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 چکیده

مورد توجه قرار گرفته است. از  یمنیپاسخ ا تیدر تقو دیجد یاستراتژ کیعنوان  استفاده از نانوذرات به ر،یاخ یها سال در

با  ها نیتوکس نیکه ا یاستفاده کرد. هنگام یقو یمنیپاسخ ا کی جادیا یبرا توان یدناتوره م ریغ ینیپروتئ یها نیتوکس

خود در سطح سلول متصل  یگاندهایبه ل توانند ینم رایز دهند، یخود را از دست م یسم تیخاص دهند، ینانوذرات واکنش م

 یداخل یرهاساز ندیفرآ توانند یم ها نیاز نانوذرات و توکس شده  لیتشک یها که کمپلکس دهد یشوند. مطالعات نشان م

نوزاد  یها در بره یاسهال خون شود، یم جادیا ها نیتوکس نیکه توسط ا ییها یماریب نیتر از مهم یکیکنند.  لیرا تسه نیتوکس

ترین  یافته باشد که یکی از توسعه می  (PLGA)لاکتیک کوگلیکولیک اسید پلی نانوذره استفاده شده در این تحقیق .است

 ایجاد هدف از این تحقیق جداسازی و تخلیص توکسین بتاکلستریدیوم پرفرنژنس واست. پذیر  تخریب پلیمرهای زیست

 وانیدر ح دینانوتوکسوئ نیا قیپس از تزر یمنیا پاسخ .استغیر توکسیک  ختارسا و تولید یک PLGA کمپلکس آن با نانوذره

تکنیک سدیم دودسیل  تن توسط برون( و LD50) تن طور درون هسنجش توکسین ب .قرار گرفت یابیهدف مورد ارز

ژن توکسین بتا مبنای تهیه کاندید نانوتوکسوئید با  ی آنتیدر این بررس در هر مرحله انجام شد.  (SDS psge)سولفات

 ژن بتا در ایجاد پاسخ ایمنی روی مدل حیوانی )موش ثیر فرمولاسیون نانوذره حاوی آنتیأت. فرمولاسیون نانوذره قرار گرفت

NIH) ها نشان دادند که نانوذره  یافته رد ارزیابی قرار گرفت.موPLGA ساخت نانوواکسن توکسوئیدی توان برای طراحی و  را می

 های مختلف استفاده کرد. ژن در زمینه های اتصال آنتی منظور سیستم که حاوی توکسین باشد مورد استفاده قرار داد و از آن به

 ، توکسین بتا، نانوتوکسوئید، الایزاپرفرنژنسکلستریدیوم  :کلیدیواژگان 
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 مقدمه
هوازی  بی باکتری یک پرفرنژنس کلستریدیوم باکتری

 تولید اساس برکه  است اسپور تولیدکننده مثبت و گرم

 1 به و یوتا اپسیلون بتا، آلفا، کشنده توکسین نوع چهار

تمامی این  شوند. بندی می طبقه Eتا  Aتیپ مختلف از 

 .(1ها ماهیت پروتئینی و عملکرد آنزیمی دارند ) توکسین

نوع  چهار از یکی پرفرنژنس کلستریدیوم بتا توکسین

 های سویه توسط که شود محسوب می اصلی توکسین

این  .شود می تولید C نوع و B نوع پرفرنژنس کلستریدیوم

های پروتئولیتیک بسیار حساس  پروتئین در مقابل آنزیم

های پروتئولیتیک  باشد و به همین دلیل در برابر آنزیم می

دهد و باعث افزایش نفوذپذیری  روده تغییر ماهیت می

های روده و ایجاد نواحی خونریزی دهنده و زخم  مویرگ

 (.2شود ) مخاطی روده کوچک می

های  لید شده توسط سویهبه همین دلیل توکسین تو

B  وC نکروز  خونریزی، التهاب، تواند باعث باکتری می این

 های مرتبط با روده از جمله آنتروکولیت شده و بیماری

ایجاد کند  حیوانات و انسان را در انتروتوکسمی و نکروزان

(3.) 

