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 مجله دانشگاه علوم پزشکی بابل
 66-67 ، صفحه3179خرداد، 6شمارة  بیستم،دوره 

 توزانایک نانوذرات درریواکس  نیپروتئ یبارگذار یابیارز و هیته
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 6/3/79: رشیپذ ،34/36/76اصلاح:  ،4/30/76 :دریافت

 

 خلاصه
ر مطالعات شود. درحال حاضباشد كه با توجه به سمیت بالا از آن بعنوان یک عامل بیوتروریسمی استفاده میسم ریسین یک گلیکوپروتئین هترودایمر می :هدف و سابقه

كاندید واكسن را به صورت تنها و همراه زایی متمركز شده است. این مطالعات، ایمنی RVEcو  ریواكسزایی علیه ریسین بر روی دو كاندید واكسن زیر واحدی شامل ایمنی

تهیه و ارزیابی ،تحقیقاین  ازهدف زایی آنها استفاده نشده است. های تحویل نوین مانند نانوذرات، برای بهبود ایمنیاند ولی تاكنون از سیستمبا ادجوانت مورد بررسی قرار داده

 .می باشدن بارگذاری كاندید واكسن نوتركیب ریواكس در نانوذرات كیتوزا

 ریواكس ، پروتئینمیل تركیبیتوسط ستون كروماتوگرافی  ریواكس القاء بیان و تخلیص پروتئینباكتری، به  ریواكسدر این مطالعه تجربی، پس از انتقال ژن  :هاروش و مواد

 درصد احتباس و الگوی رهایش پروتئین ریواكس از نانوذرات ،فولوژییونی بارگذاری شد. سپس خصوصیات نانوذرات شامل اندازه، موردر نانوذرات كایتوزان با روش ژلاسیون

موش  تایی4 گروه 1زایی بر روی همچنین بررسی ایمنیمورد ارزیابی قرار گرفت.  SDS-PAGEو پایداری این پروتئین در طی شرایط اسیدی بارگذاری در نانوذرات توسط 

 توسط پروتئین ریواكس، نانوذرات حاوی پروتئین و بافرفسفات صورت پذیرفت.

باشند. همچنین می 371/0شاخص پراكندگی برابر  ولت و+ میلی1/69پتانسیل زتای ،نانومتر391نتایج این تحقیق نشان داد كه نانوذرات حاوی پروتئین دارای اندازه  یافته ها:

نده بادی مربوط به گروه دریافت كنبالاترین تیتر آنتی شود.یند تهیه نانوذرات كایتوزان تخریب میآدر طی فر ریواكسپروتئین كه شد مشخص  SDS-PAGEنتایج  برطبق

(. همچنین از >03/0pداری داشت )( و گروه شاهد تفاوت معنی169/0 ± 000/0كننده نانوذرات حاوی پروتئین )( كه با گروه دریافت606/6 ± 016/0پروتئین به تنهایی بود )

 .های شاهد و نانوذرات بارگذاری شده مشاهده نشدداری بین نمونهلحاظ آماری تفاوت معنی

نانوذرات در  ریواكسذاری یونی برای بارگدر شرایط اسیدی تولید نانوذرات كایتوزان، ناپایدار بوده و روش ژلاسیون ریواكسپروتئین كه نتایج این تحقیق نشان داد  :یریگ جهینت

 باشد.كایتوزان مناسب نمی

 .، واكسن، نانوذرات، ریواكسكایتوزان: یدیكل یهاواژه

 

