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یک  گزینکه بکرای  عنوانهب  تواندمی ،آنفلوانزامحافظت شده ویروس  بسیار پروتیین (NP) پروتییننوکلئو :زمينه و هدف

را   زاییایمنی  ،هاتوپاپیتاخوردگی    در  ادجوانت آلومینیوم هیدروکساید با تغییر  تولید واکسن یونیورسال استفاده گردد.

با   هایادجوانت  نظیر  تربلوهای مطگزینه  ازاست    بهتر  عوارض سمیت برای سیستم عصبی،  دلیلهب اما    ،بخشدمی  دوبهب

سازگاری با بکدن های  قابلیتکه    نوعی ماده فعال سطحی غیر یونی است،  سوکروزاستر  پایه کربوهیدرات استفاده گردد.

در  .را داردخکوا  فیزیکوشکیمیایی و زیسکتی  شدن و یرتوجود هشت جایگاه اس  طبیعت و  در  پذیریتجزیه  انسان و

آن مکورد مطالعکه   بخشکیحفاظت  و  مولکول نوکلئوپروتئین نوترکیب با ادجوانت سوکروزاسکتر  زاییاین پژوهش ایمنی

 قرار گرفت.

ی در پژوهشک پروتیینئکولسیستم پروکاریوتی جهکت تهیکه نوک بیانی در (PET-28a-NP) نوترکیب وکتور :روش بررسي 

زایکی آن، بکا ایمنیدر ادامه  تخلیص شد و بیان و 1396انستیتو پاستور ایران در نیمه دوم سال    ونزالآنفبخش    ربی درجت

 پاسخ ایمنی همکورال و  و  (BALB/c)  مدل موش بالبسی  آلومینیوم هیدروکساید در  سوکروزاسترو  هایادجوانتبدون    و

 .بررسی شد 1398ل  اسزییمیزان حفاظت بخشی در مدل حیوانی در پا  وسلولی 

  مشکابه آلکوم در مکدل مکوش   ادجوانکت سوکروزاسکتر   توانکد در حوکور می    NPنتایج نشان داد که مولککول نوترکیکب   ها: يافته 

BALB/c   ویروس با دوز کشنده را دارد.   برابر   بخشی در قابلیت حفاظت   و کند سلولی مناسب القا   های ایمنی هومورال و پاسخ 

 هایپاسکخ  تواننکدمی  با ادجوانکت سوکروزاسکتر،  ،پروتیینواکسینه شده با نوکلئو  هایموشاد  د  اننتایج نش  گيري:نتيجه 

 گیریایمنی هومورال از طریق انکدازه سازیفعالی با پروتیینایمنی مناسب را ایجاد کنند. قدرت ایمونوژنی  این ترکیب 

IgGs  اینترفرون گامکا    یاهنسایتوکای  گیری( و ایمنی سلولی با اندازهها)کل و زیر تیپ(IFN-γ)  4اینترلکوکین    و  (IL-4) 

مقایسکه بکا   در  NP  پکروتیینترکیکب بکا    در  نتایج نشان داد که ادجوانکت کربوهیکدراتی واجکد سوکروزاسکتر  یید شد.ات

 .ایجاد کند Aی  آنفلوانزا ویروس (H1N1)سویه همولوگ    برابر و ایمنی قابل قبولی در  محافظت  تواندمیادجوانت آلوم  

 .سوکروز استر، واکسن یونیورسال، نوترکیب،  پروتیین، نوکلئوA  یآنفلوانزاادجونت، ویروس    :ليديك اتملك

 

 
گیری  و سپس همه   1918در سال  آنفلوانزا گیری  از زمان اولین همه 

H1N1    بهداشت عمومی تا به امروز، جهان هنوز با تهدید    2009در سال  

   Aی آنفلوانزاویروس   .کندمی ویروس دست و پنجه نرم  نی از ناشی ا

 
 

زیرگروه  انتشار    (Sub type)  هایو  مسئول  بیشتر  بین   آنفلوانزا آن  در 

هستند.انسان بیماری  1ها  عوامل  باعث  این  تنفسی  سیستم  زای 

میلیون نفر   3-5قریبا  کت  2شوند.میر و عوارض قابل توجهی میومرگ 

به ابتلا بسالانه  شوند دچار بیماری شدید می  آنفلوانزاویروس    هعلت 

 3گردد.مرگ می  650000تا  290000که منجر به  

 مقدمه 
 

 

 

 891تا  880های ، صفحه11شماره  ،79دوره ، 1400 بهمن، ی تهرانكی، دانشگاه علوم پزش كده پزش كمجله دانش اصیل مقاله 

 

 1400/ 01/11آنلاین:      10/1400/ 24پذیرش:      08/1400/ 24: ویرایش      1400/ 17/08دریافت:        يدهچك
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818  

انتشار   توقف  برای  موثر  حل  راه  ی   یماری  بواکسیناسیون 

واکسن   آنفلوانزا و  فعلی  است  بر  آنفلوانزاهای  سال  هر  اساس باید 

ها های جدید ویروس در حال گردش بهینه شوند و اثربخشی آن سویه

گردش هر سال بسیار متغیر    های درهای دقیق سویهبینییش به پ  ستهب

 5و4.است

ایمنی  این،  بر  واکسن علاوه  توسط  حفاظت  و  فصلی  زایی  های 

ویروس آنفلوانزا همه  همه نو  یآنفلوانزا های  ،  و  پوشش ظهور  را  گیر 

محدودیت نمی واکسن دهد.  در  موجود  تهای  فعلی  به اهای  نیاز  کید 

واکسن  حافظت   (UIV)   الرسویونیی  اهتوسعه  قابلیت  بخشی با 

 دهد. گسترده را نشان می 

است    ،آلایده  یآنفلوانزا واکسن   همه  واکسنی  بتواند  که 

 ژنی  شیفت یا دریفتآنتی  تغییرات  با B و   A  یآنفلوانزاهای  ویروس

(Antigenic shift or drift)،  زیرگروه  هماگلوتینین  (Sub type)  با 

(HA)  ز نورآمینیدا و  (NA)   سن با اثر محافظتی اکو   . ی را پوشش دهد

 6.وجود بیاورده تواند ی  پوشش ایمنی کامل را بگسترده، می

هماگلوتینین  پروتیینگلیکو سطحی  نورامینیداز   (HA)های  و 

(NA)را به ژنتیکی  تغییرات  بیشترین  آنتی،  تغییر  رانش دلیل  یا  ژنی و 

می  متحمل  نه   7.شوندژنتیکی  تغییرات  انتاین  واکها  رثر  ا  سیناسیون 

میکا واکسن   نددههش  تولید  هزینه  افزایش بلکه  نیز  را  جدید  های 

از  می استفاده  موانع،  این  بر  غلبه  برای  تغییرات  پروتییندهد.  با  های 

گرفته  نظر  در  واکسن  فرمول  در  شده  حفاظت  بیشتر  یا  و  کمتر 

نوکلئومی کاندیدها،  این  از  یکی  ت شباه  %90با    (NP)  پروتیینشود. 

