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زمینه و هدف فناوری نمایش سطحی امکان اتصال پروتئین ها و پپتیدها را در سطح سلول های زنده، از جمله سلول های پستانداران، مخمر، 
باکتری و اسپور فراهم می کند. در میان سیستم های مختلفی که برای نمایش سطحی استفاده می شود، اسپور باسیلوس سوبتیلیس 
مزیت هایی دارد که از  میان آن ها می توان به مقاومت در شرایط محیطی نامناسب مانند گرما، پرتو و مواد شیمیایی، ایمن بودن برای انسان 

و عدم نیاز پروتئین هترولوگ به عبور از غشا برای اتصال به اسپور اشاره کرد.

مواد و روش ها  مطالعه حاضر یک مطالعه مروری است که به بررسی ساختار اسپور باسیلوس سوبتیلیس، نمایش آنتی ژن روی سطح آن و 
کاربرد در توسعه واکسن های مخاطی و ادجوانت می پردازد. 

ملاحظات اخلاقی همه اصول اخلاقی در نگارش این مقاله، طبق دستورالعمل کمیته ملی اخلاق و آیین نامه COPE رعایت شده است.
یافته ها پروتئین های هترولوگ می توانند به ۲ صورت ژنتیکی و غیرژنتیکی روی سطح اسپور نمایش داده شوند. نمایش سطحی یک 
استراتژی امیدوارکننده برای توسعه کارخانه های سلولی است که کاربردهای صنعتی و بیوتکنولوژی زیادی دارند و موجب پیشرفت 
قابل توجه در تولید کاتالیزورهای زیستی، گسترش واکسن های زنده، جاذب ها و حسگرهای زیستی، نقشه یابی اپیتوپی، عرضه آنتی ژنی، 

طراحی مهارکننده و غربالگری کتابخانه پروتئین/پپتید شده اند. 

نتیجه گیری امید است واکسن های خوراکی اسپور باسیلوس سوبتیلیس بتوانند کمک قابل توجهی در پیشگیری و درمان بیماری ها، ازجمله 
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مقدمه

آن  توسط  که  است  مولکولی  تکنیک  یک  سطحی  نمایش 
پپتیدها و پروتئین های هترولوگ در سطح خارجی باکتریوفاژها، 
سلول ها یا اسپورها تثبیت می شوند. این تکنیک در حال تبدیل 
شدن به یک ابزار تحقیقاتی در زمینه های مختلف میکروبیولوژی، 
زیست شناسی مولکولی، واکسن شناسی و بیوتکنولوژی است. این 
رویکرد مبتنی بر ایده استفاده از پروتئین های سطحی طبیعی 
به  عنوان لنگر برای هدف گیری پروتئین های مورد نظر است که 

پروتئین های مسافری۱ نیز نامیده می شوند. 

رایج ترین رویکردها برای نمایش سطحی پروتئین شامل استفاده 
از سلول های مخمر یا پروکاریوتی، فاژها و اسپورهای باکتریایی 
کاربردهای  از  وسیعی  طیف  سطحی  نمایش  فناوری  است. 
بیوتکنولوژیکی و صنعتی را نشان داده است. از جمله این کاربردها 
شامل توسعه واکسن های زنده، غربالگری کتابخانه های پپتیدی، 
تولید آنتی بادی، جاذب های زیستی برای حذف مواد شیمیایی 
مضر و فلزات سنگین، بیوکاتالیست های کل سلولی با بی حرکت 
کردن آنزیم ها، توسعه حسگرهای زیستی و غیره هستند ]۱، ۲[. 

روی  هترولوگ  پروتئین های  نمایش  درباره  گزارش ها  اولین 
سطح باکتری ها در سال ۱۹86 مطرح شد ]3، 4[. پس از آن، 
مخمر،  سطح  روی  نیز  دیگری  متنوع  نمایشی  سیستم های 
گسترش  منفی  گرم  باکتری های  و  مثبت  گرم  باکتری های 
یافت ]5-7[. اولین سیستم بیان سطحی را جورج اسمیت در 
اواسط دهه ۱۹85 ایجاد کرد که روی سطح باکتریوفاژ، پپتیدها 
و پروتئین های کوچک فیوژ شده با پروتئین pIII فاژ رشته ای را 
نمایش داد. تکنیکی که برای نمایش پپتیدها یا پروتئین های 
نامیده  فاژ  نمایش  به کار می رود،  فاژ  خارجی روی سطح ذره 

می شود ]8[. 

از آن زمان تاکنون، سیستم های مختلف نمایش فاژ برای بیان 
پروتئین های خارجی در سطح فاژ توسعه یافته است. با این حال، 
اندازه پروتئین خارجی برای نمایش در سطح فاژ نسبتاً محدود 
است. سیستم نمایش سطح سلولی میکروبی برای حل این مشکل 
و برای چندین کاربرد منحصر به فرد دیگر توسعه یافته است. در 
مورد نمایش سطح سلولی باکتری، سیستم های نمایش باکتریایی 
که ساخت آن ها بر اساس پروتئین های OmpA  و LamB باکتری 
E. coli است، برای اولین بار در سال ۱۹86 گزارش شد. از آن 
زمان، بسیاری از سیستم های نمایش سطحی باکتری های مختلف 
با استفاده از هر ۲ باکتری گرم منفی و گرم مثبت به عنوان سویه 

میزبان توسعه یافت ]۹[. 

بودر و ویتراپ برای اولین بار نمایش سطحی مخمر را در سال 
۱۹۹7 معرفی کردند ]۱0[. ارگانیسمی که اغلب برای نمایش 

1. Passenger Proteins

سطحی مخمر استفاده می شود، ساکارومایسس سرویزیه است 
]۹[. مشکل اصلی درباره استفاده از این سیستم ها به نیاز پروتئین 
کایمریک برای عبور از غشای سیتوپلاسمی مربوط می شود. هر 
پروتئین کایمر قادر به عبور از این مانع نیست که موجب شکست 
نمایش سطحی می شود. بیشتر این محدودیت ها را می توان با 

استفاده از اندوسپورهای باکتریایی برطرف کرد ]۲[.

