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 1402تابستان 



دانشگاه تربیت های علمینامه حق مالکیت مادی و معنوی در مورد نتایج پژوهشآیین

 مدرس

 

هاي پژوهشي و فناوري دانشگاه در راستاي تحقق عدالت و كرامت انسانها كه لازمه شكوفايي علمي و با عنايت به سياست مقدمه:

آموختگان و ديگر فني است و رعايت حقوق مادي و معنوي دانشگاه و پژوهشگران، لازم است اعضاي هيأت علمي، دانشجويان، دانش

، رساله و طرحهاي تحقيقاتي با هماهنگي دانشگاه انجام نامهعلمي كه تحت عناوين پايان همكاران طرح، در مورد نتايج پژوهشهاي

 شده است، موارد زير را رعايت نمايند:

حق نشر و تكثير پايان نامه/ رساله و درآمدهاي حاصل از آنها متعلق به دانشگاه مي باشد ولي حقوق معنوي پديد آورندگان  -1ماده 

 محفوظ خواهد بود.

نام  بايد بهنامه/ رساله به صورت چاپ در نشريات علمي و يا ارائه در مجامع علمي انتشار مقاله يا مقالات مستخرج از پايان -2ده ما

دانشگاه بوده و با تاييد استاد راهنماي اصلي، يكي از اساتيد راهنما، مشاور و يا دانشجوي مسئول مكاتبات مقاله باشد. ولي مسئوليت 

 مستخرج از پايان نامه و رساله به عهده اساتيد راهنما و دانشجو مي باشد.علمي مقاله 

شود ر مينامه/ رساله نيز منتشآموختگي بصورت تركيبي از اطلاعات جديد و نتايج حاصل از پاياندر مقالاتي كه پس از دانش تبصره:

 نيز بايد نام دانشگاه درج شود

نامه/ رساله حاصل از نتايج پايان )اثري هنري مانند فيلم، عكس، نقاشي و نمايشنامه(آثار ويژه  انتشار كتاب و يا نرم افزار و يا 3ماده 

ها، پارك علم و فناوري و ديگر ها، مراكز تحقيقاتي، پژوهشكدهو تماي طرحهاي تحقيقاتي كليه واحدهاي دانشگاه اعم از دانشكده

 هاي مصوب انجام شود.نامهانشگاه و براساس آئينواحدها بايد با مجوز كتبي صادره از معاونت پژوهشي د

المللي كه حاصل نتايج مستخرج اي و بينهاي ملي، منطقهها در جشنوارهثبت اختراع و تدوين دانش فني و يا ارائه يافته -4ماده 

طرح از طريق معاونت پژوهشي هاي تحقيقاتي دانشگاه بايد با هماهنگي استاد راهنما يا مجري نامه/ رساله و تمامي طرحاز پايان

 دانشگاه انجام گيرد.

در هيأت رئيسه دانشگاه  23/4/87در شوراي پژوهشي و در تاريخ  1/4/87ماده و يك تبصره در تاريخ 5نامه در اين آيين -5ماده 

 الاجرا است.نشگاه لازمشوراي دانشگاه به تصويب رسيده و از تاريخ تصويب در شوراي دا  15/7/87به تاييد رسيد و در جلسه مورخ 

دکتری مقطع  1397ورودي سال تحصيلي بیوشیمی بالینی دانشجوي رشته  فائزه نورآباد قهرودیاينجانب »

متعهد مي شوم كليه نكات مندرج در آيين نامه حق مالكيت مادي و معنوي در مورد نتايج  علوم پزشکیدانشكده  تخصصی

هاي علمي مستخرج از پايان نامه / رساله تحصيلي خود رعايت نمايم. در هاي علمي دانشگاه تربيت مدرس را در انتشار يافتهپژوهش

نمايندگي مي دهم كه از طرف اينجانب نسبت به لغو امتياز اختراع  صورت تخلف از مفاد آيين نامه فوق الاشعار به دانشگاه وكالت و

بنام بنده و يا هرگونه امتياز ديگر و تغيير آن به نام دانشگاه اقدام نمايد. ضمناً نسبت به جبران فوري ضرر و زيان حاصله براساس 

 «.ب نمودم برآورد دانشگاه اقدام خواهم نمود و بدينوسيله حق هرگونه اعتراض را از خود سل

 

 امضا

 

 

 



