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  )۴۴پي در پي ( ۴شماره /  ۱۴دوره /  ۱۳۹۱زمستان  / گرگان يکپزش علوم دانشگاه علمي مجله/  ٨٢

  ۸۸ تا ۸۲ صفحات

  تحقيقي

  )سرخارگل( آ بخش هوايي گياه اکيناسه پورپوره آبي عصاره اثر
  انفلوآنزا روسيو M2 ژن حامل يژن واکسن ييزا يمنيا بر

  ۱، محسن غفاري۷، علي ترابي۶يفاضل ميمر ،۵مظاهري وحيده دکتر ،۴حيدرچي بهناز ،۳قائمي امير دکتر ،۲*فتوحي فاطمه دکتر ،۱روستا فاطمه
شناسي، آزمايشگاه  استاديار گروه ويروس -۲ .اسلامي واحد پزشکي تهران واحد علوم و تحقيقات، دانشگاه آزاد شناسي، گروه ميکروب شناسي، يكروبکارشناس ارشد م -۱

  .علوم پزشکي گلستان هاي عفوني، دانشگاه شناسي، دانشکده پزشکي، مرکز تحقيقات بيماري کروبيار گروه مياستاد -۳ .ايران پاستور ، انستيتوانفلوآنزاتحقيقات 
  .ايران پاستور ، انستيتوانفلوآنزا، آزمايشگاه تحقيقات  يپزشک عموم -۵ .ايران پاستور ، انستيتوانفلوآنزاشناسي، آزمايشگاه تحقيقات  كارشناس ارشد ميكروب-۴

  .درست مي، دانشگاه تربي، دانشکده علوم پزشکيشناس روسيگروه و، شناسي تخصصي ويروس يدکتر يدانشجو -۶
  .ايران پاستور ، انستيتوانفلوآنزاكارشناس علوم آزمايشگاهي، آزمايشگاه تحقيقات  -۷

  ________________________________________________________________________    
  يدهکچ

 ـ يروس انفلوآنزا، هرسال موجـب ا يدر و يکيژنت يآنتمداوم رات ييتغ : هدف و زمينه  ـدر تول ييهـا  يجـاد نگران  ـ ي . گـردد  يد واکسـن م
 انتخـاب ؛ در حـال گـردش ندارنـد    يهـا  هيواکسن با سو يشده برا يطراح يها هيوق سياز به تطبيکه نآن ل يدل هحفاطت شده ب يها ژن يآنت

 يک واکسن جهانيل را دارد که به عنوان ين پتانسيانفلوآنزا حفاظت شده است و ا يها روسيان ويدر مM2 ژن . واکسن هستند يبرامناسبي 
 ـيا بـر ) سرخارگل(پورپوره آ  ناسهيي گياه اکبخش هواي آبي عصارهبه منظور بررسي اثر  ن مطالعهيا. ر گرفته شودظدر ن  واکسـن  يـي زا يمن
  .انفلوآنزا انجام شد روسيوM2  ژن حامل يکيژنت

پلاسميد . گرم انجام شد ٢٥٠-٣٠٠ با وزن تقريبي BALB/cاي نژاد  هفته ٦-٨ هاي ماده اي روي موش اين مطالعه مداخله : بررسي روش
و کشت در محيط لورين  ' E.coli top10 fبه باکتري پس از انتقال  A/New Caledonia/20/99 (H1N1)سويه  انفلوآنزاويروس  M2کدکننده ژن 
تايي تقسـيم   ٥گروه  ٨سر موش در  ٤٠. دگيري گردي با روش اسپکتروفوتومتري اندازهآن غلظت و  در مقياس انبوه تخليص شد ،برتاني مايع

را به تنهايي يا همراه با عصـاره دريافـت   pcDNA-M2) (و يا واكسن ژني ) (PR8ه ي غيرفعال شدانفلوآنزا هاي واكسن، ويروس گروه. شدند
پلاسميد و ويروس غيرفعـال شـده درون   . ، عصاره اكيناسه و يا بافر فسفات تزريق شد)(pcDNAهاي كنترل، پلاسميد خالي  به گروه. كردند
همه حيوانات قبل از  از. انجام شدروز ١٥در سه دوره با فاصله يون واكسيناس. تزريق گرديددرون صفاقي گياه اکيناسه  عصاره اي و ماهيچه
گيـري   با روش الايزاي غيرمستقيم اندازه M2بادي اختصاصي  و آنتي عمل آمد بهروز بعد از آخرين واکسيناسيون خونگيري  ٢١سازي و  ايمن

 يبـرا ار شده با موش آلوده شدند و به مدت سـه هفتـه   سازگ PR8از طريق بيني با ويروس انفلوآنزا و ها تحت بيهوشي  سپس موش. گرديد
  آزمـون  و SPSS-16 بـا اسـتفاده از نـرم افـزار     هـا  داده .مورد بررسي قرار گرفتنـد از نظر كاهش ميزان مرگ و مير واکسن،  كاراييارزيابي 

