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 چکيده
هاي جنس  نوروتوکسین باکتري Gتا  Aهاي  سندروم بوتولیسم توسط سروتیپ :زمينه و هدف

علت داشتن خاصیت ایمونوژنی،  شود. زیرواحد اتصالی نوروتوکسین به کلستریدیوم ایجاد می

اندید واکسن نوترکیب ناحیه زایی ک ایمنیکاندید مناسبی جهت تهیه واکسن است. در این تحقیق 

 بر پایه کیتوسان به روش مخاطی بررسی گردید. Eاتصالی نوروتوکسین بوتولینوم تیپ 

باا روش   rBoNT/Eدر این مطالعه تجربی، ناانوررات کیتوساان حااوي پاروتئین      :روش بررسی

یز، تیتر صورت خوراکی و داخل بینی به موش تجویز شد. پس از هر تجو ژلاسیون یونی، تهیه و به

هاا باا نوروتوکساین فعاال      سانج  شاد. در نهایات، تماام گاروه      ELISAبا روش  IgGبادي  آنتی

تحلیال واریاانس مکارر بررسای     آزمون دانکن  ها با استفاده از چال  شدند. داده Eبوتولینوم تیپ 

 در نظر گرفته شد. p<05/0داري،  گردید. سطح معنی

هااي   هاي مورد آزمون )بجز گروه بار تجویز در همه گروه پس از هر IgGبادي  تیتر آنتی ها: يافته

هاایی کاه باا     ، موشEکنترل( افزای  یافت. طبق نتایج چال  با نوروتوکسین فعال بوتولینوم تیپ 

هاایی   صورت خوراکی و داخل بینی ایمن شده بودند، همچناین ماوش   ژن به نانوررات حاوي آنتی

را تحمال کنناد.    LD50برابار   500افت کردند، توانستند صورت خوراکی دری ژن را به که تنها آنتی

را تحمل  LD50برابر  2000ژن به تنهایی ایمن شده بود نیز  صورت داخل بینی با آنتی که به گروهی

 کرد.

داري در  نتایج این تحقیق نشان داد اساتفاده از ناانوررات کیتوساان، افازای  معنای      :گيري نتيجه

ترکیب نوروتوکسین بوتولینوم در روش خوراکی و داخل بینی نادارد  ژن نو زایی آنتی میزان ایمنی

(05/0p>؛ حتی در روش داخل بینی، موجب افت ایمنی) شود. زایی نیز می 

 ها؛ ژلاسیون یونی؛ بوتولیسم. کیتوسان؛ واکسن :ها واژه كليد

  

 

 مجله دانشگاه علوم پزشکی قم
 95 دي، دهمماره دوره دهم، ش

  16الی  7صفحه 

 
  مقاله پژوهشيمقاله پژوهشي

(Original Article) 

 

 

 

 

 

 

 :نمایید استناد زیر صورت به مقاله این به لطفاً
Bagheripour MJ, Ebrahimi F, Hajizadeh A, Nazarian Sh, Zargan J,

 
Rashidiani 

J :An investigation of immunogenicity of chitosan-based botulinum neurotoxin 

E binding domain recombinant candidate vaccine via mucosal route.  

Qom Univ Med Sci J 2016;10(10):7-16. [Full Text in Persian] 
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 مقدمه 
هاي  م بیماري خطرناکی است که توسط نوروتوکسینبوتولیس

