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 مقاله پژوهشي 

  با نانوذره طلا زانويسودوموناس آئروژ A نيخواص کونژوگه اگزوتوکس يو بررس هيهت
  

 ٢*يعباس معصومه، ١تنومند اصغر
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 دهيچک

مختلف  رولانسيو ياست که به کمک فاکتورها يمارستانيب يهاعفونتعامل  نيپاتوژن فرصت طلب و مهمتر کي نوزايآئروژسودوموناس  :هدف و نهيزمشيپ
 ک،يفاکتور توکس کي عنوانبه نوزايآئروژسودوموناس  A نيمطالعه اگزوتوکس نيا ي. در طشوديم مارانيبدر  ميرومرگو  يسميسپتباعث  A نياگزوتوکس ازجمله
قرار  يابيمورد ارز يوانيآن در مدل ح ييزايمنياشده و با نانوذرات طلا کونژوگه و اثرات  هيته بيواکسن و نوترک ديکاند ديجد بيترک کيآوردن  به دست باهدف
 گرفت.

 دي. جهت تولشد يسازالص خاستخراج و  زياليدو  يانتخاببا رسوب  نوزايآئروژسودوموناس کشت  طيمح) ابتدا از native( يذات A نياگزوتوکس: کار روشمواد و 
) Turkevich( چيترکووش کلون شد. نانوذرات طلا با استفاده از ر يکل اياشرشوکتور مناسب در  لهيبه وس يباکتر نيا يژنوم DNA ب،ينوترک A نياگزوتوکس

و  يالکترون کروسکوپيمفاده از با است بيترتبه  ونيکونژوگاساندازه و  تينهاآماده شده کونژوگه شدند. در  A نياگزوتوکسبه  يکيالکترواستات يروينو با  هيته
 يفيک يهادادهن يمچنانحراف استاندارد و هن سه بار تکرار و يانگيم صورتبه يکم يهادادهت ي. در نهاشد دييتأ) FTIRفروسرخ ( هيفور ليتبد يسنجفيط
  (درصد) ارائه شد. يفراوان صورتبه
 نيروتئپ انيب نيهمچن قابل استخراج است. يکشت با خلوص نسب طياز مح نوزايآئروژسودوموناس  A نيآمده نشان داد که اگزوتوکس به دست جينتا: هاافتهي

ت طلا با هر دو سپس نانوذرا در غلظت بالا شد. بينوترک A نياگزوتوکس ديمنجر به تول يکل اياشرش PET22bو استفاده از وکتور  يکل اياشرش لهيبه وس بينوترک
  .شوديمکونژوگه  يخوببه A نيآمده نشان داد که نانوذره طلا با اگزوتوکس به دست جيکونژوگه شد. نتا بيو نوترک يذات A نياگزوتوکس
و با نانوذره طلا کونژوگه  ديولت شگاهيرا با غلظت بالا در آزما يو ذات بينوترک A نياگزوتوکس توانيممطالعه حاضر نشان داد که  يکل طوربه: يريگجهيبحث و نت

  کرد.
  واکسنسودوموناس نانوذرات طلا،  ن،ي، اگزوتوکسنوزايآئروژ ها:دواژهيکل
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  مقدمه
و پاتوژن فرصت  يگرم منف يباکتر کي نوزايآئروژسودوموناس 

شده و به  يمارستانيعفونت ب جادياست که عموماً موجب ا يطلب
همراه با چند  نوزايآئروژسودوموناس . رسانديم بيآس يمنيا ستميس

 سيبروزيف کيستيو س يبا سوختگ مارانيدر ب گر،يعامل عفونت د
، بروز کنديم افتيرا در يمنيا ستميکننده س فيتضع يکه داروها

خلط،  ايبزاق  يهازخممتداول از  طوربه يباکتر نيا). ۱( کنديم
جدا  يمارستانيب يهاعفونتو از  يکينيکل يهانمونه گريدخون و 

                                                             
  رانيا مراغه، ،مراغه يپزشک علوم دانشگاه، يولوژيکروبيم گروه اريدانش ١
  سنده مسئول)ي(نو رانيگروه ميکروبيولوژي، دانشگاه آزاد اسلامي، واحد ملکان، ملکان، ا ار،ياستاد ٢

