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بارگذاری شده در ذرات کیتوزان و در ماتریس  IPN ژن ویروس عامل بیماریتأثیر آنتی

های سفید خون در ماهی و ترکیب گلبول IL-12 ،IL-17های آلژینات بر بیان ژن

 (Oncorhynchus mykiss) کمانآلای رنگینقزل
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ویژه در پرورش ماهی بهپروری، های اصلی صنعت آبزییکی از چالش )necrosis pancreatic Infectious (بیماری نکروز عفونی پانکراس

شده در نانوذرات کیتوزان و ماتریس بارگذاری IPN ژن ویروسآلا است. این مطالعه باهدف بررسی تأثیر واکسن غیرفعال خوراکی حاوی آنتیقزل

انجام شد. تعداد  )sOncorhynchus mykis (کمانآلای رنگینهای سفید در ماهی قزلو ترکیب گلبولIL ، 17-IL-12های آلژینات بر بیان ژن

کننده ژن( و چهار گروه دریافتگرم به شش گروه شامل کنترل، کنترل مثبت )نانوذرات بدون آنتی 3 ±5/0قطعه ماهی با میانگین وزن  540

سیون خوراکی ( تقسیم شدند. واکسیناسیسی 12/0یا  06/0ژن )ازای هر ماهی( و نانوذرات حاوی آنتیسی بهسی 12/0یا  06/0ژن آزاد )آنتی

ویژه در دوز بالاتر و همراه با نانوذرات، ژن، بهصورت گرفت. نتایج نشان داد که دریافت آنتی 30برداری در روز انجام و نمونه 15در روزهای صفر و 

ژن، کننده آنتیهای دریافتدر گروه IL-12 بیان ژن .(P>05/0ها شد )دار درصد نوتروفیلها و کاهش معنیدار درصد لنفوسیتباعث افزایش معنی

IL- که بیاندرحالی ؛(P>05/0داری یافت )سی، افزایش معنیسی 12/0ژن با دوز سی و گروه نانوذرات حاوی آنتیسی 12/0خصوص در دوز به

عنوان یک سامانه رهش ینات بهآلژ -در نانوذرات کیتوزان  IPNV ژنشود که بارگذاری آنتیگیری میداری نشان نداد. نتیجهتغییر معنی 17

های سفید را به سمت ایمنی تقویت کرده و ترکیب گلبول IL-12 را از طریق افزایش 1Th های ایمنی تطبیقی از نوعتواند پاسخشده، میکنترل

 .گیری قطعی ضروری استبادی و آزمون چالش برای نتیجهحال، سنجش تیتر آنتیتر سوق دهد. باایناختصاصی

 IPNکمان،آلای رنگین، قزلIL-12 ،IL-17ویروس نکروز عفونی پانکراس، نانوذرات کیتوزان، آلژینات،  :های کلیدیواژه

 

 مقدمه

 Infectiousویروس نکروز عفونی پانکراس )

pancreatic necrosis virus (IPNV) ) با نام علمی

، یکی از  Aquabirnavirus salmonidaeجدید 

آلای ویژه قزلآلا، بهها در ماهی قزلترین ویروسشایع

این ویروس به دلیل توانایی بالای خود در  .کمان استرنگین

های مهمی را برای های آبی، چالشماندن در محیطزنده

زا، (. عامل بیماری17کند )ترل ایجاد میپیشگیری و کن

 چكیده

 .84-71(: 2)19؛ 1404نشریه علوم درمانگاهی دامپزشکی ایران؛ 
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 کماننیرنگ یآلادر قزل IPNV یبه نانوواکسن خوراک یمنیپاسخ ا

است و  Aquabirnavirus ، متعلق به جنسIPN ویروس

شود های شایع در آبزیان شناخته میعنوان یکی از پاتوژنبه

 IPNV گذارد.های آبزی تأثیر میکه عمدتاً بر روی اکثر گونه

های زنده شود و ماهیصورت افقی و عمودی منتقل میبه

توانند خطراتی برای ناقلین بدون علامت هستند که میمعمولاً 

 IPNV (.57های مستعد ایجاد کنند )فرزندان و سایر ماهی

 60وجهی به قطر یک ویروس بدون پوشش با کپسیدی شش

است. ژنوم آن  (dsRNA) ایدو رشته RNA نانومتر و ژنوم

و  3100است که به ترتیب تقریباً  B و A شامل دو بخش

دارای دو قاب  A شود. بخشباز را شامل می جفت 2784

 است که (Open reading frame (ORF)خوانش باز )

ORF کند و به پروتئین تر پلی پروتئینی را کد میبزرگ

و  (3VP(، یک پروتئین کپسید داخلی )2VPکپسید اصلی )

 B شود. بخشتقسیم می (5VPیک پروتئین غیرساختاری )

 پلیمراز وابسته به RNA است که ORF نیز حاوی یک

RNA (1VP )صورت کند و این پروتئین هم بهرا کد می

عنوان یک پروتئین مرتبط با ژنوم پپتیدی آزاد و هم بهپلی

از نظر شدت و شیوع بالا بوده و  IPNV(. 53وجود دارد )

 (.33تاکنون درمان مؤثری برای آن ارائه نشده است )

های بیماری واکسیناسیون بهترین روش پیشگیری از

شامل انواع  IPN هایویروسی شناخته شده است. واکسن

DNA( زیرواحد ،Subunit)( ضعیف شده ،Attenuated )

