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  چكيده
تواند به دو صورت مرگ سلولي حاصل از اين ويروس مي. باشدويروس آنفلوانزا عامل مرگ سلولي حيوانات و انسان مي :سابقه و هدف

هاي عفوني شده با ويروس آنفلوانزاي ن تحقيق ما به ارزيابي نوع مرگ سلولي در بافت كليه جوجهدر اي .اتفاق بيفتد پوپتوزآنكروز و
 .  پرداختيمH9N2 (A/chicken/ Iran/ 772/2000)سرو تيپ  طيور

وس گروه اول با تيتر مشخص وير. نددش هفته به دو گروه تقسيم 3 با سن (SPF) قطعه جوجه60 ،مطالعه تجربياين در : يسروش برر
-  ساعت از بافت كليه آنها نمونه72پس از .  گروه دوم با استفاده از سرم سالين به روش وريدي تلقيح گرديدندوEID50  5/7 10آنفلوانزا 
 ميكروني از آنها تهيه و سپس به روش تانل 5- 6مقاطع ميكروسكوپي با ضخامت .  شد درصد فيكس10در محلول  فرمالين  برداري و

  .شدندآميزي رنگ
 و 18±79/1هاي آپوپتوتيك شمارش شده براي گروه تيمار و شاهد به ترتيب  تعداد سلول)  انحراف معيار±(ميانگين : هاافتهي

   ).P>005/0( بود 56/0±1
 .باشدهاي توبولي كليه را دارا ميي القاء آپوپتوز سلولي تواناH9N2اين مطالعه نشان داد كه ويروس آنفلوانزاي سروتيپ : گيرينتيجه

  . آپوپتوز كليوي،ويروس آنفلوانزاي طيور، آپوپتوز :واژگان كليدي
  

  1مقدمه
 1901بيماري آنفلوانزا به عنوان يك بيماري ويروسـي از سـال          

 مـيلادي شـكل   1955درسـال   .ميلادي شـناخته شـده اسـت   
 به عنوان عامل ايجاد كننده بيماري  خاصي از ويروس آنفلوانزا

لت تلفـات زيـاد طـاعون مرغـي         شناخته گرديد كه بعدها به ع     
هاي آنفلوانزا به عنوان يك پاتوژن با       اهميت ويروس . ناميده شد 

ها، حيوانـات خـانگي وماكيـان بـه         گستردگي جهاني در انسان   
پاندمي در بين انسانها    عامل   گاهيخوبي شناخته شده است و      

                                                 
  يوسف دوستار دانشكده دامپزشكي، ، دانشگاه آزاد اسلامي،تبريز: آدرس نويسنده مسئول

)E-mail: vetdoustar@yahoo.com(  
  7/5/1386: تاريخ دريافت مقاله
  23/8/1386 :تاريخ پذيرش مقاله

 خـــانواده ازويـــروس آنفلـــوانزاي پرنـــدگان  .ده اســـتبـــو
 1994از سال   .  تعلق دارد  A و به جنس     بودهارتوميكسوويريده  

باعث طغيان بيمـاري      آنفلوانزا A ويروس   H9N2ميلادي سويه   
 از چـين شـده اسـت و       مرگ و مير زياد دركـره و       ماكيان با  در

  به طورشـايع از H9N2ميلادي ويروس   2002 تا  2001 سال
 مركـز  چين در  شده از  هاي وارد   گوشت و مغز استخوان جوجه    

 بـه طـوري     . شده اسـت   جداژاپن  ي  نات يوكوهاما قرنطينه حيوا 
مــيلادي دو مــورد ويــروس آنفلــوانزا از  1999 مــارس كــه در

 كـه از بيمـاري شـبه        يدختران يك تا چهار ساله هنـگ كنگ ـ       
 در همـين راسـتا پـنچ        . بدست آمد  ،آنفلوانزا بهبود يافته بودند   

 بـه   1998 ها در آگوست سـال       انسان در  H9N2مورد ويروس     
 ).1( دست آمد
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  H9N2 يآنفلوانزابا ويروس  هاجوجه هاي توبوليآپوپتوز سلول                                 دانشگاه آزاد اسلاميپزشكي علوم مجله / 128
آنفلوانزا جدا شده A   ويروسH9N2 زايي سويه تشديد بيماري  

هايي نظيـر     زمان با باكتري   از جوجه در چين توسط عفونت هم      
استافيلوكوك طلايي و هموفيلـوس پـارا گالينـاروم بـه اثبـات             

