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  )ع( كارشناس ارشد دانشگاه جامع امام حسين -3 و استاديار -2، كارشناسي ارشد -1

  )20/06/1392 :، پذيرش30/08/1391 :دريافت(

  چكيده

ايجاد ) Gتا  Aسروتيپ هاي (هاي جنس كلستريديا هاي بوتولينوم توليد شده ازباكتريبوتوليسم يك سندروم خطرناك است كه توسط نوروتوكسين

اي ونيت، از اهميت ويـژه ، در ايجاد مص(A-G)ها هاي بوتولينوم در تمام تيپاتصالي نوروتوكسين دهند كه ناحيهمطالعات زيادي نشان مي. شودمي

در اين تحقيق، براي براي بررسي اثر ياوري نانوذره طلا بر روي يك . نمايندعنوان كانديد واكسن مفرفي ميبرخوردار بوده و امروزه  اين ناحيه را  به

العات واكسن، يكي از مشكلات، دسترسي  درمط .استفاده شد E كانديد واكسن مورد نظر، از فرم نوتركيب ناحيه اتصالي نوروتوكسين بوتولينوم تيپ

. ذرات طلا با ياور فروند مقايسه شـد خاصيت ياوري نانو توسعه ياور جديد، جهت. باشدبه يك ياور كارا و زيست سازگار و با اثرات جانبي كمتر مي

حيوانات به دو . ها تزريق شدهار بار متوالي به موشذرات طلا  تهيه و چمتصل به نانو  Eژن نوتركيب نوروتوكسين بوتولينوم تيپبدين منظور، آنتي 

سپس عيار آنتي بادي توليد شده در دو . طلا تزريق شد نانوذره  - ديگر آنتي ژنژن با ياور فروند و به گروه  گروه تقسيم شدند كه به يك گروه آنتي

با توجه به نتـايج القـاي   . مورد چالش قرار گرفتند Eكسين فعال تيپ با استفاده از نوروتو نهايت، حيوانات ايمن شده، در. گروه باهم مقايسه شدند

  .توان در مطالعات آينده آن را به عنوان ياور جديد معرفي نمودآنتي بادي، چالش و زيست سازگاري نانو ذرات طلا، مي

  .پروتئين نوتركيب ، بوتوليسم،ذرات طلا، نانوEناحيه اتصالي نوروتوكسين بوتولينوم تيپ ، ياور :ها واژه كليد
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Abstract 

Botulism is a dangerous neuroparalytic syndrome caused by Clostridium botulinum neurotoxins (serotypes A-G). The 

more studies have shown that the binding domains in all neurotoxin types (A-G) have a great importance in immunity 

against the botulism syndrome and nowadays, this domain has been introduced as a vaccine candidate. In this study, 

for evaluation of adjuvant effect of Gold Nanoparticles (GNPs) on a vaccine candidate, the botulinum neurotoxin type 

E binding domain was used. In vaccine studies one of the problems is the presence of a potent and biocompatible 

adjuvant with fewer side effects. For developing of new adjuvants, the adjuvant properties of GNPs to Freund’s 

adjuvant (FA) was compared. A recombinant binding domain BoNT/E conjugated with GNPs was prepared and 
injected four times. The animals were enrolled in two groups, one of which was injected with FA and the other one with 

GNP-Ag. Then, the antibody titers were compared with each other. Ultimately, the mice were challenged using active 

BoNT/E. The results showed that the immunized mice with GNP-Ag and Ag-FA produced high titers of antibody and 

presented immune response comparable with together. Regarding antibody induction, challenging results and the GNPs 

biocompatibility, this kind of nanoparticles might be introduced as a candidate new adjuvant in the future studies. 
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  مقدمه. 1

