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  چكيده 
. وجود دارد) BCG(كانديداهاي واكسني مختلفي براي جايگزيني تنها واكسن موجود برعليه مايكوباكتريوم توبركلوزيس  :مقدمه

تجويز  توان به روش كتري ميهاي مناسب براي تجويز واكسن عليه اين با از روش. اي دارد نقش ويژه ESAT-6در اين ميان پروتئين 
پذير  هاي زيست تخريب استفاده از نانوپارتيكل ،هاي مناسب انتقال واكسن از طريق بيني يكي از سيستم. درون بيني اشاره كرد

هدف . پليمر كايتوزان داراي قابليتي فراوان در افزايش پاسخ سيستم ايمني است ،پذير ميان پليمرهاي زيست تخريب در .باشد مي
  .باشد هاي كايتوزان مي درون نانوپارتيكل ESAT-6 ژن طريق احتباس آنتي ين مطالعه افزايش پاسخ ايمني همورال ازا

خصوصيات . انجام شدمحيط آبي  طريق روش ژلاسيون در از ESAT-6هاي كيتوزان حاوي  سنتز نانوپارتيكل :بررسيروش 
ميزان احتباس پروتئين و ميزان آزادسازي آن در محيط آزمايشگاهي  پتانسيل زتا، توزيع اندازه ذرات، ها شامل مورفولوژي، نانوپارتيكل

 و 14 و 0ژن به تنهايي و كيتوزان به تنهايي از طريق بيني به موش در روزهاي  آنتي ،ژن سپس نانوپارتيكل حاوي آنتي. گيري شد اندازه
  .گيري شد توسط تست اليزاي غيرمستقيم اندازه IgG تيترميزان  از تجويز خونگيري انجام شده و دو هفته بعد .شد تجويز 28

هاي سنتز شده داراي خصوصيات  هاي كايتوزان احتباس شد و نانوپارتيكل موفقيت درون نانوپارتيكل با ESAT-6 پروتئين :نتايج
ط سايز متوس ،بود  TMCاز mg/ml  1در غلظت 1/5برابر با  TMC/TPPكه هنگامي كه نسبت  به طوري. مناسب بودند

بعد از % 5/67بود كه داراي ميزان رهايش  %234/95آمد و ميزان احتباس پروتئين  به دستنانومتر  8/242±71/8ها  نانوپارتيكل
را دريافت كرده بودند در مقايسه  ESAT-6هاي كيتوزان حاوي  در گروهي كه نانوپارتيكل IgGبادي  ميزان آنتي. ساعت بودند 200

  .داد داري را نشان  يش معنيافزا ها گروهبا ساير 
تواند به عنوان يك روش مناسب جهت  و كايتوزان از طريق بيني مي ESAT-6ژن  هاي حاوي آنتي نانوپارتيكل تجويز :گيري نتيجه

  . زاي مايكوباكتريوم توبركلوزيس براي القاي پاسخ ايمني هومورال باشد هاي ايمني ژن تجويز آنتي
  
  بادي، كايتوزان ، آنتيESAT-6ريوم توبركلوزيس، مايكوباكت :يكليدهاي  واژه

                                                            
 mtebianian@yahoo.com :، پست الكترونيكي261- 4570038: ؛ تلفن)نويسنده مسئول( *
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  مقدمه
توبركلوزيس يا بيماري سل توسط باكتري مايكوباكتريوم 

اين بيماري در گذشته يكي از . شود توبركلوزيس ايجاد مي
در طول تاريخ  به طوري كهها بوده است،  ترين بيماري كخطرنا

اوان هاي فر عليرغم تلاش. )1(جان ميلياردها نفر را گرفته است
هاي اخير اين بيماري همچنان به  در كنترل بيماري در سال

عنوان يكي از عوامل اصلي مرگ و مير در سرتاسر جهان 
مورد  8000000كه نتيجه آن آلوده شدن  شده استشناخته 

  . )2(باشد در هر سال مي نفر 3000000جديد و مرگ 
   شود كه عليه اين بيماري به طور گسترده استفاده مي يواكسن

(BCG: Bacille Calmette-Guérin) يكي از معايب .باشد مي 
هايي  بررسي .استاين واكسن عدم ايجاد ايمني كافي عليه سل 

 ،صورت گرفتهدر انسان  BCGميزان كارايي كه در زمينه 
در كور واكسن مذ به طوري كه .كننده و متضاد است گيج

تا % 50يي آداراي كار ،جلوگيري از توبركلوزيس در كودكان
ميزان كارآيي آن در  اين در حالي است كه .باشد مي% 70

ميزان كارآيي واكسيناسيون  .استبزرگسالان پيچيده و متغير 
در حالي اين  بود %75سال در انگلستان حدود  12-14افراد 

