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Abstract 
 

Background and purpose: Shigella species cause shigellosis in humans. Considering the high 

frequency of illness and antibiotic resistance, development of an effective immunogen against bacteria is 

a major goal. Invasion Plasmid Antigen such as IpaD and IpaC are the major bacterial virulence agents of 

Shigella. Encapsulation of antigens in particular carriers such as chitosanic  nanogels, not only protects 

them from degradation in environmental elements but also provides the effective concentrations of 

antigens in targets, hence increasing bioactivity. The aim of this study was to investigate the 

immunogenic properties of IpaC protein encapsulated in chitosanic nanogels. 

Materials and methods: The protein was expressed in E.coli and purified by affinity 

chromatography. Chitosan nanogels were prepared by ionic gelation method using tripolyphosphate 

(TPP) as a crosslinking agent. The nanogels were loaded with IpaC and their structures were 

characterized by SEM and DLS. Encapsulated protein was introduced in guinea pigs by oral and 

parenteral routes. Antibody titers were determined by ELISA. Animals were challenged By Sereny test 

with wild-type S. flexneri. 

Results: Expression of recombinant protein in E.coli led to the production of IpaC with 60 kDa 

molecular weight. Loading efficiency of nanogel was 98% after 48h of incubation. The average particle 

size was 418 nm. Immunization of mice induced serum antibody response. 

Conclusion: The productivity of encapsulated protein via oral route was better than parenteral route. 
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  پژوهشي          

  
  
  ـدرانــازنــكــــي مــزشـــوم پــلــشـــگاه عــه دانـــلــمج

  )14-27 (   1396    خرداد   سال 149دوره بيست و هفتم   شماره 
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 IpaC بررسي ايمني زائي نانوژل كايتوسان واجد پروتئين نوتركيب
 از شيگلا در خوكچه هندي

  
       1شهرام نظريان

       2سيد لطيف موسوي گرگري

  3مهدي عظيم بيك

  

  چكيده
با توجه به فراواني بيمـاري و شـيوع مقاومـت         . باشد شيگلوز در انسان مي    يماريبهاي شيگلا عامل      گونه : و هدف  سابقه

 IpaD و   IpaCهاي تهاجمي پلاسميد از جمله       ژن آنتي. ري هدف مهمي است   آنتي بيوتيكي، ساخت ايمونوژن موثر عليه باكت      
نه تنهـا    ي كيتوساني، ها  نانوژل از قبيل  ويژه يها ها در حامل   ژن بارگذاري آنتي . ترين عوامل بيماري زاي شيگلا هستند      از مهم 

 يـت فعاله و    فـراهم كـرد    يطدر مح ـ را   ژن آنتـي  مناسـب از     يهـا  غلظتكرده بلكه   حفاظت  م يطي مح ملدر برابر عوا  را  ها   آن
  . بارگذاري شده نانوژل هاي كيتوسان بودIpaCهدف از اين تحقيق، بررسي ايمني زائي پروتئين . را افزايش مي دهد يستيز

نانوژل هـاي كيتوسـاني   .  بيان و با گرموتوگرافي ميل تركيب تخليص شد      E.coli پروتئين نوتركيب در     :ها مواد و روش  
 IpaC نانوژل ها با.  تهيه شدند)TPP(وني و از طريق ميانكنش كيتوسان با اتصال دهنده تري پلي فسفات به روش ژلاسيون ي

پـروتئين بارگـذاري شـده از مـسير خـوراكي و            .  بررسـي گرديـد    DLS و   SEMبارگذاري و خصوصيات ساختاري آن ها با        
حيوان ها از طريق روش سرني و با اسـتفاده          . زا تعيين شد  ها با روش الاي    بادي تيتر آنتي . تزريقي به خوكچه هندي انتقال يافتند     

  .از باكتري شيگلا فلكسنري چالش شدند
ظرفيت بارگذاري نانوژل ها پس .  كيلودالتون شد60 با وزن IpaC منجر به توليد     E.coliبيان پروتئين نوتركيب     :ها يافته

بـادي   هـا پاسـخ آنتـي      ايمن سـازي مـوش    .  نانومتر بود  418متوسط اندازه نانوذرات    .  درصد بود  98 ساعت انكوباسيون،    48از  
  .سرمي را القا كرد

  . حفاظت بخشي پروتئين بارگذاري شده از مسير خوراكي بهتر از مسير تزريقي بود:استنتاج
  

  ، كيتوسان، نانوژلIpaCشيگلا، ايمونوژن، : واژه هاي كليدي
  

  مقدمه
بيماري اسهال يكـي از علـل شـايع مـرگ و ميـر در               

رســد شــيوع ايــن بيمــاري در  بــه نظــر مــي. ن اســتجهــا
تـر اسـت، بـه طـوري كـه        كشورهاي در حال توسعه بيش    

مــرگ و ميــر يــك ســوم از كودكــان زيــر پــنج ســال در 

. شـود  كشورهاي مذكور به بيماري اسهال نسبت داده مي       
تـرين   هاي اشريشيا كلي، سالمونلا و شـيگلا از مهـم          گونه

 .)2 ،1(مــي باشــندعوامــل مولــد اســهال در سراســر جهــان 
  هاي لولـري به سـگلا با تهاجم باكتـي از شيـاري ناشـبيم

  
  Email:slmousavi@shahed.ac.ir                        3319118651:روبروي حرم مطهر امام خميني،دانشگاه شاهد،كد پستي- تهران سيدلطيف موسوي گرگري :مولف مسئول

  ، تهران، ايران)ع(اسي، دانشكده و پژوهشكده علوم پايه، دانشگاه جامع امام حسينمركز تحقيقات زيست شن، استاديار. 1
  دانشكده علوم پايه،دانشگاه شاهدگروه زيست شناسي،، استاد. 2
  دانشگاه شاهد دانشكده علوم پايه،، كارشناسي ارشد. 3
 21/1/1396:  تاريخ تصويب              9/11/1395 :تاريخ ارجاع جهت اصلاحات            6/11/1395 : تاريخ دريافت  
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مخــاطي ايلئــوم انتهــايي و كولــون آغــاز شــده و موجــب 
اسهال خوني و التهـاب موضـعي و زخمـي شـدن مخـاط              

بـاكتري شـيگلا بـراي ايجـاد         سلول 100تعداد  . گردد مي
كنـد و از ايـن جهـت بـسيار           بيماري شيگلوز كفايت مـي    

ــه هــاي بيمــار ).4، 3(عفــوني و مــسري اســت ي زاي گون
ــسانتري و فلكــسنري داراي    ــيگلا دي ــه ش ــيگلا از جمل ش
پلاسميدهاي بزرگ بوده كه داراي ژن هاي كـد كننـده            

هـاي اپـي     لازم جهت تهـاجم ميكروارگانيـسم بـه سـلول         
مطالعـات نـشان داده اسـت كـه         . تليال روده بزرگ است   

تعــداد زيــادي از ژن هــاي درگيــر در فراينــد تهــاجم در 
  .)5، 4( شده اندهاي شيگلا محافظت گونه

 ipaپلاســميد تهــاجمي بــاكتري داراي دو لوكــوس 
mxi-spa    است كه براي فنوتيپ تهاجم مهـم مـي باشـند  .

