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 چکیده:

شمار ه از اهداف مهم در مطالعات واکسن ب HIV-1ویروس V3و  MPER مانند های ساختاریپروتئینو همچنین  Nefتنظیمی  روتئینپمقدمه: 

به عنوان کاندید مناسب در مطالعات  تاشد  انیبو  در سیستم بیانی پروکاریوتی کلون Nef-MPER-V3، پروتئین فیوژن حاضر مطالعهاز این رو در  روند.می
 آتی واکسن مورد ارزیابی قرار گیرد.

پروتئین نوترکیب  شد. سپس، بیان الحاق  pET-28aبه داخل وکتور  NotI /HindIIIهای توسط آنزیمسنتز و   Nef-MPER-V3ژن  توالی :روش کار

( مورد ارزیابی ODو دانسیته نوری ) IPTGفاکتورهایی نظیر زمان القاء، غلظت  ،انجام شد. به منظور بهینه سازی بیان BL21(DE3)ر سیستم بیانی د
، توسط وسترن نهایتاً و ارزیابی شد SDS-PAGE 12% و با استفاده از  تخلیص Ni-NTA agarose  ستون با استفاده از ین نوترکیبپروتئ قرار گرفت.

 تایید شد.بلات 

 مدتب رشدو  =7/0OD600nmکدورت نوری ،میلی مولار IPTG 2 ژن هدف با موفقیت در وکتور بیانی کلون شد. بهترین شرایط بیان شامل: ها:یافته

 میکروگرم 300حدود تعیین شد. پروتئین نوترکیب بوسیله کروماتوگرافی تمایلی تحت شرایط دناتوره و با استفاده از اوره با غلظت  پنج ساعت پس از القاء
ده از آنتی بادی مشاهده و با استفا SDS-PAGEکیلودالتون در  35شد. پروتئین فیوژن تخلیص شده به صورت یک باند واضح حدود  تخلیص یلی لیتردر م
 در وسترن بلات آشکار شد.  Nefضد 

بخوبی بیان شده و پروتئین تخلیص شده   BL21 (DE3)در سیستم بیانی  NEF-MPER-V3پروتئین نوترکیب  ایج نشان داد کهنت گیری:نتیجه

 دارد.باشد را  یدر حال انجام م که آن در موش یتیمنوژنسیا یابیبه منظور ارز یآت های شیآزماقابلیت استفاده در 
 

 ، پروتئین نوترکیب، بیان ژن، کروماتوگرافی تمایلیHIV-1  ،Nef-MPER-V3 :گان کلیدیواژ

 

 مقدمه:
( عضوی از خانواده HIV-1ویروس نقص ایمنی اکتسابی انسان )

ها این ویروس انواع مختلفی از سلول رتروویروس ها است. میزبان
های ی محیطی، ماکروفاژها و دیگر سلولاز قبیل لنفوسیت ها

CD4+ شود. ویروس  را شامل میHIV-1  با نقص عملکرد سیستم
طلب  های فرصتشود و مسئول برای عفونتایمنی همراه می

گیری همه شود. ایدز به عنوانز ایجاد میاست که در بیماری اید

شود که در حال حاضر حوزه شیوع آن بسیار شناخته می جهانی
. سازمان بهداشت جهانی تعداد [1]وسیع و در حال گسترش است

میلیون  9/36، در حدود 2018سال  انتهایاز ابتدا تا را مبتلایان 
 7/1 تعداد 2018که تنها در سال  هنفر در سراسر جهان اعلام کرد

. با پیشرفت [2]اندفونت مبتلا شدهبه تازگی به این عمیلیون نفر 
بهداشت جهانی و آگاهی عمومی، روند شیوع و گسترش سطح 

Pars J Med Sci 2019;17(2):46-53 

mailto:Mehdi_sadat@pasteur.ac.ir


 احمد فقیه و همکاران    همسانه سازی، بهینه سازی شرایط بیان

 98زشکی پارس، دوره هفدهم، شماره دو، تابستان مجله علوم پ

 47 

با وجود اما  کاهش داشته است،های اخیر این ویروس در سال
 HIVهای انجام شده همچنان درمان قطعی برای عفونت پژوهش

