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 نيپروتئ يحاو PLA-PEGدو بلوکه  يمرينانوسفر کوپل يباديآنت تريبررسي ت

 سيآنتراس لوسيباسژن محافظ و فاکتورکشنده يکايمريك آنت بينوترک

 

  )Ph.D( يوبياعتماد ا حيمس ديس ،)Ph.D( حاجريحسن م ،)Ph.D( يينايابراهيم ممحمد ،)Ph.D(*يحسين هنر

 راني، تهران، ا(ع) نيدانشگاه جامع امام حس ،يشناسستيز يمرکز علم و فناور

 ده يچك
 نينشده است. در ا ديتول آلدهيا يساخته شده؛ اما هنوز واکسن زخماهيبيماري س يبرا ياديز يهاتا به امروز واکسن هدف:

نوترکيب کايمريك حاوي  نياز پروتئ ،يشنهاديواکسن پ ييکارا شيموجود و افزا يهااز واکسن يرفع مشکلات ناش يبرا ق،يتحق
 .در نانوکپسول کوپليمري استفاده شد باسيلوس آنتراسيسژن محافظ يآنت 4 نيفاکتور کشنده و دُم 1 نيدُم

 ژن محافظ و فاکتوريکايمريك آنت بينوترک نيهاي حاوي پروتئنانوکپسول ديتول يدر اين مطالعه تجربي، براها: مواد و روش
 يزتاي نانوذرات، بازده بارگذار ليحلال استفاده شد. اندازه و پتانس ريدوگانه تبخ ونياز روش امولس سيآنتراس لوسيباسکشنده 

PLA-PEG)اتيلن گليکول پلي -لاکتيك اسيدنانوذرات پلي ديروش تول ير احتماليتأث ب،ينوترک نيپروتئ شيرها ينانوذرات، الگو

به عنوان  يسور يهااز موش ،يمنيپاسخ ا يو بررس يباديآنت ديبررسي شد. به منظور تول بينوترک هاينيپروتئ يماندگار يبر رو (
 .نمونه تست و شاهد استفاده شد

شده نسبت به آزاد، اختلاف  يکايمريك به صورت بارگذار هاينيپروتئ هيعل يديتول يباديآنت تريت نيانگيم ها:يافته
شده و  يبارگذار قيشده و دو بار تزر يبارگذار قيبار تزر كي يهاگروه نيب يباديآنت تري. اختلاف تدهديرا نشان م يداريمعن
 يبارگذار قيتزر نيب نيچنشده است. هم يبارگذار قيمربوط به دو بار تزر ،يباديآنت تريت نيترشيدار است و بيآزاد، معن ژنيآنت

 هايژنيآنت يبا بارگذار توانياست که م نيا انگريمطلب ب ني. اديمشاهده گرد يداريو آزاد، اختلاف معن قيتزر كيشده 
 .نمود ديتول يترشيب يباديآنت زاني( مقيچهار تزر ي)به جا قيبار تزر كيو  PLA-PEGکايمريك در نانوذرات 

باسيلوس اول فاکتور کشنده  نيمحافظ و دمُ ژنيچهار آنت نينتايج حاصل از اين مطالعه نشان داد که دُم گيري:نتيجه
(، فعال LFD1-PA4کايمريك توليد شده ) هايژني. اين آنتدينمايم ديرا تول يفعال ژنيو آنت رنديپذ ادغام گريدكيبا آنتراسيس 

 شيبا رها يديتول ژنيآنت يحاو يهاچنين نانو حامل. همباشديم يشگاهيآزما وانيح يدفاع ستميس كياست و قادر به تحر
 .نمايد كيرا تحر يشگاهيآزما وانيح يمنيا ستميس توانديکنترل شده، م

  
 زخم سياه، هاواکسن، يسآنتراس يلوسباس، آنتي ژن هاي باکتريايي، پروتئين هاي بهم پيوسته نوترکيبهاي کليدي: واژه

 

 مقدمه
انسان و دام است. اگرچه  نيمشترک ب يماريب کي زخماهيس

مخرب از نظر  يماريب کيگذشته،  يهادر سال زخماهيس
و امروزه هر چند  رفتيبه شمار م ياهل واناتيدر ح ياقتصاد

مناسب کنترل  يدرمان -يخدمات بهداشت هبا توسع يماريب نيا
 ماربه ش يستيترور داتيدر تهد يعامل مهم يشده است؛ ول

داده  صيتشخ هيدر مراحل اول زخماهيس يماري[. اگر ب1] روديم
 شهياما علائم هم شود؛يدرمان م هاکيوتيبيشود، عفونت با آنت
مؤثر باشد.  يکيوتيبيتا درمان آنت شونديبه موقع ظاهر نم

که در معرض خطر  ياشخاص تيبراي حما ونيناسيواکس نيبنابرا
 هايژنيرو تعدادي از آنتني[. از ا2است ] يهستند، الزام