 شـناخته شـده   ومسم ترينقوي) BoNT( بوتولينوم هايروتوكسينون

  توليـد   1هاي مختلـف كلسـتريديوم بوتولينـوم   گونه كه توسطهستند 

هفت زير گروه مختلف  .شوندبوتوليسم مي سندرم شوند و موجبمي

شـوند و  مشـخص مـي   Gتـا   Aوجود دارد كه بـا حـروف    BoNTsاز 

ژنـي و بيوشـيميايي   ها داراي خاصـيت آنتـي  هركدام از اين زير گروه

كولين از پايانهشدن استيلها آزاد تمام اين زيرگروه. متفاوت هستند

در انسـان  A, B, E, F  هـاي توكسـين . كننـد هاي عصبي را مهار مي

در حيوانات بيماري ايجاد مي Dو  Cزا بوده در حالي كه انواع بيماري

 ].1[ گـزارش نشـده اسـت    Gو تـاكنون هـيچ بيمـاري از نـوع      كنند

پتيـد  پصورت يك پلـي هدر سيتوزول باكتري ب ، ابتداتوكسين مذكور

 .شودتوليد مي دالتونكيلو150حدود با وزن فعال و غير ايتك زنجيره

پپتيد را پلي سپس پروتئازهايي كه در سيتوزول باكتري وجود دارند،

آورند كه توسط يـك بانـد   صورت دو زنجيره فعال درميهشكسته و ب

و زنجيـره  ) L(زنجيـره سـبك   (انـد  هم متصل شـده سولفيدي بهدي

زنجيره  ).دالتون وزن دارند كيلو 100و  50ترتيب كه به) H(سنگين 

 ناحيه و )HC( 2لياتصا ناحيه :تشكيل شده است ناحيهسنگين از دو 

هـاي  ناحيه اتصال دهنده بـا تشـخيص گيرنـده   . )HN( 3دهندهانتقال

و گانگليوزيد  SV2پروتئين (هاي عصبي نوروتوكسين در سطح سلول

GTb1  در مورد تيپE (ل به آن، فرآيند اندوسيتوز وابسته بـه  و اتصا

كمـك ناحيـه انتقـال دهنـده،     رسپتور را شروع كرده كه در نهايت به

، كه يك اندوپپتيداز وابسـته بـه فلـز روي    باعث انتقال زنجيره سبك

)Zn++( هاي موتـور در سيسـتم عصـبي   نورونبه سيتوزول باشد، مي 

هـاي هـدف   سـلول هاي خاصي در زنجيره سبك به پروتئين. شودمي

و در  كـولين باعث مهار ترشـح اسـتيل   ،و با شكستن آنها كردهحمله 

و بدين صورت خاصيت سمي خود را  نتيجه ايجاد فلج عضلاني شده

  ].2[ كنداعمال مي

مورد بوتوليسم ناشي از غذا در جهان گـزارش   1000سالانه حدود    

ن ايـن  شود كه توليد يك واكسن مناسب براي پيشگيري و درمـا مي

در حـال حاضـر واكسيناسـيون    ]. 3[رسـد  نظر ميبيماري ضروري به

فعال شده با فرمالدهيد انجـام       وسيله توكسين غيرعليه اين باكتري به

هاي توكسوئيد داراي معايبي است كـه  اما استفاده از واكسن. شودمي

در ]. 4[كنـد  هاي جديـدتر را توجيـه مـي   تلاش براي ساخت واكسن

هاي مهندسي ژنتيك براي توليد واكسـن  روشاي جديد، از هواكسن

ها معمولاً روشبراي توليد واكسن با استفاده از اين . شوداستفاده مي

شود، بلكه نواحي خاصـي از توكسـين   استفاده نمي كامل توكسين  از

كننـد و عليـه آنهـا مقـادير     خوبي تحريك ميكه سيستم ايمني را به

امـروزه  . دهنـد شود را مورد هدف قرار ميميبادي توليد زيادي آنتي

   گيـرد مـي  اين نواحي به شكل نوتركيب توليد و مـورد اسـتفاده قـرار   

]8- 5[.  

