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Abstract 
Introduction: Ricin is a glycoprotein poison found in the castor plant, which consists of two chains A (RTA) and B (RTB). 
There are two protein vaccine candidates based on chain A including RiVax and RVEc, against poisoning caused by this 
toxin. Although various studies have been conducted on the immunogenicity of RiVax alone and with the help of adjuvant, 
modern controlled release systems such as nanoparticles have not been used to improve the immunogenicity of this protein. 
The aim of this study is to manufacture polylactic-co-glycolic acid (PLGA) nanoparticles containing RiVax with a slow 
release rate and to evaluate the physicochemical parameters and immunogenic potential of this system compared to protein 
alone. 

Methods: First, after purifying RiVax, the water-oil-water emulsion method was used to load RiVax into poly lactic acid-
co-glycolic acid (PLGA) nanoparticles. After investigating the physicochemical properties of nanoparticles containing 
RiVax, they were administered to different groups of mice.  

Results: According to the above results, it was determined that despite the various researches and positive results related 
to the nature of immunogenicity enhancement by PLGA nanoparticles, one of the important factors in the enhancement 
of immunogenicity of these nanoparticles is the ratio of lactic acid to glycolic acid that constitutes PLGA, which has a 
significant effect on the antigen release rate or on the immune response. 
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 کیده چ

شده است.    لیتشک  B (RTB)و    A (RTA)  رهیکرچک است که از دو زنج  اهیموجود در گ  ینیکوپروتئیسم گل  کی  نیسیر  :مقدمه

سم وجود دارد. اگرچه    نیاز ا  یناش  تیبر مقابله با مسموم  RVEcو    RiVaxشامل    A  رهیزنج  هیبر پا  ینیواکسن پروتئ  دیدو کاند

 ستم یو با کمک ادجوانت )ماده محرک( انجام شده است، اما س یی تنها به  RiVax ییزا یمن یدر مورد قدرت ا یمطالعات مختلف

تا به امروز مورد استفاده قرار    نیپروتئ  نیا  یزاییمنیمانند نانوذرات، به منظور بهبود ا  نیکنترل شده نو   شیرها  تیبا قابل  های

  ش ی با سرعت رها  RiVax  یحاو  (PLGA )   داسی کیکولیگلا-کو-کلاکتی یمطالعه ساخت نانوذرات پل  نینگرفته است. هدف از ا

 . دباش  یتنها م  نیبا پروتئ  سهیدر مقا  ستمیس  نیا  زایی یمنیا  لیو پتانس  ییایمیکوش یزیف  یپارامترها  یابیآهسته و ارز

استفاده    PLGAدر نانوذرات    RiVax  یبارگذار   یآب برا -روغن-آب  ونی، از روش امولسRiVax  سازی ابتدا پس از خالص  :هاروش

 شدند.   زیتجو   یمختلف موش  هایگروه  به  ها ، آنRiVax  ینانوذرات حاو   ییایمیکوشیزیف  های یژگی و  یشد. پس از بررس

 ی نسبت به پل  شتریب  دیاس  کیلاکت  یبا نسبت پل  PLGA  مریبود که با توجه به استفاده از پل  نینشان دهنده ا  جینتا  ها:یافته 

در   یتفاوت  یساز منیا  جیروز( و نتا  40در    نیدرصد پروتئ  12از نانوذره آهسته بود )  نیپروتئ  یآزادساز  یالگو  د،یاس  کیکولیگلا

 .  تنها نشان نداد  RiVax  هنسبت ب  RiVax  ینانوذرات حاو   یمنیپاسخ ا

 ی منیارتقاء ا  تیمثبت در ارتباط با ماه  جیمختلف و نتا  قاتیفوق مشخص شد که با وجود تحق  جیبا توجه به نتا  :گیرینتیجه

  ک یکولیگل  دیبه اس  کیلاکت  دینانوذرات نسبت اس  نیا  زایی یمنیاز عوامل مهم در ارتقاء ا  یکی  PLGAتوسط نانوذرات    زایی

 .دارد  یمنیبر پاسخ ا  ایژن و    یآنت  یآزادساز   زانیبر م  یقابل توجه  ریعامل تأث  نیاست که ا  PLGAدهنده    لیتشک

  PLGAنانوذرات  ن،یسی، رRiVax  نیپروتئ  ،ییزا  یمنیا ها:کلیدواژه 
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    RiVaxحاوی    PLGAخصوصیات نانوذرات    / همکارانو  صادقی

 مقدمه

 نیپروتئ  ن ی. اشود یمنجر به مرگ م  ی و گاه  گذارد یم  ریتأث  گری د   های سلول  یکه رو  کنند یم   دیتول   ی سموم  ها سمیاز ارگان  یاریبس

افزا  ها تول  شیبه  و  ماندن  م  دمثلیزنده  برخکند یموجودات کمک  آن  ی.  و  قیدق  های نقش  ها از  پروتئ  یا  ژهیو    ی هانیدارند. 

گروه    نیشناخته شده از ا  یا نمونه  اهان، ی گ  یشده توسط برخ  دیتول (Ribosome-Inactivating Proteins)  بوزومیکننده ر-رفعالیغ 

مرگ    تیو در نها  نیاثر داشته و منجر به مهار سنتز پروتئ  یوتی وکاری  های  سلول  های بوزومیر  یبررو   ژهیا به طور و ه  RIPهستند.  