( هستند. Inactivated Vaccinesهای غیرفعال )و واکسن

اصلی  واکسن غیرفعال به دلیل هزینه کم و کارایی بالا، انتخاب

حال، این نوع بااین(. 13های تجاری است )جهت تولید واکسن

توان تر دارند که میها معایبی مانند پاسخ ایمنی ضعیفواکسن

 Nano particles) ها یا نانوذراتبا افزودن ادجوانت

(NPs)) استفاده از(. 63، 34) آن را بهبود بخشید NPs ی برا

ها در ماهی مورد بررسی قرار گرفته تحویل خوراکی واکسن

تواند پاسخ ایمنی ژن میای آنتی(. جذب روده4،22،61است )

عنوان یک راهبُرد مناسبی ایجاد کند. کپسوله کردن واکسن به

کند و مناسب برای القای ایمنی در سطح مخاطی عمل می

 (. 2های ایمنی مختلفی را فعال کند )تواند پاسخمی

زدایی کیتوزان، یک بیوپلیمر طبیعی است که از استیل

آید. این پوستان به دست میکیتین موجود در پوسته سخت

زایی کم و کاهش ماده به دلیل سازگاری زیستی عالی، ایمنی

سازی ای را برای نانوکپسولهملاحظهسمیت سلولی، توجه قابل

ای عنوان گزینهذرات جلب کرده است. کیتوزان به

میدوارکننده برای دارورسانی هدفمند، تحویل پروتئین و ا

شود. خواص کاتیونی و چسبندگی انتقال ژن شناخته می

فرد کیتوزان امکان پیوند پایدار با مواد مخاطی منحصربه

کند و آن را در تحقیقات دارویی ارزشمند درمانی را فراهم می

اده از ای بر استفطور فزایندهسازد. مطالعات اخیر بهمی

اند که عنوان حامل واکسن در ماهی تمرکز کردهکیتوزان به

ها برای تحویل ژناثربخشی آن را در نانوکپسوله کردن آنتی

های ایمنی قوی علیه آمیز مخاطی و ایجاد پاسخموفقیت

ای آلژینات، عصاره (.60 ،45 ،31 ،30دهد )ها نشان میپاتوژن

ر طبیعی در دسترس بوده طوای است که بههای قهوهاز جلبک

شود. ها یافت میساکارید در برخی باکتریعنوان یک پلیو به

آنیونی بدون ساکاریدهای پلیآلژینات از واحدهای مکرر پلی

-دی-ولورونیک اسید و بتاگ -ل ا -شاخه مانند آلفا 

( تشکیل شده β-D-mannuronic acid) اسیدمانورونیک

سازگار، پذیر، زیستبتخری(. این ماده زیست28است )

ی غیرسمی، مقاوم در برابر اسید و چسبنده مخاطی است و برا

(. آلژینات در 52،62تحویل واکسن خوراکی مناسب است )

صورت فرمولاسیون ریزذرات تحویل واکسن ماهی بیشتر به

ژینات استفاده شده و اخیراً گزارشی وجود دارد که نانوذرات آل

 Ichthyophthirius هرا برای واکسن خوراکی علی
multifiliis (.24آلا ارزیابی کرده است )در قزل 

یک سیتوکین کلیدی در ( -12IL) 12اینترلوکین  

های دندریتیک، سیستم ایمنی است که توسط سلول

شود. این سیتوکین تولید می B هایماکروفاژها و لنفوسیت

نقش مهمی در پاسخ ایمنی ذاتی و تطبیقی ایفا کرده و به 

و تولید اینترفرون ( Th1کننده )کمک T هایتحریک سلول

سازی همچنین در فعال -12ILکند. کمک می (IFN-γگاما )

( و Natural killer cellsهای کشنده طبیعی )سلول
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(. 58تقویت پاسخ ایمنی ضد تومور و ضد میکروب مؤثر است )

های نقش مهمی در پاسخ به عفونت -12ILآلا، در ماهی قزل

سازی ماکروفاژها و تولید کتریایی و ویروسی دارد و به فعالبا

(. پس از واکسیناسیون، بیان 10کند )اینترفرون کمک می

12IL- سازی یابد، زیرا این سیتوکین در فعالافزایش می

و تقویت پاسخ ایمنی نقش دارد. این افزایش  T هایسلول

 (. 65های حاوی ادجوانت مشهود است )ویژه در واکسنبه

یک  ، IL-17A ویژهبه( IL-17) 17 اینترلوکین

 تولید 17Thهای سیتوکین التهابی است که توسط سلول

های قارچی و شود. این سیتوکین در پاسخ به عفونتمی

های خودایمنی باکتریایی نقش دارد و همچنین در بیماری

 IL-17مانند پسوریازیس و آرتریت روماتوئید دخیل است. 

