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 چکیده
د برنامـه هـای   ، ضـرور  ببوـو  آنفلوانزا و انتقال مستقیم سویه های نوپدید ویروس پرندگان به انسان ماریــبی های یریـــشیوع همه گ :مقدمه

بر افزایش پاسخ ایمنـی  ( HK-1) 1-هموکینینزیستی  ارزیابی اثر یاورنموده است. هدف از انجام این پژوهش برجسته را علیه این بیماری ایمن سازی 
 می باشد. H1N1 آنفلوانزا ویروس NPشده با واکسن نوترکیب آنفلوانزا بر پایه پروتئین  ءالقا

 سـه وه پـن  سـر( و   گروه کنترل)هر گـر  دوبا سن شش هفته در  BALB/cسر موش ماده  چبلتعداد در این مطالعه تجربی  :مواد و روش ها

 و، HK-1 لئوتیدییاور الیگونوک دریافت کنندهو  دریافت کننده سرم فیزیولوژیتقسیم بندی شدند. گروه های کنترل شامل ( ده سرگروه تیمار)هر گروه 
و  NP ده دو نوبتدریافت کننو  ،HK-1 ه باهمرا NPدریافت کننده یک نوبت ، NPشامل دریافت کننده دو نوبت پروتئین نوترکیب  گروه های تیمار

HK-1 به میزان نمونه ها، تزریق  اساس گروه بندی . بربودندml 1/0 بـه  یک  حجمی نسوتروه های تیمار گ .در عضله چبار سر ران موش انجام شد
وری شـد.  آدر فواصل زمانی معین جمـ    یادآور، وسیناسیون های اولیه و ــــرا دریافت کردند. نمونه های سرم پیش از واک HK-1به  NPپروتئین  ده

 .ارزیابی شدو تزاید لنفوسیتی  با آزمایش های الایزاایمنی  پاسخ های

کـه یـاور    NPیب بـر پایـه   ده با واکسن نوترکــــهای ایمن ش بادی در گردش علیه آنفلوانزا در موش عیار آنتیافزایش  :وهشژی پیافته ها

HK-1  چشمگیررا دریافت کرده بودند، در مقایسه با گروه های کنترل(P<0.05)  آور تغییـری در پاسـخ ایمنـی هومـورال     بود. پیامد واکسیناسیون یـاد
 ـهمـراه   NPت کننـده  ـــت های موش های دریافــــ، لنفوسیویروس NPپروتئین مشاهده نشد. در پاسخ به علیه آنفلوانزا  هماننـد گـروه    HK-1 اب

 به تنبایی، تزاید یافتند.  NPکننده  دریافت

اصـل از واکسـن نوترکیـب    قابلیت افزایش پاسخ ایمنـی هومـورال اصتصاصـی ح    HK-1این دستاورد نشان می دهد که  نتیجه گیری:بحث و 

 .اردلنفوسیتی ندپذیری  افزودن این یاور اثر شایان توجبی بر افزایش شاصص تحریک را دارد. NPآنفلوانزا بر پایه 
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 مقدمه
 دارای هـای  ویـروس  بیماری آنفلـوانزا بـه وسـیله   

RNA شـود و   ایجاد مـی  از صانواده ارتومیکسو ویریده
و پسـتانداران   ،شامل پرندگان وسیعی از جانوران، طیف

بـا   یآلـودگی میزبـان انسـان   را موتلا مـی کنـد.   انسان 
هـاى بـالینم متفـاو  از     خس ـهاى آنفلـوانزا، پا  ویروس

عفونت بـدون علامـت تـا پنومـونم ویروسـی اولیـه و       
مـان ویروسـم و   ز هم نته)عفوکشندپنومونم ویروسی 

گیـرد   مـم  بر باکتریایم( در کودکان و بزرگسالان را در
میزبـان بسـتگی   جسـمانی  که بـه سـن و صصوصـیا     

هـای   یگیـر  بر این آنفلوانزا عامل همه افزون. (1)دارد
ه در طـول  هـایی اسـت ک ـ   پانـدمی چنین  هم سالانه و

ــاریخ تکــرار شــده ــد ت ــصیر دهــه اد .(2)ان ــه رـ  لیلد ب
 به نسانیا یها جمعیتدر  انزاوــ ـنفلرصـداد آ  یشازــفا
 ن،نساا به نپرندگااز  وسرـــــــیو مستقیم لنتقاا هیژو
از  شگیریپیو  لرـکنت هـمیندر ز یرسیاـب یها سیربر
صـــا   تیـــ. ماه(3،4)ستا گرفته ر صو یربیما ینا
 یهـا  واکسـن  شده است تاب سوآنفلوانزا  یها روسیو

 ـتول دیها و کاند به عنوان نسل سوم واکسن ینیپروتئ  دی
آنفلـوانزا مـورد توجـه     یهـا  روسیو هیواکسن جام  عل