 مقدمه 
 اشد.بموجود می كرچکگیاه  هایدانهدر كه یک پروتئین سمی است ریسین 

از دو و متشکل  kDa60-60وزن مولکولی با یک گلیکوپروتئین لکتین  ریسین

 سولفید به یکدیگر متصل باشد كه توسط یک باند دیمی Bو  A زنجیره

 با نیز Aزنجیره و كندبه سیتوزول را تسهیل می سمورود  B. زنجیره(3و6)اندشده

های غیرفعال كردن برگشت ناپذیر ریبوزوم از طریق kDa16وزن مولکولی 

مرگ منجر به  در نهایتاین فرآیند كه  كندجلوگیری می ، از سنتز پروتئینیوكاریوتی

ا خوراكی، استنشاقی، یتواند از طریق ریسین میبا مسمومیت (. 1و4) شودسلول می

هیچ درمان حاضر  (. درحال3ایجاد شود) تزریقی و همچنین از مسیر چشم و پوست

عمدتاً  ،های بیماریبا ریسین وجود ندارد و با توجه به نشانه مسمومیتخاصی برای 

 دهد از طریق مطالعات حیوانی نشان می(. 0)باشدكمکی می درمان به صورت

                                                           

 می باشد. جامع امام حسین )ع( دانشگاهنانوبیوتکنولوژی دانشجوی رشته  مه داود صادقینا پایان این مقاله حاصل 
 فیروز ابراهیمیمسئول مقاله: دكتر  *

 E-mail: febrhimi@ihu.ac.ir                                          063-99304714تلفن: . شناسی زیست تحقیقات پایه، مركز علوم دانشکده(، دانشگاه جامع امام حسین )عتهران،  آدرس:

 

ن ( می توان در برابر مسمومیت با ریسیواكسن )توسطسازی غیرفعال و یا فعال ایمن

د یک واكسن با هدف تولیو همکارانش  Smallshaw(. 6محافظت ایجاد نمود)

را مورد بررسی قرار نوتركیب موتانت  Aزیرواحدهای زنجیرهخطر، غیرسمی و بی

ا معرفی ر ریواكس بنام نوتركیب یپروتئینداده و در نهایت یک كاندید واكسن 

)جایگاه به آلانین  10تیروزینشامل  توالی،پروتئین دارای دو جهش در  نمودند. این

-می )موتیف سندرم نشت عروقی( به متیونین 96و والین (اعمال سمیت ریبوزومی

 یواكسر پایداری و ایمونوژنیسیتیمیزان  خصوصمطالعات مختلفی در باشد. تاكنون 

های است. همچنین آزمایش گرفتهآن به بدن صورت های مختلف تجویز و روش

انات حیوبر روی  به صورت تنها و همراه با ادجوانتواكسن كاندید این  زاییایمنی

 نیاز بهولی برای تجویز انسانی این واكسن،  (9-33)گرفته است رد بررسی قرارمو
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                                                                                                                                                                         J Babol Univ Med Sci; 20(6); June 201861 
Preparation and Evaluation of Rivax…; D.Sadeghi, et al 

 

لیکن تاكنون از باشد، میهای تحویل نوین های جایگزین و سیستمادجوانت

سیستمهای تحویل نوین مانند نانوذرات برای بررسی بهبود خصوصیات ایمنی زایی 

ده جهت كه امروزه به طور گستراین پروتئین استفاده نشده است. یکی از پلیمرهایی 

یرد كایتوزان گپذیر مورد استفاده قرار میتخریبسازگار و زیستتولید نانوذرات زیست

یدها ها و پپتپروتئین ،هارادیوداروها، ژنرسانش برای  باشد كه گزینه مناسبیمی

از مسیرهای چشمی، تنفسی، حفره دهانی،  باشد. امروزه نانوذرات كایتوزانمی

(. هدف 36و31)شوداستفاده میو واكسن تگاه گوارش و واژن برای تجویز دارو دس

واكس در ری از انجام این تحقیق تهیه و ارزیابی بارگذاری كاندید واكسن نوتركیب

 می باشد.نانوذرات كایتوزان 

 
 

 مواد و روش ها
در این مطالعه تجربی پس از تصویب كمیته اخلاق دانشگاه امام حسین)ع( با 

