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 ديکاند کيبه عنوان  دينوکلئوکپس بينوترک نيپروتئ يباديترآنتيو ت انيب يبررس

 2کووسارس روسيو هيعل مونوژنيا
 

*2 انيشهرام نظر ،)M.Sc(2و1 انهياب يعيسم نيحس
)Ph.D(، 3 يجعفر امان)Ph.D( ، 1 ردبچهکعماد )M.Sc( ،4 ييرضا ريام)M.Sc( 

      ايران مشهد، مشهد، دانشگاه علوم پزشکي دانشکده پزشکي،گروه زيست فناوري و نانو فناوري پزشکي، -1

 ه علوم پايه،دانشگاه امام حسين)ع(،تهران،ايرانگروه زيست شناسي،دانشکد -2

 راني، تهران، ا(ا... )عج هيبق يعلوم پزشک ها... الاعظم، دانشگا هيبق مارستانيها، بتيمسموم يولوژيب ستميپژوهشکده س ،يمولکول يولوژيب قاتيمرکز تحق -3

  رانيدانشگاه شاهد، تهران، ا ،يولوژيکروبيگروه م -4

 ده يچك
 يتوال يفيردبر اساس هم يتکامل زياست. آنال 2کووسارس روسياز و يعفونت ناش جهينت 19-ديکوو يماريب يريگهمه هدف:

 يارشتهتک RNA کيبوده و ژنوم آن متشکل از  هاروسيکروناواز جنس بتا يعضو 2کووسارس دهدينشان م کينوکلئدياس
بوده  هاروسيدر کروناو نيپروتئ نيترفراوان دينوکلئوکپس يساختار يهانيوتئپر نيباشد. در بيم نيپروتئ 16کننده مثبت و کد

 نيهدف از ا ک،ياسپا نيدر پروتئ اديز يهاظت شده است. با توجه به بروز جهشحفا ياديآن تا حد ز يدينواسيآم يو توال
 .بود مونوژنيا ديکاند کيبه عنوان  نآ هيتيسيمونژنيا يابيو ارز دينوکلئوکپس نيپروتئ انيب ،يکيوانفورماتيب يبررس قيتحق

-pET28a ديانجام شد. پلاسم IEDBداده  گاهيدر پا دينوکلئوکپس نيپروتئ T و Bسلول  يهاتوپياپ يبررس ها:مواد و روش

N يانيب زبانيبه م E.coli BL21 (DE3) يبا القاگر بينوترک نيپروتئ انيترانسفر و ب IPTG بينوترک نيپروتئ صيانجام شد. تخل 
 تي. در نهادياستفاده گرد نگيآن از روش وسترن بلات ديتائ جهتانجام و  Ni-NTAستون  يليتما يبا روش کروماتوگراف

 سه دوز صورت گرفت.  يط بينوترک نيها با پروتئموش ييزايمنيا

درصد  85بالا در ژن به  وعيبا ش يهارا دارا شد. درصد کدون 97/0کدون  يشده شاخص سازگار يسازنهيژن به ها:يافته
 نيپروتئ زانيشد. م لودالتونيک 45با وزن  بينوترک نيپروتئ ديتولمنجر به  E.coli زبانيم در بينوترک نيپروتئ اني. بافتيبهبود 

نشان  يآمار يهازيرا القا کرد. آنال يسرم يباديها پاسخ آنتموش يسازمنيبود. ا گرميليم 43 طياز مح تريهر ل يخالص شده برا
 تا رقت يباديآنت تريدارد و ت يداريتفاوت معن يتوجه طور قابلبا نمونه کنترل به سهيدر مقا يباديآنت تريت زانيداد که م
 .قابل قبول بود 256000/1

جهت توسعه  مونوژنيا ديکاند کيبه عنوان  توانديم دينوکلئوکپس بينوترک نيپژوهش، پروتئ نيا جيطبق نتا گيري:نتيجه
 .استفاده شود يبعد قاتيدر تحق 2کووسارس روسيو هيعل يهاواکسن

  
 توپياپ ب،ينوترک مونوژنيا د،ي، نوکلئوکپس2کوو، سارس19-ديکووهاي کليدي: واژه

 

 مقدمه
عفونت  جهينت  (COVID-19)19-ديکوو يماريب يريگهمه

 2روسيکروناو ديشد يسندرم حاد تنفس روسياز و يناش

(SARS-CoV2) بدن حمله  ياتيح يهااست که به اندام
ها آلوئول اليتلياپ يهاهدف قرار دادن سطح سلولکند و با يم

 يماري. ب[1]شود يکشنده م يتنفس سترسيمنجر به د ه،يدر ر
 ينفس، تب و درد عضلان ياز جمله تنگ يبا علائم 19-ديکوو

 يسازمان بهداشت جهان ي. طبق آمار رسم[2] شوديم هشناخت
شدگان ثبت شده تا بهمن و فوت افتگانيبهبود ان،يتعداد مبتلا

 ،029 ،036و  397 ،280 ،426 بيبه ترت 1400ماه سال 
 هک رانيآمار در کشور ا نينفر بوده که ا 5 ،762 ،443و  314

 بيدارد به ترت انيتعداد مبتلا ررتبه نهم را در جهان از نظ
 نينفر بود. بنابرا 132 ,934و  6 ,171 ,587و  6 ,619 ,085

در  2کووسارس يهاو پاتوژنز عفونت ييزايمنيدرک بهتر ا
 هيعل ديجد يهاتوسعه واکسن يبرا ياهيانسان به عنوان پا

