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القاء پاسخ ايمني هومورال عليه ويروس هرپس سيمپلكس تيپ يك با به كار گيري 

   BALB/Cهاي   ويروس در موشDگليكوپروتئين نوتركيب 
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   :چكيده

شتن  است كه با داD (gpD)گليكو پروتئين، (HSV-1) هاي سطحي ويروس هرپس سيمپلكس تيپ يك يكي از مهمترين گليكو پروتئين

با توجه به شباهت زيادي كه بين زنجير .  باعث القاء پاسخ ايمني در بدن ميزبان مي شود,ويژگي آنتي ژنيسيتي و ايميونوژنيسيتي بالا

 بنابر اين كانديداي مناسبي براي ، وجود دارد(HSV-2) ٢ بين اين ويروس و ويروس هرپس سيمپلكس تيپ gpDنوكلئوتيدهاي ژن كد كننده 

   درgpD نوتركيب ابتدا با كيولوويروس حاوي ژن كامل gpDدر اين پژوهش براي توليد . ن ريكامبيننت محسوب مي شودتوليد واكس

تحت عمل  روز پس از انكوباسيون، ياخته هاي آلوده جمع آوري و٥‐٤ تكثير داده و Sf9 (Spodoptera frugiperda) ياخته هاي

-SDS حاصل از ياخته هاي شاهد  شيرابه، در كناري سلول شيرابهدار پروتئين موجود درپس از اندازه گيري مق. سونيکاسيون قرار گرفت

PAGEهاي الكتروفورز  در مرحله بعد با انتقال پروتئين. ها تعيين شد  و آنگاه با محلول كوماسي بلو رنگ آميزي و الگوي الكتروفورز پروتئين

هاي انسان  لوبولينگه ترتيب آنتي بادي پلي كلونال اختصاصي، آنتي بادي ضد ايمنوشده از روي ژل به كاغذ نيتروسلولز و با استفاده از ب

 gpDبه منظور بررسي ويژگي ايمن زايي .  نوتركيب تأييد شدgpDنشاندار، و سوبستراي مناسب روش وسترن بلاتينگ انجام و صحت وجود 

ضمناً همين تعداد موش نيز براي .  سه هفته اي شدBALB/cهاي  موش تايي از ٧نوتركيب توليدي اقدام به تزريق داخل عضلاني به يك گروه 

 تزريق با ٣جمعاً .  مورد استفاده قرار گرفت, مورد تلقيح قرار گرفته بودند و ويروس حادPBSگروه شاهد و گروه ويروس كه به ترتيب با 

آزمايش خنثي سازي ويروس حاد با استفاده .  به عمل آمدها خونگيري  روز بعد از آخرين تزريق از تمام موش٢١ روز انجام شد و ٢١فواصل 

هاي تزريق شده باعث ايجاد   نوتركيب توانسته بود تا در موشgpDهاي گروههاي سه گانه انجام شد و نتايج نشان داد كه  از سرم خون موش

  .هاي خنثي كننده ويروس هرپس سيمپلكس تيپ يك شود آنتي بادي

  

   كيولوويروس، تست خنثي سازي ويروس، ايمنوژنيسيتي، هرپس سيمپلكس تيپ يك باDين گليكوپروتئ :واژگان کليدي 

  

  دو فصلنامه طب جنوب

  لوم پزشكي و خدمات بهداشتي درماني بوشهردانشگاه ع

  )١٣٨٣شهريور (۱۰ ‐۱ ، صفحه١، شماره هفتمسال 

   ۱۴۱۱۵ ‐۱۱۱ تهران، دانشگاه تربيت مدرس، گروه ويروس شناسي، صندوق پستي *
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  ۱۳۸۳ شهريور / ۱ شمارههفتم سال                                              طب جنوب                                                / ٢

 

