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 چکیده

ی روابط متقابل ريگشکلدر  ينقش مهم ،داستيلاسيونخصوص استيلاسيون و بهها هيستون مانند تغييرات کيژنتياپ یهاوکارساز

های هيستون استيل ترانسفراز و هيستون د استيلازکاتاليز ها برعهده دارند که توسط آنزیمژنبيمارگر از طریق تنظيم بيان - زبانيم

مطالعه در زمينه  ،بنابراین ؛باشدها ميبيمارگرکننده حشرات آفت استفاده از ر کنترلطخکم هایروشکه یکي از آنجااز شود. مي

 انجام شدههای بررسي. کندایفا ميدر کنترل آفات را نقش مهمي  ،ها در پاسخ به عوامل بيمارگر حشراتوکارسازشناخت نقش این 

در این  ،د. بنابراینندههای بيمارگر پستانداران را تحت تاثير خود قرار ميهای هيستون د استيلاز تکثير ویروسمهارکننده نشان داد که

پاسخ ایمني ضد ویروسي  و AcMNPVهيستون د استيلاز در تکثير ویروس عنوان مهارکننده تریکواستاتين بهمطالعه به بررسي نقش 

زمان در معرض دو یا به صورت هم پيش از آلودگي ویروسي ها یک و سه ساعتسلول، پرداخته شد. به این منظور Sf9های سلول

های مهم ایمني ضد ژن برخي از بر تکثير ویروس و بيان تریکواستاتينو اثر  هميکرومولار تریکواستاتين قرار گرفت 25/0و  1غلظت 

های اصلي ژنبيان  ،همچنين .گيرد. نتایج نشان داد تکثير ویروس تحت تاثير استفاده از این ترکيب قرار نميشدویروسي بررسي 

 25/0و  1های استفاده از غلظت پس از (Dicer2و  Ago2) siRNAو  (Dicer1و  Ago1) miRNA های ایمني ضد ویروسيمسير

ها هيستونژنتيکي د استيلاسيون اپي وکارساز ج،یتوجه به نتابا .شاهد نداشتداری با تيمارهای ميکرومولار تریکو استاتين تفاوت معني

 .نداشت Sf9 هایسلولسيستم ایمني ضد ویروسي در و   AcMNPVتاثيری در تکثير ویروس
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 مقدمه

های شيميایي سعي کشکشاورزان هر ساله به وسيله آفت

از این ترکيبات که استفاده در حالي ،کنترل آفات دارند در

علاوه بر هزینه بالا باعث بروز مشکلات زیست محيطي، تاثير 

-دف، کاهش تنوع زیستي و بروز گونهروی جانداران غير ه

استفاده از  ،روشود. از اینهای مقاوم به این ترکيبات مي

رسد. در بين این های جایگزین ضروری به نظر ميروش

ها، از جمله شکارگراستفاده از دشمنان طبيعي آفات  ،هاروش

. است از اهميت بالایي برخوردارها و بيمارگرها پارازیتویيد

ها در کنترل بيولوژیک از ها و ویروسباکتری ،در این بين

 ,.Sivapragasam et al) سزایي برخوردار هستنداهميت به

2004 ,Ehler ;2001 .) ویروس 1هاباکولوویروسخانواده-

دار هستند که دامنه ميزباني محدودی  DNAای رشتهدوهای 

خصوص راسته بالپولکداران را آلوده بهداشته و تنها بندپایان 

 Szewczyk) نقش مهمي در کنترل حشرات دارند کرده و

et al., 2009). 

