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 مجلة دانشگاه علوم پزشكی بابل
 88-16 ، صفحه6931 ادمرد، 8شماره  ،نوزدهمدوره 

 و لوسیفراز EGFPبیان کننده دو پروتئین گزارشگر لیشمانیا تروپیکاتولید انگلهای نوترکیب 

 
  6(PhD، سیما رأفتی )6(MSc، مهدیه اسكندر )*6(PhDطاهره طاهری )

 

 

 ، انستیتو پاستور ایرانلیشمانیاایمنوتراپی و تحقیقات واکسن بخش -6

 

 61/1/31 ، پذیرش:68/6/31 ، اصلاح:16/61/38دریافت: 

 خلاصه
درمان و  عامل بروز لیشمانیوز پوستی و احشایی در ایران است. بعلت فقدان یک آزمون دقیق، حساس و غیرتهاجمی در مدل حیوانی، لیشمانیا تروپیكاانگل  :سابقه و هدف

( به شكل اتصال یافته luc( و لوسیفراز )egfpبا دو ژن گزارشگر پروتئین فلورسنت سبز ) لیشمانیا تروپیكادر این مطالعه، لذا واکسیناسیون برعلیه آن با چالش بزرگی همراه است. 

(egfp-lucترانسفكت شد تا ) ابی و اندازه گیری میزان عفونت در بدن حیوان زنده مورد استفاده قرار گیرد. در مطالعات آتی بعنوان یک ابزار تشخیصی سریع و دقیق برای ردی 

)در لوکیوس  لیشیمانیا تروپیكیااز طرییق نیوترکیبی مشیابه در ژنیوم سیویه ایرانیی انگیل  egfp-lucتجربی، سازه ژنیی حیاوی ژنهیای -در این مطالعه آزمایشی ها:مواد و روش

18srRNAهای ترانسفكت شده، از شاخص انتخابی ( درج شد. برای غربالگری انگلG418  استفاده گردید. سپس بوسیلهPCR  .با پرایمرهای مختلف ژنوتیپ انگلها بررسی شید

 گزارشگر ارزیابی شد. هاینبیان پروتئیهمچنین با استفاده از وسترن بلات، میكروسكوپ فلورسنت و فلوسایتومتری 

را در سیتوپلاسم تولید کیرده  EGFPپروتئین  LUC-EGFPL. tropica تفاده از میكروسكوپ فلورسنت نشان داد که انگلهای نوترکیبمشاهدات اولیه فنوتیپی انگل با اس ها:یافته

ژنیوم و لوکیوس  ورود ژنهیا را بیدرون PCRبود. نتایج آزمونهیای  %39اند. میزان کمی شدت فلورسنت اندازه گیری شده در انگلهای نوترکیب با استفاده از فلوسایتومتری بیش از 

 .مربوطه و وسترن بلات بیان هر دو ژن را در شكل پروماستیگوت انگل نشان دادند

 .است بطور همزمان lucو   egfpبیان کننده هر دو ژن گزارشگر لیشمانیا تروپیكاانگلهای نوترکیب  این اولین گزارش مبنی بر تولید گیری:نتیجه

 .انیوز پوستی، ترانسفكشن، ژنهای گزارشگر، پروتئین فلورسنت سبز، لوسیفراز، فلوسایتومتری، میكروسكوپ فلورسنت، لیشملیشمانیا تروپیكا های کلیدی:واژه

 

                                                 
 می باشد. نستیتو پاستور ایرانا 231ح تحقیقاتی به شماره طر این مقاله حاصل 
 طاهره طاهریمسئول مقاله: دکتر *

 E-mail: tahereh_t@yahoo.com                                                      120-11661869:تلفن. انستیتو پاستور ایران، بخش ایمنوتراپی و تحقیقات واکسن لیشمانیا: تهران، آدرس

