交非共价附着至所述
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多核苷酸中的至少一个；或其中所述另外的试剂与至少一个多核苷酸共价结合。

25.根据权利要求19或20所述的组合物，其中所述壳的至少一个多核苷酸经由所述蛋

白质的表面氨基附着至所述蛋白质表面。

26.根据权利要求25所述的组合物，其中所述表面氨基来自Lys残基。

27.根据权利要求25所述的组合物，其中所述至少一个多核苷酸经由三唑连接附着，所

述三唑连接由(a)附着至所述表面氨基的叠氮化物部分和(b)在所述至少一个多核苷酸上

的炔官能团反应形成。

28.根据权利要求25所述的组合物，其中所述至少一个多核苷酸经由如式(I)、(II)或

两者中所示的连接附着至所述蛋白质表面：

L和L2各自独立地选自C1-10亚烷基、–C(O)–C1-10亚烷基–Y–和–C(O)–C1-10亚烷基–Y–C1-10

亚烷基–(OCH2CH2)m–Y–；

每个Y独立地选自键、C(O)、O、NH、C(O)NH和NHC(O)；

m为0、1、2、3、4或5；和

PN是所述至少一个多核苷酸。

29.根据权利要求19或20所述的组合物，其中所述壳的至少一个多核苷酸经由所述蛋

白质的表面羧基附着至所述蛋白质表面；和/或所述壳的至少一个多核苷酸经由所述蛋白

质的表面巯基附着至所述蛋白质表面。

30.根据权利要求19或20所述的组合物，其中所述多个核壳纳米颗粒形成晶体结构；

和/或

每个核壳纳米颗粒包含相同的蛋白质；或至少两个核壳纳米颗粒包含不同的蛋白质；

和/或

所述组合物还包含金属纳米颗粒。

31.根据权利要求30所述的组合物，其中所述金属纳米颗粒包括金、银、铂、铝、钯、铜、

钴、铟、镍或其混合物；和/或

第一核壳纳米颗粒的多个多核苷酸具有的多核苷酸序列与第二核壳纳米颗粒的多个

多核苷酸的多核苷酸序列充分互补以杂交并形成超晶格结构。

32.根据权利要求19或20所述的组合物，其中所述核壳纳米颗粒还包含共价或非共价

附着至至少一个多核苷酸的另外的试剂。

33.根据权利要求32所述的组合物，其中所述另外的试剂是与靶多核苷酸充分互补以

杂交并抑制所述靶多核苷酸的表达的多核苷酸。

34.根据权利要求19或20所述的组合物，其中所述蛋白质表面上的多核苷酸密度为

10pmol/cm2。

35.根据权利要求19或20所述的组合物，其中所述蛋白质表面上的多核苷酸密度为

50pmol/cm2。
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36.根据权利要求19或20所述的组合物，其中所述蛋白质表面上的多核苷酸密度为

30pmol/cm2至50pmol/cm2。
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蛋白质/寡核苷酸核-壳纳米颗粒治疗剂

[0001] 与相关申请的交叉参考

[0002] 本专利申请根据35U.S.C.§119(e)要求于2014年8月19日提交的美国临时申请号

62/039,340、于2014年8月20日提交的美国临时申请号62/039,608和于2015年3月23日提交

的美国临时申请号62/137,183的优先权利益，所述美国临时申请的公开内容以引用的方式

全文并入本文。

[0003] 政府支持的陈述

[0004] 本发明在由美国空军科学研究办公室(Air  Force  Office  of  Scientific 

Research)授予的授权号FA9550-12-1-0280和FA9550-11-1-0275，以及由美国国防高级研

究计划署(Defense  Advanced  Research  Projects  Agency)授权的授予号HR0011-13-2-

0018下由政府支持进行。政府在本发明中拥有某些权利。

[0005] 电子提交材料以引用的方式并入

[0006] 本专利申请包含作为本公开内容的分开部分的以计算机可读形式的序列表，所述

序列表以引用的方式全文并入，并且如下鉴定：文件名：2014-104R_Seqlisting.txt；3,308

字节，创建于2015年8月19日。

背景技术

[0007] 蛋白质代表快速扩展的治疗剂类别，具有在药物递送、药物靶向、癌症治疗和酶替

代疗法中的潜在应用。然而，例如细胞摄取不良、先天免疫应答的激活、生物利用度低、被细

胞蛋白酶降解或长期贮存后的聚集和失活的问题目前限制了蛋白质的治疗潜力。

[0008] 利用由定向寡核苷酸功能化以产生具有明确限定的“价态”的实体的刚性构件块

的DNA介导的装配策略[Mirkin等人，Nature  382(6592):607-609(1996)；Seeman ,Mol 

Biotechnol  37(3):246-257(2007)]，已作为用于编程形成结晶材料的有力新方法出现

[Park等人，Nature  451(7178):553-556(2008)；Nykypanchuk等人，Nature  451(7178):

549-552(2008)]。使用这样的方法，可制备具有明确定义的晶格参数[Hill等人，Nano  Lett 

8(8):2341-2344(2008)；Macfarlane等人，Angew  Chem  Int  Ed  Engl  49(27):4589-4592

(2010)；Macfarlane等人，Science  334(6053):204-208(2011)；Xiong等人，Phys  Rev  Lett 

102(1):015504(2009)；Auyeung等人，Nat  Nanotechnol  7(1):24-28(2012)；Auyeung等人，

Nature  505(7481):73-77(2014)；Zhang等人，Nat  Mater  12(8):741-746(2013)]、对称性

[Park等人，Nature  451(7178):553-556(2008)；Macfarlane等人，Science  334(6053):

204-208(2011)；Auyeung等人，Nat  Nanotechnol  7(1):24-28(2012)；Zhang等人，Nat 

Mater  12(8):741-746(2013)]、以及组成[Auyeung等人，Nat  Nanotechnol  7(1):24-28

(2012)；Zhang等人，Nat  Mater  12(8):741-746(2013)；Zhang等人，Nat  Nanotechnol  8

(11):865-872(2013)]的体系结构，但迄今为止，它们主要局限于使用硬无机纳米颗粒或高

度支化的纯核酸材料[Seeman ,Mol  Biotechnol  37(3):246-257(2007)；Winfree等人，

Nature  394(6693):539-544(1998)；Zheng等人，Nature  461(7260):74-77(2009)]。相比之

下，自然界最强大和最通用的纳米结构构建块是蛋白质，并且用于实现活系统中的绝大多
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数过程[Mann,Angew  Chem  Int  Ed  47(29):5306-5320(2008)]。与大多数无机纳米颗粒系

统不同，蛋白质可以纯的和完美的单分散形式制备，使其成为用于超分子装配的理想合成

子。然而，改造由多种蛋白质或蛋白质和无机纳米材料组成的晶格的能力受到限制，并且蛋

白质构建块的选择通常受到结构约束的限制，这限制了可掺入这些结构内的催化功能性。

目前，用于制备蛋白质晶格的主要方法依赖于使用天然蛋白质-蛋白质相互作用

[Liljestrom等人，Nat  Commun  5:4445(2014)]，无机纳米颗粒(NP)表面上的蛋白质和配体

之间的相互作用[Liljestrom等人，Nat  Commun  5:4445(2014)；Kostiainen等人，Nat 

Nanotechnol  8(1):52-56(2013)]，金属配位化学[Brodin等人，Nat  Chem  4(5):375-382

(2012)]，小分子配体-蛋白质相互作用[Dotan等人，Angew  Chem  Int  Ed  38(16):2363-

2366(1999)；Ringler等人，Science  302(5642):106-109(2003)；Sakai等人，Nat  Commun 

5:4634(2014)；Oohora等人，Chem  Commun  48(96):11714-11726(2012)]，使蛋白质复合物

与特定对称性遗传融合[Padilla等人，Proc  Natl  Acad  Sci  USA  98(5):2217-2221

(2001)；Sinclair等人，Nat  Nanotechnol  6(9):558-562(2011)]，或DNA介导的病毒装配

[Strable等人，Nano  Lett  4(8):1385-1389(2004)；Cigler等人，Nat  Mater  9(11):918-

922(2010)]。

[0009] DNA定向装配已被证明是用于构建形成纳米级前体的结晶材料的有力方法。然而，

尽管反复证明显示这种方法的效用，但研究的系统在很大程度上限于金属纳米颗粒。

发明内容

[0010] 为了克服上述问题，本公开内容提供了产物和方法，由此蛋白质的表面由寡核苷

酸的致密壳进行化学功能化，产生蛋白质/DNA核-壳纳米颗粒(NP)。蛋白质/DNA核-壳纳米

颗粒由蛋白质核和寡核苷酸的致密壳组成。这些杂交大分子可用于从催化活性蛋白质构建

结晶材料。另外，DNA模板化(DNA-templated)蛋白质结晶的策略可用于装配适合于通过X射

线晶体学的蛋白质结构测定的晶体。本文考虑通过寡核苷酸壳对蛋白质赋予的致密和高度

阴离子表面防止功能化蛋白质的聚集和解折叠，并且还将提供限制由细胞蛋白酶降解的屏

障。类似于用核酸的致密壳修饰的其他纳米材料，由本公开内容提供的经修饰的蛋白质将

有效地进入细胞并引发最低限度的免疫应答。此外，蛋白质-寡核苷酸缀合物充当双重功能

治疗剂，其中酶的天然化学功能性和寡核苷酸壳的基因调节能力各自引起不同的治疗应

答。

[0011] 预测性地控制多个纳米级构件块(尤其是具有迥然不同的化学和物理性质的那

些，例如生物分子和无机纳米颗粒)的共装配的能力在催化、感测和光子学方面具有深远的

牵连，但用于改造这些颗粒之间的特异性接触的一般化策略是巨大的挑战。这在蛋白质的

情况下尤其如此，其中可能的颗粒间相互作用的类型是众多、多样和复杂的。在本文中，提

供蛋白质-蛋白质相互作用对于DNA-DNA相互作用交易的概念，以指导具有不同表面化学的

两种核酸功能化蛋白质装配成由催化活性蛋白质或蛋白质和DNA修饰的金纳米颗粒的组合

组成的六个独特的晶格。在该策略中采用的DNA-DNA相互作用的可编程性质允许控制所得

到的晶体的晶格对称性和晶胞常数、以及组成和习性。本公开内容提供了用于构建独特类

别的材料的一般化策略，所述策略利用用于装配功能性结晶材料的蛋白质的不同形态、表

面化学和功能性。
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[0012] 相应地，在不同方面，本公开内容提供了通过使蛋白质-蛋白质相互作用与互补寡

核苷酸-寡核苷酸相互作用交易来实现蛋白质结晶的方法。通过使用由适当的寡核苷酸功

能化的不同蛋白质，连同对于无机系统引入的设计规则[Macfarlane等人，Angew  Chem  Int 

Ed  Engl  49(27):4589-4592(2010)；Macfarlane等人，Science  334(6053):204-208

(2011)；Macfarlane等人，Angew  Chem  Int  Ed  52(22):5688-5698(2013)]，本公开内容显

示了DNA-功能化酶，以及酶和无机纳米颗粒的不同组合被有意地装配成预先考虑的晶格，

并且在一些情况下，装配成明确限定的晶体习性。重要的是，酶在用DNA广泛修饰其表面后

保留其天然结构和催化功能，并装配成结晶超晶格。本公开内容尤其证明，DNA可用于将许

多容易获得的功能性蛋白质装配成有序材料，而不管其原子组成如何。

[0013] 本文公开了一类由蛋白质核和致密寡核苷酸壳组成的基于蛋白质的材料的合成。

寡核苷酸壳不仅对酶核赋予稳定性，还充当另外的寡核苷酸可与之杂交的通用支架，最终

提供DNA指导的蛋白质装配成结晶材料。与用于编程将蛋白质装配成超分子结构的其他方

法相比较，本公开内容提供的DNA模板化策略是例如且不限于一般化至任何蛋白质，不需要

蛋白质核的遗传操作，并且允许将具有多种组分(例如，多种蛋白质或蛋白质和无机纳米结

构的组合)的晶格装配成具有限定的化学计量和相对取向的材料。预期对于广泛范围的蛋

白质采用这种方法将导致在催化和感测中的应用，并且充当装配适合于结构测定的蛋白质

晶体的策略。

[0014] 因此，在一些方面，本公开内容提供了核-壳纳米颗粒，所述核包含单一蛋白质，并

且所述壳包含多个多核苷酸，所述多核苷酸经由共价键附着至蛋白质表面。在不同实施例

中，蛋白质显示出催化、信号传导、治疗或转运活性。在一些实施例中，多个中的每个多核苷

酸是相同的。在进一步的实施例中，多个多核苷酸中的至少两个是不同的。

[0015] 在一些实施例中，蛋白质表面上的多核苷酸密度为约2pmol/cm2至约200pmol/cm2。

在进一步的实施例中，蛋白质表面上的多核苷酸密度为约10pmol/cm2。在再进一步的实施

例中，蛋白质表面上的多核苷酸密度为约100pmol/cm2。

[0016] 在一些实施例中，本公开内容的核-壳纳米颗粒还包含与多个多核苷酸中的至少

一个共价或非共价附着的另外的试剂。在不同实施例中，另外的试剂是多核苷酸、肽、蛋白

质、磷脂、寡糖、金属络合物、小分子、治疗试剂、造影剂或其组合。在一些实施例中，另外的

试剂通过杂交非共价附着至多个多核苷酸中的至少一个。在进一步的实施例中，另外的试

剂与多个多核苷酸中的至少一个共价结合。

[0017] 本公开内容还提供了其中壳的至少一个多核苷酸经由蛋白质的表面氨基连接到

蛋白质表面的实施例。在一些实施例中，表面氨基来自Lys残基。

[0018] 在一些实施例中，至少一个多核苷酸经由三唑连接附着，所述三唑连接由(a)附着

至表面氨基的叠氮化物部分和(b)在至少一个多核苷酸上的炔官能团反应形成。

[0019] 在另外的实施例中，至少一个多核苷酸经由如式(I)、(II)或两者中所示的连接附

着至蛋白质表面：
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[0020]

[0021] L和L2各自独立地选自C1-10亚烷基、–C(O)–C1-10亚烷基–Y–和–C(O)–C1-10亚烷基–Y–

C1-10亚烷基–(OCH2CH2)m–Y–；

[0022] 每个Y独立地选自键、C(O)、O、NH、C(O)NH和NHC(O)；

[0023] m为0、1、2、3、4或5；和

[0024] PN是至少一个多核苷酸。

[0025] 在再进一步的实施例中，壳的至少一个多核苷酸经由蛋白质的表面羧基附着至蛋

白质表面。在一些实施例中，壳的至少一个多核苷酸经由蛋白质的表面巯基附着至蛋白质

表面。在另外的实施例中，壳的至少一个多核苷酸与靶多核苷酸充分互补，以杂交并抑制靶

多核苷酸的表达。

[0026] 在一些实施例中，另外的试剂是与靶多核苷酸充分互补以杂交并抑制靶多核苷酸

的表达的多核苷酸。

[0027] 在一些方面，本公开内容提供了包含多个前述权利要求中任一项的核-壳纳米颗

粒的组合物。在一些实施例中，多个核-壳纳米颗粒形成晶体结构。

[0028] 在一些实施例中，每个核-壳纳米颗粒包含相同的蛋白质。在进一步的实施例中，

至少两个核-壳纳米颗粒包含不同的蛋白质。

[0029] 在另外的实施例中，组合物还包含金属纳米颗粒。在不同实施例中，金属纳米颗粒

包括金、银、铂、铝、钯、铜、钴、铟、镍或其混合物。

[0030] 在进一步的实施例中，第一核-壳纳米颗粒的多个多核苷酸具有的多核苷酸序列

与第二核-壳纳米颗粒的多个多核苷酸的多核苷酸序列充分互补以杂交并形成超晶格结

构。

[0031] 在本公开内容的进一步方面，提供了催化反应的方法，所述方法包括使用于反应

的试剂与本公开内容的组合物接触，其中试剂和组合物之间的接触导致反应被催化。

[0032] 在另外的方面，本公开内容提供了检测靶分子的方法，所述方法包括使靶分子与

本公开内容的核-壳纳米颗粒或组合物接触，其中靶分子和核-壳纳米颗粒或组合物之间的

接触导致可检测的变化。在一些实施例中，检测是在体外的。在一些实施例中，检测是在体

内的。

[0033] 在一些方面，提供了抑制由靶多核苷酸编码的基因产物表达的方法，所述方法包

括在足以抑制基因产物表达的条件下，使靶多核苷酸与本公开内容的核-壳纳米颗粒或组

合物接触。在一些实施例中，基因产物的表达在体内被抑制。在一些实施例中，基因产物的

表达在体外被抑制。在一些实施例中，基因产物的表达被抑制至少约5％。

[0034] 在本公开内容的进一步方面，提供了将治疗蛋白质递送至细胞的方法，所述方法

包括将本公开内容的核-壳纳米颗粒或组合物施用于细胞，其中核-壳纳米颗粒的蛋白质是

治疗蛋白质。在一些实施例中，递送是体外递送。在一些实施例中，递送是体内递送。

[0035] 在不同实施例中，细胞在受试者中。在进一步的实施例中，受试者需要治疗蛋白
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质。

[0036] 在本公开内容的一些实施例中，与单独施用治疗蛋白质相比较，所述方法提供受

试者中降低的免疫原性应答。在进一步的实施例中，与单独施用治疗蛋白质相比较，所述方

法提供治疗蛋白质的细胞摄取增加。

[0037] 在一些方面，本公开内容提供了制备核-壳纳米颗粒的方法，所述方法包括在足以

将多个多核苷酸共价附着至蛋白质表面的条件下，使蛋白质与多个多核苷酸接触。

[0038] 在一些实施例中，蛋白质具有以下结构：

[0039] 蛋白质-X-L-N3，

[0040] X来自蛋白质上的表面氨基、羧基或巯基；

[0041] L选自C1-10亚烷基、–Y-C(O)–C1-10亚烷基–Y–和–Y-C(O)–C1-10亚烷基–Y–C1-10亚烷

基–(OCH2CH2)m–Y–；

[0042] 每个Y独立地选自键、C(O)、O、NH、C(O)NH和NHC(O)；和

[0043] m为0、1、2、3、4或5。

[0044] 在进一步的实施例中，至少一个多核苷酸具有以下结构：

[0045] 多核苷酸-L2-X-≡-R；

[0046] L2选自C1-10亚烷基、–C(O)–C1-10亚烷基–Y–和–C(O)–C1-10亚烷基–Y–C1-10亚烷基–

(OCH2CH2)m–Y–；

[0047] 每个Y独立地选自键、C(O)、O、NH、C(O)NH和NHC(O)；

[0048] m为0、1、2、3、4或5；和

[0049] X是键，并且R是H或C1-10烷基；

[0050] 或者X和R连同它们与之附着的碳一起形成8-10元碳环或8-10元杂环基。

[0051] 在再进一步的实施例中，至少一个多核苷酸具有以下结构：

[0052]

附图说明

[0053] 图1a-b描述了用于将寡核苷酸共价附着至蛋白质表面的策略。(1a)牛过氧化氢酶

的卡通表示。含有伯胺的赖氨酸氨基酸突出显示为蓝色棒。(1b)用寡核苷酸的致密壳修饰

蛋白质表面的反应方案。为了清楚起见，仅显示一种表面胺。外圆代表共轭叠氮化物(中间

结构)或DNA(底部结构)的壳。

[0054] 图2a-b显示了用(1)(小图a)和(2)(小图b)测定过氧化氢酶的表面修饰程度。(2a)

天然(左光谱)和叠氮化物标记(右光谱)的过氧化氢酶的MALDI-TOF-MS光谱。4190Da的分子

量差异对应于用大约60当量的(1)标记。(2b)天然黑色和DNA标记(显示高达300nm的峰的光

谱)的过氧化氢酶的UV-Vis光谱。在260nm处的吸光度差异对应于大约64个寡核苷酸的共价

附着。在405nm处的吸光度(插图)用于测定蛋白质浓度，并证实活性位点周围的蛋白质结构

的保留。
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[0055] 图3a-c显示了蛋白质/DNA核-壳纳米颗粒的表征。(3a)天然、叠氮化物和DNA标记