-65حدود    نیسیر  ی. وزن مولکولشود یکرچک استخراج م  اهیگ  زشناخته شده است که ا  یاه  RIPاز    یکی  نیسیشوند. ر  یم  یسلول

نشان داده است که محافظت در برابر    یوانی[. مطالعات ح3]،  [1شده است ]  لیتشک  Bو    A  رهیاست و از دو زنج  لودالتونیک  60

 منیا  ا ی(  نیسیه ریخاص عل  کننده  یخنث  بادی ی)آنت   رفعالیغ   سازی منیبا ا  نیسیر  یقیتزر  تیاستنشاق و مسموم  ،یمصرف خوراک

انجام شده که   نیسیسم ر هی ساخت واکسن مناسب عل یبرا یمتعدد  قاتی[. تحق4است ] رپذی واکسن( امکان قیفعال )از طر سازی

بهتر  یکی نام    بینوترک  نیپروتئ  نوعی  ها، واکسن  نیاز  ا  RiVaxبه  ر  A  رهیزنج   ب،ینوترک  نیپروتئ  نیاست.   (RTA)  نیسیسم 

 (V76M)   یسندرم نشت عروق   جادیمسئول ا  فیو موت (Y80A)   یبوزومیر  تیسم  گاهیشامل جا   ای با دو جهش نقطه  لهیکوزیدگِل

مانند نانوذرات   نینو  لیتحو  های ستمیو همراه با ادجوانت انجام شده است، اما از س  ییبه تنها  RiVaxدر مورد    یاست. مطالعات مختلف

(NPs) ا  یبرا ا  ها نیپروتئ  نی ا  زایی یمنیبهبود  به  و    یدارورسان  دی جد  یهاستم یاز س  یک ی.  [8]،  [5استفاده نشده است ]  مروزتا 

  ی وفناوریبر نانوذرات است. امروزه نانوب  یمبتن  لیتحو  ستمیس  رد،یگیکه امروزه به طور متداول مورد استفاده قرار م  یرسانواکسن

اندازه، شکل و سطح    ب،ینانوذرات فراهم نموده که از نظر ترک  یرا در طراح  هایی کرده و فرصت  فایدر توسعه واکسن ا  یادزینقش  

 یم  زیدر بدن ن  یداری پا  شی بلکه باعث افزا  گذارد،  یم  ریتاث  ژن ی آنت  یه تنها بر سرعت آزادسازمتفاوت است. استفاده از نانوذرات ن

  ها،  پوزومیل  (،virus like particlesس )روینانومتر( مانند ذرات شبه و  1000)کمتر از    اسیدو دهه گذشته ذرات نانومق  ی .  طشود

ISCOM  ی واکسن مورد توجه قرار گرفته اند که م  های  ژن یبه عنوان بستر انتقال بالقوه آنت  ریناپذ  هیو نانو ذرات تجز  مرهایها، پل  

  ی رهایسم  قیاز طر  توانندیم (NPs)نانوذرات    نیاز ا  ی. برخندیو به عنوان کمک کننده عمل نما  تیواکسن را تثب  های  ژن یتوانند آنت

 لینانوذرات به دل  نی[. همچن9کنند ]  لیرا تعد  ژنیبه آنت  یمنی پاسخ ا  جهیشده و در نت  ژنیدهنده آنتارائه  یهامختلف وارد سلول 

 (Poly (lactic-co-glycolic) acid)(PLGA)  مری[. پل10شوند ]  یوارد بدن م   توزیتوسط اندوس  یبدن به راحت  باتیشباهت اندازه با ترک

  ی مرهایپل  نتری از موفق  یکی  مریپل  نیاست. ا  رپذی بیتخر  ستیو ز  سازگار ستینانوذرات ز  هیته  یپرکاربرد برا  یمرهایاز پل  یکی

شوند.    یم   دیتول  PLGA  زیدرولیاز ه  کیکولیگل  دیو اس  کیلاکت  دیاس  کیمتابول  یاست، در واقع مونومرها  یمورد استفاده در دارورسان

 هیکربن تجز دیاکس ی به چرخه هضم، به آب و دسم در اکثر موجودات است که پس از ورود  یمتابول یعیمحصول طب  ک،یلاکت دیاس

. با توجه شود یدفع م  هیاز کل  رییاست که بدون تغ  یوانیح  های موجود در اندام  دساکاری یپل  یاز اجزا  یکی  کیکولیگل  دی. اسشود یم

ا راحت  نیا  نکهیبه  به  متابول  یمونومرها  بدن  برا  هیته  یبرا  PLGAاز    تفادهاس  شوند، یم  زهیدر  ساختار   لیتحو  ینانوذره  واکسن 

با    RiVax  یحاو  PLGAت  مطالعه ساخت نانوذرا  نی. هدف از ا[13]،  [11]مناسب است    یپزشک  ستیز  یکاربردها  یبرا  ینیپروتئ

   . است   ییبه تنها  RiVaxبا    سهیدر مقا  ستمیس  نیا  زایی یمنیا  لیو پتانس  ییایم یکوشیزیف  یپارامترها  یابیآهسته و ارز  شیسرعت رها

 ها مواد و روش

 RiVax صیو تخل انیب

  ی سندرم نفوذ رگ  فیو موت  یبوزوم یر  تیسم  گاهیدو جهش در جا   یکه دارا  نیسیر  A  رهیژن به رمز در آورنده زنج  قیتحق  نیدر ا

  ی ژن مقاومت به آمپ   یه حاوک   +pET21aدیژن در داخل پلاسم  ن ی[. ا14شد ]  هیته  یقبل  قی، از تحق(RiVax, Y80A,V76M)بود  

پس از انتقال   RiVax بینوترک نیود. پروتئب XhoIو  NdeI  یها  می برش با آنز ی ها  گاهیجا یاست قرار داده شده بود که دارا نیلیس

  ل یم  یاز ستون کروماتوگراف  RiVax  یخالص ساز  یشد. برا  یخالص ساز  ان،ی ب  دییو تا   E. coli BL21 (DE3)به    بینوترک  دیپلاسم

و نمونه   صیتخل  دازولیمیا  یغلظت  بیبا ش  یعیطب  طیفوق تحت شرا  نیپروتئ  کار نیاستفاده شد. جهت انجام ا  Ni-NTA  یبیترک

  زان یجهت سنجش م  نجایدر ا  نی[. همچن14درصد( الکتروفورز شدند ]  SDS-PAGE 14)  دآمی لاکری یژل پل   یحاصل بر رو  یها

 .شد سهیمقا BSAبرادفورد استفاده شد و اعداد حاصل با نمودار استاندارد  یسنج نیاز روش پروتئ نیپروتئ
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  RiVaxبینوترک نیشده با پروتئ یبارگذار PLGAساخت نانوذرات 

