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خلاصه
هـاي  تـاكي زوئيـت  ) E/SA( ترشـحي  –هـاي دفعـي   آنتي ژن مطالعات قبلي نشان داده است كه    :سابقه و هـدف   

,  مصونيت ميزبان در برابـر آلـودگي مجـدد بـه انگـل             ,زاييتوانند نقش مهمي دربيماري   توكسوپلاسما گوندي مي  

براي بررسي دقيق تر موارد فوق نياز بـه اجـزاء           . تشخيص و افتراق مرحله حاد از مزمن توكسوپلاسموز داشته باشند         

 تخليص و شناسايي اجزاء تشكيل دهنده اين   ,بنابراين هدف مطالعه حاضر تهيه    . ها مي باشد  اين آنتي ژن  تخليص شده   

.ها و تعيين روش مناسب براي اين منظور بودنآنتي ژ

در لولـه    (RPMI-1640 تاكي زوئيت توكسوپلاسما گوندي در دو ميلي ليترمحيط كشت           2×108:هامواد و روش  

 درجه سانتيگراد تحت تكـان ملايـم قـرار گرفتنـد،           37وسپانسيون و به مدت يك ساعت در        س) هاي درب پيچ دار   

 ديـاليز و  E/SAو مايع رويي به عنـوان محلـول حـاوي     ) g1000 دقيقه در 15( سپس محتواي هر لوله سانتريفوژ  

 بـه   G-200فادكس  در مرحله بعد اين محلول به طريق كروماتوگرافي ژل فيلتراسيون با ستون ژل س             . تغليظ گرديد 

15×1 ميلي ليتر در ساعت و كروماتوگرافي مبادله يون بـا سـتوني بـه ابعـاد                  15 سانتيمتر و خروجي     40×5/2ابعاد  

بعد از آن .  تفكيك گرديدpH ميلي ليتر در ساعت تحت شيب خطي   60سانتيمتر از ژل كربوكسي متيل با خروجي        

. د الكتروفورز شدنNative- PAGEاجزاء حاصل به روش 

تفكيك شد، اما از كروماتوگرافي مبادله يوني آن دو پيك حاصل شد  در ژل فيلتراسيون به سه جزء   E/SA:هـا يافته

. به يك باند تجزيه گرديدNative- PAGEكه پيك دوم در الكتروفورز

 ـ           نتايج نشان مي   :گيرينتيجه ب بـراي تفكيـك     دهد كه كروماتوگرافي مبادله يون با شرايط اين مطالعه روشي مناس

E/SA)     هاي توكسوپلاسماگوندي مي باشد، زيرا بـدون تغييـر سـاختار           تاكي زوئيت ) تهيه شده به روش پيشنهادي

. شوداجزائي با درجه خلوص بالا و به ميزان نسبتاً زيادي حاصل مي, مولكولي پروتئين

الكتروفورز,  ترشحي–هاي دفعي آنتي ژن, كروماتوگرافي تعويض يون, توكسوپلاسماگوندي: هاي كليديواژه

)نويسنده مسئول( استاديار گروه ميكروبيولوژي، دانشگاه علوم پزشكي رفسنجان *-1
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مقدمه
اي درون سلولي تهخيا تك1توكسوپلاسماگوندي

