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Abstract 

Aim and Background: This study was aimed to constructs and evaluate of a DNA vaccine against 

infectious pancreatic necrosis virus, the causative agent of a contagious viral disease (IPN) 

responsible for high mortalities in different fish species worldwide.  

Materials and methods: The VP2 gene of a native IPNV isolate was cloned into an eukaryotic 

expression vector (pcDNA3.1) under the control of the cytomegalovirus (CMV) promoter. The 

recombinant plasmid was amplified in Escherichia coli, and verified using HindIII and XhoI 

endonuclease analysis. The expression of the antigen and ability of constructed vaccine to reduce viral 

load in survivors were intramuscularly evaluated in trout fry at doses of 2, 5 and 10 µg/fish. 

Results: The expression of administrated antigen (VP2) was confirmed by RT-PCR on 30 days post-

vaccination. The vaccine significantly decreased IPNV-VP4 transcripts as marker of viral load in the 

kidney and spleen tissues of the survivors on 45 days post-challenge.  

Conclusion: This study confirms the ability of the constructed DNA vaccine to immunize rainbow 

trout against IPNV and decrease viral load in survivors, consequently prevention of asymptomatic 

carrier state and virus shedding. 

    
Keywords: DNA vaccine, trout, IPNV, VP2, viral load, VP4  

  

 

 

 

 

 

 

 
Corresponding author: 
Department of Aquatic Animal Health, Faculty of Veterinary Medicine, University of Tehran 
Email: msoltani@ut.ac.ir 

 

DNA immunization and viral load in vaccinated  
Trout following experimental infection with infectious  

pancreatic necrosis virus (IPNV) 
  Sohrab Ahmadivand1, Mehdi Soltani1*, Mahdi Behdani 2, Reza Hassanzade 3 

 

1- Department of Aquatic Animal Health, Faculty of Veterinary Medicine, University of Tehran 
2- Biotechnology Research Center, Venom & Biotherapeutics Molecules Laboratory, Pasteur Institute of 

Iran, Tehran, Iran 
3- Central Veterinary Laboratory, Iran Veterinary Organization, Tehran, Iran 

 
Abstract 

Aim and Background: This study was aimed to constructs and evaluate of a DNA vaccine against 

infectious pancreatic necrosis virus, the causative agent of a contagious viral disease (IPN) 

responsible for high mortalities in different fish species worldwide.  

Materials and methods: The VP2 gene of a native IPNV isolate was cloned into an eukaryotic 

expression vector (pcDNA3.1) under the control of the cytomegalovirus (CMV) promoter. The 

recombinant plasmid was amplified in Escherichia coli, and verified using HindIII and XhoI 

endonuclease analysis. The expression of the antigen and ability of constructed vaccine to reduce viral 

load in survivors were intramuscularly evaluated in trout fry at doses of 2, 5 and 10 µg/fish. 

Results: The expression of administrated antigen (VP2) was confirmed by RT-PCR on 30 days post-

vaccination. The vaccine significantly decreased IPNV-VP4 transcripts as marker of viral load in the 

kidney and spleen tissues of the survivors on 45 days post-challenge.  

Conclusion: This study confirms the ability of the constructed DNA vaccine to immunize rainbow 

trout against IPNV and decrease viral load in survivors, consequently prevention of asymptomatic 

carrier state and virus shedding. 

    
Keywords: DNA vaccine, trout, IPNV, VP2, viral load, VP4  

  

 

 

 

 

 

 

 
Corresponding author: 
Department of Aquatic Animal Health, Faculty of Veterinary Medicine, University of Tehran 
Email: msoltani@ut.ac.ir 

�������زه ��������������ژ��������و��������
��ی������ل:

د���������ذا�������ن آ��د
��د���:

د����رض�������اد
ا�ض�����������ی�ی���������ب�ح�وف�ا����:

د��������ن�ا����ا��ا����-�دا����ر�دا����ه����م����������ان�-���وه���ر������ژ��-���ر������ژی��
د����غ���ض�������������-�ا���د�دا����ه�آزاد�ا�����وا��������-���وه������ژ�-������ژی��
د������اد����رآرا�-�ا���د�دا����ه�آزاد�ا�����وا��������-���وه������ژ��-������ژی������ی��

د��������������ویچ�����ف-�ا���د�ا��������ا��������ژ��و�����و�����ژ��رو���������-���وه�����و�����ژ��-�ای������ژی���و�����و�����ژی��
د���������ذا�������ن�آ��د-�دا����ر�دا����ه�آزاد�ا�����وا��������-���وه����������ژ�-������ی���ژی���و�������ر������ژی��

د����ی��������-دا����ر�دا����ه����م����ی����و���ا���������ان-ژ������و�������ا���ل
د������������ا��-�دا����ر�دا����ه����م����������ان�-���وه�ای������ژ��-�ای������ژی��

د�������ام�������-�ا���د�دا����ه����م������������������-���وه�ا����������-����������ژی��
د����رض�������اد-�دا����ر������������ت������ژ���������-�����ی���ژی��������

���وران���������������ی�ی���������ب�ح�وف�ا����:�
د���������������������-�ا���د�دا����ه����م����������ان

د���������������-ا���د�دا����ه����م����������ان�-�دا����ه������-���وه�ای�����ژ�،�
ای�����ژی��

د����ا��������-�ا���د�دا����ه�آزاد�ا�����وا������ان����ل-�دا����ه����م-��وه������ژ�
د������وی�����ری��-�ا���دی�ر��������������������-�دا����ه������،�دا����ه����م�������

ا���ز
و� ������ �����ژ�� ��وه� �-���� وا��� ا����� آزاد� دا����ه� ا���دی�ر� ��ار���-� ��وی�� د����

