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Abstract 
 Background:  Brucella is a gram-negative intracellular bacterium. Since Brucella brings about 
health and socio-economic problems, its control is of primary importance. The common method of 
vaccination includes using live attenuated strains of this bacterium. This study was done to evaluate 
the immunogenicity of Brucella aburtus P39 gene in Balb/c mice. 

Materials and Methods: In this experimental study, P39 gene was amplified by polymerase 
chain reaction (PCR) method and after extraction, it was sub-cloned to eukaryotic expression vector 
pcDNA3. The intramuscular injection of the obtained plasmid to the Balb/c mice was done in three 
stages. After the last vaccination, immunologic tests, such as proliferative response in lymphocytes, 
IFN- assessment, IL-5, and determination of IgG2a and IgG1, were run.    

Results: The level of activation in splenic lymphocytes response was 3.6 and the measured 
IFN- was 3 ng/ml, whereas IL-5 was insignificant. IgG2a and IgG1 titers were 1.640 and 1.40, 
respectively.     

Conclusion: The findings of the immunological analysis show the appropriate immune 
response in Balb/c mice model after the injection of P39 gene containing plasmid. The immune system 
response was in Th1 form which decreased the number of bacteria in spleen. Therefore, P39 gene is of 
appropriate immunogenicity and DNA vaccination is efficient in the activation of cell immune 
response against this bacterium. 
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 7/10/90 ، تاریخ پذیرش 20/7/90تاریخ دریافت 
  چکیده 

با توجه به معضلات بهداشتی، اقتصادي و اجتماعی . باشند ي گرم منفی داخل سلولی میها  بروسلا باکتري:زمینه و هدف
هاي زنده و ضعیف  واکسیناسیون رایج شامل استفاده از سویه. بروسلوز، کنترل این بیماري از اهمیت خاصی برخوردار است    

بروسلا آبورتوس در مـوش بالـب سـی     39Pدر این تحقیق سعی بر آن است تا ایمنی زایی ژن    . ها است  شده این باکتري  
  . بررسی شود

 تکثیرگردید و سپس در 39P ژن PCR این مطالعه یک بررسی تجربی می باشد که ابتدا با استفاده از       :ها مواد و روش  
هاي بالب سی به صورت عضلانی  پلاسمید به دست آمده در سه مرحله به موش.  کلون شد3pcDNAناقل یوکاریوتیکی 

هاي ایمنولوژیک از جمله پاسخ تکثیري لنفوسیتی، سنجش انترفرون گاما   پس از آخرین واکسیناسیون آزمون.تزریق گردید
  . انجام شد1IgG و a2IgG و تعیین عیار 5وانترلوکین 

  نانوگرم بر3گیري شده برابر  ، انتر فرون گاما اندازه6/3 میزان ضریب تحریکی در پاسخ تکثیري لنفوسیتی برابر     :ها یافته
 .  به دست آمدIgG1 40/1 و تیتر 640/1 برابر a2IgGتیتر .  به مقدار ناچیزي بود5میلی لیتر و انتر لوکین 

هاي ایمنولوژیک نشان دهنده تحریک مناسب سیستم ایمنی موش پس از تزریـق            نتایج مربوط به آزمون    :نتیجه گیري 
هاي طحال را نیز کـاهش داده   ده که تعداد باکتري بو1Thتحریک سیستم ایمنی از نوع  .   است  39Pپلاسمید حاوي ژن    

 در تحریک ایمنـی  DNA Vaccineاستفاده از روش .  نقش ایمنی زایی نسبتاً خوبی را دارد39Pبنابراین پروتیین . است
  .سلولی علیه این باکتري قابل توجه است

    39P، پروتئین  DNA بروسلا آبورتوس، واکسن:واژگان کلیدي
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 مقدمه 
هـاي گـرم منفـی و داخـل سـلولی            بروسلا باکتري 

اختیاري هستند که باعث بروز بروسلوز در انسان و حیوانـات        
که بروسلوز در محدوده جغرافیـایی خاصـی         با این . شوند می

ــواحی   ــه ن ــاطق از جمل ــسیاري از من ــی در ب گــسترش دارد ول
هایی از آفریقا و آمریکاي      آسیاي غربی و بخش    اي، مدیترانه

