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 چكيده

 وحشـي  حيوانـات  و شكافته سم هاي دام عمدتاً كه است واگيردار بشدت ويروسي بيماري يك برفكي تب
 موجـب  آن هـاي  گيـري  همه گاهي كه شده محسوب بومي بيماري يك ايران در برفكي تب. سازد مي متأثر را

 هـاي  ژن mRNA بيـان  مطالعـه،  ايـن  در .شـود  مي جوان هاي دام در خصوص به سنگين تلفات و ها تخسار
 O تيـپ  برفكي تب شده فعال غير واكسن با شده واكسينه هندي هاي خوكچه در IL-12 و IL-2سايتوكايني 

نـر   هندي سر خوكچه 8 سياهرگ سافن از خون هاي نمونه. گرفت قرار بررسي مورد(بدون استفاده از ياور) 
 RNAاسـتخراج   .شـد  گرفتـه  واكسيناسيون اولين از پس 28 و 7 هاي روز در(در دو گروه شاهد و واكسينه) 

 واكـنش  طـي پـس از آن  صـورت گرفـت و    سـتوني  از كيـت اسـتخراج  خـون بـا اسـتفاده    هاي  از نمونهكل 
 روشاز IL-12  و IL-2 هـاي  ژن بيـان  به منظور بررسـي سپس . شد تبديل cDNA به معكوس برداري نسخه

Real-time PCR ژن بيان داد نشان نتايج .شد استفاده نسبي IL-2 گـروه  به نسبت شده واكسينه حيوانات در 
 IL-12 ژن بيـان در  داري معنـي  افـزايش  ولـي  ،نداشت داري تفاوت معني دوم و اول هاي خونگيري در شاهد

هـايي جهـت    بـه عنـوان شـاخص   تـوان   هاي سايتوكايني مـي  تغيير سطوح بيان ژن. از )P<0.05( مشاهده شد
 استفاده نمود.در مطالعات آينده بر سيستم ايمني هاي جديد  اثرات واكسن ارزيابي

 .IL-12، Real-time PCR ؛IL-2 ،هندي خوكچه ،برفكي تب :كليدي هاي واژه
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 مقدمه
ــاري ــب بيمـ ــ تـ ــي FMD(1F1( يبرفكـ  ازيكـ

 اسـت كـه   ها دامويروسي  هاي بيماري ترين مسري
 گـاو،  نظيـر  شـكافته  سـم  هـاي  دام تمـام  تواند مي

 از گونه 30 از بيش و همچنين  خوكبز،  گوسفند،
 ,.Thomson et al( كند آلوده را وحشي حيوانات

 جـنس  از عضـوي  بيمـاري،  ايـن  ويروس). 2003
P2Fآفتاويروس

2
P دهپيكورناويري خانواده درP3F

3
P  از. اسـت 

 داراي ويــــروس ايــــن ايمونولــــوژيكي نظــــر
ــروتايپ ــاي س ــا، در C و A ، Oه SAT1P4F اروپ

4
P، 

SAT2 و SAT3 كاملاً سروتايپ يك و آفريقا در 
 سروتايپ. باشد مي Asia1 نام به آسيا در مشخص

O باشـد  مـي  جهان سراسر در سروتايپ ترين رايج 
)Brown, 2003( .ــب ــي ت ــك   در برفك ــران ي اي

 گـــاهي كـــه شـــده محســـوب يبـــوم بيمـــاري
 سنگين تلفات و خسارات باعث آن هاي گيري همه

 هـاي  تيـپ . شود مي جوان هاي دام در خصوص به
 و A هـاي   تيپ ايران، در برفكي تب ويروس شايع

O بـر   بزرگـي  فشـار  برفكي تب بيماري .باشند  مي
ــنعت ــروريدام ص ــي پ ــد وارد م ــارات و كن  خس
 گوشت وليدت كاهش نتيجه در عمدتاًآن  اقتصادي

ــير و ــاي دام در ش ــوده ه ــاهش و آل ــادرات ك  ص
 ـ بيمـاري  شـيوع  هنگـام  در محصولات  وجـود ه ب

 كمكـي  هاي درمان و پيشگيري هاي هزينه .دنآي مي
 سـالانه ميلياردهـا   و بـوده  زياد برفكي تب بيماري
 بنـابراين . گردد ميهزينه  واكسن خريد براي تومان

