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  دهيچک
 ـکول و اسـهال  يماري بعامل) Enterohemorrhagic Escherichia coli(ک ي انتروهموراژيا کليشياشر:  و هدفنهيزم در ک ي ـت هموراژي

 ـتلي اپيهـا  سلولبه ن يمينتين ايپروتئق ياز طرEHEC  اتصال ،يي عفونت زاي مرحله برانياول. باشد يم انسان  ـ يا ال رودهي ن ي پـروتئ کـه  باشـد  يم
 ـ ين م ـيم ـينتين ايپـروتئ  ی رنـده يمونـوژن در برگ ي ا.کند ي مين محله بازي را در ايدين نقش کليمينتيا اسـهال  از و  را مهـار EHEC   اتـصال دتوان

کـرده  حفاظت م يطي محملدر برابر عوارا آنها تنها   نه ،يتوساني ک يها ل نانوژ لياز قب خاص   يها ها در حامل    ژن يآنت ونيانکپسولاس. ند ک يريجلوگ
 ـيافـزا  را يستي ز تي فعال ه و فراهم کرد  طيدر مح را    ژن يآنت مناسب از    يها غلظتبلکه    ـ هـدف از ا .دهـد  يش م  ـيا يق بررس ـي ـن تحقي  ـ زايمن  يي

  .بود EHECه يعلن ي شده با پروتئيبارگذار يتوسانيک يها نانوژل
ک يعنوان   به)TPP(  فسفاتي پليتوسان با تريانکنش کيق مي از طريتوساني کيها نانوژل. ص شدي تخلان ويب E.coliن در ي پروتئ :ي بررس روش

 ـ گردي بررس ـDLS و SEM  بـا  آنهـا يسـاختار ات يو خصوص يبارگذار نيمينتي اها با نانوژل. ه شدنديته ده متقاطعاتصال دهن  و هـا  نـانوژل . دي
 يها  گروه.ن شدييزا تعيها با روش الا يباد يتر آنتيت. افتندي انتقال Balb/C يها  به موشيقي و تزر  ير خوراک ي از مس  بي محلول به ترت   يها نيپروتئ

  . شدندالش  مورد چE.coli O157:H7 يمن با باکترير ايمن و غيموش ا
 يمـن سـاز  يا.  نـانومتر بـود   ۲۱۸ نـانوذرات  ی  انـدازه  متوسط. بود درصد ۱۰۰ ،وني ساعت انکوباس  ۴۸ها پس از      نانوژل يت بارگذار ي ظرف :ها هتافي

   .القا کردرا  ي سرمIgG ي باديآنتپاسخ  يها القا موش
  . بوديقيتزرر ي بهتر از مسير خوراکيمن شده از مسي ايها  موشي حفاظت بخش:يريگ جهينت

  مونوژنين، ايمينتي، اE.coli O157:H7توسان، ينانوژل، ک: يديکلگان واژ
  

  مقدمه
 ـاشر يها هي از سو  يوع اسهال ناش  يش       در سراسـر    ياکليشي

 يتـر  نيي کـه از سـطح بهداشـت پـا         يژه در مناطق  يجهان به و  
 مولد اسهال، بر    يها ياکليشياشر. استار بالا   يبرخوردارند، بس 

   گروه ۶ي به يزا  و سازوکار بيماريي ژنيهاي آنت  اوتاساس تف 
  
  
  
  

  
ــتيانترواگرگ ــ، انتروهموراژ)EAEC(و يـــ ، )EHEC(ک يـــ

، )EPEC(ک يـــــــ، انتروپاتوژن)EIEC(و يسيـــــــنويانتروا
) DAEC (ابندهيرنت انتشار يو اده) ETEC(ک يژنيانتروتوکس

   کيــانتروهموراژ ياکليشيــاشر .)۱و۲( شــوند يم مــيتقــس
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)Enterohemorrhagic Escherichia coli( يها از پاتوژن 
 ـا به صورت تک گيباشد که در دن ي م يا دوست روده  وانيح ر ي
 ـتول ياکليشياشر ي نوع EHEC .وع دارد يش گا ي ش ـ ی د کننـده  ي

زه شـده و  ي انسان کلـون ی است که در روده   ) STEC( نيتوکس
 ـتوانـد باعـث کول     ي م ـ  و شـود  ي م ـ ي اسهال يماريموجب ب  ت ي
  شـــده و در ) Hemorrhagic colitis(ده  دهنـــيزيخـــونر
 ـ    ادرار ی  دهنــــدهيزي مـــوارد، نـــشانگان خـــونر   يبرخــ

)Hemolytic Uremic Syndrome (ــد  يا ــاد کن . )۳-۶(ج
 ـ سال و افراد مـسن ب      ۵کودکان کمتر از     ت را  ين حـساس  يشتري

حـدود  .  دهنده ادرار دارند   يزينسبت به ابتلا به نشانگان خونر     
 شده است ي مبتلا جداسازيها  از انسانSTECپ ي سروت۴۵۰

 ـ سـروگروپ مـسئول ب     ۱۰ان آنها   يکه از م   )۷( ن مـوارد   يشتري
ــاريب ــستنديم ــدر ب.  ه ــشورها، ســروتي  O157:H7پ يشتر ک

 ـ .)۸( ارتباط دارد    يماريوع ب يتر بوده و با ش     غالب ن يگرچـه اول
 ـ بـه ا ي است، امـا آلـودگ  يها مربوط به جوامع غرب     گزارش ن ي

 ـ محـدود بـه ا     يباکتر  آن در   يها نـشده و پراکنـدگ     ن کـشور  ي
 ـدر ا. ز گزارش شده اسـت يران نيسراسر جهان از جمله ا   ران ي

ر آلوده بوده اسـت  يها مربوط به گوشت و ش ين آلودگ يعمده ا 
 ـ ا يعنوان مخزن بـرا    ر نشخوارکنندگان به  يگاوها و سا   .)۹( ن ي

 منـابع  ي از مـدفوع بـا آلـودگ    يزش بـاکتر  يپاتوژن هستند و ر   
وع ي با خطر شيمطالعات در کشورها. )۱۰(  ارتباط داردييغذا

 ـ  درصد۱ کند که کمتر از     يد م ييبالا تا   درصـد  ۳۰ش از ي تـا ب
 ي بـاکتر  يزا دوز عفونت . )۱۱(کنند   ي را حمل م   يگاوها باکتر 
O157:H7           در .  اسـت نيي هم در گوساله و هـم در انـسان پـا

 عفونـت  جـاد ي جهـت ا   سمي ارگان ۱۰۲ فقط   باي موارد تقر  يبعض
  .)۱۲(اشد ب ي ميکاف

EHEC  ـ است کـه قابل    يا  پاتوژن روده   عاتي ضـا  لي تـشک  تي
Attaching/Effacing:A/E)  ــدن ــو شـ ــصال و محـ در ) اتـ

 با اتصال   عاتي ضا نيا .)۱۳(  انسان را داراست   ی  روده وميتلياپ
شده و منجر   شروع   يني مانند اکت  هي ساختار پا  لي و تشک  يباکتر

 گردد يروده م تي انتروسيها  سلوليها يليکرووي مبيبه تخر 

 LEE بـه نـام      ييزا يماري ب رهي جز کي A/E يها پاتوژن .)۱۴(
 ـ ي لازم جهت سرهمبند  يها ني پروتئ ی دارند که کد کننده     کي

 ـШ(T3SS)  نوعي ترشح ستمينوع س   T3SS. )۱۳( باشـد  ي م
 ـيشود، ترک  ي م افتي A/E يها که در پاتوژن    ـ اسـت از     يب  کي

 ـ  وي بـاکتر ي که شامل هر دو غـشا      هيساختار پا   سـاختار  کي
 ـي پروتئ ي واحـدها  ي کـه از تکرارهـا     مانندسوزن    و EspA ين
EscFــشک ــت لي ت ــده اس ــاختار،   .  ش ــوک س ــسمت ن در ق
 ـتلي سـوراخ در سـلول اپ  کي EspD و  EspB يها نيپروتئ  الي

 جـا بـه جـا شـونده         يها ني آن پروتئ  انيکنند که از م    ي م جاديا
 افکتور  Шع   نو ابندهي انتقال   يها نيپروتئ .)۱۵(ابند  ي يانتقال م 

 از  شي ب EHEC شده است که ژنوم      شنهاديشوند و پ   ي م دهينام
هـا در     آن يهـا  کنـد کـه ژن     يرا کد م ـ  ن نوع   ين از ا  ي پروتئ ۵۰
 ـ LEE ي زا يمـار ي ب ی رهيجز  قـرار  ي در کرومـوزوم بـاکتر    اي

 در  ابنـده ي انتقـال    يهـا  ني پروتئ ني از اول  يکي Tir. )۱۶( دارند
 متمرکـز شـده و   تيس ـ انتروي است که در غـشا   تطول عفون 

 ي خـارج  ي غـشا  نيپـروتئ (  اينتيمين ي برا رندهي گ کيعنوان   به
EHEC ( کند يعمل م )نترکشنيا. )۱۷ Intimin-Tir  ي بـاکتر 

 اسـکلت   يي چسبانده و موجب بازآرا    زبانيرا به سطح سلول م    
. )۱۸( گـردد  ي مينيمانند اکت هي ساختار پالي جهت تشک يسلول
ــا ــروتئIntimin و Tir نيبرابن ــا ني پ ــرا ييه ــه ب ــستند ک  ي ه

ــرهمبند ــرد يس ــوده و در وT3SS و عملک ــ لازم ب  رولانسي
EHEC۱۰ و۱۹(  هستندي ضرور(.  

