
   

 Journal of Shahid Sadoughi University of Medical Sciences          مجله علمي پصوهشي دانشگاه علوم پسشكي شهيد صدوقي يسد 

 Vol. 23, No.4, Jun-Jul 2015                      4234تير ، 4، شماره 32دوره  

 Pages: 2083-2095                      3902-3932صفحه:  

 

 

 

در تشخیص عفونت  ROP1نوترکیب  ژن‌آنتیبررسی کارایی عملکرد 
 توکسوپلاسما گونذی

 
 4*فاطمه کشاورزی

 

 

 چكيده

، ٔیعثبٖ ٚؾیؼی زض ٔیبٖ دؿشب٘ساضاٖ ٚ دط٘سٌبٖ اؾززأٙٝ یه اٍُ٘ زاذُ ؾِّٛی اخجبضی اؾز وٝ زاضای  سٛوؿٛدلاؾٕب :مقدمه

یىی اظ ایٗ ٘ٛع ضادشطی  ٞبی ایٕٙی لٛی ضا قطٚع وٙٙس. لبزض٘س ٚاوٙفوٝ ثبقٙس  ٔیلٛی  ٞبی غٖ آ٘شیسٛوؿٛدلاؾٕب  ٞبی دطٚسئیٗ

ثبقس.  ٔی ٞبی ٘ٛسطویت ثط ػّیٝ سٛوؿٛدلاؾٕب ٞبی ٚاوؿٗ یىی اظ ضلبثز وٙٙسٜ ROP1 ( اؾز.ROP1سٛوؿٛدلاؾٕب ٌٛ٘سیی) 1دطٚسئیٗ 

ٞبی  غٖ ٘ٛسطویت ثطای اؾشفبزٜ ٚ ؾبذز ایٗ آ٘شی PUET1)زض یه وّٛ٘یًٙ ٚوشٛض) ROP1وّٛ٘یًٙ ٚ ثیبٖ ثٙبثطایٗ ٞسف اظ ایٗ ٔغبِؼٝ 

 ثؼسی اؾز. 

ٞبی ٔحسٚزوٙٙسٜ  زض ٔىبٖ آ٘عیٓ PUET1 ٚوشٛض ًٙیوّٛ٘ٔحهَٛ زض  PCRٚ سىثیط ثب ضٚـ  DNAدؽ اظ اؾشرطاج  روش بررسي:

BamH1  ٚEcoR1 ّٖٛقس ٚ ثٝ زاذُ ؾَّٛ ٔیعثبٖ  وBL21plsS یٛوبضیٛسی ٚوشٛض ا٘شمبَ یبفز. ٕٞچٙیٗ خٟز ایدبز، pcROP1  زض

pcDNA3 ٖٞبی  زض ٔىبHind111 ٍ ٚEcoR1  غٖ آ٘شیحبَ ایٗ ٘شبیح ثب ٞضٓ آ٘عیٕی ٚ سٛاِی یبثی ثطضؾی قس.  ٚ قس وّٖٛؾبة  

 .دٛقب٘سٜ قس IgM  ٚIgG ELISA٘ٛسطویت ثب 

 زضنس ضا ثب سٛاِی غٖ زض ؾبیز  96ی یه ِٕٞٛٛغی زض حس ِؾبظی قس ٚ آ٘بِیع سٛاثبظی خسا خفز 757یه لغؼٝ  :نتايج

No. M71274.)Gene Bank) .٘شبیح الایعا ٘كبٖ زاز  ٘كبٖ زازIgM ELISA ROP1 ٕٝ٘ٛ٘ ٞبی  ثب ثیكشطیٗ سؼسازIgM ٔثجز ٚاوٙف 

 .زٞس ٔی

ٞبی  سبوی ظٚئیز زض سؿزغٖ  سٛا٘س خبیٍعیٗ آ٘شی ٔی IgM Rec-ELISAزض یه سؿز  ROP1٘ٛسطویت   غٖ آ٘شی گيری: نتيجه

 قٛز. IgM  ٚIgGؾطِٚٛغیىی 

 

 ROP1 غٖ ت،یغٖ ٘ٛسطو ی، آ٘شسٛوؿٛدلاؾٕب ٌٛ٘سیی :یديکل های واشه
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 مقدمه

، بوٕذّىؿ ای اظ قبذٝ ادی ٌٛ٘سی، سه یبذشٝ سٛوؿٛدلاؾٕب

ظیط قبذٝ اؾذطٚظٚآ، ظیط ضزٜ وٛوؿیسیب ٚ ٔشؼّك ثٝ خٙؽ 

یبذشٝ، اظ ؾطاؾط ز٘یب ثبقس. آِٛزٌی ثٝ ایٗ سه  سٛوؿٛدلاؾٕب ٔی

ثبزی ثط  ٔیّیٖٛ ٘فط زاضای آ٘شی 500ٌعاضـ قسٜ اؾز. سمطیجبً 

زض افطازی وٝ اظ ؾیؿشٓ  .)2،1(ثبقٙس ػّیٝ ایٗ اضٌب٘یؿٓ ٔی

ایٕٙی ؾبِٕی ثطذٛضزاض٘س، ػفٛ٘ز اِٚیٝ ٔؼٕٛلاً ػٛاضو ذفیفی 

ضا ثٝ عٛض ٔبزضظازی  وٙس. زض ٘ٛظازا٘ی وٝ ػفٛ٘ز ایدبز ٔی

ا٘س، ٕٔىٗ اؾز ٔٙدط ثٝ ػٛاضو ذغط٘بوی ٔثُ  زضیبفز وطزٜ

اثشلا س. ٕٞچٙیٗ ٘ػمت ٔب٘سٌی شٞٙی، وٛضی ٚ یب حشی ٔطي قٛ

زض افطاز زاضای ٘مم ؾیؿشٓ ایٕٙی ثٝ ػفٛ٘ز اِٚیٝ یب ػٛز آٖ 

وٙٙسٜ دیٛ٘س اػضبء،  ٔب٘ٙس ٔجشلایبٖ ثٝ ایسظ ٚ افطاز زضیبفز

ایدبز سٛا٘س ػٛاضضی چٖٛ آ٘ؿفبِیز وكٙسٜ سٛوؿٛدلاؾٕبیی  ٔی

وٙس. ثٙبثطایٗ دیكٍیطی یب سكریم نحیح ٚ ثٝ ٔٛلغ ػفٛ٘ز 

سٛا٘س اظ سؼساز ٚ قسر  یبثس ٚ ٔی ثطای السأبر زضٔب٘ی إٞیز ٔی

ثٝ  . سكریم سٛوؿٛدلاؾٕٛظ ٔؼٕٛلاً(3)ٔٛاضز ػفٛ٘ز ثىبٞس

ٌیطز. زض  ٛغیه ثٝ ٚیػٜ سؿز الایعا نٛضر ٔیٞبی ؾطِٚ ضٚـ

ٕسسبً اظ ٔدٕٛػٝ ٞبی سدبضی ٔٛخٛز ثطای الایعا ػ ویز

قٛز. زض ایٗ  ٞبی سرّیم قسٜ اظ اٍُ٘ اؾشفبزٜ ٔی غٖ آ٘شی

ٞبی وكز ؾِّٛی یب ٔبیغ نفبلی ٔٛـ  ضاؾشب اٍُ٘ زض ٔحیظ

ٞبی  غٖ قٛز ٚ زض ٘شیدٝ أىبٖ آِٛزٌی آ٘شی وكز زازٜ ٔی

اٍّ٘ی ثٝ ٔٛاز غیطاٍّ٘ی ٔٙكبء ٌطفشٝ اظ وكز یب ٔبیغ نفبلی 

ٞبی  ٞب زض ؾطی غٖ ویفیز آ٘شیٚخٛز زاضز. ثٝ ایٗ سطسیت 

قٛز  ٚ ٕٞیٗ أط ؾجت ٔی یؿزٔرشّف سِٛیس یىؿبٖ ٘

فطایٙس  ،ثب ٔكىُ ٔٛاخٝ قٛز. ػلاٜٚ ثط ایٗ اؾشب٘ساضزؾبظی سؿز

اؾز.  ثط ٞعیٙٝ ٚٞبی عجیؼی اٍُ٘ دط ظحٕز  غٖ سٟیٝ آ٘شی

ٞبی  ٚ دطٚسئیٗ، ٕٞطاٜ ثب ازخٛا٘ز DNAٞبی ٘ٛسطویت  ٚاوؿٗ

ایٕٙی ؾِّٛی لٛی، أیس ظیبزی زض  ٔٙبؾت ثب اِمبء دبؾد

ٞبی زاذُ ؾِّٛی اظ خّٕٝ سٛوؿٛدلاؾٕب  دیكٍیطی اظ ػفٛ٘ز

ٚ سدطثیبر ٔرشّف ٘كبٖ زازٜ اؾز وٝ  ٔغبِؼبر. ا٘س ایدبز وطزٜ

ػّیٝ سٛوؿٛدلاؾٕٛظیؽ ٚخٛز ثط احشٕبَ سٟیٝ ٚاوؿٙی ٔٙبؾت 

ػسْ ٚ  بی٘مبط ز٘ یزض ثطذ ؽیسٛوؿٛدلاؾٕٛظ یثبلا ٛعیق .زاضز

 ٝیسٟ ٔٛخت قسٜ اؾز وٓ یثط ثب اثطار خب٘جؤٔ یزاضٚٞب ٚخٛز

ٔٛضز سٛخٝ لطاض  ) سٛوؿٛدلاؾٕب(یٕبضیػبُٔ ث ٝیٚاوؿٗ ػّ

ٌعاضـ وطز٘س وٝ اؾشفبزٜ اظ  ٖٚ ٕٞىبضا Araujo ٌیطز.

