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 چكيده
 )Toxoplasma gondii(بيماري توكسوپلاسموزيس توسط تك ياخته انگلي به نام توكـسوپلاسماگوندي : زمينه و هدف    

ه فقط در مرحله تاكي زوئيـت وجـود   اي است ك ژن اختصاصي ـ مرحله   آنتي،)SAG1)Surface Antigen 1.شود ايجاد مي
 روي سـطح داخـل و    بـر ه مقدار فراوان و به طور يكنواختدارد و در مراحل اسپوروزئيت و برادي زوئيت وجود ندارد و ب           

 conformationalژن، كـاملاً    ژن داراي دو گليكـوفرم اسـت و آنتـي           اين آنتـي  . ها توزيع شده است    زوئيت خارج سلولي تاكي  
تـرين سـاختار    ، ايمونوژنيـك SAG1 . بـوده و هـيچ اينترونـي نـدارد    Single copy، به صـورت  SAG1نده ژن كد كن. است
 نوتركيب و زير واحدي عليـه       ن روش تشخيصي و براي تهيه واكس      ن است و به همين خاطر در چندي       T.gondiiزوئيت    تاكي

 در  SAG1مطالعـه، كلـون كـردن قطعـه         هـدف از ايـن      . بيماري توكسوپلاسموزيس، استفاده شده و مورد توجه بوده است        
    .باشد  ميE.coliهاي   باكتريTG1 و DH5αهاي   و ترانسفورم كردن پلاسميد نوتركيب در سويهPTZ57Rپلاسميد 

براي اين كار، ابتدا انگل توكـسوپلاسما در صـفاق مـوش سـوري              . باشد  اين تحقيق يك مطالعه تجربي مي     : رسير    روش ب 
جهت تهيـه و نگهـداري انگـل، از مـوش     . شستشو داده شد) PBS)Phosphate buffered salineگل با تكثير داده و آنگاه ان

ژنومي توكسوپلاسما، با روش فنل ـ كلر فرم، استخراج شده،  ) DNA)Deoxyribonucleic acid. سوري ماده استفاده شد
تكثير ) PCR)Polymrase chain reaction، ژن مورد نظر با روش SAG1سپس با كمك پرايمرهاي اختصاصي ويژه ژن 

. الكتروفورز شده و اندازه ژن تكثير شده با استفاده از مـاركر تعيـين شـد               ،  PCRشد و با استفاده از ژل آگاروز، محصول         
 به داخل PCRمحصول ، T4DNA Ligase با استفاده از كيت تجارتي، خالص شده و سپس به كمك آنزيم PCRمحصول 

 DH5α و   TG1 دو سـوش     E.coliدر نهايت پلاسميد نوتركيب بـه داخـل سـلولهاي مـستعد             . دكتور كلون ش  يك كلونينگ و  
   .ترانسفورم شد

 PCRمحصول .  گرديدSAG1 ،PCR خالص سازي شده با استفاده از پرايمرهاي اختصاصي ژن DNAنمونه : ها يافته    
، PTZ57R درون پلاسـميد     PCRحـصول   م. مـشاهده گرديـد   % 1در ژل آگاروز    )  جفت باز  bp960)960به صورت يك باند     

بـراي  . ترانـسفورم گرديـد   TG1 ،DH5αهـاي   كلون گرديد، سـپس پلاسـميد نوتركيـب درون بـاكتري اشرشـياكلي سـوش       
 LBهاي حاوي پلاسميد نوتركيب روي محـيط          بيوتيك، كلوني   شناسايي پلاسميد نوتركيب، ابتدا به كمك ژن مقاومت به آنتي         

 XGAL)5- bromo-4 chloro-3 indolyl beta diGalactopyranosid( ،IPTG)Isopropyl-beta-dithioجامد حاوي 

Galactopyranosid ( و با روش سيلين جداسازي گرديدند، سپس پلاسميد نوتركيب استخراج شد   و آمپي PCR  ژن مـورد ،
 bp864 و bp2982ت  تحت تاثير برش آنزيمي قـرار گرفـت كـه قطعـا    SAG1پلاسميد نوتركيب حاوي ژن . نظر تاييد گرديد  

 رشد كرده بودند، شمارش گرديدنـد       LBكه در محيط     DH5α و   TG1هاي    كلوني. باشد  بدست آمده نيز نشانه تاييد كار مي      
    . مقايسه گرديدMannwhitny و ميانگين و انحراف معيار براي اين دو سويه در هر پليت براساس آزمون آماري

 اشرشياكلي بكار رفته در اين تحقيق، براي نگهداري        TG1 و استرين    PTZ57Rسميد  نتايج نشان داد كه پلا    : گيري      نتيجه
   . دنباش  مناسب ميSAG1ژن 

             
    )SAG1(1ژن سطحي اصلي    آنتي– 2       توكسوپلاسما گوندي – 1      : ها كليدواژه

 PTZ57R پلاسميد – DH5α, TG1  (4(اشرشياكلي – 3                         

  13/3/85: تاريخ پذيرش، 28/6/84  :تاريخ دريافت

I(شناسي كارشناس ارشد انگل .  
II (دانشگاه تربيت مدرس، تهران، ايرانپل گيشا، شناسي، دانشكده پزشكي،  استاديار گروه انگل)*مؤلف مسؤول.(  

