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طراحی و ساخت یک پلاسمید عرضه سطحی حاوی قطعه ژنی 

 18نوترکیب ویروس پاپیلومای انسانی تیپ  E6رمزگذار پروتئین 

 Yarrowia lipolyticaجهت بیان در مخمر 
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 4، دکتر کاترین مادزاک3هرزویلی
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 شوندبا ریسک پایین و بالا تقسیم می به دو دسته ،تیپ 100( با بیش از HPVهای پاپیلومای انسانی )ویروسمقدمه: 

های پروتئین حال حاضر، توسعه اند. دررحم دخیل % موارد سرطان گردنه70 تنهایی در به 18و  16های که تیپ

باشد. از این رو، مطالعه حاضر با هدف ساخت  با هدف واکسیناسیون یا درمان مورد توجه دانشمندان می HPVنوترکیب 

 انجام شد. 18ویروس پاپیلومای انسانی تیپ  E6کننده در سطح رمزگذار پروتئین  یک پلاسمید نوترکیب عرضه

فرد  DNA( با استفاده از HPV18ویروس پاپیلومای انسانی ) 18تیپ  E6پروتئین  ژنی رمزگذار قطعهکار: روش

 Hind III ای مورد تکثیر قرار گرفت و پس از برش آنزیمی دوگانهآشیانه PCRعنوان الگو، با روش  مبتلا به ویروس به

 سازی شد.همسانه pINA1317-YLCWP110کننده در سطح ، به درون پلاسمید عرضهSfiIو 

-pINA1317 نوترکیب سازی پلاسمیدو برش آنزیمی دوگانه صحت همسانه PCRهای مولکولی نظیر روشها: یافته

YLCWP110-E6 ردیفی با روش سنگر و هم دست آمده از تعیین توالی به یید قرار داد. همچنین، نتایج بهأرا مورد ت

ژنی در جایگاه  گرفتن قطعه ترادف و چارچوب قرار یید نهایی صحت توالی،أهای موجود در بانک ژن منجر به تداده

  مناسب گردید.

را در پلاسمید  HPV18ویروس  E6ژنی رمزگذار پروتئین  سازی موفق قطعهنتایج این مطالعه، همسانهگیری: نتیجه

در جایگاه و جهت مناسب مورد تأیید قرار داد. این  pINA1317-YLCWP110-E6عرضه کننده در سطح 

عنوان واکسن، مارکر مولکولی  ، قابلیت استفاده بهYarrowia lipolyticaپلاسمید در صورت بیان در میزبان مخمری 

 درمانی خواهد داشت.  یا جنبه
 

 اپیلومای انسانی،، ویروس پ18کننده در سطح، تیپ  نوترکیب، پلاسمید عرضه E6پروتئین کلمات کلیدی: 

 سازیهمسانه 
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 مقدمه
 متعلق به خانواده 1(HPVویروس پاپیلومای انسانی )

papillomaviridae52-55) کوچک ، دارای اندازه 

ای دار دو رشته DNAهای متر(، از ویروس نانومیلی

و با طول  2وجهی 20حلقوی، بدون پوشش، با کپسید 

تلیال  های اپیجفت باز است که سلول 8000ژنوم تقریباً 

. (1-3)کند ان و آنوژنیتال را درگیر میپوست، مخاط ده

این ویروس یکی از عوامل ایجاد سرطان از راه مقاربت 

% 5باشد که تقریباً سهم خصوص در زنان می جنسی به

هایی که ویروس زایی دارد. از جمله سرطاندر سرطان

توان به پاپیلومای انسانی عامل ایجاد آن است می

های آلت تناسلی مردانه، سر و گردن، واژن، مقعد سرطان

مستقیمی با ابتلاء به  خصوص دهانه رحم که رابطه و به

 .(5، 4، 2) دارد، اشاره کرد HPVویروس

ترین و چهارمین سرطان عنوان رایج رحم به سرطان دهانه

کند شایع بین زنان است که سلامت زنان را تهدید می

عفونت مزمن توسط ویروس پاپیلومای انسانی . (8-6)

کروموزومی  DNAدر  HPVپرخطر و ادغام ژنوم 

رحم از موارد مهم اولیه  تلیال دهانه های اپیمیزبان سلول

رحم است. از  در پیشرفت نئوپلاستیک ضایعات دهانه

تلیال در این ناحیه قرار  که دو نوع سلول اپیجاییآن

تواند بروز کند. رحم به دو شکل می دارد، سرطان دهانه

هستند  HPVترین مناطق عفونت مخاط و پوست، شایع

(9.) 

مبتلا هستند  HPVبه  میلیون فرد 79در آمریکا تقریباً 

 HPVمیلیون فرد جدید به ویروس  14و سالانه تقریباً 

شوند که نزدیک نیمی از آنها مربوط به افراد در  مبتلا می

سال هستند. طبق برآوردی که در سال  15-24سنین 

المللی تحقیقات سرطانی توسط اعضای آژانس بین 2017

صورت بر روی شیوع جهانی ویروس پاپیلومای انسانی 

زن را در جهان  570000گرفت، این ویروس سالانه 

باشد. ها می% از کل سرطان5مبتلا کرده و عامل بروز 

% از افراد فعال جنسی در طول زندگی، به ویروس 80

HPV شوند، ولی اکثر آنها از ابتلاء خود به این مبتلا می

 .(10-13) ویروس مطلع نیستند

                                                 
1 Human Papilloma Virus 
2 Icosahedral 

در ایران منتشر نشده  HPVآمار دقیقی از اپیدمیولوژی 

است و در اکثر مقالات منتشر شده، مطالعات بر روی 

رحم در  تعداد محدودی از افراد مبتلا به سرطان دهانه

اسمیر  کننده به پاپ های زنان مراجعهمقایسه با نمونه

آبادی و همکاران  انجام گرفته است. در مطالعه بهرام

های در جنوب شرق ایران بر روی نمونه( 2021)

