
   

 Journal of Shahid Sadoughi University of Medical Science      s                                                               هجله علوي پژوهشي داًشگاه علوم پزشكي شهيد صدوقي يزد 

               Vol. 23, No.8, Oct-Nov 2015               4231 آباى، 8، شواره 32دوره  

       Pages: 727-735                    535-527 صفحه: 

 

 

 انسان یتنفس تليوم‌یاپ یىا‌سلول در شده یريز‌برنامو مرگ ءالقا
 آنفلوانزا ويروس با شده آلوده

 

 2هسعودي شهيي ،3ابراهيوي هحودهجيد ،4*شاهسوًدي شهلا

 

 

 چكيده

 ٞبي غٖ ثيبٖ ٔيعاٖ افعايف .ضٚ٘س ٔي قٕبض  ثٝ حيٛاٖ ٚ ا٘ؿبٖ ؾلأت ثطاي خسي تٟسيس پط٘سٌبٖ يآ٘فّٛا٘عا ٞبي ٚيطٚؼ :هقدهه

 ٔغبِؼٝ ايٗ زض ٞؿتٙس. اضتجبط زض ٘فّٛا٘عاآ ػفٛ٘ت ظايي آؾيت ثب ؾِّٛي ٔطي ٞبي پبؾد ٚ ،I ٘ٛع ايٙتطفطٖٚ ٚ اِتٟبثي پيف ٞبي ؾبيتٛوبيٗ

 اؾت. قسٜ اضظيبثي (A549)ا٘ؿبٖ تٙفؿي آِٛئٛلاض تّيٛٔي اپي ٞبي ؾَّٛ زض پط٘سٌبٖ آ٘فّٛا٘عا حبز تحت ٚيطٚؼ ضقس پٛيبيي

 قس٘س. آِٛزٜ تطيپؿيٗ افعٚزٖ ثسٖٚ ٚ ثب قطايظ زض 2 ٚ 1/0 ٞبي  MOI زض H9N2 ٚيطٚؼ ثب A549 ؾِّٛي ٞبي وكت :بررسي روش

 تؼييٗ ٌيآِٛز اظ پؽ ٔرتّف ٞبي ظٔبٖ زض MTT ؾٙدف ثب ٞب ؾَّٛ ثٛزٖ ظ٘سٜ ٔيعاٖ ٚ پلان اضظيبثي ضٚـ ثٝ ٚيطٚؼ ضقس پٛيبيي

 ٚؾتطٖ ثب ٔطي پيبْ ا٘تمبَ ٔؿيط ٘يع ٚ غ٘ٛٔي DNA قسٖ لغؼٝ لغؼٝ آظٔبيف ثب ؾَّٛ قسٜ ضيعي ثط٘بٔٝ ٔطي ءاِمب چٍٍٛ٘ي .٘سقس

 قس. اضظيبثي ثلات

 ايدبز تٙفؿي تّيْٛ اپي يٞب ؾَّٛ زض ٔكرص ؾِّٛي آؾيت H9N2 ٚيطٚؼ تىثيط اٌطچٝ وٝ زاز ٘كبٖ ٔغبِؼٝ ايٗ ٞبي زازٜ :ًتايج

زض ؾبػت  48 زض زٚظ ثبلاتط پؽ اظ ٚيطٚؼ . ثيكيٙٝ ػيبضيبثس ٔي افعايف آٖ ػيبض أب ،قٛز ٔي ظ٘سٜ ٞبي ؾَّٛ ٔيعاٖ وبٞف ؾجت ٚ وطزٜ

 ٔؿيط قسٖ فؼبَ ٚ زفبػي ٔىب٘يؿٓ ؾطوٛة ثيبٍ٘ط ٞب ؾَّٛ ايٗ زض ٚيطٚؼ تىثيط ٔحبؾجٝ قس. PFU/cell 33/0±42/4، حضٛض تطيپؿيٗ

 .(>05/0p)تاؾ ثؿتٝ ٞٓ ٚيطٚؼ ٞبي ضٚ٘ٛقت ٚ ػيبض افعايف ثب A549  ؾَّٛ زض آپٛپتٛظ ءاِمب اؾت. ؾِّٛي ضيعي ثط٘بٔٝ ٔطي

 ا٘ؿبٖ تٙفؿي تّيْٛ اپي ٞبي ؾَّٛ زض آپٛپتٛظ اِمبوٙٙسٜ پط٘سٌبٖ H9N2 آ٘فّٛا٘عا ٚيطٚؼ  وٝ ٞؿتٙس ايٗ ثيبٍ٘ط ٞب زازٜ ايٗ گيري: ًتيجه

 .اؾت ظٚز ثٝ ٚاثؿتٝ صٛضت ثٝ ٚ زاذّي ٔؿيط اظ

 

 قسٜ ضيعي ثط٘بٔٝ ٔطي ،ا٘ؿبٖ تٙفؿي تّيْٛ اپي ٞبي ؾَّٛ ضقس، پٛيبيي ،آ٘فّٛا٘عا ٚيطٚؼ كليدي: هاي هواژ
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728 تليوم هاي اپي ريزي شده در سلول هرگ برًاهه ءالقا ... 

 4231 آباى، هشتن ، شوارهسومدوره بيست و   درهاًي شهيد صدوقي يزد هجله داًشگاه علوم پزشكي و خدهات بهداشتي ـ