از س25:75  دیکولی: گلد یکت)لا   PLGAمریپل برا  یداریخر  چ یآلدر  گمای(  از روش آب  هیته  یشد.  )امولس-روغن-نانوذرات   ون یآب 

ساعت در   2کلرومتان اضافه شد و به مدت  ید تریل یلیبه چهار م PLGA مریگرم پل  یلیم  30حلال( استفاده شد.  ریدوگانه با تبخ

هموژن شد تا    قهیدق  5به صورت قطره چکان به محلول اضافه و به مدت    نیگرم پروتئ  یلیم  ک یاتاق همگن شد. سپس    یدما

(  ه یثان  20هر بار به مدت    5/0  کلیدرصد و س  50  تی)سه بار با تقو  کیتحت اولتراسون  ونی روغن ساخته شود. امولس-آب  ونی امولس

ادامه هشت م تهری مقطر )دوبار تقط  آبدر   (w/v)درصد    5/2الکل    لینوی یپل  تریل  ی ل یقرار گرفت. در  تازه  شد و    هی( به صورت 

انجام شد. حجم    هیثان  30چهار بار به مدت    ونیکاسیاضافه شد. سون  الکل لینوی یبه محلول پل  یژن به آرام  ی آنت  -PLGA  ونی امولس

همزن قرار    یرو  بر  گریشد و محلول به مدت دو ساعت د  میتنظ  تریل  یلیم  30شده با افزودن آب مقطر به    دیتول   w/o/w  ونی امولس

چهار  یو در دما قهیدق 20در   قهیدور در دق 13500در وژیفینانوذرات با سانتر یشود. جمع آور ریکلرومتان کاملاً تبخ یگرفت تا د

  [. 15گراد انجام شد ] یدرجه سانت

 (DLS)نور  کینام ید یپراکندگ

ساخت کشور  Malvernنور مدل   کینامید ی زتا نانوذرات سنتز شده از دستگاه  پراکندگ لیو پتانس یشاخص پراکندگ یجهت بررس

شدند و پس از ورتکس در کوت مخصوص قرار داده    قیشده در آب مقطر رق  دینانوذرات تول  نکاریانگلستان استفاده شد. جهت انجام ا

 . رفتیپذ صورت  تاق ا یها در دما یرگی شدند و اندازه

 (SEM)  یروبش یالکترون کروسکوپیم 

  ن یاستفاده شد. ا  KYKYساخت شرکت    EM3200مدل    ینانوذرات از میکروسکوپ الکترونی روبش  یظاهر  اتیخصوص  یجهت بررس

  BSE  (Back scattered electron detector)  و  SE (Secondary electron detector)  یدو نوع دتکتور با نام ها  یدارا  یکروسکوپ یمدل م

قرار داده شدند. پس از خشک   یا  شهیسطح ش  کی  یشده بر رو  هیتازه ته  ینمونه ها  راتاز رشد نانوذ  یریاست. به منظورجلوگ

  ی نشان  هیپوشش داده شد. جهت انجام لا  P.V.D (Physical vapor deposition)  نازک طلا با روش  هیلا  کی  لهیشدن کامل، نمونه بوس

نمونه نانوذرات توسط   ،ی نشان  ه یپس از لا تیاستفاده شد. در نها  KYKYساخت شرکت    SBC12مدل   Sputter coaterطلا از دستگاه  

 .قرارگرفتند یابیمورد ارز کروسکوپیم

 نانوذرات یبارگذار تیذرات، بازده و ظرف دیتول یبازده وزن یابیارز

و سرعت    گراد ی درجه سانت 4  دمای در  ها  نانوذرات نمونه هی، پس از ته(Particle yield)ررسی بازده وزنی تولید نانوذرات منظور ببه 

. ماده خشک دیخشک گرد  زاتوریلیوفی حذف و نانوذرات توسط ل  ییمحلول رو  وژ،یفیسانتر  قهیدق  20به مدت    قهیدور در دق  13500

 .، درصد بازده وزنی تولید نانوذرات محاسبه شد1توزین و طبق رابطه شماره  تالیجیبدست آمده توسط ترازوی د

غ   نیهمچن ته  نیپروتئ  زانیم  نیتخم  یبرا  میرمستقیاز روش  از  استفاده شد. پس  نانوذرات    ی نانوذرات حاو  هیمحبوس شده در 

RiVax  ی در دما  قهیدق  20به مدت    قهیدور در دق  13500با سرعت    وژ یفیآمده تحت سانتردستبه   ونیسوسپانس  نه،یبه  طیدر شرا  

 595به روش برادفورد در طول موج    ییرو  عیموجود در ما  نیپروتئ  زانیجدا شد، م  ییرو  عیقرار گرفت، ما   گرادیچهار درجه سانت

 [.16محاسبه شدند ] ریبا روابط ز (Loading Capacity) یبارگذار تیو ظرف (Loading Efficceincy) یو بازده بارگذار نیینانومتر تع

 

Partical Yield% =
Total amount of PLGA NPs

Theoretical mass (PLGA + entrapped RiVax)
× 100 

Loading Efficeincy% =
Total amount of RiVax − Free RiVax

Total amount of RiVax
× 100 

Loading Capacity% =
Total amount of RiVax − Free RiVax

Total amount of PLGA NPs
× 100 
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   PLGAدر نانوذرات  یبارگذار نیدر ح RiVax یداریپا

  ی ابتدا حجم مشخص  ب،ینوترک  نیپروتئ  یو ماندگار  یداری پا  یبر رو  PLGAنانوذره    دیروش تول  یاحتمال  ریمشخص نمودن تأث  یبرا

  ، ییشد. پس از حذف محلول رو وژیفیمنتقل و سپس سانتر یتریل ی لیم 15به دو لوله فالکون  دینانوذره پس از تول یاز محلول حاو

   SDS  ی)محلول حاو  ی ایجالینانوذره پ   عیسر  شیبافر رها   تریل  ی ل یم  2به رسوب آنها    ،ی ایجالیپ   تکند نانوذرا  ش یبا توجه به رها

ساعت    16ساعت و    کی  یمولار( اضافه شد. سپس نمونه نانوذرات موجود در دو فالکون در مدت زمان ها  NaOH   1/0پنج درصد و

