
Arc
hi

ve
 o

f S
ID

 فصلنامه بيماري هاي عفوني و گرمسيري وابسته به انجمن متخصصين بيماري ها ي عفوني و گرمسيري
 19___________________________________________________________ 1385 ، پائيز 22 تا 19 ، صفحات 34سال يازدهم ، شماره 

 
 

 BALB/cهاي بررسي ايمني زايي انگل ترانسژنيك ليشمانيا ماژور در موش
 

 2و نوشين داودي 1٭عباس دوستي
 

 

  ژنتيك مولكولي، مربي دانشگاه آزاد اسلامي واحد شهركرد .Ph.Dدانشجوي .      1
2      .Ph.D فراورده هاي بيولوژيك، استاديار انستيتو پاستور ايران   
 
 

 doostiiranii@yahoo.com،  09133838830: حقيقات بيوتكنولوژي تلفن دانشگاه آزاد اسلامي واحد شهركرد،  مركز ت-شهركرد:   نشاني براي مكاتبه٭
 تير هشتاد و پنج : فروردين هشتاد و پنج                         پذيرش براي چاپ: دريافت مقاله

 
 
 چكيده 
 

ان و دام است كه در مناطق گرمسيري و نيمه گرمسيري جهان از شيوع نسـبتاً  ليشمانيوز يك بيماري مشترك بين انس   : سابقه و هدف  
ابتلا به ليشمانيوز، پس از بهبودي سبب       . اين بيماري توسط تك ياخته تاژك داري به نام ليشمانيا ايجاد مي شود            . بالايي برخوردار است  

هـدف از ايـن تحقيـق،       . ترين راه كنترل ليشمانيوز مـي باشـد       بنابراين واكسيناسيون به  . بروز مصونيت دائمي عليه اين بيماري مي شود       
 . مي باشدBALB/cارزيابي ميزان ايمني زايي سوش مهندسي شده اي از ليشمانيا ماژور در موشهاي 

 
 در اين تحقيق از يك سوش ليشمانياي ترانسژنيك استفاده شده كه علاوه بر داشـتن ژنـوم كامـل ليشـمانيا مـاژور ، حامـل                           :روش كار 

اين انگل مهندسي شـده در برابـر داروهـاي          .  نيز در ژنوم خود مي باشد      Yeast-cd و   HSV-tkهاي سيستم خودكشي سلولي شامل      ژن
در . فلوروسيتوزين از بين مي رود در حالي كه اين دو دارو هيچگونه اثر كشندگي روي ليشمانيا ماژور وحشـي ندارنـد                    -5گانسيكلووير و   

سـپس  .  با انگل ترانسژنيك آلوده شدند و سپس توسط داروهاي مذكور تحت درمان قرار گرفتنـد               BALB/cاين آزمايش ابتدا موشهاي     
 .ميزان ايمني ايجاد شده عليه ليشمانيا در اين حيوانات بررسي گرديد

 
ن شـده   در موشهاي درمـا IL-4 و كاهش IFN-γ  نشان  دهنده  افزايش سطح ELISA ارزيابي ميزان سايتوكاينها از طريق    :يافته ها 
نيز وجود ميزان بالايي از ايمني عليـه ليشـمانيا را در حيوانـات تحـت                ) challenge(از طرفي نتايج حاصل از آزمون چالش        . مي باشد 

  . آزمايش تاييد مي كند
 

 فلوروسيتوزين-5 ليشمانيا ماژور، ترانسژنيك، گانسيكلووير و :كلمات كليدي
 

 
 مقدمه

ي انگلـي ناشـي از گونـه هـاي مختلـف            ليشمانيوز، به گروهـي از بيماريهـا      
ليشـمانيا نـوعي تـك      . ليشمانيا اطلاق مي شود كه اشكا ل گونـاگوني دارد         

بـوده كـه انگـل درون سـلولي      Trypanosomatidae  ياخته از خـانواده 
اجباري مي باشد و با نيش پشه خاكي آلوده، به ميزبان مهردار منتقل مـي               

ليشمانيا هنوز . ن آن مي باشند گونه حيوان مخز100حدود  و در) 1(گردد
يكي از مهمترين عوامل عفوني مناطق گرمسيري و نيمه گرمسيري جهـان            

 ميليون نفر در سطح دنيـا  350تخمين زده مي شود كه     . محسوب مي شود  
 ميليون نفر نيز مبـتلا      12در معرض ابتلا به اين بيماري قرار دارند و حدود           

