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Abstract: 
 
Background: Nef protein is one of the HIV regulatory proteins. This protein has various 
conserved epitopes inducing the efficient immune responses in HIV-1 infected individuals. 
Thus, Nef protein has been proposed as a suitable candidate for vaccine design. In current 
study, our goal was the cloning and expression of Nef protein in prokaryotic expression 
system and its purification using the reverse staining method.   
Materials and Methods: The coding sequence of Nef protein was amplified from pUC19-
nef vector by PCR. Then, nef gene was inserted into the pGEX6p2 expression vector. This 
construct was transformed into the E.coli BL21 E.coli strain and subsequently protein 
expression was induced by IPTG anti-repressor. The protein expression was confirmed by 
SDS-PAGE and Western blot using anti-Nef antibody. Protein purification was performed 
by reverse staining method.  
Results: The PCR and digestion analysis showed a clear band of 648 bp in agarose gel 
indicating the correct cloning of HIV-nef in pGEX6p2 expression vector. In addition, the 
detection of a clear 50 kDa band   in Western blotting using Anti-Nef antibody suggests the 
Nef protein expression induced by IPTG. Finally, the purified protein was obtained by 
reverse staining method.  
Conclusion: The recombinant Nef protein expressed in E.coli was purified by reverse 
staining method. The Nef protein has the potential of antigenicity for vaccine designing 
against HIV infections.  
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در سيستم بيان  HIV-1 Nefروشي مؤثر براي تخليص پروتئين : معكوس آميزيرنگ
  پروكاريوتي

  
بهنازسادات جعفرزاده

1
مهدي سادات ، سيد

2
، رامين يعقوبي

3
، اعظم بوالحسني

4*  

  

  مقدمه 
 .باشدبيماري ايدز يكي از معضلات بهداشتي جهان مي

دهد كه شان ميآمارهاي ارايه شده اخير از سوي سازمان ملل ن
 ميليون نفر از مردم جهان به اين بيماري مبتلا هستند و 34تقريبا 

 حال در .]1[گردد آنها افزوده ميميليون نفر به  6/5ساله تعداد هر
و  نوكلئوزيدي هايرتروويروسي نظير آنالوگ ضد داروهاي حاضر

 و كريپتاز معكوسغيرنوكلئوزيدي ترانس هاينوكلئوتيدي، مهاركننده
، عامل HIVعفونت ويروس  درمان پروتئازي براي هايمهاركننده

مورد اين  در مشكل تريندر دسترس هستند، اما عمدهبيماري ايدز، 
  ].2- 4[است  مقاومت دارويي بروز دسته از داروها مسئله

  
دانشجوي دكتري، بخش ميكروبيولوژي، دانشكده علوم پايه، واحد شيراز،  1

  ، شيراز، ايراندانشگاه آزاد اسلامي

  استاديار، بخش هپاتيت و ايدز، انستيتو پاستور ايران، تهران، ايران 2
  ، بخش تحقيقات پيوند، دانشگاه علوم پزشكي شيراز ، شيراز، ايراندانشيار 3
   دانشيار، بخش هپاتيت و ايدز، انستيتو پاستور ايران، تهران، ايران 4

  :نشاني نويسنده مسئول *
  استور ايران، بخش هپاتيت و ايدزانستيتو پتهران، 
  02166465132: دورنويس                               02166953311 :تلفن

   azam.bolhassani@yahoo.com: پست الكترونيك
  14/6/95 :تاريخ پذيرش نهايي                       18/11/94 :تاريخ دريافت

  

 صورت گرفته HIVهاي زيادي براي توليد واكسن امروزه تلاش
) HIV-1( 1ويروس نقص سيستم ايمني اكتسابي تيپ  .]5[ است

داراي هفت ژن تنظيمي  envو  gag، polهاي اصلي علاوه بر ژن
. باشدنيز مي tatو  nef ،vif ،vpr ،vpu ،tev ،rev هايديگر با نام

مطالعات گسترده . ]6،7[باشد مي Nefپروتئين  nefمحصول ژن 
هاي سلولي متعددي توسط بيان اين ژن مسيركه ند اهنشان داد
در مراحل اوليه عفونت با ويروس  Nefپروتئين  .شودتنظيم مي

HIV هاي ميزان بالايي همراه با پروتئينبهTat  وRev توليد مي-

وسي هاي ويرmRNAچهارم كه سه اندمطالعات نشان داده .شود
تحقيقات انجام  .]5،6[ باشدمي Nefدر اوايل عفونت مربوط به 