به   یایجالیکامل نانوذرات پ  بیشده از تخر یآورنمونه جمع پسشدند. س  کیش یبه آرام کریش  یبر رو  عیسر  شیدر محلول رها 

الکتروفورز   آمپریلیم  20تزریق و با شدت جریان    SDS-PAGEژل    یها، در چاهکRiVax  بینوترک  نیهمراه حجم مشخص پروتئ

تا وجود باندها  یزیرنگ آم  SDS-PAGEژل    تی. در نها دیگرد از نانوذرات    ش یرها  ینیپروتئ  یشد   نیشود. همچن  مشخصشده 

 یبررس BioDoc Analyzeتوسط نرم افزار  RiVax بینوترک نیشده با باند پروتئ  شی حاصل از نانوذرات رها ینیپروتئ یدرصد باندها

 ره یضد زنج  بادی یشده در حضور آنت  شیرها  نیدر نانوذرات، پروتئ  یپس از بارکذار  نیپروتئ  یژگیحفظ و  دیجهت تائ  نیشد. همچن

A [17]، [16قرار گرفت ] یبلات مورد بررس نتوسط وستر . 

  In vitro طیدر شرا PLGAاز نانوذرات  RiVax شیرها

شده( مجدداً معلق   یساز  هیبدن شب   الی)س   SBFبافر  تریکرولی م  500در    بینوترک  RiVaxگرم    یلیسه م  یحاو  PLGAنانوذرات  

انجام شد: محلول    ریبه شرح ز  یگراد تکان داده شدند. نمونه بردار  یدرجه سانت  37  یدر دما  قهیدور در دق  200شدند و با سرعت  

شد و به    یجمع آور  یی رو  عیما   تریل  ی لیم  500شد، سپس    وژیف یسانتر  قهیمدت پنج دق  به  قهیدور در دق  10000واکنش با سرعت  

  نمونه  کباریساعت بود و سپس هر سه روز    24  هیدر مرحله اول  یریاضافه شد. فواصل نمونه گ  وبیکروتیبه م  SBFهمان حجم بافر  

 . افتیروز ادامه  40کار تا   ن یشد که ا یانجام م یرگی

  موش ها ییزا منیا

جداگانه قرار گرفتند.    یموش در هر گروه( در قفس ها  12گرم )  20-25  یبیهفته با وزن تقر  6-8سه گروه موش    قیتحق  نیدر ا

NPبینوترک  ی ها  RiVax    وPLGA  ی حاو  RiVax  (  یدرصد داخل صفاق50و    یجلد  ر یدرصد ز  50)  ی داخل صفاق   -ی جلد  ر یبه روش ز

 نیپروتئ  کروگرمیم  10موش    ی شد. به گروه ها  قی( به هر گروه تزرش یاز شروع آزما  42و    28،  14،  0  ی)روزها  یدر چهار بازه زمان

RiVaxتنها به  نانوذرات    یبارگذار  ای   یی ،  در  د   قیتزر  PLGAشده  گروه  در  سال  گریشد.  بافر  شد.    نیاز  استفاده  شاهد  عنوان  به 

ژن انجام    ی( آنت 49چهارم )روز    زیهفته پس از تجو  ک یشده    منیا  یسرم و مدفوع موش ها  یدر نمونه ها  IgAو    IgG  ونی تراسیت

  6000ها با سرعت  گرم مدفوع انجام شد. نمونه  یل یم  100به    لیاستر  نیبافر سال  تریل  یلیم  300نمونه مدفوع با افزودن    هیشد. ته

  ک ی( به  مولاریلیم  100)   PMSFتریکرولیم  10شد و    یآورجمع  یی شدند و مواد رو  وژیفیسانتر  قهیدق  25در مدت    قهیدور در دق

 ی نگهدار  گرادیدرجه سانت  -20  یو در دما  وژیفیسانتر  13500با دور    قهیدق  25در مدت    تیاضافه شد و در نها  ییرو  عیما  تریلیلیم

 . شد

  کروگرم، یم  5مقدار    کار نیاستفاده شد. جهت انجام ا  میرمستقی غ   یزایژن از روش الا  ی آنت  هیشده عل  د یتول  یباد  یآنت  نییتع  یبرا

میکروپلیت به مدت  شد. سپس    ختهیر  زایالا   یاز چاهک ها  کی بافر کوتینگ داخل هر    تریکرولیم 100محلول در    بینوترک  نیپروتئ

چاهک ها پنج مرتبه با بافر بافر    ی. پس از تخلیه مواد مرحله اول، محتواد یگرد  یگرماگذار  گراددرجه سانتی    4شب در دمای    کی

  ی حاو  نیدر بافر سال  یحجم  /یدرصد وزن  5  رخشکی)محلول ش  نگیشستشو داده شد. سپس توسط بافر بلاک  نییتو  یحاو  نیسال

به    یاز نمونه مدفوع بدون رقت ساز  تریکرولیم  100  زانمی  ها،  چاهک  شستشو  انجام   از  پس .  شد  مسدود   ها  ( کف  چاهکنییتو

صدم بکار برده    کیپنچم و    کی   های¬رقت  بیسرم به ترت  IgGو    IgA  بادی یآنت  تریت  یبررس  یبرا   نهمچنی.  شد  اضافه  ها چاهک

با   کونژوگه  انجام شستشو  از  پس  رقت    HRPشد.  نسبت  نها  1000/1در  در  شد.  محلول  تیاستفاده  حاوی   -OPD  (Oسوبسترا 

phenilenediamine)  منتقل شد تا واکنش انجام گیرد.    یبه هر چاهک اضافه و میکروپلیت به محل تاریک  کرولیتریم  100  زانیبه م

مولار متوقف و رنگ زرد به نارنجی تبدیل گردید. پس از توقف کامل    5/2رنگ محلول، واکنش با اسید سولفوریک    پس از تغییر

 ی آمار  لیو تحل  هینانومتر خوانده شد. سپس تجز  495در طول موج    زایقرائت کننده ال  ستگاهچاهک ها توسط د  یواکنش، جذب نور

