
7931 ،4ۀ ، شمار71ۀ شاپور، دورعلمي پزشكي جندی ۀمجل  

 

 (مقاله پژوهشی)

ه شکل ب باسیلوس آنتراسیسبررسی سمیت پروتئین نوترکیب آنتی ژن حفاظتی 

بر  PCL-PEGو  PLA-PEGرهای دوبلوکه یمآزاد و کپسوله شده توسط کوپل

 Veroلی سلوروی رده 
 

 ، 3اشکان حاجی نور محمدی ،* 2، حسین هنری1د مسیح عتمادایوبییس

 5، مجتبی نوفلی4حامد باقری

 

 چکیده
سیس     :وهدف زمینه سیلوس آنترا ستفاده از      با ست. ا سیاه زخم ا عامل بیماری مهلک 

سن یکی از راه  سن     واک شد. واک سیاه زخم می با شده     های موثر مقابله با  ساخته  های 
ر  اث تعیینسمیت باشند. هدف این پژوهش   بدون  مورد پذیرش باید زیست سازگار و   

ه شکل آزاد و   ب باسیلوس آنتراسیس  سمیت سلولی پروتئین نوترکیب آنتی ژن حفاظتی   
سط کوپلیمرهای دوبلوکه       شده تو سوله  بر روی رده   PCL-PEGو  PLA-PEGکپ

به منظور به دسللت آوردن میآان   (Vero)کلیه میمون سلل آ آیریقایی تلیال اپیلی سلللو
 تاثیر مخرب این کاندید واکسن می باشد.

وس  باسلللیلژن حفاظتی در این مطالعه تجربی پروتئین نوترکیب آنتیش بررسیی : رو
بیان و توسللط کروماتوگرایی تمایلی سللتون   اکولایباکتری  ( در PA63) آنتراسللیس

و   PLA-PEGتوسلللط کوپلیمرهای دوبلوکه    PA63نیکل تخلیص شلللد. در ادامه   
PCL-PEG      شد. در نها سوله  ستفاده از روش ت خیر حلال کپ سمیت   با ا یت آزمون 

بر روی   MTTاستاندارد  آزمونو نانوذرات به دست آمده با استفاده از  PA63سلولی 
 انجام گردید. Veroرده سلولی 

صل از  ها: یافته شان      MTT آزموننتایج حا سن مورد نظر را ن سمیت کاندید واک عدم 
سلول  شده     آنتی ژن های مورد آزمون در مقابل داد. همچنین میآان مرگ و میر  سوله  کپ

   در نانوذرات کمتر از آنتی ژن آزاد بوده است.
ست آمده می  :نتیجه گیری سن تهیه     با توجه به نتایج به د سیون نانو واک توان از یرمولا

تهیه شده در محیط زنده استفاده کرد و در  شده برای کاهش اثر سمیت سلولی آنتی ژن
 ه نوترکیب دست یایت.  نهایت به واکسن اثرگذار و زیست سازگار مهندسی شد
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 مقدمه
سان و دام  بیماری مشترك   زخمسیاه  ست بین ان ه  ک ا

