
و B-1هاي نوتركيب حاوي ژن گليكوپروتئين تركيبي DNAارزيابي واكسن

D-1 يك  ويروس هرپس سيمپلكس تيپ
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 دانشكده پزشكي، دانشگاه تربيت مدرس شناسي، استاديار گروه ويروس3

 دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي بوشهرويروس شناسي، استاديار4

:هچكيد

م عامل ايجاد بيماري (HSV-1)ويروس هرپس سيمپلكس تيپ يك انساني ميهاي و. باشد همي در انسان با توجه به افزايش شيوع ويروس هرپس در جامعه

و بروز بيماري در آنها اقدام به توليد يك واكسن ظهور مستمر سويه مؤثر هاي جديد مقاوم به درمانهاي جاري، لازم است تا براي پيشگيري از ابتلاء افراد حساس

شد. شود مي DNAاند كه واكسنهاي حاويهبراي اين كار واكسنهاي متفاوتي توليد در اين پژوهش با استفاده.باشند از جمله كانديداهاي مناسب براي اين مقصود

يكDاز كلونهاي حاوي ژن كد كننده گليكوپروتئين اين ويروسBپروتئين يا ژن كد كننده گليكو (pcDNA3-gD-1)ويروس هرپس سيمپلكس تيپ

(pcDNA3-gB-1) از شد BALB/cسازي موشهاي اين دو كلون اقدام به ايمنو يا تركيبي و سپس ارزيابي پاسخ ايمني موشها از. حساس براي اين كار سه گروه

با BALB/cموشهاي  به3هر گروه مجموعاً.، يا تركيبي از اين دو كلون مورد تلقيح قرار گرفتند pcDNA3-gB-1يا pcDNA3-gD-1: به ترتيب و هر بار بار

و بعد از هر تزريق از آنها خونگيري به عمل آمد21فاصله  و قبل ضمناً به يك گروه مجزا از موشها به عنوان شاهد مثبت، سويه. روز با كلونهاي مربوط تلقيح شدند

يك KOSاستاندارد  گر (HSV-1)از ويروس هرپس تيپ فته شده بودند به ترتيب تزريق شد، حال آنكه به دو گروه مجزا نيز كه به عنوان شاهد منفي در نظر

PBS شد و يك روز پس از آخرين تزريق، موشهاي مربوط به گروههاي.و پلاسميد فاقد ژن تلقيح مورد چالش قرار HSV-1گانه با تزريق ويروس وحشي6بيست

هاي به دست آمده يافته.اي تهيه شده انجام پذيرفتويروس هرپس با رقتهاي دو برابر از هر كدام از نمونه خونه TCID50 100سازي ضمناً آزمايش خنثي. گرفتند

و ضمن ايجاد آنتي و يا به طور توام توانستند سيستم ايمني موشها را تحريك بادي خنثي كننده ويروس حاد از اين پژوهش بيانگر اين است كه كلونهاي فوق بتنهايي

از. بادي پس از سومين تزريق به حداكثر مقدار خود رسيد وليد آنتيت. در آنها، باعث پيدايش مقاومت در موشها برابر ويروس چالش شوند موشهايي كه به آنها تركيبي

باديهاي خنثي كننده ويروس در مقايسه با دو گروهي كه فقط يك كلون به آنها تزريق شده بود شدند، در حالي دو كلون تلقيح شده بود داراي عيار بالاتري از آنتي

در عين حال موشهاي واكسينه در مقايسه با موشهاي شاهد منفي توانستند مقاومت واضحي عليه ويروس چالش. بادي توليد نشدد منفي آنتيكه در گروههاي شاه

. نشان دهند

 pcDNA3-gB-1ونلك،pcDNA3-gD-1، كلونBوDهرپس سيمپلكس تيپ يك، گليكوپروتئين، ويروس اكسنو: كليدي واژگان

دو فصلنامه طب جنوب

و خدما ت بهداشتي درماني بوشهردانشگاه علوم پزشكي

)1382 شهريور(1-7، صفحه1، شماره ششمسال

14115-331:شناسي، صندوق پستيدانشگاه تربيت مدرس، دانشكده علوم پزشكي، گروه ويروس–تهران*

 rustaimh @ modares. ac. ir:، پست الكترونيك 8013030:، نمابر 8011001-3581: تلفن
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 1،1382سال ششم، شماره طب جنوب/2

