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Background and Aim: Gastrointestinal infectious diseases are among the major health problems in 

developing countries. Enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC) is one of the leading causes of acute 

diarrheal disease and associated mortality worldwide. Owing to the limitations of current therapeutic 

strategies, this study aimed to develop and evaluate a SlyB protein-based vaccine with enhanced stability 

under the acidic conditions of the stomach and within the intestinal environment, thereby preventing 

antigen degradation and improving its potential efficacy. 

Materials and Methods: The SlyB  gene was isolated from an ETEC strain and, after bioinformatics analysis 

(BLASTn, SignalP, Oligo7, calculation of CAI and GC%), it was cloned into the pET28a vector and 

expressed in E. coli BL21 (DE3). The recombinant protein was purified using Ni-NTA affinity 

chromatography and encapsulated into chitosan nanoparticles by an ionic gelation method. The 

physicochemical properties of the nanoparticles were characterized using a Malvern Zetasizer. Model 

animals (New Zealand rabbits) were immunized by injection, oral, and combined groups with doses of 

150–300 μg. Indirect ELISA measured serum and mucosal IgG and IgA antibody titers, and the rabbit 

ileal loop assay was performed to evaluate the neutralization of LT toxin. Statistical analysis was conducted 

using SPSS software with a significance level of p < 0.05. 

Results: The encapsulation efficiency was 88%, and the average size of the nanoparticles was 116.6 nm. 

The nano-vaccine induced stronger humoral and mucosal immune responses compared to the pure 

protein form. In the challenge test, a significant reduction in fluid accumulation was observed (p < 0.001). 

Conclusion: In the model organism, chitosan nanoparticles containing recombinant SlyB protein 

demonstrated high potential for inducing protective immunity against ETEC. Therefore, encapsulation 

of antigens in nanoparticles can be used as an effective strategy for oral vaccination. 
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|اصیل پژوهشی مقالۀ   

 یِاز باکتر SlyBو نانو  SlyB یخارج یغشا  نِیپروتئ درمقابلِ یبادیآنت ترِیت ۀسیقا م

 |مدل  شده در جاندارِخالص و کپسوله به فرمِ کی ژنینتروتوکسآ یکل ا یشیاشر

 3شهره زارع کاریزی، 1بخشالهه تاج ، *2  امانی جعفر ، 1  سپیده کاظمی افرمجانی

 ن علوم پایه، دانشگاه آزاد اسلامی واحد شهرکرد، شهرکرد، ایرا  ۀگروه میکروبیولوژی، دانشکد  -1

 ، تهران، ایران بقیةاللهپزشکی  پزشکی دانشگاه علوم های زیست فناوری   ۀپژوهشکد  ،مرکز تحقیقات میکروبیولوژی کاربردی  -2

 زیستی، دانشگاه آزاد اسلامی واحد ورامین، ورامین، ایران علوم  ۀگروه میکروبیولوژی، دانشکد  -3

،  بقیةالله  یپزشکدانشگاه علوم یپزشکستیز  یهایفناور ۀپژوهشکد ،یکاربرد یولوژیکروب یم قات یمرکز تحقامانی،  جعفر مسئول:  ۀسندینو*

 jafar.amani@gmail.com :پست الکترونیکی ؛ ران ی تهران، ا

  

هدف:  زمینه مشکلاتِ  ی کی  یاروده  یِعفون  یهایماریب و  توسعه    درحال   یکشورها  یِبهداشت  مهمِ  از 

م عواملِ (ETEC) کیژنینتروتوکسآ   یکلایشیاشر.  شوندیمحسوب  و مرگ  اسهالِ  بروزِ  یِاصل  از    رِیومحاد 

 یِابیو ارز  یطراح  عفونت، با هدفِ  ن یا  یِ درمان  ی هاتیمحدود  مطالعه با توجه به   ن یاز آن است. در ا  یناش 

 .نشوند  بی روده مقاوم بوده و تخر  طِیمعده و مح  یِ دیاس  طِ ی شرا انجام شد که در SlyB نیپروتئ  ۀیواکسن بر پا

روش  و  سو SlyB ژنِ :هامواد  بررس  یداسازج ETEC ۀیاز  از  پس  ،  BLASTn)  یکیوانفورماتیب  یِو 

SignalP  ،Oligo7ۀ  ، محاسب CAIو  GC%ِدر وکتور ) pET28a کلون و در E. coli BL21 (DE3)  شد.    انیب

. دی( کپسوله گردونیژلاس-کیونی  )با روشِ  توزان یک  و در نانوذراتِ   صیتخل Ni-NTA با  بینوترک  نِیپروتئ

 یبیو ترک  یخوراک  ،یقیتزر  یهامدل در گروه  جاندارِ  شد.  ی بررس رنمالوِ زرینانوذرات با زتاسا  اتِیخصوص

دوزها ت  یسازمنیا  کروگرم یم  ۳۰۰-۱۵۰  یبا  مخاط  یسرم IgA و  IgG  یبادیآنت  ترِیشد.   ELISA با  یو 

آزمونِ   یریگاندازه  میرمستقیغ برا   ۀبست  ۀرود  چالشِ  و  انجام   LT نِیتوکس  یِسازیخنث  یِابیارز  یخرگوش 

 .رفتیصورت پذنیز  > ۰.۰۵p ی معنادار  و سطحِ SPSS با یآمار لِیگرفت. تحل

نانوواکسنِ   ۱۱۶/ ۶  نانوذرات   ۀ انداز   و درصد    ۸۸  یِساز کپسوله   یِ بازده  :ج ی نتا  بود.    humoral یِمن ی ا   پاسخِ  نانومتر 

 .مشاهده شد   عات ی ما   تجمعِ   دارِ ی معن   چالش، کاهشِ   کرد و در آزمونِ   جاد ی خالص ا   نسبت به فرمِ   ی تر ی قو   mucosalو 

  ی القا   یبرا   ییبالا  لِیپتانس  SlyB بِینوترک  نِیپروتئ  یِ حاو  توزانیک  مدل نانوذراتِ   ر جاندارِد ی:ریگجهینت

بنابرا ETEC درمقابلِ  یِمحافظت  یِمنیا داد.  مژنیآنت  یِساز کپسوله  نی نشان  نانوذرات  در    عنوانِ به  تواندیها 

 .ردیمورداستفاده قرار گ یخوراک   واکسنِ ی کار مؤثر براراه
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 مقدمه  |1
ومیر در  مرگ   درصد مواردِ   54بیش از    های عفونی علتِبیماری 

باکتریایی   جمله عواملِ   از   . ( 1)   باشند توسعه می   کشورهای درحال 

  ا اشریشی و    EHEC  نتروهموراژیک آ کلی    اشریشیا اسهال،    مسببِ

مهمی در    سم نقشِ  تولیدِ  ۀ واسط به   ETEC  نتروتوکسیژنیک آ کلی  

این    زاییِبیماری   . ( 2)   دارند جهان   سراسرِ ایجاد این بیماری در 

باکتری    اولین مرحله اتصالِ  : پذیرد دو مرحله انجام می   عوامل طیِ 

دوم    ۀ های میزبان یا کلونیزاسیون است و در مرحل سلول   به سطحِ

تولیدِ با  سببِسمّ  ی ا ه ترکیب   باکتری  های  بافت   تخریبِ  ی 

   . ( 3)   شود می   شده بیان 
باکتریTCSی )یجز   دو  سیگنالِ  انتقالِ  سیستمِ     ها  ( در 

