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Abstract 

Background & Objectives: The use of nanoparticles is one of the newest methods of making     

vaccines. Nano-vaccines based on biodegradable polymers produce stronger immune system     

responses. The aim of this study was to design a Haemophilus influenzae type b nanovaccine in an 

animal model. 

Materials & Methods: In this study, PRP of Haemophilus influenzae was loaded in the structure 

of PLGA-Chitosan nanoparticles. Confirmation of AFM, FT-IR size and charge, percentage of 

release and loading of antigens from the structure of nanoparticles were calculated and the toxicity 

and antigenicity of nanovaccines were tested by ELISA method. Four groups of female mice were 

selected and grouped for vaccination. Vaccination and blood sampling were performed from 

mice’s heart and serum samples were collected and antibody responses against PRP were      

measured for total IgG and IgM. Pathological examination was performed to evaluate the extent 

of tissue damage. 

Results: Increasing the particle size from 167 ± 47.3 to 209 ± 4.2 and AFM electron microscope 

images before and after antigen loading showed the success of antigen encapsulation in the       

nanoparticle structure with 78% efficiency. The results of ELISA and vital organ pathology 

showed an increase in the titer of total IgG and IgM antibodies in the HIB nanovaccine compared 

to PRP and the lack of toxicity of the nanovaccine in the vital organs of mice. 

Conclusion: The results indicate that resulting nanovaccine has far more absorption and             

immunogenicity and can act as an effective vaccine against Haemophilus influenzae type b         

diseases. 
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 ها مجله دنیای میکروب
 0611( بهار 64سال چهاردهم شماره اول )پیاپی

  53– 64صفحات 

زایی ترکیب نانو ذرات پلی لاکتیک کوگلیکولیک اسید و کیتوزان با پلی ریبوز ریبیتول  ایمنی 
 به عنوان نانو واکسن در مدل حیوانیهموفیلوس آنفولانزا  فسفات

 5، مجتبی نوفلی2، مهدی شفیعی اردستانی*0، نادیا کاظمی پور0زهرا علیخانی 
گروه تولید  3ای، دانشکده داروسازی، دانشگاه علوم پزشکی تهران، تهران، ایران. گروه داروسازی هسته 2گروه میکروبیولوژی، واحد کرمان، دانشگاه آزاد اسلامی، کرمان، ایران.  1

  .های باکتریایی انسانی، موسسه تحقیقات واکسن و سرم رازی کرج، سازمان تحقیقات، آموزش و ترویج کشاورزی، تهران، ایرانو تحقیقات واکسن

 چکیده

هوا بور پوایوه  های نوین است. نانوو واکسون واکسن  های ساخت ها یکی از جدیدترین روش استفاده از نانوپارتیکل  : سابقه و هدف

هموفیلوس آنفولانزا کند. این پژوهش با هدف طراحی نانوواکسن  تری تولید می های ایمنی قوی پلیمرهای زیست تخریب پذیر، پاسخ

  در مدل حیوانی انجام شد.  bتیپ 

هوای پولوی لاکوتویو   در ساختار نانوپارتیکلهموفیلوس آنفولانزا  ( PRPدر این مطالعه پلی ریبوز ریبیتول فسفات):  ها مواد و روش

، درصد رهاسازی و بارگذاری AFM ،FT-IRهای تائیدی اندازه و شارژ،  شد. آزمون  کیتوزان بارگذاری -(PLGAکوگلیکولی  اسید)

ژنیسیته نانوواکسن با روش الایزا بررسی شد. چهار گروه از  محاسبه و میزان سمیت و قدرت آنتی  ها ها ازساختار نانو پارتیکل ژن آنتی

هوا  گیری از قولوب مووش بندی شدند. واکسیناسیون و خون های ماده نژاد سوری به منظور انجام واکسیناسیون انتخاب و گروه موش

اندازه گیری شد. به مونوظوور   IgMو IgG  برای مجموع  PRPبادی علیه  های آنتی های سرمی گردآوری گردید و پاسخ انجام و نمونه

 بررسی میزان آسیب بافتی، آزمون پاتولوژی انجام شد. 

قبل و بوعود از لوودیونو    AFMو تصاویرمیکروسکوپ الکترونی 202± /24به  163± 34/3ها از افزایش سایز نانوپارتیکلها:  یافته

% نشان داد نتایج حاصول از الایوزا و 37ها را با راندمان ژن در ساختار نانو پارتیکلها موفقیت آمیز بودن کپسولاسیون آنتیژن آنتی

و عودم  PRPدر مقایسه با   HIBدر نانو واکسن   IgMمجموع و IgGهای بادیهای حیاتی حاکی از افزایش عیار آنتیپاتولوژی اندام

  .های حیاتی موش بودسمیت نانوواکسن در اندام

 توانند بوه عونووان می  زایی بیشتری داشته و نتایج بیانگر این است که نانوواکسن حاصل به مراتب قدرت جذب و ایمنی  گیری: نتیجه

  عمل نماید. bتیپ هموفیلوس آنفولانزا های ایجاد شده از طریق  واکسنی موثر علیه بیماری

  .HIBکیتوزان، پلی لاکتید کوگلیکولاید، واکسن  واژگان کلیدی:

 1/0041427پذیرش مقاله:                                1322410412ویرایش مقاله:                                132243411دریافت مقاله: 

 *( آدرس برای مکاتبه: گروه میکروبیولوژی، واحد کرمان، دانشگاه آزاد اسلامی، کرمان، ایران.

  nadia_kazemi@ yahoo.comپست الکترونی :                         /03-/3132133تلفن:  

 

 م دمه     

های مختلو ، یوکوی از                     امروزه با پیشرفت علوم نانو در حوزه                                  

های کاربردی و مورد علاقه محققویون در اسوتوفواده از                                                حوزه    

باشد که در ایون حووزه                       علوم بیولوژی و پزشکی می                           نانو رات،         

و واکسون بوه کومو                 (     Drug Deliveryبح  رهایش دارو )                

