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 چكيده

 مختلف  هایزمينه   در  هاآن  کاربرد  دليله ب  آنفلوانزا  هایپيدا کرد. وايروزوملوانزا گسترش  آنف  هایوايروزوم   از   نسل  اولين  گذشته،  دهه   دو  در   زمينه:

 کاتيونيک   وايروزوم  ساخت  حاضر،  مطالعه   از  هدف  آيند.مي   حساب  به   ايمونوتراپي   و  واکسن  ساخت  هایبرنامه   در  نوين  ابزاری  عنوانه ب   پزشكي 

 باشد. مي  آزمايشگاهي  شرايط در  (DOTAP) کاتيونيک ليپيد و (DCPC) دياليز قابليت  با دترجنت از استفاده با آنفلوانزا ويروس از شده مشتق

  ويروس  پوشش  شد. داده  تكثير  سانان   سگ کليه   اپيتليال  سلولي   رده  در  Rico/8/34 A/Puerto(N11H)   سويه   آنفلوانزا  ويروس  :هاروش  و  مواد

 کاتيونيک  ليپيد  افزودن  با  و  شده   حذف  دترجنت  اين  دياليز،  از  استفاده  با  و  گرديد  حل  دترجنت  يک  عنوانه ب   DCPC  از  استفاده  با  آنفلوانزا

DOTAP،  روش  با  شده  سنتز  وايروزوم   سلولي   سميت  ميزان  شد.  سنتز  کاتيونيک  وايروزوم  MTT  های پروتئين  حضور  و  گرفت  قرار  ارزيابي   مورد 

  عبوری   ميكروسكوپ  طريق  از  شده  ساخته   وايروزوم  مورفولوژی  گرفت.   قرار  بررسي   مورد  SDS-PAGE  استفاده  با  نورآمينيداز   و   هماگلوتنين

 شد.   بررسي 

  و   هماگلوتينين  هایپروتئين  حضور  ،PAGE-SDS  از  استفاده  با  بود.  ليترميلي   در  گرمميلي   5/1  شده،  ساخته   وايروزوم  نهايي   غلظت  :هايافته 

 کاهش  وايروزوم  مختلف  هایغلظت  با  تيمار  از  ساعت  48  از  پس  سايتوتوکسيسيته   کنترل،  گروه  با  مقايسه   در  همچنين  شد.  تأييد  نورآمينيداز

 . (>05/0p) داشت  داریمعني 

  ايجاد   بدون  آنفلوانزا  ويروس  پوشش  بازآرايي   در  مؤثر  روش  يک  DOTAP  کاتيونيک  ليپيد  همچنين  و  DCPC  دترجنت  از  استفاده  :گيرینتيجه 

  هایبرنامه   در  مناسبي   پتانسيل  وايروزوم،  توليد  برای  حاضر  تحقيق  در   رفته   کار  به   روش  باشد.مي   ويروس  سطحي   هایگليكوپروتئين   در  تغييرات

 داشت.  خواهد  آينده در آنفلوانزا واکسن طراحي 

 سلول کشت ، کاتيونيک ليپيد، DCPC، آنفلوانزا ويروس، وايروزوم  :کليدی واژگان
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 مقدمه
 جهان  در  ومیر   مرگ   اصلی   عوامل  از   یکی   عنوان ه ب   آنفلوانزا

