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Abstract 

 

Background and purpose: Toxoplasma gondii (T. gondii) is an obligatory intracellular 

protozoan parasite. Toxoplasmosis is highly prevalent and has a great effect on public health, therefor, 

there is a need for vaccine and sensitive diagnostic procedures. This study aimed at cloning and 

investigating the expression of ROP13 gene of T. gondii. 

Materials and methods: In this study, the gene was cloned in pTG19-T vector and transferred 

to a TOP10 strain of E.coli following ROP13 gene amplification using PCR. Then the ROP13 gene was 

sub cloned in expression plasmid pcDNA3. Also, pcROP13 was transferred to CHO cells and the 

expression level was evaluated by IFA method. 

Results: Cloning and sub cloning of ROP 13 gene were confirmed by PCR, sequencing and 

enzymatic digestion. The gene sequencing showed complete homology with a recorded sequence in the 

gene bank. Moreover, the expression of ROP13 gene in CHO eukaryotic cells was confirmed by IFA 

method. 

Conclusion: The results showed that ROP13 gene was successfully sub cloned into the pcDNA3 

expression vector and expressed in CHO cells. Therefore, it can be used in the development of vaccines 

and in diagnostic tests. 
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 ـدرانـــازنــــي مـكــــــزشــوم پـــــلـــشـــگاه عــه دانـــلـــمج

 (26-93)   9911سال    بهمن    961بيست و هشتم   شماره دوره 

 21       9911، بهمن  961شماره مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                                                                           دوره بيست و هشتم،               

 پژوهشی

  (ROP13)کلونینگ و بیان ژن کد کننده راپتری سیزده 
 توکسوپلاسما گوندیی RHسویه 

 
    1دهپریا علیزا

    2دریانیاحمد    
   3راحسان احمدپو   

    4توحید کاظمی   
 3عادل اسپوتین  

    5محمود محامی اسکویی
    1یعقوب آزادی   

   1صبا رجبی   
 6داریوش شانه بندی    

 چکیده
بکا تورکد بکد شکبولا بکا    .باشکدمکیگوندیی انگل تک  یاتهکد ون س سکیوای اریکان   توکسوپلاسما هدف:و  سابقه

   ن ش ها  تشخبصی حساس موثر اکسن  وسهبابی بد، ون بهداشت عمومی این ببمان توکسوپلاسموزیس   اهمبت  افر 
کیکوس ککروس  س کدکننکدر پکر ت بن    شناسکایی ،پبش حائز اهمبت است. هدف از ایکن برنسکی برا  این ببمان ، ببش از

ROP13  سویدRH گوندیی   بباس آس ون سیول یوکانیوتب   انگل توکسوپلاسماCHO .بوو 
کیوس   پس pTG19-T ، ون پلاسمبد انهقاای PCRپس از تکثبر با ن ش ROP13 ون این تحقبق،  س  ها:مواد و روش
 pcDNA3ببکانی  پلاسکمبدون  ROP13 س  س سکا  کیونبنک ترانسفونم شد. سپ E.coli باکهر  TOP10از آس ون سوش 

برنسی بباس  س نوترکبب از    بد منظونترانسفکت شد  CHOون سیول یوکانیوتی  pcROP13انجام شد. هم چنبن پلاسمبد 
 .اسهفاور شد IFAن ش 

ن پلاسکمبدها  و ROP13ن ش هضکم آنزیمکی، کیونبنک   س  تعببن تکواای  ، PCRبا اسهفاور از ن ش ها   ها:یافته
ثیت شدر ون بانک  رهکانی  س تشکابد کامکل  RHبا سوید  ROP13ببانی   انهقاای تایبد شد. نهایج تعببن تواای  س کدکنندر 

 مونو تایبد قران گرفت. CHOون سیول یوکانیوتب   ROP13، بباس  س IFAواشت. هم چنبن با اسهفاور از ن ش 
با موفقبکت انجکام شکدر   ون pcDNA3 ون پلاسمبد  ROP13انسفونم قطعد نهایج نشاس واو کد کیونبن    تر استنتاج:

منظکون  اکسبناسکبوس   د بباس می شوو. اذا از این پلاسمبد نوترکبب می تکواس ون مطااعکات آتکی بک  CHOسیول یوکانیوت
 تشخبص عفونت می تواس بهرر برو.

