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Abstract: 

 
Background: Toxoplasma gondii, an obligatory intracellular protozoan parasite, causing 
toxoplasmosis in human and animal with worldwide spread. Microneme 3 (MIC3) protein, a 
90 kDa parasite factor attaching to the host cells in the beginning of the invasion, is secreted 
in all stages of parasite development (e.g. sporozoite, tachyzoite and bradyzoite) and also is 
considered as a potent antigen. Therefore, besides the immunogenicity and the candidacy for 
vaccine design, the protein is used for diagnostic purposes, as well. The aim of the present 
study was to transfer MIC3 gene into plasmid vector (PTZ57R/T) for subcloning in 
eukaryotic and prokaryotic plasmids. 
Materials and Methods: Toxoplasmia genomic DNA extracted using phenol-chloroform 
method and MIC3 gene was then amplified by PCR with specific primers. Electrophoresis 
was performed by using agarose gel and PCR product was purified by T4 DNA ligase 
enzyme into a cloning vector. Finally, recombinant plasmid was transformed into E.coli 
(Top10 strain). The extracted clone was verified with PCR, digestion enzymes and 
sequencing. 
Results: The PCR product was seen as a 1052bp band in agarose gel (1%). The recombinant 
plasmids was restricted by HindIII and EcoRV enzymes and two obtained 2886 and 1052bp 
bands showed that the MIC3 gene was cloned in PTZ57R/T plasmid.  
Conclusion: The results revealed that the cloning and transformation of MIC3 gene in 
pTZ57R/T was done successfully. 
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  گوندي  توكسوپلاسما(MIC3) 3 كلونينگ و توالي يابي پلاسميد كد كننده پروتئين ميكرونم
  

 4 عبدالحسين دليمي اصل، 3 زهره شريفي،*2  فاطمه غفاري فر ،1محمد جعفري مدرك

  

  مقدمه
-تـك ) (Toxoplasma gondiiتوكسوپلاسما گونـدي  

داران خون  اي با انتشار جهاني است كه طيف وسيعي از مهره           ياخته
توكـسوپلاسما در افـراد بـا اخـتلال ايمنـي           . كندگرم را آلوده مي   

immunocompromised) (خـصوص در مبتلايـان بـه نقـص         به
، فرصت طلب بوده و بيماري وخيمي ايجـاد         )ايدز(ايمني اكتسابي   

يمـاري   .كند كه عمدتا مغزي بوده و تهديد كننده حيات اسـت          مي
شديدي دارد كـه در فـرم شـديد         مادرزادي آن تظاهرات خفيف تا      

ــا ميكروســفالي، كلــسيفيكاسيون مغــزي و   ســبب هيدروســفالي ي
  ].1[گردد كوريورتينيت مي

  
 دانـشگاه   ،دانشكده علوم  پزشكي    ،گروه انگل شناسي   ، دانشجوي دكتري انگل شناسي    1

 تربيت مدرس
   دانشگاه تربيت مدرس، دانشكده علوم  پزشكي، گروه انگل شناسي،دانشيار2
 آموزشـي و پژوهـشي طـب انتقـال          يمركز تحقيقات انتقال خون، موسسه عال      ،استاديار 3

  خون، تهران
 دانـشگاه تربيـت     ، دانشكده علـوم پزشـكي     ، و حشره شناسي    گروه انگل شناسي   ، استاد 4

  مدرس
  :نشاني نويسنده مسوول *

  سيتهران ، بزرگراه جلال آل احمد،پل گيشا، دانشگاه تربيت مدرس، گروه انگل شنا
  021 45558288 :   دورنويس                        021 82884553: تلفن

  ghafarif@ modares.ac.ir: پست الكترونيك

  9/5/90:                         تاريخ پذيرش نهايي25/2/90: تاريخ دريافت 

  
هاي انگلـي بـشر در      ترين عفونت بĤلودگي به توكسوپلاسما از شايع    

شـكل بـدون علامـت و       توكسوپلاسموزيس بـه  ]. 2[باشد  جهان مي 
 ميليون تا يك ميليارد نفر از جمعيت انساني در جهان           500مزمن در   

از آنجا كه انتشار اين انگل بـسيار وسـيع بـوده و             ]. 3[ وجود دارد 
 ،گيـرد هاي واسط صورت مي   راحتي توسط تمام ميزبان   انتقال آن به  

 ، ناشـي از ايـن بيمـاري       هايرسد بهترين راه كاهش زيان    نظر مي به
 ـپيشگيري از ابتلاي انسان و دام به انگل، از طريـق ته            ه داروهـاي   ي
 ايـران در   در. جديد و يا تهيه واكسن مناسب بر عليه بيماري است         

مورد تهيه واكسن عليه توكسوپلاسموزيس تحقيقات محدودي شده        
و همكاران اثر محافظـت كننـدگي توكـسوپلاسما          محمودي. است

را در برابر   ) سويه تهران (ه جدا شده از انسان در ايران        گوندي سوي 
بـراي ايـن    .  در موش سفيد آزمايشگاهي بررسي كردند      RHسويه  