  مقدمه

 از عوامل (HSV-1)ويروس هرپس سيمپلكس تيپ يك 

اين ويروس داراي ). ٢،١(زا در انسان است  مهم بيماري

 دو رشته اي، كپسيد بيست وجهي، DNAژنوم متشكل از 

 در اطراف ١گومنتيك پوشش پروتئيني بي شكل به نام ت

كپسيد و يك پوشش دو لايه ليپوپروتئيني در خارجي 

 گليكوپروتئين در ١١ترين بخش ويروس است كه حداقل 

آن وجود دارد كه پنج تا از آنها براي ورود ويروس به 

 ياخته ميزبان و شش تا نيز براي انتشار ويروس بين سلول

ويروس توسط ترشحات . )۳(ها به كار گرفته مي شود

آلوده كه از بيني يا دهان افراد آلوده خارج مي شود باعث 

اين ويروس . ايجاد آلودگي در افراد سالم حساس مي شود

طيف وسيعي از عوارض را در ميزبان به وجود مي آورد 

هاي بدون علايم تا كراتيت منجر به كوري  كه از عفونت

با توجه به اينكه ). ٤(و آنسفاليت مرگبار در تغيير است 

غلب گليكوپروتئينهاي سطح ويروس باعث تحريك ا

بنابراين دو بازوي ايمني ) ٥(سيستم ايمني مي شوند 

هومورال و ايمني سلولي عليه ويروس راه اندازي مي شود 

و ويروس براي فرار از آنها در عقده هاي عصبي 

تريژمينال بدون اينكه تكثير نمايد به صورت خفته در مي 

ثر فشارهاي فيزيكي يا فيزيولوژيكي آيد و هر زمان كه در ا

سيستم ايمني ضعيف شود فعاليت مجدد ويروس كه 

  ).٦(همراه با بروز علايم باليني است مجدداً آغاز مي شود 

 و انتشار فراواني HSV-1با توجه به روند بيماريزايي 

هاي فراواني به منظور توليد  كه بين انسانها دارد تلاش

ز بروز بيماري و در صورت واكسن مؤثر جهت پيشگيري ا

 به عمل آمده است كه HSV-1امكان جلوگيري از خفتگي 

 از جمله واكسن. اغلب با عدم موفقيت همراه بوده است

 واكسنها و DNAهايي كه مورد توجه محققين قرار دارد 

هاي نوتركيب هستند كه در آنها ژن و يا ژنهاي  واكسن

ح ويروس مسئول كددهي يك يا چند گليكوپروتئين سط

هاي ويروس  يكي از مهمترين ايمنوژن. وجود دارد

 ويروس است، كه نقش اساسي D (gpD)گليكوپروتئين 

در ورود ويروس به ياخته هاي حساس پستانداران ايفا 

                                                           
1 . Tegument 

اين گليكوپروتئين به مولكولهاي مختلف ). ۷‐۹(ي كند ـم

ياخته ميزبان كه از نظر ساختماني به سه خانواده مولكولي 

 و ٣، فوق خانواده ايمونوگلوبولين٢  TNF:املمجزا ش

 تعلق دارند متصل مي شود و از اين ٤هپاران سولفات

هاي ديگر ويروس نظير ن طريق به كمك گليكوپروتئي

gpB و gpC٥ها  كه با هپاران سولفات پروتئوگليكان 

 اتصال مي يابند رفته و در نتيجه بين ويروس و

 برقرار مي شود رسپتورهاي سطح ياخته ارتباط محكمي

 و توانايي آن در gpDهاي  با توجه به ويژگي). ۱۰‐۱۴(

تحريك سيستم ايمني ميزبان، به عنوان كانديداي مناسبي 

 مورد توجه قرار گرفته ٦براي توليد واكسن زير واحدي

 زيرا كه هدف مناسبي براي ايمني هومورال و ،است

  ).۱۵‐۲۰(سلولي به حساب مي آيد 

 گرديد تا با استفاده از باكيولو در اين پژوهش سعي

، و تكثير آن در ياخته HSV-1 از gpDويروس حاوي ژن 

، اقدام به توليد مقدار قابل ملاحظه اي از Sf9 هاي

 توليدي gpDسپس .  و استخراج آن بشودDگليكوپروتئين 