 

 وای، بباس سیRhoptry 13 ،pcDNA3، موزیستوکسوپلاس واژه های کلیدی:
 

 مقدمه
 ا  بکا انهشکان رهکانیتوکسوپلاسما گوندیی ت  یاتهد

 است کد بسبان  از مورووات تکونگرم از رمیکد حبوانکات
 .(1،2)کنکدها، پرندگاس   انساس نا آاوور مکیتانگی، وام

 توکسوپلاسموزیس ون افراو ساام   وانا  سبسهم ایمنی 
 

 :Ehsanahmadpour@gmail.com  E-mail وانشکدر پزشکیوانشگار عیوم پزشکی تیریز،  ،گیگشت ،آبرساس: تیریز -احسان احمدپور مولف مسئول:

 ایراس تیریز، وانشگار عیوم پزشکی تیریز،وانشکدر پزشکی،  ، کمبهد تحقبقات وانشجویی، انگل شناسی . وانشجو  کانشناسی انشد1
 رکز تحقبقات توکسوپلاسموز، وانشگار عیوم پزشکی مازندناس، سان ، ایراسماسهاو، گر ر انگل شناسی،  .2
 ، مرکز تحقبقات ایمونواو  ، وانشگار عیوم پزشکی تیریز، تیریز، ایراسقانچ شناسی ن، گر ر انگل شناسی  . اسهاویا3
 مرکز تحقبقات ایمونواو  ، وانشگار عیوم پزشکی تیریز، تیریز، ایراس.، گر ر ایمنی شناسیوانشبان، . 4
 یریز، ایراس ، وانشکدر پزشکی، وانشگار عیوم پزشکی تیریز، تنگل شناسی   قانچ شناسی. وانشبان، گر ر ا5
 . اسهاویان، مرکز تحقبقات ایمونواو  ، وانشگار عیوم پزشکی تیریز، تیریز، ایراس.6
 : 11/12/1331تانیخ تصویب :              22/4/1331انرالا رهت اصلاحات : تانیخ            16/4/1331 تانیخ ونیافت 
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ا  ای ون افراو ب باشدعلایم کیبنبکی می فاقد نرمال عمدتاً

( بکد تصکود ون Immunocopromised) اتهلال ایمنی

عنکواس یک  عفونکت بکد ،میهلایاس بد نقص سبسهم ایمنکی

کشککندر ایجککاو  طیککب بککوور   ببمککان   تککبم  فرصککت

توانکد منجکر بکد ها  بانوان نبز مکیون تانم .(3،4)کندمی

بر ز عوانض شدید چشمی یا عصیی   حهی سقط رنبن 

سکککککمی ناشکککککی از وان هکککککا   اثکککککرات .(5)شکککککوو

ضدتوکسوپلاسمایی موروو، ضر نت پبدایش وان ها  

ردیککد رککایگزین   یککا یکک   اکسککن مککوثر نا ضککر ن  

هکایی ون زمبنکد هکا  اتبکر پبشکرفتون سال .(6)نمایدمی

هکا  شناسایی کاندیدها   اکسکن ککد ااقاکننکدر پاسکخ

اند، صونت گرفهکد اسکت   حفاظهی مناسب ون بدس بوور

مطااعات انجام شدر نشاس واور اسکت ککد احهمکال وسکت 

یککابی بککد  اکسککن مناسککیی بککر عیبککد توکسوپلاسککموزیس 

هککککا  مهعککککدو  ساز بککککبن آنهککککی .(3-1) رککککوو وانو

ترین مطااعات بر ن   آنهی توکسوپلاسما گوندیی، ببش

هکا  سکطحی تکاکی  سترشکحی   آنهکی -ها  وفعی س

ترشحی -ها  وفعی سآنهی .(12)ز ئبت انجام شدر است

ون پککاتو نز، مصککونبت   فککران انگککل از سبسککهم ایمنککی   

بکا  .(11)ها  ایمنی نقش وانندچنبن ون تحری  پاسخهم

هکا ون تهکارم تورد بد نقش کیبد    ببواو یکی ناپهر 

هکا بکد عنکواس کاندیکد  اکسکن  س  بقاء انگل، این آنهکی

یککی  13پر ت بن ناپهر   .(12)اندمونو مطااعد قران گرفهد

  توکسوپلاسکما ها  شناتهد شدراز ردیدترین پر ت بن

باشد کد مطااعات انکدکی ن   آس صکونت گوندیی می

ا  ون تصود کیونبنک    گرفهد است. تاکنوس مطااعد

 ROP13   س تککککواای یککککابی پلاسککککمبد کدکننککککدر

توکسوپلاسما گوندیی ون ایراس صکونت نگرفهکد اسکت، 

از این پژ هش، شناسایی   کیکوس ککروس  بنابراین هدف

توکسوپلاسکما  RH  این پر ت بن ون سوید  س کدکنندر

 CHO  ببکککاس آس ون سکککیول یوکانیوتبککک   گونکککدیی

  اکسکن ی  تهبد ون تواندمی مطااعد این نهبجد باشد.می

 اسهفاور مونو ببمان  عوانض از کاسهن نهبجد ون   موثر

 .گبرو قران

 مواد وروش ها

 DNAگل   اسهخراج کشت ان

 مرکزاز  (RH) سوید حاو انگل توکسوپلاسما گوندیی
 

 عیوم پزشککی مازنکدناسوانشگار توکسوپلاسموز تحقبقات 

منظکون پاسکا  مهکواای، انگکل بکد واتکل  تهبد گروید   بد

تزنیق گروید. بکرا   BALB/Cها  نژاو صفاق بد موش

تاکی ز ئبت ون حجکم  5× 612از تعداو  DNAاسهخراج 

از تاکی  DNAاسهخراج  .(12)مبکر ابهر اسهفاور شد 122

 یرنکوب رکرربشرکت ببکون DNAها با کبت اسهخراج ز ئبت

Bioneer,AccuPrep® Genomic DNA-3032) طیکق   )

د بک DNAوسهونااعمل کبت انجام شد. غیظت   کبفبت 

 وست آمدر با اسهفاور از وسهگار نانووناپ سنجبدر شد.
 

