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  فصل دوم

در موشهاي  P39و  L7/L12هدف از اين تحقيق بررسي ايمني زايي ژنهاي 

Balac  است. بنابراين پس از جداسازي و تكثير ژنهاي فوق مراحل زير در اين

  تحقيق انجام گرفت.

  Cleaning vectorلكون نمودن ژنهاي فوق در يك ناقل انتقال دهنده  -1

 L7/L12داشده و مقايسه آن با ژنهاي تعيين ترادف نوكلئوتيدي ژنهاي ج -2

 Procaryoticكلون نمودن ژنها در پلاسميد بيان كننده پروكاريوني  -3

expression vector 

  P39و  L7/L12توليد و تخليص پروتئينهاي  -4

 Eucaryoticكلون نمودن آنها در پلاسميد بيان كننده اوكاريوتي  -5

expression vector  

  دهاي فوق از آندوتوكسينهاري كردن پلاسمي -6

تزريق پلاسميدها، بسويه واكنش و سويه بيماريزا بروسلاآبورتوس به  -7

 Balb/Cموش 

  سنجشهاي ايمونولوژيك -8

باكتريها و پلاسميدهايي كه براي انجام اين پايان نامه استفاده دشه اند بترتيب 

  زير مي باشند:
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ديشيالكي سويه اش 544و  19Sباكتريها: بروسلاآبورتوس سويه هاي 

α
5

DH 

 BL21(DE3(Plyssاشريشياكي سويه  – BL21اشريشيالكي سويه 

-PGEX4T1 – PRT 28a – SK+(pSK) - Pblue Scriptپلاسميرها: 

PCDNA3  

  :19Sجداسازي كروموزوم بروسلا آبورتوس  -

ا كروموزوم باكتري جداسازي ابتد P39و  L7/L12براي تكثير ج داسازي ژنهاي 

  گرديد.

  مواد:

  :TEبافر 

Tris – Hel  10mm 

EDTA  1.0mm 

 PH  تنظيم مي نمائيم. 8بافر را پس از تهيه برروي  

  :Kپروتئيناز 

  

CTAB/NaCl:  

Nacl   4.1gr 

CTAB  10gr 
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DDW   100ml (Final Volume) 

  روش:

از محيط را با بروسط  ml5ابتدا محيط برنسط برات را تهيه و استريل نموده و 

ساعت باكتريها رشد كرده  72تا  48تلقيح مي نمائيم. پس  19Sآبورتوس سويه 

و كدورت مناسبي را پيدا مي كند. بقيه مراحل تخليص كروموزوم بشرح زير 

  است:

 rpm5000دقيقه در  2ميلي ليتر از سوسپاستيون فوق را مدت  5/1 -1

  دور مي ريزيم. سانتريفوژ مي نمائيم. محلول رويي را

2- Ml576  از بافرTE  را بر روي رسوب باكتري اضافه كرده و رسوب را در

 Kاز پروئيناز  ml3و  SDS(10%)از  ml30بافر حل مي نمائيم. سپس 

)mg/ml20 0) را افزوده و بمدت يكساعت در دماي
C37 .نگهداري مي نمائيم  

بميزان  CTAB/NaClاز محلول  M5(NaClاز ( Ml100پس از مخلوز  -3

Ml80  0دققيق در   10اضافه كرده و بمدت
C65 .انكوبه مي كنيم  

) به مخلوط 1/24ايزوآميل ( –هم حجم مخلوط بالا از تركيب كلروفرم  -4

سانترفوژ مي كنيم.  rpm10000دقيقه در  5افزوده و سپس از مخلوط بمدت 

  محلول رويي را به لوله ديگر منتقل مي نمائيم.
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) پس از 1/24/25ايزوآميل ( –كلروفرم  –روئي ترميب فنل  هم حجم محلول -5

سانتريفوژ كرده و محلول رويي به لوله  vpr10000دقيقه در  5مخلوط بمدت 

  ديگري منتقل مي نمائيم.

هم حجم محلول روئي ايزوپروپانل اضافه نموده و مخلوط مي كنيم. پس از  -6

ن بات يك پيپت پاستور كروموزومي ته نشين شده كه مي توا DNAچند دقيقه 

  آنرا جمع آوري نمائيم.

% شستشو داده و پس از خشك 70كروموزومي را با الكل  DNAرسوب  -7

  حل مي نمائيم. TEاز بافر  Ml100شدن در مجاورت هوا در 

  كروموزومي: DNAبررسي كمي و كيفي 

  براي تعيين خلوط كروموزوم باكتري از مواد و وسايل زير استفاده ميشود.
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 PBE   pH=8(10X)بافر  -1

Tris – base     890mM 

Boric Acid    890mM 

EDTA    25mM 

 MPآگارز  -2

  تانك الكتروفورز افقي -3

  روش:

را بكمك حرارت حل كرده و ژل آگارز  TBE(0.5x)در بافر  MPابتدا آگارز 

افقي را سيني مخصوص تانك الكتروفورز افقي تهيه مي نمائيم. سپس به مقدار 

Ml5  ازDNA  كروموزومي را در چلهك ژل ساخته شده ريخته و در تانك

پس از برقراري جريان الكتريكي مستقيم  TBE(0.5x)الكتروفورز حاوي بافر 

  الكتروفورز مي كنيم.

نيز پس از تهيه رقت  DNAبريا تعيين مقدار 
50

آنرا در  DDتز كروموزوم  1

(Optimal Density) نانومتر اندازه گيري مي نمائيم. مقدار  260وج طول م

DNA  50 ×بر اساس فرمول:عكس رقت × DD  قرائت شده = مقدارDNA 

  تعيين مي گردد.



www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

مرحله پس از جداسازي كروموزوم تكثير و جداسازي ژنهاي مورد نظر  -

 PCRانجام مي گردد. در دستگاه  PCRگاه است. اين فرآيند با استفاده از دست

با استفاده از عوامل پايه اي، ژن مورد نظر را مي توان با استفاده از آنزيم تك 

تكثير نمود. عوامل پايه اي ذكر شده شامل موارد  Tag Polymeraseپلي مرآز 

  ذيل است.

  قالب -1

 Forwardپرايمر جلو  -2

 Reversپرايمر عقب  -3

 LNTPوتيدها دروكسي نوكلئ -4

  منيزيوم -5

  بافر -6

  آنزيم پلي مرآز -7

  آب مقطر استريل -8

براي تهيه پرايمرها ابتدا بايد آنها را طراحي كرد. براي طراحي پرايمرهاي ژن 

L7/L12  وP39  ابتدا مترادف نوكلئوتيدي ژنهاي فوق را از مركز اطلاعاتي

NCBI .بدست مي آوريم  

accession No(L7/L12). L27819 
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accession No(P39). L35038 

سپس بر اين اساس و درنظر گرفتن نكات استاندارد طراحي پرايمر از جمله 

، توليد پرايمر، توليد لوپ يا حلقه و ... ترادف %G+Cطول پرايمر، دماي اتصال 

پرايمرهاي تعيين ميگردد. در اين مرحله از آناليزهاي كامپيوتري توسط برنامه 

Dlogo  وBlast ده ميگردد.استفا  

براي جداسازي  Reverseو  Forwardترادف ژن مورد نظر و پرايمرهاي 

  ژنهاي فوق از باكتري بروسلا به شرح زير است:

  L7/L12پرايمرهاي  - 1

Forward: 

5’ GGA AAT 
BamHI

TCCGGA
  
Start

ATG
GCT GAT CTC GCA AA3’ 

Revers: 

5’ CCA  
XhoI

GAGCTC
  CTT  GAG  TTC AAC XTT   GGC  CA3’ 

  P39پرايمرهاي  -2

Forward: 

5’ GCC   
BamHI

TCCGGA
  
Start

ATG
GGC   GCC   TGT   TGC   CAA 3’ 

Reverse: 

5’ C CGC  
Xhol

GAGCTC
  
Stop

TTA
TTT  TGC   GGC   TTC   AA  3’ 
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هولت مراحل كلونينگ و با توجه به محلهاي ممكن براي كلون سازي در جهت س

و  BamHIپلاسميدهاي حد واسط و پلاسميدهاي بياني دو جايگاه آنزيمي 

XhoI  درابتدا و انتهاي پرايمر طراحي شده است. پرايمرهاي طراحي شده

  آلمان ساخته شد. MWGتوسط شركت 

 BENIUSمدل  TECHNE(Cambridge)از دستگاه  PCRبراي انجام 

استفاده شده است. براي بهينه سازي تكثير ژنهاي ذكر شده غلظتهاي مختلف 

ميلي مولار) و دماهاي مختلف مناسب براي اتصال  5/3تا  5/1يون منيزيم (از 

  درجه سانتيگراد) بكار رفته است. 63-66كروموزومي ( DNAپرايمرها با 

  :PCRتائيد ژنوم سنتز شده توسط  -

از هضم آنزيمي ژنهاي فوق  PCRاييد صحت قطعه ژنوم بدست آمده از براي ت

و  EC0RIبا آنزيمهاي  L7/L12استفاده مي گردد. چنانچه از هضم آنزيمي ژن 

Hind III ) بايد ديده شود و از هضم 69+305) و (206+168بترتيب قطعات (

بترتيب قطعات  Hind IIIو  NEOLبا آنزيمهاي  P39آنزيمي ژن 

  ) بايد ديده شود.652+553) و (136+560+709(

براي تاييد نهايي صحت ژنهاي تكثير شده از نظر ماهيت و ترادف نوكلئوتيدي 

pSKآنها، اين ژنها ابتدا در ناقل 
كلون گرديد و سپس براي تعيين سكانس به  +

  شركت مربوط ارسال گرديد.
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pSKدر كلونينگ  P39و  L7/L12كلونينگ ژنهاي  -
+:  

 xhoIو  BamHIژنهاي فوق ابتدا بايد ژنها تحت اثر آنزيمهاي  براي كلونينگ

  نيز با آنزيمهاي اخير برش داده شود. pSKقرارگرفته، سپس ناقل پلاسميدي 

  .xhoIو  BamHIبا آنزيمهاي  P39و  L7/L12برش آنزيمي ژنهاي  -1

پلاسميد  xhoIو  BamHIبا آنزيمهاي  pSKبرش آنزيمي پلاسميد  -2

pSK  در حدودkb96/2  وزن دارد. اين پلاسميد داراي يك ناحيه

 f1، يك ناحيه مقاومت به آمپي سيلين تحريك ناحيه ColE1تكثيري 

origin  و يك ناحيه بنامmultiple cloning site=MCS  كه جايگاه

تعدادي از آنزيمهاي تحديدي را در خود دارد. براي تكثيز پلاسميد فوق 

  استفاده مي گردد. α5DHاز باكتري اشديشياكلي 

براي برش آنزيمي اين پلاسميد ابتدا باكتري حاوي اين پلاسميد  -3

)..( α5DHcohE  را تكثير ميدهد. در ضمن تكثير باكتري پلاسميد مورد

نظر در باكتري همانندسازي كرده و تعداد آن افزايش مي يابد. براي 

آنتي  ng/ml50حاوي  LB محيط ml2تكثير باكتري از كشت آن در 

ساعت كشت مورد  18بيوتيك آمپي سيلين استفاده مي شود. پس از 

نظر كدورت مناسب را پيدا ميكند. پس از آن پلاسميد از باكتري تخليص 

 ميگردد.
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  مواد:

