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مقدمه
HIV)Humanویروس نقص ایمنـی انسـان یـا    

Immunodeficiency Virus  ــور در ــدو ظه )، از ب
هـا  تا کنون باعث ابتلاء و مرگ میلیون1981سال 

شـده توسـط   انسان شده اسـت. مطـابق آمـار ارائـه    
تعـداد  2013سـازمان جهـانی بهداشـت، در سـال     

میلیـون نفـر   35افراد آلوده به این ویروس برابر با 
6000برآورد گردیده و در همین سال در هـر روز  

.  بـا  )1(رخ داده اسـت  HIVمورد جدید ابتلاء بـه  
هاي روزافزونی کـه در سراسـر جهـان    وجود تلاش

گیرد، صورت میHIVجهت درمان و پیشگیري از 
هاي بشر براي مقابلـه بـا ایـن ویـروس، بـا      کوشش

توفیق کامل همراه نبوده اسـت. بـراي رسـیدن بـه     
ویژه پیشگیري ن درمان و بهموفقیت در اهدافی چو

از بیماري، شناسایی افراد مبتلا به ویروس یکـی از  
رود. تشـخیص عفونـت،   شمار مـی عوامل کلیدي به

هــاي ضــد بــاديواســطۀ بررســی آنتــیمعمــولاً بــه
هـاي سـرولوژیک   گیـرد. روش ویروسی انجـام مـی  

ــه دو دســتۀ روش ــالگري و تشخیصــی ب ــاي غرب ه
ــدي روش ــاي تأییـ ــیم Confirmatory(هـ ) تقسـ

الایـزا یکـی از پرکـاربردترین    . روش)2(شـوند  می
گردد، زیرا هاي غربالگري بیماري محسوب میروش

ضمن سادگی و هزینۀ اندك، امکان سنجش دقیق 
ــایی     ــت شناس ــالایی را در جه ــیت ب ــا حساس و ب
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وHIVروسیونتگرازیانیپروتئصیتخلوانیب،يسازکلون
آنتۀیسیژنیآنتیبررس

چکیده
دلیـل بـالابودن   رود. بـه شمار مـی هاي مقابله با انتشار ویروس به، یکی از راهHIVهاي تشخیصی جهت شناسایی افراد آلوده به ارتقاء روش:هدفوزمینه

دلیـل آنکـه   ود. بـه شـده، اسـتفاده ش ـ  هـاي محافظـت  هاي ایمنواسی تشخیصی از پروتئیناندازي روشدر این ویروس، لازم است تا براي راهمیزان موتاسیون
سـازي و  رود. در این مطالعـه ضـمن کلـون   شمار میژن مناسبی براي این منظور بهاست، آنتیHIVهاي ترین پروتئینشدهپروتئین اینتگراز یکی از محافظت

تخلیص این پروتئین، ایمنوژنیسیتۀ آن نیز مورد بررسی قرار گرفته است.
انتقـال یافتـه و بیـان پـروتئین بـا اسـتفاده از       E.coliکلون گردید. پلاسمید نوترکیب حاصله به باکتري pET28a: ژن اینتگراز در وکتور بیانی کارروش
IPTGبلات صورت گرفت. تخلیص پروتئین با استفاده از کرومـاتوگرافی میـل ترکیبـی بـا     شده با تکنیک وسترنالقاء شد. بررسی ایمنوژنیسیتۀ پروتئین بیان

ام پذیرفت.انجNi-NTAهاي رزین
درصـد  40سازي شـرایط بیـان، حـدود    به بیان پروتئین اینتگراز منجر گردید و به این ترتیب پس از بهینهIPTGشده با هاي ترانسفرم: القاء باکتريهایافته

نی اختصاصـی بـا سـرم افـراد آلـوده بـه       دهندة واکنش ایمهاي باکتریایی به پروتئین نوترکیب مورد نظر اختصاص پیدا کرد. انجام وسترن بلات نشانپروتئین
HIVگرم اینتگراز تخلیص گردید.میلی75ازاء هر یک لیتر کشت باکتري، بود. به

هـاي تشخیصـی ایمنواسـی را دارد. بـا اسـتفاده از      کـارگیري در روش ژنیـک خـود، قابلیـت بـه    واسطۀ حفظ خاصیت آنتی: پروتئین تولیدشده بهگیرينتیجه
پـذیرد و بنـابراین   ها با بازده بالایی صورت میآنیافت که تولید پروتئین درهاي نوترکیبی دستتوان به باکتريشت و بیان پروتئین میسازي شرایط کبهینه

