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Background and Aim: Brucellosis is still an important zoonotic infection and evaluation 

of immunologic properties of various bacterial antigens along with different vaccination 

strategies helps in designing efficient vaccines against the disease. The aim of this study is to 

immunological evaluate the eukaryotic vector pVAX1, carrying the outer membrane protein 

gene of 31 kDa (Omp31) B.melitensis. 

Materials and Methods: In this study which was carried out in 2014, whole sequence of 

omp31 of B. melitensis was inserted between BamHI and XhoI of pVAX1 plasmid vector. 

Female BALB/c mice aged 6-8 weeks (purchased from Pasteur Institute of Iran) were 

immunized intra-muscularly with 100μg of the construct, followed by either protein or plasmid 

boosters separately. The level of IL-4, IL-12, IFN-γ, total serum IgG, and specific IgG1 and 

IgG2a against recombinant Omp31 were evaluated. Finally the protective immune response 

following exposure to B. melitensis 16M was evaluated. 

Results: DNA-vaccine omp31 career with protein reminders Omp31, stimulate higher 

levels of IFN-γ, IL-12 and IgG2a compared to groups of DNA-vaccine or recombinant protein. 

Protective immunity was also significantly higher in mice which immunized with DNA vaccine– 

protein regimen. 

Conclusions: Mice which immunized with DNA vaccine–protein regimen showed a 

significantly higher levels of IL-12 and IFN-γ along with serum IgG2a which together imply 

augmentation of T cell-mediated immune responses against Omp31. The latter was confirmed by 

significant protective response to B. melitensis 16M challenge. 
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جهت محافظت  pVAX-omp31واکسن -DNAنوترکیب و  Omp31استفاده توأم از 

 BALB/cدر مدل تجربی موش  تنسیس بروسلا ملیایمونولوژیک علیه 
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 نآ های مختلف ژن آنتی یابیارز و باشد یم یوانمشترک بین انسان و ح یماریب یک یسبروسلوز زمینه و اهداف:

های مؤثر نقشی اساسی  طراحی واکسندر  سازی های مختلف ایمن و بررسی استراتژی یمونولوژیکیهای ا ازنظر پاسخ

 13 یخارج یغشا ینپروتئ حامل ژن pVAX1 وکتور یوکاریوتی ولوژیکییمونا یابیارز ما هدف یقتحق ین. در ادارند

 بود. تنسیس ملیبروسلا ( Omp31کیلو دالتونی )

در  تنسیس ملیبروسلا  omp31ژن  یتوالبه انجام رسید   3131در این مطالعه که در سال مواد و روش کار: 

 8-6ماده  یها موشسازی  پلاسمید برای ایمناز این کلون شد.  XhoIو  BamHI های بین جایگاه pVAX1 پلاسمید

ای  صورت تزریق داخل ماهیچه )تهیه شده از بخش حیوانات ازمایشگاهی انستیتو پاستور ایران (به BALB/c یا هفته

. پس از های جداگانه انجام گرفت تزریق یادآور به دو شکل پلاسمیدی یا پروتئینی در گروه .استفاده شدمیکروگرم  311

نسبت به پروتئین  IgG2aو  IgG1تام سرمی و  Gایمونوگلوبولین  ،IL-12و  IFN-γ ،IL-4سنجش سطح  زیسا ایمن

 16M تنسیس بروسلا ملیسازی با  پاسخ ایمنی حفاظت کننده  به دنبال مواجه درنهایت انجام شد. Omp31نوترکیب 

 مورد ارزیابی قرار گرفت.

و  IFN-γ ،IL-12، میزان بیشتری از Omp31دآور پروتئینی به همراه یا omp31واکسن حامل -DNA: ها یافته

IgG2a کننده  های دریافت را نسبت به گروهDNA- واکسن یا پروتئین نوترکیب تنها تحریک کرده بود. نتایج چالش با

 واکسن و پروتئین بود.-DNAکننده  زا نیز حاکی ایمنی حفاظت بخش بیشتر در گروه دریافت سویه بیماری

هایی بود که با رژیم  در موش IFN-γ ،IL-12ها حاکی از مقدار بالاتر  ینتوکبررسی سطح سای :یگیر نتیجه

DNA- واکسن و پروتئین نوترکیب ایمن شده بودند. میزان بالاترIgG2a موازات پاسخ  وه یادشده بهسرمی در گر

