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 مقاله پژوهشي
  1392 پاييز، سوم، شماره ششمسال  هاي پستان ايران، بيماريفصلنامة 

  
 سويروس ايكهرسپتين با استفاده از لينكرهاي شيميايي و  /ساخت كمپلكس نانوذره ويروسي

 زمينيسيب
 

 دانشگاه تهران ،پزشكيدانشجو دكتري، گروه گياه: *ندا اسفندياري

  دانشگاه تهران ،پزشكيدانشيار، گروه گياه :مينا كوهي حبيبي
  دانشيار، گروه هماتولوژي دانشكده پزشكي، دانشگاه تربيت مدرس :مسعود سليماني

  استاديار، گروه پزشكي مولكولي انيستيتو پاستور ايران :محسن كريمي ارزناني
  پزشكي پرديس كشاورزي و منابع طبيعي دانشگاه تهراناستاد، گروه گياه :صاحبيغلامحسين م

  
  

  
  
  
  

  چكيده 
كه از اين ذرات در علم ، ها سبب شدويروسدر  هاي اخير نگرشي نو در جهتي غير از بيماري زاييدر سال :مقدمه

هاي درماني، استفاده از نانوذرات در هدفمند به منظور كاهش عوارض جانبي دارو و كاهش هزينه. نانوتكنولوژي استفاده شود
از  .به خود اختصاص داد ها از جمله سرطاناي را در درمان بيماريويژهجايگاه كردن مسير اثر دارو وارد علوم پزشكي شده و 

بالاخص قابليت  توان به سازگاري طبيعي، استراتژي تكثير خودكفا و بهينه، قابليت تجزيه ومي جمله مزاياي نانوذرات ويروسي
. هرسپتين است/يكي از موارد استفاده از اين نانوذرات ساخت كمپلكس نانوذره ويروسي. ها اشاره كردسازي ارزان آنخالص

  .شوداستفاده مي) +HER2(هرسپتين دارويي است كه در درمان گروهي از بيماران مبتلا به سرطان پستان 
اي ويروس ايكس به نانوذرات رشته EDC/Sulfo-NHSلينكر شيميايي  در اين تحقيق هرسپتين با كمك :روش بررسي

،  SDS-PAGE ،Western blotهايسيب زميني متصل گرديده و نانوذره ويروسي دارويي ساخته شده با استفاده از تكنيك
ELISA ،Zetasizer و ميكروسكوپ الكتروني بررسي شد.  

 27كيلودالتون دال بر اتصال پروتئين پوششي  82شكيل باند ت Western blotو  SDS-PAGEدر آزمون  :هايافته
. كيلودالتون بود 55مولكولي هرسپتين با وزن بادي مونوكلونال زميني با باند سنگين آنتيكيلودالتوني ويروس ايكس سيب

الكتريكي ذرات بوسيله  در بررسي بار. بادي هرسپتين را نشان دادآزمون اليزاي طراحي شده اتصالات نانوذره ويروسي به آنتي
را نشان  -48/1و هرسپتين  -4/21زميني ، ذرات ويروس ايكس سيب - 05/7، ذرات كنژوگه بار الكتريكي Zetasizerدستگاه 

  .داد
اي خود را هرسپتين بعد از تهيه، ساختار رشته/ نشان داد كه نانوذره ويروسنتايج به دست آمده در اين تحقيق  :گيرينتيجه

  .شوداستفاده از اين ذرات قادر به كاهش دوز مصرفي دارو و در نتيجه كاهش اثرات جانبي ناشي از دارو مي .حفظ كرد
  .زميني، هرسپتين، لينكرهاي شيميايينانوذرات، نانوذرات ويروسي، ويروس ايكس سيب :هاي كليديواژه

    
    

    .پزشكي، ندا اسفندياريدانشگاه تهران، دانشكده گياه: نشاني نويسنده مسئول *
 neda.esfandiari@yahoo.com: نشاني الكترونيك
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  ايران هاي پستان بيماري ةفصلنام                                        .  .. هرسپتين با/ ساخت كمپلكس نانوذره ويروسي

١٨  

 مقدمه
اي نانوتكنولوژي يكي از علوم نوپايي است كه جايگـاه ويـژه  

ذرات نـانويي،  . مان به خـود اختصـاص داده اسـت   را در در
نانومتر هستند كه منشا شيميايي و  10-100ذراتي با قطر 

اثر دارو، آزاد شدن گيري دقيق نقطه هدف. يا زيستي دارند
كنترل شده دارو، افزايش قابليت انحـلال داروهـا، كـاهش    
عوارض جانبي و سميت دارويي، جـذب بهتـر، هـدف قـرار     

بافت يا توده بدخيم، طولاني بـودن مـدت    دادن اختصاصي
زمان تاثير دارو، كاهش دفعات تجويز دارو، كاهش سـميت  

كــاهش  دارويــي بــه دليــل نيــاز كمتــر بــه مصــرف دارو و
ترين مزاياي استفاده از نـانوذرات  هاي درماني از مهم هزينه

توان بـه  ترين نانوذرات شيميايي مياز مهم. در درمان است
مـري  هاي پلي، وزيكول)Quantumdots(نقاط كوانتومي 

)PolymerVesicles(ــوزوم ــا ، ليپـ ، )Liposomes(هـ
هايي با ساختار نـانو  و پروتئين Dendrimers)(دنديمرها 
زيستي و سـميت نـانوذرات   عدم سازگاري بهينه. اشاره كرد
سبب گرديد كـه  اسـتفاده از نـانوذرات    ) 1-10(شيميايي 

نانوذرات ويروسي از گياهـان  . زيستي مورد توجه قرار گيرد
نانوذرات ويروسـي مشـتق از   . شوندو يا حيوانات مشتق مي
زايي كمتري را براي انسان داشته و گياهان احتمال بيماري

نيز عوارض جانبي آن نسبت به نانوذرات ويروسي مشتق از 
تـوان از  تحقيقات نشـان داد كـه مـي   . حيوانات، كمتر است

