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چکيد‌ه 

کلستریدیوم پرفرنجنس تیپ C عامل انتروتوکسمی در دام‌های جوان و بالغ و از عوامل مهم خسارات اقتصادی به صنعت دامپروری می‌باشد. 
موردتوجه  واکسن‌ها  اثر  بهبود  برای  نانوذرات  از  استفاده  اخیر  دهه‌های  در  است.  بتا  توکسین  تیپ،  این  در  ویرولانس  عامل  مهم‌ترین 
قرار گرفته است. جهت افزایش بقاء نانوذرات، از غشاء سلول‌هایی همچون گویچه قرمز برای پوشش استفاده می‌گردد، لذا تحقیق حاضر 
باهدف ارزیابی مقایسه‌ای پاسخ‌ ایمنی‌زایی نانوآنتی‌ژن‌ بتا كلســتريديوم پرفرنجنس پوشش داده شده با غشاء گویچه قرمز و بدون پوشش 
انجام گرفت. ابتدا نانوآنتی‌ژن‌های محبوس در غشاء گویچه‌های قرمز آماده و پس از انجام آزمون‌های استرلیتی و عدم سمیت، به همراه 
تیتر  ارزیابی  تزریق شدند. جهت  گروه خرگوش  دو  به  روز،  زمانی ۱۵۰  بازه  در  و  ایمن‌سازی  برنامه  پوشش طبق  بدون  نانوآنتی‌ژن‌های 
آنتی‌بادی از روش الیزای غیرمستقیم استفاده شد. جهت نشان‌دادن قابلیـت ایمنی‌زایی نانوذرات پوشش یافته با غشاء گویچه قرمز، چالش 
و تست همولیزین انجام شد. تعیین پاسخ آنتی‌بادی، تحریک ایمنی‌زایی بالا و افزایش پایدار تیتر آنتی‌بادی در گروه‌ ایمن با نانوآنتی‌ژن‌های 
محبوس در غشاء گویچه‌ قرمز را نشان داد. ارزیابی چالش و تست همولیزین بیانگر فعالیت مثبت نانوآنتی‌ژن‌ بتا پوشش یافته با غشاء گویچه‌ 
قرمز در تحریک سیستم ایمنی خرگوش‌ بود. نتایج مطالعه نشان داد که غشاءهای گویچه قرمز یک لایه ایمن برای مهار نانوتوکسین فراهم 

می‌کنند و سبب رهایش آهسته و تدریجی آنتی‌ژن‌های کپسوله می‌شوند.
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Clostridium perfringens (C. perfringens) type C is the cause of enterotoxemia in young and adult cattle and one of the es-
sential factors of economic losses to the animal husbandry industry. The most important virulence factor in this type is beta 
toxin. In recent decades, the use of nanoparticles to improve the effectiveness of vaccines has been considered. In order to 
increase the survival of nanoparticles, the membrane of cells such as red blood cells is used for coating. The aim of compara-
tive evaluation of the immunogenic response of C. perfringens beta-antigen coated with RBCMs and uncoated. First, nanoan-
tigens trapped in the membrane of RBC were prepared, and then sterility and residual toxicity tests were carried out. Finally, 
it was injected into two groups of rabbits along with bare nano antigens according to the immunization schedule and within 
150 days. The indirect ELISA method was used to evaluate the antibody titer. In order to demonstrate the immunogenicity 
of nanoparticles coated with RBCMs, the challenge and hemolysin tests were performed. Determining the antibody response 
showed high immunogenic stimulation and a stable increase in antibody titer in the immune group with nano antigens trapped 
in the RBCMs. Challenge evaluation and hemolysin test showed the positive activity of beta nano antigens covered with 
red RBCMs in stimulating the immune system of rabbits. The study results showed that the RBCMs provide a safe layer to 
contain the nanotoxin and cause the slow and gradual release of encapsulated antigens.
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مقدمه
و  غیر‌متحرک  مثبــت،  گــرم  باســیل  یــک  پرفرنجنس  کلســتریدیوم 
اسپورزا است که عامل تعداد زیادی از بیماری‌ها در انسان، دام و حیوانات 
این باکتری بی‌هوازی علاوه بر حضور گسترده در خاک و  می‌باشد )4(. 
محیط، به‌عنوان جزئی از فلور طبیعی دستگاه گوارش انسان و تقریباً تمامی 
کلستریدیوم  بیماری‌زایی  پتانسیل  می‌گردد.  محسوب  خونگرم  حیوانات 
پرفرنجنس به توانایی آن در تولید بیش از 20 نوع توکسین و آنزیم نسبت 
اصلی  توکسین  چهار  تولید  توانایی  اساس  بر  باکتری  این  می‌شود.  داده 
NetB و  اپسیلون و یوتا( و توکسین‌های  بتا،  آلفا،  کشنده )توکسین‌های 
انتروتوکسین )CPE( به هفت تیپ)A-G( دسته‌بندی می‌شود )3، 16، 23(.

دام،  مرگ‌ومیر  باعــث  پرفرنجنس  کلستریدیوم  از  ناشــی  بیماری‌های 
زیان‌های  و  دامــی و ضرر  فرآورده‌های  تولیــد  کاهــش رشــد، کاهش 
شدید اقتصادی می‌گردند )22(. مهم‌ترین تیپ‌های کلستریدیوم پرفرنجنس 
را  مزرعه  حیوانات  اکثر  زیرا  هستند،   D و   C تیپ‌های  دامپزشکی   در 

انتروتوکسمی  باعث   C تیپ  میان،  این  در  می‌دهند.  قرار  تحت‌تأثیر 
هموراژیک- نکروتیک در گوساله، بره، کره‌ اسب و توله خوک و انتریت 
نکروتیک در طیور و بیماری استراک )Struck( در گوسفندان بالغ می‌شود. 
این تیپ حاوی فاکتورهای ویرولانس مختلفی است و یکی از مهم‌ترین 
به  متصل  پروتئین‌های  به  بتا  توکسین  است.  بتا  توکسین  فاکتورها،  این 
گانگلیوزیدها، باند و با ایجاد کانال باعث تورم و لیز سلول می‌شود. باکتری 
از طریق مدفوع دام آلوده دفع گردیده و خاک را آلوده می‌سازد و از راه 
دستگاه گوارش وارد بدن می‌گردد. در شرایط مناسب، باکتری به‌سرعت 
تکثیر یافته و با تولید توکسین بیماری ظاهر می‌گردد و به‌سرعت، بدون 
هیچ علائم بالینی خاص، مرگ رخ می‌دهد )1(. بـر اسـاس اسـتانداردهای 
کلسـتریدیایی  بیماری‌های  از  پیشـگیری  بـرای  واکسیناسـیون  موجـود، 
این  بــا  مقابلــه  راه  بهتریــن  واکســن  از  اســتفاده  و  بــوده  ضــروری 

