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 دهیچک
نین زمان از ملاتوایمنی، به دنبال استفاده هم یهابهبود پاسخ سنجیامکان هدف این پژوهش، .استملاتونین ازجمله ترکیبات ایمونومودولاتور : زمینه و هدف

 و آلوم بود. سالمونلا تیفی موریومشده شده از فرم کشتهدر واکسن ساخته

با باکتری  ها به ترتیبگروه مساوی قرار گرفتند. موش 2طور تصادفی در موش سفید آزمایشگاهی نر بود که به 20این مطالعه تجربی شامل ها: مواد و روش

شده همراه با ملاتونین و باکتری کشته ،)mg/kg800ملاتونین ) وشده شده در همراهی با ادجوانت آلوم، باکتری کشته، باکتری کشته(CFU 680) شدهکشته

سازی مورد ارزیابی ایمونولوژیک رین ایمنها یک هفته بعد از آخصورت زیر جلدی، دو بار به فاصله دو هفته ایمن شدند. نیمی از موشبه PBSو یا  ادجوانت آلوم

 صورت داخل صفاقی چالش شدند.زنده به یباکتر CFU 780منظور ارزیابی اثرات حفاظتی واکسن با ها بهقرار گرفتند. نیمی دیگر از موش

لنفوسیتی به دنبال چالش  ریثشاخص تک نیهمچنو  تأخیری تیحساس ادیپاسخ ازددار زمان با افزایش معنیموجب بهبود منحنی بقاء هم یبیواکسن ترک نتایج:

در  دالیدر تست وکننده آلوم نسبت گروه ملاتونین منجر به افزایش تیتر بیشتری گروه دریافت .(P<0.05)ها شد در مقایسه با سایر گروه ژن باکتریاییبا آنتی

 .نبود یدارنیمع رییسبت به گروه آلوم تغن یادشده رییتغ ی،بیگروه ترک دالیها در تست وبادیآنتی تریت شیالبته باوجود افزا شد.H  و O هایژنیارتباط با آنت

 .شده است سالمونلا تیفی موریومشده زایی و اثرات حفاظتی واکسن کشتهتوجه ایمنیموجب افزایش قابل و آلوم ملاتونینترکیب  گیری:نتیجه

 

 واکسن، ادجوانت، آلوم، ملاتونین ،سالمونلا تیفی موریوم  :کلمات کلیدی

 

 

 

 

 

 مقدمه
باسیل گرم منفی و داخل سلولی  سالمونلا تیفی موریوم

اختیاری است که در جنس سالمونلا و خانواده انتروباکتریاسه 

 ایهای رودهگیرد. این باکتری عامل ایجادکننده عفونتقرار می

ی این باکتر . انتشارای در انسان، دام و پرندگان استیا خارج روده

از حیوان به حیوان دیگر و استفاده از مواد غذایی دامی آلوده به 

عنوان کننده این مطلب است که حیوانات بهسالمونلا توجیه

ف راحتی با مصرهای سالمونلا بهباشند. عفونتمخزن باکتری می

-شده توسط فرد آلوده به انسان منتقل میغذا یا آب آلوده تهیه

دوز عفونی پایینی هستند که این عامل انتشار شوند و دارای 

ی سالمونلا تیفکند. عفونت از فردی به فرد دیگر را تسهیل می
ای با علائمی از قبیل های رودهاغلب به شکل عفونت موریوم

دهد. علائم بیماری ناشی از اسهال یا اسهال هموراژیک روی می

 ندکتقلید می این باکتری در مدل موش، علائم حصبه در انسان را

(8). 

کننده علیه سالمونلا تحریک هر دو  در ایجاد ایمنی حفاظت

 جزء سیستم ایمنی اختصاصی هومورال و سلولار ضروری است

هایی که شده واکسن های زنده ضعیفبرخلاف واکسن(. 4-5)

ی از سطح بالای باشند،شده میحاوی جسم سلولی باکتری کشته

ایمنی حفاظت کننده را ایجاد ننموده و جهت کارایی بیشتر 

حال بااین .(2) ها هستندنیازمند همراهی در تجویز با ادجوانت

ها دجوانتهمیشه دسترسی به چنین امری ممکن نیست. ا

پژوهشیمقاله   

 

کی، ، دانشکده دامپزشمیکروبیولوژیگروه  ،سید میثم ابطحی فروشانی :مسئول نویسنده*

 Email: sm.abtahi@urmia.ac.ir                                               دانشگاه ارومیه، ایران
https://orcid.org/0000-0003-2579-6618 
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منظور تحریک بهتر سیستم ایمنی در ترکیباتی هستند که به

 شده،کشته یهاژنیهای مؤثرتر در برابر آنتجهت ایجاد پاسخ

نها ادجوانتی است که توسط ادجوانت آلوم ت شوند.استفاده می

-آمریکا اجازه استفاده در همراهی با واکسن یاداره کل غذا و دارو

های های انسانی را دارد. متأسفانه ادجوانت آلوم در ایجاد پاسخ

کند و تنها قادر به عنوان ادجوانت ضعیفی عمل میایمنی به

طور مثال در و به (8) های ایمنی هومورال استتقویت پاسخ

که برای کنترل  Th1رانگیختن پاسخ ایمنی سلولی وابسته به ب

 ناتوان بودههای داخل سلولی از قبیل سالمونلا ضروری پاتوژن

طراحی یک واکسن مؤثر برای  یبنابراین مطالعه بر رو (.5) است

-های ناشی از این باکتری در مدل موش میپیشگیری از عفونت

طراحی یک واکسن موفق جهت پیشگیری و  یتواند راهگشا

 کنترل بیماری تیفوئید در انسان باشد.