 رسهای دانشجویان دانشگاه تربیت مدنامه )رساله(نامه پایانآئین

 

نامه )رساله(هاي تحصيلي دانشجويان دانشگاه تربيت مدرس، مبين بخشي از نظر به اينكه چاپ و انتشار پايان

دانشگاه، دانش آموختگان پژوهشي دانشگاه است. بنابراين به منظور آگاهي و رعايت حقوق  هاي علميفعاليت

 شوند:اين دانشگاه نسبت به رعايت موارد ذيل متعهد مي

ار دفتر نشر آث“طور كتبي به دفتر نامه )رساله(ي خود، مراتب را قبلاً به: در صورت اقدام به چاپ پايان 1ماده 

 دانشگاه اطلاع دهد.” علمي

 ت ذيل را چاپ كند:: در صفحه سوم كتاب )پس از برگ شناسنامه(، عبار 2ماده 

در دانشكده  1402است كه در سال  یوشیمی بالینیبنگارنده در رشته رساله دکتری تخصصیكتاب حاضر، حاصل “ 

ن دفاع از آ سعید خلیلیدکتر ، مشاوره  دکتر محمد جواد رساییعلوم پزشكي دانشگاه تربيت مدرس به راهنمايي 

 شده است.

هاي انتشارات دانشگاه، تعداد يك درصد شمارگان كتاب )در هر نوبت ينه: به منظور جبران بخشي از هز 3ماده 

ر مركز نشر دتواند مازاد نياز خود را به نفع دانشگاه اهداء كند. دانشگاه مي” دفتر نشر آثار علمي“چاپ( را به 

 معرض فروش قرار دهد.

تربيت عنوان خسارت به دانشگاه ا بهبهاي شمارگان چاپ شده ر %50، 3در صورت عدم رعايت ماده  : 4ماده 

 مدرس، تاديه كند.

بهاي خسارت، دانشگاه مذكور را از  هايكند در صورت خودداري از پرداختدانشجو تعهد و قبول مي : 5ماده 

دهد به منظور استيفاي حقوق خود، از طريق مراجع قضايي مطالبه و وصول كند، به علاوه به دانشگاه حق مي

نگارنده براي فروش، تامين را از محل توقيف كتابهاي عرضه شده  4ادل وجه مذكور در ماده طريق دادگاه، مع

 نمايد.

ضمانت  تعهد فوق ودکتری تخصصیمقطع بیوشیمی بالینی دانشجوي رشته  فائزه نورآباد قهرودی: اينجانب  6ماده 

 شوم.قبول كرده، به آن ملتزم مي اجرايي آن را

 

 

 

 

 



 تقدیر و تشکر

 بررا  خطيراي ظيفهو ، لطافتا نهاشكراز  رسرشا قلمي باو  نتابيكر رتقد بر تكيه با وزمرا ، راگاوردرپ

 يتهان بياز  ناچيز بساي  گوشهو  كشم قلم به ارو ت موهبت اوانفراز  سو كم نعكاسيا تا شتيروا دا من

 .دپيمورا  سخني اننتو هرگز تو لطف بي نمابد كه باشد ، نهم كاغذ بررا  اتگيتي يهاراز

 ينا سپيد ودمحددر  انتو نمي هرگزرا  مملكت ينا دانمرو  نناز رگبز تحماو ز تلاشها نمدا مي نيك

. اما وظيفه خود ميدانم كه نهايت سپاسگزاري را از تمامي عزيزاني كه در اين راه به من  داد يجا سالهر

 كمك كرده اند  به عمل آورم.

 انعنودر  انتخاب شايسته ايشان شك بي كه محمد جواد رسایی کترد یقاآ بجناعاليقدر  دستاز اا

 وژهپر ايجردر ا حمايتم به نهزالسود استادي كه . را دارمتشكر  كمال ،ستا دهبو هگشارا يمابر نامه نپايا

 خاطرم در هميشه ايشان لطف و مهرباني بي شائبه  . رفتار متينشان مايه دلگرمي برايم بود و ختندداپر

 .ماند خواهد

مرا راهنمايي فرمودند  ورهمشا مردر ا كه سعید خلیلی کترد یقاآ بجنا مياگرورمشا دستاا از

 سپاسگزارم.

