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 دهيچک
ن يک ساپونيد يک اسيزيريسي. گلاکندينمجاد يا يقو يسلول يمنيا يهاپاسخ عمدتاًب با آلوم، يدر ترک هاسمينکروارگايم شدهکشتهشکل  :هدف و نهيزمشيپ

 يمنيا يهاپاسخم بر ) و آلوGLد (يک اسيزيسريپوزم گلايب ليترک ييافزاهم يبررس منظوربهحاضر  پژوهش است. يمنيا کنندهليتعدبا خواص  يديترپنوئيتر
  ) صورت گرفته است.HKST( وميمور يفيسالمونلا ت دهشکشتهه شکل يعل

دو  GL-ب آلوميا ترکي GLب با آلوم، يا در ترکي ييتنهابه HKSTبا واکسن  ييتا ١٥گروه  ٥در  Balb/cنر  يهاموش ين مطالعه تجربي: در اکار روشمواد و 
شد.  يبررس هاواکسن يحافظتموم و توان يمور يفيدر برابر سالمونلا ت يمنيا يهاخپاسون، يناسين واکسيروز پس از آخر ١٤من شدند. يا يادوهفتهبار با فاصله 

 P<0.05قرار گرفت. سطح  يبررسمورد يتوک يبيو آزمون تعق طرفهکيانس يز واريبا استفاده از آنال هاافتهير يشد. سا ير بررسيما-ل کاپلانيزان بقا توسط تحليم
  شد. در نظر گرفته داريمعنسطح  عنوانبه
زنده در  وميمور يفيسالمونلا تا در برابر چالش ب يمانزندهزان بهبود يو م IgG2a يباديآنتتر ي، تيتير لنفوسي، تکثيريتأخت نوع ياد حساسيواکنش ازد: هاافتهي

 يداريمعن طوربه يبيادجوانت ترک کنندهافتيدره افته بود. در گرويش يافزا يداريمعن طوربه هاگروهر ينسبت به سا HKSTو  يبيادجوانت ترک کنندهافتيدرگروه 
  داشت. هاگروهر ينسبت به سا يشتريش و کاهش بيافزا بيبه ترت IL-4و  IFN-γسطح 

  ش داد.يافزا HKSTبا واکسن  يسازمنياو هومورال را پس از  يسلول يمنيا ييافزاهم طوربهک ادجوانت ي عنوانبه GL-ب آلوميترک: يريگجهيبحث و نت
  واکسند، يک اسيسرزيپوزوم گلايل ،وميموريفيسالمونلات، آلوم، ادجوانت ها:دواژهيکل
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  مقدمه

 يو عوارض ناش ريوممرگ يتوجهقابل طوربه هاواکسناگرچه 
چ ي، اما هانددادهوانات کاهش يرا در انسان و ح ياز عوامل عفون
 يمنياک پاسخ يوجود ندارد.  هاپاتوژناز  يه برخيعل يواکسن مناسب

 يمنيا يهاپاسخاز  يبيشامل ترک هاپاتوژنشتر يبرابر ب مناسب در
در  يمنيا يپاسخ هر دو بازو .)٢, ١( و هومورال است يسلول

سالمونلا لازم است.  يهاعفونتمانند  يداخل سلول يهاعفونت
، کنديم يريشگيهومورال مناسب از استقرار عفونت پ يمنيا

  ه بکروب يپس از استقرار عفونت و ورود م يسلول يمنيا کهيرحالد

                                                             
 ران.يه، ايه، اروميدانشگاه اروم ي، دانشکده دامپزشکيولوژيکروبي، گروه ميمونولوژيا يدکترا يدانشجو ١
 ل)سنده مسئوي(نو رانيه، ايه، اروميدانشگاه اروم ي، دانشکده دامپزشکيولوژيکروبي، گروه ميمونولوژيار ايدانش ٢
 رانيه، ايه، اروميدانشگاه اروم ي، دانشکده دامپزشکيولوژيکروبي، گروه ميولوژيکروبياستاد م ٣
 رانيه، ايه، اروميدانشگاه اروم يمي، دانشکده شي، گروه نانوفناوريآل يميار شياستاد ٤

  
 منظوربه در نگاه اول، .)٣, ٢( شوديموارد عمل  هاسلولداخل 

 يهاکروبيممناسب در برابر  يسلول يمنيا يهاپاسخجاد يا
ن ياز ا ي، استفاده از نوعيا اجباري يارياخت يسلولدرون

. رسديمبه نظر  يف شده منطقيبا حدت ضع هاسميکروارگانيم
ست. يشه در دسترس نيسم هميکروارگانين شکل از مي، احالنيباا

ها و سميکروارگانيم شدهکشتهب اشکال يکن، تريعلاوه بر ا
 يمنيا يهاپاسخل آلوم عمدتاً تنها يمتداول از قب يهاادجوانت

مناسب،  حلراهک ين، ي. بنابرا)٦-٤( کننديجاد ميهومورال را ا
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ب با شکل ياز ادجوانت است که در ترک يديانواع جد يطراح
  جاد کند.يز اين يسلول يمنيک پاسخ اي، هاپاتوژن دهشکشته
 يسلول يمنيا يوانيح يهاکه در مدل ييهااز ادجوانت ياريبس 

بالا  العادهفوقمت يا قيت يل سميانسان به دل ي، برااندکردهجاد يا
مل فروند، ، استفاده از ادجوانت کامثالعنوانبهستند. ين استفادهقابل

و  يسلول يمنيک اين عوامل در تحريترياز قو يکي عنوانبه
رد دمرتبط با  يهاواکنش يت بالا، القايل سمي، به دلTh1 يهاپاسخ

 ستمحدود شده ا يشگاهيوانات آزمايد، تنها به استفاده در حيشد
دها يوزکيترپن گل ياز استرول و تر يگروه ناهمگن هانيساپون .)٨, ٧(

به  . با توجه)٩( اندشدها اهان جدياز گ يعيف وسيهستند که از ط
د، وانات را دارنيح يمنيستم ايک سيرت تحرقد هانيساپوننکه يا

اد شده جيادجوانت ا عنوانبه هاآننسبت به استفاده از  ياديعلاقه ز
ن يک ساپونين يسريا گلايد ياس کيزيريسيگلا .)١٠( است