فناوری نانو  رات بیشتر مورد توجه قرار گرفته اسوت. نوانوو                                                       

ای در کپسوله کردن دارو، آزادسوازی                                     رات قابلیت خار  العاده                       

کنترل شده دارو، هدفمند سازی رهایش دارو به محل هدف و                                                     

 ( /http://creativecommons.org/licenses/bync/4.0حقو  نویسندگان محفوظ است. این مقاله با دسترسی آزاد و تحت مجوز مالکیت خولاقوانوه )
 ها منتشر شده است. هرگونه استفاده غیرتجاری فقط با استناد و ارجاع به اثر اصلی مجاز است. در فصلنامه دنیای میکروب
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ها و تحری               افزایش ماندگاری دارو در برابر تجزیه توسط آنزیم                                              

دهونود.         سیستم ایمنی هومورال و ایمنی سلولی از خود نشان می                                                

نانو رات در هردو رویکردهای درمانی و پیشگیری به عونووان                                                      

ژن و هوم بوه عونووان                    حمل کننده جهت افزایش پردازش آنتی                                

یا کم  تحریکی برای فعال نمودن یا افزایش ایومونوی                                                   اجوانت      

اند. اگرچه از طی  وسیعی از نانو  رات به عونووان                                                 استفاده شده           

شود، ولی نانو رات پلیموری زیسوت                                 حامل واکسن استفاده می                     

هایی که در زمینه دارورسوانوی                              تخریب پذیر به دلیل امید بخشی                            

شوونود.         ها ترجی  داده موی                  دارند، به شدت بر انواع دیگر حامل                                

توانونود          پلیمرهای زیست تخریب پذیر، پلیمرهایی هستند که می                                               

ها در بودن             های هیدرولیتی  و بدون کم  آنزیم                                 توسط واکنش          

شکسته شوند. این نانو رات ویژگی رهاسازی کنتورل شوده و                                                    

ای در ابعاد سلولی داشته و با بافت و سولوول                                            ممتد دارند، اندازه                  

هوا در خوون             زیست سازگاری دارند. علاوه بر این نانو حامول                                         

پایدار و غیر سمی هستند و م راتی مانند لخته کوردن خوون،                                                      

زایی را ندارند. این نانو  رات از                                    تحری  سیستم ایمنی، التهاب                         

کنند و برای حومول انوواع                         سیستم رتیکولواندوتلیال دوری می                              

های دارویی، پروتینی، پپتیدی یا نوکلو ویو  اسویودی،                                                 مولکول      

مناسب هستند. از آنجایی که این نانو رات پلیوموری در بودن                                                      

قابلیت جذب دارند مشکلاتی از قبیل  لزوم خوروج بوعود از                                                   

آزادسازی دارو و احتمال بروز سمیت را نداشته و بوه هومویون                                                      

ها در صنعت پوزشوکوی و داروسوازی                               دلایل اخیرا  کاربرد آن                     

لاکتایدها            توان به پلی             افزایش یافته است. از جمله این پلیمرها می                                        

(،کویوتووزان                                   Polylactaide glycolideهوا )      گلیکوولویو           و پلی     

 (Chitosan            (و آلژینات )alginate              ( اشاره نمود )1  .) 

دی گلوکوزامویون                 /و 1کیتوزان، کوپلیمر آمینه پلی ساکاریدی از                                        

باشد که توسط داستیلاسیون آلکالین                                   استیل گلوکوزامین می                     Nو   

(. کیتوزان از نوظور سوم                      2یا آنزیم از کیتین مشتق شده است )                                

باشد و تجویز خوراکوی                       شناسی کاملا ایمن و زیست سازگار می                                

آن به انسان هی گونه خطری در بر نخواهد داشت. قوابولویوت                                                    

های جدید رهایش تدریجوی                         کیتوزان در استفاده در فرمولاسیون                               

های آزاد کونونوده                  های مخا  چسب، فرمولاسیون                         دارو، فرمول           

هوای       های رهایش پروتین و پپتید، سیسوتوم                                 سری  دارو، فرآورده                  

آزاد کننده دارو در کلوون در حوال توحوقویوق و پوژوهوش                                                          

 (.    3و /باشد )        می  

نوامویوده           PLGAپلیمر پلی لاکتید کوگلیکولاید که به اختصوار                                       

شود نیز از ترکیب لاکتی  اسید و گلیکولی  اسید سواخوتوه                                                     می  

های مختل  دارو رسانوی                        شده است که برای استفاده در سیستم                                

باشد. این پلیمرهوا                     می     EMAو    FDAدر انسان، دارای تاییدیه از                          

به صورت تجاری با جرم مولکولی مختل  موجود هستونود و                                                  

ها برحسب جرم مولکولی و کوپلیمریزاسویوون،                                          زمان تخریب آن             

تواند تا چندین سال به طول بیانجامد. از دیوگور خووا                                                     می  

این است که موعوموولا  اخوتولالوی در                               PLGAمنحصر به فرد              

کند و زمان قرار گیوری دارو بور                                های سلولی ایجاد نمی                     چرخه    

دهد که همیون               روی سلول و مسیر اندوسیتوزی را نیز کاهش می                                         

باشود. دارو              های درمانی بسیار حائز اهمیت می                                مس له در بررسی              

گیرد و توسط لیگوانودهوای اتصوالوی                                قرار می         PLGAدر مرکز         

PLGA    های هدف، به نوعی اتصال و انتشار                                   تواند در مولکول                 می

های خا   ود              تسهیل یافته ایجاد کند این مو وع در ردیابی                                         

توموری و در مبح  ایمونولوژی به عنوان پیشنهادی در جهوت                                                      

های میکروبی و در راستای اندوسیتوز آن                                        افزایش ورود آنتی ژن                   

های  د          بادی      های بیگانه خوار و افزایش تولید آنتی                                     توسط سلول         

شود. این نانو  رات عولاوه                           آن و تولید واکسنی موثرتر مطر  می                                

توانند به طوور مووفوقویوت آمویوزی                              بر کپسوله نمودن دارو می                       

ها یا مواد کمکی را در سط  خود جذب نماینود و بوه                                                 ژن    آنتی    

