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  چكيده
ژن پروتئين غني از سرين انتامباهيستوليتيكا ژنيك انتامباهيستوليتيكا مانند آنتييهاي آنتاستفاده از شاخص :سابقه و هدف

SREHP) (اين . ديسپار كاربرد بيشتري پيدا كرده است تشخيص قطعي و افتراق آن از انتامبا و جهت تهيه واكسن، برسي تنوع ژنتيكي
  .ليتيكا به منظور استفاده در كيت تشخيصي الايزا انجام شدمطالعه با هدف بيان پروتئين نوتركيب غني از سرين انتامبا هيستو

ايزوله ايراني كه قبلاً در پلاسميد  SREHP  در اين تحقيق كه يك روش توصيفي از نوع اكتشافي  است، ابتدا ژن: بررسي روش
كلون  pET32aدر پلاسميد بياني  جدا گرديد و پس از تخليص از ژل BamHIكلون شده بود، با استفاده از آنزيم   (pBSc)بلواسكريپت 

و   SREHPبا پرايمرهاي اختصاصي Rosconis ،PCRبا استفاده از محلول  (Quick check)هاي غربالگري شامل روش سريع از روش. شد
pET هاي آنزيم و برش آنزيمي باBamHI  وHindIII ينگ ترادف نوكلئوتيدهاي ژن با روش سكوئنس. جهت تاييد كلونينگ استفاده شد

در نهايت ازكلني حاوي . انتقال يافت BL21(DE3) جهت تكثير به سلول پذيراي  SREHPتعيين گشت و پلاسميد نوتركيب حاوي ژن 
   .بررسي گرديد SDS-PAGEالقا و وجود پروتئين نوتركيب برروي ژل  IPTGپلاسميد نوتركيب كشت انبوه تهيه شد و پروموتور ژن با  

 ، (Quick check)هاي غربالگري سريع ساب كلون گرديد و صحت كلونينگ  با روش pET32aلاسميد بياني در پ SREHPژن : هايافته
PCR با پرايمر هاي اختصاصيSREHP   وpET T7 promoter  آنزيم هاي  و برش آنزيمي باBamHI  وHindIII ترادف . تاييد شد

ساعت در  5در مدت زمان    IPTGلون شده در پلاسميد بياني در حضورنوكلئوتيد تعيين گشت و ژن ك 666نوكلئوتيدهاي ژن با اندازه 
موجود  (Trx-Tag)وجود پروتئين  نوتركيب غني از سرين انتامبا هيستوليتيكا به انضمام تيوردوكسين . محيط كشت ابراز شد

   .د تاييد قرار گرفتمشاهده و مور SDS-PAGEكيلودالتوني در كنار ماركر برروي ژل    44با وزن ملكولي   pET32aدر
هاي تشخيصي و تهيه واكسن از با توجه به كاربرد زياد پروتئين نوتركيب غني از سرين انتامباهيستوليتيكا در تهيه كيت: گيرينتيجه

 . با موفقيت بيان شد (SREHP)آن عليه تك ياخته انتامباهيستوليتيكا، در اين مطالعه پروتئين سرين ريچ 
  .SREHPغني از سرين،  با هيستوليتيكا،  پروتئين نوتركيبانتام :واژگان كليدي

  

  1مقدمه
در بيشتر موارد تشخيص آميبيازيس با مشاهده مستقيم انگـل  

آميزي شده نمونـه مـدفوع توسـط ميكروسـكوپ     و يا لام رنگ
                                                 

تهران، دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي، دانشكده پزشكي، گروه انگل شناسـي  : آدرس نويسنده مسئول
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  25/11/1388: تاريخ دريافت مقاله
  19/5/1389 :تاريخ پذيرش مقاله

هـايي از  امـا ايـن روش داراي محـدوديت   . شـود نوري تائيد مي
بيماريزاي انتامبـا   جمله عدم افتراق كيست و تروفوزئيت سويه

تكـرار  . هيستوليتيكا از سويه غيربيماريزاي انتامبا ديسپار است
هاي متفـاوت انتامبـا،   هاي گونهآزمايش مدفوع و وجود كيست