 مقدمه 

ایران یكی از مناطق اندمیک لیشمانیوز پوستی است که عامل آن دو گونه 

. لیشمانیوز پوستی به دو شكل متفاوت می باشد لیشمانیا تروپیكاو  لیشمانیا ماژور

لیشمانیا بروز می کند: لیشمانیوز جلدی روستایی )مرطوب( که عامل مولد آن 

لیشمانیا و لیشمانیوز جلدی شهری )خشک( که عامل ایجاد کننده آن  ماژور

می باشد. علی رغم شباهت بین علائم بالینی بوجود آمده توسط این دو  تروپیكا

گونه انگل، تفاوتهای زیادی بین آنها وجود دارد که بر مشكلات درمان و تشخیص 

از انسان به انسان و توسط  لیشمانیا تروپیكا. انگل (6) این بیماری افزوده است

علاوه بر ایجاد لیشمانیوز پوستی،  روپیكالیشمانیا تنیش پشه خاکی انتقال می یابد. 

. علاوه بر (1)می تواند سبب احشایی شدن بیماری )لیشمانیوز احشایی( نیز شود 

بر لیشمانیوز مخاطی بوجود آمده از این انگل در ایران نیز  آن، شواهدی مبنی

این انگل در طول چرخه زندگی خود به دو شكل خارج (. 1 و 9) گزارش شده است

نوز بر ه پروماستیگوت( مشاهده می شود.سلولی )اماستیگوت( و داخل سلولی )

 یمؤثر واکسنعلیه بیماری لیشمانیوز هیچگونه راه درمان مناسب و قطعی و یا 

کشف نشده است. یكی از دلایل آن عدم وجود شیوه ای سریع و مؤثر برای 

انتخاب و غربالگری داروهای جدید و فعال می باشد. در روشهای قدیمی، اثرات 

سمی ترکیبات بر روی اماستیگوتها در کشت سلولی یا در مدل های حیوانی، پس 

 گیمسا و یا تهیه اسمیر توسط از ثبوت ماکروفاژهای آلوده و رنگ آمیزی آنها با 

 

. روشهای متعددی نیز (6)گرفت می میكروسكوپ مورد مطالعه و ارزیابی قرار 

برای اندازه گیری میزان عفونت لیشمانیا در بافت حیوانات یا در ماکروفاژهای آلوده 

استفاده می گردد. همچنین میزان عفونت در کف پای موشها از  in vitroدر 

طریق آزمون رقیق سازی محدود یا مشاهده با میكروسكوپ پس از رنگ آمیزی با 

 Real-timeو  PCR. روشهای ملكولی مانند (8)گیمسا تخمین زده می شود 

PCR  ،نیز از روشهای رایج تشخیصی بشمار می آیند. گرچه آزمونهای ذکر شده

روشهای استاندارد کنونی محسوب می گردند اما با مشكلاتی از جمله هزینه بالا، 

وقت گیر بودن، قربانی کردن تعداد زیادی موش و مهمتر از همه اینكه قادر به 

ی انگل و تشخیص میزان عفونت در مراحل اولیه بیماری در بافت زنده و یا شناسای

زمانی که میزان انگل در بافت کم است نمی باشند. در دهه اخیر، استفاده از 

که فعالیت آنها در سلول قابل اندازه گیری است برای مشاهده  ملكولهای گزارشگر

ت رو به گسترش بوده فرآیندهای بیولوژیكی که در سلول رخ می دهد به شد

( LUC)گزارشگر بصری همچون لوسیفراز پروتئینهای در این میان، ژنهای است. 

( مناسب ترین و پرکاربردترین ژنها هستند. با EGFPو پروتئین فلورسنت سبز )

استفاده از تصویر برداری موشها در طول دوره آزمایش، می توان بارها آنها را مورد 

ر حیوان می تواند بعنوان کنترل خودش در طول آزمایش بررسی قرار داد. لذا ه

بارها مورد مطالعه قرار گیرد، بنابراین در طی آزمایش نه تنها حیوانی حذف نمی 
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د بلكه اثر دارو یا واکسن بر روی هر حیوان بطور کامل بررسی می گردد و از شو