و  E. coli BL21-DE3، از بدداكتری .3100.3176IR.IHU.REC كددد

مایع و آگار استفاده گردید. مواد شیمیایی،  LBهای كشت جهت رشد آن از محیط

های مرک، سیناژن، كیاژن و فرمنتاز تهیه های مولکولی از شدركتكیت و نشدانگر

-Sigmaشدد. پلیمر كایتوزان با وزن مولکولی با وزن ملکولی متوسدط از شركت 

Aldrichپلی فسفات از شركت ، سدیم تریScharlau  ریواكسو ژن صناعی 

ریسددین بود از گروه و مركز زیسددت شددناسددی  Aكه دارای دو جهش در زنجیره

دانشدددگداه جدامع امام حسدددین )ع( تهیه گردید. جهت تهیه تصدددویر نانوذرات از 

و به منظور بررسددی  KYKYسدداخت شددركت  SEMمیکروسددکوا الکترونی 

ساخت كشور  Malvernمدل  DLSپتانسدیل زتای نانوذرات از دستگاه ازه و اند

 انگلستان استفاده شد.

 E. coliهای مستعد باكتری پس از تهیه سلول :ریواكستهیه پروتئین نوتركیب 

BL21(DE3) با روش شوک حرارتی به  ریواكس، ژن صناعی حاوی پروتئین

درجه  10در دمای  ریواكسهای مستعد ترانسفورم شد و برای القاء بیان ژن سلول

( با IPTG)  isopropyl-B-d thiogalactopyranosideسانتیگراد از

استفاده شد. همچنین پس از لیز باكتری و بررسی بیان، از  mMغلظت نهایی یک 

 ریواكسل جهت تخلیص پروتئین با شیب غلظتی ایمیدازو Ni-NTAستون 

 استفاده شد.

یون نانوذرات كایتوزان با روش ژلاس :ریواكستهیه نانوذرات كایتوزان حاوی پروتئین 

وزنی  %6از كایتوزان در اسیداستیک  mg/ml6یونی تهیه شد. محلولی با غلظت 

(0/4 pH=)  و نیز محلولی با غلظتmg/ml 3 فسفات تهیه پلیاز سدیم تری

فسفات به صورت قطره قطره و طی پلیلیتر از محلول سدیم تریمیلی 0گردید. 

گرم پروتئین میلی3لیتر محلول كایتوزان حاوی میلی 0/9دقیقه به  60مدت زمان 

نوتركیب در حالی كه بر روی همزن مغناطیسی با سرعت ثابت قرار گرفته بود، اضافه 

 شد. 

ده شد. پس از پایان واكنش، محلول دقیقه همز10در نهایت محلول به مدت 

دقیقه  10درجه سانتیگراد و در بستر گلیسرول به مدت  4حاوی نانوذرات در دمای 

 سانتریفوژ گردید. rpm31000با سرعت 

جهت (: DLS) اینورپو پراشبررسی خصوصیات فیزیکوشیمیایی نانوذرات توسط 

تگاه تولید شده، از دس ی نانوذراتپتانسیل زتابررسی اندازه، شاخص پراكندگی و 

DLS  درجه سانتیگراد انجام شد. 60استفاده و اندازه گیری در دمای 

وصیات جهت بررسی خص بررسی مورفولوژی نانوذرات توسط میکروسکوا الکترونی:

