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Background and Aim: Human papillomavirus type 16 (HPV16) oncoproteins play a pivotal role not only in 
the severity of HPV-related diseases but also in the early diagnosis of virus-induced cancers. This study aimed 
to clone the HPV16 E5 oncogene into a prokaryotic expression vector and assess its expression in an 
Escherichia coli (E. coli) system, with the future goal of facilitating its purification and functional 
characterization. 
Materials and Methods: In this study, the HPV16 E5 gene was cloned into the pET28a prokaryotic 
expression vector (plasmid expression T7). Then, expression of the recombinant E5 protein was analyzed in 
the E. coli expression system using SDS-PAGE and western blotting techniques. 
Results: Our results showed that the E5 gene, which is approximately 240 base pairs in size and was cloned 
into the pET28a(+) vector, was expressed in E. coli BL21 under the following conditions: 37º C, 0.5 mM 
IPTG, and 18 hours post-induction. SDS-PAGE and western blot analysis confirmed a distinct protein band 
at approximately 10 kDa, consistent with the expected size of the recombinant E5 protein. 
Conclusion: The successful expression of the hydrophobic E5 oncoprotein in a bacterial system, despite the 
absence of post-translational modifications such as phosphorylation and glycosylation, suggests the 
purification of this protein for evaluation of its function in vaccine design in the future. 
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| پژوهشی اصیل  ۀ مقال  

 يمار ی ب   ) در شدتِ HPV16(  16  نوعِ   یِانسان  ي لومای پاپ   روسِی و   يها ن ی انکوپروتئ   يِد ی کل   نقشِ  و هدف:  زمینه 
حاضر   ۀمطالع   شده است. هدف و تمرکزِ   یبررس   HPV16مرتبط با    يها سرطان   زودهنگامِ   صِ ی تشخ   یو حت 

و   ص یمنظور تخل به   E. coli  ستمی در س   E5  عنوانِ  تحتِ   روسی و   يهااز انکوژن   یک ی   ان ی و ب   نگی کلون   يرو 
 باشد.  ی م  نده ی آن در آ  عملکردِ  نِیی تع 

روش   مواد  ا   ها:و  ژنِ   ن ی در  کردن  کلون  وکتورِ   16  نوعِ   ی انسان   ي لوما ی پاپ   روسِ ی و   E5  پژوهش،    انِ ی ب   در 
  یِ ان ی ب   ستمِ ی در س   E5  بِ ی نوترک   نِ ی پروتئ   انِ ی انجام شد. سپس، ب   pET28a (plasmid expression T7)  ی وت ی پروکار 

E. coli   ي ها با استفاده از روش  SDS-PAGE   قرار گرفت.   ی و وسترن بلات موردبررس 
باز، قادر به جفت   240  ة(+) با انداز   pET28a  یِ ان ی ب   شده در وکتورِکلون   E5  که ژنِ   ند ما نشان داد   جینتا   :نتایج 

س   ان ی ب  مولار ی ل ی م   0/ 5  غلظتِ   گراد،ی سانت   ۀ درج   37  يدما   طِیشرا   تحتِ  BL21  ۀ ی سو  ی اکل ی اشرش   ستمِ ی در 
IPTG    زِی ساعت پس از القاست. آنال   18و  SDS-PAGE ِمربوط   یِ لودالتون ی ک   10 و وسترن بلات حضور باند

 . ند کرد   د ییرا تأ   E5 بِی نوترک   نِی پروتئ   انِیبه ب 
به    از ی ن و عدم   ي باکتر   یِان ی ب   ستمِ ی در س   ز ی گر آب   ي ها نه ی آم د ی از اس   ی غن   E5  نِ ی پروتئ   انِ ی با توجه به ب   :ي ر ی گ جه ی نت 

  یِ اب ی ارز   منظورِ به   ب ی نوترک   نِ ی پروتئ   صِ ی تخل   ون، ی لاس ی کوز ی و گل   ون ی لاس ی فسفر   رِ ی نظ   ن ی پروتئ   ن ی در ا   ون ی کاس ی ف ی مد 
 صورت خواهد گرفت.   نده ی واکسن در آ   یِ آن در طراح   عملکردِ 

آن در   انیب ی و بررس یانسان يلوما یپاپ  روسیو  E5انکوژن  حاملِ یِانیاخت وکتور بس
 |E. coli  یِانیب ستمیس
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 مقدمه  | 1
از سرطان در    ی ناش   مرگِ   علتِ   ن ی چهارم   ، سرطان دهانه رحم 

درحال    ي درصد موارد در کشورها   70البته   جهان است و   زنانِ 
م  رخ  توسطِ   عفونتِ   علتِ به   ي مار ی ب   ن ی ا .  دهد ی توسعه    مداوم 

عفونت   ی برخ    یانسان   ي لوما ی پاپ   روسِی و   کِی انکوژن   ي ها از 
 )HPV (  ِروس ی و   ن ی ا   رخطرِ پُ  ۀ ی سو   با انواع   )ر  بیشت در    18و    16

 ). 2و    1(   موارد) مرتبط است 
و   ی کوچک   گروهِ  ، ی انسان   ي لوما ی پاپ   روسِی و      ي ها روس ی از 

به    ه ی شب   ار ی و بس   1ده ی ر ی و   لوما ی پوشش متعلق به خانواد پاپ   بدونِ
ژنومِ   2وما ی پول   روسِ ی و  نوعِ   روس، ی و   ن ی ا   هستند.  دو     DNAاز 

  رمزکننده ر ی غ   یِ کنترل   ۀ ی ناح   ک ی شامل    ، ي حلقو   يِا رشته 
 )NCCR (  است.    4ه ی و ثانو   3ه ی اول   ة ند رمزکن   یِ و نواح 

، E1  ،E2  ،E4ة  کنندم یتنظ   يها ن ی پروتئ   روس، ی و   ن ی در ا 
E5 ،E6    و E7  ب تکث ژن ان ی در  پاتوژنزِ  ر یها،  نقش   يمار ی ب   و 

 ). 4و    3(  شوند ی د م کُ ه ی اول   یِ نواح   داشته و توسطِ
 L1 يِساختار  نِ ی دو پروتئ  ي دارا  HPV مختلفِ ي ها ه ی سو 

