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  چكيده 

اليني و ـداراي انتشار وسيع در جهان بوده كه اثرات شديد ب هاي زئونوز و  توكسوپلاسموز يكي از بيماري :مقدمه

ي چشمي در افراد ها  اين انگل داخل سلولي باعث عوارض عصبي و بيماري. كند پزشكي عديده اي را ايجاد مي دام

بروز موارد زياد بيماري همراه با عوارض شديد و كشنده . نوزادان متولد از مادران آلوده مي شود و داراي ضعف ايمني

هاي كنترل   ترين راه  مهم يكي از. توكسوپلاسموز ضرورت يافتن واكسن مؤثري براي اين بيماري را نشان مي دهد

با عنايت به زئونوز بودن بيماري در . عليه اين انگل پيدا نشده است مؤثر ين واكسنواكسيناسيون است كه  تاكنو بيماري

 ،همين اساس بر .است حاوي انگل هاي خام يا نيم پز  مصرف گوشت  هاي آلودگي انسان  ترين راه  جهان، يكي از مهم

آن در مقابل توليد كيست در بدن  از تواند باعث تحريك ايمني حيوان شده و استفاده از واكسن مناسب حيواني نيز مي

 ليدتو ،با توجه به شيوع وسيع اين انگل داخل سلولي در انسان و حيوانات و اثرات شديد و كشنده آن. محافظت نمايد

سازي با پلاسميد حاوي ژن هاي كدكننده پروتئين هاي  ايمن . يابد هاي جديد بر عليه اين بيماري ضرورت مي  واكسن

به . آيد هاي ساخت واكسن به شمار مي اميد بخش از تكنيك ينسبتاً ابداعي و راهكار يعنوان روشمحافظت كننده، به 

  .را تهيه تا بتوان از آن براي ساخت واكسن بر عليه اين عفونت استفاده نمود 5GRAهمين دليل پلاسميد كدكننده ژن 

كلون و  pTZ57Rسميد انتقالي در پلا PCRبا استفاده از روش  GRA5ژن  ،در اين تحقيق :ها مواد و روش

سپس پلاسميد نوتركيب از باكتري ميزبان استخراج و . ترانسفورم شد TOP10باكتري اشرشياكلي سوش  پس از آن در

در مرحله بعد پلاسميد . جدا گرديدpTZ57R از پلاسميد  EcoRIو  Hind3هاي   ژن هدف با استفاده از آنزيم

pcDNA3  براي پذيرش قطعهGRA5 هاي   جام كلونينگ نيز با آنزيمو انHind3  وEcoRI  برش داده شد و ژن

GRA5  درون پلاسميدpcDNA3  فوق ترانسفورم و در محيط   محصول واكنش اتصال در باكتري. كلون شد ساب

LB پلاسميدهاي نوتركيب  .سيلين كشت داده شد حاوي آمپيpcGRA5  با استفاده از كيت استخراج پلاسميد، از

فكت گرديد و در خاتمه بيان پلاسميد نوتركيب مورد  ترانس CHOدر مرحله بعد در سلول يوكاريوتي  تخليص وباكتري 

  .بررسي قرار گرفت

پس از . و برش آنزيمي استفاده شد PCRهاي   منظور تاييد مراحل مختلف كار از روشه ب :يافته هاي پژوهش

قطعه مورد نظر بر روي ژل . شده است كلون   pcDNA3در پلاسميد  GRA5الكتروفورز مشخص شد كه قطعه 

قطعه  ،منظور تأييد نهاييه ب. اي است توكسوپلاسما گوند GRA5اندازه ژن  بود كه هم bp 363الكتروفورز در حدود 

ر براي تاييد بيان ژن مورد نظ. مورد نظر از تعيين توالي استفاده و با قطعه استاندارد ثبت شده در بانك ژن مقايسه گرديد

  .از روش وسترن بلات  استفاده شد CHOدر سلول 

با  pcDNA3 در پلاسميد GRA5كلونينگ و ترانسفورم قطعه  كه نتايج نشان داد :گيري نتيجهبحث و 

 .گرديدكيلو دالتوني تاييد  13با استفاده از روش وسترن بلات بيان پروتئين  موفقيت انجام شده و
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 فاطمه غفاري فر و همكاران... يوكاريوت در پلاسميد RH اي سويه توكسوپلاسما گوند GRA5 كلونينگ ژن