كند كـه بـه     را كد ميIpa A-D، پروتئين هاي ipaاپرون 
عنوان افكتور براي ورود باكتري به سـلول ميزبـان عمـل            

 III اجزاي سيستم ترشحي تيپ      mxi-spaاپرون  . كنند مي
ــروتئين  د مــيرا كــ ــراي انتقــال پ  از Ipaهــاي  كنــد كــه ب

سيتوپلاســم بــاكتري بــه غــشاي سيتوپلاســمي و يــا حتــي 
ــستند    ــم ه ــان مه ــلول ميزب ــيتوزول س ــي  . س ــشاي رأس غ

هاي اپيتليال كولون به وسيله گليكوليپيدها پوشـيده         سلول
 .انـد كـه تـشكيل يـك لايـه موسـيني را مـي دهنـد         شده

 كـه توسـط     Ipaمشخص شـده اسـت كـه پـروتئين هـاي            
پلاسميد تهاجمي باكتري كد مي شوند، براي غلبه بر اين        

 در داخل سـيتوزول     IpaAپروتئين   ).6،  5(سد لازم هستند  
اپيتليال سـلول ميزبـان جـايي كـه در آن بخـش اسـكلت               

باشـد، كمـپلكس     سلولي مرتبط با پروتئين وينكولين مـي      
IpaA-vinculin را تــشكيل داده و موجــب دپلــي مريــزه 

بـاكتري بـه وسـيله       .)7(شـود  هاي اكتين مي   لامنتشدن في 
IpaB  هاي فاگوسيت را ليز كرده و از ايـن           خود، واكوئل

هــاي كــشنده ماكروفاژهــا را ناكارآمــد   طريــق مكانيــسم
 علاوه بر ايـن     IpaCكيلو دالتوني    43 پروتئين   ).8(كند مي

كه به عنوان اولين فاكتور پروتئيني حملـه كننـده شـيگلا            
پيتليـال مطـرح اسـت، امكـان واكـنش بـا            هـاي ا   به سـلول  

ــرات سيتواســكلتي    ــشا و تحريــك تغيي ــسفوليپيدهاي غ ف

با در نظر گـرفتن ايـن        ).9،  4(باشد سلول ميزبان را دارا مي    
كه محل اتصال، تكثير و تهاجم بـاكتري شـيگلا، مخـاط            

باشد، بنابراين توليـد آنتـي بـادي هـاي مخـاطي             روده مي 
دخيل در تهاجم بـاكتري،     عليه اين فاكتورهاي اتصالي و      

تواند اتصال و به تبـع آن ورود بـاكتري بـه سـلول هـا را                  مي
 .)10- 12(مختل كرده و از شدت بيماري زائي باكتري بكاهد        

 و  IpaDهـايي ماننـد      ترين چالش استفاده از پـروتئين      مهم
IpaC            در طراحي واكسن مخاطي، قـدرت پـايين و عـدم 
 .باشـد  طي روده ميمناسب آن ها به بافت هاي مخا انتقال

 تحريك سيستم ايمنـي مخـاطي،      مهم   هاي يتمزيكي از   
مي توانند در محل هـاي       است كه    يي ها ي باد ي آنت يدتول

ــاي      ــسم ه ــرد ميكروارگاني ــه روده، عملك ــژه از جمل وي
ــازند   ــل س ــاري زا را مخت ــه    ).13(بيم ــاي ب ــر مزاي از ديگ

ها از جمله واكسن هاي نوتركيب زيـر         كارگيري واكسن 
 بـه   يازني توان به تجويز مخاطي اشاره كرد كه         واحدي م 

بهتـر   يمارو توسط ب  ي نداشته    ساز يل و پروسه استر   يقتزر
ايمونـوژن هـاي زيـر      جـا كـه      امـا از آن   . شود يرفته مي پذ

 ي به مقـدار كـاف     ي مخاط يز پس از تجو   واحدي نوتركيب 
ــ ــوند،  يجـــذب نمـ ــاتي از جملـــه شـ ــتفاده از تركيبـ اسـ

زائـي ايـن     واند كارائي ايمنـي   ت حامل ها مي  ها و    ادجوانت
 فنـاوري نـانو در ايـن        .)15 ،14(ها را بهبـود بخـشد      واكسن

زمينه به كمك محققان زيـست شناسـي آمـده اسـت، بـه       
 در نـانو  هاي نوتركيـب     گونه اي كه بارگذاري ايمونوژن    

 بـه   يـي،  زا يمنـي  ا يشجهـت افـزا   زيست سـازگار     ذرات
ــسترده  ــه اســت   يا صــورت گ ــرار گرفت ــه ق ــورد توج . م

تخريـب  توانـد از   يم ـنـانوذرات    در   ها پروتئين ارگذاريب
 ســبب  كــرده ويريجلــوگآن در فــضاي اســيدي معــده 

ــداريپاافــزايش  ــو مانــدگاري  ي  از .)16( گــردد ژنيآنت
توان به آن توجـه نمـود،        جمله فرايندهاي ديگري كه مي    

باشد كه مـي     همراه با نانوذرات مي   ها   ادجوانتاستفاده از   
  .)17( كننديت را تقويي زايمنياتوانند 

تركيبات پليمري مختلفي براي تهيه نانوذرات مـورد        
مطالعـات نـشان داده كـه     ).19 ،18(استفاده قرار گرفته انـد   

ــستي  اســتفاده از پليمــر ــزايتوســانكزي  جــذب يش در اف



     
   و همكارانشهرام نظريان     
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 پژوهشي

تحريك سيستم ايمني مخاطي    و   و ايمنوژن ها     ها ينپروتئ
توسـان   كي .)21 ،20(آميـزي داشـته اسـت      عملكرد موفقيت 

هـايي   پليمري كربوهيدراتي طبيعي بوده و داراي ويژگـي       
 زيـست تخزيـب     ،ي سـازگار  يـست ، ز  بودن ارزانهمانند  
ــه يــت و قابلپــذيري  ي مخــاطهــاي لايــه ســلول اتــصال ب

ــانوذرات كايتوســان را مــي .)23 ،22(باشــد مــي ــا   ن ــوان ب ت
برقراري اتصالات الكتروستاتيك بين گـروه هـاي آمـين          

لي آنيوني زيست سـازگار نظيـر تـري         پليمر و يك ماده پ    
بـه وجـود آمـدن چنـين        . تهيـه كـرد   ) TPP(پلي فـسفات    

 TPPســاختاري و برقــراري اتــصال متقــاطع كيتوســان بــا 
علاوه بر حفظ پروتئين، موجب رهايش آهسته آن هـا از           

  .)25 ،24(نانوذرات ايجاد شده مي گردد
تــاكنون مطالعــات زيــادي در خــصوص اســتفاده از  

توسان براي بررسي ايمني زائي عليـه شـيگلا         نانوذرات كي 
در تحقيق انجام شـده توسـط بـاران         . گزارش نشده است  

ــانوذرات كيتوســاني واجــد پــروتئين   ونــد و همكــاران، ن
 تهيه گرديد، اما ايمني زائـي آن       StxB و   IpaDنوتركيب  

 در سـال  ).26( بررسـي نـشد    IpaDعليه عملكـرد پـروتئين      
 اسـتفاده از نـانوذرات       نشان داد كـه    Camacho نيز   2013

واجد ويزكول هـاي غـشايي بـاكتري شـيگلا فلكـسنري            
ــبب     ــيگلا را س ــي ش ــاري زائ ــه بيم ــبي علي ــارائي مناس ك

 لذا بـه نظـر مـي رسـد اسـتفاده از نـانوذرات               ).27(شود مي
مختلف به منظور ارزيابي اثـرات آن هـا بـر ايمنـي زائـي               

  .عليه شيگلا مي تواند مد نظر باشد
 از  ي مخـاط  يمنـي  ا يجـاد  منظور ا  بهدر تحقيق حاضر    

