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Abstract	
Aims: The common hepatitis B vaccination was designed based on alum 
adjuvant. This adjuvant is failed to stimulate cellular immunity so that, 
optimization is necessary for better stimulation of cellular immune responses. α-
-tocopherol is a key component of vitamin E that is considered as 
immunomodulatory agent to regulate immunity in order to decrease 
inflammation immune responses. Therefore, in the present study, the effect of α-
tocopherol on the improvement of immune responses in hepatitis B vaccination 
was evaluated. 
Materials	&	Methods: commercial hepatitis B vaccine was formulated with α-
tocopherol at the doses of 1, 5, and 10mg. The vaccine was injected into BALB/C 
mice three times two weeks apart. Ten days after the last injection, blood-
drawing was performed from mice groups. The levels of IFN-γ, TNF-α, IL-4, and 
IL-2 cytokines and IgG total antibody, as well as IgG1 and IgG2a antibody 
isotypes, were measured by ELISA method. 
Findings: Formulated vaccine at the dose of 10mg of	 α-tocopherol is more 
potent in the significant increase of IFN-γ, TNF-α, and IL-2 cytokines and low 
dose result in improvement of humoral immune response. 
Conclusion: Immune response of vaccine formulated with α-tocopherol was 
dose-dependent and at the dose of 10mg demonstrated a significant increase of 
Th1 response and at the dose of 1mg result in increase of antibody responses. 
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  چکيده

دلیل نقص در که به استواکسن رایج هپاتیت ب بر پایه ادجوانت آلوم اهداف: 
اجزای  توکوفرول از -سازی است. آلفاتحریک ایمنی سلولی کارآمد، نیازمند بهینه

کننده پاسخ ایمنی توانایی تنظیم عنوان یک تعدیلاست که به Eاصلی ویتامین 
های التهابی را دارد. از این رو های سیستم ایمنی در جهت کاهش پاسخپاسخ

های ایمنی واکسن بهبود پاسخ توکوفرول بر -اثر آلفا در مطالعه حاضر به بررسی
  هپاتیت ب پرداخته شد.

 -میکروگرم از آلفا۱۰و  ۵، ۱واکسن تجاری هپاتیت ب با دوزهای  ها:مواد و روش
های توکوفرول فرموله شد. واکسن در سه نوبت به فاصله دو هفته به موش

BALB/C  .های موشی ری از گروهروز پس از آخرین تزریق خونگی ۱۰تزریق شد
همچنین  و γ-IFN ،α-TNF ،4-IL، 2-ILهای انجام شد. میزان سایتوکاین

به روش الایزا مورد بررسی قرار  a2IgGو  1IgGهای و ایزوتایپ IgGتوتال 
  گرفت.
انایی توکوفرول تو -گرم از آلفامیلی١٠شده در دوز واکسن فرمولهها: یافته

و در دوز  γ-IFN ،α-TNF ،2-ILهای دار سایتوکاینبیشتری در افزایش معنی
  پایین منجر به تقویت ایمنی هومورال شد.

توکوفرول  -های ایمنی ایجادشده توسط واکسن به دوز آلفاپاسخ گیری:نتیجه
وکوفرول افزایش پروفایل ت - گرم آلفامیلی۱۰ی که در دوز طور وابسته هستند، به

بادی زایش تیتر آنتیگرم منجر به افمیلیو در دوز یک 1Thسایتوکاینی 
  شود.می
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  مقدمه
) یکی از اعضای خانواده Bویروس هپاتیت ب (هپاتیت 

هپادناویریده است که باعث بیماری مزمن یا حاد هپاتیت، سیروز 
پیشگیری از عفونت  .]1 ,2[شودکبدی و هپاتوسلولار کارسینوما می

. همچنین واکسن تجاری بر پایه تزریق واکسن است Bهپاتیت 
هپاتیت ب بر پایه ادجوانت آلوم است. سطح حفاظتی با میزان 

پس از سه بار  لیترالمللی بر میلیواحد بین۱۰۰از بیشتر 
دهد که منجر به افزایش ایمونیزاسیون با واکسن تجاری رخ می

شود. اگرچه بادی میهای ایمنی هومورال و تولید آنتیپاسخ
اسیون قادر است تا میزان عفونت را کاهش دهد، استراتژی واکسین

کننده واکسن پاسخ مناسبی ایجاد اما در برخی از افراد دریافت

ژن هپاتیت ب بادی ضدآنتیشود، چراکه در آنها تیتر آنتینمی
]3-پس از ایمونیزاسیون بودلیتر المللی بر میلیواحد بین۱۰کمتر از 