براي القاي  شانييتوانا يبه منظور بررس ،سيآنتراس لوسيباس
اند. از طالعه قرار گرفتهمورد م ماري،يب هيعل يتيحما يمنيا

، S هيکپسول، لا توانيم هاژنيآنت نيا نيترشدهشناخته
را نام برد. تنها  گريد هاينيو پروتئ يسطح دهاييساکاريپل

 سازند،يزخم را ماهيس نيتوکس گريدکيکه با  ييهانيپروتئ
 ترشي[. ب3،4] شونديم ييقابل شناسا هايبادييآنت ديباعث تول

 ژن محافظيکار بر روي آنت هيهاي موجود، بر پاواکسن

(Protective Antigen PA)  هستند. در حال حاضر واکسن
 هي، از کشت سو (AVP) انگلستانزخم مجوز گرفته در اهيس

   (Alum) شده در رسوب آلوم لتريف سيآنتراس لوسيباساسترن 
 دييتول PA نيداراي حداکثر پروتئ جهيدر نت د؛يآيدست مبه

 17/9/1399 تاريخ پذيرش: 5/2/1399تاريخ دريافت:                     Honari.hosein@gmail.com     77105122-021 تلفن:نويسنده مسئول،  *
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استفاده  هاجاز کايمتحده آمر الاتيکه در ا ياست. در واکسن
 ومينيآلوم ديدروکسيه يبر رو ژنيآنت است، (AVA) گرفته

 هفاصل آلدهياز حالت ا يکنون يانسان يها. واکسنشوديجذب م
دارند  يتکرار يبه دوزها اجيها گران است، احتآن ديدارند، تول

کنند.  جاديافراد ا يگذرا در برخ يو ممکن است اثرات جانب
موجود است که ممکن است حفاظت کامل  يشواهد نيچنهم
ع مشکل نشود. در واق جاديا يباکتر نيا يهاهيتمام سو هيعل

)شش  ونيناسيواکس يها برنامه طولانواکسن نيا ياصل
محدود  فيط جاديطرف و ا کيهجده ماه( از  يط ونيناسيواکس

 [.5] است يمنيا
و  يداري، عدم پاPA واکسن نييپا يتيسيمونوژنيا ليدل

[. با 3است ] ميسخت و ناملا طيآزاد در شرا PA مقاومت کم
 يليتحو يهاکاراز راه يذکر شده، انواع متفاوت ليتوجه به دلا

 ستيز يهامپلنتيا ،يمريپل يو نانوسفرها کرويم لياز قب
 کردندار   PEGو قيقابل تزر يهادروژليه ر،يپذبيتخر

 ارائه شده و مورد توجه قرار گرفته است يعيها به طور وسحامل
دارو، سطح  ليتحو يهاستميس نيا ياي. از جمله مزا[6،7]

است  يطولان يمدت زمان يمناسب غلظت دارو درون خون برا
[. 8] ديآيبه عمل م يريدارو به طور مرتب جلوگ قيکه از تزر

نه تنها باعث محافظت  واکسن،به عنوان حامل  مرهاياستفاده از پل
و پروتئازهاي دستگاه گوارش خواهد  ديياس طيدر برابر شرا

آن  هو عرض ژنيآنت مدتيطولان آهسته و شيشد، بلکه با رها
خواهد شد. براي  جاديمؤثر ا يمنيپاسخ ا بدن، يمنيا ستميبه س

و  ريپذبيتخرستيز مرهايياز پل توانيمنظور، م نيا
 ايو  يعياستفاده نمود که به صورت طب يفمختل سازگارستيز

 [.9] شونديم ديتول يمصنوع
زنده،  سميارگان يحاو يهاواکسن يايوجود مزا با

 نيا ياز اجزا ياريوجود دارد؛ به عنوان مثال بس زين يمشکلات
 ستندين ازيمورد ن ،يمنيا ستميپاسخ س کيتحر يبرا هاسميارگان

به عنوان واکسن، به بدن موجود  سم،يدر عمل کل ارگان يول
با  توانديم ياضاف يهابخش ني. اشونديشده منتقل م نهيواکس

محافظ  يهاژنيشده در مقابل آنت جاديکاهش سطح حفاظت ا
موجب  ،يمنيا ستميمد سآپاسخ نامناسب و ناکار تيو در نها

منجر  يموارد حت يگردد و در برخ ونيناسيواکس ييکاهش کارا
موارد  يشده، گردد. در برخ نهيدر موجود واکس بيآس جاديبه ا

 ليخود تبد يزايماريحالت ب بهشده  فيضع سميارگان زينادر ن
 [.10] گردديدر موجود زنده  م يماريب جاديو موجب ا

 يهاواکسن هبر توسع يمشکلات، امروزه سع نيتوجه به ا با
 نياست. ا سميچند جزء مشخص از ارگان اي کي يحاو

موسومند و  يرواحديز يهاها تحت عنوان واکسنواکسن
دارند؛ از جمله  يسنت يهابر واکسن يقابل توجه يهاتيمز