:مقدمه

و HSV-1هاي هـرپس سـيمپلكس تيـپ يـك ويروس

HSV-2 مي باعث طيف وسيعي از بيماري شـوند هاي انساني

و افـراد دارايكه شامل عفونـت  هـاي سيسـتميك در نـوزادان

هاي موضـعي ماننـد اسـتوماتيت التهـاب ايمني ناقص، عفونت

و (Genitalis)هاي تناسلي، عفونت در ارگان قرنيه ، انسفاليت

ي در ميزبــان بــا ايمنــي سازشــكار هــاي احشــاي عفونــت

Immunocompromisedدو ويـروس هـر).1-3(باشدمي

به فردي در ايجاد خفتگي پس از عفونت  فوق توانايي منحصر

بنابراين هميشـه ايـن. هاي افراد آلوده دارند اوليه در گانگليون

عليـرغم. افراد در معرض خطـر بيمـاري راجعـه قـرار دارنـد 

طي ساليا ن متمـادي، واكسـن پيشـگيري كننـده كوشش بسيار

مطالعـات).4(وجـود نـدارد HSVهـاي مؤثري عليه عفونت

 Humoralاخيـر حكايـت از آن دارد كـه ايمنـي هومـورال 

Iimmunity (HMI) و ايمنـي بـا واسـطه سـلوليCell 

Mediated Iimmunity (CMI) هـاي از جملـه مكانيسـم

به كنترل بيماري ).5(هستند HSVايمني مربوط

 Live)گرچه واكسن ويروس زنده تخفيف حدت يافته

attenuated virus vaccine) تواندميHMI وCMI را

القاء كند ولي نگرانيهايي در مورد مصرف اين واكسـن وجـود

كه از آن جمله مي در دارد توان بـه توانـايي ويـروس واكسـن

زا، ايجاد خفتگي، فعال شدن مجدد يا تلفيق با ويروس بيماري

ژنو  . اشـاره كـرد HSVهاي پتانسيل انكوژن بودن تعدادي از

خطـر بـي Subunit vaccinesهـاي سـاب يونيـت واكسـن

به واكسـن  هـاي هـايي كـه داراي ارگانيسـم هستند ولي نسبت

.دارند CMIتكثير شونده هستند كارايي كمتري در القاي 

اي كانديداي ديگري براي پيشگيري DNAهاي واكسن

ازهاي از بيماري سـازي بـا واكسـن ايمن. هستند HSVناشي

DNA كه حاوي ژن DNAاي هـاي پلاسـميدي كـد كننـده

ويروسي تحت كنترل پروموتر قـوي يوكـاريوت اسـت، بيـان 

).6(ها را به همراه دارد داخل سلولي پروتئين

ــاي ــدام از كلونهــ ــژوهش از هركــ ــن پــ  در ايــ

pcDNA3-gD-1 ياpcDNA3-gB-1 كه به ترتيب

از ويـروسBيـاDكـد كننـده گليكـوپروتئين حاوي ژن

ــك  ــپ يــــــ ــيمپلكس تيــــــ ــرپس ســــــ  هــــــ

Herpes Simplex Virus type 1 (HSV-1) بـود

و يا توام به عنوان كانديدا جهت ايمـن  زايـي به طور مجزا

بـراي انجـام. حساس اسـتفاده شـد BALB/cهاي موش

كـدام اين كار گروههاي مختلف موشها به طور مجزا با هر

و نتيجه حاصـل از كلونهاي و مخلوطي از آنها تزريق فوق

به دست آمده از تزريق گروههاي شاهد  از اين كار با نتايج

ــتاندارد  ــا ســوش اس ــب ب ــه ترتي ــه ب ــي ك ــا منف ــت ي مثب

يـا پلاسـميد PBS، يـا KOSبه نـام HSV-1ويروس

در پايـان تمـام. فاقد ژن تزريق شده بودند مقايسه گشـت 

چـالش HSV-1س حـاد گانه موش با ويرو6گروههاي 

كه نتيجه كار نشان دهنـده توانـايي كلونهـا در القـاء  شدند

.ايمني عليه ويروس حاد بود

و روشها :مواد

اموشه

ماده بـا سـن هشـت تـا دوازده BALB/cموشهاي

و ســرم ســازي رازي هفتــه از مؤسســه تحقيقــات واكســن

و در شرايط مطلوب نگهداري شدند .خريداري

 سلول

براي تكثير ويروس از رده سـلولهاي در اين پژوهش

منشاء اين سـلولها از كليـه. پايدار كليه گوساله استفاده شد

روزه بوده است كه توسـط دكتـر10سالم يك گوساله نر 

و سرم با خدمتي در مؤسسه تحقيقات واكسن سازي رازي

و مكرر به رده پايدار تبديل شده است .پاساژهاي منظم
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و همكاران 3/ واكسن هرپس سيمپلكس محمد آقا ابراهيميان