پس از تهیه استفاده شد.  SEMظاهری نانوذرات از میکروسکوا الکترونی 

ای قرار گرفت و در دمای یک سطح شیشه، مقداری از آن بر روی كایتوزان نانوذرات

. سپس نمونه بوسیله یک لایه نازک طلا پوشش داده شد. در اتاق خشک گردید

 توسط میکروسکوا مورد ارزیابی قرارگرفتند. ها نهایت نمونه

رای این ب احتباس پروتئین در نانوذرات به روش غیرمستقیم: و بررسی بازده وزنی

 ژن در شرایط بهینه ساخته شد، سوسپانسیونحاوی آنتیمنظور پس از آنکه نانوذرات 

 rpm31000درجه سانتیگراد و با سرعت  4در دمای  دقیقه 10حاصل به مدت 

آوری شد. سپس با سنجش مقدار پروتئین آزاد موجود رویی جمعسانتریفوژ و محلول

ژن محبوس شده در نانوذرات رویی توسط روش برادفورد، مقدار آنتیدر محلول

بدست آمد و با قرار دادن در فرمول های مربوطه، راندمان و ظرفیت احتباس نانوذرات 

خشک شدن در شرایط یب شده نیز پس از كمحاسبه شد. همچنین نانوذرات تر

، توزین و میزان بازده وزنی نانوذرات محاسبه شد. این كار هم برای انجمادی

انجام  ریواكسنوتركیب و هم نانوذرات حاوی پروتئین  BSAنانوذرات حاوی 

 (. 34و30) پذیرفت

برای انجام مطالعات رهایش  ژن از نانوذرات كایتوزان:رهایش آنتی یتنبررسی برون

میکرولیتر  000پروتئین نوتركیب از نانوذرات كایتوزان، نمونه نانوذرات در حجم 

لیتری میلی6درون میکروتیوب  SBF= Simulated Body Fluidمحلول 

درجه سانتیگراد در شیکر 19 پراكنده شد. سپس نمونه در دمای همزدنریخته و با 

ساعت بررسی شد. 376همزده شد و رهایش به مدت  rpm600انکوباتور با سرعت 

سانتریفوژ  rpm31000دقیقه با سرعت 30ها به مدت برداری،  نمونهدر هر بار نمونه

برداشته و به همان میزان بافر تازه جایگزین یی رومیکرولیتر از محلول 000شده و 

انکوباتور قرار گرفت. سپس با استفاده از روش پروتئین سنجی برادفورد  و در شیکر

با سه بار تکرار، غلظت پروتئین موجود در نمونه تعیین و منحنی درصد تجمعی 

 ، ترسیم شد. شدهنییتعهای از نانوذرات در مدت زمان رهاشدهپروتئین 

رای ب بررسی پایداری و ماندگاری پروتئین نوتركیب در طول تهیه نانوذرات كایتوزان:

بررسی تأثیر احتمالی روش تولید نانوذره كایتوزان بر روی پایداری و ماندگاری 

پروتئین نوتركیب، این پروتئین در سه حالت مورد بررسی قرار گرفت. در حالت اول 

 وزنی %6از كایتوزان در اسیداستیک  mg/ml 6محلول  بهتئین نوتركیب پرو

(0/4pH=)  اضافه و بدون اضافه كردنTPP  جهت جلوگیری از تولید نانوذره و(

هم زده شد. در حالت دوم همان شرایط حالت بر روی استیرر عدم احتباس پروتئین(

اول بدون همزدن انجام پذیرفت و در حالت سوم پروتئین نوتركیب در محلول آبی 

در نهایت پس از یک ساعت، محلولهای فوق در  ستیک هم زده شد.بدون اسیدا

آمپر الکتروفورز میلی60تزریق و با شدت جریان  SDS-PAGEهای ژل چاهک

 گردید.

ررسی بادی و ببه منظور تولید آنتی مطالعات درون تنی نانوذرات روی مدل حیوانی:

 زی رازی تهیه شدند.ساهای نژاد سوری از موسسه واكسن و سرمپاسخ ایمنی، موش

گرم  60-60با وزن تقریبی موش تایی  4زایی، از سه گروه جهت بررسی ایمنی

مطابق با قوانین  ،كارهای انجام شده بر روی حیوانات،در تمامی مراحلاستفاده شد. 

  .شده كار با حیوانات آزمایشگاهی بود توصیه

( و D0اول)تجویز به صورت تزریقی طی دو نوبت به ترتیب در روزهای 

( صورت گرفت. به گروه اول، نانوذرات كایتوزان بارگذاری شده D14) چهاردهم

به  .توسط پروتئین نوتركیب و به گروه دوم، پروتئین نوتركیب به تنهایی تجویز شد
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 64                                                                                                                                                                  3179خرداد  /6بیستم/ شماره مجله دانشگاه علوم پزشکی بابل، دوره 
 و همکاران داود صادقی ؛...ریواكس  نیپروتئ یبارگذار یابیارز و هیته

 

 تزریق شد. یک هفته پس از تزریق دوم PBSگروه سوم نیز به عنوان كنترل، 

(D21خون )بادیسازی سرم، میزان تیتر آنتیگرفت و پس ازجداگیری صورت 

IgG گیری شد. در نهایت آنالیز آماری ها با روش الایزای غیرمستقیم اندازهدر نمونه

و  )آزمون دانکن( انجام پذیرفت Statisticaافزار ها با استفاده از نرمنمونه

00/0p< معنی دار در نظر گرفته شد. 

