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  مقدمه -1

 فوقانی تنفسی دستگاه باکتریایی حاد بیماري یک 1دیفتري بیماري
 ترشح و گلو در 2دیفتري باکتریومکورینه باکتري استقرار با که است

                                                 
1 Diphtheria 

 این اب مرتبط میر و مرگ میزان .]1[ شود می آغاز اگزوتوکسین
 گزارش %20 تا سال 5 زیر کودکان در و درصد 10 تا 5 بین بیماري

 واکسن با کوبیمایه بیماري این از پیشگیري راه تنها .]2[ است شده
 زاایمنی و یکژنآنتی اما سمیغیر که است دیفتري توکسوئید حاوي
 تیمار روش از دیفتري، توکسوئید متعارف تولید جهت .]3[است

2 Corynebacterium diphtheria 

 واکسن انتقال يهاستمیس و زاایمنی يهاژنآنتی ییناساش به وابسته عفونی هايبیماري هیعل بر نوترکیب يهاواکسن وسعهت :چکیده
 با مرتبط عوارض کاهش و یمعمول هايواکسن از شتریب ای مشابه یمنیا يهاخپاس کیتحر به قادر که است پلیمري نانوذرات مانند

 عنوانبه 197CRM پروتئین حامل دیمسناتیآلژ نانوذرات خصوصیات بررسی و سنتز ارزیابی هب حاضر پژوهش در هستند. یسنت واکسن
 روش به روتئینپ حاوي نانوذرات و پروتئین بارگذاري دونب شده بهینه نکبلا نانوذرات سنتز شد. پرداخته ژنیآنت انتقال ستمیس

 لیپتانس اندازه، بهینه، نانوذرات سنتز در موثر شیمیایی فیزیکی فاکتورهاي یینتع و آزمایش راحیط از سپ شد. نجاما ونیی شدنژلی
 سدیمآلژینات غلظت در دهش بهینه نانوذرات .ندشد سیبرر IR-FT یسنجفیط و رهایش الگوي ،يسازکپسوله بازده ،يمورفولوژ زتا،

w/v 2/%0، کلسیم کلرید w/v 1/%0 زینلای -ال پلی و w/v 04/%0 5/6 و قهیدق در ورد 2000 دور با دنز هم دقیقه 45 طی pH 
 مترنانو 245 و 88 بیترت به 197CRM با شده يگذارربا و بلانک نانوذرات يبرا زتا پتانسیل و نانوذرات اندازه توسطم شدند. تهیه

 طولانی و پایدار انوذراتن از پروتئین رهایش و %20 و  %80 زا بیش ترتیب به LC و LE بود. ولتمیلی -2/24 و -21 زتا وپتانسیل
 ودنب ضرربی دهندهنشان مطالعه، مورد موشی روهگ در وزن افزایش همچنین و یستمیکس و موضعی لائمع ایجاد عدم بود. مدت

 هدفمند انتقال جهت ژنآنتی انتقال ستمیس عنوانبه ناتیآلژ نانوذرات از توانمی فوق نتایج ساسا بر بود. پروتئین و نانوذره ترکیب
 تريدیف بیماري برابر در سازيایمن جهت )197CRMري(دیفت نوترکیب ژنآنتی يداریپا بهبود و آهسته ،شده کنترل يآزادساز با همراه

 کرد. استفاده

 .یونی شدن ژلی ،سدیمآلژینات نانوذرات ژن،آنتی انتقال سیستم ،197CRM :کلیدي واژگان 
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            پژوهش هاي شیمیایی و نانومواد

 و 8PW سویه سمی توکسین به فرمالدئید کردن اضافه با شیمیایی
 با زداییسم .]4[شودمی استفاده 1یاور عنوان به فسفات آلومینیوم
 و cell-B يهاتوپاپی از برخی تغییر یا تخریب به منجر فرمالدئید

cell-T و یسیتیژنآنتی خاصیت کاهش باعث که شودمی پروتئین 
-جهش از استفاده جایگزین، روش یک .]5[شودمی آن زاییایمنی
 به نیاز که است 197CRM مانند دیفتري توکسین سمی غیر یافته
 بر مبتنی یاورهاي .]7 ,6[ندارد کردنغیرسمی شیمیایی هايروش

 غیر ،فسفات آلومینیوم یا هیدروکساید ینیومآلوم مانند آلومینیوم
 عدم جمله از هستند معایبی داراي اما هستند یکژنآنتیغیر و سمی

 مانند موضعی هايواکنش ایجاد سلولی، ایمنی ایجاد توانایی
 تب، مانند عمومی هايواکنش تزریق، محل در درد و تورم قرمزي،

 مناسب دفع عدم ،IgE باديآنتی هايپاسخ القاء بدن، درد و لرز
 ایجاد عدم کلیوي، مزمن بیماري به مبتلا کودکان در آلومینیوم

 نقص داراي افراد و مسن افراد در مناسب و کافی ایمنی پاسخ
 هايژنآنتی به باديآنتی پاسخ کاهش آنها در که ایمنی سیستم
 کاراتر یاورهاي توسعه راینبناب .]9 ,8[دارد وجود T سلول به وابسته

 بهتر ایمنی پاسخ به ابیدستی براي شده کنترل رهایش سیستم نیز و
 دیگر سوي از دارد. قرار اهمیت نخست درجه در مدت طولانی و

 محل به دارو رساندن درمان، فرآیند در مهم هايچالش از یکی
 براي معین زمان مدت در کافی و لازم دوز حفظ و نظر مورد هدف

 عنوان به نانوذرات .]10[است مطلوب بالینی نتیجه به دستیابی
 ژنآنتی یا دارو بر محافظتی تأثیر داشتن و دارو تحویل هايسیستم

 شده کنترل رهایش ،سخت فیزیولوژیکی رایطش در تخریب برابر در
 به ژنآنتی تحویل ،ژنآنتی پایداري بهبود دارو، آهسته آزادسازي و

 براي یاور عنوان هب و )،APCs2ژن(آنتی دهندهارائه هايسلول
-11[هستند برخوردار ییبسزا ارجحیت از ایمنی هايپاسخ بهبود

 سه داراي معمولاً واکسن انتقال براي استفاده مورد نانوذرات .]13
 تشکیل آن از نانوذرات که هایی)(مواد )1 هستند: مختلف بخش
 دموا مصنوعی، هايپلیمر طبیعی، پلیمرهاي جمله از د،انشده

 هکنندتعدیل عوامل یا زاایمنی بخش )2 غیره و هاچربی معدنی،
 هاسیتوکین ،DNA، siRNA هايواکسن ها،ژنآنتی مانند ایمنی

 به که ایمنی کنندهتحریک و گیريهدف لیگاندهاي )3 غیره و
 ایمنی، اختصاصی لیگاندهاي مانند شوند،می اضافه ذرات سطح

                                                 
1 Adjuvant 
2 Antigen presenting cells 
3 Pathogen- associated molecular patterns  

 ییزابیماري با مرتبط مولکولی الگوهاي بافت، خاص لیگاندهاي
)PAMPs3( مصنوعی و طبیعی مرهايپلی انواع .]15 ,14[غیره و 
 به و رسانیژنآنتی یا دارو هايسامانه عنوان به نانوذرات ساخت رد

 براي کلی طور به .]16[دنشومی برده کار به یاور جدید نسل عنوان
 توجه خصوصیت چندین به بایستمی مناسب رپلیم یک انتخاب

 پاسخ بر پلیمر تاثیر زایی،حساسیت ،سمیت میزان :جمله از کرد،
 میان در .]17[پذیريتخریبزیست و سازگاريزیست ایمنی،

 در بالا یداريپا دلیل به آلژینات نمک طبیعی، پلیمري نانوذرات
 پذیري تخریبزیست سازگاري،زیست آسان، سنتز گوارش، دستگاه