 IL-6های التهابی دیگر مانند باعث تحریک تولید سیتوکین

زایی و التهاب بافتی نقش دارد شود و در رگمی TNF- α و

عنوان یک نشانگر زیستی برای تواند به(. این سیتوکین می3)

 ارزیابی سلامت سیستم ایمنی ماهی مورداستفاده قرار گیرد

سیون ینانیز ممکن است پس از واکس IL-17(. بیان 51)

 17Thیمنی اهایی که پاسخ ویژه در واکسنافزایش یابد، به

تواند در ایجاد حافظه کنند. این افزایش میرا تحریک می

های مخاطی مفید باشد ایمنی و محافظت در برابر عفونت

های خونی ماهیان به دنبال تجویز واکسن ترکیب سلول (.40)

ی کارایی واکسن و منظور بررسشود که بهدچار تغییراتی می

اثرات احتمالی بررسی تغییرات تابلوی خونی حائز اهمیت 

ین مطالعه باهدف ا IPN به اهمیت بیماری(. باتوجه55است )

بارگذاری  IPN یماریژن ویروس عامل ببررسی تأثیر آنتی

های ر ماتریس آلژینات بر بیان ژنشده در ذرات کیتوزان و د

IL-12 ،IL-17- های سفید خون در ماهی و تابلوی گلبول

 کمان انجام گرفت. آلای رنگینقزل

 

 مواد و روش کار

کمان سالم با میانگین آلای رنگینقطعه ماهی قزل 540

گرم از یک مرکز تکثیر و نگهداری ماهی در  3 ±5/0وزن 

ها وبختیاری )شهرکرد( تهیه شد. این ماهیاستان چهارمحال

در آزمایشگاه شیلات دانشکده منابع طبیعی دانشگاه شهرکرد 

درجه  15لیتری( در دمای  200های ونیرو )در تانک

درصد  30گراد نگهداری شدند. تعویض آب به میزان سانتی

طور روزانه با خوراک ها بهمیان انجام شد. ماهی یک روز در

درصد وزن بدن  2شرکت فرادانه به میزان   3STFاکسترود 

صورت تصادفی به ها بهوعده تغذیه شدند. سپس ماهی 3در 

ماهی( تقسیم شدند.  30تکرار )هر گروه شامل  3گروه با  6

ه هفته در آزمایشگا 2ها به مدت قبل از واکسیناسیون، ماهی

های مربوط به مراقبت و سازگار شدند و تمامی دستورالعمل

 استفاده از حیوانات رعایت گردید.

حدت دار )شماره دسترسی  IPNV یک جدایه رایج از

برای  CHSE-214های ( در سلولKX665156بانک ژن 

ژن، سنجش ایمنی و چالش ماهی تکثیر شد. انتقال آنتی

 10( حاوی %MEM)ها در محیط حداقل ضروری سلول

FBS ،glutamine-L  ،100 سیلینپنی واحد G  100و 

لیتر استرپتومایسین کشت داده شدند. گرم بر میلیمیلی

ویروس در محیط کشت تکثیر گردید و پس از چند روز، مایع 

ها و آوری و سانتریفیوژ شد تا سلولرویی حاوی ویروس جمع

وس ، تغلیظ ویربقایای سلولی جدا شوند. پس از عبور از فیلتر

یروس بر با استفاده از اولتراسانتریفیوژ انجام شد. تیتراسیون و

(. ویروس با 50های معمول صورت گرفت )اساس روش

50 TCID  ژن غیرفعال استفاده برای تهیه آنتی 610برابر با

گراد( درجه سانتی 60شده در دمای بالا )شد. ویروس تغلیظ

دقیقه حرارت داده شد تا غیرفعال گردد. برای  60به مدت 

تازه با مقادیر  CHSE هایسازی، سلولآزمایش غیرفعال

بیش از حد مایع رویی ویروس غیرفعال شده انکوبه شدند و 

 .(15) روز مشاهده نشد 7میت سلولی پس از یا س  CPEهیچ 

کیتوزان و آلژینات از شرکت مرک )آلمان( خریداری شد. 

برای نانوذرات کیتوزان از روش دپروتونه کردن محلول 

کیتوزان استفاده گردید. در این روش، پودر کیتوزان به همراه 

( در اسید استیک کمتر از 610برابر با  TCID 50ژن )آنتی
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کردن قلیا ذرات موردنظر ل شده و سپس با اضافهدرصد ح 1

ازای هر ژن به کیتوزان بهتشکیل گردید. میزان افزودن آنتی

شده سیسی محاسبه شد. ذرات تشکیل 06/0قطعه ماهی 

سپس در محلول آلژینات قرار داده شده و با روش تبخیر حلال 

ی ها. تحلیل(23) و تشکیل فیلم در بستر آلژینات قرار گرفتند

ژن، ژن، مقاومت نانوذره، توزیع آنتیمربوط به رهایش آنتی

اندازه و بار الکتریکی و اندازه نانوذرات انجام شد و پس از تأیید 

های کمی و کیفی نانو واکسن خوراکی ساخته شده، ویژگی

کارآزمایی بالینی انجام گرفت. برای این منظور فیلم نهایی 

ه از آسیاب به ذرات ریز تبدیل ها با استفادبرای تجویز به ماهی

و مورداستفاده قرارگرفت. برای تهیه واکسن خوراکی، نانوذرات 

ژن ابتدا در روغن مخلوط شده و آسیاب شده حاوی آنتی

بندی و ها اضافه شد. گروهسپس به جیره غذایی ماهی

 تیمارهای موردمطالعه به شرح زیر بود:

 ذیه شدند.کنترل: صرفاً با خوراک تجاری تغ * گروه

اک * گروه کنترل مثبت: نانوذرات کیتوزان و آلژینات به خور

 های کارآزمایی(.اضافه شد )به میزان مشابه گروه

ژن غیرفعال : در این گروه آنتی1* گروه کارآزمایی با ویروس 

ازای هر ماهی به خوراک مصرفی سیسی به 06/0به میزان 

 اضافه شد.