بیماری‌ها اســت )22(.
آنتی  انتقال  سیستم  عنوان  به  نانوذرات  از  استفاده  اخیر،  دهه‌های  در 
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ژن‌ها برای بهبود اثر واکسن‌ها مورد توجه ویژه قرار گرفته است )17(. 
نانوذرات مزایای قابل توجهی شامل ثبات بالا، ویژگی بالا، ظرفیت حمل 
بالا، توانایی رهاسازی کنترل شده، امکان استفاده در مسیرهای مختلف 
تجویز و قابلیت تحویل مولکول‌های آب دوست و آب‌گریز را دارا هستند 
)19(. پلیمر پلی لاکتیک کوگلیکولیک اسید )PLGA( یکی از موفق‌ترین 
پلیمرهاي استفاده شده در این زمینه است )2(. استفاده از PLGA همراه 
روش  یک   DNA یا  پپتیدها  پروتئین‌ها،  مانند  محبوس  آنتی‌ژن‌های  با 
مناسب برای کنترل ترشح آنتی ژن‌های واکسن و بهینه‌سازی پاسخ ایمنی 
مورد نظر از طریق هدف‌گیری انتخابی آنتی‌ژن به سلول‌های ارائه دهنده 

آنتی‌ژن )APCs( می‌باشد )7، 29(. 
اخیراً جهت افزایش بقاء نانوذرات، از غشاء سلول‌هایی همچون گویچه 
در سال   .)24 ،15( استفاده می‌گردد  نانوذرات  دادن  پوشش  برای  قرمز 
که  شد،  رونمایی  سلولی  غشاء  پوشش  فناوری  از  بار  اولین  برای   ،2011
عنوان  به  قرمز  گویچه  کامل  غشاء  از  مستقیم  طور  به  محققان  آن  در 
نانوذرات  ساخت   .)14( کردند  استفاده  نانوذرات  پوشش  برای  ماده‌ای 
حاوی توکسین با ایجاد راهکارهای درمانی و پیشگیرانه جدید از لحاظ 
و  کرد  خواهد  کشور  به  بالقوه‌ای  کمک  خودکفایی  جنبه  و  اقتصادی 
توسط  مرتبط  مطالعات  برای  مناسب  زیرساخت  یک  به‌عنوان  می‌تواند 
سایر پژوهشگران نیز مورداستفاده قرار گیرد. در تحقیق حاضر با ارزیابی 
مقایسه‌ای پاسخ‌ ایمنی‌زایی نانو آنتی‌ژن‌های بتا كلســتريديوم پرفرنجنس 
پوشش داده شده با غشاء گویچه قرمز و نانو آنتی‌ژن‌های بدون پوشش، 
غشاء  در  محصور  نانوتوکسوئیدهای  زمینه  در  بیشتر  مطالعات  امکان 
گویچه قرمز و مداخله مؤثر آن‌ها در واکسیناسیون ایمن فراهم می‌گردد.

 
مواد و روش‌ها

توکسین بتا استاندارد کلستریدیوم پرفرنجنس و آنتی توکسین بتا استاندارد 
رازی  و سرم‌سازی  واکسن  تحقیقات  مؤسسه  از  پرفرنجنس  کلستریدیوم 
به‌صورت   )Ready to use( مصرف  آماده  بتا  نانوآنتی‌ژن  گردید.  تهیه 
ویال‌های لیوفیلیزه به‌عنوان یکی از دستاوردهای طرح تحقیقاتی طراحی 
از مؤسسه  نانوتوکسوئیدی کلستریدیائی  پایلوت واکسن جدید  و تکوین 
 New رازی دریافت شد. تعداد 20 سر خرگوش ماده سفید سه‌ماهه )نژاد
واکســنی  یا  دارو  هیچ  که  گرم   1400-1700 تقریبی  وزن  با   )Zealand
خانه  حیوان  به  و  تهیه  کرج  رازی  مؤسسه  از  بودند،  نکرده  دریافت 
مؤسسه رازی شعبه کرمان منتقل و تحت شرايط كنترل شده؛ در قفس‌های 
پروپیلنی، درجه حرارت 22 درجه سانتی‌گراد، رطوبت حدود 60 درصد، 
سيكل روشنايي و تاريكي )12 ساعت روز و 12 ساعت شب( و با دسترسي 
آسان به آب و غذاي كامل )كنستانتره( نگهداري شدند. حیوانات قبل از 
شروع آزمایش به‌منظور حصول اطمینان از نظر فاکتورهای بالینی سلامت 
)وضعیت خوردن و آشامیدن، ادرار، شــکل مدفــوع، پوشــش مویی بدن 

و رفتــار( به مدت دوهفته قرنطینه و کنترل شدند.

آماده‌سازی نانوآنتی‌ژن‌ بتا پوشش داده شده با غشاء گویچه قرمز
جهت الحاق نانوآنتی‌ژن‌های بتا به غشاء گویچه‌های قرمز اقدامات زیر 

انجام گرفت:
تهیه غشاء گویچه‌ قرمز

از ورید وداج یک سر خرگوش ماده سه‌ماهه، خون‌گیری )سه میلی‌لیتر( 
انجام و خون اخذ شده به‌سرعت به میکروتیوب‌های حاوی ماده ضدانعقاد 
)۲۰ میکرولیتر سیترات سدیم 15% به ازاء هر میلی‌لیتر خون( منتقل گردید. 
به  یخچال‌دار  سانتریفیوژ  در  میلی‌لیتر خون،  میکروتیوب‌های حاوی یک 
مدت ۱۰ دقیقه در دمای چهار درجه سانتی‌گراد و سرعت ۵۰۰۰ دور بر 
دقیقه سانتریفیوژ شدند. سپس توده گویچه قرمز به طور کامل از بافی 
گویچه  توده  برابر حجم  سه  بلافاصله  گردید.  جداسازی  پلاسما  و  کوت 
رویی حذف  مایع  شد.  سانتریفیوژ  و  اضافه  آن  به   1X  PBS بافر  قرمز، 
اضافه  آن  به   1X  PBS بافر  باقیمانده،  برابر حجم رسوب  سه  و مجدداً 
رسوب  حجم  برابر  سه  و  گردید  جدا  رویی  مایع  گردید.  سانتریفیوژ  و 
باقیمانده،  بافر 1X PBS به آن اضافه و به مدت ۳۰ دقیقه در یخچال، 
انکوبه شد )جهت تکمیل عمل لیز گویچه‌های قرمز(. پس از سانتریفیوژ، 
 PBS مایع رویی دور ریخته شد و دوبرابر حجم رسوب باقیمانده، بافر
0.25X به آن اضافه شد )جهت حذف هموگلوبین( و به مدت سه دقیقه 
در یخچال، انکوبه و سپس سانتریفیوژ گردید. مایع رویی جداسازی و سه 
برابر حجم رسوب باقیمانده، بافر 1X PBS به آن اضافه شد و به مدت 
سه دقیقه در یخچال انکوبه و سپس سانتریفیوژ گردید. این مرحله مجدداً 
دو بار تکرار گردید. در پایان، میکروتیوب‌های حاوی غشاء گویچه قرمز 
تا زمان انجام آزمایشات در فریزر ۷۰- درجه سانتی‌گراد نگهداری شدند 

 .)14 ،13(

تهیه وزیکول‌های غشاء گویچه قرمز
یک میکروتیوب حاوی رسوب گویچه قرمز از فریزر خارج گردید و به 
دمای محیط رسید. یک میلی‌لیتر  بافر 1X PBS به آن اضافه و به مدت 
میکرولیتر   200 شد.  انجام   )100W  ,37KHz( سونیکاسیون  دقیقه،  یک 
از غشاء  اکسترودر دستی،  از دستگاه مینی  استفاده  با  از محلول حاصل 

پلی‌کربنات 200 و 400 عبور داده شد )24(. 