 [.3]است  يضرور 2کووسارس
 دياس يتوال يفيردبر اساس هم يتکامل مولکول زيآنال

از جنس  يعضو 2کوودهد که سارسينشان م کينوکلئ
 Sarbecovirus رجنسيو ز (β-Coronavirus) روسيکروناوبتا

 1/4/1401 تاريخ پذيرش:  20/11/1400 دريافت:تاريخ         irkpnazari@ihu.ac.        09124861338 تلفن:نويسنده مسئول،  *
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مثبت  يارشتهتک RNA کيمتشکل از  يروسياست. ژنوم و
 16است که  (ORF) قالب خواندن باز 14است که شامل 

 دهنديم ليتشک را کازيکه کمپلکس رپل کنديم درا ک نيپروتئ
را کد  هانياز پروتئ يکم تعداد نسبتاً روسي. ژنوم کروناو[4-6]
 يبندطبقه يساختار ريغ اي يکه به عنوان ساختار کنديم
 نيکوپروتئيگل ،يساختار يهانيپروتئ ني. در بشونديم

ها آن نيترعمده (N) دينوکلئوکپس نيو پروتئ (S) کياسپا
 ييغشا نيو پروتئ (E) يپوشش نيکه پروتئ يهستند، در حال

(M) نيا اني. در م[8،7]هستند  يترکوچک يساختار ياجزا 
 زانيم نيترشيب N و S يهانيپروتئ، يساختار نيچهار پروتئ

 [.9]اند نشان داده هانيپروتئ گريد سهيرا در مقا ييزايمنيا
قرار گرفته است و  روسيسطح و يبر رو کياسپا نيپروتئ

 جادياست را ا هاروسيکه مشخصه کرونا و "تاج"ظاهر 
 و 1S :واحد است ريشامل دو ز کياسپا ني. پروتئ[10] کنديم
2S. 1 رواحديزS  بخش  کيو  ينيآم ييبخش انتها کياز

. [11،10]شده است  ليتشک (RBD) رندهيشونده به گاتصال
 هدف رندهيبا اتصال به گ رندهيشونده به گبخش اتصال

(ACE2) را  روسيخود، اجازه ورود و زبانيدر سلول م
 نيچند يدارا کياسپا نيپروتئ ن،ي. علاوه بر ا[12،10] دهديم

آن در بخش  نيترشياست که ب زيجهش ن ينقطه داغ برا
در  N ني. پروتئ[13] شوديمشاهده م رندهيشونده به گاتصال

از  يکيبه شدت حفاظت شده است و  هاروسيکرونا و سجن
آلوده به  يهادر سلول يساختار يهانيپروتئ نيترفراوان

 است که نيا N نيپروتئ ي. عملکرد اساس[14]است  روسيو

RNA يديبونوکلئوکپسيکمپلکس ر کيرا در  روسيو يژنوم 
 قيو از طر کنديم يبندبسته  (RNP)بلند يچيمارپ

در  M ييغشا نيو پروتئ روسيبا ژنوم و آن يهابرهمکنش
شرکت  زبان،يم يسازپس از آلوده ونيريو ياجزا يآورجمع

 يسلول يهاسميدر مکان N نيپروتئ ن،ي. علاوه بر ا[15] کنديم
و آپوپتوز نقش  RNA تداخل نترفرون،يمانند مهار ا زبانيم

دارد  يروسيو يدر چرخه زندگ ياکنندهميدارد و نقش تنظ
که ژن  ستا يدر حال هايژگيو ني. تمام ا[17،16]

 نيبرخلاف پروتئ است و تا به امروز دارتريپا دينوکلئوکپس
 [.18]به دست آورده است  يترکم يهاجهش کياسپا
 يباديآنت يهامطالعات واکسن تاکنون بر پاسخ ترشيب

اند که در متمرکز شده کياسپا نيپروتئ هيشده علديتول
ال، ح ني. با ا[21-19] است 2کووسارس نيپروتئ نيترمعرض
که  ييهاآن ژهيآلوده، به و مارانيدر همه ب يباديآنت يهاپاسخ

. [22] دنبو صيداشتند، قابل تشخ 19-ديکوو يتربا شدت کم
 زانيمشخص شد که م ص،يتشخ نديفرآ يدر ط نيچنهم

از  ترشيمثبت ب PCR مارانيدر ب N نيپروتئ صيتشخ

بالاتر  ييبرده احتمال کارا . تمام ادله نام[23]است   Sنيپروتئ
 انيدر مبتلا مونوژنيبه عنوان ا S با سهيدر مقا N نيپروتئ

 .هستند
در  نيپروتئ نيترفراوان دينوکلئوکپس کهنيتوجه به ا با

 نهيآمدياس ياست و توال زايمنيا ارياست، بس هاروسيکروناو
ر که گزارش شده است حفظ شده طوهمان ياديآن تا حد ز

توسعه  يبرا يديبه عنوان کاند توانديم نيپروتئ ني، ا[8]است 
به بروز  جهشود. با تو يبررس 2کووسارس هيها علواکسن
 قيتحق نيهدف از ا ک،ياسپا نيدر پروتئ اديز يهاجهش
 يابيو ارز دينوکلئوکپس نيپروتئ انيب ،يکيوانفورماتيب يبررس

 .بود مونوژنيا ديکاند کيآن به عنوان  هيتيسيمونژنيا
 

 هامواد و روش
 يهايتوال. دينوکلئوکپس نيسازه کدکننده پروتئ يطراح

جهت  ديمرتبط با نوکلئوکپس يانهيدآميو اس يدينوکلئوت
و  NCBIداده  يهاگاهياز پا کيوانفورماتيب يهايابيارز