ژن غیرفعال در این گروه آنتی :2* گروه کارآزمایی با ویروس 

ازای هر ماهی به خوراک مصرفی سیسی به 12/0به میزان 

 اضافه شد.

وه : در این گر1گروه کارآزمایی با نانوذرات حاوی ویروس * 

سیسی  06/0ژن غیرفعال به میزان نانوذره حاوی آنتی

 ازای هر ماهی( به خوراک مصرفی اضافه شد.)به

وه : در این گر2انوذرات حاوی ویروس گروه کارآزمایی با ن* 

سیسی(  12/0ژن غیرفعال )به میزان نانوذره حاوی آنتی

 ازای هر ماهی به خوراک مصرفی اضافه شد.به

ها به مدت برای انجام واکسیناسیون خوراکی، ابتدا ماهی

ساعت از غذا محروم شدند. واکسیناسیون در روزهای صفر  24

پس از واکسیناسیون اول، تعداد  30انجام گردید. در روز  15و 

 200ماهی از هر گروه با استفاده از پودر گل میخک ) 10

ازای هر لیتر آب( بیهوش شده و پس از آسان گرم پودر بهمیلی

 ها اخذ گردید.کشی نمونه خون، طحال، کبد و کلیه

گیری از روش قطع دم استفاده شد. یک قطره برای خون

از  یغه قرار داده شد و با استفادهخون از هر ماهی بر روی ت

شدن تیغه دیگر گسترش خونی تهیه گردید. پس از خشک

آمیزی با استفاده از رنگ گسترش خونی در مجاورت هوا، رنگ

شده تحت های خونی تهیهکریستال ویولت انجام شد. گسترش

های سفید خون میکروسکوپ نوری مشاهده و درصد گلبول

 برای هر گروه ثبت شد.

گیری شده با استفاده های نمونهبد، طحال و کلیه ماهیک

با  RNAاز نیتروژن مایع پودر شدند. سپس فرایند استخراج 

شرکت سیناکلون و  DNA/RNAاستفاده از کیت استخراج 

شده توسط سازنده انجام گردید. برای مطابق با پروتکل ارائه

شده با آنزیم استخراج RNAکننده، های آلودهDNAحذف 

DNase I  شرکت سیناکلون، کد(MO5401.تیمار گردید ) 

RNA منظور سنتزشده بهاستخراج cDNA با استفاده از ،

 cDNA )سیناکلون، ایران( به cDNA پروتکل کیت سنتز

گراد نگهداری درجه سانتی -20تبدیل شد و در دمای 

شده از نوع لازم به ذکر است که پرایمرهای طراحی. گردید

نبوده و بر اساس  )Junction-Exon (کشنجان -اگزون 

طراحی شدند؛ بنابراین، برای  )CDS (توالی ناحیه کدکننده

کننده، پیش از مرحله ژنومی آلوده DNA جلوگیری از تکثیر

تیمار  DNase I با آنزیم RNA های، نمونهcDNA سنتز

، پرایمرهای مورد نیاز بر PCR برای انجام واکنش. شدند

طراحی و برای  NCBI موجود در پایگاههای اساس داده

(. حجم 1ساخت به شرکت سیناکلون ارسال شدند )جدول 

میکرولیتر بود که  14برابر با  PCR نهایی نمونه برای واکنش

 5/5میکرولیتر مسترمیکس حاوی سایبرگرین،  7شامل 

و  cDNA میکرولیتر 75/0میکرولیتر آب مقطر استریل، 

 PCR-qRT دنظر بود. پروتکلمیکرولیتر پرایمر مور 75/0

شده توسط شرکت در سه مرحله و بر اساس پروتکل توصیه

وتحلیل آمپلیکون اجرا شد. هر نمونه در سه تکرار مورد تجزیه

 PCR-qRT با استفاده از mRNA قرار گرفت. سطوح بیان
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تعیین شد. منحنی  CtΔΔ-2و بر اساس روش لیواک و بر مبنای 

های هدف بررسی گردید. بیان ژنذوب هر آمپلیکون نیز 

تصحیح شد و  )alpha 1-EF (زانسبت به بیان کنترل درون

 (.36) تغییرات نسبت به گروه کنترل محاسبه گردید
 

 qRT PCRتوالی پرایمرهای مورداستفاده برای  -1جدول 

 

ها، ابتدا نرمال بودن توزیع وتحلیل دادهمنظور تجزیهبه

و  Kolmogorov-Smirnovدیتاها با استفاده از آزمون 

مورد  Levene's Testهمگنی واریانس با استفاده از آزمون 

-one) طرفهآزمایش قرار گرفت. سپس آنالیز واریانس یک

way ANOVA )افزار نرم درSPSS   در این  22نسخه

های چندگانه توکی برای شناسایی تحقیق انجام شد. مقایسه

ها مورداستفاده قرار گرفت. دار بین گروههای معنیتفاوت

صورت در نظر گرفته شد. نتایج به >P 05/0داری سطح معنی

 ها ارائه شد.خطای استاندارد در همه گروه ±میانگین 

 

 نتایج

ژن کننده آنتیهای دریافتهنتایج نشان داد که در گرو

های کنترل و ها نسبت به گروهطورکلی میزان لنفوسیتبه

به ( >05/0Pکیتوزان آلژینات افزایش معنادار مشاهده شد )

