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 مجلة دانشگاه علوم پزشكی بابل
 99-44، صفحه 6991 شهریور، 9، شماره نوزدهمدوره 

 اشریشیا کولی انتروتوکسیژنیکاز  CfaBواجد پروتئین نوترکیب PLGA ایمنی زائی نانوذرات 
 

 *2(PhD) سید لطیف موسوی گرگری، 6(PhD) شهرام نظریان

 

 

 دانشگاه جامع امام حسین)ع( ،دانشكده علوم پایه تحقیقات زیست شناسی،مرکز -6

 دانشگاه شاهددانشكده علوم پایه، ، گروه زیست شناسی-2

 

 93/9/91 ، پذیرش:61/9/19 ، اصلاح:61/6/91دریافت: 

 صهخلا
فاکتورهاای است.  ضروریبا بروز مقاومت آنتی بیوتیكی، ساخت ایمنوژن موثر علیه باکتری انتروتوکسیژنیک، از عوامل شایع اسهال می باشد.  اشریشیا کولیباکتری  :سابقه و هدف

در نانو حاملها، سبب محافظت آنهاا در برابار فاکتورهای کلونیزاسیون  از جمله ایمنوژن های نوترکیببارگذاری می باشند.  ETECکلونیزاسیون از مهمترین کاندیدای واکسن علیه 

در بارگاذاری شاده  CfaBایان تحقیاب بررسای ایمنای زارای پاروت ین  را فراهم و فعالیت زیستی را افزایش می دهد. هدف ازایمونوژن غلظتهای مناسب از  عوامل محیطی شده،

 .اشدبمی  PLGAنانوذرات 

القا گردید. پروت ین به روش  IPTGبا   E.coliدر  انجام شد. بیان پروت ین  OPTIMIZERبا نرم افزار  cfaBمطالعه تجربی، بهینه سازی کدونی ژن  در این ها:مواد و روش

بررسای گردیاد.  DLSو  SEMبه روش امولسیون دوگانه تهیه و خصوصیات ساختاری با  PLGAنانوذرات کروماتوگرافی میل ترکیبی تخلیص و با وسترن بلاتینگ ارزیابی شد.

میكروگرم از پروت ین بارگذاری شده در نانوذره، گروه دوم پروت ین به همراه ادجوانات فروناد  23شد و به گروه اول  انجامتایی  63 در چهار گروه BALB/Cموش  43ایمن سازی 

ت با فاصله دو هفته ای و چهار بار انجام شد و یک هفته پس از تزریقات خونگیری از چشام تجزیه شد. تزریقا PBSنانوذرات بدون آنتی ژن و بافر  و گروه سوم و چهارم به ترتیب

 .بررسی شد Caco2به سلول  ETECممانعت سرم از اتصال باکتری . گردیدو تیتر آنتی بادی با روش الایزا تعیین  حیوانات انجام شد

میلی گارم در لیتار باود.  1کیلودالتون شد. میزان پروت ین  9/65با وزن  CfaBبیان پروت ین منجر به تولید شد.  را دارا 51/3ژن بهینه سازی شده شاخص سازگاری کدون  ها:یافته

ال سارم ایمان اتصا نانومتر بود. ایمن سازی موشها پاسخ آنتی بادی سرمی را القا کارد. 673درصد بود. متوسط اندازه نانوذرات  PLGA ،51ظرفیت بارگذاری پروت ین در نانوذرات 

ETEC  به سلولCaco2  کاهش داد %5/12را. 

 .می کندرا تحریک ETEC ایمنی علیه باکتری  PLGAبارگذاری شده در نانوذرات CfaB پروت ین نوترکیب نتایج مطالعه نشان داد که  گیری:نتیجه

  ، ایمنی زاری.ETEC ،CfaBنانوذرات،  ،PLGA های کلیدی:واژه

 

                                                 
 سید لطیف موسوی گرگریس ول مقاله: دکتر م*

 E-mail: slmousavi@shahed.ac.ir                                                          326-16261353 تلفن: .گروه زیست شناسی، دانشكده علوم پایه، دانشگاه شاهد، تهرانآدرس: 