فاظت بخش در مقابل سویه ح ایمنیپاسخ گیری ایمنی سلولی در گروه ذکرشده است که  ینی نشانگر شکلسایتوک

 نماید. یید میتأزای آن را  بیماری

 Omp31، pVAXواکسن،  DNA ،ِتنسیس بروسلا ملی :کلیدی کلمات
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مهمقد

زای گرم منفی و داخل  عوامل بیماری بروسلاهای  گونه

ها و  در دام بروسلوزیس سلولی اختیاری هستند که عامل بیماری

ها پس از ورود به بدن در سیستم  باکتری. (1)باشند  انسان می

های  خصوص در فاگوسیت رتیکولواندوتلیال میزبان و به

عنوان  به ملی تنسیسبروسلا شوند.  ای مستقر می هسته تک

های ترجیحی  شود و اگرچه میزبان زاترین گونه شناخته می بیماری

تواند عامل بیماری شدید در انسان  آن گوسفند و بز هستند، می

انسانی غالباً از طریق مصرف لبنیات یا  بروسلوزیس. (2)ز باشد نی

. هیچ (2)دهد  حیوانات بیمار رخ میغذای آلوده و نیز تماس با 

جود انسانی و بروسلوزیسای جهت پیشگیری از  واکسن تأییدشده

واسطه کنترل  ندارد و ممانعت از شیوع آن در انسان تنها به

واسطه  هم به یابی است که آن ها قابل دست بیماری در دام

  پزشکی ایران یشناس کروبیممجله 

 1332 فروردین و اردیبهشت – 1شماره  – 11سال 

www.ijmm.irJournal homepage:  

 

 

مقاله 

 پژوهشی

Farname Inc. 

mailto:naser.harzandi@kiau.ac.ir
mailto:naser.harzandi@kiau.ac.ir
http://www.ijmm.ir/


 1931فروردین و اردیبهشت ▐ 1 شماره 11 سال▐مجله میکروب شناسی پزشکی ایران 

01 

 

های آلوده انجام  واکسیناسیون حیوانات و معدوم کردن دام

ها سویه  ترین واکسن برای کنترل بیماری در دام شود. مرسوم می

ها  زایی آن در دام اریاست که بیم Rev-1 ملی تنسیس بروسلا

حال این سویه قادر  نسبت به سویه وحشی بسیار کمتر است. بااین

است بیماری شدیدی در انسان ایجاد کند که از معضلات مهم آن 

شود و اختلال سرولوژیک در تشخیص بیماری در  یممحسوب 

های واکسینه نیز استفاده از آن را تا حدی با مشکل مواجه  دام

 (.2،3سازد ) می

های  بروسلا قادر است از شناسایی شدن و متعاقب آن، پاسخ

های  با روش زا ( . این باکتری بیماری2،1ایمنی میزبان بگریزد )

ای قادر است پس از فاگوسیته شدن توسط  هوشمندانه

داخل سلول  ماکروفاژها، جلوی تخریب و کشته شدن خود را در

. (2)یدار ایجاد نماید ترتیب یک عفونت پا این فاگوسیت بگیرد و به

بنابراین، با توجه به جایگزینی و قدرت بقای باکتری درون 

های  سازی آن وابسته به فعال شدن سلول ماکروفاژها، پاک

 Tهای  یتلنفوس  ماکروفاژی آلوده از طریق ایمنی وابسته به 

 (.3،0باشد ) می

های غشای  کارگیری پروتئین های متعددی از به گزارش

های زیر واحدی در دسترس  عنوان کاندیدای واکسن خارجی به

و  Th-1های ایمنی از نوع  قدرت القای پاسخ دهنده نشاناست که 

 باشند  زا می های بیماری حفاظت بخشی نسبی در برابر سویه

های قوی  ها قادرند پاسخ (. بسیاری از این پروتئین13-18)

(، IL-12) 12ینی و ایمونوگلوبولینی ازجمله اینترلوکین سایتوک

را در میزبان ایمن شده  IgG2a( و IFN-γن گاما )اینترفرو

تر، مشوق برخی پژوهشگران  برانگیزند. نیاز به پاسخ سلولی قوی

 (.12-10واکسن شده است )-DNAآوری  برای استفاده از فن

ملی بروسلا نی غشای خارجی وکیلودالت 91پروتئین 
 (13)است  باقدرت اتصال به هِمین (، ساختاریOmp31) تنسیس

