
فند نوینعلوم و فناوری »نشریه علمی    «های پدا
    87 -78؛ ص 1041، تابستان 2سال سیزدهم، شماره  

 پژوهشی  -علمی

  علیه اتصال RBD و ساخت ایمونوژن کیوانفورماتیب یطراح

 SARS CoV_2ویروس 

، سید میرلطیف موسوی گرگری*2، شهرام نظریان1امیر رضایی
3
هحسین سمیعی ابیان ،

4
هعماد کردبچ، 

5
 

 )ع(جامع امام حسیندانشگاه کارشناس ارشد،  -5و  4دانشیار،  -2 شاهد،دانشگاه استاد،  -3دانشجوی کارشناسی ارشد،  -1

 (24/40/1041: پذیرش، 14/1044/ 11: افتیدر)

 چكیده
نفر را در سراسر جهان آلوده کرده و  ونیلیم 004از  شیب روسیو نیکرد. ا دایپ وعیجهان ش سرعت در به SARS CoV_2 یمسر روسیو

نقش  Spike نی( از پروتئRBD) رندهیمتصل شونده به گ زیرواحد، ویروس تهاجم سازوکاراست. در  شدهنفر  ونیلیم 8حدود منجر به مرگ 

 یداریکدون و پا یکاست، سازگار یطراح ،یکیوانفورماتیب یکردهایمطالعه، با توجه به رو نیدارد. در ا زبانیسلول م هب روسیدر ورود و یمهم

و  یژن یها ، کدونRBDکاست  انیاحتمال ب شیافزا یشد. برا دهیسنج ینیپروتئ انیب یبا بررس طراحی شده سازه صحت نهایتو در نیپروتئ

 زیسوم ن نیپروتئ. ساختار گردیدثبات انجام  شیافزا یبرا mRNAساختار  یکینامیترمود لیحلو ت هیشده و تجز نهیمختلف به یپارامترها

 یژن یشاخص آنت نیبالاتر RBDنوترکیب  نیشدند. پروتئ نییتع ییو فضا یخط یها توپ ی. اپندشد یابیساختارها ارز تیفیشد و ک ینیب شیپ

 I_TASSERبر اساس سرور  شده ینیب شیپ سوم . ساختارافتی شیافزا 79/4به  بینوترک نیکدون پروتئ یرا نشان داد. شاخص سازگار

 یها توپ یاست و اپ داریپا شده ینیب شینشان داد که ساختار پ mRNAساختار  یکینامیترمود لیتحل و هیرا نشان داد. تجز یخوب تیفیک

 جیشد. نتا انیب ییایباکتر زبانیمنظر در  سپس سازه مورد .است مشاهده شده بینوترک نیدر هر سه حوزه پروتئ یو خط یقیتطب

 یک کاندید عنوان بهتواند  می می و سیته و پتانسیل تولید بالایی داردژنی آنتینوترکیب طراحی شده سازه  نشان دادی و بیان کیمونوانفورماتیا

 .در مطالعات بعدی استفاده شود SARS CoV_2 روسیو هیعل مونوژنیا

 SARS CoV_2، پروتئین نوترکیب، RBD، بیوانفورماتیک، کاندید واکسن :هالیدواژهک
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Abstract  
The contagious SARS virus CoV_2 spread rapidly around the world. The virus has infected more than 550 million 

people worldwide and killed about 7 million to date. Regarding the mechanism of infection, the receptor-binding 

domain (RBD) of the Spike protein plays an important role in the virus entry into the host cell. In this study, with a 

bioinformatics approach the cassette design, codon compatibility, protein stability and finally the structural 

accuracy (through examining the protein expression) were investigated. To increase the probability of RBD cassette 

expression, the gene codons and various parameters were optimized and the thermodynamic analysis of mRNA 

structure were performed to increase stability. The structure of the third protein was also predicted and the quality 

of the structures was evaluated. The linear and conformational B-cell epitopes were determined. The recombinant 

RBD protein showed the highest antigen index. The compatibility index of the recombinant protein codon increased 

to 0.96. The third predicted structure based on the I_TASSER server showed good quality. Thermodynamic 

analysis of the mRNA structure showed that the predicted structure is stable. The conformational and linear B-cell 

epitopes were observed in all three domains of the recombinant protein. Finally, the recombinant protein was 

expressed in a bacterial host. Immunoinformatics and expression results showed that the designed recombinant 

construct has a high antigenicity and production potential and can be considered as an immunogenic candidate 

against SARS CoV_2 virus in the future studies. 
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 مقدمه. 1