                                                             
1 Food-and-mouth disease 
2 Aphthovirus 
3 Picornaviridae 
4 Southern African Territories 

 از يكـي  يبيمار اين كني ريشه و كنترل هاي برنامه
 دنشــو مــي محســوبي بخــش دامــي هــا اولويــت

)Rasouli Beyrami et al., 2010.(  هـاي  واكسـن 
 يـك  در برفكـي  تـب  بـا  مقابلهجهت  در توليدي
 در بيمـاري اين  با مقابله براي است ممكن كشور،

. دننكن ايجاد را مشابه و مثبت نتايج ها كشور ساير
 جهـت  جديد هاي واكسن توليدبه  همواره بنابراين

 يافته جهش هاي سويه به نسبت ها دام ايمن نمودن
سـوم و  هاي اخير توليـد نسـل    . در سالاستنياز 

DNAP5F ها تحت عنوان واكسـن  جديدي از واكسن

5
P 

براي مقابله با بيماري تب برفكي در جهـان آغـاز   
ايــن  و اثــرات كــه بررســي عملكــرد شــده اســت

امـري ضـروري    بر سيستم ايمنـي بـدن   ها واكسن
ــت ــ. اسـ ــاي راه از ييكـ ــابي هـ ــرد  ارزيـ عملكـ
برخي  بيانسطوح  گيري اندازه ،DNAي ها واكسن

 در هـا  سايتوكاين جمله از ايمني سيستم هاي ژناز 
 آزمايشـگاهي  حيوانـات در  ها واكسن اين به پاسخ

 تزريق يـك  طي ها ژن اين بيان تغيير اگر باشد. مي
 بـه  تجـاري  واكسـن  تزريـق  مشابه DNA واكسن
 بـر  دليلي را مشابه پاسخ اين توان مي باشد، حيوان

و كـارايي آن   ايمني سيستم بر DNA  واكسن تاثير
 محلـولي  هـاي  هـا پـروتئين   سايتوكاين .نمود تلقي

 شـده  ترشح ايمني سيستم هاي سلول از كه هستند
 ايمنـي  هـاي  پاسخ مهار يا و القا تحريك، باعث و

 توليـد،  ي نحـوه  بـه  توجـه  بـا  .شـوند  مـي  بدن در
 هـدف،  هـاي  سـلول  نـوع  و تـاثير  فيتكي ويژگي،

6Fبرخي از اين مـواد را اينترلـوكين  

6(IL)  بعضـي را ،

                                                             
5 DNA vaccine 
6 Interleukin 



 1395و همكاران،  هنربخش

۱۱٥ 
 

ــرون 7Fاينترف

1(IFN)   ــاكتور نكــروز ، تعــدادي را ف
8Fي توموري دهنده

2(TNF)   9و برخـي را كموكـاينF

3 
 در مطالعـات  .)Fong & Lowry, 1990( نامند مي

 تزريـق  شـرايط  در ها سايتوكاين بيانميزان  گذشته
ايـن   بـه  حيوانـات  آلـودگي  يا برفكي تب واكسن

 و مينگـالا  .ه استمورد بررسي قرار گرفت ويروس
 بيـان  سـطوح ) Mingala et al., 2009( همكـاران 
 IL-4( ،Th1و  IL-10( شامل Th2 هاي سايتوكاين

شــامل  التهــابي و) IFNγو  IL-2 ،IL-12( شــامل
)IL-6 و TNFαبـه  پاسخ در آبي گاوميش در ) را 

 مـورد  برفكـي  تـب شـده   فعال غير واكسن تزريق
بـر   ديگـري  مطالعات همچنين. دادند قرار بررسي

 در هــا  ســايتوكاين  برخــي روي ســطوح بيــان 
 ,.Ostrowski et al( مــوش نظيــر هــايي گونــه

 Barnett ؛Barnard et al., 2005( خوك ،)2005

et al., 2002( ــاو و  ,.Zhang et al( گـ

 واكسـن  به پاسخ در)  Zhang et al., 2006؛2009
 .است شده گزارش برفكي تب بيماري ويروس يا
ــران، در ــخ اي ــي پاس ــه در ايمن ــدي خوكچ  در هن

 بـا  A87/IRN تيپ برفكي تب ويروس مواجهه با
 قـرار  مطالعـه  مـورد  هـا  بـادي  آنتي سطوح بررسي