 پرایمرها
 PCRا  پیبمککراز یککا رهککت انجککام  اکککنش زنجبککرر

(Polymerase chain reaction ابهدا آغازگرها  نفت )

ر از اطلاعات تنها تواای ثیکت شکدر     برگشت با اسهفاو

 بلاسکت http://www.ncbi.nlm.nih.govموروو ونسکایت 

گروید   صکحت آس مکونو تایبکد قکران گرفکت )رکد ل 

رهت انجام  .(Accession no: JN051278.1) (1شمانر 

ش هکا  بکرهککا  حکا   رایگکاربرش آنزیمکی، تککواای

بکککد  Linker بکککد عنکککواس BamH I   Xba Iآنزیمککی 

 نفکت   برگشکت اضافد شد. آغکازگر ابهکدا 

 
آغازگرها  نفکت   برگشکت طراحکی شکدر بکرا   :1 شماره جدول

  هکا یتکواا همکرار بکد ییتوکسوپلاسکما گونکد ROP13تکثبر  س 

  )زیر محل اثر آنزیم تط کشبدر شدر است( یمیآنز برش
 

 

GCGGATCCATGAAGAGAACAGAGCTTTG   (BamH I) 
 

 (Forward) آغازگر رفت

GCTCTAGATCACAATAGCCTCAAGGAATTC (Xba I) آغازگر برگشت (Reverse) 

 
گونکدیی  توکسوپلاسکما ROP13تکثبر  رداسکاز   س 

 PCRبا ن ش 

مسهرمبکس  ا  پیبمراز ازبرا  انجام  اکنش زنجبرر

PCR ( شکرکت سکبناکیوسCat No: PL5202   )DNA 
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 و همکاران پریا علیزاده     
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 یــپژوهش

 ها بد عنواس ااگو بکرا  تکثبکرنومی حاصل از تاکی ز ئبت 

مونو اسکهفاور قکران گرفکت.  PCR س مونو نظر با ن ش 

 5انجام شد:  بدین شرحسبکل  35ون  ROP13 س  تکثبر

( Innitial Denaturationوقبقد مرحید  اسرشهگی ا ابد )

  اسرشکهگیوقبقکد  1  سپس  گراوسانهی ونرد 34وما   ون

(Denaturation)   32   سکانهی گکراو ونرکد 34ون وما 

 1(   Annelling) گکراوسکانهیونرکد  51ثانبد ون ومکا  

(   ون (Extention گکراوسانهیونرد  12وقبقد ون وما  

بد عنواس  سانهی گراوونرد  12وقبقد ون وما   12نهایت 

( قران گرفکت. سکپس، Final extention) گسهرش نهایی

 PCRصونت گرفهد، محصول رهت تایبد انجام  اکنش 

شد. پکس از اتمکام  ونصد ااکهر فونز 1ن    ل آگانز 

، طیق پر تککل ROP13ااکهر فونز   مشاهدر قطعد  نی 

 ,K Bioneerکبت اسهخراج از  ل شرکت ببکونر ککرر )

AccuPrep® Gel Purification Kit, 30351 قطعککد )

 مونو نظر از  ل اسهخراج گروید.
 

   pTG19-T vectorپلاسکمبدون  ROP13کیونبن   س 
 Top10سوش  Ecoli انهقال آس بد باکهر  مسهعد