مناسب(،  ژنيشده )در صورت انتخاب آنت جاديا يمنيبهبود ا
تر آسان يو نگهدار يسازرهيو ذخ يبودن، سازگار يصاصاخت

 يطرف خشک شده(. از وني)به عنوان مثال با استفاده از فرمولاس
ها و واکسن يمهندس يبرا يترشيب يهاموضوع، فرصت نيا

به وجود  يمنيپاسخ ا جاديا يمناسب برا ونيفرمولاس نييتع
 [.11آورده است ]
 يبه واکسن يابيدست يکه برا دهدينشان م رياخ مطالعات

است و به خاطر  يضرور يآمد، استفاده از فاکتور کشنده امرکار
کشنده وجود دارد،  ساختار فاکتور که در ييهاتوپيوجود اپ

بالاست  ژنيآنت نيا هيشده )القا شده( عل ديتول يباديآنت تريت
منوکلونال  يهايباديمشخص شده است که آنت ي[. از طرف4]

 فاکتور 1 نيبرهم کنش را با دمُ نيترشي، بLF هيعل دشدهيتول
است  هيناح نيا تياهم هدهندنشان ني( دارند که اLFD1کشنده )

دو برابر هر کدام از  باًيتقر LFD1يهاتوپياپ نيچن[. هم12]
 نيدر ا ني[. بنابرا13نقش دارد ] يباديآنت ديدر تول گريد ينواح
موجود و  يهااز واکسن يرفع مشکلات ناش يراب قيتحق
 ژنيمهم آنت نياز دو دمُ ،يشنهاديواکسن پ ييکارا شيافزا

و  lfd1 يهامنظور ژن نيذکر شده، استفاده شد. بد ييايباکتر
pa4 يژن هبه هم الحاق شدند و قطع lfd1-pa4 مريبه صورت کا 

 .گرفت مورد مطالعه قرار
 

 هامواد و روش
 يانهيدآمياس ي)توال lfd1 يهاشامل ژن يالحاق يژن هقطع
جفت باز  pa4  (510فاکتور کشنده( و ينيآم ياز انتها 1-257
-1786 يباز يتوال) محافظ( ژنيآنت يليکربوکس ياز انتها
 E.coli يبه باکتر (ژن محافظيآنت يليکربوکس يانتها 2296

شد. لازم به ذکر است که  انيب ييايباکتر زبانيانتقال و در م
از مرکز علم  pad4و  lfd1 يهاژن يانيناقل ب يحاو يهايباکتر

 هي)ع( ته نيدانشگاه جامع امام حس يشناسستيز يو فناور
و  صيتخل ،ييايباکتر زبانياز م يديتول ني. در ادامه پروتئديگرد
 PEG-PLAدوبلوکه  مريکوپل يدر نانوسفرها مريکا ژنيآنت

 ونيامولس روش از هانانوکپسول ديتول يشد. برا يبارگذار
و  هانداز يبررس ي[. برا14] شد دهحلال استفا ريدوگانه تبخ

 شده از دستگاه دينانوذرات تول (Zeta Potential) زتا ليپتانس
DLS  مدلMalvern  ساخت کشور انگلستان متعلق به دانشگاه

 يالگو يبررس يا...)عج( استفاده شد. برا هيبق يعلوم پزشک
از نانوکپسول،  LFD1-PA4کايمريک  بينوترک نيپروتئ شيرها

در  نيپروتئ گرميليم 3يحاو PLA-PEGاز نانوذرات  يمقدار
 2 وبيکروتيدرون م PBSمحلول  تريکروليم 500حجم 

درون  وبيکروتيو با هم زدن پراکنده شد. م ختهير يتريليليم
قرار  rpm 200و گراديسانت درجه 37 يدر دما انکوباتور کريش
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 يبرداشت نمونه، محلول حاو يبرا يزمان هداده شد. در هر مرحل
و  فوژيدور، سانتر 10000با سرعت  قهيدق 5نانوذرات به مدت 

بافر  زانيبرداشته و به همان م يياز محلول رو تريکروليم 500
 کريو پس از ورتکس کردن مجدد در ش شديم نيگزيتازه جا

روز ادامه  49آزمون به مدت  ني. انجام اگرفتيانکوباتور قرار م
ادامه در  رو د شيساعت پس از انجام رها 4داشت. در ابتدا، 

هر هفت روز انجام گرفت. سپس با استفاده از  يزمان هفاصل
 نيبرادفورد با سه بار تکرار، غلظت پروتئ يسنجنيروش پروتئ

 يدرصد تجمع يمنحن تي. در نهاديگرد نييتعموجود در نمونه 
 شده،نييتع يهارهاشده از نانوذرات در مدت زمان نيپروتئ
 شد. ميترس

نانوذره  ديروش تول ياحتمال ريمشخص نمودن تأث يبرا
PLA-PEG ب،ينوترک نيپروتئ يو ماندگار يداريپا يبر رو 

به  دينانوذره پس از تول ياز محلول حاو يابتدا حجم مشخص
شد.  وژيفيمنتقل و سپس سانتر يتريليليم 15لوله فالکون  کي