. یكی دیگر از مزایای خواهد شدقربانی شدن تعداد کثیری موش جلوگیری 

. پیش از این گونه (1)الای آن نسبت به ژنهای دیگر است لوسیفراز حساسیت ب

یا پروتئین EGFP (66-2 )پروتئینهایبیان کننده  لیشمانیاهای مختلفی از 

به تنهایی تهیه و در  (1 و 69-61) یا لوسیفراز mCherry (61)فلورسنت قرمز 

 .Lاخیراً انگلهای نوترکیب  متعدد مورد استفاده قرار گرفته اند. تحقیقات

LUC-EGFPmajor  تولید و میزان بار انگلی و سیر بیماریزایی ناشی از آن با دقت

روز پس از تزریق  68در حداقل زمان ) BALB/cبالا در موشهای حساس 

 .(68)انگل( از طریق تصویر برداری مشاهده و اندازه گیری شد 

EGFPL. tropica-نوترکیب ) لیشمانیا تروپیكااین مطالعه تولید از هدف 

LUC )تا در مطالعات آتی بتوان به عنوان ابزاری دقیق و سریع در  می باشد

آلوده شده با این انگل  BALB/cغربالگری دارو و واکسن بر روی موشهای 

رشگر به کمک مورد استفاده قرار گیرد و با توجه به حساسیت بالای ژنهای گزا

میزان بار انگلی موجود در بتوان روش تصویر برداری پیش از قربانی کردن موشها 

 بافت را تخمین زد.

 

 
 هامواد و روش
تییپ  لیشیمانیا تروپیكیاتجربیی، انگلهیای -در این مطالعه آزمایشی کشت انگل:

( و MOHM/IR/09/Khamesipour-Mashhadوحشی سیویه اییران )

( در محییط LUC-EGFPL. tropica) LUC-EGFP ییا ترانسیفكت شیده بیا

-Heatغیرفعال شده با دما ) سرم جنین گاوی % 69کامل حاوی  M199کشت 

inactivated Fetal Calf sera( و مكملها )میلی میولار 69HEPES  ،1 

میلیی گیرم  89و  Heminمیلی گرم در میلی لیتر  8/9گلوتامین، -Lمیلی مولار 

 (.68و62امایسین( کشت داده شدند )در میلی لیتر سولفات جنت

pLEXSY- پلاسیمیدنوترکیب:  لیشمانیا تروپیكاتهیه و غربالگری انگل 

rNeo-LUC-EGFP  در میزبان باکترییاییDH5  توسیط کییت اسیتخراج

DNA ( قطعه 68و62پلاسمیدی تخلیص گردید .)-LUC-EGFP-5’SSU

3’SSU-rNeo  با استفاده از آنزیم محدودالاثرISwa از پلاسمید جیدا  هضم و

تییپ وحشیی در  لیشیمانیا تروپیكیاپروماسیتیگوت  869و خالص شد. تعداد تقریبیاً 

 HEPES ،692میلیی میولار  16مرحله لگاریتمی رشد در بیافر الكتروپوریشین )

 pHمیلی مولار گلیوکز،  1و  4HPO2Naمیلی مولار  NaCl ،2/9میلی مولار 

 6× 269یون انگیل )حیاوی تقریبیاً میكرولیتیر سوسپانسی 699( حل شد. مقدار 8/2

بعنیوان کنتیرل  DNAمخلوط )ییا بیدون  DNAمیكروگرم  69انگل( با تقریباً 

( سرد ریخته و به میدت Bio-Rad ،USAمیلی لیتری ) 1منفی( و درون کوت 

 . دقیقه بر روی یخ انكوبه گردید 69

 ،Gene PulserEcellسیپس انگلهیا بیا اسیتفاده از دسیتگاه الكتروپوریشین )

USA ولیت،  689ثانیه در شرایط ولتیاژ  19پالس الكتریكی با فاصله زمانی  1( و

میلیی لیتیر  9میكروفاراد ترانسفكت شد. انگلهای ترانسفكت شده بیه  899ظرفیت 

آنتی بیوتیک منتقل شدند. بیرای غربیالگری و  کامل بدون M199محیط کشت 

ت انگلهیا بیه روی سیاع 16انتخاب انگلهای دریافیت کننیده سیازه ژنیی، پیس از 

بیا ییا بیدون آنتیی  M1992xو محیط کشت  Nobleآگار  %1پلیتهای حاوی 

درجه سانتیگراد انكوبیه  11انتقال و تا زمان رشد کلونها در دمای  G418 بیوتیک

 . (68 و 62) شدند

: مطالعات ژنوتیپی و تأیید وقوع نوترکیبی مشابه در انگلهای ترانسژن یا نوترکیب

بیا اسیتفاده از  ژنیومی آنهیا DNA قاوم به آنتی بیوتیک کشت وکلونهای انگل م

و  PCRگردییید. ابتییدا بییا اسییتفاده از ( اسییتخراج GF-1, Vivantisکیییت )