One-way ANOVA  وKaplan–Meier test تجزيه و تحليل شدند. 
تفاوت مشاهده شـده  . صاصي در گروه دريافت كننده ويروس غيرفعال و عصاره اكيناسه مشاهده شدبيشترين پاسخ ايمني اخت : ها يافته

). >٠٥/٠P(د دار بـو  هـاي كنتـرل معنـي    در مقايسه با گروه ؛هايي كه واكسن ژني را دريافت كرده بودند گروه در پاسخ ايمني اختصاصي در
ي كه فقط واكسن ژني به نسبت به گروه ؛ا همراه با عصاره دريافت كرده بودندگروهي كه واكسن ژني ر اختصاصي درعلاوه پاسخ ايمني  هب

هايي ديده شد كه ويروس كامل غيرفعال و يا  بقا در موش درصدبيشترين همچنين  .)>٠٥/٠P( شتداري دا تفاوت معني ؛آنها تزريق شده بود
  .بودبه آنها تزريق شده واكسن ژني همراه با عصاره اكيناسه 

 توانـد  مي و سترا دارا انفلوآنزا ويروس عليهقابليت القاء ايمني  M2سازه ژني كدكننده پروتئين نشان داد كه  مطالعهاين  : ريگي نتيجه
بخش هـوايي گيـاه اکيناسـه     آبي علاوه کاربرد عصاره هب .محافظت نمايد PR8با ويروس كشنده هاي واکسينه شده را در مقابل چالش  موش

  .گردد مي مدل حيوانيدر القاء ايمني و حفاظت بخشي در  M2 کارايي واکسن ژني شبه افزاي منجرهمراه با واکسن، 
  M2 ژن ، ، انفلوآنزا آ اکيناسه پورپوره عصاره ، يژن واکسن : ها واژه کليد

  ________________________________________________________________________    
  fotouhi@pasteur.ac.ir يالکترونيک پست ، فتوحي فاطمه دکتر : مسؤول نويسنده *

  ۰۲۱-۶۶۴۹۶۵۱۷تلفن و نمابر ، ۱۳۱۶۹۴۳۵۵۱ يکدپست ،۳۵۸شماره  ،انستيتو پاستور ايران ،نيفرورد ۱۲ابان يخ ،يابان جمهوريخ ،تهران : نشاني
  ۱۳/۹/۹۰ : مقاله رشيپذ ، ۱۳/۹/۹۰ : نهايي اصلاح ، ۱۶/۵/۹۰ : مقاله وصول
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  ٨٣ / همکاران و روستا فاطمه  

  )۴۴پي در پي ( ۴شماره /  ۱۴دوره /  ۱۳۹۱مستان ز / گرگان يکپزش علوم دانشگاه علمي مجله  

  مقدمه
 مختلفي ها گونه در مهم وی جهان پاتوژن کانفلوآنزا ی روسیو
هـاي انفلـوآنزا کـه     واکسـن . است انسان و ارانپستاند پرندگان، مثل
 ؛شـوند  اسـب و خـوك اسـتفاده مـی     صورت تجاري براي انسـان،  به

ــاً ــن عموم ــتند    واکس ــده هس ــال ش ــل غیرفع ــروس کام ــاي وی ). 1( ه
تهیـه   ؛هاي غیرفعال از ویروسی که در تخم مرغ تکثیـر یافتـه   واکسن

ر اسـتفاده  در اث علائم بالینیکاهش بروز و شدت با وجود . شوند می
 گـردد  نمیحفاظت کاملی در مقابل عفونت ایجاد  ،ها واکسناز این 

)2.(  
ها هستند کـه در قیـاس بـا     هاي ژنی نسل نوینی از واکسن واکسن

باشـند کـه از آن جملــه    هـاي نســل قبـل داراي مزایـایی مــی    واکسـن 
همـورال،   توان به توانایی تحریک هر دو سیستم ایمنی سـلولار و  می

ــاخ ــداري س ــراي    DNAتارهاي پای ــرد ب ــره س ــه زنجی ــاز ب ــدم نی و ع
ها از ایجاد  همچنین استفاده از این نوع واکسن. نگهداري اشاره کرد

مرغ تولید  هایی که در تخم هاي آلرژیک در قیاس با واکسن واکنش
هاي جایگزین کـه   یکی از واکسن). 3(کند  جلوگیري می ؛شوند می
ــی ــه    م ــن مشــکلات غلب ــه برخــی از ای ــد ب ــدتوان ــاي  واکســن ؛کن ه

هـاي حفاظــت شـده ویــروس را    ژن اسـیدنوکلئیکی اســت کـه آنتــی  
قطعه هفتم ژنوم ویروس انفلوآنزا دو پروتئین بسیار  .کند کددهی می