 Bacillus) آنتراسلللیسباسلللیلوس باکتری  به وسلللیله

anthracis )سه    جآو خانواده سیلا   (Bacillaceae) با

شندگی   های این بیماری، از ویژگی. (2, 1) شود یجاد میا ک

های  واکسنباشد. بسیار بالا، تولید و انتشار بسیار آسان آن می

 هاییکی از راه باسلللیلوس آنتراسلللیستولید شلللده علیه 

ماری زا        باکتری بی ظت انسلللان و دام در برابر این  حای م

شد می سن از ویژگی .(4, 3) با های مورد پذیرش، های واک

شد.       سمیت آنها می با سازگاری و عدم  ست  یک  PA زی

 طوره جآء بسللیار مهم از توکسللین آنتراکس اسللت که ب  

واکسلللن مورد  یها ید از کاند   یکیبه عنوان   یاگسلللترده

ست  مطالعه قرار گریته سن  .(6, 5) ا های کنونی به اما واک

نت              مل و ادجوا حا به  یاز  مل ن کا گذاری     منظور اثر 

(Adjuvant)              یوم ن ی م لو ین کلله آ جود ا دارنللد. بللا و

های مورد توایق  های یسفاته ادجوانت هیدروکسید و نمک 

شده است که   باشند نشان داده  های آنتراکس میدر واکسن 

هیدروکسلللید آلومینیوم در ناهداری طولانی مدت اثرات     

گذارد و اثرگذاری آن را کاهش    می PAنامطلوبی بر روی  

هد می نت (7) د جان ی و    . همچنین این ادجوا ها اثرات 

سمی نیآ دارند  شاره    .(8) گاهی اوقات  با توجه به دلایل ا

سال شده   ستم     در  سی ستفاده از  های های اخیر علاقه به ا

پذیر برای کاربردهای     ای پلیمری زیسلللت تخریب نانوذره 

بوده        یش  یآا . (11-9) اسللللتتحویللل دارو در حللال ا

یک پلیمر  ،(PLA) (Polylactic acid) اسیدکلاکتیپلی

سازگار   زیست تخریب پذیر   ایید مورد تسنتآی  و زیست 

FDA (Food and Drug Administration) مللی

ابتدا پروتئین نوترکیب    در این پژوهش . (14-12) باشلللد 

( در باکتری  PA63) باسیلوس آنتراسیسآنتی ژن حفاظتی 

بیان و سللپس توسللط کروماتوگرایی    )E. coli( اکولای

شد. در ادامه     ستون نیکل تخلیص  سط   PA63تمایلی  تو

که    کوپلیمر با   PCL-PEGو  PLA-PEGهای دوبلو

. در نهایت  شلللداسلللتفاده از روش ت خیر حلال کپسلللوله 

و نانوذرات به دست آمده با   PA63آزمون سمیت سلولی   

تفللاده از    مون اسللل -MTT (3-(4,5اسلللتللانللدارد   آز

dimethythiazol-2-yl)-2,5-diphenyl 

tetrazolium bromide)  بر روی رده سلللولیVero  

  سلللمیت عدم  نتایج حاصلللل از این پژوهش    .شلللدانجام  

ست آمده     سن به د سیون کاندید نانو واک شان داد.   را  یرمولا ن

توان از یرمولاسللیون نانو واکسللن تهیه شللده  میدر نتیجه 

سن      سلولی کاندید واک سمیت   مورد نظر برای کاهش اثر 

نانو واکسن حاصل    در محیط زنده استفاده کرد و در نهایت  

اثرگذار و زیسللت سللازگار   شللده را به عنوان یک واکسللن

شده نوترکیب    مهند سی سی  شنهاد   جهت برر شتر پی   های بی

 نمود.

 

 روش بررس 

این پژوهش در آزمایشللااه کشللت سلللول و سللم   

شااه           سی دان شنا ست  سی گروه و مرکآ تحقیقات زی شنا

ست.      صورت پذیریته ا سین )ع(، تهران  مواد جامع امام ح

 های )مركشیمیایی مورد استفاده در این مطالعه از شرکت   

(MERCK) ،سیاما (Sigma)(15) ( تهیه گردید  . 

 بیان پروتئین نوترکیب و آماده سازی نانوذرات 

  سللوش اکولای باکتری توسللط PA63ان پس از بی

(E. coli BL21-DE3)  ،تهیه شده از پژوهشااه رویان(

مایع     ایران( ناتوره در محیط  یدی  به روش د ، آنتی ژن تول

توسط کروماتوگرایی میل ترکی ی با استفاده از ستون نیکل    

شد   چین( Shingene)خالص کوپلیمرهای   .(16) سازی 

PLA-PEG  وPCL-PEG      مورد اسلللتفللاده در این

 )Ring-پژوهش از طریق روش پلیمریآاسللیون حلقه باز

opening polymerization) (18, 17) ندتهیه شللد .