ها در اهداف صنعتی وجود خواهد داشت.امکان استفاده از آن

: ویروس نقص ایمنی انسان، اینتگراز، ایمنواسیهاکلیدواژه

11/11/89تاریخ پذیرش: 25/5/88تاریخ دریافت: 

4/3/94تاریخ پذیرش: 5/11/93تاریخ دریافت: 
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هـاي ضـد ویروسـی فـراهم     بـادي ها و آنتیژنآنتی
عنوان یک تست نیز بهآورد. روش وسترن بلاتمی

ــه منظــور تشــخیص قطعــی و مکمــل و تأییــدي ب
هاي ضد ویروسی مطرح است بادياختصاصی آنتی

)2(.
، به چهار نسل HIVهاي الایزا در تشخیص روش

شوند. در الایزاي نسـل یـک، از   میمختلف تقسیم
هـاي متصـل بـه    ژنعنـوان آنتـی  لیزات ویروسی به

الایـزا اسـتفاده شـده و بـا آن بـه      هـاي میکروپلیت
شد، کـه ایـن   پرداخته میHIVضد IgGشناسایی 

ویژه اختصاصـیت  نوع الایزا از لحاظ حساسیت و به
. در الایـزاي  )4و3(در سطح پـایینی قـرار داشـت    

ــروتئین2نســل  ــدها و پ هــاي ســنتتیک و از پپتی
نوترکیــب در روش غیرمســتقیم جهــت شناســایی 

IgG ضــدHIV  ــا ــت ب ــد و در نهای اســتفاده گردی
کـارگیري روش  هـا و بـه  ژناستفاده از همین آنتـی 

الایزا، امکـان سـنجش همزمـان تمـامی     -ساندویچ
هاي الایزا کیت3در نسل HIVهاي ضد باديآنتی

). یک مشکل عمـده کـه در تمـام    5-7فراهم شد (
هاي ژنها وجود دارد، عدم شناسایی آنتیاین روش

ویروسی و بنـابراین امکـان حصـول نتیجـۀ منفـی      
سـر  کاذب در افرادي است کـه در دورة پنجـره بـه   

، HIVبرند. در این دوره بـا وجـود آلـودگی بـه     می
هاي باديبودن زمان ابتلاء، هنوز آنتیدلیل کوتاهبه

ضــد ویروســی بــه میــزان قابــل شناســایی تولیــد  
اند و این مسأله تشـخیص مبتنـی بـر وجـود     نشده
ه هاي ضـد ویروسـی را بـا مشـکل مواج ـ    باديآنتی
هـاي  سازد. این وضعیت با روي کار آمدن کیـت می

الایزا و در نتیجه امکان سـنجش همزمـان   4نسل 
) و p24هاي اصلی کپسید ویروس (ژنیکی از آنتی

تا حـدي برطـرف گردیـد    HIVهاي ضد باديآنتی
.)9و8(

و gag ،envاز سه ژن اصـلی  HIVژنوم ویروس 
polها مسؤول سـاخت  تشکیل یافته است. این ژن

هــاي ســاختاري و عملکــردي مــورد نیــاز پــروتئین
باشند. از آنجایی که محصول اصـلی ژن  ویروس می

gag  ــروتئین ــی پـ ــد  p24، یعنـ ــیش از تولیـ ، پـ
هاي ضـد ویروسـی، در دورة کوتـاهی در    باديآنتی

هـاي نسـل   افراد آلوده قابل ردیابی است، در کیـت 
ژن مــورد شناســایی قــرار چهــار الایــزا ایــن آنتــی

، HIVهـاي تشخیصـی   گیـرد. معمـولاً در روش  می
هاي ضـد ویروسـی از   باديمنظور شناسایی آنتیبه

شود، در حـالی کـه   استفاده میenvمحصولات ژن
هـاي تشخیصـی   کمتر در روشpolمحصولات ژن 

.)10(اند کار گرفته شدهبه
ــولات ژن  ــاز،  polمحصــ ــد از پروتئــ عبارتنــ

که عملکـرد  )11(ترانسکریپتاز معکوس و اینتگراز 
این سه آنزیم براي همانندسـازي ویـروس کلیـدي    