 كشور جهان بـه آن  88يمار جديد در     ميليون نفر ب   5/1 تا   1سالانه  . هستند
  ). 2(آنها مبتلا به ليشمانيوز جلدي مي باشند % 90اضافه مي گردد كه 

 
ليشمانيوز جلدي كه در ايران بـا نـام سـالك شـناخته مـي شـود، يكـي از                    

از آنجا كه كشور ما داراي شـرايط آب و          . بيماريهاي انگلي بومي ايران است    
 ناقلين و مخـازن ايـن بيمـاري اسـت و از         هوايي مناسب براي رشد و تكثير     

طرفي ليشمانيوز محدود به سن و جنس خاصي نمي باشد، لذا اين بيماري             
روشـهاي مبـارزه بـا نـاقلين و مخـازن،           . از اهميت ويژه اي برخوردار اسـت      

همچنـين  . كارايي چنداني نداشته و روشهاي پيشگيري موثري وجود ندارد        
همگـي ايـن عوامـل سـبب        . موثر نيست درمانهاي معمول نيز ، صد در صد        

شده تا ليشمانيوز يكي از مشكلات عمده مناطق اندميك در سـطح جهـان              
علي رغم تلاشهاي وسيع . باشد و از اهميت بهداشتي خاصي برخوردار گردد

محققان در سراسر دنيا، تا كنـون واكسـن مـوثري عليـه ليشـمانيا بدسـت                 
 ).3(نيامده است 
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 34ني و گرمسيري ، سال يازدهم ، شماره فصلنامه بيماري هاي عفو
 20______________________________________________________________________________ايمني زايي ليشمانيا ماژور 

 
 روش كار 

يكـي انگـل    . در اين مطالعه از دو نوع انگـل ليشـمانيا مـاژور اسـتفاده شـد               
 كـه ايـن سـوش       MHOM/76/IR از سوش    B100ليشمانيا ماژوركلون   

مـي  ) tk(و تيميدين كيناز    ) cd(ترانسژنيك داراي دو ژن سيتوزين دآميناز     
همچنين .  فلوروسيتوزين است  -5باشد و حساس به داروهاي گانسكلووير و        

اين انگل مهندسي شده به دليل داشتن دو ژن مقاومت بـه نورزئوترايسـين              
)NS ( و هيگرومايسين)Hyg (اند در مجاورت آنتي درون ژنوم خود، مي تو

بيوتيك هاي مذكور رشد نمايد كه جهت جدا سازي سـوش ترانسـژنيك از              
 يـا  Wild typeانگـل ديگـر ليشـمانيا مـاژور     . سوش وحشي مفيـد اسـت  

 بـدون دسـتكاري     MHOM/76/IRوحشي مي باشد كه همـان سـوش           
ژنتيكي است كه هر دو اين انگل ها از مركز تحقيقات بيوتكنولوژي انستيتو             

 مورد نياز در اين تحقيق      BALB/cموشهاي  . ستور ايران گرفته شده اند    پا
. از بخش پرورش حيوانات آزمايشگاهي انستيتو پاسـتور ايـران گرفتـه شـد             

 :گروه هاي مختلف حيوانات مورد آزمايش به صورت زير طراحي شدند
 .موشهاي آلوده به انگل ترانسژنيك كه دارو دريافت مي دارند: 1گروه 
 . موشهاي آلوده به انگل ترانسژنيك كه دارو دريافت نمي دارند:2گروه 
 .موشهاي آلوده به انگل وحشي كه دارو دريافت مي دارند: 3گروه 
 .موشهاي آلوده به انگل وحشي كه دارو دريافت نمي دارند: 4گروه 

 مـاده   BALB/c سر موش    16براي هر يك از گروه هاي چهارگانه فوق از          
ه شد كه به هر يك، انگل ليشمانيا در ناحيه قاعده دم             هفته اي استفاد   8-6

قبل از تزريـق، انگـل هـا در سـرم           . بعد از تميز كردن با الكل تزريق گرديد       
فيزيولوژي شسته شده و در حجم معيني از محلول به صورت سوسپانسيون            
در آورده شدند و پس از شمارش بـا لام نئوبـار، هـر مـوش بـا تعـداد يـك                      

هــر دو انگــل ســويه هــاي وحشــي و . مانيا آلــوده شــدميليــون انگــل ليشــ
ترانسژنيك به تازگي از موشهاي آلوده جدا شدند تا اثرات پـاتوژني خـود را               

 بـه صـورت ژنتيكـي بـه         BALB/cموش  . هنگام تزريق حفظ كرده باشند    
 حساس مـي باشـد و بـه ايـن دليـل قـادر بـه كنتـرل         L. majorعفونت 

