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  دهيچك

توكـسوپلاسما  ( داخـل سـلولي   ياختـه  تـك  يـك انگـل   وسـيله   به توكسوپلاسموزيس   :هدفمقدمه و   
پزشـكي و  اين بيماري داراي اهميت عمده    .شود و در سراسر جهان گسترش دارد       ايجاد مي ) اي  گونده

تـازگي    بـه ،  علاوه بر ايـن   . دامپزشكي است و عامل بيماري مادرزادي در انسان و حيوانات اهلي است           
 مـؤثر تهيه يك واكسن دليل  به همين   . آنسفاليت در افراد ايدزي به اهميت آن افزوده شده است         دليل    به

 ژن  آنتـي  يـك    عنـوان   هب (GRA4) 4 گرانولي    ژن  آنتي. استعليه توكسوپلاسما يك هدف مهم در جهان        
 يك كانديـدا بـراي تهيـه واكـسن          عنوان  به ،رو  از اين  . شناخته شده است   اي  گوندهعمده توكسوپلاسما   
ژن  ايـن . شـود  مـي هـا ترشـح    زوئيت تاكيو ها  زوئيت از برادي 4 گرانولي  ژن آنتي. ملاحظه شده است

 GRA4 لاسميد نوتركيب حاوي ژن    تهيه پ  ،هدف از اين تحقيق    .و فاقد اينترون است   كپي تك    صورت  به
  . واكسن استفاده كردDNA از آن به عنوان  بتواناست كه

 كلـون   pTZ57R در پلاسميد    PCR پس از تكثير به روش     GRA4 در اين تحقيق ژن      :مواد و روش كار   
از  پـس از تكثيـر    پلاسـميد نوتركيـب     . ترانسفورم شـد   TG1  سپس در باكتري اشرشياكلي سوش     .شد

  از EcoRI و   KpnIهـاي    ، بـا آنـزيم    آنزيمـي بـا اسـتفاده از بـرش         استخراج و ژن هدف      باكتري ميزبان 
 و انجـام  GRA4 بـراي پـذيرش قطعـه    pcDNA3از طـرف ديگـر پلاسـميد    .  شدجداpTZ57R  دپلاسمي
كلـون    سـاب pcDNA3 درون پلاسميد GRA4.  برش داده شدEcoRI و KpnIهاي    با آنزيم   نيز كلونينگ

 حـاوي  LB و در محـيط   هدش ـفـوق ترانـسفورم     هـاي     ش اتـصال در بـاكتري     شد و اين محصول واكـن     
 كيـت اسـتخراج پلاسـميد، از        وسـيله   بـه  pcGRA4 نوتركيب   يسيلين كشت داده شدند؛ پلاسميدها     آمپي

  . اشرشياكلي تخليص شدند
 با اسـتفاده از    هاي اختصاصي فوق    و برش آنزيمي به كمك آنزيم      PCRي  ها  روشصحت كار با    : نتايج
 بانـد   اسـت و  شده    كلون  pcDNA3  در پلاسميد  GRA4 قطعه   ، و نتايج نشان داد    شده تأييد   روفورزالكت

 اي  گونـده توكسوپلاسما   GRA4 اندازه ژن  بود كه هم  شده     جفت بازروي ژل آگاروز ايجاد     1058حدود  
  . يابي انجام شد  نهايي با استفاده از تواليتأييد و است

بـا   pcDNA3  در پلاسـميد GRA4 كلونينگ و ترانـسفورم قطعـه   ،نتايج حاصل نشان داد: گيري نتيجه
  .موفقيت انجام شده است

  

  GRA4 ،pcDNA3، كلونينگ، اي گوندهتوكسوپلاسما  : كليديواژگان

  2/6/88: وصول
  28/11/88: آخرين اصلاحات

 27/12/88: پذيرش
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 مقدمه
هاي انگلي    ترين بيماري  توكسوپلاسموزيس يكي از معمول   

، اي گوندهعامل آن، توكسوپلاسما . با گسترش جهاني است
ياخته  اين تك ]. 1[ ندميزبانه اختياري است  ياخته چ   يك تك 

و كـرده  قادر است تمام پستانداران از جمله انسان را آلوده          
د و اين طيف وسيع ميزبـاني       شوباعث توكسوپلاسموزيس   

اي تبـديل     ياختـه   هاي تك  ترين انگل  آن را به يكي از موفق     
اهميت براي سـلامت عمـوم و شـرايط       دليل    به. كرده است 

 عليـه توكـسوپلاسما يـك       مؤثريك واكسن   اقتصادي تهيه   
ون، تنهـا واكـسن موجـود تـاكن       . استهدف مهم در جهان     

