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Abstract 
 

Background and purpose: Breast cancer is one of the leading causes of death in women around the world 

with a very high degree of mortality and morbidity. Conventional treatments use cytotoxic drugs which have high 

levels of side effects, affecting the patient’s quality of life. Therefore today’s pharmacology is looking into 

treatments with low side effects and maximum efficiency. The helicobacter pylori neutrophil-activating protein  

(HP-NAP) is a virulence factor that attracts and activates neutrophils, and promotes their endothelial adhesion and 

the production of oxygen radicals and chemokines. HP-NAP is an immune modulator able to induce the expression 

of IL-12 and IL-23. Chitosan is biodegradable and biocompatible component. It is low toxicity effect, so apply in 

drug delivery targets. In this study, we evaluated the preparation of chitosan nanoparticles carrying recombinant  

HP-NAP helicobacter pylori. 

Materials and methods: Chitosan nanoparticles were produce. The size and morphology of the nanoparticles 

were investigated. Recombinant HP-NAP helicobacter pylori were produce.  

Results: SDS-PAGE analysis showed the expression of an approximately 20,000 Dalton protein. DLS confirm 

size and zeta potential of the nanoparticle. 

Conclusion: The complex has the potential to shift antigen-specific T-cell responses from a predominant 

Th2 to a polarized Th1 cytotoxic phenotype, characterized by high levels of interferon-γ and tumor necrosis factor-a 

production. HP-NAP may be a new tool for future therapeutic strategies aimed in cancer immunotherapy. 

Nanomaterials have been used to enable drug delivery with lower toxicity to healthy cells and enhanced drug 

delivery to tumor cells. 
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 پژوهشي

متيل كيتوزان حامل پروتئين فعال كننده  سازي نانوذرات تري آماده
   پيلوري هليكوباكترنوتروفيلي نوتركيب از 

  1ندا سليماني
  2محبتي مبارزاشرف 

  3فاطمه اطيابي
  4زهير حسن صراف
  5محمدعلي حقيقي

  چكيده
هـاي دارويـي متعـارف بـا اسـتفاده از داروهـاي        درمـان . باشـد  سرطان از علل عمده مـرگ و ميـر در سراسـر جهـان مـي      :سابقه و هدف

ه دنبال درمان جايگزين با اثرات جـانبي كـم و   بنابراين امروزه محققين ب. سيتوتوكسيك داراي سطح بالايي از عوارض جانبي براي بيمار است
 )HP-NAP يـا  Helicobacter pylori neutrophil activating protein(نـوتروفيلي    كننـده فعـال   پروتئين. باشند وري مي حداكثر بهره

هـاي   كشاند، سبب توليـد راديكـال   ها را به سمت خود مي اين پروتئين نوتروفيل .هليكوباكتر پيلوري است ويرولانس هاي پروتئين يكي از
هــا و  از مونوســيت 23ILو  12IL و ســبب القــاي بيــان باشــد داراي خاصــيت ايمونومــدولاتوري مــيگــردد،  هــا مــي اكســيژن و ســيتوكين

بنابراين با توجه به حـداقل مسـموميت    باشد؛ پذير مي كيتوزان يك تركيب زيست سازگار و زيست تخريب. شود هاي انساني مي نوتروفيل
حامـل  كيتوزان هدف از اين مطالعه، ساخت و توليد نانوذرات . هاي كاربردي مطرح است سيستميك براي تحويل پپتيد يا دارو، در برنامه

  .بودبه عنوان داوطلب درماني  پيلوري هليكوباكتر HP-NAPپروتئين نوتركيب 
 كيتـوزان حامـل   نـانوذرات بيـان و تخلـيص گرديـد و    نوتركيـب   HP-NAP  پـروتئين سنتز شد، كيتوزان  نانوذرات :ها مواد و روش

  .تهيه شدنوتركيب  HP-NAP  پروتئين
  SDS-pageدالتــــــون بــــــا تكنيــــــك    20000پــــــروتئين توليــــــد شــــــده بــــــا وزن مولكــــــولي      :هــــــا يافتــــــه

)Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (بار الكتريكي و اندازه نانوذرات با دستگاه . تأييد شدDLS 
)Dynamic light scattering (و ميكروسكوپ الكتروني تعيين و تأييد گرديد. 

 1Thبـه فنوتيـپ    2Th هاي سيستم ايمني، سبب تغيير فنوتيپ از با داشتن پتانسيل تغيير پاسخ HP-NAPپروتئين نوتركيب  :استنتاج
  حامـل پـروتئين نوتركيـب    كيتـوزان  نـانوذرات  شـود؛ بنـابراين    به واسطه توليد اينترفرون گامـا و عامـل نكـروز دهنـده تومـوري آلفـا مـي       

HP-NAP ممكن است ابزار مناسب و مؤثري جهت درمان سرطان در آينده باشد. 
  