% از 7/37، 2018-2020دست آمده از سال  اسمیر به پاپ

% 62در میان موارد مثبت،  مثبت بودند. HPVبیماران 

% از 2/38آلوده بوده و  HPVاز افراد تنها به یک ژنوتیپ 

متعدد را نشان دادند.  HPVهای افراد آلودگی با ژنوتیپ

ژنوتیپ  31های متعدد، های آلوده با سویهدر نمونه

HPV  ژنوتیپ شایع آنها  4گزارش شد کهHPV6 ،

HPV16 ،HPV53 و HPV51  در (14)بودند .

 HPVهای (، شیوع ژنوتیپ2019مطالعه کشه و همکار )

های ترین ژنوتیپجمعیت ایرانی بررسی شد. شایعدر 

 HPV11و  HPV6خطر در افراد مورد مطالعه کم

و  HPV16های پرخطر بیشتر بودند و ژنوتیپ

HPV52  بودند. بیشترین میزان آلودگی با ویروس در

 سال همراه با یک پیک در بازه 30-44محدوه سنی 

همچنین در  .(15)سال مشاهده گردید  30-32سنی 

های ( که بر روی نمونه2021ثابت و همکاران ) مطالعه

گروه در خراسان )خراسان رضوی و  3از  آوری شدهجمع

شمالی، خراسان جنوبی، گروه توریست( انجام شد، شیوع 

HPV  و در 9/19%، در گروه دوم 4/48در گروه اول %

ژنوتیپ شایع ویروس،  4% و 6/33گروه سوم 

HPV6،HPV11  ،HPV16 و HPV51  گزارش شد

های محدود، . با وجود گزارشات متعدد در جمعیت(16)

ایگاه اینترنتی مرکز تحقیقات اطلاعات موجود در پ

شناسی دانشگاه شهید بهشتی، درصد آلودگی ویروس

سال را بر مبنای گزارش وزارت  15-45زنان ایرانی 

% اعلام نموده است. 6بهداشت، درمان و آموزش پزشکی 

این عدد تقریباً مشابه کشورهای همسایه مانند ترکیه 

عادات و  دلیل بوده، اما میزان بروز سرطان سرویکس به

موجود در  HPVهای  سبک زندگی و ژنتیک ویروس

باشد. همچنین، یک مرور سیستماتیک بر  ایران کمتر می

مطالعه در ایران توسط این مرکز تحقیقاتی  14روی 

را در بین زنان سالم  HPVگزارش شده است که شیوع 
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% اعلام نموده است و در 4/9های مختلف ایران  در استان

 HPV18% و شیوع HPV16 ،3/2 این میان، شیوع

 . (17)% گزارش شده است 7/1برابر 

HPVتلیال را از طریق سایش آلوده های اپی، سلول

رحم و نئوپلازی  باعث دیسپلازی دهانهکند و متعاقباً  می

CINتلیال داخلی دهانه رحم ) اپی
دلیل  شود که به( می1

-HRمداوم بودن عفونت پاپیلوما ویروس پرخطر )

HPVرحم تبدیل  طور معمول به سرطان دهانه (، به

شود. برای شروع عفونت، ویروس باید بتواند در سلول می

یروس در سلول میزبان، میزبان ادغام شود. پس از ادغام و

تلیال پایه  های اپییک سری حوادث ژنتیکی در سلول

طور مستقیم امکان تکثیر ویروس را  اتفاق افتاده و به

کند. در نهایت، این وقایع محیطی مناسب برای  فراهم می

 .(18) نمایدپیشرفت نئوپلاستیک فراهم می

تواند رحم آهسته است و می روند پیشرفت سرطان دهانه

اولیه عفونت  به چندین مرحله تقسیم شود. مرحله

HPV  از طریق بالینی قابل تشخیص است، اما در اکثر

دلیل  ماند و بهموارد، معمولاً بدون تشخیص می

سال، بدون مداخله  1-2سازی ویروسی در طی  پاک

، اما در صورت عدم شناسایی (3) روددرمانی از بین می

های میزبان، ویروس در مراحل اولیه و ابقای آن در سلول

دهد. با وجود زایی رخ میمراحل بعدی عفونت و سرطان

مانند غربالگری  های مختلفها و درمانگیریپیش

HPVکنندهگیریهای پیش، واکسن HPV ،جراحی ،

درمانی، بارِ بیماری در سراسر جهان رادیوتراپی و شیمی

 .(3) چنان سنگین استهم

 کننده بر پایهگیرینوع واکسن پیش 3در حال حاضر 

2از  استفاده
VLPs  مونتاژ شده از بیان پروتئین نوترکیب

L1صورت تجاری در دسترس هستند و برای استفاده  ، به

است که عبارتند از: شده  در بسیاری از کشورها تأیید

Gardasil ظرفیتی 4؛ یک واکسن (4vHPV که )

HPV6 ،HPV11 ،HPV16  وHPV18  را مورد

ظرفیتی  2؛ یک واکسن Cervarixدهد، هدف قرار می

(2vHPV که )HPV16  وHPV18  را مورد هدف

ظرفیتی  9؛ یک واکسن Gardasil 9دهد، قرار می

                                                 
1 cervical intra-epithelial neoplasia 
2 virus-like particles 

(9vHPV که )HPV31 ،HPV6 ،HPV11 ،

HPV18 ،HPV16 ،HPV58 ،HPV52 ،HPV45 

، 19، 17، 3)دهد را مورد هدف قرار می HPV33و 

20). 

