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ِ  تَسط   لیشوبًیَص یک هعضل بْذاشت عوَهی است کِ  مقذمٍ ي َذف: لیشطوبًیب   هختلط   ّطب  گًَط

ّب  اصلی فطشاس اًلطل اص سیسطتن ایوٌطی     شَد. القب  اپَپتَص دس هبکشٍفبطّب  آلَدُ اص هکبًیسنهی ایجبد
تَاًطذ دس دسهطبى ٍ یطب کٌتطش      جلَگیش  اص اپَپتطَص ٍ تقَیطت تَاًطبیی کشطٌذگی هبکشٍفبطّطب هطی      است. 

تشاٍشی -ّب  تششحیلیشوبًیَص هَثش ببشذ. دس ایي هطبلعِ اثش ًبًَرسُ کیتَصاى ّوشاُ شذُ بب  پشٍتئیي
 لیشوبًیب هبطٍس بش هیضاى اپَپتَص هبکشٍفبطّب دس هَاجِْ بب لیشوبًیب بشسسی شذُ است.

 

ُ -ّب  تششحیپشٍتئیي َب:مًاد ي ريش  تشاٍشی اص سَپشًبتبًت کشت لیشوبًیب هبطٍس جذا شذ. هحطذٍد

ّطب بطب   طىٍ بشادفطَسد تعیطیي گشدیطذ. آًتطی      SDS-PAGEٍصى هَلکَلی پشٍتئیٌی ٍ غلظطت آى بطِ سٍ   
ذ. سطویت  تططیییذ گشدیط    FTIRطى ٍ ًطبًَرسُ بطِ سٍ    ًبًَرسُ کیتَصاى ّوشاُ شذًذ. ّوشاُ شذى آًتطی 

بطِ   01001،0ّطب  آصهطَى دس سٍصّطب     تعییي گشدیطذ. هطَ    MTTًبًَرسُ بش هبکشٍفبطّب بِ سٍ  تست 
ّطب   تشاٍشطی لیشطوبًیب 1 ًطبًَرسُ کیتطَصاى ٍ پطشٍتئیي     -ّب  تششحیصَست داخل صفبقی بب پشٍتئیي

بکشٍفبطّطب جطذا   سٍص ه 2،تشاٍشی لیشوبًیب ّوشاُ شذُ بب ًبًَرسُ کیتَصاى تیوبس شذًذ. بعطذ اص  -تششحی
 ّب دس حضَس ٍ عذم حضَس اًلل بِ سٍ  فلَسیتَهتش  بشسسی گشدیذ. شذُ ٍ دسصذ اپَپتَص آى

 
سبعت بعذ اص کشطت اًلطل اسطت.     ،2تشاٍشی لیشوبًیب هبطٍس -ّب  تششحیبیشیٌِ تَلیذ پشٍتئیي وتبیح:

بیشتشیي دسصذ ّوشاّی بطب    μg/ml 250کیلَدالتَى قشاس داسًذ. دس غلظت  53-000ّب دس هحذٍدُ پشٍتئیي
ّب  ًبًَرسُ کیتَصاى ّوشاُ شطذُ  عذم سویت توبهی غلظت MTTشَد. ًتبیج دیذُ هی 27ًبًَرسُ بشابش%

تشاٍشی سا  تبییذ کشد. ًتبیج حبصل اص سٌجش اپَپتَص بِ سٍ  اًکسیي ًشبى -بب پشٍتییي ّب  تششحی
سُ کیتطَصاى ٍ کیتطَصاى ّوطشاُ شطذُ بطب      هبکشٍفبطّطب  تیوطبس شطذُ بطب ًطبًَر      داد کِ هیضاى اپَپتطَص دس 

 . ( اص هبکشٍفبصّب  تیوبس ًشذُ کوتش استP≤0.05تشاٍشی بِ طَس هعٌی داس  )-ّب  تششحی پشٍتییي
 

تَاًطذ اص ساُ کطبّش   تشاٍشطی لیشطوبًیب هطی   -ّب  تششطحی کیتَصاى ّوشاُ شذُ بب پشٍتئیي گیری:وتیدٍ
 اًلل افضایش دّذ.اپَپتَص1 تَاًبیی هبکشٍفبطّب  آلَدُ سا دس حزف 

 
 هبکشٍفبطتشاٍشی1 کیتَصاى1 لیشوبًیب هبطٍس1 اپَپتَص1 -ّب  تششحیپشٍتئیي ياشگبن کلیذی:
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  ... تشاٍشی لیشوبًیب-ّب  تششحی( ّوشاُ شذُ بب پشٍتئیيChitosanکیتَصاى )بشسسی ًقش ًبًَرسُ 
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 مقذمٍ
لیـوبًیب اػت کِ  اًگلػفًَت حبكل اص  لیـوبًیَص

ؿَد. ایي ثیوبسی ثِ ثَػیلِ ًَػی پـِ خبکی هٌتمل هی
آهشیکب ٍ هٌغمِ  كَست اًذهیک دس آػیب، آفشیمب،

هیلیَى ًفش دس ثیؾ  350ثیؾ اص هذیتشاًِ ٍخَد داسد ٍ 
(. 1) داسًذآى لشاس  تأثیشکـَس خْبى، تحت  98اص 

فشاٍاًی ثشای دسهبى ایي ثیوبسی ٍ حتی تَلیذ ّبی تلاؽ
آهیض ًجَدُ ٍ ٍاکؼي اًدبم گشفتِ کِ تبکٌَى هَفمیت

 (.2) اػتتؼذاد هجتلایبى ّوچٌبى سٍ ثِ افضایؾ 

ًَع پـِ خبکی  30ًَع اًگل لیـوبًیب ٍ  20 ثیؾ اص
دس ثشٍص لیـوبًیَص ًمؾ داسًذ. لیـوبًیَص ثِ ػِ ؿکل 

ی ٍ احـبیی ثشٍص هخبع-لیـوبًیَص پَػتی، پَػتی
 کٌذ. هی

لیـوبًیب هبطٍس ّوچَى ّش پبتَطى هَفك دیگشی 
ؿیَُ فشاس اص ػیؼتن ایوٌی ٍ حفظ ٍ ثمبی خَد سا 

ّبی فشاس اًگل، المبی یکی اص هکبًیؼنآهَختِ اػت. 
 هبطٍسهبکشٍفبطی اػت. لیـوبًیب  ّبی ػلَلاپَپتَص دس 

ثِ  هبکشٍفبطی سا اص ثیي ثشدُ ٍ ّبی ػلَلثب ایي ػول، 
ثٌبثشایي ّش الذاهی کِ  ؛(3) یبثذاًتـبس هی ّب ػلَلػبیش 

ثتَاًذ هیضاى اپَپتَص سا کبّؾ دّذ، ثِ ػٌَاى یک ساُ 
 دسهبًی هغشح خَاّذ ثَد.