��������-����ی���ژی��
دارو��ز�� -�دا����ه� ���ان� ���م������� دا����ه� ا���دی�ر� �- ا������ ���ا������روح� د����

��ر������ژی��
������ دا����ه� �- ���ان� ������ ���م� دا����ه� ا���دی�ر� �- ���ر�� �����ب� ������� د����

در����������ژی��
��وه� �-����� �����-دا����ه� ����� ������ ���م� دا����ه� ��ی��-دا����ر� ��وزان� د����

ای�����ژ�،�ای�����ژی��
د�����������ی��ر�����-دا����ر�دا����ه�آزاد�ا�����وا��������-�دا����ه������

د�������ا��زاق�������������-�ا���دی�ر�ا������������ر�ای�ان�-�������ر���ی��������ی���ژی��
���� ���ل� ������ و� �������زی��� �- ��رس� ������ -�دا����ر�دا����ه� آ��ون� ����� د����

����د�
د��������������������-�ا���د���و����ه�����ز�����-�������ژ����

د��������ض��ای�ا�����-�ا���د�دا����ه�آزاد�ا�����وا��������ر�-������ژی��
د������اد����ر�آرا�-�ا���د�دا����ه�آزاد�ا�����وا��������-������ژی��

د���������ض�����زاده�-�ا���دی�ر�دا����ه�آزاد�ا�����وا���ارد���-�������ژ������������
د������������زا�ا�����-ا���دی�ر�دا����ه�آزاد�ا�����وا���ز���ن-�������ژ������������

داوران�ای�����ره��������ب�ح�وف�ا����:�
�د����ا����آرا����

د���������ض�����زاده
�د����ا��ذر���ر���

�د����ا��م�ا���دات�������ی�����وی�
�د��������د�ر����ه�رو
�د��������������ر�
د������ی�������ف

د������ده�������وا��
د�������ا�����������
د���������ث�ا�����

د����ز��ا�����������د
د������ی�ر���ر�

د������ی��ا���د���ی�
د������اد�زواررض�

د��������ز��ای�������
د����رض�������اد�

د��������������������

��ع�����:�����������������و����دا����ه�آزاد�ا����
��ی��دا���:�د�������داد������زاده

وی�ا���ر�ا������:�د���������ذا�������ن�آ��د
��ر���س�د��������–�وی�ا���ر���ر��:���������������ون�آ��د

������ا���و���ا��:�����آزاده،�����رض����ر����
����:����و�����و����دا����ه�آزاد�ا�����وا�������

������� ���������زه �������������ژ��������������������ا��س������ ��������ن���ر���و��أی������ی�ت������دا����ه�آزاد�ا������������ز�
���ره�87/296188���رخ�1389/07/22����ز�ا����ر�ی���.

آدرس:�آزادراه����ان���وه،�������ی������،�دا����ه�آزاد�ا�����وا�������،����و�����و���و����ور�،�د��������،�دور���ر:�021-56733062
Website:www.ncmbjpiau.ir
Email:info@ncmbjpiau.ac.ir

دوره����،����ره����و���م�،�ز����ن�1397
2228-5458�:���������������
������ا����وُ����:�2228-6926

New Cell Mol Biotech
j.9/36 , 2019

Research article

109

Scan online to view this article

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

22
85

45
8.

13
98

.9
.3

6.
5.

9 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 n

cm
bj

pi
au

.ir
 o

n 
20

25
-0

7-
11

 ]
 

                             1 / 10

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.22285458.1398.9.36.5.9
https://ncmbjpiau.ir/article-1-1218-fa.html


�������زه ��������������ژ��������و��������
��ی������ل:

د���������ذا�������ن آ��د
��د���:

د����رض�������اد
ا�ض�����������ی�ی���������ب�ح�وف�ا����:

د��������ن�ا����ا��ا����-�دا����ر�دا����ه����م����������ان�-���وه���ر������ژ��-���ر������ژی��
د����غ���ض�������������-�ا���د�دا����ه�آزاد�ا�����وا��������-���وه������ژ�-������ژی��
د������اد����رآرا�-�ا���د�دا����ه�آزاد�ا�����وا��������-���وه������ژ��-������ژی������ی��

د��������������ویچ�����ف-�ا���د�ا��������ا��������ژ��و�����و�����ژ��رو���������-���وه�����و�����ژ��-�ای������ژی���و�����و�����ژی��
د���������ذا�������ن�آ��د-�دا����ر�دا����ه�آزاد�ا�����وا��������-���وه����������ژ�-������ی���ژی���و�������ر������ژی��

د����ی��������-دا����ر�دا����ه����م����ی����و���ا���������ان-ژ������و�������ا���ل
د������������ا��-�دا����ر�دا����ه����م����������ان�-���وه�ای������ژ��-�ای������ژی��

د�������ام�������-�ا���د�دا����ه����م������������������-���وه�ا����������-����������ژی��
د����رض�������اد-�دا����ر������������ت������ژ���������-�����ی���ژی��������

���وران���������������ی�ی���������ب�ح�وف�ا����:�
د���������������������-�ا���د�دا����ه����م����������ان

د���������������-ا���د�دا����ه����م����������ان�-�دا����ه������-���وه�ای�����ژ�،�
ای�����ژی��

د����ا��������-�ا���د�دا����ه�آزاد�ا�����وا������ان����ل-�دا����ه����م-��وه������ژ�
د������وی�����ری��-�ا���دی�ر��������������������-�دا����ه������،�دا����ه����م�������

ا���ز
و� ������ �����ژ�� ��وه� �-���� وا��� ا����� آزاد� دا����ه� ا���دی�ر� ��ار���-� ��وی�� د����

