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Introduction: Anthrax is a zoonotic disease and vaccine production is one way 

to protect people against this bacterium. This study investigates the application of 

copolymer nanocapsule (PEG-PLA) systems with controlled release specificity 

for a recombinant protective antigen and lethal factor of Bacillus anthracis to 

provide a vaccine candidate. 

Material & Methods: In this experimental study, the dual solvent evaporation 

emulsion method was used to produce nanocapsules. Moreover, zeta potential 

and size of nanoparticles, loading efficiency of nanoparticles, recombinant 

protein release pattern, the probable effect of PLA-PEG nanoparticle production 

on the shelf life of recombinant proteins were investigated in this study. Mice 

were used as test and control samples for antibody production and immune 

response evaluation. 
(Ethic code: 9727250) 

Findings: The results of this study showed that mixed proteins (LFD1+PAD4) 

loaded on PEG-PLA block copolymer had an average size of 109 nm, the zeta 

potential of -27.7 mV, and PDI=0.394. In this study, it was shown that the 

release of these antigens was carried out in two stages of rapid and slow release. 

The release of the proteins was estimated at about 20% on the first day and 78% 

on the 49th day. The titers of antibodies produced in the serum of the mouse 

groups against these antigens at defined intervals were significantly different 

from each other. 
Discussion & Conclusion: The results of this study suggest the application of 

PEG-PLA block copolymer nanocapsules containing mixed recombinant proteins 

of protective antigen and lethal factor of Bacillus anthracis. Due to less 

degradation and more protection of antigen activity in nanoparticles, compared to 

traditional methods, as well as fewer repeat injections, higher specificity, reduced 

side effects, lower cost, and slower release rate, the use of nanoparticles is a good 

option to replace traditional methods. 
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های نوترکیب  مخلوط پروتئین حاوی    PEG-PLAدوبلوکۀ    کوپلیمری سنتز نانوسفر  

 باسیلوس آنتراسیس   ۀ فاکتور کشند   و   کننده محافظت   ژن آنتی 

 1یوبیااعتماد  مسيح ، سيد1، حسن ميرحاج1يناییميم محمدابراه، * 1حسين هنری

 ایران  تهران، حسین )ع(، امام جامع شناسی، دانشكده و پژوهشكده علوم پایه، دانشگاهیستز فناوری و علم مرکز.1
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و  مشترك    هایبیماری از    زخمسیاه  :مقدمه راه  استدام  انسان  از  یكی  واکسن  تولید  این  و  برابر  در  افراد  محافظت  های 

سامانه  کاربرد  حاضر  مطالعۀ  است.  )باکتری  کوپلیمری  نانوکپسول  رهایش  PEG-PLAهای  ویژگی  با  برای    شدهکنترل ( 

دید واکسن بررسی  باسیلوس آنتراسیس را با هدف ارائۀ کانفاکتور کشنده    و  کنندهمحافظت   ژنهای نوترکیب آنتی پروتئین

 کند. می

نانوکپسول  :هاو روش    مواد تولید  برای  تجربی،  این مطالعۀ  و  در  استفاده شد  تبخیر حلال  امولسیون دوگانۀ  از روش  ها 

و   زتااندازه  تولید  پتانسیل  روش  احتمالی  تأثیر  نوترکیب،  پروتئین  رهایش  الگوی  نانوذرات،  بارگذاری  بازده  نانوذرات،  ی 

بادی و بررسی پاسخ  تولید آنتی  منظوربههای نوترکیب بررسی گردید.  بر پایداری و ماندگاری پروتئین  PLA-PEGنانوذره  

 .نمونۀ آزمایش و شاهد بهره گرفته شد  عنوان بههای سوری  ایمنی، از موش

-PEGبلوکۀ  در کوپلیمر دو  شدهی بارگذار(  LFD1+PAD4های مخلوط )پروتئین  داد که نتایج این تحقیق نشان    ها:یافته

PLA    میانگین زتا    109اندازۀ  پتانسیل  و  و    -7/27نانومتر  تحقیق    PDI= 394/0میلی ولت  این  در  داددارند.  که ه شد  نشان 

ها در روز اول حدود  که آزادسازی پروتئین   شودی مهای یادشده در دو مرحلۀ رهایش سریع و آهسته انجام  ژنرهایش آنتی 

های موشی در سرم گروه   دشدهی تولبادی  میزان آنتی   .محاسبه گردید   درصد   78ه میزان ب  ،روز  49از گذشت    درصد و پس  20

 ی داشتند.دارمعناها در فواصل زمانی مشخص، با یكدیگر اختلاف ژنعلیه این آنتی 

تحقیق،    آمدهدستبهنتایج    : ی گيرنتيجه بحث و   این  حاوی    PEG-PLAۀ  دوبلوک  کوپلیمری  کپسول نانوی  ریکارگبه در 

پروتئین مخل  آنتی وط  نوترکیب  کشند   و  کنندهمحافظت  ژنهای  آنتراسیس  ۀفاکتور  می   باسیلوس  توصیه  به  کند.  را  توجه  با 

و  آنتی ظحفا  تخریب کمتر  فعالیت  بیشتر  از روش   ژنت  استفاده  به  نانوذرات نسبت  نیز   سنتیهای  در  تكرار تزریق کمتر،    و 

جانببالاتر،  اختصاصیت   عوارض  هزینیکاهش  گزینکم  ۀ،  نانوذرات  از  استفاده  بودن،  رهش  آهسته  و  برای    ۀتر  مناسبی 

 .استهای سنتی  روشجایگزین شدن با 

 

 واکسننانوکپسول کوپلیمری، ، فاکتور کشنده ،کنندهمحافظت ژنآنتی  :های کليدیواژه
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   مقدمه

  با   مستقیم   تماس  یجۀدرنت  انسان،  در  زخمیاه س  بیماری

  مو   پوست،   مانند   حیوانات   هایفراورده   یا   و  بیمار  حیوانات

  دامداران،  دامپزشكان،  بنابراین ؛  شودمی  ایجاد   پشم  و

  کارگران  چوپانان،  کشاورزان،  شناسان،میكروب

  و   پوست  صنایع  درکار  به مشغول  کارگران  و  هاکشتارگاه 

سه  بیماری  این  به   ابتلا  معرض  در  بیشتر   ،پشم   راه   هستند. 

  و  تنفسی  پوستی،صورت  به   انسان  در  آلودگی  بروز

ساست  گوارشی   شكل  ترینشایع  پوستی،  زخمیاه . 

