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Abstract: 
 
Background: Brucellosis is one of the most common diseases between humans and animals. 
Therefore, the need for prevention and production of an efficient vaccine is necessary. The 
aim of the present study is to prepare a niosomal nanostructure containing trivalent 
immunogen (TF, Bp26 and Omp31) of Brucella as a nanovaccine candidate. 
Materials and Methods: In this study, after designing the immunogen structure by 
bioinformatics databases and software, in order to evaluate the immunogenicity of the 
designed recombinant protein, clone and gene expression were carried out in E.coli BL21. 
The protein extracted from the culture of said cells was purified by Ni-NTA column. Thin 
layer coating method was used to prepare niosomes carrying trivalent immunogen and were 
evaluated using DLS and Zetasizer characterization tests. Then, the amount of trivalent 
immunogen loading and release was calculated. 
Results: The results of the characterization confirmed the successful fabrication of niosomal 
nanosystem containing trivalent immunogen. The results showed that the produced niosomes 
are in a suitable range of size (100 nm). Trivalent immunogen with high efficiency (81.96%) 
is encapsulated in the system. The release of trivalent immunogen from Niosomal 
nanosystem was reported to be 97% after 96 hours. In addition, the trivalent immunogen 
release pattern of the coated system was more controlled and slower. This confirms the 
positive effect of the niosome nanosystem. 
Conclusion: The use of nisome as a nanovaccine agent has an effective role in controlling 
antigen release and can be considered as a vaccine candidate and increase the protective 
immune response against Brucella. 
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 مقدمه 
تواند است كه مي وسلا باكتري داخل سلولي گرم منفيبر

م اين ئعلا .هاي حيوانات و انسان را آلوده كندبسياري از گونه
هاي سقط جنين، كاهش باروري در حيوانات يا عفونت ؛بيماري

 باشدمزمن با علائمي مانند تب، آرتريت و استئوميليت در انسان مي
كني يا كنترل در سلوزيز در انسان به ريشهپيشگيري از برو. ]1[

ثر بروسلا سويه زنده ؤلين واكسن محيوانات وابسته است. اوّ
رچه اين واكسن . گ]2،1[ بود S19شده بروسلا آبورتوس فضعي

ولـي  ؛گرددبرابر بروسلا آبورتـوس ميباعث حفاظت دام در
ها با عوارض ناشي از آن باعث شده است تا استفاده آن در دام

و در عين حال تجويز آن در انسان ممنوع  صورت گيرداحتياط 
   .]4،3[ باشديم
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ثرتر براي ؤتر و مهاي سالمساخت واكسن درموردبنابراين تحقيق 
با  رسد.نظر ميكنترل اين عفونت در حيوانات و انسان ضـروري به

 ،هاي نوتركيبهاي مهندسي ژنتيك و استفاده از واكسنابداع روش
عنوان واكسن وجود پيكره پاتوژن به ديگر نيازي به استفاده از كلّ

هاي هاي عمومي از ژنمنظور كاهش خطرات واكسنبلكه به ؛ندارد
. شودها استفاده ميها براي توليد اين واكسنخصوص و بيان آنبه

توجه  يمركا هايينامروزه به پروتئ ،واكسن يداهايكاند يدر طراح
 يواحدهايردربردارنده ز يمركا هايينپروتئ .]6،5،1[ شوديم يخاصّ
 دنتوانيتنها منه ،ادجوانتي يتبا خاص يهاليها و تواينكرل ينيپروتئ

 ؛شوند يبنوترك يهاينپروتئيمونوژنيسيتي ا يتخاص يشسبب افزا
و همورال سلولي  يمنيا يعوس يهاپاسخ وزو بر القا باعثبلكه 

 ،متفاوت باشد ژنيآنت د چندواج يمركا پروتئين چهچنان شوند.يم
زايي م برخي از اين تركيبات باعث افزايش چشمگير ايمنيأتركيب تو

براساس  .]7[ گرددميتنهايي ها بهژنتيدر مقايسه با اين آن
داراي فعاليت ، Omp31و TF، Bp26شده هاي چاپپژوهش

بي براي خو اهايمناسبي هستند كه باعث شده است كانديدژني آنتي
واجد يك لوپ  Omp31 باشند. واكسن پروتئين كايمر در تهيه

باشد هاي بروسلا ميشده در ميان گونههيدروفوب بسيار حفاظت
) كه نقش بسزايي در تحريك پاسخ ايمني 74تا  48(اسيدآمينه 

  خلاصه:
رو، پيشگيري و توليد واكسن كارآمد لازم و از ايناست. انسان و دام  نيمشترك ب يهايماريب نيترعيجزو شا سيبروسلوزسابقه و هدف: 

 ايكانديدعنوان بروسلا به )Omp31و   TF ،Bp26ي (تيظرفسه منوژنيا يحاو يوزومينساختار نانو هيهدف مطالعه حاضر ته ضروري است.
  .باشديواكسن منانو

 ييزايمنيا يابيمنظور ارزبه ،يكيوانفورماتيب يافزارهاو نرم هاگاهيتوسط پا نوژنميسازه ا يحامطالعه پس از طر نيدر اها: روشمواد و 
 هايشده از كشت سلولاستخراج ني. پروتئرفتيانجام پذ  Escherichia coli BL21ژن در  انيكلون و ب ،شدهيطراح بينوترك نيپروتئ