یزان بالایی ایمونوژن . در حالی که واکسن هپاتیت ب به م5[
زمینه ژنتیکی، است. اما برخی فاکتورهای مشخص از قبیل پیش

چاقی، دیالیز، سن و مصرف تنباکو با کاهش پاسخگویی واکسن 
ها با . به همین دلیل، ادجوانت]6[هپاتیت ب ارتباط دارد

های مختلف نقش مهمی در افزایش پتانسیل واکسن از ویژگی
ها پیش، دارند. از مدت Tهای ی لنفوسیتقبیل تاثیر دپو و القا
های انسانی استفاده ای در واکسنطور گستردهادجوانت آلوم به
های ایمنی هومورال را القا کند. در تواند پاسخشده است که می

ها به داخل آلوم باعث افزایش غلظت ژنهمین ارتباط، جذب آنتی
ژن را به آنتی شود. بنابراین ممکن است جذبژن میموضعی آنتی
ژن بالا برد. اجزای آلوم کننده آنتیهای عرضهوسیله سلول

های دندریتیک و های ایمنی را از طریق تحریک سلولپاسخ
دهند. علاوه براین، القای کموکاین فعالیت کمپلمان افزایش می
شود. با این وجود، های ایمنی میمنجر به افزایش فراخوانی سلول

م این است که قادر به تحریک کارآمد ایمنی یکی از نقایص آلو
. بنابراین تغییر در ادجوانت واکسن هپاتیت ]7 ,8[سلولی نیست

های بیشتر ایمنی سلولی شود. ممکن است باعث پاسخ
بادی را تنهایی تولید آنتیاند که بههای روغنی نشان دادهادجوانت

در هستند های اختصاصی، آنها قادهند اما در موقعیتافزایش می
  .]9[را فعال کنند Tهای لنفوسیت

دهد که متابولیزم عناصر های گوناگون نشان میاز طرفی پژوهش
ها بر ریزمغذی مانند مواد معدنی (آهن، سلنیم و غیره) و ویتامین

عملکرد سیستم ایمنی اثرگذار است، به شکلی که کمبود و یا 
های واکنشتواند موجب اختلال در اضافه بار این عناصر می

زایی بعد از استفاده از واکسن ها و یا ایمنیدفاعی علیه بیماری
شود. بنابراین ساختارهایی که بتوانند بر هومئوستاز عناصر 
ریزمغذی در بدن اثر بگذارند قادر خواهند بود سیستم ایمنی را نیز 
تحت تاثیر خود قرار دهند. از این رو این فرضیه مطرح شده است 

توان سیستم ایمنی را تقویت اده از این ساختارها میکه با استف
دهی به واکسن را با استفاده از اثر شبه ادجوانتی آنها کرد و پاسخ
های ها سیستم. در همین رابطه، امولسیون]10 ,11[افزایش داد

دوفازی ناپایداری هستند که با توجه به مزیت عمده استفاده از 
توانند بادی میبهبود تیتر آنتیژن و آنها یعنی کاهش دوز آنتی

و  MF59عنوان ادجوانت در فرمولاسیون واکسن به کار روند. به
AS03 های محلول روغن در آب هستند. هر دو امولسیونAS03 

به کار برده  H1N1و  H5N1های آنفلوانزای نیز در واکسن
توکوفرول است که با فرمول شیمیایی  -حاوی آلفا AS03اند. شده

2O50H29C  شود و از گرم بر مول شناسایی می۷۱/۴۳۰و جرم مولی
ها نشان داده است که حضور است. بررسی Eاجزای اصلی ویتامین 

های توکوفرول در ساختار این ادجوانت توان تحریکی پاسخ -آلفا
. این ویتامین ]12[ایمنی سلولی و هومورال را ارتقا داده است

دارد. چون این ویتامین اکسیدانی بسیار مهمی خاصیت آنتی
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شود و محلول در چربی است پس در ساختار غشای سلولی وارد می
کند. از این رو های آزاد محافظت میآن را از تخریب توسط رادیکال

ژن را ژن را ارتقا دهد و هم قادر است آنتیتواند عمر آنتیهم می
. درواقع برای ]13[موثرتر به غشای سلول ایمنی پیوند دهد

لوگیری از بیماری هپاتیت ب نیاز به واکسنی است که ایمنی ج
طور را قویاً ایجاد کند. همان Th1و ایمنی سلولی  Th2هومورال 