ــس ــوراكيرم ــيگلا،   خ ــاجم ش ــه ته ــروتئين   ي علي ــدا پ ابت
 بيـان و سـپس   E.coli BL21(DE3) در IpaCنوتركيـب  

نانوژل كيتوسان تهيه و بـا روش مجـاور         . تخليص گرديد 
. سازي با پروتئين نوتركيب تخليص شده بارگذاري شـد        
ه نانوژل هاي بـار گـذاري شـده بـا پـروتئين نوتركيـب ب ـ              

 بـه  .خوكچه هـاي هنـدي آزمايـشگاهي خورانـده شـدند        
 IpaCحيوانات آزمايـشگاهي، پـروتئين       از   يگريگروه د 

توليـد   خالص به روش زير جلدي تزريق شد و در نهايت         
   .و ايمني زائي آن مورد مطالعه قرار گرفت ي باديآنت

  مواد و روش ها
  مواد و حيوان آزمايشگاهي
 در دانشگاه   1393 كه در سال   در اين مطالعه تجربي   

شاهد انجام شـده اسـت، ژن بهينـه سـازي شـده كـدوني               
IpaC                كه از كاست طراحـي شـده سـه گانـه تكثيـر و در 

 زيـر همـسانه سـازي شـده بـود،           pET-32a وكتور بيـاني  
براي بيـان پـروتئين نوتركيـب       . مورد استفاده قرار گرفت   

ــان  ــد E.coli BL21-DE3در ميزبــ ــتفاده شــ از .  اســ
  بـراي رشـد بـاكتري       و آگـار   يع ما LB كشت   هاي  يطمح

E.coli BL21-DE3 ــتفاده ــيگلا اس ــد گرد و ش ــواد . ي م
از جمله تركيبـات لازم بـراي سـاخت بـافر هـا،              يمياييش

بـراي تخلـيص   .  شـد يـه  مرك ته    از شركت  آنتي بيوتيك 
نيتريلـو اسـتيك    -نيكـل  تمـايلي  پروتئين نوتركيب، رزين  

ــيد  ــركت ك)Ni-NTA(اس ــاژن  از ش ــداريخري ــدي  . ش
. د ش ـ يه ته ي راز يتودجوانت ناقص و كامل فروند از انست      ا

 Gيمنوگلـوبين    ا يـه  عل HRPمتـصل بـه     يـه    ثانو بـادي  يآنت
 از  نشان هيـستيدين   موشي عليه    بادي آنتي خوكچه هندي، 

 سـيگما و   متوسـط از شـركت       يكيتوسان با وزن مولكـول    
. شــارلو تهيــه شــد فــسفات از شــركت ي پلــيســديم تــر
 و روش    شـدند  يـه  ته ي راز يتواز انـست  هاي هندي    خوكچه

ها مطابق با راهنماي انستيتوي ملـي سـلامت      نگهداري آن 
  .انجام شده است

  

  IpaCبيان و تخليص پروتئين نوتركيب 
 حـــاوي BL21-DE3كـــشت شـــبانه ســـلول هـــاي 

از كـشت   .  آماده شـد   pET32a-ipaCپلاسميد نوتركيب   
 ميلـي ليتـر محــيط   50 ميكروليتـر برداشـته و بــه   50شـبانه  

 ميكروگـــرم در ميلـــي ليتـــر   80 حـــاوي LB كـــشت
 درجـه   37بيوتيك آمپـي سـيلين تلقـيح و در دمـاي             آنتي

. سليسيوس در حالت به هم زني گرمخانه گذاري گرديد        
پس از آن كه جذب نوري محيط كـشت در طـول مـوج       

ــا  6/0 نــانومتر بــه 600  رســيد، بيــان پــروتئين نوتركيــب ب
ــزودن   β-D-1ايزوپروپيــــــــــــــل  (IPTGافــــــــــــ

 ميلـي مـولار بـه       1با غلظت نهـايي     ) توپيرانوزيدتيوگالاك
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 37سوسپانسيون سلولي بـاكتري اضـافه شـده و در دمـاي           
بـه منظـور    .  ساعت القـا شـد     5درجه سانتي گراد به مدت      

استخراج و تخليص پروتئين نوتركيب بيان شده، رسـوب         
آوري   ميلي ليتر محيط كشت جمـع      50سلولي باكتري از    

 NaH2PO4 100تــشكل از مB ميلــي ليتــر بــافر   3و بــا 
 مـولار   Urea 8مـولار و      ميلـي  Tris-HCl10مـولار،    ميلي

ديواره سلولي بـا اسـتفاده از سـونيكاتور         . مخلوط گرديد 
 درصد، پـالس    50پروبي و با شرايط قدرت سونيكاسيون       

ــه اي تخريــب شــد20 چرخــه زمــاني 5 و طــي 5/0 .  ثاني
 در دقيقه 14000محلول حاصل از شكست باكتري با دور 

با سانتريفوژ يخچال دار جمع آوري شد و جهت بررسي          
 درصـد مـورد آنـالير واقـع         SDS-PAGE 9بيان به وسيله    

  .شد
  

  تخليص پروتئين نوتركيب
تخليص پروتئين با استفاده از رزين تمـايلي نيكـل انجـام            

ــد ــتون    .ش ــروتئين، س ــاوي پ ــول ح ــق محل ــل از تزري  قب
.  رسـيد  بـه تعـادل   ) B)pH=8كروماتوگرافي نيكل با بافر     

بعد از خروج كامل بافر از ستون، محلول واجد پـروتئين           
به آرامي به ستون اضافه و خروجـي آن در ظـرف جمـع              

هايي كـه بـه طـور غيـر          جهت حذف پروتئين  . آوري شد 
ليتـر بـافر      ميلـي  5/1اختصاصي به رزين متصل شـده انـد،         

ــشوي  ــا Cشست ــول   pH =3/6 ب ــافه و محل ــتون اض ــه س  ب
 ــ ــز جداگان ــي آن ني ــد خروج ــع آوري ش ــس از . ه جم پ

، فرايند ذكر شده با استفاده      Cكامل بافر شستشوي     خروج
 انجام و محلول خروجـي  pH=9/5  باD از بافر شستشوي

جداسـازي پـروتئين    . آن در ميكروتيوب جمع آوري شد     
 pH=3/4 بـا    Eنوتركيب از ستون با كمك بافر رهاسازي        

ندگانه انجام شد و نمونه هاي جمع آوري شده از مراحل چ          
 SDS-PAGE تخليص پس از تيمار با سـمپل بـافر بـا روش           

كـردن اوره و      به منظور خارج   .مورد ارزيابي قرار گرفتند   
دسـت   هبرگشت فولدينگ پروتئين، محصول پروتئيني ب ـ     

و شـيب   Cut off =12 كيسه ديـاليز بـا  ا استفاده از ب آمده
  .شددياليز  مولار 0 تا 6غلظتي اوره از 

  وتركيب با روش وسترن بلاتتاييد پروتئين ن
، انتقـال   SDS-PAGEپس از بارگذاري پروتئين در      

بــر روي كاغــذ نيتروســلولز بــا اســتفاده از تانــك وســترن 
و بافر انتقال واجـد گلايـسين   ) Biorad, USA(بلاتينگ 

 20 ميلــي مــولار و متــانول 20 ميلــي مــولار، تــريس 150
د و  بـه منظـور پوشـاندن نـواحي آزا        . درصد انجام گرديد  

 درصـد   5فاقد پروتئين، كاغذ نيتروسلولز بـا بـافر حـاوي           
 05/0 واجـد    PBSبافر   (PBSTشير خشك تهيه شده در      

