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 پژوهشي

 14 متراكمكننده پروتئين گرانولي  يابي پلاسميد كد كلونينگ و توالي
   ييتوكسوپلاسما گوند RHسويه 

  1احسان احمدپور
  2الدين سروي شهاب

  3احمد درياني
  3مهدي شريف

  4محمد باقر هاشمي
  1آزاده ميزاني

  چكيده
بـادي بـر عليـه     باشد كه حدود يك سوم مردم داراي آنتـي  مي در جهان شايع هاي بيماري از توكسوپلاسموزبيماري  سابقه و هدف:

اهميـت دارد. ژن  و نيز بيماران نقص سيستم ايمني  مادرزادي موارد آن، در وخيم عوارض به دليل هستند. اين بيماري بيشتر توكسوپلاسما
و  واكسـن ) DNA )Deoxyribonucleic acid سـاخت  جهـت  مناسـب  هـدف  يـك توانـد بـه عنـوان     مـي  14GRAكد كننده پروتئين 

 14GRA پـروتئين  كننده كد ژن كردن كلون و شناسايي بررسي، اين از هدفمورد ارزيابي قرار گيرد.  همچنين طراحي كيت تشخيصي
  .يي بودگوند توكسوپلاسما RH هيسو

 اسـتخراج آن  DNA ،صفاقي موش آلـوده  مايع از هاي توكسوپلاسما زوئيت تاكي جداسازي پس از اول مرحله در ها: مواد و روش
 ژن سـپس . گرديـد  بررسـي  الكتروفـورز  ژل روي بـر  شـده  تكثيرمحصول  ،)PCR )Polymerase chain reaction انجام از پس و شد

 محـدود  هـاي  آنـزيم  وسـيله  بـه  آنزيمـي  هضـم  و Colony-PCR هاي روش از ييدأت جهت .گرديد كلون pTG19-T وكتور در حاصل
  .گرفت قرار توالي تعيين مورد pTG19-T وكتور در شده كلون 14GRA ژن نهايت در. شد استفاده EcoRIو  HindIII كننده

 ژن اين كه داد نشان 14GRA پروتئين كننده كد ژن توالي تعيين همچنين و الكتروفورز ژل روي بر PCR واكنش بررسي ها: يافته
 هضـم هـاي   روش از اسـتفاده  بـا  ،ايـن  بـر  عـلاوه  تشابه كامل داشـت.  در ژن بانك شده ثبت RH سويه 14GRA ژن با يباز جفت 1227

 .گرفت قرار ييدأت مورد pTG19-T پلاسميد در 14GRA ژن ،شدن كلون Colony PCRو  آنزيمي

 بعـدي  مطالعـات  بـراي  توانـد  مـي  پلاسـميد  ايـن  و شـد  كلون pTG19-T پلاسميد در يآميز موفقيت طور به 14GRA ژن استنتاج:
 .گيرد قرار استفاده مورد طراحي كيت تشخيصيو  DNA واكسن ساختجهت 

  
  كلونينگ، 14GRAتوكسوپلاسما گونديي، هاي كليدي:  واژه

  
 مقدمه

توكسوپلاسما گونديي يك تك ياخته داخل سلولي اجباري 
كند و سازگاري  داران را آلوده مي است كه طيف وسيعي از مهره
ــا موجــودات مختلــف عمــل در كنتــرل و پيشــگيري آن را  ،آن ب

ايمنـي كامـل    داراي. آلـودگي در افـراد   )1- 4(دشوار كرده است 

ص مبـتلا بـه نق ـ  اما در نوزادان و افـراد   ؛اغلب بدون علامت است
عوارض شـديدي همچـون ميكروسـفالي،     ،اكتسابي سيستم ايمني

هيدروسفالي، كوريورتينيت (در نوزادان) و آنسـفاليت (در افـراد   
كنـد كـه حتـي     ي) را ايجاد مـي سيستم ايمناكتسابي مبتلا به نقص 

 .)5- 7(ممكن است باعث مرگ بيمار شود 
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 ييتوكسوپلاسما گوند 14GRAژن كلونينگ 

 

  3  1393، ارديبهشت 112دوره بيست و چهارم، شماره   مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران

هـاي   هـا بـه سـمت شـناخت آنتـي ژن      بررسي ،در حال حاضر
سـوق يافتـه    يايمنوژن و محافظـت كننـده توكسوپلاسـما گونـدي    

ي توان بـا توليـد پپتيـدها    ها مي زيرا با تشخيص اين آنتي ژن ؛است
محافظـت ايجـاد كـرد.    بـادي   مصنوعي و توليـد منوكلونـال آنتـي   

بــه  ،زوئيــت توكسوپلاســما ترشــحي تــاكي - هــاي دفعــي ژن آنتــي
نشان  هاي مختلف در مدل موشي و بررسي هستند نشدت ايمنوژ
دوز محـل و  ترشـحي،   - شيوه تهيه آنتـي ژن دفعـي   داده است كه

