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 –هاي دفعي  تهيه، تخليص و شىاسايي اجساء آوتي ژن

 ترشحي 

 RHهاي تىكسىپلاسماگىوذي سىيه  زوئيت تاكي
 
 

سيذ حسيه عبذاللهي      
1 

 
 خلاصٍ

ّاب    ( تابكي سٍيتات  E/SAتزؽايي    –ّاب  دعؼاي    آًتي صى هيبلؼبت لجلي ًؾبى دادُ اعت كِ سابقٍ ي َدذ:  

هقًَتت هتشثبى در ثزاثاز آلاَدگي هذاذد ثاِ اً ا ,        سايي, تَاًٌذ ًمؼ هْوي درثتوبر  تَكغَپلاعوب گًَذ  هي

تؾختـ ٍ اعتزاق هزحلِ حبد اس هشهي تَكغَپلاعوَس داؽتِ ثبؽٌذ. ثزا  ثزرعي دلتك تز هَارد عَق ًتبس ثاِ اداشا    

تخلتـ ٍ ؽٌبعبيي ادشا  تؾكت  دٌّذُ ايي   ّب هي ثبؽذ. ثٌبثزايي ّذف هيبلؼِ حبمز تْتِ, ايي آًتي صى تخلتـ ؽذُ

 ّب ٍ تؼتتي رٍػ هٌبعت ثزا  ايي هٌظَر ثَد. ى آًتي ص

 در لَلاِ   RPMI-1640تبكي سٍيتت تَكغَپلاعوب گًَذ  در دٍ هتلي لتتزهيتو كؾت  2×108  َا  مًاد ي ريش

دردِ عبًتت زاد تيت تكابى هلايان لازار گزعتٌاذ       37عَعپبًغتَى ٍ ثِ هذت يك عبػت در ّب  درة پتچ دار( 

ديابلتش ٍ   E/SA( ٍ هبيغ رٍيي ثِ ػٌاَاى هيلاَح حابٍ      g1000دلتمِ در  15عپظ هيتَا  ّز لَلِ عبًتزيفَص   

ثاِ   G-200عفبدكظ تغلتظ گزديذ. در هزحلِ ثؼذ ايي هيلَح ثِ ىزيك كزٍهبتَگزاعي صح عتلتزاعتَى ثب عتَى صح 

 15×1هتلي لتتز در عبػت ٍ كزٍهبتَگزاعي هجبدلِ يَى ثاب عاتًَي ثاِ اثؼابد      15عبًتتوتز ٍ خزٍدي  40×5/2اثؼبد 

تفكتك گزديذ. ثؼذ اس آى  pHهتلي لتتز در عبػت تيت ؽتت خيي  60عبًتتوتز اس صح كزثَكغي هتت  ثب خزٍدي 

 ًذ. الكتزٍعَرس ؽذ Native- PAGEادشا  حبف  ثِ رٍػ 

تفكتك ؽذ  اهب اس كزٍهبتَگزاعي هجبدلِ يًَي آى دٍ پتك حبف  ؽذ  در صح عتلتزاعتَى ثِ عِ دش  E/SA  َدا   يافتٍ

 ثِ يك ثبًذ تذشيِ گزديذ.   Native- PAGE كِ پتك دٍم در الكتزٍعَرس

عات ثازا  تفكتاك    دّذ كِ كزٍهبتَگزاعي هجبدلِ يَى ثب ؽزايو ايي هيبلؼِ رٍؽي هٌب ًتبيخ ًؾبى هي  گيري وتيجٍ

E/SA ّب  تَكغَپلاعوبگًَذ  هي ثبؽذ  سيزا ثاذٍى تغتتاز عابختبر      تْتِ ؽذُ ثِ رٍػ پتؾٌْبد ( تبكي سٍيتت

 ؽَد.  هَلكَلي پزٍتئتي, ادشايي ثب دردِ خلَؿ ثبلا ٍ ثِ هتشاى ًغجتبً سيبد  حبف  هي

 تزؽيي, الكتزٍعَرس –ّب  دعؼي  ىآًتي ص تَكغَپلاعوبگًَذ , كزٍهبتَگزاعي تؼَيل يَى, : َاي كليذي ياژٌ 

 

                                                 
 اعتبديبر گزٍُ هتكزٍثتَلَص   داًؾ بُ ػلَم پشؽكي رعغٌذبى  ًَيغٌذُ هغئَح( *-1
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 مقدمٍ
ا  درٍى علَلي  تِخيب تك 1تَكغَپلاعوبگًَذ 

اًغبى اس دٍ ىزيك  .ثبؽذ هي 2كوپلكغب يادجبر  اس ؽبخِ اپ

ؽَد. عتز  اكتغبثي ٍ هبدرساد  ثِ ايي اً   هجتلا هي

ثتوبر  در ثذى اًغبى ؽبه  دٍ هزحلِ حبد ٍ هشهي اعت. 