1- SET buffer:  

Sucrose    50mM 

EDTA    10mM 

Tris-Hcl  pH 8   15mM 

  بافر ليزكننده: -2

Lysis Buffer (1ml) 

Na OH (2N)   100ml 

SDS (10%)   100ml 

DDW    800ml 

 pH 4.2مولار با  5استات پتاسيم  -3

Potassiun Acetate 5M for 100ml 

KAC (4M)   60ml 

Acetic Acid   11.5ml 

DDW    28.5ml 

  روش:



www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

ساعت باكتري را با استفاده از سانتريفوژ با  18ميلي ليتر از كشت  5/1ابتدا 

دقيقه رسوب ميدهيم. سپس رسوب بدست آمده را  5بمدت  rpm4000دور 

دقيقه در حرارت اتاق  5كاملاً حل كرده بمدت  SET bufferاز  100mlدر 

از محلول ليز بافر تازه تهيه شده  ml200قرار مي دهيم. پس از مدت فوق 

 2را در رسوب سوسپانسيون فوق ريخته، بخوبي مخلوط كرده و بمدت 

بر نخلوط فوق  KACاز محلول  ml150ار ميدهيم. سپي دقيقه در يخ قر

  دقيقه در يخ ميگذاريم. 5ريخته پس از مخلوط نمودن مجدداً بمدت 

از  ml450پلاسميد  DNAجهت تفكيك پروتئينهاي آزادشده سلولي از 

) بر سوسپانسيون حاوي 1/24/25ايزوآميل الكل ( –كلروفرم -تركيب فنل

سناتريفوژ  rpm10000دقيقه با دور  5بمدت باكتريهاي ليز شده افزوده و 

مي نمائيم. محلول رويي را در لوله ديگر ريخته و به آن يك ميلي ليتر اتانل 

 rpm1000مطلق سرد مي افزرائيم. سپس با استفاده از سانتريفوژ با دور 

رسوب داده را با  DNAپلاسميدي را رسوب ميدهيم.  DNAدقيقه  5بمدت 

يم. پس از خشك شدن رسوب در مجاورت هوا، در % شستشو ميده70الكل 

ml20  از بافرTE از آنزيم  5حل نموده و به آن ئمRnase A(5mg/ml) 

0موجود اضافه مي كنيم و بمدت نيم ساعت در  RNAبراي حذف 
c37  قرار

0ميدهيم. براي نگهداري پلاسميد از 
c20- .استفاده ميشود  
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سنجيده ميشود. براي اين  پس از تلخيص، پلاسميد از نظر كيفي و كمي

منظور از روشي كه قبلاً در مورد كروموزوم باكتري توضيح داده شد، 

  استفاده ميگردد.

  :sPKهضم آنزمي پلاسميد  -

پس از تعيين غلظت پلاسميدهاي خالص شده هضم آنزيمي آن با استفاده از 

  صورت ميگيرد. xhoIو  BamHIآنزيمهاي 

pSK   5ml(10ng) 

BamHI   1ml 

xhoI   1ml 

Baffer (y Lango) 2ml 

DDW   21ml 

Tota l   30ml 

0ساعت انكوباسيون در دماي  2پس از مدت 
c37  براي اطمينان از غلظت و

  % بررسي مي نمائيم.8/0كيفيت نمونه هضم شده آنرا برروي ژل آگارز 

  :P39و  L7/L12هضم آنزيمي ژنهاي  -

 xhoIو  BamHIزيمهاي تحت اثر آن pSKژنهاي فوق را نيز نظير پلاميد 

  قرار مي دهيم.
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L7/L12   10ml  P39  10ml 

BamHI  1ml  BamHI 1ml 

xhoI   1ml   xhoI   1ml 

Baffer   2ml  Baffer  2ml 

DDW   21  DDW  21 

total   30  total   30 

 PSK (Ligation preparation)با پلاسميد  P39و  L7/L12اتصال ژنهاي  -

استفاده  T4 DNA Ligaleاز آنزيم  PSKي با پلاسميد براي اتصال قطعات ژن

  مي شود.

L7/L12   10ml  P39   10ml 

PSK   2ml  PSK   2ml 

T4 DNA ligale 1ml  T4DNA ligale  1ml 

Baffer   1.5ml  Baffer   1.5ml 

DDW   0.5ml  DDW   0.5ml 

total   15ml  total      15ml 

  

0ساعت در  16مخلوط فوق را بمدت 
c14 .قرار ميدهيم  
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 α E0ch (HHI(نوتركيب به ميزبان DNAانتقال  -

ابتدا  α E0ch (HHI(نوتركيب به سلولهاي ميزبان  DNAبراي انتقال  -

نوتكريب  DNAبايد سلولهاي ميزبانهاي مورد نظر و آماده پذيرش 

اين سلولها از وش زير استفاده براي تهيه  Competent cellبنمائيم. 

 مي گردد.

  مواد:

  SOBمحيط 

SOB for 100ml 

0.5% yeast extract 

2%  trypton 

10mm Nacl 

2.5mm Kcl 

10mm Mgcl2 

10mm MgSo4 

  تنظيم كرده و پس از آن اتوكلاو مي كنيم. 7.2-7برروي  pHپس از تنظيم 

  TFBIبافر 

TFBI    (for 100ml) 
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KAC    30mm 

MnCl2.4H2O   50mm 

Kcl    100mm 

Cacl2.2H2O   10mm 

Glycerol    15ml 

H2O Complete to  100ml 

PH  تنظيم كرده و پس از آن با اتوكلاو استريل مي نمائيم. 8/5را برروي  

 TFBIIبافر 

TFB II  (for 100ml) 

MOPS    10mm 

Cacl2.2H2O   75mm 

KCL    10mm 

Glycerol    15ml 

H2O Complete to  100ml 

  پس از مخلوط نمودن آنرا با اتوكلاو استريل مي كنيم.

 Competent Cellروش تهيه 



www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

را در يك ارلن يك ليتري تهيه كرده و  SOBميلي ليتر از محيط  100

 ساعت 18ميلي ليتر از كشت  1اتوكلاو مي نمائيم. به محيط فوق 

)α  E.col.(DH5لن را برروي شبكه قرار داده و با را تلقيح مي نمائيم. ار

0در دماي   rpm200دور 
C37  قرار داده تاOD550nm  برسد.  5/0به حدود

ارلن محتوي باكتري را بمدت نيم ساعت در يخ قرار داده و پس از آن بندت 

0دقيقه در دماي   10
C4  درrpm1800  سانتريفوژ مي كنيم. برروي رسوب

اضافه كرده و به آرامي رسوب را  TFB I/ميلي ليتر بافر  20بدست آمده 

دقيقه در يخ مي گذاريم. سوسپانسيون فوق  10در بافر حل نموده و بمدت 

0دقيقه در   10را بمدت 
C4  با دورrpm1800  سانتريفوژ كرده و به رسوب

دقيقه در يخ قرار مي  15افزوده بمدت  FTB IIميلي ليتر بافر  2آمده  بدست

 5/1از سوسپانسيون باكتري را در ايندرف  ml100دهيم. پس از اين مدت 

0ريخته و آنرا در  
C70 .نگهداري مي نمائيم  

  ترانسفورماسيون

  مواد لازم:

 Competentسلولهاي  -

 نوتركيبي DNAپلاسميد  -

 محيط كشت مايع نوترين برات -
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 پليت حاوي محيط كشت نوترين آگار به همراه آمپي سيلين -

0گرمخانه   -
C37 

  روش كار:

α(باكتري  Comptentاي سلوله -1  E.coli.(DH5  0را از
C70-  بيرون

  آورده روي يخ قرار مي دهيم تا باز شود.

از مخلوط پلاسميد نوتركيب شده در مرحله قبل، را به  ml10مقدار  -2

  مي افزائيم. Competentسلولهاي 

  دقيقه در يخ قرار ميدهيم. 30نمونه فوق را بمدت  -3

0پس از زمان فوق اپندرف حاوي نمونه را بلافاصله در گرمخانه  -4
C37  بمدت

  دقيقه قرار ميدهيم. 5

  دقيقه در يخ قرار ميدهيم. 2مجدداً نمونه ها را بمدت  -5

محيط كشت نوترين برات به نمونه فوق اضافه كرده و بمدت  ml800مقدار  -6

0يكساعت در 
C37 .انكوبه مب كنيم  

يون، سوسپانسيون فوق را به پليتهاي حاوي نوترين آگار پس از انكوباس -7

ساعت در گرمخانه  18آمپي سيلين) منتقل كرده و پليتها را  Ng/cl60(محتوي 

0
C37 .قرار مي دهيم 

  غربالگري -
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باكتريهاي رشد يافته پس از ترانسفورماسيون در محييط نوترين برات آنتي 

كدورت محيط مناسب شد،  ساعت كه 18بيوتيك كشت داده و پس از حدود 

پلاميت آنها را تخليص مي كنيم. پلاسميدهيا تخليص شده را برروي ژل آگارز 

% بررسي مي نمائيم. پلاسميدهائي كه حاوي ژن مورد نظر باشند، حركت 1

كنتري دارند لذا از ساير پلاسميدهاي فاقد ژن قابل شناسايي مي باشند. پس از 

و هضم آنزيمي پلاسميد با آنزيمهاي  PCR  شناسايي اين باكتريها با انجام

BamHI  وxhoI  مورد تاييد قرار مي گيرند بطوريكه درPCR  قطعه مورد نظر

  ديده شود و در هضم آنزيمي از پلاسميد خارج شود.