بککد منظککون انجککام کیونبنکک  از کبککت کیونبنکک  

pTG19-t cloning vector  ساتت شرکتVivantis طیکق 

 (. سکپس2 شمانر )رد ل وسهونااعمل کبت اسهفاور گروید

، از بکاکهر  ROP13رهت پذیرش پلاسمبد حکا    س 

Ecoli  سوشTop10  مسهعد شدر بد ن ش کیریدکیسکبم

هکا بکرا  بکاکهر مسکهعد ککروس  پکس از .(13)اسهفاور شد

حکا    س  مبکر ابهر از پلاسکمبدها  12پذیرش پلاسمبد، 

بکد مبکر تبکوپ حکا   بکاکهر  مسکهعد شکدر  مونو نظر

شوک حرانتی پلاسکمبد  اسهفاور از نهایت با ون اضافد  

 .نوترکبب بد واتل باکهر  منهقل شد
 

 جام کیونبن مواو   مقاویر هر ی  ون  اکنش ان :2جدول شماره 

 مقدان ماور
 مقدان ماور

PCR product 

Vector 

5x Ligation buffer 

T4 DNA Ligase 

Nuclease- free water 

Total 

5µl 

2µl 

6µl 

1µl 

16µl 

30µl 

وقبقکد واتکل  62 هکا بکد مکدتسکپس ایکن بکاکهر 

ون محکبط  گراو  ونرد سانهی 31 شبکروان ون انکوباتون

پس    ب  کشت واور شدآنهی ببوت مایع فاقد LBکشت 

وقبقککد 2بککد مککدت  rpm 5000 آس محککبط کشککت ون از

سانهریفبو  گروید. از نسو  باقی ماندر ون سکط  پیبکت 

LB سککبیبن، ببوتبکک  آمپککیآگککان حککا   آنهککیX-gal   

IPTG سکاعت  11-16  بد مکدت  اضافد   پخش گروید

رهکت  ونرد سانهی گراو قران واور شد. 31 ون انکوباتون

نوترکبکب بکد واتکل  انهقکال پلاسکمبد ونبنک   تایبد کی

 باکهر  از ن ش ها  زیر اسهفاور گروید:
 

 آبی تشکبل پرگند ها  سفبد   -1

 پککس از کشککت بککاکهر  هککا  ترانسککفونم شککدر، ون

سط  محبط کشت پرگند ها  آبی )پرگند فاقد پلاسمبد 

  پلاسکمبد نوترکبکب( نوترکبب(   سکفبد )پرگنکد حکا 

 ویدر می شوو.
 

 از پرگند ها  سفبد Colony PCRنجام ا -2
عدو از پرگند ها  سفبد حاصکل  2-3 برا  این کان

 PCR Masterمرحید ترانسفونم انهخا    با اسکهفاور از 

Mix  شکککرکتAmpliqon (Cat. No.: A190303) 

سکپس محصکول     اکنش زنجبرر ا  پیبمراز انجام شکد

روو بد وست آمدر ون  ل آگانز ااکهر فونز گروید تا  

 قطعد کیوس شدر مونو نظر تایبد گروو.
 

 پلاسمبد  DNAاسهفاور از برش آنزیمی  -3
نظکر از  رهت برش آنزیمی   رداساز  قطعد مونو

 پلاسککمبد نوترکبککب ون ابهککدا بککاکهر  حککا   پلاسککمبد

 مایع کشت واور شد   سکپس بکا LBنوترکبب ون محبط 

 GeneAllاسهفاور از کبکت اسکهخراج پلاسکمبد شکرکت 

 (Exprep Plasmid SV-mini  101-150)ون کککرر کشکک

پلاسمبد از باکهر  اسهخراج شد. بد منظون برش آنزیمی بکد 

 BamH1   Xba1آنزیم  از و  Double digestionصونت 

آامککاس، ون یکک  مبکر تبککوپ  Jena Bioscienceشککرکت 

 ها اسهفاور شد.اسهریل طیق وسهونااعمل آنزیم
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 شدر کیوس ROP13تعببن تواای  س  -4
کیوس  ROP13برا  تعببن تواای نوکی وتبدها   س 

اسهفاور از کبت  شدر، محصول حاصل از برش آنزیمی با

 Cat. No.: K Bioneer, AccuPrep® Gelاسهخراج از  ل )

Purification Kit, -3035-1 گرویکدر ( اسهخراج   تخیکبص

شکد.   س انسکال گسکهر   رهت تعببن تواای بد شرکت پویا

اسکهفاور از سکایت  ن تکواای  س کیکوس شکدر بکانهبجد تعبب

از  https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgiاینهرنهککی 

 توکسوپلاسکما ROP13نظر تشابهات   اتهلافات با  س 

 ون بان  رهانی  س مقایسد گروید. گوندیی موروو
 

 پلاسمبد ببانی    pTROP13مبدبرش آنزیمی پلاس

 Double Digestionصکونت بد منظون برش آنزیمی بد

 pcDNA3چنبن پلاسمبد ، همBamH1   Xba1آنزیم  2 از

 هکا آنزیم انجام کیونبن  با   ROP13برا  پذیرش قطعد 

فوق برش واور شد   نهایج برش آنزیمکی هرککدام ن   

 ونصد مشاهدر گروید. 1 ل آگانز 
 

 pcDNA3 پلاسمبد ون ROP13س  س سا  کیو
 (Ligation reactionبرا  این منظون  اکنش اتصکال )

 مبکر ابهکر22( بد حجکمvivantisکبت)براساس وسهونااعمل

)برش تکونور بکا  pcDNA3مبکر ابهر پلاسمبد  3شامل 

قطعککد مبکر ابهککر  BamH I   Xba I) ،12هککا  آنککزیم

ROP13  رداشدر از پلاسکمبد نوترکبکب((pT-ROP13، 2 

 مبکر ابهککر بککافر T4DNA ligase ،2مبکر ابهککر آنککزیم 

( تهبکد Nuclease free) مبکر ابهکر آ  مقطکر 1آنزیم   

  ی، مخیوط فوق بد مدت Spinشد. پس از  نتکس   

طون شیاند ون د   سپس ب گراویونرد سانه 22ساعت ون 

 گراو قران واور شد.یونرد سانه 4 خچالی
 

 E.coliس شدر واتل ناقل باکهریکایی انهقال پلاسمبدها  کیو
 TOP10سوش 

 تهبکد   مبکر ابهر از باکهر  مسهعد  ککد قکیلاً 122

گراو نگهدان  شکدر بکوو، بکد ونرد سانهی -12 ون وما 

مدت نبم ساعت ن   یخ قران واور شد   بد وما  صکفر 

مبکر ابهکر از محصکول  اککنش اتصکال نا بکد  12نسبد. 