 ).Motamedi Sedeh et al., 2007( ه اسـت گرفت
سـطوح   Pasandideh et al. (2016) در تحقيقـي 
ــان ژن ــاي بيـ را در  TNF-α و IFN-γ، IL-10 هـ

 هندي واكسينه شده بـا واكسـن غيـر    هاي خوكچه
مـورد مطالعـه قـرار     O تيپ برفكي تب شده فعال
  .دادند

                                                             
1 Interferon 
2 Tumor necrosis factor 
3 Chemokines 

ــه ــدي خوكچـ ــاس هنـ ــرين  حسـ ــوان تـ  حيـ
 باشـد  مـي  برفكـي  تـب  ويـروس  بـه  آزمايشگاهي

)Eslampanah et al., 2010( مطالعـه  ايـن  در كه 
 ركردكـا  ارزيابي جهت حيواني، مدل يك عنوان به

-PCR Real روش توسـط  آزمايش، مورد واكسن

time 10نسبيF

 و IL-2  هاي ژن بيان گيري اندازه با و 4
IL-12 ايـن  از هـدف . گرفـت  قـرار  استفاده مورد 
 در شـونده  القا سايتوكايني هاي ژن معرفي مطالعه،

 بـه  ،برفكـي  تـب فعال شـده   غير واكسن به پاسخ
 ييهـا  شـاخص  عنـوان  بـه  هـا  آن از استفاده منظور
 در نسـل جديـد   هاي واكسن ارزيابي اثرات جهت

 .بود آينده مطالعات
 

 ها مواد و روش

 و خـون  گيـري  آزمايشـگاهي، نمونـه   حيوانات

 واكسيناسيون
 بـا  نـر  هنـدي  خوكچه سر 8 از مطالعه در اين

اسـتفاده   مـاه  3 سن و گرم 400-500 تقريبي وزن
 بـدون ( شـاهد  گـروه  در هـا  آن از سـر  4 كـه  شد

 بندي طبقه شده واكسينه گروه در سر 4 و) واكسن
 خوراك با حيوانات نگهداري، دوره طي در. شدند
 كـه  ايـن  دليـل  به چنين هم. شدند تغذيه شده پلت

 بـدن  در C ويتـامين  سـنتز  به قادر هندي خوكچه
 در گـرم  يك ميزان به ويتامين اين پودر باشد، نمي
 آشـاميدني  آب به ميان در روز يك صورت به ليتر

 سـاعت  12 مبنـاي  بـر  نـوري  سيسـتم . شد اضافه
ــنايي ــاعت 12 و روش ــاريكي س ــيم ت ــد تنظ  .ش

بـا   14هاي صـفر و   در روزدو نوبت حيوانات در 

                                                             
4 Relative Real-time PCR 
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 Oتب برفكي تيـپ    فعال شده واكسن تجاري غير
11F(بدون استفاده از ياور)

سي سي بـه   5/0به ميزان  1
ازاي هر حيوان، به صـورت زيرجلـدي در ناحيـه    

ايـن واكسـن از موسسـه     پشت پا واكسينه شـدند. 
سازي رازي (كرج، ايران)  تحقيقات واكسن و سرم

سـي سـي    5/0به حيوانات گروه شـاهد  تهيه شد. 
PBS P12F

2
P  .13خونگيري از سـياهرگ سـافن  تزريق شدF

3 
پـس   28و  7هاي  و در دو نوبت در روزحيوانات 

. در هـر  تزريق واكسـن صـورت گرفـت   اولين از 
ســـي خـــون درون    ســـي  1تـــا   5/0مرتبـــه  

نـيم   EDTAهاي حاوي مقـدار كمـي    وتيوپميكر
 -20در دمـاي  تا زمان استفاده و آوري  مولار جمع

 .گراد نگهداري شد درجه سانتي
 

 پرايمرطراحي 
(بـا   IL-2 هـاي  هاي مربـوط بـه ژن   ابتدا توالي

(با شماره  IL-12، )AB010093 شماره دسترسي:
ــي:  ــماره   β-actinو ) AB025723دسترس ــا ش (ب
بـــه عنـــوان ژن ) NM_001172909دسترســـي: 

 استخراج NCBI(14F4مرجع، از بانك اطلاعات ژني (
 Primerافزار  با استفاده از نرم ها  پرايمرشد. سپس 