بودن یکی از پارامترهای موردنظر برای انتخاب  خطریایمنی و ب

های انسانی است. شمار برای واکسن ژهیوادجوانت مناسب به

اند، گرچه شدههای حیوانی استفادهها برای مدلزیادی از ادجوانت

به خاطر سمیتی که دارند برای انسان غیرقابل  هابیشتر آن

 (.3) استفاده هستند

تحقیقات نشان داده است که سیستم عصبی دارای ارتباط 

-تنگاتنگی با سیستم ایمنی است و محیطی که توسط واسطه

-گیری پاسخشود نقش مهمی در جهتگرهای عصبی فراهم می

ا هومورال ( یTh1های ایمنی سلولی )های ایمنی به سمت پاسخ

(Th2دارد ) (4.) 8متوکسی تریپتامین( 2إن استیل ) نیملاتون 

 ای در انواعطور گستردهیک ترکیب ایندول آمینی بوده که به

سلولی، های تکها، یوکاریوتاشکال حیات از قبیل باکتری

ها و حتی مواد ها، گیاهان، قارچداران، جلبکمهرگان، مهرهبی

در پستانداران،  (.2شود )حیوانات یافت می مورداستفادهغذایی 

از  غده پینه آل است که لهیوسملاتونین یک ترکیب ترشحی به

در تنظیم برخی از اعمال  و گذردیسال م 40 کشف آن حدود

در برخی از  (.6) کندیپاتولوژیک شرکت م فیزیولوژیک و

شده که ملاتونین علاوه بر خاصیت ها نشان دادهآزمایش

های فعال اکسیدانی را در مقابل گونههورمونی، خاصیت آنتی

 متعددی تحقیقات. (7) دهدیاز خود بروز م تروژنیاکسیژن و ن

است که  5ایمنی کنندهلیدهد که ملاتونین یک تعدنشان می

ای هشبکیه، روده و سلول لهیوسی پینه آل بلکه بهتنها از غدهنه

ها و لنفوسیت( 1استخوان ) های مغزکارآمد ایمنی یعنی سلول

                                                           
1 Melatonin(N-acetyl-5-methoxy tryptamine) 

است که  شدهدادهی نشان خوببه درگذشته شود.تولید می (1)

های عفونی دارای اثرات یماریبملاتونین علیه بسیاری از 

 مثال نشان طوربه، استکننده ایمنی یتتقوو  محافظت بخش

 هاتیمنوساست که افزودن ملاتونین به محیط کشت  شدهداده

در مقابله با باکتری  هاسلوللیت دفاعی این موجب افزایش قاب

 توان بیشتری در هاسلولکه این یطوربهمایکوباکتریوم شده 

برخی از مطالعات نشان  شده است. Th1ی هاپاسختحریک 

اند که در زمان زمستان و آغاز بهار میزان دریافت نور نسبت داده

ومی کتریبه سایر اوقات سال کمتر است و میزان عفونت مایکوبا

ی مشخص است که خوببهبنابراین  .(1-88)یابد نیز افزایش می

ی بر روتغییرات جوی و فصلی در درازمدت ممکن است 

دهی سیستم ایمنی از طریق تغییر سطح های پاسخقابلیت

عنوان یک شاهد دیگر در مورد اهمیت ملاتونین مؤثر باشد. به

 IFN-γتوان به افزایش یی میایضد باکترملاتونین در دفاع 

کلامیدیا و  مبتلابه( در حیوانات Th1)سایتوکاین اصلی 

نتایج مطالعات  بر اساس .(80)کننده ملاتونین اشاره کرد دریافت

گذشته سطح خونی ملاتونین در افراد مسلول نسبت به افراد سالم 

بنابراین ممکن است که افزودن ماده  .(85)تر است یینپا مراتببه

یک راهکار مناسب جهت  عنوانبهملاتونین به ادجوانت آلوم 

در جهت تولید  خصوصبهی ادجوانتی آلوم هاپاسختقویت 

ژن یآنتی یا داخل سلولی هاعفونتبرای  کارآمدی هاواکسن

در مورد خاصیت ادجوانتی  تاکنونحال توموری منجر گردد. بااین

 ن تحقیق مناسبی صورت نگرفته است.ملاتونی

با توجه به مطالب فوق این پژوهش در راستای طراحی و 

-واکسن سالمونلوز در همراهی با ترکیب ادجوانت آلوم یابیارز

ملاتونین در جهت تحریک هر دو پاسخ ایمنی سلولی و هومورال 

 و دست یافتن به واکسنی مؤثر علیه سالمونلا تیفی موریومعلیه 

 گیرد.های سالمونلا انجام میعفونت
 

  هامواد و روش
موش سفید آزمایشگاهی  سر 20جامعه موردمطالعه، شامل 

هفته بود که از انستیتو  1تا  6با محدوده سنی  NMRI نژاد

جهت  ازیپس از طی زمان موردن .پاستور ایران خریداری شد

های خریداری جهت انجام سه سری هفته(، از موش 8تطابق )