ساعت  1د اضافد   بد مدت مبکر ابهر باکهر  مسهع 122

بکککد س  مکککایع LBمحکککبط ون  انکوبکککاتون شکککبکروان ون

گککراو انکوبککد ونرککد سککانهی 31ومککا   ببوتبکک  ونآنهککی

بکد  1222گروید. بعد از اتمام مدت انکوباسبوس، ون و ن 

 وقبقد سانهریفبو  شد. 3مدت 
 

هککا  بککاکهر  حککا   پلاسککمبد غربککال کککروس پرگنککد
 pcROP13نوترکبب 

هککا  ترانسککفونم مبکر ابهککر از بککاکهر  122مقککدان 

سکبیبن ببوتب  آمپکیآگان حا   آنهی LBشدر بد پیبت 

آگکان پخکش گرویکد    LBاضافد شد   ون سط  محبط 

overnight  گکککراو انکوبکککد شکککد. ونرکککد سکککانهی 31ون

ها  حا   پلاسکمبد توانکایی نشکد ن   محکبط باکهر 

 کشت حا   آمپی سبیبن نا وانند.
 

ون  ROP13یبکد کننکدر کیکوس شکدس قطعکد ها  تان ش
 :pcROP13 پلاسمبد ببانی

ون  ROP13  بد منظون تایبد انجکام سکا  کیونبنک

 هکا ن ش همانندکیونبن  مرحید ا ل از pcDNA3پلاسمبد 

 .، برش آنزیمی   تعببن تواای اسهفاور شدPCRکیونی 
 

 In vitroون شرایط  pcROP13بباس پلاسمبد نوترکبب 

رانسفکشککن از سککیول یوکانیوتبکک  بککرا  انجککام ت

CHO  کشت واور شدر ون محکبط RPMI-1640   حکا

 -ببوتبک  پنبسکبیبنسرم رنبن گکا     آنهکی ونصد 12

بککرا  ترانسککفکت  .(14)اسهرپهومایسککبن اسککهفاور گرویککد

 سیول یوکانیوتب  ون این مطااعکد از کبکت ترانسکفکت

PolyPlus  سککاتت کشککون فرانسککد(Cat No. 114-01) 

پکس از اسکهفاور شکد. وسهون ااعمل شرکت سکازندر طیق 

ها  یوکانیوتب  ترانسفکت شدر  ترانسفکشن، بد سیول

مبکر ابهککر محککبط کشککت اضککافد کککرور   بککد ون س  222

نهقال واور شد. پیبت حا   سیول ون پیبت کشت سیول ا

انکوبد شکد.  2COونصد  5گراو   ونرد سانهی 31وما  

ها  یوکانیوتب  بکا ساعت بباس  س ون سیول 41پس از 
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 یــپژوهش

IFA (Indirect Immuno fluorescence assay )ن ش 

هکا، طون تلاصکد سکیولد ب .(12)مونو مطااعد قران گرفت

م فبکس شدند. ساعت پس از ترانسفکشن بر ن     41

سپس سرم ببماناس میهلا بکد توکسوپلاسکموزیس بکا تبهکر 

ضکد  IgGبد عنواس آنهی بکاو  ا ابکد   آنهکی  IgGبا   

توکسوپلاسککموزیس نشککاندان شککدر بککا مککاور فیونسککانت 

(FITC بد عنواس آنهی باو  ثانویکد مکونو اسکهفاور قکران )

ها ون هر مرحید سکد بکان   توسکط  گرفت. شسهشو   م

PBS نجام شد. ون نهایت سط   م با گیبسبرین پوشاندر ا

   با مبکر سکوپ فیونسانس برنسی شد.
 

 یافته ها

ها  از تاکی ز ئبت DNAمرحید ا ل، اسهخراج  ون

  صککحت انجککام  توکسوپلاسککما انجککام شککد RHسککوید 

ونصد تایبد  1اسهخراج با ااکهر فونز بر ن    ل آگانز 

 DNA  پیبمکراز از گروید. پس از آس  اکنش زنجبکرر ا

 ROP13 نککومی بککا پرایمرهککا  طراحککی شککدر بککرا   س 

 PCRتوکسوپلاسماگوندیی انجام شد. محصول  اکنش 

ونصد آگانز ااکهر فونز گروید   بانکد   1بر ن    ل 

رفککت بککاز مشککاهدر گرویککد کککد نشککاس  1223ون حککد و 

 ROP13وهندر تکثبر اتهصاصی  س کد کنندر پکر ت بن 

 (.1 مانر)تصویر ش باشدمی
 

 
 توکسوپلاسکما ROP13 س  PCRااکهر فکونز محصکول  :1تصویر شماره 

: نشککانگر بککا  زس 1ونصککد )سککهوس  1گونککدیی بککر ن    ل آگککانز 
 توکسوپلاسکما ROP13 س  bp1223: قطعکد 2، سهوس bp122مواکوای 
  (: کنهرل منفی3، سهوس گوندیی

