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در زمینـه   نـوین  هـاي  پـژوهش  و القا سامانه ایمنی توسط یاورهـاي زیـستی، پایـه       کبررسی توان تحری  : زمینه و هدف  

 Myxovirus resistanceین سلولی یگذار پروت در این پژوهش اثر توالی رمز. هاي عفونی است نترل بیماريکگیري و  پیش

(Mx)عنوان یاور زیستی بر القا پاسخ ایمنی هومورال علیه ویروس آنفلوانزا بررسی شد ، به.  

و بـر روي  1393سـازي رازي از خـرداد تـا آذر      سن و سـرم   کاین مطالعه تجربی در موسسه تحقیقات وا      : روش بررسی 

هـاي انـسان،      ترین همسانی بـین گونـه        سه موتیف با بیش    Mxهاي    ردیفی توالی   پس از هم  .  انجام شد  Balb/cهاي    موش

.  ارزیابی شدin silicoهاي ایمنی آنها علیه ویروس آنفلوانزا در مطالعه  موش و پرنده انتخاب شده و توانایی القاي پاسخ

ژن  عنـوان یـاور بـا آنتـی     بـه   قـرار داده شـده و     pcDNA3.1تور  ک در و  Mx1نوانفورماتیکی توالی   وهاي ایم   ساس داده ا بر

هاي سـرم و   زایی روي نمونه هاي سرولوژي براي ارزیابی ایمنی آزمایش. هاي موش تزریق شد غیرفعال آنفلوانزا به گروه  

  . یاور انجام شدسن وکضرري وا آزمایش هیستوپاتولوژي براي ارزیابی بی

 g 21 و در بازه زمانی آزمـایش از       )=05/0P(هاي کنترل و تیمار تفاوتی نداشت         روهگها در     میانگین وزن موش   :ها  یافته

ویژه    به Mx1سن داراي یاور    کهاي ایمن شده با وا      بادي علیه ویروس در موش      اختلاف افزایش عیار آنتی   .  رسید g 37 به

 ـ   ک ـسن را دریافـت     ک ـه فقـط وا   ک گروهی   مقایسه با  با یادآور دوم در    % 78بـیش از    ). =01/0P(دار بـود    ارده بودنـد، معن

برخوردار بودنـد کـه در مقایـسه بـا     ) Log2 (ششبادي بیش از    از میانگین عیار آنتی   ننده یادآور دوم    ک   دریافت هاي  موش

  ).=001/0P(تر بود  کننده یک نوبت یادآور بیش هاي دریافت موش

بادي علیـه ویـروس و القـاي     عنوان یاور زیستی توان افزایش عیار آنتی  بهMx1ه  کها بیانگر این هستند      داده: گیري  نتیجه

  .را دارداثرات جانبی سازي علیه آنفلوانزا بدون ایجاد   در ایمن خاطره ایمنی قوي

  .سازي ، ایمنMxپروتیین فعال، یاور زیستی،  سن غیرکآنفلوانزا، وا :لیديک لماتک

 

  
هاي داراي  ه توسط ویروسکآنفلوانزا، بیماري عفونی است 

RNA از خانواده ارتومیکسوویریده (Orthomyxoviridae) ،ایجاد شده 

پرندگان . کند هاي مختلف پرندگان و پستانداران را مبتلا می جنس

هاي متعدد ویروس  هاي طبیعی براي تحت تیپ آبزي وحشی میزبان

  قل شده و ـگر منتـهاي دی هـها به گون روسـگاه وی. تند هسAآنفلوانزا 

  

ن است سبب بروز بیماري در پرندگان خانگی و یا بروز کمم

گیري از بیماري   پیش1.گیري آنفلوانزا در جمعیت انسانی شوند جهان

هاي انسانی و پرندگان با مصرف   از جمعیتکآنفلوانزا در هر ی

ذیر است اگرچه پدیدار شدن پ فعال تجاري امکان هاي غیر واکسن

 را با  ها کاربرد این نوع واکسن ژنی جدید این ویروس هاي آنتی واریته

 در دو دهه گذشته، تحت 2.هایی مواجه کرده است محدودیت

سته و ک سد محدودیت میزبان را شH9 و H5 ،H7هاي  تیپ

  مقدمه
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ل دلی   به3.اند هاي انسانی گاه همراه با تلفات زیاد را سبب شده عفونت