��������-����ی���ژی��
دارو��ز�� -�دا����ه� ���ان� ���م������� دا����ه� ا���دی�ر� �- ا������ ���ا������روح� د����

��ر������ژی��
������ دا����ه� �- ���ان� ������ ���م� دا����ه� ا���دی�ر� �- ���ر�� �����ب� ������� د����

در����������ژی��
��وه� �-����� �����-دا����ه� ����� ������ ���م� دا����ه� ��ی��-دا����ر� ��وزان� د����

ای�����ژ�،�ای�����ژی��
د�����������ی��ر�����-دا����ر�دا����ه�آزاد�ا�����وا��������-�دا����ه������

د�������ا��زاق�������������-�ا���دی�ر�ا������������ر�ای�ان�-�������ر���ی��������ی���ژی��
���� ���ل� ������ و� �������زی��� �- ��رس� ������ -�دا����ر�دا����ه� آ��ون� ����� د����

����د�
د��������������������-�ا���د���و����ه�����ز�����-�������ژ����

د��������ض��ای�ا�����-�ا���د�دا����ه�آزاد�ا�����وا��������ر�-������ژی��
د������اد����ر�آرا�-�ا���د�دا����ه�آزاد�ا�����وا��������-������ژی��

د���������ض�����زاده�-�ا���دی�ر�دا����ه�آزاد�ا�����وا���ارد���-�������ژ������������
د������������زا�ا�����-ا���دی�ر�دا����ه�آزاد�ا�����وا���ز���ن-�������ژ������������

داوران�ای�����ره��������ب�ح�وف�ا����:�
�د����ا����آرا����

د���������ض�����زاده
�د����ا��ذر���ر���

�د����ا��م�ا���دات�������ی�����وی�
�د��������د�ر����ه�رو
�د��������������ر�
د������ی�������ف

د������ده�������وا��
د�������ا�����������
د���������ث�ا�����

د����ز��ا�����������د
د������ی�ر���ر�

د������ی��ا���د���ی�
د������اد�زواررض�

د��������ز��ای�������
د����رض�������اد�

د��������������������

��ع�����:�����������������و����دا����ه�آزاد�ا����
��ی��دا���:�د�������داد������زاده

وی�ا���ر�ا������:�د���������ذا�������ن�آ��د
��ر���س�د��������–�وی�ا���ر���ر��:���������������ون�آ��د

������ا���و���ا��:�����آزاده،�����رض����ر����
����:����و�����و����دا����ه�آزاد�ا�����وا�������

������� ���������زه �������������ژ��������������������ا��س������ ��������ن���ر���و��أی������ی�ت������دا����ه�آزاد�ا������������ز�
���ره�87/296188���رخ�1389/07/22����ز�ا����ر�ی���.

آدرس:�آزادراه����ان���وه،�������ی������،�دا����ه�آزاد�ا�����وا�������،����و�����و���و����ور�،�د��������،�دور���ر:�021-56733062
Website:www.ncmbjpiau.ir
Email:info@ncmbjpiau.ac.ir

دوره����،����ره����و���م�،�ز����ن�1397
2228-5458�:���������������
������ا����وُ����:�2228-6926

 مجله تازه های بیوتکنولوژی سلولی  مولکولی
دوره 9 - شماره -36 پائیز 1398

 
 

 درویروسی  بار کاهش و DNA ژنتیکی واکسن زاییایمنی
  (IPNV)با ویروس نکروز عفونی پانکراس  از عفونت تجربی پس آلاقزل 
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 چکیده
در است که باعث تلفات شدید  IPN واگیردار بیماری عامل(IPNV) ویروس نکروز عفونی پانکراس  :سابقه و هدف

انجام آلا در قزل IPNعلیه بیماری  DNAواکسن  ساخت و ارزیابیاین مطالعه با هدف  .گردد مییان های مختلف آبز گونه
 .ه استگردید

در  IPNV ویروس بومی سویه (VP2) ژنکد کردن آنتی از استفاده با DNAدر مطالعه حاضر واکسن  :هامواد و روش
یید أت. گردید کلونE. coli  باکتری و توسطیجاد ا (CMV)سیتومگالوویروس پروموتور حاوی pcDNA 3.1یوکاریوتی وکتور

صورت  XhoI و  Hind IIIهای وکتور و صحت واکنش لیگاسیون با استفاده از هضم آنزیمی توسط آنزیم درVP2 ژن حضور آنتی
پلاسمید حاوی  میکروگرم 01 و 5، 2آلا با استفاده از تزریق عضلانی دوزهای ماهیان قزل بچهدر DNA  کارایی واکسن. گرفت

 بار زایی و کاهشقابلیت ایمنی چنینهمژن در بافت طحال ماهیان واکسینه شده و بیان آنتی. رزیابی گردیدژن اتوالی آنتی
  .گردید بررسی IPNV-VP4 از عفونت تجربی با استفاده از بیان ژن در ماهیان بازمانده  یویروس

یید أت RT-PCRماهیان با استفاده واکنش  طحالدر بافت واکسیناسیون از د روز بع 31ژن تجویز شده حضور آنتی :هایافته
 55ماهیان واکسینه شده بازمانده در  و کلیه طحال  ر بافتد( یویروس بارمارکر ) IPNV-VP4بیان نسبی ژن  چنینهم .گردید

 .کنترل بود هایگروهتر از داری پایینمعنی طوربهبعد از عفونت تجربی روز 

 ویروس علیهآلا زایی قزلتواند باعث ایمنیمیساخته شده   DNAواکسن دهد کهنشان می پژوهش این :گیرینتیجه
IPNV  مانع از ایجاد حاملین بدون علائم بالینی و انتشار ویروس  درپیو در ماهیان بازمانده از بیماری  یویروس بارو کاهش
 . گردد