تَاًذ ّبی هختلف هیلیـوبًیب هبطٍس ثب تَلیذ پشٍتئیي
لشاس دّذ. ثشای هثبل  تأثیشػیؼتن ایوٌی سا تحت 

دس توبم هشاحل  تشاٍؿی کِ -ّبی تشؿحیپشٍتئیي
ؿًَذ ًمؾ حفبظتی ٍ صًذگی اًگل تشؿح هی چشخِ
 ثِ ػجبست دیگش ؛کٌٌذگی ػیؼتن ایوٌی سا داسًذتؼذیل

ّب هبًغ اص تخشیت اًگل تَػظ ػیؼتن ایوٌی ایي پشٍتئیي
 (.4) ؿًَذهی

ثِ  ّب ثیوبسیاص خولِ هَاسدی کِ اهشٍصُ دس دسهبى 
شفتِ اًگلی هَسد تَخِ لشاس گ ّبی ثیوبسیخلَف 

اًگل ثِ ّوشاُ  صای ثیوبسیّبی اػت، اػتفبدُ اص ثخؾ
ثِ  ًبًَ رسات. اػتثِ ػٌَاى ادخَاًت  رسات ًبًَ

ؿَد  ًبًَهتش گفتِ هی 1000-1تشکیجبتی ثب ػبیض حذٍد 
هتفبٍتی خَاٌّذ داؿت. اص هضایبی ایي رسات  کبساییکِ 

گؼتشدُ ثِ خلَف دس پضؿکی، ػجَس  ثشای اػتفبدُ
ایي تشکیجبت . اػتص ػذّبی ثیَلَطیکی ا ّب آىآػبى 

تَاًٌذ اص عشیك تؼبهل ثب ػیؼتن ایوٌی راتی ٍ هی
اکتؼبثی ثذى، سٍی ػولکشد ػیؼتن ایوٌی تأثیشگضاس 

 (.8) ثبؿٌذ
هَسد اػتفبدُ  ًبًَ رساتکیتَصاى یکی اص کبسآهذتشیي 

 اػتپزیش ًیض تخشیتکِ صیؼت اػت دس پضؿکی
کیتیي  داػتیلِ ؿذُ (. کیتَصاى هـتك للیبیی 9،10ٍ)

 دػت ثِ پَػتبى ػختخبسخی  اػت کِ اص پَػتِ
ّبی اػیذی آیذ. کیتَصاى ثشػکغ کیتیي، دس هحلَل هی

تَاًٌذ (. رسات کیتَصاى هی16) ؿَدحل ٍ پشٍتًَیضُ هی
تَلیذ  ًبًَ رساتثِ كَست هیکشٍکپؼَل، هیکشٍػفش ٍ 

ّبی آهیي خَد (. کیتَصاى اص عشیك گش11،12ٍُؿًَذ )
(. 13) کٌذّبی ؿیویبیی هختلف ؿشکت هیس ٍاکٌؾد

اػتفبدُ اص کیتَصاى ثِ ػٌَاى ادخَاًتی هٌبػت اهشٍصُ 
 ّب سًٍك ثؼیبس یبفتِ اػت.ٍاکؼي اثشثخـیثشای استمبی 

ّذف اص ایي پظٍّؾ، ثشسػی اثش ًبًَرسُ کیتَصاى 
تشاٍؿی لیـوبًیب  -تشؿحی ّبی پشٍتئیيّوشاُ ؿذُ ثب 

پتَص دس هبکشٍفبطّبی هدبٍس ؿذُ ثب هبطٍس ثش هیضاى اپَ
لیـوبًیب هبطٍس اػت. دس ایي هغبلؼِ ػَدهٌذی اػتفبدُ 

کیتَصاى دس ثْجَد ػولکشد هبکشٍفبطّبی  ًبًَ رساتاص 
 .ؿَد هیآلَدُ ثِ اًگل ًیض ثشسػی 

 
 َبمًاد ي ريش

 کطت لیطمبویب مبشير

ّبی آلَدُ ثِ لیـوبًیب هبطٍس اص ثبفت عحبل هَؽ
خذا ؿذُ اػت.  MRHO IR75 ER س ػَیِلیـوبًیب هبطٍ

ػپغ ثِ هحیظ  تکثیشؿذُ NNNدس هحیظ  ّبایي اًگل
DMEM  5%ثب  FBS ّب ثذٍى اضبفِ اًگل .ؿذًذ هٌتمل

 C˚26 ّفتِ دس دهبی 2کشدى هحیظ تبصُ حذٍد 

ّب ٍاسد فبص ایؼتب ؿًَذ. تب پشٍهبػتیگَت لشاسگشفتِ
 g دسط َیّبی فبص ایؼتب پغ اص ػبًتشیفپشٍهبػتیگَت

دلیمِ، ؿوبسؽ ؿذُ ٍ ثشای آلَدُ  15ثِ هذت  3000
هَسد اػتفبدُ لشاس گشفتِ  in vitro دسهبکشٍفبطّب ػبصی 
 اػت.