 بافر تريليليم 2ها به رسوب آن ،ييپس از حذف محلول رو
 NaOHو  درصدSDS 5 ي)محلول حاو نانوذره شيرها

0.1M 16( اضافه شد. سپس نمونه نانوذرات در مدت زمان 
 کيش يبه آرام کريش يبر رو عيسر شيرها محلول در ساعت
کامل  بيشده از تخر يآورجمع ه[. سپس نمون15] شدند

در  ب،ينوترک نينانوذرات به همراه حجم مشخص پروتئ
. در ديدرصد الکتروفورز گرد SDS-PAGE 12ژل  يهاچاهک

 يشد تا وجود باندها يزيآمرنگ SDS-PAGEژل  تينها
 شده از نانوذرات مشخص شود. شيرها ينيپروتئ

 يط LFD1-PA4 بينوترک نيپروتئ ،ييزايمنيانجام ا يبرا
)از نوع  يسور يهاچهار نوبت به گروه تست و شاهد موش

Mus musculus  هفته( به  4گرم و سن  20-25ماده با وزن
 قيتزر يپوستريبه صورت ز 42و  28، 14، 1در روز  بيترت

کپسوله شده در  LFD1-PA4 بينوترک نيپروتئ نيچنشد. هم
( و دو 1)روز  قهيتزر کيبه صورت  زين PLA-PEG نوذراتنا

)جدول  ديانجام گرد يرپوستي( به صورت ز28و  1)روز  قهيتزر
از نانوذرات فاقد  ژنيآنت يبه جا زيشاهد ن واناتيح ي(. برا1

 .استفاده شد PBSو  نيپروتئ

 هايريگخون. شد انجام نوبت سه در هااز موش يريگخون
 قيهفته پس از تزر کي(، 21دوم )روز  قيهفته پس از تزر کي

( از 49چهارم )روز  قيهفته پس از تزر کي( و 35سوم )روز 
 تريت نيي. به منظور تعرفتيگوشه چشم هر موش صورت پذ

به  ميقمست ريغ يزايموجود در سرم موش از روش ال يباديآنت
 :دياستفاده گرد ريروش ز

در بافر  تريليليدر م کروگرميم 5ژن با غلظت يآنت نيپروتئ
PBS  زايالا تيپل يهابه حفره تريکروليم 100با حجم (Nunc, 

Maxsorb, Denmarkنيشده با پروتئ دهيپوش تي( اضافه شد. پل 
 ينگهدار گراديتدرجه سان 4 يشب در دما کيژن به مدت يآنت

درصد  5/0 يحاو PBSشد. سپس سه بار با بافر شستشو )بافر 
 1 يحاو PBS( شسته شد. جهت بلوکه کردن از بافر 20 نيتوئ

 تريکروليم 200( استفاده شد. حجم BSA) يگاو نيدرصد آلبوم
 يساعت در دما کيبافر به هر حفره اضافه و سپس  نياز ا
با بافر شستشو،  سه بار تيشد. مجددا پل ينگهدار شگاهيآزما

، 400به  1، 200به  1 يهارقت با يسرم يهاشسته شد و نمونه
به هر حفره اضافه و  تريکروليم 100و ... در حجم  800به  1
شد. پس  ينگهدار شگاهيآزما يساعت در دما 2به مدت  تيپل

 ميکونژوگه با آنز يموش يباديآنت ت،يپل يشوواز شست
ها اضافه و به به تمام حفره 1000به  1رقت  يدارا دازيپرکس

 ت،يپل يووشتشد. پس از شس يدارساعت نگه 2مدت 
. مقدار ديها اضافه گردبه حفره OPD ياختصاص يسوبسترا

به عنوان مولار  5/0 کيسولفور دياس تريکروليم 100
( ODکننده واکنش در هر چاهک اضافه شد. شدت رنگ )متوقف

مدل  درير زاينانومتر با استفاده از دستگاه الا 495در طول موج 
Stat Fax-2100 استاندارد غلظت  يمنحن ي. از روديثبت گرد

 [.16] قرار گرفت يريگمورد اندازه يباديآنت
 تريت از حاصل هايداده يآمار يبررس يبرا. آماري آناليز

در سرم، از  ميرمستقيغ يزايتوليد شده توسط الا يباديآنت
 يآزمون برا نياستفاده شد. ا T.testو  ANOVA يهاآزمون

 براي دانکن آزمون) هانمونه يباديآنت تريت نيانگيم سهيمقا
پنج درصد و با  يخطا سطح در( هاگروه بين اختلاف بررسي

  .انجام شد 24نسخه  SPSSافزار از نرم ستفادها
 

 سازی ايمن مراحل در تزريقی  شده بارگذاری غير پروتئينی مقادير و زمان ها،گروه .1 جدول

ف
ردي

 