هـاي    به خاطر خطـر گـسترش برخـي سـويه         ). 1( رسيده است 
 ،ري زئونوتيك زا در جمعيت  انساني به صورت يك بيما         بيماري

هاي آنفلوانزا در سـطوح سـلولي         آگاهي از اينكه چگونه ويروس    
شـوند و ايـن كـه         هاي ميزبان وارد كنش و عمـل مـي          با سلول 

هــايي مــرگ ســلولي را در  هــا و راه از چــه مكانيــسم چگونــه و
زايي  از روند بيماريرا  درك ما ،كنند هاي ميزبان القاء مي    سلول

را در برخورد مناسب با اين بيمـاري        ده و ما    كرتر   ويروس آسان 
توانـد در اثـر      هاي يوكاريوتيـك مـي      مرگ سلول . كند ياري مي 

هاي پاتولوژيكي    نكروز يا آپوپتوز ايجاد گردد ونكروز در واكنش       
تحقيقات . كننده اهميت دارد   هاي ويروسي تخريب   نظير عفونت 

هـا از جملـه ويـروس         اند كه بسياري از ويروس     اخير نشان داده  
هاي   ريزي شده سلول   فلوانزا باعث القاء آپوپتوز يا مرگ برنامه      آن

 از  اي مختلـف  عـض ويروس آنفلوانزا در ا   ). 2-4( ميزبان ميگردد 
گـردد و بررسـي    موجب تغييرات آسيب بـافتي مـي  جمله كليه   

ــلولي  ــرگ س ــرات م ــلولي در  وتغيي ــوز س ــه  آپوپت ــت كلي باف
 ـ    SPFهـاي     جوجه يـن  از اهـداف ا    H9N2 سـروتيپ    همبـتلا ب

تواند در راسـتاي مطالعـات       انجام اين مطالعه مي   . مطالعه است 
بـا توجـه بـه     .دباشپاتوژنز بيماري آنفلوانزاي طيور بسيار مفيد       

اهميت بيماري آنفلوانزا و گسترش روزافـزون بيمـاري در بـين           
جمعيت دامي و انساني نياز است تا هر چه بهتر پاتوژنز بعـضي             

هـاي     از نظرآسـيب   H9N2 هاي ويروسـي نظيـر سـويه       از سويه 
اي  امــروزه مطالعــات پايــه. ســلولي مــورد ارزيــابي قــرار گيــرد

 در مـشخص شـدن پـاتوژنز        يگشاي بـسيار مـوثر     توانند راه  مي
 بنابراين سعي ما اين اسـت كـه بـا مطالعـات             .ها باشند  بيماري

هاي درماني    تجربي و ارزيابي دقيق مسيرهاي آسيب سلولي راه       
  . باليني پيشنهاد نمائيمموثرتري را به متخصصين

  
  مواد و روشها

تيـپ  تحـت   در اين مطالعه تجربي ويـروس آنفلـوانزاي طيـور           
H9N2 )A/chicken/Iran/772/2000 ( بـــــــار در 2كـــــــه 

 SPF هـاي    بـه جوجـه    ،دار كلون شـده بـود       هاي جنين   مرغ  تخم
(Valo, Lohman, Germany)   هفتگــي بــه روش 3در ســن 

 30 بـه دو گـروه       SPFهـاي     ه ابتدا جوج ـ  .وريدي تلقيح گرديد  
 گروه تيمـار بـه روش تزريـق    .شدندتقسيم تيمار و شاهد  تايي  

 و  آلـوده شـدند    H9N2 وريدي با ويروس آنفلوانزاي تحت تيپ     
 گـروه   .بـود EID50  5/7 10لـه   دز تلقيحي ويروس در اين مرح     

 سـرم سـالين     ،شاهد نيز برابر حجم محلـول تلقيحـي ويـروس         
سـه روز پـس از      . يافت نمودند نرمال به روش تزريق وريدي در     

) گـروه تيمـار و گـروه شـاهد    (هـاي مـورد نظـر      تلقيح، جوجـه  
پـس از   . برداري به عمـل آمـد       كالبدگشايي و از كليه آنها نمونه     

  درصد 10هاي مورد نظر در داخل فرمالين         برداري، نمونه   نمونه
 ميكرونــي بــه آزمايــشگاه پــاتولوژي 5-6جهـت تهيــه مقــاطع  
هـا پـس از       نمونـه . دندش ـتبريـز ارسـال     دانشكده دامپزشـكي    

سازي، آغشتگي با پـارافين و        گيري، شفاف   گذراندن مراحل آب  
 ميكروني برش و به روش تانل       5-6هاي    ضخامت هگيري ب   قالب
 . آميزي شدند رنگ