 انسان از دو طريق .باشد مي2كمپلكساياجباري از شاخه اپ

سير . شوداكتسابي و مادرزادي به اين انگل مبتلا مي

. بيماري در بدن انسان شامل دو مرحله حاد و مزمن است

چنين انتقال انگل از مادر به اكثر عوارض و علائم و هم

 در اكثر موارد .]18،11[دهدجنين در مرحله حاد رخ مي

 از 3تشخيص و افتراق مرحله حاد از مزمن توكسوپلاسموز

هاي اختصاصي به طريق تعيين نوع و عيار ايمونوگولبولين

هاي هاي سرولوژي با استفاده از آنتي ژنكمك روش

گيرد كه معمولاً با  سيتوپلاسمي انگل صورت مي-غشايي

عمده اين مسائل به آنتي . نواقص و مشكلاتي همراه است

].14، 16، 20[دهند هاي مورد استفاده نسبت مينژ

هاي زيادي به منظور شناسـايي آنتـي        بنابراين بررسي 

هاي محافظـت كننـده و ماركرهـاي مناسـب بـراي            ژن

تشخيص و افتراق مرحله حاد از مـزمن توكسوپلاسـموز          

دهد كه  ها نشان مي  نتايج اين بررسي  . ت گرفته است  صور

5هاي تاكي زوئيتE/SA(4( ترشحي   –آنتي ژنهاي دفعي  

انگل در رابطه با هدف اين مطالعـات از اهميـت خـاص             

.] 6، 21، 23[باشند برخوردار مي

 نشان دادنـد كـه      1988 و همكاران در سال      6دكوستر

ي هاونت ترشحي توكسوپلاسمادر عف   –آنتي ژنهاي دفعي    

 و همكاران در    7دارسي]. 9[انساني شديداً ايمنوژن هستند   

 با انتقال غير فعال     1990 در سال    8همان سال و دوكوئسنه   

–هاي دفعي    اختصاصي آنتي ژن   Tآنتي بادي و سلولهاي     

هاي فاقد تيموس در مواجهه     ترشحي سبب محافظت موش   

 توكسوپلاسـما گونـدي     RHبا دوز بالا و كشنده سـويه        

1- Toxoplasma gondii
2- Apicomplexa
3- Toxoplasmosis
4- Excreted/ Secreted Antigens
5- Tachizoites
6- Decoster
7-Darcy 
8- Duquesne

 ثابــت 1992 در ســال9ورنــ رحمــان و ا.]8 ، 10[ند شـد 

نسـبت بـه آنتـي      (E/SA)هـا   كردند كه اين آنتـي ژن     

هاي كيست نسجي، سبب تحريك بيشتر پاسخ ايمنـي         ژن

هـاي  با واسطه سلولي شده و فاكتور مناسبي براي بررسي        

 و همكاران  10زينر]. 17[باشند  مربوط به ايمونيزاسيون مي   

–هـاي دفعـي   دنـد كـه آنتـي ژن    نشان دا1999در سال 

 و RHديده سويه هاي اشعه ترشحي نسبت به تاكي زوئيت    

آنتي ژن خام توكسوپلاسـما، باعـث تحريـك و تكثيـر           

ــيتهاي  ــتر لنفوس ــيTبيش ــد  م ــاني]. 23[گردن  و 11دري

 سـبب   E/SA گزارش كردند كـه      2003درسالهمكاران  

RHمحافظــت موشــهاي ســوري در برابــر ســويه     

].7[شوند توكسوپلاسما مي

چنين با توجـه بـه خصوصـيات گـزارش شـده از             هم

E/SA  ها جانشين مناسبي براي آنتي ژنهاي      ژن، اين آنتي

هاي سـرولوژي طراحـي     غشايي و سيتوپلاسمي در تست    

منظـور تشـخيص و افتـراق فـرم حـاد از مـزمن              شده به 

هـاي دكوسـتر و     يافتـه . رسـند توكسوپلاسموزبه نظر مي  

 ترشـحي در    –هاي دفعي    آنتي ژن  همكاران نشان داد كه   

سرم بيماران مبتلا به فرم حاد و مـزمن توكسوپلاسـموز            

].9[باشد متفاوت مي

ش لاتكس آگلوتيناسـيون را     رو 12ي ياسوهيروسوزوك

براي شناسايي اين آنتي ژنها در سرم طراحي و گـزارش           

باشـند در    آلودگي قابل شناسـايي مـي      7كرد كه از روز     

له آنتي بادي ضد توكسوپلاسـما در       حالي كه در اين فاص    

 و همكـاران  13هافيـد ]. 22[سرم قابـل شناسـايي نيسـت     

 وجود اين آنتـي     14به كمك روش كاپچر الايزا    ) 1995(

ها را تنها در سرم افراد مبتلا به فاز حاد شناسايي و آن          نژ

مـزمن پيشـنهاد    از  عنوان يك روش افتراق فاز حاد       را به 

 ـ ) 1379(و همكاران   محمودزاده  ]. 13[نمودند   دنشان دادن

9- Rahman and Anwar
10- Zenner 
11- Daryani
12- Yasuhiro 
13- Hafid 
14- Cuptuer ELISA
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حسين عبداللهي  سيد...تهيه،تخليص و شناسايي اجزاء 