گیری از ها در اغلب موارد در پیشاگرچه این واکسن

مؤثرند، اما مزایای محدودی در برابر  HPVعفونت 

های درمانی از این واکسن های قبلی دارند.تخریب عفونت

ه هدف گیری متفاوت هستند کهای پیشنظر با واکسن

های آنها، تحریک ایمنی سلولی و از بین بردن سلول

باشد. کننده میهای خنثیبادیآلوده به جای آنتی

سلول و تخریب  بنابراین، تحریک پاسخ ایمنی به واسطه

های بادیهای آلوده به جای تولید آنتیسلول

های کننده، منجر به افزایش رغبت به تولید واکسن خنثی

توانند تأثیر ها میت. این واکسندرمانی شده اس

 HPVمیر ناشی از عفونت وگیری بر میزان مرگ چشم

ویروس  E7و  E5 ،E6های  داشته باشند. پروتئین

منظور تهیه  تومورژنیک بوده و بسیاری از مطالعات به

 . (21، 17)واکسن درمانی بر روی آنها متمرکز است 

عنوان یکی از  ویروس پاپیلومای انسانی، به E6پروتئین 

زایی در ژنوم ویروس است پروتئین با قدرت توموردو آنکو

 150ای با . این پروتئین یک پروتئین هسته(22)

ه شده و از طریق توالی در سیتوپلاسم ساخت آمینواسید،

(NLS)3 شود. چند عملکردی به درون هسته منتقل می

شود که های مهم آن محسوب میبودن آن، از ویژگی

زیرواحد مختلف پروتئینی سلول ارتباط دارد  30تقریباً با 

زندگی  ، از نقش در چرخهE6های فعالیت و تمام جنبه

شود ویروس گرفته تا پیشرفت بدخیمی را شامل می

با اتصال به توالی کوتاه غنی از  E6. آنکوپروتئین (23)

 E6کوئیتین لیگاز وابسته به ( یوبیLXXLLلوسین )

(E6AP درون بافتی و تخریب پروتئوزومی پروتئین )

تلیالی ناشی از  ، در تومورهای اپیp53سرکوبگر تومور 

 پرخطر نظیر سرطان دهانههای پاپیلومای انسانی  ویروس

چنین از طریق رحم و سرطان سر و گردن و هم

MYCسازی بیان  فعال
و تلومراز، باعث افزایش میزان  

در  p53شود. با توجه به نقش پروتئین بقاء سلولی می

چون حفظ ثبات و پایداری های مختلف سلولی همفرآیند

                                                 
3 Nuclear Localization Signal 
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رکوب تر از همه در سساز و مهم و ژنوم، طول عمر، سوخت

افزایش یافته و  E6 ،P53تومور، در صورت عدم فعالیت 

از طریق القاء آپوپتوز قبل از تکثیر ویروس، منجر به از 

 E6. پروتئین (24)گردد بین رفتن سلول آلوده می

، بر P53کننده، علاوه بر   عنوان یک پروتئین ترانسفورم به

1عامل آپوپتوتیک دیگری مانند 
BAK گذارد.تأثیر می 

BAK ه به همراه کBAX  در غشای خارجی

شدن با ایجاد میتوکندری قرار دارند، در صورت فعال 

روزنه در غشا خارجی میتوکندری، موجب آپوپتوز و 

با اتصال به  E6علاوه پروتئین  شود. بهمرگ سلولی می

2های حاوی دمین پروتئین
PDZ از طریق موتیف ،

خود، آنها را ترمینال -C در پایانه PDZمتصل شونده به 

سازی با فعال E6چنین، پروتئین کند. همتخریب می
3
STAT3 شود منجر به پیشرفت چرخه سلولی می

(25 ،26). 

منظور تولید  های بیانی مختلفی بهحاضر سیستمدر حال 

گیرند. در های نوترکیب مورد استفاده قرار میپروتئین

های نوترکیب یوکاریوتی، میزبان  تولید پروتئین

عنوان یک سیستم بیانی هترولوگ از  پروکاریوتی به

مزایای سادگی، ارزان قیمت بودن و سرعت بالای تکثیر 

ا در انجام تغییرات پس از میزبان برخوردار است، ام

های یوکاریوتی دچار محدودیت ای پروتئینترجمه

. از سوی دیگر، سیستم بیانی (28، 27)باشد  می

پستانداران فاقد این محدودیت بوده، ولی مراحل تولید 

پروتئین نوترکیب در این سیستم پیچیدگی بیشتری 

های بالا و دشواری تخلیص داشته و با محدودیت هزینه

رو زبان روبههای می پروتئین پروتئین نوترکیب از مجموعه

. در این میان، میزبان مخمری یک (29، 27، 17)است 

سیستم بیانی همولوگ نسبتاً ساده و ارزان محسوب 

ای شود که قادر به انجام تغییرات پس از ترجمه می

. یوو و همکاران (31، 30)باشد یوکاریوتی نیز می

( یک پلاسمید عرضه کننده در سطح مخمر 2008)