                                                                                       
1 Clostridium Botulinum 
2 Binding Domain 
3 Translocation Domain 

عنوان تحويل از طرفي، مدت زيادي است كه ميكرو و نانو ذرات به   

هـاي  عنوان سيستمتازگي بهشوند و بههاي دارويي استفاده ميدهنده

توانند ها مياين ذره. اندها كاربرد پيدا كردهژنتحويلي پپتيدها و آنتي

ژن آنتي هاي عرضه كنندههم با واسطه تحريك ايمني مستقيم سلول

ژن به ساختارهاي خـاص سـلولي و تسـهيل جـذب     و يا تحويل آنتي

]. 9[هـاي ايمنـي قـوي ايجـاد كننـد      ژن و پردازش آن، پاسـخ آنتي

استيرن، طلا، سيليكا و پلي پذير مانند لاتكس،نانوذرات زيست تخريب

نانوذرات طلا ]. 10[ اندواكسن مطالعه شده ياورعنوان كانديد غيره، به

هايي دارند كه آنها شوند، ويژگيكه معمولاً طلاي كلوئيدي ناميده مي

  .نمايـد مـي  شناسي بسيار مناسبرا براي كاربردهاي پزشكي و زيست

ذرات طـلا، پايـداري زيـاد،    وتوان به سنتز آسـان نـان  از جمله آنها مي

هـا،  هاي تشخيصي مثل پـروتئين توانايي اتصال انتخابي با بيومولكول

هاي نـوري منحصـر   ، ويژگي]11-13[پپتيدها و اسيدهاي نوكلئيك 

  كـه اتصـال يـك   از آنجـايي .آن اشاره كـرد  فرد و زيست سازگاري هب

ژن و ديگـر  ذره طلا، مكانيسـم ارائـه و پـردازش آنتـي    ژن به نانوآنتي

تـازگي كـاربرد   تواند بهبـود بخشـد، بـه   هاي ايمونوژنيك را ميويژگي

. اسـت  يـاوري ذرات طلا پيشنهاد شده و آن ويژگي جديدي براي نانو

ذرات طلا در ايـران انجـام نشـده و در    نانو ياوريمطالعات در كاربرد 

هاي متفاوت و ژنالمللي، به تعداد محدودي تحقيق با آنتيسطح بين

تـاكنون   .]14-16[شـود  هاي ديگر خلاصه مـي نانوذرات طلا با اندازه

هـاي بوتولينـوم بـه    بـر اتصـال نوروتوكسـين    گونه گزارشي مبنيهيچ

. نانوذره طلا و مطالعه ايمونولوژيكي كونژوگه حاصل، ديده نشده است

بنابراين در تحقيق حاضر، ابتدا ناحيه اتصالي نوروتوكسين بوتولينـوم  

     سـپس تـوان  . بـه نـانو ذره طـلاي فعـال شـده متصـل شـد        Eتيپ 

       نـانوذرات طـلا    يـاوري زايي كونژوگه حاصل بـا توجـه بـه اثـر     ايمني

قوي آزمايشگاهي فروند، در حيوان موش مـورد   ياوريدر مقايسه با 

 .مطالعه واقع شد

  هامواد و روش. 2

  مواد. 2-1

