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Abstract 

Background and purpose: Clostridium botulinum neurotoxins are the most potent toxins that 

cause the life-threatening botulism syndrome in humans and animals. Researches have shown that the 

binding domain of the botulinum neurotoxin type E has a high immunogenicity effect that could be used as 

an efficient recombinant vaccine. The recombinant vaccines are not potent enough to stimulate the immune 

responses, therefore, the use of biocompatible and safe adjuvants is inevitable. In recent years, there have 

been many studies on the adjuvanticity effect of nanoparticles and their role as delivery vehicles of 

recombinant vaccines. This study investigated the vaccine delivery effect of chitosan nanoparticles for 

administration of a recombinant candidate vaccine against Clostridium botulinum type E. 

Materials and methods: The expression and purification of botulinum neurotoxin type E was 

done in E. coli BL21 (DE3). Chitosan nanoparticles were synthesized by ionic gelation method. The 

protein containing nanoparticles were administered to mice subcutaneously. At the same time, a control 

group received the candidate vaccine in combination with the Freund adjuvant. Finally, the IgG titers of 

immunized mice were assayed by ELISA. 

Results: The recombinant protein was successfully expressed and purified and was subsequently 

confirmed by western blot analysis. The loading capacity of the recombinant antigen into nanocapsules 

was calculated as 90%. ELISA results showed an increase in the IgG titer after each administration. 

Conclusion: The present study shows that the chitosan nanoparticles containing a recombinant 

vaccine could efficiently stimulate the humoral immune responses. 
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 پژوهشي

زايي نانوذرات كيتوسان حاوي پروتئين نوتركيب ناحيه  بررسي ايمني
  در موش Eدهنده نوروتوكسين بوتولينوم تيپ  اتصال

  
       1محمدجواد باقري پور

       2فيروز ابراهيمي

       3عباس حاجي زاده

  2شهرام نظريان
  چكيده
باشـند كـه سـبب     ترين سموم شناخته شـده مـي   قوياز  كلستريديوم بوتولينومهاي باكتري  نوروتوكسين :و هدف سابقه

تحقيقات نشان داده است كه زير واحد اتصالي اين سم داراي . شوند بروز سندروم خطرناك بوتوليسم در انسان و حيوان مي
بـه   هاي نوتركيـب  جا كه واكسن از آن. زايي بوده و ميتواند در تهيه واكسن نوتركيب مورد استفاده قرار گيرد خاصيت ايمني

سـازگار و ايمـن از اهميـت زيـادي      هـاي زيسـت   ادجوانتهاي ايمني نيستند، استفاده از  تنهايي قادر به برانگيختن موثر پاسخ
و نيز بستري جهت رسـانش   ادجوانتهاي اخير مطالعات زيادي جهت استفاده از نانوذرات به عنوان  در سال. برخوردار است

د واكسـن  كاندي ـقيق، بررسي اثر نانوذرات كيتوسان بر روي رسانش موثر يك هدف از اين تح. واكسن صورت گرفته است
  .بود Eنوتركيب عليه نوروتوكسين بوتولينوم تيپ 

صورت  E. coli BL21 (DE3)در باكتري  BoNT/Eبيان و تخليص پروتئين نوتركيب ناحيه اتصالي  :ها مواد و روش
روش ژلاسيون يوني ساخته شد و به صورت زيرجلدي به موش تزريق با  نانوذرات كيتوسان حاوي پروتئين مذكور. پذيرفت
نيز به گروه موشي جداگانه، تزريق شد و در نهايت ميزان تيتر  فروند ادجوانتژن مورد نظر همراه با  همزمان، آنتي. گرديد
 .با روش الايزاي غيرمستقيم مورد بررسي قرار گرفت IgGبادي  آنتي

، بيان و تخليص شد و سپس به وسيله وسترن بلات مورد تاييد قـرار  BoNT/Eناحيه اتصالي پروتئين نوتركيب  :ها يافته
 IgGبـادي   ميـزان توليـد آنتـي   كه نتايج الايزا نشان داد . درصد بود 90ميزان بارگذاري پروتئين در نانوذرات بيش از . گرفت

  .پس از هربار تزريق افزايش يافته است
  .دهد نانوذرات كيتوسان توانايي تحريك موثر سيستم ايمني هومورال را دارد مي نتايج اين تحقيق نشان :استنتاج

  

  بادي ها، سنجش آنتي ادجوانت، نانوذرات كيتوسان، BoNT/Eنوتركيب  پروتئين: واژه هاي كليدي
  

  مقدمه
از  كلستريديوم بوتولينـوم هاي باكتري  نوروتوكسين

ل طريق سطوح مخاطي نظيـر روده، بافـت ريـه و يـا مح ـ    
زخم بـه گـردش خـون وارد شـده و بـا ممانعـت از آزاد       

عصبي، سبب ايجاد فلج هاي  شدن استيل كولين در پايانه

فلـج عضـلاني در مـوارد    . شـوند  عضلاني پيش رونده مي
در ميــان هفــت  . بــا مــرگ همــراه اســت    حــاد غالبــاً 

عمــدتاً بــراي  Eو  A  ،Bنوروتوكســين بوتولينــوم، انــواع 
  يـگيرشناس هاي همه نتايج بررسي. زا هستند بيماري  انسان

  
  E-mail: febrhimi@ihu.ac.ir                دانشكده و پژوهشكده علوم پايه، مركز تحقيقات زيست شناسي، )ع(حسين  دانشگاه جامع امام :تهران - فيروز ابراهيمي :مولف مسئول