يـا ايزومتريـك بـا واحـدهاي     اي هاي ميلـه  كپسيد ويروس
ــدي  ــد بع ــاختاري چن ــه  س ــوان ذرات نانوزيســتي در   ب عن

نـانوذرات  ). 13و  12(نانوتكنولوژي دارويي اسـتفاده كـرد   
زايـي بـا   اي و ايزومتريك فاقد قدرت بيمـاري ويروسي ميله

فرد، منظم و يكنواخت بـه  ساختارهاي هندسي منحصر به 
ها توجـه محققـين   ولكولو يا ساير م  عنوان ناقلين پروتئين

يكــي از مزايــاي ايــن ســاختارها . را بــه خــود جلــب نمــود
تر اين نانو ذرات با داروها يـا سـاير   اتصالات موثرتر و محكم

كــاري راحــت ژنتيكــي ايــن دســت. باشــدهــا مــيمولكــول
. هاي جهش يافته گرديده اسـت ها سبب توليد گونه ويروس

ــيد    ــن كپس ــده اي ــي ش ــه مهندس ــش يافت ــوع جه   ها در ن
ــيد     ــترس كپس ــل دس ــطح قاب ــتئين در س ــزين و سيس لي
ــاي      ــك لينكره ــه كم ــال ب ــده و اتص ــع ش ــي واق   پروتئين

  ســـوســـو و غيـــر   هـــمشـــيميايي دو عملكـــردي هـــم
 (homo or hetero-biofunctional) ــذير ــان پ امك

ــاي اســتفاده از يكــي از مهــم). 15و14(اســت  ــرين مزاي ت
امكان اتصال  جاي نانو ذرات شيميايينانوذرات ويروسي به 

ها با دقت بالا در مقياس كم با پروتئين كپسيد اين مولكول
اي شـكل بـه   هاي ميلهاستفاده از ذرات ويروس. ذرات است

ــه       ــبت ب ــتر نس ــي بيش ــطح محيط ــودن س ــل دارا ب   دلي
بـراي  بـالا  پتانسـيل   همچنـين  هاي ايزومتريـك و پارتيكل
شـتر  هاي اتصال از توجه ويـژه برخـوردار بـوده و بي   جايگاه

هـا بـه   در اين دسته از ويروس. اندورد استفاده قرار گرفتهم
ها به روش مـوثرتري  ، پيوندعلت مسطح بودن ذره ويروسي

گردنـد و در نتيجـه حساسـيت و اختصاصـيت     ميتشكيل 
 ).10(يابد اتصال افزايش مي

هـا بـوده كـه    تـرين سـرطان  سرطان پستان يكـي از شـايع  
پـذير  را امكـان موقع و يا زودهنگام آن درمـان  تشخيص به 

بر طبق آمار انيستيتو ملـي سـرطان ايالـت    ). 16(نمايد مي
متحده آمريكا، شيوع اين سرطان در زنان يك به ازاي هـر  

بادي مونوكلونال هرسپتين با نـام  آنتي. هشت نفر زن است
تجاري تراستوزوماب در درمـان نـوع متاسـتاتيك سـرطان     

ايـن دارو جهـت درمـان بيمـاراني     . شودده ميپستان استفا
هاي آزمايشگاهي گيرد، كه در بررسيمورد استفاده قرار مي

HER2/neu   بوده و ميزان پـروتئين her2  بـالايي را دارا
  . باشندمي

ويـروس گيـاهي بـه عنـوان ناقـل      در اين تحقيق نـانوذره   
داروي هرسپتين با اهداف ذكر شده، جهت استفاده در فـاز  

. ساخته شـد  +HER2درماني سرطان پستان در بيماران 
اي جهــت ســاخت ايــن نــانوذره از ويــروس گيــاهي رشــته

ــذير  ــاف پ ــيب  (Filamentous)انعط ــس س ــي ايك زمين
)Potato virus X (  ــاد ــا ابعـ ــانومتر  515×12بـ   نـ

 Accession(كيلودالتـــــــون  27ولكـــــــولي و وزن م
no.FH461343 (ــيميايي   و ــر ش -EDC/Sulfoلينك

NHS زمينـي در راسـته   ويروس ايكس سيب. استفاده شد
Tymovirales  و خــــــانوادهAlphaflexiviridae  و

  . )17-19( است Potexvirus جنس
  

  هامواد و روش
  :تهيه ويروس خالص

بـا   N.rustica , Nicotiana glutinosaبرگ گياهان 
  ويروس ايكس سيب زمينـي مايـه زنـي شـده و بـه مـدت      

گـرم بـرگ    50-60. روز در گلخانه نگهـداري شـد  20-15
گياهان آلوده شده درون هاون چيني با افـزودن ازت مـايع   
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ليتر بـافر  ميلي 100-120 گيري با افزودنعصاره. خرد شد
 %10، 02/0مركاپتواتانـل   -2 مولار، pH ،1/0= 8(فسفات 

 gسـرعت   دست آمده بـا محلول به. گيري شدعصاره) تانلا
به فاز . سانتريفوژ گرديد Cº4دقيقه در  20به مدت  7800

 1رويي به دست آمـده ترايتـون اضـافه شـده و بـه مـدت       
بـه   g 5500مجدداً با سرعت . انكوبه گرديد Cº4ساعت در

رسـوب حـذف و بسـته بـه     . دقيقه سانتريفوژ شد 20مدت 
 مـولار كلريـد سـديم    2/0به دسـت آمـده   حجم فاز روئي 

(Nacl)  6000تــا  8000(پلــي اتــيلن گليكــول   % 4و 
PEG (   سـاعت در   1اضافه شده، بـه مـدتCº 4    انكوبـه
دقيقـه سـانتريفوژ    30به مـدت   g 7800با سرعت . گرديد

ليتـر   ميلـي  8رسوب حاصل در . شده و فاز روئي حذف شد
حل % 1ايتون حاوي تر =pH 8مولار با  05/0بافر فسفات 

ــا بالشــتك ســوكروز    gدر ســرعت ) w/v% (30شــده و ب
دقيقه سانتريفوژ و فاز رونـي حـذف    150به مدت  72500
ليتــر بــافر فســفات  ميلــي 5/0رســوب حاصــل در . گرديــد