چٌتي اًتمبح اً   اس هبدر ثِ  اكجز ػَارك ٍ ػلاين ٍ ّن

در اكجز هَارد  .>11 18دّذ= دٌتي در هزحلِ حبد رخ هي

اس  3تؾختـ ٍ اعتزاق هزحلِ حبد اس هشهي تَكغَپلاعوَس

ّب  اختقبفي ثِ  ىزيك تؼتتي ًَع ٍ ػتبر ايوًََگَلجَلتي

ّب   ّب  عزٍلَص  ثب اعتفبدُ اس آًتي صى كوك رٍػ

گتزد كِ هؼوَلاً ثب  يعتتَپلاعوي اً   فَرت ه -غؾبيي

ًَالـ ٍ هؾكلاتي ّوزاُ اعت. ػوذُ ايي هغبي  ثِ آًتي 

 >.14  16  20دٌّذ = ّب  هَرد اعتفبدُ ًغجت هي ى ص

ّب  سيبد  ثِ هٌظَر ؽٌبعابيي آًتاي    ثٌبثزايي ثزرعي

ّب  هيبعظات كٌٌاذُ ٍ هبركزّاب  هٌبعات ثازا        صى

تؾختـ ٍ اعتزاق هزحلِ حبد اس هاشهي تَكغَپلاعاوَس   

دّذ كِ  ّب ًؾبى هي رت گزعتِ اعت. ًتبيخ ايي ثزرعيفَ

 5ّب  تبكي سٍيتت E/SA)4تزؽيي   –آًتي صًْب  دعؼي

اً   در راثيِ ثب ّذف ايي هيبلؼابت اس اّوتات خابؿ    

 .> 6  21  23ثبؽٌذ = ثزخَردار هي

ًؾبى دادًاذ كاِ    1988ٍ ّوكبراى در عبح  6دكَعتز

  ّب فًَتتزؽيي تَكغَپلاعوبدر ػ –آًتي صًْب  دعؼي 

ٍ ّوكبراى در  7>. دارعي9= اًغبًي ؽذيذاً ايوٌَصى ّغتٌذ

ثب اًتمبح غتز عؼبح  1990در عبح  8ّوبى عبح ٍ دٍكَيغٌِ

 –ّب  دعؼي  اختقبفي آًتي صى Tآًتي ثبد  ٍ علَلْب  

ّب  عبلذ تتوَط در هَادِْ  تزؽيي عجت هيبعظت هَػ

تَكغَپلاعاوب گًَاذ     RHثب دٍس ثبلا ٍ كؾٌذُ عاَيِ  

                                                 
1- Toxoplasma gondii 

2- Apicomplexa 

3- Toxoplasmosis 

4- Excreted/ Secreted Antigens 

5- Tachizoites 

6- Decoster 

7-Darcy  

8- Duquesne 

ثبثاات  1992 در عاابح 9َرًاارحواابى ٍ ا .>8   10ذًذ =ؽا 

ًغاجت ثاِ آًتاي     (E/SA)ّاب   كزدًذ كِ ايي آًتاي صى 

ّب  كتغت ًغذي  عجت تيزيك ثتؾتز پبعخ ايوٌاي   صى

ّاب    ثب ٍاعيِ علَلي ؽذُ ٍ عبكتَر هٌبعجي ثزا  ثزرعي

 ٍ ّوكبراى 10>. سيٌز17ثبؽٌذ = هزثَه ثِ ايوًَتشاعتَى هي

 –ّاب  دعؼاي    ادًاذ كاِ آًتاي صى   ًؾبى د 1999 در عبح

ٍ  RHديذُ عَيِ  ّب  اؽؼِ تزؽيي ًغجت ثِ تبكي سٍيتت

آًتي صى خبم تَكغَپلاعاوب  ثبػات تيزياك ٍ تكجتاز     

ٍ  11>. درياابًي23گزدًااذ = هااي Tثتؾااتز لٌفَعااتتْب  

عاجت   E/SAگشارػ كزدًذ كاِ   2003درعبحّوكبراى 

 RHهيبعظاات هَؽااْب  عااَر  در ثزاثااز عااَيِ     