مجزا استفاده خواهد شد. ملاحظات اخلاقی کار با  یهاشیآزما

حیوانات آزمایشگاهی بر اساس دستورالعمل وزارت بهداشت، 

2 Immunomodulator 
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 درمان و آموزش پزشکی جمهوری اسلامی ایران صورت گرفت.

کلیه مراحل تحقیق در کمیته اخلاق پژوهشی دانشکده 

ر مورد تائید قرا 3/تد.ت/436دامپزشکی دانشگاه ارومیه با کد 

 گرفت.

صورت زیر گروه به 2طور تصادفی در ها بهموش بندی:گروه

 قرار گرفتند:

 CFU 680سر موش بود که با  80: شامل باکتری کشتهگروه 

میکرولیتر،  820صورت زیر جلدی در حجم شده بهباکتری کشته

 .نددو بار به فاصله دو هفته ایمن شد

سر موش است که با  80: شامل باکتری کشته + آلومگروه 

CFU 680 800صورت زیر جلدی در حجم شده بهباکتری کشته 

میکرولیتر،  20میکرولیتر در همراهی با ادجوانت آلوم در حجم 

 دو بار به فاصله دو هفته ایمن شدند.

سر موش است که  80: شامل باکتری کشته + ملاتونینگروه 

زیر جلدی در حجم  صورتشده بهباکتری کشته CFU 680با 

در حجم ( mg/kg800)میکرولیتر در همراهی با ملاتونین  800

 میکرولیتر، دو بار به فاصله دو هفته ایمن شدند. 20

امل ش گروه ترکیبی(:)باکتری کشته +آلوم + ملاتونین گروه 

صورت شده بهباکتری کشته CFU 680سر موش است که با  80

 میکرولیتر در همراهی با ملاتونین ) 20م زیر جلدی در حج

mg/kg800(  میکرولیتر و ادجوانت آلوم در حجم  20در حجم

 میکرولیتر، دو بار به فاصله دو هفته ایمن شدند. 20

دو بار به سر موش است که  80(: شامل سالم) PBS گروه

صورت زیر جلدی به 3PBSمیکرولیتر 820فاصله دو هفته هر بار 

 کردند. دریافت
 

س از پ :سالمونلا تیفی موریومشده تهیه باکتری کشته

( در محیط بلاد ATCC 14028تهیه سوش استاندارد باکتری )

های باکتری یکشت داده شد. کلن شبکیآگار به مدت 

درجه  10، در PBSبار شستشو در  3شده و پس از برداشت

ساعت انکوبه شدند. بعد از طی این مرحله  5به مدت  گرادیسانت

ها در محیط بلاد آگار اثبات کشت آن لهیوسها بهمرگ باکتری

د به شیوه نفلومتری مک فارلن تیها درنهاشد. آنگاه تعداد باکتری

 سنجیده شد و سوپانسون موردنظر تهیه شد. 210موج در طول

موش از هر  2این ارزیابی بر روی  های ایمونولوژیک:ارزیابی

 گروه انجام شد.

                                                           
 

ازدیاد حساسیت تأخیری: دو هفته  یهاواکنشالف( ارزیابی 

شده به کف باکتری کشته 280سازی مقدار بعد از آخرین ایمن

موش از هر گروه تزریق شد. سپس میزان واکنش  2پای چپ 

 ازدیاد حساسیت تأخیری از این رابطه سنجیده شد:
مقدار تورم پای راست−مقدار تورم پای چپ

مقدار تورم پای راست
  سلولی= شاخص واکنش ایمنی  

بعد از سنجش ایمنی سلولی از  ( ارزیابی ایمنی هومورال:ب

-به شیوه سرو یبادیشده و تیتر آنت یریگها خونموش

 آگلوتیناسیون )تست ویدال( سنجیده شد.