 هقدهه

 زاضاي ٞبي ٚيطٚؼ تٛؾظ وٝ اؾت ػفٛ٘ي ثيٕبضي آ٘فّٛا٘عا،

RNA اضتٛٔيىؿٛٚيطيسٜ ذب٘ٛازٜ اظ(Orthomyxoviridae) ايدبز 

 .وٙس ٔي ٔجتلا ضا پؿتب٘ساضاٖ ٚ پط٘سٌبٖ ٔرتّف ٞبي خٙؽ قسٜ،

 زض ٚ ٔجتلا پط٘سٌبٖ اظ 1902 ؾبَ زض ثبض ٘رؿتيٗ ثيٕبضي ػبُٔ

 اؾپب٘يب، ٞبي ٌيطي خٟبٖ (.1ٌطزيس) خسا ا٘ؿبٖ اظ 1933 ؾبَ

 زض ٘سثٛز ٕٞطاٜ  ٌؿتطزٜ ا٘ؿب٘ي تّفبت ثب وٝ وًٙ ًٞٙ ٚ آؾيب

 آٖ ا٘تمبَ پيبٔس ٚ ٚيطٚؼ اظ خسيسي ٌٛ٘ٝ قسٖ پسيساض ٘تيدٝ

 ا٘تمبَ اذيط زٞٝ زٚ زض .ا٘س قسٜ ظبٞط ا٘ؿبٖ ثٝ حيٛاٖ اظ

 تٟسيسي ا٘ؿبٖ ثٝ پط٘سٌبٖ آ٘فّٛا٘عا ٞبي ٚيطٚؼ ثطذي ٔؿتميٓ

 تٛاٖ وؿت صٛضت زض وٝ اؾت خسيسي ؾٛيٝ پيسايف ثطاي

 .(2،3)قس ذٛاٞس ٌيطي خٟبٖ ٚلٛع ؾجت فطز ثٝ فطز ا٘تكبض

 ثب (HAٕٞبٌّٛتيٙيٗ) ٌّيىٛپطٚتئيٗ عطيك اظ ٞب ٚيطٚؼ ايٗ

 ٔب٘ٙس تّيبَ اپي ٞبي ؾَّٛ ؾغٛح ضٚي ؾيبِيه اؾيس لٙسٞبي

 پيٛ٘س پط٘سٌبٖ ٞبي ضٚزٜ ٚ پؿتب٘ساضاٖ ٞبي قف ٚ ٘بي ثيٙي،

 زاضاي وٝ HA پطٚتئيٗ اظ ثركي اتصبَ اظ پؽ س.ٙوٙ ٔي ثطلطاض

 ؾبذتبضي تغييطات ثٝ ٚ ثٛزٜ ثبظي ٞبي آٔيٙٝ اؾيس اظ غٙي تٛاِي

 يؾِّٛ پطٚتئبظٞبي تٛؾظ ؾتا  حؿبؼ ثؿيبض ٌّػي زؾتٍبٜ زض

 ثطضٚي ٔيعثبٖ پطٚتئِٛتيه فطآيٙس پيبٔس .قٛز ٔي قىؿتٝ

 (.4،5)قٛز ٔي ؾَّٛ ٚاضز ا٘سٚؾيتٛظ ثب ٚيطٚؼ ،HA ِٔٛىَٛ

 ا٘سٚغٖ ؾِّٛي پطٚتئبظٞبي ثٝ پطٚتئيٗ ايٗ حؿبؾيت زض تفبٚت

 اي ٌٛ٘ٝ ثٝ زاضز ٘مف ٚيطٚؼ ظايي ثيٕبضي قست زض  آٖ  ثطـ ٚ

 حبز فٛق ٞبي ٚيطٚؼ ثب آِٛزٌي اظ ٘بقي ا٘ؿب٘ي ثيٕبضي وٝ

 .(6)اؾت حبز تحت ٞبي ٚيطٚؼ ثب آِٛزٌي اظ قسيستط پط٘سٌبٖ

 آ٘فّٛا٘عا ٚيطٚؼ ،ٔيعثبٖ ؾَّٛ قسٖ آِٛزٜ ٍٞٙبْ ثٝ

 ثب تب ٌيطز ٔي ذٛز ذسٔت زض ضا ؾَّٛ ٞبي پطٚتئيٗ ٚ ٞب ؾيؿتٓ

 ثمبى حبِت ايٗ زض ثؿبظز. خسيسي ٚيطٚؾي شضات ٞب آٖ وٕه

 پبؾد ؾطيغ زٞى ػلأت ٚ ٚيطٚؼ ؾطيغ تكريص ثٝ ٔيعثبٖ

 وٙٙسٜ ػطضٝ ز٘سضيتيه، ٞبي ؾَّٛ .زاضز ثؿتٍى زفبػى

 وٝ ٞؿتٙس ٌط حؽ يب ظا ثيٕبضي ػبُٔ قٙبؾبيي ٞبي ٌيط٘سٜ

 ؾَّٛ زض ضا ظا ثيٕبضي ػبُٔ قسٜ حفظ ِٔٛىِٛي ٌطٞبي ٘كبٖ

 اِمب ؾجت ٌيط٘سٜ ٞبي ؾيؿتٓ قسٖ فؼبَ وٙٙس. ٔي قٙبؾبيي

 وٝ قسٜ ٞب ايٙتطفطٖٚ تِٛيس قبُٔ ٚيطٚؾي ضس ايٕٙي ٞبي پبؾد

 ٞب، آٖ تىثيط قسٖ ٔحسٚز ثٝ ٚيطٚؼ ضٚ٘ٛيؿي اظ خٌّٛيطي ثب

 (.7قٛز) ٔي آ٘فّٛا٘عا ػفٛ٘ت ثٝ ٘ؿجت ٔمبٚٔت افعايف ؾجت

 ٘ٛع ٞبي ايٙتطفطٖٚ اظ ٔؿتمُ يب ٚيطٚؾي ضس ،ؾِّٛي ٞبي پبؾد

I ٞبي غٖ ثيبٖ وٝ ضٚ٘ٛيؿي فبوتٛضٞبي آٖ عي وٝ ٞؿتٙس 

 ايٙتطفطٖٚ تِٛيس ثب يب ٚ قٛ٘س ٔي فؼبَ وٙٙس ٔي وٙتطَ ضا ٚيطٚؼ

 زض ٚيطٚؼ تٛؾظ وٝ اؾت ٕٞطاٜ ؾبيتٛوبيٗ ٞبي غٖ ثيبٖ ٚ

 ثط ػلاٜٚ (.7-10قٛ٘س) ٔي اِمب ٞب ِىٛؾيت ٚ تّيبَ اپي ٞبي ؾَّٛ

 پبؾد زض ؾَّٛ وٝ اؾت اي پسيسٜ ؾِّٛي ٔطي ايٙتطفطٖٚ، تِٛيس

 ثيبٖ افعايف (.11زٞس) ٔي ٘كبٖ ظا ثيٕبضي ػٛأُ ثب آِٛزٌي ثٝ

 ٚ اِتٟبثي، پيف ٞبي ؾبيتٛوبيٗ ٚ ايٙتطفطٖٚ وٙٙسٜ اِمب ٞبي غٖ