  .)1(آید لاتین هنوز از مشکلات اصلی بهداشتی بشمار می
 مـشخص   شیوع واقعـی بروسـلوز در انـسان کـاملاً         

 آمـده از منـاطق آنـدمیک بـسیار          دسـت به  گزارشات  . نیست
کنتـرل بروسـلوز بـر اسـاس شناسـایی و حـذف         . متغیر اسـت  

ــی و    ــصولات لبنـ ــیون محـ ــوده، پاستوریزاسـ ــات آلـ حیوانـ
اولین واکسن موثر بروسلا . واکسیناسیون حیوانات اهلی است

گرچـه  . بـود  19S  آبورتوس سویه زنده ضعیف شده بروسلا
 آبورتـوس  بـر بروسـلا  این واکسن باعث حفاظت دام در برا

گـردد ولـی عـوارض ناشـی از آن باعـث شـده اسـت تـا          مـی 
ها با احتیاط انجام گـردد و در عـین حـال        استفاده آنها در دام   

  .)3، 2(تجویز آن در انسان ممنوع باشد
تر و  هاي سالم بنابر این تحقیق براي ساخت واکسن

موثرتر براي کنترل این عفونت در حیوانات و انسان ضروري  
هـاي   دسـتیابی بـه ایـن هـدف یعنـی واکـسن           . رسد نظر می ه  ب

 اصـلی آنتـی     هـاي  شـاخص جدید بروسـلوز نیازمنـد بررسـی        
 . )4(ژنیک بروسلا است

التـون یکـی    د کیلو 41  با وزن حدود      39Pپروتئین  
ژن .  اســـت(Brucellergene)از اجـــزاء مهـــم بروســـلرژن 
 بـــاز اولــین بـــار توســـط  1205ســازنده ایـــن پــروتئین بـــا   

پروتئین . شناخته و ترادف آن تعیین گردید       )Donoel(دانیل
39P       5( در واقع در فضاي پري پلاسمیک قرار گرفته اسـت(. 

زا برعلیـه بروسـلا بـشمار       این پروتئین از عوامـل مهـم ایمنـی        
  . آید می

امروزه ثابت شده است کـه ایمنـی مـوثر در برابـر             
 ـ        پاتوژن ی هاي داخل سلولی نظیر بروسـلا نیازمنـد ایجـاد ایمن

انتـر فـرون گامـا    .  اسـت 1Thهـاي   سلولی با تحریـک پاسـخ     
نقـش  ) 1Thهـاي    هـاي اصـلی در پاسـخ       یکی از سـیتوکاین   (

همـراه بـا    (اي را در فعالیت ضد بروسلا بـازي کـرده و             عمده

TNF(     هاي بروسلا  از عوامل اصلی مصونیت در برابر گونه
  .است

علت تولید طولانی مـدت     ه   ، ب  DNAهاي   واکسن
هاي ایمنی سلولی و هومورال      ادر به تحریک پاسخ   آنتی ژن ق  

 قـادر بـه تولیـد    DNAهـاي   واکـسن . در زمان طولانی هستند 
آنتی ژن به شکل ایمنو ژنیک خود هـستند کـه در نتیجـه در                

هاي سـازگار نـسجی کـلاس یـک و دو عرضـه              کنار ملکول 
  .شوند می

در این مطالعه، تهیه یک ساختار پلاسمیدي بیـانی         
ین ئهاي بیان کننده پروت    همراه با ژن  ) 3pcDNA(یوکاریوتی

39P ــا ــه و توان ــام گرفت ــوق ی انج ــاختار ف ــک ،ی س  در تحری
ــخ ــوش    پاس ــده در م ــصون کنن ــی و م ــاي ایمن ــی  ه ــب س بال

(Balb/c)بررسی شده است  .  
  

