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 چكیده 
دارای  ھای زئونوز و توکسوپلاسموز یکی از بیماری مقدمھ:

 الینی و دامـجھان بوده کھ اثرات شدید ب انتشار وسیع در
کند. این انگل داخل سلولی پزشکی عدیده ای را ایجاد می

ھای چشمی در افراد دارای ضعف  باعث عوارض عصبی و بیماری
نوزادان متولد از مادران آلوده می شود. بروز  و ایمنی

موارد زیاد بیماری ھمراه با عوارض شدید و کشنده 
رورت یافتن واکسن مؤثری برای این بیماری را توکسوپلاسموز ض

 ھای کنترل بیماری ترین راه مھم نشان می دھد. یکی از
علیھ این انگل  مؤثر یواکسیناسیون است کھ  تاکنون واکسن

پیدا نشده است. با عنایت بھ زئونوز بودن بیماری در جھان، 
خام  ھای مصرف گوشت ھای آلودگی انسان ترین راه یکی از مھم
استفاده از  ،ھمین اساس بر است. حاوی انگل یا نیم پز

تواند باعث تحریک ایمنی حیوان واکسن مناسب حیوانی نیز می
آن در مقابل تولید کیست در بدن محافظت نماید.  از شده و

با توجھ بھ شیوع وسیع این انگل داخل سلولی در انسان و 
ھای جدید  کسنوا لیدتو ،حیوانات و اثرات شدید و کشنده آن

سازی با پلاسمید  یابد. ایمنبر علیھ این بیماری ضرورت می
حاوی ژن ھای کدکننده پروتئین ھای محافظت کننده، بھ عنوان 

ھای ساخت امید بخش از تکنیک ینسبتا ابداعی و راھکار یروش
آید. بھ ھمین دلیل پلاسمید کدکننده ژن واکسن بھ شمار می

5GRA  از آن برای ساخت واکسن بر علیھ را تھیھ تا بتوان
 این عفونت استفاده نمود.

با استفاده از  GRA5ژن  ،در این تحقیق :ھا مواد و روش
 کلون و پس از آن در pTZ57Rدر پلاسمید انتقالی  PCRروش 

ترانسفورم شد. سپس پلاسمید  TOP10باکتری اشرشیاکلی سوش 
نوتركیب از باکتری میزبان استخراج و ژن ھدف با استفاده 

جدا گردید. در pTZ57R از پلاسمید  EcoRIو  Hind3ھای  از آنزیم
و انجام  GRA5برای پذیرش قطعھ  pcDNA3مرحلھ بعد پلاسمید 

برش داده شد و ژن  EcoRIو  Hind3ھای  کلونینگ نیز با آنزیم
GRA5  درون پلاسمیدpcDNA3  کلون شد. محصول واکنش اتصال ساب

سیلین حاوی آمپی LBفوق ترانسفورم و در محیط  در باکتری
با استفاده از  pcGRA5پلاسمیدھاي نوترکیب  .کشت داده شد

در مرحلھ بعد در  کیت استخراج پلاسمید، از باکتری تخلیص و
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 مقدمھ 
توكسوپلاسموزیس توسط تك 

اي انگلي بھ نام  یاختھ
 Toxoplasma)اي توكسوپلاسما گوند

gondii)   گسترش  شده کھایجاد
این  .)9(،جھاني دارد

بیماری بھ علت عفونت 
مادرزادی و سقط جنین در 
انسان و حیوانات اھلی 
 دارای اھمیت پزشکی و دام

. )9(،پزشکی است
توكسوپلاسموزیس اثرات 
متفاوتي در میزبان ایجاد 

كند. در افراد دچار ضعف  مي
سیستم ایمني مثل افراد 

ھاي   مبتلا بھ ایدز، گیرنده
پیوند عضو و بیماران 

ھاي   سرطاني باعث بیماري
شدید و مرگ و میر 

بیماري با  این .)10(،شود مي
كوري، تورم  كوریورتینیت،

آنسفالیت و  ي،غدد لنفاو
. )11(،یا مرگ ھمراه است

 ،توكسوپلاسموزیس مادرزادي
كھ حاصل عبور انگل از جفت 
در ھنگام آلودگي اولیھ 

تواند باعث  مادري است، مي
سقط جنین، مرگ جنین در 

ھاي شدید   رحم یا نقص
 نظیرمادرزادي 

ماندگي  عقبو ھیدروسفالي، 
ذھني یا كوریورتینیت 

   )12(.گردد
 نوعی توکسوپلاسموز

و بوده  بیماری زئونوز
مؤثر  یداشتن واکسن

از تواند اثرات مفیدی  می
پزشکی در  پزشکی و دام نظر

پی داشتھ باشد. واکسن 
مؤثر انسانی بایستی در 
مرحلھ اول علاوه بر کاھش 
موارد ابتلا و مرگ ناشی از 
بیماری بتواند نسبت بھ 
کاھش بار بیماری در موارد 

ی کھ نیاز بھ مزمن بیمار
مراقبت طولانی دارند 

گذار بوده و از نظر  تأثیر

بھ صرفھ نیز اقتصادی 
ال  باشد. واکسن ایده

حیوانی دارای منافع 
متعددی از جملھ افزایش 
قدرت تولید مثل و کاھش 
خطرات بھداشتی برای مصرف 