از طریق   شود. نوروتوکسین ایجاد میکلستریدیوم بوتولینوم 

هاي مخاطی مانند روده، ریه و یا محل زخم به گردش خون،  بافت

هاي عصبی  کولین در پایانه وارد و با ممانعت از آزادشدن استیل

موارد حاد منجر به در شده و رونده  ایجاد فلج عضلانی پی عث با

بوتولینوم، عمدتاً   شود. در میان هفت نوع نوروتوکسین مرگ می

زا بوده و در این میان، بیشترین  بیماري  براي انسان Eو  A ،Bانواع 

باشد. تاکنون  می Eموارد ابتلا به بوتولیسم در ایران مربوط به نوع 

اي براي یافتن واکسن مناسب علیه این  تحقیقات گسترده

ها صورت گرفته است. در حال حاضر، تنها واکسن  وروتوکسینن

موجود در برخی کشورهاي پیشرفته، یك واکسن توکسوئیدي 

 (. پژوهشگران1-3باشد ) می Eتا  Aهاي  گانه علیه تیپ پنج

هاي توکسوئیدي  دلائلی از قبیل: مشکلات مربوط به واکسن به

ین سروتیپ مختلف، مانند هزینه بالاي تولید، لزوم استفاده از چند

هاي خطرناك و در نهایت، ورود  خطرات ناشی از کار با سویه

روي  مطالعهسازي،  هاي ناخواسته به بدن در زمان ایمن پروتئین

. اند ادههاي نوترکیب را در اولویت تحقیقات خود قرار د واکسن

هاي نوترکیب، از نواحی خاصی از توکسین که  براي تولید واکسن

بادي محافظتی را  ك مؤثر سیستم ایمنی و تولید آنتیتوانایی تحری

امروزه، شود.  داشته و فاقد اثرات سمی هستند نیز استفاده می

علت داشتن  مشخص شده است زیرواحد اتصالی نوروتوکسین به

باشد.  خاصیت ایمونوژنی، کاندید مناسبی جهت تهیه واکسن می

اي نوترکیب و ه زایی واکسن بودن ایمنی همچنین به دلیل پایین

ها یا  از ادجوانباید  ها واکسنمنظور بهبود کارآیی این  به

(. امروزه، 3،4ژن استفاده کرد ) آنتیهاي مناسب تحویل  سیستم

صورت  به ،نانو و میکرورراتژن مبتنی بر  هاي رهای  آنتی سامانه

ازجمله  .ستقرار گرفته امحققین استفاده توجه و اي مورد  گسترده

توجه پاسخ  توان به تشدید قابل و و میکروررات میمزایاي نان

مدت با سیستم ایمنی و امکان تجویز  مین تماس طولانیأ، تایمنی

 برابرژن در  هاي مخاطی و محافظت آنتی به بافت  مؤثر واکسن

، (5اشاره کرد )هنگام تجویز مخاطی  ،هاي پروتئولیتیك آنزیم

پذیر و  تخریب ستتوان از پلیمرهاي زی بدین منظور میهمچنین 

 سازگار مانند کیتوسان استفاده کرد.  زیست

 

به مخاط و   هاي چسبندگی پلیمر طبیعی کیتوسان به دلیل ویژگی

مورد   ژن اي براي تحویل آنتی طور گسترده افزای  جذب، به

 با توجه به مشکلات مربوط به (.6،7است )  مطالعه قرار گرفته

یی هستند که ها وسعه واکسنت درپی ، محققینتزریقی يها واکسن

و  خوراکی هاي غیرتهاجمی مانند بتوان آنها را از طریق روش

ها نسبت به  هاي این روش ازجمله ویژگی .استنشاقی تجویز کرد

روش تزریقی؛ عدم احساس درد و ناراحتی، همچنین کاه  

هاي خوراکی باید  احتمال آلودگی است. با این حال، واکسن

رایط اسیدي معده و محیط روده مقاومت کنند. بتوانند در برابر ش

طور معمول، در تجویز خوراکی به دلیل نفورپذیري کم مخاط  به

ها در محیط دستگاه گوارش و در نتیجه  و عدم پایداري پروتئین

    تخریب آنها قبل از جذب؛ دسترسی زیستی بسیار پایین است. 