的过氧化氢酶的圆二色谱。在208nm和222nm处的最小值对应于蛋白质的螺旋结构。DNA共价

附着后在光谱中的微小差异是由于附加的DNA链的特征性CD标记。(3b)测量H2O2分解成H2O

和O2的过氧化氢酶的酶测定。(3c)天然、叠氮化物和DNA标记的过氧化氢酶的动态光散射光

谱。

[0056] 图4描绘了显示用大约1.5个FITC分子和大约50个含Cy5的寡核苷酸标记的过氧化

氢酶的摄取的C8S细胞的荧光显微照片。

[0057] 图5a-c描述了用于将寡核苷酸共价附着至蛋白质表面的策略。(5a)牛过氧化氢酶

的 卡通表示。突出显示了含有 伯胺的 赖氨酸氨基酸。( 5 b ) 谷氨酸棒状杆菌

(Corynebacterium  glutmicum)("Cg")过氧化氢酶的卡通表示。(5c)用寡核苷酸的致密壳

修饰蛋白质表面的反应方案。为了清楚起见，仅显示一种表面胺。外圆代表共轭叠氮化物

(中间结构)或DNA(底部结构)的壳。

[0058] 图6a-c描述了单组分蛋白质超晶格的装配。(6a)使用自互补接头装配蛋白质的方

案。图6b)添加自互补接头后的DNA标记的牛过氧化氢酶的照片。未聚集的样品(右)显示非

自互补接头的添加不导致聚集。图6c)蛋白质聚集体的热诱导的解聚，随后为UV光谱。

[0059] 图7a-e显示了二元蛋白质超晶格的装配。(7a)使用非自互补接头装配蛋白质的方

案。图7b)包含牛和Cg过氧化氢酶的DNA模板化聚集体的照片，所述聚集体在添加自互补接

头时形成。图7c)二元蛋白质聚集体的热诱导的解聚，随后为UV光谱。图7d)含有牛过氧化氢

酶和AuNP的DNA模板化聚集体的照片，所述聚集体在加入与另一种颗粒类型上的接头互补

的接头时形成。图7e)二元蛋白质AuNP聚集体的热诱导的解聚，随后为UV光谱。

[0060] 图8a-d显示了通过SAXS表征蛋白质晶格。图8a)完全由蛋白质构建块组成的体心

立方(BCC)晶胞的描述。图8b)BCC超晶格的实验(红色)和理论(黑色)1-D  SAXS散射分布曲

线。图8c)由蛋白质和Au  PAE的组合形成的BCC晶胞的描述。图8d)二元Au-蛋白超晶格的1-D 

SAXS散射分布曲线。

[0061] 图9a-b显示了由Cg过氧化氢酶组成的晶体的STEM显微照片。在SE模式下收集低放

大率图像(9a)，并且在Z对比模式下收集更高放大率图像(9b)。

[0062] 图10a-b显示了由二元蛋白质-AuNP晶体组成的晶体的STEM显微照片。在SE模式下

收集低放大率图像(10a)，并且在Z对比模式下收集更高放大率图像(10b)。

[0063] 图11描绘了天然、AF647和DNA功能化的β-gal的UV-可见光谱。在大约650nm处的吸

光度峰来自共价附着的AlexaFluor染料，并用于在用DNA标记蛋白质后测量蛋白质的浓度

(上线)。基于260nm处的吸光度测定DNA的浓度。

[0064] 图12描绘了通过共焦荧光显微镜检查测定的天然(左)和DNA功能化(右)β-gal的

细胞摄取。细胞核用DAPI染色并染成蓝色。来自共价附着至蛋白质表面的AlexaFluor染料

的荧光信号染成红色。

[0065] 图13显示了转染细胞内的天然(左)和DNA功能化(右)β-gal的催化活性。

[0066] 图14a-g描述了蛋白质-DNA缀合物的另外的合成和表征。图14a)牛和Cg过氧化氢

酶的卡通描述，显示它们的分子拓扑结构和表面可接近的胺的位置。图14b)用于合成和装

配DNA功能化的过氧化氢酶的方案。表面可接近的胺用在相对末端处含有NHS和N3部分的叠

氮化物进行修饰(i)，这之后共价附着的叠氮化物经由无铜“点击化学(click  chemistry)”
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反应缀合至两条不同的5’-DBCO修饰的DNA链(ii)。接头链与DNA功能化蛋白质的杂交(iii)

随后为蛋白质与互补接头的混合(iv)，导致蛋白质装配成BCC或CsCl型晶胞。图14c-e)如通

过DLS测定的，天然(图14c)、N3功能化(图14d)和DNA功能化(图14e)Cg过氧化氢酶的流体动

力学直径的比较。(图14f)通过天然(黑色圆圈)、DNA功能化(红色(链1)和蓝色(链2)正方

形)、以及结晶(青色三角形)Cg过氧化氢酶，根据底物浓度的酶催化的H2O2歧化速率的比较。

图14g)由Cg过氧化氢酶组成的DNA模板化聚集体的热熔融转变。

[0067] 图15a-e显示了表面修饰对过氧化氢酶直径的作用。图15a)DNA功能化的Cg过氧化

氢酶的卡通描述，显示DNA、蛋白质和接头对缀合物的流体动力学直径的相对贡献。接头区

(青色)由来自叠氮化物接头的四甘醇间隔物以及DBCO  dT合成亚磷酰胺的DBCO和胸苷部分

之间的间隔物组成(插图)。二间隔物18亚磷酰胺也包括在DNA设计中，并且为了清楚起见，

未在卡通中描绘。图15b-d)天然(b)、叠氮化物功能化(c)和DNA功能化(d)牛过氧化氢酶的

动态光散射(DLS)光谱。图15e)牛和Cg过氧化氢酶及其叠氮化物和DNA功能化变体的流体动

力学直径的概括。注意到图15a中的距离是如通过ProDrug  Server[Schuttelkopf等人，

Acta  Crystallogr  D  60:1355-1363(2004)]计算的，基于结晶状态中的每碱基对的距离以

及采用理想化的键距离和角度的接头的估计值。

[0068] 图16a-e显示了通过MALDI-MS测定蛋白质由叠氮化物的标记程度。通过MALDI-MS

测定天然(左线)和N3标记(右线)牛(图16a)和Cg(图16b)过氧化氢酶由叠氮化物的功能化

程度。与蛋白质反应的每个叠氮化物接头使其分子量增加274Da。因为四聚体酶在样品制备

和分析期间解离成单体，所以此处观察到的值是关于单个亚单位的。用寡核苷酸1(空心正

方形)和2(实心正方形)功能化且广泛洗涤以去除未反应的DNA后，通过UV-可见光谱测定牛

(图16c)和Cg(图16d)过氧化氢酶与DNA的DNA:蛋白质比。在260nm处的差异吸光度是由于用

DNA修饰蛋白质。图16e)使用叠氮化物和每个寡核苷酸的蛋白质功能化程度的概括。从在

Pymol  Molecular  Graphics  System[The  PyMOL  Molecular  Graphics  System,Version 

1 .5.0.4 LLC.]中生成的每种蛋白质的表面呈现计算表面可接近的赖氨酸数

目。每种胺的实际溶剂可接近性不同，这可能解释了为何观察到的得率小于理论上可能的

得率。然而，功能化胺的数目在几个标记反应(对于牛过氧化氢酶在15和16之间，并且对于

Cg过氧化氢酶在11和12之间)之间是高度可重复的。关于寡核苷酸2的DNA链对牛过氧化氢

酶的明显过量可能是由于估计蛋白质浓度中的误差和/或在拥挤环境中DNA在蛋白质表面

上的消光中的轻微变化或计算的DNA消光的不确定性。

[0069] 图17a-f天然和DNA功能化的牛(图17a-c)和Cg(图17d-f)过氧化氢酶的结构表征。

在用寡核苷酸1和2功能化之前(空心圆圈)和之后(正方形)，牛(图17a)和Cg(图17d)过氧化

氢酶的UV-可见吸收光谱。基本上没有观察到DNA功能化蛋白质的可见吸收光谱中的变化，

指示在用每条DNA链功能化任一蛋白质后，活性位点周围的蛋白质环境是完整的。在用寡核

苷酸1(图17b和e)或寡核苷酸2(图17c和f)功能化之前(空心圆圈)和之后(实心圆圈)，牛

(图17b-c)和Cg(图17e-f)过氧化氢酶的圆二色谱。游离寡核苷酸1和2的光谱表示为空心正

方形，并且是单个DNA分子的Δε乘以预期的DNA:蛋白质比的乘积。实心正方形表示天然过

氧化氢酶和每种游离寡核苷酸的CD光谱的总和。计算和观察到的光谱之间的一致性提示由

吸收光谱计算的DNA:蛋白质比率是实际的功能化程度的合理估计。

[0070] 图18a-d显示了在用叠氮化物接头功能化之前(空心圆圈)和之后(空心圆圈)，牛
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(图18a和b)和“Cg”(图18c和d)过氧化氢酶结构的光谱表征。图18a和c)天然和N3功能化的

牛(图18a)和Cg(图18c)过氧化氢酶的UV-可见吸收光谱。N3功能化的蛋白质变体相对于天

然酶的几乎相同的可见吸收光谱证实蛋白质的活性位点在功能化后大部分是完整的。405:

280比率的保留证实在功能化程序期间不发生血红素损失。图18b和d)牛(图18b)和Cg(图

18d)过氧化氢酶的CD光谱。特征性吸收特征和强度的保留证实酶在用叠氮化物功能化后保

留其二级结构。

[0071] 图19a-k显示了H2O2通过天然过氧化氢酶、DNA功能化的过氧化氢酶和Cg过氧化氢

酶晶体的催化分解。在加入天然(图19a和d)或DNA功能化的(图19b-c和e-f)Cg(图19a-c)和

牛(图19d-f)过氧化氢酶之后，在240nm处的吸光度中的变化转化为通过除以H2O2的摩尔消

光系数(43M-1cm-1)分解的H2O2的浓度，并绘制为时间的函数。计算每个H2O2浓度的初始反应

速率，并在图14f(Cg过氧化氢酶)和19g(牛过氧化氢酶)中绘制。图19h)H2O2通过每种酶变体

分解的速度常数的概括。图19i)通过Cg过氧化氢酶晶体在不同底物浓度下的H2O2分解。图

19j)酶晶体的回收。下点和上点分别对应于上清液和团块。图19k)在5轮催化、离心和重悬

浮之前(底部)和之后(顶部)的蛋白质晶体的结构。

[0072] 图20a-g显示了DNA模板化的蛋白质聚集体的热熔融转变的分析。从与具有互补粘

性末端的接头杂交的两种蛋白质(图20a-d)或蛋白质和10nm核SNA-AuNP缀合物(图20e-f)

的每种可能组合装配聚集体。随着温度从室温缓慢增加(0.1℃/分钟)到45℃，通过跟踪在

含有聚集体的溶液的260nm处的消光的变化获得熔融曲线。所有颗粒组合均获得显示尖锐

熔融转变的聚集体，所述尖锐熔融转变与寡核苷酸对组分纳米颗粒的表面的致密覆盖一

致。图20g)每条熔融(melting)曲线的一阶导数的熔融温度和半高全宽的概括。

[0073] 图21a-f显示了关于蛋白质-蛋白质(图21a-d)和蛋白质-AuNP(图21e-f)超晶格的

SAXS数据。每个小图显示了对于含有蛋白质的超晶格的实验观察到的一维SAXS模式(上部

迹线)和理论预测(下部迹线)之间的比较。每个超晶格类型的组分和晶胞的图示显示在每

个小图的顶部处，其中Cg过氧化氢酶、牛过氧化氢酶和AuNP分别描述为红色卡通、青色卡通

或金色球体。超晶格与图21a)BCC(蓝色理论迹线)和CsCl(黑色理论迹线)的混合物、(图

21b-d)CsCl和(图21e-f)简单立方是等结构的。

[0074] 图22a-d显示了通过TEM表征单晶超晶格。Cg过氧化氢酶-AuNP混合超晶格的低(图

22a)和高(图22b)放大率TEM显微照片显示预期的菱形十二面体晶体习性的均匀形成。对于

具有匹配取向的实验观察的超晶格，并排显示了菱形十二面体的不同取向的卡通描绘。(图

22b)中的插图描绘了单晶内的AuNP之间的高度短程有序。图c-d)由Cg过氧化氢酶组成的超

晶格的低和高放大率TEM图像。图22d)具有清楚可见的晶格面的单一Cg过氧化氢酶晶体的

高放大率TEM图像，证明其单晶性质。比例尺对于(图22a)和(图22c)为5μm，并且对于(图

22b)为500nm和对于(图22d)为200nm。

[0075] 图23显示了由DNA功能化的Cg过氧化氢酶和SNA-AuNP缀合物装配的单晶超晶格的

代表性低放大率显微照片。比例尺＝10μm。

[0076] 图24是举例说明用互补寡核苷酸功能化的颗粒之间的DNA介导的相互作用的方

案。每个颗粒(蛋白质＝品红色卡通和AuNP＝金色球体)用寡核苷酸功能化，所述寡核苷酸

由含有用于颗粒附着的化学反应部分(分别用于AuNP和蛋白质的硫醇和DBCO部分)的区域

(i)和短柔性区域组成，所述短柔性区域由PEG间隔物(Sp)组成。还包括这些间隔物(所述间
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隔物也包括在接头链的识别和粘性末端部分之间)以增加DNA互连的柔性并促进高质量晶

体的形成。柔性区侧翼为与互补接头链(蓝色或黄色)杂交的识别序列(ii)。每个接头的末

端由与另一种颗粒类型上的粘性末端互补的短粘性末端(iii)组成。虽然为了清楚仅显示

了一个蛋白质-DNA或AuNP-DNA连接，但蛋白质的表面含有许多潜在的可功能化的赖氨酸残

基(蓝色棒)。

具体实施方式

[0077] 由于其独特的结构和多样的催化功能，蛋白质代表用于构建功能性超分子材料的

几乎无限的前体集合。然而，编程将甚至单一蛋白质装配成有序的超晶格也是困难的任务，

并且目前不存在用于共装配具有不同表面化学的多种蛋白质或蛋白质和无机纳米颗粒的

一般化策略。此处，DNA-DNA“键”的高保真相互作用特征用于指导在不同实施例中将两种蛋

白质装配成由单一蛋白质、多种蛋白质或蛋白质和金纳米颗粒组成的六个独特的超晶格。

重要的是，DNA功能化的蛋白质在溶液和结晶状态两者中保持其天然催化功能性。

[0078] DNA介导的纳米颗粒(NP)装配和结晶[Mirkin等人，Nature  382(6592):607-609

(1996)；Park等人，Nature  451(7178):553-556(2008)；Nykypanchuk等人，Nature  451

(7178):549-552(2008)]要求用径向取向的寡核苷酸的致密单层来修饰组分构件块的表

面。该体系结构也称为可编程原子等价物[Macfarlane等人，Angew  Chem  Int  Ed  52(22):

5688-5698(2013)]或球形核酸(SNA)-NP缀合物，使得在与具有短的互补粘性末端的接头链

杂交的颗粒之间多价相互作用能够形成(图1和24)。当具有互补粘性末端的纳米颗粒组合，

加热至足以破坏这些多价相互作用的温度，并且随后缓慢冷却至室温时，许多单独弱的颗

粒间相互作用的可逆形成共同有利于形成热力学稳定的单晶超晶格超过动力学上捕获的

无定形聚集体[Auyeung等人，Nature  505(7481):73-77(2014)]。将功能性蛋白质包括在

DNA介导的超晶格内是可能的，条件是它们的表面可用寡核苷酸充分功能化，同时保持其天

然结构完整，这对于保持其功能性是至关重要的。开发了在温和条件下将寡核苷酸附加到

蛋白质表面的两步反应方案，表征DNA功能化的蛋白质以确保它们保持其天然结构和功能，

并且观察到它们的DNA介导的装配成单晶超晶格。

[0079] 本公开内容涉及不同应用，包括但不限于：

[0080] 用寡核苷酸的致密壳化学修饰蛋白质表面的方法；

[0081] 基于潜在蛋白质的治疗剂针对通过细胞蛋白酶的降解或长期贮存后的稳定化；

[0082] 蛋白质-寡核苷酸缀合物用于替代缺陷酶(例如，用于溶酶体贮积病症)或用于毒

性代谢产物(例如，在创伤性脑损伤或中风后分解H2O2的过氧化氢酶)的酶促转化的应用；

[0083] 蛋白质由用于细胞进入的寡核苷酸和用于靶向的其他化学部分(例如，用于靶向

溶酶体的甘露糖-6-磷酸)的组合功能化；

[0084] 蛋白质-寡核苷酸缀合物作为多功能治疗剂的应用。

[0085] 由本公开内容提供的优点包括但不限于：

[0086] 使用寡核苷酸作为涂层允许联合治疗策略；

[0087] 与用于递送寡核苷酸的其他方法相比较，酶核的使用赋予另外的功能性；

[0088] 寡核苷酸壳的序列可被定制为以特定的速率降解并暴露蛋白质表面，以允许控制

细胞过程(例如，受体结合以控制信号传导级联)；
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[0089] 蛋白质的表面呈现具有正交化学修饰化学的多个官能团。这应当允许例如用多个

寡核苷酸修饰蛋白质表面或除寡核苷酸壳之外的靶向部分的缀合。

[0090] 本公开内容提供了与使用蛋白质治疗剂相关的许多挑战(细胞摄取不良、先天免

疫应答的激活、生物利用度低、被细胞蛋白酶降解、或长期贮存后的聚集和失活)的解决方

案。

[0091] 所公开的颗粒是可扩展到许多不同的基于蛋白质的产品的核心技术。它具有稳定

和改善任何酶的药效学性质的潜力，并且因此可应用于一系列疾病的治疗。另外，虽然用于

DNA递送的传统支架仅充当支撑物，但基于蛋白质的支架本身可用作治疗剂。

[0092] 蛋白质-寡核苷酸核-壳NP由用寡核苷酸的致密壳化学修饰的蛋白质核组成。蛋白

质核可选自广泛范围的蛋白质，例如且不限于治疗、催化、信号传导或转运功能性。类似地，

可就其治疗价值或具有可调谐的降解速率选择寡核苷酸壳，使得蛋白质核在生理环境中变

得有功能。

[0093] 本发明允许功能性蛋白质可预测地装配成超分子材料。这将允许合成具有两种或

更多种组分(例如，多种蛋白质或蛋白质和无机纳米结构)的限定比例的材料。

[0094] 该技术的应用包括但不限于：用于合成蛋白质/DNA核-壳纳米颗粒的一般方法；在

室温下长期贮存后蛋白质的稳定性；酶促活性晶体的装配；含有在串联催化中有应用的超

过一种蛋白质的晶体的装配；由蛋白质分子和无机纳米颗粒组成的多组分晶体的装配；和

用于结构测定中的蛋白质的结晶。

[0095] 该技术的一些优点包括但不限于：DNA双链体形成的高保真性允许使用其他策略

预测寡核苷酸功能化蛋白质的装配行为至不可能的程度；蛋白质具有许多固有特征，使得

它们成为用于装配功能材料的理想构件块，例如相对于其他纳米级材料的均匀的原子组成

和高度的结构均匀性，包含具有正交化学性质和广泛范围的催化功能的多个化学可修饰官

能团的表面的存在。

[0096] 如本文使用的，“多个”意指超过一个。在多核苷酸的上下文中，多个是附着至蛋白

质核表面的许多多核苷酸，其提供足够的覆盖以形成“壳”。在一些情况下，该多个通过多核

苷酸密度进行测量。

[0097] 如本文使用的，“生物分子”理解为包括多核苷酸、肽、蛋白质、磷脂、寡糖、小分子、

治疗试剂、造影剂及其组合。

[0098] 此处注意到除非上下文另有明确说明，否则如在本说明书和所附权利要求中使用

的，单数形式“一种”、“一个”和“该/所述”包括复数指代物。

[0099] 还注意到如本文使用的术语“约”理解为意指大约。

[0100] 核-壳纳米颗粒

[0101] 本公开内容的核-壳纳米颗粒的基本组分是多个多核苷酸和单一蛋白质。在核-壳

纳米颗粒的不同方面，所有多核苷酸是相同的，或者在替代方案中，至少两个多核苷酸是不

同的。

[0102] 蛋白质

[0103] 如本文使用的，蛋白质与“多肽”可互换使用，并且指由氨基酸残基组成的聚合物。

如本文使用的，“单一蛋白质”指氨基酸残基的连续聚合物。如本文公开的蛋白质一般充当

核-壳纳米颗粒的“核”。
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[0104] 蛋白质在本领域中是理解的，并且包括但不限于抗体、酶、结构蛋白质和激素。因