-PA63-PLAو  PA63-PCL-PEG-NPs نانوذرات

PEG-NPs    و نانوذرات شلللاهدPCL-PEG-NPs  و

PCL-PEG-NPs  له  PA63سلللازی از طریق کپسلللو

که     های دو بلو -PCLو  PLA-PEGتوسلللط کوپلیمر

PEG        بللا اسلللتفللاده از روش ت خیر حلال (w/o/w 

solvent evaporation)    نانوذرات   . (8) تهیه شلللدند
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حاصله توسط آب مقطر دیونیآه استریل شستشو داده شد و          

  80میلی بار و دمای منفی  25/0ساعت در یشار    سه به مدت 

 گردید. (کریست، آلمانگراد لیوییلیآه )درجه سانتی

 تعیین مشخصات مورفولوژیک  و سایز نانوذرات

مشللختللات موریولوژیکی نانوذرات تهیه شللده با   

 Scanning ) اسلللتفللاده ازمیکروسلللکون الکترونی           

  )Electron Microscope مدلEM3200-KYKY  

   مورد بررسی قرار گریت.

 MTTآزمون سمیت سلول  

به منظور بررسلللی اثر سلللمیت پروتئین نوترکیب      

PA63       سط نانوذرات شده تو سوله  صورت آزاد و کپ  ،به 

با سه تکرار بر  ( هند SRL) MTTاز روش رنگ سنجی  

)سلول های اپی تلیال کلیه میمون  Vero رده سلولی روی

 مرکآ ذخایربانک سلللولی هیه شللده از سلل آ آیریقایی( ت

. این روش یک آزمون (19) اسلللتفاده شلللد ایرانژنتیکی 

شکستن        ساس  ست و بر ا متابولیک رقابتی میتوکندریایی ا

نمک تترازولیوم توسللط آنآیم سللوکسللینات دهیدروژناز   

 . (20) زنده استوار استهای میتوکندریایی سلول

های  برای دسللت یابی به این هدف در ابتدا سلللول 

 DMEM حاوی یلاسللک  برای کشللت به مورد نظر را 

((Dulbecco's Modified Eagle's Medium  

و  کرده منتقل  درصلللد FBS 10و (Sigmaسلللیاما )

  درصدپنج  2COغلظت  با درجه 37 انکوباتور در یلاسک

صد به مدت نود و پنج  رطوبت و ساعت قرار داده   24 در

سلول   شرایط  شد و موریولوژی و اطمینان  ها به تا  لحاظ ر

های زنده از عدم وجود آلودگی و همچنین شمارش سلول  

Vero  منظور رسلللیدن به حجم مناسلللب توسلللط لام  به

ا  هانجام شد. با مناسب شدن وضعیت سلول      هموسایتومتر 

خانه ای    96های پلیت   از چاهک   MTTبه منظور آزمون  

های مورد اسللتفاده شللد. نمونه  کره(سللاخت )اس پی ال 

و نانوذرات  PA63تست محلول حاوی پروتئین نوترکیب 

مک ع ور دادن از ییلتر      با ک یه شللللده   کرونیم 22/0ته

میاروگرم بر  10و 40،20اسللتریل شللدند و با غلظت های

ند.     فاده قرار گریت نک از    میلی لیتر مورد اسلللت هت بلا ج

وی محیط کشللت و همچنین از  حا چاهک یاقد سلللول و

چاهک محتوی سللللول و محیط کشلللت و یاقد محلول      

حاوی پروتئین نوترکیب با سه تکرار جهت کنترل استفاده    

شرایط   تحت گرما گذاری ساعت  24 از در ادامه بعدشد.  