         یط ها و نیز شرا در واقع، وجود طیف وسیعی از آنزیم

شیمیایی دستگاه گوارش، محیطی نامناسب را براي  -فیزیکی 

(. پایدارسازي، 8،9کند ) هاي خوراکی ایجاد می بسیاري از واکسن

هاي خوراکی از طریق ایجاد  هدایت و افزای  جذب واکسن

هاي گوارشی، ازدیاد جذب و  تغییرات شیمیایی، مهار آنزیم

منظور انتقال و جذب  یکروررات، بههاي نانو و م استفاده از سیستم

هاي خوراکی  هاي مطرح در طراحی واکسن موکوسی، ایده

عنوان حامل واکسن، نه  باشند. استفاده از نانو و میکروررات به می

تنها باعث محافظت در برابر شرایط اسیدي و پروتئازهاي دستگاه 

 ژن مدت آنتی گوارش خواهد شد؛ بلکه با رهای  آهسته و طولانی

کند  و عرضه آن به سیستم ایمنی بدن، پاسخ ایمنی مؤثر ایجاد می

یکی دیگر از  ،(. روش تجویز استنشاقی و یا داخل بینی10)

هاي تجویز واکسن است که امروزه مورد توجه بسیاري از  روش

هاي  محققین قرار گرفته است. بینی به دلیل دارا بودن فعالیت

محل مناسبی براي تحویل  پروتئولیتیك پایین و دسترسی آسان،

هاي داخل بینی،  است. مطالعات نشان داده است واکسن  ژن آنتی

شوند؛ بلکه  تنها باعث مصونیت و ایجاد ایمنی موضعی بیشتر می نه

          هاي تزریقی، پاسخ سیستمیك را نیز درپی  همانند واکسن

                نانوررات به دلیل فرمولاسیون متنوع،  (.11،12خواهند داشت )

شده واکسن، اندازه کوچك،  امکان رهای  تدریجی و کنترل

هاي مختلف بدن و حفاظت از  ها، بافت سازگاري با سلول زیست

 هاي بدن مانند معده  واکسن در برابر شرایط نامساعد برخی از بافت
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تواند گزینه مناسبی براي حمل واکسن باشد. با توجه به  و روده، می 

ت رکرشده براي نانوررات و با در نظر گرفتن اهمیت خصوصیا

هاي مخاطی، استفاده از نانوررات جهت رهای  مخاطی  واکسن

اي برخوردار است. براي طراحی  ها، از اهمیت ویژه واکسن

هاي مخاطی باید فاکتورهایی از قبیل: امکان عبور از  واکسن

عده، اتصالات سخت بین سلولی، پایداري در اسیدیته بالاي م

ها  پایداري در برابر پروتئازهاي دستگاه گوارش، حلالیت واکسن

نزدیك به خنثی، نفورپذیري از دیواره روده و غشاي پایه  pHدر 

و ورود به جریان خون، مورد توجه قرار گیرند. کیتوسان به دلیل 

طور  چسبندگی به مخاط و نفورپذیري بالا، به  داشتن ویژگی

هاي  خصوص از طریق روش ها، به ژن نتیاي براي تحویل آ گسترده

تواند با مخاط  مخاطی مورد مطالعه قرار گرفته است. کیتوسان می

اتصالات  کردنباز  باو  دهتلیال، برهمکن  دا هاي اپی و سلول

تلیوم را افزای   نفورپذیري پاراسلولار اپی ،سخت بین سلولی

ل بینی و هاي داخ دهد، لذا پتانسیل فراوانی براي تحویل واکسن

 (.13-15خوراکی دارد )

هدف از ایان تحقیاق، تجاویز خاوراکی و داخال بینای ناانوررات        

، BoNT/Eکیتوسان دربرگیرنده پروتئین نوترکیب ناحیاه اتصاالی   

هاي  و در نهایت، چال  موش IgGبادي  سپس سنج  میزان آنتی

 بود. Eشده با نوروتوکسین فعال بوتولینوم تیپ  ایمن

 

 روش بررسی
پلی فسفات )از شرکت  ین مطالعه تجربی، سدیم تريدر ا

Scharlau (، کیتوسان با وزن مولکولی متوسط )از شرکت

Sigma-Aldrichهاي مرك،  ( و سایر مواد شیمیایی )از شرکت

)کانژوگه( متصل به  ثانویه بادي آنتیکیاژن و فرمنتاز( تهیه گردید. 

