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هاي غیر داري آنتی ژن، واکسنو افزایش پای یمنیا پاسخ یتاهد ايبر :زمینه و هدف  
هاي اخیر، طراحی یاورهاي زیستی و ارزیابی در سال. شوندمی بـترکی هاوراـیبا  فعال

. در افزایش پاسخ ایمنی علیه ویروس آنفلوانزا مورد توجه بوده استها توانایی آن
 پلاسما يهالسلو به تمایز ايبر Tو B يهالسلو هدـکنن لاـفع )HK-1( 1-هموکینین

همراه با واکسن نانوذره آنفلوانزا بر  HK-1 رـثا هشوپژ یندر ا. ستا ديبانتیآ تولیدو 
   .شد سیربر انزانفلوآ علیه رالهومو یمنیا پاسخ يلقاا برپایه کیتوزان 

نانوذره کیتوزان حاوي آنتی ژن غیر فعال آنفلوانزا و نانوذره کیتوزان  ها:مواد و روش
  تهیه شدند. پاسخ ایمنی پیامد  HK-1لوانزا و حاوي آنتی ژن غیر فعال آنف

هاي جوجه نانوذرات آنفلوانزا با و بدون این یاور درگروه هاي اولیه و یادآور باواکسیناسیون
SPF مرـس ياـههـنموندر  سطوح آنتی بادي اختصاصی علیه آنفلوانزا. بررسی شد   
   .شدند بییاارز ژيلوورـس هايایشـمآز اـبهاي تیمار و شاهد گروه

در مقایسه با دو  HK-1نانو ذره آنفلوانزا داراي  کسنواایمن شده با  يها جوجه ها:یافته
گروهی که آنتی ژن غیر فعال آنفلوانزا و واکسن نانوذره بدون یاور را دریافت کرده بودند، 

تر و پایدار در دوره آزمایش داشتند. تفاوت در تعداد سطوح آنتی بادي اختصاصی بیش
   هاي واکسیناسیون اثري بر روي افزایش عیار نداشت.بتنو

نانوذره کیتوزان شرایط جذب بهتر، رهایش و  دهندنشان می هااین داده گیري:نتیجه
  کند. میرا فراهم  HK-1ژن آنفلوانزا در حضور یاور زیستی تر آنتیپایداري بیش
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  . مقدمه1
ي هاگیري از بیماري آنفلوانزا در هر یک از جمعیتپیش

هاي واکسن پذیر است.امکان یناسیونانسانی و پرندگان با واکس
هاي غیرفعال تهیه داراي مجوز مصرف علیه آنفلوانزا، واکسن

شده از کل پیکره ویروس هستند و تجویز زیر جلدي یا داخل 
شود هاي ایمنی هومورال میها سبب بروز پاسخعضلانی آن

ختصاصی تولید شده توسط هاي اباديها با آنتی). این پاسخ1(
بادي که آخرین مرحله از هاي پلاسما ترشح کننده آنتیسلول

هاي شوند. پاسخاست، میانجی می Bهاي سیر تکامل لنفوسیت
هاي ویروسی عرضه ژنایمنی سلولی پس از شناسایی آنتی

 و MHCII مجتمع سازگاري بافتی شامل هايمولکولشده با 
MHCIننده آنتی ژن هاي عرضه کسلول توسطAPC ها

)DC ها و ماکروفاژها)که به فعال سازي، ازدیاد و تمایز
منجر  +CD4یا  CD8+ Tژن آنتی-هاي اختصاصیسلول

طور مستقیم براي ها بهشود، آغاز خواهد شد. این سلولمی
کنند و کمک می Th2و یا  Th1هاي بادي به سلولتولید آنتی

بر روي  MHCIشده توسط ژن ارایه آنتی CTLهاي یا سلول
APCتحریک سیستم ). براي 2-4دهند (ها را تشخیص می

عامل بیماري زا، موثر علیه  ایمنی يالقا ایمنی و افزایش
هاي ، واکسنتسریع در برانگیخته شدن و دوام پاسخ ایمنی

جدیدترین گروه  .)5-7شوند (ترکیب می یاور با غیرفعال
ها، شامل اینترفرون هاسایتوکاین یاورهاي مورد مطالعه