 پروتئين تزريقی

 20) 1تزريق

 ميکروگرم(

 15) 2تزريق

 ميکروگرم(

 10) 3تزريق

 ميکروگرم(

 10) 4تزريق

 ميکروگرم(
ها در تعداد موش

 هر گروه

روش 

 تزريق
 42روز 28روز 14روز روزاول

 + + + + آزاد LFD1-PA4پروتئين کايمر  1

 2 زيرپوستی سر در هر گروه 5
 LFD1-PA4پروتئين کايمر 

 بارگذاری شده در نانوذرات
+ - + - 

3 PBS + + + + 
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 نتایج
روز  49به مدت PEG-PLAاز نانوذرات  نيپروتئ شيرها

اساس درصد  و بر ي( بررسيريمرحله خونگ ني)زمان آخر
طور داده شد. همان شيدر نمودار نما نيپروتئ شيرها يتجمع

مدت زمان در حدود  نيبعد از ا شوديمشاهده م 1شکل که در 
 .انجام شده است PEG-PLAاز نانوذرات  شيدرصد رها 78

 از کايمر نوترکيب پروتئين رهايش تجمعی درصد نتايج .1 شکل

  روز 49 مدت طول در PLA-PEGنانوذرات

 
شده  ديتول PEG-PLAنمونه، نانوذرات  يسازپس از آماده
توسط  نيو نبود پروتئ LFD1-PA4 مريکا نيدر حضور پروتئ

زتا و شاخص  ليشدند. از نظر پتانس يبررس DLSدستگاه 
قرار داشتند  ي( نانوذرات فوق در محدوده مناسبPDIپراکندگي )

 (.2)جدول 
 از استفاده با نانوذرات فيزيکوشيميايی خصوصيات بررسی .2 جدول

 ايپو نور پراش

 کنترل نمونه

 زتا پتانسيل

 ولت( )ميلی

 اندازه

 )نانومتر(
PDI 

1/32- 88/13 337/0 

 پروتئين حاوی نانوذرات

 4PA-1LFD کايمر
1/23- 7/93 280/0 

 
در تحقيق حاضر با تغيير در پارامترهاي موثر در فرايند 

  LFD1-PA4 مريکا ژنينانوذرات آنت ساخت نانوذرات، نهايتاً

نانومتر  7/93با ميانگين اندازه  PEG-PLA شده در يبارگذار
تهيه شد. اين  PDI=280/0و ولتلييم -1/23و پتانسيل زتاي 

 .(3و  2)شکل  نتايج با برخي از مطالعات مطابقت دارد
-LFD1 مريکا يهانيپروتئ ش،ياستفاده از محلول رها با

PA4  در نانوذراتPEG-PLAرهاشده از شبکه  نيپروتئ زاني، م
. ديمحاسبه گرد ييرو عيما يکور با قرائت جذب نورمذ يمريپل

 يهانيرهاشده از نانوذرات با پروتئ يهانيپروتئ يپس از بررس
 ي( تفاوت4 )شکل SDS-PAGE ژل يبر رو ياز بارگذار شيپ

 .ديمشاهده نگرد
 نيپروتئ قيشده از تزر ديتول يباديآنت تريت يابيبه منظور ارز

(، قيآزاد )چهار بار تزر( به سه شکل LFD1-PA4) مريکا
و  قيشده دو بار تزر يو بارگذار قيبار تزر کيشده  يبارگذار

 زاياز روش الا ق،يآن در هر مرحله تزر زانيمحاسبه م
 LFD1 و LFD1-PA4  ،PA4يهاژنيآنت هيعل ميرمستقيغ

شده بر اساس جذب نوري  ديبادي تولاستفاده شد. غلظت آنتي
(OD 200/1( تزريق سوم )رقت) ستاندارد و سه بار و منحني ا

 جيمقايسه شد. نتا 5گيري و نتايج در شکل تکرار، اندازه
 يدر تمام يباديغلظت آنت زانيم نيبود که بالاتر نيدهنده انشان
هفته پس از  کيبوده که  مسو يريگمربوط به خون زهايتجو
ها به عمل آمده است. از موش يريگخون ق،يتزر نيآخر
 هيعل ،يباديغلظت آنت نيترشيآخر، ب يريگدر خون نيچنهم

 LFD1-PA4 مريکا ژنيشده با آنت ينانوذرات بارگذار
 .شد يريگاندازه

اختلاف  دهديدست آمده از آزمون دانکن نشان مهنتايج ب
 ي(، بارگذار31ژن آزاد )گروه شماره يها شامل آنتگروه نيب

 قيشده دو تزر ي( و بارگذار32)گروه شماره  قيتزر کيشده 
و  PBS)شامل  2و  1کنترل  يهاگروه زي( و ن33)گروه شماره 

PLA-PEGجدول  ستدار ايپنج درصد معن ي( در سطح خطا(
 .نشان داده شده است 6ها در شکل نيانگيم سهي(. مقا3

 

    
 دستگاه توسط بهينه شرايط در (B) پروتئين فاقد و 4PA-1LFD (A)کايمر پروتئين حاوی PLA-PEGنانوذرات اندازه توزيع بازه بررسی نمودار .2 شکل
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DLS  
 