 مقدمه 

انتروتوکسیژنیک یكی از مهمترین باکتری هاای ایجااد باکتری اشریشیاکولی 

کننده بیماری های گوارشی بوده و شیوع اسهال ناشی از آن به ویژه در کشورهای 

کنناد، باالا در حال توسعه و همچنین در افرادی که به این منااقب مساافرت مای

باکتری از قریب فاکتورهای کلونیزه کننده سطحی خاود باه اپیتلیاوم . (6و2) است

. (9و4)دهادهای روده کوچاک ر  میروده متصل و کلونیزاسیون در ساط  سالول

های های باکتری بر روی سلولپس از اتصال و کلونیزاسیون باکتری، انتروتوکسین

زا در باکتری وامل بیماریترین ع. یكی از مهم(1و1) گذاردآن ناحیه اثر میاپیتلیوم 

 اشریشیاکولی انتروتوکسیژنیک، تولید یک یا تعداد بیشتری از عوامال کلونیزاسایون

(CFsاست و به عنوان هدف برای تهیه واکسن ماورد توجاه اارار دارناد ) (7و5). 

تاارین فاااکتور جشناسااایی شااده و رایاا CFاولااین  CFA/Iفاااکتور اتصااالی 

به ویژه در مناقب باومی آمریكاای جناوبی و  ETECهای کلونیزاسیون در سویه

باه عناوان زیار واحاد اصالی  CfaBپاروت ین. (9و63) شاودآسیا محساو  مای

CFA/Iآمینواسایدی 647آمینواسایدی و پاروت ین باال  29، شامل سیگنال پپتید

  .(6) تلیاالی روده را داردهای اپایی در اتصال باکتری به سلولاست که نقش کلید

 

از جمله فاکتورهای کلونیزاسیون باکتری به  ایمنوژن های نوترکیب ازآنجاکه برخی

کنند، استفاده از ادجوانت ها و حامل تنهایی سیستم ایمنی را به خوبی تحریک نمی

ها می تواند کاراری ایمنی زاری را بهبود بخشد. بارگذاری ایمنوژنهاای نوترکیاب از 

سازو کاری برای افزایش  به عنوان PLGAدر نانو ذرات از ابیل  CfaBجمله 

شده در اساتفاده مطالعات انجام  .(11و62) ایمنی زایی، مورد توجه ارار گرفته است

 CS6و  CS3برای تولید آنتی بادی علیه فاکتورهای کلونیزاسیون  PLGAاز 

ایمنای زارای پاروت ین همكاران و Deng . (11و64) همراه با موفقیت بوده است

LTB-ST (61) ددنادا را به صورت نانوکپسوله مورد بررسی اارار .Nazarian  

و همكااااران فیاااوژن پاااروت ین واجاااد فاکتورهاااای اتصاااالی و توکساااین را در 

با توجه باه اینكاه پاروت ین هاای زیار . (61) بارگذاری کردند  PLGAنانوذرات

و با در نظر گرفتن عملكرد ادجاوانتی  هستندواحدی نیازمند استفاده از ادجوانت ها 

باا  ETECنان حامل ها، هدف از این تحقیب ارزیابی ایمنی علیه اتصال باکتری 

  PLGAبارگاااذاری شاااده در ناااانوذرات  PLGAدر  CfaBپاااروت ین 

  .می باشد
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 و همكاران شهرام نظریان ؛… واجد پروت ین نوترکیبPLGA نانوذرات ایمنی زاری 

 

 اهمواد و روش
و  mRNAهای نادر، بررسی پایداری کدونسازی بهینه: cfaBسازی ژن بهینه

 انجام و سازه OPTIMIZER با نرم افزار (CAI)نیز شاخص سازگاری کدون 

ژن صااناعی در وکتااور بیااانی . چااین ساانتز شااد Shingeneشاارکت توسااط 

pET28a  .تراریخت پلاسمید نوترکیاب در سالول هاای زیر همسانه سازی شد

 صورت گرفت. د با استفاده از روش شوک حرارتیمستع

بیاان پاروت ین نوترکیاب در  :CfaBبیان و تخلیص و تارید پروت ین نوترکیاب 

 IPTG باااا اساااتفاده ازدر شااارایط بهیناااه  E.coliBL21-DE3میزباااان

(Fermentas ) میلی مولار در دمای  6با غلظت نهاییC97  سااعت  1و زمان

 القا گردید. 