  مقدمه 

اي انگلي به  ختهتوكسوپلاسموزيس توسط تك يا

  (Toxoplasma gondii)اي نام توكسوپلاسما گوند

اين بيماري به  .)9(،گسترش جهاني دارد شده كهايجاد 

علت عفونت مادرزادي و سقط جنين در انسان و 

پزشكي  حيوانات اهلي داراي اهميت پزشكي و دام

توكسوپلاسموزيس اثرات متفاوتي در ميزبان . )9(،است

ر افراد دچار ضعف سيستم ايمني مثل د. كند ايجاد مي

هاي پيوند عضو و بيماران   افراد مبتلا به ايدز، گيرنده

هاي شديد و مرگ و مير   سرطاني باعث بيماري

كوري، تورم  بيماري با كوريورتينيت، اين .)10(،شود مي

. )11(،آنسفاليت و يا مرگ همراه است غدد لنفاوي،

عبور انگل از  كه حاصل ،توكسوپلاسموزيس مادرزادي

تواند  جفت در هنگام آلودگي اوليه مادري است، مي

هاي   باعث سقط جنين، مرگ جنين در رحم يا نقص

ماندگي  عقبو هيدروسفالي،  نظيرشديد مادرزادي 

    )12(.ذهني يا كوريورتينيت گردد

و داشتن بوده  بيماري زئونوز نوعي توكسوپلاسموز

پزشكي و  از نظر تواند اثرات مفيدي مؤثر مي يواكسن

واكسن مؤثر انساني . پزشكي در پي داشته باشد دام

بايستي در مرحله اول علاوه بر كاهش موارد ابتلا و 

مرگ ناشي از بيماري بتواند نسبت به كاهش بار 

بيماري در موارد مزمن بيماري كه نياز به مراقبت 

به نيز گذار بوده و از نظر اقتصادي  طولاني دارند تأثير

ال حيواني داراي منافع متعددي  واكسن ايده. باشد صرفه

از جمله افزايش قدرت توليد مثل و كاهش خطرات 

هاي مشكوك   بهداشتي براي مصرف كنندگان گوشت

هاي خام به   ژن  انتي ،سال 50براي مدت . مي باشد

عنوان واكسن بر عليه توكسوپلاسموز مورد آزمايش 

رايي زير واحدهاي كه مطالعات روي كا اندقرار گرفته 

سال سابقه  20تا  10خالص يا تركيبي جديد حدود 

 كه  هستند امتيازداراي اين  sub-unitهاي  واكسن. دارد

بدون اضافه  وهاي ايمنوژنيك   ژن  نتيآبا حضور 

هاي   پاسخكننده غير مرتبط ايجاد هاي  ژن  نتيآنمودن 

باعث تحريك سيستم ا پاسخ ايمني، بهمراه زا  تب

داراي پاسخ هاي  هاي  ژن  نتيآ. دنشومي ني ايم

 غير طبيعي تقويتمحدود ايمني را مي توان با مواد 

مناسب  )ياور(هاي صورت ادجونتبه  اين اجزاء .نمود

  .شود بوده و باعث ارتقاي كارايي واكسن مي

اي سطحي ــــه  ژن نتيآ) SAG1(ولاً ــــمعم 

د بررسي مور Agترين   زوئيت به عنوان معمول  تاكي

 اند ژن نوتركيب استفاده شده  نتيآكه به صورت  هستند

واكسن اخت ــــاي جديد براي ســـكانديده .است

، ROP1 ،ROP2،  GRA1 ،GRA2 آنتي ژن هاي

GRA4 ،GRA5 ،HSP70 ،SAG2 ،SAG3 ،

SRS1 ،P54 ،P24 گروه آنتي ژن هاي  .باشند مي

ژن هاي هسته اي بوده و  عي ازجز GRAترشحي يا 

 ها بين آن از .هسته اي كد مي شوند DNAسط تو

GRA5 هاي مهم  ژن   نتيآعنوان يكي از ه ب

توكسوپلاسما در مراحل مختلف سيكل زندگي انگل 

  تست لازم به ذكر است كه اين ژن در .ترشح مي شود

چنانچه با تهيه  و تشخيصي اليزا نيز كاربرد فراواني دارد

خاصيت  ،مختلفهاي   ژن كامل و استفاده از اجودنت

 يتوان به تهيه واكسن  مي ،ايمني زايي آن بررسي شود

   )13(.موثر بر عليه توكسو پلاسموز اميدوار بود

 GRA5 هدف از اين مطالعه، كلون كردن قطعه 

و  pcDNA3اني ـــــــوت بيـــوكاريـــدر پلاسميدي

 Ecoliدر باكتري  ترانسفورم اين پلاسميد نوتركيب

ها   زوئيت  از برادي. GRA5 ستابوده  TOP10سوش 

جهت بيان  .شوند رشح ميــــها ت  تـــزوئي  و تاكي

استفاده آن در تهيه  در سلول يوكاريوت و GRA5ژن 

ك ــــدر ي GRA5ژن  ودنـــــنمواكسن، كلون 

اين دليل، در اين   به. اهميت دارد يپلاسميديوكاريوت

ه بت در نهاي استفاده و pcDNA3مطالعه از پلاسميد 

 استفاده و CHOهاي  سلول منظور تاييد بيان سلولي از

   .تاييد شد SDS-pageبا روش 

                                                                                                             ها مواد و روش 

هاي تازه و   تاكي زوئيت :تكثير انگل توكسوپلاسما

را به صورت ) 2×104(انگل توكسوپلاسما گونداي فعال

 و بعد ازداخل صفاقي به موش سوري تزريق نموده 

مقداري با تزريق ها را كشته و  روز موش 4-5گذشت 

PBS ه سيلين بپني-استريل حاوي استرپتومايسين

رنگ ـــداخل سه ، انگل تكثير يافته را بداخل صفاق

      )14،15.(مي كشيم
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جهت  :DNA )(DNA Extractionاستخراج  