  ن ی شوند. ا ی م   ي رمزگذار   ه ی ثانو   یِ نواح   ۀ ل ی وس است که به    L2و 
  ). 4و    3( هستند    ی روس ی و   پوششِ   ساختِ   مسئولِ   ن ی دو پروتئ 

  مختلف عاملِ   ي ها ه ی که سو   د ن ده ی نشان م   ی پژوهش   ي ها افته ی 
  HPV(   در پوست   م ی و بدخ   م ی خ خوش   تومورِ  انواعِ   ة کنند جاد ی ا 
انسان است که   ) ی مخاط   HPV (   ی مخاط   ي ها و بافت  ی) وست پ 

 ;Low risk(   خطر و کم  ) ;HR  High risk(   رخطر پُ  به دو نوعِ 

LR (   شوند ی م   ي بند م ی تقس   )5 .( 
، 31،  26،  18،  16  شاملِ HPV رخطرِپُ  ي ها ه ی سو   انواعِ

33  ،35  ،39  ،45  ،51  ،52  ،53  ،56  ،58  ،59  ،66  ،68  ،73 
واژن،   کس، ی روسِ  ي ها ها با سرطان ه ی سو   نی . ا باشدی م   82و  

 ي ها ه ی سو   سروگردن مرتبط هستند. انواعِ  ،ی تناسل  مقعد، آلتِ
و   72،  61،  54،  44،  43،  42،  40،  11،  6  شاملِ  ز ی خطر ن کم 
 هستند   یتناسل   مِی خ خوش   ي ها ل ی زگ   جادِی ا   بوده و عاملِ   81

 )6 .( 
  دِ ی تول   ها، روس ی نوع و   ن ی به ا   ي ابتلا   ة بالقوّ   توجه به عوارضِ   با 

برخوردار    ي ا ژه ی و   گاهِی از جا  HPV یِو درمان   رانه ی شگ ی پ   واکسنِ 
 ي ها ن ی پروتئ   لوما، ی پاپ   ي ها روس ی و   از انواعِ   ي ار ی بس   ). 7( است  

E5  ي ها ن ی . پروتئ کنند ی م   ي را رمزگذار E5  از نظر اندازهKDa   
  ن ی شده است. ا   ل ی تشک   نه ی م آ د ی اس   85تا    40  بوده و از حدودِ 10

 
1 Papillomaviride 
2 Polyoma 

اس   ی غن   ن ی پروتئ  جا   ز ی گر آب   ي ها نه ی آم د ی از  و    گاهِ ی هستند 
 ). 8(   است   ی سلول آن درون   يِ ر ی قرارگ 

حدودِ  ک ی   در  که  شد  مشاهده  از درصد    60  مطالعه 
 نِی ، پروتئ )مثبت HPV-16 (  رحم  ۀ دهان   به سرطانِ  ان یمبتلا 
E5  ب  شِ ی افزا   باعثِ   تواندی م  E5 نِی پروتئ   ). 9( کردند    ان یرا 

تومور کمک   شرفتِی شود و به پ  E7 و  E6 ي ها ن ی پروتئ   عملکردِ 
کرده   ها پژوهش کند.   ب گزارش  که   E5 انِیب عدم   ا ی   ان ی اند 

 می بدخ   عاتِی به ضا  م ی خ خوش   عاتِی ضا  لِ ی تبد   لِعام   تواند ی م 
واسط   گنال ی س   انتقالِ  E5 نِی پروتئ   ی از طرف  ). 10( باشد    ۀ با 
افزا   فاکتورِ را  هسته  به  نت دهد ی م   شی رشد  در   نی ا   جه،ی . 
منجر به   تواندی و م  دهدی م  شی را افزا   ی سلول  رِی تکث   ن ی پروتئ 

 ). 11(  شود   ي و تومور   کی ئوپلاست نِ ي ها سلول   جادِ ی ا 
، منجر  HPVدر  E7 و   E5   ،E6ي ها ن ی پروتئ   زمانِهم   انِ ی ب 

لغوِ به   ی سلول  رِی مس   رِیی تغ   ، یسلول   هموستازِ  يرها ی مس   به 
 مهارِ  ز،ی تما  رِی تأخ  ،ی من ی ا ستم ی از س  فرار ر،ی رشد و تکث  سمتِ

ب در   یِثباتی آپوپتوز،  و  آلوده   سلولِ  ییِرا ی نام   جه ینت   ژنوم 
 روسِی و E5نِی پروتئ   ییِتومورزا   با توجه به نقشِ   ). 12(   شودی م 

HPV-16 یسلول   داخلِ  يرها ی مس   قِ ی ، اصلاح و بهبود از طر 
رحم درنظر   سرطانِ   ي برا   یدرمان   دِیکاند   کی   عنوانِبه   تواند ی م 

 مارانِ ی سالم و ب   افرادِ   نِ ی ب   شی که آزما  یزمان   ). 13( گرفته شود  
سرطانِ به  اپ   ۀ دهان   مبتلا  گرفت،  صورت   ي ها توپ ی رحم 
 IgA و    IgGي ها ي باد ی توانستند آنت  E5 نِی کوچک در پروتئ 

با توجه به   ب، ی ترت   نی بد   ). 14( مبتلا را القا کنند    مارانِی در ب 
ا   یسلول   يرها ی در مس  HPV روسِی و  E5 ي ها ت ی فعال   جادِ ی و 

 یمختلف موردبررس   يا ه ه مطالع   يبرا   نی پروتئ   نی سرطان، ا 
 .قرار گرفته است 

تک   هان ی پروتئ   يِ تجار   دِ ی تول   امروزه مهندس   هی با   یِ بر 
مختلف درحال گسترش است   یِ ان ی ب   ي ها ستم ی در س   ک ی ژنت 
ن   یمهم  بخشِ   دشدهیتول   محصولاتِ   که  ي طور به   يازها ی از 

دربرم  را  تنها   یِ انیب   ستمِیس   کی .  رندی گ ی جوامع  مطلوب 
ازنظرِ   يکاربرد   تواندی م   ی درصورت  که   ،ي ور بهره   شود 

 نِ ی پروتئ   ییِا یم ی ش - ی ک ی ز یف   يها ی ژگی و   و حفظِ  ی فعال ست ی ز 
 ). 15(  هدف مطلوب باشد 