  ، تهران، ايران)ع( نشكده و پژوهشكده علوم پايه، دانشگاه جامع امام حسيندا ،مركز تحقيقات زيست شناسيشناسي پزشكي،  كارشناس ارشد ميكروب.1
  ، تهران، ايران)ع( دانشكده و پژوهشكده علوم پايه، دانشگاه جامع امام حسين ،مركز تحقيقات زيست شناسي ،استاديار .2
  ، تهران، ايران)ع( پژوهشكده علوم پايه، دانشگاه جامع امام حسين دانشكده و ،مركز تحقيقات زيست شناسيشناسي سلولي و مولكولي،  كارشناس ارشد زيست. 3
  3/2/1394: تاريخ تصويب         22/1/1394 : تاريخ ارجاع جهت اصلاحات      22/1/1394 :تاريخ دريافت  
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 پژوهشي

ترين موارد ابـتلاء بـه بوتوليسـم در     دهد كه بيش نشان مي
نهـا  در حـال حاضـر ت  . باشـد  مـي  Eايران مربـوط بـه نـوع    

واكســن موجــود در برخــي كشــورهاي پيشــرفته، يــك   
 E تـا  Aهـاي   واكسن توكسوئيدي پنج گانه بر عليه تيـپ 

 ايـن كـه در حـال حاضـر هـيچ      نكته قابل تامـل . باشد مي
ــترس      ــور در دس ــطح كش ــوثري در س ــن م ــه واكس گون

نظيـر هزينـه     مشكلات موجود در تهيه واكسـن . باشد نمي
نـدين سـروتيپ مختلـف،    بالاي توليد، لزوم استفاده از چ
هـاي خطرنـاك فعـال و در     خطرات ناشي از كار با سويه

هاي ناخواسته به بدن در زمان ايمـن   نهايت ورود پروتئين
ها با استفاده از  سازي، موجب شده تا نسل جديد واكسن

در . هاي مهندسي ژنتيك مـورد توجـه قـرار گيـرد     روش
ز هــا بــراي توليــد واكســن از نــواحي خاصــي ا ايــن روش

توانايي تحريـك سيسـتم ايمنـي را داشـته و     توكسين كه 
  .)1-8(شود هستند، استفاده ميفاقد اثرات سمي 

بـــا توجـــه بـــه خاصـــيت ايمونـــوژني زيـــر واحـــد 
، استفاده از پروتئين نوتركيـب ايـن   توكسيندهنده  اتصال

. زير واحد به عنوان كانديد واكسن مورد توجه قرار دارد
هـاي مناسـب تحويـل     سيسـتم  هـا يـا   استفاده از ادجوانـت 

زيـر واحـدي را   هـاي   واكسـن توانـد كـارايي    ژن مي آنتي
هـا در انسـان بـه خـاطر      استفاده از ادجوانت. بهبود بخشد

 .است يت فراوانيمحدودداراي عوارض جانبي احتمالي 
 هاي آزمايشگاهي اثـر ادجـوانتي   ادجوانت فروند در سيستم

 ي در دامپزشكيولي استفاده عمومي از آن حت داشته خوبي
ژن  هاي رهايش آنتي امروزه سامانه .)9-11(باشد نميمجاز 

نانو و ميكروذرات به عنوان ادجوانت به صورت مبتني بر 
قـرار گرفتـه   محققـين  اسـتفاده  توجـه و  اي مورد  گسترده

تـوان بـه    از جمله مزايـاي نـانو و ميكـروذرات مـي    . ستا
نـي از  ، ايجـاد حالـت مخز  ايمنيتشديد قابل توجه پاسخ 

ژن در محل تزريق و تامين تماس طـولاني مـدت بـا     آنتي
هاي  ها به بافت سيستم ايمني و امكان تجويز موثر واكسن

هــاي  ژن در مقابــل آنــزيم  مخــاطي و محافظــت آنتــي  
بـراي   .)12(اشاره كردپروتئوليتيك هنگام تجويز مخاطي 

  تـوان از پليمرهـاي طبيعـي و يـا مصـنوعي       اين منظور مي

  

  .سازگار مختلفي استفاده نمود يستپذير و ز يبتخر زيست
انتخاب پليمر با توجه به هدف و كـاربرد نهـايي، بـه    
بسياري از عوامل از جملـه انـدازه نـانوذرات مـورد نظـر،      

) حلاليت آبـي، پايـداري و غيـره   (خواص ماده مورد نظر 
ها و عملكرد سطح،  شدن در پليمر، ويژگي جهت كپسوله

سـازگاري زيسـتي و مشخصـات     ،ميزان دسترسي زيستي
پليمــر . )14 ،13(رهــايش محصــول نهــايي بســتگي دارد   

پـذير، داراي سـرعت تجزيـه     انتخابي بايد زيست تخريب
ــل    ــايش قاب مشــخص، داراي جــذب مناســب، داراي ره
كنترل  و مقرون به صرفه بوده و به آساني بـه مـاده فعـال    
مورد نظر متصل شده و فعاليت بيولوژيـك آن را از بـين   

ــردن ــانوذرات از  . ب ــراي فرمولاســيون ن در حــال حاضــر ب
از جمله پلي لاكتيك اسـيد  ) سنتزي(پليمرهاي مصنوعي 

)PLA(    پلي لاكتيـك كوگليكوليـك اسـيد ،)PLGA( ،
، پلي متيل متاكريلات و پلي )PCL(كاپرولاكتون -εپلي 

ــد     ــي مانن ــاي طبيع ــا پليمره ــيانوآكريلات و ي ــل س آلكي
كـلاژن و كيتوسـان اسـتفاده    آلبومين، ژلاتين، آلژينـات،  