 ايفزاینده طور به اصلی هاياندام از یک هیچ در تجمع عدم و
 است کرده جلب خود به ژنآنتی و دارو تحویل سیستم براي را توجه

 دیواره از هک است آنیونی ساکاریدپلی )ALG( آلژینات .]19 ,18[
 چندین ینهمچن و ]20[ايقهوه جلبک هايگونه از برخی  سلولی

 است خطی مرپلی یک آلژینات .]21[شودمی استخراج باکتري گونه
-گلوکورونیک α-L و )M( اسیدمانورونیک β-D هايمونومر از که

-شده متصل هم به 1-4 پیوند با که است شده تشکیل )G( اسید
 4 تکرار تواندمی آلژینات هايزنجیره بلوك ترکیبات .]22[اند

 با زنجیره سختی میزان و باشد MG و GG، MM، GM آرایش
-می را آلژینات نانوذرات .]23[کندمی تغییر G و M واحدهاي تعداد
 .کرد سنتز کلسیم هايیون طریق از 4یونی شدنژلی روش با توان
 1000 از کمتر اندازه با ذرات تولید جمله از مزایایی داراي روش این

 از استفاده عدم و کم هزینه هستند، مناسب تزریق براي که نانومتر
 تجهیزات به نیاز بدون ساده روش تولید، پروسه در آلی حلال

 جهت تکرار قابل سازيبهینه و ذرات اندازه محدود توزیع تخصصی،
 روش این در .]24[است ژنآنتی کردنکپسوله کارایی و بازده بهبود
 کربوکسیل هايگروه از اکسیژن هاياتم و کلسیم هايیون

 تشکیل به منجر آلژینات پلیمر اسید گلوکورونیک هايمونومر
 هايزنجیره از ايشبکه ،نتیجه در .دنشومی 5مرغتخم جعبه ساختار
 دنتوانمی که گردندمی تولید مختلف قطرهاي در متقاطع پلیمري
 دام به را زیستی هايمولکول و داروها از مختلفی مقادیر
 شرایط به آمده دست به هايژل اصخو این، بر علاوه .]25[دنبینداز

 پلیمر غلظت ،G هايبلوك تعداد ویژه به آلژینات ترکیب فیزیکی،
 .]27 ,26[دارد بستگی عرضی تاتصالا کنندهایجاد عامل و آلژینات

4 Ionic gelation method  
5 Egg- box 
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 ژنآنتی پایداري و حفظ در حامل عنوانبه سدیمآلژینات نانوذرات
 شده کنترل آزادسازي نیز و نانوذرات داخل افتادن دام به حین در

 .]28[دارد نقش هاواکسن مدت طولانی زاییایمنی و آمیز موفقیت
 سدیمآلژینات نانوذرات ساخت سازيبهینه ،حاضر مطالعه از هدف

 انتقال سیستم عنوان به 197CRM پروتئین با شده بارگذاري
 نانوذرات خواص روي بر فیزیکوشیمیایی عوامل ارزیابی و ژنآنتی
  .بود شده سنتز

 تجربی بخش -2

 وشر به 197CRM پروتئین شناسایی تست -2-1
 بلاتوسترن

 سیگما شرکت زا )197CRM )UG250-2189D تجاري پروتئین
 پروتئین مولکولی وزن و لوصخ شناسایی، ستت د.ش تهیه آلدریچ

 20 بتداا د.ش انجام بلاتوسترن و PAGE-SDS روش به
 در استفاده) آماده و شده قیرق( 197CRM استوك از میکرولیتر

 ولیمولکوزن نشانگر اب همراه PAGE-SDS ٪10 ژل هايچاهک
 دقیقه 02 مدت هب لژ د.ش ارگذاريب )1500PM بایوتک (آرمان

 غشاء به ژل زا پروتئین ادامه رد شد. انر ولت 201 لتاژو در
 پسس شد. منتقل )10600002GE آمرشام( µm 45/0 نیتروسلولز

 IgG باديآنتی( اولیه لکلوناپلی باديآنتی با غشاء انکوباسیون
 اب شده منیا موش از العهمط نیا در که ( DT علیه بر موشی
 کلونالپلی بادينتیآ نیز و بود) شده هیته  197CRM نیپروتئ

 دهش رقیق )NIBSC180/18( دیفتري وکسوئیدت علیه رب تجاري
 شیکر روي بر تاقا دماي در اعتس 2 دتم به 0100:1 نسبت به
 با کونژوگه ثانویه لونالمونوک باديآنتی اب غشاء ادامه رد شد. نجاما

peroxidase(HRP) Horseradish )بیوتک :oN Cat.
007HAF( )IgG برضد مونوکلونال IgG خرگوشی ای موشی 

 کننده سدودم بافر اب 10000:1 یزانم هب هک )HRP با شده کونژوگه
 اتاق مايد رد عتسا یک مدت به اءغش و انکوبه ود،ب شده رقیق
 بنزیدین آمینو دي -3،3  وبستراس با اندهاب نهایت رد رفت.گ قرار

)DAB( شد. مشاهده  

  نشده) (اصلاحنکبلا نانوذرات تهیه -2-2

                                                 
1 Factorial design 

 توسط که یونی سازيژل روش از آلژینات نانوذرات تهیه براي
Rajaonarivony شد. استفاده ،]29[است شده توصیف همکاران و 

 و مرپلی غلظت در جزئی تغییرات ایجاد با نانوذرات خواص و ساختار
 تاثیر نابراین،ب کند.می تغییر فیزیکی شرایط و دهنده اتصال عامل

 محلول و کلسیم نمک سدیم،آلژینات غلظت جمله از مختلف عوامل
 زدنهم سرعت و زمان مدت همچنین و pH ،لایزین ال-پلی

 بر مؤثر عوامل از یک هر اثرگذاري تعیین جهت .ندشد بررسی
 استفاده آزمایش طراحی روش از خروجی هايمشخصه بر فرآیند

 گرید عوامل و ریمتغ عامل کی فقط ش،یآزما هر در ابتدا در شد.
 یطراح ادامه در و زمان) کی در فاکتور کی بودند(روش ثابت

 سطح، 3 و فاکتور 5 با لیفاکتور یطراح در .دیگرد انجام 1لیفاکتور
 تحقیق اساس بر .بود مورد )53( 243 بر مشتمل شاتیآزما کل تعداد
 فاکتور، هر در شده استفاده سطوح بر یمبن موجود منابع و فعلی
 در سطوح نیا از کی هر ریتاث و تعامل و یابیارز مورد سطوح تعداد

 و زتا لیپتانس (اندازه، یینها یخروج و سطوح گرید بر فاکتور هر
 اساس بر سطح 2 و (عامل) فاکتور 5 با یینها یطراح ذره)، عیتوز

 در که شد سهیمقا هم با جینتا و انجام 2کسري فاکتوریل طراحی
 از یکی مطالعه منظور به .است شده داده نشان 1 شماره جدول

 شدند. داشته نگه ثابت پارامترها سایر الذکر،فوق پارامترهاي
 )%1/0 و w/v 3/0، 2/0(کلریدکلسیم محلول مختلف هايغلظت

 و w/v 3/0، 2/0سدیم(آلژینات محلول مختلف هايغلظت به
 منظور به بعد، مرحله در .شد اضافه قطره قطره صورت به )%0/1

 PLL مختلف هايغلظت پرژل، هاينمونه چگالش تکمیل و تغلیظ
)w/v 1/0، 08/0، 04/0، 02/%0( شد اضافه پرژل هايمحلول به. 