 یٕٙیسٛا٘س ا یثٝ ػٙٛاٖ ٚاوؿٗ ٔ هی٘ٛوّئ یٞبسیاؾ

 .(4)وٙس دبزیسٛوؿٛدلاؾٕب ا ٝیػّ ای وٙٙسٜ ٔحبفظز

Rosenberg  ٚقسٜ  ٕٗیا یٞب ٕٞىبضاٖ ٌعاضـ وطز٘س وٝ ٔٛـ

 بفزیدؽ اظ زض یسط یٔسر عٛلا٘ سٜیاقؼٝ ز یٞب زیظٚئ یثب سبو

 یٞب تیٙس ٚ آؾٔب٘ ٔیظ٘سٜ سٛوؿٛدلاؾٕب ظ٘سٜ  یٞب زیظٚئ یسبو

٘كبٖ  عی٘ٚ ٕٞىبضاٖ  Peng. (5زٞٙس) ٔی ثطٚظ یوٕشط یٔغع

 یٔٙبؾت ثطا تیسطو هی MIC3 ىطٚ٘ٓیٔ ٗیزاز٘س وٝ دطٚسئ

 وٝ یثبقس، ثٝ ذهٛل ظٔب٘ یسٛوؿٛدلاؾٕب ٔ ٝیػّ ٖٛیٙبؾیٚاوؿ

( ثىبض Apical complex) یٔدٕٛػٝ ضاؾ جبریسطو ٍطیثب ز

٘كـبٖ زاز وٝ  ٚ ٕٞىـبضاٖ Altchehٔغبِؼبر  .(6)ضٚز ٔی

 یٞب زیظٚئ یسـبو یؾِّٛ عیحبنُ اظ ِ یٞب غٖ یآ٘ـش

 یٔٙبؾت ثطا یجی( سطوCPG ODNخٛا٘ز )زسٛوؿٛدلاؾٕب ٚ ا

ٚ  Liu. (7)سثبق یسٛوؿٛدلاؾٕب ٔ ٝیػّ یؾبظ ٕٗیٔغبِؼبر ا

 SAG1 ییغٖ غكب یٕٞىبضاٖ ٌعاضـ وطز٘س وٝ آ٘ش

ثبػث  جبریسطو ٗیوٙٙسٜ ا بفزیزض یٞب سٛوؿٛدلاؾٕب زض ٔٛـ

 4ٚ  -2 ٗیٙشطِٛویا ٚ ٌبٔب ٙشطفٛضٖی، اIgG  ،IgMبضیػ فیافعا

ٌبٔب ٚ  ٗیٙشطِٛوی، ا-12 ٗیٙشطِٛویا وٝ یزض حبِ ،قٛز یٔ

ثٝ  ٗی. ثٙبثطاؿزی٘ ییآِفب زض ؾطْ آٟ٘ب لبثُ قٙبؾب ٙشطفطٖٚیا

 یؾبظ ٔهٖٛ یٔٙبؾت ثطا تیسطو هیػٙٛاٖ ة  ؾسض ی٘ظط ٔ

ٕٞٛضاَ ٚ ٞٓ  ؿشٓیؾ یٕٙیا ٗیا دبزیسٛوؿٛدلاؾٕب زض ا ٝیػّ

ٖ زاز٘س وٝ ٘كبٚ ٕٞىبضاٖ  Li. (8)ؾّٛلاض ٘مف زاض٘س

سٛوؿٛدلاؾٕب ثبػث  SAG1 غٖ یٞب ثب آ٘ش ٔٛـ ٖٛیٙبؾیٚاوؿ

ٞب زض ٔغع آٟ٘ب  ؿزیزاض عَٛ ػٕط ٚ وبٞف سؼساز و یٔؼٙ فیافعا

 Liesenfeld. (9)قٛز یاٍُ٘ ٔ یٞب زیظٚئ یدؽ اظ ٔٛاخٟٝ ثب سبو

 هی DNA یجیسطو یٞب ٚ ٕٞىبضاٖ ٌعاضـ وطز٘س وٝ ٚاوؿٗ

سٛوؿٛدلاؾٕب  ٝیػّ زیٔهٛ٘ دبزیا زض ثطؤٔ بضیضٚـ ثؿ

٘كبٖ ٚ ٕٞىبضاٖ  Gatkowska زض ٕٞیٗ حبَ .(10)ٞؿشٙس

 یٔٙبؾت ثطا سیوب٘س ROP2 ٔب٘ٙس ROP4 ٗیزاز٘س وٝ دطٚسئ

 ٗیثبقس. ا یسٛوؿٛدلاؾٕب ٔ ٝیػّ یجیسطو  یٞب ٚاوؿٗ ٝیسٟ

 یٞبٗ یدطٚسئ یجی٘كبٖ زاز٘س وٝ قىُ ٘ٛسطو ٗیٕٞچٙ ٗیٔحمم
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rROP2, rROP4, rGRA4, rSAG1 یأٙبؾت ثط یٞبسیوب٘س 