ماورد بررسای اارار  SDS-PAGEی بیاانی بار روی ژل هاعصاره سلول

گرفت. تخلیص پروت ین نوترکیب به کمک کروماتوگرافی میال ترکیبای باه روش 

-Niدر ساتون pHماولار باا شایب  5دناتوره و با استفاده ازبافرهای حااوی اوره 

NTA (Qaigen صورت پذیرفت. پس از حذف اوره از پروت ین تخلایص شاده )

 گیری شد. به روش برادفورد اندازه ره، غلظت پروت ینبا دیالیز شیب او

پروت ین نوترکیب حاصل با استفاده از آنتای  تارید پروت ین به روش وسترن بلات:

به روش وسترن  ( وQaigen) HRPکانژوگه شده با آنزیم  بادی ضد هیستیدین

احی ( منتقال و ناوSigma) پروت ین بر روی کاغذ نیتروسالولز بلات ارزیابی شد.

)باافر  PBSTدرصد شیر خشک تهیه شده در  1آزاد و فااد پروت ین با بافر حاوی 

PBS  مجاور شد. در مرحله بعادی آنتای باادی ضاد 23درصد تورین 31/3واجد )

سااعت در دماای  6بر روی کاغذ اضافه و باه مادت  6:63333هیستیدین با رات 

( Sigma) ینوبنزیادیناتاق ارار گرفت. آشكارسازی با محلول ظهور حاوی دی آم

 انجام شد.

برای تولید ناانوذرات از روش  :PLGAبارگذاری پروت ین نوترکیب در نانوذرات 

میلی گرم پروتی ن به عناوان  6. (22;23)امولسیون دوگانه تبخیر حلال استفاده شد

تیلن کلراید اضافه و باا اساتفاده از در م PLGAلیتر از محلول میلی 2فاز آبی به 

لیتار میلی 93روغان باه -آ  ،امولسیون دایقه هم زده شد. 61ساز به مدت همگن

ساز هم زده شد. باه درصد وزنی به حجمی( افزوده و باهمگن 1/2پلی وینیل الكل)

لیتار میلی 61(به دست آمده، W1/O/W2امولسیون دوگانه آ  در روغن در آ )

سااعت هام زده شاد. ناانوذرات باا ساانتریفیوژ  6ضافه و به مدت آ  بدون یون ا

دایقه جمع آوری و شستشو داده شدند. نانوذرات  23دور در دایقه به مدت  64333

 پلیمری برای بررسی خصوصیات ظاهری و ایمنی زاری مورد استفاده ارار گرفت.

 نوترکیاب:بررسی خصوصیات ظاهری نانوذرات و تعیین بازده بارگذاری پروت ین 

( مدل SEM) شكل ظاهری نانوذرات تهیه شده با میكروسكوپ الكترونی روبشی

LEO-1455VP  بررسی شد. برای آماده سازی نمونه، نانوذرات بر روی فویال

 63با قلا پوشانده شدند. تصویر برداری از نانوذرات با شتا  ولتااژ  خشک گردید و

اندازه و پتانسیل زتای ذرات باه روش  هزار انجام شد. 63کیلو ولت و با بزرگنمایی 

( تعیاین Malvern) Zetasizer( با استفاده از دساتگاه DLSپراش نور پویا )

گردید. بازده بارگذاری از مقایسه مقدار اولیه پروت ین مورد استفاده و میزان پروت ین 

 .(61)جذ  نشده در ذرات پلیمری به دست آمد

 43تعداد  سازی حیوان آزمایشگاهی و بررسی تیتر آنتی بادی به روش الیزا:ایمن

 63گروه  4گرم، در  21( با متوسط وزن BALB/Cسر موش آزمایشگاهی ماده )

میكروگرم از پروت ین بارگذاری شده در نانوذره به هر ماوش  23تایی تقیسم شدند. 

و پروت ین به همراه ادجوانت فروند به گاروه دوم باه روش زیار پوساتی  گروه اول

 PBSژن و باافر به گروه سوم و چهارم به ترتیب نانوذرات بدون آنتایشد.  تجویز

 تجویز شد. 

جهات بررسای تزریقات باا فواصال دو هفتاه ای و چهاار باار انجاام شاد. 