此，由本公开内容考虑的蛋白质包括但不限于具有催化、信号传导、治疗或转运活性的那

些。在不同实施例中，催化功能性包括生物相关功能，例如替代溶酶体贮积病症中缺陷的酶

(尤其是α-半乳糖苷酶、β-葡糖苷酶、β-脑苷脂酶、葡糖苷酶-α、α-甘露糖苷酶、β-葡糖醛酸

酶、α-葡糖苷酶、β-氨基己糖苷酶A、酸性脂肪酶和这些酶的变体)、胃肠道病症中缺陷的酶

(乳糖酶、脂肪酶、淀粉酶或蛋白酶)、或涉及免疫缺陷的酶(腺苷脱氨酶)，或包括与技术应

用相关的酶(氢化酶、脂肪酶、蛋白酶、加氧酶或漆酶)，其在不同实施例中在细胞内或细胞

外使用。信号传导蛋白质包括生长因子如TNF-α或胱天蛋白酶。考虑人血清白蛋白用作转运

蛋白质，其中小分子治疗剂或显像剂将结合在核中，并且DNA外壳将充当细胞摄取信号。

[0105] 本公开内容的蛋白质可以是天然存在的或非天然存在的。蛋白质任选包括如本文

所述的间隔物。

[0106] 天然存在的蛋白质

[0107] 天然存在的蛋白质包括但不限于自然界中存在的或可通过例如化学合成或重组

表达技术以在自然界中发现的形式产生的生物活性蛋白质(包括抗体)。天然存在的蛋白质

还包括脂蛋白和翻译后修饰的蛋白质，例如且不限于糖基化蛋白质。

[0108] 考虑用于本公开内容的方法和组合物中的抗体包括但不限于在体内或体外识别

靶分子并与靶分子结合的抗体。

[0109] 由本公开内容考虑的结构蛋白质包括但不限于肌动蛋白、微管蛋白、胶原、弹性蛋

白、肌球蛋白、驱动蛋白和动力蛋白。

[0110] 非天然存在的蛋白质

[0111] 由本公开内容考虑的非天然存在的蛋白质包括但不限于合成蛋白质，以及如本文

定义的天然存在或非天然存在的蛋白质的片段、类似物和变体。非天然存在的蛋白质还包

括具有D-氨基酸，以D-或L-构型的经修饰的、衍生的或非天然存在的氨基酸和/或拟肽单位

作为其结构的一部分的蛋白质或蛋白质物质。术语“肽”通常指短的多肽/蛋白质。

[0112] 非天然存在的蛋白质例如使用自动化蛋白质合成仪或可替代地使用编码所需蛋

白质的经修饰的多核苷酸使用重组表达技术来制备。

[0113] 如本文使用的，蛋白质的“片段”意指小于全长蛋白质或蛋白质表达产物的蛋白质

的任何部分。

[0114] 如本文使用的，“类似物”指在结构上基本相似并且具有相同生物活性，但对整个

分子或其片段具有不同程度活性的两种或更多种蛋白质中的任一种。基于涉及对于其他氨

基酸的一个或多个氨基酸取代、缺失、插入和/或添加的一个或多个突变，类似物在其氨基

酸序列的组成中不同。基于被替代的氨基酸和替代其的氨基酸的物理化学或功能相关性，

取代可以是保守的或非保守的。

[0115] 如本文使用的，“变体”指进行修饰以包含通常并非分子的部分的另外化学部分的

蛋白质或其类似物。这些部分可调节例如且不限于分子的溶解度、吸收和/或生物半衰期。

能够介导这种效应的部分公开于Remington's  Pharmaceutical  Sciences(1980)中。将这

些部分偶联至分子的程序是本领域众所周知的。在不同方面，蛋白质通过糖基化、聚乙二醇

化和/或多唾液酸化来修饰。

[0116] 还考虑了融合蛋白，包括其中一个融合成分是片段或模拟物的融合蛋白。如本文
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使用的，“模拟物”意指具有与其为模拟物的蛋白质可比较的生物活性的肽或蛋白质。例如，

内皮生长因子模拟物是具有与天然内皮生长因子可比较的生物活性的肽或蛋白质。该术语

还包括间接模拟目的蛋白质的活性的肽或蛋白质，例如通过增强目的蛋白质的天然配体的

作用。

[0117] 蛋白质包括抗体连同其片段和衍生物，包括但不限于Fab'片段、F(ab)2片段、Fv片

段、Fc片段、一个或多个互补决定区(CDR)片段、个别重链、个别轻链、二聚重链和轻链(与在

完整抗体中发现的异源四聚重链和轻链相反、单链抗体(scAb)、人源化抗体(以及以人源化

抗体的方式修饰的抗体，但所得到的抗体更紧密类似于非人物种中的抗体)、螯合重组抗体

(CRAB)、双特异性抗体和多特异性抗体、以及本领域已知的其他抗体衍生物或片段。

[0118] 密度

[0119] 根据蛋白质的覆盖程度和制备混合物中起始组分(即多核苷酸)的量，提供的核-

壳纳米颗粒考虑具有不同的密度。因此，在一个方面，蛋白质被多核苷酸完全覆盖，或在一

个可替代方面，被多核苷酸显著覆盖，或被多核苷酸稀疏覆盖。在一个方面，蛋白质的覆盖

密度在整个表面上是平均的，或在替代方案中，密度在表面上是不均匀的。

[0120] 在一些方面，构成核-壳纳米颗粒的壳的多核苷酸的密度提供增加的降解抗性。在

一个方面，核-壳纳米颗粒被细胞摄取受与纳米颗粒相关的多核苷酸的密度影响。如PCT/

US2008/65366(以引用的方式全文并入本文)中所述，多核苷酸功能化纳米颗粒的表面上的

较高密度的多核苷酸与纳米颗粒被细胞摄取增加相关。同样考虑这一方面是核-壳纳米颗

粒的性质，其中包含核-壳纳米颗粒的壳的更高密度的多核苷酸与核-壳纳米颗粒被细胞摄

取增加相关。

[0121] 一般地，至少2pmol/cm2的多核苷酸的表面密度将足以提供稳定的核-壳纳米颗

粒。在一些方面，表面密度为至少15pmol/cm2。还提供了组合物和方法，其中所述多核苷酸

以至少2pmol/cm2、至少3pmol/cm2、至少4pmol/cm2、至少5pmol/cm2、至少6pmol/cm2、至少

7pmol/cm2、至少8pmol/cm2、至少9pmol/cm2、至少10pmol/cm2、至少约15pmol/cm2、至少约

20pmol/cm2、至少约25pmol/cm2、至少约30pmol/cm2、至少约35pmol/cm2、至少约40pmol/cm2、

至少约45pmol/cm2、至少约50pmol/cm2、至少约55pmol/cm2、至少约60pmol/cm2、至少约

65pmol/cm2、至少约70pmol/cm2、至少约75pmol/cm2、至少约80pmol/cm2、至少约85pmol/cm2、

至少约90pmol/cm2、至少约95pmol/cm2、至少约100pmol/cm2、至少约125pmol/cm2、至少约

150pmol/cm2、至少约175pmol/cm2、至少约200pmol/cm2、至少约250pmol/cm2、至少约

300pmol/cm2、至少约350pmol/cm2、至少约400pmol/cm2、至少约450pmol/cm2、至少约

500pmol/cm2、至少约550pmol/cm2、至少约600pmol/cm2、至少约650pmol/cm2、至少约

700pmol/cm2、至少约750pmol/cm2、至少约800pmol/cm2、至少约850pmol/cm2、至少约

900pmol/cm2、至少约950pmol/cm2、至少约1000pmol/cm2或更多的表面密度存在于核-壳纳

米颗粒中。

[0122] 多核苷酸

[0123] 术语“多核苷酸”和“寡核苷酸”在本文中可互换使用。本公开内容考虑了多核苷

酸，无论是作为核-壳颗粒的壳的一部分还是作为另外的试剂，包括如本文定义的DNA、RNA、

修饰形式及其组合。相应地，在一些方面，核-壳纳米颗粒包含DNA。在一些实施例中，DNA是

双链的，而在进一步的实施例中，DNA是单链的。在进一步的方面，核-壳纳米颗粒包含RNA，
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而在再进一步的方面，核-壳纳米颗粒包含双链RNA，并且在一个具体实施例中，双链RNA试

剂是小干扰RNA(siRNA)。术语“RNA”包括两条分开链的双链体，以及单链结构。单链RNA还包

括具有二级结构的RNA。在一个方面，考虑了具有发夹环的RNA。

[0124] 在不同实施例中，核-壳纳米颗粒包含多个多核苷酸，所述多核苷酸由与靶多核苷

酸的靶序列充分互补的序列组成，使得其为核-壳纳米颗粒的部分的多核苷酸和靶多核苷

酸的杂交发生。在不同方面中，多核苷酸是单链或双链的，只要双链分子还包括与靶多核苷

酸的单链序列杂交的单链序列。在一些方面，其为核-壳纳米颗粒的部分的多核苷酸的杂交

可与双链靶多核苷酸形成三链体结构。在另一个方面，可通过其为核-壳纳米颗粒的部分的

双链多核苷酸与单链靶多核苷酸的杂交来形成三链体结构。三链体多核苷酸复合物的进一

步描述在PCT/US2006/40124中发现，所述专利以引用的方式全文并入本文。

[0125] 在一些方面，多核苷酸含有如本文所述的间隔物。

[0126] “多核苷酸”在本领域中理解为包含个别聚合的核苷酸亚基。如本文使用的，术语

“核苷酸”或其复数可与如本文讨论和本领域另外已知的修饰形式互换。在某些情况下，本

领域使用包含天然存在的核苷酸以及包括经修饰的核苷酸的非天然存在的核苷酸的术语

“核碱基”。因此，核苷酸或核碱基意指天然存在的核碱基腺嘌呤(A)、鸟嘌呤(A)、胞嘧啶

(C)、胸腺嘧啶(T)和尿嘧啶(U)。非天然存在的核碱基包括例如且不限于黄嘌呤、二氨基嘌

呤、8-氧代-N6-甲基腺嘌呤、7-去氮杂黄嘌呤、7-去氮杂鸟嘌呤、N4 ,N4-乙醇胞嘧啶

(ethanocytosin)、N',N'-乙醇-2,6-二氨基嘌呤、5-甲基胞嘧啶(mC)、5-(C3—C6)-炔基-胞

嘧啶、5-氟尿嘧啶、5-溴尿嘧啶、假异胞嘧啶、2-羟基-5-甲基-4-三唑并吡啶、异胞嘧啶、异

鸟嘌呤、肌苷和“非天然存在的”核碱基，其在Benner等人、美国专利号5,432,272以及Susan 

M.Freier和Karl-Heinz  Altmann,1997,Nucleic  Acids  Research，第25卷：第4429-4443页

中描述。术语“核碱基”不仅包括已知的嘌呤和嘧啶杂环，还包括其杂环类似物和互变异构

体。进一步的天然和非天然存在的核碱基包括在下述中公开的那些：美国专利号3,687,808

(Merigan等人)，Sanghvi在Antisense  Research  and  Application，编辑S.T.Crooke和

B .Lebleu ,CRC  Press ,1993中的第15章，Englisch等人，1991 ,Angewandte  Chemie ,

International  Edition ,30:613-722 (尤其参见第622和623页，以及Concise 

Encyclopedia  of  Polymer  Science  and  Engineering ,J .I .Kroschwitz  Ed .,John 

Wiley&Sons,1990，第858-859页，Cook,Anti-Cancer  Drug  Design  1991,6,585-607，所述

参考文献各自以引用的方式在此全文并入)。在不同方面，多核苷酸还包括一个或多个“核

苷碱基”或“碱基单元”，其是一类非天然存在的核苷酸，包括可如核碱基起作用的化合物，

例如杂环化合物，包括在最经典的意义上并非核苷碱基，但充当核苷碱基的某些“通用碱

基”。通用碱基包括3-硝基吡咯，任选取代的吲哚(例如5-硝基吲哚)和任选取代的次黄嘌

呤。其他期望的通用碱基包括吡咯、二唑或三唑衍生物，包括本领域已知的那些通用碱基。

[0127] 修饰的核苷酸在EP  1  072  679和WO  97/12896中描述，所述专利的公开内容以引

用的方式并入本文。经修饰的核苷酸包括但不限于5-甲基胞嘧啶(5-me-C)，5-羟甲基胞嘧

啶，黄嘌呤，次黄嘌呤，2-氨基腺嘌呤，腺嘌呤和鸟嘌呤的6-甲基和其他烷基衍生物，腺嘌呤

和鸟嘌呤的2-丙基和其他烷基衍生物，2-硫尿嘧啶，2-硫胸腺嘧啶和2-硫胞嘧啶，5-卤代尿

嘧啶和胞嘧啶，5-丙炔基尿嘧啶和胞嘧啶以及嘧啶碱基的其他炔基衍生物，6-偶氮尿嘧啶，

胞嘧啶和胸腺嘧啶，5-尿嘧啶(假尿嘧啶)，4-硫尿嘧啶，8-卤代、8-氨基、8-硫醇、8-硫代烷
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基、8-羟基和其他8-取代的腺嘌呤和鸟嘌呤，5-卤素特别是5-溴、5-三氟甲基和其他5-取代

的尿嘧啶和胞嘧啶，7-甲基鸟嘌呤和7-甲基腺嘌呤，2-F-腺嘌呤，2-氨基腺嘌呤，8-氮杂鸟

嘌呤和8-氮杂腺嘌呤，7-去氮杂鸟嘌呤和7-去氮杂腺嘌呤以及3-去氮杂鸟嘌呤和3-去氮杂

腺嘌呤。进一步的经修饰的碱基包括三环嘧啶，例如吩噁嗪胞苷(1H-嘧啶并[5,4-b][1,4]

苯并噁嗪-2(3H)-酮)、吩噻嗪胞苷(1H-嘧啶并[5,4-b][1,4]苯并噻嗪-2(3H)-酮)，G夹例如

取代的吩噁嗪胞苷(例如9-(2-氨基乙氧基)-H-嘧啶并[5,4-b][1,4]苯并噁嗪-2(3H)-酮)、

咔唑胞苷(2H-嘧啶并[4,5-b]吲哚-2-酮)、吡啶并吲哚胞苷(H-吡啶并[3',2':4,5]吡咯并

[2,3-d]嘧啶-2-酮)。经修饰的碱基还可包括其中嘌呤或嘧啶碱基被其他杂环例如7-去氮

杂-腺嘌呤、7-去氮杂鸟苷、2-氨基吡啶和2-吡啶酮替代的那些。另外的核碱基包括在美国

专利号3,687,808中公开的那些，在The  Concise  Encyclopedia  Of  Polymer  Science  And 

Engineering，第858-859页，Kroschwitz,J.I.编辑John  Wiley&Sons,1990中公开的那些，

由Englisch等人，1991,Angewandte  Chemie,International  Edition,30:613中公开的那

些，以及由Sanghvi,Y.S.，第15章，Antisense  Research  and  Applications，第289-302页，

Crooke,S.T.和Lebleu,B.编辑，CRC  Press,1993中公开的那些。这些碱基中的某些可用于

增加结合亲和力，并且包括5-取代的嘧啶，6-氮杂嘧啶以及N-2、N-6和O-6取代的嘌呤，包括

2-氨基丙基腺嘌呤、5-丙炔基尿嘧啶和5-丙炔基胞嘧啶。5-甲基胞嘧啶取代已显示使核酸

双链体稳定性增加0.6-1.2℃，并且在某些方面，与2'-O-甲氧基乙基糖修饰组合。参见，美

国专利号3,687 ,808，美国专利号4,845,205；5,130 ,302；5,134 ,066；5,175 ,273；5,367 ,

066；5,432,272；5,457,187；5,459,255；5,484,908；5,502,177；5,525,711；5,552,540；5,

587 ,469；5,594,121、5,596,091；5,614,617；5,645,985；5,830,653；5,763,588；6,005,

096；5,750,692和5,681,941，所述专利的公开内容以引用的方式并入本文。

[0128] 制备具有预定序列的多核苷酸的方法是众所周知的。参见例如Sambrook等人，

Molecular  Cloning:A  Laboratory  Manual(第2版1989)和F .Eckstein(编辑)

Oligonucleotides  and  Analogues，第1版(Oxford  University  Press,New  York,1991)。

固相合成方法优选用于聚核糖核苷酸和聚脱氧核糖核苷酸(合成DNA的众所周知的方法也

可用于合成RNA)。聚核糖核苷酸也可酶促制备。非天然存在的核碱基也可掺入多核苷酸内。

参见例如美国专利号7,223 ,833；Katz ,J .Am .Chem .Soc .,74:2238(1951)；Yamane等人，

J.Am.Chem.Soc.,83:2599(1961)；Kosturko等人，Biochemistry,13:3949(1974)；Thomas,

J .Am .Chem .Soc .,76:6032(1954)；Zhang等人，J.Am .Chem .Soc .,127:74-75(2005)；和

Zimmermann等人，J.Am.Chem.Soc.,124:13684-13685(2002)。

[0129] 本公开内容的多核苷酸或其修饰形式一般为长度约5个核苷酸至约100个核苷酸。

一般而言，较长的多核苷酸将导致核-壳纳米颗粒的较慢降解。更具体地，核-壳纳米颗粒包

含长度约5至约90个核苷酸、长度约5至约80个核苷酸、长度约5至约70个核苷酸、长度约5至

约60个核苷酸、长度约5至约50个核苷酸、长度约5至约45个核苷酸、长度约5至约40个核苷

酸、长度约5至约35个核苷酸、长度约5至约30个核苷酸、长度约5至约25个核苷酸、长度约5

至约20个核苷酸、长度约5至约15个核苷酸、长度约5至约10个核苷酸的多核苷酸，以及具体

公开至多核苷酸能够实现所需结果的程度的尺寸长度中间的所有多核苷酸。相应地，考虑

了长度5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、

30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、47、48、49、50、51、52、53、54、
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55、56、57、58、59、60、61、62、63、64、65、66、67、68、69、70、71、72、73、74、75、76、77、78、79、

80、81、82、83、84、85、86、87、88、89、90、91、92、93、94、95、96、97、98、99、100个或更多个核苷

酸的多核苷酸。本文具体考虑的是具有15至100个核苷酸、或15至60个核苷酸、或18至30个

核苷酸的多核苷酸。

[0130] 如本文定义的多核苷酸也包括适体。适体的生产和使用是本领域普通技术人员已

知的。一般而言，适体是能够紧密结合并精确区分靶配体的核酸或肽结合种类[Yan等人，

RNA  Biol.6(3)316-320(2009)，以引用的方式全文并入本文]。在一些实施例中，适体可通

过称为配体指数富集的系统演化(SELEX)过程的技术来获得[Tuerk等人，Science  249:

505–10(1990)，美国专利号5,270,163和美国专利号5,637,459，所述参考文献各自以引用

的方式全文并入本文]。核酸适体的一般讨论在例如且不限于Nucleic  Acid  and  Peptide 

Aptamers:Methods  and  Protocols(由Mayer编辑，Humana  Press,2009)和Crawford等人，

Briefings  in  Functional  Genomics  and  Proteomics  2(1):72–79(2003)中发现。适体的

另外讨论，包括但不限于RNA适体的选择、DNA适体的选择、能够共价连接至靶蛋白的适体的

选择、经修饰的适体文库的使用、以及适体作为诊断试剂和治疗试剂的用途，在Kopylov等

人，Molecular  Biology  34(6):940–954(2000)中提供，其翻译自Molekulyarnaya 

Biologiya，第34卷，No.6,2000，第1097–1113页，所述参考文献以引用的方式全文并入本

文。在不同方面，适体长度在10-100个核苷酸之间。

[0131] 间隔物

[0132] 在某些方面，考虑了核-壳纳米颗粒，其包括其中核-壳纳米颗粒包含还包含间隔

物的多核苷酸的那些。

[0133] 如本文使用的，“间隔物”意指作用于增加多核苷酸和多核苷酸与之附着的核之间

的距离的部分。在其中核-壳纳米颗粒用于生物活性的本公开内容的一些方面，考虑间隔物

不直接参与它与之附着的多核苷酸的活性。在可替代的方面，间隔物可与靶多核苷酸全部

或部分互补。

[0134] 在不同方面，间隔物另外考虑为位于串联的个别多核苷酸之间，无论多核苷酸是

具有相同的序列还是具有不同的序列。在一个方面，当存在时，间隔物是有机部分。在另一

个方面，间隔物是聚合物，包括但不限于水溶性聚合物、核酸、蛋白质、寡糖、碳水化合物、脂

质或其组合。

[0135] 在不同实施例中，间隔物的长度为至少约5个核苷酸、至少约10个核苷酸、10-30个

核苷酸、10-40个核苷酸、10-50个核苷酸、10-60个核苷酸、或甚至大于60个核苷酸。间隔物

不应具有与彼此或多核苷酸的序列互补的序列。在某些方面，多核苷酸间隔物的碱基全部

是腺嘌呤，全部是胸腺嘧啶，全部是胞苷，全部是鸟嘌呤，全部是尿嘧啶或全部是一些其他

经修饰的碱基。在一些实施例中，间隔物不含核苷酸，并且在这样的实施例中，间隔物长度

等价于至少约5个核苷酸、至少约10个核苷酸、10-30个核苷酸、10-40个核苷酸、10-50个核

苷酸、10-60个核苷酸、或甚至大于60个核苷酸。

[0136] 经修饰的多核苷酸

[0137] 如上文讨论的，经修饰的多核苷酸考虑用于生产核-壳纳米颗粒。在不同方面，本

公开内容的多核苷酸被完全修饰或部分修饰。因此，在不同方面，多核苷酸中的核苷酸单元

的一个或多个或所有糖和/或一个或多个或所有核苷酸间连接由“非天然存在的”基团替
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代。