زمان طحال هم ارزیابی شاخص تکثیر لنفوسیتی:ج( 

شده و میزان تکثیر لنفوسیتی ها در شرایط استریل خارجموش

خواهد  دهیسنج MTTژن باکتریایی به شیوه در پاسخ به آنتی

هفته بعد از آغاز درمان اقدام به  5طور خلاصه . به(85)شد 

ها تحت شرایط استریل ها شد. طحال موشنخاعی کردن موش

-RPMIمحیط کشت  ml2قطعه شدن در خارج و بعد از قطعه

 FBS، %80 یآمریکا( حاو-  Sigma)شرکت 1640

آلمان( له گردید. بافت حاصل جهت تهیه -  Gibco)شرکت

عبور  متریلیم 5/0سوسپانسیون سلولی از توری سیمی به قطر 

پس از سانتریفیوژ  g500دقیقه در  80ها به مدت داده شد. سلول

ها، بر روی رسوب سلولی RBCمنظور حذف شدند. سپس به

ضمن دقیقه  2بافر لیز کننده افزوده شد. بعد از  ml2آمده دستبه

 g500محیط کشت بار دیگر به مدت ده دقیقه در  ml80افزودن 

 RPMIبار دیگر سانتریفیوژ شد. رسوب سلولی در محیط کشت 

به حالت سوسپانسون درآورده شد. به دنبال  FBS%80حاوی 

تهیه شد  cell/ml680 ×8 ها، سوسپانسونی حاویشمارش سلول

ته  یاخانه 16پلیت  یهااز آن در هر یک از چاهک μl800 و

تخت ریخته شد. برای هر نمونه سه تکرار در حضور پیکره 

میکرولیتر( و سه تکرار بدون  800در حجم  2/4×480شده )کشته

عنوان بلانک نیز در سه چاهک حضور باکتری شده انجام شد. به

ساعت گرمخانه  75خالی استفاده شد. بعد از  RPMIاز محیط 

محلول  μl52به هر چاهک  2CO %2گذاری در انکوباتور حاوی 

MTT (mg/ml 2  درPBSا افزوده ) ساعت دیگر  4شده، به مدت

توسط  MTTگرمخانه گذاری گردید. در این مدت احیاء ماده 

ی هاهای زنده و در حال تکثیر سبب تشکیل کریستالسلول

به حالت  DMSOمیکرولیتر  800فورمازون گردید که با افزودن 

3Phosphate-buffered saline 
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تعیین و  nm410موج شدت رنگ در طولمحلول در آمد. سپس 

 ایندکس تحریک بر اساس رابطه زیر محاسبه گردید.
ODباکتری −ODبلانک

ODدرعدم حضور باکتری −ODبلانک
 = اندکس تحریک 

این ارزیابی بر روی  ها:تعیین میزان حفاظت بخشی موش

دو هفته بعد از آخرین به این منظور  موش از هر گروه انجام شد. 2

ها زنده به داخل صفاق موش یباکتر CFU 780سازی، ایمن

ها هفته نگاهداری شده و تلفات آن 3ها به مدت تزریق شد. موش

 ثبت کشت.

افزار از نرم یمانزنده یجهت رسم منحن روش آماری:

Medcalc یو آزمون آمار 82 راستیو kaplan-Meier  استفاده

 طرفهکی انسیوار یآمار زیها از آنالداده ریسا سهیشد. جهت مقا

one-way-anova  و تستtukey افزار در نرمSPSS 58 راستیو 

 Microsoftافزار با استفاده از نرم هایمنحن ریسا استفاده شد.

office 02/0رسم شد. سطح  5086 راستیوP< عنوان سطح به

 در نظر گرفته شد. داریمعن
 

 نتایج
های واکسینه پس از چالش با سویه ارزیابی میزان بقاء موش

 :موریومسالمونلاتیفیزنده 

یی که هاموش، میزان تلفات در رفتیمکه انتظار  طورهمان

واکسن دریافت نکرده بودند، پس از چالش با سویه زنده 

ی در طورتوجهی بالا بود بهصورت قابلبه موریومسالمونلاتیفی

(. میزان 8ها تلف شدند )نمودار هفته کلیه این موشظرف یک 

شده صورت باکتری کشتهکننده واکسن بهتلفات در گروه دریافت

که کلیه حیوانات این گروه نیز تا روز دوازدهم طوریبه نیز بالا بود،

 
 است. p<0.001دار در سطح اختلاف معنیدهنده نشانمتفاوت  حروف ارزیابی شدت واکنش ازدیاد حساسیت تأخیری. -1نمودار 

 

 
.موریومسالمونلاتیفیهای واکسینه پس از چالش با سویه زنده ارزیابی میزان بقاء موش -1شکل   
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رسد که بین نمی به نظر(. 8)شکل  شده بودندپس از چالش تلف

شده یا لاتونین و باکتری کشتهی که ترکیب مدوگروهمیزان بقاء 

شده را دریافت نمودند اختلاف معناداری آلوم و باکتری کشته

روزه  58وجود داشته باشد. میزان بقاء این در پایان دوره چالش 

نتایج مشخص است که میزان بقاء  بر اساس (.8نمودار ) بود 50%

 طوربه کننده واکسن ترکیبی بودند،هایی که دریافتموش

 ت،داری یافته اسها بهبود معنیتوجهی نسبت به سایر گروهقابل

 7که تنها در این گروه، شاهد یک مورد تلفات در روز طوریبه

روزه  58بودیم و بدین ترتیب میزان بقا در پایان دوره چالش 

 (.8)شکل بود  10%

 های ایمونولوژیک واکسن:ارزیابی

بار  5موش هر گروه پس از دریافت  2ها بر روی این ارزیابی

 واکسن انجام شد.