هاي نوپدید و  هاي آنفلوانزا، افزایش سویه پذیر ویروس ماهیت تغییر

ها از پرندگان به انسان، در  ویژه انتقال مستقیم این ویروس بازپدید و به

سن جامع و ک در زمینه ارایه واراوانیف هاي پژوهشهاي اخیر  دهه

بخش . نترل و پیشگیري از این بیماري انجام شده استکتوانمند براي 

و بررسی ) اجوان( به معرفی یاور ها پژوهشترده و مهمی از این گس

ژن ویروس  اثر آن در افزایش پاسخ ایمنی اختصاصی علیه آنتی

  5و4.اختصاص دارد

منظور  به" یا "کمک"معنی   بهAdjuvarلمه لاتین که از کیاور 

 سامانه ایمنی، تسریع در ک براي تحری، گرفته شده است"افزایش

موثر علیه عامل   و افزایش و دوام پاسخ ایمنیبرانگیخته شدن

 بر اساس ماهیت و ساختارشان به  یاورها7و6.شود استفاده می زا بیماري

 ایمنی، كهاي محر سکمپلکیبات آلی، لیپوزوم، ساپونین، کانواع تر

پذیر زیستی  یبات تجزیهکها و تر تريکره باکیبات موجود در پیکتر

ژنی  طور ذاتی قابلیت آنتی یبات به این ترک8.شوند بندي می تقسیم

ژن هستند و به  ندارند اما منبع مناسبی براي رهاسازي تدریجی آنتی

چندین روش شامل تاثیرگذاري بر سامانه ایمنی با القاي ترشح 

 و Th2 یا Th1هاي   سلولکها و پیامد آن افزایش تحری ینکسایتو

ژن به  آنتی سیتوتوکسیک، ارایه شکل فضایی صحیح Tهاي  لنفوسیت

ژن به   براي اتصال مناسب آنتی(APC)ژن  کننده آنتی هاي عرضه سلول

ها و القا لنفوسیت با ساز و کارهاي مختلف و در نهایت  این سلول

 اثر خود را اعمال  بادي  و افزایش تولید آنتیBهاي   سلولکتحری

 سمیت و ایجاد اثرات جانبی در میزبان هدف مهمترین 9و8.کنند می

 عامل کسازي علیه ی عنوان یاور در ایمن  ماده بهک براي ارایه یلکمش

  10.ست ازا بیماري

هاي نشانگر القاي اینترفرون هستند  Mx ،GTPaseهاي  ینیپروت

هاي کبدي بیان  ها مانند ماکروفاژ و سلول که در طیف وسیعی از سلول

پیامد عفونت . شده و در تنظیم سامانه ایمنی در سلول نقش دارند

ها برانگیخته   در تعدادي از سلولMxین ییروسی، بیان پروتو

ین سلولی یکی از بهترین عواملی است که نقش ی این پروت11.شود می

هاي  آن در دفاع ویروسی مورد مطالعه قرار گرفته و براي ویروس

 این 12.کند کامل اختصاصی عمل میطور  به ارتومیکسوویریدهخانواده 

 و تقابل  Mxاي رشته شکیل شبکه چندرد اختصاصی نتیجه تکعمل

ین ویروس است که یین و نوکلئوپروتیمستقیم بین انتهاي کربنه پروت

ینی یهاي ریبونوکلئوپروت برداري از کمپلکس سبب توقف فعالیت نسخه

 و ورود ژنوم ویروس به هسته سلول میزبان (vRNP)ویروسی 

سی انیسم دقیق و چگونگی فعالیت ضد ویروک م13-15.شود می

ها در  ینی هنوز مورد بحث است زیرا این پروتMxهاي  ینیپروت

شوند و برخی  ه به ویروس آنفلوانزا مقاوم نیستند، بیان میکهایی  گونه

 فاقد خاصیت ضد ك اردMx رت و Mx3 انسان، MxBاز آنها مانند 

   16.ویروسی هستند

ها در هسته یا  ینیرسد جانمایی سلولی این پروت نظر می به

نظر از  صرف. کننده خواص ضد ویروسی آنها باشد پلاسم تعیینسیتو

هاي حاصل از  ین، یافتهیتوانایی احتمالی ضد ویروسی این پروت

دهنده وجود  داران نشان هاي مختلف مهره  گونهMxهمسانی توالی 

ین است که یمناطق بسیار حفظ شده در دامنه القا اینترفرون این پروت

 با توجه به خصوصیات و 12.قش دارنددر تنظیم سامانه ایمنی ن

عنوان یاور  گذار آن به ، ایده استفاده از توالی رمزMxین یرد پروتکعمل

  .بار در این پژوهش شکل گرفت زیستی براي نخستین

هاي ایمنی القا   بر ایجاد پاسخMxاین مطالعه با هدف بررسی اثر 

با وارد کردن این یاور زیستی .  انجام شد شده علیه ویروس آنفلوانزا

 وکتور بیانی ساخته شده و پیامد تزریق کدهنده ژن در ی ناحیه رمز

  . بررسی شدBalb/cهاي  سن غیرفعال آنفلوانزا در موشکتوام با وا

  

  
، در (in silico) از سه مرحله مطالعه در فضاي مجازي پژوهشاین 

 تشکیل شده (in vivo) روي حیوان ، و بر(in vitro)شرایط آزمایشگاهی 

سازي  سن و سرمکموسسه تحقیقات وا در 1393و از خرداد تا آذر 

هاي با طول کامل  توالیدر اولین مرحله، . رازي انجام شده است

، F8W8T1 و P20591هاي انسان با شماره رهگیري   گونهMxین یپروت

ه پرنده  توالی مربوط ب24و ) E9Q0J3 و P09922(موش آزمایشگاهی 

(Gallus gallus) از پایگاه داده Uniprotپس از هم .  استخراج شد

ین با یردیفی، سه موتیف حفظ شده در دامنه القا اینترفرون این پروت

-Mx1: 13SGKSSVLEALSGVALPR30 ،Mx2: 103VPDLT هاي توالی

LIDLPGITRVAV120 و Mx3: 152NVDIATTEALSMAQEVD169 

 ویروس آنفلوانزا (HA)هماگلوتینین ین یتوالی پروت. تعیین شدند

(A/Chicken/Iran SS7/2011) با شماره رهگیري JX456181 از پایگاه 

  بررسی روش 
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طور   بهMxهاي   از موتیفک استخراج شد سپس هر یGenBankداده 