، EHEC ير و تهاجم بـاکتر    يکه محل اتصال، تکث    نيل ا يبه دل 
ه ي عل ي مخاط يها يباد ي آنت ين القا يباشد بنابرا  يمخاط روده م  

 را مختـل    ي ورود باکتر  ی ن مرحله يتواند اول  يها م  نين پروتئ يا
  .)۲۰(کند 

 ي موضع يها يباد ي آنت دي تول ،ي مخاط ونيناسي مهم واکس  تيمز
ون يناسيواکس. شود ين م است که پاتوژن وارد بد     ييها در مکان 

 ـتوانـد    يم  کـه عوامـل     يهـا را در زمـان       پـاتوژن  ي سـاز  يخنث
. سـازد  يشـوند، فـراهم م ـ     يزا از راه مخاط وارد بدن م       يماريب

 ،ي سازلي استر ی  و پروسه  قي به تزر  زاي عدم ن  لين به دل  يهمچن



  EHEC ی نانوژل کيتوساني عليه باکتري  کانديد واکسن بر پايه
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 را  مـار ي واکـسن توسـط ب     رشيها را کـاهش داده و پـذ        متيق
 پـس از    ييهـا بـه تنهـا      اما از آنجا که واکسن    . دهد ي م شيافزا
 زي به تجـو ازيشوند، ن ي جذب نمي به مقدار کاف   ي مخاط زيتجو

 يگـاه هـا و    جـذب، ادجوانـت  يهـا   دهنده شيهمزمان با افزا  
ــدن د ــسوله ش ــدرا ر ذرات انکپ ــردن  .)۲۱( دارن ــسوله ک انکپ

 ـعنـوان     بـه  کـروذرات ي در نانو و م    يديپپت ي پل يها ژن يآنت  کي
 ـي ا شي جهت افزا  ياستراتژ  يا صـورت گـسترده     بـه  ،يـي زا يمن

توانـد   يها در ذرات م     ژن يبه دام انداختن آنت   . شود ي م يريگيپ
 ـپا  کـرده و   يري شـدن آن جلـوگ     هياز تجز   ژن را   ي آنت ـ يداري

 ک،يتي دنـدر  يهـا   ماکروفاژها و سـلول    به علاوه، . دهد شيافزا
 کرومتـر ي م۵/۴ نانومتر تـا  ۱۵۰ ني بيا اندازه ذرات  که يهنگام

 ي و عمـل آور   توزيها را فاگوس ـ   توانند آن  يدارند، به سهولت م   
 ـ. )۲۲( کنند  يتواننـد طـور    ي م ـ يا  ذره يهـا  ستمي ـسن  يهمچن

ا بتوانند   باشند، ت  ي اضاف يها  شوند که شامل ادجوانت    يمهندس
  .)۲۳(  کنندتي را تقوييزا يمنيا

 ـ بـر پا   ي هـا  ونيمطالعات نشان داده که فرمولاس ـ      ـه ب ي  مريوپلي
 ـ و ن  يي دارو ي ها ني جذب پروتئ  شي در افزا  توسانيک  ي القـا زي

 ـ عملکـرد موفق   ي مخاط ونيناسي ها پس از واکس    ي باد يآنت ت ي
 ـ ارزان، ز  مـر ي پل کيتوسـان يک.)۲۴و۲۵( داشته انـد     يزيآم  ستي

 ي ها هي و قابل اتصال به لا     کيولوژي ب هي تجز تي، با قابل  سازگار
. )۲۶(  اسـت يع ـي با منـشاء طب   ي سم ري غ مري پل کي و   يمخاط

 در انتقال  لي تسه ي برا توساني ک يا  ونانو ذره  کروي م يها ستميس
 ـهـا در حـال پ       ژن يها و آنت   نيها، پروتئ  ژن  باشـند  ي م ـ شرفتي

 يهــا انکنشيــ می لهيکــرو و نــانوذرات بــه وسـ ـ  ي م.)۲۷(
 ـ يالکتروستات  ـتوسـان و    ين ک ي آم ـ يهـا  ن گـروه  يک ب ک مـاده   ي

بـه  ) TPP( فـسفات  ي پل ـير تريست سازگار نظي ز يونيآن يپل
 TPPتوسان با ياتصال متقاطع ک. )۲۸(ه هستند ي قابل تهيسادگ

جـاد شـده    ي ژن از ذرات ا    يا آنت يش داروها يموجب کنترل رها  
  .)۲۹(گردد  يم

 ـي ا جـاد يبـه منظـور ا    ق حاضر   يدر تحق   ري از مـس  ي مخـاط  يمن
ن که ژن آن به صورت کلون شده يمينتين ايابتدا پروتئ يخوراک

 E.coli BL21(DE3) موجود بود در pET 32aد يدر پلاسم
ه و با ي تهTPP -توسانينانوژل ک. ديص گرديان و سپس تخل  يب

 بـار  يهـا  نـانوژل .  شـد يص شـده بارگـذار   ي تخل يها نيپروتئ
 ـ آزمايهـا  ن بـه مـوش    يمينتين ا ي شده با پروتئ   يگذار  يشگاهي

ن يم ـينتين ا ي پـروتئ  ها  از موش  يگري به گروه د   .خورانده شدند 
ها با   يباد ي آنت يابيارز. ق شد ي تزر ير جلد يخالص به روش ز   

 يمـن شـده، بـا بـاکتر      ي ا يهـا   و چالش موش   ELISAروش  
  . صورت گرفتO157:H7 ياکليشياشر

  
  يروش بررس

 ي، براي تجربی  مطالعهني در ا:يشگاهيوان آزمايمواد و ح     
ــب ــن نوترکيان پــروتئي ــان يب از مي و  E.coli BL21-DE3زب

 و آگار اسـتفاده     عي ما LB کشت   يها  طيجهت رشد آن، از مح    
 از  ني پـروتئ  ي مولکـول   وزن   و نـشانگر   ييايميمـواد ش ـ  . ديگرد

ــرکت ــا ش ــاز تهيه ــرک و فرمنت ــ م ــدهي ــتون اف.  ش ــينيس  يت
 ـ د  ی سهيکاژن و ي از شرکت ک   Ni-NTAيکروماتوگراف  از  زيالي

ادجوانت ناقص و کامل فروند  .ند شديداريخرگما يشرکت س
 هي علHRPمتصل به ه ي ثانويباد يآنت. د شهي تهي راز توياز انست 

 از  His-tag موشـي عليـه      يبـاد  يآنت و   ي موش G نيمنوگلوبيا
 يكيتوسـان بـا وزن مولكـول       . شـد  يداري خر Abcamشرکت  

فسفات  ي پل يم تر  سدي  و Sigma-Aldrichمتوسط از شركت    
 ـ ته Scharlauاز شركت     از  Balb/C نـر    يهـا  مـوش  .ه شـد  ي

هـا مطـابق بـا      آني و روش نگهـدار     شـدند  هي ته ي راز تويانست
  . سلامت انجام شدي مليتوي انستيراهنما

 ـ جدLBط کـشت  يتر مح ـ ي ل يلي م ۵۰به   : اينتيمين ان ژن يب د ي
بـه  ن يليس ـ يک آمپيوتي بيآنت تري ليليکروگرم در م ي م ۷۰ يحاو

ــدازه  ــان ــي ــبانه ســلوليک درصــد حجم ــشت ش ــا  از ک   يه
BL21-DE3ســازه ي حــاو pET32a-intimin ــ ح و در يتلق

.  انکوبه شد  ي در حالت به هم زن     گراد سانتي ی  درجه ۳۷ يدما
 ۶۰۰ط کـشت در طـول مـوج     ي مح يکه جذب نور   پس از آن  

 ـد، ب ي رس ـ ۷/۰نانومتر بـه      IPTGن بـا افـزودن     يم ـينتيان ژن ا  ي
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 ـرانوزيوگالاکتوپي ت β-D-۱ل  يزوپروپيا(   ييبـا غلظـت نهـا   ) دي
 ـي م۱   گــراد بـه مــدت  ي سـانت ی  درجــه۳۷ يمــولار در دمـا  يل
  . ساعت القا شد۵

ب، ين نوترکي استخراج پروتئي برا:بين نوترکياستخراج پروتئ
ط کـشت  يتر محيل يلي م۵۰ رسوب داده شده از    يها ابتدا سلول 

 مـولار،  يلي مB) NaH2PO4 ۱۰۰کننده زيتر بافر لي ليلي م۵با 
Tris-HCl۱۰ مولار،   يلي م Urea ۸ مخلوط شـده و از     )  مولار

ــدرت يکاســيق سونيــطر ــا ق ــالس درصــد۷۰ون ب    در۵/۰ و پ
 ـ ثان۲۰هر کـدام شـامل       (ي زمان ی  چرخه ۴   ون ويکاس ـيه سوني
ها بـا    سپس نمونه . شکسته شدند ) خيقه استراحت درون    ي دق ۵

