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Abstract 

Background: Nef is one of the HIV-1 critical proteins, because it is essential for viral 
replication and AIDS disease progression and induction of immune response against it can partially 
inhibit viral infection. Moreover, a domain of the HIV-1 Trans-Activator of Transcription (Tat, 48-60 
aa) could act as a cell penetrating peptide (CPP). In current study, cloning and expression of Tat-Nef 
fusion protein was performed in E. coli for the first time. The protein expression was confirmed by 
western blot analysis and was purified using reverse staining method. 

Materials and Methods: In this experimental study, primarily, cloning of Tat-Nef fusion gene 
was done in pGEX6p2 expression vector. Then, the expression of Tat-Nef recombinat protein in E.coli 
BL21 (DE3) strain was performed by using IPTG inducer. The protein expression was confirmed by 
SDS-PAGE and western blotting using anti-Nef monoclonal antibody. Then, the recombinant fusion 
protein was purified from gel using reverse staining method. 

Results: The results of PCR analysis and enzyme digestion showed a clear band of ~ 726 bp in 
agarose gel indicating the correct Tat-Nef fusion cloning in pGEX6p2 prokaryotic expression vector. 
In addition, a 54 kDa band of Tat-Nef on SDS-PAGE revealed Tat-Nef protein expression that western 
blot analysis using anti-Nef monoclonal antibody confirmed it.  

Conclusion: The purified Tat-Nef recombinant fusion protein will be used as an antigen for 
protein vaccine design against HIV infection. 
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  چکیده
 پیشرفت و ویروس تکثیر چرخه در مهمی نقش Nef نام به HIV-1 ویروس مهم هاي پروتئین از یکی :هدف و زمینه
 ناحیه از بخشی علاوه، هب .نماید مهار را ویروسی عفونت حدي تا تواند می آن ضد بر ایمنی پاسخ القاي و دارد ایدز بیماري
 نفوذ پپتید یک عنوان به است توانسته HIV ویروس از )60 تا 48 هاي آمینه اسید ،Tat( رونویسی کننده فعال پروتئین

 اشرشیاکلی باکتري در Tat-Nef فیوژن بیان و کلونینگ بار اولین براي تحقیق، این در .نماید عمل )CPP( سلولی کننده
  .شد انجام معکوس آمیزي رنگ روش از طریق آن تخلیص و بلات وسترن آنالیز توسط پروتئین بیان تأیید .گرفت صورت

 .گرفت صورت pGEX6p2 بیانی وکتور در Tat-Nef فیوژن کلونینگ ابتدا تجربی، مطالعه این در :ها روش و مواد
 IPTG کننده القا توسط BL21 (DE3) سویهاشرشیا کلی  باکتري در Tat-Nef نوترکیب نپروتئی بیان القاي سپس
 صورت Nef ضد منوکلونال بادي آنتی از استفاده با بلات وسترن و SDS-PAGE تکنیکاز طریق  بیان تأیید .شد انجام
 .شد انجام ژل روي از معکوس آمیزي رنگ تکنیک توسط فیوژن پروتئین تخلیص سپس، .گرفت
 گر نشان که کرد تأیید آگارز ژل روي را باز جفت 726 حدود واضح باند وجود آنزیمی، هضم و PCR آنالیز نتایج :ها یافته

 54 حدود پروتئینی باند وجود چنین، هم .بود pGEX6p2 پروکاریوتی بیان وکتور در Tat-Nef فیوژن صحیح کلونینگ
 در Nef ضد منوکلونال بادي آنتی توسط که بود Tat-Nef ئینپروت بیان گر نشان SDS-PAGE ژل روي کیلودالتون

   .شد تأیید بلات وسترن آنالیز
 در پروتئینی واکسن طراحی براي ژن آنتی یک عنوان به شده تخلیص Tat-Nef نوترکیب فیوژن پروتئین :گیري نتیجه
 .شد خواهد استفاده HIV ویروس عفونت مقابل
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  مقدمه
 به متعلق ویروس رترو نوع یک HIV ویروس

 سبب ویروس این به آلودگی .است ها ویروس تیلن خانواده
 یک عنوان هب ایدز امروزه .گردد می ایدز بیماري ایجاد

 و جهان کشورهاي تمامی مشکل که رشد به رو بیماري
 نفر میلیون 60 از بیش تاکنون .گردد می معرفی است بشریت