که گفته شد، ادجوانت آلوم در فرمولاسیون واکسن هپاتیت ب به 
 Th1کار برده شده است ولی تاثیر ناچیزی روی ایمنی سلولی 

سنی است که بتواند بر محدودیت دارد. بنابراین نیاز به طراحی واک
قوی ایجاد کند. طی  Th1ادجوانت آلوم غلبه کند و پاسخ 

توکوفرول روی ماکروفاژها بررسی و  -ها تاثیر تزریق آلفاآزمایش
های ایمنی توکوفرول بر روی تنظیم واکنش -مشخص شد که آلفا

 و التهابی از طریق تنظیم عملکرد ماکروفاژ و سلول دندریتیک
های دندریتیک برای ایمنی سلولی ذار است. از طرفی سلولاثرگ

Th1 سازی پاسخ ایمنی سلولی اهمیت دارند که باعث فعال
های سازی سلولتوکوفرول باعث فعال -شوند و حضور آلفامی

سازی توکوفرول باعث فعال -شود. پس حضور آلفادندریتیک می
1Th از این رو در  .]14[شودتر میو درنتیجه ایمنی سلولی قوی

توکوفرول به فرمولاسیون واکسن اضافه شد تا  - مطالعه حاضر آلفا
  های مختلف ایمنی هومورال و خصوصاً سلولی تقویت شود.جنبه

  

  هامواد و روش
ماده اینبرد از انستیتو پاستور کرج  BALB/cسر موش ٦٠تعداد 

با وزن تقریبی  هفته بود و ٦-٨ها خریداری شد. سن این موش
هویه مناسب و دارای ت ٢٠-C٢٢°گرم در اتاق حیوانات در دمای ٢٠

  نگهداری شدند.
های هر گروه با علامت بندی شدند. موشگروه دسته ۹ها در موش

گذاری آمیزی و نشانهمنحصر به فرد به وسیله اسیدپیکریک رنگ
  .بود تریکرولیم۲۵۰ها در همه گروه قیحجم تزر). ۱شدند (جدول 

  

 هابندی موشگروه )۱جدول 
  تعداد  علامت  فرمولاسیون گروه
  ۹  دو پا واکسن هپاتیت ب  ۱
  ۹  دست چپ  گرممیلی۱وکوفرول ت -واکسن هپاتیت+آلفا  ۲
  ۹  راستپای  گرممیلی۵وکوفرول ت -واکسن هپاتیت+آلفا  ۳
  ۹  پای چپ گرممیلی۱۰وکوفرول ت -واکسن هپاتیت+آلفا  ۴
  ۵  پیشانی  گرم+آلوممیلی۱وکوفرول ت -آلفا  ۵
  ۵  پشت  گرم+آلوممیلی۵وکوفرول ت -آلفا  ۶
  ۵  دو دست  گرم+آلوممیلی۱۰وکوفرول ت -آلفا  ۷
  ۵  دست راست  کنترل آلوم  ۸
۹  PBS ۵  بدون علامت  
  

 -انستیتو پاستور کرج و ماده آلفاواکسن نوترکیب هپاتیت ب از 
(ایالات متحده) تهیه شدند.  توکوفرول از کمپانی سیگما
لیتر گرم در میلیمیلی۱۰و  ۵، ۱های فرمولاسیون واکسن با غلظت

توکوفرول تهیه شد. بدین منظور، ابتدا براساس خصوصیات  -با آلفا

pH ژن، فرآیند اتصال این دو مولکول در ایزوالکتریک آلوم و آنتی
pH  دور ۱۰۰ژن با سرعت انجام شد. طی یک ساعت آنتی ۴/۶برابر

 -در دقیقه روی مگنت به آلوم اتصال برقرار کرد. سپس آلفا
و  ۵، ۱های توکوفرول در اتانول الکل حل شد و در نهایت در غلظت

به ظرف واکنش اضافه شد و فرآیند  گرم در یک دوز واکسنمیلی۱۰
ه یکنواخت حاصل شدن روی مگنت ادامه یافت تا نمونمخلوط

سازی واکسن با شرایط کاملاً یکسان شود. برای هر مرحله ایمن
توکوفرول، از اتانول  -تهیه شد. همچنین در گروه واکسن بدون آلفا

وفرول توک -با شرایط کاملاً یکسان همانند واکسن اصلی حاوی آلفا
کردن واکسن تزریقات پس از فرمولهدر فرمولاسیون استفاده شد. 