  یک  ایجاد  موجب  یت،درنها  که  است  انسان  در  زخمسیاه 

زخم به مرگ این نوع از سیاه .  شودمی  رنگسیاه   جوشگاه 

منجر می  درصد  20در    که  تنفسی  زخمسیاه   .گرددموارد 

 ترینکشنده   دهد،می  رخ  اسپورباکتری  تنفس  یجۀدرنت

 در   بیمار  مرگ  موجب  و   شودمی  محسوب  بیماری  شكل

  از   ناشی  گوارشی  زخمسیاه .  گرددمی  ساعت  24  مدت

  در   بیماری  شكل  نادرترین  و اسپور  به   آلوده   غذای  مصرف

 زخم در سیاه   به   ابتلا   موارد  از  درصد  95  یباً. تقراست  انسان

از   شكل  به  موارد،   از   درصد  پنج  و  جلدی   نوع   انسان، 

)  تنفسی آنتراسیس  باکتری  .(1،  2است  سه    باسیلوس 

کپسولیتیآنشامل  ژن  آنتی سوماتیکآنتی،  ژن  و    ژن 

 (.3دارد )کمپلكس سمی 

  است  شده یل تشك  جداگانه  جزء  سه  از  کمپلكس سمی

. این  است  زخمیاه س  بالینی برای  هاینشانه   بیشتر  که مسئول

 ، عامل کشنده )یلودالتون ک   83ژن حفاظتی )شامل آنتی   سم

(90  ( ادم  یا  آماس  عامل  و  کیلودالتون(   89کیلودالتون( 

به   است موجود   cya و pag، lefهای  ترتیب توسط ژن که 

می  pXO1  یدپلاسمروی   کد  ژن  باکتری    atxAشود. 

  که  است   معروف  زخمسیاه   سم  کنندۀ فعال   عنوانبه 

  پروتئینی   سم سه  کدکنندۀ   هایژن   رونویسی  کنندۀ تنظیم

وجود 4)است   ژن   پلاسمید   (.    روی   که atxA تنظیمی  و 

است.    ضروری  زایییماریب   برای   گرفته،  قرار  پلاسمید

حفاظتیآنتی فراخوانی که نقشی علت به ژن    پاسخ  در 

  شده خوانده  نام  این به زخم دارد،سیاه  علیه حفاظتی ایمنی

کدکنندۀ  ژن    پلاسمید  روی pag لوکوس در PA است. 

pXO1  تر بهپیش قرار گرفته است و pBA1 بود.  معروف

سه آنتی ساختار  حفاظتی  بعدی  است.  شدییشناساژن  ه 

می نشان  آن  کریستالی  به  ساختار  مولكول  این  که  دهد 

تقسیم عملكردی  نظر  از  مجزا  دومین  میچهار  شود  بندی 

تا می برای مرحلۀ خاصی که روی هم  خورند. هر دومین 

 (. 5از ایجاد سمیت ضروری است )

بیماری    واکسیناسیون از  پیشگیری  روش  مؤثرترین 

نفر را    د جان هزاران توانی مکه    شودمی   زخم محسوبیاه س

این بخشد. عامل  یعنی   جزء  سه  شامل  بیماری  نجات   مهم 

باسیل این   هریک  حذف  است که   سم  و   اسپور،    موارد   از 

 . (6کند )زخم ایجاد میسیاه  علیه  حداقل را  حفاظت

بیماریسویه آنتراسیس  زای های  دو    باسیلوس  واجد 

توکسین   پلاسمید  هستند:  بزرگ  و    pXO1پلاسمید 

هایی که تنها واجد یكی از  . سویه pXO2د کپسول  پلاسمی

باشنداین بیماری  ، ها  که  غیر  واکسن  اولین  هستند.  زا 

سال   در  تخفیف    سویۀیک    کرد،تولید    1881پاستور 

بود یافته  کپسول  +pXO1−/pXO2)  حدت  که    داشت؛ ( 

نمی  اما تولید  این سویه سطح  توکسین  -پایین  بسیارکرد. 

  ۀ کنندهای واکسن تولید سه با سویه در مقایرا تری از ایمنی 

ایجاد   واکسننمودمیتوکسین  که.  کرده پاستور    ی  تهیه 

به   50بود،   آمریكاسال  و  اروپا  در  وسیع    برای   ،طور 

 (. 7) کاربرده شدواکسینه نمودن گاو و گوسفندها به 

شده در آمریكا(  استفاده )  AVAییدشدۀ  تأهای  واکسن

باستفاده )  AVPو   انگلیس(  در  از  شده  جلوگیری  رای 

از  وممرگ ناشی  آنتی یاه سیر  دارند.  کاربرد  ژن زخم 

واکسن (PA)  یحفاظت این  اصلی  که  جزء  است  در  ها 

این    ساختار و  است  مشترك  ادم  و  کشنده  توکسین 

بیماری توکسین  در  را  اصلی  نقش  باکتری ها  زایی 

  تریپایین  سطوح  ، حاویAVAبا    مقایسه  در  AVPدارند.

  دیگر  هایژنآنتی   از  بالاتری  یهاغلظت   و  PAاز  

کشنده    مانند  زخمیاه س ادم    ،(LF)فاکتور    و (  EF) فاکتور 

یجه ممكن است  درنتو    است  سطحی  هایپروتئین   از  برخی

بیماری،   به  مصونیت  ایجاد  نظر  بهتر    AVAاز  از  اندکی 
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 (. 8عمل کند )