 عنوان به ویروس این و شده مبتلا عفونت این به جهان در
 به .گردد می محسوب جهانی بهداشت عمده معضل یک
 سلامت نظام به که سنگینی بهداشتی و اقتصادي بار دلیل

 در موثر واکسن به دستیابی است، کرده وارد جهانی
 بالایی اهمیت از بیماري این درمان خصوص هب و گیري پیش

 دارد وجود ها واکسن از مختلفی انواع .)1(است برخوردار
 شده، ضعیف زنده هاي واکسن :دباش می زیر موارد شامل که

 ژنی، هاي واکسن شده، کشته یا غیرفعال هاي واکسن
 .نوترکیب ناقل هاي واکسن و پروتئینی /پپتیدي هاي واکسن

 مقابل در شده طراحی هاي واکسن مختلف انواع میان در
 بالایی اهمیت از ها واکسن پروتئین ،HIV هاي عفونت
 تحت سنتز شامل ها کسنوا گونه این مزایاي . استداربرخور
 ایمنی دستگاه غیرضروري تحریک عدم شده، کنترل شرایط

 و ها پروتئین سایر توسط آلرژیک هاي واکنش تولید عدم و
 Nef پروتئین .)2(باشد می ها آن ایمن کاملاً تولید چنین هم

 و کیلودالتونی 27 پروتئین یک ،HIV-1 ویروس
 پیشرفت و ویروس تکثیر چرخه در که است سیتوپلاسمی

 کمکی پروتئین پروتئین، این .دارد اساسی نقش ایدز بیماري
 بروز کاهش موجب و است ویروس تکثیر اولیه مراحل در

 این که گردد می HLA به مربوط II و I کلاس هاي مولکول
 حمله از ویروس فرار براي مهمی مکانیزم است ممکن امر

 توسط شناسایی عدم و سیتوتوکسیک +CD8 هاي سلول
 ضد بر ایمنی پاسخ القاي بنابراین، .باشد +T CD4هاي سلول

 مهار را ویروسی عفونت حدي تا تواند می Nef پروتئین
 ،3(باشد HIV ضد واکسن تهیه براي مناسبی کاندید و نماید

 به نیاز ثیرگذاريأت جهت پروتئینی هاي واکسن .)4
 و گرین ،1998 سال در .دارند مناسب انتقالی هاي سیستم

 ویروس Tat پروتئین که دادند نشان بار اولین براي کارانهم
HIV سیتوپلاسم وارد و کرده عبور سلول غشاي از تواند می 

 ویروس در رونویسی کننده فعال یک Tat پروتئین .ودش

HIV بخش داراي و بوده اسید آمینو 86 داراي که است 
 آمینو 9 بازي بسیار بخش و سیستئین اسید آمینو از غنی
 شده تشکیل لیزین و آرژنین واحدهاي از که است دياسی

 به شونده متصل بخش یک داراي این بر علاوه و است
RNA شود می کد اگزون دو توسط پروتئین این .باشد می 

 آمینو انتهاي اي آمینه اسید 72 بخش ابتدایی اگزون که
 کنندگی فعال فعالیت براي و کند می کد را پروتئین

 که است شده مشاهده .است کافی وتئینپر این در رونویسی
 سلول وارد تواند می سلولی کشت محیط در پروتئین این

 در .)6 ،5(یابد انتقال سلول هسته داخل به مستقیما و شده
 ،Tat پروتئین از شده مشتق ترانسداکشن هاي دمین مجموع،

 سلولی داخل انتقال براي کاندید وکتورهاي
 .هستند ها پروتئین و DNA لقبی از درمانی هاي ماکروملکول

 HIV-1 Tat پروتئین از اي اسیدآمینه 9 توالی
)RKKRRQRRRR( طریق از را ها سلول به ورود توانایی 

 هب Tat پروتئین .دارد سلولی درون تجمع و پلاسمایی غشاي
 شود می آزاد HIV با شده آلوده هاي سلول توسط فعال طور

 پروتئین .شود می ارآشک HIV با شده آلوده افراد سرم در و
Tat، ها، کموکاین ها، سایتوکاین از اي گسترده طیف بیان 

 بازي دمین .کند می القا را رسپتورهایشان و رشد فاکتورهاي
Tat هاي پروتئین میان در Tat مختلف هاي سویه از شده جدا 