 ويروس

از يـك بيمـار1سيمپلكس تيپ ويروس وحشي هرپس

و تعيـين–مبتلا به ضايعات جلدي مخاطي در صـورت جـدا

براي كار با ويـروس اسـتاندارد نيـز از سـويه. هويت شده بود

KOS شد هر كدام از اين ويروسـها بـه طـور مجـزا. استفاده

و پس از تعيين درياخته هاي پايدار كليه گوساله تكثير داده شد

TCID50 فر شد-70يزر آنها، در .درجه سانتيگراد نگهداري

 محيط كشت سلول

ــيط  DMEM (Dulbecco’s Modifiedاز مح

Essential Medium)  درصـد سـرم حـرارت10حـاوي

از. هــا اســتفاده شــد ديــده گوســاله بــراي تكثيــر ياختــه پــس

2ها با ويـروس، مقـدار سـرم در محـيط بـه سازي ياخته آلوده

.درصد تقليل داده شد

 باكتري

ــويها ــاكتريα5DHز سـ ــر E.coliبـ ــراي تكثيـ بـ

شد پلاسميدهاي مورد استفاده در اين پژوهش بهره اين. گيري

شد فاقد آمپيL.Bباكتري در محيط  و تكثير داده .سيلين رشد

ها پلاسميد

 pcDNA3-gB-1و pcDNA3-gD-1از دو كلــون

ويـروسDنكه به ترتيب واجـد ژن كـد كننـده گليكـوپروتئي

و ژن كد كننـده گليكـوپروتئين  Bهرپس سيمپلكس تيپ يك

هركـدام از ايـن كلونهـا داراي. اين ويروس بودند استفاده شد

 Cytomegalovirusپروموتور اوليـه ويـروس سـيتومگال 

(CMV) هستند كه ژن مربوط در پائين دسـت آن جايسـازي

و هر دو كلون داراي ژن ايجاد مقاومت برابر آمپي سـيلين شده

بـاكتريα5DHبراي تكثير ايـن كلونهـا از سـويه. باشند مي

E.coli و بــاكتري ميزبــان بــا روش شــوك حرارتــي اســتفاده

سپس هركدام از باكتريهاي ترانسفورم شـده. ترانسفورم گشت

mlgدارايL.Bبه طور مجزا در محيط آگـاردار  /µ50

شدسيلين تكثي آمپي .ر داده

و هضـم آنزيمـي بـا ازدياد پلاسميد ها، تعيين غلظـت

BamHI 

و تخليص كلونهاي -pcDNA3به منظور استخراج

gD-1 وpcDNA3-gB-1 در مقيـــاس كـــم از روش

و در توليـد (Boiling Minipreparation)جوشاندن 

ــايي ــز قليـ ــوه از روش ليـ  Alkaline Lysis)انبـ

Maxipreparation) غل اســــتفاده  DNAظــــتو

ــتفاده از روش ــا اسـ ــده بـ ــتخراج شـ ــميدي اسـ پلاسـ

به منظور تأييد وجـود).7-8(اسپكتوفوتومتري تعيين شد 

ــاي ژن ــب gB-1و gD-1هـ ــميدهاي نوتركيـ در پلاسـ

pcDNA3-gD-1 وpcDNA3-gB-1 محصـــولات ،

و ماكسي ميني به طـور پرپ پرپ هريك از اين پلاسميدها

ــا  ــي ب ــم آنزيم ــت هض ــه تح و BamHIجداگان ــرار ق

درصـد1هـاي حاصـل از آن بـر روي ژل آگـارز فراورده

. الكتروفورز گشت

 MLD50تعيين

(50 Percent Mouse Lethal Dose) 
MLD50 با استفاده از روش كربر(Karber) شد .تعيين

و خونگيري BALB/cسازي موشهاي ايمن

در BALB/cموشــهاي و حســاس گــروه6ســالم

و به هري ده به شـرحك از گروهتايي تقسيم يكي از مواد ها

:و ميزان زير تزريق شد

ــف ژن) ال ــده ــان كنن ــميد بي ــزان gD-1پلاس ــه مي 90ب

 PBSميكروليتر100ميكروگرم در
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 1،1382سال ششم، شماره طب جنوب/4