 ثب ٔيعثبٖ ؾَّٛ )آپٛپتٛظ(قسٜ ضيعي ثط٘بٔٝ ٔطي پبؾد

 پبؾد ايٗ ٞؿتٙس. اضتجبط زض ٚيطٚؾي ػفٛ٘ت يه ظايي آؾيت

 ثٝ وبؾپبظ آثكبضٞبي قسٖ فؼبَ ثب قسٜ تٙظيٓ قست ثٝ ؾِّٛي

 ٞبي ٚاوٙف ؾطي يه عي ٔيعثبٖ ؾَّٛ اٟ٘ساْ ٚ ترطيت

 ٔؿيط زٚ اظ آ٘فّٛا٘عا ٞبي ٚيطٚؼ قٛز. ٔي ٔٙدط ثيٛقيٕيبيي

 وٙٙسٜ اِمب )ذبضخي(ٔطي ٌيط٘سٜ ٚ )زاذّي(ٔيتٛوٙسضيبيي

 ٚ فؿفبتبظ ويٙبظ پطٚتئيٗ آثكبض قسٖ فؼبَ ثب وٝ ٞؿتٙس آپٛپتٛظ

 پبؾد ايٗ .(12)ٌيطز ٔي صٛضت ضٚ٘ٛيؿي فبوتٛضٞبي ؾبظي آظاز

 ؾَّٛ اٟ٘ساْ ٚ ترطيت ثٝ عجيؼي ٚ قسٜ تٙظيٓ قست ثٝ ؾِّٛي

 قٛز. ٔي ٔٙدط ثيٛقيٕيبيي ٞبي ٚاوٙف ؾطي يه عي ٔيعثبٖ

 ٚ c ٔيتٛوٙسضي/ؾيتٛوطْٚ يب زاذّي ٔؿيط عطيك اظ آِٛزٜ ؾَّٛ

 ثيٗ اظ ٔطي ٞبي ٌيط٘سٜ تحطيه يب ذبضخي ٔؿيط ٘يع

 .(13-15)ضٚز ٔي

 ٞبي پبؾد ٔىب٘يؿٓ آ٘فّٛا٘عا، حبز فٛق ٞبي ٚيطٚؼ طذلافث

 قٙبذتٝ ذٛثي ثٝ حبز تحت ٞبي ٚيطٚؼ ػّيٝ ا٘ؿب٘ي ٞبي ؾَّٛ

 ٔٛثط پيكٍيطي زض ٞب ٚيطٚؼ ايٗ ظايي آؾيت زضن .قسٜ ٘يؿت

 ظيبزي إٞيت ا٘ؿب٘ي خٕؼيت آِٛزٌي ٔيعاٖ ٔحسٚزوطزٖ ٚ

 حبز تحت آ٘فّٛا٘عا ٚيطٚؼ ضقس پٛيبيي ٔغبِؼٝ، ايٗ زض زاضز.

 ؾَّٛ ػٙٛاٖ ثٝ ا٘ؿبٖ تٙفؿي تّيْٛ اپي زض H9N2 پط٘سٌبٖ

 ٔٛضز آِٛزٌي قست ثٝ ٔيعثبٖ پبؾد ٚ ٚيطٚؼ اِٚيٝ ٞسف

 ٌطفت. لطاض ثطضؾي
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 729      و هوكاراى  شهلا شاهسوًدي

 4231 آباى، هشتن ، شوارهسومدوره بيست و   هجله داًشگاه علوم پزشكي و خدهات بهداشتي ـ درهاًي شهيد صدوقي يزد

 بررسي روش

 A549 ؾِّٛي  ضزٜ پػٚٞف ايٗ ا٘دبْ ثطاي ٚيطٚؼ: ٚ ؾَّٛ

(ATCC No CCL-185
TM) ذطيساضي ايطاٖ پبؾتٛض ا٘ؿتيتٛ اظ ٚ 

 ٔبيغ اظت زض ٚ تىثيط آِٛزٌي، ايدبز ثسٖٚ ٔٙبؾت قطايظ زض

 خسايٝ H9N2 حبز تحت آ٘فّٛا٘عا ٚيطٚؼ قس. ؾبظي شذيطٜ

A/Chicken/Iran/SS7/2011 ضٍٞيطي قٕبضٜ ثب JX456181 

 ٌطفت. لطاض اؾتفبزٜ ٔٛضز

 تّيْٛ اپي ٞبي ؾَّٛ زض آ٘فّٛا٘عا ٚيطٚؼ ضقس پٛيبيي ثطضؾي

 ٚ MOI;1/0 زض H9N2 ٚيطٚؼ ثب A549 ٞبي ؾَّٛ تٙفؿي:

2;MOI قس٘س. آِٛزٜ تطيپؿيٗ افعٚزٖ ثسٖٚ ٚ ثب قطايظ زض 

 ثب ٚ ثطضؾي ضٚظا٘ٝ ظايي آؾيت آثبض ٔكبٞسٜ ثطاي وكت ظطٚف

 زض ٚيطٚؼ ضقس پٛيبيي ثطضؾي ثطاي قس٘س. ٔي ٔمبيؿٝ وٙتطَ

 اؾتفبزٜ ثب ٚ پلان اضظيبثي ضٚـ ثٝ آٖ ػيبض تٙفؿي، ٞبي ؾَّٛ

 48 ،36 ،24 ،16 ٞبي ظٔبٖ زض 10-8 تب 10-3 ٔتٛاِي ٞبي ضلت اظ

 تكىيُ ٚاحس ثب ٚ ؾٙديسٜ (hpi)ؾبظي آِٛزٜ اظ پؽ ؾبػت 72 ٚ

 ٔحبؾجٝ (PFU/ml) ٚيطٚؼ ِيتط ٔيّي ٞط زض پلان زٞٙسٜ

 .(16)قس

 ٚيطٚؼ ثب آِٛزٌي ثٝ تٙفؿي ٞبي ؾَّٛ پبؾد ثطضؾي

 ػفٛ٘ت ثٝ ٞب ؾَّٛ پبؾد ٔيعاٖ اضظيبثي ثطاي آ٘فّٛا٘عا:

  MTT آظٔبيف اظ ٞب، آٖ ثٛزٖ ظ٘سٜ ٔيعاٖ ٚ يٚيطٚؾ

(dimethylthiazol-2-yl-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide) 