  ها مواد و روش
هـا و پلاسـمیدهاي      بـاکتري در این مطالعه تجربـی      

تهیه شـده   (  19Sمورد استفاده شامل بروسلا آبورتوس سویه       
ــران  ــستیتو پاســتور ای ــویه  )از ان ــی س ــشیا کل  و DH5α، اشری

تهیه شده از مرکز ملی تحقیقات       (21BLاشریشیا کلی سویه    
کلونینگ اولیه  جهت  . باشند می) ژنتیک و تکنولوژي زیستی   

 و جهـت  pSK +و تعیین ترادف ژن مورد مطالعه از پلاسـمید    
ــروتئین  ــد پ ــمید 39Pتولی ــتف3pcDNA از پلاس ــد اس . اده ش

 پلاســمیدهاي ذکــر شــده از مرکــز ملــی مهندســی ژنتیــک و
هـا و پرایمرهـاي مـورد        آنـزیم . تکنولوژي زیـستی تهیـه شـد      

  .استفاده در این تحقیق از شرکت سینا ژن تهیه گردید
تخلیص کروموزوم بروسلا آبورتوس با استفاده از       

CTAB/NaCl     39 و تکثیر ژنP     با اسـتفاده از PCR  انجـام 
 از   بـا اسـتفاده    تکثیـر ژن فـوق    ). ع تولید پـروتئین   منب(گردید  

انجـام  زیـر   ) Reverse(و عقب   ) Forward(پرایمرهاي جلو 
  :شد

Forward:5`GCC GGA TCC ATG GGC GCC TGT 
TGC CAA 3` 
Reverse:5`C CGC CTC GAG TTA TTT TGC GGC 
TTC AA 3`   
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پرایمر جلو داراي تـرادف لازم بـراي شناسـایی و            
 و پرایمـر عقـب داراي تـرادف    BamHIم برش توسط آنـزی   

باشـد    مـی  XhoIلازم براي شناسـایی و بـرش توسـط آنـزیم    
  ). اند ها مشخص شده ترادف آنزیم(

 pSK در دو پلاسـمید   39Pبراي کلون سـازي ژن      
ابتــدا محــصول .  بـه ترتیــب زیــر عمــل گردیــد 3pcDNAو 

PCR   هاي    را با آنزیمBamHI   و XhoI      برش داده و سـپس 
لازم بــه ذکـر اســت کــه  . گردیــدذکــر شـده وارد  در نـاقلین  

 بـرش  XhoIو   BamHI هـاي  پلاسمیدهاي فوق نیز با آنـزیم     
 در این پلاسمیدها بـا اسـتفاده        39Pعمل اتصال ژن    . داده شد 
درجه سانتی گراد    16 در حرارت    DNAligase 4Tاز آنزیم 

 39pSK-P  پلاسـمیدهاي . مدت یک شب انجـام گرفـت  ه ب
ــلول 39P3pcDNAو ــه  س ــویه   ب ــی س ــشیا کل ــستعد اشری  م

DH5α دگردی وارد .  
ي مورد مطالعه شـامل چهـار گـروه مـوش          ها گروه

هـر گـروه    ( گـرم    60اي با وزن حـدود        هفته Balb/c  6ماده  
که به ترتیب به گروه اول بافر فـسفات،       )  سر موش  16حاوي  

، )ي کنترل منفـی   ها گروه( 3pcDNAبه گروه دوم پلاسمید     
و ) گـروه آزمـایش   (  39P3pcDNAبه گروه سوم پلاسمید     

 ـ 5 ×10 4به گروه چهـارم تعـداد        روسـلا آبورتـوس    اکتري ب ب
تزریقـات در  . تزریق گردیـد ) گروه کنترل مثبت (19Sسویه  

  .صورت عضلانی انجام گرفته سه نوبت به فاصله سه هفته ب
ي هـا  گـروه زایی به هر یـک از      براي بررسی ایمنی  

 5× 104بـه تعـداد    ) از هـر گـروه چهـار مـوش        (مورد مطالعـه    
 ـ 544زا   باکتري بروسلا آبورتـوس سـویه بیمـاري        صـورت  ه  ب

  .داخل صفاقی تزریق گردید
 پاسـخ    سـلولی از   هـاي ایمنـی    براي سنجش پاسـخ   

ــوکین    5تکثیــري لنفوســیتی، ســنجش انترفــرون گامــا وانترل
(IL5) تعیـین   ازالورم ـهـاي ایمنـی ه    جهت سنجش پاسخ  و 
هــاي   العــه پاســخ مط. اســتفاده شــد  IgG1 وIgG2aعیــار 