ژن ویروس میزان افزایش درصد دنبال افزایش دوز آنتی

تری را نشان داد و توجههای خون افزایش قابللنفوسیت

های ویروس ن به ترتیب در گروهبیشترین میزان لنفوسیت خو

ویروس ثبت  12/0  + و گروه کیتوزان آلژینات 12/0 با دوز

(. پاسخ تعدیل شده 2و شکل شماره 1گردید )شکل شماره 

ژن در ترکیب با کننده آنتیهای دریافتایمنی در گروه

ژن کننده آنتیهای دریافتکیتوزان و آلژینات نسبت به گروه

 (.>05/0Pنباط بود )استتنهایی قابلبه

های خون بیشترین در بررسی میزان درصد نوتروفیل

آلژینات  -های کنترل و کیتوزان درصد نوتروفیل در گروه

های کارآزمایی مشاهده و اختلاف معنادار آماری با سایر گروه

های کمترین میزان درصد نوتروفیل(. >05/0Pثبت گردید )

ژن با کننده آنتیدریافتهای صورت واضح در گروهخون به

 1های شکل( )>05/0Pاختلاف معنادار آماری مشاهده شد )

 (.2و 

های خون با اختلاف کمترین میزان درصد مونوسیت

 -ها در گروه کیتوزان معنادار آماری نسبت به سایر گروه

ها در میان سایر گروه(. >05/0Pآلژینات مشاهده گردید )

 1 های)شکل( <05/0Pمشاهده نشد )اختلاف معنادار آماری 

 (.2و 

پس از  30در روز  12بررسی نتایج بیان ژن اینترلوکین 

های مختلف نشان داد که ژن در گروهتجویز خوراکی آنتی

ها به ژن و اختلاف معنادار با سایر گروه بیشترین میزان بیان

و گروه  12/0 ژن با دوزترتیب در گروه کارآزمایی با آنتی

(. >05/0Pثبت شد ) 12/0ویروس با دوز +کیتوزان آلژینات

و گروه کیتوزان  12/0 ژن با دوزمیان گروه کارآزمایی با آنتی

 اختلاف معناداری مشاهده نشد  12/0آلژینات+ ویروس با دوز

(05/0P>).  در میان  17در بررسی میزان بیان ژن اینترلوکین

معنادار آماری مشاهده نشد  های مختلف اختلافگروه

(05/0P> 3( )شکل شماره.) 

 

 ژن ردیف
شماره 

 دسترسی
 توالی معکوس توالی آغازگر

1 IL-12 p35a1 HE798148 GGAACACCACATTCAGTGAGAGTGC CGTCTGCAACTTGTGAGGAAGGAT 

2 IL-17A AJ580842 CGTGTCGAAGTACCTGGTTGTGT GGTTCTCCACTGTAGTGCTTTTCCA 

3 EF-1 alpha AF498320 GATCCAGAAGGAGGTCACCA TTACGTTCGACCTTCCATCC 
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 سیون خوراکیپس از واکسینا 30های مختلف در روز ههای سفید خون در گرودرصد گلبول -1شكل 

 

 
با  کارآزمایی. گروه 2. گروه کنترل، 1پس از واکسیناسیون.  30های مختلف در روز شکل میکروسکوپی از گسترش خونی گروه -2شكل 

با کیتوزان آلژینات+ ویروس با  کارآزمایی. گروه 5، 12/0با ویروس با غلظت  کارآزماییگروه  .4، 06/0گروه ویروس با غلظت .3کیتوزان آلژینات 

 L)نوتروفیل(،  N)ترومبوسیت(،  Tهای قرمز(، )گلبول R. 12/0ویروس با غلظت+با کیتوزان آلژینات کارآزمایی. گروه 6و  06/0غلظت 

 )مونوسیت(. M)لنفوسیت(، 
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در ماهی  IPNژن ویروس پس از تجویز خوراکی آنتی 30های مختلف در روز در گروه 17و  12های اینترلوکین میزان بیان ژن -3شكل 

 (P<0.05دهنده اختلاف معنادار آماری است کمان )علامت ستاره نشانرنگین یآلاقزل

 

 بحث

 IPNV پروری در تهدیدی جدی برای صنعت آبزی

شود و به دلیل سراسر جهان، از جمله ایران، محسوب می

ویژه در پروری، بهتأثیرات اقتصادی شدید بر صنعت آبزی

از اهمیت بالایی برخوردار است. این ویروس آلا های قزلماهی

های جوان و در ومیر بالا در ماهیتواند باعث مرگمی

های بالغ نیز ممکن است باعث کاهش رشد و افزایش ماهی

که این (. ازآنجایی12ها شود )حساسیت به سایر بیماری

ویروس بسیار مسری است، کنترل آن در مزارع پرورش ماهی 

 IPNV ت. واکسیناسیون علیه ویروسبسیار دشوار اس

توجهی از تلفات ناشی از این بیماری تواند به طور قابلمی

تنها واکسیناسیون نه بکاهد و سلامت ماهیان را بهبود بخشد.