 لیطمبویب مبشير ترايضی-َبی ترضحیپريتئیه تُیٍ

ثبس ثب اػتفبدُ اص  4ّبی فبص ایؼتب پشٍهبػتیگَت
ٍ ثب کوک ػبًتشیفیَط دس دٍس  FBSثذٍى  RPMIهحیظ 
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g3000  ِثِ هٌظَس ؿذًذؿؼتِ دلیمِ،  15هذت ث .
لیتش دس ّش هیلی ػلَل 108تؼذاد ًْبیی ثِ  یبثی دػت
 RPMIّبی ؿؼتِ ؿذُ ثِ هحیظ پشٍهبػتیگَت، هحیظ
 اًدبم C˚22اًتمبل دادُ ؿذًذ. اًکَثبػیَى دس  FBSثذٍى 

ّب تَػظ ػبػت اًکَثبػیَى، اًگل 72تب  24. ثؼذ اص ؿذ
 10-15 هذتثِ  C˚4دهبی دس  g3000َط ثب دٍس یػبًتشیف

. ؿذُ اػتآٍسی لیمِ حزف ؿذُ ٍ هبیغ سٍیی خوغد
، هبیغ سٍیی اص فیلتش هبًذُ ثبلیّبی ثشای حزف اًگل

 .ؿذهیکشٍى ػجَس دادُ  22/0
 ايلتراسبوتریفیًش

اص هشحلِ لجل ثِ  ؿذُ آٍسی خوغهحیظ کـت 
اٍلتشاػبًتشیفیَط  ی اٍلتشاػبًتشیفیَط هٌتمل ؿذًذ.ّب لَلِ

دلیمِ اًدبم  30، ثِ هذت C˚4ٍ دهبی  g100000س دس دٍ
 RPMIهحیظ  ml2سػَة حبكل دس (. 14،15) گشفت
 هؼلك گشدیذ. FBSثذٍى 

 (SDS-PAGEالکتريژًرز در شل پلی آکریل آمیذ )

 تشاٍؿی-ّبی تشؿحیپشٍتئیيحضَس  تأییذثِ هٌظَس 
اص الکتشٍفَسص دس طل پلی آکشیل آهیذ  لیـوبًیب هبطٍس
ٍ  mm1طل هَسد اػتفبدُ ثب ضخبهت  ذ.اػتفبدُ گشدی

% دس ثخؾ Resolving  ٍ6% آکشیل آهیذ دس ثخؾ 12
Stacking  ػبختِ ؿذ. ثؼذ اص ثؼتي طل دسٍى لبلت

ّب ّب ثب حدن هؼبٍی دسٍى چبّکای، ًوًَِؿیـِ
سیختِ ؿذًذ ٍ داخل تبًک الکتشٍفَسص لشاس گشفت. 

 بعثش اػلیـوبًیب هبطٍس  تشاٍؿی-ّبی تشؿحیپشٍتئیي
ثب کوک  ثبًذّبٍصى هَلکَلی، اص یکذیگش خذا ؿذُ ٍ 

 گشدیذ. سؤیت لبثلسًگ کَهبػی ثلَ 
 تست برادژًرد

اص  هیکشٍ لیتش 20 ثشای اًدبم تؼت ثشادفَسد، همذاس
هحلَل پشٍتئیي سا دسٍى چبّک یک پلیت الایضا سیختِ 

گشدیذ. هؼشف ثشادفَسد اضبفِ  هیکشٍ لیتش 200ٍ ثِ آى 
ًبًَهتش لشائت ؿذ ٍ ثب  540 َل دسعَل هَج ایي هحل

ّبی اػتبًذاسد، ًوَداس آى ًیض تَخِ ثِ ًوَداس غلظت
ایي اػبع همذاس  ثشگشدیذ. سػن  Excelافضاس تَػظ ًشم

ٍخَد پشٍتئیي دس ػَپشًبتبًت حبكل لبثل هحبػجِ 
 اػت.

 وبوًررٌ کیتًزان تأییذي  تُیٍ

اػیذ اػتیک اص  کیتَصاى ًبًَ رساتثشای تْیِ 

ثِ ػٌَاى  هَلاس( ٍ آة دیًَیضُ 054/0)غلظت  ؿذُ سلیك
 حلال کیتَصاى اػتفبدُ ؿذ.

ػبختِ ٍ ثب ًؼجت  mg/ml2هحلَل کیتَصاى ثب غلظت  
ثِ اػیذ اػتیک اضبفِ گشدیذ. هحلَل سٍی سٍتَس  1:2

ػبػت لشاس گشفتِ تب  3تب  2ثِ هذت  (1000)ثب دٍس 
 کیتَصاى دس اػیذ اػتیک حل ؿَد.

ثِ كَست  اص ایي هحلَل ml5ّش  ثؼذ اص ایي هذت،
فؼفبت(  )ػذین تشی پلی TPPهحلَل  ml2ثِ  لغشُ لغشُ

ثؼذ اص  اضبفِ گشدیذ. mg/ml1ٍ آة دیًَیضُ ثب غلظت 
ػبػت اص حل ؿذى دٍ هبدُ، هحلَل هَسد  1گزؿت 

دلیمِ ػبًتشیفیَط ؿذُ  30ثِ هذت  g20000ًظش ثب دٍس 
َسد ًظش ثِ ٍ ثؼذ اص دٍس سیختي هبیغ سٍیی، ًبًَرسُ ه

 ًـیي ؿذ.تِ ػفیذسًگیكَست پلت 
 َبی مختلفی از وبوًررٌ کیتًزانسبخت غلظت

ثب اػتفبدُ اص هحیظ کـت، پلت ثِ كَست هحلَل 
گیشی ؿذ. دسآهذُ ٍ هیضاى کیتَصاى هَخَد دس آى اًذاصُ

ػپغ همذاس هٌبػجی اص هحلَل ثِ ّش چبّک اضبفِ 
 گشدیذ.

، LPSثب  ساتًبًَ رهٌظَس ثشسػی ػذم آلَدگی ثِ
( اًدبم ؿذ. دس ایي تؼت کِ LAL Testتؼت لیوَلَع )

اػتفبدُ ؿذ،  Sigmaاص کیت خشیذاسی ؿذُ اص ؿشکت 
تَػظ آًضین هَخَد  LPSاص ًظش آلَدگی ثِ  ًبًَ رسات

 دػت ثِدس ایي کیت هَسد اسصیبثی لشاس گشفت. ًتبیح 
ًبًَ دس  LPSآهذُ حبکی اص ػذم ٍخَد آلَدگی ثِ 

 ت.ثَدُ اػ رسات
بررسی اثر سمیت وبوًررٌ کیتًزان بر مبکريژبشَبی 

 MTTصفبقی بٍ ريش 

 خذاػبصی Balb/c هَؽ هبکشٍفبطّبی كفبلی اص
ؿذًذ. ثذیي كَست کِ ثؼذ اص لغغ حیبت حیَاى ثِ 

ثِ  FBSسٍؽ اخلالی آتبًبصی، هحیظ کـت ػشد ثذٍى 
تَػظ ػول لاٍاط  ّب ػلَلكفبق هَؽ تضسیك گشدیذ ٍ 