(.    2و 7صورت پیوسته سیستم ایمنی را در بدن تحری  نمایند )                                                

تخریب این پلیمرها عمدتا توسط هیدرولیز صورت گورفوتوه و                                                    

پ  از شکستن به مونومرهای اسیدی توسط چرخه کرب  بوه                                                  

 (.  10گردند )         صورت دی اکسید کربن از بدن خارج می                                 

علیخانی و همکاران در تهویوه                             1326ای که در سال                طبق مطالعه          

سوودوموونواس           هوای نواشوی از               نانو واکسن بر علیه عفونوت                        
انجام دادند نشان داد که کونژوگاسیون آلژیونوات بوا                                                آئروژینوزا            

PLGA                                         ها با         بادی      در تحری  سیستم ایمنی و تحری  تولید آنتی

نویوز نوتوایوج             2020نماید هم نین در سال                       موفقیت عمل می             

و کیتوزان به عنوان حوامول                            PLGAها در استفاده از                  تحقیقات آن          

در تهیه نانوواکسن پنتاوالان نتایج قابل توجهوی در توحوریو                                                       
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سیستم ایمنی نشان داد و در هر دو پژوهش یادشده عدم سمیت                                                       

ها نویوز         استفاه از نانو  رات زیست تخریب پذیر در تهیه واکسن                                                 

 (.  12و 11تایید شد )          

این پژوهش تلاشی به منظور تهیه و طراحی نانوو واکسون، بوا                                                     

، بوه      PLGA-Chitosanاستفاده از پلیمر زیست تخریب پوذیور                                  

عنوان کاندیدای تهیه نانو واکسن، برای تحری  بهتر و بویوشوتور                                                         

سیستم ایمنی هومورال و سلولی و افزایوش اثور بوخوشوی در                                                  

 باشد.        می    bپیشگیری از بیماری هموفیلوس آنفولانزا تیپ                                         

و       پاسوتوورلاسوه         باسیل فیفر، از خانواده                         یا   هموفیلوس آنفلوآنزا                  

تووانود         باکتری هوازی و بی هوازی اختویواری اسوت کوه موی                                         

های گوناگونی را در انسان ایجاد کند. این باکتری به دو                                                        بیماری      

هوای دارای             باشد که سوویوه              پسول می         پسول دار و بی ک                 شکل ک     

های ایجادکونونوده                  ترین سویه           ، از مهم        Hibکپسول یا به اصطلا                    

بیماری در این  باکتری هستند که موجب موقواوموت نسوبوت                                                 

همووفویولووس          شود. واکسن              می   سیستم کمپلمان              و  فاگوسیتوز          به  
ای کوه بوه            های خطرنا  و کشنوده                    تواند از بیماری                 می  آنفولانزا          

شود مانونود  ات                 حاصل می           bتیپ     هموفیلوس آنفولانزا                   وسیله       

الریه، مننژیت، باکتریمی، آرتریت سپتی  پیشوگویوری نوموایود                                                                     

 (.  20و 13) 

و       PLGAهدف از این پژوهش، بررسی اثر ترکیب نانوو رات                                            

باشد.         در مدل حیوانی می                  Hibکیتوزان بر ایمنی زایی نانوواکسن                                 

باشد        هدف کاربردی این تحقیق بررسی کاهش دفعات تزریق می                                               

تووان از           که در صورت موفقیت آمیز بودن نتایج این تحقیق موی                                              

ژنوی در          های آنتی          نانو رات زیست تخریب پذیر به عنوان حامل                                      

هوای       ژن    های چندگانه و یا حتی در کونوار آنوتوی                                   تولید واکسن           

 ساکاریدی استفاده نمود.                        پلی   

 

 ها مواد و روش

پولوی لاکوتویودکوو             ها و نانوو رات:                ژن  ال ( تهیه واکسن، آنتی                     

و کیتوزان با وزن مولوکوولوی                             (75:25)(PLGA)گلیکولی  اسید             

خالو           PRP( از شرکت سیگما آلدری ،                         100000-300000بالا)    

 از انستیتو پاستور تهران تهیه شد.                                

 (w / v)%     10در مرحله اول، محلول                     ب( آماده سازی نانو رات:                         

PLGA           1و محلوول   %(w / v)                       کویوتووزان در حولال توری

ساعت در  رف واکنوش                     /2فلورواستی  اسید تهیه شد و برای                                

 استریل بر روی استرایر در دمای اتا  سنتز شد.                                           

سپ  برای خال  سازی ترکیب نانو رات محلول حاصل را در                                                    

rpm    30000         دقیقه سانتریفوژ شد. رسوب حواصول                                  1به مدت

 است.        PLGA-Chitosanنانو ترکیب            

برای توهویوه            :   PLGA-Chitosan     ( PRP)ج( بارگذاری آنتی ژن                   

-PLGAلیتر از نانو ترکیب تهیه شده                               گرم4 میلی           میلی      10واکسن     

Chtosan     گرم کپسول پلی ساکاریودی                          میلی       12وHib      1در  

% پولوی       2لیتر محلوول              میلی      /لیتر کلروفرم حل شده و با                            میلی    

موخولوو  شوده و روی دسوتوگواه                           (PVA)وینیل الوکول          

دقیقه روی یخ قرارگرفت. سوپو                               1اولتراسونیکیشن به مدت                       

ساعت در دمای                /2برای تبخیر کلروفرم  رف واکنش  به مدت                                      

اتا  قرار گرفت. در این مرحله نانوواکسن حاصل با استفاده از                                                           

دقویوقوه         20دور در دقیقه به مدت                       000 1سانتریفوژ با سرعت                   

 (.      12خال  سازی شد )              

و          PLGA– Chitosanگوویووری انوودازه و بووار                     د( انوودازه         
Nanovaccine HIB   :                                       برای اطمینان بیشتر از صحت تشکیل نانوو

گیری سایز و               ها به منظور اندازه                    واکسن و حف  اندازه نانو، نمونه                              

دانشگاه تربیت مودرس                       etasizer شارژ طبق پروتکل دستگاه                        

 انجام شد.         