  وستان نزديك به است كه ميزان كارآيي واكسن در جنوب هند
  منتشر در افراد مبتلا به  BCGايجاد . )3(صفر بوده است

(HIV: Human immunodeficiency virus)   و اثر بر روي
 BCGديگر مشكلات واكسن از يناز تست پوستي توبركول

بر همين اساس تلاش جهان در مورد جايگزيني . )4(است
در . تبا واكسني جديد و كارا صورت گرفته اس BCGواكسن 

 واحدي هاي زير ميان كانديداهاي واكسني پيشنهاد شده واكسن
)Subunit vaccine (دنباش هاي كانديد مي ترين واكسن از مهم .

استفاده از  ،ايجاد ايمنيها در  اين واكسناستراتژي كلي 
هاي غالب و اصلي در تحريك سيستم ايمني  ژن آنتي
ها  هاي غالب و اصلي كه در اين واكسن ژن از آنتي. )5(باشد مي

ژن خانواده ميكوزيل  توان به دو آنتي مي ،شود ياستفاده م
 Ag85B )Antigenو  Ag85A (Antigen 85A) ترانسفرازها

85B ( وAg85C Antigen 85C) (و پروتئين ESAT-6 )(6 

kDa Early Secretory Antigenic Target) 5،6(اشاره كرد(. 

داي سنتز زايي و كاندي بيماري عوامل يكي ازESAT-6  پروتئين
اين پروتئين توسط . باشد كلوزيس ميواكسن مايكوكتريوم توبر

در تمام  و شود كد مي  RD1(Region of Deletion1)ناحيه ژن
لوزيس و بوويس و هاي پاتوژن از جمله توبرك مايكوباكتري

 در RD1دليل حذف ناحيه ژني ه اما ب ،آفريكانوم وجود دارد
ايمني عليه آن در افراد  در نتيجه .وجود ندارد BCGواكسن 

  . )7-10(شود ايجاد نمي BCGواكسينه شده با 
هاي گوناگون به بدن ميزبان  خاط راه اصلي ورود پاتوژنم
  اي در موكوس بيني و روده  هاي لنفوئيدي ويژه بافت .است

به اين دهي  هاي اصلي آغاز پاسخ وجود دارد كه يكي از مكان
مخاطي  يدر اين ميان استفاده از غشا). 11(دنباش ها مي پاتوژن
ها و داروها،  يل داشتن سطح وسيع براي رساندن واكسنبه دل

 دهي، امكان دسترسي به سيستم عصبي و ظهور سريع پاسخ
  گذار بر روي واكسن و داروها توسعه تأثيرنبود متابوليسم 

در اين ميان براي افزايش نفوذ،  .)12((فراوان يافته است
توسط انواع  ها و داروها جلوگيري از تخريب انواع واكسن

افزايش ثبات  هاي هيدروليتيك و پروتئوليتيك و ليزوزيم، آنزيم
صيت به هدف و قابليت حل شدن در آنها، افزايش اختصا

هاي دارورساني نوين  نياز به سيستم ،هاي آبي محلول
در ميان ، بر اساس تحقيقات انجام شده .)14،13،11(باشد مي

هاي زيست  نانوپارتيكل مختلف دارورساني، پليمر هاي سيستم
داراي  Biodegradable Nanoparticle Polymer)( پذير تخريب

انتقال عوامل درماني از جمله انواع واكسن، توانايي بالايي براي 
از جمله دلايل اين . )16،15(باشد مي ها ها و پروتئين دارو، ژن

ها در ميزان جذب بالا،  توان به ويژگي نانوپارتيكل توانايي بالا مي
ها، تحت كنترل  انكپسوله شدن بهتر در مقايسه با ساير روش

اشاره  ،سازي عوامل درماني و اثرات توكسيك كمترآزادبودن 
  . )16(كرد

جمله آلژينات و  پذير گوناگوني از پليمرهاي زيست تخريب
)PLGA: Poly Lactic –co- Glycolic Acid ( و كيتوزان  

  ها استفاده شده انتقال عوامل درماني از جمله واكسن جهت
به دليل  (Chitosan) از كيتوزان است كه در اين ميان شايد
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 ،مزاياي فراواني از جمله فراوان بودن و نداشتن توكسيتي
  ساختمان اين پليمر به  .)17(بيشترين استفاده شده است

 poly [-(1,4)-2-amino-2-deoxy-D-glucopiranose] شكل
انجام  Makhlofدر تحقيقات جديدي كه توسط . )18(باشد مي

 اضافه كردن گروه تيولي مشاهده شد كه با گرفت
)Thioglycolic Acid- Glycol( توان خاصيت چسبندگي  مي