 اثر نهایت در ،دهنده اتصال و پلیمر مناسب غلظت تعیین از پس
 )rpm 2000،1500،1000،800(سازيهمگن لفمخت هايسرعت

 نیز و )دقیقه 60 و 45 ،30 ،15(سازيهمگن متفاوت هايزمان و
pHبررسی مورد ذرات ویژگی بر اتاق دماي در 9 و 5/6 ،4 هاي 
 بین از بلانک نانوذرات ساخت شده بهینه شرایط .ندگرفت قرار

 در حاصل سوسپانسیون سپس کرد. پیدا ادامه الذکرفوق هايحالت
-سانتی درجه 4 دماي در دقیقه 20 مدت به دقیقه در دور 10000

 دور رویی مایع شد. )آلمان اپندورف، R5417(سانتریفیوژ گراد
 شد. )زهیلیوفی(لخشک انجماد آمده بدست رسوب و شد ریخته

2 Fractional factorial design 
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 نانوذرات لیتشک ايبر تفادهاس مورد ییایمیش یکیزیف متغیر يفاکتورها .1 جدول
 وریلفاکت طراحی بر مبتنی

pH 
 سرعت

)rpm( 
 زمان

 )دقیقه(
 کلسیم غلظت
 %)w/v( کلرید

 اتآلژین غلظت
 %)w/v( سدیم

 ردیف

5/6 1500 45 2/0 2/0 1 
5/6 2000 45 2/0 1/0 2 
0/9 1500 45 1/0 2/0 3 
5/6 2000 30 2/0 2/0 4 
0/9 2000 45 2/0 2/0 5 
0/9 1500 30 1/0 1/0 6 
5/6 2000 45 1/0 2/0 7 
0/9 2000 30 2/0 1/0 8 
5/6 1500 45 1/0 1/0 9 
0/9 2000 45 1/0 1/0 10 
0/9 1500 45 2/0 1/0 11 
0/9 1500 30 2/0 2/0 12 
0/9 2000 30 1/0 2/0 13 
5/6 1500 30 2/0 1/0 14 
5/6 1500 30 1/0 2/0 15 
5/6 2000 30 1/0 1/0 61 

 توذرانان در 197CRM پروتئین بارگذاري -2-3
 سدیمآلژینات

 به رهقط قطره صورت به )w/v 1/%0(کلریدکلسیم آبی محلول
 مختلف هايغلظت حاوي )w/v 2/%0(سدیمآلژینات محلول

197CRM )2، 4، 20 ترعس تحت )لیترمیلی در گرمکرویم 40  و 
 با لایزین-الپلی سپس شد. اضافه rpm 2000 سازيهمگن
 در دقیقه 45 مدت به و ضافها سوسپانسیون به w/v 04/%0 غلظت
 .شد همگن اتاق دماي

 نانوذرات خصوصیات تعیین -2-4

 تجمع وقوع بررسی و نانوذرات ظاهري خصوصیات و مورفولوژي
  روبشی الکترونی میکروسکوپ از فادهاست با ذرات در

 و اندازه توزیع این بر علاوه .ندگرفت قرار بررسی مورد )-i440 لئو(
 توسط پروتئین با شده بارگذاري و نکبلا نانوذرات زتا پتانسیل
 از استفاده با )ZS Nano Zetasizerملورن،زتاسایزر( دستگاه
 )DLS(سانتیگراد درجه 25 دماي در پویا نور پراکندگی تکنیک

                                                 
1 Loading efficiency  

 25 دماي در بار سه حداقل هم نتایج تکرارپذیري .ندشد ارزیابی
 .شد انجام گرادسانتی درجه

 2احتباس ظرفیت و 1احتباس کارایی بررسی -2-5

 نانوذرات توانایی ارزیابی براي احتباس کارایی و احتباس ظرفیت
 مختلف هايغلظت در 197CRM پروتئین کردن محصور جهت

197CRM، 197 تعیین با مستقیم،غیر طور بهCRM محلول در آزاد 
 احتباس ظرفیت و احتباس کارایی تعیین براي .شد گیرياندازه رویی

 موجود آزاد پروتئین مقدار سنجش روش از شده، ساخته نانوذرات
 سنجش روش به نانوذرات سانتریفیوژ از حاصل رویی محلول در

 آلبومین پروتئین از استفاده با استاندارد منحنی شد. استفاده برادفورد
  .)1 (نمودارشد تهیه )BSAگاوي( سرم

 )BSA( گاوي سرم آلبومین با برادفورد تست استاندارد یمنحن . 1 نمودار

 به دقیقه در دور 10000 سرعت با نانوذرات سوسپانسیون ادامه در
 سپس و سانتریفیوژ گرادسانتی درجه 4 دماي در دقیقه 03 مدت

 یک مدت به شده نشینته نانوذرات شد. جداسازي رویی محلول
 توزین آن از پس و خشک گراد سانتی درجه 80 دماي در شب

 روش با رویی محلول در 197CRM پروتئین مقدار ادامه در .شدند
 در .شد برآورد نانومتر 595 موج طول در برادفورد سنجیپروتئین

 تعیین استاندارد منحنی از استفاده با 197CRM غلظت روش، این
 پروتئین مقدار کردنکم با نانوذرات در ماندهباقی پروتئین مقدار شد.
 د.گردی محاسبه نانوذرات تهیه براي استفاده مورد پروتئین کل از آزاد
  معادلات از استفاده با احتباس کارایی و احتباس ظرفیت نهایت در

2 Loading capacity  
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 :شدند محاسبه زیر

𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿 𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝐿𝐿𝑒𝑒𝐿𝐿𝑒𝑒𝐿𝐿𝑒𝑒𝑒𝑒 =
𝑇𝑇𝐿𝐿𝑇𝑇𝐿𝐿𝑇𝑇 𝐿𝐿𝑎𝑎𝐿𝐿𝑎𝑎𝐿𝐿𝑇𝑇 𝐿𝐿𝑒𝑒 𝑝𝑝𝑝𝑝𝐿𝐿𝑇𝑇𝑒𝑒𝐿𝐿𝐿𝐿 − 𝐹𝐹𝑝𝑝𝑒𝑒𝑒𝑒 𝑝𝑝𝑝𝑝𝐿𝐿𝑇𝑇𝑒𝑒𝐿𝐿𝐿𝐿

𝑇𝑇𝐿𝐿𝑇𝑇𝐿𝐿𝑇𝑇 𝐿𝐿𝑎𝑎𝐿𝐿𝑎𝑎𝐿𝐿𝑇𝑇 𝐿𝐿𝑒𝑒 𝑝𝑝𝑝𝑝𝐿𝐿𝑇𝑇𝑒𝑒𝐿𝐿𝐿𝐿
× 100 

)1( 
 

𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿 𝐶𝐶𝐿𝐿𝑝𝑝𝐿𝐿𝑒𝑒𝐿𝐿𝑇𝑇𝑒𝑒 =
𝑇𝑇𝐿𝐿𝑇𝑇𝐿𝐿𝑇𝑇 𝐿𝐿𝑎𝑎𝐿𝐿𝑎𝑎𝐿𝐿𝑇𝑇 𝐿𝐿𝑒𝑒 𝑝𝑝𝑝𝑝𝐿𝐿𝑇𝑇𝑒𝑒𝐿𝐿𝐿𝐿 − 𝐹𝐹𝑝𝑝𝑒𝑒𝑒𝑒 𝑝𝑝𝑝𝑝𝐿𝐿𝑇𝑇𝑒𝑒𝐿𝐿𝐿𝐿

𝐷𝐷𝑝𝑝𝐿𝐿𝑒𝑒𝐿𝐿 𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝐿𝑝𝑝𝐿𝐿𝑝𝑝𝑇𝑇𝐿𝐿𝑒𝑒𝑇𝑇𝑒𝑒𝑛𝑛 𝑤𝑤𝑒𝑒𝐿𝐿𝐿𝐿ℎ𝑇𝑇
× 100 