ایمني حشرات در پاسخ به عوامل بيمارگر فعال  سيستم

 ،دهد. حشراتنشان ميهای مختلف واکنش شده و به شکل

بهره هستند و تنها از ایمني اکتسابي بيداران برخلاف مهره

شامل دو سيستم ایمني سلولي و از ایمني ذاتي که  توانندمي

های . سلول) ,2008Strand( استفاده کنند ،است 2هومورال

خوني در سيستم ایمني سلولي، به صورت مستقيم در واکنش 

کردن و  4، انکپسوله3فاگوسيتوزکنند. دفاعي بدن شرکت مي

پاسخ سيستم ایمني سلولي در حشرات  وجز ،تشکيل گره

ذرات کوچک  ،شوند. در فرایند فاگوسيتوزمحسوب مي

در  ،ميزبان در برگرفته شده و سپس های خونيسلولتوسط 

شوند. زماني که ذرات شده هضم ميهای غشایي تشکيلکيسه

عمل  ،خيلي بزرگ باشندخارجي برای فاگوسيتوز شدن 

-ميزبان صورت مي خوني هایسلولانکپسوله کردن توسط 

پس از احاطه  خوني هایسلولگيرد. در انکپسوله کردن 

اصلي برای  وکارسازاز ملانيزه کردن به عنوان  ،کردن مهاجم

تشکيل گره هر دو فرایند  .کننداز بين بردن مهاجم استفاده مي

                                                           
1. Baculoviridae 
2. humoral 
3. phagocytose 
4. Encapsulation 

گيرد و در ن را با هم در بر ميفاگوسيتوز و انکپسوله کرد

پاسخ به ذرات خارجي که برای فاگوسيتوز شدن بسيار زیاد 

گيرد. ملانيزه کردن گره نيز در این روش صورت مي ،هستند

گيرد. پاسخ ایمني بسيار شبيه به انکپسوله کردن صورت مي

 های ضد ميکروبيپروتئينسنتز هومورال در حشرات شامل 

های آنزیمي که انعقاد و ملانيزاسيون جریان، در اجسام چربي

 پذیرکنند و توليد انواع اکسيژن واکنشهمولنف را تنظيم مي

(ROS)  پذیرواکنشو نيتروژن (RNS) باشدمي (Lavine 

and Strand, 2002.) ها از طریق فعال ای از ژنمجموعه

در پاسخ ایمني ذاتي  نقشي بالقوهکردن مسيرهای سيگنالينگ 

( در مسيرهای NF‐κB) رونویسيمانند فاکتورهای  ؛دارند

Toll  وImd را مورد  حشرهگر بيمارعامل . به محض اینکه

های سيستم ایمني به وسيله پروتيين ،دهدهجوم قرار مي

یي کرده و بسته به آن را شناسا (PRP) الگوها .کنندشناسایي

به طوری که در پاسخ به  ؛دهدمي پاسخبه آن نوع بيمارگر 

های و در پاسخ به باکتری Imdاز مسير های گرم منفي باکتری

عامل  .کنداستفاده مي  Tollاز مسيرها چگرم مثبت و قار

 JACKتواند منجر به فعال شدن مسير ویروسي نيز مي

STAT شود (Kimbrell and Beutler, 2001). 

ماهيتي زا عامل بيماریو )حشرات(  زبانروابط متقابل مي

نشان داده است که بيان ها بررسي .داردپویا و در حال تغيير 

به گر رواسطه حضور عامل بيماهب زبانيم یهااز ژن یاريبس

زایي را کاهش داده و بيماریي کاسته شده که طور متفاوت

، از طرفي. دهندمي شیافزا را زبانيشانس زنده ماندن م

 مانيزندهبه حداکثر رساندن  یزا برایمارياز عوامل ب یاريبس

 سرکوب ایفرار  یبرا یيهای، استراتژزبانيدر م خودر يو تکث

 یامجموعه، نیبنابرا ؛اندکرده جادیا زبانيم سيستم ایمني

تعاملات قرار  نیا ژن در انيب ميتنظ یهاساز وکاراز  دهيچيپ

 هایسازوکار دهديکه نشان م شواهدی وجود دارد دارند.

ی روابط متقابلريگدر شکل يتوانند نقش مهميم کيژنت ياپ
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 Negri)داشته  هابيمارگر از طریق تنظيم بيان ژن- زبانيم 

and Jablonka, 2016; Gegner et al., 2019).  اپي

که باعث  است ریپذبرگشت هایندیفرآ مجموعه ،ژنتيک

ي در توال رييمستقل از تغ ،هاژن انيب در رييتغ

های اپي ژنتيک با مکانيسم .شوديم – DNAدیينوکلئوت

به تغيير ساختار  کروماتين منجر دهندهتشکيل یتغيير اجزا

-الگوی بيان ژن را تغيير مي ،شوند که در نتيجهمي کروماتين

تاکنون شناسایي  که های اپي ژنتيکيوکارسازترین مهمدهند. 

رایش کروماتين، دهنده آتغييرهای پروتيين شامل ،اندشده

های  RNA، تغييرات هيستوني و DNAمتيلاسيون 

ها به خصوص هيستون تغييراتباشند. مي غيرکدکننده

تنظيمات اپي در استيلاسيون و داستيلاسيون نقش کليدی 

ژنتيکي بر عهده دارند. استيلاسيون کروماتين با باز شدن 

رونویسي به پروموتور،  وکارسازکروماتين و تسهيل دسترسي 

در حالي که داستيلاسيون  کند؛ميفرآیند رونویسي را فعال 

 ليتوسط است هاندیفرآ نیا شود.ميها منجر به خاموشي ژن

هيستوني  یهالازياست یو د (HATs) ستونيه یهاترانسفراز

(HDAC) شوديم زيکاتال (De Nadal et al., 2004). 