صورت زیر جلدی انجام شد. در سه نوبت به فاصله دو هفته به
ژن هپاتیت میکروگرم آنتی٥میکرولیتر معادل ٢٥٠حجم هر تزریق 

  بود که به هر موش تزریق شد. (HBsAg)ب 
پت ستفاده از پیها، با اروز پس از آخرین واکسیناسیون موش ١٠

پاستور و یا لوله مویینه از گوشه داخلی چشم آنها خونگیری انجام 
آوری شد. برای جداسازی سرم ابتدا خون و در میکروتیوپ جمع

یک ساعت در دمای اتاق قرار گرفت تا لخته شود و سپس در 
دقیقه سانتریفیوژ  ١٥دور در دقیقه به مدت ١٤٠٠٠سرعت 

)dragon(حاصل با سمپلر شد. سرم  ؛ چین)dragon(به  ؛ چین
میکروتیوپ دیگر منتقل و بار دیگر سانتریفیوژ شد و در نهایت 

 -C٢٠°دمای تا زمان انجام تست الایزا در  سرم عاری از لخته جدا و
 نگهداری شد.

 ،IFN-γ ،IL-4های تست الایزا برای سنجش میزان سایتوکاین
IL-2 و TNF-α اختصاصی  های تجاریبا استفاده از کیت
؛ Mabtechموشی ( TNF-αو  IFN-γ ،IL-4 ،IL-2گیری اندازه

سوئیس) انجام شد. روش کار به این شرح است که در تمام 
میکرولیتر ١٠٠ای مخصوص الایزا، خانه٩٦های های پلیتچاهک
 IFN-γ، IL-4 ،IL-2بادی پذیرنده) اختصاصی (آنتی هایبادیآنتی

تکل کیت (هر یک از چهار رقت ذکرشده در پروبا  TNF-αو 
و به مدت یک شبانه روز سایتوکاین در چهار پلیت جداگانه) اضافه 

وشو با بافر انکوبه شدند. سپس شست C۴°در یخچال 
سالین همراه با سرم جنین گاوی و  وشوی بافر فسفاتشست
و  PBSکننده (بافر بلاکمیکرولیتر ۲۰۰انجام گرفت و  ۲۰تویین
ها به چاهک )%۱/۰به همراه آلبومین سرم گاوی  %۰۵/۰ ۲۰تویین

ها به مدت یک ساعت در دمای اتاق به روی شیکر اضافه و پلیت
وشو ها تخلیه و مرحله شستقرار گرفتند. محتویات داخل چاهک

های سرم و میکرولیتر از نمونه٥٠پنج بار تکرار شد. مقدار 
پیکوگرم در ٨- ١٠٠٠ز غلظت ها ااستانداردهای کیت در چاهک

ها دو ساعت در دمای اتاق بر روی لیتر ریخته شد و پلیتمیلی
ها همانند قبل، وشوی پلیتشیکر قرار گرفتند. پس از شست

شده در کیت در بادی شناساگر با رقت خواستهمیکرولیتر از آنتی١٠٠
به همراه آلبومین سرم  %۰۵/۰ ۲۰و تویین PBSکننده (بافر رقیق

ها به مدت ساخته و به هر چاهک اضافه شد و پلیت) %۱/۰وی گا
پس از  یک ساعت در دمای اتاق بر روی شیکر قرار گرفتند.
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که به  HPRاسترپتاویدینمیکرولیتر ١٠٠ها، وشوی پلیتشست
ها به تهیه شده بود، به هر چاهک اضافه و پلیت ١:١٠٠٠نسبت 
گرفتند. مجدداً  ساعت در دمای اتاق بر روی شیکر قرار یکمدت 

ی میکرولیتر محلول سوبسترا١٠٠وشو صورت گرفت و مرحله شست
ها در به هر چاهک اضافه شد و پلیت (TMB) نیدیبنزلیتترامت

 دقیقه انکوبه شدند. ١٥-٢٠تاریکی حدود 
کننده (اسیدسولفوریک) به هر چاهک میکرولیتر محلول متوقف١٠٠

ها با الایزاریدر در طول اضافه و بلافاصله مقدار جذب نوری چاهک
نانومتر خوانده شد. با توجه به منحنی استاندارد حاصل از ٤٥٠موج 

-IFN-γ، IL-4، ILهای استاندارد، میزان کمی جذب نوری چاهک

های مورد آزمایش بر حسب پیکوگرم مربوط به نمونه TNF-α و 2
  لیتر محاسبه شد.در میلی

بادی های ایمنی هومورال، تعیین سطح آنتیبررسی پاسخمنظور به
های ها از طریق آزمون الایزا برای تمامی نمونهتوتال و ایزوتیپ