مراحـل زيـر     )TUNEL( تانـل    اجراي تكنيك تشخيـصي   براي  
  : انجام شد

دهـي بـا     ئـي و آب   زدا  ابتدا مقاطع تهيه شده پس از پارافين       -1
 دقيقـه  30 مجـاور و پـس از انكوباسـيون  بمـدت            Kپروتئيناز  
 درجه سانتي گراد با محلول فسفات بافر شستـشو          37دردماي  

  .ديگرد
 50گـر تانـل بـه ميـزان           مقاطع بافتي بـا محلـول واكـنش        -2

گـراد    درجه سـانتي   37 دقيقه در دماي     60ميكروليتر به مدت    
  . داده شدشستشو ت بافربا محلول فسفاگرديد و مجاور 

در اين مرحله مقاطع بافتي پـس از انكوباسـيون بـا محلـول      -3
 37 دقيقه در دماي     30بمدت  )   ميكرو ليتر  POD) 50كانورتر  

درجه سانتي گراد با محلول فسفات بافر شستـشو و سـپس بـا              
آمينــو بنزيــدين تتراكلرايــد نيــز مجــاور گــشته و  محلــول دي

  .ديانتي گراد مجددا انكوبه گرد س25 دقيقه در دماي 20بمدت
آميزي   رنگتولوئيدين بلو    سپس با    وشستشو   با فسفات بافر     -4

   ).6،5(شد 
هـاي     مقاطع ميكروسـكوپي از بافـت كليـه جوجـه           پس از تهيه  

SPF  گروه تيمار  )T ( و شاهد )C(        اين مقاطع از لحـاظ وجـود ،
، به اين منظـور   . سلولهاي آپوپتوتيك مورد بررسي قرار گرفتند     

 ميـدان ميكروسـكوپيك بـا       5هاي آپوپتوتيـك در       تعداد سلول 
كــه بـصورت تــصادفي انتخـاب شــده بودنــد،   × 40بزرگنمـايي  

 SPSS آماري با استفاده از نـرم افـزار        تحليل. ندشمارش گرديد 
  . بودt test و آزمون  13نسخه 

  

  هايافته
هــاي آپوپتوتيــك  تعــداد ســلول)  انحــراف معيــار±(ميــانگين 

 و  18±79/1به ترتيـب    راي گروه تيمار و شاهد      بشمارش شده   
  ). P>005/0( بود 56/0±1

هـاي شـاهد و      تصاوير ميكروسكوپ نوري از بافـت كليـه گـروه         
كـه   همچنان. آورده شده است  . آمده است  3 تا   1در شكل   تيمار  
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هـاي   در اين تصاوير نيز مشخص است، اشـكال متعـدد سـلول           
ه  گروه تيمار قابـل      آپوپتوتيك تانل مثبت در مقاطع بافتي كلي      

  . باشد مشاهده مي
  

  
 نماي ريزبيني مقطعي از كليه گروه شاهد كه در آن تغييرات -1شكل 

  )x 100آميزي تانل با بزرگنمايي  رنگ. (باشد آپوپتوز قابل مشاهده نمي
  

  
 نماي ريزبيني مقطعي از كليه گروه تيمار، كه اشكال متعدد -2شكل 
. باشد در آن قابل مشاهده مي) فلش(بتهاي آپوپتوتيك تانل مث سلول

  )x 100آميزي تانل با بزرگنمايي  رنگ(
  

  
 نماي ريزبيني مقطعي از كليه تيمار، كه تغييرات آپوپتوتيك -3شكل 

آميزي  رنگ. (باشد قابل رويت مي)  ها فلش(هاي توبولي متعددي در سلول
  )x 100تانل با بزرگنمايي 

  

ــشاهده  ســلول ــوزهــاي آپوپتوتيــك در م ــا پيكن   وريزبينــي ب
باشـد كـه در رنـگ         فراگمانتاسيون هسته قابـل تـشخيص مـي       

اي   آميزي تانل هسته و قطعـات فراگمانتـه آن بـه رنـگ قهـوه              
 در نمـاي    .گردنـد   مـشاهده مـي   ) 3 و 2شـكل   ( روشن تا تيـره   

هاي كليـوي گـروه       هاي آپوپتوتيك توبول    سلول تعداد ريزبيني
  .استتر ايسه با گروه شاهد بيشقتيمار در م

  
  بحث

ريزي شده سلولي در حقيقت شامل يك         آپوپتوز يا مرگ برنامه   
باشد، كـه از بـين        سري از وقايع سلولي از قبل تعريف شده مي        