حل شده و جذب ويروس در طول ) pH= 2/7(مولار 05/0
بعـد از حصـول   . گيـري شـد   اندازه نانومتر 280و 260موج 

فيـت ويـروس خـالص شـده و عـدم وجـود       اطمينان از كي
ــروتئين ــا اســتفاده از تكنيــك  پ -SDSهــاي ناخواســته ب

PAGE شـده در دمـاي    ، ويروس خـالصCº 20-   ذخيـره
   .)20(شد 

 اتصال آنتي بادي هرسپتين به ويروس با كمك
  : لينكرهاي شيميايي

، لينكر Rocheآنتي بادي هرسپتين قابل تزريق از شركت 
 )پيلودي متيل آمينو پر-3( 3-اتيل -EDC )1شيميايي 

و لينكـر   Merckاز شـركت   هيدروكلرايـد  كربودي آميـد 
Sulfo-NHS )Sulfo-N-hydroxysuccinimide (

  .خريداري شد Thermoاز شركت 
سازي پروسه اتصال دو پروتئين هرسـپتين  به منظور بهينه

هـاي متفـاوت   و ويروس بـه لينكرهـاي شـيميايي، غلظـت    
 1 بـا نسـبت   Sulfo-NHSو  EDCميايي لينكرهاي شي

هاي به كار رفته در غلظت. مورد بررسي قرار گرفت 5/2به 
اسـت نتـايج بـه    نشان داده شـده   1اين تحقيق در جدول 
هـاي بـه كـار رفتـه بـا      سـازي غلظـت  دست آمده در بهينه

قابل ذكـر  . دستگاه زتاسايزر و روش وسترن بلات تائيد شد
بوده  10به  1نانوذره ويروسي است كه نسبت هرسپتين به 

ــم ــه و ه ــان بهين ــر و  زم ــيون لينك ــان انكوباس ــازي زم   س
 2از . هاي نانوذره ويروسي و هرسپتين انجام گرفتپروتئين

 Spin Column Biogel p-10مركاپتواتانـل و سـتون   
)BioRad (  ــانوذره بــه منظــور توقــف واكــنش لينكــر و ن

مرحلـه اول   ويروسي و حذف نانوذرات و لينكرهاي آزاد در
. اسـتفاده شـد  ) مرحله انكوباسيون نانوذره ويروس و لينكر(

مراحل اتصال لينكر به ويروس و اتصـال   1در شكل شماره 
  . هرسپتين به آن مجموعه نشان داده شده است

 
مقادير به كار رفته نانوذره ويروسي، هرسپتين و : 1جدول 

 لينكرها در بهينه سازي واكنش
Sulfo NHS 

linker  
EDC 
linker  

Virus  Herceptin 

5 mM  2mM  5 
µg/µl  

50  µg/µl  

10 mM  4 mM  5 
µg/µl  

50 µg/µl  

20 mM  8 mM  5 
µg/µl  

50 µg/µl  

  
  :مراحل انجام كار

به نسـبت   EDC/Sulfo-NHSاضافه كردن لينكرهاي - 
 هـاي انكوباسـيون  هاي متفاوت در زمانبا غلظت 5/2به  1

مختلف به ويروس به منظور بهينه سازي غلظت لينكرها و 
 MES M=0.1, NaCL)زمان مناسب در محيط بافري 

M=0.5, pH=6 (  
مركاپتواتانـل و   2توقف مرحله اول واكنش با استفاده از  - 

 هـاي حذف لينكرها و نانوذرات آزاد با گذرانـدن از سـتون  

spin column Biogel P-10 (BioRad)  
بادي مونوكلونال هرسپتين بـه ميـزان   كردن آنتياضافه  - 

بـا  ) نـانوذره ويـروس لينكـر   (ده برابر محصول مرحلـه اول  
هاي انكوباسيون مختلف جهت بهينه سـازي واكـنش   زمان

 ,0.1M, NaCl 0.1M)در محيط بافري فسفات سـديم 

pH=7.5)  
ــدن از  حــذف هرســپتين - ــا گذران   هــاي آزاد در محــيط ب

 spin column Biogel P-10 (BioRad)هاي ستون

  :بررسي كارايي اتصال 

بـادي مونوكلونـال هرسـپتين بـه ذرات     بررسي اتصال آنتي
ــي  ــتفاده از روش PVXويروسـ ــا اسـ ــاي بـ  ELISAهـ

Sandwich ،SDS- PAGE ،Western blot   و
Zetasizer انجام گرفت.  

هاي سـاخته شـده بـه وسـيله     نانو پارتيكل :ELISA) الف
. ساندويچي مورد تجزيه و تحليل قرار گرفـت آزمون اليزاي 
اي طراحي گرديد كه آنتـي بـادي اختصاصـي    اليزا به گونه
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5µg 50µgor

EDC(2,4,8mM)
Sulfo‐NHS( 
5,10,20 mM)

30min, 
2h,4h,6h,overnight

2ME, spin column

50µgor5µg

2h,4h,6h,overnightSpin column

MES 0.1M, NaCl 0.5M ,Ph:6

Sodium phosphate 0.1M, NaCl 0.1M, Ph:7.5

 
 

 EDC/Sulfo-NHSبادي مونوكلونال هرسپتين با استفاده از لينكرهايمراحل گنژوگه شدن نانوذره ويروسي و آنتي: 1 شكل
 .هاي متفاوت لينكرهادر شكل نشان داده شده استهاي انكوباسيون و غلظتزمان .در محيط بافري

 1:1000با غلظت ) PVX )DSMZ,PV-0027ويروس 
اي خانه 96اليزا  در كف پليت) =6/9pH(در بافر پوششي 

)Nunk Denmark (هايي پوشش داده شده و آنتي بادي
 ـ . ا شستشـو حـذف شـد   كه به ته چاهك نچسبيده بودند ب

هاي چسبيده به ته چاهك بـا  باديفضاهاي خالي بين آنتي
ــتفاده از  ــافر  BSA% 5/1و  PVP% 2اسـ . PBSTدر بـ
ــانوذرات ويروســي حــاوي مولكــول . بلوكــه گرديــد هــاي ن