 برای راه تنها واکسیناسیون و تغذیه مدیریت

 حاد ماهیت به توجه با زیرا است بیماری از پیشگیری

 های کسنوا است و محدودی ارزش دارای درمان بیماری،

 یا غیر فعال های پیکره باکتری بر مبتنی مرسوم

 دلیل به حرارت با شده غیر فعال کشت های سوپرناتانت

 و غیر اختصاصی ایمنی پاسخ موضعی، التهابی های واکنش

 واکسینه حیوانات در مدت  کوتاه ایمنی و نشده  کنترل

همین دلیل  به. است شده حد زیادی محدود تا شده

عنوان یک ضرورت در  به توکسوئیدی واکسن ساخت

 .(0شود ) ساخت واکسن بر علیه این بیماری محسوب می

های ایمنی بر علیه  یکی از راهکارهای تقویت پاسخ

هایی برای انتقال  های توکسوئیدی، ایجاد مکانیسم واکسن

های  اشد. برای این منظور سیستمب و حمل واکسن می

های مختلف نوترکیب و غیر  انتقالی مختلفی در واکسن

(. یکی از بهترین و 1فعال مورد استفاده قرار گرفته است )

کار گرفته  هایی که در این موارد به ترین مولکول کاربردی

پذیر و از جمله  شده است، پلیمرهای زیست تخریب

 (.0باشد ) ( میPLGA) اسید کوگلیکولیک لاکتید پلی

عنوان یکی از  های اخیر این پلیمر به در سال

های دارو و اکسن مورد استفاده قرار  ترین حامل کاربردی

ژن  تواند از آنتی گرفته است و با توجه به این که می

 pH نامناسبی مانند یط امقابل شرموجود در آن در 

ی نزیمهاآفعالیت اوی و صفری نمکهااسیدی، 

لیتیک محافظت کند، استفاده از آنها بسیار مورد پروتئو

توجه بوده است و مورد تأیید سازمان غذا و داروی آمریکا 

(FDA( نیز قرار گرفته است )7.) 

 از قبولی قابل مقدار هدف از انجام این مطالعه تولید

 یک پرفرنژنس و فرمولاسیون آن در کلستریدیوم بتای سم

بوده  PLGA حاوی نانوذرات بر مبنای انتقالی سیستم

 های پاسخ منظور بررسی کارائی این سیستم، است. به

گیری و  نیز اندازه توکسوئید مقابل در آن از القاشده ایمنی

 مقایسه شد.

 ها روش و مواد

 از توکسین بتا: کشت باکتری و جداسازی توکسین

که از بخش  B نوع پرفرنژنس کلستریدیوم واکسینال سویه

هوازی مؤسسه تحقیقات واکسن و  های بی تولید واکسن

سازی رازی تهیه شده بود تولید گردید.  سرم

و  کولاتیوگلیکشت ت طیمورد نظر در مح سمیکروارگانیم

انکوبه  گراد یدرجه سانت 37 یو دما یهواز یب طیدر شرا

 تریل یلیم 16 ه،یاول ونیساعت انکوباس 20از  پس .دیگرد

تازه  کولاتیوگلیت طیاز مح تریل یلیم 166به  از کشت

درجه  37 یمجدداً در دما ن،یتوکس دیتول یمنتقل و برا

انکوبه  یهواز یب طیساعت در شرا 0و به مدت  گراد یسانت

و  قهیدور در دق 0666حاصل با سرعت  ونیسوسپانس شد.

از  یباکتر یها شد تا سلول وژیفیسانتر قهیدق 36به مدت 

حاصل در دو مرحله و  ییرو عیما .جدا گردند یروئ عیما

اشباع،  درصد 16 زانیبه م ومیبا استفاده از سولفات آمون

 0شد و به مدت  یساز آماده ها نیپروتئ یده رسوب یبرا
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زدن مداوم  تحت هم گراد یدرجه سانت 0 یساعت در دما

 .قرار گرفت

 سرعت با دقیقه 01 مدت به شده تهیه سوسپانسیون

 26 با رسوب حاصل و شد سانتریفیوژ دقیقه در دور 1666

 مولار( میلی 26هیدروکلراید ) بافرتریس محلول لیتر میلی

ساعت در مجاورت همان  00سپس به مدت  و شد شسته

 0666 سرعت حاصل با بافر دیالیز گردید. در انتها محلول

 مایع و شد سانتریفیوژ دقیقه 01 مدت به دقیقه در دور

 شد. عبور داده میکرون 01 فیلتر از رویی

های حاصل از مرحله قبل با استفاده از  پروتئین

فیلتراسیون تفکیک شدند. برای این  ژل کروماتوگرافی

 بافرتریس محلول با G50 منظور ژل سفادکس

 نمونه از لیتر میلی 26 شد و سپس شسته هیدروکلراید

خروجی  پروتئینی به ستون کروماتوگرافی اضافه گردید.