 مارانيبخصوص در ب نوزايآئروژسودوموناس  يسم يشده است. سپت
 يمختلف رولانسيو يدارد. فاکتورها ييبالا ميرومرگ يدچار سوختگ

 ازجمله. کننديم ينقش باز نوزايآئروژسودوموناس  زيدر پاتوژنز
مشتق از  يديساکاريپل يهاهيلافلاژل و  ،يليپ ،يسطح يفاکتورها

هستند.  ريدرگ ونيزاسيکلونکه در اتصال و  دهايساکاريپوپليل
در  يمهمکه نقش  شونديمترشح  يباکتر نيااز  ييهانيپروتئ
 يهاژنانواع  هايباکتر نيادارند در  هابه افت بيآسو  بيتخر

در  هايباکترمقاومت  جاديامقاومت در  يدهايپلاسمو  يکروموزوم
  ).۲هستند ( ريدرگ يکروبيمبرابر عوامل ضد 



 ۱۴۰۲ تير، ۴، شماره ۳۴دوره   مجله مطالعات علوم پزشکي
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 يهاعفونت ميرومرگدر کاهش  هاکيوتيبيآنتتاکنون مصرف 
تعداد  قياز طر سميکروارگانيم نيموفق نبوده است. ا ييايباکتر

کم  يرينفوذپذهمچون  ييدارومقاومت  عيشا يهاسميمکاناز  ياديز
 بيوتيکيآنتيانتشار، مقاومت  يهاپمپو انواع  يخارجغشاء 

 يلاکسيمونوپروفيا نيبنابرا. )۳( از خود نشان داده است يتوجهقابل
مؤثر در درمان و  ييهاروش عنوانبهممکن است  يمونوتراپياو 

اساس  نيمطرح باشند. بر ا نوزايآئروژسودوموناس  يهاعفونتکنترل 
، A نياگزوتوکس ،دهايساکاريپوپليل ازجمله يمختلف يفاکتورها

 ناتيآلژبالا،  يمولکولبا وزن  يدهايساکاريپل ،يليپفلاژل،  بوزوم،ير
 DNA ،يبيچند ترک يهاکونژوگه ،يخارجغشاء  يهانيپروتئو 

 يدايکاند عنوانبه III يترشح ستميس يهانيپروتئو  هاواکسن
در  اريبسمطالعات  رغميعلواکسن مورد توجه قرار گرفته است. 

سودوموناس، هنوز  يهاعفونت هيعلواکسن  ديتولجهت توسعه و 
 يباکتر نيا يهاعفونتو مؤثر در برابر  داريپا ريتأثواکسن مناسب با 

  ).۵، ۴قرار نگرفته است ( دييتأمورد 
 يهابخشنانوذرات در عصر حاضر در  باتيترکاستفاده از 

 نيا ازجملهاست.  شيافزادر حال  عيصنابهداشت و  ،يپزشکمختلف 
دو نقش عمده  يدارااست که  هانانوواکسن هيتهکاربردها در 

هستند. از  يادجوانتواکسن) و اثرات  يهاژنيآنتنانوحامل (حمل 
 يبرا هاومولکوليبکونژوگه شده با  ايو  بيترک يهاصورتبهنانوذرات 

). ۶( شوديماستفاده  ونيناسيواکسمناسب و  يمنيا يهاپاسخالقاء 
واکسن و ورود  ينيپروتئ يهابخش ليتحو يبراجامد  يهانانوحامل

 ديمف يو موکوس يديلنفوئ يهابه افتآسان به داخل روده و ارائه به 
  ).۷هستند (
 ديجد بيترک کيبه  يابيدست باهدفمطالعه  نيادر  نيبنابرا

نانوذرات  ،نوزايآئروژسودوموناس  يهاعفونت يبراواکسن  ديکاند
 يسازگار ستيو ز يبدون اثرات جانب يادجوانت تيخاص ليطلا به دل

آن  يمنيکونژوگه شده و اثرات القاء پاسخ ا A نيبالا، با اگزوتوکس
  قرار گرفت. يمورد بررس

  
  مواد و روش کار

  :)Native( يذات A نياگزوتوکس صيتخلو  هيته
شده از دانشگاه علوم  هيته PAO1 هيسو نوزايآئروژسودوموناس 