وجود ندارد. با این حال با استفاده از داروهای ضد رتروویروسی 
(ARV) ئوزیدی و نوکلئوتیدی، مهارهای نوکلظیر آنالوگن 

کریپتاز معکوس و مهار رانستنوکلئوزیدی های غیرکننده
توان از سرعت پیشرفت ویروس جلوگیری های پروتئازی میکننده

طراحی و توسعه . [3]دتر شوکرد تا طول عمر افراد آلوده طولانی
های اخیر مورد توجه بسیاری از خصوص در دههه واکسن ب

هایی که باعث سازوکار. از این رو شناخت است بوده پژوهشگران
شوند ایجاد پاسخ ایمنی سلولی شدیدتر و طولانی علیه ویروس می

های امروزه با به کارگیری روش از اهمیت زیادی برخوردار است.
که های ویروس ها و پروتئینجدید و ایجاد پاسخ ایمنی علیه ژن

خاصیت آنتی ژنسیته بالایی دارند امید است بتوان در طراحی 
از بین انواع مختلف واکسن های  .واکسن گام های مهمی برداشت
ها از ، پروتئین واکسنHIVهای طراحی شده در مقابل عفونت

 .[4]هستنداهمیت بالایی برخوردار 
های ساختاری ویروس است که محصول آن یکی از ژن Envژن 

 gp120و  gp41توسط پروتئاز سلول میزبان به دو زیر واحد 
های پوششی ویروس را تشکیل گلیکوپروتئین شده وشکسته 

مشخص شده  gp120های آمینهسی توالی اسیددهد. با بررمی
( و پنج C1-C5است که در این گلیکوپروتئین پنج ناحیه ثابت )

( وجود دارد که هر دو این مناطق به شدت V1-V5) ناحیه متغیر
همین عامل سبب فرار ویروس از در واقع  .گلیکوزیله هستند

 MPER (Membrancناحیه  .[5-6]شودسیستم ایمنی می

Proximal External Region) از پروتئین gp41 یک گلیکوپروتئین
گلیکوپروتئین سطحی پوشش  gp120درون غشایی و پروتئین 

 HIVهای گلیکوپروتئینی پوشش داربست .[7]است ویروس
(gp120توسط ناحیه آب )  گریزgp41  به غشای ویروسی متصل

  MPERناحیه وجود محافظت شده است. ایشده که ناحیه
(gp41) [8]های میزبان ضروری استبرای آلوده کردن سلول . 

 HIVترین مشکلات در طراحی واکسن و درمان یکی از اصلی
. میزان بالای اشتباه در [9]وجود تنوع ژنتیکی این ویروس است

های سبب شده تا ویروس در ناحیه Reverse transcriptaseآنزیم 
های های تک نوکلئوتیدی شکلمتعددی از ژنوم با ایجاد جهش

گوناگونی از ویروس را ایجاد کند که بیشترین انشعابات در ژن 
Env شود.قرار دارد که باعث فرار ویروس از سیستم ایمنی می 

و  Envهای شدید سیستم ایمنی نسبت به محصول ژن پاسخ
های حفاظت شده این ژن در انتخاب آن در مطالعات واکسن توالی

 . [10و 7]نقش مهمی دارد
های ایمنی به پروتئین سطح سلول CD4در آغاز عفونت، مولکول 

gp120  ویروسHIV شود که به شکل غیر کوالان متصل می به

به همراه   HIV1))کورسپتور  CCR5وCXCR4 کمک پروتئین 
 gp41با ایجاد تغییراتی در پوشش ویروس ، پپتید  CD4مولکول 

را فعال کرده و باعث ادغام پوشش ویروس و غشای سیتوپلاسمی 
اتصال ویروس به رسپتورهای  .[11-13]شودسلول میزبان می

صورت  V3های ایمنی توسط ناحیه لوپ سطح سلولپروتئینی 
است و نقش مهمی  gp120گیرد که یکی از پنج ناحیه متغیر می

 V3و ناحیه  MPERپروتئین  .[14]کنددر عفونت ویروس ایفا می
هدف طیف وسیعی از آنتی بادی های خنثی کننده است و به 