Premier  سـاخت بـه  و سـفارش   گرديـد طراحي 
(جـدول   داده شـد (كره جنوبي)  Bioneerشركت 

1.(  
 

 RNAاستخراج 
خون بـا اسـتفاده   هاي  از نمونه RNAاستخراج 

                                                             
1 Adjuvant  
2 Phosphate-buffered saline 
3 Saphenous vein 
4 National Center for Biotechnology Information 

P15Fسـتوني   اجاز كيـت اسـتخر  

5
PRNA )DENAzist ،

، مطابق دستورالعمل شركت سـازنده انجـام   ايران)
، بــراي اطمينــان از RNAشــد. پــس از اســتخراج 

هـاي   ، غلظـت RNAصحت كار و غلظت مناسب 
RNA  ــتفاده از ــا اسـ ــپكتوفتومتر بـ ــتگاه اسـ دسـ

، امريكـــا) و در Thermo-Scientific(نـــانودراپ 
تـا   گيـري و  انـدازه  ODR260R/ODR280Rجـذب نـوري   

گـراد   درجـه سـانتي   -70زمان اسـتفاده در دمـاي   
 نگهداري شد. 

 

 RT-PCRواكنش 

استخراج شـده، بـراي انجـام     RNAهاي  نمونه
ــه ــاخت    مرحل ــوس و س ــرداري معك ــخه ب ي نس
cDNA  توســط كيــتRevertAidP

TM
P H Minus 

ساخت شركت فرمنتاز (آلمان) مورد استفاده قـرار  
 RNA) از نـانوگرم  90ميكروليتـر (  2گرفت. ابتدا 
(بـا غلظـت    Oligo-dTميكروليتـر   1كل به همراه 

 DEPC treatedميكروليتر  9ميكرومولار) و  100

water     درون يك ميكروتيـوب اسـتريل عـاري از
16Fنوكلئاز

ميكروتيـوب بـه    بر روي يخ اضافه شـد.  6
گــراد  درجـه ســانتي  65دقيقــه در دمــاي  5مـدت  

ــپس   ــد. س ــه ش ــافر 4انكوب ــر ب  X 5 ،1ميكروليت
ــر (ميكر  U (RNase Inhibitor ،2 20وليتـ

مـولار) بـه    ميلي 10(با غلظت  dNTPsميكروليتر 
 MM-MuLV Reverseميكروليتر آنـزيم  1همراه 

Transcriptase (200 U)  .به مخلوط اضافه شد  

                                                             
5 Column RNA isolation kit 
6 Nuclease-free 
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 .Real-time PCR  هاي مورد استفاده در  ليست پرايمر -1  جدول

Table 1- Real-time PCR primers used in this study. 
 دماي اتصال
Annealing 

temperature 
(ºC) 

 طول محصول
Product 

length (bp) 

 مريپرا يتوال
Primer sequence 

 ژن
Gene 

58 146 
 

F-5'ACGCTACTCTTGTCTTGCCTTG3' IL-2 
 R-5'GGGTTGCTAGTAACGCCTTCC3' 

 
58 144 

 
F-5'AGCACTCCACATTCCTACTTCTCC3' IL-12 

 R-5'CCGCACCTCCACCTTTGAAATC3' 
 

58 116 F-5'GCCTCACTCTCCACCTTCCAG3' β-actin 
R-5'AACGCAGCAAAGTAGTAACAGTCC3' 

 
 42دقيقـه در دمـاي    60ميكروتيوب به مـدت  

ــانتي  ــه س ــراد  درج ــت گ ــرار گرف ــت و  ق در نهاي
 70ي دقيقـه در دمـا   5محصول واكنش بـه مـدت   

نسـخه   واكـنش گراد به منظور توقف  درجه سانتي
. محصـول واكـنش   گرديدانكوبه برداري معكوس 

تـا زمـان اسـتفاده    گراد  درجه سانتي -20در دماي 
  نگهداري شد.