 درجه سانتي گراد به مـدت       4در دماي   ) 20درصد توئين   
جهـت شستـشو و حـذف تركيبـات         .  شب مجـاور شـد     1

ي بـادي   آنت ـ. شستشو داده شد   PBSTاضافي سه بار با بافر      
، بـا رقـت    HRP آنـزيم    بـا شـده   نژوگـه   اكضد هيستيدين   

 1و بـه مـدت      اضـافه   روي كاغذ نيتروسلولز    بر   1:10000
 پـس از    . اتـاق روي شـيكر قـرار گرفـت         يساعت در دما  

 ميلـي مــولار  50متـشكل از تــريس  بـافر ظهــور  شستـشو،  
 ميكروليتـر   10 ميلي گـرم دي آمينوبنزيـدين و         10حاوي  

ــه ريتروســلولز كاغــذ ني روآب اكــسيژنه  و پــس از يخت
آب مقطر متوقـف    با  واكنش  هاي پروتئيني،   باند  شاهده  م

  .شد
  

  CS(-TPP(تهيه نانوژل كيتوسان 
تهيه نـانوذرات كيتوسـاني بـه روش ژلاسـيون يـوني       

 از  ي و همگن ـ  يكنواخـت محلـول   بدين منظـور    . انجام شد 
يتر بـا هـم زدن      ل يليگرم در م   يلي م 5/2 با غلظت    يتوسانك

 1يك  اسـت يد   اس ـ تـر لي يلـي  م 20 در   يتوسانگرم از ك   05/0
 در آب   TPP محلول   .آمدبه دست    اتاق   يدرصد در دما  

 نرمـال  4اسيد كلريدريك   آن باpH شد و يه تهيزمقطر ن
ــ4 يرو ــا غلظـــت  TPPمحلـــول . يـــد گرديم تنظـ  10بـ
 قطـره قطـره بـه محلـول         ،=4pHيتر و    ل يليگرم در م   يليم
 مداوم بـا    يكاسيونسوناضافه و به طور همزمان،       يتوسانك

 نـانوذره   .اعمـال گرديـد    هـم زدن     يلوهرتز ك 70نس  فركا
 يقـه  دق60 در مـدت   TPP :CS از4:1 با نـسبت  يتوسانك

 بـه مـدت     يقـه   دور در دق    6000به دست آمد و با سرعت     
بـا آب   شـده    نـانوژل تهيـه   . يـد  گرد يفيوژ سـانتر  يقه دق 20
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 پژوهشي

ــشو داده و پــس   ــي م10 آن در ازمقطــر شست ــرل يل  آب يت
 معلـق   يكاسـيون  سون تور پروبـي  با استفاده از سونيكا   مقطر  
  .يدگرد

  
  بررسي شكل ظاهري و تعيين اندازه نانوذرات

يكروسـكوپ  بـا م  شكل ظاهري نانوذرات تهيه شده      
بررسـي  )  مونتاژ چين  SEM) (KYKY(الكتروني روبشي 

از هــاي مختلفــي  رقــت ، نمونــهي آمــاده ســازبــراي. شــد
ــانوژل ته ــهن ــر  ي ــا  آلوميــلفوي روو ب ينيــومي پخــش و ب

ه از دسيكاتور و پمـپ خـلاء در مـدت زمـان نـيم               استفاد
ــاعت  ــشك گردس ــدخ ــا   .ي ــه ه ــر روي را نمون ــكب  ي

نگهدارنده  قرار داده و تحت خلاء در آون خـشك و بـا             
.  باشــديكــي الكتري شــدند تــا ســطح هــادپوشــانده طــلا 

 ولـت   يلو ك 10 شتاب ولتاژ    تصوير برداري از نانوذرات با    
  . هزار  انجام شد10يي و با بزرگنما

و پتانسيل زتـاي از     براي اندازه گيري قطر نانوذرات      
 سـاخت   Zeta-potential sizer and analyzerدسـتگاه  
ميلـي   1ابتـدا  بدين منظور   .  استفاده شد  Malvernكمپاني  

 حاصـل در    و نمونـه   رقيـق    PBS از نمونـه نـانوژل در        ليتر
سونيكه شد تـا نـانوذرات      ) با افزودن يخ  (سونيكيتور آبي   

ــاملأ پرا ــوند ك ــده ش ــده   .كن ــاده ش ــه آم ــوت  نمون در ك
 قطـر ذرات و پراكنـدگي       ،مخصوص دستگاه قرار گرفته   

  .گيري شد  اندازه و پتانسيل زتاها نانوژل
  

  ي بارگذاريت ظرفيين نانوذرات و تعيبارگذار
 5/2يتوســان  بــا غلظــت كنــانوژل  از يتــر ليلــي م5/0

 1 و رسوب حاصـل بـا        يفيوژ سانتر ميلي گرم در ميلي ليتر    
توســــط   IpaCين نوتركيــــب  گــــرم از پــــروتئيلــــيم

مخلـوط  . يدنـد  مخلـوط گرد   40 بـا قـدرت      يكاسيونسون
در گـراد و      درجـه سـانتي    25 ي روز در دمـا    يـك حاصل  

 تـا فراينـد ورد و جـذب         حال هـم خـوردن قـرار گرفـت        
محلـول كلوئيـدي در      .پروتئين در نانو ذرات انجام شـود      

دور 14000تبا سرع  دقيقه   20بستر گليسرولي و به مدت      
يد و رسـوب ژلـه اي حاصـل          گرد يفيوژ به سانتر  يقهدر دق 

ــاي    ــق در دم ــه تحقي ــراي ادام ــراد   4ب ــانتي گ ــه س  درج
روئـي   موجـود در محلـول         ين مقدار پروتئ  .نگهداري شد 

 يـر زفرمـول    بـا ) LC (ي بارگـذار  يـت و ظرف يري  گ اندازه
  :يدمحاسبه گرد

  
تئين  مقـدار پـرو    -پروتئين آزاد /(مقدار كيتوسان فسفريله  

  LC) = كل
گرم از نانوژل تهيه شده در يـك         يدر ادامه يك ميل   

 سـاعت  48 معلق گرديد و به مـدت  PBSليتر از بافر     ميلي
گراد بـر روي شـيكر قـرار داده           درجه سانتي  37در دماي   

 دور  14000 دقيقه با سرعت     5سوسپانسيون به مدت    . شد
ظ در دقيقه سانتريفيوژ گرديد و محلول روئي پس از تغلي         

  . لود گرديد SDS PAGEبر روي ژل 
  

  ايمن سازي حيوان آزمايشگاهي
 250 يوزنمحدوده   با   در اين مطالعه خوكچه هندي    

از موسسه سرم و واكسن سازي رازي تهيه و          گرم   300تا  
در شرايط مناسب و با دسترسي آزادانه به آب و غـذا در             

اصـول اخلاقـي در     . شـدند هـاي مجـزا نگهـداري       گروه  
ــا حيوانــات رعايــت گرديــد مــورد كــار  يــي  زايمنــيا. ب

بـا   ي خـوراك  يراز مـس  نانوذرات واجد پروتئين نوتركيـب      
ــدن  ــد   300خورانـ ــانوذرات واجـ ــر از نـ  100 ميكروليتـ

ميكروگرم آنتي ژن نوتركيب به هر حيوان آزمايشگاهي        
يقي نيـز پـروتئين      تزر يراز مس يي   زا يمنيابراي  . انجام شد 

 ميكروگــرم 30ميــزان بارگــذاري شــده در نــانوذره و بــه 
حيوانـات در گـروه    . براي هر خوكچه در نظر گرفته شـد       