هاي سفيد كوچك آزمايشگاهي بـا سوسپانـسيون مغـز    منظور موش 
طور داخل صـفاقي    ههاي توكسوپلاسما سويه تهران ب    حاوي كيست 

هاي زوئيتاز تاكي ها با تعداد مختلف     آلوده شدند، سپس اين موش    
 در يكي از روزهاي چهارم تا دهم بعد از تزريق با سويه             RHسويه  

نتـايج نـشان داد، مقاومـت بـه آلـودگي بـا             . تهران چالش شـدند   
شود كه فاصـله زمـاني بـين        هايي ديده مي  توكسوپلاسما در موش  

درياني و همكـاران در يـك   ]. 4[ سويه در آنها بيشتر باشد  2تزريق  

  خلاصه
ياخته درون سلولي اجباري و عامل توكسوپلاسموزيس در انسان و حيوانات بوده كه گوندي، انگل تك  توكسوپلاسما:هدف سابقه و

هاي ميزبان  كيلو دالتون، عامل چسبيدن انگل به سلول90 با وزن ملكولي (MIC3) 3 پروتئين ميكرونم. در سراسر جهان انتشار دارد
 از اين نظر علاوه بر ؛شودتي ژن قوي محسوب ميدر آغاز تهاجم است و در تمام مراحل تكاملي از انگل ترشح شده و يك آن

 در پلاسميد ناقل MIC3هدف از اين تحقيق، آماده سازي ژن  .در تشخيص نيز كاربرد دارد، ايمونوژن بودن و كانديد ساخت واكسن
  .كلونينگ در پلاسميدهاي يوكاريوت و پروكاريوت استجهت ساب

، MIC3با استفاده از آغازگرهاي اختصاصي ژن . كلروفرم استخراج شد-وش فنل ژنومي توكسوپلاسما، با رDNA :هامواد و روش
كمك آنزيم ، خالص شده و بهPCRمحصول .  و با استفاده از ژل آگارز، الكتروفورز گرديده تكثير شدPCRژن مورد نظر با روش 

T4DNA Ligaseداخلدر نهايت پلاسميد نوتركيب به. شدداخل يك وكتور كلونينگ كلون ، بهE.coli  سوش TOP10 ترانسفورم 
  .و برش آنزيمي و توالي يابي، كلون مورد نظرتائيد شد PCRهاي با روش. دگردي
پلاسميدهاي نوتركيب تحت برش .  درصد مشاهده گرديد1جفت باز در ژل آگارز  1052 صورت يك باند بهPCRمحصول  :نتايج

دست آمد كه نشان داد قطعه ه جفت باز ب2886 و 1052ار گرفت و دو باند  قرEcoRV و HindIIIآنزيمي دو آنزيم محدود كننده 
MIC3 در پلاسميد pTZ57R/T كلون شده است .  

 با موفقيت انجام شده pTZ57R/T  در پلاسميد MIC3دست آمده نشان داد، كلونينگ و ترانسفورم ژن  نتايج به: نتيجه گيري
  .است

  ، كلونينگ، توالي يابيMIC3 توكسوپلاسما گوندي،: واژگان كليدي
 200- 206 ، صفحات1390، پاييز3ض، دوره پانزدهم، شماره ي في پژوهش–يفصلنامه علم                                                                      
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هاي توكسوپلاسما گوندي را در محيط كـشت        زوئيتيمطالعه، تاك 
محـيط رويـي كـشت    ، كشت دادنـد ) RPMI 1640(غير سلولي 

. روماتوگرافي تعويض يوني اضافه شد    و به ستون ك   شده  آوري  جمع
بـراي  . دست آمد ه ب ESA-F2 و   ESA-F1دو فراكشن   در نهايت،   

 . تايي بررسي شـدند    10 گروه   5 موش در    50ها،  ايمن سازي موش  
ترشـحي  –ك تا چهار به ترتيب دوبار با آنتي ژن دفعـي          يهاي  گروه

(ESA)    1 تام، فراكشن (F1)   2، فراكشن (F2)    ژن ليـز   و با آنتـي
عنـوان گـروه    ك گروه نيز بـه    ي .شده توكسوپلاسما ايميونيزه شدند   

 F2 و F1تام،   ESAنتايج نشان داد كه آنتي ژن       . شاهد قرار گرفت  
افزايش حساسيت  (  DTH به واكنش    هاي ايمن شده منجر   در موش 
هـا  تمام موش . هاي تكثير و تمايز لنفوسيت گرديد     و پاسخ ) تاخيري

هـا ايمـن شـده      كه موش  درحالي ، روز مردند  10شاهد ظرف مدت    
-بيشترين ميزان بقـا در مـوش      . تري زنده ماندند  براي مدت طولاني  

 ].5[نـد   ه بود  را دريافـت كـرد     F2هايي مشاهده شد كه فراكـشن       
هاي معكوس مضر هاي زنده خطر عفونت تصادفي و موتانتاكسنو

براي غلبه بـر ايـن مـشكلات،        . بيني براي انسان دارند   غيرقابل پيش 
يونيـت، نوتركيـب و     هـاي سـاب   تحقيقات اخير بـر روي واكـسن      