سلول   یان ی ب   يها ستم ی س   انواعِ از  استفاده   يها با 
-inۀ  ترجم   ي ها ستم ی س   ن یو همچن   ی وتی وکار ی و    ی وتی پروکار 

vitro ک ی درنظر گرفته شوند.   ن یپروتئ   دِ ی تول   يِبرا  توانند ی ، م 

3 Early 
4 Late 
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تول   د یبا   ب ی نوترک   يها ن ی پروتئ   ة کنندان یب   ستمِی س   دِ ی بتواند 
و   یک ی ولوژ ی ب   تِ ی فعال   ن ی شتر ی ب   ن، ی پروتئ   صِی تخل   یِبالا، آسان

 ). 16(  کند   بی را باهم ترک   دی تول  زمانِ  ن ی کمتر 
مورداستفاده   يها ستم یس   نی از اول   یی ا یباکتر   يها ستم ی س 

 نی تر . گسترده شوندی محسوب م  ب ی نوترک   نِ ی پروتئ   دِ ی تول   ي برا 
 .E(  ی کل  ای اشرش    ستم ی نوع س  نی مورداستفاده در ا   زبانِ ی م 

coli  (از آن مربوط به کوتاه   که رواجِ  باشدی م  بودنِاستفاده 
و   یسلول  مِ ی تقس   زمانِ  و   ي ولوژ ی ز ی ف   مناسبِ   ي های ژگی و 

م   یِک ی ژنت  توال   ي طور به   ،باشد ی آن  ژنت   ی که  آن   کاملِ  کِی و 
آن را ساده   ژن و کشتِ  نگِ ی کلون   ها، ی ژگ ی و   نی وجود دارد. ا 

 همراهِ به   ،ي باکتر   نی ا   ي بالا  رشدِ   نرخِ  ). 18و    17(   کندی م 
ا   ن، یپروتئ   يبالا   سطوحِ  انِ ی ب   ییِتوانا   يِور بهره   ه ی سو   نی به 

م  یِحجم   ي ها ن ی پروتئ   درصدِ   40  باً ی تقر   ). 14(   بخشدی بالا 
 39  زان، ی م   نی که از ا   شوند ی م   دی تول   هاي در باکتر   ب ی نوترک 

 E. coli ستمِی س   ). 19(   گردد ی م  ان یب  E. coli آن در   درصدِ

 ). 20( است    یعال   اری بس   له ی کوز ی گل ری غ   يها ن ی پروتئ   انِ یب   ي برا 
ساختِ  حالِ  پژوهشِ   در  هدف    یِ ان ی ب   وکتورِ  حاضر، 
  ی انسان   ي لوما ی پاپ   روسِ ی و   E5  انکوژنِ   ) حاملِ pET(   ی وت ی پروکار 
باشد. با توجه  ی م   E. coli  یِ ان ی ب   ستمِ ی آن در س   انِی ب   یِو بررس 
   E. coli، ی پروکاریوت   یِ بیان   سیستمِ   شده در موردِ بیان   ي به مزایا 

گرفته    نظر در   E5  پروتئینِ  تولیدِ   مناسب جهتِ  ی میزبان   عنوانِ به 
طرف   ). 21( شد   قدرتمندترین    ی ک ی عنوان  به     pET  ، ی از  از 

نوترکیب    ي ها پروتئین   کلون و بیانِ  منظورِبه   ی ان ی ب   ي ها سیستم 
هدف در    که ژنِ  ی زمان   قت ی شود. در حق ی استفاده م   E. coliدر  

م   داخلِ کلون  رونویس ی وکتور    پروموترِ   کنترلِ   تحتِ  ی شود، 
م   T7  باکتریوفاژِ   يِ قو  ادامه،  رد ی گ ی انجام  در   .RNAِپلیمراز  

ژنومِ   T7  باکتریوفاژِ  به   ي باکتر   که در  دارد،    صورت کاملاً قرار 
پروموترِ  ی اختصاص  انجام  شود  می خود متصل    به  و رونویسی 

توسطِ گرد ی م  پروموتر  سپس    ا ی القاگر    د. 
  ) IPTG(   د ی رانوز ی وگالاکتوپ ی ت 1- ي د - بتا ل ی زوپروپ ی رپرسورا ی آنت 

 ). 22(   د ی آ ی دست م از محصول به   ی بالای   القاشده و بیانِ 

 هامواد و روش  |2
 E5  ژنِ  و سنتزِ  یطراح  |1-2
عنوان  به   HPV-16 ۀ ی سو   E5  ژنِ   حاملِ  نگِ ی کلون  وکتورِ  یِ طراح 

بد   ۀ مرحل   ن ی اول  شد.  انجام  توال   ن ی مطالعه  ابتدا    یِ منظور، 
 HPV16   (Referenceۀ ی سو   E5  ژنِ   يِ د ی نوکلئوت 

Sequence:K02718)   پا  NCBIیِ ک ی ژنت   ي ها داده گاه ی از 

 )www.ncbi.nlm.noh.gov (   و    ی توال   یِو پس از بررس   افت ی در
نرم   ي ها م ی آنز   نِ یی تع  در  جهتِ Snap Gene  افزارِ محدودالاثر   ،  

کانادا    Biomatik  به شرکتِ   pUC57  نگِ ی کلون   سنتز در وکتورِ 
 سفارش داده شد.  

 يِ در باکتر  pET28aژن و    يِ حاو  دِیپلاسم  رِیتکث  |2-2
 DH5α  ۀیسو  یِاکلیاشرش

  و هضمِ   ی توال   توسطِ  د یی أ و ت شد  شرکت سنتز  ژن توسطِ  ابتدا 
مداركِ   ی م ی نز آ  و  گرفت  زمانِآ   صورت  در  شد.  ارسال    ن 

موردنظر    ژنِ  باندِ  ة و مشاهد   ی م ی نز آ   هضمِ  کردن با روشِکلون 
  ۀ ی سو  E5 ژنِ  يِ حاو   pUC57  دِ ی پلاسم  رِ ی تکث  جهتِ   . شد   د یی أ ت 

HPV-16ِبِ ی نوترک   ، ابتدا وکتور  pUC57   ِژن به کمکِ   حامل  
سو   ی حرارت   شوكِ   روشِ   ی اکل ی اشرش   يِ باکتر   DH5α  ۀ ی به 

تک ه ی اول   زبانِی م   عنوانِ(به  شد.  منتقل  از    یِکلون )  حاصل 
رو   ي باکتر   ونِی ترنسفورماس    ي باکتر   جامدِ   کشتِ ط ی مح   يِ بر 

