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 29/3/31 ، پذیرش:8/4/31 ، اصلاح:21/8/31دریافت: 

 
 خلاصه

یک  E7% موارد این سرطان یافت شده است. پروتئین 36سرطان گردن رحم از مهمترین عوامل مرگ و میر در زنان است. ویروس پاپیلومای انسانی در بیش از  :سابقه و هدف

.  ناقل های پروتئینی نظیر سم تتانی رویكردی جدید در افزایش پاسخ ایمنی بر علیه آنتی ژن های ضعیف است. هدف از این مطالعه آنتی ژن ضعیف در تحریک پاسخ ایمنی است

 می باشد.و سم کلستریدیوم تتانی   E7متشكل از پروتئینتولید پروتئین فیوژ شده جدید 

 NCBIتتانوس در سیستم بیانی باکتریایی تولید گردید. توالی مربوط به هر یک از قطعات از پایگاه اطلاعاتی و سم  E7تجربی پروتئین فیوژ شده در این مطالعه  ها:مواد و روش

مورد بررسی قرار گرفت. پایگاه  بدست آمد. وزن مولكولی پروتئین نوترکیب و حضور شاخصه های آنتی ژنی بوسیله آزمون های الكتروفورز بر روی ژل آکریل آمید و وسترن بلات

 .منظور بررسی پتانسیل ایمنی زایی پروتئین فیوژ شده مورد استفاده قرار گرفته ب زیه و تحلیل ایمنی زایی اپیتوپ هاتج

زاری حاکی از کیلو دالتونی در آزمون های الكتروفورز و شاخصه های آنتی ژنی در آزمون وسترن بلات حاکی از تولید پروتئین نوترکیب است. بررسی نرم اف 72ور باند ضح ها:یافته

 (.49/0( و ایمنی زایی قابل قبول آن می باشد )پتانسیل تحریک پاسخ ایمنی برابر با17/91پایدار بودن ساختار مولكولی پروتئین نوترکیب )شاخصه پایداری برابر یا 

 .ستریدیوم تتانی تولید گردیدو سم کل E7در این مطالعه فرم پایدار و کارامد از پروتئین فیوژ شده با ساختار پروتئین  گیری:نتیجه 

 .سم کلستریدیوم تتانی ویروس پاپیلومای انسانی، پروتئین نوترکیب، E7پروتئین  سرطان گردن رحم، :های کلیدیواژه
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 مقدمه 

سرطان گردن رحم یک سرطان با پیشرفت آهسته می باشد که در دستگاه 

درصد موارد  36تقریبا در (. ژنوم ویروس پاپیلومای انسانی 1تناسلی روی می دهد )

این سرطان یافت شده است که این احتمال دخالت این ویروس را در بروز سرطان 

 وE6 (. در میان پروتئین های ویروسی، پروتئین 2گردن رحم مطرح می نماید )

E7   نقش بسیار مهمی را در شكل گیری حالت سرطانی در سلول های آلوده ایفا

ین ها در انتقال پیام سلولی و تنظیم چرخه سلولی ایفای (. این پروتئ9می نمایند )

(. شیمی درمانی و رادیوتراپی شایعترین استراتژی های درمانی 7نقش می نمایند )

(. کارایی پایین ، اثرات جانبی 1در تقابل با تمامی انواع سرطان ها می باشد )

در تولید  مخرب بر سلول های سالم مجاور و کاهش دادن کارایی مغز استخوان

(. 8سلول های خونی برخی از مهمترین اثرات منفی این نوع درمان ها می باشد )

تژی درمانی نوین و ایمن اامروزه استفاده از ترکیبات بیولوژیک، به عنوان یک استر

در کنترل دامنه وسیعی از بیماریها از قبیل عفونت های میكروبی و سرطان مطرح 

واکسن ها یک رویه جدید در درمان سرطان گردن  بهره گیری از (.4و6می باشد )

 ن بر مبنای بهره گیری از سیستم ایمنی، سلولهای سرطانی آرحم می باشد که در 

 

گیرند و لذا اثرات جانبی در این روش بصورت اختصاصی مورد هدف قرار می

های (. مطالعات اولیه در مدل10و3درمانی به حداقل ممكن کاهش می یابد )