كيتوسـان و مشـتقات    در بين پليمرهـاي طبيعـي،  . شود مي
بـه مخـاط و افـزايش      هاي چسبندگي آن به دليل ويژگي

هـاي   اي بـراي تحويـل پـروتئين    جذب بـه طـور گسـترده   
 .)15(نـد ا  ها مـورد مطالعـه قـرار گرفتـه     ژن دارويي و آنتي

تـوان بـا    يهـا را م ـ  نانوذرات كيتوسان متصل بـه پـروتئين  
بـا توجـه بـه    . هاي شـيميايي و فيزيكـي تهيـه نمـود     روش

هـا،   پايداري پروتئين هاي شيميايي بر اثرات مخرب روش
هـا و يـا پپتيـدهاي     عمدتا از اين روش در اتصال پـروتئين 

ــتفاده نمــي  ــي اس ــود داروي ــه  يكــي از روش. ش ــاي تهي ه
در . باشـد  نانوذرات كيتوسان، روش ژلاسـيون يـوني مـي   

هــاي آمــين موجــود در كيتوســان در   ، گــروهايــن روش
محــيط اســيدي بــاردار شــده و بــه صــورت پلــي كــاتيون 

هاي داراي بار  توانند به گروه درآمده و در اين حالت مي
منفي مانند سولفات و فسـفات اتصـال يافتـه و توليـد ژل     

ــد ــواد    . نماين ــن م ــي فســفات يكــي از اي ــري پل ســديم ت
يق برقـراري نيروهـاي   تواند از طر آنيوني است كه مي پلي

هـاي   هاي فسفات خود و گروه الكترواستاتيكي بين گروه
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در . )17 ،16(آمينوي كيتوسان، به ايـن پليمـر متصـل شـود    
اين تحقيق ابتدا فرمولاسيون نـانوذرات كيتوسـان حـاوي    
 پروتئين نوتركيب ناحيه اتصالي نوروتوكسـين بوتولينـوم  

ن بـه  صورت گرفت و سپس با تجـويز تزريقـي آ   Eتيپ 
بادي حاصله با گروه كنترل مـورد   ميزان تيتر آنتي موش،

  .مقايسه قرار گرفت
  

  مواد و روش ها
در اين مطالعه،  .مواد، وسايل و حيوان آزمايشگاهي

ــاكتري  و جهــت رشــد آن از  E. coli BL21-DE3از ب
مـواد  . مايع و آگار استفاده گرديد LBهاي كشت  محيط

هـاي   كـولي از شـركت  هاي مول شيميايي، كيت و نشانگر
سـتون افينيتـي   . مرك، سيناژن، كياژن و فرمنتاز تهيه شـد 

از شـركت كيـاژن خريــداري    Ni-NTAكرومـاتوگرافي  
از انسـتيتو رازي   ادجوانت ناقص و كامـل فرونـد   .گرديد
 HRPمتصـل بـه   ) كانژوگـه ( ثانويـه  بـادي  آنتي .تهيه شد
بـادي موشـي عليـه     آنتـي و  موشـي  Gنوگلوبين وعليه ايم

His-tag  ــركت ــداري  Abcamاز ش ــدخري ــي .گردي آنت
از مركـز   Eكلونال عليه توكسين بوتولينوم تيپ  بادي پلي

) ع(شناسي دانشـگاه جـامع امـام حسـين      تحقيقات زيست
كيتوسان بـا وزن مولكـولي متوسـط از شـركت     . تهيه شد

Sigma-Aldrich ــري ــديم ت ــركت    ، س ــفات از ش ــي فس پل
Scharlau  اتصالي نوروتوكسـين و ژن صناعي حاوي ناحيه 

ــپ   ــوم تي ــنتز Eبوتولين ــط  س ــده توس ــركت ش ــي ش  چين
Shinegene   شناسـي دانشـگاه    از مركز تحقيقـات زيسـت

ي سوري ماده ها موش. تهيه گرديد) ع(جامع امام حسين 
جهــت تهيــه . از انســتيتو پاســتور ايــران خريــداري شــدند

 SEMتصـــوير نـــانوذرات از ميكروســـكوپ الكترونـــي 
م و فنـاوري رنـگ و پوشـش و بـه     پژوهشي علـو موسسه 

منظور بررسي اندازه و پتانسيل زتاي نانوذرات از دستگاه 
DLS دانشگاه علوم پزشكي بقيه االله استفاده شد.  
  

  بيان و تخليص پروتئين
 ساعت15مدت  به E. coli BL21(DE3) سويه باكتري

 37در دمــاي بيوتيــك  بــدون آنتــي مــايع LBمحــيط  در

 در دور 250سـرعت   در هـوادهي گراد و بـا   درجه سانتي
ميكروليتر از محيط كشت فوق بـه   500. شددقيقه انكوبه 

مايع تلقيح و در شيكر انكوبـاتور   LBليتر محيط  ميلي 50
ــاي   ــا دم ــانتي  37ب ــه س ــراد و  درج ــه  250گ دوردردقيق

كـه جـذب نـوري محـيط      پـس از ايـن   .شدگرماگذاري 
ب ، رسـو رسـيد  5/0نانومتر بـه   600كشت در طول موج 

 100سلولي جمـع آوري و بـا اسـتفاده از كلريـد كلسـيم      
  پلاســميد . هــاي مســتعد تهيــه شــدند ، ســلولمــولار ميلــي

بــا  BoNT/Eحــاوي ژن صــناعي حــاوي ناحيــه اتصــالي 
هـاي مسـتعد ترانسـفورم     روش شوك حرارتي بـه سـلول  