سٛوؿٛدلاؾٕب  ٝی( ػSubunitّ) یٚاحس طیظ یٞب ٚاوؿٗ ٝیسٟ

غٖ سه  هی (ROP1: Rhoptry Protein 1) غٖ .(11)ثبقٙس یٔ

حبنُ اظ  ٗیثبقس. دطٚسئ یٔ kbp 1/2زض حسٚز  یا ثب ا٘ساظٜ یوذ

وٙس.  یٔ فبیا عثبٖی٘مف ٟٕٔی زض ؾٛضاخ وطزٖ ؾَّٛ ٔ ،ایٗ غٖ

ROP1  ُٚضٚز  حُ ٍٞٙبْلبثT.gondii َّٛیٞب ثٝ زضٖٚ ؾ 

ایٗ ٘بدسیس  ،قٛز یسطقح ٔ غیقسٖ ؾط سیلجُ اظ ٘بدس ،عثبٖیٔ

٘مف ٟٕٔی ضا زض  ROP1وٝ  حبوی اظ آٖ اؾزقسٖ ؾطیغ 

اخبظٜ  GRA2  ٚROP1وٙس. ٕٞچٙیٗ  حّٕٝ اِٚیٝ ایفب ٔی

ضا زض افطازی ثب ػفٛ٘ز اٍّ٘ی  T.gondiiٔرهٛل  IgM ضزیبثی

ٞبی  غٖ وٝ آ٘شی زٞس ٘كبٖ ٔیٞب  اؾز. زض ٔدٕٛع ایٗ زازٜ ٜزاز

GRA2  ٚROP1 ٔغٕئٗ ٚ ٘ٛیسثركی خٟز  سٞبییوب٘س

زض ا٘ؿبٖ ٞؿشٙس.  ییقٙبؾبیی ٚ ضزیبثی ػفٛ٘ز سٛوؿٛدلاؾٕب

 ROP1 تی٘ٛسطو ٖغ ی٘كبٖ زازٜ اؾز وٝ آ٘ش یٔغبِؼبر لجّ

 یثطا یٙیٍعی، خبIgM تی٘ٛسطو ELISAلبزض اؾز زض 

 بیٚ  IgM هیسؿز ؾطِٚٛغ هیزض  زیظٚا یسبو یٞب غٖ یآ٘ش

IgG ٞسف اظ ایٗ ٔغبِؼٝ ب سٛخٝ ثٝ آ٘چٝ ثیبٖ قس ث .(12)ثبقس

ٚ سؼییٗ  RHسٛوؿٛدلاؾٕب ٌٛ٘سی اظ ؾٛیٝ  ROP1وّٛ٘یًٙ غٖ 

سٛاِی ٚ ٔمبیؿٝ آٖ ثب سٛاِی ٔٛخٛز، ٕٞچٙیٗ سِٛیس دطٚسئیٗ 

غ٘یؿیشٝ آٖ ثٝ ٔٙظٛض  ٚ ثطضؾی آ٘شی ROP1 (rROP1)٘ٛسطویت 

ثیٗ ٚ احشٕبَ سٕبیع  ٞبی سكریهی ؾطِٚٛغیه فبزٜ زض سؿزاؾش

 .ثبقس ٔی فبظ حبز ٚ ٔعٔٗ ػفٛ٘ز سٛوؿٛدلاؾٕٛظ

 روش بررسي

 یا ٞفشٝ 8ثبِجؿی ٔٛـ  ػسز 6ثطای ا٘دبْ ایٗ ٔغبِؼٝ 

زا٘كٍبٜ  كٍبٜیاظ دبسٛغٖ زض آظٔب یػبض ظیقس ٚ زض قطا یساضیذط

 یؾبظ آٔبزٜثؼسی ٌبْ  ی ٌطزیس.ؾٙٙسج ٍٟ٘ساض آظاز

 ٘ػازوبض اظ  ٗیا یثطا ،سٛوؿٛدلاؾٕب ثٛز یٞب زیظٚئ یسبو

ٞبی ؾٛیٝ ٚیطٚلا٘ز  ظٚایز اؾشفبزٜ قس. اثشسا سبوی RH طٚلا٘زیٚ

RH  ٚ ٚلشی سىثیط  ،ضٚظ ثؼس 3زض نفبق ٔٛـ ؾٛضی سعضیك قس

اظ ٔبیغ نفبق  زیظٚئ یسبو 5×107حسٚز  ،ثؿیبض ظیبز ا٘دبْ زاز٘س

ٔحَّٛ قس ٚ ثب  یآٚض خٕغ (Beckman coulter) ٛغیفیؾب٘شطثب 

 PBS: Phosphate Bufferedذبنیز فؿفطیٕ٘ه فؿفبر ثب 

Sadine) قؿشكٛ ا٘دبْ ٌطفز ٚ ؾذؽ زض ثبفطإِٓبٖ(  -)ٔطن 

( M Tris-HCl pH 8.0 /1قس) عیِ ،(إِٓبٖ -ٔطن) وٙٙسٜ سرطیت

طاز ثٝ ٌ یزضخٝ ؾب٘ش 55زٔبی زض  (K μg/m)100 ٙبظیٚ ثب دطٚسئ

اظ وّطٚفطْ  یحدٓ ٔؼبزِزض ازأٝ . ؾبػز لطاض زازٜ قس 2ٔسر 

قس.  فٝٞب اضبٗ یخٟز حصف دطٚسئثٝ ػهبضٜ  25:25ثب ٘ؿجز 

قس ٚ  ٛغیفیؾب٘شط rpm 13000ثب زٚض مٝیزل 15ٔحَّٛ ثٝ ٔسر 

اظ وّطٚفطْ ثٝ ؾٛدط٘ب٘ز اضبفٝ ٚ ٔدسزاً  یؾذؽ حدٓ ٔؼبزِ

 ٓیحدٓ اؾشبر ؾس 1/0 ،ثٝ ؾٛدط٘ب٘ز . زض ازأٝقس ٛغیفیؾب٘شط

 100 (إِٓبٖ -ٔطن) اسبَ٘ٛ دٓحٔٛلاض ٚ زٚ  3 (إِٓبٖ -ٔطن)

 مٝیزل 10ثٝ ٔسر  13000اضبفٝ قس ٚ ٔدسزاً زض زٚض 

قؿشٝ ٚ زض  زضنس 70ثب اسبَ٘ٛ  DNAضؾٛة . ٌطزیس ٛغیفیؾب٘شط

زضخٝ  -20 یزض زٔب ؾذؽ حُ قس ٚ طیآة ٔمغط زٚ ثبض سمغ

 DNAاظ  شطیىطِٚیٔب 5قس.  یاؾشفبزٜ ٍٟ٘ساض یثطاٌطاز  ؾب٘شی

  .زضنس لطاض ٌطفز 8/0غَ آٌبضٚظ  یضٚ اؾشرطاج قسٜ ثط

 شطیِ یّیٔ 6 ٞب ظٚایز سبویاظ  یغ٘ٛٔ DNA اؾشرطاجخٟز 

Parcel  ٜشطیِ یّیٔ 14ثٝ ٕٞطا PBS  ٖٛ50ضا زض فبِى 

 شطیِ یّیٔ 20ؾذؽ ثٝ آٖ قس، ٔرّٛط  ٚ رشٝیض یشطیِ یّیٔ

ثٝ  g450زٚض ثب  ضثب 2 .ٌطزیس اضبفٝ یٔحَّٛ ثٝ آضأ زیظٚا یسبو

زض ٔطحّٝ  .آٔس زؾزٝ سب دّز ثقس  ٛغیفیؾب٘شط مٝیزل 30ٔسر 

 DNA ٚ قساضبفٝ ٚ ٔرّٛط  PBS شطیِ یّیٔ 8 ،دّز یضٚثؼس 

 .ٌطزیس ٔٙشمٌُطاز  زضخٝ ؾب٘شی -20 یزٔباؾشرطاج قسٜ ثٝ 

اظ یه خفز دطایٕط  ROP1ٔٙظٛض سىثیط غٖ  ثٝ

 اؾشفبزٜ قس: ،ظیط (Cinnagen)اذشهبنی

5'- GTG 

CCAGATCTAGCGTCGCATTCTCATTCG-3' 

(forward) and5'- CCAAAG 

CTTTTGCGATCCATCATCCTGCTCTG- 3' (reverse). 

 Master mixای دّیٕطاظ اثشسا یه  ٞط ٚاوٙف ظ٘دیطٜ یثطا

ثبض سمغیط  ٚ آة ٔمغط زٚ X10 ،MgCl2 ،dNTPحبٚی ثبفط 

غ٘ٛٔی  DNA ؾبذشٝ قس ٚ ؾذؽ ثٝ آٖ زض ٞط ٚاوٙف دطایٕطٞب،

اضبفٝ قس. ٚاوٙف  Taq polymerase (Cinnagen)ٚ آ٘عیٓ 

PCR زؾشٍبٜ سطٔٛؾبیىّط زض((Eppendorf  ِِٚٝٛ  2/0ٞبی 

 25حدٓ  زض PCRا٘دبْ  یِیشطی نٛضر ٌطفز. ثطا ٔیّی

 95 ٗی٘رؿش یا٘دبْ قس: زٔب طیظ تیٔیىطِٚیشط، ٚاوٙف ثٝ سطس
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2086  کارايي عملكرد آنتي شن نوترکيب بررسيROPI  در....   

 4234 تير، چهارم، شماره سومدوره بيست و      مجله دانشگاه علوم پسشكي و خدمات بهداشتي ـ درماني شهيد صدوقي يسد