) (Bioneerشركت DNAاستخراج استخراج از كيت 

طور خلاصه بدين ه ب دستورالعمل كيت. استفاده شد

از ) 5×107در حدود (ميكروليتر 100 :باشد ترتيب مي

درون يك ويال  را PBSهاي جدا شده در بافر  سلول

cc5/1  ميكروليتر از بافر  200ريخته وTL  20و 

اضافه  آن به را  موجود در كيت kپروتئيناز  ميكروليتر از

 درجه سانتيگراد انكوبه 60ساعت در  1مدت ه كرده و ب

طور كامل به ه محصول ليز شده را ب .مي شــــود

 rpmستون هاي موجود در كيت منتقل نموده و در دور 

دنبال آن ستون ه ب و دقيقه سانتريفيوژ 1مدت ه ب 8000

 100منتقل نموده و سي سي  5/1را به يك تيوب 

ه را به ستون اضافه كرده و ب ELميكروليتر از محلول 

 8000دقيقه در حرارت انكوبه نموده و در دور  5مدت 

 -20 صول درمح نموده و سانتريفيوژ دقيقه 1مدت ه ب

   .مي گرددنگهداري 

براساس توالي استاندارد ژن  :طراحي پرايمره

دستيابي  ارهبا شم GRA5امل ــــژن ك كدكننده آنتي

EU918733.1 صي طراحي گرديد پرايمرهاي اختصا .  
Forward:  (aagcttatggcgtctgtaaaacgcg)  
Reverse: (gaattcttactcttcctcggcaacttc)  

آنزيمي برش داراي جايگاه  Forwardپرايمر 

Hind3 و كدون شروع)ATG ( و پرايمرReverse 

ن دوـــو ك EcoRIزيمي ــــــآنبرش جايگاه  داراي

ر يافته توسط ــــعه تكثيــــقط. است) (TAAتوقف

   .مي باشد bp 363حدود  پرايمرهاي فوق

راي انجام ـــب :PCRروشبا  GRA5تكثير ژن 

از   دهــــراج شـــــاستخ DNA ،رحلهـــــاين م

ي به عنوان اهاي توكسوپلاسما گوند  زوئيت  اكيـت

ي به ــــرديد و واكنشــــــاده گــــگو استفـــــال

تركيبات و . يه شدــــــتهر ــــــميكروليت 25حجم 

ده در جدول هاي زير ــــــاده شــــرنامه استفــــب

  .آمده است

  
 )µl(مقدار بر حسب ميكروليتر   نوع ماده

ster mixma  l2 µl  
Primer  forward  (10 pmol / µl ) 1µl  
Primer  reverse  (10 pmol / µl ) 1µl 

Template  DNA  3 µl  

ddH2o  18 µl  

  

  

  

  مدت  )سانتي گراد(درجه حرارت   مرحله

Initial Denaturation C °94  5 دقيقه  

  سيكل 30

Denaturation  C °94  40 ثانيه  

Annealing  C °59  30 ثانيه  

Extension  C °72  45 ثانيه  

Final Extension  C °72  7 دقيقه  

  

  

با  :pTZ57Rدر پلاسميد  GRA5كلونينگ ژن 

نگ ـــــت كلونيــــفاده از كيــــــاست

T/A(Cloning Kit) شركتk1213) Fermentas# (

 pTZ57Rدر پلاسميد  GRA5 و دستورالعمل آن، ژن

طور خلاصه پس از ريخته شدن مواد ه ب .كلون گرديد

در يك آمده،  رــــــدول زيــــكه در ج ،مورد نظر

انه در ــطور شب  تري، بهـــميكرولي 5/0ميكروتيوب 

ول واكنش ــــانكوبه شد و محص C22°دماي 

 -C 20°د در ــرحله بعــــال تا مــــاتص

  . گرديدداري ــــنگه
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  ماده مقدار

6µl ligation buffer 10X 

1 µl T4DNA ligase 

3µl pTZ57R/T  
10µl PCR Production 

10µl ddH2o 

  

  

 ري مستعدــشده به باكت  كلون انتقال پلاسميد
OP10)Transformation(: حاوي  تيوبيك ميكرو

 داري شده درــنگهميكروليتر سلول مستعد  100
o
C70- به مدت نيم ساعت درون يخ گذاشته تا به  را

ميكروليتر  10تا  5 .دماي صفر درجه سانتيگراد برسد

اضافه و به   ميكروتيوبمحصول واكنش اتصال به 

يقه در يخ دق 30به مدت  سپس آرامي با هم مخلوط و

 90به مدت را مخلوط فوق در مرحله بعد . گذاشته شد

شوك حرارتي داده و بلافاصله به  C42°ثانيه در دماي 

 با اين تكنيك،. داديمقرار دقيقه بر روي يخ  3-2مدت 

 500 .پلاسميد نوتركيب وارد باكتري مي شود

به را مايع بدون آنتي بيوتيك  LBميكروليتر محيط 

دقيقه در  60و به مدت كرده ه مخلوط فوق اضاف

 300حدود  .داديمقرار  C37° شيكردار در انكوباتور

مابقي درون  دور ريخته ورا ميكروليتر از مايع 

 كنيم تا رسوب كاملاً قدر مخلوط مي آنرا ميكروتيوپ 

  ) 22(.حل شود

هاي باكتري حاوي پلاسميد   غربال كردن كلوني 
ه ـــوجود قطعبراي بررسي وجود يا عدم  :نوتركيب