 حساس تزريق و توانايي آن در القاء BALB/cبه موشهاي 

رسي و با نتايجي كه از ايمني هومورال در اين موشها بر

نتيجه اين . گروههاي شاهد به دست آمد مقايسه شد

پژوهش نشان داد كه اگر سيستم باكيولو ويروس، كه براي 

تكثير آن بايد از ياخته هاي اوكاريوتيك استفاده شود، به 

عنوان يك ناقل بيان كننده به خوبي به كار گرفته شود 

. بولي خواهد بودقابل قتوليد پروتئين نوتركيب در حد 

نكته بسيار مهم اين است كه در اين سيستم پروتئين 

نوتركيب توليدي داراي فولدينگ و گليكوزيلاسيون 

صحيح خواهد بود و تغييرات پس از ترجمه كه در 

 در اين ،سيستم پروكاريوتيك به درستي انجام نمي شود

سيستم بسيار بهترصورت مي پذيرد و گليكوپروتئين توليد 

                                                           
2 . Tumor necrosis factor 
3 . Immunoglobulin superfamily  
4 . heparan sulfate 
5 . Heparan sulfate proteoglycans 
6 . Subunit vaccine www.SID.ir
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  ٣   نو ترکيبgpDايمني عليه هرپس سيمپلکس با                                                             و همکارانسليمانجاهيدکتر 

 

سياري از خواص گليكوپروتئين طبيعي را خواهد شده ب

  ).۲۱‐۲۴(داشت

  

  مواد و روشها

 D باكيولو ويروس ابراز كننده گليكوپروتئين 

  HSV-1مربوط به 

 gpDباكيولو ويروس نوتركيب حاوي ژن كدكننده 

ويروس هرپس سيمپلكس تيپ يك توسط پروفسور 

. فت آمريكا در اختيار پژوهندگان قرار گرUCLAغياثي از 

اين ويروس فقط در دوبالان آفت گياهان ايجاد بيماري 

مي كند و هيچ خطري براي جمعيت انساني يا دامي ندارد 

  .و به همين دليل كار كردن با آن بسيار آسان است

  

   HSV-1ويروس حاد 

هاي هرپسي روي لب يكي  ويروس از مايع وزيكول

از مراجعين به گروه ويروس شناسي دانشكده علوم 

كي دانشگاه تربيت مدرس جدا و با استفاده از آنتي پزش

  .هاي اختصاصي تعيين هويت شده بود بادي

  

   و محيط كشتSf9 ياخته هاي 

 از يك كلون از ياخته هاي تخمدان sf9ي ياخته ها

 کهمنشاء گرفته ) ٢١ (٢ حشره اسپودوپترا فروجيپردا١لارو

است  درجه سانتي گراد ٢٧‐٢٦بهترين دما براي رشد آنها 

 وــيولـروس باكـوير ـو بستر بسيار مناسبي براي تكثي

با توجه به اينكه درصد ترشح پروتئين در اين . باشند يـم

بنابر اين از آنها براي توليد پروتئين . ياخته ها بالاست

 زمان اين ياخته در. نوتركيب مي توان بخوبي استفاده كرد

 در  کهد از مؤسسه پاستور ايران به صورت معلق بوتهيه

اين پژوهش با پاساژهاي مكرر و تغييراتي كه در شرايط 

كشت ايجاد شد كشت يك لايه و مناسب براي كار از آنها 

براي رشد و تكثير اين ياخته از محيط كشت . تهيه گرديد

                                                           
1 . Pupal ovarian line 
2 . Spodoptera frugiperda 

 ه كه با لاكتالبومين و عصاره مخمر غني شد٣سلول گريس

براي . سرم جنين گاو استفاده گرديد% ١٠به علاوه 

مقدار به عوامل باکتريال لوگيري از آلوده شدن ياخته ها ج

 ميكروگرم جنتامايسين به هر ميلي ليتر محيط اضافه ٥٠

  .شد

  