 ٚ احيبقسٖ اؾبؼ ثط آ٘عيٕي ؾٙدف ايٗ قس. اؾتفبزٜ

 آ٘عيٓ ٚؾيّٝٝ ث تتطاظِٚيْٛ ضً٘ ظضز ٞبي وطيؿتبَ قسٖ قىؿتٝ

 تٙفؿي چطذٝ ٞبي آ٘عيٓ اظ يىي وٝ زٞيسضٚغ٘بظ ؾٛوؿيٙبت

 ٘بٔحَّٛ ضً٘ آثي ٞبي وطيؿتبَ تكىيُ ٚ ٞبؾت ٔيتٛوٙسضي

 تؼساز ثب قسٜ تِٛيس ضً٘ ٔيعاٖ قٛز. ٔي ا٘دبْ فٛضٔبظاٖ

 ٔؿتميٓ ضاثغٝ ٞؿتٙس فؼبَ ٔتبثِٛيه ٘ظط اظ وٝ ٞبيي ؾَّٛ

 زض قسٜ زازٜ وكت ٞبي ؾَّٛ آظٔبيف، ايٗ ا٘دبْ ثطاي .زاضز

 زض ؾَّٛ ٞعاض پٙح تمطيجي تطاوٓ ثب اي ذب٘ٝ 96 ٞبي ٔيىطٚپّيت

 وكت ٔبيغ ثب ٚ قسٜ زازٜ قؿتكٛ PBS ثب ثبض ؾٝ ٌٛزٜ ٞط

 ؾٝ ٔست ٞب ٔيىطٚپّيت قس٘س. آِٛزٜ ٔرتّف ؾبػبت زض ٚيطٚؼ

 قؿتكٛي اظ پؽ قس٘س. زازٜ لطاض C37° زٔبي زض ؾبػت

 ٔحَّٛ μl50 ٌٛزٜ ٞط ثٝ ،DMEM ٔحيظ ثب ٞب ؾَّٛ

MTT(mg/ml5) ٜزٔبي زض ؾبػت ؾٝ ٔست ٚ قسٜ افعٚز 

°C37 ٔمساض ٔحيظ حصف ثب قس٘س. زازٜ لطاض μl200 اؾيس 

 ٞب ٔيىطٚپّيت ٚ قسٜ اضبفٝ ٌٛزٜ ٞط ثٝ ٘طٔبَ 04/0 وّطيسضيه

 خصة قس٘س. زازٜ لطاض آظٔبيكٍبٜ زٔبي زض ؾبػت يه ٔستثٝ 

 ظ٘سٜ زضصس ٚ قسٜ ذٛا٘سٜ ٘ب٘ٛٔتط 540 ٔٛج عَٛ زض ٘ٛضي

 ثب ٔمبيؿٝ زض آ٘فّٛا٘عا ٚيطٚؼ ثب قسٜ آِٛزٜ ٞبي ؾَّٛ ثٛزٖ

 قس. ثطآٚضز وٙتطَ ٞبي ؾَّٛ

 اظ پؽ 48 ٚ ،24 ،16 ،8 ؾبػبت زض :ؾِّٛي ٔطي ثطضؾي

 ٔبيغ ٕ٘ٛ٘ٝ H9N2 ٚيطٚؼ ثب A549 ؾَّٛ ٞبي وكت آِٛزٌي

 ٘طزثب٘ي يب لغؼٝ لغؼٝ احتٕبَ ٚ قسٜ ثطزاقت ٞب ؾَّٛ وكت

 قس. ثطضؾي DNA قسٖ

 ،DNA(GeneAll اؾترطاج ويت اظ اؾتفبزٜ ثب DNAؾپؽ 

 50 ِٚتبغ ثب %2آٌبضظ غَ ضٚي ٞب ٕ٘ٛ٘ٝ قس. اؾترطاج (خٙٛثي وطٜ

 ثب آٔيعي ضً٘ اظ پؽ غَ ٚ قسٜ اِىتطٚفٛضظ ؾبػت زٚ ٔست ثٝ

 آثكبض آغبظٌط ػٙٛاٖ ثٝ 8-وبؾپبظ فؼبِيت قس. ٔكبٞسٜ UV ٘ٛض

 ٔؿيط ٍ٘طب٘ك ػٙٛاٖ ثٝ c ؾيتٛوطْٚ قسٖ  آظاز ٘يع ٚ وبؾپبظي

 اظ اؾتفبزٜ ٚ ثلات ٚؾتطٖ ثب ؾَّٛ ٔطي پيبْ ا٘تمبَ

 زض (اٍّ٘ؿتبٖ ،abcam)ٞب آٖ ػّيٝ اذتصبصي ٞبي ثبزي آ٘تي

 قس. اضظيبثي β-actin ظاز ذب٘ٝ غٖ ثب ٔمبيؿٝ

 t-test آظٖٔٛ ظا اؾتفبزٜ ثب آٔبضي پطزاظـ :آٔبضي اضظيبثي

 ٌطفتٗ ٘ظط زض ثب پصيطـ، ٔٛضز ذغبي ثيكيٙٝ .ٌطفت صٛضت

 .قس ٌطفتٝ ٘ظط زض 05/0 ٔؼبزَ زضصس، 95 اعٕيٙبٖ ضطيت

 ًتايج

 آ٘فّٛا٘عا ٚيطٚؼ ضقس پٛيبيي

 ثسٖٚ ٚ ثب قطايظ زض A549  ؾَّٛ زض H9N2 ٚيطٚؼ تىثيط

 ٚيطٚؼ قطايظ ايٗ زٚي ٞط زض قس. ثطضؾي تطيپؿيٗ افعٚزٖ

 .ثٛز٘س ٔكبٞسٜ لبثُ ذٛثي ثٝ ؾِّٛي آؾيت آثبض ٚ وطزٜ ضقس

 زض ؾبػت 24 اظ پؽ ٞب ؾَّٛ قسٖ وٙسٜ ٚ قسٖ ثعضي اٌطچٝ

 .(1 قىُ)ثٛز ٔكٟٛز ثؿيبض MOI;2 زض ٚ تطيپؿيٗ حضٛض
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 .MOI;2زض غيبة تطيپؿيٗ زض  H9N2آِٛزٜ قسٜ ثب ٚيطٚؼ آ٘فّٛا٘عا  A549ٞبي  : ؾ1َّٛقىُ 

 (.X 200قٛ٘س)ثعضٌٕٙبيي  ؾبػت ٔكبٞسٜ ٔي 24ٞب پؽ اظ  ػلايٓ آؾيت ؾِّٛي قبُٔ ثعضي قسٖ ٚ وٙسٜ قسٖ ؾَّٛ
 

 تؼييٗ پلان اضظيبثي ضٚـ ثب ٞب ؾَّٛ ايٗ زض ٚيطٚؼ ػيبض

 زض ؾبػت 48 اظ پؽ ثبلاتط ظٚز زض ٚيطٚؼ ػيبض ثيكيٙٝ قس.