ۀ تکثیـر  باشـد. یکـی از مراحـل مهـم در چرخ ـ    می
HIV  ادغام ژنوم ویروس در ژنوم میزبان است کـه ،

این فرآینـد متشـکل از سـه مرحلـۀ مجـزا شـامل       
و تـرمیم  DNA، انتقـال رشـتۀ   ’3پردازش انتهاي 

اي است. تمـامی ایـن مراحـل    رشتههاي تکبخش
واسطۀ عملکرد مشترك آنزیم اینتگراز ویـروس و  به

گیرنـد  هاي سلول میزبان صورت مـی احتمالاً آنزیم
. )13و12(

ــزیم اینتگـــراز،   ــک پـــروتئین  p31آنـ 31، یـ
از اهـداف  عنوان یکیکیلودالتونی است که از آن به

شود. در ایـن نـوع   درمان ضد ویروسی استفاده می
کارگیري مواد دارویی که اثر مهاري بـر  درمان با به

روي این آنزیم دارند، عملکرد آنـزیم متوقـف و در   
. از ایـن  )14(گـردد  نتیجه تکثیر ویروس مهار مـی 

پروتئین تا کنون براي اهـداف تشخیصـی بـا روش    
الایزا استفاده نشده است. امـا بـا توجـه بـه اینکـه      

شده و بسیار هاي محافظتاینتگراز یکی از پروتئین
رسـد  نظر مـی ، به)16و15(ایمنوژن ویروس است 

هـاي ضـد اینتگـراز،    بـادي توان با ردیابی آنتـی می
را بهبود بخشید و از آن HIVتشخیص سرولوژیک 

هاي روشعنوان یک هدف مناسب جهت طراحیبه
، براي افزایش حساسیت و ویژگـی  HIVتشخیصی 

تشخیص استفاده نمود. 
منظور ارزیابی پاسخ ایمنی بیمـاران مبـتلا بـه    به

HIV     نسبت بـه پـروتئین اینتگـراز ویروسـی، لازم
صـورت نوترکیـب تولیـد    است تا ایـن پـروتئین بـه   

گردد. در این مطالعه به روند تولید آن در بـاکتري  
E.coliشده است.پرداخته

روش  کار
باشد که این مطالعه از نوع مطالعات کاربردي می

هـاي تشخیصـی   در بخش فـرآورده 1392در سال 
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انجام رسـیده اسـت. مـواد    انستیتو پاستور ایران، به
بیولوژیــک مــورد اســتفاده در ایــن مطالعــه ماننــد 

هاي محدودکننـده و لیگـاز، کیـت اسـتخراج     آنزیم
از IPTGاز ژل و DNAپلاســــمید و اســــتخراج 

) و سایر Fermentas, USAشرکت فرمنتاز (طریق
مواد شـیمیایی مـورد اسـتفاده، از طریـق شـرکت      

) تهیـه  Sigma-Aldrich, USAآلـدریچ ( -سـیگما 
گردید. 

:E.coliکلونینگ ژن اینتگـراز در بـاکتري   
براي این منظـور تـوالی کدکننـدة ژن اینتگـراز از     

.HIV)http://wwwهــــــــاي پایگــــــــاه داده
hiv.lanl.gov (سـازي  دست آمد. پـس از بهینـه  به

E.coliهاي ترجیحی بـاکتري  توالی از لحاظ کدون
و اطمینان از حصول سکانسی بـا کمتـرین میـزان    

و طراحـی دو  GCساختار ثانویه، تنظیم محتـواي  
کـه بـه   Hind-IIIوBamH-Iسایت برش آنزیمی

ترتیب در دو انتهاي آمینو و کربوکسی توالی مورد 
گرفتنـد، ژن مربوطـه توسـط شـرکت     نظر قرار می

Bioneer)Korea   ساخته شـد. ژن سنتزشـده در (
ارائه گردیـد. وکتـور دریـافتی،    pGEM-B1وکتور 

E.coliبـاکتري  DH5αپس از انتقـال بـه سـویۀ    
اج، تکثیر یافت. پلاسمیدهاي حاصله پس از استخر

شـده در دو انتهـاي   با دو آنزیم محدودکنندة تعبیه
ژن، برش داده شدند و پس از بـرشِ وکتـور بیـانی    

pET28a   هــا، طـی یـک واکــنش   بـا همـین آنـزیم
ــایی    ــور نه ــورد نظــر در وکت ــۀ م لیگاســیون، قطع