HRP نوگلوبین وعلیه ایمG علیه بادي موشی آنتیو  موشی         

His-tag  از شرکتAbcam پروتئین نوترکیب  .خریداري شد

از مرکز تحقیقات  Eناحیه اتصالی نورورتوکسین بوتولینوم تیپ 

(. 16) گردیدشناسی دانشگاه جامع امام حسین )ع( تهیه  زیست

از انستیتو پاستور کرج خریداري شدند. نیز ي سوري ماده ها موش

 SEMت از میکروسکوپ الکترونی جهت تهیه تصویر نانوررا

، مؤسسه پژوهشی علوم و فناوري رنگ و LEO-1455VP)مدل 

  DLSاه اوررات، از دستگاانادازه نای اناررساور بامنظ  ( و بهاپوش

 

ساخت کشور انگلستان( متعلق به دانشگاه علوم  ،Malvern)مدل 

 براي تهیه نانوررات کیتوسان،استفاده گردید.  لها پزشکی بقیه

(. محلول سدیم 17،18روش ژلاسیون یونی به کار برده شد )

صورت قطره قطره و در طول مدت زمان  پلی فسفات به تري

گرم پروتئین، در  میلی 500ساعت، به محلول کیتوسان حاوي  یك

زدن اضافه شد. پس از تشکیل نانوررات، محلول کلوئیدي  حال هم

 13500و با سرعت  درجه سانتیگراد 4دقیقه در دماي  40به مدت 

دور در دقیقه، سانتریفوژ و سپس رسوب حاصله براي تجویز 

 خوراکی و داخل بینی مورد استفاده قرار گرفت.

، مقداري از آن بر روي فویل کیتوسان پس از تهیه نانوررات

آلومینیومی قرار گرفت و در دماي اتاق خشك گردید. از این 

 . استفاده شد SEMنمونه، جهت تهیه تصویر 

میزان بارگذاري پروتئین در نانوررات، از اختلاف مقدار پروتئین 

شده به محلول کیتوسان و مقدار نهایی باقیمانده در  اولیه افزوده

 محلول رویی به دست آمد.

زایی در نظر گرفته شدند  ش  گروه موش براي بررسی ایمنی

شده بر روي  کارهاي انجام ،در تمامی مراحل(. 1)جدول شماره 

مطابق با قوانین توصیهشده کار با حیوانات آزمایشگاهی  ،یواناتح

  .بود

اي )با وزن تقریبی  هفته 8سر موش سوري ماده  10هر گروه شامل 

صورت خوراکی و داخل بینی صورت  گرم( بود. تجویز به 25-20

میکرولیتر محلول  300گرفت. در تجویز خوراکی به هر موش، 

وسیله گاواژ  ژن به میکروگرم آنتی 100نانوررات کیتوسان حاوي 

میکرولیتر محلول  20داده شد. در تجویز داخل بینی، به هر موش 

نانوررات کیتوسان تجویز گردید. هم در تجویز خوراکی و هم در 

تجویز داخل بینی، دو گروه کنترل انتخاب شدند. به یك گروه، 

ژن  ژن و به گروه بعدي نانوررات کیتوسان بدون آنتی فقط آنتی

روزه انجام  14نوبت و با فواصل  4تجویز شد. تمامی تجویزها در 

روز  8بادي در هر گروه،  منظور تعیین میزان آنتی (. به19گرفت )

پس از هر تجویز، خونگیري انجام شد و پس از جداسازي سرم، 

به روش الایزاي غیرمستقیم مورد  IgGکلونال  بادي پلی میزان آنتی

بادي در سه تکرار انجام شد.  رسی تیتر آنتیسنج  قرار گرفت. بر

با  E، نوروتوکسین بوتولینوم تیپ LD50پس از محاسبه میزان 

 ده اش نااي ایماه س موشاال و سپافع ،م تریپسینااده از آنزیااستف
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 2000و  1000،  500، 100صورت داخل صفاقی با دوزهاي  به 