ثِ  g1500ثب دٍس  ّب ػلَلؿذًذ. آٍسی كفبلی خوغ
دلیمِ ػبًتشیفیَط گشدیذ کِ ًتیدِ آى سػَة  5هذت 

هبکشٍفبطّب  ػلَلی حبٍی هبکشٍفبطّبی كفبلی اػت.
خبًِ  96ّبی پلیت ػلَل دس چبّک 105ثِ تؼذاد 

ػبػت  24پلیت حبٍی هبکشٍفبط ثِ هذت  سیختِ ؿذًذ.
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ذ ثؼ ثِ کف پلیت هتلل ؿًَذ. ّب ػلَلاًکَثِ ؿذُ تب 
اص ایي هذت، هبکشٍفبطّبی هَخَد دس چبّک ثب 

ّبی پشٍتئیيّبی هختلفی اص ًبًَرسُ کیتَصاى ٍ غلظت
هدبٍس ؿذًذ  تشاٍؿی لیـوبًیب هبطٍس-تشؿحی
ٍ  24(. ثؼذ اص μg/ml 0.01 ،0.1 ،1،10،100 ّبی )غلظت

 ثشسػی گشدیذ. ّب ػلَلػبػت تیوبس فؼبلیت  48
ّب یی چبّکگفتِ ؿذُ، هحیظ سٍ ّبی صهبىػپغ دس 

ٍ  FBSهحیظ ثذٍى  هیکشٍ لیتش 100تخلیِ ٍ ثِ ّشکذام 
اضبفِ ؿذ. ثؼذ اص  MTT صسدسًگهؼشف  هیکشٍ لیتش 10

ػبػت دسٍى  4-5افضٍدى هؼشف، پلیت ثِ هذت 
اًکَثبتَس لشاس گشفت. ثؼذ اص ایي هذت، هحتَیبت 

 DMSO هیکشٍلیتش 100چبّک تخلیِ ٍ ثِ ّش چبّک 
(Sigma- )دیذ. ػپغ اضبفِ گشآلوبىOD  تؼتMTT  دس

 سیذسًبًَهتش تَػظ دػتگبُ هیکشٍپلیت  540
(Eppendorf,USA)  لشائت ؿذ. ثشای کٌتشل هٌفی اص

هبکشٍفبط ثِ تٌْبیی ٍ ثشای کٌتشل هثجت اص تیوبس 
دس ػِ  LPSّبی هختلف هبکشٍفبطّبی كفبلی ثب غلظت

 اػتفبدُ ؿذ. تکشاس
مبویب ترايضی لیط-َبی ترضحیَمراٌ کردن پريتئیه

 مبشير بب وبوًررٌ کیتًزان

ّبی هختلف دس ّبی هَسد ًظش ثب غلظتپشٍتئیي
 لغشُ لغشُحل ؿذُ ٍ ثِ كَست  TPP (1mg/ml)هحلَل 

 تشکیت (2mg/mlثب هحلَل کیتَصاى ) 5ثِ  2ثِ ًؼجت 
ػبػت، هحلَل هَسد ًظش  1گشدیذ. ثؼذ اص گزؿت 

ّوشاُ ؿذُ ثب  ػبًتشیفیَط ؿذُ ٍ پلت حبٍی ًبًَرسُ
تشاٍؿی لیـوبًیب هبطٍس حبكل -ّبی تشؿحیپشٍتئیي

 ٍ TPP کیتَصاى ثِ اتلبل ًبًَرسُ تأییذؿذ. ثِ هٌظَس 
تشاٍؿی لیـوبًیب هبطٍس اص -ّبی تشؿحیپشٍتئیي

SEM(Zeiss EM10C 80KW )هیکشٍػکَح الکتشًٍی 
 اػتفبدُ گشدیذ.

َبی  پريتئیهبررسی درصذ اتصبل وبوًررٌ کیتًزان بٍ 
 يسیلٍ بٍ لیطمبویب مبشيرترايضی -ترضحی

 اسپکتريژًتًمتر

تشاٍؿی لیـوبًیب هبطٍس -ّبی تشؿحیاتلبل پشٍتئیي
ًبًَهتش ثشسػی  280ثِ ًبًَرسُ کیتَصاى دس عَل هَج 

آٍسدى دسكذ اتلبل پشٍتئیي  دػت ثِگشدیذ. ثِ هٌظَس 
 صیش اػتفبدُ ؿذُ اػت. ثِ ًبًَرسُ اص هؼبدلِ

ّبی هتفبٍت ػبختِ ؿذُ ثب غلظت ًبًَ رساتاص 
همذاسی آة همغش دس دػتگبُ  ّوشاُ ثِکیتَصاى، 

(. ثؼذ اص ػبًتشیفیَط Aگشفتِ ؿذ ) ODاػپکتشٍفَتَهتش، 
 ODًـیي ؿذى ًبًَرسُ، اص هبیغ سٍیی حبكل ًیض ٍ تِ

-ّبی تشؿحیدسكذ اتلبل پشٍتئیي ٍ( Bگشفتِ ؿذ )
تشاٍؿی لیـوبًیب هبطٍس ثِ ًبًَرسُ کیتَصاى ثب اػتفبدُ اص 

 آهذ. دػت ثِل صیش فشهَ

%Loading = (A-B/A) ×100 
 آزمبیص َبی گريٌي  Balb/cَبی حسبس کردن مًش

ای اص اًؼتیتَ ّفتِ 6-8هبدُ  Balb/cػش هَؽ  25
دس اتبق هخلَف  ّب آىخشیذاسی ؿذًذ.  پبػتَس کشج

 12حیَاًبت آصهبیـگبّی دس داًـگبُ تشثیت هذسع کِ 
 C˚21شاست ػبػت تبسیکی ٍ دسخِ ح 12ػبػت ًَس ٍ 

داؿت، ثب دػتشػی آػبى ثِ آة ٍ غزا ًگْذاسی ؿذًذ. 
 گشٍُ تمؼین ؿذًذ: 5ّب ثِ هَؽ

 ؿذُ ثب ًبًَرسُ کیتَصاىّبی تیوبسهَؽ .1
 ؿذُ ثب هحیظ کـت ثِ ػٌَاى کٌتشلّبی تیوبسهَؽ .2