 
 

 یافته ها
پس از عبور محلول حاصددل از لیز باكتری از  :ریواكسبررسددی تخلیص پروتئین 

و شددسددتشددو توسددط شددیب غلظتی ایمیدازول، باند پروتئینی  Ni-NTAسددتون 

مولار مشاهده شد كه از میلی600 ایمیدازول تخلیص شده در بافر شستشوی حاوی

 (.3)شکل خلوص مناسبی برخوردار بود

 DLSنتایج حاصل از  :DLSبررسی خصوصیات فیزیکوشیمیایی نانوذرات توسط 

نانومتر و 664نشاندهنده این بود كه نانوذرات فاقد پروتئین دارای اندازه 

136/0=PDI نانومتر و 391الف( و نانوذرات حاوی پروتئین دارای اندازه -6)شکل

371/0=PDI ب( بودند. همچنین میانگین پتانسیل زتای نانوذرات -6)شکل

 ( بود.1ولت)شکل+ میلی1/69+ و 66تیب برابر كایتوزان فاقد و حاوی پروتئین به تر

کوا تصاویر میکروس بررسی مورفولوژی نانوذرات توسط میکروسکوا الکترونی:

یند تولید در شرایط بهینه را آالکترونی كروی بودن سطح نانوذرات حاصل از فر

مربوط به توزیع اندازه  DLSمطلوب نشان داد. همچنین این تصاویر، نتایج دستگاه

 (.4كرد)شکلنانوذرات را تائید می

قادیر بازده م بررسی بازده وزنی و احتباس پروتئین در نانوذرات به روش غیرمستقیم:

زان به در نانوذرات كایتو ریواكسراندمان احتباس و ظرفیت احتباس پروتئین ی، وزن

به عنوان كنترل بترتیب برابر BSA درصد و برای  1و  300، 0/07ترتیب برابر 

 درصد بود. 6/0و  1/61، 6/09

نی تنتایج بررسی برون تنی رهایش پروتئین از نانوذرات كایتوزان:بررسی برون

ساعت تنها حدود 376رهایش پروتئین نوتركیب از نانوذرات كایتوزان نشان داد بعد از 

برخلاف خصوصیات  درصد از پروتئین در محیط رها شده بودند كه این میزان 6

 (.0)شکلباشدرهایشی مورد انتظار از نانوذرات كایتوزان می

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

. SDS-PAGEبر روی ژل  ریواكسنتیجه بیان و تخلیص پروتئین . 3 شکل

: نمونه القاء شده پس از Ni-NTA .6: نمونه القاء شده قبل از عبور از ستون 3

 40: بافر شستشوی اول )ایمیدازول 4: نشانگر مولکولی پروتئین. 1عبور از ستون. 

mM .)0 ایمیدازول( 600: بافر شستشوی دوم mM .)6 بافر :MES. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

الف( نانوذرات فاقد پروتئین، ب( نانوذرات توزیع اندازه نانوذرات كایتوزان  .6شکل

 حاوی پروتئین در شرایط بهینه 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

كایتوزان الف( نانوذرات فاقد پروتئین، ب( نانوذرات نانوذرات  زتای تانسیلپ .1شکل

 حاوی پروتئین در شرایط بهینه 
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 از نانوذرات كایتوزان SEMتصویر میکروسکوا الکترونی . 4شکل 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ژن از نانوذرات كایتوزان درصد تجمعی رهایش آنتی .0شکل

 