Uniprot نيپروتئ يتوال يهم تراز دياستخراج گرد N نيدر ب 
با استفاده از  کننديکه انسان را آلوده م روسيهفت کروناو

انجام شد.  Clustal Omegaسرور  EMBL-EBIداده  گاهيپا
Clustal Omega يسازفيردهم يبرنامه تحت وب برا کي 

 باشديم (multiple sequence alignment) هايچندگانه توال
و  DNA ،RNA يهايچندگانه توال يسازفيردهم يکه برا
 يبرا بينوترک يتوال يسازنهي. به[24] روديکار مهب نيپروتئ
از ابزار  فادهبا است E.coli BL21 (DE3) يباکتر

OPTIMIZER داده  گاهيدر پاHEG  انجام شد. در ادامه
مختلف سازه  يپارامترها ريو سا mRNA هيساختار ثانو

 RNA Predict Secondary (RNAfold)توسط بينوترک

Structure Server ييايميو ش يکيزيف يهايژگيو و ينيبشيپ 
 PH ،يهمانند وزن مولکول دينوکلئوکپس بينوترک نيپروتئ

عمر و درصد  مهين ،يداريشاخص ناپا ک،يزوالکتريا
 با استفاده از ابزار يبا بار مثبت و منف ييهانهيدآمياس

ProtParam Expasy در  ليتسه يبه دست آمد. برا
 نهيدآمياز اس ييتا6 يتوال ن،يپروتئ ييو شناسا يسازخالص

 5´ يدر انتها نيچن. همديسازه اضافه گرد يبه انتها نيستديه
و  EcoRIمحدودکننده  يهاميبرش آنز گاهيجا يتوال 3´و 

HindIII نيآنلا ياز سرورها تيشده. در نهاداده  قرار 
ABCpred ،BepiPred-2.0 وAntibody Epitope 

Prediction يمنيا توپيداده اپ گاهيدر پا (IEDBبرا )ي 
مخزن  IEDBاستفاده شد.  Bتوپ سلول ياپ يخط ينيبشيپ

 کيوانفورماتيب يها است که ابزارهاتوپيبا اپ مرتبطاطلاعات 
 يکند. اطلاعات مربوط به تواليفراهم م هاتميرا همراه با الگور
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آن برگرفته شده  از يکه توال يمرجع و موجود ژنيآنت توپ،ياپ
در  يباديآنت توپياپ ينيبشيپ ي. سرورهادهديرا ارائه م

 يقابل دسترس IEDBدر  B يهاسلول ينيبشيصفحه ابزار پ
شد  مي( تنظفرضشي)آستانه پ 35/0 يبودند و آستانه رو

[25]. 
. دينوکلئوکپس بينوترک نيپروتئ يسازو خالص انيب

شده از شرکت  افتي)در pET28a-N بينوترک ديپلاسم
Shinegene) يانيب هيبه سلول مستعد شده از سوE.coli BL21 

(DE3) دانشگاه  يشناسيباکتر شگاهيشده از آزما افتي)در
ترانسفورم شد.  ي( با روش شوک حرارتنيجامع امام حس

 طيدر مح pET28a-N بينوترک ديپلاسم يحاو يهايباکتر
 80با غلظت  نيسيکاناما ي( حاوLB) يبرتان ايرلو عيما
ساعت در انکوباتور با  18و  حيتلق تريليليدر م کروگرميم

شد.  يگرماگذار وسيدرجه سلس 37 يو دما يحرکت دوران
 LB ديجد عيما طيمح حيتلق يساعته برا 18کشت  نياز ا
مذکور در انکوباتور با  طياستفاده شد. مح نيسيکاناما يحاو

در طول  طيکه کدورت مح يگرفت و زمان قرار يرانحرکت دو
 نيپروتئ انيب يالقا ديرس 6/0نانومتر به حدود  600موج 
-Isopropyl-β-dبا استفاده از  بينوترک

thiogalactopyranoside (IPTG) کي ييبا غلظت نها 
 4 يرسوب زمان صفر ال يهاانجام شد. نمونه مولاريليم

شد و پس از  گرفتهالقا شده  يهايساعت از باکتر
-SDSبا روش  N بينوترک نيپروتئ انيب زانيم ونيکاسيسون

PAGE بلو  يبا کوماس يزيآمو با رنگR250 افزار در نرم
GelAnalyser  صيتخل ي. براديگرد يابيارز 2/19ورژن 

 E.coliيساعته از باکتر 18کشت  کي بينوترک نيپروتئ

BL21 (DE3) ياز آن برا و هيکه شرح داده شد ته يبه شکل 
. بعد از دياستفاده گرد LBتازه  طيمح تريليليم 100 حيتلق

 کي IPTGبا  دنديها به کدورت مناسب رسيباکتر کهنيا
درجه  37ساعت بعد از آن در  4مولار القاء و به مدت يليم

شد. پس از  يگذارگرما قهيدور بر دق 160 يزنو هم وسيسلس
 6000در  وژيفيبا سانتر يباکتر يهازمان، سلول نيشدن ا يط

 نواختکي( PBSو در بافر فسفات ) يآورجمع قهيدور بر دق
 5/0و  70)قدرت  ونيکاسيسون قياز طر يسلول واري. دديگرد

مرتبه( شکسته شده و سپس در  3و  هيثان 10به مدت  کليس
 گراديدرجه سانت 4 يدر دما قهيدق 20حداکثر دور به مدت 