 محلول و شد تنظیم دقیقه در قطره 26 میزان به ستون

 لیتر میلی 1/2 حجم به آزمایش های لوله در خروجی

ها در  بررسی گردید. میزان جذب نوری نمونه و آوری جمع

بعد الگوی  مرحله نانومتر سنجیده شد. در 206طول موج 

 الکتروفورز با استفاده از های خالص شده پروتئینی نمونه

-SDS) آمید آکریل پلی-سولفات دودسیل سدیم ژل

PAGE)های های حاوی پروتئین ، سنجیده شد. سپس لوله 

میزان پروتئین  .شدند ترکیب و شناسایی بالاتر خلوص با

ها نیز با استفاده از روش برادفورد  موجود در این نمونه

 گیری شد. اندازه

 با شده خالص نمونه در بتا سم در نهایت وجود

 بادی آنتی از استفاده و بلات نکارگیری روش وستر به

 .شد گوسفندی تأیید( IU/ml 120) بتا آنتی مونوکلونال

 1166/1 های رقت کشنده: دوز حداقل گیری اندازه

لیتر از  میلی 1/6 و شد تهیه فراکسیون هر از 1166/1 تا

 وزن با NIH موش دو به وریدی داخل صورت به هر رقت

 چهار طی ها موش میر و مرگ و شد تزریق گرم 10 تا 10

 .شد بررسی روز

 نانوذرات :توکسین بتا حاوی PLGA نانوذرات تهیه

PLGA (سیگما )کلستریدیوم پرفرنژنس بتاتوکسین حاوی 

 آب-روغن-آب امولسیون دوگانه حلال تبخیر روش با

 هیدر استون ته PLGA 1% یابتدا، محلول آلشدند.  سنتز

به محلول  نیبتاتوکس یحاو یداخل یشد. سپس، فاز آب

PLGA همزن با سرعت متوسط  لهیوس اضافه شد و به

تحت  قهیدق 1. پس از آن، به مدت دیهمگن گرد

. شود لیتشک هیاول ونیقرار گرفت تا امولس ونیکاسیسون

سونیکاسیون باعث تولید نانوذراتی ریزتر و ایجاد توزیع 

 شود. همگن آنها می

 نیبتا توکس ی( حاوگمای)س PLGAنانوذرات 

حلال  ریبا استفاده از روش تبخ نژنسپرفر ومیدیترکلس

آب سنتز شدند. ابتدا محلول -روغن-آب ونیدوگانه امولس

 یو سپس فاز آب دیگرد هیدر استون ته PLGA 1% یآل

اضافه شد و  PLGAبه محلول  نیبتاتوکس یحاو یداخل

شد. سپس  یساز همگن( ایتالی، اVELPتوسط همزن )