موكوسي كايتوزان را هنگامي كه از طريق بيني استفاده 
البته كايتوزان معايبي  .)19(هر چه بيشتر افزايش داد ،شود مي

در نتيجه  همچون وزن مولكولي بالا و چسبندگي فراوان و
كه  را هم داردهاي آبي فاقد اسيد  قابليت كم حلاليت در محلول

 هايي همچون هيدروليز آنزيمي و اين معايب توسط روش
بر همين  .)20(استاصلاح قابل هاي شيميايي گوناگون  روش

اساس در اين تحقيق سعي شده است كه توانايي 
بادي عليه  هاي كايتوزان در تحريك پاسخ آنتي نانوپارتيكل

به تنهايي از  ESAT-6در مقايسه با آنتي ژن  ESAT-6ژن ٍ آنتي
  .  طريق تجويز درون بيني بررسي شود

  بررسي روش
 بر ESAT-6حاوي پروتئين  يها نانوپارتيكل تهيه روش
 كه انجام شدآبي  محلول در كايتوزان يوني ژلاسيون انجام اساس

 و همكارانش مورد استفاده قرار گرفته Remunan-Lopezتوسط 
 استفاده مورد ،به دليل ساده و ارزان بودناين روش ). 21(بود

 و 5/1و  1و  mg/ml 5/0(هاي متغيري  ابتدا غلظت. قرار گرفت
 شركت مرك با ساخت TMC :Trimethyl Chitosan از)  2

درصد در آب  86وزن مولكولي متوسط و با درجه استيلاسيون 
 µm 45/0غشايي  خلال فيلتر چند بار تقطير تهيه شده و از

 با كايتوزان كنش هم بر اينكه به توجه سپس با. شد داده عبور

:Sodium Tripolyphosphate TPP يك  استوكيومتري نظر از
 mg/ml TPP1 محلول رو اين از باشد مي يك به يك واكنش

 خلال فيلتر از و گرديد ساخت شركت سيگما آلدريچ تهيه

 از ليتر ميلي 1در مرحله بعد به  .شد داده عبور µm 45/0غشايي 

و  mg/ml5/0( هاي مختلف با غلظت كايتوزان متيل تري محلول
 حال در حالي كه بر روي همزن مغناطيسي در )2و  5/1و  1

 حاوي  TPPمحلول از ليتر ليمي 2/0 ،بود هم خوردن

 يكدورت تا شد اضافه قطره قطره به صورت  ESAT-6ژن آنتي
 شدن كامل سپس به منظور. گردد ايجاد محلول در يكنواخت
 و انجام واكنش بين تمام TPP و TMC بين واكنش
 مدته محلول ب تا شد داده اجازه، TPPو  TMCهاي  مولكول

 به هاي نانوپارتيكل. دشو همزده) 80(كم  دور در دقيقه 40
 در دقيقه 30 به مدت g 15000در سانتريفوژ توسط آمده، دست
 ميكروليتر گليسيرين ساخت10از بستري روي بر C 4°دماي

 انجام براي و گرديدند جداسازي سيگما آلدريچ شركت
   .قرارگرفتند استفاده مورد بعدي زمايشاتآ

از  ها پارتيكلخصوصيات مورفولوژيك نانو يجهت بررس
سپس از دستگاه  .استفاده شد )ترانسميژن( TEMميكروسكوپ 

 اندازه توزيع جهت بررسي MALVEN 3000زتا سايزر شركت

ها استفاده  نانوپارتيكل )Zeta Potential(زتاي  پتانسيل و ذرات
نانوپارتيكلي به  نمونه از ميكروليتر 30 حدود منظور بدين .شد

در  و گرديداضافه  ده،شليتر از آب چند بار تقطير  ميلي 1
براي . گيري شد شد و سايز ذرات اندازه داده قرار دستگاه محفظه

مقدار سديم بار  5 ،اندازه ذرات توزيع نسبتتعيين 
توزيع  زانو مي دگيري ش فسفات به كايتوزان اندازه پلي تري

  .اندازه ذرات به صورت ميانگين گزارش شد
ها  سپس ميزان احتباس پروتئين در درون  نانوپارتيكل

گيري پروتئين  براي اين كار از كيت اندازه .محاسبه شد
MICRO BCA با. ساخت شركت سيگما آلدريچ استفاده شد 