                                                 
1 Bcl-2 homologous antagonist/killer 

2 PDZ یهابه نام نیحرف اول نام سه پروتئ بیترک (PSD95)post 

synaptic density protein ( ،Dlg1)Drosophila disc large 

tumor suppressor ( وzo-1)zonula occludens-1 protein 

 در آنها کشف شده است. بار نیاول نیدم نیاست که حضور ا
3 Signal Transducer and Activator of Transcription 

Yarrowia lipolytica  به نامpINA1317-

YlCWP110  ساختند. پلاسمیدpINA1317  مورد

استفاده در این مطالعه، دارای یک پروموتر نوترکیب برای 

 Yarrowia lipolytica مخمر بیان هترولوگ در

قبلی، پروموترها وابسته به القاء است. در پلاسمیدهای 

توسط القاگرهای خاص یا بیان در فاز رشد مخمر بودند 

که بیان پروتئین نوترکیب را در این میزبان با 

ساخت. برای مقابله با این هایی مواجه میمحدودیت

 hp4dها، از یک پروموتر سنتزی به نام محدودیت

وموترهای استفاده شد که فعالیت رونویسی آن مشابه پر

باشد، اما توسط منابع کامل می قبلی در حالت القاء شده

کربن و نیتروژن محدود نشده و نیازی به القاء شدن 

توسط القاگر ندارد. همچنین، تولید پروتئین نوترکیب 

توسط این پروموتر پس از فاز رشد و در فاز سکون رخ 

دهد. این پلاسمید دارای راندمان ترانسفورماسیون می

ها و سطح بالای ترشح الا، پایداری بالاتر ترانسفورمنتب

های منحصر دلیل ویژگی باشد. بههای فعال میپروتئین

به فرد این پلاسمید، از آن برای ساخت پلاسمید جدید 

 Yarrowia lipolyticaبرای عرضه در سطح مخمر 

جفت باز رمزگذار  333منظور ابتدا  استفاده شد؛ بدین

ژنومی  DNAاز  YlCWP1لی انتهای کربوکسی

Yarrowia lipolytica سازی شد. سپس  همسانه

سازی شده به درون پلاسمید  قسمت همسانه

pINA1317 ها نشان دادند که وارد گردید. یافته

تواند یک پلاسمید خوب برای عرضه پلاسمید جدید می

 Yarrowiaدر سطح بر روی میزبان مخمری 

lipolytica  (32)( 1باشد )شکل . 
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به  pINA1317. در سمت چپ ساختار پلاسمید pINA1317-YlCWP110روش ایجاد پلاسمید عرضه سطحی  -1شكل 

پس از تكثیر توسط  YlCWPآمینواسید انتهای کربوکسیل  110ژنی رمزگذار  تصویر کشیده شده است. در سمت راست، قطعه

PCR ژنی  سازی شده است. سرانجام، قطعهدر یک پلاسمید ناقل همسانهYlCWP110  پس از برش آنزیمی محدودگر دوگانه

 .(32)درج شده است  pINA1317از پلاسمید ناقل خارج شده و در داخل پلاسمید 

 

هدف این مطالعه، طراحی و ساخت یک وکتور بیانی 

 E6 کننده در سطح رمزگذار پروتئین تومورژنیکعرضه

HPV18  جهت بیان در میزبان مخمریYarrowia 

lipolytica باشد. چنین وکتوری علاوه بر فراهم می

ساختن امکان بیان در یک میزبان همولوگ و برخورداری 

دلیل هدایت پروتئین  از مزایای سیستم بیانی مخمری، به

نوترکیب سنتز شده به سطح سلول، مشکلات مربوط به 

های نظر را از مجموعه پروتئینتخلیص پروتئین مورد 

 سازد.سلول میزبان مرتفع می
 

 کار روش

ژنی  در این پژوهش، برای دستیابی به توالی قطعه

ی انسانی، از بانک ویروس پاپیلوما E6رمزگذار پروتئین 

 NCBIژنی موجود در پایگاه اینترنتی 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov .استفاده شد )

تر آنها از ها و بررسی دقیقچنین، برای طراحی آغازگرهم

 Gene runner 6.5.48افزارهای نرم

(http://generunner.net و )BLAST  و برای

 Chromas 2.6.6افزار بررسی نتایج تعیین توالی از نرم

(http://technelysium.com.au/wp/chromas )

 استفاده گردید.

ویروس پاپیلومای  E6 ژنی رمزگذار پروتئین تکثیر قطعه

ای پلیمراز با استفاده از واکنش زنجیره 18انسانی تیپ 

 تر نسبت به توالی موردتکثیر نواحی خارجی، 1ایآشیانه

آلمان( خارجی  نظر با استفاده از آغازگرهای )متابیون،

 ،Labcyclerرفت و برگشت، در دستگاه ترموسایکلر )

میکرولیتر  2میکرولیتر شامل  20آلمان( با حجم نهایی 

DNA های خارجی رفت و برگشت هر کدام الگو، آغازگر

میکرولیتر مسترمیکس  10 میکرولیتر، 1 به مقدار

میکرولیتر آب دیونیزه انجام  6 )امپلیکون، دانمارک( و

 استخراج شده از نمونه DNAدر این واکنش،  گرفت.