ــه       ــس از آخــرین مرحل ــه پ ــلولی یــک هفت ــورال و س هوم
  .گردیدواکسیناسیون انجام 

براي تعیین نوع کلاس آنتی بادي تولید شده ابتـدا      
). منبـع تولیـد پـروتئین   ( تولید گردید 39Pپروتئین نوترکیب   

  1T4pGEX در پلاسـمید بیـانی   39Pبراي ایـن منظـور ژن   
ــد  ــون گردی ــمید . کل ــاکتري  39P – 1T4pGEXپلاس ــه ب  ب

3DE 21BL E.coli ــد ــسفرم گردی ــد  وتران ــت تولی  در نهای
 انجـام  IPTGپروتئین با استفاده از القا باکتري بـا اسـتفاده از    

ــت ــت   . گرف ــا اســتفاده از کی ــد شــده ب ــروتئین تولی -GSTپ

sepharoseشرکت فارماسیا تخلیص گردید . 

کـشت   اي  خانـه 96هاي  به هر حفره از میکروپلیت
 39P میکرو لیتر از پـروتئین نوترکیـب       NUNC ( 50(سلول  

ریختـه و بـه مـدت       ) لیتـر  با غلظت یک میکرو گرم در میلی      (
پس از سـه  . گراد قرار گرفت یک شب در چهار درجه سانتی   

 5/2لیتر از محلول کـازیین   میکرو150ها   به حفره  ،بار شستشو 
هـا   پلیـت .  جهت انجام مرحله مسدود سازي ریخته شد  درصد
قــرار گــراد  درجــه ســانتی 37ت دو ســاعت در دمــاي بــه مــد
 ها موش میکرو لیتر از سرم  50 ،پس از سه بار شستشو    . گرفت

. اضـافه گردیـد   به داخل حفره هـا      ) چهار موش از هر گروه    (
گـراد   درجـه سـانتی   37ها به مدت دو سـاعت در دمـاي      پلیت

 1000/1 میکرولیتـر از رقـت      50 ،پس از شستشو  . قرار گرفت 
هـاي   ضـد کـلاس   ) فارماسیا( هاي بیوتین دار بزي      يآنتی باد 

a2IgG   1 وIgGو بـه مـدت یـک سـاعت     د موشی افزوده ش 
بـراي تعیــین  . قـرار گرفـت   گـراد  درجـه سـانتی   37در دمـاي  
 1/ 1000 میکرولیتر از رقت 50ها   به حفرهIgGهاي  ایزوتوپ

streptavidin-horseradish peroxidase   )ــیا ) فارماس
درجـه   37بـه مـدت یـک سـاعت در دمـاي       و ضافه گردیـد  ا

از میکرولیتـر   100بـه هـر چاهـک      . قـرار گرفـت   گراد   سانتی
شــرکت ( OPD (O-phenyl-diamin)محلــول سوبــستراي 

 ـ        )داکو  دقیقـه در  10-30مـدت  ه  تـازه تهیـه شـده افـزوده و ب
پس از این زمان و جهت خاتمه واکنش . تاریکی قرار گرفت

  درصـد  20سـولفوریک   اسـید   میکرولیتـر    100به هر چاهک    
میــزان جــذب نــوري بــا اســتفاده از دســتگاه . اضــافه گردیــد

  .  نانومتر تعیین شد490اسپکتروفتومتر در طول موج 
اي طحـالی    هاي تک هسته   پس از جداسازي سلول   

بــا اســتفاده از محــیط گرادیــان ) چهــار مــوش از هــر گــروه(
 بـا محـیط   cell/ml 106×1فایکول، یک سوسپانسیون سلولی   

 96هـاي   به هر حفره از میکروپلیت    .  کامل تهیه گردید   کشت



  و همکارانحمید ابطحی                                                                بروسلا آبورتوس در موش بالب سی39Pبررسی ایمنی زایی ژن 

 5                                                                          1390 زمستان، 3 ویژه نامه 6، شماره چهاردهم،  سال كمجله علمی پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی ارا

از میکرولیتـر   200مقـدار   ) NUNC(کـشت سـلول    اي خانه
میکروگـرم   5/2 سوسپانسیون سلولی مذکور ریختـه و مقـدار       