قرار گرفت  ونیکاسیتحت سون قهیدق 1به مدت  ونیامولس

 کنواختیطور  به ونیو امولس افتهیتا اندازه ذرات کاهش 

فاز  کیحاصل به  ونیشود. در مرحله بعد، امولس لیتشک

( اضافه PVAالکل ) لینیو پلی 21/1 یحاو یخارج یآب

قرار  فراصوتتحت امواج  قهیدق 1و مجدداً به مدت  دیگرد

روز و  شبانه کیطول گرفت. استون موجود در نمونه در 

 قهیدور در دق 066با سرعت  یسیزدن مغناط تحت هم

به مدت  وژیفیشده پس از سانتر جادیشد. نانوذرات ا ریتبخ

درجه  0و دمای  قهیدور در دق 10666در  قهیدق 21

شدند و سپس دو بار با آب شسته  یآور جمع گراد سانتی

نانوذرات  ت،ی. در نهاندحذف شو یاضاف باتیشدند تا ترک

و بار  زیسا یریگ شده توسط دستگاه اندازه لیتشک

 شدند. یابی، دانمارک( ارزDLS ،Maven) یکیالکتر

 ییزا یمنیا یجهت بررس: بررسی پاسخ های ایمنی

موش  یوانیشده، از مدل ح هیته یدینانوذرات توکسوئ

سر  06منظور،  نیاستفاده شد. بد یشگاهیآزما

 0به  یطور تصادف ( بهیا هفته 0تا  0ماده )  Balb/Cموش

 166 ریمقاد بیترت شدند. به هر گروه به میگروه تقس

 نیسبتا، توک نیتوکس یحاو PLGA از نانوذرات تریکرولیم

و  یرجلدیصورت ز به یولوژیزیو سرم ف PLGA بتا، ذرات
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 انیاز پا پس .شد قیدر دو نوبت با فاصله دو هفته تزر

منظور  به یتجرب یها وهاز گر یریگ خون ،یساز منیدوره ا

خون  یها هومورال انجام شد. نمونه یها پاسخ یبررس

 -26 یو در دما یآور ها جمع شده و سرم وژیفیسانتر

کامل  یآور شدند. پس از جمع ینگهدار گراد یدرجه سانت

 .قرار گرفت یمورد بررس یباد یآنت یها ها، پاسخ سرم

بتا با استفاده از آزمون  نیدر برابر توکس یمنیا پاسخ

 نیطور خلاصه، توکس شد. به نییتع میمستق ریغ یزایالا

در  تریل یلیدر م کروگرمیم 1شده با غلظت  خالص یبتا

 pHمولار،  61/6 کربنات یب -بافر پوشاننده )بافر کربنات

 50 تیپل یها از آن به چاهک تریکرولیم 166و  هی( ته9.6

شب در  کی( افزوده شد و به مدت Nunc) زایالا یا هخان

ها با  . سپس چاهکدیانکوبه گرد گراد یدرجه سانت 0 یدما

 Tween درصد 61/6 یحاو PBSاستفاده از بافر شستشو )