بر  واکسن  مبتنی  )   PAهای  یكی  rPAنوترکیب  از  ( 

هستند.    AVPو    AVAهای  ی واکسن های جایگزین برا ینه گز 

بیشتری سبب مصونیت  این واکسن  با سرعت  نوترکیب  های 

توانند در موارد پس از مواجهه با عامل  ی م شوند و بنابراین می 

سیاه  واکسن بیماری  از  مؤثرتر  عمل  زخم،  گذشته  نسل  های 

واکسن  سویی،  از  فرمولاسیون،  کنند.  نظر  از  نوترکیب  های 

ها  زایی این واکسن ند و ایمنی و مصونیت همگنی بالاتری دار 

آزمایش  از  استفاده  بالینی  با   (؛ 9)   است   شده مشخص های 

های  ، تولید واکسن گرفته صورت همچنین با توجه به مطالعات  

حاوی  کشنده   PA نوترکیب  فاکتور  اثرگذاری  می و  تواند 

یجه،  درنت سازی دستگاه ایمنی داشته باشد؛  بیشتری برای فعال 

های کایمر بین  ی تولید واکسن سو به جدید واکسن  های  نسل 

)   ژن آنتی  است  سم  فاکتور  و    PAتجویز    .( 10حفاظتی 

روش   داخل   صورت به  جزو  برای  یت موفق های  جلدی،  آمیز 

سیاه  پچ واکسیناسیون  از  استفاده  است.  پوستی زخم    های 

یرپوست، موجب القای سطح  ز و جایگزینی آن    rPA  ی حاو 

 (. 11)   شده است ی در حیوانات الگو  باد چشمگیری از آنتی 

تجربی،   مطالعۀ  این  سامانه ریکارگبه در  های  ی 

( کوپلیمری  رهایش  PEG-PLAنانوکپسول  ویژگی  با   )

پروتئین   شده کنترل آنتیبرای  نوترکیب    ژنهای 

کشند  و  کننده محافظت با    ۀ فاکتور  آنتراسیس  باسیلوس 

واکسن   کاندید  ارائۀ  استفاده    شده یبررسهدف  از  است. 

نوترکیب   واکسن  تولید  برای  با زخماه یسنانوکپسول   ،

ت بیشتر  ظحفا ی نانوذرات در رهایش و  هایژگیوتوجه به  

آنتی  جایگزین    ۀ گزینتواند  می  ژنفعالیت  برای  مناسبی 

 . باشدهای سنتی روش شدن با 

 

 مواد و روش ها

پروتئین  حاوی  نانوذرات  و    LFD1مخلوط  های  تهیۀ 

PAD4  :مخلوط  تفاده اسهای  ژنی آنت تحقیق،  این  در  شده 

نوترکیب  پروتئین  و    1)دامنۀ    LFD1های  کشنده(  فاکتور 

PAD4    حفاظتی(  آنتی   4)دامنۀ که یاه سژن  بود  زخم 

جداگانه، از مرکز   صورتبه های دارای این دو ژن باکتری

ع( تهیه  حسین)شناسی دانشگاه جامع امام  یست زتحقیقات  

پروتئین  تو  و  بیان  مربوط  تولید  های  برای  خلیص گردید. 

حلال  نانوکپسول  تبخیر  دوگانۀ  امولسیون  روش  از  ها 

استفاده شد. در این روش، محلول بافری به فاز آلی شامل  

اضافه   )ی مپلیمر  اولیه  امولسیون  و  تشكیل  W/Oشود  را   )

امولسیون  می این  حین  آرامبه دهد.  در  و  زدنی  به  هم   ،

امولسیفای شامل  که  آب  از  بزرگی  است  حجم  ر 

یا   الكل  وینیل  پلی  آزمایش  این  در    PVA)امولسیفایر 

آبمی  اضافهاست(   امولسیون  تا  آب  -روغن-گردد 

حاصل شود. در پایان، حلال از امولسیون به روش تبخیر و  

 (. 12گردد )استخراج حلال جدا می

نانوذرات   تهیۀ  بشر  PLA-PEGبرای  یک  در   ،2  

) یلیم تتراهیدروفوران  ریختهTHFلیتر  گرم یلی م  40و    ( 

حدود    PLA-PEGپلیمر   سپس  و  اجازه    2اضافه  ساعت 

ی حل شود. خوببه داده شد تا پلیمر روی همزن مغناطیسی  

گذشت   از  یک    زمانمدت پس  مخلوط  یلیمبالا،  از  لیتر 

از  یلی م)یک    PAD4و    LFD1  هایین پروتئمساوی   گرم 

پروتئ در    قطره قطره   صورتبه ین(  هر  پلیمری  محلول  به 

دقیقه اجازه   5هم زدن اضافه گردید و سپس حدود    حال

امولسیون   این مرحله،  از  با قدرت  یه تهداده شد. پس  شده 

و سیكل    75 ثانیه سونیكیت شد.    30به مدت    5/0درصد 

( یک درصد  PVAلیتر محلول پلی وینیل الكل )یلیمیک  

مقطر   آب  سرنگ    صورتبه در  با  سپس  و  آماده  تازه 

پلی نمونه  پروتئین،  محلول حاوی  و   PVAبه    قطره قطره مر 

اضافه گردید؛ سپس همانند مرحلۀ پیش،    هم زدندر حال  

بار   این  اما  شد؛  سونیكت    60سونیكت    زمانمدتنمونۀ 

 W/O/Wثانیه بود. در این مرحله، حجم امولسیون دوگانۀ  

به    آمده دستبه  با آب مقطر  لیتر رسانده و بشر  یلیم  30را 

ساعت اجازه داده شد تا در    2و  بر روی همزن قرار گرفت  

با   حال هم زدن، حلال تتراهیدروفوران کاملاً تبخیر شود. 

گذشت زمان لازم برای تبخیر حلال و سخت شدن ذرات  

انجام گرفت.    هاآن ی ذرات  آورجمع موجود در محلول،  

لولۀ  آور جمع برای   دو  داخل  به  محلول  کل  ذرات،  ی 

دقیقه با   20و به مدت لیتری جداگانه ریخته میلی  50فالكون 
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از    g  20000سرعت   پس  گردید.  شدن  نش ته سانتریفوژ  ین 

ذرات،   لحاظ    منظور به کامل  از  بارگذاری  بازده  ارزیابی 

پروتئین   رویی    شده منتقل مقدار  مایع  دوم،  آبی  فاز  به 

بار آوری و بررسی شد؛ سپس رسوب  جمع  با   دو  بار  و هر 

تقطیرشده  یلی م   15 بار  دو  مقطر  آب  با  لیتر  و  داده  شستشو 

 (.13دقیقه سانتریفوژ گردید )   15به مدت    g  20000سرعت  

اندازۀ  بررسی ویژگی های ظاهری نانوذرات: برای بررسی 

زتاو   نانوذرات  پتانسیل  از  تولی  استفاده  با    پراشیدشده، 

دستگاه   ایپو  نور کشور    Malvern)مدل  DLS  از  ساخت 

ویژگی بررسی  برای  شد.  استفاده  ظاهری  هاانگلستان(  ی 

روبشی   الكترونی  میكروسكوپ  از    (SEM)نانوذرات، 

شرکت    EM3200)مدل   کشور   KYKYساخت  ساخت 

گردید.   استفاده  جلوگبه چین(  رشد  منظور  از  یری 

-شده روی یک سطح شیشهیه تههای تازه  نانوذرات، نمونه

یلۀ  وسبه ای قرار گرفتند. پس از خشک شدن کامل، نمونه  

داده شد. برای   پوشش P.V.D شلایۀ نازك طلا با رویک

لایه  دستگاه  انجام  از  طلا  )مدل    Sputter coaterنشانی 

SBC12    شرکت چین(    KYKYساخت  کشور  ساخت 

گردید.   لایه درنهااستفاده  از  پس  نمونۀ  یت،  نشانی، 

 نانوذرات توسط میكروسكوپ ارزیابی شدند. 

