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ABSTRACT 
Background and Aim: Chitosan nanoparticles are becoming a popular alternative to deliver nucleic 

acids to tissues for gene transfer. The present study was carried out to design a combined multi-

epitope gene construct based on the pathogenic genes of Salmonella typhimurium and Escherichia coli 

strain O157:H7 and to transfer it to BALB/c mice with the help of chitosan nanoparticles.  
Materials and Methods: In this experimental study, pcDNA3.1(+) recombinant vector containing a 

multi-epitope gene construct  was designed and synthesized. E. coli strain TOP10F was transformed 

with the mentioned vector. Using the plasmid extraction kit, the plasmid was extracted from the 

transformed bacteria and confirmed. In the next step, this recombinant vector was combined with 

chitosan nanoparticles, and the characteristics of the complex after production were investigated. 

Plasmid-containing complexes with or without nanoparticles were injected into the thigh muscle of 

animals at time intervals of 0, 7, and 14 days. The animal tissue was collected, and the expression of 

gene structure and cytokines (IFN-γ  and  IL-10) was analyzed by the reverse transcription method. The 

spleen tissue of the animals was also examined histopathologically. 

Results: The correctness of the synthesis and extraction of the recombinant vector was 

successfully confirmed. Chitosan nanoparticles and recombinant vector were combined in the 

ratio (1:1). In animals treated with the recombinant vector, compared to the control group, the 

expression of the gene construct was successfully confirmed. Examination of cytokines 

showed that the cellular immune response increased in the challenge groups compared to the 

control group. However, the structure of the spleen tissue in the group that was transferred 

with the recombinant vector carrying the gene construct along with chitosan nanoparticles 

was healthy and normal. 
Conclusion: The recombinant vector, after combining with chitosan nanoparticles, was correctly 

transferred and expressed in the animal tissue, and there was no damage to the spleen pulp. In the 

future, this multi-epitope gene structure can be used as a vaccine against Salmonella Typhimurium and 

Escherichia coli. 
Key words: Chitosan nanoparticles, Gene transfer, Recombinant vector, Combined multi-epitope 

gene construct. 
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 29-1404/45خرداد وتیر  / نه مجله علمی دانشگاه علوم پزشکی کردستان / دوره بیست و 

موریوم و های باکتریایی سالمونلا تیفیتوپی بر پایه ژنبیان سازه ژنی چند اپی

 BALB/c شیاکلی در موشیاشر
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 چکیده

بافت کیتوزان  نانو ذرات   زمینه و هدف: به  نوکلئیک  اسیدهای  برای رساندن  به یک جایگزین محبوب  تبدیل شدن  ها  در حال 

هستند درمانی(  )ژن  ژن  انتقال  ژنیبا هدف طراحی  مطالعه حاضر،    .برای  اپی  سازه  ترکیبی  چند  ژنتوپی  پایه  بیماری بر  زای های 

 انجام شد.  ،BALB/c موش  کیتوزان به نانو ذراتو انتقال آن با کمک    O157:H7اشریشیا کلی سویهموریوم و سالمونلا تیفی

نوترکیب    :هاروشمواد و   این مطالعه تجربی، وکتور  اپی(+)pcDNA3.1 در  و سنتز    ، توپیحاوی سازواره ژنی چند  طراحی 

های  . با استفاده از کیت استخراج پلاسمید، از باکتریگردیدترانسفورم    مذکوروکتور    با   TOP10F  سویه E.coli   باکتری  گردید.

استخراج  ،ترانسفورم شده  بعد،  گردید.    د یتائو    پلاسمید  مرحله  با  در  نوترکیب همراه  ناقل  ذراتاین  و    کیتوزان  نانو  شد  ترکیب 

،  نانو ذراتیا بدون   نانو ذرات های حاوی پلاسمید به همراه کمپلکس  پس از تولید، مورد بررسی قرار گرفت.های کمپلکس ویژگی

-IFNی  هاو سایتوکاین  آوری و بیان سازه ژنیجمع   حیوان   بافتروز به عضله ران حیوانات تزریق شد.    14و    7،  0  در فواصل زمانی

γ    وIL-10   حیوانات نیز مورد بررسی هیستوپاتولوژیک   طحال بافت  برداری معکوس مورد بررسی قرار گرفت.    به روش رونوشت

 قرار گرفت. 

موفقیت    سنتزصحت    ها:یافته با  نوترکیب  وکتور  استخراج  ذراتشد.    د یتائو  نوترکیب    و کیتوزان    نانو  نسبت  وکتور    ( 1:1)به 

شدند با  در.  ترکیب  تیمار  تحت  نوتر  حیوانات  با  ک ناقل  مقایسه  در  موفقیت  یب  با  ژنی  سازه  بیان  کنترل،  بررسی شد  دیتائگروه   .

در    طحالاما ساختار بافت  ؛  افزایش یافت کنترلهای چالش نسبت به گروه  پاسخ ایمنی سلولی در گروه   ها نشان داد کهسایتوکاین

 کیتوزان منتقل شده بود، سالم و طبیعی بود. نانو ذرات گروهی که وکتور نوترکیب حامل سازه ژنی به همراه 

کیتوزان، در بافت حیوان به درستی انتقال یافته،   نانو ذراتپس از ترکیب با   این یافته ها نشان داد که وکتور نوترکیب گیری:یجهنت

پالپ به  نرسیده است.  بیان شده است و آسیبی  اپیمیهای طحال  این سازه ژنی چند  به عنوان واکسن علیه  توان در آینده از  توپی 

 . استفاده کرد موریوم و اشریشیا کلیسالمونلا تیفی

 توپی ترکیبیچند اپی سازه ژنیکیتوزان، انتقال ژن، وکتور نوترکیب،  نانو ذرات: کلمات کلیدی

24/4/1403پذیرش: 17/4/1403اصلاحیه نهایی: 5/12/1402وصول مقاله:  
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 31عباس دوستی   

 1404خرداد وتیر  / نه مجله علمی دانشگاه علوم پزشکی کردستان / دوره بیست و 

 مقدمه 

زنیق گمانه  انسانی،  کدکننده  توالی  اولین  تعیین  از  هایی  بل 

که  یک مقاله  .  در مورد چشم انداز ژن درمانی وجود داشت

بسیاری    ،(1)  منتشر شد Science ژورنال  در  1971در سال  

از   بود،  مواجه  آن  با  بالینی  درمانی  ژن  که  را  مشکلاتی  از 

های انتقال ژن ویروسی ایمن و تحویل ژن  جمله ساخت ناقل 

سلول  به  بیمارکارآمد  کردپیش  های  حاضر بینی  حال  در   .  ،

دار ادامه  همچنان  مسائل  توجهی    ؛ دنهمان  قابل  پیشرفت  اما 

زمینه   این  است در  شده  ساده   .حاصل  مفهوم  برخلاف 

اکثر   ژن،  به    هاییشآزما جایگزینی  تا  درمانی  ژن  بالینی 

است بوده  ژن«  »افزودن  شامل  حال،  .  امروز  این  مطالعات  با 

مدل  بهبود  بر  افزایش  کنونی  یا  نوکلئیک  اسید  تحویل  های 

دارندناقل تمرکز  ویروسی  غیر  و  ویروسی  دنبال    های  به  و 

  2ها هستند )های ژنی و بهبود روش انتقال آن ساخت واکسن

 (. 3و 

تیفی غیر   موریومسالمونلا  سالمونلا  نام  به  نیز    تیفوئیدی که 

بیماری شناخته می از عوامل اصلی  های گوارشی  شود، یکی 

است.  انسان  در  غذا  از  آنتی   ناشی  که  آنجایی  ها  بیوتیک از 

عفونت  درمان  کمتری  برای  کارایی  منفی  گرم  پاتوژن  های 

واکسن  توسعه  جایگزین  دارند،  رویکرد  یک  قدرتمند  های 

بیماری از  پیشگیری  و  کنترل  سالمونلا  برای  عفونی  های 

با    .است مبارزه  برای  مجازی  واکسن  هیچ  حاضر  حال  در 

 S. Typhimurium تیفوئیدی ناشی ازعفونت باکتریایی غیر

 (. 4و  5)  در دسترس نیست

E. coli 0157:H7    از نام   ها  E. coliمتعلق به گروهی  به 

ارگانیسم   انتروهموراژیک E. coli هایسویه این  ها  است. 