 یاختصاص ریاتصال غ یها ( سه بار شسته شدند و محل20

 درصد 1 یحاو PBS) نگیاز بافر بلاک تریکرولیم 366با 

به مدت  گراد یرجه سانتد 37 یدما( در یبدون چرب ریش

از  تریکرولیم 166ساعت مسدود شدند. پس از شستشو،  1

ها اضافه و به مدت  ( به چاهک1:166) شده قیرق یها سرم

انکوبه شدند. پس  گراد یدرجه سانت 37 یساعت در دما 1

کونژوگه با  IgG یباد یاز آنت تریکرولیم 166از شستشو، 

HRP ها  ( به چاهکیوژوتکنولی)سانتا کروز ب یضد موش

درجه  37 یساعت در دما 1افزوده شد و به مدت 

-’1،1’,3،3 ی. سپس سوبسترادیانکوبه گرد گراد یسانت

Tetramethylbenzidine (TMB) ها افزوده شد و  به نمونه

 1 کیسولفور دیواکنش با استفاده از اس قه،یدق 11بعد از 

با استفاده  ها هنمون یجذب نور زانی. مافتینرمال خاتمه 

متحده  الاتی، اBioradخوان ) تیکروپلیاز دستگاه م

 شد. یریگ نانومتر اندازه 016( در طول موج کایآمر

 جنتای
جداسازی و تخلیص توکسین  :توکسین بتا تخلیص

دهی با سولفات آمونیوم و  بتا با استفاده از رسوب

نجام شد. پس از تخلیص، ا  G50 کروماتوگرافی با ستون

نهایی و توکسین خام پروتئینی از نظر کمی و محصول 

)حداقل دوز کشنده( در  MLD کیفی ارزیابی شدند. نتایج

برای  SDS-PAGE واحد حجم و الگوی الکتروفورزی

 د.مقایسه مورد بررسی قرار گرفتن

شود،  مشاهده می 1طور که در شکل شماره  همان

های خالص شده توکسین نسبت به توکسین خام  نمونه

ت بهتری نشان دادند. در الگوی الکتروفورتیک کیفی

های استخراج شده از ستون کروماتوگرافی و در  نمونه

، باندهای پروتئینی مشخص و خالص 16تا  0های  فراکشن

دهنده  کیلو دالتون مشاهده شد که نشان 06در محدوده 

کیفیت بالای فرایند تخلیص توکسین است. به نظر 

ه است مقدار قابل توجهی از رسد که این روش توانست می

های  که توکسین طوری های آلوده را حذف کند، به پروتئین

 .باشند گر مانند آلفا و اپسیلون قابل شناسایی نمی مداخله

علاوه بر این، آزمایش وسترن بلات نشان داد که 

های تخلیص شده علاوه بر خلوص قابل قبول،  پروتئین

ر قابل توجهی با طو پذیری بالایی دارند و به واکنش

بادی اختصاصی برعلیه توکسین بتا واکنش نشان  آنتی

 .(1دهند )شکل  می

آمده نشان داد که با انجام فرایند تخلیص  دست نتایج به

های غیر اختصاصی، میزان سمیت  و کاهش پروتئین

توکسین افزایش یافته است. بر اساس این نتایج، بالاترین 

ساعت شد،  50رض ها در ع رقتی که باعث مرگ موش

بود. میزان راندمان با توجه به توکسین  1:1666رقت 

 .(1تصفیه شده نهایی محاسبه گردید )جدول 

 
 راندمان توکسین تخلیص شده -1جدول 

 (Recoveryراندمان )درصد  توکسین خام توکسین تخلیص شده

 توکسین تخلیص شده توکسین خام MLD (mg/mlمقدار پروتئین ) MLD (mg/mlمقدار پروتئین )
3/2 066/1 3/5 166/1 - 06 
1/2 066/1 0/16 166/1 - 06 
03/1 1666/1 51/16 166/1 - 16 
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بر اساس نتایج : نانوذرات حاوی توکسین ارزیابی

طور  ژن، به بدون حضور آنتی PLGAآمده ذرات  دست به

 شاخصنانومتر و  166ای در حدود  متوسط اندازه

داشتند. میزان پتانسیل زتا این  602/6( PDIپراکندگی)

گیری گردید.  ولت اندازه میلی -0/23ذرات نیز در محدوده 

ش پس از بارگزاری توکسین، اندازه این ذرات کمی افزای

نانومتر( و پتانسیل زتا و شاخص پراکندگی  126یافت )

ولت و  میلی -2/10ترتیب در محدوده  این ذرات نیز به

 گیری شد. اندازه 317/6

 دهنده کروی نشان الکترونی نیز میکروسکوپر تصاوی

 تولید فرآیند از حاصل ذرات سطح یکنواختی و بودن

 (.2باشد )شکل  بهینه می شرایط نانوذرات در

دو های ایمنی برعلیه توکسین بتا:  ارزیابی پاسخ

بادی برعلیه  هفته بعد از آخرین تزریق، میزان آنتی

توکسین بتا با استفاده از آزمون الایزای غیر مستقیم 

شود.  دیده می 0گونه که در شکل  گیری شد. همان اندازه

بادی  ، قابلیت ایجاد آنتیPLGAنانوتوکسوئید محصور در 

باشد هرچند که این میزان از  وکسین بتا دارا میرا برعلیه ت

گروه دریافت کننده توکسین خالص کمتر بوده است 

(P<0.05گروهی که توکسین را به .)  صورت خالص دریافت

بادی را تولید کرده  کرده بودند، بیشترین میزان آنتی

 بودند.