ھای مشکوک   کنندگان گوشت
 ،سال 50برای مدت . می باشد

ھای خام بھ عنوان   ژن  نتیآ
واکسن بر علیھ 
توکسوپلاسموز مورد آزمایش 

کھ  اندقرار گرفتھ 
مطالعات روی کارایی زیر 
واحدھای خالص یا ترکیبی 

سال  20تا  10جدید حدود 
-subھای  سابقھ دارد. واکسن

unit  امتیازدارای این 
 نتیآبا حضور  کھ  ھستند

بدون  وھای ایمنوژنیک   ژن 
 ھای  ژن  ینتآاضافھ نمودن 

کننده غیر مرتبط ایجاد
ا بھمراه زا  ھای تب  پاسخ

باعث تحریک پاسخ ایمنی، 
د. نشومی سیستم ایمنی 

دارای پاسخ  ھای  ژن  نتیآ
ھای محدود ایمنی را می 

غیر طبیعی توان با مواد 
بھ  این اجزاء .نمود تقویت

 (یاور)ھای صورت ادجونت
مناسب بوده و باعث ارتقای 

 .شود کارایی واکسن می
  ژن نتیآ) SAG1ولا(ــــمعم 

زوئیت   ای سطحی تاکیــــھ
 Agترین   بھ عنوان معمول

کھ بھ  ھستندمورد بررسی 
ژن نوترکیب   نتیآصورت 

 .است اند استفاده شده
ای جدید برای ـــکاندیدھ

آنتی ژن واکسن اخت ــــس
، ROP1 ،ROP2،  GRA1 ھای

GRA2 ،GRA4 ،GRA5 ،HSP70 ،
SAG2 ،SAG3 ،SRS1 ،P54 ،P24 
گروه آنتی ژن  .باشند می

 ی ازئجز GRAھای ترشحی یا 
ژن ھای ھستھ ای بوده و 

ھستھ ای کد می  DNAتوسط 
 GRA5 ھا بین آن از شوند.
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ژن   نتیآعنوان یکی از ھ ب
ھای مھم توکسوپلاسما در  

مراحل مختلف سیکل زندگی 
لازم بھ  .می شود ترشحانگل 

  تست ذکر است کھ این ژن در
نیز کاربرد  الایزاتشخیصی 

چنانچھ با  و فراوانی دارد
تھیھ ژن کامل و استفاده 

 ،ھای مختلف  از اجودنت
خاصیت ایمنی زایی آن 

توان بھ   می ،بررسی شود
موثر بر علیھ  یتھیھ واکسن

توکسو پلاسموز امیدوار 
  )13(.بود

ھدف از این مطالعھ، 
در  GRA5 كلون كردن قطعھ 

وت ـــوكاریـــپلاسمیدی
و  pcDNA3اني ـــــــبی

ترانسفورم این پلاسمید 
سوش  Ecoliدر باكتري  نوتركیب

TOP10  استبوده GRA5 . از
 ھا و تاكي  زوئیت  برادي

رشح ــــھا ت  تـــزوئی 
 GRA5جھت بیان ژن  شوند. مي

 در سلول یوکاریوت و
استفاده آن در تھیھ 

 ودنـــــنمواکسن، کلون 
ک ــــدر ی GRA5ژن 

اھمیت  یپلاسمیدیوکاریوت
این دلیل، در   دارد. بھ

این مطالعھ از پلاسمید 
pcDNA3 در نھایت  استفاده و

منظور تایید بیان ھ ب
 CHOھای  سلول سلولی از
 SDS-pageبا روش  استفاده و
  تایید شد.

                                                                                                             ھا مواد و روش 
 :تکثیر انگل توکسوپلاسما

ھای تازه و   تاکی زوئیت
فعال انگل توکسوپلاسما 

) را بھ صورت 2×104گوندای(
داخل صفاقی بھ موش سوری 

 و بعد ازتزریق نموده 
ھا را  روز موش 4- 5گذشت 

مقداری با تزریق کشتھ و 
PBS  استریل حاوی

سیلین پنی-استرپتومایسین

، انگل تکثیر داخل صفاقھ ب
رنگ ـــداخل سھ یافتھ را ب

     )14،15.(می کشیم
 DNA )(DNAاستخراج  

Extraction:  جھت استخراج از
 DNAاستخراج کیت 

. ) استفاده شد(Bioneerشرکت
طور ھ ب دستورالعمل کیت

 :باشد خلاصھ بدین ترتیب می
میكرولیتر(در حدود  100
1075ھاي جدا شده  ) از سلول

درون یك  را PBSدر بافر 
 200ریختھ و  cc5/1ویال 

 20و  TLمیکرولیتر از بافر 
 kمیکرولیتر از پروتئیناز 

 آن بھ را  موجود در کیت
 1مدت ھ اضافھ کرده و ب

درجھ سانتیگراد  60ساعت در 
محصول  می شــــود. انکوبھ

طور کامل ھ لیز شده را ب
بھ ستون ھاي موجود در کیت 

 rpmوده و در دور ـمنتقل نم
دقیقھ  1مدت ھ ب 8000

دنبال آن ھ ب و سانتریفیوژ
سي  5/1ستون را بھ یک تیوب 

 100سي منتقل نموده و 
را  ELمیکرولیتر از محلول 

ھ بھ ستون اضافھ کرده و ب
دقیقھ در حرارت  5مدت 

انکوبھ نموده و در دور 
 دقیقھ 1مدت ھ ب 8000

صول مح نموده و سانتریفیوژ
  .می گرددنگھداری  -20 در

براساس  :اطراحي پرایمرھ
توالی استاندارد ژن 

امل ــــژن ک كدكننده آنتي
GRA5 دستیابی  با شماره

EU918733.1 پرایمرھای اختصا 
 . صی طراحی گردید

Forward:  (aagcttatggcgtctgtaaaacgcg) 
Reverse: (gaattcttactcttcctcggcaacttc) 

دارای  Forwardپرایمر 
و  Hind3آنزیمی برش جایگاه 

) و پرایمر ATGکدون شروع(
Reverse برش جایگاه  دارای

و  EcoRIزیمی ــــــآن
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) است. (TAAدون توقفـــک
ر یافتھ ــــعھ تکثیــــقط

حدود  توسط پرایمرھای فوق
bp 363 .می باشد  

با  GRA5تكثیر ژن 
این رای انجام ـــب :PCRروش

 DNA ،رحلھـــــم
از   دهــــراج شـــــاستخ

ھاي   زوئیت  اكيـت

ي بھ اتوكسوپلاسما گوند
گو ـــــعنوان ال

ردید ــــــاده گــــاستف
 25ي بھ حجم ــــو واكنش
ر ــــــمیكرولیت

یھ شد. ترکیبات و ــــــتھ
اده ــــاستفرنامھ ــــب
ده در جدول ھای ــــــش

 زیر آمده است.
 

