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  مرکز تحقیقات سرطان المان استادیار - 2

  شعبه اراك -سازي رازي سسه واکسن و سرمؤم استادیار - 3

  دانشگاه تبریز ، دانشکده دامپزشکی آموخته دکتري عمومی دامپزشکی، دانش - 4
  

  51666 -16471تبریز، صندوق پستی * 
m.firouzamandi@tabrizu.ac.ir 

  )18/11/95: پذیرش مقاله  13/12/94: دریافت مقاله(
  

ي پرندگان و طیور ها کشنده است که اغلب گونهویروسی واگیردار بیماري نیوکاسل یک بیماري  -چکیده
و  Fدر این بیماري هر دو ژن . آید می کند و یک تهدید مهم براي صنعت طیور به حساب تجاري را مبتلا می

HN  هاي  واکسن یایمن این تحقیقدر . باشند می ي خیلی مهم و اساسی براي ایجاد عفونت و بیماريها ژناز
DNA  يها ژنساخته شده از HN وF  ویروس بیماري نیوکاسل هرکدام به طور مجزا از همpIRES/HN, 

pIRES/F هردو ژن باهمهمچنین  و pIRES/HN/F قبلیي در مطالعه. مورد مطالعه و بررسی قرار گرفته است 
 در این مطالعه تجزیه وتحلیل .به اثبات رسیده بودار داده شده در شرایط آزمایشگاهی ي قرها ژن یژنآنتی بیان

 )زاري از هرگونه آلودگی و عامل بیماريعا( SPFي ها جوجهاز سرم بدست آمده از  HI تست الایزا وتکنیک 
القاي به قادر  ،DNA (pDNA)واکسن  با بار واکسیناسیون 2انجام  نشان داد که DNAواکسینه شده با واکسن 

  monocistronicمید با استفاده از پلاس) P<0.05( بادي و تولید قابل توجهی از تیتر آنتی هومورال ایمنی
)pIRES/HN  وpIRES/F (و bicistronic )pIRES/HN/F (هفته بعد از دومین واکسیناسیون  یکpDNA 
 بطوردوم پاسخ  بار در ها جوجهدر DNA با واکسن سازي که ایمن دهدنتایج نشان . شود می )ن یاداورواکس(

که داراي هردو  pIRES/HN/Fمید همچنین واکسیناسیون با پلاس .دهد می بادي را افزایشآنتیتولید آمیز  موفقیت
 pIRES/Fو pIRES/HNيها پلاسمیدبادي در مقایسه با واکسیناسیون با تري از آنتی پاسخ قويتواند  ، میژن است

  .باشد ،ن هستندژکه داراي فقط یک 
  

  .ویروس بیماري نیوکاسل بادي،پاسخ آنتیواکسن،  DNA :واژگانکلید
  
  مقدمه -1

 :Newcastle Disease Virus( ویروس بیماري نیوکاسل

DV( زایی بالا ه عنوان یک ویروس کشنده با عفونتب
-بسیاري از حیوانات اهلی و گونهشناخته شده است که 
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کل  .]1[دهدقرار می تأثیرهاي وحشی پرندگان را تحت 
 ژن ساختاري با 6نکلئوتید با  15186ژنوم آن شامل 

 8ه حداقل کاست،  NP-P-M-F-HN-L-5́ -3́́ترتیب 
پروتئین ( Fپروتئین. ]2،3 [کندگذاري میپروتئین را کد

 یایز بیماري مربوط به پروتئین مهمترین) ترکیب و امتزاج
ي نقش مهمی در آغاز عفونت به واسطهویروس است که 

ترکیب ویروس روي غشاي سلولی میزبان را داشته و 
به ورود به غشاي سلول میزبان  ویروس را قادر

یک ) نورآمینیداز -هماگلوتینین( HNپروتئین . ]1[سازد می
گلیکوپروتئین چند عملکردي است که نقش مهمی در 

هاي ترکیبی فعالیتروس داشته و باعث افزایش اتصال وی
اهداف اصلی براي  Fو  HNهاي پروتئین. ]1[شودمی

. ]4،5[هستند پاسخ ایمنی به ویروس بیماري نیوکاسل
دهندگان پرورشدر واکسیناسیون  ايه هبرناماجراي 

هاي غیرفعال و یا واکسنبا استفاده از معمولا طیور
متاسفانه . استتخفیف حدت یافته هاي زنده واکسن

به علاوه . نیاز یه تکرار دارد سازي غیرفعال موقتی وایمن
هاي غیرفعال زمان بر، مشکل، ون با واکسنواکسیناسی