با طی  سنجی مادون                     PLGA-Chitosanه( تایید تشکیل سامانه                       

هوای       به منظور شناسایی ترکیبات آلوی و گوروه                                    :   (FT-IR)قرمز      

و       PLGAعاملی و پیوندهای کووالانسی موجود در نانو رات                                             

گرم از          میلی      2الی       1مقدار         PLGA-Chitosanکیتوزان و سامانه                  

ساییده و به شکل قر  شفاف آماده و در                                        KBrنمونه با پودر             

قرار داده شد و سپ  توسوط                           FT-IRمحفظه مخصو  دستگاه                    

گیری و گراف حاصل بر روی                           اندازه        IRدستگاه جذب در ناحیه                     

 صفحه مانیتور رایانه نمایان گردید.                                 

یکوی از          (AFM)میکروسکوپ نیروی اتمی                       :   AFMو( تصاویر           

ترین ابزارهای تهیه تصوویور تووپووگورافوی سوطو                                             قدرتمند       
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ها در مقیاس کمتر از میکرومتر است که به مونوظوور                                                  بیومولکول         

ها موورد           های مورفولوژی  نانو  رات و اندازه آن                                    بررسی ویژگی           

 استفاده قرار گرفت.                  

ژن موحوبووس            مقدار آنتی          ز( سنجش میزان بارگذاری) لودین (:                                  

ژن ا افه شده بوه                   ها از روی مقدار کل آنتی                         شده در نانو پارتیکل                   

مانده در فاز آبی )کوپوسوولوه نشوده(                                  محیط و مقدار نهایی باقی                       

محاسبه گردید. بدین منظور تمام محلول توسط سوانوتوریوفووژ                                                                

g    1/000             دقیوقوه جوداسوازی شود و                      0/تا      20دور به مدت

نانو رات در ک  جم  شده ومحلول روماند جدا شده و تعییون                                                      

 درصد کپسولاسیون با فرمول زیر محاسبه شد.                                      
 
EE%     100 

 

هوا      ژن    به منظور بررسی رهاسازی آنتی                            ( رهاسازی نانو واکسن:                        

گرم از نمونه                میلی      60، مقدار         PLGAهای       از ساختار نانو پارتیکل                      

نانو واکسن لیوفیلیزه شده، به دقت توزین و به مویوکوروتویووب                                                       

لویوتور از بوافور                میولوی      1ها      منتقل شد سپ  به هر کدام از لوله                               

درجوه        33ا افه شود و در دموای                       PBS (pH 7.4)فسفات     

سیکل در دقیقه به مودت پونوجواه روز                                  100سلسیوس و دور              

گرماگذاری شدند. سپ  در فواصول مشوخو  شوده )روی                                            

دقیقوه         20درجه سلسیوس به مدت                      /ها در دمای              نمودار( نمونه             

دور در دقیقه سانتریفیوژ گردید و محلوول روموانود                                                13000در    

آوری شده و با محلول بافری تازه جایگزین گردید و مقدار                                                        جم    

 (.      12ژن آزاد شده با روش سنجش بیال محاسبه گردید )                                             آنتی    

هوای       های ایمنی نمونوه                 به منظور بررسی پاسخ                    ( واکسیناسیون:                 

سر موش نژاد سوری ماده با وزن                                            60نانو پارتیکلی تهیه شده از                           

هفته به عنوان مدل حیوانی مناسب اسوتوفواده                                          6-7و سن         ±2  

ها از موسسه تحقیقاتی رازی کرج خریداری گوردیود.                                               شد. موش       

  12ساعت روز و              12ها در تمام مدت آزمون از شرایط                                موش   

درجوه        21-23ساعت شب برخوردار بودند و در دمای ثابوت                                       

توایوی         1ها به چهار گروه                   سلسیوس نگهداری شدند. این موش                            

تقسیم شدند که به ترتیب گروه اول تا سوم به ترتیب با واکسون                                                          

، سواموانوه                    HIB، نوانووواکسون              PRPژن    تهیه شده از آنوتوی                

Chitosan-PLGA                                      خال  و گروه چهارم هم به عنووان گوروه

شاهد با نرمال سالین واکسینه شدند. واکسیناسیون سه دوره بوه                                                          

میکوروگورم            10صورت داخل صفاقی هر کدام با دوزی معادل                                       

ای انوجوام            لیتر( با فواصل دو هفته                      میلی      043در سه دوز )هر دوز                   

عودد از           گرفت. خون گیری دو هفته بعد از هر تزریوق از                                           

ها بوه         گرفت و هر بار سرم خون                       های هر گروه صورت می                     موش   

دقیقه( جدا شوده و                     به مدت          3000وسیله سانتریفوژ )با دور                         

درجه سلسیوس تا هنگام انجوام آزموون الایوزا                                          -20در فریزر          

 (.  12و 11نگهداری شد )            

های مناسب سرموی                  برای به دست آوردن رقت                     ی( آزمون الایزا:                 

ها آزمون الایزای غیر مستقیم با سه                                    بادی      و برای تعیین عیار آنتی                      

،    IgG2b    ،IgG3   ،IgM ،IgAهوای     بوادی      بارتکرار، برای آنوتوی                   

IgG2a   ،IgG1         و مجموعIgG              .انجام شد 

(: بورای ایون             (Indirect ELISA ( روش الایزای غیرمستقیم                         

   040خال  را در بافر کربونوات                         PRPدر ابتدا آنتی ژن                    منظور     

لیتر تهیوه             میکروگرم بر میلی                  2با غلظت نهایی                  pH    246مولار با         

میکرولیتر به هر چاه  افزوده و پلیت به مدت                                             100و به مقدار            

هوا      درجه سلسیوس قرار داده شد و پلیوت                                 /ی  شب در دمای               

میکرولیتر( شستشو داده شد. سپ  محولوول                                       0 سه بار )هر بار                

ها افزوده و برای                    میکرولیتر به چاه                    300بلوکه کننده به مقدار                      