كار بهنازك  هيلا يروش آبپوشان ،يتيظرفسه منوژنيحامل ا يهاوزومين هيته يقرار گرفت. برا صيمورد تخل Ni-NTAمذكور توسط ستون 
 منوژنيا شيلود و رها زانيقرار گرفت. سپس م يابيمورد ارز Zetasizer و DLS يابيهمشخص يهابا استفاده از آزمون و شد گرفته
  محاسبه شد. يتيظرفسه

 ياهوزومينشان داد كه ن جيكرد. نتا دييأرا ت يتيظرفسه منوژنيا يحاو يوزوميساخت موفق نانوسامانه ن ،يابيحاصل از مشخصه جينتا :نتايج
كپسوله  ،) در سامانهدرصد 96/81( ييبا راندمان بالا يتيظرفسه منوژنينانومتر) قرار دارند. ا 100از اندازه ( يمحدوده مناسبدر شده ديتول

 منوژنيا شيرها يالگو نيابرعلاوه ؛درصد گزارش شد 97 ساعت 96بعد از  يوزومياز نانوسامانه ن يتيظرفسه منوژنيا شيرها. شده است
  .كنديم دييأرا ت يوزوميمثبت نانوسامانه ن ريثأموضوع ت نيكه ا تر بودهستهآو  ترشدهكنترل ،شدهيدهسامانه پوشش يتيظرفسه

 واكسن ايكانديد عنوانبه دتوانمي و دارد ژنآنتي شيدر كنترل رها يثرؤنقش م نانوواكسنعنوان عامل هب وزومياستفاده از ن گيري:نتيجه
  .دباش مطرح بروسلا عليه حفاظتي ايمني پاسخ افزايش و

  TF ،Bp26،Omp31، نيوزوم، ساختاربروسلا، واكسن، نانو :يديواژگان كل
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خارجي  يي غشاهاهاي مختلف پروتئينگروه د.دار Th1سلولي 
سازهاي غشاي واسطه وزن مولكولي و حضور در پيشبهبروسلا 

ين پريپلاسمي بسيار ئپروت .]8،7[ شوندبندي ميخارجي تقسيم
هاي اي عليه عفونتنيز نقش حفاظتي ويژه Bp26شده حفاظت

بروسلايي دارد و واجد توانايي تحريك هر دو ايمني سلولي و 
 Trigger. باشدهمورال و همچنين فعاليت ادجوانتي مي

factor/Tig (TF)-immunophilinين سيتوپلاسميك ئ، يك پروت
 ي در پاتوژنز بروسلا داردبا فعاليت ايموژنسيتي است كه نقش مهمّ

با پيشرفت بيوتكنولوژي، شاهد دنياي علمي حاضر  طرفي از. ]10،9[
 باشدمي هانويني، به نام نانوواكسن هايظهور سيستم تحويل واكسن

 موجب ايمني ،هاي واكسيناسيون معموليكه در مقايسه با استراتژ
شوند. بسياري از سلولي و مخاطي مي ،هومورالمطلوبي در 

ثر براي ؤهايي مهاي مجاز براي استفاده انساني، حاملنانوواكسن
هاي دارورساني نوين تاكنون روش درشوند. ها محسوب ميژنآنتي
معرفي و  ،ها با جنس، خصوصيات و كاربردهاي متفاوتحاملنانو

ها مورد توجه بسياري كه در اين ميان نانونيوزوم ]11[ انداستفاده شده
از  شدهتشكيل هايلوزيكو ،هانيوزوم اند.از محققان قرار گرفته

 آن مشتقات و يا كلسترول اضافهبه هيدراته غيريوني هايكتانتسورف
 يا الكل روغني تركيبات متشكل از هانيوزوم ايحبابچه يغشا. ندسته

ها ژنآنتي رهايش هايسيستم عنوانبه توانندها ميوزيكول اين. است
 يسازگار و غيرسمّپذير، زيستتخريبها زيستنيوزوم .كنند عمل

 محصوركردن مقدار زيادي از مواد در حجم نسبتاً تواناييهستند و 
ها . استفاده از نيوزوم]12[ هاي ديگر را دارندكمتري از وزيكول

و كاهش  واكسنتبع آن، افزايش اثرات باعث بهبود پايداري و به
 كهاست  داده نشان هابررسي .گرددمي واكسنعوارض جانبي 

 هايسلول توسط ژنآنتي جذب افزايش طريق از هانانونيوزوم
 ترايمني قوي سيستم پاسخ باعث بروز) APCs( ژنآنتي كنندهعرضه

 نوع قبيل از مختلفي عوامل شوند.مي پروتئيني هايژنآنتي به
 نانونيوزوم، سطحي بار ميزان و نوع شده،مصرف فسفوليپيدهاي

 فرمولاسيون در موجود كلسترول ميزان نيوزوم، شكل و اندازه
 و نوع توانندمي نانونيوزوم در ژنآنتي استقرار نحوه و نانونيوزوم

 توجهبا بنابراين .]13،12[ دهد قرار ثيرأتتحت را ايمني پاسخ شدت
 صورتبه بايستمي برابر بروسلا در ثرؤم واكسن يك كه نكته اين به