به  و شوندهای  ایمنی شناسایی میعنوان آنتی ژن توسط سلول
در مطالعات واکسن مورد توجه پژوهشگران  قرار همین دلیل 

های مطالعات نیز یکی دیگر از کاندید Nefپروتئین  .[8]اندگرفته
کیلودالتونی و سیتوپلاسمی است  27واکسن است. این پروتئین 

د. رکه در چرخه تکثیر و پیشرفت بیماری ایدز نقش اساسی دا
 Tو  Bهای توسط لنفوسیت ظت شده متعدد آناهای حفتوپاپی

های ایمنی قدرتمندی شوند ودر افراد آلوده پاسخشناسایی می
انجام شده روی  هایبر اساس پژوهش .[7]کندایجاد می

، برای رسیدن به سطح بالای ویروس و ایجاد بیماری هامیمون
در  سالم نقش مهمی در این فرایند دارد. nefایدز عملکرد ژن 

به همراه  nefمیزان بالایی از پروتئین  HIVمراحل اولیه عفونت 
با کم کردن  nefپروتئین  شود. تولید می Revو  Tatپروتئین های 

 MHC I  ،MHC IIهای سطح سلول میزبان )میزان بیان مولکول
 ،CD4  ،CD28های کند تا از لنفوسیت ( به ویروس کمک میT 

پتوز خارج و وهای آپو با مهار سیگنال ردهسایتوتوکسیک فرار ک
 های عفونی شودداخل سلولی باعث بقای ویروس در سلول

های ذکر شده در القای پاسخ با توجه به اهمیت پروتئین .[16و15]
-Nefرسد پروتئین فیوژن نظر میه ، ب HIVایمنی در عفونت 

MPER-V3  بتواند با ایجاد ایمنی هومورال و ایمنی سلولی نقش
، در این پژوهش  به عنوان از این رو ایفا کند. HIVهمی در مهار م

 Nef-MPER-V3اولین گام به منظور استفاده از پروتئین فیوژن 
در Nef-MPER-V3 در طراحی واکسن، کلونینگ و بیان پروتئین 

سیستم بیانی پروکاریوتی به منظور دستیابی به میزان بالای 
 .انجام شدپروتئین 

 

 :روش کار

در پلاسمید   Nef-MPER-V3ساب کلونینگ ژن 

 pET-28a پروکاریوتی  
از روی  ، Nef-MPER-V3به منظور فراهم کردن قطعه فیوژن 

در باکتری  Nef-MPER-V3ژن قطعه حاوی  نوترکیبپلاسمید 
DH5α  ،)موجود در بخش هپاتیت و ایدز انستیتو پاستور ایران(

)فرمنتاز( قرار  NotI /HindIIIهای محدودالاثر تحت تاثیر آنزیم
د و باندهای شدرصد الکتروفورز  1گرفت و بر روی ژل آگارز 
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مربوطه بر روی دستگاه ترانس لومیناتور مورد ارزیابی قرار گرفت. 
مورد نظر از ژل آگارز جدا و فرایند خالص سازی طبق  DNAقطعه 

 DNAقطعه  انجام شد. یکتا تجهیز(پروتکل استخراج ژن از ژل )
هم زمان با دو آنزیم محدودالاثر  pET-28aنظر و پلاسمید مورد 

برش داده شدند و پس از استخراج از ژل محصولات هضم مذکور 
لیگاز در  T4 DNAبا استفاده از آنزیم  Nef-MPER-V3شد، ژن 
نسفورماسیون اد. در مرحله بعد، ترشالحاق  pET-28aپلاسمید 

نوترکیب انجام  توسط پلاسمید DH5αباکتری اشرشیاکلی سویه 
بیوتیک کانامایسین به شد. محیط کشت آگار جامد حاوی آنتی

 د.شهای ترانسفرم شده استفاده منظور غربالگری باکتری
پلاسمیدی و  DNAهای رشد یافته برای مرحله استخراج کلونی

در پی آن هضم آنزیمی به منظور تایید پلاسمید نوترکیب به کار 
ترانسفورماسیون باکتری جهت بیان ژن، برده شدند. پس از تایید، 

توسط پلاسمید نوترکیب   BL21(DE3)سویه در اشرشیاکلی 
Nef-MPER-V3 انجام شد. 