سـرم   ادجوانت و استفاده يا عدم اسـتفاده از ، نوع تزريقي آنتي ژن
) در محـيط كشـت   Fetal bovine serumيـا   FBSجنين گاو (

  .)6، 8(باشند  ها تأثيرگذار مي زايي اين آنتي ژن در ايمنيانگل، 
هـاي   ترشحي شامل سـه دسـته پـروتئين    -هاي دفعي ژن آنتي

ــا ( ترشــحي ميكــرونم ــا  MICه  ،)Microneme proteinsي
ــري ــا  ROPهــا ( راپت ــروتئينRoptery proteinsي هــاي  ) و پ

ــولي  ــراكمگران ــا  GRA( مت ) Dense granule antigenي
در  گفتـه،  پـيش ترشـحي   -ژن دفعي كه هر سه نوع آنتي، هستند

  .)1، 9، 10(هاي ايمني نقش دارند  تحريك پاسخ
در حين يا بعد از تهاجم انگل متراكم هاي گرانولي  پروتئين

ــدي ــما گون ــره    يتوكسوپلاس ــه داخــل حف ــان، ب ــلول ميزب ــه س ب
 ،هــا پــروتئينايــن . )10(شــوند   پــارازيتوفوروس اگزوســيتوز مــي

د و هن ـد مـي محيط حفره پارازيتوفوروس را به نفـع انگـل تغييـر    
هـاي   زوئيـت  كنند و باعث زنده ماندن و تكثيـر تـاكي   پايدار مي

كنون چنـدين  . تـا )9، 10( شـوند  انگل طي دوره درون سلولي مي
هـاي متعـددي    شناخته شـده و بررسـي   متراكمپروتئين گرانولي 
ــان   آن روي برخــي از ــن مي ــه اســت و در اي ــا صــورت گرفت  ،ه

)kD29 (7GRA) ،kD23 (4GRA ) وkD40 (1GRA 
  .)3، 10( اند زايي نسبي خوبي نشان داده ايمني

هــاي گرانــولي شــناخته شــده  يكــي از جديــدترين پــروتئين
 انـدكي  اتباشد كه مطالع مي 14GRA ،يتوكسوپلاسما گوندي
نقش ساختاري و توپولـوژي خـاص ايـن     وروي آن انجام شده 

هـاي   البتـه در سـال   .)11( پروتئين تا حدودي مشخص شده است
اخيــر در تــك ياختــه نئوســپورا كــانينوم نيــز كــه هــم خــانواده   
توكسوپلاســما گونــديي اســت و در نشــخوار كننــدگان باعــث  

متراكمـي بـه نـام     هـاي گرانـولي   پـروتئين گردد،  سقط جنين مي

14GRA  409كه شـامل  اين پروتئين . )12(است شناسايي شده 
 طـوري ه ب ـ ؛باشـد  داراي توپولوژي خاصي مي ،ينه استآماسيد 

 آن در سيتوپلاسم سلول ميزبـان و انتهـاي  كربوكسيل  كه انتهاي
گيـرد. بـا توجـه بـه      آن در حفره پارازيتوفوروس قرار مـي  آمين

ــتم     ــور آن در سيس ــروتئين و وف ــن پ ــاص اي ــوي خ  PVM الگ
)Parasitophorus vacuole membrane( و IVM 
)Intravacuolar network (  ــن دور از انتظــار نيســت كــه اي

  .)11(باشد ايمني براي سيستم حرك قوي مپروتئين 
داروهـاي   دليل عوارض جانبي متعـدد درمان اين بيماري به 

در دسترس مشـكل اسـت و عفونـت مجـدد بـه سـرعت اتفـاق        
 ليد و توسعه داروهاي جديـد ضـد  تو ،افتد. در شرايط حاضر مي

بـراي  توكسوپلاسما يا يك واكسـن، جـايگزين بسـيار مناسـبي     
  .)5-7( خواهد بودپيشگيري از عفونت 

ــا ــه بـ ــه توجـ ــاد   اهميـــت بـ ــاريايـــن انگـــل در ايجـ  بيمـ
توكسوپلاسموز مادرزادي و همچنين عفونت فرصت طلـب در  

 واكسيناسـيون  ثرؤم ـ نقـش  نيز افراد داراي نقص سيستم ايمني و
 خصـوص  در اي مطالعه گونه هيچ كه اين و آن از پيشگيري در

 ،اسـت  نشـده  انجـام در دنيـا   14GRA كننـده  كد ژن كلونينگ
 كننـده  كـد  ژن كـردن  كلون و شناسايي ،هدف از اين پژوهش

 اولـين  بـراي  توكسوپلاسما گونـديي  RHسويه  در پروتئيناين 
 تهيـه  درتوانـد   مـي  حاصل از اين مطالعـه  يجانت. در ايران بود بار

DNA )Deoxyribonucleic acid (و نيــز طراحــي  واكســن
  .گيرد قرار استفاده موردكيت تشخيصي توكسوپلاسموز 

  

  ها مواد و روش
  DNAتكثير انگل و استخراج 
 RHهــاي ســوش اســتاندارد  زوئيــت در ايــن مطالعــه از تــاكي

توكسوپلاسما گونديي نگهداري شده در دانشكده پزشكي ساري 
سـوري  ابتـدا بـه هـر مـوش      به منظور تكثير انگـل، استفاده گرديد. 