 VP، آلا، قزلDNAواکسن ، IPNV، ویروس VP2 ژنآنتی :کلیدی هایواژه

 مقدمه

 بیماری ، عامل2وریده بیرنا و خانواده 0ویروس بیرنا آکوا به جنسمتعلق (IPNV)ویروس نکروز عفونی پانکراس 
است که  آبزیاندر 3پانکراس عفونی نکروز نام به واگیردار

ویژه در بچه ماهیان نورس تازه به تغذیه باعث تلفات بالا به
بر علاوه (.0) گردداهیان انگشت قد میافتاده و بچه م

                                                           
1 Aquabirnavirus 
2 Birnaviridae 
3 Infectious pancreatic necrosis 
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 3زاده، رضا حسن2، مهدی بهدانی1*یسلطان یمهد ، 1وندیاحمد سهراب

 تهران، تهران، ایران دانشگاه دامپزشکی، دانشکده آبزیان، هایبیماری و بهداشت گروه1-
 پزشکی، انستیتو پاستور ایران، تهران، ایران بیوتکنولوژی -2
مرکز تشخیص کنترل دارو و مواد بیولوژیک، سازمان دامپزشکی کشور، تهران، ایران -3

 

 چکیده
در است که باعث تلفات شدید  IPN واگیردار بیماری عامل(IPNV) ویروس نکروز عفونی پانکراس  :سابقه و هدف

انجام آلا در قزل IPNعلیه بیماری  DNAواکسن  ساخت و ارزیابیاین مطالعه با هدف  .گردد مییان های مختلف آبز گونه
 .ه استگردید

در  IPNV ویروس بومی سویه (VP2) ژنکد کردن آنتی از استفاده با DNAدر مطالعه حاضر واکسن  :هامواد و روش
یید أت. گردید کلونE. coli  باکتری و توسطیجاد ا (CMV)سیتومگالوویروس پروموتور حاوی pcDNA 3.1یوکاریوتی وکتور

صورت  XhoI و  Hind IIIهای وکتور و صحت واکنش لیگاسیون با استفاده از هضم آنزیمی توسط آنزیم درVP2 ژن حضور آنتی
پلاسمید حاوی  میکروگرم 01 و 5، 2آلا با استفاده از تزریق عضلانی دوزهای ماهیان قزل بچهدر DNA  کارایی واکسن. گرفت

 بار زایی و کاهشقابلیت ایمنی چنینهمژن در بافت طحال ماهیان واکسینه شده و بیان آنتی. رزیابی گردیدژن اتوالی آنتی
  .گردید بررسی IPNV-VP4 از عفونت تجربی با استفاده از بیان ژن در ماهیان بازمانده  یویروس

یید أت RT-PCRماهیان با استفاده واکنش  طحالدر بافت واکسیناسیون از د روز بع 31ژن تجویز شده حضور آنتی :هایافته
 55ماهیان واکسینه شده بازمانده در  و کلیه طحال  ر بافتد( یویروس بارمارکر ) IPNV-VP4بیان نسبی ژن  چنینهم .گردید

 .کنترل بود هایگروهتر از داری پایینمعنی طوربهبعد از عفونت تجربی روز 

 ویروس علیهآلا زایی قزلتواند باعث ایمنیمیساخته شده   DNAواکسن دهد کهنشان می پژوهش این :گیرینتیجه
IPNV  مانع از ایجاد حاملین بدون علائم بالینی و انتشار ویروس  درپیو در ماهیان بازمانده از بیماری  یویروس بارو کاهش
 . گردد

 VP، آلا، قزلDNAواکسن ، IPNV، ویروس VP2 ژنآنتی :کلیدی هایواژه

 مقدمه

 بیماری ، عامل2وریده بیرنا و خانواده 0ویروس بیرنا آکوا به جنسمتعلق (IPNV)ویروس نکروز عفونی پانکراس 
است که  آبزیاندر 3پانکراس عفونی نکروز نام به واگیردار

ویژه در بچه ماهیان نورس تازه به تغذیه باعث تلفات بالا به
بر علاوه (.0) گردداهیان انگشت قد میافتاده و بچه م

                                                           
1 Aquabirnavirus 
2 Birnaviridae 
3 Infectious pancreatic necrosis 
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برای مشاهده این مقاله به صورت
 آنلاین اسکن کنید

 
 

مرگ و میر بالا و ضرر و زیان اقتصادی ناشی از آن، 
تمام طول زندگی  IPNماهیان بهبود یافته از بیماری 

حامل این ویروس بوده و آن را از راه انتقال عمودی و 
 به تکثیر زمان در تناسلی مواد و مدفوع افقی و از طریق

 ماندگاری باعث مسئله ینا که کنندمی دفع محیط
بیش از یک (. 2،0)شود می ماهیان جمعیت در ویروس

ای روندهپیش دهه است که این بیماری در ایران با سرعت
-گیر درآمده و باعث ضرر و زیانصورت یک بیماری همهبه

آلای کشور های اقتصادی به صنعت در حال رشد قزل
عمل ی بهکه بر اساس برآوردهاطوریبه .گردیده است

تر مزارع کشور درگیر این بیماری هستند و آمده بیش
تر بچه ماهیان تولیدی در اثر این بیماری تلف بیش
 (.5،3) شوند می

 و بهداشتی اقدامات ویروسی هایبیماری دیگر همانند 
-عفونت کنترل یا جلوگیری برای راه تنها واکسیناسیون