آندوليماكس و يدآمبا از مشكلات ديگـر اسـتفاده از ايـن روش    
هاي كشت آميب نيز اگرچـه داراي حساسـيت   روش). 1(است 

بـر  ي ميكروسكوپي هستند امـا زمـان  بالايي نسبت به روش ها
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  اين مطالعه PCRپرايمرها و برنامه هاي  -1 جدول
Primer name Primer sequence 5'to 3' PCR  program 

SREHP (F) GAGGATCCATGTTCGCATTTTTATTGT 5دقيقهc◦95  ،دقيقه در 1براي يك سيكلc◦95،30انيه درثc◦60،30ثانيـه
 c◦72  SREHP (R) GAGGATCCTTAGAAGATGATAGCTATدقيقه در  3سيكل و   30براي  c◦72در 

pET T7 
promoter  (F) 

TAATACGACTCACTATAGGG 5دقيقهc◦95  ،دقيقه در 1براي يك سيكلc◦95،60ثانيه درc◦50،60ثانيـه
 c◦72 SREHP (R) GAGGATCCTTAGAAGATGATAGCTATدقيقه در  5سيكل و  30براي  c◦72در 

هـاي  تواند باعث ايجاد جـواب ها ميبيوتيكبوده و مصرف آنتي
گيـر و پرهزينـه بـودن و    وقـت . منفي كاذب در نتايج آن گردد

     هــايهــاي منفــي و مثبــت كــاذب  نيــز از محــدوديت پاســخ
راه كـار جديـد اسـتفاده از    ). 3،2(هاي مولكولي  هستند روش

ژنيك هاي آنتيبادي تهيه شده بر عليه شاخصتيمنوكلونال آن
هـا قـادر    اين كيت. هاي الايزا استانتامبا هيستوليتيكا در كيت

    گـالاگتوز  / هـاي نوتركيـب گـالاگتوز   هستند با كمك پـروتئين 
N  استيل لكتين(GAL/GALNAC)    و غني از سـرين انتامبـا

بــدن ، انگــل را در مــدفوع و مايعــات (SREHP)هيســتوليتيكا 
اي و كبدي را با حساسيت و شناسايي كرده و آميبيازيس روده

ــد  ــالا تشــخيص دهن ــي   اختصاصــيت ب ــابه ول ــه مش و از گون
 ).5،4(  غيربيماريزاي انتامباديسپار افتراق دهند

در تهيـه   SREHPلذا بـا توجـه بـه كـاربرد پـروتئين نوتركيـب       
ــه  ــوع ژنتيكــي ايزول ــين تن ــا  واكســن، تعي ــف انتامب ــاي مختل ه

طـور تهيـه كيـت تشخيصـي بـه منظـور        توليتيكا و همينهيس
تشخيص قطعي و افتراق انتامباهيستوليتيكا از انتامبا ديسپار، در 

كـه قـبلاً در    SHR 10 IRايزوله ايراني  SREHPاين مطالعه ژن 
گروه انگل شناسي و قارچ شناسي دانشگاه علوم پزشـكي شـهيد   

پلاســميد  كلــون و) pBSc(بهشــتي در پلاســميد بلواســكريپت 
بـا هـدف بيـان     ،)6( گذاري شـده بـود  نام (pBSc-C4)نوتركيب 

پروتئين نوتركيب به منظور استفاده در كيت تشخيصي الايـزا در  
كلون گرديد و پـروتئين نوتركيـب   ساب pET32aپلاسميد بياني 

  . بيان شد BL21(DE3)در باكتري  آن
  

  مواد و روشها
مباهيســتوليتيكا در انتقــال ژن غنــي از ســرين انتابــه منظــور 

اين مطالعه كه يك روش توصيفي در  ، pET32aپلاسميد بياني
و pBSc-C4 از نوع اكتشافي اسـت، ابتـدا پلاسـميد نوتركيـب     

درجه  37ساعت در دماي  1، به مدت pET32aپلاسميد بياني 
دو . قـرار داده شـدند   BamHIگـراد تحـت تـاثير آنـزيم     سانتي