انواع توا در  ویروس  ه وی س  لی  نوع  آنفلوانزاهای  شده    Aی  حفاظت 

 8.است

در طی عفونت ویروسی، تحری  سیستم  NP پروتییننقش اصلی 

القا   آنفلوانزا های ویروس  ایمنی متقاطع در بین همه سویه   یایمنی و 

سلول  می برای  قوی  محرک  و  سلولی    Tباشد  ایمنی  القای  جهت 

یا قطعاتی از مولکول  ل  ام صورت که دلیل، ب  ینهم  هب  9شود.شناخته می

NP  سیستم واکسن در  طراحی  برای  مختلف  بیانی  مختلف های  های 

 تولید شده است. 

مثال  به مطالعه  عنوان  این  که    Huangدر  دادند  نشان  وهمکاران 

)  A  یآنفلوانزا   NPویروس   بیان  میزبان  دو  از  ویروس    E.coliکه  و 

آید  دست میبه  (Alum adjuvant)  لومانت آ ونوترکیب واکسینیا( با ادج

 ها تقویت کند. تواند حفاظت متقابل را در موش می

همراه با ادجوانت آلوم    NPنوترکیب    پروتیینها نشان دادند که  آن 

های  را القا کند و موش   (Th1)نوع ی     T helperهای  تواند سلول می

C57BL6   10.نمایدمحافظت   آنفلوانزارا در برابر چالش ویروس 

پژوهشی   آنتی  Campoدر  از  استفاده  با  همکاران  محافظت و  ژن 

نوکلئو   را   OVX836واکسن    ،آنفلوانزاویروس    (NP)  پروتیینشده 

واکسن    ساختند ی   نوکلئوپروتیینکه  براساس  نوترکیب   پروتیین ی 

افزایش   که  ،باشدمی   (Oligomerized nucleoprotein)  الیگومریزه

در مقایسه    منیای   یستمبیشتر سی   تحر  ویهای دندریتجذب سلول 

 . دهد نشان می غیر الیگومریزه را  NPبا 

د  ک ودن ک ش نم ک ای ک آزم   C57BL/6ای  ک ه وش ک لانی در م ک به روش عو 

  ای ک ه ول ک ل ک ی  س ک م ست ای سی ک ه ش ک ث واکن ک باع   OVX836ن  ک ه واکس ک ک 

T CD4+and CD8   به    های خاطره در پارانشیم ریه شد و و ایجاد سلول

های ویروسی با  ش برابر چال ها را در  موش    OVX836گیزی ن ا طرز شگفت 

 11. محافظت کرد   Aی  آنفلوانزا مختلف    ( Sub type)   روه زیرگ سه  

مطالعه  نوترکیب  Salehای  در  بخش  ی   از  در  NP وهمکاران 

با و بدون  به3M2e-HA2-NP کایمری     پروتیین عنوان نامزد واکسن 

های  تواند پاسخ ی م  هادجوانت ااستفاده از    12.شد ادجوانت آلوم استفاده  

 13.ایمنی هومورال و سلولی تقویت کند با القای  ایمنی را 

می  مشخص  بیماری  شیوع  طول  در  ادجوانت  که اهمیت  شود 

به  پر ویژه در جمعیت واکنش سریع  نیاز است. نم     های  مورد  خطر 

اصلی  آلوم،  به  معروف  رایج آلومینیوم،  و  مادترین  در    هترین  کمکی 

دههای  بر  و  ستا  اهواکسن  در  بار  دیفدر    1920  اولین  تری  واکسن 

 14استفاده شد.

Glenny در اثر  قابل توجهیافزایش خود  در تحقیقات و همکاران

 15.واکسیناسیون با افزودن سولفات آلومینیوم پتاسیم گزارش کردند

واکسن  از  بسیاری  تامروزه  توسط  اهای  شده  برای    FDAیید 

 16.دارد آلوم وجودهمراه با واکسیناسیون انسانی، به

تولی ا  ادجوانت گرچه  برای    د  اما  است،  ارزان  آلومینیوم  حاوی 

افراد بی  دهد  شواهدی وجود دارد که نشان می   17خطر نیست. همه 

هایی  تواند باعث ایجاد سندرم عنوان ادجوانت می نم  آلومینیوم به 

اوتیسم  طیف  اختلالات  است   (ASD) مانند  ممکن  و  شود 

لوپ مانن   ( Autoimmune disease)   نی خودایم   ی ا ه بیماری  وس  د 

سندرم شوگرن و روماتیسم مفصلی را  ،   (SLE)تماتوز سیستمی اری 

 17. در افراد مستعد ژنتیکی تحری  کند 
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جایگزین تا  هستند  تلاش  در  محققان  برای بنابراین،  هایی 

واکسن  ترکیب  از  آن  حذف  یا  بیابندجایگزینی  امروز،    .ها  به  تا 

ب  یاهادجوانت  دمبتنی  آلوم  واکسن ر  انحصار  در ی  هاارای    انسانی 

ادجوانت اگرچه  هستند،  متحده  مانند ایالات  روغن،  امولسیون    های 

MF59 اندها کاربرد محدودی داشته ، در اروپا و سایر حوزه. 

این   بازار  در  آلوم  تسلط  ایمنی ادلیل  قدرت  آنست  از    زایی 

ادجوانت  است،  بسیاری  بهتر  دیگر    برای   ی رتنظا  انینوقاما  های 

آن بدون    یای تا ثابت کند که مزا  الزامی است   دی هرگونه ادجوانت جد

اثربخش و  عارضه  می   است  شتریب  ی،هرگونه  باعث  امر  این   شودو 

ادجوانت  برای  آلوم  برتری  ایمنی  چالش  باشد.  دشوار  جدید  های 

می  تلقی  بدیهی  آلوم  مدت  معطولانی  این  به  واکسن    ناشود  هر  که 

 18.م دشوار است جوانت جدید باشد رقابت با آلوه حاوی ادکجدیدی 

کنند و از ها نقش مهمی در سیستم ایمنی بدن ایفا میکربوهیدرات 

زیستیهای  مزیت  کم،  سازگاری  تخریب ،  سمیت   پذیریزیست 

برخوردار هستندشدن  متابولیزه   آسان  برای    و دفع  احتمال کمتری  و 

متابولیت رسوبات  ایجاد  یا  سمی  مدتطهای  نس  ولانی  به ببافتی  ت 

است که تجمع ادجوانت و    اارند. این بدان معننیوم را دهای آلومینم 

از  استفاده  هنگام  ایمنی  سیستم  در  مزمن  یا  حد  از  بیش  شدن  فعال 

 19.ترکیبات کربوهیدرات کمتر احتمال دارد

مطالع این  نوکلئوهدر  کارآیی  در   پروتیین،  شده  تهیه  نوترکیب 

پروکاری  ترکوسیستم  در  کربوهیتی  پایه  با  ادجوانت  با  راتی  دیب 

و ایمنی محافظتی آن با    یدردگارزیابی    (Sucrose ester)روز استر  سوک

  BALB/cهای کنترل در موش های آلوم و در مقایسه با نمونهادجوانت 

 . شدبررسی  Aی آنفلوانزادر برابر چالش ویروس  

 

 
تخلیص و  پپتیدی    :NP  ترکیبون پروتیین  تولید    یب نوترکناقل 

pET-28a/NP   به کانامایسین و تتراسایکلین، در  حاوی ژن های مقاوم 

انستیتو  های تنفسی شایع و ویروس آنفلوانزادر بخش  پیشینتحقیقات 

 20پاستور ایران ساخته شده است.