را رمزدهــی ) M2( و کانــال یــونی) M1( حفاظــت شــده مــاتریکس
  يویـروس انفلـوآنزا  ي هـا  بـین تمـامی تحـت تیـپ     M2ن ژ. کند می

مناسـبی   انتخابتواند  دلیل این ژن می همین به .مشترك است Aنوع 
مطالعات نشان داده است که . براي طراحی یک واکسن دائمی باشد

ــروتئین  ــبی    M2پـ ــاظتی نسـ ــی حفـ ــخ ایمنـ ــاد پاسـ ــایی ایجـ   توانـ
در . استرا دارا  Aنوع  يهاي مختلف ویروس انفلوآنزا بر ضد سویه

ــر تــلاش  ســال ــاي اخی ــاي بســیاري در  ه ــزایش کــارایی  ه جهــت اف
  ).4( است صورت گرفته M2پروتئین  زایی ایمنی

هـاي طراحـی شـده     زایی واکسن به دلیل پائین بودن قدرت ایمنی
ایـده  . رسـد  نظـر مـی   هـا ضـروري بـه    براي انفلوآنزا کاربرد ادجوانت

هـا قبـل    ها بـه سـال   زایی واکسن ها در تقویت ایمنی کاربرد ادجوانت
سـاختار چنـدین   هـا تـاکنون آلـوم در     از بـین ادجوانـت  . گردد برمی

کاربرد ادجوانت آلوم در ساختار واکسن . واکسن استفاده شده است
از ایـن  . زایی را افزایش داده اسـت  طور اندکی ایمنی انفلوآنزا تنها به

  ).5( رو کاربرد آلوم براي واکسن انفلوآنزا مفید نبوده است
هاي اخیر توجه زیادي به طب سنتی در راستاي پیشگیري  در سال

اکیناسـه پورپــوره آ  . هـا معطـوف گردیـده اسـت     ان بیمـاري یـا درم ـ 
(Echinacea purpurea) )گیاهی چند ساله است و بـه  ) سرخار گل

هـاي معتبـر    که بر طبق فارماکوپـه  (Asteraceae)خانواده گل ستاره 
 دارد تعلـق ؛ عنوان یک گیاه دارویی ارزشمند شناخته شـده اسـت   به
در مطالعـات متعـددي مـورد     سـرخار گـل  عصاره اثر ادجوانتی ). 6(

افـزایش اینترفـرون گامـا     اي در مطالعه). 7-9( تایید قرار گرفته است
IFN-γ  نکروزدهنده تومور عاملو TNF صورت  هبex vivo عنوان  به

هـاي کشـنده طبیعـی     تاییدکننده افزایش فعالیت ماکروفاژها و سلول
نـه اثـر ایـن    اي در زمی تا به امروز مطالعـه ). 11و10(درنظر گرفته شد 
ایـن مطالعـه بـه    . هاي ژنی انفلوآنزا منتشر نشده اسـت  گیاه بر واکسن

منظور ارزیابی اثر عصاره آبی بخـش هـوایی گیـاه سـرخار گـل بـر       
  .ویروس انفلوآنزا انجام شد M2زایی واکسن ژنی حامل ژن  ایمنی

  بررسي روش
  هـاي کوچـک آزمایشـگاهی    اي روي مـوش  این مطالعه مداخلـه 

گرم در انستیتو  300با وزن تقریبی  BALB/C ماده نژاد اي هفته 8-6
از انسـتیتو پاسـتور   حیوانـات   .انجـام شـد   1389در سال  پاستور ایران

به مدت یـک هفتـه در   مطالعه و قبل از شروع  ندایران خریداري شد
). 4( نگهداري شـدند تاریکی  -ساعت نور  12در شرایط حیوانخانه 

  .آزمایشگاهی رعایت گردیدپروتکل اخلاق کار با حیوانات 
ســازگار شــده بــا مــوش  A/ PR/8 /34 ياز ویــروس انفلــوآنزا

  DMEMدر محـیط کشـت    MDCKهـاي   سـلول . اسـتفاده گردیـد  
 ,FBS  )fetal bovine serum, Gibco BRLدرصــد10حــاوي 

Gaithersburg, MD, USA(سیلین  ، پنیU/ml100  و استرپتومایسین
ml/µl 100 Sigma- Aldrish, St. Louis, Mo, USA) ( کشت داده
  .)4( پس ویروس به آن تلقیح گردیدس .شد

  آ بـا غلظـت   بخـش هـوایی گیـاه اکیناسـه پورپـوره     آبـی  عصاره 
mg/ml 20  از شرکت دارویی زربند)E.PC04-L002-82( )12(  تهیه