-ّبی تشؿحیپشٍتئیيؿذُ ثب ّبی تیوبسهَؽ .3
 تشاٍؿی لیـوبًیب هبطٍس

-ّبی تشؿحیيپشٍتئیؿذُ ثب ّبی تیوبسهَؽ .4
ّوشاُ ؿذُ ثب ًبًَرسُ  تشاٍؿی لیـوبًیب هبطٍس

 کیتَصاى

-ّبی تشؿحیپشٍتئیيتیوبس ؿذُ ثب  ّبی هَؽ .5
ّوشاُ ؿذُ ثب ادخَاًت  تشاٍؿی لیـوبًیب هبطٍس

 کبهل فشًٍذ

ثِ كَست داخل  0-10-21تضسیك دس سٍصّبی 
 15)دس ًَثت اٍل  كفبلی كَست گشفتِ اػت

کشٍگشم ٍ دس ًَثت ػَم هی 7هیکشٍگشم، دس ًَثت دٍم 
هبکشٍفبطّب اص كفبق  28هیکشٍگشم( ٍ دس سٍص  5

 ػبصی ؿذًذ.ّب خذا هَؽ
ی َبخذاسبزی ي کطت مبکريژبشَبی صفبقی مًش

Balb/c 
 ّبیهبکشٍفبطّب ثِ سٍؽ لاٍاط كفبلی اص هَؽ

Balb/c ٍُآصهَى ٍ کٌتشل پغ اص اتوبم دٍسُ ّبی گش 
ثِ تؼذاد کشٍفبطّب طى، خذاػبصی ؿذًذ. هبتیوبس ثب آًتی

ای خبًِ 6ّبی پلیت ػلَل دسٍى چبّک 400000
ثِ  ّب ػلَل. هحیظ کـت اضبفِ گشدیذ ّب آىسیختِ ٍ ثِ 
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لشاس گشفتٌذ. پغ اص  C˚37ػبػت دس اًکَثبتَس  24 هذت
چؼجٌذُ اص هحیظ غیش ّبی ػلَلاتوبم اًکَثبػیَى، 

 حزف گشدیذ.
ي سىدص سبزی مبکريژبشَب بب لیطمبویب مبشير آلًدٌ

 اپًپتًز

ػبػت اص کـت هبکشٍفبطّب، لیـوبًیب  24ثؼذ اص 
ثِ ّش چبّک اضبفِ گشدیذ. ثؼذ  10ثِ  1هبطٍس ثِ ًؼجت 

آٍسی ٍ ثؼذ ّب خوغ، هحیظ چبّکػبػت 1اص گزؿت 
اص اضبفِ کشدى هحیظ خذیذ، پلیت دسٍى اًکَثبتَس لشاس 

ػبػت پغ اص آلَدُ ؿذى هبکشٍفبطّب ثب  72 دادُ ؿذ.
ب هبطٍس، هیضاى اپَپتَص هبکشٍفبطّب ثب اػتفبدُ اص لیـوبًی
ثِ سٍؽ فلَػبیتَهتشی تؼییي  AnnexinV  ٍPIکیت 
 گشدیذ.

 آوبلیس آمبری

ثشای  ،ANOVA ٍ Tukey عشفِ یکّبی تؼت
ّب اػتفبدُ ّبی آهبسی ٍ ثشسػی اختلاف ثیي گشٍُ تحلیل

 افضاس(. آًبلیض آهبسی ًتبیح ثب اػتفبدُ اص ًشمP<0.05) ؿذ

SPSS  ٍPrism(GraphPad Software CO, USA)  اًدبم
 .گشفت
 وتبیح

 تست برادژًرد

ًتبیح حبكل، ثْتشیي صهبى خْت  ثش اػبع
ثؼذ اص  ػبػت اػت. 72آٍسی ػَپشًبتبًت،  خوغ
ّب، دس آٍسی ػَپشًبتبًت ٍ خذاػبصی پشٍتئیي خوغ

پشٍتئیي ثشای اًدبم هشاحل هختلف  mg24ًْبیت 
 (.1 داسًوَ) هذآ ثِ دػتآصهبیؾ 

 
. میسان پريتئیه مًخًد در سًپروبتبوت 1ومًدار 

وطبن دادٌ  مختلف َبی زمبن کطت لیطمبویب مبشير در
 ضذٌ است. 

 اػت. (>0.05P) داس اختلاف هؼٌی دٌّذُ ًـبىػلاهت ػتبسُ 

SDS-PAGE 
ٍصى هَلکَلی  خذاؿذُدس ػکغ هَخَد، ثبًذّبی 

دس  سا تشاٍؿی لیـوبًیب هبطٍس-ّبی تشؿحیپشٍتئیي
(. 1دّذ )ؿکل هی کیلَدالتَى ًـبى 35-110هحذٍدُ 

 
َبی پريتئیه SDS-PAGEتصًیر شل حبصل از  .1ضکل 

 ترايضی اوگل لیطمبویب مبشير.-ترضحی

اص کـت اًگل دس هحذٍدُ  ؿذُ اػتخشاجّبی پشٍتئیي
 .اًذلشاس گشفتِ 75-110

 مربًط بٍ وبوًررٌ کیتًزان FTIRآوبلیس 

 600-6000 ى اص هحذٍدُپیک هشثَط ثِ کیتَصا
 3200 -3400 ّبی هحذٍدُپیک A. دس ؿکل اػت

ٍ  OHکــی  ّبی گشٍُّبی هشثَط ثِ تشکیجی اص پیک
 1654اًذ. پیک ّیذسٍطًی هَلکَلی دسٍىپیًَذّبی 

 C-O-Cهشثَط ثِ  R-CO-NH2  ٍ1075هشثَط ثِ گشٍُ 
ٍ پیک  P-O-Cگشٍُ  1095پیک   C. دس ؿکل اػت
 (.2 ًوَداستئیي اػت )پشٍ C=Oگشٍُ  1667
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ة(  ترايضی لیطمبویب مبشير، -وبوًررٌ کیتًزان قبل از َمراَی بب پريتئیه ترضحی  FTIRآ(  FTIRآوبلیس  .2ومًدار 

FTIR  ٍوبوًررٌ کیتًزان متصل ضذٌ ب TPP )ج ،FTIR   ترايضی -ترضحی  َبی پريتئیهوبوًررٌ کیتًزان َمراٌ ضذٌ بب

 مبشير لیطمبویب

 
Scanning electron microscopy (SEM) 