 ها  ترانسفکت شدر با پلاسمبدها بر کشت باکهر 

آگان حا   آنهی ببوتب  آمپی سبیبن،  LBحبط ن   م

X-gal   IPTG  آبکی  ، باعث تشکبل پرگند ها  سکفبد

شد کد نشاس وهندر انهقکال پلاسکمبد نوترکبکب بکد ون س 

چنبن  روو بوو. هم ها  سفبد( مونو نظرباکهر  )پرگند

 کیککونی بککا ن ش pTG19-T س نوترکبککب ون پلاسککمبد 

PCR   یکق پر تککل ومکایی  ها  سکفبد طپرگند بر ن 

زمکانی ککککر شککدر   ن ش هضککم آنزیمککی پلاسککمبدها  

 (.2 شمانر نوترکبب مونو تایبد قران گرفت )تصویر

ون اوامد رهت انجام سا  کیونبن    برنسی ببکاس 

 TOP10  بکاکهر   pcDNA3از  کهون ببکانی  ROP13 س 

اسهفاور شد   پس از انهقال پلاسمبد نوترکبب بکد واتکل 

هکا  بکاکهر  ها، تشکبل پرگنکدشت باکهر باکهر    ک

آگکان حکا   آنهکی ببوتبک   LBبر ن   محبط کشکت 

ترانسفونماسبوس موفق پلاسمبد  آمپی سبیبن، نشاس وهندر

ون  ROP13ون باکهر  مسهعد بوو. سکا  کیونبنک   س 

   ن ش هضکم PCRنبز با ن ش کیونی  pcDNA3 کهون 

(. تعبکبن 2انر آنزیمی مونو تایبد قران گرفت )تصویر شم

 تواای  س مونو نظر ون هر و  پلاسمبد انهقکاای   ببکانی  

نشاس واوکد این تواای  NCBIمقایسد آس با  س ثیت شدر ون 

گوندیی ثیت شدر ون بان   توکسوپلاسما ROP13با س 

 (.3شمانر  ونصد همخوانی وانو )تصویر 122رهانی  س، 
 

 

 زیمککی پلاسککمبدااکهر فککونز محصککول بککرش آن :2تصووویر شووماره 

pcDNA3  حا    سROP13    انگل توکسوپلاسما گوندیی بکر ن

، سکهوس 1Kb: نشانگر با  زس مواککوای 1سهوس  (ونصد 1گانز آ ل 

 BamHبا آنزیم ها   pcROP13 پلاسمبد هضم آنزیمی محصول :2

I   Xba I  پلاسمبد3سهوس : pcROP13  )بد س برش آنزیمی 
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ترانسکفکت  CHO هکا  ون نهایت برنسی بباس سیول