 م شد. زمون دانکن( انجا)آ  Statisticaتوسط نرم افزار
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 و بحث  نتایج

 RiVaxساخت 

ل  ن،یپروتئ  یسازخالص   یبرا از  سانترنمونه   ،یسلول  زیپس  ما  وژیفیها  و  دما  ییرو  عیشدند  سانت  یدر  درجه   یبرا  گرادیچهار 

توسط   نیپروتئ  یخالص ساز  جینتا  1شکل  شد.    ینگهدار  یسازردناتورهیغ   طیدر شرا  Ni-NTAتوسط ستون     RiVax  یسازخالص

  ی لیم  250)  دازولیمیا  یپس از اعمال بافر حاو  ن یاز پروتئ  یشود، بخش عمده ا  یم   ه دهد. همانطور که مشاهد  ی ستون را نشان م

 .دشو یمولار( شسته م

 
سوپ پس از  ( Ni-NTA ،2 ( سوپ قبل از عبور از ستون 1درصد:  14 دیآم لیژل آکر یخالص شده رو  RiVax یبرا SDS-PAGE -1ل شک

 ی( نشانگرها5 ، مولار( یلیم 250دازول ی می( بافر شستشو دوم )ا4 ،مولار(  یلیم 40 دازولیمیافر شستشو اول )ا( بNi-NTA ،3عبور از ستون 

 ( Prestained Protein Ladder10-170,100µl-SL7012) یوزن مولکول
Figure 1- SDS-PAGE of purified Rivax on 14 percent acrylamide gel: 1) Soup before pass through Ni-NTA column, 2) 

Soup after pass through Ni-NTA column, 3) Elution buffer1 (40mM imidazole), 4) Elution buffer2 (250mM imidazole), 5) 

The molecular weight markers (Prestained Protein Ladder10-170,100µl-SL7012) 

 

  DLS لیو تحل  هیتجز

  ی پارامترها (A  1ل  شکبود. )  208/0نانومتر و    9/245  بیبه ترت  RiVaxنانوذرات آزاد    PdIمطالعه نشان داد که قطر و شاخص    ن یا  جینتا

آزمون نشان داد که  نیا یخروج( B  1 شکلبودند. )352/0نانومتر و  2/203 بیبه ترت RiVax یحاو یها NP یذکر شده در بالا برا

  PLGAزتا نانوذرات    لینشان داد که پتانس  جینتا  ن،یاست. همچن  افتهی   شیافزا  PdIاما    افته، ی کاهش    RiVax  یاندازه نانوذرات حاو

   .است( B 2 شکلولت ) ی لیم  -RiVax 7/14 ینانوذرات حاو یپارامتر برا نیو ا( A 2 شکلولت است ) یلیم -6/21آزاد 

   SEM یربرداریتصو

 ی م  د ییرا تا  DLS  یمطالعه خروج  ن یا  جینتا   ن،یدهد. همچن  یساخته شده را نشان م   PLGAنانوذرات    یشکل کرو  SEM  ریتصاو

 (. B 3 شکلنانومتر بود ) ImageJ  ،128شده توسط نرم افزار هیاندازه متوسط نانوذرات تجز( A 3شکل . )کند

   نانوذرات یو بازده بارگذار تی، ظرف(Particle yield) بازده ذرات

   RiVax  یحاو  PLGAنانوذرات    یبارگذار  ییو کارا  یبارگذار  تیشده به منظور محاسبه بازده ذره، ظرف  یجمع آور  های سوپرناتانت

 ب ینوترک RiVaxفوق الذکر  یاز پارامترها ک ینشان داد که در هر  جیمدل مورد استفاده قرار گرفتند. نتا  نیبه عنوان پروتئ  BSAو 

 (.1ل جدودرصد را دارد ) نیشتریب
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  ینانومتر بعد از بارگذار 2/203و  ( A) نیپروتئ ینانومتر قبل از بارگذار 9/245که در آن اندازه ذرات  عیآمار اندازه و توز  ینمودارها -2شکل 

 (Dمیلی ولت ) -RiVax  7/14 یزتا نانوذرات حاو لیو پتانس (C)ولت  یلیم -6/21زتا نانوذرات آزاد  لیپتانس نیهمچن (.B) نیپروتئ
Figure 2- The charts show size statistics and their distribution in which size was 238.4 nm and 190.3 nm before (A) and 

after (B) protein entrapment. Also, the zeta potential of NPs was measured -21.6 mV(C) and the zeta potential of NPs 

containing RiVax was estimated -14.7 mV (D) 

 

 

 
  ImageJ (B)افزار اندازه متوسط نانوذرات توسط نرم لیتحل و PLGA (A)از نانوذرات  SEM ریتصو -3شکل 

Figure 3- SEM imaging. A) Imaging of PLGA NPs, B) The average size of NPs analyzed by ImageJ software 
 

 

 

  PLGAنانوذرات (LE)   یبارگذار ییو کارا (LC) یبارگذار  تیظرف(، PY)بازده ذرات  -1جدول 
Table 1- Particle yield (PY), loading capacity (LC) and loading efficiency (LE) of PLGA NPs 

LE% PY% LC%  Type 

33 89 1.2 PLGA nanoparticle containing BSA 

97 97.7 3.2 PLGA nanoparticle containing RiVax 

 

 در نانوذرات  یبارگذار نیدر ح RiVax یداریپا

به دام    نیتنها به عنوان شاهد، مشخص شد که پروتئ  RiVaxبا    سهیو در مقا   PLGAاز نانوذرات    RiVax  یرهاساز  ی ابیپس از ارز

حاصل از    جی، نتاSDS-PAGE  ی نمونه الکتروفورز شده بر رو  ریهمان مقاد  شنهاد، یپ   نیا  یبرا(  A  4  شکلافتاده دناتوره نشده است )

 ن،یشده است. همچن  ینانوذرات بارگذار  یرو  نیدرصد از کل پروتئ  64نشان داد که    BioDoc  لی لشدت باند با تح  لیو تحل  هیتجز