کاندید واکسن   پروتیینساختار شامل ی  ناحیه حفاظت شده از  

ژن مو است.  توالی  نوکلوم  باز    NP  ((1-1700  پروتیینکمل  با  جفت 

 باشد. می  LC120392شماره پیوست: 

قرار    ا مجدد  ترکیبنووکتور   ارزیابی  مورد  آنزیمی  توسط هوم 

و میزبان    گرفت  در  تایید  از  گردید.  E.coli BL21 (DE3) پس  بیان 

از    پروتیین استفاده  با  بلات   SDS-PAGEنوترکیب  وسترن    و 

(toWestern bl) 20.شد ییدات 

ن به  وکتور  خلاصه،  به طور  دارای  باکتری   وترکیب  های 

پلیت  در  و  منتقل  آنتی   LB  صلاحیت  حاوی  های  بیوتی  آگار 

 ( تتراسایکلین  µg/ml  50کانامایسین  و   ) (µg/ml  10 )    داده کشت 

تولید   افزایش  مایع    پروتیین شد.  محیط  در    LB Brothنوترکیب 

حاوی   ت   کلنی  ی   با  شده  انجام  تور  ک وک    یتلقیح  نوترکیب 

سوس  باک پانسیون ک شد.  سپ ت ک های  دم ک ریایی  در  در  C °4  ای ک س    و 

rpm  10000 ،  10    باکتریایی در و رسوب  سانتریفیوژ شدند  دقیقه، 

 ذخیره شدند.   -C °20دمای  

لیز   پروتیین خراج  ک است  بافر  از  استفاده  اورهبا  واجد    کننده 

molar  8   حاوی بافر  و   و   NaH2PO4  از   mili molar  50  )اوره 

mili molar  300    ازNaCl   نسبت رسوب    ( W/W)   1:5  به  به 

  C°4در دمای    .شد و سوسپانسیون هموژنیزه گردید  باکتریایی اضافه 

 دقیقه روی همزن مغناطیسی داخل یخچال قرار داده شد.  30مدت به

مرتبه از دستگاه اولتراسوند هر   20ها  برای تخریب دیواره سلول 

ق  25-30  بار با  نوبت  (  v  250  تاژ)ول  %85رت  دپالس  ثانیه   30هر 

سانتریفیوژ شد.    دقیقه  پنج   ،  C°4و    rpm 10000 در  سپس   ستفاده شد.ا

حاوی اوره تعلیق شد. مراحل    کنندهرسوب باکتری مجددا در بافر لیز

استخراج شده    پروتیینبالا تکرار گردید تا رسوبی باقی نماند و میزان  

 . گرفت ارزیابی قررمورد ا SDS-PAGEبا استفاده از 

استفاد نوترکیب    پروتیین تخلیص   کروماتوگرافی    ه با  از 

-protino® Ni-TED 1000 packed(MN, MACHEREYتمایلی 

NAGEL   ( طبق پروتکل شرکت سازنده انجام شد.   ساخت کشور )آلمان 

طور خلاصه، لیزات باکتریایی روی ستون بارگذاری شده و با به

ایمیدازول   شد.  وت سش=pH 8در    mili molar  5محلول  داده  شو 

برای حذف نم  سپس،  و  دیالیزاوره  کیسه  از   Cut off 10000ا  ب    

(MW CO)  کی  کات نمکفکر فسکافکدر ب زکالیکد. دی کتفاده شکاس(PBS )  

  ین کپروتید و  کجام شکب، انکول شک و در ط  C°4در دمای  =pH 2/7با  

ایم )کیکبا  حmili molar300 دازول  اورهک(    ( mili molar  8) اوی 

شد.  کسکش غف  ذک حاز    سکپته  روش    نکروتییکپت  کظکلکاوره،  با 

زده  (radford protein assayB)ورد  کردفکب 12.شد  تخمین 

 بررسيروش 
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 و همكاران  علی ترابی

 
 891تا  880 ،11، شماره 79، دوره 1400 بهمن ی تهران،كی، دانشگاه علوم پزشكده پزشكمجله دانش

 

838  

ساکارید لیپوپلی  روکوترکیکن  ینکپروتی  (LPS)  میزان  با  ش ب 

(Gel Clot)  LAL  (LONZA N289-06)   اینکهاندازه  گیری شد، نتیجه 

 بود.   LAL<1EU/mlمیزان اندوتوکسین در حد قابل قبول 

براساس دستورال :  ت ن حیوانا واکسیناسیو    عمل کمیته چالش حیوانی 

 یید و انجام شد. ا ت  (IR.PII.REC.1395.82) اخلاق انستیتو پاستور ایران 

سر موش که از انستیتو پاستور کرج خریداری شده بودند پس   119

به  نگهداری  هفته  ی   به  از  تصادفی  تقسیم    17گروه    شش طور  تایی 

حیوان ن شد  تهویه  ها د.  اتاق  ب   در  دمای  مطبوع  عت  سا   12  و   C °2 ±25ا 

و   رطوبت    12روشنایی  با  تاریکی،  این   50± % 5ساعت  شدند.  ارزیابی 

 ها دسترسی راحت به رژیم غذایی استاندارد و آب داشتند. موش 

فقط ی   دوم   NPگروه  گروه   ،NP  آلوم  با   ادجوانت 

(NP+Alum)    سومو گروه NP ز استروبا ادجوانت سوکر  (NP+SE  )

غیر  رم چها  وهگر  و که ب  PR8فعال    ویروس  و  عنوان  مثبت  نترل 

 دریافت کردند.  PBS و Alum،  SE ترتیببه  7و   6و  5های گروه

کهموش  کردند  و   PBS هایی  دریافت  استر  سوکروز  و  آلوم 

به به ترکیبات  شدند.  گرفته  نظر  در  منفی  کنترل  گروه  صورت  عنوان 

تجویز   NP نتییپرو  µg  15حاوی    lµ  100تحت جلدی در حجم کل  

 روز انجام شد.   15زریق با فاصله بار ت  سه شد. مراحل تزریق

آنتیاندازه  اختصاصی ضدبادیگیری  از    دو :NP  های  هفته پس 

 پیشهای خون از پنج سر موش از هر گروه و  سازی، نمونههر ایمن 

لوله    طسینوس اوربیتال چشمی توس  از طریق  آن پس از  از تزریق دوز  

 IgGهایبادیینتآ  گیریاندازه ای  رم خون برس  ازن گرفته شد و  ییمو

Total  ،IgG1، IgG2a وIGg2b  با روشELISA  .استفاده شد 

µl  100   پپتید ، NP (Biomatik Corporation Canada: RPC20340) 