هستندکه ایمنی  سامانههاي محرك پروتئینها و اینترلوکین
، تغییر Bهاي سه نقش عمده شامل تکثیر و تمایز سلول

ها را در القاي پاسخ ایمنی ایفا باديایزوتیپی و بلوغ تمایل آنتی
کنند و خود یک القاکننده و تنظیم کننده ایمنی سلولی و می

گر این هاي پیشین بیانبررسی .)8ستند (ایمنی هومورال ه
که ) HK-1( 1-هموکینینهستند که پروتئین تنظیمی 

سبب  ،است کینینتاچیخانواده  آخرین عضو شناخته شده
 ).9شود (میبادي و تولید آنتی Bهاي تمایز سلول تکثیر و

و  Bهاي تحریک تکثیر سلولتر مطالعات بر نقش آن در بیش
 Tهايو تکامل سلول باديي مختلف آنتیهاتولید ایزوتیپ

هاي قابلیت افزایش پاسخ). این پروتئین 10تاکید دارند (
   .)11-13دارد (را  آنفلوانزا علیه ویروسهومورال ایمنی 

ن به بدورود ویروس آنفلوانزا صلی مخاط دستگاه تنفسی راه ا
بینی س موکوه اي در یژي ولنفوئیدي بافتها ست.ن امیزبا

عامل ین اهی به دپاسخ ز غاآصلی ي اهانمکااز که ارد د دجوو
یل لدمخاطی بهي غشاده از ستفاا بنابراین،میباشند. زا بیماري

هی دپاسخیا دارو و کسن ن واسانداي رسیع بروشتن سطح دا
ذ و یش نفوافزاي ابر ).14ست (ایافته سریع اهمیت دو چندان 

میزبان، از ي نزیمهااع آنواکسن توسط واتخریب ي از جلوگیر
- یست تخریبذرات زنانومانند سانی نوین ي دارورسیستم ها

ل نتقااي انایی بالایی براتوداراي  زان) کهکیتوت و لژینا(آ پذیر
ه شدده ستفاا کسنهاهستند در طراحی نانو وامانی درمل اعو

 تحویلسیستم ان به عنوذرات نانواحی طر لی درصف اهد .ستا
براي ل اــی فعــیدارو لــعامرهایش هاي سطحی، گییژو
مطلوب وده محددر  صیصاـــختال ـــمحاري در ذـــثرگا

ستیله دامر یک پلیزان . کیتو)16، 15( دـباشـیمنی اـمدر
 يحدهااز واکه  باشداز کیتین میطبیعی پلی کاتیونی ه شد
N- ستیل اD- ومین آگلوکزD  از و ه مین تشکیل شدآگلوکز

شیمیایی شرکت ي نشهاکد در وامین خوي آهاوهطریق گر
 ها،چربی بااست  قادر بازياین پلی ساکارید با ماهیت  .میکند

هاي فلزي یون و اسیدهاي نوکلئیک ها،پروتئین کلسترول،
 را آن که ترین خصوصیاتیمهماما پیوند تشکیل دهد. 

، است دارویی کرده و پزشکی صنایعی براي مناسبکاندیداي 
 غیرسمی بودن و پذیري ریبتخ زیست بالا، زیستی سازگاري

کیتوزان داراي کاتیون فعال است که به آسانی  .باشدمی آن
به  مرهایی با بار منفی کمپلکس تشکیل دهد.تواند با پلیمی

اند شده بنا مرپلیاین بیو پایه بر که هاییسیستمهمین دلیل 
داروها و  رشد فاکتورهاي ،هایش انواع آنتی ژنرها وتحویل  در

سازي علیه عوامل بیماري زا، در روند ایمن .دارند کاربرد
 کاراترهاي ایمنی بسیار رهاسازي طولانی مدت آنتی ژن پاسخ

 هم یناسایتوک تحریک تولید علت کیتوزان به. کندمی را القا
 یاور و ژنآنتی تحویل هايسامانهعنوان  به هم و یاور عنوان به

  ).17-19( شودمی گرفته در نظر
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سازي در بهینه کیتوزانپژوهش پتانسیل نانوذرات  در این
رهایش آنتی ژن آنفلوانزا و القاي پاسخ ایمنی علیه ویروس 