 

 Nef-MPER-V3 نوترکیب بیان پروتئین
حاوی پلاسمید نوترکیب در  BL21های رشد یافته باکتری کلونی

( حاوی آنتی بیوتیک LBمیلی لیتر محیط کشت مایع ) 5
میکرولیتر از محیط  500کشت داده شدند. مقدار کانامایسین 

لیتر از میلی 50های کشت داده شده به کشت حاوی باکتری
منتقل شد و در انکوباتور شیکردار تحت  TY2Xمحیط کشت مایع 

درجه سانتی گراد انکوبه شد تا جذب نوری محیط کشت  37دمای 
 50، رسید. سپس 7/0نانومتر به  600حاوی باکتری در طول موج 

)یک میلی مولار( برای القای بیان پروتئین به  IPTGمیکرولیتر 
درجه سانتی گراد به مدت  37محیط کشت اضافه شد و در دمای 

ساعت انکوبه و سپس رسوب گیری انجام شد. در نهایت، آنالیز  12
SDS-PAGE بادی اختصاصیو وسترن بلات با استفاده از آنتی 

Anti-NEF (Abcam,USAبه منظ ) ور تایید بیان اختصاصی
 طور خلاصه، انجام شد. به Nef-MPER-V3پروتئین نوترکیب 

-SDSدرصد  5/12های باکتریایی از ژل پس از انتقال پروتئین

PAGE  به غشای نیتروسلولزی، پروتئین نوترکیب توسط
و پس از آن با   Anti-NEF (1:1000)بادی اختصاصی آنتی
   Goat anti- mouse IgG-HRP conjugate بادی ثانویهآنتی

(1:10000  Sigma تعیین هویت شد و برای آشکار سازی باند )
پروتئینی مورد نظر روی کاغذ نیتروسلولزی از سوسبترای 

 ( استفاده شد.DAB) Sigma,پراکسیداز دی آمینو بنزیدین 
به منظور بهینه سازی بیان پروتئین، در زمان های متفاوت غلظت  

پروتئین تولید شده مورد بررسی قرار گرفت. نمونه های برداشت 
های یک تا پنج ساعت و شبانه شده قبل و بعد از القا در زمان

ارزیابی شدند. در جهت بهبود هرچه بیشتر بیان پروتئین، دانسیته 

در هنگام القای بیان  1 الی  4/0ورت نوری باکتری بیانی در کد
( مولارمیلی  5/2 الی 5/0های )غلظتIPTGهای مختلف و غلظت

 مورد بررسی قرار گرفت.
 

با استفاده از   Nef-MPER-V3تخلیص پروتئین 

 کروماتوگرافی تمایلی تحت شرایط دناتوره شدن
 HIV-1ویروس  Nef-MPER-V3تخلیص پروتئین نوترکیب  

( با استفاده از Denature Conditionتحت شرایط دناتوره شدن )
صورت گرفت. رسوب باکتری حامل  Ni-NTA agaroseرزین 

 5در  IPTGپس از القاء با  pET-28a-Nef-MPER-V3 پلاسمید
حل شد و به مولار(  8)حاوی اوره  Bلیتر  بافر لیز کننده میلی

به منظور مدت یک ساعت بر روی شیکر قرار گرفت سپس 
ها و از هم گسیختگی دیواره باکتری ،محلول متلاشی کردن سلول

با دقیقه  20فوق سونیکیت گردید. سونیکیت کردن به مدت 
 ، انجام شد. سپس سانتریفوژ در ثانیه 30فواصل استراحت 

g12500  انجام گرفته و مایع  دمای اتاقدقیقه در  20به مدت
به آن  Ni – NTA agarose رزین رویی به لولة جدیدی منتقل و

های آرام  افزوده و به مدت یک ساعت روی راکر به همراه تکان
قرار داده شد. پس از این مدت، مخلوط فوق به ستون تخلیص 

، ستون flow-throughآوری و پس از عبور مایع و جمعشده منتقل 
بار  4 نهایتدر  .شستشو داده شد Bمیلی لیتر از  بافر  3سه بار با 