زوئيـت بـه صـورت داخـل صـفاقي       تـاكي  5- 8 × 106تعداد سفيد 
د و براي شمايع صفاق موش آسپيره ، روز 3- 4تزريق شد و پس از 
 gهـا در   زوئيـت  تـاكي  ها، لوله آزمايش حـاوي  رسوب دادن انگل

ــدت   800 ــه مـــ ــد   10بـــ ــانتريفوژ گرديـــ ــه ســـ .)3، 8( دقيقـــ
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 پژوهشي

  يميآنز برش يها يتوال همراه به ييتوكسوپلاسما گوند 14GRAآغازگرهاي رفت و برگشت طراحي شده براي تكثير ژن  :1 شماره جدول
  (زير محل اثر آنزيم خط كشيده شده است)

AAAAAG↓CTTATGCAGGCGATAGCG
(Hind III)

 )Forward( آغازگر رفت

AAAGAA↓TTCCTATTCGCTTGGTCTCTGGTA 
(EcoR I) آغازگر برگشت )Reverse( 

  
 ر اســاس دســتورالعملهــا بــ زوئيــت تــاكي DNAســتخراج ا

 ®DNA )3032- Bioneer, AccuPrepكيـت اسـتخراج   

Genomic DNA extraction kit, Cat. No.: K (  انجـام
روش دو دســت آمــده بــا ه بــ يDNAو كيفيــت غلظــت . شــد

  شد. بررسيجذب نوري و الكتروفورز 
 

  طراحي پرايمرها
ــره   ــنش زنجيـ ــام واكـ ــت انجـ ــا   جهـ ــراز يـ  PCRاي پليمـ

)Polymerase chain reaction (ابتــــدا آغازگرهــــاي 
)Primer( رفت )Forward( و برگشت )Revers ( اسـتفاده  با

ــات ــا از اطلاعـــ ــوالي تنهـــ ــده تـــ ــت شـــ ــايت ثبـــ  در ســـ
http://www.ncbi.nlm.nih.gov  ــماره ــه ش و  1/015061FJ ب

. )1جدول شماره ( طراحي گرديد Gene runnerافزار  توسط نرم
پس از طراحي آغازگرها جهت انجام برش آنزيمي، بـه ابتـداي   

 عنــوان بــه ييهــا يتــوال ،و برگشــت بــه ترتيــب آغــازگر رفــت
Linker بـرش  يهـا  ميآنـز  بـرش  گـاه يجا يحاو كه شد اضافه 

Hind III و EcoR I باشد.  
  
ي بـا  يتوكسوپلاسما گونـد  14GRAژن  يجداساز و ريتكث
  PCRروش 

  اي پليمـــــراز از بـــــراي انجـــــام واكـــــنش زنجيـــــره   
PCR master mixــاي ــركت  هــ ــره  Bioneerشــ   كــ

)2012-Cat No:K (14تكثيـر ژن  و  استفاده شدGRA  35در 
مرحلـه واسرشـتگي    به شرح زيـر انجـام شـد:    سيكل طبق برنامه

 94دقيقـه در دمـاي    5مدت به  )Initial Denaturation( اوليه
بــه ) Denaturation( گــراد، مرحلــه واسرشــتگي درجــه ســانتي

گـراد، مرحلـه اتصـال     درجـه سـانتي   94دقيقه در دماي  1مدت 
درجـه   62دماي ثانيه در  30به مدت  )Annealing( آغازگرها

ثانيه در  45به مدت  )Extension( گراد، مرحله گسترش سانتي

   گـــراد و مرحلـــه گســـترش نهـــايي درجـــه ســـانتي 72دمـــاي 
)Final extention(  ــه مــدت درجــه  72دقيقــه در دمــاي  5ب

  گراد انجام شد. سانتي
بر روي  PCRييد انجام واكنش، محصول أجهت ت ،در نهايت

الكتروفـورز گرديـد.    bp 100 نشانگر در كنارآگارز  درصد 1ژل 
طبـق  ، 14GRAقطعـه ژنـي    و مشـاهده  پس از اتمـام الكتروفـورز  

ــونر    ــركت بيــ ــتخراج از ژل شــ ــت اســ ــل كيــ ــره  پروتكــ   كــ
)1 -3035 -Bioneer, AccuPrep® Gel Purification Kit, 