الحاق نانوآنتی‌ژن‌ بتا به وزیکول‌های غشاء گویچه قرمز
90 میکرولیتر از محلول به‌دست‌آمده در بالا به 10 میکرولیتر از محلول 
دقیقه،  یک  مدت  به  مجدداً  و  گردید  افزوده   1:10 رقت  با  نانوذرات 
سونیکاسیون )100W ,37KHz( انجام شد. در پایان به‌منظور پوشش نانو 
آنتی‌ژن‌ها باغشاء گویچه قرمز، 200 میکرولیتر از این محلول با استفاده از 
دستگاه مینی اکسترودر دستی، از غشاءهای پلی‌کربنات 100، 200 و 400 
به وزیکول‌های  الحاق شده  توکسین‌های  نانو   .)32 ،13( داده شد  عبور 
گویچه قرمز از نظر اندازه، شاخص پراکندگی )PDI( و پتانسیل زتا توسط 

دستگاه DLS مورد ارزیابی قرار گرفتند.

ارزیابی نانوآنتی‌ژن‌ بتا
سنجی  پروتئین  روش  به  بتا  نانوآنتی‌ژن‌های  در  موجود  پروتئین  میزان 
لوری محاسبه گردید. در اين سنجش از پروتئين استاندارد BSA  با غلظت 
اوليه یک میلی‌لیتر بر میلی‌گرم استفاده گردید. برای به‌دست‌آوردن ميزان 
نانومتر   ۷۵۰ موج  طول  در  نور  جذب  میزان  از  مجهول  نمونه  پروتئين 
بر  سازی خرگوش‌ها  ایمن  برای  نانوذرات  غلظت   .)12( گردید  استفاده 
اساس دستورالعمل‌های استاندارد و بر مبنای نتایج تعیین میزان پروتئین 
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موجود در نانو آنتی‌ژن‌ها محاسبه شد.

ارزیابی استریلیتی و عدم سمیت نانوآنتی‌ژن‌ بتا
فارماکوپه  در  مندرج  کلی  اصول  اساس  بر  نانوذرات  استریلیتی  بررسی 
مؤسسه  استاندارد  دستورالعمل  و   ).Eur  2019  .Ph( اروپا  دامپزشکی 
نانو  منظور،  بدین  شد.  انجام   )SOP.0022.KBR( تست  این  برای  رازی 
توکسوئید آماده شده به تایوگلیکولات براث مغذی؛ محیط گوشت پخته 
شده و سابرود دکستروز آگار تلقیح و به جز آخرین مورد که در دمای 37 
درجه سانتی‌گراد انکوبه شد، باقی کشت‌ها در دمای اتاق انکوبه شدند. 
هرگونه  وجود  تا  شدند  بررسی  و  مشاهده  روز   10 مدت  به  کشت‌ها 

آلودگی احتمالی باکتریایی و یا قارچی مشخص گردد.
 )Residual toxicity( عدم سمیت نانوآنتی‌ژن‌ بتا با آزمایش عدم سمیت
تست  این  برای  رازی  مؤسسه  استاندارد  دستورالعمل  با  مطابق 
)SOP.0022.KBR( انجام شد. بدین منظور، نیم میلی‌لیتر از هر واکسن 
به‌صورت زیرجلدی به پنج موش سوری با وزن 22-17 گرم تزریق شد و 
سلامت موش‌ها و ضایعات احتمالی محل تزریق به مدت یک هفته مورد 

بررسی قرار گرفت )25(.

ایمن‌سازی 
اصلاح(  و  کاهش  )جایگزینی،  سه‌گانه  اخلاقی  اصول  تحت  مطالعه  این 
صورت  حیوانات  تعداد  حداقل‌رساندن  به‌  برای  تلاش‌  حداکثر  و  انجام 
گرفت. در تمامی مراحل، کارهاي انجام شده بر روي خرگوش‌ها، مطابق با 
IR.IAU.:قوانین توصیه شده کار با حیوانات آزمایشگاهی بود )کد اخلاق

KERMAN.REC.1400.011(. برای بررسی میزان ایمنی‌زایی، خرگوش‌ها 
به‌ صورت تصادفی در چهار گروه دسته‌بندی شدند و به هر گروه پنج 
در  محصور  بتا  نانوآنتی‌ژن‌  اول،  گروه  شد.  داده  اختصاص  خرگوش  سر 
غشاء گویچه قرمز )RBC-Nβ(، گروه دوم، نانوآنتی‌ژن بتا بدون پوشش 

مؤسسه   C تیپ  واکسن   ،)C+( مثبت  کنترل  به‌عنوان  سوم  گروه   ،)Nβ(
رازی و گروه چهارم به‌عنوان کنترل منفی )-C(، بافر PBS دریافت کردند. 
میزان دز نهایی تزریق، یک میلی‌گرم بر کیلوگرم و به‌صورت زیرجلدی 
تجویز گردید. برنامه ایمن‌سازی به‌صورت تزریق اولیه در روز صفر و به 
دنبال آن یک دز یادآور در روز هفت و یک دز یادآور در روز 14 انجام 
شد )شکل 1(. خون‌گیری از خرگوش‌ها، یک روز قبل از اولین تزریق و 
سپس شش روز پس از هر تزریق و متعاقباً به‌صورت ماهیانه انجام شد 
 30 از  پس  سرم،  جداکردن  جهت  شده  اخذ  خون  نمونه‌های   .)1 )شکل 
دقیقه انکوباسیون در دماي محیط و تشکیل لخته، به مدت هفت دقیقه 
و با سرعت ۳۵۰۰ دور در دقیقه سانتریفیوژ شدند. سرم‌ها تا زمان انجام 
شدند.  نگهداری  سانتی‌گراد  درجه   -۲۰ دمای  در  ایمنی‌زایی  آزمون‌های 
تغییرات سطح تیتر آنتی‌بادی‌ در بازه زمانی ۱۵۰ روزه مورد مطالعه قرار 

گرفت.