تواند از شیوع بیماری شود، بلکه میومیر میباعث کاهش مرگ

(. ما در این 32در مزارع پرورش ماهی نیز جلوگیری کند )

از واکسن کشته شده و به روش خوراکی استفاده  مطالعه

های نوین و مؤثر نمودیم. واکسیناسیون خوراکی یکی از روش

در واکسیناسیون ماهیان است که دارای مزایایی از جمله 

ها، قابلیت استفاده در سهولت در استفاده، کاهش هزینه

 Ph (.49مقیاس بزرگ و قابلیت تحریک ایمنی مخاطی است )

شدت اسیدی بوده و آلا بهگوارش ماهی قزل دستگاه

ها در این محیط ژنساختارهای پروتئینی نظیر آنتی

ژن منظور افزایش جذب آنتیگردد. بهدستخوش تغییرات می

ژن تهیه شده را انکپسوله نمودیم و کاهش اثرات محیطی، آنتی

ژن را (. همچنین برای تأثیرگذاری بیشتر آزادسازی آنتی6)

قلیایی روده ماهی تنظیم  Ph آهسته رهش و در صورتبه

منظور انکپسوله نمودن نمودیم. کیتوزان استفاده شده به

ژن علاوه بر خاصیت محافظتی دارای خاصیت چسبندگی آنتی

ژن را در سطح مخاط روده به موکوس بوده و جذب آنتی

 (.59، 26دهد )افزایش می
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ی نیستند، های کشته شده قادر به ایجاد بیمارواکسن 

ستم ایمنی ماهی را تحریک کنند تا توانند سیاما می

ها در برابر های محافظتی تولید کند. این واکسنبادیآنتی

(. در این 41تغییرات دما و شرایط محیطی پایدارتر هستند )

های مطالعه ما از دوز یادآوار استفاده نمودیم چرا که واکسن

کنند و نیاز به اد میمدت ایجکشته معمولاً ایمنی کوتاه

ها بیشتر ایمنی هومورال دوزهای تقویتی دارند. این واکسن

کنند و ممکن است ایمنی بادی( را تحریک می)تولید آنتی

ژن رهش آنتی(. کنترل آهسته54سلولی قوی ایجاد نکنند )

تر سیستم ایمنی، سبب ویروس علاوه بر تحریک طولانی

گردد اد ایمنی پایدارتر میتعدیل پاسخ ایمنی میزبان و ایج

(21.)  

ژن ویروس را در نانوذرات کیتوزان و در این مطالعه آنتی

ماتریس آلژینات انکپسوله و بارگذاری نمودیم. بارگذاری 

های ویروسی در نانوذرات کیتوزان و ماتریس آلژینات ژنآنتی

های اخیر توجه زیادی را در حوزه موضوعی است که در سال

های دارورسانی هدفمند به خود جلب سیستم ها وواکسن

سازگاری، ها به دلیل خواص زیستکرده است. این سیستم

عنوان پذیری و توانایی در بهبود پاسخ ایمنی، بهتخریبزیست

ها و القای ایمنی ژنهای امیدوارکننده برای تحویل آنتیگزینه

(. کیتوزان یک 5،29اند )مؤثر موردمطالعه قرار گرفته

ساکارید طبیعی است که از دی استیلاسیون کیتین به لیپ

ژن در نانوذرات کیتوزان سبب آید. بارگذاری آنتیدست می

گیری ژن و هدفژن، بهبود تحویل آنتیافزایش پایداری آنتی

گردد. کیتوزان به های هدف میبهتر از طریق اتصال به سلول

ها ژنتیتواند جذب آندلیل خاصیت چسبندگی به مخاط، می

های بدن )مانند مخاط بینی یا روده( افزایش دهد. را در مخاط

های مخاطی مفید است. ویژه برای واکسناین ویژگی به

عنوان ادجوانت عمل کنند و توانند بهنانوذرات کیتوزان می

پاسخ ایمنی ذاتی و اکتسابی را تقویت کنند. این نانوذرات 

شوند های دندریتیک میشدن ماکروفاژها و سلولباعث فعال

، 18، 11دهند )های التهابی را افزایش میو تولید سیتوکین

ساکارید طبیعی است که از (. از دیگر سو آلژینات یک پلی64

شود و به دلیل خواص ای استخراج میهای قهوهجلبک

پذیری و توانایی تشکیل تخریبسازگاری، زیستزیست

و مهندسی بافت استفاده  های دارورسانیهیدروژل، در سیستم

ای طراحی گونهتوانند بههای آلژینات میشود. ماتریسمی

صورت کنترل شده و پایدار رهاسازی ها را بهژنشوند که آنتی

مدت مفید کنند. این ویژگی برای القای پاسخ ایمنی طولانی

ها را در برابر تخریب آنزیمی و ژنتواند آنتیاست. آلژینات می

ویژه برای یدی معده محافظت کند که این امر بهشرایط اس

خوبی با های خوراکی مهم است. همچنین آلژینات بهواکسن

ها را در ژنتواند جذب آنتیمخاط بدن سازگار است و می

 (. 38 ،16 ،1سطوح مخاطی بهبود بخشد )