 نوع ماده
مقدار بر حسب 

 )µlمیکرولیتر (
ster mixma l2 µl 

Primer  forward (10 pmol / µl ) 1µl 
Primer  reverse (10 pmol / µl ) 1µl 
Template  DNA 3 µl 

ddH2o 18 µl 
  
  

درجھ حرارت  مرحلھ
 مدت (سانتی گراد)

Initial Denaturation C °94 
5 

 دقیقھ

Denaturation C °94 40 
 ثانیھ

Annealing C °59 30 
 ثانیھ

Extension C °72 45 
 ثانیھ

 سیكل 30                         

Final Extension C °72 7 
 دقیقھ

  
  
  

در  GRA5كلونینگ ژن 
با  :pTZ57R پلاسمید 

ت ــــفاده از كیــــــاست
 T/A(Cloning Kit)نگ ـــــكلونی
#) و k1213) Fermentasشركت

در  GRA5 دستورالعمل آن، ژن
 کلون گردید. pTZ57Rپلاسمید 

طور خلاصھ پس از ریختھ ھ ب
کھ در  ،شدن مواد مورد نظر

آمده،  رــــــدول زیــــج
 5/0میكروتیوب در یك 

طور   تري، بھـــمیكرولی
 C22انھ در دماي ــشب

ول ــــانكوبھ شد و محص
ال تا ــــواكنش اتص

 - C 20د درــرحلھ بعــــم
 . گردیدداري ــــنگھ

 
 ماده مقدار

6µl ligation buffer 10X 
1 µl T4DNA ligase 
3µl pTZ57R/T 

10µl PCR Production 

An evaluation version of novaPDF was used to create this PDF file.
Purchase a license to generate PDF files without this notice.

http://www.novapdf.com/


  مجلھ علمی دانشگاه علوم پزشکی ایلام                                    
 90 پاییز، سومدوره نوزدھم، شماره 

 5

10µl ddH2o 
  

 
شده   كلون انتقال پلاسمید

 ري مستعدــبھ باكت
TOP10)Transformation(:  یك
 100حاوي  تیوبمیكرو

میكرولیتر سلول مستعد 
 را - oC70 داری شده درــنگھ

بھ مدت نیم ساعت درون یخ 
گذاشتھ تا بھ دماي صفر 

تا  5 .درجھ سانتیگراد برسد
میكرولیتر محصول واكنش  10

اضافھ   میکروتیوباتصال بھ 
 و بھ آرامي با ھم مخلوط و

دقیقھ در یخ  30بھ مدت  سپس
در مرحلھ بعد گذاشتھ شد. 
 90بھ مدت را مخلوط فوق 

شوك  C42ثانیھ در دماي 
حرارتي داده و بلافاصلھ بھ 

دقیقھ بر روي یخ  3- 2مدت 
با این . دادیمقرار 
پلاسمید نوترکیب  تکنیک،

 500 وارد باکتری می شود.
مایع  LBمیكرولیتر محیط 

بھ را بدون آنتي بیوتیك 
و کرده مخلوط فوق اضافھ 

دقیقھ در  60بھ مدت 
 C37 شیكردار در انكوباتور

 300حدود  .دادیمقرار 
دور را یکرولیتر از مایع م

مابقی درون  ریختھ و
قدر  آنرا میکروتیوپ 

کنیم تا رسوب  مخلوط می
 ) 22(حل شود. کاملا 
ھاي   غربال كردن كلوني 

باكتري حاوي پلاسمید 
براي بررسي وجود  نوتركیب:

 ھ موردـــیا عدم وجود قطع
ھا در   نظر، این باكتري

سیلین،  محیط کشت حاوی آمپي
- 4رمو ــب- X-gal )5سوبسترای 

 β-Dایندولیل-3رو ــكل
 IPTGگالاكتوپیرانوزید) و 

کشت داده  بھ روش زیر
در زیر ھود و شرایط . شدند

 100- 200استریل، مقدار 
میكرولیتر از محصول 

ھاي ترانسفورم   (سلولبالا
شده) بھ یک پلیت حاوی 

و  X-Galوتیک، ـــآنتی بی
IPTG  اضافھ و بھ كمك میلھ
اي در تمام نقاط پلیت  شیشھ

ھا بھ   پلیت .پخش گردید
ساعت) در  16-18طور شبانھ(
قرار داده  C37انکوباتور 

شد. سپس بھ مدت چندین 
قرار  C4ساعت در دماي 

ھاي  داده شد تا كلني
آبي(کلنی فاقد پلاسمید 

 ب) یاــنوترکی
 

سفید(کلنی حاوی پلاسمید 
در  د.نشو ظاھر نوترکیب)

ھاي   كلني ،این محیط كشت
فاقد پلاسمید نوتركیب بھ 

ھاي حاوي   رنگ آبي و كلني
پلاسمید نوتركیب بھ رنگ 

 )17،22(سفید خواھند بود.
                                                                             :كلونینگ ھاي تأیید روش

ھاي  مقایسھ پلاسمید
ھاي   شده از كلني  استخراج

پلاسمیدھاي  آبي و سفید:
موجود در كلني ھاي 

علت وجود قطعھ ھ سفید(ب
كلون شده در آن) سنگین تر 
از پلاسمیدھاي موجود در 

. )16(،كلني ھاي آبي ھستند
براي این منظور پلاسمیدھاي 
استخراج شده از پلاسمید 

بر كلني ھاي آبي و سفید 
 درصد 5/1روي ژل آگاروز 

و مقایسھ  هلود شد
  گردیدند.