ژن که با غلظت میکرولیتر آنتی١٠٠سرم انجام شد. ابتدا 
های آماده شده بود، در پلیت PBSلیتر با بافر میکروگرم در میلی٥

انکوبه  C٤°یک شب در یخچال  ها به مدتالایزا ریخته شد. پلیت
سپس  .وشو داده شدندشست %۰۵/۰ ۲۰و تویین PBSسه بار با و 
)  به حفرات ریخته %٢کننده (شیر خشک میکرولیتر بافر بلاک٣٠٠

انکوبه شدند.  C٣٧°ها به مدت یک ساعت در دمای شد و پلیت
 ١٦تا  ١٠٠/١ها (از رقت وشو انجام شد. سرممجدداً مرحله شست

) رقیق شدند. به حفرات %٥/٠کننده ( شیر خشک با بافر رقیق رقت)
کننده، ریخته شد و شده در بافر رقیقمیکرولیتر سرم رقیق١٠٠مقدار 
انکوبه و سپس پنج  C٣٧°دقیقه در انکوباتور ٩٠ها به مدت پلیت

ترب  دازیپراکس میآنزوشو داده شدند. در مرحله بعد مرتبه شست
-Anti)کونژوگه  موش یبادیضدآنت یبادینژوگه به آنتوک یکوه

mouse HRP)  کننده (شیر خشک در بافر رقیق ٨٠٠٠/١به نسبت
میکرولیتر در تمام حفرات غیر از بلانک ریخته ١٠٠)، رقیق و %٥/٠

انکوبه شدند.  C٣٧°ها به مدت یک ساعت در انکوباتور شد و پلیت
وشو برای تمیکرولیتر بافر شس٣٠٠مرتبه و هر بار با  ٦ها پلیت

میکرولیتر ١٠٠وشو شدند. به هر حفره دقیقه شست ١-١:٣٠مدت 
دقیقه در محیط  ٢٠-٣٠ها ریخته شد و پلیت TMBسوبسترای 

کردن واکنش به تاریک در دمای اتاق قرار داده شدند. برای متوقف
ها نرمال اضافه شد. پلیت ٢میکرولیتر اسیدسولفوریک ١٠٠حفرات 

نانومتر به وسیله دستگاه الایزاریدر ٤٥٠بلافاصله در طول موج 
های بادیروش انجام آزمایش برای ایزوتیپ آنتیقرائت شدند. 

IgG1  وIgG2a بادی توتال است.مشابه به آنتی 
 توزیع نظر از و گردآوری خام هایآزمایشات، داده اتمام از بعد
 مختلف آماری هایآزمون توسط ها،داده بودنهموژن و نرمال
 تمامی میانگین. شدند بررسی رنوفیاسم -آزمون کولموگروف مانند
 آماری آنالیز در و محاسبه آزمایش هر به مربوط دوتایی هایداده

 آنالیز واریانس (آنووا) و با آزمون آماری با آنالیز. شد استفاده
 حدود شد. انجام Graph pad prism 6افزار نرم از استفاده

 نهایت در و بود داریمعنی مفهوم به >٠٫٠٥p عدد و %٩٥ اطمینان
  .شدند میانگین آماری رسم مبنای بر هاجدول و نمودارها

  

  هایافته
 - ابا آلف واکسن هپاتیت بکننده فرمولاسیون بین گروه دریافت

کننده آلفا گرم نسبت به گروه دریافتمیلی١٠توکوفرول 
عنوان هب PBS آلوم وآلوم،  - گرممیلی٥وم، آلفا آل -گرممیلییک
 IFN-γداری در سایتوکاین ش معنیهای کنترل منفی افزایگروه

کننده بین گروه دریافتهمچنین ). >۰۴۱۲/۰pمشاهده شد (
گرم یلیم٥توکوفرول  -با آلفاواکسن هپاتیت ب فرمولاسیون 
 - گرممیلیکننده آلفا یکهای کنترل منفی دریافتنسبت به گروه

 PBS لوم وآآلوم،  -گرممیلی١٠م، آلفا آلو -گرممیلی٥آلوم، آلفا 
ده شد مشاه IFN-γداری در سایتوکاین افزایش معنی

)۰۰۱۴/۰p< .(کننده فرمولاسیون واکسن هپاتیت بین گروه دریافت
کننده گرم نسبت به گروه دریافتمیلی١٠وکوفرول ت -با آلفا ب