  

  زياد سازي با كيولو ويروس نوتركيب

 با Sf9براي توليد بذر ويروسي ابتدا ياخته هاي 

MOIسپس براي .  ويروس تلقيح شدند١ تا ١/٠ برابر ٤

فوق MOI  برابر٧‐٦ويروس به توليد پروتئين نوتركيب 

براي توليد بذر ويروسي فقط مايع . افزايش داده شد الذکر

رويي ياخته هاي تلقيح شده جمع آوري شد ولي براي 

 نوتركيب از ياخته هاي تلقيح شده استفاده gpDتوليد 

  .گرديد

  

  BK ياخته هاي 

 BK ويروس حاد هرپس از ياخته هاي ريتکثبراي 

خته ها از كليه نوزاد گوساله توسط اين يا. استفاده شد

 در موسسه سرم و واکسن سازي خدمتي و همكارانش

اين ياخته ها در ). ٢٥(رازي حصارک تهيه شده است 

 درصد سرم استريل و ١٠‐٥ حاوي DMEMمحيط 

 ميلي گرم پني سيلين، ١٠٠حرارت ديده گوساله همراه با 

 ميلي گرم ١٠٠ ميلي گرم استرپتومايسين و ١٠٠

  . امايسين در هر ميلي ليتر كشت داده شدكان

  

  HSV-1-gpDتوليد انبوه گليكوپروتئين 

 با Sf9براي اين كار كشت يك لايه از ياخته هاي 

MOI ويروس نوتركيب با كيولو حاوي ژن ٧ gpD و به 

 درجه سانتي گراد قرار داده ٢٧‐٢٦ روز در ٥‐٤مدت 

ودن سپس ياخته هاي آلوده جمع آوري و پس از افز. شد

تحت عمل سونيکاسيون آنتي پروتئاز، در داخل يك ظرف 

                                                           
3 . Grace’s medium 
4 . Multiplicity of Infection 
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  ۱۳۸۳ شهريور / ۱ شمارههفتم سال                                              طب جنوب                                                / ٤

 