  متيل كيتوزان نوتركيب، تري HP-NAPسرطان، : هاي كليدي واژه
  

 مقدمه

و يكـي از   زنـان  ميان در بدخيم بيماري ترين سينه شايع سرطان
 در كشورهايتوسعه يافته و  كشورهاي در عوامل مهم مرگ و مير

 هاي بيماري تمام از درصد 77 به طور تقريبي. باشد مي توسعه حال
. دارنـد  سـن  سـال  50 از بيش كه دهد مي رخ در زناني سينه بدخيم

ــوارد از درصــد 15 ــان در م ــا زن ــر ســن ب ــا  50 از كمت ــال و تنه   س
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شـود   مـي  ديـده  سال 40 از كمتر زنان در موارد تمام از درصد 5/6
 و پزشكي علوم دانشگاه در آمارهاي موجود اساس بر ايران در. )1(

 بينــي پــيش ،)كانســر انسـتيتو ( تهــران و درمــاني بهداشــتي خـدمات 
 طول را در سرطان ايران جمعيت كل از درصد 10-20 كه شود مي

 ميـان زنـان ايرانـي،    در سرطان ترين شايع. كنند تجربه خود زندگي
 شـامل  را زنـان  هاي سرطان كل از درصد 22كه  است سينه سرطان

ه هاي درماني مختلف، هنوز هم جراحـي ب ـ  وجود روش با. شود مي
  شـود  محسـوب مـي   سـينه عنوان اولين روش درماني براي سـرطان  

ممكن است اندازه تومور را كاهش   هاي رايج سرطان درمان. )2- 8(
و احتمال عـود   ردبيمار اثر مثبتي ندا يبر بقاو  استدهد، اما گذرا 

  .)9(بيماري هم وجود دارد 
بــا توجــه بــه ماهيــت تهــاجمي ســرطان و همــين طــور        

تي هـاي سـن   درمـان  ،هاي پيچيده دخيل در پيشرفت آن مكانيسم
مانند جراحـي، شـيمي درمـاني و راديـو درمـاني در بسـياري از       

عوارض جانبي بالا، اختصاصيت پـايين  . باشد موارد ناكارامد مي
هاي فوق  هاي روش و احتمال بروز مجدد بيماري از محدوديت

ــان     ــايگزيني درم ــه ج ــاز ب ــابراين ني ــتند؛ بن ــؤثرتر،   هس ــاي م ه
ار احســاس تــر و داراي عــوارض جــانبي كمتــر بســي اختصاصــي

ــايي شــامل   از ايــن. شــود مــي رو اســتفاده از محصــولات باكتري
هاي باكتريايي به عنوان ايمونومدولاتور و  ها و توكسين پروتئين

. ها مورد توجه واقع شـده اسـت   ايمنوتوكسين در درمان سرطان
ــده  ــال كننـــ ــروتئين فعـــ ــوتروفيلي   پـــ ــا  HP-NAP(نـــ   يـــ

Helicobacter pylori neutrophil activating protein (
حـين رشـد   . هاي مهم هليكوباكتر پيلوري است يكي از پروتئين

و  شـوند  از بـاكتري رهـا مـي    HP-NAP هـاي  ، مولكولباكتري
مقداري از آن در سطح غشاي خـارجي بـه شـكل متصـل بـاقي      

توانـد واسـطه اتصـال     متصل به سـلول مـي   HP-NAP. مانند مي
. )10، 11( باشـد هاي سطح سلول ميزبـان   باكتري به كربوهيدرات

. باشـد  اين پروتئين به عنـوان يـك ايمونومـدولاتور مطـرح مـي     
ها نسبت به پروتئازها و ساير مواد بسيار حساس هسـتند؛   پروتئين

از بـين تركيبـات محـافظ بـا     . باشـند  بنابراين نيازمند حفاظت مي
  .باشد هاي آن، كيتوزان مطرح مي توجه به ويژگي
  بـه مقـدار زيـاد در پوسـته     ساكاريدي اسـت كـه    كيتوزان پلي

دســـت آمـــده از ه اطلاعـــات بـــ .پوســـتان وجـــود دارد ســـخت
خصوصيات فيزيكي و شيميايي كيتوزان باعث شده است كه اين 

اي بــراي رهاســازي دارو و بــه ويــژه بــراي  پليمــر بــه عنــوان مــاده
ــاكرومولكول  ــازي م ــود  رهاس ــنهاد ش ــا پيش ــي،   از . ه ــر تكنيك نظ

مثبـت كيتـوزان بسـيار مهـم      خصوصيت حل شـدن در آب و بـار  
شــود كــه ايــن پليمــر بــا  ايــن خصوصــيات باعــث مــي. )12( اســت

و يا بـا سـطوح بـاردار    هاي بار منفي در محيط آبي  ماكرومولكول
ــم ــا  ميكروارگانيس ــد ه ــورد كن ــابراين  ؛برخ ــاي  بن ــن نيروه از اي

هـا و   سوسپانسـيون  .شده است بردهسود  در اين اهدافبرخوردي 
ليت تحريك سيستم ايمني ماننـد كموتاكسـي   ذرات كيتوزاني قاب

ــال ــح    و فعـ ــث ترشـ ــز باعـ ــد و نيـ ــا را دارنـ ــازي ماكروفاژهـ سـ
 IFN-γو  2IL ،10IL ،TNF-α ،12ILهـــايي ماننـــد  ســـيتوكين

و  دهــد بــادي را افــزايش مــي ايــن پليمــر پاســخ آنتــي. شــوند مــي
هـاي كشـنده طبيعـي را     سيتوتوكسيك و نيـز سـلول   Tهاي  سلول

ايـن پليمـر   . )11(كيتوزان سميت بسـيار پـاييني دارد   . كند فعال مي
  . )13(باشد  پذير مي يك تركيب زيست سازگار و زيست تخريب