 گیری و نتیجه بحث

 اصلی زای بیماری عامل عنوان بتا که به توکسین

 حیوانات و انسان در انتروتوکسمی و نکروزان آنتروکولیت

 کلستریدیوم C و B شود، توسط انواع می شناخته

 توکسین این. شوند تولید می( C. perfringens) پرفرنژنس

 با که دهد می تشکیل را دالتون کیلو 220 عملکردی منافذ

 در بتا سم اثر از ما درک است، مرتبط آن سلولی سمیت

 و است محدود زیادی حد تا عفونی ریبیما حدت

 تحقیقات برای مبنایی باید آن عمل مکانیسم شناسایی

 سطوح در را آن اثر است ممکن که کند فراهم بیشتر

 را بیماری این حدت در آن غالب سهم و سلولی و مولکولی

 علیه هایی واکسن ساخت در هایی پیشرفت (.0کند ) روشن

 های کیفیت با هایی واکسن. است شده حاصل توکسین بتا

 این توسط شده ایجاد عفونت با مبارزه برای متفاوت

 دسترس در ها انسان و حیوانات استفاده برای باکتری،

 .هستند

ژن  هدف از انجام این مطالعه طراحی یک سامانه آنتی

پذیر  رسانی با استفاده از ذرات پلیمری زیست تخریب

PLGA خاصی بر حیوان  بوده است که بدون ایجاد عوارض

بتای منجر به ایجاد پاسخ ایمنی برعلیه توکسین 

بر همین مبنا و در مرحله  گردد. کلستریدیوم پرفرنژنس

سازی شرایط، توکسین بتای کلستریدیوم  ضمن بهینه اول

از سویه واکسینال تخلیص و مورد  Bپرفرنژنس تیپ 

دهنده خلوص بالا و  ارزیابی قرار گرفت که نتایج نشان

 (.5ائی مناسب توکسین تخلیص شده بود )کار

مطالعات متعددی در مورد تخلیص توکسین فوق در 

های  داخل و خارج کشور انجام شده است که روش

 اند. در متعددی را نیز برای تخلیص مورد استفاده قرار داده

 با که دادند نشان همکارانش و جاکورایی ،1577 سال

 با کروماتوگرافی و آمونیوم سولفات ترسیب از استفاده

 نسبت بار 306 تا را بتا توکسین توان می ،G100 سفادکس

 روش این در وری بهره میزان. نمود تغلیظ اولیه کشت به

 در محقق همین ادامه در. باشد می درصد 20 حدود در

 این تغلیظ و تخلیص برای را جدیدی روش 1507 سال

 های فراکسیون بر مبنای که نمودند معرفی توکسین

 یونی تعویض کروماتوگرافی و آمونیوم سولفات از حاصل

 وری بهره با و برابر 006 تا توکسین روش این در. باشد می

 (.16گردید ) تغلیظ اولیه کشت از درصد 06

ای که توسط زایرزاده و همکاران انجام شده  درمطالعه

ای که با استفاده از  مرحله 0است، با استفاده از یک روش 

ات آمونیوم، کروماتوگرافی تعویض یونی، و ترسیب سولف

اند با درجه بالایی  ژل فیلتراسیون انجام شده است، توانسته

 از خلوص، بازدهی و فعالیت بیولوژیکی جدا نمایند.

 .C حاصل از  در مطالعه دیگری توکسین بتای

perfringens  تایپC  با استفاده از ترسیب آمونیوم
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با خلوص  DEAE-CL6Bز سولفات و کروماتوگرافی سفارو

 (.11بالایی جدا شد )

دست آمده نشان داد که با استفاده از روش  نتایج به

توان توکسین را با خلوص  بهینه شده در این مطالعه می

درصد تغلیظ و تخلیص نمود  16وری حدود  بالا و با بهره

که این نتایج به میزان زیادی با مطالعات قبلی همخوانی 

 دارد.

ای تخلیص شده با اندازه مولکولی حدود توکسین بت

کیلو دالتون جداسازی و تخلیص شد که با سایر  06

مطالعات مشابه که وزن مولکولی توکسین تخلیص شده را 

کیلودالتون گزارش کرده بودند، همخوانی  06تا  36بین 

 (.12داشت )

پذیر جهت ایجاد  استفاده از پلیمرهای زیست تخریب

های اخیر بسیار  ژن و دارو در سال آنتیهای انتقال  سیستم

مورد توجه بوده است و با موفقیت در مورد بسیاری از 

های مختلف مورد استفاده قرار گرفته  داروها و واکسن

 (.13است )