ي دارا پروتئين با BCAروش  كايتوزان در به اينكه پليمر توجه
 دارمق مستقيم به صورت توان نمي رو اين از، باشد مي تداخل
 اين در. نمود محاسبه را ها نانوپارتيكل در شده محبوس ژن آنتي
 مقدار روي از ها نانوپارتيكل شده در محبوس ژن آنتي مقدار مورد
 دهباقيمان نهايي مقدار و محيط به اضافه شده اوليه ژن آنتي كل
 از ليتر ميلي 1 .گرديد محاسبه )نشده انكپسوله(فاز آبي در

 TPPاز  ليتر ميلي 2/0مجاورت  در mg/ml 1كايتوزان  محلول
 گرم پروتئين حل شده است، در دماي ميلي 50كه در آن مقدار 

 از پس. شد داده قرار مغناطيسي همزن دستگاه روي بر اتاق
 g15000دور  در دقيقه 30مدت  به فوق محلول انكوباسيون،
 پروتئين ميزان ي آن جدا شد ويگرديد و محلول رو سانتريفوژ
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  پروتئين موجود در محلول رويي از آن با كسر در موجود
قسيم آن بر كل پروتئين كل پروتئين اضافه شده به نمونه و ت

 از پروتئين سازي آزادبه منظور  .گرديد محاسبه اضافه شده
 خشك نمونه از گرم ميلي in-vitro 60كايتوزان  هاي نانوپارتيكل

 به شد منتقل ميكروتيوب به و توزين به دقت دسيكاتور، در شده
 در و افزوده PBS بافري محلول از ليتر ميلي 1 ها، لوله از كدام هر

 هاي نمونه از .شدند مخلوط شيكر روي بر ºC 37دماي 

 ،36 ،24، 16 ،8 ،4 ،2 ،1 هاي، زمان در كايتوزان نانوپارتيكلي
 انجام گيري نمونه ساعت 200 ،160 ،144 ،120 ،96 ،72 ،48

 به g15000در  ها نمونه ،برداري نمونه بار قبل از هر .گرديد

 بالايي محلول تمامي و شدند سانتريفوژ دقيقه 30 مدت

 مقدار و گرديد  جايگزين تازه بافري محلول با وه شد برداشت 

گيري  ها توسط كيت اندازه زمان اين در شده آزاد تام پروتئين
 تعيين ساخت شركت سيگما آلدريچ MICRO BCAپروتئين 

  .دش
هاي نانوپارتيكل تهيه  هاي ايمني نمونه ررسي پاسخجهت ب

 25±5 ماده با وزن Balb/cشده با پليمرهاي كايتوزان از موش 
مدل حيواني مناسب استفاده  به عنوانهفته  6-8گرم و سن 

. شدسسه واكسن و سرم سازي رازي تهيه ؤها از م موش .گرديد
 12و ساعت روز  12ها در تمام مدت آزمايش از شرايط  موش

 ºC23-21ساعت شب برخوردار بودند و در دماي ثابت 
 حيوانات قبل از هر تجويز داخل بيني توسط. شدند نگهداري 

 كتامين ساخت 1:3مخلوط  ml05/0تزريق داخل صفاقي 
 زايلزين ساخت شركت مرك نيمه بيهوش و شركت دارو پخش

 تايي تقسيم و هر گروه در 10گروه  4ها به  موش. گرديدند 
انكپسوله شده  ESAT-6وگرم رميك 30با  28 و 14 و 0زهاي رو

 PBSكه  به تنهايي يا كيتوزان يا شاهد ESAT-6در كيتوزان يا 
گيري از سينوس  عمل خون .ايمن سازي شدند ،كرد دريافت مي

. چشمي حيوان دو هفته پس از آخرين تجويز انجام گرفت
داده  قرار ºC4ساعت در دماي  1هاي خوني به مدت  نمونه

دقيقه سانتريفوژ شده و  15به مدت  g5000شدند و سپس در  
هاي جدا شده تا زمان انجام  سرم هنمون.  گرديد لايه سرمي جدا 

  آمده  به دستنتايج . شدند نگهداري  -ºC20آزمايشات بعدي در 

 ONE – WAYبا استفاده از روش آناليز واريانس يك طرفه 

ANOVA و  E-TEST حليل قرار گرفتمورد تجزيه و ت.  
هاي مختلف از پروتئين  غلظت ،تست اليزابراي انجام 

ESAT-6 )10 ،7 ،5 ،2 تهيه شد) ميكروگرم بر ميلي ليتر .
ميكروليتر در هر چاهك ميكرو پليت  100سپس از هر غلظت 

چاهك در نظر  3براي هر غلظت . مخصوص اليزا ريخته شد
 مولار با 05/0 بناترك بافر بي ،كننده بافر كوت. گرفته شد

6/9pH= ساعت در يخچال در دماي  24سپس ميكروپليت . بود
ساعت كه  16- 24پس از . درجه سانتيگراد قرار داده شد 4