)2( 

 برون شرایط در 197CRM پروتئین سازيآزاد -2-6
 1تن

 )PBS( الینس بافر فسفات در نانوذرات از پروتئین رهایش میزان
 از وتئینپر آزادسازي .دگردی تعیین گرادسانتی درجه 37 دماي در

 نمونه از گرممیلی 100 نکرد حل با تنبرون شرایط در نانوذرات
 4/7 ،لارمو 01/0(جداگانه طور به ،PBS در شدهخشک نانوذرات

pH( طور به روتئینپ حاوي نانوذرات سوسپانسیون هر شد. بررسی 
 001(شیکر انکوباتور در و شد تقسیم میکروتیوب ده به مساوي
 در .نددش انکوبه گرادسانتی درجه 37 دماي در )دقیقه در سیکل
 ،72 ،48 ،36 ،24 ،12 ،6 ،2 ،0(شده تعیین پیش از زمانی فواصل

 با و دش برداشته نمونه هر از میکروتیوب یک ،)ساعت 120 و 96
 رجهد 4 دماي در دقیقه 30 مدت به دقیقه در دور 10000 سرعت
 به رویی ایعم در دهش زادآ روتئینپ مقدار .شد سانتریفیوژ گرادسانتی
 محاسبه شده ارگذاريب پروتئین لک مقدار به توجه اب برادفورد روش
  د.گردی

 197CRM پروتئین حاوي نانوذرات یابیمشخصه -2-7

 2هیفور لیتبد قرمز مادون سنجفیط روش به

 و کلریدکلسیم پلیمر، بین متقابل واکنش زآنالی و بررسی جهت
 دستگاه از پروتئین، حاوي راتنانوذ و بلانک نانوذرات در پروتئین

 جهت )II ALPHA،بروکر(فوریه تبدیل قرمز مادون سنجطیف
 منظور، این براي شد. استفاده شده تهیه هاينمونه بررسی

 300 با آرامی به سپس و لیزهلیوفی شده، تهیه نانوذره سوسپانسیون
 به دستی کنندهپرس با ادامه در شد. مخلوط KBr پودر گرممیلی
 طیف، هر براي شدند. فشرده نیوتنکیلو 10 نیروي با دقیقه 2 مدت

                                                 
1 In vitro 
2 Fourier- transform infrared spectroscopy  
3 Safety 

 میانه IR  منطقه در cm 4-1 وضوح با 256 اسکن اینترفروگرام یک
 .شد آوريجمع اتاق دماي در

 در یشناسبیآس یاحتمال عاتیضا یبررس -2-8
 منظور به شدهمنیا موشی گروه در هدف هايبافت
 نانوذره ترکیبات يضرریب یبررس

 بر منطبق ده،ش ساخته باتیترک  3يضرریب یابیارز يراستا رد
 در pharmacology afetyS یابیارز ،یالمللنیب يهادستورالعمل

 انجام عمومی و 4یموضع اثرات زین و یاتیح يهابافت یبررس قالب
 هفته 6-8 سن با ماده BALB/c موش ییتاده يهاگروه گردید.

 شدند،یم ينگهدار  GLP5 طیشرا در که گرم 18-22 وزن و
 کنندهافتیدر گروه کی ،PBS کنندهافتیدر شاهد گروه کی شامل

 نانوذرات کنندهافتیدر گروه کی و ییتنها به ناتیآلژ نانوذرات
 انتخاب خردسال دوگانه واکسن معادل 197CRM با شده يبارگذار

 در را الذکر فوق باتیترک از يرجلدیز دوز سه ها گروه .دندیگرد
 پس یمنیا پاسخ یابیارز یط در .کردند افتیدر يا هفته دو فواصل

 میعلا و يریگوزن ،فوق هايگروه در سوم و دوم اول، يدوزها از
 ثبت ق،یتزر هر از پس هفتم و سوم ،اول يروزها یط در زین ینیبال
 .ندگرفت قرار مطالعه مورد و

 بحث و نتایج -3

 نتایج -3-1

ی  -3-1-1 سای نپ شنا تئی   197CRM رو

 وسترن ستت جاري،ت ورتص به 197CRM روتئینپ تهیه از پس
 انجام یلکولمو وزن تعیین و پروتئین اییدت و ناساییش جهت بلات
 ،)1 (شکل 197CRM پروتئین لاتب وسترن و PAGE-SDS شد.
 مارکر راسیونکالیب ساسا بر را نظر مورد محدوده لیولکوم وزن

 وزن و پروتئین ولکولیم زنو اب که دهد می نشان پروتئینی
 داشت. همخوانی نتئیوپر بروشور در دهش مشخص مولکولی
Rf  بر مبتنی ونکالیبراسی اساس رب پروتئین کولیمول زنو محاسبه
value گردید: انجام یلذ فرمول طبق  

4 Local reaction 
5 Good Laboratory Practice  
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 استفاده با 197CRM و دیفتري توکسوئید هاينمونه بلاتینگوسترن الگوي .1 شکل

 توکسوئید :1 پروتئین، مارکر :M دیفتري. ژنآنتی علیه بر استاندارد باديآنتی از
 197CRM :3 استاندارد توکسوئید :2 دیافیلتراسیون) از (بعد شده تخلیص دیفتري

 شده تغلیظ دیفتري توکسوئید :4 تجاري

)3(        𝑅𝑅𝑒𝑒 = 𝐿𝐿1/𝐿𝐿2              

 فاصله و شود می کشیده ژل پائین و بالا در مرجع خطوط آن در که
 فاصله و 1d نام با مارکر پروتئین باند وسط تا فوقانی مرجع خط از
 گردید. نامگذاري 2d را تحتانی مرجع خط تا فوقانی مرجع خط از
 کرمار پروتئین کالیبراسیون هم، به آنها اتصال و نقاط تعیین با

 در 197CRM پروتئین اندازه آن به توجه با که شد کشیده مربوطه
 بلاتینگوسترن نتایج .گردید محاسبه دالتونکیلو 4/58 محدوده

 باديآنتی با 197CRM نوترکیب ژنآنتی متقابل واکنش موید
 در شده تهیه باديآنتی نیز و دیفتري) توکسوئید لیهع (بر استاندارد

 بود. 197CRM علیه بر مطالعه این

ر -3-1-2  ثی ا ز فاکتورهاي ت ی ییکفی ر شیمیای  روي ب
ز ت سنت وذرا ان  ن

 ،ذرات اندازه به توجه با بهینه نانوذرات هیته يبرا مهم يرامترهااپ
PDI دستگاه توسط آمدهدستبه زتا لیپتانس و DLS شدند. انتخاب 

 کلرید مکلسی و سدیمآلژینات مختلف هايغلظت تاثیر به توجه با
 آلژینات از w/v 2/%0 از بیشتر هايغلظت نانوذرات، خواص بر
 حاوي و بلانک اتنانوذر اندازه توجه قابل افزایش به منجر دیمس

 و کمتر غلظت در نانوذرات PDI .)الف2 (شکلشود می پروتئین
 شکلشد( دور مطلوب محدوده از آلژینات w/v 2/%0 از بیشتر

 آلژینات w/v 2/%0 از بیشتر و کمتر هايغلظت در حالیکه در ).ب2
  .)ج2 (شکلیافت کاهش زتا پتانسیل مقادیر سدیم،

 کلسیم غلطت افزایش با که داد نشان کلریدکلسیم غلظت تغییر
 یافته کاهش نانوذرات اندازه ،w/v 3/%0 تا w/v 1/%0 از کلرید
 در است، 5/0 مقدار که PDI سطح ترینمناسب )الف3 (شکل
 بیشتر هايغلظت در و شد حاصل کلرید کلسیم w/v1/%0 غلظت

 و )ب3 شکل(گرفت فاصله 5/0 محدوده از PDI مقدار کمتر یا
 تر کینزد صفر به پروتئین يحاو و بلانک نانوذرات ازت لیپتانس

