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  در ايران جداشدهگاو  روزه سهايمن عليه ويروس تب تهيه آزمايشگاهي سرم هايپر
  *مهران بخشش و شكوفه الماسي

- بخش تحقيق و تشخيص بيماري سازي رازي،موسسه تحقيقات واكسن و سرم، كرجآموزش و ترويج كشاورزي  سازمان تحقيقات، ،كرجايران، 

  هاي ويروسي دام

  23/2/97 :اريخ پذيرشت   13/10/96 :تاريخ دريافت

 چكيده

ي سرم هايپرايمن عليه هاي تهيههاي تحقيقاتي و باليني، ابداع روشكلونال در زمينهبادي پليباتوجه به كاربردهاي متعدد آنتي
، گاو ي روزه سهبادي عليه ويروس تب سعي بر توليد آنتي شده انجامدر تحقيق . زا از اهميت بسيار برخوردار استعوامل بيماري

در سه دوز و با در نظر گرفتن  50TCID 106,7بدين منظور ويروس كامل با عيار . روشي براي توليد سرم هايپرايمن ابداع گرديد
يابي به دست. به خرگوش تزريق شد (Adjuvant)فواصل زماني صفر، يك و چهار هفته، به روش وريدي و بدون استفاده از ياور

 1625عليه ويروس كنندهخنثي هاي بادي يآنتوريكه ميانگين طب، ي مطلوب اين تحقيق استنتيجهبا عيار بالا سرم هايپرايمن 
سرم  .دهدبادي عليه عامل ويروسي نشان مي، كارايي بالاي خود را در توليد آنتيگذشتهت مطالعادر مقايسه با كه  .برآورد گرديد

مفيد و  ،در صورت لزوم تجاري و هاي تحقيقاتيدر زمينه بيولوژيك هماد بعنوان يكقطعاً ايمن بدست آمده از اين مطالعه هايپر
 موردتوجهتواند هاي ديگر ميعليه ويروس هايپرايمنهاي ه عنوان يك روش در توليد سرمهمچنين ب. راهبردي خواهد بود

 .قرار گيرد نظران صاحبمحققين و 

  كلونال، خرگوش، رابدوويروسبادي پليآنتي: كليدي هايواژه

  m.bakhshesh@rvsri.ac.ir :پست الكترونيكي، 02634570038 :نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه

بادي در آزمايشگاههاي هاي اخير توليد آنتيدر سال
هاي و كاربردهاي مختلفي در زمينه يافته گسترشتحقيقاتي 
توان به درمان و وان نمونه ميعنب .است يداكردهپپژوهشي 

سازي و الايزا، هاي تشخيصي نظير خنثيانجام آزمايش
هاي ايمنوهيستوشيميايي، بلات، روش وسترن

ميكروسكوپ ايمنوفلورسانس، ايمنوالكترون و كنترل كيفي 
بادي با منظور توليد آنتيمحققان ب). 10(اشاره نمود واكسن 
نتخاب بهترين و هاي متعددي روبرو هستند كه اروش

). 5(ترين روش از اهميت بالايي برخوردار است كاربردي
ي سيستم ايمني در پاسخ اختصاصي به بواسطه ها بادي يآنت

شوند هايي ترشح ميو از پلاسماسل يدشدهتوليك ايمنوژن 
- كه در پي انگيزش مناسب با ايمنوژن خارجي، از لنفوسيت

ي پس از عرضه صورت كهبدين. اند يزيافتهتما Bهاي 

اين پاسخ . گيردژن بيگانه پاسخ اوليه شكل ميي آنتياوليه
بادي هاي خارج فوليكولي بوده و آنتيبه دنبال واكنش

- اما در ادامه با واكنش. است IgMاز كلاس  غالباً يدشدهتول

گيرد، دو رخداد عمده هايي كه در مراكز زايا صورت مي
به  IgMبادي از لاس آنتياول، تغيير ك: پيونددبه وقوع مي

IgG  ياIgAهاي افينيتي در لنفوسيت) افزايش( ، و دوم بلوغ
B ي اين تغييرات توليد نتيجه. شانژن اختصاصيبراي آنتي

ژن بادي با ظرفيت بالاتر براي اتصال به آنتيبيشتر آنتي
هاي صورت گرفته در مراكز زايا شمار طي واكنش. است