-تلاش ونبا این وجود تاکن. هستندIPNV از ناشی های
 را یکسانی نتایجIPN واکسن  تولید برای شده انجام های

 برای اصلی مشکل عنوانبه هنوز بیماری واین برنداشته در
(. 0)است  مطرح جهان سرتاسر در پروریآبزی پیشرفت

و تحت  افتهی حدت فیهای کشته، تخفتاکنون از واکسن
سازی در برابر برای مصون( بینوترک نیپروتئ)واحد 
IPNV هها باست که فقط برخی از آن شده استفاده-

صورت تجاری در دسترس بوده و بقیه هم فقط در سطح 
برای مثال (. 5)اندآزمایشگاهی مورد استفاده قرار گرفته

 دوزهای در و تزریقی صورتبه کشته غیرفعال هایواکسن
 هایهزینه دلیلبه و شوندمی استفاده مکرر صورتبه و بالا

 صرفهبه مقرون هاواکسن نوع این مصرف و لیدتو بالای
 میزان ویروس در حاملین چنین تأثیری برنیستند و هم

های چنین واکسنهم. (5،5)بدون علائم بالینی ندارند 
تجاری، جدا از مشکلات بهداشتی و تولیدی، متناسب با 

 .نیز نیستند ایرانهای بومی سویه
 

که پروتئین  هستند (DNA) پلاسمید، DNA هایواکسن
پروموتور  های میزبان توسطویروسی را در سلولژن آنتی

کنند و همانند کد می  (CMV)انسانی روسیتومگالوویس
 کیباعث تحر های زنده و یا تخفیف حدت یافتهواکسن

که طوریهب .(/،۲،۲) گردندیو هومورال م یسلول یمنیا
 یمنیا یاصل یبازو سه هر ختنیبرانگ تیقابل یدارا

ها و یبادینتآکننده، کمک T یهاشامل سلول یکتسابا

 هایواکسن (./،۲،۲) ندهست( CTLs)ی سم T یهاسلول
که مزایای زیادی دیگری دارند ازجمله این DNA برمبتنی

های زنده ایمن بوده و ریسک ایجاد بیماری مانند واکسن
دلیل داشتن ها بهعلاوه این واکسنبه(. ۲)وجود ندارد 

قابلیت  (CpG)گوانین -فسفات-های سیتوزینموتیف
ها تولید آن  ،(01)برانگیختن ایمنی ذاتی را نیز دارند 

توان چنین میارزان و شرایط نگهداری راحت بوده و هم
ژن وکتور کدکننده آنتی( عضلانی)حتی با یک بار تزریق 

-ایمنی(. ۲)راحتی دربرابر بیماری ایمن نمود موجود را به
 علیه بار اولین ماهیان در هاواکسن DNA توسط زایی

IHNV5 که گرفت صورت کمانرنگین آلایقزل ماهی در 
 Apex-IHN®, Novartis Animal) نیز اکنونهم

Health) در(. 00)است  در دسترس تجاری صورتبه 
 ژن که است داده نشان اخیر هایمطالعه ،IPNV  مورد
VP2 واکسن راحیط در استفاده برای مناسبی کاندیدای 

DNA تجویز چنینهم. (/،02)است  ویروس این برای 
 محافظت درصد %۲۲ بیش آزادماهیان در DNA واکسن

 درصد کاهش باعث و کرده ایجاد IPNV برابر در را
 (. 02)است  نیز شده  ویروس حاملین

 VP2ژن کدکننده آنتی  DNAدر پژوهش حاضر واکسن
ایجاد  Sp)تیپ سرو (در ایران IPNVسویه شایع ویروس 

شده و سپس از طریق تجویز به روش تزریق عضلانی در 
زایی و کاهش میزان آلا قابلیت ایمنیبچه ماهیان قزل

ویروس در ماهیان بازمانده پس از عفونت تجربی با 
ارزیابی شده  IPNV ویروس VP4استفاده از بیان ژن 

   .است
 

 هامواد و روش
 واکسن -1

 پروتئین کپسید والی کدکنندهبا استفاده ت DNAواکسن 
VP2 (ژن سطحی ویروسآنتی ) در وکتور یوکاریوتی

pcDNA  3.1 ( (Invitrogen  که دارای پروموتور
است مطابق ( CMV)سیتومگالوویروس انسانی 

منظور بدین. (02،/) های قبلی ساخته شددستورالعمل
ژن توالی آنتی (Spسروتیپ )پس از انتخاب سویه بومی 

وکتور  در( bp 035۲ پروتئین کپسید،)روس سطحی وی

                                                           
4  Infectious hematopoietic necrosis virus 
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 مجله تازه های بیوتکنولوژی سلولی  مولکولی

 
 

pGHn  های محدود پس از برش توسط آنزیمسنتز و
 DNA، با استفاده از آنزیم Hind III, XhoIکننده

Ligase  T4 ژن لیگاسیون انجام و توالی کدکننده آنتی
 شکل)قرار داده شد  pcDNA.3.1در وکتور یوکاریوتی 

-pcDNA)ن ژآنتی حاوی سپس وکتور نوترکیب(. 0
VP2) VP2  با استفاده از روش ترانسفورماسیون

گردید  Top10سویه  E. Coliکلریدکلسیم وارد باکتری 
 3۲ سیلین در دمایحاوی آمپی LBو باکتری در محیط 

پس از (. 2 شکل)کشت و کلون شد  گرادسانتیدرجه 
های نوترکیب بر روی محیط انتخابی انتقال و ظهور کلون

ژن در وکتور نوترکیب با استفاده از نتییید حضور آأو ت
Colony PCR و هضم آنزیمی، استخراج ناقل از کلون-