 با توانمي ؛ايمني سلولي و همورال شود پاسخ القاي باعث انتخابي
 عنوانبه مناسب نانونيوزوميفرمولاسيون  يك انتخاب

 باعث ظرفيتي كانديداسه هايژنآنتي همراهبه ايمونوادجوانت
 ،هدف مطالعه حاضر درنتيجه .گرديد ايمني موردنظر پاسخ تحريك

واكسن  يبرا ينامزد يزوم در ساخت و معرفويذره ناستفاده از نانو

 جاديا جهتبروسلا  يباكتر يزايماريژن مهم و بيسه آنت هيعل
  .شدابميزا يماريعامل ب نيدر برابر ا تيحفاظت و مصون
 اهمواد و روش

در  1401ماه مهرتا  1400از خردادماه  ياين مطالعه تجرب
االله واحد هيبق يپزشكدانشگاه علوم يوتكنولوژينانوب قاتيمركز تحق

 IR.IAU.QOM.REC.1398.026اخلاق مصوبه كد  با تهران
  انجام شد.

  و تخليص پروتئين كايمر كلونينگ، بيان
جهت بيان ژني ، براساس مطالعات تجربي و آزمايشگاهي

توليد پروتئين نوتركيب  براي (+) pET28aبياني  مناسب، وكتور
طبق سفارش، ژن كايمر سنتزشده در وكتور بياني انتخاب شد. 

pET28a (+) روي سويه مستعدشده بياني برE.coli 

BL21(DE3) ) تحويل داده شدBioMatik, Canada( اين .
منظور استخراج و تخليص سويه در انجام مطالعات بعدي و به

توليدشده  نوتركيب پروتئين .كار رفتبههاي توليدشده، ينئپروت
اتصال قابليت  (His-tag×6)هيستيدين دنباله پليواسطه داشتن به
و از اين  ددار) را Ni-NTAآگارز حاوي نيكل ( هايرزين به

هاي تغليظ پروتئين. شوددر تخليص آن استفاده ميخاصيت 
شكر خشك انجام شد.  توسطها دياليزشده با جذب مايع درون كيسه

 ي محلول، در شكر خشك غلتانده شدهاكيسه دياليز حاوي پروتئين
ليه ادامه حجم اوّ درصد 25ميزان و اين كار تا كاهش حجم محلول به

شده از كيسه دياليز خارج ليظهاي نوتركيب تغيافت. سپس پروتئين
 SDS-PAGEنانومتر و  280و با روش اسپكتروفوتومتري در شدند 

  .]9[ و كيفي قرار گرفتند يمورد ارزيابي كمّ
  ها با روش وسترن بلاتينگتأييد بيان پروتئين

 كونژوگه باو   Anti His tag باديدر اين روش از آنتي

HRP عنوان شده بههاي خالصييد، پروتئينأپس از ت. شد استفاده
  .]9[ دنرفتكار بهژن آنتي

  يبنوترك ينهاي حاوي پروتئساخت نيوزوم
ه لايروش آبپوشاني بهپروتئين نوتركيب  حاوي هاينيوزوم

آن  كه خلاصه تهيه گرديدمشخص هاي مولي نازك و با نسبت
 و ، كلسترول20 (توئين شرح است: در مرحله نخست، فاز ليپيدبدين

SPAN-60روي روتاريبردرجه  45 در دمايال كلروفرم و ر حلّ) د 

د. در مرحله گردي، فيلم نازك خشك تهيه شرايط خلأ و در شد حل
همراه با   PBSركردن با افزودن مقدار مشخصي بافدوم، عمل هيدراته
 د.شانجام درجه  55 دقيقه و در دماي 60طي مدت  ،پروتئين نوتركيب

درصد  60و  40 هايدر پايان، با استفاده از سونيكيت پروبي با توان
  .]14[ دقيقه كاهش سايز داده شد 10براي مدت 
  



 و همكارانشريف 
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  در نيوزوم ژنآنتيتعيين درصد بارگذاري 
هاي حاوي دارو بعد از كاهش ابتدا نيوزوم ،اين منظور براي

مدت يك ساعت درون بشري و به دگرديوارد كيسه دياليز  ،سايز
آزاد  ژنيآنتقرار داده شد تا  درجه 4 و در دماي  PBSوي بافراح

شده با ساخته هايحذف گردد. سپس نيوزوم هدشانكپسولهو 
تا ديواره ليپيدي  دشبا ايزوپروپيل مخلوط  1:9هاي حجمي نسبت

ميزان  ،شكسته شود و دارو آزاد گردد. در مرحله بعد ژنآنتياطراف 
شده با استفاده از دستگاه اسپكتروفتومتر در انكپسوله ژنآنتيجذب 

محاسبه شد. در پايان با )  (nm 480ژنآنتيطول موج ماكزيمم 
فرمول و  در ايزوپروپيل ژنآنتينمودار استاندارد  كارگيريبه

100×EE= (A-B)/A   در نيوزوم محاسبه  ژنآنتيدرصد درونگيري
آزاد  ينمقدار پروتئ  Bو يهلمورد استفاده اوّ ينمقدار پروتئ A .گرديد

  .استذرات وارد نشده كه در نانوباشد مي
  تنبرون طيدر شرا نيمطالعه رهش پروتئ

گرم يليم 30 ،بينوترك نيپروتئ شيرها يالگو يبررس يبرا
 PBSمحلول  تريليليم كيدر حجم  نيپروتئ ياز نانوذرات حاو