 نيا تيجدا شد. در نها ييرو لو محلو ديگرد وژيفيسانتر
به  کلين نيرز يبه روش کروماتوگراف يسازبا خالص نيپروتئ

دناتوره  طيدر شرا E.coliاز  Hisبا شده  يگذارکمک برچسب
 زياليکننده دصيبافر تخل هيعل نيپروتئ تيخالص شد. در نها

 .ديگرد

 نيپروتئ. نگيبه وسترن بلات بينوترک نيپروتئ ديتائ
-Bioانتقال آغشته ) ستميبا س SDS-PAGEاز ژل  بينوترک

Radديفلور يد نيديلينيوي( به کاغذ پل (PVDF توسط )
 نگيشناور در بافر الکتروبلات طيدر شرا Bio-Radدستگاه 

خشک  ريبا محلول ش PVDF يغشا يسازمنتقل شد. مسدود
گرم  NaCl ،9/2گرم  8) يحاو PBSTدرصد در بافر  5
4HPO2Na ،2/0  گرمKCl ،2/0  4گرمPO2KH  05/0و 

ساعت انجام شد. در مرحله  12( به مدت Tween20درصد 
شو داده وسه مرتبه شست PBSTبا بافر  PVDF يبعد غشا

 80با سرعت  کريدرون ش قهيدق 15شد هر مرحله به مدت 
کانژوگه ضد دنباله  يباديزده شد. سپس آنتهم قهيدور بر دق

به غشا اضافه  PBSTدرون بافر  10000/1با رقت  ينيستديه
ور غشا به طور کامل درون محلول غوطهکه  يطور ديگرد

گراد با يدرجه سانت 37در  يزنساعت هم 1گردد پس از 
غشا را  يقبل يشووهمانند شست قهيدور بر دق 80سرعت 

را به غشا اضافه کرده و  DABشو داده و بعد محلول وشست
 O2ddHبا استفاده از  بينوترک نيپس ظاهر شدن باند پروتئ

 .ديمتوقف گرد يدهواکنش رنگ
ماده  يهاموش. يشگاهيآزما يهادر موش ييزايمنيا

BALB/c (6  که هرانيپاستور ا توياز انست ياهفته 8تا )چي 
 25ها آن يبينکرده بودند و وزن تقر افتيدر يواکسن ايدارو 

استفاده قرار  مورد يسازمنيا يهاشيآزما يگرم بود برا
ها به موش وان،يح يبر رو يشيگونه آزماگرفتند. قبل از هر

به آب و غذا و در  يسترسد تيهفته بدون محدود کيمدت 
و چرخه خواب و  گراديسانت درجه 22±3 ييدما طيشرا

( و يکيساعت تار 12و  ييساعت روشنا 12مناسب ) يداريب
 شاتيآزما يشدند و تمام يدرصد نگهدار 60تا  40رطوبت 

 يشگاهيآزما واناتيو استفاده از ح يمطابق پروتکل نگهدار
به دو گروه  هاموش ،يجلد ريز زيتجو يانجام گرفت. برا

 نيپروتئ کروگرميم 20که  شيشدند: گروه آزما ميتقس
اول و  قيبا ادجوانت کامل فروند در تزر بيرا در ترک بينوترک

 بيهمراه با ادجوانت ناقص فروند به ترت کروگرميم 10و  15
عدد( و گروه کنترل  10کردند ) افتيدوم و سوم در قيدر تزر

 5کردند ) افتيفروند در انتبا ادجو بيرا در ترک PBSکه 
صورت به تريلکرويم 200به هر موش حجم  تينها عدد(. در

 قيدر سه نوبت به فاصله دو هفته در هر نوبت تزر يجلد ريز
از  يريگخون قاتيهفته پس از تزر کيو  قيشد. قبل از تزر

مراحل  يشده و براسرم انجام يها و جداسازچشم موش
 شد. ينگهدار -20در  يبعد

 يترهايت. ميرمستقيغ يزايبا روش الا يباديآنت تريت يبررس
 Enzyme linked immunosorbant) زايبا روش الا يباديآنت
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assay) 100داخل  بينوترک نيپروتئ کروگرميم 5شد.  نييتع 
مولار  3Co2Na ،2/0مولار  2/0) نگيبافر کوت تريکروليم
3NaHCOزايالا يها( درون چاهک (Caspian )نواخت  کي

 شووشستها با بافر سه مرتبه شد. پس از هر مرحله چاهک
 PBSTدر  يدرصد بدون چرب 5خشک  ري. سپس با شديگرد

مسدود  گراديدرجه سانت 4 يروز در دماشبانه کيبه مدت 
 1:200سرم از رقت  يهاشسته شده با نمونه يهاشد. چاهک

ها اضافه و به و به چاهک قيرق PBSTدرون  1:125600تا 
. دندانکوبه ش گراديدرجه سانت 37 يدر دما قهيدق 45مدت 

 تريکروليم 100شسته شدند و  PBSTها سه بار با چاهک
( با رقت HRPکانژوگه با  ي)ضد موش هيثانو يباديآنت

به هر چاهک اضافه شد. صفحه به  PBSTدر بافر  1:20000
و  ديانکوبه گرد گراديانتدرجه س 37 يدر دما قهيدق 45مدت 

 100شو شد. سپس، وشست PBSTسپس چهار بار در 
به هر  OPD گرميليم 3 يتر محلول سوبسترا حاويلکرويم

پس از رنگ گرفتن، واکنش  تينها . درديچاهک اضافه گرد
بر  495مولار متوقف شد و جذب در نانومتر  4SO2H 5/2 با