 ).ج3 شکل(شد

 شیافزا ذراتنانو اندازه ،PLL غلظت شیافزا با داد نشان نتایج
 w/v 04/%0 از کمتر ای و شتریب غلظت در ).الف4 شکل(ابدییم

 مطلوب حد با که است شده 5/0 از شتریب نانوذرات PDI ریمقاد
PDI جینتا اساس بر ).ب4 شکل( دارد فاصله DLS، نیمطلوبتر  

 
 زتا پتانسیل (ج) PDI (ب) نانوذرات اندازه )الف( DLS  نتایج روي بر سدیمآلژینات مختلف هايغلظت تاثیر . 2 شکل

  M    1      2       3      4 
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 زتا پتانسیل (ج) PDI (ب) اندازه )لف(ا  DLS جینتا يرو بر کلریدمیکلس مختلف يهاغلظت ریتاث . 3 شکل

 
زتا پتانسیل (ج) PDI (ب) اندازه (الف) DLS جینتا يرو بر PLL مختلف يهاغلظت ریتاث . 4 شکل

 در ن،یا بر علاوه .شد ارزیابی w/v 04/%0 معادل PLL غلظت
 ریمقاد ، w/v 04/%0 غلظت از افتهی انحراف PLL يهاغلظت
 داریپا حالت از که رسدیم ولتیلیم -20 از کمتر به زتا لیپتانس

 ).ج4 شکل( دارد فاصله w/v 04/%0 يبرا شده مشاهده

 خصوصیات روي بر قلیایی و خنثی اسیدي، هاي pH تاثیر بررسی
 اتنانوذر اندازه میانگین ،pH کاهش با داد نشان نانوذرات فیزیکی

 می افزایش آلژینات، از توجهیقابل بخش تجمع و رسوب دلیل به
 کاهش نانوذرات اندازه شدن،قلیایی سمت به pH افزایش با و یابد

 معناداري تغییر PDI مقادیر ،pH تغییر با معهذا الف).5 یافت(شکل
 منبع به بسته آلژینات pKa اینکه به توجه با ب).5 نداشت(شکل

 کربوکسیلات ايهگروه <pKa pH در باشد، می 4/3-4/4 آن

 شدنقلیایی سمت به pH افزایش با و شوندمی یونیزه آلژینات
 ج).5 یابند(شکلمی افزایش زتا پتانسیل و فیمن بار میزان

 موثر ذرات اندازه کنترل در اغلب که زدنهم مختلف يهاسرعت ثرا
 داد نشان بررسی این نتایج است. شده داده نشان 6 شکل در است

 در دور 2000 تا دقیقه در دور 800 از زدنهم سرعت افزایش که
 و مطلوب اندازه شود.می نانوذرات اندازه کاهش به منجر دقیقه
 سرعت در پروتئین، با شده بارگذاري و شاهد نانوذرات براي بهینه
 زدنهم سرعت الف).6 (شکل شد حاصل یقهدق در دور 2000

 مقدار با یاديز تفاوت و شتدا نانوذرات PDI يرو بر کمی یراتتأث
 2000 از کمتر يهاسرعت در ).ب6 (شکل نداد نشان خود از ینهبه

 6 شکل(شد کمتر ولتیلیم 20 از زتا یلپتانس یرمقاد یقه،دق در دور
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            پژوهش هاي شیمیایی و نانومواد

 
 زتا پتانسیل (ج) PDI (ب) اندازه (الف) LSD نتایج روي بر مختلف هايpH تاثیر .5 شکل

 
 زتا پتانسیل (ج) PDI (ب) نانوذرات اندازه (الف) DLS جینتا يرو بر سازيهمگن مختلف هايسرعت ریتاث . 6 شکل

 زدنهم زمان اثرات 7 شکل مطابق که گردید مشاهده ینهمچن ).ج
 سرعت مشابه باً یتقر نانوذرات يزتا لیپتانس و ذرات اندازه يرو بر

 زدنهم زمان مدت ،آمدهدست به جینتا اساس بر .بود زدنهم
 گرفته نظر در قهیدق 45 نه،یبه نانوذرات آوردندست به يبرا مناسب

 فتای کاهش نانوذرات اندازه زدن،هم نزما مدت شیافزا با شد.
 در نیپروتئ با شده يبارگذار و بلانک نانوذرات PDI ).الف7 (شکل
 محدوده که بوده 5/0 محدوده در ه،قیدق 45 زدن هم زمان مدت

 از شتریب و کمتر يهازمان در است. نانوذرات PDI يبرا مناسب
 ).ب7 (شکل گرفت فاصله 5/0 محدوده از PDI محدوده قه،یدق 45

 یافت افزایش زتا یلپتانس ،زدنهم زمان مدت افزایش با همچنین و
 w/v 2/%0 غلظت ،7 ردیف ،1 جدول اساس بر ).ج7 (شکل

                                                 
1 One factor at a time 

 w/v غلظت ،کلریدمیکلس w/v 1/%0 غلظت م،یسدناتیآلژ
 مدت به rpm2000 يسازمگنه سرعت با نیزیلا-ال یپل %0/04
 يبرا مطلوب و نهیبه طیشرا عنوان به 5/6 معادل pH و قهیدق 45
 بر نیپروتئ با شدهيبارگذار و نکبلا میسدناتیآلژ نانوذرات دیتول

 فاکتوریل و  1زمان یک در فاکتور کی یطراح و همطالع اساس
 .ندشد ییشناسا

ن -3-1-3 عیی صا ت شخ ت تم وذرا ان  ن

 هايژگیوی شود،می مشاهده 8 شکل در که طورهمان
 بررسی 2روبشی الکترونی میکروسکوپ با نانوذرات مورفولوژیکی

2 Scanning electron microscopy 

179

87

43

326

235

109

0

50

100

150

200

250

300

350

4 6.5 9

ت 
ذرا

انو
ه ن

داز
ان

)
تر

وم
نان

(

pH

Blank NPs CRM197 NPs

)الف(

0.51

0.56

0.55

0.54

0.51

0.57

0.48

0.49

0.5

0.51

0.52

0.53

0.54

0.55

0.56

0.57

0.58

4 6.5 9

PD
I

ت
ذرا

انو
ن

pH
Blank NPS CRM197 NPs

)ب(

-15

-87

-156

-19

-235

-314-350

-300

-250

-200

-150

-100

-50

0
4 6.5 9

ت 
ذرا

انو
ا ن

 زت
یل

س
تان

پ
)

ت
 ول

لی
می

(

pH

Blank NPs CRM197 NPs

)ج(

215

134
115

88

423

372

283
254

0

50

100

150

200

250

300

350

400

450

800 1000 1500 2000

ت 
ذرا

انو
ه ن

داز
ان

)
تر

وم
نان

(

)rpm(سرعت همگن سازي 
Blank NPs CRM197 NPs

)الف(

0.6
0.55 0.53 0.51

0.67
0.61 0.59

0.56

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

800 1000 1500 2000

PD
I

ت
ذرا

انو
ن

)rpm(سرعت همگن سازي 
Blank NPs CRM197 NPs

)ب(

-10

-14
-17

-20

-15
-17

-19

-25

-30

-25

-20

-15

-10

-5

0
800 1000 1500 2000

تا 
ل ز

سی
تان

پ
)

ت
 ول

لی
می

(

)rpm(سرعت همگن سازي 
Blank Nps CRM197 NPs

)ج(



   

63 
 

            پژوهش هاي شیمیایی و نانومواد

 
 زتا پتانسیل (ج) PDI (ب) نانوذرات اندازه (الف) DLS جینتا يرو بر يسازهمگن مختلف يهازمان ریتاث . 7 شکل

 (الف)                                                                                                   (ب)