فا کننده آلهای کنترل منفی دریافتگروه و آلوم -HBsفرمولاسیون 
آلوم،  -گرممیلی١٠آلوم، آلفا  - گرممیلی٥لوم، آلفا آ -گرممیلییک

 IFN-γداری در سطح سایتوکاین افزایش معنی PBS آلوم و
  الف). -۱؛ نمودار >۰۴۱۴/۰pمشاهده شد (

 - ابا آلفواکسن هپاتیت ب کننده فرمولاسیون بین گروه دریافت
ده آلفا کننگرم نسبت به گروه دریافتمیلیتوکوفرول یک

 آلوم وآلوم،  -گرممیلی١٠آلوم، آلفا  -گرممیلی٥لوم، آلفا آ -گرممیلی١
PBS داری در های کنترل منفی افزایش معنیعنوان گروهبه

). بین گروه >۰۱۵۰/۰pمشاهده شد ( TNF-αسایتوکاین 
توکوفرول  -با آلفاواکسن هپاتیت ب کننده فرمولاسیون دریافت

کننده آلفا های کنترل منفی دریافتگرم نسبت به گروهمیلی٥
آلوم و  -گرممیلی١٠آلوم، آلفا  -گرممیلی٥لوم، آلفا آ -گرممیلییک

مشاهده شد  TNF-αداری در سطح سایتوکاین آلوم افزایش معنی
)۰۰۲۹/۰p< کننده فرمولاسیون واکسن بین گروه دریافت).همچنین

گرم نسبت به گروه میلی١٠توکوفرول  -با آلفا هپاتیت ب
های کنترل منفی گروه و آلوم -HBsون کننده فرمولاسیدریافت
لوم، آلفا آ -گرممیلی٥لوم، آلفا آ - گرممیلیکننده آلفا یکدریافت

داری در سطح عنیافزایش م PBS آلوم وآلوم،  -گرممیلی١٠
  ).ب -۱دار ؛ نمو>۰۳۶۰/۰pمشاهده شد ( TNF-αسایتوکاین 
 واکسن هپاتیت بکننده فرمولاسیون بین گروه دریافتهمچنین 
کننده آلفا گرم نسبت به گروه دریافتمیلیتوکوفرول یک -با آلفا
آلوم،  -گرممیلی١٠آلوم، آلفا  - گرممیلی٥آلوم، آلفا  -گرممیلییک

داری در های کنترل منفی افزایش معنیعنوان گروهبه PBS آلوم و
). بین گروه >۰۰۵۵/۰pمشاهده شد ( IL-2سایتوکاین 

توکوفرول  -با آلفاواکسن هپاتیت ب کننده فرمولاسیون دریافت
کننده آلفا های کنترل منفی دریافتگرم نسبت به گروهمیلی٥
، آلوم -گرممیلی١٠آلوم، آلفا  - گرممیلی٥آلوم، آلفا  -گرممیلییک

 IL-2داری در سطح سایتوکاین افزایش معنی PBSآلوم و 
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کننده بین گروه دریافت). همچنین >۰۰۰۲/۰pمشاهده شد (
گرم میلی١٠توکوفرول  -با آلفافرمولاسیون واکسن هپاتیت ب 

 - گرممیلیکننده آلفا یکهای کنترل منفی دریافتنسبت به گروه
 PBS آلوم وآلوم،  -گرممیلی١٠لوم، آلفا آ -گرممیلی٥آلوم، آلفا 

مشاهده شد  IL-2داری در سطح سایتوکاین افزایش معنی
)۰۰۰۱/۰p< ج). -۱؛ نمودار  

 - با آلفا کننده فرمولاسیون واکسن هپاتیت ببین گروه دریافت
کننده فرمولاسیون گرم نسبت به گروه دریافتمیلیتوکوفرول یک

HBs-a گرم، میلی٥HBs-a آلوم،  -گرممیلیگرم، آلفا یکمیلی١٠
عنوان به PBS آلوم وآلوم،  -گرممیلی١٠آلوم، آلفا  -گرممیلی٥آلفا 
 IL-4داری در سایتوکاین های کنترل منفی افزایش معنیگروه

کننده فرمولاسیون ). تنها بین گروه دریافت>۰۲۱۷/۰pمشاهده شد (
گرم نسبت به گروه میلی٥توکوفرول  -با آلفاواکسن هپاتیت ب 

داری افزایش معنی گرممیلییک HBs-aکننده فرمولاسیون دریافت
بین گروه ). p= ۰۲۱۷/۰مشاهده شد ( IL-4در سطح سایتوکاین 