 سالم براي nefوضوح نشان داده است كه ژن شده روي ميمون به
رسيدن به سطح بالاي ويروس و ايجاد بيماري ايدز حياتي است 

هاي سطح سلول ميزبان نظير ميزان بيان ملكول Nefپروتئين . ]8،9[
MHC I ،MHC II ،CD4  وCD28 سطح بيان . كندرا كم مي

عفوني شده اين اطمينان  Tهاي لنفوسيت در سلول CD28پايين 
هاي گيرندهطور موثري به هتواند بنمي CD28كند كه را فراهم مي

هاي همين ترتيب در سلولبه ؛كمك كند) T )TCRلنفوسيت 
هاي دندريتيك كه ها و سلولژن مانند ماكروفاژعرضه كننده آنتي

هاي بيان ملكول ،هستند HIVهاي عفوني شده با ين سلولاول

  :خلاصه
هاي حفاظت شده متعددي است كه در افراد توپداراي اپي ،HIVاي تنظيمي ويروس هيكي از پروتئين ،Nefپروتئين  :سابقه و هدف

- يكانديد مناسبي براي توليد واكسن م Nefبنابراين، پروتئين . هاي ايمني قدرتمندي عليه آنها مشاهده شده استآلوده به ايدز پاسخ
 .باشدآميزي معكوس ميبه روش رنگآن كاريوتي و تخليص در سيستم بيان پرو Nefهدف اين پژوهش كلونينگ و بيان پروتئين . باشد

به داخل وكتور بياني  آنالحاق تكثير شد و  PCRتوسط  pUC19از وكتور  Nefتوالي كدكننده پروتئين  :هامواد و روش
pGEX6p2 به سويه باكتري اين سازه طي فرايند ترانسفورماسيون . انجام شدE.coli BL21  ن پروتئين با و القاي بياشده منتقل

بادي و وسترن بلات توسط آنتي SDS-PAGEتأييد بيان پروتئين با استفاده از آناليز . صورت گرفت IPTGرپرسور استفاده از آنتي
  . آميزي معكوس از روي ژل انجام شدتخليص پروتئين با استفاده از تكنيك رنگ. بررسي گرديد Nefضد 
گر كلونينگ ز تأييد كرد كه نشانوجفت باز را روي ژل آگار 648وجود باند واضح حدود  و هضم آنزيمي PCRنتايج آناليز  :نتايج

گر بيان پروتئين كيلودالتون نشان 50چنين، وجود باند حدود هم. باشدمي pGEX6p2در وكتور بيان پروكاريوتي  Nefصحيح ژن 
Nef بادي منوكلونال ضد توسط آنتيNef نهايت، باند خالص شده پروتئين توسط تكنيك رنگدر . ددر آناليز وسترن بلات تأييد ش-

  . دست آورده شدآميزي معكوس به
. آميزي معكوس تخليص شدمناسب توسط روش رنگ با بازده E. coliبيان شده در ميزبان   Nefنوتركيب پروتئين :گيرينتيجه

  .استفاده خواهد شد HIVدر مقابل عفونت ويروس ژن براي طراحي واكسن پروتئيني عنوان يك آنتيدر آينده به Nefپروتئين 
   اشريشياكليآميزي معكوس، ، كلونينگ، بيان و تخليص، رنگHIV، Nefويروس  :كليديواژگان

 420-426 ، صفحات1395، آذر و دي 5پژوهشي فيض، دوره بيستم، شماره –نامه علميدو ماه                                                                  
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 و همكاران جعفر زاده
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MHC I  وMHC II هياين مسئله باعث ارا. يابدكاهش مي 
 Tهاي ها روي لنفوسيتTCRبه  HIVهاي ويروس ضعيف پپتيد

علاوه بر اين . شودكمكي مي Tهاي توكسيك و لنفوسيتسيتو
به  هاي آلودهدر سطح سلول MHC Iهاي كاهش، بيان ملكول

HIV هاي كند كه ويروس از لنفوسيتكمك ميT  سيتوتوكسيك
هاي مرگ خارج و داخل با مهار سيگنال  Nefپروتئين. فرار كند

-17[شود هاي عفوني ميسلولي باعث بقاي اين ويروس در سلول
 ايمونوژن هايتوپاپي كه دهدمي نشان علمي هاييافته .]10