فونت منتشر شده و كبد و طحـال آن         ليشمانيوز جلدي نمي باشد و دچار ع      
چند هفته بعد از تزريق انگل، آلوده مي شود تا جايي كه بعـد از مـدتي در                  

 .اثر پيشرفت بيماري حيوان از بين مي رود
 100 فلوروسيتوزين هر يك با دوز -5درمان با داروهاي گانسيكلووير و 

هفته بعد از درمان يك . ميلي گرم به ازاي هر كيلوگرم وزن بدن تزريق شد
 .  روز ادامه يافت14اولين تزريق انگل آغاز شد و به مدت 

وشهاي م انجام گرفت) .I.P(تزريق داروهاي مذكور به صورت داخل صفاقي 
درمان شده كه در ناحيه تزريق انگل هيچ نشانه اي از زخم بروز ندادند، دو 

شمانيا، مورد هفته بعد از قطع دارو از نظر ميزان ايمني ايجاد شده عليه لي
بدين صورت كه موشهاي فاقد زخم به دو گروه تقسيم . بررسي قرار گرفتند

 بندي شدند؛
دسته اول بوسيله تعداد يك ميليون انگل ليشمانيا ماژور وحشـي بيمـاريزا،             
چالش شدند و ايندكس محافظت كننده نسبت بـه عفونـت مجـدد توسـط               

خـم توسـط كـوليس      قطـر ز  . اندازه گيري هفتگي قطر زخم بررسي گرديـد       
همراه با گـروه    .  به صورت هفتگي اندازه گيري شد      12ورنيه تا انتهاي هفته     

مورد چالش، همزمان يك گروه شاهد كه تا كنون با انگل ليشـمانيا مواجـه               
بدين صورت كه حيوانات گروه شاهد هم . نشده اند، مورد بررسي قرار گرفت

 آلـوده شـدند و پيشـرفت        با تعداد يك ميليون انگل ليشمانيا ماژور وحشـي        
دسـته دوم از سـري   . بيماري در آنها با حيوانات گروه چالش مقايسه گرديد        

 موشهايي كه درمان شده بودند، جهت مشخص شدن الگوي سايتوكاين ها 

 
 

بدين صورت كه موشهاي مـورد آزمـايش        .  بررسي شدند  ELISAاز طريق   
 طحـال صـورت     در شرايط استريل و زير هود تشـريح گرديـده و اسـتخراج            

 به كمك سرنگ به داخل طحال هاي جـدا          RPMIبا تزريق محيط    . گرفت
شده، محتويات طحال از آن خـارج گرديـد كـه ايـن محلـول خـود حـاوي                  

پـس از شـمارش سـلولها، غلظـت     . سلولهاي لنفوسيتي فراوانـي مـي باشـد      
 طوري تنظـيم گرديـد كـه در هـر          RPMIسوسپانسيون سلولي در محيط     

براي كشت لنفوسيت هـا از      .  عدد سلول وجود داشت    105x2ميلي ليتر آن    
 1 خانه اي مخصوص كشت سلول استفاده شد و در هـر خانـه آن   24پليت  

براي كشـت لنفوسـيت     . ميلي ليتر از سوسپانسيون سلولي فوق، ريخته شد       
بدين ترتيـب كـه در يـك        .  خانه در نظر گرفته شد     3هاي طحال هر موش     

، در خانـه  ) SLA) Soluble Leishmania Antigenخانـه آنتـي ژن   
در شـاهد   و در نهايت خانه سوم به عنـوان         ) A)  ConAديگر كونكاوالين   

 افـزوده   RPMIنظر گرفته شد يعني به جاي آنتي ژن، به آن فقط محـيط              
 درصـد   5 درجه سانتي گراد در شـرايط        37پليت هاي مذكور در دماي    . شد

CO2    كشت سلول در طول    پليت هاي   .  ساعت نگهداري شدند   72 به مدت
مدت گرمخانه گذاري، از لحاظ آلودگي به صـورت روزانـه بـا ميكروسـكوپ        

 ميلـي ليتـر از      5/0بعد از رشـد سـلولها، مقـدار         . مورد بازبيني قرار گرفتند   
 درجه سانتي گـراد نگهـداري       -20محلول رويي برداشت گرديد و در دماي        

در . اده شـد   اسـتف  ELISAشد و پس از آن به عنوان آنتـي ژن در تسـت              
  بـا اسـتفاده از كيـت       IL-4 و   IFN-γ ، سايتوكاين هاي     ELISAسيستم  