خود را حفظ  ژنی یو خواص آنت  تیفعال  PLGAآزاد شده از نانوذرات  RiVaxدهد که  یبه دست آمده از وسترن بلات نشان م جینتا

 (.B 4 شکلکرده است )
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آزاد شده از   RiVax. 2خط  ن، یپروتئ ی. نشانگر مولکول1خط  PLGAآزاد شده از نانوذرات  RiVaxاز  SDS-PAGE لیتحل  (A)-4شکل 

. نشانگر 2، خط BSA. 1ط خ  PLGAآزاد شده از نانوذرات  RiVaxوسترن بلات  لیتحل (B)تنها به عنوان کنترل.  RiVax. 3نانوذرات، خط

 از نانوذرات دهرها ش RiVax. 3خط ن، یپروتئ یمولکول
Figure 4- A) SDS-PAGE analysis of the released RiVax from PLGA NPs. Lane1: Protein molecular marker. Lane 2: 

Released RiVax from NPs. Lane 3: Naked RiVax as control. B) Western blotting analysis of released RiVax from PLGA 

NPs. Lane 1: BSA. Lane 2: Protein molecular marker. Lane 3: Released RiVax from NPs 
 

 ( In-vitro)از نانوذرات  RiVax یرهاساز لیپروفا

 ن یپروتئ یآزادساز لینشان داده شده، پروفا 5شکل شد. همانطور که در   یابیروز ارز 40به مدت   PLGAاز نانوذرات  RiVaxرهش  

 12  باًی( تقر40)روز    ونی. پس از دوره انکوباسافتیبود و سپس با سرعت ثابت ادامه    عیسر  شی رها  ندیفرا  یی ساعت ابتدا  24در  

 . مطابقت کامل دارد PLGAنانوذرات  یاز نانوذرات آزاد شد که با مطالعات مشابه انجام شده بر رو هبه دام افتاد  نیدرصد از پروتئ

 
  روز 40 یط  PLGAاز نانوذرات  RiVax یشگاهی آزما یرهاساز مشخصات -5شکل 

Figure 5- In-vitro release profile of RiVax from PLGA NPs during 40 days 

 موش  ییزا یمنیا

  ی داری، تفاوت معنRiVax  یتنها و نانوذرات حاو  RiVax  نیها مشخص شد که بدر موش   یسازمنی ا  یهاپاسخ  جینتا  یآمار  لیاز تحل

  ه یبه دست آمده از تجز  جیبا توجه به نتا (. B  6شکل  جود ندارد )( و >01/0pو مدفوع )(  A  6شکل  P) (>01/0در سرم )  IgGدر سطح  

ها داشت    قیتزر  ریبا سا  یدار  ی تنها بود که تفاوت معن  RiVaxاز    ون،یتراسیت  ن ی، بالاترC  6  شکلدر سرم در    IgAمربوط به    لیو تحل
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(01/0>.(p    شکلهمانطور که در  D  6 یآمار  لیو تحل  هی نشان داده شده است، از تجز  IgA  ی تفاوت معن  چیمدفوع مشخص شد، ه 

 (.p>0/ 01از هر گروه وجود ندارد ) افتهی  شیافزا های بادی یآنت نیب داری

 
  ونیتراسیت نیانگیم SC-IP ، (A زیشده با تجو منیا های سرم و مدفوع در موش های در نمونه IgAو   IgG ونیتراسیت نیانگیم -6شکل 

IgG  ،در سرمB )ونیتراسیت نیانگیم IgG   ،در مدفوعC )ونیتراسیت نیانگیم IgA  ،در سرمD )ونیتراسیت نیانگیم IgA در مدفوع  
Figure 6- The average of IgG and IgA titration in serum and stool samples at immunized mice by SC-IP administration. 

A) The average of IgG titration in serum. B) The average of IgG titration in stool. C) The average of IgA titration in 

serum. D) The average IgA titration in the stool 

 

از عوامل پر خطر از نظر   یکیکرچک استخراج کرد و  یاز دانه ها یتوان آن را به راحت یاست و م یسم نیکوپروتئیگلا کی نیسیر

حال،   نیوجود ندارد با ا  ای شده  دییآن پادزهرتا  یشود. برا  یم  ی خطر دسته بند  زانیم  Bشود و در درجه    یمحسوب م  CDC  ستیل

 ستمیس  RiVaxهستند.    RTAواحد    ری، که هر دو بر اساس زRVEcو  RiVaxآن وجود دارد    هیعل  برواحد    ر یدر حال حاضر دو واکسن ز

ها و کشتن  و با اتصال با آنها از ورود آن به داخل سلول  ییرا شناسا RTکند که  دیتول یی هایبادیتا آنت  کندیانسان را وادار م یمنیا

  ن ای  با  دارد،  وجود  ها با ادجوانت  بیدر ترک  ای   ییبه تنها  RiVax  ییزا  یمنیا  ددر مور  یادی[. مطالعات ز18]  کندیم  یریها جلوگآن 

  ک ی  PLGAتوسط نانوذرات وجود ندارد.    لیتحو  قیاز طر  دیواکسن کاند  ییزا  یمنیا  یابیدر مورد ارز  یحال، مطالعه منتشر شده ا

  یهاوزن  ک،یکولیگل  دیو اس  کی لاکت  دیاس  مختلف  یهاهستند که در نسبت  کیفاتیآل  استرهایی یو مشتقات آن پل   یمصنوع   مریکوپل

به طور گسترده    PLGA  یمرهای[. پل19شوند ]  ی ( سنتز مدیاس  کیلیکربوکس  ا ی)استر    یی انتها  یها مختلف و با تنوع گروه  یمولکول

 ه یآنها، از نخ بخ  هالعاد  فوق   یمن یخواص ا  لیمورد مطالعه قرار گرفته اند، به دل  یپزشک  ستیز  یکاربردها  یدر چند دهه گذشته برا

توان اشاره نمود.    ی و نانو ذرات به کار رفته در رسانش دارو و واکسن م  ها  مپلنتیدر ا  نهمچنی  و   ها استخوان  یتا کمک به بازساز