دقیقه پلیت در دمای اتا  گرماگذاری و پلیت ها  سوه بوار                                                     60

هوای       میکرولیتر( شستشو شد. در ادامه به چواهو                                        100)هر بار         

بوا      PBSمیکرولیتر سرم رقیق شده در بوافور                                  200ردی  اول،           

میکرولویوتور             160ها      ا افه گردید و به سایر چاه                             1:10رقت     

  0/هوای ردیو  اول                افزوده شد. سپ  از چاهو                          PBSبافر    

های ردی  دوم افزوده و به همین ترتیب تا                                          میکرولیتر به چاه                  

میکرولیتر دور ریخته شد. به                              0/آخر ادامه داده شد و در نهایت                              

انجام گردیود. پو  از                       :1این صورت رقت سازی به نسبت                           

میکرولیتر برداشته شد تا                           60ها      سازی از همه چاه                   انجام رقت         

میکرولیتر بورسود                  100حجم سرم رقیق شده در هر چواه  به                                 

ها      ساعت در دمای اتا  گرماگذاری و پلیت                                    2سپ  پلیت برای               

    میکرولیتر( شستشو داده شد. سپو  آنوتوی                                    100سه بار)هر بار               
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های نشان دار کونژوگه با آنوزیوم هوورس ردیوش                                          بادی     آنتی    

  100بوه موقودار             PBSدر بوافور         1:1000پراکسیداز با رقت                  

سواعوت در           1ها ا افه شده و پلیت برای                            میکرولیتر به چاه                  

  100ها  سوه بوار)هور بوار                   دمای اتا  گرماگذاری و و پلیت                            

 میکرولیتر( شستشو داده شد.                           

میکرو لیوتور بوه هور                    100در ادامه محلول سوبسترا به مقدار                                 

درجوه        33دقیوقوه در             1تا      10چاه  ا افه و پلیت برای                        

میکرو لیوتور              0 سلسیوس گرماگذاری شد.سپ  به هر چاه                                     

محلول متوق  کننده ا افه گردید. در نهایت، مویوزان جوذب                                                    

نانومتر با دستگاه خوانش الایوزا                                 0 /نوری پلیت در طول موج                      

 قرائت شد.         

)ریه، کبد              های حیاتی           های اندام           مطالعه ت ییرات ساختاری بافت                           

ائووزیون بوه مونوظوور                   -و کلیه( موش با روش هماتوکسیلین                              

ها      شناسایی اختلالات عملی و ت ییرات ساختاری احتمالی بافت                                                  

در       PLGA-Chitosanدر اثر تزریق نانو واکسن و سواموانوه                                

گوروه                7تایوی در           /2های حیاتی بدن موش، ی  گروه                              اندام     

 ها تقسیم بندی شدند.                     تایی از موش             3

ی  گروه به عنوان شاهد واکسنی دریافت نکرد و دو گوروه                                                    

لیتر(         میلی      043میکروگرم در ی  دوز )                      10دیگر با دوزی معادل                    

های سنتز شده را به صورت داخل صفاقی دریوافوت                                             از واکسن        

ها بوا         ها همه موش            روز از انجام تزریق                    3کردند. پ  از گذشت                   

لیتر کلرام هیدارت بیهوش و بلافاصلوه تشوریو                                            میلی      2تزریق       

ها درون ماده ت بویوت کونونوده                            های حیاتی آن              گردیدند و اندام               

درصد قرار داده شد و پو  از طوی موراحول                                      10فرمالین         

سازی نمونه و رن  آمیزی هماتوکسیلین ائوزین به وسیله                                                      آماده     

 میکروسکوپ نوری مورد بررسی قرارگرفتند.                                     

با انجام آزمون الایزا به صورت سه بوار                                     های آماری:              ل( آزمون        

ها با استوفواده                 بادی      تکرار، تیتر سرمی مربو  به هر کدام از آنتی                                         

انحوراف از معیار ارائه                          ±   از نرم افزار اکسل به صورت میانگین                                   

 شد.     

بر این اساس بورای بررسی اختولاف عویوارهوای سووورموی                                              

های مختل  در مقایسوه بوا                          ژن    های دریوافت کننوده آنتی                         گروه    

بوا       tukeyو آزمون آمواری               SPSS.16گروه کنترل از نرم افزار                         

0401p               .استفاده شد 

 

 ها یافته

به منظور اطمینان از صحت ها:  گیری سایز و شارژ مولکول اندازه

بورای   etasizer ها در سایز نانو از دسوتوگواه تشکیل مولکول

 1ها استفاده شد. نمودارهوای  گیری سایز و شارژ مولکول اندازه

دهنود. طوبوق  ها را نشان می گیری نتایج مربو  به این اندازه 2و

 3.47±167.03برابر با  Chitosan-PLGAسایز سامانه  1نمودار 

نانوموتور   2.4±209( و سایز نانو واکسن برابر با aنانومتر )شکل 

 ( به دست آمد. b)شکل 

حاکی از آن است که نانو واکسن حواصول بوا  1  نتایج نمودار

 Chitosan-PLGAوجود افزایش سایز نسبت به سامانه نانویوی 

باز هم در حد نانومتر است که موفقیت آمیز بوودن بوارگوذاری 

 دهد. ژن و حف  اندازه نانو را نشان می آنتی

 

 aهای  و نانو واکسن پنتاوالان. شکل Chitosan-PLGAاندازه سامانه : 1نمودار 

و نانو واکسن پنتاوالان   Chitosan-PLGAبه ترتیب مربو  به سایز سامانه   b  و

 باشد. نانومتر می 2.4±209 و 3.47±167.03باشد که به ترتیب  می
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(: FT-IRتایید انجام کانجوگیشن با طی  سنجی مادون قورموز)
( بورای در  گوروه FT-IRطی  سنجی مادون قرمز فوریه )

عملکردی هر مولکول آلی در مواد آماده شده مورد اسوتوفواده 

در   ( aکیوتووزان )-PLGAنانو رات  FT-IRقرار گرفت. طی  

بوه عونووان  cm-1  6 33نشان داده شده است. پی   1شکل 

در کیتوزان شناسایی شد )شکل  O-Hو  N-Hارتعاشات کششی 

aمتر به ارتوعواشوات  سانتی 63 1و  /163ها در  (. هم نین قله

شود. پویو   های ثانویه در کیتوزان مربو  می آمین اولیه و آمین

متر بور روی ارتوعواشوات کشوشوی  سانتی 1070و  13/3در 

شوود. ایون  مربو  موی PLGAدر  C-O-Cو  C   Oهای  گروه

بورای         FT-IRهای مشوخو  شوده نویوز در طویو   پی 

PLGA- کیتوزان و نانو واکسنHIB  شکل( نیز مشاهده شدb.) 