از چشم حیوانات ایمان و زاری، یک هفته پس از تزریقات دوم، سوم و چهارم ایمنی

استفاده  غیرایمن خونگیری انجام شد. سرم ها جداسازی و برای مراحل بعدی مورد

بادی پلی کلونال موجود در سارم باه روش الایازای غیرمساتقیم آنتی ارار گرفت.

  21133/6 تاا 233/6هاا از مورد بررسی و ارزیابی ارار گرفت. ساریال راات سارم

 تهیه شد.

تریپسینه  Caco-2سلولهای : د اتصالی و مهارکنندگی آنتی بادیبررسی اثرات ض

های پلیت کشت واجد اسلایدهای میكروسكوپی افزوده و در گرمخانه باا به چاهک

جدا شده  ETECباکتری  763نگهداری شدند. تعداد  2COدرصد  1شرایط فشار 

جداگانه به سرم موش ایمن و غیر ایمان اضاافه و  CFA/I (67)از بیمار و دارای 

ون باه دایقه در شیكر انكوباتور در دمای اتاق ارار داده شد. سوسپانیس 93به مدت 

ها افزوده و یک ساعت در دمای اتاق بر روی شیكر ارار گرفت. در سالولها چاهک

درصاد مهاار اتصاال  با گیسما رنگ آمیزی و در زیر میكروسكوپ بررسای شادند.

باکتری به سلول با مقایسه میزان اتصاال بااکتری در حراور سارم ایمان و سارم 

 غیرایمن محاسبه گردید.

ایرناوزوف و -نرمال بودن داده هاا از آزماون کلماوکراف برای تعیین آنالیز آماری:

از تحلیل واریانس مكرر استفاده شد. فرمولاسیون  تعداد دفعات تجویزبرای مقایسه 

 >31/3pو  آزمون دانكن برای مقایسات بین گروههای مختلف تجویز استفاده شد

 در نظر گرفته شد. معنی دار

 

 

  هایافته
فزایش بیان پروت ین نوترکیب، بهینه سازی کدونی جهت ا :cfaBسازی ژن بهینه

شاخص انطباق پذیری کدونی  انجام شد. CfaBبر روی توالی کد کننده پروت ین 

درصاد تیییار  1/44 به درصد 46و محتوای سیتوزین وگوانین از  51/3به  11/3از 

ار کرد. تعداد کدون هایی که از کیفیت مناسبی برای افزایش بیان پروت ین برخاورد

بارای  mRNAحاداال انارژی  .درصد تیییر پیدا کرد 74درصد به  44هستند از 

-بعاد از بهیناه - 63/613کیلو کاالری باه  - 63/667ساختار ابل از بهینه سازی 

 سازی رسید.

با  pET28aژن صناعی در وکتور بیانی بیان، تخلیص و تارید پروت ین نوترکیب: 

( زیاار همسااانه Fermentas) HindIIIو  EcoRIآنازیم هااای محاادود گاار 

جفت باز بار روی ژل آگاارز تاریاد کنناده زیار  444سازی شد. اطعه ژنی به قول 

های انجام شد. در نمونهIPTG (. القاء بیان پروت ین با 6)شكل همسانه سازی بود

(. 2)شكل  کیلو دالتون مشاهده شد 9/65القاء شده، پروت ین با وزن مولكولی حدود 

مولار اساتفاده شاد.  5پروت ین نوترکیب از روش دناتوره و اوره برای خالص سازی 

  Eپروت ین نوترکیب با خلوص بالایی در خروجی ستون حاصال از باافر رهاساازی

 (.  2)شكل وجود داشت

صحت پروت ین نوترکیب تولید شده با روش وسترن بلات بررسی شاد. آنتای 

وت ین نوترکیاب را بادی ضد هیستیدین تاوالی شاش آمینواسایدی هیساتیدین پار

 (.2)شكل شناسایی و با آن واکنش داد
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Immunogenicity Evaluation of PLGA Nanoparticles …; Sh. Nazarian, et al 