لیمانجاهی و دکتر دکتر حوریه س ,دکتر فاطمه فتوحیدکتر رسول مدنی ,  داور ساتيداز ا

 .نمايم مي تشكر  صميمانه ندا نستهدا ميزباني لايقرا  ينجانبا كه  عبدالامیر علامه

در سختي ها و دشواري  كه و خانواده عزیزممادر  ،پدرمهربانترين همراهان زندگيم ،  از انبيكر تشكر

 .هاي زندگي همواره ياوري دلسوز و فداكار  و پشتيباني محكم و مطمئن برايم بودند

من كه همراهان هميشگي  در گروه بيوشيمي باليني و بيوتكنولوژي پزشكي دوستان عزيزم ازدر پايان 

 .ايم، تقدير و تشكر دارماند و اوقات خوشي را در كنار هم سپري كردهبوده
 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 



 چکیده

است. با توجه به تائيد  21سومين بيماري ويروسي از خانواده ويروس كرونا در قرن  2-شيوع سارس كوومقدمه: 

پادكني  تواند عاملبنابراين پروتئين مي،  2-زايي سارس كوونقش حياتي پروتئين سنبله )اسپايك( در بيماري

و در اين رمهمي در تحريك سيستم ايمني ميزبان و توليد پادتن خنثي ساز محسوب شود. از اين (آنتي ژنيك  )

پروتئين نوتركيب از پروتئين سنبله به  3مطالعه هدف ما بر روي طراحي , توليد و ارزيابي ظرفيت استفاده از 

( CD8و  CD4) و سلولي)پادتن خنثي كننده(  هومورال قابليت تحريك سيستم ايمني عنوان نامزد واكسن با

 مي باشد. 

داده زيستي  توسط مطالعات P1,P2,P3))بخش پروتئين نوتركيب بر مبناي پروتئين سنبله  3طراحي  روش:

انجام شد. توانايي اين پروتئين ها بعد از توليد براي تشخيص پادتن سرم بيماران مبتلا به  (بيوانفورماتيكي)

توسط الايزا سنجش شد .اين پروتئين ها به موش و خرگوش تزريق و تيتر پادتن براي بررسي ويژگي  19-كوويد

تزريقي  قدارمبركمترين پاسخ براي انتخاب بهترين پاسخ در برا–خنثي سازي پادتن ارزيابي شد. سپس تست دوز

ايمونوهيستوشيمي انجام شد . عوارض احتمالي ناشي از  سنجشانجام شد. براي بررسي تحريك ايمني سلولي 

بررسي شد. اتصال پروتئين نوتركيب به  (H&E)ها توسط رنگ آميزي هماتوكسين و ائوزينتزريق در بافت

 مطالعات سلولي انجام و با فلوسايتومتري ارزيابي گرديد. و اثر مهاري پادتن بر اين اتصال بوسيله  ACE2گيرنده 

پادتن موجود در سرم بيماران توسط پروتئين هاي نوتركيب توليد شده شناسايي شدند.  نتايج نشان داد نتایج: 

تست  اي بود.بدون ايجاد هرگونه عارضه هومورالپروتئين تزريق شده قادر به تحريك سيستم ايمني سلولي و 

نشان داد كه پادتن هاي توليد شده قادر به خنثي سازي ويروس زنده در محيط  (VNT)زي ويروسخنثي سا

و پادتن توليد شده اثر مهاري  بوده  ACE2كشت هستند . همچنين پروتئين نوتركيب قادر به اتصال به گيرنده 

 براين اتصال دارد. 

, آزمايشگاهي و حيواني نشان داد كه تزريق پروتئين نوتركيب بر  داده زيستيمجموع مطالعات نتیجه گیری:

تواند باعث تحريك پاسخ پادتن خنثي ساز با ماندگاري طولاني شود. بنابراين واكسن مبناي پروتئين سنبله مي

 استفاده شود. 19-توانند به عنوان ابزار قدرتمندي براي واكسيناسيون موثر برعليه كوويدهاي زيرواحدي مي

 , پروتئين سنبله , واكسن , پاسخ ايمني , پادتن خنثي ساز2-سارس كوو : کلمات کلیدی
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  مقدمه

ووهان چين متوجه موارد غيرمعمولي از بيماران  پزشكان بيمارستاني واقع در شهر 2019دسامبر  29در 

دريايي،  بعدي نشان داد كه منشأ اين بيماري از بازار غذاهاي هايبررسي .[1]شدند 1الريهذات به مبتلا