Luriq-Bertani(LB)-agar    ن ی ل ی س ی آمپ   کِی وت ی ب ی آنت   يِ حاو  
 )Sigma, Germany و پس از کشت    انتخاب   ی تصادف   طورِ )، به

استخراجLBِ  عِی ما   طِی در مح   ،  DNA   از    د ی پلاسم استفاده  با 
  ) بر طبقِ Favorgen, Taiwan(   د ی پلاسم   DNA  استخراجِ   تِ ی ک 

  ۀ ی ، ته بالا   روشِ   سازنده انجام شد. مطابقِ  شرکتِ  دستورالعملِ 
  يِ باکتر   ) از استوكِ addgene  (شرکتِ   pET28a  یِان ی ب   دِ ی پلاسم 
  ز ی ن   گراد ی سانت   ۀ درج   - 70  زرِ ی شده در فر ره ی ذخ   دِی پلاسم   حاملِ

 انجام شد. 

 یانیب  در وکتورِ  E5  ژنِ  کلون کردنِ  |3-2
  pUC57(+) و    pET28a  یِ ان ی ب   وکتورِ  ، ی م ی آنز   هضمِ   منظورِ به 

 NheI/BamHIمحدودالاثر   ي ها م ی آنز  اثرِ  تحتِ  E5 ژنِ يِ حاو 

(Fermentas, Germany)   دما   ک ی   مدتِ به در    37  يِ ساعت 
   بالا محصولاتِ   تِ ی ف ی قرار گرفتند. در ادامه، ک   گراد ی سانت   ۀ درج 

کمکِ  قرار    ی موردبررس درصد    1/ 5آگارز    ژلِ   الکتروفورزِ   به 
از مشاهد  باندِ  E5  ژنِ  ي باز جفت   240باند    ة گرفتند. پس    و 

( ی خط   pET  یِ ان ی ب   پلاسمیدِ  ا جفت   5369شده    ن ی باز)، 
رو   ی ژن   محصولاتِ  توسطِ   ي از    د ی پلاسم   استخراجِ   تِ ی ک   ژل 

 )Favorgen, Taiwan (FavorPrep    از    ص ی تخل پس  شدند. 
کم   يِ جداساز  توسطِ آن   ت یّباندها،    يِ اسپکتروفتومتر   ها 

  الحاقِ (ژن:وکتور)  1:7  ی مول   نسبتِ  و براساسِ  ن یی نانودراپ تع 
وکتورِ  در  از ی خط   ژن  استفاده  با   T4 DNA ligaseشده 

 )Fermentas, Germany  .گرفت صورت    ت ی نها در  ) 
الحاق    محصولِ   توسطِ   DH5α  مستعدِ   يِ باکتر   ونِ ی ترنسفورماس 
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  عِ ی ما   کشتِ ط ی ها در مح ی کلون تک   صورت گرفت. پس از کشتِ 
  دها ی پلاسم   )، استخراجِن ی س ی (کاناما   ک ی وت ی ب ی آنت   حاملِ   يِ باکتر 
  ی اب ی ی توال   ت ی نها در  و    ی م ی آنز   هضمِ   ژن به روشِ   حضورِ   دِ یی و تأ 

 سنگر انجام شد.     با روشِ

با    ی اکل ی اشرش   یِ ان ی ب   ي ها ي باکتر   ونِی ترانسفورماس   |4-2
 ن ی پروتئ   انِ ی ب   يِ و القا   ب ی نوترک   دِ ی پلاسم 

ا  ترنسفورماس   ن ی در    ی اکل ی اشرش   مستعدِ   يِباکتر   ونِ ی مرحله، 
پلاسمیدِ   Rosettaو    BL21  ي ها ه ی سو    pET-28a  نوترکیبِ   با 
انجام    ی حرارت   شوكِ   روشِ  به کمکِ  E5 (pET-E5)ژن    يِحاو 

  ۀ شبان   کشتِ   ب، ی نوترک   يِباکتر   ي ها ی کلون تک   شد. پس از حصولِ 
گراد  ی سانت   ۀ درج   37  يِ در دما   ي باکتر   ۀ ی از هر سو   ی کلون دو تک 
انجام    ن ی س ی کاناما   کِ ی وت ی ب ی آنت   حاملِ   LB  عِ ی ما   کشتِ ط ی در مح 

روزِ  م   شد.  باکتر   1:100  یِحجم   زانِ ی بعد،  به    افته ی رشد   يِاز 
  دنِ ی شد. پس از رس   ح ی تلق   ) TY2X   )Merck, Germany  طِ ی مح 

  ي ، القا 0/ 7- 0/ 6  نانومتر به حدودِ  600موج  در طول   ي نور   جذبِ 
مولار؛  ی ل ی م   1و    IPTG   )5 /0  با استفاده از القاگرِ   ن ی پروتئ   انِ ی ب 

Sigma  ،Germany رسوبِ   ۀ ی ته   توسطِ   ي ر ی گ ) انجام شد. نمونه  
از  ) قبل  قه ی دور در دق   10000(   فوژ ی با استفاده از سانتر   ي باکتر 
انجام    IPTG  ي ساعت پس از القا   18- 16و    دو، چهار   در   القا و 

آنال  -SDS  کِ ی تکن   توسطِ   E5  بِ ی نوترک   نِ ی پروتئ   انِ ی ب   زِ ی شد. 