ور ژنهیای گزارشیگر در حضی (62)و لوسیفراز  egfpپرایمرهای اختصاصی ژنهای 

با اسیتفاده   18rRNAژنوم تأیید شد. سپس وقوع نوترکیبی همولوگ در لوکوس

)مشابه  A1715)مشابه با توالی ژنوم انگل( و  F3001 از پرایمرهای اختصاصی

 (.6جدول ) مورد بررسی قرار گرفت (2)با توالی پلاسمید( 

بیا اسیتفاده از  LUCو  EGFPپروتئینهیای بررسی کیفی بیان وسترن بلات: 

کونژوگیه شیده بیا  LUCو  GFPوسترن بلات و آنتی بیادی منوکلونیال  ید 

HRP (Acris Antibodies GmbH صورت گرفت. رسوب سوسپانسیون )

 2X (8/6 ( بیا بیافر نمونیهانگلهای نوترکیب و تیپ وحشی )بعنوان کنترل منفیی

-SDS ،8% 1 %1گلیسییییرول،  Tris-HCl69% (pH 8/1) میلییییی مییییولار

دقیقه جوشیانده و بیر  8رنگ بوموفنل بلو( مخلوط و به مدت  %98/9مرکاپتواتانل، 

الكتروفورز شد. باندهای تفكیک شده پیروتئین  SDS-PAGE8/61%  روی ژل

 ,Proteanکاغذ نیتروسلولز ) به روی Bio-Radبا استفاده از سیستم بلاتینگ 

Schleicher & Schuell .منتقل شد ) 

-Trisمیلیی میولار  TBS (69نیتروسلولز با بافر پوشش دهنده متشكل از بیافر 

HCl ،689  میلی مولارNaCl ،6/9% Tween20 پروتئین آلبیومین  % 8/1( و

)رقیت  LUC( ییا 6:8999)رقیت  GFPسرم پوشانده و سپس با آنتی بادی  د 

ساعت مجاور شد. پس از شستشو و حذف آنتی بادیهای آزاد  1( به مدت 6:69999

 DAB (3,30-Diaminobenzidine)در محیط، کاغذ در مجاورت سوبسیترای 

باندها ظاهر شوند و در پایان با قرار دادن آن در آب واکینش متوقیف  قرار گرفت تا

 (.68 و 62) گردید

 وسكوپی و فلوسایتومتری:بوسیله مشاهدات میكر EGFPبررسی بیان 

بیان شده در سیتوپلاسیم  EGFP کمی شدت فلورسنت برای اندازه گیری میزان

انگل در میلیی  169پروماستیگوتهای انگل نوترکیب، سوسپانسیون انگل در غلظت 

میلیییی میییولار  4HPO2Na ،28/6میلیییی لیتیییر  PBS (8لیتیییر در محلیییول 

4PO2KH ،18/9  میلییی مییولارKCl ،692 ر میلییی مییولاNaCl ،pH 7.2 )

شستشو داده شده و سپس در همین محلول و با استفاده از سیستم فلوسیایتومتری 

 FACScaliburBD (Becton Dickinson, Franklinمیییدل 

Lakes, NJ(. همچنین بییان ژن 2و69و66) ( مورد بررسی قرار گرفتegfp  از

 Epi-fluorescenceنظییر کیفییی بییا اسییتفاده از میكروسییكوپ فلورسیینت )

microscope, Nikon, E200 (62)( مشاهده و عكسبرداری شد . 