 و siRNAژنتيکي مانند های اپيوکارسازنقش  ،پيش از این

miRNA ميزبان( و ویروس مورد  در روابط متقابل حشره(

 Asgari, 2013; Mehrabadi et) مطالعه قرار گرفته است

al., 2013; Karamipour et al., 2018 ،)نقش تاثير  اما

ویروس بررسي  –تغييرات هيستون در روابط متقابل حشره 

زایي بيماریها و تکثير و نشده است. ارتباط هيستون د استيلاز

و  HPV ،2هرپس ویروس ،1د هپاتيتنهای انساني مانویروس

HIV پيش از این مورد مطالعه قرار گرفته است (Herbein 

and Wendling, 2010). يط هاویروسکه  رسدبه نظر مي 

 ميتنظ و قيدق یهازميمکان ،خود زبانيتکامل مشترک با م

ایجاد ها استيلازهيستون د  هدف قرار دادن یرا برا یاشده

ویروس مهار این آنزیم را متناسب به نوع  یهاتيتا فعال ،کنند

 تيمشاهدات اهم نی. ا(Guise et al., 2013) یا فعال کنند

                                                           
1. Hepatitis 
2. Herpesvirus 
3. Grace 
4. Gibco 

 يدر ط هاهيستون د استيلاز ميتنظ یهاسازوکاردرک 

 .کنديبرجسته مرا  يروسیو آلودگي
 یهاپاسخ های اپي ژنتيک دروکارسازنقش  ،پيش از این

له مختلف از جم یهاسميکروارگانيدر برابر م ميزبان يمنیا

ها گزارش شده است های ضد ميکروبيپپتيد یالقاو  سنتز

(Hetmuller et al., 2017; Baradaran et al., 2019)؛ 

ر د کيژنت ياپ یهاوکارسازکننده ميتنظحال، نقش نیابا 

 که از آنجا .ناشناخته مانده است سيستم ایمني ضد ویروسي

تواند در درک يحشرات م يمنیا ستميس یهايژگیشناخت و

 رمارگيب هایویروس تيدفاع حشره و فعال نيبرهمکنش ببهتر 

 هيستون د نقشدر این مطالعه به بررسي  ،باشد مؤثر اريبس

به عنوان عامل ، AcMNPV تکثير ویروساستيلاز بر 

 Bianchi et) های بالپولکدارانلاروبيولوژیک در کنترل 

al., 2000های مهم سيستم ایمني در سلول های( و بيان ژن 

Sf9 .پرداخته شد 

 

 ها و روش مواد

به عنوان  Trichostatin A (TSA)ماده  ،در این مطالعه

يت کسيگما تهيه شد.  کننده هيستون د استيلاز از شرکتمهار

MTT  از شرکت کالازیست خریداری و رده سلوليSf9  از

 انستيتو پاستور تهيه شد.

 کشت سلولی

 Spodoptera Frugiperdaرده سلولي  ،در این مطالعه

)9SF(  3و در محيط گریس شداز بانک سلولي پاستور تهيه 

(1×)(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) 

سيلين و های پنيبيوتيکآنتي درصد یک حاوی

محصول ( اویسرم جنين گ درصد 10 و استرپتومایسين

. برای کشت داده شد وسيسلسدرجه  27در  )4يبکوجکمپاني 

 70 ها حداقل بهمختلف، زماني که سلولهای آزمایشانجام 

درصد رشد سلولي رسيدند و پس از حصول اطمينان از عدم 

 AcMNPVویروس  .قرار گرفتنداستفاده  ، موردالودگي

 از دانشگاه والنسيا، اسپانيا تهيه شد. GFPحامل ژن 
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 مانی سلول زندهآزمایش 