 علیه آن نسبی زایی ایمنی اثرات داشته و ژنیکآنتی که خاصیت

این . (10، 28-22) است قرارگرفته آزمایش موردقبلاً  بروسلا

 نظر واکسن زیر واحدی قادر است پاسخ سلولی ایجاد کند ولی به

واکسنی که در آن ژن مذکور در یک -DNAاز  استفاده رسد با می

کنار تجویز پروتئین نوترکیب وکتور کارآمد واردشده باشد، در 

ایمنی سلولی و متعاقب  پاسخ بتوان عنوان واکسن زیر واحدی، به

 ملی تنسیس بروسلا زای بیشتری علیه سویه بیماری آن حفاظت

مطالعه حاضر به بررسی نتیجه  القا نمود. موشی مدل در

 pVAX1واکسن -DNAزمان با  طور هم سازی مدل موشی به ایمن

 پردازد. می Omp31و پروتئین نوترکیب  omp31حامل ژن 

 ها روشمواد و 

 به انجام رسید. 1932این مطالعه در سال 

 های باکتریایی و شرایط کشت سویه

از بانک  E. coli BL21 (DE3)و  DH5α اشریشیا کلی

ها  یهسومیکروبی انستیتو پاستور ایران تهیه شدند. برای رشد این 

بروسلا ( استفاده شد. LBتانی )بر-به شکل متداول، از محیط لوریا
از بانک  Rev-1 ملی تنسیسبروسلا و  16M ملی تنسیس

شناسی دانشگاه تربیت مدرس تهیه  میکروبی بخش باکتری

ها از محیط بروسلا آگار و  یهسو. برای کشت این گردید

(. کار 20درجه سلسیوس استفاده شد ) 93انکوباسیون در دمای 

انجام  2ابیر ایمنی زیستی سطح های بروسلا، تحت تد با سویه

 .گردید

 تولید پروتئین نوترکیب

کد که حامل توالی کامل ژن  pET28aاز پلاسمید نوترکیب 

بود جهت تولید پروتئین استفاده شد  Omp31پروتئین  کننده

شد و  E. coli BL21پلاسمید نوترکیب وارد سویه بیانی  .(23)

، تولید پروتئین با افزودن غلظت LBپس از رشد در محیط مایع 

ساعت  0های باکتری  القا شد. سلول IPTGمولار  میلی 1نهایی 

 سانتریفوژبعد از القاء و انکوباسیون در شرایط متعادل، با 

د شستشو داده شدند. درص 3/4آوری و دو بار با سرم نمکی  جمع

 100mM)مولار  8توده سلولی حاصله در بافر حاوی اوره 

NaH2PO4, 10mM Tris-HCl, and 8M urea; pH 8.5) حل 

و جداسازی اجزای نامحلول، محتویات با  سانتریفوژاز  پس شد و

رزین نیکل مجاور شد. مخلوط حاصل پس از یک ساعت مجاورت 

استایرنی  ستون پلی اتاق به همراه باهم خوردن مداوم در دمای

 100mM NaH2PO4, 10mMشستشو )بافر  با منتقل شد. رزین

Tris-HCl, and 8M urea; pH 8.5(22شد ) داده ( شستشو .

 شیب حاوی بافرهای از استفاده با اوره به روش ستون نیکل حذف

 و انجام( اوره مولار 4 و 1 ،2 ،0 ،1 ،8) اوره غلظت کاهشی

 934 ایمیدازول محلول از استفاده با ها ینپروتئ درنهایت

 حذف برای. شدند آوری جمع و جدا ستون از مولار میلی

( pH 7.4) نمکی فسفات بافر برابر در پروتئینی محلول ایمیدازول،

به  خلوص و مقدار پروتئین نوترکیب. شد دیالیز شب یک مدت به
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 گردید تعیین اسپکتروفوتومتری و SDS-PAGEترتیب با روش 

(22). 