 وٝ قس ٔحبؾجٝ PFU/cell 33/0±42/4 ،تطيپؿيٗ حضٛض

 ؾَّٛ ايٗ زاقت. MOI(35/0±36/4);1/0 ثب ا٘سوي اذتلاف

 زاضز ضا H9N2 ٚيطٚؼ تىثيط تٛا٘بيي ٘يع تطيپؿيٗ افعٚزٖ ثسٖٚ

 ثٛز. ؾبػت 72-96 ػيبض ثيكيٙٝ آٔسٖ زؾت ثٝ ظٔبٖ أب

 آ٘عيٕي ؾٙدف اظ ٞب ؾَّٛ ثٛزٖ ظ٘سٜ ٔيعاٖ اضظيبثي ثطاي

MTT ٜٔؼطف ظضز ضً٘ وٝ زاز ٘كبٖ آظٔبيف ٘تيدٝ قس. اؾتفبز 

 زض اضغٛا٘ي ثٙفف ضً٘ ثٝ ٞب، ؾَّٛ وٙتطَ ٕ٘ٛ٘ٝ زض

 زض اؾت. وطزٜ تغييط H9N2 ٚيطٚؼ ثٝ آِٛزٜ A549ٞبي ؾَّٛ

1/0;MOI ٖزضصس ٚ يىؿبٖ تمطيجبً ؾبػبت تٕبْ زض خصة ٔيعا 

 آِٛزٜ ٞبي ؾَّٛ زض وٝ حبِي زض اؾت، ٞٓ ٔكبثٝ ظ٘سٜ ٞبي ؾَّٛ

 ظ٘سٜ ٞبي ؾَّٛ زضصس تطيپؿيٗ حضٛض زض ٚ ثبلا ظٚز ثب قسٜ

 ثٛز. يبفتٝ وبٞف (>05/0pزاضي) ٔؼٙي عٛض ثٝ

 ؾِّٛي ٔطي ثطضؾي

 ،ٚيطٚؼ وٓ ظٚز ثب ؾَّٛ آِٛزٌي زض ٚ تطيپؿيٗ غيبة زض

 ٚ ٘كس ٔكبٞسٜ آٌبضظ غَ ضٚي ثط DNA قسٖ لغؼٝ لغؼٝ پسيسٜ

DNA ٖٚ2 زض وٝ حبِي زض .ٔب٘س ٔي ثبلي ٌٛزٜ زضMOI= اظ 

 قسٖ ٘طزثب٘ي آثبض ٚ ظيبز اؾٕيط آِٛزٌي اظ پؽ 16 ؾبػت

DNA ٜيبفت ٔي ٌؿتطـ 48 ؾبػت تب وٝ قس ٔكبٞس 

 .(2 قىُ)

 

 

 

 

 

 

 

 اؾت. MOI;2زض  A549ٞبي  پط٘سٌبٖ اِمب وٙٙسٜ ٔطي ؾِّٛي زض ؾَّٛ H9N2 آ٘فّٛا٘عا ٚيطٚؼ: 2قىُ 

 زيْٛ ثطٚٔبيس لبثُ ٔكبٞسٜ اؾت. آٔيعي ثب اتي ٞبي آِٛزٜ قسٜ پؽ اظ ضً٘ زض ؾَّٛ DNAلغؼٝ لغؼٝ قسٖ 
 

 ثب آِٛزٌي  ٘تيدٝ زض A549 يٞب ؾَّٛ آپٛپتٛظ ثيبٍ٘ط أط ايٗ

 زاز ٘كبٖ ثلات ٚؾتطٖ آظٔبيف ٘تيدٝ اؾت. ٚيطٚؼ ثبلاي ظٚز

 A549 ٞبي ؾَّٛ زض (55pغيطفؼبَ) 8-وبؾپبظ ٚ β-actin وٝ

 ٞبي ؾَّٛ زض قٛ٘س. ٔي ثيبٖ ٚيطٚؼ ثٝ آِٛزٜ ٚ وٙتطَ

 24 اظ پؽ ٘كسٜ، آِٛزٜ ٞبي ؾَّٛ ثب ٔمبيؿٝ زض ٔطي زؾترٛـ

 ايٗ ثطـ حبصُ 41p-43 لغؼٝ ٚ قسٜ فؼبَ 8-وبؾپبظ ؾبػت

 زض 8-وبؾپبظ فؼبِيت قسٖ وبُٔ ثب اؾت. ٔكبٞسٜ لبثُ پطٚتئيٗ

 لغؼٝ ٚخٛز (.3 قىُ)قٛز ٔي زيسٜ ٘يع 18p لغؼٝ ،48 ؾبػت

 يب زاذّي ٔؿيط اظ ٔطي ءاِمب ثيبٍ٘ط آظاز c ؾيتٛوطْٚ اذتصبصي

 اؾت. ٔيتٛوٙسضيبيي
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  H9N2آِٛزٜ قسٜ ثب ٚيطٚؼ آ٘فّٛا٘عا  A549ٞبي  زض ؾَّٛ cٚ آظاز ؾبظي ؾيتٛوطْٚ  8-: فؼبَ قسٖ وبؾپبظ3قىُ 

 اؾت. ضيعي قسٜ اظ ٔؿيط ٔيتٛوٙسضيبيي ٌط اِمب ٔطي ثط٘بٔٝ زض ٔمبيؿٝ ثب ؾَّٛ آِٛزٜ ٘كسٜ ثيبٖ