  . باشدمیهزینه بر واغلب ناکارامد 
 مان مزایاي ایمنولوژیک مثل ایمنیه DNAواکسیناسیون 

را  خفیف حدت یافتهزنده تهاي میکروارگانیسم با سازي
و  زنده زایی ویروس عفونتهاي مربوط به بدون نگرانی

به شکل گسترده زایی ویروس را  برگشت به حال بییماري
تحریک باعث  DNAي ژنتیکی ها واکسن. دآور می فراهم

و  سلولیمورال و سیستم ایمنی هو زمان سیستم ایمنی هم
سی و زاي ویروعوامل بیماري ایجاد ایمنیت در مقابل

براي مقابله با این عوامل فعال که  نمایند می باکتریایی
. ]6[نیاز استحفاظت  براينوع پاسخ ایمنی  دو هرشدن 

 هايایمنی در برابر سویهایجاد ها براي این قبیل واکسن

براي . اند گرفته مورد استفاده قرار اري نیوکاسلویروس بیم
حفاظت در % 40و همکاران بیش از  Sakaguchi: مثال

با استفاده از واکسیناسیون  ویروس بیماري نیوکاسلبرابر 

DNA  استفاده از تک ژن باF  ویروس بیماري نیوکاسل
بدون وارد کردن ژن داخل وکتور (به حالت خطی 

در  حفاظتدر این تحقیق . اند را گزارش کرده )حلقوي
 DNAپلاسمید استفاده از با  برابر ویروس نیوکاسل

مشاهده ویروس بود،  Fي ژن بیان کنندهکه حلقوي 
و همکاران   Lokeي دیگر توسطدر یک مطالعه. ]7[دنش

سازي  بعد از ایمنی% 50با حفاظت  و بادي تیتر بالاي آنتی
 F ژني کنندهمید خطی و حلقوي بیانپلاس دو نوع با هر

اخیر  هايگزارش. ]8[ویروس نیوکاسل گزارش شده است
براي  HNو F ي ها نوع گلیکوپروتئین دو نشان داد که هر

بوده و دیگر یک تقویت فعالیت ترکیبی در تعامل با
ي هردونوع مید کدکنندهپلاس DNAسازي با  ایمنی

منی را براي طیف وسیع تري پروتئین ممکن است پاسخ ای
واکسن ژنتیکی  ،در مطالعه قبلی. ]9[ها القا کندتوپاز اپی
DNA  طراحی و درست براي ویروس بیماري نیوکاسل

در  pIRESي داخل شده به پلاسمید ها ژنو بیان  شد
سنجیده و مولکولی هاي مختلف  شگاه با روشسطح آزمای

پاسخ  يمطالعهبراي  حاضرتحقیق در بنابراین . شد ییدأت
اکسن و 3سازي با بعد از ایمن هاجوجه ،ایمنی القایی

بطور  HNو  F پروتئن يکنندهکد يها ژنکه حاوي جدید 
 نوع ژن دو یا هر (pIRES/HN and pIRES/F)جداگانه 

HN  وF باهم(pIRES/F/HN)  در یک بار و دو بار
   .ندمورد آزمایش قرار گرفتسیون اواکسین

  
  ها مواد و روش -2
عاري از ( SPFهاي جوجه DNAسازي  ایمن -2-1

  ) زاهرگونه عامل بیماري
اساس نوع پلازمید واکسینه  اي بر هفتهSPF 4ي جوجه 24

به  PIRESو  PIRES/F/HN ، PIRES/HNشده مثل 
جوجه در هرگروه  6گروه با  4عنوان کنترل منفی به 

 حلمید پلاس µg 100در این واکسیناسیون . تقسیم شدند
به ) بافر فسفات سالین( PBSبافر ماکرولیتر  200شده در 
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ي اکسن به شکل داخل عضلانی در عضلهو DNA عنوان
هاي تمام گروه. اي تزریق شدهفته 5هاي جهي جوسینه

از تلقیح اولیه  هفته بعد 3شده با دز مشابه در واکسینه 
نمونه خون ). ور دریافت کردندآواکسن یاد( تقویت شدند

 ه شده از رگ بالی به شکل هفتگیهاي واکسینوجهتمام ج
زمان انجام  تا -20ها در دماهاي سرم. آوري شد جمع
  .داري شدند هاي ایمنولوژیکی نگهتست

  
  ) اینهیببیشن -هماگلوتینین(HI  بررسی -2-2

با  Goughو  Allenتوسط  گونه که قبلاً آن HI تست
به شکل . ]10[اجرا شد ،بعضی تغییرات توصیف شده بود