ژن و كف ميكروپليت انجام گرفت،  اتصال بين آنتي
ها در  ها از يخچال خارج شده و تمامي چاهك ميكروپليت

درصد  05/0حاوي  PBS(بافر شستشو  به وسيلهشرايط يكسان 
دقيقه مورد شستشو  2سه بار به مدت ) =2/7pHبا  20توئين

ميكروليتر از محلول مسدود  100در مرحله بعد . قرار گرفته شد
 2/0 و BSAدرصد  5حاوي   PBSكه Coating buffer)( كننده

افزوده شد و به مدت يك  بوده =2/7pH با 20درصد توئين 
 1بعد از . گرفتقرار  ºC37ساعت ميكروپليت در گرمخانه 

ها  به چاهك. بار مورد شستشو قرار گرفت 3ساعت ميكروپليت 
از سرم حيوانات ايمونيزه و به  100به  1رقت يكسان 

 .هاي كنترل منفي سرم حيوانات غير ايميونيزه اضافه شد چاهك
در . ساعت انجام شد 1 به مدت ºC37گذاري در دماي  گرمخانه

 بادي ثانويه كونژوگه با آنزيم آنتي. بار تكرار گرديد 3 نهايت شستشو
  (Peroxidas Conjugated Goat Anti-Mouse IgG)پراكسيداز

حجم و در  8000/1ساخت شركت سيگما آلدريچ در غلظت 
ها افزوده شد و به مدت يك  ميكروليتر به تمامي چاهك 100

شستشو  بار 3سپس . گذاري شد گرمخانه ºC 37ساعت در دماي 
 ميكروليتر سوبستراي پراكسيد 100ه هر چاهك ب. تكرار گرديد

شركت مرك اضافه گرديد و به ساخت  )H2O2  +TMBبافر (
. دقيقه در دماي اتاق و دور از نور نگهداري شد 10- 20مدت 

 به عنواناسيد سولفوريك ساخت شركت مرك % 20محلول 
نتايج با قرار . ميكروليتر اضافه گرديد 100متوقف كننده در حجم 

در طول موج   ELISA Readerميكروپليت در دستگاه دادن 
  .نانومتر قرائت گرديد 450
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  نتايج
در  افزايش غلظت كايتوزان با ،آمده به دستبر اساس نتايج 

 تهيه هاي نانوپارتيكل ذرات اندازه ميانگين توزيع اوليه محلول

ميانگين  بزرگترين كه طوريه ب. گردد مي تر پهن و بزرگ شده
غلظت  در كايتوزان با شده تهيه هاي نانوپارتيكل براي اندازه

mg/ml2 غلظت بهترين كه رسد نظر مي به لذا .شود مي مشاهده 

 مناسبي اندازه توزيع داراي شده تهيه هاي نانوپارتيكل اينكه براي

 mg/ml 1در غلظت به طوري كه .است mg/ml 1 باشند، غلظت
و زتا پتانسيل نانومتر  8/242±71/8متوسط سايز نانو پارتيكل 

توان چگونگي  مي 1 نمودار در .باشد مي 0/29± 5/3حاصله 
 1جدول . توزيع ذرات و زتا پتانسيل حاصله را مشاهده نمود

مختلف  هاي غلظت با شده تهيه هاي نانوپارتيكل به نتايج مربوط
  .دهد مي را نشان كايتوزان

  
  فسفات مجاورت سديم تري پلي در TMCمختلف  ايه غلظت از شده ايجاد هاي نانوپارتيكل خصوصيات: 1جدول 

 پراكندگي اختلاف
(PDI) 

  شده ايجاد ذرات اندازه ميانگين
(nm) 

 پتانسيل زتا
(mV) 

  كايتوزان متيل تري محلول غلظت
(mg/ml) 

058/0 ±202/0 58/7 ± 18/227 05/4±22/21 5/0 
053/0 ± 165/0 71/8 ±  8/242 5/3±0/29 1 
081/0 ± 222/0 54/11 ± 80/282 31/4±3/36 5/1 
091/0 ± 845/0 22/26 ± 56/485 84/4±38 2 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

   ESAT-6 توزيع اندازه ذرات و زتا پتانسيل نانوپارتيكل هاي حاوي آنتي ژن :1نمودار 
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  1391آذر و دي ، پنجم، شماره ستمبيدوره           درماني شهيد صدوقي يزد –مجله دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي 

و فاقد بهم  دها و توزيع آنها مناسب بو شكل نانوپارتيكل
  .)1شكل ( بودندچسبندگي و تجمع 