 بحث

عا زاض پٛقف ٞبي ٚيطٚؼ تىثيط  ٔيعثبٖ ٞبي ؾَّٛ زض آ٘فّٛا٘

 ٔؿيطٞبي قبُٔ ٔيعثبٖ غ٘تيىي ٔؿيط چٙسيٗ ثٝ ٔتىي يٙسآفط

سٚؾيتٛظ ثٝ ٚاثؿتٝ تمبَ ٚ ٚضٚز ثطاي ٔيعثبٖ ؾَّٛ ا٘  ٚيطٚؼ غْ٘ٛ ا٘

تمبَ ؾيؿتٓ قسٖ فؼبَ ٚ ؾَّٛ ٞؿتٝ ثٝ  ٞبي ؾَّٛ زاذّي پيبْ ا٘

 ٔغبِؼٝ، ايٗ زض اؾت. ٚيطٚؼ غْ٘ٛ اظ ضٚ٘ٛيؿي پيبٔس ٔيعثبٖ

عا ٚيطٚؼ ٚيطٚؼ تىثيط چٍٍٛ٘ي  H9N2 پط٘سٌبٖ حبز تحت آ٘فّٛا٘

ؿبٖ تٙفؿي تّيْٛ اپي ؾَّٛ زض  آِٛزٌي قست ثٝ ؾَّٛ پبؾد ،ا٘

 ٌطفت. لطاض ثطضؾي ٔٛضز قسٜ ضيعي ثط٘بٔٝ ٔطي پبؾد ٚ ٚيطٚؾي

 اتصبَ ثطاي اِٚيٝ ٞسف ٔيعثبٖ تٙفؿي زاض ٔػٜ ٞبي ؾَّٛ

عا ٞبي ٚيطٚؼ  ٔب٘ٙس پطٚتئبظٞبيي ؾطيٗ زاضاي ٚ (17،18)ثٛزٜ آ٘فّٛا٘

TMPRSS2 پطٚتئيٗ يثبظ ته ٔٛتيف وٝ ٞؿتٙس HA ٞبي ٚيطٚؼ 

عا  زض HA پطٚتئيٗ ثطـ ٔحُ (.19،20زٞٙس)  ٔي ثطـ ضا آ٘فّٛا٘

عا ٚيطٚؼ حبز تحت ٞبي ؾٛيٝ  ٚ تٙفؿي ٔدبضي زض فمظ آ٘فّٛا٘

 تطقح تطيپؿيٗ قجٝ ٞبي آ٘عيٓ وٝ خبيي قٛز، ٔي فؼبَ اي ضٚزٜ

 افعايف ثٙبثطايٗ ٛز.ق اضبفٝ ذبضخي ءٔٙكب ثب تطيپؿيٗ يب ٚ قسٜ

 ظٚز زٚ ٞط زض ٗيتطيپؿ ٘جٛز زض A549  ؾَّٛ زض ٚيطٚؼ ػيبض

 تىثيط قطايظ وٝ ،اؾت HA پطٚتئيٗ ثطـ ٔطثٛط ،وٙٙسٜ ػفٛ٘ي

ٓ ضا تطيپؿيٗ افعٚزٖ ثٝ ٘يبظ ثسٖٚ ٚيطٚؼ ايٗ اِٚيٝ  .وٙس ٔي فطاٞ

 HA ٚ 2 HA 1 ٞبي ظيطٚاحس ثٝ پطٚتئيٗ ايٗ تطخٕٝ  اظ پؽ ثطـ

تٟبي زض اتصبَ زٔيٗ يه ٔيعثبٖ، ؾَّٛ پطٚتئبظٞبي تٛؾظ  ا٘

 ٚيطٚؼ پٛقف ثيٗ خٛقي ٞٓ ٚاؾغٝ وٝ وٙس ٔي ايدبز آٖ آٔيٙي

 ٚيطٚؼ ظايي ػفٛ٘ت ثطاي ٚ ثٛزٜ ٔيعثبٖ ؾَّٛ ا٘سٚظٚٔي ءغكب ٚ

 يٗا ٚخٛز زِيُ ثٝ A549 ؾِّٛي ضزٜ تطتيت ثسيٗ اؾت. لاظْ

 قٙبذتٝ H9N2 ٚيطٚؼ ضقس ثطاي ٔدبظ  ؾَّٛ ،(17،19)پطٚتئبظٞب

 ضا H9N2 ٚيطٚؼ HA ثطـ ٔحُ وطزٖ فؼبَ تٛا٘بيي وٝ قٛز ٔي

 فيجطٚثلاؾتي ٚ تٙفؿي ٞبي ؾَّٛ زض ٚيطٚؼ ايٗ وٝ حبِي زض .ضززا

 ثب تطيپؿيٗ ثٝ ،لاظْ ٞبي آ٘عيٓ فمساٖ ػّت ثٝ خٛخٝ خٙيٗ ٔٙكبء ثب

 (.18)اؾت ٔٙس٘يبظ HA ثطـ ثطاي ذبضخي ءٔٙكب

 ثطاي پطٚتئبظ ؾطيٗ فبلس ٞبي ؾَّٛ ثٝ تطيپؿيٗ افعٚزٖ

 .(18)اؾت ضطٚضي آ٘فّٛا٘عا ٚيطٚؼ حبز تحت ٞبي ؾٛيٝ تىثيط

 فطاض ثٝ وٝ قسٜ ٚيطٚؼ ؾطيغ تىثيط ٚ آِٛزٌي ؾجت آ٘عيٓ ايٗ

 A549 ؾَّٛ قٛز. ٔي ٔٙدط ٔيعثبٖ زفبػي ٞبي ٔىب٘يؿٓ اظ ٞب آٖ

 ضقس ٚ آيس ٔي قٕبض ثٝ ايٙتطفطٚ٘ي زاض صلاحيت ٞبي ؾَّٛ خعٚ

 فؼبَ ٚ زفبػي ٔىب٘يؿٓ ؾطوٛة ثيبٍ٘ط آٖ زض H9N2 ٚيطٚؼ

 اؾت. يبفتٝ تىثيط ٞبي ٚيطٚؼ تٛؾظ ؾِّٛي ٔطي ٔؿيط قسٖ

 ػفٛ٘ت ثٝ ٞب ؾَّٛ پبؾد ٔيعاٖ اضظيبثي ٞبي يبفتٝ تبييس ثطاي

 لغؼٝ لغؼٝ آظٔبيف ثب ؾِّٛي ٔطي ضذساز احتٕبَ ٚيطٚؾي،

 قس. ثطضؾي آِٛزٌي اظ پؽ ٔرتّف ؾبػبت زض DNA قسٖ

 لغؼٝ آثبض ثبلا وٙٙسٜ ػفٛ٘ي ظٚز زض فمظ وٝ زاز ٘كبٖ ٘تبيح

 حؿبؼ ٞبي ؾَّٛ آِٛزٌي قٛز. ٔي ٔكبٞسٜ DNA قسٖ لغؼٝ

 تِٛيس قسيس ءاِمب ثٝ آ٘فّٛا٘عا ٚيطٚؼ ثب ايٙتطفطٚ٘ي ٞبي پبؾد ثٝ

 زازٜ ٘كبٖ قٛز. ٔي  ٔٙدط ػفٛ٘ت اِٚيٝ ؾبػبت زض ايٙتطفطٖٚ

 ٚيطٚؼ ثب A549 ٚ HeLa ٞبي ؾَّٛ آِٛزٌي وٝ اؾت قسٜ

H9N2 پطٚتئيٗ ثيبٖ ٔيعاٖ افعايف ؾجت Mx ٌٝط ٘كبٖ ػٙٛاٖ ث 
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 ٚيطٚؾي ضس ؾِّٛي زفبع ؾيؿتٓ قسٖ فؼبَ ٚ ايٙتطفطٖٚ ياِمب