از   µl 25ی چاهک 96شکل  V هايخلاصه در میکروپلیت
بعداز اضافه . به هر چاهک اضافه شدبافر فسفات سالین 

ژن از آنتی µl 50 (, µl 25(برابر رقعت از سرم  2کردن 
واحد  4در ) AF2240سویه ي  خالص شده ویروس(

بعد . اضافه شد ها به چاهک )HAU(فعالیت هماگلوتینین 
هاي از سلول RT، µl 25دقیقه انکباسیون در  30از 

ها قرار داده شده در چاهک) v/v( هاجوجه% 1خونی قرمز
قیقه انکباسیون د 45بعداز . گردیدو به طور کامل مخلوط 

ها در چاهک) لخته شدن(ناسیون آگلوتی  دماي اتاق رد
هاي قرمز عدم حضور ن سلولدلخته ش. شدبررسی 

هاي سرم نمونه در ضد ویروس بیماري نیوکاسل بادي آنتی
  .داد می را نشان

  
 آنزیمی واسطه با ایمنوسوربنت يها سنجش -2-3
  )الایزا(

ضد ویروس بیماري نیوکاسل در سرم بادي  تیتر آنتی
 بر) IDEXX,USA( کیت الایزا با استفاده ازها نمونه

  . اساس پروتکل شرکت سازنده تعیین شد
  
  تجزیه و تحلیل آماري -2-4

تحلیل قرار مورد تجزیه و  tده از تست ها با استفاداده

تعیین  p≤0.05 آماري برحسب داري دامنه معنیگرفت و 
از  خطاي استاندارد ±نتایج به صورت میانگین . شد

افزار آماري  ها با استفاده از نرمتمام آنالیز. میانگین بیان شد
minitap15  انجام شد 2010و ماکروسافت اکسل.  

  
  بحثنتایج و  -3
با استفاده از تست  NDV-HNبادي  تیترهاي آنتی -3-1

HI در آزمایش  
ویروس ژن از آنتی HAواحد  4با استفاده از   HIتست 

. جوجه انجام شد% 1هاي خونی و سلولبیماري نیوکاسل 
تعیین  ت از هر نمونه سرم ساخته شده و تیترهابرابر رقّ 2

نشان داده  1در جدول  HI نتایج میانگین تیترهاي. گردید
  .شده است

 وpIRES/HN میدهاي شده با پلاسهاي ایمنتمام جوجه
pIRES/F/HNها یک هفته بعد از هاي آنباديتیتر آنتی

. افزایش یافت) دومین واکسیناسیون( سازيدومین ایمن
سازي در هفته بعد از ایمن 3 ها بادياگرچه تیتر آنتی

 HI 3در هردو گروه تیتر  .ي پایینی قرار گرفتمحدوده
 log2 با) واکسیناسیون دوم( هفته بعداز واکسن یاداور

 ).1 جدول(افزایش یافت   log4.83±1.16و 3.83±1.6
هاي واکسینه شده با در جوجه HIیتر معناداري از ت

pIRES/HN هاي واکسینه شده با در مقایسه با جوجه 

pIRES/F/HN  ور یادآهفته بعد از واکسن  7و  5،6در
  .یافت نشد

  
   NDVبرابر در بادي آنتی پاسخ بررسی -3-2

 از استفاده با 1:500 رقت با سرمی با الایزا بادي آنتی تیتر
 میانگین .گرفت قرار ارزیابی مورد IDEXX الایزا کیت

 بوده 046/0 منفی کنترل میانگین و 165/0 مثبت کنترل
 فرمول به توجه با نمونه هر براي S/P نسبت و )1 شکل(

  :شده محاسبه زیر
 میانگین نسبت–منفی کنترل مینگین =S/P میانگین
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–مثبت کنترل میانگین / )نوري جذب میانگین(نمونه

   منفی کنترل میانگین
 گروه 4 در جوجه عاري از پاتوژن 24 آزمایش این در

 نخستین .شدند واکسینه پلاسمید DNA با مرتبه دو مجزا
 دریافت دوز دومین و هفتگی 5 سن در واکسیناسیون

  .شد تزریق ها مرغ به هفتگی 8 سن در) تقویتی دوز( کننده
 در سازي ایمن از بعد و قبل در S/P تیتر ،1 شکل با مطابق
 همه در. است شده داده نشان سازي ایمن دومین و اولین
 قابل طور به بادي آنتی تیتر، شده واکسینه يها گروه