 جهت ييول روفوژ شده و از محليقه سانتري در دق  ۱۴۰۰۰ دور
 يهـا  نمونـه .  استفاده شد  SDS-PAGE لهيان به وس  ي ب يبررس
ن يط دناتوره به همراه نشانگر وزن پـروتئ    ي، تحت شرا  ينيپروتئ

 ـ و شـدت جر درصد ۹د با غلظت   يل آم ي اکر ي ژل پل  يرو   اني
  . ساعت الکتروفورز شدند۲ آمپر به مدت يلي م۱۷
 يماتوگرافب با استفاده از ستون کروين نوترکيص پروتئيتخل
ــافر ي ني ابتــدا ســتون کرومــاتوگراف:کــلي نيليتمــا کــل بــا ب

B)PH=۸ (   بعـد از خـروج کامـل بـافر از          . شستشو داده شـد
 حاصل از مرحله قبل به ستون اضـافه         ينيستون، محلول پروتئ  

 ۵/۱ســپس .  شــديآور ک ظــرف جمــعيــ آن در يو خروجــ
 بـه سـتون اضـافه و        )C )۳/۶=PH يتر بـافر شستـشو    يل يليم

.  شديآور ک ظرف جداگانه جمعيز در ي آن ن  يل خروج محلو
 ـي م C  ،۵/۱ يپس از خروج کامل بـافر شستـشو        تـر بـافر    يل يل

 ي به ستون اضافه و محلـول خروج ـ      )D)۹/۵ =PH يشستشو
 يهـا  محلـول .  شـد  يگر جمـع آور   يوب د يکروتيک م يآن در   

ــ ــس از ت يخروج ــتون پ ــط   ي س ــافر توس ــمپل ب ــا س ــار ب   م
SDS-PAGEشدندي بررس .  

ک ي پس از تفک:ب با روش وسترن بلاتين نوترکي پروتئدييتا
 ـي پروتئيبانـدها   ـ، اSDS-PAGE بــاين ن بانــدها بـه کمــک  ي

ــال ) Biorad, USA(نــگ يستم وســترن بلاتيــس ــافر انتق   و ب
 ۲۰مولار و متـانول   يلي م۲۰س  يمولار، تر  يلي م ۱۵۰ن  يسيگلا(

تروسلولز بـا   يکاغذ ن . تروسلولز منتقل شد  ي کاغذ ن  يرو) درصد
) ۲۰-ني درصد توئ  ۰۵/۰ با   PBSبافر   (PBSTستفاده از بافر    ا

 به  گراد ی سانتي   درجه ۴ ير خشک در دما   ي درصد ش  ۵ يحاو
ن هر مرحله، سه بـار بـا      يغشا در ب  .  شب پوشانده شد   ۱مدت  
 ـ . شستشو داده شد   PBSTبافر   ، کونژوگـه بـا     His-Tag يآنت

HRP    در داخل بافر     ۱:۱۰۰۰۰، با رقت PBST  و دي تهيه گرد  
 سـاعت در  ۱روي كاغذ نيتروسلولز ريختـه شـد و بـه مـدت       

سـپس شستـشو انجـام        اتاق روي شيكر قرار گرفـت و       يدما
 يمـولار حـاو    يلي م ۵۰س  يتر( بافر ظهور    تريل يليم ۱۵ .گرفت

) ژنهيتـر آب اکـس  يکرولي م۱۰ن و   يدينوبنزي آم يگرم د  يلي م ۱۰
  شد و پس از ظهـور بانـد مـورد      ختهي ر تروسلولزي کاغذ ن  يرو

  .دينظر، واکنش توسط آب مقطر متوقف گرد
 ـبـه منظـور ته   :TPP-توسـان ي نـانوژل ک   ی هيته  نـانوذرات ه ي
ــسفريک ــان فـ ــرم از ک PCS( ،۰۵/۰( لهيتوسـ ــانيگـ    درتوسـ

 اتـاق بـا هـم زدن        يدرصد در دما   ۱ک  ياستدي اس تريل يلي م ۲۰
 بـا   توساني از ک  ي و همگن  کنواختي محلول   کي تا   ديحل گرد 
 با TPP محلول . آمددسته تربيل يليدر مگرم   يلي م ۵/۲غلظت  
 ـ تهزي در آب مقطر ن تريل يليگرم در م   يلي م ۱۰غلظت    شـد و  هي

PHـد کلرياس  آن با   ـ گردمي تنظ ـ۴ ي نرمـال رو ۴ک يدري . دي
بصورت قطره قطـره بـه محلـول         به دست آمده     TPPمحلول  

ــوق در حــتوســانيک ــانسونيکاســي سونني ف ــا فرک ــداوم ب    م
 بي ـن ترتي و بدديهم زدن اضافه گرد  ني و در ح   لوهرتزي ک ۷۰

  TPP : CS از۴:۱ با نـسبت  لهي فسفرتوسانيمحلول نانوذره ک
 ۲مـدت   بـه حاصـل  محلـول  . دست آمـد  ه بقهي دق۷۵در مدت   
 قـه ي دور در دق  ۴۰۰۰  هم زده شـد و بـا سـرعت         گريساعت د 

 ـ گرد وژيفي سانتر طي مح ي در دما  قهي دق ۱۵مدت   به رسـوب  . دي
 ۲۰ آن در ازقطر شستشو داده و پس      حاصله دو مرتبه با آب م     

 PCS  ودي معلق گردونيکاسي آب مقطر به کمک سون   تريل يليم
خچـال  ي و درون گـراد   سـانتي  درجه ۴ يبه دست آمده در دما    

  . شدينگهدار
کروسکوپ ين اندازه نانوذرات با ميي و تعي شکل ظاهريبررس
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ــ ــاده ســاز جهــت:يالکترون ــراي آم ــه ب ــا ي نمون  مــشاهده ب
ــکروســکوپيم ــشي الکترون ــاژ SEM) (KYKY(ي روب  مونت

 ـفو ي شده، رو  هيچند قطره از نانوژل ته     )نيچ  ـني آلوم لي  يومي
هـا    نمونه  سپس .ديخشک گرد م  ين ملا حرارت داد پخش و با    

 نگهدارنده قرار داده شدند و تحت خـلاء در آون        کيبر روي   
.  باشـد يکي الکتري شدند تا سطح هاددهيخشک و با طلا پوش  

 ـ ولت و با لوي ک۱۰اب ولتاژ  شتکي در  ذرات  يي بزرگنمـا کي
kx۱۰) ۱۰مشاهده شدند)  هزار برابر.  

 تريل يلي م۵/۰ :ي بارگذارتي ظرفنيي نانوذرات و تعيبارگذار
) ليتـر  گـرم بـر ميلـي     ميلـي ۵/۲توسـان  يبا غلظـت ک   (PCSاز  

ن يگرم از پـروتئ  يلي م۲۵/۱ شد و رسوب حاصل با  وژيفيسانتر
 بـا قـدرت   ونيکاس ـيبه کمک سون ) PBSمحلول در    (نيمينتيا

 ـمخلوط حاصل پس از     . دندي مخلوط گرد  ۴۰  روز کـه در  کي
 ۴۰۰۰ در حال هم خوردن قرار گرفت، با سرعت       طي مح يدما

 ـ گردوژيفي سـانتر  قـه ي دق ۱۵ به مـدت     قهيدور در دق   مقـدار  . دي
 موجود در محلول برداشـته شـده بـا روش برادفـورد             نيپروتئ
 .  شديريگ اندازه

دارو بر طبق   ) LC (ي بارگذار تيو ظرف ) LE(مؤثر   يبارگذار
  :دي محاسبه گردريمعادلات ز
 LE)=ن کلي مقدار پروتئ-ن آزاديپروتئ/(ن کليمقدار پروتئ

ــدار ک ــسفريمق ــان ف ــروتئ/(لهيتوس ــروتئ-ن آزاديپ ــدار پ ن ي مق
 LC)=کل

ق پـراکنش   ي از طر  PCSن اندازه بار و قطر نانو ذرات        ييتع
   قطر نانوذرات ابتـدا    يريگ  اندازه يبرا): DLS( نور   يکيناميد
 شد تا بـه غلظـت   قي رق PBS نانوژل در    ی  از نمونه  يس ي س ۱

. دي درصــد وزن خــشک نــانوژل در مخلــوط رســ۱/۰ يينهــا
 ـبا افـزودن    (ي آب توريکيمخلوط حاصل در حمام آب سون      ) خي

 ی سـپس نمونـه   .  پراکنده شوند  شد تا نانوذرات کاملا   که  يسون
 نيم ـينتين اي شده با پروتئيبارگذارل ژ و نانوS1حاصل به نام   

، در کوت مخصوص دستگاه قـرار گرفتـه و قطـر و        S2 نامبه  
ــدگ ــانوذراتيپراکن ــدازه ن ــگ  ان ــ.  شــديري  حرکــت نيهمچن

 Zeta sizer  ذرات نانوژل با استفاده از دسـتگاه کيالکتروفورت
)MALVERNدر فــاز) انگلــستان PALSــ محاســبه گرد . دي
 شاخص مرتبه تکرار به همراه ۳۰قل  قطر ذرات با حدانيانگيم