. شوندي اختصاصي ساخته ميهاپلاسماسلبسياري از 
هفته پس  6تا  4ژن طي در مقابل آنتي يدشدهتول IgGمقدار 
). 14(رسد سازي اوليه به بيشترين مقدار خود مياز ايمن

- هاي پليباديتوليد آنتي صورت بهتواند پاسخ هومورال مي
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 Bهاي مختلف لنفوسيت كه توسط كلون كلونال باشد
كلونال نسبت به بادي پليآنتي توليد). 10(شوند ساخته مي

، هزينه و زحمت كمتري صرف بادي منوكلونال زمانآنتي
تر است آن نيز در دسترس يازموردنو مواد و وسايل  كندمي

 ازجملههاي تحقيقاتي بادي در زمينهاين نوع آنتي). 3(
هاي ژني، كنترل مثبت در تستي شباهت آنتيمقايسه
تعيين هويت (ي و سرولوژي سازي، مطالعات بالينخنثي
 جمله ازي كيت تشخيصي و تهيه جدا شده هايويروس
در . كاربردهاي فراوان دارد... ، پيشگيري از بيماري و)الايزا
كه در  يازسرمتشخيصي و تحقيقاتي استفاده  هاي يشآزما

 شده يهتهتكاملي بيشتر از ميزبان اصلي  ي بافاصلهحيواني 
هاي مشابه و روتئينباشد، واكنش ناخواسته با پ

 ). 3(دهد غيراختصاصي را كاهش مي

كلونال عليه ويروس پليبادي توليد آنتي باهدفاين مطالعه 
انجام  (Bovine ephemeral fever)گاو  ي روزه  سهتب 
از  شونده منتقلبيماريهاي  ازجمله روزه  سهبيماري تب . شد

ري نوعي بيما گاوميشطريق بندپايان است كه در گاو و 
دنبال آن كاهش ميزان شود و بكننده را منجر ميناتوان

كاهش ، ناباروري موقت و ينجن سقطگاوها، شيردهي در 
خسارات  يجهدرنت .شودميكيفيت محصول گوشت ديده 

با ايجاد كه  شده وارداقتصادي فراوان به صنعت گاوداري 
. همراه استهاي آن محدوديت صادرات دام و فراورده

و  Ephemerovirusي اين بيماري در جنس عامل ويروس
گليكوپروتئين . قرارگرفته است Rhabdoviridaeي خانواده

G اين ويروس كه تنها پروتئين سطحي آن است، عمده-

هاي مختلف زاي آن بوده و عليه اپيتوپترين پروتئين ايمني
اين ويروس طي . شودكننده توليد ميبادي خنثيآن آنتي

-و مطالعات ويروس) 2( جداشدهايران هاي اخير در سال

. شناسي، اپيدميولوژي و ساخت واكسن آن در جريان است
-بادي پلياين تحقيق برحسب نياز به آنتي در همين راستا

انجام مطالعات روي اين ويروس طراحي  منظور بهكلونال 
 . گرديد

  روشهامواد و 
 درتكثير ويروس  :ويروس جهت تزريق يساز آماده - 1

 و محيط كشت Veroلول س كشت

 DMEM= Dulbecco's Modified Eagle Medium  )Gibco, 

Invitrogen, Carlsbad, California, USA ( 2حاوي٪ 
FBS )سرم جنين گوساله /Gibco, Invitrogen (محلول  و
 μg50و  Gسيلين پني U100شامل (بيوتيك ي آنتيذخيره

نجام ا )ط كشتليتر از محياسترپتومايسين به ازاي هر ميلي
  50، عيار آن با روش شد و پس از شش پاساژ متوالي

TCID= Tissue culture infectious dose 50% گيري اندازه
از  10- 8تا  10- 1كه رقتهاي  ترتيب  ينا  به. گرديد

خانه و در  96سوسپانسيون ويروس در ميكروپليت 
مواجه ) Veroسلول (تايي با بستر سلولي تكرارهاي هشت

 2CO 5٪و  C °37مدت چهار روز در دماي سپس ب ،هشد
هاي حاوي اثرات با خوانش تعداد چاهك. نگهداري شد

ه و منفي در هر رقت، تيتر ويروس بسايتوپاتيك مثبت 
براي انجام اين كار . محاسبه گرديد) 12(ريد و مانچ روش 