  .شد
بـود   M2حامل ژن   pCDNA3واکسن ژنی مورد استفاده وکتور

پاسـتور   انسـتیتو  ياحـد انفلـوآنزا  و همکاران در و اسقاییکه توسط 
وکتـور فـوق و همچنـین وکتـور پایـه فاقـد ژن       . شده بود ایران تهیه

)pcDNA3 (  به بـاکتريE.coli top 10 f’  و از کشـت شـبانه    منتقـل
  ).13( سازي شدند خالصروش لیز قلیایی تهیه و  ها به باکتري
هـاي   رقـت ،  (TCID50)زایی ویروس تعیین عیار عفونتمنظور  به

در محیط کشت ) 10-8تا  A/PR8 )1-10 (H1N1)لگاریتمی ویروس 
اي  لایـه  هـاي تـک   میکرولیتر به یاختـه  100فاقد سرم تهیه و به میزان 

MDCK  پـس از بـروز آثـار آسـیب     . اي تلقیح شد خانه 96در پلیت
هاي نمونـه شـاهد کـه مقـدار      از یاخته درصد100در  (CPE) سلولی

 میزان بـروز  ؛به آنها تلقیح شده بود میکرولیتر ویروس رقیق نشده25
CPE  کــه آن دلیـل   بــه. هــا ثبـت گردیــد  در چاهـکCPE  در مــورد

بـراي تاییـد وجـود     ؛ویروس انفلوآنزا به خوبی قابل مشـاهده نیسـت  
صـد میکرولیتـر از   . ویروس از روش هماگلوتیناسـیون اسـتفاده شـد   

ت هاي مختلف مورد استفاده ویروس به پلی محیط هر چاهک از رقت
HA 14(دش انجام هماگلوتیناسیون تست استاندارد، روش بقاطمو منتقل.(  

ارزیـابی   هـا و  در مـوش  PR8آور ویروس  ز مرگوتعیین دبراي 
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  انفلوآنزا ويروس M2 ژن حامل ژنتيکي واکسن زايي ايمني بر آ بخش هوايي گياه اکيناسه پورپوره آبي رهعصا اثر / ٨٤

  )۴۴پي در پي ( ۴شماره /  ۱۴دوره /  ۱۳۹۱زمستان  / گرگان يکپزش علوم دانشگاه علمي مجله

  .کارایی واکسن در چالش با ویروس وحشی به روش زیر عمل شد
تایی تقسیم شـدند   3گروه  4در ماده اي  موش هشت هفتهسر  12

صـفاقی تزریـق    داخـل زایلازیـن   λ5کتـامین و   λ20و به هـر کـدام   
ویروس  λ 50سپس به هر کدام . نددها نیمه هوشیار ش موش وگردید 

)λ25 سـپس   .تلقیح شد 10 -4تا  10-1 يها با رقت) در هر حفره بینی
روز در زیر هود نگهداري و هر روز از نظر بروز  10به مدت ها  موش

  ).14( شدندزایی و یا مرگ و میر بررسی  آثار بیماري
شرایط استاندارد از نظر در موش ماده سر  40، واکسیناسیونبراي 

  بــه صــورت تصــادفی درو  دمــا، نــور، غــذا و آب نگهــداري شــدند
  .)4( قرار گرفتندجداگانه  هاي تایی در قفس 5گروه  8

   pcDNA-M2هاي دریافت کننده  موش): M2( گروه اول
ــروه دوم ــوش): M2+ Echinacea( گ ــده   م ــت کنن ــاي دریاف ه

pcDNA-M2+Echinacea   
   pcDNAهاي دریافت کننده  موش): pcDNA( گروه سوم

  هاي دریافت کننده موش): pcDNA+ Echinacea( گروه چهارم
Echinacea +pcDNA   

   PR8هاي دریافت کننده  موش): PR8( گروه پنجم
  هـاي دریافـت کننـده    مـوش ): PR8+ Echinacea( گـروه ششـم  

Echinacea +PR8   
   PBS  هاي دریافت کننده موش): PBS( گروه هفتم
  Echinaceaه هاي دریافت کنند موش): Echinacea( گروه هشتم

ور به فاصله دو هفته از آتزریق اول در زمان صفر و دو تزریق یاد
 100 ،هـاي مـورد آزمـایش    برحسـب گـروه  . )4( یکدیگر انجام شـد 

 اي همیکروگرم از پلاسمیدهاي تخلیص شده به صـورت درون عضـل  
 100هاي دریافـت کننـده عصـاره، میـزان      در گروه ).15( شد تزریق

میکروگرم عصاره گیاه اکیناسه به ازاي هر حیوان به صـورت درون  
هایی که با ویروس غیرفعال ایمـن   در گروه. )12( صفاقی تزریق شد

از ویـروس غیرفعـال شـده انفلـوآنزا درون      TCID50 1میـزان   ؛شدند
  ).16( به هر حیوان تزریق شد اي هعضل