III (بزرگراه همت، سازمان انتقال خون، تهران، ايرانشناسي ، مركز تحقيقات ويروساستاديار سازمان انتقال خون ،.  
IV (دانشگاه تربيت مدرس، تهران، ايرانپل گيشا، شناسي، دانشكده پزشكي،  استاد گروه انگل.  
V(دانشگاه تربيت مدرس، تهران، ايرانپل گيشا،شناسي، دانشكده پزشكي، دانشجوي دكتراي انگل.  
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  مقدمه
ها،   كمپلكس  اي از شاخه اپي     گوندي، تك ياخته  توكسوپلاسما    

زير شاخه اسپروزوآ، زير رده كوكسيديا و متعلـق بـه جـنس             
  . باشد توكسوپلاسما مي

    آلودگي به اين تك ياختـه، از سراسـر دنيـا گـزارش شـده               
ادي بـر عليـه ايـن       ب ـ   ميليون نفر داراي آنتـي     500تقريباً  . است

در افرادي كه نقص ايمني ندارند، معمـولاً        . باشند  ارگانيسم مي 
باشـد و خودبخـود در بـدن كنتـرل            اين عفونت فاقد علايم مي    

تواند منجر بـه      عفونت در طي دوره بارداري مي      )2و  1(.شود  مي
ود كه ممكن اسـت عـوارض       توكسوپلاسموزيس مادرزادي ش  

  )3(.برداشته باشدخطرناكي در
ــادي از حيوانــات        ايــن انگــل عــلاوه بــر انــسان، تعــداد زي

هــاي مختلــف پرنــدگان را آلــوده  پــستاندار و همچنــين گونــه
  . سازد مي

    درمان ايـن بيمـاري بـه خـاطر اثـرات سـمي داروهـاي در                
. افتـد   دسترس، مشكل است و عفونت مجدد بسرعت اتفاق مـي         

تحت شرايط حاضـر، ايجـاد گـسترش داروهـاي جديـد ضـد              
وكسوپلاسما يا يك واكسن، جايگزين بسيار مناسبي خواهـد         ت

   )4(.بود
    مطالعات و تجربيات مختلف نـشان داده اسـت كـه احتمـال          

   )4(.تهيه واكسني مناسب عليه توكسوپلاسموزيس وجود دارد
    در سالهاي اخير پيشرفت چشمگيري در زمينـه شناسـايي          

محـافظتي القـاء    توانند پاسـخ ايمنـي        كانديدهاي واكسن كه مي   
تــر ايــن كارهــا بــر روي   كننــد، صــورت گرفتــه اســت، بــيش 

از . زوئيــت متمركــز شــده اســت هــاي ســطحي تــاكي ژن آنتــي
 SAG1 يـا    1ژن سـطحي اصـلي        ها، آنتي   ژن  ترين اين آنتي    مهم
زوئيت   ، پروتئين سطحي اصلي تاكي    )SAG1)KDa30. باشد  مي

ــت و  ــل پروتئي% 3-5اس ـــاز ك ــاكيـ ــشكي  ن ت ــت را ت ل زوئي
اي است كـه   ژن اختصاصي ـ مرحله  ، آنتيSAG1 )6و 5(.دهد مي

زوئيـــت وجـــود دارد و در مراحـــل  فقـــط در مرحلـــه تـــاكي
ــرادي ــدارد  اســپوروزوئيت و ب ــود ن ــت وج ، SAG1 )7-9(.زوئي

و  )10و  9،  5(است T.gondiiزوئيت    ترين ساختار تاكي    ايمونوژنيك
بــه همــين خــاطر در چنــدين روش تشخيــصي و بــراي تهيــه  

ــاري   وا ــه بيمــ ــدي عليــ ــر واحــ ــب و زيــ ــسن نوتركيــ كــ

و 4(.توكسوپلاسموزيس استفاده شده و مورد توجه بوده است       

ژن، پاسخ ايمونولوژيكي بسيار سـريعي ايجـاد           اين آنتي  )16-11
بـه  . شـود    توليد مـي   IgA و   IgG  ،IgMكند و تيتر بالايي از        مي

، اطمينـان از ايـن      SAG1علت فقـدان مقـدار زيـاد و كـافي ژن            
 و بـه    نستـوان بـراي تهيـه واك ـ        از اين ژن مي   ع كه آيا    موضو

عنوان يك عامل تشخيصي استفاده نمـود، بـا مـشكل مواجـه             
 در  SAG1 هدف از ايـن مطالعـه، كلـون كـردن قطعـه              )7(.است

و ترانسفورم كردن پلاسميد نوتركيـب در        PTZ57Rپلاسميد  
باشـد تـا بـا         مي E.coliهاي     باكتري TG1و   DH5αهاي    سويه

انبــوه پلاســميد نوتركيــب بتــوان از آن، جهــت واكــسن توليــد 
DNAو ساير مطالعات بعدي استفاده نمود .  