 

 ها سايتوكاين mRNAگيري بيان  اندازه
ي هـا  ژن mRNAگيـري بيـان    به منظور انـدازه 

IL-2 و IL-12 از روش ،Real-time PCR   نسـبي
ــا اســتفاده از دســتگاه   ABI (Applied( 7300ب

Biosystems ــت  Maxima SYBRو كيـــ

Green/ROX qPCR Master Mix   ــاخت س
ــتفاده امريكــا) ( Thermo Scientificشــركت  اس

 1، مسـترميكس سـايبرگرين  ميكروليتر  5/12شد. 
 ،)مـول  پيكو 10با غلظت ميكروليتر از هر پرايمر (

و  cDNAوگرم نـان  50 ميكروليتر نمونه حـاوي  1

در حجـم نهـايي   ميكروليتر آب دو بار تقطير  5/9
شـد. پـس از تهيـه حجـم      ميكروليتر مخلـوط  25

سـازي در   مورد نظر، ابتدا يـك مرحلـه واسرشـت   
دقيقـه   10گـراد بـه مـدت     درجه سـانتي  95دماي 

ــت  ــورت گرف ــپس واكــنش  ص  40در  PCR. س
، ثانيه 15براي  گراد درجه سانتي 95چرخه، شامل 

درجـه   72و ثانيـه   30بـراي  گراد  سانتي درجه 58
برنامـه دمـايي   انجام شد. ثانيه  30براي گراد  سانتي
PCR  بـا اتمـام   مشـابه بـود.    هـا،  ژن تمـامي براي

 5/0، منحني ذوب بـا برنامـه دمـايي    PCRواكنش 
تـا   60گراد در هر چرخه و بين دماي  درجه سانتي

گراد به منظور بررسي اختصاصـي   درجه سانتي 95
وجود يا عـدم وجـود    تعيينو  PCRواكنش  نبود

و پرايمـر  محصـولات غيـر اختصاصـي    آلودگي با 
رسم گرديد. از هر نمونه سه تكرار گذاشـته  دايمر 

 شد.
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 Real-time PCR هاي دادهآناليز 
، نرم افـزار  Real-time PCRواكنش  در انتهاي

 ودستگاه به طور خودكـار خـط آسـتانه را رسـم     
 گـزارش  CT(17F1( آستانه رخهچ صورت به را نتايج

گيـــري نســـبي، تغييـــر در    . در انـــدازهكـــرد
يك ژن نسبت به يك ژن مرجـع    mRNAسطوح

18Fدار) (ژن خانه

كـه بـه عنـوان كـاليبراتور در نظـر       2
 ,Bustin(شـود   گيـري مـي   شود، انـدازه  فته ميگر

). در تحقيق حاضـر، تغييـرات نسـبي بيـان     2002
ــاي  ژن ــه ژن   IL-12 و IL-2ه ــبت ب  β-actinنس

 و IL-2هـاي   نرمال شد. براي تعيين ميزان بيان ژن
IL-12    از روش ليـواك و فرمـولP

-∆∆CT
P2  اســتفاده

ــن Livak & Schmittgen, 2001شــد ( ). در اي
روش فرض بر اين است كه بازدهي ژن مورد نظر 

درصد اسـت   100و ژن مرجع، برابر و نزديك به 
 يمنحن ـبه منظور تعيين كـردن ايـن فـرض، از    كه 
هـاي   رقـت براي ايـن كـار،    .شد استفادهندارد استا

-Realها تسـت  تهيه و براي آن cDNAمختلف از 

time PCR    .هـا   داده آمـاري  بررسـي  انجـام شـد
19Fاسـتيودنت  t آزمـون و  SAS افـزار  نـرم توسط 

در  3
 شد.انجام  )P<0.05(% 5 داري معني سطح

 

 نتايج
پرايمرهاي مـورد اسـتفاده در    ذوب هاي منحني

ه شده نشان داد 3 و 2 ،1هاي  شكل دراين مطالعه 
 ديـده هـا   در ايـن منحنـي   كـه  طـور  همـان  است.

 اضـافي  پيـك ، براي هيچ كدام از پرايمرها شود مي

                                                             
1 Cycle threshold 
2 House keeping gene 
3 Student t-test 

 نشـانگر  كـه  نـدارد  وجود محصولات پيك ازقبل 
همچنـين عـدم   . اسـت  دايمـر  پرايمـر عدم ايجـاد  

وجود پيك اضافي بعد از پيك محصـولات نشـان   
 باشـد.  اختصاصـي مـي   از عدم تكثير قطعات غيـر 

 بنابراين پرايمرهاي مورد اسـتفاده در ايـن مطالعـه   
 نمونـه  يـك  و كـرده  عمـل  اختصاصي صورت به