 ن مادهي. اهست انيبنيريشاه ياز گ شدهاستخراج يديترپنوئيتر
 زخم، ضد بهبوددهندهل اثرات ياز قب ياشدهشناختهخواص  يدارا

در  يول .)١١, ١٠(نترفرون است يد ايو القاگر تول روسيضدوسرفه، 
 يکيد. ت کم وجود داريل حلالياز قب ين ماده مشکلاتياستفاده از ا
د ياس کيزيسريگلا واردکردن مسئلهن يفائق آمدن بر ا ياز راهکارها

 .)١٠( استش رسانش آن يپوزوم جهت افزايبه ل
ع يهستند که پس از توز ياهيدولا يهاکوليوز هاپوزوميل

 خودخودبه طوربه يآب يهاطي) در محهادوست دوگانه (ها ليفيآمف
د هستند و از يپيها معمولاً فسفولليفيشوند. آمفيل ميتشک

سرول يل گليدين و فسفاتيل کوليديآن فسفات ين اجزايترجيرا
ون گنجانده يول اغلب در فرمولاسمانند کلستر يگريهستند. مواد د

پوزوم به دام يدر داخل ل توانيمبات آبدوست را ي. ترکشونديم
پوزوم يل يدر غشا معمولاًدوست  يبات چربيترک کهيدرحالانداخت، 
خود  يل استفاده بالقوه و واقعيبه دل پوزوميل .)١٢( شونديمگنجانده 

ن، به نظر ي. علاوه بر ا)١٣( اندشدههدفمند شناخته  يدر دارورسان
بودن،  متيقارزانمانند  ياريبس يايمزا يپوزوم دارايل رسديم

ک يتحر يبودن به همراه توانمند ريپذبيتخرستيزبالا،  يداريپا
  .)١٥, ١٤( هستند يبا واسطه هومورال و سلول يمنيا يهاپاسخ

پوزوم يل ريتأث، يک هدف فرعي عنوانبهن مطالعه يدر ا
و همورال بر  يسلول يمنيا يهاپاسخ) بر (GLد يک اسيزيسريگلا

 يفيسالمونلا ت شدهکشتهمن شده با شکل يا Balb/c يهاموش
 ريتأث يهدف اصل عنوانبهن يشد. همچن دهي) سنجHKSTوم (يمور
و هومورال در  يسلول يمنيا يهاپاسخ يبر القا GLب آلوم و يترک

  ده شد.يسنج Balb/c يهاموشدر  HKSTپاسخ به 
  

  مواد و روش کار
 ط بلاد آگار،ي، محساکاروز کلسترول،ا، ين سويتيسيل مواد:

) و FBS( ين گاويسرم جن ،RPMI-1640ط کشت يمح
 يشد. د يداريآلمان خر-Biowestد از شرکت يک اسيزيريسيگل
-ل)يا-۲-ازوليل تيمت يد-DMSO ،(۳-)۴،۵د (يل سولفوکسايمت

ز ال الکل يوبوتي)، و ترشMTTد (يوم برومايل تترازوليمت يد-۲،۵
  ه شد.يآلمان ته – MilliporeSigmaشرکت 

ن پژوهش از نوع يا :موردمطالعهپژوهش و جامعه  يطراح
شده است. انجام  يشاهد-يمورد صورتبهبوده است که  يتجرب

شش تا  Balb/cنر  يهاموششامل  موردمطالعهجامعه 
اه دانشگ يوانات دانشکده داروسازيبود که از مرکز ح ياهفتههشت

بر  شيدر مورد آزما يشده بودند. ملاحظات اخلاق يداريه خرياروم
و  در نظر گرفته شد ينکيون هلسيوانات به دنبال کنوانسيح يرو

ه يومدانشگاه ار يلاق دانشکده دامپزشکته اخين مطالعه توسط کميا
  شد. دييتأ) IR-UU-AEC-3/5(کد 

به پنج گروه  هاموشک هفته جهت تطابق، يپس از گذشت 
 ١٥٠با حجم  هاموشموش بود.  ٢٥م شدند. هر گروه شامل يتقس

نه يواکس ير جلديز صورتبهروز  ١٤تر، دو بار با فاصله يکروليم
گردن طبق  يپوست شل رو يبه رو ير جلديقات زيشدند. تمام تزر

  ر انجام شد.يجدول ز
  هر گروه شدهقيتزربات يو ترک يبندگروه: )۱(جدول 

  آلوم  گروه
ک يزيريسيگلا يحاو پوزوميل

  )٢٠(mg/kgد ياس
PBS١  

 ٦١٠ CFU( شدهکشته يباکتر
  هر موش) يازا به

  -  µl٢٥٠ -  -  کنترل
  µl٥٠  µl٢٠٠  -  µl٥٠  (HKST) شدهکشته يباکتر
  µl٥٠  µl١٥٠ -  -  (HKST/A) شدهکشته ي+باکتر آلوم

  µl٥٠  µl١٥٠  µl٥٠  -  (HKST/GL) شدهکشته يد +باکتريک اسيزيسريپوزوم گلايل
 شدهکشته يد +باکتريک اسيزيسريپوزوم گلايآلوم+ل

(HKST/GL/A)  
µl٥٠  µl٥٠  µl١٥٠ µl٥٠ 

    
                                                             

1 Phosphate-buffered saline 
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 وميمور يفيسالمونلا ت يباکتر شدهکشتهه شکل يته

)HKST:( از  وميمور يفيسالمونلا ت يندارد باکتراستا سوش
ه يدانشگاه اروم ييشگاه بهداشت مواد غذايآزما ييايون باکتريکلکس

)ATCC14028 ٣٧در ط بلاد آگار يدر مح روزشبانهک ي) به مدت 
و  شدهبرداشت يباکتر يهايکلن کشت داده شد. گراديسانتدرجه 

اعت انکوبه س ٢به مدت  ٨٠ ℃شسته شد و سپس در PBSبار در  ٣
ط بلاد آگار، ي، در محهايباکترنان عدم رشد يد. پس از اطميگرد

مه مک فارند مشخص شد يبه روش ن يغلظت سوسپانسون باکتر
)٣(. 