دارای خاصیت ایمنی زایی پایین بوده و  E7حاکی از آن است که پروتئن حیوانی 

از لحاظ تئوریک استفاده از  (.11و12پاسخ ایمنی ضعیفی را ایجاد می نماید )

( می تواند پاسخ Hapten-Carrierایمونوژن های قدرتمند به عنوان ناقل )

ایی پایین ایجاد ایمنی قابل قبولی را بر علیه آنتی ژن های با خاصیت ایمنی ز

(. سم کلستریدیوم تتانی یک مثال از این نوع ناقلین آنتی ژنی می باشد. 19نماید )

در فعال سازی  (DOM1از سم کلستریدیوم ) Cدومین ناحیه آمینی قطعه 

هدف از  (.17( ایفای نقش می نماید )Cytotoxicکشنده )  Tلنفوسیت های

  E7ترکیب با ساختار مولكولی پروتئیناین مطالعه تولید یک پروتئن فیوژ شده نو

فزایش ابه عنوان یک واکسن مفید احتمالی در جهت  (DOM1و سم تتانوس )

پروتئین تولید و درمان سرطان ناحیه رحم است.  E7پاسخ ایمنی بر علیه آنتی ژن 

 در سیستم بیانی باکتریایی   DNAنوترکیب با استفاده از تكنولوژی

 .صورت گرفت



 

J Babol Univ Med Sci; 19(1); Jan 2017                                                                                                                                                                                         83 
Quorum Sensing Genes in P. aeruginosa …; M. Jokar, et al 

 اهمواد و روش

ساختار نوکلئوتیدی  طراحی و بهینه سازی سازه ژنی کد کننده پروتئین فیوژ شده:

مربوط به پروتئین فیوژ شده از انتهای آمینی به ترتیب شامل برچسب هیستیدین 

(His tag ،جایگاه برشی آنزیم انتروکیناز ، توالی نخستین دومین از سم تتانوس ،)

می باشد. در  E7 لی مربوط به پروتئین( و تواRigid linkerتوالی رابط سخت )

در دو  Xho و NcoI نهایت توالی مربوط به جایگاه های برشی آنزیم های

انتهای توالی کدکننده اضافه گردید. اطلاعات مربوط به هر یک از توالی ها از 

 بدست آمد.  NCBIپایگاه اطلاعاتی 

کننده پروتئین فیوژ بمنظور بیان حداکثری و پایدار پروتئین فیوژ شده، توالی 

به گونه ای DNA2 شده بهینه سازی گردید. بهینه سازی با استفاده از نرم افزار 

هایی که بیشترین سازگاری را برای بیان داشتند انتخاب انجام پذیرفت که کدون

 CAI=Codon) سازگاری کدون و شاخص  GCشد. محتوای توالی

adaptation index )ت. نرم افزارهای نیز مورد بررسی قرار گرفITASSER 

برای پیش بینی ساختار فضایی و میزان پایداری احتمالی پروتئین   PSIPREDو

 (. 11-14فیوژ شده مورد استفاده قرار گرفت )

برای پیش بینی میزان کارایی و پتانسیل القاء پاسخ ایمنی توسط پروتئین 

( استفاده شد IEDBفیوژ شده پایگاه تجزیه و تحلیل ایمنی زایی اپیتوپ ها )

  PUC 57(. در نهایت توالی بهینه شده برای ساخت در وکتور تكثیری16)

 (.Shin geneسفارش داده شد )

از  BL21و باکتری  PET-28aوکتور بیانی : بیان پروتئین فیوژ شده نوترکیب

انستیتو پاستور ایران خریداری شد. سپس توالی کد کننده به محل کلونینگ وکتور 

یند انتقال ژن از آمنتقل گردید. بمنظور ارزیابی و تایید فر PET-28a بیانی 

( با Direct Clony PCRآزمون تكثیر ژنی مستقیم بر روی کلونی ها )

بهره گیری شد. سپس وکتور های بیانی تایید شده با  T7 استفاده از پرایمر های

( Competentاستفاده از فرایند شوک حرارتی به درون باکتری های مستعد )

BL21  منتقل گردید. بیان پروتئین نوترکیب با استفاده از IPTG  یک میلی

 مولار القاء گردید. 