 >.7ؽًَذ = يتَكغَپلاعوب ه

چٌتي ثب تَداِ ثاِ خقَفاتبت گاشارػ ؽاذُ اس       ّن

E/SAّب دبًؾتي هٌبعجي ثزا  آًتي صًْب   صى   ايي آًتي

ّب  عازٍلَص  ىزاحاي    غؾبيي ٍ عتتَپلاعوي در تغت

هٌظاَر تؾاختـ ٍ اعتازاق عازم حابد اس هاشهي        ؽذُ ثِ

ِ   تَكغَپلاعوَسثِ ًظز هي ّاب  دكَعاتز ٍ    رعاٌذ. يبعتا

تزؽايي در   –ّب  دعؼي  ِ آًتي صىّوكبراى ًؾبى داد ك

عزم ثتوبراى هجتلا ثِ عزم حبد ٍ هاشهي تَكغَپلاعاوَس   

 >.9ثبؽذ = هتفبٍت هي

ػ لاتكظ آگلَتتٌبعاتَى را  رٍ 12ييبعَّتزٍعَسٍك 

ثزا  ؽٌبعبيي ايي آًتي صًْب در عزم ىزاحي ٍ گاشارػ  

ثبؽاٌذ در   آلَدگي لبث  ؽٌبعابيي هاي   7كزد كِ اس رٍس 

فلِ آًتي ثبد  مذ تَكغَپلاعاوب در  حبلي كِ در ايي عب

 ٍ ّوكابراى   13>. ّبعتاذ 22عزم لبثا  ؽٌبعابيي ًتغات =   

ٍدَد ايي آًتاي   14( ثِ كوك رٍػ كبپچز الايشا1995 

ّب را تٌْب در عزم اعزاد هجتلا ثِ عبس حبد ؽٌبعبيي ٍ آى  ى ص

هاشهي پتؾاٌْبد   اس ػٌَاى يك رٍػ اعتزاق عبس حبد  را ثِ

 ذ( ًؾبى دادًا 1379ٍ ّوكبراى   >. هيوَدساد13ًُوَدًذ =

                                                 
9- Rahman and Anwar 

10- Zenner  

11- Daryani 

12- Yasuhiro  

13- Hafid  

14- Cuptuer ELISA 
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ثب اعتفبدُ اس رعَة عاَلفبت   1كِ رٍػ الايشا  ًميِ ا 

 RHآهًَتَم هبيغ ففبق هَػ عَر  آلَدُ ؽذُ ثب عَيِ 

تَكغَپلاعوب گًَذ   ثزا  تؾختـ تَكغَپلاعوَس در 

% 100دارا  ارسػ تؾختقي  حغبعاتت    هَػ فيزايي

 >.2ثبؽذ = %( ثبلايي هي88ٍ اختقبفتت 

ّب  هختلا    ثزرعي دلتك تز دٌجِ  كِ ثزا ثِ اييًظز 

ثبؽذ ٍ  ّب هي ّب ًتبس ثِ ادشا  تخلتـ ؽذُ آى ايي آًتي صى

در هيبلؼبت لجلي هبيغ ففبق هَػ آلَدُ ٍ يب هبيغ رٍيي 

فاَرت   ّب  تَكغَپلاعوب ثِ كؾت علَلي تبكي سٍيتت

اًذ ّاذف اياي    كبر رعتِ ثِ E/SAػٌَاى  تزكتت كبه  ثِ

ثي رٍػ افالا  ؽاذُ اًكَثبعاتَى تابكي     هيبلؼِ ارسياب 

ّب  تَكغَ پلاعوب در هيتو كؾت غتاز عالَلي    سٍيتت

RPMI  ِثزا  تْتE/SA كزٍهبتَگزاعي ثزا  تخلتـ  

آهتاذ ثازا     پلي اكزيا   ّب ٍ الكتزٍعَرس صح صى ايي آًتي

ؽٌبعبيي ادشا  حبف  دْت كبرثزد در هيبلؼابت ثؼاذ    

 ثَد.

 