  . توسط دستگاه محاسبه شد(pdI) يپراکندگ
 سـر   ۲۰ن مطالعه   يدر ا  :يشگاهي آزما يها  موش يمن ساز يا

 ـمحـدوده   بـا  Balb/C نژاد  نرموش   از  گـرم  ۲۲ تـا  ۲۰ يوزن
 ـا -کـرج  (ي راز ي سرم و واکـسن سـاز      ی موسسه  ـته) راني ه ي

 آزادانه بـه    ي دسترس و با ط استاندارد   يوانات در شرا  يح. ديگرد
و در دو قفـس مجـزا        مي تقـس  يي تا ۱۰به دو گروه    آب و غذا    

 نانوذرات ييزا يمنياش ي جهت آزما گروه کي. شدند ينگهدار
از  يـي زا يمنياش ين آزماعنوا  بهگري و گروه د ي خوراک رياز مس 

 در مورد کار   ياصول اخلاق  . در نظر گرفته شدند    يقي تزر ريمس
  نـانو موش ۵در گروه اول به معده   . ديت گرد يوانات رعا يبا ح 

و ن گـاواژ شـد   يم ـينتين اي شده با پروتئي بارگذارPCSذرات  
ن يبدون پـروتئ PCS ،  موش به عنوان شاهديي تا۵ گروه کي
 دوم  يي تا ۱۰ در گروه    .افت کردند يق گاواژ در  ين از طر  يمينتيا

 ير جلـد ي ـن به صـورت ز  يمينتين ا يپروتئ ها از موش  سر   ۵به  
 به همراه PBS تنها ،عنوان شاهد  بهگري سر د۵ به وق شد يتزر

  . شدقيتزر ادجوانت
بـا  ن يم ـينتي ا ژني آنت ـکروگرمي م۳۷۵ ي حاوPCSذرات  نانو  

 رسـوب داده  قهي دق۱۰مدت    به قهي دور در دق   ۴۰۰۰ وژيفيسانتر
 ـ تازه مخلوط گرد   PBS بافر   تريل يلي م ۵/۱شد و رسوب با      . دي

 انجـام  ۵/۰ کليد و س ـ  درص ۴۰ در قدرت    ونيکاسيسپس سون 
 بـه صـورت همـوژن       و پراکنده شـده     PBSشد تا رسوب در     

 يحـاو  (يتـر يکرولي م ۳۰۰ حجم   ۵مخلوط هموژن به    . درآمد
   جهت خورانـدن بـه     ،)نيکروگرم پروتئ ي م ۷۵ ينانوذرات دارا 

  . شدي بندمي سر موش تقس۵
  ، بـه هـر مـوش      يق ـي گـروه تزر   يها  موش يمن ساز يجهت ا 

ن بـه همـراه ادجوانـت فرونـد،         يمينتين ا يکروگرم پروتئ ي م ۲۰
 ـ کمر تزری هي در ناح ير جلد يصورت ز  به در هـر دو  . ق شـد ي

   بـه صـورت    يمن سـاز  ي ا يها ، دوره يقي و تزر  يگروه خوراک 
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 ـتهمنظـور   بـه .  روزه بـود ۱۵ مرحله بـا فواصـل     ۴  از ه سـرم، ي
 يهـا  نمونـه .  به عمل آمـد يري تست و کنترل خونگ  يها  موش

 قـه ي دق ۲۰ و بـه مـدت       قـه ير دق  دور د  ۳۰۰۰خون با چرخش    
 ـ) سـرم ( شـفاف زرد رنـگ       يي شدند و مايع رو    وژيفيسانتر ه ب

 ي باد ي آنت نييدست آمده جهت استفاده در مراحل بعدي و تع        
  . شدي نگهدارگراد ی سانتي  درجه-۲۰ يدما جدا گرديد و در

در اين  :مي مستقري غيزاي به روش الا ي باد ي آنت دي تول نييتع
 براي انجـام    IgGآنتي بادي   تر  ي ت يررس سرم جهت ب    از روش،

 تخليص شده  ني از پروتئ  کروگرمي م ۵  مقدار .شدالايزا استفاده   
 يها  بافر تثبيت كننده در داخل چاهکتريکرولي م ۱۰۰همراه با   

بـه منظـور كنتـرل      .  شـد  ختـه ي ر )نيشرکت کاسپ (زا  ي الا تيپل
 واكنش الايزا، در ستون مورد نظـر دو چاهـك جهـت              یاجزا

ها آنتـي ژن   ر نظر گرفته شد که به يكي از اين چاهک         كنترل د 
سـپس  .  خالي مانـد   ياضافه شد و ديگري به عنوان کنترل منف       
 گـراد  ي سانتی  درجه۴ميكروپليت به مدت يك شب در دماي        

ها    اول، چاهک  ی  مواد مرحله  ی پس از تخليه   .نگهداري گرديد 
ين تـوئ  + PBSبـافر  (PBST كروليتر بـافر  ي م۲۰۰ مرتبه با ۴

 مرتبه درون چاهك ۵شستشو داده شد و هر بار     )  درصد ۰۵/۰
ســپس بـا ضـربه زدن بـر روي تنظيــف    . پـر و خـالي گـشت   

 نـا   يهـا   جهت جلوگيري از واکـنش     .دياي، خشك گرد   پارچه
ها به  داخل تمام چاهک، خواسته سرم و كانژوگه با ميكروپليت

 پـودر درصد   PBST + ۵ ( ميكروليتر بافر بلاكينگ   ۱۰۰ زانيم
 ی  درجـه  ۳۷ سـاعت در     ۱ شد و به مدت      ختهي ر )ر خشک يش

هــا،   چاهـک يپـس از شستــشو . ديــ انکوبـه گرد گــراد يسـانت 
ه شد و از هـر  ي از نمونه سرم ته   ۳۲۰۰۰/۱ تا   ۲۵۰/۱ يها رقت
پليت  . مورد نظر اضافه شد    يها   در چاهک  تريکرولي م ۱۰۰کدام
 قـرار  گـراد  ي سـانت ی  درجه۳۷ ساعت در انکوباتور   ۲ تبه مد 

  کانژوگه ضد يباد يتر آنتيکرولي م۱۰۰ پس از شستشو،.گرفت

IgG مربوطه اضـافه و     يها  به چاهک  ۱۰۰۰/۱ با رقت    ي موش 
 به مـدت  گراد ي سانتی  درجه۳۷ در انکوباتور زايسپس پليت ال 

 ۱۰۰بـه هـر چاهـک     پس از شستشو، . ساعت قرار داده شد ۱

 ـ تترا مت مادهتريکروليم  )Banglor Genai India( نيدي ـل بنزي
 در انکوبـاتور  قهي دق۱۵ تا۱۰ به مدت تياضافه شد و سپس پل 

 ۱۰۰واكـنش بـا افـزودن        . قرار گرفت  گراد ی سانتي   درجه ۳۷
 مولار به هر چاهـک متوقـف و         ۳ اسيد سولفوريك    تريکروليم

ــور ــده الا   چاهــکيجــذب ن ــا توســط دســتگاه خوانن ــه زا ي
)TECAN( نانومتر خوانده شد۴۵۰ در طول موج .  

 :E.coli O157:H7ي تست و کنترل با باکتريها موشچالش 
ها  موشی    به همه  منظور کاهش فلور نرمال دستگاه گوارش،      به

ــدت  ــه م ــب ــه جــا ي ــب ب ــاوي آب معمــوليک ش  ي، آب ح
گـرم در    يلي م ۵ن سولفات با غلظت     يسي استرپتوما کيوتيب يآنت
ها بـه    موش  سولفات، نيسياسترپتوما بعد از . تر داده شد  يل يليم

 يبعد از ط ـ.  شدنديساعت بدون غذا نگهدار   ۱۸ تا   ۱۵مدت  
 E.coliي بـاکتر  ۱۰۱۰هـر مـوش تعـداد    معده  به ن مراحليا

O157:H7   بافر  تريکرولي م ۱۰۰ در PBSشـد ل گـاواژ  ي استر .
 ۱۴مـدت    تست و کنترل هر روز و بـه يها  مدفوع موش نمونه

 ـ ر يري ـگ  جهـت انـدازه    .دي گرد يآور روز جمع   يزش بـاکتر  ي
E.coli O157:H7  گرم مدفوع از هر دو گروه تست ۱/۰ابتدا 

 همراه  ع،ي ما LB کشت   طي مح تريل يلي م ۱.  شد نيو کنترل توز  
 کشت بـه  طيمدفوع وزن شده به هر اپندورف اضافه شد و مح 

 قـرار   گـراد  ی سـانتي    درجـه  ۳۷ ساعت در انکوبـاتور      ۲مدت  
سـپس  . هـا رشـد کننـد    يگرفت تا مدفوع نـرم شـده و بـاکتر      

 شـدن   نيپس از تـه نـش      .ا به شدت ورتکس شدند    ه اپندورف
 يـي  رو عي از مـا   ي متوال يمواد نامحلول نمونه مدفوع، رقت ها     

 . آگار کـشت داده شـد      ي مک کانک  تولي سورب طي و در مح   هيته
ی   درجـه ۳۷ سـاعت در انکوبـاتور      ۱۸ تا ۱۵ها به مدت     تيپل