خانه ریخته و    ELISA   96لیت در هر چاه  پ   mg/ml  2-10با غلظت  

 گردید. اری  د نگه   C °4ی  شب در دمای  

ز روش  ستفاده ا وشش داده شده و رقت سرم با ا پ   ژن غلظت آنتی 

  در   PBS   mili molar  10سپس دست آمد.  ه ب   ( Cheeker Bord)   میکروتیتر 

4 /7 =pH    حاوی (0/ 05 %Tween 20  )PBS-T    مراحل شست شو  و برای 

  % 5حاوی   PBS-Tها،  منظور پوشاندن فوای خالی چاه  استفاده شد. به 

صال  جلوگیری از ات  کننده( برای ود عنوان بافر مسد )به   گاوی   آلبومین سرم 

 22. شد   ها استفاده بادی ها و آنتی ژن اختصاصی آنتی   غیر 

رقیق    ( 1: 1000) تا سطح رقت    PBSر  باف   ها با استفاده از سرم موش 

وآنتی  پراکسیداز شدند  آنزیم  با  نشاندار  موشی    ( (A8924  سیگما   ، بادی 

کشور   )   ، مریکا آ ساخت  رقت  به 1:5000با  آنتی (  مورد  ثان دی  ا ب عنوان  ویه 

 گیری شد. اندازه   nm  450  و نتایج الایزا در طول موج   گرفت   استفاده قرار 

طبق    IgG (IgG1, IgG2a, IgG2b)  ،(Sub type)  هایزیرگروه

  IgG  ( A5532, M5657)بادی زیر نوع  با استفاده از آنتی   مراحل بالا و

 IgG  بادیتیخرگوش و آن  ر تهیه شده د  ،مریکاآساخت کشور    سیگما

آنز  دارنشان  یگوشخر  ،(Horse radish peroxidase)  دازیپراکس  می با 

 .شد گیریاندازه  مریکاآساخت کشور  (A5420) سیگما

سایتوکین اندازه  ضد  گیری  اختصاصی  از  :  NPهای  پس  روز  ده 

سه موش از هر گروه پس از بیهوشی خارج و  طحال سازی، آخرین ایمن 

در  ک ح ط های  لول ک س  ش ک کش چاهکی    96ت  ک پلی ال  داده  )دو    دند. ک ت 

ب ک پلی  ت ک عن ه ت  ی ک وان  و  پ ک ست  با ی ک ل     ن ک پروتیی   µg/ml  1  ت 

 (RPC20340 ) NP  تحری     و کنترل   عنوان به بدون  انتخاب  منفی   گروه 

قرار    2CO  % 5در انکوباتور  C °37ساعت و در دمای    72  مدت به و  شدند  

انجام و مایع   فرآیند تحری    د. ری ش آو مع ویی کشت ج ر داده شدند، 

IFN-γ  و IL-4 کیت ت از  استفاده  با  شده  روش    ساس را ب   ELISA رشح 

ورالعمل شرکت  ک مطابق دست   ( ,R&D  DuoSet ELISA, USA) ساندویچ  

سطح    .گیری شد اندازه   nm  450  در  ( ODs) ی  نور   ته ک سی ک دان   ازنده در ک س 

  .ید د های استاندارد محاسبه گر سایتوکاین برای هر نمونه براساس منحنی 

 . تکرار شد سه بار    ها برای هر موش آزمایش 

دو هفته پس  :  آنفلوانزاروس  های واکسینه شده با وی چالش موش 

تزریق،   آخرین  به   14از  گروه  هر  از  بینی موش  داخل  صورت 

(intaranasal)    با ی  دوز کشنده(40LD50  ویروس )A/H1N1/PR8  

موش  گرفتند.  قرار  چالش  کلا مورد  لامینار  هود  زیر  ایمنی    دوس  ها 

 د. شدننگهداری می 

روز کنترل    14 مدتبه میر و کاهش وزن بدن روزانه  ومرگ   میزان

به نتایج  به شد.  آمده  با  دست  شد.  گزارش  ماندن  زنده  میزان  عنوان 

ارا اخلاقی  مجوزهای  به  و ی توجه  مراقبت  نهاد  کمیته  توسط  شده  ه 

( حیوانات  از  موشIACUCاستفاده  بدنشان (،  وزن  که  از    هایی  بیش 

 . ند شدحذف ، کاهش یافته بود 25%

 

 
دست آمده با  بیان شدند. نتایج به   SD±طور میانگینه ر بقادی همه م

از   و    Microsoft Excel, version 2010, Microsoft, USAاستفاده 

 هايافته
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GraphPad Prism, version 8.0.2, USA   قرار تحلیل  و  تجزیه  مورد 

برا ا  یگرفت.  بقا  میزان  تحلیل  و  منحنی  تجزیه  مایر  -کاپلان ز 

(Kaplan-Meier survival curve)  با  کاس آماری  اهمیت  شد.  تفاده 

مقادیر  One Way Anova  آزمون  شد.  آماری  ≥P 05/0  تعیین  نظر  از 

 .دار در نظر گرفته شدامعن

و   نتایج و :  نوترکیب  پروتیین تخلیص  تولید  کلونینگ 

 ن تییپروشده  مناطق حفاظت    کنندهب بیانیکرکلونینگ وکتور نوتساب

NP    ها یید شد )داده اوالی آنزیمی تین تبا هوم و تعی  آنفلوانزاویروس

بیان   داده نشده است(.  بزرگ در سلول   پروتیین نشان  مقیاس  های  در 

BL21    هایبا ستون  پروتیین انجام شد و استخراج  Ni-NTA    انجام شد

در   ایمیدازول  و  اوره  حذف  برای  نتایج کدی   PBSبل  اقمو  شد.  الیز 

SDS-PAGE    بلات وسترن  با   NP  ینوتیرپبیان    (Western blot)و 

 (. 1را تایید کرد )شکل  kilodalton  57  وزن مولکولی

های خا  در  بادی گیری آنتی های خا : اندازه بادی گیری آنتی اندازه 

  ت ا نوترکیب در مدل موش مورد بررسی قرار گرفت. حیوان   پروتیین برابر  

تزریق  بر  آزمایش  طرح  د اساس  ایمن شدند.  هر  از  پس  هفته  سازی،  و 

پاسخ   ن خو   های نمونه  و  شد  آنتی گرفته  برابر  های  در  اختصاصی  بادی 

 مورد ارزیابی قرار گرفت.   ELISAاز    با استفاده   NPنوترکیب    پروتیین 

 

 
 

