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Expression of the Recombinant Hsp20-Nef Protein for 
Evaluation of its Immunogenicity against HIV-1 Nef using 
Indirect ELISA

[1] Small heat shock protein 27: An effective adjuvant for enhancement of HIV-1 Nef 
antigen-specific immunity [2] HIV-1 prophylactic vaccines: State of the art [3] How can 
improve DNA vaccine modalities as a therapeutic approach against HIV infections? [4] HIV 
virology and pathogenetic mechanisms of infection: A brief overview [5] AIDS/HIV, 
molecular and cell biology [6] Biology of the HIV Nef protein [7] Structure-function 
relationships in HIV-1 Nef [8] HIV vaccines: A brief overview [9] Heat-shock proteins as 
activators of the innate immune system [10] Novel heat shock protein Hsp70L1 activates 
dendritic cells and acts as a Th1 polarizing adjuvant [11] Small heat shock proteins: Role in 
cellular functions and pathology [12] Zinc/Imidazole procedure for visualization of proteins 
in gels by negative staining [13] Evaluation of knowledge and attitude of non-medical 
students about AIDS [14] Cloning, expression and purification of the recombinant HIV-1 
Tat-Nef fusion protein in prokaryotic expression system [15] Peptide-based synthetic 
vaccines [16] Conservation of Babesia bovis small heat shock protein (Hsp20) among 
strains and definition of T helper cell epitopes recognized by cattle with diverse major 
histocompatibility complex class II haplotypes [17] Effect of HSP90 adjuvant on 
immunogenicity of HbsAg in BALB/c mice [18] Direct association of heat shock protein 20 
(HSPB6) with phosphoinositide 3-kinase (PI3K) in human hepatocellular carcinoma: 
Regulation of the PI3K activity

Aims Nef protein has been considered as an attractive target for the development of therapeutic 
HIV-1 vaccine. Furthermore, strong immunological properties of heat shock proteins (HSPs) led 
to their use as an immunomodulator or antigen carrier for subunit vaccine candidates. In the 
current study, the generation of Hsp20-Nef fusion protein was performed in E. coli expression 
system, and its immunogenicity was evaluated in BALB/c mice.
Materials and Methods At first, expression of Hsp20-Nef recombinant protein was studied in 
E. coli BL21 and Rosetta strains by SDS-PAGE and western blotting using anti-Nef monoclonal 
antibody. Then, the recombinant protein was purified by a reverse staining method. Finally, 
its potency was evaluated to elicit antibody response against HIV-1 Nef antigen using indirect 
ELISA in mice.
Findings Our data showed a clear band of ~1230bp related to Hsp20-Nef fusion on agarose 
gel indicating the correct gene cloning in pET28a vector. The expression of Hsp20-Nef 
protein was confirmed as a clear band of ~47 kDa in SDS-PAGE and western blotting. In the 
immunological assay, the Hsp20-Nef protein and also the Nef protein emulsified with Freund’s 
adjuvant significantly enhanced the level of total IgG as compared to other groups. Moreover, 
the immunogenicity of Hsp20-Nef was higher than Freund’s adjuvant/Nef in protein regimens 
(p<0.05).
Conclusion The Hsp20-Nef fusion protein was effectively expressed in E. coli prokaryotic 
system and significantly induced antibody response against HIV-1 Nef antigen.
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  چکيده
 HIV‐1 درمانیتوسعه واکسن برایعنوان هدف جذاب به Nefین ئپروت: فاهدا

های شوک زایی قوی پروتئین، خواص ایمنیعلاوهبه .ه شده استدر نظر گرفت
دولاتور و حامل معنوان ایمونومنجر به استفاده از آنها به (HSPs) حرارتی
در مطالعه اخیر، بیان  .شد یونیتیسابهای ژنی برای طراحی واکسنآنتی
انجام شد  (coli	E.) اشرشیا کلیی در سیستم بیان Hsp20‐Nefین فیوژن ئپروت

	.های بالب/سی صورت گرفتبررسی ایمنوژنیسیتی آن در موشو 
های در سویه Hsp20‐Nefدر ابتدا، بیان پروتئین نوترکیب 	:هاروش و مواد

با  بلاتوسترن و SDS‐PAGEتوسط  Rosetta و BL21 اشرشیا کلیباکتری 
 پروتئین تخلیصسپس، . شدبررسی  Nefضد منوکلونال بادی یآنتاستفاده از 

 درنهایت، توانایی آن برای .شد انجام معکوس آمیزیرنگ تکنیکنوترکیب توسط 
	HIV‐1ژن بادی در مقابل آنتیالقای پاسخ آنتی Nef  با استفاده ازELISA 

  غیرمستقیم ارزیابی شد.
 Hsp20‐Nefژن فیوباز مرتبط با جفت١٢٣٠نتایج ما باند واضح حدود  :هایافته

بود.  pET28aنشان داد که نشانگر کلونینگ صحیح ژن در وکتور روی ژل آگارز 
‐SDSکیلودالتون در ۴۷صورت باند واضح حدود به Hsp20‐Nefبیان پروتئین 

PAGE روتئین بلات تایید شد. در سنجش ایمنولوژیکی، پو وسترنHsp20‐Nef 
تام  IgGطور مهمی سطح شده با ادجوانت فروند بهامولسیفیه Nefو نیز پروتئین 