 واکسن-DNAساخت و تولید 

 :omp31 (accession: CP007762, regionتوالی کامل ژن 

337543-338265; Accession: GQ403950; Accession: 

HM543515 یمرهای پیشرو پرا( با استفاده از-

AATGGATCCACCACCATGAACTCCGTAATTTTGG

CGTCCATC و معکوس -
ACACTCGAGTTAGAACTTGTAGTTCAGACCGACG

CG  که واجد توالی کوزاک پیش از رمز آغاز نیز هستند سنتز و

pVAX1در پلاسمید  XhoIو  BamHIهای  بین جایگاه
TM 

(Invitrogen
TM

, V260-20) (پلاسمید نوترکیب 21کلون شد .)

pVAX-omp31  یید با روش تعیین توالی، به سویهتأپس از 

 E. coli DH5α منتقل، تکثیر و با استفاده از کیت 
 EndoFree Plasmid Giga Kit  
(QIAGEN, Catalog no. 12391) صورت عاری از اندوتوکسین  به

تخلیص شد. تخلیص پلاسمید طبق دستورالعمل شرکت سازنده 

انجام شد. غلظت و مقدار پلاسمید نوترکیب خالص به روش 

NanoDrop (NanoDropاسپکتروفوتومتری و با استفاده از 
TM

 

2000; Thermo Sientific, USAمقدار ) گردیدگیری  ( اندازه

ها توسط سنجش جذب  پلاسمیدهای تخلیص شده و خلوص آن

 نانومتر ارزیابی شد(. 294و  284، 214نوری در 

 موشی آزمونی ها گروهمواجهه 

ای )خریداری شده از  هفته 8تا  1ماده   BALB/cهای موش

ور ایران( با استفاده از هی انستیتو پاستیشگابخش حیوانات ازما

میکروگرم از  144ترکیب کتامین و زایلازین بیهوش شده و 

سر  13به دو گروه شامل  pVAX-omp31پلاسمید نوترکییب 

ها بافاصله دو  (. یکی از گروه23شد )موش در هر گروه تزریق 

 میکروگرم پروتئین نوترکیب 24سازی اولیه،  هفته پس از ایمن

Omp31 عنوان یادآور و  فرموله شده در ادجوانت ناقص فروند را به

صورت زیر جلدی دریافت نمودند که این دوز دو هفته بعد نیز  به

ای، دوز یادآور پلاسمیدی  تکرار شد. گروه دیگر در فواصل دوهفته

(. یک گروه در 20سازی اولیه دریافت نمود ) را مانند ایمن

میکروگرم پروتئین نوترکیب  24با  28و  10روزهای صفر، 

Omp31  فرموله شده در ادجوانت فروند و تزریق زیر جلدی

 سازی شدند. گروه کنترل مثبت، با یک دوز حاوی ایمن

 CFU 140  ملی تنسیسبروسلا سویه Rev-1 صورت تزریق  به

سازی شد. یک گروه غیر ایمن نیز در نظر  داخل صفاقی ایمن

صورت تزریق داخل ماهیچه  به استریل را PBSگرفته شد که 

 نمود. دریافت می

 بادی سرمی ارزیابی پاسخ اختصاصی آنتی

با  IgG2aو  IgG1تام سرمی به همراه  Gیمونوگلوبولین ا

ی غیرمستقیم و باکمی تغییر نسبت به آنچه  ELISAروش 

ها در روزهای  . موش(22)شده ارزیابی شدند  ازاین گزارش پیش

از طریق شبکه رترواوکولار  38و  80، 04، 31، 02، 28، 10صفر، 

ای ته  خانه 31های  موش از هر گروه(. پلیت 3گیری شدند ) نخو

Nunc MaxiSorpصاف
®
حاوی  PBSمیکرولیتر محلول  144با   

μg.mL
نوترکیب بارگذاری و پس از  Omp31پروتئین  3 1-

% آلبومین 3درجه سلسیوس با محلول  0شب انکوباسیون در  یک

یک ساعت(. تیتر –درجه سلسیوس 90گاوی مسدود شدند )