 ی مختلفهابه منظور بررسي تاثير استفاده از غلظت

سنجي  رنگها، از روش سلولماني زندهبر  1تریکواستاتين

MTT (Methyl Tetrazolum )استفاده شد 

(Hřebačkova et al., 2009)100 ،. در این روش 

پس از سلول  415×310ميکروليتر محيط کشت حاوی 

 یدر هر خانهcytation5 (Bio Tek) شمارش با دستگاه 

 2که کانفلوئنسيبه طوری ،قرار داده شد ایخانه 96پليت 

انکوباسيون  ،ساعت 24. پس از درصد باشد 70ها حدود سلول

 تریکواستاتيناز  ميکرومولار 5 و 2، 1، 25/0، 1/0 هایغلظت

و به  شده اضافه ،که در محيط کشت سلولي حل شده بود

)تنها شاهد ساعت انکوبه شدند. تيمار  72و  48، 24مدت 

در نظر گرفته شد. پس از گذشت  نيز محيط کشت سلولي(

 ميکروليتر 20به هر چاهک پليت  ،بردههای نامزمانمدت 

ليتر اضافه شد و به گرم بر ميليميلي 5با غلظت  MTT محلول

 سلسيوس درجه 25ساعت در تاریکي و در دمای  4مدت 

 DMSO (Dimethyl ميکروليتر 10 ،سپس .انکوبه شد

Sulfoxide )و مخلوط شد.  اضافه خانه هر به به عنوان حلال

ها با استفاده ميزان جذب نوری هر یک از چاهک ،پس از آن

نانومتر در برابر طول  570در طول موج  3از دستگاه الایزا ریدر

 خوانده شد ،نانومتر بود 690موج رفرنس که برابر با 

(Shokrzadeh et al., 2012) ها سه آزمایش. هر کدام از

-دهنز. نتایج به دست آمده به صورت ميزان ندبار تکرار شد

 سلولي گزارش شد که طبق فرمول زیر محاسبه شد:ماني 

ن ميزا /آزمایشماني سلول= )ميزان جذب نوری ميزان زنده

100 ×(شاهدجذب نوری   

 تیمار سلولی

تکثير ویروس  بر TSAبه منظور بررسي تاثير استفاده از 

AcMNPV دو ماني سلول زندهآزمایش ، با استفاده از نتایج

 پس از شمارد. دنلار در نظر گرفته شمو 25/0و  1غلظت 

سلول  Bio Tek( 5cytation ،410×166(ها با دستگاه سلول

به  شد، ریخته ایخانه 24پليت کشت سلولي  یدر هر خانه

                                                           
1. Trichostatin A 
2. Confluency 
3. ELISA reader 

و به  درصد باشد 70ها حدود که کانفلوئنسي سلولطوری

 درجه 25ساعت در انکوباتور در تاریکي و در دمای  24مدت 

ها چاهکها به غلظتز هر یک ا ،قرار گرفت. سپس سلسيوس

در تيمار تيمار اول پس از گذشت یک ساعت،  دراضافه شد. 

ساعت و در تيمار سوم به محض اضافه  5 پس از گذشتدوم 

ميکروليتر از  100ها با سلول، تریکواستاتينکردن محلول 

و در انکوباتور  هتيمار شد( (AcMNPV MOI=5ویروس 

 داری شدند. هرنگه وسيسلس درجه 27در تاریکي و دمای 

ميکروليتر از محيط کشت  100ساعت  72ساعت یکبار تا  24

و برای بررسي تکثير  شده رویي در هر چاهک برداشته

داری شد. نگه سلسيوس درجه 4ویروس در یخچال در دمای 

 ،مثبتشاهد ها با سه تکرار انجام شد و گروه هر کدام از تيمار

-آنجااز  .بودند شدهکه تنها با ویروس تيمار  بودند هایيسلول

حامل شده در این مطالعه -فادهتاس AcMNPV که ویروس

-، از پليتمورد نظر هایپس از گذشت ساعت ،بود GFPژن 

 Leica  DMI)به وسيله ميکروسکوپ فلورسنت ها 

3000B )برداری شد.عکس 

 qPCRو   DNAاستخراج

و آلوده به  شاهدی هادر سلول يروسیو DNA تکثير

AcMNPV  با استفاده ازqPCR کار، نیا یبرا شد. نييتع 

 ميکروليتر محلول 10ميکروليتر از محيط کشت رویي با  10

Prepman (Applied Biosystems) سپس و مخلوط شد، 

. درجه سلسيوس انکوبه شد 90دقيقه در دمای  10به مدت 

 رد .سانتریفيوژ شد 6000 در دوردقيقه  2به مدت پس از آن، 

درجه سلسيوس در  4رونشين جدا شده و در دمای  ،نهایت

 ت(. غلظGasmi et al., 2015یخچال نگهداری شد )

DNA هر  یشد و برا یريگاندازهqPCR ، 20  نمونهنانوگرم 

DNA ژن ياختصاص پرایمراز  ،استفاده شد. سپس 

DNApolymerase AcMNPV ریمقاد سهیو با مقا استفاده 

Ct روسیغلظت و ،استاندارد يدست آمده در برابر منحنهب 

 مشخص شد.

 



 43                                                                                                                   1400، سال 2، شماره 11قيقات آفات گياهي، جلد تح

 

 qPCRو  RNAاستخراج 

های سيستم ایمني، در هر کدام به منظور بررسي بيان ژن

از کف  Sf9های سلول ،هااز مقاطع زماني در هر یک از تيمار

همراه با ميکروليتر محيط کشت  100و شدند ک جدا فلاس

از  RNAاستخراج  به منظور سلول در یخچال نگهداری شد.

 .ها اضافه شدبه نمونه ميکروليتر ترایزول 300، ابتدا هانمونه

، رونشين جدا شده  12000دقيقه سانتریفيوژ در دور  10پس از 

 .دقيقه انکوبه شدند 5ميکروليترکلروفرم به مدت  300با و 

، فاز رویين 12000دقيقه سانتریفيوژ در دور  10پس از  ،سپس

درصد به  70دور ریخته شد و رسوب تشکيل شده با اتانول 

شسته شده و رسوب  12000دقيقه سانتریفيوژ در دور 10 مدت

ر حل شده و د آب فاقد نوکلئازميکروليتر  20 درمانده باقي

غلظت  ،در نهایت داری شد.درجه سلسيوس نگه -80 فریزر

RNA  دو ميکروگرم گيری شد.اندازهتوسط اسپکتوفوتومتر 

سنتز  یبرا تريکروليم 20کل به عنوان الگو در حجم  RNAاز 

cDNA های ژنهای اختصاصي . از پرایمرستفاده شدا

Ago1 ،Dicer1 ،Ago2  وDicer2  بررسي بيان به منظور

. (1 )جدول استفاده شد qPCRبرده به وسيله های نامژن

 در نظر گرفته شد. رفرنسبه عنوان ژن Rpl27  ژن ،همچنين

 هادادهتجزیه و تحلیل 

ها از روش تجزیه واریانس دادهتجزیه آماری به منظور 

افزار نرم( توسط one-way ANOVA)یک طرفه 

Graphpad prism 6 ها نيز با استفاده شد. طراحي نمودار

 انجام شد.  Graphpad prism 6افزار نرماستفاده از 

 