 کـه   O157:H7 يها ي شدند و سپس کلن    ي نگهدار گراد سانتي
 ـ آگار، بـه دل    ي مک کانک  توليرب سو طيدر مح   ـ عـدم تخم   لي  ري
  . رنگ هستند، مورد شمارش قرار گرفتنددي سفتوليسورب

  
  افته هاي

بـا    ژن کلـون شـده  يپس از القـا : نيمينتين ا يان پروتئ يب     
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IPTG ها به روش دنـاتوره انجـام شـد و     ني پروتئ ي، جداساز
 قـرار  يمـورد بررس ـ  درصـد  SDS- PAGE۹  ي بر روجهينت

 اسـت و    لودالتوني ک ۵۵ وژن،ي بدون ف  نيمينتين ا يپروتئ .گرفت
شود که   ي دالتون م  لوي ک ۷۵ مجموعا   pET32aوژن وکتور   يبا ف 
  .نشان داده شده است ۱شکل در 
 :کلي نيلي تماي کروماتوگراف با ستوننيمينتين اي پروتئصيتخل

 ی  از بافرهاي شستشو دهنـده     نيمينتين ا ي پروتئ صيجهت تخل 
C و D    با   بي مولار به ترت   ۸ حاوي اوره PH  ۹/۵  و ۳/۶ ي هـا 

ــتفاده شــد ــذار .اس ــس از بارگ ــر رويپ ــه ب  ســتون و ي نمون
 شستشو داده شد و  Dستون با بافر، C ستون با بافر يشستشو
ــا بــافر يخروجــ ــاي جمــع آورD حاصــل از شستــشو ب    و ب

SDS-PAGEنشان داده شده است۱شکل ز شد که در ي آنال .  
 يبـرا  :Western blot روش بـا  شـده،  اني بني پروتئدييتا

 ـنوترکيـب تول  ن  ي از صـحت پـروتئ     نانياطم  شـده، از روش    دي
خالص شـده، الکتروفـورز     ن  يپروتئ .وسترن بلات استفاده شد   

با انجام وسترن  .  منتقل شد  تروسلولزي و سپس به کاغذ ن     ديگرد
طـور اختـصاصي بـا        بـه  HisTagبلات مشخص شد که آنتي      

HisTag دهـد  ي واكنش م ـبي نوترک يها نيپروتئوز شده به    يف 
  . آمده است۱شکل  آن در ی جهيکه نت

با  در مشاهده: SEM  باPCSبرآورد اندازه و شکل نانوذرات 
 ـ کروسکوپيم  ذرات از ی انـدازه   محـدوده ،ي روبـش ي الکترون
ــا ۵/۱۷۷ ــانومتر ۵/۴۴۴ ت ــدازه ذرات،  ( ن ــط ان  ۸۵/۳۰۶متوس

  . نشان داده شده است۲شکل  که در بود) نانومتر
 Zeta و DLSله ي به وس زتالي پتانسوبرآورد اندازه ذرات 

sizer: دو هـر    ي زتـا حاصـل، بـرا      ليپتانـس  ذرات و    ی  اندازه 
 شـده بـا   ين و بارگـذار يبـدون پـروتئ  PCS نمونه نـانوذرات  

گـراد   ي سـانت ی  درجـه  ۲۵ يدر آب مقطـر و در دمـا       ن،  يپروتئ
ن  پتانسيل زتـاي نمونـه پـس از بارگـذاري پـروتئي            .ن شد ييتع

. ديرســ -۳۶/۶بــه دچــار تغييــر شــده و  -۴۸/۵از نوتركيــب 
افـزايش   ۲۱۸ بـه    ۲/۱۵۲از   نـانوذرات نيـز      ی همچنين انـدازه  

 . بود۰۸۲/۰ه شده ي نانوذرات تهيشاخص پراکندگ. يافت

 :PCSت  در نـانوذرا نيم ـينتين اي پـروتئ يبارگـذار ت  يظرف
 ۵۲ سـاعت نخـست،      ۲۴در   ي مـوثر و بارگـذار     يهـا  تيظرف

  .دي درصد رس۱۰۰ ساعت به ۴۸که پس از گذشت درصد بود 
 دي تولدييابه منظور ت :ELISA به کمک روش ،يمني ايابيارز
 بعد از تزريق سوم و همچنـين       ،يمني پاسخ ا  جادي و ا  يباد  يآنت
 تـست و کنتـرل،   يهـا   روز پس از چهارمين تزريق از موش     ۷

سـرم هـاي جـدا شـده بـه صـورت       .  به عمل آمد  يريخون گ 
 ـنوترک ن  ي پروتئ به و اتصال    يي شناسا تي قابل يجداگانه برا  ب ي

 يبـرا . نـد  مورد بررسي قـرار گرفت     زايتوسط روش الا  ن  يمينتيا
 يها   رقت  ، در سرم  IgGيباد  ي حضور آنت  زانيمشخص شدن م  

ج ينتـا .  قـرار گرفـت   ي شده و مورد بررس ـ    هي از آن ته   يمتعدد
افـزايش   ن شـکل يا در .نشان داده شده است ۳ شکل در  زايالا

ژن را به صورت تزريقي       بادي در گروه تست كه آنتي       تيتر آنتي 
تـر  يج به دست آمده از ت     ينتا. شود يده م يدريافت كرده بودند د   

 ـيمن شده ت  ي ا يها دهد که در موش    ي نشان م  ي باد يآنت  يتر آنت
 )>۰۱/۰P( بالاتر از گروه کنتـرل       ي به صورت بارز   IgG يباد
بادي بوديم  هد افزايش تيتر آنتيدر هر مرحله از تزريق شا   . بود

 در ۲۵۰/۱ مربـوط بـه رقـت    ODبه نحوي كه بيشترين ميزان     
  . بود۲/۲تزريق چهارم و به ميزان 

ن است که تجويز خوراكي نانوذرات حـاوي        يانگر ا ي ب ۴شکل  
ژن نيز همانند گروهي كه به صورت تزريقي، تجويز شده            آنتي

 در هر مرحله شده     IgGبادي    بودند، منجر به افزايش تيتر آنتي     
دهد کـه در   ي نشان مي باد يتر آنت يج به دست آمده ت    ينتا. است
 يباد يتر آنت يژن ت   من شده با نانوذرات حاوي آنتي     ي ا يها موش
IgG۰۱/۰(  بالاتر از گروه کنترلي به صورت بارز(P<بود .  

 ي در برابـر دوز خـوراک  مني اري و غمني ايها چالش موش 
ها   از مدفوع موشيزش باکترير :E.coli O157:H7يباکتر

 يري ـگ  انـدازه ي و با شمارش کلني روزه متوال۱۴ک دوره   يدر  
 از  يزش بـاکتر  يکاهش ر . آمده است  ۵شکل  ج در   يشد که نتا  

 نـسبت بـه     يق خـوراک  ي ـمـن شـده از طر     ي ا يها مدفوع موش 
هاي غير ايمـن      و موش  يقيق تزر يمن شده از طر   ي ا يها موش
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ها تا روز  ي نشده، تعداد باکترمني ا يها  در موش  .مشهود است 
 تا روز هـشتم     يک کاهش نسب  يابد و پس از     ي يش م ياول افزا 

 را از ي از بـاکتر يده و همـواره تعـداد مشخـص   يبه تعادل رس ـ  

من شده پـس    ي ا يها اما در موش  . دنينما يق مدفوع دفع م   يطر
  .ابدي به مقدار زيادي كاهش مين تعداد ياز روز ششم، ا

  

  
  کلون القا شده: ۳ يفکلون القا نشده، رد: ۲ يف ردين،نشانگر وزن پروتئ: ۱ يفرد). a( ين اينتيمينروتئ پيانب: ۱شکل 

  Dخروجي حاصل از شستشوي ستون با بافر : ۲نشانگر وزن مولکولي پروتئين، رديف : ۱رديف). b( تخليص پروتئين اينتيمين
  واکنش پروتئين اينتيمين با آنتي بادي ضد هيستيدين: ۲ رديف نشانگر وزن مولکولي پروتئين،: ۱رديف ). c( وسترن بلاتينگ

 

 
  PCSاز نانوذرات ) SEM(تصوير ميکروسکوپ الکتروني روبشي : ۲شکل 
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هاي توليد شده بر عليه  توان گفت که مقدار آنتي بادي مي. اينتيمين پس از تزريق توليد شده در موش IgG تيتر آنتي بادي: ۳شکل 

  . سوم بوده استيق از تزريشتربن در سرم موش در تزريق چهارم همواره پروتئين اينتيمي
 

  
هاي تهيه شده از سرم  رقت: محور افقي. ژن اينتيمين  پس از تجويز خوراکي نانوذرات حاوي آنتيIgGبادي  تيتر آنتي: ۴شکل 

  . استهاي مختلف سرم به دست آمده  كه از رقت ODميزان: هاي مورد مطالعه، محور عمودي موش
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هاي   موش ويقي به صورت تزرين اينتيمين شده با پروتئيمن ايها  در مدفوع موشE.coli O157:H7 ي باکتريزشنمودار ر: ۵ شکل
هاي ايمن شده از طريق  کاهش ريزش باکتري از مدفوع موش.يصورت خوراک  بهين اينتيمين شده با پروتئي بارگذارPCSايمن شده با 