 رنوفیسما -کولموگروفاز آزمون  چال  شدند. LD50برابر 

ها(، از تحلیل واریانس مکرر )براي  )براي تعیین نرمال بودن داده

در مراحل مختلف تعداد دفعات تجویز فرمولاسیون مقایسه 

 ون ادار از آزم یااوت معناده تفااهاورت مشاري( و درصاگی دازهاان

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

آزمون دانکن  تی زوجی وابسته )براي تعیین منشأ تفاوت( و از

گانه تجویز( استفاده گردید.  هاي ش  مقایسات بین گروه جهت)

در نظر گرفته  p<05/0محاسبات،  داري براي تمامی  سطح معنی

تجزیه و  16نسخه  SPSSافزار  ها با استفاده از نرم شد. تمامی داده

 تحلیل شدند. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 هاي موشی ژن به گروه : نحوه تجويز نانوذرات كيتوسان و آنتی1جدول شماره 

 نوع تجويز گروه ديفر

 خوراکی ژن )به تنهایی( آنتی 1

 خوراکی ژن نانوررات کیتوسان حاوي آنتی 2

 خوراکی ژن نانوررات کیتوسان بدون آنتی 3

 داخل بینی ژن )به تنهایی( آنتی 4

 داخل بینی ژن نانوررات کیتوسان حاوي آنتی 5

 داخل بینی ژن نانوررات کیتوسان بدون آنتی 6

 
 ها يافته

نانوررات کیتوسان حاوي پروتئین، با روش ژلاسیون یونی تهیه 

 ر اوسیله میکروسکوب روبشی، بیانگ گردید. نتایج تصویربرداري به

نانومتر بود )شکل(. نتایج  300نانوررات با اندازه کمتر از  تولید

ژن با  نیز تولید نانوررات کیتوسان حاوي آنتی DLSدستگاه 

 (.1نانومتر را نشان داد )نمودار شماره  285میانگین اندازه 

 

  
 BoNT/Eشکل: نانوذرات كيتوسان حاوي پروتئين نوتركيب ناحيه اتصالی 

 

  
 باشد.( نانومتر می 285ژن )ميانگين اندازه نانوذرات  توزيع اندازه نانوذرات حاوي آنتی: 1نمودار شماره 
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هاي مورد  پس از هر بار تجویز در همه گروه IgGبادي  تولید آنتی 

هاي کنترل مشااهده   آزمون افزای  یافت که این افزای  در گروه

 نشد. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

بادي  با توجه به آنالیزهاي آماري مشخص گردید افزای  تیتر آنتی

      2شاماره   ) نمودارهااي دار باوده اسات    پس از هر بار تجویز، معنی

 (.3و 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
 .پس از تجويز خوراكی ODبراساس ميزان  IgG، بادي : ميانگين تيتر آنتی2نمودار شماره 

 

  
 پس از تجويز داخل بينی. ODبراساس ميزان  ،IgGبادي  : ميانگين تيتر آنتی3نمودار شماره 

 ی، ااباورد ارزیاورهاي ماتاراي فاکااري بارح آمادر این تحقیق، ط 

 

 (.3و  2( )جدول شماره p<05/0دار بود ) از لحاظ آماري معنی

 گيري مکرر بادي با اندازه دفعات تجويز بر ميزان تيتر آنتیژن و تعداد  : تجزيه واريانس اثرات فرمولاسيون تجويز آنتی2جدول شماره  

 F درجه آزادي متغيرهاي آزمون

**1/100 5 ژن فرمولاسيون تجويز آنتی
 

**15/271 3 تعداد دفعات تجويز
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 هاي جفتی دفعات تجويز با تصحيح بونفرونی  : مقايسه3جدول شماره 