 

 ارزیابی واکنش ازدیاد حساسیت تأخیری:

 ها موجبتنهایی توسط موششده بهدریافت باکتری کشته

نسبت به گروه  DTHواکنش  درشدتافزایش مختصری 

تنهایی شد. هرچند که تغییر یادشده ازنظر به PBSکننده دریافت

 (.8نمودار ) آماری معنادار نبود

کننده ترکیب آلوم و باکتری در دو گروه دریافت DTHواکنش 

میزان  هب بیبه ترتشده شده یا ملاتونین و باکتری کشتهکشته

 PBSکننده طور معناداری نسبت به گروه دریافتبه 3/5و  4/5

حال بیشترین افزایش مربوط به گروه افزایش یافت. بااین

برابر افزایش  4میزان متوسط کننده واکسن ترکیبی به دریافت

 (.8نمودار ) افتی

 بادی:ارزیابی تیتر آنتی

 یون سروآگلوتیناس هویبه شنامه بادی در این پایانتیتر آنتی

 های واکسینهدر گروه Hو  Oی هاژنی علیه آنتیبادیآنتارزیابی میزان تیتر  -1جدول 

 یبادیآنتتیتر 

 گروه
 Hژن آنتی Oژن آنتی

PBS A76/1 ± 6/52 B25/87 ± 5/28 

 B02/32 ± 6/11 B54/32 ± 6/823 شدهباکتری کشته

 C41/884 ± 5/307 B58/840 ± 6/401 شده+ آلومباکتری کشته

 D8/70 ± 1/504 C412/884 ± 5/307 شده+ ملاتونینباکتری کشته

 E17/861 ± 4/684 D43/510 ± 5/181 شده+آلوم+ملاتونینباکتری کشته
 

 است.p  <02/0دار در سطح اختلاف معنیدهنده نشانحروف متفاوت 
 

 
 است. p<0.01دار در سطح اختلاف معنیدهنده نشانمتفاوت  حروف ارزیابی شدت تکثیر لنفوسیتی. -2نمودار 
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 صورت مجزا سنجیده شد.به Hو  Oهای ژنویدال برای آنتی

رای بادی برفت کمترین میزان تیتر آنتیطور که انتظار میهمان

بود.  PBSکننده مربوط به گروه دریافت Hو  Oژن هردو آنتی

کننده باکتری در گروه دریافت Oضد آنی ژن  بادیتیتر آنتی

 PBSه کنندشده افزایش معناداری را نسبت به گروه دریافتکشته

در این گروه نسبت  Hژن حال افزایش تیتر آنتینشان داد. بااین

 (.8جدول به گروه شاهد معنادار نبود )

در دو گروه  H و Oهای ژنهر دو تیتر مربوط به آنتی

 شده یا ملاتونین و باکتریی کشتهکننده آلوم و باکتردریافت

تری کننده باکشده نسبت به گروه شاهد و یا گروه دریافتکشته

حال تیتر نیباا (.8جدول ) افتشده افزایش معناداری یکشته

شده و آلوم از در گروه باکتری کشته Oژن ی علیه آنتیبادیآنت

 (.8شده بیشتر بود )جدول گروه ملاتونین و باکتری کشته

ها بادی که نسبت به سایر گروهیشترین میزان تغییر آنتیب

یافته بود، افزایش H و Oهای ژنطور معناداری در مورد آنتیبه

که تیتر طوریکننده واکسن ترکیبی بود بهمربوط به گروه دریافت

ژن بادی در رابطه با آنتیو تیتر آنتی %51 زانیبه م Oبادی آنتی

H را  شدهبه گروهی که تنها واکسن کشتهنسبت  %42 زانیبه م

 (.8جدول دریافت نموده بود افزایش یافت )

 ارزیابی میزان تکثیر لنفوسیتی:

 عنوانکه در این مطالعه از آن استفاده شد به MTTتست احیاء 

پس  MTTها کاربرد دارد. ماده شاخص قابلیت تکثیر لنفوسیت

ل ها در اثر فعالیت میتوکندریایی تبدیاز برداشت توسط لنفوسیت

 DMSO شود که با افزودنرنگ فورمازون میهای آبیبه کریستال

ود. ششده و توسط اسپکتوفتومتر سنجیده میها حلکریستال

ساعت هرچقدر تعداد  75طبیعی است که پس از گذشت 

به  MTTتبدیل  بیشتر باشد؛ میزان افتهی ریتکثهای سلول

فورمازون نیز بیشتر خواهد بود. براین اساس کمترین میزان پاسخ 

مشاهده شد  PBSکننده ها در گروه دریافتتکثیر لنفوسیت

به ها توانست شده در موشدریافت باکتری کشته (.5 )نمودار

کننده محدودی تکثیر لنفوسیتی را نسبت به گروه دریافت زانیم

PBS  افزایش دهد، هرچند که تغییر یادشده معنادار نبود )نمودار

ین شده یا ملاتونکننده آلوم و باکتری کشته(. دو گروه دریافت5

در حدود  بیبه ترتشده افزایش تکثیر لنفوسیتی و باکتری کشته

نشان دادند  PBSکننده برابری نسبت به گروه دریافت 1/8و  7/8

یا  PBSکننده که تغییرات یادشده نسبت به هر دو گروه دریافت

کننده (. در گروه دریافت5نمودار شده معنادار بود )باکتری کشته

توجهی ها به نحو قابلواکسن ترکیبی قابلیت تکثیر لنفوسیت

 PBSکننده که نسبت به گروه دریافتطوریافزایش یافت. به

توجه نشان داد که حاکی از گسترش قابل برابری 4/3افزایش 

 (.5نمودار های اجرایی در این گروه است )لنفوسیت
 

 بحث

 به توجه با که رسدمی بر اساس نتایج این مطالعه به نظر

عنوان ملاتونین به از استفاده سالمونلاها، یسلولدرون ماهیت

با  همراهی در ترکیبات نرواندوکراین نیترمعروفیکی از 

 اثرات و زاییایمنی توجهقابل افزایش موجب آلوم، ادجوانت

شده است.  سالمونلا تیفی موریوم شدهکشته واکسن حفاظتی

 یریگدر جهتبر مسیرهای نورواندوکراین  مؤثرعوامل  ریتأث

 شدهدادهگذشته نشان مطالعات از برخی در های ایمنی، پاسخ

که توسط حسینی جزنی و  یادر مطالعهطور مثال به است.

ت )آنت آگونیس نالوکسان­همکاران صورت گرفت اثر ترکیب آلوم

 مؤثر پاسخ ایمنی سلولار کیعنوان ادجوانت در تحربه اپیوئیدی(

 شدهدادهنشان  سالمونلا تیفی موریومو هومورال در پاسخ به 

کثیر تقویت ت منجر به نالوکسان­آلوم است. بر این اساس ترکیب

به  اهپاسخبه همراه پلاریزه کرده  هاتیلنفوسی اختصاصپاسخ 

ی اختصاصی سالمونلا هایبادیآنتو افزایش تولید  Th1سمت 

همچنین در مطالعه دیگری اثر ترکیب (. 5است )شده 

عنوان هآدرنرژیک( ب­پروپرانول )یک آنتاگونیست گیرنده بتا­آلوم

هومورال به  پاسخ ایمنی سلولی و کیادجوانت جدید در تحر

عنوان ( بهHKST) سالمونلا تیفی موریومشده جسم سلولی کشته

سمیه حسنی و همکاران، (. 4) است شدهییک مدل واکسن بررس

های عنوان ادجوانت در القاء پاسخبه ­ICI 118,551از مخلوط آلوم

شده سلولار نسبت به جسم سلولی کشته ایمنی هومورال و

نوان واکسن استفاده کردند و نتایج عبه سالمونلا تیفی موریوم

ی هاپاسخ(. در هر دو مورد گروه ترکیبی 83) مثبتی گرفتند

ی ایمنی سلولی و هاپاسخایجاد  ازنظرایمنی بهتری را بلاخص 

اثرات محافظت بخش به دنبال چالش با شکل زنده باکتری نشان 

 (.80و  4است ) شدهداده

دهد ملاتونین این امکان را به هورمون می دوستیماهیت چرب

ها و غلظت بالایی را در موضع ایجاد که وارد بسیاری از سلول

کند. این هورمون همچنین توانایی عبور از سدهای فیزیولوژیکی 

در رابطه با نقش ملاتونین در سیستم ایمنی بدن (. 84) را دارد

 برداشتن شرایط مثل یاین نکته حائز اهمیت است که در برخ
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ترشح ملاتونین در شرایطی مثل قطع  غده پینه آل، مهار تولید و

عصب رسانی غده و یا قرارگیری در روشنایی مداوم، باعث 

 (.82-87) شودسرکوب ایمنی در دو بخش سلولی و هومورال می

عنوان ادجوانت در ساخت استفاده از ملاتونین به ٔ نهیدرزم

حال در مطالعات بااین واکسن تجربیات خاصی وجود ندارد.

به  ی ملاتونینرپوستیز است که تجویز شدهدادهپیشین نشان 

حیوانات واکسینه شده علیه عامل گندیدگی سم موجبات افزایش 

 Dichelobacter nodosusی علیه باکتری بادیآنتتیر اختصاصی 
(. همچنین افزایش موفقیت واکسیناسیون علیه 80شده است )

ن پس ملاتونی چندروزهنسونی به دنبال تجویز انگل شیستوزوما ما

ی انگلی در هامستر هاژنیآنتشده با از تزریق واکسن ساخته

 (.88و  80است ) شدهگزارش

ی ایمنی هاپاسختقویت  است که شدهدادهنشان  درگذشته

دارد.  IL-2ملاتونین ارتباط تنگاتنگی با آزاد شدن توسط  سلولی

بیان  و دیچراکه جلوگیری از سنتز ملاتونین باعث کاهش در تول

و هم  IL-2است که با تجویز ملاتونین هم تولید  IL-2ی گیرنده

دهند علاوه بر ها نشان مییافته نی. اابدییافزایش م IL-2Rبیان 

های لنفوئیدی یکی دیگر از منابع مهم ی پینه آل، سلولغده

یستم تواند در تنظیم ستند و این ملاتونین میتولید ملاتونین هس

(. در همین راستا نتایج ما نیز 81، 81ایمنی دخالت داشته باشد )