و همین مقدار با بافر الوشن  Dبافر الوشن  لیتر ازمیلی 5/0ر بار و ه
E  های آنالیز براید تا شاز ستون عبور داده شده و جمع آوری

بعدی مورد استفاده قرار گیرد. پس از فرایند تخلیص و دیالیز، 
پروتئین های خالص شده با استفاده از روش برادفورد تعیین 

شرکت ستون بر طبق پروتکل  غلظت شدند. مراحل تخلیص با
 انجام گرفت.( کیاژنسازنده )

 

 :هایافته
 pET-28aدر پلاسمید  Nef-MPER-V3ساب کلونینگ ژن 

، ابتدا  pET- Nef-MPER-V3به منظور تهیه پلاسمید نوترکیب
جفت باز از پلاسمید  850با طول  Nef-MPER-V3ژن فیوژن 

موجود در بخش هپاتیت و ایدز انستیتو  حامل ژن هدف نوترکیب
. ساب کلون شد  pET28aپاستور ایران به درون پلاسمید جدید 

توسط   pET28 و پلاسمید Nef-MPER-V3هضم آنزیمی ژن 
 حضور باند اختصاصی ژن .انجام شد NotI و HindIII هایآنزیم

Nef-MPER-V3 در داخل ژل الکتروفورز به همراه سایز
در اثر هضم آنزیمی تاییدی بر صحت انجام پلاسمیدی وکتور 

 .(1شکلساب کلونیگ می باشد )
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توسط  Nef-MPER-V3آنالیز بیان پروتئین نوترکیب 

 Western Blotو  SDS-PAGEتکنیک های 

، پنج pET-28aدر پلاسمید  Nef-MPER-V3پس از کلونینگ ژن 
مورد بررسی قرار گرفت.  Nef-MPER-V3کلون جهت بیان ژن 

(، نتایج IPTGپس از القای بیان توسط ایزوپروپیل تیوگالاکتوزید )
 نوترکیب نشان داد که پروتئین SDS-PAGEالکتروفورز روی ژل 

Nef-MPER-V3  درجه سانتی گراد،  37در شرایط بهینه در دمای
 رابیان پروتئین بیشترین  ساعت پس از القا،  5 و4در زمان های 

د. همچنین با در نظر گرفتن دیگر فاکتورها در بهینه سازی دار
 IPTGمیلی مولار  2بیان پروتئین، بهترین شرایط بیان با غلظت 

(. آنالیز 2)شکل  در نظر گرفته شد  D600nm:7/0درکدورت نوری 
ور ضو ح Anti-NEFوسترن بلات توسط آنتی بادی اختصاصی 

مورد نظر نیز هویت این کیلودالتونی مربوط به پروتئین  35باند 
 .(3)شکل  پروتئین را تایید کرد

 

 NEF-MPER-V3تخلیص پروتئین 
با استفاده از کروماتوگرافی  Nef-MPER-V3تخلیص پروتئین 

 ˛انجام شد. لیزات عبورداده شده از ستون دناتورهتمایلی به روش 
 SDS-PAGEنمونه شستشو و نمونه های تخلیص شده روی ژل 

مشاهد می   2در شکل شماره همان گونه که   .الکتروفورز شدند
کیلودالتونی مربوط به  35 تخلیص شده وجود باند آشکارشود 

روی ژل، تخلیص پروتئین مورد  Nef-MPER-V3پروتئین فیوژن 
اندازه گیری میزان  برای. در این مطالعه دیده می شودنظر را 

پروتئین از روش برادفورد استفاده شد و غلظت نهایی پروتئین 
 میکروگرم بر میلی لیتر برآورد شد. 300مورد نظر معادل 

 
 
 

 

 
 

 / NotIبا استفاده از هضم آنزیمی توسط آنزیم های   pET-28a-Nef-MPER-V3تایید کلون های حاوی پلاسمید  : 1شکل 

HindIII.  850مشاهده باند bp  مربوط به ژنNef-MPER-V3 5400 و bp مربوط به پلاسمید  : pET-28a 1تون س  :
-pET  لاسمید نوترکیبپهضم آنزیمی  : 2بدون ژن هدف که تحت تاثیر آنزیم قرار نگرفته است؛ ستون   pET-28a پلاسمید