به PLGA نانوذرات  و برآورد بازده بارگذاری پروت ین: PLGAتهیه نانوذرات 

روش امولسیون دو گانه تهیه شد. تصویر میكروساكوپ الكترونای ساط  صااف و 

 PLGAتهیه نانوذرات   DLS(. نتایج 9ی بودن نانوذرات را نشان داد)شكلکرو

 (. 9نانومتر را نشان داد)شكل 673میانگین اندازه با 

 -57/1پتانساایل زتااای نمونااه پااس از بارگااذاری پااروت ین نوترکیااب بااه 

بود. باازده بارگاذاری  637/3(. شاخص پراکندگی نانوذرات تهیه شده 9رسید)شكل

 درصد بود. 51پروت ین در نانوذرات پلیمری 

ر آنتی سرم بار مهاار اتصاال و بررسی تاثی CfaBبادی ضد سنجش تیتر آنتی

زایی حیوانات باا تزریاب پاروت ین بارگاذارش شاده در ناانوذرات و ایمنی باکتری:

دوم و ساوم در  پروت ین آزاد به همراه ادجوانت انجام گردیاد. پاس از تزریاب اول،

های دریافت کننده آنتی ژن، تیتر آنتی بادی افزایش معنای داری داشات کاه گروه

 (. 2و6)نمودار  کنترل دیده نشد وهاین افزایش در گر

نسبت به تیتار  (6تیتر آنتی بادی مربوط به تجویز آنتی ژن با ادجوانت )نمودار

( افزایش غیار معنای داری را 2)نمودار آنتی بادی آنتی ژن بارگذارشده در نانوذرات

همچنین افزایش تیتر آنتی بادی تزریب چهارم نسابت باه تزریاب ساوم  نشان داد.

(. تجزیه واریانس اثارات فرمولاسایون 2و6)نمودار  معنی داری را نشان ندادتفاوت 

بارای  و ژن و تعداد دفعات تجویز باا انادازه گیاری مكارر انجاام شادتجویز آنتی

(. >31/3pدار باود )فاکتورهای مورد ارزیابی در این تحقیب، از لحاظ آماری معنای

انجام شاد. نتاایج  Caco-2به سلول ETECآزمایش ممانعت از اتصال باکتری 

شمارش تعداد باکتری های اتصال یافته نشان داد که آنتی بادی تولیدشده توانسته 

را کاهش دهد. به قور میانگین درصد ممانعت  Caco-2اتصال باکتری به سلول 

 بود. %5/12از اتصال باکتری به سلول توسط آنتی بادی، 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

به روش  pET28a در پلاسمید cfaBسازی ژن )الف(تأیید همسانه .6شكل 

: پلاسمید نوترکیب برش خورده با آنزیم های محدود گر، 6هرم آنزیمی. ستون 

بررسی بیان پروت ین بر . ) ( DNA ladder mixنشانگر اندازه : 2ستون 

سلول القاء شده با  :6،2،9درصد. ستون های  SDS-PAGE 62روی ژل 

IPTG ینی: نشانگر پروت4، ستون Vivantis PR0602  سلول 1، ستون :

 القاء نشده

 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 Ni-NTA.نوترکیب با ستون میال ترکیبای  )الف( تخلیص پروت ین .2شكل 

 Vivantis PR0602نشانگر پروت ینی :2: نمونه ابل از ستون، ستون 6ستون

 ین پروت ،Eو C، Dخروجی از ستون پس از شستشو با بافر  : نمونه9،4،1، ستون 

تاریاد پاروت ین باه روش وساترن  میلی مولار. ) ( 213تخلیصی با ایمیدازول 

نشاانگر  :9ساتون ،CfaB:پروت ین 2ستون ،BSAپروت ین : 6بلاتینگ. ستون

 پروت ینی 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

توزیع اندازه  رزیابیا ) (:،PLGAنانوذرات SEM تصویر  :)الف( .9كل ش

 ا نانوذرات پلیمری واجد پروت ینپلیمری تهیه شده،)ج(: پتانسیل زت ذرات

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 به نوترکیب پروت ین ازتجویز پس تیتر آنتی بادی تولید شده در موش .6نمودار

 حروف غیر مشابه نشان دهنده تفاوت معنی دار می باشد ادجوانت. همراه
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 ت ینپرو واجد ازتجویزنانوذرات پس تیتر آنتی بادی تولید شده در موش .2نمودار