‐Hsp20علاوه، ایمنوژنیسیتی های دیگر افزایش دادند. بهرا در مقایسه با گروه
Nef  بالاتر ازFreund’s	adjuvant/Nef ۰۵/۰های پروتئینی بود (در رژیم<p.(  
طور موثری در سیستم پروکاریوتی به Hsp20‐Nefپروتئین فیوژن  گیری:نتیجه
E.	coli ژن بادی را در مقابل آنتیطور مهمی پاسخ آنتیبیان شد و بهHIV‐1	
Nef .القا کرد  

  سیستم پروکاریوتی، ایمنوژنیسیتی ،HIV، Nef، Hsp20ویروس  :هاکلیدواژه
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  مقدمه
موجب نقص سیستم ایمنی بدن (عامل بیماری ایدز)  HIVویروس 

	CD4های دادن تدریجی سلولو باعث ازدست انسان شده T ،
های و نیز تعدادی از سلول T	CD8 هایسلول اختلال در عملکرد
تهدید جدی برای سلامت شود و درنتیجه می (NK) کشنده طبیعی
	,1]انسان است با وجود  ،سازمان بهداشت جهانی براساس آمار. [2

های بسیاری که برای ساخت واکسن صورت گرفته اما امروزه تلاش
آینده در حال حاضر، و است ده عامل کشنده اول در جهان  ءایدز جز

. [3]ای از ابهام قرار دارددر پرده HIVویروس واکسن برعلیه 
را براساس تنوع ژنتیکی و فیلوژنتیکی به دو  HIVویروس  ،محققان

ترین نوع آن اند که شایعبندی کردهتقسیم HIV‐2و  HIV‐1گروه 
1‐HIV  ژنوم  .[4]که عامل ایجاد بیماری ایدز در انسان استاست

ها به کمک فرآیندهای کند که این ژنژن را کد می HIV، ۹ویروس 
آورند. سه ین اختصاصی را به وجود میئپروت ۱۵حداقل  RNAبرش 

که اطلاعات لازم  هستند envو  gag ،polهای ژن اصلی شامل ژن

های پوششی ینئهای ساختاری، آنزیمی و پروتینئبرای تولید پروت
و  vpu ،vpr ،vif ،tat ،revژن دیگر شامل  شش. دارند ویروس را

nef های ینئپروتکدکننده هستند که و کمکی های تنظیمی ژن
های جدید ویروس و تولید کپی و زایی ویروسکننده عفونتکنترل

 ژنهای کمکی، در میان ژن .[5]ایدز هستندبیماری  درنتیجه بروز
nef، وفور طی فاز کند که بهکیلودالتونی را کد می۳۵تا  ۲۷ ینئپروت

شده یافت صورت حفاظتاولیه از سیکل همانندسازی ویروس به
و  T CD4های فعالیت سلولکاهش بیان یا مهار  و موجب شودمی

CD8  های مولکول نیزوMHC	 I	 &	 II شود. این پروتئین، می
و  CD8های م مهمی برای فرار ویروس از سلولزایجاد مکانیموجب 

بنابراین القای . [6]دوشمی CD4 هایسلول عدم شناسایی توسط
عفونت ویروسی تواند تا حدی می Nefین ئپاسخ ایمنی بر ضد پروت

 .[7]باشد HIVکاندید مناسبی برای تهیه واکسن ضد  را مهار کند و
که در ژنوم آن است های فراوانی جهش HIVاز خصوصیات ویروس 

های سطحی آن و درنهایت ژنتغییر آنتیموجب دهد و رخ می
. بنابراین به نظر شودیها و پاسخ ایمنی مبادیثرشدن آنتیوغیرم
های حیاتی و با ینئهای ثابت پروتکارگیری توالیهرسد که با بمی

دهی هرچه بیشتر سیستم ثر برای پاسخواستفاده از ادجوانت م
های ثر دسترسی پیدا کرد. در واکسنوایمنی بتوان به یک واکسن م

فاقد اجزای میکروبی هستند که  شده، پروتئین خالصینیئپروت
پژوهشگران ؛ بنابراین، بتوانند پاسخ ایمنی انسانی را تحریک کنند

بتوانند که هایی هستند ادجوانتیافتن جو برای ودر حال جست
ای و پاسخ خاطره های ایمنی همورال و سلولی موثر را تحریکپاسخ

خانواده  ،هایکی از انواع ادجوانت. [8]مناسبی را ایجاد نمایند
های ادجوانت ءهستند که جز (HSPs)های شوک حرارتی ینئپروت
های خاص بادیهای ایمنی سلولی و آنتیسب برای القای پاسخمنا

عملکرد خارج سلولی این  اخیراً که هستند ها برعلیه عفونت
ها توجه محققان را به خود جلب کرده است. این ینئپروت
قادر به  کننده سیستم ایمنی ذاتی هستند وفعال ،هاینئپروت

ماکروفاژ -منوسیتهای التهابی توسط سیستم تحریک سایتوکاین
 .[9]هستندهای دندریتیک و همچنین فعالیت و بلوغ سلول

 هایخارج سلولی با سلولهای شوک حرارتی علاوه، پروتئینبه
داده و با عملکرد ادجوانتی  کنشبرهم (APC)ژن کننده آنتیارایه

در این  .[11	,10]دنشوفرد میاکتسابی باعث تحریک سیستم ایمنی 
با  HspB6یا  Hsp20تئین شوک حرارتی کوچک پرو از، تحقیق

صورت کونژوگه با به عنوان ادجوانتبهکیلودالتون ۲۰وزن مولکولی 
استفاده شد و ایمنوژنیسیتی آن مورد ارزیابی قرار  Nefپروتئین 

  گرفت.