 َب مًاد ي ريش

    (E/SA)ترشحي –دفعي تُيٍ آوتي ژوُاي 
هبيغ ففبق هَؽاْب  عافتذ كَچاك آسهبيؾا بّي     

سٍيتت عاَيِ   تبكي 106 هَػ عَر ( كِ عِ رٍس لج  ثب 

RH   ُتَكغَپلاعااوب گًَااذ   تْتااِ ؽااذُ اس داًؾااكذ

ثْذاؽت داًؾ بُ ػلَم پشؽكي تْزاى( ثاِ رٍػ تشرياك   

داخ  ففبلي آلَدُ ؽذُ ثَدًذ كؾتذُ ٍ چٌذيي ثبر اس عز 

ػجَر دادُ ؽذ تاب هبكزٍعبصّاب پابرُ ٍ     27ُ عزًگ ؽوبر

 10ثِ هاذت   g750ّب آساد ؽًَذ. عپظ در  تبكي سٍيتت

ّاب(   دلتمِ عبًتزيفَص ٍ رعَة حبفا   تابكي سٍيتات   

ثبر ثب عزم عتشيَلاَص  ٍ دٍثابر ثاب هياتو كؾات       يك

RPMI-1640  عبخت ؽزكت عت وب( ثب دٍر g750  ِث

ُ اس لام ًئَثابر  دلتمِ عبًتزيفَص ؽذًذ ٍ ثب اعتفبد 10هذت 

                                                 
1- Dot-ELISA 

َ  تزپبى ٍ رًگ   تؼاذاد ٍ درفاذ سًاذُ ثاَدى تابكي      2ثلا

 ّب در ٍاحذ حذن هيبعجِ گزديذ.   سٍيتت

 RPMI-1640لتتز هيتو كؾت  هتلي 2در هزحلِ ثؼذ 

  حبٍ  عزم دٌتي گَعبلِ RPMI=در هيبلؼبت  لجلي اس 

  FCS)3     اعتفبدُ ؽذُ اهب ثِ ػلات ثازٍس هؾاكلاتي  در

كزدى سهبى  بح تغتتزاتي اس دولِ كَتبُهيبلؼِ حبمز ثب اػو

تاابكي  2×10 8ؾااذ> حاابٍ ًاعااتفبدُ  FCS  ً ْااذار 

ّب  درپتچذار هٌتم  ٍ ثِ هاذت   سٍيتت ؽغتِ ؽذُ ثِ لَلِ

دردِ عابًتت زاد تيات تكابى هلايان      37عبػت در يك

دلتماِ   15اًكَثِ گزديذ. عپظ هيتَا  ّز لَلِ ثِ هذت 

ديابلتش  كتغاِ   عبًتزيفَص ٍ هبيغ رٍياي   g1000ثب دٍر 

كتلاَ دالتاَى ؽازكت     10كوتاز اس   cut offديبلتش ثاب  

 ثتَصى(  ثب لزار دادى در همبث  دزيبى ؽاذيذ ّاَا تغلاتظ   

>  پااظ اس تؼتااتي غلظاات پاازٍتئتي آى ثااِ رٍػ 5  8=

دردِ عبًتت زاد ً ْذار  ؽذ. هذاذداً   –20در   ثزادعَرد

 ّب هيبعجِ ٍ ثب لج  تؼذاد ٍ درفذ سًذُ ثَدى تبكي سٍيتت

 >.18اس اًكَثبعتَى همبيغِ گزديذ = 

 ترشحي   –تفكيك آوتي ژوُاي دفعي 

E/SA   ّاب    حبف  اس اًكَثبعتَى تابكي سٍيتات

ثِ ؽز   RPMIتَكغَپلاعوب در هيتو كؾت غتز علَلي

 سيز تفكتك گزديذ:

  كريماتًگرافي ژل فيلتراسيًن -1

 G-200صح عتلتزاعتَى ثبعتَى صح عفبدكظ 

عبًتتوتز اًذبم ؽذ. حذن ًوًَِ  40×5/2 عت وب( ثِ اثؼبد 

گزم  هتلي 3لتتز حبٍ   هتلي 3امبعِ ؽذُ ثِ عتَى 

لتتز در عبػت  هتلي 15پزٍتئتي ٍ عزػت خزٍدي عتَى 

لتتز هبيغ خزٍدي اس عتَى در ّز  تؼتتي گزديذ. عِ هتلي

 لَلِ( ٍ هتشاى دذة ًَر  100آٍر   دوؼبً  لَلِ دوغ

(OD)  4س اعپكتزٍعَتَهتز هيتَا  ّز لَلِ ثب اعتفبدُ ا

هزثَه ثِ آًْب  ًبًَهتز تؼتتي ٍ هٌيٌي 280در ىَح هَح 

                                                 
2- Terypan blue 

3- Fetal Calf Serum 

4- Optical Density  



 1331، شمارٌ ايل، 2جلذ مجلٍ علمي داوشگاٌ علًم پزشكي رفسىجان

 

رعن گزديذ. عپظ هيتَا  لَلِ ّب  هزثَه ثِ ّز پتك 

عبػت در ثزاثز ثبعز تزيظ ثب  24ثب ّن هخلَه ٍ ثِ هذت 

2/8;pH  در توبم هذت ثبعز ديبلتش تَعو ّوشى 

الكتزيكي هخلَه ٍ چْبر ثبر تؼَيل گزديذ( ديبلتش  

ظ اس تغلتظ  هبًٌذ هزحلِ لج (  هتشاى پزٍتئتي آى پ

 دردِ عبًتت زاد ً ْذار  ؽذ. – 20تؼتتي ٍ در 

 كريماتًگرافي مبادلٍ يًن   -2

عتًَي اس صح كزثَكغي هتت  عفبدكظ  عت وب( ثِ 

عبًتتوتز اعتفبدُ ؽذ. حذن ًوًَِ امبعِ ؽاذُ   15×1اثؼبد 

عزػت  گزم پزٍتئتي ٍ هتلي 3هتلي لتتز حبٍ   3ثِ عتَى 

هتلي لتتز در عابػت تؼتاتي گزدياذ     60دزيبى خزٍدي 

( فَرت گزعت. 10تب 3 ىت  pH ؽتت  تيتدذاعبس  

 >.18  23= ثمتِ هزاح  كبر هبًٌذ صح عتلتزاعتَى اًذبم ؽذ

 :ترشحي  -َاي دفعي ژن شىاسايي آوتي

 1- SDS-PAGE 1: 