HIV-1 اینبا توجه به  .است شده حفاظت خوبی به 
 ایدز ضد واکسن سعهتو براي خوبی کاندید Tat مشخصات،

 پروتئینی، واکسن طراحی منظور به .)7-9(است داروها یا
 در توجهی قابل طور هب ،مناسب بیانی میزبان و وکتور انتخاب
 .است موثر هدف پروتئین تولید میزان و فعالیت افزایش
 سیستم در بیانی وکتورهاي انواع از یکی pGEX وکتور

-GST )GST رچسبب اتصال باعث که باشد می باکتریایی

tag( پروتئین پایداري و تخلیص براي که شود می پروتئین به 
 را پروتئین بالاي بیان Tac پروموتر از استفاده با و است مفید

 فیوژن کلونینگ تحقیق، این از هدف .)10(شود می موجب
Tat-Nef ویروس HIV-1 پروکاریوتی بیانی وکتور در 

 بهاشرشیاکلی  سیستم در آن تخلیص و بیان بررسی و مناسب
 واکسن تهیه در ایمونوژن عنوان به بعدي استفاده منظور

 .باشد می پروتئینی
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  ها روش و مواد
ــگ ــوژن کلونینـ ــل Tat-Nef فیـ ــور داخـ  وکتـ
pGEX6p2    

 وکتور در Tat-Nef فیوژن سنتز و طراحی ابتدا
pUC18 شرکت توسط BioMatik در .شد انجام کانادا 

 کوتاه قطعه به HIV-1 یروسو Nef ژن کامل طول اینجا
 فیوز )60 تا 48 هاي آمینه اسید Tat (ترانسداکشن دمین

 بانک ژن و مقالات از استفاده با نظر مورد هاي توالی .گردید
)pNL4-3( انجام منظور به .است دسترسی قابل PCR، 

  :شدند طراحی نیاز مورد پرایمرهاي
)5' AT CGA ATT CGA CAT ATG TAT GGC 

AGG AAG AAG C 3'5 ، پرایمر پیش رو’ TGG  
(ACT AGC GGC CGC TTA TCA GAA TTC 

CTG C 3’ ژن .پرایمر پس رو Tat-Nef پلی مراز آنزیم با 
DNAي pfu  )دستگاه درون در )فرمنتاز شرکت 

   :باشد می ذیل صورت به PCR برنامه .شد تکثیر ترموسایکلر
 براي دقیقه 3 مدت به گراد سانتی درجه 94دماي 

 درجه 94 دماي در واسرشت یندآفر .شد انتخاب عشرو
 اتصال مرحله دقیقه، یک مدت به سیکل 30 در گراد سانتی

 باز و دقیقه یک مدت به گراد سانتی درجه 55  دمايدر
 دقیقه یک مدت به گراد سانتی درجه 72  دمايدر آرایی
 مولکولی وزن مارکر کنار در PCR محصول .گرفت انجام

 باندهاي و گردید الکتروفورز درصد 1 زآگار ژل روي بر و
 قرار ارزیابی مورد لومیناتور ترانس دستگاه روي بر مربوطه
 خالص یندآفر و جدا آگارز ژل از PCR محصول .گرفت
 .شد انجام )کیاژن( ژل از ژن استخراج پروتکل طبق سازي

 دو با زمان هم pGEX6p2 پلاسمید و ژن PCR محصول
 برش  فرمنتاز)Fast بافر( EcoRI/NotI محدودالاثر آنزیم

 شده، هضم محصولات ژل از استخراج از پس و شدند داده
 در لیگاز T4 DNA آنزیم از استفاده با Tat-Nef ژن

 بعد، مرحله در .گردید الحاق pGEX6p2 پلاسمید
 توسط DH5a سویه اشرشیاکلی باکتري ترنسفورماسیون

 مدجا آگار کشت محیط .شد انجام ژن حامل پلاسمید
 گري غربال منظور به سیلین آمپی بیوتیک آنتی حاوي

 رشد هاي کلونی .گردید استفاده شده ترانسفورم هاي باکتري
 آن پی در و پلاسمیدي DNA استخراج مرحله براي یافته