]. 2[اسـت    S48هـاي    زوئيت از تاكي شده    واكسن زنده تهيه  
ي هـا   موتانـت ي زنده خطر عفونـت تـصادفي و         ها  واكسن

بـراي  .  براي انسان دارنـد    بيني  پيشمعكوس مضر غيرقابل    
ي هـا   واكـسن ير بـراي    غلبه بر اين مشكلات، تحقيقات اخ     

 ،شود   انجام مي  DNAي  ها  واكسنساب يونيت، نوتركيب و     
 ايجاد  اي  گونده محافظت كامل عليه توكسوپلاسما      ها  آناما  
هـاي      ژن  از جمله كانديداهاي واكـسن، آنتـي       ].3[ كنند  نمي

ــولي ــستن (Granular Antigens) (GRAs) گرانـ  GRA4. دهـ
 شناخته  اي  گوندها  ژن عمده توكسوپلاسم     يك آنتي  عنوان  به

 يك كانديدا بـراي تهيـه واكـسن    عنوان به ،رو از اينو  شده  
دن كـر هدف از اين مطالعه، كلون      ]. 4[ملاحظه شده است    

ــه  ــاني  GRA4قطع ــاريوت بي ــميد يوك  و pcDNA3 در پلاس
 سوش  Ecoliترانسفورم اين پلاسميد نوتركيب، در باكتري       

TG1 است .GRA4ها ترشح  وئيتز تاكيها و  زوئيت  از برادي
نـسخه و فاقـد      صورت تك    به GRA4ژن كدكننده   . شوند مي

 كه اينمنظور  به ].5[  استmRNAاينترون و توليدكننده يك 
 عضلات موش قابليت مانند در سلول يوكاريوت GRA4ژن 

زايي  بيان پيدا كند و در آينده بتوان از آن براي بررسي ايمني
يــك پلاســميد در  GRA4 كلــون كــردن ژن ،دكــراســتفاده 

 ـ. يوكاريوت اهميت دارد   در ايـن مطالعـه از      ايـن دليـل،       هب
 . استفاده شدpcDNA3پلاسميد 

  
  مواد و روش كار

 تكثير انگل توكسوپلاسما 
ــاوي    ــفاقي ح ــايع ص ــدا م ــه ابت ــن مطالع ــراي اي  20-30ب

 داخـل   طـور   بـه  اي  گونـده  زنده توكسوپلاسما    زوئيت  تاكي
 3  از گذشـت    ماده تلقيح و پـس     BALB/cصفاقي به موش    

 هـا   سـرنگ  وسـيله   بـه ي آلـوده    هـا   موشروز، مايع صفاقي    
  ].6[ دش آوري جمع
  

 DNA) (DNA Extractionاستخراج 
ــرم انجــام شــد DNAاســتخراج  ــل و كلروف ــه روش فن  . ب

ــ ــنا هب ــه ي ــب ك ــر 100 ترتي ــدود (ميكروليت  107ح
از ) 5 ×

 PBSبا بـافر    شده  وشو  شستو  شده    هاي تغليظ   زوئيت تاكي
 ميكروليتـر   900ريختـه و بـا      سي    سي 5/1ل  درون يك ويا  

 10ها،   زوئيت  تاكيبه منظور ليز شدن     . دشبافر ليز مخلوط    
 به ويال اضافه و به مدت دو سـاعت          K ميكروليتر پروتيناز 

  ].7[ قرار داده شد C 55°ماري  در بن
  

  طراحي پرايمرها
 Reverseو  ) رفـت ( Forwardمنظور طراحـي پرايمرهـاي       به
 4 ژن گرانولي  آنتيكننده  ژن كدDNAا توالي ، ابتد)برگشت(

(GRA4)     از اطلاعــات بانــك ژنــي از ســايت اينترنتــي 
com.ncbi.www//http 660037 با شمارهEU آمددست به .  