آگـار حـاوي    LBبر روي محـيط   هاباكتريرسوب  .شد
µg/ml80 مـــدت  و بـــهداده شـــد كشـــت  كانامايســـين  

گـراد گرماگـذاري   درجه سـانتي  37ساعت در دماي  16
  .گرديد

پس از تائيد ترانسفورماسيون پلاسـميد نوتركيـب بـه    
هـاي رشـد كـرده در محـيط      ، از كلونE.coliهاي  سلول

LB  ،ميلـي ليتـر    5ميكروليتر به  50براث به صورت شبانه
بيوتيك كانامايسـين   براث استريل حاوي آنتي LBمحيط 

با توجه به اين كه بيـان  . منتقل گرديد µg/ml40غلظت با
تحـت كنتـرل    BL21(DE3)پروتئين نوتركيب در سـويه  

مي باشد پس از اين كه جـذب نـوري محـيط     lacاپرون 
رسـيد   5/0نـانومتر بـه حـدود     600كشت در طول مـوج  

-β-D-1-بـــراي القـــاي بيـــان پـــروتئين از ايزوپروپيـــل
ــا غلظــ) IPTG(گالاكتوپيرانوزيــد  ميلــي مــولار  0.5ت ب

درجــه  25هــا در دمــاي   پــس از آن سـلول . اسـتفاده شــد 
دور در دقيقـه   150و بـا سـرعت    24گراد به مدت  سانتي

 SDS-PAGEنتايج بيان بـر روي ژل  . گرماگذاري شدند
براي تخليص پروتئين از ستون  .درصد بررسي گرديد 12

بـا توجـه بـه ايـن     . نيتريلو استيك اسيد استفاده شد-نيكل
كه پروتئين نوتركيب حاصله به صورت محلول بود، پس 
از عبــور دادن عصــاره ســلولي از ســتون تمــايلي، از بــافر 

ميلي مولار براي شستشـو و از بـافر    40حاوي ايميدازول 
ميلي مولار به عنـوان بـافر خـارج     250حاوي ايميدازول 

  .كننده پروتئين نوتركيب استفاده گرديد
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  روش لكه گذاري وسترن تأييد پروتئين نوتركيب به
بــادي پلــي  بــراي تاييــد پــروتئين نوتركيــب از آنتــي

و از روش  Eكلونال عليـه نوروتوكسـين بوتولينـوم تيـپ     
عصاره سلولي نمونـه  . لكه گذاري وسترن استفاده گرديد

ــروتئين   ــر روي ژل  BSAالقــاء شــده و القــاء نشــده و پ ب
SDS-PAGE 12 لكه گذاري . درصد الكتروفورز شدند

و  BioRadروي كاغذ نيتروسلولز با استفاده از سيستم بر 
ميلـي مـولار،    192بافر مخصوص انتقال حاوي گلايسين 

درصد  20درصد و متانول  SDS 1مولار،  ميلي 25تريس 
كاغذ نيتروسلولز به صورت شـبانه  . انجام شد =3/8pHبا 

. درصد شير خشـك بـلاك شـد    5 حاوي PBSTدر بافر 
سـاعت و در   1كاغـذ بـه مـدت    پس از فرايند شستشوي 

در معرض  تروسلولزيكاغذ نگراد،  درجه سانتي 37دماي 
در . قـرار گرفـت   5000/1آنتي بادي پلي كلونال با رقت 

  بـادي   مرحله بعد شستشـو تكـرار شـد و ايـن بـار از آنتـي      
در غلظـت   HRPپلي كلونال اسـبي كانژوگـه بـه آنـزيم     

 1مـدت  و بـه   گـراد  سـانتي درجه  37در دماي  10000/1
واكنش رنگ پذيري پـروتئين بـا   . ساعت استفاده گرديد

ميلي مولار و  50افزودن دي آمينوبنزيدين در بافر تريس 
واكـنش بـا افـزودن آب    . انجام شـد  H2O2ميكروليتر  10

  .مقطر متوقف گرديد
  

  تهيه نانوذرات كيتوسان
نــانوذرات كيتوســان بــا روش ژلاســيون يــوني تهيــه 

از كيتوسـان در   mg/ml 2غلظت  محلولي با. )17 -19(شد
 mg/ml 1وزني و نيز محلولي با غلظـت  % 2اسيد استيك 

ليتـر از   ميلـي  5. گرديـد از سديم تري پلـي فسـفات تهيـه    
محلول سديم تري پلي فسفات به صورت قطره قطـره بـه   

محلول كيتوسان حـاوي پـروتئين در حـالي    ليتر  ميلي 5/7
قـرار گرفتـه    كه بر روي همزن مغناطيسي با سرعت ثابت

پس از پايان واكنش، محلـول كلوئيـدي   . بود، اضافه شد
 rpmدقيقــه بــا ســرعت  40در بســتر گليســرول بــه مــدت 

گراد سانتريفوژ و سـپس   درجه سانتي 4در دماي  13500
مايع رويي بـراي تعيـين ميـزان بارگـذاري پـروتئين جـدا       

باشـد،   رسوب حاصـله كـه شـامل نـانوذرات مـي     . گرديد
 درجه 4سازي و تجويز در دماي  ل آمادهجهت سير مراح

ميزان بارگـذاري پـروتئين، بـر     .نگهداري شد گراد سانتي
اساس فرمول زير، از اختلاف مقدار پروتئين اوليه افزوده 
شــده بــه محلــول كيتوســان و مقــدار نهــايي باقيمانــده در 

  .دست آمده محلول رويي ب
% LC= [(A-B)/A]×100 

LC=Loading Capacity 

A  :دار پروتئين اوليه مق  
B  :مقدار پروتئين باقيمانده در مايع رويي بعد از سانتريفيوژ  