 .زدن پراكنده شدو با هم ختهير يتريليليم 2 وبيكروتيدرون م
 گراديدرجه سانت 37 يدر دما كرداريش يماردرون بن وبيكروتيم

منظم  يقرار گرفت و در فواصل زمان قهيدور در دق 100و 
 يمحلول حاو ،برداشت نمونه يبرا .شداز محلول انجام  يبردارنمونه

 700و  دش وژيفيسانتر 10000با سرعت  هيثان 30مدت نانوذرات به
درجه  20 يمنف يبرداشته و در دما يياز محلول رو كروگرميم

بافر  ،شدهيآورمحلول جمع زانيمبه .ديگرد ينگهدار گراديسانت
PBS كردن در كسورتو پس از گرديد اضافه  وبيكروتيبه م

يك و دو  در ابتدا هر يبردارنمونه .كردار قرار داده شديش ماريبن
بعد از گذشت  شد.ساعت انجام  24 و 12 ،6، 4 هرو در ادامه ساعت 

 .ديگرد نييتع نيت پروتئظلغ ،سنجش تياز ك ستفادهروز با ا 96
 يهازمانرهاشده از نانوذرات در مدت نيدرصد پروتئ يمنحن
 .]15[ شد ميشده ترسنييتع

  هاي نانوذراتبررسي ويژگي
 يوزومين يونسلافرموجهت اطمينان بيشتر از صحت تشكيل 

گيري و شارژ مولكول براي اندازه  Zetasizerو DLSاز دستگاه 
  استفاده گرديد. يوزومين

   (SEM) نگاره يالكترون كروسكوپيم زيآنال
از  آمدهدستبهرسوب  ،اندازه نانوذرات نييمنظور تعبه

 وژيفيسانتر قهيدور در دق 12000كنش، سه مرتبه و با سرعت برهم
 نگاره مدل يالكترون كروسكوپيتوسط م ،شد و از رسوب حاصل

XL 30kw دگردي يبردارعكس.  
  

  نتايج
  كايمر نوتركيب پروتئينو وسترن بلاتينگ تخليص  ،بيان

 E.coliپس از انتقال وكتورهاي نوتركيب به باكتري

BL21 (DE3)، ،از  ،منظور القاي بيانبه توسط شركت سازنده
IPTG روشبررسي بيان پروتئين،  ايسپس بر و استفاده شد SDS-

PAGE بودن يد بيان، محلولأي. پس از ت)1 شماره (شكل كار رفتبه
نتايج نشان داد  و هاي نوتركيب بررسي شدبودن پروتئينيا نامحلول
 شماره (شكل شونددر وضعيت محلول بيان مي بياني هايكه پروتئين

هاي هاي نيكل، پروتئين. پس از استخراج پروتئين با كمك رزين)2
 DE3)(E. coli BL21. در سويه بياني نوتركيب تخليص شدند

، بيان يك پروتئين pET28-rTF/Bp26/Omp31حاوي پلاسميد 
كيلودالتون در روي ژل ديده شد كه با  70با وزن مولكولي حدود 

شده پروتئين نوتركيب همخواني داشت. بررسي اين بينيوزن پيش
ژل نشان داد كه ميزان بيان اين پروتئين در ساعت چهارم بعد از القا 

ميكروگرم در  700ترين بيان را داشت (غلظت بيشترين و مناسب
نتايج آزمايش ايمونوبلاتينگ  ).1 شماره ) (شكلIPTGليتر از ميلي

 70(وسترن بلات)، بيان پروتئين نوتركيب را با وزن تقريبي 
ژني آن را با فرم طبيعي اين پروتئين تشابهات آنتينيز كيلودالتون و 
 ،ين خالص نوتركيبئنتايج وسترن بلاتينگ پروتاثبات كرد. 

ين نوتركيب ئدهنده وجود يك باند منفرد مرتبط با پروتنشان
rTF/Bp26/Omp31  وزن مولكولي  )ماركرنشانگر (در مقايسه با

70kDa بادي ضد . در اين بررسي از آنتيبودHis-Tag و تركيبي، 
 شماره روسلوزيس استفاده گرديد (شكلاز چندين سرم فرد مبتلا به ب

3.( 

  
  SDS-PAGEنتيجه  -1 شماره شكل

  
 .E هايسلول .Fermentas (SM0671 ،2(ماركر پروتئيني  .1

coli  ،(كنترل منفي) باكتري القاشده با .3بدون تحريك IPTG  پس
 .5ساعت و  3پس از  IPTG باكتري القاشده با .4ساعت،  2از 

ساعت در غلظت  4از  پس IPTG شده باتحريك E. coli هايسلول
    ليترميكروگرم در ميلي 700
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  ينئاليت پروتنتيجه بررسي حلّ -2 شماره شكل

  
 37و  22در دو دماي  IPTGين و القاي باكتري توسط ئبيان پروت

رسوب حاصل از ليزات باكتريايي  .1 :گراد انجام شددرجه سانتي
محلول رويي  .2گراد، درجه سانتي 37در دماي  IPTGالقاشده با 

درجه  37در دماي  IPTGحاصل از ليزات باكتريايي القاشده با 
 .4گراد، درجه سانتي 37باكتري القانشده در دماي  .3گراد، سانتي