 
acgaattctacaatgcagggcacttggttttctttatttgtcgtcgtcatggtgtcgcat
cttgcgtgtggaggtgagtgcagctttggttctcacctcgcagatatggcgggcct
ctcggggcggcatgacaaagaacgccatcaggcgaaaaagagatactaccact
cgatgtacggaaccaaactccgtatccctacgcaaatggacagcaggcctctcca
cctcctcagggacagctacttattatccaaaaccctgatggatctttcatgatcgtag
accaacaaggcgtcccgcaggtgccccaggcggcgggaggcccgggttctcc
catgaatggcggttactacatgcctacaggtgtctacactgcacaagtcgttccag
gaacacctggtcaccccgtacaggcgattccgcagcagcctcttcgcacacaag
caacggccacctattatcacccggcagcagttcctcctcccggtccttcagtttttgt
cttcaccccatcctctgttcaaccgggtgcggaggtgactcccggttattctggtct
gcagttgagacaacagtctcaatacggttacagctatccaggtactacttctactcc
cacgcctccaccaccagcgtcgtacggctacccagtgtttccggcatttccacgg
ctgcccgcgttttctgactcagtttcggtttcaactgaagatagtgggcttacaggc
gtcaaagactcgtcatcctctgaatccacggtcacgccggcagacgaagctgctt
cggagtccgaagagggagacaagacaagcaggaaatctaaggtcaagaaggg
aatcctgacggggttaggggtagcagcaacgctggcagcagcagcggccgcc
gcaaaggctgtcaagggatttggtggcacccgcgcttccacggcgcctgctgag
gctggaaaaacggagttggacgacggatatcgcccgcccccattcaacccgcg
accctcaccctacgccgagttattgaaggatttggaaagaatgcgcaaagagaatt
cgt 

 
افـزار    سپس با استفاده از اين اطلاعات و به كمك نـرم          

GenRunerجفت پرايمرها به صورت زير طراحي شدند ،: 

(Gra4-F, 5'-CGCGGGTACCATGCAGGGCACTTGGTTTTC-3')  
 

  KpnI جفت باز محل اثر آنزيم 30

(Gra4-R, 5'-CGCGGAATTCTCACTCTTTGCGCATTCTTT-3') 

  

  EcoRI جفت باز محل اثر آنزيم 30
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  PCRبا كمك تكنيك GRA4كثير ژن ت
 براسـاس  ميكروليتـر   25 واكنشي به حجم     PCRبراي انجام   

  :دستورالعمل شركت سيناژن شامل مواد زير تهيه شد
10 × PCR buffer 5/2 µl  
50mM MgCl2    75/0  µl  

10mM dNTP   5/0 µl  
10Pomol/µ1 primer forward    1 µl 

10Pomol/µlprimer Reverse  1 µl 

(5u/µl)Taq DNA Polymerase   5/0 µl 

Extracted DNA 3µl 

ddH2O  75/15 µl 
ريختـه و پـس از      سـي     سـي  5/0مواد فوق درون ويال     

 داخل دستگاه ترموسايكلر قرار داده شد و        spinورتكس و   
  : گرفت انجام PCRبرنامه زير براساس 

 درجـه، مرحلـه    94 دقيقـه در     1مرحله دنـاتوره شـدن      
 DNA 1 درجه، مرحله سنتز 60انيه در ث 30اتصال پرايمرها 

    سيكل30 درجه و تعداد 72دقيقه در 
 

  pTZ57R در پلاسميد GRA4كلونينگ ژن 
 به كمك كيت كلونينـگ  GRA4در اين تحقيق كلونينگ ژن    

T/A (Cloning Kit) شركت Fermentas و به روش ذيل انجام 
  :فتگر

10X ligation buffer 3 µl 

T4DNA ligase  1 - 5 unit 

pTZ57R/T  3 µl 
PCR product 15 µl 
PEG  3 µl  
ddH2O    up to 30 µl  

 ميكروليتـري   5/0مواد فوق در يـك لولـه ميكروفيـوژ          
محصول   وشد انكوبه C22° شبانه در دماي طور بهريخته و 

  . نگهداري شد-C 20° واكنش اتصال تا مرحله بعد در
 

  TG1به باكتري مستعد شده  انتقال پلاسميدكلون
ترانسفورماسيون به روش شوك حرارتـي انجـام شـد كـه            

  :است خلاصه به ترتيب طور به
آورده و  در-C70° ميكروليتر سلول مستعد از فريز 100

  سـپس .به مدت نيم ساعت درون ظرف يـخ گذاشـته شـد      
 ميكروليتر محصول واكنش اتصال به آن اضافه شد و 10-5

قرار  در يخ  دقيقه30د و به مدت شبه آرامي با هم مخلوط 
 ثانيـه   90بـه مـدت      C42° ؛ مخلوط فـوق در دمـاي      گرفت

. قـرار گرفـت   شوك حرارتي داده شد و بلافاصله روي يخ         
بيوتيـك بـه      آنتـي   مـايع بـدون    L.B ميكروليتر محـيط     500

 دقيقـه در انكوبـاتور      60مخلوط فوق اضـافه و بـه مـدت          
 DNAپـس از دريافـت      .  قـرار داده شـد     C37° شيكردار در 
 مـستقيم  طـور  بـه  را هـا   آنتوان ها مي  ط سلول خارجي توس 