  
  هامواد و روش

بیان  در داخل وکتور Hsp20‐Nefفیوژن  سنتز و تایید صحت
  پروکاریوتی
‐pNL4	HIV‐1 (HIV‐1از ویروس  Nefکامل ژن  توالی ،در ابتدا

3,	 Accession	 No:	 AF324493.2)  وHsp20  موشی
(Accession	No:	NM_001012401)  های بانکبا استفاده از

در  Hsp20‐Nefسنتز فیوژن اطلاعات ژنی به دست آمد. سپس، 
ژن  گرفت. صورتکانادا بایوماتیک توسط شرکت  pET28aوکتور 

Hsp20  در سایت آنزیمیNheI/HindIII دنبال آن ژن و بهNef 
پس از دریافت وکتور حاوی طراحی شد.  EcoRI/SalIدر سایت 

	.E) کلی اشرشیادر باکتری تکثیر پلاسمید ژن مربوطه، فیوقطعه 
coli)  سویهDH5α  انجام و تهیه استوک کلون باکتری حامل
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با  pET‐Hsp20‐Nefفیوژن صورت گرفت. پلاسمید نوترکیب 
در مقیاس زیاد (مگاکیت؛ کیاژن؛  DNAاستفاده از کیت استخراج 

(فرمنتاز؛  NheI/SalIآلمان) تهیه شد و توسط هضم آنزیمی 
شده با الکتروفورز محصول هضمایالات متحده) تایید گشت. 

منظور علاوه، به. بهصورت گرفت %۱های محدودالاثر روی ژل آنزیم
توسط شرکت پیشگام  Hsp20‐Nefنظر، فیوژن صحت توالی مورد 
  تعیین توالی شد.

  Hsp20‐Nefنوترکیب فیوژن ین ئبیان پروت
	.Eابتدا ترنسفورماسیون باکتری  coli های سویهRosetta  و

BL21  توسط پلاسمید نوترکیبHsp20‐Nef  .صورت گرفت
حاوی پلاسمید باکتری  رشدیافته از هر دو سویهکلون سپس دو 
	LBدر محیط  نوترکیب Broth  (سیگما؛ ایالات متحده) حاوی

روز مدت یک شبانهو به کشت داده شدند سیلینبیوتیک آمپینتیآ
، . در روز بعدندانکوبه شد C۳۷° دمای ودر انکوباتور شیکردار 

لیتر محیط میلی۵۰به  شدهدادههای کشتمیکرولیتر از باکتری۵۰۰
با  C۳۷°کوباتور شیکردار ان اضافه و در Ty2x مغذی باکتری کشت

جذب القای بیان پروتئین پس از رسیدن  حرکت دورانی انکوبه شد.
توسط  ۸/۰تا  ۷/۰حدود به نانومتر ۶۰۰در طول موج 

 )سیگما؛ ایالات متحده ؛IPTG( تیوگالاکتوزیدایزوپروپیل
ای قبل از القا و بعد از هنمونهصورت گرفت. رسوب مولار میلییک

آوردن زمان دستبهبرای  ساعت)۱۶و  ۴، ۲های زماندر مدت(القا 
 SDS‐PAGE اپتیمم بیان پروتئین نوترکیب توسط الکتروفورز

 Hsp20‐Nefعلاوه، تایید پروتئین نوترکیب ارزیابی شدند. به
بادی منوکلونال ضد بلات با استفاده از آنتیتوسط روش وسترن

Nef (Abcam)  .طور خلاصه، بهکونژوگه به پراکسیداز انجام شد
شده های قبل از القا، بعد از القا و تخلیصنمونه SDS‐PAGEآنالیز 
صورت ذکرشده در بخش بعد) انجام شد. پس از آن، تهیه (به

ساندویچ بلات صورت گرفت و انتقال باندها از ژل به کاغذ 
مدت بلات و بهنیتروسلولز تحت الکتروفورز در بافر وسترن

س از آشکارسازی باندها با رنگ ساعت انجام شد. پ۵/۱
روز در مدت یک شبانهغیراختصاصی پانسواس، کاغذ نیتروسلولز به
با نسبت  Nefبادی ضد بافر بلاکینگ انکوبه شد. سپس، آنتی

وشو، از (حجمی/حجمی) اضافه شد. پس از شست ۱:۱۰۰۰۰
سیگما؛ ایالات  ؛DAB(آمینوبنزیدین دی -۳´، ۳´سوبسترای 
منظور آشکارسازی باند مورد نظر روی کاغذ نیتروسلولز متحده) به

  کننده به کار رفت.عنوان متوقفاستفاده شد. نهایتاً آب مقطر به
با استفاده از  Hsp20‐Nef فیوژن نوترکیب پروتئین سازیخالص
  معكوس آمیزیرنگ روش
 آمیزیرنگین فیوژن با استفاده از روش ئسازی پروتخالص

تایید بیان  از به این ترتیب که پس. [12]گرفتصورت معكوس 
پس از القا با بافر لیزکننده شده آوریهای جمعرسوب ،ینئپروت