: Colony PCRتكنیك 
 پلاسمیدھاي نوتركیب مورد

نظر از سایر پلاسمیدھا جدا 
 25بھ حجم  PCRشد. واكنش 

میكرولیتر مطابق با شرایط 
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با  قبلی مذكور در قسمت
اده از ــــاستف

 3ھاي اختصاصي و  رایمرــــپ
 میكرولیتر پلاسمید استخراج

  سفید، بھھاي   شده از كلني 
 )22(.صورت گرفتعنوان الگو 

قطعھ  :DNAتعیین توالي 
 pTZ57Rشده در پلاسمید   كلون

ھاي  با استفاده از پرایمر
تعیین عمومی پلاسمید، 

ي و با ـــــتوال
 RHویھ ـــــس

تاندارد ـــــاس
اي در  توكسوپلاسما گوند

در  بانک ژنی مقایسھ شد و
kitnab  دستیابی با شماره

JF501522  گردید ثبت. 
در  GRA5ون ژن ـلــک ساب

 :pcDNA3 مید بیانیــــپلاس
در این روش وجود قطعھ 
خارجي در ناقل پلاسمیدی 
بررسی می شود. براساس 

ھاي برش آنزیم کھ   جایگاه
در روي ناقل 

) وجود pTZ57R/Tپلاسمیدی(
دارد، مي توان قطعات 

از ھضم آنزیمي را  حاصلھ 
پیش بیني نمود. بھ ھمین 

پلاسمید نوتركیب  ،منظور
ھمزمان با ناقل 
پلاسمیدی(بھ عنوان شاھد) 

 یا دو  ط یكـــتوس
آنزیم برش داده شد. سپس 

 ھاي آنزیم زده  نمونھ
ھمراه با یك نشانگر وزن 

مولكولي(مارکر) 
الكتروفورز گردید و مورد 

 )17(.بررسي قرار گرفت
برش آنزیمي پلاسمید 

pTGRA5  و جدا كردن قطعھ
GRA5 : براساس دستورالعمل

واكنش  Fermentasکیت شرکت 
 25امل ـــآنزیمي ش

رولیتر پلاسمید ـــمیك
 pTGRA5 ،1نوتركیب 

 EcoRI، 1میكرولیتر آنزیم 

 Hind3 ،8میکرولیتر آنزیم 
 5میكرولیتر بافر تانگو و 

میكرولیتر آب مقطر تھیھ و 
مخلوط   ،spinپس از ورتكس و 

 ر شبانھ در بنطوھ بفوق 
رار داده ــــق C37ماري 

چنین پلاسمید  د. ھمــش
pcDNA3 ھ برای پذیرش قطع

GRA5  باو انجام کلونینگ 
ھای فوق برش داده   آنزیم

شد و نتایج برش آنزیمی ھر 
 درصد 7/1 کدام روی ژل

  .گردیدگاروز مشاھده آ
در  GRA5كلونینگ ژن 

براي این  :pcDNA3 پلاسمید 
منظور، واكنش اتصال 

 العملبراساس دستور
 20) بھ حجم Fermentasکیت(

 1میكرولیتر شامل 
 pcDNA3میكرولیتر پلاسمید 

میكرولیتر  4 آنزیم خورده،
رولیتر ــــمیك GRA5 ،1ژن 

 T4DNA ligase ،4آنزیم 
 10رولیتر بافر و ــــمیك

میكرولیتر آب مقطر تھیھ و 
در اعت ـــــس برای یک
ھ بعد ب و C22 ترموسیکلر

ور شبانھ در ــــط
 شد.چال نگھداری ـــیخ

انتقال پلاسمیدھاي 
 :TOP10شده داخل ناقل  كلون

  انتقال پلاسمیدھاي كلون
 TOP10داخل ناقل  pcGRA5شده 

 10 صورت گرفت کھ بدین نحو
میکرولیتر از محصول اتصال 

میکرولیتر باکتری  100 ھب
 مدت یک و مستعد اضافھ

ساعت در انکوباتور 
 درجھ انکوبھ و 37شیکردار 

ھ ھزار ب 5دور  در
دقیقھ  2دت ــــــم

 شد. سپس ریفوژــــــسانت
از رولیتر ـــــمیک 300

دور  را مایع رویی
 بقیھ آن تھ وــــریخ
  ھداری شد.ـــنگ
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ھاي   غربال كردن كلوني
باكتري حاوي پلاسمید 

 دارــــمق : pcGRA5نوتركیب
رولیتر از ـــــمیك 200

 ھاي ترانسفورم  باكتري
 LBپلیت  بھده را ـــــش 

 حاوي آنتي
اضافھ سیلین)  بیوتیك(آمپي 

اي  و با میلھ شیشھ کرده
  روي محیط جامد پخش و بھ

انكوبھ  C37طور شبانھ در 
ھا ــــ. تننمودیم

حاوی  یھا  ریـــــباکت
بھ رشد د قادر ـــــپلاسمی

روي محیط كشت حاوي  بر
 )16(.می باشندسیلین   آمپي
شدن  ھاي تأییدكننده كلون روش

در پلاسمید  GRA5قطعھ 
 pcDNA3 بیاني 

مقایسھ باند پلاسمیدھاي 
pcDNA3  و:pcGRA5 ول ــــمحص
راج پلاسمیدھاي ـــــاستخ

pcDNA3  وpcGRA5  روي ژل
درصد لود و  1آگاروز 

                                                              الكتروفورز شد.
PCR  ژنGRA5  با استفاده

 pcGRA5از پلاسمید نوتركیب 
 PCRواكنش  :عنوان الگو بھ

میكرولیتر مطابق  25بھ حجم 
 با شرایط مذكور در قسمت

با استفاده از  قبلی
پرایمرھاي اختصاصي و 

ھ با خلال ک ، pcGRA5پلاسمید
، ددندان استریل برداشت ش

عنوان الگو انجام  بھ
                                                              .یددگر