نشـان داده  1طور که در شـکل  گردید. همانکلون
باز توسـط  جفت864شده است، این توالی با طول 

هـاي هیسـتیدینی در دو   و توالی کدکنندة دنبالهد
طرف احاطه شده اسـت. محصـول لیگاسـیون بـه    

، کـه بـا اسـتفاده از    BL-21سـویۀ  E.coliباکتري 
بـود، انتقـال   صورت پـذیرا درآمـده  کلریدکلسیم به
هاي نوترکیـب حاصـله بـه واسـطۀ     داده شد. کلنی

(بـا  کانامایسـین حاويLBتوانایی رشد در محیط 
لیتر) شناسایی شدند. میکروگرم بر میلی30ت غلظ

:هاي حاوي پلاسـمید نوترکیـب  تأیید کلون
حـاوي ژن اینتگـراز   pET28aجهت تأییـد وجـود   

)pINT28aهاي رشـدیافته، بـه محـیط    ) کلونLB
مــایع حــاوي کانامایســین منتقــل شــده و پــس از 

شـده و بـا   تکثیر، پلاسمیدهاي موجـود اسـتخراج  

مــورد هضــم  Hind-IIIوBamH-Iهــاي آنــزیم
یافتـه بـا   آنزیمی قرار گرفتند و طول محصول برش

استفاده از الکتروفـورز بـر روي ژل آگـارز بررسـی     
موجـود در پلاسـمیدهاي   گردید. همچنـین تـوالی  

حاصله با استفاده از دو پرایمري که امکـان تکثیـر   
نمودنـد  شدة مـورد نظـر را فـراهم مـی    توالی کلون

ــتقیم:  ــر مس ــر ggatccttcctggacgg(پرایم و پرایم
)، طی یک واکـنش  aagcttgtcttcatcctggمعکوس: 
ــره ــیزنجی ــد  اي پل ــد. طــول بان ــر گردی ــراز تکثی م

تکثیریافته نیز با استفاده از الکتروفورز بررسی شد. 
تأییدشده براي ادامۀ کار مورد اسـتفاده قـرار   کلون

گرفت.
جهـت  :E.coliبیان ژن اینتگراز نوترکیب در 

در pINT28aهاي حاوي ژن اینتگراز، باکتريبیان
SOCو LB،Terrific ،SOBهــاي مــایعمحــیط

میکروگـرم بـر   30حاوي کانامایسـین (بـا غلظـت    
دور در 250لیتر) و در حالی کـه بـا سـرعت    میلی

شدند، انکوبه گردیدنـد. پـس از   دقیقه هوادهی می
جـذب نـوري   و ایجاد کدورتی معادلرشد باکتري

ــا 7/0 ــوج  9/0ت ــول م ــان  600در ط ــانومتر، بی ن
IPTGهـاي مختلـف   پروتئین با استفاده از غلظـت 

مـولار) القـاء گردیـد. بـراي     میلی5و 3،  1، 5/0(
7سـاعته و طـی   1بررسی میزان بیان، در فواصل 

بـرداري انجـام   هـاي کشـت نمونـه   ساعت از محیط
هـاي باکتریـایی توسـط سـانتریفیوژ     گرفت. نمونـه 

رسوب داده شده و با استفاده از الکتروفورز بر روي 
رار درصـد مـورد بررسـی ق ـ   12آکریلامیـد  ژل پلی

Image Jافزار گرفتند. میزان بیان با استفاده از نرم
هاي باکتریـایی بررسـی   در مقایسه با سایر پروتئین

گردید. شرایطی که در آن بیشـترین میـزان بیـان    
حاصل شده بود براي ادامۀ کار مورد استفاده قـرار  

گرفت.
نوترکیـب  ارزیابی ایمنوژنیسیتۀ پـروتئین 

هـاي  اي از بـاکتري نـه براي ایـن کـار نمو  :حاصله
یافته قبل و بعـد از القـاء، برداشـت    نوترکیب کشت

آکریلامید شده و پس از الکتروفورز بر روي ژل پلی
درصــد، بــه غشــاء نیتروســلولز انتقــال یافتنــد. 12

غشاها پس از انتقال پروتئین با استفاده از محلـول  
، بلـوك گردیدنـد. پـس از    PBSدر BSAدرصد 1