  محیطی و انتقالِ   یاهتغییر  عمده برای حس کردنِ  سیستمِ

ژن است. این سیستم بیان  سلول برای تنظیمِ  درونِ  اطلاعاتِ

بژن بیان  ۀکنندکنترل  برای  لازم  آوردن  ههای  دست 

بیماری آنتیموادغذایی،  به  مقاومت  در  زایی،  بیوتیک 

سیستمباکتری این  از  یکی  در  هاست.    اشریشیاکلی ها 

بیان  PhoQ/PhoP  سیستمِ که  مانند  ژن است  هایی 

  یاههای لازم برای تغییرو همچنین ژن  Mg+2 ۀدهندانتقال

LPS  (4)  را در کنترل دارد .  AMP   ِپپتیدهای ضدمیکروبی(  

ساکارید  پستانداران( ترکیباتی کاتیونی هستند که با لیپوپلی

غشا واکنش داده تا غشای خارجی ارگانیسم را مختل کرده  

ا  هپلاسمی دست یابند. بنابراین این ترکیبو به فضای پری

تهاجمِ تا جلوی  میزبان کمک کرده  بگیرند.    به  را  باکتری 

  PhoPQ  سیگنالِ  انتقالِ  با سیستمِ   نتروباکتریاسهآ  ۀخانواد

کنند.  را تنظیم می  AMPمقاومت به    ۀکنندهای کنترلژن 

باکتری سرکوبِاین  با  می  AMP  بیانِ  ها  توانند  میزبان 

 . ( 5) های میزبان نفود کنندتر به سلولعمیق  صورتِهب

  تحتِ   نتروباکتریاسه آ در    PhoQو    SlyB  ،PhoPهای  ژن 

پپتیدهای    که مقاومت در برابرِ   ند ست ه   PhoPQ  سیستمِ   کنترلِ

استرس  و  می ضدمیکروبی  بهبود  را  اکسیداتیو  بخشند.  های 

بیانِ مشخص  که    پروتئینِ   فعالیتِ  مهارِ   باعثِ   SlyB  زیادِ   شده 

PhoP   پروتئینِ   منفی فعالیتِ   صورتِه شده و در واقع این ژن ب  

 
1 Immunoglobulin A 

PhoP   توان با هدف قرار  کند. بر همین اساس می را تنظیم می

تواناییِ   دادنِ  باکتری،  برای مقاومت را    این سیستم در  پاتوژن 

ها  AMP  شیِ کُباکتری   ثیر قرار داده و همچنین فعالیتِ أ ت تحت 

خوبی برای    میزبان را پیش برد. این روش جایگزینِ  بدنِ   درونِ

 .  ( 6)   ها است های معمول در درمان عفونت بیوتیک استفاده از آنتی 

سال  عنوانِ ای  مطالعه   14۰2  در   پروتئینِ  بارگذاریِ»   با 

CfaB   ِباکتری نانوذراتِ   نتروتوکسیژنیک آ   کلی   اشریشیا   از    در 

های  موش   نشان داد که سرمِ  « آن   زاییِایمنی   کیتوزان و ارزیابیِ

-Caco های سلول    ETECباکتریِ  شده با این نانوذرات، اتصالِایمن 

از آن است که  درصد    6۰را تا   2 کاهش داد. این نتایج حاکی 

تواند  کیتوزان می   در نانوذراتِ CfaB نوترکیبِ   پروتئینِ   بارگذاریِ

 . را تحریک کند  ETEC باکتریِ   درمقابلِهومورال    ایمنیِ  پاسخِ

های  بیماری   شویوِ  توسوعه میزانِ در کشوورهای درحالِ

 کوارا نبودنِ   دلیولِتوجوه بوده و همچنین بوه اسوووهوالی قوابول 

های مقاوم، این سوویه   ایجادِ  ها برای درمان و خطرِبیوتیک آنتی 

هوای موردبررسوووی در ترین گزینوه موارد همچنوان جز اصووولی 

 . ( 7)   است   ( WHO)   جهانی   بهداشتِ  سازمانِ

  ها در بدنِ بار ابتلا به این عفونت شده است که یک مشخص 

توجهی  قابل   کند و واکسیناسیون نقشِمصونیت می   فرد ایجادِ 

از این عفونت  پیشگیری  ایمنی و  اینکه  ه ها دارد. ب برای  دلیل 

مدفوعی  - دهانی   باکتریایی از راهِ  این عواملِ   زاییِعفونت   مسیرِ

ها القای  مؤثرترین راهکار برای مقابله با آن   بنابراین باشد،  می 

 . ( 8)   مخاطی است   ترشحی در سطوحِ  IgAبالایی از    تیترِ  تولیدِ

  های ایجادِ های خوراکی یکی از روش استفاده از واکسن 

است.    مخاطیِ  ایمنیِ  تواند سطوحِمی مخاطی  ایمنیِمؤثر 

بدن مانند دستگاه گوارش و تنفس را که در ارتباط    داخلیِ

محیطِ محافظت    با  هستند  درحالخارج  این  کند.  حاضر 

  ایمنی از راهِسیستم   امکان به وجود آمده است که با تحریکِ

  سیستمیک و مخاطیِ  های ایمنیِبینی یا دهان بتوان پاسخ

 ایمنیِسیستم  اصلیِ   مهم و   پاسخِ   .(9)  مناسبی را ایجاد کرد

برابرِ در  تولیدِمیکروب   مخاطی  توسط    1IgA  ها،  ترشحی 

بافتِ سلول  در  که  است  دستگاهِ   هایی  به  وابسته    لنفاوی 
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دارند.GALT)1  گوارش حضور   )  IgA  ِبرابر در   ترشحی 

پاتوژن  ممانعت از اتصالِ باکتری مقاوم بوده و سببِ  پروتئازِ

سلولِ میاپی  به  های  واکسن  اینباوجود .( 1۰)  شودتلیال 

معده و    اسیدیِ  شرایطِ  پروتئین باید بتوانند در برابرِ  حاویِ

روده مقاومت کنند و تخریب نشوند. در این راستا    محیطِ

  ها استفاده از حاملینِآن زیستیِ دسترسیِ افزایشِ منظورِبه

  یهای حاملکلوئیدی پیشنهاد شده است. کیتوزان از جمله  

مخاطی در    تجویزِ  ها را به هنگامِژنتواند آنتیاست که می

کند.  پروتئولیتیکهای  آنزیم  برابرِ کیتوزان    محافظت 

خود   ذاتی و طبیعیِ   دجوانتِاَ  نانوپلیمری است که با خاصیتِ

تحریکِ به  داشتنِسایتوکاین  قادر  با  ترکیب  این   هاست. 

زیستی و    پذیری، سازگاریِتخریبزیست  هایی مانندِ ویژگی

ها مطرح  واکسن  آن برای مسیرهای خوراکیِ  ۀتهی  سادگیِ 

در IgG   بادیِآنتی  سطحِ  افزایشِ  هاپژوهشدر  .  (8)  است

و آنتیIgA   بادیِ آنتی  سرم  به  پاسخ  در  های  ژنمخاطی 

  شده با کیتوزان مشاهده شده است. با کمپلکس  نوترکیب و

 گیری از سیستمِ های ضدمیکروبی و بهرهنانوواکسن مخلوطِ

می  بدنِ  ایمنیِ مقابلمیزبان   دربرابرِ مؤثرتری    ۀتوان 

 داشت.   کلی  اشریشیا های ناشی از باکتریِعفونت

 نانوذراتِ   ۀ طراحی و تهی »   با عنوانِ 2۰24  ای در سالِه ل قا م    

  آن در شورایطِ انتشوارِ  ۀ و مطالع  BSA آلژینات حاویِ- کیتوزان 

in-vitro  »ِعنوانِآلژینوات بوه - کیتوزان   نوانوذراتِ  بوه بررسوووی  

های دارورسووانی پرداخت. این پژوهش نشووان داد که  حامل 

خود، در    هوای خواِ ویژگی   دلیولِبوه   شوووده  بیوان نوانوذراتِ

 اندهای واکسون و دارورسوانی موردتوجه قرار گرفته سویسوتم 

هوای روش علمی    ۀ یوک مطوالعو  طیِ  2۰23  در سوووالِ  . ( 11) 

  هوای نوترکیوب مقوایسوووه و اهمیوتِپروتئین   تخلیصِ  مختلفِ

بیولوژیکی   فعالیتِ  تخلیص برای حفظِ  شوورایطِ  سووازیِبهینه 

 . ( 12)  شد پروتئین بررسی  

  کیتوزانِ   در نانوذراتِ   SlyB  نوترکیبِ   پروتئینِ  پژوهش در این      

آن افزایش یابد و    ایمنیِ سیستم   تحریکِ   شده تا تواناییِ   کپسوله 

 گیرد. قرار  مدل موردبررسی    آن در جاندارِ   زاییِ ایمنی 

 
1 Gut-Associated Lymphoid Tissue 

 هامواد و روش  |2

   SlyB  ژنِ  توالیِ  بیوانفورماتیکی و بازیابیِ  بررسیِ  |1-2

و    SlyB  ژنِ   برای جداسازیِ  Enterotoxigenic E. coli ۀ سوی 

ژنتیک تهیه   ی و مهندسیِ ملّ  چالش از پژوهشگاهِ  آزمونِ انجامِ

از پایگاه    SlyB  پروتئینیِ  ژن، توالیِ   توالیِ  برای بازیابیِ   گردید. 

پروتئینیِ داده  از    نوکلئوتیدیِ   توالیِو    UniProt  های  ژن  این 

  ۀ ناحی   بازیابی شد. برای یافتنِ   GeneBankو    Gene  ۀ پایگاه داد 

  انجام شد و پس از تعیینِ   BLASTn  ژن، آنالیزِ  ۀ شد محافظت 

بالغ    پروتئینِ   اصلیِ   ۀ زنجیر   پپتید که در توالیِ   سیگنالِ   ۀ ناحی 

 انتخاب شد.    پرایمر   مناسب برای طراحیِ  حضور ندارد، توالیِ 

   SlyB  ژنِ برای تکثیرِ PCR واکنشِ  سازیِبهینه  |2-2

انجامِ  مولکولی   مختلفِ  مراحلِ  برای  تأییدهای  یا  و  تکثیر 

 SlyB-F  توالی، پرایمرهای اختصاصیِ   و تعیینِ  PCRبرمبنای  

ژ   SlyB-Rو   آنزیم   SlyB  نِبرای  و  شد  برشیِ طراحی   های 

EcoRI   وHindIII  پرایمرهای رفت ترتیب در  به:  
CTGTGTTAATAACGACACCCTGTCAGGAATTACTAGA F:-SlyB 

 :برگشت و
GCGCGGAGAAACGGTCACAAGCTTATATAT :R-SlyB 

ویژگی شد.  گرفته  ثانویدرنظر  ساختارهای  و    احتمالیِ  ۀها 

کمکِ با  بهترین   Oligo7  افزارنرم  پرایمرها  و  شد  بررسی 

  3۰در    PCR  . در نهایت واکنشِ ها سفارش داده شدندترادف

 صورت گرفت.  (درجه  9/63)  چرخه با دمای اتصال پرایمرها

  ی و بررس     pET28a  درونِ   SlyB  ژنِ   یِ ساز همسانه   |3-2

 ی ساز صحت همسانه 

 GeNet Bioشوورکت   تِی با اسووتفاده از ک   د ی پلاسووم    اسووتخراجِ

 . هضمِ شد سازنده انجام   شرکتِ  دستورالعملِ براساسِ  ره کُ  کشور 

  توسوووطِ  pET28a  یِان ی ب   دِی و پلاسوووم   PCR  محصوووولِ  آنزیمیِ

  ی ا هوه انجوام گرفوت. قطعو  HindIII  و EcoRI   یِهوای برشوووآنزیم 

SlyB   ۀ شود ی خط   دِی و پلاسوم  pET28a  ژل،    ی پس از برش از رو

 محصوولِ   GenetBio شورکتِ  یِسواز خالص  با اسوتفاده از کیتِ

PCR   وارد کردن ژنِ  ی خالص شدند. برا  SlyB  ِدِ ی پلاسم   به درون  

  در واکنشِ   ، ی م ی آنز  حاصول از هضومِ  ی ا ه ه ، قطع pET28a  یِان ی ب 
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  گراد ی سوانت   ۀ درج   22 ی سواعت در دما   2  مدتِبه   ی م ی آنز  اتصوالِ