ساخت ): GA( کيزيريسيدگلاياس يحاو يهاسليمه يته
 يصورت گرفت. برا Dehydration/Rehydration پوزوم به روشيل
ر يز صورتبهه و يجداگانه ته صورتبه يو آل ين منظور دو فاز آبيا

 ي) تا محلول٤٥:٥٥=  ي: آبيفاز آل يمخلوط شدند (نسبت حجم
 ٤٠: ي: فاز آلتريليليم ٤/٧د. يآ به دست ييکنواخت با حجم نهاي
کلسترول در حجم  گرميليم ١٠ (SPC)ا (ين سويتيلس گرميليم
حل  گراديسانتدرجه  ٤٥ يل الکل در دمايو بوتيترش تريليليم ٢/٦

 ١/٢ساکارز در  گرميليم ١٢٠و  GA گرميليم پنج: يشد. فاز آب
حل شد. محلول  گراديسانتدرجه  ٤٥ يزه در دمايونيآب د تريليليم

به دست آمد و مجدداً  يدرنگيسفز شده و پودر يليوفيل آمدهدستبه
 گراديسانتدرجه  ٦٥ يزه شده در دمايونيآب د تريليليم ٧/٤در 

  ).١٠پراکنده شد (
روز  ١٤: (DTH) يريتأخاد نوع يت ازديحساس يابيارز

 شدهکشته يباکتر ونيليمکي، تعداد يسازمنيان يپس از آخر
سمت  ييپاکفبه بالشتک  ير جلديز صورتبهوم يمور يفيسالمونلا ت

ن يق شد. همان حجم نرمال ساليموش از هر گروه تزر ٥چپ 
ق شد. پس از يراست هر موش تزر يبه کف پا يکنترل منف عنوانبه

شد.  يتال بررسيجيس ديساعت، ضخامت بالشک پا توسط کول ٤٨
  ن فرمول محاسبه شد:يبر اساس ا DTHزان يم

[( راست ياضخامت پ ) _ ( چپ يضخامت پا ] * 100/ ( چپ يضخامت پا ) 

، يسازمنيان يروز پس از آخر ١٤ :کيمونولوژيا يهايابيارز
ن يکتام يق داخل صفاقيپنج موش در هر گروه با استفاده تزر

)mg/kg۱۰۰ن (يلازي) و زاmg/kg ۱۰ق قرار يعم يهوشي) تحت ب
گروه شاهد نمونه  يهاموشن يو همچن يهاموش. ابتدا از گرفتند

در برابر  IgG يتر اختصاصيجدا شد. ت هاآنشد و سرم  گرفتهخون
HKST  و نسبتIgG2b/IgG1  سپس با استفاده از روشELISA 

  .)١٦, ٣(شد  يکه در گذشته شرح شده، بررس يطبق روش کار
اقدام به  يريگخونبعد از  :يتيلنفوس ريتست تکث

د. هر نمونه يگرد کيط آسپتيدر شرا هاموشطحال از  يسازخارج
کرومتر عبور داده يم ٢٠به قطر  يميک شبکه سيو از  شدهلهطحال 

قه به يدور در دق ٢٠٠٠با سرعت  جداشده يون سلوليشد. سوسپانس
ان يبا گراد ياهستهتک يهاوژ شد. سلوليفيقه سانتريدق ١٠مدت 
قرمز خون توسط بافر  يهاگلبولپک جدا شدند. يها-کوليفا يچگال

 وميپتاس کربناتيبمولار،  ۱۵/۰وم يد آموني(کلر ACKکننده ز يل
 مولار) EDTA(۰۰۱/۰ن تترااسات (يآم يلن ديمولار، و ات ۰۱/۰

 يطحال يهاسلول يبرا مورداستفادهط کشت يحذف شدند. مح
RPMI-1640  ين گاويجن درصد سرم ۵و )FBS (.شمارش  بود

رفت. هر چاهک يصورت پذ به لوپان يزنده با استفاده از تر يهاسلول
تر يکروليم ١٠٠در  شدهکشته يسلول باکتر ٥/٤×٤١٠با تعداد 

 يبر اساس مطالعات قبل يبه باکتر يتعداد سلول طحال ک شد.يتحر
 MTT تريکروليم ٢٥٠ساعت،  ٧٢. پس از )٣،١٧(انتخاب شده بود 

mg/ml) هر چاهک اضافه شد و پس از چهار ساعت  ) به٥
تر يکروليم ١٥٠خارج و  ييع رويما درجه، ٣٧ون در يانکوباس

DMSO ع، يت کردن سريد. با پپيبه هر چاهک افزوده گرد
 دريزا رينانومتر با الا ٥٧٠ موجطولدر  هاتيپلحل شد.  هاستاليکر

 يهاسلولر با توجه به نسبت جذب يخوانده شد. شاخص تکث
ک نشده يطحال تحر يهاسلولبه جذب  HKSTبا  شدهکيتحر

زان يبر اساس سنجش م هايباکترشمارش تعداد  يگزارش شد. مبنا
) مه مک فارلنديکدورت با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر (روش ن

  .)٣( بود يباکتر ٨١٠داد انگر تعيب ١٠/٠تا  ٠٨/٠. عدد است
ن يدو هفته پس از آخر: در کبد يياين بار باکترييتع

 ٣١٠با  يداخل صفاق صورتبهپنج موش از هر گروه ، يسازمنيا
ح ير کشنده) تلقيدوز غ عنوانبهزنده (وم يمور يفيسالمونلا ت يباکتر

از  گرميليم ٢٠شدند و  يساعت بعد آسان کش ٤٨ هاموششدند. 
طور جداگانه برداشته شد و همگن شد. سپس بافت کبد هر موش به

کبد (به نسبت  يهالولسمناسب از  يهاتر از رقتيکروليم ١٠
 يجداگانه رو طوربه)) درصد ٠٥/٠( Triton X-100در  دهبهکي

 يک روز در دمايکاز قرار داده شد و به مدت يپتيا تريصفحات سو
 دهندهليتشک ي، واحدهاتيدرنهاانکوبه شد.  گراديسانتدرجه  ٣٧
  .)٣( شمارش شدند (CFUs) يکلن