هتكزٍلتتاز ثابعز    40هتكزٍلتتزاس ّز عزاكؾي ثب  40

هزكبپتَاتاابًَح ٍ عااذين ديَدعاات   – 2ًوًَااِ حاابٍ  

 100دلتماِ در ثاي هابر      3عَلفبت هخلَه ٍ ثِ هاذت  

دردِ حزارت دادُ ؽذ  عپظ ثِ كوك عزًگ ّابهتلتَى  

 SDSّب  تؼجتِ ؽذُ در صح هٌتم  گزديذ. درفذ  ثِ حفزُ

درفذ  10ٍ ثزا  صح دذاكٌٌذُ  4كٌٌذُ  ثزا  صح هتزاكن 

ّب اس ّاز صح   وًَِؽذت دزيبى الكتزيكي در سهبى ػجَر ً

ٍلت ثَد. پظ اس پبيبى الكتزٍعاَرس   60ٍ  120ثِ تزتتت 

 رعتذى ًوًَِ ّب ثاِ اًتْاب  صح(  صح ثبكَهبعاي ثلاَ      

ّاب  اعاتبًذارد     آهتش  ٍ در همبيغاِ ثاب پازٍتئتي    رًگ

( ٍسى هَلكَلي ّز دش   ثبًذّب  تؾكت  ؽاذُ(  3 ؽك 

 >.  1 3تؼتتي گزديذ=

2-  PAGE Native 2:  

 SDS-PAGEٍػ كلااي كاابر هبًٌااذ افااَح ٍ ر

اس تزكتات   SDSثبؽذ ثب ايي تفبٍت كِ در ايي رٍػ  هي

                                                 
1- Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel  
     Electrophoresis 

2- Native- Polyacrylamide Gel Electrophoresis 

 

ؽًَذ. در  ّب حزارت دادُ ًوي ّب حذف ٍ ًوًَِ توبم هيلَح

درفذ اًتخبة  5/7ايي هيبلؼِ غلظت صح پلي اكزي  آهتذ 

ؽاذى اثاز حازارت رٍ  ًتابيخ       ٍ ثاِ هٌظاَر ثزىازف   

ِ   آة ىَح هذت الكتزٍعَرسالكتزٍعَرس  در ىاَر   عزد ثا

 >.15   19داين در اىزاف ففيِ صح دزيبى داؽت =

 

 وتبيج 

 ترشحي   –َاي دفعي  ژن تُيٍ آ وتي

تبكي  2×108ثب رٍػ هَرد اعتفبدُ در ايي هيبلؼِ اس 

ثذعت آهذ ٍ دوؼابً  E/SA هتكزٍگزم  15سٍيتت حذٍد 

 گزم آًتي صى تْتِ گزديذ.  هتلي 15

 ترشحي   –َاي دفعي  تفكيك آوتي ژن

ّب  دعؼي  صى س كزٍهبتَگزاعي صح عتلتزاعتَى آًتيا

ّب در هيتو  تزؽيي حبف  اس اًكَثبعتَى تبكي سٍيتت –

عِ  G-200ثب صح عفبدكظ  FCSثذٍى   RPMIكؾت

ى دٍ ٍدر كزٍهبتَگزاعي تؼَيل يَ( 1پتك  ؽك  

 (.2ؽك  ذ  يگزد پتك حبف 

 

 
 فراكشه

 

ژل َبي حبصل از كريمبتًگرافي  : مىحىي فراكشه1شكل

ترشحي -ژوُبي دفعي . آوتيG200فيلتراسيًن بب ژل سفبدكس 

َبي تًكسًپلاسمب در  بدست آمدٌ از اوكًببسيًن تبكي زيئيت

 .FCSبدين  PRMI-1640كشت غير سلًلي  محيط
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َبي حبصل از كريمبتًگرافي  : مىحىي فراكشه2شكل

َبي  ژن آوتي pHمببدلٍ يًن بب ژل كربًكسي متيل ي شيب 

َبي  ترشحي بدست آمدٌ از اوكًببسيًن تبكي زيئيت -دفعي

بدين  PRMI-1640تًكسًپلاسمب در محيط كشت غير سلًلي 

FCS. 

 