 معنی دار می باشد نوترکیب. حروف غیر مشابه نشان دهنده تفاوت

 
 حث و نتیجه گیریب

می تواند با رهاایش تادریجی باه  PLGAنتایج تحقیب نشان داد که پلیمر 

عنوان ادجوانت عملكرده و سبب بارانگیختن پاساخ ایمنای علیاه فااکتور اتصاالی 

ساازی ز قراحی توالی، بهینهدر این تحقیب پس ا گردد. ETECدهنده از باکتری 

و عادم وجاود سااختارهای گاره  57/3باه  CAIکدونها انجاام گرفات. افازایش 

سابب بیاان پاروت ین  mRNA  '1های بلناد در نقطاه شاروعساختگی و یا لوپ

مروزه تحقیقات زیادی جهت به کاارگیری ناانوذرات باه ا گردید. CfaBنوترکیب 

باه PLGA ناانوذرات پلیماری اسات. رفته عنوان حاملین ایمونوژن ها صورت گ

سازگاری مناسب، امكان رهایش هدفمناد و نیاز پذیری وزیستتخریبدلیل زیست

 .(66و65)محافظت از ترکیبات در بدن، بسیار مورد توجه ارار گرفته است

بارای تولیاد آنتای باادی علیاه  PLGAشاده در اساتفاده از مطالعات انجام

موفقیاات بااوده  همااراه بااا ETECاز CS6و  CS3فاکتورهااای کلونیزاساایون 

در تحقیقاااتی و همكاااران  Nazarianو و همكاااران  Deng. (69و64)اساات

را به صورت نانوکپسوله برای ایمنی زایی  ETECجداگانه فیوژن پروتین هایی از 

-با نسابت PLGAدر تحقیقات مختلف از پلیمر  .(61و61) مورد بررسی اراردادند

 از لاکتیک اسید به گلیكولیک اسید استفاده می گردد 71:21و  21:71،13:13های 

اساتفاده شاد تاا تخریاب  13:13باا نسابت   PLGAدر این تحقیب از .(69و23)

متعاادل باوده و سابب تحریاک  مناسب پلیمر و رها شدن مقادار کاافی آنتای ژن

در مطالعه حاضر از پلی وینیل الكال باه عناوان ساورفكتانت  سیستم ایمنی گردد.

رفكتانت تا که با افزایش غلظت سو ندنشان دادو همكاران  Menonاستفاده شد. 