.  انجـام شـد  ) چـين ( Shinegeneسنتز ژن صناعي توسـط  شـركت   

) آمريكـا (فرمنتـاز  شـركت  از XhoIو  NdeIمحدودكننده  هايآنزيم

براي . تهيه شد) آمريكا(، از شركت سيگما 4كونژوگه اسبي.تهيه شدند

استفاده  Ni-NTA agarose resinتخليص پروتئين نوتركيب از ستون 

 پلاسـميد . خريـداري گرديـد  ) چـين ( Shinegeneشد كه از شركت 

pET28a(+)  از شركتNovagen )سوش باكتري . گشت تهيه) آمريكا

 E.coli BL21(DE3) تهيه شده از شركتNovagen )عنوان به) آمريكا

 .ميزبان بياني مورد استفاده قرار گرفت

 بيان وتخليص پروتئين نوتركيب در مقياس آزمايشگاهي . 2-2

 منظور تهيـه مقـادير زيـاد پـروتئين نوتركيـب بـه كشـت ميزبـان         به

E. coli-BL21 (DE3)   كه حـاوي وكتـور +)( pET28a    همـراه بـا ژن

براي ايـن  . هاي دو ليتري اقدام شددر فلاسك) صناعي مورد نظر بود

                                                                                       
4 Goat Anti- Horse Igg 
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ــيط    ــه مح ــس از تهي ــدا پ ــور، ابت ــاي منظ ــم  LBه ــا حج ــايع ب               م

هاي دو ليتري و افزودن كانامايسين سكليتر در داخل فلاميلي 300

انجـام   1هـاي شـبانه  ، عمل تلقيح از كشـت µg/ml25با غلظت نهايي 

                  مــولار، دربــا غلظــت يــك ميلــي IPTGســپس بــا افــزودن . گرفــت

7/0 OD600nm=  سـاعت   18پـس از مـدت    .، عمل القاء انجـام شـد

دهي بـا سـرعت   گـراد و هـوا  درجـه سـانتي   18گرماگذاري در دماي 

rpm150، دقيقـه و بـا    10كمك سانتريفوژ در مدت زمان ها بهسلول

ــرعت  ــع rpm4000س ــدندجم ــركت  . آوري ش ــل ش ــاس پروتك براس

QIAGEN ــاتوره( و تحــت شــرايط طبيعــي ــا ، ســلول)غيــر دن هــا ب

ــده  ــدازول  (بافرليزكنن ــاوي ايمي ــي 10ح ــولار،ميل ــك PMSF م        ي

  مـولار و ميلي NaH2Po4100  مولار،ميلي  Tris–HCl10، مولارميلي

8 =pH گــراد بــه مــدت يــك ســاعت درجــه ســانتي 37در دمــاي )  

2فراصـوت هـا از طريـق   سپس سـلول . گرماگذاري شدند
 75قـدرت  ( 

شكسـته  ) ثانيـه در يـخ   15ثانيه سونيكاسـيونو   10: سيكل 4درصد 

ــلول ــدت  شــدند و س ــز شــده در م ــاي لي ــرعت  15ه ــا س ــه ب            دقيق