 نمونه های کلاسیک میکروارگانیسم های تشکیل دهنده اسپور، 
باکتری هایی از جنس باسیلوس هستند. تشکیل اندوسپورها یک 
استراتژی است که توسط این باکتری ها برای زنده ماندن در شرایط 
نامطلوب و محدودکننده رشد استفاده می شود. باسیلوس یک 
باکتری هوازی شناخته شده است که به طور گسترده برای تولید 
پروتئین های صنعتی استفاده می شود. این باکتری به  عنوان یک 
میکروارگانیسم GRAS۲ )به طور کلی به  عنوان میکروارگانیسم 
ایمن شناخته می شود( طبقه بندی می شود، نیازهای تغذیه ای 
کمی دارد و به عنوان یک میکروارگانیسم گرم مثبتِ مدل عمل 

می کند ]۲[. 

انداختن  لنگر  برای  روشی  اسپور  سطحی  نمایش  فناوری 
پروتئین های عملکردی روی سطح اسپور، از امیدوارکننده ترین 
رویکردها برای بیان پروتئین های هترولوگ با فعالیت و پایداری 
بالا در نظر گرفته می شود و مزایای متعددی دارد. اول، اسپورها 
در برابر شرایط سخت محیطی )مانند گرما، پرتو و مواد شیمیایی( 
مقاوم هستند و این امر به استفاده و پایداری پروتئین های اگزوژن 
در محیط های سخت کمک می کند. دوم، اسپورها در سیتوپلاسم 
سلول های باکتری ساخته می شود؛ بنابراین پروتئین هترولوگ برای 
اتصال به اسپور نیاز به عبور از غشای سیتوپلاسمی ندارد. سوم، 
باکتری های  چاپرون های مولکولی فعال موجود در سیتوپلاسم 
تولید کننده اسپور می تواند به طور مناسب ترشح و بیان مناسب 
پروتئین های هترولوگ خارجی را تسهیل کند. در حال حاضر، از 
این فناوری برای اهداف مختلفی مانند تولید آنزیم ها، واکسن های 
خوراکی، داروها و پروتئین های مولتی مریک و همچنین کنترل 

آلودگی های محیطی استفاده می شود ]۱۱، ۱۲[.

یک  که  سوبتیلیس  باسیلوس  مختلف  گونه های  میان  در 
میکروارگانیسم صنعتی بسیار مهم است، به دلیل دانش دقیق 
از ساختار اسپور و در دسترس بودن و سهولت ابزارهای ژنتیکی 
نوترکیب  اسپورهای  ساخت  که  ژنومیک  داده های  و  پیشرفته 
است  کرده  جلب  خود  به  را  زیادی  توجه  می کند،  تسهیل  را 
و  مثبت  معمولی گرم  باکتری  باسیلوس سوبتیلیس یک   .]۱[
با محتوای کم G+C در ژنوم است که اغلب به  میله ای شکل 
عنوان ارگانیسم مدل برای مطالعه تمایز سلولی و مورفوژنز در 

میکروبیولوژی استفاده می شود. 

2. Generally Recognized as Safe
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برخی از متداول ترین محیط های اکولوژیکی آن شامل خاک، 
ریشه گیاهان و دستگاه گوارش حیوانات است. قبلًا اعتقاد بر این 
اما شواهد  است،  اجباری  باسیلوس سوبتیلیس هوازی  بود که 
تجربی ثابت کردند که این باکتری با استفاده از نیترات به جای 
اکسیژن به عنوان گیرنده الکترون، قادر به رشد بی هوازی نیز است. 
اسپورهای باسیلوس سوبتیلیس اشکال خفته این میکروارگانیسم 
محیطی  شرایط سخت  برابر  در  مقاومت  دلیل  به  که  هستند 
شناخته شده اند. اسپورهای  باسیلوس سوبتیلیس نسبتاً به راحتی 
خالص می شوند و به شکل بیضی شکل و به اندازه 0/8 تا ۱/۲ 

میکرومتر طول دارند ]۱3، ۱4[. 

همچنین تولید اسپور که مقاوم ترین شکل حیاتی روی زمین 
شرایط سخت  در  حتی  سویه  این  حفظ  تضمین کننده  است، 
محیطی است. توانایی رشد در محیط کشت ساده و ارزان قیمت و 
نیز رشد سریع باعث شده که از فرم رویشی این سویه و اسپور آن 
برای نمایش سطحی پروتئین های هترولوگ و کاربرد در صنایع 

مختلف، از جمله تهیه واکسن استفاده زیادی شود ]۱۹-۱5[. 

اسپور  از  استفاده   ۲00۱ سال  در  همکاران  و  ایستیکاتو 
باسیلوس سوبتیلیس  را برای نمایش سطحی پروتئین از زمان 
اولین کاربرد موفقیت آمیز به طور گسترده گزارش کرده اند ]۱[. 
اصل اساسی تکنیک نمایش در سطح اسپور افزایش عملکرد و 
پایداری پروتئین های هدف با لنگر انداختن چنین پروتئین های 
عملکردی اگزوژن بر روی سطح اسپورها با استفاده از تکنیک های 
مختلف است. در این فناوری، یک ناقل بیانی نوترکیب معمولًا با 
معرفی یک ژن هدف و ژن کد کننده پروتئین پوششی اسپور )به 
نام پروتئین لنگر3( تحت کنترل پروموتر خود ساخته می شود 
که سپس به سویه میزبان منتقل می شود. پروتئین یا پلی پپتید 
اگزوژن روی سطح اسپور میزبان با القای تشکیل اسپور در یک 
محیط کشت خشن بیان می شود. این اسپورها مقاومت بالایی 
در برابر محیط های سخت دارند و پروتئین های اگزوژن متصل به 
سطح اسپور نیز چنین مقاومت تنشی را به دست می آورند ]۱۱[.