 با استفاده از رسوب سـولفات       1كه روش الايزاي نقطه اي    

RHآمونيوم مايع صفاق موش سوري آلوده شده با سويه          

توكسوپلاسما گوندي، براي تشخيص توكسوپلاسموز در      

% 100حساسـيت   ( داراي ارزش تشخيصي     ،موش صحرايي 

].2[باشد بالايي مي%) 88و اختصاصيت 

هاي مختلـف    بررسي دقيق تر جنبه    يكه برا ه اين نظر ب 

باشد و  ها مي ها نياز به اجزاء تخليص شده آن      اين آنتي ژن  

در مطالعات قبلي مايع صفاق موش آلوده و يا مايع رويي           

صـورت  هاي توكسوپلاسما به  كشت سلولي تاكي زوئيت   

اند هـدف ايـن   كار رفته  به E/SAعنوان  تركيب كامل به  

ي روش اصـلاح شـده انكوباسـيون تـاكي          مطالعه ارزيـاب  

هاي توكسو پلاسما در محيط كشت غيـر سـلولي          زوئيت

RPMI    براي تهيه E/SA    كروماتوگرافي براي تخليص ،

آميـد بـراي    پلي اكريـل  ها و الكتروفورز ژل   ژناين آنتي 

شناسايي اجزاء حاصل جهت كاربرد در مطالعـات بعـدي          

.بود

هامواد و روش
 :(E/SA) ترشحي–فعي تهيه آنتي ژنهاي د

مايع صفاق موشـهاي سـفيد كوچـك آزمايشـگاهي          

زوئيت سـويه  تاكي106كه سه روز قبل با ) موش سوري (

RH ــدي ــه شــده از دانشــكده ( توكسوپلاســما گون تهي

بـه روش تزريـق     ) بهداشت دانشگاه علوم پزشكي تهران    

داخل صفاقي آلوده شده بودند كشيده و چندين بار از سر           

 عبور داده شد تـا ماكروفاژهـا پـاره و           27سرنگ شماره 

10 به مـدت     g750سپس در   . ها آزاد شوند  تاكي زوئيت 

) هـا تـاكي زوئيـت   (دقيقه سانتريفوژ و رسوب حاصـل       

بار با سرم فيزيولـوژي و دوبـار بـا محـيط كشـت              يك

RPMI-1640)   با دور   ) ساخت شركت سيگماg750  به 

 از لام نئوبـار      دقيقه سانتريفوژ شدند و با استفاده      10مدت  

1- Dot-ELISA

، تعـداد و درصـد زنـده بـودن تـاكي            2بلـو ترپانو رنگ 

. ها در واحد حجم محاسبه گرديدزوئيت

RPMI-1640ليتر محيط كشت     ميلي 2در مرحله بعد    

 حاوي سرم جنين گوسالهRPMIدر مطالعات  قبلي از [

)FCS(3            استفاده شده اما به علـت بـروز مشـكلاتي، در 

كردن زمان  ل تغييراتي از جمله كوتاه    مطالعه حاضر با اعما   

 تــاكي 2×810حــاوي] شــدن اســتفاده FCS،نگهــداري

هاي درپيچدار منتقل و به مـدت  زوئيت شسته شده به لوله    

 درجه سـانتيگراد تحـت تكـان ملايـم          37ساعت در يك

 دقيقـه   15سپس محتواي هر لوله به مدت       . انكوبه گرديد 

كيسـه  (يـاليز    سانتريفوژ و مايع رويـي د      g1000با دور   

cutدياليز بـا   off  كيلـو دالتـون شـركت    10 كمتـر از 

، با قرار دادن در مقابل جريان شـديد هـوا تغلـيظ       )بيوژن