Cat. No.: K( در رفتـه  كـار ه ب ـ مـواد  هي ـبق از تكثير يافتـه  قطعه 
PCR ــد جــدا ــد فرأ. جهــت تگردي ــتخراج از ژل، ايي ــد اس  3ين

 درصـد  1روي ژل  بـار ديگـر   اين مرحلـه ميكروليتر از محصول 
  شد.الكتروفورز 

  
ــال  T-19pTG در پلاســميد 14GRAكلونينــگ ژن  و انتق

 10Topسوش  Ecoliآن به باكتري مستعد 

 T PCR- منظور انجام كلونينگ از كيته در اين مطالعه ب

cloning vector19pTG  شــركتVivantis اســتفاده شــد .
ليتـري،   لـي مي 5/0 پميكروتيـو  يـك ايـن كـار در   انجـام  جهت 

تهيـه و   2شرح جدول شماره ميكروليتر به  30واكنشي به حجم 
گـراد و سـپس بـه     درجـه سـانتي   22 ساعت در دماي 1به مدت 

  گراد انكوبه گرديد. درجه سانتي 4صورت شبانه در دماي 
  

  ر يك در واكنش انجام كلونينگ: مواد و مقادير ه2جدول شماره 
 ماده مقدار

µl5 PCR product 

µl 3  Vector  
µl 6  x Ligation buffer5  
µl1 DNA Ligase 4T 

µl 15  Nuclease-free water 

µl30 Total 
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پــــس از انجــــام واكــــنش فــــوق جهــــت پــــذيرش      
)Transformation14حاوي ژن  لاسميد) پGRA،  از باكتري

Ecoli )Escherichia coli  10) سـوشTop     مسـتعد شـده بـه
. پـس از مسـتعد كـردن    )13( شـد اسـتفاده  روش كلريد كلسـيم  

ميكروليتر از پلاسـميدهاي   10ها براي پذيرش پلاسميد،  باكتري
حاوي ژن مورد نظر به ميكروتيوپ حاوي باكتري مسـتعد شـده   
اضافه گرديد و در نهايت با استفاده از شوك حرارتي پلاسـميد  

  داخل باكتري منتقل شد.نوتركيب به 
انكوبـاتور   اخـل دقيقـه د  60به مدت ها ابتدا  اين باكتري سپس

ــيكردار در ــانتي  37 ش ــه س ــراد درج ــيطو در  گ ــت مح   LB كش
)Luria bertani ( پس از  كشت داده شد وبيوتيك  آنتي فاقدمايع

دقيقـه سـانتريفوژ    2به مـدت   rpm 5000در  اين محيط كشتآن 
آمپـي   بيوتيـك  مانده به پليـت حـاوي آنتـي    باقياز رسوب  .دگردي

- X-gal )indolyl-beta-D-galacto-pyranoside -3 ،ســيلين
chloro -4 -bromo -5 ( وIPTG )thiogalactopyranoside -

1 -D - β1Isopropy ( اي  و بـه كمـك ميلـه شيشـه    شـد   اضـافهL 
سـاعت   16- 18و به مدت  گرديدشكل در تمام نقاط پليت پخش 

  .گراد قرار داده شد درجه سانتي 37در انكوباتور 
پس از انجام كلونينگ و انتقال پلاسـميد نوتركيـب بـه داخـل     

  هاي زير استفاده شد:  باكتري، جهت تأييد كلونينگ ژن از روش
 هاي آبي و سفيد:  تشكيل كلوني - 1

هاي ترانسفورم شده، در سطح محـيط   پس از كشت باكتري
هاي آبي (كلنـي فاقـد پلاسـميد نوتركيـب كـه بـه        كلنيكشت، 

به  Indolylو توليد  X-galدليل سنتز بتاگالاكتوزيداز و تجزيه 
شــود) و ســفيد (كلنــي حــاوي پلاســميد  رنــگ آبــي ديــده مــي

  .را تشكيل خواهد شدنوتركيب) 
 هاي آبي و سفيد: ياز كلن Colony PCRانجام  - 2

هاي آبـي و سـفيد حاصـل     عدد از كلني 3-2براي اين كار 
الگو) و با  DNAمرحله ترانسفورم انتخاب (به عنوان جايگزين 

 Bioneerهــاي شــركت  PCR Master Mixاز اســتفاده 
اي پليمراز انجام شد و سپس محصول بـه دسـت    واكنش زنجيره

د تا وجود قطعـه  درصد آگارز الكتروفورز گردي 1آمده در ژل 
 كلون شده مورد نظر تأييد گردد.