 پلاسمید تأیید منظور به آنزیمی هضم و PCR آنالیز
 مورد ژن توالی تعیین علاوه، هب .شدند برده کار به نوترکیب

 تأیید، از پس .گرفت صورت توالی صحت منظور به نیز نظر
 BL21(DE3) سویه اشرشیاکلی باکتري ترنسفورماسیون

  .گرفت صورت Tat-Nef فیوژن حامل پلاسمید توسط
   Tat-Nef پروتئین بیان

 حاوي BL21 باکتري یافته رشد هاي کلنی
 مایع کشت محیط لیتر میلی 5 داخل نوترکیب، پلاسمید

)LB( میکرولیتر 500 .شدند داده کشت بیوتیک آنتی حاوي 
 محیط از لیتر میلی 50 به شده داده کشت هاي باکتري از

 شیکردار انکوباتور در و شد اضافه TY2X مایع کشت
 محیط جذب تا شد انکوبه گراد سانتی درجه 37 دماي تحت
 8/0 تا 7/0 به نانومتر 600 موج طول در باکتري حاوي کشت
 به )مولار میلی یک( IPTG یکرولیترم 50 سپس، .رسید
 و گردید اضافه کشت محیط به پروتئین بیان کننده القا عنوان

 هب براي گراد سانتی درجه 25 و 37 مختلف تحت دماهاي
 4 و 3 ،2 مختلف هاي زمان در اپتیمم دماي آوردن دست

 ها زمان این در باکتري گیري رسوب و گرفت قرار ساعت
 بلات وسترن و SDS-PAGE آنالیز نهایت، در .شد انجام

 )مشرکت آبکا( Nef ضد منوکلونال بادي آنتی از استفاده با
 نوترکیب پروتئین هویت تعیین و آشکارسازي منظور به

Tat-Nef باکتریایی هاي پروتئین خلاصه، طور به .شد انجام 
 به و شدند جدا SDS-PAGE  درصد5/12 ژل یک روي

 آنتی توسط نوترکیب پروتئین .دیافتن انتقال نیتروسلولز غشاي
 حجمی،/حجمی Nef )1:10000 ضد منوکلونال بادي

 توتال IgG سپس و اول بادي آنتی عنوان به )شرکت آبکام
 1:10000( موشی ضد پراکسیداز با کونژوگه

 ثانویه بادي آنتی عنوان به )شکرت سیگما حجمی،/حجمی
 از هاستفاد با نظر مورد پروتئینی باند .شد هویت تعیین

، DAB (بنزیدین آمینو دي نام به اکسیداز پر سوبستراي
    .شد آشکار نیتروسلولز کاغذ روي )شرکت سیگما

ــا Tat-Nef پــروتئین ســازي خــالص  رنــگ روش ب
  معکوس آمیزي

 HIV-1 ویروس Tat-Nef پروتئین سازي خالص
 صورت معکوس آمیزي رنگ روش از استفاده با

-SDS مرحله اتمام از پس که ترتیب این به ).11(گرفت

Archive of SID

www.SID.ir

http://www.sid.ir


   و همکاران سمیه کدخدایان                                                                                                  ... کلونینگ، بیان و تخلیص پروتئین نوترکیب فیوژن

  64                                                                                                        1395 تیر ،4 شماره ، نوزدهمسال اراك، پزشکی علوم دانشگاه پژوهشی علمی مجله

PAGE، کربنات حاوي بافر در دقیقه 5به مدت  مربوطه ژل 
 حاوي بافر  دقیقه در15 به مدت ،)Na2CO3( سدیم

در نهایت به مدت  و سولفات دودسیل سدیم /ایمیدازول
 باند سپس .گرفت قرار روي سولفات بافرحاويدهفته در 2

 رنگ بی و شفاف صورت به که نظر مورد پروتئین به مربوط
 از استخراج بافر در و شد سازي جدا ژل از شود، می ظاهر

 انجام ژل از پروتئین خروج کربنات، آمونیوم حاوي ژل
 مخصوص هاي ستون توسط پروتئین تغلیظ در پایان،. گرفت

   .گرفت صورت )هزار سوراخ( میکرون 5/3 فیلتر با
   ها یافته

  pGEX6p2 وکتور داخل ژن کردن کلون

 اختصاصی پرایمرهاي توسط Tat-Nef ژن تکثیر
 از است ویرایشی خاصیت داراي که پلیمراز pfu آنزیم و