 از يابنده افزايش مقادير افزودن از حاصله نتايج يسهمقا
 پروتئين مقدار بر اوليه TPPمحلول  به ESAT-6پروتئين 
 با كه دهد مي نشان كايتوزان هاي نانوپارتيكل در شده محبوس
 كايتوزان، غلظت گرفتن نظر در بدون پروتئين، ميزان افزايش
 افزايش تدريج هب ها در نانوپارتيكل شده محبوس پروتئين مقدار
 ها نانوپارتيكل در احتباس كارآيي درصد محاسبه اما .يابد مي

 مقدار افزايش با احتباس ييآكار درصد دهد كه نشان مي
ESAT-6 ثابت يك كفه به سپس و ابدي مي افزايش تدريج به 

 افزايش با احتباس كارايي درصد كه طوريه ب گردد، مي منتهي

  .يابد مي كاهش ها يكلاين نانوپارت در ESAT-6مقدار 
در غلظت (  ESAT-6پروتئين افزودن با مطالعه ادامه در

µg/ml 30 (كايتوزان  محلول به mg/ml1پروتئين ، ميزان 

 انجام محاسبات نتيجه در .گرديد محاسبه رويي مايع در موجود

 نانوپارتيكل ذرات درون در موجود بارگيري پروتئين ميزان شده

  2جدول  .بوده است اوليه مقدار از% 234/95 تقريباً شده ايجاد
 در را ESAT-6پروتئين  مختلف مقادير احتباس به مربوط نتايج

  .دهد يم كايتوزان نشان هاي نانوپارتيكل

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  TEM  هاي كايتوزان توسط ميكروسكوپ بررسي مورفولوژي نانو پارتيكل: 1شكل 

  
  كايتوزان هاي نانوپارتيكل در BSAپروتئين  مختلف مقادير احتباس ميزان بررسي: 2جدول

  اختلاف پراكندگي درصد كارايي احتباس
(PDI) 

 اندازه ميانگين ذرات
(nm) 

 زتا پتانسيل
(mv) 

  نانوپارتيكل در موجود  آنتي ژن مقدار
(µg) 

524/88 061/0±  178/0 12/12±7/238 4/3±2/33 10 
234/95 028/0 ± 100/0 5/14±/248 3/4±2/28 30 
253/83 092/0 ±281/ 8/9±8/305 6/3±2/24 60 
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 در شده محبوس هاي پروتئين رهايش روند بررسي منظور به

 مدت به فوق هاي كايتوزان، نانوپارتيكل هاي نانوپارتيكل درون

   .گرديدند انكوبه C37 °دماي در ساعت 200
 با بارگيري شده هاي نانوپارتيكل از پروتئين رهايش روند

 نيز اوليه رهايش مقدار و باشد مي اي مرحله دو و ندكُ ،پروتئين
 از% 5/28اول  ساعت 12 در به طوري كه. كم است بسيار آنها در

 اين 48ساعت  در. شود آزاد مي ها در نانوپارتيكل موجود پروتئين

با  كه رسد مي تعادل حد يك به سپس و رسد مي%  3/52به  عدد
 اين كه اي گونه به، است همراه پروتئين ناچيز بسيار رهايش

  .رسد مي% 5/67 به 200 ساعت در ميزان
 بيانگر آن است كه نتايج حاصل از ارزيابي ايمني همورال

 در آن دسته از حيوانات تحت آزمايش كه IgGميزان توليد 

به  را ESAT-6و  )ESAT6ChitoP) ESAT-6 هاي نانوپارتيكل
ها  ر گروهدريافت كرده بودند از ساي صورت تجويز داخل بيني

دار  ها معني اين گروه با ساير گروه باشد و اختلاف بين بيشتر مي
آمده  به دست ODاما در اين ميان مقدار . >P)05/0(باشد  مي

را به شكل نانوپارتيكل دريافت كرده  ESAT-6از گروهي كه 
را به طور  ESAT-6بودند بيش از دو برابر گروهي بود كه 

حاصله از  ميانگين 2نمودار  .بودندمستقيم دريافت كرده 
  .دهد را نشان مي nm450 در طول موج IgGگيري مقدار  اندازه

همراهي با كايتوزان به  را در ESAT-6ژن  گروهي كه آنتي
ها  گروه صورت نانوپارتيكل دريافت كرده بودند نسبت به ساير

اند  ميزان بالاتري از آنتي بادي اختصاصي را توليد كرده
)05/0(p <  

  
  
  
  
  
  
   

  
  
  
  
  
  

  nm 450اختصاصي در طول موج IgGگيري مقدار  ميانگين حاصله از اندازه: 2نمودار 
  

  بحث
عليرغم توانايي در ايجاد پاسخ ايمني به  ESAT-6ژن  آنتي

باشد و  جاد پاسخ ايمني قوي مييتنهايي فاقد توانايي ذاتي در ا
براي ايجاد پاسخ ايمني قوي و ويژه احتياج به ادجوانت 