نانوذرات:   بارگذاری  بازده  بازده    منظوربه بررسی  بررسی 

انجام  بارگ و  نانوذرات  تهیۀ  از  پس  نانوذرات،  ذاری 

یک  یلیم  20سانتریفیوژ،   در  نانوذرات  از  لیتر  یلیمگرم 

و   مخلوط  مولار  یک  دقیقه،  آرامبه سود  چند  برای  ی 

محلول   در  پروتئین  و  خارج    PBSورتكس  نانوذرات  از 

به می سوپ  و  سانتریفیوژ  محلول  سپس  آمده  دستشود؛ 

پر میزان  شدن  مشخص  میبرای  آنالیز  بازده وتئین  گردد. 

 (:13شود )بارگذاری با استفاده از فرمول زیر محاسبه می
 

 
 

m0 میزان پروتئین اولیه = 

m  شده در نانوذرات ی بارگذار= میزان پروتئین 

بررسی ژن از نانوذرات: برای  یآنترهایش   تنبررسی برون

نانوذرات   از  میزانی  نوترکیب،  پروتئین  رهایش  الگوی 

PLA-PEG   حجم  میلی   3  ی حاو در  پروتئین   500گرم 

محلول   میكروتیوب    PBSمیكرولیتر  لیتری میلی   2درون 

با   و  میكروتیوب درون شیكر    هم زدن ریخته  پراکنده شد. 

و  درجۀ سانتی   37انكوباتور در دمای   قرار    rpm  200گراد 

منظم،   زمانی  فواصل  در  و  محلول  بردار نمونه گرفت  از  ی 

روز ادامه   49انجام این آزمون به مدت    (. 14انجام گردید ) 

سنجی برادفورد با  داشت؛ سپس با استفاده از روش پروتئین 

نمونه  در  موجود  پروتئین  غلظت  تكرار،  بار  شد.    سه  تعیین 

پروتئین  درنها  تجمعی  درصد  منحنی  از    رهاشده یت، 

 ترسیم گردید.  شده ن یی تع ی  ها زمان مدت نانوذرات در  

ماندگا و  پایداری  تهیۀ  بررسی  طول  در  پروتئین  ری 

نانوذرات: برای مشخص کردن تأثیر احتمالی روش تولید  

بر پایداری و ماندگاری پروتئین، ابتدا    PLA-PEGنانوذرۀ  

به   تولید  از  پس  نانوذره  محلول حاوی  از  حجم مشخصی 

لیتری منتقل و سپس سانتریفیوژ  یلیم  15یک لولۀ فالكون  

رس به  رویی،  محلول  حذف  از  پس    2  هاآن وب  شد. 

و    SDS 5%)محلول حاوی    لیتر بافر رهایش نانوذره  یلیم

NaOH 0.1M( اضافه گردید )؛ سپس نمونۀ نانوذرات  15)

روی    16  زمانمدت در   سریع  رهایش  محلول  در  ساعت 

شدند.  آرامبه شیكر   شیک  نمونۀ  درنهای  یت، 

شده از تخریب کامل نانوذرات به همراه حجم  یآورجمع

پروتئین ژل    مشخص  در    SDS-PAGEنوترکیب، 

پروتئینی  آمرنگ باندهای  وجود  تا  گردید  یزی 

 شده از نانوذرات مشخص شود.رهایش

(  PAD4و    LFD1مخلوط )های  ین پروتئیرپوستی  زتزریق  

موشی:  هاگروه به   آنتی  منظوربه ی  بررسی تولید  و  بادی 

  Mus musculusهای سوری )از نوع پاسخ ایمنی، از موش

وزن با  سن    20-25  ماده  و  نمونۀ    عنوانبه هفته(    4گرم 

ایمنی انجام  برای  شد.  استفاده  شاهد  و  زایی، آزمایش 

پروتئین  نوترکیب  مخلوط  نسبت    LFD1+PAD4های  )به 

غیر   مساوی( دو  هر  هستند،  یبارگذار که    طوربه شده 

به  آزمایش  گروه  به  نوبت  چهار  طی  در  جداگانه  ترتیب 

بی روز  چهاردهم،  روز  اول،  روز  ست روز  و  وهشتم 

یرپوستی و به گروه شاهد به همین  ز  صورتبه دوم  وچهل
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گردید  PBSترتیب   شمارۀ    تزریق  همچنین  1)جدول  (؛ 

پروتئین  نوترکیب  مخلوط    LFD1+PAD4های 

نانوذرات  کپسوله  در  شكل    به نیز    PLA-PEGشده 

و  یک اول  )روز  دوتزریقه  و  اول(  )روز  تزریقه 

)جدول  زیرپوس  صورتبه وهشتم(  بیست  شد  انجام  تی 

نیز  2شمارۀ   شاهد  حیوانات  برای  آنتیجابه (.  از ی  ژن 

 استفاده گردید. PBSنانوذرات بدون پروتئین و 

بادی موجود در سرم موش  تعیین تیتر آنتی   منظور به 

  یرمستقیم استفاده گردید. برای بررسی غ از روش الیزای  

داده آزمون آماری  از  بهره    T.testو    ANOVA  ی ها ها 

تیتر   میانگین  مقایسۀ  برای  آزمون  این  شد.  گرفته 

 ها انجام گردید. بادی نمونه آنتی 
 

 سازی یمناتزریقی در مراحل  شدۀ یبارگذار، زمان و مقادیر پروتئینی غیر هاگروه  .1جدول 