 يچرببدون  ريش يآگار حاو نتيکشت نوتر طيمراغه در مح يپزشک
)Skim milk .ابتدا  ،ييزانيتوکس يبررس منظوربه) کشت داده شد

 ۴/۰شد. سپس  هيته ونيسوسپانسکشت داده شده  يهايباکتراز 
 زياليد TSB طيمح تريليليم ۲۵۰به  ونيسوسپانس نيااز  تريليليم

مولار)  ۱گلوتامات ( ميدرصد) و مونوسد ۱( سروليگل يشده حاو

ساعت  ۲۴به مدت  گراديسانتدرجه  ۳۷ يو در دما دياضافه گرد
شده و محلول  فوژيسانترشده  هيته ونيسوسپانسانکوبه شد. در ادامه 

شد. جهت  ينگهداردرجه  ۴ يدمادر  نيتوکس يحاو ييرو
 يانتخاب يرسوب يهاروشاز  ن،يتوکس ينسب صيتخلو  يجداساز

 زانيممولار) به  ۳/۰( ميسد تراتيسمنظور  نيا يبرااستفاده شد. 
 ۰۱/۰( سيتراضافه شده و در مقابل بافر  ونيسوسپانساز حجم  ۱/۰

شد.  زياليد گراديسانتدرجه  ۴ يدماساعت در  ۲۴مولار) به مدت 
 يحاو ييرو عيماشده و به  فوژيسانتر نيتوکس يحاوسپس بافر 

درصد  ۶۰( وميآمونسولفات  عيمااز حجم  ۱/۰ زانيمبه  نيتوکس
 زياليدشده و  فوژيسانترآمده  به دست عيمااشباء) افزوده شد. سپس 

 به دست نيتوکس شتريبهر چه  ظيتغلو  صيتخل منظوربه. ديگرد
اتاق  يدمادر  قهيدق ۲۰به مدت  نيتوکس يحاوآمده، محلول 

از روش  ن،يتوکسوجود و خلوص  دييتأ. جهت ديگرد فوژيسانتر
) با غلظت SDS-PAGE( ديآم ليآکر يپلژل  يروالکتروفورز بر 

استفاده شد. در  يآب ينقره و کوماس تراتين يزيدرصد و رنگ آم ۱۰
 نيسال) در بافر فسفات تريليليم A )۵ نياگزوتوکس ديادامه توکسوئ

 ميسد ديکلرمولار)،  ۰۱/۰( ميسدفسفات  يحاو) تريليليم ۱۰(
روز  ۴درصد) مخلوط شد و به مدت  ۴( ديفرمالدهمولار) و  ۱۵/۰(

به محلول  تينها. در ديگردانکوبه  گراديسانتدرجه  ۳۷ يدمادر 
 لتريفشده و توسط  زياليدآمده در مقابل بافر فسفات  دست

  .)۸د (يگرد لياستر) کرومتريم ۴۵/۰( يسرسرنگ
  

  :بينوترک A نياگزوتوکس هيته
از کشت  يژنوم DNA ب،ينوترک A نياگزوتوکس هيتهجهت 

 ياختصاص تيبا استفاده از دستورالعمل ک نوزايآئروژسودوموناس 
 نياگزوتوکس IIو  I ني. سپس دمدي) استخراج گردرانيا ناژن،ي(س
A )يارهيزنج) با استفاده از روش واکنش کيتوکس ريغ يهابخش 
شد  ريشده تکث يطراح ياختصاص يمرهاي) و پراPCR( مرازيپل

5΄رفت:  مري(پرا -́CCGAGGAAGCCTTCGAC-3 مريو پرا 
5΄برگشت:  -́GCCGTCGCCGAGGAACTC-3تي). در نها 
درصد  ۱ژل آگاروز  يبر رو PCRآمده از واکنش  به دستمحصول 

توسط ستون  PCRمحصول  صي. پس از تخلديالکتروفورز گرد
منتقل  PGEMبه وکتور  ياختصاص تيل کطبق دستورالعم کا،يليس

 DH5α هيسو يکل اياشرش يبه باکتر بيوترک. سپس وکتور نديگرد
 يهاميآنزاز  نگيمحصول کلون يانتقال داده شد. جهت جداساز

 دياستفاده شد. در ادامه جهت تول Xho1و  BamH1محدود کننده 
 يکل اياشرش زبانيو م PET22b يانياز وکتور ب ،EXOAمحصول ژن 