دو هفتـه پـس از آخـرین    ، زایی واکسن ژنـی  بررسی ایمنیبراي 
تزریق از هر یک از حیوانات دریافت کننده واکسن خونگیري شد و 

پت ها و با پی خونگیري از سینوس اربیتال موش. سرم آنها جدا گردید
 .پاستور انجام شد

هـاي   در گـروه  M2هـاي ضـد    بادي گیري میزان آنتی اندازه براي
 M2eکار از پپتیـد   براي این. طالعه از روش الایزا استفاده شدمورد م

اسـتفاده   اسـت؛  M2 ئینتمینه خارج سـلولی پـرو  آاسید 23که واجد 
لیتـر پپتیـد فـوق در     محلول یـک میکروگـرم در میلـی   . )17( گردید

و بـه  شـد  هاي پلیت الایـزا ریختـه    بافرفسفات در هر یک از چاهک
بـه منظـور پوشـاندن    . دیـد نگهـداري گر مدت یک شب در یخچال 

استفاده یک درصد  Skim milkفضاهاي خالی از بافر فسفات حاوي 

بادي   و آنتی 20به  1 هاي مختلف مورد مطالعه با رقت سرم گروه. شد
عنـوان   بـه  5000بـه   1با رقت  موشی نشاندار شده با آنزیم پراکسیداز

حــل از در تمـام مرا . بـادي ثانویـه مـورد اســتفاده قـرار گرفـت      نتـی آ
در مرحلـه  . بـراي شستشـو اسـتفاده شـد     20بافرفسفات واجد تـوئین  

دقیقـه میـزان جـذب     15اضافه شد و پس از  TMBنهایی سوبستراي 
سـپس   .گردید گیري اندازهنانومتر  450ها در طول موج  نوري نمونه

از ویـروس   LD50 1هاي مختلف مورد آزمایش بـا   گروهها در  موش
A/PR8/(H1N1) و به مدت سـه هفتـه در    ندنی تلقیح شداز طریق بی

ایمنـی نگهـداري    دوحیوانخانه و در زیر هـود آزمایشـگاهی سـطح    
 هاي مـورد مطالعـه ثبـت گردیـد     شدند و میزان مرگ و میر در گروه

)17(.  
ــا داده ــرم  هــ ــتفاده از نــ ــا اســ ــزار بــ ــون SPSS-16 افــ   وآزمــ

One-way ANOVA همچنین درصـد بقـا در    .تجزیه و تحلیل شدند
بـا اسـتفاده از    PR8هاي مورد مطالعه پس از چالش با ویـروس   گروه

Kaplan–Meier test مورد بررسی قرار گرفت.  
  ها يافته

در  مـورد اسـتفاده   PR8با استفاده از فرمول کربـر عیـار ویـروس    
ــینو  (TCID50) کشــت ســلول ــروسدوز کشــنده  همچن  (LD50) وی

  .گردید تعیینلیتر  در میلیواحد  25/104 معادل
 M2 اختصاصیهاي  بادي آنتیهاي ایمنی،  منظور ارزیابی پاسخ به

به روش الایزا مورد بررسی قرار گرفت و  هاي مورد مطالعه در گروه
 نـانومتر در  450ها در طـول مـوج    نتایج حاصل از جذب نوري نمونه

بیشترین پاسخ ایمنی در گروه دریافت . آورده شده است کی نمودار
  عصـــاره آبـــی گیـــاه ســـرخار گـــلکننـــده ویـــروس غیرفعـــال و 

PR8+Echinacea) (ــا  . مشــاهده شــد ــن گــروه ب ــاوت ای اگرچــه تف
معنـی دار نبـود امـا     ؛دریافـت کـرده بودنـد    PR8حیواناتی که فقـط  

دار  هـاي کنتـرل معنـی    با تمام گروه ،آن هاي مشاهده شده در تفاوت
ــو ــی    ).>05/0P(د ب ــاوت مشــاهده شــده در پاســخ ایمن ــین تف همچن

ــا  M2+ Echinaceaو  M2هــاي  روهگــ اختصاصــی در در مقایســه ب
 ـ). >001/0P( دار بـود  هاي کنترل از نظر آماري معنی گروه عـلاوه   هب

گروهـی کـه واکسـن ژنـی را همـراه بـا        اختصاصـی در پاسخ ایمنی 
 نسـبت بـه گـروه    ؛دریافت کرده بودنـد ) M2+ Echinacea(عصاره 

M2 001/0( تشــداري دا تفــاوت معنــیP< (اره عصــاد کــه نشــان د
  .توانسته اثر ضد ویروسی واکسن را افزایش دهد

دو  ،در حفظ بقاي حیواناتبه منظور بررسی کارایی واکسن ژنی 
بـا یـک دوز کشـنده    هـا   مـوش هفته پـس از آخـرین واکسیناسـیون    