صد   2COغلظت  و با گرادیسانت  درجه 37 دمایی پنج در

 با  MTT محلول از تریلکرویم پنج مقدار  چاهک   هر به 

 زمان تا پلیت .شد  اضایه  لیترمیلی در گرممیلی پنج غلظت

 کیبه مدت یورمازان  رنگبنفش  هایکریسللتال تشللکیل

 از بعد .گردید گذاریگرما تاریکی شللرایط تحت سللاعت

گذاری      ما  مان گر مام ز یت  ات خارج    از را پل باتور   وانکو

شت  محیط  دومرت ه هاچاهک و تخلیه را MTTحاوی ک

 نمودن حل برای سپس  .شد  داده شستشو    PBS محلول با

  محلول    از میکرولیتر       100 ،یورمللازان  هللایکریسلللتللال 

DMSO تحت رنگ تث یت از بعد و اضایه  چاهک هر به 

 جذب اتاق، دمای در ساعت  دو مدت به تاریکی شرایط 

صد  .(21) شد  یریگاندازه نانومتر 570در   ماندن زنده در

ماس  از پس سللللول ظت  با  ت مختلف پروتئین  های غل

 کمک به صورت آزاد و کپسوله شده به    PA63نوترکیب 

 .(21) گردید محاس ه زیر معادله

سلول    صد زنده ماندن   -جذب نوری بلانک  /= در

شده     سلول های تیمار    جذب نوری بلانک  جذب نوری 

 100*جذب نوری کنترل -

ن    ها برای بررسلللی سلللط  مع داری اختلاف ادر انت

میاناین نتایج به دسلللت آمده با سللله تکرار از نرم ایآار       

SPSS   16نسخه  ( 05/0و طرح مربع کاملا تتادیی> p )

 استفاده شد.

 

 هایافته

 سازی پروتئین نوترکیب بیان و خالص

ژن ، آنتیاکولای در باکتری PA63پس از بیان 

تولیدی توسط کروماتوگرافی میل ترکیبی با استفاده از 

ستون نیکل خالص سازی شد و جهت بررسی کمیت و 
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استفاده شد )شکل  SDSکیفیت پروتئین تهیه شده از ژل 

1 .) 

بررسي مورفولوژيک نانوذرات سنتز شده توسط 

 میکروسکوپ الکتروني

تصاویر میکروسکوپ الکترونی کروی بودن سطح 

ل از فرایند تولید نانوذرات را نشان داد )شکل ذرات حاص

2.)  

 MTTنتايج آزمون 

 های مختلفدر غلظت MTT آزموننتایج حاصل از 

توجه  قابللیتر عدم سمیت میکروگرم بر میلی 48 و 28 ،18

کاندید واکسن مورد نظر را نشان داد. مقایسه جذب نوری 

های مختلف پروتئین های تیمار شده با غلظتسلول

-PA63های گروه و جذب نوری سلول PA63نوترکیب 

PCL-PEG-NPs وPA63-PLA-PEG-NPs   نشان

های مورد آزمون در مقابل داد که میزان مرگ و میر سلول

بوده  ژن آزادت کمتر از آنتیآنتی ژن کپسوله شده در نانوذرا

و  PLA-PEG-NPsاست. همچنین نانوذرات شاهد 

PCL-PEG-NPs را نشان  زنده مانیمیزان  بیشترین

درصد مرگ و میر  ،4و  3(. نمودار 2و  1 )نمودار دادند

های پروتئین آزاد، های مورد آزمون در مقابل گروهسلول

 دهد. کپسوله و کنترل را نشان می

 
 

 

 
 

 : نشانگر مولکولي پروتئین9رديف درصد رنگ آمیزی شده به روش کوماسي بلو. SDS-PAGE 90آنالیز  :9شکل 

.M.W=kDa پروتئین نوترکیب 3: شاهد بیان پروتئین. رديف0رديف : PA63پروتئین 4. رديفاکولایدر  بیان گرفته شده :

 خالص سازی شده توسط ستون نیکل. PA63نوترکیب 
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 نانوذرات تهیه شده به روش تبخیر حلال. SEM تصویر میکروسکوپ الکترون  :2شکل 

 A :PA63-PCL-PEG-NPs B :PA63-PLA-PEG-NPs  

C :PCL-PEG-NPs D :PLA-PEG-NPs. 