 

 

 هایافته
 ینهیایژن پروتئنوترکییب و غربیالگری کلونهیا:  لیشمانیا تروپیكاتهیه انگلهای 

 یداربطور پا یكاتروپ یشمانیال یحشو یپانگل ت در ژنوم EGFP-LUCگزارشگر 

کننده ژن با مقاومت در حضیور  یافتدر یژنها یحاو یو کلونها یدترانسفكت گرد

 ند.انتخاب شد G418 یوتیکب یآنت

با : مطالعات ژنوتیپی و تأیید وقوع نوترکیبی مشابه در انگلهای ترانسژن یا نوترکیب

و  egfp (EGFP2 ( حضییور ژنهییای6اسییتفاده از پرایمرهییای مختلییف )جییدول 

EGFP1 و )luc (LUC2  وLUC1 در ژنوم و نیز محل دقیق ورود این دو )

( اثبیات 18srRNA F3001 ،A1715ژن به داخل ژنوم در جایگاه لوکیوس 
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19                                                                                                                                      6931د مردا/ 8مجله دانشگاه علوم پزشكی بابل، دوره نوزدهم/ شماره 

 و همكاران طاهری هطاهر؛ …تولید انگلهای نوترکیب لیشمانیا تروپیكا

 

الیف  1جایگاه اتصال پرایمرها مشخص گردیده است. شكلهای  6گردید. در شكل 

جفیت  289)قطعه تقریبیاً  egfp حضور ژنهای برای PCRب به ترتیب نتایج 1و 

ج وقوع نیوترکیبی صیحی  1جفت باز( و شكل  6189)قطعه تقریباً  لوسیفرازباز( و 

 جفت باز( را نشان می دهد.  6999در ژنوم انگل نوترکیب )قطعه تقریباً 

 

 : لیست پرایمرهای استفاده شده در این مطالعه6جدول 

 یا موقعیت نام ژن ایمرنام پر توالی پرایمر )جفت باز( طول محصول

~ 289  bp 
5′-ATGATATCAAGATCTATGGTGAGCAAGGGC-3′ EGFP1 

egfp 
5′-GCTCTAGATTAGGTACCCTTGTACAGCTCGTC-3′ EGFP2 

~ 6189   bp 
5′-GCTAAGCTTATGGAAGACGCCAAAAACATAAAG-3′ LUC1 

 لوسیفراز
5′-ATTCTAGATTACACGGCGATCTTTCCGGCAC-3′ LUC2 

~ 6999  bp 
5′-GATCTGGTTGATTCTGCCAGTAG-3′ F3001 

 نوترکیبی مشابه
5′-TATTCGTTGTCAGATGGCGCAC-3′ A1715 

 

 

 

 

 

 فلشها محل اتصال پرایمرها را نشان می دهند.و خط سیاه ژنوم  ،موقعیت ژنها و محل اتصال پرایمرها. خط طوسی پلاسمید .6شكل 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 )ب( و تأیید وقوع نوترکیبی در ژنوم انگل نوترکیب )ج(. luc)الف(،  egfpبرای تأیید حضور ژنهای  PCR. نتایج 1شكل 

MW انگل تیپ وحشی1: انگل نوترکیب و ستون 6: شاخص وزن ملكولی، ستون : 

 

بییان پروتئینهیای  بررسی بیان پروتئینهای گزارشگر با استفاده از وسترن بیلات:

کیلودالتیون در  83 ریبییتق گزارشگر به هم اتصال یافته با حضور بانیدی بیه وزن

 EGFPانگلهای نوترکیب با استفاده از وسترن بیلات و آنتیی بیادی هیای  ید 

( تأیید شد. با توجه به اینكیه 9، ستون 9( و  د لوسیفراز )شكل 1، ستون 9)شكل 

ی کیلودالتون اسیت، بانید 11و  12به ترتیب  و لوسیفراز EGFPوزن پروتئینهای 

نی نشانگر بیان دو ژن گزارشگر بصورت اتصال یافتیه کیلودالتو 83 به وزن تقریبی

انگل تیپ وحشی را نشان می دهد کیه بعنیوان کنتیرل  6و  6می باشد. ستونهای 

 منفی مورد استفاده قرار گرفت.