  .كشت داد
 

هـاي بـاكتري حـاوي پلاسـميد         غربال كردن كلوني  
  نوتركيب

نظر، ايـن   ررسي وجود يا عـدم وجـود قطعـه مـورد          براي ب 
سـيلين، سوبـستراي      در محيط كشت حاوي آمپي     ها  باكتري
X-gal) 5-اينــــــدوليل -3 كلــــــرو -4  برمــــــو β-D 

  : به روش زير كشت داده شدندIPTGو ) گالاكتوپيرانوزيد
شـده    هاي ترانسفورم    ميكروليتر سلول  100-200مقدار  

، اضافه و به كمك ميلـه  IPTG و   X-galبه يك پليت حاوي     
ها به صورت     پليت. دشاي در تمام نقاط پليت پخش        شيشه

سـپس بـه   .  انكوبه شد  C37°در  ) h18-16(شبانه  و  وارونه  
 داده شــد تــا  قــرارC4°مــدت چنــدين ســاعت در دمــاي 

در ايـن محـيط كـشت       . هاي آبي يا سفيد ظاهر شـود       كلني
هـاي   هاي فاقد پلاسميد نوتركيب به رنگ آبي و كلني         كلني

  ]. 7[ حاوي پلاسميد نوتركيب به رنگ سفيد خواهند بود
  
  كلونينگتأييدي ها روش

هـاي آبـي و       از كلني شده    هاي استخراج   مقايسه پلاسميد 
  سفيد

 تورالعمل شـــركت ســـازندهدســـبراســـاس پلاســـميدها 
)Fermentas ( سپس  .هاي سفيد و آبي استخراج شد      از كلني 

پلاسـميدهاي موجـود در      .روي ژل آگاروز مقايسه شـدند     
) در آنشـده    وجـود قطعـه كلـون     دليـل   هب(هاي سفيد    كلني

 هاي آبي هـستند     هاي موجود در كلني     تر از پلاسميد    سنگين
]7 .[  
  

   كلونينگتأييد براي PCR تكنيك
پلاسميدهاي نوتركيب موردنظر از ساير پلاسـميدها جـدا         

 ميكروليتر مطابق بـا شـرايط   25 به حجم  PCRواكنش  . شد
 3هـاي اختـصاصي و     بـا اسـتفاده از پرايمـر     بالامذكور در   
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هـاي سـفيد،      از كلنـي  شـده     ميكروليتر پلاسـميد اسـتخراج    
  . الگو انجام شدعنوان به
  

 DNAتعيين توالي مولكولي 

 وسيله  به pTZ57Rدر پلاسميد   شده    ي قطعه كلون  تعيين توال 
شــركت ژن فنــاوران انجــام و بــه كمــك ســايت اينترنتــي 

www.ncbi.nlm.nih.gov/blast       از نظر تشابهات و اختلافـات 
 در بانك ژني اي گونده استاندارد توكسوپلاسما RHبا سويه 
  .دشمقايسه 

  
 pcDNA3  در پلاسميد بيانيGRA4كلون ژن  ساب

  پلاسميد يوكـاريوت بيـاني   در GRA4كلونينگ  براي ساب
pcDNA3مراحل ذيل انجام شد :  

  
  و جـدا كـردن قطعـه       pTGRA4 برش آنزيمي پلاسـميد   

GRA4 
 واكــنش Fermentas دســتورالعمل كيــت شــركت براســاس

سـميد   ميكروليتر پلا5 ميكروليتر شامل 20 آنزيمي به حجم
 ميكروليتر EcoRI، 1 ميكروليتر آنزيم pTGRA4 ،1نوتركيب 

 ميكروليتـر آب  11 ميكروليتر بـافر تـانگو و   KpnI  ،2آنزيم  
 طـور   بـه  مخلوط فوق     ،spin پس از ورتكس و      ومقطر تهيه   

همچنـين پلاسـميد    . داده شد   قرار C37°ماري   بن شبانه در 
pcDNA3 براي پذيرش قطعه GRA4تحت  و انجام كلونينگ 

هاي فوق برش داده شد و نتـايج بـرش آنزيمـي هـر               آنزيم
  .دشكدام روي ژل اگاروز مشاهده 

  
 pcDNA3 در پلاسميد GRA4كلونينگ ژن 

دسـتور سـازنده    براسـاس    واكنش اتصال    ،براي اين منظور  
ــت ــم  ) Fermentas( كي ــه حج ــامل 30ب ــر ش  5  ميكروليت