ژن)ب در90به ميزان gB-1پلاسميد بيان كننده ميكروگـرم

 PBSميكروليتر 100

45تركيبي از هر دو پلاسـميد نوتركيـب فـوق بـه ميـزان)ج

ــميدي در ميكر ــراورده پلاسـ ــر فـ ــرم از هـ 100وگـ

 PBSميكروليتر

3000با عيار KOS، سويه HSV-1ويروس استاندارد)د

TCID50 در ــروس ــيون 100ذره ويـ ــر سوسپانسـ ميكروليتـ

 ويروسي 

در90فاقــد ژن بــه ميــزان pcDNA3) هـــ 100ميكروگــرم

 PBSميكروليتر

 ميكروليتر100به ميزان PBS)و

و KOSوس استاندارد وير از راه داخل صـفاقي تزريـق

از همه موشـها. بقيه مواد فوق از راه داخل عضلاني تلقيح شد

و آزمـايش خنثـي  به عمل آمد سـازي قبل از تلقيح خونگيري

.ويروس با پلاسماي آنها انجام شد

و هر يك از گروه ها تحت سه تزريق بـه فاصـله بيسـت

و  و يك روز از هم قرار گرفتند و بيسـت قبـل از تزريـق اول

و جهـت  يك روز پـس از هـر تزريـق، از موشـها خـونگيري

بـادي خنثـي كننـده ويـروس در آنهـا مـورد ارزيابي عيار آنتي

هـاي براي اين كار ابتدا هر يك از نمونـه. آزمايش قرار گرفت

در30پلاسما به مدت  درجه سانتيگراد حرارت داده56دقيقه

و سپس رقـت  د شدند و برابـر از هـر پلاسـما بـا حجـم هـاي

ويروس وحشي هرپس سيمپلكس TCID50 100 مساوي از

و پــس از حــرارت  ــوط در تيــپ يــك مخل درجــه37دهــي

به مدت  هاي پايدار كليه گوسـاله دقيقه، به ياخته30سانتيگراد

.تلقيح شد

 HSV-1با ويروس وحشي BALB/cچالش موشهاي

با6هر يك از گروههاي از 65/1MLD50گانه مذكور

بـا تزريـق داخـل صـفاقي چـالش HSV-1ويروس وحشـي

.شدند

:نتايج

 پـرپ نتيجه الكتروفورز محصولات مينـي1در شكل

ــي ــد كلنـــــ ــاي واجـــــ و pcDNA3-gB-1هـــــ

pcDNA3-gD-1 پس از هضـم آنزيمـي بـاBamHI 

كه در اين شـكل مشـاهده. نشان داده شده است همانطور

دو مــي شــود هضــم ژنــوم هــر كلــون منجــر بــه پيــدايش

اسـتاندارد وزنMدر سـتون. شـده اسـت DNAقطعـه 

دو بانـد2و1و در هركدام از سـتونهاي DNAملكولي 

ــدهاي ســتون. مشــاهده مــي شــود  ــه1بان شــامل قطع

pcDNA3 بـ 5446با طول ژنو قطعه مربوط  gB-1ه

و باندهاي ستون 2850با طول حدود  شـامل2نوكلئوتيد

به  و باند مربـوط 5446با طول pcDNA3قطعه مربوط

. نوكلئوتيد است1200با طول حدود  gD-1به ژن

ســازي نتــايج حاصــل از آزمــايش خنثــي همچنــين

به دست آمده از موش ويروس با نمونه هاي هاي پلاسماي

و كنتـــر ل نشـــان داد كـــه هـــر يـــك از گـــروه تســـت

از DNA ســـاختارهاي ، pcDNA3-gB-1اي اعـــم

pcDNA3-gD-1 به القاء پاسخ يا تركيب توأم آنها قادر

.بادي خنثي كننده در حيوانات تزريق شده هستند آنتي

در گونه تزريق، آزمايش نمونه قبل از هر هاي پلاسما

رقت 
2
1

بـادي اوليـه ها فاقد آنتـي ونهنشان داد كه كليه نم