عنوان الگو استفاده  به HPV18اسمیر زن آلوده به پاپ

دناتوراسیون  ای پلیمراز طبق برنامهشد. واکنش زنجیره

ثانیه، اتصال  30مدت  گراد به درجه سانتی 94در دمای 

ثانیه و  60مدت  گراد به درجه سانتی 56در دمای 

ثانیه  60مدت  گراد به رجه سانتید 72گسترش در دمای 

رمزگذار  تکرار انجام شد. سپس، تکثیر قطعه 35و در 

ای با استفاده از محصول واکنش زنجیره E6پروتئین 

های داخلی رفت و عنوان الگو و آغازگر پلیمراز خارجی به

میکرولیتر  100 برگشت انجام شد. این واکنش در حجم

های داخلی غازگرالگو، آ DNAمیکرولیتر  10 شامل

                                                 
1 Nested-PCR 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://technelysium.com.au/wp/chromas/
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 50 میکرولیتر، 5/2 رفت و برگشت هر کدام به حجم

طبق  میکرولیتر آب دیونیزه 35 میکرولیتر مسترمیکس و

 گراد درجه سانتی 94دناتوراسیون در دمای  برنامه

گراد  درجه سانتی 65ثانیه، اتصال در دمای  30مدت  به

درجه  72ثانیه و گسترش در دمای  40مدت  به

چرخه انجام گرفت.  30ثانیه در  40مدت  د بهگرا سانتی

 DNA (GeneJETدر نهایت، کیت تخلیص 

PlasmidMiniprep ،Thermo Scientific برای )

 مورد استفاده قرار گرفت. DNAتخلیص مولکول 

 

 های داخلی و خارجیمشخصات آغازگر -1جدول 

 هاآغازگر توالی آغازگرها

5'GAAACACACCACAATACCATG3' 18F 
5'CGTCTGTACCTTCTGGATC3' 18R 

5'TGAGAAACGGCCGTTCTGGCCATGGCGCGCTTTGAG3' 186F 
5'TACTTAAAGCTTTACTTGTGTTTCTCTGCGTCG3' 186R 

 

-pINA1317  سازی پلاسمیدتكثیر و آماده

YlCWP110  
یابی به مقادیر کافی از پلاسمید منظور دستبه

pINA1317-YlCWP110 سازی، برای همسانه

 E.coliدرون میزبان باکتریایی نظر به پلاسمید مورد

TOP10 های ترانسفورم ترانسفورم شد. انتخاب کلونی

شده با کشت محصول ترانسفورماسیون بر روی پلیت 

های یک کانامایسین انجام گرفت. کلونیبیوتدارای آنتی

نظر در محیط کشت مایع حاوی کانامایسین تکثیر  مورد

شده و استخراج پلاسمید از آنها با استفاده از کیت 

 GeneJET Plasmidاستخراج پلاسمید )

Miniprep ،Thermo Scientific آمریکا( انجام ،

 گرفت.

به درون  E6 ژنی رمزگذار پروتئین انتقال قطعه

 pINA1317-YlCWP110پلاسمید 

و پلاسمید  E6 ژنی رمزگذار پروتئین برش قطعه

pINA1317-YlCWP110 ،استفاده از دو آنزیم  با

، SfiI (ThermoScientificو  HindIIIمحدودگر 

صورت متوالی انجام شد. بعد از هر برش آمریکا( به

از  سازی آنزیم مورد نظر با استفادهفعالآنزیمی، غیر

 15مدت  گراد بهدرجه سانتی 65گرماگذاری در دمای 

دقیقه انجام گرفت. سپس، محصول برش آنزیمی با 

، شستشو داده و تخلیص DNAاستفاده از کیت تخلیص 

ژنی رمزگذار  قطعه شد. در نهایت، قطعات برش خورده

 pINA1317-YlCWP110و پلاسمید  E6 پروتئین

 Thermoیگاز )ل T4با آنزیم  1به  5به نسبت 

Scientific آمریکا( و بافر مربوطه ترکیب و در دمای ،

مدت یک ساعت انکوبه گردید. جهت  درجه به 22

اطمینان از فرآیند اتصال دو قطعه، ترکیب فوق به 

ساعت منتقل شد تا فعالیت  24مدت  درجه به 4یخچال 

آنزیم تکمیل گردد و سرانجام پلاسمید نوترکیب 

pINA1317-YlCWP110-E6  .تشکیل شود 

دست آمده، ترانسفورماسیون محصول لایگیشن به

 E.coli TOP10درون میزبان باکتریایی به

دست آمده  در این مرحله، محصول واکنش لایگیشن به

 E.coliدرون میزبان باکتریاییقبل به در مرحله

TOP10 های ترانسفورم ترانسفورم شد. انتخاب کلونی

ترانسفورماسیون بر روی  شده از طریق کشت محصول

های بیوتیک کانامایسین انجام و کلونیپلیت دارای آنتی

سازی قرار گرفتند. دست آمده مورد تکثیر و ذخیره به

نظر در محیط کشت مایع  های موردسرانجام کلونی

پلاسمیدی  DNAحاوی کانامایسین تکثیر شده و 

 استخراج شد.