ها در محيط كشت حاوي   نظر، اين باكتري مورد

رو ــكل-4رمو ــب-X-gal )5سيلين، سوبستراي  آمپي

به روش  IPTGو ) گالاكتوپيرانوزيد β-Dايندوليل-3

در زير هود و شرايط استريل، . كشت داده شدند زير

هاي   سلول(ميكروليتر از محصول بالا 100-200مقدار 

وتيك، ـــبه يك پليت حاوي آنتي بي) ترانسفورم شده

X-Gal  وIPTG اي در  اضافه و به كمك ميله شيشه

ها به طور   پليت .تمام نقاط پليت پخش گرديد

. قرار داده شد C37°در انكوباتور ) ساعت 16-18(شبانه

قرار داده  C4°سپس به مدت چندين ساعت در دماي 

يا ) كلني فاقد پلاسميد نوتركيب(هاي آبي شد تا كلني

در  .دنظاهر شو )كلني حاوي پلاسميد نوتركيب(سفيد

هاي فاقد پلاسميد نوتركيب به   كلني ،اين محيط كشت

هاي حاوي پلاسميد نوتركيب به   رنگ آبي و كلني

  )17،22(.رنگ سفيد خواهند بود

                                                                             :كلونينگ هاي تأييد روش
هاي   شده از كلني  هاي استخراج مقايسه پلاسميد

پلاسميدهاي موجود در كلني هاي  :آبي و سفيد

سنگين تر ) علت وجود قطعه كلون شده در آنه ب(سفيد

. )16(،از پلاسميدهاي موجود در كلني هاي آبي هستند

براي اين منظور پلاسميدهاي استخراج شده از پلاسميد 

 درصد 5/1روي ژل آگاروز بر ي و سفيد كلني هاي آب

   .و مقايسه گرديدند هلود شد

نظر از  پلاسميدهاي نوتركيب مورد: PCRتكنيك 

 25به حجم  PCRواكنش . ساير پلاسميدها جدا شد

با  2-4ميكروليتر مطابق با شرايط مذكور در قسمت 

ميكروليتر  3هاي اختصاصي و  رايمرــــاده از پــــاستف

عنوان   هاي سفيد، به  شده از كلني  خراجپلاسميد است

  )22(.صورت گرفتالگو 

شده در پلاسميد   قطعه كلون :DNAتعيين توالي 

pTZ57R هاي عمومي پلاسميد،  با استفاده از پرايمر

استاندارد توكسوپلاسما  RHتعيين توالي و با سويه 

با  kitnabدر  اي در بانك ژني مقايسه شد و گوند

  .گرديد ثبت  JF501522دستيابي شماره 

 ميد بيانيــــدر پلاس GRA5ون ژن ـلــك ساب

pcDNA3:  در اين روش وجود قطعه خارجي در ناقل

هاي   بر اساس جايگاه. پلاسميدي بررسي مي شود

) pTZ57R/T(برش آنزيم كه در روي ناقل پلاسميدي

از هضم آنزيمي را  وجود دارد، مي توان قطعات حاصله 

پلاسميد نوتركيب  ،ه همين منظورب. پيش بيني نمود

توسط يك ) به عنوان شاهد(همزمان با ناقل پلاسميدي

هاي آنزيم زده   سپس نمونه. يا دو آنزيم برش داده شد
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الكتروفورز ) ماركر(همراه با يك نشانگر وزن مولكولي

  )17(.گرديد و مورد بررسي قرار گرفت

و جدا كردن  pTGRA5برش آنزيمي پلاسميد 
براساس دستورالعمل كيت شركت : GRA5قطعه 

Fermentas 25امل ـــواكنش آنزيمي ش 

 pTGRA5 ،1روليتر پلاسميد نوتركيب ـــميك

 Hind3 ،8ميكروليتر آنزيم  EcoRI، 1ميكروليتر آنزيم 

ميكروليتر آب مقطر تهيه و  5ميكروليتر بافر تانگو و 

ر شبانه در طوه بمخلوط فوق   ،spinپس از ورتكس و 

چنين پلاسميد  هم. دــرار داده شــــق C37° ماري بن

pcDNA3 ه براي پذيرش قطعGRA5  و انجام

هاي فوق برش داده شد و نتايج برش   آنزيم باكلونينگ 

گاروز مشاهده آ درصد 7/1 آنزيمي هر كدام روي ژل

   .گرديد

 :pcDNA3 در پلاسميد  GRA5كلونينگ ژن 
 العملربراي اين منظور، واكنش اتصال براساس دستو