 شهر ووهان در واقع بیمارستانی پزشکان ،2417دسامبر  27در 

 هیالر ذاتبه  مبتلا بیماران از معمولی غیر موارد متوجه چین

 در تاریخ این بیماری از مورد اولین حال، این شدند. با ))پنومونی

 که داد نشان های بعدی . بررسی[1] گردید مشاهده دسامبر 7

 زنده حیوانات و طیور غذاهای دریایی، بازار از بیماری این منشأ

 است. پس از بوده چین مرکز در هوبای استان ووهان شهر در واقع

به  دسامبر 14 تاریخ در ذات الریه موارد معمول آن، شیوع غیر

 بازار ژانویه یکم تاریخ در شد. گزارش جهانی بهداشت سازمان

 گمانه گرفت. بعد از قرار آلودگی زدایی تحت و بسته مذکور

 بخش بیماری، سرانجام این مسبب عامل درباره گسترده های زنی

 توسط شده منتشر گزارش بیماری پیشگیری و کنترل مرکز چینی

 این ، عامل2424ژانویه 7 تاریخ در و تأیید را ژورنال استریت وال

 نمود.  اعلام  nCoV -2019 نام با جدید کروناویروس را یک بیماری

 توسط آن تأیید از بعد روز یک nCoV -2019 ژنومی توالی اولین

 صورت بههای  شانگ دانشگاه فودان در دیگر دانشمندان ژانگ و

 توالی پنج ژانویه، 11 تاریخ . متعاقباً در[2] گرفت قرار آنلاین

 سرتاسر در مختلف انستیتوهای توسط ویروس این از دیگر ژنومی

 علوم آکادمی و ووهان ویروس شناسی چین از جمله انستیتو

 در محققان به شد و دهدا قرار های داده پایگاه روی پزشکی بر

 جدید این کروناویروس روی بر تحقیقات تا داد اجازه دنیا سرتاسر

 .[0 و 3] کنند آغاز را

 رخانوادهیز دو به را کروناویریده خانواده جدید، یبند طبقه

زیرخانواده کروناویریده  کند. می تقسیم لتوویرینه و کروناویرینه

کرونا  بتا کروناویروس، گاما ،آلفاکروناویرس جنس چهار شامل

 شدن . با مشخص[9 و 0] است ها روسیکرونا و دلتا و ها روسیو

 انسانی کروناویروس ، SARS-CoV- 2ویروس، ژنومی این توالی

شد. این ویروس  داده قرار سکروناویرو بتا جنس در جدید نیز

RNA  نوکلئوتید طول  27844 باشد که تقریباً می سنسدار و از

مشابهت  (SARS-CoV- 1) درصد با ویروس سارس 0/87دارد و 

پروتئین اصلی  0ژنوم این ویروس  3ʹدر انتهای . [7 و 8] دارد

 Spike(S)، Nucleocapsid(N)، Membrane(M)ساختاری از جمله 

 .[7 و 7]وجود دارند  Envelope(E)و 

تقسیم  S2و  S1پروتئین اسپایک ویروس کرونا به دو بخش 

ترمینال دارد بخش  Nکه سر  S1شود که در قسمت  بندی می

به . [14] واقع شده است (RBD) رندهیمتصل شونده به گ زیرواحد

نده از همان گیر جدیدتازگی نتایج نشان داد که کروناویروس 

 کند کروناویروس سارس استفاده می مانند (ACE2) ورودی سلول

 ،RBDموجود در  370. این ویروس از طریق گلوتامین [11 و 8]

، از این رو ]12[ دهد را تشخیص می ACE2موجود در  31لایزین 

تواند کاندیدی برای  می RBDرسد پروتئین نوترکیب  می به نظر

های  واکسن نوترکیب باشد که باید طراحی و بررسی

 بیوانفورماتیکی روی آن صورت گیرد.