PAGE   بلات انجام شد. و وسترن 

 ج ینتا| 3
    pET28a  یِ ان ی ب   در وکتورِ  E5  ژنِ  کلون کردنِ   | 1-3

در   E5 (pUC57-E5)  ژنِ حاملِ   نگِیکلون  وکتورِ  رِیابتدا تکث
شکل    DH5α  يِباکتر شد.  به  1انجام  ب)  و   بِیترت(الف 
ترنسفورماس  یِکلونتک از  پلاسم  ونیحاصل   دِیو 

 دهد. یرا نشان م  يشده از باکتراستخراج 

 
کل فورماس ـ  یِکلونالف. تک -1 شـ ل از ترنسـ با   يباکتر  ونِیحاصـ
م م  اسـتخراجِ  ، ب. محصـولpUC57-E5ِ دِیپلاسـ توسـط   دیپلاسـ

  حدودِ  دیپلاسـم  ة. انداز2لوت ) ا2ِ ، سـتون1ِلوت ) ا1ِ  : سـتونِتیک 
 باشد. یباز مجفت  2950

انداز   E5  ژنِ  حضورِ  pUC57-E5  وکتورِ  یِم ی آنز   هضمِ   240  ة با 
  ة شد ی خط   باز را نشان داد که پس از استخراج از ژل به وکتورِجفت 

pET28a   2باز الحاق شد (شکل  جفت   5369  ة با انداز .( 

 
کل   مِ  - 2شـ میدِ  آنزیمیِ  هضـ تونِ  pET28a  پلاسـ -pUC57و    ) 1  (سـ

E5  ِتون   ة با انداز   NheI/BamHI  .DNA  ladderهاي  ) با آنزیم 2  (سـ
 ) است. 1kb   )Fermentas, Germany  لکولیِو م 

در    گاز ی ل   مِی آنز   توسطِ  pET  ة شد ی خط   ژن در وکتورِ  پس از الحاقِ
  ونِ ی ساعت، ترنسفورماس   18- 16  مدتِبه   گراد ی سانت   ۀ درج   4  يِدما 

انجام   با محصولِ  DH5α  يِباکتر  از    د ی پلاسم   استخراجِ  و   الحاق 
محدودالاثر    ي ها م ی آنز   آن توسطِ  دِیی تأ   سپس   انجام شد   ی کلون تک 

  E5 ژنِ حضورِ  شانگر ن  يِباز جفت  240 باندِ صورت گرفت. حضورِ
 ). 3(شکل    بود   pET28a  در وکتورِ

 
 هضـمِ با روشِ pET28a-E5  بِینوترک  دِیپلاسـم دِییتأ -3شـکل 

تونِ یمیآنز م ) در کنار2ِ  (سـ م دِیپلاسـ تونِهضـ ده (سـ ). 3  نشـ
ونِ ــتـ داز  DNA ladder  1  س انـ ا  ول ـوم ـ  ةبـ کـ وی ـک ـ  1  یِلـ از  لـ بـ

)Fermentas, Germany( باشد.یم 
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 نوترکیب  پروتئینِ  القا و بیانِ   |2-3
با    BL21و    Rosetta  یِان ی ب   يِدو باکتر   ونِی در ابتدا، ترنسفورماس 

نتا   pET-E5  بِی نوترک   دِ ی پلاسم  شد.  ب   ی حاک   ج ی انجام    انِی از 
  م ی ن   IPTG،  گراد ۀ سانتی درج   37  ییِ دما   طِ ی شرا   تحتِ   ن ی پروتئ 

  ۀ ی ساعت پس از القا بود که فقط در سو   18- 16مولار و  ی ل ی م 
  اهده مش   Rosetta  ۀ ی در سو   ی ان ی ب   چ ی انجام شد. ه   BL21  يِ باکتر 
در    E5  نِی پروتئ   انِ ی ب   ي برا   SDS-PAGE  زِی آنال   4  (شکلِ   نشد 
را نشان    BL21  یِ ان ی ب   ۀ ی مختلف پس از القا در سو   ي ها زمان 

ب ) دهد ی م  القا    18- 16در    ن ی پروتئ   انِی .  از  پس  ساعت 
ب قابل  است.  ا   ن ی پروتئ   انِ ی مشاهده  توسطِ   ن ی در    زِ ی آنال   زمان 

به    ژوگه کون   His-tag  ضدّ   يِ باد ی بلات با استفاده از آنت وسترن 
 ).  5شد (شکل    د یی ) تأ کا ی ، آمر Abcam(   داز ی کس راُپِ

 
  ۀ ی در سو   E5  بِ ی نوترک   نِی پروتئ   انِی ب   يِ برا   SDS-PAGE  زِ ی آنال   - 4شکل  

E. coli   با    ي ها در زمان القا  از    ) رسوب1ِ  : ستونِ IPTGمختلف پس 
ستون   قبلِ  ي باکتر    در   ي باکتر   رسوبِ  بِی ترت به   4تا    2  ي ها القا، 
) ساعت پس از  4  (ستونِ   16) و  3  (ستونِ   4)،  2  (ستونِ   2  ي ها زمان 
   . رمنتاز) فِ  لودالتون، ی ک   180- 10(   ی لکول و م   وزنِ  مارکرِ  MWالقا؛  

 
  القا، ستونِ   باکتري قبلِ رسوبِ   ) 1 بلات: ستونِوسترن   آنالیزِ - 5شکل  

کیلودالتون با    10  ساعت بعد از القا؛ باند حدودِ  18- 16باکتري    رسوبِ  ) 2
 مشاهده است.     قابل   His-tag  ضدّ  باديِ استفاده از آنتی 

 بحث| 4
عفونت  ی انسان  يهاسرطان  ارتباط    یروسیو  يها با  در 

ا در  چند  یمختلف  يها روسیو  نهیزم  ن یهستند.    ن یدر 
 انواعِ  انِی شرکت دارند. از م  ییزاسرطان  يندهایامرحله از فر

از    درصد  30عامل    یانسان  يلومایپاپ   روسِیو  ها،روسیو
ا  یعفون   وابسته به عواملِ  يهاسرطان    روسِیو  نیاست که 

  انِ یرا دارد. در م  یجنس  تماسِ  قِیاز طر  انتقال  تِیقابل  یعفون
پروتئشناخته  HPV يهانیپروتئ موردِ E5نِیشده،   کمتر 

 ي ئوپلازدر عفونت و نِ E5 نِ یمطالعه قرار گرفته است. پروتئ
تنظ  یِ عیطب  رشدِ  توقفِ  ۀلیوسبه در  عملکردِ   میسلول،    و 

 ). 22(  تواند نقش داشته باشدیم  E7و E6 يهانیپروتئ
 انکوژنِ  کی یی تنهابه یانسان يلومایپاپ  روسِیو E5 نِیپروتئ

درحال  فیضع توانِ یاست،    HPVترانسفورمِ  ةبالقوّ  که 
کننده  کمک  تواندیم E5 نِیاست و پروتئ E7 و E6 ةبرعهد
نظر به  E5 نِیپروتئ  یِکیولوژیب  تِیاهم  یاز طرف  ).23(  باشد