 Tو  Bهاي لنفوسيت وسطت كه دارد وجود Nefسطح  در متعددي
 .كندبروز مي آنهادر مقابل  مؤثري ايمني پاسخ و شودمي شناسايي
 ساختار در Nefپروتئين  از استفاده كه رسدمي نظربه ،بنابراين
، در اين تحقيق لذا .]5[بخشد  ارتقا را كارايي واكسن بتواند واكسن

در طراحي  Nefمنظور استفاده از پروتئين عنوان اولين گام بهبه
در سيستم بيان باكتريايي  Nefكلونينگ و بيان پروتئين  واكسن،

يابي به ميزان بالاي پروتئين تخليص هدف ما دست. صورت گرفت
 دانشمندان توجه علت. باشدشده براي انجام تحقيقات واكسن مي

 هايگونه سريع بسيار رشد قابليت باكتريايي، هايسيستم به
 محيط تركيبات نظر از توليد فرايند بودن هزينهكم باكتريايي،

 تعداد وجود و هاآن ژنتيكي هايويژگي بودن شده شناخته كشت،
 چندين .است بياني وكتورهاي و ميزبان موتان هايسويه از زيادي
 E. coliبياني  سيستم كه دارد وجود باكتريايي بياني سيستم

با توجه  ،براينبنا .]18[ ترين و پركاربردترين آنهاستشناخته شده
 E. coli،هاي بياني پروكاريوتيبه مزاياي ذكر شده در مورد سيستم

علاوه، در هب .باشد Nefپروتئين توليد تواند ميزبان مناسبي براي مي
روي ژل آميزي معكوس روش رنگبار از اين پژوهش براي اولين

اين . استفاده شد Nef خالص سازي پروتئين منظورآكريل آميد به
ها آميزي منفي است كه طي آن پروتئينروش رنگ نوعينيك تك
-ميمشخص ژل كدر پس زمينه  رويشفاف نوارهاي صورت هب

آميزي از ايميدازول و نمك روي براي رنگروش در اين  .دنشو
آميزي رنگ .شودتشخيص پروتئين در ژل الكتروفورز استفاده مي

مقرون به صرفه و  استفادهسهولت  ،دليل حساسيت بالاهمعكوس ب
   .]12[ بودن مورد توجه است

  
  هامواد و روش

    pGEX6p2داخل وكتور  nefژن كلونينگ 
 pUC19در وكتور  nef فيوژن سنتز و ابتدا طراحي

 كامل توالي اينجا در. كانادا انجام شد BioMatikتوسط شركت 
 Gene bank و مقالات از استفاده با HIV-1 ويروس nefژن 

)pNL4-3( انجام  منظوربه .ست آمددبهPCR، مورد پرايمرهاي 
   :شدند طراحي نياز

Forward primer: 5’ATCGA ATT CGA CAT ATG 
GGT GGC AAG TGG TC3’                                     
Reverse primer: 5’TGG ACT AGC GGC CGC 
TTA TCA GAA TTC CTG C3’ 

 در) ركت فرمنتازش( pfu DNA polymeraseبا آنزيم  nefژن 
صورت ذيل به PCRبرنامه . شد ترموسايكلر تكثير دستگاه درون
 براي شروع دقيقه 5 مدتبه گرادسانتي درجه 94 حرارت: بود

 در گراددرجه سانتي 94 حرارت در واسرشت فرايند. شد انتخاب
 گرادسانتي درجه 63 اتصال در مرحله دقيقه، يك مدتبه سيكل 30
 يك مدتبه گرادسانتي درجه 72 در بازآرايي و هدقيق يك مدتبه

 ژلپس از الكتروفورز روي  PCRمحصول  .گرفت انجام دقيقه
-خالص )كياژن(پروتوكل استخراج ژن از ژل  اساس بر آگاروز

 زمان باهم pGEX6p2پلاسميد  ژن و PCR محصول. شد سازي 
 داده برش) Fastبافر ( NotI و EcoRIآنزيم محدودالاثر  دو

با  nefپس از استخراج از ژل محصولات هضم شده، ژن  و شدند
 الحاق pGEX6p2پلاسميد  ليگاز در T4 DNAاز آنزيم  استفاده
سويه  اشريشياكلي در مرحله بعد، ترنسفورماسيون باكتري. گرديد