 خوانده شد. تيکروپليخواننده م يرو
ها از نرمال بودن داده نييتع يبرا. يآمار ليتحل و هيتجز

 انسيوار زياستفاده شد. آنال رنوفياسم آزمون کولموگروف
 نيانگيم سهيطرفه انجام و مقا کي يها با استفاده از انواداده

انجام شد.  tدوم و سوم با استفاده از آزمون  زيدر سطح تجو
  .انجام شد SPSSافزار با استفاده از نرم يآمار اتيعمل

 
 نتايج

. بينوترک نيپروتئ کيمونوانفورماتيو ا کيوانفورماتيب
 نيپروتئ يانهيدآمياس يو توال 2کووسارس روسيژنوم و يتوال
N يبا عدد دسترس بيوهان به ترت هيسو NC_045512.2  و

sp-P0DTC9 داده  يهاگاهياز پاGeneBank  وUniprot 
 ي. توالديگرد رهيذخ FASTAاستخراج و در فورمت 

جفت باز بود. پس از  1260برابر  N نيپروتئ يدينوکلئوت
 33/0از  يکدون يسازگار زانيم يدينوکلئوت يتوال يزسانهيبه

 GC  30/47ديدرصد نوکلئوت نيچنهم افتي شيافزا 97/0به 
در بازه  زانيم نيکه ا افتي شيدرصد افزا 09/59درصد به 

در  شدهينيبشي(. ساختار پ1قرار دارد )شکل آلدهيدرصد ا
ا يو  يگره ساختگ ي)آغاز ترجمه( ساختارها 5'نقطه شروع 

 دهيدارند، د ريبلند را که بر شروع ترجمه تأث يهالوپ
 -10/497ساختار  نيا يحداقل انرژ زاني. مشودينم
 اتيخصوص ي(. بررس2بر مول بود )شکل يلوکالريک
 PROTPARAMبا استفاده از برنامه  نيپروتئ ييايميوشيب

 بينوترک دينوکلئوکپس نيپروتئ ينشان داد که وزن مولکول

بود،  دالتونلويک 65/45 يو جرم مولکول نهيدآمياس 419شامل 
 يهانهيدآمي. مجموع اسباشديم 07/10آن  کيزوالکترينقطه ا

عدد و 36( دياس کيآسپارت د،ياس کي)گلوتام يبا بار منف
عدد  60 (نيزيل ن،يبا بار مثبت )آرژن يهانهيآم ديمجموع اس

 يداريو شاخص ناپا 53/52 زين کيفاتي. شاخص آلباشديم
هر دو  2کووسارس دي. نوکلئوکپسباشديم 22/21 زين نيپروتئ

شده است، را  عيتوز ني، که در کل پروتئTو  Bسلول  توپياپ
 تهيسيژنيمتناظر آنت يهاي(. توال3)شکل دهدينشان م

 نشان داده شده است.  1شده در جدول  ينيبشيپ
 انيالقا و ب نديفرآ. بينوترک نيپروتئ صيو تخل انيب
ها پس از صورت گرفت و نمونه N بينوترک نيپروتئ
 يدرصد با وزن مولکول 12 ديآمليژل اکر يروبر  ،يسازآماده

با نمونه القا نشده )کنترل( مشاهده  سهيدالتون در مقا لويک 45
در  ياجسام انکلوژن باد لي(. با توجه به تشک4شد )شکل 
 نيمولار جهت استخراج پروتئ 8از بافر اوره  يسلول باکتر

نامناسب  نگياز فولد يريجلوگ ياستفاده شد که برا بينوترک
روش دناتوره و  بياز ترک صيدر مرحله تخل نيپروتئ

 8اوره  Eده شد که پس از اضافه کردن بافر استفا دناتورهريغ
 PHدر  مولاريليم 250 دازوليمياز بافر ا 4برابر  PHمولار با 

 (.5شد )شکل دهاستفا 8برابر 
 پس. نگيبه روش وسترن بلات N بينوترک نيپروتئ ديتائ
 يو بر رو دناتورهريغ طيرادر ش بينوترک نيپروتئ صياز تخل

 بينوترک يهانياز صحت پروتئ نانيجهت اطم کليستون ن
 نيا ياستفاده شد. برا نگي، از روش وسترن بلاتدهدشيتول

و  ديده، الکتروفورز گردشخالص بينوترک نيمنظور پروتئ
 نگيبلات ترنسد. با انجام ومنتقل ش PVDFپس به کاغذ س

با  يطور اختصاصبه ينيستديضد ه يباديد که آنتمشخص ش
His-Tag (.5است )شکل متصل شده بينوترک نيپروتئ 
شده با  منيا يهاسرم موش يباديآنت تريت يبررس

 دشدهيتول کلوناليپل يباديآنت تيحساس. بينوترک نيپروتئ
طور شد. همان يبررس زايالا قياز طر N بينوترک ژنيآنت هيعل

 بينوترک نيپروتئ يرپوستيز زيتجو شوديم دهيد 6که در شکل
 تريشد. ت سرميآنت ديو تول يمنيا ستميس کيمنجر به تحر

داشت.  شيافزا قيپس از هر بار تزر نيپروتئ هيعل يباديآنت
که در  دهدينشان م يباديآنت تريآمده از تدستبه جيانت
بالاتر  يداريصورت معنبه يباديآنت تريشده تمنيا يهاوانيح

 يباديآنت تريت شيافزا نيچن(. هم>01/0Pاز گروه کنترل بود )
 داريمعن يدوم به لحاظ آمار قيسوم نسبت به تزر قيدر تزر