 از آن، شيوع پس.[2] استدر استان هوباي در مركز چين بوده  طيور و حيوانات زنده در شهر ووهان واقع

دولت و محققان  بهداشت جهاني گزارش شد. دسامبر به سازمان 31الريه در تاريخ غيرمعمول موارد ذات

علت چين اقدامات سريع را براي كنترل همه گيري آن انجام دادند و تحقيقات  حوزه بهداشت در

زدايي قرار گرفت. ، بازار مذكور بسته و تحت آلودگي 2020ژانويه  1در تاريخ  .[1]را آغاز نمودند 2شناسي

بيماران مبتلا  جديد را از اين ويروس كرونا دانشمندان چيني يك 2020ژانويه سال  7متعاقب آن در 

 ايجاد كنندهدرباره عامل  هاي گستردهزني از گمانه بعد.  [1]كردندويروسي جدا  (پنومونيذات الريه ) به 

گزارش منتشر شده توسط  3(CDC)سرانجام بخش چيني مركز كنترل و پيشگيري بيماري  اين بيماري،

عامل اين بيماري را يك كرونا ويروس  ، 2020ژانويه سال  9را تأييد و در تاريخ  وال استريت ژورنال

 .[2, 1]دنمو اعلام nCoV4-2019 نامجديد با 

 ژانگ و دانشمندان ديگر در دانشگاهتوسط  يك روز بعد از تأييد آن nCoV-2019اولين توالي ژنومي  

ژانويه، پنج توالي ژنومي ديگر از  11در تاريخ  متعاقباً .[1]گذاشته شدفودان شانگهاي به صورت آنلاين 

شناسي ووهان و انستيتو ويروس چين، (CDC توسط انستيتوهاي مختلف در سرتاسر چين  اين ويروس

محققان در سرتاسر دنيا  قرار داده شد و به GSAID5چين( بر روي پايگاه داده   آكادمي علوم پزشكي

 هاي ژنومي تمامدر ادامه، توالي.[3]كرونا ويروس جديد را آغاز كنند تحقيقات بر روي اين اجازه داد تا

نيز تعيين شد و بر روي پايگاه داده قرار  هاي جداسازي شده در چين و خارج از آنويروس كرونا

در فهم منشأ اين   nCoV-2019 آميز كروناويروستعيين توالي ژنومي موفقيت و اسازيجد .[3]گرفت

                  هاي فراواني كرده است. زايي آن كمكعفونت ويروس و خصوصيات

تحقيقات گسترده بر روي اين  هم اكنون ابهامات فراواني باقي مانده و دانشمندان در حال با اين حال

سازمان بهداشت  پس از افزايش موارد ابتلا و گسترش جهاني اين ويروس، .ويروس جديد مي باشند

وضعيت  ويروس جديد را ششمين عامل اي، شيوع كرونابيانيه با انتشار 2020ويه ژان 30جهاني در تاريخ 

 اعلام نمود كه تهديدي نه فقط براي چين، بلكه براي تمام اضطراري بهداشت عمومي در سرتاسر جهان

 .[3]رودشمار ميكشورها به

اط ارتبقبل از اين كروناويروس جديد، سازمان بهداشت جهاني، وضعيت اضطراري بهداشت عمومي را در  

  ،(2014ساليا فلج اطفال)  6پوليوويروس  ،(  2009)سال H1N1با موارد شيوع ويروس آنفلوانزاي

                                                           
1 Pneumonia 
2 Etiology 
3 Centers for Disease Control and Prevention; CDC 
4 novel Corona Virus -2019; nCoV-2019 
5 Global Initiative on Sharing Avian Influenza Data; GISAID 
6  Poliovirus 
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( و ويروس ابولا در جمهوري 2016)سال 2ويروس زيكا ،(2014در غرب آفريقا )سال 1ويروس ابولا

 ، 2020فوريه  11سازمان بهداشت جهاني در تاريخ   .اعلام كرده بود( 2019دموكراتيك كنگو )سال

المللي انتخاب نمود و كميته بين 193-ويروس جديد تحت عنوان كوويد رسمي را براي بيماري كرونا نام 

nCoV- نيز در همين روز، نام ويروس ايجاد كننده اين بيماري را از  (ICTV)4 طبقه بندي ويروسها

اين  از زمان ظهور .[4]دتغيير دا 5(2-)سارس كوو ويروس كرونابه سندروم تنفسي حاد شديد   2019 