ــميد   ــاي پلاس ــده  pET32aانته ــي ش ــتفاده از  خط ــا اس  1 ب
). 7(دقيقه دفسفريله شـد   30به مدت  CIAP آنزيمميكروليتر 

و  پلاسميد خطي شده پس از الكتروفـورز در   SREHPقطعات 

شـركت   DNA ، بـا اسـتفاده از كيـت  اسـتخراج    درصـد  1ژل 
سـپس ژن غنـي از سـرين و    . فرمنتاز، استخراج و تخليص شد
بـه يكـديگر    T4 DNA ligaseپلاسميد خطي در حضور آنزيم 

منتقـل  BL21(DE3)  مخلوط واكنش در باكتري. متصل شدند
ليتـر  گـرم در ميلـي  ميلـي  50آگار حـاوي   LBو بر روي پليت 

 ).8( پخش شد سيلينآمپي
جهت كنترل انتقال  ،pET32aغربالگري پلاسميد نوتركيب در 

، كلني  بدسـت  (Quick check)ژن به پلاسميد به روش سريع 
  Rusconis محلـول ميكروليتـر   12 دقيقه در 10آمده به مدت 

.  قـرار داده شـد   RNase Aو  EDTA ،Tris-Clحاوي ليزوزيم، 
 2 ســيلين،آگــار حــاوي آمپــي LBپــس از كشــت در  پليــت 

كلروفـرم بـه ميكروتيـوپ     -از مخلوط مسـاوي فنـل   ميكروليتر
دور در دقيقـه  14000اضافه و به مـدت دو دقيقـه بـا سـرعت     

). 9( لـود گرديـد   درصـد  8/0ي بروي ژل يروسانتريفوژ و مايع 
 (F, R)به كمك پرايمرهاي  PCR پلاسميد نوتركيب با واكنش

SREHP و پرايمرهــاي T7 Promoter  (F)  وSREHP (R) 
هـاي  طـور روش هضـم آنزيمـي بـا آنـزيم      و همين) 1جدول (

BamHI  وHindΠΙ   تأييد شد و در نهايت صحت ژن نوتركيـب
  .د شدبا روش سكوئنسينگ تايي

پلاسـميد نوتركيـب    ،SREHP بيـان پـروتئين نوتركيـب   براي 
pET32a   به سلولBL21(DE3) از كلني كشت . منتقل گرديد

برابـر   10درجه انكوبه شـد و روز بعـد در    37شبانه تهيه و در 
. آمپي سيلين دار كشت دو سـاعته داده شـد   LBمحيط كشت 

بـه   1mM  IPTG، مقـدار  OD600 = 0.6 در فاز لگاريتمي بـا    
گـراد انكوبـه    درجه سـانتي  37محيط كشت اضافه و مجدد در 

محـيط كشـت نمونـه     ساعت پس از القـاء از  8و  5، 3 .گرديد
-SDSبـراي آمـاده سـازي نمونـه جهـت       .برداري انجام گرفت

PAGE 2ليتر از نمونه كشـت داده شـده بـه مـدت     يك ميلي 
مـايع  . ددر دماي اطاق سانتريفوژ ش g5000 دقيقه  با سرعت 

اضـافه   PBS بـافر ميكروليتـر   200 رويي حذف و به رسوب آن
گـراد و  درجه سانتي -80بار در  5سوسپانسيون فوق  ). 9(شد 
گراد فريز و ذوب شد و پـس از سونيكاسـيون،    درجه سانتي 37

گـراد بـا سـرعت    درجـه سـانتي   4دقيقه در دماي  15به مدت 
g5000 بـا   جدا شـده  محلول رويي و رسوب. سانتريفوژ گشت
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  .درصد 0/ 8 ژل آگارز روي  pET32a كلني هاي مشكوك Rusconisمحصول كنترل سريع با محلول   الكتروفورز -1شكل 
كلني هاي حاوي :  6 - 11و 4ون كلني هاي حاوي پلاسميد نوتركيب؛ ست: 5؛ ستونpET32aكلني هاي حاوي پلاسميد  :2؛ ستون   1kb DNA Ladder marker: 1ستون 