محلول رويي  .5گراد، درجه سانتي 22باكتري القانشده در دماي 
درجه  22در دماي  IPTGشده با حاصل از ليزات باكتريايي القا

 IPTGرسوب حاصل از ليزات باكتريايي القاشده با  .6و گراد سانتي
 5و  2گراد؛ نتايج حاصل از لاين درجه سانتي 22در دماي 

ين در هر دو دماي مورد استفاده و پس از ئدهنده محلوليت پروتنشان
  بوده است. IPTGالقا با 

  

  
بادي ضدهيستيدين و نتيجه وسترن بلاتينگ با آنتي -3 شماره شكل

  اي از سرم افراد بيمار مبتلا به بروسلوزيسمجموعه

 .Fermentas (SM0671 ،2پروتئيني (وزن مولكولي ماركر  .1 
وسترن  .3شده و بادي ضدهيستيدين با پروتئين تخليصواكنش آنتي

  با سرم افراد مبتلا به بروسلوزيسبلاتينگ 
  هاهاي نانوذرات و خصوصيات ظاهري آنبررسي ويژگي

ها بعد از تصويربرداري از نانوذرات، نمونهظور نمبه
مورد   (SEM)سازي توسط ميكروسكوپ الكتروني نگارهآماده

ملاحظه  4 شماره طور كه در شكلبررسي قرار گرفتند. همان
شكل و داراي سطحي ذرات توليدشده اغلب كرويگردد، نانومي

و حالت تجمع نانوذرات و تشكيل لخته ديده  هستندصاف  نسبتاً
  شود.نمي

  

  
 ينانوذرات حاو يالكترون يكروسكوپمتصوير  -4 شماره شكل

  مشخصات ذرات سنتزشدهو  ينپروتئ
  

  هاآن يتاز يلنانوذرات و پتانس يابعاد يعاندازه متوسط توز
از  ،شدهساخته ييسامانه نها زيبار و سا سنجشجهت 

 هاينمودارهاي شمارهها در آن يجكه نتا استفاده شدDLS  كيتكن
واقع شعاع در آمدهدستبه يهااندازه .ده استمآ 2و  1
 يذره كرو كيشعاع  ،روش نيا زيرا ؛ذرات هستند يكيناميدروديه

از آب  ياهيو با لا كنديحركت م اليس كيدر  ييتنهارا كه به
  .كنديم يريگاندازه ،شده است دهيپوش
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  براساس تعداد نانوذرات DLSنمودار آناليز  -1اره مش نمودار

  
ميانگين اندازه ذرات نانو حاوي پروتئين نوتركيب در اين مرحله 

  باشد.مي (r.nm) 100براساس تعداد، 

  
  تعيين پتانسيل زتاي ذرات نانو حاوي پروتئين نوتركيب -2 شماره نمودار

  
 -20پتانسيل زتاي ذرات نانو حاوي پروتئين نوتركيب حدود 

  ولت به دست آمد.ميلي
  ينپروتئ يشو رها يسازبازده محبوس
 4/1 روش مورد استفاده يسازبازده محبوس مطالعه يندر ا

شد  يبررسهم ذرات نانو از ينپروتئ يشرها .درصد بود 96/81 ±
 يبا بررس .نشان داده شده است 3 شماره نمودارآن در  يجهكه نت

 يانفجار يشرها يكه نانوذرات در ابتدا دارا شوديشكل مشخص م
 ينپروتئ درصد از كلّ 23حدود  در روز دوم مرحله ينكه در ا ستنده

 يسازبا توجه به بازده محبوب .ها آزاد شدشده در آنيبارگذار
از  ينپروتئ يشرها ،ينانوذرات مشاهده شد كه در طول دوره بررس

ده بو هاشده در آنبوسمح يناز پروتئدرصد  97ذرات حدود نانو
  .است

 
  شدهاز سامانه سنتزين ئرهايش پروت -3نمودار شماره 
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  بحث
امروزه بروسلوز مشكلي جهاني است. عدم دسترسي به 

هاي ثر انساني و همچنين عوارض ناشي از مصرف واكسنؤواكسن م
كني اين بيماري در جمله عواملي هستند كه مانع از ريشهاز ،حيواني

صورت زايي بروسلا بهبا توجه به عفونت .]7[ اندسراسر جهان شده
هاي ثر عليه بروسلا وابسته به پاسخؤهاي ايمني مداخل سلولي، پاسخ

ها) در جهت ژنژن (و يا آنتيبنابراين انتخاب آنتي .باشدسلولي مي
هاي سلولي براي حذف باكتري در بدن بسيار مهم تحريك پاسخ

 يعيطب يبراساس الگو يدبا يدواكسن جد يك يطراح .است
 يباتترك ييو شناسا يشگاهيمدل آزما يواناتدر ح ييزايماريب
 يمونودوميننتا يهاواجد شاخص يسلولدرون يا يسطح يرولانسو

ساختار نانو به بررسي عملكرد در اين مطالعه،. ]16[ باشد يسمارگان
) Omp31و  TF ،Bp26( يتيظرفسه منوژنيا يحاو يوزومين

براساس  .پرداخته شدواكسن نانو ايديعنوان كاندبروسلا به
 تيفعال ي، داراOmp31و  TF ،Bp26شده چاپ يهاپژوهش