به موازات اين .  خارج گرديد آنها و محتوياتقرار گرفت

كار از ياخته هاي سالم نيز كشت و به عنوان شاهد تيمار 

آنگاه . در موردشان انجام شدخارج نمودن محتويات فوق 

د ياخته هاي آلوده و شاهشيرابه ميزان پروتئين موجود در 

  .اندازه گيري شد

 SDS-Pپروتئينهاي ياخته هاي آلوده   

به منظور آناليز پروتئينهاي موجود در ليز ياخته هاي 

 در مورد SDS-PAGEآلوده و ياخته هاي سالم، روش 

 ٢٩ (w/v)اين كار در ژل پلي آكريل آمايد . آنها اعمال شد

  . انجام شداستاندارد وزني پروتئين هاصد و در كنار رد

  gpDن بلاتينگ براي بررسي وستر

، ابتدا كاغذ نيتروسلولز SDS-PAGEپس از انجام 

 ميكرون بر روي ژل قرار داده و ٤٥/٠داراي منافذ كمتر از 

 ساعت در ٢سپس در داخل تانك مخصوص به مدت 

آنگاه كاغذ .  قرار داده شد٨٠معرض جريان برق با ولتاژ 

بلاك و پس از  درصد ٥/٠نيتروسلولز با استفاده از ژلاتين 

 به كاغذ اضافه و HSV-1آن آنتي بادي پلي كلونال ضد 

 TBS-Tپس از انكوباسيون و شستشو با 
 ، آنتي بادي ضد ١

ايمونوگلوبولينهاي انسان، كه با آنزيم پراكسيداز كونژوگه 

پس از طي مرحله انكوباسيون . شده بود، به آن افزوده شد

غذ اضافه  به كا٢(DAB) و شستشو، سوبستراي مخصوص

 و نتيجه كار  شد دقيقه بعد در آب مقطر شستشو١٥‐٥و 

  .مورد بررسي قرار گرفت

   نوتركيب به موشهاgpDتلقيح 

 نوتركيب توليدي از gpDبه منظور بررسي ايمني زايي 

اين موشها .  روز استفاده شد٢١ با سن BALB/cموشهاي 

از مؤسسه تحقيقات واكسن و سرمسازي رازي تهيه و در 

. هاي جدا نگهداري شدند  تايي و در قفس٧هاي گروه

ويروس با تزريق آزمايش، شاهد تحت :  گروه٣موشها به 

به هر گروه .  تقسيم شدندPBSحاد، و شاهد با تزريق 

 ميكروليتر از ماده مورد نظر به طور عضلاني ١٠٠مقدار 

در .  روز، سه بار تكرار شد٢١تزريق و اين كار با فواصل 

                                                           
1 . Tris Buffered Saline-Tween 
2 . Diaminobenzidine 

 بعد از آخرين تزريق از موشها خونگيري  روز٢١نهايت، 

  . شد

  بررسي وجود آنتي باديهاي ضد ويروس در موشها

هايي كه  به منظور بررسي پاسخ ايمني هومورال موش

 نوتركيب تلقيح شده بودند آزمايش Dبا گليكوپروتئين 

، با استفاده از سرم خون HSV-1خنثي سازي ويروس حاد 

هاي  رم خون موشهاي تلقيح شده، در كنار س موش

براي انجام اين آزمايش از . شاهد مثبت و منفي انجام شد

روش سرم متغير و ويروس ثابت استفاده و مقادير ثابت از 

 درجه سانتي ٥٦هاي متفاوت هر سرم كه ابتدا در  رقت

 حرارت داده شده بود ويروس حاد ٣٠گراد به مدت 

HSV-1مخلوط سرم و ويروس به مدت .  قرار داده شد

 درجه سانتي گراد انكوبه و سپس به ٣٧ دقيقه در ٦٠

  هـــب. دــيح شــلقــــ تBKاي ـته هـــاخــي

 موازات اين كار شاهدهاي مثبت و منفي نيز به كار گرفته 

  .شد

  

   نتايج

 در Sf9 به ترتيب ياخته هاي سالم و آلوده ١در شكل 

ور ــطـــهمان. سمت راست و چپ نشان داده شده است

  مي شودلاحظه ـکال مـــاشر ه دـــك

 به تكثير خودشان در محيط غذايي Sf9 ياخته هاي سالم 

به  ساعت ٧٢‐٤٨و پس از طي می دهند گريس ادامه 

هاي تقريباً يك   يك لايه يكنواخت از سلولصورت

توانايی تکثير  در صورتي كه د،ــنـــي آيـــدر مل ـــشك

يل ـلــقــولو تــياخته هاي آلوده به ويروس نوتركيب باكي

وده و بسياري از آنها بزرگتر از اندازه ـــمـــن داــــيـپ

                                                           ).١شکل  ( مي شوند طبيعي

كليه گوساله كه ، تك لايه سالم ياخته هاي ٢در شكل 

 درصد سرم حرارت ديده ١٠‐٥ حاوي DMEMدر محيط 

 در كنار ياخته هاي آلوده به ،گوساله كشت شده است

  .شودي ــده مــديويروس هرپس سيمپلكس تيپ يك 
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 )سمت چپ(يولو نوترکيب و آلوده به ويروس باک) سمت راست( سالم Sf9يک لايه سلولي  : ۱شکل 
  

  
  