هـا  هرسپتين كه در مرحله قبل ساخته شده بود به چاهك
. دقيقه در دمـاي محـيط انكوبـه شـد     90اضافه و به مدت 

-ذرات ويروسي متصل به هرسپتين آزادي كه بـه آنتـي  نانو

ها متصل نشده بودنـد  بادي پوشش داده شده در كف خانه
  . با شستشو حذف شد

   HRPآنتي بادي پلـي كلونـال ثانويـه انسـاني متصـل بـه       
)Goat polyclonal secondary antibody to 

human IgG-HRP ( ساخت شركتabcam  با غلظت
اضافه شده و مدت يك ساعت انكوبه  هابه چاهك 1:2000

كلونال ثانويـه انسـاني آزاد بـا شستشـو     بادي پليآنتي. شد
  . حذف شد

 ,TMB )Tetrametyhl Benzidineسوبســــتراي 

Sigma ( اضــافه گرديــد و پــس از گذشــت مــدت زمــاني
واكنش با اضافه كردن بافر متوقف كننده كه حـاوي اسـيد   

جـذب نـوري   . توقف واكـنش انجـام شـد    كلريدريك است
تمـامي  . نـانومتر قرائـت شـد    450 ها در طول موجچاهك

مراحل انجـام اليـزا   . آزمايشات با سه بار تكرار انجام گرفت
 .نشان داده شده است 2ساندويچي در شكل شماره 

 

 
  تصوير شماتيك اساس كار ساندويچ اليزا: 2شكل 

  
 ژل  :Western blotو   PAGE  -SDS)ب

)Ready Gel Tris-Hcl gel-161-1394 (SDS-

PAGE 8%-16% Biorad  ــاده از ــه صـــورت آمـ بـ
هـاي كنژوگـه شـده    نمونه. خريداري شد  Bioradشركت
، ويـروس  )عنـوان كنتـرل  به(هرسپتين، هرسپتين / ويروس

ــه( ــرل ب ــوان كنت ــاركرپروتئيني ) عن  prestained(و م
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protein ladder, Thermo (   بـه مـدت    100بـا ولتـاژ
-هـا هـم  نـه الكتروفورز نمو. دقيقه الكتروفورز شد 45زمان 

. زمان بر روي دو ژل با شرايط كاملا يكسان صورت گرفـت 
عمل انتقال باندهاي پروتئيني الكتروفـورز شـده از داخـل    

به غشاهاي نيتروسلولزي با ولتـاژ   SDS-PAGEهاي ژل
دقيقه در بافر مخصوص انتقال  90آمپر به مدت ميلي 350

آميـزي  جهـت رنـگ   Panceau Sاز رنـگ  . انجام گرفـت 
ي نيتــرو ســلولزي و قابــل رويــت شــدن بانــدهاي  غشــاها

بعد از حصول اطمينان از وجود باند . پروتئيني استفاده شد
پروتئني مورد نظر، رنگ بري به وسيله بافر انتقـال صـورت   
گرفته و غشاها با استفاده از شير خشك بدون چربي و بافر 

PBS  ــد ــه ش ــيط بلوك ــاي مح ــاهاي . در دم ــي از غش يك
هرسـپتين،   /باندهاي نانوذره ويروسـي نيتروسلولزي حاوي 

نانوذره ويروسـي و هرسـپتين  بـا آنتـي بـادي اختصاصـي       
) 1:500غلظـت  ) ( PVX )DSMZ,PV-0027ويروس 

بـادي قـدرت   ايـن آنتـي  . در طول يك شب مجـاور گرديـد  
كيلودالتون  27اتصال به نانوذرات ويروسي با وزن مولكولي 

 83مولكــولي هرســپتين بــا وزن  /و نــانوذرات ويروســي 
به منظور قابل رويت كردن بانـدها  . استرا دارا  كيلودالتون

 HRP )Goatازآنتي بادي ثانويـه خرگوشـي متصـل بـه     

polyclonal secondary antibody to rabbit 
IgG-HRP (ساختabcam   استفاده  1:2000با غلظت

و ) كيلودالتون27(باندهاي اختصاصي نانوذره ويروسي . شد
با اسـتفاده از  ) كيلودالتون 83(هرسپتين  /وسينانوذره وير

. مورد شناسايي قرار گرفـت  ECLكيت سوبستراي تجاري 
مشاهده نتيجه آزمـايش بـا قـرار گـرفتن غشـا روي فـيلم       

غشـا   .عكاسي به مدت يك دقيقه و ظهور فيلم انجـام شـد  
هرسـپتين،   /نيتروسلولزي حاوي باندهاي نانوذره ويروسـي 

بادي اختصاصي انساني تين با آنتينانوذره ويروسي و هرسپ
ــه   ــل ب ــركت  ( HRPمتص ــاخت ش ــت ) (abcamس غلظ

بـادي  ايـن آنتـي  . ساعت مجاور شد 2به مدت )  1:15000
 55قابليت اتصال به مولكـول هرسـپتين بـا وزن مولكـولي     

هرسـپتين بـا وزن مولكـولي    /كيلودالتون و نانوذره ويروسي
 ECLكيـت  رنگ آميـزي بـا   . كيلودالتون را دارا است 83

انجام گرفته و باندها با قرار گرفتن غشا روي فيلم عكاسـي  
  .به مدت يك دقيقه و ظهور فيلم قابل رويت شدند

بـه منظـور مشـاهده    : مشاهده با ميكروسكوپ الكتروني) ج
اي با ابعاد نخورده نانوذرات ويروس رشتهساختارهاي دست 

هاي كنژوگاسـيون، از  پس از سپري شدن پروسه 515×12

ميكروليتـر از   4. اسـتفاده شـد  % 1محلول اورانيل اسـتات  
به هم حجم آن از سوسپانسيون % 1محلول اورانيل استات 

هرسپتين اضـافه گرديـده و   /نمونه حاوي نانوذرات ويروسي
بعد از . بر روي گريد ميكروسكوپ الكتروني انتقال داده شد