با توجه به حداقل مسموميت سيستميك براي تحويل پپتيد يـا  
اين نـانوذرات قـادر    .باشد ميهاي كاربردي مطرح  دارو، در برنامه

دهـي و   ني، در جهـت هستند ضمن افزايش ميزان پاسخ سيستم ايم
هدايت اين سيستم به سمت ايجاد نوع خاصي از پاسـخ نيـز مـؤثر    

با به كار بردن اين نانوذرات به عنوان حامل، مقدار استفاده . باشند
و از اثـرات   يابـد  از پروتئين نوتركيـب مـورد هـدف كـاهش مـي     

ايـن اسـتراتژي باعـث    . شـود  مخرب پروتئازها بر آن نيز كاسته مي
هـاي ايمنـي بـر     يي پروتئين موردنظر در القـاي پاسـخ  ارتقاي كارا

گـردد كـه در پيشـبرد اهـداف كـاربردي از جملـه        ضد تومور مي
ــروتئين و پپتيدرســاني مــؤثر، حــايز اهميــت مــي  . )14، 15(باشــد  پ

متيـل   تـري بنابراين هدف از اين مطالعه، ساخت و توليد نانوذرات 
 پيلوري هليكوباكتر HP-NAPكيتوزان حامل پروتئين نوتركيب 

  .هاي آن بود و ارزيابي ويژگي
  

  ها مواد و روش
  NAP-Aالقا و بيان پروتئين نوتركيب  - 1

  آمريكــا  GenScriptتوســط شــركت  NAP-Aتـوالي ژن  



  
 و همكاران ندا سليماني  
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. انتقـال داده شـد   a28petژن كلون شده در وكتـور  . ساخته شد
 ، از ميزبــان بيــانيNAP-Aبــه منظــور بيــان پــروتئين نوتركيــب 

21BL E.coli جهـت انجـام القـا از كشـت شـبانه      . استفاده شد
ــاكتري در حضــور  ــر ميلــي  50ب ــر  ميكروگــرم ب كانامايســين ليت

القا در حجم بـالا و پـس از رسـيدن جـذب نـوري      . استفاده شد
. انجـام شـد  ) نانومتر 550در طول موج ( 8/0-1محيط به حدود 

ــول      ــتفاده از محل ــا اس ــب ب ــروتئين نوتركي ــان پ ــا  IPTG(بي ي
Isopropyl-Beta-Thio Galactopyranoside(    بـا غلطـت

ــايي  ــي 5/1نه ــي   ميل ــر ميل ــولار در ه ــيون در   م ــر و انكوباس ليت
گـراد و بـه مـدت     درجه سـانتي  20انكوباتور شيكردار در دماي 

  .)16( ساعت انجام شد 24
  
ــه روش    - 2 ــروتئين نوتركيــب ب ــابي پ  SDS-pageارزي

)Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 

electrophoresis(  
به منظور بررسي بيان پلاسميد نوتركيـب از روش الكتروفـورز   

SDS-page  اكريـل آميـد و ولتـاژ     درصد ژل پلـي  5/12با غلظت
 0607Pre-stain ladder SM پـروتئين ، در حضـور مـاركر   100

در نهايت ژل . استفاده شد) كيلو دالتون 200شركت فرمنتاز و لدر (
آميزي شده و باند  رنگ G- 250اكريل آميد با رنگ كوماسي  پلي

  .)16( موردنظر بررسي شد
  
  NAP-Aتخليص و بيان پروتئين نوتركيب   - 3

تعبيـه شـده    His-tagجايي كه در وكتور مورد اسـتفاده   از آن
تـوان از رزيـن نيكـل و     مـي  ،بود و با توجه به پرايمر طراحـي شـده  
به . سازي پروتئين استفاده كرد كروماتوگرافي تمايلي جهت خالص

ــز ســلولي  ــه لي   كشــت داده شــده در  E.coliرســوب  ،منظــور تهي
سوسپانسـيون شـد و توسـط     IB washing bufferليتر  ميلي 100

درصـد تحـت    90اي بـا سـرعت    ثانيه 40سيكل  10سونيكاتور در 
سوسپانسـيون حاصـل   . گـراد شكسـته شـد    درجـه سـانتي   4شرايط 

دقيقــه و  20گـراد، بـه مـدت     درجـه سـانتي   40دمـاي  ( سـانتريفيوژ 
ــه 12000 ــع  )دور در دقيقـ ــوپرناتانت جمـ ــر  و سـ   آوري و از فيلتـ

 ،پس از عبـور سـوپرناتانت پروتئينـي   . عبور داده شد ميكرون 45/0

نـانومتري   280جذب نـوري  زماني كه  تا Bشستشوي ستون با بافر 
وم سپس بافر شستشوي د. خروجي ستون به صفر برسد، ادامه يافت

به ستون اضافه شد و تمام خروجي در يك ظرف مجزا نگهـداري  
در نهايت بافر شستشوي سوم اضافه شد و خروجي سـتون نيـز   . شد

آوري جـزء   پـس از جمـع  . گرديـد وري آ به طـور جداگانـه جمـع   
ــي،  ــلپروتئين ــورز تحلي ــور بررســي   SDS-page الكتروف ــه منظ ب
بـه منظـور حـذف ايميـدازول از محلـول      . ها انجام شـد  خلوص آن

ــافر      ــور ب ــافر در حض ــويض ب ــاليز تع ــي از روش دي  PBSپروتئين
)Phosphate buffered saline (استفاده شد )17، 18(.  