ــه روش ]5، 8[ ، پــس از تعيــين غلظــت پــروتئين آن ب

مجـدداً  .  درجه سانتيگراد نگهداري شد    –20 در   ،برادفورد

ها محاسبه و با قبل    تعداد و درصد زنده بودن تاكي زوئيت      

].18[ از انكوباسيون مقايسه گرديد 

:  ترشحي–تفكيك آنتي ژنهاي دفعي 

E/SA       هـاي   حاصل از انكوباسيون تـاكي زوئيـت

 به شرح   RPMIتوكسوپلاسما در محيط كشت غير سلولي     

:زير تفكيك گرديد

:كروماتوگرافي ژل فيلتراسيون-1

G-200ژل فيلتراسيون باستون ژل سفادكس 

حجم نمونه . سانتيمتر انجام شد40×5/2به ابعاد ) سيگما(

گرم  ميلي3ليتر حاوي  ميلي3اضافه شده به ستون 

ليتر در ساعت  ميلي15پروتئين و سرعت خروجي ستون 

ليتر مايع خروجي از ستون در هر سه ميلي. تعيين گرديد

و ميزان جذب نوري)  لوله100جمعاً (آوري لوله جمع

(OD) 4اسپكتروفوتومتر محتواي هر لوله با استفاده از 

مربوط به آنها  نانومتر تعيين و منحني280در طول موج 

2- Terypan blue
3- Fetal Calf Serum
4- Optical Density 
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سپس محتواي لوله هاي مربوط به هر پيك . رسم گرديد

 ساعت در برابر بافر تريس با 24با هم مخلوط و به مدت 

2/8=pH)  در تمام مدت بافر دياليز توسط همزن

دياليز، ) الكتريكي مخلوط و چهار بار تعويض گرديد

، ميزان پروتئين آن )مانند مرحله قبل( از تغليظ پس

.درجه سانتيگراد نگهداري شد–20تعيين و در 

: كروماتوگرافي مبادله يون-2

به ) سيگما(ستوني از ژل كربوكسي متيل سفادكس       

حجم نمونه اضافه شـده     .  سانتيمتر استفاده شد   15×1ابعاد  

سرعت گرم پروتئين و  ميلي3 ميلي ليتر حاوي   3به ستون   

 ميلي ليتر در سـاعت تعيـين گرديـد          60جريان خروجي   

. صورت گرفت ) 10 تا 3طيف  (pH شيب   تحتجداسازي  

].18، 23[بقيه مراحل كار مانند ژل فيلتراسيون انجام شد

: ترشحي -هاي دفعيژنشناسايي آنتي

1-SDS-PAGE1:

 ميكروليتـر بـافر   40 ميكروليتراز هر فراكشن با      40

ــه حــاوي  ــانول و ســديم دئودســيل –2نمون  مركاپتوات

100 دقيقـه در بـن مـاري    3سولفات مخلوط و به مـدت   

درجه حرارت داده شد، سپس به كمك سرنگ هـاميلتون        

SDSدرصد . هاي تعبيه شده در ژل منتقل گرديدبه حفره

درصد، 10 و براي ژل جداكننده      4كننده   براي ژل متراكم  

ها از هـر ژل     ونهشدت جريان الكتريكي در زمان عبور نم      

پس از پايان الكتروفـورز     .  ولت بود  60 و   120به ترتيب   

، ژل باكوماسـي بلـو،      )رسيدن نمونه ها بـه انتهـاي ژل       (

هـاي اسـتاندارد     آميزي و در مقايسـه بـا پـروتئين        رنگ

) باندهاي تشكيل شـده   (وزن مولكولي هر جزء     ) 3شكل(

]. 3،1[تعيين گرديد

2-PAGENative2:

ــد اصــول و رو ــي كــار مانن SDS-PAGEش كل

 از تركيـب  SDSباشد با اين تفاوت كه در اين روش   مي

1- Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel 
Electrophoresis

2- Native- Polyacrylamide Gel Electrophoresis

در . شوندها حرارت داده نمي   ها حذف و نمونه   تمام محلول 

 درصد انتخاب   5/7اين مطالعه غلظت ژل پلي اكريل آميد        

 شـدن اثـر حـرارت روي نتـايج     و بـه منظـور برطـرف   

طـور  رد بـه ، آب س طول مدت الكتروفورز  الكتروفورز، در 

].15 ، 19[دايم در اطراف صفحه ژل جريان داشت 

نتايج 
:  ترشحي–هاي دفعي ژنتهيه آ نتي

 تاكي  2×108با روش مورد استفاده در اين مطالعه از         

بدست آمد و جمعـاً  E/SA ميكروگرم 15زوئيت حدود 

. گرم آنتي ژن تهيه گرديد ميلي15

:  ترشحي–هاي دفعي تفكيك آنتي ژن

هاي دفعي ژن كروماتوگرافي ژل فيلتراسيون آنتياز

ها در محيط  ترشحي حاصل از انكوباسيون تاكي زوئيت–

سه G-200 با ژل سفادكس FCS بدون  RPMIكشت

ن دو ودر كروماتوگرافي تعويض يو) 1شكل (پيك 

).2شكل (د ي گردپيك حاصل

فراكشن

ل هاي حاصل از كروماتوگرافي ژمنحني فراكشن: 1شكل
ترشحي -ژنهاي دفعيآنتي. G200فيلتراسيون با ژل سفادكس 

هاي توكسوپلاسما در بدست آمده از انكوباسيون تاكي زوئيت
.FCS بدون PRMI-1640كشت غير سلولي محيط
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هاي حاصل از كروماتوگرافي منحني فراكشن: 2شكل
هاي ژن آنتيpHمبادله يون با ژل كربوكسي متيل و شيب 

هاي ترشحي بدست آمده از انكوباسيون تاكي زوئيت-دفعي
 بدون PRMI-1640توكسوپلاسما در محيط كشت غير سلولي 

FCS.

: ترشحي–شناسايي آنتي ژنهاي دفعي 

 الگوي الكتروفورز ژل پلـي اكريـل آميـد          3شكل  

مـايع صـفاق مـوش آلـوده بـه          , مايع صفاق موش سالم   

ــما  ــE/SA،توكسوپلاس ــيون ت ــل از انكوباس اكي  حاص

FCS,RPMIبـدون   RPMIها در محيط كشت     زوئيت

وم تاكي زوئيت ها     س تغليظ شده و مايع رويي شستشو بار      

.  را نشـان مــي دهــد RPMIقبـل از انكوبــه كــردن در  

 كه بـه  6 و  7هاي  شود در ستون  طور كه مشاهده مي   همان

 تغليظ شده و مايع رويي شستشوي       RPMIترتيب حاوي   

باشـند  قبل از انكوبه كردن ميسوم تاكي زوئيت هاي     بار

ژنها باندي ظاهر نگرديد كه نشان دهنده عدم حضور آنتي        

. مي باشد

PAGE-SDS%) 10(ژل الكتروفورز پلي اكريل آميد: 3شكل 
 صـفاق مـوش آلـوده بـه      مـايع -2 مايع صـفاق مـوش سـالم     -1

RPMI حاصل از انكوباسيون تاكي زوئيتهـا در       E/SA-3توكسوپلاسما  
RPMI-20/16 با رقت 3 شماره  -5 پروتئين استاندارد    -FCS4بدون  

رويي شستشوي بار سوم تاكي زوئيتها قبل از انكوبـه           مايع -7تغليظ شده   
40/1 بـا رقـت      3 تكرار شـماره     -29 تكرار شماره  -RPMI8كردن در   

پروتئين استاندارد-10

 اجزاء  Native-PAGE الگوي الكتروفورز    4شكل  

ت آمده از كروماتوگرافي ژل فيلتراسـيون و مبادلـه          بدس

هـا در    حاصل از انكوباسيون تـاكي زوئيـت       E/SAيون  

RPMI   بدون FCS   يـك   دهـد از فراكشـن     را نشان مي 

 تعويض يـون سـه بانـد بدسـت آمـد در       كروماتوگرافي

.كه از فراكشـن دوم تنهـا يـك بانـد ظـاهر شـد              حالي

توگرافي ژل  حاصل از كروما  ) سه فراكشن (هاي  فراكشن

. دو و يك باند تشكيل دادند, فيلتراسيون به ترتيب سه

آمده هاي بدست فراكشنNative-PAGEالگوي الكتروفورز : -4شكل
حاصل از E/SAدر كروماتوگرافي ژل فيلتراسيون و تعويض يون 

-ا. FCS بدون RPMIهاي توكسوپلاسما در زوئيتانكوباسيون تاكي
 فراكشن دو -2 تعويض يون فراكشن يك كروماتوگرافي

 فراكشن يك -E/SA4 تركيب كامل -3كروماتوگرافي تعويض يون 
فراكشن دوم كروماتوگرافي ژل -5كروماتوگرافي ژل فيلتراسيون    