 ریوی،  قلبی،   بیماران   شامل  حساس   های گروه   در   ویژه ه ب 

 حساب  به   نوزادان   و   سالمندان   باردار،  زنان   دیابتی،   کلیوی، 

 های سویه   از   جدیدی   های واریانت   ساله  هر   .( 1)   آید می 

 در  جهش   از   بالایی   میزان   وقوع   علت ه ب  آنفلوانزا   ویروسی 

 تغییرات  شوند. می   ظاهر   ویروسی   اسید   ریبونوکلئیک

 تکامل  هایمحرک   ترین قوی   از   یکی   عنوان ه ب   ژنیک آنتی 

 تکثیر  پروسه  بر  مبتنی  امر  این   گردد،می  محسوب  ویروسی

 زده  تخمین   2017  سال   اواخر   تا   باشد. می  خطا   به   مستعد 

 تا  250/ 000  با   فصلی   آنفلوانزای   سالانه   که  است   شده 

 .( 2)  است   بوده  همراه   مرگ   500/ 000

  ثرترین ؤ م  و  ترینصرفه  به  مقرون  عنوانهب  واکسیناسیون

  محسوب   آنفلوانزا  ویروس  هایعفونت   برابر   در  روش

  ویروس   علیه  بر  واکسن  طراحی  امروزه  گردد.می

  این   بوده،  فعال غیر  هایواکسن بر  مبتنی   عمدتاً  آنفلوانزا

  یک  (،WIVs) فعال غیر   کامل ویروس شامل   هاواکسن

  هایژنآنتی  واجد  هایوایروزوم  ویریون،  از  بخش

  ژنیک آنتی  هاییونیت   ساب   یا  و  ویروس  سطحی

  (( NA)  نورآمینیداز  و  (HA)  هماگلوتینین  های)پروتئین

  های واکسن  سالیانه ارزیابی  به توجه با .(3-6) باشندمی

 از   دسته  این  پایین  کارایی  همچنین  و  آنفلوانزا  تجاری

  به  نیاز  درصد(،  60  )تقریباً   مسن  افراد  در  هاواکسن

  مقابله   برای  بالایی  اهمیت   از  نو   نسل  هایواکسن  توسعه

   .(7) است  برخوردار آنفلوانزا ویروس با

  بر   مبتنی  هایروش  موجود،  هایاستراتژی  بین  در

  آینده  در را کارآمدی های واکسن توسعه نوید وایروزوم

  طور هب  1997  سال  از  هاوایروزوم  فرمولاسیون  است.  داده

  استفاده   مورد  اروپا  اتحادیه  عضو   کشورهای   در  عمده

  از   متشکل  هاییوزیکول  ها،وایروزوم  است.  گرفته  قرار

  ویروس   ویژهه)ب  ویروسی  شده  بازسازی  هایپوشش

  های گلیکوپروتئین  و  غشایی   لیپیدهای  شامل  آنفلوانزا(

  از   دسته  این  خارجی  سطح   باشند.می  ویروس  سطحی

 بخش  آنکه  حال  بوده  ویروسی   ذرات  با   مشابه  هاوزیکول

 و  8)  است   ژنتیکی  ماده  فاقد  و  خالی  هاوایروزوم  داخلی

 شبه  ذرات  عنوانهب  ها وایروزوم  اساس،  این  بر  .(9

  توصیف   ویروسی  هایپروتئین  از  متشکل  ویروسی

  نبوده  تکثیر به قادر هاوایروزوم  تفاسیر این با گردند.می

  یادآوری   که  را  تکراری  ساختار  تولید،  مراحل  طی  در  و

  شواهد   (.10)  نمایندمی  حفظ  است،  اصلی  ویروس

  عنوان هب  هاوایروزوم  که  است   داده  نشان  جدید

  عملکرد   نمایند.می  عمل  ادجوانت   و  حامل  هایسیستم

  های واکسن  با  مقایسه  در  هاواکسن  از  دسته  این  ادجوانتی

  های )واکسن  هاواکسن  یونیت   ساب  یا  و  جزئی  دو

 هایبادیآنتی  القاء  به   منجر  ویروسی(  اجزاء  حاوی

  ویروس   سطحی  هایگلیکوپروتئین   علیه  بر  کننده  خنثی

  های گلیکوپروتئین  که  اندداده  نشان  هابررسی  شوند.می

 قبیل   از  ایمنی  سیستم  اجزای   بوسیله  هاوایروزوم  سطحی

 ترتیب   بدین  و  شده  شناخته   راحتی  به  B  هایلنفوسیت 

  مؤثر   همورال  ایمنی  های پاسخ  بروز  و  تحریک  در

  یا   سطح  در  هاژنآنتی  حضور   علتهب  طرفی  از   باشند.می

  القاء   توانایی  هاوزیکول  از  دسته  این  ها،وایروزوم  داخل

  رو،  این از باشند.می دارا  نیز را سلولار ایمنی هایپاسخ

 واکسن  تولید  زمینه  در  مناسب   کاندیدهایی  هاوایروزوم

   .(11 و 8) گردندمی محسوب

  قرار   استفاده   مورد   امروزه   که   هایی واکسن   از   یکی 

  سه   واکسن   اینفلوکسال   باشد. می   اینفلوکسال   گرفته 

  ایمونوژنیک   بسیار   که   است  وایروزوم   بر   مبتنی   گانه 

  این   است.   مجاز   سنی   های گروه   تمامی   برای   و   بوده 

  سه   از   ترکیبی   که   ظرفیتی   سه   تزریقی   واکسن 

  و  A  (H1N1 تایپ  ساب  دو   از  شده  مشتق  وایروزوم 

H3N2 )   تایپ   ساب   و  B   در   1997  سال   از   باشد، می  
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  چندین   در   حاضر   حال   در   و   گرفته   مجوز   سوئیس 

  های سویه   (. 12- 16)   گیرد می   قرار   استفاده   مورد   کشور 

  سازمان   سالانه   های توصیه   به   شده   انتخاب   آنفلوانزای 

  بر   دلالت جدید   شواهد   دارد.   بستگی   جهانی   بهداشت 

  است.   داشته   کودکان   در   واکسن   این   مناسب   تحمل 

  تخلیص   برگیرنده   در   اینفلوکسال   واکسن   تهیه   پروسه 

  فرمولاسیون   و   آنفلوانزا   ویروس   سازی فعال   غیر   و 

  در   باشد. می   آنفلوانزا   واحدهای   زیر   گلیکوپروتئینی 

  فرمولاسیون   شرایط   دقیق   سازی بهینه   راستا،   این 

  در   مستقیم   طور ه ب   که   کلیدی   نکات   از   یکی   عنوان ه ب 

  است،   تأثیرگذار   اینفلوکسال   بالینی   مؤثر   کاربرد   روند 

 . ( 16  و   15)   باشد می   مطرح 

  واکسن   توسعه   در   وایروزوم   که   اهمیتی   به   توجه   با 

  آنفلوانزا   وایروزوم   ساخت   مطالعه   این   از   هدف   دارد، 

  واکسن   طراحی   های برنامه   در   مؤثر   کاندیدی   عنوان ه ب 

  تأیید   و   تولید   های روش   از   منظور   بدین   باشد. می 

  از   شده   مشتق   کاتیونیک   های وایروزوم 

   شد.   استفاده   A/Puerto Rico/8/34   (H1N1 )سویه 

 

 ها روش   و   مواد 
 

   سلول   کشت 

 سانان سگ   کلیه   اپیتلیوم   سلولی   رده   های سلول 

 (Madin Darby Canine Kidney cell line, 

MDCK )   ایران   پاستور   انستیتو  سلولی   بانک   از   که  

 DMEM   (Dulbecco’s  محیط   در   بود   شده   تهیه 

Modified Eagle’s Medium )   درصد   10  حاوی  

  سیلین/ پنی   بیوتیک آنتی   همراه   به   گاوی   جنین   سرم 

  در   ( Germany, Gibco  شرکت   )از   استرپتومایسین 

   فیلتردار   مربع   متر سانتی   175  های فلاسک 

 (SPL Life Science Co., Ltd, Korea )   کشت  

 شد.   داده 

 