DH5a ژن توسط پلاسميد حامل nef منظور غربالبه. انجام شد -

حاوي  آگار جامد كشت محيطشده، از  ترانسفورم هايباكتري گري
 براي رشد يافته هايكلوني. گرديد سيلين استفادهبيوتيك آمپيآنتي

و هضم  PCR آناليز آن پي در و پلاسميدي DNAاستخراج  مرحله
يند ادر فر. شدند كار بردهمنظور تأييد پلاسميد نوتركيب بهبه آنزيمي

. استفاده شد NotI / EcoRI الاثرهاي محدودهضم آنزيمي از آنزيم
منظور صحت توالي صورت علاوه، تعيين توالي ژن مورد نظر نيز بههب

 وكتور نوتركيب پس از تائيد صحت كلونينگ به ميزبان بياني. گرفت
BL21 E. coli  و القاء بيان صورت گرفتشده منتقل.   

  
   Nefپروتئين  بيان

- پلاسميد نو حاوي BL21هاي رشديافته باكتري نيوكل

-آنتي حاوي) LB(كشت مايع  ليتر محيطميلي 5اخل تركيب، د

هاي كشت از باكتري ميكروليتر پانصد. شدند داده كشت بيوتيك
 و اضافه شد TY2Xكشت مايع  محيط از ليترميلي 50 به داده شده

 گراد انكوبهسانتي درجه 37 حرارت درجه با شيكردار انكوباتور در
 نانومتر 600 موج لطو جذب محيط كشت حاوي باكتري در تا شد
، مولاريك ميلي( IPTGميكروليتر  50 سپس، .رسيد 8/0تا  7/0به 

و  دشاضافه  كشت محيط عنوان القاكننده بيان پروتئين بهبه )سيگما
در درجه ساعت پس از القا  4و  3، 2هاي رسوب باكتري در زمان

-SDSدر نهايت، آناليز . گرفته شدگراد سانتي درجه 37حرارت 
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PAGE ضد بادي منوكلونالو وسترن بلات با استفاده از آنتي 
Nef )Abcam (منظور آشكارسازي و تعيين هويت پروتئين نوبه-

هاي باكتريايي روي طور خلاصه، پروتئينبه. انجام شد Nefتركيب 
-درصد جدا شدند و به غشاي نيترو SDS-PAGE 5/12يك ژل 

بادي منوكلونال ط آنتيپروتئين نوتركيب توس. سلولز انتقال يافتند
بادي عنوان آنتيبه) Abcamحجمي، /حجمي Nef )1:10000ضد 

توتال كونژوگه با پراكسيداز ضد موشي  IgGاول و سپس 
بادي ثانويه عنوان آنتيبه) Sigmaحجمي، /حجمي 1:10000(

باند پروتئيني مورد نظر با استفاده از سوبستراي . تعيين هويت شد
روي كاغذ  (DAB, Sigma)آمينوبنزيدين ينام دپراكسيداز به

    .سلولز آشكار شدنيترو
  

  آميزي معكوسبا روش رنگ Nefسازي پروتئين خالص
 از استفاده با HIV-1ويروس  Nef پروتئين سازيخالص

ين ترتيب كه پس از دب ؛گرفت صورت معكوس آميزيرنگ روش
در بافر حاوي ابتدا ژل مربوطه  SDS-PAGEاتمام مرحله 
ژل  ،سپس .قرار گرفت دقيقه 5مدت به) Na2CO3(كربنات سديم 

 15مدت سديم دودسيل سولفات به/ بافر حاوي ايميدازول در 
حاوي سولفات  ژل مورد نظر در بافر نهايتدر و  انكوبه شد دقيقه

در اين بافر، باند مربوط به . دقيقه قرار گرفت 2مدت روي به
رنگ روي ژل ظاهر ف و بيصورت شفاپروتئين مورد نظر كه به

شد، توسط بافر استخراج از ژل حاوي آمونيوم كربنات، از ژل جدا 
-هذكر است كه ميزان و زمان انكوباسيون در روش بلازم به. گرديد

 شماره روش ذكر شده در رفرنسكار رفته در اين تحقيق نسبت به
يني وضوح بيشتر باند پروتئاندكي تغيير يافته است كه منجر به 12
- نهايت، تغليظ پروتئين توسط ستوندر . منظور استخراج گرديدبه