در آنهـا  مـرگ و میـر   مقایسـه میـزان   . تلقیح گردیدند PR8ویروس 
یی دیده شد کـه  ها بقا در موش درصدبیشترین . است آمده 2 نمودار

همراه با عصـاره اکیناسـه   را ویروس کامل غیرفعال و یا واکسن ژنی 
)PcDNA-M2 + Echinacea و PR8 + Echinacea (دریافت کرده  
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  سنکوا نندهک دريافت فمختل هاي گروه در نوري جذب ميزان مقايسه :۱ نمودار
هاي  موش): M2+ Echinacea(گروه دوم ؛  pcDNA-M2هاي دريافت كننده  موش): M2(گروه اول 

   pcDNAهاي دريافت كننده  موش): pcDNA(گروه سوم ؛  pcDNA-M2+Echinaceaدريافت كننده 
   Echinacea +pcDNAهاي دريافت كننده  موش): pcDNA+ Echinacea(گروه چهارم 

هاي دريافت  موش): PR8+ Echinacea(گروه ششم ؛  PR8هاي دريافت كننده  موش): PR8(پنجم  گروه
   PBS هاي دريافت كننده  موش): PBS(گروه هفتم ؛  Echinacea +PR8كننده 

  Echinaceaهاي دريافت كننده  موش): Echinacea(گروه هشتم 
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  مختلف برحسب هفته يها در گروه چالش از بعد شده واکسينه هاي موش بقاي ميزان :۲ نمودار
هاي دريافت  موش): M2+ Echinacea(گروه دوم ؛  pcDNA-M2هاي دريافت كننده  موش): M2(گروه اول 

   pcDNAهاي دريافت كننده  موش): pcDNA(گروه سوم ؛  pcDNA-M2+Echinaceaكننده 
   Echinacea +pcDNAهاي دريافت كننده  موش): pcDNA+ Echinacea(گروه چهارم 

هاي دريافت  موش): PR8+ Echinacea(گروه ششم ؛  PR8هاي دريافت كننده  موش): PR8(ه پنجم گرو
   PBS هاي دريافت كننده  موش): PBS(گروه هفتم ؛  Echinacea +PR8كننده 

  Echinaceaهاي دريافت كننده  موش): Echinacea(گروه هشتم 
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  انفلوآنزا ويروس M2 ژن حامل ژنتيکي واکسن زايي ايمني بر آ بخش هوايي گياه اکيناسه پورپوره آبي رهعصا اثر / ٨٦

  )۴۴پي در پي ( ۴شماره /  ۱۴دوره /  ۱۳۹۱زمستان  / گرگان يکپزش علوم دانشگاه علمي مجله

 یان هفته سومهاي این دو گروه در پا که تمام موش طوريه ب .بودند
گرچه تفاوت ملاحظه شده در درصد بقا بین این . زنده و سالم بودند

با استفاده  )PR8 و PcDNA-M2( هاي واکسن دو گروه با سایر گروه
 هاي کنترل گروه یسه بادر مقادار نبود؛ اما  از تست کاپلان مایر معنی

)PcDNA  ، pCDNA+ Echinacea ، PBS ،PBS + Echinacea( 
ــ ــور هب ــی ط ــد    معن ــوردار بودن ــالاتري برخ ــاي ب ــد بق  داري از درص
)05/0P<.(  

  بحث
میلیـون   500یا به عبارت دیگر  درصد10بیماري انفلوآنزا سالیانه 

علاوه بر شیوع ). 18( دهد تحت تاثیر قرار می نفر از جمعیت جهان را
 2009ســال  A/H1N1هــاي جدیــد از جملــه پانــدمی  فصـلی، پانــدمی 

ا سـرعت بسـیار زیـاد در میـان افـراد سـرایت       گهگاه ظهور کرده و ب
خطر بروز پاندمی، دستیابی بـه   هاي هرساله و به دلیل اپیدمی. یابد می

). 19( یک واکسن کارا از دیرباز مـورد توجـه محققـان بـوده اسـت     
خطر  هایی نظیر بی استفاده از واکسن غیرفعال انفلوآنزا با وجود مزیت

هاي درمعرض  یف در جمعیتبودن مصرف، به دلیل ایجاد پاسخ ضع
خطر مانند نوزادان و سالمندان و نیـاز بـه تغییـرات هـر سـاله در آن،      

دنبال واکسن کارآمـدتري باشـند    محققان را بر آن داشته است که به
که نیاز به تغییر نداشته و بتواند ایمنی متقاطع قابل قبولی را در مقابل 

ــویه ــه   س ــروس ب ــف وی ــاي مختل ــود آورد ه ــن  .وج ــه از ای رو توج
هـاي حفاظـت شـده     هـاي ژنـی کـه پـروتئین     پژوهشگران به واکسـن 
زایـی بـا    ایمنـی . ه اسـت معطـوف شـد   ؛دن ـکن ویروس را کددهی می