 

جهت تهيه تصوير و بررسي مورفولـوژي نـانوذرات   
 LEO-1455VPمـدل   SEMاز ميكروسكوپ الكترونـي  

ــا  . گرديــد اســتفاده ــانوذرات ب ــدازه و پتانســيل زتــاي ن ان
  .شد گيري اندازه Malvernمدل  DLSاستفاده از دستگاه 

  
  تزريق به موش

اي  هفته 8تا  7ماده با سن  سوريسر موش  40تعداد 
 تايي 10گروه  3 ها در از موش سر 30سپس  .انتخاب شدند

گروه كنتـرل تقسـيم    2سر موش ديگر نيز در  10 تست و
در چهـار نوبـت و بـا     1تزريقات مطابق با جـدول   .شدند

ــه 2فواصــل  ــت  هفت ــورت گرف ــه  . اي ص ــق ب روش تزري
  .ميكرو ليتر بود 200ا حجم نهايي زير جلدي و ب صورت
  

هاي موشي  مقادير و فواصل زماني تزريق به گروه :1جدول شماره 
  زايي در مراحل ايمني

  

 روزهاي تزريق     
  هاي  گروه
  موشي

0  14  28  42  

  ژن بر حسب ميكروگرم غلظت آنتي

1  Np+Ag 20  15 15 15 

2  Ag+Adj  20 )ناقصادجوانت ( 15 )ناقصادجوانت ( 15 )ناقصادجوانت ( 15 )كامل ادجوانت( 

3  Np+Ag+Adj 20 )ناقصادجوانت ( 20 )ناقصادجوانت ( 20 )ناقصادجوانت ( 20 )ادجوانت كامل( 

4  Control (Ag) 20 15 15 15 

5  Control (Np) 0 0 0 0 
  

Np+Ag :ژن؛ نانوذرات حاوي آنتي   
Ag+Adj :ادجوانت فروند؛ ژن همراه با  آنتي  

:Np+Ag+Adj ژن همراه با ادجوانت فروند؛  نانوذرات حاوي آنتي  
 Control (Ag) :ژن بدون ادجوانت؛  آنتي  
Control (Np)  :؛ژن نانوذرات بدون آنتي  
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  بادي با روش الايزاي غيرمستقيم تعيين تيتر آنتي
 گيـري  روز پس از هر تزريق، خون 10تا  8در فواصل 

درجه  - 20سرم، در فريزرگرفت وپس ازجداسازي  صورت
در  IgGبـادي   ميزان تيتر آنتـي . نگهداري شد گراد سانتي
  .گيري شد هاي سرم با روش الايزاي غيرمستقيم اندازه نمونه

  

  يافته ها
  بيان و تخليص پروتئين

 pET28a/BoNT/E binding domainابتدا انتقال سازه 
 BL21(DE3) اشريشـيا كلـي سـويه    هاي مستعد سلولدر 

پس از القـاء ژن مـورد نظـر و جمـع آوري     . گرفت انجام
ــاني و شكســتن ســلول  ســلول ــواي  هــاي بي هــا، كــل محت

مورد بررسي  SDS-PAGE درصد 12 روي ژلپروتئيني 
ي با بيان بالا پروتئيندر نمونه هاي القاء شده، . قرار گرفت

هاي القـاء نشـده    چنين پروتئيني درنمونه. مشاهده گرديد
ــايج حا. وجــود نداشــت ــا  نت ــروتئين ب صــل از تخلــيص پ

نيتريلو استيك اسيد بيانگر وجود  -استفاده از ستون نيكل
كيلـو دالتـون در خروجـي     52پروتئين نوتركيب بـا وزن  

مولار با درجه خلوص بالا  ميلي 250شستشوي ايميدازول 
  ).1 تصوير شماره(بود 

  

  
  

روي ژل  پروتئين بيان شده الكتروفورزالگوي  :1تصوير شماره 
SDS-PAGE 12درصد  

  مولار؛  ميلي 40ايميدازول ستون با خروجي شستشوي . 2    نشانگر مولكولي پروتئين؛. 1
  ؛IPTGعصاره باكتري القاء شده با . 4    عصاره باكتري القاء نشده به عنوان كنترل منفي؛. 3
 مولار  ميلي 250خروجي شستشوي ستون با ايميدازول . 5

  تأييد پروتئين نوتركيب با روش وسترن بلات
با توجه به اين كه پروتئين نوتركيب اتصالي بخشي از 

 باشـد،  كيلو دالتوني كلستريديوم بوتولينوم مي 150توكسين 
 لذا جهت تأئيد پروتئين نوتركيب تكنيك وسترن بـلات بـا  

 انجـام  Eتوكسين تيپ كلونال ضد بادي پلي استفاده از آنتي
 وسترن بلات نشان داد كه اين آنتي بادي توانسته نتيجه. شد

است پـروتئين نوتركيـب حاصـل را بـه خـوبي شناسـايي       
   ).2 تصوير شماره(نمايد 
  

  
  

  با روش وسترن بلات BoNT/Eييد پروتئين نوتركيب تا :2تصوير شماره 
 .Prestained Protein Ladder,(10-250KDa))نشـــانگر مولكـــولي پـــروتئين   . 1

Sinaclon)  پروتئين نوتركيب . 2؛BoNT/E پروتئين . 3؛BSA )كنترل منفي (  
  

  تهيه نانوذرات كيتوسان و بررسي ميزان بارگذاري پروتئين
تصاوير به دست آمده انـدازه نـانوذرات را كمتـر از    

