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ي رحــم انــههاي حاصــل از پاپیلومــا از جملــه ســرطان دهپاپیلوما ویروس، عامل بیش از نیمی از سرطان :زمینه و هدف

یــروس و، اما هنوز عفونت ایــن استروري هاي حاصل از پاپیلوما ضباشد. اگرچه واکسن جهت پیشگیري از سرطانمی

سیســتم  يتواند در ارتقامی HPV16-E7dدر کنار واکسن  هاادجوانت .گرددلات بهداشت جهانی محسوب میکجزو مش

ســن ر کنــار واکدعنوان ادجوانــت ي نالوکســان و آلــوم بــهایمنی مفید باشد. هدف از انجام این مطالعه بررسی تاثیر مــاده

HPV16-E7d هاي ز محیط توموري در موشدر ریC57BL/6 .بود  

تهــران بــر  در انســتیتو پاســتور 1395شــهریور  تافروردین در بازه زمانی  کنونیمقطعی -مطالعه توصیفی :روش بررسی

همراه ادجوانــت بــه HPV16-E7dهــاي تومــوري شــده، بــا واکســن موش. انجام گرفــت C57BL/6 موش ماده 80روي 

ســپس  وهموژنــات تومــور تهیــه شــد سنجش تومور انجــام گرفــت. ي کنترل واکسینه شدند. هانالوکسان و آلوم و گروه

  مورد بررسی قرار گرفت. ELISA Captureبا روش  IL-17, IL-4, IFN-γ, TGF-βهاي سایتوکین

 آلــوم)لومینیــوم (آهاي مورد آزمایش با ادجوانت نالوکسان و هیدروکسید دهد که در موشاین پژوهش نشان می ها:یافته

) ≥0001/0Pر (اهش نســبی رشــد تومــوکطور معناداري باعث به C57BL/6هاي در موش HPV16-E7d همراه واکسنبه

  نماید.تقویت میهاي کنترل نسبت به گروهپاسخ ایمنی سلولی در ریز محیط توموري را شده و 

ي مــادهفرموله شده بــا  HPV16-E7d یروسبیشتر واکسن ضد پاپیلوماي وزایی بیانگر ایمنی ژوهش کنونیپگیري: نتیجه

ر ریــز اي ویــروس دعنوان ادجوانت، در مقایسه با گروه کنترل فسفات بافر سالین، در واکسن پاپیلومــنالوکسان و آلوم به

  باشد.می C57BL/6ماده  هايمحیط توموري در موش

  .، واکسنهانئوپلاسم نالوکسان، ،ویروس پاپیلوما انسانی :لیديک لماتک

 

  
ه ژنوم آن داراي کباشد فاقد پوشش می یویروس پاپیلوما، ویروس

 با دیکپسي دارا و بوده nm 55 حدودي ااندازه باي ارشته دو DNA کی

 يویروس پاپیلوما عامل سرطان دهانه 1.باشدیمی وجه ستیب تقارن

شایع در زنان در  عنوان دومین سرطانه بهکباشد، سرطانی رحم می

 يهاسلوله در این کاز فرآیندهایی  2.شودسرتاسر دنیا محسوب می

  است. در این (Immunoediting) افتد ویرایش ایمنیاتفاق می يتومور

  

هاي تومور قادر به انطباق خود با فشار اعمال شده توسط نظریه سلول

بنیادي هاي تومورزا و شبه سلول وسیستم ایمنی واکسیناسیون است 

 سرطانی منیا شیرایو 3.شودافته و همچنین ایمنی تضعیف مییافزایش 

: فرآیند حذف شوندیم میتقس فرار و تعادل حذف،ی متوال مرحله سه به

ه با توجه کاست  هاي تومورتسابی به سلولکهاي ایمنی ذاتی و اشامل پاسخ

 Major histocompatibility complexژن توموربه افزایش بیان آنتی

(MHC)  کلاسІ میزانInterferon (IFN)-a/b/g, IL-1, Interleukin 12 

(IL-12), Tumor necrosis factor-α (TNF-α)  در ریز محیط تومور

  مقدمه

 
  

 

  735تا  731هاي ، صفحه11شماره  ،76دوره ، 1397بهمن ی تهران، کی، دانشگاه علوم پزشکده پزشکمجله دانش  مقاله اصیل

 

  30/11/1397آنلاین:      20/11/1397پذیرش:      14/01/1397: ویرایش     07/01/1397ت: دریاف         چکیده
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              و همکاران زادهکمل نازگل                     732

 
  735تا  731 ،11، شماره 76، دوره 1397 بهمنی تهران، کی، دانشگاه علوم پزشکده پزشکمجله دانش

 