-ساعت پس از آن با استفاده از آزمون 8تا  1الگوی بیان پروتئین نوترکیب، 

( و وسترن بلات مورد SDS-PAGEهای الكتروفورز بر روی ژل آکریل آمید )

درصد و برای رنگ آمیزی از  12فوزر بر روی ژل (. الكترو13ارزیابی قرار گرفت )

 E7در آزمون وسترن بلات از آنتی بادی اولیه ضد رنگ بروموفنل بلو استفاده شد.

 (Santa Cruzو آنتی بادی ثانویه گونژوگه شده با )HRP  ضدIgG   موشی

(Sigma.استفاده شد ) 

 
 

 یافته ها

بعد از بهینه سازی، : نوترکیب بهینه سازی و شبیه سازی توالی کد کننده پروتئین

 82( از CAIسازگاری کدون ) پیش بینی های نرم افزاری نشان داد که شاخص

درصد افزایش یافته است.  73درصد به  99از   GCدرصد و محتوای 69درصد به 

پیش بینی ساختمان ثانویه نیز نشان می دهد که رابط سخت منجر به شكل گیری 

دو بخش مختلف پروتئین فیوژ شده می شود  یک ساختار آلفا هلیكس بین

(. پیش بینی ها همچنین نشان می دهد آرایش فضایی مربوط به ساختار 1)شكل

و سم هیچگونه اثر منفی  E7 فضایی پروتئین فیوژ شده در دو بخش مربوط به

 Instabilityفضایی بر یكدیگر ندارند. علاوه بر این شاخص ثبات پروتئین )

Index محاسبه گردید. 17/91( در حدود  

بینی های مربوط به اتصال به مولكول سازگار نسجی کلاس یک در پیش

نشان داده شده است. نتایج نشان می دهد که پروتئین فیوژ شده از کارایی  1جدول

بالای برای برای تحریک پاسخ ایمنی برخوردار است. نمره مربوط به تحریک 

 49/0ر نسجی کلاس یک در حدود پاسخ ایمنی از طریق مولكول های سازگا

 محاسبه گردید. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

. ساختار سه بعدی پروتئین فیوژ شده نوترکیب. شكل گیری ساختار آلفا 1شكل

 و سم تتانی E7هلیكس بین دو بخش 

 

بیانگر این است که آلل های بیشتری از  HLAهای مختلف مقایسه آلل

HLA-A  در قیاس باHLA-B ه های آنتی ژنی )اپیتوپ( توانایی ارائه شاخص

مربوط به پروتئین نوترکیب را دارا است. همچنین بررسی ساب تیپ های مختلف 

HLA  نشان می دهد آلل هایHLA-B*08:01  وHLA-A*02:06  به

ترتیب بیشترین پتانسیل را در تحریک پاسخ ایمنی دارا می باشد. الگوی برشی 

حاکی از حضور یک باند تقریبا ( PET-28aوکتور بیانی نوترکیب تولید شده )

جفت بازی می باشد که کاملا با اندازه نوکلئوتیدی توالی طراحی شده  1200

(. علاوه بر این نتایج حاصل از آزمون تكثیر A، بخش 2همخوانی دارد )شكل 

جفت باز آن  1161جفت بازی را نشان می دهد که 1980ژنی ، باندی در حدود 

جفت باز آن مربوط به محل اتصال  144و مربوط به توالی طراحی شده 

(. این یافته ها نشان می دهد که توالی B، بخش 2است )شكل T7 پرایمرهای 

مربوط به قطعه طراحی شده بصورت صحیح در محل کلونینگ وکتور بیانی وارد 

 شده است.