 چطذٝٚ زٚ ؾی ، مٝیزل 5ٔسر  یثطاٌطاز  ؾب٘شیزضخٝ 

زلیمٝ،  1ثٝ ٔسر ٌطاز  ؾب٘شیزضخٝ  95قبُٔ:  ٚاؾطقشی

زضخٝ  72 ،ثب٘یٝ 30ثٝ ٔسر  ٌطاز زضخٝ ؾب٘شی 56 آّ٘یًٙ

زضخٝ  72چطذٝ قبُٔ :  هزلیمٝ ٚ ی 1ثٝ ٔسر ٌطاز  ؾب٘شی

 .مٝیزل 10 ثٝ ٔسر ٌطاز ؾب٘شی

ثب اؾشفبزٜ اظ  PCRاظ ٔحهَٛ  بفشٝی طیاؾشرطاج لغؼبر سىث

. زؾشٛضاِؼُٕ وبضذب٘ٝ ا٘دبْ قسثط اؾبؼ  BiONEER زیو

 pUET1 ًٙیزض ٘بلُ وّٛ٘ ROP1 غٖاسهبَ لطاض زازٖ ٕٞچٙیٗ 

 (® PCR: Product Cloning Kit, Fermentas)ثب اؾشفبزٜ اظ ویز

ٔحهٛلار ذبِم قسٜ ا٘دبْ قس. عجك زؾشٛضاِؼُٕ وبضذب٘ٝ 

PCR ّ٘ٛٚوشٛض  ًٙیثب وPUET1 ِقس. دلاؾٕیس ثیب٘ی  زیٍی

pUET1  ٓثب زٚ آ٘عیHindIII ,BglII خٟز  .قس یٕیٞضٓ آ٘ع

زض ا٘شٟبی  BamH1  ٚSalIآ٘عیٓ  وّٛ٘یًٙ ؾبیز ثطـ زٚ ٟیُسؿ

 pUET1لطاض زازٜ قس. دلاؾٕیس  Forward  ٚReverseدطایٕط  '5

زض زٚ ا٘شٟبی دطٚسئیٗ ثیبٖ قسٜ لطاض  6X Histidineزٚ ز٘جبِٝ 

وٙس.  ثطای ثیبٖ دطٚسئیٗ اؾشفبزٜ ٔی T7زٞس ٚ اظ دطٔٛسٛض لٛی  ٔی

اثشسای دطٚسئیٗ اضبفٝ  ثٕٝٞچٙیٗ فمظ چٙس  اؾیس أیٙٝ 

( ثعضي Fusion partnerزض ٘شیدٝ ٔؼبیت فیٛغٖ دبضسٙط ) .قٛز ٔی

غٖ  بٖیزض ٔ pUET1 ًٙیچٙسٌب٘ٝ وّٛ٘ ٍبٜیضا ٞٓ ٘ساضز. خب

 'یؼٙی ساظ،یٌبلاوشٛظ ثشب ٓیآ٘ع یٞبٚاحس طیاظ ظ یىیوسوٙٙسٜ 

LacZ ییبیٕینٛضر اٌط ٔبزٜ ق ٗیزض ا، قسٜ اؾز ٝیسؼج X-gal 

ٚخٛز زاقشٝ ثبقس،  ظیاؾز زض ٔح ٓیآ٘ع یاظ ؾٛثؿشطاٞب یىیوٝ 

زض  أب اٌط وٙس یٔ سیسِٛ یٚ ضً٘ آث زٜوط ٝیآٖ ضا سدع ٓیآ٘ع

لطاض  ًٙیچٙسٌب٘ٝ وّٛ٘ ٍبٜیزض خب یغٖ ذبضخ ٖٛیٍبؾیِ دٝی٘ش

 یٞب یوّٛ٘زؾز زازٜ ٚ  ذٛز ضا اظ یىذبضچٍی LacZ'غٖ  طز،یٌ

 ذٛاٞٙس ثٛز. سیؾف یاظ ضقس ثبوشط ی٘بق

اظ  اقطقیبوّی یثٝ ثبوشطسطا٘ؿفٛضْ ٔحهَٛ ِیٍبؾیٖٛ خٟز 

 .(13)اؾشفبزٜ قس Sambrook (2001)ضٚـ 

 اؾشفبزٜ قس.ROP1 ثٝ ػٙٛاٖ اٍِٛ ثطای سىثیط  pT-ROP1اظ 

Master Mix PCR .ٚاوٙف زض  عجك زؾشٛضاِؼُٕ سٟیٝ قس

ٔیىطِٚیشط عجك زؾشٛضاِؼُٕ ا٘دبْ قس ٚ ٔحهَٛ ثط  25حدٓ 

زضنس آ٘بِیع قس ٚ ا٘ساظٜ ٔحهٛلار ثب  1ضٚی غَ اِىشطٚفٛضظ 

ویّٛ ثبظی ثطضؾی قس. ثٝ عٛض ٕٞعٔبٖ زض  1اؾشفبزٜ اظ ِسض 

ؾیّیٗ وكز زازٜ قس سب ثطای  آٌبض ٚ آٔذی LBدّیز حبٚی 

ییس قسٜ زؾشطؾی زاقشٝ ی ٘ٛسطویت سأوّٛ٘ٔطاحُ ثؼسی وبض ثٝ 

 ثبقیٓ. ػسْ سىثیط زاَ ثط ػسْ حضٛض آٖ زض دلاؾٕیس اؾز.

ثب ٞبی ؾفیس ٘ٛسطویت  یوّٛ٘دلاؾٕیس اظ  DNA ؾبظی ذبِم

 Accuprep Plasmid Extraction(Roche®)اؾشفبزٜ اظ ویز 

Kit  .ا٘دبْ قس 

pUET1 (negative control) ٚ pT-ROP1  ّٝثٝ ٚؾی

ایٗ ٚاوٙف  ٞضٓ آ٘عیٕی قس٘س. EcoR1 ٚ BamH1ٞبی  آ٘عیٓ

ٔیىطِٚیشط ا٘دبْ قس.  20ثٝ عٛض ٔدعا ثطای ٞط آ٘عیٓ زض حدٓ 

ٔحشٛی  وٝ ظبٞطًثٛز ٞبیی  دلاؾٕیسٞبی سرّیم قسٜ اظ وّٖٛ

ٚ ثٝ  ٘سدلاؾٕیس ٘ٛسطویت ثٛز٘س، ٔٛاز فٛق ثب ٞٓ ٔرّٛط قس

ٌطاز  زضخٝ ؾب٘شی 37ثب زٔبی  ٔسر یه قت زض ا٘ىٛثبسٛض

سب ػُٕ ٞضٓ نٛضر ٌیطز. دؽ اظ ٞضٓ آ٘عیٕی  ٘سٍٟ٘ساضی قس

لغؼبر ثٝ زؾز آٔسٜ، خٟز سأییس دلاؾٕیس ٘ٛسطویت ٔٛضز 

زضنس ضاٖ قس  1بضظ آٌاضظیبثی لطاض ٌطفز. ٔحهَٛ ثط ضٚی غَ 

ٔحهَٛ  ثب دلاؾٕیس ٞضٓ ٘كسٜ ٔٛضز ٔمبیؿٝ لطاض ٌطفز. ٚ

PCR  ثب اؾشفبزٜ اظ ویز اؾشرطاجDNA (Roche®)  َاظ غ

م قس. ؾذؽ ٚاوٙف ثب آ٘عیٓ ثب٘ٛی ٚ ٔحهَٛ آٌبضظ ذبِ

 زضنس ا٘دبْ قس. 1اؾشرطاج قسٜ اظ غَ آٌبضظ 

دلاؾٕیسٞبی اؾشرطاج قسٜ اظ ، سٛاِی یبثی ٔؿشمیٓخٟز 

 ٞبی ؾفیس ؾىب٘ؽ قس. یوّٛ٘

سىثیط قسٜ، ایٗ غٖ زض ٘بلُ ثیب٘ی  ROP1ثٝ ٔٙظٛض ثیبٖ غٖ 

pET28b وّٖٛ قس. 

ثب ؾبیط ٔٛاز شوط قسٜ  1:3غٖ ٚ ٚوشٛض ثب ٘ؿجز ٞبی ِٔٛی 

ٔیىطِٚیشط، زض ِِٛٝ ادٙسٚضف  10زض ثبلا ٔرّٛط، ثب حدٓ ٟ٘بیی 

زض یرچبَ ٍٟ٘ساضی قس سب ػُٕ  Overnightاؾشطیُ، ثٝ نٛضر 

نٛضر دصیطز ٚ خٟز سطا٘ؿفٛضٔبؾیٖٛ ٔٛضز اؾشفبزٜ  ِیٍبؾیٖٛ

 لطاض ٌیطز.

ا٘شمبَ دلاؾٕیس ٘ٛسطویت ثٝ ثبوشطی ٔغبثك ضٚـ 

(sambrook 2001) (.13)ا٘دبْ ٌطفز 

 ROP1 تی٘ٛسطو سیاظ دلاؾٕ ROP1 ٗیدطٚسئ بٖیث خٟز

pUET1َّٛزاض  زینلاح یٞب ، ؾE. coli ٛٝیاظ ؾ 

(BL21plysS(DE3 ٕزض  ٚ ٔصوٛض سطا٘ؿفٛضْ قس٘س سیثب دلاؾ
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 2087                        فاطمه کشاورزی

 4234 تير، چهارم، شماره سومدوره بيست و      بهداشتي ـ درماني شهيد صدوقي يسدمجله دانشگاه علوم پسشكي و خدمات 