 بیوانفورماتیکهای  از ابزارتحقیقات بیولوژیک در امروزه 

عنوان  هایی که به توپ منظور شناسایی ایمونوژن و یافتن اپی به

یرا که شناسایی شوند ز ، استفاده میکنند یمژن قوی عمل  آنتی

. باشد می طولانیی فرآیندآزمایشگاهی کاندیدهای واکسن اغلب 

کاندیدی برای واکسن  توانند یمهایی که  ژن با این روش آنتی

باشند به سرعت شناسایی و وارد فاز آزمایشگاهی و مطالعات پیش 

تجزیه و تحلیل ساختاری و همچنین  .خواهند شدبالینی 

و عاقلانه  تر قیدقتواند منجر به انتخابی  می ها ژن یآنتایمونولوژیکی 

 های زیرواحدی و چند زیرواحدی شود ها برای واکسن از ایمونوژن

[13] . 

از این رو بهتر است که ابتدا از طریق مطالعات بیوانفورماتیکی 

امکان کلون و بیان پروتئین نوترکیب، پایداری و قدرت ایمنی زایی 

RBD  ،مورد مطالعه قرار گیرد تا در صورت مساعد بودن نتایج

 د بررسی قرار گیرد. ایمنی زایی این پروتئین در مدل حیوانی مور

 روش تحقیق. 2

 آوردن توالی  دست به. 2-1

با  NCBI Virusاز پایگاه داده  SARS-CoV-2توالی ژنوم ویروس 

ذخیره شد. در ادامه  FASTAدر فرمت  NC_045512کد دسترس 

( Spike glycoproteinپروتئین  کدکننده) Sی ژن دینوکلئوتتوالی 

ی ا نهیدآمیاساز ژنوم ویروس استخراج گردید. همچنین توالی 

به شماره دسترسی  UNIPROTاز پایگاه داده  Spikeپروتئین 

P0DTC2  دریافت و با فرمتFASTA  ذخیره شد. با توجه به

به نام  ACE2به گیرنده  Spikeاختصاصی از پروتئین یه ناحاتصال 

توالی نوکلوتیدی و  (RBD)دومین متصل شونده به گیرنده 

انتخاب شده و  (RBD)ژن ی مرتبط با آن ذخیره شد. ا نهیدآمیاس

ویروس به  اتصال یهای اصل توپ مرتبط با آن شامل اپی یها یتوال

با  انتخاب شده یتوالجهت اطمینان از  است. گیرنده اختصاصی آن

 ییاروپا کیوانفورماتیمؤسسه ب داده گاهیدر پا Clustal Omegaابزار 

(EBI)  وUniProt یمشخص بررس طور به( یجهان نی)منبع پروتئ 

 .[10] شدند

 طراحی سازه و بهینه سازی کدون . 2-2

به روش وسترن  جهت تسهیل در تخلیص و شناسایی پروتئین

اضافه تایی از اسیدآمینه هیستیدین به انتهای سازه  9بلات، توالی 

توالی جایگاه برش  3´و  0´همچنین در انتهای  .گردیده است

قرار داده شده است   BamHIو NdeI کننده محدودی ها میآنز

 (.1شکل )

 از ابزار  کننده محدودی برش آنزیم ها گاهیجاجهت بررسی 

RestrictionAnalyzeدرسرورWebDSV 

(https://molbiotools.com/WebDSV/index.html) .استفاده شد 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_045512
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با  E. coli BL21(DE3)باکتری  یبرا نوترکیب یتوالبهینه سازی 

 HEG  دادهگاهیدرپاOPTIMIZERازابزاراستفاده

(DB-http://genomes.urv.cat/HEG)  [01-81]انجام شد. 

 RNAی ساختار ثانویه نیب شیپ. 2-3

 سازه نوترکیبمختلف  یپارامترها ریو سا mRNA هیثانو رساختا

 RNA Predict Secondary Structure Server( RNAfold)توسط 

برای آنالیز الگوهای تغییر همگام،  RNAFold بینی شد. برنامه پیش

 . سپسبرد یعنوان ورودی بهره م از انطباق چندگانه توالی به

 شد سهیژن مقا یساز نهیقبل و بعد از به RNA هیساختار ثانو

[17]. 