 Bendermed system (USA) سـاخت شـركت   Module set نـوع 
 .مورد ارزيابي قرار گرفتند

 
 يافته ها

ــا داروهــاي گانســيكلووير و    ــان ب ــه تحــت درم ــواني ك ــروه حي  -5از دو گ
به ليشـمانيا مـاژور سـوش       فلوروسيتوزين قرار داشتند، همه موشهاي آلوده       

 هفته زخم ناشي از رشد انگل را در محـل تزريـق     3وحشي، پس از گذشت     
نشان دادند اما در موشـهاي آلـوده بـه انگـل ترانسـژنيك              ) قاعده دم (انگل  

در مدت زمان مشابه هيچگونه ندول يا زخم ناشي از        ) انگل حساس به دارو   (
هيچگونـه دارويـي دريافـت    در دو گروهي كه     .آلودگي با انگل مشاهده نشد    

نمي داشتند و با انگل وحشي و يا ترانسژنيك آلوده شده بودند نيـز پـس از            
 . هفته، ظهور زخم ديده شد3گذشت 

موشهايي كه انگل ترانسژنيك در آنها با تزريق دارو تحت كنترل در آمد بـه               
دسته اول وارد مرحلـه چـالش گرديدنـد و          . دو دسته مساوي تقسيم شدند    

به منظور انجام .  مورد استفاده قرار گرفتندELISAگر براي انجام  دسته دي 
چالش، موشهاي واكسينه شده با انگل ترانسژنيك، مجدداً با انگل ليشـمانيا            

 روز از زمان قطـع دارو،       14به طوري كه پس از گذشت       . ماژور مواجه شدند  
ل تعداد يك ميليون انگل ليشمانيا ماژور  وحشي بيمـاريزا، بـه همـان مح ـ              

موشهايي كه تا كنون با انگل      (يك گروه شاهد    . تزريق شد ) قاعده دم (قبلي  
بررسـي بـروز    . نيز با همين تعداد انگل آلوده شد      ) ليشمانيا مواجه نشده اند   

 :زير را به دست دادزخم در اين دو گروه نتايج 
 هفتـه، ظهـور زخـم ناشـي از ليشـمانيا            3 در گروه شاهد پـس از گذشـت         

رتي كه در گروه واكسينه شده ظهور زخـم بـا تـاخيري             مشاهده شد در صو   
نتـايج ايـن    .  هفته از زمان چالش ملاحظه شـد       6-7قابل توجه و با گذشت      

 . آمده است1مرحله در نمودار شماره 
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 34فصلنامه بيماري هاي عفوني و گرمسيري ، سال يازدهم ، شماره 
21___________________________________________________________________________ عباس دوستي و نوشين داودي    

 
ميانگين اندازه قطر زخم  بر اساس BALB/cتوزيع موشهاي  -1نمودار

 قاعده

 
 

 
، در مـورد موشـهاي واكسـينه        ELISAبررسي هاي ايمونولوژيك به روش      

شده با سوش ترانسژنيك، نشـان دهنـده پديـد آمـدن تغييراتـي عمـده در              
به طـوري   . ن هاي مرتبط با ايمني عليه ليشمانيوز مي باشد        ميزان سايتوكاي 

 در اين موشها نسبت به گروه شاهد، افزايش چشـمگيري           IFN-γكه سطح   
نتـايج  .  نيز قابـل تامـل اسـت       IL-4نشان ميدهد و از طرفي كاهش ميزان        

 . ملاحظه مي شود2مذكور در نمودار شماره 
 

كشت سلولي طحال  در سوپرناتانت IFN-γ غلظت -2نمودار شماره 
 .BALB/cموشهاي 

 

G1 : سطحIFN-γدر موشهاي واكسينه شده  . 
G2 : سطحIFN-γدر موشهاي با زخم باز  . 
G3 : سطحIFN-γ  در موشهاي سالم كه تا كنون با انگل ليشمانيا مواجه 

 .نشده اند

 
 

 بحث
انگل ليشمانيا متعلق به راسـته كينتوپلاسـتيدا مـي باشـد و عامـل طيـف                 

ز بيماريهاست كه شامل عفونت پوستي موضعي تا عفونت احشايي          وسيعي ا 
ليشـمانيوز در  . منتشر مي شود كه غالباً در صورت عدم درمان كشنده است      

 كشور جهان و از جمله مناطق وسيعي از ايران به صورت اندميك وجود              88

دارد و كنترل اين بيماري از طريق مبارزه با ناقلين و مخازن چنـدان مـوثر                
 مكرر تركيبات آنتيمـوان دارد كـه         تزريق درمان بيماري نياز به   . ه است نبود