[0138] 在一个方面，本公开内容考虑了肽核酸(PNA)的使用。在PNA化合物中，多核苷酸的

糖主链被含酰胺的主链替代。参见例如美国专利号5,539,082；5,714,331；和5,719,262，以

及Nielsen等人，Science,1991,254,1497-1500，所述参考文献的公开内容以引用的方式并

入本文。

[0139] 考虑用于所公开的多核苷酸的核苷酸和非天然核苷酸之间的其他连接包括在美

国专利号4,981 ,957；5,118,800；5,319,080；5,359,044；5,393,878；5,446,137；5,466,

786；5,514,785；5,519,134；5,567,811；5,576,427；5,591,722；5,597,909；5,610,300；5,

627,053；5,639,873；5,646,265；5,658,873；5,670,633；5,792,747；和5,700,920；美国专

利公开号20040219565；国际专利公开号WO  98/39352和WO  99/14226；Mesmaeker等人，

Current  Opinion  in  Structural  Biology  5:343-355(1995)以及Susan  M .Freier和

Karl-Heinz  Altmann,Nucleic  Acids  Research,25:4429-4443(1997)中描述的那些，所述

参考文献的公开内容以引用的方式并入本文。

[0140] 多核苷酸的具体例子包括含有经修饰的主链或非天然核苷间连接的那些。具有经

修饰的主链的多核苷酸包括在主链中保留磷原子的那些和在主链中不具有磷原子的那些。

在其核苷间主链中不具有磷原子的经修饰的多核苷酸视为在“多核苷酸”的含义内。

[0141] 含有磷原子的经修饰的多核苷酸主链包括例如硫代磷酸酯、手性硫代磷酸酯、二

硫代磷酸酯、磷酸三酯、氨基烷基磷酸三酯、甲基和其他烷基膦酸酯包括3'-亚烷基膦酸酯、

5'-亚烷基膦酸酯和手性膦酸酯、次膦酸酯、氨基磷酸酯包括3'-氨基氨基磷酸酯和氨基烷

基氨基磷酸酯、硫代氨基磷酸酯、硫代烷基膦酸酯、硫代烷基磷酸三酯、硒代磷酸酯和具有

正常3'-5'连接的硼烷磷酸酯、这些的2'-5'连接的类似物和具有反向极性的那些，其中一

个或多个核苷酸间连接是3'至3'、5'至5'或2'至2'连接。还考虑的是具有反向极性的多核

苷酸，其在最3'的核苷酸间连接处包含单一3'至3'连接，即可为无碱基(核苷酸缺失或在其

位置中具有羟基)的单个反向核苷残基。还考虑了盐、混合盐和游离酸形式。

[0142] 教导上述含磷连接的制备的代表性美国专利包括美国专利号3,687,808；4,469,

863；4,476,301；5,023,243；5,177,196；5,188,897；5,264,423；5,276,019；5,278,302；5,

286,717；5,321 ,131；5,399,676；5,405,939；5,453,496；5,455,233；5,466,677；5,476,

925；5,519,126；5,536,821；5,541,306；5,550,111；5,563,253；5,571,799；5,587,361；5,

194,599；5,565,555；5,527,899；5,721,218；5,672,697和5,625,050，所述专利的公开内容

以引用的方式并入本文。

[0143] 不包括磷原子的经修饰的多核苷酸主链具有由短链烷基或环烷基核苷间连接、混

合的杂原子和烷基或环烷基核苷间连接、或者一个或多个短链杂原子或杂环核苷间连接形

成的主链。这些包括具有下述的那些：吗啉代连接；硅氧烷主链；硫化物、亚砜和砜主链；甲

酰基(formacetyl)和硫代甲酰基主链；亚甲基甲酰基和硫代甲酰基主链；核糖乙酰基主链；

含烯烃的主链；氨基磺酸盐主链；亚甲基亚氨基和亚甲基肼基主链；磺酸盐和磺酰胺主链；

酰胺主链；以及具有混合的N、O、S和CH2组分部分的其他。在另外其他实施例中，提供具有硫

代磷酸酯主链和具有杂原子主链的寡核苷的多核苷酸，并且包括美国专利号5,489,677和

5,602,240中描述的—CH2—NH—O—CH2—、—CH2—N(CH3)—O—CH2—、—CH2—O—N(CH3)—

CH2—、—CH2—N(CH3)—N(CH3)—CH2—和—O—N(CH3)—CH2—CH2—。参见例如，美国专利号
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5,034,506；5,166,315；5,185,444；5,214,134；5,216,141；5,235,033；5,264,562；5,264,

564；5,405,938；5,434,257；5,466,677；5,470,967；5,489,677；5,541,307；5,561,225；5,

596,086；5,602,240；5,610,289；5,602,240；5,608,046；5,610,289；5,618,704；5,623,

070；5,663,312；5,633,360；5,677,437；5,792,608；5,646,269和5,677,439，所述专利的公

开内容以引用的方式全文并入本文。

[0144] 在不同形式中，多核苷酸中的两个相继单体之间的连接由2至4个，期望为3个选

自—CH2—、—O—、—S—、—NRH—、>C＝O、>C＝NRH、>C＝S、—Si(R") 2—、—SO—、—S

(O)2—、—P(O)2—、—PO(BH3)—、—P(O,S)—、—P(S)2—、—PO(R")—、—PO(OCH3)—和—PO

(NHRH)—的基团/原子组成，其中RH选自氢和C1-4-烷基，并且R"选自C1-6-烷基和苯基。这

种连接的举例说明性例子是—CH2—CH2—CH2—、—CH2—CO—CH2—、—CH2—CHOH—

CH2—、—O—CH2—O—、—O—CH2—CH2—、—O—CH2—CH＝(当用作与相继单体的连接时包括

R5)、—CH2—CH2—O—、—NRH—CH2—CH2—、—CH2—CH2—NRH—、—CH2—NRH—CH2—-、—O—

CH2—CH2—NRH—、—NRH—CO—O—、—NRH—CO—NRH—、—NRH—CS—NRH—、—NRH—C(＝

NRH)—NRH—、—NRH—CO—CH2—NRH—O—CO—O—、—O—CO—CH2—O—、—O—CH2—CO—

O—、—CH2—CO—NRH—、—O—CO—NRH—、—NRH—CO—CH2—、—O—CH2—CO—NRH—、—O—

CH2—CH2—NRH—、—CH＝N—O—、—CH2—NRH—O—、—CH2—O—N＝(当用作与相继单体的

连接时包括R5)、—CH2—O—NRH—、—CO—NRH—CH2—、—CH2—NRH—O—、—CH2—NRH—

CO—、—O—NRH—CH2—、—O—NRH、—O—CH2—S—、—S—CH2—O—、—CH2—CH2—S—、—O—

CH2—CH2—S—、—S—CH2—CH＝(当用作与相继单体的连接时包括R5)、—S—CH2—CH2—、—

S—CH2—CH2—-O—、—S—CH2—CH2—S—、—CH2—S—CH2—、—CH2—SO—CH2—、—CH2—

SO2—CH2—、—O—SO—O—、—O—S(O)2—O—、—O—S(O)2—CH2—、—O—S(O)2—NRH—、—

NRH—S(O)2—CH2—；—O—S(O)2—CH2—、—O—P(O)2—O—、—O—P(O ,S)—O—、—O—P

(S)2—O—、—S—P(O)2—O—、—S—P(O,S)—O—、—S—P(S)2—O—、—O—P(O)2—S—、—

O—P(O,S)—S—、—O—P(S)2—S—、—S—P(O)2—S—、—S—P(O,S)—S—、—S—P(S)2—

S—、—O—PO(R")—O—、—O—PO(OCH3)—O—、—O—PO(O  CH2CH3)—O—、—O—PO(O 

CH2CH2S—R)—O—、—O—PO(BH3)—O—、—O—PO(NHRN)—O—、—O—P(O)2—NRH  H—、—

NRH—P(O)2—O—、—O—P(O,NRH)—O—、—CH2—P(O)2—O—、—O—P(O)2—CH2—和—O—Si

(R")2—O—；其中考虑了—CH2—CO—NRH—、—CH2—NRH—O—、—S—CH2—O—、—O—P

(O)2—O—O—P(-O ,S)—O—、—O—P(S)2—O—、—NRH  P(O)2—O—、—O—P(O ,NRH)—

O—、—O—PO(R")—O—、—O—PO(CH3)—O—和—O—PO(NHRN)—O—，其中RH选自氢和C1-4-

烷基，并且R"选自C1-6-烷基和苯基。进一步的举例说明性例子在Mesmaeker等人，1995 ,

Current  Opinion  in  Structural  Biology,5:343-355以及Susan  M.Freier和Karl-Heinz 

Altmann,1997,Nucleic  Acids  Research，第25卷：第4429-4443页中给出。

[0145] 多核苷酸的另外其他修饰形式在美国专利公开号20040219565中详细描述，所述

专利的公开内容以引用的方式全文并入本文。

[0146] 经修饰的多核苷酸还可含有一个或多个取代的糖部分。在某些方面，多核苷酸在

2'位置处包含下述之一：OH；F；O-、S-或N-烷基；O-、S-或N-烯基；O-、S-或N-炔基；或O-烷基-

O-烷基，其中所述烷基、烯基和炔基可以是取代或未取代的C1至C10烷基或C2至C10烯基和

炔基。其他实施例包括O[(CH2)nO]mCH3、O(CH2)nOCH3、O(CH2)nNH2、O(CH2)nCH3、O(CH2)nONH2和O
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(CH2)nON[(CH2)nCH3]2，其中n和m为1至约10。其他多核苷酸在2'位置处包含下述之一：C1至

C10低级烷基、取代的低级烷基、烯基、炔基、烷芳基、芳烷基、O-烷芳基或O-芳烷基、SH、

SCH3、OCN、Cl、Br、CN、CF3、OCF3、SOCH3、SO2CH3、ONO2、NO2、N3、NH2、杂环烷基、杂环烷芳基、氨基

烷基氨基、聚烷基氨基、取代的甲硅烷基、RNA切割基团、报告基团、嵌入剂、用于改善多核苷

酸的药物代谢动力学性质的基团或用于改善多核苷酸的药效学性质的基团、以及具有类似

性质的其他取代基。在一个方面，修饰包括2'-甲氧基乙氧基(2'-O-CH2CH2OCH3，也称为2'-

O-(2-甲氧基乙基)或2'-MOE)(Martin等人，1995,Helv.Chim.Acta,78:486-504)，即烷氧基

烷氧基。其他修饰包括2'-二甲基氨基氧基乙氧基，即O(CH2)2ON(CH3)2基团，也称为2'-

DMAOE，以及2'-二甲基氨基乙氧基乙氧基(在本领域中也称为2'-O-二甲基-氨基-乙氧基-

乙基或2'-DMAEOE)，即2'-O—CH2—O—CH2—N(CH3)2。

[0147] 另外其他修饰包括2'-甲氧基(2'-O—CH3)、2'-氨基丙氧基(2'-OCH2CH2CH2NH2)、

2'-烯丙基(2'-CH2—CH＝CH2)、2'-O-烯丙基(2'-O—CH2—CH＝CH2)和2'-氟(2'-F)。2'-修

饰可在阿拉伯糖基(上)位或核糖(下)位中。在一个方面，2'-阿拉伯糖基修饰是2'-F。也可

在多核苷酸上的其他位置，例如在3'末端核苷酸上或2'-5'连接的多核苷酸中的糖的3'位

置和5'末端核苷酸的5'位置处进行类似的修饰。多核苷酸也可具有糖模拟物，例如代替戊

呋喃基糖的环丁基部分。参见例如，美国专利号4,981,957；5,118,800；5,319,080；5,359,

044；5,393,878；5,446,137；5,466,786；5,514,785；5,519,134；5,567,811；5,576,427；5,

591 ,722；5,597 ,909；5,610,300；5,627 ,053；5,639,873；5,646,265；5,658,873；5,670,

633；5,792,747；和5,700,920，所述专利的公开内容以引用的方式全文并入本文。

[0148] 在一个方面，糖的修饰包括锁核酸(LNA)，其中2'-羟基连接到糖环的3'或4'碳原

子，由此形成双环糖部分。在某些方面，连接是桥接2 '氧原子和4 '碳原子的亚甲基(—

CH2—)n基团，其中n为1或2。LNA及其制备在WO  98/39352和WO  99/14226中描述，所述专利

的公开内容以引用的方式并入本文。

[0149] 多核苷酸特征

[0150] 提供的每个核-壳纳米颗粒包含多个多核苷酸。因此，每个核-壳纳米颗粒具有结

合具有足够互补序列的多个靶多核苷酸的能力。例如，如果特定的多核苷酸被靶向，则单个

核-壳纳米颗粒具有结合相同分子的多个拷贝的能力。在一个方面，提供了其中核-壳纳米

颗粒包含相同的多核苷酸，即每个多核苷酸具有相同的长度和相同的序列的方法。在其他

方面，核-壳纳米颗粒包含两个或更多个不相同的多核苷酸，即，核-壳纳米颗粒的至少一个

多核苷酸不同于核-壳纳米颗粒的至少一个其他多核苷酸，因为其具有不同的长度和/或不

同的序列。在其中核-壳纳米颗粒包含不同多核苷酸的方面，这些不同的多核苷酸结合相同

的单个靶多核苷酸但在不同位置处，或结合编码不同基因产物的不同靶多核苷酸。相应地，

在不同方面，单个核-壳纳米颗粒可用于抑制超过一种基因产物的表达的方法中。多核苷酸

因此用于靶向特异性多核苷酸，无论是在靶多核苷酸中的一个或多个特定区域处，还是在

靶多核苷酸的整个长度上，因为需要可实现所需水平的基因表达抑制。

[0151] 相应地，在一个方面，伴随靶序列的了解设计多核苷酸。可替代地，核-壳纳米颗粒

中的多核苷酸无需与靶多核苷酸杂交，以便实现如本文所述的所需效应。无论如何，制备具

有预定序列的多核苷酸的方法是众所周知的。参见例如Sambrook等人，Molecular 

Cloning:A  Laboratory  Manual(第2版1989)和F.Eckstein(编辑)Oligonucleotides  and 
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Analogues，第1版(Oxford  University  Press,New  York,1991)。考虑用于寡核糖核苷酸和

寡脱氧核糖核苷酸的固相合成方法(合成DNA的众所周知的方法也可用于合成RNA)。寡核糖

核苷酸和寡脱氧核糖核苷酸也可酶促制备。

[0152] 可替代地，多核苷酸选自文库。这种类型的文库的制备是本领域众所周知的。参见

例如，Oligonucleotide  libraries：美国专利申请20050214782，于2005年9月29日公开。

[0153] 在不同方面，考虑用于生产核-壳纳米颗粒的多核苷酸包括调节从靶多核苷酸表

达的基因产物表达的那些。相应地，考虑了与靶多核苷酸杂交并抑制翻译的反义多核苷酸，

与靶多核苷酸杂交并启动RNA酶活性(例如RNA酶H)的siRNA多核苷酸，与双链多核苷酸杂交

并抑制转录的三链体螺旋形成多核苷酸，以及与靶多核苷酸杂交并抑制翻译的核酶。

[0154] 在一些方面，核-壳纳米颗粒允许核-壳纳米颗粒的有效摄取。在不同方面，多核苷

酸包含允许核-壳纳米颗粒的摄取效率增加的核苷酸序列。如本文使用的，“效率”指核/壳

纳米颗粒在细胞中/被细胞摄取的数目或速率。因为进入和离开细胞的核-壳纳米颗粒的过

程是动态过程，所以可通过摄取更多的核-壳纳米颗粒或通过保留进入细胞的那些核-壳纳

米颗粒较长时间段来增加效率。类似地，可通过摄取更少的核-壳纳米颗粒或通过保留进入

细胞的那些核-壳纳米颗粒较短时间段来减少效率。

[0155] 因此，在不同方面，核苷酸序列可以是可选择用于增加或减少核-壳纳米颗粒或基

因调节的细胞摄取的需要的任何核苷酸序列。在一些方面，核苷酸序列包含影响核-壳纳米

颗粒被细胞摄取的效率的均聚序列。相应地，均聚序列增加或减少效率。还考虑在不同方

面，核苷酸序列是核碱基的组合，使得它不严格地是均聚序列。例如且不限于，在不同方面，

核苷酸序列包括交替的胸苷和尿苷残基，两个胸苷随后为两个尿苷或本公开内容考虑影响

增加的摄取的任何组合。在一些方面，影响摄取效率的核苷酸序列作为结构域包括在包含

另外序列的多核苷酸中。该“结构域”将作用于充当影响摄取效率的特征，而另外的核苷酸

序列将作用于例如且不限于调节基因表达。在不同方面，多核苷酸中的结构域可在相对于

核的近端、远端或中心位置。还考虑多核苷酸包含超过一个结构域。

[0156] 在一些实施例中，均聚序列增加核-壳纳米颗粒被细胞摄取的效率。在一些方面，

均聚序列包含胸苷残基(聚T)或尿苷残基(聚U)的序列。在进一步的方面，聚T或聚U序列包

含两个胸苷或尿苷。在不同方面，聚T或聚U序列包含3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、

16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、

41、42、43、44、45、46、47、48、49、50、约55、约60、约65、约70、约75、约80、约85、约90、约95、约

100、约125、约150、约175、约200、约250、约300、约350、约400、约450、约500个或更多个胸苷

或尿苷残基。

[0157] 在一些实施例中，考虑包含含有均聚序列的多核苷酸的核-壳纳米颗粒被细胞摄

取的效率高于包含相同多核苷酸但缺少均聚序列的核-壳纳米颗粒。在不同方面，包含含有

均聚序列的多核苷酸的核-壳纳米颗粒被细胞摄取的效率是包含相同多核苷酸但缺少均聚

序列的核-壳纳米颗粒的约2倍、约3倍、约4倍、约5倍、约6倍、约7倍、约8倍、约9倍、约10倍、

约20倍、约30倍、约40倍、约50倍、约100倍高或更高。

[0158] 在其他方面，结构域是磷酸盐聚合物(C3残基)。在一些方面，结构域包含由两个磷

酸盐组成的磷酸盐聚合物(C3残基)。在不同方面，C3残基包含3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、

13、14、15、16、17、18、19、20、21、22、23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、
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38、39、40、41、42、43、44、45、46、47、48、49、50、约55、约60、约65、约70、约75、约80、约85、约

90、约95、约100、约125、约150、约175、约200、约250、约300、约350、约400、约450、约500个或

更多个磷酸盐。

[0159] 在一些实施例中，考虑包含含有结构域的多核苷酸的核-壳纳米颗粒被细胞摄取

的效率低于包含相同多核苷酸但缺少结构域的核-壳纳米颗粒。在不同方面，包含含有结构

域的多核苷酸的核-壳纳米颗粒被细胞摄取的效率是包含相同多核苷酸但缺少结构域的

核-壳纳米颗粒的约2倍、约3倍、约4倍、约5倍、约6倍、约7倍、约8倍、约9倍、约10倍、约20倍、

约30倍、约40倍、约50倍、约100倍低或更低。

[0160] 如本文使用的，“缀合位点”理解为意指造影剂附着至其的多核苷酸上的位点。在

某些方面，本公开内容还提供了其为不包含缀合位点的核-壳纳米颗粒的部分的一个或多

个多核苷酸，而其为相同核-壳纳米颗粒的部分的一个或多个多核苷酸确实包含缀合位点。

通过缀合位点将造影剂与核-壳纳米颗粒缀合一般在PCT/US2010/44844中描述，所述专利

以引用的方式全文并入本文。在一个方面，本公开内容提供了包含多核苷酸的核-壳纳米颗

粒，其中所述多核苷酸包含一个至约十个缀合位点。在另一个方面，所述多核苷酸包含五个

缀合位点。一般而言，对于核苷酸，其主链(磷酸基)和核碱基两者均可被修饰。相应地，本公

开内容考虑了存在2n个缀合位点，其中n＝多核苷酸模板的长度。在一些方面，核-壳纳米颗

粒的多个多核苷酸包含造影剂通过一个或多个缀合位点与其结合的至少一个多核苷酸，以

及具有如本文所述的基因调节活性的至少一个多核苷酸。

[0161] 多核苷酸拷贝-相同/不同序列

[0162] 提供了核-壳纳米颗粒，其包括其中单个多核苷酸中的单个序列或单个多核苷酸

中单个序列的多个拷贝是核-壳纳米颗粒的部分的那些。因此，在不同方面，考虑了具有串

联的单个序列的多个拷贝(例如，两个、三个、四个、五个、六个、七个、八个、九个、十个或更

多个串联重复)的多核苷酸。

[0163] 可替代地，核-壳纳米颗粒包括具有不同序列的至少两个多核苷酸。如上，不同的

多核苷酸序列在不同方面以串联(即，在单个多核苷酸上)和/或以多个拷贝(即，在至少两

个多核苷酸上)排列。在其中具有不同序列的多核苷酸是核-壳纳米颗粒的部分的方法中，

本公开内容的方面包括其中不同的多核苷酸序列与相同多核苷酸上的不同区域杂交的那

些。可替代地，不同的多核苷酸序列与不同的多核苷酸杂交。

[0164] 另外的试剂

[0165] 由本公开内容提供的核-壳纳米颗粒任选包括另外的试剂。在不同实施例中，另外

的试剂简单地与构成核-壳纳米颗粒的壳的多个多核苷酸中的一个或多个结合，和/或另外

的试剂与核-壳纳米颗粒的蛋白质核结合。考虑这种另外的试剂在一个方面与多个多核苷

酸中的一个或多个共价结合，或者在替代方案中，与多个多核苷酸中的一个或多个非共价

结合。然而，应理解本公开内容提供了核-壳纳米颗粒，其中一种或多种另外的试剂与多个

多核苷酸中的一个或多个共价和非共价结合。还理解非共价结合包括杂交(即，在多核苷酸

之间)、蛋白质结合(即，在可结合的蛋白质之间或在蛋白质和适体之间)和/或疏水性相互

作用(即，在脂质和包括足够疏水的结构域的其他试剂之间)。

[0166] 由本公开内容考虑的另外的试剂包括但不限于多核苷酸、肽、可检测标记物、磷

脂、寡糖、金属络合物、小分子、造影剂、蛋白质(例如治疗试剂)、抗生素、靶向部分及其组
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合。本文讨论了这些另外的试剂。