H9N2  در حضور یاورHK-1 .مورد بررسی قرار گرفت  
  

  اخلاقیملاحظات . 2
ها در دوره آزمایش شامل داري جوجهموارد اخلاقی نگه

هنگام ش بهدریافت کافی و مناسب آب و غذا، عدم ایجاد تن
) 22گیري و واکسیناسیون طبق دستورالعمل استاندارد (خون

 .طور کامل رعایت شد) به94112و طی مجوز موسسه رازي (
  

  هامواد و روش. 3
در تخم مرغ  H9N2تهیه آنتی ژن ویروس آنفلوانزا تحت تیپ 

  دارجنین
جدایه  H9N2در این مطالعه تجربی، از تلقیح ویروس آنفلوانزا 

) در تخم مرغ Acc No. JX456182) (20( 1998سال 
دار براي تهیه آنتی ژن ) جنینSPFعاري از عوامل بیماري زا (

 دمايفرمالین در حجمی درصد  1/0استفاده شد. با افزودن 
آنتی ژن ویروس  ساعت 16 گراد به مدتدرجه سانتی 37

سازي، عیار ویروس  غیرفعالغیرفعال شد. قبل و بعد از فرآیند 
 ).21) ارزیابی شد (HIآزمایش ممانعت از هماگلوتیناسیون ( با

  pCDNA3.1در وکتور  HK-1کلون سازي ژن 
برداشته شده و در محلول نمکی  SPFطحال پنج جوجه 
براي  .) هموژن شدpH ،PBS=  2/7فسفاته استریل (

 High Pure RNA Isolationبافتی از کیت  RNAاستخراج 
 HK-1 د. کلون سازي ژناستفاده ش Rocheساخت شرکت 

  ) انجام شد.11همانند مطالعه پیشین ( pcDNA3.1در وکتور 
  HK-1تهیه واکسن نانوذره آنفلوانزا بر پایه کیتوزان حاوي 

-Sigma)پودر آن گرم از  37/0 کردن با حل توزانیک محلول

Aldrich)  مولار در 1/0 کیاست دیاسلیتر میلی 25/89در 
با استفاده از غشا ه و شد هیتهد گرادرجه سانتی 37دماي 

شد.  لتریحذف ذرات بزرگ) ف يتحت خلا (برا لتریف شیپ
اضافه  آنبه  مولار 1/0استات  میسدلیتر میلی 78/160مقدار 
 روسیوفعال ریغدرصد حجمی آنتی ژن  5/0مقدار شد. 

افزوده  توزانیکدرصد حجمی محلول  1به  H9N2آنفلوانزا 

 نتوییهم زده شد.  یبه آرام قهیقد دهبه مدت مخلوط  شده و
80 (Sigma-Aldrich)  به درصد حجمی  01/0در غلظت

تري پلی  م. سپس، سدیکننده اضافه شد ونیعنوان امولس
به طور جداگانه ) W/Vدرصد ( 1/0به نسبت ) TPP( فسفات

آنتی /توزانیک ه و به محلولآب مقطر حل شدلیتر میلی 80 در
در  قهیدق 60به مدت  یبه آرام ژن ویروس افزوده شد. مخلوط

  تا نانوذرات تشکیل شوند.  هم زده شددماي آزمایشگاه 
به  HK-1درصد حجمی از  1/0در شرایط مشابه، مقدار 

افزوده  توزانیکو آنفلوانزا  روسیوفعال ریغمخلوط آنتی ژن 
 HK-1داراي  توزانیکبر پایه آنفلوانزا  روسیوشد تا نانوذرات 

انوذرات تولید شده به وسیله دستگاه سایز اندازه نتهیه شود. 
 آنالایزر و میزان پتانسیل زتاي نانوذرات به وسیله دستگاه

 .گیري گردیداندازه) Nano-ZS-90, Malvern(زتاسایزر 
گراد به درجه سانتی 4 هاي نانوذره تهیه شده در دمايمحلول

ها در مقایسه با آنتی مدت دو ماه قرار داده شدند و پایداري آن
 HIبا عیار سنجی به روش  H9N2ژن غیرفعال ویروس 

  ارزیابی شد.
  هاي مورد مطالعهایمن سازي جوجه

تعداد شصت جوجه یک روزه در چهار گروه تیمار به شرخ ذیل 
  بندي شدند: دسته
: دریافت یک نوبت واکسن نانوذره آنفلوانزا بر پایه  Aگروه