كنترل نيز نانوذرات فاقـد پـروتئين نوتركيـب را دريافـت          
 در هر دو گروه خوراكي و تزريقـي، دوره هـاي            .كردند

  . روزه بود15 مرحله با فواصل 4ت ايمن سازي به صور
  

 روش  بهعليه پروتوين نوتركيب     ي باد ي آنت بررسي توليد 
  يزاالا

ــور   ــه منظ ــرم، ب ــه س ــس از   تهي ــنظم پ در فواصــل م
خوكچه هـا خـونگيري بـه       از  تزريقات مرحله دوم به بعد      
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تهيه شده به مدت يك ساعت       خون   يها  نمونه. عمل آمد 
 درجه سانتي گراد گرمخانه گذاري شـده و         37در دماي   

 درجه سانتي گـراد     4پس از آن يك شبانه روز در دماي         
 يقـه  دور در دق  2000 اعمال سانتريفيوژ با  . قرار داده شدند  

جداسـازي و تـا زمـان اسـتفاده      سرم يقه، دق20و به مدت   
 . شـد  ي نگهـدار  -20 دمـاي    دربـادي    جهت بررسي آنتي  

 تخلـيص شـده     ين از پـروتئ   يكروگرم م 5براي انجام اليزا،    
در بـي كربنـات     -كربنـات  بـافر    يكروليتـر  م 100همراه بـا    

 بـه مـدت يـك شـب در          يـزا  الا ي پليـت  ها  داخل چاهك 
ــاي  ــانت 4دم ــه س ــت گــراد ي درج ــد تثبي   شستــشوي.ش
پــس از .  شــد انجــامPBSTبــافر  بــا  مرتبــه6،هــا  چاهــك

ــردن چاهـــك  ــشك كـ ــا،  خـ ــوگيري از هـ ــت جلـ جهـ
بـافر  ،  ميكروپليـت كـف    نا خواسـته سـرم بـا         يها  واكنش

 درصد پودر شير خـشك پـس   5  داراي    PBSTپوشانده  
 درجـه  37 دمـاي و اعمـال   سـاعت  1 به مدت    چرب شده 

پس از شستشوي چاهك ها،     . استفاده گرديد . گراد  يسانت
 از نمونـه سـرم تهيـه و بـه           25600/1 تـا    200/1رقت هاي   
 تبه مد هاي اليزا   پليت   . مورد نظر اضافه شد    يها  چاهك

 . قـرار گرفـت    گـراد   ي درجـه سـانت    37 دماي ساعت در    2
ــشو، ــادي كانژوگــه   م100پــس از شست ــر آنتــي ب يكروليت

 يزاسپس پليت ال   اضافه و    2000/1ندي با رقت    خوكچه ه 
 ساعت قرار  1 به مدت    گراد  ي درجه سانت  37در انكوباتور   

 100بـه هـر چاهـك        در مرحلـه اشكارسـازي ،        .داده شد 
 15 بـه مـدت      يـت  اضافه و پل   تترا متيل بنزيدين   يكروليترم
ــاريكي در يقــهدق ــرار گرفــتت ــر رنــگ واكــنش  . ق تغيي

 مـولار متوقـف و      3لفوريك  با افزودن اسيد سـو    سوبسترا  
يــزا  توسـط دسـتگاه خواننـده الا   نمونـه هـا   يجـذب نـور  

)TECAN( شدقرائت نانومتر 450 در طول موج .  
  

 و غيـر ايمـن بـا        IpaCبررسي خوكچه هاي ايمن شده با       
  روش كراتوكانجوگيتيو

 مـايع   LBباكتري شيگلا فلكسنري در محيط كشت       
 2× 108 رشــد داده شــد و بــا شــمارش بــاكتري ، تعــداد  

 را در سرم اسـتريل بـه صـورت سوسپانـسيون در             باكتري

ها تلقـيح شـد و بـا دسـت           آورده و به چشم هاي خوكچه     
پلك هاي حيوان را بسته بـه طـوري كـه بـاكتري خـارج               

هاي بسته را ماساژ داده تـا بـاكتري كـاملا در             پلك. نشود
 24بعــد از . ســطح چــشم حيــوان پخــش و جــذب شــود 

ايجاد عفونت به شـكل     . سي شد ساعت چشم حيوان  برر    
يك لايه سفيد در سطح چشم و يـا عـدم ايجـاد عفونـت            

  .ملاكي براي سنجش به شمار رفت
  

  يافته ها
  IpaCبيان و تخليص پروتئين نوتركيب 

 ي، جداسـاز  IPTGبـا   بيـان پـروتئين      يالقـا  به دنبال 
 -SDS  ي  بـر رو يجه به روش دناتوره انجام و نتينپروتئ

PAGE9 ــروتئ وزن مولكــولي . شــديبررســ درصــد ين پ
IpaC يــوژن تيرودوكــسين وكتــور   فاضــافه شــدن    بــا

pET32a تــصوير  كــه در رســد ي دالتــون مــيلــو ك60 بــه
 در ستون مربوط بـه نمونـه   .نشان داده شده است   1 شماره

  . چنين باند پروتئيني مشاهده نمي شودIPTGفاقد 
  

  
نـشانگر  : 1ف  ردي ـ). IpaC)aبيان پروتئين نوتركيـب     : 1 شماره   تصوير

كلـون القـا شـده      : 3كلون القا نشده، رديف     : 2وزن پروتئين، رديف    
 كيلو دالتون در نمونه القـا شـده         60پروتئين با وزن تقريبي     . IPTGبا  

   .اين باند پروتئين در كلون القا نشده وجود ندارد. ديده مي شود
القـا بيـان پـروتئين،      : 1رديـف   ). b(تخليص پروتئين نوتركيب    

ــافر رديــف  : 2رديــف  ــا ب : 4 و 3خروجــي ســتون قبــل از شستــشو ب
خروجي سـتون   : 6 و   5، رديف   C,Dخروجي ستون با بافر شستشوي      

پروتئين نوتركيب  .  ميلي مولار  250 و ايميدازول    Eبا بافر رها سازي     
   .در آخرين مرحله شستشو از ستون خارج شده است

تئين، نشانگر وزن مولكولي پرو: 1رديف  ). c(وسترن بلاتينگ   
بانـد ظـاهر    . واكنش پروتئين با آنتي بادي ضـد هيـستيدين        : 2رديف  

 كيلو دالتون تايئد كننده واكنش آنتي بادي با تـوالي           60شده با وزن    
   . هيستيدن موجود در پروتئين مي باشد6
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 پژوهشي

  روش دناتوره و    از ين نوتركيب  پروتئ يصجهت تخل 
حـاوي    Eو بافر رهاسـازي  D وCبافرهاي شستشو دهنده 

 .اسـتفاده شـد   مـولار     ميلي 250و ايميدازول    مولار   8ره  او
-SDSآوري و بــا  ســتون جمــع حاصــل از هــاي يخروجــ

PAGE 1 تــصوير شــماره بررســي شــد كــه نتــايج آن در 
 ديـده   تـصوير طـور كـه در       همـان . نشان داده شـده اسـت     

شود پروتئين نوتركيب با خلوص بـالايي در خروجـي     مي
ــافر اوره    حــاوي ايميــدازول مــولار8ســتون حاصــل از ب

  .وجود دارد
  
  ين نوتركيب پروتئييدتا

 يـد نوتركيـب تول  ين   از صـحت پـروتئ     ينـان  اطم يبرا
بـا آنتـي بـادي ضـد نـشان          شده، از روش وسـترن بـلات        