 آينده بسيار ها انجام شده، كه اين نوع از واكسن DNAهاي  واكسن
 توكسوپلاسموزيس ارائه كرده    روشني را براي پيشگيري از بيماري     

 را با اسـتفاده از ژن       DNA همكاران واكسن  صلح جو و  ]. 6[است  
SAG1 ي انجام دادند كه سازي عليه توكسوپلاسما گوند براي ايمن

هاي گروه شاهد بـود     هاي ايمن شده بيش از موش     ميزان بقاي موش  
 هـاي ژناز جمله كانديدهاي مناسب براي تهيه واكـسن، آنتـي         ]. 7[

عبوري از  هاي  زيادي پروتئين  ها تعداد ميكرونم. ميكرونمايي هستند 
كنند كه در مراحل اوليه      ترشح مي  MIC و محلول بنام     عرض غشاء 

هاي اصلي ميكرونم آنتـي ژن      از پروتئين . تهاجم نقش اساسي دارند   
MIC3 ) ــروتئين شــماره ــ3پ  ميكــرونم دامك ترشــح شــده از ان

توان نام بـرد كـه بـا داشـتن          ا مي ر )باشدتوكسوپلاسما گوندي مي  
هـاي  هاي خارجي نقش مهمي را در شناسايي اوليـه سـلول          گيرنده

 بـا شناسـايي سـلول    MIC3]. 8[ كنـد ميزبان وآغاز تهاجم ايفا مي  
- و تهاجم انگل فراهم مي      سر خوردن  ميزبان، شرايط را براي ورود،    

ژن عمـده توكـسوپلاسما گونـدي    عنوان يك آنتـي به MIC3 .كند
عنوان يك كانديد موثر با پتانسيل قـوي        رو، به ناخته شده و از اين    ش

 از MIC3]. 9[بــراي تهيــه واكــسن در نظــر گرفتــه شــده اســت 
شـوند و   ها ترشح مي  زوئيتها و تاكي  زوئيتبراديها،  اسپروزوئيت

عنوان يـك   رو به  از اين  ؛شونددر تمام مراحل زندگي انگل بيان مي      
هاي بدن افـراد    باديتوان در ارزيابي آنتي   ، مي ژن با كارآيي بالا   آنتي

ژن كدكننـده   ]. 9[هاي تشخيصي كاربرد داشته باشـد       مبتلا و تست  
MIC3 هدف از اين ]. 10[نسخه و فاقد اينترون است صورت تك به

در پلاسميد ناقل براي ساب كلونينـگ   MIC3كار آماده سازي ژن  
  .استدر پلاسميدهاي يوكاريوتيك و پروكاريوتيك 

  
  هامواد و روش

زوئيت  تاكي5×106در اين تحقيق ابتدا مايع صفاقي حاوي     
 5طور داخل صفاقي بـه       توكسوپلاسما گوندي به   RHانگل سوش   

كـشته  ها  روز بعد، موش   3-4. ماده تلقيح گرديد   Balb/cسر موش   
سي  سي 5هاي  وسيله سرنگ ههاي آلوده، ب  و مايع صفاقي موش   شده  

روش فنـل   بهDNAاستخراج  ].11[ آوري شد سي سي جمع10يا 
ــد  - ــام ش ــرم انج ــر  100.  كلروف ــدود (ميكروليت از ) 5×107ح

 درون  PBSشده با بافر     شو و شده و شست  هاي تغليظ زوئيتتاكي
 ميكروليتـر بـافر ليـز       900و بـا    شده  سي ريخته    سي 5/1يك ويال   

پروتيناز  ميكروليتر   10ها،  زوئيتمنظور ليز شدن تاكي   به. مخلوط شد 
K     مـاري   مدت دو ساعت در بـن     -و به شده   به ويال اضافه°C 55 

 با استفاده از اسپكتروفتومتر و روش جـذب نـوري،           .قرار داده شد  
-مـي . گرديدگيري   نانومتر اندازه  260 در طول موج     DNAغلظت  

 درجه سانتي   -20استخراج شده را تا مرحله بعدي در         DNA توان
 Forwardمنظور طراحـي پرايمرهـاي      به]. 12[ گراد نگهداري كرد  

كننـده   ژن كد  DNA، ابتدا توالي    )برگشتي (Reverseو  ) جلويي(
MIC3  اطلاعـــات بانـــك ژنـــي از ســـايت اينترنتـــي     از

http//www.ncbi.com    با شمارهAJ132530  دسـت آمـد   بـه. 
ــرم افــزار  ، ســپس ــه كمــك ن ــا اســتفاده از ايــن اطلاعــات و ب ب

GenRuner، رت زير طراحي شدندصوجفت پرايمرها به:  
F: 5’-CACA↓ AGCTTATGGCGCTCACCTTCATGGGGG-3’  

  Hindш آنزيم اثر محل↓
R: 5’-ACAGAT↓ ATCTCACGTCACGGTGTGGGCATGGT-3’ 

  EcoRV آنزيم اثر محل↓
و شامل جايگاه شناسايي بـرش       نوكلئوتيد   31جلويي داراي    پرايمر