 )MLD( آزمون حداقل میزان کشندگی
کشنده  میزان  حداقل  ابتدا  شده  ایمن  خرگوش‌های  چالش  به‌منظور 
توکسین بتا محاسبه گردید. برای تعیین حداقل میزان کشندگی توکسین 
 ،)SOP.0050.ANB( رازی  مؤسسه  استاندارد  دستورالعمل  طبق  بر  بتا، 
 10 در   C (CN228( تیپ  پرفرنجنس  کلستریدیوم  استاندارد  سویه  ابتدا 
سانتی‌گراد  درجه   37 در  براث  تایوگلیکولات  کشت  محیط  میلی‌لیتر 
خلوص  تأیید  شد. جهت  کشت  بی‌هوازی  در شرایط  و  شبانه  به‌صورت 
باکتری از محیط کشت اسلاید تهیه و با میکروسکوپ نوری بررسی شد. 
دو میلی‌لیتر از محیط کشت به مدت ۱۵ دقیقه با سرعت ۴۵۰۰ دور بر 
دقیقه در دمای 25 درجه سانتی‌گراد سانتریفیوژ گردید. از مایع رویی با 
استفاده از سرم فیزیولوژی رقت‌های مختلف1/100 تا 1/1000 تهیه شد. 
از هر رقت نیم میلی‌لیتر به دو موش )N.M.R.I( 17-22 گرمی داخل ورید 
دم تزریق شد. آخرین رقتی که باعث مرگ‌موش‌ها شد به‌ عنوان نتیجه 

شکل ۱- برنامه ایمن‌سازی، فواصل ایمن‌سازی، زمان انجام چالش و زمان‌های خون‌گیری در گروه‌های آزمایش و شاهد.

ارزیابی مقایسه‌ای پاسخ ایمنی‌زایی نانوآنتی‌ژن‌  ...
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تست MLD گزارش گردید )2، 21(.

چالش 
پس از پایان دوره ایمن‌سازی، به‌منظور ارزیابی ایمنی‌زایی، خرگوش‌های 
مورد آزمایش در گروه‌های مختلف در روز 22، تحت آزمایش چالش قرار 
گرفتند و به مدت هفت روز میزان مرگ‌ومیر احتمالی هر گروه بررسی 
و ثبت گردید. گروه‌های مختلف با دزهای 2، 10 و 100 برابر MLD، با 
تزریق زیرجلدی و حجم نهایی نیم میلی‌لیتر مورد چالش قرار گرفتند )2، 

.)21

ارزیابی پاسخ ایمنی با روش الیزای غیرمستقیم  
محلول  ابتدا  غیرمستقیم،  الیزای  روش  با  آنتی‌بادی  تیتر  ارزیابی  جهت 
چاهک  هر  و  تهیه  بی‌کربنات  بافر  توسط   1:1000 رقت  با  بتا  توکسین 
پلیت الیزا با 100 میکرولیتر از محلول آماده شده پوشش یافت )به‌استثناء 
با  پلیت  استاندارد( و سپس سطح  توکسین  آنتی  به  مربوط  چاهک‌های 
پارافیلم پوشانده و به مدت یک شب در یخچال چهار درجه سانتی‌گراد 
نگهداری شد. پس از آن، پلیت سه مرتبه با محلول 1X PBS شسته و با 
۱۰۰ میکرولیتر محلول BSA 1% بلاک گردید. پلیت به مدت یک ساعت 
در شیکر انکوباتور 37 درجه سانتی‌گراد قرار گرفت وسپس شستشو داده 
شد. در مرحله بعد آنتی سرم‌های تست با استفاده از محلول رقیق‌کننده 
آنتی‌بادی با نسبت 1:10 رقیق شدند. سپس ۱۰۰ میکرولیتر از هر نمونه 
با  نیز  استاندارد  توکسین  آنتی  شد.  ریخته  مربوطه  چاهک‌های  داخل 
نسبت‌های 1:10، 1:20، 1:40، 1:80 و 1:160 رقیق گردید و ۱۰۰ میکرولیتر 
از آن داخل چاهک‌های مربوطه ریخته شد. پس از انکوباسیون، شستشو 
 Goat anti-Rabbit IgG انجام شد. سپس 150 میکرولیتر آنتی‌بادی ثانویه
Antibody HRP-conjugate با غلظت 1:4000 به چاهک‌های نمونه تست 
Goat anti-Horse IgG Antibody HRP- و 150 میکرولیتر آنتی‌بادی ثانویه

conjugate با غلظت 1:4000 به چاهک‌های نمونه استاندارد اضافه و پس 

با محلول  1X و یک‌مرتبه   PBS با محلول  پلیت سه مرتبه  انکوباسیون، 
PBS-TWEEN 20 شستشو داده شد. در پایان 100 میکرولیتر TMB در 
گردید.  انکوبه  تاریک  فضای  در  دقیقه   30 مدت  به  و  ریخته  چاهک‌ها 
جهت توقف واکنش ۵۰ میکرولیتر محلول اسید سولفوریک یک مولار به 
چاهک‌ها اضافه و بلافاصله جذب نوری نمونه‌ها در طول موج‌های ۴۵۰ 
و 620  نانومتر با دستگاه الیزا ریدر )Anthos 2020( خوانده شد و نتایج 

مورد آنالیز قرار گرفت )2، 5، 21، 30(.

سنجش همولیز گویچه قرمز 
برای تأیید این که تیترهای آنتی‌بادی می‌توانند توکسین اصلی بتا را خنثی 
انجام  قرمز  گویچه  همولیز  در  نانوذرات  قدرت  سنجش  آزمایش  کنند، 
خرگوش‌های  خون  سرم  با  استاندارد  بتا  توکسین  منظور  بدین  گردید. 
شده،  خالص  قرمز  گویچه‌های  با  و سپس همراه  مخلوط  واکسینه شده 
انکوبه شد. سرم خرگوش غیر واکسینه نیز به‌عنوان کنترل استفاده گردید. 
سپس فعالیت همولیتیک توکسین با اندازه‌گیری مقادیر هموگلوبین آزاد 

شده تعیین شد )10(.

تجزیه ‌و تحلیل آماری 
مقایسه نتایج در گروه‌های آزمون و شاهد از تست‌های آماری توصیفی و 
Repeated ANOVA Measures و محاسبات آماری در گروه‌های مختلف 
 SPSS در نرم‌افزار آماری Pearson Chi-Square چالش با استفاده از تست
از  در هریک  تلفات  کل  تعداد  براین‌اساس  گردید)27(.  انجام   21 نسخه 
ارزیابی  نرم‌افزار  توسط  کنترل  گروه‌های  با  شده  ایمن  تست  گروه‌های 
با فرض  نتایج  و تفاوت‌های آماری مشخص گردید. سطح معنادار بودن 

)P>0/05( در نظر گرفته شده است.