 30آلا در روز های قزلنتایج بررسی گسترش خون ماهی

های ی واکسن، در گروهپس از اولین تجویز خوراک

توجه تعداد ژن ویروس افزایش قابلکننده آنتیدریافت

ها را نشان داد. های خون و کاهش نوتروفیللنفوسیت

های کلیدی در سیستم ایمنی عنوان سلولها بهلنفوسیت

شوند و نقش اصلی را در پاسخ ایمنی به تطبیقی شناخته می

 ژن ویروسارگذاری آنتیکنند. بهای ویروسی ایفا میژنآنتی

IPN تر در نانوذرات کیتوزان و آلژینات باعث تحریک قوی

این نانوذرات به دلیل اندازه  (.20شود )سیستم ایمنی می

های راحتی توسط سلولسازگاری، بهکوچک و خاصیت زیست

شوند. این فرایند جذب می (APCsژن )کننده آنتیعرضه

شود که در می B و T هایسازی لنفوسیتمنجر به فعال

ها در خون محیطی نهایت باعث افزایش تعداد لنفوسیت

اند که نانوذرات کیتوزان و (. مطالعات نشان داده47گردد )می

کننده ایمنی خود، باعث آلژینات به دلیل خاصیت تقویت

و  2ی هاهای التهابی مانند اینترلوکینافزایش بیان سیتوکین

12 (IL-2  وIL-12) ترفرونو این ( گاماIFN-γ) شوند. می

ها ایفا ها نقش مهمی در تکثیر و تمایز لنفوسیتاین سیتوکین

ها در خون محیطی کنند و در نتیجه تعداد لنفوسیتمی

های عنوان سلولها به(. نوتروفیل35، 27یابد )افزایش می

های باکتریایی ایمنی ذاتی، اولین خط دفاعی در برابر عفونت

های ویروسی، حال، در پاسخ به عفونتتند. بااینو قارچی هس
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ژن (. بارگذاری آنتی39نقش آنها کمتر برجسته است )

در نانوذرات کیتوزان و آلژینات باعث کاهش  IPN ویروس

شود. این کاهش ممکن ها در خون محیطی میتعداد نوتروفیل

است به دلیل تغییر تمرکز سیستم ایمنی از پاسخ ذاتی به 

(. در پاسخ به واکسیناسیون، سیستم 56یقی باشد )پاسخ تطب

ها متمرکز سازی لنفوسیتایمنی بدن ماهی بیشتر بر فعال

ها. این تغییر ممکن است به دلیل کاهش شود تا نوتروفیلمی

نیاز به پاسخ التهابی شدید باشد، زیرا نانوذرات به طور مؤثر 

به حضور کنند و نیاز ژن را به سیستم ایمنی عرضه میآنتی

(. در گروه کنترل 7دهند )ها را کاهش میگسترده نوتروفیل

مثبت که تنها کیتوزان و آلژینات را دریافت کردند، مشاهده 

ها و یافته و تعداد لنفوسیتها افزایششد که تعداد نوتروفیل

دهند که ها نشان مییافته است. این یافتهها کاهشمونوسیت

توجهی توانند تأثیرات قابلیی نیز میتنهاکیتوزان و آلژینات به

آلا داشته باشند. کیتوزان و بر سیستم ایمنی ماهی قزل

های التهابی عمل عنوان محرکتوانند بهتنهایی میآلژینات به

(. این 8سازی مسیرهای ایمنی ذاتی شوند )کنند و باعث فعال

توانند توسط ساکاریدی خود، میمواد به دلیل ساختار پلی

شناسایی شوند. این  TLRs مانند های تشخیص الگوندهگیر

سازی مسیرهای سیگنالینگ التهابی شناسایی منجر به فعال

 التهابی )مانندهای پیشو تولید سیتوکین κB-NF مانند

IL-1β ،α-TNF و ،IL-6) ها باعث شود. این سیتوکینمی

ها در خون محیطی سازی نوتروفیلافزایش جذب و فعال

(. علاوه بر این، کیتوزان به دلیل خاصیت 42،37) شوندمی

تواند به غشای سلولی متصل شود و باعث کاتیونی خود، می

ها شود. این فرایند منجر به سازی ماکروفاژها و نوتروفیلفعال

 (.46گردد )ها در خون محیطی میافزایش تعداد نوتروفیل

با در مطالعه حاضر، نتایج تأثیر واکسیناسیون خوراکی 

بارگذاری شده در نانوذرات  IPNژن ویروس استفاده از آنتی

و  12های اینترلوکینکیتوزان و ماتریس آلژینات بر بیان ژن

آلا های کبد، طحال و کلیه ماهی قزلدر بافت 17اینترلوکین

پس از واکسیناسیون، بیان ژن  30نشان داد که در روز 

 ن ژن اینترلوکینکه بیاافزایش یافت، درحالی 12 اینترلوکین

تغییر معناداری نداشت. این الگوی بیان ژن در هر دو گروه  17

ژن بارگذاری شده در نانوذرات کیتوزان و کننده آنتیدریافت

ژن بدون این کننده آنتیماتریس آلژینات و گروه دریافت

یک سایتوکاین کلیدی  12ها مشاهده شد. اینترلوکینحامل

های سابی است که توسط سلولدر پاسخ ایمنی ذاتی و اکت

 (.25شود )ها تولید میدندریتیک، ماکروفاژها و نوتروفیل

نقش مهمی در القای پاسخ ایمنی سلولی از  12لینترلوکین 

( و تولید 1Thکننده )کمک T هایطریق تحریک تمایز سلول

های کبد، در بافت IL-12دارد. افزایش بیان  گاما -اینترفرون 

 ژن ویروسدهد که آنتیآلا نشان میهی قزلطحال و کلیه ما

IPNتنهایی و چه در ترکیب با نانوذرات کیتوزان و ، چه به

ماتریس آلژینات، توانسته است پاسخ ایمنی ذاتی را فعال کند. 