 يبرا يمناسب اهايديهستند كه باعث شده است كاند يبخو يژنيآنت
سطح  يهاژني. آنت]17-19[ در واكسن باشند مريكا نيپروتئ هيته

ها چون آن ،در ساخت واكسن هستند هااديكاند نيلاوّ ،يسلول باكتر
 يهاژنيآنت نيجمله اهستند. از زبانيم وپاتوژن  نيتماس ب هيلاوّ نقطه

، Omp31هاي ژنآنتيهستند.  يرونيب يغشا يهانيسطح، پروتئ
Bp26  وTF طريق لينكرهاي هيدروفوبي به همديگر متصل شدند از

 .Eهاي بيوانفورماتيك و بيان در و پروتئين كايمر پس از ارزيابي

coli لينكرهاي  .مورد ارزيابي قرار گرفت ،عنوان واكسنبه
اند تشكيل شده  EAAAKشده در اين مطالعه از تكرارهاياستفاده

تشكيل رود يك آلفا هليكس هيدروفوب مونومريك كه انتظار مي
قسمتي با كمك لينكرهاي مذكور، از طراحي سازه سه پسدهند. 

سازي منظور افزايش كارآيي رونويسي و پايداري رونوشت، بهينهبه
شود: سري اصول در نظر گرفته مي. طي اين عمل يكشدكدون انجام 

هاي هاي كمياب، توالي، كدونCGهاي تكراري و جزاير توالي
ناپايداري و كليه عواملي كه روي بيان اثر منفي دارند، حذف 

كه مشخص شد وتئين كايمر، شوند. در پيشگويي ساختار پرمي
 وسيله دو لينكر از هم جدا شدههب وباشد مي قسمت 3متشكل از 

اين لينكرها به پروتئين  ودهند) (تشكيل ساختار آلفا هليكس مي ستا
ين ساختار همچنكنند كه به يك ساختار نهايي پايدار برسد. كمك مي

اي خاص هاي اسيدآمينهآلفا هليكس مرتبط با طراحي سكانس
قرار دارند.  521-525و  486-495در نقاط آمينواسيدي  باشد كهمي
ين ئپتانسيل بالاي پروت رودمال ميتاح ضراحنتايج مطالعه  طبق

در  اعنوان يك كانديدهب فعلينوتركيب طراحي و ساخته شده 
تلقي  هاي بروسلاطراحي و ساخت واكسن ساب يونيت عليه گونه

قابليت مناسبي در تحريك هر دو نوع پاسخ ايمني ين ئاين پروت شود.
سلولي و همورال در مقايسه با نتايج حاصل از استفاده در گروه 

 .Bشدههاي زنده ضعيفكننده واكسنكنترل مثبت دريافت

abortus RB51  وB. melitensis Rev.1  نتايج مطالعه . دارد
و   Díaz ،2013باشد. در سال ساير مطالعات مي يحاضر در راستا

منظور بار بهلينبراي اوّ BLSOmp31همكاران از پروتئين كايمر 
ايجاد حفاظت عليه سويه بروسلا اويس استفاده كردند. اين پروتئين 

هاي مختلف در موش نتاصورت زيرجلدي و همراه با ادجوبه
Balb/C اين پروتئين پاسخ تركيبي ه شدگرفت كاربه .Th1-Th2  را

حفاظت  بروسلا كنيسو توانست عليه سويه ويرولانس  تحريك كرد
هاي كايمر مورد زايي پروتئين. قدرت ايمني]17[د نمايخوبي ايجاد 

 و همكاران است. Díazه، مشابه با نتايج استفاده در اين مطالع
ني واكسن ژني دوگانه لابا تزريق عض) 1386ن (دوستي و همكارا
و ) (P39شونده به پريپلاسم ژن پروتئين متصلحاوي دو آنتي

 c/BALB هايبروز ايمني سلولي را در موش ،Omp31 پروتئين

طريق اليزا ها ازگيري ميزان سايتوكايننشان دادند. نتايج اندازه
در  4-دهنده افزايش سطح اينترفرون گاما و اينترلوكيننشان
ابكار و  .شده در مقايسه با گروه شاهد بودهاي واكسينهموش

 حاوي كايمر پروتئين توليد و طراحي 1394همكاران در سال 
Omp31، Omp19 نيز و بروسلا باكتري عليهرا  آز اوره و 

 پروتئين سه مطالعه اين درند. كردرا بررسي  آن ييزاايمني
Omp19، Omp31 به هيدروفيلي لينكرهاي ازطريق آز اوره و 
 اين صفاقيدرون مصرف كه داد نشان نتايج شدند. متصل همديگر
 مصرف كهدرحالي ؛شودمي Th1-Th2 پاسخ تحريك باعث پروتئين
 پروتئين كهاين ضمن. انگيزدبرمي را Th1-Th17 پاسخ آن خوراكي
 بروسلا ويرولانس هايسويه عليه مناسبي بسيار حفاظت مذكور

مطالعه در  .]18[گذاشت  نمايش به خود از مليتنسيس و ابورتوس
 شدهواكسن با پروتئين كوتاهيك  )2014(گلشني و همكاران 

(truncated) كمك مطالعات با  in silicoسازي پروتئينو مدل 
Omp31، ژن Omp31 B.melitensis بالقوه جهت  اييك كانديد