  با ستون كروماتوگرافي نيكل و NP پروتيينتخليص   SDS-PAGE: نتيجه1شكل 

 3ليزات رد شده از ستون، رديف  2ديف ر  ي،يينوتپرماركر  4و 1 ترن بلاتينگ سو

 NP پروتيين 6رديف  ،كنترل منفي 5رديف  ،NP پروتييننه حاصل ازدياليز نمو

آنتی گروه پاسخ  با  همان بادی  شد.  مقایسه  کنترل  که  های  طور 

  مناسبی  IgGدریافت کردند، تیتر    NP+SEرفت، گروهی که  انتظار می 

مقایس  ار گروهدر  با  که  و  به  NPه  هایی  دریافت  NP+Alum تنهایی 

 (. >0001P)ن دادند نشا کرده بودند،

 پروتیین ( در مقایسه با  NP+SEبا ادجوانت )  NP  پروتیینترکیب  

NP  پاسخبه افزایش  بررسی  تنهایی  در  دارد.  را  همورال  ایمنی  های 

نش  IgG  (IgG2bو    IgG1،  IgG2a)  هایزیرگروه که  می  نانتایج  دهد 

ا  NP  پروتیین استرنت  دجوابا  واکنش می  سوکروز  ایجاد  ی اهتواند 

نماید را    Th2و    Th1یمنی  ا حالی   .القا  ادجوانت  در  با  ترکیب  در  که 

و    1های  را ایجاد کرده است. )نمودار  Th2های ایمنی  آلوم فقط پاسخ 

2) . 

سایتوکین  آزمایش  القای  :  ها نتایج  میزان  ارزیابی    IFN-γبرای 

سلول IL-4  و  طحال  واکسی ،  شده  های  به نه  و  شد  داده  طور  کشت 

ساعت پس از تحری ،    72تحری  شد. در    NP  ن پروتیی خا  با  

نتایج نشان داد که    ELISAمایع رویی تحت آزمایش   قرار گرفت. 

می  شده  واکسینه  گروه  سه  سایتوکین هر  تولید  در  توانند  را  ها 

 ند. ن ک   های کنترل منفی تحری  مقایسه با گروه 

که   به   کردند   دریافت   NP+SEگروهی  گروه    نسبت 

ا  NP+Alumکننده  دریافت  قابل ،  در فزایش  تولید    القای   توجهی 

IFN-γ   معنادار   اند داشته دادند   ی نتایج  نشان  در   و   ، ( >0001P)   را 

با گروه   IL-4سایتوکاین   بدون دریافت    NPو     NP+SEدر مقایسه 

اختلاف  ن   ی معنادار   نتایج   ادجوانت    .( P<ns)   ند د ا د نشان 

ت تحر در     NP+SEیعنی  دار   NP+Alumبا    IL4ولید  ی     . د برابری 

 . نشان داده شده است   3تایج در نمودار  ن 

موش دو هفته    14از هر گروه آزمایشی،  :  نتایج چالش ویروسی

ایمن  آخرین  از  کشنده  پس  دوز  ی   با  ویروس    (40LD50) سازی، 

در همین حال،    .دنمورد چالش قرار گرفت  A (PR8 H1N1)  یآنفلوانزا

 دوکلاس    یمنیهای جداگانه زیر لامینار اقفس  گروه درهای هر  موش 

موش شدند.  داده  قرار  خانه  حیوان  می در  وزن  روز  هر  و  ها  شدند 

 روز ثبت شد.  14تا  میرومرگ میزان 

ها دو روز پس از چالش  نتایج نشان داد که وزن بدن در همه گروه 

PR8   موش و  یافت  دری کاهش  بد   با   NPکننده  ت ف ا های  و  ون  ادجوانت 

  دریافت شده   Alumیا  PBSبا  یسه  را در مقا   انت تغییرات وزنی کمی ادجو 

 . )گروه کنترل منفی( متحمل شدند 
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   Anti NP-IgG2a ، ب:Anti NP-IgG2b، الف: G (IgG)وگلبولين مناي ( Sub type) هايزيرگروه : 2 نمودار
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سازی شده )با و بدون  براساس نتایج، میزان بقا در هر سه گروه ایمن 

(  <0P/ 0001ی کنترل منفی ) ا ه گروه   داری در مقایسه با ر معنا و ط ه ادجوانت( ب 

روز پس از چالش جان    4-11ها در  ش ه مو ها هم افزایش یافت که در آن 

های  های واکسینه شده، میزان بقای گروه خود را از دست دادند. در گروه 

NP+Alum  (4 /71 % )   وNP   و  ( % 57/ 1)  بدون ادجوانتNP+SE   (28 /%64  )

 ( وب الف    4)نمودار    .( P>nsمقایسه بود )   معنادار قابل   ف بدون اختلا 
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 ب الف
  (IFN-γ)فرون گاما: سايتوكاين اينتر ب (IL-4) 4: سايتوكاين اينترلوكين الفها، كاينگيري ميزان سايتو : اندازه 3نمودار 

 

 

 
 ب الف

 برابر ويروس  نوتركيب در  پروتيينبخشي حفاظت  نيزا: مبهاي واكسينه شده، ميزان كاهش و افزايش وزن موش : الف (40LD50)يروس وحشي چالش با و :4نمودار
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ها و مسئول بیش از نیمی از بیماری  آنفلوانزاهای تنفسی  بیماری

این   .دهداسر جهان رخ می رس  میرهای حاد هستند که سالانه درومرگ 

  ارای ویژه برای افراد مسن، کودکان خردسال و افرادی که ده ب  یماریب

زمینه بیماری جدی  های  هستند  قلب  و  کلیه  ریه،  اختلالات  مانند  ای 

 23.است

تغییرات  به   آنفلوانزاهای  ویروس فراوانی  و  جهش  قابلیت  دلیل 

مق فعلی  پیشگیرانه  اقدامات  برابر  در  بنابراین،    .هستند  مواژنتیکی 

ی ها با بازآرای واکسن   سیونروزرسانی فرمولابهبود و به یاز به  همیشه ن

واکسنیهسو وسیع  های  ایمنی  ایجاد  مدت برای  طولانی  ثبات  با  تر 

 24وجود دارد.