  تعيين ترادف نوكلئوتيدي قطعه مورد نظر: -

عيين پس از بدست آوردن كلون مو رد نظر، پلاسميدها را پس از تخليص براي ت

  ارسال نموديم. MWGترداف نوكلئوتيدي به شركت 

  كلون نمودن ژنها در پلاسميد بيان كننده پروكاريوتي: -

به سه جزء اصلي نياز  P39و  L7/L12براي توليد پروتئين نوتركيب از ژنهاي 

  است:

 expression vectorناقل بيان كننده  -1

  قطعه ژن مورد نظر -2

  ميزبان -3
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  نده:ناقل بيان كن -1

از L7/L12 در اين تحقيق از دو ناقل بياني استفاده شده است. براي بيان ژن 

  استفاده شده است. PGEX4T1از ناقل  P39و براي بيان ژن  PET2800ناقل 

PRT2800  از شركتNovageh  است. خصوصيات اين پلاسميد بقرار زير

  است:

 Lacنترل اپراتور مي باشد كه تحت ك T7الف: اين ناقل داراي پروموتور فاژ 

  ميباشد.

ب: در اين ناقل براي افزايش ميزان توجه، جايگاه اتصال به ريبوزوم تهبيه شده 

  است.

مكان كلونينگ  5‘اسيد آمينه هيستيدين در ناحيه  6ج: ترادف ويژه مربوط به 

  ژن قرذار گرفته است.

ژن تعبيه  د: دراين ناقل ناحيه ويژه اي براي آنزيمهاي تحديدي براي وارد كردن

  شده است.

  و: ژن مربوط به مقاومت به كانامايسين

  هـ: داراي ترادف لازم براي همانندسازي پلاسميد

از شركت فارماسيا يم باشد. خصوصيات اين پلاسميد  PGEX4T1پلاسميد 

  بقرار زير است:



www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

مي  Lacالف: اين ناقل داراي پروموتور تريپتونان است كه تحت كنترل اپراتور 

  باشد.

در اين ناقل رباي افزايش ميزان ترجمه، جايگاه اتصال به ريبوزوم تعبيه  ب:

  شده است.

مكان  5‘ترانفرآز كه در ناحيه  Sج: ترادف ويژه مربوط به آنزيم گلوتايتون 

  كلونينگ ژن قرار گرفته است.

در اين ناقل ناحيه ويژه اي براي آنزيمهاي تحديدي جهت كلون نمودن ژن  -د

  تعبيه شده است.

  ژن مربوط به مقاومت آمپي سيلين - و

  ترداف لازم براي همانندسازي پلاسميد. -هـ 

αنظير  E.coliميزبان: سويه هاي  E.coliسويه  -
5

DH  با دارا بودن

پروتئازها باعث شكسته شدن پذوتئينهاي نوتركيب مي گردند. از اين نظر براي 

ه هايي استفاده مي شود كه فاقد آنزيمها توليد پروتئينهاي نوتركيب از سوي

از سويه  PET280باشند. در اين تحقيق براي بيان ژن در ناقل 

BL21(DE3)Plyss  و براي بيان آن در ناقلPGEX4T1  از سويهBL21 

  استفاده ميشود.
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در ناقل بيان كننده مراحل زير انجام  P39و  L7/L12براي كلون نمودن ژنهاي 

  مي شود:

 PSKقطعه ژنهاي مورد نظر از ناقل  استخراج -1

  برش آنزيمي ناقلهاي بيان كننده -2

 DNAاتصال دو قطعه  -3

α(نوتركيب به ميزان  DNAانتقال  -4  E.coli.(DH5  

 غربالگري -5

 PSKاستخراج قطعه ژنهاي مورد نظر از ناقل  -1

  و PSK-L7/L12براي اين منظور ابتدا باكتريهاي حاوي كلونهاي 

PSK-P39  را در محيط مايع نوترين برايت حاي آنتي بيوتيك كشت داده و

 xhoIو  BamHIپس از تخليص پلاسميد با كمك هضم آنزيمي با دو آنزيم 

را انجام داده و قطعه ژني بريده شده مورد نظر را از روي ژل خالص مي 

  استفاده شده است. Rocheكنيم كه در اينجا در كيت 

  مواد لازم:

 xhoIو  BamHIمهاي آنزي -

 % استخراج ژن8/0ژل آگارز  -

 محلولهاي لازم براي تخليص پلاسميد -
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  روش كار:

ميلي ليتر از محيط نوترين برات حاوي آمپي سيلين از  2در دو لوله حاوي  -1

  ساعت در 18تلقيح كرده و بمدت  PSK-P39و  PSK-L7/L12كلون حاوي 

0
C37 .انكوبه مي نمائيم  

  ها به روشي كه قبلاً ذكر گرديد.استخراج پلاسميد -2

كه بصورت زير انجام  xhoIو  BamHIهضم آنزيم پلاسميد با آنزيمهاي  -3

  ميگردد:

PSK-L7/L12   5ml 

BamHI   1ml 

XhoHI   1ml 

Baffer (y-tango)  4ml 

DDW    9ml 

Total    20ml 

 

PSK-P39   5ml 

BamHI   1ml 

XhoHI   1ml 

Baffer (y-tango)  4ml 
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DDW    9ml 

Total    20ml 

0ساعت در  2سپس بمدت 
C37 .انكوبه مي نمائيم  

% را با چاهكهاي بزرگ را تهيه كرده و سپس پلاسميدهاي هضم 1ژل آگارز  -4

شده را در اين چاهكها ريخته و در تانك افقي الكتروفورز مي نمائيم. پس از 

قطعه ژن هاي جدا الكتروفوروز، ژل را با اتيديوم برمايد رنگ آميزي كرده و 

با طول موج بالا مشاهده و از روي ژل آگارز  V18شده از پلاسميد را با امواج 

  با تيغ اسكاليل برداشت ميكنيم.

كيت استخراج  Rocheاز ژل آگارز با استفاده از كيت  DNAاستخراج قطعه  -5

DNA  طوري طراحي شده كه تهيه و تخليصDNA  از روي ژلهاي آگارز را

با فنل و رسوب دادن آن  DNAان پذير ميسازد و نيازي به تخليص بخوبي امك

  با اتانل نمي باشد.

بكار رفته در اين كيت طوري بهينه شده است كه قطعات خيلي  Silicaذرات 

براحتي و با مقدار زياد مي توانند به اين ذرات اتصال يابند و  DNAكوچك 

اء اسيد نوكلئيك شامل مجدداً آزاد گردند. در طي مرلحل شستشو ديگر اجز

از  DNAآگارز پروتئينها و اتيديوم برمايد حذف خواهد شد. پس از استخراج 

  و يا آب بدست آيد. TEمحلول در بافر  Silica ،DNAذرات 
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  روش كار:

قطعه برش بافته از آگارز حاوي ژن مورد نظر را وزن نموده و به ازاي هر 

mg100  از ژلml300  آگارز افزوده و به اين مخلوط  به ژل 1از بافر شماره

ml10  ازSilica  0دقيقه در  15اضافه مي نمائيم. پس از بهم زدن بمدت
C56 

  دقيقه بشدت مخلوط را بهم مي زنيم. 3تا  2انكوبه كرده و در هر 

ثانيه سانتريفوژ كرده و بدقت سيوپ رويي را جدا مي كنيم  30نمونه را بمدت 

  ستشو راشت 2بافر شماره  ml500رسوب را 

  برش آنزيمي ناقلهاي بيان كننده: -2

برداشت  PET28aحاوي ناقل  .E.coliدر شرايط استريل از باكتري  -

 Ng/mlميلي ليتر از محيط نوترين برات حاوي  2كرده و در 

حاوي ناقل  .E.coliكانامايسين كشت ميدهيم. بهمين ترتيب از باكتري 

PGEX4T1  از محيط نوترين برات  ميلي ليتر 2نيز برداشت كرده و در

آمپي سيلين كشت ميدهيم. سپس باكتريها را در  Ng/ml50حاوي 

0الكوباتور شيكردار 
C37  ساعت قرار ميدهيم. 18بمدت  

 به روشي كه براي تخليص پلاسميد ذكر شد، ناقلها را تخليص مي كنيم. -

و  BamHIهضم آنزيمي ناقلهاي فوق را با استفادهع از آنزيمهاي  -

xhoI  زير انجام ميدهيمبروش 
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PET 28a  5ml  PGEX4T1  5ml  

BamHI  1ml  BamHI  1ml 

XhoI   1ml  xhoI   1ml 

Baffer(ytango) 4ml  Baffer(ytango) 4ml  

DDW   9ml  DDW   9ml 

Total   20  total   20 

0ساعت در  2پس از مخلوط كردن، نمونه ها را بمدت  -
C37 .قرار ميدهيم  

  به يكديگر: DNAاتصال دو قطعه  -3

 PGEX41T1با ناقل  P39و ژن  PET28aبا ناقل  L7/L12براي اتصال ژن 

  استفاده ميشود. T4 DNA ligaseاز آنزيم 

  

PET 28a  1m1  PGEX4T1  1m  

L7/L12   6ml  p39   6ml 

T4 DNA ligale 1ml  T4 DNA ligale 1ml 

Baffer   1ml  Baffer   1.5ml 

DDW   3.5ml  DDW   3.5ml 

Total   15ml  total   15ml 
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0ساعت در دماي  16سپس نمونه هاي فوق را بمدت 
C14 .قرار ميدهيم  

α(نوتركيب به ميزان  DNAانتقال  -14  E.coli.(DH5  

α(نوتركيب به ميزان  DNAبراي انتقال   E.coli.(DH5  از سلولهاي

Competetnt  فوق كه قبلاً تهيه شده بود، استفاده گرديد. روش ميزبان

  نوتركيب قبلاً شرح داده شد. DNAانتقال 

  غربالگري: -5

نوتركيب را غربال مي  DNAپس از انجام مرحله ترنسفورماسيون حاوي 

  كنيم روش غربالگري قبلاً در همين فصل شرح داده شده است.