ژنـوم انگـل، قطعـه ژنـي            در اين تحقيـق پـس از اسـتخراج          
SAG1    به روش PCR         تكثير شد و جهت كلونينگ، قطعه ژنـي 

 قـرار داده شــد و در  PTZ57R، در پلاسـميد  PCRحاصـل از  
با توجه بـه    . فورم گرديد  ترانس E-Coliنهايت به داخل باكتري     

، بـا كلونينـگ ايـن قطعـه ژنـي و نگهـداري آن،               SAG1اهميت  
توان در موارد مختلف از جمله تهيه واكسن و اسـتفاده در              مي

  .روش تشخيصي الايزا و ساير مطالعات، از آن استفاده نمود
  

  روش بررسي
بتدا  براي انجام آن ا    .باشد  ن تحقيق يك مطالعه تجربي مي         اي

در هـر ميـدان بــا   (زوئيـت   تــاكي20-30مـايع صـفاقي حـاوي    
 RHســــوش )  ميكروســــكوپ نــــوري 40×بزرگنمــــايي 
 سـر مـوش     3گوندي به طور داخل صـفاقي بـه         توكسوپلاسما

 موشـها   ، روز بعد  3. تزريق گرديد )  هفته 6( جوان Balb/cماده  
 ،كشته شدند و مايع صفاقي آنها با سـرنگ، از حفـره صـفاقي            

 در زير ميكروسكوپ نـوري مـشاهده        ها  زوئيت  كشيده و تاكي  
   )17(.شدند
 500زوئيـت توكـسوپلاسماگوندي،        سلول تـاكي   1×106    به  

 SDS1)%Sodium dodecylميكروليتر بافر ليز كننـده حـاوي   

sulphate( ،EDTA)Ethylenediaminetetra-acetic acid( ،
Nacl)Sodium chloride( وTris-Hcl ز  ميكروليتر پروتئينا5و

K    پـس از   . ليتـر اضـافه گرديـد       گرم در ميلي     ميلي 20 با غلظت
 درجــه 55-56 ســاعت در دمــاي 2مخلــوط كــردن، بــه مــدت 
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 بــه روش فنــل و DNAاســتخراج . گــراد انكوبــه شــد ســانتي
 3 استخراج شده بـا اسـتات سـديم          DNA. كلروفرم انجام شد  

رسوب داده شد، سپس رسـوب حاصـله        % 100مولار و اتانل    
 ميكروليتـر   20شستشو داده شد و در نهايـت در         % 70با الكل   

 بـراي مـشاهده محـصول       )19و  18(.آب مقطر اسـتريل حـل شـد       
  . الكتروفورز شد% 8/0تخليص، بر روي ژل آگارز 

: باشـد    بدين ترتيب مي   PCRمواد لازم براي انجام آزمايش          
 ميكروليتر  5/1،  ) برابر غليظ  PCR×10)10 ميكروليتر از بافر     5

ــد ــوماز كلري ــيMgcl2 (50( منيزي ــر از 1مــولار،   ميل  ميكروليت
dNTP)diethyl-nitrophenyl thiophosphate (10مولار،   ميلي

ــر5/0 ــر از پرايمــ ــت ميكروليتــ  Forward(Primer [10([ رفــ
  :با تواليدر ميكروليتر پيكومول 

Forward:5'ATTAAGCTTATGTTTCCGAAGGCAGTG3'  
 Reverse(Primer[ 10([  ميكروليتــر از پرايمــر برگــشت5/0و 

  : با تواليدر ميكروليتر پيكومول 
Reverse:5'ATTGAATTCTCACGCGACACAAGCTG3' 

 Taq DNA Polymerase ،5 ميكروليتــــر از  3/0-5/0و 
 .dd H2O ميكروليتـر از  36 خالص شده و DNAميكروليتر از 

 در ترموسـايكلر قـرار داده       ،مواد فوق پس از مخلـوط كـردن       
 سيكل طبق برنامه    30 طي   PCRسيله  وه   ب SAG1 و ژن    ندشد

initial Denaturation   درجـه  94 دقيقـه در دمـاي   5 بـه مـدت 
 94 به مـدت يـك دقيقـه در دمـاي            Denaturationگراد،    سانتي

 62 ثانيه در دمـاي      30 به مدت    Annealingگراد،    درجه سانتي 
 72 به مدت يك دقيقه در دمـاي         Extentionگراد،    درجه سانتي 

 دقيقـه در  5 بـه مـدت   Final Extentionاد و گـر  درجه سـانتي 
  )21و 20، 18(.گرديدتكثير گراد   درجه سانتي72دماي 

، بر روي ژل آگارز     PCR    در نهايت براي بررسي محصول      
 . الكتروفـورز شـد    bp100ر وزن مولكـولي     راه با مـارك   هم% 1
 و يـك جايگـاه   ATG، داراي كدون شـروع  up streamپرايمر (

، شـامل يـك   down streamر ــ و پرايمHind IIIبرش آنزيمي 
  ).  استEcoR Iاه آنزيمي ــك جايگــكدون پايان و ي