rpm14000  گــراد ســانتريفوژ شــدند تــا درجــه ســانتي 4در دمــاي   

 هاي نشكسته، قطعـات ديـواره سـلولي و ديگـر اجـزاء سـلولي       سلول

ناحيـه اتصــالي   .نشـين شـده و محلـول رويـي شـفاف جـدا شـد       تـه 

 با استفاده از ستون كروماتوگرافي نيكلE  نوروتوكسين بوتولينوم تيپ

)Ni-NTA(  از طريق روش طبيعي) تخلـيص گرديـد و   ) غير دنـاتوره

  ]. 17[مورد مشاهده قرار گرفت   SDS-PAGEروشنتايج آن با 

 وسترن بلاتييد پروتئين نوتركيب با روش أت. 2-3

 بعد از تخليص پروتئين نوتركيب با استفاده از سـتون كرومـاتوگرافي  

Ni-NTAگذاري وسترن لكه روشمنظور تأييد پروتئين بيان شده ، به

عنوان كنترل منفـي و  به BSAمورد استفاده قرار گرفت و از پروتئين 

كلونال اسبي استاندارد عليه نوروتوكسين بوتولينـوم  از آنتي بادي پلي

اسـتفاده شـد    1:10000قـت  دبا ) شركت مصون دارو، ايران( Eتيپ 

]18.[ 

 ذره طلا و سنجش اتصالاتصال پروتئين نوتركيب به نانو. 2-4

 TEMتوسط 

ابتدا محلول نـانو    (Nanoprobe, USA)طبق پروتوكل شركت سازنده

ليتـر آب  ميلـي  1اي رنگ اسـت، در  صورت پودر قهوهذره طلا كه به

نـانوذرات مـذكور داراي پوشـش    . (بدون يون حل و ورتكس گرديـد 

 3سولفو هيدروكسي سوكسين ايميـد  مونو سطحي فعال شده با عامل

و  هاي آمينـه سـرين  هاي عاملي اسيدطريق گروبوده و قادر است از 

سـپس محلـول پـروتئين در بـافر       ). ترئونين به پروتئين متصل شـود 

PBS  منظور اتصال بهينـه  غلظت نهايي پروتئين به(به آن اضافه شد

mg/ml 5/0آرامي هم مدت يك ساعت دردماي اتاق به، به)تنظيم شد

گـراد در يخچـال   سانتيدرجه  4زده شد و سپس يك شب در دماي 

  بـراي حـذف   ]. 19[خـوبي انجـام شـود    نگهداري شـد تـا اتصـال بـه    

                                                                                       
1 Overnight 
2 Sonication 
3 Mono-Sulfo-N-Hydroxy-Succinimid   

كيلو دالتـون بـا    50ذرات آزاد از فيلتر آميكون نمره ها و نانوپروتئين

دقيقه  15مدت گراد بهدرجه سانتي 4در دماي  RPM 5000سرعت 

هاي ژن به نانوذرات طلا، نمونهجهت بررسي اتصال آنتي. استفاده شد

با پوشش كربن  TEM)(نهايي به فيلم ميكروسكوپ الكتروني عبوري 

منظور افزايش تبـاين،  به% 1در نهايت، با اورانيل استات . اضافه شدند

يكروسكوپ م توسط .شوند خشك تا سپس اجازه داده شد. تيمار شدند

شكل ( برداري شدندعكس kV 50 در ZEISS EM900مدل الكتروني 

اينكه كونژوگه حاصل پايداري نـدارد، بنـابراين موقـع    توجه به  با). 4

. اتصال آنتي ژن به نانوذرات طلا انجام گيرد بايستانجام تزريقات مي

طور مجزا نانوذرات طلا به شكل پودر ليوفيليزه و آنتي ژن بوتولينوم به

 .ها قابل نگهداري هستندگراد، ماهدرجه سانتي 20در دماي زير 

 ژن به موشهاي آنتيتزريق نمونه. 2-5

  عـدد مـوش سـوري     45منظور بررسي پاسخ ايمنـي، مجموعـاً از    به

سه گروه . عنوان نمونه كنترل استفاده شدعدد به 5و  آزمونعنوان به

نـانوذرات   -آنتـي ژن  يعنـي كونژوگـه   آزمونتايي براي سه گروه  15

فرونـد در   ياور -ژنو آنتي نانوذرات طلا -آنتي ژن،  ياور فروند -طلا

 )1( هاي موشـي مطـابق بـا جـدول    تزريقات به گروه. نظر گرفته شد

      روش تزريـق بـه حيـوان زيـر جلـدي و حجـم تزريـق       . انجام گرفت