  کیتوزان؛ 
فت نوبت دوم یا دوز یادآور واکسن نانوذره : دریاBگروه 

  آنفلوانزا بر پایه کیتوزان دو هفته پس از واکسیناسیون اولیه؛
-HK: دریافت نانوذره آنفلوانزا بر پایه کیتوزان حاوي Dگروه 

  : دریافت دوز یادآور واکسن نانوذره آنفلوانزا حاويE؛ گروه 1
HK-1  گروه شاهد دو هفته پس از واکسیناسیون اولیه و سه
بدون دریافت آنتی ژن غیر فعال آنفلوانزا و ) C1 :گروهشامل

HK-1، گروه C2 ( دریافت فقطHK-1  گروه وC3(  فقط
  آنتی ژن غیر فعال آنفلوانزا.  دریافت

هاي شاهد نیز نوبت یادآور را دو هفته پس از تجویز اولیه گروه
به  HK-1دریافت کردند. واکسن نانوذره آنفلوانزا با و بدون 

  اي تهیه شد که هر قطره آن معادل یک دوز باشد. گونه
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  در روز صفر بر اساس گروه بندي، یک قطره در چشم 
  هاي شاهد و تیمار چکانده شد. هاي گروهجوجه

روز، از تعدادي از  70در روز هفتم و در فواصل معین تا 
هاي هر گروه به طور تصادفی خون گرفته شده و سرم جوجه

بادي اختصاصی علیه ویروس اي بررسی عیار آنتیها برآن
و  HIهاي آنفلوانزا جدا شد. پاسخ ایمنی القا شده با آزمایش

ارزیابی شد.  IDEXX AI Ab Testالایزا با استفاده از کیت 
هاي رقیق شده در بافر بلوك سرم 1:100به اختصار از رقت 

 1-12هاي کننده، به ترتیب در هر دو چاهک متوالی ستون
و سرم  A2و  A1ریخته شد. سرم کنترل منفی در چاهک 

ریخته شد و پلیت  A4و  A3هاي کنترل مثبت در چاهک
مدت نیم ساعت در دماي آزمایشگاه قرار داده شد. پس از سه 
بار شستشو، آنتی بادي کنژوگه به هر چاهک افزوده شده و 
پلیت مدت نیم ساعت در دماي آزمایشگاه قرار داده شد. 

ها شسته شده، سپس محلول سوبسترا به هر چاهک چاهک
دقیقه در دماي آزمایشگاه قرار  15اضافه شده و پلیت به مدت 

کننده به هر چاهک، جذب داده شد. پس از افزودن بافر متوقف
گر الایزا نانومتر با دستگاه خوانش 405نوري در طول موج 
شرکت  بادي بر مبناي فرمول پیشنهاديثبت شده و عیار آنتی

  سازنده محاسبه شد.
 تحلیل آماري

پردازش آماري با استفاده از آزمون آنوواي یک طرفه نرم افزار 
SPSS  صورت گرفت. بیشینه خطاي مورد پذیرش،  11نسخه

در  05/0درصد، برابر با  95با در نظر گرفتن ضریب اطمینان 
  شد. نظر گرفته

  
  

  هایافته. 4
 RT-PCRآگارز محصول  الکتروفورز روي ژل نتیجه آزمایش

با جفت پرایمر اختصاصی نشان داد  HK-1 حاصل از تکثیر ژن
سازي در کلون .است تکثیر شده bp231که این ژن به طول 

HK-1  در وکتورpcDNA3.1 پلاسمیدهاي حاوي ژن با ،
 با جفت پرایمر اختصاصی تایید شدند. PCRآزمایش کلنی 

یتوزان و نانوذره آنفلوانزا بر پایه نانوذره آنفلوانزا بر پایه کاندازه 
در جدول ها آنمیزان پتانسیل زتاي و  HK-1کیتوزان حاوي 

آورده شده است. افزودن ویروس آنفلوانزا سبب افزایش  1
ي نانوذرات شده است که به دلیل پتانسیل زتاجزیی در میزان 

ویروس است. کارایی  HAبارهاي مثبت گلیکوپروتئین سطحی 
درصد برآورد شد  98نوذرات تهیه شده بیش از پوشش دهی نا