 نتایج

مانی سلول زندهتاثیر استفاده از تریکواستاتین بر 
Sf9 

به  MTTماني سلول با استفاده از کيت زندهدرصد 

صورت وابسته به زمان و وابسته به دوز کاهش قابل توجه 

 زمانميکرومولار پس از گذشت  5و  2 غلظتداشت. دو 

 50)کمتر از  ماني شدزندهمنجر به کاهش شدید درصد 

ميکرو مولار  1/0و  25/0، 1ماني سه دوز زندهدرصد(. درصد 

که آنجااما از ، کاهش یافتشاهد نيز با گذشت زمان نسبت به 

 25/0و  1ها پس از استفاده از دو غلظت ماني سلولزنده

درصد بود و تاثير مشابهي بر کاهش  50بيش از  ميکرومولار،

-تاثيررو این دو غلظت به عنوان دوز ایناز  ،ماني داشتزنده

 (.1 ها انتخاب شدند )شکلآزمایشگذار برای انجام 

 

 

 

 

 

 

 

References Primer sequence Fwd./Rev. Primer 

Karamipour et al. (2018) CCAAGCGATAAAAGGCACGG 

AGACACGGATCGCATACACC 

Fwd. 

Rev. 

Sf _Ago2_qPCR 

Karamipour et al. (2018) AAAACTGTACGAGGCCGGAG 

TGCCTTGGTGCCTGGATAAG 

Fwd. 

Rev 

Sf _Dcr2_qPCR 

Karamipour et al. (2018) GAAGCCAGGTAAAGTGGTGCT 

GTGTCCGTAGGGCTTGTCTG 

Fwd. 

Rev. 

Sf _RPL27_qPCR 

This study AGGAGGTTCATGCGTTTCGT 

TGTGGGTACCGTCTTCGTTG 

Fwd. 

Rev. 

Sf _Dcr1_qPCR 

This study TTGATGTTTCTGCAACCGCC 

TGCGAGTCTGTCAATGGCTT 

Fwd. 

Rev. 

Sf _Ago1_qPCR 

Pazmiño‐Ibarra et al. 

(2019) 

GGGTCAGGCTCCTCTTTGC 

TTACGCAGCCATCACAAACAC 

Fwd. 

Rev. 

AcMNPV_DNA 

polymerase 

 پرایمرهای استفاده شده در این مطالعه -1جدول 
Table 1. Primers used in this study 
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 روسیو ریبر تکث تریکواستاتین استفاده از ریتاث
AcMNPV 

مختلف  یهاغلظتنشان داد که استفاده از  جینتا

 روسیو ريدر تکث یداريمعنتفاوت  تریکواستاتين

AcMNPV به وجود نياورد شاهد ماريبا ت سهیدر مقا .

-آلودهاز  شي، پتریکواستاتينزمان استفاده از  ريتاث ،نيهمچن

 روسیو ريبر تکث یداريمعن ريتاث روسیها با وسلول یساز

 کیکه  یيمارهايتدر  روسیو ريکه تکثیطوربه  ؛نشان نداد

همزمان با آن  ای روسیبا و یسازهآلوداز  شيسه ساعت پ ای

 گرفتهقرار  تریکواستاتينمولار  کرويم 25/0در معرض غلظت 

 نداشت یداريمعنتفاوت  شاهد ماريبا ت سهیدر مقا ،ندبود

(05/0P>) زانيدر م یداريمعنتفاوت  ،ني(. همچن2 )شکل 

از  شيسه ساعت پ ای کیکه  یيهاسلولدر  روسیو ريتکث

 1همزمان با آن در معرض غلظت  ای روسیبا و یسازآلوده

مشاهده نشد  بودند، گرفتهقرار  تریکواستاتينمولار  کرويم

 

 

 

 

 

 