28a-Nef-MPER-V3  3ستون و مشاهده دو باند مربوط به پلاسمید و قطعه؛ :( 1مارکر kb)فرمنتاز ،. 
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, ستون نمونه  القا نشده: 1: ستون BL-21در باکتری   Nef-MPER-V3به منظور تعیین بهترین زمان برای تولید پروتئین SDS-PAGEآنالیز ( A :2شکل 
آنالیز ( Bنمونه القا شده شبانه؛ : 8به ترتیب زمان های یک تا پنج ساعت پس از القای بیان را نشان می دهد؛ ستون  7تا  3؛ ستون های (KDa 117 -19): مارکر2

SDS-PAGE  به منظور تعیین بهترینOD مارکر2؛ ستون نمونه  القا نشده: 1: ستون :(KDa 117 -19) به ترتیب القای بیان در  7تا  3؛ ستون هایOD  های
 KDa): مارکر2, ستون نمونه  القا نشده: 1: ستون IPTGبه منظور تعیین بهترین غلظت  PAGE-SDSآنالیز ( Cرا نشان می دهد؛  4/0و  6/0،  7/0،  8/0،  1

 .(KDa 117 -19)( مارکرD ا نشان می دهد.ر 5/2و  2،  5/1،  1،  5/0به ترتیب القای بیان در غلظت های  7تا  3؛ ستون های (19- 117
 
 

 

 

 قبل از القای بیان پروتئین؛  لیزات باکتری : نمونه2؛ ستون (KDa 245 -11): مارکر1آنالیز وسترن بلات: ستون  :3شکل 
(Abcam,USA) پس از القای بیان پروتئین. لیزلت باکتری : نمونه3ستون 

 

 :بحث
های اخیر پیشرفت طراحی و توسعه واکسن ها به خصوص در دهه

چشمگیری را در مقابله با بیماری های عفونی داشته و شاخه ایی 
 با وجود ورده است.آجدید در علم برای مطالعه واکسن ها فراهم 

های حاصل، طراحی واکسن علیه عوامل پاتوژنی نظیر پیشرفت
، با موفقیت قابل توجهی HIV-1مالاریا و به خصوص عفونت 

هایی که باعث تحریک سازوکار. شناخت [17]همراه نبوده است
های ایمنی سلولی طولانی مدت در برابر این عامل پاتوژن واکنش

باشد. توانایی یک واکسن داشته تواند اهمیت شایانی شوند میمی
توان در میزان القاء در پاسخ ایمنی سلولی و هومورال مؤثر را می

با به کارگیری از بر این باورند تا  پژوهشگراندانست. از این رو 
های نوین و ایجاد پاسخ ایمنی علیه ژن های این ویروس روش

 [.4]پیشبردی در این امر حاصل شود

از اصلی ترین  HIVهای ساختاری و تنظیمی ویروس پروتئین 
اجزاء آلوده سازی ویروس هستند که از اهداف مهم در مطالعات 

با داشتن چندین اپی توپ  Nefروند. پروتئین واکسن بشمار می
  CTLو متعاقب آن القاء پاسخ کلاس یک HLAبرای گیرنده های 

استفاده  برایازجمله مزیت های این پروتئین  CD4های و سلول
 . ناحیه[18]باشداز آن به عنوان آنتی ژن در طراحی واکسن می

MPER  ناحیه همچنین وV3  نیز هدف طیف وسیعی از آنتی
ندو به عنوان آنتی ژن توسط ننده هستکهای خنثیبادی
از این رو در مطالعات  .[19]شوندهای ایمنی شناسایی میسلول

ایده آل مورد توجه پژوهشگران   ژنانتیواکسن به عنوان یک 
طراحی  راستایقرار گرفته اند. تلاش های صورت گرفته در 

نتی آ، منجر به تولید MPERهایی با هدف قرار دادن واکسن
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کارهای نوینی  اهمیت خلق راه بالا کننده با قدرتهای خنثیبادی
هایی بر پایه این پروتئین و پروتئین برای افزایش کارایی واکسن
با توجه به اهمیت پروتئین [. 8]کندهای مشابه را دو چندان می