باشند.  می خطرناک  سالم  نسبتاً  افراد  در  حتی    هاآن توانند 

های شدید مانند کولیت هموراژیک،  توانند باعث بیماریمی

همولیتیک اورمیک  ترومبوتیک    سندرم  پورپورای  و 

 .E بیوتیکیمقاومت آنتی  (.6و    7)  شوند   ترومبوسیتوپنیک

coli   قرار مطالعه  مورد  گسترده  طور  به  عمده  دلیل  دو  به 

رایج  اولاً،  است.  برای  گرفته  منفی عفونی  پاتوژن گرم  ترین 

ثانیاً،   است،  می  E. coliانسان  انتقال  مقاوم  طریق  از  تواند 

تعیین  آنتی عوامل  مقاومت  باکتریکننده  سایر  های  بیوتیکی، 

راه حل جایگزین  قرار دهد.  تأثیر  را تحت  دستگاه گوارش 

واکسن   یک  طراحی  پاتوژن،  این  با  مبارزه  علیه    مؤثربرای 

 (. 8) های رایج آن است پاتوتیپ 

توپ محدود شده با  توپی از چندین اپیهای چند اپیواکسن

MHC  (Major histocompatibility complex  )

شده  اپیتشکیل  چند  کمکی  واکسن  اجزای  توپی  اند. 

ایمنیمی پاسختوانند  دهند،  افزایش  را  ایمنی  زایی  های 

ای را کاهش  مدت را فراهم کنند و اجزای ناخواسته طولانی 

پاتولوژیک  توانند باعث ایجاد پاسخدهند که می ایمنی  های 

توپی  های چند اپی واکسن. (9و   10)  یا اثرات نامطلوب شوند

واکسن به  نسبت  بخشی  اثر  نظر  برتری  از  جزئی  تک  های 

از عفونت   (. 11)  دارند  برخی  های باکتریایی، تظاهرات  برای 

دارند  همپوشانی  یک    بالینی  از  بیش  عفونت  بروز  عامل  و 

باکتری است و استفاده از واکسن ترکیبی برای محافظت راه  

مناسبی   واکسناستحل  مزایای  حداقل  .  به  ترکیبی  های 

کاهش هزینه واکسیناسیون و تسهیل  ،  قرساندن دفعات تزری

 (. 12) سازی استهای جدید در برنامه ایمن گنجاندن واکسن 

راستا،   همین  منظور  در  به  چند   بیان سازه ژنیمطالعه حاضر 

ترکیبی  اپی ژن توپی  پایه  بیماریبر  سالمونلا  های  زای 

سویهتیفی کلی  اشریشیا  و  موش  O157:H7موریوم    در 

BALB/c است . 

 

 ها روشمواد و 
 سنتز سازواره ژنی 

نوع   از  اطلاعات  گردآوری  روش  تجربی،  مطالعه  این  در 

ای و تجربیات آزمایشگاهی است. لازم به  مطالعات کتابخانه

که   است  رعایت    یکارهاتمام ذکر  با  مطالعه  این  پژوهشی 

اخلاق:  )کد  اخلاقی  اصول    کامل 

IR.IAU.SHK.REC.1402.050 .انجام گرفته است ) 

سازواره ژنی طراحی و برای سنتز   توالی مورد نظر به صورت

شرکت ترتیب  به  این  به  شد.  ارسال  ذیربط  از    که های  ابتدا 
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 بیان سازه ژنی..    32

 1404خرداد وتیر  / نه مجله علمی دانشگاه علوم پزشکی کردستان / دوره بیست و 

های سالمونلا  آوردن ژنوم   به دست برای    NCBIپایگاه داده  

تیفی سرووار  کلیانتریکا  اشریشیا  و    سویه  موریوم 

O157:H7    داده   .گردیداستفاده مجموعه    Vaxignسپس 

(https://violinet.org/vaxign ) شناسایی برای   ،

بیماریپروتئین  بالقوه  تیفیهای  سالمونلا  در  و  زا  موریوم 

شد.  کلی  اشریشیا که استفاده    Uniprotهنگامی 

(https://www.uniprot.org  ) پروتئین تأیید  وجود  را  ها 

سایت وب  از   NCBI   (National Center forکرد، 

Biotechnology Information (nih.gov)  )  برای

پروتئین دسترسی  شماره  استفاده  انتخاب  های  توالی  شد.ها 

پلی  آمینه  توپ اسید  اپی  وجود  برای  با  پپتید  خطی  های 

سایت   وب  از    ABCpredاستفاده 

(https://webs.iiitd.edu.in/raghava/abcpred )

شد پیش  .ندبررسی  منظور  توالی به  تعامل  بینی   MHCهای 

داده  Iکلاس   پایگاه  از   ،NetMHCpan 4.1  

(NetMHCpan 4.1 - DTU Health Tech - 

Bioinformatic Services  )  الگوریتم    .گردیداستفاده

در وب سایت    IIکلاس    MHCشناسایی پپتید متصل شونده  

IEDB   توالی بینی  پیش  مولکول برای  به  که  های  هایی 

MHC    کلاسII    ،هستند قرار گرفتمرتبط  استفاده  ؛  مورد 

اپی پیوستن چندین  با  پپتیدی  توپ،  بنابراین، یک سازه چند 

یک   سپس،  شد.  ترکیب  نهایی  ژنی  سازه  ایجاد  برای 

مولکولی ) ادجوانت  انتهای  CPGمناسب  به   ،)C    ترمینال

اطلاعات   بعد،  مرحله  در  گردید.  اضافه  انتخابی  سازه  توالی 

وکتورالقایی   توالی  به  سایت(+)pcDNA3.1مربوط  از   ، 

gene Add(https://www.addgene.org )  بـه دست آمد

افـزار نـرم  از  اسـتفاده  با  برش  Gene Runner و  جایگاه 

وکتورآنـزیم این  اندازه  شد.  مشخص  کننده  محدود   های 

آنتی  5383 به  مقاومت  مارکر  دارای  و  است  باز  -جفت 

شاخص  بیوتیک  عنوان  به  آمپیسیلین  و  نئومایسین  های 

ژن  انتخاب ورود  برای  چندگانه  برش  جایگاه  یک  و  گر 

 جفت باز  1218است. توالی سازه ژنی طراحی شده بـه طـول  

 درون وکتور مذکور طراحی گردید. سپس وکتور نوترکیب

کشور چین کلون شد. در نهایت    GENErayتوسط شرکت

اندازه  با  نوترکیب  باز  6601 وکتور  از   جفت  استفاده  با 

برش  جایگاه  خالی  EcoRI-XbaI های  وکتور  شد.  ساخته 

pcDNA3.1(+)   .نیز تهیه شد 

   in silicoها و شبیه سازی سازگاری کدون

کدون   کارایی   ینمؤثرترسازگاری  افزایش  برای  روش 

است ژن  ترجمه    ؛ ترجمه  کدون،  از  استفاده  در  تفاوت  زیرا 

محدود   را  خارجی  های  اپتیمیزاسیو.  کندیمژن  ن  کدون 

.  گرفتانجام   میزبان موشی  سازه ژنی ابداع شده ما در مورد

جهت بیان بیشتر در سلول یوکاریوتی توالی کوزاک افزوده 

قطعه    شد یک  شد  399و  سنتز  کدون    .آمینواسیدی  توالی 

برش های  سایت  بین  ژنی،  سازه  شده   و  EcoRI اصلاح 

XbaI بیانی برای     (+)pcDNA3.1 ناقل  شد،  داده  قرار 

خالصآسان کردن  سازه، تر  ایمنی  کروماتوگرافی  سازی 

 نیز درج شده است.  هیستیدینی 6یک قسمت 

ژنی سازه  شدن  کلون  صحت  وکتور   تأیید  در 
pcDNA3.1(+) 