، عليرغم تلاش هاي سازمان بهداشت جهاني و دولت ها براي مهار آن ، عمدتا  2019ويروس در نوامبر 

و زندگــي ميليون ها  يافتهبه سرعت در سراسر جهان گسترش  ،به دليل ماهيت بسيار تهاجمي آن 

روند صعودي تعداد   و 19-ا توجه به پاندمي اخير كوويدب .[5]كنــدن را بــه شــدت تهديــد ميانســا

آوري و بررسي مطالعات مختلف در سراسر جهان، جمعومير ناشي از آن در مبتلايان و موارد مرگ

هاي بعدي براي روند شناخت بهتر ماهيت و پاتوژنز آن و تواند راهگشاي قدمخصوص اين بيماري مي

 .همچنين كمك به پيشگيري، تشخيص و درمان مناسب اين بـيماري باشد

بیماریزائی بالا با  21کروناویروس در قرن  شیوع اولین :6سکرونا سار.1-1

 در انسان

كرونا سارس  تازه كشف شده با نام ويروس كروناشيوع يك بيماري جديد كه عامل آن يك 2002در سال 

رسيد.  7كشور در پنج قاره به مرحله همه گيري جهاني 29اين بيماري با گسترش به  معرفي شد. ، بود

 براي مهار اين همه گيري جهاني، بر اساسبهداشت عمومي  اييابي اقدامات مداخلهتا زمان سازمان

اولين  .گزارش شد 2003تا آگوست  مورد مرگ 774مورد ابتلا و  8096شواهد قطعي آزمايشگاهي 

ساله در شهر فوشان ايالت  45جديد ايجاد شده بود، مردي  ويروس كروناسارس كه توسط  مورد ابتلا به

مرموز كه در آينده  تظاهرات باليني بيماري تنفسي. [7, 6]بود 2002گوانگدانگ چين در نوامبر سال

در .  سمت نارسائي تنفسي بود سرفه خشك و پيشرفت سريع به ( ،C38گرفت، تب بالا ) نام سارس

تشخيص اينكه عامل جديد  تصوير باليني از عفونت غير طبيعي ريه ذكر شد. با اين حال، نتيجه يك

كه  بود 2003شود چند ماه بعد رخ داد. بنابراين در آوريل سال عفوني از انسان به انسان منتقل مي

گيري سارس با عامل بيماري زاي جديد از خانواده اعلام كرد كه همه  WHO8)( سازمان جهاني بهداشت

به  2003فوريه  21سارس، تا  موارد اوليه .[9, 8]استشده ، ايجاد نبودهقبلا در انسان  كروناويروس كه

 اما بعد از مدتي به كشورهاي ديگر نيز گسترش يافت. با اين حال سرعت عمل ،شدچين محدود مي

                                                           
1  Ebola Virus  
2  Zika virus 
3  Corona Virus Disease -2019; COVID-19 
4  International Committee on Taxonomy of Viruses; ICTV 
5  Severe Acute Respiratory Syndrome Corona Virus-2; SARS CoV-2 
6  SARS CoV 

7  Pandemic 

8 World Health Organization;WHO 
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كشف يك  با .موفق به مهار سارس شد جامعه علمي در فهم اين بيماري ويروسي جديد بي همتا بود و

پاسخ سوالات جديدي از جمله اينكه منشاء اوليه  سارس بود، گيريهمهجديد كه مسئول  ويروس كرونا

توانست به عنوان ميزبان ناقل آيا هر حيواني مي .ه حيواني بوده است بايد روشن مي شدچ اين ويروس

بود به موارد اوليه ابتلا به  در انتقال ويروس به انسان نقش داشته باشد؟ براي پاسخ به اين معما، لازم

ود كه آن م نبسارس برگرديم. با نگاه به گذشته و اولين مورد شناسائي شده سارس در شهر فوشان، معلو

ها به جائي سفر نكرده بود اما با حيوانات فرد كجا و چگونه بيمار شده، اما مشخص بود كه او براي هفته

 .[4]كرد در ارتباط بودمختلف )جوجه، گربه و مار( كه براي مصرف خانواده تهيه مي

 كارگران رستوران را كه از پستانداران ،ابتلا بيماريگيري سارس مشابه با اولين مورد علاوه، در آغاز همهبه