يتـر   ميكرول15  آنزيم خـورده، pcDNA3 ميكروليتر پلاسميد
 ميكروليتـر  T4DNA ligase، 3 ميكروليتر آنزيم GRA4 ،2ژن 

  شـبانه در   طـور   بـه  ميكروليتـر آب مقطـر تهيـه و          5بافر و   
  . انجام شدC16-14° ماري بن

  
  TG1داخل ناقل شده  انتقال پلاسميدهاي كلون

 TG1 داخـل ناقـل      pcGRA4شـده     انتقال پلاسميدهاي كلون  
  .انجام شدبالا  متدر قسشده   دستورالعمل گفتهبراساس

 هاي باكتري حاوي پلاسميد نوتركيب     غربال كردن كلوني  
pcGRA4  

را شده  ي ترانسفورمها باكتري ميكروليتر از 200-250 مقدار
با ريخته و ) سيلين آمپي(بيوتيك   آنتي  حاوي LBروي پليت   
 شـبانه در    طـور   بهاي روي محيط جامد پخش و         ميله شيشه 

°C37   هايي كه پلاسميد را دريافت      تريتنها باك . دش انكوبه
سيلين  كرده بودند قادر بودند روي محيط كشت حاوي آمپي

  ].7[ رشد كنند
  

 در  GRA4شدن قطعـه     كننده كلون تأييدي  ها  روش
 pcDNA3  پلاسميد بياني

 pcGRA4 و pcDNA3مقايسه باند پلاسميدهاي 

 روي  pcGRA4  و pcDNA3محصول استخراج پلاسميدهاي    
  .رصد لود و الكتروفورز شد د1ژل آگاروز 

  
PCRژن  GRA4     بــا اســتفاده از پلاســميد نوتركيــب

pcGRA4 الگوعنوان به   
 ميكروليتر مطابق با شرايط مذكور 25 به حجم PCRواكنش 

 3 بـا اسـتفاده از پرايمرهـاي اختـصاصي و            بالادر قسمت   
  . الگو انجام شدعنوان به، pcGRA4ميكروليتر پلاسميد 

  
 و EcoRIهـاي     با آنزيم  pcGRA4كيب  برش پلاسميد نوتر  

KpnI  
 ميكروليتـر   5 ميكروليتـر شـامل      20برش آنزيمي به حجم     

 EcoRI، 1 ميكروليتـر آنـزيم   pcGRA4 ،1پلاسميد نوتركيب 
ــر ــزيم  ميكروليت ــانگو و  KpnI ،2آن ــافر ت ــر ب  11 ميكروليت

بالا  در قسمت  ميكروليتر آب مقطر مطابق با شرايط مذكور      
  .انجام شد

  
 نتايج 
 ژنومي DNA كمكه  بPCR نتايج

 فقط ، ژنومي نشان دادDNA با PCRنتايج حاصل از واكنش 
روي ژل آگاروز ايجاد شده   جفت باز1058يك باند حدود 

 است و   اي  گوندهتوكسوپلاسما   GRA4اندازه ژن    بود كه هم  
آن تكثيـر نـشده بـود؛ بنـابراين      هـيچ ژن ديگـري غيـر از   

اختـصاصي   GRA4 يـر ژن شده براي تكث پرايمرهاي طراحي
  ).1شكل ( بودند
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 ژنـومي روي ژل     DNAالكتروفورز محصول اسـتخراج      .1 شكل
 1058 انـدازه  GRA4  قطعه2و1ستون شماره   درصد،8/0آگاروز 

   جفت باز1000  ماكر3جفت باز، ستون 
 
  

هـاي   شـده از كلنـي    هاي استخراج  لاسميدمقايسه پ 
  و آبي سفيد 

 حـاوي   LBهـاي سـفيد و آبـي روي محـيط            ظهور كلوني 
ــي ــه   آمپ ــشته ب ــيلين و آغ ــشانIPTG و X-galس ــده   ن دهن

پلاسميدهاي استخراج شده از    . ترانسفورماسيون موفق بود  
سـنگيني در ژل آگـاروز مقـداري        دليل    ههاي سفيد ب   كلوني

  ). 2شكل ( هاي آبي قرار گرفتند بالاتر از كلوني
  

  
  

هـاي اسـتخراج شـده از         نتـايج الكتروفـورز پلاسـميد      .2 شكل
 ماركر  1 درصد، ستون    1هاي آبي و سفيد روي ژل آگاروز         كلني

 3، ســتون pTZ57R پلاســميد 2جفــت بــاز، ســتون 1000داراي 
   pTGRA4پلاسميد نوتركيب 

 
 

 دو باند نشان داد؛     pTGRA4برش آنزيمي پلاسميدهاي    
ــك  ــد ي ــم  1058بان ــه ه ــاز ك ــت ب ــدازه ژن جف  GRA4 ان

انــدازه   و بانــد ديگــر تقريبــاً هــماي گونــدهتوكــسوپلاسما 

pTZ57R بنابراين نتايج برش آنزيمي روي ژل آگاروز،       .  بود
  شكل( داد   را نشانpTZ57Rپلاسميد   درون GRA4 كلون ژن

3(.  