هاي   به این توالی متصل شده و سازه(EAAAK)جداگانه با رابط 

Mx/HAین یپروت.  طراحی شدندHAنه ایمنی است ننده قوي ساماک  القا

هاي  توپ اپی. کند و سطح بالایی از حفاظت در برابر آنفلوانزا ایجاد می

 Immune Epitope Database افزار نرم با استفاده از Bهاي  خطی سلول

(IEDB) ها با الگوریتم  ژنی توالی  آنتیهاي شده و جایگاه گویی پیش

Kolaskar و Tongaonkarشیمیایی  و یک بر اساس خصوصیات فیز

 براساس اتصال به کمپلکس Tهاي  هاي سلول توپ اپی. ین شدندیتع

 I کلاس (Major histocompatibilty complex, MHC)سازگار نسجی 

براي . گویی شدند  پیشSYFPEITH و برش پروتئازي انتهاي کربنه با

-N طراحی شده، Mx/HAاطلاع از تاخوردگی درست پپتیدهاي 

اي   هر اسید آمینهNXS/T) Xالی اسیدهاي آمینه گلیکوزیله شدن تو

 ارزیابی ExPASy با استفاده از O-(beta)-GlcNAcو ) جز پرولین به

  .شدند

هاي مختلف   گونهMxهاي نوکلئوتیدي  توالی دوم، مرحلهدر 

ردیفی،   استخراج شده و پس از همGenBankجانوران از پایگاه داده 

اي طراحی شدند  ر ژن به گونهثیکجفت آغازگرهاي اختصاصی براي ت

هاي ایمنوانفورماتیکی  براساس داده.  باشندMx1تا داراي موتیف 

 و کدر تحری ، این موتیف بهترین نتیجه راin silicoحاصل از مطالعه 

با .  ویروس آنفلوانزا داشتHAالقا سامانه ایمنی علیه ایمونوژن 

 (+)pcDNA3.1هاي محدود اثر در وکتور  بررسی جایگاه برش آنزیم

(Invitrogen, USA)هاي ، آنزیم NcoI و EcoRI (Takara, Japan) 