 پارامترهای فیزیکی و شیمیایی . 2-4

 PHهای فیزیکی و شیمیایی پروتئین همانند وزن مولکولی،  ویژگی

یی ها نهیدآمیاسنیمه عمر و درصد  ،ایزوالکتریک، شاخص ناپایداری

 ProtParam Expasy ابزار  استفاده از با یمنف وبا بار مثبت 

 لیتشکاحتمال و  بینوترک نیپروتئ تیحلال. [17] آمد دست به

از  یکیعنوان  به Protein-solتوسط سرور  اجسام نامحلول

 ید وندیپ تشکیل. [24] قرار گرفت یابیمورد ارز ازیامت یپارامترها

 .[21] قرار گرفت یمورد بررس DISULFINDتوسط سرور  دیسولف

و سنوم   دوم یسناختارها ی اعتبارسنن  بینی و  پیش. 2-5

 نیپروتئ

 GORو  PHD تمیاز الگور نیپروتئ هیساختار ثانو ینیب شیجهت پ

گذرنده  ه،یساختار ثانو ت،یحلال زانیم نی[، همچن22استفاده شد ]

 ییها داده از یبرخ یدیسولف ید یوندهایو پها  نیموآلفا بتا، د

 دست به Scratch نیپروتئ کننده ینیب شیبودند که از سرور پ

های  یسینو هیحاش میترس یبرا PSIPREDافزار  [. از نرم23آمدند ]

بینی  منظور پیش [. به20استفاده شد ] هیساختار ثانو کیشمات

 نی[. ا20استفاده شد ] I-TASSERاز سرور  نیساختار سوم پروتئ

 نیدارتریخود، پا یساز هیشب یسرور با استفاده از بانک اطلاعات

خود  در هشد رهیرا با توجه به اطلاعات ذخ ینیساختار پروتئ

 ModFOLDبا سرور  یبعد سه یها مدل تیفی. کدهد یم شنهادیپ

 Accelrys Discovery Studioافزار  مشاهده از نرم یو برا یابیارز

v.1.8[ در29. استفاده شد .] شده  ینیبشیساختار پ تیفیادامه ک

 [.28شد ] یبررس PROSAافزار  با نرم

 سیته  ژنی آنتیبررسی میزان . 2-6

و  vaxigenافزارهای  با نرم RBDژنیسیته سازه  میزان آنتی

ANTIGENpro  سرور . [22]سنجیده شدVaxijen یا به گونه 

ژن را بر اساس  یآنت امتیاز دهیاست که امکان  افتهیتوسعه 

. از سرور کند یفراهم م سازه ییایمیش وی کیزیف یها یژگیو

"Predicted antigenic peptides"  نیز جهت بررسی میزان

برنامه با استناد به پاسخ  ن. ای[23]ژنیسیته استفاده شد  آنتی

که احتمالاً  ینیپروتئ یتوال کیرا از درون  ییها بخش ،یباد یآنت

 یدهایافزار پپت نرم نی. در اکند یم ینیب شیهستند، پ کیژن یآنت

همچنین  شوند. می نییبه روش کولاسکار و تونگاونکار تع ژنی آنتی

شده از   پروتئین طراحی و سمیت زایی برای تخمین میزان آلرژی

 .[20 و 20]گردید استفاده  ToxinPredو  AlgPredسرور 

 ها توپ بینی اپی پیش. 2-7

 تمیشوش الگوور   ایو ، پونج  Bهوای سولول    تووپ  اپی ینیب شیپ یبرا

( IEDBداده ) گواه یمختلف مانند پا یاطلاعات یها گاهیمختلف در پا

 ،یدسترسو  ،یریپوذ  انعطوا   ،یوجود دارد که مطابق با آب دوسوت 

 ژنووی آنتووی لیووو تما تیووح در معوور ، قطبوهووا، سووط چوورخش

 .بینی انجام شد ی پیشدیپپت یپل یها رهیزنج

ABCPred، Ellipro و CBTOP  به ترتیب برای بررسی

استفاده شد  RBDسازه  Cell-Bهای خطی و ناپیوسته  توپ اپی

توسط  Bهای  های خطی سلول توپ اپیهمچنین . [28. 29]