(05/0P>)  لهيشده به وس هيته ری(. تصاو3)شکل 

 رييتغ ،غلظت شیفلورسنت نشان داد که با افزا کروسکوپيم

 GFP (GFP+)کننده ژن انيب یهادر تعداد سلول يمحسوس

 (.4 نشد )شکل دهید

 ستمیس یهاژنبر  تریکواستاتین استفاده از ریتاث

  یمنیا

-ضد يمنیا ريمس ياصل یهاژن انينشان داد که ب جینتا

 siRNA ريمس( و Ago1و  Dicer1) miRNAي روسیو

(Dicer2  وAgo2) یهادر سلول SF9  استفاده از پس از 

 تریکواستاتين نسبت به شاهد مولار کرويم 25/0و  1غلظت 

. مقایسه (5)شکل  (<05/0Pداری نداشت )تفاوت معني

برده به وسيله های نامهای مربوط به بيان ژنميانگين داده

 آزمون توکي نشان داد که هر دو غلظت تریکواستاتين با شاهد

 .(5)شکل رفتند در یک گروه آماری قرار گ
 

 

 

 

 

 

 

 

  MTTساعت با استفاده از روش  72و  48، 24در بازه زماني  Sf9ماني سلول بر زنده TSAاثر غلظت های مختلف  -1شکل 

Figure 1. Effect of different concentrations of TSA on Sf9 cell survival rate at 24, 48, and 72 hours 

using MTT method 
 

 



 45                                                                                                                   1400، سال 2، شماره 11قيقات آفات گياهي، جلد تح

 

 

 

 

 

 

 

 

C
T

S
A

T
S

A
+

1

T
S

A
+

3

0

5 0 0 0 0

1 0 0 0 0 0

1 5 0 0 0 0

2 0 0 0 0 0

2 5 0 0 0 0

0  H o u r s

V
ir

a
l 

ti
te

r

C
T

S
A

T
S

A
+

1

T
S

A
+

3

0

5 0 0 0 0 0

1 0 0 0 0 0 0

1 5 0 0 0 0 0

2 4  H o u r s

V
ir

a
l 

ti
te

r

C
T

S
A

T
S

A
+

1

T
S

A
+

3

0

2 .01 0 7

4 .01 0 7

6 .01 0 7

4 8  H o u r s

V
ir

a
l 

ti
te

r

C
T

S
A

T
S

A
+

1

T
S

A
+

3

0

2 .01 0 7

4 .01 0 7

6 .01 0 7

7 2  H o u r s

V
ir

a
l 

ti
te

r

هایي که تنها به وسيله سلول :TSA .Cميکرومولار از  25/0تکثير ویروس پس از قرار گرفتن سلول ها در معرض غلظت  -2شکل 

AcMNPV  ،آلوده شدندTSA ميکرومولار تریکواستاتين همزمان با ویروس قرار گرفتند،  25/0: سلول هایي که در معرض غلظت

TSA+1:  ميکرومولار تریکواستاتين یک ساعت پيش از آلودگي با ویروس قرار گرفتند،  25/0سلول هایي که در معرض غلظت

TSA+3ولار تریکواستاتين سه ساعت پيش از آلودگي با ویروس قرار گرفتند. ميکروم 25/0هایي که در معرض غلظت : سلول

تند. مقایسه ميانگين قرار گرف ليو تحل هیمورد تجز (one way- ANOVA) طرفه کی انسیوار تجزیهبا استفاده از روش  جیتان

 ها با استفاده از آزمون توکي انجام شد.داده
Figure 2. Replication of the virus after exposure of cells to 0.25 μM of TSA. C: Cells infected with 

ACMNPV, TSA: Cells exposed to 0.25 μM trichostatin at the same time with the virus, TSA + 1: 

Cells exposed to 0.25 μM Trichostatin one hour before virus infection, TSA + 3: Cells were exposed 

to 0.25 μM Trichostatin three hours prior to virus infection. The results were analyzed using one-way 

analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey multiple comparisons. 
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: سلول هایي که تنها به وسيله TSA .Cميکرومولار  1تکثير ویروس پس از قرار گرفتن سلول ها در معرض غلظت  -3شکل 

AcMNPV  ،آلوده شدندTSA ميکرومولار  1: سلول هایي که در معرض غلظتTSA  ،همزمان با ویروس قرار گرفتند

TSA+1 ميکرومولار 1هایي که در معرض غلظت : سلول TSA  ،یک ساعت پيش از آلودگي با ویروس قرار گرفتندTSA+3 :

با استفاده از روش  جینتاسه ساعت پيش از آلودگي با ویروس قرار گرفتند.  TSAميکرومولار  1سلول هایي که در معرض غلظت 

ها با استفاده از آزمون مقایسه ميانگين داده .ندقرار گرفت ليو تحل هیمورد تجز (one way- ANOVA) طرفه کی انسیوار تجزیه

 توکي انجام شد.
Figure 3. Replication of the virus after exposure of cells to 1 μM of TSA. C: Cells infected with 

ACMNPV, TSA: Cells exposed to 1 μM trichostatin at the same time with the virus, TSA + 1: Cells 

exposed to 1 μM Trichostatin one hour before virus infection, TSA + 3: cells were exposed to 1 μM 

Trichostatin three hours prior to virus infection. The results were analyzed using one-way analysis of 

variance (ANOVA) followed by Tukey multiple comparisons. 
 