ابتدا با ثبت موارد مثبت و منفي، فراواني تجمعي و سپس 
  .ثبت بدست آمددرصد موارد م

)تيتر نهايي ويروس(  End point = 10-X 

 
 )50TCID 6,7 10 ( كه ويروس به عيار مناسبپس از اين

ها و محيط كشت حاوي ويروس رسانده شد، سلول
 International( سپس با انجام سانتريفيوژ. برداشت گرديد

Equipment, Co-Needham HTC Massachusetts  ( در
RPM3000  و دمايC°4  دقيقه، اجزاء  10- 15به مدت

سلولي رسوب داده شده و مايع رويي براي تزريق برداشت 
  .گرديد

بدين  :ي سرم هايپرايمنتزريق به خرگوش و تهيه - 2
براي تزريق  Ducthمنظور پنج خرگوش سفيد ماده از نژاد 
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عنوان شاهد در و چهار خرگوش ديگر ب شده انتخابنمونه 
هاي د از خرگوشبادي بايتوليد آنتيبراي . نظر گرفته شدند

استفاده ) كيلوگرم 2,5تا  2، به وزن هفته 10- 16(جوان 
بادي مادري تقريباً از بين رفته و دراين سن سطح آنتي. كرد

 است يدهرسسيستم ايمني خود خرگوش به حد بزرگسال 
هاي سفيد يا قرمز نيوزيلندي بهترين منبع خرگوش). 11(

اند، زيرا هر بار سرم اختصاصيتيبراي بدست آوردن آن
  ).3(ها خون گرفت سي از آنسي 50تا  30توانمي

هاي مورد آزمايش قبل از آغاز تزريق ابتدا از خرگوش
هاي بادي عليه ويروسخونگيري شد تا از عدم وجود آنتي

نوبت ). يمنا يشپسرم (اطمينان حاصل شود  شده يقتزر
وي ويروس با عيار سي از مايع حاسي 2اول با تزريق 

50TCID 6,7 10  بدون استفاده از ياور، به داخل وريد
. صورت پذيرفت) Marginal ear vein(اي گوش حاشيه

سي مايع رويي كشت سلول به سه خرگوش شاهد، دو سي
، بدون ويروس (Supernatant)پس از سانتريفيوژ 

. د ديگر بدون تزريق باقي ماندو خرگوش شاه شده يقتزر
بادي، تزريقات بعدي ر يادآوري و افزايش عيار آنتيمنظوب

  :به همان مقدار و با برنامه زير تكرار شد

  ژني آنتياولين تزريق و عرضه:  0روز 

  تزريق اولين يادآور:  7روز 

  تزريق دومين يادآور:  28روز 

  زير به شرحي سرم تهيه خونگيري و:  42روز 

ي خون در لوله هايپس از نيم ساعت انكوباسيون نمونه
 10، به مدت C °37لخته در دماي فعال كننده  هحاوي ماد
هاي بدست سرم. سانتريفيوژ شدند RPM3000دقيقه در

گرفت تا  قرار C °56دقيقه در بن ماري  30آمده به مدت 
  .اجزاي كمپلمان غيرفعال شوند

بادي گيري ميزان آنتياندازه: باديگيري تيتر آنتياندازه - 3
سازي عليه ويروس، با آزمايش خنثي يدشدهتولونال كلپلي

اين كار . انجام شد (Virus Neutralization Test)ويروس 

خانه صورت گرفت و براي هر رقت  96در ميكروپليت 
در هر . يافت چهار چاهك در يك رديف اختصاصسرمي 

 50TCID100ميكروليتر سوسپانسيون حاوي  50چاهك 
 هايميكروليتر از رقت 50(ويروس با حجم مساوي سرم 

هاي در كنار چاهك. مواجه شد) 8192/1تا  2/1 سريالي
نمونه، كنترل سلول، كنترل ويروس و كنترل مثبت و منفي 

دقيقه در دماي اتاق  30سرم قرارداده شده و به مدت 
با تراكم  Veroسپس سوسپانسيون سلولي . انكوبه شدند

cell/ml 106 يخانهر گرمو د شده اضافهها به چاهك  
C°37  2حاويCO 5 %خوانش ميكروپليت پس . قرارگرفت

اثرات سايتوپاتيك  يمشاهده روز براساس 5تا  4از 
(cytopathic effect) تكثير ويروس انجام پذيرفت و  بدنبال