 فراكشن سوم كروماتوگرافي ژل فيلتراسيون-6فيلتراسيون 
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بحث
در مطالعات قبلي معمولاً ازمايع رويي كشت سلولي        

و يا مايع صفاق موش سوري آلوده شـده         ها  تاكي زوئيت 

به توكسوپلاسما از طريق تزريق داخل صفاقي به عنـوان          

E/SA   ولي به علت مشكلاتي از جملـه       .  استفاد شده است

هاي مـايع صـفاق      حاصل به پروتئين   E/SAآغشته بودن   

نياز به مراقبت ويـژه و      , موش يا تركيبات كشت سلولي    

در اين مطالعه بـراي     )  روز 7تا  5(صرف زمان نسبتاً زياد     

انكوباسـيون  ( ابتدا روش پيشنهادي دارسـي       E/SAتهيه  

-RPMIها در محيط كشـت غيـر سـلولي          تاكي زوئيت 

مورد استفاده قرار گرفت زيرا     ) FCS% 10 حاوي   1640

زمان مـورد   در اين روش علاوه بر حل مشكل آغشتگي،       

 ترشحي به ميزان قابـل      -هاي دفعي ژننياز براي تهيه آنتي   

، ولي با تغلـيظ     ] 8 ،   9 ،   21[كند  وجهي كاهش پيدا مي   ت

 افـزايش يافتـه و      FCS، غلظـت    E/SAتركيب حـاوي    

ميزان نسبتاً زيـادي از پـروتئين موجـود در تركيـب را             

هايي شود نمونه تشكيل مي دهد كه اين موضوع باعث مي       

روند حاوي  از اين تركيب كه در مراحل بعدي به كار مي         

زيرا حجم نمونـه بـر اسـاس        (اشند   نب E/SAمقدار كافي   

چنين در اين مطالعـه     هم) شودغلظت پروتئين محاسبه مي   

 در الكتروفورز به صورت بانـدهاي پهـن         FCSآلبومين  

 كه غلظـت كـم   E/SAشد و باندهاي حاصل از   ظاهر مي 

پوشاند و شناسايي آنها را با مشـكل مواجـه           را مي  شتنددا

تعـدادي از  شـد كـه   حذف آلبومين باعـث مـي     . كردمي

 نيـز از تركيـب      E/SA اجـزا  ها از جمله برخي   پروتئين

بـراي كشـت و     FCSكـه   خارج شـوند، نظـر بـه ايـن        

] 4،8،10[باشـد  هاي طولاني مدت ضروري مي   انكوباسيون

ما براي رفع مشكلات فوق با تغييراتي از جملـه كـاهش            

.  را اضافه نكرديمFCS, زمان انكوباسيون

تـوان گفـت كـه    مده مـي با توجه به نتايج بدست آ 

طريقه مناسبي براي تهيـه     , روش بكار رفته در اين مطالعه     

E/SA   ًزيرا با سـه بـار شستشـوي        . باشدخالص مي  نسبتا

,RPMIبـا محـيط     ) قبل از انكوباسيون  (ها  تاكي زوئيت 

هـاي صـفاق مـوش كـاملاً       ها به پـروتئين   آغشتگي آن 

برطرف شده و در الكتروفـورز مـايع رويـي حاصـل از            

شستشوي بارسوم تاكي زوئيت ها هـيچ بانـدي مشـاهده           

ها نيـز   در شرايط جديد، تاكي زوئيت    ). 3شكل  (نگرديد  

ليز نشدند زيرا تعداد و درصد زنده بودن آنها قبل و بعـد             

از انكوباسيون تفاوتي نداشت عـلاوه بـر ايـن بـا روش             

15 تـاكي زوئيـت حـدود        2×108اصلاح شـده بـه ازاي       

ترشحي بدست آمـد كـه بـا        -فعيميكروگرم آنتي ژن د   

ها گزارش  نتايج دارسي و همكاران مطابقت دارد زيرا آن       

 تـاكي  E/SA،108×2/1 ميكروگرم 20كردند براي تهيه    

].8[باشد زوئيت مورد نياز مي

 از  E/SAدر اكثر مطالعـات قبلـي بـراي تخلـيص           

سولفات آمونيوم با درجات مختلف اشباع اسـتفاده شـده           

از خلوص كافي برخوردار  , هاي حاصل است ولي فراكشن  