 توموری آنت نیب تعادل فاز کی واقع در تعادل يمرحله 4.یابدافزایش می

 4.است IL ،23-IL-10 انندم ییهانیتوکیسا و IFNو  IL ،17-IL-4 انندم

 Transforming growth انندمیی هانیتوکیسا ترشح فرار مرحله در

β)-(TGFβ factor  10 و-IL هاي پیشگیري از کی از راهی 5.شودیم ادیز

باشد که کشف گسترش تومورهاي پاپیلوما ویروسی، واکسیناسیون می

 هاي محافظتیژنمیزان زیادي مبتنی بر ایجاد آنتیها بهواکسن

)antigen Protective( هاي موجود در دلیل ضعفاما به 6.بوده است

ا مدت زمان کم حضور در یپایین و  يایمونوژنیسیته مانندها واکسن

 نیترمتداولها رواج گرفت. همراه واکسنها بهبدن، استفاده از ادجوانت

یدي، سبب ایجاد ییک آنتاگونیست اوپیو نالوکسان، جمله از ادجوانت

و همچنین افزایش قدرت  Th1سمت ی و سوق آن بهتغییر پاسخ ایمن

همچنین هیدروکسید آلومینیوم (آلوم)  7.شودسازي واکسن میایمن

ادجوانتی است غیر روغنی است که موجب افزایش تمایل پاسخ سیستم 

ها و القاي همچنین افزایش تکثیر لنفوسیت Th1سمت ایمنی به

 Interferonو  Delayed-type hypersensitivity (DTH)، IgGهاي پاسخ

γ)gamma (IFN يهدف از انجام این مطالعه تاثیر بررسی ماده 8.شودمی 

براي  HPV16-E7dعنوان ادجوانت در کنار واکسن نالوکسان و آلوم به

  نفع سیستم ایمنی بود.تغییر ریز محیط توموري به

  

  
شهریور  تابازه زمانی فروردین در  کنونیمقطعی -مطالعه توصیفی

موش ماده انجام گرفت. ابتدا  80در انستیتو پاستور تهران بر روي  1395

ماده نژاد خالص که  C57BL/6اي هفته شش تا هشت موش 80تعداد 

عنوان معیار ورود در مطالعه بوده از انستیتو پاستور کرج خریداري به

سب در بخش اتاق و داراي تهویه منا C 22-20˚ شد و در دماي

تهران نگهداري شد. سپس در انستیتو پاستور  االلهبقیهحیوانات دانشگاه 

جهت ساخت استوك  TC-1هاي تومور با تزریق سلول يتهران، القا

کشت داده شده در  TC-1منظور رده سلولی توموري انجام گرفت. بدین

 سوسپانسیون گردید و (PBS, Sigma, Germany)بافر فسفات سالین 

سوسپانسیونی با تراکم ده میلیون سلول در میلی لیتر تهیه شد. جهت 

 10ها به از سلول μl 100 مقدار C57BL/6هاي توموري نمودن موش

هاي بعد تومور ایجاد شود. واکسن عدد موش تزریق شد تا در هفته

 ,E7d, Institute of Pasture, Tehran)ین نوترکیب ویروس پاپیلوما یپروت

Iran) ادجوانت کامل آلوم و نالوکسان  با(Nlx-Alum, Sigma, 

Germany) مخلوط شد که در این حالت به هر موش μg 20  از واکسن

HPV16E7d و μg 200 صورت از ادجوانت فرموله شده در واکسن به

زیر پوستی تزریق شد. همچنین واکسن با ادجوانت نالوکسان مخلوط 

از ادجوانت  mg/kg 6 ادلشد که در این حالت به هر موش دوز مع

ها به صورت که موشنالوکسان در واکسن فرموله شده تزریق شد. بدین

 گذاري شدند. تزریق سه بار و به فاصله دوگروه تقسیم و علامت شش

هاي تجربی هفته انجام شد. سپس سه روز پس از آخرین تزریق، موش

ها وارد نآهاي استوك به تومور از موش mm 3 و قطعات اصلاح شدند

  شد.

هاي مورد جهت ساخت این مدل توموري با روش جراحی، موش

مطالعه با استفاده از موبر اصلاح شدند تا منطقه پهلوي سمت راست 

از داروي  μl 200 ها با تزریقسپس موش .کامل فاقد مو گرددطور به

 %2زایلین  و (Ketamine, Rotexmedica, Germany) %10کتامین 

(Xylenes, Sigma-Aldrich, USA)  .در بافر فسفات سالین بیهوش شدند

که با تزریق سلول  يجهت تهیه قطعات توموري موش، استوك تومور

ها وجود آمده بود، نخاعی شده و تومور در شرایط استریل از بدن آنهب

هاي خونی کمک قیچی استریل بافت چربی و رگخارج شده و سپس به

تقسیم شد و  mm 3 ر باقیمانده به قطعاتاطراف تومور جدا شده و تومو

سیلین و استرپتومایسین سرد بیوتیک پنیداخل فسفات سالین حاوي آنتی

نگهداري شد. در مرحله بعد با استفاده از یک قیچی تیز یک شکاف 

شده ایجاد شد و هاي بیهوشکوچک در ناحیه پهلوي راست موش

وسیله چسب یت بهزیر آن قرار داده شد و در نها mm 3 تومورهاي

هاي جراحی مخصوص بخیه، بافت جراحی شده بخیه گردید و موش

شده در اتاق با دماي بالاتر از شرایط نگهداري موش قرار داده شد. 