واکسن   تخم   آنفلوانزا تولید  وقت براساس  بسیار  پر  مرغ  و  گیر 

حساسیت افراد  برخی  برای  همچنین  و  است  می ی ا  هزینه   10.کندجاد 

های توعیف شده باعث واکنش یروساوی وهای حن همچنین واکس

همچنین ممکن است در افرادی که سیستم    و  ندشوموضعی قوی می 

واکسن  تولید  بنابراین،  بیماری شوند.  باعث  دارند  های  ایمنی ضعیف 

های جدید بیوتکنولوژی مورد نیاز اساس تکنی ی نوترکیب بر پروتیین

 25.است

انجام    آنفلوانزا   پروتیین ب  وترکی های ن زیادی روی واکسن   قات ی ق ح ت 

های  پروتیین از جمله   NA و  HA سطحی های  پروتیین گلیکو .  شده است 

ایمنی  برای  آنتی اصلی  تولید  هستند زایی،  واکسن  توسعه  و  با  .  بادی 

جهش   ها آن حال،  این  می دچار  مداوم  بر    شوند های  تمرکز  بنابراین، 

ویر پروتیین  شد   ی س و های  وا محافظت  تولید  برای  اسب  من   های کسن ه 

 10. ضروری است 

ویروسNP  پروتیین بین  در  که  و   Cو    A   ،Bیآنفلوانزای  ها، 

می   هاآن های  زیرگونه واکسن حفظ  برای  مناسبی  کاندید  های  شود، 

دلیل حفاظت    .است  Universal influenza vaccine (UIV)  یونیورسال

این   با جهش   RNA ریث، نقش آن در تکپروتییناز  ویروس است که 

 26.شخص شده است م  NP ن توالی اسید آمینهدر چندی 

است و باعث   T آل برای ایمنی سلولف ایده هد   ی  NP ژنآنتی

همچنین  NP اختصاصی T هایسلول   .شودمی  T واکنش متقابل سلول

عفونتمی برابر  در  و  کرده  جلوگیری  ویروس  تکثیر  از  های  توانند 

 27.افظت کنندحم ویروسی کشنده

نگران از  م ییکی  کاربرد  ربوط  های  ویروسی  پروتیینبه  های 

ها ممکن  ژنها است. همچنین، آنتیال محدود آن تقان،  NPداخلی مانند  

ایمنی  و  بوده  کوچ   بسیار  پیشنهاد  است  کنند.  ایجاد  را  پایینی  زایی 

آنتی این  از  که  است  استفاده شود.ژن شده  ادجوانت  با  دا  ها    ه د نشان 

وقتی که  ابا    NP  پروتیین  شد  ترکیب شدجوی   ایمنی  انت  پاسخ  د، 

 22.شودمی بیشتر 

مطالعا  همکاران    Wraithت  در  برابر    % 75و  در  اثربخشی 

)فاصله    PR8ویروس   برابر  دو  دوزهای    پروتیین ای(  هفته   دو با 

 28. شد بیان     ( E.coliبیان شده در    H3N2ویروس    NP) نوترکیب  

هم    Tamuraدرپژوهشی  ت ر ا ک و  بینی  ا ان  داخل  تجویز  ثیر 

سلول   PR8ویروس    NPمولکول   توسط  که  بیان  را  حشرات  های 

کردند. برر   شود می  این    ها آن   سی  که  کردند    پروتیینگزارش 

به به  وبا  می همراه سموم  ادجوانت  ) عنوان  کافی  ایمنی  -% 80تواند 

70 ( و  همولوگ  ویروس  برابر  در  ویروس  40-% 70(  برابر  در   )

 29. دل حیوانی ایجاد کند م   ر هترولوگ را د 

Macleod  موشهمکاران    و که  شده  دریافتند  واکسینه  های 

کا رحفاظت  از  مل  استفاده  با  همولوگ  ویروس  برابر  در    ادجوانت ا 

 25.نشان دادند را A (MPL)آلوم و مونوفسفوریل لیپید 

دیگر   پژوهشی  در  همکاران  Wangهمچنین  که   و  دادند  نشان 

NP    که توسطE.coli  در دوز  ده است  ش  نبیاµg  90   طور د به انتومی

 هایادجوانت   ب بارا در ترکی  NP  µg  10  برابر با   مستقل پاسخ ایمنی

و   کند.  CPGآلوم  از    ایجاد  برای    هایادجوانت استفاده  مختلف 

ایجاد سطح ایمنی بالا با کمترین میزان   منظوربه   NPسازی غلظت  بهینه

 30.دناهگرفتدوز ایمونوژن مورد آزمایش قرار 

دار انسان  برای  آلوم  ادجوانت  از  محدودیت استفاده  های ای 

از  مومیرغم مسمتعددی است. علی  انسان،  ت آن برای سیستم عصبی 

عنوان ها )به ( و واکسن اسیدها  ضدطور گسترده در داروها )مانند  آن به 

 شود.ادجوانت( استفاده می 

از   متحده  ایالات  در  دا  20شواهدی  وجود  گذشته  که   درسال 

می نشا زندگی  ن  اول  سال  در  آلوم  جمله  از  مکرر  واکسیناسیون  دهد 

به عوارض جانبی جبران  اوتیسم  منجر  مانند  بر عملکرد مغز  ناپذیری 

 31.در نوزادان با حساسیت ژنتیکی شده است

سال با گرایش    50در افراد زیر    ایمنیخود های  همچنین، بیماری

است شده  گزارش  آلومینی  32.ژنتیکی،  سمی  در اثرات  کودکان    وم 

 بحث
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به می تکراری،  تواند  رفتارهای  حرکتی،  کنترل  در  اختلال  صورت 

و   اضطراب  و  گیجی  تشنج،  خواب،  اختلالات  گفتاری،  اختلالات 

 32و31.اختلال در تمرکز، یادگیری و حافظه ظاهر شود

کسیناسیون با ادجوانت آلوم در  ی  مطالعه نشان داده است که وا

گوسف می مدل  آند  باعث  ماده   تروفیتواند  در  انحطاط  و  عولانی 

که   داد  نشان  دیگری  مطالعه  شود.  حاد  مرحله  در  نخاع  خاکستری 

می  تزریقی  آلوم  مغز  ادجوانت  و  طحال  به  تزریق  محل  از  توانند 

تشخیص  موش  قابل  تزریق  از  پس  سال  ی   تا  و  کرده  مهاجرت  ها 

 د.باشن

حرکتنقص حافظه،  عملکرد  در  مهمی  ناهنجاری  های  های  و 

های عصبی مانند ها مشاهده شد که مشخصه بیماری یکی موش تولوژپا

 33.آلزایمر و زوال عقل است 

بین میزان دریافت آلومینیوم از طریق واکسن در کودکان و میزان  

  اوتیسم رابطه خطی و مثبتی وجود دارد. ی  مطالعه نشان داده است 

به  ازکه حساسیت ژنتیکی  با ادجوواکسن   دنبال استفاده  لوم  انت آهای 

 34و32و30.شودباعث آسیب سیستم عصبی مرکزی می

تغییر   به  مربوط  است  ممکن  جانبی  عوارض  این  بیشتر 

علاوه بر اثرات سمی    35. در تماس با آلومینیوم باشد   پروتیین خوردگی  چین 

را با افزایش پاسخ ایمنی    IgE  تواند سطح آلوم بر روی سیستم عصبی، می 

و    ( Th2) سلولی   دهد  به منجر  ،افزایش  افراد،  در  آلرژی  کودکان  به  ویژه 

های آلومینیوم  با توجه به این عوارض جانبی، حذف نم    36. حساس شود 

ویژه برای  هایی با جایگزینی آلوم به های واکسن و تولید واکسن از فرمول 

 سلامت کودکان ضروری است.  