   ويروس 

  A/Puerto Rico/8/34  سویه   آنفلوآنزای   ویروس 

 (H1N1 )   تیتر   با   پاستور   انستیتو   آنفلوآنزای   بخش   از  

 شد.   تهیه لیتر  در هر میلی     610  اولیه 
 

 MOI ،  Multiplicity)   آلودگي   ضريب   تعيين 

Of Infection )   

  ویروس،   از   مناسب   تیتر   یک   آوردن   دست ه ب   برای 

MOI   سلول   منظور، بدین   . ( 17)   شد   تعیین  MDCK  

  با   A/Puerto Rico/8/34 H1N1  ویروس   با 

MOI تخریب  سرعت   و   گردید   تلقیح   20  تا   1  های  

  100  راستا،   این   در   شد.   مقایسه   یکدیگر   با   ها سلول 

  همراه   به   MDCK  سلول   حاوی   محیط   میکرولیتر 

  هر   به   سرم(   و   بیوتیک   )آنتی   کامل   کشت  محیط 

   صاف   ته   خانه   96  پلیت   چاهک 

 (SPL Life Science Co., Ltd, Korea )   افزوده  

  ویروس   تلقیح   انکوباسیون،   ساعت   24  از   پس   و   شد 

هر    610  اولیه   تیتر   با    آلودگی   ضریب   در   لیتر میلی در 

  3  آلودگی،   ضریب   هر   برای   گرفت.   صورت   20  تا 1

 شد.   گرفته   نظر   در   یکسان   شرایط   با   چاهک 
 

 ويروس   آوری   جمع   و   کشت 

  ( MOI=6)   بهینه   آلودگی   ضریب   با   آنفلوانزا   ویروس 

  و   شد   داده   تلقیح   MDCK  سلول   لایه   تک   کشت  در 

  و   C ◦37  انکوباتور   در   ساعت   48  مدت ه ب   انکوباسیون 

  مدت   اتمام   از   پس   گرفت.   صورت   2CO  درصد   5

  سایتوپاتیک،   علائم   مشاهده   و   انکوباسیون   زمان 

  ، دقیقه   15)   سانتریفیوژ   واسطه ه ب   ویروس   آوری جمع 
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  محتویات   از   ( دور بر دقیقه   3000  ، گراد درجه سانتی   4

   شد.   انجام   ها فلاسک 

 

 وايروزوم   ساخت 

  و   اولترافيلتراسيون   از   استفاده   با   ويروس   تغليظ 

 اولتراسانتريفيوژ 

   اولترافیلتراسیون   از   برابر   10  تا   ویروس   تغلیظ   منظور   به 

 (Tangential Flow Filtration, TFF )   (شرکت  

Millipore   از   پس   سیستم،   این   در   . شد   استفاده   ( آمریکا  

  100  فیلتر   با   ویروسی   سوسپانسیون   شدن   مجاور 

   تربزرگ   اندازه   دلیل ه )ب   ویروس   کیلودالتون، 

 (KD 3 5×10 )   تغلیظ   چرخش،   باز   طی   و   نکرده   عبور   آن   از  

  در   موجود   نامحلول   ذرات   سایر   از   ویروس   جداسازی   و 

  تغلیظ   ویروس   ادامه   در   . ( 19  و   18)   گرفت   صورت   محیط 

  سوکروز   گرادیانت   ایجاد   با   اولترافیلتراسیون   مرحله   از   شده 

  100/ 000  دور   در   ساعت   2  مدت   به   درصد   60  و   درصد   10

g   پس  گردید.   اولتراسانتریفیوژ گراد  درجه سانتی   4  مای د   و  

  شده   تغلیظ   ویروس   اولتراسانتریفیوژ،   زمان   مدت   اتمام   از 

  مشاهده   درصد   60  و   درصد   10  سوکروز   های لایه   بین   در 

    گردید.   جداسازی   و 

 
 دياليز   کاست   از   استفاده   با   سوکروز   حذف 

  باشد. می   سوکروز   کمی   مقدار   حاوی   شده   تغلیظ   ویروس 

   دیالیز   کاست   از   سوکروز   حذف   منظور   به 

 (Cut off= 10Kd ) (USA  ،Thermo Scientific  )

  کاست   وارد   را   ویروسی   نمونه   امر،   این   برای   گردید.   استفاده 

  بافر   لیتر   یک   در   روز   شبانه   یک   مدت   به   و   کرده   دیالیز 

 (solution buffer Hank’s )  HBS   دمای   ر د  C◦4   بر  

  دیالیز،   زمان   مدت   اتمام   از   پس   شد.   انکوبه   همزن   روی 

  کاست   داخل   از   استریل   سرنگ   یک   از   استفاده   با   ویروس 

   گردید.   خارج   دیالیز 

   DCPC  دترجنت   از   استفاده   با   ويروس   پوشش   تخريب 

  DCPC  دترجنت   از   ویروس   ساختار   تخریب   منظور   به 

 (USA ،  INC ،  Avanti Polar Lipids )   شد.   استفاده  

  شده   تخلیص   ویروس   به   DCPC  دترجنت   منظور،   این   برای 

  بر   دقیقه   30  مدت   به   انکوباسیون   و   شد   افزوده   آنفلوانزا 

  زمان   مدت   اتمام   از   پس   گرفت.   صورت   یخ   روی 

  دور   در   دقیقه   30  مدت   به   اولتراسانتریفیوژ   انکوباسیون، 

g000 /100   دمای   و  C◦4   مرحله   این   در   گرفت.   صورت  

   سانتریفیوژ   لوله   در   ویروسی   پوشش 

 (Beckman Instruments, USA )   و   شده   تخریب  

  های گلیکوپروتئین   و   فسفولیپید   حاوی   که   سوپرناتانت 

  دمای   در   بعدی   مراحل   در   استفاده   جهت   باشد می   ویروسی 

C◦4   (. 20)   شد   نگهداری 

 