DNA تواند در ایجـاد پاسـخ ایمنـی مناسـب و      ها می حاوي ایمنوژن
که توسط ) M2( کانال یونیپروتئین ). 20( طولانی مدت مؤثر باشد

از جملــه  ؛شــود نزا رمزدهــی مــیقطعــه هفــتم ژنــوم ویــروس انفلــوآ
 هاي بسیار حفاظت شده این ویروس است و به عنوان کاندید پروتئین

 ویـژه بادي مونوکلونال  آنتی. شود نام برده می واکسن واحد انفلوآنزا
در کشـت سـلولی   توانـد تکثیـر ویـروس را     پروتئین کانال یونی مـی 

ی، باعـث  بادي فوق به مدل حیـوان  همچنین تزریق آنتی. کاهش دهد
از . )21(گـردد   هاي مختلف ویروس مـی  حفاظت آنها در برابر سویه

هاي ویژه کانال یونی  بادي در عفونت طبیعی میزان آنتی طرف دیگر
هـاي ایمنـی    انـدازي پاسـخ   پس راه ؛از سطح بالایی برخوردار نیست

ــی   ــی م ــن ژن ویروس ــه ای ــر    علی ــان در براب ــت میزب ــه حفاظ ــد ب توان
  .هاي نوپدید منجـر شـود   موجود و نیز ویروس هاي انفلوآنزا ویروس

تا به امروز انواع مختلف واکسن براساس ساختار این ژن ساخته شده 
هـاي ایمنـی    هاي متعـددي بـراي افـزایش پاسـخ     ادجوانتاست و از 

  ).22( استفاده شده است
به عنوان  ؛بود M2ساختار پلاسمیدي که واجد ژن  مطالعهدر این 

زایی با  ایمنو  کار گرفته شد س انفلوآنزا بهواکسن ژنی بر ضد ویرو
ژن کدکننده این پروتئین توانست باعث القاي کارآمد سیستم ایمنی 

  .مدل حیوانی را در برابر بیماري انفلوآنزا محافظت نماید شده و
بخشـی   گیاهان دارویی که خاصـیت ایمنـی   از طرف دیگر، اخیراً

هـا   ل را در مقابـل پـاتوژن  توانند ایمنی سلولار و هومـورا  دارند و می
آ  عصاره اکیناسـه پورپـوره  . اند مورد توجه قرار گرفته ؛افزایش دهند

هاي ویروسی مختلف در حیوانـات   براي جلوگیري و درمان عفونت
نشان داد کـه   2003در سال  Barrett). 8( و انسان استفاده شده است
ادکننده ایجهاي  از تکثیر ویروس in vitroعصاره اکیناسه در محیط 

  ).23( نماید میعفونت در بخش فوقانی دستگاه تنفسی جلوگیري 
عصاره اکیناسه به عنـوان   نقش) 12( قائمی و همکاراندر مطالعه 

  محــرك ایمنــی در کــاهش شــدت بیمــاري چشــمی حــاد ناشــی از 
HSV-1  نقش عصاره اکیناسه همچنین . نشان داده شددر مدل موشی

در گـانگلیون عصـبی    HSV-1در جلوگیري از نهفته شدن ویـروس  
که عصاره اکیناسه از نظر کـاهش  نشان داد یجاو نت شد موش بررسی

 زایـی  زایی، کاهش دوره نهفتگی ویـروس و افـزایش ایمنـی    عفونت
اسـتفاده از   )24( همکـاران  و Chenدر مطالعـه  همچنـین   .موثر است

  یــک عصـــاره گیـــاهی همـــراه بـــا واکســـن ژنـــی روي ویـــروس 
Foot-and-Mouth Disease (FMD)  را و اثر واکسن ژنـی   بودموثر

بــادي اختصاصــی  میــزان آنتـی . داددر ایجـاد پاســخ ایمنـی افــزایش   
گروهی که واکسن را همراه بـا عصـاره دریافـت     در FMDویروس 

داري وجـود   هـاي کنتـرل تفـاوت معنـی     نسبت به گروه ؛کرده بودند
ا عصـاره توانسـته اثـر ضـد ویروسـی واکسـن ر      اد که نشـان د  شتدا

  .افزایش دهد
مقاله حاضر اولـین گـزارش از اثـر عصـاره اکیناسـه بـر کـارایی        

توانـد فعالیـت    عصـاره اکیناسـه مـی   . استهاي ژنی انفلوآنزا  واکسن
تیمــار . هـاي کشـنده طبیعـی را افـزایش دهـد      سیتوتوکسـیک سـلول  

بــا اکیناســه ســبب افــزایش  هــاي داراي هســته چندشــکلی لکوســیت
ا بـه سـمت عامـل کموتاکتیـک در     تحرك تصادفی و مهاجرت آنه