 نوكلئوتيـد و    32و پرايمـر برگـشتي داراي       بوده   Hindшآنزيمي  
  . باشدمي  EcoRVشامل جايگاه شناسايي برش آنزيمي

كـه شـامل      ميكروليتر تهيه شد   25در حجم    PCR واكنشل  محصو
 ميكروليتر كلريـد    x10  ،75/0ميكروليتر بافر    5/2 :بودتركيبات زير   

 5/0 مـولار،  ميلـي  dNTP10 ميكروليتر   5/0مولار،  يميل 50منيزيوم  
 Taq (Taq DNA polymerase)، 3پليمـراز    DNAميكروليتـر 
 ميكروليتر از هر يك از پرايمرها   1 )استخراج شده  DNA ميكروليتر

مـواد  . ddH2O ميكروليتر 75/15  و ،) پيكو مول در ميكروليتر    10(
اخـل دسـتگاه    در د  زدن هـم  پـس از   فوق درون ويال ريخته شد و     

 ـ MIC3 ژن   .داده شـد   قرار ترموسايكلر  35 طـي    PCRوسـيله   ه ب
  دقيقـه در 5مـدت  بـه  Initial Denaturation سيكل طبق برنامه
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 مدت يك دقيقـه در  به Denaturationگراد،   درجه سانتي  94دماي  
 ثانيه در دماي    30مدت   به Annealingگراد،   درجه سانتي  94دماي  

 72مدت يك دقيقـه در دمـاي       به Extentionگراد،   درجه سانتي  56
 دمـاي  دقيقـه در  5مدت  بهFinal Extentionگراد و درجه سانتي

نهايت جهت بررسي محصول     در. گراد تكثيرگرديد درجه سانتي  72
PCRــارز ــرروي ژل آگ ــاركر  درصــد 1 ، ب ــا م ــراه ب  bp100هم

 از  MIC3 منظـور كلونينـگ ژن    اين مطالعه بـه    در .الكتروفورز شد 
 InsT/A cloneTM PCR product clonin Kitكلونينگ كيت 
واكنش اتصال  . ستفاده گرديد  ا  ساخت ليتواني  Fermentasت  شرك
 واحـد از   10X  Ligation، 5-1ميكروليتر از بافر     3استفاده از    با

T4 DNALigase، 3 ميكروليتـراز Vector )PTZ57R/T(، 15 
 ـ 30 حـدود  و Insert (DNA) ميكروليتـر از   ddH2Oر  ميكروليت

ميكروليتـري    5/0 مواد فوق در يـك لولـه ميكروفيـوژ         .انجام شد 
گـراد و    درجه سـانتي   22دماي ساعت در مدت يك و به شده  ريخته  

گـراد انكوبـه    درجـه سـانتي  4شب در دماي مدت يكپس از آن به 
كمـك روش شـوك     داخل باكتري به  ترانسفورم پلاسميد به  . گرديد

باكتري در مرحله : شودلاصه بيان ميطور خهكه ب حرارتي انجام شد
 سپس كل محـصول     ه و كمك روش كلريد كلسيم مستعد شد     اول به 

آرامي بهمخلوط فوق   . گرديدحاصل از واكنش اتصال به آن اضافه        
يخ  دقيقه در  20مدت  به  و تركيب شده  Vortexو بدون استفاده از     

درجـه   42 ثانيه در بـن مـاري  90مدت   به پس از آن،  . گرديدانكوبه  
 دقيقـه   2 مدتبهمخلوط   شوك حرارتي داده شد، سپس       گرادسانتي

 LB (Luria Bertani) ميكروليتـر محـيط  500.گرفتدر يخ قرار 
 دقيقـه   60مدت  به ده و شمايع بدون آنتي بيوتيك به مخلوط اضافه        

پـس  . گراد قرار داده شد    درجه سانتي  37در انكوباتور شيكردار در     
بيوتيـك  ها را در محيط حاوي آنتياكتريتوان باز طي اين مدت مي    

براي بررسي وجود يا عدم وجود قطعه مورد        . سيلين كشت داد  آمپي
سوبـستراي   سيلين،ها در محيط كشت حاوي آمپي     نظر، اين باكتري  

X-Gal        همراه با يك القاء كننده آنزيم يعنـي) Isopropylβ-D1-

thiogalactopyranoside( IPTG   هاي  كلوني .كشت داده شدند
-X ه،ها بتاگالاكتوزيداز سنتز شد   فاقد پلاسميد نوتركيب كه در آن     

Gal    سبب توليد ايندوليل شده كه رنـگ آن آبـي           را تجزيه كرده و
هـاي حـاوي پلاسـميد       كلوني ،اما .كندها را آبي مي   است و كلوني  

-Xتواننـد   ند، نمـي   هست نوتركيب چون فاقد آنزيم بتاگالاكتوزيداز    

Gal   در زيـر   . باشـند ها سفيد مي  د، بنابراين كلوني آن   را تجزيه كنن
هـاي   ميكروليتـر سـلول    100-200مقدار   در شرايط استريل،   هود و 

شده اضافه  ، IPTGو X-Galترانسفورم شده به يك پليت حاوي 
-ها به پليت .اي در تمام نقاط پليت پخش شد      و به كمك ميله شيشه    