های عامولوی نوانوو رات  با توجه به نتایج حاصل ح ور گروه

PLGA               و کوویووتووزان در سوواخوتووار سوواموانووه نووانووو رات

PLGA- Chitosan  و نانو واکسنHIB  نیز موفقیت آمیز بوودن

 دهد. سنتز سامانه نانویی را نشان می

میکروسکوپ نیروی   AFM:میکروسکوپ نیروی اتمی تصاویر 

یکی از قدرتمندترین ابزارهای توهویوه تصوویور  (AFM) اتمی

ها در مقیاس کمتر از مویوکوروموتور   توپوگرافی سط  بیومولکول

نه تنها در شرایط فیزیولوژیکی بلوکوه در حویون  AFM  است

فرآیندهای بیولوژیکی نیز قادر به تصویرسازی است. به دلویول 

گیری نقش تعیین   های زیستی، نمونه  نرمی و آسیب پذیری نمونه

نیازی به آغشتن نمونه به موواد  AFM های  ای دارد. نمونه  کننده

 SEM در مقایسه با AFM فلورسنت یا مواد دیگر ندارد. تکنی 

هوادی   نیازی به ت بیت فیزیکی یا شیمیایی نمونه و اعمال پوشش

بر روی سط  آن ندارد. مزیت این روش توانایی تصویرگویوری 

 .هادی در محیط معمولی و زیر سط  مای  است از سط  غیر

 aهای  و نانو واکسن پنتاوالان.  شکل   Chitosan-PLGAشارژسامانه:  2نمودار

 HIBو نانو واکسون   Chitosan-PLGAبه ترتیب مربو  به شارژ سامانه   b  و

باشد. شیفت نمودار به سمت م بت نیز موفقیت آمیز بوودن واکونوش را  می

-Chitosanبه ترتیب مربو  به سایز سواموانوه  b  و  aهای  دهد. شکل نشان می

PLGA   باشد که بوه تورتویوب شوارژ از  و  نانو واکسن پنتاوالان میmV 

( b)شکل   mV +28±1.3 به از a))شکل  PLGA-Chitosanدر   20.29±2.6+

 دهد.  نیز موفقیت آمیز بودن واکنش را نشان می در  نانو واکسن

 PLGA-Chitosanمیانگین ت ییرات سایز و بار سامانه نانو رات   : 1جدول 

غلظت کیتوزان به   

PLGA(mg/ml) 

 پتانسیل زتا 

(mv) 

میانگین اندازه  رات 

 (nmایجاد شده )

 اختلاف پراکندگی

 (PDI) 

1.10 +20.29±2.6 3.47±167.03 0.229±0.053 

 PLGA-Chitosanژن در سامانه نانو رات   میزان احتباس آنتی : 2جدول 

غلظت کیتوزان به   
PLGA 

(mg/ml) 

 پتانسیل زتا 
(mv) 

میانگین اندازه 

  رات ایجاد شده
 (nm) 

اختلاف 

 پراکندگی
 (PDI) 

درصد 

کارایی 

 احتباس

1.10 28.29±1.3 2.4±209.05 0.0215±0.02 78 

به   bو   aهای  (. شکلFT-IRنمودارهای طی  سنجی مادون قرمز):   3نمودار

 Hibو نانو واکسن   PLGA-Chitosanهای  ترتیب نمودارهای نانوپاتیکل

 باشد. می
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برای تصویر گرفتن و بررسی ساختارهای پروتین،  AFM امروزه

DNAهوا،   ها، ویوروس ها، میکروب های سرطانی، باکتری ، سلول

هوا و   ها، کورومووزوم  های آنزیمی، غشا  ها، بر هم کنشپروتین

ساختار مواد زیستی در شرایط فیزیولوژیکی مورد استفاده قورار 

 .گیرد می

در تصاویر حاصل، نتایج با کیفیت دو بعدی  و سه بوعودی از 

صوافوی مشواهوده  -مورفولوژی سط ، سایز نانو ره، زبری 

جام  تحوقویوقواتوی پوژوهشوکوده    گردد. که در آزمایشگاه می

ساخوت  JPKبیوتکنولوژی کشاورزی ایران بااستفاده از دستگاه 

  تهیه شده است. AFMکشور آلمان تصاویر 

پ  از تایید بوارگوذاری تایید میزان کپسولاسیون و رهاسازی: 

در سواموانوه نوانوو رات            PRPموفقیت آمویوز آنوتوی ژن 

PLGA-Chitosan   محاسبه شد.   %37راندمان لودین 

روز  60هم نین میزان رهاسازی  واکسن از نانو رات به مدت 

(. همان طور کوه مشواهوده  مورد بررسی قرار گرفت )شکل 

%( قابل توجه اسوت، 37روز ) 20شود، سرعت این انتشار تا می

یابد به طوری که پو  از  و سپ  میزان آن به آرامی کاهش می

رسد و نشان دهنده این است کوه  % می61روز این مقدار به  7/

  ساختار سنتز شده توانایی خوبی برای انتشار واکسن دارد.