های نوترکیب انجام و با استفاده از کیت تجاری 
ژن وکتور حاوی آنتی  Qiagene شرکت  MEGAکیت

 . سازی و کیفیت و کمیت آن تعیین گردیدموردنظر خالص

 
 

ایمن (VP2) ژنآنتی یحاو pcDNA3.1 وکتور دیاگرام -0 شکل
 (IPN)بیماری نکروز عفونی پانکراس  عامل ویروس زای

 

 واکسیناسیون -2
-گرم قزل 5-5زایی، ماهیان منظور ارزیابی میزان ایمنیهب

میکروگرم از واکسن  01و  5، 2آلا با استفاده از دوزهای 
DNA  از طریق تزریق عظلانی واکسینه شده و در دمای

. روز نگهداری شدند 1/مدت گراد بهدرجه سانتی 03-05
عنوان کنترل با پلاسمید فاقد علاوه دو گروه هم بهبه

چنین یک گروه هم و هم (pcDNA3.1)ژن موردنظر آنتی

حضور  بیان و (.ماهی 1/هر گروه )تزریق شدند   5PBSبا 
روز پس  31ماهیان واکسینه شده  طحالژن در بافت آنتی

و  RT-PCRاز واکنش  سازی با استفادهاز ایمن
مطابق روش ارائه ( 0 جدول) VP2 پرایمرهای اختصاصی

ارزیابی ( /)و همکاران   Ahmadivandشده توسط
 . گردید

 

 استفاده مشخصات مربوط به توالی و دمای ذوب پرایمرهای -0جدول 
 RT-PCRو  RT-qPCR واکنش انجام برای شده

 
1  RT-qPCR;    2  RT-PCR 
 

میزان بار ویروسی در ماهیان زنده مانده پس از  -4
 عفونت تجربی

های واکسینه و سازی تمامی گروهپس از ایمن 31در روز
به روش داخل صفاقی  IPNVکنترل مورد چالش ویروس

 برای ردیابی. قرار داده شدند TCID50   015 ×2و با تیتر
 از روز پس 55 ویروسی در ماهیان زنده مانده، میزان بار

های کلیه و طحال ها بافتاز هر یک از گروه عفونت تجربی
( پروتئاز) VP4برداری و بیان نسبی ژن ماهی نمونه 5

از طریق  EF-1a به ژن رفرنسنسبت IPNVویروس
برای انجام واکنش (. /)بررسی شد  RT-qPCRواکنش 

RT-qPCR با های تجاری مطابقبا استفاده از کیت 
از   (Geneall, Korea)ده سازن شرکت دستورالعمل

 سنتز cDNA و سپس استخراج RNAهای بافتی نمونه
 پرایمرهای از استفاده در نهایت با .گردید

 25 نهایی حجم واکنش در( 0 جدول)اختصاصی
 SYBR از معرف  میکرولیتر 5۹02شامل  میکرولیتر

Green (Qiagen, Germany)  ،5۹0 میکرولیتر cDNA 
 استریل مقطر آب و پرایمرها از یکهر از میکرولیتر3۹1 و 

                                                           
5  Phosphate buffered saline 

 ژن
(Acc. No) 

 لومحص
 (bp) 

 دما
 گرادسانتی

  پرایمر
(5’-3’) 

VP41 

(M18049) 

84 59 F-AGGAGATGACATGTGCTACACCG 

R-CCAGCGAATATTTTCTCCACCA 

EF-1 α 1 
(AF498320) 

150 59 F-GATCCAGAAGGAGGTCACCA 
R-TTACGTTCGACCTTCCATCC 

VP22 

(KX66515) 
405 58 F-GTTCGACAAGCCATACGTCC 

R-GCTTGGTGATGTTCTCGGTC 
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 Applied سیستم از استفاده با و تایی 5۲ هایدرچاهک
Biosystems  واکنش، ابتدا در مرحله  برنامه .شد انجام

 51 با سپس و دقیقه 01 مدتگراد بهدرجه سانتی 5/ اول
 /5 ثانیه و 31 مدتگراد بهدرجه سانتی 5/ از سیکل

سپس . یافت ادامه ثانیه 51 مدتبه گراددرجه سانتی
درجه  /5گراد و درجه سانتی 5/مرحله دوم شامل 

در  .یدانجام گرد ثانیه 51مدتگراد هر کدام بهسانتی
تغییرات بیان ژن صورت منطبق بودن منحنی ذوب، 

دست آمده از ژن هدف با های بهCtموردنظر با استفاده از 
Ct2های حاصل از ژن رفرنس با استفاده از فرمول- ΔCt  

   (.03)محاسبه شد 
 
  هاروش تجزیه و تحلیل داده -5

انحراف  ±صورت میانگین بهدست آمده های بهداده
توسط آنالیز واریانس ( >15۹1p) ٪5/در سطح  استاندارد
 با SPSS 23 افزاربا استفاده از نرم( (ANOVA یکطرفه

  .شدندیکدیگر مقایسه 
 

 نتایج
 واکسن -1
وکتور و صحت واکنش  درVP2 ن ژیید حضور آنتیأت

لیگاسیون پس از تعیین کیفیت و کمیت پلاسمیدهای 
های استخراج شده با استفاده از هضم آنزیمی توسط آنزیم

Hind III  و XhoI پس از الکتروفورز . صورت گرفت
چنین وکتور و هم VP2 ژنقطعه مربوط به آنتی

pcDNA3.1 (.2 شکل) مشاهده شدند 
ژن آنتی بیان واکسیناسیون از بعد 31 علاوه در روزبه

VP2 شده های ایمنطحال ماهیان تمامی گروه بافت در 
 با( bp515 اندازه محصول ) اختصاصی پرایمرهای توسط
پس از انجام  .گردید مطالعه RT-PCR واکنش انجام