بادی  تعیین شد )از آنتی 1:2های سریالی  تام با رقت IgGسرمی 

برای تشخیص استفاده شد(.  1:2444موشی با رقت  IgGضد 

-ISO-2 (Sigmaهای  یتکبا استفاده از  IgG2aو  IgG1سطح 

Aldrichهای مذکور و بر اساس دستورالعمل  ( ویژه زیر کلاس

 گیری شد. سازنده اندازه

 ینییتوکگیری پاسخ سا اندازه

 صورت به استریل PBS بافر و در خارج شد ها موش طحال

( فالکون) مخروطی اتیلنی پلی های لوله در و درآمد سوسپانسیون

. شد نگهداری یخ روی و آوری جمع جداگانه طور به موش هر برای

 0 در دقیقه 13 مدت به g 934× در سانتریفوژ توسط ها سلول

 FBS درصد 3 حاوی PBS با بار دو و آوری جمع سلسیوس درجه

صورت  به رویی مایع آخر، شستشوی از پس. شدند داده شستشو

 در بافر باقیمانده ناچیز مقدار در ها سلول وشد ریخته  دور کامل

 های گلبول حذف جهت یپوتونیکه لیز بافر از. شدند معلق لوله

 شکل این به که شد استفاده Bو  Aی ها محلولقرمز موش شامل 

 و حل دیونیزه آب در میآمون یدکلر پودر از گرم 9/8: شود می تهیه

 پودر گرم 24(. Aشد )محلول  رسانده لیتر یک حجم به

 3/0 اسیدیته آن روی HCl با و حل دیونیزه آب در بازی تریس

pH محلول حجم نهایی یک لیتر رسانده  و به تنظیم( شدB) .

( Bمحلول ) از درصد 14 ( باAاز )محلول  درصد 34 نسبت

 و استریل 2/4 فیلتر توسط بافر. گردید تنظیم pH 3/0 و مخلوط

 از حاصل سلولی محتوای به. شد نگهداری سلسیوس درجه 0 در

 اضافه قرمز های گلبول لیز یپوتونیکه بافر لیتر لوله، یک میلی هر

 PBS افزودن با اتاق، دمای در مجاورت دقیقه 12 از پس و شد
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 مدت برای g× 350 در سپس و خنثی شد FBS درصد 3 حاوی

 های سلول. گردید سانتریفوژ سلسیوس درجه 0 در دقیقه 13

 شستشو بار دو FBS درصد 3 با همراه PBS با ها لوله سفید

 درصد 14 حاوی کامل RPMI محیط در درنهایت و شده داده

FBS، و استرپتومایسین-سیلین پنی غیرضروری، آمینه اسیدهای 

 های سلول تعداد. شدند نگهداری یخ روی و معلق گلوتامین

 سلول میلیون 0 یکنواخت های یونسوسپانس و شمارش لنفوسیت

 پلیت های چاهک در لیتر میلی 1 مقدار به و تهیه لیتر میلی در

 هر به. شد داده کشت گانه سه صورت به ای خانه 20 سلول کشت

 پروتئین از لیتر میلی در میکروگرم 3 نهایی غلظت چاهک

 طریق ازقبلاً  مقدار این) گردید اضافه Omp31 نوترکیب

(. بود شده تعیین و بهینه آزمایشگاه همین در مربوطه آزمایشات

 CO2 درصد 3 حاوی اتمسفر با درجه 90انکوباتور  در ها کشت

 کشت رویی محیط سپس. شدند نگهداری ساعت 02 برای

 میزان. شد نگهداری -04 در و سانتریفوژ آوری، جمع ها سلول

 خپاس

 IFN-γ، IL-12 و IL-4 سنجش های کیت با سلولی های درکشت 

 .شد گیری اندازه( R&D) موشی سایتوکاین

 ارزیابی ایمنی حفاظت کننده

از سویه  CFU 140×3هفته بعد از آخرین تزریق،  0

صورت تزریق داخل  به Brucella melitensis 16M زای بیماری

 ها موشز مواجهه، ها تلقیح شد. سه هفته بعد ا صفاقی به موش

وسیله اتر بیهوش و سپس نخاعی گردیدند. بعد از باز کردن  به

شکم، طحال حیوان جدا گردید و در داخل یک پلیت قرار داده 

سالین استریل به پلیت اضافه گردید و با  نرمال لیتر شد. یک میلی

ی ها رقتته سرنگ طحال له شد. از سوسپانسیون درون پلیت 

تهیه و بر روی محیط بروسلا آگار در  1444/1و  144/1، 14/1

شد.  برای سه روز کشت داده CO2% 3به همراه  C90° دمای

های رشد کرده در هر گروه با توجه به رقت آن  نیتعداد کل

 محاسبه شد. 14صورت لگاریتم در مبنای  به

 های آماری روش

 SPSSافزار  های مربوط به هرکدام از آزمایشات با نرم داده

22.0  IBM وتحلیل قرار گرفت. میانگین و  مورد تجزیه

ها محاسبه  های هرکدام از گروه های پراکندگی برای داده شاخص

های دیگر از طریق  ها با همه گروه گروه ازشد. مقایسه هرکدام 

One-way Anova  و آزمونGames-Howell  وLSD  انجام

 گرفت.