خشك شدن نمونه، گريد در زيـر ميكروسـكوپ الكترونـي    
80 VJEM 1010 TEM (DSMZ,Germany) 

  . برداري شدمورد بررسي قرار گرفته و عكس
 Malvern, NanoSاز دستگاه زتاسايزر :zetasizer) چ

ZEN 3600  به منظور بررسي بار الكتريكي و اندازه ذرات
از ايـن  . شـود مـي  ميكرون استفاده 6نانومتر تا  6/0در رنج 

ــانوذرات و  ــار الكتريكــي ن  /يروســيدســتگاه در ســنجش ب
قابل . هرسپتين، هرسپتين و نانوذرات ويروسي استفاده شد

هرسـپتين  /گيري بار الكتريكي نانوذراتذكر است كه اندازه
 EDC/ Sulfo- NHSسازي غلظت لينكرهـاي  در بهينه
  . نيز مورد استفاده قرار گرفت 5/2به  1با نسبت 

  

  هايافته
هاي آلوده با اسـتفاده  نانوذره ويروسي تخليص شده از برگ

مورد بررسـي قـرار گرفـت كـه بانـدي       SDS- PAGEاز 
ايـن وزن معـادل وزن   . كيلو دالتون را نشان داد 27معادل 

در بررسـي  . مولكولي پوشش پروتئيني اين ويـروس اسـت  
غلظت مناسب لينكـر و مـدت زمـان مناسـب انكوباسـيون      
ــار   ــانوذره ويروســي، وســترن بــلات و بررســي ب لينكــر و ن

نتايج وسترن بلات . كتريكي با دستگاه زتاسايزر انجام شدال
 EDC/Sulfo-NHSنشان داد كه نسبت غلظت مناسب 

 نشـان داده   5تـا   3هـاي  است كه در شـكل  10/4معادل 
  . شده است

   

  
بادي انساني تصوير به دست آمده از وسترن بلات با آنتي: 3شكل 

  1رديف  .EDC/Sulfo-NHSبه منظور تعيين غلظت بهينه 
EDC/Sulfo-NHS  و  10به  4معادل  2، رديف 5به  2معادل

 .است 20به 8معادل  3رديف 
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تعيين بار الكتريكي ذرات به كمك دستگاه : 4شكل

-EDC/Sulfoزتاسايزر به منظور تعيين غلظت بهينه 
NHS 

 - 7/19با بار التريكي  5به  2معادل  EDC/Sulfo-NHSغلظت : 1
)04/1 SD=( ،2 : 05/7با بار الكتريكي  10به  4معادل - 
)03/01SD=( ،3 : 41/6با بار التريكي   20به  8معادل- 
)26/0SD= (بادي هرسپتين و ويروس به بار التريكي آنتي. است

-به) =SD 32/1(  - 4/21و ) =30/0SD( - 48/1تنهايي، به ترتيب 

  .آمد دست
  

  
    

و  اول مرحلهانكوباسيون مدت زمان بهينه سازي : 5شكل
با استفاده از تكنيك  EDC/Sulfo-NHSدوم اتصال لينكر 

هاي مختلف كه زمان مرحله اول از وسترن بلات در زمان
 مدت زمان انكوباسيون مرحله دوم با خط تيره 

 .جدا گرديده است
هاي در زمان بادي انسانيبا آنتيلينكر -رديف بالا وسترن بلات نانوذره

پائين  رديف .دهداول و دوم را نشان ميمختلف انكوباسيون مرحله 
 .بادي اختصاصي ويروس مي باشدبا آنتيلينكر - وسترن بلات نانوذره

  
در بررسي بار الكتريكي هرسپتين و نانو ذرات ويروسـي بـا   

ــپتين   ــار الكتريكــي هرس ــايزر، ب ــا ضــريب ( -48/1زتاس ب
بـا   ( -4/21و بار الكتريكـي نـانوذرات ويروسـي    ) 30/0خطا

كه بار الكتريكي به دست آمد، در حالي) 32/0 ضريب خطا

هرسـپتين بسـته بـه غلظـت هـر كـدام از       /نانوذره ويروسي
ــبت    ــظ نس ــا حف ــا ب ــه  (EDC)1لينكره -Sulfo)5/2ب

NHS)الكتريكـي متفـاوتي را نشـان داد كــه در     هـاي ، بار
هاي به دست آمده گراف. آورده شده است 2جدول شماره 

  .استشان داده شدهن 4از دستگاه زتاسايزر در شكل 
 

هرسپتين  /بارالكتريكي كنژوگه نانوذره ويروسي: 2جدول 
  هاي مختلف لينكر در بررسي با دستگاه زتاسايزبا غلظت

  
 EDC/ Sulfo-NHS  بار الكتريكي

7/19 -  5/2  
05/7 -  10/4  
41/6-  20/8  

  
در . نانومتر صـورت گرفـت   450خوانش اليزا در طول موج 

هايي كـه حـاوي كنژوگـه    ساندويچي چاهكآزمون اليزاي 
هرسپتين بودند جذب نوري بالاتري را در / نانوذره ويروسي
هاي هرسپتين و ويروس به تنهايي نشـان  مقايسه با كنترل

  . آورده شده است 1دادند كه در نمودار شماره 

 
 

ستون اول بيانگر جذب . نتايح آزمون آليزا: 1نمودار 
وم كمپلكس نانوذره ويروس به تنهايي، ستون د

  هرسپتين و ستون سوم هرسپتين به /ويروس
  .استتنهايي 

 
با استفاده از رنگ آميـزي   SDS-PAGEدر نتايج آزمون 

 25اس در چاهـك مربـوط بـه هرسـپتين دوبانـد      -پانسيو
كيلودالتون ديده شد كـه بيـانگر حضـور     55كيلودالتون و 

هرسـپتين  بـادي مونوكلونـال   زنجيره سبك و سنگين آنتي
هاي در چاهك مربوط به ويروس تخليص شده از برگ. بود

كيلودالتـوني مربـوط بـه     27بانـد  ) ويـروس خـالص  (آلوده 
در چاهـك حـاوي   . پوشش پروتئينـي ويـروس ديـده شـد    

كيلودالتـون   83هرسـپتين بانـد    /كنژوگه نـانوذره ويـروس  

www.sid.ir


www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

 و همكاران ندا اسفندياري                                                                  1392 پاييز

٢٣  

اين باند بيانگر اتصال پوشش پروتئيني ويروس با . ديده شد
-SDSنتـايج  . بادي هرسـپتين اسـت  سنگين آنتي زنجيره

PAGE نشان داده شده است  6 در شكل شماره.  