 
-PCLو PLA-PEG-NPs  با غلظت های مختلف نانوذرات شاهد Veroهای رده سلولي درصد زنده ماني سلول :9نمودار 

PEG-NPs . 
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 نانوذرات و PA63پروتئین نوترکیب  با غلظت های مختلف Veroهای رده سلولي درصد زنده ماني سلول :0نمودار 

   PA63-PCL-PEG-NPs ,PA63-PLA-PEG-NPs  
 

 
-PCLو PLA-PEG-NPs مختلف نانوذرات شاهد  با غلظت های Veroهای رده سلولي سلول و میردرصد مرگ  :3نمودار 

PEG-NPs . 

  

 
 نانوذراتو  PA63 محلول پروتئین نوترکیب با غلظت های مختلف Veroهای رده سلولي و میر سلولدرصد مرگ  :4نمودار 

  PA63-PCL-PEG-NPs ,PA63-PLA-PEG-NPs  
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 بحث

PA      .یک جزء بسیار مهم از توکسین آنتراکس است

این پروتئین در ایمنی علیه آنتراکس نقش اصلی را هم بعد 

بازی می    از ایمن یان عفونت  ند و  ساااازی و هم در جر ک

هااای کنناادگی برای فاااکتور        دارای خاااصااایاات مهااار  

ش با توجه به نق. (23, 22) باشد می EFو  LFزاییماریب

 یدهایاز کاند یکی عنوان بهی اطور گساااتردهبه PA آن،

معمولا . (6, 5) اسااات قرارگرفته مطالعه واکسااان مورد

های پروتئینی نیاز به ادجوانت دارند تا پاسخ ایمنی  واکسن 

دهند. با وجود این که آلومینیوم هیدروکساااید و را افزایش

هااای مورد توافد در نمااک هااای فسااافاااتااه ادجواناات

سن  سم می واک شان   های آنتراکس بر پایه  شند ن ده ش دادهبا

است که هیدروکسید آلومینیوم در نگهداری طولانی مدت   

گااذارد. همچنین این می PAاثرات نااامطلوبی بر روی      

  ها اثرات جانبی و گاهی اوقات سااامی نیز دارند   ادجوانت 

سااازگار  های مورد پذیرش باید زیساات. واکساان(0, 0)