هاي  توالی.  آغازگرهاي رفت و برگشت قرار داده شدند5ترتیب در َ به

R : و GATTGCGGTGATTGGCGACCATGG: Fنوکلئوتیدي 

GGGCAGCGGGTCACAATGGAATTC ثیر قطعه کبراي تMx1 

 Macrogen (South Korea) تک طراحی شده و توسط شرbp 102طول  به

 بافت ریه و طحال چند موش آزمایشگاهی پس RNA .ساخته شدند

    High Pure RNA Tissue Kitشدن با استفاده از  از یکنواخت

(Roche, Germany)پس از تکثیر ژن .  استخراج شدMx1 با آزمایش 

Reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) ،

   .نظر در وکتور کلون شد موردقطعه 

دار  هاي جنین مرغ براي تهیه واکسن غیرفعال، ویروس آنفلوانزا به تخم

آلانتوییک در شرایط استریل برداشت  شده و مایع آمینو  روزه تزریق10-9

 غیرفعال شده 1000 در یکبه نسبت  آمده با فرمالین دست  ژن به آنتی. شد

 به یک به نسبت (Dose finding)  نیازژن مورد و پس از محاسبه دز آنتی

براي انجام مرحله سوم و  . پیش از تزریق مخلوط شدMx1 با هفت

موسسه تحقیقات  (Balb/c سر موش ماده 50، تعداد Mx1ارزیابی اثر 

 g 21  هفته و میانگین وزنیهفتبا سن ) سازي رازي، کرج واکسن و سرم

)  سر20(ه تیمار و یک گرو)  سر10هر گروه (در سه گروه کنترل 

  .بندي شدند دسته

خانه، براي  ها با محیط حیوان در گام اول پس از سازگاري موش

بادي علیه ویروس آنفلوانزا، سه روز پیش از  اطمینان از عدم وجود آنتی

بادي  شده و عیار آنتی گیري ها خون طور تصادفی از موش شروع تزریق به

 و الایزا (HI)ن گلوتیناسیوت از آهاي ممانع هاي سرم با آزمایش در نمونه

: Aنترل کهاي مورد آزمایش عبارت بودند از گروه  گروه. بررسی شد

فقط دریافت : Bنترل ک، گروه Mx1سن آنفلوانزا و یاور کبدون دریافت وا

دریافت توام : Dسن و گروه تیمار کفقط دریافت وا: Cنترل کیاور، گروه 

  .سن و یاورکوا

ها، تزریق در  بندي اساس گروه بر) زریقنخستین ت(در روز صفر 

آور   یاد14در روز .  انجام شدml 1/0 میزان محل عضله چهار سر ران به

 Dهاي گروه   موش28در روز . هاي گروه تیمار تزریق شد اول به موش

 تقسیم D2 و D1طور تصادفی به دو گروه مساوي  گیري به پس از خون

هاي  بادي در نمونه عیار آنتی. ق شد یادآور دوم تزریD2شدند و به گروه 

. اي تا پایان دوره آزمایش بررسی شد شده در فواصل دو هفته سرم گرفته

 اخلاقی موارد. شدند ها توزین می گیري موش پیش از هر نوبت خون

 و آب مناسب و کافی دوره آزمایش شامل دریافت در ها موش داري نگه

طور کامل  به و واکسیناسیونگیري  خون هنگام به تنش عدم ایجاد غذا،

  .رعایت شد

هاي  در نمونهبادي علیه ویروس آنفلوانزا   تعیین وجود آنتیبراي

 و HIهاي  سرم و نیز ارزیابی اثر یاور بر افزایش پاسخ ایمنی، آزمایش

 μl 25روپلیت ک، در هر گوده میHIمایش م آزنجااي ابر. الایزا انجام شد

 از μl 25.  ریخته شدμl 50 PBS آن 12هاي ستون  و در گوده

ستون . ریخته شد) G تا A(هاي سرم در اولین گوده هر ردیف  نمونه

 عنوان کنترل ویروس در  بهHعنوان کنترل گلبول قرمز و ردیف   به12

 μl. هاي دو برابر از هر سرم در هر گوده تهیه شد رقت. نظر گرفته شد

هاي   در گودهHA واحد چهارژن اختصاصی ویروس داراي   از آنتی25

پس از مخلوط کردن، میکروپلیت نیم .  ریخته شد11 تا یکستون 

نسبت % (1 گلبول قرمز μl 25. ساعت در دماي آزمایشگاه قرار داده شد
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پس از مخلوط کردن و قرار دادن . ها اضافه شد به همه گوده) حجمی

اي  مدت نیم ساعت در دماي آزمایشگاه، رسوب و توده میکروپلیت به

ه مشاهدگوده خرین آقت رعکس . هاي قرمز بررسی شد  گلبولشدن

 آزمایش الایزا 17.شدنظر گرفته دي در نتیباان عیار آعنو به، HIه در شد

 ProFLOk® Avian Influenza Virus Antibody Testیت کبا استفاده از 

(Synbiotics, USA)  شرکت سازنده انجام شدارکدستوربر اساس .  

 و ارزیابی Mx1حتمالی آسیب بافتی ناشی از براي بررسی آثار ا

ها بازرسی روزانه بافت محل  ضرري آن، علاوه بر توزین موش بی

. شد هاي موضعی مانند قرمزي و تورم انجام می نشکتزریق از نظر وا

، Aهاي  هاي ریه و طحال از گروه در روز هفتم پس از تزریق، نمونه

B و D شد و مقاطع بافتی با  براي بررسی هیستوپاتولوژي گرفته

استفاده از پردازش آماري با  .آمیزي شدند هماتوکسیلین و ائوزین رنگ

 ,SPSS software, version 11 (SPSS و باOne-way ANOVAآزمون 

Inc., Chicago, IL, USA)مورد خطاي بیشینه.  صورت گرفت 

 .شد گرفته نظر  در%95 و ضریب اطمینان 05/0پذیرش برابر با 

  

  
توپ خطی   تعداد مشابه اپیMx3/HA و Mx2/HAهاي  در سازه

هاي  ترین امتیاز در موقعیت  با بیشTتوپ سلول   و اپیBسلول 

توپ خطی سلول   اپیک داراي یMx1/HAسازه . سان تعیین شدندکی

Bتوپ سلول   اپیکو ی) 1جدول  (چهارتر در موقعیت   بیشT 

 Mx1ه هر دو با توالی ک) 2جدول ( بود پنجت تر در موقعی بیش

(SVLEALSGV)ژنسیته  هاي آنتی  مقیاسبر اساس.  مرتبط هستند

Tangaonkar و Kolaskarژنی براي   میانگین احتمال آنتیMx1 برابر 

 در مقایسه 864/0 برابر با Mx3 و Mx2و براي ) 1ل کش (241/1با 

  .برآورد شد) HA) 857/0با توالی 

ژنی یک  گوریتم امتیاز بیش از یک بیانگر توان آنتیدر این ال

 بیش از دو سازه دیگر امکان Mx1/HAمولکول است، بنابراین سازه 

اصلاحات .  ویروس را داردHAافزایش پاسخ ایمنی ایجاد شده علیه 

           پس از ترجمه در هر سه سازه مشابه بود و تعداد دو جایگاه

N-و دو جایگاه148 و 139هاي آمینه  گلیکوزیله در موقعیت اسید    

O-(beta)-GlcNAcتعیین شدند101 و 24هاي آمینه   اسید  در موقعیت .  

  مار ـهاي کنترل و تی هاي سرم موش بادي نمونه ار آنتیـمیانگین عی

نتایج این .  آمده است3 در جدول HIهاي الایزا و  با استفاده از روش

فعال  ژن غیر  تیمار شده با آنتیهاي دهد در موش ها نشان می آزمایش

بادي در طول دوره  ، یکنواختی در عیار آنتیMx1آنفلوانزا و یاور 

بادي در طول دوره آزمایش  آزمایش وجود داشت و افزایش عیار آنتی

دار ارده بودند معنکفعال دریافت  ژن غیر فقط آنتیه ک Cنسبت به گروه 

  هاي موش% 78ور، بیش از ادآـق یـپس از دو بار تزری). =01/0P(بود 

  
  Mx1/HA در سازه Bهاي خطی سلول  توپ گویی اپی پیش :1 جدول

  جایگاه

  پایان

  جایگاه

  آغاز

  توالی اسید آمینه

18 

37 

47  

75  

85  

95  

102  

123  

133 

159 

176 

196 

216 

256 

270 

292 

315 

357 

369 

381 

415 

428 

463 

485 

507  

539 

569 

4 

27  

41  

62  

79  

88  

112  

117  

126 

141 

170 

189 

205 

244 

262 

282 

306 

321 

362 

375 

402 

423 

445 

478 

497 

533 

544 

  