 درجـه   37ر  د)  ساعت 16-18( مدت يك شب  بهو  صورت وارونه   

 درجه  4مدت چند ساعت در دماي       به ،سپس. گراد انكوبه شد  سانتي
 هاي سفيد يا آبـي ظـاهر شـوند        سانتي گراد قرار داده شد تا كلوني      

پلاســميدها بــر اســاس دســتورالعمل كيــت شــركت       .]12[
. هاي سفيد و آبي اسـتخراج شـد  از كلوني)  (Fermentasسازنده
پلاسـميدهاي  . ايـسه شـدند    روي ژل آگارز بـا يكـديگر مق        ،سپس

علت وجود قطعه كلون شـده در آن،        هاي سفيد به  موجود در كلوني  
براي تعيـين تـوالي قطعـه       ]. 12 [هاي آبي هستند  تر از كلوني  سنگين

ابتدا پلاسميدهاي موجود در     ،PTZ57R/Tكلون شده در پلاسميد     
 مطـابق   Fermentasهاي سفيد با استفاده از كيـت شـركت          كلوني
و بـراي تعيـين     شـده   عمل شركت سازنده كيت اسـتخراج       دستورال

تعيين توالي قطعه كلون شـده در پلاسـميد          .گرديدندتوالي ارسال   
PTZ57R/T كمـك  ركت ژن فناوران انجام گرديد و به      وسيله ش هب

ــايت اينترنتـــي  ــر www.ncbi.nlm.nih.gov/blastسـ  از نظـ
استاندارد توكسوپلاسما گونـدي    RHها با سويهشابهات و تفاوتت

  .در بانك ژني مقايسه شد
  

  نتايج
   ژنومي DNA به كمك PCRنتايج 

 ژنومي فقط يـك     DNA با   PCRنتايج حاصل از واكنش     
انـدازه   جفت باز روي ژل آگارز نشان داد كه هـم          1052حدود  باند  
ديگـري غيـر از      توكسوپلاسما گوندي است و هيچ ژن        MIC3ژن  

بنابراين پرايمرهاي طراحي شده جهت تكثير ژن  آن تكثير نشده بود؛
MIC3 1  شمارهشكل( اختصاصي بودند.(   

  
   
  
  
  
  

  
  
  

  

ژنومي DNA  استخراج PCR الكتروفورز محصول -1 شماره شكل
  جفت باز،100 ماركر 1ستون شماره   درصد،8/0 روي ژل آگارز

   جفت باز1052ندازه  اMIC3 قطعه 3 و 2ستون شماره 
  

ظهـور   ها با محصول واكنش اتـصال     نتايج ترانسفورماسيون باكتري  
حـاوي   LBروي محيط   ) هاي سفيد و آبي   كلوني(ها  كلوني باكتري 

 نشان دهنـده    IPTG و X-Galبيوتيك آمپي سيلين و آغشته به       آنتي
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ــاكتري  ــميد در بـ ــق پلاسـ ــسفورماسيون موفـ ــودترانـ ــا بـ . هـ
هاي سفيد بود كه نشان داد قطعه ها، كلونيوني كل درصد95بيش از 

ريافــت د TTZ57R/ p  توســط پلاســميدPCRژنــي حاصــل از 
. انـد ه تـشكيل شـد    pTMIC3پلاسـميدهاي نوتركيـب      وه  گرديد

-هاي سـفيد و كلـوني     مقايسه پلاسميدهاي استخراج شده از كلوني     

 بـر روي ژل آگـارز نـشان داد كـه هـر دو               PCRهاي آبي بعد از     
ترتيب از بـالا بـه پـايين         باندها به  .اند سه باند تشكيل داده    پلاسميد
ــد ــاز : عبارتن ــوي ب ــي ،)(OpenCircularحلق و ) Linear (خط

 در مقايسه   pTMIC3باندهاي پلاسميد   ). Supercoil (سوپركويل
. اشـتند هاي آبي بر روي ژل آگارز بـالاتر قـرار د         با پلاسميد كلوني  

هـاي  ي استخراج شده از كلوني    كه پلاسميدها  توان استنباط كرد  مي
تـر  هاي آبـي سـنگين  سفيد از پلاسميدهاي استخراج شده از كلوني      

 در پلاسـميد  MIC3توان نتيجه گرفت كه قطعه هستند، بنابراين مي 
pTZ57R/T  2  شمارهشكل(كلون شده است.(  

  
  
  
  

  

  
  
  
  
  

  

 هاينتايج الكتروفورز پلاسميدهاي استخراج شده از كلوني -2  شمارهشكل
پلاسميد نوتركيب : 2  و1  درصد، ستون هاي1سفيد روي ژل آگارز 

pTMIC3،  جفت باز100ماركر : 3ستون  
  

سـپس  . هاي مذكور كشت داده شـد     با تاييد كلون نوتركيب، كلوني    
  ).3 شماره شكل(پلاسميدها استخراج شدند 

  

  
  
  

  
  
  

  

  
 1 روي ژل آگارز Coloni PCRالكتروفورز محصول  -3  شمارهشكل
هاي  به دست آمده از كلونيPCRمحصول  :5و1،2،4 هايستون ؛درصد