[0167] 治疗试剂

[0168] 如本文使用的，“治疗试剂”、“药物”或“活性剂”意指可用于治疗或诊断目的的任

何化合物。如本文使用的术语应理解为意指施用于患者用于治疗状况的任何化合物。就下

文考虑的任何治疗试剂是蛋白质的程度，那些蛋白质也被考虑用作核-壳纳米颗粒的“单一

蛋白质”。

[0169] 本公开内容适用于需要关于其的递送的任何治疗试剂。这种活性剂以及疏水性药

物的非限制性例子在美国专利7,611,728中找到，所述专利以引用的方式全文并入本文。考

虑使用的另外的治疗试剂在PCT/US2010/55018中找到，所述专利以引用的方式全文并入本

文。

[0170] 在不同实施例中，提供了本文公开的核-壳纳米颗粒和方法，其中核-壳纳米颗粒

包含多种治疗试剂。在一个方面，提供了组合物和方法，其中多种治疗试剂经由与壳中的一

个或多个多核苷酸结合而特异性附着至一个核-壳纳米颗粒。在另一个方面，多种治疗试剂

特异性附着至超过一个核-壳纳米颗粒。

[0171] 治疗试剂包括但不限于亲水性和疏水性化合物。

[0172] 蛋白质治疗试剂包括但不限于肽、酶、结构蛋白质、受体和其他细胞或循环蛋白质

以及其片段和衍生物，其异常表达产生一种或多种病症。作为一个具体实施例，治疗试剂还

包括化学治疗剂。在不同实施例中，治疗试剂还包括放射性材料。

[0173] 在不同方面，蛋白质治疗试剂包括细胞因子或造血因子，包括但不限于IL-1α，IL-

1β，IL-2，IL-3，IL-4，IL-5，IL-6，IL-11，集落刺激因子-1(CSF-1)，M-CSF，SCF，GM-CSF，粒细

胞集落刺激因子(G-CSF)，干扰素-α(IFN-α)，复合干扰素，IFN-β、IFN-γ，IL-7，IL-8，IL-9，

IL-10，IL-12，IL-13，IL-14，IL-15，IL-16，IL-17，IL-18，促红细胞生成素(EPO)，促血小板

生成素(TPO)，血管生成素，例如Ang-1、Ang-2、Ang-4、Ang-Y，人血管生成素样多肽，血管内

皮生长因子(VEGF)，血管生成素，骨形态发生蛋白-1，骨形态发生蛋白-2，骨形态发生蛋白-

3，骨形态发生蛋白-4，骨形态发生蛋白-5，骨形态发生蛋白-6，骨形态发生蛋白-7，骨形态

发生蛋白-8，骨形态发生蛋白-9，骨形态发生蛋白-10，骨形态发生蛋白-11，骨形态发生蛋

白-12，骨形态发生蛋白-13，骨形态发生蛋白-14，骨形态发生蛋白-15，骨形态发生蛋白受

体IA，骨形态发生蛋白受体IB，脑源性神经营养因子，睫状神经营养因子，睫状神经营养因

子受体，细胞因子诱导的嗜中性粒细胞趋化因子1，细胞因子诱导的嗜中性粒细胞趋化因子

2α，细胞因子诱导的嗜中性粒细胞趋化因子2β，β内皮细胞生长因子，内皮素1，表皮生长因

子，上皮来源的嗜中性粒细胞引诱剂，成纤维细胞生长因子4，成纤维细胞生长因子5，成纤

维细胞生长因子6，成纤维细胞生长因子7，成纤维细胞生长因子8，成纤维细胞生长因子8b，

成纤维细胞生长因子8c，成纤维细胞生长因子9，成纤维细胞生长因子10，成纤维细胞生长

因子酸性，成纤维细胞生长因子碱性，神经胶质细胞系来源的神经营养因子受体α1，神经胶

质细胞系来源的神经营养因子受体α2，生长相关蛋白质，生长相关蛋白质α，生长相关蛋白

质β，生长相关蛋白质γ，肝素结合表皮生长因子，肝细胞生长因子，肝细胞生长因子受体，

胰岛素样生长因子I，胰岛素样生长因子受体，胰岛素样生长因子II，胰岛素样生长因子结

合蛋白，角化细胞生长因子，白血病抑制因子，白血病抑制因子受体α，神经生长因子，神经

生长因子受体，神经营养因子3，神经营养因子4，胎盘生长因子，胎盘生长因子2，血小板来
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源的内皮细胞生长因子，血小板来源的生长因子，血小板来源的生长因子A链，血小板来源

的生长因子AA，血小板来源的生长因子AB，血小板来源的生长因子B链，血小板来源的生长

因子BB，血小板来源的生长因子受体α，血小板来源的生长因子受体β，前B细胞生长刺激因

子，干细胞因子受体，TNF包括TNF0、TNF1、TNF2，转化生长因子α，转化生长因子β，转化生长

因子β1，转化生长因子β1.2，转化生长因子β2，转化生长因子β3，转化生长因子β5，潜伏性转

化生长因子β1，转化生长因子β结合蛋白I，转化生长因子β结合蛋白II，转化生长因子β结合

蛋白III，肿瘤坏死因子受体I型，肿瘤坏死因子受体II型，尿激酶型纤溶酶原激活物受体，

血管内皮生长因子和嵌合蛋白质及其生物学或免疫学活性片段。生物试剂的例子包括但不

限于免疫调节蛋白质如细胞因子，针对肿瘤抗原的单克隆抗体，肿瘤抑制基因和癌症疫苗。

可与本发明的组合物和方法结合使用的白细胞介素的例子包括但不限于白细胞介素2(IL-

2)和白细胞介素4(IL-4)，白细胞介素12(IL-22)。除了细胞因子之外的其他免疫调节剂包

括但不限于卡介苗、左旋咪唑和奥曲肽。

[0174] 如由本公开内容描述的，在一些方面，治疗试剂包括小分子。如本文使用的，术语

“小分子”指化学化合物，例如可任选衍生的拟肽，或者天然或合成的任何其他低分子量有

机化合物。这种小分子可以是治疗上可递送的物质或可进一步衍生化以促进递送。

[0175] “低分子量”意指具有小于1000道尔顿，通常在300和700道尔顿之间的分子量的化

合物。在不同方面，低分子量化合物为约100、约150、约200、约250、约300、约350、约400、约

450、约500、约550、约600、约650、约700、约750、约800、约850、约900、约1000道尔顿。

[0176] 术语“药物样分子”是本领域技术人员众所周知的，并且包括具有使得其适用于医

学中的特征的化合物的含义，例如且不限于作为药剂中的活性剂。因此，例如且不限于，药

物样分子是通过有机化学技术或通过分子生物学或生物化学技术合成的分子，并且在一些

方面是如本文定义的小分子。药物样分子在不同方面还显示出与一种或多种特定蛋白质选

择性相互作用的特征，并且是生物可利用的和/或能够单独或与本公开内容的组合物或方

法组合穿透细胞膜。

[0177] 在不同实施例中，美国专利7,667,004(以引用的方式全文并入本文)中描述的治

疗试剂考虑用于本文公开的组合物和方法中，并且包括但不限于烷基化剂、抗生素试剂、抗

代谢剂、激素试剂、植物衍生试剂和生物试剂。

[0178] 烷基化剂的例子包括但不限于双氯乙胺(氮芥(nitrogen  mustard)，例如苯丁酸

氮芥、环磷酰胺、异环磷酰胺、氮芥(mechlorethamine)、美法仑、尿嘧啶氮芥)、氮丙啶(例如

噻替派)、烷基酮磺酸盐(例如白消安)、亚硝基脲(例如卡莫司汀、洛莫司汀、链佐星)、非经

典烷基化剂(六甲蜜胺、达卡巴嗪和丙卡巴肼)、铂化合物(例如卡铂、顺铂和铂(IV)(Pt

(IV)))

[0179] 抗生素试剂的例子包括但不限于蒽环(例如多柔比星、柔红霉素、表柔比星、伊达

比星和蒽二酮)、丝裂霉素C、博来霉素、更生霉素、普卡霉素(plicatomycin)。另外的抗生素

试剂在下文详细讨论。

[0180] 抗代谢剂的例子包括但不限于氟尿嘧啶(5-FU)、氟尿苷(5-FUdR)、氨甲蝶呤、亚叶

酸、羟基脲、硫鸟嘌呤(6-TG)、巯嘌呤(6-MP)、阿糖胞苷、喷司他丁、磷酸氟达拉滨、克拉屈滨

(2-CDA)、天冬酰胺酶、甲磺酸伊马替尼(或 )和吉西他滨。

[0181] 激素试剂的例子包括但不限于合成雌激素(例如二乙基己烯雌酚)、抗雌激素(例
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如他莫昔芬、托瑞米芬、氟甲睾酮(fluoxymesterol)和雷洛昔芬)、抗雄激素(比卡鲁胺、尼

鲁米特、氟他胺)、芳香酶抑制剂(例如氨鲁米特、阿那曲唑和四唑)、酮康唑、乙酸戈舍瑞林、

亮丙瑞林、乙酸甲地孕酮和米非司酮。

[0182] 植物衍生试剂的例子包括但不限于长春花生物碱(例如长春新碱、长春花碱、长春

地辛、长春利定和长春瑞滨)、鬼臼毒素(例如依托泊苷(VP-16)和替尼泊苷(VM-26))、喜树

碱化合物(例如20(S)喜树碱、拓扑替康、卢比替康和伊立替康)、紫杉烷(例如紫杉醇和多西

紫杉醇)。

[0183] 考虑使用的化学治疗剂包括但不限于烷基化剂，包括：氮芥，例如氮芥、环磷酰胺、

异环磷酰胺、美法仑和苯丁酸氮芥；亚硝基脲，例如卡莫司汀(BCNU)、洛莫司汀(CCNU)和司

莫司汀(甲基-CCNU)；乙烯亚胺/甲基三聚氰胺，例如三乙烯蜜胺(TEM)、三乙烯、硫代磷酰胺

(噻替派)、六甲基三聚氰胺(HMM，六甲蜜胺)；烷基磺酸盐，例如白消安；三嗪，例如达卡巴嗪

(DTIC)；抗代谢药包括叶酸类似物，例如氨甲蝶呤和三甲曲沙，嘧啶类似物，例如5-氟尿嘧

啶、氟脱氧尿苷、吉西他滨、胞嘧啶阿糖核苷(AraC、阿糖胞苷)、5-氮杂胞苷、2,2'-二氟脱氧

胞苷，嘌呤类似物，例如6-巯嘌呤、6-硫鸟嘌呤、硫唑嘌呤、2’-脱氧助间型霉素(喷司他丁)、

赤型羟基壬基腺嘌呤(EHNA)、磷酸氟达拉滨和2-氯脱氧腺苷(克拉屈滨、2-CdA)；天然产物，

包括抗有丝分裂药物例如紫杉醇，长春花生物碱包括长春碱(VLB)、长春新碱和长春瑞滨，

泰索帝，雌莫司汀和磷酸雌莫司汀；表鬼臼毒素，例如依托泊苷和替尼泊苷；抗生素例如放

线菌素D、道诺霉素(红霉素)、多柔比星、米托蒽醌、伊达比星、博莱霉素、普卡霉素(光神霉

素)、丝裂霉素C和放线菌素；酶例如L-天冬酰胺酶；生物应答修饰剂，例如干扰素-α、IL-2、

G-CSF和GM-CSF；混杂试剂包括铂配位络合物例如顺铂、Pt(IV)和卡铂，蒽二酮例如米托蒽

醌，取代的脲例如羟基脲，甲基肼衍生物包括N-甲基肼(MIH)和丙卡巴肼，肾上腺皮质抑制

剂例如米托坦(o,p′-DDD)和氨鲁米特；激素和拮抗剂，包括肾上腺皮质类固醇拮抗剂，例如

泼尼松和等价物、地塞米松和氨鲁米特；孕激素例如己酸羟孕酮、乙酸甲羟孕酮和乙酸甲地

孕酮；雌激素例如己烯雌酚和炔雌醇等价物；抗雌激素例如他莫昔芬；雄激素包括丙酸睾酮

和氟甲睾酮/等价物；抗雄激素例如氟他胺、促性腺素释放激素类似物和亮丙瑞林；以及非

甾体抗雄激素例如氟他胺。

[0184] 标记物/标记

[0185] 在不同方面，如本文所述的蛋白质、多核苷酸或另外的试剂任选包含可检测标记

物。相应地，本公开内容提供了其中通过可检测的变化检测复合物形成的组合物和方法。在

一个方面，复合物形成产生用肉眼或光谱观察到的变色。

[0186] 用于显现起因于生物分子复合物形成的可检测变化的方法还包括任何荧光检测

方法，包括但不限于荧光显微镜检查、微量滴定板读数器或荧光激活细胞分选(FACS)。

[0187] 应理解由本公开内容考虑的标记包括本文所述的荧光团中的任何以及本领域已

知的其他可检测标记。例如，标记还包括但不限于氧化还原活性探针、化学发光分子、放射

性标记、染料、荧光分子、磷光分子、如下所述的显像剂和/或造影剂、量子点、以及可使用光

谱手段检测的任何标记物，即，使用显微镜检查和细胞计数法可检测的那些标记物。在其中

要检测可检测标记的本公开内容的方面，本公开内容提供了任何发光、荧光或磷光分子或

颗粒可通过贵金属表面有效地淬灭。相应地，每种类型的分子考虑用于所公开的组合物和

方法中。
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[0188] 用荧光分子标记生物分子和测量荧光的方法是本领域众所周知的。

[0189] 合适的荧光分子也是本领域众所周知的，包括但不限于1,8-ANS(1-苯胺基萘-8-

磺酸)、1-苯胺基萘-8-磺酸(1,8-ANS)、5-(和-6)-羧基-2',7 '-二氯荧光素pH  9.0、5-FAM 

pH  9.0、5-ROX(5-羧基-X-罗丹明、三乙基铵盐)、5-ROX  pH  7.0、5-TAMRA、5-TAMRA  pH  7.0、

5-TAMRA-MeOH、6JOE、6,8-二氟-7-羟基-4-甲基香豆素pH  9.0、6-羧基罗丹明6G  pH  7.0、6-

羧基罗丹明6G、盐酸盐、6-HEX、SE  pH  9 .0、6-TET、SE  pH  9 .0、7-氨基-4-甲基香豆素pH 

7.0、7-羟基-4-甲基香豆素、7-羟基-4-甲基香豆素pH  9.0、Alexa  350、Alexa  405、Alexa 

430、Alexa  488、Alexa  532、Alexa  546、Alexa  555、Alexa  568、Alexa  594、Alexa  647、

Alexa  660、Alexa  680、Alexa  700、Alexa  Fluor  430抗体缀合物pH  7.2、Alexa  Fluor  488

抗体缀合物pH  8.0、Alexa  Fluor  488酰肼-水、Alexa  Fluor  532抗体缀合物pH  7.2、Alexa 

Fluor  555抗体缀合物pH  7.2、Alexa  Fluor  568抗体缀合物pH  7.2、Alexa  Fluor  610R-藻

红蛋白链霉亲和素pH  7.2、Alexa  Fluor  647抗体缀合物pH  7.2、Alexa  Fluor  647R-藻红

蛋白链霉亲和素pH  7.2、Alexa  Fluor  660抗体缀合物pH  7.2、Alexa  Fluor  680抗体缀合

物pH  7.2、Alexa  Fluor  700抗体缀合物pH  7.2、别藻蓝蛋白pH  7.5、AMCA缀合物、氨基香豆

素、APC(别藻蓝蛋白)、Atto  647、BCECF  pH  5.5、BCECF  pH  9.0、BFP(蓝色荧光蛋白)、BO-

PRO-1-DNA、BO-PRO-3-DNA、BOBO-1-DNA、BOBO-3-DNA、BODIPY  650/665-X、MeOH、BODIPY  FL

缀合物、BODIPY  FL、MeOH、Bodipy  R6G  SE、BODIPY  R6G、MeOH、BODIPY  TMR-X抗体缀合物pH 

7.2、Bodipy  TMR-X缀合物、BODIPY  TMR-X、MeOH、BODIPY  TMR-X、SE、BODIPY  TR-X类鬼笔毒

环肽(phallacidin)pH  7.0、BODIPY  TR-X、MeOH、BODIPY  TR-X、SE、BOPRO-1、BOPRO-3、钙黄

绿素、钙黄绿素pH  9 .0、Calcium  Crimson、Calcium  Crimson  Ca2+、Calcium  Green、

Calcium  Green-1Ca2+、Calcium  Orange、Calcium  Orange  Ca2+、羧基萘并荧光素pH  10.0、

级联蓝、级联蓝BSA  pH  7.0、级联黄、级联黄抗体缀合物pH  8.0、CFDA、CFP(青色荧光蛋白)、

CI-NERF  pH  2 .5、CI-NERF  pH  6 .0、柠檬素、香豆素、Cy  2、Cy  3、Cy  3 .5、Cy  5、Cy  5 .5、

CyQUANT  GR-DNA、丹磺酰尸胺、丹磺酰尸胺、MeOH、DAPI、DAPI-DNA、Dapoxyl(2-氨基乙基)磺

酰胺、DDAO  pH  9.0、Di-8ANEPPS、Di-8-ANEPPS-脂质、DiI、DiO、DM-NERF  pH  4.0、DM-NERF 

pH  7.0、DsRed、DTAF、dTomato、eCFP(增强型青色荧光蛋白)、eGFP(增强型绿色荧光蛋白)、

曙红、曙红抗体缀合物pH  8.0、赤藓红-5-异硫氰酸酯pH  9.0、溴化乙锭、乙锭同二聚体、乙

锭同二聚体-1-DNA、eYFP(增强型黄色荧光蛋白)、FDA、FITC、FITC抗体缀合物pH  8 .0、

FlAsH、Fluo-3、Fluo-3Ca2+、Fluo-4、Fluor-Ruby、荧光素、荧光素0.1M  NaOH、荧光素抗体缀

合物pH  8.0、荧光素葡聚糖pH  8.0、荧光素pH  9.0、Fluoro-Emerald、FM  1-43、FM  1-43脂

质、FM  4-64、FM  4-64、2％CHAPS、Fura  Red  Ca2+、Fura  Red、高Ca、Fura  Red、低Ca、Fura-

2Ca2+、Fura-2、高Ca、Fura-2、无Ca、GFP(S65T)、HcRed、Hoechst  33258、Hoechst  33258-

DNA、Hoechst  33342、Indo-1Ca2+、Indo-1、无Ca、Indo-1、Ca饱和的、JC-1、JC-1pH  8.2、丽丝

胺罗丹明、LOLO-1-DNA、荧光黄、CH、LysoSensor  Blue、LysoSensor  Blue  pH  5 .0、

LysoSensor  Green、LysoSensor  Green  pH  5.0、LysoSensor  Yellow  pH  3.0、LysoSensor 

Yellow  pH  9.0、LysoTracker  Blue、LysoTracker  Green、LysoTracker  Red、镁绿色、镁绿

色Mg2+、镁橙色、藏青色、mBanana、mCherry、mHoneydew、MitoTracker  Green、MitoTracker 

Green  FM、MeOH、MitoTracker  Orange、MitoTracker  Orange、MeOH、MitoTracker  Red、

MitoTracker  Red、MeOH、mOrange、mPlum、mRFP、mStrawberry、mTangerine、NBD-X、NBD-X、
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MeOH、NeuroTrace  500/525、绿色荧光Nissl染色RNA、尼罗蓝、EtOH、尼罗红、尼罗红-脂质、