  . صورت گرفت) Millipore(ميكرون  5/3هاي مخصوص با فيلتر 
  

  نتايج
  pGEX6p2 وكتور بياني داخل nef ژن كردن كلون

 pfuتوسط پرايمرهاي اختصاصي و آنزيم  nef تكثير ژن
سميد سنتزي از پلا ،پليمراز كه داراي خاصيت ويرايشي است

pUC- nef پس از هضم آنزيمي محصول . صورت گرفتPCR 
، بقيه مراحل كلونينگ شامل الحاق و pGEX6p2و پلاسميد 

استخراج پلاسميد از . انجام شد DH5αماسيون در باكتري ترنسفور
منظور تأييد پلاسميد نوتركيب، به ،سپس. دو كلون صورت گرفت

انجام  NotIو  EcoRIهاي و هضم آنزيمي با آنزيم PCRآناليز 
با  pGEX- nefنتايج تأييد پلاسميد نوتركيب  1 شكل شماره. شد

را توسط ) B(و هضم آنزيمي ) PCR )Aاستفاده از آناليز 
 nef اندازه. دهدمي نشان درصد 1ز وآگار ژل روي الكتروفورز

  .جفت باز بوده است 648حدود 

  

  
1kb standard GeneRuler (Fermentase)  

محصول تكثير يافته : 2و  1هاي ؛ ستونPCRآناليز  A): و هضم آنزيمي PCRتوسط آناليز  pGEX- nefتأييد پلاسميد نوتركيب  -1شماره شكل 
 MW و ؛/Not I EcoRIبا آنزيم pGEX-nefهضم آنزيمي پلاسميد نوتركيب : 2و  1هاي نستو B) ؛pGEX-nefاز پلاسميد نوتركيب  nefژن 

  . باشدمي) فرمنتاز ،1kb(ماركر وزن ملكولي 
  

-SDSهاي توسط تكنيك Nefپروتئين نوتركيب  بيانآناليز 

PAGE و وسترن بلات  
با  BL21پس از ترنسفورماسيون سويه بياني باكتري 

 هاي حاصل، القايو كشت كلوني pGEX-nefپلاسميد نوتركيب 

استفاده از القا كننده ايزوپروپيل تيوگالاكتوزيد  با پروتئين بيان
)IPTG (نتايج الكتروفورز روي ژل . انجام شدSDS-PAGE 

 IPTGدر شرايط بهينه شامل غلظت  Nefپروتئين نشان داد كه 

1mM گراد، محيط درجه سانتي 37، دمايTY2X  ساعت  4و
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شكل شماره (د هدميون پس از القا بيان مناسبي را نشان انكوباسي
جفت باز  50وجود باند واضح حدود  SDS-PAGEنتايج . )2

درجه  37را در دماي  GST-tagمتصل به  Nefمربوط به بيان 
نيز  Nefبادي منوكلونال آناليز وسترن بلات توسط آنتي. نشان داد

صورت به). 2 شماره شكل(هويت پروتئين مورد نظر را تأييد كرد 
مشاهده شده در شكل، هيچ باندي در رسوب باكتري قبل از القا 

 50كه پس از القا باند واضح پروتئيني درحالي ،مشاهده نشد
  . كيلوباز مشاهده گرديد

  

  
رسوب  نمونه: 1 ؛ ستونSDS-PAGEتكنيك الكتروفورز روي ژل  BL21(DE3) :(Aدر باكتري  Nefبررسي بيان پروتئين  -2شماره شكل 

نمونه قبل : 1آناليز وسترن بلات؛ ستون  B)؛ IPTGساعت پس از القاي با  4نمونه رسوب باكتري در زمان : 2؛ ستون IPTGباكتري قبل از القاي با 
  .باشدمي) زكيلو دالتون، فرمنتا 170-10(ماركر وزن ملكولي  MW و نمونه پس از القاي بيان پروتئين؛: 2از القاي بيان پروتئين، ستون 

  
   Nefتخليص پروتئين 
آميزي با استفاده از روش رنگ Nefپروتئين  تخليص

آميزي باندهاي مربوط به در اين نوع رنگ. معكوس انجام گرفت
باتوجه به وزن ملكولي و . باشدها شفاف و ژل كدر ميپروتئين

، باند مورد SDS-PAGEنتايج قبلي الكتروفورز پروتئين روي ژل 
-SDSپس از تغليظ پروتئين نتايج روي ژل . يص گرديدنظر تخل

PAGE 5/12 خلوص باند  3شكل شماره . درصد مشاهده گرديد
  . دهدرا نشان مي Nefكيلودالتوني مربوط به  50