ملحق شووووند.    گر ی کد ی به    گاز ی ل   T4 مِی آنز   قرار گرفت تا توسوووطِ

از     E. coli BL21 (DE3)های مسوتعد سولول   سوازیِبرای آماده 

  شوکِ   روشِ ن ی استفاده گردید. همچن  TFB بافرِ  استانداردِ  روشِ

مستعدشده    سلولِ  به درونِ    pET28a-SlyB  انتقالِ  ی برا   ی حرارت 

E. coli BL21 (DE3)   یِ بررس   منظورِمورداستفاده قرار گرفت. به 

  ندِ ی ا حاصوول از فر   ی ها ی کلون   ی بر رو   ی سوواز همسووانه   صووحتِ

از    PCR  یِکلوونو  واکنوشِ  ونِیوترانسوووفوورموواسووو اسوووتوفوواده  بووا 

انجوام شووود.   T7 terminator  و   T7 promoter  ی مرهوا ی پرا جفوت 

شووود، بوا   د ییوأ در آن تو  SlyB  ژنِ  کوه حضوووورِ  ی ی هوا ی از کلون  ی ک ی 

 قرار گرفت.   ی موردبررس   ز ی ن   ی م ی آنز  هضمِ

  ب ی نوترک   نِ ی پروتئ   انِ ی و ب   ی ان ی ب   وکتورِ   ی ساز آماده   |4-2

 E. coli BL21 (DE3)در  

  ن ی پروتئ  انِی ب   ی قبل برا  ۀ مثبت در مرحل   ۀ شود د یی أ ت   ی ها ی کلون 

میکرولیتر    5۰ منظور، مقدارِ  ن ی . به ا ند مورداسوتفاده قرار گرفت 

تازه   LB  لیتر محیطِمیلی   5مثبت به    یِکلون  ۀ شووبان   کشووتِ  ز ا 

 اضوافه شودند. پس از رسویدنِ   ن ی سوی کاناما   μg/mL 5۰دارای  

 رشووودِ   کودورتِ  )حواصووولِ  ۰/ 8- ۰/ 6  ۀ بوه محودود   ی نور   جوذبِ

  نهواییِ   بوا غلظوتِ  IPTGنوانومتر،    6۰۰  موجِطول   ( در ی بواکتر 

mM  1  ِکشوت اضوافه شود و   ی ها ط ی اسوتریل به مح  در شورایط

 در شویکرِ  rpm15۰  گراد و سورعتِسوانتی   ۀ درج   37در دمای  

متفواوت پس از    ی هوا شووودنود و در زموان   ی ذار گرمواگُ  انکوبواتور 

  بودونِ   ز ی شووواهود ن   طِی . مح نود انجوام شووود   ی بردار نمونوه   ی القوا 

  . پس از اتموامِ نود د یوگرد  ه یوته   بوالا  طِی شووورا  طبقِ  IPTG  افزودنِ

هوای کشوووت لیتر از هرکودام از لولوه میلی  1/ 5  مقودارِ  بوالا   زموانِ

میکروتیوب ریخته   مربوط به هر کلونی درونِ  تسووت و شوواهدِ

  با سوورعتِ  وژ سووانتریف  به کمکِ  ی باکتر   ی ها و سوولول   ند شوود 

rpm5۰۰۰  ها  سوولول  ن ی شوودند. ا   ی آور دقیقه جمع   5  مدتِبه

از ان یوکردن از لحوا  ب   موار ی پس از ت  -SDSژن بوا اسوووتفواده 

PAGE    قرار گرفتند.   ی موردبررس 

  دشدهیتول  بینوترک  نِی پروتئ  تیالحل    نیی تع| 1-4-2

 یانیب  زبانیدر م 

  محلولِ   در سلول )به شکلِ  شده ان ی ب   نِی پروتئ   تِ ی ال حلّ  نِ یی تع 

شکستنِ ی ن و ی ز انکلو   اجسامِ  ا ی و    ی توزول ی س  با  و  سلول   (،  ها 

  بِ ی تخر   منظورِ محلول و نامحلول مشخص شد. به   فازِ   یِجداساز 

مکان ز ی ل   )بافرِ  یی ا ی م ی ش   ی ها روش   ی سلول   ۀ وار ی د    ی ک ی کننده(، 

آنز ون ی کاس ی )سون  و  برا م ی زوز ی )ل   ی م ی (  شد.  اعمال    یِ بررس   ی ( 

  یِ بردار محلول و نامحلول نمونه   از فازِ   ب، ی نوترک   نِ ی پروتئ   گاهِ ی جا 

افزودنِ   ی تر ی کرول ی م   5۰ از  پس  و  شد  و    بافرِ  انجام  نمونه 

  ی رو   یِ ن ی پروتئ   نشانگرِ    همراهِ به   قه ی دق   1۰مدت  به   جوشاندن 

 .  د ی الکتروفورز گرد   SDS-PAGE (10%)ژل  

   بینوترک نِیپروتئ دییأو ت صیتخل  |5-2

ستونِهب  بینوترک  پروتئینِ  تخلیصِ   کروماتوگرافیِ  وسیلۀ 

  شرکتِ   شده توسطِارائه   روشِ   طبقNi-NTAِ ترکیبی  میل

برا (Qiagen, German) سازنده گرفت.   انجامِ  یانجام 

پروتئنمونه   نگیبلاتوسترن  نمون  ینیهای  و  بیان  از   ۀبعد 

القا(  از دستگاهِ  شاهد )بدون  استفاده  -Miniالکتروفورز    با 

PROTEAN Tetra System (Bio-Rad, USA)  روی ژل    بر

SDS-PAGE  12  ِها نیپروتئ  درصد الکتروفورز شدند. انتقال  

   Trans-Blot Turbo Transferستمِیبه غشا با استفاده از س

System (Bio-Rad, USA)  ِجهت شد.  این    انجامِ  انجام 

 متصل به هیستیدینیِ ۀدنبال  درمقابلِ بادی  تکنیک از آنتی 

(HRP Anti His tag HRP-conjugate) ّ(  1:2۰۰۰ت )با رق

 استفاده شد.  گمایشرکت س

 آن   غلظتِ نِیی شده و تع ص ی تخل   نِی پروتئ   زِی ال ی د |   6-2

انجام    PBSدیالیز با اسوتفاده از    ها، روشِاوره از نمونه   حذفِ  جهتِ

  ۀ یسووک   شووده درونِآوری جمع   ی ها پروتئین   شوود. پس از تخلیصِ

( قرار گرفوت.  D6191  یگموا )سووو  یلودالتون ک   12  بوا منوافوذِ  یوالیز د 

سواعت    18  مدتِبه   یب نوترک   ینِپروتئ   یِحاو   یالیز د   ۀ یسوسوپس ک 

و    PBS  یِقرار داده شود. بشور حاو   PBS 1X  محلولِ  یِحاو   شورِدر بِ

قرار    یسووی مغناط   زنِهم   ی ها، رو نمونه   یِمحتو   یالیز د   ی ها یسووه ک 

عمول در    ین . ا یودنود گرد   یکنواخوت گرفتنود و بوا اسوووتفواده از مگنوت  

 انجام شد.    سردخانه   ساعت درونِ  18  مدتِ  تمامِ

برادفورد    شووده از روشِیص تخل   پروتئینِ غلظتِ برای تعیینِ

  ی ها استاندارد، ابتدا از غلظت   یِمنحن   رسمِ  منظورِاستفاده شد. به 



 |1405  تابستان   |  63شمارۀ    |  16دورۀ    | مولکولی و های بیوتکنـولوژی سلولی فصلنـامۀ تازه 

43  

 