 PCRمحصول : 3 ستون، ) جفت باز1052(حاوي پلاسميد نوتركيب 
   جفت باز100ماركر :ستون آخر ،هاي آبيدست آمده از كلونيبه

  
   pTMIC3نتايج برش آنزيمي پلاسميد نوتركيب 

 و HindIIIهاي با آنزيم pTMIC3آنزيمي  نتايج برش
EcoRV  جفت باز بود و  2886دو باند نشان داد كه يكي حدود

 است و MIC3 كه هم اندازه قطعه bp1052ديگر حدود باند 
  ).4شماره شكل ( كلونينگ تاييد شد

  
  
  
  
  
  
  
  

  

  

جفت باز، 100 ماركر 1 :ستون  برش آنزيمي پلاسميد،-4  شمارهشكل
 : 3Mono Digest، ستون  Double Digest:2 ستون

  
1      acaagcttat ggcgctcacc ttcatggggg ccgtgtggat gtgcacccca gcggaggctt tgccgattca aaagtctgtg cagctgggca gctttgacaa 
101  agttgtgccg agccgcgaag tcgtctctga gagtcttgct ccgtctttcg cggtgactga gactcactcg tctgtgcaat cccccagcaa ggaggagacg 
201  cagctctgtg ctatctcgag tgaaggcaag ccatgtcgaa accgtcagtt gcacactgac aacgggtact tcatcggggc cagttgcccc aagagcgctc 
301  gctgcagcaa gaccatgtgc ggccccggcg gctgcggaga attctgctcc agcaactgga ttttttgcag cagttcgctc atctaccatc ctgacaaaag 
401 ctatggagga gaccgcagct gtgaaaagca gggccatcgg tgcgacaaaa acgcagaatg cgtcgaaaac ttggacgcg gtgggggtgt 
gcactgcaag 
501 tgcaaagacg gcttcgtcgg cactgggttg acttgctccg aggatccttg ttcaaaaaga gggaacgcga agtgcggacc caacgggacg tgcatcgtcg 
601 tcgattcagt cagctacaca tgcacctgcg gcgacggcga gactctagtg accctcccgg aagggggaca aggatgcaag aggactggat gtcatgcctt 
701 cagggagaac tgcagccct gtagatgtat tgatgacgcc tcgcatgaga atggctacac ctgcgagtgc cccacagggt actcacgtga ggtgacttcc 
801 aaggcggagg agtcgtgtgt ggaaggagtc gaagtcacgc tggctgagaa atgcgagaag gagttcggca tcagcgcgtc atcctgcaaa 
tgcgataacg 
901 gatactccgg atctgcttcc gcaacctccc accatgggaa aggagaatcg ggatccgagg ggagcttgag tgaaaaaatg aatattgtct tcaagtgccc 
1001 cagtggctac catccaagat accatgccca caccgtgacg tgagatatct gt 
 

 RH سويه نديگو  توكسوپلاسما(MIC3) 3 پروتئين ميكرونم نتايج تعيين توالي ژن -5شكل شماره 
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  نتايج تعيين توالي 

 pTZ57R/T در پلاسميد  MIC3نتايج حاصل از تعيين توالي ژن 
 توكسوپلاسما گوندي سويه MIC3نشان داد كه اين ژن با ژن 

RH داراي شماره AJ1325301 درصد98 در بانك ژني حدود  
  ).5 شماره شكل(رد تشابه دا

  
 بحث

براي  pTZ57R/T حاضر نشان داد  پلاسميد مطالعه
آناليز توالي  تحقيق، اين در .است  مناسبMIC3كلون كردن ژن 

 نشان pTZ57R/Tتوكسوپلاسما گوندي در پلاسميد  MIC3ژن 
هيچ   وه جفت بازي در اين پلاسميد كلون شد1052قطعه  داد

 RH ژن با سويه اين. اينتروني در ژن مذكور ديده نشد
در بانك ژني داراي  AJ132530.1توكسوپلاسما گوندي با شماره 

 همچنين با دو سويه ديگر توكسوپلاسما ،بود درصد تشابه 98
نيز حدود  AF509564.1 و EU572718.1هاي گوندي با شماره

ها حاكي از حفظ توالي درصد شباهت داشت كه اين شباهت 98
اين  در .سوپلاسما گوندي استهاي گوناگون توكژن در سويه

-اين ژن به.  استفاده گرديد MIC3كننده ژن تحقيق، از پروتئين كد

-هم به انگل مي يي كه هم به سلول ميزبان وهاگيرندهدليل داشتن 

هاي ميزبان در آغاز تهاجم انگل چسبد، در شناسايي اوليه سلول
 اميد ،رو جهت طراحي ساخت واكسن، از اين]10[ نقش مهمي دارد

زيرا معتقدند كه جهت مصون بودن از ،  به اين ژن مي باشدمحققين
بار انگل توكسوپلاسما گوندي، بايستي در مرحله اوليه آثار زيان

هايي نظير وسيله ايمني زايي با پروتئينتهاجم انگل، ميزبان را به
از اين  .هاي ايمني تجهيز كردپروتئين ميكرونمي و القاي پاسخ