  
: آميزي معكوستوسط رنگ Nefتخليص پروتئين  -3شكل شماره 

(A  3نمونه پس از القا، ستون : 2القا، ستون  قبل نمونه: 1ستون :
 170-10(ماركر وزن ملكولي  MW و نمونه پروتئين تخليص شده؛

  .باشدمي) كيلو دالتون، فرمنتاز

  بحث
هاي فراوان در مورد ساخت واكسن موثر با وجود تلاش
، دسترسي )HIV(نقص سيستم ايمني انسان و كاراي ضد ويروس 
د هاي ضدارو]. 19- 22[اي از ابهام قرار دارد به آن كماكان در پرده

-و به سازي كامل بدن از عفونت ناتوان بودهدر پاك ايدزعفونت 

رسد يك واكسن موثر و كارآمد بتواند مشكل پاندمي جهان نظر مي
-هاي زيرواكسن ها،در بين انواع واكسن]. 22،23[را برطرف كند 

 يا يك زيرواحدي هايواكسن. اندواحدي مورد توجه قرار گرفته
 بدون ،دهندمي قرار ايمني سيستم معرض در را خاص ژنآنتي چند
 از هاواكسن از دسته اين. شود استفاده ويروسي ذرات از اينكه
 كدكننده ژن بيان طريق از يا و پپتيدي ژنآنتي شيميايي سنتز طريق
شوند مي توليد) توليد پروتئين نوتركيب( نظر مورد هايژنآنتي

هاي موجود در وپتدهد كه برخي از اپيشواهد نشان مي .]24[
- هاي ايمني را بهايمونوژن هستند و پاسخ HIVساختار ويروس 

كه  HIVهاي تنظيمي ويروس يكي از ژن. نمايندخوبي تحريك مي
-21[است  nefدر چرخه زندگي ويروس نيز نقش حياتي دارد ژن 

 ]. 5[عنوان كانديد واكسن مورد توجه قرار گرفته است كه به] 19
عنوان به Nefهاي مهم پروتئين توجه به نقش در اين بررسي با

در سيستم بيان  Nefكانديد واكسن، بيان و تخليص پروتئين 
 بيان منظوربهE. coli بياني  از سلول اينجا در. باكتريايي انجام شد
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 مزاياي E. coliبياني  از سيستم استفاده. شد پروتئين استفاده
 توليد بالاي به ميزان توانيم جمله آن دارد كه از همراهبه را زيادي

 در آن از استفاده بودن و ارزان سيستم اين در نوتركيب محصول
نتايج ما  كه طور؛ همان]18[كرد  اشاره محصولات پروتئيني توليد

طور جفت باز به 648با اندازه حدود  nefكلونينگ ژن  نشان دادند
ن در بيان پروتئي .صحيح در وكتور بيان پروكاريوتي انجام شد

ساعت پس  4درجه و  37در دماي  pGEX/BL21سيستم بياني 
مولار ميلي 1در غلظت نهايي  IPTGرپرسور از القا توسط آنتي

‐SDSكيلودالتون روي ژل  50باند واضح حدود . مشاهده گرديد

PAGE كارگيري همشاهده گرديد كه توسط آناليز وسترن بلات با ب
معكوس بر  آميزيش رنگاز رو. تأييد شد Nefبادي ضد آنتي

روي براي  - سديم دو دسيل سولفات- اساس استفاده از ايميدازول
منظور خالص اين روش به. خالص سازي پروتئين استفاده شد

ها نشان بررسي. تاكنون گزارش نشده است Nefسازي پروتئين 
اند كه تثبيت پروتئين با واسطه اتم روي در ژل برگشت پذير داده

و  فتهاستخراج شده از ژل از نظر شيميايي تغيير نيا است و پروتئين
نانوگرم  5اين روش باندهاي تا . شودهاي آلي آلوده نميبا رنگ

آميزي روش رنگ]. 12[سازد پروتئين را روي ژل آشكار مي
نيز كارآيي بالايي  Nefمعكوس براي تخليص پروتئين مورد نظر 

. شاهده شدم SDS-PAGEنشان داد و باند مناسبي روي ژل 
آميزي معكوس بر پايه روي اند كه روش رنگها نشان دادهبررسي

آميزي با حساسيت بيشتري نسبت به روش رنگ و ايميدازول
به آميزي با كوماسي در حقيقت، حساسيت رنگ. كوماسي بلو دارد