در  بينوترک ياز باکتر ياستفاده شد. سپس چند کلون BL21 هيسو



 و همکاران تنومنداصغر   سودوموناس آئروژينوزا با نانوذره طلا Aتهيه و بررسي خواص کونژوگه اگزوتوکسين 
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کشت داده شده و توسط  نيليسيآمپ يحاو LB عيما طيمح
ساعت  ۴) به مدت IPTG( ديرانوزوئيپ وگالاکتويت يدبتا  ليزوپروپيا

شده و رسوب  فوژيسانترشده  هيته ونيسوسپانس. سپس ديگردالقاء 
 ۱۰۰( ميزوزيل. پس از اضافه کردن ديگرد آوريجمع يسلول

اتاق،  يدمادر  قهيدق ۳۰به مدت  ونيانکوباس) تريليليمبر  کروگرميم
در  ياهيثان ۴۵چرخه  ۱۵تا  ۱۰با استفاده از اولتراسوند ( يسلول زيل

 ،يسلول زيبه ل DNase) انجام شد. پس از افزودن گراديسانتدرجه  ۴
انجام  فوژيسانتر گراديسانتدرجه  ۴ يو در دما قهيدق ۱۰به مدت 

 SDS-PAGEبا استفاده از  يو رسوب سلول ييگرفت. محلول رو
 يآن با استفاده از کروماتوگراف يبيترک ليقرار گرفت و م يمورد بررس

آمده در مقابل بافر  به دستمحلول  تيشد. در نها يابيارز نيبا رز
) کرومتريم ۴۵/۰( يسرسرنگ لتريشده و توسط ف زياليفسفات د

  .)۹د (يگرد لياستر
  :طلا يکروسنتز نانوذرات 

 يمحلول آب تريليليم ۹/۳سنتز نانوذرات طلا، مقدار  منظوربه
HAuCl4 )۲۵/۱ ديگرد قيمرتبه رق ۱۰شده و  هي) تهتريگرم طلا/ل .

درصد) در حمام  ۱( تراتيس ميسد يترمحلول تريليليم ۱سپس 
به مدت  يتفلونافزوده شد. محلول به دست آمده توسط مگنت  خي

 NaBH4 )۰۲/۰محلول  تريليليم ۹/۳هم زده شد. در ادامه  قهيدق ۵
 صورتبه NaBH4شد. محلول  قيمرتبه رق ۵شده و  هيمولار) ته

قرار گرفته در حمام  HAuCl4به محلول  قهيدق ۳در مدت  ياقطره

 يرنگ به قرمز هم زده شد و نانوذرات کرو رييافزوده شد و تا تغ خي
  ).۱۰( مورد استفاده قرار گرفت ونيکونژوگاسشده جهت  هيتهطلا 

  
  :با نانوذرات طلا A نياگزوتوکس ونيکونژوگاس
با نانوذرات  يذاتو  بينوترک A نياگزوتوکس ونيکونژوگاسجهت 
 تريليليم ۵نانوذرات طلا در  ياز سطح حاو گرميليم ۱۰طلا، مقدار 

 تريکروليم ۱۰۰شد. سپس  سپرسيدمولار)  KCl-HCl )۰۲/۰بافر 
 ۱۰( يو ذات بينوترک نياگزوتوکس يحاو يهامحلولاز هر کدام از 

 ۲افزوده شد و به مدت  KCl-HCl) در بافر تريليليمبر  مگريليم
موجب  کيالکترواستات يروين قيطر نيساعت هم زده شد. به ا

با استفاده از  ونيکونژوگاس يابيارز تينها. در ديکرد ونيکونژوگاس
) FTIRفروسرخ ( هيفور ليتبد يسنجفيطو  يالکترون کروسکوپيم

  .)۱۱( استفاده شد
  
  هاافتهي

  :يذات A نياگزوتوکس صيتخلو  هيته جينتا
 A نياگزوتوکسوجود و خلوص  يبررسدر مطالعه حاضر جهت 

-SDS( ديآم ليآکر يپلژل  يرواز روش الکتروفورز بر  يذات

PAGE به دست جينتانقره استفاده شد.  تراتين يزيآم) و رنگ 
شده  هيته A نياگزوتوکس ينسبکننده غلظت و خلوص  دييتأآمده 