  .اي ايمن شده از طريق تزريقي مشهود استه خوراکي نسبت به موش
  

  بحث
هــاي   از جملـه زيـر گـروه   اشريـشياكلي انتروهموراژيـك       

باشند كه باعـث      شيگا توكسين مي   ی  توليد كننده  اشريشيا كلي 
ايجاد كوليـت هموراژيـك و سـندرم هموليتيـك اورميـك در             

باشد   ميO157:H7ترين سروتايپ شايع،   مهم.شوند انسان مي
كنون باعث اپيدمي و مرگ و مير دركشورهاي آمريكـاي          اكه ت 

ترين منابع عامل  ها از مهم دام. اروپا و كانادا شده است    شمالي،
ترين  و آب و مواد غذايي و سبزيجات از مهم  باشند مي بيماري

 يهــا ســويه. رونــد يبــه شــمار مــهــاي انتقــال بيمــاري  راه

O157:H7     ي را ايجـاد   تواند بيمـار   با دوز عفوني بسيار كم مي
 ارگانيسم معمولا   اينهاي ايجاد شده توسط      همه گيري . نمايند

غذاي آلوده با مدفوع گاو و همچنين شير غير  با مصرف آب و 
 ـا .پاستوريزه و آبميوه و سبزيجات تازه همراه بـوده اسـت            ني

 يمـار ي بجـاد ي و اعاتي ضـا جـاد ي در دو مرحلـه بـه ا  يبـاکتر 
 ـ نظ ي سـلول  یتفاده از اجزا   اول با اس   ی در مرحله . پردازد يم  ري

 کرده و به آن کي نزدزباني ميها  خود را به سطح سلولايمبريف
ن يق پـروتئ ياز طر E.coli O157:H7 يباکتر. گردد يمتصل م

 ـمطالعات ب . ابدي روده اتصال    ی وارهيتواند به د  ين م يمينتيا  شتري
 کـه   داده اسـت   نـشان    نيمينتيا يي داخل غشا  ني پروتئ يبر رو 
توانـد در اتـصال و    ي جزء مني اهي بر عل يمني ا تمسي س کيتحر

 ـ نما ي اخـتلال جـد    جـاد ي ا ي باکتر ييزا يماريمتعاقب آن ب   د ي
 نقش کهنشان داد   کاروالهو   انجام شده توسط     شاتيآزما. )۳۰(

 استن يمينتيل اي کربوکسي مربوط به انتهاييزا يمني در ا ياصل
 ي مــستقر در انتهــايهــا  تــوپي اپــگــريبــه عبــارت د. )۳۱(

بـا  . به عهـده دارنـد    را   يمني ا جادي در ا  ي نقش اصل  ليکربوکس
 ي کـه روده م ـ    يماري و منشا شروع ب    يتوجه به عملکرد باکتر   

 يق استفاده از نانوذرات به عنوان حامل برا       ين تحق يدر ا ،  باشد
  .ب به روده مد نظر قرار گرفتين نوترکي پروتئيانتقال خوراک

امـل انتقـال دارو بـه دو        عنوان ح   استفاده از نانوذرات به    تيمز
 نانوذرات به   نکهياول ا . گردد ي مواد برم  ني ا ي اختصاص يژگيو
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 ـتواننـد از طر    ي کوچکـشان م ـ   ی  اندازه ليدل  يهـا  رگي مـو  قي
 باعـث   جـه ي مورد نظر نفوذ کرده و در نت       يها کوچک به سلول  

دوم . شـوند  هدف در بـدن      يها گاهيتجمع کارآمد دارو در جا    
 ـ در تهري پذبي تخرستي استفاده از مواد ز  نکهيا ذره   نـانو ی هي

 ي هـدف بـرا    گاهي دارو در جا   کنواختي و   داريباعث انتشار پا  
 ـ دوره چنـد روزه      کي . )۳۲ و۳۳( شـود  ي م ـ يا  چنـد هفتـه    اي
 ـ زيري پـذ هي با تجزيرسمي غيمري به عنوان پل   توسانيک  ،يستي

 ي مناسباري بسذره کم، نانواري بس ييزا يمني و ا  يستي ز يسازگار
 يتـر   با اتصال دهنده متقاطع    توسانيک.  است يرسان دارو   يبرا
 مناسـب و    يهـا   از روش  يک ـي.  شد هيته) TPP( فسفات   يپل
 و جــادي اتوســان،ي کدروژليــ اصــلاح خــواص هيثر بــراومــ

 ني آم ـيها گروه. آن است  دري اتصالات عرض  جادي ا يچگونگ
 توسـان ي ک ني گلـوکز آم ـ   ي موجود در واحـدها    ليدروکسيو ه 

 ي اتـصالات عرض ـ   جادي ا ي برا ي مناسب ی مناطق واکنش دهنده  
 ـ ته ي بـرا  قي تحق ني ارائه شده در ا    ديروش جد . باشند يم  ی هي

 ـ ته يا  مرحلـه  کي روش ساده    توسان،ي ک هينانوذرات بر پا    ی هي
 رييبا تغ.  بودTPP: توساني کي برا۴ : ۱ با نسبت    PCSنانوژل  

 امکان عملکرد نانوذرات حاصـل      TPP ،توساني ک ينسبت مول 
 ، حاصـل  PCSنانوژل  ضمنا  . ديرد گ اي مه کيولوژيزي ف pHدر  

 و کـاربرد    دي گرد ي بارگذار ني با پروتئ  وني با انکوباس  يسادگ هب
 ـولوژيزي فpH کنترل شده در   ي رسان نيآن در پروتئ    ـ بکي  شتري

 هي در ته  TPP گزارش دادند که غلظت       ايبزيم وترانه جو   . شد
PCS ته  داش ـياتي ـحتواند در تجمع و انـدازه ذرات نقـش      ي م
 ن،ي محققري انجام شده توسط ساقاتيدر تحق. )۲۸ و۳۳( باشد

 مثبـت موجـود در     يهـا   بـار  توسـان، ي بـر ک   TPPمتعاقب اثـر    
 حاصـل  بي در ترکجهينت در  وافتهي ريي تغ ي به بار منف   توسانيک
 با سطح موکوس بالاتر رفته و کي اتصال الکترواستاتجادي ا ليم

 هدفمنـد  يرسـان  دارو يا نانوژل مناسـب بـر    کيب  ي ترت نيبد
 ـ گرد جـاد ي ا رفعـال يخصوصا به روش غ     کـه در    يدر حـال  . دي

 ـ، تهPLGA ماننـد    يگـر ي د يهـا  ژل  نـانو  ی هيته  نـانوژل و  هي
 نانوژل صورت هي تهني مراحل متعدد و در حي آن ط  يبارگذار

 ـولوژيزي ف pH در   توساني ک مريپل. )۳۳(رد  يگ يم  نـامحلول   کي
 باعـث   يلات عرض ـ  اتـصا  جادي ا ي برا TPPبوده و استفاده از     

 ـولوژيزي فpH  حاصـل در PCS نـانوژل    تي ـ حلال شيافزا  کي
 ـ بيها استفاده از غلظت  . شد) ۴/۷(  باعـث پـل زدن   TPPشتري

TPPذرات، شــدن بــزرگ جــهي و در نتتوســاني ذرات کني بــ 
طبق .  محلول ساختري را غمريها شد و پل   تجمع و رسوب آن   

 نتوسـا ي غلظـت ک   شي و همکـارانش، افـزا     سـای  تيقات  يتحق
 ـبـر ا  .  متوسط قطر نـانوذرات شـود      شيتواند باعث افزا   يم ن ي

استفاده  توسان مورديز حداکثر غلظت کيق نين تحقياساس در ا
  .)۳۴(گرم در نظر گرفته شد  يلي م۵/۱

 PCS نـانوژل  ي ذرات بـرا ی  انـدازه نيانگي حاضر م  قي تحق در
 -۴۸/۵ ي زتا لي و پتانس  ۴/۰ حدود   PdI نانومتر با    ۱۵۲حدود  

ن ي پـروتئ  يبراه   کپسوله شد  طيدر شرا . دست آمد  هلت ب  و يليم
 ليانـس  و پتPdI ۰۸/۰ نـانومتر بـا   ۲۱۸ اندازه  نيانگي م نيمينتيا

ر يياستفاده از روش تغ. دست آمد ه ولت ب يلي م -۶ حدود   يزتا
ه شـده   ي ـق سـبب کـاهش انـدازه نـانوذرات ته         ين تحق يافته ا ي

 ز نــانوذرات ي و همکــاران ســا دواويق يـ ـدر تحق. ديــگرد
 ـ  ي ته يتوسانيکا  نـانومتر بـوده کـه در        ۴۰۰ تـا    ۳۰۰ن  يه شده ب

  .)۳۵(باشند  يق حاضر بزرگتر ميج تحقيسه با نتايمقا
 ـ جي که در نتـا    گونه همان  ي بارگـذار  زاني ـدسـت آمـده از م      ه ب