به نظر مي ). 4(بعضاً داراي اثرات جانبي است و هميشه موفقيت آميز نيست
رسد بهترين روش مبارزه با ايـن بيمـاري يـافتن واكسـن مـوثر عليـه ايـن                  

يي بيماري مي باشد و واكسيناسيون جهت كنترل اين بيماري از اهميت بالا
 . برخوردار است

 
موتانت هاي غير بيماريزاي حساس به حرارت، انگل هـاي كشـته شـده بـا                
حرارت يا عصاره محلول بدست آمده از پروماستيگوت هـا در ايمـن سـازي               

اخيـراً  . موش عليه ليشمانيوز پوستي تا حـدي موفقيـت آميـز بـوده اسـت               
ل واكسن هاي جديدي نيز گزارش شـده اسـت كـه ايـن واكسـن هـا شـام                  

پروتئين هاي نوتركيب ليشمانيايي، وكتورهاي نوتركيب بيان كننـده آنتـي           
اختصاصـي عليـه ليشـمانيا و يـا         ) +T) CD4ژنهاي ليشمانيايي، سلولهاي    

علي رغـم   ). 6 و 5 (انگل تخفيف حدت يافته ناشي از تعويض ژنها مي باشند         
تلاشهاي زياد، تـا كنـون واكسـن مـوثري بـراي ليشـمانيا بدسـت نيامـده                   

براي كنترل عفونت ليشمانيايي در هر دو مدل تجربـي حيـوان و             ). 7(تاس
افراد بيمار، بوجود آمدن ايمني سلولي موثر قادر به فعال كردن ماكروفاژ به             

براي مشخص ). 3(مورد نياز مي باشد ) ميكروب كشي(وبسيدال رحالت ميك
بـال  كردن پارامتر هاي با اهميت در بوجود آمدن يك ايمني حفاظتي به دن            

) حساس به داروهاي مجـاز    (شمانياي نوتركيب   يواكسيناسيون با يك انگل ل    
 . نياز به طراحي يك مدل حيواني مناسب مي باشد

تيميـدين  (دارو  -در اين بررسي پتانسـيل اسـتفاده از سيسـتم تركيبـي ژن            
به عنوان بخشي از )  فلوروسيتوزين- گانسيكلووير و سيتوزين دآميناز-كيناز

يعنـي بـا    . يناسيون در ليشمانيوز مد نظر قرار گرفتـه اسـت         استراتژي واكس 
توجه به اينكه ابتلا به ليشمانيوز سبب بروز مصونيت دائمـي بـر عليـه ايـن               
بيماري مي شود، استفاده از ليشمانيزاسيون بـه عنـوان روشـي بـه منظـور                
پيشگيري از عفونت طبيعي، قرنها در بعضي مناطق انـدميك مرسـوم بـوده              

تحقيق، با استفاده از سوش ليشـمانيا مـاژور ترانسـژنيك كـه             در اين   . است
 مـي باشـد و بـه        tk-GCV و   cd-FCداراي دو سيستم خودكشي سلولي      

ــيكلووير و   ــاي گانس ــوش   -5داروه ــت، در م ــاس اس ــيتوزين حس  فلوروس
BALB/c              ايجاد عفونت شد و سپس توسط داروهاي مـذكور، رشـد انگـل 

 درگير شدن مجدد با ليشـمانيا،       موشهاي درمان شده پس از    . متوقف گرديد 
به طوري كه  . ميزان مقاومت نسبتاً بالايي عليه اين انگل از خود نشان دادند     

زمان بروز زخم در موشهاي واكسينه شـده نسـبت بـه موشـهاي واكسـينه                
اين خود نشان دهنده بوجود آمـدن       .  برابر به تعويق افتاد    2نشده تا بيش از     

بالا در موشهايي است كه از نظر ژنتيكـي         ايمني حفاظتي در سطحي بسيار      
به ليشمانيا ماژور حساس بوده و حتي در صورت عـدم درمـان ، ايـن انگـل        

بررسيهاي ايمونولوژيـك انجـام شـده نظيـر         . موجب مرگ حيوان مي گردد    
ELISA              نيز مؤيد نتايج آزمون چالش است و حاكي از پديد آمدن ميـزان 

نتايج اين تحقيق تاييـد كننـده       . تايمني مطلوب عليه اين عامل عفوني اس      
دارو مـي توانـد بـه عنـوان روشـي           -اين نظر است كه، سيستم تركيبـي ژن       

كارآمد در راستاي يافتن واكسني موثر عليه ليشـمانيا در تحقيقـات آينـده              
  .مورد توجه بيشتري قرار گيرد
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