های فیزیکی شیمیایی  بر پایه ویژگی Bcepredافزار آنلاین  نرم

 . [27]بینی شد  پروتئین پیش

 RBDژن  یسازه حاو دییأو ت تهیه. 2-0

حواوی ژن توسوط    pET28aپلاسومید   ،RBD پوس از طراحوی ژن  

مسوتعد  هوای   ( ارسوال گردیود. سولول   Canada) Biomatikشرکت 

تهیه شده و پلاسمید به روش شوک   E. coli BL21(DE3)سوش 

حرارتی به میزبان تلقیح و تکثیر شد. تخلیص پلاسمیدها بوا روش  

 PCRسازه ژنی از روش  تأیید. جهت است لیز قلیایی صورت گرفته

استفاده شد و سپس نتوایج بوا    T7عمومی های  با استفاده از پرایمر

 درصد مشاهده گردید. 1 الکتروفورز افقی ژل آگارز

 RBD نیپروتئ انیب. 2-9

هووای همسووانه سووازی شووده دارای پلاسوومید نوترکیووب   از کلنووی

+pET28a   کشت شبانه صورت گرفت به این صورت که، یک کلنوی

میکروگرم بر  74 حاوی LBمحیط کشت  لیتر میلی 1از باکتری به 

بیوتیک کانامایسین اضافه گردیود و بوه مودت یوک     آنتی لیتر میلی

 rpmو سلسویوس درجوه   38شوب در شویکر انکوبواتور بوا دموای      

 04کشووت داده شووده. در روز بعوود بووه محوویط کشووت انبوووه  174

بیوتیووک  لیتوور آنتووی میکرگوورم بوور میلووی 04ی حوواوی لیتوور میلووی

 38ا دموای  کانامایسین تلقیح گردیده و بر روی شویکر انکوبواتر بو   

در طوول   OD 9/4شده تا بوه   انکوبه rpm 184و  سلسیوسدرجه 

بوه   IPTGمیلوی موولار    1نانومتر رسید. سوپس غلظوت    944موج 

ساعت بوا هموان شورایط     0محیط کشت اضافه گردیده و به مدت 

فر لیز اهای حاصل رسوب داده شده و با ب گذاری شد. باکتری انکوبه

بیووان پووروتئین تأییوود بوورای کننووده حوواوی اوره شکسووته شوودند. 

 درصد استفاده شد SDS-PAGE 12از ژل RBD نوترکیب 
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 پروتئین نوترکیب تأییدتخلیص و . 2-18

است از  His-tag نظر که دارای دنباله برای جداسازی پروتئین مورد

. در ایون مرحلوه   ( اسفاده شدNi-NTA) نیکلستون کروماتوگرافی 

 204 -144-04های  از غلظتاز شیب غلظت ایمیدازول )به ترتیب 

اسوتفاده   RBD سوازی پوروتئین   برای خالص  PH=7مولار( در میلی

بوا   وسوترن بولات   روششوده بوا    گردید. در ادامه پروتئین خوالص 

 .مورد ارزیابی قرار گرفت ضد هیستیدین بادی آنتی

  و بحث نتایج. 3

 سازی کدون  طراحی سازه و بهینه. 3-1

از سرور  RBDای مرتبط با  آمینه توالی نوکلئوتیدی و اسید

Genbank  وUniprot  آمینه بود. اسید 229نوکلئوتید و  982شامل 

 صیو تشخ یساز خالص لیتسه یبرا نیدیستیه دیاسنویشش آم

 (.1 )شکل اضافه شد سازه رمینالت -Cبه روش وسترن بلات به 

      
  RBDتصویر شماتیک از سازه  .1شکل 

کننده نشان داد هیچ جایگاه  آنزیم محدودبررسی جایگاه برش 

 وجود ندارد NdeIو  BamHI کننده محدودبرش برای دو آنزیم 

  .(2 شکل)

 

 NdeIو  BamHIکننده  دو آنزیم محدود بررسی جایگاه برش .2شکل 

و  DNAمارکر  M، ستون WebDSVدر سازه ژنی با استفاده از سرور 

 ارزیابی شده RBDسازه  Sستون 

 هیمورد تجز GC هیپا یشده از نظر محتوا نهیو به اصلی یها یتوال

 شافزای% 91/03 تا %02/30 از GCقرار گرفتند و درصد  لیو تحل

 به 38/4 از یساز نهیپس از به توالیکدون  قی. شاخص تطبافتی

-144 یفرکانس عیکدون با توز وعیش ن،یهمچن. افتی رییتغ 79/4

 (.3 )شکل افتی شیدرصد افزا 78درصد به  27از  71

 

 