نتايج دستگاه ). 3 تصوير شماره(داد  نانومتر نشان مي 300
DLS ليــد نــانوذرات كيتوســان بــا ميــانگين نيــز بيــانگر تو

پتانسيل زتاي نانوذرات كيتوسـان  . نانومتر بود 285اندازه 
 ولت و نانوذرات كيتوسان حاوي ميلي +9/22ژن  فاقد آنتي

 1 شماره نمودار(بود  ولت ميلي+ 43/9ژن نوتركيب  آنتي
سـازي شـرايط تهيـه نـانوذرات ميـزان       پس از بهينـه ). 2و 

  .درصد بود 91ر نانوذرات حدود بارگذاري پروتئين د
  

  IgGبادي  سنجش ميانگين تيتر آنتي
هاي سـرم جـدا شـده     نمونه IgGبادي  ميزان تيتر آنتي

هـا بـا روش    از مراحل مختلف خونگيري در تمـام گـروه  
نتايج در نمودارهاي . گيري شد الايزاي غيرمستقيم اندازه

  .نشان داده شده است 6تا  3

5             4       3       2       1  
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  BoNT/Eذرات كيتوسان حاوي پروتئين ناحيه اتصالي نانو :3تصوير شماره 
نانوذرات بر روي فويل آلومينيومي قرارگرفته وپس ازخشك شدن و پوشش (

 LEO-1455VPبا لايه طلا، با استفاده از ميكروسكوپ الكتروني روبشي مدل 
  )تصوير برداري شد

  

  
قدار م(ژن  توزيع پتانسيل زتاي نانوذرات فاقد آنتي :1شماره  نمودار

  )باشد ولت مي ميلي+ 9/22پتانسيل زتا 
  

  
ژن  وزيع پتانسيل زتاي نانوذرات حاوي آنتيت :2شماره  نمودار

  )باشد ولت مي ميلي+ 43/9مقدار پتانسيل زتا (
  

  
  

پس از تزريق نانوذرات  IgGبادي  يانگين تيتر آنتيم :3شماره  نمودار
  ژن حاوي آنتي

ژن و نمونه كنترل شامل  وي آنتيهاي تست شامل نانوذرات حا نمونه(
فواصل زماني تزريق در هر دو گروه تست و . ژن است نانوذرات فاقد آنتي

 ODميزان . روز پس از هر تزريق بود 8روز و زمان خون گيري،  14كنترل، 
   ).بود 9/2و در تزريق چهارم  58/0در تزريق اول  100/1رقت 

  
ژن  پس از تزريق آنتي IgGي باد ميانگين تيتر آنتي :4شماره  نمودار

  همراه با ادجوانت فروند
تزريق به صورت . ژن همراه با ادجوانت فروند است ها شامل آنتي نمونه(

روز پس از  8گيري  خون. روز انجام شد 14فواصل زماني زيرجلدي و در 
و در  9/1در تزريق اول  100/1رقت  ODميزان . هر تزريق صورت گرفت

   .)بود 8/3تزريق چهارم 
  

  
  

ــماره  نمــودار ــر آنتــي  :5ش ــانگين تيت ــادي  مي پــس از تزريــق  IgGب
  ژن همراه با ادجوانت فروند نانوذرات حاوي آنتي

د كه همراه با ادجوانت نباش ژن مي ها شامل نانوذرات حاوي آنتي نمونه(
. روز تزريق شده است 14صل زماني فوابه صورت زيرجلدي و در  فروند

رقت  ODميزان . روز پس از هر تزريق صورت گرفت 8خون گيري 
   ).بود 0/3و در تزريق چهارم  97/0در تزريق اول  100/1

  

  
) 100/1رقت ( IgGبادي  مقايسه ميانگين تيتر آنتي :6شماره نمودار 
  هاي مختلف در گروه

، نانوذرات حاوي )آبي(نت فروند ژن همراه با ادجوا ها شامل آنتي نمونه
و ) سبز(ژن  ، نانوذرات حاوي آنتي)قرمز(ژن همراه با ادجوانت فروند  آنتي

نشان داد  t-testنتايج آزمون آماري . باشند مي) بنفش(ژن  نانوذرات بدون آنتي
بدون /ژن با بادي در گروه هايي كه نانوذرات حاوي آنتي تيتر آنتيكه 

   .(P<0.05)]شده است، تفاوت معني داري نداشته است ادجوانت فروند تزريق 
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  بحث
بوتوليسم بيماري خطرناكي است كه در نتيجه تماس 

امـروزه  . شـود  هـاي بوتولينـوم ايجـاد مـي     با نوروتوكسين
اي براي يافتن واكسن مناسب عليه اين  تحقيقات گسترده

پژوهشگران تحقيق بـر  . گيرد ها صورت مي نوروتوكسين
نوتركيب را به دليل مشـكلات مربـوط    هاي روي واكسن
ل تحقيقـات  هـاي توكسـوئيدي در اولويـت او    به واكسن

بايـد   هـا  واكسنبراي تجويز . )20 ،8 ،5 ،4(اند خود قرار داده
هـاي تحويـل    خطـر و يـا سيسـتم    هاي قوي و بي ادجوانت

كننـدگي بـالاي    قدرت تحريـك مناسبي يافت كه داراي 
پذيري،  تخريب ند زيستبوده و شرايطي مان سيستم ايمني

 سازگاري، عدم ايجاد سميت سلولي، امكان رهايش زيست
هـاي   در سـال . دنآهسته و پيوسته واكسن را نيز داشته باش

اخير مطالعـات زيـادي بـر روي اسـتفاده از نـانوذرات بـه       
 در واقـع . عنوان حاملين واكسن و دارو صورت گرفته است