نتایج
نتایج ارزیابی نانوآنتی‌ژن‌ بتا پوشش یافته با غشاء گویچه قرمز  

شکل 2- بررسی تحریک پاسخ ایمنی همورال پس از ایمن‌سازی در گروه‌های )A) (RBC-Nβ( و )B) (Nβ( با روش الیزای غیرمستقیم. ایمن‌سازی اولیه در روز صفر انجام و 

 )Nβ( ایمن شده با نانوآنتی‌ژن‌ بتا پوشش یافته با غشاء گویچه قرمز، گروه دوم )RBC-Nβ( دز یادآور اول در روز هفت و دز یادآور دوم در روز 14 تزریق گردید. گروه اول

.PBS با بافر )C-( مؤسسه رازی و گروه کنترل منفی B با واکسن تیپ )C+( نانوآنتی‌ژن‌ بتا بدون پوشش، گروه کنترل مثبت
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توسط  قرمز  گویچه‌  غشاء  با  پوشش‌یافته  بتا  نانوآنتی‌ژن‌های  بررسی 
دستگاه DLS نشان داد که ذرات با میانگین اندازه 100 نانومتر و شاخص 
 mV برابر با 0/357 تشکیل شده‌اند و پتانسیل زتا نیز )PDI( پراکندگی

18/2- تعیین شد. 

نتایج استریلیتی و عدم سمیت 
آزمایش استریلیتی به‌منظور کنترل هرگونه آلودگی باکتریایی –قارچی در 
شرایط هوازی و بی‌هوازی انجام شد و نتایج نشان داد که فرمولاسیون 
آلودگی است. در بررسی عدم سمیت، در  فاقد هرگونه  آنتی‌ژن‌ها  نانو 
میزان تغذیه، علائم بالینی و رفتار موش‌ها پس از تزریق واکسن در تمامی 
گروه‌ها تغییری مشاهده نگردید. در محل تزریق هم هیچ‌گونه واکنش 

جلدی دیده نشد و در نتیجه نانو آنتی‌ژن از نظر سلامت تأیید گردید. 

سنجش آنتی‌بادی‌های تولیدی با روش الیزای غیرمستقیم 
شد.  انجام  غیرمستقیم  الیزای  روش  ایمنی،  پاسخ‌های  ارزیابی  به‌منظور 
خرگوش‌های تحت تست در هر گروه، میزان آنتی‌بادی‌های متفاوتی را 
استفاده  با  اول  گروه  خرگوش‌های  زیرجلدی  ایمن‌سازی  کردند.  تولید 
)شکل   )RBC-Nβ( قرمز  گویچه  غشاء  با  پوشش‌یافته  بتا  نانوآنتی‌ژن‌  از 
A-2( و گروه دوم با استفاده از نانوآنتی‌ژن‌ بتا بدون پوشش )Nβ( )شکل

B-2(، افزایش تیتر آنتی‌بادی را در بازه زمانی 150 روز نشان داد. گروه 
)RBC-Nβ( در مقایسه با گروه )Nβ( پاسخ ایمنی مشابه اما بالاتری را 
نشان داد که نشانگر طولانی‌تر بودن زمان گردش نانوذرات پوشش‌ داده 
‌شده با غشاء گویچه قرمز و رهایش آهسته نانوآنتی‌ژن‌های بتا از غشاء 
 )RBC-Nβ( گویچه‌های قرمز است. اگرچه تولید آنتی‌بادی در گروه‌های
و )Nβ( و کنترل مثبت)C +(  در روز 21 و پس از تزریق دومین دز یادآور 
به بیشترین میزان خود می‌رسد ولی در گروه کنترل مثبت )C +( با پایان 
ماه دوم، کاهش تدریجی تیتر آنتی‌بادی مشاهده می گردد که در مقایسه 
با روند صعودی تیتر آنتی‌بادی در گروه‌های )RBC-Nβ( و )Nβ( پس از 
ماه دوم، بسیار چشمگیر است. گروه کنترل منفی )C-( هیچ پاسخ ایمنی 

قابل تشخیصی را القاء نکرد. 
با مقایسه گروه‌های آزمایش به همراه شاهد مشخص گردید که تفاوت 
نتایج در گروه‌های )RBC-Nβ( و )Nβ( نسبت به گروه‌های کنترل مثبت 
)+C( و منفی )-C( معنی‌دار است )شکل 3(. در گروه اول )RBC-Nβ(که 
نانوآنتی‌ژن‌ بتا پوشش‌یافته با غشاء گویچه قرمز را دریافت کرده بودند در 
مقایسه با خرگوش‌های گروه دوم )Nβ( که نانوآنتی‌ژن‌ بتا بدون پوشش 
را دریافت کرده بودند، همچنان تفاوت معنی‌داری مشاهده گردید. بدین 
ترتیب مطالعه نشان داد که نانوآنتی‌ژن‌ بتا پوشش یافته با غشاء گویچه 
قرمز بسیار کارآمدتر از انواع بدون پوشش در تحریک پاسخ ایمنی عمل 

نمودند.

نتایج حداقل میزان کشندگی و چالش 
 C تیپ  پرفرنجنس  کلستریدیوم  بتا  توکسین  کشندگی  میزان  حداقل 
MLD/ آن  میزان  و  گردید  محاسبه  استاندارد  دستورالعمل  با  مطابق 

توکسین  میزان کشندگی  تعیین حداقل  از  زده شد. پس  تخمین   ml100
بتا کلستریدیوم پرفرنجنس، چالش در گروه‌های ایمن شده با مضرب‌های 
اساس  بر   .)1 )جدول  گردید  انجام  کشندگی  میزان  حداقل  از  متفاوت 
پروتکل اجرا شده، تلفات به مدت هفت روز و در فواصل زمانی مشخص 
از  یک  هر  بین  که  داد  نشان  آماری  بررسی‌های  گردید.  ثبت  و  کنترل 
دارد  وجود  آماری  معنادار  تفاوت  مربوطه  شاهد  و  آزمایش  گروه‌های 
)P>0/05(. خرگوش‌های گروه‌ )RBC-Nβ( و )Nβ(، پنج برابر حداقل دز 
کشندگی )MLD 5( را تحمل کردند و همگی زنـده ماندند. درعین‌حال 
بـا تزريـق 10 برابر حداقل دز کشندگی )MLD 10( پـس از گذشـت 168 
 )100 MLD( ساعت هیچ مرگی گزارش نشد. اما در چالش با مقادیر بالاتر
پنج و 10  نیز  تمامی خرگوش‌ها مردند. خرگوش‌های گروه کنترل مثبت 
برابر حداقل دز کشنده را تحمل کردند. تمامي خرگوش‌های گروه کنترل 
منفی که پنج ، 10 و 100 برابر MLD را دريافت کرده بودند تلف شدند 
با  یافته  پوشش  بتا  نانوآنتی‌ژن‌  مثبت  فعالیت  بیانگر  امر  این   .)4 )شکل 
غشاء گویچه قرمز در تحریک سیستم ایمنی خرگوش‌ها و متعاقباً حفاظت 

شکل 3- مقایسه تحریک پاسخ ایمنی همورال در گروه‌های )RBC-Nβ( و )Nβ(. خرگوش‌های گروه اول )RBC-Nβ( ایمن شده با نانوآنتی‌ژن‌ بتا پوشش یافته با غشاء گویچه 

.PBS با بافر )C-( مؤسسه رازی و گروه کنترل منفی C با نانوآنتی‌ژن‌ بتا بدون پوشش، گروه کنترل مثبت با واکسن تیپ )Nβ( قرمز و خرگوش‌های گروه دوم
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آن‌ها در برابر دزهای کشنده توکسین‌های بتا کلستریدیوم پرفرنجنس در 
مقایسه با سایر گروه‌ها است.