برش پلاسمید نوتركیب 
pcGRA5 ھاي   با آنزیمEcoRI 

برش آنزیمي شامل  :3indHHو
میكرولیتر پلاسمید  25

، pcGRA5یب ــركــــــــنوت
كرولیتر آنزیم ــــمی 1

EcoRI، 1  میکرولیتر آنزیم
3indHH ،8  میكرولیتر بافر

میكرولیتر آب  5تانگو و 
 ر مطابق با شرایطــــمقط

با  و انجام الذکر فوق
استفاده از الکتروفورز 

تایید  درصد 7/1روی ژل 
  )22(.گردید

انتقال پلاسمید نوتركیب 
pcGRA5  بھ درون سلول

قبل  ):Transfectionیوكاریوتیك(
از محیط   از استفاده

 100 رــــازاء ھ بھ ،تــکش
  ،DMEMمحیط  میلی لیتر

 FCSمیلي لیتر  5- 10مقدار 
استریل و یک میلی لیتر 
آنتي بیوتیك پني سیلین بھ 
محیط اضافھ شد. سلول 
یوکاریوتیک در این محیط 

 درصد 5و  C37 ايـــدر دم
CO2 میلي  75ھاي  در فلاسك

 کشت داده شد. پس ازلیتري 
 ساعت محیط كشت آن 48-24ھر 

محیط جدید ھا تخلیھ و با 
 )17(.گردیدجایگزین 

ھ ـــدر این مطالع 
رای ــــب
كت ــــرانسفــــت
ول ـــلـــس

ک از ــــاریوتیـــــیوک
 Fugene 6 transfection reagentت ــــکی

 .استفاده شد Rocheاز شرکت 
طبق دستور شركت سازنده 

از کیت  روش استفاده 
 این ترتیبھ ترانسفکت ب

از ل ــــیك روز قب :است
تعداد  كت،ــرانسفــــت

1063 -1  سلول یوکاریوت در
از متری  میلی 35ھر چاھك 

اي كشت داده  پلیت شش خانھ
ور شبانھ در ـــطھ شد و ب

C37 درصد 5 و CO2  انكوبھ
ل از ــگردید. قب

كت مي بایست ـــترانسف
درصد از  50-80ھا   سلول

 .رده باشندك پلیت را پر
براي ترانسفكت ھر - 1

میكرولیتر  97 مقدارچاھك 
درون  FCSفاقد  DMEMمحیط 

 3 یك ویال استریل ریختھ و
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بھ  Fugeneمیكرولیتر معرف 
 1 آن ازو پس آن اضافھ شد 

دت ــبھ مو ثانیھ ورتكس 
دقیقھ در دمای اتاق  5- 15

انکوبھ شد. نسبت مورد 
 3:1استفاده برای ترانسفکت 

 بود.
 میلی 35براي ھر چاھك - 2
میكروگرم  1مقدار  متری

پلاسمید بھ مخلوط فوق 
اضافھ شد و بھ آرامي با 
پیپت مخلوط گردید. این 

دقیقھ  5- 15دت ــمخلوط بھ م
در دماي اتاق انكوبھ 

 گردید.
چاھک حاوی سلول - 3

یوکاریوتیک را توسط پیپت 
لی ــمی 1تخلیھ نموده و 

یط کشت ـــر محـــلیت
DMEMفاقد) FCS بھ (

و سپس  افھـــاھک اضــــچ
محتویات ویال فوق را بھ 
آرامی در تمام سطح چاھک 
 پخش و پلیت را بھ آرامي

 تا مخلوط در هحركت داد
ت توزیع ــھمھ جاي پلی

 C37پلیت در  گاه آن .گردد
 24- 72مدت ھ ب CO2 درصد 5و 

 انكوبھ گردید.ساعت 
پس از طی این مدت، - 4
و  ھاي ترانسكفت شده  سلول
نشده ھای ترانسفکت   سلول

شرایط كاملا استریل جمع  در
ن ــآوري گردید. برای ای

ھا با   ابتدا سلول ،منظور
PBS  با اضافھ شستشو شده و

بھ  PBSمیکرولیتر  400 کردن
با نوک سمپلر  ،ھر چاھک

ھا را از کف پلیت   سلول
محتویات ھر  جدا کردیم.

 ند ـچاھک را چ
تا  گذراندهبار از سمپلر 

سپس د و نھا جدا شو  سلول
ک ـــچاھک در ی محتویات ھر

جمع  cc5/1 روتیوبــــمیک
 سلول. گردیدآوری 

ان ــای مذکور تا زمـــــھ 
نگھ داری  -C20استفاده در 

  شد.
در  GRA5تایید بیان ژن 
برای  سلول یوکاریوتیک:

تایید بیان ژن در محیط 
کشت سلولی از چند روش 

مھم استفاده می شود کھ 
وسترن بلات   روش ھا ترین آن

. در این روش باندھای است
پروتئینی کھ در روی ژل 
آکریل آمید الکتروفورز 

اند بھ یک غشاء(مانند  شده
کھ قابلیت  ،نیتروسلولز)