SSVLEALSGVALPRE 
  

PLMAILLVVTT 
  

DKICIGH  
  

TNVPTHAKELLHT 
  

EMLCATN 
  

RPLILDTC 
  

YGNPSCDLLLG 
  

SYIVERS 
  

VNGTCYPG 
  

LRTLFSSSSSYQRIQIFPD 
  

SKSCSDS 
  

GLYPIQDA 
  

DILFVWGIHHPP 
  

KPLIGPRPLVNGL 
  

YYWSILKPG 
  

IAPWYGHVLSG 
  

GNCWQCQPE 
  

STLPFHNISKFAFGICPKYIGVKSLKLAIGLRNVPAK 
  

LFGAIAGP 
  

PGLVAGW 
  

QKAVDKITSKVNTI  
  

YEIIDH 
  

IQDVWAYNAELLVLLE 
  

LYNKVKRA 
  

CFELYHKCDDQ 
  

IEGVKLE 
  

YKILTIYSTVASSLVLAIGFAAFLFW  

گویی   پیشIEDBافزاري   با استفاده از برنامه نرمBهاي  هاي خطی سلول توپ توالی اسید آمینه اپی

  .هاي آغاز و پایان هر موتیف مشخص شده است جایگاه. شدند

  ها یافته
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  Mx/HAهاي   با امتیاز بالا در سازهTهاي سلول  توپ گویی اپی  پیش:2جدول 
  

Mx1 جایگاه  
  

Mx2 جایگاه  
  

Mx3  جایگاه  

KLAIGLRNV 
  

VLLENQKTL 
  

SVLEALSGV 
  

SVLEALSGV 
  

LIAPWYGHV 
  

YIGVKSLKL 
  

FIEGGWPGL 
  

KITSKVNTI 
  

KIDDQIQDV 
  

TLDEHDANV 

346  

460 

5  

265  

281  

339  

369  

407 

443 

467  

KLAIGLRNV 
  

VLLENQKTL 
  

SVLEALSGV 
  

LIAPWYGHV 
  

YIGVKSLKL 
  

FIEGGWPGL 
  

KITSKVNTI 
  

KIDDQIQDV  
  

TLDEHDANV  

346  

460  

265  

281  

339  

369  

407 

443 

467  

KLAIGLRNV 
  

VLLENQKTL 
  

SVLEALSGV 
  

LIAPWYGHV 
  

YIGVKSLKL 
  

FIEGGWPGL 
  

KITSKVNTI 
  

KIDDQIQDV 
  

TLDEHDANV  

346  

460  

265  

281  

339  

369  

407 

443 

467  

  .گویی شدند  پیشSYFPEITHافزاري   با استفاده از برنامه نرمTهاي  هاي سلول توپ  اسید آمینه اپی9توالی 

  
 Mx1فعال آنفلوانزا و یاور  ژن غیر نترل و تیمار شده با آنتیکهاي  هاي سرم موش بادي علیه آنفلوانزا در نمونه میانگین عیار آنتی: 3جدول 

پیش از  روز سه  گروه  روزهاي پس از تزریق

  70  56  42  )یادآور دوم (28  )یادآور اول (14  7  زریقتنخستین 

  

HI±SD 73/0±19/0 71/0±23/0  86/0±18/0  73/0±21/0  77/0±22/0  71/0±22/0  91/0±25/0  
  

A  

   )بدون تزریق(

ELISA±SD 311±22/85  59/86±321 329±17/85  329±61/77  332±57/76  335±88/69  331±43/77  

  

HI±SD 72/0±22/0  78/0±21/0  83/0±27/0  79/0±23/0  85/0±23/0  93/0±26/0  04/1±22/0  
  

B  

   ) یاورتزریق(

ELISA±SD 315±67/87  13/85±319 319±61/79  333±66/84  330±17/87  335±63/86  335±24/79  

  

HI±SD 81/0±21/0  *23/2±26/0 **28/4±42/0  **76/4±42/0  **12/5±42/0  **23/5±42/0  **39/5±42/0  
  

C  

   )سنکتزریق وا(

ELISA±SD 321±43/79  61/83±765 **2834±34/101  **3689±39/118  **4656±32/134  **4817±26/141  **4929±76/139  

  

HI±SD 78/0±23/0  *38/3±27/0  **35/5±42/0  ***21/6±42/0  ***53/6±42/0  ***53/6±42/0  ***61/6±42/0  D1 )تزریق توام  

  یادآورکبا ی
  

ELISA±SD 313±19/78  *67/89±1112 **3547±47/146  **4231±56/151  ***5528±16/153  ***5937±68/173  ***6039±49/177  

  

HI±SD 78/0±18/0  *12/3±25/0  **40/5±42/0  ***33/6±42/0  ***78/6±42/0  ***81/6±42/0  ***93/6±42/0  D2 )تزریق توام  

  )با دو یادآور
  

ELISA±SD 334±20/81  *58/93±1234 **3498±56/143  **4346±39/150  ***6117±54/155  ***6337±43/179  ***6517±33/181  

  .)=05/0P=، ** 01/0P= ،*** 001/0P * (شد گرفته نظر در دارا معن=05/0Pشده و  گزارش معیار انحراف ±میانگین صورت به نتایج
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 بـا اسـتفاده از الگـوریتم        Mx1/HAژنیـسیته    گویی خاصـیت آنتـی     پیش: 1شکل  

Kolaskar-Tongaonkar.  ژنیک بودن ایـن      دهنده آنتی   نشان) 241/1(از یک     میانگین بیش