ها در مودل حویووانوی:  بادی بررسی میزان تحری  تولید آنتی
بررسی عیارهای به دست آمده دو هفته پو  از اولویون دوز 

علویوه نوانوو  IgG  بادی گیری در عیار آنتی تزریق افزایش چشم

هوای دوم و  دهد اما دو هفته پ  از تزریوق واکسن نشان نمی

های مختل   بادی تولید شده در گروه سوم ترتیب عیارهای آنتی

 به این ترتیب بود:
 Nanovaccine HIB > Vaccine HIB > Chitosan-PLGA 

 

در تزریق  Nanovaccine HIBهای واکسینه با  درگروه IgGعیار 

افزایش نشان داده است. با   2 17به  132سوم نسبت به اول از 

بوا        Tukeyتوجه به نتایج به دست آموده از طوریوق آزموون

0401 p هوای توزریوق شوده  ژن اختلاف عیار تماموی آنوتوی

Nanovaccine HIB هوای اول، دوم و  دو هفته پ  از تزریق

 (.   سوم در مقایسه با گروه کنترل معنی دار بود )نمودار
 

)        HIBو نانو واکسن (a ,c)نانو سامانه سنتز شده  AFMتصاویر   :1شکل 

b,d )    مقایسه تصاویر دو بعدی و سه بعدیPLGA-Citosan   قبل و پو  از

بارگذاری و جذب موفقویوت آمویوز  هموفیلوس آنفولانزا  PRPترکیب آن با 

PRP  را در سامانه نانو راتPLGA-Citosan دهد. نشان می 

 PLGA-Chitosanهای  از ساختار نانوپارتیکل PRPمیزان رهاسازی : /نمودار 

های اول، دوم و  ها دو هفته پ  از تزریق بادی ت ییرات عیار آنتی:   نمودار

( در موقوایسوه بوا  p 0401سوم. علامت * نشان دهنده اختلاف معنی دار )

 گروه کنترل است. 

گیری در دو هفته پ  از سومین دوز تزریقی افزایش چشم

های واکسینه با  در موش  PRPژن بادی علیه آنتی عیار آنتی

Chitosan- Nanovaccine HIB  در مقایسه باcommercial 

pentavalent vaccine .مشاهده شد 
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  PLGA- Chitosanهای  موجود، تهیه و در ساختار نانوپارتیکل 

کپسوله شد. بدین منوظوور پو  از موراحول آمواده سوازی 

ای در ساختوار  درروش ت  مرحله PRPژن  ها، آنتی نانوپارتیکل

ها کپسوله شدند. پ  از محاسبه درصد بارگوذاری  نانو پارتیکل

درصود درون  37مشخ  شد مواد مورد واکنش به مویوزان 

 اند.  بارگذاری شده PLGA-Chitosanهای  کمپلک  نانوپارتیکل

ای از سامانه  و به صورت تدریجی و تقریبا  با دو پی  دو مرحله

 7/درصد وپ  از  37روز به میزان 20نانو رات یادشده پ  از 

 شود. درصد رهاسازی می 61روز به میزان 

 آماده سازی موفقیت آمیز و سنتز با کارایی بالا از نوانوو رات

PLGA-کیتوزان توسط FT-IR  ،و  سایز و بار  AFM  .تایید شد

  3.47±167.03و  2.6±20.29+  از  ت ییر بار و سایز به ترتویوب

 و  1/3±28.29+کویوتووزان بوه  –PLGAنانومتر در نانو ره 

به دسوت آمود کوه  HIB  نانومتر در نانوواکسن 209.05±2.4

کپسولاسیون و حف  سایز نوانوو را نشوان   موفقیت آمیز بودن

کند سامانوه نوانوو رات موورد  دهد و هم نین مشخ  می می

( EPRاستفاده قرار گرفته در تهیه واکسن قابلیت جذب سطحی)

 بالایی خواهد داشت.

سامانوه نوانوو رات و  AFMسپ  با استفاده از میکروسکوپ 

مورد بررسی قرار گرفت که تصاویر دو بعودی  HIBنانوواکسن 

ژن پولوی  لودین  موفقیوت آمویوز آنوتوی و سه بعدی حاصل

  تایید نمود.را  PRPساکاریدی 

های کویوفوی انوجوام شوده  با توجه به نتایج مطلوب آزمایش

تهیه شده برای ایمن سازی حیوانات اسوتوفواده های  نانوواکسن

های مختل   بادی گردید. در بررسی میزان القای تیتر سرمی آنتی

، پ  از تزریوق PRPژن  علیه آنتیژنیسیته  بررسی قدرت آنتیو 

گیری آزمایوش الایوزا  ها به موش و خون داخل صفاقی آنتی ژن

ها با فواصول  از قلب موش  واکسیناسیون و خونگیریانجام شد. 

های سرمی گردآوری گردیود  ای انجام شد. سپ  نمونه دو هفته

ژن به وسیلوه روش الایوزا  بادی علیه هر آنتی های آنتی و پاسخ

 و total IgG, IgG2a, IgG2b, IgG3, IgA, IgG1برای مجموع 

IgM گیری شد. نتایج حاصل حاکی از افزایش چشمگویور اندازه

های حیاتی موش سوری:  های پاتولوژی اندام نتایج انجام آزمون
ها بوه مونوظوور  بادی پ  از حصول نتایج مربو  به عیار آنتی

های احتمالی نانوواکسن تولید شوده  بررسی و شناسایی آسیب

سور مووش سووری  2های حیاتی موش تعداد  در بافت اندام

مطابق روش انجام شده در واکسیناسیون صورت گرفته بورای 

ها واکسینه شدند و پ  از گوذشوت یو   بادی تعیین تیتر آنتی

کلرام هیدارات بویوهووش شوده و لیتر  میلی 2هفته با تزریق 

درصد نوگوهوداری  10ها جدا و در فرمالین  های حیاتی آن اندام

ها تهیه برش و تهویوه لام بوا  شد و پ  از آماده نمودن نمونه

رن  آمیزی انجام شود و  H&E  ائوزین -روش هماتوکسیلین

گونه اثر توخوریوبوی و  بررسی پاتولوژیکی انجام گرفت و هی 

های التهابی ناشی از تزریق نانوواکسن تهیه شوده  تجم  سلول

 ها کاملا  نرمال بودند. در آن مشاهده نشده و سلول

 