اتصال و تثبیت پروتئین را 
منتقل می شوند. در  ،داشتھ

ھای   ن روش ملکولـای
پروتئین از ژل خارج شده و 
در سطح غشاء در ھمان 

رار می گیرند. موقعیت ق
ھای   برای تشخیص پروتئین

منتقل شده بھ غشاء باید 
از لیگاندھای اختصاصی یا 

 ربوطھــــسوبسترای م
. آنتی بادی شود فادهـاست 

ترین موادی  ھا از متداول
ند کھ در تشخیص ــھست

  نــــاختصاصی پروتئی
ھ اء بــا در غشـــھ
 )18،19(.ار می روندـــــک

                                                                                                                         یافتھ ھای پژوھش
 DNA بھ كمك PCRنتایج 

نتایج حاصل از  ژنومي:
 DNAبا  PCRواكنش 

ومی وجود ـــــــــژن
ی ـــــاند اختصاصـــب

روي  ت بازــــجف 363حدود 
 را اروزـــــژل آگ

  مـــــكھ ھان داد ـــــنش
 GRA5دازه ژن ــــان

اي  وپلاسما گوندـــــــتوكس
 .تــــــاس
 ،راینـــــابــــبن

اي ـــــرھـــــــپرایم
ده ـــــش  راحيــــــط

 این ژن براي تكثیر
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 )1(شکل .ودندـــــاختصاصي ب
 
 

 
 
 

 
 
 

 
ژنومي روی ژل آگاروز  DNA. الکتروفورز محصول استخراج 1 شماره شکل

 100 مارکر 1جفت باز، ستون  363اندازه  GRA5قطعھ  2,3,4,5ستون شماره  درصد،5/1
 جفت باز

                    
ھاي  . مقایسھ پلاسمید3- 2

 ده از کلنیــش  استخراج
ھاي   كلنيھای سفید و آبی:  

 LBسفید و آبي روي محیط 
سیلین و  حاوي آمپي مایع

 IPTGو  X-galآغشتھ بھ 
دھنده ترانسفورماسیون  نشان

موفق است. 

دھاي ــــــپلاسمی
راج شده از ـــــاستخ
 د بھــــــھای سفی  کلونی

نی در ـــــل سنگیــــدلی 
داری ـــاروز مقـــــژل آگ

  یــــــکلونالاتر از ـــب
ھای آبی قرار 

 )2(شکل .رفتندــــگ
 

  
  
 
 
 
 
 
 
 
 

ھا روی ژل   ھاي استخراج شده از كلني . نتایج الکتروفورز پلاسمید2 شماره شکل
 درصد،  2/1اروز آگ

 ، pTZ57Rپلاسمید  2,3,4,5جفت باز، ستون 1000مارکر داراي  6ستون 
   pTGRA5پلاسمید نوترکیب  1ستون 

 
برش آنزیمي پلاسمیدھاي 

pTGRA5  دو باند نشان داد
 كھ ھم bp 363 یك باند

توكسوپلاسما  GRA5اندازه ژن  
اي و باند دیگر  گوند

 pTZ57Rاندازه   تقریبا ھم

نتایج برش  ،بود. بنابراین
آنزیمی روی ژل آگاروز، 

پلاسمید  درون  GRA5 کلون ژن
pTZ57R  تایید می را
 )3  (شکل.نماید

 
  

1 2 3 
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روی ژل آگاروز  pTGRA5نتایج برش آنزیمي پلاسمید نوتركیب  . 3 شماره شکل
 درصد، 7/1

 ،pcGRA5مونو دایجست پلاسمید 4,3جفت بازی، ستون  100مارکر 1ستون  
  5ستون  و آنزیم خورده pcGRA5 پلاسمید 2  ستون 

 جفت بازی 1000 مارکر مربوط بھ
                                                                                                                                       

 نتایج تعیین توالی:
نتایج حاصل از تعیین 

در پلاسمید  GRA5توالی ژن 
pTZ57R  نشان داد کھ این ژن

از ــــجفت ب 363دارای 
  GRA5با ژنبوده کھ 

اي  وندــــما گـــتوکسوپلاس
 دستیابی ارهـــــشم با

EU918733.1  100در بانک ژنی 
. توالی تشابھ داشت درصد

کلون شده  GRA5ژن 
در این اي  توكسوپلاسما گوند

بانک ژنی با در مطالعھ 
ثبت  JF501522دستیابی شماره
 شد.

نتایج ترانسفورماسیون 
ھا با محصول واكنش   باكتري

مرحلھ ظھور كلني اتصال: 
 LBھا روي محیط   باكتري

بیوتیك   حاوي آنتي
 سیلین، نشان  يـــــآمپ

دھنده ترانسفورماسیون  
  موفق پلاسمید در باكتري

 pcGRA5مستعد بود. پلاسمید 
خراج شده از ــــاست

ھاي ترانسفورم شده  باكتري
 ی راروي ژل آگاروز باند
كننده  نشان دادند کھ تأیید

در  GRA5ون قطعھ ــــــکل
  )4(شکل .بود pcDNA3پلاسمید 

 
 

  
  
  
  
  
  
  
  
  

ستون  درصد 1روی ژل آگاروز  pcGRA5. نتایج الکتروفورز باند 4شماره  شکل
 3و2, 1

 
نتایج برش آنزیمي 

 : pcGRA5پلاسمید نوتركیب 
با pcGRA5 نتایج برش آنزیمی

دو  Hind3و  EcoRIھاي   آنزیم
نشان داد كھ یكي  را باند
بود و باند  bp5400  حدود

کھ برابر  bp 363 دیگر حدود
. بدین است GRA5با قطعھ 

 GRA5كلون قطعھ   ساب ترتیب
تأیید نیز   pcDNA3درون 
   )5(شکل .گردید
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 1000لادر  3ستون  و  pcDNA3مربوط بھ مونو دایجست  2و1ستون  : 5 شماره شکل
  جفت بازی و