 پروتئين تزریقی  ردیف 

  20) 1 یقتزر

 ميکروگرم( 

  15) 2 یقتزر

 ميکروگرم( 

  10) 3 یقتزر

 ميکروگرم( 

  10) 4 یقتزر

 ميکروگرم( 

تعداد  

در   هاموش

 هر گروه

 روش تزریق 

 42روز  28روز  14روز  روز اول

1 
پروتئین مخلوط  

LFD1+PAD4  آزاد 
سر در هر   5 + + + +

 گروه
 زیرپوستی

2 PBS + + + + 
 

 سازییمناتزریقی در مراحل  شدۀیبارگذارها، زمان و مقادیر پروتئینی گروه  .2جدول 

 ين تزریقی پروتئ ردیف 
  هاموشتعداد  ميکروگرم(   20)   2  ق ی تزر  ميکروگرم(   20)   1  ق ی تزر 

 در هر گروه
 روش تزریق 

 28روز  روز اول

1 
  LFD1+PAD4پروتئین مخلوط 

 در نانوذرات  شده یبارگذار
+ - 

سر در هر   5

 گروه
 زیرپوستی

2 
  LFD1+PAD4پروتئین مخلوط 

 در نانوذرات  شده یبارگذار
+ + 

 + + PLA-PEGات نانوذر 3

 

 یافته ها 
بررسی بازده  بارگذاری نانوذرات: برای  بازده    نتایج 

انجام   و  نانوذرات  ساخت  از  پس  نانوذرات،  بارگذاری 

نانوذرات   محلول    Freez dryingسانتریفیوژ،  شدند. 

پروتئین آور جمع رویی   و  اساس  ی  بر  و  انجام  سنجی 

روش  بخش  نانوذرات فرمول  بارگیری  ظرفیت    ها 

 (. 3محاسبه گردید )جدول شمارۀ  

، بهترین شرایط برای  3بر اساس نتایج جدول شمارۀ  

از   که  بود  هنگامی  پروتئین  بارگذاری  میزان  بیشترین 

در  یلی م   20غلظت  با    PEG-PLAمحلول   لیتر  یلی م گرم 

)غلظت   آلی  پروتئین    2حلال  میزان  و    2درصد( 

بار میلی  میزان  این شرایط،  استفاده شد. در  گذاری  گرم 

نانوذرات حدود   برای پروتئین    44/ 4پروتئین در  درصد 

 مخلوط محاسبه گردید. 

نانوذرات:  ی آنت رهایش   تن نتایج بررسی برون  ژن از 

برون  بررسی  رهایش  برای  نانوذرات ی آنت تن  از    ژن 

PEG-PLA    از اساس روز،    49پس   ی تجمع   درصد   بر 
 

غلظت   بررسی مقدار بهینۀ ظرفیت بارگیری با تغییر .3جدول 

های متفاوت با تغییر غلظت پلیمر و  یونفرمولاسژن. پلیمر و آنتی

آوردن بیشترین ظرفیت بارگیری   دستبهغلظت پروتئین مخلوط برای 

 نانوذرات تهیه شد. 

غلظت پليمر 

 )درصد(

غلظت پروتئين  

 ( گرم ی ل ي مخلوط )م 

درصد ظرفيت  

 بارگيری 

LFD1+PAD4 
2 2 4 /44 

4 2 4 /35 

6 2 41 

8 2 33 

2 1 42 
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شد.    ن ی پروتئ   ش ی رها  داده  نمایش  نمودار    طور همان در 

در  شمارۀ    که  می   1شكل  این  مشاهده  از  پس  شود، 

حدود  زمان مدت  در  نانوذرات    78،  از  رهایش  درصد 

PEG-PLA   است.   شده انجام 

ویژگی  بررسی  در  نتایج  نانوذرات:  ظاهری  های 

استف  با  نانوذرات  زتای  پتانسیل  و  اندازه  از  بررسی  اده 

نتایج  ا ی پو   نور   پراش  نظر  دهند نشان ،  از  که  بود  این  ۀ 

و   زتا  قرار    PDIپتانسیل  مناسبی  محدودۀ  در  نانوذرات 

 (. 4داشتند )جدول شمارۀ  

 
نتایج درصد تجمعی رهایش پروتئین نوترکیب مخلوط از .  1شکل  

روز،   49روز. پس از گذشت   49در طول مدت   PEG-PLAنانوذرات  

 LFD1 +PAD4  یب نوترک های مخلوط ئین درصد رهایش پروت 

 درصد تعیین گردید.  78حدود    PLA-PEGشده در نانوذرات  کپسوله 

 
 یتدرنها نانوذرات، فرایند ساخت در مؤثر هایمؤلفه در تغییر . باایپو  نور پراشهای فیزیكوشیمیایی نانوذرات با استفاده از بررسی ویژگی. 4جدول 

  0.394= ولت و میلی -7/27نانومتر و پتانسیل زتای   109با میانگین اندازۀ  PEG-PLA در شده یبارگذار LFD1+PAD4مخلوط ژن آنتی نانوذرات

DPI  .تهیه شد 

 PDI اندازه )نانومتر(  پتانسيل زتا )ميلی ولت(  

-1/32 نمونۀ کنترل   88/13  337 /0  

ی ها نيپروتئنانوذرات حاوی مخلوط 

LFD1 و   PAD4 
7/27-  109 394 /0  

 

برر  ویژگی در  توسط  سی  نانوذرات  ظاهری  های 

الكترونی   میكروسكوپ  تصاویر  الكترونی،  میكروسكوپ 

تولید   فرایند  از  حاصل  ذرات  سطح  بودن  صاف  و  کروی 

نانوذرات در شرایط بهینه را مطلوب نشان داد. شكل شمارۀ  

نانوذرات    3 از  الكترونی  میكروسكوپ  شده  یه ته تصویر 

 یدئال هستند.ا ز شرایط  است که کروی و تا حد بسیاری حائ

پایداری  نتایج   ماندگاری  بررسی  در  و  نوترکیب  پروتئین 

پروتئین نوترکیب  و ماندگاری  پایداری  :  نانوذرات   ۀ طول تهی 

و در شرایط خنثی، از طریق الگوی    نانوذرات   ۀ در طول تهی 

باندی   الگوی  کیفیت  گردید.  بررسی  الكتروفورز 

بارگذ   PAD4و    LFD1های  پروتئین  از  در پیش  اری 

آن   PEG-PLAنانوذرات   از  رهایش  از  پس  تغییر  و  ها 

 (.4مشخصی نداشت )شكل شمارۀ  

تیتر   موش   IgGارزیابی  سرم  ایمن در  شده:  های 

آنتی   منظور به  تیتر  تزریق  تول بادی  ارزیابی  از  یدشده 

 ( به سه شكل PAD4و    LFD1های مخلوط ) پروتئین 

 