 با استفاده از میكروسیكوپ فلورسینت و فلوسیایتومتری: EGFPبررسی بیان 

بیا  EGFP وتئیناز نظیر بییان پیر LUC-EGFPL. tropicaفنوتییپ انگلهیای 

الف مشاهده 6استفاده از میكروسكوپ فلورسنت بررسی شد. همانطور که در شكل 

بطوری کیه  گردیددر سیتوپلاسم انگل بیان  EGFPمی گردد پروتئین گزارشگر 

. بیه منظیور شودکل پیكره انگل حتی تاژک انگل به رنگ سبز فلورسنت دیده می 

، چنید کلیون از انگلهیای EGFPبررسی کمی و تخمین میزان شدت فلورسینت 

ترانسفكت شده با استفاده از فلوسایتومتری مورد بررسی قرار گرفتند. درصد شیدت 

ب 6درصید بیود. در شیكل  38تا  36در کلونهای مختلف بین  EGFPفلورسنت 

 .نتایج فلوسایتومتری یكی از کلونهای انگل نوترکیب نشان داده شده است

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

بیان ژنهای گزارشگر در انگلهای نوترکیب بیا اسیتفاده از  . نتایج بررسی9شكل 

: انگلهای 9و  1و لوسیفراز. ستونهای  EGFPوسترن بلات و آنتی بادیهای  د 

 ص وزن ملكولی: شاخMW: انگلهای تیپ وحشی و 6و  6نوترکیب، ستونهای 
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ه از میكروسكوپ با استفاد LUC-EGFPL. tropicaالف( تصویر انگل  .6شكل 

 .L در انگل EGFPب( نتایج شدت فلورسنت ×(. 6999فلورسنت )درشتنمایی 

LUC-EGFPtropica با استفاده از فلوسایتومتری 

 