 پلاسميدي: DNAاستفاده از برش آنزيمي  - 3

جهت برش آنزيمي و جداسازي قطعه مـورد نظـر از پلاسـميد    
 LBدر محيط  پلاسميد نوتركيب يحاو يباكتردر ابتدا نوتركيب 

   با استفاده از كيت استخراج پلاسـميد  مايع كشت داده شد و سپس
)1-3030- AccuPrep® Plasmid Mini Extraction 

Kit, Cat. No.: K(   شـركتBioneer ، يبـاكتر  از ديپلاسـم 
ــه صـــورت       ــي بـ ــرش آنزيمـ ــه منظـــور بـ ــد. بـ ــتخراج شـ   اسـ

Double digestion، از دو آنـــزيم EcoR I  وHind III 
در  اسـتريل  ميكروتيـوپ يـك  آلمان، در  Fermentasشركت 

. محلـول واكـنش شـامل    شـد  استفادهميكروليتر  40نهايي حجم 
ــر  25 ــافر  DNAميكروليتـ ــميدي، بـ ــزان  X10پلاسـ ــه ميـ  8بـ

 5ميكروليتـر و در نهايـت    1هـا   ميكروليتر، از هر يـك از آنـزيم  
 16پ، بــه مــدت ميكروتيــو پسســ آب مقطــر بــود. ميكروليتــر

انكوبـه  گـراد   درجـه سـانتي   37در دماي ) Overnightساعت (
صول برش آنزيمـي روي  ميكروليتر از مح 5در نهايت، . گرديد

  شد.الكتروفورز  درصد 1ژل آگارز 
 :كلون شده 14GRAتعيين توالي ژن  - 4

كلون شـده،   14GRAبراي تعيين توالي نوكلئوتيدهاي ژن 
محصول حاصل از برش آنزيمي با استفاده از كيت استخراج از 

 Bioneer, AccuPrep® Gel Purification-3035-1(ژل 

Kit, Cat. No.: K (تعيـين   جهـت  و شـد و تخلـيص   استخراج
. نتيجـه تعيـين تـوالي ژن    به شركت فزابيوتك ارسال شـد توالي 

از  www.ncbi/blastكلون شده با استفاده از سـايت اينترنتـي   
توكسوپلاســما   14GRAنظــر تشــابهات و اختلافــات بــا ژن    

  مقايسه گرديد.جهاني ژن ي موجود در بانك يگوند
  

  ها يافته
انجـام شـد و جهـت     DNAدر مرحله اول، كـار اسـتخراج   

درصد الكتروفـورز   1تأييد، محصول استخراج روي ژل آگارز 
 اسـپكتروفوتومتر  دسـتگاه  از اسـتفاده  باگرديد. غلظت نمونه نيز 

 . شد برآورد ليترميكرو در گرمنانو 151 نانودراپ در حدود

ژنومي بـا   DNAاي پليمراز از  پس از انجام واكنش زنجيره
ــراي ژن   توكسوپلاســما،  14GRAپرايمرهــاي طراحــي شــده ب
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 پژوهشي

درصد آگارز الكتروفورز شد و  1محصول واكنش بر روي ژل 
مشاهده گرديـد كـه نشـان دهنـده      bp 1227باندي در محدوده 

باشــد  مـي  14GRAتكثيـر اختصاصـي ژن كـد كننـده پـروتئين      
  ).1(تصوير شماره 

  

  
   14GRAژن  PCRول : الكتروفورز محص1تصوير شماره 

  درصد  1توكسوپلاسما گونديي بر روي ژل آگارز 
  ،bp 100: نشانگر با وزن ملكولي 1(ستون 

  )14GRAجفت بازي ژن  1227: قطعه 2ستون  
PCR :Polymerase chain reaction  

GRA  :14 Dense Granule Antigen 14 

  
بـه   T -19pTGتوسـط پلاسـميد    14GRAپس از انتقـال ژن  

به عنوان ميزبـان و كشـت آن    10Topسويه  Ecoliداخل باكتري 
 X-galسـيلين،   بيوتيك آمپي آگار حاوي آنتي LBبر روي محيط 

هاي سفيد و آبي تشـكيل شـد كـه نشـان دهنـده       ، كلونيIPTGو 
انتقال پلاسميد به درون باكتري مورد نظر بود. همچنين جهت تأييد 

هاي سـفيد   از كلوني T -19pTGوجود ژن نوتركيب در پلاسميد 
اوليه، واكـنش   PCRبراي  گفته طبق پروتكل دمايي و زماني پيش

اي پليمراز انجـام شـد و بـا الكتروفـورز محصـول واكـنش        زنجيره
  ).2تأييد گرديد (تصوير شماره  14GRAوجود ژن 

، جهت تأييد PCRدر ادامه پس از تأييد كلون نوتركيب با 
هاي حاوي ژن كشت داده شـد و   با روش هضم آنزيمي، كلوني

هـاي   پلاسميد استخراج گرديد و در نهايـت، در معـرض آنـزيم   
قــرار گرفــت كــه در الگــوي  HindIIIو  EcoRIمحــدودالاثر 