، TPPرسات کیتَصاى ثؼتِ ثِ ًؼجت تشکیت ؿذى ثب 
 ایي دسّبیی هتفبٍت داسًذ. اًذاصُ رسات کیتَصاى اًذاصُ

اػت ٍ حبلتی کشٍی داسد. ّوبى nm200هغبلؼِ صیش 
هـخق اػت، اًذاصُ ٍ هَسفَلَطی  2عَس کِ دس ؿکل 

ّبی پشٍتئیيثؼذ اص اتلبل ثِ کیتَصاى لجل ٍ  ًبًَ رسات
، تغییشی ًکشدُ اػت تشاٍؿی لیـوبًیب هبطٍس-تشؿحی

 (.2 ؿکل)

 
 از وبوًررٌ کیتًزان، مًرژًلًشی ي سبیس وبوًررٌ کیتًزان قبل SEMتصًیر میکريسکًپ  .2 ضکل

 دّذ. یتشاٍؿی اًگل لیـوبًیب هبطٍس )ة( سا ًـبى ه-تشؿحی ّبی پشٍتئیي)آ( ٍ ثؼذ اص ّوشاُ ؿذى ثب  

 
َبی پريتئیهمحبسبٍ درصذ اتصبل وبوًررٌ کیتًزان بٍ 

 ترايضی لیطمبویب مبشير-ترضحی

آهذُ دس فشهَل صیش،  دػت ثِثؼذ اص لشاس دادى اػذاد 
ًـبى دادُ ؿذ کِ ثیـتشیي دسكذ ّوشاّی پشٍتئیي ثب 

 μg/ml 250ثَدُ کِ هشثَط ثِ غلظت  76ًبًَرسُ %
 پشٍتئیي اػت.

A= 0/483 
B= 0/112 
%Loading= (A-B/A) ×100= %76 

 

 

 MTT 
ّبی دّذ کِ دس توبهی غلظتًتیدِ تؼت ًـبى هی

صًذُ  ّب ػلَل% 95هَسد اػتفبدُ دس آصهبیؾ، ثیـتش اص 
 (.3 ًوَداس) ّؼتٌذ
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درصذ زوذٌ مبوذن مبکريژبشَبی صفبقی  .3 ومًدار

 مختلف کیتًزان َبی غلظتدر حضًر 

 48ثؼذ اص گزؿت ػبػت ة(  24آ( ثؼذ اص گزؿت  
 داس اختلاف هؼٌی دٌّذُ ًـبى. ػلاهت ػتبسُ ػبػت

(0.05P< )اػت 
 ريش سىدص اپًپتًز در مبکريژبشَب

صیش هشثَط ثِ هیبًگیي دسكذ اپَپتَص دس  ّبیًوَداس
هختلف اػت. ثش عجك ًتبیح ثِ دػت آهذُ،  ّبی گشٍُ

هیضاى اپَپتَص دس هبکشٍفبط ّبی تیوبس ؿذُ ثب هحیظ 
RPMI یي اػت. هیضاى اپَپتَص دس گشٍُ تیوبس ؿذُ ثیـتش

تٌْبیی  ثِ تشاٍؿی لیـوبًیب هبطٍس-ّبی تشؿحیثب پشٍتئیي
دس همبیؼِ ثب گشٍُ تیوبس ؿذُ ثب ًبًَرسُ کیتَصاى ّوشاُ 

تشاٍؿی لیـوبًیب هبطٍس -ّبی تشؿحیؿذُ ثب پشٍتئیي
ثیـتش ثَدُ اػت ٍ هیضاى اپَپتَص دس هبکشٍفبطّبی تیوبس 

صاى ثِ تٌْبیی کوتشیي اپَپتَص سا ًـبى ؿذُ ثب کیتَ
اًذ دس . گشٍّی کِ ثب ًبًَرسُ کیتَصاى تیوبس ؿذُدّذ هی

ؿذُ ثب ادخَاًت کبهل فشًٍذ، همبیؼِ ثب گشٍُ تیوبس
. ثؼلاٍُ اختلاف دٌّذ هیاپَپتَص سا ثیـتش کبّؾ 

آصهَى ٍ گشٍُ کٌتشل  ّبی گشٍُداسی ثیي  هؼٌی
 داسدکـت( ٍخَد )هبکشٍفبطّبی تیوبس ؿذُ ثب هحیظ 

(0.05P< .) (.5ٍ  4)ًوَداس 

 
 َبی گريٌدرصذ اپًپتًز مبکريژبشَبی  .4 ومًدار

اوکسیه  َبی سلًلمیسان  بر اسبسي کىترل را  آزمًن

 .دَذ میمثبت بٍ ريش ژلًسیتًمتری وطبن 

 (>0.05P) داساختلاف هؼٌی دٌّذُ ًـبىػلاهت ػتبسُ 
 اػت.

  
اوکسیه مثبت بٍ ريش  َبی سلًلمیسان  بر اسبس مختلف َبی گريٌدر  ريژبشَبدرصذ اپًپتًز مبک. 5 ومًدار

 ژلًسیتًمتری در حضًر ي غیبة اوگل

 اًذ.ثِ كَست هیبًگیي ػِ تکشاس ثیبى ؿذُ ؿذُ اػلامدسكذ 
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 بحث

کیتَصاى دس  هٌظَس ثشسػی اثش ًبًَرسُایي هغبلؼِ ثِ
یب هیضاى المبی اپَپتَص دس هبکشٍفبطّب تَػظ لیـوبً

هبکشٍفبطّب هیضثبى اكلی لیـوبًیب هبطٍس كَست گشفت. 
تَاًٌذ دس خظ همذم هجبسصُ ثب ایي هبطٍس ّؼتٌذ ٍ هی

ّبی هختلفی لیـوبًیب هبطٍس اص ساُاهب  ؛اًگل لشاس ثگیشًذ
ّبی دفبػی هبکشٍفبطّب غلجِ کشدُ ٍ تَاًذ ثش هکبًیؼنهی

ت تٌْب ػجحتی ثبػث اپَپتَص آى ؿَد. ایي هکبًیؼن ًِ
ؿَد ثلکِ ثِ اًتـبس تضؼیف ػیؼتن هجبسصُ ػلیِ اًگل هی

ثٌبثشایي ّش  ؛کٌذًیض کوک هی ّب ػلَلاًگل ثِ دیگش 
ػبهلی کِ ثتَاًذ هیضاى اپَپتَص هبکشٍفبطّب سا ٌّگبم 