 مرتبه تجويز مبنا
 مرتبه تجويز

 مورد مقايسه
 داري سطح معنی خطاي استاندارد تفاوت ميانگين

1 

2 181/0- 017/0 000/0 

3 483/0- 034/0 000/0 

4 804/0- 046/0 000/0 

2 

1 181/0- 017/0 000/0 

3 301/0- 022/0 000/0 

4 622/0- 034/0 000/0 

3 

1 483/0- 034/0 000/0 

2 301/0- 022/0 000/0 

4 323/0- 018/0 000/0 

4 

1 804/0- 046/0 000/0 

2 622/0- 034/0 000/0 

3 321/0- 018/0 000/0 

ژن و  نی آنتیبادي ناشی از تجویز داخل بی میانگین تیتر آنتی 

ها  داري بالاتر از سایر فرمولاسیون طور معنی ژن خوراکی، به آنتی

فرمولاسیون تجویز خوراکی نانورره حاوي  ،بود و پس از آن

ژن قرار داشت.  ژن و تجویز داخل بینی نانورره حاوي آنتی آنتی

ژن  بادي ناشی از تجویز داخل بینی آنتی هرچند میانگین تیتر آنتی

داري بالاتر از سایر  طور معنی خوراکی، به ژن و آنتی

بادي مربوط به تجویز داخل بینی  ها بود، ولی تیتر آنتی فرمولاسیون

 ژن خاوراکی بالاتار بود کاه  بادي آنتای ژن نسبت به تیتر آنتی آنتی

داري را نشان نداد. بر این  این میزان از لحاظ آماري تفاوت معنی

ژن، بهترین نتایج مربوط  هاي واجد آنتی اساس در بین فرمولاسیون

ترین نتایج مربوط به تجویز  ژن و ضعیف به تجویز داخل بینی آنتی

ژن گزارش شد )جدول  داخل بینی نانوررات کیتوسان حاوي آنتی

بادي مربوط به  رفت تیتر آنتی ه انتظار میطورک (. همان4شماره 

تجویز نانوررات کیتوسان در تجویز خوراکی و داخل بینی بسیار 

 (.4پایین بود )جدول شماره 
 

 بادي با آزمون دانکن : اثرات فرمولاسيون تجويزشده بر روي تيتر آنتی4جدول شماره  

 بادي ميانگين تيتر آنتی فرمولاسيون تجويز

99/0 ژن )خوراكی( وسان حاوي آنتینانوذرات كيت bc 

1/1 ژن )خوراكی( آنتی ab 

25/0 ژن )خوراكی( نانوذرات كيتوسان بدون آنتی d 

75/0 ژن )داخل بينی( نانوذرات كيتوسان حاوي آنتی c 

31/1 ژن )داخل بينی( آنتی a 

26/0 ژن )داخل بينی( نانوذرات كيتوسان بدون آنتی d 

  (.p<05/0)دار است  تفاوت معنیدهنده  حروف غيرمشابه نشان*

باادي تولیدشاده،    کننادگی آنتای   منظور بررسی قادرت حفاظات   به 

 Eین فعال بوتولینوم تیاپ  شده با نوروتوکس هاي ایمن چال  موش

 وطارباانجام گرفت. نتایج چال  نشان داد بیشترین میزان تحمل م
 

ژن، باه تنهاایی    صورت داخل بینی و با آنتی به گروهی است که به

       ها، نتایج چال  یکساان باود )جادول     . در سایر گروهاند ایمن شده

 (.5شماره 
 

 
 Eشده با نوروتوكسين فعال بوتولينوم تيپ  هاي ايمن : نتايج چالش موش5جدول شماره 

 ميزان تحمل نوع تجويز گروه  رديف

 LD50102×5   خوراکی ژن به تنهایی آنتی 1

 LD50102×5   خوراکی ژن نانوررات کیتوسان حاوي آنتی 2

 LD50103×2   داخل بینی ژن به تنهایی آنتی 3

 LD50102×5   داخل بینی ژن نانوررات کیتوسان حاوي آنتی 4
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 بحث 
در سالهاي اخیر مطالعات زیادي بر روي استفاده از نانوررات 