های بافتی در نمونه VP2ژن واکنش باند مربوط به آنتی
ان دهنده توزیع و بیان بررسی شده مشاهده گردید که نش

 (.3 شکل)مناسب واکسن تجویز شده است 

 
 هایآنزیم از استفاده با ژنوکتور حاوی آنتی آنزیمی هضم -2شکل 
 و حضور لیگاسیون صحت ییدNت جهت Xho I و  Hind III برشی
محصول واکنش بر  .pcDNA3.1در وکتور یوکاریوتی   VP2ژنآنتی

 .آنالیز شده است bp 1000و مارکر  % 0روی ژل آگارز 
 

و  بیان ییدأت جهت RT-PCR واکنش بررسی محصول -3شکل 
 DNA واکسن با شده ایمن ماهیان هایبافت در  VP2ژنحضور آنتی

کنترل : bp 0111 ( ،Nمارکر  (:M. از واکسیناسیون پس ماه یک
ترتیب نمونه به 3و  2، 0های ستون،  pCDNA.3.1)وکتور)منفی 

 میکروگرم واکسن 01و  5، 2هیان ایمن شده با دوز بافت طحال ما
 .استفاده شده است% 0ژل آگارز . است
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  میزان بار ویروسی -3
ویروس  VP4برای ردیابی میزان ویروس بیان نسبی ژن 

IPNV  در بافت کلیه و طحال ماهیان واکسینه شده و
بعد از عفونت  55کنترل زنده مانده از بیماری در روز 

بر اساس . تعیین گردید RT-qPCRتفاده تجربی با اس
ویروس در ماهیان واکسینه  VP4نتایج بیان نسبی ژن 

های واکسینه نشده تر از گروهداری کمصورت معنیشده به
در بافت کلیه  VP4  میزان بیان ژن .>p) 15۹1)بود 

تر برابر بیش 50و  25، 01ترتیب ماهیان واکسینه نشده به
های ایمن شده در هر یک از گروه گیریاز میزان اندازه
چنین میزان هم. میکروگرم بود 01و 5، 2شده با دوزهای

تر از بافت طحال بیان نسبی آن در بافت کلیه کمی بیش
 (.5 شکل) ها واکسینه شده و کنترل بود گروه

 
در بافت کلیه و طحال  IPNVویروس  VP4بیان نسبی ژن  -5شکل 

پس از عفونت  55زنده مانده در روز  ماهیان واکسینه شده و کنترل
 سازی با استفاده از تزریق عظلانیپس از ایمن 31در روز. تجربی
میکروگرم به ازای هر  01و  5، 2به میزان  (pcDNA3-VP2) واکسن

 31)در دو تکرار  (IPNV)های واکسینه و کنترل ماهی، تمامی گروه
به ازای  TCID50  015 × 2تیتر با  IPNVمورد چالش ویروس (ماهی

  بیان نسبی ژن. صورت تزریق داخل صفاقی قرار گرفتندهر ماهی به
VP4به ژن رفرنس ویروس نسبتEF-1a در در بافت کلیه و طحال 

  ΔCT-2ها براساس فرمول ماهیان زنده مانده هریک از گروه( ماهی 5)

 .محاسبه شده است

 
 بحث

نوعی  (IPN) پانکراس عفونی ویروسی نکروز بیماری
که هر  استآلا ماهیان از جمله قزل بیماری واگیردار در

                                                           
 Viral load 6  

های اقتصادی زیادی در دنیا و  ساله باعث تلفات و زیان
 IPNماهیان بهبود یافته از بیماری  علاوهبه .شود ایران می

تمام طول زندگی حامل این ویروس بوده و آن را از راه 
 در که دهندانتقال میبه سایر ماهیان  عمودی و افقی

نقش مهمی  هابیماری سایر با تداخل و بیماری گسترش
 (.0،2)دارد 

 
های تجاری در دسترس در حال حاضر بیش تر واکسن

-صورت ویروس کشته و تعداد کمی بهبه IPNV علیه 
صورت داخل ند که بههستصورت پروتئین نوترکیب 

 و کشته هایواکسن اگرچه. گردندصفاقی تزریق می
 هومورال ایمنی پاسخ برانگیختن باعث تربیش نوترکیب

 پاسخ این کهحالی در گردندمی ویروسی عوامل بهنسبت
 کافی بالینی علائم بدون حاملین ایجاد از جلوگیری برای

 (.5،05) یستن
های اخیر در واکسیناسیون وجود پیشرفت رو حتی باازین

ماهیان و دردسترس بودن تعدادی واکسن تجاری حتی در 
-کنند، بیماری میها استفاده میعی که از این واکسنمزار

تواند بروز یابد و کنترل آن اهمیت بسیار زیادی دارد 
(5،05.)  