آن دسته واکسن،  دیتول وهیش نیدر ا. گیرندقرار  یصاص
 یآنفلـوانزا کـه دارا   روسیحفظ شده و یها نیاز پروتئ

دارند  یشتریب یژن یآنت تیبوده و صاص یکمتر را ییتغ
 ـب روسیمانند بـاکولوو  یوتیوکاری یها را در سامانه  انی

نوآورانـه   کـرد یرو کینوع واکسن  نیا قتیحق درکرد. 
مناطق حفظ شده  هیو توسعه واکسن بر پا یطراح یبرا
 نیپروتئنوکلئـو . (5-8)اسـت  یمنیا ءالقا لیپتانس یدارا
(NP )حفظ شده داشته و به  کاملاً یساصتار که روسیو

 یدر القا پاسـخ هـا   ینقش مبم یژن داصل یعنوان آنت
برابـر   رد یمنیا ءالقا یبرا مناسوی یدایدارد کاند یمنیا

 ـ NP .(9-12)می باشـد آنفلوانزا   ـ کی  ـپپت یپل چنـد   دی
 ـاست و بـه عنـوان    یعملکرد  ـرابـ  کل  کی  ـ یدی  نیب

 ـکنـد. ا  یعمل م ـ زبانیو سلول م روسیو  نیپـروتئ  نی
 یهـا  از مـاکرومولکول  گسـتره ای با  انکنشیم ییتوانا
، دو NP ، صود مولکـول RNA شامل یو سلول یروسیو
مـاتریک    نیو پـروتئ  روسیو مرازیپل RNAواحد  ریز
در  ینقش اصل NP-NP یها انکنشیرا دارد. م روسیو

 ـکن یم فایاریوونوکلئوپروتئین را  حفظ ساصتار  ید و ط ـن

 ـ   ـپپت یبرهم کنش بـا پل  ـ  یسـلول  یدهای  ن،یشـامل اکت
 کــازیهل RNAو  ،یته اـــــورود و صــروه هس یاجــزا

ــته ا ــب یهس ــوب تس ــوپروتئینورود  لیس از  ریوونوکلئ
 ـبـه داصـل هسـته در اوا    توپلاسمیس  ری ـچرصـه تک   لی
 .(13)دشون یم روسیو

 ـقابل یبرص  ـیپروتئ واکسـن  یهـا  تی عوارتنـد از   ین
امـل  عمشابه با  یباد یآنت جادیبالا، ا یژن یآنت تیصاص

 یسـاز  نمیتوان ا ،یسلول یمنیا ءالقا ییتوانا زا، یماریب
 ـ   هیسو نیچند هیعل ا مختلف و امکان غلوه بـر عوامـل ب
 ،یـی زای مـار یب تـوان عدم بازگشت  ،یژن یآنت را ییتغ

ــاد  ــت پاایج ــمقاوم ــه ا داری ــیو حافظ ــولان یمن  یط
 یدر القـا  ییبـه تنبـا   هـا  واکسناما این  .(4،14)مد 

 یاندارنـد. بـر   یوــــمناس ییاراـــک یمنیا یپاسخ ها
ــال ــی ژن   یســاز فع ــده آنت ــه کنن و ســلول هــای ارای
ــهیبرانگ ــر خت ــدن ه ــه ب ش ــتریچ ــورال  ش ــخ هوم پاس

مناسـب و  ( adjuvant)اوری ـ کیاستفاده از  ،یاصتصاص
 ـیا یالقا لیپتاس تیتقو یبرا یبدون اثرا  جانو در  یمن

 ـرا یاورهای. (15)است یضرور مونوژنیکنار عامل ا   ی
هسـتند کـه    یمعدن یها روغن ای ینمک وا یاغلب ترک

بـودن،   کیسـنتت  لی ـکه دارند بـه دل  ییایرغم مزا یعل
 یاز بدن سـم  یدستگاه صاص ایبافت  یممکن است برا

 یهـا  واکنش زبانیم یبافت یها ژن یبا آنت ایباشند، و 
هـای   پـروتئین در سال های اصیر، متقاط  نشان دهند. 

 تک یـر و  داشـتن در نقش  به دلیلایمنی  سامانهمحرک 
 ـ ــــ ـ، تغBهـای   لولـــتمایز س وغ ییر ایزوتیپـی، و بل

 یدر دسـت مطالعـه بـرا    یاورهـا یها  بادی تمایل آنتی
. (16،17)هــا هســتند واکســن یبخشــ یمنــیا شیافــزا

 رین عضــو شــناصته شــدهآصــ( HK-1) 1-همــوکینین
در اسـت کـه    کینـین  تـاچی ی ـــ ـواده پروتئینـــــصان

بــه و ش دارد ـــــنق T یهــا ولـــــــتکامــل سل
 ـکننـده فـاکتور رشـد در تک     ءالقـا  کیوان ــــعن  و ری
 ـبادی  و تولید آنتی B یها سلول زیماـــت  یم ـ یمعرف
ن ــــ ـدر این پژوهش پتانسـیل واکس  .(18،19)ودـــش