از . دهدنانوگرم را نشان مي 50نسبت كم بوده و باندهاي تا حدود 
از . هاي اسيدي داردكمي براي پروتئينطرفي اين روش تمايل 
ها اختصاصي آميزي نقره نيز براي پروتئينطرف ديگر، روش رنگ

آميزي معكوس كمپلكس سفيد و غير محلول در روش رنگ. نيست
 ،كندروي، پس زمينه سفيد روي سطح ژل ايجاد مي -ايميدازول

س سولفات كمپلكدسيلهاي پروتئين با سديم دوكه باندحاليدر
. سازندهاي شفاف و واضحي را آشكار ميتشكيل داده و باند

ها را از روي ژل بازيافت و توان نمونهبنابراين، در اين روش مي
دست آمده در اين تحقيق پروتئين نوتركيب به]. 25[تخليص نمود 

هاي مختلف واكسيناسيون كارگيري در طراحي رژيممنظور بهبه
هاي ايمني همورال و ژن در بررسي پاسخيعنوان آنتدرماني و نيز به

  .  سلولي در مدل حيواني استفاده خواهد شد
  

  گيرينتيجه
- در سيستم بيان پرو HIV-1 Nefپروتئين نوتركيب 

-دليل عدم تغييرات پس از ترجمه نظير گليكوبه E. coliكاريوتي 

كيلودالتون  50حضور باند حدود . خوبي بيان گرديدزيلاسيون به
و نيز آناليز وسترن بلات با استفاده  SDS-PAGEتكنيك توسط 
منظور به. مورد تأييد قرار گرفت Nefبادي منوكلونال ضد از آنتي

آميزي معكوس استفاده شد كه تخليص پروتئين از روش رنگ
پروتئين . توانست ميزان مناسبي از پروتئين خالص را توليد نمايد

- سن پروتئيني در بررسيعنوان كانديد واكتخليص شده حاضر به

  . هاي بعدي استفاده خواهد شد
  

  تشكر و قدرداني
نامه دانشجوي نتايج اين تحقيق حاصل بخشي از پايان

دكتري ميكروبيولوژي سركار خانم بهناز جعفر زاده و طرح انستيتو 
  . باشدمي 772شماره پاستور ايران به

References: 
 
[1] Epidemic Update. UNAIDS Report on the 
global AIDS epidemic; 2010. Chapter2.  
Available at: http://www.unaids.org/documents/ 
20101123_GlobalR eport_Chap2_em.pdf 
[2] Clavel F, Hance AJ. HIV drug resistance. N 
Engl J Med 2004; 350(10): 1023-35. 
[3] Johnson VA, Brun-Vezinet F, Clotet 
B, Gunthard HF, Kuritzkes DR, Pillay D, et al. 
Update of the drug resistance mutations in HIV-1. 
Top HIV Med 2009; 17(5): 138-45. 
[4] Kozal MJ, Hullsiek KH, Macarthur RD, Berg-
Wolf Mv, Peng G, Xiang Y, et al. The Incidence 
of HIV drug resistance and its impact on 
progression of HIV disease among antiretroviral-
naïve participants started on three different 
antiretroviral therapy strategies. HIV Clin Trials 
2007; 8(6): 357-70. 

[5] Mahdavi M, Ebtekar M, Azadmanesh 
K, Khorramkhorshid HR, Rahbarizadeh F, Yazdi 
MH, et al. HIV-1 Gag p24-Nef fusion peptide 
induces cellular and humoral immune response in a 
mouse model. Acta Virol 2010; 54(2): 131-6. 
[6] Terwilliger E, Sodroski JG, Rosen CA, 
Haseltine WA. Effects of mutations within the 3' orf 
open reading frame region of human T-cell 
lymphotropic virus type III (HTLV-III/LAV) on 
replication and cytopathogenicity. J Virol 1986; 
60(2): 754-60. 
[7] Luciw PA, Cheng-Mayer C, Levy JA. 
Mutational analysis of the human 
immunodeficiency virus: the orf-B region down-
regulates virus replication. Proc Natl Acad Sci 
USA 1987; 84(5): 1434–38. 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 f

ey
z.

ka
um

s.
ac

.ir
 o

n 
20

26
-0

6-
30

 ]
 

                               6 / 7

https://feyz.kaums.ac.ir/article-1-3173-fa.html


 و همكاران جعفر زاده

 426                                                                                                      5شماره  |20دوره  |1395|آذر و دي |نامه فيضدوماه