کلرید (مرک؛ آلمان) و سونیکیشن کاملاً لیز شدند. تریس/سدیم
مخلوط نمونه با بافر پس از سانتریفوژ، مایع فوقانی (سوپرناتانت) 

مورد  SDS‐PAGEبرای دقیقه، ۵مدت پس از جوشاندن بهشده و 
مربوطه الکتروفورز، ژل . پس از اتمام عمل استفاده قرار گرفت

؛ مرک؛ ۱بافر ( سدیمدقیقه در محلول کربنات۵مدت بهترتیب به
دقیقه در محلول حاوی ایمیدازول و سدیم  ۱۵مدت به ،)آلمان

دقیقه ۲مدت رنهایت بهدو  )؛ مرک؛ آلمان۲بافر دودسیل سولفات (
) قرار گرفت. ؛ مرک؛ آلمان۳بافر روی (حاوی سولفات در محلول

ین مورد نظر که باندی شفاف ئپس از ظاهرشدن باند مربوط به پروت
) که ۴، باند از ژل جداشده و در محلول آخر (بافر استرنگ و بی

کربنات و ین از ژل است و حاوی آمونیومئمحلول استخراج پروت

پس از سانتریفوژ، قرار گرفت و است، سولفات دودسیلسدیم
برای تغلیظ  به اتمام رسید. در پایاناز ژل ین ئدن پروتشخارج
با فیلتر  آمیکون های مخصوصآمده از ستوندستین بهئپروت
برای  SDS‐PAGE ۱۲%الکتروفورز روی ژل میکرون استفاده و ۵/۳

آلودگی با اندوتوکسین کمتر  .انجام شد ینئسازی پروتتایید خالص
به  LALگرم پروتئین بود که توسط تست در هر میلی EU۵/۰از 

	,QCL‐1000)دست آمد  Lonza) نهایتاَ، میزان پروتئین .
شده با اسپکتروفتومتری نانودراپ براساس استاندارد تخلیص

  تعیین شد. (BSA)آلبومین سرم گاوی 
توسط تعیین میزان  زایی موش و ارزیابی ایمنوژنیسیتیایمنی
IgG تام  
عدد در هر گروه) از  ۳هفته ( ۸تا  ۶های بالب/سی ماده موش

شده تحت های نگهداریانستیتوپاستور ایران خریداری شدند. موش
به  ۲۸و  ۱۴شرایط استاندارد از نظر اخلاق پزشکی در روزهای صفر، 

 و Nefهای نوترکیب طریق زیرپوستی در کف پا با پروتئین
Hsp20‐Nef )۱۰ میکروگرم) ایمونیزه شدند. لازم به ذکر است که

سابقاً در بخش هپاتیت و ایدز  Nefپروتئین نوترکیب 
. این [1]انستیتوپاستور ایران توسط گروه ما تهیه شده بود

صورت امولسیون در ادجوانت فروند به نسبت حجمی ها بهپروتئین
شده های کنترل، گروه تزریقمورد استفاده قرار گرفتند. گروه ۵۰:۵۰

سه هفته پس از  ).۱(جدول  و ادجوانت فروند بود PBS1Xبا 
های خونی هر گروه شده از نمونههای مخلوطسومین تزریق، سرم
ها توسط تکنیک در سرم Nefویژه  IgG	totalتهیه شدند. سطوح 

 -۵´، ۵، ۳´، ۳یا  TMBالایزا غیرمستقیم (سوبسترای مورد استفاده 
طور سیگما؛ ایلات متحده) سنجش شدند. به بنزیدین؛تترامتیل

تا  ۱۶چاهکی (گرینر؛ آلمان) برای ۹۶خلاصه، یک پلیت الایزای 
 Nefژن میکرولیتر آنتی۱۰۰با  C۴°ساعت در ۱۸
کوت  )=۲/۷pH( PBS1Xشده در لیتر) رقیقیکروگرم/میلیم۵(

) شسته PBSدر  %۵/۰وشو (توئین شد. سپس پلیت با بافر شست
 )PBSدر  C۳۷ )BSA ۱%°ساعت در ۲و با بافر بلاکینگ برای 

در بافر  ۱:۵۰شده برای هر گروه با رقت های مخلوطانکوبه شد. سرم
عنوان ) رقیق شدند (بهدر بافر بلاکینگ %۵/۰سازی (توئین رقیق
 C۳۷°ساعت در ۲ها اضافه و برای بادی اول) و به چاهکآنتی

وشو، پلیت با وشو با بافر شستانکوبه شدند. بعد از شست
 ۱:۱۰۰۰۰موشی کونژوگه با پراکسیداز (رقت  IgG	totalبادی ضد آنتی

بادی ثانویه؛ عنوان آنتیکننده بهحجمی/حجمی) در بافر رقیق
انکوبه شد. پس از  C۳۷°ساعت در ۲ایالات متحده) برای سیگما؛ 
میکرولیتر سوبسترای ۱۰۰وشو، ها با بافر شستوشوی پلیتشست
TMB  با دقیقه، واکنش ۱۵(سیگما؛ ایالات متحده) اضافه، پس از

نانومتر مورد ۴۵۰مولار متوقف شد و جذب در اسیدسولفوریک یک
  ).۱ارزیابی قرار گرفت (جدول 

  
  زایی موشبرنامه ایمنی) ۱جدول 
	سومین تزریق	دومین تزریق	اولین تزریقModality  گروه
G1	/پروتئین  