توکوفرول  -با آلفا کننده فرمولاسیون واکسن هپاتیت بدریافت
آلوم و  -HBsکننده فرمولاسیون گرم نسبت به گروه دریافتمیلی١٠

HBs-a داری در سطح سایتوکاین گرم افزایش معنیمیلییکIL-

  د). -۱؛ نمودار >۰۰۰۶/۰pمشاهده شده است ( 4
 همراه به واکسن فرمولاسیون در بادیآنتی پاسخ سطح بالاترین
 به نسبت که است شده مشاهده گرممیلییک توکوفرول -آلفا

 داده نشان خود از اول رقت دو در داریمعنی اختلاف تنها واکسن
توکوفرول  -گرم آلفامیلیدرواقع تزریق واکسن با دوز یک .است

داری در سطح توتال های آن افزایش معنینسبت به سایر غلظت
IgG  ۲نشان داد (نمودار.(  

های کننده فرمولاسیون واکسن با غلظتهای دریافتبین گروه
شده در آلوم اختلاف توکوفرول و واکسن فرموله -مختلف آلفا

کننده های اصلی دریافتداری مشاهده نشد. اما بین گروهیمعن
داری وجود داشت های کنترل منفی افزایش معنیواکسن با گروه

)۰۰۰۱/۰p< ۴و  ۳؛ نمودارهای.(  
  

  
  های تجربیدر گروه IL-4 (d)و  IFN-γ (a) ،TNF-α (b) ،IL-2 (c)های سایتوکاینی بررسی الگوی پاسخ) ۱نمودار 
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  های مطالعاتی پس از تزریق واکسنتوتال در گروه IgGنتایج سطح  )۲نمودار 

  

  
  تزریق واکسن های مطالعاتی پس ازدر گروه IgG1نتایج سطح  )۳نمودار 

  

	های مطالعاتی پس از تزریق واکسندر گروه IgG2aنتایج سطح  )۴نمودار 
  

  بحث
از آنجایی که واکسیناسیون علیه ویروس هپاتیت ب نتوانسته 

بردن های ایمنی سلولی را برای ازبیناست به اندازه کافی پاسخ
روری به نظر سازی واکسن ضعفونت تحریک کند، بهینهکامل 
 - . در مطالعه حاضر تلاش بر این شد تا با استفاده از آلفا]15[رسدمی

های ایمنی هومورال و توکوفرول در فرمولاسیون واکسن، پاسخ
 سلولی در واکسن هپاتیت ب تقویت شوند.

ن نشان وکوفرول در فرمولاسیون واکست -نتایج حاصل از تاثیر آلفا
شود. غلظت  IFN-γتواند باعث افزایش سایتوکاین داد که می

گرم بهترین اثر ادجوانتی را دارد و بنا بر نتایج حاصل از این میلی۱۰
وکوفرول در مورد ت -توان گفت که رفتار ادجوانتی آلفامطالعه می

γ-IFN دهند که ویتامین وابسته به دوز است. مطالعات نشان می
E های قای پاسخقادر به الIFN-γ عه در مدل واکسن است. مطال

 Eو همکاران نشان داده است که مصرف ویتامین  رادهاکریشنان
شده که با  Th1های در مدل واکسن کزاز موجب تقویت پاسخ

و همکاران نشان دادند  هان. ]16[همراه بوده است γ-IFNافزایش 
به تومور  های مبتلاوکوفرول به موشت -که تجویز مشتقات آلفا
و در  IFN-γشود که تولیدکننده هایی میمنجر به تولید لنفوسیت

ها همسو با . این یافته]17[مهار رشد تومور بسیار موثر هستند
وکوفرول توان ت -دهند که آلفامطالعه حاضر هستند و نشان می

  را دارد. Th1تعدیل به سمت 
 - کردن آلفا، بعد از اضافهTNF-αدر مورد سایتوکاین التهابی 

توکوفرول در فرمولاسیون واکسن باز هم افزایش مشاهده شده و 
گرم بوده است. مطالعات نشان میلی۱۰بهترین اثر در غلظت 

 α-TNFهنده التهاب و سایتوکاین توکوفرول کا -دهند که آلفامی
که این یافته در تناقض با مطالعه حاضر است که  ]16[است
ژن، مسیر تزریق، روش فرمولاسیون و ضوع ماهیت آنتیتواند مومی

  فاکتورهای دیگر مطرح باشد.
 IFN-γدر اغلب موارد با تغییرات  IL-2تغییرات سایتوکاین 

کاملاً وابسته به دوز  IL-2همسو است. در این مطالعه افزایش 
دار نشده است. درواقع گرم معنیمیلی۵بوده ولی در غلظت 