اسوتفاده شود که   BSA  پروتئینِ یِمحلول حاو  مختلف و معلومِ

بوه   595  موجِهوا در طول آن   جوذبِ   دسوووتگواهِ   کموکِ  نوانومتر 

 Microsoft  فزار ا اسووپکتوفتومتر خوانده شوود و سووپس با نرم 

Excelِمیزانِ  ۀ محاسوب   منظورِ  اسوتاندارد رسوم شود و به   منحنی 

 مجهول مورداستفاده قرار گرفت.   ی ها پروتئین در نمونه 

     SlyB نِیپروتئ یِحاو  توزانیک  نانوذراتِ  ساختِ |7-2

  2کیتوزان )   لیتر محلولِمیلی   7/ 5  نوانوذرات، مقودارِ  سووواخوتِ  ی برا 

قرار    ر رِی سووت اِ  ی کوچک بر رو   شوورِبِ  ک ی لیتر( در  گرم بر میلی میلی 

  1۰  زمانِمدت   طیِ  SlyB  ۀ شوود ص ی تخل   بِی نوترک   نِی گرفت و پروتئ 

اضوافه شود.    دن ی درحال چرخ   توزانِی قطره به ک قطره   صوورتِدقیقه به 

مخلوط شوود،    ر قرار گرفت تا کاملًاسوتیرِدقیقه بر روی اِ  15سوپس  

رسوید. سوپس    5/ 5  به   NaOH  ها با اسوتفاده از محلولِآن   pH گاه  آن 

  صوورتِلیتر( به گرم بر میلی میلی   1)   TPP  لیتر محلولِمیلی   5  مقدارِ

  بِیونوترک   نِی کیتوزان و پروتئ   حواویِ  از محلولِ  ک یوقطره بوه هر قطره 

  TPP  لیترِیک میلی   زدن افزوده شود. برای این منظور هر هم   درحالِ

  دقیقه افزوده شوود. سووپس سووونیکاسوویون در یک   2  زمانِدر مدت 

  ی برا   ن ی انجام شود. همچن   ک ی اولتراسوون   ای در حمامِثانیه   2۰  چرخۀ 

  یِجوا بوه  ب یونوترک  نِی پروتئ  افزودنِ  ۀ کنترل در مرحلو  ۀ نمونو ۀ یوته 

افزوده شود. در    توزان ی به ک   ن ی پروتئ   حجمِهم   PBS  محلولِ  نِی پروتئ 

دقیقوه و در    45  مودتِدور در دقیقوه و بوه   13۰۰۰هوا در  انتهوا محلول 

  یِشوودند. رسوووب که حاو   وژ گراد سووانتریف سووانتی   ۀ درج   4دمای  

  که حاویِ  ی ی رو   جدا شوود. محلولِ  ی ی رو   نانوذرات اسووت از محلولِ

  میزانِ  گیریِاند برای اندازه نانوذره نشوده   ی اسوت که واردِی ها پروتئین 

 پروتئین استفاده شد.   بارگذاریِ

    SlyB  نِی پروتئ   یِحاو   نانوذراتِ  اتِی خصوص   یِبررس   |1-7-2

 نِیپروتئ  یِحواو  یِدیوکلوئ  یهوامحلول  فوژِیپس از سوووانتر

رویی جدا شوود    میکرولیتر از محلولِ SlyB  ،1۰۰ بِینوترک

 موردنظر در آن بوا روشِ  نوترکیوبِ  یهواپروتئین  توا غلظوتِ

 زیر درصدِ  فرمولِ . براساسِردیبرادفورد موردسونجش قرار گ

 محاسبه گردید:  توزانیک ها در نانوذراتِژنآنتی  بارگذاریِ

 

 

 

= درصدِ بارگذاریِ پروتئین در نانوذره 
− کل مقدارِ پروتئین )میکروگرم(  مقدارِ پروتئینِ موجود در محلولِ رو یی )میکروگرم(

کل مقدارِ پروتئین  )میکروگرم(
× 𝟏𝟎𝟎 

 

ر  زتاسایزِ  توسط دستگاهِ  بقیةاللهدانشگاه    ها درنانوذرات  ۀانداز

تعیینِ  ساختِ  1مالورن  برای  شد.  بررسی   میزانِ  انگلستان 

  یِ برادفورد برا  از روشِ  توزانیک  ژن از نانوذراتِآنتی  رهایشِ

بدین    یهاپروتئین  سنجیِغلظت شد.  استفاده  آزادشده 

رسوبِ در    SlyB  ژنِیآنت  یِحاو  یدیکلوئ  نانوذراتِ  منظور 

 . سپس در شیکرِ درآمد  ونیسوسپانس  صورتِبه  PBS  محلولِ

دور در دقیقه   1۰۰گراد و  سانتی  ۀدرج  37انکوباتور با دمای  

 ها در فواصلِنمونه  روییِ برداری از مایعِقرار داده شد. نمونه

ساعت انجام و    12۰و    96،  72،  48،  24،  12،  3،  ۰  زمانیِ

از    توزانیک  آزادشده از نانوذراتِ  نِیپروتئ  یِسنجغلظت  یبرا

 . استفاده شد طیرادفورد در محروش بِ

 

 

 
1 Malvern Zeta Sizer  
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 ییزایمنیا یِمدل و بررس  جاندارِ  یِسازمنیا| 8-2

  با سنِ  یوزلندین  ۀماد  خرگوشِ  سرِ  18  تعدادِ  یِبررس  جهتِ

 یِسازواکسن و سرم  قاتی تحق  ۀسسؤاز م  یاهفته  1۰تا    7

شدند. در    میتقس  یی تاگروه سه  6و در    دیگرد  هیتهی  راز

فاصلگروه  یِ تمام تجو  کی  نِ یب  ۀها  دوزِ  نیپروتئ  زِیدوز    تا 

بار در یک  ها یکگیری از خرگوش روز بود. خون  14  یبعد

بار پس  دوم یک  گیریِسوم و خون  دوزِ   هفته بعد از تجویزِ

تجویزِ گروه  از  شد.  انجام  ایمنیچهارم  نحوهای  و    ۀ زایی 

 شرح زیر است: به ها تزریق 

میکروگرم    15۰  اول   نوترکیب: در تزریقِ  پروتئینِ   تزریقِ   ( گروهِ 1

( و در  FCAفروند )   کاملِ   دجوانتِ همراه با اَ  ، نوترکیب   پروتئینِ 

چهارم    تزریقِ  تا  پروتئینِ   15۰دوم  با    میکروگرم  نوترکیب 

صورت زیرپوستی تزریق  شده و به   ( مخلوط FIAناقص )   دجوانتِ اَ

  کیتوزانِ   ۀ نانوذر   چهار دوزِ   نانوذره: در تمامیِ   تزریقیِ   ( گروهِ 2شد.  

پروتئینِ  15۰  حاویِ  به   میکروگرم  زیرپوستی  نوترکیب  صورت 

کیتوزان    ۀ نانوذر   نانوذره: چهار دوزِ   خوراکیِ  ( گروه3ِتزریق شد.  

گاواژ دریافت    صورتِ نوترکیب به   میکروگرم پروتئینِ  3۰۰  حاویِ

  نانوذره حاویِ   نانوذره: سه دوزِ   تزریقیِ - خوراکی   ( گروهِ 4کرد.  

  گاواژ و یک دوزِ   صورتِ نوترکیب را به   میکروگرم پروتئینِ   3۰۰

مقدارِ با  پروتئینِ   5۰  تقویتی  ب   میکروگرم    صورتِ ه نوترکیب 

کرد.   دریافت  دوزِ  کنترلِ   گروهِ   ( 5زیرپوستی  چهار    تزریقی: 

  کنترلِ   گروهِ   ( 6زیرپوستی دریافت کرد.   صورتِ به  PBS  محلولِ 

  صورتِ نوترکیب را به   پروتئینِ   نانوذره فاقدِ   خوراکی: چهار دوزِ 

برا    در جاندارانِ   ی من ی ا   ی ها پاسخ   یِبررس   ی گاواژ دریافت کرد. 

روشِ   نه ی واکس    زانِ ی م   نِ یی تع   جهتِ   م ی مستق ر ی غ   ی زا ی الا   از 

 در سرم و مدفو  استفاده شد.   IgAو    IgG  ی ها ی باد ی آنت 

 توسي  آزمونِ  ن ی توکسي  یِسياز ی خنث   چالشِ  بررسيیِ| 9-2

 1خرگوش   ۀ بست   ۀ رود 

شده از منیا  جاندارانِ  سرمِ  یِسازیخنث  توانِ  یِابیارز  یبرا

بد  ۀبست  ۀرود  آزمونِ شد.  استفاده  منظور    نیخرگوش 

به  یهاخرگوش  گرسنگ  24  مدتِموردنظر  داده    ی ساعت 

روده   لئومیا  در قسمتِ  یجراح   عملِ  قِیشدند. سپس از طر

 
1 Rabbit Ileal Loop Assay 

  شد. مخلوطِ  جاد یا  متریسانت   2  یِبیتقر  با طولِ  ییهاحلقه 

سرمETEC   (+LTِ  یِباکتر  ۀشبان  کشتِ و    ی هاگروه  ( 

 کنترلِ  ی. برادیگرد  قیجداگانه تزر  یهاشده به حلقهمن یا

  مثبتِ  کنترلِ  یشد. برا  قی تزر  PBSها  از حلقه  یکیبه    ،یمنف

مجاورت با سرم به حلقه    و بدونِ  ییتنهابه   یباکتر  زیتست ن

ا  ساعتِ  18شد.    قیتزر جراح  نیبعد  و    شده  یخرگوش 

 .شد یریگدر هر حلقه اندازه عاتیما تجمعِ زانِیم

 یآمار زِیآنال |10-2

داشوووت از    ی آموار   ی هوا ی بوه بررسووو  از یوکوه ن   ا هوش ی آزموا   یِدر تموام 

  سوووالِ  27  ورژنِ   p<0.05   ی معنوادار   سوووطحِ  بوا   SPSS  افزارِ نرم 

 استفاده شد.   Excel  افزارِاز نرم نیز  نمودارها    رسمِ  جهتِ و   2۰19

 نتایج  |3
    SlyB  ژنِ  یِتوال  یِکیانفورماتویب  زِیآنال  |1-3

شاخصِ   52  معادلِ   SlyB  ژنِ   GC  درصدِ  و    یِ سازگار   درصد 

معادلِ CAI)   ی کدون  شاخصِ باشد ی م   ۰/ 8  (  کدون    عِ ی توز   . 

 (CFD )    توانند منجر  ی نادر که م   ی ها دهد که کدون ی نشان م نیز

ژن وجود   ن ی ا   یِ کدون  ژن شوند در ساختارِ ان ی ب  زانِی م  به کاهشِ

  دارد. تعدادِ   نه ی آم د ی اس   155است که    ی ن ی پوپروتئ ی ل   SlyBندارند.  