  P39و  L7/L12توليد و تخليص پرئتئينهاي  -3

در سويه هايي از  P39و  L7/L12نطور كه قبلاً ذكر شد پروتئينهاي نوتركيب هما

E.coli  انجام گرفته است كه حداقل توليد پروتئازها را دارند. بهمين دليل براي

و براي توليد  E.coli BL21(DE3)plyssاز ميزبان  L7/L12توليد پروتئين 

ست. مراحل توليد پروتئين استفاده دشه ا E.coli Bl21از ميزبان  P39پروتئين 

  هاي فوق به شرح زير است.

  E.coli B121(DE3) PLySSاز باكتريهاي  Competent cellتهيه  -1

: براي تهيه اين سلو.ل از روشي كه  E.coli BL21(مقاوم به كارآمفنيكل) و 

  قبلاً در همين بخش ذكر شده، استفاده گرديده است.
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  از ميزبان  -P39 PGEX4T1و -L7/L12 PET 28aتخليص پلاسميدهاي  -2

)α  E.coli.(DH5 تخليص پلاسميدهاي فوق با استفاده از روشي كه توضيح :

  داده شده، انجام گرفته است.

: ترانسفورماسيون 1انتقال پلاسميدهاي فوق به ميزبانهاي ذكر شده در بند  -3

  كه قبلاً ذكر شده است.پلاسميدهاي فوق در ميزبانها مطابق روشي است 

 SDS PAGEآناليز محصول القاء  -5    القاء: -4

بيان پروتئينهاي نوتركيب، با انتقال ناقل نوتركيب به سلول ميزبان و رشد 

  سلولهاي وميزبان و القاء توليد پروتئين صورت ميگيرد.

  پروموتورهاي استفاده شده در مهندسي ژنتيكي دو دسته هستند.

رهاي دائمي كه همواره فعال بوده و پروتئين نوتركيب را دسته اول پروموتو

توليد مي كنند و دسته دوم پروموتورهاي القايي كه در زماني فعال خواهند بود 

  كه مهار از روي آنها برداشته شود.

با استفاده از  PGEX4T1و  PET28aالقاء بيان پروتئين نوتركيب در ناقلهاي 

هستند. بدين ترتيب كه  Lacكنترل اپراتور  پروموتورهاي القايي بوده كه تحت

القاء و توليد  IPIG (isoprogyl - B-D-Thiogalctoside)با افزودن تركيب 

به پروتئين سركوب كننده  IPTGپروتئين صورت ميگيرد. بدين ترتيب كه 

پلي مرازهاي  RNAمتصل شده، آنرا غيرفعال ميسازد. پس از آن  Lacاپراتور 
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وتيدي پائين دست است پروموتور را شناسايي كرده و سلولي ترادف نوكلئ

رونويسي شده به پروتئين نوتركيب  mRNAرونويسي آغاز ميگردد. سپس 

  توجه ميگردد.

  مواد لازم براي القاء:

  محيط كشت نوترين برات -

  آنتي بيوتيكهاي كانامايسين و آمپي سيلين -

 IPTGمحلول يك مولار  -

  روش كار:

ليتر از محلول نوترين برات حاوي آنتي بيوتيكهاي  ميلي 2ابتدا در  -1

 حاوي E,cili BL21(DE3) Plyssكانامايسين و كارآمفنيكل از 

L7/L12 PET 28a-  ميلي ليتر از محيط نوترين برات حاوي آمپي سيلين  2و در

E.coli BL21  حاويPGWX4T1-P39  ساعت  18كشت ميدهيم. سپس بمدت

0در گرمخانه 
C37  قرار ميدهيم.برروي شيكر  

در دو ارلن يك ليتري مجزا (يك الرلن داراي كانامايسين و كلرآمفنيكل و  -2

ديگري حاوي آمپي سيلين) از كشتهاي فوق تلقيح مي نمائيم. ارلن ها را در 

0گرمخانه 
C37  دور شيكر بايد حداقل  –برروي شيكر قرار ميدهيمrpm170 

  باشد.
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رسيد و  6/0بمقدار  DD600وطل در در اين مرحله پس از اينكه كشت سل -3

ميلي ليتر) از محيط كشت برداشت كرده و  5/1قبل از القاء يك نمونه (در حدود 

دقيقه) بدست مي آوريم.  5دور بمدت  8000رسوب سلولي آنرا با سانتريفوژ (

 Before)اين رسوب سلولي را نمونه قبل از القاء نامگذاري مي كنيم 

induction=BI)  0و در
C20- .نگهداري مي شود  

انجام ميدهيم بطوريكه غلظت نهايي  IPIGالقاء بيان ژن را با اضافه كردن  -4

  آن در كشت سلولي به يك ميلي مولار برسد.

0ساعت كشت سلولها در دماي  5تا  4براي مدت  -5
C37  روي شيكر قر ار مي

  لازم است.دهيم اين زمان براي القاء و همچنين حداكثر بيان پروتئين نوتركيب 

ميلي ليتر) برداشته و آنرا بعنوان  5/1پس از اين زمان، نمونه دوم (در حد  -6

0نمونه بعد از القاء درنظر ميگيريم. رسوب آنرا تهيه كرده و در 
C20-  نگهداري

  مي كنيم.

) كرده و rpm4000دقيقه در  30بقيه نمونه هاي بعد از القاء را سانتريفوژ ( -7

0پروتئينها در  رسوب را براي تخليص
C70- .نگهداري مي نمائيم  

 SDS PAGEآناليز محصول بعد از القاء با  -5

براي بررسي نتيجه القاء نمونه هاي قبل از القاء و بعد از القاء بايد بوسيله ژل 

  بررسي نمائيم. SDS PAGEالكتروفورز 
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 SDS PAGEمواد و وسايل لازم براي 

  %15تهيه ژل  -1

  رقيق شود.) x1ستفاده به بافر (هنگام ا x5بافر  -2

  تانك الكتروفورز -3

  منبع نيرو -4

5- Loading buffer 

 DSD PSGEرنگ آميزي ژل  -6

  %15تهيه ژل  -7

  % به مواد زير نياز داريم15براي تهيه ژل 

 Acrl 30% bis 0.8%بيس  –آكريل آميد  -1

  گرم 30      آكريل آميد

  گرم 8/0        بيس

ميلي ليتر ميرسيانيم و  100ه و با آب مقطر به حجم ايندو را با هم مخلوط كرد

  درجه سانتيگراد نگه ميداريم. 4و محلول را در شيشه هاي تيره در 

 PH 8.8   Tris.cl/SDS PH 8.8تريس هيدروكلرايد  -2

  گرم Tris base  1/9تريس 

  ميلي ليتر 30      آب مقطر
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PH  آب مقطر حجم آنرا مي رسانيم و سپس با استفاده از  8/8اين محلول را به

گرم سديم دودسيل سولفتات  2/0ميلي ليتر ميرسانيم، سپس مقدار  50به 

(SDS) .به آن مي افزائيم  

 PH 6.8      tris.cl/SDS PH 6.8تريس هيدروكلرايد  -3

  گرم 05/6        تريس 

  ميلي گرم 40      آب مقطر 

مقطر حجم ميرسانيم سپس با آب  8/6آنرا به  PHابتدا ايندو را مخلوط كرده و 

به آن  (SDS)گرم دودسيل سولفات  4/0ميلي ليتر رسانده و مقدار  100آنرا به 

0افزوده در 
C4 .نگداري مي كنيم  

 Ammunium persulfate 10%  % 10آمونيم پرسولفات  -3

  گرم 1    آمونيم پرسولفات

  ميلي ليتر 10      آب مقطر 

  x5بافر الكتروفورز  -4

  گرم Tris base    15تريس 

  گرم 12        گليسين

  گرم 5  سديم دودسيل سولفات

  ميلي ليتر مي رسانيم. 1000حجم را با استفاده از آب مقطر به 
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 SDS PAGEروش كار تهيه ژل 

ابتدا صفحات شيشه اي و اسپيسرها را با الكل تميز مي كنيم. اسپيسرها در 

كناره هاي جانبي دو شيشه قرار داده و با گيره بخوبي محكم مي كنيم سپس 

سيله آگار يك درصد انتهاي دو شيشه را به بطور عمودي هستند را بخوبي بو

به آرامي با استفاده از يك  Resolvingمسدود مي كنيم. پس از تهيه محلول 

پيپت يا ستور از يك گوشه شيشه و در حد فاصل دو شيشه محلول 

Resolving  را ميريزيم و حدود
3

لاي شيشه را براي ريختن باقيمانده از با 1

آب  Resolvingخالي نگه ميداريم. بلافاصله برروي محلول  Stackingمحلول 

يا ايزوبوتانل ريخته تا از مجاورت با اكسيژن دور بماند. پس از اينكه ژل 

Resolving  بخوبي بست، ايزوبوتانل را خالي كرده سطح ژل آب مقطر شسته

را افزوده و  Stackingبعد از آن محلول  و آنرا با كاغذ صافي خشك مي كنيم.