تَاًذ ثِ ػٌَاى آلَدگی ثب لیـوبًیب هبطٍس کبّؾ دّذ هی
سٍؿی اهیذثخؾ ثشای کٌتشل ٍ یب دسهبى لیـوبًیَص هَسد 

 خِ لشاس گیشد.تَ
صًذگی لیـوبًیب هبطٍس،  دس توبم هشاحل چشخِ

تشاٍؿی ایي اًگل آصاد ؿذُ ٍ -ّبی تشؿحیپشٍتئیي
دس ؿًَذ. هبًغ اص تخشیت اًگل تَػظ ػیؼتن ایوٌی هی

تَػظ دکتش هْشاًی ٍ  2007کِ دس ػبل  ای هغبلؼِ
ّب كَست گشفت، طىّوکبساى ثش سٍی ایي آًتی

ئیٌی ٍصى هَلکَلی دس ایي هخلَط پشٍت هـخق ؿذ
تَاًذ ثِ ػٌَاى کیلَدالتَى داؿتِ ٍ هی 35-110هحذٍدُ 

کبًذیذایی ثشای تَلیذ ٍاکؼي ػلیِ لیـوبًیب هبطٍس 
ای کِ دس ػبل (. ّوچٌیي دس هغبلؼ22ِ) ؿَدهؼشفی 

تَػظ آلبی کوبس ٍ ّوکبساًؾ كَست گشفت،  2012
دسٍى  NOّب تَاًبیی تَلیذ ثبثت ؿذ کِ ایي پشٍتئیي

 (.23) داسًذکشٍفبط سا هب
ّبی ایوٌی ضذ کبفی ًجَدى پبػخثب تَخِ ثِ 

ّبی تشؿحی تشاٍؿی لیـوبًیب هبطٍس اهشٍصُ اص  پشٍتئیي
ّبی ایوٌی دس ّب ثشای تمَیت پبػخّوشاّی ادخَاًت

حبل داسٍ ثِ(. اص آًدبیی کِ تب21ؿَد )ثذى اػتفبدُ هی
ثِ هبطٍس ٍاکؼي هإثشی ثشای همبثلِ ثب اًگل لیـوبًیب  یب

اكلی  ّبی ػلَلًیبهذُ ٍ اص عشفی هبکشٍفبطّب  دػت
تَاى گفت ّش کٌٌذُ ثب ایي اًگل ّؼتٌذ، لزا هیهمبثلِ

ای کِ ػجت افضایؾ عَل ػوش ٍ لذست هغبلؼِ
تَاًذ ًمؾ ثبصداسًذُ فبگَػیتَصی هبکشٍفبطّب ؿَد هی

 ثشای گؼتشؽ اًگل ٍ ثْجَد ثیوبسی داؿتِ ثبؿذ.

سد اػتفبدُ دس پضؿکی کیتَصاى هَ ًبًَ رساتدس ثیي 
داسای خَاكی اػت کِ آى سا ثشای اػتفبدُ دس اًتمبل 

 کبهلاًؿٌبػی داسٍ هوتبص ًوَدُ اػت. ایي هبدُ اصًظش ػن
ٍ تدَیض آى دس اًؼبى  اػتػبصگبس ایوي ٍ صیؼت

 (.24) داؿت ًخَاّذ دسثشّیچگًَِ خغشی 
ُ ، ثیَاع ثٌیتب اص ًبًَرسُ کیتَصاى ّوشا2004دس ػبل 

تَثشکلَصیغ اػتفبدُ کشد کِ هبیکَثبکتشیَم DNAثب 
 (.25) ؿذّبی ایوٌی ػجت افضایؾ دس پبػخ

پشٍتئیي  ّوشاُ ثِکیتَصاى  ًبًَرسُ 2009دس ػبل 
ESAT-6 ِهٌظَس ثشسػی هبیکَثبکتشیَم تَثشکلَصیغ ث

ّبی ایوٌی ًبؿی اص تضسیك آى تَػظ دکتش تجیبًیبى پبػخ
س ایي هغبلؼِ ثبثت گشدیذ هَسد اػتفبدُ لشاس گشفت. د

ّوشاُ ؿذُ ثب پشٍتئیي اص ًظش تمَیت  ًبًَ رساتکِ 
ثْتش ػول  TH1ّب ثِ ػوت ػیؼتن ایوٌی ٍ پیـجشد پبػخ

دکتش داًؾ ثحشیٌی ٍ  2011(. دس ػبل 26) اًذکشدُ
کیتَصاى ثِ ّوشاُ آًضین  ّوکبساًؾ اص ًبًَرسُ

ػی هٌظَس ثشسٍس ثِطػَپشاکؼیذ دػیوَتبص لیـوبًیب هب
آى اػتفبدُ کشدًذ. دس ایي  خبكیت ایوًََطًیؼیتِ

تَاًذ لذست هغبلؼِ هـخق ؿذ کِ کیتَصاى هی
 صایی آًضین ػَپشاکؼیذ دػیوَتبص سا ثِ ٍػیلِ ایوٌی

آى افضایؾ دّذ ثؼلاٍُ ایي ًبًَرسُ ثِ  افضایؾ دس اًذاصُ
ػیؼتن  ّبی پبػخػجت ثْجَد  تَاًذ هیػٌَاى ادخَاى 

، ًبًَرسُ کیتَصاى 2017س ػبل (. د27) ؿَدایوٌی 
گلیکَل، ثِ ػٌَاى ػیؼتن اتیليکًَظٍگِ ؿذُ ثب پلی

 گشفتاًتمبلی دس دسهبى ػشعبى هَسد اػتفبدُ لشاس 
دّذ کِ ًبًَرسُ هَسد اػتفبدُ ًتبیح هب ًـبى هی (.30)
احیبی –تٌْب ػوی ًجَدُ ثلکِ فؼبلیت اکؼیذاػیَىًِ

 (.31ذ )کٌحفظ  LPSػلَل سا دس ٌّگبم تحشیک ثب 
آهذُ دس تؼت اپَپتَص  ثِ دػتًتبیح  ثش اػبع

هبکشٍفبطّب، ثیـتشیي هیضاى اپَپتَص دس گشٍُ کٌتشل ٍ دس 
 اصتَاًبیی اًگل دس  دٌّذُکِ ًـبى اػتحضَس اًگل 