   ( DOTAP)   کاتيونيک   ليپيد   افزودن 

  DOTAP  پژوهش   این   در   استفاده   مورد   کاتیونیک   لیپید 

 (propane trimethylammonium-3-Dioleoyl)  

  مقدار   . بود   آمریکا   Avanti Polar Lipids  شرکت   ساخت 

  حاوی   سوپرناتانت   به   DOTAP  از   فسفات   نانومول   808

  وایروزوم   ساخت   جهت   ه ب )   گلیکوپروتئین   و   فسفولیپید 

  از   جلوگیری   برای   . گردید   اضافه   ( کاتیونیک   لیپید   35%

  گاز   جریان   واسطه ه ب   محلول   این   ، DOTAP  شدن   اکسید 

  در   ساعت   2  مدت   به   سپس   و   شده   خشک   نیتروژن 

  نگهداری خلاء  شرایط   در  خلاء  پمپ  به   متصل  دسیکاتور 

  و  فسفولیپید   حاوی   سوپرناتانت   متعاقباً  شد. 

  در   شده   خشک  DOTAP  به  ویروسی  های گلیکوپروتئین 

  آرامی به  اتاق   دمای  در   دقیقه  30 مدت  به   و   اضافه  لوله  ته 

 شد.   داده   تکان 
 

 دترجنت   حذف   با   ويروس   پوشش   بازسازی 

  حاوی   محیط  از  DCPC  دترجنت   حذف  منظور  به

  (، پوشش  مجدد  گیری  شکل  جهت   ه)ب  ویروسی  پوشش
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  این   برای   شد.  دیالیز  کاتیونیک   لیپید  حاوی  سوپرناتانت

  دیالیز   کاست   در   را  DOTAP  حاوی  سوپرناتانت   امر،

 بافر لیتر 2 در روز شبانه 2 مدت به کاست  و کرده وارد

HBS 1X  انکوبه  یخچال  درون  همزن  یک  برروی 

  دیالیز،   زمان  مدت  اتمام  از  پس  نهایت   در  گردید.

  کاست  درون  آنفلوانزا  ویروس  کاتیونیک  هایوایروزوم

   شد. مشاهده دیالیز

 

   وايروزوم   ساختار   تأييدی   آزمون 

   هماگلوتيناسيون   آزمون

 (HA، Hemagglutination assay)  

  وایروزوم،   ساختار   تشکیل   تأیید   جهت   ها تست   از   یکی 

  نکته   این   به   توجه   با   . ( 21)   باشد می   هماگلوتیناسیون   آزمون 

  واجد   های وایروزوم   تشکیل   صورت   در   تنها   که 

  صورت   قرمز   های گلبول   آگلوتیناسیون   ، HA  های مولکول 

  تست   انجام   منظور   به   درصد   نیم   رقت   با   مرغ   خون   گیرد، می 

  شد.   استفاده   وایروزوم   ساخت   تأیید   و   هماگلوتیناسیون 

  ویروس   از   سریالی   های رقت   تهیه   از   پس   امر،   این   برای 

  کشت   شکل   U  ای خانه   96  پلیت   در   وایروزوم   و   شاهد 

  رقت   با   قرمز   های گلبول   سوسپانسیون   میکرولیتر   50  سلول، 

  یک   از   پس   و   شد   اضافه   ها چاهک   تمامی   به   درصد   نیم 

  ارزیابی   مورد   هماگلوتیناسیون   الگوی   انکوباسیون   ساعت 

   گرفت.   قرار 

 

  )تست   شده   خالص   ويروس   در   تام   پروتئين   سنجش 

Lowry ) 

  استفاده   لوری  تست  از   ویروس  پروتئین  کل  سنجش   برای 

  شامل   استاندارد   نمونه   از   روش   این   در   . ( 22)   گردید 

  Bovine Serum Albumin, BSA  سریالی   های رقت 

  در   منظور،   بدین   شد.   استفاده   تکرار(   دو   رقت،   هر   )برای 

  50  نمونه،   و   استاندارد   های رقت   تمامی   به   اول   مرحله 

  مدت   از   پس   شد.   اضافه   کولات   دئوکسی   سدیم   میکرولیتر 

  محلول   میکرولیتر   50  دقیقه،   10  زمان 

 (TCA )acid Trichloroacetic   میکروتیوب   هر   به   را  

  سانتریفیوژ   rpm10000  در   دقیقه   15  مدت   به   و   کرده   اضافه 

  معرف   لیتر میلی   1  در   را   آمده   دست ه ب   رسوب   شد.   انجام 

  شد.   انکوبه   اتاق   دمای   در   دقیقه   10  و   کرده   حل   لوری 

  میکروتیوب   هر  به   شده  رقیق   فولین  میکرولیتر   100  متعاقباً 

  انکوبه   تاریکی   در  دقیقه  30 ورتکس،  از   پس  و  شد  اضافه 

  انکوباسیون   زمان   مدت   اتمام   از   پس   نوری   جذب   گردید. 