 بحث

ها در استفاده به عنوان حامل در داروسازی  امروزه نانو پارتیکل

ها  ای را به خود جلب نموده اند. آنو واکسن سازی توجه ویژه

هایی مانند نسبت بوزر   به دلیل خوا  جالب توجه و مزیت

های هودف بوا  سط  به حجم، سط  چند عملکردی و ویژگی

هوایوی  موثرهستند. واکسن(EPR) نفو  پذیری پیشرفته و حف  

هوا  اند ی  کلاس جدید از واکسون که از نانو رات تشکیل شده

های معمولی  تر از واکسن هستند که کارآمدتر و مقرون به صرفه

ها هر دو ایمنی سلولی و هووموورال الوقوا  هستند چون در آن

ها بر پایه پلیمرهای زیست تخریب پذیر، به  شود. نانوواکسن می

دلیل تحویل دهی بهتر آنتی ژن، عدم سمیت و سیستم آهسوتوه 

 کند. های ایمنی قوی تری تولید می رهش، پاسخ

های جالب، سازگاری زیستی، تجزیه  در میان نانو رات، ویژگی

و کیتوزان توجه زیادی را  PLGA های سطحی زیستی و ویژگی

های دارویوی بوه خوود موعوطووف  دراستفاده به عنوان حامل

PLGA-chitosan مطالعه حا ر بر روی سنتز واکسن  اند. داشته

-HIB در این مطالعه  .متمرکز بودPRP  هموفیلوس آنفولانزا بوه

و مقایسه آن با واکسن توجواری HIB منظور تولید نانوواکسن 
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در مقایسه بوا واکسون  IgMو  IgGهای مجموع  بادی عیار آنتی

هوای  در انودام HIBموجود و هم نین عدم سمیت نانوواکسن 

های دریافت کننده نانووواکسون  تمامی گروهحیاتی موش بود و 

جوالوب   های کنترل اختلاف معنی داری را نشان دادنود. به گروه

توجه است پ  از اولین دوز تزریق و پ  از گذشت هوفوتوه 

ها به سرعت به بالاترین حد خود افزایوش  بادی دوم، میزان آنتی

سرم شاخ  اصلی محافظت ناشی از  IgGهمانطور که   یافت.

، ایمنی بوالاتوری HIBهای پیشگیرانه است، نانوواکسن  واکسن

 نسبت به واکسن موجود و گروه کنترل ایجاد کرده است.

های تهیه شده در مطالوعوات  این اثر م بت در سایر فرمول بندی

نسوبوت بوه  HIBپیشین نیز مشاهده شد. برتری نانوواکسون 

هوای آب  های موجود، احتمالا  به دلیل وجوود هسوتوه واکسن

باشد کوه  دوست و هم نین کاهش تاثیر آزادسازی انفجاری می

ژن از نانوواکسن بوهوتور  دهد آزادسازی آنتی در نتیجه اجازه می

  HIBشود. نتایج بیانگر این واقعیت است کوه نوانووواکسون 

حاصل به مراتب قدرت جذب و ایمنی زایی بیشتری داشتوه و 

هوای  ژن بوه سولوول به دلیل سایز نانو و قابلیت تحویل آنوتوی

 پذیرنده، سبب تحری  بیشتر سیستم ایمنی خواهد شد.

ناشی از میزان آسیب بافتی در ادامه این تحقیق به منظور بررسی 

های حیاتی )کبد، کلیه، ریوه( مووش  تزریق نانوواکسن در اندام

هوا  سوری، پ  از بیهوشی با کلرام هیدرات و تشوریو  مووش

انوجوام شود و  H&E  مراحل آماده سازی لام و رن  آمیوزی

میکروسکوپ نووری ×  0/و × 10های تهیه شده با بزرگنمایی لام

مورد بررسی قرار گرفتند و نتایج حاصل از این آزمون حاکی از 

های التهابی و پرخونی عورو   عدم ایجاد التهاب و تجم  سلول

 باشد. و عدم سمیت نانو ره مورد استفاده در این تحقیق می

و کیتوزان از جومولوه  PLGA با توجه به چشم انداز ارزشمند

سازگاری زیستی، تجزیه زیستی، حلالیت بیشتری از نانو حامل، 

تونوی نشوان  هی  سمیت سلولی در محیط آزمایشگاهی و درون

دهد که این نوانوو حوامول  های ایمنی بالا نشان می نداد و پاسخ

تواند به زودی به عنوان سیستم تحویل واکسن موثر و ایمون  می

های نوانوو استفاده شود. وا   است که برای در  تمام ویژگی

بوا ایون حوال، ایون  .حامل، باید مطالعات بیشتری انجام شود

ها تنها برای استفاده از این نانو حامل در تحوویول دارو و  یافته

 .ها بسیار جالب است کاهش دوز تزریق آن

 
 گیرینتیجه

   PLGA-Chitosanدهد که بارگذاری نتوایج این تحقیق نشان می

توانایی بهتری در تحری  سیستم ایمنی  نسبوت  PRPژن  با آنتی

موجود در ساختار واکسن پنتاوالان معمول داشتوووه و  PRPبه 

تواند به صورت چشمگیر سیستم ایمنی را بدون هی وگوونوه  می

های حیاتوی بودن مووش،  تاثیر مخرب و آسیب بافتی در اندام

تحری  نماید. در این تحقیق هم چنین مشخ  گوردیود کوه 

با خاصیت عدم سمیوت و زیسوت  PLGA-Chitosanنانو ره 

تخریب پذیری قابلیت مناسبی برای استفاده به عنوان حامل در 

ها در آن به صوورت  ژن ها برخوردار است ولودین  آنتی واکسن

توان ا هار داشت که نوانوو  بنابراین میگیرد.  پایدار صورت می

حامل تهیه شده در این پژوهش به عنوان ی  کاندید نانو حامل 

گانوه، چونودگوانوه و پولوی  های ت  در تهیه انواع نانوواکسن

و حتی کاهش دوز  هموفیلوس آنفولانزاساکاریدی نظیر واکسن 

 ها موثر خواهد بود. تزریق در آن
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