ژن غير كونژوگه و كونژوگـه  هاي آنتيابتدا نمونه. ميكروليتر بود 100

بـراي تعيـين   . سـنجي شـدند  با نانوذره طلا با روش برادفورد، غلظـت 

عنوان استاندارد استفاده به BSAتئين، با روش برادفورد از غلظت پرو

نظر طوري تنظيم گرديد كه در ژن مورددر تزريقات، غلظت آنتي. شد

ژن مطـابق بـا جـدول    ميكروليتر مقدار مورد نياز از آنتـي  100حجم 

  .قرار بگيرد) 1جدول (تزريقات 

 4تعيين تيتر آنتي بادي به روش اليزاي غيرمستقيم.2-6

بـا پـروتئين    ELISAاي مخصـوص  خانـه  96هاي پليت ابتدا، چاهك

ژن بـا  از آنتـي  µg 2 در هر چاهك(پوشيده شد  مزدوجنوتركيب غير

 Cº4 سپس پليت به مدت يك شب در دماي ).استفاده از بافركوتينگ

بـافر فسـفات   (PBST بـار بـا اسـتفاده از     4ها قرار داده شد و چاهك

ها شستشوي پليت( گرديد خشك و شد هشستشو داد )20نمكي توئين 

از شـير  ). شـود و خشك نمودن آنها در پايان هـر مرحلـه انجـام مـي    

هـا اسـتفاده   فضاهاي خالي چاهك منظور مسدودكنندهبه 5% خشك

 Cº 37گرديد و پليت به مدت يك ساعت در شيكر انكوباتور و دماي 

اول  چاهك به 1:100هاي هر گروه با رقت سرم موش .گرماگذاري شد

انجام گرفت و پليت ) 2/1ضريب (هاي متوالي هر ستون اضافه و رقت

سـپس كونژوگـه   . اگذاري شدگرم Cº 37دقيقه در دماي  45مدت به

    هـا اضـافه شـد و پليـت    به هر يك از چاهك 1:7000قت موشي با د

در نهايت محلول . گرماگذاري شد Cº 37دقيقه در دماي  45مدت به

به هـر چاهـك   ) OPD، H2O2بافر سيترات فسفات، حاوي (سوبسترا 

واكنش خاتمـه   H2SO42/5Mدقيقه با افزودن  15اضافه شد و پس از 

 ELISAنانومتر با استفاده از دستگاه  495يافت و پليت در طول موج 

Reader  18[خوانده شد[. 

                                                                                       
4 Indirect ELISA  
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 )ذره طلانانو: GNP،فروند ياور: FAژن، آنتي: Ag(سازي ذره طلا در مراحل ايمننانوفواصل زماني و مقادير تزريق پروتئين نوتركيب كونژوگه به  .1جدول

1 2 3 4 

  
Ag-FA  Ag-GNP  Ag-GNP-FA  Contorol  

 1 اول
25 µg  

 )كامل ياور(
25 µg 

25 µg  

 )كامل ياور(

PBS 
 )كامل ياور(

 14 دوم
15 µg  

 )ناقص ياور(
15 µg 

15 µg  

 )ناقص ياور(

PBS 
 )ناقص ياور(

 28 سوم
10 µg  

 )ناقص ياور(
10 µg 

10 µg  

 )ناقص ياور(

PBS 
 )ناقص ياور(

 42 چهارم
10 µg  

 )ناقص ياور(
10 µg 

10 µg  

 )ناقص ياور(

PBS 
 )ناقص ياور(

           

  و بحث يجنتا. 3

  بيان و تخليص پروتئين نوتركيب . 1- 3

% SDS-PAGE 12ژن نوتركيـب بـا الكتورفـورز    بررسي بيـان آنتـي  

 52، نشــان داد كــه آنتــي ژن مــذكور بــا وزن مولكــولي )1شــكل (

  . كيلودالتون بيان گرديده است

نتايج تخليص آنتي ژن بياني با استفاده از روش كروماتوگرافي تمايلي 

 آمده است، بيانگر تخليص مناسـب ) 2(نيز كه در شكل  ستون نيكل

 .آن است

  
بيان پروتئين ناحيه اتصالينوروتوكسـين  % SDS-PAGE12 تصوير  .1 شكل

ستون . باشدمحلول رويي نمونه شاهد مي: 1ستون شماره . Eبوتولينوم تيپ 

محلول رويـي  : 3رسوب عصاره سلولي نمونه شاهد، ستون شماره : 2شماره 

و  آزمونرسوب عصاره سلولي نمونه : 4و ستون  آزمونعصاره سلولي نمونه 

   .باشداستانداردهاي پروتئيني با اوزان مشخص مي Mستون 
  

  
 