جفت  100لادر  7ستون  و pcDNA3 مربوط بھ دابل دایجست  6 و5 و4ھای  ستون
 بازی

  
رن ــــتایج وستــــن
بال ــــدنھ ــب بلات:
با   SDS-PAGEامــــانج

كاغذ  وسترن بلاتانجام تست 
رنگ گرفتھ نیتروسلولز 

 را اي رنگ باندھاي قھوه
دھد، نوارھا بھ  نشان می

داخل آب مقطر منتقل شده و 
 بین دو كاغذ صافي خشك می

د. كاغذ رنگ گرفتھ نشو
نیتروسلولز در تاریكي 
نگھداري شد تا رنگ ایجاد 

 از بین نرود.  شده
 و نتیجھ گیری بحث 

 نوعی توکسوپلاسموز
بیماری زئونوزاست و داشتن 

تواند  مؤثر می ینــــواکس
یدی در ـــرات مفــــاث

 ھای پزشکی و دام  جنبھ
پزشکی داشتھ باشد. واکسن 
مؤثر انسانی بایستی در 
مرحلھ اول علاوه بر کاھش 
موارد ابتلا و مرگ ناشی از 
بیماری بتواند نسبت بھ 
کاھش بار بیماری در موارد 
مزمن کھ نیاز بھ مراقبت 

گذار  طولانی دارند تأثیر
بوده و از نظر اقتصادی بھ 

 صرفھ باشد.

  نتیآ ،سال 50برای مدت  
ھای خام بھ عنوان   ژن

علیھ توکسوپلاسموز  واکسن
ایش قرار ـــمورد آزم

بر  کھ مطالعات ندگرفتھ ا
روی کارایی زیر واحدھای 

یا ترکیبی جدید حدود  خالص
سال سابقھ دارد.  20تا  10

ھای  ھای زیر واحد واکسن
کھ  مزیتنددارای این خالص 

ھای   ژن  نتیآحاوی 
 اینبدون  ،بودهایمنوژنیک 

غیر  ھای   ژن  تینآ کھ
ایجاد کننده تب در  مرتبط 

. وجود داشتھ باشد ھا آن
پاسخ کھ  یھای  ژن  نتیآ

می دھند با محدودی ایمنی 
غیر مواد  استفاده از
این می شوند. طبیعی تقویت 

ھا   بھ صورت ادجونتمواد 
باعث ارتقای کارایی واکسن 

، حال حاضردر  د.نشو می
تکنولوژي پیشرفتھ 

آینده   DNAواکسیناسیون
 ھــرا براي توسع وبيــــخ

 ھاي چند  و ایجاد واکسن
بھ  ،کند ظرفیتي پیشنھاد مي

ھا   این واکسن  کھ طوري
ھاي ایمني ھمورال و  پاسخ
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ایدار و ـــولي پـــسل
ایجاد  را اي  ويـــــق
ي از ـــ. یک)20(،کنند مي