پرایمرهای   PCR واکنش وسیله  به  سازه  ردیابی  برای 

 اختصاصی و برنامه دمایی اشاره شده درذیل انجام و محصول

PCR  آگارز ژل  واکنش  1  روی  شد.  الکتروفورز   درصد، 

PCR   نهایی حجم  حاوی    20در  از    2میکرولیتر  میکرولیتر 

ایران(،   PCR 10x بافر آزما،  تجهیز  مولار  میلی  2)یکتا 

MgCl2  ایران(،  )ی آزما،  تجهیز   میکرومولار  200کتا 

dNTPs    ،)ایران از هر یک    10)یکتا تجهیز آزما،  پیکومول 

ایران( )سیناژن،  پرایمرها  پرایمر  از  مشخصات  و  های  )توالی 

 نانوگرم از  100،  بیان شده است.(  1مورد استفاده در جدول  

DNA   واحد آنزیم  1پلاسمید و DNA  پلیمراز Taq)  یکتا

گرادیانت  سایکلر  ترمال  دستگاه  در  ایران(  آزما،  تجهیز 

شامل، یک   PCR )اپندورف، آلمان( انجام شد. برنامه دمایی

در   ابتدایی  شدن  واسرشت  به    سلیسیوس درجه    95مرحله 

درجه    94مرحله تکراری شامل    30دقیقه و در ادامه    5مدت  

به مدت    سلیسیوسدرجه    63به مدت یک دقیقه،    سلیسیوس

و   دقیقه  دقیقه    سلیسیوس درجه    72یک  یک  مدت  در به    و 
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مرحله یک  نهایی  شدن  طویل  در  نهایت  درجه    72ای 

 PCR . محصول(13)  دقیقه انجام شد  5به مدت    سلیسیوس

درصد حاوی اتیدیوم بروماید، الکتروفورز    1روی ژل آگارز  

دستگاه   با  باندها  و  )  یبردارعکس شد  ژل  ،  Tech UVIاز 

انگلستان(، مشاهده و ثبت گردید. هضم آنزیمی و توالی یابی  

شرکت توسط  نوترکیب  از     GENEray وکتور  استفاده  با 

برشی  آنزیم نتایج دریافت    EcoRI-XbaIهای  و  انجام شده 

 .شدند
 مشخصات پرایمرهای طراحی شده   توالی و .1جدول 

 

 تکثیر و استخراج پلاسمید 

ایران    TOP10سویه    E. coliباکتری   پاستور  انستیتو  از 

 Luria-Bertani  )تهران، ایران( خریداری و در محیط کشت

(LB)    مرک، آلمان( کشت داده شد و سپس به مدت یک(

دمای   در  شیکردار    سلیسیوسدرجه    37شب  انکوباتور  در 

نامبرده   180) نوترکیب  انکوبه گردید. وکتور  دور در دقیقه( 

  مولار(  1/0)  و وکتور خالی با استفاده از روش کلرید کلسیم

( حرارتی  شوک  به    90برای    سلیسیوسدرجه    42و  ثانیه( 

سلول کلنیدرون  شدند.  ترانسفورم  باکتریایی  های  های 

حاوی آمپیسیلین   آگار، LB ترانسفورم شده در محیط کشت

شدند.    30) انتخاب  و  کردند  رشد  لیتر(  میلی  در  گرم  میلی 

انجا روشصحت  از  استفاده  با  ترانسفورماسیون  به  PCR م 

های ترانسفورم  های اختصاصی تأیید شد. کلنیکمک پرایمر

در   کشت  5شده  محیط  لیتر  حاوی   LB Broth میلی 

( شیکردار  انکوباتور  در  به    180آمپیسیلین  دقیقه(  در  دور 

دمای   در  شب  یک  شدند    سلسیوسدرجه    37مدت  کشت 

(14  .)DNA    پلاسمیدی با استفاده از کیت استخراج پلاسمید

کیت،   دستورالعمل  طبق  آزما  تجهیز  شد.    یسازخالص یکتا 

نانودراپ   توسط  شده  استخراج  پلاسمیدهای  کیفیت 

موج  2000)ترموساینتیفیک   طول  در  آمریکا(   ،280/260  

پلاسمید    د یتائجهت  شد.    یریگاندازه نانومتر   استخراج 

واکنش   با    PCRنوترکیب،  شده  استخراج  پلاسمید  روی  بر 

 های اختصاصی سازه ژنی انجام شد. پرایمر

 کیتوزان به همراه وکتور نانو ذراتتهیه 

و   کیتوزان  نانوذره  محلول  تهیه  ،  یپلاسمید  DNAجهت 

)  محلول در    100نانوذره  شب  یک  مدت  به    1میکروگرم( 

کلریدریک  میلی اسید  )5لیتر  درصد   ./w.v  از استفاده  با   )

نانوذره   همزنیک   شده  رقیق  محلول  شد.  حل  چرخشی 

متری استریل فیلتر  /. میلی2کیتوزان با استفاده از فیلتر سرنگ 

نهایی    DNA.  گردید غلظت  تا  بر    100پلاسمید  میکروگرم 

محلول  میلی با  شد.  4SO2Na  (mmol.L  5لیتر  رقیق   )./

با    نانو ذرات سپس،   کیتوزان رقیق شده قبل از مخلوط شدن 

متری فیلتر شدند.  /. میلی2پلاسمید، با استفاده از فیلتر سرنگ 

یل به  میکرولیتر محلول نانوذره رقیق استر  250در دمای اتاق،  

اضافه    DNAمیکرولیتر    250 پیپتینگ    گردیدپلاسمیدی  و 

( ساخته شود. سطح  1:1انجام شد تا محلول نانوذره/پلاسمید )

پویا   نور  پراکندگی  مخلوط    (DLS)مورفولوژی  برای 

در   اندازه   Zetasizerنانوذره/پلاسمید  اندازه  برای  گیری 

 محصول نام (to 3 5توالی ) دمای اتصال پرایمر طول محصول

bp1218 C°63 Gene construct-F-5’- 

ATGAGCCCTAGCGTGAGGCAC -3’ 
Gene construct-R-5’- 

GCCCATCACGATGGCAGGCAC -3’ 

Gene 

construct 

bp188 C°64 

IFN-γ-F: 5’- GCCTAGCTCTGAGACAATGAACG -

3’ 

IFN-γ-R: 5’- GCCAGTTCCTCCAGATATCCAAG -

3’ 

IFN-γ 

bp250 C°67 
IL-10-F: 5’- 

CTGGACAACATACTGCTAACCGACTC-3’ 

IL-10-R: 5’- TCTTCACCTGCTCCACTGCCTTG -3’ 

IL-10 
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 بیان سازه ژنی..    34

 1404خرداد وتیر  / نه مجله علمی دانشگاه علوم پزشکی کردستان / دوره بیست و 

گرفت ذرات   قرار  استفاده  سطح  مورد  مورفولوژی  نانو  . 

 XRDو   (FESEMتوسط میکروسکوپ الکترونی )  ذرات

محتوای   ارزیابی  برای  شد.  ذراتمشاهده  از    نانو  کیتوزان 

آنالایزر گرمایی وزنی   نوکلئیک  بهره گرفته شدیک  اسید   .

آب،    1X)غلظت    OliGreenفلورسنت   میکرولیتر(    25در 

اضافه    DNAنانوگرم    4به   دمای    گردیدپلاسمیدی  در  و 

دقیقه انکوبه شد. پس    5اتاق در یک منطقه تاریک به مدت  

میکرولیتر    500از انکوباسیون، حجم کل توسط آب مقطر به  

اندازه  برای  شد.  ریخته  کووت  در  و  گیری رسانیده 

تحریک   از  استفاده  با  نسبی  طول    490فلورسانس  و  نانومتر 

گسیل  موج طیفنانو  520های  از  فوق  متر،  لومینسانس  سنج 

گرفتسریع   قرار  استفاده  پلاسمید  مورد  نهایت،  در   .