  
( در شرایط B( و بدون پروتئین )A) LFD1+PAD4مخلوط حاوی پروتئین  PEG-PLAنانوذرات ازۀ نمودار بررسی بازه توزیع اند .2شکل 

 (.%)توزیع ( و  nmو )اندازه  آزمون پراکندگی نور دینامیكی برحسب هاییمنحن. DLSبهینه توسط دستگاه 

A B 



96 

 
ک
ش
ز
 پ
وم

عل
ه 

گا
ش
دان

ه 
جل

م
/ 

لام
 ای

ی
 

ی
د

 
1
4
0
0

، 
ره

دو
 

2
9

، 
ره

ما
ش

 
5، 

1
0
1
-8

9
 

 

 

 
-KYKYمدل    SEMالكترونی  یكروسكوپ  م  یر تصو .  3شکل  

EM3200    بر سطح  شده خشک )نانوذرات  از نانوذرات حاوی پروتئین

ی با طلا، دهپوشش ای، روی گرید قرار گرفته و پس از  یشه ش 

 تصویربرداری شد(.
 

تزریق(،   بار  )چهار  )یک ی بارگذار آزاد  و  شده  تزریق(  بار 

هر  ی بارگذار  در  آن  میزان  محاسبۀ  و  تزریق(  بار  )دو  شده 

  های ژن مرحلۀ تزریق، از روش الایزای غیرمستقیم علیه آنتی 

PAD4 ،LFD1   مخلوط    و استفاده    LFD1 +PAD4پروتئین 

که  شكل   شد  در  شمارۀ نتایج   مشاهده    7و    6،  5  های 
 

 
  و   LFD1مخلوط  الگوی الكتروفورز ارزیابی کیفیت پروتئین    . 4شکل  

PAD4   از نانوذرات   یافته رهایشPEG-PLA  .  های ین پروتئ .  1ستون  

LFD1    وPAD4    نانوذرات  رهایش یافته ازPEG-PLA 2ستون    ؛  .

.  3؛ ستون  PEG-PLAپیش از بارگذاری در نانوذرات    PAD4پروتئین  

.  4ستون  ؛  PEG-PLAپیش از بارگذاری در نانوذرات    LFD1  ین پروتئ 

و    LFD1های  ی پروتئین. با مقایسۀ الگوی باندی پروتئین مولكول نشانگر  

PAD4    پیش از بارگذاری در نانوذراتPEG-PLA    رهایش از  و پس از

 ها، تغییری در کیفیت آن ایجاد نشده است. آن 
 

 
 

 
 

 
(،  Aبه سه صورت آزاد )   PAD4و    LFD1مخلوط  تجویز تزریقی پروتئین    هر بار روز پس از    IgG  10  ی باد منحنی الیزای تولید آنتی   . 5شکل  

در    LFD1 +PAD4  یب نوترک های مخلوط  بادی علیه پروتئین ی آنت ولید  . ت LFD1  ین پروتئ ( علیه  Cشدۀ دوتزریقه ) ی بارگذار   ( و Bتزریقه ) شدۀ یک ی بارگذار 

دو بار    صورت به های مخلوط  بادی علیه پروتئین ی آنت گیری سوم است. تیتر  بادی مربوط به خون ی آنت است و بالاترین میزان تیتر    شده انجام   LFD1ژن  ی آنت برابر  

 شده و آزاد، بیشتر است. ی بارگذار ار تزریق  ب ، نسبت به یک PLA-PEGشده در نانوذرات  ی بارگذار تزریق  
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شدۀ ی بارگذار (،  Aبه سه صورت آزاد )  PAD4و    LFD1تجویز تزریقی پروتئین مخلوط    ازهر بارروز پس    IgG  10 ی باد منحنی الیزای تولید آنتی   . 6شکل  

ژن ی آنتدر برابر    LFD1 +PAD4  یب نوترکهای مخلوط  دی علیه پروتئین با ی آنت. تولید  PAD4( علیه پروتئین  Cشدۀ دوتزریقه ) ی بارگذار( و Bتزریقه ) یک 

PAD4   دو بار تزریق   صورت به های مخلوط  بادی علیه پروتئین ی آنت گیری سوم است. تیتر  بادی مربوط به خون ی آنت است و بالاترین میزان تیتر    شده انجام

 شده و آزاد، بیشتر است.ی گذار بار بار تزریق  ، نسبت به یک PLA-PEGشده در نانوذرات  ی بارگذار 

 

بادی  ی آنت داد که بالاترین میزان تیتر    نشان شود. نتایج  می 

به   مربوط  تجویزها  همۀ  که  گ خون در  بود    10یری سوم 

تزریق،   آخرین  از  پس  از  گ خون روز    ها موش یری 

در    آمدهعمل به  همچنین  آخر،  گ خون است؛  یری 

نانوذرات  ی آنت بیشترین   علیه  با  ی بارگذار بادی  شده 

 یری شد. گ اندازه  LFD1 +PAD4ژن مخلوط  ی آنت 

تیتر   گروه ی آنت افزایش  در  نانوذرات  بادی  که  هایی 

مخلوط  ی آنت حاوی   دریافت    LFD1 +PAD4ژن  را 

نشان می کرده  توانسته اند،  نانوذرات   عنوانبه اند  دهد که 

مدت  ی طولان ادجوانت عمل کنند و با رهایش مناسب و  

تیتر  بادی  ی آنت ژن،  ی آنت  نمایند.  تولید  را  بیشتری 

پروتئین ی آنت  علیه  مخلوط  بادی    صورت به های 

بیشتر  ی بارگذار  میزان  تولید  آزاد،  به  نسبت  شده 

می ی آنت  نشان  را  تیتر  بادی  اختلاف  همچنین  دهد؛ 

شده  ی بارگذار بار تزریق  های یک بادی میان گروه ی آنت 

تزریق   بار  دو  و  ی بارگذار و  آزاد  ی آنت شده  ژن 

بادی، مربوط  ی آنت ۀ آن است که بیشترین تیتر  دهند ن نشا 

بار به   الیزا  ی بارگذار تزریق    دو  نتایج  است.   شده 

حاوی   نانوذرات  که  داد  مخلوط  ی آنت نشان  ژن 

LFD1 +PAD4   عرضۀ  ی م و  تدریجی  رهایش  با  تواند 

مناسبی   مـیزان  ایـمنی،  دستگاه  بـه  تولید  ی آنت آن  بادی 

 کند. 
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(، Aبه سه صورت آزاد ) PAD4و  LFD1مخلوط تجویز تزریقی پروتئین   هر بار  از روز پس  IgG  10 بادی یآنتالیزای تولید  منحنی .7شکل 