متـري، هـر   میلـی 5رت نوارهاي صوبرش غشاها به
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HIVهـاي سـرمی حاصـل از افـراد     یک با مخلوط
در بـافر  10به 1منفی که به نسبت HIVمثبت و 

PBS     آرامـی  رقیق شـده بودنـد، در حـالی کـه بـه
ساعت در دمـاي  1شدند، به مدت حرکت داده می

مرتبـه شستشـو بـا    5اتاق مجاور گردیدند. پس از 
ــافر  ــاوي PBSب ــد05/0ح ــاها  درص ــوئین، غش ت

هیومن کنجوگه بـا آنـزیم پراکسـیداز    همراه آنتیبه
سـاعت در حالـت   1مـدت  ) بـه 4000بـه  1(رقت 

ــد.   ــه گردیدن ــاق، انکوب حرکــت آرام و در دمــاي ات
غشاها پس از انجام مراحل شستشـو، در مجـاورت   

قرار گرفته و پس از مشاهدة H2O2محلول رنگزا و 
شستشوي غشاها باندهاي مربوطه، واکنش رنگزا با

با آب پایان پذیرفت. 
:تولید و تخلیص پروتئین نوترکیب اینتگراز

مـایع  LBهـا در محـیط   براي این منظـور بـاکتري  
لیتـر کانامایسـین،   میکروگـرم بـر میلـی   30حاوي 

کشت داده شده و پس از ایجـاد کـدورتی معـادل   
نانومتر، 600در طول موج 9/0تا 7/0جذب نوري 

ها پس القاء شده و باکتريIPTGمولار میلی5/0با 
30از گذشت سه ساعت از زمان القاء با استفاده از 

، رسوب داده شدند. g× 9000دقیقه سانتریفیوژ در 
لیتر از میلی30گرم باکتري،5/0سپس به ازاء هر 

NaH2PO4 ،10مولار میلی100محلول لیز حاوي 
ــی ــولار میل ــولار اوره (8و Tris-Clم ــه pH:8م ) ب
مـدت  ها اضافه گردید و مخلوط حاصـله بـه  باکتري

آرامـی  یک ساعت در دماي اتـاق در حـالی کـه بـه    
هاي شد، انکوبه گردید. سپس رزینحرکت داده می

Ni-NTAشـدة  طـور مسـتقیم بـه محلـول لیـز     به
مـدت یـک   باکتریایی اضافه شده و انکوباسـیون بـه  

ساعت در حالت حرکـت آهسـته و در دمـاي اتـاق     
ادامه یافت. در مرحلۀ بعد، محلول حاوي رزین بـه  

) BIO-RADلیتـري ( میلـی 20دو ستون تخلیص 
ــول، مراحــل   ــس از خــروج محل انتقــال یافتــه و پ

) با استفاده از بافري Elutionشستشو و جداسازي (
ترتیب بهpHمشابه بافر لیز اما با اسیدیتۀ بالاتر، با 

، انجام گرفت. 4و 9/5
سازي و تعیین غلظت ارزیابی مراحل خالص

روند تخلیص با استفاده از :شدهاینتگراز تخلیص
الکتروفورز محصولات مربـوط بـه مراحـل مختلـف     

ــت  ــت و در نهای ــرار گرف ــابی ق ــورد ارزی غلظــت م

یافته با استفاده از روش برادفـورد  پروتئین تخلیص
تعیین گردید. )17(

هایافته
pET28aکلونینگ ژن اینتگراز در وکتـور بیـانی   

ــه ــاکتري   ب ــد ب ــایی رش ــاد توان ــطۀ ایج ــاي واس ه
شده در محیط حاوي کانامایسـین، مـورد   ترانسفرم

تأیید اولیه قرار گرفت. براي انجام مراحل تأییـدي  
بعدي، از تخلیص پلاسمید چنـد کلنـی مختلـف و    

بــا پرایمرهــاي PCRانجــام بــرش آنزیمــی و نیــز 
ی توالی الحاقی استفاده گردیـد. محصـول   اختصاص

ــره    ــنش زنجی ــی و واک ــم آنزیم ــل از هض اي حاص
864ترتیب بـا طـول   مراز، با ایجاد باندهایی بهپلی

ــاز و جفــت ــاز در ژل آگــارز، وجــود جفــت882ب ب
) pINT28aحاوي ژن اینتگراز (pET28aپلاسمید 