خالی  –نوترکیب پلاسمید  و  کیتوزان  نانوذره    –نانوذره 

کمپلکس بررسی  برای  برای  کیتوزان  شد.  استفاده  ها 

پلاسمید  اندازه  کمپلکس  تحرک  کیتوزان،    –گیری  نانوذره 

استفاده   الکتروفورز  ژل  جهت  گردیداز  پایداری    یدتائ. 

میکروگرم   35/1نانوذره کیتوزان،    –های پلاسمید  کمپلکس

به    سلسیوسدرجه    37ها، در دمای  از هر کدام از کمپلکس

با    30مدت   شدند.  DNase I  (1.0 U.mLدقیقه،  تیمار   )

دقیقه،    10به مدت    سلسیوسدرجه    65سپس پروسه در دمای  

افزودن مواد   لیتر  میلی  400با  مول  میلی  NaCl  ،100مول در 

لیتر   همچنین  EDTA  (pH=8در  کرد.  پیدا  ادامه   )16  

لیزوزیم  4و   (U.mL 0.2) میکرولیتر کیتوزاناز  میکرولیتر 

(0.2 U.mL)   ساعت در بلوک    1و به مدت    گردید اضافه

ارزیابی    سلسیوسدرجه    37حرارتی   برای  شدند.  انکوبه 

استفاده   DNA پایداری آگارز  ژل  الکتروفورز  از  پلاسمید 

 .شد

 آنالیز انتقال ژن 
موش  به  گروه  چند  در  تزریقی  گردید.  ترکیب  تزریق  ها 

 مشخص شده است.  2اطلاعات تزریق در جدول 
ای با میانگین وزن  هفته  BALB/c  5سر موش ماده    32تعداد  

در    18تقریبی   شدند.    4گرم  تقسیم  در  موشگروه  ها 

به گروه  ژنی  سازه  کمپلکس  و  بندی شده  دسته  نامبرده  های 

و پلاسمید خالیکیتوزان  نانو ذرات همراه   نانوذره  بدون  را    ، 

برنامه کردند.  روزهای  دریافت  تزریق:  زمانی   14و    7،  0ی 

موش   ران  چهارسر  عضله  در  شد  BALB/cتزریق    .انجام 

میکروگرم از پلاسمید حامل سازه ژنی    100مقدار    ها باموش

آن در گروه اول و دوم    به همراه نانو ذرات کیتوزان و بدون

موش و  گرفتند  قرار  تزریق  بامورد  کنترل    100  های 
و   خالی  وکتور  گروه    PBS  میکرولیتر  100میکروگرم  در 

چهارم  و  گرفتند  سوم  قرار  آزمایش  گذشت    . تحت  از  پس 

، بیان ژن هدف در سطح  ماه پس از آخرین مرحله تزریقیک 

RNA    از روش استفاده  با  تزریق  بافت محل    RT-PCRدر 

شد کیت،    . ارزیابی  کار  روش  اساس  بر  که  صورت  این  به 

سنتز    RNAاستخراج   انجام    cDNAو  تزریق  بافت محل  از 

واکنش   و  و    RT-PCRگرفت  اختصاصی  پرایمر  کمک  به 

سپس بافت طحال    برنامه دمایی گفته شده در قبل انجام شد. 

 حیوان مورد بررسی هیستوپاتولوژیک قرار گرفت. 

 
 ها گروه بندی موش .2جدول 

 شماره گروه محلول تزریق شده میزان تعداد موش 

 1 کیتوزان  نانو ذراتپلاسمید حامل واکسن ژنی به همراه  میکروگرم  100 8

 2 کیتوزان  نانو ذرات  بدونپلاسمید حامل واکسن ژنی   میکروگرم  100 8

 3 پلاسمید خالی  میکروگرم  100 8

 PBS 4 میکروگرم  100 8
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 real time RT-PCRها با سایتوکاینبررسی بیان 

بیان   بررسی  منظور  به  پژوهش  این  روش    سایتوکایندر  از 

real-time PCR    اثرات بررسی  برای  سازه  استفاده گردید. 

بیان    ژنی طراحی شده  ایمنی سایتوکاینبر روی  زایی در ها و 

کننده  موش دریافت  همراه  های  به  ژنی  سازه  نانو  کمپلکس 

خالیکیتوزان  ذرات پلاسمید  و  نانوذره  بدون  تکنیک  ،  از   ،

PCR    یا ژن   real time PCRکمی  نام  شد.  و  استفاده  ها 

  1پرایمرهای مورد استفاده برای هر واکنش در جدول شماره  

ژن پرایمرهای  است.  شده  داده  مورد  سایتوکاینهای  نشان  ی 

  Gene Runnerاستفاده در این مطالعه با استفاده از نرم افزار  

از    05/3نسخه   کدام  هر  توالی  شد.  داده  سفارش  و  طراحی 

اطلاعاتی  ژن بانک  از  دست   NCBIدر    GenBankها    به 

در   پرایمرها،  از  یک  هر  شناسایی  و  اتصال  جایگاه  و  آمد 

قرار گرفت.    وتحلیلیهتجزاین سایت مورد    BLASTپایگاه  

ژن بیان  میزان  مطالعه،  این  ژن  سایتوکاینهای  در  بیان  با  ی 

GAPDH    و شدند  مقایسه  داخلی(  کنترل  عنوان  )به 

از ژن   وتحلیلیهتجز برای هر کدام  استاندارد  انجام  منحنی  ها 

 1:125،  1:25،  1:5های  هر گروه در رقت سریال  cDNA شد.

 µL   13تهیه گردید. حجم نهایی برای هر واکنش  1:3125و  

حاوی:   که  هر  µL  1بود  )   cDNAاز  نانوگرم(،    50نمونه 

تهران،     SYBR greenمیکرولیتر    5/6 آزما،  تجهیز  )یکتا 

آب    µL  5/4و  ،  F/Rاز هر دو پرایمرهای    µL  5/0ایران(،  

ها به صورت تکرار سه تایی انجام شدند.  مقطر. همه واکنش

دقیقه   3برنامه دمایی زیر انجام شد:  q-PCR برای هر واکنش

دمای   در  اولیه  چرخه    40،  سلسیوسدرجه    95دناتوراسیون 

  30،  سلسیوسدرجه    94ثانیه دناتوراسیون در دمای    30شامل  

دمای   در  پرایمر  اتصال  دمای    30و    سلسیوس درجه    65ثانیه 

در  سازی  طویل  نهایت،  سلسیوسدرجه    72دمای    ثانیه  در   .

درجه    95به   سلسیوسدرجه    72منحنی ذوب با افزایش دما از  

جهت    سلسیوس درجه    1)  سلسیوس شد.  رسم  ثانیه(  در 

چرخه ژن،  بیان  آستانهمحاسبه   افزارنرم  توسط(  CT) های 

Rotor-Gene Real-time analysis    شد.    6نسخه رسم 

بیان نسبی  روشژن تغییرات  توسط  با    Ct-2لیواک   ها 

 .مقایسه هر ژن هدف و ژن مرجع ارزیابی شد

 آنالیز آماری 

ارائه و با استفاده   GraphPad Prismها توسط نرم افزار  داده 

مورد    ANOVAاز   طرفه  و    وتحلیل یهتجزیک  گرفت  قرار 

روش    ازآنپس آزمون    Newman-Keulsتوسط  چندگانه 

آزمون   یا  نظر    tمقایسه  از  گروه  دو  بین  تفاوت  شد.  انجام 

آماری در   وتحلیلیه تجز در نظر گرفته شد و p≤0.05آماری 

ارزیابی شد  95سطح   داده   .درصد  نرمال کردن    Ctهابرای 

نمونه تک  تک  در  بررسی  مورد  ازژن  کنترل   Ctها  ژن 

تفریق   نمونه  از آنجایی که داده شدداخلی همان  های نرمال . 