  
4 - Western blot 

بـــــه كاغـــــذ  SDS-pageپـــــروتئين نوتركيـــــب از ژل 
يــا  Polyvinelidene fluoride(فلورايــد  وينيليــدين دي پلــي

PVDF (   توسط دسـتگاه بـلاتBio-Rad    در شـرايط مرطـوب
براي كنترل انتقال پروتئين، از ماركر پروتئيني از پـيش  . منتقل شد

). 0607Pre-stain ladder SM(رنـگ شـده اسـتفاده گرديـد     
ــا محلــول  PVDFغشــاي ) Blocking(مسدودســازي   TBSب

)Tris buffered saline) (50 مولار  ميليTris  مولار  ميلي150و
Nacl ( درصد شير خشـك   5حاوي)Fat free milk(   مـدت   بـه  

ــت  3 ــام گرف ــاعت انج ــي  . س ــا آنت ــا ب ــد غش ــه بع ــادي در مرحل   ب
   در بــافر) His-tag6 )Rocheكلونــال موشــي بــر عليــه     مونــو

TBS-T ــا رقــت ــه  1:1000ب ســاعت در دمــاي اتــاق  3مــدت  ب
درصـد   05/0حاوي  TBS-T )TBSشستشو با بافر . مجاور شد

پس از شستشـوي نهـايي، غشـا بـا محلـول      . انجام شد) 20توئين 
مـولار   ميلـي  DAB )Diaminobenzidine) (50درصد  06/0

Tris   قـرار گرفـت و   ) به همراه يك دهم درصـد آب اكسـيژنه
پس از ظهور بانـد واكـنش بـا آب مقطـر متوقـف شـد و از آن       

  .)16-18(عكس تهيه گرديد 
  
 كيتوزان متيل تهيه تري  - 5

ــا وزن مولكـــولي پـــايين كيتـــوزان از شـــركت ســـيگما    بـ
 .تهيه شد) Low molecular weight(كيلودالتون  200-100

با وزن مولكولي پايين در محيط پايـه متيـل پيروليـدون    كيتوزان 
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سپس هيدروكسيد سديم، متيل يديد و سديم يديد در . حل شد
اين شرايط ساعت در  6درجه سلسيوس اضافه و براي  60دماي 

پليمر با استون رسوب داده شـد و بـا سـانتريفيوژ    . نگهداري شد
جـايي   براي انجام فرايند جابـه . نمودن آن رسوب جداسازي شد

درصـد   5/0، پليمر در محلول نمكي كلريدسديم -Clبه  Iيوني 
پس از آن، با استون رسوب داده شـد  . وزني قرار گرفت -وزني

آب بـه دسـت آمـد و در    محلـول در  و يك پودر سـفيد رنـگ   
  .)19(خشك گرديد نهايت 
 
 متيل كيتوزان تهيه نانوذرات تري  - 6

گــرم در  ميلــي 1ابتــدا  ســازي نــانوذرات، بــراي توليــد و آمــاده
درصـد اسـيد اسـتيك     1كيتوزان در محلـول  متيل  تري ليتر از ميلي
نوتركيـب هليكوبـاكتر    HP-NAPپس از تهيـه پـروتئين   . دش حل

ميكروگـرم   600پيلوري و تعيين غلظت و بار الكتريكي آن، ميزان 
 300ليتر از آن به بشر منتقل گرديد و بر روي استيرر با دور  در ميلي

ــت   ــرار گرفـ ــاق قـ ــاي اتـ ــپس . در دمـ ــريسـ ــ تـ ــفات ي پلـ  فسـ
)Tripolyphosphate  ياTPP( 1/0     درصـد در آب مقطـر حـل

ليتـر   ميكروگـرم در ميلـي   300و به محلول پـروتئين بـه حجـم     شد
در دمـاي   دور در دقيقـه  300ر و بر روي استير بـا دو اضافه گرديد 

سپس محلول كيتوزان بـه شـكل قطـره قطـره بـه       .اتاق قرار گرفت
  واكـنش بـه مـدت    . ت اضـافه شـد  فسـفا  ي پل ـ تـري پروتئين حاوي 

 خصوصـيات  رسـي جهـت بر . ساعت در اين شرايط ادامه يافـت  1
شكل، انـدازه، پراكنـدگي و يكنـواختي از    ذرات اتصال يافته مانند 

. شـد استفاده مجدد  Zetasizerميكروسكوپ الكتروني و دستگاه 
كيلودالتـون   20سازي ابتدا از كيسه ديـاليز بـا كاتـاف     خالصبراي 

آزاد  پـروتئين نـانوكمپلكس از فـاز آبـي كـه حـاوي      . استفاده شـد 
دور در دقيقه بـه   18000ده از سانتريفيوژ با سرعت باشد با استفا مي

  .)18، 20( شدجدا  گراد درجه سانتي 15دقيقه در  30مدت 
ــي   6-1 ــار الكتريكـــ ــدازه بـــ ــانوذراتو انـــ    DLS: نـــ

)Dynamic light scattering ( ــا ــتگاهي  Zetasizerي دس
نـانومتر   633است كه با استفاده از تابش نور مرئي با طول مـوج  