   
 دستگاه توسط بهينه شرايط در (B) پروتئين فاقد و 4PA-1LFD (A) کايمر پروتئين حاوی PLA-PEGنانوذرات زتای تانسيلپ بررسی نمودار .3 شکل

DLS 
 

1LFD-کايمر پروتئين کيفيت ارزيابی الکتروفورز الگوی - الف .4 شکل

4PA نانوذرات از يافته رهايشPLA-PEG:. پروتئين -1 ستون 

 -2 ستون . PLA-PEGنانوذرات از يافته رهايش 4PA-1LFDکايمر

 PLA-PEGنانوذرات در بارگذاری از قبل 4PA-1LFDکايمر پروتئين

1LFD-پروتئين باندی الگوی مقايسه با پروتئين. ملکولی نشانگر -3ستون

4PA نانوذرات در بارگذاری از پيش PLA-PEG رهايش، از پس و 

 است. نشده ايجاد آن کيفيت در تغييری
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 )رقت سوم تزريق از پس شده توليد بادی آنتی غلظت نمودار .5 شکل

 شده بارگذاری آزاد، صورت سه به 4PA-1LFD کايمر پروتئين (200/1

4PA-1LFD،  هایپروتئين عليه تزريقه دو شده بارگذاری و تزريقه يک

1LFD 4 وPA. 

 

 تزريق از ناشی شده توليد بادی آنتی تيتر ميانگين مقايسه .6 شکل

 تزريق يک شده بارگذاری آزاد، شکل سه به 4PA-1LFDکايمر پروتئين

 .4PA-1LFD ژن آنتی عليه تزريق دو شده بارگذاری و

 
 و تزريق يک شده بارگذاری آزاد، ژن آنتی دانکن: آزمون نتايج .3 جدول

 اند.گرفته قرار مجزا های گروه در تزريق دو شده بارگذاری

  
 

 گيرينتيجهحث و ب
ساخته شده؛  زخماهيس يبرا ياديز يهاتا به امروز واکسن

نشده است. مطالعات نشان داده  ديتول آلدهيا ياما هنوز واکسن
کارآمد و مناسب، به استفاده  يبه واکسن يابيدست ياست که برا

با  بي( در ترکLF) ( و فاکتور کشندهPAمحافظ ) ژنياز آنت
 يتوال ي[. بررس17،18است ] ازين هاو ادجوانت گريدکي
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نشان  ،سيآنتراس لوسيباسمختلف  يهاهيسو يدينوکلئوت
 pagو  lefژن  يدينوکلئوت ياز نظر توال هاهيکه تمام سو دهديم

 نيچنمحافظ( هم ژنيفاکتور کشنده و آنت ديمسئول تول يها)ژن
به دنبال  نيهستند. محقق کسانيشده،  ديتول نهيدآمياس يتوال

( rPA) بيمحافظ نوترک ژنيبر آنت يبتنم يهاساخت واکسن
مهم  يهانياز پروتئ يکيمحافظ  ژنيزخم هستند. آنتاهيس يبرا

 ليتشک نهيآم دياس 735زخم است که از اهياز سموم سه گانه س
محافظ از  ژنيشده است. آنت ليتشک نيکه از چهار دُم گردديم

 الاتص زبانيخود در سطح سلول م رندهيبه گ 4 نيدُم قيطر
است.  PA يحفاظت يهاتوپيشامل اکثر اپ نيدمُ نيو ا ابدييم

 ژنيآنت يليکربوکس ياز انتها نهيدآمياس 139، داراي 4 نيدُم
 دهديم لي( را تشک735تا  596از  يانهيدآمياس يمحافظ )توال

[19.] 
محافظ  ژنيساخت آنت يمطالعات انجام شده برا در
 ياز انتها يمختلف يباز يتوال مريکا نيپروتئ اي بينوترک

است از جمله  دهيمحافظ انتخاب گرد ژنيآنت يليکربوکس
Baillie  [، آقاي 20] جفت باز 552و همکارانMakam  و

جفت  600و همکاران  يي[ و رضا21جفت باز ] 411همکاران 
 محافظ را مورد مطالعه قرار ژنيآنت يليکربوکس يانتها[ 22باز ]
 اند.داده

انتظار را به وجود  نيزخم، ا اهيسه گانه سم س تيماه
 زين PAسم، مانند فاکتور کشنده و  گريد يهاکه قسمت آورديم

داشته باشند. در  ريکننده سم تاثيخنث يهايباديآنت ديدر تول
زمان فاکتور هم زيمطالعات مختلف مشاهده شده است که تجو

 شيرا افزا موشدر  PA هيعل يباديآنت زاني، مPAکشنده و 
فاکتور کشنده مربوط به قسمت  ياثر ادجوآنت نيو ا دهديم

توسط  يدر موارد هيناح نياست. ا LFD1 يعنيآن  ينيآم يانتها
مختلف مورد استفاده قرار  يهاژنيانتقال آنت يبرا نيمحقق