 ها یافته

 اختصاصی سرمی Gایمونوگلوبولین 

نوترکیب در  Omp31اختصاصی علیه  Gوگلوبولین ایمون

ی  ELISAبا روش  IgGهای  سرم و همچنین زیرکلاس

واکسن و -DNAگیری شدند. گروهی که هم  غیرمستقیم اندازه

سرمی را  IgGهم پروتئین را دریافت کرده بود تیتر بالایی از 

واکسن را دریافت -DNAکه گروهی که تنها  نشان داد؛ درحالی

نوترکیب  Omp31علیه  IgGتوجهی از  دند تیتر قابلکرده بو

نوترکیب، در  Omp31سرمی علیه  IgG(. تیتر 1 شکلنداشتند )

داری با  گروهی که پروتئین را دریافت کرده بود، تفاوت معنی

واکسن را دریافت کرده بود نشان -DNAگروهی که پروتئین و 

داری را  در دو گروه اخیر نیز اختلاف معنی IgG1. سطح دهدنمی

واکسن -DNAدهد، ولی گروهی که با پروتئین و  باهم نشان نمی

 IgG2aداری، مقدار بالاتری از  طور معنی سازی شده بود، به ایمن

 (.2سرمی را تولید نموده بود )شکل 

 
 Omp31سرمی علیه  : تیتر ایمونوگلوبولین اختصاصی تام1شکل 

کننده واکسن زیر واحدی تنها و نیز رژیم  های دریافت نوترکیب. گروه

DNA-توجهی از  واکسن و پروتئین تیتر قابلIgG  اختصاصی سرمی

گروهی که  (.p>0.05ها معنی دار نبود ) را نشان دادند ولی اختلاف آن

 واکسن ایمن شده بودند تیتر محسوسی علیه پروتئین DNAفقط با 

 نشان ندادند
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واکسن و -DNAکننده واکسن زیر واحدی تنها و نیز رژیم  های دریافت نوترکیب. گروه Omp31علیه  سرمی اختصاصی IgGو  IgG1سطح : 2شکل 

واکسن و -DNAتولیدشده در گروه ایمن شده با رژیم  IgG2aسطح  ( ولیp>0.05نشان ندادند ) IgG1داری در تولید  پروتئین اختلاف معنی

 (.p<0.05) بودداری بیشتر از واکسن زیر واحدی تنها  پروتئین با اختلاف معنی

 

 های طحالی ها از لنفوسیت ینتولید سایتوک

های طحالی  ژنی کشت لنفوسیت تحریک اختصاصی آنتی

وترکیب سبب واکسن و پروتئین ن-DNAهای ایمن شده با  موش

شد.  IFN-γو  IL-4 ،IL-12های  ینایتوکتولید سطح بالایی از س

داری از میزان  طور معنی به IFN-γو  IL-12سطح پاسخ 

های ایمن  های موش های تولیدشده درکشت لنفوسیت ینسایتوک

واکسن تنها بیشتر -DNAشده با پروتئین نوترکیب تنها و نیز 

های  کسن تنها پاسخوا-DNAهای ایمن شده با  بود. موش

تری نسبت به گروه ایمن شده با پروتئین  ینی ضعیفسایتوک

 (.9نوترکیب نشان دادند )شکل 

 

یی که فقط ها گروهنوترکیب.  Omp31های طحالی نسبت به  تو اینترفرون گاما اختصاصی لنفوسی 12، اینترلوکین 2: سطح اینترلووکین 3شکل 

ها با  ینداری در تولید سایتوک واکسن و پروتئین دریافت می کرداختلاف معنی-DNAکردند و نیز گروهی که رژیم  یمواکسن زیر واحدی دریافت 

 (.p<0.05ها نشان دادند ) های دیگر و نیز بین خود این گروه گروه
 

 کننده ظتپاسخ ایمنی محاف

بروسلا صورت داخل صفاقی با  های تحت آزمایش به گروه
کننده از  مواجه گشته و پاسخ ایمنی محافظت 16M ملی تنسیس

ها مورد ارزیابی قرار گرفت  طریق بازیابی بروسلاها از طحال موش

(. بالاترین میزان حفاظت مربوط به گروه کنترل واکسن 0)شکل 

Rev-1 هایی که با  بود. موشDNA- واکسن و پروتئین و نیز

سازی شده بودند نیز پاسخ محافظتی  پروتئین تنها ایمن

زا نشان دادند و در مقایسه این  داری در مقابل سویه بیماری معنی

واکسن و پروتئین حفاظت -DNAکننده  دو، گروه دریافت

واکسن -DNAهایی که با  (. موشp<0.05بیشتری را نشان داد )