 حث و نتیجه گیریب

و  EGFPبیان کننده هر دو پیروتئین  لیشمانیا تروپیكادر این مطالعه، انگل 

ایتومتری شدت فلورسنت بییش از لوسیفراز تولید گردید. ارزیابی انجام شده با فلوس

از طرفیی نتیایج وسیترن بیلات بیا  درصد را در انگلهای نوترکییب نشیان داد. 39

حیاکی از بییان موفیق دو  EGFPو  LUCاستفاده از هر دو آنتیی بیادی  ید 

و ییا  egfpپروتئین بصورت اتصال یافته به هم می باشد. پیش از ایین از ژنهیای 

استفاده شده است. اما این اولین گزارشیی  لیشمانیاگل لوسیفراز بطور جداگانه در ان

ترانسیفكت  لیشمانیا تروپیكابصورت اتصال یافته در  lucو  egfpاست که دو ژن 

در میزبان پسیتاندار و  لیشمانیاگردیده است. در مورد پاتوژنیسیتی این گونه از انگل 

و ایین  (68)ت نیز وجود مدل حیوانی مناسب برای آن دانش کافی در دسترس نیس

مو وع اهمیت مطالعه بر روی این انگل را شدت می بخشد. همچنیین اسیتفاده از 

ابزارهایی با اختصاصیت و حساسیت بالا که بتوان در کمترین زمان ممكن حیداقل 

و کمترین  میزان انگل در بافت آلوده را تشخیص داد و برای حیوان تهاجمی نباشد

آسیب یا قربانی شدن موش را در پی داشته باشد در مطالعات و تحقیقات  یروری 

به نظر می رسد. در مطالعات پیشین نشیان داده شید کیه بیا اسیتفاده از انگلهیای 

به تنهایی و  لوسیفرازو  egfpنوترکیب لیشمانیا ماژور بیان کننده ژنهای گزارشگر 

پیش از قربیانی کیردن میوش، بیا اسیتفاده از یا به صورت متصل به هم می توان 

تصویر برداری وجود عفونت انگلی و سیر پیشرفت بیماری را علاوه بر محل تزریق 

 .(2 و 68)انگل در غدد لنفاوی نیز مشاهده، ردیابی و اندازه گیری نمود 

گزارشیات بسییار معیدودی  تروپیكا لیشمانیادر مورد بیان ژنهای گزارشگر در 

حامیل  لیشمانیا تروپیكا ،و همكاران Parbhu- Patel 1969سال  وجود دارد. در

. در سیال (63)اسیتفاده نمودنید  in vitroرا تولید و فقط در آزمونهای egfpژن 

1961 Talmi-Frank رانسیفكت شیده بیا ژن لیشیمانیا تروپیكیا ت ،و همكاران

LUC  را به گوش رت تزریق کردند، اما فقط یک روز پس از ایجاد آلودگی موفق

به مشاهده بار انگلی در مو ع آلوده بیا اسیتفاده از تصیویربرداری بیولومینوسینس 

  .(68)شدند 

آنهیا اسیت و یكیی از  یكی از مزیتهای پروتئین های گزارشگر خنثیی بیودن

بحث برانگیزترین جنبه های استفاده از این پروتئین ها، احتمال تأثیر بیان آنهیا بیر 

سیستم ایمنی موش است. در این زمینه مطالعات زیادی صورت گرفته و گزارشیات 

 د و نقیضی وجود دارد. برخی به بی تأثیر بودن آنها اشاره دارند و نتایج برخیی از 

بیر روی سیسیتم ایمنیی  EGFPاکی از آن اسیت کیه پیروتئین مطالعات نیز حی

 .(6 و 8 و 19 و 16) تأثیرگذار است

Sadeghi  و همكاران نشان دادند که بین عفونت زایییL. major  تییپ

هیچ تفاوتی  in vitro در شرایط LUC-EGFPL. majorوحشی با رده نوترکیب 

که بیا  ندو همكاران نشان داد Seif. همچنین در مطالعه مشابهی (11)وجود ندارد 

التهاب بیشیتری نسیبت  BALB/cوجودی که انگل های نوترکیب در موشهای 

ند، اما تفاوت معنیی داری نتیپ وحشی در مو ع آلوده ایجاد می ک هایبه انگل

براسیاس نتیایج  .(19)از نظر میزان بار انگلی و پاسخ ایمنی بین آن دو وجود ندارد 

 گزارشگر پروتئینبیان کننده هر دو  تروپیكالیشمانیا انگلهای نوترکیب این مطالعه، 

EGFP  وLUC  بطور موفقیت آمیز تولید گردیدبطور همزمان. 

 

 

 تقدیر و تشكر
بدینوسیله از همكاری خانم معتمدی در بخش ویروس شناسی )همكیاری در 

انجام فلوسایتومتری( و آقای شهرام غلامعلیزاده در بخش ایمنیوتراپی و تحقیقیات 

   تقدیر و تشكر می گردد. یالیشمانواکسن 

 الف

 ب
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ABSTRACT  
BACKGROUND AND OBJECTIVE: Generation of recombinant Leishmania tropica (L. tropica) expressing two 

reporter proteins EGFP and LUC Introduction: L. tropica is the major cause of cutaneous and visceral leishmaniasis in 

Iran. Due to lack of an accurate, sensitive and noninvasive detection test in animal model is a major problem. Here, we 

designed L. tropica stably transfected with two reporter genes as fused form, enhanced green fluorescent protein (egfp) 

and Luciferase (luc), named as egfp-luc to use as a specific tools for detection and measurement of parasite load in live 

animals. 

METHODS: In an experimental study, linearized cassette containing egfp-luc genes was stably integrated into Iranian 

strain of wild-type L. tropica genome, 18srRNA locus, by homologous recombination. Transfectants were screened by 

G418 resistance, confirmed by PCR and western blotting and the expression of EGFP signals were observed by 

fluorescent microscope and flow cytometry. 

FINDINGS: Phenotype observations (by fluorescent microscopy and flow cytometry) were shown that recombinant L. 

tropicaEGFP-LUC was successfully produced EGFP protein into cytoplasm. Quantification of EGFP intensity was more 

than 90%. Furthermore, the results of PCR and western blotting verified the proper integration into genome and 

expression of both genes in promastigotes. 

CONCLUSION: This is the first report to show the generation of recombinant L. tropicaEGFP-LUC expressing two 

reporter genes simultaneously. 

KEY WORDS: Leishmania Tropica, Cutaneous Leishmaniasis, Transfection, Reporter Genes, Egfp, Luciferase, Flow 

Cytometry, Fluorescent Microscopy. 
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