. ازآنجاکاه غلظات هاای (26)درصد می توان نانوذرات کوچكتری را تهیاه کارد 1

می تواند سبب بروز سمیت گردد لذا در این تحقیاب باه  PVAبالای سورفكتانت 

میانگین انادازه  سورفكتان استفاده شد. درصد 1/2جای غلظت های بالا، از غلظت 

نانومتر بود. اندازه ذره حاوی آنتای ژن،  676شده در این تحقیب ذرات پلیمری تهیه

و همكااران  Alexisجذ  و سرنوشات زیساتی آن اسات.  کننده درعاملی تعیین

در مقایساه باا ناانوذرات باه  PLGAکه در بدن موش میكاروذرات  ندنشان داد

نتایج  .(22)خوبی جذ  نشده و سیستم ایمنی را به قور مناسب تحریک نمی کنند

می توانند سبب ایجاد ایمنای در  PLGAمطالعه حاضر نیز نشان داد که نانوذرات 

کاه کااهش  نادنیز نشاان دادو همكاران  Byrdحیوان گردند. در تحقیقی مشابه 

 ETECسبب پاسخ مناسب ایمنی علیه فاکتورهای اتصالی  PLGAاندازه ذرات 

پتانسیل زتای نانوذرات نیز منفی بود. بار سطحی ذرات در حذف آنها  .(64)می شود

تاریاد و همكااران  Alexisاز بدن ماوثر اسات. در تحقیاب انجاام شاده توساط 

گردیدکه نانوذرات دارای بار مثبت نسبت به نانوذراتی که دارای بار ساطحی منفای 

. بر این اساس در تحقیاب (22)گردندت بیشتری از بدن حذف میباشند، با سرعمی

استفاده گردید تا نانوذرات پلیمری تهیه شده به دلیال پتانسایل  PLGAحاضر از 

با توجه به نتایج  ماندگاری قولانی تری را در بدن حیوان داشته باشند. زتای منفی

توانساته  PLGAایمنی زاری انجام شده در تحقیب حاضر به نظر می رسد پلیمار 

با رهایش تدریجی آنتی ژن و عرضه آن به سیستم ایمنی به عنوان ادجوانت عمال 

و همكااران  Byrd کرده و سبب بروز پاسخ های ایمنی گردد. در تحقیاب مشاابه

را   ETECاز CS3را در ایجااد ایمنای علیاه فااکتور  PLGAنیز اثر ادجوانتی 

کاه ناانوذرات واجاد  نادنشاان دادو همكااران  Lapaبا این حال  .(69)نشان داد

ه و نیازمناد اساتفاده از پاسخ های ایمنی بالایی را نشان نداد CS6فاکتور اتصالی 

یكی از دلایل این تفاوت مای تواناد باه تفااوت  .(29)ادجوانتهای کمكی می باشد

 ختلف مرتبط باشد.ماهیت آنتی ژنی پروتی ن های م

در تحقیاب حاضار نشاان داد کاه  کنندگی آنتی بادی تولیدشادهفعالیت خنثی

  ETECاراره شده بر سط  بااکتری CFA/Iفاکتور کلونیزاسیون ساختار قبیعی 

توسط آنتی بادی شناسایی شده و مانع از اتصال آنها به گیرنده سلولی شده اسات. 

 CFA/Iاختاری فااکتور کلونیزاسایون زیار واحاد سادهد که این یافته نشان می

توپهاای آن باه بارگذاری شده که تیییراتی در اپی PLGAبگونه ای در نانوذرات 

 وجود نیامده است. نتایج حاصله تأیید بیشتری بر نقاش کلیادی آنتای باادی ضاد

CfaB  در ایجاد محافظت در برابار ETECو جلاوگیری از باروز اساهال اسات 

بارگاذاری CfaBنتایج تحقیب حاضر نشان می دهد که پروت ین نوترکیاب  .(2و9)

تواند به عنوان ایمنوژن در برابر عفونت و اسهال ناشای می PLGAشده در پلیمر 

 مد نظر ارار گیرد.  ETECاز باکتری

 
 

 تقدیر و تشكر
وه زیسات شناسای بدینوسیله از زحمات کارشناس آزمایشاگاه تحقیقااتی گار

  دانشگاه شاهد تقدیر و تشكر می شود.
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ABSTRACT  
BACKGROUND AND OBJECTIVE: Enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC) are the most common causes of 

diarrhea among children. Colonization factors (CFs) are the major ETEC candidate vaccines. Considering the high 

antibiotics resistance reports, construction of effective immunogen against bacteria is major goal. Encapsulation of 

recombinant immunogen in nano carriers such as polymeric PLGA nanparticles, not only protects them from 

degradation in environmental elements but also provides the effective concentrations of immunogen in targets, hence  

increasing bioactivity. The aim of this study was to investigate the immunogenic properties of CfaB protein 

encapsulated in PLGA nanoparticles. 

METHODS: In this research study, cfaB gene codon optimaztion was performed by OPTIMIZER software. 

Expression of recombinant protein in E.coli was induced with IPTG. The recombinant protein was purified using 

affinity chromatography and evaluated by Western Blotting analysis. PLGA nanoparticles containing recombinant 

protein were prepared by double emulsion method and their structures were characterized by SEM and DLS. 40 

BALB/C mice in four group were immunized with nanoparticles and antibody titers were determined by ELISA. The 

efficiency of antibodies in preventing the attachment of ETEC bacteria to the Caco 2 cells was examined. 

FINDINGS: The optimized gene had a Codon adaptation index (CAI) of 0.85. Expression of recombinant protein led 

to the production of CfaB with molecular weight of 18/9 kDa. Yield of protein was 5mg/L. Encapsulation efficiency of 

recombinant protein in PLGA nanoparticles was 85%. The average particle size was 170 nm. Immunization of mice 

induced serum antibody response. Immunized sera decreased %62.8 of ETEC adhesion to Caco2 cells. 

CONCLUSION: Recombinant CfaB protein encapsulated in PLGA nanoparticles stimulate immunity against ETEC. 

KEY WORDS: PLGA, nanoparticle, ETEC, CfaB, Immunization. 
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