ی ریگشکلدادند که استفاده از ملاتونین در زمان  نشانی خوببه

ی ایمنی هاپاسخی ایمنی، توانسته است که منجر به هاپاسخ

دد. ی بیشتری گرریتأخی و ایجاد ازدیاد حساسیت تریقوسلولی 

ی داخل سلولی، در هایباکتری ایمنی سلولی علیه هاپاسخدر 

ید ی، ماکروفاژها اقدام به تولسلولدرونپاسخ به شناسایی میکروب 

IL-12 ی هاتیلنفوس. در این شرایط ندینمایمTh  از طریق تولید

ی ضد میکروبی ماکروفاژها سازوکاراینترفرون گاما موجب تقویت 

ی ازدیاد حساسیت هاپاسخدر  توانیمکه نمود آن را  گردندمی

است که ملاتونین  شدهدادهی نشان خوببه. (50)تأخیری یافت 

زمان با تحریک هم Tهای یتلنفوس از IL2موجب تحریک تولید 

گردد. در همین راستا یمی دندریتیک هاسلولاز  IL12تولید 

صورت یک مکمل ممکن که افزودن ملاتونین به شنهادشدهیپ

تقویت  تیدرنهاو IL12  و IL2است که موجب پیشبرد تولید 

شده است که ملاتونین ثابت همچنین .(58)شود  Th1ی هاپاسخ

زمان با هم IL10موجب کاهش تولید سایتوکاین ضدالتهابی 

( در محیط Th2)سایتوکاین پلاریزه کننده  IL4 کاهش تولید

های سایتوکاینی، در رابطه با پاسخ علاوه،. به(55) گرددکشت می

 یهاتیلنفوستوسط  اینترفرون گاما ین باعث تحریک تولیدملاتون

Th1 (.54، 53) شودمی 

ت فعالی است که تجویز ملاتونین ذکرشده مختلفدر منابع  

 و( 55، 58)مغز استخوان  یهاغدد لنفاوی، طحال و سلول

در  (.54، 53دهد )عملکرد ایمنی ذاتی و اکتسابی را افزایش می

ملاتونین باعث بازگرداندن ه است که همین راستا نشان داد شد

هایی که سیستم کمکی معیوب در موش Tهای فعالیت سلول

نقش  (.87شده است )شده بود ها سرکوبایمنی آن

مدتاً آپوپتوزی ملاتونین عسیستم ایمنی و آنتی یکنندگکیتحر

-لکوسیت و تیسل، منوس NKسل،  Tبا اثراتی که روی تیموس، 

ی توجهجالب(. به نحو 1) شوددارد مشخص میهای ائوزینوفیل 

است که تجویز ملاتونین اگزوژنوس باعث تزاید  شدهدادهنشان 

ژن توسط ماکروفاژها برای و افزایش ارائه آنتی Tهای لنفوسیت

 MHCIIهای افزایش بیان مولکول لهیوسبهکمکی  Tهای سلول

منجر به  هاموشافزودن ملاتونین به رژیم غذایی  .(52)شود یم

های خون همراه با افزایش قابلیت یتلنفوسافزایش تعداد کلی 

در همین  .(56)در پاسخ به میتوژن شده است  هاآنتکثیری 

توجه شدت تکثیر اختصاصی به سالمونلا را ما راستا افزایش قابل

 کننده آلوم و ملاتونین مشاهده نمودیم.در گروه دریافت

به  همدآدستبهای که در این تحقیق یجهنتین ترمهم بر اساس

رسد که ترکیب ملاتونین با آلوم منجر به تقویت یمنظر 

سلولی  ترمناسبی هاپاسخیژه در ایجاد وبههای آلوم یتقابل

 یهاواکسنگردد. گرچه آلوم تنها ادجوانت مجاز برای استفاده در 

وسیع و  طوربه هاواکسنانسانی است و امروزه در بسیاری از 

ین محدودیت ترمهماست اما  شدهاستفادهآمیزی یتموفق

ی ایمنی سلولی هاپاسخادجوانت آلوم عدم توانایی آن در ایجاد 

و تقویت ایمنی  Th2است و باعث شیفت پاسخ ایمنی به سمت 

ین ادجوانت مناسبی برای تحریک بنابرا گردد،یمهومورال 

 اهآنهایی که ایمنی مؤثر علیه سیستم ایمنی علیه پاتوژن

 .(57) ستینایمنی سلولی است  و Th1ی هاپاسخ

خل داطبیعی است که دفاع مؤثر و کارآمد علیه یک باکتری  

و  Th1ی هاسلولنیازمند همکاری مؤثر  سالمونلای از قبیل سلول

شان ی نخوببه. نتایج منحنی بقاء است ماکروفاژها و دندریتیک

 سالمونلاتیفی شدهکشتهدریافت واکسن  دو بارداد که پس از 
در همراهی با ترکیب ادجوانت آلوم و ملاتونین منجر به  موریوم

پس از چالش با باکتری زنده  %10بقاء مؤثرتر حیوانات به میزان 

ن های ایمونولوژیک نیز در اییابیارزشود. یم موریومسالمونلاتیفی
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شرایط نشان داد که حیواناتی که واکسن ترکیبی دریافت نمودند 

ی ازدیاد هاپاسخبادی، یآنتسطح ی افزایش توجهقابل طوربه

و  Th1های یتلنفوسکه نمودی از عملکرد ) یریتأخحساسیت 

به  Tهای یتلنفوسی بلاستوژنیک هاپاسخ( و استماکروفاژها 

نتایج مطالعه حاضر نشان داد استفاده از  میتوژن را نشان دادند.