ّبی دیگش اػت ثشدى هبکشٍفبط ٍ گؼتشؽ ثِ ثخؾ ثیي
(. دس همبیؼِ ثب گشٍُ کٌتشل، هیضاى اپَپتَص دس 7/57٪)

تیوبس ؿذُ ثب کیتَصاى ّوشاُ ؿذُ ثب  ّبی گشٍُ
تشاٍؿی لیـوبًیب هبطٍس دس حضَس -ّبی تشؿحی پشٍتئیي
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تَاًبیی  دٌّذُکِ ایي ًـبى اػتاًگل ثِ هشاتت کوتش 
ایي تشکیت دس افضایؾ عَل ػوش هبکشٍفبط اػت. هیضاى 

-ّبی تشؿحی ؿذُ ثب پشٍتئیيتیوبس ّبی گشٍُاپَپتَص دس 
دخَاًت کبهل فشًٍذ گشچِ تشاٍؿی لیـوبًیب هبطٍس ٍ ا

اػت ٍلی ًؼجت ثِ  ًـذُ تیوبسکوتش اص گشٍُ هبکشٍفبط 
-ّبی تشؿحیکیتَصاى ّوشاُ ؿذُ ثب پشٍتئیي ّبی گشٍُ

 تیوبس ّبی گشٍُ دستشاٍؿی لیـوبًیب هبطٍس ثیـتش اػت. 
ؿذُ ثب کیتَصاى ًیض کبّـی دس هیضاى اپَپتَص دس حضَس 

ًـذُ ًـبى دادُ بساًگل دس همبیؼِ ثب گشٍُ هبکشٍفبط تیو
ؿذُ اػت. ایي کبّؾ آپَپتَص دس هبکشٍفبطّبی اص لجل 

تَاًذ ثِ دلایل هختلفی اص ؿذُ ثب ًبًَرسُ، هیحؼبع
خولِ افضایؾ لذست کـٌذگی هبکشٍفبطّب تَػظ 

المبی هؼیش اتَفبطی دس هبکشٍفبطّب  یب ًٍبًَرسُ کیتَصاى 
ثبؿذ. ایي دس حبلی اػت کِ دس گشٍُ هبکشٍفبطّبی 

داسی  دس غیبة اًگل، اختلاف هؼٌی طى آًتیوبس ؿذُ ثب تی
 ؿَد.ّب اص ًظش هیضاى اپَپتَص هـبّذُ ًویثیي گشٍُ

ثشتشی ایي هغبلؼِ ًؼجت ثِ هَاسد هـبثِ، اػتفبدُ 
تشاٍؿی لیـوبًیب -ّبی تشؿحی ّوضهبى آى اص پشٍتئیي

هبطٍس ٍ ًبًَرسُ کیتَصاى اػت کِ دس هغبلؼبت دیگش ثِ 
اًدبم  In vitroایي هغبلؼِ ثِ كَست خَسد. چـن ًوی

گشدد ثِ هٌظَس ثشسػی ثْتش گشفتِ اػت کِ پیـٌْبد هی
اثش آى ثش ػولکشد هبکشٍفبطّب ٍ دس ًْبیت ثْجَد 

ثش سٍی  In vivoّبی حبكل اص اًگل، ثِ كَست  صخن
 ّبی آلَدُ اًدبم گیشد. هَؽ

 

 گیریوتیدٍ

 کِ ًبًَرسُ کیتَصاى، ثب دّذ هیایي هغبلؼِ ًـبى 
ّبی ایوٌی ثِ هٌظَس حزف اًگل دسٍى تحشیک پبػخ

هبکشٍفبط، اص سؿذ اًگل خلَگیشی کشدُ ٍ ثِ  ّبی ػلَل
ّبی  پشٍتئیيکٌذ. حزف آى تَػظ هبکشٍفبطّب کوک هی

ًیض ثِ ػٌَاى یک ػبهل تشاٍؿی لیـوبًیب هبطٍس -تشؿحی
صایی ثِ خلَف دس تْبخن اًگل ثِ هْن دس ثیوبسی

اًذ. اص ؼتن ایوٌی، ؿٌبختِ ؿذُدسٍى ػلَل ٍ فشاس اص ػی
الحبق آى ثِ ًبًَرساتی هبًٌذ کیتَصاى ثبػث دس  سٍ ایي

ایوٌی ؿذُ  ّبی ػلَلتَػظ  ّب آىدػتشع لشاس گشفتي 
 کٌذ.ٍ ثِ ثْجَد ثیوبسی کوک هی
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Abstract: 

Background and Objective: Leishmaniasis is a public health problem caused 

by different types of Leishmania. The induction of apoptosis in infected 

macrophages is one of the main mechanisms for the escape of the parasite from 

the immune system. Preventing apoptosis and enhancing the ability to kill 

macrophages can be effective in treating or controlling leishmaniasis.  In this 

study, the effect of chitosan nanoparticle loaded with Leishmania major 

secretory and excretory antigens on the number of apoptotic macrophages on 

exposure to Leishmania was investigated. 

 

Materials and Methods: Secretory and excretory proteins were isolated from 

the supernatant of the Leishmania major. The protein molecular weight range 

and its concentration were determined by SDS-PAGE and Bradford method. 

Proteins were coupled with chitosan nanoparticles. The coupled proteins and 

nanoparticles were confirmed by FTIR. The nanoparticle toxicity on 

macrophages was determined by MTT assay. Rats were treated intraperitoneally 

with protein, nanoparticle, protein coupled with nanoparticles on days 0, 10, and 

21. After 28 days, the macrophages were isolated and their apoptosis percentage 

in presence and absence of parasites was investigated by flow cytometry. 

 

Results: The maximum production of Leishmania major secretory and 

excretory proteins was 72 hours after parasite culture. Proteins were in the range 

of 35-110 kDa. At a concentration of 250 μg/ml, the highest percentage of 

nanoparticles was 76%. The results of the MTT confirmed non-toxicity of all 

chitosan concentrations coupled with Leishmania major secretory and excretory 

proteins. The results of apoptotic measurements by Annexin showed that 

apoptosis in macrophages treated with chitosan and chitosan coupled with 

Leishmania major secretory and excretory proteins was significantly (p<0.05) 

less than untreated macrophages. 

 

Conclusion: Chitosan coupled with Leishmania major secretory and excretory 

proteins can increase the ability of infected macrophages to remove parasites by 

reducing apoptosis. 
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