ده  ،يسازمنيا نيهفته پس از آخر دو درصد بقاء: يابيارز
 زنده يباکتر ونيليمکيبا  يداخل صفاق صورتبهموش از هر گروه 

ن يدر اشدند.  منيا دوز کشنده) عنوانبهوم (يمورو يفيسالمونلا ت
پس از چالش  هاموشزان زنده ماندن يسنجش م يآزمون هدف اصل

م ين تنها واقعه مرگ جهت ترسيرابود. بناب يبا دوز کشنده باکتر
قرار  يموردبررسبقا به مدت سه هفته ر ثبت شد. يکاپلان ما يمنحن
  .)٣( گرفت

حاصل از  ييع رويدر ما IFN-ɣ و IL-4زان يم يابيارز
 يهاسلولساعت کشت  ٤٨پس از  :يطحال يهاسلولکشت 
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 يبرداشت و برا ييرو عيما CO2 درصد %٥و  ٣٧ يدر دما يطحال
 شرکت يهاتيکبا  زايبه روش الا هانيتوکائيسان يسنجش ا

Bendermed ٣( ت انجام شديانگلستان و طبق دستورالعمل ک(.  
 ليوتحلهيتجزتوسط  بقازان يم: يآمار يابيارز يهاروش

 انسيوار زيبا استفاده از آنال هاافتهي ريشد. سا يبررس ريما-کاپلان
مورد  يتوک يبيآزمون تعق ازآنپسو ) ANOVA( طرفهکي

شد.  نييدرصد تع پنج يداريمعنقرار گرفت. سطح  ليوتحلهيتجز
  شد.گزارش  اريمع نحرافا ± نيانگيم صورتبه جينتا يتمام

  
  هاافتهي

 کنندهافتيدردر گروه  DTHشدت واکنش  نيشتريب

HKST/GL/A طوربهمشاهده شد.  هاگروه ريبا سا سهيدر مقا 
 يهاموشواکنش در  نيدر شدت ا يبرابر ١٤/٣ شيمتوسط، افزا

 HKSTکه  يا گروهب سهيدر مقا HKST/GL/Aشده با  نهيواکس
 يهاوهواکنش در گر ني). ا١ نمودارکردند، مشاهده شد ( افتيدر

HKST/A  وHKST/GL با واکنش  سهيدر مقاDTH يهادر گروه 
HKST  واکنش  شيافزا نيانگي). م١ نموداربود ( شتريب بدونو

DTH  شده با  نهيواکس يهاموشدرHKST/A اي HKST/GL  به
بود. بر اساس  HKSTاز گروه  شتريرابر بب ٠١/٢برابر و  ٢/٢ بيترت

 HKST/GLو  HKST/A يهاگروه نيب يداريتفاوت معن ها،افتهي
  ).١ نموداروجود نداشت (

 .DTHبر واکنش  يبر رو هاادواجنتاستفاده از اثرات  ):١( نمودار
در سطح  داريمعنتفاوت اختلاف  دهندهنشان .#نه استير واکسينسبت به گروه غ >۰۵/۰Pدر سطح  داريمعنتفاوت اختلاف  دهندهنشان *

۰۵/۰P<  نسبت به گروهHKST ۰۵/۰در سطح  داريمعنتفاوت اختلاف  دهندهنشان$ .استP<  نسبت به گروهHKST/A  $.دهندهنشاناست 
+ آلوم،  شدههکشت ي: باکترHKST/A، شدهکشته ياست. (باکتر HKST/GLنسبت به گروه  >۰۵/۰Pدر سطح  داريمعنتفاوت اختلاف 

HKST/GL: پوزوم و ي+ ل شدهکشته يباکترHKST/GL/Aپوزوم).ي+ آلوم + ل شدهکشته ي: باکتر  
 

 نينشان داده شده است، بالاتر الف-٢که در نمودار  رطوهمان
که  ييهاموشطحال  يهاسلول ييسوپ رودر  IFN-γ ديتول

HKST/GL/A در  ،بيترتنيابهمشاهده شد.  ه بودند،کرد افتيدر
 ديتولدر  يبرابر ٢ شيافزا ،يبيادجوانت ترک کنندهافتيدرگروه 

IFN-γ که تنها با  يبا گروه سهيدر مقاHKST شده بودند،  نهيسواک
طحال  يهاسلول سوپ در IFN-γ زانيم). ٢مشاهده شد (نمودار 

 يهابا سلول سهيمقا در HKST/GLشده با  نهيواکس يهاموش
کنترل  يهاموش اي HKST/A ،HSKTکه  ييهاطحال موش

طحال  يهاسلولدر  IFN-γ انيکردند، بالاتر بود. ب افتيدر
 يداريمعن طوربهشده بودند  نهيواکس HSKTکه تنها با  ييهاموش

 گروه بدون واکسن بود اي HKST/Aگروه  يهاموشاز  شتريب
   ).الف-٢(نمودار 
 تحت يهاموش يطحال يهاسلول ييسوپ رو در IL-4 ديتول

 طوربه گريد يهاگروه با سهيمقا در HKST/A ار شده باميت
 طحال يهاسلول در IL-4 انيب). ب-٢ نمودار( بود شتريب يداريمعن

 با سهيمقا در کردند افتيدر ييتنهابه را HKST که ييهاموش
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 HKST ا باي HKST/A/G با که ييهاموش طحال يهاسلول
 در IL-4 ديزان توليب). م-٢ نمودار( بود شتريب بودند، شده نهيواکس

ادجوانت  کنندهافتيدردر گروه  يطحال يهاسلول ييسوپ رو

-٢نداشت (نمودار  يداريمعنبا گروه بدون واکسن تفاوت  يبيترک
      ب).