 ۲ از  سوبتیلیس  باسیلوس  اسپور  سطح  در  نمایش  برای 
رویکرد اصلی استفاده می شود: ۱. رویکرد نوترکیب و ۲. رویکرد 
غیرنوترکیب. رویکرد نوترکیب نیاز به اصلاح ژنوم باکتری برای 
بیان پروتئین مورد نظر به عنوان فیوژن با پروتئین پوشش اسپور 
دارد و رویکرد غیر نوترکیب مبتنی بر جذب مستقیم پروتئین های 
هترولوگ در سطح اسپور یا لنگر انداختن پروتئین های اگزوژن 

روی سطح اسپور با یک عامل اتصال متقابل است ]۱۲[. 

اسپور  کاربرد  بر  جامع  مروری  مطالعه،  این  انجام  از  هدف 
باسیلوس سوبتیلیس در تولید واکسن های مخاطی است. 

3. Anchor Protein

مواد و روش ها

 مطالعه حاضر یک مطالعه مروری نظام مند است. جست وجوی 
 Bacillus Subtilis Spore ،Mucosal مقالات با کلیدواژه های
Vaccine و Surface Display و واژه های کلیدی معادل آن به 
زبان فارسی، »اسپور باسیلوس سوبتیلیس«، »واکسن مخاطی«، 
اسکولار4،  گوگل  داده ای  پایگاه های  در  سطحی«  »نمایش  و 
انجام شد. در این مرحله، حدود 5000  اسکوپوس5 و پاب مد6 
مقاله یافت شد. مطالعات یافت شده به تفکیک هر پایگاه داده 
بحث و بررسی شد. در مرحله اول، عنوان و چکیده مقالات بررسی 
شد، مقالات مشترک در پایگاه داده ها یا غیر مرتبط با موضوع کنار 
گذاشته و 360 مقاله انتخاب شد. سپس در ادامه، متن کامل 
مقالاتی که مرتبط با موضوع مطالعه ما بودند، مورد مطالعه بیشتر 
به عنوان  با موضوع  مقاله مرتبط  از 57  قرار گرفت. در نهایت، 

رفرنس استفاده شد.

نتایج 

اسپورزایی در باسیلوس سوبتیلیس

اسپور سویه های مختلف باسیلوس در شرایط نامساعد محیطی 
اسپورها  این  می شوند.  تشکیل  اسپورولاسیون  فرایند  طی  و 
از  بسیاری  به  چراکه  شده اند،  سازگار  طولانی مدت  حیات  برای 
استرس های محیطی مقاوم بوده و از لحاظ متابولیکی خاموش 
هستند. در باکتری باسیلوس سوبتیلیس فرایند اسپورزایی حدود 
8 ساعت طول می کشد ]۲0[. هنگامی که مواد غذایی کاهش پیدا 
می کند، اسپورزایی آغاز می شود. این فرایند با فعال شدن کینازهای 
حساس به هیستیدین7 )مانند KinA ،KinB و KinC( آغاز می شود. 
فرایند  اصلی  تنظیم کننده  فسفریلاسیون  به  منجر  کینازها  این 

اسپورزایی، یعنی فاکتور رونویسی SpoOA می شوند. ]۲۱[. 

تقسیم نامتقارن سلول اسپورزا، اسپورانژیوم را تشکیل می دهد 
که از ۲ قسمت تشکیل شده است: سلول بزرگ تر سلول مادری نام 
دارد و سلول کوچک تر که پیش اسپور8 نامیده می شود و درنهایت، 
بلعیده شدن پیش اسپور  بعد  اسپور می شود. مرحله  به  تبدیل 
توسط سلول مادری در فرایندی شبیه به فاگوسیتوز است. پس 
از تکمیل فرایند بلعیده شدن، پیش اسپور به صورت ۱ سلول ۲ 
غشایی درون سلول مادری پدیدار می شود. پس از آن ساختارهای 
حفاظتی اختصاصی مانند پوسته۹ ، کورتکس و پوشش اسپور به 

تدریج ساخته می شود ]۱۲[. 

4. Google Scholar 
5. Scopus 
6. Pubmed 
7. Histidine Sensor kinases 
8. Forespore 
9. Crust 
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دی پیکولینیک اسید۱0 که در سلول مادری سنتز می شود، به 
تدریج پیش اسپور را پر کرده و به از دست دادن آب آن کمک 
می کند، سلول مادری لیز  شده و اسپور بالغ شکل می گیرد )تصویر 
شماره ۱( ]۲۲[.  در حضور محرک مناسب، مثلًا وجود مواد غذایی 
در محیط، به ویژه L-آلانین، اسپورهای خاموش می توانند طی 

فرایند جوانه زنی۱۱ مجدداً حیات خود را بازیابند ]۲3[.

ساختار اسپور 

ژنوم در ناحیه مرکزی اسپور که تا حدی دهیدراته شده است، 
قرار دارد و توسط پروتئین های کوچک محلول در اسید۱۲ به صورت 
فشرده درآمده است. قسمت عمده آب در ناحیه مرکزی با Ca+۲- دی 
پیکولینیک اسید جایگزین شده است. در اطراف این ناحیه مرکزی 
از داخل به خارج غشای داخلی اسپور، دیواره سلول زایشی )لایه 
ضخیمی از پپتیدوگلیکان شبه دیواره سلول رویشی که در تصویر 
شماره ۲ نشان داده نشده است(، کورتکس، غشای خارجی اسپور و 
پوشش اسپور قرار دارد. اغلب این ساختارها هنگام جوانه زدن اسپور 
به سرعت از بین می روند: پوشش ناپدید شده و کورتکس توسط 
هیدرولازهای دیواره سلولی تخریب می شود. دیواره سلول زایشی باقی 
می ماند تا مبنای تشکیل دیواره سلول رویشی شود، غشای داخلی 
اسپور تبدیل به غشای پلاسمایی خواهد شد، در حالی که سرنوشت 
غشای خارجی اسپور کمتر شناخته شده است. 3 لایه پوشش اسپور 
باسیلوس سوبتیلیس در میکروسکوپ الکترونی مشاهده شده است: 
پوشش داخلی لایه لایه، یک لایه پوشش خارجی ضخیم تر و لایه ای 

که اخیراً شناسایی شده و پوسته نامیده می شود. ]۲۲[. 