اِمبء ثب  OD 6000.5وكز زازٜ قس ٚ زض  LB brothٔحیظ 

IPTG  ؾبػز زیٍط وكز ازأٝ دیسا  4-5ا٘دبْ قس ٚ ثٝ ٔسر

 SDS-PAGEٚؾیّٝ آ٘بِیع ٝ ث ROP1وطز. ؾذؽ ثیبٖ دطٚسئیٗ 

ٞبی ٔرشّف ثؼس اظ اِمبء ٚ ٘یع ٔمبزیط ٔرشّف  . ظٔبٖقسثطضؾی 

IPTG  ٖٔٛضز ثطضؾی لطاض ٌطفز سب قطایظ ثب ثیكشطیٗ ٔیعاٖ ثیب

 طییسغ ّٝیٚؾٝ ث ٗیدطٚسئ بٖیث عاٖیدطٚسئیٗ ٔكرم قٛز. ٔ

 IPTG  ٚODخّٕٝ ظٔبٖ اِمبء، غّظز  اظٔٛثط ثط آٖ  یدبضأشطٞب

 .قس ٙٝیوكز لجُ اظ اِمبء ثٟ

ٔرشّف  یٞب غّظزاثشسا  ٗیدطٚسئ میسرّ یؾبظ ٙٝیثٟ خٟز

 میسرّ یٔرشّف ثبفطٞب یٞبpHوٙٙسٜ ٚ عیزض ثبفط ِ ساظَٚیٕیا

 ٗیكشطیثٝ زؾز آٚضزٖ ث یثطا ظیقطا ٗیٚ ثٟشط سیٌطز یثطضؾ

 ٔحَّٛ ا٘شربة قس. تی٘ٛسطو ٗیدطٚسئ عاٖیٔ

 یٞب ثب اؾشفبزٜ اظ ضٚـ ROP1 ٘ٛسطویت ٗیدطٚسئ

قس.  میسرّ ٖٛیّشطاؾیٚ غَ ف  Ni-NTA یّیسٕب یوطٚٔبسٌٛطاف

ٚ  عایضٚـ الا ٚ اؾشفبزٜ آٖ زض یهیوبضثطز سكر یثطاایٗ دطٚسئیٗ 

% زاقشٝ 95 یذّٛل ثبلا سیفٛق ثب ٗیدطٚسئ ًٙیٚؾشطٖ ثلاس

 شطیِ هیذبِم، زض  ٗیدطٚسئ یبزیٔمساض ظ ٝیٔٙظٛض سٟ ثٝ .ثبقس

 IPTGوكز زازٜ قس ٚ دؽ اظ اِمبء ثب  یوكز، ثبوشط ظیٔح

ثب ثبفط ٞب ٗ یدطٚسئ ؾذؽ قس. یآٚض آٖ خٕغ ییبیضؾٛة ثبوشط

 یوٝ زاضا ROP1 ٗیٞب ذبضج قس٘س. دطٚسئ اظ ؾَّٛوٙٙسٜ عیِ

سٛؾظ  یّیسٕب یاؾز ثب ضٚـ وطٚٔبسٌٛطاف یٙیسیؿشیز٘جبِٝ ٞ

 قس. میسرّ Ni2+-NTA ٗیضظ

غَ  یقسٜ ٔغبثك زؾشٛض وبض ثط ضٚ میسرّ ROP1 ٗیدطٚسئ

SDS-PAGE سغبثك  یٔٛضز ٘ظط اظ ضٚ ٗیدطٚسئ سییثطزٜ قس ٚ سأ

 نٛضر ٌطفز. یثب٘سٞب ثب قبذم ٚظٖ ّٔىِٛ

ٔٛضز  ٗیدطٚسئ ٗی، اROP1 ٗیدطٚسئ شٝیغ٘ؿ یآ٘ش سییسب یثطا

غٖ  یاثشسا آ٘ش ٔٙظٛض ٗیا ی. ثطاٌطفز لطاض ًٙیٚؾشطٖ ثلاس عیآ٘بِ

شمبَ ضٚقس ثطزٜ  SDS-PAGEغَ  یضٚ تی٘ٛسطو  وبغص یٚ ثؼس اظ ا٘

( Pooled sera) ثب اؾشفبزٜ  اظ ؾطْ دَٛ قسٜ ًٙیٚؾشطٖ ثلاس

ثبضزاض  یٞب ؾطْ ذب٘ٓ بیٔعٔٗ  بیحبز  فٛ٘زػ یثبضزاض زاضا یٞب ذب٘ٓ

شٟب س.قثسٖٚ ػفٛ٘ز سٛوؿٛدلاؾٕب)خٟز وٙشطَ( دطٚة   زض ا٘

( HRP: Horse Radish Peroxidase)وٛ٘ػٌٚٝ ثب  یٞب یثبز یآ٘ش

  ٞٓ ثب اؾشفبزٜ اظ لطل یعیٔآ ػُٕ ضً٘ .ٌطفز لطاض ییٔٛضز قٙبؾب

DAB (3, 3-diaminobenzidine tetrahydrochloride) ْدب  قس.  ا٘

زض قطایظ ِِٛٝ  IgG  ٚIgMٌیطی  ا٘ساظٜایٕٙی ؾِّٛی ثب 

ثط اؾبؼ  ELISA(Roche)ٚ ثب اؾشفبزٜ اظ ویز آظٔبیف 

٘ٛسطویت ذبِم قسٜ زض غّظز   غٖ آ٘شیزؾشٛضاِؼُٕ ا٘دبْ قس. 

ِیشط آٖ ثٝ  ٔیّی 1/0ضلیك قس ٚ  PBSِیشط  ٌطْ زض ٔیّی ٔیّی 5

ٞبی وٙشطَ ثطای ٞط  چبٞىی اضبفٝ قس. چبٞه 96ٞبی  دّیز

دٛقیسٜ قس٘س.  E. coli ػهبضٜٔیىطٌٚطْ  5غّظز  ؾطٔی ثب

ٌطاز ثطای ٔسر  زضخٝ ؾب٘شی 37زٔبی  ٞبی وٛر قسٜ زض دّیز

. ٘سفظ قسحؾبػز زض ایٗ زٔب  16ؾبػز ا٘ىٛثٝ قسٜ ٚ ثطای  1

ٚ ؾٝ ثبض ثب آة ٔمغط زٚ  20PBS-Tween ثؼس اظ آٖ ؾٝ ثبض ثب

زضخٝ  37ٚ ثطای زٚ ؾبػز زض زٔبی  ٘سثبض سمغیط قؿشٝ قس

 fish gelatin, 10% fetal calf%3)ٌطاز ثب ٔحِّٛی قبُٔ  ؾب٘شی

serum in PBS  )آة ٔمغط زٚ ثبض  ثّٛوٝ قس٘س ٚ ؾٝ ثبض ثب

ٞبی ؾطْ  ٞب قؿشٝ قس٘س. ٕ٘ٛ٘ٝ سمغیط لجُ اظ ا٘ىٛثبؾیٖٛ ثب ؾطْ

زضنس  2زض ثبفطی قبُٔ  200ثٝ  1زٚدّیىیز ثب ٘ؿجز 

ِیشط  ٔیّی 1/0ٖ ضلیك قس. ثؼس اظ اضبفٝ وطز  E. coliػهبضٜ

 37ٞب ثطای یه ؾبػز زض  ٕ٘ٛ٘ٝ ضلیك قسٜ ثٝ ٞط چبٞه دّیز

  ٌطاز ا٘ىٛثٝ قس٘س ٚ ؾذؽ ؾٝ ثبض ثب زضخٝ ؾب٘شی

20PBS-Tween  ٝؾٝ ثبض ثب آة ٔمغط زٚ ثبض سمغیط قؿش ٚ

 goatسطسیت ثب اؾشفبزٜ اظ ٝ ا٘ؿب٘ی ث IgG  ٚIgMقس٘س. اسهبَ 

anti-human IgG and IgM horseradish peroxidase labeled 

Conjugates   اضبفٝ وطزٖ وب٘دٌٛجز  قس. ثؼس اظ یقٙبؾبی

ا٘ىٛثٝ  ٌطاز ؾب٘شی 37زٔبی  ٞب ثطای یه ؾبػز زض ٔٙبؾت دّیز

ٚ ؾٝ ثبض ثب آة ٔمغط  20PBS-Tweenؾٝ ثبض ثب قس٘س ٚ ؾذؽ 

 o-phenylenediamineٔؼطف ضٍ٘ی  قؿشٝ قس٘س. طیزٚ ثبض سمغ

dihydrochloride color  ٝ٘ٔبزٜ قس ٚ ثٝ ٞط آعجك ٘ظط وبضذب

 ضبفٝ وطزٖسٛؾؼٝ ضً٘ ثب ا ،زلیمٝ 3چبٞه اضبفٝ قس. ثؼس اظ 

ٚ زض عَٛ  ٘طٔبَ ٔشٛلف قس 1ٛضیه ِیشط اؾیس ؾِٛف ٔیّی 1/0

 .٘ب٘ٛٔشط ِِٛٝ لطائز قس 490ٔٛج 

    نتايج

ضٚظ  3اٍُ٘ سٛوؿٛدلاؾٕب ٌٛ٘سی  RHظٚایز ؾٛیٝ  فطْ سبوی

دؽ اظ سعضیك ثٝ ٔٛـ ٚ سىثیط زض ٔبیغ نفبلی ٔٛـ سٛؾظ 

ٞبی آٖ اظ عطیك قؿشكٛ ثب  آٚضی قس. ٘بذبِهی ؾب٘شطیفٛغ خٕغ
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2088  کارايي عملكرد آنتي شن نوترکيب بررسيROPI  در....   

 4234 تير، چهارم، شماره سومدوره بيست و      مجله دانشگاه علوم پسشكي و خدمات بهداشتي ـ درماني شهيد صدوقي يسد

ؾَّٛ  107ثبفط ٚ ثٝ وٕه دطٚسئیٙبظ حصف ٌطزیس ٚ زض ٟ٘بیز 

غ٘ٛٔی ثٝ ٚؾیّٝ ویز ٔطثٛعٝ ٔٛضز  DNAاٍُ٘ ثطای سرّیم 

غ٘ٛٔی سرّیم قسٜ ثٝ ػٙٛاٖ اٍِٛ  DNAز. اظ اؾشفبزٜ لطاض ٌطف

اؾشفبزٜ قس. ا٘ساظٜ لغؼبر  PCRثٝ ضٚـ ROP1 ثطای سىثیط 

 (.1خفز ثبظ ثٛز)قىُ  757سىثیط یبفشٝ زض حس 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 %1 غَ آٌبضظ ضٚی اِىشطٚفٛضظثٝ ٚؾیّٝ  PCRٚ ثطضؾی ٔحهَٛ ROP1 سىثیط غٖ :1قىُ 

 (خفز ٘ٛوّئٛسیس 757) PCRسىثیط یبفشٝ سٛؾظ ROP1غٖ : 2ؾشٖٛ  Kb 1قبذم ا٘ساظٜ ّٔىِٛی  :1ؾشٖٛ  

 

 pUET1زض زاذُ دلاؾٕیس  PCRزض ٔطحّٝ ثؼس ٔحهَٛ  

ِیٍیز قس. ثب سٛخٝ ثٝ ؾیؿشٓ ا٘شربثی ٔٛخٛز زض دلاؾٕیس، 

 LBؾفیس زض دّیز  ٚی آثی وّٛ٘، زٚ زؾشٝ lac selectionیؼٙی 

ٞبی ؾفیس ثٝ  یوّٛ٘ٔكبٞسٜ قس.  X-gal  ٚIPTGآٌبض حبٚی 

 ثٝ غٖ  ROP1ذبضخی یؼٙی لغؼٝ  DNAزِیُ ٚاضز قسٖ 

'lac Z  ثٝ ٞٓ ذٛضزٖ چٟبضچٛة ثیبٖ، لبزض ثٝ ؾٙشع ظیط ٚاحس ٚ

ٚ  X-galٌبلاوشٛظیساض ٚ زض ٘شیدٝ سدعیٝ -ٔطثٛعٝ اظ آ٘عیٓ 

 . (2 ) قىُ٘یؿشٙس IPTGسِٛیس ضً٘ آثی زض حضٛض اِمبء وٙٙسٜ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ٞبی آثی زض وٙبض ٞٓ ضٚی دّیز یوّٛ٘ٞبی ؾفیس ) ٘ٛسطویت( ٚ  یوّٛ٘ X-gal ٚ IPTGوكز ثبوشطی ضٚی دّیز حبٚی  :2قىُ
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 2089                        فاطمه کشاورزی