به دنبال آن، كرونا سارس و آنتي باديهاي  .كردند درگير كرداستفاده مي وحشي به عنوان غذاي نامتعارف

   .شدند پيدا شدميكه در يك فروشگاه ارائه  يو حيوانات 1كرونا سارس در گربة زباد نخلي

در نهايت اين يافته ها  .ها وجود دارندهاي متعددي در خفاشويروس كرونامطالعات بعدي نشان داد كه  

 .[10, 6]ها هستندكه خفاش ها ميزبان طبيعي و اصلي تمام انواع كرناويروس دادنشان 

تنفسی شیوع نگران کننده دیگر از عفونت  :2مرس . کرونا1-2

 کروناویروس

. كندكرونا مرس يك كروناويروس انساني است كه بيماري مشابه با سارس را در خاورميانه ايجاد مي

ساله سعودي بود و هفت روز تب، سرفه، خلط و تنگي نفس را  60اولين مورد گزارش شده يك مرد 

در بيمارستان خصوصي جده در عربستان سعودي بستري شد و  2012ژوئن 13تجربه كرد و در تاريخ 

سپتامبر همان سال، يك مرد 12ماه بعد در  چند .[11] درگذشتيازده روز پس از بستري در بيمارستان 

هاي تست .منتقل شدبه بيمارستان ساله از قطر با نارسائي حاد كليوي و عفونت دو طرفي ريه  49

هاي بيمار در همان ماه انجام شد و ژنگان ويروسي كه بسيار مشابه با آنچه كه در بيمار مولكولي نمونه

افرادي كه ارتباط نزديك داشتند. شامل : متخصصين بهداشت،  .[12]عربستان سعودي بود مشخص شد

خانواده و دوستان تا ده روز بعد از آخرين تماسشان با بيمار تحت نظر قرار گرفتند تا نحوه سرايت و 

نفر تحت نظر قرار گرفتند و شاهدي مبني بر انتقال شخص  64گسترش ويروسي مشخص شود. بنابراين، 

ويروس  مقامات بهداشتي از انتشار يك كرونا .[12]دها تائيد نشقيق تماسبه شخص عليرغم نظارت د

         و  HKU4 بتا كروناويروس كه بسيار نزديك بهبه عنوان نوع جديد  2012جديد كه در نوامبر

HKU5 مركز كنترل و پيشگيري بيماري در  2012دسامبر  در .[11]شدندها بود، آگاه موجود در خفاش

بحرين، ايران، عراق، اسرائيل، اردن، كويت، لبنان، فلسطين، ليستي از كشورهاي در خطر شامل   اروپا

از اين رو  [13]عمان، قطر، عربستان سعودي، سوريه، امارات متحده عربي و يمن منتشر كرد

                                                           
1  Civet 
2 MERS Corona Viruse; MERS-CoV 
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يد انسان به انسان اين بيماري را تائدستورالعملي براي نظارت تماسهاي نزديك بيمار اتخاذ شد و انتقال 

مورد قطعي گزارش شد و نرخ مرگ  55 ، 2015شدند و در ژوئن موارد ابتلا پيوسته مشخص مي .كرد

يروسي موضوع شصت و ششمين مجمع عفونت و .[14]اعلام شد %56مورد مرگ،  31و مير با مرگ 

ويروس "جهاني بهداشت در ژنو سوئيس بود و به علت فقدان اطلاعات در مورد ويروس، اين بيانيه كه 

 .، صادر شد"تهديدي براي كل جهان است ، جديد

افزايش ناگهاني آلودگي كرونا مرس در جده عربستان سعودي خاستگاه اولين مورد  ، 2014در اوايل سال

سال، با قابليت  45مورد ابتلا از اول تا شانزدهم ژانويه با سن متوسط  255مشاهده شد. مجموع   ابتلا

بر اساس  .[15]انتقال انسان به انسان، در افرادي كه با يك واحد سلامت تماس داشتند، مشاهده شد

مورد قطعي آزمايشگاهي از آلودگي  2519 ، 2020تا ژانويه  2012سازمان جهاني بهداشت، ازآوريل 

عمدتا در عربستان سعودي رخ  مورد مرگ كه 866با  %34كرونا مرس گزارش شد، با نرخ مرگ و مير

 .[16](%1/37)مرگ و نرخ مرگ آوري 788مورد، شامل 2121) ه بودداد

 همه گیری جهانی بایك ویروس جدید  :21-سارس . کرونا1-3

شيوع يك عفونت ريه مرموز در شهر ووهان ايالت هوبي چين 2019در كمال ناباوري، در اواخر دسامبر ، 