  )سمت چپ (HSV-1و آلوده به ويروس ) سمت راست( سالم BKتک لايه سلول  : ۲شکل 

  

                                     
  

  نتيجه آزمايش وسترن: ۴شکل شماره                                                       نتيجه الکتروفورز سلولهاي حاوي:  ۳شکل شماره          

            gD-1 پروتئين دبلاتينگ جهت تاييد تولي                                                 gD-1 (Sf9)  و فاقدgD-1 (Sf9-gD) پروتئين          
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هـمــانـطـوري كه ملاحظه مي شود، در ياخته هاي 

ه  آثار مرگ ناشي از تكثير ويروس به شكل ياختآلوده،

  .ود استــهــشـــه مــتــع يافـــمـجهاي گرد و ت

 سمت چپ ،  سمت راست سلول غير آلوده٢شكل (

نتيجه الكتروفورز عصاره تهيه شده از ياخته  )سلول آلوده

 ٣ آلوده به ويروس نوتركيب در شكل شماره Sf9هاي 

ود در ـ مي شهـملاحظهمانطوري كه . هود مي باشدـشــم

شان دهنده وزن ، كه نKd٥٠حل مربوط به پروتئين ـم

 يك باند ، ويروس استDين ـئــيكوپروتــلــي گـملكول

 عصاره SDS-PAGEكاملاً واضح در الگوي حاصل از 

وده در مقايسه با ياخته هاي شاهد ديده ــه هاي آلـياخت

ن مورد نظر در ياخته هاي يمي شود كه بيانگر توليد پروتئ

  .)٣شکل  (فوق است

  

ان از اينكه باند فوق ـنـيـمـــول  اطـصـ براي ح

ا ــــ آزمايش وسترن بلاتينگ ب، استgpDمتعلق به 

رم پولي كلونال انجام شد كه ـتي سـيري از آنـهره گـب

. تـده اسـعكس شـ من٤نتيجه آن در شكل شماره 

 با آنتي سرم Dوري كه ديده مي شود پروتئين ـمانطـه

وط در ـربـاند مـه بــان داده كـشـش نـاختصاصي واكن

الگوي وسترن بلاتينگ انجام شده در مورد عصاره ياخته 

 وجود دارد، ولي در الگوي مربوط به ويروس دههاي آلو

  از موشهاي مورد آزمايشبررسي عيار آنتي باديهاي خنثي كننده در سه گروه: ١جدول

 
نوع ماده تزريق شده 

  

 شماره موش 

 **MLD50< پروتئين

*١ 
١  

۱۲۸ 

١  

۱۲٨ 

٢ 
١  

٦۴ 

١  

۳۲ 

٣ 
١  

۱۲٨ 

١  

۶٤ 

٤ 
١  

٦۴ 

١  

۳۲ 

٥ 
١  

۱۲۸ 

١  

١٦ 

٦ 
١  

١۲۸ 

١  

۱۶ 

٧ 
١  

٣٢ 

١  

۱۶ 
 

  ر بوده استف صPBS براي تمام موش هاي مورد آزمايش عيار مربوط به *
                                              ** Minimum Leathal Dose 
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حل تشكيل ـم. ودـمي شـده نـالم ديـبه ياخته هاي س