شانه را كه از قبل با الكل شسته شده است در حد فاصل دو شيشع درون 

نيز بصورت ژل درآمد،  Stakingقرار ميدهيم. پس از اينكه  stakingمحلول 

قرار داده و شانه  1xصفحات شيشه اي حاوي ژل را در داخل تانك حاوي بافر 

نيم. در چاهكهاي ايجاد شده نمونه هاي آماده شده را به آرامي خارج ميك

) را اضافه كرده، تانك را به منبع نيرو و مل Liading buffer(جوئشانده در 

نموده و دستگاه را روي ولتاژ مناسب تنظيم مي كنيم. پس از گذشت زمان لازم 
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كه براساس ولتاژ و اندازه ژل متفاوت است، باندهاي پروتئيني برروي ژل 

  ك ميشود. براي مشخص شدن باندها را رنگ آميزي ميكنيم.تفكي

DS gel – loading buffer 

Tris.cl pH 6.8  50mm 

Dithiotheritol  100mm 

SDS    2% 

Bromophenol  10.% 

Glycerol   10% 

 SDS PAGEرنگ آميزي ژلهاي الكتروفورز  -

  معمولاً دو روش رنگ آميزي استفاده ميشود:

  رنگ آميزي كماسيرنگ آميزي نقره و 

رنگ آميزي نقره زمان بيشتري را به خود اختصاص داده اما روشي حساس 

  نانوگرم را مشخص نمايد. 5تا  1است كه ميتواند غلظت پروتئين 

روش كماسي سريعتر و ساده تر است ولي حساسيت آن كنتر از رنگ آميزي 

  نانوگرم حساسيت دارد. 50تا  40نقره است و حدود 

  ان نامه از روش كماسي استفاده شده است.در اين پاي

  مواد لازم براي رنگ آميزي كماسي

  محلول كماسي -1
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  گرم R250      25/0كماسي بلو 

  ميلي ليتر 45          متانول

  ميلي ليتر 10      اسيد استيك گلاسيال

  ميلي ليتر 45        آب مقطر

  محلول رنگبر -2

  %7      اسيد استيك گلاسيال

  %12          اتانل 

يز نمونه هاي قبل از القاء و بعد از القاء ابتدا نمونه ها را آماده جهت آنال -

حل  Loading bufferميكنيم به اين صورت كه نمونه هاي قبل از القاء را در 

  دقيقه در آبجوش قرار ميدهيم. 5كرده و بمدت 

  را بروشي كه ذكر شد تهيه مي نمائيم. SDS PSGEژل  -

: ماركو پروتئيني، نمونه قبل از القاء و نمونه نمونه هاي آماده شده را بترتيب -

بعد از القاء در چاهكهاي ژل ميريزيم. سپس تانك را به منبع نيرو و مل نمونه و 

دستگاه را برروي ولتاژ مناسب تنطيم مي كنيم. پس از گذشت لازم كه براساس 

يك ولتاژ و اندازه ژل متفاوت است باندهاي پروتئيني برروي ژل از يكديگر تفك

  ميشوند كه براي مشخص شدن باندها را رنگ آميزي مي كنيم.

  روش رنگ آميزي كماسي:
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ساعت  3تا  2ابتدا ژل را در داخل رنگ كماسي قرار ميدهيم و آنرا براي مدت  -

  برروي شيكر قرار ميدهيم.

بعد از خالي نموئدن محلول رنگ آميزي، برروي ژل رنگبر را ريخته، تا با  -

  فه باندهاي پروتئيني برروي ژل قابل رويت شوند.حذف رنگهاي اضا

  خالص سازي پروتئين:

به دو شكل محلول و غيرمحلول  E.coliپروتئين هاي نوتركيب بيان شده در 

توليد ميگردد. در بسياري از موارد حصوصاً در سطوح بالاي بيان، پروتئينهاي 

  محلول درمي آيند.نوتركيب با يكديگر تجمع نموده و به شكل اينكلوژن بادي غير

اينكلوژن بايدها در مراحل خالص سازي استاندارد به اشكال محلول پروتئيني 

  در حالت طبيعي تبديل شده و استخراج ميگردد.

از دو روش استفاده  P39و  L7/L12در اين پايان نامه براي تخليص پروتئينهاي 

 Revers Stainبا استفاده از روش  L7/L12شده است. چنانچه خالص سازي 

  انجام گرفت.

  :Ni:NTAبا استفاده از  L7/L12خالص سازي پروتئين  -

اسيد آمينه هيستيدين با استفاده از  6جداسازي پروتئينهاي داراي دنباله 

براساس كروماتوگرافي تمايلي انجام مي گردد. نيتروتري  Ni-NTAتكنولوژي 

ه آزاد براي ميان جايگا 2داراي  NTA (Nitrilo triacotic Acid)استيك اسيد 
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Niبه يونهاي فلزي مانند  NTAميباشد.  his-tag 6كنش با 
با پايداري بالايي  +2

مكتصل شده و شرايط سخت شستشو نيز موجب جداشدن يونها از آن نمي 

  گردد.

 Ni-NTAاگارز استفاده مي گردد.  Ni-NTAبراي تخليص پروتئينها معمولاً از 

صورت پذيرفته است و ظرفيت  CL-6B با سفاروز Ni-NTAآگارز از اتصال 

و پتانسيل اتصال غيراختصاصي بسيار پائيني  his-tag6اتصال بالايي را با 

  دارد.

  :L7/L12تخليص پروتئين 

  مواد لازم:

  4، 3، 2، 1بافرهاي 

  دستگاه سونيكاتور

  سانتريفوژ

  :1بافر 

  مولار 6        گوائيدين

  ميلي مولار pH(    20 9/7تريس هيدروكلرايد (

  ميلي مولار 500        ريد سديمكل

  ميلي مولار 4      آكتيل گلوكوزايد
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  :2بافر 

  موالر 6          اوره

  ميلي مولار pH(    20 9/7تريس هيدروكلرايد (

  ميلي مولار 500        كلريد سديم

  ميلي مولار 20        ايميد ازول

  :3بافر 

  ميلي مولار pH(    20 9/7تريس هيدروكلرايد (

  لارميلي مو 150        كلرايد سديم

  :4بافر 

  ميلي مولار 4/4pH(    20تريس هيدروكلرايد (

  ميلي مولار 50        كلرايد سديم

EDTA        100 ميلي مولار  

  L7/L12روش تخليص پروتئين 

ميلي ليتر كشت باكتري پس از مرحلة القاء را  100رسوب سلولي حاصل از  -

 Rockerميلي ليتر بخوبي حل كرده و آنرا بمدت يك ساعت و نيم بروي  8در 

  در حرارت اتاق قرار داديم.
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پس از اين مدت نمونه را در يخ قرار داده و سوئيكه نمديم. زمان  -

بار متوالي اين كار انجام شد. پس از  6ثانيه بود كه  30سونيكاسيون 

  سونيكاسيون نمونه بخوبي شفاف ميگردد.

0در دماي  rpm12000دقيق با دور  30نممونه را بمدت  -
C5 ژ كرده سانتريفو

و محلول رويي را كه حاوي همه پروتئينهاي موجود ميباشد جمع آوري مي 

  نمائيم.

آگارز را به محلول رويي مرحله قبل اضافه  Ni-NTAرزين  2به  1به نسبت  -

  نموديم. سپس بمدت يكساعت برروي راكر در حرارت اتاق قرار ميدهيم.

رزين رسوب كرده،  دقيقه) 2براي  rpm2000با سانتريفوژ كوتاه مدت ( -

محلول رويي را خالي مي كنيم. محلول رويي شامل پروتئينهايي است كه به 

  رزين متصل نشده اند.

  انجام ميگيرد 2بافر  ml20شتسشوي رزين در اين مرحله با  -

  شستشو ميدهيم. 3ميلي ليتر بافر  100در اين مرحله رزين را با  -

استفاده مي شود.  4ي ليتر بافر ميل 10براي جداسازي پروتئين از حدود  -

ساعت برروي راكر  2بخوبي مخلوط كرده وب راي مدت  4رزينها را با بافر 

دقيقه)  2در  rpm 2000قرار ميدهيم. سپس با انجام يك سانتريفوژ كوتاه (

  است. L7/L12رزينهاي را جدا مي كنيم. محلول رويي حاوي پروتئينهاي 
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  ظر مقدار و كيفيت بررسي نموديم.پروتئينهاي تخليص شده را از ن -

  :Revers Stainبا استفاده از  P39خالص سازي پروتئين  -

يكي از روشهاي تخليص پروتئينها، رنگ آميزي معكوس است. اين رنگ آميزي 

از دو واكنش زقابتي تشكيل شده كه طي آن رسوب كردن كمپلكس فلز سنگين 

رحاليكه از تشكيل كمپلكس باعث كدر شدن زمينه ژل ميشود د SDS –تريس  –

  در مناطقي كه متوسط پروتئين اشغال شده است، جلوگيري ميشود.

  مواد:

  بافر ليزكننده -1

  (يك مولار) 8pH(      ml500تريس هيدروكلرايد (

  مولار) ml400 )5          كلريد سديم

EDTA          ml200 )5.0 (مولار  

ميلي ليتر  100طر به اين محلولهاي را با هم مخلوط كرده و حجم آنها با آب مق

  ميرسانيم.

  بافر شستشو -2

  (يك مولار) 8pH(      ml2تريس هيدروكلرايد (

  مولار) ml400 )5          كلريد سديم

EDTA          ml200 )5.0 (مولار  
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ميلي ليتر  100اين محلولها را با هم مخلوط كرده و حجم آنها با آب مقطر به 

  مي رسانيم.

  :طرز تهيه بافرهيا رنگ آميزي معكوس

  :Iبافر 

  يك گرم          كربنات سديم 

  ميلي ليتر 100          آب مقطر

  :IIبافر 

  گرم 4/1          ايميدازول

SDS             002/0 گرم  

  

  

  

  :IIIبافر 

  گرم 096/0    (ZnSo4+7H2O)سولفات روي 

  ميلي ليتر 100          آب مقطر

  :IVبافر 

  گرم 096/0          كربنات آمونيم
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SDS            002/0 گرم  

  ميلي ليتر 20          آب مقطر

  :P39روش تخليص پروتئين 

ميلي ليتر كشت باكتري پس از مرحله القاء را  100رسوب سلولي حاصل از  -

0ميلي ليتر بافر ليزكننده حل و يك شب در  10در 
C 20- .نگهداري مي گردد  

0محلول حاوي رسوب سلولي را در دماي  -
C4  دقيقه با دور  10بمدت

rpm8000 جدا مي گردد. سانتريفوژ و سوپ رويي  

0رسوب سلولي در بافر شستشو حل و در دماي 
C4  10سانتي گراد بمدت 

سانتريفوژ مي شود. اين مرحله تا زمانيكه سوپ روئي  rpm8000دقيقه با دور 

كاملاً شفاف شودؤ تكرار مي شود. سپس رسوب كه همان انكلوژن باديها 

دقيقه در آبجوش  5حل و بمدت  (Loading buffer)هستند در بافر نمونه 

0حرارتا داده مي شود و در 
C20- .نگهداري ميگردد  

ژل بزرگ آكريل آميد تهيه و با استفاده از سمپلر نمونه فوق را در چاهك  -

بزرگ ژل ميريزيم. پس از آن دستگاه را به منبع تغذيه الكتريكي متصل مي 

  نمائيم.