 از پس .گرفت صورت pUC-Tat-Nef سنتزي پلاسمید
 بقیه ،pGEX6p2 پلاسمید و PCR محصول آنزیمی هضم

 باکتري در ترنسفورماسیون و الحاق شامل کلونینگ مراحل
DH5α صورت ونکل دو از پلاسمید استخراج .شد انجام 
 PCR آنالیز نوترکیب، پلاسمید تأیید منظور به سپس .گرفت

 .شد انجام NotI و EcoRI هاي آنزیم با آنزیمی هضم و
 با pGEX-Tat-Nef نوترکیب پلاسمید تأیید نتایج ،1 شکل

 توسط را )B( آنزیمی هضم و )PCR )A آنالیز از استفاده
 اندازه .دهد می نشان درصد 1 آگارز ژل روي الکتروفورز

  .است بوده باز جفت 726 حدود Tat-Nef فیوژن

 
 محـصول  : 2 و 1 هـاي  سـتون  ؛PCR آنالیز A) :آنزیمی هضم و PCR آنالیز توسط pGEX-Tat-Nef نوترکیب پلاسمید تأیید .1 شکل
-pGEX-Tat رکیـب نوت پلاسـمیدهاي  از یکی آنزیمی هضم B) ؛ pGEX-Tat-Nef نوترکیب پلاسمید دو از Tat-Nef ژن یافته تکثیر
Nef آنزیم با EcoRI/NotI ؛ MW 1( ملکولی وزن مارکرkb، باشد می )فرمنتاز.   

  
    Tat-Nef نوترکیب پروتئین بیان

 BL21 باکتري بیانی سویه ترنسفورماسیون از پس
 هاي کلونی کشت و pGEX-Tat-Nef نوترکیب پلاسمید با

 ایزوپروپیل دهکنن القا از استفاده با پروتئین بیان القاي حاصل،
 روي الکتروفورز نتایج .شد انجام (IPTG) گالاکتوزید تیو
 درجه 37 دماي در پروتئین بیان حاکی از SDS-PAGE ژل

 درجه 25 دماي در بیانی هیچ که حالی در ،بود گراد سانتی
 ژل روي الکتروفورز نتایج 2 شکل .نشد آشکار گراد سانتی

 و 37 تلفمخ دماي دو در را SDS-PAGE درصد 5/12
 SDS-PAGE نتایج .دهد می نشان گراد سانتی درجه 25

-Tat بیان به مربوط دالتون کیلو 54 حدود واضح باند وجود

Nef به متصل GST-tag هب .داد نشان درجه 37 دماي در را 
 4و 3 هاي زمان در پروتئین بیان که داد نشان نتایج علاوه،

 از پس ساعت 2 زمان از بیشتر IPTG با القا از پس ساعت
   ).3 شکل(بود القا

   Tat-Nef پروتئین تخلیص
 روش از استفاده با Tat-Nef پروتئین تخلیص

 رنگ نوع این در .گرفت انجام معکوس آمیزي رنگ
 کدر ژل و شفاف ها پروتئین به مربوط باندهاي آمیزي،

 الکتروفورز قبلی نتایج و لکولیوم وزن به توجه با .باشد می
 تخلیص نظر مورد باند ،SDS-PAGE ژل روي پروتئین
-SDS ژل روي نتایج پروتئین، تغلیظ از پس .گردید

PAGE 5/12 باند خلوص 4 شکل .گردید مشاهده درصد 
 آنالیز .دهد می نشان را Tat-Nef به مربوط کیلودالتونی 54

 هویت نیز Nef منوکلونال بادي آنتی توسط بلات وسترن
 هیچ ، طبق این شکلبر .کرد تأیید را نظر مورد پروتئین
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 حالی در ،نشد مشاهده القا از قبل باکتري رسوب در باندي
 مشاهده باز کیلو 54 پروتئینی واضح باند القا، از پس که

   .گردید

  
 بــاکتري در Tat-Nef پــروتئین بیــان بررســی .2 شــکل

BL21(DE3) رسـوب  نمونـه  :1 سـتون  :متفاوت دماي دو در 
 بـاکتري  رسـوب  نمونـه  :2 ونست ؛IPTG با القا از قبل باکتري