 بومی سویه از استفاده با DNAواکسن  حاضردر مطالعه 
 ژنآنتی با استفاده از کد کردن IPN بیماری عامل ویروس

(VP2 )یوکاریوتی در وکتور ویروسpcDNA3.1  حاوی 
 در ژنآنتی مستقیم بیان قابلیت با)  CMVوموتورپر

-به .گردید کلون E. Coliتوسط باکتری  و ایجاد( میزبان
آلا با استفاده از تزریق گرم قزل 5-5ماهیان  علاوه بچه

میکروگرم واکسن ایمن شده  01و  5، 2عضلانی دوزهای 
و پس از عفونت تجربی میزان بار ویروس در ماهیان 

 .ابی گردیدبازمانده ارزی
های ترین راهثرترین و رایجؤتززریق داخل عضلانی از م

که طوریبه. استها در ماهیان واکسن DNAاستفاده از 
-به قزل DNAنانوگرم واکسن  01تزریق داخل عضلانی 

گرمی باعث ایجاد ایمنی مناسب در برابر  5-2آلای 
(. ۲)شود می VHSV)و  (IHNVهای آبزیان رابدوویروس

طور کامل هنوز به DNA های زایی واکسنیسم ایمنیمکان
 DNAرسد که پلاسمید نظر میهاند ولی بمشخص نشده

ها جذب شده و های عضلانی و منوسیتوسیله سلولبه
ژن داخلی همراه با عنوان یک آنتیژن را بهسپس آنتی

روی سلول عضلانی و یا همراه  Iکلاس  MHCمولکول 
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MHC  کلاسI  وII  ژن  کننده آنتی های ارائه سلولروی
باعث تحریک ایمنی سلولی و  درپیکنند که بیان می

 (.۲)شوند هومورال می
 
 روی هاواکسن DNA تحقیقات اکثر پروری،آبزی در

 این اهمیت کار این دلیل و است شده انجام هاویروس
 تولید بالای قیمت و کارآمد هایواکسن فقدان ها،پاتوژن
 ،IPNV مورد در. (۲)است  ویروسی هکشت هایواکسن
 کاندیدای VP2 ژن که است داده نشان اخیر هایهمطالع

 این برای DNA واکسن طراحی در استفاده برای مناسبی
در بررسی کنونی  نیز واکسن  .(02،/)است  ویروس
DNA  علیه بیماری ویروسیIPN ژن با کد کردن آنتی
VP2  در وکتورpcDNA3.1 ژنر آنتیحضو. ایجادگردید  
VP2وکتور و صحت واکنش لیگاسیون با هضم آنزیمی  در

سازی حضور روز بعد از ایمن31چنین هم .یید گردیدأت
واکسینه شده با  هایگروه طحال تمامی بافت ژن درآنتی

دهنده یید گردید که نشانأت RT-PCRاستفاده از واکنش 
از ژن در وکتور، بیان مناسب آن قرار گیری مناسب آنتی

ژن از و در نهایت انتقال آنتی CMVطریق پروموتور 
تواند های بدن است که میطریق خون به سایر اندام

های ایمنی و محاظت میزبان در موجب برانگیختن پاسخ
 (.۲)برابر ویروس گردد 

 
قبلی نیز پخش و بیان  هایهطور مشابه در مطاالعبه

ویروس  Gژن ، آنتی IPNV (/،02)ویروس VP2ژن آنتی
IHNV (05 )آلای ایمن های مختلف ماهیان قزلدر بافت

انکپسوله شده با میکروذرات  DNAشده با واکسن 
-فسفات و همپلی تری-کیتوزان سدیم و نانوذراتآلژینات

چنین بیان پروتئین کپسید نوداویروس در ماهی باس 
انکپسوله شده با  DNAآسیایی ایمن شده با واکسن 

 (.05)ن گزارش شده است نانوذرات کیتوزا
 

عنوان مارکر به VP4 ژن بیان( 02،/)قبلی  هایهدر مطالع
بار ویروسی در ماهیان واکسینه شده علیه بیماری 

در این مطالعه نیز . به کار برده شده است IPNویروسی 
 چالش از مانده زنده ماهیان در IPNV-VP4 ژن بیان

در  VP4ژن بر اساس نتایج بیان . ویروسی بررسی گردید
 ترکم داریمعنی طوربه شده واکسینه بافت طحال ماهیان

کاهش بار ویروسی و  دهندهنشان که بود کنترل گروه از

برای تحریک پاسخ ایمنی  شده ساخته واکسن قابلیت
 و( CTLs)سمی  Tهای سلولهای سلولویژه سلولی به

 بروز از پس علامت بدون حاملین ایجاد از لوگیریج
 بهنسبت DNA سنواک هایمزیت از که است بیماری
قبلی  هایهو با مطالع است دردسترس تجاری هایواکسن
 .(02،05،0۲،/) خوانی داردنیز هم

  
-به (میکروگرم 01و 5، 2)دوز  سه هر نتایج بر اساس

و  (VP4) مارکر ژن بیان کاهش باعث داریمعنی صورت
 گرفتن ظرن در با بنابرین. اند میزان بار ویروسی شده

دوز استفاده  ترینزایی، پایینایمنی نتایج و تولید هزینه
تواند برای می ماهی ۹میکروگرم 2شده یعنی 

 . واکسیناسیون پیشنهاد گردد
 

 گیرینتیجه
توان عنوان نمود که طور خلاصه میبر اساس نتایج به

به pcDNA3.1 از طریق وکتور یوکاریوتی VP2 ژنآنتی
بیان شده و تجویز آن  های میزبانفتبا در مستقیم طور

زایی و تواند باعث ایمنیکمان میآلای رنگیندر ماهی قزل
کاهش قابل توجه بار ویروسی در ماهیان بازمانده از 

گردد و ( IPNV-VP4براساس نتایج بیان ژن )بیماری 
از گسترش ویروس توسط حاملین بدون علائم  درپی

 .بالینی جلوگیری نماید
 

 ریسپاسگزا
این مطالعه با حمایت معاونت پژوهشی دانشگاه تهران و 

های آبزیان کشور و با همکاری قطب بهداشت و بیماری
انستیتو پاستور ایران و سازمان دامپزشکی کشور به اجرا 

-در آمده که تشکر و قدردانی خود را از آنان اعلام می
-های جناب آقای علی احمدیچنین از حمایتهم .داریم
 .نماییمرای انجام پروژه تقدیر و تشکر میوند ب
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