پوشش اسپور از حداقل 80 پروتئین تشکیل شده است که 
توسط سلول مادری ساخته می شوند و طی بلعیده شدن در سطح 
اسپور قرار می گیرند ]۲4[. در تصویر شماره ۲ ساختار شماتیک 

اسپور و لایه های مختلف آن نشان داده شده است.

 راهکارهای نمایش سطحی روی سطح اسپور

ایستیکاتو و همکاران، اولین مورد از نمایش ژنتیکی را روی 
اسپور باسیلوس سوبتیلیس در سال ۲00۱  پیشنهاد کردند. در 
این مطالعه، CotB که از پروتئین های پوشش اسپور است به قطعه 
45۹ اسید آمینه از انتهای C ترمینال سم کزاز )TTFC( استفاده 
شد ]۱[. از آن زمان تاکنون، بسیاری از پروتئین های هترولوگ 
و آنزیم ها به صورت موفقیت آمیزی روی سطح اسپور باسیلوس 
سوبتیلیس نمایش داده شده اند که اغلب آن ها از روش های ژنتیکی 
استفاده کرده اند تا پروتئین هدف را به یکی از پروتئین های پوشش 
 CotB [25]  ،[26] CotC ،[27] CotG ، [28] یا پوسته اسپور مانند

OxdD CotH [29] و CotZ [30] متصل کنند. 

10. Dipicolinic Acid (DPA) 
11. Germination 
12. Small Acid-Soluble Proteins (SASP) 

نیاز  مانند عدم  برخی مزیت ها  دارای  ژنتیکی  هرچند روش 
به بیان و تخلیص پروتئین هدف است، اما میزان بیان پایین یا 
گاهی عدم بیان پروتئین این روش را برای کاربردهای صنعتی 
نامناسب می سازد. اشکال عمده دیگر در روش ژنتیکی آزاد شدن 
ایجاد  باعث  زنده در طبیعت است که  نوترکیب  ارگانیسم های 
ژنتیکی  دست ورزی شده  موجودات  این  از  استفاده  در  نگرانی 
می شود ]3۱[. برای غلبه بر این مشکلات، اخیراً استفاده از رویکرد 
غیرژنتیکی برای استفاده از اسپور به عنوان یک سیستم نمایش 
پیشنهاد شده است. در مطالعات مختلف NADPH سیتوکروم 
P450 ردوکتاز )CPR( پستانداران ]3۲[، B-گالاکتوزیداز ]3۱[، 
آلفاآمیلاز ]33[ و پروتئین A استافیلوکوکوس اورئوس ]34[ با 
استفاده از روش های مختلف غیرژنتیکی مانند جذب سطحی و 

اتصالات کووالان روی سطح اسپور نمایش داده شدند.

کاربرد اسپور در توسعه واکسن

دلایل  به  همیشه  واکسیناسیون  استراتژی های  توسعه 
سطوح  ایجاد  است:  بوده  برخوردار  بالایی  اهمیت  از  متعددی 
بهتر ایمنی موضعی در برابر عوامل بیماری زا که عمدتاً از طریق 
سطوح مخاطی وارد بدن می شوند، ارائه مسیرهای تزریق بدون 
سوزن، ایجاد ایمنی بیشتر، کاهش عوارض جانبی و درنهایت، 
ارائه واکسن های اقتصادی برای کشورهای در حال توسعه که 
در آن امکانات ذخیره سازی و حمل و نقل غیربهینه می تواند از 
برنامه های ایمن سازی مؤثر جلوگیری کند. ایمن سازی خوراکی با 
آنتی ژن های محلول باعث ایجاد پاسخ های ایمنی ضعیف به دلیل 
تخریب آنتی ژن در معده، جذب محدود و ایجاد تحمل می شود. 

توجه  هترولوگ  آنتی ژن  ارائه  برای  باکتریایی  سیستم های 
این  که  آنجا  از  اما  کرده اند،  جلب  خود  به  را  قابل توجهی 
سیستم ها عمدتاً به پاتوژن های ضعیف شده زنده مانند سالمونلا 
و مایکوباکتریوم متکی هستند، نگرانی های ایمنی قابل توجهی 
باقی می ماند. باکتری گرم مثبت باسیلوس سوبتیلیس به طور 
گسترده به عنوان یک سیستم پروکاریوتی مطالعه شده است. 
این ارگانیسم به عنوان یک پاتوژن در نظر گرفته نمی شود و به 
عنوان یک غذای جدید طبقه بندی می شود که در حال حاضر به 
عنوان یک پروبیوتیک برای مصرف انسان و حیوان به کار می رود. 
اسپور بالغ باسیلوس ، هنگامی که از سلول مادرش آزاد می شود، 
می تواند صدها و بلکه هزاران سال به شکل غیر فعال متابولیکی 

زنده بماند. ]35[. 

از سوی دیگر، توسعه واکسن های مخاطی به شدت به یک 
سیستم تحویل کارآمد متکی است و در طول سال ها، رویکردهای 
برای  نانوذرات مصنوعی  یا  باکتری ها  فاژها،  بر اساس  مختلفی 
نمایش و تحویل آنتی ژن ها پیشنهاد شده است ]36[. در سال های 
اخیر نحوه تحویل واکسن به بدن یک زمینه مهم تحقیقاتی در 

توسعه واکسن بوده است ]37[. 
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به واکسن های  بالقوه نسبت  واکسن های مخاطی مزیت های 
تزریقی دارند، ازجمله عدم خطر انتقال بیماری ها از طریق خون، 
عدم نیاز به پرسنل آموزش دیده برای مدیریت و امکان برانگیختن 
پاسخ ایمنی در محل ورود بیشتر پاتوژن ها. با این حال، با وجود 
این مزایای بالقوه و موفقیت اولیه با واکسن خوراکی فلج اطفال 
بیش از 50 سال پیش، واکسن های تزریقی به طور گسترده ای 
رایج تر از واکسن های مخاطی هستند و این تا حدی به دلیل 
برخی از معایب مرتبط با واکسن های مخاطی موجود است، مانند 
جذب ضعیف آنتی ژن، تخریب سریع آنتی ژن در سطوح مخاطی 

و فقدان ادجوانت های مخاطی ایمن و مؤثر. 