ای را نشان  ملاحظه ، پاسخ حفاظتی قابلتنها ایمن شده بودند

 ندادند.
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کننده پس از مواجهه داخل صفاقی با  : پاسخ ایمنی محافظت2شکل 

. بیشترین حفاظت را 16M ملی تنسیسزای بروسلا  سویه بیماری

ایجاد نمود. گروهی که فقط واکسن زیر واحدی دریافت  Rev-1واکسن 

واکسن و پروتئین نوترکیب -DNAنیز گروهی که رژیم کرد و  یم

زا نشان دادند و  کرد حفاظت نسبی علیه سویه بیماری یمدریافت 

 (.p<0.05ها باهم معنی دار بود ) اختلاف آن
 

 بحث

سازی مدل موشی با یک رژیم  در مطالعه حاضر، ایمن

DNA- بروسلا واکسن و پروتئین نوترکیب در برابر باکتری 
عوامل  بروسلاهامورد ارزیابی قرارگرفته است.  سملی تنسی

های ایمنی  زای داخل سلولی هستند که فعال شدن پاسخ بیماری

برای مهار قدرت بقای داخل سلول و  Tهای  وابسته به لنفوسیت

های متعددی مبنی بر استفاده  ها ضروری است. گزارش تکثیر آن

 بروسلاعلیه های سلولی  ها در برانگیختن پاسخ واکسن-DNAاز 

شود  های غشای خارجی نیز می وجود دارد که شامل پروتئین

 91. در این مطالعه از پروتئین غشای خارجی (31-22،12،11)

هایی  شده که گزارش استفاده ملی تنسیسبروسلا کیلو دالتونی 

. توالی (10, 22) باشد زا بودن آن در دسترس می مبنی بر ایمنی

ازاین  کلون شد که پیش pVAX1کامل ژن پروتئین در پلاسمید 

واکسن -DNAجهت ساخت  کاراعنوان یکی از وکتورهای  به

 (.33،32،12) شده است شناخته

واکسن در افزایش پاسخ سلولی -DNAدر این مطالعه اثر 

عنوان یک واکسن زیر واحدی  به Omp31نسبت به پروتئین 

واکسن -DNAبا  BALB/cهای  موردبررسی قرار گرفت. موش

سازی شدند.  حامل ژن این پروتئین و نیز پروتئین نوترکیب ایمن

عنوان یک  واکسن و پروتئین قبلاً به-DNAزمان از  استفاده هم

. (28)شده بود  های ایمنی شناخته راهکار مؤثر در القای پاسخ

نوترکیب و نیز  Omp31هایی که با واکسن زیر واحدی  موش

DNA-سازی شدند، سطح بالایی از  واکسن و پروتئین ایمنIgG 

داری بین این دو  اختصاصی سرمی را نشان دادند که تفاوت معنی

های  پاسخ شاخصکه  IgG2aو  IgG1گروه نداشت. در مقایسه 

Th1 و Th2  هستند، گروهی کهDNA- واکسن و پروتئین

Omp31  نوترکیب را دریافت کرده بود، سطح بالاتری ازIgG2a  را

تر سلولی در این  های قوی دهنده القای پاسخ نشان داد که نشان

یمن شده بود، اواکسن -DNAباشد. گروهی که تنها با  گروه می

-DNAد ده توجهی نداشت که نشان می های سرمی قابل پاسخ

باشد.  های کافی نمی تنهایی قادر به القای پاسخ واکسن به

کننده واکسن نوترکیب  های دریافت ینی گروههای سایتوک پاسخ

واکسن و پروتئین حاکی از توانایی بالای -DNAزیر واحدی و نیز 

. بالا باشدمیهای ایمنی در میزبان  این ترکیبات در القای پاسخ

واکسن و -DNAگروهی که با در  IFN-γو  IL-12بودن سطح 

دهد استفاده توأم از  پروتئین نوترکیب ایمن شده بود نشان می

تری ایجاد کند.  تواند ایمنی سلولی قوی این دو ساختار می

که سلول هدف بروسلاها در بدن میزبان، ماکروفاژها  ازآنجایی

رسد موجب تقویت  ، به نظر میIL-12د، بالاتر بودن میزان باش می

واکسن و -DNAتر فعالیت ماکروفاژی در گروه ایمن شده با بیش

درپی  و همکاران در سه مطالعه پی Cassataroپروتئین گردد. 