  ریدر   الایزا   دستگاه   در   نانومتر   750  موج   طول   در 

  تست   این   که   است   ذکر   قابل   . ( 23  و   22)   شد   گیری اندازه 

  تغلیظ  آنفلوانزای   ویروس   برای   مرحله   )اولین   مرحله   دو   در 

  وایروزوم   نهایت   در   و   اولتراسانتریفیوژ   از   پس   شده 

   گردید.   انجام   آخر(   مرحله   در   شده   تشکیل   کاتیونیک 

 

 آنفلوانزا   کاتيونيک   وايروزوم   توکسيسيته   ميزان   ارزيابي 

  بررسی   جهت   MTT Cell viability Assay  روش  از

  شد.   استفاده  شده  ساخته  هایوایروزوم  توکسیسیته  میزان

 انسان   کلیه  جنینی  بافت   سلولی  رده  منظور،  این  برای

(HEK،  Human embryonic kidney)  صورت ه ب  

  متعاقباً   شد.  داده  کشت   خانه  24  هایپلیت   در  لایه  تک

 100  حجم  )در  کاتیونیک  وایروزوم  میکروگرم  20  با

  مدت   به  و   گردید  مجاور  (DMEM  محیط  میکرولیتر

 انکوبه  2CO  درصد  5  حاوی  انکوباتور  در  ساعت   48

  با   توکسیسیتی  خاصیت   بررسی  برای  نهایت   در  شد.

- 2-متیل تیازولدی  - 5  و  MTT  (3-(4  رنگ  افزودن

برومید-  5و  2-یل(ا تترازولیوم  فنیل    یزان م  (دی 

 HEK  هایسلول    از  گردید.  تعیین  سایتوتوکسیسیته

  کنترل   عنوانهب  نیز  کاتیونیک  وایروزوم  افزودن  بدون

 . (24) شد استفاده
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Sodium Dodecyl Sulfate Poly Acrylamide Gel 

Electrophoresis (SDS-PAGE) 

SDS-PAGE   بر   ها پروتئین   جداسازی   برای   تکنیکی  

  مبنای   بر   الکتریکی   جریان   یک   در   حرکتشان   توانایی   اساس 

  سیستم   تکنیک،   این   در   باشد. می   شان مولکولی   وزن 

Laemli   قرار   استفاده   مورد   ها پروتئین   جداسازی   جهت  

  درصد   15  تا   12  کننده   جدا   ژل   شامل   سیستم   این   گیرد. می 

  از   روش   این   در   باشد. می   درصد   5  کننده   متراکم   ژل   و 

  دناتوره   جهت   به   سولفات   دسیل   دو   سدیم   آنیونی   دترجنت 

  هاپروتئین   روی   بر   منفی   بار   از   یکنواختی   توزیع   و   کردن 

  بافر   افزودن   از   پس   امر   این   برای   . ( 25)   شود می   استفاده 

  ها، آن   نمودن   اسپین   و   ها نمونه   به   4  به   1  نسبت   به   نمونه 

  گرفتند.   قرار   جوش   آب   در   دقیقه   10  مدت   به   ها نمونه 

  اول،   چاهک   در   پروتئینی   مارکر   نمودن   ران   از   پس   متعاقباً 
 A/Puerto( H1N1)   آنفلوانزا   ویروس   های نمونه 

Rico/8/34   و   دوم   های چاهک   در   آنفلوانزا   وایروزوم   و  

  مثبت   الکترودهای   اتصال   طریق   از   الکتریکی   جریان   سوم، 

  نهایت   در   . شد   برقرار   جریان   مین أ ت   دستگاه   به   تانک   منفی   و 

  رنگ   از   پس   و   گرفت   انجام   بلو   کوماسی   با   ژل   آمیزی رنگ 

 گرفت.   صورت   باندها   بررسی   بری، 

 

  ميكروسكوپ  از   استفاده   با   وايروزوم   از   تصويربرداری 

   عبوری   الكتروني 

 (TEM )  Transmission Electron Microscope )  

  ساخته   وایروزوم   مورفولوژی   و   کیفیت   ارزیابی   منظور به 

  تولید  وایروزوم   اینکه  و  آنفلوانزا  ویروس  با  قیاس   در  شده 

  نه   یا   دارد   را   لازم   کارآمدی   ها ژن آنتی   بندی بسته  برای   شده 

  تصویربرداری  برای   شد.   استفاده   الکترونی   میکروسکوپ   از 

  میکروسکوپ  بخش   به   ها نمونه   الکترونی   میکروسکوپ   با 

  شد   فرستاده   ایران   پزشکی   علوم   دانشگاه   در   واقع   الکترونی 

  درصد،   2  استات   اورانیل   با   آمیزی رنگ   از   پس   و 

  عبوری   الکترونی   میکروسکوپ   از   استفاده   با   تصویربرداری 

 گرفت.   صورت 

 

 آماری   تحليل   و   تجربه 

  ها داده   آماری   آنالیز   21  ویرایش   SPSS  افزار نرم   از   استفاده   با 

  معیار   انحراف   و   درصد   صورت به   نتایج   و   شده   انجام 

  از  ها داده  آماری  تحلیل   و   تجزیه   منظور  به  گردید.   گزارش 

  به   >0p/ 05  شد.   استفاده   ONE WAY ANOVA  تست 

  طرح   این   شد.   گرفته   نظر   در   نتایج   از   داری معنی   سطح   عنوان 

 کد   با   قم   آزاد   دانشگاه   اخلاق   کمیته   در 

024 .  1397 .  IR.IAU.QOM.REC   است.   رسیده   ثبت   به 

 