تفریق از  نمونه  هر  از  Ctبرای  نظر  مورد  کنترل    Ctژن  ژن 

دلتا  را  شده  نرمال  داده  است  آمده  دست  به    Ct  داخلی 

(∆Ct)صورتمی به  آزمایش  نتیجه  بیان  و    foldنامیم 

change .گزارش شد 

 

 هایافته
   in silicoسازگاری کدون ها و شبیه سازی 

اصلاح   میزبان،  در  عملی  بیان  آوردن  دست  به  منظور  به 

مطالعه اتصال مولکولی  .  انجام شد میزبان موشیکدون برای  

(molecular docking  ژنی سازه  که  داد  نشان  همچنین   )

گیرنده  اتصال  ناحیه  با  انرژی   TLR4 پیشنهادی  حداقل  با 

( می  856.6اتصال  برهمکنش  مول(،  بر  که    کندکیلوکالری 

استنشان  بالا  پیوندی  میل  تحرک  .  دهنده  و  پایداری 

TLR4-سازی در سیستم بیولوژیکی از طریق شبیه  سازه ژنی

ارزیابی قرار گرفت به طور کلی، .  دینامیک مولکولی مورد 

ژنی سازیشبیه  سازه  که  داد  نشان  مولکولی  دینامیک  های 

است پایدار  مناسب  طور  به  نتایج  .  پیشنهادی  این،  بر  علاوه 

شده  شبیه  طراحی  سازه  که  داد  نشان  ایمونولوژیک  سازی 

کند  هایی ایجاد مییک آبشار ایمنی در برابر میکروارگانیسم

های شوند. نتایج حاصل از بررسیباعث بیماری روده میکه  

in silico    داد مکانیسم  که نشان  شده  طراحی  های  سازه 
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قوی  ثانویه  پاسخدفاعی  از  ایجاد    هایتر  ایمونولوژیک  اولیه 

 . کندمی

 نقشه ژنی وکتور نوترکیب 

شماتیک وکتور طراحی شده و جایگاه قرارگیری   1تصویر   

اپی ژنی  آنتی توپیسازه  انتخابی  نشان  و شاخص  را  بیوتیکی 

 .دهدمی

 

 
. جایگاه قرار گیری سازه ژنی در وکتور )با رنگ  توپیبه همراه سازه ژنی اپی (+)pcDNA3.1نقشه ژنی وکتور نوترکیب  .1تصویر 

 بیوتیک مشخص شده است. های مقاومت به آنتی قرمز( و ژن

 تأیید صحت وکتور  

به   PCR نتیجه واکنش با پرایمر های اختصاصی سازه ژنی، 

سازه   یدتائمنظور   وکتور    حضور    (+)pcDNA3.1در 

جفت بازی روی ژل آگارز بود که    1218 مشاهده یک باند

وکتور   بودن  نوترکیب  بر  ست  ا  (+)pcDNA3.1تأییدی 

ژنیهمچنین،    .(A2)تصویر   سازه  گرفتن  قرار   در صحت 

نوترکیب شرکت(+)pcDNA3.1   وکتور   توسط 

GENEray   دوگانه آنزیمی  هضم  روش  از  استفاده  )با    با 

یابی  و توالی  EcoRI-XbaIهای محدودکننده  کمک آنزیم

نوترکیب   ژل    ید تائوکتور  عکس  صورت  به  نتیجه  و  شد 

 .(B2ارسال شد )تصویر  

 
ساخت پلاسمید نوترکیب با پرایمرهای اختصاصی سازه ژنی.   ید تائجهت  PCR: واکنش Aسنتز پلاسمید نوترکیب.   ید تائ .2تصویر 

M کنترل منفی، 2جفت بازی مربوط به سازه ژنی،  1218قطعه  1کیلو جفت بازی،   1: مارکر مولکولی :B : روی   هضم آنزیمی دوگانه

  باندها به ترتیب از بالا به پایین 1مارکر،:: M، (EcoRI-XbaIهای اختصاصی دو سر قطعه )پلاسمید نوترکیب با استفاده از آنزیم

form circular Nicked،form Linear  و form supercoiled Circular  .هضم آنزیمی دوگانه که  2مربوط به وکتور هستند :

 دهد. جفت بازی مربوط به قطعه سازه به همراه را نشان می 1218 باند 
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 1404خرداد وتیر  / نه مجله علمی دانشگاه علوم پزشکی کردستان / دوره بیست و 

وکتور    TOP10Fسویه    E.coliترانسفورماسیون   با 

 توپی نوترکیب حامل سازه اپی

انجام   موفقیـت  بـا  اشریشـیاکلی  بـاکتری  کردن  ترانسفورم 

محیط روی  کشت  نتایج  آنتی Agar-LB شد.  -حاوی 

بیوتیک آمپیسیلین و کنترل منفی، نشان دهنده موفقیت آمیز  

ها  ها برای انجام ادامه آزمایشبودن ترانسفورماسیون باکتری

 .(3بوده است )تصویر 

 
ترانسفورماسیون 3تصویر    : E.coli  سویه  TOP10F.  A  :

باکتری آمیز  موفقیت  وکتور  E.coli   ترانسفورماسیون  با 

آنتی حاوی  محیط  روی  آن  رشد  و  بیوتیک  نوترکیب 

استپآم انتخابی  شاخص  عنوان  به  رشد    :B  .یسیلین  عـدم 

آنتی حاوی  محیط  روی  نشده  ترانسفورم  بیوتیک  باکتری 

 است )کنترل منفی(. 

 استخراج و تخلیص پلاسمید 

حاوی  Broth-LB کلی ترانسفورم شده، در محیطاشریشیا 

دآنتی کشت  آمپیسیلین  استخراج  بیوتیک  سپس  و  شد  اده 

شده  پلاسمید   استخراج  پلاسمید  غلظت  تعیین  شد.  انجام 

مناسب   میزان  و  کیفیت  بیانگر  نانودراپ  دستگاه  توسط 

بود. شده  استخراج  استخراج    یدتائجهت    پلاسمیدهای 

واکنش   ژنی   PCRپلاسمید،  سازه  اختصاصی  پرایمرهای  با 

باند   شد.  انجام  شده  استخراج  پلاسمیدهای  جفت    1218بر 

کرد )تصویر    یدتائبازی مربوط به سازه، صحت استخراج را  

4.) 

 
جفت بازی مربوط به   1218: قطعه Bکیلو جفت بازی،  1: مارکر مولکولی Aاستخراج پلاسمید.  یدتائجهت    PCRواکنش  .4تصویر 

 : کنترل منفی. Cسازه ژنی، 
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 1404خرداد وتیر  / نه مجله علمی دانشگاه علوم پزشکی کردستان / دوره بیست و 

زتا  پتانسیل  ذرات،  سطح    اندازه  مورفولوژی    DNAو 

 کیتوزان  نانو ذرات پلاسمیدی/ 

DNA    /کیتوزان   نانو ذراتو    کیتوزان  نانو ذرات پلاسمیدی  

دارای   ترتیب  به  کروی،  ساختارهای  داشتن    ی هااندازه با 

)  93/25و    12/50 هستند  اندازه   (.A5تصویر  نانومتر 

نانو  پلاسمیدی/  DNA   ها به عنوان تابعی از نسبتکمپلکس

مورد بررسی قرار گرفت.   1تا    0در محدوده   کیتوزان  ذرات

 پلاسمیدی  DNA  با اتصال  نانو ذرات سازی  تأثیر کمپلکس 

نسبت  با  در  ذرات  اندازه  افزایش  به  منجر  مختلف  های 

نسبت  ذراتپلاسمیدی/  DNA   افزایش  شد.   کیتوزان  نانو 

کیتوزان یکسان   نانو ذراتپلاسمیدی/ DNA  هایکمپلکس

از   بیشتر  پتانسیل زتا  با  بار مثبت هستند،  ولت  میلی  20دارای 

شد شاخصندبررسی   .  PDI  (polydispersity index) 