قدرت برانگیختن  Omp31نشان دادند که پروتئین نوترکیب 

بادی در سرم مدل حیوانی را دارد، و زمانی که از رژیم  آنتی

DNA-شود،  سازی استفاده واکسن و پروتئین برای ایمن

. نتایج مطالعه حاضر (28, 21, 23)شود  تری القا می های قوی پاسخ

 pVAX1نیز مؤید این مطلب است با این تفاوت که استفاده از 

، pCIو  pcDNAاز  کارآمدترعنوان وکتور پلاسمیدی یوکاریوتی  به

را القا نمود و از طرف دیگر،  Gمیزان بالاتری از ایمونوگلوبولین 

دهنده قدرت بیشتر  بیشتر است که نشان IgG1به  IgG2aنسبت 

pVAX1 تر  های سرمی قوی باشد. پاسخ در القای ایمنی سلولی می

و همکاران  نیز به همین نحو قابل  Doostiنسبت به گزارش 

 (.12) توجیه است

و  واکسن و پروتئین نوترکیب-DNAهایی که با رژیم  گروه

ای  ملاحظه یمنی حفاظتی قابلاسازی شدند،  پروتئین تنها ایمن

زای بروسلا نشان دادند. بااینکه این میزان  در برابر سویه بیماری

مشاهده شد کمتر  Rev-1حفاظت، ازآنچه در مورد واکسن 

ژن را اثبات  قدرت حفاظت بخشی این آنتی باشد، ولی می

 Omp31نوترکیب واکسن و پروتئین -DNAنماید. رژیم  می

حفاظت بخشی بالاتری نسبت به واکسن زیر واحدی تنها نشان 

های سرمی و  داد. با توجه به نتایج ارزیابی ایمونوگلوبولین
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زیر واحدی و  واکسنهایی که  های طحالی، موش ینسایتوک

DNA-های وابسته به  اند، پاسخ واکسن را دریافت کرده

زیر واحدی تنها مشاهده بیش ازآنچه در واکسن  Tهای  لنفوسیت

کند  شده است و پاسخ ایمنی حفاظتی نیز ثابت می شود فعال می

تواند در افزایش پاسخ مؤثر نسبت  واکسن، می-DNAاستفاده از 

و  Cassataroبه واکسن زیر واحدی نوترکیب نقش داشته باشد. 

نتایج مشابهی را در القای و همکاران   Doostiو نیز  همکاران

گزارش  Tهای  ای شاخص ایمنی وابسته به لنفوسیته ینسایتوک

 (.23،21،28،12) اند نموده

های  تواند پاسخ واکسن باوجوداینکه می-DNAاستفاده از 

تنهایی قادر نخواهد بود سطح  ایجاد کند، به Tوابسته به لنفوسیت 

ایمنی لازم برای مقابله با بروسلاهای داخل سلولی را فراهم آورد. 

 بروسلاهای زیر واحدی نوترکیب علیه  ز واکسنموارد زیادی ا

اند ایمنی کاملی نسبت به این  ها نیز نتوانسته شده که آن استفاده

های  . تجمیع قابلیت(23،21،28،12زا ایجاد نمایند ) باکتری بیماری

زا ممکن است بتواند تا حدی ضعف  این دودسته از عوامل ایمن

عفونت داخل سلولی را  کاندیداهای واکسن زیر واحدی علیه این

سازی  دهد که بهینه مرتفع نماید. نتایج مطالعه حاضر نشان می

تواند  واکسن و پروتئین می-DNAاستراتژی واکسیناسیون توأم با 

 بروسلوزیسیداهای واکسن کاندگامی مؤثر در بهبود عملکرد 

زا که در  باشد. مقایسه میزان حفاظت در مقابل سویه بیماری

شده است،  ازاین گزارش آمده با آنچه پیش دست بهمطالعه حاضر 

دهد که علاوه بر استفاده از کل ژن جهت ساختن  نشان می

های مؤثر است، بکار بردن  توپ واکسن که دربرگیرنده همه اپی

pVAX1 نقش مؤثری  ملاحظه ایمنی حفاظتی نیز در افزایش قابل

 .دارد

 تقدیر و تشکر

واحد کرج به –د اسلامیژه با حمایت دانشگاه آزااین پرو

 انجام رسیده است.

 تعارض منافع

شناسی پزشکی ایران  بین نویسندگان و مجله میکروب

 تعارض منافعی وجود ندارد. گونه یچه
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