 ـ39Pین نوترکیــب ئپـروت برمیلـی لیتــر   صــورت سـه تــایی  ه  ب
)triplicate  (هــا در  هــا اضــافه شــد و میکروپلیــت بــه حفــره

 سـاعت   72بعـد از    .  کشت سلول انکوبـه گردیدنـد      انکوباتور
هـا در حـضور و عـدم حـضور آنتـی ژن، بـه            کشت لنفوسیت 

ــشت   ــیط ک ــشان دار  µCi/well 1مح -3H)تایمیــدین ن

thymidine, Amersham) ــافه و ــد  18 اضـ ــاعت بعـ  سـ
بـر    cell harvester   (Titertek)هـا توسـط دسـتگاه     سلول

جذب تایمیدین  میزان  . روي فیلتر مخصوص هاروست شدند    
هــاي تکثیــر شــده بــا دســتگاه بتــا کــانتر        توســط ســلول 

)14410wallav  (گیـري و میـانگین نتـایج بـر حـسب       اندازه
 ـ. گزارش گردید ) cpm(شمارش در دقیقه     عنـوان کنتـرل    ه  ب

میکروگـرم   5 با غلظت    A (PHA)ن  نی فیتوهماگلوتی مثبت از 
  . استفاده شدبر میلی لیتر 

 ترشح شـده در     5نترلوکین  میزان انترفرون گاما و ا    
 39Pهاي لنفوسیتی موشـی کـه بـا آنتـی ژن      مایع رویی سلول 

اند با اسـتفاده از کیـت الیـزا شـرکت فارماسـیا              تحریک شده 
  .گیري شد اندازه

براي مقایسه میانگین میزان پاسخ تکثیري از روش      
. اسـتفاده گردیـد  من ویتنـی  و آزمون  غیر پارامتریک   آماري  

05/0<pدار بودن در نظر گرفته شد طح معنی به عنوان س .  
   ها یافته

 در ســاختار 39Pپاســخ ایمنــی هومــورال بــه ژن 
39P3pcDNA    

آوري شـده پـس از آخـرین واکـسیناسیون از           هاي جمع  سرم
 خالص  39Pنظر وجود آنتی بادي بر علیه پروتئین نوترکیب         

ــا اســتفاده از روش الیـزا    . بررســی گردیــد (ELISA)شـده ب
شـود؛ پـس از آخـرین      دیـده مـی    1 در جدول    طور که  همان

ي واکـسینه شـده بـا    هـا  مـوش  در a2IgGواکسیناسیون تیتـر    
39P3pcDNA     ي شـاهد کنتـرل بـسیار      ها موش در مقایسه با

ــی ــالاتر م ــد ب ــدازه. )1 نمــودار(باش ــر  ان ــري تیت  در 1IgGگی
ي شـاهد افـزایش انـدك       ها موشي واکسینه شده و     ها موش

 .دهد را نشان می آن

ي مورد ها گروه در a2IgG و 1IgG تیتر آنتی بادي .1جدول 
  مطالعه

آنتی   ها گروه کنترل منفی
 بادیها

PBS 3pcDNA 39P3pcDNA   
14/14+30  14/14+30  75/184+533 a2IgG  
14/14+30  14/14+30  14/14+30  1IgG 

  
  
  
  
  
  
 

                                                           
  
 

  1IgG و a2IgG اندازه گیري میزان آنتی بادي .1 نمودار
)1IgG/a2IgG (  موشی با استفاده از روشELISA ؛ سه 

  هفته پس از آخرین واکسیناسیون
  

 پاسخ ایمنـی سـلولی بـه نـاقلین          براي بررسی بیشتر  
 همـان . ها اسـتفاده شـد   پلاسمیدي از پاسخ تکثیري لنفوسیت    

اقـل پلاسـمیدي     نشان داده شده است؛ ن     2 نمودارطور که در    
هاي کنترل داراي قـدرت     در مقایسه با نمونه   39Pحاوي ژن   

کـه   يبـه طـور   .  است Bهاي   بالاي تحریک تکثیر لنفوسیت   
ي واکسینه شـده بـا      ها موشها در    تحریک لنفوسیت اندکس  

39P3pcDNA  است6/3در حدود .  
  