پارامتر مهم دیگری است که عرض یا گسترش توزیع اندازه 

و    نانو ذراتبرای    PDI.  کندیمذرات را توصیف   کیتوزان 

DNA    /ذرات پلاسمیدی ترتیب    نانو  به  و  095کیتوزان   ./

  0.1بود. با توجه به اینکه شاخص پراکندگی کمتر از    /.107

کیفیت   ذرات است،  قبول    نانو  قابل  و  مناسب  شده  تولید 

تک فاز یا چند فاز تولید شده    نانو ذرات بنابراین، نوع  ؛  است

نمودار   از  استفاده  نمودار    XRDبا  نتیجه  در  شد.  تعیین 

XRD  30558، حداکثر بازتاب در  ( تصویر  درجهB5 )   برای

ذراتپلاسمیدی/    DNAکمپلکس   شد.    نانو  ثبت  کیتوزان 

در مطالعات تحرک الکتروفورتیک، فلورسانس نسبی رنگ  

نوکلئیک آیانشان می OliGreen اسید  که  در    DNAدهد 

نمونه   است.  شده  محصور  حدی  تا  یا  است  آزاد  آزمایش 

فلورسانس   بالاترین  دارای  آب  در  آزاد  پلاسمید  حاوی 

به حدی   پلاسمید دهد کهاست. کاهش فلورسانس نشان می

و فلورسانس دیگر   DNA پیچیده شده است که تعامل رنگ

نیست   پذیر  کمتر  امکان  فلورسنت  شدت  حالت  این  در  و 

 رویت شد. 

 
نانو  : ساختار کروی A2کیتوزان،   نانو ذرات: ساختار کروی A1 کیتوزان کمپلکس شده. نانو ذراتساختار و شرایط  .5تصویر 

نانو   XRD: الگوی B1 ;کیتوزان به همراه پلاسمید نوترکیب نانو ذرات : ساختار کروی A3کیتوزان به همراه پلاسمید خالی،  ذرات

کیتوزان به همراه   نانو ذرات XRD: الگوی B3کیتوزان به همراه پلاسمید خالی،  نانو ذرات XRDالگوی   B2کیتوزان،  ذرات

 پلاسمید نوترکیب.
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 نتایج تحویل ژن 

بافت محل تزریق جداگانه با اسکالپل و تیغ جراحی استریل 

گردید.   بافت جدا  استخراج  هااز   ،RNA    سنتز  cDNAو 

انتقال یافته در بدن حیوان، از   انجام گرفت و بیان قطعه ژنی 

واکنش   شد.    RT-PCRطریق  در    گونههمان بررسی  که 

هایی که  در گروه موش  نشان داده شده است  6تصویر شماره  

همراه   به  را  نوترکیب  ذراتوکتور  وکتور    نانو  همچنین  و 

جفت    1218باند  نوترکیب به تنهایی را دریافت کرده بودند  

اپی به سازه  توپی رویت شد. در مقابل گروهی  بازی مربوط 

قطعه   این  به  مربوط  باند  بود،  شده  تزریق  خالی  وکتور  که 

 دیده نشد.  

 
با وکتور نوترکیب به تنهایی و یا در  BALB/cهای ژل آگارز به منظور بررسی بیان سازه ژنی در بافت محل تزریق موش .6تصویر 

: گروه  2، نانو ذرات: گروه مورد تزریق وکتور نوترکیب همراه با 1، مارکر مولکولی یک کیلو جفت بازی، M. نانو ذرات ترکیب با 

 . PBS: گروه 4: گروه مورد تزریق پلاسمید خالی و 3مورد تزریق وکتور نوترکیب به تنهایی، 

 

 نتایج بررسی هیستوپاتولوژیک بافت طحال 

شماره    گونه همان تصویر  که  بافت    7در  است،  مشخص 

با   که  گروهی  سفید    PBSطحال  و  قرمز  پالپ  شدند  تیمار 

)تصویر    کاملاًطحال   است  که  7-1سالم  حیواناتی  در   ،)

پلاسمید خالی )فاقد سازه ژنی( را دریافت کردند پالپ سفید  

)تصویر   است  شده  شدید  نکروز  دچار  در  7-2طحال   ،)

صورتیکه در حیوانات تحت تیمار با وکتور حامل سازه ژنی 

با   ذرات همراه  پالپ   نانو  به  آسیب  کمترین  های  کیتوزان، 

نرمال   شرایط  در  طحال  و  است  رسیده  طحال  قرمز  و  سفید 

(. در مقابل، در حیوانات تحت تیمار  7-3قرار دارد )تصویر  

  کیتوزان  نانو ذرات بدون  با وکتور نوترکیب حامل سازه ژنی  

نظم خوردن  می  برهم  دیده  طحال  ساختار  پالپ  و  و  شود 

اند )تصویر  سفید و قرمز ساختار طبیعی خود را از دست داده 

4-7.) 

 
: تیمار با وکتور خالی )نکروز پالپ  PBS ،2: تیمار با 1بررسی هیستوپاتولوژیک بافت طحال در حیوانات تحت تیمار.  .7تصویر 

: تیمار با وکتور نوترکیب بدون  4ها( و کیتوزان )شرایط سالم و طبیعی پالپ نانو ذرات: تیمار با وکتور نوترکیب به همراه 3سفید(، 

 کیتوزان )برهم خوردن نظم پالپ سفید و قرمز(.  نانو ذرات
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 1404خرداد وتیر  / نه مجله علمی دانشگاه علوم پزشکی کردستان / دوره بیست و 

 

بیان    نتایج توسط  سایتوکاین تغییرات   real timeها 

RT-PCR 
انجام   از  ژن   real time PCRپس  تکثیر  های  منحنی 

GAPDH    های مورد بررسی برای هر گروه از سایتوکاینو

آن نمونه  نسبی  بیان  و  رسم  شد. ها  تعیین   سایتوکاین  ها 

( القا شده  IL-10مهاری )  سایتوکاین( و  IFN-γعملکردی )

نوترکیب در   قرار    طحال بافت  توسط پلاسمید  بررسی  مورد 

گروه  در  سلولی  ایمنی  پاسخ  به  گرفت.  نسبت  چالش  های 

یافت. ( 8تصویر  )   کنترلگروه   که    افزایش  بیان  بدین شرح 

IFN-γ    گروه به  نسبت  ژنی  سازه  گروه  -pبا    PBSدر 

value= 0.0009    افزایش نشان داد و در گروه سازه ژنی به

ذراتهمراه   با  نانو  بیان  افزایش    p-value= 0.0001  نیز 

نتیجه مشابهی    IL-10تا بیان سایتوکاین  . در همین راسداشت

در گروه سازه ژنی نسبت به    IL-10بیان  نشان داد به طوریکه 

در    p-value= 0.0003با    PBSگروه   و  داد  نشان  افزایش 

همراه   به  ژنی  سازه  ذراتگروه  با    نانو  بیان  افزایش  -pنیز 

value= 0.0002   .نشان داده شد 

 

 
 

  های سازه ژنی به همراه نانوذره و بدون نانوذره گروه در  در بافت طحال IL-10و  IFN-γسطح سایتوکاین عملکردی  .8تصویر 

انحراف   ±ها نشان دهنده میانگینبه عنوان شاهد استفاده شد. داده و وکتور خالی  PBSتعیین شد.  real time RT-PCRتوسط 

 p˂0.0001******* و p˂0.05 ،***p˂0.01  ،p˂0.001معیار است. 