 HAآمیز است. فعالیت دهی موفقیتگر پوششکه بیان
نانوذرات تهیه شده در مقایسه با آنتی ژن غیرفعال آنفلوانزا 

) این HA )log2طی دوره آزمایش ثابت باقی مانده بود. عیار 
گراد درجه سانتی 4 داري در دمايذرات پس از یک ماه نگه

گیري شد، در حالی که عیار آنتی ژن غیرفعال اندازه 7بر با برا
log2 3  کاهش یافته بود. در پایان دوره دو ماهه، تغییري در

 H9N2هاي نانوذره مشاهده نشد، اما آنتی ژن اندازه محلول
  بود. HAفاقد فعالیت 

  
  

  HK-1پایه کیتوزان حاوي  بر HK-1و  2N9Hاندازه ذرات و پتانسیل زتاي آنتی ژن آنفلوانزا  .1جدول 
(نانومتر) اندازه ذرات  (میلی ولت)  پتانسیل زتا   

 آنتی ژن آنفلوانزا بر پایه کیتوزان کیتوزان
بر  HK-1آنتی ژن آنفلوانزا و 

 پایه کیتوزان
 آنتی ژن آنفلوانزا بر پایه کیتوزان کیتوزان

بر پایه  HK-1آنتی ژن آنفلوانزا و 
 کیتوزان

254+9/22 338+6/22 344+7/22 6/43+9/1 7/48+9/0 1/48+9/0 
 

ها با واکسن نانوذره سازي جوجهپیامد ایمن HIنتایج آزمایش 
 ±میانگین  صورت به HK-1آنفلوانزا بر پایه کیتوزان داراي 

هاي تیمار شده با آمده است. جوجه 2در جدول  انحراف معیار
ها روهاین واکسن عیار آنتی بادي مناسبی در مقایسه با دیگر گ

هایی که دوز یادآور را هاي تیمار، جوجهداشتند. در بین گروه

بادي در این دریافت کرده بودند، داراي بیشترین عیار آنتی
هایی که یک بار واکسن آزمایش بودند. پس از آن، جوجه

- را دریافت کرده بودند و هم HK-1نانوذره آنفلوانزا داراي 

کسن نانوذره آنفلوانزا بر پایه هایی که دوز یادآور واچنین جوجه
  مناسبی بودند. عیار کیتوزان را دریافت کرده بودند داراي
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هاي ایمن شده با واکسن نانوذره آنفلوانزا بر پایه سرم جوجه در نمونه 2N9H) علیه آنفلوانزا 2logبادي اختصاصی (میانگین عیار آنتی .2جدول 
  HIبه روش  HK-1کیتوزان با یا بدون 

  پیش از تجویز  هاي جوجهگروه
 گیري در روزهاي پس از تجویزخون

7  14  28  42  56  70  
  HK-1 )C1(  75/0±19/0  71/0±23/0  86/0±18/0  73/0±21/0  77/0±22/0  71/0±22/0  91/0±25/0بدون دریافت و نانوذره و 

  HK-1 )C2(  78/0±18/0  77/0±16/0  81/0±21/0  08/1±22/0  93/0±21/0  89/0±25/0  07/1±24/0دریافت فقط 
  C3(  74/0±19/0  28/2±36/0  23/3±41/0  69/3±42/0  28/3±42/0  36/3±39/0  52/3±44/0دریافت فقط آنتی ژن غیر فعال آنفلوانزا (

  A( 74/0±17/0  83/2±37/0  52/3±39/0  19/4±44/0  56/4±48/0  34/4±49/0  47/4±41/0دریافت یک نوبت نانوذره آنفلوانزا بر پایه کیتوزان (
  B(  76/0±21/0  81/2±27/0  51/3±39/0  61/4±43/0  70/4±39/0  68/4±41/0  76/4±40/0یافت دو نوبت نانوذره آنفلوانزا بر پایه کیتوزان (در

  HK-1 )D(  72/0±22/0  39/3±26/0  72/4±38/0  64/5±41/0  63/5±40/0  68/5±43/0  71/5±39/0دریافت یک نوبت نانوذره آنفلوانزا بر پایه کیتوزان و 
  HK-1 )E(  77/0±23/0  77/3±25/0  83/4±42/0  71/5±41/0  74/5±39/0  88/5±43/0  90/5±43/0افت دو نوبت نانوذره آنفلوانزا بر پایه کیتوزان و دری