خالص شده، الكتروفـورز    ين  پروتئ .استفاده شد هيستيدين  
 1 تـصوير شـماره   .  شـد  تثبيت يتروسلولزكاغذ ن بر روي   و  

ادي ضد هيستيدين توانسته توالي      ب  آنتي دهد كه  نشان مي 
 تكرار هيستيدين كه به انتهاي اميني پروتئين نوتركيـب          6

جوش خورده  را شناسايي كرده و با آن واكنش دهـد و             
  .از اين طريق حضور پروتئين تائيد شد

  
 يبارگــذارظرفيــت بــرآورد تهيــه نــانوذرات كيتوســان و 

  ينپروتئ
ني تهيـه   نانوذرات كيتوسان به روش ژله اي شدن يو       

ــه  . شــد ــانوذرات ب تــصوير ميكروســكوپ الكترونــي از ن
انــدازه .  آورده شــده اســت 2دســت آمــده در شــكل   

 نتـايج دسـتگاه   .  نانومتر تعيين شـد    450نانوذرات كمتر از    
DLS   نيز توليد نـانوذرات كيتوسـاني       3 تصوير شماره  در 

انــدازه  .  نــانومتر را نــشان داد 418بــا ميــانگين انــدازه   
 195از مجاور سازي با پـروتئين نوتركيـب    نانوذرات قبل   
پتانــسيل زتــاي نمونــه پــس از بارگــذاري . نــانو متــر بــود

شـاخص پراكنـدگي    . رسـيد + 10/6پروتئين نوتركيب به    
ــه شــده  ــانوذرات تهي ــود182/0ن ي   بارگــذاريــتظرف.  ب

ــان    ــانوذرات كيتوس ــروتئين در ن ــت  پ ــس از گذش  48پ
بـه رهـا     محلول روئي مربـوط      .يد درصد رس  98ساعت به   

 لود گرديـد    SDS-PAGEسازي پروتئين نيز بر روي ژل       
 كيلـو دالتـوني تائيـد كننـده جـذب           60و وجود پـروتئين     

 48پروتئين توسط نانوژل كيتوسان بود كه پس از مـدت           
  .ساعت مقداري از آن ره سازي شده بود

  

  
از ) SEM(تصوير ميكروسـكوپ الكترونـي روبـشي        :2تصوير شماره   

نانوذرات خشك شـده    ( واجد پروتئين نوتركيب     نانوذرات كيتوسان 
بــر روي فويــل آلومينيــومي، روي گريــد قــرار داده شــده و پــس از 

 تصويربرداري SEMپوشش دهي با طلا، با استفاده از ميكروسكوپ        
  )شد

  

و بعد از ) الف(توزيع اندازه نانوذرات كيتوسان قبل  :3 تصوير شماره 
افــزايش انــدازه پــس از . )ب(مجــاور ســازي بــا پــروتئين نوتركيــب 

  مجاور سازي پروتئين با نانوذرات مشهود مي باشد
  

  ELISA روش سنجش ميانگين تيتر آنتي بادي با
بررسي ميانگين تيتر آنتي بادي نمونه هاي سرم جـدا   
شده از حيوانات ايمـن بـا اسـتفاده از نـانوذره تزريقـي و                
خوراكي و حيوانات شاهد بـا روش اليـزاي غيـر مـستقيم             

نتايج به دست آمده در نمودارهاي مربـوط بـه          . جام شد ان
 تـصوير در  .  نمايش داده شده اسـت     5 و   4 تصاوير شماره 

بـادي در گـروه تـست كـه           ، افـزايش تيتـر آنتـي      4شماره  
ــي ــه صــورت    آنت ــانوذرات را ب ژن بارگــذاري شــده در ن

نتـايج بـه    . تزريقي دريافت كرده بودند، ديـده مـي شـود         
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دهــد كــه در  بــادي نــشان مـي دسـت آمــده از تيتــر آنتـي   
هــاي ايمــن شــده، تيتــر آنتــي بــادي بــه صــورت   حيــوان
در هـر   .  بـود  )p >01/0 (داري بالاتر از گروه كنترل     معني

بادي بـوديم؛ بـه       مرحله از تزريق، شاهد افزايش تيتر آنتي      
 200/1 مربـوط بـه رقـت        ODترين ميزان    نحوي كه بيش  

 نيـز  5 شماره تصوير.  بود5/2در تزريق چهارم و به ميزان     
بيانگر اين است كه تجويز خوراكي نـانوذرات كيتوسـان          

ژن نيز همانند گروه قبلـي، منجـر بـه افـزايش              حاوي آنتي 
نتـايج بـه دسـت      . بادي در هر مرحله شده اسـت        تيتر آنتي 

آمده تيتر آنتي بادي نشان مي دهد كه در خوكچـه هـاي             
ي بـه   ژن، تيتر آنتي باد     ايمن شده با نانوذرات حاوي آنتي     

  . بود)p >01/0 (داري بالاتر از گروه كنترل صورت معني
  

  
خوكچه پس از تزريق    توليد شده در     تيتر آنتي بادي   :4 شماره   تصوير

تيتر آنتي بادي در هـر مرحلـه از         . نانوذرات واجد پروتئين نوتركيب   
افزايش تيتر آنتـي بـادي در هـر    . تجويز نانوذرات افزايش يافته است 

   .ني داري با مرحله قبل داشته استمرحله تفاوت مع
  

  
خوكچه پس از تجويز    توليد شده در     تيتر آنتي بادي   :5 شماره   تصوير

تيتر آنتي بـادي در هـر       . خوراكي نانوذرات واجد پروتئين نوتركيب    
افـزايش تيتـر آنتـي      . مرحله از تجويز نانوذرات افـزايش يافتـه اسـت         
  . قبل داشته استبادي در هر مرحله تفاوت معني داري با مرحله

  

  
اي ايمـن و غيـر ايمـن بـه     بررسي مقاومت خوكچـه ه ـ     :6 شماره   تصوير

  روش سرني
a (            آلوده شدن چشم خوكچه غير ايمن در اثر تلقـيح بـاكتري
  چشم خوكچه بعد از چالش با باكتري دچار عفونت همراه با.شيگلا

  .چرك شد
b (             آلوده شدن خفيف تر چشم خوكچه ايمـن شـده بـه روش
چشم خوكچه بعد از چالش بـا       . ي در اثر تلقيح باكتري شيگلا     تزريق

  . شدخفيف تريباكتري دچار عفونت 
c (              ايجاد محافظت در برابر تهاج بـاكتري شـيگلا در چـشم خوكچـه

  .علائمي از بروز عفونت ديده نشد. ايمن شده به روش خوراكي
  

بررسي مقاومت خوكچه هاي ايمن و غير ايمن با تست 
  سرني

 تست سرني بررسي مقاومت حيوان نسبت به      با انجام 
 ســاعت بعــد از آلــودگي صــورت 24شــيگلا فلكــسنري 

 آورده شـده  6 شـماره  تـصوير طـور كـه در       همان. گرفت
 سـاعت، مـشاهده شـد كـه         24است، بعد از مـدت زمـان        

هاي خوكچه هاي كنترل، دچار عفونـت شـده كـه            چشم
ايـن  نشان از تاثير باكتري شيگلا بـر روي آن هـا بـوده و               

 سـاعت بـر     48عفونت به صورت يك لايه شفاف بعد از         
ايـن در حـالي اسـت كـه در          . روي چشم ها مـشهود بـود      

هاي خوكچه هاي متعلق به گروه تست ايمـن شـده            چشم
 سـاعت،   96از طريق تجويز تزريقي نانوذرات با گذشت        