ــی ــه    پروتئین ــر پای ــوانزا ب ــاور    NPآنفل ــا ی ــراه ب هم
 ـافزای در HK-1وتیدی ـــــوکلئــــگونــالی ش ــــــ

در  H1N1روس ــــ ـیه ویــــ ـپاسخ هـای ایمنـی عل  
مـورد بررسـی قـرار     BALB/cگاهی ــــموش آزمایش

 گرفت.
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 مواد و روش ها
در موسسه تحقیقـا  واکسـن و    جربیاین مطالعه ت

و با مشـارکت دانشـگاه صـنعتی    سازی رازی کره  سرم
 شد.انجام  1396-1397در سال مالک اشتر 
ــه  ــروتئتبی ــنوترک نیپ ــو NP بی ــوانزا  روسی آنفل

H1N1: بینوترک نیپروتئ NP   ویـروسH1N1   مـورد
و بــا  انیــب pET28a و یپروکــار ســتمیاســتفاده در س

 .(20)اسـت  شدهصالص  یاستفاده از ستون کروماتوگراف
این غلظت ایمن سازی موش های مورد آزمایش،  برای

 در نظر گرفته شد. μg/μl 8/0پروتئین برابر با 
 یپژوهش ها در :HK-1 یدیگونوکلئوتیال اوریسنتز 

و شده استخراه  موش هیبافت ر RNA( 21،24)نیشیپ
 یاصتصاص ـ یمرهـا یبا استفاده از پرا HK-1 یقطعه ژن

 ـتک  bp 231 به طول RT-PCRواکنش  یط ه شـد  ری
 ـدر وکتور ب سپ  این قطعه. بود بـه   pcDNA3.1 یانی

حاصـل بـه    دیکلون شده و پلاسـم  یروش شوک حرارت
مورد اسـتفاده قـرار    یساز منیمطالعا  ا رد اوریعنوان 
به جای استفاده از پلاسمید، در این پژوهش  .ه بودگرفت
شـد کـه   و سـنتز   یطراح ـ یا گونـه  بـه  HK-1 یتوال

 ـموتبـرای  رمزگذار  یدهاینوکلئوتمتشکل از  حفـظ   فی
-Arg-Ser-Arg-Thr-Arg-Gln-phe-Tyr شـــــده

Gly-Leu-Met یهاسلول زیتما پتانسیلی دارا و B  و
در ایمـن سـازی    HK-1غلظـت   باشد.بادی  تولید آنتی
 .در نظر گرفته شد μg/μl 10برابر با موش ها 

سر  چبلتعداد  :مورد مطالعه یها موش یساز منیا
واکسـن و  تحقیقـا   )موسسـه   BALB/cموش مـاده  

هفتـه و میـانگین    سرم سازی رازی، کره( با سن شش
هـای  دو نوبت آزمایش در گـروه   یوزنی بیست گرم ط

 یدارنگب یموارد اصلاقبندی شدند. تیمار دسته وکنترل 
و  یکــاف افــتیشــامل در شیهــا در دوره آزمــا مــوش

 ـهنگـام تزر تنش به  جادیمناسب آب و غذا، عدم ا و  قی
از هر نوبت  شیپ شد. تیطور کامل رعا به یریگ صون
های مورد  گروه. شدند یم نیها توز موش یریگ صون

 آزمایش عوار  بودند از:
هـی  نـوع مـاده    : بـدون دریافـت   منفی گروه کنترل

 سر( 5)تزریقی
 سرHK-1 (5 ): دریافت فق  یاور یاور گروه کنترل

 NP نوترکیـب  : دریافت فق  پـروتئین A گروه تیمار
 سر( 10)(اولیه دریافتدو هفته پ  از )در دو نوبت

 همراه NP نوترکیب : دریافت پروتئین Bگروه تیمار
 سرHK-1 (10 )با یاور مولکولی 

 همراه NP نوترکیب : دریافت پروتئینC گروه تیمار
دو هفتـه   دریافـت یـادآور آن   وHK-1 با یاور مولکولی 

 . سر( 10)پ  از واکسیناسیون اولیه
ن بـه میـزا  نمونه ها، تزریق  دیـــاساس گروه بن بر

ml 1/0 بـرای   .در عضله چبار سر ران موش انجام شد
یـاور بـه نسـوت     ، پـروتئین و Cو  B گروه های تیمـار 

 پیش از تزریق مخلوط می شدند.  1:10حجمی 
تم از چشـم  ــــ ـدر روز هف :ارزیابی ایمنی هومورال

ه صون گرفته شده و سـرم  ـــهر گروه نمونهای موش 
اصتصاصـی علیـه   بـادی   آنتـی آن ها برای بررسی عیار 

ویـروس آنفلـوانزا در آزمــایش الایـزا جـدا شــد. در روز     
یک  C و Aهای تیمار شده گروه های  چباردهم موش