سیون واکسن با افزایش ترشح وکوفرول در فرمولات - کردن آلفااضافه
IL-2  دار است. افزایش گرم کاملاً معنیمیلی۱۰همراه و در غلظت

های ایمنی که تاییدی بر شیفت به سمت پاسخ IL-2سایتوکاین 
است، تاییدی دیگر از  Tهای سلولی و ارتقای عملکرد لنفوسیت

ع ایمنی است که در وکوفرول بر شیفت به سمت این نوت -رفتار آلفا
همچنین در این  .]16 ,17[مطالعات گذشته نیز به اثبات رسیده است

نیز مورد ارزیابی قرار گرفت که تغییرات  IL-4مطالعه سایتوکاین 
گرم میلیواضحی بر روی آن مشاهده نشده است، تنها در دوز یک

داری با واکسن روتین نشان داده، در حالی که در افزایش غیرمعنی
دار این سایتوکاین گرم موجب سرکوب معنیمیلی۱۰و  ۵دوزهای 

وکاین در نیز کاهش این سایت ]17[و همکاران هانشده است. 
های توموری را گزارش کردند که موش توکوفرول در -تجویز آلفا

تاییدی دیگر بر تقویت ایمنی سلولی است. اما نکته جالب در این 
مطالعه این است که رفتار این ادجوانت وابسته به دوز است و در 

کننده بالا تقویت و در دوز IL-4کننده سایتوکاین دوز پایین تقویت
IFN-γ تواند در فرمولاسیون واکسن بسیار . این ویژگی میاست

فرمول  توکوفرول در -ای که با تغییر دوز آلفاگونهمفید باشد، به
های ایمنی را به سمت پاسخ مطلوب توان الگوی پاسخواکسن، می

  سوق داد.
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در مرحله بعد بررسی الگوی پاسخ ایمنی هومورال نشان داده است 
لاسیون واکسن در هر سه غلظت موجب موتوکوفرول در فر  -که آلفا

بادی نسبت به واکسن روتین شده، اما بهترین افزایش پاسخ آنتی
گرم مشاهده شده است. این میلیاثر در کمترین غلظت یعنی یک

ده است که همسو بو IFN-γو  IL-4یافته با تغییرات سایتوکاین 
به و  Th2و دوز پایین به سمت  Th1در آن دوز بالا به سمت 

و  کارلسونعبارتی ایمنی هومورال سوق یافته است. مطالعات 
در مدل واکسن ژنتیکی آنفلوانزا نشان داده است که  ]18[همکاران

فرمولاسیون واکسن موجب تقویت پاسخ  توکوفرول در -آلفا
کند. نتایج شود که یافته مطالعه حاضر را تایید میبادی میآنتی

دهد که واکسن نشان می نیز IgG2aو  IgG1های ایزوتیپ
شده جدید هر دو ایزوتیپ را پایاپای واکسن روتین القا فرموله
جب سرکوب هر دو توکوفرول مو -کند، اما افزایش غلظت آلفامی

  شود.بادی میایزوتیپ آنتی
  

  گیرینتیجه
های ایمنی سلولی و در است موجب تقویت پاسختوکوفرول قا -آلفا

هومورال علیه واکسن هپاتیت ب شود. نتایج حاصل از این 
عنوان ادجوانت در دوز توکوفرول به -مطالعه نشان داد که آلفا

های ایمنی سلولی گرم بهترین تاثیر را برای تحریک پاسخمیلی۱۰
گرم) میلیدر غلظت پایین (یک لتوکوفرو -در حالی که آلفادارد، 

 توکوفرول در - موجب تقویت ایمنی هومورال شد. درواقع رفتار آلفا
پروتکل این واکسن اینگونه است که در غلظت بالا تاثیر بهتری 

تر روی ایمنی هومورال روی ایمنی سلولی دارد و در غلظت پایین
واکسن  تواند در فرمولاسیونتاثیر مثبت دارد که این ویژگی می

  برای رسیدن به الگوی پاسخ ایمنی مورد نظر مفید باشد.
  

از تمام افرادی که در مطالعه حاضر  نویسندگان تشکر و قدردانی:
 همکاری کردند و همچنین از آزمایشگاه تحقیقاتی آرک تشکر ویژه

  کنند.می
توسط دانشگاه آزاد واحد این مطالعه از  اخلاقی تاییدیهاخلاقی:  تاییدیه
  .انجام شد یپزشک
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