ر بررسی د بررسی پایداری پروتئین نوتركیب در طول تهیه نانوذرات كایتوزان:نتایج 

( هیچگونه باندی از نمونه حالت اول كه در آن 6)شکلSDS-PAGEنتایج 

به مدت یک ساعت هم  pH=0/4محلول كایتوزان با شده در پروتئین نوتركیب حل

زان شده در محلول كایتوزده شده بود، مشاهده نشد ولی باند مربوط به پروتئین حل

بدون هم زدن )حالت دوم( و پروتئین حل شده در آب )حالت سوم( در  pH=0/4با 

 ژل مشاهده شد. 

 

 

 

 

 

 

 

 

ل پروتئین نوتركیب در طوو ماندگاری بررسی پایداری الگوی الکتروفورز  .6شکل

كه  pH=0/4شده در محلول كایتوزان با : پروتئین حل3. تهیه نانوذرات كایتوزان

شده در محلول : پروتئین حل6به مدت یک ساعت هم زده شده )حالت اول(. 

: پروتئین حل شده در آب كه 1بدون هم زدن )حالت دوم(.  pH=0/4كایتوزان با 

 : نشانگر مولکولی پروتئین.4هم زده شده )حالت سوم(.  به مدت یک ساعت

ادی مربوط ببالاترین تیتر آنتی تنی نانوذرات روی مدل حیوانی:نتایج مطالعات درون

( كه با گروه 606/6 ± 016/0به گروه دریافت كننده پروتئین به تنهایی بود )

 ( و گروه شاهد تفاوت 169/0 ± 000/0كننده نانوذرات حاوی پروتئین )دریافت

 داری بین (. همچنین از لحاظ آماری تفاوت معنی>03/0pداری داشت )معنی

 (.9شکل های شاهد و نانوذرات بارگذاری شده مشاهده نشد )نمونه

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

در سرم موش های ایمن شده از مسیر  IgGمقایسه میانگین تیتر  .9 شکل

 تزریقی )حروف غیر مشابه نشان دهنده تغییرات معنی دار می باشد(.