نوبت تزریق یادآور مربوطه را دریافت کردند. در فواصل 
هـای   معین و نیز پیش از تزریق یادآور، از چشم مـوش 

پاسـخ   پ  از تبیـه سـرم،   هر گروه صون گرفته شده و
بـادی   ایمنی هومورال با اندازه گیری میزان عیـار آنتـی  

اسـتفاده از کیـت تجـاری     وآنفلـوانزا  ویروس  NPعلیه 
 ID Screen® Influenza A Antibodyالایــزا)

Competition Multi-species )ــابی ــه  ارزی ــد. ب ش
سرم هـای رقیـق شـده در بـافر      1:100اصتصار از رقت 
رتیب در هـر دو گـوده متـوالی    ــــ ـبـه ت  بلوک کننده،
ریخته شـد. سـرم کنتـرل منفـی در      1-12ستون های 

 ، و سرم کنترل م وـت در گـوده هـای   A2و  A1 گوده

A3  وA4  ریخته شد و پلیت مد  نیم ساعت در دمای
تشو، ــــ ـاز سـه بـار شس  پ   آزمایشگاه قرار داده شد.
بــه هــر گــوده  Anti-NP-HRPآنتــی بــادی کنژوگــه 
مـد  نـیم سـاعت در دمـای     بـه  افزوده شده و پلیـت  

آزمایشگاه قرار داده شد. گوده هـا شسـته شـده سـپ      
محلول سوبسترا به هر گوده اضافه شده و پلیـت مـد    

دقیقه در دمای آزمایشـگاه قـرار داده شـد. پـ  از      15
قف کننده به هر گوده، جذب نـوری بـا   افزودن بافر متو

دستگاه صوانش گر الایزا ثوت شد. عیار آنتی بـادی بـر   
 .مونای فرمول پیشنبادی شرکت سازنده محاسوه شد
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دو مـاه پـ  از    :های طحال تزاید لنفوسیتارزیابی 
در شرای  استریل طحـال سـه مـوش از     ،دومین تزریق

اسـتریل   PBSهر گروه صاره شده و زیر لامینار فلو بـا  
تریل، ــــ ـاس شستشو داده شد. با استفاده از دو سرنگ

ml 10   محی  کشـتDMEM   درون از دو طـرف بـه 
و  صاره شود آنهای  طحال تزریق شد تا تمامی سلول

دست آید.  کشت به محی در  تک سلولی سوسپانسیون
 کلرایـد  آمونیـوم محلـول   قرمز، های گلوولحذف  برای

( اضافه شده سپ  =2/7pHتری  )درصد در بافر  9/0
هـا در   تعداد لنفوسـیت شمارش شدند.  ی زندهها سلول

ــه   ــروه ب ــر گ ــر  1×610ه ــلول در ه ــرس ــی لیت از  میل
ســرم جنــین  درصــد 10، محــی  حــاوی سوسپانســیون

ــاله و ــافر mM 25 گوس ـــرس HEPES ب ــد.ــ  انده ش
و  NPپـروتئین نوترکیـب    μg 145/0هـا بـا    لنفوسیت
ــوژن  ــاگلوتینین)میت ــایی  PHAفیتوهم ــت نب ( در غلظ

mg/ml 5 سپ  مقدار تحریک شده μl 100 ها  از آن
 صانه ای ریخته شـد.  96در گوده های یک میکروپلیت 

ها، شـش گـوده بـه عنـوان      هر گروه از لنفوسیت برای
 محـی   μl 100در نظر گرفتـه شـد و بـا     منفی کنترل

DMEM به  ها آن نبایی، حجمμl200   .رسـانده شـد 
درجـه   37اعت گرمخانـه گـذاری در   ــــس 72پ  از 

ــراد   ــانتی گ ــد 5 یداراس ــرف  2CO ،lμ20 درص از مع
MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-thiazolyl)-

2,5-diphenyltetrazolium bromide, thiazolyl-

blue) با غلظتg/l  5  به هر گوده اضافه و میکروپلیت
قـرار  درجه سانتی گـراد   37 ساعت در دمای 4به مد  

داده شد. پ  از آن مای  رویی هر گوده با دقت تخلیـه  
های فورمازان تشکیل شـده بـا اضـافه     شد و کریستال

به هر گوده حـل   سولفوکساید متیل ید μl 150 کردن
قرار دادن میکروپلیت در دمـای   دقیقه 15شدند. پ  از 

 630جذب هـر گـوده در طـول مـوه      میزان آزمایشگاه
ــان ــتگاه نـ ــا دسـ ــگومتر بـ ــده و  رصوانشـ ــین شـ تعیـ

سـه بـار    ی( بـرا Mean±SD)معیـار انحـراف  ±میانگین
 Stimulation)تحریـک  شاصصمحاسوه شد.  آزمایش

Index; SI)  به صور  نسوت میانگینOD  گوده های
های تحریک شده با آنتی ژن تزریق شـده   حاوی سلول
گـوده هـای حـاوی سـلول بـا محـی         ODبه متوس  

  )کنترل منفی( محاسوه شد.