بردن موثر سلول و محتويات آنرا بـا نهايـت كـارايي بـه انجـام                
دارد كـه ايـن نـوع از          تعريف اصلي آپوپتوز بيان مـي     . رساند  مي

 اما به هر حال اخيـرا  .شود  التهاب نمي انهدام سلول باعث ايجاد     
اين نظريه مورد بازنگري قرار گرفته و آپوپتوز در بعضي شرايط           

تواند موجب القاي پاسخ التهـابي        مانند تهاجم عامل پاتوژن مي    
همچنـين اشـاره    . گردد كه پاسخ ايمني را شايد تـشديد كنـد         

 كه آپوپتوز، از طريق يكي از چندين راه ممكن برانگيخته           هشد
در بـسياري از     .شود كه بستگي به عامل محرك اوليـه دارد          مي

اين مسيرها، تحريك گيرنده فعال شدن پروتئين كينـاز آبـشار           
كيناز، ميتوژن    ترئونين/ شامل تيروزين كيناز، سرين   (فسفاتازي  

ــاز  ــروتئين  MAP [Mitogene Activated Kinase]كين و پ
و نيز ترشح پيامبرهاي ثانويه كـه بـه عنـوان عامـل             ) PKكيناز

كننـد،    مثبت يا منفي در ترجمه بعضي ژنهاي خاص عمل مـي          
كه يك عامل مهم در بسياري از ايـن          بطوري ).5،7( وجود دارد 

مـسيرها فعــال شــدن يـك ســري از پروتئازهــاي سيــستئيني    
: گردنـد   سيم مـي  باشد كه به دو گروه مهـم تق ـ         مي)  كاسپازي(

ــوثر  ــده  و كاســپازهاي م ــاز كنن كاســپازهاي . كاســپازهاي آغ
گيرند   هاي مربوط به مرگ سلول را در بر مي          آغازكننده گيرنده 

كننـده سيتوپلاسـمي تـاثير       هاي تنظـيم   لكولوو نيز بر ساير م    
ايـن   .شـوند   گذارنـد و بـا تجزيـه پروتئوليتيـك فعـال مـي              مي

اندازنـد    پازي را به راه مـي     كاسپازهاي فعال شده يك آبشاركاس    
كاسـپازهاي  . گردند  هاي موثر مي    كه موجب فعال شدن كاسپاز    

گردند كـه ايـن    موثر باعث فعال شدن پروتئازها و نوكلئازها مي      
هـاي   وقايع باعث ايجاد تغيير مورفولـوژيكي موجـود در سـلول          

مطالعه حاضر بـا بررسـي كمـي تغييـرات        . گردد  آپوپتوتيك مي 
هـاي توبـولي كليـه متعاقـب         در سـلول  ) وليمرگ سل (آپوپتوز  

 ، نقش فرآينـد آپوپتـوز       H9N2تلقيح ويروس آنفلوانزاي سويه     
ويروس آنفلـوانزا و ايجـاد ضـايعات كليـوي در ايـن              در پاتوژنز 

 اخــتلاف در ايــن مطالعــه). 1،8( دهــد مــيبيمــاري را نــشان 
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هاي آپوپتوتيك در بـين    داري از نظر تغييرات كمي سلول       معني
 كه دليل   كنيم ما فكر مي  . شتاي شاهد و تيمار وجود دا     ه  گروه

هـا و عوامـل       تواند ناشي از مكانيـسم      دار، مي   اين اختلاف معني  
در  H9N2 درگير در آپوپتوز القايي ويـروس آنفلـوانزاي سـويه         

 و Raviبـر اسـاس مطالعـات    . هـاي توبـولي كليـه باشـد     سلول
Wurzar            از طريـق    احتمالاً القاء آپوپتـوز توسـط ايـن ويـروس

سـازي   گيرد كه مراحـل فعـال       صورت مي  3سازي كاسپاز     فعال
 ناشـي از القـاء      NF-KBاين آنزيم از طريق فعال شدن فـاكتور         

TRAIL و  FAS/FASL هاي پروآپوپتوتيك   و القاء رونويسي ژن
باشـد كـه از ايـن طريـق موجـب القـاء         ميBAX و  P53مانند  

 در  9 كاسـپاز فعـال شـدن آنـزيم       .  مي گردد  9فعاليت كاسپاز   
در ايجـاد  NA  هـاي ويروسـي نظيـر    ئينتارتباط با نقـش پـرو  