  . )22(دارد
   ها ژن زايي آنتي يـچندين دليل براي نقش كايتوزان در افزايش ايمن

 توان در توانايي كايتوزان در از جمله آنها مي. قابل تصور است
 ژن و اي براي آنتي ايجاد محافظت همچون مكاني ذخيره

كايتوزان  به طوري كه .)23(ژن دانست آزادسازي تدريجي آنتي
 هاي در مقابل عمل آنزيم ESAT-6باعث محافظت آنتي ژن 

در حالي اين  .)24(شود پروتئوليتيك و ليزوزيم موكوس مي
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                            ... و بررسي ESAT-6هاي پروتئين  سنتز نانوپارتيكل 622

  1391آذر و دي ، پنجم، شماره ستمبيدوره           درماني شهيد صدوقي يزد –مجله دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي 

هاي  بدون استفاده از نانوپارتيكل ESAT-6است كه پروتئين 
ها حساس بوده و به سرعت دناتوره  كايتوزان به عمل اين آنزيم

و  علاوه بر اين كايتوزان داراي اثرات ضدميكروبي. شود مي
مكانيسم ديگر اثر . )25-27(باشد مي نيزضداكسيدانتي 

 ،توان زايي از طريق بيني را مي كايتوزان در افزايش ايمني
هاي بين سلولي توسط كايتوزان  شكسته شدن موقت پل

از اين طريق باعث افزايش جذب عوامل  به طوري كه. دانست
   .)28(شود ها مي درماني مختلف از جمله واكسن

رساني از طريق مخاط بيني عليه  استفاده از روش واكسن
بيماري سل روشي است كه در مطالعات قبلي مورد استفاده 

. )11(و نتايج قابل قبولي را ارائه نموده است هفراوان قرار گرفت
استفاده از اين روش باعث تحريك  مطالعات بيانگر آن است كه

سيستم ايمني به خصوص در شكل موضعي مي شود و حتي 
ايمني بهتري  ،هاي تجويز گاهي نسبت به ساير روش

هاي مختلفي در تجويز واكسن از طريق  وشر. )30،29(دهد مي
ثرترين آنها استفاده از ؤمخاط بيني وجود دارد كه يكي از م

كه  مطالعات قبلي نشان دادند. )16،15(باشد ها مي نانوپارتيكل
تواند به عنوان تركيب مناسبي براي انتقال  كايتوزان مي

  ).31(وباكتريوم توبركلوزيس به كار رودهاي مايك ژن آنتي
 در آمد به دست تحقيق هاي كايتوزان كه در اين نانوپارتيكل

مناسب  و اندازه ظاهري خصوصيات كايتوزان، mg/ml1 غلظت 
يري بارگ نتيجه در آمده به دست هاي نانوپارتيكل اندازه .دارند

 كه بود نانومتر 8/242 حدود كايتوزان، در درون در پروتئين
 گذشته مطالعات. باشد مي آل ايده بيني طريق از انتقال براي
 توسط راحتيه ب ميكرون 1  از كوچكتر ذرات كه اند كرده ثابت
 ايجاد ذرات لذا. )32،24(شوند مي بلعيده فاگوسيت هاي سلول
 .بود خواهند آل ايده ها اين سلول توسط شدن بلعيده براي شده
 نيز شده ايجاد مثبت الكتريكي شارژ و زتا پتانسيل اين، بر علاوه
  .باشد ثرؤم بيني مخاط به فوق ذرات ثرؤم اتصال در تواند مي

 رهايش ميزان كه ساعتي 200 دوره در آمده به دست نتايج
 نشان گرديد، محاسبه هاي كايتوزان نانوپارتيكل درون از ژن آنتي
 دو و كند ها نانوپارتيكل درون از ژن تيآن رهايش روند كه داد

 كه ژن آنتي از مقداري رهايش اول مرحله در .باشد مي اي مرحله

 رها بيشتري سرعت دارند، با قرار ها نانوپارتيكل سطح در
 درون در كه ژن باقيمانده آنتي دوم مرحله در و شوند مي

 هاي نژ آنتي .شوند مي رها آرامي به دارند، ها حضور نانوپارتيكل
 رها فوق هاي نانوپارتيكل درون از خوديه ب خود طور به فوق
 درون به فوق، ذرات بيولوژيكي تخريب نتيجه در تنها و شود نمي

 به تواند مي بيولوژيكي تخريب اين .شود مي آزاد اطراف محيط

  . )33(گيرد صورت مخاط در موجود ليزوزيم واسطه
تليوم بيني وجود دارند از  هاي دندريتيكي كه در اپي سلول