 يهاولسلکشت  ييدر سوپ رو IL-4ب)  الف) و IFN-γ يهانيتوکايساد يزان توليمبر  يبر رو هاادواجنتاستفاده از اثرات  ):۲(نمودار 
  يطحال

در سطح  داريمعنتفاوت اختلاف  دهندهنشان نه است.#ير واکسينسبت به گروه غ >۰۵/۰Pدر سطح  داريمعنتفاوت اختلاف  دهندهنشان *
۰۵/۰P<  نسبت به گروهHKST ۰۵/۰در سطح  داريمعنتفاوت اختلاف  دهندهنشان$ .استP<  نسبت به گروهHKST/A  $.دهندهنشاناست 

+ آلوم،  شدهکشته ي: باکترHKST/A، شدهکشته ياست. (باکتر HKST/GLنسبت به گروه  >۰۵/۰Pدر سطح  داريمعنفاوت تاختلاف 
HKST/GLپوزوم و ي+ ل شدهکشته ي: باکترHKST/GL/Aپوزوم).ي+ آلوم + ل شدهکشته ي: باکتر  

  
 نيب يطحال يهاتيلنفوس ريتکث شدت در يداريمعن تفاوت

 نمودار( داشت وجود HKST کنندهافتيدرکسن و بدون وا يهاگروه
 به و HKST/GL/A گروه در يطحال يهاتيلنفوس ريتکث شدت). ٣

 يداريمعن طوربه HKST/A و HKST/ GL يهاگروه آن دنبال
ن سه گروه يکه ب هرچندبود.  HKST کنندهافتيدرشتر از گروه يب

  .)٣ نمودار( وجود نداشت يداريمعنر تفاوت ياخ
  

  يطحال يهاتيلنفوس ريتکثشدت  يبر رو هاادواجنت ريتأث ):۳( دارنمو
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در سطح  داريمعنتفاوت اختلاف  دهندهنشان نه است.#ير واکسينسبت به گروه غ >۰۵/۰Pدر سطح  داريمعنتفاوت اختلاف  دهندهنشان *
۰۵/۰P<  نسبت به گروهHKST ۰۵/۰در سطح  داريمعنتفاوت اختلاف  دهندهنشان$ .استP<  نسبت به گروهHKST/A  $.دهندهنشاناست 

+ آلوم،  شدهکشته ي: باکترHKST/A، شدهکشته ياست. (باکتر HKST/GLنسبت به گروه  >۰۵/۰Pدر سطح  داريمعنتفاوت اختلاف 
HKST/GLپوزوم و ي+ ل شدهکشته ي: باکترHKST/GL/Aپوزوم).ي+ آلوم + ل شدهکشته ي: باکتر  

  
که  يگروه ،HKST هيعل يتصاصاخ IgG يترهايت ازنظر

HKST/GL/A  ا يوHKST/A ترهايت نيبالاتر کردند، افتيرا در 
 يباديآنت تريت). ٤ نمودار( داشتند گريد يهاگروه با سهيمقا در را

 اي HKST که ييهاموش با سهيمقا در HKST/GL گروه در
 طوربه، حالنيباا. بود بالاتر کردند، افتيدر کنترل يهاگروه
و آلوم و گروه  شدهکشتهشکل  کنندهافتيدر يهاگروهاز  يداريمعن
 نمودار( کمتر بود يبيو ادجوانت ترک شدهکشتهشکل  کنندهافتيدر
 نسبت است، شده گزارش ٤ نمودار در که طورهمان .)٤

IgG2b/IgG1 با که ييهاموش در HKST/GL/A شده نهيواکس 
 شده نهيواکس گريد يهالپروتک با که يواناتيح با سهيمقا بودند در

 HKST/GL گروه يهاموش. بود بالاتر يداريمعن طوربه بودند
 يهاموش سهيمقا در يداريمعن طوربه IgG2b/IgG1 نسبت

). ٤ نمودار( شتر بوديب کنترل و HKST/A، HKST کنندهافتيدر
 با که ييهادر موش IgG2b/IgG1نسبت  يداريمعن طوربه

HKST/A که  يواناتيح در ن نسبتيا از ترنييپا شدند نهيواکس
  ).٤ نمودار( کردند، بود افتيدر HKST تنها

  

  يباديآنتبر پاسخ  ونيناسياثرات واکس ):۴( نمودار
  

 داريمعنتفاوت اختلاف  دهندهنشان . *.IgG2b/IgG1نسبت  يابي) ارز، سمت راستHKSTدر برابر  IgG يسطح سرم نيانگي) مسمت چپ
$ .است HKSTنسبت به گروه  >۰۵/۰Pدر سطح  داريمعنتفاوت اختلاف  دهندهنشان نه است.#ير واکسينسبت به گروه غ >۰۵/۰Pدر سطح 

 >۰۵/۰Pدر سطح  داريمعنتفاوت اختلاف  دهندهنشاناست.$  HKST/Aنسبت به گروه  >۰۵/۰Pدر سطح  داريمعنتفاوت اختلاف  دهندهنشان
پوزوم و ي+ ل شدهکشته ي: باکترHKST/GL+ آلوم،  شدهکشته ي: باکترHKST/A، شدهکشته ياست. (باکتر HKST/GLنسبت به گروه 
HKST/GL/Aپوزوم).ي+ آلوم + ل شدهکشته ي: باکتر  
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 HKST/GL/A که ييهاموش از شده هموژن يکبدها کشت

 ييايباکتر يهايکلن تعداد نيانگيم کرده بودند نشان داد که افتيدر
 ييايباکتر يهايکلن تعداد نيانگيم از رکمت يتوجهقابل طوربه

ک ي متوسط، طوربه). ٥ نمودار( است گريد يهاگروه از شدهثبت
 در ييايباکتر يهايکلن تعداد نيانگيم در يدرصد ٨٢ کاهش
 که يگروه با سهيمقا در HKST/GL/A با شده نهيواکس يهاموش

HKST فتريم انتظار که طورهمان. مشاهده شد کردند، افتيدر، 
 نشده نهيواکس که يگروه در ييايباکتر يهايکلن تعداد نيشتريب

 HKST/GL گروه در ييايباکتر بار ن،يا بر علاوه. شد مشاهده بودند
 البته بار. بود HKST/A آلوم گروه از کمتر يداريمعن طوربه

 يتوجهقابل طوربه HKST/A و HKST/GL يهاگروه در ييايباکتر
  ).٥ نمودار( بود کنترل و HKST يهاگروه از کمتر

  

  شده نهيواکس يهاموشدر طحال  ييايبار باکتر زانيم ):۵( نمودار
  
در سطح  داريمعنتفاوت اختلاف  دهندهنشان نه است.#ير واکسينسبت به گروه غ >۰۵/۰Pدر سطح  داريمعنتفاوت اختلاف  دهندهنشان *