توسعه  به  را  علمی  جامعه  عمومی،  بهداشت  سازمان های 
سیستم های کارآمد برای رساندن آنتی ژن ها به محل های مخاطی 
که جذب توسط سلول های ارائه دهنده آنتی ژن محلی را تسهیل 
گزینه  سوبتیلیس  باسیلوس  اسپور  کرده اند.  ترغیب  می کنند، 
مناسبی برای طراحی واکسن های مخاطی است. اسپور خواص 
دمای  در  می تواند  و  می دهد  ارائه  را  منحصر به فردی  مقاومت 
شدید، خشک شدن و قرار گرفتن در معرض حلال ها و سایر مواد 
شیمیایی مضر زنده بماند. این ویژگی های منحصربه فرد اسپور را 
به وسیله ای جذاب برای انتقال آنتی ژن های هترولوگ یا درواقع، 
گوارش  دستگاه  مانند  محیط هایی  به  زیست فعال  مولکول  هر 

تبدیل می کند ]36[. 

در سال ۲00۱، اولین گام ها در توسعه اندوسپورهای باسیلوس 
سوبتیلیس برای تولید واکسن جدید گزارش شد. ]۱[. در سال 
۲003، کزاز به عنوان یک بیماری الگو برای یک مطالعه انتخاب 
عنوان  به  می توان  را  اسپورها  که  کرد  تأیید  مطالعه  این  شد. 
واکسن های خوراکی )و داخل بینی( مهندسی کرد و توسعه داد. 
سهولت دستکاری ژنتیکی، ذخیره سازی طولانی مدت و سهولت 
تولید می تواند اسپور باسیلوس سوبتیلیس را به یک ناقل جذاب 
برای تولید واکسن نسل دوم تبدیل کند. نتایج آن ها قویاً نشان 
می دهد که اسپورها به  عنوان ناقل آنتی ژن های هترولوگ برای 
واکسیناسیون خوراکی و احتمالًا استنشاقی مناسب هستند ]35[.

نوترکیب  اسپورهای   ،۲006 سال  در  دیگری  مطالعه  در 
بیان کننده قطعاتی از آنتی ژن محافظ۱3 باسیلوس آنتراسیس از 
طریق داخل صفاقی به موش ها تزریق و موش های ایمن شده در 
برابر بیماری سیاه زخم ایجاد کردند. این واکسن، اساس واکسن های 

غیرسلولی فعلی برای استفاده انسانی را تشکیل داد ]38[.  

 در سال ۲007 نشان داده شد اسپور باسیلوس سوبتیلیس هر ۲ 
پاسخ ایمنی اختصاصی هومورال و سلولی را هم به صورت سیستمیک 
و هم به صورت مخاطی افزایش می دهد. نتایج این مطالعه نشان 
می دهد اسپور باسیلوس سوبتیلیس می تواند به عنوان یک میکروذره 
طبیعی با فعالیت ادجوانتی، کاربرد بالینی زیادی داشته باشد ]3۹[. 

13. Protecting Antigen (PA)

22 
 

  

س  -1شكل  س سوبتيلي  (22)چرخه اسپورزايي و جوانه زني در باسيلو

 

 

س  -2شكل  س سوبتيلي ك اسپور باسيلو  (22)ساختار شماتي

تصویر 1. چرخه اسپورزایی و جوانه زنی در باسیلوس سوبتیلیس ]22[
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در مطالعه ای در سال ۲008، از اسپورها برای واکسیناسیون 
خوراکی موش ها در مقابله با دُز کشنده سم آلفا کلستریدیوم 
پرفرجنس استفاده شد. نتیجه این تحقیق تولید اسپورهایی بود 
که می توانستند برای واکسیناسیون علیه سم آلفا کلستریدیوم 
پرفرجنس برای محافظت در برابر قانقاریای گازی در انسان و 

آنتریت نکروزه در طیور استفاده شوند ]40[.

سپس در مطالعه دیگری، دانشمندان تلاش کردند تا اسپورها را 
برای رساندن آنتی ژن به سیتوپلاسم سلول میزبان مهندسی کنند. 
این رویکرد می تواند برای تعدادی از اهداف پیشگیرانه و درمانی 
واکسیناسیون  واکسن های ضد پاتوژن های داخل سلولی،  مانند 
سلول های دندریتیک و برای هدف قرار دادن داروهای ضدسرطان 

مفید باشد. ]4۱[. 

در سال ۲0۱0، مشخص شد فعالیت ادجوانتی اسپورها با اتصال 
آنتی ژن به سطح اسپور ایجاد می شود. اسپورها به عنوان حامل 
آنتی ژن عمل می کنند و شباهت زیادی به خواص ادجوانت های 
ریز ذرات دارند. این مطالعه یک کاربرد خاص و جدید از اسپورهای 
روی  آنتی ژن می تواند  آن  در  را گزارش می کند که  باکتریایی 
سطح اسپور تثبیت شده و از طریق یک مسیر مخاطی وارد بدن 
ایجاد می کند. بدین  ایمنی  از پاسخ های  شود و طیف وسیعی 
ترتیب اسپورها بدون نیاز به اصلاح ژنتیکی توانایی عمل به عنوان 
ادجوانت مخاطی را دارند. این دانشمندان همچنین نشان دادند 
مسئول  آب گریز  و  الکترواستاتیک  انفعالات  و  فعل  از  ترکیبی 

اتصال یک پروتئین به سطح اسپور است ]4۲[.