 1ميكروليتر شامل  20به حجم ) Fermentas(كيت

 4 آنزيم خورده، pcDNA3ميكروليتر پلاسميد 

روليتر آنزيم ــــميك GRA5 ،1ميكروليتر ژن 

T4DNA ligase ،4 10روليتر بافر و ــــميك 

در اعت ـــــس براي يكميكروليتر آب مقطر تهيه و 

 ور شبانه درــــطه بعد ب و C22° ترموسيكلر

  .شدچال نگهداري ـــيخ

شده داخل ناقل  انتقال پلاسميدهاي كلون
TOP10: شده   انتقال پلاسميدهاي كلونpcGRA5 

 10 صورت گرفت كه بدين نحو TOP10داخل ناقل 

ميكروليتر باكتري  100 هميكروليتر از محصول اتصال ب

ساعت در انكوباتور شيكردار  مدت يك و مستعد اضافه

 2دت ــــــمه هزار ب 5ر دور د درجه انكوبه و 37

روليتر ـــــميك 300 سپس. شد ريفوژــــــدقيقه سانت

هداري ـــنگ بقيه آن ته وــــدور ريخ را از مايع رويي

   .شد

هاي باكتري حاوي پلاسميد   غربال كردن كلوني
روليتر از ـــــميك 200 دارــــمق : pcGRA5نوتركيب

 LBپليت  بها ده رـــــش  هاي ترانسفورم  باكتري

و با ميله  اضافه كرده) سيلين آمپي(بيوتيك  حاوي آنتي

طور شبانه در   اي روي محيط جامد پخش و به شيشه

°C37  يها  ريـــــها باكتــــتن. نموديمانكوبه 

روي محيط كشت  به رشد برد قادر ـــــپلاسميحاوي 

  )16(.مي باشندسيلين   حاوي آمپي

 GRA5شدن قطعه  هاي تأييدكننده كلون روش

  pcDNA3 در پلاسميد بياني 
و  pcDNA3مقايسه باند پلاسميدهاي 

:pcGRA5 راج پلاسميدهاي ـــــول استخــــمحص

pcDNA3  وpcGRA5  درصد لود  1روي ژل آگاروز

                                                                .و الكتروفورز شد

PCR  ژنGRA5  از پلاسميد نوتركيب با استفاده
pcGRA5 واكنش  :عنوان الگو بهPCR  25به حجم 

با  2-4ميكروليتر مطابق با شرايط مذكور در قسمت 

 ، pcGRA5استفاده از پرايمرهاي اختصاصي و پلاسميد

عنوان الگو  ، بهده با خلال دندان استريل برداشت شك

                                                                .يددگرانجام 

هاي   با آنزيم pcGRA5برش پلاسميد نوتركيب 
EcoRI 3وindH:  ميكروليتر  25برش آنزيمي شامل

كروليتر آنزيم ــــمي pcGRA5 ،1يب ــپلاسميد نوترك

EcoRI، 1  3ميكروليتر آنزيمindH ،8  ميكروليتر بافر

 ر مطابق با شرايطــــميكروليتر آب مقط 5تانگو و 

با استفاده از الكتروفورز روي ژل  و انجام ذكرال فوق

   )22(.گرديدتاييد  درصد 7/1

به درون  pcGRA5انتقال پلاسميد نوتركيب 
از   قبل از استفاده ):Transfection(سلول يوكاريوتيك

محيط  ميلي ليتر 100 رــــازاء ه به ،تــمحيط كش

DMEM،   ميلي ليتر  5-10مقدارFCS  استريل و يك

. تر آنتي بيوتيك پني سيلين به محيط اضافه شدميلي لي

 5و  C37° سلول يوكاريوتيك در اين محيط در دماي

كشت ميلي ليتري  75هاي  در فلاسك CO2 درصد

ها  ساعت محيط كشت آن 48-24هر  پس از. داده شد

  )17(.گرديدتخليه و با محيط جديد جايگزين 

كت ــــرانسفــــراي تــــه بـــدر اين مطالع 

ت ــــك از كيــــاريوتيـــــول يوكـــلـــس

Fugene 6 transfection reagent  از شركت

Roche طبق دستور شركت سازنده روش  .استفاده شد

يك روز  :است اين ترتيبه ترانسفكت باز كيت  استفاده 

سلول  1-3×106تعداد  كت،ــرانسفــــل از تــــقب

پليت شش از متري  ميلي 35يوكاريوت در هر چاهك 

 5 و C37°طور شبانه در ه اي كشت داده شد و ب خانه
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 فاطمه غفاري فر و همكاران... يوكاريوت در پلاسميد RH اي سويه توكسوپلاسما گوند GRA5 كلونينگ ژن