 هـاي  منحنـي  .انـد  هنمود را تكثير cDNA از منفرد
 در IL-12 و β-actin، IL-2 هـاي  ژن تكثيـر  روند
در ايـن   .است شده داده نشان 6 و 5 ،4 هاي شكل

ت خـط سـبزرنگ   ها، خط آستانه به صـور  منحني
 خـط  تلاقـي  افقي نشـان داده شـده اسـت. محـل    

 آسـتانه  چرخـه  دهنده نشان تكثير  و منحني آستانه
)CT ( .باشـند   ها حاكي از آن مـي  اين منحنياست

هاي مـورد نظـر بـه خـوبي صـورت       كه تكثير ژن
 و IL-2هـاي   سـطوح بيـان ژن   نتايجگرفته است. 

IL-12  نژ بيـان  ه شده است.داد نشان 7در شكل 
IL-2 نسـبت  شده واكسينه هاي هندي خوكچه در 

 بعـد  روز 7( اول هاي گيريخون در شاهد گروه به
ــين از ــيون اول ــد روز 28( دوم و) واكسيناس  از بع

نداشـت   داري تفـاوت معنـي  ) واكسيناسـيون  اولين
)0.05>P.(    ژن بيـــان بــا ايــن وجــود IL-2 در 

ــه نســبت دومخــونگيري  ــزايش اول ب  داشــت اف
)P<0.05(. ــز ــان انمي ــات در IL-12 ژن بي  حيوان

 در شـــاهد گــروه  بــه  شــده نســبت   واكســينه 
ــونگيري ــاي اول خ ــزايش دوم و ه ــي اف  داري معن

 IL-12 ژن بيـان  ميزان همچنين. )P<0.05(داشت 
 خــونگيري اول بــه نســبت خــونگيري دوم در

هـاي   بيـان ژن  ميـانگين  .)P<0.05( داشت افزايش
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IL-2 و IL-12 ــاي اول خــونگيري در  داده شده است. نشان 2جدول در  دوم و ه
 

 
 β-actin. ژن  منحني ذوب محصولات -1شكل 

Figure 1- Melting curve of β-actin gene products. 
 

 
 IL-2.ژن  منحني ذوب محصولات -2  شكل

Figure 2- Melting curve of IL-2 gene products. 
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 IL-12.ژن  منحني ذوب محصولات -3شكل 

Figure 3- Melting curve of IL-12 gene products. 
 

 
 خط آستانه است. ،. خط سبز رنگ افقيβ-actinمنحني تكثير ژن  -4شكل 

Figure 4- Amplification curve of β-actin gene. The horizontal green line is threshold line. 
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 خط آستانه است. ،گ افقيخط سبز رن IL-2.منحني تكثير ژن  -5شكل 

Figure 5- Amplification curve of IL-2 gene. The horizontal green line is threshold line. 
 

 
 خط آستانه است. ،. خط سبز رنگ افقيIL-12منحني تكثير ژن  -6شكل 

Figure 6- Amplification curve of IL-12 gene. The horizontal green line is threshold line. 
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 تـب  شده فعال غير واكسن با شده واكسينه هندي هاي  خوكچه در IL-12 و IL-2هاي  بيان ژن -7شكل 

هـاي   آوري شـدند. ميلـه   پس از اولين تزريق واكسن جمـع  28و  7هاي  هاي خون در روز نمونه برفكي.

 .از اولين تزريق : روز پسdpi  باشند. ميانگين مي از استاندارد خطاي دهنده نشان عمودي
Figure 7- The expression of IL-2 and IL-12 genes in guinea pigs vaccinated to FMD 
inactivated vaccine. Blood samples were collected in 7 and 28 days post the first 
vaccination. Bars represent standard error of the mean. dpi: days post the first 
injection. 
 

: dpiپس از اولـين تزريـق واكسـن.     28و  7هاي  در روز IL-12 و  IL-2هاي ميانگين بيان ژن -2جدول 

 .روز پس از اولين تزريق
Table 2- Mean of IL-2 and IL-12 genes expression in 7 and 28 days post the first 
injection (dpi). 