علاوه بر اين، حجم تركيـب حـاوي        ]. 12 ،   21[نبوده اند   

E/SA             بدست آمده در اين مطالعه كم و تخلـيص آن بـا 

براي تهيه اجزاء نسـبتاً خـالص از        . روش فوق مشكل بود   

اي از  جداسازي تجزيـه  , يك مخلوط آنتي ژن با حجم كم      

ميد نيز ممكـن اسـت،      جمله الكتروفورز ژل پلي اكريل آ     

, ولي در اين روش ضمن تغيير سـاختار اوليـه پـروتئين           

براي بدست آوردن حجم لازم از هر جزء به چندين بـار            

باشد، علاوه بر اين، اجزاء بدست آمده       الكتروفورز نياز مي  

و عناصر غير پليمريزه آكريل     SDSبا اين روش حاوي     

 دنبـال   آميد هستند كه در مراحل بعدي مشـكلاتي را بـه          

ــابراين روش كرومــاتوگرافي ژل فيلتراســيون و  دارد، بن

. مبادله يون بكار برده شد

ــازابون ــاران 1كــ ــه روش ) 1996( و همكــ بــ

كروماتوگرافي ژل فيلتراسيون با استفاده از ژل سفادكس        

G-100     اقدام به تخليص E/SA     نمودند و فراكشنهاي با 

 ـ      28-145وزن مولكولي    د  كيلودالتـون را گـزارش كردن

-150(ولي با توجه به محدوده جداسازي ژل مذكور         ]. 4[

در , و احتمال وجود اجزائي با اوزان بالاتر      ) دالتون كيلو 4

1- Cazabonne 
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5-800 با قـدرت تفكيـك       G-200مطالعه حاضر از ژل     

]. 7[كيلودالتون استفاده شد 

اتيــل ديدر كرومــاتوگرافي تعــويض يــون بــا ژل

pH   ، E/SAآمينواتيل سلولز با شـيب غلظـت يـون و           

استخراج شده تفكيك نگرديد ولي تحت همـين شـرايط          

مايع صفاق موش آلوده به توكسوپلاسـما بـه سـه جـزء             

تفكيك شد به نظر رسيد ستون كروماتوگرافي فعال است         

 مثبـت   E/SAولي مجموع بارهاي الكتريكـي تركيـب        

بوده و با ژل فوق كه يك مبادله كننـده يونهـاي منفـي              

 لـذا كرومـاتوگرافي بـا ژل        است قابل تفكيـك نبـوده،     

و شـيب   ) كننده يونهـاي مثبـت    مبادله(كربوكسي متيل   

كـه  )2شكل( انجام شد و دو پيك بدست آمدpHخطي 

آميد از پيك دوم تنها يـك    اكريلدر الكتروفورز ژل پلي   

اين موضوع حائز اهميت است زيـرا       . باند تشكيل گرديد  

 ـ   جداسازي فراكشن با يك باند نشان      ودن دهنده مناسـب ب

گونه اجزاء از درجـه     چنين اين باشد هم روش تفكيك مي  

باشـند و بـراي اسـتفاده در        خلوص بالايي برخوردار مـي    

پاتولوژي و تشخيص بسيار مناسب     , مطالعات ايمونولوژي 

].3،15[هستند 

شود كه كرومـاتوگرافي     بنابراين چنين استنباط مي   

 ـ , با شرايط مورد استفاده در بررسي حاضر       ب روشي مناس

تهيه شده بـه روش     ( توكسوپلاسما   E/SAبراي تفكيك   

باشد، زيرا بدون تغييـر سـاختار مولكـولي         مي) پيشنهادي

اجزائي با درجه خلوص نسبتاً بالا و به ميـزان          , هاپروتئين

شــود در بنـابراين پيشـنهاد مـي   . شـود لازم حاصـل مـي  

خصوص تشخيص  هاي ايمونولوژي، پاتولوژي و به    بررسي

حله حـاد از مـزمن توكسوپلاسـموز، اجـزاء          و افتراق مر  

E/SA           به روش به كار رفته در اين مطالعه تهيه، تخليص 

.تر قرار گيرندو مورد بررسي دقيق
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