الكتروفورزي آن دو باند كه يكي مربوط به پلاسميد و ديگري 

 14GRAنوكلئوتيدي كه نشان دهنـده وجـود ژن    1227باندي 
). در 3گرديـد (تصـوير شـماره     باشـد، مشـاهده   كلون شده مـي 

نهايت تعيين توالي ژن مورد نظر و مقايسه آن بـا ژن ثبـت شـده    
ــا ژن   NCBIدر  ــوالي بــ ــه ايــــن تــ ــان داد كــ  14GRAنشــ

 100توكسوپلاسما گونـديي ثبـت شـده در بانـك جهـاني ژن،      
  ).4درصد همخواني دارد (تصوير شماره 

  

  
هاي سفيد و آبي  از كلوني PCR: الكتروفورز محصول كلوني 2تصوير شماره 

: 2، ستون bp 100: نشانگر با وزن ملكولي 1درصد (ستون  1بر روي ژل آگارز 
از  PCR: محصول 3، ستون 14GRAاز كلوني آبي فاقد ژن  PCRمحصول 

  )14GRAجفت بازي ژن  1227كلوني سفيد حاوي قطعه ژني 
PCR :Polymerase chain reaction  

GRA  :14 Dense Granule Antigen 14 

 

 
حاوي  T -19pTG : الكتروفورز محصول برش آنزيمي پلاسميد3تصوير شماره 

و  1 هاي درصد (ستون 1توكسوپلاسما گونديي بر روي ژل آگارز  14GRAژن 
: محصول برش آنزيمي شامل قطعه 2، ستون kb 1: نشانگر با وزن ملكولي 4

: پلاسميد 3در پايين و پلاسميد در بالا، ستون  14GRAجفت بازي ژن  1227
  حاوي ژن مورد نظر بدون برش آنزيمي)

GRA  :14 Dense Granule Antigen 14 
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ATGCAGGCGATAGCGCGGGGGGACCGCTCGTCGGGGTGGTCGAGTTGTAGCTGGCTTTTCTATTTTTCGTTTCTGCTT
CTAACGAGTGAAGCAGTGGCTGCAGCTGCCAGTTTGGAGCAGACAATTCCCTATTCTGTCCAACATCAACCGCAGCAG
GAAGGCATCCTCGGCACACAGAAACCCCAGACTGCCCCAACTCCTCAGCAGCTCATTGTGCCCGTAAGCTATCTAGGA
GATGGTTTGTCATACTTCTCTGGAGTTCTTAGGCGTTTACCCCTCGATGTTGCATTGGAACGTTTAACTAGTGCTCGG
GAAATACCAACTGTGGCAGGTTTTGTTCAAAAATATGTGCTGGCGGCCCAGCTATCTCGATCCCTTCAGAGCACGGCG
AACGGCGTGAAGAAGATTCTAATGCGTCTCGATGCAGCCAAAAATGAAGAAGGATTTATAACAGATCTGTTGAAGTCC
GCTCCTGAGGTTCAAGAAGTTCTGAGCCGTTTCCTTGGTTCTGTTGCGTCTGCACTTGCTCTTTTGGACATCAATGGT
CTCCATGAGGCGGTTGACGCTAGTCTCCCCGTGACAAAAGCAGTGGTCATGCTGTACTTACATCTAGTGAGTGTCGTA
CCGCCGAAACAACGGGATCCTTTCTCTCCTTTCCTTCTTTATCTGCAAGATGCCGTGGGAGAGTTCAAGATCATGGAG
GACCATGTCGCCTCTGTTGTTGCTGGTGAGGCACAGGAGGAAAATGTTATAAACAGTCAACCACAGGGAACGGAAACG
TCGCACAGGGCGGTAGTGAGAGGGGGCATAAGAATGCTACAATCTGGGACCTCCGAAACCACGAAGCTGCGGAGGACG
TGGTGGAGGTTATTTAAAGTGGCTGCTCTCGCCGTCTTAACGATGGCACTGCTGAAATATGGTACGCCTCGTGTGCGC
GCTTTTCTCGAGAGAAGGCGGATGCGCCGAGACGGAGGTGGGGACAGTGGAGACTTTGGAGAAGAGGGGCGCTCAAAA
GGAGACGTGTCAACTTCTGATGATATGCCCAGAGAGCCGCCGCCGCCGTACTCTCCGCCCATGTATCCGTTCGCCGAT
CCTGAACACAGATGGGCTGGTACGTACGGAACGTCTCATGGAGGTTATCGAGTACAACCGACAGCTCCACCCGCCCCT
GCGTCTATGCTATATCCGAGTTTACACAGGCTGGGCTACCAGAGACCAAGCGAATAG 

  توكسوپلاسما RHر سويه د 14GRAژن كد كننده پروتئين  DNA: توالي 4تصوير شماره 
GRA  :14 Dense Granule Antigen 14 

 