 )Fermentes(بـا اسـتفاده از     PCRبراي كلونينگ، محصول        
Agarose gel DNA extraction kitص ــــ از روي ژن، خال

 ميكروليتـر از    3 ا اسـتفاده از   ــ ـواكنش اتصال ب  . دــسازي ش 
د از ــــ واح1-5، )ظـــــر غليـــــرابـ بligation× 10)10ر ــــباف

T4 DNA Ligase، 3 ــر از  DNA(Vector ،15( ميكروليتــ
 ddH2O ميكروليتر از    30 و حدود    DNA(Insert(ميكروليتر از   

 درجـه  22سپس مخلوط فوق، يـك شـب در دمـاي     . انجام شد 
  )23و 22(.گراد انكوبه گرديد سانتي

صال، بـــا روش     بعـــد از انجـــام كلونينـــگ، محـــصول اتـــ
ــاكتري    ــل ب ــه داخ ــسيم ب ــهاي E-coliكلروركل  و TG1 سوش

DH5αانتقــال داده شــد )Transformation .( هــر بــار، قبــل از
، يك نمونه بر روي محـيط     competentهاي    استفاده از باكتري  

شد و چنانچـه      بيوتيك كشت داده مي     كشت باكتري بدون آنتي   
 بقيه مراحل كـار  كردند، براي ها در اين محيط رشد مي      باكتري

هـاي   شد و براي بررسي ميزان رشد سويه        از آنها استفاده مي   
 نـانومتر   600آنهـا در طـول مـوج        ) OD(باكتري، ميزان جـذب   

  . شد گيري مي اندازه
 شـدند و بـه      اي مستعد و پلاسميد نوتركيب مخلـوط          سلوله

 سپس مخلوط واكنش ند، دقيقه بر روي يخ انكوبه شد30مدت 
گراد حرارت داده  ه سانتي  درج 42  دماي قيقه در  د 5/1به مدت   

 دقيقـه بـر روي يـخ گذاشـته شـد و در              3 بـه مـدت      شد و بعد  
 و  X-Gal حـاوي    LB.Agarهـا بـر روي پليـت          نهايت بـاكتري  

IPTG   هاي سفيد و آبي با استفاده        كلوني) 22(.كشت داده شدند
از روش كلوني كانت و با اسـتفاده از دسـتگاه كلـوني كـانتر،               

ــمارش ــاري     شـ ــست آمـ ــابي، از تـ ــراي ارزيـ ــدند و بـ  شـ
Mannwhitnyاستفاده شد  .  

هاي حـاوي پلاسـميد نوتركيـب از              براي غربال كردن كلون   
 و X-Gal حـاوي  LB Agarهاي سفيد كه بر روي پليت  كلوني
IPTG   سـپس پلاسـميد   )22و 21(. رشد كرده بودند، استفاده شـد 

قليـايي اسـتخراج    ها با استفاده از روش ليـز          نوتركيب باكتري 
  )22و 21(.گرديد

در پلاسـميد نوتركيـب، بـر        SAG1    براي تأييـد وجـود ژن       
بـا  هاي سـفيد،      روي پلاسميد نوتركيب تخليص شده از كلوني      

انجـــام شـــد و  PCR اســـتفاده از پرايمرهـــاي اختـــصاصي،
پلاسميدهاي نوتركيب مورد نظر از سـاير پلاسـميدها، جـدا و         

، از  SAG1اي تأييـد كلونينـگ ژن       همچنين بر . انتخاب گرديدند 
.  پلاسـميدي اسـتفاده شـد      DNAروش برش آنزيمي بر روي      

 برابـر   10(10× ميكروليتر از بافر     3مقدار  براي انجام واكنش،    
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ــيظ ــميد  1-3، )غل ــرم از پلاس  1و ] DNA(Plasmid([ ميكروگ
 مخلـوط گرديدنـد و بـا آب مقطـر بـه      Bam HIواحد از آنزيم 

ه شد و پس از مخلـوط كـردن، بـه            ميكروليتر رساند  30حجم  
گـراد     درجـه سـانتي    37 ساعت يا يك شب در دماي        1-2مدت  

 تكنيك برش آنزيمي جهـت بررسـي وجـود          )22و  21(.انكوبه شد 
براي بـرش   .  خارجي در پلاسميد، بكار گرفته شد      DNAقطعه  

ــده   ــزيم بــرش دهن  Bam HIآنزيمــي، در ايــن مطالعــه، از آن
هـاي بـرش آنـزيم بـر روي          استفاده شد كه براسـاس جايگـاه      

DNA   تـوان قطعـات حاصـله از هـضم آنزيمـي را               حامل، مـي
 DNA پلاسميدي نوتركيب همزمـان بـا        DNA. بيني نمود   پيش
 سـپس   ، توسط آنـزيم بـرش داده شـد        ،)به عنوان شاهد  (حامل
هاي برش يافتـه همـراه بـا يـك نـشانگر وزن مولكـولي                 نمونه