های ذکر شده در این پژوهش در القای پاسخ ایمنی در عفونت 
HIVرسد پروتئین فیوژن نظر میه ، بNef-MPER-V3  بتواند با

آتی مطالعات های پژوهشایجاد پاسخ ایمنی نقش مهمی در  
به همین منظور بیان و تخلیص  ایفا کند. HIVواکسن علیه 

در سیستم بیان  Nef-MPER-V3پروتئین فیوژن نوترکیب 
ها و ارزیابی بیان ترانسفورماسیون سلولباکتریایی انجام شد. 

این رو انتخاب پلاسمید،  از باشد.کاری چالش برانگیز میها ژن
تواند در افزایش بهره وری میرده سلولی و سیستم انتقالی مناسب 

ترانسفورماسیون نقش مهمی ایفا کند. طراحی و انتخاب وکتور 
بنابراین یکی  .مناسب می تواند در افزایش بیان ژن نیز مؤثر باشد

که در طراحی پلاسمیدها باید در نظر قابل توجه  ترین جنبهاز مهم
 T7های ویروسی نظیر . پروموتراستگرفته شود پروموتر مناسب 

ها در رده سلولی پروکاریوتی مورد استفاده قرار بیان پروتئین جهت
گیرند. از جمله پلاسمیدهایی که بدین منظور مورد استفاده می

می باشد که با داشتن این نوع  pET-28-aگیرند، پلاسمید قرار می
 .[20]، مورد نظر بسیاری از پژوهشگران قرار گرفته است پروموتر

 Nef، MPERدر مطالعه حاضر ساختارهای کدکننده پروتئین های 

د. شلون کساب  pET-28aدر پلاسمید بیان پروکاریوتی  V3و
اده از شوک که با استف BL-21 سویه بیانیسپس بیان آن ها در 

تئین در نسفورم شد مورد بررسی قرار گرفت. بیان پروای ترحرارت
هبود بیان پروتئین بدر جهت انجام و  BL-21(DE3)سیستم بیانی 

 . (2شکل )کارهایی برای بهینه سازی بیان پروتئین انجام شد  راه
نتایج حاصل از این پژوهش با مطالعه مشابه که توسط کومار و 

در سویه  Nefیان پروتیئن به منظور ب 2016همکاران در سال 
که با استفاده از حامل  E.coliاز باکتری  BL-21(DE3)بیانی 

در . [21]با موفقیت انجام شد، مطابقت دارد pET-28aپروکاریوتی 
 سویه هایطور معمول از ه ب بینوترک نیپروتئ انیب راستای

 چیبالا ه انیشود که علاوه بر بیاستفاده م یمشخص ییایباکتر
 یانیب زبانیم نینکنند. متداول تر جادیدر ساختار آن ا یرییگونه تغ

 یپل RNA یباشد که دارایم E.coli  ،BL-21(DE3)یهاهیاز سو
. در بررسی پارزیش و [22]ندباشیم IPTGقابل القاء با  T7مراز 

و همچنین ایکس یون  و همکاران در  2018همکاران در سال 
، کارآمد و سازگار بودن این سیستم با حامل 2005سال 

برای کلونینگ و بیان ژن یوکاریوتی را  pET-28aپروکاریوتی 
، به همین جهت در این پژوهش نیز برای [23،24]نشان دادند 

یز از این سیستم استفاده شد که در بیان پروتئین فیوژن مذکور ن
 کروگرمیم 300معادل نهایت سازگاری مناسب و بیان قابل قبول 

را  نشان داد که نسبت به بیان سایر پروتئین ها در  تریلیلیبر م
 .این سیستم بالاتر بود

عملکرد، ساختار  صیتشخ یبرا یاساس یامرحله نیپروتئ صیتخل
مدنظر از انبوه  نیپروتئ یجداساز .باشدیها منیو تعامل پروتئ

اندازه  لیاز قب ییکارها راه لهیموجود در سلول بوس یهانیپروتئ
 تیاتصال و فعال لیتما ،ییایمیش -یکیزیف یهایژگیو ن،یپروتئ