نتایج آزمون همولیزین 
با  پرفرنجنس  کلستریدیوم  بتا  استاندارد  توکسین  مجاورسازی  دنبال  به 
سرم‌های خرگوشی گروه‌های آزمایش و شاهد، نتایج درصد لیز گویچه‌های 
قرمز از نتایج الیزای غیرمستقیم تبعیت کرد. نتایج حاکی از وجود تیتر 
خنثی‌کننده آنتی‌بادی تولید شده در گروه دریافت‌کننده نانو آنتی‌ژن بتا 
پوشش‌یافته با غشا گویچه قرمز در مقایسه با سایر گروه‌ها بود )شکل 5(.

بحث 
در  ضدباکتریایی  مداخلات  به ‌صرفه‌ترین  مقرون‌  از  یکی  واکسیناسیون 
طراحی  در  نانو  فناوری  از  استفاده  راستا،  این  در  می‌شود.  گرفته  نظر 
پیش  محدودیت‌های  از  برخی  رفع  در  را  مفیدی  راه‌حل‌های  واکسن، 
آن  بر  تحقیق  این  در  است.  کرده  ارائه  واکسن  سنتی  فرمول‌های  روی 
بتا کلستریدیوم  توکسوئیدهای  نانو  ایمنی همورال  پاسخ  تا سطح  شدیم 
پرفرنجنس تیپ C پوشش یافته با غشاء گویچه‌های قرمز مورد مقایسه 
و ارزیابی قرار گیرد. نتایج نشان داد که نانو توکسوئیدهای بتا محصور 
در غشاء گویچه‌های قرمز به دلیل رهایش آهسته و طولانی‌مدت، بسیار 
نانوآنتی‌ژن‌های بدون پوشش در تحریک سیستم  از  مؤثرتر و کارآمدتر 
ایمنی عمل می‌نمایند. نانوحامل‌ها می‌توانند با محافظت از آنتی‌ژن‌های 
طولانی‌مدت،  آزادسازی  و  متخاصم  محیط‌های  برابر  در  شده  کپسوله 
به نشانه‌های محیطی پاسخ و ترجیحاً بافت‌ها و سلول‌های موردنظر را 
هدف قرار دهند. با بهره‌گیری از این ویژگی‌ها، واکسن‌های زیر واحدی 
و توکسوئیدی علیه باکتری‌ها، از طریق فرمولاسیون به نانوذرات تبدیل 
شده‌اند. بعلاوه، توسعه نانوذرات بیومیمتیک )Biomimetics( یا زیست 
استثنایی،  زیست‌سازگاری  دلیل  به  سلولی  غشاء  با  شده  اصلاح  تقلید 
فرار از سیستم ایمنی و توانایی هدف‌گیری، در سال‌های گذشته به طور 
که  جدید  پلت‌فرم‌های  نانو  این  واقع  در  است.  افزایش‌یافته  گسترده 
به‌عنوان یک حوزه تحقیقاتی پیشرفته در نانو پزشکی شناخته می‌شوند، 
می‌توانند عملکردهای مختلف سلول‌های اولیه را تقلید کنند، درحالی‌که 
و  ایمنی  پاسخ‌های  افزایش  باهدف  را  خود  محموله‌های  موفقیت  با 
و همکاران   )Dehaini( دهاینی  تحویل می‌دهند.  جانبی  عوارض  کاهش 
 )Chekman( چکمن  و   )2022( همکاران  و   )Santos( سانتوس   ،)2016(
ایمنی  سیستم  اجزای  بین  مثبت  برهم‌کنش  فرایند   )2012( همکاران  و 
امیدوارکننده‌ای  بیومیمتیک که عوامل ضدباکتریایی  توکسین‌های  نانو  و 
هستند را مورد بحث‌وبررسی قرار دادند )6، 8، 26(. مهم‌ترین ویژگی‌های 
یک واکسن مؤثر شامل حضور موثر آنتی‌ژن‌های محرک سیستم ایمنی، 
عوامل تشدیدکننده‌ پاسخ سیستم ایمنی و سیستم رهایش برای اطمینان 
عوامل،  این  به  دستیابی  برای  هستند.  صحیح  هدف‌گیری  و  انتقال  از 
و  سطحی  بار  اندازه،  شیمیایی،  ترکیب  روی  بر  نانوذرات  طراحی  در 
خصوصیات سطحی تمرکز می‌شود، زیرا این موارد برای کنترل توزیع این 
ذرات در محیط زیستی، رهایش آنتی‌ژن، میزان کارآمدی تحریک سیستم 
ایمنی و پاسخ نهایی سیستم ایمنی حائز اهمیت هستند. یکی از مزایای 
برجسته گویچه‌های قرمز به عنوان سیستم تحویل، افزایش زمان گردش 
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شکل 4 - درصد زنده‌مانی خرگوش‌ها پس از چالش با توکسین بتا )MLD 10 و 5( کلستریدیوم پرفرنجنس تیپ C. میزان بقاء خرگوش ها طی یک دوره هفت ‌روزه پس از 

تزریق زیرپوستی دو میلی‌گرم بر کیلوگرم از پنج برابر حداقل دز کشندگی توکسین کلستریدیوم پرفرنجنس تیپ )C (A و 10 برابر حداقل دز کشندگی توکسین کلستریدیوم 

پرفرنجنس تیپ )C (B، گروه اول )RBC-Nβ( ایمن شده با نانوآنتی‌ژن‌ بتا پوشش یافته با غشاء گویچه قرمز، گروه دوم )Nβ( با نانوآنتی‌ژن‌ بتا بدون پوشش، گروه کنترل 