 
 یریگ جهینت و بحث

از نظر  آلنتایج حاصل از این تحقیق نشان داد كه با وجود تولید نانوذرات ایده

پروتئین نوتركیب در طی مراحل تهیه نانوذرات خصوصیات فیزیکوشیمیایی، 

در  واكسریبنابراین بارگذاری پروتئین نوتركیب  كایتوزان كاملاً تخریب شده و

تایج ن باشد.نانوذرات كایتوزان با توجه به شرایط اسیدی محیط امکان پذیر نمی

تنی نانوذرات حاوی پروتئین بررسی رهایش برون تنی و همچنین مطالعات دورن

 باشد.نیز موید همین مطلب می ریواكسنوتركیب 

های رایج در ساخت نانوذرات كایتوزان، روش ژلاسیون یونی یکی از روش

باشد كه در این مطالعه از  آن استفاده شد. در این روش، كایتوزان در محیط می

های آمینی موجود در آن به شکل پلی كاتیونی در اسیدی به علت باردار شدن گروه

مانند سولفات و فسفات متصل شود. های دارای بار منفی تواند به گروهآمده و می

تواند از راه برقراری نیروهای فسفات، پلی آنیونی است كه میپلیسدیم تری

های فسفات خود و گروه های آمینی كایتوزان به پلیمر الکترواستاتیکی بین گروه

 3متصل شود. در این تحقیق بهترین شرایط برای ساخت نانوذرات كایتوزان نسبت 

برای انحلال كایتوزان درنظر  0/4برابر   pHبه كایتوزان و TPPمحلول  1به 

گرفته شد. در مطالعه حاضر، میانگین اندازه نانوذرات كایتوزان فاقد و حاوی پروتئین 

و  Bagheripourنانومتر بود. در تحقیق انجام شده توسط  391و  664بترتیب 

انوذرات ن وتولینیوم،همکاران پس از بارگذاری پروتئین نوتركیب نوروتوكسین ب

(. همچنین در 36نانومتر تولید شدند) 610كایتوزان حاوی پروتئین در محدوده 

و همکاران انجام شد، نانوذرات كایتوزان با اندازه  Leeتحقیق دیگری كه توسط 

 (. 39نانومتر تولید شد) 600تا  300

در  توزانباشد كه اندازه نانوذرات كاینتایج فوق نشان دهنده این مطلب می

به  تواندهای جزئی میمحدوده مشابهی در مقایسه با دیگر مطالعات بوده و تفاوت

ج های مختلف مواد باشد. همچنین نتایعلت تغییرات كوچکی در روش تولید و نسبت

بود. در اینجا این  DLSتائید كننده نتایج  ،SEMبررسی اندازه نانوذرات توسط 
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ر جذب د كنندهنییتع، عاملی ژنیآنتنانوذره حاوی  نکته حائز اهمیت است كه اندازه

میکرومتر این توانایی را داشته كه  6و ذرات كوچکتر از  استو سرنوشت زیستی آن 

(. در این 31های لنفاوی مزانتریک قرار گیرند)از طریق پلاک پیر در اختیار گره

یب برابر ترت تحقیق، پتانسیل زتای نانوذرات كایتوزان حاوی و فاقد پروتئین به

با تولید نانوذرات كه و همکاران  Amidi هبا نتایج مطالع و+ بدست آمد 66+ و 1/69

ولت دست + میلی10+ تا 36نانومتری كایتوزان به پتانسیل زتای  100تا  300

ها در ایداری آن. پتانسیل زتای ذرات، عامل مهمی برای پهمخوانی دارد (37یافتند)

محلول بوده و ذرات كایتوزان با پتانسیل زتای مثبت و بالاتر، پایداری بیشتری در 

و همکارانش در تحقیقات خود Mohammadpour (. 60محلول خواهند داشت)