 صیتخل یروش مناسب برا اب. انتخشودیانجام م یستیز
دست ه ب نیپروتئ تیو کم تیفیدر ک ییسزاه ب تیاهم نیپروتئ
با در نظرگرفتن ویژگی پروتئین فیوژن که دارای . [25]داردآمده 

 صیتخلبرای معمول  یهاروش  انیاز متوالی هیستیدین است، 
 Ni-NTA، از روش کروماتوگرافی تمایلی برپایه رزین نیپروتئ

تحت شرایط دناتوره در نمونه رسوبات باکتری استفاده شد. در 
مقایسه با مطالعات سایرین میزان غلظت و خلوص پروتئین 
نوترکیب بالاتر بود. همچنین در مطالعه جعفر زاده و همکاران در 

 روش رنگ آمیزی معکوس برای تخلیص پروتئین  2016سال 

Nef  وتئین نوترکیب تولید پر .[15]نیز کارایی بالایی نشان داد
افزار بینی شده به روش نرمشده از حیث اندازه با میزان پیش

EXPASY، (www.expasy.org) داشته و علاوه بر این  خوانیهم
در آنالیز با وسترن بلات وجود یک باند اختصاصی، بیان پروتئین 

 نوترکیب را به اثبات رسانده است. 
 

 :گیرینتیجه
 ن با موفقیت کلو  pET-28aپلاسمید  در Nef-MPER-V3ساختار 

د. پروتئین نوترکیب بیان و تولید ش BL21یانی و در سویه ب
روش  به Nef-MPER-V3تخلیص پروتئین فیوز شده 

 35اهده باند مش وانجام  Ni-NTAکروماتوگرافی تمایلی بوسیله 
روتئین ن پکیلودالتون توسط آنالیز وسترن بلات توانست هویت ای

کارامد و  را آشکار کند. نتایج حاصل از این مطالعه، نشان دهنده
برای  BL-21و سلول میزبان  pET-28aسازگار بودن پلاسمید 

لظت غو با توجه به پروتئین نوترکیب مورد مطالعه بوده است 
، لیترمیکروگرم بر میلی 300معادل  مناسب پروتئین حاصل

کاندید  ژنآتی واکسن به عنوان آنتیدر مطالعات از آن  توان می
 استفاده قرار داد.مورد  واکسن

 

 تشکر و قدردانی:
مایت حاین مقاله حاصل پایان نامه کارشناسی ارشد  است و از 

وده بانستیتو پاستور ایران برخوردار   832مالی طرح پژوهشی 
 است. 

 :تعارض منافع
 نشده است.    انیب سندگانیگونه تعارض منافع توسط نو چیه
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Abstract:  
Introduction: 

Background: Neff regulatory protein as well as structural proteins such as MPER and V3 of HIV-1 is 

important targets in vaccine studies. Therefore, in the current study, the Nef-MPER-V3 fusion protein 

was cloned and expressed in prokaryotic expression system that will be evaluated as a candidate for 

future vaccine studies. 

Materials and Methods:  
The Nef-MPER-V3 sequence was synthesized and inserted into pET-28a(+) vector using Not I/HindIII 

enzymes. Then, the recombinant construct was expressed in BL21 (DE3) strain of E.coli. For 

optimization of protein expression, several factors such as time of induction, IPTG concentration and 

optical density (OD) were evaluated. The recombinant protein was purified on a Ni-NTA agarose 

column and analyzed by 12% SDS-PAGE. Finally, the fusion protein was confirmed by western 

blotting. 

Results:  
The target gene was successfully cloned into the recombinant vector. The best condition for the 

expression such as; 2 m IPTG, OD600 = 0.7 and growth 5 hours post-induction were determined and 

the recombinant protein was purified by affinity chromatography in denaturing condition with  urea at 

a concentration of  about 300 µg/ ml. The purified fusion protein migrated as a clear band of around 35 

kDa in SDS-PAGE and was detectable using anti-Neff antibody in western blotting.  

Conclusion: 
Our results showed that the Nef-MPER-V3 protein was successfully expressed in prokaryotic system 

and purified protein may provide the antigen for future experiments for immunogenicity evaluation in 

mice is currently undertaken.  
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