 و فاقد ژن  pET32aپلاسميد 

 درصـد  12 مخلوط و روي ژل پلي اكريل آميد  4X SDS بافر 
  .)9(الكتروفورز گرديد 

  
 پلاسميد هاي نوتركيب  PCRالكتروفورز محصول -2شكل 

pET32a + SREHP-C4   درصد 1برروي ژل آگارز.  
 bpبا اندازه  SREHP (F+R)پلاسميدهاي نوتركيب با پرايمر PCR محصول : 1ستون 

: 4سـتون  ؛ DNA Ladder  100bp : 3سـتون  ؛ سـتون  كنتـرل منفـي  : 2ستون  ؛666
 بـا پرايمـر  pET32a + SREHP-C4  كلنـي پلاسـميدهاي نوتركيـب     PCR محصـول 

SREHP (R) وT7  Promoter (F)   با اندازهbp 1248  
  

  هايافته
ژن سـرين   ،pET32aپلاسميد  در SREHP انتقال ژندر مورد 

 با نـام  4 كلون شماره ئوتيد از پلاسميدنوكل 666ريچ  با اندازه 
pBSc-C4        كه قـبلاً در گـروه انگـل شناسـي و قـارچ شناسـي

، جـدا و  )6(دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي تهيه شده بود 
كه    pET32aدرون پلاسميد   T4 DNA ligaseبه كمك آنزيم 

ــزيم  ــا آن ــل و   BamHIب ــود، منتق ــده ب  + pET32aهضــم ش
SREHP-C4 ــد ــده ش ــاكتري  . نامي ــنش درون ب محصــول واك

BL21(DE3)  انتقال يافت و جهت تكثير روي پليتLB   آگـار
   .سيلين پخش شدحاوي آمپي

تاييد اوليه انتقال ژن سرين ريـچ بـه پلاسـميد را  بـا      1 شكل
در كلون سـتون     Rusconisبا استفاده از محلول   روش سريع

  . دهدنشان مي 5شماره 

 

 pET32a + SREHP-C4 سميدهاي نوتركيبپلاالكتروفورز  - 3 شكل
  .درصد1  بر روي ژل آگارز  HindIIIو BamHI  بعد از هضم آنزيم

 pET32a + SREHP-C4 نوترآيѧب  جѧدا شѧده از پلاسѧميد    ٥٦٧ bpقطعѧه   :١سѧتون  
 DNA Ladder-marker  :٢سѧتون   ؛HindIIIپѧس از عمѧل هضѧم آنزيمѧي بѧا آنѧزيم       

1kb قطعه   : 3 ستون؛bp 666   ه از پلاسـميد  جـدا شـدpET32a + SREHP-C4 
  BamHIپس از عمل هضم آنزيمي با آنزيم 

  
و  PCRهـاي  شـده از روش براي تعيين قطعي صحت ژن كلون

ــزيم  ــا آن  BamHIو  HindIIIهــاي هضــم آنزيمــي پلاســميد ب
كلـون   PCRالگوي الكتروفورزي محصول  2 شكل. استفاده شد

و همينطـور   مثبت با پرايمرهاي اختصاصي ژن غنـي از سـرين  
  bpقطعـات بـا انـدازه   . دهـد را نشان مي  T7 Promoterپرايمر 

به خوبي با پرايمرهاي اختصاصي سرين ريـچ   bp1248 و 666
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الگـوي   3شكل . تكثير يافت  pETو پرايمر اختصاصي پلاسميد
حـاوي ژن را   pET32aالكتروفورزي هضـم آنزيمـي پلاسـميد    

در دو  bp 1248و  bp 567،bp  666 قطعـات . دهـد نشان مـي 
و هضم آنزيمـي، تاييـد قطعـي بـر انتقـال ژن بـه        PCRروش 

پلاسميد بياني و جهت صحيح قرارگيري آن نسبت بـه جهـت   
لذا بيان صحيح پـروتئين غنـي از   . برداري پروموتور استنسخه

در پلاسـميد نوتركيـب    (SREHP)سرين انتامبا هيسـتوليتيكا  
pET32a   تـرادف  اسـت و   پـذير در كلون به دست آمده امكـان

  666بـا انـدازه    SREHP-C4نوكلئوتيدهاي پروتئين نوتركيـب  
كيلو دالتون در بانك اطلاعات ژن  24باز و وزن ملكولي حدود 

(GenBank)  با شمارهAB253474 قابل دستيابي است .  