  بحث
ترشحي انگل نقش مهمي در تحريـك   -هاي دفعي ژن  آنتي

هـا   ژن سيستم ايمني ميزبان دارند؛ به طوري كه اين نوع از آنتي 
ــت ــتند و محــرك     در عفون ــوژن هس ــيار ايمون ــاني بس ــاي انس ه

هاي محلول و كيستي، بـراي سيسـتم    ژن  نسبت به آنتيتري  قوي
ژن تــام   باشــند. همچنــين در مقايســه بــا آنتــي ايمنــي ســلولي مــي

 Tهـاي   توكسوپلاسما، سبب تحريك و تكثيـر بيشـتر لنفوسـيت   
ترشـحي بـه عنـوان     -هـاي دفعـي   ژن شوند. از ايـن رو، آنتـي   مي

 هــاي ايمونيزاســيون پيشــنهاد كانديــداي مناســب بــراي بررســي
هـاي ترشـحي متـراكم توكسوپلاسـما      . گرانـول )3، 6، 8(اند  شده

هـايي   هاي ترشحي وزيكـولار هسـتند و پـروتئين    گونديي، اندام
كه در تغيير شكل واكوئـل پـارازيتوفوروس و همچنـين غشـاي     

نماينـد. تـا    اين واكوئل در جهت حفظ و بقاي انگل، ترشح مـي 
متـراكم شناسـايي   هـاي ترشـحي    كنون تعداد زيادي از گرانـول 

ترشـحي   -هـاي دفعـي   اند كه به طـور كلـي جـزء آنتـي ژن     شده
  .)9، 10، 12(باشند  توكسوپلاسما مي

ــراكم      ــحي متـ ــول ترشـ ــر ژن گرانـ ــه حاضـ  14در مطالعـ
توكسوپلاسما گونديي، براي اولين بار در سلول پروكاروتيـك  

باشـد.   كلون گرديد و مشاهده شد كـه فاقـد ناحيـه اينتـرون مـي     
 14GRAن مورد نظر و مقايسه آن با ژن ثبت شده براي آناليز ژ

ــيتي را در     ــود هموژنيسـ ــي وجـ ــك ژنـ ــما در بانـ توكسوپلاسـ
نوكلئوتيدها نشـان داد. ايـن مطالعـه نيـز هماننـد اكثـر مطالعـات        

هـاي مختلـف توكسوپلاسـما انجـام شـده       ديگر كه بـر روي ژن 
ن است، اولين قدم و پايه مطالعات بعدي جهت انجام بيان اين ژ

 DNAباشد. در زمينه تهيه واكسـن   و تهيه پروتئين نوتركيب مي
هـاي   ژن ما گونديي و نيز استفاده از آنتـي عليه انگل توكسوپلاس

هاي تشخيصـي، تحقيقـات متعـددي     نوتركيب در طراحي كيت
اي براي انجام كلـون   در ايران و دنيا انجام شده است؛ اما مطالعه

  ست.انجام نشده ا 14GRAو يا بيان ژن 
انگــل توكسوپلاســما  35Pكواكــب و همكــاران، پــروتئين 

كلـــون نمودنـــد و بـــراي  pGEM-Tگونـــديي را در وكتـــور 
بـاكتري اشرشـياكلي اسـتفاده     21LBترانسفورماسيون از سـويه  

نمودند. در اين مطالعه، توالي ژن مورد نظر با تـوالي موجـود در   
 .)14(درصــدي را نشــان داد  100بانــك جهــاني ژن همخــواني 

توكسوپلاســما  8GRAكننــده  بابــايي و همكــاران، ژن بيــان   
 b28-pETگونديي را در پلاسميد (+)

 α5DHســويه  Ecoliكلــون نمودنــد و ســپس در بــاكتري 
ترانسفورم كردند. توالي اين ژن نيز با توالي ژن بانك همخواني 

  .)15(كامل داشت 
ــايي و همكـــاران، پلاســـميد كـــد كننـــده ژن    5GRAبابـ

ــميد   ــديي را در پلاس ــما گون ــون  1/3pcDNAتوكسوپلاس كل
 T-239 HEKهـاي   نمودند. براي بررسي بيان اين ژن از سـلول 

ــلات و      ــترن ب ــا روش وس ــد و ب ــتفاده ش ــان اس ــه انس ــت كلي باف
. همچنـين  )16(آميزي فلورسنت مورد ارزيابي قرار گرفت  رنگ
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 7GRAوزينــــي و همكــــاران نيــــز جهــــت كلونينــــگ ژن  
 10Topو سويه  3pcDNAگونديي از پلاسميد توكسوپلاسما 

ــان    ــن بررســي، بي ــد. در اي ــتفاده نمودن ــاكتري اشرشــياكلي اس ب
7pcGRA هـــاي  در ســـلولCHO )Chinese hamster 

ovary   ــلات و ــترن ب ــتفاده از روش وس ــا اس  SDS-PAGE) ب
)Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 

electrophoresis 17() تأييد شد(.  
Bivas-Benita   و همكاران، يـكDNA    واكسـن حـاوي