  .اده شدندالكتروفورز گرديدند و مورد بررسي قرار د
ـــ    در ي ــتريل ـ ــوژ اس ــه ميكروفي ــافر  3 ،ك لول ــر ب  ميكروليت

 پلاسميدي و يـك     DNA ميكروگرم   1-3،  ) برابر غليظ  10(10×
مخلوط واكنش، .  اضافه شدBam HIواحد آنزيم برش دهنده 

 ميكروليتـر رسـانده شـد و پـس از           30با آب مقطر بـه حجـم        
 37ي   ساعت يا يـك شـب در دمـا         1-2مخلوط كردن، به مدت     

  .گراد انكوبه شد درجه سانتي
  

  ها يافته
 20-30 روز از تزريــق مــايع صــفاقي حــاوي 3-4    بعــد از 

 توكـسوپلاسما بـه موشـها، از مـايع     RHزوئيـت سـوش     تاكي
  .صفاقي موشها براي بدست آوردن انگل استفاده شد

ــه،   ــن مرحل ــل   DNA    در اي ــتفاده از روش فن ــا اس ــي ب  انگل
ــرم اســتخراج شــد و   ــراي  كلروف ــشاهده شــد و ب روي ژل م

 280 و   260اطمينان، در اسـپكتروفتومتري در دو طـول مـوج           
 260گيري شد كه نـسبت جـذب در طـول مـوج               نانومتر اندازه 

 ايـن   . بـود  9/1 نـانومتر،    280 طـول مـوج      نانومتر به جذب در   
تـوان بـراي     تلخيص شده ميDNAنسبت نشان داد كه از اين      

  . دادامه مراحل تحقيق استفاده كر
 بـا اسـتفاده از      ،سـازي شـده بـود        كه خـالص   DNA    نمونه  

، PCR بـــافر واكـــنش ،SAG1پرايمرهـــاي اختـــصاصي، ژن 
dNTP ،Mgcl2  وTaq DNA Polymerase ،PCR ــد و  شـ

 روي  bp100كر وزن مولكـولي     ر به همـراه مـا     PCR محصول
 بررسـي   PCR الكتروفورز گرديـد تـا محـصول      % 1ارز  ژل آگ 
گـردد،    مـشاهده مـي    1ر شكل شـماره     طوري كه د    همان. گردد

 ظـاهر شـد كـه بـا         bp960 به صورت يك باند      PCRمحصول  
  . مورد نظر مطابقت دارد SAG1قطعه 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 SAG1 ژن PCRالكتروفورز محصول  -1شكل شماره 
ستون شماره %. (1 بر روي ژل آگارز RHتوكسوپلاسماگوندي سويه 

ليص شده توكسوپلاسما گوندي  تخDNA بر روي PCRمحصول ). يك
ستون .( طول داردbp960باشد كه  با پرايمرهاي اختصاصي ژن مي

  )فرمنتاس(bp100ماركر وزن مولكولي ) شماره دو
  

از روي ژل با اسـتفاده       PCR ابتدا محصول    ،    براي كلونينگ 
سپس .  استخراج گرديدAgarose gel DNA extraction kit از

كلـون   PTZ57Rون پلاسـميد     در ، خالص شده  PCRمحصول  
 ،تهيه شده به داخل باكتري مستعد      Ligationمحصول  . گرديد

 آگار حـاوي   LBترانسفورم گرديد و يك شب در روي محيط         
IPTG  ،Xgal  سـيلين كـشت داده شـد، كـه نتيجـه ايـن               و آمپي
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هاي سفيد و آبي در محيط مـذكور بـود و             مرحله، رشد كلوني  
هاي   تر از تعداد كلوني      بيش TG1هاي سفيد سويه      تعداد كلوني 

بود كه طبق مطالعات انجام شده و تست آماري          DH5αسويه  
Mannwhitny ، مــشخص گرديــد كــه ســويهTG1  پذيرنــدگي

هــاي  فــاوت رشــد كلــونيت. دارد DH5αتــري از ســوش  بــيش
بـا اسـتفاده از محاسـبه      DH5α  و TG1هاي  حاصله از سوش ـ  

  :دباش انحراف معيار بدين ترتيب ميميانگين و 
، 5/202هــاي ســفيد،  ، ميــانگين كلــونيTG1    بــراي ســوش 

باشد و     مي 2هاي آبي      و ميانگين كلوني   47/37انحراف معيار،   
، انحـراف   53هـاي سـفيد،       ، ميانگين كلوني  DH5αبراي سوش   

طبـق  . باشـد   هاي آبي، صفر مـي       و ميانگين كلوني   24/4معيار،  
داري   نـي ، تفـاوت مع   >05/0p و با    Mannwhitnyنتايج آماري   

بين اين دو سوش از نظر پذيرندگي بـراي پلاسـميد نوتركيـب        
  .وجود دارد

هـاي سـفيد، از           براي تخليص پلاسـميد نوتركيـب از كلـوني        
براي بررسي محصول تخلـيص     . روش ليز قليايي استفاده شد    

حاصل از استخراج پلاسميد بـر روي ژل آگـارز           DNAشده،  
 2ر شــكل شــماره همــان طــور كــه د. الكتروفــورز شــد% 8/0

هـاي    گردد، پلاسميدهاي استخراج شـده از كلـوني         مشاهده مي 
بودند، وزن مولكولي بالاتري از      SAG1سفيد كه حاوي قطعه     

هــاي آبــي كــه قطعــه  پلاســميدهاي اســتخراج شــده از كلــوني
SAG1 در آنها كلون نشده بود، داشتند.  