یابي بھ  ھاي مھم دست راه
اي ــــھ  نــــواکس

در  ظرفیتي دــــچن
ارزه با ـــمب

  فادهـــاست توکسوپلاسموزیس
کوکتل  DNAھاي   از واکسن

باشد کھ باعث ایجاد  مي
- اي ایمنيــــھ خـپاس

مدت و مؤثر   محافظتي طولاني
 علت اینھ ب. )21(،شوند مي

ھاي داخل سلولي   نگلکھ ا
ي اتوکسوپلاسما گوند نظیر

 توپ  يــتعداد زیادي از اپ
رضھ ژنیک را ع  ھاي آنتي 

ھا در  و توانایي آن کرده
ژن در میان   عرضھ آنتي

افراد مختلف، بسیار متنوع 
ایمونیزاسیون با  ،باشد مي

واکسني کھ پاسخ ایمني را 
طیف وسیعي از  در مقابل

ھا تحریک کند   ژن  آنتي
بسیار مؤثرتر از واکسني 

باشد کھ فقط از یک   مي
ژن تشکیل شده و پاسخ   آنتي

  این آنتي ضد ایمني را بر
از  .)21(،نماید ژن تحریک مي

واکسن دیگر ھاي   زیتــم
DNA کھ  است  کوکتل این

د مقدار زیادي ــباعث تولی
 و ھم شدهاینترفرون گاما 

ث القاي تولید ــچنین باع
گردد. این  بادي مي  آنتي
ھا عمدتا باعث   واکسن

 Th1ھاي    تولید سایتوکین
شوند و البتھ در مقدار  مي

را  Th2 ھاي  کمتر سایتوکاین
ایند. از ــنم  ھم تولید مي

 DNAھاي دیگر واکسن   مزیت
از انتشار جلوگیري کوکتل 

سیستماتیک انگل در بدن و 
 افزایش بقاء و طول عمر مي

 DNAواکسن  .)21(،باشد
کوکتل در مقدار کم باعث 

ھاي ایمني  تحریک پاسخ

شود در  مي ھمورال و سلولي
ھاي تک ژني   کھ واکسن  حالي

با مقدار و دوز کم قادر 
ھاي ایمني  بھ تحریک پاسخ

باشند و نیاز بھ دوز   نمي
. با توجھ )21(،بالا دارند

، واکسن واقعیاتاین   بھ
DNA  کوکتل یکي از
ترین   شـــبخ  دــــامی

ھا براي دستیابي   استراتژي
در ھاي مؤثر   بھ واکسن

ھاي   انگل  با لھــــمقاب
  داخل

ي(مانند ـــــلولــــس
ي) اوندـــــتوکسوپلاسما گ

 ،د. بر ھمین اساسـباش مي
ھای انگل از  شناسائی ژن

است.  برخودار خاص یاھمیت
آنالیز تعیین با توجھ بھ 

توكسوپلاسما  GRA5توالي ژن 
 pTZ57R/Tاي در پلاسمید  گوند

ژن با استفاده از 
مشخص شد کھ ، استاندارد

جفت بازي در این  363قطعھ 
 پلاسمید كلون شده است. ھم
 RHچنین این ژن با سویھ 

با اي  گوند توكسوپلاسما
در  EU918733.1دستیابی  شماره

 درصد 100بانك ژني داراي 
و این شباھت  بودهتشابھ 

دھنده حفظ توالي ژن   نشان
ھاي مختلف   در سویھ

می اي  توكسوپلاسما گوند
 ي قطعھ. در برش آنزیمباشد

bp 363 اندازه   جدا شد كھ ھم
اي  گوند توكسوپلاسما GRA5ژن 

كلون   بوده و در حقیقت ساب
این ژن را در پلاسمید 

pcDNA3 نماید تأیید مي .
 PCRاصل از ــــج حــــنتای
 pcGRA5و  pTGRA5د ــپلاسمی

 GRA5تنھا ژن  ،نشان داد
تكثیر شده و ھیچ ژن دیگري 

است. نتایج  نیافتھتكثیر 
ن است آ بیانگر این تحقیق

كھ كلون این ژن در 
سمیدھا با موفقیت انجام پلا
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با استفاده از  و شده است
روش وسترن بلات بیان 

کیلو  13روتئین پ
 .دـــونی تایید شــــدالت

توان با  مي ،بنابراین
استفاده از پلاسمیدھاي 
نوتركیب براي تھیھ واكسن 

ر ھاي انگلي د  علیھ بیماري
 آینده امیدوار بود. 

در  ،وعــــدر مجم
 GRA5ن پژوھش ژن ـــای

توکسوپلاسما گوندی برای 
ار بھ طور ــــاولین ب

موفقیت آمیز در پلاسمید 
pTZ57R/T کھ این  کلون شد

پلاسمید می تواند برای 
مطالعات بعدی در جھت 

مورد  DNAساختن واکسن 
 استفاده قرار گیرد.

 گزاری سپاس
بخشی در قالب  تحقیقاین 

از رسالھ دکتری تخصصی 
و  رشتھ انگل شناسی پزشکی

با حمایت مالی دانشگاه 
تربیت مدرس انجام شده 

بر است. نویسندگان مقالھ 
ند ـــخود واجب می دان
ر ــــمراتب تقدیر و تشک
ای ــــخود را از جناب آق

 درایی،ــــدکتر ص
آقایان پیرستانی و سروی و 

م چنین کارکنان محتر ھم
روه انگل شناسی ـــــگ

 برازدانشگاه تربیت مدرس ا
 دارند. 
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 in Expression Eukaryotic Plasmid pcDNA3 and its 

 Expression on CHO Cell 
 

Naserifar R1, Ghaffarifar F1*, Dalimi Asl A1, Sharifi Z2 
           

(Received: 16 Apr. 2011             Accepted: 18 Dec. 2011) 
 

Abstract 
 
Introduction: Toxoplasmosis is a one of 
the most world-wide spread zoonosis 
representing a very serious clinical and 
veterinary problem.  Toxoplasma  gondii  is 
an intracellular  parasite  that  causes  
severe  neurologic  and  ocular  disease  in 
immune compromised and congenitally  
infected  individuals. The heavy incidence 
and severe or lethal damages of 
toxoplasmosis clearly  indicate the need  for  
the development  of  a  more  effective  
vaccine  human  vaccines  are not  available  
and  current  anti-toxoplasma  treatment  is  
disappointing. Immunization  with  plasmid  
DNA,  a  relatively  novel  technique, is  a  
promising vaccination  technique.  To 
improve  the  immune  response  by  DNA  
vaccination various   is  one  of  the  key  
for  the  success  of  the  vaccine  in  the 
field. One of the most efficient ways to 
control this disease is immunization. 
However, so far, there is no effective 
vaccine available against this pathogen. An 
important source of human contamination 
with T. gondii is the consumption of raw or 
undercooked meat products. Toxoplasma 
gondii  are  widely  prevalent  in  humans  

and  other  animals  which  can cause 
severe  or  lethal  toxoplasmosis.  So, the 
development of a more effective vaccine is 
needed urgently .Therefore, we prepare 
gra5 plasmid to use as a vaccine.  
 
 
 
 
 
 
 
Materials & Methods: In this study, 
GRA5was cloned in pTZ57R; afterwards, it 
was transformed into TOP10 strain of 
E.coli Bacteria. The recombined plasmid 
extracted from E.coli bacteria and amplified 
through PCR technique. Besides, pcDNA3 
Plasmid for receiving and cloning of GRA5 
segment was digested by Hind3 & EcoRI 
enzymes. GRA5 was sub-cloned into 
pcDNA3 and the reaction ligation product 
was transformed for the above bacteria. The 
bacteria grew in LB culture with 
ampicillin. Recombined pcGRA5 plasmids 
were purified from E.coli by Plasmid 
extraction kit. Finally, recombinant plasmid 
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using cell culture method was expressed in 
Cho cell. 
 
Findings: The accuracy of the results was 
confirmed by using restriction enzymes and 
PCR methods. GRA5 was cloned into 
expression eukaryotic plasmid pcDNA3. 
After sequencing pcGRA5 plasmid for cell 
expression Western blot method was used. 
  

Discussion & Conclusion:  The results 
showed that cloning and transformation of 
fragment GRA5 in pcDNA3 was done 
properly.  
 
Keywords: Immunization, GRA5, 
toxoplasma gondaii, cell nexpressio , 
DNA vaccine 
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