استفاده  مختلف مورد یپارامترها یا سهیمقا لیو تحل هیتجز .3شکل 

 کدون یساز نهیبه یبرا

 mRNA بینی ساختار و پایداری پیش. 3-2

ها مورد ارزیابی قرار  کدون یساز نهیپس از به mRNA دوم ساختار

گرفت و از لحاظ میزان حداقل انرژی )نشوانه پایوداری سواختار( و    

 ینو یب شیپو ساختار . شدعدم داشتن ساختارهای نامناسب ارزیابی 

گره سواختگی و  ساختارهای )آغاز ترجمه(  0'در نقطه شروع  شده

شوود.  دارند، دیده نمی ریتأثهای بلند را که بر شروع ترجمه یا لوپ

 بود.کیلوکالری بر مول  -210/ 8این ساختار  ی ژزان حداقل انرمی

 های فیزیکی و شیمیایی پروتئین ویژگی. 3-3

 بررسی خصوصیات بیوشیمیایی پروتئین کایمر با استفاده از برنامه

PROTPARAM     82/29313نشان داد که وزن مولکوولی کوایمر 

مجموووع . باشوود یموو 0/7دالتووون بووود، نقطووه ایزوالکتریووک آن   

( گلوتامیوک اسوید، آسوپارتیک اسوید    )با بار منفی  یها اسیدآمینه

  (لیوزین  و آرژنوین )های با بار مثبوت   و مجموع اسید آمینه عدد19

و شواخص   70/97باشد. شاخص آلیفاتیک کوایمر نیوز    می عدد 23

. شواخص ناپایوداری   باشود  می 22/21ناپایداری پروتئین کایمر نیز 

کووه  یا گونوه  وتئین نوترکیوب بووده بوه   بیوانگر میوزان پایوداری پور    

ر هوای پایودا   پوروتئین  وجوز  04هایی با شواخص کمتور از    پروتئین

بینی احتمال بیان پوروتئین   بر اساس پیش .شوند بندی می تقسیم

بیوانی اشرشویاکلی در سورور     سامانهنوترکیب به حالت محلول در 
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Protein solعنووان   بوه  00/4در آسوتانه   007/4 ازیبا امت نی، پروتئ

کوه   کورد  ینو یب شیپو  DISULFINDابزار . شد یبند محلول طبقه

 .شود نمی لیتشک یدیسولف ید وندیاصلاً پ

  RBD سازهساختار دوم و سوم . 3-4

آلفا  80/9که ساختار شامل نتایج بررسی ساختار دوم نشان داد که 

% رندوم کویل است 29/84و  افتهی رشته توسعه% 27/23 ،هلیکس

-Iساختار سوم سازه نوترکیب توسط سرور  الف و ب(._0شکل )

TASSER بینی شد و فرمت  پیشPDB  آن ذخیره گردید

افزار  نرم دهشی نیب شیساختار پ تیفیادامه کج(. در _0)شکل

PROSA   بررسی شد. بر این اساس کیفیت ساختار پروتئین در

شده های کریستالوگرافی شده و یا تعیین ساختار  محدوده پروتئین

بررسی نمودار راماچاندان در  .الف(_0 شکل)بود  NMR به روش

 0/70بیش از  نشان داد ،ITASSERشده با سرور ی نیب شیمدل پ

درصد درون  7/0درون مناطق مطلوب و  یها نهیآمدیدرصد از اس

مطلوب  غیر هناحیها در  درصد از اسیدآمینه 0/4مجاز و منطقه 

 .(ب_0شکل )قرار دارند 

 ،درصد آلفا هلیکس 80/9نشان داد ساختار شامل که  GOR4: الف( ارزیابی ساختار ثانویه توسط سرور هیساختار ثانو یابیو ارز یکیگراف یها شینما .4شکل 

و نه رشته بتا  چینشان داده است که نه رشته آلفا مارپ PSIPREDتوسط  هیساختار ثانو ینیب شیپ ، ب(ترندوم کویل اس 29/84و  افتهی رشته توسعه 27/23

 I-tasserو ج( ساختار سوم رسم شده توسط سرور  ستندیغالب ن هیدر ساختار ثانو

 
ی تعیین ساختار ها نیپروتئدر محدوده  شدهی نیب شیپنشان داد که ساختار  PROSA: الف( نتایج نمودار شدهی نیب شیپبررسی کیفیت ساختار سوم . 5شکل 

 در منطقه مطلوب قرار دارند. ها نهیدآمیاسدرصد از  071/70باشد و ب( بررسی نمودار راماچاندران نشان داد که  می X-rayو  NMRشده به روش 
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  کیمونوانفورماتیا زینال. آ3-5

 Predicted antigenic peptidesاز سرور   تهیسیژن یآنتمیزان 

دارند که  تهیسیژن یآنتتوالی از سازه خاصیت  12نشان داد که 

 یسرورهانتایج حاصل از همچنین درون توالی پخش است. 