). 2را تأیید نمود (شکل 
هـاي  یطبررسی شرایط مختلف کشت شامل مح ـ

و فواصل زمانی IPTGهاي متفاوت مختلف، غلظت
مورد نیاز براي بیان، مشخص نمود که پس از سـه 

بـه محـیط   IPTGمـولار  میلـی 5/0ساعت افزودن 
LB    مایع، امکان بیان بـالایی از پروتئینـی بـا وزن
همــراه دو کیلودالتــون (پــروتئین اینتگــراز بــه37

گـردد.  هم مـی دنبالۀ هیستیدینی در دو انتها) فـرا 
ــن شــرایط معــادل   درصــد 40میــزان بیــان در ای

هــاي باکتریــایی بــرآورد گردیــد. نتیجــۀ پــروتئین
هاي باکتریایی قبل و وسترن بلات با سوسپانسیون

هـاي سـرمی حاصـل از افـراد     بعد از القاء و مخلوط
37و افراد سالم نشان داد کـه بانـد   HIVآلوده به 

ساختار وکتور بیانی حاوي ژن اینتگراز-1شکل 
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کیلودالتونی تولیدشده تنها با سرم افراد آلـوده بـه   

HIV واکــنش ایمنولوژیــک دارد، درحــالی کــه در
نشـده  هاي القاءبلات با باکتريوسترنافراد سالم یا 

). 3گونه باندي مشاهده نگردید (شکل هیچ
پروتئین اینتگراز تمایل بسیار زیادي به رسوب و 
تجمع داشته و بنابراین سانتریفیوژ لیزات باکتریایی 

گردیـد  منجر به رسوب مقدار زیادي از اینتگراز می
هاي مربوطه نشان داده نشده است) کـه ایـن   (داده

ن یافته در کارهاي مشـابه دیگـر در ارتبـاط بـا ای ـ    
. بـراي  )19و18(پروتئین مشاهده گردیـده اسـت   

یافتـه از  هـاي رسـوب  روتئینجلوگیري از حذف پ ـ
فرآینــد تخلــیص، لیــزات باکتریــایی بــدون انجــام 

هـاي نیکـل   طور مستقیم بـا رزیـن  سانتریفیوژ و به
ــه  ــد. ب ــاور گردی ــه مج ــود دنبال ــطۀ وج ــاي واس ه

ــا   هیســتیدینی در پــروتئین اینتگــراز تولیدشــده ب
pINT28a امکـــــان تخلـــــیص آن از طریـــــق ،

ي نیکـل  هـا کروماتوگرافی میل ترکیبـی بـا رزیـن   
حاصـل از  SDS-PAGEباشـد. نتیجـۀ   فـراهم مـی  

دهندة این اسـت کـه   مراحل مختلف تخلیص نشان
درصد 95خلوص پروتئین اینتگراز حاصله، بیش از 

). همچنین میزان پروتئین تولیدشده 4است (شکل 
ازاء هر لیتر کشت باکتریایی گرم بهمیلی75معادل 

تعیین گردید.

گیريبحث و نتیجه
صـورت نوترکیـب، یکـی از    هـا بـه  تولید پروتئین

هاي کارآمـد در تهیـۀ مـواد اولیـۀ پروتئینـی      روش
مورد نیاز براي اهداف پژوهشی و کاربردي مـرتبط  

هـاي پیچیـده و ارزشـمند محسـوب     با این ملکـول 
گردد. با طراحی مناسب رونـد تولیـد پـروتئین    می

هاي تولید و تخلیص نوترکیب، امکان کاهش هزینه
ن فراهم خواهـد شـد. در مطالعـات مختلفـی بـه      آ

تولید پروتئین اینتگراز پرداختـه شـده کـه هـدف     
اصــلی در اکثــر ایــن مطالعــات بررســی عملکــرد و 

). 18-20تعیین ساختار این پروتئین بـوده اسـت (  
امـا تمایـل بـالاي اینتگـراز بـراي ایجـاد رســوب و       

هـاي اولیـه بـراي تعیـین     تجمع، مانع انجام تـلاش 
آن بود و بنابراین پیشنهاد شده اسـت کـه   ساختار

هـاي  اینتگـراز، از تـوالی  براي ایجـاد فـرم محلـول   
یافتۀ این پروتئین با قابلیت حلالیت بالا و نیز موتان
هـاي پـایین آن در محلـول نهـایی اسـتفاده      غلظت