.PBS با بافر )C-( مؤسسه رازی و گروه غیر ایمن کنترل منفی C با واکسن تیپ )C+( مثبت

درخون بر اساس انواع نشانگرهای تعدیل‌کننده ایمنی بیان شده بر روی 
با  شده  ایمن  گروه  می‌رفت  انتظار  رو،  این  از  است.  آن  سلولی  غشای 
ایمن  با گروه  مقايسه  در  قرمز  با غشاء گویچه  پوشش‌یافته  نانوآنتی‌ژن‌ 
شده با نانوآنتی‌ژن‌ بدون پوشش زمان گردش طولانی‌تری داشته باشند. 
با ادامه تعیین تیتر آنتی‌بادی، با یک کاهش جزئی در تیتر آنتی‌بادی در 
پایان ماه اول، تعیین پاسخ آنتی‌بادی در پایان ماه دوم )روز ۶۰( تحریک 
نشان  آزمایش  گروه‌های  در  را  آنتی‌بادی  تیتر  افزایش  و  بالا  ایمنی‌زایی 
کاهش  بود.  چشمگیر  تفاوت  مثبت،  کنترل  گروه  با  مقایسه  در  که  داد 
تدریجی تیتر آنتی‌بادی برای گروه کنترل همراه با سیر صعودی و افزایش 
تیتر آنتی‌بادی در بازه زمانی ۱۵۰ روز برای گروه‌های تست، پایدار بود. 
نانوآنتی‌ژن‌ پوشش  با  ایمن شده  نوری گروه  قرائت‌ها، جذب  در تمامی 
یافته با غشاء گویچه قرمز نسبت به گروه ایمن شده با نانوآنتی‌ژن‌ بدون 
پوشش بالاتر بود و نشان داد که قوي‌تر و ايمونوژن‌تر عمل نموده است. 
این نتایج مزایای استفاده از آنتی‌ژن‌های محبوس در غشاء گویچه قرمز را 

برای واکسیناسیون نشان می‌دهد.
زیاو )Xiao( و همکاران  )2019( در دو مطالعه مجزا، آزادسازی یکنواخت 
و پایدار آنتی‌ژن از نانوذرات محصور در غشاء گویچه قرمز را در شرایط 
با   PLGA-آنتی‌ژن سطح  پوشاندن  با  وی  نمودند.  اثبات  آزمایشگاهی 
فعالیت  آزمایشگاهی،  شرایط  در  آزادسازی  قرمز،  گویچه‌های  غشاء 
سنجش‌های  و  آزمایشگاهی  شرایط  در  سلولی  جذب  غشایی،  پروتئین 
را  طولانی‌مدت  گردش  و  پایدار  رهایش  ارزیابی  برای  فارماکوکینتیک 
مورد آزمایش قرار دادند )24، 32(. نتایج نشان می‌دهد که غشاء گویچه 
قرمز یک لایه ایمن برای مهار توکسین فراهم می‌کنند و سبب پردازش 
ضد  ایمنی  با  مرتبط  بالقوه  عوارض  ایجاد  بدون  کپسوله،  آنتی‌ژن‌های 

حامل می‌شوند. 
در مطالعات والنسیا )Valencia( و همکاران )2010(، ون )Van( و همکاران 
)2010( و لیو)Liu( و همکاران )2009(، نانوذرات محبوس در غشاء به 

آزادسازی  پروفایل  لیپیدی،  پوشش  توسط  شده  ارائه  انتشاری  سد  دلیل 
با نانوذرات پلیمری بدون پوشش مشابه نشان  پایدارتری را در مقایسه 
نانوذرات پوشش  از  آزادسازی محموله  انتظار می‌رود سینتیک  داده‌اند. 
‌داده‌ شده با غشاء گویچه قرمز حتی تدریجی‌تر باشد، زیرا غشاء گویچه 
می‌کند  ایجاد  انتشار  برابر  در  را  متراکم‌تری  و  دولایه  لیپیدی  سد  قرمز 
)20، 27، 28(. غشاء گویچه قرمز به دلیل توانایی در اجتناب از سیستم 
ایمنی و گردش طولانی‌مدت، به طور گسترده برای اصلاح نانوذرات مورد 
استفاده قرار گرفته است. هو )Hu( و همکاران )2013( گزارش کردند که 
نانوذرات پوشش داده شده با غشاء گویچه قرمز در مقایسه با نانوذرات 
بدون پوشش و نیز وزیکول‌های غشاء گویچه قرمز، زمان گردش بسیار 
طولانی‌تری دارند )13(. بدون پوشش غشاء گویچه قرمز، نانوذرات بدون 
در  وریدی،  داخل  تزریق  از  پس  دقیقه  چند  ظرف  و  به‌سرعت  پوشش 
نتایج نشان می‌دهند که واردکردن یک هسته  این  سرم تجمع می‌یابند. 
و  بالاتر  ساختاری  انسجام  به  قرمز،  گویچه  غشاء  وزیکول‌های  به  جامد 
گردش  زمان  شدن  طولانی‌تر  به  منجر  و  می‌کند  کمک  ذرات  پایداری 
نانوذرات پوشش‌ داده ‌شده با غشاء گویچه قرمز می‌گردد. علاوه بر این، 
پوشش غشاء گویچه قرمز به دلیل حضور پروتئین‌های سرکوبگر سیستم 
ایمنی که ماکروفاژها را مهار می‌کنند، در به تعویق انداختن پاکسازی در 
شرایط درون تنی، برتری دارد. در مقایسه با بسیاری از داده‌های منتشر 
آنها احتباس  اکثر  نانوذرات در مدل‌های موش که  شده در مورد گردش 
خونی ناچیزی را پس از 24 ساعت نشان می‌دهند، نانوذرات پوشش داده 
شده با غشاء گویچه قرمز، زمان ماندگاری بالاتری را نشان می‌دهند که 
می‌باشد  زیست‌پزشکی  کاربردهای  برای  فوق‌العاده‌  پتانسیل  از  حاکی 
)18، 31، 32(. وو )Wu( و همکاران )2021(، در مطالعات خود پتانسیل 
بالای غشاءهای نوترکیب گویچه‌های قرمز برای تولید پلت فرم تحویل 
قابل‌کنترل و چندوجهی نانوذرات محبوس در غشاء گویچه‌های قرمز را 

گزارش و مقایسه نموده‌اند )31(. 

ارزیابی مقایسه‌ای پاسخ ایمنی‌زایی نانوآنتی‌ژن‌  ...



شماره 140، نشريه د‌امپزشكی، پاییز 1402

59

شکل ۵- نتایج سنجش همولیز گویچه‌های قرمز. گروه )RBC-Nβ( ایمن شده با نانوآنتی‌ژن‌ بتا پوشش 

یافته با غشاء گویچه قرمز،  گروه )Nβ( با نانوآنتی‌ژن‌ بتا بدون پوشش، گروه کنترل مثبت )+C( با 

واکسن تیپ C مؤسسه رازی.