    بـا توجـه بــه اينكـه هــدف اصـلي ايــن تحقيـق، كلونينــگ و      
هــاي   اســت، در ايــن مرحلــه از بــاكتريSAG1 هــداري ژننگ

حاوي پلاسميد نوتركيب، پاساژهاي مكرر داده شـد و در هـر        
 بـار   6-7پـس از    . مرحله، پلاسميد نوتركيـب تخلـيص گرديـد       

، DH5αو   TG1هـاي هـر دو سـوش          پاساژ مكـرر از بـاكتري     
 نوتركيـب بودنـد كـه نـشان         ها حـاوي پلاسـميد      هنوز باكتري 
  .باشد  ميPTZ57R در پلاسميد SAG1ري ژن دهنده پايدا

    در ايــن مرحلــه، پلاســميد نوتركيــب تخلــيص شــده از      
هــاي ســفيد، بــا كمــك پرايمرهــاي اختــصاصي قطعــه   كلــوني
SAG1 ،PCR   گرديــد، ســپس محــصول PCR  بــر روي ژل

 )بـاز    كيلو جفـت   kbp1)1 آگارز همراه با ماركر وزن مولكولي     
 روي پلاسميد نوتركيـب  بر PCRمحصول  . الكتروفورز گرديد 

هـاي سـفيد بـا توجـه بـه مـاركر وزن        تخليص شده از كلـوني  
 بـــود كـــه bp960مولكـــولي، داراي وزن مولكـــولي حـــدود 

  . بودPTZ57Rدر پلاسميد  SAG1دهنده كلونينگ قطعه  نشان
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 پلاسميد نوتركيب حاوي ژن DNAالكتروفورز  -2شكل شماره 
SAG1پلاسميد ) 1-3ستونهاي شماره %.(8/0ارز  بر روي ژل آگ

 DNA )4ستون شماره ).(وني سفيد رنگكل(SGA1نوتركيب حاوي ژن 
  )ني آبي رنگوكل(SAG1پلاسميد بدون قطعه 

  
از روش بـرش آنزيمـي نيـز        ،  SAG1ييـد كلونينـگ         براي تأ 

 مـشاهده  3همـان طـور كـه در شـكل شـماره       . استفاده گرديد 
أثير آنـزيم بـر پلاسـميد تخلـيص         گردد، نتيجه حاصل از ت ـ      مي

.  بـود  bp2886اي بـه وزن مولكـولي         شده از كلوني آبي، قطعه    
در حالي كه نتيجه حاصل از تأثير آنزيم بر پلاسميد تخلـيص            

يكـي بـه وزن مولكـولي       : شده از كلوني سفيد، دو قطعـه بـود        
bp2982 و ديگــري بــه وزن مولكــولي bp864 ، كــه براســاس

 DNAي بـرش آنزيمـي بـر روي         هـا   نقشه آنزيمـي و جايگـاه     
 را  SAG1، نتايج حاصـله، وجـود ژن        SAG1پلاسميدي و ژن    
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  . كند در پلاسميد نوتركيب تاييد مي
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 پلاسميد DNAالكتروفورز محصول برش آنزيمي  -3شكل شماره 
 )1ستون شماره .(%1 بر روي ژل آگارز SAG1نوتركيب حاوي ژن 

DNA پلاسميد PTZ57R2ستون شماره .(يده نشده بر( DNA پلاسميد 
PTZ57R كه با آنزيم Bam HI بريده شده است و bp2886 طول 

 بريده SAG1 پلاسميد نوتركيب حاوي ژن DNA )3ستون شماره .(دارد
 Bam HI پلاسميد نوتركيب كه با آنزيم DNA )4ستون شماره .(نشده

ستون شماره (.باشد  ميbp864 و  bp2982بريده شده و شامل دو قطعه 
  )فرمنتاس(bp100لكولي وماركر وزن م) 5

  بحث
    توكــسوپلاسماگوندي عامــل بيمــاري توكــسوپلاسموزيس 

هـاي    ترين عفونت   باشد كه گسترش جهاني دارد و از شايع         مي
شـود كـه      باشـد و تخمـين زده مـي         انگلي بـشر در جهـان مـي       

 500توكسوپلاسموزيس به شكل بـدون علامـت و مـزمن در            
ا يك بيليون نفر از جمعيت انـساني در جهـان وجـود             ميليون ت 

  )15(.داشته باشد
ــاد     ــان ايج ــاوتي در ميزب ــرات متف ــسوپلاسموزيس اث     توك