   ترشحي –شىاسايي آوتي ژوُاي دفعي 
ال َ  الكتزٍعَرس صح پلاي اكزيا  آهتاذ     3ؽك  

هبيغ ففبق هَػ عبلن, هابيغ فافبق هاَػ آلاَدُ ثاِ      

تاابكي حبفاا  اس اًكَثبعااتَى  E/SA  تَكغَپلاعااوب

 FCS, RPMIثاذٍى   RPMIّب در هيتو كؾت  سٍيتت

َم تبكي سٍيتت ّب ع تغلتظ ؽذُ ٍ هبيغ رٍيي ؽغتؾَ ثبر

را ًؾابى هااي دّااذ.   RPMIلجا  اس اًكَثااِ كاازدى در  

كِ ثاِ   6ٍ  7ّب   ؽَد در عتَى ىَر كِ هؾبّذُ هي ّوبى

تغلتظ ؽذُ ٍ هبيغ رٍيي ؽغتؾَ   RPMIتزتتت حبٍ  

ثبؽاٌذ   لج  اس اًكَثِ كزدى هي عَم تبكي سٍيتت ّب  ثبر

صًْب  ثبًذ  ظبّز ً زديذ كِ ًؾبى دٌّذُ ػذم حنَر آًتي

 هي ثبؽذ. 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 
 

-PAGE%( 10: ژل الكتريفًرز پلي اكريلل آميلد   3شكل 

SDS 

صفبق مًش آللًدٌ بلٍ    مبيع -2مبيع صفبق مًش سبلم  -1

ر حبصل از اوكًببسيًن تلبكي زيئيتُلب د   E/SA -3تًكسًپلاسمب 

RPMI  بدينFCS 4-  بلب رتلت    3شمبرٌ  -5پريتئيه استبودارد

20/1 6- RPMI  ٌرييي شستشلًي بلبر سلً      مبيع -7تغليظ شد

ٌ   -RPMI 8تبكي زيئيتُب تبل از اوكًبٍ كردن در   2تكلرار شلمبر

 پريتئيه استبودارد-10 40/1بب رتت  3تكرار شمبرٌ  -9
 

ادشا   Native-PAGEال َ  الكتزٍعَرس  4ؽك  

عت آهذُ اس كزٍهبتَگزاعي صح عتلتزاعاتَى ٍ هجبدلاِ   ثذ

ّاب در   حبف  اس اًكَثبعتَى تابكي سٍيتات   E/SAيَى 

RPMI  ثذٍىFCS ياك   دّاذ اس عزاكؾاي   را ًؾبى هي

تؼَيل ياَى عاِ ثبًاذ ثذعات آهاذ در       كزٍهبتَگزاعي

 .كِ اس عزاكؾاي دٍم تٌْاب ياك ثبًاذ ظابّز ؽاذ       حبلي

بتَگزاعي صح ّب   عِ عزاكؾي( حبف  اس كزٍه عزاكؾي

 عتلتزاعتَى ثِ تزتتت عِ, دٍ ٍ يك ثبًذ تؾكت  دادًذ. 
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آمدٌ  َبي بدست فراكشه Native-PAGE: الگًي الكتريفًرز -4شكل

حبصل از E/SAدر كريمبتًگرافي ژل فيلتراسيًن ي تعًيض يًن 

 -. اFCSبدين  RPMIَبي تًكسًپلاسمب در  زيئيت اوكًببسيًن تبكي
فراكشه دي  -2ي تعًيض يًن فراكشه يك كريمبتًگراف
فراكشه يك  -E/SA 4تركيب كبمل  -3كريمبتًگرافي تعًيض يًن 

فراكشه دي  كريمبتًگرافي ژل -5كريمبتًگرافي ژل فيلتراسيًن    
 فراكشه سً  كريمبتًگرافي ژل فيلتراسيًن -6فيلتراسيًن 

 