 :3 سـتون  گراد؛ سانتی درجه 25 دماي در IPTG با القا از پس
 درجـه؛  37 دماي در IPTG با القا از پس باکتري رسوب نمونه
MW فرمنتـاز  دالتـون،  کیلـو  170 تا 10( لکولیوم وزن مارکر( 

  .باشد می

  

  
 بــاکتري در Tat-Nef پــروتئین بیــان بررســی .3 شــکل

BL21(DE3) رسـوب  نمونـه  :1 سـتون  :متفاوت زمان هس در 
 در باکتري رسوب نمونه :2 ستون ؛IPTG با القا از قبل باکتري

 رسـوب  نمونـه  :3 ستون ؛IPTG با القا از پس ساعت 2 زمان
 نمونه :4 ستون ؛IPTG با القا از پس ساعت 4 زمان در باکتري
 MW ؛IPTG بـا  القا از پس ساعت 3 زمان در باکتري رسوب
  .باشد می )فرمنتاز دالتون، کیلو 170 تا10( لکولیوم نوز مارکر

  

  
 :3 سـتون  القـا،  از پـس  نمونه :2 ستون القا،از   قبل نمونه :1 ستون A) :معکوس آمیزي رنگ توسط Tat-Nef پروتئین تخلیص .4 شکل
 ستون( پروتئین بیان القاي از پس نمونه ،)1 ستون( پروتئین بیان القاي از قبل نمونه بلات وسترن آنالیز B) شده؛ تخلیص پروتئین نمونه

  .باشد می )فرمنتاز دالتون، کیلو 170 تا10( لکولیوم وزن مارکر MW ؛)2
  

 بحث
 ماهیت درك براي زیادي تلاش دانشمندان

 انجام )HIV ویروس( آن اساسی عامل و ایدز بیماري
 ویروس Nef پروتئین که دادند نشان ها بررسی .اند داده

HIV به موقع به پیشرفت منظور به ویروس تیتر ایشافز براي 
 نسبت اثرات اولین از یکی .است لازم ایدز بیماري سمت

 در CD4 بیان سطح کاهش براي توانایی Nef به شده داده

 روي مختلفی مطالعات تاکنون، .)4 ،3(باشد می آلوده سلول
 علیه بر موثر واکسن آوردن دست به براي Nef پروتئین

HIV پژوهش، یک در مثال، براي است؛ هشد انجام DNA 
 و شد ساخته HIV-P24-Nef پروتئین کننده بیان واکسن

 بیانی پلاسمیدهاي از زایی، ایمنی توانایی افزایش براي
 .شد استفاده ادجوانت عنوان به GM-CSF و 15-اینترلوکین

 استراتژي دو زایی ایمنی توانایی دیگري، آزمایش در
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 و Nef ژن ناقل MVA ویروسی روکتو شامل واکسیناسیون
 نتایج .شدند مقایسه Nef ژن کننده بیان DNA پلاسمید

 تزریق ماه 10 از بعد و Nef-MVA تزریق که داد نشان
DNA-Nef تري مدت بلند ایمنی موجب بوستر عنوان به 

 و سلولی ایمنی پاسخ نوع دو هر استراتژي، این در .شود می
 پروتئین این بنابراین .دندش القا Nef پروتئین ضد بر همورال

 برابر در کارآمد واکسن کاندید یک عنوان به تواند می
 نفوذ پپتیدهاي کشف با .)11-13(شود استفاده HIV عفونت

 دارو رساندن در اي تازه راه ،(CPP) سلول درون به کننده
 بازده با توانسته سیستم این و آمده وجود به سلول درون به

 به را نظر مورد مواد بالا، پذیري فانعطا و کم سمیت بالا،
 پپتیدهاي بهتـرین از یکی .)14-16(نماید وارد سلول درون
 نقص ویروس Tat پروتئین بازي بخش سلول، به کننده نفوذ

 براي تواند می که است -1HIV نـوع انسان ایمنی سیستم
 بدون ها سلول داخل به کونژوگه صورت به پروتئین انتقال

 کمتر سمی آثار با و سلولی غشاي يپایدار در آشفتگی
 هاي نقش به توجه با بررسی، این در .)15-20(شـود استفاده

 واکسن، کاندیدهاي عنوان به Tat و Nef پروتئین دو مهم
 سیستم در Tat-Nef نوترکیب فیوژن پروتئین تخلیص و بیان
 گزارش اي مقاله هیچ در تاکنون که شد انجام باکتریایی بیان