غیرسوکروز   سطحی  فعال  ماده  نوعی  چرب  اسید  یونی    استر 

با دا  است انسان و تجزیه شتن سکه  با بدن  پذیری در  ازگاری مناسب 

می  و  طبیعت  دسترس  در  قیمت،  ارزان  مواد  از  ماده  این  باشد، 

می تجدید  تولید  چرب  اسیدهای  و  شکر  مانند  به پذیری  و  دلیل شود 

می  شدن سوکروز  استری  جایگاه  هشت  از  تواوجود  وسیعی  دامنه  ن 

فیزیکی، شیمیایی ایجاد    خوا   را  زیستی  تفاوت  ایدنمو  این  ها که 

با تغییر درجه جانشینی و طول زنجیره اسیدهای چرب  به طور عمده 

 .گرددها ایجاد میآن 

،   IgG1را با نام  IgGها، مشابه انسان، چهار کلاس مختلف  موش 

IgG2a  ،IgG2b    وIgG3  یب از نظر عملکردی  ترتدهند که به نشان می

 رند. قت دا انسان مطاب IgG3و  IgG1 ،IgG2  ،IgG4با

  های زیرگروه هایی بین دو گونه جانوری در  با این وجود، تفاوت 

(Sub type)  IgG    اتصال در FcRبرای  تغییر  یا  کمپلمان  تثبیت   ،

 37.شودهای ناشی از سایتوکاین مشاهده می زیرکلاس 

تفاوت این  وجود  ساختار  با  الگوی  ها،  و    IgGکلی  موش  در 

می  را  در  توانسان  مشابه  کاملا  به ان  گرفت.  می  طورنظر  توان  کلی، 

موش در  که  گرفت  انساننتیجه  و  همچنین    IgG1ها  ها  در   IgG4و 

مشخصات   با  زیر  Th2انسان  سایر  مشخصات  کلاس و  با  عمدتا  ها 

Th1  38.مرتبط هستند 

مطالعه  تفاوت   Fornefettایدر  همکاران  در  هو  را  احتمالی  ای 

م سویه  دو  ایمنی  مقایس   BALB/cوش  پاسخ  موش در  با  های  ه 

C57BL/6    سطوح از  و   IgG  ،(Sub type)  هایگروهزیربررسی 

شاخص به کردند  عنوان  استفاده  ایمنی  پاسخ  نوع  برای  ها  آن هایی 

همراه هستند در    Th1با پاسخ    IgG2bو    IgG2aمشخص نمودند که  

 مرتبط است.   Th2با پاسخ  IgG1که حالی

زی   در تمایز  پژوهشی  موش    هفتدر    IgGهای  کلاس ر این 

BALB/c    موش    هشت وC57BL/6  آنتی پاسخ  که  شد  بادی انجام 

های دادند. در موش نشان می   R.pneumotropicusژن  متمایزی به آنتی 

BALB/c  نسبت ،IgG2a    بهIgG1    وIgG2b    بهIgG1   گیری شد. اندازه

 IgG1تنها نسبت    C57BL/6های  در موش   IgG2aدلیل عدم وجود  به

 39.ه تعیین شددر این سوی  IgG2به 

پژوهش،  این    آنفلوانزا ویروس    ( NP) نوترکیب    پروتیین نوکلئو   در 

 (A/H1N1/PR8 )  گروه توسط  قبلا  که  ویروس   آنفلوانزا ،  تنفسی  و  های 

ت  و  طراحی  ایران  پاستور  انسیتو  مقیاس  ا شایع  در  و  تهیه  بود،  شده  یید 

زایی  د. سپس ایمنی سازی ش سیستم پروکاریوت تولید و خالص   ر وسیع د 

های  با ادجوانت  تنهایی( و دجوانت )به محصول فوق در مدل موش بدون ا 

آنتی  شد.  بررسی  آلوم  و  استر  و  بادی سوکروز  اختصاصی  های 

 . ند گیری شد اندازه   ELISAبا روش    IL-4و    IFN-γهای  سیتوکین 

به چالش کشیده   (LD50 40) ها با ی  دوز کشنده ویروسموش 

ت  با ادجوانتنهایی و بهترکیب نو NP پروتییند که شدند و مشخص ش

می  استر  قابل  سوکروز  و سطح  القا  را  و سلولی  همورال  ایمنی  تواند 

 های خا  را ایجاد نماید. بادیقبولی از آنتی

تح  سل ک میزان  ایمنی  اندازه ک ری   با  زیرگ ک گ ولی  کل   های روه ک یری 

 (Sub type )   اصی ک ص اختIgG  و  ، IgG1   وIgG2b   و IgG2a مورد 

. سه شد در سه گروه واکسینه شده با یکدیگر مقای  ررسی قرار گرفت و ک ب 
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ضد  بادیآنتی موش   NPهای  که  در  ادجوانت    NPهایی  با  را 

زیرگروه شامل  بیشتر  کردند  دریافت  استر    ( Sub type)  سوکروز 

IgG2a    وIgG2b   عنوان شاخص فعالیت سلول  بود که بهTh1    در نظر

های کنترل  با گروه   این گروه در مقایسه این،    شود. علاوه برگرفته می

تا   که  ج  11منفی  چالش  از  پس  دادند،  روز  دست  از  را  خود  ان 

میزان بقا( نشان    %60حفاظت بیشتری در برابر ویروس نوع وحشی ) 

 همراه است.  IFN-γها معمولا با تولید بادیداد. تولید این آنتی 

بسیاری ک  در  است  شده  داده  نشان  مطالعات  تحری از    ه 

ایم پاسخ  ی   هومورال  بلکه  نیست  کافی  کامل  محافظت  برای  نی 

برابر عفونت    حفاظت نسبی به   برای   .است A یآنفلوانزادر  دستیابی 

پاسخ(UIV)  یونیورسالواکسن   تحری   سلولی  ،  و  هومورال  های 

 . ضروری است 

  µg  15  ب پروکاریوتینوترکی  NP  پروتیین  در این مطالعه مقادیر

ق بررسی  گرمورد  ورار  ه  یالقا  فت  با  و ایمنی  سلولی  و  مورال 

آنتیاندازه  زیرگروبادیگیری   و  IgG2aو    IgG1  (Sub type)   ههای 

IgG2b  بهاندازه شد.  تولیدات  گیری  کلی،    IgG1و    IgG2aطور 

به به سلول عنوان شاخص ترتیب  فعالیت  ایمنی  های    Th2و    Th1های 

 40.شوندفته می در نظر گر

در    IgG1به   IgG2a  ترفت، نسبانتظار می ور که  طبنابراین، همان 

که   استر    NP  پروتیینگروهی  سوکروز  در  دریافت  با  بودند،  کرده 

این نشان    (.1/ 56)  مقایسه با واکسن با ادجوانت آلوم بیش از ی  بود

واکسن  می در  که  آلوم،  پروتییندهد  و  استر  سوکروز  ادجوانت  با  ی 

به پاس ایمنی  ایمنتقریب  متمایل است و  Th1سمت  خ    ی ا هر دو بازوی 

سن  برای واک  IgG2aبه    IgG1کنند. نسبت  القا می را  سلولی    همورال و 

NP    با ادجوانت بالاتر از ی  بود. این نسبت بالا برای چنین واکسنی

 . دهد را نشان می  Th2تمایل به 

می  IgG1 به IgG2a نسبت آنشان  این  تولید  که  ها بادینتیدهد 

ها را که پاسخه بر اینوهمراه است، علا IL-4 و INF-γ معمولا با تولید

نتایج آزمای انجام می  Th1 نسبت به  و INF-γ برای ELlSA شدهد. 