) 12( ريد و مانچ بادي بدست آمده به روشمقدار عيار آنتي
    .محاسبه شد

  نتايج
بادي با يج بدست آمده، عيار آنتيبه منظور اطمينان از نتا

و براي هر سرم سه بار تكرار  شده انجام VNTروش 
و انحراف عيار آنتي بادي سپس ميانگين هندسي . گرديد
 تاًينهاها و از خرگوش هركدامبراي  عيار آنتي باديمعيار 

  ).1جدول (بين هر پنج خرگوش تعيين شد 

  )ميانگين هندسي(

 
 شده گفتهها در فواصل زماني گوشسازي خربه دنبال ايمن

با دوز بالاي ويروس، سيستم ايمني هومورال هريك از 
ي ا ملاحظه قابلميزان  جهيدرنتبرانگيخته شد و ها خرگوش
 روزه سهكننده عليه ويروس تب هاي خنثيبادياز آنتي

 812بين  ها خرگوشبادي در ميانگين عيار آنتي. بدست آمد
در كنار انحراف معيار  1625گين ميان طور بهو  4096تا 

بادي هاي شاهد فاقد عيار آنتيتمام خرگوش. برآورد گرديد
  .عليه اين ويروس بودند
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  يدشده در هر يك از تكرارهاتولبادي  يآنتها و ميزان در هريك از خرگوش روزه سهيدشده عليه ويروس تب تولكلونال بادي پليعيار آنتي -  1 جدول
 انحراف معيار ميانگين هندسيتكرار سومر دومتكراتكرار اول 

1خرگوش   10241024512812 244 
2خرگوش   1024204820481625 239 
3خرگوش   4096409640964096 0 
4خرگوش   1024102410241024 0 
5خرگوش   2048204820482048 0 
6/96 1552178215521625 ميانگين  

هاي شاهدخرگوش  0/00/00/00/0  0/0  

  

  بحث
يابي به سرم هايپرايمن با عيار بالا عليه در راستاي دست

 گرفته استصورت مطالعات متنوعي هاي مختلف ويروس
ها، فواصل زماني و ياورهاي مختلف ها از روشكه در آن

) ياور كامل فروند و هيدروكسيد آلومينيوم ازجمله(
باتوجه به هدف  در هركدام از مطالعات. شده است استفاده

توليد  حال ينباا. آمده استتوليد سرم، عيار متفاوتي بدست 
است و هميشه امكان كسب بادي فرايندي پيچيده آنتي

يابي به گاهي براي دست). 13(ندارد  نتايج مشابه وجود
ست، اما اصولاً تيتر تزريق يك دوز كافي خاصاهدافي 

- يادآور بدست مي صورت بهبادي با چند تزريق بالاتر آنتي

ي حاضر باتوجه به نياز به سرم هايپرايمن در مطالعه. آيد
در كشور روشي بر مبناي تزريق  روزه سه عليه ويروس تب

دوزهاي يادآور با عيار بالاي ويروس ابداع گرديد و به 
از . بادي نشان دادكارايي خود را در توليد آنتي مؤثرشكلي 
بادي در خرگوش اين توليد آنتيو  هاي اين روشمزيت

هاي گاوي به است كه احتمال واكنش ناخواسته با پروتئين
  . رسدحداقل مي

ي سرم هايپرايمن با استفاده از روش تزريق وريدي تهيه
 Websterاي در مطالعه. شده است تجربهنيز  قبلاً ويروس

ها طي يك بادي در خرگوشبر مبناي پاسخ آنتي) 15(
نشان داد كه تزريق مقادير يكسان  ههما سه حدوداًي دوره

ويروس آنفلوانزا به روش درون وريدي نسبت به روش 
درون  روش در. درون صفاقي يا زيرجلدي ارجحيت دارد

به عنوان بافت لنفاوي (ژن ابتدا وارد طحال وريدي، آنتي
هاي لنفاوي شده و تمام اجزاي سيستم و سپس گره) اوليه

نبايد از ياور  گاه يچهر اين روش، د. نمايدايمني را فعال مي
البته بايد توجه شود كه در اين روش، خطر . استفاده كرد

آمبولي ريوي يا شوك آنافيلاكتيك كشنده در حيوان 
همچنين از عدم آلودگي . حساس به ميزان پايين وجود دارد

آلودگي بسيار ناچيز با . ژن بايد اطمينان حاصل شودآنتي
ژن بيشتري نسبت به آنتي واند ايمنيتساير اجرام گاهي مي