نشان دادند كه پتانسیل زتای نانوذرات كایتوزان پس از بارگذاری با پروتئین كاهش 

و همکارانش نیز نشان دادند با افزایش غلظت  Hosseinzadeh(. 34)یابدمی

با  یابد. همچنینمحلول كایتوزان، اندازه نانوذرات و پتانسیل زتای آن افزایش می

، اندازه نانوذرات افزایش ولی پتانسیل زتای آن كاهش TPPافزایش غلظت

رات ذدر مجموع، در مطالعه حاضر با مشاهده تغییرات پتانسیل زتا در نانو (.63یابد)می

ای در میزان پتانسیل زتا بین توان استنباط نمود كه تغییرات قابل ملاحظهمی

ژن رخ نداده است و در هر دو حالت، ژن و نانوذرات حاوی آنتینانوذرات فاقد آنتی

نانوذرات در محدوده پایداری قرار دارند كه مانع از اتصال نانوذرات به یکدیگر و 

 .شودتشکیل ذرات به هم چسبیده می

همچنین در مطالعه حاضر برای بررسی راندمان احتباس و ظرفیت احتباس 

رویی حاصل از نانوذرات از روش غیرمستقیم و با بررسی غلظت پروتئین در محلول

درصدی پروتئین در 300نتایج نشان دهنده جذب كه  ترسیب نانوذرات استفاده شد

 ین از نانوذرات، الگوی بدستنانوذرات كایتوزان بود ولی در بررسی رهایش پروتئ

آمده، نشانگر رهایش بسیار كم پروتئین در طول مدت زمان مورد نظر بود، در حالی 

روز، بیشتر پروتئین از نانوذرات كایتوزان آزاد  9كه براساس مطالعات مشابه، در طول 

(. با توجه به این نتایج، احتمال دناتوره شدن پروتئین در شرایط تولید 66شود)می

و پایداری  نانوذرات كایتوزان مطرح بود كه با طراحی یک آزمایش و بررسی

شرایط مختلف اسیدی و آبی، مشخص شد كه در  ریواكسماندگاری پروتئین 

به شرایط اسیدی به شدت حساس بوده و بنابراین در طی تولید   ریواكسپروتئین 

احتباس،  ف نتایج میزانشود. بنابراین برخلانانوذرات كایتوزان، پروتئین تخریب می

گونه پروتئینی جذب نانوذرات نشده بود كه نتایج رهایش نانوذرات كایتوزان نیز هیچ

ین های موشی توسط پروتئتائید كننده این امر بود. همچنین در مرحله نهایی، گروه

در این  بادیبه تنهایی و نانوذرات حاوی پروتئین ایمن شدند و نتایج تیتر آنتی

بارگذاری  در طول مراحل ریواكسیز تائید كننده تخریب پروتئین نوتركیب ها نموش

 واكسریدر نانوذرات بود. در همین ارتباط مطالعات مشخص كرده است كه پروتئین 

اری هایی كه سازگپروتئین حساس و دارای پایداری كمی بوده و بنابراین در محلول

 (. 61شود)با آن نداشته باشد تخریب می

می در دارای پایداری ك ریواكسبر اساس نتایج حاصل از این تحقیق، پروتئین 

رای های دیگری بباشد و باید از روششرایط اسیدی تولید نانوذرات كایتوزان می

نتیجه  توان چنینمی به طور كلیبارگذاری این پروتئین در نانوذرات استفاده كرد. 

 حتباس نانوذرات به روش غیرمستقیمگرفت كه بررسی راندمان احتباس و ظرفیت ا

تائید كننده قطعی بارگذاری پروتئین در نانوذرات نبوده و نیاز به یک روش مکمل 

اشد بها در طول بارگذاری در نانوذرات میجهت تائید ماندگاری و پایداری پروتئین

در  اهكه در این تحقیق یک روش ساده جهت تائید ماندگاری و پایداری پروتئین

 كایتوزان ارائه شد. بارگذاری در نانوذرات طول

 
 

 تقدیر و تشکر 
همکاران و پژوهشگران دانشگاه جامع امام حسین )ع( و دانشگاه  ازبدینوسیله 

 علوم پزشکی بقیه الله )عج( كه ما را در به ثمر رسیدن این تحقیق یاری نمودند

 .دگردمیتقدیر و تشکر 
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ABSTRACT 

BACKGROUND AND OBJECTIVE: Ricin toxin is a heterodimer glycoprotein which, due to its high toxicity, is used 

as a bioterrorism agent. Immunogenicity studies against ricin are now focused on two subunit vaccine candidates, 

including RiVax and RVEc. These studies have examined the vaccine candidate immunization as an alone and in 

combination with adjuvant, however, there is not a published study on the immunogenicity evaluation of the candidate 

vaccine through the delivery by nanoparticles. The aim of this study was preparation and evaluation of RiVax 

recombinant vaccine-loading in chitosan nanoparticles.  

METHODS: In this experimental study, After transferring the RiVax gene to the bacterium, inducing the expression and 

purification of the RiVax protein by affinity chromatography column, the RiVax protein was loaded with Ionic Gelation 

method in chitosan nanoparticles. Then, the properties of nanoparticles including size, morphology, loading percentage 

and release pattern of RiVax protein from nanoparticles and stability of this protein during acidic loading conditions in 

nanoparticles by SDS-PAGE were evaluated. Also, Immunization study were performed on 3 mouse groups (n=4/group) 

by RiVax protein, Nanoparticles containing protein and phosphate buffer.  

FINDING: The results of this study showed that the nanoparticles containing protein had a size of 178 nm and a Zeta 

potential of +27.8 MV and a polydispersity index of 0.193. Also, according to SDS-PAGE results, it was found that the 

RiVax recombinant protein was denatured during the process of preparing the chitosan nanoparticles.  

CONCLUSION: The results of this study showed that the RiVax protein has been unstable in acidic conditions for the 

production of chitosan nanoparticles and Ionic Gelation method is not suitable for loading this protein in chitosan 

nanoparticles. 

KEY WORDS: Chitosan, Nanoparticles, RiVax, Vaccine. 
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