از قبيـل   تواند برخـي از خـواص آن را   سوسپانسيون ميبه نمونه 
 راهمچنـين توزيـع انـدازه ذرات     و زتا و وزن مولكولي  پتانسيل

بـار الكتريكـي،   به منظـور تعيـين    .گيري كند در ابعاد نانو اندازه

ــوزان    ــانوذرات كيتـ ــواختي نـ ــدگي و يكنـ ــتگاه  ازپراكنـ دسـ
)Malvern (Zetasizer ــ  ــن پارامترهـ ــد و ايـ ــتفاده شـ ا در اسـ

  .)20( تعيين شد pH=  6 ي بانانوذرات
   TEMميكروســـــــــــــــكوپ الكترونـــــــــــــــي  6-2

)Transmission electron microscope(:   ميكروسـكوپ
گوينـد مشـابه    مـي  TEMكه به اختصـار بـه آن    انتقال الكتروني
با اين تفاوت كه به جاي پرتوي  ؛هاي نوري است ميكروسكوپ

چــه كــه  آن. شــود نــور در آن از پرتــوي الكتــرون اســتفاده مــي
بسـيار   ،توان بـا كمـك ميكروسـكوپ نـوري مشـاهده كـرد       مي

ها به جاي نور،  در حالي كه با استفاده از الكترون ؛محدود است
شـكل، انـدازه،   بـه منظـور تعيـين    . رود اين محدوديت از بين مي

ميكروسكوپ  از DLSأييد اندازه توسط دستگاه تپراكندگي و 
 pH=  4ي بـا  نـانوذرات استفاده شد و اين پارامترهـا در  الكتروني 

  .)21(گرديد تعيين 
ــي  6-3 ــكوپ الكترونـــــــــــــ    SEMميكروســـــــــــــ

)Scanning elecron microscope(:  ــكوپ ميكروســ
مبنـاي عملكـرد   . گوينـد  مـي  SEM الكتروني روبشي كه به آن

. كنش پرتوي الكتروني بـا مـاده اسـت    هم اين ميكروسكوپ، بر
د جهــت نــتوان كــنش مــي هــم پرتوهــاي ســاطع شــده از ايــن بــر

 و شـكل بـه منظـور تعيـين     .دن ـها مورد استفاده قـرار گير  بررسي
استفاده شد و اين پارامترها در ميكروسكوپ الكتروني  ازاندازه 
  .)21(گرديد تعيين  pH=  4 ي بانانوذرات

 Fourier transform infrared(ســـنجي  طيـــف 4- 6

spectroscopy  ياFTIR :( دستگاهFTIR  روشي براي شناسايي
تـوان   مـي  كـه  باشـد  هـا مـي   هـاي عـاملي آن   تركيبات آلي و گروه

طيـف  . را شناسايي كـرد مختلف پيوندهاي كووالانسي ليگاندهاي 
FTIR  در حالت عبور با استفاده از دستگاهFTIR  اسـپكتروفتومتر 

و در  cm4000 -400 - 1در گســتره ) Bruker ســاخت انگلســتان(
  .)20( تعيين گرديدمتري  سانتي 4پذيري  تفكيك

  

  ها يافته
 21E.coli BLدر  NAP-Aالقا و بيان پروتئين 

ــدا    ــروتئين ســاخته شــده پــس از القــا، ابت ــابي پ   جهــت ارزي



  
 و همكاران ندا سليماني  
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 پژوهشي

ها بررسي  سپس پروتئين محلول آن ليز شد و E.coli هاي سلول
اكريل آميد و در  سلول بر روي ژل پليپروتئين محلول . گرديد

ــت   ــور دترژن ــد  SDSحض ــك ش ــديگر تفكي ــس از  و از يك پ
كلوئيدي، مورد بررسـي قـرار    G-250 آميزي با كوماسي رنگ
توليد شـده   NAP-Aجايي كه بخشي از پروتئين  از آن. گرفت

دالتـون بـه دسـت آمـد     كيلو 20ن مولكـولي  زبود، پروتئيني با و
  ).1تصوير شماره (

  

  
   NAP-Aارزيابي بيان پروتئين : 1 تصوير شماره

)Neutrophil activating protein ( در ژلSDS-page   
)Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis(  

القا شده  NAP-A: 3القا نشده، چاهك  NAP-A: 2ماركر با وزن پايين، چاهك : 1چاهك 
  مولار ميلي IPTG )Isopropyl-Beta-Thio Galactopyranoside (1/0با 

  
  HP-NAPبيان و تخليص پروتئين نوتركيب 

  ، بيــان يــك پــروتئين در محــدوده بانــد SDS-pageنتــايج 
داد كه با وزن مولكولي  كيلودالتوني راهنماي وزني را نشان  20

تصـوير  (بينـي شـده همخـواني دارد     دالتون پـيش  20477حدود 
از ســاعت ســوم آغــاز شــد و در  بيــان ايــن پــروتئين ). 1شــماره 

بـين سـاعت پـنجم،    . ساعت پنجم به بيشترين مقدار خود رسـيد 
بـا  . اي وجـود نداشـت   هفتم و القاي شبانه تفاوت قابـل ملاحظـه  

هاي انجـام شـده مشـخص گرديـد كـه بيشـترين مقـدار         بررسي
صــورت ذرات جامــد غيــر محلــول      پــروتئين نوتركيــب بــه  