یب با های حاوی پلاسمید نوترکانتخاب کلنی

 های مولكولیاستفاده از روش

سازی، پلاسمید جهت اطمینان از صحت انجام همسانه

آمده در چند مرحله مورد بررسی قرار گرفت. دست به

انجام شد. سپس،  PCR-های اولیه توسط کلنیبررسی

دست آمده تحت  به جهت اطمینان بیشتر، پلاسمید

قرار  NotIبرش آنزیمی با استفاده از آنزیم محدودگر 

 گرفت. این آنزیم دارای دو جایگاه برشی بر روی بدنه
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باشد که برش با آن به دو قطعه با طول وکتور می

 گردد.متفاوت منجر می

 یابی سنگرتوالی

ژنی رمزگذار پروتئین  سازی قطعهپس از تأیید همسانه

E6  در پلاسمیدpINA1317-YlCWP110  با

های مولکولی، جهت اطمینان از صحت  استفاده از روش

سازی ژنی همسانه توالی و چارچوب قرار گرفتن قطعه

شده در جایگاه مناسب، پلاسمید نوترکیب 

pINA1317-YlCWP110-E6 روش سنگر  به

توسط شرکت پیشگام تعیین توالی شد. در نهایت، توالی 

-و هم Chromasافزار  آمده با استفاده از نرمدستبه

های موجود در بانک ژن مورد بررسی قرار ردیفی با داده

 گرفت.

 هایافته
ویروس پاپیلومای  E6 قطعه ژنی رمزگذار پروتئین

ای پلیمراز با استفاده از واکنش زنجیره 18انسانی تیپ 

 ایآشیانه

 ای پلیمراز خارجیواکنش زنجیره

تر خارجی با استفاده از آغازگرهای خارجی، تکثیر نواحی

نظر صورت گرفت. محصول این نسبت به توالی مورد 

طول دارد. جهت اطمینان از صحت  bp852واکنش، 

میکرولیتر از محصول واکنش  5 انجام این واکنش،

PCR  طور که % الکتروفورز شد. همان2روی ژل آگارز

 است، باند مدنظر در محدودهدر شکل قابل مشاهده 

 به مارکر وزن مولکولی نسبتبازی جفت 1000تا  750

DNA  (.1قرار دارد )شکل  

 

 
 

 E6ژنی رمزگذار پروتئین  قطعه خارجی تكثیر کننده PCRمحصول واکنش  -1شكل 

 
 ای پلیمراز داخلیواکنش زنجیره

 خارجی، به PCRآمده از واکنش  دستمحصول به

 داخلی مورد استفاده قرار PCRعنوان الگو، در واکنش 

باز طول دارد و جفت 492 گرفت. محصول این واکنش

است که در دو  E6ژنی رمزگذار پروتئین  شامل قطعه

های مورد نیاز جهت برش توسط طرف آن توالی

های محدودگر فراهم شده است. جهت اطمینان از  آنزیم

میکرولیتر از محصول واکنش  5 ن واکنش،صحت انجام ای

PCR  طور که % الکتروفورز شد. همان2روی ژل آگارز

 است، باند مورد نظر در محدودهدر شکل قابل مشاهده 

بازی نسبت به مارکر وزن جفت 500-250

 (. 2قرار دارد )شکل   DNAمولکولی
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 E6ژنی رمزگذار پروتئین  قطعه داخلی تكثیر کننده PCRمحصول واکنش  -2شكل 

 

-pINA1317 پلاسمیدی DNAاستخراج 

YlCWP110 
پلاسمید  DNAسازی، منظور انجام همسانه به

pINA1317-YlCWP110  طبق پروتکل شرکت

% الکتروفورز شد. 1سازنده استخراج و بر روی ژل آگارز 

باشد و باند باز میجفت 5665طول این پلاسمید 

بازی جفت 5000-6000 مربوط به آن در محدوده

قابل مشاهده  DNAنسبت به مارکر وزن مولکولی 

 است. 

-pINA1317 پلاسمید برش آنزیمی دوگانه

YlCWP110 های محدودگر ه از آنزیمبا استفاد

HindIII  وSfiI 

پس از برش  pINA1317-YlCWP110پلاسمید 

های محدودکننده، به همراه پلاسمید متوالی با آنزیم

% الکتروفورز شد. 2برش نخورده بر روی ژل آگارز 

شود، باند مربوط به طور که در تصویر مشاهده میهمان

د برش تک ( نسبت به بان3برش آنزیمی دوگانه )ستون 

 (. 3باشد )شکل تر می ( کوتاه2آنزیمی )ستون 

 

 
 

: پلاسمید برش 2: پلاسمید برش نخورده، 1های محدودگر. توسط آنزیم pINA1317-YlCWP110برش پلاسمید  -3شكل 

 : پلاسمید پس از برش آنزیمی دوگانه. SfiI ،3خورده با آنزیم محدودگر 
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ژنی رمزگذار  ترانسفورماسیون محصول لایگیشن قطعه

-pINA1317به درون پلاسمید  E6 HPV18پروتئین 

YlCWP110درون میزبان باکتریایی  ، بهE. coli 

TOP10 
دست آمده از واکنش اتصال  در این مرحله، محصول به

با پلاسمید  E6 HPV18ژنی رمزگذار پروتئین  قطعه

pINA1317-YlCWP110درون میزبان ، به

 هایترانسفورم و کلونی E. coli TOP10باکتریایی 

سازی های مولکولی همسانهدست آمده برای بررسی به

 انتخاب شدند.