  
  
  
  
  
  
  

  ي مورد مطالعهها گروه میزان پاسخ لنفوسیتی در .2 نمودار
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  5نجش اینترفرون گاما و انترلوکین س
 تولیــد شـــده در  ســایتوکاین هـــاي تعیــین نـــوع  

ي واکـسینه شـده سـه هفتـه پـس از آخـرین تلقـیح          هـا  موش
 دیــده 3 نمـودار طـور کــه در   همــان. واکـسن انجــام گرفـت  

شود؛ بـالاترین میـزان تولیـد اینترفـرون گامـا مربـوط بـه                می
در حـدود  (ند ا  را دریافت کرده39Pیی است که ژن    ها موش

در عـین حـال میـزان تولیـد انتـر           ) لیتـر   نانو گرم در میلی    6/3
  . بسیار ناچیز استها موش در این 5لوکین 

   
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

 5و انترلوکین ) بالامنحنی ( میزان تولید انترفرون گاما .3 نمودار
  ي مورد مطالعهها گروهدر  ) پایینمنحنی (

  
ــی   ــی زای ــر   در39P3pcDNAایمن ــوش در براب  م

   544بروسلا آبورتوس سویه 
 39P3pcDNAزایـی    براي بررسی توانایی ایمنـی    

زا   سـویه بیمـاري    هـا  موشي واکسینه شده؛ به این      ها موشدر  
چهـار هفتـه پـس از تلقـیح         . بروسلا آبورتوس تزریق گردید   

زا تعـداد بروسـلا آبورتـوس موجـود در          هاي بیمـاري   باکتري

 نـشان   2طور که در جـدول       انهم. طحال حیوان شمارش شد   
ي واکسینه شـده    ها موشها در    داده شده است؛ تعداد باکتري    

اندکی کمتر از تعداد اولیه باکتري تلقیح  39P3pcDNA با 
ي واکـسینه  ها موشها در  که تعداد باکتري   شده بود در حالی   

ــا ســویه   ــایین 19Sشــده ب ــسیار پ ــوس ب ــلا آبورت ــر از   بروس ت
  . است 39P3pcDNA ي واکسینه شده باها موش

  
  ي مورد مطالعهها گروه تعداد باکتریها در .2جدول 
تعداد باکتري در طحال   واکسن  ها گروه

)10log (  
1 PBS )104×9 (9/0±9/4 
2 3pcDNA )104×9 (017/0 ±9/4 
3 39P3pcDNA  )104×5/3 (08/0±5/4 
4  19S B.abortus )800 (08/0± 9/2  

  
  بحث

سـاختار نـاقلی کـه توانـایی         با تهیه    ،در این مطالعه  
ــروتئین   ــه پ ــلول39Pعرض ــاریوت دارد   را در س ــاي اوک  ،ه

ــن ســاختار را در تحریــک پاســخ  ــایی ای ــی و  توان ــاي ایمن ه
  . بررسی شده استBalb/cزایی آن در موش  ایمنی

هـاي ایمنـی سـلولی بـا اسـتفاده از            تحریک پاسـخ  
هـاي   گیري پاسخ تکثیـري لنفوسـیتی و نـوع سـیتوکین          اندازه

هـاي طحـال بـا اسـتفاده از       لید شده پس از تحریک سـلول      تو
پاسـخ تکثیـري    .  بررسی شـده اسـت     39Pپروتیین نو ترکیب    

در (لنفوسیتی بالا به همراه تولید مقدار بالاي اینترفرون گامـا         
دهنـده تحریـک     نـشان ) 5مقابل تولید مقدار ناچیز انترلوکین      

بـوط بـه   نتـایج مر .  است1Thقوي پاسخ ایمنی سلولی از نوع   
ي ایمنولوژیک نشان دهنده تحریک مناسب سیستم      ها آزمون

.  اسـت 39P ایمنی موش پس از تزریـق پلاسـمید حـاوي ژن   
 بــوده کــه تعــداد   1Thتحریــک سیــستم ایمنــی از نــوع    

بنابر این پروتیین . هاي طحال را نیز کاهش داده است       باکتري
39P  هـا   این نوع پاسـخ .  خوبی را دارد   نسبتاًزایی    نقش ایمنی
ــ ــراي محــدود ســازي عوامــل داخــل ســلولی   ه ب خــصوص ب