 ج

 

لكـه   روشپروتئين نوتركيب بـا اسـتفاده از    تأييد. 3-2

  گذاري وسترن

وسترنبلات اسـتفاده شـد    روشبه منظور تأييد پروتيين نوتركيب، از 

عنوان كنترل به) BSA(از پروتئين آلبومبن سرم گاوي ). 2-2بخش (

  ).3شكل (منفي استفاده شد 

 
تخلــيص پــروتئين ناحيــه اتصــالي % SDS-PAGE12 تصــوير  .2 شــكل

. Ni-NTAبا استفاده از ستون كرومـاتوگرافي   Eنوروتوكسين بوتولينوم تيپ 

دهد هاي القاء شده قبل از عبور از ستون را نشان ميسلول: 1ستون شماره 

 250و  40ايميـدازول  ترتيـب بـافر شستشـو داراي    به: 3و  2هاي و ستون

اسـتانداردهاي پروتئينـي بـا اوزان     Mدهد و سـتون  مولار را نشان ميميلي

 .باشدمشخص مي

 

 
تصـوير وسـترن بـلات از پـروتئين ناحيـه اتصـالي نوروتوكسـين         .3 شكل

پروتئين ناحيه اتصالينوروتوكسين بوتولينوم تيپ : 1ستون . Eبوتولينوم تيپ 

E بادي استاندارد عليه باشد كه به آنتيميBoNT/E    واكـنش نشـان داده

بادي اسـتاندارد عليـه   باشد كه به آنتيمي BSAپروتئين : 2است و ستون 

BoNT/E  واكنش نشان نداده و ستونM  استانداردهاي پروتئيني با اوزان

  .باشدمشخص مي

rBoNT/E-HC 

rBoNT/E-HC  

rBoNT/E-HC 
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كمـك  ژن به نانوذره طلا بـه سنجش و تأييد اتصال آنتي. 3-3

  TEMدستگاه 

ذره ژن به نانومنظور تأييد اندازه ذرات و همچنين تأييد اتصال آنتيبه

توسـط   2-3هاي انجـام گرفتـه در بخـش    ها پس از تيمارطلا، نمونه

طـور كـه در   همان. برداري شدندتصوير TEMميكروسكوپ الكتروني 

  ).4شكل (خوبي انجام شده است شود، اتصال بهشكل مشاهده مي

 
. ژن بـه نـانوذره طـلا   از نمونـه اتصـال آنتـي    الكتروني ميكروگراف. 4 شكل

نمونه نانوذره طلا قبل از اتصال و ميكروگراف شـماره   :1ميكروگراف شماره 

طور كه در شكل مشاهده همان. نمونه نانوذره طلا بعد از اتصال آنتي ژن :2

 در اطراف ذرات ديدهاي ذرات به صورت هالهژن به نانواتصال آنتي ،شودمي

  .شودمي

هاي ايمن با نوروتوكسين فعـال بوتولينـوم   چالش موش. 3-4

  Eتيپ 

  هـاي موشـي ايمـن شـده بـا      منظور بررسـي ميـزان تحمـل گـروه    به

 LD50با  Eهاي مورد استفاده، از محلول توكسين فعال تيپ ژنآنتي

mg/mlبرابر 
زيرگـروه   تايي به سه  15هاي گروه. استفاده شد 2×6-10

برابـر   105و 104، 103تايي تقسيم و به هر زيرگرروه به ترتيـب بـا    5

LD50 200حجــم تزريــق . از توكســين مــورد چــالش واقــع شــدند 

طـور كلـي، آزمـون    به. صورت داخل صفاقي انجام شدميكروليتر و به

  .ترتيب داده شد) 2(چالش مطابق جدول 

    بـادي بعـد از هـر بـار تزريـق در      نمودارهاي ميـانگين تيتـر آنتـي      

هـاي  بـادي در گـروه  اي تيتر آنتـي و نمودار مقايسه) 5-7( هايشكل

  . آورده شده است) 8(مختلف در شكل 

  