 

 بحث

پیوستن   با  پپتیدی  چند  ژنی  سازه  یک  حاضر،  مطالعه  در 

اپی ژنوم چندین  از  سرووار  توپ  انتریکا  سالمونلا  های 

کلیتیفی اشریشیا  و  ایجاد  O157:H7  سویه   موریوم  برای   ،

نهایی ترکیب شدند. پس از انتخاب توالی آنتی های  ژنسازه 

بیوانفورماتیکی، توالی حاصل به صورت  مربوطه به صورت 

شرکت  به  سنتز  برای  و  طراحی  ژنی  ذیربط  سازواره  های 

کردن   ترانسفورم  شد.  سویه    E.coliاکتری  بارسال 

TOP10F   با وکتور نوترکیب  pcDNA3.1(+)   حاوی سازه

اپی خالی،ژنی  وکتور  با  دیگر  وگروهی  موفقیت   توپی  با 

بالا  جان حجم  در  پلاسمید  استخراج  بعدی،  گام  در  شد.  ام 

با     4در  کیتوزان ترکیب گردید و    نانو ذرات انجام گرفت و 

اول:  .  ندتزریق شد   ماده   BALB/c  های به موشگروه   گروه 

گروه ،  کیتوزان  نانو ذرات ژنی به همراه    سازه پلاسمید حامل  

حامل   پلاسمید  ذرات  بدونژنی    سازه دوم:  ،  کیتوزان  نانو 

. تزریق در  PBSگروه چهارم:  و  گروه سوم: پلاسمید خالی  
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  100مقدار  در عضله چهارسر ران موش با 14و  7 ،0 روزهای

ها با کمک کلروفرم  میکروگرم از هر گروه انجام شد. موش

کشته   حیوان(  کشیدن  زجر  )بدون  اخلاقی  شرایط  رعایت  و 

از    یریگنمونه شدند.   پس  شد.  انجام  حیوان  هر  بافت  از 

سنتز  RNAاستخراج   واکنش   ،cDNA    جهت و  شد  انجام 

بهره گرفته شد.    RT-PCRبررسی بیان سازه ژنی از واکنش  

ژنی   سازه  که  داد  نشان  مطالعه،  این  توپی  اپیچند  نتایج 

-طراحی شده در این مطالعه، به طور موفقیت آمیز در موش

مطالعه  های   شده  مورد  بیان  بیان  سطح  تغییر  سبب  و 

این سازه در هر دو گروه از حیوانات   .ها شده استسایتوکاین

با   بودند )همراه  تیمار شده  نوترکیب  با وکتور    نانو ذرات که 

اما بررسی   ؛کیتوزان( بیان شده بود نانو ذراتکیتوزان و بدون 

در   که  داد  نشان  حیوانات  طحال  بافت  هسیتوپاتولوژیک 

با   همراه  ژنی  سازه  که  ذراتگروهی  است،    نانو  یافته  انتقال 

نمی دیده  بافت  خوردگی  برهم  و  به    شود.نکروز  توجه  با 

-های انجام شده، از این سازواره ژنی میمطالعات و پژوهش 

تحقیقات   انجام  در  پایه  توان  بر  ژنی  های  ژن واکسن 

تیفیبیماری سالمونلا  گوارشی  کلی  زای  اشریشیا  و  موریوم 

ایمنی را در جوامع بشری و  استفاده کرد و    O157:H7سویه

عفونت  علیه  بر  گوارشیکودکان  تیفی   های  موریوم  سالمونلا 

 و اشریشیا کلی افزایش داد. 

  بیوتیک ی آنت  مصرف  نیازمند  میکروبی   های عفونت   درمان

  ها بیوتیکیآنت  مصرف  افزایش  که   داده   نشان   تحقیقات  .است

  از   و  شودمی  بیوتیک آنتی   به   مقاوم  هایسویه   به افزایش  منجر

  ایجاد شده   هایعفونت   که  دهدمی   نشان  دیگر مطالعات  سوی

  از   ناشی  عوارض  افزایش  باعث   هاباکتری   از  این دسته  توسط

 از  یکی  .شودمی  درمان  هایهزینه   و  یروممرگ  عفونت،

از   ها،بیوتیک آنتی  مصرف  کاهش  هایروش   استفاده 

امروزه   ها واکسن بر    مبتنی  هایواکسن  است. 

زیستی«   »داروی  عنوان  به  زنده   نوترکیب  هایمیکروارگانیسم

برخی   درمان  یا  پیشگیری  جهت   خوراکی  تجویز  صورت  به  و

 (.15)دارند   کاربرد هابیماری

IFN- γ  اصلی است که پاسخ ایمنی نوع    سایتوکاینTh1  

کند و نشان دهنده فعالیت ایمنی سلولی است.  را هدایت می

IFN- γ    تحریک را  سلولی  درون  کشتن  و  فاگوسیتوز 

برای  می که  وپاک کند  اولیه  سالمونلا    سازی  آمیز  موفقیت 

محافظتی   اثر  است.  در    IFN-gمهم  سالمونلا  عفونت  در 

یا گیرنده آن   IFN- γبیماران مبتلا به کمبود ژنتیکی تولید  

عفونت   معرض  در  بیشتر  بیماران  این  است.  شده  ثابت 

تجربه   را  بیماری  شدید  بالینی  عوارض  و  هستند  سالمونلا 

شدن  می فعال  که  است  شده  پذیرفته  کلی  طور  به  کنند. 

-TNFو    IFN- γمانند    هاییسایتوکاینماکروفاژها توسط  

α    .برای تخریب سالمونلا در عفونت تجربی بسیار مهم است

مخصوص سالمونلا    Tهای  سلول  IFN- γمنبع اصلی تولید  

ضد التهابی است    سایتوکاینترین  قویIL-10 .  (16)  هستند

سلول  به  را  ژن  آنتی  عرضه  می  Tهای  که  و  مهار  کند 

.  (17)  کندفاگوسیتوز و کشتن درون سلولی را سرکوب می

IL-10    با را سرکوب   IFNو    IL-12ترشح    IL-4همراه 

در مرحله حاد عفونت سالمونلا، غلظت بالاتر    (.18)  کندمی

می  IL-10سرمی   مشاهده  بیماران  یافته   (.19)  شوددر  این 

پیشنهاد کند که  می ممکن است در پاکسازی    IL-10تواند 

با   همسو  یافته  این  باشد.  داشته  نقش  سالمونلا  تاخیری 

می یافته پیشنهاد  نویسندگان  و  است  مطالعه حاضر  کنند های 

تواند یک  در مرحله حاد بیماری می  IL-10که افزایش بیان  

رویداد دفاعی باشد که التهاب بیش از حد را با کاهش تولید  

آسیب    Th1  هایسایتوکاین از  و  مهار  التهابی  پیش 

بافت   ازحدیش ب میبه  جلوگیری  به  .  (20)  کندها  توجه  با 

بعد   IL-10  و  γ-IFN  در این مطالعه بیان هر دو ژناینکه  

در   γ-IFN   توان عنوان کرد که از تیمار افزایش داشت، می

قدرت   تقویت  آن  دنبال  به  و  ماکروفاژها  شدن  هایپراکتیو 

که برای مقابله   (21) سلول کشی ماکروفاژ بسیار اهمیت دارد

نتایج    بر اساسبا سالمونلا از اهمیت خاصی برخوردار است.  

دست  بیان    به  افزایش  مطالعه،  این  در  از    γ-IFNآمده  بعد 

تقویت   سبب  کشیتیمار،  سلول  برابر    قدرت  در  میزبان 

می کل   به زیرا    ؛شودعفونت  که    رفتهیپذ  یطور  است  شده 
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توسط   ماکروفاژها    γ-IFN مانند  هایسایتوکاینفعال شدن 