 پروتئین حاوي نانوذرات (ب) بلنک نانوذرات الف)( SEM الکترونی میکروسکوپ تصویر . 10 شکل

 بودن یکنواخت و کروي بیانگر الکترونی میکروسکوپ تصاویر شد.
 بود. تجمعی اثر بدون بهینه شرایط در شده تولید نانوذرات سطح

 اندازه يدارا شده نهیبه نکبلا نانوذرات که داد نشان DLS جینتا
 میلی -21 زتا پتانسیل و 493/0 دلمعا PDI با نانومتر 88 متوسط

 نانوذرات زتا سیلپتان و PDI متوسط، اندازه .)9 بودند(شکل ولت
 و 584/0 نانومتر، 245 ترتیب به پروتئین شدنانکپسوله از پس

 ).10 کرد(شکل تغییر ولتمیلی -2/24

ت  -3-1-4 س ظرفی حتبا ی و ا رای ح کا سا  تبا

  به احتباس کارایی و احتباس ظرفیت پروتئین، غلظت افزایش با

 کپسوله .)2 (نمودار یافت افزایش %80و %20 از بیش به ترتیب
 هايگروه با پروتئین تعامل دلیل به نانوذرات داخل پروتئین شدن

 پیوندهاي تشکیل طریق از آلژینات هايزنجیره هیدروکسیل
  .باشدمی الکترواستاتیک و هیدروژنی

ش -3-1-5 ن رهای تئی رو ز پ ت ا وذرا ان ط در ن  شرای
رون نب  ت

 )pH 4/7( فسفات بافر از استفاده با نانوذرات از پروتئین يزادسازآ
 نتایج شد. انجام ساعت 190 مدت به گرادیسانت درجه 37 يدما در

 پروتئین ثابت و داریپا يزادسازآ بیانگر پروتئین زادسازيآ و رهایش
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            پژوهش هاي شیمیایی و نانومواد

 

 
 بهینه شرایط در پروتئین فاقد آلژینات نانوذرات زتا پتانسیل و اندازه توزیع .9 شکل

 
بهینه شرایط در 197CRM پروتئین حاوي آلژینات نانوذرات زتا پتانسیل و اندازه توزیع .10 شکل
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            پژوهش هاي شیمیایی و نانومواد

 
 ظرفیت و احتباس کارایی روي بر 197CRM متفاوت هايغلظت اثر .2 نمودار

 پروتئین با شده بارگذاري نانوذرات احتباس

 
 تنبرون شرایط در 197CRM پروتئین رهایش نمودار .3 نمودار

 نخست، ساعت 48 در ژنآنتی شیرها ندیفرا ،3 نمودار طبق بر بود.
 شیپ میملا و ثابت بیش با 96 ساعت تا و بود وستهیپ و آهسته
 از شد. آزاد نخست ساعت 120 تا ژنآنتی از ٪95 بایتقر رفت.

 عملا 140 ساعت در و افتی کاهش شیرها زانیم120 ساعت
 می پروتئین سازيرها ثابت و پایدار نمایش .دیرس صفر به شیرها

 خواص از و پروتئین و نانوذره بین تاتصالا و پیوندها لیدل به تواند
 تواندیم نیزیل-الیپل هیلا وجود همچنین .باشد آلژینات نانوذرات

 پروتئین آهسته انتشار به منجر و داده شیافزا را نانوذرات يداریپا
  .شود نانوذرات از

شخصه -3-1-6 ت یابیم وذرا ان تئ يحاو ن رو  نیپ
197CRM ا ده ب ستفا ز ا جفیط ا زمادون سن رم د ق  لیتب
  هیفور

  با شده يبارگذار نانوذرات و پروتئین فاقد نانوذرات فیط یبررس

 دهندهنشان دیآم و لیوکسبکر ن،یآم گروه در را یراتییتغ پروتئین
 پروتئین نیآم گروه و ناتیآلژ لیکربون گروه نیب یونی کنشبرهم
 شدنانکپسوله ،FTIR از آمدهبدست جینتا ب،یترت نیبد است.

 نانوذرات FTIR فیط کند.یم دییتا را نانوذرات خلدا را پروتئین
 با شده يبارگذار نانوذرات و 197CRM نیپروتئ ،پروتئین فاقد

 است. شده داده نشان 11 شکل در پروتئین

 
 (الف)

 
 (ب)

 
 (ج)

 )الف( پروتئین با شده يبارگذار نانوذرات و نکبلا نانوذرات FTIR فیط . 11 شکل
 197CRM با شده يبارگذار نانوذرات (ج) 197CRM نیپروتئ )ب( نکبلا نانوذرات
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            پژوهش هاي شیمیایی و نانومواد

ج -3-1-7 ی نتای ت ضرريب وذرا ان ن حاوي ن تئی رو  پ

  دهندهنشان مطالعه مورد موشی گروه در يریگزنو ثبت جینتا
 گروه با درمقایسه درصد) 98 (بعضا درصد 95 يبالا وزن شیافزا

 به و سوم اول، روزهاي از پس وزن) افزایش صد در (صد شاهد
 گانه سه قاتیتزر یط در .بود تزریق بار هر از پس هفتم خصوص

 مورد گروه در قیتزر هر از پس روز هفت و سه ک،ی فواصل در و
 یاحتمال یموضع واکنش بر مبنی یکینیکل مئعلا گونهچیه بررسی
 اندازه دیجیتال ترمومتر با که تب)( عمومی ای )يقرمز ای (تورم
 سوم، دوز قیتزر از پس هفته کی .دینگرد مشاهده شد، گیري
 هاگروه یتمام در ...و طحال ه،یکل کبد، قلب، مثل یاتیح يهاارگان

 ساخته باتیترک یاحتمال کیتوکس ریتاث منظور به )%10 نیفرمال (در
 یبافت یابیارز مورد الذکر،فوق يهابافت از کی هر بر شده

 تیلنفوس )ونیلتراسینفی(ا ارتشاح جز هب گرفتند. قرار )يستولوژی(ه
 يگرید کیپاتولوژ رییتغ ،طحال و کبد در کمتر و يلنفاو غدد در ها
 در یمنیا يهاسلول کیولوژیزیف تیفعال از یحاک که بود نداده رخ

 کیپاتولوژ رییتغ عدم باشد.یم ژنآنتی به پاسخ در یمنیا يهاارگان
 ساخته باتیترک یاحتمال تیسم اثر یابیارز در قیتزر محل در یبافت

 زین )reaction & tolerance ocalL( قیتزر موضع در شده
 یکروسکوپیم ریتصاو 12 شکل بود. مواد نیا يضرریب نشانگر

 يحاو نانوذره گروه به مربوط است مختلف يهابافت از شده تهیه
 یم يتجار خردسال توام واکسن دوز معادل 197CRM ژنآنتی
 .باشد

 
 نوري) (میکروسکوپ ائوزین-هماتوکسیلین آمیزي رنگ با یبافت یابیارز . 12 شکل

 واکسن دوز معادل ژنآنتی يحاو نانوذره قیتزر با موش در یاتیح يها ارگان
 خردسال توام يتجار

 بحث -3-2

 و یمنیا لیدل به پذیرتخریبزیست و سازگارزیست نانوذرات
 و یکیولوژیزیف راتییتغ برابر در داروها ای هاژنآنتی از محافظت

 به دارو ای ژنآنتی انتقال ستمیس عنوان به را يادیز توجه ،یطیمح
 است بدوستآ مریپل کی ناتیآلژ ].31 ,30اند[کرده معطوف خود
 یاوري تیخاص لیدل به و کرده تریطولان را ژنآنتی يسازآزاد که

 ,22دهد[ یم شیافزا مرسوم يهاواکسن از شتریب را ییزایمنیا
 دارو، ،ژنآنتی انتقال يبرا ياگسترده طور به راستا نیهم در ].32