 ـ، مـشاهده گرد   PCSنانوژل    ـ ظرف دي بـا  ) LC (ي بارگـذار  تي
 شي و افـزا ۱ : ۱ بـه نـسبت    دني و رس  ني غلظت پروتئ  شيافزا
ــ ــزم ــزاونيان انکوباس ــتيش ي اف ــاتيدر تحق. اف ــابي ق  و ات

 ي بـا دارو   PCS نـانوژل    وني ساعت انکوباس  ۲۴همکارانش با   
 ـ  ۹۷ (LC) ثرو م ـي مقـدار بارگـذار  ن،يسيدکسوروب ه درصـد ب

 را تنهـا    وني زمـان انکوباس ـ   شي افـزا  نيها همچن  آن. دست آمد 
اين گونـه گـزارش    کردند و يي، شناساLE گذار بر ريثاعامل ت 

 ـPCS: DOX از ۱:۱ نسبت تي که با رعادندنمو تـوان از   ي م
 کـه   يدر صورت . )۳۶(  نانوژل بهره برد   ي کامل بارگذار  تيظرف

 مثـل   يگـر يطبق گزارشات ترانه جو و همکارانش، عوامـل د        
 و  مـر ي بـه پل   ني، نـسبت پـروتئ    TPP و مقدار    توسانيغلظت ک 
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 ـدارو  ) LE(ثر  و م ـ يسرعت بهم زدن، ممکن است بارگذار       اي
ــوژي بعوامــل . )۲۸(  قــرار دهــدريثا را تحــت تــگــري ديکيول
 که کـاهش غلظـت      مودندگزارش ن ز  ي و همکاران ن   يشهسوار

 اثـر داشـته     LE يتواند بـر رو    ي م TPP به   توسانيدر نسبت ک  
   .)۳۷( باشد
 ني با پروتئ  توساني ک يها نانوژل) LC (ي بارگذار ي بالا تيظرف

عنـوان   ا را بـه   ه ـ تواند آن  ي م شگاه،يدر خارج از بدن و در آزما      
 مطـرح  ي و واکـسن رسـان     ني انتقال پروتئ  ي برا ي مناسب ديکاند
 پس از توساني نانوژل کي بارگذارتي ظرفقي تحقنيدر ا. دينما
 درصد و پـس از      ۵۲ ود حد ني با پروتئ  وني ساعت انکوباس  ۲۴
سه بـا  ي ـد که در مقاي درصد رس ۱۰۰ به   وني ساعت انکوباس  ۴۸
 ـ ب )۲۸ و۳۷(ره شـد     کـه در بـالا اشـا       ييها ر پژوهش يسا شتر ي
 يهـا   و توسـعه واکـسن  ي راستا، نـانوتکنولوژ ني ا در. باشد يم

 ـي اجـاد ي ا ليها به دل    بر نانو حامل   يمبتن  ـ مـوثرتر از طر يمن  قي
 ـ ژن و ن   ي آنت ـ ی  عرضـه کننـده    يها  بهتر سلول  يريهدف گ   زي

 ـ توجه ز  ي در سطح سلول   يمني ا يها  پاسخ کيتحر  را بـه  يادي
 ي بـر رو   نيوه توجـه محقق ـ   بـه عـلا   . خود جلب کرده اسـت    

 کيستمي س يمني هر دو ا   ي واکسن به منظور القا    زيجو ت يها راه
 قي از طرنيبنابرا.  متمرکز شده استزي پاتوژن نهي عليو مخاط

 ـ   ي بر فناور  ي مبتن يها ستميانتخاب آگاهانه س    ي نانو و نـوع آنت
 و حفاظت مطلوب ي ساز مني واکسن، ا  زي تجو ري مس زيژن و ن  

  .)۳۸( تواند القا شود ي ميماريب هي علنهيو به
 ـ     مـن ي ا يها  چالش موش  جهت  از نيم ـينتيا ژن   ي شـده بـا آنت
 چــالش ی جــهي نت. اســتفاده شــدE.coli O157:H7 يبــاکتر

 ـ از ا  يها حـاک   موش  ـ بـود کـه ر     ني  در مـدفوع    ي بـاکتر  زشي
مـن  ي ا يها در موش .  دارد ي کاهش قابل توجه   مني ا يها موش

 از روز دوازدهـم بـه       يقي تزر رين از مس  يمينتين ا يشده با پروتئ  
 ـبعد ر   کـه  ييهـا  در مـوش . بـا ثابـت مانـد    ي تقر يزش بـاکتر  ي

ن به صـورت  يمينتين ايپروتئ شده با   ي بارگذار PCSنانوذرات  
افت کرده بودند، در روز هـشتم حـدودا کمتـر از       ي در يخوراک

 کـه  ي حـال در.  شمارش شـد E.coli O157:H7 ي باکتر۱۰۳
 ـ غيهـا  ر مدفوع مـوش  د O157:H7 ي باکتر زشينمودار ر   ري

 شمارش شده در ي داشت و تعداد باکتر   مي ملا بي ش کي منيا
 ـ کـه در ا يجي از نتـا  يک ـي . بود ۱۰۸، حدودا   چهاردهمروز   ن ي
 يمـن سـاز  ين بود کـه در روش ا يد ايق به آن توجه گرد  يتحق
 به دست آمـده   ي باد يتر آنت ي اگر ت  يشگاهيوان آزما ي ح يقيتزر

 ـيسه با ا  يدر مقا   ـزا يمن  بـا اسـتفاده از نـانوذرات        ياک خـور  يي
 يطور معکوس ـ   به يزان حفاظت بخش  يتوسان بالاتر بود اما م    يک

من ي ايها  در موشيزان دفع باکتري که ميبه نحو. حاصل شد 
من شده بـه روش     ي ا يها شتر از موش  ي ب يقيشده به روش تزر   

 ي سـاز  يمنيد ان است که روش ا     يجه مو ين نت يا.  بود يخوراک
 و موضع شـروع  يماريجاد بيسم ا يا مکان د متناسب ب  يوان با يح

  .عفونت در بدن باشد
  
   يري گجهينت

 ي با نـانوذرات حـاو   شدهمني ايها  موش يحفاظت بخش      
 ري مـس  ن محلـول از   يم ـينتي ا  بهتـر از   ي خوراک ري از مس  نيمينتيا

  . بوديقيتزر
  

  

References 

1- Nazarian S, Gargari S, Rasooli I, Alerasol M, 

Bagheri S, Alipoor S. Prevalent phenotypic and 

genotypic profile of enterotoxigenic Escherichia 

coli among Iranian children. J Infect Dis. 2014; 

67: 78-85. 

2- Nazarian S, Gargari S, Rasooli I, Hasannia S, 

Pirooznia N. A PLGA-encapsulated chimeric 

protein protects against adherence and toxicity of 

enterotoxigenic Escherichia coli. Microbiol Res. 

2014; 169: 205-12. 

3- Farfan M, Torres A. Molecular mechanisms 



  EHEC ی نانوژل کيتوساني عليه باکتري  کانديد واکسن بر پايه
 

  ۱۳۹۶  خرداد و تير,۱۰۹ي  شماره, ۲۵ي  ره ي علمي، پژوهشي دانشگاه علوم پزشکي و خدمات بهداشتي، درماني زنجـان، دو مجله

٩٨

that mediate colonization of Shiga toxin-

producing Escherichia coli strains. Infect Immun. 

2012; 80: 903-13. 

4- Mousavi S, Rasooli I, Nazarian S,Amani J. 

Simultaneous detection of Escherichia coli 

O157:H7, toxigenic Vibrio cholerae, and 

Salmonella typhimurium by multiplex PCR . 

Iranian J Clin Infect Dis. 2009; 4: 97-103. 

5- Larrie-Bagha S, Rasooli I, Mousavi-Gargari S, 

Rasooli Z, Nazarian S. Passive immunization by 

recombinant ferric enterobactin protein (FepA) 

from Escherichia coli O157. Iran J Microbiol. 

2013; 5: 113-9. 

6- Amani J, Ahmadpour A, Imani Fooladi A, 

Nazarian S. Detection of E. coli O157:H7 and 

Shigella dysenteriae toxins in clinical samples by 

PCR-ELISA. Braz J Infect Dis. 2015; 19: 278-84.  

7- Blanco M, Blanco J, Mora A, et al. Serotypes, 

virulence genes, and intimin types of Shiga toxin 

(verotoxin)-producing Escherichia coli isolates 

from cattle in Spain and identification of a new 

intimin variant gene (eae). J Clin Microbiol. 2004; 

42: 645-51. 

8- Karmali M, Gannon V ,Sargeant J. 

Verocytotoxin-producing Escherichia coli 

(VTEC). Vet Microbiol. 2010; 140: 360-70. 

9- Shekarforoush S, Tahamtan Y, Pourbakhsh A. 

Detection and frequency of Stx2 gene in 

Escherichia coli O157 and O157: H7 strains 

isolated from sheep carcasses in Shiraz-Iran. Pak 

J Biol Sci. 2008; 11: 1085-92. 

10- Sheng H, Lim J, Knecht H, Li J, Hovde C. 

Role of Escherichia coli O157: H7 virulence 

factors in colonization at the bovine terminal 

rectal mucosa. Infect Immun. 2006; 74: 4685-93.

11- Ferens W, Hovde C. Escherichia coli O157: 

H7: animal reservoir and sources of human 

infection. Foodborne Pathog Dis. 2011; 8: 465-

87. 