  
 

روي  pTGRA4 پلاسـميد نوتركيـب    نتايج برش آنزيمي .3 شكل
 2  جفت بازي، سـتون   1000 ماركر 1 درصد، ستون  1ژل آگاروز   
 پلاســميد 5-3 هــاي  آنــزيم نخــورده، ســتونpTGRA4پلاسـميد  

pTGRA4      جفت بازي از آن جدا شده      1058 آنزيم خورده و قطعه
 .است

 
 

  نتايج تعيين توالي
ــوالي ژن   ــين ت ــل از تعي ــايج حاص ــميد  GRA4 نت در پلاس

pTZ57R نشان داد كه اين ژن بـا ژن  GRA4   توكـسوپلاسما
 98در بانك ژني حدود  EU660037   داراي شمارهاي گونده

  .تشابه داشتدرصد 
 

 با محصول واكنش    ها  باكترينتايج ترانسفورماسيون   
  اتصال مرحله 

بيوتيـك    حاوي آنتـي   LB روي محيط    ها  باكتريظهور كلني   
سيون موفق پلاسميد در    دهنده ترانسفورما  سيلين، نشان  آمپي

ــاكتري ــا ب ــوده ــميد .  ب ــر دو پلاس  pcDNA3 و pcGRA4ه
ي ترانـسفورم شـده روي ژل       هـا   بـاكتري استخراج شده از    

در مقايـسه بـا      pcGRA4آگاروز سـه بانـد نـشان دادنـد و           
pcDNA3       كننـده كلـون قطعـه         مقداري بالاتر بود كـه تأييـد

GRA4 در پلاسميد pcDNA3 4شكل ( بود.(  
  

 باز جفت1058
   جفت باز1500
   جفت باز1000

   جفت باز1500
   جفت باز1058   جفت باز1000

   جفت باز3000
   جفت باز2500

1 2 3

54321
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 روي pcGRA4 و pcDNA3نتايج الكتروفورز مقايسه باند  .4 شكل
 3، سـتون    pcGRA4 پلاسـميد    2 و 1 درصد، ستون  1 ژل آگاروز 
   pcDNA3پلاسميد 

 
 

  pcGRA4نتايج برش آنزيمي پلاسميد نوتركيب 
دو  KpnI و EcoRIهاي  با آنزيمpcGRA4 نتايج برش آنزيمي

 و بانـد     جفت بـاز بـود     5400باند نشان داد كه يكي حدود     
 است و GRA4جفت باز كه برابر با قطعه 1058ديگر حدود 

شـكل  (  تأييد شـد   pcDNA3 درون   GRA4كلون قطعه    ساب
5.(  

 پلاسـميد   PCRنتايج حاصل از الكتروفـورز محـصول        
pcGRA4    شـده تنهـا يـك       ، با پرايمرهاي اختصاصي طراحي

 بنـابرين ژن    ، بود GRA4اندازه قطعه    باند را نشان داد كه هم     
GRA4    از پلاسميدpcGRA4 الگو اسـتفاده كـرده و       عنوان  به 

 پلاسـميد   PCR در نتـايج حاصـل از        امـا  ،تكثير شـده بـود    
pcDNA36شكل ( نشان داده نشد  هيچ باندي.(  

 
  بحث

 داخل سلولي اي ياخته اي يك انگل تك توكسوپلاسما گونده
است كه باعث مرگ و مير و ناخوشي در افراد داراي نقص 

 ].8[ شود هاي مادرزادي مي تايمني و عفون
ــسيناسيون  ــاي  DNAواك ــراي الق ــدي ب  روش قدرتمن

هاي ايمني سلولي و هومـورال اسـت كـه بـا تزريـق                پاسخ
هـاي ميزبـان       سـلول  ،برهنه به داخل ميزبان    DNAپلاسميد  

  ].9[ كنند پروتئين كدشده را بيان مي
 تجـاري در دسـترس هـستند،        طـور   بهيي كه   ها  واكسن

ي هـا   واكـسن  يا   شده ي زنده ضعيف  ها  كسنواطور عمده     به
ي پيشرفته فناورهاي اخير،  در سال]. 6[ندهستيافته  نوتركيب