 
-SDS ها در ژلاتصال و تغيير وزن پروتئين: 6شكل

PAGE  آميزي پانسيو اساستفاده از رنگبا  
كيلو  27پوشش پروتئيني ويروس خالص با وزن مولكولي : 1رديف 
  .دالتون
مونوكلونـال هرسـپتين كـه شـامل      آنتـي بـادي  : 4،3،2هاي رديف

كيلودالتون و زنجيره سـبك بـا    55زنجيره سنگين با وزن مولكولي 
  .كيلودالتون 25وزن 

 83ويروس كنژوگه شـده بـا هرسـپتين و مشـاهده بانـد      : 5رديف 
  .كيلودالتون

  
نتايج به دست آمده از وسترن بلات دو غشا نيتروسـلولزي  

. خواني داشـت هم SDS-PAGEدقيقا با نتايج حاصل از 
بـادي  وسترن بلات غشا نيتروسلولزي كه در معـرض آنتـي  

انساني قرار گرفته بود، در چاهك مربوط به هرسپتين بانـد  
 /كيلودالتون و در چاهـك مربـوط بـه كنژوگـه نـانوذره      55

وسـترن بـلات   . كيلودالتون را نشـان داد  83هرسپتين باند 
صـي  بـادي اختصا غشا نيتروسـلولزي كـه در معـرض آنتـي    

در چاهـك مربـوط بـه ويـروس     . ويروسي قرار گرفتـه بـود  
كيلودالتون و در چاهك مربوط به كنژوگـه   27خالص باند 

. كيلودالتون نشـان داد  83هرسپتين باند  /نانوذره ويروسي
نشـان داده   7 نتايج حاصل از وسترن بلات در شكل شماره

  . شده است

  
  تدست آمده از آزمون وسترن بلابهتصوير : 7شكل 

بادي اختصاصي ويروس و سمت راست با     شكل سمت چپ با آنتي
 مربوط به هرسپتين خالص كه با  1چاهك : بادي انسانيآنتي

  2چاهك . شودبادي اختصاصي ويروس باندي مشاهده نميآنتي
بادي اختصاصي ويروس كنژوگه شده با هرسپتين با استفاده از آنتي

كيلودالتوني  83باندي معادل  زميني و مشاهدهويروس ايكس سيب
ويروس خالص  3چاهك . بادي انسانيمشابه وسترن بلات با آنتي

كيلودالتون  27زميني و مشاهده تك باند معادل شده ايكس سيب
ويروس  4چاهك . كه مويد وزن پوشش پروتئيني اين ويروس است

. شودبادي انساني باندي مشاهده نميخالص كه در برخورد با آنتي
 83ويروس كنژوگه شده با هرسپتين و مشاهده باند  5يف رد

 55باند . كيلودالتوني ناشي كنژوگه شدن ويروس و هرسپتين
بادي با مقدار بسيار كيلودالتوني مربوط به زنجيره سنگين آنتي

 6چاهك . شودكيلودالتوني در محيط مشاهده مي 83كمتر از 
ي فقط قادر به باداين آنتي. بادي هرسپتين به تنهاييآنتي

شناسايي زنجيره سنگين است بنابراين در وسترن بلات فقط باند 
  .كيلودالتوني از هرسپتين قابل جداسازي است 55

نتايج حاصل از ميكروسكوپ الكتروني نشان داد كه ساختار 
زميني بعد از كنژوگه شدن بـا  اي ايكس سيبويروس ميله
همچنــان  ،لينكرهــاي شــيمياييبــا اســتفاده از هرســپتين 

 8 نتايج حاصل از اين بررسي در شـكل . محفوظ باقي ماند
  .  آورده شده است

  

 
  :8شكل 

 TEMمرفولوژي نانو ذره ويروس با استفاده از ميكروسـكوپ  : 1
اي ويروس ايكس سيب زمينـي بـا انـدازه       و مشاهده پيكره رشته

  .نانومتر12×515
  .هاي هرسپتينعكس مولكول: 2
حاصل از كنژوگاسيون ويـروس و هرسـپتين و   هاي نمونه: 3و  4

اي ويـروس پـس از كنژوگـه    مشاهده حفظ سـاختار ذرات ميلـه  
  .شدن
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  گيريبحث و نتيجه
ترين مسـائلي اسـت كـه از ديربـاز     دارودرماني يكي از مهم

. توجه دانشمندان و محققان را به خود جلب نمـوده اسـت  
و از يـك  هاي بالاي درماني ناشي از مصرف زيـاد دار هزينه

سو و عوارض جانبي مصرف دارو از سويي ديگر محققـان را  
گيري موثر دارو بر روي نقطه مـورد  آن داشت تا با هدف بر

در اين ميـان نقـش حـاملين يـا     . نظر از مصرف دارو بكاهد
هاي انساني عوارض و يـا  ناقلين دارو كه خود بر روي سلول
لوژي روزنه علم نانوتكنو. بيماري نداشته باشند احساس شد

ساخت نانوذرات شيميايي و يا . اميدي در درمان ايجاد كرد
هاي گيـاهي، اتصـال   كشف نانوذرات بيولوژي مانند ويروس

دارو با واسطه لينكر شيميايي به نانوذره مربوطه و استفاده 
گيري موثر درمـان سـبب   از كمپلكس ايجاد شده در هدف

  . دكاهش  بسياري از عوارض جانبي داروها گردي
بادي مونوكلونال هرسپتين قابليت شناسايي و اتصـال  آنتي

ســرطان  +HER2هــاي بــه رســپتورهاي ســطحي ســلول
پستان را دارا است و لذا از آن در درمان اين نوع از سرطان 