 HAهـاي مختلـف    هـا در موقعیـت       و بقیه پیک   Mx1 مربوط به    1-20 موقعیت    پیک. سازه است 

  .اند ویروس پراکنده

  
 برخوردار (Log2) ششبادي بیش از   از میانگین عیار آنتیD2گروه 

دریافت  که یک نوبت تزریق یادآور را D1هاي گروه  بودند که با موش

ها در تمامی  میانگین وزن موش). =001/0P(کرده بودند متفاوت بود 

و در بازه زمانی ) <05/0P(هاي کنترل و تیمار تفاوتی نداشت  ه گرو

اي  نش ناخواستهکگونه وا هیچ.  رسیدg 37  بهg 21 آزمایش از میانگین

در آزمایش هیستوپاتولوژي . دنیز در طول دوره مطالعه مشاهده نش

نش کگونه وا ننده یاور، هیچک هاي دریافت هاي ریه و طحال موش نمونه

  . مشاهده نشدMxالتهابی مشخصی در اثر تزریق 

  

  
هاي  هاي اخیر آنفلوانزا، انتقال مستقیم ویروس گیري با بروز همه

هاي جدید با رخداد تلفات  پرندگان به انسان و افزایش تحت تیپ

هاي فراوانی براي ارایه  ، تلاشH7N9 و H5N1انسانی بالا مانند 

سازي   در ایمن19و18.هاي توانمند و موثر صورت گرفته است واکسن

فعال  هاي غیر هاي انسانی و پرندگان علیه آنفلوانزا از واکسن جمعیت

 علاوه بر کیفیت ها کارایی این واکسن. شود طور گسترده استفاده می به

ژن به میزبـان هدف نیز بستگی دارد و وضعیت ایمنی، سلامت و  آنتی

هاي آنفلوانزا  زایی واکسن سن میزبان از عوامل مهم تاثیرگذار بر ایمن

 که مصرف  یند تولید این واکسنا فر20.ها هستند در تمام گونه

یروس اي در انسان و پرندگان دارد شامل رشد و تکثیر بذر و گسترده

و غیرفعال کردن ) دار و یا کشت سلول مرغ جنین در تخم(آنفلوانزا 

تنهایی در القاي  ها به سنکاما این نوع وا. مایع حاوي ویروس است

 ها و APCسازي  ارایی مناسبی ندارند و براي فعالکهاي ایمنی  پاسخ

تر پاسخ هومورال اختصاصی، استفاده از  برانگیخته شدن هرچه بیش

سیل القاي نمناسب و بدون اثرات جانبی براي تقویت پتا یاور کی

  21.نار عامل ایمونوژن ضروري استکایمنی در 

 آزهاي بزرگ نشانگر القاي اینترفرون Mx ،GTPهاي  ینیپروت

 در این 12ردشان در تنظیم سامانه ایمنی،کهستند و با توجه به عمل

زیستی فاقد  یاور کعنوان ی  بهMxین یتحقیق ایده استفاده از پروت

در این . ل گرفتکاثرات جانبی براي استفاده در واکسن آنفلوانزا ش

مطالعه ابتدا توانایی القاي پاسخ ایمنی سه موتیف در دامنه القا 

ترین همسانی و حفظ شدگی بین سه   که بیشMxین یاینترفرون پروت

 مورد ارزیابی in silicoگونه انسان، موش و پرنده را دارند در شرایط 

  .قرار گرفت

هاي محافظت شده  توپ ژنی و شناسایی اپی آگاهی از توان آنتی

. کند زا کمک می به درك امکان القا سامانه ایمنی علیه عامل بیماري

 ویروس آنفلوانزا نقش اساسی در شناسایی HAین سطحی یگلیکوپروت

 زایی هاي هدف، اتصال و نفوذ ویروس به سلول و بیماري سلول

ژنی بین  ترین خصوصیات آنتی ند و داراي بیشک ویروس ایفا می

پروتئاز میزبان این مولکول را به . هاي ویروس است ینیپروت

ه کهایی  توپ هاي اتصال و اپی  داراي مکانHA2 و HA1هاي  زیرواحد

رده و در نتیجه کتبدیل  ننده هستند،ک هاي خنثی بادي هدف اولیه آنتی

امل حذف و کطور  ین عفونت ویروس را بهیپروتبادي علیه این  آنتی

   22.ندک خنثی می

 Mx1ژنی   میانگین آنتیTongaonkar و Kolaskarبا استفاده از 

تر از دو موتیف دیگر و برابر با   ویروس بیشHAمتصل شده به 

در این الگوریتم امتیاز بیش از یک بیانگر توان .  محاسبه شد241/1

توان چنین استنباط کرد که   بنابراین میژنیک یک مولکول است، آنتی

 HA بیش از دو سازه دیگر و نیز نسبت به مولکول Mx1/HAسازه 

 ایمنی پاسخ نوع دو هر ایجاد. امکان ایجاد پاسخ ایمنی را دارد

ژن پردازش شده   و آنتیTسلول  کنش برهم نیازمند سلولی و هومورال

 در این T سلول  وBهاي خطی سلول  توپ افزایش تعداد اپی. است

 در تحریک Mx1هاي دیگر نیز موید اثر احتمالی  سازه نسبت به سازه

  بحث
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کمک به تاخوردگی . هاي ایمنی علیه عفونت آنفلوانزا است پاسخ