های حاصل از بر روی کلنی PCR-کلنی

 ترانسفورماسیون 

ژنی رمزگذار پروتئین  منظور بررسی سریع حضور قطعه به

E6 HPV18 های حاصل از درون کلنی

انجام شد. باندهای  PCR-ترانسفرماسیون، واکنش کلنی

حاکی از حضور پلاسمید نوترکیب  4و  3، 2های چاهک

های مورد در کلنی E6رمزگذار پروتئین  حاوی قطعه

 (. 4باشد )شکل مطالعه می

 

 
 

: 1های حاصل از ترانسفورماسیون. ستون درون کلنی E6ژنی رمزگذار پروتئین  حضور قطعه تأییدکننده PCR-کلنی -4شكل 

 : کلنی منفی. 5های مثبت، ستون : کلونی4و  3، 2های ، ستونDNAمارکر وزن مولكولی 

 
 pINA1317-YlCWP110-E6برش پلاسمید 

 NotIم نوترکیب توسط آنزی

 E6ژنی رمزگذار پروتئین  پس از تأیید حضور قطعه 

HPV18 های حاصل از ترانسفرماسیون، درون کلنی

های پلاسمیدی از کشت مایع کلنی DNAاستخراج 

مثبت انجام شد. سپس این پلاسمیدها و پلاسمید 

برش یافتند  NotIغیرنوترکیب توسط آنزیم محدودگر 

طول متفاوت گردید. که منجر به ایجاد دو قطعه با 

خارج از محل  طول یکی از قطعات که شامل منطقه

باشد، در پلاسمیدهای نوترکیب و سازی میهمسانه

دوم  غیرنوترکیب یکسان است )باند پایینی(. طول قطعه

ژنی رمزگذار  سازی قطعههمسانه منطقه که دربردارنده

باشد، در پلاسمید نوترکیب می E6 HPV18پروتئین 

pINA1317-YlCWP110-E6  نسبت به پلاسمید

غیرنوترکیب بیشتر بوده و باند مربوط به آن در 

 (. 5گردد )شکل الکتروفورز ژل آگارز بالاتر مشاهده می
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: 3نوترکیب.  pINA1317-YlCWP110-E6: پلاسمیدهای 2و  NotI .1پلاسمیدی توسط آنزیم  DNAبرش آنزیمی  -5شكل 

 .pINA1317-YlCWP110پلاسمید غیر نوترکیب 
 

افزار  تعیین توالی، با استفاده از نرم بررسی نتیجه

Chromas ردیفی آنو بررسی هم 

ژنی رمزگذار پروتئین  سازی قطعهپس از تأیید همسانه

E6 HPV18  به درون پلاسمیدpINA1317-

YlCWP110 توالی پلاسمید نوترکیب ،

pINA1317-YlCWP110-E6 روش سنگر  به

 NCBIهای موجود در بانک ژنی پایگاه تعیین و با داده

مورد مقایسه قرار گرفت. نتایج نشان دادند در طی 

 حفظ شده و قطعه DNAسازی، صحت توالی همسانه

-pINA1317ژنی در جایگاه صحیح به درون پلاسمید 

YlCWP110 سازی شده است )پیوست(. همسانه 
 

 بحث 

نقش  HPVهای ریسک بالای آلودگی افراد با تیپ

 -ویژه در دستگاه ادراری مهمی در ایجاد سرطان به

های اولیه بر علیه این ویروس کند. واکسنتناسلی ایفا می

های ساختاری ویروس، طراحی معمولاً بر پایه پروتئین

. با توجه به (17)کننده دارند گیریاند و نقش پیششده

ویروس پاپیلومای  E7و  E5 ،E6های نقش انکوپروتئین

اخیراً ، HPVهای ناشی از سرطان انسانی در توسعه

 ، به توسعهHPVزایی بخشی از تحقیقات بر روی بیماری

ها اختصاص یافته های مبتنی بر این انکوپروتئینواکسن

گیری از ابتلاء به ویروس، از طریق است تا علاوه بر پیش

، از اثرات Tهای سازی ایمنی مبتنی بر سلولفعال

وده های مذکور برای بهبود بیماری افراد آلدرمانی واکسن

. در این (33، 20، 19، 17، 3)مند گردند به ویروس بهره

راستا، استفاده از مدل حیوانی که در آن تحریک 

ساختاری، تومورهای ژن غیر با آنتی Tهای ایمنی  سلول

واکسن  بخشی بالقوهموجود را کنترل کرده بود، اثر

. (34)درمانی علیه آلودگی پاپیلوما ویروس را نشان داد 

و کوفمان  ( و1996)و همکاران بوریسویک  در مطالعه

های کلینیکی واکسن مبتنی بر که فاز( 2002)همکاران 

1ویروس 
MVA قطعات  کنندهعنوان پلاسمید بیانرا به

 16و  18های تیپ E7و E6های رمزگذار پروتئین ژنی

ویروس پاپیلومای انسانی مورد مطالعه قرار دادند، نتایج 

 16های تیپ E7و  E6های حاکی از بیان موفق پروتئین

2ویروس پاپیلومای انسانی و ایجاد  18و 
CTL های

% از بیماران دارای سرطان 28اختصاصی علیه ویروس در 

کم در فاز اول و دوم تحقیق و دست پیشرفته گردنه رحم

% از 83های بافتی ایجاد شده در % کاهش در زخم40

در  .(36، 35)سال بود  42-54بیماران در سنین بین 

ژن های دندرتیکی در معرض آنتیرویکرد دیگری، سلول

پاپیلومای ویروس  18و  16های تیپ E7انکوپروتئین 

KLHنسانی و با همراهی ا
)نوعی مولکول ردیاب  3

                                                 
1 Modified Vaccinia virus Ankara 
2 Cytotoxic T lymphocyte 
3 Keyhole limpet hemocyanin 
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در  2008ایمونولوژیکی( قرار گرفت. این واکسن در سال 