دقيقهع در  5بمدت  از ژل جدا و Stackingپس از اتمام الكتروفورز، قسمت  -

  برروي شيكر قرار ميدهيم. Iظرف حاوي بافر 
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 15را در ظرف حاوي ژل ريخته و بمدت  II، بافر Iپس از خالي كردن بافر  -

  دقيقه شيكر ميشود.

  ژل سه مرتبه با آب مقطر شستشو ميشود. -

  ثانيه تكان ميدهيم. 30را در ظرف محتوي ژل ريخته و بمدت  IIIبافر  -

  شخص شدن باند پروتئيني مورد نظر ژل با آب مقطر شسته ميشود..پس از م -

ژل را برروي يك شيشه تميز گذاشته و باند مورد نظر را با تيغ بريده و در  -

  هاون خورد مي كنيم.

اضافه مي كنيم  IVژل خرد شده را در يك لوله استريل ريخته و به آن بافر  -

  و بمدت يك شب برروي راكر ميگذاريم.

0، در دماي rpm8000سپانسيون را با دور سو -
C4  دقيقه سانتريفوژ  10بمدت

وجود  P39كرده، محلول رويي را جمع آوري ميكنيم. در محلول رويي پروتئين 

  دارد.

  ديالز پروتئين: -

از سيستم دياليز براي تعويض بافر پروتئينهاي خالص شده استفاده ميشود. 

تراوا داراي منافذي با اندازه هاي مناسب  بدين منظور پروتئين از يك غشاء نيمه

عبور داده ميشود. در اين مرحله سلولهايي كه بزرگتر از منافذ غشاء هستند، 



www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

داخل كيسه دياليز باقيمانده و پروتئينهاي كوچكتر و يونها از غشاء عبور كرده 

  و وارد فضاي بيرون كيسه دياليز ميشوند.

  مواد و وسايل مورد نياز

  زكيسه ديالي -

- PBS 1X 

 PBS 10xطرز تهيه 

KH2PO4      4/2 گرم  

Kcl          2 گرم  

Nacl          81 گرم 

No2Hpo4.2H2o      14 گرم  

تنظيم  2/7-4/7را بين  pHمواد فوق را در مقدار مناسبي آب مقطر حل كرده 

را در هنگام استفاده  PBSكرده پس از آن حجم را به يك ليتر ميرسانيم. بافر 

  ئيم.مصرف مينما 1xبصورت 

  در پلاسميد بيان كننده اوكاريوتي: P39و  L7/L12لكون نمودن ژنهاي  -

پلاسميد بيان كننده اوكاريوتي، ناقلي است كه بيان ژنهاي مختلف را در سلول 

هاي اوكاريوتي امكان پذير ميسازد. وجود يك پروموتور مربوط به سينوسگالو 

را فراهم مي آورد. جايگاه ويروس در ابتداي ژن مورد نظر امكان بيان شدن آن 
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مربوط به محل اثر آنزيمهاي مختلف تحديدي امكان كلون نمون ژن را در اين 

  ناقلين فراهم مي آورد.

استفاده  invitrogenاز شركت  PCDNA3در اين تحقيق از ناقل اوكاريوتي 

α( شده است. در ابتدا پلاسميد فوق را از   E.coli.(DH5 ليص كرده سپس تخ

  P39و  L7/L12آنرا برش ميدهيم. قطعه ژنهاي  XhoIو  BamHIبا آنزيمهاي 

پلاسميد منتقل  DNAو برش يافته با آنزيمهاي ذكر شده در مرحله بعد به 

α(كرده و در سلولهاي  E.coli.(DH5 وارد ميكنيم. سپس با غربالگري

  ستجو مي نمائيم.نوتركيب را ج DNAسلولهاي حاوي 

  به شرح زير است. PCDNA3مراحل لكون سازي ژنهاي مورد مطالعه در 

 pSKاستخراج قطعه ژنهاي مورد نظر از ناقل  -1

 PCDNA3برش آنزيمي  -2

 DNAاتصال دو قطعه  -3

α( نوتركيب به ميزبان  DNAانتقال  -4  E.coli.(DH5  

  غربالگري -5

  pSKعه ژنهاي مورد نظر از ناقل استخراج قط -1

، آنها را با PSK-P39و  PSK-L7/L12پس از تخليص پلاسميدهاي نوتركيب 

 PSK-P39و  PSK-L7/L12برش داده، ژنهاي  xhoIو  BanoHIآنزيمهاي 
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را پس از الكتروفورز نمودن در ژل آگارز با استفاده از كيت تخليص مي نمائيم. 

  ده شده است.شرح كامل اين مرحله قبلاً آو.ر

  PCDNA3برش آنزيمي  -2

برداشت كرده و  PCDNA3حاوي ناقل  Ecoliدر شرايط استريل از باكتري 

آمپي سيلين كشت  mg/ml50ميلي ليتر از محلول نوترين برايت جاوي  2در 

0ساعت برروي شسكر در گرمخانه  18داده و بمدت 
C37 .قرار ميدهيم  

  ر شد، ناقل را استخراج ميكنيمطبق روشي كه براي تخليص پلاسميد ذك -

 xhoIو  BanHIرا با استفاده از آنزيمهاي  PCDNA3هضم آنزيمي  -

  بروش زير انجام مي دهيم.

PCDNA3    5ml 

BamHI    1ml 

XhoI     1ml 

Buffer (y tango)   4ml 

DDW     9ml 

Total     20ml 

0ساعت در  2پس از مخلوط كردن، نمونه را بمدت  -
C37 دهيم.قرار مي  

  به يكديگر: DNAاتصال دو قطعه  -3



www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

 t4DNA ligaseاز آنزيم  PCDNA3با  P39و  L7/L12براي اتصال ژن هاي 

  استفاده ميگردد.

PCDNA3  1ml  PCDNA3  1ml 

L7/L12   6ml  L7/L12   6ml 

T4DNA ligale 1ml  T4DNA ligale 1ml 

Buffer  1.5ml  Buffer  1.5ml 

DDW   3.5nl  DDW   3.5ml 

Total   15ml  ligale   15ml 

  سانتي گراد قرار ميدهيم. 14ساعت در دماي  16سپس نمونه ها را بمدت 

α( نوتركيب به ميزبان  DNAانتقال  -4  E.coli.(DH5  

به  PCDNA-P39و  PCDNA-L7/L12نوتركيب  DNAترانسفورماسيون 

  بق روشي كه قبلاً ذكر شد، انجام گرديد.مطاα DH5ميزبان 

نوتركيب  DNAغربالگري: پس از انجام ترانسفورماسيون كلونهاي حاوي  -5

  را طبق روش غربالگري كه قبلاً شرح آن آمده است را پيدا مي نمائيم.

 PCDNA-P39و  PCDNA-L7/L12عاري كردن پلامسيدهاي نوتركيب  -6

  از آندوتوكسين:
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ي بروش معمول حاوي مقادير بالايي از آندورتوكسين پلاسميد DNAتخليص 

به موش يا هر حيوان ديگر باعث  DNAميباشد. تزريق اين  E.coliباكتري 

 DNAشوك آنوتوكسيني و مرگ حيوان ميگردد. لذا قبل از تزريق به حيوان، 

  مورد نظر بايد فاقد آندوتوكسين باشد.

  وتوكسين از كيتدر اين مرحله براي پاكسازي پلاسميدها از آند

Endofree plasmid kit  از شركت كياژنQIAGEN .استفاده شده است  

تخليص پلاسميدها با كيت كياژن براساس روش ليز قليايي بوده كه پس از آن 

DNA  در شرايطpH  و نك پائين به رزينهاي كيت(Anion-exchang Resin) 

رنگها و تركيباتي با  ، پروتئينها،RNAمتصل مي گردد. كليه ناخالصي ها نظير 

وزن ملكولي پائين با استفاده از بافرهاي شستشو، حذف ميگردد. پلاسميد در 

شرايط بافير نكي غليظ تخليص شده و در مرحله بعد با استفاده از رسوب 

پلاسميد توسط ايزوپروپانل نمكهاي محيط نيز برداشت ميشود. پلاسميدهاي 

0تعيين غلظت كرده و در حل نموده،  PBSخالص شده را ابتدا در 
C20- 

  نگهداري مي كنيم.

  :Balb/cبه روش  PCDNA-P39و  PCDNA-L7/L12تزريق پلاسميدهاي  -7

عددي تقسيم ميشوند. اين گروهها  26گروه  5تهيه شده در  Balb/clموشهاي 

  شامل 

1- PBS 
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2- PCDNA3 

3- PCDNA3-L7-L12 

4- PCDNA3-P39 

5- PCDNA3- L7-L12 , PCDNA3-P39 

گروههاي كنترل منفي هستند به موشهاي  PCDNA3و  PBSگروههاي 

در طي مراحل  PCDNA3و پلاسميد  BBSاين گروه به ترتيب 

  واكسيناسيون تزريق گرديد.

از پلاسميدهاذي تخليص  PCDNA-P39و  PCDNA-L7/L12به گروههاي  

  شده مرحله قبل تزريق شد.

از هر دو پلاسميد تزريق  -L7/L12 PCDNA3و  PCDNA3-P39گروه 

  يشود.م

 ml100موشها در سه مرحله بفاصله سه هفته واكسينه شدند. به اين ترتيب كه 

پلاسميدهاي مورد نظر بطور داخل ماهيچه اي به  mg100حاوي  PBSاز 

  عضله ران راست يا چپ موشها تزريق شد.