  ). 24(باشد    یسلول  رِیتکث  ي هاگنالیس  شِیدر افزا  رسدیم
درون  ) in-vitro(  ی تنبرون  ي اههمطالع   )in-vivo(  ی تنو 

  سرطانِ  يهادر سلول  E5 ازحدِشیب  انِیبکه    دهندینشان م
  رِ یچشمگ  شِیافزا  موجبِ،   HeLaو  SiHa مانند   رحم  ۀدهان
ا  هاثر  نی. اشودیم  یسلول  مهاجرت و تهاجمِ  ،یسلول  رِیتکث

طر در    يدیکل  (فاکتورِ E-cadherin انِیب  مهارِ  قِیاز 
فعالیولسل  یِچسبندگ و    نگِ یگنالیس  يرهایمس  يِساز) 

  نِیپروتئ  انِیدر واقع ب،  ابدییتحقق م  یسلول  مرتبط با رشدِ
E5ِشده فرار کنترل  تا از رشدِ  سازدیآلوده را قادر م  ، سلول

استفاده از آن    يبرا  نیپروتئ  نیا  يهاتیجمله مز  کند که از
 ).25( واکسن است یِدر طراح ژنی آنت عنوانِبه

 اند کهنشان داده  یوانیح  ي هاو مدل  یتنبرون  ي اههمطالع

E5  طر گکُبرهم  قِیاز  با    درمال یاپ   رشدِ  فاکتورِ  ةرند ینش 
)EGFR (را   یعیطبریغ  رِیتکث ، یرسانامیپ  ي رهایمس رِیو سا

 ). 27و  26( کندیم لیتسه
  E5انِیب  يرحم برا  ۀدهان  عاتِیضا  يِادوره  يِغربالگر  علاوهبه
دركِ  يادیز  ارِیبس  کمکِ  تواندیم   يماریب  یِ آگهشیپ   در 

   EGF-Rيهاستی، آنتاگون E5هدف قرار دادنِ  از  ریغ باشد.  
مورداستفاده    کالیروسِ  سرطانِ  درمانِ  يِبرا  توانندیم  زین

-EGF قِیعمدتاً از طر E5 يهاتیکه فعال  رایز  رند؛یقرار گ

R  درحال و  نقشِیاست  کامل    طورِبه HPV E6/E7 که 
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 هنوز درحالِ  E5 يِهاسمیگرفته است، مکان  موردمطالعه قرار
 ). 13( دارد ازین يشتریب ياه هکشف است و به مطالع

   E5نِی پروتئ   نقشِ   2018  و همکاران در سالِ   1آویلا - مونخاراس 
مهارِ  HPV16 روسِی و  در  نشان    زبان ی م   سلولِ   يِاتوفاژ   را 
  انِ ی ب   با کاهشِ  HPV16 E5  آن است که   انگرِ ی ب   ج ی . نتا دهد ی م 
 KGF القاشده توسطِ   يِاتوفاژ   رِ ی ، مس KGF (KGFR)ة  رند ی گ 

  که  ی ط ی در شرا   ن، ی بر ا . علاوه کند ی سرکوب م   ي مؤثر   طورِ را به 
از   صورتِ به   ي اتوفاژ  طر    KGFRمستقل  از    تِ ی محروم   قِ ی و 
م   ی سرم  کاهشِ   HPV16E5شود، ی القا    ي ها ژن   یِ س ی رونو   با 
عمل  )   p53مِی مستق   از جمله اهدافِ(   ي در اتوفاژ   ر ی درگ   یِ اصل 

ا کند ی م  اگرچه  ب   ی توجه قابل   رِ ی تأث   ن ی پروتئ   ن ی .   p53انِی بر 

  از مهارِ   ی حاک  p53 هدفِ  يِها ژن ان ی ب   از کاهشِ  ج ی ندارد، اما نتا 
 که   دهند ی نشان م   ها افته ی   ن ی است. ا  E5 توسطِ p53 يِعملکرد 

E5  نگِ ی گنال ی س   کاهشِ   : سمِی دو مکان   قِ ی از طرKGFR    ِو مهار  
و ممکن است    کند ی را سرکوب م   ي اتوفاژ   ندِ ی ا فر  p53 يِ عملکرد 

  ی مهم   آلوده نقشِ   ي ها سلول   ي و بقا   ال ی تل ی پ اِ   زِ ی تما   در اختلالِ 
 ). 28(   داشته باشد 

دو    ،یکیوانفورماتیب  يهاو همکاران با استفاده از روش  2نامور
طراح  ساختارِ حاملِ  یجداگانه  که  مهم    ي هابخش  کردند 

پروتئهاتوپیپ (اِ از  نوعِ E7 و E5 يهانی)    رخطرِ پُ  چهار 
ساختارها    نیا  ییِزایمنیا یِبررس  جِ یبودند. نتا HPV روسِیو

  یِمنیاستم ی س  کِیمنجر به تحر  یطراح  نیکه ا  ندنشان داد
 ياساختارها به گونه نیا  گر،ی . به عبارت دشودیم Th1 نوع

را    یخاص  یِسلول  یِمنیا  پاسخِ  توانندیاند که مشده  یطراح
 ). 29( در بدن فعال کنند 

تولحالدر کم  نیپروتئ  دِیحاضر،  ک  تیّدر  مناسب    تِیّفیو 
بنابرا  يضرور  ازِین  کی  ی درمان  اهدافِ  يبرا   نیاست؛ 
برا  یِ انیب  ي هاستم یس   بینوترک  نِیپروتئ  دِیتول  يمختلف، 

بهافتندیتوسعه     انتخابِ   بینوترک  نِیپروتئ  دِیتول  منظورِ. 
 ).30(  مهم است اریمناسب بس زبانِیم

  ی انیب  يهاستمی: سشاملِ  ی انیب  ستمِیدو نوع س  یکل  طوربه
س  3سلول  فاقدِ سلولیمبتن  یِ انیب  يهاستمیو  وجود   4بر 

  ی عموم  ۀدو دست  یوتیوکاریو    یوتیپروکار  يهاستمیدارد. س
س بهیمبتن  يهاستم یاز  هستند.  سلول   معمول  طورِبر 

برا  وتیپروکار  يهاستمیس  تِیریمد بوده و    شترِ یب  يآسان 
 

1 Monjarás-Ávila 
2 Namvar    
3 Cell free expression systems 
4 Cell-based expression systems 

یکی از  E. coli باکتريِ  ). 31(  هستند  بخشتیاهداف رضا
وس و  برا  یی هازبانیم  نیترع یاولین  که   تولیدِ   ياست 