انجککام شککد    IFAبککا ن ش  pcROP13شککدر بککا پلاسککمبد 

نهککایج نشککاس واو کککد سککیول هککا  حککا   ایککن  س، ننکک  

 (.4توو ساطع کروند )تصویر شمانر  از فیونسنت سیز نا

 
>Toxoplasma gondii isolate RH rhoptry protein 13 (ROP13) 
gene, complete cds GenBank: JN051278.1 
ATGAAGAGAACAGAGCTTTGTATCGCAGCCCTCGTG
GCTGTTGGTGCGTTTGCTTTTACCTCACCAAATG 
CAGTGGCGAAGAGCTTCGAGCGGAACCTCGGCCACC
TGGACGCCTCCTCGTTCTTGTCGTCTCCCCTCAA 
TTCGGATGTGGAGCTCGGTAGGAGCACTTTCCCTGCT
CAGTCACTGTCTTTCACTGAAGGCACCAACGAG 
ACAAACCCACCGACATCCCGGCCCCCAGGTTGGAAA
TACGAAGGCAGCGACCTGCATCGAAGAGTGGTGG 
CTCGACGGGAGGAACACAAAAAGCGTCAAGAAGAG
TGGGAACAGAGGAAAGCCAGTCGACGCTCTGCACT 
CACTCCGAGTGCACCCGATCCCGATGGTGACGGTGA
TCCAGCAACTTCACTTCCATCACAACGGAGACTC 
CTTGACCGTTGTCTTCAACAATTCCGTGAACAACTCG
TGGATTTGGAGAATCTCTGCAAGGGCAGCCCGG 
AACCTGATGACTGCAGGTCGACGGTCCAAGAAATCC
TGGCGAATCAGTCGTTTGGGGCTCTTCACACAAC 
TGTCATAAGTTTCTCCATTTTTGTCAATAGGGACCCT
CGACGGTTGTCATTTCCAGTCCTCGATGCAACA 
GATTTGCGCCTCACGGTCAAGCTCAAACATCTCCTGG
ATAGAATTCCGGGATGCGCAGCTCTCTCCCTGC 
CAGTATACATTGGGTTGGTCTCTTCGGATGTGTTCAA
GAGCGAAGAATTCACTAGAAAGGTAAATCGATG 
CTCGGAGGATTTCGGCAGGAGCGCCAGAGAGGAGCC
AAGCAAAGCTGGGAGGGCGGCTGCGGCTGTCATT 
CGATTCATGGGACTTACGCCGGAGAGACAAACGTTC
TACCAACCTTTCGTGTTCGTCACAACCCAGGCAG 
CAATGCTGCTGTCGATGGTTTTGAAACATCCGTTTCT
CTCGATACTCGTAAACATGGCCTGTGTAGCGGG 
CAGCCTTTGCCGCAAGGGAATTCGAGAGGTACTCTTG
CGAGCTCTTCGGGAGGCAGACTTCCAGACGGAG 
GGTGTGCCACTGGACTCCGCACCTCAGGAACTTGTGG
ACCATCTCAAAGTGTACTTGAAACTACTTTTCT 
TAAGGAAATACCGCAGGTTGAGGAGGCAAGCCGCTA
ATGTTGCTGCCCAAGTTGTCTATGCGAATTCCTT 
GAGGCTATTGTGA 

 

ون سوید  ROP13 س کدکنندر پر تببن DNA تواای  :3تصویر شماره 

RH سوپلاسماتوک 

 

 
 

 توکسوپلاسکما ROP13برنسکی ببکاس  س ککد کننکدر  س  :4تصویر شماره 

 ایمنوفیونسکانس آنهکیبکا اسکهفاور از ن ش  CHO هکا گوندیی ون سیول

 ،pcDNA3 ترانسفکت شدر با پلاسمبد تکاای CHOها  سیول A:باو  )

B سیول ها : CHO ترانسفکت شدر با پلاسمبد pcROP13)  

 بحث
توکسوپلاسما گونکدیی  ROP13عد  س ون این مطاا

بد ترتبب کیوس  pTG19-T   pcDNA3ون پلاسمبدها  

 ون ROP13  سککا  کیککوس گرویککد   ببککاس  س کامککل 

مونو   CHOها  یوکانیوتب ون سیول In vitro شرایط

 وابل اهمبت ببمان  توکسوپلاسموزیسبد تایبد قرانگرفت.

نوان   ون افککراو میککهلا نقککص سبسککهم ایمنککی   زنککاس بککا

چنبن زیاس ها  فرا اس اقهصاو    ارهماعی ناشکی از هم

چنکبن تشکخبص   آس، پبشگبر  از بکر ز ببمکان    هکم

اذا وست یکابی بکد  .(4،5)باشدونماس بد موقع ضر ن  می

ی   اکسن موثر   مقر س بد صرفد رهت کاهش موانو 

علا ر طراحکی   د ابهلا   مرگ   مبر ناشی از ببمان    ب

 ها  تشخبصی برا  شناسایی عفونت   حهیساتت کبت

 .(3،14)باشدافهراق عفونت حاو   مزمن وانا  اهمبت می

 گونکدیی ترشحی انگکل توکسوپلاسکما -ها  وفعی سآنهی

شوند، کد باعث ایجاو ایمنی حفاظهی موثر عیبد انگل می

، ناپهکر    هکا  مبککر نمشامل مواو مهرشحد از انگانل

ها بد وابکل  ساین آنهی .(11)باشندها  مهراکم میگرانول

قککدنت فککرا اس ون تحریکک  سبسککهم ایمنککی مبزبککاس   

تکر حکائز هکا، بکبش سایمونو س بووس نسیت بد سایر آنهی

هکا انجکام  اند   مطااعات فرا انی بر ن   آساهمبت بوور

 ترشحی بکد عنکواس -ها  وفعی سشدر است. از این ن  آنهی

 ها  ایمونبزاسبوس   حهیا  برنسیکاندیدها  مناسب بر

. (15-11)انکدتشخبص عفونت توکسوپلاسما پبشنهاو شدر

اساسکی ککد ون  ها بد وابکل نقکش مهکم  ناپهر  پر ت بن

عنکواس د وسهرسی بد سبهوپلاسکم سکیول مبزبکاس واننکد، بک

 ترشکحی -وفعکی هکا ترین ارزا ون ببن انگانلیکی از مهم

بدین منظون مطااعکات مهعکدو  بکر ن    .(11)اندیاو شدر

صکونت د ها  مخهیف توکسوپلاسما گوندیی بک سآنهی

پلاسمبد   یا پر ت بن نوترکبب انجام شدر است. با  روو 

 ROP13ا  ون زمبند کیوس   ببکاس  س این تاکنوس مطااعد

انگککل توکسوپلاسککماگوندیی ون ایککراس صککونت نگرفهککد 

است. این مطااعد نبز همانند مطااعکات قییکی، ا اکبن قکدم 

ها  نوترکبکب بعد  رهت توابد پر ت بنبرا  مطااعات 
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 یــپژوهش