های سازی ممکن است ناشی از تحریک گیرندهاین فعال

های ژنباشد که توسط آنتی هاTLR  مانند تشخیص الگو

(. از دیگر 19،14شوند )ا نانوذرات کیتوزان فعال میویروسی ی

سازی سو کیتوزان به دلیل خواص ادجوانتی و توانایی در فعال

را  IL-12تواند تولید های دندریتیک، میماکروفاژها و سلول

در  IL-12حال، در این مطالعه، افزایش افزایش دهد. بااین

آلژینات نیز ژن بدون کیتوزان و کننده آنتیگروه دریافت

ژن ویروسی نیز دهد خود آنتیشده که نشان میمشاهده

تنهایی قادر به تحریک این پاسخ بوده است. در واقع به

ژن سبب آزادسازی کنترل شده و تعدیل انکپسوله نمودن آنتی

 (.48پاسخ ایمنی در ماهی شده است )

یک سیتوکین التهابی است  17 از دیگر سو اینترلوکین 

شود و نقش مهمی در تولید می  17Thهای سلولکه توسط 

حال، (. بااین40های ایمنی ضدباکتریایی و التهابی دارد )پاسخ

ها تغییر در هیچ یک از گروه IL-17در این مطالعه، بیان 

ممکن  IPN های ویروسی مانندژنمعناداری نداشت. آنتی

های را تحریک کنند تا پاسخ  1Thهای است بیشتر پاسخ

17Thاگرچه ویروس .( های زنده مسیر سلولیMHC-I و )

Th1 کنند، اما واکسن کشته شده مورداستفاده را تحریک می

رود که پاسخ هومورال را در این مطالعه، عمدتاً انتظار می

های سایر مطالعات مطابقت این موضوع با یافته تحریک کند
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قای های ویروسی تمایل به الدهند عفونتدارد که نشان می

توانند دارند. اگرچه کیتوزان و آلژینات می  1Thهای پاسخ

های ایمنی را تقویت کنند، اما ممکن است تأثیر خاصی پاسخ

این موضوع نیاز  (.44 ،43 ،9نداشته باشند ) 17Thبر مسیر 

به بررسی بیشتر دارد. همچنین ممکن است تغییرات در بیان 

IL-17 داده ( رخ30تر از روز های دیگر )زودتر یا دیردر زمان

 باشد.

های ویروسی در نانوذرات ژنطورکلی، بارگذاری آنتیبه

کیتوزان و ماتریس آلژینات یک راهبُرد امیدوارکننده برای 

های دارورسانی است. این ها و سیستمبهبود اثربخشی واکسن

ژن را افزایش دهند، پاسخ توانند پایداری آنتیها میسیستم

ژن را ممکن ت کنند و رهایش کنترل شده آنتیایمنی را تقوی

ها در تنها باعث افزایش تعداد لنفوسیتسازند. این روش نه

ها، شود، بلکه با کاهش تعداد نوتروفیلخون محیطی می

دهنده تغییر تمرکز سیستم ایمنی از پاسخ ذاتی به پاسخ نشان

دهند که نانوذرات ها نشان میتطبیقی است. این یافته

عنوان یک سیستم تحویل توانند بهزان و آلژینات میکیتو

ژن مؤثر در واکسیناسیون آبزیان مورداستفاده قرار گیرند. آنتی

ژن این مطالعه نشان داد که واکسیناسیون خوراکی با آنتی

، در ترکیب با نانوذرات کیتوزان و ماتریس IPNویروس 

ای کبد، هدر بافت IL-12آلژینات، منجر به افزایش بیان ژن 

شود. شواهد موجود برای آلا میطحال و کلیه ماهی قزل

کافی نیست  Th1گیری قطعی در مورد تحریک مسیر نتیجه

سازی ایمنی تواند به فعالمی IL-12شده و افزایش مشاهده

سازی این سیستم ذاتی نسبت داده شود. برای بهینه

ون و واکسیناسیون، مطالعات بیشتری در مورد دوز، فرمولاسی

 شود.دینامیک پاسخ ایمنی پیشنهاد می
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Infectious pancreatic necrosis (IPN) is one of the major challenges in the aquaculture industry, 

particularly in in rainbow trout farming. This study aimed to evaluate the effect of an inactivated oral 

vaccine containing IPNV antigen loaded into chitosan nanoparticles and alginate matrix on the gene 

expression of IL-12, IL-17, and white blood cell composition in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss). 

A total of 540 fish with an average weight of 3 ± 0.5 g were divided into six groups: control, positive 

control (nanoparticles without antigen), and four groups receiving free antigen (0.06 or 0.12 cc per fish) 

or antigen-loaded nanoparticles (0.06 or 0.12 cc per fish). Oral vaccination was performed on days 0 

and 15, and sampling was conducted on day 30. The results showed that antigen administration, 

particularly at the higher dose and when associated with nanoparticles, significantly increased the 

percentage of lymphocytes and significantly decreased the percentage of neutrophils (P<0.05). The 

expression of IL-12 significantly increased in antigen-receiving groups, especially at the dose of 0.12 

cc and in the group receiving antigen-loaded nanoparticles at 0.12 cc (P<0.05), whereas IL-17 

expression showed no significant change. It is concluded that encapsulation of IPNV antigen in chitosan-

alginate nanoparticles, as a controlled-release system, can enhance Th1-type adaptive immune responses 

through upregulation of IL-12 and shift white blood cell composition toward more specific immunity. 

However, antibody titer measurement and challenge tests are necessary for definitive conclusions. 

Keywords: Infectious Pancreatic Necrosis virus, Chitosan nanoparticles, Alginate, IL-12, IL-17, 

Rainbow trout, IPN. 
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