مربوط به  يمنيا يهااسخگرفته و مشاهده شده است که پ
 [.23] دينمايم جاديرا ا 8CD+ و 4CD+ يT يهاسلول
مورد و با توجه  نيمطالعات مشابه انجام شده در ا يبررس با

 نيپروتئ ينيآم يفاکتور کشنده در قسمت انتها 1 نيدُم کهنيبه ا
 ژنيآنت يليکربوکس يدر انتها يعيبه طور طب PA4 مذکور و

-LFD1 کيمريکا نيپروتئ تيدر نها رند،يگيمحافظ قرار م

PA4 ديانتخاب گرد . 
 فاکتور کي نياز دُم مريکا نيو همکاران پروتئ Baillie آقاي

 يطراح سيآنتراس لوسيس محافظ با ژنيآنت 4 نيکشنده و دُم
 يليکربوکس يمحافظ را در انتها ژنيآنت 4 نيکردند و دمُ

و همکاران در  Wu[. آقاي 20] قرار دادند مريکا نيپروتئ
 کي نيدُم ينياز قطعات پروتئ مريکا نيو ساخت پروتئ يطراح

 ني(، دمPA63ُ) لودالتونيک 63محافظ  ژنيفاکتور کشنده و آنت

[. آقاي 24قرار دادند ] ينيآم يفاکتور کشنده را در انتها کي
Makam از چهار  مريکا نيساخت پروتئ يو همکاران برا

 يليکربوکس ياز انتها ينيقطعه پروتئ کيمحافظ و  ژنيآنت
 يچهار را در قسمت انتها نيم، د1ُقابل استخراج شماره  ژنيآنت
 [.25قرار دادند ] ينيآم

 مريکا نيپروتئ ديتول يو همکاران برا Shcherbinin آقاي
، IgG2a يباديآنت FC محافظ و قسمت ژنيآنت 4 نياز دُم

قرار  مريکا نيپروتئ يليکربوکس يچهار را در قسمت انتها نيدُم
 مريکا نيپروتئ ينيآم يگرچه قرار دادن آن در قسمت انتها دادند،

 [.26نمود ] جاديا يمشابه يباديپاسخ آنت زين
 يو همکاران برا Varshney آقاي يگريمطالعه مشابه د در

 نيمحافظ و دمُ ژنيآنت 4-2 يهانياز دمُ مريکا نيساخت پروتئ
قرار دادند  ينيآم يرا در انتها کي نيفاکتور کشنده، دُم کي
[27.] 

زخم، از اهيس هيواکسن عل ديتول يو همکاران، برا ابدوس
 فاکتور ادم(، ينيآم يانتها ني)دوم EFD1 ينيسه قطعه پروتئ

LFD1 فاکتور کشنده( و  ينيآم يانتها ني)دومPAD4 ني)دوم 
 نيپروتئ کيمحافظ( به عنوان  ژنيآنت يليکربوکس يانتها

افزار استفاده نمودند و با نرم يسه قسمت کيمريکا
 نيپروتئ يليکربوکس يرا در انتها PAD4 ک،يوانفورماتيب

حالت  نيها نشان داد که اآن جيحاصل قرار دادند. نتا کيمريکا
مورد  نيپروتئ II Instability Indexرا دارد و  يداريپا نيبهتر
 مريکا نيپروتئ کنندهدييتا نيبنابرا د،يمحاسبه گرد 73/40نظر 

 [.28] گردديمحسوب م زيمطالعه ما ن
غير مستقيم  زاييبه روش الا IgG يباديآنت يابيارز جينتا

در هر  يباديآنت زانيم ،يقيتزر يهانشان داد که در تمام گروه
 نيب جينتا يسهياست و با مقا افتهي شيافزا يريگخون يمرحله
 ياز لحاظ آمار يداريو شاهد، اختلاف معن يقيتزر يهاگروه

 وجود دارد.
 يذرات حاوکه نانو ييهادر گروه يباديآنت تريت شيافزا

که نانوذرات،  دهدينموده بودند نشان م افتيرا در مريکا ژنيآنت
مناسب و  شياند به عنوان ادجوانت عمل کنند و با رهاتوانسته

 ،يمنيا ستميو قرار دادن در معرض س ژنيمدت آنتيطولان
 يباديغلظت آنت نيانگي. مندنموده ا ديرا تول يترشيب يباديآنت
شده نسبت  يبه صورت بارگذار مريکا يهانيپروتئ هيعل يديتول

را نشان  يداريدرصد اختلاف معن 5 يبه آزاد، در سطح خطا
 .دهديم

بار  کي يهاگروه نيب يباديآنت ترياختلاف ت نيچنهم
 ژنيشده و آنت يبارگذار قيشده و دو بار تزر يبارگذار قيتزر