 پبؾد ٚ ٚيطٚؼ ضس زفبع ؾبظي فؼبَ ايٗ .(21)قٛز ٔي

 اِٚيٝ ؾبػبت زض ٔيعثبٖ ٘ؿجي ٔمبٚٔت ٚخٛز ٌط ثيبٖ ايٙتطفطٚ٘ي

 ٔيعاٖ وبٞف ؾجت وٝ اؾت ٚيطٚؼ وٓ ظٚز ٔيعاٖ ثب آِٛزٌي

 ٘ساضز. چٙسا٘ي اثط آٖ ٟ٘بيي ػيبض ضٚي ثط أب قٛز ٔي ٚيطٚؼ

 ؾبػبت زض ؾَّٛ DNA قسٖ لغؼٝ لغؼٝ ٔغبِؼٝ، ايٗ زض

 ٔيعاٖ وبٞف ثب ٚيطٚؼ ثبلاتط ظٚز زض آِٛزٌي اظ پؽ اِٚيٝ

 پسيسٜ وٝ ٔؼٙبؾت ثساٖ ايٗ زاقت. ذٛا٘ي ٞٓ ظ٘سٜ ٞبي ؾَّٛ

 زض H9N2 ٚيطٚؼ ثبلاي ٔيعاٖ ثب آِٛزٌي ٘تيدٝ زض آپٛپتٛظ

 وٙٙسٜ ػفٛ٘ي ظٚز ٔمساض ٚ زٞس ٔي ضخ تٙفؿي تّيْٛ اپي ؾَّٛ

 اؾت. ٔٛثط ٔطي ياِمب زض ؾَّٛ آِٛزٌي قست ٚ ٚيطٚؼ

 ٞبي ضٚـ اظ ٔيعثبٖ ؾَّٛ ٔطي ثب ٔمبثّٝ ثطاي ٞب ٚيطٚؼ

 آِٛزٌي ايدبز يب ؾطيغ تىثيط قبُٔ ؛وٙٙس ٔي اؾتفبزٜ ٔرتّفي

 ايٗ ؾطوٛة ثطاي آپٛپتٛظي ضس ٞبي غٖ زاقتٗ اذتيبض زض ٔدبظ،

 ؾَّٛ ٔطي فطآيٙس وٝ اي ٌٛ٘ٝ ثٝ پبيساض ػفٛ٘ت ايدبز ٚ پسيسٜ

 dsRNA وٝ اؾت زازٜ ٘كبٖ ٞب ثطضؾي (.11،15٘كٛز) فؼبَ

 ٚ ،NA، NS1 پطٚتئيٗ ؾٝ وٓ زؾت ٚ آ٘فّٛا٘عا، ٞبي ٚيطٚؼ

PB1-F2 ٖثطـ تؿٟيُ ثب تطتيت ثٝ ٞب آ TNF-β ٝفؼبَ، قىُ ث 

 ٚ ايٙتطفطٖٚ تِٛيس ؾطوٛة ٚ ٔيتٛوٙسضي، غكب وطزٖ پصيط ٘فٛش

 پسيسٜ تٙظيٓ زض پيبْ ا٘تمبَ ٔؿيط وٙتطَ ثب آٖ ٞبي پبؾد

 آپٛپتٛظ، ذبضخي ٔؿيط زض .(22-24)زاض٘س زذبِت آپٛپتٛظ

 ٚ TRAIL ٔب٘ٙس ٔطي ٌيط٘سٜ ِيٍب٘سٞبي تٛؾظ ٔطي ٞبي پيبْ

FasL أط ايٗ قٛز. ٔي 8 وبؾپبظ ؾبظي  فؼبَ ؾجت وٝ قسٜ اِمب 

 قسٖ فؼبَ آٖ پيبٔس ٚ وبؾپبظ آثكبضي فؼبِيت آغبظ ثٝ

 ثط چٙيٕٗٞ وبؾپبظ ايٗ قس. ذٛاٞس ٔٙدط ٔطي ؾٛثؿتطاٞبي

 c ؾيتٛوطْٚ ؾبظي ضٞب ثٝ وٝ ٌصاضز ٔي اثط ٔيتٛوٙسضي ضٚي

 پطٚتئيٗ ٕٞىبضي ثب وٝ ِٔٛىَٛ ايٗ قسٖ آظاز قٛز. ٔي ٔٙدط

Apaf-1 افعايف ؾجت وٙس، ٔي فؼبَ ضا 9 وبؾپبظ ذب٘ٛازٜ اػضبي 

 پطٚتئيٗ قسٖ فؼبَ قٛز. ٔي اخطايي ثٝ آغبظيٗ اظ وبؾپبظي آثكبض

PKR تٛؾظ dsRNA وبض ٚ ؾبظ ثب ضا 8 وبؾپبظ تٛا٘س ٔي ٚيطٚؼ 

 ٔٙدط 9 وبؾپبظ ؾبظي فؼبَ ثٝ وٝ وٙس فؼبَ Fas اظ ٔؿتمُ

 ٚ قسٜ NF-κB قسٖ فؼبَ ؾجت PKR ايٗ، ثط ػلاٜٚ قٛز. ٔي

 ٔٙدط ؾَّٛ ٔطي اظ پيف غٖ ثيبٖ ثبلازؾت تٙظيٓ ثٝ أط ايٗ

 ٚ ROS غيطٔؿتميٓ عٛض ثٝ ضٚ٘ٛيؿي فبوتٛض ايٗ قٛز. ٔي

 فؼبَ ضا ٚيطٚؼ ثب آِٛزٌي عي قسٜ تِٛيس آظاز ٞبي ضازيىبَ

 زض تغييط ؾجت ٔيتٛوٙسضي ضٚي ثط اثط ثب تٛا٘ٙس ٔي وٝ وٙس ٔي

 (.25،26)قٛ٘س c ؾيتٛوطْٚ قسٖ آظاز ٚ غكب پتب٘ؿيُ

 ٚيطٚؼ ثب آِٛزٌي عي قسٜ تِٛيس آظاز ٞبي ضازيىبَ قسٖ فؼبَ

 قسٖ آظاز ٚ غكب پتب٘ؿيُ زض تغييط ؾجت ٔيتٛوٙسضي ضٚي ثط اثط ثب

 اظ اؾتفبزٜ ثب ثلات ٚؾتطٖ آظٔبيف ٘تيدٝ قٛ٘س. ٔي c ؾيتٛوطْٚ

 وٝ زاز ٘كبٖ c ؾيتٛوطْٚ ٚ 8-وبؾپبظ اذتصبصي ٞبي ثبزي آ٘تي

 يب زاذّي ٔؿيط اظ ٚيطٚؼ تٛؾظ قسٜ ضيعي ثط٘بٔٝ ٔطي ياِمب

 پطٚتئيٗ تٟٙب PB1-F2 تبوٙـٖٛ ٌيطز. ٔي صٛضت ٔيتٛوٙسضيبيي

عا ٞبي ٚيطٚؼ اظ تؼسازي زض قسٜ قٙبذتٝ  ٔطي وٝ اؾت آ٘فّٛا٘

 ذب٘ٛازٜ اػضب ٚاؾغٝ ثب ٚ ٔؿيط ايٗ اظ ضا ؾَّٛ قسٜ ضيعي ثط٘بٔٝ

 اِمب ٘فٛشپصيط ا٘تمبَ ٔٙفص وٕپّىؽ تكىيُ ثب يب ٚ Bcl-2پطٚتئيٙي

 زاذّي يغكب زض ANT3 اظ ٔتكىُ وٕپّىؽ ايٗ .وٙس ٔي