12- Besser T, Richards B, Rice D, Hancock D. 

Escherichia coli O157 [ratio] H7 infection of 

calves: infectious dose and direct contact 

transmission. Epidemiol Infect. 2001; 127: 555-

60. 

13- Schmidt M. LEEways: tales of EPEC, ATEC 

and EHEC. Cell Microbiol. 2010; 12: 1544-52. 

14- Yang J, Tauschek M, Hart E, Hartland E, 

Robins Browne R. Virulence regulation in 

Citrobacter rodentium: the art of timing. 

Microbial biotech. 2010; 3: 259-68. 

15- Tree J, Wolfson E, Wang D, Roe A, Gally D. 

Controlling injection: regulation of type III 

secretion in enterohaemorrhagic Escherichia coli. 

Trends Microbiol. 2009; 17: 361-70. 

16- Tobe T, Beatson S, Taniguchi H et al. An 

extensive repertoire of type III secretion effectors 

in Escherichia coli O157 and the role of lambdoid 

phages in their dissemination. Proc Natl Acad Sci 

U S A. 2006; 103: 14941-46. 

17- Thomas N, Deng W, Baker N, Puente J, 

Finlay B. Hierarchical delivery of an essential 

host colonization factor in enteropathogenic 

Escherichia coli. J Biol Chem. 2007; 282: 29634-

45. 

18- Campellone K. Cytoskeletonmodulating 

effectors of enteropathogenic and 



  ان و همكارمهدي عظيم بيک
 

  ۱۳۹۶  خرداد و تير,۱۰۹ي  شماره, ۲۵ي  ره ي علمي، پژوهشي دانشگاه علوم پزشکي و خدمات بهداشتي، درماني زنجـان، دو مجله

٩٩

enterohaemorrhagic Escherichia coli: Tir, EspFU 

and actin pedestal assembly. FEBSJ. 2010; 277: 

2390-2402. 

19- Misyurina O, Asper D, Deng W, Finlay B, 

Rogan D, Potter A. The role of Tir, EspA, and 

NleB in the colonization of cattle by Shiga toxin 

producing Escherichia coli O26: H11. Can J 

Microbiol. 2010; 56: 739-47. 

20- Takahashi I, Nochi T, Yuki Y, Kiyono H. 

New horizon of mucosal immunity and vaccines. 

Curr Opin Immunol. 2009; 21: 352-58. 

21- Van der Lubben I, Verhoef J, Borchard G, 

Junginger H. Chitosan for mucosal vaccination .

Adv Drug Deliver Rev. 2001; 52: 139-44. 

22- He C, Hu Y, Yin L, Tang C, Yin C. Effects of 

particle size and surface charge on cellular uptake 

and biodistribution of polymeric nanoparticles. 

Biomaterials. 2010; 31: 3657-66. 

23- OHagan D, Singh M, Ulmer J. Microparticle-

based technologies for vaccines. Methods. 2006; 

40: 10-19. 

24- Badawy M, Rabea E. A biopolymer chitosan 

and its derivatives as promising antimicrobial 

agents against plant pathogens and their 

applications in crop protection. Int J Carbohydr 

Chem. 2011; 2011: 1-29. 

25- Prego C, Garcia M, Torres D, Alonso M. 

Transmucosal macromolecular drug delivery. J 

Control Release. 2005; 101: 151-162. 

26- Kang M, Cho C, Yoo H. Application of 

chitosan microspheres for nasal delivery of 

vaccines. Biotechnol Adv. 2009; 27: 857-65. 

27- Koppolu B, Zaharoff  D. The effect of antigen 

encapsulation in chitosan particles on uptake, 

activation and presentation by antigen presenting 

cells. Biomaterials. 2013; 34: 2359-69. 

28- Taranejoo S, Janmaleki M, Rafienia M, 

Kamali M, Mansouri M. Chitosan microparticles 

loaded with exotoxin A subunit antigen for 

intranasal vaccination against Pseudomonas 

aeruginosa: An in vitro study. Carbohydr Polym. 

2011; 83: 1854-61. 

29- Hu Y, Jiang X, Ding Y, Ge H, Yuan Y, Yang 

C. Synthesis and characterization of chitosanpoly 

(acrylic acid) nanoparticles. Biomaterials. 2002; 

23: 3193-3201. 

30- Gansheroff L, Wachtel M, O'Brien A. 

Decreased adherence of Entero hemorrhagic 

Escherichia coli to HEp-2 cells in the presence of 

antibodies that recognize the C-Terminal region of 

intimin. Infect Immun. 1999; 67: 6409-17. 

31- Carvalho H, Teel L, Kokai-kun J, Obrien A. 

Antibody against the carboxyl terminus of intimin 

α reduces enteropathogenic Escherichia coli 

adherence to tissue culture cells and subsequent 

induction of actin polymerization. Infect Immun. 

2005; 73: 2541-6.  

32- Praetorius N, Mandal T. Engineered 

nanoparticles in cancer therapy. Recent  

Pat Drug Deliv Formul. 2007; 1: 37-51. 

33- Ibezim E, Andrade C, Marcia C, Barretto B, 

Odimegwu D, de Lima F. Ionically cross-linked 

Chitosan/Tripolyphosphate microparticles for the 

controlled delivery of pyrimethamine. Ibnosina J  

Med  Biomed Sci. 2011; 3: 77-88. 

34- Tsai M, Bai S, Chen R. Cavitation effects 



  EHEC ی نانوژل کيتوساني عليه باکتري  کانديد واکسن بر پايه
 

  ۱۳۹۶  خرداد و تير,۱۰۹ي  شماره, ۲۵ي  ره ي علمي، پژوهشي دانشگاه علوم پزشکي و خدمات بهداشتي، درماني زنجـان، دو مجله

١٠٠

versus stretch effects resulted in different size and 

polydispersity of ionotropic gelation 

chitosansodium tripolyphosphate nanoparticle. 

Carbohydr Polym. 2008; 71: 448-57. 

35- Doavi T, Mousavi SL, Kamali M, Amani J, 

Ramandi M. Chitosan-based intranasal vaccine 

against Escherichia coli O157: H7. Iran Biomed 

J. 2016; 20: 97-108. 

36- Atabi F, Mousavi SL, Hashemi M, Yaghmaei 

P. Preparation and characterization of 

tripolyphosphate-chitosan nanogel as a 

doxorubicin carrier. Int J Pharm. 2014; 274: 1-33. 

37- Shahsavari S, Vasheghani-Farahani E, 

Ardjmand M, Abedin Dorkoosh F. Modeling of 

drug released from acyclovir nanoparticles based 

on artificial neural networks. Lett Drug Des 

Discov. 2014; 11: 174-183. 

38- Shahiwala A, Vyas T, Amiji M. Nanocarriers 

for systemic and mucosal vaccine delivery. Recent 

Pat Drug Deliv. 2007; 1: 1-9. 

 

 

 



  ان و همكارمهدي عظيم بيک
 

  ۱۳۹۶  خرداد و تير,۱۰۹ي  شماره, ۲۵ي  ره ي علمي، پژوهشي دانشگاه علوم پزشکي و خدمات بهداشتي، درماني زنجـان، دو مجله

١٠١

Chitosan Nanogel Based Candidate Vaccine against EHEC 
 

Azimbeyk M1, Mousavi Gargari SL1, Nazarian SH2 
1Dept. of Biology, Faculty of Basic Sciences, Shahed University, Tehran, Iran 

2Dept. of Biology, Faculty of Basic Sciences, Imam Hossein University, Tehran, Iran 

 

Corresponding Author: Mousavi Gargari SL, Dept. of Biology, Faculty of Basic Sciences, Shahed University, 

Tehran, Iran 

Received: 29 May 2016     Accepted: 22 Aug 2016 

 

 

Background and Objective: Enterohemorrhagic Escherichia coli (EHEC) can cause diarrhea and 

hemorrhagic colitis in humans. The attachment of EHEC to intestinal epithelial cells is the first step of 

infection which the protein Intimin plays a key role in this process. An immunogen consisting of Intimin can 

inhibit the attachment of EHEC and prevent diarrhea. Encapsulation of antigens in particular carriers such as 

chitosan nanogels not only protects them from degradation in environmental conditions but also provides the 

effective concentrations of antigens in targets and increases bioactivity. The aim of this study was the 

investigation of immunization against EHEC using chitosan nanogels loaded with protein. 

Materials and Methods: The protein was expressed in E.coli and purified. Chitosan nanogels were prepared 

by reacting chitosan with tripolyphosphate (TPP) as a crosslinking agent .The nanogels were loaded with 

Intimin and their structures were characterized by SEM and DLS. Nanogels and solution protein were 

introduced in Balb/C mice by oral and parenteral routes respectively. Antibody titers were determined by 

ELISA. Immunized and nonimmunized mice were tested with E.coli O157:H7.  

Results: Loading efficiency of the nanogels was 100% after 48h of incubation. The average particle size was 

218 nm. Immunization of mice induced serum IgG antibody response. The protection of immunized animals 

via oral route was better than parenteral route. 

Conclusion: Chitosan nanogels loaded with Intimin can be used as an effective vaccine against EHEC. 
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