های مخلوط  بادی علیه پروتئینیآنت. تولید LFD1+PAD4 ( علیه پروتئین مخلوط Cشدۀ دوتزریقه )یبارگذار ( و Bتزریقه )شدۀ یکیبارگذار

گیری سوم است. تیتر  بادی مربوط به خونیآنتاست و بالاترین میزان تیتر  شده انجام LFD1+PAD4ژن یآنتبر در برا LFD1+PAD4 یبنوترک

شده و آزاد،  یبارگذاربار تزریق ، نسبت به یکPLA-PEGشده در نانوذرات یبارگذاردو بار تزریق   صورتبههای مخلوط بادی علیه پروتئینیآنت

 LFD1ژن یآنت ، نسبت به LFD1+PAD4ژن یآنتدر برابر  LFD1+PAD4 یبنوترکهای مخلوط  بادی علیه پروتئینیآنتبیشتر است؛ همچنین تولید 

 .( بیشتر بود6)شكل شمارۀ  PAD4ژن یآنت( و 5)شكل شمارۀ  

 

 گيرینتيجه  و بحث

سامانه از  استفاده  به  اخیر،  سال  چند  کنترلی  در  های 

واکسن   انتقال و  کار  توجهدارو  است.  این  شده  برد 

و  سامانه سرنوشت  که  است  مهم  نكتۀ  این  بیانگر  ها 

عملكرد دارو در بدن، تنها به خواص دارو بستگی ندارد،  

این زمینه  شدکنترلبلكه رهایش   نیز نقش مهمی در  ۀ آن 

تلاشیمایفا   امروزه،  کردن کند.  بهینه  برای  فراوانی  های 

واکسن و  داروها  به عملكرد  جانها  آثار  کاهش  بی  منظور 

انجام   نانوذرات  ی مآن  تحویل  وسشود.  برای  مناسبی  یلۀ 

ماکرومولكول  نیز  و  کم  مولكولی  وزن  با  های  داروهایی 

پروتئین  مانند  ژنبزرگ  یا  و  پپتیدها  )از  ها،  بدن  در  ها 

هستند راه  مختلف(  تجویزی  از  (16،  17)   های  نانوذرات  . 
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و  ها سامانه   عنوان به   PLA-PEGکوپلیمر   دارو  رسانش  ی 

و  ضدو ،  ضدسرطان داروهای    ازجمله وتئین  پر  یروسی 

بیماری  برای  واکسن  مختلف  کاندیدای   شده استفاده های 

 .( 18است ) 

نانوذرات   در  را  کزاز  توکسوئید  همكاران  و  ویلا 

دوبلوکۀ   بازده   PLA-PEGپلیمری  و  کردند  بارگذاری 

درصد گزارش نمودند که از مطالعۀ    35بارگذاری را حدود 

ژن در . در این مطالعه، رهایش آنتی است این پژوهش کمتر  

دو مرحلۀ سریع و آهسته گزارش گردید که البته به زمان و  

 (.19ی نشده است ) ا اشاره درصد آن  

دامنۀ   همكاران  و  باسیلوس آنتی   4مانیش  حفاظتی  ژن 

پلیمری   نانوذرات  در  را  بارگذاری   PLGAآنتراسیس 

نانوذرات  ا دومرحله کردند که رهایش   این  از   50حدود  ی 

گزارش گردید   28درصد تا روز    75درصد در روز اول و  

مطالع (.  20)  نانوذرات  در  اندازۀ  همكاران،  و  مانیش    245ۀ 

و در    ( 20) میلی ولت تعیین شد    -19نانومتر و پتانسیل زتای  

نانوذرات   اندازۀ  همكاران،  و  ویلا  و    200مطالعۀ  نانومتر 

 ارش گردید.( گز 19میلی ولت )   -5/25پتانسیل زتا حدود  

رشد   فاکتور  همكاران  و  قاسمی  دیگری،  مطالعۀ  در 

پلیمری   نانوذرات  در  را  نوترکیب  -PLAۀ  دوبلوک انسانی 

PEG    و رهایش    درصد   17/ 5بارگذاری و رهایش سریع را

مدت   در  را    42آهسته  کردند؛    65روز  گزارش  درصد 

درصد گزارش شد که    46همچنین بازده بارگذاری حدود  

 (. 13)  همخوانی دارد   با مطالعۀ حاضر 

بارگذاری   دربارۀ  همكاران  و  مالیک  که  پژوهشی  در 

دادند،  آنتی  انجام  کیتوزان  نانوذرات  در  حفاظتی    غلظت ژن 

و مقدار    گرم یلی م   10حدود    مناسب کیتوزان برای بارگذاری 

م   گرم یلی م   0/ 1حدود    PAپروتئین   انداز   لیتر یلی بر    ۀ بود. 

در   محاسبه گردید. انومتر ن  254حدود آمده  دست به نانوذرات 

  100تا  ساعت و    6درصد در زمان    30حدود    ، رهایش سریع 

 . ( 21) درصد پروتئین آزاد گردید    75ساعت، حدود  

بالای آن،    یزی گر آب   ه علت ب   PLAکاربرد    ی، طورکل به 

محض  طولانی، تولید محیط اسیدی به   ازحد یش ب   ۀ زمان تجزی 

ه برای داروهای  آن به اسید لاکتیک، محیط غیردوستان  ۀ تجزی 

داروهای  پروتئین   ویژه به هیدروفیل   پایین  شدن  کپسوله  و  ها 

حدودی قطبی   می   تا  ) محدود    اندك ماندگاری  .  ( 22شود 

ه  در خون، به علت تشخیص و ب  PLAهای هموپلیمری  سامانه 

افتادن  به آن   دام  فاگوسیت    یلۀ وس ها  سیستم  در  ماکروفاژها 

فاگوسیتوز   است   ی ا هسته تک  فرایند  این  اینتراکشن    ، که  از 

پروتئین  از  بعضی  با  خون نانوذرات  فرایند    های  طی 

ناشی   به  گردد می اُپسونیزاسیون  وابسته  شدن  اُپسونی   .