 FDA دییتا مورد که ردیگیم قرار استفاده مورد میآنز ای و نیپروتئ
 غلظت که است داده نشان یقبل شده انجام مطالعات باشد. یم زین

 عرضی اتصالات کننده ایجاد عامل همچنین و آلژینات محلول
 یکیزیف خواص يرو بر يریچشمگ ریتاث کلریدکلسیم مانند

 اثر منظور نیهم به ].34-32 ,28 ,27دارد[ نوذراتنا ییایمیش
 و )w/v 3/0، 2/0، 1/%0(کلریدمیکلس مختلف يهاغلظت

 یطراح روش از استفاده با )w/v 3/0، 2/0، 1/%0(میسدناتیآلژ
 دمانن فاکتورها یبرخ اساس بر نهیبه نانوذرات شدند. یبررس آزمون

 تیظرف ،یپراکندگ شاخص ذرات، اندازه مناسب، يمورفولوژ
 قیتحق در شدند. انتخاب داریپا شیرها و نیپروتئ يسازپسولهک

 میکلس از w/v 1/%0 و میسد ناتیآلژ w/v 2/%0 غلظت حاضر،
 نظر از نهیبه نانوذرات هیته يبرا یمناسب يهاغلظت کلرید

 يهاگروه يریگ جهت که آنجا از بودند. بالا در شده ذکر يفاکتورها
 يبرا لاتیکربوکس يهاگروه مانند ناتیآلژ يهارهیزنج یعامل

 نات،یآلژ غلظت شیافزا با است، مهم میکلس با ییوندهایپ جادیا
 از يشتریب يهارهیزنج و شتریب لاتیکربوکس یعامل يهاگروه

 ابدییم شیافرا نانوذره اندازه و داده واکنش میکلس با ناتیآلژ
 .]30[)الف 2لشک(

 یناش داریپا يبعد سه شبکه لیتشک به منجر میکلس غلظت شیافزا
 شودیم میکلس يهاونی با ناتیآلژ لیکربوکس يهاگروه تعامل از

 مریپل ترتاهکو رهیزنج م،یکلس يهاونی غلظت شتریب شیافزا با که
 يسازرها با ترکوچک ذره عیتوز و اندازه تاینها و ترمتراکم شبکه با

 يکمتر وندیپ تعداد نیبنابرا شد. خواهد همراه ژنآنتی تریطولان
 برقرار میکلس ونی و يمریپل رهیزنج در موجود G يهابلوك نیب
 قیتحق جینتا که است ذکر انیشا ).الف 3 لشک( ]26[شودیم

 غلظت شیافزا هک بوده یقبل شده انجام طالعاتم با مطابق حاضر
 کاهش و شیافزا به منجر بیترت به کلریدمیکلس و میسدناتیآلژ
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 زتا لیپتانس ریمقاد .]34-31 ,28[شودیم ناتیآلژ نانوذرات اندازه
 آنها کیالکتروفورت تحرك و يدیکلوئ ذرات بار تیکم نییتع امکان

 نیب تعامل در یمهم شنق و کندیم فراهم را عیما ونیسوسپانس در
 که ،]35[دارد ذرات سطح يمورفولوژ و نانوذرات با ژنآنتی ای دارو

 ذرات تجمع از اغلب ولتیلمی ±30 زتا لیپتانس آن اساس بر
 یم ونیسوسپانس در ذرات تیتثب به منجر و کرده يریجلوگ
 غلظت شیافزا لیدل به نات،یآلژ از w/v 2/%0 غلظت در .]36[شود

 غلظت به نسبت زتا لیپتانس و افتهی شیافزا زین یمنف ربا ون،یآن
w/v 1/%0 غلظت در اما است. شده تر منفی w/v 3/%0 لیدل به 
 و شدنتوده و ياخوشه يساختارها توسعه ون،یآن غلظت شیافزا

 شکلاست( شده ترمثبت زتا لیپتانس ،نانوذرات مناسب ثبات عدم
 w/v 1/%0 از میکلسدیکلر غلظت انحراف با کهیحال در ).ج2

 است. شده ترمثبت 197CRM يحاو و شاهد نانوذرات زتا لیپتانس
 مثبت لیدل به باشد، ناتیآلژ از شتریب میکلس ونی غلظت کهیزمان

 مطالعه در ).ج  شکل(ابدییم کاهش یمنف بار مقدار میکلس بار بودن
 يسازهمگن سرعت و زمان مانند پردازش يپارامترها یبرخ حاضر

 این جینتا گرفت. قرار یابیارز مورد نانوذره اتیخصوص يرو بر زین
 قهیدق 60 به 15 از يسازهمگن زمان شیافزا که داد نشان مطالعه
 يسو از ).الف 6 شود(شکلیم ذرات اندازه نیانگیم کاهش به منجر

 و فعل جادیا يبرا است ممکن زین زدنهم کوتاه زمان مدت گرید
 جهینت در نباشد. یکاف میکلس ونی و مریپل يهارهیزنج نیب انفعالات

 رفتن دست از به منجر که شودیم جادیا باز منافذ با بزرگ ذرات
 يبرا مناسب زدنهم زمان مدت جهینت در شود.یم انکپسوله ماده

 ریسا شد. گرفته نظر در قهیدق 45 نه،یبه نانوذرات آوردندست به
 زمان شیافزا که بودند داده نشان بیترت نیهم به مشابه لعاتمطا

-31[است شده ذرات اندازه کاهش به منجر تینها در يسازهمگن
 شکل(شد ترمنفی زتا لیپتانس زدن،هم زمان مدت شیافزا با .]33
 کوچکتر زدنهم زمان مدت شیافزا با نانوذره اندازه هرچه ).ج6

 موجود یمنف بار مقدار و افتهی شیافزا حجم به سطح نسبت شود،
 سرعت شیافزا با گرید يسو از .ابدییم شیافزا زین نانوذره سطح در

 نانوذرات اندازه قه،یدق در دور 2000 به 800 از زین يسازهمگن
 جهینت توانیم فوق جینتا اساس بر .الف)  (شکل افتی کاهش
 زمان مدت و قهیدق در دور 2000 يسازهمگن سرعت که گرفت

 ناتیآلژ نانوذرات سنتز يبرا نهیبه طیشرا کی تواندیم قهیدق 45

                                                 
1 Glipizide 

 شیافزا معکوس اثر به 2014 سال در همکاران و یامام باشد.
 دسته (از 1دیزاپییگل داروي شدنانکپسوله و ذره اندازه بر سرعت
 در پانکراس از نیانسول يآزادساز کیتحر يبرا اورهلیسولفون
 دست دارو شیرها شدن یطولان بر میمستق اثر و )ابتید درمان

 سال در همکاران و گوپتا توسط یگريد مطالعه رد .]37[افتندی
 از یمشابه یجنتا به 2018 سال در همکاران و سمپرازیت و 2011
 ,38[یافتند دست ذره اندازه و سازيهمگن سرعت معکوس رابطه

 نگه ثابت با یونی، شدنیژل روش در دجابري لارابا و محمد .]39
 يسازهمگن زمان و کلسیمیدکلر آلژینات،یمسد هايغلظت داشتن

 ترکوچک یاربس ذرات اندازه به سازيهمگن سرعت یشافزا با تنها و
 از یناش تواندیم ذره اندازه بر سرعت یرتاث یدهپد .]40[یافتند دست
 در که باشد مختلف هايسرعت از حاصل یکیمکان يانرژ انتقال

 ترکوچک ذره اندازه به منجر و یابدیم یشافزا 2شکست يانرژ آن
 تواندیم دارو یشرها یلپروفا در تنوع که چه گر .]42 ,41[گرددمی
 با ذرات ینهمچن .]44 ,43[باشد ذرات اندازه در یانسوار از یناش