كت مي ـــقبل از ترانسف. انكوبه گرديد CO2 درصد

رده ك درصد از پليت را پر 50-80ها   بايست سلول

  .باشند

 97 براي ترانسفكت هر چاهك  مقدار-1

درون يك ويال  FCSفاقد  DMEMميكروليتر محيط 

به آن  Fugeneعرف ميكروليتر م 3 استريل ريخته و

دت ــبه مو ثانيه ورتكس  1 آن ازو پس اضافه شد 

نسبت مورد . دقيقه در دماي اتاق انكوبه شد 15-5

  .بود 3:1استفاده براي ترانسفكت 

 1مقدار  متري ميلي 35براي هر چاهك -2

ميكروگرم پلاسميد به مخلوط فوق اضافه شد و به 

دت ــه ماين مخلوط ب. آرامي با پيپت مخلوط گرديد

  .دقيقه در دماي اتاق انكوبه گرديد 15-5

چاهك حاوي سلول يوكاريوتيك را توسط -3

يط كشت ـــر محـــلي ليتــمي 1پيپت تخليه نموده و 

DMEM)فاقد FCS (افه و سپس ـــاهك اضــــبه چ

محتويات ويال فوق را به آرامي در تمام سطح چاهك 

 لوط درتا مخ هحركت داد پخش و پليت را به آرامي

و  C37°پليت در  گاه آن .ت توزيع گرددــهمه جاي پلي

  .انكوبه گرديدساعت  24-72مدت ه ب CO2 درصد 5

هاي ترانسكفت   پس از طي اين مدت، سلول-4

شرايط كاملاً  هاي ترانسفكت نشده در  و سلول شده

ابتدا  ،ن منظورــبراي اي. استريل جمع آوري گرديد

 400 با اضافه كردنو  شستشو شده PBSها با   سلول

ها   با نوك سمپلر سلول ،به هر چاهك PBSميكروليتر 

  ندـمحتويات هر چاهك را چ. را از كف پليت جدا كرديم

د و سپس نها جدا شو  تا سلول گذراندهبار از سمپلر  

 cc5/1 ميكروتيوبك ـــچاهك در ي محتويات هر

هاي مذكور تا زمان استفاده   سلول. گرديدجمع آوري 

   .نگه داري شد  -C20°در 

براي  :در سلول يوكاريوتيك GRA5تاييد بيان ژن 

تاييد بيان ژن در محيط كشت سلولي از چند روش 

وسترن   روش  ها مهم ترين آناستفاده مي شود كه 

در اين روش باندهاي پروتئيني كه در روي . بلات است

مانند (اند به يك غشاء ژل آكريل آميد الكتروفورز شده

كه قابليت اتصال و تثبيت پروتئين را  ،)تروسلولزني

هاي   ن روش ملكولـدر اي. منتقل مي شوند ،داشته

پروتئين از ژل خارج شده و در سطح غشاء در همان 

هاي   براي تشخيص پروتئين. موقعيت قرار مي گيرند

منتقل شده به غشاء بايد از ليگاندهاي اختصاصي يا 

آنتي بادي ها از . شود دهفاـاست  ربوطهــــسوبستراي م

ترين موادي هستند كه در تشخيص اختصاصي  متداول

  )18،19(.كار مي رونده اء بــها در غش  نــــپروتئي

                                                                                                                         يافته هاي پژوهش

نتايج حاصل  :ژنومي DNA به كمك PCRايج نت

ومي وجود ـــــــــژن DNAبا  PCRاز واكنش 

روي  ت بازــــجف 363ي حدود ـــــاند اختصاصـــب

  مـــــكه هان داد ـــــنش را اروزـــــژل آگ

اي  وپلاسما گوندـــــــتوكس GRA5دازه ژن ــــان

اي ـــــپرايمره ،ابراينــــبن .تــــــاس

اختصاصي  اين ژن ده براي تكثيرـــــش  راحيــــــط

  )1شكل (.ودندـــــب

  

  
 
 
 
 
 
 
 
  

 
 GRA5قطعه  2,3,4,5ستون شماره  درصد،5/1ژنومي روي ژل آگاروز  DNAالكتروفورز محصول استخراج . 1 شماره شكل

  جفت باز 100 ماركر 1جفت باز، ستون  363اندازه 

                    
٣ ٢ ١ 
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ده از ــش  هاي استخراج پلاسميد مقايسه. 2-3
هاي سفيد و آبي روي   كلني: هاي سفيد و آبي   كلني

 X-galسيلين و آغشته به  حاوي آمپي مايع LBمحيط 

. دهنده ترانسفورماسيون موفق است نشان IPTGو 

هاي   راج شده از كلونيـــــدهاي استخــــــپلاسمي

ل ني در ژـــــل سنگيــــدلي  د بهــــــسفي

هاي   يــــــالاتر از كلونـــداري بـــاروز مقـــــآگ

  )2شكل (.رفتندــــآبي قرار گ

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  درصد،  2/1اروز ها روي ژل آگ  هاي استخراج شده از كلني نتايج الكتروفورز پلاسميد. 2 شماره شكل

  ، pTZ57Rپلاسميد  2,3,4,5جفت باز، ستون 1000ماركر داراي  6ستون 

    pTGRA5لاسميد نوتركيب پ 1ستون 

  

دو باند  pTGRA5برش آنزيمي پلاسميدهاي 

 GRA5اندازه ژن   كه هم bp 363 نشان داد يك باند

اندازه   اي و باند ديگر تقريباً هم توكسوپلاسما گوند

pTZ57R نتايج برش آنزيمي روي ژل  ،بنابراين. بود

را  pTZ57Rپلاسميد  درون  GRA5 آگاروز، كلون ژن

  )3  شكل(.نمايدمي  تاييد

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  درصد، 7/1روي ژل آگاروز  pTGRA5نتايج برش آنزيمي پلاسميد نوتركيب  . 3 شماره شكل