  بحث

در هيبلؼبت لجلي هؼوَلاً اسهبيغ رٍيي كؾت علَلي 

ّب ٍ يب هبيغ ففبق هَػ عَر  آلَدُ ؽاذُ   تبكي سٍيتت

ثِ تَكغَپلاعوب اس ىزيك تشريك داخ  ففبلي ثِ ػٌاَاى  

E/SA   ِاعتفبد ؽذُ اعت. ٍلي ثِ ػلت هؾكلاتي اس دولا

ّب  هابيغ فافبق    حبف  ثِ پزٍتئتي E/SAآغؾتِ ثَدى 

علَلي, ًتبس ثِ هزالجت ٍياضُ ٍ  هَػ يب تزكتجبت كؾت 

رٍس( در ايي هيبلؼِ ثازا    7تب 5فزف سهبى ًغجتبً سيبد  

اثتذا رٍػ پتؾٌْبد  دارعاي  اًكَثبعاتَى    E/SAتْتِ 

-RPMIّب در هيتو كؾات غتاز عالَلي     تبكي سٍيتت

( هَرد اعتفبدُ لزار گزعت سيزا FCS% 10حبٍ   1640

هاَرد   سهبى در ايي رٍػ ػلاٍُ ثز ح  هؾك  آغؾت ي 

تزؽيي ثِ هتشاى لبثا    -ّب  دعؼي صى ًتبس ثزا  تْتِ آًتي

>   ٍلي ثب تغلاتظ  8   9   21كٌذ = تَدْي كبّؼ پتذا هي

اعاشايؼ يبعتاِ ٍ    FCS  غلظات  E/SAتزكتت حابٍ   

هتشاى ًغجتبً سيابد  اس پازٍتئتي هَداَد در تزكتات را     

ّبيي  ؽَد ًوًَِ تؾكت  هي دّذ كِ ايي هَمَع ثبػت هي

رًٍذ حبٍ   زكتت كِ در هزاح  ثؼذ  ثِ كبر هياس ايي ت

ًجبؽٌذ  سيزا حذن ًوًَاِ ثاز اعابط     E/SAهمذار كبعي 

چٌتي در ايي هيبلؼاِ   ؽَد( ّن غلظت پزٍتئتي هيبعجِ هي

در الكتزٍعَرس ثِ فَرت ثبًاذّب  پْاي    FCSآلجَهتي 

كِ غلظات كان    E/SAؽذ ٍ ثبًذّب  حبف  اس  ظبّز هي

بيي آًْب را ثب هؾاك  هَاداِ   پَؽبًذ ٍ ؽٌبع را هي ؽتٌذدا

ؽاذ كاِ تؼاذاد  اس     كزد. حذف آلجَهتي ثبػات هاي   هي

ًتاش اس تزكتات    E/SA اداشا  ّب اس دولِ ثزخي پزٍتئتي

ثازا  كؾات ٍ    FCSكاِ   خبرح ؽاًَذ  ًظاز ثاِ اياي    

> 10 8 4ثبؽاذ =  ّب  ىَلاًي هذت مزٍر  هي اًكَثبعتَى

هب ثزا  رعغ هؾكلات عَق ثب تغتتزاتي اس دولاِ كابّؼ   

 را امبعِ ًكزدين.   FCSبى اًكَثبعتَى, سه

تاَاى گفات كاِ     ثب تَدِ ثِ ًتبيخ ثذعت آهذُ هاي 

رٍػ ثكبر رعتِ در ايي هيبلؼِ, ىزيمِ هٌبعجي ثزا  تْتاِ  

E/SA  ًثبؽذ. سيزا ثب عاِ ثابر ؽغتؾاَ      خبلـ هي ًغجتب

 ,RPMIّب  لج  اس اًكَثبعتَى( ثاب هياتو    تبكي سٍيتت

  فافبق هاَػ كابهلاً   ّاب    ّب ثِ پازٍتئتي  آغؾت ي آى

ثزىزف ؽذُ ٍ در الكتزٍعاَرس هابيغ رٍياي حبفا  اس     

ؽغتؾَ  ثبرعَم تبكي سٍيتت ّب ّاتچ ثبًاذ  هؾابّذُ    

ّب ًتاش   (. در ؽزايو دذيذ  تبكي سٍيتت3ً زديذ  ؽك  

لتش ًؾذًذ سيزا تؼذاد ٍ درفذ سًذُ ثَدى آًْب لج  ٍ ثؼاذ  

اس اًكَثبعتَى تفبٍتي ًذاؽت ػالاٍُ ثاز اياي ثاب رٍػ     

 15تابكي سٍيتات حاذٍد     2×108فلا  ؽاذُ ثاِ اسا    ا

تزؽيي ثذعت آهاذ كاِ ثاب    - هتكزٍگزم آًتي صى دعؼي

ّب گشارػ  ًتبيخ دارعي ٍ ّوكبراى هيبثمت دارد سيزا آى

تابكي   E/SA  108×2/1هتكزٍگزم  20كزدًذ ثزا  تْتِ 

 >.8ثبؽذ = سٍيتت هَرد ًتبس هي

اس  E/SAدر اكجز هيبلؼابت لجلاي ثازا  تخلاتـ     

فبت آهًَتَم ثب دردبت هختل  اؽجبع اعاتفبدُ ؽاذُ   عَل

اس خلَؿ كبعي ثزخَردار  ّب  حبف ,  اعت ٍلي عزاكؾي

>. ػلاٍُ ثز ايي  حذن تزكتات حابٍ    12   21ًجَدُ اًذ =

E/SA    ثذعت آهذُ در ايي هيبلؼِ كن ٍ تخلاتـ آى ثاب

رٍػ عَق هؾك  ثَد. ثزا  تْتِ ادشا  ًغاجتبً خابلـ اس   

ِ يك هخلَه آًتي صى ث ا  اس  ب حذن كن, دذاعبس  تذشيا

دولِ الكتزٍعَرس صح پلي اكزي  آهتذ ًتش هوكاي اعات    

ٍلي در ايي رٍػ موي تغتتز عابختبر اٍلتاِ پازٍتئتي,    

ثزا  ثذعت آٍردى حذن لاسم اس ّز دش  ثِ چٌذيي ثابر  
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ثبؽذ  ػلاٍُ ثز ايي  ادشا  ثذعت آهذُ  الكتزٍعَرس ًتبس هي

غتز پلتوزيشُ آكزي  ٍ ػٌبفز  SDSثب ايي رٍػ حبٍ  

آهتذ ّغتٌذ كِ در هزاح  ثؼذ  هؾاكلاتي را ثاِ دًجابح    

دارد  ثٌاابثزايي رٍػ كزٍهاابتَگزاعي صح عتلتزاعااتَى ٍ 

 هجبدلِ يَى ثكبر ثزدُ ؽذ. 