 و افزایش ظرفیت اتصال در صورت تشکیل HAین یدرست پروت

هاي  تریمر، مهمترین هدف گلیکوزیله شدن این مولکول در سلول

هاي  ین در تمام تحت تیپیاگرچه این پروت.  استآلوده شده میزبان

 حتی در  شود اما تعداد و موقعیت آن ویروس آنفلوانزا گلیکوزیله می

تر در  ها بیش این جایگاه. هم متفاوت است ژنی با هاي آنتی واریته

در .  قرار دارندHA1ژنی سر کروي مولکول   آنتی اطراف ناحیه

 HAگلیکوزیله در ژن -N  تعداد هفت جایگاهH9N2هاي  ویروس

 در 23. قرار دارندHA2تاي آنها در زیرواحد  مشخص شده که دو 

  اصلاحات پس از ترجمه سازه طراحی شده تعداد و موقعیت جایگاه

N-هاي  داده. هاي ثبت شده نداشت گلیکوزیله تفاوتی با ویروس

تواند در   میMx1ایمنوانفورماتیکی بیانگر این هستند که موتیف 

یش ایمنی اختصاصی علیه ویروس آنفلوانزا اثر گذاشته و خاطره افزا

  .مناسبی ایجاد کند

-ایشگاهی این مطالعه، از اثر فعالدر گام دوم در شرایط آزم

متیله در توالی   غیرCpGنندگی سامانه ایمنی ذاتی الیگونوکلئوتیدهاي ک 

DNA وکتور pcDNA3.1(+) براي طراحی یاور زیستی Mx استفاده 

. اي بر القا ایمنی علیه ویروس آنفلوانزا داشته باشد ا اثر فزایندهشد ت

 شناسایی شده و از چند مسیر انتقال پیام TLR9این موتیف توسط 

 TLRهاي داخل سلولی  پیام. کند داخلی ایمنی ذاتی را تحریک می

هاي تخصص یافته دندریتیک پلاسماسیتویید گرفته  فقط توسط سلول

 در آلودگی با Tهاي   سلولCD4ها براي پاسخ  این پیام. شوند می

در پاسخ به این آلودگی، فعال شدن . ویروس آنفلوانزا مورد نیازند

 سبب فعال شدن فاکتورهاي رونویسی TLRمسیرهاي انتقال پیام 

ین یوجود پروت. شود  میMAPK و IRF-3 ،NF-κBکلیدي شامل 

MyD88 براي انتقال پیام TLRین نشانگر یت این پرو24. ضروري است

تمایز میلوییدي و یک سازگار کننده درون سلولی است که نقش 

   25.مهمی در تنظیم سامانه ایمنی ذاتی دارد

 و در نهایت IRF3سبب فعال شدن  MyD88 فعال شدن مسیر

هاي سامانه ایمنی  این فاکتور از ژن. شود  میNF_қBفاکتور رونویسی 

از مهمترین سدهاي دفاعی بدن کند که   رونویسی میγمانند اینترفرون 

هاي آلوده  کننده ماکروفاژها در حذف سلول ها و فعال در برابر ویروس

زا  سزایی در تعیین نوع پاسخ ایمنی علیه عوامل بیماري است و نقش به

هاي سرولوژي حاصل از تجویز   نتایج آزمایش27و26.عهده دارد بر

داد میانگین عیار  نشان Mx1فعال آنفلوانزا و یاور  ژن غیر آنتی

شده با واکسن  هاي ایمن بادي علیه ویروس آنفلوانزا در موش آنتی

تنهایی  هاي کنترلی است که واکسن را به تر از موش داراي یاور بیش

که دو بار  D2Mx1افزایش عیار در گروه تیمار . اند دریافت کرده

ت  با یک نوبD1Mx1 یادآور دریافت کرده بودند بیش از گروه تیمار

 پاسخ ایمنی ي سبب القاMx1ترتیب یاور  بدین. تزریق یادآور بود

ویژه پس از دو بار  هومورال مناسب در برابر ویروس آنفلوانزا به

تر در  طور کلی تکرار تزریق یادآور بیش  به.دریافت یادآور شده است

شود  هایی که ایمنی قبلی نسبت به آنفلوانزا ندارند توصیه می جمعیت

هاي داراي ایمنی  بادي در جمعیت انی بر افزایش عیار آنتیو اثر چند

  28.محافظت کننده ندارد

اي از یاورهاي  هاي اخیر محققان بر روي اثر دامنه در سال

ها و بررسی  ها و نیز مشتقات باکتري مولکولی مانند سایتوکین

آگاهی از نوع . اند چگونگی افزایش اثربخشی آنها متمرکز شده

کند تا بین یاور و ایمونوژن،  ین امکان را فراهم میرد یاور اکعمل

 29و6.هماهنگی براي افزایش چند برابري در کارایی واکسن ایجاد شود

 که هایی ولکاران نشان داده شد مولک و همKobiyamaدر مطالعه 

کنند،   فعال میSTING-TBK1 ایمنی ذاتی را از مسیر هاي پاسخ

 DNAزایی  ی براي تقویت ایمنیعنوان یاورهاي ژنتیک توانند به می

 در همان 30.واکسن آنفلوانزا در مدل موش مورد استفاده قرار گیرند

 و همکاران بیان کردند در تحریک سامانه ایمنی ذاتی Jalilianسال 

 31.عهده دارند اي نقش مهمی بر علیه ویروس آنفلوانزا، یاورهاي ذره

 مسیر انتقال پیام  با هدف قرار دادن®IC31توالی پپتیدي سنتتیک 

TLR-9هاي ایمنی سلولی و هومورال در   سبب افزایش پاسخ

   32.شود هاي فصلی آنفلوانزا می واکسن

Mizel هاي  زایی واکسن و همکاران براي افزایش توان ایمنی

VLPعنوان  آمده از باکتري سالمونلا به دست ه آنفلوانزا از فلاژلین ب

 و همکاران نشان دادند Sadeghi تازگی به 33.یاور استفاده کردند

 ایمنی علیه ویروس آنفلوانزا هاي پاسخ سبب افزایش 1-هموکینین

کننده سامانه ایمنی بوده و با تحریک  این الیگونوکلئوتید تنظیم. شود می

 اینترفرونی نوع یک هاي پاسخسمت  بادي در تغییر مسیر ایمنی به آنتی

  34.موثر است

دهند که   بر روي یاورها نشان میها ژوهشپآمده از  دست  بههاي یافته

افتد و  کنندگان واکسن به فراوانی اتفاق می هاي جانبی در دریافت واکنش