در صـورتي كـه چـشم       . ها مشاهده شـد    عفونت در چشم  
راكي پس از گذشت  هاي ايمن شده با روش خو      خوكچه

مدت زمان مذكور هنوز هـم سـالم بـوده و نـشان دهنـده               
  .باشد مقاومت خوب آن ها نسبت به باكتري مي

  

  بحث
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 پژوهشي

 هزار جفت بـازي اسـت       200شيگلا داراي پلاسميد    
كه حضور آن براي تهاجم شيگلا به سلول هـاي اپيتليـال            

ــرين عوامــل  . كولــون ضــرورت دارد در واقــع از مهــم ت
. هاي تهاجم پلاسميد هـستند     ژن ري، آنتي ويرولانس باكت 

در مواجهه باكتري با سلول هاي اپيتليال، پروتئين هـا ئـي            
 كه در اتصال و تهاجم باكتري بـه  IpaB و IpaCاز جمله   

 ،3(شـوند  هاي اپيتليال نقش دارند، ترشح مـي       داخل سلول 
 نشان داد كه از پروتئين هـاي  Swapan 2005 در سال ).4

 قابليت تهاجم در محـيط      IpaC تنها   تخليص شده شيگلا،  
   ).28(آزمايشگاهي را دارد

 به دليل دارا بودن نـواحي اپـي تـوپي           IpaCپروتئين  
 بـا توجـه   ).29(قوي به عنوان ايمونوژن مطرح شـده اسـت     

به مكانيزم عمل باكتري و هم چنين منشا شـروع بيمـاري            
در روده، ما در اين تحقيق جهت ايجاد ايمني مخاطي بـر          

م كه از نانوذرات بـه عنـوان حامـل بـراي انتقـال              آن شدي 
  . به روده استفاده كنيمIpaCخوراكي پروتئين نوتركيب 

براي تجويز و ارائه ايمونـوژن هـاي نوتركيـب زيـر            
واحدي، استفاده و به كارگيري ادجوانت هاي موثر و يـا           

ها كه سبب برانگيخته شدن پاسخ ايمني بدن شـود،          حامل
 و  ي راسـتا، نـانوتكنولوژ    يـن  ا ر لازم و ضروري مي باشد    

 يجـاد  ا يـل  بر نانو حامل ها بـه دل       ي مبتن يها توسعه واكسن 
 ي بهتـر سـلول هـا      يـري  هـدف گ   يـق  مـوثرتر از طر    يمنيا

 در يمني اي پاسخ ها يك تحر يز ژن و ن   يعرضه كننده آنت  
.  را به خود جلـب كـرده اسـت   يادي توجه ز يسطح سلول 

 واكـسن بـه     جـويز  ت ي راه هـا   بـه  ينبه علاوه توجه محقق ـ   
 يـه  عل ي و مخـاط   يـستميك  س يمنـي  هـر دو ا    يمنظور القـا  

 انتخـاب   يـق  از طر  ينبنابرا.  متمركز شده است   يزپاتوژن ن 
 ژن  ي نانو و نوع آنت ـ    ي بر فناور  ي مبتن ي ها يستمآگاهانه س 

ــزو ن ــسي  و حفاظــت ي ســازيمــن واكــسن، ايز تجــوير م
   .)19(تواند القا شود ي ميماري بيه علينهمطلوب و به
 يـه  در تهير پـذ يـب  تخريـست زپليمرهاي ده از   استفا

مـورد   يگاه در جا  آنتي ژن  مي تواند انتشار آهسته   نانوذره  
ــد روزه نظــر را در يــك ــراهم ســازد دوره چن  .)19 ،18(ف

 يري پـذ  يـه  بـا تجز   يرسـمي غبا منـشاء طبيعـي و        يتوسانك

به عنوان پليمري مناسب براي     ،  يستي ز ي سازگار يستي،ز
ــه  ــانوتهي ــراذرهن ــصارف  ي ب ــانم ــانش  يدارو رس و رس

 بـا اتـصال دهنـده       كيتوسـان . اسـت هـا مـد نظـر        ايمونوژن
ــر ــاطع ت ــيمتق ــسفات ي پل ــهته) TPP( ف  از يكــي.  شــدي

 يدروژل اصلاح خواص ه   ي مناسب و مؤثر برا    يها روش
 ي اتــصالات عرضــيجــاد اي و چگــونگيجــاد ايتوســان،ك

يكـــي از ســـاده تـــرين روش هـــاي تهيـــه . درآن اســـت
 در  .وسان، روش ژله اي شدن يـوني اسـت        نانوذرات كايت 

 روش  يتوسـان،  ك يـه  نانوذرات بـر پا    يه ته ي برا يق تحق ينا
: يتوسان ك ي برا 4 : 1 نانوژل با نسبت     يه ته ي مرحله ا  يك
TPP    يتوسـان  ك ي نسبت مـول   ييربا تغ . مد نظر قرار گرفت :
TPP   ــل در ــانوذرات حاصــ ــرد نــ ــان عملكــ  pH امكــ

ياي به كـار گيـري      يكي از مزا  . رديد گ يا مه يزيولوژيكف
نـانوژل حاصـل بـا    ي مطلوب و آسان بارگذاراين روش،   

 در .ين نوتركيــب از طريــق انكوباســيون مــي باشــدپــروتئ
گزارش كـرده    Ibezim وتحقيق هاي جداگانه ترانه جو

 ي م ـ يـه نـانوذره   در ته مـورد اسـتفاده      TPP غلظت   اند كه 
و اتصال نانوذرات سنتز شده به هـم مـوثر        تواند در تجمع    

 انـدازه ذرات نقـش      وده و اين عامل مي توانـد در تغييـر         ب
 انجام شده توسط    يقات در تحق  .)31 ،30(داشته باشد  مهمي

 ي بارهـا  يتوسـان،  بـر ك   TPP متعاقـب اثـر      ين، محقق ـ يرسا
 در  وييـر يافتـه   تغي بـه بـار منف ـ  يتوسانمثبت موجود در ك 

 اتــــصال يجــــاد ايــــل حاصــــل ميــــب در تركيجــــهنت
 ينوكــوس بــالاتر رفتــه و بــد بــا ســطح ميكالكترواســتات

 هدفمنـد   يدارورسـان اي   نـانوژل مناسـب بـر      يب يـك  ترت
 كه در   يدر حال . يد گرد يجاد ا يرفعالخصوصاً به روش غ   

 نـانوژل و  يـه ، ته PLGA ماننـد    يگـري  د ي نانوژل هـا   يهته
 نـانوژل   يـه  ته ين مراحل متعدد و در ح     ي آن ط  يبارگذار
  .)2(يرد گيصورت م

 بـه   TPPفـاوتي از    هـاي مت   در تحقيق حاضر، غلظـت    
عنوان رابط پليمـري مـورد اسـتفاده قـرار گرفـت كـه در               

 باعـث پـل   TPP تـر   بيشيها  استفاده از غلظتنتيجه آن، 
 شـدن  بـزرگ    يجـه  و در نت   يتوسان ذرات ك  ين ب TPPزدن  

يقـات انجـام شـده      تحق. ها شد  ذرات، تجمع و رسوب آن    
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 يتوسـان  غلظـت ك   يشافزااثر   و همكارانش،    Tsaiتوسط  
نتايج . نانوذرات توليدي مورد بررسي قرار گرفت     بر قطر   

توانـد باعـث     يم ـها نشان داد كه افزايش غلظت پليمر         آن
بر اين اسـاس در    .)32( متوسط قطر نانوذرات شود    يشافزا