 

 GFPکننده بيان SF9 هایتصویر ميکروسکوپي سلول-  4شکل 
Figure 4. Microscopic image of SF9 cells expressing GFP 
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  بحث

و عوامل  زبانيم که روابط متقابل اندنشان دادهها بررسي

به عوامل  زبانيم يمنیپاسخ ا .هستند ایپو اريبسگر ماريب

از طرفي  .شوديم ميتنظ بيمارگر به وسيله فرآیندهای مختلف

 راهکارهایيبه طور مداوم در حال تکامل  نيز زایماريعوامل ب

 هستند. زبانيم يمنیپاسخ ای سرکوب یا فرار از برا

تواند مي تغييرات هيستونياز جمله  يکيژنت ياپ سازوکارهای

توسط ی دفاعي عنوان وسيلهبهکه  را تغيير دهد هاژن انيب

 Baradaran et) رديمورد استفاده قرار گ بيمارگرو  زبانيم

al., 2019).  ساختار کروماتين در شرایط گوناگون و در

متغير است. از  ،کندهایي که دریافت ميپاسخ به سيگنال

ها تغييردهنده کروماتين که در فرآیند تنظيم بيان ژن عوامل 

به تغييرات استيلاسيون دم هيستوني اشاره  توانمي ،موثر است

ها ستونيه ونيلاسياست(. Kuo and Allis, 1998) نمود

رونویسي را  وباز  را نيکروماتژنتيکي است که اپيفرآیندی 

 توسط هاستونيه ونيلاسيکه داستيحال؛ در کندفعال مي

 هاژن يسیرونو متراکم، نيکرومات جادیبا ا لازهايداست ستونيه

 ليتوسط استها به ترتيب که این فرآیند کنديسرکوب مرا 

 

                                                           
1. HDACis 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 زيکاتال يستونيه یلازهاياست یو د ستونيه یترانسفرازها

های کنندهمهار ها توسط هيستون داستيلازها مهار د.نشويم

ها ستونيهفعاليت بيشتر تواند منجر به يمهيستون د استيلاز 

ي را خاص یهاژن يسیرونو یسازفعال ،شود که به دنبال آن

از  ي، انواع مختلفانجام شدههای بررسيدر  افزایش دهد.

با  دهيچيپ یاز ساختارها 1هيستون د استيلاز یهامهارکننده

 ساختارهای بسيار تا ( نيستاتاکویتر) يقارچ ای یيایمنشأ باکتر

 ت معرفي شده استرايبوتساده مانند سدیم 

(Dokmanovic and Marks, 2005.) 

بر تکثير  تریکواستاتينبه بررسي تاثير  ،در این مطالعه

پرداخته شد. نتایج نشان داد که استفاده  AcMNPVویروس 

-سلولتواند تاثيری در تکثير ویروس در از این ترکيب نمي

پنگ و  داشته باشد. این نتایج مطابق با نتایج Sf9های 

پژوهشگران باشد. این مي (Peng et al., 2007) همکاران

کننده استيل بوتيرات بر تيتر ویروسي مهارنشان دادند که 

ACMNPV هایدر سلول Sf9 .همانطور که  تاثير ندارد

های هيستون د برخي مهار کننده ه استنشان داد هابررسي

خارجي که توسط وکتورهای  یهاژن انيد بنتوانيماستيلاز 

معرض  ها در( پس از قرار گرفتن سلولb) miRNA( و a) siRNAهای سيستم ایمني ضد ویروسي بيان ژن  -5شکل 

 -one way) طرفه کی انسیوار تجزیهبا استفاده از روش  جینتاميکرومولار تریکواستاتين.  25/0و  1های  غلظت

ANOVA) م شد.استفاده از آزمون توکي انجاها با . مقایسه ميانگين دادهقرار گرفت ليو تحل هیمورد تجز 
Figure 5. Expression of the antiviral immune system genes siRNA (a) and miRNA (b) after 

exposure of cells to 1 and 0.25 μM of trichostatin. The results were analyzed using one-way 

analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey multiple comparisons. 
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به  2روسیوو رترو  1روسیاز جمله آدنو وویروسي مختلف 