نیز  دیگر  بسیاری مطالعات  تا ۲0۲0،  بین سال های ۲0۱0 
روی اسپور باکتری باسیلوس سوبتیلیس و کاربرد آن در تولید 
واکسن های مخاطی برای واکسیناسیون علیه بیماری های آنفلوآنزا 

 ،]46 ،45[  Clonorchis Sinensis عفونت   ،]44[  HIV  ،]43[
بیماری سل ]47[، عفونت سالمونلا ]48[ و سندروم لکه سفید 
]4۹[ انجام شد که برخی از از روش های ژنتیکی و برخی دیگر از 
روش های غیرژنتیکی برای اتصال آنتی ژن به سطح اسپور استفاده 

کرده اند. 

در مطالعه دیگری در ۲0۲0، آنتی ژن محافظ که یکی از 3 
سطح  روی  است  سیاه زخم  با  مرتبط  اصلی  بیماری زای  عامل 
به  موش ها  شد.  داده  نمایش  سوبتیلیس  باسیلوس  اسپورهای 
صورت خوراکی، داخل بینی، زیر  زبانی یا داخل صفاقی با واکسن 
اسپور پروبیوتیک آنتی ژن محافظ ایمن شدند. مشاهدات بالینی، 
واکسینه شده  موش های  داد  نشان  سرولوژیکی  تجزیه و تحلیل 
تیتر  از طرق مختلف، سطح  آنتی ژن محافظ  اسپور  واکسن  با 
آنتی بادی فعال، پروفایل های ایزوتیپ و آنتی بادی خنثی کننده 

سم در سرم و IgA در بزاق را افزایش دادند ]۱4[. 

در همه گیری اخیر کووید-۱۹ و به دلیل عدم وجود درمان های 
بی خطر  و  مؤثر  واکسن های  از  استفاده  و  توسعه  مؤثر،  دارویی 
کووید-۱۹ به یک استراتژی مهم برای کنترل شیوع این بیماری 
چان چائو  مطالعات،  جدیدترین  از  یکی  در  است.  شده  تبدیل 
سانگ و همکاران، دمین متصل شونده به گیرنده پروتئین اسپایک 
SARS-CoV-19 (sRB D)  روی سطح اسپور باسیلوس سوبتیلیس 
نمایش دادند )تصویر شماره 3( و پس از تجویز خوراکی آن به 
خنثی کننده  آنتی بادی  در  قابل توجهی  افزایش  واکسن،  عنوان 
علیه sRBD، هم در موش و هم در انسان مشاهده شد. دمین 
متصل شونده به گیرنده روی پروتئین اسپایک در پوشش ویروس 
بیان شده و هدف اصلی برای خنثی سازی توسط آنتی بادی ها است. 
مزیت استفاده از ناقل باسیلوسی نسبت به آدنوویروس این است 

22 
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که باسیلوس سوبتیلیس نسبتاً ایمن است. علاوه بر این، انعقاد 
خون ایجاد نمی کند، زیرا ناقل باکتری وارد جریان خون نمی شود. 

واکسن های سوبتیلیس هزینه تولید کمتری نیز دارند ]50[.

کاربرد اسپور به عنوان ادجوانت

با افزایش تعداد واکسن های مبتنی بر پروتئین علیه پاتوژن های 
مهم  حوزه  یک  به  واکسن ها  برای  ادجوانت ها  توسعه  عفونی، 
تحقیقاتی تبدیل شده است. مطالعات اخیر نشان داد اسپورهای 
باسیلوس سوبتیلیس زمانی که هم زمان با پروتئین های آنتی ژنی 
خالص شده تجویز می شوند، ظرفیت ادجوانتی قوی دارند. مطالعات 
نشان داده اند زمانی که اسپورهای باسیلوس سوبتیلیس هم زمان 
با یک آنتی ژن محلول تجویز شوند، نه تنها ایمنی ذاتی را تقویت 
می کنند و در برابر عفونت های تنفسی محافظت ایجاد می کنند، 
تحریک  و  آنتی ژن  اختصاصی  آنتی بادی  افزایش  باعث  بلکه 
اسپورهای  دیگر  مزیت  می شوند.   T سلولی  ایمنی  پاسخ های 
باسیلوس سوبتیلیس به عنوان ادجوانت در واکسن های آنفلوآنزا 
شامل افزایش اثر واکسن و کاهش دفعات ایمن سازی مورد نیاز 

برای پاسخ ایمنی بهینه برای محافظت کامل است ]5۱[.

در مطالعه سونگ و همکاران، از اسپورهای گرمای کشته شده 
باکتری باسیلوس سوبتیلیس به عنوان یک سیستم انتقال واکسن 
با خواص ادجوانتی مخاطی برای آنفلوآنزا استفاده و خواص آن 

ارزیابی شد ]43[. 

تولید  منظور  به  همکاران،  و  آلمیدا   دِ  مطالعه  در  همچنین 
باسیلوس سوبتیلیس سویه  اسپور  از  مالاریا  علیه  واکسن  یک 
KO7 فیوژ شده با پروتئین CSP نوترکیب پلاسمادیوم فالسی 

پاروم )rPfCSP( استفاده شد و پاسخ ایمنی هومورال ناشی از 
ایمیونیزاسیون از طریق مسیر بینی در موش Balb/C ارزیابی 
 rPfCSP با اسپورهای همراه  داد  نشان  این مطالعه  نتایج  شد. 
 IgG ایمنی زایی آنتی ژن را افزایش می دهند و سطوح بالایی از
سرمی را القا می کنند. داده های این مطالعه نشان داد استفاده از 
اسپور به عنوان ادجوانت می تواند پاسخ آنتی بادی بیشتر، سریع تر 
و طولانی تر را علیه آنتی ژن PfCSP تحریک کند. علاوه بر این، 
نشان داده شد این رویکرد واکسن بسیار امیدوارکننده است، زیرا 

ممکن است پاسخ ایمنی متعادل Th1/Th2 را القا کند ]5۲[.  