 هايافته
 بهينه آلودگي  ضريب تعيين

  ساعت   48  از   پس  20  تا  1  آلودگی  های ضریب  ارزیابی

  بهینه   آلودگی  ضریب  تعیین  که  داد   نشان   انکوباسیون 

  علائم  مختلف،  های زمان   در   و   بوده   زمان  به   وابسته 

  در   ( CPE،  effect Cytopathogenic)  سایتوپاتیک

  زمان  در   مثال  عنوان ه ب  نماید.می  تغییر   مختلف  هایچاهک

  ضریب   عنوانه ب  با  20  آلودگی  ضریب  ساعت،  20  از  ترکم

  سیکل  تکمیل  جهت  شود.می  گرفته   نظر   در   بهینه   آلودگی

 ضریب  ویروسی،  شبه  ذرات   تولید  میزان  کاهش  و  ویروس

  شد.   انتخاب   ساعته  48  انکوباسیون  دوره   با   6  آلودگی
در مقابل   MDCKهای سالم رده سلولی  نمایی از یاخته

 نشان داده شده است.   1های آلوده در شکل یاخته

 

 روش  با  NA  و  HA  هایپروتئين  حضور  بررسي

SDS-PAGE 
  حضور   احتمالی  تغییرات   بررسی  جهت 

 وایروزوم  تولید  فرایند  در  که  سطحی  هایگلیکوپروتئین

 روش   از  شود  ایجاد  است  ممکن
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SDS-PAGE   شکل   در   که  طورهمان  شود.می  استفاده  

 کارامد  سطحی،  هایگلیکوپروتئین  میزان   است  مشخص

 وجود  عدم  طرفی  از  و  دهدمی  نشان  را  پروسه  بودن

 به   وایروزوم  قابلیت   دهنده  نشان  درونی  هایپروتئین

  در   . است   مختلف   مواد  و  ها ژن  آنتی  برگرفتن  در  منظور

 و  آنفلوانزا  سالم  ویروس  پروتئینی  تویاتمح  2  شکل

   است. شده داده نشان شده ساخته آنفلوانزا وایروزوم

 

  به  سلولي حيات بر آنفلوانزا وايروزوم ثيرأت بررسي

 MTT assay روش

  ساخته   وایروزوم  توکسیسیته  میزان  ارزیابی  منظور  به

 ،MDCK  سلولی  رده  بر  مختلف  هایغلظت   در  شده

  کاتیونیک،   وایروزوم  سمیت  شد.  گذاشته  MTT  تست 

  بود.   همراه  سایتوپاتیک  تغییرات  با  غلظت   افزایش  با

 نمایی   طرفی  از  است.  شده  داده  نشان  1  نمودار  در  نتایج

  مقابل   در  MDCK  سلولی   رده  سالم  هاییاخته  از

 است.  شده داده  نشان 1 شکل در آلوده هاییاخته
 

 
 ، SDS-PAGEهای وایروزوم با استفاده از تست ارزیابی پروتئین( 1شکل 

 های ویروس آنفلوانزا پروتئین: 3لاین  های وایروزوم،: پروتئین2: مارکر پروتئینی، لاین 1 لاین

 

 
 

  MTT آزمون با سلولی سمیت. کنترل گروه با مقایسه در ساعت 48 زمان مدت  در MDCK هایسلول در کاتیونیک آنفلوانزا وایروزوم سمیت (1نمودار 

   .کنترل( با مقایسه در *p<05/0) باشدمی هانمونه در معیار انحراف و میانگین بیانگر ستون هر. شد سنجیده

Fig 1) Toxicity of influenza cationic virosomes in MDCK cells over 48 h, compared with control group. Cytotoxicity 

was assessed by MTT assay. Eech column represents the mean and standard deviation in the samples (P<0.05). 
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 ویروس آنفلوانزا.  با MDCK سلولی رده  آلودگی از سایتوپاتیک ناشی  اثرات  (2شکل 

   .MDCKهای سالم ( سلول2 ویروس، به آلوده هایسلول سایتوپاتیک اثرات ( 1

 

 
 

 باشد. نانومتر می 100(. این شکل بیانگر مورفولوژی وایروزوم کاتیونیک ساخته شده با مقیاس TEMمیکروسکوپ الکترونی عبوری )  (3شکل 

 

  وايروزوم تام پروتئين  غلظت تعيين

  مقایسه   در  و   سانتریفیوژ  اولترا   از   بعد  لوری  تست   نتایج

  ویروس  از لیترمیلی هر در BSA استاندارد هایرقت  با

  دارای  آنفلوانزا  شده  تغلیظ  ویروس  که  داد  نشان  سالم،

  بود.   لیترمیلی  در  گرممیلی  1  حدود  در  پروتئینی  غلظت 

 شده   ساخته  آنفلوانزا  وایروزوم  نهایی  غلظت   همچنین

 شد. زده تخمین رالیتر گرم در هر میلیمیلی 0/ 2

 

  (TEM)  عبوری الكتروني ميكروسكوپ

  کمتر   تراکم  است   هشد  داده  نشان  3  شکل  در  که  همانطور

 را  ساختار  این  آنفلوانزا،  ویروس  با  قیاس  در  وایروزوم

  در   سازد.می  مناسب  هاژنآنتی  بندی  بسته   بمنظور

 و  وایروزوم  ساختار  در  ژنتیکی  ماده  فقدان  حقیقت،

  به   نسبت  ترکم  پروتئینی  محتوای  حجم  همچنین

  جهت  مناسب   کاندیدی  عنوانهب  را  وایروزوم  ویروس،

 سازد.می مطرح هاژنآنتی بندیبسته

 