Vaxigen  وANTIGENpro  توالی  تهیسیژن یآنتامتیاز بالایی برای

 یمنیدر ا یدینقش کل Bسلول یها توپ یاپ پیشنهاد دادند.

، BCePred ،ABCpred یسرورها نیهومورال دارند، بنابرا

CBTOPE  وDiscotope یها توپ یکار گرفته شدند. در مورد اپ به 

 مورد BCePredو  ABCpred جیهر دو نتا نانیاطم یبرا ،یخط

 Bسلول  فضایی های توپ اپی .(1 )جدول قرار گرفتند یبررس

 عیتوز Discotopeو  CBTOPEنظر،  نیتر هستند، و با ا مهم

نشان دادند  یرا در طول توال فضایی یها توپ یاز اپ یمناسب

 (.9شکل و  2جدول )

 

 

 

 یوازی کوه امت  ییفضوا  توپ یکه اپ یتوال 0ساختار سوم  یرتصو .6شکل 

 شده است دارند مشخص ییبالا

 RBD یسازه حاو دییتأ. 3-6

هوای حواوی    پس از تخلویص پلاسومید از کشوت شوبانه سولول      

برای دو نمونه پلاسومید حواوی ژن    PCRتراریخت شده، واکنش 

RBD  و پلاسمید فاقد ژنRBD سازه  تأییدکنترل جهت  عنوان به

درصد مشاهده شود   1 ی ژل آگارزبر رونوترکیب انجام شد. نتایج 

 (.8)شکل  قرار گرفت تأییدمورد  شده یطراحو صحت سازه 

 RBD نیپروتئ انیب. 3-7

در شرایط  lacبا القای بیان پروتئین تحت کنترل اپرون 

و القاء نشده  شدهء القاهای  انکوباسیون استاندارد، سلول

درصد  SDS-PAGE 12آوری و شکسته شدند و بر روی ژل  جمع

های القاء شده واجد در نمونه الکتروفورز شدند. نتایج نشان داد

 (بو  ABCPredشده از سرور  افتیدر ینیسازه پروتئ یخط یها توپ ی( اپالف: RBDهای خطی پروتئین توپاپیبررسی  .1 جدول

                                                                BCPredشده از سرور  افتیدر ینیسازه پروتئ یخط یها توپ یاپ

 الف                        توپیاپ                        موقعیت ازیامت

0.91 158 GSTPCNGVEGFNCYFP 

0.90 174 LQSYGFQPTNGVGYQP 

0.89 207 CGPKKSTNLVKNKCVN 

0.86 146 FERDISTEIYQAGSTP 

0.85 88 EVRQIAPGQTGKIADY 

0.85 73 CFTNVYADSFVIRGDE 

0.84 97 TGKIADYNYKLPDDFT 

0.82 11 FPNITNLCPFGEVFNA 

 ب                           توپیاپ                        موقعیت ازیامت

0.88 91 RQIAPGQTGKIADYNYKLPD 

0.871 176 QSYGFQPTNGVGYQPYRVVV 

0.836 1 MRVQPTESIVRFPNITNLCP 

0.743 155 IYQAGSTPCNGVEGFNCYFP 

0.738 202 HAPATVCGPKKSTNLVKNKC 

پیشنهاد شد که توزیع  RBDهای فضایی در توالی  توپ توالی دارای امتیاز بالای اپی Ellipro ،14ی فضایی با سرور ها توپ یاپنتایج بررسی  .2 جدول

 مناسبی در توالی دارد
                                    توپ    اپی                        موقعیت امتیاز

0.816 1-19 MRVQPTESIVRFPNITNLC 

0.737 150-174 DISTEIYQAGSTPCNGVEGFNCYFP 

0.731 234-211 KKSTNLVKNKCVNFNFHHHHHHGS 

0.714 99-95 PGQTG 

0.701 134-120 NSNNLDSKVGGNYNY 

0.567 146-138 LFRKSNLKP 

0.561 205-201 LHAPA 

0.539 58-50 VLYNSASFS 

0.519 189-178 YGFQPTNGVGYQ 



 70                                                                                   یی و همکارانرضا یرام؛  SARS CoV_2 ویروساتصال  یهعل RBD یحاو یمونوژنو ساخت ا یوانفورماتیکب یطراح

 

 

سمید نوترکیب دربردارنده ژن سنتزی، تولید پروتئین لاپ

و در  کیلو دالتون مشاهده 27نوترکیب با وزن مولکولی حدود 

 (. 7مقایسه با نمونه القاء نشده بسیار مناسب بوده است )شکل 

 