 )Pرزش ميانگين بيان ژن مورد نظر (ا 
Mean of expression for interest gene (P value) 

 Day IL-2 IL-12روز 

7 dpi 0.425 (0.235) 4.291 (0.045) 

28 dpi 0.642 (0.499) 7.806 (0.001) 

 
 

 بحث
هـاي   ژن mRNA در اين مطالعه سطوح بيان

 هندي هاي  خوكچه در IL-12 و IL-2سايتوكايني 

برفكـي   تب فعال شده غير واكسن با شده واكسينه
نســبي مــورد  PCR Real-timeروش  بــا Oتيــپ 

 توســـط عمـــدتاً IL-2بررســـي قـــرار گرفـــت. 
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بـه   كمتـر  مقـادير  در و +T CD4 هـاي  لنفوسـيت 
 IL-2. شـود  مـي  توليد +T CD8 هاي سلول وسيله

 كيلـو  17 تـا  14 مولكـولي  وزن با گليكوپروتئيني
 هشـد  تشكيل اسيد آمينو 133 از و باشد مي دالتون
 خـوردگي  چين α مارپيچ يك صورت به كه است

 سـايتوكايني  تـرين  مهـم  IL-2 .اسـت  كرده حاصل
 G1 فاز از T هاي لنفوسيت پيشبرد باعث كه است

 شــود مــي ســلولي رشــد فــاز بــه انتقــال و S بــه
)Vojgani, 2002.(  بيـان  ميزان اين مطالعهدر IL-

 بـه  نسـبت  شده واكسينه هندي هاي  خوكچه در 2
 اختلاف دوم و اول هاي خونگيري در شاهد گروه

 در پژوهشــــي .)P>0.05( نداشــــت دار معنــــي
Mingala et al.  )2011 ( بيـان  افـزايش IL-2 در 

فعـال   واكسينه شده بـا واكسـن غيـر    آبي گاوميش
 از پــس هفتــه يــك بلافاصــلهشــده تــب برفكــي 

 را دوم هفتـه  در آن افزايش سپس و واكسيناسيون
مطالعه با آن مغـايرت  اين  تيجهكه ن كردند گزارش
) Toka et al.  )2009 در پژوهشـي ديگـر   داشت.

ــتند  ــون در را IL-2نتوانس ــرم خ ــدام س  از هيچك
تشـخيص   برفكي تب ويروس به آلوده هاي خوك

 نشـان  Barnett et al.  (2002)در پژوهشي .هندد
در پلاسـماي خـون    IL-2 بيـان  حوسـط  كه دادند
 برابـر ي هاي واسينه شده با واكسن تب برفك خوك

 آن از تـر   پـايين  يـا  واكسيناسـيون  از قبل سطوح با
بـا   IL-2 نتيجه تحقيق حاضر بـراي بيـان ژن   .بود

  .Barnett et alو ) Toka et al.  )2009نتـايج 
عــدم وجــود اخــتلاف  مطابقــت داشــت.) 2002(

 واكسـينه  گـروه بـين   IL-2 ژن براي بيـان دار  معني
اول  هـاي  خونگيري در شاهد گروه نسبت به شده

برخـي   عمـل باشد كه  دليلتواند به اين  مي دوم و
 دامنه معمولاً و ستا گذراها به شكل  از سايتوكين

هـاي   از ژن بـرداري  نسـخه  فعاليـت  دارد. كوتاهي
 mRNA و بـــوده مـــوقتي ســـايتوكايني معمـــولا

. )Clements, 1991( اسـت  ناپايدار ها آن كننده كد
 ماعظ ـ قسـمت  انـدوكرين،  هاي هورمون برخلاف

20Fپاراكراين شكل به و موضعي طور به ها سايتوكين

1 

21Fاتوكراين حتي يا و مجاور) سلول بر (اثر

 بـر  (اثر 2

 .كننـد  مـي  عمـل  سـايتوكين)  كننـده  توليـد  سـلول 
 هـا  لنفوسيت از مشتق شده هاي توكينسايبنابراين 

 ماننـد  مـي  باقي جريان خون در بندرت IL-2 نظير
)Abbas et al., 2014 Robb, 1984;.( 

IL-12  زيــر دو از متشـكل  هترودايمــر يـك 
دي  پيونـد  يـك  دالتـوني بـا   كيلـو  40 و 35 واحد

 بيگانـه  IL-12 توليـد  اصلي منابع .است سولفيدي
 دنـدريتيك  هـاي  سـلول  و اي هسته تك خوارهاي

 ايمني زودرس پاسخ اصلي واسطه IL-12. هستند
 كننـده  القـا  و سـلولي  درون هاي ميكروب به ذاتي