 میزان ایمنی زایی واکسن های مخاطی بر پایه اسپور

واکسیناسیون مخاطی از طریق تجویز خوراکی یا داخل بینی 
می تواند پاسخ های ایمنی مؤثری را در برابر عفونت های مرتبط با 
 GIT= Gastrointestinal) موانع مخاطی مانند دستگاه گوارش
اسپورهای  کند.  ایجاد  دهان  حفره  و  تناسلی  دستگاه   ،(tract
باسیلوس سوبتیلیس برای ایمن سازی مخاطی به دلیل چندین 
ویژگی جذاب که شامل سابقه ایمنی استفاده از آن ها در انسان و 
حیوان، مقاومت به pH اسیدی )برای تجویز خوراکی( و سهولت 
دستکاری ژنتیکی است، بررسی شده است. نکته مهم این است 
که اسپورهای باسیلوس سوبتیلیس می توانند با سلول های ایمنی 
تعامل داشته باشند و هنگام عبور از دستگاه گوارش باعث تولید 

پاسخ ایمنی محافظتی سیستم ایمنی بدن شوند ]۱3[. 

مشخص شد اسپورهای باسیلوس سوبتیلیس ابزار ارزشمندی 
برای تحریک پاسخ های ایمنی قوی تر با افزایش نمایش آنتی ژن 
آنتی بادی،  به واسطه  ایمنی  پاسخ های  بر  هستند ]53[. علاوه 
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سلولی  پاسخ  نوترکیب  اسپورهای  داد  نشان  بیشتر  مطالعات 
سلول های+T  CD4+/CD8 اختصاصی آنتی ژن را تقویت می کنند. 
مطالعات دیگر نشان داده اند اسپور باسیلوس سوبتیلیس توسط 
TLR2 ، TLR4  و TLR9 نیز شناخته می شود و می تواند پاسخ های 
موش های  سرم  در   IgG1 و   IgG2a حضور  با  را   Th1/Th2

ایمن شده القا کند ]43[. 

مقایسه ایمنی زایی واکسن های مخاطی بر پایه اسپور با سایر 
واکسن ها

واکسن های دارای مجوز در حال حاضر از طریق یکی از 5 مسیر 
اصلی تجویز می شوند که تجویز عضلانی، رایج ترین آن است و 
چندین واکسن مانند هپاتیت A و B، هاری، آنفلوآنزا، دیفتری، 
کزاز و سیاه سرفه با این روش تزریق می شود. مسیرهای زیر جلدی 
و داخل پوستی نیز رایج است و به ترتیب برای واکسیناسیون 
سرخک، اوریون، سرخجه، تب زرد و )واکسن ضد بیماری سل(-  
هاری استفاده می شود. ۲ مسیر باقی مانده آنتی ژن ها را به سطوح 
مخاطی بینی یا روده می رساند. از راه داخل بینی، برای مثال، 
برای ویروس های آنفلوآنزای ضعیف شده زنده استفاده می شود، 
در حالی که مسیر دهانی برای واکسیناسیون فلج اطفال، وبا، 

روتاویروس و تب حصبه استفاده می شود ]54[.

مزایای زیادی وجود دارد که واکسن های مخاطی را جایگزین 
جذابی برای واکسن هایی می کند که از راه های سیستمیک تجویز 
می شوند. از جمله اینکه پاسخ های ایمنی محافظتی را می توان 
در درگاه های مخاطی مربوط به ورود پاتوژن با تحویل واکسن ها 
این  اعتبار  وضوح  به  متعددی  نمونه های  کرد.  القا  مخاط  به 
استراتژی را نشان می دهد، از جمله واکسن های ویروس آنفلوآنزای 
غیرفعال یا ضعیف شده داخل بینی، واکسن فلج اطفال خوراکی و 
واکسن های تضعیف شده خوراکی سالمونلا تیفی و ویبریو کلرا و 
بسیاری دیگر که در حال حاضر در حال توسعه علیه عفونت های 

مختلف روده ای و تنفسی هستند ]55[.

همچنین نتایج حاصل از چندین مطالعه اخیر اهمیت پاسخ های 
ایمنی مخاطی در برابر SARS-CoV-2  را برجسته می کند. این 
یک  عنوان  به  بینی  داخل  تجویز  که  می دهد  نشان  مطالعات 
استراتژی جذاب تر برای تحریک پاسخ های ایمنی محافظتی اولیه 
 SARS-CoV-2 در مخاط دستگاه تنفسی فوقانی قبل از اینکه

جای پایی در دستگاه تنفسی تحتانی پیدا کند، است ]56[.

علاوه بر این، در اپیدمی های ناشی از عفونت های منتقله از 
طریق مخاط، ایمن سازی انبوه از راه های مخاطی احتمالًا عملی تر 
و کم هزینه تر از ایمن سازی از راه های سیستمیک است.  همچنین 
کاهش هزینه واکسن های مخاطی در هر ۲ سطح تولید و تحویل 
از طریق  محقق می شود. خلوص واکسن های تحویل داده شده 
اندوتوکسین، نسبت به واکسن های  مخاط، از جمله آلودگی به 
تزریقی اهمیت کمتری دارد. برخی از واکسن های مخاطی نیازی 

به نگهداری در دمای پایین ندارند و زمانی که در دمای محیط 
ایمونوژن  کاملًا  و  پایدار  شوند،  نگهداری  طولانی  مدت  برای 
باقی می مانند. در نهایت، تحویل واکسن مخاطی به سرنگ ها و 
سوزن های استریل یا پرسنل آموزش دیده برای استفاده و دفع 
آن ها نیاز ندارد، اگرچه ممکن است دستگاه های اسپری یا سایر 
اعمال کننده ها برای تزریق داخل بینی و سایر راه های تزریق مورد 

نیاز باشد ]55[.