رسوبي بودن اين پـروتئين  . در فاز رسوبي قرار دارد) اينكلوژن(
با نتايج به دسـت آمـده از تخلـيص فـاز مـايع حاصـل از ليـزات        

د و استفاده از بافرهاي فاقد اوره نيز تأيي Nativeسلول با روش 

گرديد و مشخص شد تنها مقادير اندكي از پروتئين در فاز مايع 
ــرار دارد ــروتئين     .ق ــيص پ ــايج تخل ــك نت ــي الكتروفورتي بررس

تصـوير  (نوتركيب حاكي از خلوص قابل توجه اين پروتئين بود 
بيان اين پـروتئين را   Western blotنتايج حاصل از ). 1شماره 

از درجــه خلــوص بـه طــور اختصاصـي تأييــد كــرد و نشـان داد    
  ). 2تصوير شماره (بالايي برخوردار است 

ــر  ــدازه ب ــا روش  اســاس ان ــري ب ــراه [ Bradfordگي ــه هم ب
ــتاندارد  و )] BSA )Bovine serum albuminاســــ

اسپكتروفتومتري، استحصال پروتئين رسوبي از يك ليتر كشـت  
  .گرم تعيين شد ميلي 400باكتري در حدود 

  

  
  هيستيدين  بادي ضد ساختار پلي ت با آنتيوسترن بلا: 2تصوير شماره 

   HP-NAPبه پروتئين نوتركيب  متصل شده
)Helicobacter pylori neutrophil activating protein(  

  
  نانوذراتاندازه 
كيتـوزان توسـط    ، پراكندگي و يكنواختي نـانوذرات اندازه
انـدازه   3 تصـوير شـماره  . تعيين شد Malvern( DLS( دستگاه

ــانوذرات كيتــوزان در  ــدازه  دهــد را نشــان مــي pH=  6ن كــه ان
نـانومتري   210نانوذرات كيتوزان به طور ميانگين با سـه تكـرار   

نشـان داد   در مورد اين نمونه DLSدستگاه هاي  داده. تعيين شد
هـاي مـورد آزمـايش در محـدوده      درصد نمونـه  95كه بيش از 

درصـد در   5دود تر قرار دارنـد و ح ـ  نانومتر و پيك بزرگ 210
  .نانومتر بودند 45نانومتر و به طور ميانگين  20-70محدوده 

  
  بار الكتريكي

كيتـوزان   بار الكتريكي، پراكندگي و يكنـواختي نـانوذرات  
ــين شــد Malvern( Zetasizer( توســط دســتگاه   تصــوير . تعي
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  بر اساس نانومتر) DLS )Dynamic light scatteringاندازه نانوذرات كيتوزان با دستگاه : 3تصوير شماره 

  

  
  ولت بر اساس ميلي Zetasizerبار الكتريكي نانوذرات كيتوزان با دستگاه : 4تصوير شماره 

 
را نشـان   pH=  6بار الكتريكي نـانوذرات كيتـوزان در    4 شماره
كه بار الكتريكي نانوذرات كيتوزان به طور ميـانگين بـا    دهد مي

 DLSدسـتگاه  هـاي   داده. ولـت تعيـين شـد    ميلي+ 11سه تكرار 
  .و همساني وجود دارد باشد نشان داد كه نمودار تك پيك مي

  
  TEMميكروسكوپ الكتروني 

شكل، انـدازه، پراكنـدگي و يكنـواختي نـانوذرات كيتـوزان      
. تعيين شـد  Zetasizerتوسط ميكروسكوپ الكتروني و دستگاه 

ــانوذرات در  TEMتصــوير  5 تصــوير شــماره ــن ن ــه اي ــوط ب   مرب
4  =pH  در محــدوده ذراتبيشــتر انــدازه . دهــد را نشــان مــي  

ــد   150- 200 ــت آم ــه دس ــانومتر ب ــده از    .ن ــت آم ــه دس ــايج ب نت
را  DLSنتايج حاصل از دسـتگاه   TEMوسكوپ الكتروني ميكر

  .كند تأييد مي
  

 SEMميكروسكوپ الكتروني 

  سـبب نمايـان شـدن     كنش پرتـوي الكترونـي بـا مـاده     هم بر

 پرتوهـاي سـاطع شـده از ايـن بـر     . شكل ظاهري نـانوذرات شـد  
تصـوير   .رفـت ها مـورد اسـتفاده قـرار گ    كنش جهت بررسي هم

متيل كيتوزان حامـل پـروتئين بـا     تصوير نانوذرات تري 6شماره 
 .دهد را نشان مي SEMميكروسكوپ 

  

  
 نانوذرات كيتوزان با ميكروسكوپ : 5تصوير شماره 

TEM )Transmission electron microscope(  
   

0

5

10

15

0.1 1 10 100 1000 10000

In
te

ns
ity

 (
%

)

Size (d.nm)

Size Distribution by Intensity

Record 3: tmc2 1

0

100000

200000

300000

400000

500000

-200 -100 0 100 200

T
ot

al
 C

ou
nt

s

Zeta Potential (mV)

Zeta Potential Distribution

Record 1: Tmc 1 1

١۵

  
١٠
  
۵  

  
٠  

10000                     1000                         100                         10                                1                             1/0  
 )نانومتر(اندازه

ت 
كثر

)
صد

در
( 

200                                100                                   0                                100-                               200-  
 )ولتميلي(بار الكتريكي