هنگامي كه  .)34(باشند يلوئيدي و پلاسماسيتوئيدي مينوع م
هاي دندريتيكي  ژن ارائه شده در مخاط بيني توسط سلول آنتي

ها باعث تنظيم  شوند اين سلول ي مياز نوع ميلوئيدي شناساي
و  IL-6هاي  از طريق سايتوكاين Bهاي  آغاز فعال شدن سلول

IL-12 و Blys/Baff هاي  سلول ،علاوه بر اين. )35(شود مي
ژن را شناسايي  دندريتيكي از نوع پلاسما سيتوئيدي آنتي

  IFN- α.كند توليد مي  IFN- α،ژن كه با شناسايي آنتي كنند مي
و  Bهاي  داراي توانايي فعال كردن سلول CD40همراه با ليگاند 

  علاوه بر ها اين سلول. )36(ها هستند تبديل آنها به پلاسما سل
IFN- α طور مستقيم ه بIL-6 كنند كه باعث تكثير  توليد مي
  . )35(شوند ها مي ها به پلاسما سلو تبديل آن Bهاي  سلول

  گيري نتيجه
-ESATكه تجويز پروتئين  در مطالعه حاضر نشان داده شد

وان روش مناسبي تواند به عن به تنهايي از طريق بيني نمي 6
اين در حالي است كه با . بادي باشد براي القاي پاسخ آنتي

تجويز اين پروتئين به صورت نانوپارتيكل ميزان ايمني هومورال 
  .يابد بادي به طور قابل توجهي افزايش مي و پاسخ آنتي

هاي كايتوزان در افزايش  اين مطالعه بر توانايي نانوپارتيكل
 ند مطالعات گذشته همچون افزايشپاسخ ايمني همورال مان

 .كيد داردأت)38(پنوموكوك )37(بادي عليه ديفتري پاسخ آنتي
 هاي آمده در اين تحقيق با گزارش به دستعلاوه بر اين نتايج 

 قبلي كه از حاملين نانو و ميكرو پارتيكل براي انتقال
در . همخواني دارد ،هاي توبركلوزيس استفاده شده بود ژن آنتي

 Carpenterتوان به مطالعه انجام شده توسط  اين زمينه مي
 به صورت ESAT-6ژن  اشاره كرد كه در آن تجويز آنتي
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توانسته بود باعث القاي توليد  PLAميكروپارتيكل با پليمرهاي 
IFN-γ  وIL-4 39(گردد.(  

هاي كايتوزاني  پارتيكلتوان نانو طبق نتايج به دست آمده مي
ESAT-6  را به عنوان سيستم انتقالي مناسب جهت افزايش

آمده نشان  به دستدر ضمن نتايج . نستايمني عليه سل دا
دهنده توانايي بالاي روش تجويز به شكل درون بيني در ايجاد 

  .باشد مي  ESAT-6ژن ايمني عليه آنتي
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Abstract 
Introduction: Among several tuberculosis vaccine candidates for replacement of BCG, ESAT-6 protein has 

a special role. Since mycobacterium tuberculosis infection most often attacks the lungs, intranasal rout can 
be regarded as appropriate methods for tuberculosis vaccines and drug delivery. One of the appropriate 
systems for intranasal vaccine delivery is using biodegradable nanoparticles. Among biodegradable 
polymers, chitosan polymer has great features to increase the response of immunity system.  This study 
aimed to investigate the specific humoral immune response of mice model after encapsulation of 
recombinant ESAT-6 antigen in chitosan nanoparticles.  

Methods: The chitosan nanoparticles containing ESAT-6 antigen were synthesized by ionic gelation. 
Nanoparticle properties including morphology, particle size, zeta potential, encapsulation rates, and protein 
release were measured in vitro. The immunization was performed through the nose for 3 times on days 0 and 
14 and 28. 2 weeks after last administration, blood samples were collected and specific IgG titers were 
measured by indirect ELISA. 

Results: The nanoparticles synthesized had appropriate properties. The mean size of resulting nanoparticles 
was 242.8 nm by excellent antigen loading capacity (95.23 %). The vitro release of antigen from nanoparticles 
after 200 hours was detected as 67.5%. The Level of IgG antibody showed significant increase in the group that 
had received chitosan nanoparticles containing ESAT-6 compared with other groups. 

Conclusion: ESAT-6 protein was encapsulated in chitosan nanoparticles successfully. Administration of 
chitosan nanoparticles can be a suitable method for administration of humoral immunity antigens of 
Mycobacterium tuberculosis through intranasal rout. 
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