 این با). P<0.05( بود بالاتر کنترل گروه به نسبت توجهی

 اولیه سازي ایمن از پس هفته 3 بادي انتی سطح، حال
 هاي جوجه تمامی در بادي آنتی تیتر .بود پایین همچنان
 pIRES/Fو  pIRES/F/HN، pIRES/HNبا  شده واکسینه

 در تیتر میزان توجهی قابل طور به و بوده مثبت
 نتایج همچنین ).P<0.05( بوده است بالا دوم واکسیناسیون

 در الایزا بادي آنتی تیتر ها نشان داد که آزمایش
و  Monocistronic (pIRES/F, pIRES/HN) يها پلاسمید

Bicistronic (pIRES/F/HN)تلقیح از پس هفته یک ، در 
 .داشت وجود اي مشاهده قابل تفاوت یک دوم

 
  سازيبعد از ایمن )log2( HIبا تست ) زاعاري از هرگونه عامل بیماري( SPFهاي بادي جوجهتیترهاي آنتی  1جدول 

  )=sd ; 6 n ±میانگین هندسی (ها واکسن DNAبا 
  هاي مختلف پس از واکسیناسیون بعد از هفته HIتیتر   نوع واکسن

  7 هفته  6ه هفت   5 هفته  4 هفته  3 هفته  2 هفته  
pIRES/HN 67/1 ± 8/0  67/1 ± 51/0  83/1 ± 75/0  67/3 ± 36/1  83/3 ± 6/1  83/3 ± 6/1  

pIRES/F/HN  5/1 ± 83/0  5/1 ± 54/0  67/1 ± 81/0  83/3 ± 98/0  57/4 ± 75/0  98/4 ± 16/1  
pIRES  1±0 17/1 ± 4/0  17/1 ± 40/0  33/1 ± 51/0  17/1 ± 40/0  17/1 ± 4/0  

 

 
گیري در هفته  بعد از خون. دهد می را نشان DNAي بعد از تزریق واکسن ها در هفته SDرا با ستون  S/Pنمودار ستونی نسبت   1 شکل

نشان  ها شده و بارهاي میله این اطلاعات با استفاده از روش الایزا تعیین. نیز تزریق شد) بار دوم(سوم بعد از تزریق اول واکسن یادآور 
  .دهنده میزان انحراف استاندارد است
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 دو در pIRES/F/HN پلاسمید با شده ایمني ها جوجه در
) کننده تقویت دوز( دوز دومین دریافت از بعد هفته سه و

 از) P<0.05( بالاتر توجهی قابل طور به بادي آنتی تیتر
 يها پلاسمید با تنها شده سازي ایمن يها جوجه

pIRES/HN  و یاpIRES/F باشد می.  
نشان داد  ها در روي بدن جوجه ها ازمایش از حاصل نتایج

بیان که  شده ساختهي ها پلاسمید با سازي ایمن که که
هستند که در اینجا   (co-expression) کننده هر دو ژن

pIRES/F/HN ایمنی پاسخ درنگ بی ،نامیده شده است 
پلاسمید بیان کننده یک  با واکسیناسیون به نسبت تري قوي

 شکل( شود می ایجاد pIRES/Fو  pIRES/HNژن همانند 
1(.  

 که همکارانش و Rayal توسط مطالعه یک نتایج
 + pIRES/HN ویروسی يها پروتئین با مرغ سازي ایمن

pIRES/F این از استفاده که داد نشان دادند می انجام را 
 مقابل در حفاظت ایجاد موجب% 73 تا تواند می روند

 در که است درحالی این و شود NDV به درگیري
 فقط NDV/Fو  NDV/HN با تنها شده واکسینه يها مرغ

 جلوگیري NDV به درگیري از% 66 و% 20 ترتیب به
 از کدام هر با شده ایمن يها مرغ حال هر به .کند می

 تا بیماري با درگیري در ویروس از حاصل يها واکسن
 واکسن که ییها آن به نسبت بیشتري مانی زنده امکان% 80
 این تحقیق يها یافته]. 14[ دارند اند نکرده دریافت را

 دو هر حضور که داد نشان قبلی هاي گزارش با مطابق
 به نسبت تريثرؤم طور به بدن دربا هم  F و HN ژن آنتی

 به را ایمنی سیستم ،تنهایی به ها ژن از کدام هر حضور
  ].11،12[ کند تحریک تواند می تري فعال شکل