را    د ی پپت   گنالِ ی س   نقشِ   ن ی پروتئ   یِ ن ی آم   ی انتها   ۀ ن ی آم د ی اس   17

 د. ن قرار دار   ن ی پروتئ   یِ اصل   در ساختارِ   نه ی آم د ی اس   138د و  ن دار 

  PCR واکنشِ  یِسازنهیبه |2-3

  PCR  در واکنشِ  ETEC  ژنومیِ  DNAاز    SlyB  ژنِ  برای تکثیرِ

اتصالِ دمای  بهترین  شد.  دمای    استفاده  در    63/ 9پرایمرها 

  SlyBمربوط به    اختصاصیِ   گراد حاصل شد که باندِ سانتی   ۀ درج 

خوبی تکثیرشده و باندهای غیراختصاصی  بازی( به جفت   468) 

 شوند حذف شده است.  که در دماهای دیگر مشاهده می 

   pET28a  درونِ  SlyB  ژنِ  ی ساز همسانه   صحتِ  یِبررس   |3-3

 pET28a-SlyB  بِینوترک  ۀساز  ونِیترانسفورماس  دِ ییأ ت  یبرا

آزمونِیانیب  زبانِیم  درونِ  ،  Colony-PCR   شد که    انجام 

نشان داده شده    1  آن در شکل  محصولِ  الکتروفورزِ  ۀجینت
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ها  یاز کلون  یشود در برخیطور که مشاهده م است. همان

  468  شده که شاملِ دهید  یبازجفت  75۰  ۀ در محدود  ی باند

  وکتور است که توسطِ   ۀاز بدن   یو بخش  SlyB  باز ژنِجفت 

ها  که در آن  یی هارو چاهکنیشده است. ازا ریتکث مرهایپرا

مربوط به    ،شودیباز ملاحظه مجفت  75۰  ۀ باند در محدود

ها  به آن   pET28a-SlyB  بِینوترک  ۀاست که ساز  ییها یکلون

 شده است.  )منتقل( ترانسفورم

 

: 6تا  1 ترمیناتور. چاهکِ T7پروموتر و  T7با پرایمرهای   PCR بیانی با آزمونِ به میزبانِ  pET28a-SlyB ۀساز یید انتقالِأت -1شکل 

  pET28a-SlyB  مثبت با پلاسمیدِ : کنترل7ِ لگو(، چاهکِا DNA منفی )فاقدِ  : کنترل7ِ ژنی، چاهکِ ۀساز های مختلف حاصل از انتقالِکلنی

 DNA مولکولیِ وزنِ : نشانگرMِ واکنش، چاهکِ  DNAالگوی  عنوانِبه

 نوترکیب  پروتئینِ  بیان و تخلیصِ| 4-3

مختلف   یِمولار و در سوه کلنیلیم  کی IPTGبا    انیب یالقا

E. coli BL21 (DE3)  در   یبردارانجوام شووووده و نمونوه

  ی باند مختلف پس از القا صووورت گرفت. حضووورِ  یهازمان

  SDS-PAGE  ژلِ  یرو  لودالتونیک  2۰  یِبیتقر  ۀدر محودود

 انِیب  ۀکننددیأیشوووود، تینم  دهیاز القا د  شیکه در نمونه پ 

  ، بوانود   اسوووت. بوا توجوه بوه شووودتِ  SlyB  بِیونوترک  نِیپروتئ

شوود.  یم  دهیسواعت پس از القا د  16 در زمانِ انیب نیبهتر

بخشِ  نیهمچن   SlyB  نِیپروتئ  ۀعمود  مشوووخص شوووود 

 شود. یم انی)ذرات نامحلول( ب یباد نکلوژنیا صورتِبه

اسوتخراج   فقط با اسوتفاده از روشِ  SlyB بِینوترک نِیپروتئ

شووده اسووت و  صینامحلول تخل  روشِبه نیپروتئ صِیتخل  و

در   یبوانود  ،)محلول(   nativeنِیپروتئ  اسوووتخراجِ  در روشِ

-His  لوشون مشواهده نشود. با توجه به قرار گرفتنِاِ ۀمرحل

Tag ِضووود آن    یِبادیاز آنت بینوترک نِیپروتئ  در سووواختار

  نگیبلاتسوترنشوده در وِصیتخل نِیپروتئ  یِیشوناسوا یبرا

 نِیپروتئ یرو زیالید  (. پس از انجام2ِ  )شوکل  اسوتفاده شود

شوده و  یریگبرادفورد اندازه آن با روشِ  غلظتِ  ،یاسوتخراج

 بود.   تریلیلیبر م کروگرمیم  362  معادلِ
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  قبل ازالقا، چاهکِ بینوترک  یِاز باکتر نیپروتئ استخراجِ ۀ: نمون1 . چاهکSlyBِ نِیپروتئ انِیب دِیأیت  یبرا نگیبلاتوسترن ۀجی نت -2شکل

 یِمولکول وزنِ : نشانگرMِ نامحلول، چاهکِ به روشِ نیپروتئ صِی تخل ۀ: نمون3 محلول، چاهکِ روشِبه یاز باکتر نیپروتئ صِیتخل ۀ: نمون2

 باشد.یم لودالتونیک  برحسبِ نیئپروت یِبیتقر وزنِ نشانگرِ اعدادِ ن، یپروتئ

  یبازده بارگذار  نانوذره و برآوردِ  ۀیته  |5-3

نانوذرات نشان  یآنت  یِبارگذار  درصدِ   ۀمحاسب  جِینتا ژن در 

که  می در   SlyB  بِینوترک  پروتئینِ  ازدرصد    88دهد 

م  توزانیک  نانوذراتِ است.  نانوذرات   زِیسا  نِیانگیوارد شده 

م3  نمودارِ)  نانومتر 6/116  معادلِ   SlyB  یِحاو و    نِ یانگی( 

دست آمده  ( به 4  نمودار)  ولتیلیم 6/19آن    یزتا  لِیپتاس

 قرار دارند.  یمطلوب تِیاست که در وضع

 ،توزانیک  ژن از نانوذراتِآنتی  رهایشِ  میزانِ  برای تعیینِ

،  3،  ۰  زمانیِ   ها در فواصلِنمونه  روییِ  برداری از مایعِنمونه 

برادفورد     ساعت انجام و از روشِ  12۰و  96،  72،  48،  24،  12

شد.    ی هاپروتئین   سنجیِغلظت  یبرا استفاده  آزادشده 

در  همان که  م   5  نمودارِطور  پایمشاهده  تا    روزِ  انِی شود 

 طِیدر مح  SlyBاز    درصد  76  ساعت( حدودِ  12۰)  پنجم

 آزاد شده است.  PBS یِبافر

 

 
 .SlyB بِی نوترک  نِیشده با پروتئانکپسوله توزانِیک  نانوذراتِ ۀانداز جِینتا -3 شکل
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SlyB. شده با انکپسوله توزانِیک   نانوذراتِ یزتا لِی پتانس یِریگ اندازه -4 شکل

 PBS.  در بافرِ توزانیک   از نانوذراتِ  SlyB شِیرها  درصدِ نمودارِ -5 شکل
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 ییزایمنیا  یِابیارز| 6-3