سيسـتم ايمنـي   ژن از نـانوذرات بـه    رهايش مناسب آنتـي 
 را اجازه پردازش بيشتر و بهتر جهت بروز پاسـخ مناسـب  

در ايـن ميـان، كيتوسـان بـه عنـوان يـك پليمـر         .دهـد  مي
طبيعي بيش از سايرين توجه محققـين را بـه خـود جلـب     

هاي مختلف  تهيه نانوذرات كيتوسان با روش. كرده است
تـرين آنهـا    پذير است ولي يكي از بهتـرين و سـاده   امكان
باشد كه بسيار مورد استفاده قرار  ژلاسيون يوني مي روش
در ايـن روش بـا تغييـر پارامترهـاي دخيـل در      . گيـرد  مي

تـوان بهتـرين شـرايط بـراي سـاخت       فرآيند ژلاسيون مي
نانوذرات با انـدازه مناسـب و حـداكثر ميـزان بارگـذاري      

  .)21(دست آورده پروتئين را ب
ــادي در خصــوص اســتفاده  ــاكنون مطالعــات زي از  ت

هـاي مختلـف    كيتوسان به عنوان حامـل دارو يـا واكسـن   
هاي گوناگون به صورت تزريقي، خـوراكي   بيماريعليه 

به عنوان مثال، . )22-27(و داخل بيني صورت گرفته است
سالمونلا انتريكا سـرو  عصاره ) 2006(استوان و همكاران 

ــانوذرات پليمــري كپســوله  را Abortusovisواريتــه  در ن
، Balb/cهـاي   س از تزريق زير جلدي در موشنمودند و پ

بـادي ايجـاد    مشاهده كردند كه ميزان ايمني و تيتـر آنتـي  

شــدة  شــده توســط نــانوذرات مشــابه بــا واكســن ضــعيف 
ــاري  ــود Rv6تج ــا   . ب ــومين ب ــري، اوالب ــه ديگ در مطالع

نانوذرات كيتوسان پوشيده شده با آلژينات، كپسوله شده 
. پيـر تحويـل شـده اسـت    هـاي   دهاني به پلاكو از مسير 

بــا فرمولاســيون وزيكــولي بــا ) 2006(جــين و همكــاران 
 sIgAخوراكي آن ها، غلظـت بـالاي    نانوذرات و تجويز

همچنــين در . و پاســخ ايمنــي بهتــري را مشــاهده كردنــد
ــانو ذرات    ــا اســتفاده از ميكــرو و ن مطالعــه انجــام شــده ب

هاي توكسوپلاسما گونـدي،   زوئيت كپسوله شده با تاكي
فــزايش قابــل تــوجهي در ايمنــي سيســتميك و مخــاطي ا

تـاكنون در  رغم مطالعات گسترده،  علي .)28(مشاهده شد
خصوص استفاده از كيتوسان بـه عنـوان ادجوانـت بـراي     

اي  مطالعــه BoNT/Eپــروتئين نوتركيــب ناحيــه اتصــالي 
ــه   ــه،  . اســتصــورت نگرفت ــا در يــك مطالع ــي تنه ربيع

اثر ادجـوانتي   خصوصدر ) 2013(رودسري و همكاران 
نشـان دادنـد كـه     BoNT/Eزايـي   نانوذرات طلا بر ايمني

هماننـد ادجوانـت فرونـد باعـث      تواننـد  اين نانوذرات مي
. )29(تحريك سيستم ايمني و در نتيجه بروز پاسـخ شـوند  

در ساير مطالعاتي كه بـر روي پـروتئين نوتركيـب ناحيـه     
ــرفا   BoNT/Eاتصـــالي  ــه اســـت، صـ از صـــورت گرفتـ
  .)8 ،4 ،3(روند استفاده شده استادجوانت ف

در تحقيق حاضر از روش ژلاسيون يوني بـراي تهيـه   
بــا تغييــر پارامترهــاي دخيــل در . نــانوذرات اســتفاده شــد

ــانوذرات از جملــه غلظــت محلــول كيتوســان،   ســاخت ن
ــت محلــول   محلــول كيتوســان، نســبت    TPP ،pHغلظ

، ميزان بارگذاري پروتئين در نانوذرات TPPكيتوسان به 
بهينه گرديد به طوري كه در نهايت ميزان بارگـذاري بـه   

 ضمن آن كه برخي از پارامترهاي. درصد رسيد 91حدود 
فوق بر روي اندازه نانوذرات و ميزان پتانسيل زتا نيز تاثير 

پتانسيل زتاي ذرات عامـل مهمـي بـراي    . به سزايي دارند
هـــا در محلـــول بـــوده و ذرات كيتوســـان   پايـــداري آن

تر در محلـول   زتاي مثبت و بالاتر پايداري بيش باپتانسيل
همچنـين چنانچـه پتانسـيل زتـاي ذرات     . خواهند داشـت 

تــر باشــد، چســبندگي ايــن  كيتوســان و مشــتقاتش مثبــت
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خواهـد  ها و نيزسـطوح مخـاطي بيشـتر     پليمرها به پروتئين
در  ژن آنتـي  بود و قابليـت بهتـري بـراي تحويـل پـروتئين و     

لـي  به عنوان مثال، . ند داشتواكسيناسيون مخاطي خواه
دادند كـه بـا افـزايش انـدازه     نشان ) 2008(همكارانش و 

نانوذرات به علت افزايش غلظت پروتئين مقدار پتانسـيل  
محمدپور و همكارانش چنين  هم. )30(يابد ميزتا كاهش 