 يها مرغ در بادي آنتی تیتر که شد داده نشان این تحقیق در
 سه و دو ،یک در pIRES/F پلاسمید با شده واکسینه

 از پس همچنین و DNA واکسیناسیون اولین از بعد هفته
 شده سازي ایمن مرغ از بالاتر کننده تقویت دوز دریافت

این  نتیجه بنابراین). 5 شکل( است بوده pIRES/HN با

 در NDV F ژن بیشتر ایمنی به مربوط است ممکن ها یافته
 حدت NDV در F ژن. دباش NDV HN ژن با مقایسه
]. 9[ داردالقا کننده عفونت  يها ژن سایر به نسبت بسیاري

 pIRES/F در بالا بادي آنتی تیتر افزایش این دیگر سوي از
  .باشد pIRES پلاسمید بخشی اثر به مربوط است ممکن

 که داد نشان نتایج حاضر مطالعه دربه بیان دیگر، 
 کلون pIRESپلاسمید   Bکه به قسمت  HN بادي آنتی
 از  Aاست که به قسمت Fبادي  آنتیکمتر از  ،است هشد

 پایین سطح این .کلون شده است pIRESپلاسمید 
 ازناشی  ترجمه کاهش دهنده نشان تواند می نیز بادي آنتی

 پلاسمید مورد استفاده در روي ها ژن جایگاهمتفاوت بودن 
  .باشد
 زمونآ با خوبی به حاضر مطالعه در الایزا از حاصل نتایج

HI قابل بودن بالا دهنده نشان دو هر و داشته مطابقت 
 دوز کننده دریافت هاي گروه در بادي آنتی تیتر توجه

  .باشد می تقویتی
 پس هفته 6-5 از بعد ها جوجه در بادي آنتی تیتر بالاترین

 pIRES/F/HN با کننده تقویت دوز با واکسن دریافت از
 زمان مشارکت هم که دهد می نشان نتایج این .مشاهده شد

 هومورال ایمنی افزایش موجب تواند می F و HN يها ژن
  .شود ویروس برابر در

 با F و HN يها گلیکوپروتئین تعامل که شود می تصور
 پلاسمید DNA با سازي ایمن نتیجه در و] 13،11[ یکدیگر

 .است داشته تنهایی به جز دو هر به نسبت بیشتري تأثیر
 و F ژن دو هر بیان وجود که دادند نشان قبلی مطالعات

HN بیماري با مقابل در ایمنی پاسخ ایجاد براي NDV 
  ].8،14[ است ثرترؤم

 و CMI)( سلولی ایمنی دو هر که است این بر تصور
بیماري  به عفونت برابر در را مهمی نقش هومورال
 در چه اگر ،]17-15[ کند می ایجاد ها مرغ در نیوکاسل

 واکسن از ناشی حفاظتی اثر که شد داده نشان اخیر مطالعه
DNA ویروس NDV ایمنی پاسخ به مربوط بیشتر 
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  ].CMI ]14 تا بوده هومورال
 به ها آن بکارگیري با را NDV يها واکسن بخشی اثر

 بهبود ها سایتوکاین مانند موادي پوشش داده شده با شکل
 دهی بهبود يها روش سایر]. 14،18. [ه شده استبخشید

 ارتباط یا میکروانکوباسیون شامل ها واکسن این به
 انتقال بهبود موجب که است پلاسمید DNA با نانوذرات

 بدن ایمنی پاسخ افزایش نتیجه در و سلول داخل در ژن
  ].19،20[ شوند می
  گیري نتیجه -4

که  دهد می نشان نیز حاضر مطالعه از حاصل نتایج
 تواند می NDV ویروس از F و HN يها ژن بیان همکاري

 داد نشان نتایج همچنین .شود ایمنی پاسخ القاي موجب
 طور به دار DNA واکسن کننده تقویت دوز تزریق که

 ها جوجه در بادي آنتی تیتر افزایش موجب توجهی قابل
 را واکسن از دوز یک تنها که شده ییها آن به نسبت

 ایمن که است آن کننده بیان نتیجه این .اند کرده دریافت
 و موفقیت افزایش موجب ،دوم بار در DNA با سازي

 مورد در نتیجه این .است شده واکسیناسیون از وري بهره
 عفونت برابر در دار DNA يها واکسن بالقوه يها ارزش
NDV فراهم آورده است را بیشتري اطلاعات.  

  
  سپاسگزاري -5

شعبه -سسه واکسن و سرم سازي رازيؤمدر اینجا از 
تقدیر و تشکر  ،پژوهش این هاي هزینه مینأت براي اراك
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