ه ما نيز مانند ساير مطالعات محققين كه در جهان انجام مطالع جهت،
بخش كلونينگ مطالعه ما  در .دوب متمركز MIC3روي ژن  گيرد،مي

-باشد، نتايج بهكه اولين قدم مطالعه محققان در سراسر جهان مي

هايي است كه ساير محققان انجام دست آمده حاكي از شباهت
 باشد ميE.coli سويه باكتري تفاوت از نظر نوع پلاسميد و. دادند

 در مطالعه ما از پلاسميد. هاي مختلف، متفاوت استكه در مطالعه
ميلادي  1992كه در سال  استفاده شد  pTZ57R/Tكلونينگ
Kaluzاز اين ].13[همكاران جهت كلونينگ معرفي كردند   و 

ولي براي اولين  ،ههاي متعددي استفاده شدپلاسميد در كلونينگ ژن
نتايج آزمايش  .شوداستفاده مي MIC3 است كه جهت ژنبار 

دهد كه اين پلاسميد نيز جهت كلونينگ براي اين ژن نشان مي
در مورد ترانسفورم سويه . باشد مناسب ميMIC3كلون كردن ژن 

 و  استفاده گرديدE.coliكتري با TOP10باكتري نيز از سويه 

. انسفورم استسويه مناسبي جهت تر TOP10شود كه پيشنهاد مي
Ismael شان از پلاسميد در تحقيقات2003 و همكاران در سال 

pGM-CSFژن   وMIC3 استفاده كردند و به اين نتيجه رسيدند 
كه در مرحله حاد عفونت توكسوپلاسموزيس اين پلاسميد 

ولي در مرحله مزمن بايد ژن  كندخوبي عمل ميهنوتركيب ب
MIC39[  گوندي فيوژن گرددپلاسماهاي توكسو با ساير ژن .[
Jiang ميكرونم 3پروتئين شماره  همكاران توانستند، و )MIC3 (

 دراين ژن را سپس آنها كلون كنند،  pMD18-Tرا در پلاسميد 
 و در نهايت .كلون كردند سابpcDNA3يك وكتور بياني

 پلاسميد نوتركيب PCR با استفاده از هضم آنزيمي وتوانستند 
 ].14[ ترانسفكت نمايند IBRS 2- هاي سلولتوليد شده را وارد

Jiangبا استفاده از پلاسميد نوتركيب  همكاران  وrMIC3 تست 
اين تست در  .لاتكس آگلوتيناسيون سريع را ابداع كردند

 ها كاربرد داردسرودياگنوزيس عفونت توكسوپلاسمايي در خوك
]15[.Fang ب با همكاران پاسخ ايمني ناشي از پلاسميد نوتركي  و

 .بررسي نمودند Balb/cهاي  را در موشMIC3استفاده از ژن 
ها به اين نتيجه رسيدند كه ايمني ايجاد شده در اثر تلقيح آن

رو محافظت كننده است، از اين SCA/MIC3 pپلاسميد نوتركيب 
كانديد  واكسن، DNA ساختجهت  MIC3 پيشنهاد دادند كه ژن

همكاران پروتئين  و  Artama].16[ باشدبخش مياميد موثر و
ها ژن آن. را مورد مطالعه قرار دادند )MIC3(ميكرونم  3شماره 

هاي توكسوپلاسما گوندي را با زوئيتتاكي MIC3كد كننده 
 قطعه ،سپس. و پرايمرهاي اختصاصي تكثير كردند PCRروش 
DNA تكثير شده را در پلاسميد pGEM-T داخل ه و كلون نمود
E.coli سويه XL-1Blueكه  داد نتايج نشان.  ترانسفورم كردند

 توليد يك  pGEM-Tبا پلاسميد ترانسفورم در باكتري مذكور
ولي نتيجه ، بود MIC3كلون كرد كه حاوي ژن كد كننده پروتئين 

-400  توليد قطعات كوچكDouble Enzymesهضم آنزيمي
هاي برش زياد بر روي  جفت باز كرد كه ناشي از وجود سايت300
نتايج كلونينگ مطالعه ما با مطالعات ]. 17[ محدود كننده است آنزيم

هاي اوليه كلونينگ مشابهت زيادي دارد اما محققان مذكوردر بخش
وسيله هبرش ب( در قسمت هضم آنزيمي Artamaمطالعه بر خلاف 
توليد قطعات كوچك باند ديده  )Double Enzymes دو آنزيم

نتخاب نوع آنزيم، انتخاب  در اArtamaرسد نظر مي به كهنشد
  .آلي نكرده استايده

  
  نتيجه گيري 
دهد كلونينگ و  نشان مي مطالعهاز اين حاصل نتايج
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 با موفقيت انجام pTZ57R/T در پلاسميدMIC3ترانسفورم ژن 
 يو نيز باكتر pTZ57R/Tپلاسميد  بنابراين .است شده

 ترانسفورم ژن  جهت كلونينگ وTOP10اشريشياكلي سويه 
MIC3باشند مناسب مي .  