پوشش  نانوذرات  ایمنی‌زایی  قابلیـت  نشان‌دادن  جهت  مطالعه،  این  در 
مقـدار  و  آنتی‌بادی  توليد  ميزان  رابطه  از  قرمز  گویچه  غشاء  با  یافته 
نتايج  بـين  مقايـسه  گردید.  استفاده  آن  توسط  شـده  خنثـی  توکـسین 
حاصل از چالش و ميزان زنده ماندن موش‌ها و تيتر سرم در تست اليزا 
قرمز  گویچه  غشاء  با  پوشش‌یافته  نانوذرات  بالای  بسیار  قابلیت  بیانگر 
براي  بالا  كارايي  و  مدل  حيوان  ايمني  سيستم  تحريک  در  شده  تهيه 
داد که سرم  نشان  نتایج   .)5( بود  توكـسين  عليـه  بـر  محافظـت حيـوان 
خرگوش‌های ایمن با نانوتوکسوئیدهای پوشش‌یافته با غشاء گویچه قرمز 
در خنثی‌کردن توکسین قوی‌تر است. به دلیل سیر نزولی تیتر آنتی‌بادی 
از پایان ماه اول در گروه کنترل مثبت و تأییدیه آزمون سنجش همولیز 
همکاران  واثق  و   ،)2021( همکاران  و   )Chiu( چیو  نتایج  همچنین  و 
)2018( الموافی )Elmowafy( و همکاران )2019( در زمینه نانو واکسن‌ها 
فرایند  در  محدودیت‌های  و  تجاری  توکسوئیدی  واکسن‌های  معایب  و 
ایمنی سختگیرانه و  بر و شرایط  تولید، مراحل سم‌زدایی و کنترل زمان 
تولید حداقل تیتر آنتی‌توکسین بتا، نانوذرات و به‌ویژه نانوذرات محبوس 
کنترل  برای  امیدوارکننده‌ای  جایگزین‌های  قرمز  گویچه‌های  غشاء  در 
بیماری‌های ناشی از کلستریدیوم پرفرنجنس تیپ C هستند )7، 9، 29(. 
فتحی‌نجفی و همکاران )2020( در بررسی اثربخشی نانوذرات در ساخت 
واکسن توکسوئیدی، گزارش کردند که نانوذرات نه‌تنها هیچ‌گونه عوارض 
جانبی بر روی بافت‌های موضعی یا عمومی ندارند، بلکه می‌توانند کمک 
به‌راحتی  توکسوئیدها  باشند.  بدن  ایمنی  سیستم  تحریک  برای  خوبی 
توسط سیستم ایمنی تشخیص داده می‌شوند و ایمنی موردنظر را بدون 
هیچ تغییر عمده‌ای در عوامل سیستم عمومی ایجاد می‌کنند )10(. کرول 
نیز در  )Gao( و همکاران )2015(  گاوو  )Kroll( و همکاران )2017( و 
بررسی کاربرد نانوذرات پوشش داده شده با غشاء سلولی ازجمله غشاء 
گویچه‌های قرمز، بر نقش آنها در دارورسانی، سم‌زدایی و تعدیل ایمنی 
مؤثرتر و کارآمدتر تأکید دارند )11، 18(. بدین ترتیب استفاده از غشاهای 
سلولی برای پوشش نانوذرات به عنوان یک رویکرد قدرتمند و انعطاف 

پذیر برای تشکیل نانو ساختارهای فعال توصیه می‌گردد. 

نتیجه‌گیری 
با توجه به اینکه مبنای تولید واکسن‌های توکسوئیدی استفاده از تکنیک‌های 
تخلیص و تغلیظ می‌باشد لذا کارایی بالاتری نسبت به واکسن‌های کشته 
شده بدلیل حضور آنتی‌ژن‌های مداخاله‌گر دارند. با این وجود هر دوی 
توکسین  غیرفعال‌سازی  تکنیک‌های  از  استفاده  نیازمند  واکسن‌ها  این 
پاسخ‌های  قدرتمند  و  درازمدت  تحریک  برای  آن‌ها  ظرفیت  که  هستند 
ایمنی را محدود می‌سازد، لذا به نظر می‌رسد استفاده از توکسوئید‌های 
غیر‌فعال شده با ذرات نانو )نانوتوکسوئید( بر مبنای تکنیک‌های پوشش 
با  غیر‌فعال‌سازی  فرایند  به  نیاز  عدم  بدلیل  قرمز،  گویچه  با غشاء  یافتن 
فرمالدئید، در مقایسه با واکسن‌های کشته شده و توکسوئیدی ارجحیت 
داشته باشد که نتیجه مطالعه عدم سمیت نانوآنتی‌ژن بتا این موضوع را 

اثبات کرده است. 
زمانی  بازه  در  آنتی‌بادی  پاسخ  القای  توانایی  به‌تنهایی،  آنتی‌ژن  تزریق 
بصورت  توکسین  تزریق  با  که  است  حالی  در  این  ندارد.  را  طولانی 
نانوذرات، میزان ایمنی هومورال و پاسخ آنتی‌بادی به طور قابل‌توجهی با 

گذر زمان افزایش می‌یابد. 
نانوذرات در پوشش غشاء گویچه قرمز تزریق شود  همچنین زمانی که 
باتوجه‌  دارد.  چشمگیری  افزایش  طولانی‌مدت  در  آنتی‌بادی  تیتر  میزان 
به اینکه در آنالیز آماری بین گروه‌های آزمایش، اختلاف معناداری بین 
پوشش  بدون  نانوذرات  و  قرمز  گویچه  غشاء  با  پوشش‌یافته  نانوذرات 
خـواص  توجه ‌به  با  قرمز  گویچه  غشاء  از  می‌توان  لذا  شد،  مشاهده 
زیست‌سازگاری استثنایی و فرار از سیستم ایمنی به‌عنوان یک جایگزین 
در  سازگاری  بهبود  و  موضعی  ایمنی  پاسخ‌های  تقویت  برای  مناسب 
که  آنجایی  از  استفاده نمود.  غیرتهاجمی  و  نوآورانه  تحویل  سیستم‌های 
رویکرد مهار توکسین به واسطه نانوذرات، فرمولاسیون واکسن با قدرت 
بالاتر را نوید می‌دهد، انتظار می رود پلت فرم RBC-NP به نسل جدیدی 
از واکسن‌های نانوتوکسوئید تبدیل شود که می‌تواند مدیریت بیماری‌های 
بیماری‌زای  عوامل  برابر  در  ایمنی  ارتقاء  با  بخشد.  بهبود  را  عفونی 
باکتریایی، رویکرد واکسیناسیون می‌تواند وقوع عفونت‌های میکروبی را 
بدون اتکا به آنتی‌بیوتیک‌ها کاهش دهد. با حرکت رو به جلو، این پلت 
فرم نانوتوکسوئیدی را می‌توان برای انواع دیگر ذرات پوشش داده شده 
با غشاء سلولی و برای خنثی‌سازی و تحویل سایر توکسین‌های قوی برای 
ایجاد طیف وسیعی از واکسن‌های ایمن و مؤثر تعمیم داد. با این وجود 
یک  عنوان  به  غشاء  با  پوشش‌یافته  نانوآنتی‌ژن‌های  از  استفاده  قابلیت 
کاندید واکسن نیازمند ارزیابی‌هایی ایمنی‌زایی قوی‌تر و دقیق‌تر می‌باشد 

تا تاثیر نانوذرات و پوشش اطراف آن بر القاء پاسخ ایمنی معین گردد.
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