 
الایزا، نتایج مشابه با  در ارزیابی پاسخ ایمنی در آزمایش

هایی که واکسن بدون یاور را دریافت براي جوجه HIآزمایش 
هاي شاهد ت آمد و این گروه نسبت به گروهکرده بودند به دس

اند. بادي اختصاصی علیه آنفلوانزا را داشتهمیزان بالایی از آنتی
هاي ایمن شده با واکسن بادي در جوجهمیانگین عیار آنتی

(با یک و دو نوبت تجویز) بیشتر  HK-1نانوذره آنفلوانزا داراي 
هاي ها با گروههاي تیمار بود و اختلاف بین آناز دیگر گروه
  ). 1) است (نمودار >p 05/0( دارشاهد معنی

، یکنواختی HK-1هاي تیمار شده با واکسن داراي در جوجه
بادي در طول دوره آزمایش وجود داشت. پس از در عیار آنتی

زایی در گروه شاهد که فقط دریافت دوز یادآور، میزان ایمنی
هایی که بت به گروهآنتی ژن غیرفعال را دریافت کرده بود نس

را دریافت کرده بودند، کاهش  HK-1نانو واکسن داراي یاور 
هاي تیمار شده در نوبت قابل توجهی داشت. تمامی جوجه

بادي حفاظتی برخوردار بودند که یادآور از میانگین عیار آنتی
هایی که یک نوبت ) با جوجه>p 05/0ي (دارمعنیاختلاف 

-ها نشان میدند نداشت. این دادهیادآور را دریافت کرده بو

 HK-1دهند که واکسن نانوذره آنفلوانزا بر پایه کیتوزان داراي 
هاي ایمنی در یک نوبت کارایی مناسب براي افزایش پاسخ

   واکسیناسیون را دارد.

  
هاي ایمن شده بادي اختصاصی در آزمایش الایزا سرم جوجهعیار آنتی .1نمودار 

. یکنواختی افزایش عیار HK-1فلوانزا بر پایه کیتوزان حاوي با واکسن نانوذره آن
  هاي تیمار مشاهده شد.بادي در طول دوره آزمایش براي گروهآنتی

  
   بحث. 5

شوند. می هاي غیر فعال به صورت تزریقی مصرفاغلب واکسن
  ها نیاز به فرمولاسیون با یاورهاي از معایب این واکسن

تر بودن نیمه بادي و کوتاهید آنتیتر تولمند، میزان کمتوان
باشد. یاورها هاي یادآور میها و نیاز به تزریقعمر آن
برانگیختن پاسخ ایمنی اکتسابی هاي مختلفی در مکانیسم
دارند. برخی سبب تحریک آنتی ژن در  به آنتی ژننسبت 

هاي دندریتیک و ها (سلولAPCمحل تزریق شده و فعالیت 
دهند، برخی با هدف قرار دادن ایش میماکروفاژها) را افز

APCهاي ها سبب افزایش ترشح آنتی بادي و پاسخCD8+ 
گذارند و برخی دیگر توانایی شده و روي ایمنی اکتسابی اثر می

). براي 23را دارند ( MHCهاي عرضه آنتی ژن به مولکول
هر چه افزایش هاي غیرفعال و هاي واکسنجبران کاستی

اي در مورد گسترده مطالعاتها آنزایی نیایم بیشتر توان
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کننده سامانه ایمنی در دست هاي تنظیمپروتئیناستفاده از 
)، در این 11-13هاي پیشین (انجام است. با استناد به یافته
هاي افزایش پاسخ براي HK-1پژوهش از پروتئین تنظیمی 

وتئین استفاده شد. این پر آنفلوانزا علیه ویروسهومورال ایمنی 
خاطره که داراي  Bهاي یک کوفاکتور براي سلولبه عنوان 
CD27+  وB220+  هستند عمل کرده و سبب تکثیر و
هاي خود فعالیت HK-1شود. بادي میها و تولید آنتیتمایزآن

، LPSرا از چندین مسیر انتقال پیام داخلی مانند تحریک 
پیش  CD40و افزایش سطح لیگاند  BCRپیوند متقاطع 