گیري شد. هموژنات تومور جهت بررسی تغییرات حجم تومور اندازه

روش ها تهیه شد. تعیین غلظت هموژنات تومور بهسنجش سایتوکین

 01/0 ینیبا غلظت پروت ییهاین در محلولیبوده که غلظت پروت برادفورد

  گیري شد.اندازه mg/ml 1تا 

هاي Optical density (OD)با استفاده از  برادفوردمنحنی استاندارد 

 ,NanoDrop Technologies)آمده از دستگاه اسپکتروفتومتردستبه

Wilmington, DE, USA) با جذب نوري nm 595 .منظور به رسم گردید

و  IL-4 (Mabtech, Sweden)و  IFN-γ، IL-17 يهاگیري سایتوکیناندازه

TGF-β (eBioscience, USA)  در ریز محیط تومور با روش الایزا

  بررسیروش 
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Capture) (ELISA شده بیانهاي بادي اختصاصی سایتوکیناز آنتی

(Capture antibody) آلوم، ن،یسال فسفات کنترلي هاگروهه شد. داستفا 

ها آوري دادهگرد در نظر گرفته شد. پس از نالوکسان/آلوم و نالوکسان

 Graph-pad prism v6.01 (Graph Padافزار نرم ها باآماري داده آنالیز

Software In, La Jolla, California, USA)  .مورد بررسی قرار گرفت

 Mann-Whitneyو  ANOVAها، آزمون تحلیل واریانس روش آنالیز داده

U test  در نظر گرفته شد. 05/0سطح معناداري  وبود   

  

  
هاي مورد آزمایش با ه در موشکدهد این پژوهش نشان می

طور به HPV16-E7d واکسنهمراه ادجوانت نالوکسان و آلوم به

 هب نسبت رادر ریز محیط توموري  را معناداري پاسخ ایمنی سلولی

 نالوکسان/آلوم و نالوکسان آلوم، ن،یسال فسفات لنترکي هاگروه

 IL-4و  IFN-γ، IL-17 يهاسایتوکیننتایج سنجش  نماید.تقویت می

کننده کاندید در گروه دریافتسایتوکین  نشان داد سطح TGF-βو 

 جینتا داري داشته است.ادر مقایسه با گروه کنترل افزایش معن واکسن

 هشد فرموله واکسن قیتزر که هدیم نشان تومور رشدی نسب راتییتغ

ی نسب هشکا باعث (E7d-NLX-Alum) نالوکسان و آلوم ادجوانت با

 کاهش کنترلي هاگروه به نسبت گروه نیا و است شده تومور رشد

 استاندارد نمودار ریز هیناح ).≥0001/0P( است داشتهي دارامعن

 روش نیا که شد استفاده نییپروت غلظت نییتع جهت برادفورد

 با. کند نییتع را نییپروت غلظت μg/ml 1000 تا 10 نیب تواندیم

غلظت  و استی خطمشاهده گردید نمودار  نمودار بررسی این

  .گیري شداندازه µg/ml 9738/0پروتیین 

  