 .(>05/0Pبود )
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 2کووپروتئین نوکلئوکپسید از ویروس سارس های پیش بینی شده برایژن آنتی. 1جدول

 

سازی نسبت به قبل از این فرایند بهبود ینهبهبرای توالی ژن نوترکیب بعد از  GC. ضریب سازگاری کدونی و درصد GenScriptبررسی بهینه سازی کدونی با سرور  -1شکل

 یافته استسازی نسبت به قبل از آن کاهشینهبهمنفی نیز در وضعیت بعد از  CIS عناصریافته است و توزیع فراوانی کدونی و تعداد 

باشد که تاخورده مربوط به نوکلئوکپسید می mRNAساختار  5′انتهای  دهندهنشانبخش بزرگنمایی شده از شکل . بعد از بهینه سازی mRNAبینی ساختار پیش 2شکل

 باشد.کدون آغاز در آن واقع شده است که فاقد گره و لوپ می

 Bسلول  یهاتوپیاپ  MHCIبه  یمناطق اتصال                   

Peptide sequence Position  Peptide sequence Position 
RMAGNGGDAALALLLLDRLNQLES 209–232  SDSTGSNQNGER 21–32 

KRTATKAYNVTQAFGRRGP 261–279  TNSSPDD 76–82 
QFAPSASAFFGMSRIGMEVTPSGTWLTYTG 306–335  SRGGSQASSRSSSRSRNSSRNSTPGSSRGTS 176–206 

 MHCII   SGKGQQQQG 235–243 مناطق اتصالی به

GGDGKMKDLSPRWYFYYLGTGPEAGLPYGANK 97–127  KSAAEASKKPRQKRT 249–263 

NGGDAALALLLLDRLNQLESKMSGKG 213–238  FPPTEPKKDKKKKADET 363–379 
RQGTDYKHWPQIAQFAPSASAFFGMSR 293–320  FPPTEPKKDKKKKADET 363–379 
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 Yمحور  و دهد یرا نشان مها در توالی پروتئین نوکلئوکپسید نهیآم دیاس تیموقع Xمحور . 2کووسارس دینوکلئوکپس نیتوپ پروتئ یاپ یقشه بردارن-3شکل
 .است نیپروتئ یانحراف استاندارد برا یدر واحدها شدهینیبشیپ ی اپیتوپاتصال لیدهنده منشان

 
میلی  IPTG 1نمونه القا شده با القاگر  2)کنترل منفی(، ستون نمونه القا نشده 1، ستونGelAnalyseبررسی بیان پروتئین نوترکیب نوکلئوکپسید با نرم افزار  -4شکل

 کیلودالتونی داشت 45نشان از تغییر در باند های پروتئینی در موقعیت  GelAnalyseمارکر پروتئینی سیناکلون، نتایج بررسی با نرم افزار  3مولار، ستون شماره

 2نمونه قبل از خالص سازی، ستون 1سمت چپ تخلیص پروتئین نوترکیب به صورت غیر دناتوره، ستون بررسی فرآیند خالص سازی و نائید پروتئین نوترکیب.  -5شکل
بافر  6ستون ،PH=2/4مولار  8بافر اوره  5، ستون PH=4/5مولار  8بافر اوره  4، ستون PH=3/6مولار  8بافر اوره  3نمونه عبوری از ستون کروماتوگرافی تمایلی، ستون 

داد. سمت راست نتیجه تائید مولار را نشان میمیلی 250درصدی در بافر ایمیدازول  95خالص سازی  GelAnalyserمولار، نتایج آنالیز با نرم افزار میلی250ایمیدازول 
 3، ستون 250بافر ایمیدازول  نمونه تخلیص شده در 2به عنوان کنترل منفی، ستون BSAپروتئین  1پروتئین نوترکیب با استفاده از آنتی بادی ضد دنباله هیستدین، ستون

 مارکر پروتئینی سیناکلون
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ی ایمن شده با پروتئین هاموشی سرم بادیآنت. بررسی تیتر 6شکل

 256000/1ی سوم در رقت ریگخونی سرم حاصل از بادیآنتنوکلئوکپسید، تیتر 

 (.P<01/0کنترل استفاده شد) عنوانبهبود. سرم موش ایمن نشده  داریمعن

 
 گيریبحث و نتيجه

 نيها نشانگر اظاهراً از خفاش 2کووسارس يظهور ناگهان
 ندهيممکن است در آ يمشابه يهاروسياست که بتاکرونا و
 يابالقوه يهاژنيآنت ايآ کهنيا نييتع ن،يظاهر شوند. بنابرا

در برابر  تواننديوجود دارند که حفاظت شده باشند و م
محافظت  ندهيانسان و دام در آ نيمشترک ب يهاروسيکروناو

با توجه به اثبات  نيچن. همباشديم تيحائز اهم اريکنند، بس
 [13]ها روسيدر کرونا و کياسپا نيپروتئ يبالا يريپذجهش

در  دينوکلئوکپس نياز جهش در پروتئ يترکم يهاو گزارش
به عنوان  نيپروتئ نياستفاده از ا، [18]بالا  ييزايمنيا نيع
در بر  زيرا ن گريد يهاهيمقاومت در برابر سو احتمالاً مونوژنيا

توسعه  يبرا ديبا کياسپا نيپروتئ ،يداشته باشد. در تئور
 شنهاديپ نيا يبرا ييهااکسن در نظر گرفته شود. اما چالشو
و  اديز ونيلاسيکوزيشده است از جمله گل جاديآل ادهيا