( ثااااِ رٍػ 1996ٍ ّوكاااابراى   1كاااابساثَى

كزٍهبتَگزاعي صح عتلتزاعتَى ثب اعتفبدُ اس صح عفبدكظ 

G-100  الذام ثِ تخلتـE/SA ًذ ٍ عزاكؾٌْب  ثب ًوَد

 كتلَدالتاَى را گاشارػ كزدًاذ     28-145ٍسى هَلكَلي 

-150>. ٍلي ثب تَدِ ثِ هيذٍدُ دذاعبس  صح هذكَر  4=

دالتَى( ٍ احتوبح ٍدَد ادشايي ثب اٍساى ثبلاتز, در  كتلَ 4

 5-800ثب لاذرت تفكتاك    G-200هيبلؼِ حبمز اس صح 

 >. 7كتلَدالتَى اعتفبدُ ؽذ =

اتتاا   د  تؼااَيل يااَى ثااب صحدر كزٍهاابتَگزاعي 

 pH   E/SAآهتٌَاتت  علَلش ثب ؽاتت غلظات ياَى ٍ    

اعتخزاح ؽذُ تفكتك ً زديذ ٍلي تيت ّواتي ؽازايو   

هبيغ ففبق هَػ آلَدُ ثِ تَكغَپلاعاوب ثاِ عاِ داش      

تفكتك ؽذ ثِ ًظز رعتذ عتَى كزٍهبتَگزاعي عؼبح اعت 

هججات   E/SAٍلي هذوَع ثبرّب  الكتزيكاي تزكتات   

صح عَق كِ يك هجبدلِ كٌٌاذُ يًَْاب  هٌفاي     ثَدُ ٍ ثب

اعت لبث  تفكتاك ًجاَدُ  لاذا كزٍهابتَگزاعي ثاب صح      

كٌٌذُ يًَْاب  هججات( ٍ ؽاتت     كزثَكغي هتت   هجبدلِ

(كاِ  2 ؽك  اًذبم ؽذ ٍ دٍ پتك ثذعت آهذ pHخيي 

آهتذ اس پتك دٍم تٌْب ياك   اكزي  در الكتزٍعَرس صح پلي

اّوتت اعت سيازا   ثبًذ تؾكت  گزديذ. ايي هَمَع حبيش

دٌّذُ هٌبعات ثاَدى    دذاعبس  عزاكؾي ثب يك ثبًذ ًؾبى

گًَِ ادشا  اس درداِ   چٌتي ايي ثبؽذ ّن رٍػ تفكتك هي

ثبؽاٌذ ٍ ثازا  اعاتفبدُ در     خلَؿ ثبلايي ثزخَردار هاي 

هيبلؼبت ايوًََلَص , پبتَلَص  ٍ تؾختـ ثغتبر هٌبعت 

 >.15 3ّغتٌذ =

كزٍهابتَگزاعي   ؽَد كِ ثٌبثزايي چٌتي اعتٌجبه هي 

ثب ؽزايو هَرد اعتفبدُ در ثزرعي حبمز, رٍؽي هٌبعات  
                                                 
1- Cazabonne  

تَكغَپلاعوب  تْتِ ؽذُ ثاِ رٍػ   E/SAثزا  تفكتك 

ثبؽذ  سيزا ثذٍى تغتتاز عابختبر هَلكاَلي     پتؾٌْبد ( هي

ادشايي ثب دردِ خلَؿ ًغجتبً ثبلا ٍ ثِ هتاشاى   ّب,  پزٍتئتي

ر ؽااَد د ؽاَد. ثٌابثزايي پتؾاٌْبد هاي     لاسم حبفا  هاي  

خقَؿ تؾختـ  ّب  ايوًََلَص   پبتَلَص  ٍ ثِ ثزرعي

ٍ اعتزاق هزحلِ حابد اس هاشهي تَكغَپلاعاوَس  اداشا      

E/SA  ثِ رٍػ ثِ كبر رعتِ در ايي هيبلؼِ تْتِ  تخلتـ

 تز لزار گتزًذ. ٍ هَرد ثزرعي دلتك
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Background: The Excreted/Secreted antigens (E/SA) of toxoplasma gondii tachyzoites are 

thought to play an important role in the pathogenesis of parasite and the hosts
,
 immunity 

against infection with this Parasite. These antigens are also useful for diagnosis and 

differentiation of acute from chronic phase of toxoplasmosis. Therefore the aim of the 

present study was to detect the best technique for preparation, purification and identification 

of these antigens. 

Materials and Methods: Tachyzoites (2×10
8
) were incubated at 37°C for 1hour under mild 

agitation in test–tubes containing 2ml of RPMI-1640 culture medium without FCS. After 
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centrifugation for 15min at 1000g the E/SA containing supernatant were dialyzed and 

concentrated. E/SA were separated by gel filtration and ion exchange chromatography. 

Fractions of both chromatography columns were analyzed by Native–PAGE electropho_ 

resis. 

Results: E/SA were eluted in three and two Peaks by gel filtration and ion-exchange 

chromatography respectively. The second peak obtained from ion-exchange chromatograp_ 

hy produced one band in native – PAGE.  

Conclusion: The result of this experiment showed that ion-exchange chromatography under 

this conditions is a good tool for purification of E/SA . 
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