نرم افزار پردازش آماری با استفاده از  :یآمار یابیارز
SPSS vol.22  .دسـت آمـده از   ه داده های بانجام شد

از نظـر  گروه های مختلـف در دو نوبـت ایمـن سـازی     
ــودن  ــال ب ــارامتری نرم ــون ناپ ــا آزم -Kolmgorov ب

Smirnov   مورد بررسی قرار گرفت و برای مقایسـه دو
 سـط  . استفاده شـد  Mann-Whitneyبه دو از آزمون 

 .در نظرگرفته شد 05/0 اصتلاف کمتر ازبا  معنی دار

 ی پژوهشیافته ها
 :در دوره آزمـایش  BALB/cهای  وزن گیری موش

و  کنتـرل  هـای  گروه تمامیدر ها  موشمیانگین وزن 
نداشـت و در بـازه    (P<0.05)معنـی داری  تفـاو   تیمار

 5/40گـرم بـه میـانگین     20زمانی آزمایش از میانگین 
 هـی  یـک از   بدین ترتیـب (. 1 شماره نمودارگرم رسید)

 وریـا ویروس آنفلوانزا و  NPترکیوا  پروتئین نوترکیب 
HK-1 نداشتند.  حیوانبر روی  یاثر سوی 

الایـزا   آزمـایش  نتای  :ارزیابی پاسخ ایمنی هومورال
، هـا  گـروه سـازی   ایمـن سرم در دو نوبـت   های نمونه

گـروه هـای    BALB/c هـای  موشدهد که  نشان می
لیـه  فاقد عیار آنتـی بـادی ع   کنترل منفی و کنترل یاور

صتصاصی آنتی بادی ا عیارمیزان کمترین . آنفلوانزا بودند
 کــه فقــ  پــروتئین Aتیمــار علیــه آنفلــوانزا در گــروه 

ــب  ــود  NPنوترکی ــت کــرده ب ــت دریاف در  را در دو نوب
ده مقایسه با گروه های تیمار کـه یـاور را دریافـت کـر    

چه  گرادر این گروه  (.2نمودار شماره مشاهده شد) بودند
ما از اآنتی بادی می شود  ءپروتئین سوب القااین تزریق 

لیه عنظر ایمن سازی این مقدار به عنوان عیار حفاظتی 
ر می شود. این افـزایش در عیـا  ویروس در نظر گرفته ن

مشـاهده   NP آنتی بادی پ  از تزریق یادآور پـروتئین 
 شــد و در روزهــای پایــانی دوره آزمــایش از میــزان آن

 وب شده با پروتئین نوترکی تیمار موش های کاسته شد.
نیـز  و  ربـه مراتـب بـالات    عیار هـای دارای HK-1 یاور 

 نگینمیابودند.  آزمایشدر طول دوره  عیاریکنواصتی در 
ه شده گرو تیمار یها موشدر  بادی حفاظتی آنتی عیار

C  پـروتئین   یادآور تزریقکهNP   همـراه بـا  HK-1 را
بـا   (P<0.05)داری معنـی  کرده بودند اصـتلاف  دریافت
 کرده دریافتکه یک نوبت تزریق مشابه را  ییها موش

  بودند نداشت.
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تغییر رنگ در  :تزاید لنفوسیتیتک یر و ارزیابی پاسخ 
اثر تشکیل کریستال های فرمازان تیره ناشی از احیـای  

MTT  در دوتوس  آنزیم های میتوکندریایی لنفوسیت 
 راه بـا یـاور  ـــ ـهم NPده با پروتئین ــــگروه ایمن ش

HK-1       مشاهده شد. ایـن تغییـر از زرد تـا صـورتی بـه
بنفش پر رنگ در نتیجه تحریک و تزاید لنفوسـیت هـا   

 ـ  شـاصص اسـت. داده هـای   میتـوژن  و  ی ژنتوس  آنت
ناشی از تاثیر این پروتئین همـراه بـا یـاور بـر      تحریک

ایش در لنفوسیت های جدا شده از موش های مورد آزم
مقایسه با میتـوژن،   در. آورده شده است 3 شماره شکل

 ءپ  از دو بار تزریق قادر به القا NPپروتئین نوترکیب 
(. 02/4مطالعه می باشـد) های مورد  پاسخ در موشاین 

در دو  HK-1چه در تزریق تـوام یـاور    این شاصص اگر
نوبت ایمن سازی نسوت به ایـن پـروتئین بـه تنبـایی،     

( امـا از نظـر   82/4و  44/4افزایش می یابد)بـه ترتیـب   
  نیست.( P<0.05)داری آماری معنی

 

 

 