مطالعه خود نشـان دادنـد كـه پتانسـيل زتـاي       در) 2012(
ا پـروتئين كـاهش   كيتوسان پـس از بارگـذاري ب ـ  نانوذرات 

دادنـد  نشان ) 2012(زاده و همكارنش  حسين .)22(يابد مي
با افزايش غلظت محلـول كيتوسـان، انـدازه نـانوذرات و     

بـا افـزايش   همچنـين  . يابـد  پتانسيل زتاي آن افزايش مـي 
نانوذرات افزايش ولـي پتانسـيل زتـاي    ، اندازه TPPغلظت 

نيـز  ) 2007(گـان و همكـارانش    .)31(يابـد  آن كاهش مـي 
نشان دادند با كاهش غلظت كيتوسـان، انـدازه نـانوذرات    

كيتوسـان   همچنـين انـدازه نـانوذرات   . يابد نيز كاهش مي
شـود، بـه    بارگـذاري مـي   BSAهنگامي كـه بـا پـروتئين    

نسبت به زماني كه بدون پروتئين (اي  مقدار قابل ملاحظه
، افزايش و پتانسيل زتا به ميـزان نـاچيزي   )شود ساخته مي
ــاهش  ــيك ــد م ــر در    .)32(ياب ــا تغيي ــر ب ــق حاض در تحقي

پارامترهاي فـوق نهايتـا نـانوذرات كيتوسـان بـا ميـانگين       
ولـت تهيـه    ميلي+ 9/22نانومتر و پتانسيل زتاي  140اندازه 

، BoNT/Eنوتركيـب   شد كه پس از بارگذاري با پـروتئين 
نانومتر و پتانسـيل زتـاي    285ميانگين اندازه نانوذرات به 

  .ولت رسيد ميلي+ 43/9ها به  آن
) 5تـا   3 نمودارهـاي (حاضر، نتايج الايزا  پژوهشدر 

مـورد آزمـون ميـزان تيتـر       در هر سه گـروه كه نشان داد 
افزايش تيتـر  . در هر مرحله افزايش يافت IgGبادي  آنتي
را  ژن نـانوذرات حـاوي آنتـي   ي كـه  بادي در گروه ـ آنتي

ت نــانوذراحــاكي از آن بــود كــه  دريافــت كــرده بودنــد
عمـل كـرده و بـا رهـايش      ادجوانـت اند به عنوان  توانسته

ــي  ــدت آنت ــولاني م ــرار دادن آن در  مناســب و ط ژن و ق
به طـوري   شوند IgGمعرض سيستم ايمني منجر به توليد 

در تزريـق   100/1مربوط به رقت  ODكه بيشترين ميزان 
 دربادي  آنتيالبته افزايش تيتر . بود 9/2چهارم و به ميزان 

را  ژن همراه با ادجوانت ه به اندازه گروهي كه آنتياين گرو
 ODميـزان   در ايـن گـروه،   .نبـود  دريافت كـرده بودنـد،  

. داد را نشـان مـي   8/3در تزريق چهارم عدد  100/1رقت 
بـادي گروهـي    اصل از بررسي تيتر آنتينتايج حهمچنين 

ژن همراه با ادجوانت فرونـد را   كه نانوذرات حاوي آنتي
نشان از افـزايش ميـزان توليـد آنتـي      بودنددريافت كرده 

 ODبه طوري كه بيشـترين ميـزان    بادي در هر مرحله بود
  .بود 0/3در تزريق چهارم و به ميزان  100/1در رقت 

با توجه به اين كه نانوذرات به تنهايي توانسـته بودنـد   
بــا رهــايش تــدريجي نــانوذرات و عرضــه آن بــه سيســتم 

 ــ  ــا نم ــي نقــش ادجــوانتي ايف ــد  ايمن ــه تولي وده و منجــر ب
رفـت   بادي به ميزان قابـل قبـولي شـوند، انتظـار مـي      آنتي

استفاده همزمان از نانوذرات و ادجوانت فروند اين اثر را 
بـادي   تقويت نموده و در نتيجه با افزايش بسيار زياد آنتي

گونـه كـه در    اما بـر خـلاف تصـور، همـان    . مواجه باشيم
ژن  ر گروهي كه آنتيشود، د مشاهده مي 6شماره نمودار 

به صـورت كپسـوله در نـانوذرات كيتوسـان و همـراه بـا       
بودنـد، تيتـر آنتـي بـادي      ادجوانت فروند دريافـت كـرده  

ژن همراه بـا ادجوانـت تجـويز     نسبت به گروهي كه آنتي
شده بود، نه تنها افزايش نيافته بلكـه بـه ميـزان زيـادي بـا      
كــاهش همــراه بــوده اســت كــه علــت آن ممكــن اســت 

بـوط بــه اثــرات ممــانعتي احتمــالي نــانوذرات بــر روي  مر
بادي در اين  البته ميزان آنتي. ادجوانت و يا بالعكس باشد

ــه گروهــي كــه آنتــي   ــه صــورت  گــروه نســبت ب ژن را ب
ــاچيزي    نانوكپســوله دريافــت كــرده  ــزان ن ــه مي ــد، ب بودن

ــان داد  ــزايش نش ــه    . اف ــان داد ك ــق نش ــن تحقي ــايج اي نت
تحريـك  ژن و  رسـانش آنتـي  ي نانوذرات كيتوسان تواناي

را داشته و براي ايجاد پاسخ ايمنـي مناسـب    سيستم ايمني
تــوان از  مــي BoNT/Eناحيــه اتصــالي  ژن  عليــه آنتــي 

  ژن استفاده نمود كيتوسان حاوي اين آنتينانوذرات 
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