  ،pcGRA5مونو دايجست پلاسميد 4,3جفت بازي، ستون  100ماركر 1ستون  

   5ستون  و آنزيم خورده pcGRA5 پلاسميد 2  ستون 

  جفت بازي 1000 ماركر مربوط به

                                                                                                                                       

نتايج حاصل از تعيين توالي ژن  :نتايج تعيين توالي

GRA5  در پلاسميدpTZ57R  نشان داد كه اين ژن

  GRA5با ژناز بوده كه ــــجفت ب 363داراي 

 دستيابي ارهـــــشم بااي  وندــــما گـــتوكسوپلاس

EU918733.1  تشابه داشت درصد 100در بانك ژني .

در اي  توكسوپلاسما گوندكلون شده  GRA5توالي ژن 

 JF501522دستيابي بانك ژني با شمارهدر اين مطالعه 

  .ثبت شد

ها با محصول   نتايج ترانسفورماسيون باكتري
ها روي   ه ظهور كلني باكتريمرحل: واكنش اتصال
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سيلين،   يـــــبيوتيك آمپ  حاوي آنتي LBمحيط 

  دهنده ترانسفورماسيون موفق پلاسميد در باكتري  نشان

خراج شده از ــــاست pcGRA5پلاسميد . مستعد بود

 ي راهاي ترانسفورم شده روي ژل آگاروز باند باكتري

 GRA5 ون قطعهــــــكننده كل نشان دادند كه تأييد

   )4شكل (.بود pcDNA3در پلاسميد 

  

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  3و2, 1ستون  درصد 1روي ژل آگاروز  pcGRA5نتايج الكتروفورز باند . 4شماره  شكل

  

 : pcGRA5نتايج برش آنزيمي پلاسميد نوتركيب 
و  EcoRIهاي   با آنزيمpcGRA5 نتايج برش آنزيمي

Hind3 نشان داد كه يكي حدود را دو باند  bp5400 

كه برابر با قطعه  bp 363 بود و باند ديگر حدود

GRA5 كلون قطعه   ساب بدين ترتيب. استGRA5 

    )5شكل (.گرديدتأييد نيز   pcDNA3درون 

  

   

  

   جفت بازي و 1000لادر  3ستون  و  pcDNA3مربوط به مونو دايجست  2و1ستون  : 5 شماره شكل

  جفت بازي 100لادر  7ستون  و pcDNA3 مربوط به دابل دايجست  6 و5 و4هاي  ستون

   

بال ــــدنه ــب :رن بلاتــــتايج وستــــن

 وسترن بلاتبا انجام تست   SDS-PAGEامــــانج

 را اي رنگ كاغذ رنگ گرفته نيتروسلولز باندهاي قهوه

دهد، نوارها به داخل آب مقطر منتقل شده و  نشان مي

گ گرفته كاغذ رن. دنبين دو كاغذ صافي خشك مي شو

 نيتروسلولز در تاريكي نگهداري شد تا رنگ ايجاد شده

  .از بين نرود 

  و نتيجه گيري بحث 

بيماري زئونوزاست و داشتن  نوعي توكسوپلاسموز

يدي در ـــرات مفــــتواند اث مؤثر مي ينــــواكس

واكسن . پزشكي داشته باشد هاي پزشكي و دام  جنبه

علاوه بر كاهش  مؤثر انساني بايستي در مرحله اول

موارد ابتلا و مرگ ناشي از بيماري بتواند نسبت به 

كاهش بار بيماري در موارد مزمن كه نياز به مراقبت 
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گذار بوده و از نظر اقتصادي به صرفه  طولاني دارند تأثير