 هايعنوان واكسنهاي بروسلايي بهساخت واكسن عليه عفونت

subunit آمده از ايجاد دستهنتايج مشابه ب .]19[ ژني معرفي شد و
زا بودن يمني، اc/BALB هاير موشبروسلا د يهاژنآنتيايمني با 

ييد أها ترا جهت توليد و پيشرفت واكسن Omp31 و استفاده از
موردنظر بعد  هايژن هايپروژه كدون نيا يدر گام بعد .كرده است
 هاينيمربوط به پروتئ يهاشدند و سپس ژن سازينهيبه ،ياز طراح

و به سلول گشتند كلون  pET28a يانيب يدر وكتورها مريكا
شد و در  انيب نيپروتئ نيمنتقل شدند. سپس ا يكل ايشياشر رندهيپذ

نظر از روش مورد هاينيپروتئ يسازخالص يادامه برا
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 كيتكن لهيوسبه زياستفاده شد. در آخر ن يجذب ليم يكروماتوگراف
دالتون مشخص لويك 70موردنظر حدود  نيوسترن بلات وزن پروتئ

كه در مقالات مختلف انجام شده است  ييهايشد. با توجه به بررس
 نيپروتئ ييو شناسا يمنظور جداسازوسترن بلات اغلب به كياز تكن
عامل  چندكلي موفقيت يك واكسن به طوربه .]20[ گردديم دهاستفا

سيستم تحويل  ،هاي مناسبژناستفاده از آنتي بستگي دارد:
ذكر شد،  كه قبلاً طورهمان. ]21[ نت مناسباادجوو  اختصاصي

 ،ي كمي دارنديزاهاي نوتركيب با وجود مزاياي فراوان، ايمنيواكسن
 .باشندنت مناسب مياادجوي نيازمند يزاتشديد ايمنيبنابراين جهت 
منظور افزايش دهنده بهعنوان سيستم انتقالبه نيوزوماز  ،در اين تحقيق

-22[ ثر آن به سيستم ايمني استفاده شدؤيي واكسن و انتقال مآكار
دستگاه، دستگاه  ني. اكار رفتبه Zetasizerدستگاه همچنين  ؛]23

سه مشخصه  يريگاندازه ييكه توانا ذرات نانو است يريگاندازه
 ياديسه پارامتر بن نيرا دارد. ا عيما طيها در محمولكول ايذرات 

 Zeta( زتا لي)، پتانسsize Particle( اندازه ذره عبارتند از:

potential ( يوزن مولكولو )Molecular weight(  با كه
توان يم Zetasizerفرد در دستگاه همنحصرب يكاربردن تكنولوژبه
 كرد. در يريگها اندازهاز غلظت يعيپارامترها را در دامنه وس نيا

بسيار مطلوبي  ژن در حدّاندازه نانوذرات حاوي آنتي ،اين مطالعه
 )500تا  100مورد اندازه مطلوب (ن درامحقق شتريب .دست آمدبه

رات ذاند كه متأثر از ماهيت نانونانومتر به يك اتفاق نظر واحد رسيده
ژن و پتانسيل زتاي باشد. اندازه كوچك نانوذرات حاوي آنتيمي

كننده هاي عرضهها به سلولدهنده جذب بهتر آننشان ،مناسب
هاي نوتركيب از ژنباشد و با رهايش تدريجي آنتيژن مييآنت
زايي مؤثرتر عليه بدن فرصت كافي براي ايجاد ايمني ،وزومين

مشخص شد كه بازده محبوس  چنينهمپيدا خواهد كرد. را ها پاتوژن
 ،يدرصد بود. در طول دوره بررس 96/81±4/1روش مورد استفاده 

 نياز پروتئ درصد 97ذرات حدود از نانو نيپروتئ شيرها
و  Khanدر مطالعه  زين يمشابه جيد. نتابوها شده در آنمحبوس

 يناسكسولووفلاز  2020در سال  Khan ].22همكاران گزارش شد [
برابر در يعامل ضدباكتر يكعنوان به يوزوممحصورشده در نانون

در  ينلووفلوكساس هاييوزوممطالعه، ن يندر ا استفاده كرد. بروسلا
 يبرا يسازراندمان كپسوله. ندسنتز شد يتمقابل بروسلوز با موفق

. بوددرصد  74 و  78 بيترتبه  80Tweenو   40Span يهاوزومين
شده و محصورشده نمحصور يهاوزوميقطر ندر مطالعه حاضر، 

 هاوزومينشان داد كه ننتايج  ؛شد يريگاندازه SEM توسط بيترتبه
عدم  بيانگركه  دهندينشان نم ياثر شارژ چيهستند و ه يكاملاً كرو

 2016و همكاران در سال اميري  .]22[ باشد يآل يهايوجود ناخالص
فاز  ريرا به دو روش تبخ نينيبيليس يحاو وزومين يدر پژوهش

 كوليگل لنياتيبا كلسترول، پل نينيبيليس يمعكوس و اختلاط دارو
 3/192ذرات در حدود كردند كه قطر نانو هيته  20spanو  2000

 جينتا نيا سهيمحاسبه شد. از مقادرصد  22لود دارو  زانينانومتر و م
ذرات نانو زيرو سا شِيبا مطالعه حاضر مشخص شد كه در پژوهش پ