بحث

مطالعه حاضر نشان داد واکسن های مخاطی مبتنی بر اسپور 
مزایای بی شماری مانند کمک به واکسیناسیون انبوه با افزایش 
مراحل  حذف  با  هزینه ها  کاهش  تحویل،  سرعت  و  سهولت 
تصفیه و تجویز منعطف از طریق مسیرهای مخاطی یا دهانی 
و سیستم های تحویل واکسن بدون سوزن۱4 و بدون یخچال۱5 را 

ارائه می دهند ]57[. 

مخاطی  واکسن های  منحصربه فرد  ویژگی های  از  دیگر  یکی 
در  نانوساختارهایی  اسپور ها  که  است  اسپور  این  بر  مبتنی 
مقیاس زیر میکرون دارند که به آن ها اجازه می دهد تا به عنوان 
ادجوانت های ذره ای مؤثر عمل کنند. ادجوانت های ذره ای به طور 
مؤثر سلول های ارائه دهنده آنتی ژن۱6 را هدف قرار می دهند و پس 
از درونی شدن در سلول، توسط مجموعه سازگاری بافتی اصلی۱7 
کلاس  I و کلاس II پردازش می شوند که منجر به ارائه آنتی ژن در 

سطح APC می شود.  

همچنین مطالعاتی که  خاصیت ادجوانتی اسپورهای باسیلوس 
سوبتیلیس را بررسی می کنند، نشان می دهند که اثرات ادجوانتی 
قوی زمانی مشاهده می شوند که اسپورها با آنتی ژن های پروتئینی 
هستند،  اسپور  پوشش  سطح  روی  جذب شده  یا  مخلوط  که 
تجویز می شوند. به  علاوه، مشخص شده که اندازه ذرات اسپور 
برای تقویت ایمنی مخاطی مناسب است؛ بنابراین انعطاف پذیری 
اسپورها، همراه با یک مسیر مخاطی تحویل، واکسن های اسپور 
را به کاندیدایی امیدوارکننده تبدیل می کند، به  ویژه زمانی که 
تولید انبوه و واکسیناسیون در مقیاس بزرگ به فوریت مورد نیاز 

باشد ]58[.

باسیلوس  اسپور  پایه  بر  مخاطی  واکسن های  محدودیت های 
سوبتیلیس

اسپور،  بر  مبتنی  واکسن های مخاطی  مزایای  تمام  با وجود 
استفاده از این نوع واکسن ها معایبی نیز دارد؛ بنابراین در استفاده 
از آن ها باید به نکات ایمنی و اخلاقی توجه کرد. چنانچه اسپورها 

14. Needle-Free 
15. Refrigeration-Free 
16. Antigen Presenting Cells (APCs)
17. Major Histocompatibility Complex (MHC)
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به طور کامل غیر فعال نشده باشند و در شرایط بهینه رشد قرار 
باید  بنابراین  می شوند؛  تبدیل  باکتریایی  فعال  فرم  به  گیرند، 
مشخص باشد که چه نسبتی از اسپورها ممکن است جوانه بزنند و 
آیا این امر قابل کنترل است یا نه؟ همچنین واکسن های مخاطی 
باید بر مشکلات مرتبط با جذب ضعیف یا تخریب در سیستم 

گوارش غلبه کنند ]54[. 

در  واکسن  ناقل  عنوان  به  اسپورها  از  استفاده  دیگر  مشکل 
مورد واکسن های حیوانی است. اسپورهای نوترکیبی که به عنوان 
واکسن در حیوانات استفاده می شوند، می توانند از طریق مدفوع، 
اسپورهای  تجمع  موجب  امر  این  و  شوند  زیست  محیط  وارد 
باکتری  اگرچه  دیگر،  سوی  از  می شود.  محیط  در  نوترکیب 
باسیلوس سوبتیلیس به عنوان یک باکتری ایمن شناخته می شود، 
اما ممکن است گاهی با عفونت های فرصت طلب مرتبط باشد؛ 
بنابراین باید از گونه های باکتری کاملًا شناخته شده استفاده کرد. 

نتیجه گیری

به طور کلی اسپورها مقاومت خوبی در برابر استرس دارند؛ 
بنابراین واکسن هایی که با این روش تولید می شوند، می توانند 
ماندگاری  و  کنند  تحمل  را  گوارش  دستگاه  اسیدی  محیط 
مخاط  از  آرامی  به  می توانند  آن ها  باشند.  داشته  طولانی مدت 
دستگاه گوارش عبور کنند و به سرعت سیستم ایمنی بدن را 
وادار به تولید یک پاسخ ایمنی محافظتی کنند. علاوه بر این، 
استفاده از اسپور به عنوان حامل واکسن می تواند کارایی پاسخ 

ایمنی را بهبود ببخشد. 

واکسن های خوراکی باسیلوس سوبتیلیس سهم قابل توجهی 
در پیشگیری و درمان کووید-۱۹ در آینده خواهند داشت. هر 
چند در حال حاضر، هیچ واکسن در دسترس تجاری از یک ناقل 
باسیلوسی وجود ندارد. اسپورهای باسیلوس سوبتیلیس به عنوان 
ناقل واکسن ها می توانند کمک قابل  توجهی در پیشگیری و درمان 

بیماری ها در آینده داشته باشند.

در پژوهش حاضر سعی شد از تمام منابع مرتبط با موضوع 
استفاده شود، اما زیاد بودن تعداد منابع و احتمال از دست دادن 
برخی از آن ها و نیز عدم دسترسی به متن کامل برخی از مقالات، 
باکتری  همچنین  است.  مطالعه  این  محدودیت های  از جمله 
باسیلوس سوبتیلیس و اسپور آن کاربردهای بسیاری دارد که در 

این پژوهش تنها به قسمتی از آن اشاره شده است. 

ملاحظات اخلاقي

پیروي از اصول اخلاق پژوهش

همه اصول اخلاقی در نگارش این مقاله، طبق دستورالعمل 
کمیته ملی اخلاق و آیین نامه COPE رعایت شده است.

حامي مالي

دولتی،  سازمان های  از  مالی  کمک  هیچ گونه  پژوهش  این 
خصوصی و غیرانتفاعی دریافت نکرده است.
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