هــاي زمــان مولكــولگيــري هــمهــدف. شــوداســتفاده مــي
هرسپتين متصل شده بر روي نانوذره ويروس نه تنها سبب 

رفي مورد نياز در درمان شده بلكه پايـداري  كاهش دوز مص
را نيـز افـزايش    هرسپتين به دليل كاهش تجزيه شـدن آن 

گيـري  ترين نتيجه به دسـت آمـده در هـدف   مهم. دهدمي
هـاي درمـاني، كـاهش    موثر دارو علاوه بـر كـاهش هزينـه   

  .عوارض جانبي دارو است
مبني بر  2006رغم گزارش لوئيس و همكاران در سال علي
، يوكيانـگ و  )11(حيـواني  ميت آدنوويروس براي سـلول س

ويـروس  از نـانوذره ويروسـي آدنـو    2007همكاران در سال 
براي اتصال هرسپتين به آن  EDC/Sulfo-NHSولينكر 

 2009استينمتز و همكاران در سـال  ). 21(استفاده كردند 
زمينـي بـه عنـوان نـانوذره     اي ايكس سيباز ويروس رشته

هــاي نشــان دادنــد كــه تعــداد مولكــول اســتفاده كــرده و
فلورسانس متصل شده به سطح خارجي كپسـيد ويروسـي   

آنان ايـن خصوصـيت را ناشـي از    ). 22(افزايش يافته است 
زمينـي در  اي ايكس سـيب سطح صاف پيكره ويروس رشته

هاي ايزومتريك مانند ويـروس موزائيـك   مقايسه با ويروس
با تحقيقات خود نشان اين گروه . لوبيا چشم بلبلي دانستند

اي شـكل بـه   اي و يـا ميلـه  هاي رشـته دادند كه در ويروس
هـاي  ويـروس اي باسطح صاف نسبت بـه  جود پيكرهدليل و

يابـد بلكـه   ايزومتريك نه تنها امكـان اتصـال افـزايش مـي    
  .پيوندها نيز موثرتر خواهد بود

اتصال عامل  EDC/Sulfo-NHSمكانيسم اثر لينكرهاي 
در ايـن تحقيـق از لينكـر    . كربوكسيل استآمين به عامل 

ذكر شده استفاده شد تا عامل كربوكسيل زنجيره سـنگين  
-هرسپتين به عامل آمين نـانوذره ويروسـي ايكـس سـيب    

لينكرهـــاي شـــيميايي  . زمينـــي اتصـــال داده شـــود  
EDC/Sulfo-NHS   و مـدت زمـان    10بـه   4با غلظـت

و ) كرانكوباسيون ويروس و لين(چهار ساعت در مرحله اول 
جهـت  ) لينكر و هرسپتين -انكوباسيون ويروس(دو ساعت 

بـادي مونوكلونـال هرسـپتين بـه     هاي آنتـي اتصال مولكول
زمينـي  اي ويـروس ايكـس سـيب   كپسيد نـانوذرات رشـته  

-Sulfoبـه   EDCلينكـر   نسبت غلظـت . استفاده گرديد

NHS ،1  مقدار لينكرهاي به كار گرفته ). 23(بود  5/2به
سبت غلظت آنها و مدت زمان به كـار رفتـه    شده با حفظ ن

-اي سـيب جهت اتصال هرسپتين به نانوذره ويروس رشـته 

انتخـاب  . زميني براي اولين بار در اين تحقيق  انجام گرفت
ــت  ــه  4غلظ ــاي  10ب ــر  EDC/Sulfo-NHSلينكره ب

اساس نتايج زتاسايزر و وسترن بلات آورده شـده در نتـايج   
يج وسـترن بـلات، بانـدهاي    در بررسي نتـا . انتخاب گرديد

نمايان شده در رقت اول و دوم سريالي تفاوتي نشـان نـداد   
كه  در نتايج زتا سايزر رقـت سـريالي دوم و سـوم    در حالي

با مقايسه ايـن دو نتيجـه تـرجيح    . تفاوت چنداني نداشتند
استفاده  10به  4داده شد كه از رقت سريالي دوم با نسبت 

  .گردد
زايي كمـپلكس نـانوذره   يت بيماريخاصبه منظور بررسي  

، كمپلكس حاصـله  N. rusticaهرسپتين در گياه /ويروس
پـس از  . تلقيح شـد  N. rusticaبر روي برگ گياه محك 

گونه علائـم بيمـاري ويروسـي در    روز هيچ 15-20گذشت 
اين احتمال وجـود دارد كـه بـه    . اين گياه مشاهده نگرديد

دليل پوشيده شدن سطح ويروس با لينكرهاي متصـل بـه   
ويروسي در داخل كپسيد محبوس  RNAذرات هرسپتين 

ويـروس و انتقـال آن   شده كه حاصل آن عدم امكان تكثير 
زايـي نـانوذره   يبررسي بيمار. باشدهاي مجاور ميبه سلول

ويروس گياهي بعد از اتصال آن به لينكرها بر روي گياهان 
  . تاكنون گزارش نشده است

اي ويـروس بــه كـار رفتــه در ايـن تحقيــق ويـروس رشــته    
زميني كـه از گيـاه نخـودفرنگي در سـال     پذير سيبخمش
توسط اسفندياري و همكاران براي اولين بار گزارش  2007
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 1270اين ويـروس شـامل   ). 24( شده بود استفاده گرديد
جهـت  . كيلودالتـون اسـت   27زير واحد پروتئيني بـه وزن  

بررسي تاثير تقدم و تاخر اضافه كـردن نـانوذره ويـروس و    
هـاي كمـپلكس   هرسپتين به لينكر شيميايي، وسترن بلات

 -لينكـر  -هرسـپتين حاصـل از ويـروس    /نـانوذره ويروسـي  
م مقايسـه شـد   ويروس با ه -لينكر -هرسپتين و هرسپتين

زتـا سـايزر و   . دادكه باندهاي حاصله تفاوتي را نشـان نمـي  
آزمون اليزاي ساندويچي براي بررسـي دو كمـپلكس فـوق    