 ).٤شکل (است باندها با پيكان نشان داده شده 

 در HSV-1بررسي عيار آنتي باديهاي خنثي كننده 

  هنسرم موشهاي واكسي

ل از ـاصــجه حـيــتـ ن١اره ـــمـدول شــــدر ج

روس هرپس سيمپلكس ــازي ويـي سـثـنـش خــايــآزم

ه ـش سـايــن آزمــدر اي. تيپ يك نشان داده شده است

 به ترتيب با گليكوپروتئين BALB/cوش ـروه مـگ

قدار ــا مــاد بـــروس حـــ، و ويD، PBSنوتركيب 

س از گذراندن دوره ــــو پح ـ تلقيMLD50متر از ـــك

ي ـثـنـــش خــمربوط، از آنها خونگيري و آزماي

با . ام شدــها انجـدام از آنــر كــا هـازي ويروس بــتس

هاي تحت آزمايش و  توجه به اين جدول سرم موش

روس ـا ويــــده بــح شـيـقـلـاي تــــه موش

جد اهد، واــاي شـــ هوشـا مـــايسه بــاد در مقـــــح

  .هاي خنثي كننده ويروس بودند آنتي بادي

  هاي ويروسي  سن ضد يكي از بيماري

  بحث 

انسان يکي از بيماريهاي ويروسي اولين واکسن ضد 

 توسط ادوارد جنر عليه بيماري آبله به كار ۱۷۶۹در سال 

ها با روش  اگر چه از ساليان قبل از آن چيني. گرفته شد

به ايمن سازي آنها مي   افراد سالم اقدام ١مايع كوبي

 ولي با توجه به اينكه آنها از ويروس گرفته شده از ،كردند

هاي آبله اين كار را انجام مي دادند با خطراتي توأم  زخم

 ماكس تيلر اولين واكسن حاوي ۱۹۳۸در سال . بود

ويروس تخفيف حدت يافته را كه عليه بيماري تب زرد 

ه اين واكسن بدون توليد كرده بود به بازار عرضه نمود ك

ها نفر را از ابتلا  تغيير تا امروز مصرف مي شود و ميليون

بعد از . به بيماري و مرگ ناشي از آن محافظت كرده است

هاي ويروسي ديگري از قبيل پوليو، سرخك،  آن واكسن

سرخجه و آنفلوآنزا به بازار عرضه گرديد كه همه آنها 

  ).٣(حاوي ذره كامل ويروسي است 

                                                           
1 . Variolation 

پس سيمپلكس تيپ يك مربوط ه به ويروس هرآنجا ك

 در آزمايشگاه باعث مرگ HSV-1 ويروس ،مي شود

ياخته هاي آلوده شده و در بدن انسان بعد از ايجاد طيفي 

 ويروس .از علائم بيماري به صورت خفته در مي آيد

باعث پيدايش  HSV-1 هرپس سيمپلکس تيپ يک انساني

شم و گاهي اد عفونت در چججراحات در صورت و اي

موجب آنسفاليت در نوزادان مي شود كه با مرگ و مير 

هاي  بيش از سه دهه است كه تلاش. بالايي همراه است

گسترده اي براي توليد واكسن مؤثري به منظور پيشگيري 

از بروز عفونت و اختفاي ويروس در بدن انسان انجام 

هاي متفاوتي به بازار عرضه شده  شده و در نتيجه واكسن

ها شامل انواعي هستند كه از آن جمله  اين واكسن. ستا

هاي واجد ذره كامل ويروس، زير  مي توان به واكسن

  هاي  هاي نوتركيب و واكسن واحدهاي پروتئيني، پروتئين

DNA دار اشاره كرد.  