 يصنعت اسيدر مق نيپروتئ نيا ديکه تول S نيپروتئ يهاجهش
است.  را مشکل کرده روسيو هيحفاظت عل جاديا نيچنو هم

 قيکه با تزر ياند داوطلبانوانگ و همکاران گزارش کرده
(، BNT162b2) زريفا اي( mRNA-1273واکسن مدرنا )

 نيکه بهتر 2کووسارس هيعل S نيپروتئ mRNA يهاواکسن
 يهايبادياز آنت ييبالا تريبودند، ت RBD هيعل يهاواکسن

IgM  وIgG نيپروتئ هيرا عل S  وRBD  [26]نشان دادند .
کننده پلاسما و يخنث تيگزارش شده است که فعال نيچنهم

در افراد  RBD يحافظه اختصاص B يهاسلول يتعداد نسب
بهبود  يعياست که از عفونت طب يمارانيشده مشابه ب نهيواکس

 هيکننده عليخنث يهايباديحال وجود آنت نياند. با اافتهي
در برابر عفونت  ي، محافظت کاملRBDو  S نيپروتئ

در  يکند، حتينم جاديشده ا نهيدر افراد واکس 2کووسارس
اند، هنوز به شده نهيواکس راًيکه اخ ياز افراد يارمجموعهيز

 دهنديها نشان مداده ني. ا[28،27]شوند يمبتلا م 2کووسارس
 ياست برا نممک Sضد  نيپروتئ يهايباديکه آنت يکه در حال

 يديعفونت مداوم کل کيدر طول  يروسيو يترهايکنترل ت
 جاديممکن است مسئول ا يمنيا يهاواسطه ريباشند، سا

اساس در  نيباشند. بر ا 2کووبه سارس مدتيطولان تيمصون
مورد مطالعه  ،N نيپروتئ يباديآنت تريت يمطالعه حاضر بررس

 قرار گرفت.
جهت  کيوانفورماتيب يهاپژوهش در ابتدا از ابزار نيا در
ها علاوه بر ابزار نيمناسب استفاده شد ا مونوژنيا کي يطراح

 نيپروتئ يدر طراح يطرفيب تيمز ،يستيز يمنيسرعت و ا
 ليو تحل هياز تجز جا،نيدارند. در ا زيرا ن مونوژنيا
 نيئپروت يژنيآنت ليپتانس نييتع يبرا کيوانفورماتيب

 وهان استفاده شد. هيسو 2کووسارس روسيو دينوکلئوکپس
ها کدون يسازنهيبه ب،يژن نوترک يتوال ياز طراح پس

، 97/0آن به  دنيو رس CAI شيانجام گرفت. افزا
 يخوب انيمطلب است که ژن مورد نظر با ب نيکننده امشخص

و  ژن يمهم در طراح ياز فاکتورها يکيهمراه خواهد بود. 
. باشديم mRNAساختار  يداريتوجه به پا يکدون يسازنهيبه

 زيو ن G Δ زانيم ،RNAساختار  يداريپا يبررس ظوربه من
 يکيشد.  يابيکاذب ارز يهالوپ لياز قب ييوجود ساختارها

 يمربوط به سازه ژن mRNAساختار  يهايژگياز و
 ايو  يعدم وجود ساختارهاي گره ساختگ د،ينوکلئوکپس

 ني)آغاز ترجمه( بود. ا 5'بلند در نقطه شروع  يهالوپ
دارند. ميزان حداقل انرژي  ريساختارها بر شروع ترجمه تأث

بر مول محاسبه شد که  يلوکالريک -10/497ساختار  نيا
در  انيب يبرا يکاف يداريپا يدارا mRNA دهدينشان م

 بينوترک نيپروتئ يدارياست. شاخص ناپا زبانيم ستميس
شد.  ينيبشيپ Protparam 22/21با سرور  دينوکلئوکپس

 بينوترک نيپروتئ يداريپا زانيم گرانيب يداريشاخص ناپا
جزو  40تر از با شاخص کم ييهانيکه پروتئ ياگونهبوده به

 يبررس جي. نتاشونديم يبندميتقس داريپا يهانيپروتئ
و  176-206 يهادياسنويآم ينشان داد که در نواح هاتوپياپ

وجود  T و B يهالسلو يبرا يقو يهاتوپياپ 238-213
 مسئله ثابت شده است نيا زين گريد يهاژوهشدارند که در پ

[29] . 
 ديسازه درون پلاسم کيوانفورماتيب يهاياز طراح پس

 يمتعدد يهاسفارش داده شد. در پژوهش pET28a)+( انيب
استفاده شده  بينوترک نيپروتئ انيجهت ب pET يانيب ستمياز س

 نيرابرت و همکاران ا يآقا ياست به عنوان مثال در پژوهش
 يمعرف يانيب يهاستميس نيترياز قو يکيرا به عنوان  ستميس

 يسلول باکتر يسازنيدرصد از پروتئ 50تواند تا يکردند که م
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در  زيو همکاران ن چي. جوک[30]را به خود اختصاص دهد 
 دينوکلئوکپس بينوترک نيپروتئ صيجهت تخل يامطالعه

و  زيسا يکروماتوگراف يزمان از دو روش متوالهم
 يالدر ح نياستفاده کردند. ا Ni-NTA يليتما يکروماتوگراف

انجام شده و قرار دادن  يحاضر با طراح قياست که در تحق
فقط با  نيپروتئ ليکربوکس يدر انتها نيديستيشش ه يتوال