كند، در افراد دچار ضعف سيستم ايمني مثل افراد مبتلا به             مي
هـاي پيونــد عـضو و بيمــاران سـرطاني، باعــث     ايـدز، گيرنــده 

ــا بيمــ. شــود هــاي شــديد و مــرگ و ميــر مــي  بيمــاري اري، ب
كوريورتينيت، كوري، تورم غدد لنفاوي، آنسفاليت و يا مـرگ          

   )14(.همراه است
    درمان ايـن بيمـاري بـه خـاطر اثـرات سـمي داروهـاي در                

. افتـد   دسترس، مشكل است و عفونت مجدد بسرعت اتفاق مـي         
تحت شرايط حاضر، ايجاد و گـسترش داروهـاي جديـد ضـد             

 بسيار مناسبي خواهـد     توكسوپلاسما يا يك واكسن، جايگزين    
  )4(.بود

    در سالهاي اخير پيشرفت چشمگيري در زمينـه شناسـايي          
نـد پاسـخ ايمنـي محـافظتي القـا          نتوا  كانديدهاي واكسن كه مي   

تــر ايــن كارهــا بــر روي   بــيش. كننــد، صــورت گرفتــه اســت 
  .زوئيت متمركز شده است هاي سطحي تاكي ژن آنتي

    SAG1     د، بـه ايـن دليـل كـه     ، يك نقش مهـم بيولـوژيكي دار
SAG1ــك ــاكي  ، ايمونوژني ــرين ســاختار ت ــت  ت  T.gondiiزوئي
ژن در سـرم افـراد آلـوده در            پاسخ به اين آنتـي     )10و  9،  5(.است
هاي مادرزادي، حـاد و مـزمن ديـده           هاي مختلف عفونت    حالت
هـايي اسـت كـه بـه          ژن   يكي از اولين آنتي    SAG1 و   )7(شود  مي

) 24(.شـود   شناسـايي مـي   در مرحلـه حـاد عفونـت       IgMوسيله  

ص و بـراي تهيـه       به عنوان يك عامل تشخي     SAG1بنابراين از   
اري ر واحــــدي عليــــه بيمــــن نوتركيــــب و زيــــــواكــــس

ــسوپلاسموزي ــوده   ـتوك ــه ب ــورد توج ــده و م ــتفاده ش س اس
  )11-16و 4(.است

    به همين علت در اين تحقيق پـس از اسـتخراج ژنـوم انگـل،            
ر شده و جهت كلونينگ،      تكثي PCR به روش    SAG1قطعه ژني   

قـرار داده    PTZ57R در پلاسـميد     PCRقطعه ژني حاصـل از      
  .ترانسفورم گرديد E-coliشد و در نهايت به داخل باكتري 

 ژن كـد كننـده      1998 و همكاران در سـال       Burg    اولين بار،   
SAG1   ــي ــولي بررس ــر مولك ــسوپلاسماگوندي را از نظ  توك
توالي كامـل ژن كـد كننـده        اين محققين براي اولين بار      . كردند

SAG1 را كلون كردند و كلون CDNA 7(.آن را بيان كرد(  
    Petersen         پـروتئين    1998و همكاران نيـز در سـال SAG1 

بــه همــراه آلــوم بــه عنــوان  E-coliنوتركيــب توليــد شــده در 
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 اســتفاده NMRIزدايــي در مــوش   ت ايمنــيادجونــت جهـ ـ
سماگوندي در موش   در همين راستا انگل توكسوپلا     )25(.كردند

، براسـاس مطالعـات     DNAبراي تخليص   . ماده تكثير داده شد   
ليتـر    گرم در ميلي    ميلي 20 با غلظت    Kانجام شده از پروتئيناز     

 ميكروليتـر اسـتفاده شـد كـه بـا نتيجـه پـژوهش               10به مقدار   
Nishikawa  ،Makal     انجام شـد،  2002و همكاران كه در سال 

   )19(.مطابقت داشت
 )26(. اسـتفاده شـد    PTZ57Rحله كلونينگ از پلاسميد         در مر 

 SAG1از اين پلاسميد تا بـه حـال بـراي كلـون كـردن قطعـه                 
طبق نتايج حاصل از اين تحقيـق مـشخص         . استفاده نشده بود  

بـسيار   SAG1گرديد كه اين پلاسميد براي كلون كردن قطعـه          
  .باشد مناسب مي

 با اسـتفاده از ژنهـاي كـد         2005    مولك و همكاران در سال      
اي حساس  در موشه % 75 توانستند تا    GRA4 و   SAG1كننده  

C57BL/627(.، محافظت ايجاد كنند(  
 داده  پلاسميد نوتركيب چندين بـار پاسـاژ       هاي حاوي       كلون

 حاوي قطعه مـورد     ،شدند و مشاهده گرديد كه هنوز پلاسميد      
دهد ايـن پلاسـميد قـدرت نگهـداري            نشان مي  باشد كه   نظر مي 

  .كند  را به خوبي حفظ ميSAG1بالايي دارد و ژن 
 در پلاسميد نوتركيب از     SAG1    براي تاييد وجود قطعه ژن      