 علت بيماري يك كروناويروس جديد بود كه در ابتدا توسط سازمان جهاني بهداشت   .[17]رخ داد

nCoV-2019 نام گرفت و اكنون توسط كميته بين المللي طبقه بندي ويروس ها(ICTV)  كرونا سارس

بهداشت بوده است كه سازمان جهاني 19-در نتيجه، چين مركز ظهور بيماري كوويد. [2]شودمي ناميده

هايي كه بهويروس كروناگاهي اوقات .[18]جهاني اعلام كرد گيريبه عنوان همه 2020آن را در مارچ 

 ويروستوانند تكامل يافته و انسان را بيمار كنند و به يك كنند ميطور معمول حيوانات را آلوده مي

 2ي اين كروناويروسهاي زونوتيكيدر نتيجه هاي مرگبار معمولاانساني جديد مبدل شوند و شيوع كرونا

شوند، هاي انساني مي مير بالا در جمعيت و اند و باعث عوارض و مرگكردهباشد كه از سد گونه عبور مي

مشخص شد اين افراد قبل  19 -مبتلايان كوويد اولين در .[19]2-سارس كوو ، مرس و  سارس مانند 

از بيماري، در معرض حيوانات وحشي در بازار عمده فروشي غذاهاي دريائي هوانان )ووهان چين( بوده 

بر اساس اين سناريو،  .شوندها، مارها و ديگر حيوانات مزرعه داد و ستد مياند، جائي كه پرندگان، خفاش

منشاء جانوري مبتلايان اوليه پيشنهاد شد. با اين حال به زودي انتقال انسان به انسان با ابتلاي موارد 

 2020. در ژانويه ،[20]در خانواده و افرادي كه به بازار هوانان نرفته بودند مشخص شد19 -متعدد كوويد

بيماري به سرعت در داخل و خارج ايالت هوبي و حتي در ديگر كشورها گسترش پيدا كرد. چنانچه در 

اين نكته حائز  .در سرتاسر جهان تائيد شد19 -مورد كوويد   2,114,269مجموع 2020آوريل ، 17

بوده  فرانسهدر اسپانيا، ايتاليا، آمريكا، آلمان و  (2,114,269/1,265,765موارد ) %60اهميت است كه 

                                                           
1 Severe Acute Respiratory Syndrome Corona Virus-2: SARS CoV-2 

2 Zoonotic 
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-1در جدول  .[21]كشور و در پنج قاره گزارش شده است 203در سطح بين الملل، موارد ابتلا در  .اند

 با هم مقايسه شده اند.  2مرس و سارس ،هاي سارس  ويروس كروناويژگي  1
 

 2-سارس ،سارس ،مرس کرونا  ویژگیمقایسه  .1-1جدول 

  سارسکرونا  مرس کرونا 2-کرونا سارس 

 (پاتوژن هابیماری زاها ) ويروس كرونا ويروس كرونا ويروس كرونا

 سال همه گیری 2004-2002 2012 2019

 ابتلای انسان به انسان بله بله بله

خستگي و سرفه هاي  ،تب 

 خشك

تنگي  ،ميالژي  ،سرفه  ،تب 

 نفس

تنگي نفس  ،سرفه هاي خشك  ،تب

نارسايي اعضاي بدن به  ،اسهال  ،

 خصوص در كليه ها و شوك عفوني

 م بالینیئعلا

 مبتلایان 2494 8437 564000000

 مرگ 858 813 6,370000

 دوره کمون روز 5 روز 2-7 روز 14-0

  *(R0)عدد تولید مثل  0,69 3 3
reproduction number  :R0* 

 

  کرونا هایویروس بندی. طبقه1-4

 رالسيوودو راسته ني نهيرخانواده كروناوي رزي دهيرمتعلق به خانواده كروناوي ويروس كرونا )ويروس تاجدار(

 ناي و همچنيتك رشته (RNA) داسي كنوكلئي بوهاي ريروسگروه وي نكه به عنوان بزرگترياست 

 .است  درصد 43تا  32از   نيتوز+ سينشناخته شده با محتواي گوانيRNA هاي روسژنوم وي نبزرگتري