های اخیر باشااند. با توجه به دلایل اشاااره شااده، در سااال

عات ز   طال به     م نانوذرات  فاده از  عنوان  یادی بر روی اسااات

صورت گرفته    سن  ست  حامل واک سید   لاکتیکپلی. (24)ا ا

ه به باشد ک پذیر میهای زیست تخریب یکی از انواع پلیمر

یرد گاستفاده قرار می طور وسیعی در تحویل واکسن مورد   

ط  .(25) عات مختلف نشااااان داده  م که از طرید    ال ند  ا

ند        با پلیمر  PLAکوپلیمریزاسااایون  مان یل  یدروف های ه

شااااده را توان مشاااکعت عنوان     گلیکول می     اتیلن   پلی  

طرف    لی    .(26)کرد  بر لن    پ ی ت تی         ا کول آباادوسااا ی ل  ،گ

به مقاوم  ی دارد وخوب ساازگاری پذیری و زیسات انعطاف

این  .باشاااد بدن می شاااناساااایی توساااط عوامل ایمنی    

صیات     صو سما کاهش جذب پروتئینباعث خ ه ب های پع

شکیل یک لایه آب  دلیل ست و  ت  سطحی کم  ربادارای دو

 .(20) باشدمی گلیکول روی سطح کوپلیمراتیلناز پلی

ستم تحویل دارویی هدفمند، افزایش      سی هدف یک 

تحویل دارو در منطقه مورد نظر و کاهش اثر آن بر بافت        

ای که یک حالت پایدار در های غیر هدف اسااات به گونه

درمان را خون ایجاد کند و یا در بافت هدف، سااطحی از 

 تریتر باشااد و مدت زمان طولانیکه موثرتر و غیر ساامی

شود را ایجاد کند     شامل  ستا طراحی یک  را  که در این را

دوز مناسااب دارویی عنصاار مهم در رساایدن به این هدف 

 . (20) باشدمی

بررساای ساامیت دو پلیمر تجزیه پذیر پلی لاکتیک   

 Polyگلیکولید )-کو-و پلی لاکتیک (PLDLA)اسااید 

lactide-co-glycolide)   توسط آزمونMTT  بر روی

 L929 (L929 mouseعست موشی   های فیبروبسلول 

fibroblasts     ساس نتایج سی قرار گرفت. بر ا ( مورد برر

MTT  هر دوماده اسااتفاده شااده هیئ ععامی از ساامیت

شد که    شان ندادند و بیان  دارای  PLGA و  PLDLA ن

       .(24)ری زیستی رضایت بخشی هستند سازگا

هش حاضاار نشااان داد که   پژو MTTنتایج آزمون 

سیون  س های محلول پروتئین غیرهیئ کدام از فرمولا وله  کپ

و کپسااوله ساامیت ساالولی قابل توجهی ندارند همچنین  

های انجام شااده در نتایج به دساات آمده و نتایج پژوهش

گذشاااته مطابقت دارند. با توجه به این که پروتئین مورد           

نیز  است و نظر این پژوهش به روش نوترکیب تولید شده  

ادی ب در تولید تیتر آنتی  PA63عملکرد پروتئین نوترکیب  

توان این پروتئین را به عنوان یک کاندید واکسن  ، می(16)

 های آینده پیشنهاد داد.مناسب جهت پژوهش

درصااد زنده ماندن و  MTT آزمونمقایسااه نتایج 

باا   Veroهاای رده سااالولی  نرخ مرگ و میر سااالول

ظت  لیتر میکروگرم بر میلی 48و 28، 18های مختلف  غل

و نانوذرات کاندید نانو      PA63 محلول پروتئین نوترکیب  

-PA63-PLAو  PA63-PCL-PEG-NPsواکساان 

PEG-NPs        نرخ مرگ و میر کمتر کاندید نانو واکسااان

بیان  توانان داد. با توجه به نتایج بالا میمورد نظر ما را نش 

داشات که فرمولاسایون نانو واکسان مورد پژوهش را می   

توان به عنوان حاملی مناسب جهت تولید واکسن، ایمن و   
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سمی و جانبی ادجوانت  شنهاد   بدون اثرات  های معمول پی

 نمود. 

-PLA-PEGنانوذرات شاهد   MTT آزموننتایج 

NPs  وPCL-PEG-NPs    کمترین میزان مرگ و       نیز

میر را نشاان دادند. در پژوهش انجام شاده مربوب به تاثیر   

نانوذرات شااااهد مورد اساااتفاده بر میزان تولید تیتر آنتی  

گیری و تهیه سرم از خون به دست آمده بادی پس از خون

از حیوانات آزمایشااگاهی و انجام آزمون الایزا نشااان داده 

عنوان شاهد استفاده شد     شد که نانوذرات مورد نظر که به 

شت      کمترین میزا ستم ایمنی را دا سی این  (10)ن تحریک 

ساااازگاری بالای پلیمر مورد نتایج نشاااان دهنده زیسااات

باشااد. این ویژگی به علت  اسااتفاده در تهیه نانوذرات می

-کسیلهیدرواین پلیمر و تولید  هیدرولیز ساده باند استری

از طرید ساایکل اسااید باشااد کهمی کربوکساایلیک اسااید

سی به آب و دیسیتریک   . (38) شود کربن متابولیزه میاک

در انتها برای بررساای سااطح معنا داری اختعف میانگین  

نسخه  SPSSنتایج به دست آمده با سه تکرار از نرم افزار 

و طرح مربع کامع تصااادفی اسااتفاده شااد که نتایج در  16

 باشد.درصد معنادار می 5سطح 

 