  ).۱بود (شکل 
  

  ژل آگارز. ينقره بر رو تراتيبا ن يزيدر رنگ آم A نيالکتروفورز اگزوتوکس ):۱(شکل  
  

  
  :بينوترک A نياگزوتوکس هيته جينتا

توسط  نوزايآئروژسودوموناس  EXOAژن  هياول ريتکث محصول
PCR پس ۲(شکل  ديدرصد الکتروفورز گرد ۱ژل آگاروز  يبر رو .(
و  PET22bو انتقال به وکتور  EXOA يقطعه ژن صياز تخل

 نيپروتئ انياز ب ييسطح بالا ،يکل اياشرش زباليدر م نگيکلون
 ليآکر يپلژل  يآمد که توسط الکتروفورز بر رو به دست بينوترک

). ۳شد (شکل  دييتأ ييايسلول باکتر زاتي) لSDS-PAGE( ديآم
 ۶۶ نيپروتئ انيب دهندهنشان يکوماسبا  يزيرنگ آم نيهمچن

  ).۴) با غلظت بالا بود (شکل KDa( يلودالتونيک
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  ژل آگارز. يبر رو EXOAژن  ريالکتروفورز محلول تکث ):۲(شکل  
  

  ژل آگارز. يبر رو XHOIو  BamH1 يهاميآنزبا  PET22b-EXOA بيوکتور نوترک يميالکتروفورز محصول هضم آنز): ۳(شکل 
  

پس از القاء با  نيو اگزوتوکس ونيقبل از القاء و سوسپانس نيرسوب اگزوتوکس SDS-PAGEبا  بيو نوترک A نياگزوتوکس انيب): ۴(شکل 
IPTG.  

  
  :با نانوذرات طلا A نياگزوتوکس ونيکونژوگاس جينتا

نشان داد که اندازه متوسط نانوذرات طلا  آمده به دست جينتا
به  جينتااست.  يکرو باًيتقرنانومتر بوده و شکل ذرات  ۱۰تا  ۵ نيب

نانومتر  ۱۰آمده نشان داد که نانوذرات طلا در اندازه کمتر از  دست
  .)۵(شکل  کونژوگه شود يو ذات بينوترک A نيبا اگزوتوکس توانديم
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  .A نياگزو توکس نانو ذره طلا / FTIR فيط ):۵(شکل 
  

  گيرينتيجهبحث و 
پاتوژن فرصت طلب  کي عنوانبهاغلب  نوزيآئروژسودوموناس 

 مارانيبدر  يمارستانيب يهاعفونت جاديمحسوب شده و موجب ا
از  يکي. شوديم ديشد يهايسوختگو  يمنيا ستميسمبتلا به نقص 

 شوديم ديتول يباکتر نياکه توسط  يسمو  زايماريب يفاکتورها
 توزيآندوس قياز طر A نياگزوتوکس). ۱۲( باشديم A نياگزوتوکس

فعال  ريرا غ يسيرونو يوارد شده و فاکتورها يسلول توپلاسميبه س
). ۱۳( شوديمهمورال  يمنيو پاسخ ا نيکرده و مانع سنتز پروتئ

و خواص خواص کونژوگه  ديتولدر مطالعه حاضر  نيبنابرا
 يبررسبا نانوذره طلا مورد  نوزايآئروژسودوموناس  A نياگزوتوکس

  قرار گرفت.
 PAO1 هيسو نوزيآئروژسودوموناس  يمطالعه حاضر از باکتر در

استفاده شد و سپس  يذات A نياگزوتوکس صيتخل يبرا
شد.  هيته يکل اياشرشکلون در  قياز طر بينوترک A نياگزوتوکس

 يابيمورد ارز طلابا نانوذره  A نياگزوتوکسخواص کونژوگه  تيدر نها
 يذات A نيآمده نشان داد که اگزوتوکس به دست جيقرار گرفت. نتا
  با خلوص بالا قابل استخراج است. نوزايآئروژسودوموناس 

 ينييو بازده پا اريمشکلات بس يذات A نياگزوتوکس صيتخل
آن در مطالعات مختلف مورد توجه قرار  بينوترک ديداشته و تول