 نوترکیب واکسن نانو از استفاده با پورحسن فرناز

 باکتری اپسیلون توکسین علیه کیتوزان بر مبتنی

. کردند ارزیابی را ایمنی های پاسخ پرفرنژنس، کلستریدیوم

 از پس IgG بادی آنتی تیتر فوق مطالعه نتایج بر طبق

 از نانوذرات با شده انکپسوله نوترکیب های پروتئین تجویز

 توجهی قابل طور به وریدی داخل تزریق و خوراکی طریق

 داد. نشان افزایش

 روغن-آب امولسیون نانو یک کارایی دیگری مطالعه در

 کشت محیط از شده و غیر فعال غلیظ توکسین حاوی

 موفقیت با و معرفی B نوع( C. novyi) نوویی کلستریدیوم

 ساده روش یک عنوان به مدل این. گرفت قرار ارزیابی مورد

 با مرتبط های بیماری برای ژن آنتی انتقال برای کارآمد و

 .است شده معرفی سم

 فرایند این در استفاده مورد پلیمرهای بهترین از یکی

باشد. از آنجا  می( PLGA) اسید کوگلیکولیک- لاکتیک پلی

 هستند سازگار پذیر و زیست تخریب زیست هاکه این پلیمر

بنابراین در مطالعات  اند، شده تأیید USFDA توسط و

 دارو و واکسن شده کنترل آزادسازی تحویل و متعددی در

 (.10اند ) شده استفاده

توکسین بتای تخلیص در این مطالعه با استفاده از 

انکپسوله گردید تا ضمن  PLGAپلیمرهای شده در درون 

کاهش خاصیت توکسیسیتی آن، امکان انتقال آرام و 

 رهاسازی کنترل شده آن در بدن وجود داشته باشد. در

 بر تکیه با PLGA نانوذرات مزایای از بسیاری مطالعه، این

 برای آنها مطلوب خواص دهنده نشان که مطالعات برخی

 تهیه روش. است شده گرفته نظر در است، نانوذرات تهیه

 بهینه شرایط و بود( w-o-w) آب-روغن-آب امولسیون

 فیزیکوشیمیایی خواص متوالی های گیری اندازه با نانوذرات

در نتیجه نانوذرات کروی و یکنواختی با  .آمد دست به آنها

 -2/10نانومتر و پتانسیل زتای  126اندازه حدود 

ولت تشکیل شدند که برای ادامه کار بسیار مناسب  میلی

 (.10، 11باشند ) می

 PLGAنانوتوکسوئید محصور در  کمپلکس تزریق

 تزریق محل در ظاهری نظر از کمپلکس این که داد نشان

 این محلول دریافت از پس حیوان و بوده علامت بدون

 .نداشت وجود بیماری یا حالی بی هیچ. داد نشان را علامت

بادی  ، آنتیPLGAمتعاقب تزریق نانوتوکسوئید محصور در 

برعلیه توکسین بتا قابل ردیابی بود که البته مقدار 

بادی ایجاد شده کمتر از گروهی بود که توکسین  آنتی

ند. اما با توجه به ماهیت خالص را دریافت کرده بود

نانوتوکسوئید فوق و عدم وجود عوارض جانبی )مانند 

حالی( در حیوانات  نکروز در محل تزریق و بی

کننده نانوتوکسوئید در مقایسه با توکسین خالص،  دریافت

بادی را قابل قبول دانست.  توان میزان تولید شده آنتی می

 تواند بتا می حاوی توکسین نانو واکسن تزریق بنابراین

 را IgG بادی آنتی تیتر و کرده فعال را هومورال ایمنی

 دهد. افزایش

واکسن  و توسعه نانو یمنظور طراح مطالعه، به نیا در

پرفرنژنس،  ومیدیبتا از کلستر نیتوکس یحاو یدیتوکسوئ

استفاده شد.  PLGA ریپذ بیتخر  ستیز یمریاز ذرات پل

با سولفات  یده بتا با استفاده از رسوب نیتوکس صیتخل
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 جینجام شد، که نتاا  G50 ستون یو کروماتوگراف ومیآمون