  ار یبس  ی در عفونت تجرب  سالمونلا   بیتخر  یبرا  α-TNFو  

است  مطالعه    (. 22)  مهم  در  که  همکاران  همانطور  و  بروز 

است  (2012) شده  پرداخته  موضوع  این  سویی .  (23)  به  از 

عملکردهای  دیگر، از  عملکرد  IL-10   یکی    ی ضدالتهاب، 

و با توجه به اینکه در این مطالعه افزایش بیان نشان    آن است 

های خودی به نفع  تواند با مهار آسیب به بافت داده است، می

در مجموع با افزایش بیان این دو ژن،    (.24)  میزبان عمل کند

زیرا از طرفی بیان    ؛تواند ایمن شودمیزبان در طی عفونت می

 γ -IFN    با افزایش پاسخ ایمنی به ضرر پاتوژن عمل کرده

بیان   بافت میزبان جلوگیری    IL-10و همچنین  به  از آسیب 

بر   ییدیتأعلمی نیز  هاگزارشمطالعات دانشمندان و  کند.می

است.   و همکاراننتایج حاصله  از 2022)  ظفر   ،)  TolA    که

تیفی سالمونلا  غشایی  پروتئین  برای  است  موریومیک   ،

اپی چند  واکسن  کردند.  طراحی  استفاده  پاتوژن  علیه  توپی 

  طورهمان واکسن یک پاسخ ایمنی کارآمد را القا کرد،  این  

تعیین شد. مطالعات   In silico سازی ایمنیکه توسط شبیه 

اپی نشان داد که واکسن چند  توپی مهندسی شده  محاسباتی 

برانگیختن   به  قادر  و  است  پایدار  ساختاری  نظر  از 

استواکنش خاص  ایمونولوژیکی  کاندیدای    ؛های  بنابراین 

تیفی سالمونلا  نهفته  است واکسن  یافته    (.25)  موریوم  این 

می اعلام  و  است  حاضر  مطالعه  با  واکسن  همسو  که  کنند 

 توپی طراحی شده بر علیه سالمونلا کارآمد است. اپی

  توسعه   به  منجر  ژنتیک  زمینه  در   وسیع  شناخت   اخیر  دوره   در

  بسیاری   است و   شده   هاباکتری  پایه   بر  ژن  بیان   سیستم   چندین

  دستکاری   بنابراین  است؛  شده   گسترده   ژنتیکی  ابزارهای  از

  بالای   تولید.  شودمی  ترآسان  محققان  برای  آن  ژنتیکی

بسته باکتری  در  هترولوگ   هایپروتئین    مورد   هدف  به  ها 

ساختمانی  القایی  پروموترهای   از   استفاده   با   مطالعه   ها آن   یا 

سازی مدل (،  2019خان و همکاران )  (.26)است    شده   حاصل

پروتئین توپ اپی آنتیهای  همراه  های  به  را  اشرشیاکلی  ژنی 

شبیه  آللمطالعات  با  اتصال   II کلاس MHC هایسازی 

دادند.   پژوهشگران  انجام  بررسیاین  از   3دقیق،  های  پس 

 و  YKFVPWFNL  ،LNIDITGCA  توپاپی

MKASNGLNI    عنوان  را اپیبالقوه به  های  توپ ترین 

نویسندگان  .  کردندشناسایی    Tسلول حاضر  مطالعه  با  همسو 

نیز   پژوهش  کردند  این  پیش   کهاعلام  از  بینیپپتیدهای  شده 

روش  پتانسیل  طریق  است  ممکن  مختلف  محاسباتی  های 

را داشته باشند   T ایجاد یک پاسخ ایمنی مؤثر با واسطه سلول 

می برای  و  خواص    وتحلیلیه تجزتوانند  تأیید  برای  تجربی 

شوند به   هاآن ژنی  آنتی پیشنهاد  واکسن  مناسب  نامزد    عنوان 

تجویز  همچنین،    (.27) که  کردند  بیان  گزارش  چندین 

میواکسن محافظت  ایجاد  باعث  موش  در  نوترکیب  -های 

)  شود. همکاران  و  بر  (،  2020چهلگردی  واکسن  طراحی 

انجام   cagW اساس را  پیلوری  هلیکوباکتر  عفونت  علیه 

شده دادند.   طراحی  واکسن  که  داد  نشان  ژن  نتایج   شامل 

cagW  پیلوری ذراتدر    که   هلیکوباکتر  کیتوزان    نانو 

بالا، قطر   پایداری  با مورفولوژی خوب،  است،  محصور شده 

زتا  117.7متوسط   پتانسیل  و  میلی5.64  نانومتر  است.  ولت  + 

ژن که  داد  نشان  ایمونوفلورسانس  سنجش  این،  بر   علاوه 

cagW سلولمی در  همزمان  HDF هایتواند  و  شود  بیان 

کن  حفظ  را  خوبی  زیستی  موش فعالیت  با  مقایسه  در  های  د. 

ایمنایمن کنترل،  با پلاسمید  داد   in vivo سازیشده  نشان 

موش ایمن که  باهای  -pcDNA3.1 (+) -cagW شده 

NPs  این پژوهشگران  را نشان دادند.  ی  های ایمنی بهترپاسخ

که  کردند  ذرات  اعلام  عنوان     -DNAکیتوزان  نانو  به 

هلیکوباکتر   عفونت  برابر  در  قوی  سازی  ایمن  کاندیدای 

)پیلوری   یافته   (.28است  بررسی  به  با  دیگر  پژوهشگران  های 

نشان داده می مثال خوبی  این دست  شود که  از  متعددی  های 

واکسن  مثبت  نتایج  مورد  دارد. در  وجود  ژنی  و    های  سلطان 

معکوس  2022)  همکاران واکسینولوژی  رویکرد  یک  از   ،)

ایمونو  با  برای شناساهمراه  بالقوه  ژنیی آنتیانفورماتیک  های 

واکسن   یک  ایجاد  کرده   مؤثربرای  اساس استفاده  بر  اند. 

از   لیپوپلی   5155غربالگری  مونتاژ  پروتئین  ساکارید  پروتئین، 

(LptD( و فاکتور مونتاژ پروتئین غشای خارجی )BamA  )

شناسایی   فعلی  مطالعه  برای  واکسن  کاندیدای  عنوان  به  را 
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چند   واکسن  اپیاپیکردند.  از  استفاده  با  های  توپ توپی 

)  Tلنفوسیت   لنفوسیت  CTLسیتوتوکسیک   ،)T   کمکی

(HTL  و لنفوسیت سلول ) B (BCL  با پیوندهای مناسب ،)

و ادجوانت ساخته شد. پس از آن، به صورت محاسباتی مورد  

ژنی تجزیه و تحلیل قرار گرفت که در آن مشخص شد آنتی 

حساسیت  غیر  و  پایدار  استمحلول،  با  .  (11)  زا  همسو 

  DNAدهد که  ها نشان می یافته مطالعات دیگر پژوهشگران،  

و   حمل  برای  ایمن  فناوری  یک  شده  محصور  پلاسمید 

آزادسازی دارو است که نوید بخش کاربردهای پزشکی در 

 آینده است. 

 

 گیرییجهنت

ســازی تــوپی، در ایمنــیهــای ژنــی چنــد اپــیطراحی واکسن

ارزشمند خواهــد بــود.  زاجوامع بشری در برابر موارد بیماری

تــوپی را طراحــی و در بافــت ما یک سازواره ژنــی چنــد اپــی

ها در که سبب تغییر سطح بیان سایتوکاین  ، بیان کردیمموش

نتایج ایــن همچنین،  .  های تحت چالش شدموش  طحالبافت  

 نانو ذراتانتقال این سازه ژنی به همراه پژوهش نشان داد که 

کیتوزان علاوه بر بیان سازه در بدن حیوان، بافت طحــال نیــز 

کــه انتقــال  در شرایط سالم و طبیعــی قــرار دارد، در صــورتی

کیتوزان سبب نکروز و بــرهم خــوردن   نانو ذراتسازه بدون  

-مــیشود. با توجه نتایج به دست آمده،  بافت طحال می  نظم

تــوپی بــه عنــوان توان در آینده از ایــن ســازه ژنــی چنــد اپــی

اســتفاده  موریــوم و اشریشــیا کلــیسالمونلا تیفیواکسن علیه  

کرد و مطالعات تکمیلــی اثــرات حاصــل از آن را در حیــوان 

 بررسی کرد. 

 

 تشکر و قدردانی

بیوتکنولــوژی این مقاله برگرفته از رساله دکترای تخصصــی  

. استمصوب دانشگاه آزاد اسلامی واحد شهرکرد   میکروبی

از همکاران محترم مرکز تحقیقات بیوتکنولــوژی   وسیلهینبد

دانشگاه آزاد اسلامی شــهرکرد صــمیمانه تشــکر و قــدردانی 

شود. این پروژه در کمیتــه اخــلاق دانشــگاه آزاد اســلامی می

 IR.IAU.SHK.REC.1402.050واحد شهرکرد با شناسه 

 تصویب گردیده است.
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