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توكسوپلاسما گوندي و ) SAG1(1ژن سطحي  كلونينگ ژن بيان كننده آنتي
    اشرشياكليTG1 و DH5aترانسفورماسيون آن در دو سويه 
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 چكيده
 )Toxoplasma gondii(بيماري توكسوپلاسموزيس توسط تك ياخته انگلي به نام توكـسوپلاسماگوندي : زمينه و هدف    

ه فقط در مرحله تاكي زوئيـت وجـود   اي است ك ژن اختصاصي ـ مرحله   آنتي،)SAG1)Surface Antigen 1.شود ايجاد مي
 روي سـطح داخـل و    بـر ه مقدار فراوان و به طور يكنواختدارد و در مراحل اسپوروزئيت و برادي زوئيت وجود ندارد و ب           

 conformationalژن، كـاملاً    ژن داراي دو گليكـوفرم اسـت و آنتـي           اين آنتـي  . ها توزيع شده است    زوئيت خارج سلولي تاكي  
تـرين سـاختار    ، ايمونوژنيـك SAG1 . بـوده و هـيچ اينترونـي نـدارد    Single copy، به صـورت  SAG1نده ژن كد كن. است
 نوتركيب و زير واحدي عليـه       ن روش تشخيصي و براي تهيه واكس      ن است و به همين خاطر در چندي       T.gondiiزوئيت    تاكي

 در  SAG1مطالعـه، كلـون كـردن قطعـه         هـدف از ايـن      . بيماري توكسوپلاسموزيس، استفاده شده و مورد توجه بوده است        
    .باشد  ميE.coliهاي   باكتريTG1 و DH5αهاي   و ترانسفورم كردن پلاسميد نوتركيب در سويهPTZ57Rپلاسميد 

براي اين كار، ابتدا انگل توكـسوپلاسما در صـفاق مـوش سـوري              . باشد  اين تحقيق يك مطالعه تجربي مي     : رسير    روش ب 
جهت تهيـه و نگهـداري انگـل، از مـوش     . شستشو داده شد) PBS)Phosphate buffered salineگل با تكثير داده و آنگاه ان

ژنومي توكسوپلاسما، با روش فنل ـ كلر فرم، استخراج شده،  ) DNA)Deoxyribonucleic acid. سوري ماده استفاده شد
تكثير ) PCR)Polymrase chain reaction، ژن مورد نظر با روش SAG1سپس با كمك پرايمرهاي اختصاصي ويژه ژن 

. الكتروفورز شده و اندازه ژن تكثير شده با استفاده از مـاركر تعيـين شـد               ،  PCRشد و با استفاده از ژل آگاروز، محصول         
 به داخل PCRمحصول ، T4DNA Ligase با استفاده از كيت تجارتي، خالص شده و سپس به كمك آنزيم PCRمحصول 

 DH5α و   TG1 دو سـوش     E.coliدر نهايت پلاسميد نوتركيب بـه داخـل سـلولهاي مـستعد             . دكتور كلون ش  يك كلونينگ و  
   .ترانسفورم شد

 PCRمحصول .  گرديدSAG1 ،PCR خالص سازي شده با استفاده از پرايمرهاي اختصاصي ژن DNAنمونه : ها يافته    
، PTZ57R درون پلاسـميد     PCRحـصول   م. مـشاهده گرديـد   % 1در ژل آگاروز    )  جفت باز  bp960)960به صورت يك باند     

بـراي  . ترانـسفورم گرديـد   TG1 ،DH5αهـاي   كلون گرديد، سـپس پلاسـميد نوتركيـب درون بـاكتري اشرشـياكلي سـوش       
 LBهاي حاوي پلاسميد نوتركيب روي محـيط          بيوتيك، كلوني   شناسايي پلاسميد نوتركيب، ابتدا به كمك ژن مقاومت به آنتي         

 XGAL)5- bromo-4 chloro-3 indolyl beta diGalactopyranosid( ،IPTG)Isopropyl-beta-dithioجامد حاوي 

Galactopyranosid ( و با روش سيلين جداسازي گرديدند، سپس پلاسميد نوتركيب استخراج شد   و آمپي PCR  ژن مـورد ،
 bp864 و bp2982ت  تحت تاثير برش آنزيمي قـرار گرفـت كـه قطعـا    SAG1پلاسميد نوتركيب حاوي ژن . نظر تاييد گرديد  

 رشد كرده بودند، شمارش گرديدنـد       LBكه در محيط     DH5α و   TG1هاي    كلوني. باشد  بدست آمده نيز نشانه تاييد كار مي      
    . مقايسه گرديدMannwhitny و ميانگين و انحراف معيار براي اين دو سويه در هر پليت براساس آزمون آماري

 اشرشياكلي بكار رفته در اين تحقيق، براي نگهداري        TG1 و استرين    PTZ57Rسميد  نتايج نشان داد كه پلا    : گيري      نتيجه
   . دنباش  مناسب ميSAG1ژن 

             
    )SAG1(1ژن سطحي اصلي    آنتي– 2       توكسوپلاسما گوندي – 1      : ها كليدواژه

 PTZ57R پلاسميد – DH5α, TG1  (4(اشرشياكلي – 3                         
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