بادي موجود در پلاسـماي سطح آنتي. بودند HSV-1ضد

و سومين  و يك روز پس از اولين، دومين حيوانات بيست

با pcDNA3-gB-1تزريق  از:به ترتيب برابر بود كمتـر

8
1

، بين
16
1

تا
64
1

و بين،
32
1

تا
128
1

از. اين سطح

سه تزريـق آنتي -pcDNA3-gDبادي در پلاسما پس از

با1 از: به ترتيب برابر بود كمتر
8
1

، بين
32
1

تـا
128
1

،

و بين
32
1

تا
128
1

كه حيوانات دريافت كننده. در حالي

 بـادي خنثـي تركيب توام اين كلونها عيار بـالاتري از آنتـي 
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و همكاران 5/ واكسن هرپس سيمپلكس محمد آقا ابراهيميان

كلـ1شكل  BamHIابس از هضم آنزيميپDNA A3-gD-1 pcو pcDNA3-gB-1واجد ني هاي نتيجه الكتروفوز محصولات ميني پرپ

M:ستاندارد وزن ملكولياDNA pcDNA3-gB-1 :1 هضم شده با آنزيمBamHI pcDNA3-gD-1 :2 هضم شده با آنزيمBamHI

كه به ترتيب برابر بـود بـا از: را نشان دادند كمتـر
8
1
،

بين
64
1

تا
128
1

و بين ،
64
1

تـا
256
1

گـروه موشـهاي.

) KOSسـويه( HSV-1تزريق شده با ويـروس اسـتاندارد 

كه بعد از دومـين بالاترين سطح از آنتي بادي را توليد كردند

به ترتيب بين  و سومين تزريق
16
1

تا
128
1

و بـين ،
128
1

تا
512
1

بـادي ضـد فاقـد آنتـي)و(و) هــ(گروههـاي. بود

HSV-1 قابل رديابي در پلاسما بودند.

بيشترين تغيير در عيار آنتي بادي هـاي حاصـل از

و دوم مربـوط بـه گـروه دريافـت  تزريق دزهاي يادآور اول

در) KOSســويه( HSV-1كننــده  و گــروه يافــت بــوده

كننده واكسن توام كه پس از تزريق اولين دز يادآور بالاترين 

بادي را داشت پس از تزريق يـادآور دوم، در رتبـه عيار آنتي

.بادي قرار گرفت دوم از لحاظ افزايش مقدار عيار آنتي

 پـس از چنـد آزمـايش مشـخص شـد كـه همچنـين

MLD50 2/2با .TCID50 2000000:برابر بود

ايمـن BALB/cحفاظت موشهاي بررسي در راستاي

يك،شده، برابر چالش با دز كشنده ويروس وحشي و بيست

 1.65روز پس از آخرين تزريق، همه گروههاي موشـي بـا 

MLD50 ــي ــروس وحش ــدند HSV-1از وي ــالش ش . چ

كه در نمودار 90مشاهده مي شود در حـالي كـه1همانطور

گروههـايدر)د(تـا) الـف(هـاي درصد از موشهاي گـروه

و شــاهد مثبــت تــا هفــت روز پــس از چــالش بــا  آزمـايش

از10زنـده ماندنـد، فقـط HSV-1ويروس حـاد  درصـد

شـاهد منفـي در گروههـاي)و(و) هــ(حيوانات گروههاي 

 توانستند برابر ويروس چالش مقاومت

به ذكر است كه در اكثر موارد علايم فلـج پاهـاي لازم

ش دعقب قبل از مرگ حيوان ظاهر
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 1،1382سال ششم، شماره طب جنوب/6
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.كنند تا هفت روز زنده ماندند HSV-1درصد موشهاي تزريق شده كه پس از چالش با ويروس وحشي،1نمودار