   بحث
 ایمنی   از  بالایی  سطح  غالباً  که  آنفلوانزا  فعلی  هایواکسن

  با   مقابله  به  قادر  نمایند،می  القاء   را  گونه  اختصاصی

  توسعه   بنابراین  باشند.نمی  آنفلوانزا  ویروس  هایپاندمی

  احساس   پیش  از  بیش  زمینه  این  در  جدید  هایتکنیک
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  دلیل هب  هاوایروزوم  راستا،  این  در  .(24  و  23)  گرددمی

 عنوان هب  ادجوانتی،  نقش  و  ایمنی  سیستم  تحریک  قابلیت 

 جدید  نسل  هایواکسن  توسعه  برای  کارآمد  ابزاری

  تجاری   با  روش  این  کارآمدی  شوند.می  قلمداد  آنفلوانزا

  یید أت  مورد  اینفلوکسال  به   موسوم  هایی وایروزوم  سازی

  خواص   که  است   ذکر  قابل   .(12  و  8)  است   قرارگرفته

  پروتئین   حضور  با  هاوایروزوم  فرد  به  منحصر

  مرتبط   وایروزوم  سطح  در  نزالواآنف  ویروس  هماگلوتینین

  به   منجر  تنها  نه  ویروسی  پروتئین   این  که  چرا  د؛باشمی

  شود می  هاوایروزوم  هموژنیسیته   و  ساختاری  استحکام

  همچنین   و  اندوزومی  فرار  در  توجهی  قابل  میزان  به  بلکه

  این   دارد.  نقش   نیز  هاوایروزوم  ایمونولوژیکی  خواص

  سایر   به  نسبت   هاوایروزوم  عمده  تمایز  به  منجر  امر

 . (12 و 10)   است  شده  لیپوزومی هایسیستم

  داروها   کردن   محصور   واسطه ه ب   ها لیپوزوم   کلی   بطور 

  دیگر   و   سرطان   برای   دارو   رهایش   سیستم   عنوان ه ب 

  معایب  جمله   از   . ( 25)   باشند می   مطرح   ها بیماری 

  از   ها آن   سریع   پاکسازی   ( 1  به   توان می   ها لیپوزوم 

  ( 3  کوتاه،   عمر   طول   ( 2  تولید،   بالای   هزینه   ( 2  خون، 

  نمود.   اشاره   اختصاصی   غیر   عملکرد   ( 4  و   کم   حلالیت 

-می   ها لیپوزوم   دهنده   تشکیل   فسفولیپیدهای   طرفی   از 

  های واکنش  یا  و  اکسیداسیون  فرآیندهای  تحت  توانند 

  که   شود می   بیان   رو   این   از   گیرند،   قرار   هیدرولیزی 

  شیمیایی   لحاظ   از   است   ممکن   متداول   های لیپوزوم 

   . ( 26)   شوند   ناپایدار 

  دارای   هاوایروزوم  ،ژنآنتی  تحویل  سیستم  زمینه  در

  خصوصیات   این  .هستند  هالیپوزوم  با  مشابه  خصوصیات

  جهت  توانندمی  وایروزومی  های سیستم  (1  :از  عبارتند

 ها،پروتئین  آلی،  هایمولکول   انواع  تمام  تقریباً  تحویل

  ضدسرطانی   داروهای  و  نوکلئیک  اسیدهای  پپتیدها،

  واسطه هب  هاوایروزوم  لیپیدی  غشاء  (2  ؛(11)  روند  کارهب

  آن   محافظت   به  منجر  ژنآنتی  اطراف  در  سد  یک  ایجاد

  آنزیمی   تجزیه  برابر  در  مقاومت   ایجاد  بطبع  و  محیط  از

  داخل   در  که   هاییژنآنتی  حالت  این  در   شود.می

  با   و  سریع  تجزیه  بدون  گیرند،می  قرار  هاوایروزوم

 انتقال  زنده  هایسلول  بداخل  جانبی  عوارض  کمترین

 (. 10 و 8) دنیابمی

  لیپیدی   ساختار  در  هاپیدفسفولی  حضور  علت هب  (3

  ذاتی  سمیت  دارای هاوزیکول   از دسته این ها،وایروزوم

 یپذیرتجزیه  و   سازگار  زیست   ،یپذیرانعطاف  پایین،

 برخلاف  که  است   ذکر  قابل  .(28  و  27)  باشندمی  مناسبی

  که   بوده   ویروسی  شبه  ذرات  هاوایروزوم  ها،لیپوزوم

  بیماری   انتقال  و  تکثیر  خاصیت   ژنتیکی  ماده  فقدان  بدلیل

 سطحی  هایگلیکوپروتئین  حضور  ولیکن  د؛ندارن   را

  اختصاصی   عملکرد  و  دادن  قرار  هدف  بحث   در  ویروس

  عنوان هب  را  هاایروزومو  امر   این  باشد.می  اهمیت   حائز

  تحویل   سیستم  زمینه  در  امیدوارکننده  کاندیدهایی

 ،1989  سال  در  .(11)  است   ساخته  مبدل   ژنآنتی

  از  ،همکاران  و(  Paternostre)  پاترنوستر

Triton X -100  کردن   حل  برای  دترجنت   عنوانه ب  

  استفاده   ( VSV)  استوماتیتیس  وزیکولار  ویروس  غشای

 مدت  طولانی  قرارگرفتن  که   نمودند  گزارش  و   کرده

  دترجنت  نوع  این  معرض  در  ویروس  این  G  پروتئین

 از  شود.  آن   از  بخشی  شدن   غیرفعال  به  منجر  تواندمی

  در   .(29)  گرددنمی  حذف  راحتی   به   دترجنت   این  طرفی

  عنوان هب  (OG)  گلوکوزید  اکتیل   از  دیگر  ایمطالعه

  بود  آن از حاکی تحقیق این نتایج شد. استفاده دترجنت 

  لیگاندهای   مناسب   آرایش  از  شده  ساخته  وایروزوم  که

  این   در  که حالی  در  .( 26)  باشدنمی  برخوردار   آنفلوانزا

  با   که  شد  استفاده  دترجنت   عنوان هب  DCPC  از  مطالعه