هايي كه مصرف آن در مدلهاي  يكي از واكسن

آزمايشگاهي با موفقيت همراه بوده است واكسن حاوي 

اين گليكوپروتئين از .  استDوپروتئين نوتركيب گليك

جمله فرآورده هاي ويروس است كه داراي آنتي ژنيسيته 

 لذا با توجه به ويژگي. و ايميوژنيسيته بسيار خوبي است

هاي آن در القاء ايمني در بدن ميزبان، تصميم گرفته شد تا 

از آن به عنوان واكسن حاوي پروتئين نوتركيب استفاده 

هاي پروكاريوتيك با   در سيستمgpDگر چه توليد ا. شود

 ولي به علت عدم توانايي اين ،موفقيت همراه بوده است

ها در ايجاد تغييرات بعد از ترجمه و همچنين  سيستم

انجام گليكوزيلاسيون، پروتئين نوتركيب توليدي در آنها 

به همين دليل در اين پژوهش از . فاقد ايمن زايي بالا است

 كه در gpDب واجد يكيولو ويروس از نوتركسيستم با

وكاريونيك است ي كه از جمله ياخته هاي Sf9ياخته هاي 

  . استفاده شد،تكثير مي نمايد

 هاي نوتركيب فوق روش براي نشان دادن پروتئين

هاي  هاي متعددي وجود دارد كه در اين پژوهش از روش

 SDS-PAGE وسترن بلاتينگ و ارزيابي كيفيت پروتئين ،

در اين . توليد شده در القاي ايمني از موش استفاده شد
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 زمان برداشت ياخته آلوده به بهينه سازيمطالعه با 

هاي  ويروس نوتركيب و بررسي بيان پروتئين در زمان

). ۱۹‐۲۱( استفاده گرديد SDS-PAGEمختلف از روش 

همچنين براي بررسي جايگاه انباشته شدن پروتئين از مايع 

. ته هاي آلوده و رسوب آنها استفاده شدرويي كشت ياخ

بعد از بررسي هاي متعدد زمان برداشت ياخته هاي آلوده 

 روز و در رسوب ياخته ها ٤و آماده سازي آنها بعد از 

هاي يخ زدن و ذوب كردن  از روش. تشخيص داده شد

سونيكاسيون براي تركاندن ياخته هاي حاوي  مكرر و

وتئاز استفاده شد كه روش پروتئين در كنار يخ و آنتي پر

هاي مختلفي  روش. توأم بهترين روش تشخيص داده شد

براي تزريق فرآورده هاي پروتئيني به حيوانات به منظور 

توليد آنتي بادي مورد استفاده قرار مي گيرد كه روش 

تزريق زير جلدي و عضلاني به همراه ادجوانت كامل 

ند در تزريق فروند براي تزريق اول و ادجوانت ناقص فرو

). ٢٧ و٢٦، ١٩، ١٨، ٧، ٥(استفاده گرديد مرتبه دوم و سوم 

هاي توليد شده به صورت گروهي با  عيار آنتي بادي

بررسي .  مورد ارزيابي قرار گرفتVNTروش استاندارد 

ها وجود عيار قابل توجهي از آنتي بادي  عيار آنتي بادي

ه اي كه نكت. خنثي كننده را بعد از تزريق دوم نشان داد

بايد به آن توجه شود اين است كه اگر چه ويروس 

   استاندارد در KOS از سويه gD-1نوتركيب حاوي ژن 

اختيار محققين قرار گرفته بود ولي القاء آنتي بادي در 

موشهاي تلقيح شده با گليكوپروتئين نوتركيب فوق در 

 ايزوله شده در بخش HSV-1برابر تزريق ويروس حاد 

 دانشگاه تربيت مدرس مقاومت نمود و ويروس شناسي

هاي خنثي كننده نشان داده شده در جدول  عيار آنتي بادي

همانطور كه . در مقابل ويروس حاد انجام گرديده است

ملاحظه مي شود براي مقايسة ميانگين عيار آنتي بادي از 

.  استفاده شد(ANOVA)آزمون آماري تحليل واريانس 

لاف معني داري را در ميانگين اخت >٠٠١/٠Pاين آزمون با 

براي اينكه ببينيم آيا . عيار آنتي بادي در گروهها نشان داد

 از روش مقايسة  يا نه،گروهها با هم اختلاف دارند

اين آزمون نشان مي دهد كه .  استفاده شدLSDچندگانه 

 >٠٠١/٠P با ،٣ با ١وگروه >۰۲۵/٠p با٢، با گروه ١گروه 

 در ميانگين عيار آنتي بادي >٠۰١/٠P با ،٣ و ٢و گروه 

همين نتايج را  آزمون مقايسة . اختلاف معني دار دارند

 . نيز تأييد نمود)Dunnett (چندگانه دانت
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