 گیرینتیجه

، اسللتفاده از واکسللن  اسللاس نتایج مطالعات ق لیبر 

برای پیشللایری از سللیاه زخم بهترین روش م ارزه با این 

باشلللد. هدف این پژوهش بررسلللی سلللمیت   بیماری می

سیاه       سن نوترکیب  سیون نانو و بدون ادجوانت واک یرمولا

به دسللت آمده حاصللل از بر اسللاس نتایج باشللد. زخم می

های مختلف     لیترمیکروگرم بر میلی 40و  20، 10غلظت 

سمیت قابل        سن مورد نظر  ستفاده، کاندید نانو واک مورد ا

س ت به پروتئین آزاد     شان نداد و ن از  PA63توجهی را ن

های مورد آزمون    میآان مرگ و میر کمتری در سللللول 

-PLA-PEGهمچنین نانوذرات شلللاهد   برخوردار بود. 

NPs  وPCL-PEG-NPs  بیشللترین میآان زنده مانی را

شان دادند  سازگاری نانوذرات       ،ن ست  شان دهنده زی که ن

 این پژوهشنتایج به طور کلی مورد اسلللتفاده می باشلللد. 

عدم سمیت یرمولاسیون کاندید نانو واکسن به دست آمده   

شان داد. در نتیجه می  سن    را ن توان از یرمولاسیون نانو واک

سمی    شده برای کاهش اثر  سن    تهیه  سلولی کاندید واک ت 

نانو        فاده کرد و در نهایت  مورد نظر در محیط زنده اسلللت

سن ایمن تر و         شده را به عنوان یک واک صل  سن حا واک

ای هزیست سازگار مهندسی شده نوترکیب جهت بررسی      

   بیشتر پیشنهاد نمود.
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Assessment of Cytotoxicity of Bacillus anthracis Recombinant 

Protective Antigen in Free and Encapsulated Forms by Double-block 

PLA-PEG and PCL-PEG Copolymers on Vero Cell 
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Abstract 

Background and Objectives: Bacillus anthracis is the cause of 

the fatal anthrax. Use of vaccine is one of the effective ways to 

combat anthrax. Vaccines should be biocompatible and non-toxic. 

The purpose of this study was to investigate the cytotoxicity effect 

of free and encapsulated forms of Bacillus anthraise recombinant 

protective antigen by double-block PLA-PEG and PCL-PEG 

copolymers on the epithelial cell line of the African green monkey 

(Vero). 

Subjects and Methods:  In this experimental study, the Bacillus 

anthraise recombinant protective antigen (PA63) was expressed in 

E. coli and purified by nickel column affinity chromatography. 

Subsequently PA63 was encapsulated by PLA-PEG and PCL-PEG 

double-block copolymers using water-in-oil-in-water solvent 

evaporation method. Finally, PA63 and nanoparticles cytotoxicity 

test were performed using the standard MTT test on the Vero cell 

line.  

Results: Results of the MTT test revealed the non-toxicity of the 

candidate vaccine. Also, the mortality rate of the cells tested 

against the encapsulated antigen in the nanoparticles was lower 

than the free antigen.  

Conclusion: The nano-vaccine formulation can be used to reduce 

the toxicity of a vaccine produced and eventually acquire an 

effective and biocompatible recombinant vaccine. 

 

Keywords: Bacillus anthracis, Protective antigen, Cell 

cytotoxicity, PLA-PEG, PCL-PEG. 
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