در    ی تيرشييحي   IgAسييرميی و    IgG  تيیيتيراسييیيونِ  |1-6-3

 شده من ی ا   ی ها خرگوش 

 نِیشده با پروتئمنیا  یهادر خرگوش   IgAو    IgG  ونِی تراسیت

SlyB    ستمِیس  کِیمنجر به تحر  نی پروتئ  نیاکه  مشخص کرد  

  ترِیتاست.    شده  نیپروتئ  یِو خوراک  یقیتزر  زِیدر تجو  یمنیا

  قِیپس از تزر  SlyBشده با  منیا  یهادر خرگوش  یبادیآنت

 ی ریگسوم )خون   قِیپس از تزر  زیدوم( و ن  یریگچهارم )خون 

کنترل بالا رفته است.    ۀمشخص نسبت به نمون  صورتِاول( به

دوم نسبت به    قِیپس از تزر  یبادیآنت  ترِیت  شِیافزا  نیهمچن

  ی انیپا  ترِیکه ت  یاست. به نحو  توجه بوده  اول جالبِ  قِیتزر

سرم است   هزارِ  1۰۰به    کی   تِرقّ  دوم معادلِ   قِیپس از تزر

هزار   3۰به    کی  مقدار معادلِ  نیاول ا  قِیکه در تزریدرحال

گروهِ   IgG  زانِیم  ونیتراسیتباشد.  یم که    یخرگوش  در 

مشابه    ، کرده  افتینانوذره در  صورتِرا به  بینوترک  نِیپروتئ

دجوانت انجام شده  همراه با اَ  نیپروتئ  قِیاست که تزر  یگروه

گروهِ  در  م   یِقیتزر  است.    درمقابلِ   ی بادی آنت  زانِینانوذره 

SlyB  ترز از  به گروهِ   قِیپس  نسبت  و چهارم    یِقیتزر  سوم 

اَ  نیپروتئ افزاو  داده  یتوجهقابل  شِیدجوانت،  است.   نشان 

هزار   4۰به    کی  تِرقّ  اول معادلِ  قِیپس از تزر  ی انی پا  ترِیت

 هزار است.  1۰۰به    کیت  رقّ   دوم معادلِ  قِیسرم و پس از تزر

تیتراسیونِ گروه  IgG  همچنین  که  در  خرگوشی  های 

پروتئین   حاویِ  ۀنانوذر  خوراکی از طریقِ  صورتِپروتئین را به 

کرده  می  ،اند   دریافت    IgGبادی  آنتی  تولیدِکه  دهد  نشان 

خوراکی    در روشِاست.    نوترکیب انجام شده  نِیپروتئدرمقابلِ  

تزریق دریافت کرده،    صورتِتقویتی را به  گروهی که یک دوزِ

بالاتری نسبت به گروهی دارد که هر چهار    بادیِآنتی  تیترِ

به را  داشتهدوز  خوراکی  که    صورت  نحوی  به   ODاست، 

گروهِ   بیشینل معادلِ -خوراکی  در  گروهِ  9/۰  تزریقی  در    و 

 روشِشده بههای ایمندر خرگوش است.    5/۰  خوراکی معادلِ

تیترِ آنت   ییبالا  خوراکی،  نشانگرِ   IgA  یِباد یاز  مدفو     در 

 بوده است.  یمخاط سطوحِ ثرِؤم کیتحر

  آزمونِ توسي ِ نیتوکسي  یِسيازیخنث  یِبررسي | 2-6-3

 خرگوش ۀبست  ۀرود

  شده از آزمونِ من ی ا   جاندارانِ  سرمِ  یِساز ی خنث   توانِ  یِاب ی ارز   ی برا 

در هر حلقه    عات ی ما   تجمعِ   زانِی خرگوش استفاده شد. م   ۀ بست   ۀ رود 

  یی زا ت ی سم   شاخصِ  عنوانِشد و به   ی ر ی گ حلقه اندازه   نسبت به طولِ

با    ETECکه    یِنشان داد در گروه   ی بررس   ن ی ا   جِی . نتا د ی گزارش گرد 

جاندارانِ  سرمِ از  نانوذر من ی ا   حاصل  با    نِ ی پروتئ   یِحاو   ۀ شده 

تزر   ی خوراک   صورتِه ب   ، ب ی نوترک  کاهشِمار ی ت   ی ق ی و    تجمعِ   شده، 

  کاهشِ   ن ی ا   زانِی م   ن ی ( و همچن p < 0.001)   دار بوده ی معن   عات ی ما 

  صورتِ ه را ب   ب ی نوترک   نِی پروتئ   یِ حاو   ۀ که نانوذر   ی تجمع در گروه 

  رتر ی چشمگ   ی ق ی تزر   ۀ نانوذر   نسبت به گروهِ  ، کرده   افت ی در   ی خوراک 

بنابرا  است.  سرمِ  یِباد ی آنت   ن ی بوده  در    ییِ توانا   من ی ا   موجود 

روشِ  LT  نِی توکس   ی ا ه اثر   یِساز ی خنث  و  بوده  دارا    یِ خوراک   را 

 است.   عمل کرده   ی ثرتر ؤ م   صورتِ ه ب   ی ساز ی خنث   ن ی ا   ی نانوذره برا 

 بحث |4
  یکل   ایشیاشرمانند    ی اروده  یزایماریب  یهایباکتر

عواملETECِ)  کی ژنینتروتوکسآ از    یِماریب  جادِ یا  ۀعمد   ( 

 تواند یمناسب م  ونِیناسیواکس   ۀبرنام  کیاسهال هستند و  

  دنبال داشته باشد را به  یماریب  نیاز ا  ی ناش  رِیوممرگ  کاهشِ

  سالیانه باعثِ   یتوسعه، این باکتر  درحال  یدر کشورها  .(2)

سال    5  زیرِ  اسهال در کودکانِ  میلیون موردِ  4۰۰-28۰  بروزِ

  نیترشود و مهمیهزار مورد مرگ م  8۰۰-4۰۰  نیو همچن

افرادِ  اسهالِ  عاملِ  در  ا  دکننده یبازد  مسافران  مناطق    نیاز 

مبه مکان  ها ی باکتر  نیا  .(13)  دیآیشمار    یهاسمیاز 

عمد کنندیاستفاده م  یماریب  جادِیا  یبرا  یادهیچیپ    نیا  ۀ. 

است که در زمان    نیاستفاده از چند پروتئ  شاملِ   ها، سمیمکان

مکانِ در سطحِ  و    سلولِ   در سطحِ  یحت  ای  ی باکتر  مختلف 

ابتلا به    بارکیشده است که  مشخص.  رندیگیقرار م  زبانیم

بدنِعفونت  نیا در  ا  ها  و    (14)  کند یم  تیمصون  جاد یفرد 

از   یریشگیو پ   یمنیا  یبرا  یتوجهقابل  نقشِ  ونیناسیواکس

   .( 15) ها داردعفونت نیا

 یِسازنه یبه  ۀواسطهب   تواند یم  یمنیا  یهاپاسخ

  خا ِ  ی هاسلول   یِریگو هدف  ژنیآنت  لِیتحو  یهاستم یس
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کار  به   دجوانتِاَ  شود. در واقع نو ِ  یاختصاص  ،یمنیا  ستمِیس

نو     ی رو  یادیز  زانِیمواکسن به  رشِیپذ  رِیشده و مسگرفته

 رِیگذار خواهد بود. مسریتأث   جادشده یا  یِمنیا  پاسخِ   و شدتِ 

راهِ  ییایباکتر  عواملِ  نیا  ییِزاعفونت   ی مدفوع- یدهان   از 

  دِ یتول  یها القامقابله با آن  یثر براؤم  راهکارِ  نیباشد، بنابرایم

سطوحِ  یترشح  IgAاز    یی بالا  زانِیم و    ی مخاط  در  بوده 

 رِیثأها تی ماریب  نیا  در کنترلِ  یخوراک  اساس واکسنِنیبرا

 . (16) تواند داشته باشدیم ییبسزا

 افتهیسازمان   صورتِهگوارش که ب  دستگاهِ  یِمنیاستم یس

نام دارد که    1ر ییپ  یهاپلاک  شود،یم   افتیروده    ۀواریدر د

اول  یمنیا  ی هاپاسخ  شرو ِ  یبرا  یمحل   ن یدر روده هستند. 

  به دام انداختن و عبورِ  ژن،یآنت کیبا   کیتحر جادِیقدم در ا

منظور    نیا  یمخاط است. برا  الِیتلیاپ   یهاسلول  انِیآن از م

 ۀوجود دارد که اجاز  M  ۀافتیتخصص  سلولِ  ر،ییپ   در پلاکِ

پاتوژن  هاژنیآنت  انتقالِ بافتِ و  به  را  دهد.  یم   یلنفاو  ها 

م  ژنیآنت اختسمیکروارگانیو  در  انتقال،  از  پس   ارِ یها 

 از گرفته و پس  قرار  ژنیآنت  ۀکنندپردازش و عرضه   یهاسلول 

 .  (9) شودیآغاز م  IgA دِیو تول ی منیا یهاآن پاسخ

کردنِ   ی رواحد ی ز   ی ها واکسن   ساختِ      کپسوله  در   و  آن 

شود. ی م  یمن ی ا ستم ی س   ثرترِؤ م   کِی تحر   باعثِ   توزان ی ک   نانوذراتِ 

-D  ل ی است - Nو    ن ی گلوکزآم - Dاز    یع ی طب   مرِی پل   توزان ی ک 

باکتر   نی لوکزآم گ  در  که   تِی خاص   ، یمنف گرم   یها ی بوده 

ا  ی شتر ی ب   یِضدباکتر  است.  داده  نشان  خود  نانوذرات   ن ی از 

آن  دنبالِ ه جذب شده و ب  ریی پ   در پلاکِ  M یها سلول  توسطِ

م   یمخاط   یِ منی ا   پاسخِ  همچن ی شرو    توزان ی ک   ن ی شود. 

 نی توکا ی سا   دِیرا با تول   ی سلول   یِ من ی تواند ای دجوانت ماَ  عنوانِبه 

 توزان ی ک   یطرف  القا کند. از  کی ت ی ندر دَ  یها سلول   فعال کردنِ  و 

جذب   در مکانِ  ی شتر ی ب   مانِز  2چسبندگی به مخاط  تِ ی با خاص 

فعال  ۀ ماد  ۀشد کنترل   آزاد کردنِ  تِی قابل   ی ماند و دارا ی م  یباق 

همچن  کاند   توزان ی ک   گرِید   ی ها ی ژگی و   ن ی است.  را  آن   دِیکه 

 شاملِ  ، ها کرده است واکسن   یِخوراک   ی رها ی مس   ی برا   یمناسب 

 
1 Peyer's Patches 

و   ۀ ی ته   یِ سادگ   ، ی ست یز   یِسازگار   ، ی ر ی پذب ی تخر ست ی ز  آن 

 .( 18  و  17  ,8)   آن است   دجوانت بودنِاَ  یِ ذات  ییِتوانا 

AMP  پپت  یِ کروب یضدم  ی دهای)پپت   ییدهایپستانداران( 

براساسِ  یونیکات عملکردِ  هستند که  و  به دو    ساختار  خود 

بارِیم  یبندمیتقس  Cathelicidinو     Defensinگروهِ   شوند. 

  شی ها را پ یباکتر یها به غشاآن  اتصالِ  ا هبیترک  نیا  مثبتِ

  یِ پلاسمیپر  یِ به فضا  یخارج  ی غشا  رده و با مختل کردنِبُ

  یهاموش  اند کها نشان دادههه. مطالعابندی یدست م  یباکتر

ا  کیترانسژن ب  یانسان  یاهب یترک  نیکه  اند، در  کرده  انیرا 

  بقا در برابرِ  یاند. برامقاومت داشته   سالمونلا   یهاعفونت  برابرِ

را    AMP  حضورِ  دیبا  یها، باکترAMP  یِشکُیباکتر  تِیفعال

را کنترل   AMP  در مقاومتِ   ریدرگ  یژنهاانیاحساس کند و ب

خانواد( 5)  کند در    ۀکنندکنترل  ی هاژن   اسهینتروباکترآ  ۀ. 

به    انتقالِ   ستمِیس  کنترلِ  تحتِ  معمولاً  AMPمقاومت 

PhoPQ  اندسته   سمِیمکان  کی  گنالیس  انتقالِ  ستمِیس  نی. 