 Bهاي برد. این مسیرها سبب تکثیر و پایداري سلولمی
یکی دیگر از  IL-21افزایش ترشح  .)24، 12، 9شوند (می

است که سبب تکثیر  HK-1مسیرهاي انتقال پیام داخلی 
شود که ایمنی هومورال را در فولیکولاري می Tهاي لنفوسیت

  ). 25کنند (فعال می ژنواکنش علیه آنتی
تسریع در رین عملکردهاي یاورها علاوه بر تیکی از مهم

، شناسایی پاسخ ایمنی پایداريبرانگیخته شدن، افزایش و 
هاي هاي دندریتیک وتحویل آن به سلولژن توسط سلولآنتی

T هاي اختصاصی است که به فعال سازي، ازدیاد و تمایز سلول
ها شود. این سلولمنجر می +CD4یا  +CD8ژن آنتی

سازي هاي عرضه کننده آنتی ژن براي فعالسلولکارآمدترین 
هاي ایمنی هستند. یاورها با متمرکز و آغاز پاسخ Tهاي سلول

ها مدت زمان عرضه ژن در محل تجمع لنفویستکردن آنتی
را افزایش داده و از کاهش تجزیه هاي ایمنی ژن به سلولآنتی
ن به ژکنند و با افزایش تحویل آنتیژن جلوگیري میآنتی

APC ها سبب هدایت آن به سمتMHC تر و تولید بیش
). بدین ترتیب هر یاوري که 26، 7، 3شوند (ها میسایتوکاین

هاي دندریتیک را بیشتر کند و جذب آنتی ژن توسط سلول
ها فراهم نماید، سبب APCذخیره پایداري از آنتی ژن براي 

 MHCاي ههاي محرك ایمنی یا مولکولافزایش بیان مولکول
 هاي لنفاويشده و با افزایش مهاجرت سلولی به سوي گره

). افزون بر نقش 8، 7تواند پاسخ ایمنی را بهبود بخشد (می
هاي ایمنی، استفاده از مسیر یاور در افزایش پتانسیل القا پاسخ

کاهش تنش به  مانندداراي مزایایی مخاطی براي ایمن سازي 

 هزینه کمترر محل تزریق و کاهش آثار جانبی دتزریق،  هنگام
  ها . در تماس با سطوح مخاطی، اغلب آنتی ژنباشدمی

). بدین ترتیب یکی از 9کنند (هاي ایمنی ضعیفی القا میپاسخ
ها، هاي موجود در کارایی این نوع واکسنعمده ترین چالش

شیوه تحویل آنتی ژن واکسن و یا یاور است، به گونه اي که 
ی را هر چه بیشتر تحریک کند. استفاده دهی ایمنسرعت پاسخ

هاي ایمن بخشی از نانوذره رویکرد نوینی براي رفع محدودیت
مخاطی است که با فرآوري آنتی ژن نه فقط سبب بهبود 

شود، بلکه روند رهاسازي و پایداري آن و افزایش ایمنی می
کند. زیرا تحویل آنتی ژن به سلول هدف را نیز تسهیل می

ها به انتقال آن ممکن است سبب یاورژن و  آنتی توام تجویز
کپسوله اما  شــود. هاي دندریتیکهاي مختلف سلولگروه

به  هاآنتحویــل هم زمان امکان در یک ذره،  این دوکردن 
هاي +CD8سازد که به القا قويرا فراهم می یک سلول
در این پژوهش،  .)27( شودمی منجرژن  آنتیاختصاصی 
پوشش دهی بسیار بالا تهیه شدند. بنابراین انتظار  نانوذرات با

ژن واکسن به تنهایی یا به همراه رود نانوذره کیتوزان وآنتیمی
توسط سلول ایمنی بلعیده شوند. این امر به  HK-1یاور 

ها منجر APCتر آن به ژن و عرضه بیشافزایش پردازش آنتی
  شود. می

یجاد طیف گسترده اي رهایش آنتی ژن بر پایه نانوذره سبب ا
هاي ایمنی طی چند مکانیسم شامل نفوذ بهتر آنتی از پاسخ