        (. اگرچه 20-24عنوان حامل واکسن صورت گرفته است ) به

          ز طیف وسیعی از نانوررات تحت عنوان حامل واکسن ا

شود، ولی نانوررات پلیمري کیتوسان به دلیل  استفاده می

سازگاري، امکان رهای  هدفمند،  پذیري، زیست تخریب زیست

همچنین محافظت از واکسن در بدن، بسیار مورد توجه بوده و 

عنوان حامل  اي، درخصوص استفاده از آن به مطالعات گسترده

هاي  هاي داخل بینی و خوراکی مختلف علیه بیماري واکسن

و همکاران  Ravichandran(. 25-32گوناگون انجام شده است )

( نشان دادند استفاده از کیتوسان در تجویز داخل بینی 2007)سال 

باعث افزای  میزان  Eو  A ،Bهاي  گانه علیه سروتیپ واکسن سه

( نیز 2006و همکاران )سال  Jain(. 33)شود  بادي می تولید آنتی

با فرمولاسیون وزیکولی نانوررات و تجویز خوراکی آنها، غلظت 

(. 34و پاسخ ایمنی بهتري را مشاهده کردند ) sIgAبالاي 

Bagheripour  (، درخصوص اثر ادجوانتی 2015و همکاران )سال

 نشان دادند نانوررات BoNT/Eزایی  نانوررات کیتوسان بر ایمنی

تواند همانند ادجوانت فروند باعث تحریك سیستم  کیتوسان می

(. در مطالعه حاضر از 16ایمنی و در نتیجه بروز پاسخ شود )

عنوان حامل کاندید واکسن نوترکیب علیه  نانوررات کیتوسان به

براي تجویز خوراکی و داخل بینی  Eنوروتوکسین بوتولینوم تیپ 

ه نانوررات کیتوسان جهت استفاده شد. این اولین بار است ک

گیرد.  رهای  مخاطی این کاندید واکسن مورد استفاده قرار می

نشان داد در تمام  ELISAهمچنین در پژوه  حاضر، نتایج 

در هر مرحله  IgGبادي  هاي مورد آزمون، میزان تیتر آنتی  گروه

هاي کنترل  که این افزای  در گروه یابد، درحالی افزای  می

بادي  تیتر آنتیژن به گروه اول،  آنتیتجویز خوراکی مشاهده نشد. 

IgG که میزان  نحوي به در هر مرحله را افزای  داد؛OD  در تجویز

(. در گروه دوم نیز که 4بود )جدول شماره  99/0چهارم، 

صورت خوراکی تجویز شده  ژن به نانوررات کیتوسان حاوي آنتی

اهده گردید، بادي مش بود، در هر مرحله افزای  تیتر آنتی

برآورد شد.  1/1 ،در تجویز چهارم ODکه میانگین میزان  طوري به

            ژن  یای آنتاوراکاز خاویاروه اول، تجاه در گاه اینکاه باوجاا تاب

 ود، اده بای شاولاقب لابادي به میزان قاب به تنهایی منجر به تولید آنتی

 