Nissl、Oregon  Green  488、Oregon  Green  488抗体缀合物pH  8.0、Oregon  Green  514、

Oregon  Green  514抗体缀合物pH  8.0、Pacific  Blue、Pacific  Blue抗体缀合物pH  8.0、藻

红蛋白、PicoGreen  dsDNA定量试剂、PO-PRO-1、PO-PRO-1-DNA、PO-PRO-3、PO-PRO-3-DNA、

POPO-1、POPO-1-DNA、POPO-3、碘化丙啶、碘化丙啶-DNA、R-藻红蛋白pH  7.5、ReAsH、试卤灵、

试卤灵pH  9.0、Rhod-2、Rhod-2Ca2+、罗丹明、罗丹明110、罗丹明110pH  7 .0、罗丹明123、

MeOH、罗丹明绿、罗丹明鬼笔环肽pH  7 .0、罗丹明红-X-抗体缀合物pH  8 .0、罗丹明绿pH 

7.0、Rhodol  Green抗体缀合物pH  8.0、Sapphire、SBFI-Na+、Sodium  Green  Na+、磺基罗丹

明101、EtOH、SYBR  Green  I、SYPRO  Ruby、SYTO  13-DNA、SYTO  45-DNA、SYTOX  Blue-DNA、四

甲基罗丹明抗体缀合物pH  8.0、四甲基罗丹明葡聚糖pH  7.0、德克萨斯红-X抗体缀合物pH 

7 .2、TO-PRO-1-DNA、TO-PRO-3-DNA、TOTO-1-DNA、TOTO-3-DNA、TRITC、X-Rhod-1Ca2+、YO-

PRO-1-DNA、YO-PRO-3-DNA、YOYO-1-DNA和YOYO-3-DNA。

[0190] 在一些方面，本公开内容还考虑使用荧光蛋白。本领域已知的任何可检测蛋白质

可用于本公开内容的方法，并且在一些方面，是荧光蛋白，包括但不限于EGFP、ECFP和EYFP。

[0191] 造影剂

[0192] 在不同方面，本文公开的是包含核-壳纳米颗粒的方法和材料，其中多核苷酸通过

缀合位点与造影剂缀合。在进一步的方面，造影剂与如本文所述的蛋白质或另外的试剂缀

合。如本文使用的，“造影剂”是引入细胞内以便产生不同器官和组织的表观密度差异的化

合物或其他物质，使得更容易看到描绘的相邻身体组织和器官。

[0193] 在一些实施例中，造影剂选自钆、氙、氧化铁、锰螯合物(Mn-DPDP)和铜。因此，在一

些实施例中，造影剂是顺磁性化合物，并且在一些方面，顺磁性化合物是钆。

[0194] 在某些实施例中，造影剂包括包含选自11C、13N、18F、64Cu、68Ge、99mTc和82Ru的标记的

正电子发射断层扫描(PET)造影剂。在特定实施例中，造影剂是选自[11C]胆碱、[18F]氟脱氧

葡萄糖(FDG)、[11C]甲硫氨酸、[11C]胆碱、[11C]乙酸盐、[18F]氟胆碱、64Cu螯合物、99mTc螯合

物和[18F]聚乙二醇茋的PET造影剂。

[0195] 本公开内容还提供了其中将PET造影剂在多核苷酸合成过程期间引入多核苷酸内

或在多核苷酸合成后与核苷酸缀合的方法。例如且不限于，可合成核苷酸，其中磷原子之一

被32P或33P替代，磷酸基中的氧原子之一被35S替代，或者氢原子中的一个或多个被3H替代。

含有放射性核素的官能团也可通过缀合位点与核苷酸缀合。

[0196] MRI造影剂可包括但不限于阳性造影剂和/或阴性造影剂。阳性造影剂引起T1弛豫

时间中的降低(T1加权图像上增加的信号强度)。它们(在MRI上看起来明亮)通常是含有钆、

锰或铁作为其活性元素的小分子量化合物。一组特殊的阴性造影剂(在MRI上看起来很暗)

包括全氟化碳(全氟化合物)，因为它们的存在排除在MR成像中负责信号的氢原子。

[0197] 在不同方面，本公开内容的组合物预期包括包含约50至约2.5X106造影剂的核-壳

纳米颗粒。在一些实施例中，核-壳纳米颗粒包含约500至约1X106造影剂。

[0198] 靶向部分

[0199] 如本文使用的，术语“靶向部分”指任何分子结构，其帮助化合物或其他分子结合

或以其他方式定位于特定靶、靶区域、进入靶细胞或结合靶受体。例如且不限于，靶向部分

可包括蛋白质，包括能够在体内或体外结合所需靶位点的抗体和蛋白质片段、肽、小分子、
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抗癌剂、多核苷酸结合剂、碳水化合物、用于细胞表面受体的配体、适体、脂质(包括阳离子、

中性和甾体脂质、病毒体和脂质体)、抗体、凝集素、配体、糖、甾体、激素和营养物，可充当靶

向部分。靶向部分可用于将核-壳纳米颗粒递送至特定细胞类型和/或器官以及亚细胞位

置。

[0200] 在一些实施例中，靶向部分是蛋白质。在一些方面，本公开内容的组合物的蛋白质

部分是能够将核-壳纳米颗粒靶向至靶细胞的蛋白质。本公开内容的靶向蛋白质可结合受

体、底物、抗原决定簇或靶细胞上的其他结合位点或其他靶位点。

[0201] 可用作靶向蛋白质的抗体可以是多克隆或单克隆的。已开发了结合特定类型细胞

的许多单克隆抗体(MAb)。也可使用通过基因工程或蛋白质工程衍生的抗体。

[0202] 在本公开内容中用作靶向试剂的抗体可以是完整分子、其片段或其功能等价物。

可用于本公开内容的组合物中的抗体片段的例子是F(ab')2、Fab'Fab和Fv片段，其可通过

常规方法或者通过基因或蛋白质工程产生。

[0203] 在一些实施例中，核-壳纳米颗粒的多核苷酸部分可充当另外的或辅助的靶向部

分。可选择或设计多核苷酸部分以帮助细胞外靶向，或充当细胞内靶向部分。即，多核苷酸

部分可充当寻找靶细胞的DNA探针。在一些实施例中，该另外的靶向能力将作用于改善组合

物递送至靶细胞的特异性。多核苷酸可另外或可替代地被选择或设计为将组合物靶向在靶

细胞内，而靶向蛋白质细胞外地靶向缀合物。

[0204] 在不同实施例中，考虑靶向部分可与核-壳纳米颗粒结合。因此，在一些方面，考虑

靶向部分附着至核-壳颗粒的蛋白质、核-壳纳米颗粒的多核苷酸或两者。

[0205] 磷脂

[0206] 还由本公开内容考虑的是包含磷脂的核-壳纳米颗粒。在某些方面，磷脂生物分子

包括任选的间隔物组分。

[0207] 脂质和磷脂衍生的激素由本公开内容加以考虑，并且这些化合物来源于脂质，例

如亚油酸和花生四烯酸和磷脂。主要类别是来源于胆固醇和类二十烷酸的甾体激素。

[0208] 金属络合物

[0209] 如本文使用的，“金属络合物”指金属，并且包括但不限于如本文所述的铂化合物、

锗(IV)、钛(IV)、锡(IV)、钌(III)、金(III)和铜(II)。金属络合物任选包括如本文所述的间

隔物。

[0210] 寡糖

[0211] 寡糖包括包含通过α或β糖苷键连接的约二至约十个单糖或更多个单糖的任何碳

水化合物。寡糖在自然界中以游离和结合形式两者发现。寡糖任选包括如上文所述的间隔

物。

[0212] 无机纳米颗粒

[0213] 本公开内容考虑了包含金属纳米颗粒的组合物。因此，考虑了纳米颗粒，其包含各

种无机材料，包括但不限于如美国专利申请号20030147966中所述的金属、半导体材料或陶

瓷。例如，基于金属的纳米颗粒包括本文所述的那些。陶瓷纳米颗粒材料包括但不限于透钙

磷石、磷酸三钙、氧化铝、二氧化硅和氧化锆。纳米颗粒由其生产的有机材料包括碳。纳米颗

粒聚合物包括聚苯乙烯、硅橡胶、聚碳酸酯、聚氨基甲酸酯、聚丙烯、聚甲基丙烯酸甲酯、聚

氯乙烯、聚酯、聚醚和聚乙烯。还考虑了可生物降解的生物聚合物(例如多肽如BSA、多糖
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等)、其他生物材料(例如碳水化合物)和/或聚合物化合物用于生产纳米颗粒。

[0214] 在一些实施例中，纳米颗粒是金属的，并且在不同方面，纳米颗粒是胶体金属。因

此，在不同实施例中，可用于实践方法的纳米颗粒包括金属(包括例如且不限于金、银、铂、

铝、钯、铜、钴、铁、铟、镍或顺应纳米颗粒形成的任何其他金属)、半导体(包括例如且不限于

CdSe、CdS和涂覆有ZnS的CdS或CdSe)和磁性(例如，铁磁体)胶体材料。可用于本发明实践的

其他纳米颗粒包括但不限于ZnS、ZnO、Ti、TiO2、Sn、SnO2、Si、SiO2、Fe、Fe+4、Fe3O4、Fe2O3、

Ag、Cu、Ni、Al、钢、钴铬合金、Cd、钛合金、AgI、AgBr、HgI2、PbS、PbSe、ZnTe、CdTe、In2S3、

In2Se3、Cd3P2、Cd3As2、InAs和GaAs。制备ZnS、ZnO、TiO2、AgI、AgBr、HgI2、PbS、PbSe、ZnTe、

CdTe、In2S3、In2Se3、Cd3P2、Cd3As2、InAs和GaAs纳米颗粒的方法也是本领域已知的。参见

例如，Weller,Angew.Chem.Int.Ed .Engl.,32,41(1993)；Henglein,Top.Curr.Chem.,143,

113(1988)；Henglein ,Chem .Rev.,89,1861(1989)；Brus ,Appl.Phys .A.,53,465(1991)；

Bahncmann ,在Photochemical  Conversion  and  Storage  of  Solar  Energy(编辑

Pelizetti  and  Schiavello  1991)中，第251页；Wang和Herron ,J .Phys .Chem .,95 ,525

(1991)；Olshavsky等人，J.Am.Chem.Soc.,112,9438(1990)；Ushida等人，J.Phys.Chem.,

95,5382(1992)。

[0215] 制造金属、半导体和磁性纳米颗粒的方法是本领域众所周知的。参见例如Schmid,

G .(编辑)Clusters  and  Colloids(VCH ,Weinheim ,1994)；Hayat,M.A.(编辑)Colloidal 

Gold:Principles ,Methods ,and  Applications(Academic  Press ,San  Diego ,1991)；

Massart ,R .,IEEE  Transactions  On  Magnetics ,17 ,1247(1981)；Ahmadi ,T .S .等人，

Science ,272,1924(1996)；Henglein ,A.等人，J.Phys .Chem .,99,14129(1995)；Curtis ,

A.C.等人，Angew.Chem.Int.Ed.Engl.,27,1530(1988)。制备的聚氰基丙烯酸烷基酯纳米颗

粒的制备在Fattal等人，J.Controlled  Release(1998)53:137-143和美国专利号4,489,

055中描述。用于制备包含聚(D-葡糖酰胺基胺(glucaramidoamine))的纳米颗粒的方法在

Liu等人，J.Am.Chem.Soc.(2004)126:7422-7423中描述。包含聚合的甲基丙烯酸甲酯(MMA)

的纳米颗粒的制备在Tondelli等人，Nucl.Acids  Res.(1998)26:5425-5431中描述，并且树

枝状聚合物纳米颗粒的制备在例如Kukowska-Latallo等人，Proc .Natl .Acad .Sci .USA

(1996)93:4897-4902(Starburst聚酰胺胺树枝状聚合物)中描述。

[0216] 还如美国专利申请号20030147966中所述，包含本文所述材料的纳米颗粒可从例

如Ted  Pella,Inc.(金)、Amersham  Corporation(金)和Nanoprobes,Inc.(金)商购可得，或

者它们可由溶液中的逐渐成核(例如通过胶体反应)或者通过不同的物理和化学气相沉积

过程(例如溅射沉积)产生。参见例如，HaVashi ,(1987)Vac .Sci .Technol .July/August 

1987 ,A5(4):1375-84；Hayashi ,(1987)Physics  Today ,December  1987，第44-60页；MRS 

Bulletin,January  1990，第16-47页。

[0217] 如美国专利申请号20030147966中进一步描述的，使用本领域已知的方法，使用

HAuCl4和柠檬酸盐还原剂产生考虑的纳米颗粒。参见例如Marinakos等人，(1999)

Adv .Mater .11:34-37；Marinakos等人，(1998)Chem .Mater .10:1214-19；Enustun&

Turkevich,(1963)J.Am.Chem.Soc.85:3317。具有约140nm的分散聚集体粒径的氧化锡纳米

颗粒从日本Chiba的Vacuum  Metallurgical  Co.,Ltd.商购可得。其他商购可得的具有不同

组成和尺寸范围的纳米颗粒可例如得自加州Burlingame的Vector  Laboratories,Inc.。
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[0218] 在不同方面，提供的组合物和方法包括利用纳米颗粒的那些，所述纳米颗粒尺寸

范围为平均直径约1nm至约250nm、平均直径约1nm至约240nm、平均直径约1nm至约230nm、平

均直径约1nm至约220nm、平均直径约1nm至约210nm、平均直径约1nm至约200nm、平均直径约

1nm至约190nm、平均直径约1nm至约180nm、平均直径约1nm至约170nm、平均直径约1nm至约

160nm、平均直径约1nm至约150nm、平均直径约1nm至约140nm直径、平均直径约1nm至约

130nm、平均直径约1nm至约120nm、平均直径约1nm至约110nm、平均直径约1nm至约100nm、平

均直径约1nm至约90nm、平均直径约1nm至约80nm、平均直径约1nm至约70nm、平均直径约1nm

至约60nm、平均直径约1nm至约50nm、平均直径约1nm至约40nm、平均直径约1mm至约30nm、或

平均直径约1nm至约20nm、平均直径约1nm至约10nm。在其他方面，纳米颗粒的尺寸为约5nm

至约150nm(平均直径)、约5至约50nm、约10至约30nm。纳米颗粒的尺寸为约5nm至约150nm

(平均直径)、约30至约100nm、约40至约80nm。在方法中使用的纳米颗粒的尺寸根据其特定

用途或应用的需要而变。尺寸的变化有利地用于最佳化纳米颗粒的某些物理特征，例如可

如本文所述衍生化的光学性质或表面积的量。

[0219] 核-壳纳米颗粒合成

[0220] 多核苷酸可在末端用炔部分进行修饰，例如用于与蛋白质表面的叠氮化物反应的

DBCO型部分： 其中L是与多核苷酸末端的接头。L2可以是C1-10亚烷基、–C(O)–

C1-10亚烷基–Y–和–C(O)–C1-10亚烷基–Y–C1-10亚烷基–(OCH2CH2)m–Y–；其中每个Y独立地选自

键、C(O)、O、NH、C(O)NH和NHC(O)；并且m为0、1、2、3、4或5。例如，DBCO官能团可经由具有

的结构的接头附着，其中末端“O”来自多核苷酸

上的末端核苷酸。在其中表面胺被修饰的情况下，使用这种DBCO型部分导致多核苷酸和蛋

白质之间的结构为： 其

中L和L2各自独立地选自C1-10亚烷基、–C(O)–C1-10亚烷基–Y–和–C(O)–C1-10亚烷基–Y–C1-10亚

烷基–(OCH2CH2)m–Y–；每个Y独立地选自键、C(O)、O、NH、C(O)NH和NHC(O)；m为0、1、2、3、4或5；

并且PN是多核苷酸。其中修饰蛋白质的表面硫醇或表面羧酸酯的类似结构可以类似的方式

进行制备，以导致可比较的连接结构。

[0221] 蛋白质可用以叠氮化物官能团终止的接头在表面官能团(例如，表面胺、表面羧酸

说　明　书 28/41 页

33

CN 106794256 B

33



酯、表面硫醇)处进行修饰：蛋白质-X-L-N3，X来自蛋白质上的表面氨基(例如-NH-)、羧基

(例如-C(O)-或–C(O)O-)或硫醇基(例如-S-)；L选自C1-10亚烷基、–Y-C(O)–C1-10亚烷基–Y–

和–Y-C(O)–C1-10亚烷基–Y–C1-10亚烷基–(OCH2CH2)m–Y–；每个Y独立地选自键、C(O)、O、NH、C

(O)NH和NHC(O)；并且m为0、1、2、3、4或5。可使用众所周知的技术将“L-N3”官能团引入蛋白

质的表面部分。例如，蛋白质的表面胺可与具有末端N3的接头的活化酯反应，以在蛋白质的

胺和接头试剂的活化酯的羧酸酯之间形成酰胺键。

[0222] 可修饰多核苷酸以在多核苷酸的末端包括炔官能团：多核苷酸-L2-X-≡-R；L2选自

C1-10亚烷基、–C(O)–C1-10亚烷基–Y–和–C(O)–C1-10亚烷基–Y–C1-10亚烷基–(OCH2CH2)m–Y–；每

个Y独立地选自键、C(O)、O、NH、C(O)NH和NHC(O)；m为0、1、2、3、4或5；和X是键，并且R是H或

C1-10烷基；或者X和R连同它们与之附着的碳一起形成8-10元碳环或8-10元杂环基。在一些

情况下，多核苷酸具有结构

[0223] 具有表面修饰的叠氮化物的蛋白质和具有修饰为包括炔的末端的多核苷酸可在

铜(II)盐和还原剂的存在下一起反应形成三唑环，以原位生成铜(I)盐。在一些情况下，直

接加入铜(I)盐。考虑的还原剂包括抗坏血酸、抗坏血酸盐、硼氢化钠、2-巯基乙醇、二硫苏

糖醇(DTT)、肼、氢化铝锂、氢化二异丁基铝、草酸、Lindlar催化剂、亚硫酸盐化合物、亚锡化

合物、亚铁化合物、钠汞齐、三(2-羧乙基)膦、氢醌及其混合物。

[0224] 蛋白质的表面官能团可使用其他附着化学附着至多核苷酸。例如，表面胺可与多

核苷酸的末端处的羧酸酯或活化酯定向缀合，以形成酰胺键。表面羧酸酯可与多核苷酸的

末端上的胺缀合，以形成酰胺键。可替代地，表面羧酸酯可与二胺反应，以在表面羧酸酯处

形成酰胺键，并且在另一个末端处形成胺。随后可以类似于蛋白质的表面胺的方式修饰该

末端胺。表面硫醇可与多核苷酸上的硫醇部分缀合，以形成二硫键。可替代地，硫醇可与多

核苷酸的末端上的活化酯缀合，以形成硫代羧酸酯。

[0225] 药物组合物

[0226] 应了解本文所述的组合物中任何均可以治疗有效量施用于哺乳动物，以实现所需

的疗效。

[0227] 如本文使用的，术语“治疗有效量”指足以治疗、改善或预防所鉴定的疾病或状况，

或者显示出可检测的治疗、预防或抑制效应的组合物的量。可通过例如临床状况的改善、症

状的减轻或通过本文所述的测定来检测所述效应。受试者的精确有效量将取决于受试者的

体重、大小和健康；状况的性质和程度；以及选择用于施用的组合物或组合物的组合。对于

给定情况的治疗有效量可通过在临床医师的技术和判断内的例行实验来确定。本文所述的

组合物可与药学上可接受的赋形剂、载体或稀释剂一起在药物组合物中配制。化合物或组

合物可通过允许治疗疾病、状况或感染的任何途径施用。优选的施用途径是经口施用。

[0228] 多个核-壳颗粒的组合物

[0229] 本文进一步公开的是包含多个核-壳颗粒的组合物。在一些情况下，一个核-壳颗

粒的至少一个多核苷酸和第二核-壳颗粒的至少一个多核苷酸是充分互补的，以杂交形成
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超晶格结构。在不同情况下，一个核-壳颗粒的核的蛋白质不同于第二核-壳颗粒的核的蛋