ارزیابی تولید پروتئین نوترکیبب ببا اسبتفاده از : تولید پروتئین فیوژ شده نوترکیب

( و وسترن بلات SDS-PAGEزمون های الكتروفورز بر روی ژل آکریل آمید )آ

کیلودالتون که کباملا همخبوان ببا  72باندی پروتئینی نزدیک به  .صورت پذیرفت

د )وزن تقریببی هبر شبپروتئین نوترکیب می باشد در الگوی الكتروفبورز مشباهده 

لاوه ببر ایبن نتبایج . ع(Aبخش  9شكل ) دالتون محاسبه گردید( 110اسید آمینه 

حاصل از وسترن بلات نشان می دهد که پروتئین مبد نظبر دارای شاخصبه هبای 

(. در نهایت این یافته هبا B، بخش 9نیز می باشد )شكل  E7آنتی ژنی مربوط به 

 نشان دهنده تولید موفقیت آمیز پروتئین نوترکیب است.
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 و همكاران محسن جوکار؛ژن های کروم سنسینگ در سودوموناس آئروژینوزا

 

 50ICکلاس یک. شاخصه هایی که مقدار  HLAوط به پروتئین نوترکیب برای آلل های مختلف مولكول های . پیش بینی میل پیوندی شاخصه های آنتی ژنی مرب1جدول 

 باشند. می HLA های مولكول برای بالاتری پیوندی میل دارای است کمتر انها

 

Allele Seq_num Start End Length Peptide ic50 

HLA-A*02:01 1 901 919 3 YMLDLQPET 18/20  

HLA-A*02:01 1 143 164 3 YLANKWVFI 81/22  

HLA-A*02:01 1 941 943 3 LLMGTLGIV 19/28  

HLA-A*02:06 1 109 111 3 FTVSFWLRV 97/10  

HLA-A*02:06 1 143 164 3 YLANKWVFI 96/90  

HLA-A*02:06 1 941 943 3 LLMGTLGIV 18/97  

HLA-A*02:06 1 196 178 3 LSIGSGWSV 18/71  

HLA-A*11:01 1 101 191  3 VSFWLRVPK 71/12  

HLA-A*23:01 1 146 168 3 AYLANKWVF 12/11  

HLA-A*24:02 1 146 168 3 AYLANKWVF 01/70  

HLA-B*08:01 1 192 170 3 SMKKHSLSI 28/3  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

نشانگر وکتور غیر برش خورده است. حظور باند  A( ردیف شماره Aنوترکیب برش خورده شده و تكثیر ژنی مستقیم بر روی کلنی.  pET 28. الگوی الكتروفورز وکتور 2شكل 

. pET 28ای ترانسفورم شده با وکتور نوترکیب ( الگوی تكثیر ژنی مستقیم بر روی کلنیهBبیانگر حظور قطعه طراحی شده است.  Bجفت بازی در ردیف شماره  1200تقریبا 

 است. pET 28بیانگر ورود موفقیت آمیز قطعه نوترکیب طراحی شده به محل کلونینگ وکتور بیانی  E تا  Aشماره های جفت بازی در ردیف  1980باند نزدیک به 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

مارکر مولكولی است.  Mنمایانگر پروتئین های تولیدی در باکتری غیر ترانسفورم شده است. ردیف  D( ردیف Aه. ترانسفورم شد BL21. الگوی بیان پروتئین های تولیدی در باکتری 9شكل 

. ردیف E7ونال ضد ( بررسی پروتئین های تولیدی با استفاده از آنتی بادی منوکلBالگوی بیان پروتئین های تولیدی در باکتریهای ترانسفورم شده با وکتور نوترکیب می باشد.  Cتا  Aردیف های 

A  بیانگر پروتئین های تولیدی در باکتری ترانسفورم شده با وکتور نوترکیب است. ردیفM مارکر مولكولی است 
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 حث و نتیجه گیریب
و درصد CAI در این مطالعه، پس از بهینه سازی توالی کد کننده میزان 

GC  داری درصد تعیین گردید. شاخصه میزان پای 73درصد و  69به ترتیب

محاسبه گردید که منطبق با دستورالعمل شرکت  17/91پروتئین فیوژ شده نیز 

سرویس دهنده برای پایدار بودن ساختمان پروتئین فیوژ شده قابل قبول می باشد. 