 4234 تير، چهارم، شماره سومدوره بيست و      بهداشتي ـ درماني شهيد صدوقي يسدمجله دانشگاه علوم پسشكي و خدمات 

ٞبی ٘ٛسطویت  یوّٛ٘ی ؾفیس ثٝ ػٙٛاٖ وّٛ٘ثٙبثطایٗ چٙس 

ٚ اؾشرطاج دلاؾٕیس ثٝ ٔٙظٛض ٞضٓ آ٘عیٕی  colony PCRثطای 

ٞبی ؾفیس زض  یوّٛ٘ا٘شربة قس٘س. دلاؾٕیس اؾشرطاج قسٜ اظ 

زٞٙسٜ  ٞبی آثی لطاض زاقز ٚ ایٗ ٘كبٖ یوّٛ٘ؾشٖٛ زض ثبلای 

وّٖٛ قسٜ pUET1 زاذُ دلاؾٕیسٝ ث ROP1ایٗ ثٛز وٝ غٖ 

 (.3اؾز)قىُ 

 

 

 

 

 

 

 

 
 %1 ثٝ ٚؾیّٝ اِىشطٚفٛضظ ضٚی غَ آٌبضظ pUET1  ٚpT-ROP1ٔمبیؿٝ  :3قىُ 

 (pUET1)ٞبی آثی ض٘ه یوّٛ٘دلاؾٕیسٞبی اؾشرطاج قسٜ اظ  :2ؾشٖٛ ٚ  (pT-ROP1)ٞبی ؾفیسضً٘ یوّٛ٘دلاؾٕیسٞبی اؾشرطاج قسٜ اظ  :1ؾشٖٛ 
 

ٞبی ٘ٛسطویت حبٚی  وّٖٛ ،ٞبی غطثبٍِطی ثب اؾشفبزٜ اظ ضٚـ

ٔحسٚزوٙٙسٜ  یٞبٓ یاؾشرطاج قسٜ ثب آ٘ع یسٞبیدلاؾٕ غٖ

EcoR1 ٚ BamH1 ٕاؾشرطاج قسٜ اظ  یٞبسیٞضٓ قس. دلاؾ

 یزٚ ثب٘س ضا ٘كبٖ زاز٘س زض حبِ، ثؼس اظ ٞضٓ سیؾف یٞب یوّٛ٘

 عٛض ٗیخفز ثبظ ثٛز ٕٞ 757 فیضز یثط ضٚ ROP1وٝ لغؼبر 

 قسٜاؾشرطاج  یٞبسیقٛز، أب دلاؾٕ یٔكبٞسٜ ٔ 4 وٝ زض قىُ

 ضٚ غٖ  ٗیثب٘س ضا ٘كبٖ زاز٘س. اظ ا هیضً٘ فمظ  یآث یوّٛ٘اظ 

ROP1 ٕوّٖٛ قسٜ ثٛز. سیزض دلاؾ 

 ROP1ٚ ؾىب٘ؽ غٖ  سیٌطز یبثی یوّٖٛ قسٜ سٛاِ سیدلاؾٕ

 یِٞٛٔٛٛغ هیزٞس  ی٘كبٖ ٔ حی٘شب قس. ؿٝیٔمب GenBankزض 

ثب  یسٛوؿٛدلاؾٕب ٌٛ٘س ROP1 ٗییدطٚس mRNA% ثب 96سب حس 

Accession number M71274 ثب ذٛز غٖ 95، ٚ سب %ROP1  ٚ

 CDS Accessionٚخٛز زاضز) ROP1غٖ  mRNA% ثب  96

number AY661790) ُ(4) قى.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 %1 ثٝ ٚؾیّٝ اِىشطٚفٛضظ ضٚی غَ آٌبضظ ،pUET1  ٚpT-ROP1ٔمبیؿٝ : 4قىُ 

 .(pUET1)ٞبی آثی ض٘ه یوّٛ٘دلاؾٕیسٞبی اؾشرطاج قسٜ اظ  :2ؾشٖٛٚ  (pT-ROP1)ٞبی ؾفیسضً٘ یوّٛ٘دلاؾٕیسٞبی اؾشرطاج قسٜ اظ  :1ؾشٖٛ  
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2090  کارايي عملكرد آنتي شن نوترکيب بررسيROPI  در....   

 4234 تير، چهارم، شماره سومدوره بيست و      مجله دانشگاه علوم پسشكي و خدمات بهداشتي ـ درماني شهيد صدوقي يسد

pT-ROP1  ٞضٓ قسٜ ثٝ زاذُ دلاؾٕیسpcDNA3  ِیٍیز

ٞب زض  قس زض اِىشطٚفٛضظ دلاؾٕیس اؾشرطاج قسٜ اظ ایٗ وّٛ٘ی

لطاض ٌطفز ٚ ایٗ ٘كبٖ زاز وٝ ِیٍبؾیٖٛ ا٘دبْ  pcDNA3ثبلای 

 (. 5قسٜ اؾز) قىُ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 ٞضٓ آ٘عیٕیثؼس اظ  pcDNA3-ROP1 سكریمخٟز  %1اِىشطٚفٛضظ ضٚی غَ آٌبضظ :5قىُ 

 آ٘عیٓ 2ثؼس اظ ٞضٓ ثب  :5ثؼس اظ ٞضٓ ثب یه آ٘عیٓ ٚ ؾشٖٛ  :4ٚ 3ؾشٖٛ ٞبی ٚ  pcROP1 :2ؾشٖٛٔبضوط،  :1ؾشٖٛ 

 

 BL21ٞبی ضزٜ زاذُ ؾَّٛٝ ٚ ؾذؽ ٔحهَٛ ٟ٘بیی ث

(DE3) pLysS   اظ ثبوشطیEcoli  ٖا٘شمبَ یبفز. دؽ اظ ضؾیس

، ثیبٖ OD600;6/0سطا٘ؿفٛضْ ثٝ ٞبی  وكز سه وّٖٛ اظ ؾَّٛ

 4اِمبء قس ٚ دؽ اظ  IPTGٔٛلاض  ٔیّی 1دطٚسئیٗ ثب غّظز 

 SDS-PAGEؾبػز ا٘ىٛثبؾیٖٛ، ضؾٛة حبنُ اظ وكز ثب 

   (. 6ثطضؾی قس) قىُ 

ػّیٝ ؾطْ ا٘ؿبٖ اظ  ROP1غ٘یؿیشٝ  ثٝ ٔٙظٛض ثطضؾی آ٘شی

ٞبی لجُ  ضٚـ ٚؾشطٖ ثلار اؾشفبزٜ قس. ٚؾشطٖ ثلار ثب ٕ٘ٛ٘ٝ

ؾطْ افطاز  (pool)ٞبی ٘ٛسطویت ٚ ٔرّٛط  ثؼس اظ اِمبء ثبوشطی ٚ

 غٖ آ٘شیٔجشلا ثٝ فبظ حبز سٛوؿٛدلاؾٕب ا٘دبْ قس، چطا وٝ 

 ROP1 ٞبی فبظ حبز ػفٛ٘ز قٙبذشٝ  ثٝ ػٙٛاٖ یىی اظ قبذم

 (.7قسٜ اؾز)قىُ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 SDS-PAGE 12%ثط ضٚی غَ  ٘ٛسطویتثطضؾی ثیبٖ دطٚسئیٗ : 6قىُ 

 . IPTG ثب : ٕ٘ٛ٘ٝ وكز ثؼس اظ اِمبء2,3. ؾشٖٛ IPTG: ٕ٘ٛ٘ٝ وكز لجُ اظ اِمبء ثب 1. ؾشٖٛ یٗؾبیع ٔبضوط دطٚسئ :Lؾشٖٛ
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 2091                        فاطمه کشاورزی

 4234 تير، چهارم، شماره سومدوره بيست و      بهداشتي ـ درماني شهيد صدوقي يسدمجله دانشگاه علوم پسشكي و خدمات 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
ثب اؾشفبزٜ اظ ٔرّٛط ؾطْ افطاز طٖ ثلار ٚؾش .سرّیم قسٜ ثب زٚ ٌطٜٚ ٔرّٛط )دَٛ( ؾطْ ا٘ؿب٘ی سٛؾظ ٚؾشطٖ ثلاسیًٙ ROP1ثط ٞٓ وٙف ثطضؾی  :7 قىُ

 ٔجشلا ثٝ فبظ حبز سٛوؿٛدلاؾٕب

 