  پروتئین/
	پروتئین

*rNef+complet
e	freund’s	

adjuvant	(CFA)

rNef+incomp
lete	freund’s	
adjuvant	
(IFA)	

rNef+incompl
ete	freund’s	
adjuvant	
(IFA)	

G2	/پروتئین  
  پروتئین/
	پروتئین

rHsp20‐Nef	rHsp20‐NefrHsp20‐Nef	

G3	کنترل	PBS	PBS	PBS	
G4	کنترل	CFA	IFA	IFA	

*r:	Recombinant	
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   ۱۳۹۸ تابستان، ۳، شماره ۲۲دوره                                                                                                                                                                                                   زیستی شناسیآسیب هایپژوهش

  آنالیز آماری
های کنترل و تست در بررسی ایمنولوژیکی های بین گروهتفاوت

) Prism	Graph‐pad 5افزار طرفه (نرمتوسط آنالیز واریانس یک
  انجام شد.

  
  هایافته

  Hsp20‐Nefنوترکیب  فیوژنبیان، تخلیص و تایید پروتئین 
توسط هضم آنزیمی  Hsp20‐Nefدر ابتدا، حضور فیوژن 

NheI/SalI باز روی ژل جفت۱۲۳۰صورت یک باند واضح حدود به
آگارز تایید شد. آنالیز توالی فیوژن توسط شرکت پیشگام صورت 

های بانک ژن، صحت توالی مورد گرفت که پس از مقایسه با توالی
 ،pET‐Hsp20‐Nefتایید پلاسمید  پس ازنظر تایید شد. 

با پلاسمید  Rosettaو  BL21 بیانی باکتریهای سویه ترنسفورم
انجام  Hsp20‐Nef منظور آنالیز بیان پروتئین نوترکیببه نوترکیب

 ،رشدیافته روی پلیت هایکشت کلونشد. در حقیقت، پس از 
صورت گرفت.  IPTGین با استفاده از القاکننده ئالقای بیان پروت

نتایج نشان دادند که بیان پروتئین نوترکیب تنها در سویه 
Rosetta  در دمای°C۳۷  ساعت پس از القا صورت گرفت. ۴و

تاییدکننده  SDS‐PAGEکیلودالتون روی ژل ۴۷حضور باند حدود 
بیان پروتئین فیوژن نوترکیب بود. تخلیص پروتئین نوترکیب 

صورت ذکرشده در بخش آمیزی معکوس بهتوسط روش رنگ
‐Hsp20هویت پروتئین نوترکیب  ).۱(شکل ها صورت گرفت روش
Nef بادی ضد توسط آنتیNef بلات آشکار شد (شکل در وسترن
و  ۶/۰یک رنج غلظت بین  Hsp20‐Nef). پروتئین نوترکیب ۲
  لیتر توسط اسپکتروفتومتری نانودراپ نشان داد.گرم/میلیمیلی۸/۰
  

  
در سیستم بیان  Hsp20‐Nefبیان و تخلیص پروتئین فیوژن نوترکیب  )۱ شکل

E.	coli آنالیز  توسطSDS‐PAGE بعد از القا و ۲ستون ، ) قبل از القا۱ستون ؛ (
، مارکر MWعلامت ؛ آمیزی معکوسشده توسط رنگ) پروتئین تخلیص۳، ستون

  کیلودالتون؛ فرمنتاز؛ ایالات متحده) است.۱۸۰-۱۰وزن مولکولی (
  

  
در سیستم  Hsp20‐Nefتایید بیان و تخلیص پروتئین فیوژن نوترکیب  )۲ شکل
  ) بعد از القا۲ستون ، ) قبل از القا۱ستون ؛ بلاتآنالیز وسترن توسط coli	E.بیان 

، مارکر MWعلامت ؛ آمیزی معکوسشده توسط رنگ) پروتئین تخلیص۳ستون 
  کیلودالتون؛ فرمنتاز؛ ایالات متحده) است.۱۸۰-۱۰وزن مولکولی (

  بادیهای آنتیارزیابی پاسخ
های مختلف، بادی القاشده در گروههای آنتیمنظور مقایسه پاسخبه

عنوان به Nefدر مقابل پروتئین نوترکیب  IgG	totalسطوح سرمی 
غیرمستقیم آشکار شد. نتایج ما نشان  الایزاژن با استفاده از آنتی

	totalداد که سطح  IgG شده با زاییهای ایمنیدر سرم موش
rHsp20‐Nef (G2) های داری بالاتر از آن در گروهطور معنیبه

است  (G1)همراه ادجوانت فروند به rNefشده با زاییایمنی
)۰۵/۰<pهای شده با پروتئینزاییعلاوه، هر دو گروه ایمنی). به

تفاوت  )G4 و G3(های کنترل نوترکیب در مقایسه با گروه
). p>۰۰۱/۰دادند ( بادی نشانداری را از نظر القای پاسخ آنتیمعنی

  دهد.زایی را نشان میحاصل از ایمنی نتایج ۱نمودار 
  

  
	totalبادی (های آنتیارزیابی پاسخ) ۱نمودار  IgG در مقابل ۱:۱۰۰۰۰، رقت (
های خونی هر گروه ها از نمونههای مختلف: سرم موشدر رژیم Nefژن آنتی