 
در پلاسميد نوتركيب  SREHP ژن نتايج بيان - 4شكل 

PET32a  به روشSDS-PAGE.  
-pET32a + SREHP باكتري حاوي  Lysateمحلول رويي  :3و  2، 1ستون 

C4   44ساعت پس از القاء و واجد پروتئين نوتركيب  8و  5، 3جمع آوري شده 
سالم  pET32aباكتري هاي حاوي پلاسميد   : Lysate 4ستون ؛ كيلودالتوني

ستون  ؛ كيلودالتون 20و وزن   Trxبا باند   ساعت پس از القاء 5جمع آوري شده 
5Lysate :    ساعت پس از  5سلول هاي سالم فاقد پلاسميد جمع آوري شده

 ماركر وزني پروتئيني : 6  ستون؛ القاء

  
 هـاي نمونـه ، pET32aبيان ژن در پلاسميد نوتركيـب   در مورد

پلاسميد فاقـد ژن و  سلول حاوي  ،بدون پلاسميدليزات سلول 
، SREHP-C4)  (pET32a3 + پلاسميد نوتركيبسلول حاوي 

روي ژل پلـي اكريـل   بـر    IPTGبـا  ساعت پس از القـاء   8و  5
بيشـترين مقـدار بيـان در    . )4 شـكل ( الكتروفورز شـدند  آميد

وزن  .محلول رويي و در ساعت پنجم پس از القاء به دست آمـد 
 ردوكسينهمراه فيوژن پروتئين تيو SREHP پروتئين لكوليوم

(Trx-Tag)  پلاسميدكه در  pET32a  ،روي  تعبيه شـده اسـت
  .باشدمي KDa 44 در حدود درصد 12 آميدآكريلژل پلي

  بحث
هاي سطحي تروفوزوئيت انتامبا هيسـتوليتيكا هماننـد   ژنآنتي

و  (Gal/GalNAC)اســتيل لكتــين    Nگــالاگتوز  / گــالاگتوز 
پــروتئين غنــي از ســرين  از عوامــل اصــلي در بــروز بيمــاري  

هسـتند   هـاي سـرولوژي در انسـان   آميبيازيس و ايجاد واكنش
تشخيصي الايزا از پروتئين نوتركيب آنهـا   هايو در كيت) 10(

ــا     ــي انتامب ــخيص افتراق ــازيس و تش ــخيص آميبي ــت تش جه
 .گرددها استفاده ميهيستوليتيكا از ديگر گونه

يـك  (SREHP) پروتئين غني از سـرين انتامبـا هيسـتوليتيكا    
ــا     ــت انتامب ــطح تروفوزوئي ــوژن در س ــائي ايمون ــروتئين غش پ

وليتكا است كه در اتصال انگل به سلول پستانداران نقش هيست
 233اسيد آمينه سـرين از   52گذاري آن وجود دارد و علت نام

ايــن ). 11( باشــدمــي HM1:IMSSآن در ســويه  اســيدآمينه
ــي ــروتئين داراي اپ ــوپپ ــالايي از  هــايي اســت كــهت   ميــزان ب

يازيس هاي مثبت سرولوژي را در بيماران مبتلا به آميبواكنش
كـه   داده تحقيقات  قبلـي نشـان   ). 12(كند تهاجمي ايجاد مي
جهت  در تست الايزا SREHP هاي نوتركيبحساسيت پروتئين