 تمایل حجم، به سطح اندازه بودن بزرگ واسطه به ترکوچک اندازه
 .]45[دارند دارو تریعسر یشرها به
 نانوذرات اندازه عیتوز که داد نشان DLS از آمده دست به جینتا

 و دآم دست به یکیبار محدوده در نیپروتئ يبارگذار از بعد و قبل
 500 تا 200 محدوده در نانوذرات اندازه شد. مشاهده کیپ کی تنها

 از .]46[است دارو ای ژنآنتی انتقال جهت مناسب اندازه نانومتر،
 يهاسلول توسط جذب و یسلول يغشا به ذرات اتصال گر،ید يسو

 لیپتانس مقدار در کاهش .]47[رددا یبستگ آنها یسطح بار به یمنیا
 يهاگروه نیب برهمکنش لیدل به نیپروتئ يبارگذار از بعد زتا

 توسط که بود نانوذرات يرو بر )-COO( یمنف لیکربوکس
+( مثبت نیآم يهاگروه

2NH( 197CRM ادامه در .]48[شد یثخن 
 تا شد يبارگذار نانوذرات داخل نیپروتئ از متفاوت يهاغلظت

 غلظت ریتاث و نیپروتئ کردن محصور يبرا نانوذرات ییتوانا
 شود. یبررس احتباس ییکارا و احتباس تیظرف يرو بر نیپروتئ

 لیدل به نانوذرات توسط نیپروتئ کردن کپسوله يبالا راندمان
 ناتیآلژ يهارهیزنج لیدروکسیه يهاگروه با نیپروتئ برهمکنش

 باشدیم یکیالکترواستات و یدروژنیه يوندهایپ لیتشک قیطر از
 زانیم ،شده يبارگذار نیپروتئ مختلف يهاغلظت به پاسخ در .]49[

 و ذرات ساختار و دازهان ریتاث تحت شدت به نیپروتئ شدن کپسوله

2 Breaking energy 
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 و یدروژنیه يوندهایپ لیتشک يبرا اشباعریغ يهامکان تعداد
 جهینت در و ستین کسانی ذرات تمام در که باشدیم یکیالکترواستات

 مختلف يهاغلظت در LC و LE ریمقاد در یاندک يهاتفاوت
 ظتغل شیافزا با ن،یبنابرا د.گردیم مشاهده شده يبارگذار نیپروتئ
 بیشتري ادیرمق ،نانوذره اشباع ظرفیت گرفتن نظر در با و نیپروتئ

 به منجر که کرد يبارگذار نانوذرات در توانیم را نیپروتئ از
 از نیپروتئ يسازآزاد یاصل سمیمکان شود.یم LC شیافزا

 بیتخر از یشنا شده جادیا منافذ از نیپروتئ انتشار ندیفرآ نانوذرات،
 در نانوذرات از پروتئین انتشار مطالعه این در .است يمریپل شبکه

 زمان با ثابت و پایدار الگوي یک صورت به یشگاهیآزما طیشرا
 رهایش بدون مداوم و آهسته انتشار .)3 (نموداربود یطولان انتشار

 مولکولماکرو بین قوي انفعالات و فعل دلیل به احتمالا انفجاري
 نانوذرات، از پروتئین رهایش مطالعه .است نانوذرات و پروتئین هاي
 از توانمی نتیجه در داد. نشان را آهسته و داریپا شیرها یک

 زیآنال .کرد استفاده ژنآنتی انتقال يبرا حامل عنوان به نانوذرات
 نانوذرات يرو بر )FTIR( هیفور لیتبد قرمز مادون یسنجفیط

 کی نیپروتئ با شده يبارگذار نانوذرات و 197CRM م،یسدناتیآلژ
 آن در که داد نشان هاکیپ فرکانس و عرض در را کم تفاوت

 به مربوط که cm 3400-1 در آمده دست به کیپ نیترضیعر
 یموج عدد است. یمولکول نیب یدروژنیه يوندهایپ و H-O کشش

1-cm 1402-1640 کشش با C=O دارد. مطابقت )دیآم (گروه 
 cm 2850-2920-1 در کیفاتیآل H-C یکشش ارتعاش اگرچه

 (ارتعاش cm 1646-1 مجاورت در لیکربوکس يهاقله ،شد مشاهده
 یکشش (ارتعاش cm 1415-1 و )‒COO‒ متقارن یکشش

 197CRM با برهمکنش از پس که شدند دهدی )‒COO‒ نامتقارن
 يبارگذار نانوذرات و نکبلا نانوذرات فیط سهیمقا .افتندی گسترش

 ناتیآلژ لیکربوکس گروه نیب یونی برهمکنش کی نیپروتئ با شده
 تعامل FTIR جینتا جه،ینت در داد. نشان را 197CRM نیآم گروه و

  دهد. یم نشان را 197CRM نیپروتئ و ناتیآلژ نانوذرات موفق

 گیرينتیجه-4

 با شده کپسوله و نکبلا یمسدیناتآلژ نانوذرات حاضر مطالعه در
 به توجه باو شدند یهته یونی شدنیژل روش به 197CRM ینپروتئ

 آنها، اتیخصوص يرو بر مختلف ییایمیش یکیزیف يفاکتورها اثر
 يبرا حامل یستمس یک یهته در مهم مساله .شد هیته نهیبه نانوذره

 یژنیآنت یتفعال و ثبات مانند هاآن هايیژگیو حفظ ها،ژنیآنت
 عنوان به توانندیم یمسدیناتآلژ نانوذرات که داد نشان یجنتا است.
 یستمیکس و یموضع یجانب عوارض داشتن بدون مناسب حامل
 کنترل و آهسته يرهاساز و مشخص دوز با ژنآنتی انتقال جهت
 از نابراینب شود. استفاده ژنآنتی يهایژگیو حفظ با همراه شده
 به توانیم 197CRM ینپروتئ و یمسدیناتآلژ نانوذرات یبترک

 یهعل یتیظرف چند یا یتیظرفتک واکسن یهته یدکاند یک عنوان
 صورت به سرطان یمونوتراپیا در ینهمچن و یفتريد یماريب

 جهت یشترب یبررس مورد یندهآ مطالعات در ها CD ضد با کونژوگه
  گیرد. قرار کاربرد
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Abstract: Development of the recombinant vaccines against infectious diseases is dependent on the identification 
of immunogenic antigens and vaccine delivery systems such as polymeric nanoparticles that are able to stimulate 
immune responses similar to or better than conventional vaccines and reduce complications associated with 
traditional vaccines. At the present study, synthesis and properties of the sodium alginate nanoparticles carrying 
CRM197 protein as an antigen delivery system were evaluated. Synthesis of the blank optimized without protein 
loading and protein-containing nanoparticles was performed by ionic gelation method. After designing of the 
experiment (DoE) and determining the influential physicochemical factors in ideal nanoparticles synthesis; size, 
zeta potential, morphology, encapsulation efficiency, release pattern and FT-IR spectroscopy were investigated. 
The optimized nanoparticles were prepared at a concentration of 0.2% w/v sodium alginate, 0.1% w/v calcium 
chloride, 0.04% w/v poly-L-lysine during 45 minutes of stirring at 2000 rpm and in pH 6.5. The average 
nanoparticle size for blank and CRM197 loaded nanoparticles were 88 and 245 nm also zeta potential -21 and -24.2 
mV, respectively. LE and LC were >80% and >20%, respectively, associated with a stable and long-term 
encapsulated protein release pattern from nanoparticles. Absence of local and systemic signs, as well as weight 
gain in the mice group studied, indicated the safety of the nanoparticles and CRM197 protein combination. Based 
upon the above achievements, alginate nanoparticles can be used as an antigen delivery system for targeted 
delivery with controlled, slow release and improved stability of recombinant diphtheria antigen (CRM197) for 
immunization against diphtheria disease. 
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