ها برای سرم ۱:۵۰رقت  نفر) سه هفته پس از آخرین تزریق تهیه شدند. ۳(تعداد: 
نانومتر (مرتبط با ۴۵۰صورت میانگین جذب در طول موج نتایج به استفاده شد.
  معیار نشان داده شدند.انحراف±)TMBسوبسترای 

  
  بحث

سازمان ایدز بیماری مهلک و خطرناکی است که براساس آمار 
های قرن حاضر ترین بیمارییکی از کشنده بهداشت جهانی

بتواند  آیک واکسن موثر و کارکه رود بنابراین انتظار می. [13]است
های پروتئینین بیماری را مهار نماید. یکی از ا پاندمی ایجادشده از

عنوان کاندید که بهاست  Nef ، پروتئینHIV‐1 ویروس مهم
ها بررسی گرفته است. صورتواکسن تحقیقات زیادی روی آن 

 س) از ویرو۱۱۷-۱۰۲(اسیدآمینه  Nefین ئکه پروت اندنشان داده
HIV  منظور پیشرفت هرچه بیشتر به ویروس به تکثیربرای افزایش

دهد که برخی از شواهد نشان می .[14]سمت بیماری ایدز لازم است
بیشترین سطح بوده و ایمنوژن و حفاظتی  Nefهای توپیاپ

ست و درنتیجه ا هاتی برعلیه این توالیسیوکسیتهای سایتوپاسخ
ی هاواکسن از انواعها باشد. تواند کاندید مناسبی برای واکسنمی

که هستند ینی ئهای پروت، واکسنHIVمورد بحث در زمینه 
های پاسخ القای همچنین ژن ویری آنتیذمنظور افزایش نفوذپبه

استفاده ژن مورد نظر همراه آنتیاز یک ادجوانت به موثر، ایمنی
ک حرارتی و های شینئها پروتیکی از انواع ادجوانت .[15]شودمی

شده هستند که در پاسخ های حفاظتینئکه گروهی از پروتهستند 
ک و های شینئ. پروتشوندمیها بیان به شرایط استرسی در سلول

کیلودالتون ۴۳تا  ۱۲حرارتی که براساس وزن مولکولی خود بین 
ک حرارتی کوچک معروف هستند و و های شینئوزن دارند به پروت

که هستند ترمینال خود  Cشده در ناحیه دارای ناحیه بسیار حفاظت
معروف آمینواسید بوده و به دومین آلفاکریستالین ۱۰۰تا  ۸۰شامل 

های ینئاز اعضای خانواده پروتیکی  Hsp20هستند. پروتئین 
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شده که دارای ناحیه حفاظتاست ک حرارتی کوچک و ش
در  (β‐sheet) بتاخورده چینآلفاکریستالین و همچنین صفحات 

. اعتقاد بر این است که خانواده استخود  شکل فضایی
 توانایی ،ژنهمراه آنتیک حرارتی کوچک بهو های شینئپروت

. با توجه به مطالعات دهندمیفزایش سیستم ایمنی اکتسابی را ا
عنوان ین بهئاین پروت ،Hsp20زابودن شده درباره ایمنیانجام
هایی یتوکاینو نیز تولید سا Bو  Tهای سلول ژن در تحریکآنتی
در یک . [16]ند نقش موثری را ایفا کنداتواینترفرون گاما می رنظی

ک حرارتی، زیرواحد بتای و های شینئمطالعه مربوط به پروت
Hsp90 ین نوترکیبئهمراه پروتنوترکیب انسانی به HBsAg 

بررسی  نتایج حاصل از شد.تزریق  هابه موش Bویروس هپاتیت 
	totalسطوح  داری درکه اختلاف معنینشان داد ایمنی  هایپاسخ
IgG  وIgG2a ادجوانت /ینئپروتگروه های کنترل و بین گروه

در این بررسی نیز با توجه به نقش مهم . [17]دارد شده وجودطراحی
های کاندید واکسن و نیز اهمیت پروتئینعنوان به Nefین ئپروت

 Nefین ئبیان و تخلیص پروتعنوان ادجوانت، شوک حرارتی به
منظور بهدر سیستم بیان پروکاریوتی  Hsp20 شده بهکونژوگه

 Nefارزیابی ایمنوژنیسیتی آن در مقایسه با پروتئین نوترکیب 
دلیل تولید به کلی اشرشیاباکتری از  ،گرفت. در این تحقیق صورت

بودن برای تولید پروتئین نوترکیب استفاده زیاد محصول و ارزان
کیلودالتونی روی ژل ۴۷شد. تایید بیان پروتئین با حضور باند 

SDS‐PAGE بادی ضد آن توسط آنتی و نیز آشکارشدنNef  در
 زایی در موش بالب/سیبلات صورت گرفت. نتایج ایمنیوسترن

شده کونژوگه Nefدر پروتئین  IgG	totalنشان داد که سطح تولید 
داری افزایش طور معنیبه Nefدر مقایسه با پروتئین  Hsp20با 

آمده نشانگر ایمنوژنیسیتی بالاتر دستهای بهیافته است. داده
Hsp20 ژن در مقایسه با ادجوانت تجاری فروند در مقابل آنتی

Nef  است. مطالعه سابق ما روی بررسی ایمنوژنیسیتیHsp27 
نیز نشان داد که پروتئین شوک حرارتی کوچک  Nefکونژوگه به 

Hsp27 انست تولید توtotal	 IgG ژن را در مقابل آنتیNef 
از نظر  Hsp27را با  Hsp20. بررسی حاضر شباهت [1]افزایش دهد