 دهند شیرا افزا دنشوهای پستانداران منتقل ميسلول

(Gaetano et al., 2000 ،) مهارکه نحوه تاثير  آنجاولي از-

اثر متفاوتي نيز در پاسخ  ،های مختلف متفاوت استکننده

 پنگ و همکاران شود. در مطالعه انجام شدهميسلول دیده 

(Peng et al., 2007)  نشان داده شد که استفاده از استيل

تواند انتقال کننده هيستون د استيلاز ميمهاربوتيرات به عنوان 

ه ویروس لبه وسي های بيروني را به ميزبان پستاندارژن

AcMNPV که استفاده از تریکو صورتيدر  ؛افزایش دهد

های خارجي ندارد. داری در انتقال ژناستاتين تفاوت معني

ویروس زایي دهد بيماریوجود دارد که نشان ميشواهدی 

AcMNPV  سلولي راچرخه چرخه سلولي بوده و با ط مرتب 

 ,Bagga and Bouchard) کندمتوقف مي G2/M در فاز

های هيستون د استيلاز کنندهمهاربرخي  رواز این ؛(2014

در چرخه سلولي، تکثير و تمایز که مانند استيل بوتيرات 

توانند تکثير این ویروس مي، شوندمياختلال  منجر به سلولي

که برخي دیگر مانند درحالي ،تحت تاثير خود درآورند را

تاثيری در  ،تاثيری در سيکل سلولي ندارندکه  تریکواستاتين

 Peng et al., 2007; Wu et) این ویروس ندارند تکثير

al., 2012). توقف چرخه سلولي  از طرفي بيان شده است که

های هيستون د استيلاز مانند سدیم مهارکنندهبه وسيله برخي 

های کوچک مانند ویروستواند تکثير ميبوتيرات 

ها را تحت کنترل خود 4ماویروسو پلي 3پاپيلوماویروس

های بزرگتر تحت تاثير این ویروساما تکثير  ،درآورد

نشان داده ها بررسيکه در حالي ؛گيرندترکيبات قرار نمي

در تکثير باکولویروس  هاکنندهبرخي دیگر از مهار  که است

های زیرا این خانواده از ویروس ،کنندتغييری ایجاد نمي

DNA  توليد ای اوليههای پروتئيندار ژنوم بزرگي دارند که

های آلوده سلولکرده که نقش مهمي در تکثير ویروس در 

ها را حتي در شرایط خارج از سلولتوانند این ميدارند و 

ژنوم کنند.  DNAمجبور به تکثير طبيعي  سلولي چرخه

AcMNPV که  کندميرا کد  هياول نيپروتئ نیچند نيهمچن

 کازيو هل مرازيپل DNA، مانند دخيل هستند DNAسنتز در 

(Ayres et al., 1994ا .)آنچه  ها قادر به غلبه برنيپروتئ نی

 ،نیبنابرا؛ هستند ،افتدميدر چرخه سلولي ميزبان اتفاق که 

متوقف  Sو  G1حتي در شرایطي که چرخه سلولي در مراحل 

 Peng et) شودمي ريتکث روسیباکولوو DNA ،باشدشده 

al., 2007.)   

در  نتایج این پژوهش نشان داد که تریکواستاتين ،همچنين

-ينمنقشي ایفا  های سيستم ایمني ضد ویروسيژنتنظيم بيان 

 رواثنوسينزن و هو هایپژوهشکند. همانطور که 

Nusinzon and Horvath, 2006)) نشان داده است، 

در  NF-κBدر تنظيم فاکتورهای رونویسي تریکواستاتين 

 ،هدر نتيج ؛کندنميایفا  نقشي های ایمني ضد ویروسيمسير

ظيم ژنتيک تاثيری در تناپيسازوکارهای رسد که ميبه نظر 

 د.نندار siRNAو  miRNAهای مسيرهای دخيل در ژن

های موجود حاکي از آن است دادهگيری کلي از نتيجه

در  ها تاثيریهيستونژنتيکي د استيلاسيون اپي وکارسازکه 

سيستم ایمني  ،همچنين ندارد؛  ACMNPVتکثير ویروس

ر قرا وکارسازتحت تاثير این  Sf9های سلولضد ویروسي در 

 گيرد.نمي
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Abstract 

Epigenetic mechanisms such as histone changes, especially acetylation and deacetylation, play an 

important role making host-pathogen interactions by regulating gene expression, which is catalyzed by 

the enzymes histone acetyltransferase and histone deacetylase. Since one of the safe pest control 

methods is the use of pathogens, investigating the role of these mechanisms in response to insect 

pathogens plays a vital role in controlling pests. Studies have shown that histone deacetylase inhibitors 

affect the replication of mammalian pathogenic viruses. Therefore, in this study, the role of trichostatin 

as a histone deacetylase inhibitor in Autographa californica multicapsid nucleopolyhedrovirus 

(AcMNPV) virus replication and antiviral immune response in Sf9 cells was investigated. For this 

purpose, the cells were exposed to two concentrations of trichostatin (1 and 0.25 μM) one and three 

hours before or at the same time with viral infection and trichostatin effect on virus replication and some 

important immune system gene expression were investigated. The results showed that virus replication 

was not affected using this compound. Moreover, after using concentrations of 1 and 0.25 μM 

trichostatin, the expression level of primary genes of antiviral immune pathways (Ago2 and Dicer2) 

miRNA and siRNA (Ago1 and Dicer1) did not show significant difference compare with control. In 

conclusion, the replication of ACMNPV virus and the antiviral immune system in Sf9 cells did not affect 

by the epigenetic mechanism of histone deacetylation. 
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