را تهيه و پتانسيل ايجاد پاسخ ايمني بعـد از تجـويز    1GRAژن 
گوارشي را ارزيابي و مشـاهده كردنـد كـه اسـتفاده از واكسـن      

به عنوان  1GRAو سپس استفاده از پلاسميد  1GRAپروتئيني 
ــان    ــي توأمـــــ ــخ ايمنـــــ ــادآور پاســـــ  1IgG/a2IgGيـــــ

)1immunoglobulin/a2Immunoglobulin را عليه انگل (
و همكـاران نيــز ژن   Ram. در مطالعـه  )18(نمايـد   تحريـك مـي  

4GRA  توكسوپلاســما در پلاســميدUA30-pQE  ــاكتري و ب
كلــون گرديــد و ژن كلــون شــده در   15Mاشرشــياكلي ســويه 

درصـد   2/99مقايسه با توالي ثبت شده در ژن بانك، همولوژي 
هـاي آلـوده    زايـي در مـوش   يمنيرا نشان داد. از اين ژن جهت ا

توكسوپلاسما اسـتفاده شـد، كـه زمـان بقـاي       RHشده به سويه 
  .)19(هاي آلوده به انگل، به مدت دو روز افزايش يافت  موش

نكته حايز اهميت در مطالعات مختلف، استفاده از پلاسميدها 
  باشـد كـه    هاي مختلف باكتريـايي جهـت كلونينـگ مـي     و سوش

باشند. در  هايي مي با مطالعه حاضر داراي تفاوتبرخي از اين نظر 
ــميد    ــه از پلاس ــن مطالع ــاكتري  T -19pTGاي ــويه  Ecoliو ب س

10Top    ــون ژن ــتفاده شــد و نشــان داد كــه جهــت انجــام كل اس
14GRAباشد. مناسب مي گفته ، پلاسميد و باكتري پيش  

در  14GRAبا توجه به اين كه كلون كـردن و شناسـايي ژن   
 در ژن ايـن  كلونينـگ  جهت در نخست گام ،T -19pTGوكتور 
باشـد،   مـي  14GRAدستيابي به آنتي ژن نوتركيب  و بياني وكتور

هــاي تشخيصــي و  بنـابراين اســتفاده از آن در فراينــد توليـد كيــت  
DNA       واكسن جهت شناسـايي و پيشـگيري از ابـتلا بـه عفونـت

توكسوپلاسموز به ويـژه در زنـان بـاردار و افـراد مبـتلا بـه نقـص        
ــه   سي ــان بـــ ــه مبتلايـــ ــي از جملـــ ــتم ايمنـــ    HIV/AIDSســـ
)Human immunodeficiency virus 

infection/acquired immunodeficiency syndrome( 
  تواند مفيد واقع شود. مي

  

  سپاسگزاري
نامه دوره دكتراي تخصصي رشته  اين مطالعه بخشي از پايان

علوم باشد كه هزينه آن توسط دانشگاه  شناسي پزشكي مي انگل
تـأمين   327/91پزشكي مازندران طي طرح مصـوب بـه شـماره    

شناسـي   شده است. بنابراين از تمامي اعضاي محترم گروه انگـل 
و معاونت محترم پژوهشي اين دانشگاه كمال تشكر و قـدرداني  

  را دارد.
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Abstract 
 

Background and purpose:	Toxoplasmosis is a common parasitic disease throughout the world and one-

third of the population has antibodies to Toxoplasma gondii. This disease causes serious medical problems in fetuses 

and immunocompromised individuals. As gene encoding protein GRA14 can be considered as a suitable target for 

DNA vaccine and designing diagnostic kits; the aim of this study was to do cloning and sequencing the gene 

encoding GRA14 protein of Toxoplasma gondii RH strain. 

Materials and methods:	DNA extraction was performed on harvested tachyzoites from mouse peritoneal 

fluid, then PCR carried out and amplification products were analyzed by gel electrophoresis. GRA14 gene was cloned 

in pTG19-T as a cloning vector, then recombinant plasmid confirmed by the colony-PCR and restriction enzyme 

digestion using HindIII and EcoRI, followed by sequencing. 
Results: Evaluation of PCR products by agarose gel electrophoresis and analysis of nucleotide sequencing 

of 1227 bp gene encoding the protein GRA14, revealed the complete homology with the recorded sequences in the 

gene bank. Furthermore, cloning of GRA14 gene in pTG19-T vector was confirmed with colony PCR and restriction 

enzyme digestion. 

Conclusion: The results showed that the GRA14 gene was successfully cloned into the pTG19-T vector and 

this plasmid can be used to design DNA vaccines and diagnostic kits in further studies. 
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