900

،  pINT28aتأیید وجود توالی ژن اینتگراز در -2شکل 
) ، Fermentas Co.SM#0321(بـازي مـارکر صـد جفـت   DNA. 1ستون 
، Hind IIIیافته با برشpINT28a. 3نیافته، ستون برشpINT28a. 2ستون 
یافتـه  بـرش 5pINT28a، ستون BamH Iیافته با برشpINT28a. 4ستون 

بـا پرایمرهـاي اختصاصـی    PCR. محصـول  6ستون ، BamH IوHind IIIبا 
.pINT28aشده در قطعۀ کلون

نتیجۀ وسترن بلات با لیزات باکتریایی قبل و بعد از القاء.  -3شکل 
: حـاوي لیـزات   4و 3: حـاوي لیـزات باکتریـایی پـس از القـاء، غشـاء       2و 1غشاء 

و نرمال مجاور شـده با مخلوط سرمی افراد 3و 1باکتریایی پیش از القاء. غشاهاي 
با مخلوط سرمی افراد آلوده4و 2غشاهاي 

. SDS-PAGEبررسی مراحل مختلف تخلـیص بـا اسـتفاده از     -4شکل 
، IPTG. پس از القـاء بـا   2باکتري قبل از القاء، . 1ترتیب از سمت چپ به
شـده از سـتون   . محلول خارج5. لیزات باکتریایی، 4. مارکر وزن ملکولی، 3

شده.. پروتئین تخلیص6شستشو، پس از 
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. در مطالعۀ حاضر نیز با وجود آنکه )22و21(گردد 
مولار 8صورت محلول در اورة پروتئین مورد نظر به

تهیه شده بود، با این حال مشکل تمایل به رسـوب  
ــی ــده م ــهدر آن دی ــی  شــد، ب ــه حت ــا طــوري ک ب

ــدك   ــایین و زمــان ان ــا دور بســیار پ ســانتریفیوژ ب
)3000×g دقیقه) نیز مقدار بسـیار زیـادي از   10و

نشـین  هاي موجود، از محلول خـارج و تـه  پروتئین
شدند. بنابراین ما در مراحل کار به ایـن نتیجـه   می

رسیدیم که مرحلۀ سانتریفیوژ لیزات باکتریـایی را  
ــت   ــله را مس ــزات حاص ــوده و لی ــذف نم ــا ح قیماً ب

هاي نیکل مجاور نماییم. ایـن کـار منجـر بـه     رزین
کندي خـروج مـایع از سـتون شـد امـا در نهایـت       

گردید.موجب افزایش میزان پروتئین نهایی 
ــه Tan Wang، 2004در ســال  و همکــارانش ب

ارائۀ روش تخلیص اینتگراز با تکنولوژي کشـت در  
میکروپلیـت پرداختنــد کــه در ایــن کــار پــروتئین  

صورت دناتوره تخلیص و سپس مراحل فولدینگ به
روي آن انجام گرفت. میزان محصول پروتئینـی در  

لیتر ازاء هر میلیمیکروگرم به14این روش معادل 
ــزارش شــده اســت   ــایی گ . در )23(کشــت باکتری

بی یـا مطالعۀ حاضر با توجه به اینکه هدف ما دست
به پروتئین واجد عملکرد آنزیمی نبوده و حلالیـت  

گـردد، امکـان   مولار حفـظ مـی  8اینتگراز در اورة 
گرم بر لیتر) میلی75تولید پروتئین با غلظت بالا (

فراهم آمد حال آنکه در مطالعاتی که هدف اصـلی  
حصول آنزیم داراي عملکرد است، سعی در کاهش 

این واسـطه از  شود تا بهمیزان غلظت پروتئین می
هاي بین ملکولی و رسوب اینتگراز کنشایجاد میان

. از دیگر دلایـل بهبـود   )24(عمل آید جلوگیري به
تـوان بـه فرآینـد    میزان بیان در ایـن مطالعـه مـی   

سـازي ژن کدکننـدة اینتگـراز اشـاره نمـود.      بهینه
کارگیري آن ها بهها پیش از سازي صحیح ژنبهینه

ــداري  در سیســتم ــزایش پای ــانی باعــث اف هــاي بی
mRNAبـرداري و ترجمـه   و بهبود قدرت رونوشت

اسـتفاده از  . از سوي دیگر )25(گردد در آن ها می
وکتورهاي بیانی کارآمـد ماننـد وکتورهـاي سـري     

pET      با توجه به اینکـه تمـامی عناصـر مـورد نیـاز
ــا    ــن وکتوره ــان در ای ــود بی ــزایش و بهب جهــت اف

اند نیز به بهبود بیـان پـروتئین   خوبی لحاظ شدهبه
مورد نظر ما کمک شایانی نموده است.