۰۵/۰P<  نسبت به گروهHKST ۰۵/۰در سطح  داريمعنتفاوت  اختلاف دهندهنشان$ .استP<  نسبت به گروهHKST/A  $.دهندهنشاناست 
+ آلوم،  شدهکشته ي: باکترHKST/A، شدهکشته ياست. (باکتر HKST/GLنسبت به گروه  >۰۵/۰Pدر سطح  داريمعنتفاوت اختلاف 

HKST/GLپوزوم و ي+ ل شدهکشته ي: باکترHKST/GL/Aزوم).پوي+ آلوم + ل شدهکشته ي: باکتر  
  
  

 در بالا، ذکرشده جينتا به توجه با ،رفتيم انتظار که طورهمان
 .S کشنده دوز افتيدر از پس هاموش يبقا درصد نيشتريب

typhimurium گروه به متعلق زنده HKST/GL/A ٦ نمودار( بود .(
 گروه در .زنده بودند هاموش درصد ٦٧ هفته سه از پس گروه نيا در
   يط هاموشاز  کدامچيه HKST/GL يهاواکسن کنندهافتيدر

  
زنده  کشنده دوز در زنده يهايباکتر با حيتلق از هفته دوم پس

آلوم و شکل  کنندهافتيدرک موش در گروه يتنها  ).٦ نبودند (نمودار
 يهاموشک هفته زنده بماند. تمام يتوانست که  يباکتر شدهکشته
ن يتلف شدند. ا ٥زنده تا روز  يپس از چالش با باکتر HKSTگروه 

                  ).٦ نه تنها دو روز بود (نمودارير واکسيگروه غ يهاموش يعدد برا

HKST HKST/A HKST/GL HKST/GL/A نهيرواکسيغ 
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  زنده S. typhimuriumپس از چالش با  هاموش يبقا زانيم ):۶( نمودار
  

: HKST/GL+ آلوم،  شدهکشته ي: باکترHKST/A، شدهکشته ي(باکتر است >۰۵/۰Pدر سطح  داريمعنتفاوت  دهندهنشانحروف مختلف 
  پوزوم).ي+ آلوم + ل شدهکشته ي: باکترHKST/GL/Aپوزوم و ي+ ل شدهکشته يباکتر

  
 يريگجهينتبحث و 

 شدهکشته يهاواکسندر  هاادجوانتاستفاده از  ياصل ليلد
 يهامولکول انيو ب هاژنيآنت يجيتدر يآزادسازفراهم آوردن 

 دهندهارائه يهاسلولتوسط  CD86 و CD80 مانند کنندهکيتحر
 B يهاتيلنفوس ک،يتيدندر يهاسلولشامل ها ( APC(١ژنيآنت

 کننده زهيپلار يهانيتوکائيسا ديتول تيهدا زيو ن و ماکروفاژها
منطق درمان  .)١٧, ٢( است ها APC توسط يمنيا يهاپاسخ

ا يبر استفاده از دو  يمبتن دهيچيپ يهايماريکنترل ب يبرا يبيترک
 يهي. بد)١٩, ١٨( متفاوت است يدرمان يهاسميدارو با مکانچند 

و حصول  ييافزاهمبه  يابيدست يبرا هاادجوانت بياست که ترک
دارد. آلوم (سولفات  ازيبه همان منطق ن هم ترمناسبجه ينت

ادجوانت  نيترپرمصرف عنوانبه ١٩٢٠) از سال مياسپت ومينيآلوم
و  يکنندگرهيذخت يخاص. علاوه بر )٢٠( است شدهشناخته
توسط  ٢نفلامازميا يق القايآلوم از طر، ژنيآنت يبطئ يآزادساز

 ييهانيکموکائو  نيائتوکياس يموجب القا يبافت يماکروفاژها
ها  APCمنجر به تجمع، بلوغ و مهاجرت  تيدرنهاخواهد شد که 
 کي، آلوم درمجموع. )٢١, ٢٠, ١٧( گردديم ژنيآنتپس از برداشت 

 )٢٠, ٣( کنديمرا القا  Th2 پاسخ

                                                             
1  antigen-presenting 

 ماريتک يتيدندر يهاسلولدرگذشته نشان داده شده است که 
 T يهاسلول زيبر تما يرگذاريقادر به تأث ديک اسيزيسريگلاشده با 

 يسلول يمنيا يهاپاسخجاد يا جهيدرنتو  Th1 رمجموعهيزبه سمت 
قادر به مسدود کردن سنتز  ديک اسيزيسريگلا ن،يبودند. علاوه بر ا

است  ٢ -ژنازيکلواکسيکردن س مسدود قياز طر E2-نيتاگلاندپروس
 شيافزا قياز طر کيترين دياکس ديتول زمانهم شيکه منجر به افزا

به  .شوديم ايشمانيآلوده به ل يدر ماکروفاژها iNOS2ان ژن يب
 يت قدرت عملکرديد منجر به تقويک اسيزيريسيگلا يعبارت

و همکاران  Bhattacharjee گر،يد ياز سو .گردديمماکروفاژها 
، Th2 انيقادر به مسدود کردن ب ديک اسيزيسريگلانشان داد که 

IL-10 و ،TGF-β ايشمانيبه ل آلوده يهاموشطحال  يهااز سلول 
د در يک اسيزيسرين گزارش داده شده است که گلاي. همچناست

ت ادجوانت مانند ين فعاليت کند و ايرا تقو ها DC بلوغموش موجب 
، CD86 انيب شيافزال يبه دل بالقوه ياست ارزش درمانممکن 
CD40 ،CD80 ،CD83 نوع  يبافت يسازگار يو کمپلکس اصلII 

(MHC II) ح شده به يکه در مقدمه تشر طورهمان. داشته باشد
ن يد، وارد کردن ايک اسيزيسريگلا يجانب و اثراتت کم يل حلاليدل

منجر به  هامپوزويلاست.  يمنطق يپوزوميک فرم ليب در يترک

2 Inflammasome 
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 ژنيآنت کنندهعرضه يهاسلولد به يک اسيزيسريگلا مؤثررسانش 
  .)١٠( گردنديم