 يِباکتر  نیا  يایشود. مزانوترکیب استفاده می  يهانیپروتئ
  ی وتیرپروکا  يهانیپروتئ  انِیب  تِیاز: قابل  است  عبارت  زبانیم

تکث  یِوتیوکاریو   با  قهیدق  30  (حدودِ  عیسر  رِیگوناگون،   (
مح  يمندبهره ارزان   کشتِطیاز  و  ).  31(  متیقساده 

 ستمِ ی س  نیا  يِریکارگهدر ارتباط با ب  یگوناگون  ياههمطالع
  ایدارو    عنوانِبه   بینوترک  يهانیپروتئ  دِیتول  جهتِ  یانیب

و همکاران   5آزامان  مثال  عنوانبه  ،واکسن انجام شده است
سالِ  باکتر  نترفرونِیا  دِ یتول  2010  در  در  را    يِآلفا 

غلظتِ  يسازنهیبه  یاکلیاشرش و   IPTG مولاریل یم  مین  و 
  یمعرف  نهیبه  طِیشرا  عنوانِرا به  گرادیسانت  ۀدرج 25  يِدما

 يِسازنه یبه  2017  و همکاران در سالِ  6غلامی).  33(  کردند 
  اسِیدر مق  یاکلیشاشر  يِرا در باکتر   بینوترک NGF-B دِیتول

بهتر  یشگاهیآزما و  دادند  ،  IPTG  القاگر  غلظتِ  نی انجام 
زمانِ  ي دما و  القا  از  به  پس  را  القا  از    کی  بیترتپس 

  دست آوردند ساعت به  2و    گرادیسانت  ۀدرج  25مولار،  یلیم
)31.( 

  ة کنندفعال  بِینوترک  نِی پروتئ  انِیب  يِسازنه یبه  منظورِبه
باکتر  ی بافت  نوژنِیپلاسم  BL21ۀیسو  یاکلیاشرش  يِدر 

  بافرِ   يِسازنهیاقدام به به  2019  و همکاران در سالِ  7فاضلی
نتازیل و  نمودند  داد  ج یکننده  ا  ند نشان   يسازنهیبه  ن یکه 

  ان یب  ودِو بهب  هايبادنکلوژن یا  ۀی اول  از تجمعِ  يریجلوگ  باعثِ
  ).34( شده است

وجود دارند که    ها وت یدر پروکار  يمتعدد  یِ انیب  يهاحامل 
   pET21aو   pET32a،pET28a  به  توانیها م آن  نِیتراز مهم
 ک ی  دارا بودنِ  لِیدلبه  pET28a انیم  نید که از انمواشاره  

آنت  و ژنِ His-tag گاهِیجا  نیسیکاناما  کِیوتیبیمقاومت به 
ا Histidin tag دو  وجودِ).  34(  رکاربرد استپُ  اریبس  ن یدر 

 رِ یموردنظر را نسبت به سا  نِیپروتئ  ییِشناسا  وکتور، قدرتِ
م حامل دوچندان  زمانکندیها  ژنِ  ی .  داخلِ  که  در    هدف 

رونویس شود،  کلون   يِقو  پروموترِ  کنترلِ  تحتِ  یوکتور 
م   T7باکتریوفاژِ ادامه،ردیگیانجام  در   .RNA مراز یپل 
کاملاً   تِصورقرار دارد، به  يباکتر که در ژنومِ    T7باکتریوفاژِ

خود متصل و رونویسی انجام خواهد    به پروموترِ  یاختصاص

5 Azaman 
6 Gholami 
7 Fazeli 
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  ی بالای  القا گشته و بیانِ IPTGگرفت. سپس پروموتر توسطِ
 ). 35( د یآیدست ماز محصول به 

در   HPV16 روسِیو E5 ژنِ  موفقِ  انِیب  جِینتا
سو   (+)pET28aوکتورِ با   BL21(DE3) ۀیو  مطابق 
تأ  نیشیپ   ي اههمطالع با  که  و   SDS-PAGE دِییاست 

حضورِوسترن  وزنِ  بینوترک  نِیپروتئ  بلات    10  حدودِ  با 
دادهلویک نشان  را  از   نیهمچن).  36(  اند دالتون  استفاده 

کشت و القا،   طِیراش  يِسازنهیو به E. coli مختلفِ  يهاه یسو
  نیا  ).37(  کمک کرده است  نیپروتئ  انِیب  ییِاکار  شِیبه افزا

برا  یمناسب  ۀنیزم  ها افتهی بررس  صیتخل  يِرا    عملکردِ  یِو 
مطالع E5 نِیپروتئ طراح  يعملکرد  ياهه در  واکسن   یِو 

 . کندیفراهم م 
  تواندیکه م pET28a دِیحاضر از پلاسم   ۀ در مطالع  نیبنابرا

به  ژنِ را  مقدارِ  یاختصاص   طورِموردنظر  به  در    ادیز  و 
در    انیب  یاکلیاشرش  يِباکتر  يهاه یسو شد.  استفاده  کند 

مولار)، زمان پس  یلیم  1و    IPTG )5/0 حاضر غلظتِ  ۀمطالع
  يِاکترب  ۀیساعت) و دو سو  16و    IPTG )2  ،4 از القا با القاگرِ

 ژنِانیب  یِبررس  منظورِبه  )BL21  و   Rosetta( یاکلیاشرش

E5  يِکه با استفاده از باکتر  ند نشان داد  جیاستفاده شد. نتا 
و    گرادیسانت  ۀدرج  37  يدر دما BL21 ۀیسو  یاکلیاشرش
حاصل   نیپروتئ  انِیب  نیشتریساعت پس از القا ب  16  زمانِ

 . شودیم
  یِتیسیدروفوبیه  که با وجودِ  ندنشان داد  این پژوهش  جینتا
عدم  E5  نِیپروتئ  يِبالا ا  ونیکاسیفیدمِ  وجودِو   نیدر 

مناسب بوده    ستمِیس  کی  عنوانِبه  E. coli  ستمِیس  ن،یپروتئ
شده   انیب يزیآمتیموفق طورِهب  شده بیاننِیاست که پروتئ