 زيسا جهيدر نت .داشته است شيلود دارو افزا زانيكاهش و م
 هايبررس ني. اشوديممنجر دارو  شيرها شيتر ذرات به افزاكوچك
مورد  ريمقاد ،يوزوميبر روش ساخت حامل نكه علاوه دندهينشان م

 يد. بررسنثر باشؤنانوذرات م زيدر اندازه و سا دنتوانيم زياستفاده ن
مقدار كلسترول، اندازه  شيبا افزاكه مطالعه حاضر نشان داد  جينتا

از  يهمراه بوده است. كلسترول جزء مهمّ شيبا افزا زينانوذرات ن
و استحكام  يريپذانعطاف جاديچرا كه باعث ا ،است وزوميساختار ن

 نيهمچن .]24[ شودينانوحامل م شتريب يداريدنبال آن پاهساختار و ب
كمتر،   ريدر مقاد 60 نيدنبال استفاده از توئبا توجه به كاهش اندازه به

در ساخت نانوحامل  نيتوئ زانيكه كاهش م داستنباط كر توانيم
 سال در تيموري. در مطالعه شوديحامل مسبب كاهش اندازه نانو

 لوليكارود يدارو يحاو يهاوزوميخصوص ساخت ندر 2016
در  spanبا سورفكتانت  20-نيتوئ يهمراهكه ثابت شده است 

 منجر يوزومين يبه كاهش اندازه ساختارها يوزومين يهاساخت
اندازه ذرات  20-نيمقدار توئ شيمطالعات با افزا نياست. در ا شده

كه كاهش اندازه با توجه به آن .]25[ اندنشان داده يشتريكاهش ب
بر آن شد تا  مي، تصمگرددمي سريم 20-نيدنبال استفاده از توئبه
 يوزومين يهاآن در ساخت زيناچ رياز مقاد 20-نيتوئ تيسمّ  غمريعل

صورت به هاآنذرات، مساحت سطح  زيبا كاهش سا استفاده شود.
 ،كندينم ريينانوذره تغ بيگرچه ترك ني. بنابراابدييم شيافزا يينما
از خود نشان  يمتفاوت يتيسيتوكس تيذره خصوص ز،يسا رييبا تغ يول
. باشديم يريپذدر اندازه ذره و سطح واكنش رييتغ ليدلكه به دهديم

 جاديتفاوت ا يرسانش سلول سمياندازه ذرات، در مكان نيبراعلاوه
 يجمله عوامل. ازدهديم رييدارو را تغتن نانودرون عيو توز كنديم

. چراكه با باشدياندازه نانوذره م ،است ليدارو دخ شيكه در رها
 يذره با كاهش سطح جانبنانو يسطح يانرژ ،ذرهاندازه نانو شيافزا
. شوديممنجر  يينانو اتيخصوص رييو به تغ ابدييكاهش مآن 

 شيبزرگ، شانس رها كوليوز كيدارو در  ياديز زانيانباشت م
حضور كلسترول در ساختار  .]26[ كنديرا كمتر م طيدارو در مح

امر  نيكه ا شوديم يپوزوميل يدر غشا يسفت جاديذرات باعث انانو
شود و با  مذره كنانو يسازنشت دارو هنگام آماده دگرديموجب م

 يسازآماده يندهايفرآ يدارو ط يكاهش ناخواسته درصد بارگذار
دارو كندتر شود و سامانه  شيرها شوديسبب م نيبراغلبه كند. علاوه

 يخال يكلسترول فضا يهارهيكه زنجرهش باشد. چراشده آهستههيته
. دنشويم هارهيو باعث استحكام زنج دنپوشانيرا م دهايپيفسفول نيب



  ، ...يتيسه ظرف منوژنيا يحاو يوزومينانو ساختار ن هيته
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 .]26[ شوديتن متن و بروندرون يداريسبب پا لسترولك نيهمچن
سخت  يدسترس بهتوان يپژوهش حاضر مي هاتيمحدود يرخباز 

  .ي، اشاره كردكمبود منابع مال ليدلبهمواد 
  

  گيرينتيجه
و هدفمند از  نهيبه يونيفرمولاس ،پژوهش حاضر يهاافتهي
كه  كنديم شنهاديبروسلا را پ يهاژنيآنت يدارا يوزومينانوسامانه ن
 يمناسب آن، دارا ييايميكوشيزيف يهايژگيو دييأضمن ت
در  يتنبرون طيشده دارو در شراكنترل شيرها و بالا ونيانكپسولاس

 يهاواكسن ديحالت آزاد است. تول با سهيمقاشده در حالت انكپسوله

همراه نانوذرات بروسلا به TFو  Omp31 ،Bp26 ژنيحامل سه آنت
 يمناسب برا اريبس نيگزيجا كي توانديحاضر م در مطالعه

و مقابله در برابر  يريشگيپ جهت يكنون يتجار يهاواكسن
  از بروسلا باشد. يناش يهاونتعف
  

  يتشكر و قدردان
از معاونت آموزشي و پژوهشي دانشگاه آزاد اسلامي واحد 

 رسانياري ،كه در طول اجراي اين پژوهش افراديو تمامي  قم
  شود.دند، صميمانه سپاسگزاري ميبو
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