الگوی بیان پروتئین فیوژ شده بر روی ژل الكتروفورز حاکی از حظور باندی در 

 ی برابر با پروتئین طراحی شده دارد.کیلو دالتون می باشد که اندازه ا 72حدود 

مهمترین چالش های موجود بر سر راه طراحی واکسن بر علیه آنتی  ایمنی زایی از

( با خاصیت ایمنی زایی Carrierمی باشد و در این بین استفاده از ناقلین ) ژن ها

یک رویكرد بسیار موثر برای  (Fragment Cسم تتانوس )  Cبالا نظیر قطعه

  E7ها یی با خاصیت ایمنی زایی پایین نظیر یمنی زایی آنتی ژنافزایش ا

 (. 20می باشد )

( و فرم OSPبررسی ها بر روی پروتئین کونژوگه با ساختار سم وبا )

تنها قادر به ه نوترکیب زنجیره سنگین سم تتانی نشان می دهد که این واکسن ن

پاسخ خاطره ایمنی نیز رال بر ضد سم وبا می باشد بلكه وتحریک پاسخ ایمنی هم

مطالعه هم راستای دیگر که بر روی واکسنی با ترکیب  (.21ایجاد می نماید )

سم تتانی  C( و قطعه پستان)آنتی ژن سرطان  Her-2ساختاری آنتی ژن 

صورت پذیرفته بود، نشان می دهد این واکسن قادر به ایجاد پاسخ ایمنی قابل 

(. بنابراین پروتئین فیوژ شده با 22است )ملاحضه ای بر علیه سلول های سرطانی 

سم تتانی، می تواند به عنوان یک واکسن  Cو بخش  E7ساختار آنتی ژن 

احتمالی کارامد جهت محافظت یا مقابله با سرطان گردن رحم حاصل از ویروس 

 پاپیلومای انسانی عمل نماید.

طرح می امروزه سیستم های بیانی متعددی برای تولید پروتئین نوترکیب م

باشند که استفاده از هر یک بستگی به هدف و ساختار پروتئینی مولكول هدف 

به دلیل تولید حجم انبوه، مقرون به صرفه بودن و  یدارد. سیستم بیانی باکتریای

عدم تاثیر بر خاصیت ایمنی زایی بویژه بر علیه شاخصه های آنتی ژنی خطی جزو 

 تخلیص بمنظور مطالعه این (. در29و 27سیستم های بیانی می باشد ) بهترین

در بخش آمینی  (His Tagهیستیدین ) برچسب از نوترکیب پروتئین بهتر

( و همچنین برای جداکردن توالی هیستیدین بعد از خالص سازی، 21استفاده شد )

(. 28جایگاه برش آنزیم انتروکیناز قبل از توالی پروتئین نوترکیب قرارداده شد )

فضایی و عدم تداخل در عملكرد شاخصه های آنتی ژنی دو برای حفظ ساختار 

( به یكدیگر متصل Rigid linkerبوسیله یک رابط سخت ) E7 بخش سمی و

یند کلونینگ آ(. بهینه سازی توالی کد کننده پروتئین فیوژ شده قبل از فر28شدند )

تضمین کننده تولید موفقیت آمیز پروتئین نوترکیب می باشد. مناسب ترین میزان 

 ددرصد می باشد. بنابراین هرچه این عد 100سازگاری کدون های خوانش برابر با 

 GCباشد میزان بیان پروتئین نوترکیب افزایش می یابد. درصد  100نزدیكتر به 

بالا باشد که منجر به پایداری ساختار کد کننده  توالی کدکننده باید به گونه ای

شود و همچنین نباید آنقدر پایین باشد که منجر به اتصال غیر اختصاصی گردد. 

بررسی اپی توپی پروتئین بیان شده نشان می دهد که این پروتئین دارای اپیتوپ 

 نیز می باشد که این خود تاییدی دیگر بر تولیدE7 های مربوط به پروتئین 

از لحاظ تئوریک شاخصه های آنتی ژنی غیر  موفقیت آمیز پروتئین فیوژ شده است.

توسط سیستم ایمنی ندارند.  رهمپوشان هیچ اثر منفی بر شناسایی شدن یكدیگ

پیش بینی ساختار سه بعدی پروتئین فیوژ شده نشان می دهد دو بخش سمی و 

یگر جدا شده اند به توسط ساختار سخت آلفا هلیكس از یكدE7 بخش مربوط به 

یكی دیگر از عوامل تاثیرگذار در  گونه ای که هیچ همپوشانی با یكدیگر ندارند.