ها نشان دهد. بررسیبادی تولیدشده نشان میسطح پاسخ آنتی
طور ثابت در به (HspB6) ۲۰دادند که پروتئین شوک حرارتی 

. برای [18]شودهای گوناگون با عملکردهای متفاوت بیان میبافت
های در سلول Hsp20ها نشان دادند که سطوح بیان مثال، گزارش

طور معکوس با پیشرفت به (HCC)کارسینومای هپاتوسلولار انسان 
HCC  ،ارتباط دارد. در حقیقتHsp20 های رشد سلولHCC  را از

شده با میتوژن طریق مسیرهای سیگنالینگ پروتئین کیناز فعال
)MAPK( و AKT یک مطالعه نشان داد که هر دو [18]کندمهار می .

ترمینال (اسیدآمینه -C) و ۱۰۵-۱ترمینال (آمینواسیدهای -Nناحیه 
. نتایج ما [16]در گاوها ایمنوژن بودند Hsp20) پروتئین ۴۸-۱۷۷

	HIVکننده ژن نشان داد که یک ساختار پروتئینی بیان Nef 
بادی را در سخ آنتیطور مهمی پاتوانست به Hsp20فیوزشده به 

و ادجوانت) و نیز گروه  PBSهای کنترل (مقایسه با گروه
/ادجوانت فروند افزایش دهد که پیشنهادکننده Nefشده با ایمونیزه

  های بالب/سی است.در موش Hsp20توانایی ادجوانتی 
طور کلی، در این مطالعه، طراحی، ساخت و بیان پروتئین به

صورت گرفت و بهترین شرایط بیان  Hsp20‐Nefنوترکیب کونژوگه 
و نوع  ساعت)IPTG )۴از نظر زمان انکوباسیون پس از القای با 

سویه باکتری (رزتا) تعیین شد. پروتئین نوترکیب مورد نظر با 
توسط هر  Ni‐NTAروش کروماتوگرافی تمایلی با استفاده از رزین 

روش  سازی نشد بنابراین از یکدو روش طبیعی و دناتوره خالص
بادی آمیزی معکوس استفاده شد. نهایتاً، پاسخ آنتیکارای رنگ

شده به موش در مقابل ساختار پروتئین نوترکیب تزریق IgGتوتال 
 Nefژن بادی ضدآنتیدر القای پاسخ آنتی Hsp20نشانگر کارآیی 

  بود.
 ایران در که است حیوانی مدل حاضر، مطالعه هایمحدودیت از

 و بادیآنتی هایایزوتایپ بررسی که شودمی پیشنهاد. ندارد وجود
  .گیرد صورت آینده در سلولی ایمنی هایپاسخ

  
  گیرینتیجه
 اشرشیادر سیستم بیانی  Hsp20‐Nefین فیوژن نوترکیب ئپروت
‐SDS هایکه توسط تکنیکآمیزی بیان شد طور موفقیتبه کلی

PAGE علاوه، بررسی ایمنوژنیسیتی به. شدتایید بلات و وسترن
 Nefدر مقایسه با پروتئین  Hsp20‐Nefین فیوژن نوترکیب ئپروت

داری را نشان داد. نتایج حاکی از میزان بالای تولید تفاوت معنی
total	 IgG شده با های ایمونیزهدر موشHsp20‐Nef  بود که

بالب/سی  هایدر موش Hsp20پیشنهادکننده توانایی ادجوانتی 
، Hsp20منظور ارزیابی بیشتر نقش ادجوانتی است. به
های و نیز پاسخ IgGهای های مرتبط با تعیین ایزوتایپآزمایش

  ایمنی سلولی در حال بررسی است.
  

وسیله از همکاران محترم بخش هپاتیت و بدین تشکر و قدردانی:
خاطر به سپیده شهبازیویژه خانم ایدز انستیتوپاستور ایران به

 شود.های کارشناسانه در این پروژه تشکر و قدردانی میکمک
 پزشکی اخلاق کمیته از حیوانی هایآزمایش تایید اخلاقی:تاییدیه

  است. شده اخذ ایران انستیتوپاستور
گونه تعارض منافعی دارند هیچنویسندگان اعلام می تعارض منافع:

 وجود ندارد.
بهاره رستمی (نویسنده اول)، نگارنده  سهم نویسندگان:

)؛ شیوا ایرانی (نویسنده %٤٠نگارنده بحث (/مقدمه/پژوهشگر اصلی
(نویسنده سوم)، اعظم بوالحسنی )؛ %١٥دوم)، پژوهشگر کمکی (

کهن (نویسنده رضا آهنگری)؛ %٣٠شناس/تحلیلگر آماری (روش
  )%١٥پژوهشگر کمکی (چهارم)، 

انستیتوپاستور ایران پژوهش حاضر تحت حمایت مالی منابع مالی: 
 بوده است.