: گروه كنترل مثبت شامل موشهايي هستند كه به S19تزريق سويه واكسن  -

عدد موش  16تزريق شده باشد. گروه ششم شامل  S19آنها از سويه واكسن 

 (cfu/ml)باكتري در ميلي ليتر  5 ×104گروه فوق را تشكيل ميدهند. تعداد 



www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

www.kandoocn.com

در اين موشها بصورت داخل صفاقي تزريق ميشود. تزريق سويه واكسن 

  گروه قبلي انجام گرديد. 5بلافاصله پس از اتمام واكسيناسيون در 

  مواد:

  بروسلاآبورتوس S19سويه  -1

  5/0محلول مك فارلند شماره  -2

  محيط كشت بروسلا آگار -3

  استريل PBSمحلول  -4

  روش:

  از مؤسسه پاستور ايران تهيه گرديد. S19سويه واكسن  -1

شامل لوله هايي حاوي غلظتهاي خاصي از  McFarlandمحلول مك فارلند  -2

BaCl2.2H2O  هستند كه بعلت نامحلول بودن 1و اسيد سولفوريك %Bacl2  در

اسيد سولفوريك كدروتهاي خاصي را بوجود مي آورند. هر كدروت نشانگر 

  تعداد خاصي از باكتري است. جدول محلولهاي مك فارلند بصورت زير است.

 

    0.5 1 2 3 4 5  

Bacl2.2H2o )175/1(%   0.05 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 

(ml) 

H2OSO4 )1(%    9.95 9.9 9.8 9.7 9.6 9.5 
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(ml) 

(x108
 15 12 9 6 3 1.5 (تعداد تقريبي سلولها) (

  

  مواد:

1- Bacl2.2H2o  درصد 175/1با غلظت  

2- H2OSO4  درصد 1با غلظت  

  روش: محلول

ميلي ليتر از كلريد  05/0% را با 1ميلي ليتر از محلول اسيد سولفئريك  95/9

  خلوط مي نمائيم.درصد م 175/1باريم 

104با تعداد   s19براي تهيه سوسپانسيون سويه  -
×

باكتري در ميلي ليتر  5 

  بروش زير عمل مي كنيم.

سوسپانسيوني را تهيه مي كنيم تا كدورت  PBSدر  s19ابتدا از كشت سويه 

تقريبي از محلول مك فارلند باشد. در اينصورت تعداد  5/0آن معادل شماره 

ml108/باكتريها 
است. از اين سوسپانسيون رقت  5 ×

1000

باكتري تهيه  1

105ميگردد. بنابراين تعداد باكتريها در اين قسمت 
خواهد بود. يك ميلي  5/1×

ي ليتر مي رسانيم. ميل 3به حجم  PBSليتر از سوسپانسيون فوق برداشته و با 

ml104/درنتيجه تعداد باكتريها در سوسپانسيون فوق بايد در حد 
  باشد. 5×
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 ml100براي شمارش دقيق باكتريهاي زنده، از سوسپانسيون فوق بمقدار 

برداشت كرده و در محيط بروسلاآگار كشت ميدهيم. پليتهاي باكتري را بمدت 

0روز در دماي  3
C37  از گاز  5%با فشارCO2  نگهداري پس از اين مدت تعداد

  باكتريهاي زندهد را شمارش مي نمائيم.

ml104/از سوسپانسيون حاوي 
به موشهاي گروه  ml100باكتري به مقدار  5×

  برش داخل صفاتي تزريق ميگردد. 6

  آزمايشي: بيماريزا به گروههاي 544تزريق بروسلا آبورتوس سويه  -

 PCDNA3-P39و  PCDNA37/L12براي بررسي ايمني زايي واكسنهاي 

تزريق ميگردد. اين تزريق داخل صفاتي و يكماه  544بروسلاآبورتوس سويه 

پس از اتمام واكسيناسيون در گروههاي فوق الذكر انجام ميگردد. اين باكتري 

  از انستيتو پاستور تهيه شده است.

104قبلاً ذكر گرديد ابتدا سوسپانسيون حاوي  بدين منظور طبق روشي كه
×5 

باكتري در ميلي ليتر را تهيه كرده و به گروههاذي فوق الذكر تزريق ميگردد. از 

  عدد موش انتخاب ميگردد. 4هر 

  سنجشهاي ايمونولوژيك: -8

در اين تحقيق آزمونهاي ايمونولوژيك در جهت تعيين پاسخهاي سلولي و 

هومورال انجام شده است. در نهايت با شمارش تعداد باكتريهاي طحال 
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حيوانات واكسينخ شده و مقايسه آن با تعداد باكتريها در حيوانات شاهد، 

  ايموژنيسيته واكسنهاي مورد مطالعه بررسي مي گردد.

و تعيين انترفرون  Lymphocyte Transfornation Test (L.T.T)آزمونهاي 

براي پاسخهاي سلولي و تعيين مقادير آنتي بادي هاي  5ين گاما و انتركول

IgG2a  وIgG1  برالي تعيين پاسخهاي هومورال انجام گرديده است. مطالعه

  پاسخهاي هومورال و سلولي يكهفته پس از آخرين واكسيناسيون انجام شد.

 L.T.Tآزمون  -1

ل ورود آنتي ژن با روند معمو invitorفعال كردن امنوسيتها يا تحريك آنها در 

به بدن و تحريك امنوسيتهاي حساس شده اختصاصي كاملاً مطابقت دارد. 

تحريك لمنوسيتها در واقع ظرفيت عملكرد لمنوسيتها را بدنبال برخورد با آنتي 

ژن يا ميتوژن و تكگثير آنها را بيان مي كند. ميتوژنها موايد هستند كه قادرند 

غيراختصاصي تحريك نمايند، درحاليكه  تعداد زيادي از لمنوسيتها را بطور

آنتي ژنها سلولهايي را كه نسبت به آن آنتي ژن حساس شده اند را بطور 

 (PHA)و فيتوهماگلوتينين  A (ConA)اختصاصي تحريك ميكنند. كانكاوالين 

  ميباشند. Tعمدتاً ميتوژنهاي لمنوسيتهاي 
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رد شدن امفوستها به در اين تحقيق پاسخ به آنتي ژن ها و ميتوژنها بصورت وا

كه منجر به تقسيم سلوي ميشود،  DNAچرخه تكثير سلولي و همانند سازي 

  مشخص ميگردد.

در سلول با مقدار تيميدين نشاندار (اضافه شده به محيط)  DNAميزان تكثير 

در آن مطابقت دارد. ميزان تيميدين نشاندار با شمارش اشعه ساطع شده از 

بتاكانتر تعيين ميگردد. شمارش اشعه ساطع شده را مايع سنتيليشن در دستگاه 

  نشان ميدهند. Cpm (Count Per Minute)برحسب دقيقه 

در شرايط اپتيما انجام شود ابتدا بايد مناسبترين غلظت آنتي  LTTبراي اينكه 

  بدست آيد. Co2ژن و بهترين دوره نگهداري در آنكوباتور 

  مواد و وسائل:

  جنين گاوي و سرم RPMIمحيط كشت كامل 

 PBS 10xبافر 

  P39و  L7/L12آنتي ژنهاي 

  موشهاي واكسينه شده

 Aكانكاوالين 

  تيميدين ترتيتيوم دار

  جنتامايسين
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  رنگ تريپان بلو

  مايع سنتيليشن

  فيلتر فايبرگلاس

  لام نئوبار

  سانمتريفوژ يخچال دار

0با دماي  Co2انكوباتور 
C37  

  دستگاه هاروستر

  دستگاه بتاكانتر

  يلي ليتري استريلم 15لوله 

  سرنگ استريل

  سانتي متري استريل 6پلين 

 ACKمحلول 

 RPMI 1640    تهيه محيط كشت كامل 

 Gibco        RPMI 1640      محيط كشت 

  %10    سرم جنين گاوي

  %1/0      جنتامايسين

  %1/0      مركاپتواتانل 2
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  %1      گلوتامين –ال 

Hepes        )mm10 (1%  

دقيقه  45مپلمان سرم جنين گاوي، آنرا بمدت به منظور از بين بردن فعاليت ك

0در دماي 
C56  0قرار داده شد و سپس در

C20-  نگهداري گرديد. پس از

تنظيم كرده بعد از  2/7-4/7محيط كشت را بين  pHمخلوط كردن مواد فوق، 

  فيلتراسيون در يخچال نگهداري ميشود.

  تهيه رنگ تريپان بلو:

  ر حجم از محلول تريپان بلو مخلوط گرديد.با چها x5يك حجم از محلول سالين 

براي تشخيص سلولهاي زنده از اين رنگ استفاده ميشد. سلولهايي كه حيات 

خود را از دست داده باشند با جذب رنگ به رنگ آبي درمي آيند اما سلولهاي 

  زنده بدوت جذب رنگ تلالو خاصي از خود نشان ميدهند.

  تهيه مايع سنتيليشن:

PPO (E ل اكسازولدي فني  گرم 6   (  

POPOP     25/0 گرم  

TOLUENE     يك ليتر 

  مواد فوق مخلوط شده و در شيشه تاريك نگهداري مي شود.

 ACKتهيه بافر 
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NH4cl     29/8 gr 

KHCO3     1g 

Na2EDTA     37.2mg 

 2/7را برروي  pHميلي ليتر آب مقطر،  800پس از حل كردن مواد فوق در 

ميلي ليتر مي رسانيم. پس از اتوكلاو در يخچال  100به  تنظيم كرده و حجم را

  نگهداري گرديد.

  تعيين مقدار آنتي ژن مناسب ايده آل انكوباسيون: -

براي تعيين مقدار آنتي ژن لازم براي بالاترين نحريك لنفوسيتهاي جداشده از 

 موش غلظتهاي مختلفي از آنتي ژنها براي تحريك سلولها استفاده ميگردد. دوره

روز انتخاب گرديد تا بهترين  5و  3دار نيز  Co2انكوباسيون در انكوباتور 

  زمان لازم انكوباسيون بدست آيد.