اولین گزارش در ارتباط با وجود واکـنش ایمنـی  
Changتوسط HIVضد اینتگراز در افراد آلوده به 

ارائـه گردیـد، در ایـن    1985و همکارانش در سال 
بررسی مشخص شد که در سرم تمام بیماران مورد 

.  )26(بادي ضد اینتگـراز وجـود دارد   مطالعه، آنتی
منظـور  و همکـارانش بـه  Steimer، 1986در سال 

و HIVبررســی پاســخ ایمنــی بیمــاران مبــتلا بــه 
کیلودالتـونی حاصـل از ژن   31شناسایی پـروتئین  

pol    صـورت  این ویـروس، پـروتئین اینتگـراز را بـه
نوترکیب در باکتري اشریشیا کلی تولیـد نمـوده و   

ایمنولوژیک سرم مبتلایـان بـه ویـروس را    واکنش 
نسبت به این پروتئین بررسی کردند، طبـق نتـایج   

هاي بادياز این افراد حاوي آنتی٪95حاصله سرم 
. تا کنون گزارشی مبنـی بـر   )16(ضد اینتگراز بود. 

هـاي تشخیصـی   استفاده از این پـروتئین در کیـت  
HIV با روش الایزا ارائه نگردیده است. ولی با توجه

شـدة  هـاي محافظـت  اینکه اینتگـراز از پـروتئین  به
HIV  ــالایی ــیتۀ ب ــده و از ایمنوژنیس ــوب ش محس

عنـوان  توان آن را بـه ، می)16و15(برخوردار است 
تـر در ایـن   هاي جـامع هدفی مناسب جهت بررسی

کار گرفت. با استفاده از باکتري نوترکیـب  زمینه به
کدکنندة ژن اینتگـراز کـه در ایـن مطالعـه تهیـه      

HIVگردید، ارزیابی پاسـخ مبتلایـان بـه عفونـت     
شـود و در صـورت   ژن میسر مینسبت به این آنتی

هـاي بیشـتر در زمینـۀ حساسـیت و     انجام بررسـی 
اختصاصیت پاسخ ایمنولوژیـک میزبـان نسـبت بـه     

کـارگیري  اینتگراز و حصول نتایج مناسب، امکان به
هاي تشخیصی فراهم خواهـد  این پروتئین در روش

شد.

تقدیر وتشکر
نامـۀ  اي یـک پایـان  ه ـاین مقاله بخشی از یافتـه 

دکتري بیوتکنولوژي در انستیتو پاستور ایران است. 
دانیم تا از انستیتو پاستور ایران یب بر خود لازم می

هـاي واگیـر در   و همچنین مرکز مـدیریت بیمـاري  
هاي مالی و پشـتیبانی بـراي   جهت اعطاء مساعدت

.قدردانی کنیمانجام این پروژه
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Abstract
Background: Improving the performance of HIV diagnosis assays is one of the most
important ways to reduce HIV transmission. Because of the high mutation rate of HIV, it is
critical to use the conserved proteins to develop diagnostic immunoassay methods. Because
integrase is one of the most conserved proteins of HIV, it may be a good target for this
purpose. In this paper cloning, purification and immunogenicity evaluation of integrase are
studied.
Methods: Integrase coding sequence was cloned in pET28a expression vector. After
transformation of recombinant plasmid to E. coli, protein expression was induced by IPTG.
Immunogenicity of recombinant integrase was evaluated by western blotting. The protein was
purified by Ni-NTA affinity chromatography.
Results: Induction by IPTG leads to expression of integrase. The expression level after
optimization of conditions was about 40% of total proteins of E. coli. Western blotting
showed specific immunoreactivity of recombinant integrase to HIV infected sera. The yield
of produced protein was 75 mg per one liter of bacterial culture.
Conclusion: The produced protein retains antigenic properties and can be used in diagnostic
immunoassay methods. Optimization of culture and protein expression conditions results in
recombinant bacteria producing high yields of protein which may be used in industrial
purposes.

Keywords: Human immunodeficiency virus, Integrase, Immunoassay