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کننده واکسن،  سط دریافتعدم سمیت یک ترکیب و تحمل آن تو

   10.عنوان یاور است مهمترین مساله براي معرفی آن به

تصاصی و  سبب القا ایمنی هومورال اخMx1در این مطالعه یاور 

هاي موش تحت  بادي علیه ویروس آنفلوانزا در گروه افزایش عیار آنتی

هاي موضعی و عمومی در  نشکگونه وا ه هیچکآن دون آزمایش شد ب

ها و عدم  گیري طبیعی موش وزن. هاي روزانه مشاهده شود بازرسی

هاي التهابی ناخواسته موضعی و اثرات جانبی در طول  بروز واکنش

، همچنین نتایج حاصل از آزمایش هیستوپاتولوژي دوره آزمایش

این .  اثر سویی بر روي حیوان نداردMx1ه یاور کبیانگر این هستند 

شود و چون براي بدن بیگانه  هاي میزبان بیان می یب در بافتکتر

زیستی سبب بروز حساسیت  هاي غیر نیست برخلاف بسیاري از یاور

یلاکسی، سمیت شیمیایی  آنافكهاي شدید سیستمیک، شو نشکو وا

هاي بافتی  ژن هاي متقاطع با آنتی نشکهاي بدن و وا براي بافت

 توان Mx1ه یاور کهاي این پژوهش بیانگر این هستند  داده. شود نمی

 هومورال علیه ویروس هاي پاسخ سامانه ایمنی و افزایش کتحری

 ارزیابی میلی برايک تهاي انجام آزمایشبا این وجود . آنفلوانزا را دارد

ار ک و بررسی ساز و  ژن آنتییب با کان ترکمیزان پایداري، چگونگی ام

 هاي پاسخ و القا کان تحریک ارزیابی ام.ردي آن ضروري استکعمل

ایمنی سلولی علیه ویروس آنفلوانزا توسط این یاور هدف مطالعه 

  .بعدي است

 نامه مقطع دکتراي تخصصی از پایان مقاله بخشیاین : سپاسگزاري

باشد که با  می 11/6/28088  و کد1393در سال شناسی  ویروس

.  شده استاجراسازي رازي  سن و سرمک موسسه تحقیقات واحمایت

اران محترم که ما را در انجام این مطالعه یاري کوسیله از کلیه هم بدین

ویژه بخش حیوانات آزمایشگاهی و نیز از معاونت پژوهشی  دادند به

  .شود انشگاه تهران، صمیمانه سپاسگزاري میی دکده دامپزشکدانش
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Background: In the last decade due to emerge and remerge of influenza viruses, quality 

improvement of vaccines to increase immune responses in target populations have been 

more necessary. The potential of biologic adjuvant to stimulate and induce immune sys-

tem is the basis of modern researches in prevention and controlling program of infec-

tious diseases. In this study, the effect of the coding sequence of cellular Myxovirus re-

sistance (Mx) protein as a biological adjuvant for inducing humoral immune response 

against influenza virus was investigated. 

Methods: The experimental study was performed on Balb/c mice in Razi Vaccine and 

Serum Research Institute from June to November 2014. Three conserved motifs of Mx 

were selected following sequence alignment between human, mouse and bird species. 

Potential of the motifs for stimulation immune responses against influenza virus were 

evaluated using in silico analysis. Based on the immune informatics data Mx1 sequence 

was the best immune inducer and cloned into pcDNA3.1 vector. Then formulated with 

inactivated H9N2 influenza antigen as adjuvant and injected to mice groups. The sera 

of vaccinated mice were collected prior to priming and boosting injections and also at 

defined weeks and analyzed with serological assays. Histopathological examination 

was done for evaluation of the vaccine and adjuvant safety. 

Results: The mean weight of the Balb/c mice in all control and treatment groups was 

similar and ranged from 21 to 37 gr (P= 0.05). The difference in increasing antibody 

titers against influenza virus in immunized mice who received Mx1-adjuvanted vaccine 

especially in second boosting was significant (P= 0.01) compared to the vaccine alone 

group. More than 78% of the immunized mice receiving two-time boosting have the 

mean antibody titer of >6 (Log2) which was higher (P= 0.001) comparing to the mice 

with one booster injection. 

Conclusion: These data revealed that Mx1 as biological adjuvant was able to increase 

antibody titer and induction memory immune responses against influenza immunization 

without causing any side effects. 

 
Keywords: bio adjuvant, immunization, inactivated vaccine, influenza, Myxovirus resis-
tance proteins. 
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