 آينده خوبي را بـراي توسـعه و ايجـاد           DNAواكسيناسيون  
 ].6[ي چندظرفيتي ارائه كرده است ها واكسن

 -هـاي دفعـي       ژن   آنتـي  ،از جمله كانديـداهاي واكـسن     
ــه GRA4. ندهــستترشــحي  ــوان ب ژن عمــده  نتــي يــك آعن

 عنـوان   به ،رو از اين و   شناخته شده    اي  گوندهتوكسوپلاسما  
  ]. 4[يك كانديدا براي تهيه واكسن ملاحظه شده است 

 

  
  

 روي  pcDNA3 و   pcGRA4نتايج برش آنزيمي پلاسميد      .5شكل  
 3 جفت بازي، ستون     1000 ماركر   1درصد، ستون    1 ژل آگاروز 

پلاسـميد   4سـتون   ،خورده برش pcGRA4سميد نوتركيب پلا 2 و
pcDNA3 6 و 5ستون  خورده، برش pcGRA4نخورده، ستون   برش

  نخورده  برشpcDNA3 پلاسميد 7
 

  

  
  

 pcGRA4كمك پلاسـميد    ه   ب PCRالكتروفورز محصول    .6شكل  
سـميد  پلا 1 درصـد، سـتون      1عنـوان الگـو روي ژل اگـاروز           به

pcDNA3   محصول   2، ستون PCR) 1058    3 سـتون    ،) جفـت بـاز 
  جفت باز1000ماركر 

 
 

1058 
 جفت باز

   جفت باز1500
   جفت باز1000
   جفت باز750

   جفت باز1000
  فت باز ج750
   جفت باز500
  جفت باز250
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ــال   ــاران در س ــگ و همك ــراي 2007ژان ــابي و ب  ارزي
زايي عليه توكسوپلاسما، پلاسميد نوتركيب بيـاني و         ايمني

 با هـم    ،بودنداين ژن   كه هر دو حاوي     را  ويروس واكسينا   
شده با   هاي ايمن  در موش . به موش تزريق كردند   و  تركيب  

 و 4  گرانولي ژن بادي اختصاصي عليه آنتي اين واكسن، آنتي
هايي  به مقدار بسيار بالايي اينترفرون گاما توليد شد و موش

 ،اي چـالش شـدند      كه با دوز كشنده توكسوپلاسما گونـده      
، تشكيل كيـست در     علاوه بر اين  .  كامل زنده ماندند   طور  به

كننده هترولوگ   ليه و تقويت  شده با رژيم او    ي ايمن ها  موش
  ].4[ مهار شد

ــولم ــال  دس ــاران در س  را در GRA4 ژن 2000و همك
ــر   پلاســميد وكتــور بيــاني يوكــاريوت كلــون كردنــد و اث

 بـا   C57BL/6ي حـساس    ها  موش را در    DNAايمونيزاسيون  
 دنـد كـه ايمونيزاسـيون بـا       كرمـشاهده    ها   آن واكسيناسيون

PGRA4   ي آلـوده     هـا   مـوش  از    درصـد  62شـود     باعث مـي
C57BL/6  10[ زنده بمانند .[  

 GRA4در ايـــن تحقيـــق، آنـــاليز تعيـــين تـــوالي ژن 
 بـا اسـتفاده از      pTZ57 در پلاسميد    اي  گوندهتوكسوپلاسما  

ــي   ــايت اينترنت ــشان دادwww.ncbi.nlm.nih.gov/blastس  ، ن
 اين پلاسميد كلون شده است و  جفت بازي در1058قطعه 

 همچنين اين ژن . وجود نداردموردنظرهيچ اينتروني در ژن 
ــويه  ــا سـ ــسوپلاسماRHبـ ــماره اي گونده توكـ  داراي شـ

EU660037      تـشابه اسـت و       درصد 98 در بانك ژني داراي 
هـاي    دهنـده حفـظ تـوالي ژن در سـويه          اين شباهت نشان  

بــرش در روش .  اســتاي گونــدهمختلــف توكــسوپلاسما 
انـدازه ژن     جفت بازي جدا شد كه هم      1058آنزيمي قطعه   

GRA4كلون   سابحقيقت و در بوده اي گونده توكسوپلاسما
نتايج حاصل . كرد  ميتأييد pcDNA3اين ژن را در پلاسميد 

 تنهـا ژن    ، نـشان داد   pcGRA4و   pTGRA4 پلاسميد   PCRاز  
GRA4پس . و هيچ ژن ديگري تكثير نشده استشده  تكثير 