白质。在其他情况下，多个的所有核-壳颗粒的核的蛋白质是相同的。

[0230] 在不同情况下，组合物的核-壳颗粒可非共价相互作用(例如经由壳的互补多核苷

酸的杂交)或共价相互作用(例如经由多核苷酸的相容的反应性功能部分之间的直接键形

成)，以形成超晶格结构。在其他情况下，多个核-壳纳米颗粒并不共价或非共价相互作用，

而是仅在相同的组合物内。

[0231] 在不同情况下，一个核-壳颗粒可包含用于化学反应的酶，并且第二核-壳颗粒可

包含用于第二化学反应的第二酶。在进一步的情况下，一个或多个另外的核-壳颗粒包含另

外的酶，所述另外的酶与第一和/或第二核-壳颗粒中存在的酶相同或不同。

[0232] 使用方法

[0233] 检测靶多核苷酸的方法

[0234] 本公开内容提供了检测靶分子(例如靶多核苷酸)的方法，所述方法包括使靶分子

与如本文所述的核-壳纳米颗粒接触。在不同方面，接触导致如由本公开内容提供的基因表

达的调节。在另一个方面，接触导致可检测的变化，其中可检测的变化指示靶分子的检测。

可检测标记的检测通过本文所述的方法中的任何执行，并且可检测标记可在其为核-壳纳

米颗粒的部分的分子上，或可在靶分子上。

[0235] 在不同方面，该方法包括与靶多核苷酸100％互补(即完全匹配)的多核苷酸的使

用，而在其他方面，多核苷酸在多核苷酸的长度上与多核苷酸至少(意指大于或等于)约

95％互补，在多核苷酸的长度上与多核苷酸至少约90％、至少约85％、至少约80％、至少约

75％、至少约70％、至少约65％、至少约60％、至少约55％、至少约50％、至少约45％、至少约

40％、至少约35％、至少约30％、至少约25％、至少约20％互补，到多核苷酸能够实现靶基因

产物的所需抑制的程度。

[0236] 在一些实施例中，本公开内容的核-壳纳米颗粒可用于纳米闪光技术中。先前已在

用于活细胞内的靶分子水平的荧光检测的多核苷酸功能化纳米颗粒的背景下描述了纳米

闪光(在以引用的方式全文并入本文的WO  2008/098248中描述)。在该系统中，“闪光”可检

测地标记并且通过进入的靶多核苷酸从核-壳纳米颗粒中置换或释放。因此预期纳米闪光

技术可用于本文所述的核-壳纳米颗粒的背景下。

[0237] 靶分子

[0238] 由本公开内容考虑的是本文所述的组合物中的任何均可用于检测靶分子。在不同

方面，靶分子是多核苷酸，并且多核苷酸是真核的、原核的或病毒的。靶分子可在细胞、组织

样品或生物流体中，如本领域已知的。

[0239] 如果多核苷酸以少量存在，则它可通过本领域已知的方法扩增。参见例如

Sambrook等人，Molecular  Cloning:A  Laboratory  Manual(第2版1989)，以及B.D.Hames和

S.J.Higgins，编辑Gene  Probes  1(IRL  Press,New  York,1995)。一般地，但不限于，可执行

聚合酶链反应(PCR)扩增，以使靶核酸的浓度增加到它可更容易检测的程度。

[0240] 在不同实施例中，提供的方法包括其中靶多核苷酸是编码基因产物的mRNA并且基

因产物的翻译被抑制或靶多核苷酸是编码基因产物的基因中的DNA并且基因产物的转录被

抑制的那些。在其中靶多核苷酸是DNA的方法中，多核苷酸在某些方面是编码被抑制的基因

产物的DNA。在其他方法中，DNA与基因产物的编码区互补。在另外其他方面，DNA编码基因产
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物表达所需的调节元件。“调节元件”包括但不限于增强子、启动子、沉默子、多聚腺苷酸化

信号、调节蛋白质结合元件、调节内含子和/或核糖体进入位点。在另外一个方面，靶多核苷

酸是内源复制所需的序列。在进一步的实施例中，靶分子是微小RNA(miRNA)。

[0241] 抑制基因表达的方法

[0242] 由本公开内容提供的另外的方法包括抑制从靶多核苷酸表达的基因产物的表达

的方法，所述方法包括使靶多核苷酸与如本文所述的核-壳纳米颗粒或组合物接触，其中所

述接触足以抑制基因产物的表达。基因产物的抑制起因于靶多核苷酸与本公开内容的核-

壳纳米颗粒或组合物的杂交。

[0243] 在本领域中应理解，其为核-壳纳米颗粒的部分的多核苷酸的序列无需与其靶多

核苷酸的序列100％互补，以便与靶多核苷酸特异性杂交。此外，其为核-壳纳米颗粒的部分

的多核苷酸可在一个或多个区段上与靶多核苷酸杂交，使得中间或相邻区段不涉及杂交事

件(例如且不限于环结构或发夹结构)。在其为核-壳纳米颗粒的部分的多核苷酸的长度上

测定互补性百分比。例如，给定包含多核苷酸的核-壳纳米颗粒，其中多核苷酸的20个核苷

酸中的18个与总长度100个核苷酸的靶多核苷酸中的20个核苷酸的区域互补，则其为核-壳

纳米颗粒的部分的多核苷酸是90％互补。在该例子中，剩余的非互补核苷酸可与互补核苷

酸聚簇或散布，并且无需与彼此或互补核苷酸邻接。其为核-壳纳米颗粒的部分的多核苷酸

与靶多核苷酸的区域的互补性百分比可使用本领域已知的BLAST程序(基本局部比对搜索

工具)和PowerBLAST程序(Altschul等人，J .Mol .Biol .,1990 ,215 ,403-410；Zhang和

Madden,Genome  Res.,1997,7,649-656)常规地测定。

[0244] 提供的用于抑制基因产物表达的方法包括其中与在不存在核-壳纳米颗粒的情况

下的基因产物表达相比较，靶基因产物的表达被抑制至少约5％、至少约10％、至少约15％、

至少约20％、至少约25％、至少约30％、至少约35％、至少约40％、至少约45％、至少约50％、

至少约55％、至少约60％、至少约65％、至少约70％、至少约75％、至少约80％、至少约85％、

至少约90％、至少约95％、至少约96％、至少约97％、至少约98％、至少约99％或100％的那

些。换言之，提供的方法包括导致靶基因产物的表达基本上任何程度的抑制的那些。

[0245] 在体内从体液样品或从活组织检查样品或者通过本领域众所周知的成像技术测

定抑制程度。可替代地，在细胞培养测定中在体外测定抑制程度，一般作为起因于使用如本

文所述的组合物在体内可预期的抑制程度的可预测量度。由本公开内容考虑的是靶多核苷

酸的抑制用于评价对给定细胞的抑制作用。作为非限制性例子，可研究基因产物的抑制效

应，其中基因产物是信号转导途径的部分。可替代地，可研究基因产物的抑制，其中基因产

物被假设涉及细胞凋亡途径。

[0246] 应理解本文所述的方法中的任何均可组合使用，以实现所需结果。例如且不限于，

本文所述的方法可组合以允许检测靶多核苷酸以及调节其表达两者。在一些实施例中，该

组合可用于定量在体外或体内随着时间过去的靶多核苷酸表达的抑制。在一个方面，通过

在指定时间点从培养物中取出细胞并评价在每个时间点的靶多核苷酸表达的相对水平，来

实现随着时间过去的定量。在一个方面，如通过可检测标记的可视化评价的靶多核苷酸的

量随着时间过去的减少指示靶多核苷酸的抑制速率。

[0247] 因此，测定给定多核苷酸与靶多核苷酸杂交并抑制靶多核苷酸表达的有效性，以

及测定给定多核苷酸对细胞的抑制作用，是考虑的方面。

说　明　书 31/41 页

36

CN 106794256 B

36



[0248] 催化反应的方法

[0249] 本文提供的是使用所公开的核-壳颗粒或其复合物作为将一种或多种试剂转化为

产物的化学反应的催化剂的方法。该方法可包括使反应的一种或多种试剂与如本文公开的

多个核-壳颗粒的组合物接触，使得一种或多种试剂与组合物的接触导致反应被催化以形

成反应的产物，其中所述核-壳颗粒的蛋白质是用于化学反应的酶。

[0250] 实例

[0251] 实例1

[0252] 合成蛋白质/寡核苷酸核-壳纳米颗粒

[0253] 材料和仪器：牛过氧化氢酶购自Sigma并如提供的使用。NHS-PEG4-叠氮化物购自

Thermo  Scientific，并且经修饰的亚磷酰胺购自Glen  Research。C8S星形胶质细胞从ATCC

获得。在MerMade  48(MM48)自动化寡核苷酸合成仪(BioAutomation)上合成寡核苷酸。通过

在室温下在NaOH水溶液(含DBCO的寡核苷酸)或0.05M碳酸钾的甲醇溶液(含Cy5的寡核苷

酸)中温育12小时，使寡核苷酸脱保护。通过在Varian  Prostar色谱站上的反相HPLC纯化脱

保护的寡核苷酸，这之后通过基质辅助飞行时间质谱法(MALDI-TOF-MS)验证其序列，并通

过UV光谱法测定其浓度。在Jasco  J-18分光光度计上测量圆二色(CD)谱。在Zeiss  LSM  510

倒置激光扫描共聚焦显微镜上，通过荧光共聚焦显微镜检查来监测Cy5标记的寡核苷酸的

细胞摄取。

[0254] 蛋白质/寡核苷酸核-壳纳米颗粒的合成：如图1b中所示，用寡核苷酸的致密壳修

饰牛过氧化氢酶(图1a)。通过50μM过氧化氢酶与50mM(1)(图1)在室温下反应2小时，将表面

暴露的胺转化为叠氮化物。典型的反应导致60+/-1个胺转化为叠氮化物，如通过MALDI质谱

法测定的(图2a)。用下述DNA序列共价修饰叠氮化物修饰的蛋白质：

[0255] 1)5’DBCO  Sp182AAG  AAT  TTA  TAA  GCA  GAA(ε260nm＝199,900M-1cm-1)(SEQ  ID  NO:

1)

[0256] 2)5’DBCO  Sp182AAC  AAT  TAT  ACT  CAG  CAA(ε260nm＝187,700M-1cm-1)(SEQ  ID  NO:

2)

[0257] 3)5’DBCO  T10–Cy5–T10(ε260nm＝172,600M-1cm-1)(SEQ  ID  NO:3)

[0258] 将含有1μM叠氮化物标记的过氧化氢酶和1mM  5’-DBCO修饰的DNA的溶液在室温下

温育三天。随后使用Amicon  Ultra  Centrifugal  Filter  Units(Millipore)从溶液中去除

过量的DNA，这之后如下测定用DNA标记的程度。首先，根据Beer定律和在405nm处324,000M-

1cm-1的摩尔吸光系数测定酶浓度。随后通过测量在260nm处的吸光度变化来测定用DNA标记

的程度(图2b)。典型的反应获得大约60-70个寡核苷酸/蛋白质。与叠氮化物的数目相比较，

寡核苷酸的轻微过量可能是由于保留了少量的非共价结合的寡核苷酸，或在估计对于所采

用的寡核苷酸序列计算的摩尔吸光系数中的轻微误差。

[0259] 蛋白质/寡核苷酸核-壳纳米颗粒的表征。通过CD光谱监测N3-PEG-叠氮化物和DNA

的共价附着后牛过氧化氢酶的二级结构的保留。使用含有1μM过氧化氢酶的溶液测量所有

光谱(图3a)。通过跟踪H2O2的分解来监测天然和DNA标记的过氧化氢酶的酶促活性(图3b)。

确认寡核苷酸共价附着至过氧化氢酶表面，随后为通过DLS测量酶大小的变化(图3c)。从大

约11nm到大约25nm的变动与单层寡核苷酸共价附着至酶表面一致。

[0260] 蛋白质/DNA核-壳纳米颗粒的细胞摄取。在用DNA修饰之前，用大约1.5个FITC分子
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标记过氧化氢酶。随后如上所述，用含有5’DBCO和内部Cy5亚磷酰胺的T20寡核苷酸(SEQ  ID 

NO:3)标记该缀合物。双重标记策略允许跟踪细胞摄取后蛋白质核和寡核苷酸壳两者的细

胞命运。使用C8S细胞(ATCC,VA,USA)执行蛋白质转染实验，所述C8S细胞根据ATCC细胞培养

指南用10％热灭活的胎牛血清培养，并在37℃下在5％CO2中维持。在加入过氧化氢酶之前，

将细胞转移到无血清培养基中，并与1nM蛋白质/DNA核-壳纳米颗粒温育4小时，这之后通过

荧光共聚焦显微镜检查来测量核-壳纳米颗粒的摄取(图4)。

[0261] 实例2

[0262] 合成另外的蛋白质/寡核苷酸核-壳纳米颗粒

[0263] 材料和仪器。所有酶均购自Sigma并如提供的使用。NHS-PEG4-叠氮化物购自

Thermo  Scientific，并且经修饰的亚磷酰胺购自Glen  Research。在MerMade  48(MM48)自

动化寡核苷酸合成仪(BioAutomation)上合成寡核苷酸。通过在NaOH水溶液中温育使寡核

苷酸脱保护。随后通过在Varian  Prostar色谱站上的反相HPLC纯化脱保护的寡核苷酸，这

之后通过基质辅助飞行时间质谱法(MALDI-TOF-MS)验证其序列，并通过UV光谱法测定其浓

度。在Jasco  J-18分光光度计上测量圆二色(CD)谱。使用DuPont–Northwestern  Down 

Collaborative  Access  Team束线，在Argonne  National  Labs执行小角度X射线散射实验。

在Hitachi  S4800-II  cFEG  SEM上执行扫描电子显微镜检查(SEM)，并使用Hitachi  HD-

2300STEM收集扫描透射电子显微镜检查(STEM)显微照片。

[0264] 蛋白质/寡核苷酸核-壳纳米颗粒的合成：如图5c中所示，用寡核苷酸的致密壳修

饰牛过氧化氢酶和Cg过氧化氢酶(图5a和5b)。通过50μM过氧化氢酶与50mM(1)在室温下反

应2小时，将表面暴露的胺转化为叠氮化物。典型的反应导致对于牛和Cg过氧化氢酶分别60

或48个胺转化为叠氮化物，如通过MALDI质谱法测定的(图2a)。用下述DNA序列共价修饰叠

氮化物修饰的蛋白质：

[0265] 1)5'DBCO  Sp182AAG  AAT  TTA  TAA  GCA  GAA(260nm＝199,900M-1cm-1)(SEQ  ID 

NO:1)

[0266] 2)5'DBCO  Sp182AAC  AAT  TAT  ACT  CAG  CAA(260nm＝187,700M-1cm-1)(SEQ  ID 

NO:2)

[0267] 将含有1μM叠氮化物标记的过氧化氢酶和1mM  5'-DBCO修饰的DNA的DNA标记反应

在室温下温育3天。随后使用Amicon  Ultra  Centrifugal  Filter  Units(Millipore)从溶

液中去除过量的DNA，这之后如下测定用DNA标记的程度。首先，根据Beer定律和在405nm处

324,000M-1cm-1的摩尔吸光系数测定酶浓度。随后通过测量在260nm处的吸光度变化来测

定DNA分子数目/蛋白质(图2b)。典型的反应分别获得大约60-70和40-50个DNA链牛或Cg过

氧化氢酶。与叠氮化物的数目相比较，DNA链的轻微过量可能是由于保留了少量的非共价结

合的DNA链，或对于DNA链计算的摩尔吸光系数中的轻微误差。

[0268] DNA缀合的蛋白质的装配。两种不同类型的DNA链用于将蛋白质装配成高级结构。

首先，使用自互补接头，如图6所示装配单一蛋白质。DNA-介导的聚集体的解装配随后为测

量由于相对于DNA双链体的单链DNA的过染色性质而出现的在260nm处的吸光度增加。尖锐

熔融转变是在用DNA密集修饰的纳米颗粒之间实现的多价相互作用的特征。

[0269] 使用彼此互补但并非自身互补的接头允许装配含有两种不同酶或酶和AuNP的二

元晶格(图7)。
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[0270] 蛋白质晶体的形成和通过小角度X射线散射(SAXS)表征蛋白质超晶格。通过加入

100当量的接头DNA/蛋白质DNA缀合物或AuNP来装配蛋白质晶体。加入接头DNA后，通过将聚

集体加热至其熔融温度以上并在热循环仪中以1℃/10分钟的速率冷却样品来形成晶体(图

8)。

[0271] 通过SEM和STEM表征蛋白质晶格。仅含有蛋白质的晶体被制备用于通过在碳涂覆

的网格上滴铸5μL等分试样的含晶体溶液并用2％乙酸铀酰溶液染色来成像(图9a-b)。将二

元蛋白质-AuNP晶体嵌入二氧化硅中，这之后将5μL等分试样的含晶体溶液滴铸到碳涂覆的

网格上。图10a-b中显示了图像。

[0272] 实例3

[0273] 合成β-半乳糖苷酶蛋白质/寡核苷酸核-壳纳米颗粒

[0274] β-半乳糖苷酶(β-gal)购自Sigma，并且在使用前通过尺寸排阻色谱纯化。β半乳糖

苷酶的表面用多核苷酸修饰，基本上如先前描述的(图1b)，伴随下述修改。在用叠氮化物修

饰之前，用发色团AlexaFluor  647(Life  Technologies)使β-gal功能化，以使细胞运输成

像并提供用于测定蛋白质浓度的手段。含有9.75μM蛋白质和28μM荧光团的反应获得具有大

约2.6个荧光团/蛋白质的缀合物(图11)。随后用叠氮化物修饰β-gal，并随后与多核苷酸反

应，获得具有大约38条DNA链/蛋白质的缀合物(图11)。

[0275] 如通过UV-可见吸收光谱法测定的，β-半乳糖苷酶的表面由DNA的功能化。β-半乳

糖苷酶首先缀合到发色团AlexaFluor  647，随后用两种不同的DNA序列功能化。基于在

647nm(来自缀合的荧光团)和260nm(来自DNA)的吸光度比率来测定功能化得率。两条DNA链

均以大约35:1的比率与酶的表面缀合。

[0276] 通过共聚焦荧光显微镜检查来测量DNA修饰的β-gal的细胞摄取。C8S细胞与100nM

天然或DNA修饰的β-gal一起温育12小时，用1X  PBS洗涤，并通过共聚焦显微镜检查成像(图

12)。荧光信号源于共价附着至蛋白质表面的AlexaFluor染料，并证实DNA修饰的β-gal的细

胞摄取。

[0277] 天然和DNA功能化的β-半乳糖苷酶的细胞摄取也通过流式细胞术在C166、HaCat和

SKOV3细胞中进行测定。这些数据证明相对于天然蛋白质，DNA功能化的酶的摄取增强，并且

摄取跨越多个细胞系持续。

[0278] 通过圆二色光谱法验证β-半乳糖苷酶在由DNA功能化后保持折叠。测定天然β-半

乳糖苷酶和DNA功能化的β-半乳糖苷酶缀合物的光谱。所有光谱就浓度进行校准。在220nm

处的信号减少是由于来自DNA的贡献，而不是由于蛋白质的解折叠。还显示了荧光β-半乳糖

苷酶底物，羧基伞形基β-D-吡喃半乳糖苷通过天然β-半乳糖苷酶和DNA功能化的β-半乳糖

苷酶缀合物的酶促水解。

[0279] 使用β-gal染色试剂盒(Life  Technologies)测定转染的β-gal的催化活性，所述

试剂盒测量模型底物5-溴-4-氯-3-吲哚基-β-D-吡喃半乳糖苷(X-gal)的水解。在水解后，

该化合物形成可通过光学显微镜检查显现的蓝色沉淀物。对于这些实验，将细胞与100nM天

然或DNA修饰的β-gal一起温育12小时，用1X  PBS洗涤并固定，这之后根据制造商的建议执

行测定。在与X-gal一起温育后，将细胞洗涤并在光学显微镜上成像(图13)，证明相对于天

然β-gal，DNA功能化的β-gal的活性增强。

[0280] 实例4
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[0281] DNA介导的蛋白质装配。

[0282] 材料和方法。使用得自Glen  Research的试剂，在Mermade  48(MM48)寡核苷酸合成

仪上在固体支撑物上合成所有寡核苷酸，并通过反相高效液相色谱(RP-HPLC)纯化。从Ted 

Pella获得具有10-nm标称直径的柠檬酸盐加帽的金纳米颗粒(AuNP)，并如先前所述[Park

等人，Nature  451(7178):553-556(2008)；Macfarlane等人，Science  334(6053):204-208

(2011)]用DNA功能化。简言之，加入大约5nmol的适当5’-硫醇化寡核苷酸/mL  AuNP，这之后

加入十二烷基硫酸钠(SDS)至终浓度为0.01％，并且将所得到的溶液在室温下温育4小时。

经过3小时过程以0.1M逐步向溶液中加入5M  NaCl的等分试样，以达到0.5M  NaCl的终浓度。

随后使该溶液在室温下温育过夜，以使AuNP表面上的DNA负载达到最大。通过在16000rpm下

离心三轮，随后将所得到的沉淀物重悬浮于1mL磷酸盐缓冲盐水(PBS)中，来纯化DNA功能化

颗粒。使用9.55x107M-1cm-1(由Ted  Pella提供)的摩尔消光系数(ε520)，基于UV-可见吸收光

谱(Varian  Cary  5000)测定颗粒浓度。

[0283] 通过超滤(Amicon  Ultra ,100kDa)将牛和谷氨酸棒状杆菌(“Cg”)过氧化氢酶

(Sigma)交换到PBS内，并通过十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)证实其纯

度。两种蛋白质均运行为具有预期分子量(大约60kDa/单体)的单一分子种类，并且因此如

接受的使用。在化学功能化之前，将每种蛋白质通过超滤浓缩并交换到含有100mM碳酸氢钠

(pH  9,0.5M  NaCl)的缓冲液内。使用324,000M-1cm-1的摩尔消光系数(ε405)，通过UV-可见吸

收光谱测定蛋白质浓度[Samejima等人，J  Biol  Chem  238(10):3256-61(1963)]。

[0284] 向在100mM碳酸氢钠缓冲液(pH  9,0.5M  NaCl)中含有50μM蛋白质的100μL溶液中

加入大约6mg接头NHS-PEG4-N3(Thermo  Scientific，图15，插图)。允许表面胺和NHS-PEG4-

N3之间的反应在25℃下进行2小时，同时在1000rpm下振荡。通过使用由PBS(pH  7.4)平衡的

NAP10柱(GE  Healthcare)的尺寸排阻色谱来纯化叠氮化物功能化的蛋白质。基于274Da/接

头的附加质量，在Bruker  Autoflex  III质谱仪(图16)上，通过基质辅助激光解吸电离质谱

法(MALDI-MS)测定附着的接头的数目。

[0285] 每个叠氮化物修饰的蛋白质用含有5’-末端二苯并环辛炔(DBCO)部分的两种不同

的寡核苷酸分别功能化。典型的反应含有在PBS(0.5M  NaCl)中的3nmol蛋白质和1μmol所示

寡核苷酸。使反应在25℃下伴随以1000rpm的振荡温育3天，这之后通过10轮超滤

(Millipore  Amicon  Ultra-15Centrifugal  Filter  Units)从反应溶液中去除未反应的

DNA。通过UV-可见吸收光谱法测定每种DNA功能化蛋白质的寡核苷酸:蛋白质比率(图16)。

[0286] 在Malvern  Zetasizer  Nano上执行动态光散射(DLS)实验。每个样品含有1μM的天

然、叠氮化物功能化或DNA功能化的过氧化氢酶。报告的光谱和流体动力学直径(图1c-e和

15)基于强度分布，并且是三次测量的平均值。

[0287] UV-可见光吸收和CD光谱用于探测天然、N3-和DNA功能化的过氧化氢酶变体的结

构(图17和18)。在含有PBS(0.5M  NaCl)中大约1μM蛋白质的溶液的1-cm路径长度比色皿中

记录UV-可见吸收光谱。在1mm路径长度比色皿中在Jasco  J-818分光光度计上记录CD光谱。

在PBS (0 .5M  NaCl)中以300nM的浓度制备所有含蛋白质的样品。使用Igor  Pro

(Wavemetrics)中的Savitzky-Golay算法，将原始椭圆率值(mdeg)转换为Δε(mM-1cm-1)，并

使所得到的光谱平滑。将叠氮化物功能化的蛋白质的光谱直接与其天然配对物比较(图

18)。来自图3a和图18b的圆二色信号中的差异是由于叠氮化物标记的蛋白质的光谱相对不
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稳定。对于图18b，在完成标记实验的一天内收集光谱，其中将经修饰的蛋白质贮存于4℃