ک يزيسريپوزم گلايلنشان داد که  وضوحبهحاضر  پژوهش جينتا
در  يسلول يمنيا يهاپاسخ به سمت هاپاسخت يد موجب تقوياس

پوزم يلآلوم و  بياز آن، ترک ترمهم. گردديمبا آلوم  سهيمقا
 طوربه را القا کرد و Th1 تريقو يهاپاسخ ديک اسيزيسريگلا
 جيکرد. نتا تيورال را تقوهوم يمنيا و يسلول يمنيا زمانهم

 يمنيا يهاپاسخ توانيکه م داده استنشان  يقبل يهاپژوهش
 آلوم،-ديمتوکلوپرام مخلوط قيرا از طر S. typhimurium واکسن

 يهاکمک عنوانبهآلوم  -مخلوط پروپرانولول اينالوکسون -آلوم
 يايحاضر در رابطه با مزا قيتحق جينتا .)١٦( کرد تيواکسن تقو

ادجوانت همراه با شواهد  کي عنوانبه کيزيسريد گلاياس پوزوميل
 از آن يپروپرانولول و نالوکسان حاک يکمک تيدر مورد فعال يقبل

 ينقش اساس يمنيا يهاپاسخ ليدر زمان تشک طيزمحير هاست ک
 کي برخلافد. دار هاژنيآنته يعل ياکتساب يمنيپاسخ ادر سرنوشت 

 کيدر مخلوط کامل با  ديادجوانت با کي ،يمنيمحرک ا بيترک
خاص  يمنيپاسخ ا شيخود را در افزا ديشود تا اثر مف قيتزر ژنيآنت

 ليخاص تشک يمنيا يهاپاسخکه  يتنها زمان ژنيآنت کيدر برابر 
 يهاشيمشابه آزما ل،يدل نيبه هم .)٢٠( ، اعمال کندشوديم

شکل  با يدر مخلوط کيزيسريد گلايپوزوم اسيلدر بالا،  ذکرشده
   .شد زيتجو وميمور يفيسالمونلا ت شدهکشته

 ديک اسيزيسريگلا يهاپوزوميلنشان داد که  نيشيپ جينتا
را در  IgMو  IgG يهالاسکاز  يباديآنت تريت يتوجهقابل طوربه

 .)١٠( ش داده استيوکاسل افزاينشده با واکسن  نهيواکس يهامرغ
 ديو تول ييزايمنيامعروف است که  يهاادجوانتاز  يکي زيآلوم ن

 شيافزا هاپاتوژن شدهکشتهرا به دنبال استفاده از شکل  يباديآنت
 يهاادجوانت حاضر، هر دو يهاافتهيبراساس  .)١٧, ٨, ٧( دهديم

 يهايباديآنت شيدر افزا ديک اسيزيسريگلا يهاپوزوميلآلوم و 
 ن،يموفق بودند. علاوه بر ا وميمور يفيت سالمونلا هيکننده عل يخنث
 يهايباديآنت ديدر تول ييافزاهمدو عامل منجر به اثر  نيا بيترک
   شد. وميمور يفيسالمونلا ت هيکننده عل يخنث

، ها APC توسط هشد ديتول يهانيکائتويسابسته به نوع 
 يو عملکردها شونديم زهيدر جهات مختلف پلار T يهاتيلنفوس
 ين اصليتوکائيسا عنوانبه IFN-γ .رنديگيمرا به عهده  يمتفاوت
، IL-4 گر،يد ي. از سو)٢٢( شوديمدر نظر گرفته  Th1 يهاپاسخ

مطمئناً . )٢٣, ٢٢( شوديم محسوب Th2 ين اصليتوکائيسا عنوانبه
کردن پاسخ  زهيپلارشده توسط ادجوانت ها در  جاديا طيزمحير
 Th2 به سمت هاپاسخزه کردن يپلاراست. نقش آلوم در  مؤثر يمنيا

همان طور که ذکر شد بر عکس  .)٢٠( شناخته شده است کاملاً
قادر به  ديک اسيزيسريگلاشده با  ماريتک يتيدندر يهاسلولآلوم، 

 اندبوده Th1 رمجموعهيزبه سمت  T يهاسلول زيبر تما يرگذاريتأث
 ex vivo کيحاضر نشان داد که تحر يهااساس، داده نيبر ا). ٢٤(

کردند، منجر  افتيو آلوم در HKST که ييهاطحال موش يهاسلول
شد. برعکس،  هاگروه ريبا سا سهيدر مقا mRNA IL-4 بالاتر انيبه ب
 يبيو ترک HKST که ييهاطحال موش يهاسلول ex vivo کيتحر

 انيکردند، منجر به ب افتيدر ديک اسيزيسريپوزوم گلايلاز آلوم و 
شد. مرتبه  گريد يهابا گروه سهيدر مقا IFN-γ ژن mRNA بالاتر
 يطحال يهاسلول تيمربوط به اسپلنوس mRNA IFN-γ انيبدوم 
 ديک اسيزيسريگلا يهاپوزوميلو  HKST است که ييهاموش

  .اندکرده افتيدر

بالا از  تريبا ت يهايباديآنت ديتولمسئول  T يهاتيلنفوس
در  Th2و  Th1 يهاپاسخهر دو  .)٢٦, ٢٥( هستند IgG کلاس

، حالنيباا. )٢٧, ٢٦( هستند مؤثر يباديآنتضد  مؤثرپاسخ  جاديا
 ليپتانس، Th1 يهاپاسخشده در طول  ديتول يباديآنت يهاپيزوتيا

نسبت به  يتريقومکمل  يسازو قدرت فعال ونيزاسياپسون
با توجه . )٢٧( دارند Th2 يهاپاسخ يشده در ط ديتول يهايباديآنت

مانند عفونت  يونتکنترل عف يبرا Th1 پاسخ جاديبه موارد فوق، ا
 شده توسط ديتول IFN-γ، هاموشدارد. در  يشتريب تيسالمونلا اهم

 کند،يم يبانيپشت IgG2a پيزوتيا چياز سوئ Th1 يهاسلول
 چياز سوئ Th2 يهاشده توسط سلول ديتول IL-4 کهيدرحال