ــا ــاجم يشناس ــاد مه ــازيس ح ــرولوژي  و ي آميبي تشــخيص س
  ).14،13(باشد درصد مي 92 آميبيازيس در مناطق آندميك

و همكـــاران پـــروتئين نوتركيـــب  Stanley، 1995در ســـال 
SREHP   را بدون نياز به شـريك اتصـال (Fusion partner)  در

بيان كردند و بيشترين  mM IPTG 0.9باكتوويروس در حضور 
سـاعته بـه دسـت     10رويـي كشـت    را در مـايع  بيان پروتئين

  ).11(آوردند 
در  SREHPدراين مطالعه به منظور بيـان پـروتئين نوتركيـب    

ــاني    ــياكلي از پلاســميد بي ــاكتري اشرش ــتفاده  pET32aب اس
 Multiple در Trx -Tag)(وجـود تـوالي تيوردوكسـين    . گرديد

Site Cloning (MSC)  وكتورpET32a )7 (  باعث اضافه شـدن
 SREHP بـه پـروتئين نوتركيـب    KDa 20پروتئيني در حدود

تيوردوكســين ميــزان بيــان را افــزايش و تشــخيص . شــودمــي
. كنـد يپروتئين نوتركيب را بر روي ژل الكتروفـورز تسـهيل م ـ  

بـا وزن   SREHPاز پروتئين نوتركيب  بنابراين پس از بيان ژن،
در كــل كيلودالتــون بــه انضــمام فيــوژن پــروتئين،  24حــدود 

هماننـد   .بدست آمد KDa 44پروتئيني با وزن مولكولي حدود 
بيشـترين ميـزان پـروتئين    ) 15(و همكـاران   Stanleyمطالعه 

ه به ضرورت افتراق با توج. بيان شده در مايع رويي بدست آمد
ياخته انتامباهيستوليتيكا و انتامباديسپار و عـدم امكـان   دو تك

زا و دومـي  افتراق ميكروسكوپي اين دو گونه كه يكـي بيمـاري  
طوراحتمـال خطـاي    زا اسـت، همـين  شايع ولي غيـر بيمـاري  
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هــاي دســتگاه هــاي ميكروســكوپي در تشــخيص آميــب روش
لكـولي نظيـر گـران    ومهـاي  گوارش، مشكلات استفاده از روش

باليني هاي ، عدم وجود امكانات در آزمايشگاهPCRبودن روش 
، )1-3(هـاي مولكـولي   هاي منفي و مثبت كـاذب روش و پاسخ

هاي نوتركيب و ژنهاي تشخيصي با استفاده از آنتيتوليد كيت
هـاي سـرولوژي   هـا در روش بادي و كـاربرد آن منوكلونال آنتي

بنـابراين بـا بيـان پـروتئين     ). 5، 4(شود نظير الايزا توصيه مي
در اين تحقيق شرايط براي تكثير و توليـد    SREHPنوتركيب 

انبوه پروتئين غني از سرين انتامباهيستوليتيكا در آزمايشگاه و 
بـا  . استفاده از آن در تست تشخيصي الايزا محقق شـده اسـت  

اين وجود بايد كارايي پروتئين تهيه شـده پـس از مقايسـه بـا     
    .هاي ملكولي و سرولوژي ارزيابي شودديگر روش

 و تشكر دانيقدر
ها دكتر فريده شهبازي، نويسندگان اين مقاله از همكاري خانم

زاده و كليه همكـاران گـروه   پور، ناهيد حسيندكتر مژگان بنده
شناسي دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي شناسي و قارچانگل

تشـكر و قـدرداني     لكوليوو م و مركز تحقيقات بيولوژي سلولي
شـجويي مقطـع   ننامـه دا برگرفته از پايـان  اين مقاله. نمايندمي

شناسي و طرح تحقيقاتي مصـوب مركـز   كارشناسي ارشد انگل
اسـت كـه    1143تحقيقات بيولوژي سلولي و ملكولي با شماره 

شناسـي دانشـگاه علـوم پزشـكي     شناسي و قـارچ در گروه انگل
  .فتشهيد بهشتي انجام گر
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