 ها  تشخبصکیها ون توابد   ساتت کبت  اسهفاور از آس

 اکسن بر عیبد  DNAچنبن اسهفاور از آس بد عنواس   هم

وست یابی بد ی  امر زر، باشد. توکسوپلاسموزیس می

 اکسن موثر   مقر س بد صرفد رهت کاهش موانو ابهلا 

اسهفاور از پلاسکمبدها        مرگ   مبر ناشی از ببمان

 طراحی   ساتت چنبننوترکبب ونتشخبص   ونماس   هم

ها  تشخبصی برا  شناسایی عفونت   حهی افهراق کبت

 .(3،14)باشدعفونت حاو   مزمن وانا  اهمبت می

 انگل توکسوپلاسکماگوندیی ROP1وابمی  همکاناس،

کیکککوس نموونکککد   بکککرا   PTZ57R/Tنا ون  کهکککون 

اسکهفاور  TG1سکوید  E.coliترانسفونماسبوس از بکاکهر  

 نمووند. ون این مطااعد، تواای  س مونونظر با تکواای مورکوو

 .(11)ونصد  نا نشاس واو 36ان  رهانی  س، همخوانیونب

  همکاناس ون انتیاط  Pei-Yuan Wangون مطااعد 

انگل توکسوپلاسکماگوندیی  ROP13با کیوس کروس  س 

 .(12)رهت کیونبن  اسهفاور شدر اسکت Pvaxاز  کهون 

 ROP13بکککا تعبکککبن تکککواای  س ون مطااعکککد حاضکککر، 

-pTG19 ندیی کیوس شدر ون پلاسمبد توکسوپلاسماگو

t  pcDNA3 س مورکوو ون بانک   س    مقایسکد آس بکا 

رفت باز  ون ایکن  1223 رهانی، مشخص شد کد قطعد

ونسهی کیوس شدر است. ون برش آنزیمکی د پلاسمبدها ب

 رفت باز  ردا شکد ککد هکم انکدازر  س 1223 نبز قطعد

ROP13  توکسوپلاسماگوندیی بوور   ونحقبقت سکا 

کنکد. تایبکد می pcDNA3کیوس ایکن  س نا ون پلاسکمبد 

 آس اسکککت کیکککوس ایکککن  س ون ایکککن نهکککایج حکککاکی از

ببکاس  موفقبت صونت گرفهکد   شدر با پلاسمبدها  ککر

بکا اسکهفاور از  CHO س مذکون ون سیول یوکانیوتبک  

تکرین نکهکد ون مطااعکات نبز تایبکد شکد. مهکم  IFAن ش

تکواای یکابی،  نک   هکا  کیونبمخهیف مربوط بد بحکث

هکا  مخهیکف اسهفاور از پلاسمبدها  مخهیکف   سکوش

مطااعکد مکا نشکاس  .(11)باشکدباکهریایی برا  کیونبن  می

بد ترتبکب  pcDNA3   پلاسمبد pTG19-tواو، پلاسمبد 

بد عنواس  کهونها  انهقاای   ببانی برا  ا ابن بکان بکرا  

مناسکب هسکهند. هکم چنکبن از  ROP13کیوس کروس  س 

رهکت ترانسفونماسکبوس  E.coliبکاکهر    TOP10سوید 

ون مطااعد ویگر  نبز پلاسمبدها   راًاسهفاور گروید. اتب

pTG19-t   pcDNA3  برا  کیونبن    سا  کیونبنک 

توکسوپلاسما گوندیی مونو اسکهفاور قکران  GRA14 س 

گرفهد اسکت. نهکایج ایکن مطااعکد نبکز مناسکب بکووس ایکن 

 بکا .(3) کهونها نا بکرا  اسکهفاور ون کیونبنک  نشکاس واو

ون  ROP13ی  س شناسکای کد کیوس کروس  تورد بد این

 س  کهونها  ببانی   انهقاای ککر شدر   نسبدس بد آنهی

 تکواسبا موفقبت صونت گرفت، پس می ROP13نوترکبب 

ها  تشخبصی   عنواس مسبر  برا  توابد کبتد از آس ب

DNA گبر  از ببمان  ون حبوانکات  اکسن رهت پبش

 هکا  بکانوان  تصود تکانمد   افراو ون معرض تطر ب

 نهایکت، ون .(11)وانا  نقص سبسهم ایمنی اسهفاور کرو افراو

 سمبدها  نوترکبب نویدگرتواس نهبجد گرفت کد پلامی

هکا  انگیکی ا  ن شن ون تهبد  اکسن عیبد ببمان آیندر

 بد تصود توکسوپلاسموزیس تواهند بوو.
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