  
	منابع

1‐	Milani	A,	Bolhassani	A,	Shahbazi	S,	Motevalli	F,	Sadat	
SM,	 Soleymani	 S.	 Small	 heat	 shock	 protein	 27:	 An	
effective	adjuvant	for	enhancement	of	HIV‐1	Nef	antigen‐
specific	immunity.	Immunol	Lett.	2017;191:16‐22.	
2‐	Lelièvre	JD,	Lévy	Y.	HIV‐1	prophylactic	vaccines:	State	
of	the	art.	J	Virus	Erad.	2016;2(1):5‐11.	
3‐	Habibzadeh	N,	Bolhassani	A,	Vahabpour	R,	Sadat	SM.	
How	 can	 improve	 DNA	 vaccine	 modalities	 as	 a	
therapeutic	approach	against	HIV	infections?.	J	AIDS	Clin	
Res.	2015;6(4):1000440.	
4‐	Fanales‐Belasio	E,	Raimondo	M,	Suligoi	B,	Buttò	S.	HIV	
virology	 and	 pathogenetic	 mechanisms	 of	 infection:	 A	
brief	 overview.	 Annali	 dell'Istituto	 Superiore	 di	 Sanità.	
2010;46(1):5‐14.	
5‐	Lever	AML.	AIDS/HIV,	molecular	and	cell	biology.	Rev	
Cell	Biol	Mol	Med.	2006	Sep.	
6‐	 Das	 SR,	 Jameel	 S.	 Biology	 of	 the	 HIV	 Nef	 protein.	



 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ و همکاران یبهاره رستم ۱۴۰

   ۱۳۹۸ تابستان، ۳، شماره ۲۲دوره                                                                                                                                                                                                   زیستی شناسیآسیب هایپژوهش

Indian	J	Med	Res.	2005;121(4):315‐32.	
7‐	 Geyer	 M,	 Fackler	 OT,	 Matija	 Peterlin	 B.	 Structure‐
function	 relationships	 in	 HIV‐1	 Nef.	 EMBO	 Rep.	
2001;2(7):580‐5.	
8‐	Lema	D,	Garcia	A,	De	Sanctis	JB.	HIV	vaccines:	A	brief	
overview.	Scand	J	Immunol.	2014;80(1):1‐11.	
9‐	 Wallin	 RP,	 Lundqvist	 A,	 Moré	 SH,	 Von	 Bonin	 A,	
Kiessling	 R,	 Ljunggren	 HG.	 Heat‐shock	 proteins	 as	
activators	 of	 the	 innate	 immune	 system.	 Trends	
Immunol.	2002;23(3):130‐5.	
10‐	Wan	T,	Zhou	X,	Chen	G,	An	H,	Chen	T,	Zhang	W,	et	al.	
Novel	 heat	 shock	 protein	 Hsp70L1	 activates	 dendritic	
cells	 and	 acts	 as	 a	 Th1	 polarizing	 adjuvant.	 Blood.	
2004;103(5):1747‐54.	
11‐	Bakthisaran	R,	Tangirala	R,	Mohan	Rao	C.	Small	heat	
shock	proteins:	Role	in	cellular	functions	and	pathology.	
Biochimica	et	Biophysica	Acta	Proteins	and	Proteomics.	
2015;1854(4):291‐319.	
12‐	 Simpson	 RJ.	 Zinc/Imidazole	 procedure	 for	
visualization	of	proteins	in	gels	by	negative	staining.	CSH	
Protoc.	2007;2007:pdb.prot4701.	
13‐	 Alipour	 Z,	 Eskandari	 N,	 Mokhah	 S.	 Evaluation	 of	
knowledge	 and	 attitude	 of	 non‐medical	 students	 about	
AIDS.	 J	 Holist	 Nurs	 Midwifery.	 2016;26(79):10‐20.	

[Persian]	
14‐	 Kadkhodayan	 S,	 Irani	 Sh,	 Sadat	 SM,	 Fotouhi	 F,	
Bolhassani	A.	Cloning,	expression	and	purification	of	the	
recombinant	HIV‐1	Tat‐Nef	fusion	protein	in	prokaryotic	
expression	 system.	 Arak	 Med	 Univ	 J.	 2016;19(4):60‐8.	
[Persian]	
15‐	 Skwarczynski	 M,	 Toth	 I.	 Peptide‐based	 synthetic	
vaccines.	Chem	Sci.	2016;7(2):842‐54.	
16‐	 Norimine	 J,	 Mosqueda	 J,	 Palmer	 GH,	 Lewin	 HA,	
Brown	 WC.	 Conservation	 of	 Babesia	 bovis	 small	 heat	
shock	protein	(Hsp20)	among	strains	and	definition	of	T	
helper	 cell	 epitopes	 recognized	 by	 cattle	 with	 diverse	
major	 histocompatibility	 complex	 class	 II	 haplotypes.	
Infect	Immun.	2004;72(2):1096‐106.	
17‐	 Bandehpour	 M,	 Sharifnia	 Z,	 Mosaffa	 N,	 Kazemi	 B,	
Seyed	N,	 Soleimani	 Darani	M.	 Effect	 of	 HSP90	 adjuvant	
on	 immunogenicity	of	HbsAg	 in	BALB/c	mice.	Res	Med.	
2013;37(2):80‐4.	[Persian]	
18‐	 Matsushima‐Nishiwaki	 R,	 Kumada	 T,	 Nagasawa	 T,	
Suzuki	 M,	 Yasuda	 E,	 Okuda	 S,	 al.	 Direct	 association	 of	
heat	shock	protein	20	(HSPB6)	with	phosphoinositide	3‐
kinase	 (PI3K)	 in	 human	 hepatocellular	 carcinoma:	
Regulation	 of	 the	 PI3K	 activity.	 PLoS	 One.	
2013;8(11):e78440. 


	972
	972-txt