  روش:

  جداسازي و كشت لنفوسيتهاي طحال موش: -1

  P39و  L7/L12تهيه غلظتهاي مختلف از آنتي ژنهاي  -2

  روزه 5و  3امكوباسيون  -3

  افزودن تيميدين نشاندار -4

  هاروست -5
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  اندازه گيري راديواكتيويته سلولها -6

  جداسازي و كشت لنفوسيتهاي طحال موش: -1

  PCDNA-P39+ PCDNA3-L7/L12در اين مرحله يكي از موشهاي گروه  -

  استفاده ميگردد. موش را با استفاده از اتر بيهوش مي نمائيم.

پس از ثابت كردن موش برروي يك سطح، طحال آنرا جدا و در لوله حاوي  -

  يط كشت قرار ميدهيممح

طحال جدا شده را در داخل پليت استريل همراه با محيط كشت ريخته و با  -

استفاده از يك سرنگ سلولهيا طحال (گلوبولهاي قرمز و سفيد) را از آن خارج 

  مي كنيم.

دقيقه  5ميلي ليتري منتقل كرده و در سانتريفوژ بمدت  15سلولها را به لوله  -

  دهيم.رسوب مي rpm1700در 

ميلي ليتر از  5محيط رويي را خارج كردهن پس از هموژن كردن رسوب،  -

دقيقه در حرارت اتاق قرار ميدهيم. در اين  5به آن افزوده بمدت  ACKبافر 

 1700دقيقه در دور  5مدت گلوبولهاي قرمز تخريب ميشوند. سپس بمدت 

  محلول رويي را خالي مي كنيم. –سانتريفوژ مي كنيم 

ميلي ليتر محيط كشت  10سلولي را هموژن كرده، دومرتبه با رسوب  -

  شستشو ميدهيم.
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ميلي ليتر كشت افزوده و تعداد سلولهاي  2به رسوب نهايي بدست آمده  -

ml106/موجود در محلول را شمارش ميكنيم. سپس غلظت سلولي برابر  
را  2×

  خ نگهداري ميشود.تهيه مي كنيم و تا زمان استفاده در ي

  P39و  L7/L12تهيه غلظتهاي مختلف از آنتي ژنهاي  -2

در  2.5و  5و  10و  20و  mg/ml 40غلظتهاي  P39و  L7/L12از آنتي ژنهاي 

خانه  96از رقتهاي فوق در دوپليت  ml100تهيه ميگردد. سپس  RPMIمحيط 

ي تهيه شده از لنفوسيتها ml100استريل طبق شكل زير مي ريزيم. به هر حفره 

اضافه مي نمائيم. علاوه بر حفره هاي حاوي آنتي ژن، حفره بدون آنتي ژن 

(no Antigen)  و حفره حاوي كانكاناوالينA  (Con A)  را بعنوان كنترل قرار

  ميدهيم.

روز  5و ديگري را بمدت  3روزه: يكي از پليتها را بمدت  5و  3انكوباسيون  -3

  م.قرار ميدهي Co2در انكلوباتور 

افزودن تيميدين نشاندار: رقت  -4
200

 RPMIتيميدين نشاندار را در محيط  1

 72روزه پس از  3اضافه مي كنيم. به پليت  ml50تهيه كرده و به هر حفره 

ساعت از كشت لنفوسيتها تيميدين  120روزه پس از  5ساعت و به پليت 

  نشاندار افزوده مي شود.
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از سوپهاي حفره را جهت اندازه گيري  ml100تيميدين نشاندار، قبل از افزودن 

  برداشت مي كنيم. 5انترفرون گاما در انترلوكين 

ساعت سلولها را با ساتفاده از دستگاه هاروستر به  18تا  16پس از طي  -5

  روي فيلتر فايبرگلاس انتقال بافت.

هاي مخصو پس از خشك شدن كامل لان، قطعات فيلتردار را در لوله  -6

  ميلي ليتر مايع سنتيليشن به آن اضافه گرديد. 1بتاتانكر قرار داده و حدود 

  راديواكتيويته سلولها توسط دستگاه بتاكاتر اندازه گيري مي شود. -8

  در گروههاي مختلف موشي: LTTتعيين  -

پس از مشخص شدن مقدار آنتي ژن مناسب و زمان ايده آل انكوباسيون، 

 4در گروههاي مختلف موشي انجام مي وشد. از هر گروه  LTTاندازه گيري 

را انجام داديم.  LTTعدد موش انتخاب كرده و طبق روشي كه ذكر شد، آزمون 

با ذكر اين نكته كه تنها از يك غلظت آنتي ژن و يك دوره انكوباسيون استفاده 

  شده است.

براي تعيين  از سوپ سلولي هر حفره ml100همانطور كه قبلاً نيز اشاره شد، 

برداشت شده و تا زمان  5ميزان سيتوكانيهاي انترفرون گاما و انتركولين 

0اندازه گيري سينوكانيها در 
C70- .نگهداري ميشود  

  :5اندازه گيري سيتوكانيهاي انترفرون گاما و انتركولين  -2
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با روش تست اليزا  LTTسيتوكانيهاي توليد شده توسط لنفوسيتها در آزمون 

گيري مي شوند. در اين تحقيق از كيفهاي اندازه گيري انتررفون گاما و اندازه 

  استفاده شده است. 5انترلوكين 

در اين كيتها سطح حفرات پليتها توسط آنتي باديهاي ضد سيتوكانيها پوشانده 

است. پس از افزودن سوپهاي سلولي و رقتهاي مختلف محلول استاندارد، آنتي 

ها اضافه ميگردد. تغيير رنگ محلول نشانگر و بادي كونژوگه ضد سيتوكاني

اندازه گيري توسط دستگاه اسپكتوفتومتر در مرحله بعد انجام ميگردد. با رسم 

  منحني استاندارد غلظت سيتوكانيهاي سوپ سلولي اندازه گيري شد.

  اندازه گيري آنتي بادي: -3

انجام  IgG2a ،IgG1براي سنجش ايمني هومورال، اندازه گيري آنتي باديهاي 

موشي كاز گروههاي مختلف تحت مطالعه  4مي شد. براي اين منظور سرم 

0جمع آوري و در 
C20-  نگهداري ميشود. در ابتدا غلظت مناسب آنتي ژن

  پوشيده شده در سطح پليت اليزا بايد تعيين گردد.

  نتي ژن:”تعيين غلظت آ -1

  موارد و وسائل:

  خانه اي اليزا 96پليت 

  د نظرآنتي ژنهاي مور
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  موشي ك.نژوگه با ميوتين IgG1و  IgG2aآنتي باديهاي 

  استوپتاويدين

OPD ،PBS 1x 20، توئين ،BSA=Bovin Serum Albumin  اسيد

  %20سولفوريك 

  روش:

  را تهيه مي كنيم. P39و  L7/L12ابتدا غلظتهاي مختلف از آنتي ژنهاي  -1

  اين غلظتها عبارتند از:

2.5 , 5 , 10 , 15 mg/ml 

2- ml100  خانه ريخته (طبق شكل)  96از غلظتهاي فوق را در حفره هاي پليت

0و براي تثبيت در پليت بمدت يك شب در 
C4 قرار گرفت  

  ) سه بار شستشو داده20% توئين 1/0حاوي  PBSپليت را با بافر شستشو ( -3

%) ريخته BSA 1حاوي  PBSبافر بلوكه كننده ( ml100در چاهكهاي پليت  -4

0ساعت در  2و بمدت 
C37 .نگهداري مي كنيم  

  تكار شد. 3مرحله  -5

رقت ثابت  -6








60

از رقت اخير  ml100از سرم موشها تهيه كرده و هر حفره  1

0ساعت در  2مي ريزيم. پليت 
C37 .نگهداري ميشود  

  تكرار مي شود 3مرحله  -7
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8- ml100  از رقت
250

به حفره هاي پليت  IgGIو  IgG2aاي ضد آنتي باديه 1

0ساعت در  2ميريزيم. پليت را 
C37 .نگهداري مي كنيم  

  تكارار ميشود. 3مرحله  -9

10- ml100  از رقت
200

0ساعت در  2استرسپتاومرين اضافه گرديده و  1
C37 

  نگهداري مي شود.

  تكرار ميشود. 3مرحله  -11

تازه تهيه شده افزوده و  OPDاز محلول سوبستراي  ml100به هر چاهك  -12

  دقيقه در تاريكي قرار گرفت. 10-30بمدت 

  % اضافه گرديد.20اسيد يولفوريك  ml100پس از اين زمان به هر چاهك  -13

 490ميزان جذب نوري با استفاده از دستگاه اسپكتروفتومتر در طول موج  -14

  نانومتر تعيين شد.

 IgG1و  IgG2aبادي تعيين تيتر آنتي  -

سرم جمع آوري  IgG1و  IgG2aپس از تعيين غلظت آنتي ژن، تيتر آنتي بادي 

شده موشها اندازه گيري گرديد. اين مرحله از آزمايش طبق آنچه در قسمت قبل 

  آورده شده، انجام گرفت.

  اندازه گيري تعداد باكتريهاي بروسلاآبورتوس: -
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مورد مطالعه اندازه گيري تعداد باكتري براي بررسي ايمنوژنيسيته واكسنهاي 

  در موشهاي تلقيح شده با اين باكتري انجام گرفت. 544بروسلاآبورتوس 

  مواد و وسايل:

  پليت

  محيط بروسلاآگار

  هموژناسيون

  روش:

طحال موشهاي گروههاي مورد آزمايش در شرايط استريل برداشت شده و 

بطور كامل هموژن ميگردد. سپس رقتهاي 
100

1 ،
1000

و  1
10000

از آنرا در  1

PBS  تهيه كرده وml100  از رقتهاي فوق را در محيط بروسلاآگار كشت داده

0حرارت  (%5)دار  Co2شبانه روز در اكوباتور  3شد. پليتها را بمدت 
C37 

اي رشد يافته را شمارش مي قرارداده مي شود. پس از اين مدت تعداد باكتريه

  كنيم.

  