  ). 11(ايجاد كند  موردنظر

ي سرم هايپرايمن عليه منظور تهيهدر غالب مطالعاتي كه ب
به ورت پذيرفته است، تزريق ويروس ها صساير ويروس

علاوه اينكه در ، بشده انجاميا عضلاني  جلدي و زير شكل
شده  ستفادهاژن ي آنتيبيشتر موارد از ياور هم براي عرضه

ها با روش اين يريكارگ بهحاصل  ).13و 8، 7، 1( است
، بدست )7(افزايش دفعات تزريق يادآور حتي تا شش بار 

  . بوده است 1024/1بادي تا عيار آمدن مقدار آنتي

 روزه سهدر مطالعاتي كه روي ويروس تب  طور ينهم
، ذكرشدههاي با استفاده از روش) 9و 6، 4( شده انجام
بوده كننده بادي خنثيل كار مقادير متفاوتي از آنتيحاص
در راستاي تحقيق خود روي ) 9(و همكاران  كاتو. است

توسط بنياد  شده يفتعراز روش  يريگ بهرهاين ويروس، با 
روزه ، عليه تب سه2007ملي سلامت حيوانات در سال 

و وريدي  صورت بهاين روش . سرم هايپرايمن تهيه كردند
ي سه هفته و فاصله، در دو دوز تزريق به بدون ياور
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-ي آن دستو نتيجه شده يطراحخونگيري پس از ده روز، 

  . بود 1400/1يابي به عيار تقريبي 

اطلاعات بدست آمده از تحقيقات گذشته بسته به نوع 
ويروس، نوع حيوان مورد آزمايش، دوز تزريق، استفاده از 

داشته دنبال يج متفاوتي بنتا... واصل تزريق وها، فانواع ياور
هايي كه با امكانات موجود گذاري روشاما بنيان. است

بهترين نتيجه را بدست دهد نياز به علم، تجربه و بررسي 
-دست باهدفكه  يزن روي پيش در مطالعه. دارد جانبه همه

ي مطالعات تحقيقاتي يابي به سرم هايپرايمن جهت ادامه
شد، با در نظر گرفتن انجام  روزه سهروي ويروس تب 

روش  ي جوانب و در مقايسه با ساير تحقيقات،همه
 با عيار) سرم هايپرايمن(توليد محصول منجر به  شده ابداع

 موردنظرحقيقاتي تواند نيازهاي تو كارايي بالا گرديد كه مي
بادي در تحقيقات گشاي توليد آنتيو راه را برآورده كند

  .شناسي باشدويروس

 ازجملهبراي اهداف مختلف تحقيقاتي  شده يهتهسرم 
، )16( مي شوداستفاده  ژنيكهاي آنتيي اپيتوپمطالعه

همچنين بعلت احتمال پائين ايجاد واكنشهاي متقاطع با 
زاي گاوي براي آزمايشاتي نظير و اجرام بيماري ها ينپروتئ

هاي مختلف، جداسازي كنندگي جدايهميزان خنثي
كاربرد ...اپيدميولوژي والعات سروهاي جديد يا مطويروس

 تر ممكن است بتوان با بهينهعلاوه در مقياس وسيعب. دارد
ايجاد ايمني  باهدف هايپرايمن سرم ازنمودن روش كار 

  .فعال براي مقابله با اين بيماري استفاده كردغير
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Abstract 

Considering the numerous applications of polyclonal antibodies in research and clinical 
fields, the development of methods for preparation of hyperimmune serum against 
pathogens is very important. In this research, a method for producing hyperimmune 
serum against bovine ephemeral fever virus was introduced. The hyperimmune serum 
was raised in rabbit using at least 106.7 TCID50 of the whole viral particle which was 
administered intravenously without adjuvant. Antigen presentation was carried out at 0, 
1 and 4 weeks intervals. In comparison to the previous studies, this schedule resulted in 
a high titer of hyperimmune serum against the virus as the mean of neutralizing 
antibodies was determined at 1625. The hyperimmune serum as a biological product of 
this research will definitely be exploited in the experiments required for research as well 
as possible commercial applications in the future. This method is also introduced for 
producing hyperimmune serum against other viruses, especially rhabdoviruses. 

Key words: Polyclonal antibody, rabbit, Rhabdovirus 