 جينتا ليوتحلهيتجز .)٢٨( کنديم يبانيپشت IgG1 پيزوتيا
 به IgG2b يباديآنتنسبت  نيشتريما نشان داد که ب قاتيتحق

IgG1 که يدر گروه HKST کردند  افتيدر يبينت ترکو ادجوا
 زيرا با آلوم تجو HKST که يواناتيراستا، ح نيمشاهده شد. در ا

 يهابا نسبت سهيدر مقا يکمتر IgG2b/IgG1 کردند، نسبت
 ديک اسيزيسريپوزم گلايلو  HKST که ييهادر موش هشدمشاهده

 ليوتحلهيتجز جيکاملاً مطابق با نتا جينتا نيداشتند. ا کردند، افتيدر
  .بود  IL-4 و IFN-γ يهاژن mRNA انيد بدر مور انجام شده

 نيترجياز را يکي (DTH) يريتأخ تيواکنش حساس سنجش
 ژنيآنت کيدر برابر  يسلول يمنيا يهاپاسخ يابيارز يها براروش

ماکروفاژها و  DTH، Th1 در واکنش ياصل گرانيخاص است. باز
 يو بقا ونيزاسيپلار مربوط به جيسنجش با نتا نيا جيهستند. نتا

T- helper يهاموشدر  جينتا نيمطابقت داشت و بهتر 
 يابيمشاهده شد. ارز يبيترک يهاو ادجوانت HKST کنندهافتيدر

بود که  يگريروش د S. typhimurium ياختصاص تيلنفوس ريتکث
در مطالعه حاضر مورد استفاده قرار گرفت.  يسلول يمنيا يابيارز يبرا

د يپوزوم اسيل آلوم و نيب ييافزاهم کي نيهمچن جيانت نجا،يدر ا
از واکسن  يناش يمنيا يهاپاسخ شيافزا دررا  کيزيريسيگلا

HKST دهدينشان م.  
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با  هاسلول دنيدرصد بقا پس از به چالش کش نيشتريب
نت واکسن و ادجوا کنندهافتيدرزنده متعلق به گروه  يهايباکتر

پوزوم يلو  HKST کنندهافتيدر يهاموش ازآنپسبود و  يبيترک
کردند و  افتيو آلوم در HKST که ييهاموش ،ديک اسيزيسريگلا

 ، قرار گرفتند.کردند افتيدر HSKTفقط که  ييهاموش تيدرنها

درصد بقا را  نيکه کمتر ي، گروهرفتيمکه انتظار  طورهمان
  .نکردند افتيدر يواکسن چيبودند که ه يداشتند، گروه

 عنوانبه ديک اسيزيسريپوزم گلايلآلوم و  بيترک ،يکل طوربه
و  يسلول يمنيا توانديم HKSTادجوانت در ارتباط با واکسن  کي

دهد.  رييتغ Th1را به سمت  يمنيکند و پاسخ ا جاديهومورال را ا
 يرا برا منيو ا ديجد يممکن است ابزارها بيترک نيا ن،يابنابر
 هاکروبيواکسن در برابر ماز  يناش يسلول يمنيا يهاپاسخ تيتقو

حاضر نشان داد  جينتا ن،يمختلف آماده کند. علاوه بر ا يهاو سرطان
بدون آلوم، همراه با  يحت ،ديک اسيزيسريپوزم گلايل زيکه تجو
بر اساس . شوديم يسلول يمنيا شيباعث افزا HKSTواکسن 

است  يقين تحقين مطالعه اوليسندگان پژوهش حاضر، اياطلاعات نو

ک ي عنوانبهد را يک اسيزيسريپوزم گلايب آلوم و لياثرات ترک که
 يک باکتري شدهکشتهعنوان ادجوانت در واکسن حاصل از شکل 

ج و ين نتايا دييتأ يبرا ين، مطالعات بعدينموده است. بنابرا يابيارز
ک يزيسريپوزم گلايب آلوم و ليترک يت کاربرديقابل دييتأن يهم
ر يه سايعل ييهاواکسنب با يد در صورت ترکياس
 يهومورال و سلول يمنيا يهاپاسخاز به يکه ن ييهاسميکروارگانيم

از  توانيمبهتر،  يجه بخشينت ين براياز است. همچنيدارند، مورد ن
ز در يپوزوم نيخالص در داخل ل ژنيآنت يبه دام انداز يهاروش

 نده استفاده نمود.يآ يهاپژوهش
  
 

  يتشکر و قدردان
زات، يو تجه يت ماليه جهت حمايسنگان از دانشگاه ارومينو
شگاه يکارشناس محترم آزما يارياصغر عل ين از جناب آقايهمچن

ه کمال تشکر و يدانشگاه اروم يدانشکده دامپزشک يشناس يمنيا
  را دارند. يقدردان
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Abstract 
Background & Aims: The killed preparation of microorganisms in combination with alum does not 
generally produce strong cellular immune responses. Glycyrrhizic acid is a triterpenoid saponin with 
immunomodulating properties. The present study was conducted to investigate the synergism of 
glycyrrhizic acid (GL) and alum liposome on immune responses against the killed form of Salmonella 
Typhimurium (HKST). 
Materials & Methods: In this experimental study, male Balb/c mice in 5 groups of 15 were immunized 
with HKST vaccine alone or in combination with alum, GL or alum-GL combination twice with two 
weeks’ interval. Fourteen days after the last vaccination, the immune responses against Salmonella 
Typhimurium and the protective potential of the vaccines were evaluated. Survival rate was monitored 
by Kaplan-Meier analysis. Other findings were analyzed using one-way analysis of variance and Tukey's 
post hoc test. A level of P<0.05 was considered significant. 
Results: Delayed type hypersensitivity reaction, lymphocyte proliferation, IgG2a antibody titer and the 
rate of improvement of survival against challenge with live were significantly increased in the group 
receiving combined adjuvant and HKST compared to other groups. In the group receiving combined 
adjuvant, the level of IFN-γ significantly increased and IL-4 significantly decreased more profound than 
other groups. 
Conclusion: Alum-GL combination as an adjuvant synergistically increased cellular and humoral 
immunity after immunization with the HKST vaccine. 
Keywords: Adjuvant, Alum, Glycyrrhizic Acid Liposome, Salmonella typhimurium, Vaccine 
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