500000  
400000  
300000  

200000  

100000  
0

كل
داد 

تع
 



  
 و همكاران ندا سليماني  

  
 

  141  1392 اسفند، 2نامه  ، ويژهدوره بيست و سوم  مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران

 پژوهشي

  
  )SEM )Scanning elecron microscopeمتيل كيتوزان حامل پروتئين با ميكروسكوپ  نانوذرات تري: 6تصوير شماره 

  
  )FTIR( سنجي طيف

اتصـال   هاي عـاملي  شناسايي گروه جهت FTIRدستگاه از 
ايـن اتصـال    يافته پروتئين نوتركيب به كيتوزان استفاده شد كـه 

 7در تصــوير شــماره  FTIRمنحنــي طيــف . گرديــدشناســايي 
  .نمايش داده شده است

 FTIRدر حالت عبور بـا اسـتفاده از دسـتگاه     FTIR طيف
  در گســــتره) Bruker ســــاخت انگلســــتان( اســــپكتروفتومتر

1 - cm4000 -400   تعيـين   متـري  سـانتي  4 و در تفكيك پـذيري
سنجي نشان داد كه طيـف اتصـالي پـروتئين     نتايج طيف. گرديد

كيتوزان بـه تنهـايي نسـبت بـه زمـاني كـه       نوتركيب به تنهايي و 
  .يابد، متفاوت است پروتئين نوتركيب به كيتوزان اتصال مي

دهـد   مربوط به كيتوزان را نشان مـي  cمنحني  FTIRطيف 
 متـر  بـر سـانتي   3439 پـذيري  كه باند پهن در محـدوده تفكيـك  

ظـاهر   OHو  NHهـاي   مربوط به ارتعاشـات كششـي از گـروه   
ــذيري تفكيــكدر محــدوده . شــود مــي ــر ســانتي 2993 پ ــر ب  مت

محـــدوده . باشـــد مـــي CHهـــاي  ارتعاشـــات كشـــش گـــروه

 NHهـاي   بـه كشـش گـروه    متـر  بر سانتي 1656 پذيري تفكيك
بـر   1424 پـذيري  شـود و محـدوده تفكيـك    اختصاص داده مـي 

كشش اوليـه گـروه الكلـي در كيتـوزان تعلـق       COبه  متر سانتي
  .دهد تئين را نشان ميمربوط به پرو bمنحني  FTIRطيف . دارد

مربوط به كيتوزان حامل پـروتئين را   aمنحني  FTIRطيف 
بـر   3431 پذيري دهد كه باند پهن در محدوده تفكيك نشان مي
 OHو  NHهاي  مربوط به ارتعاشات كششي از گروه متر سانتي

 متـر  بـر سـانتي   1638 پذيري در محدوده تفكيك. شود ظاهر مي
   .شود داده مي اختصاص NHهاي  به كشش گروه

  

  بحث
هـاي فيزيكوشـيميايي و بيولـوژيكي     دليل ويژگـي ه كيتوزان ب

ثر سيسـتم  ؤهاي بسياري را براي توسعه سالم و م نظيرش، انگيزه بي
ــه اســـت  ــاني برانگيختـ ــاران از روش . دارورسـ حقيقـــي و همكـ

ــه  ــراي بهينـ ــون ژن  بيوانفورماتيـــك بـ ــازي كلـ ــوردنظر در سـ مـ
  ها نشـان داد كـه ژن كلـون    نتايج آن. اشريشياكلي استفاده نمودند
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  )FTIR )Fourier transform infrared spectroscopyمنحني طيف : 7تصوير شماره 

  
ن توليـد شـده   و در نهايـت پـروتئي  با پرايمرهاي مهندسـي شـده   

در ايـن تحقيـق پـروتئين فعـال     . )22(كيلودالتون بـود   20حدود 
. كننده نوتروفيلي نوتركيب از هليكوباكتر پيلـوري سـاخته شـد   

نتـايج  . آن بيـان ايـن پـروتئين را تأييـد كـرد      SDS-pageنتايج 
Western blot   حضور پروتئين نوتركيب را به لحاظ واكـنش

دهـد كـه    اين نتايج نشان مي. بادي اختصاصي اثبات كرد با آنتي
نوتركيب باكتريايي به درستي توليد شده است و اندازه پروتئين 

ــاران از  Vila. باشـــد دالتـــون مـــي 20477آن حـــدود  و همكـ
نانوذرات كيتوزان به عنوان حامل پروتئين بـراي واكسـن كـزاز    

   .)23(استفاده نمودند 
استفاده از پليمرهايي مانند كيتوزان براي انتقـال داروهـا بـه    

هاي بيولوژيك مورد توجـه زيـادي    هاي مناسب در سيستم محل
و همكـاران از   Zhangبا توجه به كاربردهـاي كيتـوزان،   . است

در . )24(نانوذرات كيتوزان به عنوان حامل دارو استفاده كردنـد  
متيـل كيتـوزان بـه عنـوان حامـل       اين تحقيـق از نـانوذرات تـري   

متيله شدن كيتوزان سـبب انحـلال    تري. پروتئين استفاده گرديد
نـانوذرات كيتـوزان بـه لحـاظ داشـتن      . شـود  كيتوزان مـي  بيشتر
آمـين نـوع اول واقـع شـده بـر بدنـه،        هاي هيدروكسـيل و  گروه