  .باشد میضروري 
زایـی در ایـن تحقیـق تلقـیح          اساس بررسی ایمنـی   

ــاري ســویه ــاي بیم ــویه  (زا  ه ــوس س ــه  ) 544بروســلا آبورت ب
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ــا مـــوش ــس از دوره  هـ ــه پـ ــار هفتـ ــسینه شـــده چهـ ي واکـ
ي واکـسینه شـده بـا       هـا  مـوش کـه    با این . واکسیناسیون است 

39P3pcDNA   خـوبی در برابـر سـویه        نسبتاًحفاظتی  قدرت 
ي کنتـرل از   ها موشآبورتوس در مقایسه با       زا بروسلا    بیماري

ي واکسینه شده   ها موشدهند ولی در مقایسه با       خود نشان می  
ــا ســـویه  ــی 19Sبـ زایـــی   بروســـلا آبورتـــوس ســـطح ایمنـ

39P3pcDNA چندان بالا نیست.  
 سـه   1IgG و   a2IgGهـاي    گیري آنتی بادي   اندازه

 بالاي نسبتاًدهنده تیتر  ته پس از آخرین واکسیناسیون نشان     هف
 39P3pcDNAاین آنتی بادي در حیوانات واکسینه شـده بـا    

 در ایـن حیوانـات      IgG1که تیتر آنتی بـادي       در حالی . است
نتیجـه اخیـر بـه همـراه بـالا بـودن       . اندکی افزایش یافته است 

ــسبت  ــلول    IgG2a/IgG1ن ــک س ــشان از تحری ــاي  ن -Tه

helperدهد  می .  
 ،هـاي عفـونی    هـاي کنتـرل بیمـاري      از جمله روش  

هـاي   ارایـه نـسل  . زا است واکسیناسیون بر علیه عوامل عفونت  
 کـه عـاري از معایـب      سهـاي ضـد بروسـلوزی      جدید واکسن 

 بیش از پیش اهمیـت خـود را نـشان           ،هاي رایج است   واکسن
 در بدن وابسته به تحریک ایمنی   سکنترل بروسلوزی . دهد می
اینترفـرون گامـا کـه    .  اسـت 1Thهاي   ولی در جهت پاسخ   سل

ــدي پاســخ  ینایتوکایکــی از ســ ــاي کلی ــاي  ه ــشمار 1Thه  ب
 نقش مهمی را در تحریک پاسخ ماکروفاژها بر علیه           ،آید می

 تولید این سـیتوکین   به طور معمول.کند این باکتري بازي می  
بنـابر ایـن    . شـود  در روند طبیعی آلودگی با بروسلا دیده مـی        

زایـی مطلـوبی را داشـته        توانند اثر ایمنی   هایی می  نها واکسن ت
هــاي ایمنـی در آنهــا نظیــر   باشـند کــه رونـد تحریــک پاسـخ   

  .)6(زا بروسلا باشد آلودگی طبیعی با سویه بیماري
هـاي مختلفـی     در همین راستا ایمنی زایی آنتی ژن      

از . شکل طبیعی و یا نوترکیب بررسی شده استه از بروسلا ب
 ــ پروتئــازي کــه در  (HtrA تـوان  هــا مــی ن آنتـی ژن جملـه ای

ــد   ــترس تولیـ ــرایط اسـ ــیشـ ــود مـ  GroEL ،GroES، )شـ
ــروتئین( ــی پ ــاي شــوك حرارت ــزیم ( Cu-Zn SOD، )ه آن

پروتئین غـشاط   (YajC،  )سوپراکسید دیسموتاز سیتوپلاسمی  
، )نــوعی از هلــی کازهــا  (UvrA، )تــسهیل کننــده انتقــال  

12L/7L)   ــوزومی ــروتئین ریبـ ــر (39Pو )پـ ــري پـ وتئین پـ
دهند کـه تنهـا سـه     این بررسی نشان می . را نام برد  )پلاسمیک
 توانایی تحریک Cu-Zn SOD و 39P ، 12L/7Lآنتی ژن 

  . )7(دارند هاي ایمنی سلولی و هومورال را پاسخ
هاي آنتی ژنیک و یـا   تحقیقاتی که برروي واکسن   