 
 یاورنزا و پروتئین نوترکیب ویروس آنفلواایمن سازی با نوکلئودر دوره  BALB/cهای  گیری گروه های مختلف موش . وزن1شماره  نمودار

 بین گروه های آزمایش مشاهده نشد. (P<0.05)معنی داری تفاوت. 1-هموکینین

 
 

 
  .1-ینینهموک یاورپروتئین نوترکیب ویروس آنفلوانزا و نوکلئوهای ایمن شده با  در موش پاسخ ایمنی هومورال ءالقا .2شماره  نمودار

 که  تیماردر طول دوره آزمایش برای هر دو گروه  آنتی بادی اختصاصییکنواختی افزایش عیار 

 یادآور دریافت کرده بودند مشاهده شد.  اولیه و دز دز درپروتئین و یاور را 

کنترل منفی 1-هموکینین نوکلئوپروتئین  دز اولیه دز یادآور
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 یاورئین نوترکیب ویروس آنفلوانزا و پروتنوکلئوهای ایمن شده با هر یک از موشگروه های ( SI. مقایسه ضریب تحریک )3 شماره نمودار

می شود و ایجاد به تنهایی پروتئین ده در موش های دریافت کنن Tهای  تزاید لنفوسیت در دو دز اولیه و یادآور. ، و ترکیب هر دو1-هموکینین

 آن ندارد. یبر رو شایان توجهیاثر  اوری

 
 

 و نتیجه گیری بحث
 HK-1 زیستی اورارزیابی اثر یپژوهش با هدف  نیا
 بینوترک نیپروتئ هیشده عل ءالقا یمنیا یها پاسخ بر

NP زا ـــلوانــــآنف روسیوH1N1 یها موش در 
استراتژی اصلی در انجام شد.  BALB/c یشگاهیآزما

آنفلوانزا استفاده از ویروس کامل غیرفعال تولید واکسن 
است. به دلیل بروز جبش های نقطه ای در ژنوم 
ویروس و تغییرا  آنتی ژنی، این واکسن ها کارایی 

 این، بر کمتری به هنگام اپیدمی های آنفلوانزا دارند. بنا
که بتواند همپوشانی  جام واکسن  یک طراحی و توسعه

های غالب و در ویروس  مد  علیه بلندایمنی موثر و 
 تودیل پژوهشی اولویت گردش آنفلوانزا ایجاد کند به

 نیشتریب یدارا NPژن رمزگذار  یتوال. (22)است شده
مختلف آنفلوانزا  یها روسین ویمناطق حفاظت شده ب

ید آمینه آن بین ــــه توالی اســـوری کـــبه طاست 
درصد  90بیش از  Aوانزای تیپ ـــویروس های آنفل
دارای نرخ جبش بسیار  نیپروتئاین . هومولوژی دارد
ساصت  یبرا منوژنیا کیو به عنوان پایینی است 
 نیپروتئ انی. ب(11،13)باشد یممطرح  ینیواکسن پروتئ

NP یفعال ساز مسیر NF-κB کند که  یم ءرا القا
 امدیاست و پ یمنیسامانه ا یسیفاکتور رونو نیتر مبم

 یمنیااثرگذار بر  یها نیپروتئ یاریاز بس یسیآن رونو

 ییشناسا یاصل ری. مسشود یم ریپذ انامک یذات
 ریآنفلوانزا سوب فعال شدن مس روسیژنوم و یتوزولیس

TANK Binding kinase-1 (STING-TBK1) 
بدون  یـــحت کینیدندر یشود که در سلول ها یم

ها  TLR مانندولی ــــپذیرنده های سل فعال شدن
در شوکه  ریمس نید. اــــکن یم دیتول رونـــنترفیا

را  IRF3و  NF-KBفعال کردن  توان یآندوپلاسم
 انیبه ب یسیوــــنرو یفاکتورها. فعال شدن این دارد

. (7،23)شود یمنجر م Iنوع  رونــــنترفیا یژن ها
 سوب ،ریمس نیبا فعال کردن ا بینوترک یواکسن ها

ونه ـــگ هر رشیپذ یدگآما T یشوند سلول ها یم
واکنش طی یک و د نباشرا داشته  یژن صارج یآنت
را در مد  زمان کوتاهی  یذات یمنیا ستمیس  یسر

 دیا محرک تولــــواکسن هاین  (.14)فعال می کنند
 جادیا یکننده هستند که برا یصن  یها یباد یآنت

برای با این وجود  ،ازندیمورد ن یماریب کی هیحفاظت عل
خ هومورال ـــپاس ءالقاو ایمنی زایی روند ببینه شدن 

و  را بیشتر کرد تئینتعداد دفعا  دریافت پرو یستمی با
 عا  پیشین، توانـــدر مطالفاده نمود. از یاور استیا 

HK-1  علیه هومورال های ایمنی  افزایش پاسخدر
به صور  واکسن نانوذره آنفلوانزا بر  آنفلوانزا ویروس