 ايمنــي پاســخ( ســلول بــه ســتهواب ايمنــي اصــلي
ــابي ــر در اكتس ــن براب ــروب اي ــا ميك  اســت) ه

)Trinchieri, 1994.(  بيـان  ميـزان  در اين مطالعـه 
شـده   واكسـينه  هاي هنـدي  خوكچه در IL-12 ژن

 و هـاي اول  خـونگيري  در شـاهد  گـروه  به نسبت
 ايــن. )P<0.05(داشــت  داري معنــي افــزايش دوم

 در) Mingala et al.  )2011 تحقيقـات  بـا  نتـايج 
 Cox etو) Barnett et al.  )2002و آبي گاوميش

al.  )2003 (ــوك در ــابه خ ــود مش ــي. ب ــا ول  ب
هاي آلوده به  خوك در) Toka et al.  )2009نتايج

                                                             
1 Paracrine 
2 Autocrine 
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بـه نظـر    .داشـت  مغـايرت ويـروس تـب برفكـي    
رسد كه واكسن مورد اسـتفاده در ايـن مطالعـه     مي

 هــاي در خوكچــه IL-12 موجـب القــاي بيــان ژن 
 سـايتوكيني  هاي ژن بيان بررسي شده باشد.هندي 

 ابـزار  يـك  عنـوان  بـه  توانـد  مي آينده مطالعات در
 جديـد  هـاي  واكسن اثرات ارزيابي براي ارزشمند

 و بـدن  ايمنـي  سيستم بر DNAي ها واكسن مانند
 .باشد ،ها آن  زايي ايمني بررسي

 

 گيري   نتيجه
هـاي ايمنـي سـلولي     به منظور شناسايي پاسـخ 

بررسـي اثـرات   س تـب برفكـي و نيـز    ويرو عليه
 سـاير  بيـان  ها، نيازمنـد بررسـي   متقابل سايتوكاين

-Real .باشـيم  در مطالعات آينده مـي  ها سايتوكاين

time PCR  مطالعـه بـراي   مناسـب و  يقدقروشي 
تواند به  هاي سايتوكايني بوده كه مي ژن ميزان بيان

هــاي  بــراي بررســي برنامــهعنــوان ابــزاري دقيــق 
هـاي جديـد اسـتفاده شـود. بـه       واكسني يزا ايمني
ها شاخصـي از   كه افزايش بيان سايتوكاين اين دليل

باشـد، در مطالعـات آينـده     پاسخ سيستم ايمني مي
هايي جهت  ها به عنوان شاخص توان از اين ژن مي

هـاي جديـد و تحقيـق در     بررسي اثـرات واكسـن  
هـا   ها توسط ايـن گونـه واكسـن    رابطه با القاي آن

همچنين با ارتباط دادن سطوح بيـان   نمود.استفاده 
 يـان بتـوان اثـر    ها به آزمايشات باليني، مـي  اين ژن

 ها بر ايجاد مصونيت در ميزبان را بررسي نمود. آن
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Evaluation of IL-2 and IL-12 mRNA expression in vaccinated guinea pigs with 
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Abstract 
Foot-and-mouth disease (FMD) is a severely contagious viral disease that mainly affects 

cloven-hoofed livestock and wildlife. Foot-and-mouth disease is an endemic disease in Iran 
that sometimes caused considerable losses of livestock, especially in young animals. In this 
study mRNA expression of interleukin-2 (IL-2) and interleukin-12 (IL-12) cytokines was 
evaluated in vaccinated guinea pigs with inactivated type O FMD vaccine (without adjuvant). 
Blood samples were collected from saphenous vein of eight male guinea pigs (at control and 
vaccinated groups) at 7 and 28 days after the first vaccination. Total mRNAs were extracted 
using the column RNA isolation kit and subsequently reverse-transcribed into cDNA. Then 
relative real-time PCR assay was used to analyze of quantification of IL-2 and IL-12 
expression. The expression of IL-2 gene had not significant difference in vaccinated animals 
compared to the control group in the first and second blood samples but IL-12 gene 
expression significantly increased (P<0.05). Evaluation of cytokines genes expression can be 
as a valuable adjunct for assessment of effects of new vaccines on immune system in future 
studies. 
Keywords: Foot-and-mouth disease (FMD), Guinea pig, IL-2, IL-12, Real-time PCR. 
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