مناسب  ییدهنده خلوص بالا و کارا نشان دهآم  دست به

روش قادر به حذف  نیبود. ا شده صیتخل نیتوکس

تا حدود  نیگر و بهبود خلوص توکس مداخله یها نیپروتئ

 یمطالعات قبل جیا نتابود که ب یور بهره درصد 16

 (.17) دارد یهمخوان

نانومتر و  126با اندازه حدود  PLGA نانوذرات

 نیشدند. ا هیته ولت میلی 2/10منهای  یزتا لیپتانس

بتا و ارائه آن  نینانوذرات قادر به انکپسوله کردن توکس

عوارض  جادیشده در بدن بودند، بدون ا طور کنترل به

بتا  نیتوکس یواکسن حاو نانو قیملموس. تزر یجانب

 نیدر برابر توکس یاختصاص یها یباد یآنت دیمنجر به تول

 زانیهومورال را فعال کرد. اگرچه م یمنیشد و پاسخ ا

 نیتوکس کننده افتیشده کمتر از گروه در دیتول یباد یآنت

قابل توجه،  یخالص بود، اما عدم وجود عوارض جانب

در انتقال  PLGA استفاده از نانوذرات یایدهنده مزا نشان

 (.15، 10) ستا یمنیپاسخ ا جادیو ا نیتوکس

 گرفت نتیجه توان می مطالعه این های حاصل از یافته با

یک کاندید بسیار مناسب برای طراحی و  PLGAکه پلیمر 

ساخت نانو واکسن توکسوئیدی حاوی توکسین بتا 

 طور به تواند می تحقیق این از آمده دست به باشد. دانش می

های توکسوئیدی برای درمان  تولید واکسن مؤثری

های حاصل از کلستریدیوم پرفرنژنس را بهبود  بیماری

های مؤثر و  ببخشد تا بتوان گام بلندی را به سمت واکسن

 بدون عوارض جانبی برداشت.

 

 

 تنهاییه همراه توکسین و سرم فیزیولوژی به نانوذره ب، تنهایی.ه .نانوذره ب ،تنهاییه بادی .توکسین ب مقایسه سطح تولید آنتی -1ر نمودا

Toxinبتا توکسین استخراج شده از کلستریدیوم پرفرنژنس : 

PLGAه: نانوذره مورد استفاد 

PLGA-Toxinلکس شده با توکسین بتاپ: نانوذره کم 

PBSسرم فیزیوتوژی : 



 و همکاران ابراهیم عباسی
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 آوری شده از ستون کروماتوگرافی های جمع فراکسیون -1ل شک

 

 
 یکنواختی شکل ذرات حاصل از فرآیند تولید نانوذرات -2شکل 

 

وسیله نویسندگان از رؤسای محترم و  : بدینسپاسگزاری

هوازی و  های بی های تولید واکسن کارشناسان بخش

های پزشکی مؤسسه رازی تشکر و  فرمولاسیون واکسن

نامه مصوب  نمایند. این مقاله برگرفته از پایان قدردانی می

اینجانب در دانشگاه آزاد اسلامی واحد علوم و تحقیقات 

نانوتوکسوئید کلستریدیوم پرفرینجنس تهران با نام تولید 

 باشد. و ارزیابی آن در مدل حیوان آزمایشگاهی می Bتیپ 
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Summary 

 

In recent years, a strategy based on nanoparticles has shown that non-denatured protein toxins can be used to 

enhance the appropriate immune response. The toxin does not bind to its ligand on the cell surface. The results 

of the nanoparticle and toxin complex show that the nanoparticles facilitate the internal release of the toxin. 

Clostridium perfringens beta toxin is a toxin produced by Clostridium perfringens type B and C and the most 

important disease is bloody diarrhea of newborn lambs. The toxin loses its lethality due to its involvement, so it 

becomes a toxoid. The nanoparticle used in this research is PLGA, which is one of the most developed biode-

gradable polymers. The purpose of this study is separate, Production and purification of Clostridium perfringens 

beta toxin and production of its complex with PLGA nanoparticles in order to form a non-toxic structure.In this 

study, beta-Clostridium perfringens type B and C toxins were isolated by ammonium sulfate precipitation and 

gel filtration chromatography. Purified was calculated to be 10 mg / ml. In this study, beta toxin antigen was 

used as a basis for the preparation of nanotoxoid candidate with nanoparticle formulation. When nanoparticles 

are injected into mice with beta toxin, they turn the toxin into a toxoid that has no toxicity effects, and in fact the 

toxin cannot bind to its receptors and reveal its effects, so the mice showed no signs of disease. 
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