  همچنین   و  دیالیز  روش  با  حذف  سهولت   به  توجه

  ویروس   سطحی  هایگلیکوپروتئین  از  مناسبی  بازارایی
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  ساخته   های نانوپارتیکل  از  برداریبهره  احتمال  آنفلوانزا،

 در  بخشد.می  ارتقا  را   هاژنآنتی  حامل  عنوانهب  شده

  دادند،   انجام  ،همکاران  و  محمدزاده  یحیی  که  ایمطالعه

 وزیکولار  ویروس  از  شده  مشتق  کاتیونیک  وایروزوم

 لیپید  و  DCPC  دترجنت   از  استفاده  با  استوماتیتیس

 درمانی  ژن  جهت   ابزاری  عنوان  به  DOTAP  کاتیونیک

  از   حاکی  نتایج  شد.  ساخته   SF9  سلولی  رده  روی  بر

  توسط   فلورسانتی  گزارشگر  ژن  مؤثر  انتقال  توانایی

 بود  هدف  هایسلول  به  VSV  کاتیونیک  وایروزوم

  وایروزوم   ساخت   منظور  به  نیز  حاضر  مطالعه  در  .(30)

  عنوان هب  دیالیز  قابلیت  با  DCPC  دترجنت   از  کاتیونیک،

  ماده   این  چراکه  گردید؛  استفاده  زنجیر  کوتاه  دترجنت 

  به   دیالیز  با  و  بوده  خطربی  هادترجنت   سایر  به  نسبت 

   .(26) گرددمی حذف راحتی

 

 گیری نتیجه

  به   توجه  با  سطحی  های گلیکوپروتئنی  مناسب   آرایش

  بر   تأکیدی  2  شکل  در  شده  ارائه   SDS-PAGE  نتایج

  از   شده  تشکیل  ساختارهای  که  است   مطلب   این

  برخوردار   نیز  ایمنی   تحریک   برای   مناسبی   ایمنوژنسیته 

 نشان  پژوهش  این  از  حاصل  نتایج  طرفی  از  باشند.می

  ویروس   از  شده  مشتق  کاتیونیک  وایروزوم  که  داد

  NA  و  HA  سطحی  هایگلیکوپروتئین  واجد  آنفلوانزا

 درونی  هایپروتئین  و   محدود  سمیت   واسطههب  و  بوده

  برای   بکارگیری  منظور  به  بخشی  نوید  پتانسیل  کمتر،

  دارا   را  آینده  در  آنفلوانزا  کارامد  هایواکسن  توسعه

 باشد. می

پایان حاصل  مقاله  در  این  علیشاهی  آزاده  دکتری  نامه 

شگاه آزاد دانشکده علوم پایه، دانگروه میکروب شناسی،  

باشد و تحت حمایت مالی سازمان  اسلامی واحد قم می

 .باشدای نمییا مؤسسه

 

 قدرداني و سپاس

  این   در   کننده  شرکت   اساتید  تمامی  از   وسیلهبدین

  نویسندگان   تمامی  گردد. می   سپاسگزاری  پژوهش

  پیشنهادات   اساس  بر  نویسندگی  استاندارد  معیارهای

 بودند. دارا را پزشکی مجله ناشران المللیبین کمیته

 

 

   منافع تضاد

   بیان   نویسندگان  توسط  منافع  تعارض  گونههیچ

 است.  نشده
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Abstract 

Background: The last two decades witnessed the spread of the first generation of influenza viruses. Influ-

enza virosomes are promising tools in vaccine and immunotherapy programs because of their applications 

in various medical fields. The aim of the present study was to construct cationic virosomes derived from  

influenza virus using dialyzable detergent (DCPC) and cationic lipid (DOTAP) in vitro. 

Materials and Methods: Influenza A / Puerto Rico / 34.8 (H1N1) strain was propagated in MDCK cell 

line. The influenza virus envelope was dissolved using DCPC as a dialyzable detergent, and finally it was 

removed by dialysis and the cationic virosome was synthesized through adding cationic lipid (DOTAP). 

Cytotoxicity and presence of HA and NA proteins were evaluated by cell viability assay (MTT assay) and 

sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE), respectively. Also, macroscopic 

and morphology studies of virosomes were performed by transmission electron microscopy (TEM). 

Results: The final concentration of virosomes was 1.5 mg/ml. The presence of HA and NA proteins was 

confirmed by SDS-PAGE. Cell survival was significantly decreased after 48 hours of treatment with  

different concentrations of cationic virosomes (P<0.05). 

Conclusion: The use of a detergent (DCPC) and also a cationic lipid (DOTAP) is an effective procedure for 

reconstruction of influenza virus envelope without any alteration in surface glycoproteins (HA, NA). The 

methoed used in the present study for producing influenza virosome will be a promising candidate for  

developing influenza vaccines. 
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