بیمار مبتلا به سرطان گردنه رحم بررسی شد و  10

اختصاصی علیه  +CD4های آن، تولید سلول نتیجه

چنین تحمل ایمنی در تمام بیماران و هم E7پروتئین 

(. 37میزان سمیت بود ) مناسب واکسیناسیون با کمترین

، یک (2003)و همکاران  بالدوین در مطالعه چنینهم

توانست  E7 HPV16و  E6واکسن پپتید مصنوعی 

T CD4های  طور جدی تعداد و فعالیت سلول به
و  +

CD8 
ای  برای یک طیف گسترده را HPV16خاص  +

ها در تمام بیماران مورد مطالعه افزایش دهد  توپ از اپی

ایمونوتراپی در  پتانسیل این واکسن برای دهنده نشانکه 

های ناشی از  های پیشرونده، ضایعات و بدخیمی آلودگی

HPV16  های مخمری از دیرباز به . میزبان(38)بود

های نوترکیب کوچک یوکاریوتی، تولید پروتئین منظور

اند. های ویروسی مورد استفاده بودهویژه پروتئین به

عنوان اولین واکسن مورد  چنانچه واکسن گارداسیل به

نیز در میزبان مخمری  HPVاستفاده بر علیه 

Saccharomyces cerevisiae  تولید شده است

(، وکتورهای 2001دگنهارت و همکار ) .(40، 39، 17)

ویروس پاپیلومای  18و  6تیپ  E6-pCRIIنوترکیب 

. آنها از سیستم دو هیبریدی مخمر انسانی را ساختند

(. 41استفاده کردند ) cDNA برای غربالگری کتابخانه

ویروس  E6(، انکوپروتئین 2012میرشهابی و همکاران )

-pTZ57R/Tرا در وکتور  16پاپیلومای انسانی تیپ 

E6 سازی کردند و در جهت تولید وکتور بیانی همسانه

اریوتی نهایت، ژن هدف در یک ناقل بیانی یوک

pcDNA3 ( همچنین، منیری و42ساب کلون گردید .) 

و  E6های سازی انکوپروتئین(، همسانه2020همکاران )

E7  را در وکتور بیانی  18ویروس پاپیلومای انسانی تیپ

pPiczαB منظور بیان در مخمر  بهPichia pastoris 

. نتایج تحقیقات مختلف در این (44، 43)انجام دادند 

دهد که با وجود در دسترس بودن انواع میزمینه نشان 

با کاربرد  HPVهای تجاری مختلف از پروتئین

تشخیصی، پیشگیری و درمانی، تحقیقات برای بهبود 

ها های مذکور به سلولهای تولید و عرضه پروتئینروش

و افراد با کمترین هزینه و بیشترین بازدهی ادامه دارد. 

مبتنی بر  عههای در حال توسنقش مؤثر واکسن

های مرتبط با های ویروسی در کنترل بیماریانکوپروتئین

HPV های بیانی عرضهسو و مزایای سیستماز یک 

سطحی از سوی دیگر، منجر به طراحی و ساخت یک 

 E6کننده در سطح رمزگذار پروتئین  بیانی عرضه سازه

HPV18  جهت بیان در میزبان مخمری در تحقیق

کنار بهره جستن از مزایای سیستم  حاضر گردید تا در

بیانی یوکاریوتی و سادگی سیستم مخمری نسبت به 

 دلیل عرضه های عالی، بههای بیانی یوکاریوتسیستم

پروتئین نوترکیب در سطح سلول میزبان، مشکلات 

مربوط به جداسازی محصول پروتئینی نوترکیب از سایر 

 های درون سلول نیز مرتفع گردد. پروتئین
 

 گیری نتیجه

 دلیل عرضه کننده در سطح، بهپلاسمیدهای عرضه

کننده، از پروتئین مورد نظر در سطح سلول میزبان بیان

های نوترکیب، با هدف سزایی در تولید پروتئین اهمیت به

عنوان واکسن یا ارائه به سیستم ایمنی  کاربرد به

برخوردارند. با توجه به نقش مؤثر واکسیناسیون در پیش

و عدم واکسیناسیون سراسری  HPVگیری از ابتلاء به 

های بیانی بر علیه این ویروس در ایران ساخت وکتور

های نوترکیب این ویروس اهمیت منظور تولید پروتئین به

کننده ای دارند. در این مطالعه یک پلاسمید عرضهویژه

-pINA1317-YlCWP110در سطح نوترکیب )

E6ز قابلیت بیان در میزبان ( طراحی و ساخته شد که ا

است.  برخوردار Yarrowia lipolyticaمخمری 

های مولکولی و تعیین توالی نوکلئوتیدی پلاسمید بررسی

ژنی رمزگذار  سازی موفق قطعهدست آمده، همسانه به

در جایگاه مناسب، با حفظ  E6 HPV18پروتئین 

 صحت توالی و ترادف نوکلئوتیدی را مورد تأیید قرار داد.

طور همزمان از  توان بهبا استفاده از این پلاسمید می

پروتئین نوترکیب در سطح سلول میزبان،  مزایای عرضه

بیان پروتئین در سیستم همولوگ یوکاریوتی و سهولت 

های عالی تولید پروتئین در مخمر نسبت به یوکاریوت

-pINA1317برخوردار شد. بیان پلاسمید 

YlCWP110-E6 اند پروتئین تونوترکیب میE6 

HPV18 عنوان واکسن یا درمان  منظور استفاده به را به

 افراد آلوده فراهم نماید.
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