هاي مغز، ريه، غدد از نمونه HSV-1ويروس در انتها،

از لنفاوي، ماهيچه و مغز موشـهاي تلـف شـده پـس ها، كبد

.چالش جدا شد

:بحث

13دود ويروس هرپس سيمپلكس تيپ يـك داراي حـ

10پروتئين در پوشينه خود است كـه از ايـن ميـان حـداقل

به صورت گليكوزيله مي كه هركدام وظيفه پروتئين اي باشند

. هــاي تكثيــري ويــروس بــه عهــده دارنــد را بــراي فعاليــت

و ورودBوDهاي گليكوپروتئين در مراحـل اوليـه اتصـال

و)9و1(بــه ســلول ميزبــان نقــش دارنــد HSVويــروس

ــ ژن ــن گليكــوپروتئينه در اي اي ــا  HSV-2و HSV-1ه

بـا توجـه بـه اهميـت افزونتـر).10(اند بسيار حفاظت شده

gD-1 وgB-1 و در ايجاد عفونت در ياخته هاي حسـاس

هاي خنثـي كننـده ويـروس عفـوني بادي القاء توليد آنتي

حـاوي هاي نوتركيب، در اين پژوهش از فراورده)14-11(

اندازي پاسخ ايمني ها براي راهط به اين پروتئينهاي مربو ژن

شد BALB/cدر موشهاي حساس  در اين تحقيـق. استفاده

و تكرار اين آزمايشها نشان داده شد  پس از آزمايشهاي دقيق

ژنكه ايمن هـاي سازي با هر يك از پلاسميدهاي كد كننـده

gD ياgBويروسHSV-1به توليد آنتي هـاي بادي، منجر

ــروس وحشــي خنثــي  ــده وي ــي مــي HSV-1كنن شــود ول

. سازي بـا تركيـب تـوام ايـن سـاختارها مـؤثرتر اسـت ايمن

بادي در پلاسماي موشهاي دريافت چنانكه متوسط عيار آنتي

كننده واكسن توام پس از دومين تزريق بـالاتر از گروههـاي 

اي DNAواكسينه دريافـت كننـده هريـك از سـاختارهاي 

اين عيـار در هيچيـك از گروههـا بـه فوق بتنهايي بود، ولي

و فعـال  كه در گروه دريافت كننده ويروس اسـتاندارد آنچه

HSV-1 )سويهKOS (پس از سومين تزريق به دست آمد

هـاي حسـاس نرسيد، زيرا در اين گروه ويـروس در ياختـه 

و انبـوهي از گليكـوپروتئين  هـاي سـطحي موش تكثير كرده

ه حـاكي از آن اسـت كـه اين يافتـ. ويروس توليد گشته بود

توانـد كننده سيستم ايمني ميزبان مـي وجود بيش از يك القاء
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و همكاران 7/ واكسن هرپس سيمپلكس محمد آقا ابراهيميان

و افزايش آنتي كننـده ويـروس هـاي خنثـي بادي در پيدايش

به اينكه محققين ديگر، از جملـه  حاد مؤثر باشد كه با توجه

و همكــاران توانســته دو قياســي انــد بــا اســتفاده از بــيش از

كننـده هاي خنثـي بادي بيشتر آنتي گليكوپروتئين باعث توليد

در خون موشهاي تحت آزمايش شوند بنـابراين ايـن نظريـه 

نتايج حاصل از چـالش موشـهاي ايمـن شـده. شود تأييد مي

كه در مقايسه با موشـهاي شـاهد منفـي، موشـهاي  نشان داد

و يــا ويــروس اســتاندارد توانســتند  دريافــت كننــده كلونهــا

ب  ــكاري را ــاملاً آش ــت ك ــروس مقاوم ــنده وي ــر دز كش راب

ها بيانگر ايـن اين يافته. از خود نشان دهند HSV-1وحشي

كه هريك از گليكوپروتئين -gDهاي نوتركيب واقعيت است

و يا مجموع آنهـا كـه در بـدن مـوش توليـد gB-1يا1

اند، قادرند بدن را وادار به توليد ايمني محافظت كننـده شده

وليكن در تحقيقـات بيشـتر.ندبرابر چالش با دز كشنده نماي

كه آيا تزريق يك دز واكسن بـاز هـم بـراي ايجـاد  بايد ديد

.حفاظت در موشها كافي است

و قدرداني :تشكر

و UCLAقياسـي، اسـتاد پروفسور همـايون از آقاي

الدين خدمتي بـه ترتيـب بـه خـاطر تـأمين آقاي دكتر كمال

و ياخته مBKهاي پايدار كلونها .شوديسپاسگزاري
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