عوامل    یتواند به عنوان حامل برا  یم   مریپل  نی[. ا18است ]  زین  FDA  دی مورد تائ  نیدر بدن نداشته و همچن  ی اثر سم  چیه  بیترک  نیا

با    مریپل  نیا  نی. همچنردیمورد استفاده قرار گ  siRNAو    DNA  دها، یها و پپت  نیو آب دوست، پروتئ  زیآبگر  یمانند داروها  ختلفم

در نانوذرات   بینوترک RiVaxمطالعه،   نی[. در ا20است ] یمتفاوت شیسرعت رها یخود دارا یمختلف منومرها های توجه به نسبت

PLGA   ها در نانوذرات    نیو پروتئ  دها یپپت  یریبارگ  یبرا  ی شد. سه روش اصل  یذارآهسته بارگ  شیبا سرعت رهاPLGA    وجود دارد

 ونیباشند. در مطالعه حاضر از امولس  یم   یو روش خشک کردن پاشش  یفاز  یآب/روغن/آب، جداساز  ونیامولس  یکه شامل روش ها

  PLGAمحلول در آب در محلول    یها  نیو پروتئ  دهایپپتروش   نیحلال( استفاده شد. در ا  ریدوگانه با تبخ  ونی آب/روغن/آب )امولس

د ا  یدر حلال  پراکنده شدند. سپس  پل  نیکلرومتان  افزودن  با  روغن(  در  )آب  به   لینیو   یکمپلکس  عنوان سورفکتانت  به  الکل 

  ی م   ستفادهحلال ا  ریاست که در روش تبخ  یجیسورفکتانت را  نیالکل بهتر  لینیو  ی[. پل 21شد ]  لیآب/روغن/آب تبد  ونی امولس

ا 5/0w/v-5مختلف ) درصد    یشود. غلظت ها استفاده قرار گرفته است. م  نی(  با   یسورفکتانت در مطالعات مختلف مورد  توان 
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  ی ژگیوجود، و   ن ی[. با ا22کرد ]  هیکوچکتر را ته  یکاهش کشش سطح، ذرات با اندازه ها  لیالکل به دل  لینیو  ی غلظت پل  شیافزا

  ابد ی  یآنها کاهش م   یجذب سلول  جهیو در نت  ابدی  یم  شیغلظت سورفکتانت افزا  شیافزا  لیشده به دل  هی بودن نانوذرات ته  زیآبگر

از ذرات    شتریب  زی[ نشان دادند که ذرات آبگر24و همکاران ]  Eldridge[.  23مؤثر است ]  ندیفرآ  نینانوذرات در ا  یخواص سطح  رایز

آنها دارد.   هیته  یمورد استفاده برا  مریبودن پل  زیآبگر  تیبا خاص  یمی مستق  هو تعداد ذرات به دام افتاده رابط  شوندیآبدوست جذب م

وجود داشته باشد. با در نظر    مریپل  کیو آب دوست    زیخواص آبگر  نیب  یتعادل   طیشرا  د ی جذب موثر باشد، با  ندیفرآ  نکهیا  یبرا

نوذرات مورد نا لیدروفیه شیافزا  ایکوچکتر و  اندازهنانوذرات با  ه یالکل به منظور ته لینیو یپل (w/v)درصد  5/2اصول،  نیگرفتن ا

شده به    یاندازه نانوذرات آزاد و بارگذار  نیانگیمشخص شد که م  DLS  جیبا درنظر گرفتن نتا   نی[. همچن25استفاده قرار گرفت ]

دوگانه با    ونیبه روش امولس  PLGA  نوذراتاندازه نا  ن یانگینشان داده شد که م  یگرید  قینانومتر است. در تحق  190و    238  بیترت

الکل    لینیو  یپل (w/v)درصد    5/2حاضر،    قی[. در تحق26نانومتر است ]  325و    347  بیدرصد به ترت  3/0-7/0الکل    لینیو   یپل

مطالعه   دراست.  PLGAاز عوامل موثر بر اندازه نانوذرات  یکیالکل  لینیو یغلظت پل شیموضوع نشان داد که افزا نیاستفاده شد. ا

ده شده حدود  شد که اندازه ذرات آما  یبارگذار  PLGAمضاعف در نانوذرات    ونیبا روش امولس  کیمریکا  بینوترک  نیپروتئ  ک ی  گر،ید

 لیپتانس نیاندازه ذرات آماده شده مناسب درنظر گرفته شد. همچن ن،یریمطالعه و سا نیا جینتا سهی[. از مقا27نانومتر بود ] 7/252

پارامتر در محدوده   نیا زین گری بود. در مطالعات د -7/14و  -6/21 بی و نانوذرات آزاد به ترت RiVax یحاو PLGA وذراتنان یزتا برا

آبدوست را سنتز   یداروها  یحاو  PLGAانوذرات  ، ن2014و همکاران در سال    Tamilselvan  قیمثال در تحق  یقرار داشت. برا  یمنف

  لیپتانس  زانیدر م  یقابل توجه  راتییتوان استنباط کرد که تغ  ی[. م 28ولت بود ]  ی لیم  -13نانوذرات    نیا  یزتا برا  لیکردند که پتانس

 ن یکند. همچن  یم  یریهستند که از تجمع آنها جلوگ  داریپا  ت،ی رخ نداده است و در هر دو وضع  RiVax  ی نانوذرات آزاد و حاو  نیزتا ب

  ی نشان م   گریمناسب تر است. مطالعات د  یجذب روده ا  یبا ذرات با بار مثبت برا  سهیدر مقا  یمنف    PLGAزتا نانوذرات    لیپتانس

نانوذرات ساخته شده در    نیشوند. بنابرا  یاز بدن دفع م  شتریدارند ب  یکه بار منف  ییبا آنها  سهیدهد که نانوذرات با بار مثبت در مقا

[.  29موثر باشد ]   RiVax   نیپروتئ یازس  منیدوره ا  تیدر تقوتواند    ی موضوع م  ن یمانند که ا یدر بدن م  یشتریزمان ب  قیتحق  نیا