اتصال  ني(دم IIو  I ني). در مطالعه حاضر دم۱۵، ۱۴گرفته است (
از  يسم ريغ بيترک کيشد که  ري) کلون و تکثرندهيبه گ

 ديآمده نشان داد که تول به دست جي. نتاباشديم A نياگزوتوکس

است. شواهد  ريپذامکاندر غلظت بالا  بينوترک A نياگزوتوکس
 يرا خنث A نياگزوتوکس تياثرات سم نيدم نيا دهديمنشان 

 هيو ته صيدر مطالعه حاضر پس از تخل ني). بنابرا۱۷، ۱۶( کنديم
با نانوذرات طلا کونژوگه شدند.  ب،يو نوترک يذات A نياگزوتوکس

 نيآمده نشان داد که نانوذرات طلا با هر دو اگزوتوکس به دست جينتا
A حاصل  جينتان يهمچن .شوديمکونژوگه  يخوببه بيو نوترک يذات
نانو ذره  و A نيبا اگزوتوکس ييبالا يمنيا شده، منيا يهاموشاز 

 ييو نانو ذره طلا به تنها ييبه تنها A نيبا اگزوتوکس نيطلا و همچن
مطالعات مشابه  جيانت نيا .نشان داد يداخل صفاق قيدر مقابل تزر

Eftekharivash  ١٧همکاران (و( و Zawrah ) و  )۱۸و همکاران
Nazari در مطالعات خود  هاآن .باشديم )١٩( همکاران و
شده با  منيا يموش يهاگروه يرا برا يدارمعني يهامحافظت

EXOA-OprF-OprI، منيا يهاگروه يرا برا يفياما محافظت ضع 
 گمر يرسبر .گزارش کردند بينوترک A نيشده با اگزو توکس

مختلف نشان  يهاژن يشده با آنت منيمختلف ا يهاگروهدر  هاموش
 ازجملهمختلف  يهاگروهمحافظت نشده در  يهاموشداد که 

با شاهد تلف  سهيمقا در A نياگزوتوکسشده با  منيا يهاگروه
ب يدر ترک A نيبا اگزوتوکس ييزا يمنينشان داد ا جينتا نيا .شدند

در  نقش دارد. و کشنده يسم تکردن اثرا ينانو ذره طلا در خنث با
 A نيکه اگزوتوکس ددادن نشانو همکاران  Cryz يمشابهمطالعه 

 کي نوزايسودوموناس آئروژ LPSاز  O رهيکونژوگه شده با زنج
  )٢٠( تب زا است ريو غ کيتوکس ريزا غ يمنيا بيترک
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عامل  عنوانبه يکرونانومتر به شکل  ۱۰نانوذرات طلا با اندازه 
 يهايباکتراز  يناش يهاعفونتدرمان  يبرامؤثر  ييايباکترضد 

 يهايژگيو نيمهمترقرار گرفته است. از  يبررسمختلف مورد 
ه بزرگ است ک يسطح يفضاکوچک با  اريبسنانوذرات طلا، اندازه 

 و يريپذانحلال  يکيولوژيبو  ييايميش يهاتيفعال شيافزاباعت 
و  يلسلونفوذ به غشاء  ييتوانادر بدن انسان و  اديز اريبستحرک 

). شواهد نشان ۲۱است ( يسرطانو ضد  ييايباکترضد  تيخاص
 بيآسموجب  هاسميکروارگانيمکه نانوذرات طلا با اتصال به  دهديم

 نيهمچن). ۲۲( شوديم هافلاژلبه  بيآسو  يتوپلاسميسبه غشاء 
 هاآنهستند که  زين يگريدمطلوب  يهايژگيو يدارانانوذرات طلا 

دارو مطرح  ليتحو يهابرنامهاستفاده در  يبرا يعالاهداف  عنوانبهرا 
 طيمح و سازگار با يسم ريغاثر،  يب يذات طوربه. هسته طلا سازديم
 يهاحاملساخت  يبرا آلدهياامر نقطه شروع  نيااست و  ستيز

 يهااندازهبا  توانيمنانوذرات طلا را  نيا. علاوه بر باشديم ييدارو
 گريدو  هانيپروتئنانومتر) و ابعاد متناسب با  ۱۵تا  ۱مختلف (