ROP1 وٙٙسٜ ثب  ٞبی فؼبَ سٛح وّٖٛ ٚ ثیبٖ قس وٝ قبُٔ ادی

IgM  ٚIgG  ٗغٖ آ٘شیٚیػٜ سٛوؿٛدلاؾٕب اؾز. حبَ ای 

ٕ٘ٛ٘ٝ ؾطْ  27دٛقب٘سٜ قس ٚ  IgM  ٚIgG ELISA ٘ٛسطویت ثب 

 ٞب ؾز قس.  ثبزی ٔٙفی ثطای ایٗ آ٘شی

 17ٔثجز ٚ IgG ٕ٘ٛ٘ٝ  14ثب  IgM  ٚIgG ELISAؾذؽ ٞط 

IgM .زض ٘شیدٝ  ٔثجز سؿز قسIgM ELISA ROP1  ثب

 ٔثجز ٚاوٙف زاز.  IgMٞبی  ثیكشطیٗ سؼساز ٕ٘ٛ٘ٝ

 بحث

 DNA ٗایٕٛ٘یعاؾیٖٛ وٝ لبزض ثٝ ثیبٖ یه یب چٙس ٞب ٚاوؿ 

لبزض ثٝ حفبظز اظ حیٛا٘بر ٚ  ،سٙثبق ٔیغٖ سؼجیٝ قسٜ زض آٖ  ثب

 ظا ٚ ثٝ ٚیػٜ ٞبی ثیٕبضی ا٘ؿبٖ زض ٔمبثُ ٔیىطٚاضٌب٘یؿٓ

ثؿیبض  ٞب ٚاوؿٗ DNAأطٚظٜ  .ٞؿشٙس ٞبی زاذُ ؾِّٛی اٍُ٘

وٝ اظ زلایُ ٟٔٓ آٖ ؾبذز آؾبٖ،  ٞؿشٙس ٔٛضز سٛخٝ ٔحممیٗ

دبؾد ایٕٙی عٛلا٘ی ٔسر زض سِٛیس  آٟ٘ب لیٕز اضظاٖ ٚ سٛا٘بیی

ٞبی اذشهبنی ایٕٙی ؾِّٛی ٚ  ثبػث اِمبی دبؾد، آٟ٘ب اؾز

ؾیشٛسٛوؿیه  عٛض ٚیػٜ زض فؼبَ وطزٖٝ ٚ ث (14)ٕٞٛضاَ قسٜ

 س.ٙوٙ ػُٕ ٔی T ٞبی اظ عطیك ٔىب٘یؿٓ ٚاثؿشٝ ثٝ ِٙفٛؾیز

سكریم ػفٛ٘ز سٛوؿٛدلاؾٕب ٌٛ٘سی غبِجبً ثٝ ٚؾیّٝ 

ثط ػّیٝ سٛوؿٛدلاؾٕب زض هبنی ثبزی اذش ٌیطی آ٘شی ا٘ساظٜ

ٞبی ِٔٛىِٛی  ٌیطز ٚ اظ ضٚـ ؾطِٚٛغیه ا٘دبْ ٔیٞبی  سؿز

زض  .(15-19)قٛز ثطای سأییس سكریم اؾشفبزٜ ٔی PCR٘ظیط 

ضاؾشبی سحمك اٞساف ایٗ ٔغبِؼٝ وٝ وّٖٛ، ثیبٖ، سرّیم ٚ 

ثٛز، سٛاِی وس وٙٙسٜ ROP1 ثطضؾی آ٘شی غ٘یؿیشٝ دطٚسئیٗ 

ٚ ثب  PCRایٙشطٖٚ ثٝ ضٚـ  ثب حصف لؿٕز ROP1 دطٚسئیٗ 

ایطا٘ی اٍُ٘ سٛوؿٛدلاؾٕب  RHغ٘ٛٔی ؾٛیٝ  DNAاؾشفبزٜ اظ 

وٝ ا٘ساظٜ ٔٛضز  PCRٌٛ٘سی ثٝ ػٙٛاٖ اٍِٛ سىثیط قس. ٔحهَٛ 

ا٘شظبض ضا زض اِىشطٚفٛضظ غَ آٌبضٚظ ٘كبٖ زاز ثٝ ٚاؾغٝ دّیٕطیعٜ 

آز٘یّٝ ثٛز، زض ٘شیدٝ  '3دّیٕطاظ زاضای ا٘شٟبی  Taqقسٖ سٛؾظ 

ثٝ ؾِٟٛز زض ٘بلُ وّٛ٘یًٙ خبؾبظی قس. ؾذؽ اظ عطیك 

دطایٕطٞبی  '5ٞبی آ٘عیٓ ٔحسٚز وٙٙسٜ زض ا٘شٟبی  خبیٍبٜ

forward  ٚreverse  ّٖٛلطاض زازٜ قسٜ ثٛز٘س زض ٘بلُ ثیب٘ی و

قس. دلاؾٕیس ثیب٘ی ٘ٛسطویت سأییس قسٜ سٛؾظ ٞضٓ آ٘عیٕی ٚ 

سٛاِی  7)ٔمبیؿٝ سٛاِی وّٖٛ قسٜ ثب  سؼییٗ سٛاِی غٖ وّٖٛ قسٜ

وٝ اظ سیخ ٔرشّف اٍُ٘  GENE BANKٔٛخٛز زض 

ٔكبثٟز زضنس  96 ( ا٘دبْ قس وٝسٛوؿٛدلاؾٕب ٌٛ٘سی ثٛز

 BL21ٞبی ضزٜ زاذُ ؾَّٛٝ ٔحهَٛ ٟ٘بیی ثزض ازأٝ زاقشٙس. 

(DE3) pLysS   اظ ثبوشطیEcoli  ٖا٘شمبَ یبفز. دؽ اظ ضؾیس

، ثیبٖ OD600;6/0سطا٘ؿفٛضْ ثٝ  ٞبی وكز سه وّٖٛ اظ ؾَّٛ

 4اِمبء قس ٚ دؽ اظ  IPTGٔٛلاض  ٔیّی 1دطٚسئیٗ ثب غّظز 

 SDS-PAGEؾبػز ا٘ىٛثبؾیٖٛ، ضؾٛة حبنُ اظ وكز ثب 

ػّیٝ ؾطْ  ROP1غ٘یؿیشٝ  ثٝ ٔٙظٛض ثطضؾی آ٘شی ثطضؾی قس.

ا٘ؿبٖ اظ ضٚـ ٚؾشطٖ ثلار اؾشفبزٜ قس. ٚؾشطٖ ثلار ثب 
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ٞبی ٘ٛسطویت ٚ ٔرّٛط  اِمبء ثبوشطیٞبی لجُ ٚ ثؼس اظ  ٕ٘ٛ٘ٝ