هـاي  بـادي بـه آگـاهي از سـاختار آنتـي     بنـا  انجام نشد اما
شد كه جهت تشكيل كمپلكس مونوكلونال لذا ترجيح داده 

ا به صورت ههرسپتين ترتيب ورود مولكول /نانوذره ويروس
  . هرسپتين باشد -لينكر -ويروس

هرسـپتين بـه عنـوان    -گلوتارآلدئيـد -از كمپلكس ويـروس 
گلوتارآلدئيد لينكر شيميايي بوده كـه  . كنترل استفاده شد

ايـن اتصـالات   . شـود هـاي آمـين مـي   سبب اتصـال پايانـه  
غيراختصاصي سبب تشكيل باند پروتئيني سنگيني در ژل 

SDS-PAGE  بــه مكانيســم عمــل شــده كــه بــا توجــه
  . بيني بودگلوتارآلدئيد اين نتيجه قابل پيش

بــادي مونوكلونــال هرســپتين قابليــت كــه آنتــياز آنجــايي
هــاي شناسـايي و اتصــال بــه رسـپتورهاي ســطحي ســلول  

HER2+      سرطان پسـتان را دارا هسـتند اتصـال چنـدين
هرسپتين به نانوذره ويروسي به واسطه لينكرهـاي   مولكول

زمان تعداد زيـادي  گيري و جذب همب هدفشيميايي سب
هاي هرسپتين متصل به پيكـره ويـروس ايكـس    از مولكول

شده كـه ايـن    +HER2هاي سيب زميني به سطح سلول
امــر كــاهش دوز مصــرفي داروي هرســپتين را بــه همــراه  

  . خواهد داشت
در نتايج به دست آمـده در آزمـون اليـزاي سـاندويچي بـه      

اختصاصـي ويـروس ايكـس سـيب     بـادي  دليل حضور آنتي
ها و سـپس اضـافه   زميني پوشش داده شده در كف چاهك

ــي  ــردن آنت ــط    ك ــه، فق ــرين مرحل ــاني در آخ ــادي انس   ب
هرسـپتين قابـل    /هـاي حـاوي نـانوذره ويروسـي    كمپلكس

تاكنون از آزمـون اليـزا جهـت شناسـايي و     . شناسايي است
جداسازي نانوذرات ويروسـي اسـتفاده نگرديـده و طراحـي     

 . يزا توسطه اسفندياري و همكاران صورت گرفته استال

اضـافه شـدن پوشـش      SDS-PAGEدر نتايج حاصل از 
كيلودالتوني نـانو ذره ويـروس خـالص شـده      27پروتئيني 

كيلـو دالتـوني    55زميني به زنجيـره سـنگين   ايكس سيب
كيلو دالتـون   83بادي هرسپتين سبب ايجاد پروتئين آنتي

هـاي  بـادي ت بـه كمـك آنتـي   آزمون وسـترن بـلا  . گرديد
اختصاصي ويروس و هرسـپتين مهـر تائيـدي دال بـر ايـن      

ايده استفاده از تكنيك وسترن بلات در اين . باشدقضيه مي
مطالعه اسـتينمتز و  . تحقيق از مطالعه استيمنز حاصل شد

تنها تحقيق انجام گرفته در زمينه  2009همكاران در سال 
ينـي بـه عنـوان نـانوذره     زماستفاده از  ويروس ايكس سيب

استيمنز و همكاران در مطالعه خـود از ايـن ويـروس    . است
ــا اتصــال   ــد و ب و  OregonGreen 488اســتفاده كردن

AlexaFluor 647  به ويروس باندهاي پروتئيني ويروس
ايكــس ســيب زمينــي و بانــدهاي پــروتئين ناشــي از      

بـلات  كنژوگاسيون ويروس و فلورسنت را با تكنيك وسترن
قابل ذكـر اسـت كـه نـوع ويـروس سـيب       . ده كردندمشاه

زميني به كار رفته در تحقيق ايشان از استرين ديگري بود 
  .كه با نانوذره به كار رفته در اين تحقيق بود

ــانوذره  ــا زتاســايزر بــارالكتريكي كمــپلكس ن  /در بررســي ب
به دست آمـد كـه   ) 03/0با ضريب خطا ( -05/7هرسپتين 

تـر و نسـبت   مثبت) -4/21( روسنسبت به بار الكتريكي وي
بـار  . تـر بـود  منفـي ) -48/1( به بـار الكتريكـي هرسـپتين   

نشان داد اتصال بين ويروس و هرسپتين  -05/7 الكتريكي
رخ داده كه منجر بـه ايجـاد ذره جديـد بـا بـار الكتريكـي       

نتـايج ميكروسـكوپ الكترونـي مويـد     . اسـت متفاوتي شده 
هرسپتين /ه ويروسياي كمپلكس نانوذرحفظ ساختار رشته

ها نشان دادند كه لينكرهاي شيميايي به كـار  اين داده. بود
كدام سـاختار  رفته و مواد شيميايي در محيط واكنش هيچ

اي ويروس را تخريب نكرده و نـانوذره بـودن ويـروس    رشته
  .حفظ شده است

نانوذرات ويروسي گيـاهي بـه دليـل انـدازه كوچـك، غيـر       
اي حيواني، خالص سازي ارزان و هزا بودن در سلولبيماري

اي بعد از اتصال به لينكرهاي شيميايي حفظ ساختار پيكره
اي را بـه خـود   وارد عرصه نانوتكنولوژي شده و توجه ويـژه 

گيـري مـوثر   اي كه از آنها در هدفاختصاص دادند به گونه
  . شودها  استفاده ميدارو در درمان سرطان

  
  تشكر و قدرداني

حمايت از پژوهشگران و فناوران كشور به علـت  از صندوق 
فــراهم آوردن بودجــه ايــن طــرح تحقيقــاتي و از شــركت  

هاي همه جانبه در جهت ياخته به علت همكاريفناوري بن
از . پيشــبرد ايــن تحقيــق نهايــت ســپاس و امتنــان را دارم
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  .ارمزسپاسگشـان  دريـغ سركار خانم دكتركمـالي بـه پـاس محبـت بـي     
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