  ).۲۴، ۲۳کرد ( ديتول يراحتبه  يآل يهامولکول
نانوذرات طلا  ييايباکترضد  يهاسميمکانمختلف  يهاپژوهش

 يخارجبا غشاء  يمحکم ونديپ؛ نانوذرات طلا اندداده حيتوضرا 
انتقال فعال،  ازجمله يسلول يهاتيفعالو مانع  کنديمبرقرار  يباکتر
از  تيشده و در نها دروژنازيو ده کيپلاسم يپر يميآنز يهاتيفعال

 يسلول زيکرده و موجب ل يريجلوگ نيو پروتئ RNAو  DNAسنتز 

نشان داده شده است که نانوذرات طلا  نيهمچن). ۲۶، ۲۵( شونديم
به  ،ييايباکتر يدفاع يهاميآنزرا به دور از  هاکيوتيبيآنت تواننديم

مطالعه مشابه توسط  کي). در ۲۷خود برسانند ( رندهيهدف و گ
Nazari سودوموناس  يو همکاران اثرات نانوذرات طلا بر رو

 هاآن جينتاقرار دادند.  يبررسمورد  کيوتيبيآنتمقاوم به  نوزايآئروژ
کونژوگه  کيوتيبيآنتبا  داريپانشان داد که نانوذرات طلا به شکل 

  ).۱۹( دهنديمرا ارتقاء  هاکيوتيبيآنت يکروبيمشده و اثرات ضد 
 تيقابلمطالعه حاضر نشان داد که نانوذرات طلا  يکل طوربه

ادجوانت  عنوانبه توانديمرا داشته و  نياگزوتوکسبا  ونيکونژوگاس
مورد توجه  يمارستانيب يهاعفونتدر  نياگزوتوکسواکسن  هيتهدر 

استفاده از نانوذرات طلا کونژوگه با  ج،ينتا نيا. با توجه به رديگقرار 
 يبرابالقوه  ياستراتژ کي عنوانبه توانديم ييايباکتر يهانيپروتئ

ممکن است  نيدر نظر گرفته شود. همچن يکروبيم يهاواکسن ديتول
 يهادستگاهتوسعه  يبرا يعفون يهايماريب صيدر تشخ تيقابل نيا

  باشد. ديمف يصيتشخ
  

  يتشکر و قدردان
 يعباسمعصومه  يدکترنامه  انيپامطالعه مستخرج از  نيا

 يولوژيکروبيم شگاهيآزما ياعضااز همه  سندگانينو. باشديم
 يقدردانمطالعه  نيادر  يهمکارجهت  مراغه يعلوم پزشکدانشگاه 
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Abstract 
Background & Aims: Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic pathogen and most important cause 
of hospital infections, which causes septicemia and death through various virulence factors such as 
exotoxin A. In the present study, P. aeruginosa exotoxin A (as a toxic factor) was prepared with the aim 
of obtaining a new recombinant vaccine candidate and conjugated with gold nanoparticles and its 
immunogenic effects were evaluated in an animal model. 
Materials & Methods: Native exotoxin A was first extracted and purified from culture medium of P. 
aeruginosa by selective sedimentation and dialysis. In order to produce recombinant exotoxin A, 
genomic DNA of this bacterium was cloned in Escherichia coli using a suitable vector. Gold 
nanoparticles were prepared using Turkevich method and conjugated to the prepared exotoxin A by 
electrostatic force. Finally, the size and conjugation were confirmed using electron microscopy and 
fourier-transform infrared (FTIR) spectroscopy, respectively. Finally, quantitative data were presented 
in average of three repetitions and standard deviation, as well as qualitative data were presented in 
frequency (percentage). 
Results: The obtained results showed that P. aeruginosa exotoxin A can be extracted from the culture 
medium with relative purity. Also, expression of recombinant protein by E. coli and using of E. coli 
PET22b vector led to production of recombinant exotoxin A in high concentration. The gold 
nanoparticles were conjugated with both intrinsic and recombinant exotoxin A. The obtained results 
showed that the gold nanoparticle is well conjugated with exotoxin A. 
Conclusion: In general, the present study showed that it is possible to produce recombinant and natural 
exotoxin A with high concentrations in the laboratory and conjugate it with gold nanoparticles. 
Keywords: Aeruginosa, Exotoxin, Gold Nanoparticles, Pseudomonas, Vaccine 
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