مرحل آ  نیپروتئ  صِیتخل  ،يبعد  ۀاست.  در  که   ة ندیاست 
با  E5  عملکردِ  یِبررس  منظورِبه  کینزد سلول    ی ستیدر 

گ سالردیصورت  در    ي متعدد  ي هاي استراتژ   ر،یاخ  يها. 
  ستمِیها در سنیپروتئ  تِیّحلال  زانِیم  یِبازده   شِیافزا  يبرا

تاخوردگ  نی پروتئ  صِیتخل  منظورِبه  يباکتر شکلِ  یبا    و 
 ).38(شده است  کار گرفتهمناسب به

 يریگجهینت |5
داد   ۀ مطالع   ج ی نتا  نشان  پروتئ   ند حاضر  با   E5 بِ ی نوترک   نِی که 
ب   ز ی آبگر   ي ها نه ی دآم ی اس  به  س   ان ی قادر   E. coliستمِی در 

  آن توسطِ یِ لودالتون ی ک   10  حدودِ  باشد که باندِ ی م    BL21ۀ ی سو 
  منظورِشد. به  د یی تأ  His-tag ضدّ  يِ باد ی بلات با آنت وسترن   زِی آنال 

بلات با  وسترن   زِ ی ال هدف، آن   نِ ی پروتئ   انِ ی ب   بودنِ ی اختصاص   دِیی تأ 
  انجام شد که حضورِ  His-tagمونوکلونال ضدّ   يِ باد ی استفاده از آنت 

موقع   نوارِ   ک ی  همان  در  مشخص  و    10  (حدودِ   ت ی واضح 
-His یِآن است که توال   انگرِ ی امر ب   ن ی )  را  نشان داد. ا لودالتون ی ک 

tag  به آن    ي باد ی آنت  یِ حفظ شده و دسترس  ن ی پروتئ   ي در انتها
  مناسبِ   و ساختارِ   ح ی صح   انِی خود ب   ۀ به نوب   که فراهم بوده است،  

تأ   ب ی نوترک   نِ ی پروتئ  کل به   . کند ی م   د یی را    ۀ مطالع   جِ ی نتا   ، ی طور 
  تواند ی م  E. coli BL21 (DE3) ستمِ ی که س   دهند ی حاضر نشان م 

برا   زیرساختی عنوان  به  و    ي ها ن ی پروتئ   انِی ب   ي کارآمد  کوچک 
  یی تواند مبنا ی م   افته ی   ن ی . ا رد ی مورداستفاده قرار گ   ز ی گر نسبتاً آب 

  عملکردِ   یِ بررس   ، ي ساز خالص   درخصوصِ   ي بعد   ي ا ه ه مطالع   ي برا 
 نِ ی پروتئ   یِ ص ی تشخ   ا ی دارو    یِ و طراح   ی درمان   ي و کاربردها   ی ست ی ز 

E5  .باشد 

ی ملاحظات اخلاق| 6  
حیوانی یا انسانی   ۀ د اخلاق نیاز ندارد. هیچ مطالع مطالعه به کُ 

 صورت نگرفته است. 

 یتشکر و قدردان| 7
  له ی وس ن ی است؛ بد   ي دکتر   رسالۀ از    ی بخش   مطالعه حاصلِ   ن ی ا 

  جامعِ   درمانِ  مرکزِ   شگاهِی آزما   (کارشناسِ   ی از سرکار خانم آگ 
مراد ران ی ا   یِل ی هموف  خانم  سرکار  و    يِ دکتر   ي (دانشجو   ي ) 
انجامِکه  )  ران ی ا   پاستورِ   تو ی انست    ي همکار   پژوهش   ن ی ا   در 

 . د ی آ ی عمل م به   ی و قدردان   ر ی نمودند، تقد 

 تعارض منافع   |8
 وجود ندارد.   ی منافع   تعارضِ   چ ی ه 

 سندگانیسهم نو  |9
مقاله را برعهده داشته    و نگارشِ  ش ی آزما   زاده انجامِ   ی عزت   مه ی فه 

و ابوالفضل    ی ستوده نژاد نعمت الله   فتاح   ، ی است. اعظم بوالحسن 
و ان ی پا   ة مشاور   ، ت ی هدا ،  فاتح   و  به   شِی را ی نامه  را  عهده  مقاله 
 ند. ا ه داشت 

 کد اخلاق   |10
 ندارد. 
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| Extended Abstract 

Human papillomavirus type 16  (HPV16 E5) participates in the early stages of carcinogenesis and 
may represent a promising target for therapeutic vaccine development. Therefore, the production of 
recombinant E5 protein is essential for further functional, immunological, and translational studies. 
The present study aimed to construct a prokaryotic expression vector carrying the HPV16 E5 gene 
and to evaluate its expression in an Escherichia coli expression system. The HPV16 E5 gene was 
synthesized in the pUC57 vector, and then subcloned into the pET28a (+) expression vector using 
restriction enzymes. Next, the recombinant plasmid was transformed into E. coli DH5α cells for 
amplification and verification. Following confirmation of successful cloning, the recombinant 
construct was introduced into E. coli BL21 and Rosetta expression strains. After that, protein 
expression was induced using 0.5 and 1 mM IPTG and evaluated at different post-induction time 
points. Finally, expression of the recombinant E5 protein was analyzed by SDS-PAGE and 
confirmed by western blotting using an anti-His tag antibody. The results demonstrated successful 
cloning of the 240-bp E5 gene into the pET28a (+) vector. A distinct protein band with an 
approximate molecular weight of 10 kDa was observed following induction with 0.5 mM IPTG at 
37°C for 18 h in the BL21 strain, whereas no detectable expression was observed in the Rosetta 
strain. Western blot analysis further confirmed the identity of the recombinant protein. The 
successful expression of the highly hydrophobic HPV16 E5 protein in E. coli BL21 demonstrates 
the suitability of this bacterial host for producing the recombinant E5 protein. These findings 
establish a foundation for subsequent purification and characterization studies and support future 
investigations into the biological role of E5 in HPV-associated carcinogenesis. Furthermore, the 
recombinant protein generated in this study may contribute to the development of novel diagnostic 
tools, therapeutic strategies, and HPV vaccine candidates. 

| Keywords: HPV16, E5 oncoprotein, Cloning, Recombinant protein expression, Escherichia coli 
expression system, Western blotting 
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