سازگار  یِمیتنظ در  که  است   برابرِ  در  یباکتر  یِچندکاره 

  اسهینتروباکترآ. در  ( 19و    6)  نقش دارد  یطیمح  یهااسترس 

ژن    ن یا  کنترلِ  تحتِ  شهیهم  SlyB  ،PhoP  ،PhoQسه 

  پوششِ  یاهرییتغ  یخانواده برا  نیا  یهستند. اعضا  ستمیس

موردن برابرِ  ازیسلول  در  مقاومت  که    یدهایپپت  هستند 

استرس   یکروبیضدم م  ویداتی اکس  یهاو  بهبود  د.  نبخشیرا 

و   ی خارج یغشا یِرینفوذپذ رِییاغلب با تغ اهرییگونه تغ نیا

پپت  شِیافزا به    روندِ   یرو  ی کروبیضدم  یدهایمقاومت 

همچن  ییزایماریب دارند.  سرکوبِیباکتر  نیاثر  با    انِی ب  ها 

AMP  درونِق یعم  صورتِهب  زبانیم   ۀ رود  ی هاسلول  تر 

  انِیبکه    اند ا نشان دادهههکنند. مطالعینفوذ م  زبانیم  کوچکِ

کُ   SlyB  ژنِ  ادِیز غشا  نیپوپروتئیل  کی   ۀ دکنندکه   یِدر 

شده    PhoP  نِیپروتئ  تِیفعال  مهارِ  است، باعثِ   یباکتر  یِخارج

کند.  یم  میرا تنظ  نیپروتئ  نیا  تِیفعال  یمنف  صورتِهب  یعنی

مهارِنیبرا با    زبانیم  ،یانتقال  ستمِیس  ن یا  تِیفعال  اساس 

مهاجم داشته باشد و    یِباکتر  در برابرِ  یثرؤم  ۀتواند مبارزیم

همچن  یبرا  یباکتر  ییِتوانا و  داده  کاهش  را    نیمقاومت 

2 Mucoadhesive  
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  ش یپ   یخوبهتواند بیم  زین  زبانیم  AMP  یِشکُیباکتر  تِیفعال

 روشِ   یبرا  یاهبالقوّ  حلِراه  Anti-virulenceروش    نیرود. ا

مقاومت    معمول و مشکلِ  یهاکیوتیبیآنت  با کاربردِ   ی درمان

 . (2۰ و 6، 5) ها خواهد بودک یوتیبیبه آنت

  ی ان ی ب   را در حاملِ   ETEC  یِ از باکتر   SlyB  مطالعه ژنِ  ن ی در ا 

  توزان ی ک   در نانوذراتِ   ص ی آن را بعد از تخل   نِ ی کرده و پروتئ   ان ی ب 

قرار    ی مدل موردبررس   آن در جاندارِ   ییِ زا ی من ی تا ا   نموده   کپسوله 

  ی برا   ی لودالتون ی ک   2۰  باندِ   ۀ دهند نشان   نگ ی لات منوبِی ا   جِ ی . نتا رد ی گ 

م   ان ی ب   ب ی نوترک   نِ ی پروتئ  نشان  که  است  سنتزِ ی شده    دهد 

  mRNA  یِو از رو   ح ی صح   طورِ ه ب   ی ان ی ب  ستمِی س   ن ی در ا   ن ی پروتئ 

  ن ی پروتئ   غلظتِ   ز ی ن   ز ی ال ی د   کامل صورت گرفته است. بعد از انجامِ

 برآورد شد.    تر ی ل ی ل ی بر م   کروگرم ی م   362  زانِ ی م به 

  گرم بر ی ل ی تا سه م   ک ی   غلظتِ  اند که ا مشخص کرده ه ه مطالع    

باعثِتو ی ک   تر ی ل ی ل ی م    توزان ی ک   تِ ا نانوذر   مطلوبِ  یِ ر ی گ شکل   زان 

  غلظتِ که  مشخص کرد    ۀ این پژوهش مطالع   جِی نتا   . ( 8) ت  شده اس 

بر م ی ل ی م   ک ی و    توزان ی ک   ترِ ی ل ی ل ی گرم بر م ی ل ی م   2   ترِ ی ل ی ل ی گرم 

TPP  آرام   یِ آزادساز  و سرعتِ   ی ر ی بارگ   یِبازده   ن ی منجر به بالاتر

در نانوذرات    ن ی پروتئ   کپسوله شدنِ   یِ بازده   هرچه درصدِ شود.  ی م 

م   شتر ی ب  دارد.    ی شتر ی ب   نِ ی پروتئ   زانِ ی باشد،  وجود  نانوذرات  در 

هدف قرار    ی ها سلول   در دسترسِ   ی شتر ی ب   واکسنِ   زانِ ی م   ن ی بنابرا 

  جِ ی کند. نتا ی م   جاد ی ا   ی بهتر   ییِ زا ی من ی خود ا   ۀ نوب که به   رد ی گ ی م 

  درصد   88دهد که  در نانوذرات نشان می   ن ی پروتئ   یِبارگذار   درصدِ 

وارد شده است    توزان ی ک   در نانوذراتِ  SlyB  بِ ی نوترک   پروتئینِ   از 

 . ( 23– 21)   است   بوده   گر ی د   محققانِ   که سازگار با کارِ 

      SlyBنِیپروتئ  یِحاو  نانوذراتِ  زِ یسا  نِ یانگیم  نیهمچن    

م  6/116  معادلِ  و   6/19آن    ی تازِ  لِیپتاس  نِ یانگینانومتر 

  ی مطلوب  اریبس  تِیدست آمده است که در وضعولت بهیلیم

 نِیپروتئ  (2۰19)  همکارانو    ینیحس  ۀقرار دارند. در مطالع

نانوذراتِ  LtBو    CfaB ،  ST  ،CfaE  یِحاو  بینوترک   در 

  نِیپروتئ  نیا  یِحاو  نانوذراتِ  ۀشدند، انداز  یریبارگ  توزانیک

بازده  112  بِینوترک و  درصد    8/98  یبارگذار  یِ نانومتر 

است  نیتخم   (2۰14)  و همکاران  انینظر  .( 17)  زده شده 

پروتئ که  کردند  در  کپسوله   کِیمریکا   نِیگزارش  شده 

بازده   252  ۀ انداز  نِ یانگیم  یدارا  PLGA  نانوذراتِ   یِو 

و   ینوروز  ۀدر مطالع  .(24)   درصد بوده است  91.96  یِریبارگ

نانوذراتِ  (2۰18)  همکاران را    OMV  یِاوح  توزانیک  که 

  ۀ و اندازدرصد    9۰  یبارگذار  یِ قرار دادند، بازده  یموردبررس

 . (25) شده است  نانومتر برآورد  532نانوذرات هم 

فعال است    ۀماد  ۀشدکنترل   آزاد کردنِ  تِیقابل  یدارا   توزانیک

شده را در  آرام و کنترل  شدنِ  آزاد  نیا  ،یآزادساز  لِ یو پروفا

م  یهازمان نشان  همانیمختلف  پروفادهد.  در  که    لیطور 

  6۰  حدودِ  یآزادساز  نخستِ  ساعتِ   24شود در  یمشاهده م

شود که  یم  دهیآن د  آرامِ  شدنِ  درصد بوده و بعد از آن آزاد

با   ا  .(24و    8)  است  نامحقق  ریسا  یهاافتهیسازگار    نیدر 

گاواژ استفاده شد    از روشِ  یخوراک  ییِ زایمنیا  یمطالعه برا

ژن در  یآنت  حفاظتِ  شِیافزا  باعثِ  توزانیک  یِریکارگهکه با ب

  IgAو    IgG  ونِیتراسیشود. تیم  کیتیئولپروتِ  ی هامیآنز  برابرِ

پروتئمنیا  یهادر خرگوش  با  م   SlyB  نِیشده  دهد  ینشان 

تجو  نیپروتئ  نیاکه   در  خوراک  یقیتزر  زِیتوانسته   یو 

نتا  کیرا تحر  یمنیاستم یس که    ی گروه  یِیزایمنیا  جِی کند. 

  ایدجوانت و  اَ  همراهِبه  نیپروتئ  به دو روشِ  یقیتزر  روشِبه

  دهد از نظرِیاند، نشان مکرده  افتیدر  نیپروتئ  یحاو  ۀنانوذر

  ی مشابه دوم در هر دو روش مقدارِ قِیپس از تزر یان یپا ترِیت

برخبه در  هرچند  است،  آمده  رقّ  یدست  متاز   زانِ یها 

OD492nm  گروه پروتئ  یدر  به   نیکه  نانوذره   صورتِرا 

گروهِ  افتیدر از  بالاتر  اَ  قیتزر  کرده  سرمِبا  است.   دجوانت 

به   نیپروتئکه    ییهاخرگوش  طر  یخوراک  صورتِرا    قِ یاز 

نکرده  افتیدر  نیپروتئ  یِ حاو  ۀنانوذر   ترِیت  یِحاو  زیاند 

 بینوترک نِیئپروت  درمقابلِ  IgG یِبادیاز آنت یاملاحظهقابل

لحا ِ از  است.  که   IgA  یِباد یآنت  دِیتول  بوده  مشخص شد 

نانوذراتِ  یگروه ب  بینوترک  نِیپروتئ   یِحاو  که   صورتِ هرا 

بالاترکرده  افتیدر  یخوراک در    IgA  یِ بادیآنت  ترِیت  ن یاند 

را نشان داده   یخوراک  در گروهِ  تریت  نی ا  نیاند. همچنسرم 

به گروهِ  رقّ  ی قیتزر  یِخوراک  نسبت  ادامه   یشتریب  ی هاتتا 

 یخوراک  گروهِ  زین  یمخاط  IgA  دِیاست. در ارتباط با تول  افتهی

 نسبت به گروهِ   یشتریب  IgA  یِبادیآنت  یتوجهقابل  زانِیمبه

نمونه  یقیتزر  یِخوراک است.    ی هادر  داده  نشان  مدفو  

پروتئ  نیبنابرا کردن  نانوذراتِ  بینوترک  نِ یکپسوله   در 



 |1405  تابستان   |  63شمارۀ    |  16دورۀ    | مولکولی و های بیوتکنـولوژی سلولی فصلنـامۀ تازه 