   

 

  فعـال شـده    Eها با نوروتوكسين بوتولينوم تيپ چالش موش. 2جدول

)n/m: ها در هـر  هاي زنده مانده به تعداد كل موشنسبت تعداد موش

  )ذره طلانانو:  GNP،فروند ياور: FAژن، آنتي: Agگروه تيمار و كنترل، 
  

Groups   ×LD50LD50  103×LD50 104×LD50 105×LD50 

1( Ag-FA 5/3 5/0 5/0 

2( Ag-GNP 5/1 5/0  5/0  

3( Ag-GNP-FA 5/2 5/0  5/0  

4( Control 5/0  - - 

  
  در گــروه (بــار تزريــق  بــادي بعــد از هــرميــانگين تيتــر آنتــي. 5شــكل 

  .نشان داده شده است)  فروند ياور-ژنآنتي

 
  در گــروه (بــار تزريــق  بــادي بعــد از هــرميــانگين تيتــر آنتــي .6شــكل 

  .نشان داده شده است) نانوذره طلا -ژنآنتي

  
ــكل  ــي  .7ش ــر آنت ــانگين تيت ــق مي ــار تزري ــد از هرب ــادي بع ــروه ( ب   در گ

  .نشان داده شده است)  فروند ياور -نانوذره طلا -ژنآنتي
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ــكل  ــودار مقايســه  .8ش ــر آنتــي نم ــادي اي تيت ــت(ب   در ) 100/1غلط

ــروه ــرل  گ ــار و كنت ــف تيم ــاي مختل ــي: Ag(ه ــاور: FAژن، آنت ــد ي   ،فرون

GNP :ذره طلانانو.( 

  
  

  بـادي  نتايج آزمايش الايزا نشان داد كه در هر مرحله، تيتـر آنتـي     

اين بيانگر تحريك مناسب سيستم صورت تصاعدي افزايش يافته و به

طبـق  . پروتئين نوتركيب اسـت  -ذرات طلاايمني توسط كونژوگه نانو

  داري در نتــــايج دو گــــروه اخــــتلاف معنــــي نتــــايج آمــــاري

)Ag-GNP وAg-GNP-FA (  و همچنين در مقايسه تيتر ايجاد شـده

مشاهده نشد و اين بيانگر تحريـك  ) Ag-FA(فروند  ياوردر پاسخ به 

هـاي طلاسـت كـه بـا نتـايج      بادي مناسب توسط كونژوگهنتيتوليد آ

همچنين نتايج چالش نيز . باشدفروند قابل مقايسه مي ياورحاصل از 

  ).2جدول (اختلاف زيادي را در سه گروه مورد آزمايش نشان نداد 

 گيرينتيجه. 4

بـادي در پاسـخ بـه نمونـه     نتايج حاصل از تيتر آنتي با توجه به اينكه

 ياور -ژنبادي در پاسخ به نمونه آنتيذره طلا و تيتر آنتينانو -ژنآنتي

 ـ  به هم هستند، بنابراينفروند بسيار نزديك  دسـت آمـده،   ه نتيجـه ب

اگر چه تاكنون استفاده از . كندييد ميأخاصيت ياوري نانوذره طلا را ت

با توجه به اينكه نانوذرات طلا در گزارش نشده، ولي  ياورعنوان آن به

تـوان  مـي  ،انـد كار گرفته شدههمواردي ديگري براي مصارف انساني ب

  .واكسن ارائه داد ياورعنوان اندازي از كاربرد اين نانوذرات را بهچشم
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