 تريت نيترشيدار است و بيصد معنپنج در يآزاد، در سطح خطا
 نيچنشده است. هم يبارگذار قيمربوط به دو بار تزر ،يباديآنت
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 يدارياختلاف معن اد،و آز قيتزر کيشده  يبارگذار قيتزر نيب
با  توانياست که م نيا انگريمطلب ب ني. اديمشاهده گرد

بار  کيو  PLA-PEGدر نانوذرات  مريکا ژنيآنت يبارگذار
 ديتول يترشيب يباديآنت زاني( مقيچهار تزر ي)به جا قيتزر

 نمود.
اند توانسته مريکا ژنيآنت ينانوذرات حاو کهنيتوجه به ا با
قابل  زانيم ،يمنيا ستميو عرضه آن به س يجيتدر شيبا رها

نشان داد که در گروه  زايال جينتا ند،ينما ديتول يباديآنت يقبول
 يبادياز آنت يسطح بالاتر مر،يکا ژنيآنت ينانوذرات حاو

 شده است. ديتول وانتآزاد همراه ادج ژنينسبت به آنت
که  يرسانژنيآنت يسنت يهاستميواکسن، س ديصنعت تول در

 ژنياز آنت يبخش بيدارند، موجب تخر ينييپا يريبارگ زانيم
را به دنبال دارد  ژنيآنت عيسر يکم، آزادساز يداري. پاشونديم

تکرار  ازمندين وان،يبه بدن ح ژنيآنت ازيو انتقال مقدار مورد ن
 ترشيت بظحفا تر وکم بيخراست. لذا با توجه به ت قيتزر
 يسنت يهادر نانوذرات نسبت به استفاده از روش ژنيآنت تيفعال
تر و کم نهيهز ،يجانبتر، کاهش عوارض کم قيتکرار تزر زيو ن

 يبرا يمناسب نهيآهسته رهش بودن، استفاده از نانوذرات گز
 گريد ياست. از طرف يسنت يهاستميشدن با س نيگزيجا
 توانديم رفعال،يغ يمنيا جاديمنظور ابه يباديآنت يريکارگبه

 يماريموارد ب هيعل عيمقابله موقت و سر يمناسب برا يروش
 نيپروتئ يرات حاوذتوسعه استفاده از نانو نيچنباشد. هم

 يماريدر معرض ب ترشيکه ب يافراد يبرا مر،يکا بينوترک
 دهکشن راتيموثر، تاث يمنيا جاديبا ا توانديزخم هستند، ماهيس
کاهش دهد. نتايج حاصل از اين  يريگرا به طور چشم يماريب

محافظ و اول فاکتور  ژنيچهار آنت نيمطالعه نشان داد که دمُ
 ديرا تول يفعال ژنيو آنت رنديپذ ادغام گريدکيبا  کشنده

 ستميس کيکايمر، فعال است و قادر به تحر ژني. اين آنتدينمايم
 يهاچنين نانو حاملباشد. هميم يشگاهيآزما وانيح يدفاع
 ستميس تواننديکنترل شده، م شيبا رها يديتول ژنيآنت يحاو

 .کنند کيرا تحر يشگاهيآزما وانيح يمنيا
 

 تشكر و قدردانی
و همکاران محترم در  گرانيد، پژوهشاسات ياز تمام

 يقتحق ينا يدنرس يجه)ع(، که در به نت يندانشگاه جامع امام حس
 شود. يگزاري متلاش فراوان کردند، تشکر و سپاس
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Introduction: To date, many vaccines have been developed for anthrax but not yet an ideal vaccine. In this study, 

chimeric protein containing domain 1 lethal factor and domain 4 protective antigens of Bacillus anthracis in copolymer 

nanocapsules were used to solve the problems caused by existing vaccines and to increase the efficiency of the 

proposed vaccine. 

Materials and Methods: In this experimental study, dual solvent evaporation method was used to produce 

nanocapsules containing chimeric recombinant protein of protective antigen and lethal factor of Bacillus anthracis. 

Zeta potential of nanoparticles, nanoparticle loading efficiency, recombinant protein release pattern, potential effect 

of poly (lactic acid)- poly (ethylene glycol) nanoparticle (PLA-PEG) production on the viability of recombinant 

proteins were investigated. Mice were used as test and control samples for antibody production and immune response 

evaluation.  

Results: The mean antibody titer produced against chimeric proteins loading was significantly different from that 

of free antigens. Correspondingly, the difference in antibody titer was significant between the groups of one and two 

times’ injection of loading and free antigens and the most antibody titer was related to two times injections of loading 

antigens. In addition, there was a significant difference between one times injection of loading and the free antigens. 

This suggests that the loading chimeric antigen on PLA-PEG nanoparticles and one time injection (instead of four 

times injections) could produce more antibodies. 

Conclusion: The results of this study showed that the domain 4 protective antigens and the domain 1 lethal factor 

of Bacillus anthracis could chimeric with each other and produced the active antigen. This chimeric antigen (LFD1-

PA4) is active and able to inducing the animal's immune system. In addition, nanocarriers containing controlled release 

antigens can induce the immune system of the animal. 
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