همچنین عصاره فوق یا ترکیبات مشتق از آن . گردد محیط کشت می
کـه منجـر بـه بیـان      طوريه ب .اثرات مستقیمی روي ماکروفاژها دارد

 گـردد  التهابی و عوامل ضدمیکروبی توسط آنها مـی  هاي پیش واسطه
بدین ترتیب مصرف همزمان عصـاره و واکسـن ژنـی باعـث     ). 8و7(

هاي التهابی و اختصاصی علیه ویروس انفلوآنزا شده و  راهی پاسخهم
ایـن موضـوع نیـاز بـه      البتـه . دهـد  لذا کارآیی واکسن را افزایش می

سـایر  روي  مطالعه اثربخشـی عصـاره گیـاهی    هاي بیشتر براي بررسی
  .استانجام هاي ژنی دارد که در مطالعات آتی در دست  واکسن

  گيري نتيجه
 M2سازه ژنـی کدکننـده پـروتئین    نشان داد که  همطالعنتایج این 

 توانـد  مـی  و سـت را دارا انفلـوآنزا  ویـروس  علیـه قابلیت القاء ایمنی 
محافظت  PR8هاي واکسینه شده را در مقابل چالش با ویروس  موش
همراه بخش هوایی گیاه اکیناسه  آبی علاوه کاربرد عصارهه ب .نماید
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در القاء ایمنی و  M2 کسن ژنیکارایی وا شمنجر به افزایبا واکسن، 
تواند به عنوان یک  لذا می. گردد می مدل حیوانیحفاظت بخشی در 

  .ادجوانت مناسب در مطالعات آتی در نظر گرفته شود
  قدرداني و رکتش

 بـراي اخـذ درجـه   فاطمه روسـتا  خانم نامه  این مقاله حاصل پایان
می واحد دانشگاه آزاداسلا ازشناسی  میکروبرشته کارشناسی ارشد 

 وهـا تینـا بلوریـه     خـانم از  لهیوس ـ نیبـد  .قات تهران بودتحقی علوم و
ــان  ــوره طباطبائی ــلولی     ،منص ــت س ــرم بخــش کش ــان محت کارشناس

سایر همکـاران   و رانیتو پاستور ایآزمایشگاه تحقیقات انفلوآنزا انست
  .گردد واحد سپاسگزاري می آنگرامی 
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Abstract 
Background and Objective: Continuous antigenic variation of Influenza a viruses causes a major 
concern to develop Influenza vaccine. Conserved antigens are suitable candidates for vaccine production 
due to its non-requirement to match the designed strains with circulating strains. The M2 gene is 
conserved among Influenza a viruses and has potential to be considered as a universal vaccine. This study 
was designed to evaluate the effects of aqueous Echinacea purpurea extract on immunogenicity of DNA 
vaccine encoding M2 gene of Influenza virus. 

Materials and Methods: This interventional study was carried out on female BALB/c mice with 3-4 
week age (250-300 gr). Plasmid DNA encoding M2 gene (pcDNA-M2) of Influenza virus A/New 
Caledonia/20/99 (H1N1) was transformed into E.coli top10 f' and cultured in LB broth media. Large scale 
plasmid preparation was done and the concentration was measured by spectrophotometric method. Mice 
were divided into eight groups and immunized three times with fifteen days apart. Vaccine groups 
received inactivated Influenza virus or pcDNA-M2, alone or in combination with Echinacea extract. 
Control groups were injected pcDNA, Echinacea extract, and phosphate buffer. All animals were left to 
bleed before immunization and at 21 days after the last vaccination and specific anti-M2 antibodies were 
measured by indirect ELISA. Then the mice were intranasally challenged under an aesthesia with mouse-
adapted PR8 Influenza virus and monitored for 3 weeks to evaluate the vaccine regimen efficacy in 
reduction of mortality rate compared to control groups. Data were analyzed using SPSS-16, 
One-way ANOVA and Kaplan–Meier tests. 

Results: The highest specific immune response was obtained in mice received inactivated virus plus 
extract (P<0.05). Immune responses in mice inoculated with pcDNA-M2 were significantly higher 
compared to all control groups mice (P<0.05). In addition the specific immune responses in group 
inoculated with pcDNA-M2 and aqueous extract was higher compared to the group receiving only 
pcDNA-M2 (P<0.001). The highest survival rate was observed in mice injected with inactivated virus or 
pcDNA-M2 plus extract. 

Conclusion: This study showed that pcDNA-M2 induced specific immunity and protected mice against 
lethal challenge with PR8 Influenza virus. Furthermore, application of Echinacea extract with M2 gene 
vaccine increased vaccine efficacy. 

Keywords: DNA vaccine, Echinacea purpurea extract, Influenza, M2 gene of Influenza virus 
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