 HA2واکسن بر پایه  DNAپایه کیتوزان و نیز 
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ویروس، در موش و طیور مورد ارزیابی قرار گرفته 
پاسخ  ءکه پتانسیل القا نتای  حاکی از این است .است

آنفلوانزا در  علیه ویروسایمنی هومورال اصتصاصی 
ین در ا. (22،24،25)می یابدافزایش  HK-1حضور 

 قیتزر دنشان دا زایالا شیآزما یداده هاپژوهش، 
تواند پاسخ  ینم ییبه تنبا NP بینوترک نیپروتئ

 سه،یدر مقا .دینما ءرا القاموش ها  در یهومورال حفاظت
سوب  یاورهمراه با  نیپروتئ نینوبت ا کی قیتزر

 یها در گروه روسیو هیعل یباد یآنت اریع افزایش
 یبرا اوریاز  استفاده این بر بناشد.  شیموش تحت آزما

 روسیو NP بینوترک نیپروتئ توان ایمنی زایی شیافزا
در محل  رهیسوب ذص وا یترک ایناست.  یضرور
 شیژن، افزا یآنت یجیتدر یآزادساز یبرا قیتزر
ژن توس   یببتر آنت هئو ارا یمل آورـــع تیظرف

 ای یسلول ءبا اتصال به غشا MHC II یها مولکول
 کیتحر و MHCمولکول  یسطح یدهایدر پپت رییتغ
و  یباد یترش  فعال آنت شیافزا، B یها سلول شتریب

 CD8+ T ایــــــه لولــــس مربوط به یپاسخ ها
در  اریع زانیم ،نوبت دوم قیپ  از تزر .(17)شوندمی 

کرده بودند  افتیرا در ادآوریکه دز  یماریگروه ت
 قینوبت تزر کیبا  ماریبا گروه ت یدار یاصتلاف معن

 کیدر  یباد یسط  آنت ادیز شیافزا نینداشت. ا ادآوری
بر  HK-1ناشی از کنش تواند  یم یمن سازینوبت ا

و  سلول های دندریتیکژن توس   یجذب آنتافزایش 
 انیبباشد. در نتیجه  از آن داریپافراهم کردن ذصیره 

 یمولکول ها ای یمنیا یمحرک پاسخ ها یمولکول ها
MHC وود ــــبب یمنــــیخ اـــو پاس افزایش یافته
 ریمس نیچنداز  HK-1 از طرف دیگر .(17،26)می یابد
 نی. اکندیرا فعال م Iنوع  نترفرونیا یداصل امیانتقال پ
و  سلول های دندریتیک یبا فعال ساز نترفرونینوع ا
که  IL-21محرک مانند  یترش  فاکتورها شیافزانیز 

 دیو تول B یها سلول یداریو پا زیو تما ریسوب تک 
 یکولاریفول T یها تیلنفوس ریــــتک  ی، وباد یآنت
مرتو  با  یلول هاــنده ســـکن میتنظ ؛شوند یم
 نیاست. ا یاکتساب یمنیو ا یذات یمنیا یها ستمیس

به  لول،سط  س یژن بر رو یسلول ها با عرضه آنت
 Bسلول  یها رندهیگ انیبرنده ب شیپ میطور مستق

 با یوالـــمت یآن برهم کنش ها جهیهستند که نت

و  یباد یشروع ترش  آنت یبرا کمکی T سلول های
 هیومورال در واکنش علــــه یمنیا ردنـــفعال ک

  .(19)است ینیپروتئ یها ژن یآنت
ی جدیـد بـا ایـن رویکـرد     یاورهـا در دهه های اصیر 

پاسخ ایمنـی  کننده  ءصود یک القا شوند که میطراحی 
ایمنـی  هـر دو نـوع   ایمنی را در مسیر تحریک باشند و 
در بیمـاری   .(16)برنـد پـیش  ایمنی سـلولی  و هومورال 

اسـت و  سازی عفونت  نقش ایمنی سلولی پاک نفلوانزا،آ
سیتوتوکسـیک بـا    T سـلول هـای   به نظـر مـی رسـد   

 به ویـروس بـر رونـد   متلاشی نمودن سلول های آلوده 
 ـاثـر م وـت مـی گ   ببوودی  بـا اسـتفاده   . (72)ذارندــــ

 ،یا سهیمقا یو مدل ساز یکیوانفورماتیب یها تمیالگور
 ریچند ز یتوپ یاپ یمریکا یبر سازه ها HK-1 ییتوانا

 ـیا یپاسخ هـا  کیتحر یآنفلوانزا برا روسیواحد و  یمن
. ه استشد یابیارزدر فضای مجازی  یهومورال و سلول

 یمنیا ستمیس کیتحر تیدارا بودن ظرف انگریداده ها ب
. (28)باشد می مولکول نیآنفلوانزا توس  ا روسیو هیعل

 قیاز تزر پ  یسلول یمنیا ءالقاامکان در این پژوهش، 
به مـوش هـای    HK-1همراه با  NP بینوترک نیپروتئ