در ايـن مرحلـه از آنـزيم        . رش آنزيمي اسـتفاده شـد     ــروش ب 
Bam HI  آنـزيم  .  اسـتفاده گرديـدBam HI   داراي دو جايگـاه

ي پلاسـميد و ديگـري بـر روي قطعـه ژن            آنزيمي يكي بـر رو    
SAG126و 23(.باشد  مي(  

 بــدون بــرش بــا آنــزيم برشــگر SAG1ي كــه ژن     از آنجــاي
 بنابراين ايـن ژن بـه       ،اختصاصي، در پلاسميد كلون شده بود     

  :دو صورت ممكن است وارد پلاسميد شود
ــ ـــ بSAG1ت اول، ژن ـ    در حال ــهـ اي درون پلاســميد  ه گون

در ،  SAG1 جايگـاه بـرش آنزيمـي موجـود در           قرار گيرد كـه   
  .ر روي پلاسميد قرار گيردـمجاورت جايگاه آنزيمي موجود ب

اي درون پلاسـميد قـرار      به گونه  SAG1    در حالت دوم، ژن     
دور از ، SAG1گيــرد كــه جايگــاه بــرش آنزيمــي موجــود در 

  . جايگاه آنزيمي موجود بر روي پلاسميد قرار گيرد
: هاي فوق متفـاوت اسـت   از هر كدام از حالت    نتيجه حاصله  

، دو قطعـه  Bam HIدر حالـت اول، بعـد از اثـر كـردن آنـزيم      
 و قطعـه    bp96ن مولكولي   زيك قطعه به و   : حاصل خواهد شد  

  )26و bp3750.)22ديگر با وزن مولكولي 
، دو قطعـه  Bam HI    در حالت دوم، بعد از اثر كردن آنـزيم  

 و  bp2982 وزن مولكـولي     يـك قطعـه بـا     : حاصل خواهد شـد   
  )26و bp864.)23قطعه ديگر با وزن مولكولي 

 ايــن تحقيــق تأييــدي بــود بــر حالــت دوم و پــس از ه    نتيجــ
 نتيجـه كـار روي ژل بـرده شـد و بـا              ،استفاده كردن از آنزيم   

 و  bp2982 استاندارد، وزن مولكـولي قطعـات        DNAتوجه به   
bp864  تيجـه پـژوهش   نتيجه اين پژوهش بـا ن   .  مشاهده گرديد

Filisetti  ،Darde   وCandolfi     انجام شده و    2003 كه در سال 
 را Bam HI و جايگــاه بــرش آنــزيم SAG1تــوالي كامــل ژن 

  .تعيين كرده بودند، مطابقت دارد
    محدوديت پژوهش در اين تحقيق به تهيه مـواد لازم بـراي            

  .شد آزمايشات مولكولي مربوط مي
  

  گيري نتيجه
ــايج حاصــل   ــميد        نت ــه پلاس ــشان داد ك ــه ن ــن مطالع از اي

PTZ57R      و باكتري اشرشياكلي سويهTG1    جهت كلونينگ و 
  . باشند  مناسب ميSAG1نگهداري ژن 
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Abstract 
    Background & Aim: Toxoplasmosis is caused by a protozoan parasite called toxoplasma gondii. SAG1 is an antigen 
which only exists in tachyzoite stage. This antigen which has two glycoforms is a conformational antigen. The aim of this 
research is to study cloning of SAG1 gene in PTZ57R and transformation of recombinant plasmid in E.coli(TG1 & DH5a).  
    Material & Method: Tachyzoites of T.gondii are able to multiplicate in mouse macrophages. SAG1(30 KDa) is one of 
the three surface antigens and a main candidate for DNA vaccine. Also, SAG1 is the most immunogenic antigen of 
toxoplasmosis and a major surface antigen of the proliferative tachyzoite form of T.gondii. SAG1 genome with a 960 bp 
band is single copy. In this study, the DNA of toxoplasma gondii was extracted and SAG1 genome was amplified. Then 
PCR(Polymrase Chain Reaction) product was purified and cloned in PTZ57R and finally transformed into two strains of 
E.coli(TG1 & DH5α). 
    Results: The DNA of toxoplasma gondii was extracted and SAG1 gene was amplified. The PCR product was seen as a 
960 bp band in 1% agarose gel. After cloning and transformation, to recognize the E.coli recombinant plasmid, the bacteria 
were cultured in LB with ampicilin, X-Gal and IPTG. The mean and standard deviation of colonies that grew in LB were 
measured. To confirm the data, the plasmids were extracted and the DNA of SAG1 was amplified and digested by BamH I 
enzyme. The recombinant plasmid was restricted by enzyme and two 2982 and 864 bp bands were obtained. 
    Conclusion: It was noticed that as for transformation of plasmid with the DNA of SAG1, TG1 is more suitable than 
DH5α. This method is useful for cloning and storing the important genome of toxoplasma gondii, SAG1. 
 
 
 
 
Key Words:    1) Toxoplasma Gondii     2) SAG1     3) E.coli(TG1 & DH5a)  
  
                        4) PTZ57R(plasmid) 
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