IL-4  یید کرد ااین نتیجه را ت . 

Huang    با پژوهشی  در  بدون    NP  µg  90و همکاران  نوترکیب 

ممکن   یافتند.  دست  مشابهی  ایمنی  به  استراتژی آلوم  های  است 

های کاندید تفاده از واکسن سهای ایمنی با ااسخهبود پمتفاوتی برای ب

 د. در نظر گرفته شو NPنوترکیب  پروتیین

های پروتیین یکی از این راهکارها افزودن قطعات محافظت شده  

حافظت   HA2مانند    آنفلوانزا ویروس   و  ایمنی  بررسی  بخشی  و 

تحقیقاتی  آن  گروه  تحری     Huangهاست.  توانایی  که  داد  توضیح 

بدون ادجوانت ممکن است    NPکیب  رنوت  پروتیینی توسط  خ ایمنپاس

 10.باشد NPهای روتیینپبرای توانایی تشکیل پلیمر توسط 

به  آروماتی   آمینه  اسیدهای  وجود  که  است  شده  ویژه پیشنهاد 

مولکول   در  ایمنی  پروتیینتیروزین  است  را  ممکن  مولکول  زایی 

ل  های مولکو ید آمینهالی اساسید تیروزین در تووآمین 15دهد.  افزایش  

NP    وجود دارد که باعث تحری  ایمنی و محافظت مولکول در سطح

میقا قبولی  آلوم،  بل  ادجوانت  با  آن  ترکیب  با  مقایسه  در  تا  شود 

گیردبه قرار  استفاده  مورد  واکسن  دیگر   41.عنوان  استراتژی  بنابراین، 

اسیدها تعداد  کاهش تغییر  یا  )افزایش  تیروزین  آمینه  می  در  ولکول  ( 

مهندسی ب  NPنوترکیب   از  استفاده  با  و  بیوانفورماتی   تحقیقات  ا 

ثیر تعداد اسیدهای آمینه تیروزین بر روی  انظور ارزیابی تم، بهپروتیین

ایمنی  حفاظتسطح  نهایت  در  و  توسط زایی  شده  ایجاد  بخشی 

 . باشدبدون ادجوانت می  NP پروتیین

تولید یجه نت    نوظهور   های گونه   برای   ن واکس   جدید   فرمول   گیری: 

  س ویرو   مدت   این   طی   در   و   انجامد می   طول   به   ماه   3-6  آنفلوانزا   فونت ع 

  متعددی   برگشت   قابل   غیر   سلامتی   مشکلات   و   یابد   گسترش   تواند می 

  بر   مبتنی   یونیورسال   واکسن   روی   بر   زیادی   تحقیقات   بنابراین، .  کند   ایجاد 

  روی   قی موف   ات آزمایش .  است   شده   متمرکز   شده   افظت مح   های پروتیین 

 . است   شده   انجام   آزمایشگاهی   حیوانات   گر دی   و   ها موش 

  تولید   NP  نوترکیب  پروتیین  که  داد  نشان  حاضر  مطالعه  نتایج

استر   سیستم  در  شده سوکروز  ادجوانت  با  ترکیب  در    پروکاریوتی 

و    رددا  را   BALB/c  موش  در  محافظت  و  زاییایمنی  ایجاد  پتانسیل

بهینهمی با  غلظتتوان  ادجوانت  ینپروتی  سازی  میزان  میزان    و 

 را ارتقا بخشید. زایی آن ایمنی

دکتری    دوره  نامه  پایان  از  بخشی  صلحا  مقاله   این :  سپاسگزاری

  های پروتیین  واجد   واکسن  کوکتل  ساخت"  عنوان  تحت   تخصصی

  با   کیبتر  در  آن  زاییایمنی  ارزیابی  و  آنفلوانزا  ویروس  شده  حفاظت

 قم   واحد   لامی اس   آزاد  دانشگاه  "ی حیوان  مدل  در  استر   سوکروز  همیار

ماه    از  که  باشدمی   و   آنفلوانزا  بخش  رد  1398  آبان  تا  1396آذر 

انستیتو  تنفسی  هایویروس  امکانات  از  استفاده  با  ایران  پاستور  شایع 

 .گرفت انجام 759 شماره به مرکز  این  مصوب پژوهشی طرح مالی
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Background: Influenza vaccines based on conserved proteins are being developed 

persistently. The conserved protein vaccines based on Nucleoprotein (NP) are highly 

protected vaccines against influenza viruses that can be used as a Universal vaccine. 

Aluminum hydroxide (Alum) is the most common adjuvant used in vaccine formulation 

to improve immunization by altering the epitopes’ folds. However, due to its toxic 

effects on the nervous system, especially in infants and young children exposed to 

multiple vaccine injections during brain development, it is better to use more desirable 

options such as carbohydrate-based adjuvants. Sucrose ester (SE) is a carbohydrate and 

non-ionic surfactant that is compatible with the human body and environmentally 

friendly. This study evaluated the immunogenicity of recombinant NP molecule 

prepared in a prokaryotic with the accompaniment of sucrose ester adjuvant against 

lethal influenza virus challenge in a Balb/c mice model. 

Methods: The recombinant vector of PET-28a-NP was used to produce NP molecule. 

The vaccines containing an NP with or without Alum or sucrose ester adjuvants were 

injected into the mice. The Effectiveness and immunogenicity were examined by 

evaluating the humeral immunity induction by Immunoglobulin G (IgG), and its 

subunits production, and cellular immunity induction by Interferon-Gamma (IFN-γ) and 

Interleukin-4 (IL-4) production by ELISA Method and also animal’s surveillance was 

documented. The study took part at the Influenza and other respiratory viruses 

department of Pasteur institute of Iran in November 2018. 

Results: The animals’ surveillance in the Np group was 57.1%, NP+SE was (71.4%), 

and NP+SE was 64.28%. Also, IgG and its subunits, IL4, and IFN-γ production in both 

Alum and SE combined vaccines compared to NP alone were significant. 

Conclusion: In combination with the carbohydrate adjuvant containing sucrose ester 

compared to the formulation with alum adjuvant, the NP could provide proper and 

considerable protection and immunity against the homologous strain (H1N1) of the 

Influenza A virus. It is recommended that SE usage as an adjuvant results in an 

adequate immune response and less toxic effect. 
 

Keywords: adjuvant, influenza a virus, nucleoprotein (np), recombinant, sucrose ester 

(se), universal vaccine. 
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