ژن و  ن حاوي آنتیرفت استفاده از نانوررات کیتوسا انتظار می

تجویز خوراکی آن، این اثر را تقویت کرده و در نتیجه با افزای  

بادي همراه باشد. اما برخلاف تصور، این میزان،  بسیار زیاد آنتی

دار نبود. در  کمی کاه  درپی داشت که از لحاظ آماري معنی

ژن نیز افزای  تیتر  نانوررات حاوي آنتیتجویز داخل بینی 

که میانگین  طوري در هر مرحله مشاهده گردید، به IgGبادي  آنتی

همچنین (. 4بود )جدول شماره  75/0در تجویز چهارم،  ODمیزان 

ژن را به تنهایی از طریق داخل بینی دریافت کرده  که آنتی گروهی

توجهی را نشان دادند. در این  بادي قابل بودند، افزای  تیتر آنتی

بود. در مقایسه این دو  3/1م، در تجویز چهار ODگروه، میزان 

که  بادي در گروهی گروه برخلاف انتظار، میانگین تیتر آنتی

، بالاتر از گروهی بود که بود هژن به تنهایی تجویز شد آنتی

که این افزای  از  ه بودندژن را دریافت کرد نانوررات حاوي آنتی

 دار بود. لحاظ آماري معنی

هایی  در گروه Eوتولینوم تیپ نتایج چال  با نوروتوکسین فعال ب

نشان داد هر دو گروه نیز شده بودند  صورت خوراکی ایمن که به

را تحمل کنند. همچنین  LD50برابر  500اند  مورد آزمون توانسته

صورت داخل بینی ایمن شده بودند  هایی که به نتایج چال  گروه

 ژن را دریافت که نانوررات دربرگیرنده آنتی نشان داد گروهی

هایی  را تحمل کنند، اما موش LD50برابر  500اند  اند، توانسته کرده

بودند،   صورت داخل بینی دریافت کرده ژن را به تنهایی به که آنتی

را تحمل کنند که با توجه به میانگین  LD50برابر  2000توانستند 

 .(5)جدول شماره قبول بود  بادي حاصله، این نتیجه قابل تیتر آنتی

 

 گيري نتيجه

تجویز خوراکی و داخل چال  نشان داد آمده از  دست بهنتایج 

پروتئین نوترکیب ناحیه اتصالی نوروتوکسین بوتولینوم تیپ بینی 

E ،تحریك و  ،طور مؤثر به تنهایی قادر است سیستم ایمنی را به

پاسخ ایمنی مناسب ایجاد کند و استفاده از نانوررات دربرگیرنده 

بادي و در نتیجه  یري در افزای  تولید آنتیژن نیز تأث این آنتی

ایمنی بیشتر نخواهد داشت. همچنین بهترین راه براي ایجاد ایمنی 

در موش، تجویز  Eمؤثر در برابر نوروتوکسین بوتولینوم تیپ 

باشد که در مطالعه حاضر در این حالت،  ژن می داخل بینی آنتی

 ن، اوکسیار تارابال در باادي و تحماب یاد آنتایاولازان تارین میابیشت
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هایی در  هاي تجویز، گرچه تفاوت مشاهده گردید و در سایر روش 

مشاهده شد، ولی نتایج چال  یکسان  IgGبادي  میزان تولید آنتی

 بود.
 

 

 

 

 تشکر و قدردانی
واسطه  به ،شناسی وسیله از مسئولین مرکز علم و فناوري زیست بدین

همچنین از  ،انجام این تحقیقفراهم آوردن امکانات لازم جهت 

مساعدت و همکاري پژوهشگران آزمایشگاه بیوشیمی مرکز، 

 .گردد تشکر و قدردانی می
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Abstract 
 

Background and Objectives: Botulism syndrome is caused by 

serotypes A-G of neurotoxins of Clostridium genus. Neurotoxin 

binding domain is an appropriate vaccine candidate due to its 

immunogenic activity. In this study, the immunogenicity of chitosan-

based botulinum neurotoxin E binding domain recombinant candidate 

vaccine was investigated via mucosal route of administration. 
 

Methods: In this experimental study, chitosan nanoparticles containing 

rBoNT/E protein were synthesized by ionic gelation method and were 

administered orally and intranasally to mice. After each administration, 

IgG antibody titer was measured by ELISA method. Finally, all groups 

were challenged with active botulinum neurotoxin type E. Data were 

analyzed using Duncan and repeated ANOVA tests. The significance 

level was considered as p<0.05. 
 

Results: After each administration, IgG antibody titre was increased in 

all the test groups (except the control group). According to the results 

of challenge with active botulinum neurotoxin type E, the mice 

immunized orally and intranasally by nanoparticles containing the 

antigen and also the mice that only received the antigen orally, could 

tolerate 500 folds of LD50. The group immunized intranasally with only 

antigen tolerated 2000 folds of LD50. 
 

Conclusion: The results of this research showed that use of chitosan 

nanoparticles has no significant increase in the immunogenicity of 

recombinant botulinum neurotoxin antigen in oral and intranasal routes 

(p>0.05), even intranasal route reduced the immunogenicity. 
 

Keywords: Chitosan; Nanoparticles; Vaccines; Ionic gelation; 

Botulism. 
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