. دهـد  اجازه اصلاح شيميايي براي كنترل خواص فيزيكي را مي

متيل كيتوزان قادر بـه اتصـال بـا بـار      هاي تري بار مثبت مولكول
بـا   قسـمت  ايـن كـه  باشد  منفي موجود در پروتئين نوتركيب مي

تركيـب دوگانـه دوسـت     شـود و  مـي مولكول كيتوزان مـزدوج  
قـادر   و منجر به تشكيل نـانوذرات شـود  شده ممكن است  ايجاد

   .باشدتحويل آن به ناحيه هدف  به كپسوله كردن دارو و
از طريـق   بـه كيتـوزان   هـاي نوتركيـب   پروتئيناتصال شيميايي 

نتـايج   .توليـد كنـد  سودمندي كمپلكس تواند  هاي عاملي مي گروه
تأييـد كننـده اتصـال ذرات كيتـوزان بـا       FTIRحاصل از دسـتگاه  

هـاي عـاملي آمينـي و هيدروكسـيلي آن      پروتئين به واسـطه گـروه  
و ميكروسـكوپ   DLSانـدازه نـانوذرات بـا دو دسـتگاه     . باشد مي

الكتروني بررسي و تأييد شد و نتايج مؤيد آن بـود كـه قطـر ذرات    
  . نانومتر بود 200 ± 10باشد و حدود  يمدر محدوده نانومتري 

هـاي بيولوژيـك تخريـب     كيتوزان در طول زمـان در سيسـتم  
ــي ــود م ــب . ش ــزان تخري ــدار     مي ــرل مق ــا كنت ــوزان ب ــذيري كيت پ
شـود   ايـن ويژگـي باعـث مـي    . ي آن قابل كنترل اسـت يزدا استيل

ــو     ــدن آزاد ش ــده در ب ــرل ش ــور كنت ــه ط ــا ب ــابراين نداروه د و بن
هـاي آزاد آمـين كـه بـه      گـروه . دهد فزايش مياثرگذاري آن را ا

ايـن  . دهد براي انتقـال دارو ضـروري اسـت    كيتوزان بار مثبت مي
بارهاي منفي داروها، پليمرهـا و   كنش با هم بارهاي مثبت باعث بر
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متيله شدن، اين پتانسـيل   با تري. شود هاي زيست فعال مي مولكول
به  هاي منحصر ويژگينانوذرات كيتوزان به دليل . يابد افزايش مي

فرد آن براي انتقال انواع مختلفي از داروهـا ماننـد داروهـاي ضـد     
 .مطـرح خواهـد بـود   هورموني، انسولين و داروهاي ضـد سـرطان   

زاده و همكاران از ايـن نـانوذرات بـه عنـوان يـك سيسـتم        حسين
  . )14(كردند دارورساني براي درمان سرطان استفاده 

د، تاكنون هيچ پژوهشي در مورد با توجه به مطالعات موجو
ساخت و توليـد نـانوذرات كيتـوزان حامـل پـروتئين نوتركيـب       

HP-NAP     جهت درمان متن سرطان صـورت نگرفتـه اسـت و
با توجـه بـه منـابع    . اين پژوهش براي اولين بار در دنيا انجام شد

ــود،  ــوان آگونيســـت   HP-NAPموجـ ــه عنـ ، داراي 2TLRبـ
 12ILو توانايي القاي بيـان   دباش خاصيت ايمونومدولاتوري مي

اين . )25(هاي انساني را دارد  ها و نوتروفيل از مونوسيت 23ILو 
هاي سيسـتم ايمنـي، سـبب     پروتئين با داشتن پتانسيل تغيير پاسخ

به واسطه توليد اينترفـرون گامـا و    1Thبه  2Thتغيير فنوتيپ از 
كـنش  آغاز بـروز وا . شود فاكتور نكروز دهنده توموري آلفا مي

هـاي دنـدريتيك    ايمني عليه سرطان به طور غالب توسط سـلول 

ــي  ــرد صــورت م ــلول . گي ــن س ــا، مولكــول  اي ــاي  ه    MHC-Iه
)Major histocompatibility complex( ،MHC-II  و

كننـد و   هاي كمك محرك را به ميزان زيادي بيان مـي  مولكول
هـاي توليـد    به وسيله سـيتوكين  1Thمسير پاسخ ايمني به سمت 

بـه   HP-NAPدر حقيقـت  . گـردد  ها تعيـين مـي   شده توسط آن
عنوان ابزار جديدي براي جهت دادن سيستم ايمني به خصوص 

شناخته شده اسـت و   1Thهاي دندريتيك به سمت پاسخ  سلول
بـا توجـه بـه    . كنـد  هاي مذكور را به خـوبي تحريـك مـي    سلول

تواند ابزار مناسـب و مـؤثري    خواص موجود، اين كمپلكس مي
هت كاربردهاي ايمني درماني براي درمان سـرطان در آينـده   ج

مطالعه حاضر گشايشي براي ايده مـذكور جهـت   . )26، 27(باشد 
  .باشد درمان سرطان با استفاده از خاصيت ايمنومودولاتوري مي

  
  سپاسگزاري

شناسـي   تحقيق حاضر بخشي از رساله دكتري رشته بـاكتري 
دانشگاه تربيت مـدرس  پزشكي مصوب دانشكده علوم پزشكي 

  .است كه باحمايت مالي آن دانشگاه انجام شده است
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