 وٙف ثطٞٓ اؾت. آٖ ذبضخي يغكب زض VDAC1 ٚ ٔيتٛوٙسضي

 پصيطي ٘فٛش ؾجت وٕپّىؽ ايٗ تكىيُ ثطاي پطٚتئيٗ زٚ ايٗ

 c ؾيتٛوطْٚ ٞبي ِٔٛىَٛ تطتيت ثسيٗ قٛز. ٔي ٔيتٛوٙسضي يغكب

 ذبضج ثٝ وٙٙس ٔي فؼبَ ضا وبؾپبظ آثكبض وٝ ٔيتٛوٙسضي زض ٔٛخٛز

 ٞبي تيپ تحت تٛؾظ آپٛپتٛظ ياِمب (.27قٛ٘س) ٔي ٔٙتكط آٖ اظ

عا ٞبي ٚيطٚؼ ٔرتّف  ٔغبِؼٝ ٔرتّف ؾِّٛي ٞبي وكت زض آ٘فّٛا٘

 ٚ ؾَّٛ ٘ٛع اذتصبصي فطآيٙسي ضؾس ٔي ٘ظط ثٝ ٚ اؾت قسٜ

 ايٗ زض زاضز. ضاثغٝ ٚيطٚؼ ظايي آؾيت ٔيعاٖ ثب وٝ ثبقس ٚيطٚؼ

عا ٚيطٚؼ قس زازٜ ٘كبٖ ٔغبِؼٝ  وٙٙسٜ اِمب پط٘سٌبٖ H9N2 آ٘فّٛا٘

ؿبٖ تٙفؿي تّيْٛ اپي ٞبي ؾَّٛ زض ؾِّٛي ٔطي  ايٗ ثطٚظ ٚ ثٛزٜ ا٘

 ٟٔبخٓ ٞبي ٚيطٚؼ ٔيعاٖ ثب ٚ ٚيطٚؼ تىثيط اظ ٔؿتمُ ٔطي ٘ٛع

 .اؾت ٔطتجظ

 سپاسگزاري

 وس ثب تحميمبتي عطح اظ ثركي زؾتبٚضز پػٚٞف ايٗ

 تحميمبت ٔٛؾؿٝ حٕبيت ثب وٝ ثبقس ٔي 90031-18-18-2

 وّيٝ اظ ٚؾيّٝ ثسيٗ اؾت. قسٜ اخطا ضاظي ؾبظي ؾطْ ٚ ٚاوؿٗ

 زاز٘س يبضي ٔغبِؼٝ ايٗ ا٘دبْ زض ضا ٔب وٝ ٔحتطْ ٕٞىبضاٖ

 قٛز. ٔي ؾپبؾٍعاضي صٕيٕب٘ٝ
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Abstract 

Introduction: Avian influenza viruses are considered as a serious threat to human and animal health. An 

increase in expression of proinflammatory cytokines and type I IFN genes, as well as host cell death 

responses contribute to the pathogenesis of influenza infection. Hence, this study aimed to evaluate the 

growth dynamics of subacute avian influenza virus in human respiratory alveolar epithelium cells (A549). 

Methods: The A549 cell cultures were infected at MOIs 0.1 and 2.0 viral doses in the presence and absence 

of trypsin. The virus growth kinetics were elucidated by the plaque assay and the cell viability was 

determined by MTT at various times after the infection. The induction quality of programmed cell death as 

well as the signal transduction pathway of death were assessed by genomic DNA fragmentation and western 

blotting respectively. 

Results: The study findings indicated that although the H9N2 virus replication did produce a marked 

cytopathic effect on the alveolar cells, which led to a reduction in the cell viability, the viral titers were 

increased in the infected cells. The virus replication of in these cells indicated repression of host defense 

mechanism as well as activation of cell death. The induction of apoptosis in A549 cells was correlated with 

the increased virus titers as well as virus replication (p< 0.05). 

Conclusion: H9N2 avian influenza virus were demonstrated to induce apoptosis in human alveolar 

epithelial cells via the intrinsic pathway in a dose-dependent manner.  
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