51  

 

ب  توزانیک محلِیآنت  یخوبه توانسته  به  را  در    ژن  مناسب 

 ی ری آن جلوگ  یِپروتئاز  بِیگوارش برساند و از تخر  دستگاهِ

بوده است.   گرید  محققانِ  راستا با کارِهم  جینتا  نیکرده است. ا

و    PLGA  درونِ  CS6و    CFA/Ι  ،CS3  فاکتورِ  یِبارگذار

 یستمیو س  ی موضع  یِمنیا   پاسخِ  رییپ   ها در پلاکِ آن   پردازشِ

  IgGو    IgA  یهایبادیآنت  ترِیت  نیکند و همچنیم  کیرا تحر

است  یاملاحظهقابل  زانِیمبه  زین بوده    .(24)  بالا 

با    زین  ETECاز    F4  ژنِیآنت  یِحاو  توزانیک  یهانانوکپسول

ا  یخوراک  روشِ تول  یقبولقابل  ییِزای منیتوانسته    دِیبا 

جاندارِ  یبادیآنت ا  در  بررس  . (26)  کند   جاد یمدل    یِ در 

مطالع  OMV  یِحاو  زانِتویک  نانوذراتِ  ییِزایمنیا   ۀدر 

شد    ینوروز در    ی مدفوع   IgA  یِ بادیآنت   ترِیتکه  مشخص 

آنت  ی گروه بیکه  را  در  صورتِهژن  کرده    افتینانوکپسوله 

 .(25) بالاتر بوده است یمعنادار طورِهبودند، ب

اوا    تزر  195۰  ۀده  لِیدر  که  شدند  متوجه    قِ یمحققان 

قطعن ینتروتوکسآ به  )حلقه   ۀبست  یاههها    ۀبست  یهاروده 

مانند سگ و گوساله    ی واناتیروده( در خرگوش و بعدها در ح

درشودیم  عاتیما  تجمعِ  باعثِ  ۀ بست  ۀرود  آزمونِ  جهینت  . 

. بعد از  شد یکار گرفته مکلرا به سمِ  ییِ شناسا یخرگوش برا

ها  نینتروتوکسآ  ییِشناسا  ی آزمون برا  نیگسترده ا  طورِآن به 

  خرگوش با سرمِ  ۀبست  ۀرود  در آزمونِ  . (27)  کار گرفته شد به

  زانِ یمشده بهمن یا شده، مشخص شد که سرمِمن یا جاندارانِ

م  یتوجهقابل حلقه  عاتیما  تجمعِ  زانِیتوانسته  را  در  ها 

 بینوترک  نِیپروتئ  یِ حاو  که نانوذراتِ   ی کاهش دهد و گروه

  یِقیتزر  اند، نسبت به گروهِ کرده  افت یدر  یخوراک  صورتِهرا ب

تزر و  اَ  نِیپروتئ  قِینانوذرات  تفاوتِهمراه   ارِ یبس  دجوانت، 

  یِ حاو  با لوپِ  سهیدر مقا  عاتیما  تجمعِ  در کاهشِ  یمعنادار

ETEC کنترل  با گروهِ  یتفاوت که توان گفت ینشان داده و م

  کردنِ   یخنث  یبرا  یمخاط  ییِزایمنیا  نینداشته است. بنابرا

 ی آزمون رو نیا ینوروز  ۀدر مطالعثر بوده است. ؤم نیتوکس

  ETEC  یِحاو  یهاموش انجام شد و مشخص کرد که در لوپ

ژن ی آنت  یِحاو  توزانِیک  شده با نانوذراتِمن یا  موشِ  سرمِکه با  

تجمعِماریت بود،  درحال  عاتیما  شده  نشد  در    کهیمشاهده 

   .(25) رخ داده است عاتیما کنترل تجمعِ گروهِ

 یریگجهینت |5
  توزانِ ی ک   نانوذراتِ  ۀ بالقوّ  لِی پتانس   ۀ کنند د یی أ مطالعه ت   ن ی ا   ج ی نتا 

برابرِ  ی برا   SlyB  بِی نوترک   نِی پروتئ   یِ حاو  در    عفونتِ   حفاظت 

کپسوله    ن ی مدل بوده است و بنابرا   در جاندارِ   ETECاز    ی ناش 

بوده و    ی مخاط   یِ من ی ا   رنده شبَی پ   ها در نانوذراتِ ژن ی آنت   کردنِ 

به ی م  کردن    ی خنث   ی برا   ون ی ناس ی واکس   روشِ   ک ی عنوان  تواند 

 کار گرفته شود.  ه ب   ETEC  عفونتِ  ثرترِ ؤ م 

ی  ملاحظات اخلاق| 6  
 .ندارد

   یتشکر و قدردان | 7
از مسئولینِ  مقاله  این  تحقیقاتی    نویسندگان  آزمایشگاه  محترم 

اس  آزاد  واحد  لا دانشگاه  و می  ورامین  تحق  شهرکرد،    قاتِ ی مرکز 

های  منظور حمایت به   بقیةالله  ی پزشک دانشگاه علوم ی  ولوژ ی کروب ی م 

 . ها کمال تشکر و امتنان را دارند نمونه   آوریِ اجرایی و جمع 

 تعارض منافع   |8
 . د ن ندار   ی منافع   تعارضِ   گونه هیچ   دارند ی م م لا مقاله اع   سندگانِ ی نو 

 سندگان یسهم نو |9
کاظمی نگارشِ  افرمجانی  سپیده  متن،   ۀاولی  مسئولیت 

پیگیریِبخش  تدوینِ و  مقاله  مختلفِ  با    امورِ  های  مرتبط 

 . اولیه را برعهده داشت ۀسازیِ نسخآماده

امانی دکتر   نویسند به   جعفر  ایده   ۀ عنوان  در  پردازی،  مسئول 

پژوهش  علمیِ  مشارکت    نهاییِ   تأییدِ   و   هدایتِ  علمی  محتوای 

 .  اند داشته 

ویرایشِ  بخش تاج  الههدکتر   اصلا  در  و  های  حمحتوایی 

 . مؤثری ایفا نمودند نهاییِ متن نقشِ 

آماده  شهره زارع کاریزی دکتر   و  تنظیم  تهیه،    سازیِ در 

 . اندمقاله مشارکت داشته

 . نمایند مقاله را تأیید می   نهاییِ  ۀ نویسندگان نسخ   تمامیِ  نهایت نیز در  

 کد اخلاق |10
از   ،یوزلندین  ۀماد  خرگوشِ  سرِ  18  تعدادِ  یِبررس  جهتِ

سرم  قاتِیتحق   ۀسسؤم و  اخلاق کُ یراز  یسازواکسن  د 

IR.IAU.SHK.REC.1402.049) ) شده است.  هیته 
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| Extended Abstract 

Comparison of Antibody Titers Against Outer Membrane Protein SlyB and 

Nano SlyB from Enterotoxigenic Escherichia coli  in Its Pure and 

Encapsulated Forms in a Model Organism| 
 

Background and Aim: Gastrointestinal infectious diseases are a major global health concern, 

particularly in developing countries. Enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC) is a leading 

cause of acute diarrheal disease and associated mortality worldwide. Given the widespread 

prevalence and therapeutic limitations of this infection, the development of effective preventive 

strategies, such as vaccination, is essential. Previous studies have shown that primary infection 

with this bacterium can induce immunity against subsequent infections. This study aimed to 

design and evaluate SlyB protein-based vaccines that are resistant to the acidic conditions of 

the stomach and intestinal environment. To enhance bioavailability, colloidal nanocarriers 

(chitosan nanoparticles) were used. 

Materials and Methods: The SlyB gene was isolated from ETEC, analyzed bioinformatically 

(BLASTn, SignalP, Oligo7, CAI, and GC content), cloned into the pET28a vector, and 

expressed in E. coli BL21 (DE3). The recombinant SlyB protein was purified by Ni-NTA 

affinity chromatography and encapsulated in chitosan nanoparticles using ionic gelation. 

Nanoparticle size (116.6 nm) and zeta potential (19.6 mV) were determined using a Malvern 

Zetasizer. New Zealand rabbits were immunized via injection, oral administration, or a 

combination of both routes with doses of 150–300 μg. Serum and mucosal IgG and IgA titers 

were measured by indirect ELISA, and LT toxin neutralization was evaluated using the rabbit 

ileal loop assay. Data were analyzed using SPSS software, with p < 0.05 considered statistically 

significant. 

Results: The encapsulation efficiency was 88%. The nano-vaccine induced significantly 

stronger humoral and mucosal immune responses compared to the pure protein. In the 

challenge test, a significant reduction in fluid accumulation was observed in the nano-

encapsulated groups (p < 0.001). 

Conclusion: The results confirm the high potential of chitosan nanoparticles containing 

recombinant SlyB protein for eliciting protective immunity against ETEC infections in the 

model organism. Therefore, antigen encapsulation in nanoparticles can serve as an effective 

strategy for enhancing mucosal immunity and developing oral vaccines against ETEC. 
 

| Keywords 

ETEC, SlyB, Recombinant Protein, Chitosan Nanoparticles, Nano-Vaccine, Mucosal Immunity. 
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