 به Tat ترنسداکشن دمین اتصال حقیقت، رد .است نشده
 طراحی براي سلول در Nef پروتئین انتقال بهبود منظور

 از جا، این در .گرفت صورت بعدي هاي بررسی در واکسن
 Tat-Nef پروتئین بیان منظور بهاشرشیا کلی  بیانی سلول

 مزایاياشرشیاکلی  بیانی سیستم از استفاده .شد استفاده
 میزان به توان می جمله آن از که دارد ههمرا به را زیادي
 بودن ارزان و سیستم این در نوترکیب محصول تولید بالاي

 هر کرد؛ اشاره پروتئینی محصولات تولید در آن از استفاده
 که باشد می نیز ییها محدودیت داراي سیستم این چند
 عدم و سولفیدي دي پیوند تشکیل عدم ها آن ترین مهم

 نظر مورد پروتئین .)21(باشد می ترجمه زا پس پردازش وجود
 دارا را ترجمه از پس خاص هاي مدیفیکاسیون مطالعه این در

 بیان براياشرشیاکلی  بیانی سیستم از توان می بنابراین ،نیست
 ،داد نشان نتایج که طور همان .)21(گرفت بهره پروتئین این

 به باز جفت 726 حدود اندازه با Tat-Nef فیوژن کلونینگ
 بیان .شد انجام پروکاریوتی بیان وکتور در صحیح طور

 درجه 37 دماي در pGEX/BL21 بیانی سیستم در پروتئین
 در IPTG رپرسور آنتی توسط القا از ساعت 3 از پس و

 حدود واضح باند .گردید مشاهده مولار میلی 1 نهایی غلظت
 که گردید مشاهده SDS-PAGE ژل روي کیلودالتون 54

 Nef ضد بادي آنتی کارگیري هب با بلات وسترن زآنالی توسط
 از استفاده اساس بر معکوس آمیزي رنگ روش از .شد تأیید

 خالص براي روي -سولفات دسیل دو سدیم-ایمیدازول
 تثبیت که اند داده نشان ها بررسی .شد استفاده پروتئین سازي

 و است پذیر برگشت ژل در روي اتم واسطه با پروتئین
 و یابد نمی تغییر شیمیایی نظر از ژل از شده تخراجاس پروتئین

باندهایی که  روش این .شود نمی آلوده آلی هاي رنگ با
 آشکار ژل روي رااست  پروتئین نانوگرم 5 تا ها ي آن اندازه

 تخلیص براي معکوس آمیزي رنگ روش ).11(سازد می
 و داد نشان بالایی کارآیی نیز Tat-Nef نظر مورد پروتئین

 پروتئین .شد مشاهده SDS-PAGE ژل روي مناسبی باند
 کارگیري هب منظور به تحقیق این در آمده دست به نوترکیب

 به نیز و درمانی واکسیناسیون مختلف هاي رژیم طراحی در
 سلولی و همورال ایمنی هاي پاسخ بررسی در ژن آنتی عنوان

    .شد خواهد استفاده حیوانی مدل در
  

  گیري نتیجه
 در HIV-1 Tat-Nef نوترکیب یوژنف پروتئین

-SDS تکنیک توسط که دوش تولیداشرشیاکلی  بیان سیستم

PAGE بادي آنتی از استفاده با بلات وسترن آنالیز و 
 از مناسبی میزان .گرفت قرار تأیید مورد Nef ضد منوکلونال

 آمیزي رنگ روشاز طریق  تخلیص از استفاده با پروتئین
 شده، انجام هاي بررسی به جهتو با .آمد دست به معکوس

 نشده منتشر فیوژن پروتئین تولید زمینه در گزارشی تاکنون
 عنوان به آن از استفاده پروتئین، این تولید از هدف .است

    .است بعدي هاي بررسی در پروتئینی واکسن کاندید
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  قدردانی و تشکر
 بخش محترم همکاران ازنویسندگان  وسیله بدین

 متولی، ها خانم سرکار ایران پاستور نستیتوا ایدز و هپاتیت
 این در کارشناسانه هاي کمک خاطر به شهبازي و آگی

 .دنماین می قدردانی و تشکر پروژه
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