  
 همراهبه نالوکساني هاادجوانتیی زایمنیا قدرت پژوهش نیا در

 موش در HPV16-E7d روسیو لومایپاپ اکسنو در آلوم ادجوانت

C57BL/6 نیا دادند نشان مطالعات. دیگرد قراری بررس مورد 

 در را همورال و سلولاری منیا پاسخ نوع دو هر توانندیم هاادجوانت

مشخص  جداگانه مطالعه دو در نیهمچن 11.کند کیتحر بالاتر سطح

ن پاسخ ایمنی در تریاثربخش نالوکسان و آلومي هاادجوانتگردید 

و همکاران  Jazani 13و12.کنندزاهاي چندگانه را ایجاد میبرابر بیماري

در مورد اثر ادجوانتی نالوکسان به این نتیجه رسید که داروي 

 توژنزیمونوس ایستریل يشدهنالوکسان قادر است کارایی واکسن کشته

وکسان شده با داروي نالرا افزایش دهد. فرمولاسیون باکتري کشته

ها و سطح هاي تکثیري مونوسیتپاسخ ،منجر به تقویت ایمنی سلولی

IFNγ  دار نسبت به عفونت اکامل معنطور بهگردید و منجر به مقاومت

و همکاران انجام  Sáizهمچنین یک مطالعه توسط  14.تجربی گردید

عنوان ادجوانت در نظر نالوکسان به-شد در این بررسی ترکیب آلوم

کشته  سالمونلا تیفی موریومبود و واکسن مورد مطالعه گرفته شده 

 BALB/cهاي شده با حرارت بود. پس از تزریق واکسن به موش

سطح پاسخ ایمنی همورال و سلولی مورد ارزیابی قرار گرفت. نتایج 

طور همزمان نالوکسان به-آزمایش حاکی از آن بود که استفاده از آلوم

، Th1سمت ش تمایل پاسخ ایمنی بهموجب افزای ،عنوان ادجوانتبه

 آن،برافزونو  IFN-γها، القاي پاسخ ثیر لنفوسیتکهمچنین افزایش ت

افزایش پاسخ ایمنی همورال و سلولی شده است که در نهایت منجر 

 طیمح زیر مطالعه، نیا در 15.میر شده استوبه کاهش میزان مرگ

 IL-17 سطح شیافزا موجب E7d-NLX-Alum واکسن دیکاند تومور

 نترلکي هاگروه به نسبت واکسن دیکاند کنندهافتیدر گروه در

(Alum, NLX, NLX-Alum, PBS) مطالعه چنانکه .شودیم 

Fridlender که دهدیم نشان همکاران و IL-17A هالینوتروف تواندیم 

 را توموری مهارکنندگ نیهمچن و بهبود تیفعال دو هر و کند فعال را

 شیافزا که کندیم دییتا را پژوهش کنونی جینتا العاتمط نیا 16.ددار

IL-17 بری سلولی منیا شیافزا باعث تواندیم تومور طیمح زیر در 

نتایج این مطالعه نشان داد که نالوکسان و آلوم  .شودیم تومور ضد

را تحت تاثیر قرار داده  E7dهاي ایمنی ضد عنوان ادجوانت، پاسخبه

ین واکسن را در ریز محیط تومور افزایش است و اثر ضد توموري ا

آلوم قادر هستند  داده است. همچنین نشان داد که مخلوط نالوکسان و

  هاي ایمنی سلولی را تحریک کند.پاسخ

 نامه تحت عنوان: این مقاله حاصل بخشی از پایانسپاسگزاري

بر  HPV16-E7dآلوم و نالوکسان در واکسن  مخلوط اثری ابیارز"

 "C57BL6هاي ایش ایمنی در ریز محیط توموري در موشفرآیند ویر

 15730507942019با کد و در مقطع کارشناسی ارشد  1395در سال 

باشد که با حمایت گروه علوم زیستی دانشکده تهران شمال می

  دانشگاه آزاد اسلامی اجرا شده است.

  بحث

 
  

  هایافته
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Background: Papilloma viruses are pathogenic double-strand DNA viruses that geno-

types 16 and 18 are the cause of more than 50 percent of cancers as cervical cancer. 

Although vaccination is one of the best options for the papilloma cancer prevention but 

that is the most of world healthy problem, it is attempted to evaluate both naloxone 

(NLX) and alum mixture used as adjuvants together with HPV16 E7d vaccine to 

change the tumor microenvironment for the benefit of the immune system. The aim of 

this study was to investigate the effect of naloxone and alum mixture as adjuvants in 

HPV16 E7d vaccine on C57BL/6 female mouse in tumor microenvironment. 

Methods: This study is a descriptive and cross-sectional study type, which was conducted 

on 80 case of C57BL/6 female mouse in Pasteur institute of Iran, Tehran over a period of 

six months in 2016. In this study, mice were vaccinated with dose of vaccine containing 

naloxone and alum mixture and alum as adjuvants and proper phosphate buffered saline 

(PBS) as control groups are considered. Tumor bearing mouse vaccinated by vaccine con-

taining naloxone and alum mixture as adjuvants and phosphate buffered saline (PBS) as 

control group. Tumor model created through surgery and then tumor measurement done, 

the homogenate was created and protein concentration measured by Bradford system. Fi-

nally, assessment of IL-17, IL-4, IFN-γ and TGF-β cytokines concentration were per-

formed by capture ELISA kit (mybiosource company) according to the company manual. 

Results: It was observed that utilization of naloxone and alum mixture as adjuvant in the 

HPV16-E7d vaccine formulation significant reduction in the tumor growth (P≤0.0001) 

and reinforced meaningfully the cellular immunity reaction in tumor microenvironment. 

Conclusion: The results of our study show that vaccine formulated with the naloxone 

and alum mixture as adjuvant in the HPV16 -E7d vaccine increase the cellular immunity 

reaction on C57BL/6 female mouse in tumor microenvironment compared to phosphate 

buffered saline (PBS) control group in this new formulation as a papilloma viruses vac-

cine on C57BL/6 female mouse. 
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