نانوذرات   سطح  به است هیدروفوبیسیته  هرچه    ی ا گونه ،  که 

باشد هیدروفوبیسیت  بیشتر  سطح  بیشتر    ، ه  شدن  اُپسونی  فرایند 

کاهش    افتد می اتفاق   خون  در  نانوذرات  آن  ماندگاری  و 

از  برا   .( 23) یابد  ی م  معایب،  این  رفع  گلیكول  ی پل ی  اتیلن 

 (PEG  در ساخت این ) شد. استفاده از این ماده    استفاده   یمر پل

 رد. شده را رفع ک یان ب یباً بیشتر مشكلات  تقر   در پلیمر یادشده 

لی و همكاران اثربخشی واکسنی زیرواحدی مرکب از  

در   را  پاراسوئیس  هموفیلوس  خارجی  غشای  پروتئین  سه 

مدل موشی بررسی کردند که در این مطالعه، نسبت مساوی  

ترکیبات   و  دوتا از  حیوان    ها آن یی  تا سه یی  به  تزریق  برای 

نتایج   گردید.  استفاده  داد   آمده دست به آزمایشگاهی  نشان 

انفرادی، این پروتئین که   با پروتئین    های مخلوط در مقایسه 

آنتی  میزان  و  بیشترین  ایجاد  یمنی ا بادی  را  کنند ی مزایی 

همكاران،  مارت   .( 24)  و  علیه    منظور به ین  ایمنی  ایجاد 

ترکیب  از  متشكل  واکسنی  )کالاآزار(،  احشایی  لیشمانیوز 

ب نسبت  را  اینفانتوم  لیشمانیا  پروتئین  سه  مساوی  ررسی های 

 .( 25) کردند  

ای که بتواند  نتخاب نوع نانوذره در ا   حاضر،   در پژوهش 

پژوهش ف  ا هد ا  برآورده    این  مانند  ت ا نك کند،  را  ی 

ساختار فیزیكی و  ی،  پذیر تخریب و زیست   سازگاری یست ز 

نانوذره  آنتی عدم    ، شیمیایی  به  در    ژن آسیب  محلول  یعنی 

نشود که  آب باشد و طی فرآیند سنتز آن از موادی استفاده  

 شده ژن کنترل رهایش آنتی ،  ژن گردد منجر به تخریب آنتی 

تن  قابل  آن بودن  صرفه  به مقرون ،  یم ظ و  از  استفاده  و  تهیه 

-PEG یی کوپلیمرهای دوتا بوده است. در این زمینه،  مدنظر 

PLA   و گردید  ) پروتئین   انتخاب  مخلوط   +LFD1های 

PAD4 )  ه  ن داد نشا در این تحقیق  .در نانوذره بارگذاری شد
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آنتی شد   یادشده در دو مرحلۀ رهایش  ژن که رهایش  های 

انجام   آهسته  و  پروتئین ی م سریع  آزادسازی  که  در  شود  ها 

حدود   اول  پس   20روز  و  گذشت    درصد  به    ، روز   49از 

گردید؛    درصد   78میزان   بازده محاسبه  همچنین 

درصد   45در این نانوذرات حدود  ها  ژن سازی آنتی کپسول 

شد.  مطالعه د   تعیین  این  برای    ، ر  شرایط  بارگذاری  بهترین 

در  محلول   است زمانی    PLA-PEG  ذرات نانو   پروتئین  که 

غلظت    پلیمر  لیتر   گرم یلی م   20با  میزان  درصد(    2)   در  و 

بارگذار  اندازۀ   گرم یلی م   2حدود    شده ی پروتئین  باشد. 

آنتی  حاوی  نانوذرات  برای  حاصل  مخلوط  نانوذرات  ژن 

 .نانومتر بود   109حدود  

نتایج  با  آنتی دست به   مطابق  رهایش  بررسی    ژن آمده، 

دوتا   یلۀ وس به  که    PLA-PEG  یی کوپلیمرهای  داد  نشان 

به  حدود    خوبی   نسبتاً  بازدهی   آمده، دست کوپلیمر    45در 

  نانوذرات ش و پایداری  ای ره   سازوکار همچنین    ؛ درصد دارد 

  کند؛ ی را رها م   ژن و با سرعت ثابتی آنتی   است   مدت ی طولان 

یک حامل    PLA-PEGکه نانوذرات    رسد ی به نظر م   یجه ت درن 

 شده باشد. رسانی کنترل ژن آنتی   ی ها کارآمد برای سامانه 

راه  بهترین  مختلف،  مطالعات  اساس  بر  بنابراین، 

بیماری   از  از یاه س جلوگیری  استفاده  با  پیشگیری  زخم، 

است.  واکسن  مناسب  و    علت به  های   استفاده قابل اهمیت 

عامل   جنگ ه یاس بودن  در  فعالیت زخم  و  های  ها 

درمان   ای سامانه طراحی    بیوتروریستی،  یا  پیشگیری  برای 

 فراوانی  های تلاش   اخیر،   ی ها . در سال است یک ضرورت  

 واکسن  و   دارو   تحویل منظور  به   نانو   فناوری   از   استفاده   برای 

تولید    . است   گرفته   صورت  صنعت  های  سامانه ،  واکسن در 

آنتی  میژن سنتی  که  دارند رسانی  پایینی  بارگیری    ،زان 

،  اندك . پایداری  شوند ی م   ژن موجب تخریب بخشی از آنتی 

آنتی  سریع  مقدار  آزادسازی  انتقال  و  دارد  دنبال  به  را  ژن 

بدن حیوان آنتی   یاز موردن  به    است؛ تكرار تزریق    مند نیاز   ، ژن 

و   بنابراین،  کمتر  تخریب  به  توجه  فعالیت  ظ حفا   با  بیشتر  ت 

نانوذر   ژن آنتی  به استفاده از روش در  و    سنتی های  ات نسبت 

کمتر،    نیز  تزریق  کاهش عوارض  بالاتر،  اختصاصیت  تكرار 

کمتر و آهسته رهش بودن، استفاده از نانوذرات   ۀ ، هزین ی جانب 

 . است های سنتی  سامانه مناسبی برای جایگزین شدن با    ۀ گزین 

 

 منافع تعارض
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