دارد ادجوانت استان اندازهبهیباً تقریک ادجوانت  عنوانبهملاتونین 

 هاموشییدشده آلوم توانسته است که موجب افزایش بقاء تأو 

شود.  سالمونلاتیفی موریومپس از چالش با باکتری زنده 

ی ایمونولوژیک از قبیل شدت پاسخ ازدیاد حساسیت هامؤلفه

ها و یتلنفوسبادی، قابلیت پاسخ تکثیری یآنتتأخیری، تیتر 

لوم و کننده آیافتدر دو گروهیباً بین رتقبادی نیز یآنتتولید 

 شدهکشتهادجوانت در همراهی با باکتری  عنوانبهملاتونین 

د که رسیمبنابراین به نظر ؛ مشابه بود سالمونلاتیفی موریوم

ایمنی  یهاپاسخیک ترکیب ایمن قادر به ایجاد  عنوانبهملاتونین 

 .استهمپای ادجوانت آلوم 

است که ادجوانت آلوم از طریق  شدهصمشخبه اینکه  با توجه 

ژن موجب افزایش یآنتاثرات دپویی خود با افزایش نگهداشت 

شود. همچنین یمی ایمنی هاپاسخژن جهت ایجاد یآنتزمان بقاء 

ملایم موجب ایجاد آسیب بافتی  گربیتخریک  عنوانبه

و بدین ترتیب از طریق تولید الگوهای مولکولی  محدودشده

کمک ی هامولکول( موجب بروز DAMP) بیآسمرتبط با 

شود. از طرفی عمده یمی ایمنی هاپاسخی اندازراهی و کیتحر

ح های سطیرندهگاثرات ملاتونین از طریق تأثیرگذاری بر روی 

ژن یآنت کنندهعرضهی اـهسلوله تحریک ـسلولی بوده و منجر ب

ی هامولکولاز طریق تقویت بروز  Th1ی هاپاسخجهت تولید 

 شیپسایتوکاین  خصوصبه و MHCی هامولکولی کیکمک تحر

 .(51) استژن یآنتدر زمان عرضه  IL12ی التهاب
 

 گیرینتیجه
در این  آمدهدستبهاز مجموعه مطالب فوق و همچنین نتایج 

ایمنی در تنظیم  تحقیق اهمیت ملاتونین در تقویت پاسخ

ممکن است  نی؛ بنابرارسدیمی ایمنی مشخص به نظر هاپاسخ

راهکار  کیعنوان به ادجوانت آلوم به نیکه افزودن ماده ملاتون

خصوص در آلوم به یادجوانت یهاپاسخ تیمناسب جهت تقو

 ای یداخل سلول یهاعفونت یکارآمد برا یهاواکسن دیجهت تول

 کیهرحال در مطالعه حاضر منجر گردد. به یتومور ژنیآنت

 یرشتیمطالعات ب ندهیلازم است که در آ وبوده  یمطالعه مقدمات

 .ردیصورت گ زین گرید یهاژنیبا استفاده از آنت
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Abstract 
 

Background & Objective: Melatonin is one of the immuno-modulator compounds. The 

purpose of this study was to determine the feasibility of improving immune responses 

following the use of melatonin in a vaccine made from the killed form of Salmonella 

typhimurium and alum. 

Materials & Methods: This experimental study consists of 50 male NMRI mice that were 

allocated in 5 equal groups, randomly. Each mouse in different groups was subcutaneously 

treated with killed preparations of bacteria (106 CFU), killed preparations of bacteria with 

alum, killed preparation bacteria with melatonin (100mg/kg), combined melatonin and 

alum with killed preparation bacteria, and finally PBS at two-week intervals. One week after 

the last immunization, one-half of the mice were euthanized and used for immunological 

evaluations. Other mice in each group were challenged intraperitoneally with the 107CFU 

live preparation of S.typhimurium in order to evaluate the protective efficacy of vaccine 

protocols. 

Results: Combined vaccine caused a more favorable survival curve concurrent with a 

significant increase in the delayed-type hypersensitivity immune response and lymphocyte 

proliferation after challenging with bacterial antigen compared to other groups (P<0.05). The 

antibody titers against O and H antigens in the Widal test showed an increase in the alum 

group more than the melatonin group. The antibody titers showed an increase in the 

combined group. Nevertheless, this change did not show any significant effect in 

comparison with the alum group. 

Conclusion: Combined melatonin and alum caused a significant increase in 

immunogenicity and protective effects against the killed preparation of S. typhimurium. 
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