[8] Kestler HW, Ringler DJ, Mori K, Panicali 
DL, Sehgal PK, Daniel MD, et al. Importance of the 
nef gene for maintenance of high virus loads and for 
development of AIDS. Cell 1991; 65(4): 651-62. 
[9] Cullen BR. HIV-1 auxiliary proteins: making 
connections in a dying cell. Cell 1998; 93(5): 685-
92. 
[10] Skowronski J, Parks D, Mariani R. Altered T 
cell activation and development in transgenic mice 
expressing the HIV-1 nef gene. EMBO J 1993; 
12(2): 703-13. 
[11] Bell I, Schaefer TM, Trible RP, Amedee A, 
Reinhart TA. Down-modulation of the costimulatory 
molecule, CD28, is a conserved activity of multiple 
SIV Nefs and is dependent on histidine 196 of Nef. 
Virology 2001; 283(1): 148-58.  
[12] Simpson RJ. Zinc/Imidazole procedure for 
visualization of proteins in gels by negative 
staining. CSH protocols 2007.  
[13] Swigut T, Shohdy N, Skowronski J. 
Mechanism for downregulation of CD28 by Nef. 
EMBO J 2001; 20(7): 1593-604.  
[14] Pamer E, Cresswell P. Mechanisms of MHC 
class I restricted antigen processing. Annu Rev 
Immunol 1998; 16: 323-58.  
[15] Stumptner-Cuvelette P, Morchoisne S, Dugast 
M, Le Gall S, Raposo G, Schwartz O, Benaroch P. 
HIV-1 Nef impairs MHC class II antigen 
presentation and surface expression. Proc Natl 
Acad Sci USA 2001; 98(21): 12144-9.  
[16] Stumptner-Cuvelette P, Jouve M, Helft J, 
Dugast M, Glouzman AS, Jooss K, et al. Human 
immunodeficiency virus-1 Nef expression induces 
intracellular accumulation of multivesicular bodies 
and major histocompatibility complex class II 
complexes: potential role of phosphatidylinositol 3-
kinase. Mol Biol Cell 2003; 14(12): 4857-70. 

[17] Schindler M, Wurfl S, Benaroch P, Greenough 
TC, Daniels R, Easterbrook P, et al. Down-
modulation of mature major histocompatibility 
complex class II and up-regulation of invariant 
chain cell surface expression are well-conserved 
functions of human and simian immunodeficiency 
virus nef alleles. J Virol 2003; 77(19): 10548-56. 
[18] Sodoyer R. Expression systems for the 
production of recombinant pharmaceuticals. 
Biodrugs 2004; 18(1): 51-62. 
[19] Geyer M, Peterlin BM. Domain assembly, 
surface accessibility and sequence conservation in 
full length HIV-1 Nef. FEBS Lett 2001; 496(2-3): 
91-5.  
[20] Arold ST, Baur AS. Dynamic Nef and Nef 
dynamics: how structure could explain the complex 
activities of this small HIV protein. Trends 
Biochem Sci 2001; 26(6): 356-63. 
[21] Geyer M, Munte CE, Schorr J, Kellner R, 
Kalbitzer HR. Structure of the AnchorDomain of 
Myristoylated and Non-myristoylated HIV-1 Nef 
Protein. J Mol Biol 1999; 289(1): 123-38. 
[22] Watkins DI. The hope for an HIV vaccine 
based on induction of CD8+ T lymphocytes: A 
review. Mem Inst Oswaldo Cruz 2008; 103(2): 
119-29. 
[23] Cristillo AD, Wang S, Caskey MS, Unangst T, 
Hocker L, He L, et al. Preclinical evaluation of 
cellular immune responses elicited by a polyvalent 
DNA prime/protein boost HIV-1 vaccine. Virology 
2006; 346(1): 151-68.  
[24] Moyle PM , Toth I. Modern subunit vaccines: 
development, components, and research 
opportunities. Chem Med Chem 2013; 8(3): 360-
76. 
[25] Gillespie AS, Elliott E. Comparative 
advantages of imidazole–sodium dodecyl sulfate-
zinc reverse staining in polyacrylamide gels. Anal 
Biochem 2005; 345(1): 158-60. 

 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 f

ey
z.

ka
um

s.
ac

.ir
 o

n 
20

26
-0

6-
30

 ]
 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                               7 / 7

https://feyz.kaums.ac.ir/article-1-3173-fa.html
http://www.tcpdf.org