 نیپروتئ  تی[ و حساس30]  نی پروتئ  ونیروش بر کانفورماس  نیا  ر یتأث  نیو همچن (W/O/W نوی نانوذرات )امولس  هیته  ندیبا توجه به فرآ

RiVax    نانوذرات    ن،یپروتئ  حیساختار صح  دیی[ به منظور تأ 6ناسازگار ]  طیمح  کیدرPLGA  یحاو  RiVax   قرار   یزادسازدر محلول آ

نشان    ج یاست. نتا  نیدرصد کل پروتئ  64به دام افتاده    نیو مشخص شد که مقدار پروتئ  یریگداده شد و نرخ جذب نانوذرات اندازه

را در    ی مطلوب  یباد  یآنت  تریت   PLGAبوده است. در مطالعه حاضر نانوذرات    داریدر تمام مراحل به دام افتادن پا   نیداد که پروتئ

توان گفت با توجه به مطالعات    ی ارتباط م  نینکردند. در هم  جادی را در موش ها ا  یمناسب  یمنیتنها ارائه ندادند و ا  نیپروتئبا    سهیمقا

  یشده بر رو  یبارگذار  ژنیآنت  یسازمنیدر ا  PLGAنانوذرات    ش ی رها  یشده است که اندازه، اصلاح سطح و الگو  مختلف نشان داده

  ی ( بر رودیاس  کیکتلا  -L)یپل  ای و    PLGA  هیشده است که اندازه متوسط نانوذرات بر پامثال مشخص    نمؤثر است. به عنوا  اریآن بس

انتقال    یبر رو  دهایپیبا ل  PLGA  یمریاصلاح سطح نانوذرات پل  نی[ و همچن31دارد ]  یادیز  ریتأث  یویر  Bت  یواکسن هپات  یسازمن یا

مختلف    ینسبت ها  زین PLGAنانوذرات    ش یرها   یدر ارتباط با الگو  ی [. از طرف32دارد ]  ییبسزا  ری و ادجوانت ها تاث  ژنیهمزمان آنت

دارد.    سزایی به  ریتاث  یمنیپاسخ ا  زانیم  جهیژن و در نت  یآنت  ش یرها  زانیبر م  PLGA  مریدر پل  دیاس  کیکولیبه گل  دیاس  کیلاکت

  ی است. امروزه نسبت ها  یینها  بیدر ترک  کیکولیگل  دیبه اس  ک یلاکت  دینسبت اس  PLGA  مریکوپل  ی ها  ی ژگیو  نیاز مهمتر  یکی

  PLGA  یزیآب گر  ک،یلاکت  دیمقدار اس  شیدر دسترس هستند. با افزا  یبه صورت تجار  75:25و    50:50،  25:75مانند    یمختلف

از   انتو  یژن در مدت زمان کوتاهتر م   یآنت  شتریب  یبه آزادساز  از ی. در صورت نابدی  ی به جذب آب کاهش م  لیو تما  افتهی  شیافزا

PLGA  بیدر ترک  کیکولیگل  د یبه اس  کیدلاکتینسبت اس  .[33]  ، [11]  استفاده نمود   یشتریب   کیکولیگل  د یبا نسبت اس  PLGA    مورد

به دام افتاده    نیدرصد از کل پروتئ  12بود.    کیلاکت  دیاس  ادیمقدار ز لیآهسته، به دل  با سرعت رهش  75:25  قیتحق  نیاستفاده در ا

به   نیدرصد از کل پروتئ  12-14( گزارش کردند، حدود  2010و همکاران )   Rajapaksaروز آزاد شده بود. همانطور که    40پس از  

مربوط به   جی[. با توجه به نتا17آزاد شد ]  85:15با نسبت    کی کولیگل  دی: اسکیلاکت  دیروز با استفاده از اس  40دام افتاده پس از  

  شتر یب  کی کولیگل  دیبا نسبت اس  PLGA  کیاز    شودیم  شنهادی پ   ، یمنیا  یهاو پاسخ  PLGAاز نانوذرات    RiVax  یسرعت آزادساز

 . استفاده شود نده یدر آ یوانیتوجه در مدل حقابل یمنیبه دست آوردن ا یاز زمان برا یبه عنوان تابع ینرخ آزادساز شیافزا یبرا
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    RiVaxحاوی    PLGAخصوصیات نانوذرات    / همکارانو  صادقی

 نتیجه گیری 

 ل یو پتانس  ییایم یکوشیزیف  یپارامترها  یابیآهسته و ارز  شیبا سرعت رها  RiVax  یحاو   PLGAمطالعه ساخت نانوذرات  نیهدف از ا

نانوذرات   یآزادساز  تیفوق مشخص شد که ماه  جیاست. با توجه به نتا  یی به تنها  RiVaxبا    سهیدر مقا  ستمیس  نیا  زایی یمنیا

PLGA بر   ایژن و  یآنت یآزادساز زانیبر م یقابل توجه ریعامل تأث نیداشته و ا یبستگ کیکولید گلیبه اس کیلاکت دیبه نسبت اس

از    یبه عنوان تابع  ینرخ آزادساز  شیافزا  یبرا  شتریب  کیکولیگل  دیبا نسبت اس  PLGA  کیاز    شودیم  شنهادیدارد. پ   یمنیپاسخ ا

 استفاده شود.  ندهیدر آ یوانیتوجه در مدل حقابل یمنیبه دست آوردن ا یزمان برا

 تعارض منافع اعلام 

ا از رساله است. دانشجو و سا   نیدر    ی علم   ئتیراهنما عضو ه  دیندارند. اسات  ی پژوهشگران تعارض منافع  ریپژوهش که مستخرج 

 . باشد  ی دانشگاه م ی علم ئتیعضو محترم ه ز یدانشگاه هستند و استاد مشاور ن

 سپاسگزاری 

برخوردار شده است. 1394)ع( در سال  نیطرح سپاس دانشگاه جامع امام حس  تیمقاله مستخرج از رساله دکترا است که از حما  نیا

 . انجام شده است IR.IHU.REC.1396.1805)ع( با کد نیاخلاق دانشگاه جامع امام حس تهیکم  بیپس از تصو  یمطالعه تجرب نیا
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