هاي مولد   هاي اكسيداتيو مخصوصا در افزايش بيان ژن       استرس
 كه همگي با فعال كـردن مـسير         NP و   HA، NAهاي   پروتئين
به تخريـب غـشاء ميتوكنـدري و         هاي اكسيداتيو منجر    استرس

آنـزيم   . گيـرد  انجـام مـي    مي گردنـد،     C آزادسازي سيتوكروم 
ي بسيار مهم در القاء آپوپتـوز       يهاي اجرا   يكي از آنزيم   9 كاسپاز

 كه پروتئين غيرسـاختاري     دچنين آنها بيان نمودن     هم .باشد مي
NS1 از طريق مهار فعاليت PKR   و افـزايش بيـان NF-KBو  

IFN.β       گـردد و در ايـن        باعث راه اندازي مسير آپوپتوزيس مـي
داري را بدسـت آورنـد كـه بـا            معنـي  مسير نيز توانستند نتايج   

ويروس آنفلوانزا بـا فعـال      ). 9-12(رد  خواني دا   هم ماهاي   يافته
كردن مسيرهاي درونزاد آپوپتوز يعني از طريق بيـان بـيش از            

ــروتئين  ــد پ ــار BAXح ــالBCL2 و مه ــشكيل كان ــاي   و ت ه
توانـد باعـث  القـاء         مـي  C ميتوكندريايي و خـروج سـيتوكروم     

هـا را در ايـن ميـان           نقـش سـيتوكاين    دمـا باي ـ   ا .آپوپتوز گردد 
فراموش نكنيم كه بدنبال فعاليـت ويـروس در سـلول آلـوده و              

هـائي نظيـر      هاي التهابي با حـضور سـيتوكاين        اندازي فرآيند  راه
TNF-α توانـد از مـسير         ميFAS/FASL       باعـث القـاء آپوپتـوز 

هـاي     بـا بررسـي    Suarezو Ito  در اين خصوص مطالعات    .گردد

داري را بـه     وژيكي و ارتباطات سـيتوكايني نتـايج معنـي        ايمنول
هـاي دخيـل در آپوپتـوز        همراه داشته است كه بيان مكانيـسم      

هاي توبولي كليه متعاقب تلقيح ويروس آنفلوانزا با الهـام           سلول
توان نتـايج ايـن كـار تحقيقـي را در بـروز              هاي آنها مي    از يافته 

  تـوجيح نمـود    در مطالعـه حاضـر را       مرگ سلولي بافـت كليـه     
)3،13،14 .(Schultus، Zambou وMorris  در پــي مطالعــات 

دارنـد كـه ويـروس آنفلـوانزاي سـويه           خودشان چنين بيان مي   
H9N2       شايد با فعال سازي تاخيري TGF-β   توسط NA   باعـث 

آنهـا بـا بيـان     . گـردد   فعال شدن مسيرهاي مـرگ سـلولي مـي        
وس ارتبـاط   هاي درونزاد آپوپتوز متعاقب عفونـت ويـر         مكانيسم
 بين ويروس آنفلوانزا و آپوپتـوز يافتنـد كـه در بيـان              يمشخص

تـوان بـه     ها مي   هاي توبولي جوجه   سلول مسيرهاي القاء آپوپتوز  
تغييرات مرگ سـلولي و اخـتلاف         نقش موثر اين موارد در بيان     

مكانيسم ). 4،8،15،16(دار نتايج بدست آمده اشاره نمود        معني
ير دانـشمندان مطـرح شـده كـه         هاي متعددي در مطالعات سا    

هاي آپوپتوز متعاقب تهاجم      تواند در بحث مكانيسم    هركدام مي 
در مطالعه حاضر مشخص گرديد،     . ويروس آنفلوانزا مطرح باشد   
 قـادر بـه القـاي آپوپتـوز در          H9N2ويروس آنفلـوانزاي سـويه      

 اين امر نشان    .شود  سلولهاي توبولي و ايجاد ضايعات كليوي مي      
  شـايد بتوانـد بـه        H9N2روس آنفلوانزاي سويه    دهد كه وي    مي

عنوان يك پاتوژن عمده در انسان مطـرح باشـد كـه بررسـي و               
زايــي ايــن ويــروس در  هــاي مختلــف بيمــاري شــناخت جنبــه

مطالعات آينده، ما را در برخورد مناسب و اصـولي بـا بيمـاري              
 . كند آنفلوانزا ياري مي

 
 تشكرقدرداني و 

وزه معاونت پژوهـشي دانـشگاه آزاد       همكاران ح  از   هبدين وسيل 
   .آيد  كمال تشكر به عمل مياسلامي
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