. PCRبه روش  pET28a دیژن در پلاسم یهمسانه ساز دییتأ .7 شکل

( 2 پلاسمیدهای تخلیص شده واجد ژن، ستون PCR( محصول 1 ستون

( 3 ستونو  فاقد ژن pET28aپلاسمیدهای تخلیص شده  PCRمحصول 

 DNA  (DNA Ladder Mix) نشانگر اندازه

 
-SDSژل  یرو  pET28a(+)-RBD یکاست ژن انیب یبررس. 0 شکل

PAGE  12نشده با  ءنمونه القا _1 فیرد :درصدIPTG شده  استخراج

 IPTGشده با ء نمونه القا _2فیردمولار،  7لیز کننده حاوی اوره بافردر 

نشانگر  _3 فیرد ،مولار 7کننده حاوی اوره  زیبافر لدر شده  استخراج

  نیپروتئ یمولکول

 پروتئین نوترکیب تأییدتخلیص و . 3-0

نوترکیب در شوورایط دنواتوره و بور روی سوتون     تخلیص پروتئین 

هوای نوترکیوب    نیکل انجام شود. برای اطمینان از صحت پروتئین

از روش وسوترن بولات اسوتفاده شود. بورای انجوام        ،شووده  تولید

شوووده، الکتروفوورز    وسووترن بولات پوروتئین نوترکیوب خوالص    

م گردید و سووپس به کاغذ نیترو سوولولز منتقل شووود. بوا انجوا   

طوور   بوه  His-Tag وسوووترن بولات مشوووخص شووود کوه آنتوی      

د دهو  پروتئین نوترکیوب واکونش موی    His-Tag  اختصوواصووی با

 .(7 )شکل

 

 
 -1 ردیف: پروتئین نوترکیب با روش وسترن بلات تأیید. 9 شکل

مارکر پروتئینی سینا  -2 ردیفو تخلیص شده  RBDپروتئین نوترکیب 

 کلون

 گیری ه ینت. 4

 ( یک تهدید جهانی است کهCOVID19گیر کرونا ) بیماری همه

شود.  ایجاد می SARS-COV-2توسط سندروم حاد تنفسی 

ها نقش  کاهش میزان تلفات ناشی از این ویروس واکسن منظور به

 یا رشته نیب علم کی کیوانفورماتیب کنند. می ءسزایی ایفاه ب

 لیتحل و هیتجز یبرا یمحاسبات یساز هیشب یها است که از روش

ژن استفاده  میتنظ یها شبکه ینیب شیو پ یکیولوژیب یها داده

جمله  واکسن، از قاتیتحق یبرا تیبا موفق . از این علمکند یم
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 شده است.  و پس از واکسن استفاده ینیبال ،ینیبال شیمراحل پ

 RBDدر تحقیق یانگ و همکاران، نظر به اینکه پروتئین 

 33را که  RBDتواند ایمنی زایی مؤثر ایجاد کند، تمام توالی  می

. در تحقیق حاضر ]27[کیلودالتون هست را بیان و تخلیص کردند 

که  RBDبا توجه به مطالعات بیوانفورماتیک بخشی از پروتئین 

ژنیک کمتری بود در طراحی حذ  گردید. در  دارای قدرت آنتی

به بیان و تخلیص پروتئین و همکاران  چیجوکتحقیقی دیگر 

عنوان یک کاندید ایمونوژن  به  (Nنوترکیب نوکلئوکپسید )

تر از  ضعیف چیجوکپرداختند. نتایج القای بیان در پژوهش 

نشان داد که سازه  شده انجاممطالعات  .]34[پژوهش حاضر بود 

RBD ژنیسیته  زا نیست و همچنین قدرت آنتی سمی و آلرژی

های خطی و  توپ دارای اپی نظر موردسازه بالایی دارد همچنین 

تواند پاسخ ایمنی مناسبی در  باشد که می می Bهای  فضایی سلول

های آزمایشگاهی صحت  پژوهش بر اساسسلول میزبان القاء کند. 

شده و میزبان باکتریایی قادر به بیان پروتئین  تأییدطراحی سازه 

 عنوان بهتواند  رسد این پروتئین می باشد و به نظر می نوترکیب می

 یک کاندید واکسن در تحقیقات بعدی مورد ارزیابی قرار گیرد.

 مراجع. 5
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