ها، پایدار APCهاي میزبان و جذب بیشتر توسط ژن در بافت
هاي گیرنده کردن آنتی ژن، تسهیل تجمع آنتی ژن در سلول

B ها و جلوگیري از فرار آنتی ژن و فعال شدن آن  
اي کاتیون فعال است که به ). نانوذره کیتوزان دار10شود (می

مرهایی با بار منفی کمپلکس تشکیل تواند با پلیآسانی می
  دهد و این امر سبب تسهیل اندوسیتوز و نفوذ آنتی ژن 

به عنوان تعدیل کننده پاسخ  ). از طرف دیگر،28شود (می
این  .شودمصرفی میژن موثر  یز آنتوکاهش د سبب ایمنی

هاي دندریتیک بلوغ سلول خاصیت به جذب، فعال سازي و
). از نظر عملکرد، کیتوزان پیش برنده 26شود (می نسبت داده

و  CD40هاي محرك ایمنی مانند و فزاینده بیان مولکول
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CD86 یانتخاب دیولو نیز ت IFN ها وISGست که به بلوغ ها
  ). 29، 28گردد (هاي دندریتیک منجر میسلول

  
  گیرينتیجه. 6
گیري از تکنولوژي ذرات نشان داده شد بهرهر این مطالعه، د

تر و تحویل مناسب نانو شرایط جذب بهتر، پایداري بیش
-میرا فراهم  HK-1ژن آنفلوانزا در حضور یاور زیستی آنتی

 یناسایتوک تحریک تولید علت بهکیتوزان  مربیوپلیکند. 
  سطح  افزایشدارد و سبب  نیزبالقوه یاوري  خواص

هرچند که  .شودمی در پاسخ به آنتی ژن یسرمهاي آنتی بادي
هایی که نانو واکسن بر پایه کیتوزان را پاسخ ایمنی در گروه

هایی بود که واکسن داراي دریافت کرده بودند کم تر از جوجه
را دریافت نموده بودند. این بدان معنی است که  HK-1یاور 

یت هاي مخاطی علاوه بر ماهاثرگذاري مطلوب نانو واکسن
  نانوذره به حضور یاور نیز بستگی دارد. 

  . تقدیر و تشکر7
منابع مالی این پروژه توسط موسسه تحقیقات واکسن و سرم 

تامین شده است.  2-18-18- 94112سازي رازي به شماره 
بدین وسیله از عزیزانی که در انجام این پژوهش صمیمانه 

  شود.می همکاري نمودند سپاس گزاري
  
  گان. سهم نویسند8

تمامی نویسندگان معیارهاي استاندارد نویسندگی بر اساس 
پیشنهادات کمیته بین المللی ناشران مجلات پزشکی را دارا 

  بودند.
  
  . تضاد منافع9

گونه تضاد نمایند که هیچوسیله نویسندگان تصریح میبدین
  منافعی در خصوص پژوهش حاضر وجود ندارد.
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 Background and Aim: The inactivated vaccines are formulated with 
adjuvant to direct the host immune responses and also increase 
stability of the antigen. In recent years, the development of biological 
adjuvants and the evaluation of their ability in elicitation of immune 
responses against influenza virus have been considered. Hemokinin-1 
(HK-1) activates T and B cells for differentiation into plasma cells, and 
antibody production. In this study, the effect of HK-1 for inducing 
humoral immune response against influenza chitosan based-nano 
vaccine was investigated. 
Materials and Methods: Chitosan nanoparticle containing inactivated 
influenza antigen and chitosan nanoparticle containing the inactivated 
antigen formulated with HK-1 were prepared. Immune response 
following influenza nanoparticles vaccinations with and without the 
adjuvant was assessed in SPF chickens after prime and boost 
immunizations. Specific antibody levels against influenza were 
evaluated in serum samples of treatment and control groups by 
serological tests.  
Findings: The chickens immunized with the HK-1 adjuvanted nano 
vaccine produced higher specific antibody titers that were sustained 
until the end of experiment comparable either with inactivated antigen 
alone or the H9N2 nanoparticles without HK-1 adjuvant. Administration 
of boosting had no effect on the enhancing of antibody titer.  
Conclusion: The data show that the chitosan nanoparticles provide 
better absorption conditions and more stability and release of the 
influenza antigen in the presence of HK-1 biological adjuvant. 
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