، Ni-NTA يليتما يمرحله روش کروماتوگراف کياستفاده از 
با پژوهش  سهيدر مقا يبا خلوص بالاتر دينوکلئوکپس نيپروتئ
 .[31] دست آمدهب چيجوک

با روش  يسازو خالص IPTG يبا القاگر انياز ب پس
 يجلد ريز قي،  تزرNi-NTA  يليتما يکروماتوگراف

و  15، 20 يهادر سه نوبت با غلظت يشگاهيآزما يهاموش
روش  نيانجام شد. در ا بينوترک نياز پروتئ کروگرميم 10

لحاظ  کروگرميم 10تا  20از  مونوژنيا بيژن شيآنت زيتجو
 نيمستندات استفاده از ا يو برخ يقبل اتيتجرب ساسشد. بر ا

بالا  ليبا تما Bسلول  يهاتيلنفوس ترشيب ريروش سبب تکث
 .[32]گردد يم نيپروتئ يهاتوپينسبت به اپ

از  N نيپروتئ يهاتوپياپ يبر رو لوکايت پژوهش
در افراد  يباديانبوه آنت دينشان داد که قادر به تول 1کووسارس

(، MERS. به طور مشابه در مرس )[8] آلوده گزارش کردند
قرار  يواکسن بالقوه مورد بررس کيبه عنوان  دينوکلئوکپس

که  ادندنشان د نيچن. برت و همکاران هم[34،33]گرفته است 
حافظه  T يهاسلول يکوو داراسابق سارس مارانيب

سارس  يدميسال پس از اپ 17از  شيهستند که ب مدتيطولان
 نيا دهنديواکنش نشان م N نيبه پروتئ 2003در سال 

 N نيبه پروتئ ياديواکنش متقاطع ز زين Tحافظه  يهاسلول
افراد ممکن است  نيا دهديداشتند که نشان م 2کووسارس

 ريو سا 2کووتر مستعد ابتلا به عفونت سارسکم
 نيپروتئ نيا ني. بنابرا[35] مشابه باشند يهاروسيکروناو

 زين 2کوودر سارس مونوژنيا کيبه عنوان  يابيجهت ارز
 تواند مناسب باشد. يم

 نيدر پروتئ ياديجا که مشخص شده جهش زآن از
 يتواند کارائيم راتييتغ نيرخ داده و ا روسيو کياسپا

را  نيپروتئ نيبر ا يشده مبتن يطراح يهامونوژنيها و اواکسن
رسد شواهد موجود از جمله يقرار دهد، به نظر م ريتحت تاث
به همراه  روسيمختلف و يهاهيدر سو يتوال يشدگحفاظت

حاضر در خصوص وجود  قيدست آمده از تحقهب جيانت
 نيدر ساختار پروتئ T و B يهاسلول يتوپياپ يهاشاخصه

 وانيدر ح يباديآنت تريت يبالا شيو افزا د،ينوکلئوکپس
ساز نهيتواند زميم ب،ينوترک نيپروتئ هيعل يشگاهيآزما

 هيعل نيپروتئ نيا يزائيمنيدر خصوص ا ترشيب يهايبررس
 . باشد 2کووارسس روسيو

 
 و قدردانی تشكر

و تشکر خود را از  دانشگاه  ريمراتب تقد سندگانينو
در طول  يو همکار يبانيجامع امام حسين)ع(، جهت پشت

 دارند. يدوره انجام طرح اعلام م
 

 مشاركت و نقش نويسندگان
است:   ريمقاله به شرح ز نيا سندگانياز نو کينقش هر 

طراحي مطالعه، نويسندگان شهرام نظريان و جعفر اماني: ايده و 
آناليز  حسين سميعي ابيانه: جمع آوري داده ها، عماد کردبچه:
همه  و تفسير نتايج، امير رضايي: نگارش نسخه اول مقاله.
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Introduction: Covid-19 epidemic results from an infection caused by SARS-CoV2. Evolution-based analyses on 

the nucleotide sequences show that SARS-CoV2 is a member of the genus Beta-coronaviruses and its genome 

consists of a single-stranded RNA, encoding 16 proteins. Among the structural proteins, the nucleocapsid is the 

most abundant protein in virus structure, highly immunogenic, with sequence conservatory. Due to a large number 

of mutations in the spike protein, the aim of this study was to investigate bioinformatics, expression of nucleocapsid 

protein and evaluate its immunogenicity as an immunogenic candidate 

Materials and Methods: B and T cell epitopes of nucleocapsid protein were examined in the IEDB database. 

The PET28a-N plasmid was transferred to E. coli BL21(DE3) expression host, and IPTG induced recombinant 

protein expression. The protein was purified using Ni-NTA column affinity chromatography, and the Western 

blotting method was utilized to confirm it. Finally, mice were immunized with three routes of purified protein. 

Statistical analysis of the control group injection and test results was carried out by t-test from SPSS software. 

Results: The optimized gene had a Codon adaptation index (CAI) of 0/97 Percentage of codons having high- 

frequency distribution was improved to 85%. Expression of recombinant protein in E.coli led to the production of 

BoNT/B-HCC with a molecular weight of 45 kDa. The total yield of purified protein was 43 mg/L. Immunization of 

mice induced serum antibody response. Statistical analysis showed that the antibody titer ratio was significantly 

different compared to the control sample and the antibody titer was acceptable up to a dilution of 1.256000 

Conclusion: According to the present study results, the protein can be used as an immunogenic candidate for 

developing vaccines against SARS-CoV2 in future research. 
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