下。对于图3a，叠氮化物缀合的蛋白质在缀合反应完成后在室温下静置延长时间段并部分

解折叠。

[0288] 从以大约15μM的浓度制备的样品收集未缀合的含有5’DBCO的寡核苷酸的CD光谱。

随后将每条DNA链的Δε值乘以对于每种蛋白质变体计算的DNA:蛋白质比率(表1)。通过天

然蛋白质的光谱和乘以预期的DNA:蛋白质比率的DNA的光谱的总和，来计算每种DNA功能化

蛋白质的理论光谱(图17)。

[0289] 基本上如先前所述[Beers等人，J  Biol  Chem  195(1):133-140(1952)]，用分光光

度法跟踪H2O2向H2O和O2的歧化。简言之，将天然或DNA功能化的过氧化氢酶的10-μL等分试

样从原液(100nM)加入在1000μL  PBS(0.5M  NaCl)中含有指定浓度的H2O2的搅拌比色皿中。

在加入过氧化氢酶后，连续监测在240nm处的吸光度1分钟。随后使用43M-1cm-1的H2O2ε240值，

由这些迹线的初始线性部分的斜率计算反应速率。每个数据点代表三次试验的平均值(图

19)。对于每个H2O2浓度计算标准速度常数(kapp)，并且在图19h中报告平均值。为了测试观察

到的催化活性是否是由于存在完整折叠的过氧化氢酶，而不是游离卟啉或包埋在未折叠的

蛋白质和DNA的基质中的卟啉，还使用通过在60℃下温育10分钟解折叠的DNA功能化蛋白质

执行酶测定(图19)。

[0290] 通过在5,000rpm下的四轮离心分离蛋白质晶体(如下所述装配)。通过在40℃下记

录其UV-可见吸收光谱来测定纯化的晶体中所含有的蛋白质的总浓度。随后将晶体稀释至

100nM的最终蛋白质浓度，并测试其催化活性(图14f和19)。为了测试酶晶体的可回收性，将

它们与15mM  H2O2一起温育10分钟，并离心以收集剩余的不溶性材料。在该处理之后，测试上

清液和不溶性材料两者的催化活性(图19j)。将该过程重复5次，这之后收集SAXS光谱以确

保晶格保持完整(图19k)。

[0291] 通过将100当量的适当接头加入含有在PBS(0.5M  NaCl)中的300nM所示蛋白质的

溶液，DNA功能化的蛋白质和AuNP-SNA缀合物与互补接头链杂交。通过混合与两个不同接头

分开杂交的单个DNA功能化蛋白质、两个不同的DNA功能化蛋白质(其各自和与另一个互补

的接头杂交)、或与互补接头分开杂交的DNA功能化蛋白质和SNA-AuNP缀合物，来装配含有

蛋白质的聚集体。将所得到的聚集体加入1000μL  PBS(0.5M  NaCl)中至15nM的最终颗粒浓

度，并且通过UV-可见吸收光谱法测定其熔融温度(图14g和20)。计算每个熔解曲线的一阶

导数，以测定每个样品的Tm和半高全宽(FWHM)。

[0292] 通过将由接头杂交的DNA功能化的蛋白质或接头杂交的蛋白质和SNA-AuNP缀合物

组成的DNA模板化的聚集体加热至其熔融温度(43℃)以上，并且以0.01℃/分钟的速率将其

缓慢冷却至室温，来装配晶体。该程序近期显示有利于形成单晶超过多晶超晶格[Auyeung

等人，Nature  505(7481):73-77(2014)]。

[0293] SAXS实验在Argonne  National  Laboratory’s  Advanced  Photon  Source(APS)的

DuPont-Northwestern-Dow  Collaborative  Access  Team(DND-CAT)束线下进行。使用针对

山嵛酸银标准物校准的10keV(波长 )准直X射线执行实验。将样品转移至1.5mm石英

毛细管(Charles  Supper)，并在CCD面积检测器上原位记录其2D散射模式。使用的曝光时间

对于Au蛋白质杂交物和仅蛋白质的晶格分别为0.5秒和5秒。通过对二维数据径向求平均值

以获得根据散射矢量q的散射强度的图，获得图21中呈现的一维散射数据：
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[0294] q＝4πsinθ/λ

[0295] 其中θ是散射角的一半，并且λ是所使用的X射线的波长。

[0296] 所有理论X射线衍射模式使用PowderCell软件包进行计算，所述PowderCell软件

包可从Federal  Institute  for  Materials  Research  and  Testing在因特网上免费获得。

尽管该软件最初被开发用于计算基于原子组成成分的晶格的结构因子，但它也已显示生成

与实验数据良好匹配的纳米颗粒超晶格的理论散射模式。对于由蛋白质和AuNP装配的二元

超晶格，其中所得到的散射模式由AuNP控制并且是简单立方晶格的特征，原子选择是任意

的。对于由单一蛋白质组成的BCC型晶格也是如此。为了生成由单一蛋白质或两个蛋白质组

成的CsCl型晶格的模拟衍射模式，选择具有相似电子密度的原子。模拟散射模式中的衍射

峰的位置与实验上观察到的那些良好匹配。

[0297] 使用下述等式基于第一散射峰q0的位置计算关于每个晶格类型的最近邻距离d：

[0298]

[0299] 其中d是两个颗粒之间以nm计的距离，q0是以 的初始散射峰的位置，并且C是使

两个纳米颗粒最近邻之间的距离和与第一散射峰相关的[hkl]平面之间的距离关联的常

数。C、qo、d和晶格参数的值在表2中概括。

[0300] 在以SE或Z对比模式在200keV下操作的Hitachi  HD2300扫描透射电子显微镜上执

行TEM成像。如先前所述[Auyeung等人，Nature  505(7481):73-77(2014)；Auyeung等人，Adv 

Mater  24(38):5181-5186(2012)]，将由SNA-AuNP缀合物和DNA功能化蛋白质组成的二元超

晶格嵌入无定形二氧化硅中。该过程是必要的，以防止DNA介导的晶格在样品制备和真空成

像期间塌陷。将这些二氧化硅包埋的超晶格的5-μL等分试样滴铸到碳涂覆的铜网格上，并

通过用Whatman滤纸吸印去除过量的液体。仅由DNA功能化的蛋白质组成的超晶格用2％乙

酸铀酰溶液染色，以获得足够的对比度用于成像。

[0301] 结果。含四聚体血红素的酶，过氧化氢酶的两种变体(牛过氧化氢酶和Cg过氧化氢

酶)，用作研究DNA介导的蛋白质装配的模型系统(图14)。每种过氧化氢酶变体共享相似的

分子拓扑，但特征在于化学反应性表面可接近的胺官能团的不同模式。通过加入在相对末

端处含有N-羟基琥珀酰亚胺(NHS)酯和叠氮化物部分的大量过量(相对于蛋白质浓度大约

3000倍)的四甘醇接头(图14b，i和15，插图)，这些表面可接近的胺以高得率(对于Cg和牛过

氧化氢酶分别为75％和83％的所有溶剂可接近的伯胺/四聚体蛋白质复合物)转化为叠氮

化物，如通过质谱法测定的(图16)。经过使用三个不同分批的蛋白质的五个独立反应，蛋白

质由叠氮化物的功能化是高度可重复的(对于牛和Cg过氧化氢酶分别为15.3±0.3和12.2

±0.6个标记)。随后经由在表面结合的叠氮化物和在合成寡核苷酸的5'末端处的二苯并环

辛炔(DBCO)部分之间的应激促进的环化加成反应(无铜“点击化学”)，将叠氮化物修饰的蛋

白质分别用两种不同的寡核苷酸功能化(图14b，ii)。该策略获得30-50pmol/cm2的DNA功能

化密度，如通过每种蛋白质-DNA缀合物的UV吸收光谱中的变化所测定的(图16)。这些值与

先前在DNA介导的结晶方案中采用类似尺寸的无机纳米材料所实现的值可比较[Zhang等

人，Nat  Mater  12(8):741-746(2013)；Hurst等人，Anal  Chem  78(24):8313-8318(2006)]。

通过动态光散射(DLS)进一步表征每种蛋白质缀合物揭示，DNA功能化后其流体动力学直径
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对于牛和Cg过氧化氢酶分别从11.7或12nm增加到24.3和25nm，这与形成从蛋白质核径向取

向的寡核苷酸壳一致(图14c-e和15)。不希望受理论束缚，很可能接头在一定程度上与蛋白

质相互作用，这解释了为何流体动力学直径并未如预期增加那么多。类似地，DNA可能不与

超晶格中的DNA在构象上相同，并且与周围链采用附加的二级结构，如通过CD光谱学证实的

(图17)。

[0302]

[0303] 1.DBCO  dT指由Glen  Research制造的二苯并环辛炔修饰的亚磷酰胺

[0304] 2.Sp指由Glen  Research制造的六甘醇修饰的亚磷酰胺，间隔物18。

[0305] 表1.本公开内容中使用的寡核苷酸的序列。

[0306] 叠氮化物和DNA修饰的蛋白质被广泛表征以确保它们保持折叠和有功能的。每种

蛋白质的结构通过UV-可见光和圆二色(CD)光谱法进行探测，其分别提供关于血红素活性

位点周围的环境和蛋白质的总体二级结构的结构信息(图17和18)。两种技术均提示在用叠

氮化物或DNA功能化后，天然蛋白质结构在很大程度上保持完整。通过监测过氧化氢酶催化

的过氧化氢(H2O2,ε240＝43M-1cm-1)歧化成H2O和O2在UV吸光度(在240nm处)中的减少，分光光

度法测定DNA功能化蛋白质的催化功能性的保留(图14f和19)[Beers等人，J  Biol  Chem 

195(1):133-140(1952)]。当采用mM浓度的底物和相对低(nM)浓度的酶时，该反应的初始速

率就H2O2浓度而言是一阶的。标准速度常数对于DNA功能化的酶及其天然配对物是相似的，

并且与先前公开的报告[Beers等人，J  Biol  Chem  195(1):133-140(1952)]良好一致，指示

附加到每种过氧化氢酶变体表面的DNA的密集壳并不显著影响底物对活性位点的接近或引

起其结构中的有害变化。相比之下，当DNA功能化的蛋白质在测定之前被加热到其解折叠温

度以上时，未观察到H2O2分解(图19)。该发现证明在DNA功能化蛋白质的存在下观察到的速

率增强源于完整的活性位点，而不是起因于游离血红素或嵌入未折叠的蛋白质和DNA的基

质中的血红素的过氧化物酶活性。

[0307] 实例5

[0308] 接下来测定蛋白质-DNA缀合物是否采用了SNA-无机NP缀合物的DNA依赖性质特

征。这些缀合物与具有互补寡核苷酸的颗粒形成多价相互作用，并且这些相互作用的特征

在于在逐渐增加温度时在装配状态和解装配状态之间的高度协同的转变。每个蛋白质-DNA

缀合物独立地与具有单链粘性末端序列(5’-AAGGAA-3’或5’-TTCCTT-3’，图14b，iii和表1)

的互补寡核苷酸杂交。当具有含互补粘性末端的接头的蛋白质组合时，或当任一蛋白质与

具有互补粘性末端的SNA-金纳米颗粒(AuNP)(10nm直径)缀合物组合时，观察到溶液的浊度
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中的快速增加和聚集体的逐渐累积。显著地，当具有非互补粘性末端的颗粒组合时，不发生

这种聚集事件，排除了蛋白质、蛋白质和AuNP表面或蛋白质和DNA之间的非特异性相互作用

的可能性。缓慢加热含有这些DNA模板化聚集体的溶液，导致其在260nm处的消光的急剧增

加(图14g和20)。对于仅含有DNA功能化蛋白质的聚集体，这种转变起因于在聚集体解离时

双链DNA去杂交成过染色单链DNA，而对于含有DNA功能化蛋白质和SNA-AuNP缀合物的混合

物的聚集体，消光中的增加主要是由于AuNP的光学性质中的变化。对于这些转变的熔融温

度和半高全宽类似于对于具有无机核的SNA-NP缀合物观察到的那些[Zhang等人，Nat 

Mater  12(8):741-746(2013)；Hurst等人，Anal  Chem  78(24):8313-8318(2006)]。

[0309] 接下来测定开发用于SNA-无机NP缀合物的设计规则[Macfarlane等人，Science 

334(6053):204-208(2011)；Macfarlane等人，Angew  Chem  Int  Ed  52(22):5688-5698

(2013)]是否也适用于DNA功能化蛋白质的装配。先前已显示，当具有相同大小的球形SNA-

AuNP缀合物用具有非自互补粘性末端的接头分开功能化时，热力学上有利的晶格是体心立

方的。这些晶格被定义为BCC型而不是CsCl，因为核纳米颗粒是相同的，尽管它们用不同的

DNA序列功能化的事实。为了测试DNA功能化的蛋白质是否形成相似的晶格，将含有等摩尔

比的两种蛋白质的聚集体或由蛋白质和SNA-AuNP缀合物组成的二元系统加热至在其熔点

以上、但在蛋白质解折叠在其下开始的温度以下的温度，并以0.01℃/分钟的速率缓慢冷却

至20℃，以促进热力学稳定的产物的形成。已显示与其中聚集体在略微低于其熔融温度的

温度下退火的替代方法相比较，从解离状态缓慢冷却含纳米颗粒的溶液有利于形成单晶超

过多晶聚集体[Auyeung等人，Nature  505(7481):73-77(2014)]。在观察到较快的冷却速率

获得不明确的单晶或多晶聚集体之后，凭经验确定0.01℃/分钟的速率。使用该程序，Cg过

氧化氢酶装配成具有体心立方(BCC)对称性和25.6nm的颗粒间距的超晶格，如由径向平均

的1D小角度X射线散射(SAXS)模式测定的(图21a)。这种颗粒间距与测量的DNA修饰的Cg过

氧化氢酶的流体动力学直径一致(图14e和15)。还观察到在 处的另外的衍射峰和

在 处的肩峰，提示存在与氯化铯(CsCl)等结构的分开晶格。由三种另外的蛋白

质-蛋白质组合形成的晶体也产生了CsCl型晶格的特征性散射模式，尽管不能排除具有相

似颗粒间距的BCC晶格的存在(图21b-d；表2)。来自几乎相同的蛋白质变体的具有CsCl型对

称性而不是BCC对称性的晶格的形成提示，尽管位于每个独特晶格位置的蛋白质与八个最

近邻形成连接，但如预期的，它们也采取不同的取向。该观察指示蛋白质构件块的独特形状

各向异性和不均匀表面化学以使用传统SNA-NP缀合物未观察到的方式影响DNA介导的超晶

格装配，并且将在设计努力中利用以形成具有新型对称性的晶格。
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[0310]

[0311] 表2.晶格参数的计算和概括。

[0312] 因为蛋白质相对于AuNP的散射横截面是可忽略不计的，所以预期蛋白质-AuNP二

元晶格产生仅依赖于AuNP在晶格内的排列的散射模式。实际上，当DNA功能化蛋白质以1:1

的比率与具有含互补粘性末端的接头的SNA-AuNP缀合物组合时，所得到的CsCl型晶格产生

简单的立方散射模式(图21e-f)。在这些晶格中，蛋白质充当有效地删除否则将被AuNP占据

的晶格位置的三维间隔物。组合具有这种不同的物理和化学性质的两类纳米材料而不显著

改变基于软蛋白质的构件块的紧凑3D结构的能力突出显示了DNA介导的装配的广泛泛化，

并且在装配多功能材料中是有用的。

[0313] 通过二氧化硅包埋的(用于二元蛋白质-Au系统)或负染色的(用于仅由DNA功能化

的蛋白质组成的晶格)样本的扫描透射电子显微镜检查(STEM)，来调查蛋白质晶体的微米

级形态(图22和23)。两个样品的显微照片证明在每个维度上单晶1-7μm的均匀形成。二元蛋

白质-AuNP晶体展示清晰的小平面以及六角形和正方形结构域，类似于以前对于装配成菱

形十二面体的SNA-AuNP缀合物观察到的那些[Auyeung等人，Nature  505(7481):73-77

(2014)]。这不管下述事实而发生：对于Au-蛋白质二元晶体，蛋白质间隔物的包括导致AuNP

的简单立方排列。具有二元蛋白质-AuNP组合物的单晶的高放大率图像(图22b)揭示了显著

的有序度，其中个别纳米颗粒的堆叠可清楚地辨别(图22b，插图)。类似地，晶格平面可在由

Cg过氧化氢酶晶体制备的负染色样本中显现(图22d)。

[0314] 如上所述，由Cg过氧化氢酶组成的晶体用于H2O2分解测定中，以测定在结晶过程后

酶是否保持活性。与溶液中游离的天然或DNA功能化的酶一样，晶体的H2O2分解速率显示对

底物浓度的线性依赖性(图19i)，尽管表观速率常数降低大约20倍。催化效率中的类似减少
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先前已在结晶酶制剂的研究中观察到，尤其是对于其中扩散进入晶体是限制因素的高效酶

[Mozzarelli等人，Annu  Rev  Bioph  Biom  25:343-365(1996)]。重要的是，酶可通过离心在

催化后容易地再循环，并且在至少5轮催化自始至终保持完全催化活性(图19j)。在最后一

轮催化后通过SAXS分析不溶性材料证实晶格保持完整(图19k)。

[0315] 结论。尽管有近期成就[King等人，Science  336(6085):1171-1174(2012)；King等

人，Nature  510(7503):103-108(2014)]，但由于缺乏通用相互作用基序，尤其是形成超过

二聚体复合物的超分子结构的蛋白质-蛋白质相互作用的从头设计仍然是困难的

[Stranges等人，Protein  Sci  22(1):74-82(2013)]。相比之下，寡核苷酸碱基配对相互作

用得到充分理解，以高保真度形成，并且已广泛用作装配多种超分子形状的手段，所述多种

超分子形状可充当用于组织外部分子装配的支架，所述外部分子包括蛋白质或基于蛋白质

的病毒衣壳[Wilner等人，Nat  Nanotechnol  4(4):249-254(2009)；Zhang等人，Angew  Chem 

Int  Ed  51(14):3382-3385(2012)；Rusling等人，Angew  Chem  Int  Ed  53(15):3979-3982

(2014)；Yan等人，Science  301(5641):1882-1884(2003)；Wang等人，ACS  Nano  8(8):7896-

7904(2014)；Coyle等人，J  Am  Chem  Soc  135(13):5012-5016(2013)]。通过用寡核苷酸杂

交替代蛋白质间相互作用的形成，本公开内容已显示结晶超晶格可由单一蛋白质、多种蛋

白质或蛋白质和AuNP的组合装配。该策略尤其提供了用于编程来自功能蛋白质的复杂生物

材料(例如，酶级联或杂交无机-有机晶格)的装配的手段，而不管其氨基酸组成或分子拓

扑。
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