اين تحقيق نيز حـداكثر غلظـت كيتوسـان مـورد اسـتفاده             
  . ميلي گرم در نظر گرفته شد5/1

د پـروتئين   واج ـ نـانوژل    ي انـدازه ذرات بـرا     يانگينم
IpaC   نانومتر با    418حدود PdI   يل و پتانـس   182/0 حدود 
 در تحقيـق دعـاوي و       .مـي باشـد    ولت   يلي م +10/6 يزتا

 300همكاران، سايز نانوذرات كايتوساني تهيه شـده بـين          
 نانومتر بوده كه در مقايسه با نتايج تحقيق حاضـر،           400تا  

ندازه يكي از علل بالاتر بودن ا     .)33(كوچك تر مي باشند   
ــات       ــداد دفع ــه تع ــد ب ــي توان ــق م ــن تحقي ــانوذرات اي ن
سونيكاســيون و غلظــت پليمــر كايتوســان مــورد اســتفاده 
مرتبط باشد، هر چند كه غلظت كيتوسان مورد اسـتفاده،          

هـم چنـين اسـتفاده از       .  ميلي گرم در نظر گرفته شـد       5/1
روش مجاور سـازي آنتـي ژن بـا نـانوذرات از قبـل تهيـه                

ت كه مـي توانـد بـر انـدازه نـانوذرات            شده نيز عاملي اس   
  .تاثير داشته باشد

زاده و همكارانش نشان دادند با به كار بـردن            حسين
غلظــت بــالاي پليمــر كيتوســان، انــدازه و پتانــسيل زتــاي 

هـم چنـين بـا      . يابـد   نانوذرات سنتز شده نيـز افـزايش مـي        
ــزايش غلظــت  ــي  TPPاف ــزايش ول ــانوذرات اف ــدازه ن ، ان
  ).34(يابد اهش ميپتانسيل زتاي آن ك

پتانسيل زتـاي نـانوذرات تـاثير زيـادي بـر پايـداري             
ها در محلول دارد؛ به گونه اي كه ذرات كيتوسـان بـا        آن

تري در   ويژگي پتانسيل زتاي مثبت و بالاتر پايداري بيش       
يكـي از نكـات مهـم در        . نمونه از خود نـشان مـي دهنـد        

يل بحث نانوذرات كايتوسان اين است كه چنانچـه پتانـس         
ها   تر باشد، چسبندگي آن ها به پروتئين        زتاي ذرات مثبت  

  ).35(تر خواهد بود هاي مخاطي بيش و سلول
 ي بارگذار يتظرفنشان داد كه     به دست آمده     يجنتا

يون از  زمـان انكوباس ـ يش و افزاين غلظت پروتئ  يشبا افزا 
يقـات  در تحق . يش مـي يابـد    افزا ساعت   48 ساعت به    24

 ســاعت 24 بــا ،و همكــارانبي انجــام گرفتــه توســط عتــا
ــ ــا دارو يونانكوباس ــانوژل ب ــسين، دكسوروبي ن ــدار ي  مق
 بـر  .)34(درصد بـه دسـت آمـد    97 (LC)  مؤثريبارگذار

 و  يتوسـان طبق گزارشات ترانه جو و همكاران، غلظت ك       
 و سـرعت بهـم زدن،   يمر به پلين، نسبت پروتئ TPPمقدار  

ــذار  ــت بارگ ــن اس ــؤثر يممك ــادارو ) LE( م ــل ي  عوام
 ي شهـسوار .)30( قرار دهدير را تحت تأث  يگر د يولوژيكيب

 كـه كـاهش غلظـت در        مودنـد گـزارش ن  يز  و همكاران ن  
 اثـر داشـته     LEي   تواند بر رو   ي م TPP به   يتوساننسبت ك 

 ينـانوژل هـا   ) LC (ي بارگـذار  ي بـالا  ظرفيـت  .)37(باشد
 يـشگاه،  در خـارج از بـدن و در آزما  ين با پـروتئ   يتوسانك
 انتقـال   ي بـرا  ي مناسـب  يدبه عنوان كاند   تواند آن ها را      يم

 يـق  تحق يـن در ا . يـد  مطـرح نما   ي و واكسن رسـان    ينپروتئ
 سـاعت   24 پـس از     يتوسـان  نـانوژل ك   ي بارگـذار  يتظرف

 48 درصـد و پـس از        52 ود حـد  ين بـا پـروتئ    يونانكوباس
يد كـه در مقايـسه بـا         درصد رس  98 به   يونساعت انكوباس 

  .)37 ،30(باشد تر مي پژوهش مشابه بيش
نتايج الايزاي ارائه شده نشان مي داد كـه در هـر دو             

بـادي در هـر مرحلـه          مورد بررسي، ميزان تيتر آنتي      گروه
بـادي حـاكي از آن        افزايش تيتر آنتي  . افزايش يافته است  

اند به عنـوان      است كه نانوذرات پليمري كيتوسان توانسته     
ــا رهــايش آهــسته و مناســب    ادجوانــت عمــل كــرده و ب

ضـه آن بـه سيـستم ايمنـي، منجـر بـه توليـد         ژن و عر    آنتي
  .بادي شود آنتي

   ژني شـده بـا آنت ـ  يمـن  اي چالش موش هـا جهت

IpaC  در تحقيـق    .استفاده شد باكتري شيگلا فلكسنري    از 
انجــام شــده توســط ملائــي و همكــاران، ايمنــي زائــي بــا 
استفاده از ادجوانت فروند انجام و نتايج آن ها نـشان داد            

 سبب ايجـاد تحمـل      IpaC شده عليه    كه آنتي بادي توليد   
 ).3(بـاكتري گرديـده اسـت      108در تست سرني با تجويز      

نتــايج تحقيــق حاضــر نيــز بــا تحقيــق ملائــي و همكــاران 
اما آنچه كه بايد مد نظر باشد ايـن اسـت           . همخواني دارد 

كه در مطالعه حاضر از ادجوانت فرونـد كـه سـبب بـروز        
  .التهاب مي شود استفاده نگرديد
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 پژوهشي

هاي ايمن شده با نـانوذرات از        خوكچه چالش   نتيجه
روش تزريقي و خـوراكي نـشان داد كـه در روش ايمـن              
سازي تزريقي اگر چه تيتر آنتي بادي به دسـت آمـده در          
مقايسه با ايمني زائـي خـوراكي بـا اسـتفاده از نـانوذرات              

تـري   كيتوسان بالاتر بود، اما ميـزان حفاظـت بخـشي كـم     
ن تهاجم بـاكتري بـه چـشم        به نحوي كه ميزا   . حاصل شد 

تـر از حيـوان      خوكچه ايمن شده بـه روش تزريقـي بـيش         
ايـن نتيجـه مويـد آن       . ايمن شده به روش خـوراكي بـود       

اســت كــه روش ايمنــي ســازي حيــوان بايــد متناســب بــا 
مكانيسم ايجاد بيماري و موضع شـروع عفونـت در بـدن            

  .باشد

 با نانوذرات حاوي     شده يمن ا حيوان يحفاظت بخش 
IpaC  امكـان   . بود يقي تزر يرمس  بهتر از  ي خوراك يراز مس 

جايگزين كـردن كيتوسـان بـه عنـوان حامـل و تحريـك             
   .كننده سيستم ايمني با ادجوانت وجود دارد

  
  سپاسگزاري

وسيله از دانـشكده علـوم پايـه دانـشگاه شـاهد             بدين
جهت فـراهم آوردن امكانـات لازم جهـت اجـراي ايـن             

  .گردد تحقيق تشكر مي
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