کنـد   حتی شکل کشته شده بروسلا انجام شده است ثابت می         
هـاي ایمنـی سـلولی       عوامل قـادر بـه تحریـک پاسـخ        که این   

هـا قـادر بـه تولیـد      گونـه واکـسن    کلـی ایـن   بـه طـور   . نیستند
هاي عرضه کننده آنتی ژن نبوده و        ها در داخل سلول    پروتئین

ــخ  در ــک پاس ــایی تحری ــه توان ــسیک را  نتیج ــاي سیتوتوک ه
  .ندارند

هاي جدید  امروزه براي حل این مشکلات از روش
هـاي   شودتا تحریک پاسخ   به بدن استفاده می   عرضه آنتی ژن    

 ـ       ه ایمنی سلولی مناسب را براي حذف عوامل داخلی سلولی ب
 واکسیناسیون  DNAها   از جمله این روش   . همراه داشته باشد  

است که بسیاري از مشکلات و مسایل مربوط بـه آزادسـازي        
هـا بیـان    در این واکـسن  . آنتی ژن در بدن را حل نموده است       

ت کنترل یک پروموتور قوي است کـه توانـایی      آنتی ژن تح  
هـاي   واکـسن . هاي یوکاریوتیـک را دارنـد   ابراز آن در سلول  

DNA      با دو ویژگی ارایه طـولانی مـدت آنتـی ژن و عرضـه 
 Iهاي سیستم ناسازگاري نسجی کـلاس   آن در کنار آنتی ژن   

ــاکتري     II و ــا ب ــی ب ــودگی طبیع ــر آل ــستم نظی ــک سی  تحری
تواننـد   ها مـی   این واکسندر نتیجه. دهد زا را انجام می   بیماري

هاي زنده  هاي متشکل از سویه جایگزین مناسبی براي واکسن
  . )8(ضعیف شده باشند

هاي  در تحقیقات انجام شده بر روي سایر آنتی ژن      
ها با اسـتفاده     زایی این آنتی زن    بروسلا آبورتوس نقش ایمنی   

از برخـی  . ثبـات رسـیده اسـت   ا ه بDNA vaccineاز روش 
هاي   قادر به تحریک پاسخ    12L/7Lها نظیر  انواع این پروتئین  

 ـ   به طور . ایمنی بر علیه بروسلا هستند      رسـد  مـی نظـر   ه   کلـی ب
هاي ایـن بـاکتري      زایی بالا توسط آنتی ژن     براي ایجاد ایمنی  

همــراه ه اســتفاده تنهــا از یــک آنتــی ژن نتــایج مطلــوبی را بــ
زمـان از دو یـا     هـم  استفادهرسد مینظر ه  لذا ب . نخواهد داشت 



  و همکارانحمید ابطحی                                                                بروسلا آبورتوس در موش بالب سی39Pبررسی ایمنی زایی ژن 
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زایی اهمیت بالاتري را   هاي آنها در ایمنی    چند پروتئین یا ژن   
  . )9(خواهند داشت

  
  نتیجه گیري 

  بروسلا آبورتوس نقش مهمی را در 39Pآنتی ژن   
خصوص بـا اسـتفاده از    ه  این اثر ب   .زایی تب مالت دارد    ایمنی
ــشان DNA Vaccine روش بــه . دهــد مــی بیــشتر خــود را ن
هاي ایمنی در مـوش بـر علیـه ایـن             تحریک پاسخ  که يطور

این نوع پاسخ ایمنی باعث حـذف       . بود 1THپروتئین از نوع    
در عـین حـال   . گـردد  عوامل داخل سلولی نظیـر بروسـلا مـی    

زایی بالاتر علیه این بیماري استفاده از چند  براي کسب ایمنی
  .  رسد مینظر ه آنتی ژن ضروري ب

  
  تشکر و قدردانی
و پاستور ایران و یت از ریاست محترم انیست   بدینوسیله

 ژنتیـک و زیـست فنـاوري تهـران     یپژوهـشگاه ملـی مهندس ـ  
ــات ایــن طــرح تــشکر و   ــراهم آوردن برخــی امکان جهــت ف

  .شود قدردانی می
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