BALB/c ــا  در ــد لنفوســیت ه ــر و تزای  آزمــایش تک ی
ــابی  از  یعیوســ تیــجمع هــا تــوژنیم چــونشــد. ارزی

بـه   یری ـخ تک ـــپاس کنند یم کیرا تحر ها تیلنفوس
 ژن یتر از پاسخ به آنت ـ یو قو ستین یآن ها اصتصاص

 اریبس NP بینوترک نیدر پروتئ ریتک  بیباشد. ضر یم
 ـتحر ییهـا  تیـــفوســـبوده و فق  لن یاصتصاص  کی

 زانیــ. مکنندیم ییرا شناسا نیپروتئ نیشوند که ا یم
2 < SI از  یمناسب ناش ـ کیحرـــنده تــــنشان ده

 بیاسـاس، ضـر   نی. بر اباشد یم یشنبادیپ یها سازه
 نیکـه پـروتئ   دهـد  ینشـان م ـ  ماریت یگروه ها ریتک 

 یناش یمنیپاسخ ا ءقادر به القابه تنبایی  NP بینوترک
. این امر دور از انتظار نیسـت  هست T یها تیاز لنفوس
ــرا ــه  Tهــای  پاســخ لنفوســیت زی سیتوتوکســیک علی

 ـمی شود، اما ایجاد  M و NP پروتئین های داصلی  اوری
HK-1 در مطالعـا    آن نـدارد.  یبـر رو  یا ندهیاثر فزا
هـای  سـط  آنتـی بـادی    بر  HK-1 فزاینده اثرپیشین 

 ویروس آنفلـوانزا  HA2واکسن  DNAاصتصاصی علیه 
پرندگان و نیز نـانو واکسـن تبیـه شـده از کـل پیکـره       

ایـن مطالعـه   گزارش شده بود.  ویروس بر پایه کیتوزان
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یــاور ایــن مولکــول بــه عنــوان    اثــر تاییدکننــده 
هومورال در  یمنیاپاسخ  فعال شدن برالیگونوکلئوتیدی 

 ـواکنش عل  ـ هی ویـروس   NPداصلـی   نیپـروتئ  ژن یآنت
  ــ ـطــــس افـزایش و  H1N1انسانی  زاــــوانــآنفل

 است. آن علیه های اصتصاصی آنتی بادی 

 سپاسگزاری

این مقاله حاصل پایان نامه کارشناسی ارشـد رشـته   
با کد مصـوب  بیوتکنولوژی دانشگاه صنعتی مالک اشتر 

از همکـاری هـای موسسـه تحقیقـا      می باشد.  5040
 ایـن مطالعـه  واکسن و سرم سـازی رازی بـرای انجـام    
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Abstract 

Introduction: The prevalence of influenza 

epidemics and direct transmission of the 

emerged avian virus strains to humans have 

highlighted the necessity of improving the 

management programs against this disease. 

The aim of this study was to evaluate the 

biological adjuvant effect of hemokinin-1 

(HK-1) on enhancing the immune response 

induced by the recombinant influenza 

vaccine based on the Nucleoprotein protein 

(NP) of the H1N1 influenza virus.   

 

Materials & Methods: In this experimental 

study, a total of 40 six-week-old female 

BALB/c mice were divided into two control 

groups (5 mice per group) and three 

treatment groups (10 mice per group). The 

control groups received normal saline and 

HK-1 oligonucleotide adjuvant. On the 

other hand, the treatment groups received 

NP recombinant protein (twice), NP protein 

with HK-1 (once), as well as NP protein 

with HK-1 (twice). Based on the grouping, 

0.1 ml of each sample was injected into the 

quadriceps femoris muscle of the mice. The 

treatment groups received a 1:10 (v/v) ratio 

of the NP protein and HK-1. The serum 

samples were collected prior to primary and 

reminder vaccinations in defined intervals. 

The immune responses were analyzed using 

enzyme-linked immunosorbent and 

lymphocyte proliferation assays. Ethics 

code: RSVRI.REC.98.010 

 

Findings: The rise of the anti-influenza 

antibody in immunized mice with 

recombinant NP-based vaccine received 

HK-1 adjuvant was significant, compared 

to that in the control group (P<0.05). The 

results of the vaccination reminder did not 

indicate any changes in the humoral 

immune response against influenza. In 

response to the viral NP protein, the 

lymphocytes in mice receiving NP protein 

with HK-1 were proliferated the same as 

the group received NP alone. 

 

Discussion & Conclusions: According to 

the results, HK-1 has the potential to 

increase specific humoral antibody 

response following vaccination with a 

recombinant NP-based influenza vaccine. 

The addition of this adjuvant does not have 

a significant effect on increasing the 

lymphocyte stimulation index.  

 

Keywords: Influenza, Hemokinin-1 

Adjuvant, Nucleoprotein, Recombinant 

vaccine 
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