(pool)  ؾطْ افطاز ٔجشلا ثٝ فبظ حبز سٛوؿٛدلاؾٕب ا٘دبْ قس، چطا

ٞبی فبظ حبز ػفٛ٘ز  ثٝ ػٙٛاٖ یىی اظ قبذم ROP1  غٖ آ٘شیوٝ 

 IgM  ٚIgGثب  تی٘ٛسطو غٖ آ٘شی ٗیازض ازأٝ . اؾز قٙبذشٝ قسٜ

ELISA  ٚ ٗیا یثطا یٕ٘ٛ٘ٝ ؾطْ ٔٙف 27دٛقب٘سٜ قس 

 IgGٕ٘ٛ٘ٝ  14ثب  IgM  ٚIgG ELISAٞب ؾز قس. ٞط  یثبز یآ٘ش

 IgM ELISA دٝیزض ٘ش ٔثجز سؿز قس. IgM 17ٔثجز ٚ 

ROP1 یٞب سؼساز ٕ٘ٛ٘ٝ ٗیكشطیثب ث IgM .ٔثجز ٚاوٙف زاز 

٘كبٖ زاز وٝ ٔیلازی  1994زض ؾبَ  یاٝ ٔغبِؼثطای اِٚیٗ ثبض 

ٞبی زفؼی سطقحی سٛوؿٛدلاؾٕب ٚ  غٖ ثطذی اظ آ٘شی

ٞبی سِٛیس قسٜ ػّیٝ آٟ٘ب سٟٙب زض ظٔبٖ ذبنی اظ زٚضٜ  ثبزی آ٘شی

ثُ ٕٞچٙیٗ ٘ٛع ٚ ظٔبٖ لب ،ثبقٙس ثیٕبضی لبثُ قٙبؾبیی ٔی

سِٛیس قسٜ ػّیٝ  IgE ،IgM ٞبی قٙبؾبیی ثٛزٖ ایٌّٕٙٛجِٛیٗ

ٞبی  ٞبی آِٛزٜ ثٝ ؾٛیٝ ٔٛـ IgG  ٚIgAٞب زض ؾطْ  غٖ ایٗ آ٘شی

زض ثؼضی ٔٛاضز  .(20)ثبقس ٔرشّف سٛوؿٛدلاؾٕب ٔشفبٚر ٔی

دصیط اؾز ٔب٘ٙس  ٞبی ؾطِٚٛغیىی أىبٖ سكریم فمظ ثب سؿز

ٞبی دبیساض سٛوؿٛدلاؾٕبیی )ثٝ ٚیػٜ زض ٔغع(  ظٔب٘ی وٝ ویؿز

آیس وٝ زض ایٗ نٛضر أىبٖ سكریم ٔؿشمیٓ اٍُ٘  ثٝ ٚخٛز ٔی

ٚخٛز ٘ساضز ٚ  PCRٞبی ِٔٛىِٛی ٘ظیط  ثٝ ٚؾیّٝ سىٙیه

ِٚٛغیه ا٘دبْ ٞبی ؾط سكریم ٔٙحهطاً سٛؾظ ضٚـ

زض ٞط زٚ فبظ وٝ سطقحی  -زفؼی ٞبی غٖ آ٘شی. (21)ٌیطز ٔی

٘كبٖ زازٜ قسٜ اؾز  قٛ٘س، ٚایز ٚ ثطازی ظٚایز ثیبٖ ٔیظ سبوی

سطقحی اٍُ٘ ایٕٛ٘ٛغ٘یه ٞؿشٙس ٚ لبزض  -ٞبی زفؼی غٖ وٝ آ٘شی

آٟ٘ب ثبقٙس. ٟٕٔشطیٗ اخعاء  ثٝ اِمبء ایٕٙی ٞٛٔٛضاَ ٚ ؾِّٛی ٔی

ٞبی ٔشطاوٓ  ٔشطاوٓ ٞؿشٙس وٝ زاذُ ٌطاَ٘ٛٞبی ٌطاَ٘ٛ  ّٔىَٛ

قٛ٘س ٚ ثؼس اظ سٟبخٓ اٍُ٘ ثٝ زاذُ  سٛوؿٛدلاؾٕب شذیطٜ ٔی

قٛ٘س. آٟ٘ب ثٝ فطاٚا٘ی سطقح  ٚاوٛئُ دبضاظیشٛفٛضٚؼ سطقح ٔی

وٙٙسٜ سبوی ظٚایز ٚ  قٛ٘س ٚ ٟٕٔشطیٗ خعء ٚاوٛئُ احبعٝ ٔی

. (22)ٞب ٞؿشٙس وٙٙسٜ ثطازی ظٚایز زیٛاضٜ ویؿز احبعٝ

اٍُ٘  ٞبی غٖ آ٘شیٞبی ٔشطاوٓ خعء اِٚیٗ  ٌطاَ٘ٛ ٞبی غٖ یآ٘ش

قٛ٘س  ٞؿشٙس وٝ سٟٙب چٙس ضٚظ دؽ اظ ػفٛ٘ز زض ذٖٛ ظبٞط ٔی

دطٚسئیٗ  12. سبوٖٙٛ (23)وٙٙس ثبزی لٛی اِمبء ٔی ٚ دبؾد آ٘شی

GRA ٜٔب٘ٙسا٘س وٝ ثؿیبضی اظ آٟ٘ب  قٙبؾبیی قس GRA2 ،

GRA3 ،GRA4 ،GRA6 ،GRA7  ٚGRA8  عی فبظ حبز زض

قٛ٘س، ٕٞچٙیٗ زض چٙسیٗ ٔغبِؼٝ وبضایی  ؾغح ثبلایی ثیبٖ ٔی

ٌطاَ٘ٛ ٔشطاوٓ ثطای سٕبیع ػفٛ٘ز حبز ٚ ٔعٔٗ  ٞبی غٖ آ٘شی

 97سطقحی  -سطویت زفؼی. (15-19)ٔكرم قسٜ اؾز

ٞبی سٛوؿٛدلاؾٕب، زض ٔطحّٝ فبظ  ظٚئیز ویّٛزاِشٛ٘ی اظ سبوی

 ،وٙس ضا قٙبؾبیی ٔی IgM  ٚIgGسٛوؿٛدلاؾٕٛظیؽ  ،حبز

ٔعٔـٗ سٟٙـب ٘كب٘ـٍط ٔٙبؾت  IgGثٙبثطایٗ ثٝ ػٙـٛاٖ یـه 

ٞبی سكرـیـهی لـبثُ ثـطضؾی  ثـطای اؾشفـبزٜ زض سؿز

ٞٓ ثب ایٗ ٘شبیح ٕٞبٍٞٙی  ِؼٝ حبضطبغ(، ٘شبیح 23،22ٔ)ثبقس ٔی

ٞـبی لبثـُ اؾشفـبزٜ ثطای سؼییٗ  زض ثیٗ سىٙیهزاضز. 

ٞبی  غٖ وبضٌیطی آ٘شیٝ ؾطْ ثب ث ثـبزی ضسسٛوؿٛدلاؾٕب زض آ٘شی

لبثُ سطقحی، ضٚـ الایعا ثب سٛخٝ ثٝ ؾبزٌی ضٚـ اخطا،  -زفؼی

آٖ ثٝ نٛضر سدبضی زض  ٔٛاز ٚ ٚؾبیُ ا٘دبْ زؾشطؼ ثٛزٖ

ٞبی ٌطاٖ لیٕز  ٞــبی آٔبزٜ، ػسْ ٘یبظ ثٝ زؾشٍـبٜ لــبِت ویز

ٌطچٝ ضؾس.  سط ثٝ ٘ظط ٔی ٚ حؿبؾیز ٘ؿجشبً ثبلا ٔٙبؾت

٘ٙس ایٕٛ٘ٛثـلاسیًٙ ٚ ضازیٛایٕٛ٘ٛاؾی اظ اضظـ ٞبیی ٔب ضٚـ

ثبقٙس أب ثٝ ػّز دیچیسٌی  سكریهی ٔٙبؾت ثطذـٛضزاض ٔی

ٞبی سكریم  ضٚـ اخطا، ثٝ وبضٌیطی آٟ٘ب زض اوثط آظٔبیكٍبٜ

ٞبی  غٖ زٖ ٔمساض آ٘شیثبقس. ثبسٛخٝ ثٝ دبییٗ ثٛ عجی ٔمسٚض ٕ٘ی

 زض ٞب غٖ آ٘شی ایٗ حبٚی سطویت حدٓ، ٚاحس زض سطقحی -زفؼی

سىؽ اٌّٛسیٙبؾیٖٛ، ػُٕ ثبثز قسٖ لا ٔب٘ٙس ٞبیی سؿز

ثط ضٚی ٌّجَٛ لطٔع یب شضار لاسىؽ ٕٔىٗ اؾز  IHAغٖ،  آ٘شی

 1ثٝ ذٛثی نٛضر ٍ٘یطز، ٕٞچٙیٗ حؿبؾیز الایعا ٘ؿجشبً 

ٚاوٙف نٛضر  5غٖ ٘یع ثبلاؾز ثٝ عٛضی وٝ ثب  ٘بٌ٘ٛطْ اظ آ٘شی

ثب  سطقحی -یی زفؼٞب غٖ ٌیطز، ایٗ ٔٛضٛع زض ضاثغٝ ثب آ٘شی ٔی

ٞبی  ٖ ٘ؿجی آٟ٘ب زض سطویت وبُٔ ٕ٘ٛ٘ٝسٛخٝ ثٝ وٓ ثٛزٖ ٔیعا

ثٝ ذهٛنیبر ٌعاضـ قسٜ اظ  سٛخٝ ثب آٟ٘ب إٞیز ثیكشط زاضز.

 ایٗ ضؾس ٔی ٘ظط ثٝ سٛوؿٛدلاؾٕب، سطقحی -ٞبی زفؼی غٖ آ٘شی

 ٞبی سؿز زض اؾشفبزٜ خٟز ٔٙبؾجی ٘كبٍ٘طٞبی ٞب غٖ آ٘شی

 .ثبقٙس سٛوؿٛدلاؾٕٛظیؽ سكریم ثطای ؾطِٚٛغی
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Abstract 

Introduction: Toxoplasma gondii is a ubiquitous obligate intracellular parasite with a relatively broad host 

range infecting both mammals and birds. Toxoplasma proteins are strong antigens that can begin strong 

immune reactions, among which Rhoptry protein 1 (ROP1) can be named discharging from rhoptry cell-

organ. ROP1 is regarded as a competitor for recombinant vaccines against toxoplasmosis. Therefore, the 

main objective of the current study was to evaluate the cloning and expression of ROP1 Toxoplasma gondii 

in a cloning vector as well as to create this recombinant antigen in order to be applied for later uses.  

Methods: Genomic DNA of Toxoplasma gondii was removed and reproduced by PCR, then the PCR 

product was cloned into the EcoR1 and BamH1 sites of cloning vector, pUET1, and transformed into 

Escherichia coli BL21 plysS strain. Moreover,  pcROP1 was sub-cloned into the HindIII and EcoRI sites of 

the pcDNA3 in order to produce recombining eukaryotic declaration vector. The cloned ROP1 was verified 

by PCR, limitation enzymes (HindIII and BglΙ) digestion and nucleotide sequencing. Then , this recombinant 

antigen was covered applying IgM and ELISA IgG.  

Results: The study results demonstrated that a fragment of 757 bp was separated. In addition,  nucleotide 

sequence analysis of the ROP1 cloned in pUET1vector revealed high homology (96%) with RH strain Gene 

Bank Accession (No. M71274).  

Conclusion: The recombinant ROP1 antigen in an IgM Rec-ELISA test can be replaced with the tachyzoite 

antigen in IgG and IgM serologic tests.  
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