  .باشد

هاي خام به عنوان   ژن  نتيآ ،سال 50براي مدت  

رار ايش قـــعليه توكسوپلاسموز مورد آزم واكسن

بر روي كارايي زير واحدهاي  كه مطالعات ندگرفته ا

سال سابقه  20تا  10يا تركيبي جديد حدود  خالص

داراي اين خالص هاي  هاي زير واحد واكسن. دارد

بدون  ،بودههاي ايمنوژنيك   ژن  نتيآحاوي كه  مزيتند

ايجاد كننده تب در  غير مرتبط  هاي   ژن  نتيآ كه اين

پاسخ ايمني كه  يهاي  ژن  نتيآ. باشد وجود داشته ها آن

غير طبيعي تقويت مواد  مي دهند با استفاده ازمحدودي 

ها باعث ارتقاي   به صورت ادجونتمواد اين . مي شوند

، تكنولوژي حال حاضردر  .دنشو كارايي واكسن مي

را براي  وبيــــآينده خ  DNAپيشرفته واكسيناسيون

ظرفيتي پيشنهاد  هاي چند  و ايجاد واكسن هــتوسع

هاي ايمني  ها پاسخ  اين واكسن  كه به طوري ،كند مي

ايجاد  را اي  ويـــــايدار و قـــولي پـــهمورال و سل

يابي به  هاي مهم دست ي از راهـــيك. )20(،كنند مي

ارزه با ـــظرفيتي در مب دــــاي چنــــه  نــــواكس

 DNAهاي   از واكسن  فادهـــاست توكسوپلاسموزيس

اي ــــه خـباشد كه باعث ايجاد پاس كوكتل مي

. )21(،شوند مدت و مؤثر مي  محافظتي طولاني-ايمني

 نظيرهاي داخل سلولي   نگلكه ا علت اينه ب

هاي   توپ  يــي تعداد زيادي از اپاتوكسوپلاسما گوند

ها در عرضه  و توانايي آن كردهژنيك را عرضه   آنتي

 ،باشد تلف، بسيار متنوع ميژن در ميان افراد مخ  آنتي

 در مقابلايمونيزاسيون با واكسني كه پاسخ ايمني را 

ها تحريك كند بسيار مؤثرتر   ژن  طيف وسيعي از آنتي

ژن تشكيل   باشد كه فقط از يك آنتي  از واكسني مي

ژن تحريك   اين آنتي ضد شده و پاسخ ايمني را بر

 DNA واكسنديگر هاي   زيتــاز م .)21(،نمايد مي

د مقدار زيادي ــكه باعث تولي است  كوكتل اين

ث القاي توليد ــچنين باع و هم شدهاينترفرون گاما 

ها عمدتاً باعث توليد   اين واكسن. گردد بادي مي  آنتي

شوند و البته در مقدار كمتر  مي Th1هاي    سايتوكين

از . ايندــنم  را هم توليد مي Th2 هاي  سايتوكاين

از جلوگيري كوكتل  DNAيگر واكسن هاي د  مزيت

انتشار سيستماتيك انگل در بدن و افزايش بقاء و طول 

كوكتل در مقدار كم  DNAواكسن  .)21(،باشد عمر مي

هاي ايمني همورال و سلولي  باعث تحريك پاسخ

هاي تك ژني با مقدار و   كه واكسن  شود در حالي مي

باشند و   هاي ايمني نمي دوز كم قادر به تحريك پاسخ

، واقعياتاين   با توجه به. )21(،نياز به دوز بالا دارند

ترين   شـــبخ  دــــكوكتل يكي از امي DNAواكسن 

در هاي مؤثر   ها براي دستيابي به واكسن  استراتژي

مانند (يـــــلولــــس  هاي داخل  انگل  له باــــمقاب

 ،بر همين اساس. دـباش مي) ياوندـــــتوكسوپلاسما گ

. است برخودار خاص يهاي انگل از اهميت شناسائي ژن

توكسوپلاسما  GRA5آناليز تعيين توالي ژن با توجه به 

ژن با استفاده از  pTZ57R/Tاي در پلاسميد  گوند

جفت بازي در  363قطعه مشخص شد كه ، استاندارد

چنين اين ژن با  هم. اين پلاسميد كلون شده است

دستيابي  شمارهبا ي ا گوند توكسوپلاسما RHسويه 

EU918733.1  تشابه  درصد 100در بانك ژني داراي

دهنده حفظ توالي ژن در   و اين شباهت نشان بوده

در . مي باشداي  هاي مختلف توكسوپلاسما گوند  سويه

اندازه ژن   جدا شد كه هم bp 363 برش آنزيمي قطعه

GRA5 اي بوده و در حقيقت ساب گوند توكسوپلاسما 

. نمايد تأييد مي pcDNA3ن ژن را در پلاسميد كلون اي 

 pTGRA5د ــپلاسمي PCRاصل از ــــج حــــنتاي

تكثير شده و  GRA5تنها ژن  ،نشان داد pcGRA5و 

 نتايج اين تحقيق. است نيافتههيچ ژن ديگري تكثير 

سميدها با ن است كه كلون اين ژن در پلاآ بيانگر

ز روش وسترن با استفاده ا و موفقيت انجام شده است

 .دـــوني تاييد شــــكيلو دالت 13روتئين پبلات بيان 

توان با استفاده از پلاسميدهاي نوتركيب  مي ،بنابراين

هاي انگلي در آينده   براي تهيه واكسن عليه بيماري

  . اميدوار بود

 GRA5ن پژوهش ژن ـــدر اي ،وعــــدر مجم

ر ار به طوــــتوكسوپلاسما گوندي براي اولين ب

كه  كلون شد pTZ57R/Tموفقيت آميز در پلاسميد 

اين پلاسميد مي تواند براي مطالعات بعدي در جهت 

  .مورد استفاده قرار گيرد DNAساختن واكسن 

  گزاري سپاس

اين طرح در قالب پايان نامه دانشجويي و با 

. حمايت مالي دانشگاه تربيت مدرس انجام شده است
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مراتب تقدير و مي دانند بر خود واجب نويسندگان مقاله 

تشكر خود را از جناب آقاي دكتر صدرايي، آقايان 

چنين كاركنان محترم گروه  پيرستاني و سروي و هم

  . دارند برازانگل شناسي دانشگاه تربيت مدرس ا
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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 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 expressio n , DNA 

vaccine 
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