شده اختصاصي   كرد آغازگرهاي طراحي    مي تأييدن نتايج   اي
 بيانگر ، آمده از اين تحقيقدست بهتمام نتايج  .اند  كردهعمل 

اين است كه كلون اين ژن در اين پلاسميدها بـا موفقيـت             
  .انجام شده است

 ـ    مـي  ،دهد  مينتايج حاصل از اين مطالعه نشان         اتـوان ب
تهيه واكـسن عليـه      براياستفاده از پلاسميدهاي نوتركيب     

  . هاي انگلي در آينده اميدوار بود بيماري
  

  تشكر و قدرداني
 دوره نامـه  پايـان  از بخـشي  بـه  مربـوط  مقالـه  ايـن  مطالـب 

 تمـامي   اسـت و   كارشناسي ارشد دانشگاه تربيـت مـدرس      
ين از ابنابر. است دهكر تأمين دانشگاه مذكور را آن عتباراتا

 پزشكي، معاونـت    شناسي تمامي اعضاي محترم گروه انگل    
محتــرم پژوهــشي دانــشكده پزشــكي و معاونــت محتــرم  
پژوهشي دانشگاه تربيت مدرس كمال تشكر و قدرداني را         

  .دارد

 
 

  منابع
  

1. Walter F, Isabelle V, Babill S-P, Anne D, Maija 
L, Jean-Michel P, Pal AJ, Klaus H, Anne N. 
Treatment of toxoplasmosis during pregnancy: 
A multicenter study of impact on fetal 
transmission and children's sequelae at age 1 
year. Am J Obstet Gynecol 1999: 180(2): 410-
415. 

2. Buxton D, Thomson K, Maley S, Wright S, Bos 
HJ. Vaccination of sheep with a live incomplete 
strain (S48) of Toxoplasma gondii and their 
immunity to challenge when pregnant. Vet Rec 
1991: 129: 89–93 

3. Bout DT, Mevelec M-N, Velge-Roussel F, 
Dimier-Poisson I, Lebrun M. Prospects for a 
human Toxoplasma vaccine. Curr Drug Targets 
- Immune Endocr Metab Dis 2002: 2: 227–234. 

4. Zahnag G, Huong VTT, Battur B, Zhou J, 
Zhang H, Liao M, Kawase O, Lee EG, Dautu G, 
Igarashi M, Nishikawa Y, Xuan X. A 
hetrologous prime-boost vaccination regime 
using DNA and a vaccinia virus, both 
expressing GRA4, induced protective immunity 
against Toxoplasma gondii infection in mice. 
parasitology 2007:134(10):1339-1346. 

5. Cornelissen AWCA, Overdulve JP, ploeg 
MVD. Determination of nuclear DNA of five 
Eucoccystis parasites,Isospora Toxoplasma 
gondii, sarcosistis cruzi,Eimeria tenella, 
E.acervulinia and plasmodium berghei.with 
special refrence gametogenesis and meiosis 
inI.(T) gondii. Parasitology 1984: 88:531-553. 



 

8 

 pcDNA3يوكاريوت بياني  در پلاسميد RH اي سويهتوكسوپلاسما گونده GRA4كلونينگ و شناسايي ژن

ي 
علم

مه 
هنا

وما
د

–
ي 
شك

 پز
شور

دان
ي 
هش

ژو
 پ

 /
هد 

شا
اه 
شگ

دان
 /

فند
اس

 
88 / 

ال 
س

هف
هم 

د
 /

ره 
شما

85 

6. Chal JY, Lin A, Shin EH, Donoh M. Laboratory 
passage and characterization of anisolate of 
Toxoplasma gondii from an ocular patient in 
Korea. Korean J parasitol 2003: 41(3): 137-54. 

7. Sambrook J, Fritsch EF, Maniatis T. Molecular 
cloning: A laboratory manual, Second Edition. 
Plainview. Cold Spring Harbor Laboratory 
Press. 1989.  

8. Henrik VN, Di Cristina M, Beghtto E, Spadoni 
A, Petersen E and Gargano N. Toxoplasma 
gondii: DNA Vaccination with bradizoite 

antigen induces protective immunity in mice 
against oral infection with parasite cysts. Exp 
Parasitol 2006: 112:274-279. 

9. Bhopale GM. Development of a vaccine for 
toxoplasmosis: current status. Microbiol Infec 
2003: 5: 457-462. 

10. Desolme B, Mevelec MN, Gatel BD, Bout D. 
Induction of protective immunity against 
toxoplasmosis in mice by DNA immunization 
with a plasmid encoding Toxoplasma gondii 
GRA4 gene. Vaccine 2000: 18: 2512-2521. 

 

  

  
  