است.  HLAکیفیت پاسخ ایمنی بر علیه واکسن ها، گنجینه مولكول های 

بررسی ها نشان می دهد هرچه شاحصه های آنتی ژنی میل پیوندی بیشتر و طیف 

شد پاسخ ایمنی بر علیه آن شاخصه ها بیشتر با  HLAارائه کننده مولكولهای

 (.  24بیشتر خواهد بود )

پردازش و عرضه آنتی ژنها از مسیر مولكول های سازگار نسجی کلاس یک، 

(. بررسی 26می باشد ) TCD8مسیر اصلی فعال شدن لنفوسی های کشنده 

های دقیق نشان می دهد اهمیت میل پیوندی شاخه های آنتی ژنی برای اتصال 

کمكی  Tکلاس یک حتی بیشتر از کمک سلول های  HLAكول های به مول

گویای این مسئله می باشد که پروتئین طراحی شده  مطالعه نتایج (.24می باشد )

از پتانسیل بالایی برای عرضه آنتی ژنی برخوردار است. نمره تحریک پاسخ ایمنی 

دستورالعمل  محاسبه شد که مطابق با 49/0برای پروتئین طراحی شده نزدیک به 

با  شرکت سرویس دهنده، نمره ای قابل قبول برای تحریک پاسخ ایمنی است.

توجه به عدم وجود داده های بانكی جامع در خصوص نوع بیان و میل پیوندی 

پر فرکانس جمعیت ایرانی برای اتصال به اپیتوپ های  HLAمولكول های 

شود به عنوان آن میمختلف، این آلل ها مورد بررسی قرار نگرفتند که از 

  محدودیت این مطالعه یاد کرد.

نوع گنجینه لنفوسیتی عامل تاثیر گذار دیگر در کیفیت پاسخ ایمنی بر علیه 

با  ها می باشد که در این مطالعه نیز مورد بررسی قرار گرفته نشده است.واکسن

نهاد توجه به نتایج بدست آمده در این مطالعه و محدودیت های اشاره شده، پیش

می گردد مطالعات بیشتری در خصوص کیفیت پاسخ ایمنی بر علیه این واکسن در 

 ( صورت پذیرد.In vivo( و مدلهای حیوانی )Invitroمدلهای آزمایشگاهی )

 برپایه مطالعه صورت گرفته در منابع علمی موجود، این مطالعه نخستین مورد در

ده نوترکیب با ساختار پروتئین خصوص طراحی و تولید فرم کارامد پروتئین فیوژ ش

E7  .و بخش القاء کننده پاسخ ایمنی سم تتانوس می باشد 

 

 
 تقدیر و تشكر

جهت  دانشگاه علوم پزشكی گلستان معاونت تحقیقات و فناوریبدینوسیله از 

 .گردد می و قدردانی تشكر، از این تحقیق حمایت مالی
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ABSTRACT 

BACKGROUND AND OBJECTIVE: The cervical cancer is one of the main causes of death in women. Human 

Papilloma Virus (HPV) has been isolated in more than 98% of cervical cancer cases. The E7 has low capacity for 

induction immune response. Carrier proteins such as tetanus toxin are new approaches for increasing immune response 

against low immunogenic antigens. The aim of this study is production of new recombinant protein consisting of E7 

antigen and tetanus toxin.  

METHODS: This study is experimental study and recombinant fusion protein consisting of E7 and tetanus toxin 

produced in bacterial expression system. The coding sequence of fusion protein obtained from NCBI. Molecular weight 

and epitopes verified using Polyacrylamide gel and western blot analysis. For prediction of immunogenicity, epitope 

database and analysis resource (IEDB) was used. 

FINDINGS: The presence of 42 kDa band in electrophoresis and epitopes in western blot analysis confirmed 

production of recombinant fusion protein. In silico modeling show that recombinant protein is stable (The parameter 

instability index (II) was near to 31.14) and has acceptable function in induction immune response (score of eliciting an 

immune response was close to 0.73). 

CONCLUSION: This study was focused on modeling, optimization and production recombinant fusion protein 

consisting of E7 protein and tetanus toxin.  

KEY WORDS: Cervical cancer, Human papilloma virus E7, Recombinant protein, Tetanus toxin.  
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