  
  تشكر و قدر داني
دكتري  دوره رساله از بخشي به مربوط مقاله اين مطالب

ر را دانشگاه مذكوآن دانشگاه تربيت مدرس است و تمامي اعتبارات
شناسي  از تمامي اعضاي محترم گروه انگل.است كرده تأمين

پزشكي، معاونت محترم پژوهشي دانشكده پزشكي و معاونت 
-بهم پژوهشي دانشگاه تربيت مدرس كمال تشكر و قدرداني محتر

  .آيدعمل مي

  
References: 
     
[1] Montaya JG, Liesenfeld O. Toxoplasmosis. 
Lancet 2004; 363(9425):1965-76. 
[2] Satio S, Aosai F, Rikihisa N, Mun HS, Norose 
K, Chen M, et al. Establishment of gene-vaccinated 
skin grafting against Toxoplasma gondii infection in 
mice. Vaccine 2001; 19(15-16): 2172-80. 
[3] Jung C, Lee CY, Grigg ME. The SRS 
superfamily of Toxoplasma surface proteins. Int J 
Parasitol 2004; 34(3): 285-95. 
[4] Mahmudi M. Evaluation the effect of 
Toxoplasma isolated from human in Iran against RH 
strain in mice. Presented for the [Dissertation]. 
Tehran. Tehran Medical Sciences University, 1980. 
[in Persian]   
[5] Daryani A, Zavaran Hosseini A, Dalimi A. 
Immune response against excreted/ secreted 
antigens of Toxoplasma gondii tachyzoites in the 
murine model. Vet Parasitol 2003; 113(2): 123-34. 
[in Persian] 
[6] Bout DT, Mevelec MN, Velge–Roussel F, 
Dimier –Poisson I, Lebrun M. Prospect for a human 
Toxoplasma vaccine. Curr Drug Targets Immune 
Endocr Metabol Disord 2002; 2(3): 227-34. 
[7] Solhjoo K, Ghaffari far F, Dalimi Asl A, Sharifi 
Z. Enhancement of Antibody immune response to a 
Toxoplasma gondii SAG1 encoded DNA vaccine by 
formulation with Aluminium Phosphate. J Med Sci 
2006; 7(3): 361-7. [in Persian] 
[8] Cerede O, Dubremetz JF, Soete M, Deslee D, 
Vial H, Bout D, et al. Synergistic role of micrinemal 
proteins in Toxoplasma gondii virulence. J Exp 
Med 2005; 201(3): 453-63. 
[9] Ismael AB, Sekkai D, Colli C, Bout D, Mevelec 
MN. The MIC3 gene of Toxoplasma gondii is a novel 
potent vaccine candidate against toxoplasmosis. 
Infect Immune 2003; 71(11): 6222-8. 
[10] Garcia-Reguet N, Lebrun M, Fourmaux  MN,

Mercereau-Puijalon O, Mann T, Beckers CJM, et al. 
The microneme protein MIC3 of Toxoplasma gondii 
is a secretory adhesin that binds to both the surface 
of the host cells and the surface of the parasite. Cell 
Microbiol 2000; 2(4): 353-64. 
[11] Chai JY, Lin A, Shin EH, Oh MD, Han ET, 
Nan HW, et al. Laboratory passage and 
characterization of an isolate of Toxoplasma gondii 
from an ocular patient in Korea. Korean J parasitol 
2003; 41(3): 137-54. 
[12] Sambrook J, Fritsch EF, Maniatis T. Molecular 
cloning a laboratory manual. 3rd ed. New York: Cold 
Spring Harbor Laboratory Press; 2001. p. 1-32. 
[13] Kaluz S, Kolble K, Raid KBM. Directional 
cloning of PCR products using exonuclease III. 
Nucl Acids Res 1992; 20: 4369-70.  
[14] Jiang T, Gong D, Ma LA, Nie H, Zhou Y, Yao 
B, et al. Evaluation of a recombinant MIC3 based 
Latex agglutination test for the rapid serodiagnosis 
of Toxoplasma gondii infection in swines. Vet 
Parasitol 2008; 158: 51-6. 
[15] Jiang T, Zhang D, Nie H, Yao B, Zhao J. 
Construction and expression of the eukaryotic 
expressed plasmid of MIC3 gene from Toxoplasma 
gondii in IBRS-2 cells. Front Agric China 2008; 
2(4): 498-501. 
[16] Fang R, Nie H, Wang Zh, Tu P, Zhou D, Wang 
L, et al. Protective immune response in BALB/c 
mice induced by a suicidal DNA vaccine of the 
MIC3 gene of Toxoplasma gondii. Vet Parasitol 
2009; 164: 134-40. 
[17] Artama WT, Dewi NNA, Subekti DT. Cloning 
gene encoding Micronema3 (MIC3) Protein of 
Tachyzoite Toxoplasma gondii local Isolate. 
Indonesian Journal of Biotechnology 2005; 10(1): 
789-800.  

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 f

ey
z.

ka
um

s.
ac

.ir
 o

n 
20

26
-0

5-
20

 ]
 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                               7 / 7

http://feyz.kaums.ac.ir/article-1-1239-en.html
http://www.tcpdf.org