 ويروس كروناي. ها استويروس جنس آلفا ، بتا ، گاما و دلتا كرونايرخانواده كروناويريده شامل چهارز

 عي شايهاروسجزء وي هاويروس كرونا شـناسايي شدند.1960بار در اواسط دهه  نانسانـي بـراي اولـي

 .[4]آن را دارند هعلي پادتن نچي تدرصد از جمعي 60تا  30كه  طوريه ب .باشندمي

تحت جنس  ،مرتبط با سندرم فوق حاد تنفسي ويروس كرونابه گونه متعلق  2-سارس كوو روسيو

 ناي .[4]است نهيرتحت خانواده ارتوكروناوي روس،جنس بتا كروناوي روس،ساربكوويمطالعات تكاملي 

خوار مورچه وي( ندر خفاش )خفاش نعل بي شدهي شناساييهاروسي با كروناويكشباهت نزدي روسوي

هاي قابل توجهي با عضي نواحي، شباهتژنوم كروناويروس جديد در ب .[22]( داردندار )پانگوليپولك

 دهدنشان مي 2-سارس كوو يكي ژنتيابيو توالي تحليلژنوم كروناويروس هاي قبلي دارد. به عنوان مثال: 

با   %79و    (bat SARS-like coronavirus)خفاش هايويروس كرونااز كل ژنوم آن با  %96تا  85كه 

 ناي ،يدمطالعات نشان دادند در سطح نوكلئوتي .[23]دتشابه دار كووبا مرس  %52حدود و  كوو -سارس

. [22]داردسارس شباهت  روسوي (كاسپاي)سنبله  ندرصد با توالي ژن پروتئي 72حدود  روسوي

در  سارس كوو روسي ويدها نشان دادند از نظر توالي نوكلئوتيشده در خفاششناخته كرونا يهاروسوي
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 85حدود  (RBD) رندهاتصال به گي ندُمي هدرصد و در ناحي 96حدود  (RaTG13) ينخفاش نعل بي

درصد شباهت  2،70-سارس كوو روسدر وي S1 ژن .شباهت دارد 19 دي كوويماربي روسدرصد با وي

  .[24]بتاكرونا دارد روستوالي با وي

 :ي ژنومي متفاوت است. به عنوان مثالدي كليهايژگوي شباهت ها از نظر ناي غمريعل

بازي است  نهيدآمدر محل شكاف حاوي چهار اسي 2-سارس كوو روسوي (S) كاسپاي اژن سنبله ي• 

 .نقش مهمي دارد روسيي ويزايماركه در بي

 دپروتئين در كرونا ويروس جديدر كروناويروس سارس وجود دارد. در حالي كه اين  a8 پروتئين •

 .وجود ندارد 2-كوو-سارس

باشد، در حالي كه طول اين پروتئين اسيد آمينه مي 84در كروناويروس سارس داراي   b8 پروتئين• 

 .اي مي باشداسيد آمينه 121بلندتر و  2-كوو-در كروناويروس جديد سارس

اسيد آمينه دارد، حال آنكه طول اين پروتئين  154در كروناويروس سارس طولي برابر با  b3پروتئين  •

 .[25, 22](2-1راي است )تصوياسيد آمينه 22كوتاهتر و  2-كوو-در كروناويروس جديد سارس

 ملکولی ویروس 1زیست شناسی .1-5

ه پوشش ويروس ب شكل هاي ميخيدر لاتين به معناي تاج است و اين نام به دليل وجود طرح "کرونا"

. بنايراين ميتوان شودتاج نمايان مي تصويرآن نسبت داده شده است كه در زير ميكروسكوپ الكتروني به 

هـا، كـروي، بيضـي يـا پلئومـورف هسـتند كـه ويروس اين .لف(ا 1-1تصوير) آن را ويروس تاجدار ناميد

 با  هاي پوشش دارجزء ويروس 2-سارس كوو ويروس نانومتـر اسـت 140تـا  60قطـر آنهـا در حـدود 

متعلق با منشا جانوري مثبت  با قطبيت تك رشته ايژنوم  و دارايژنومي از نوع ريبو نوكلوئيك اسيد 

 .[26]باشندمي نيدوويروس ها دسته و  كروناويريده به خانواده

     2هاي زيرژنومي   ازپيچيده اي ها براي ساخت مجموعهبه معني لانه است و به توانايي ويروس "نیدو" 

mRNA  نوكلئوتيد 88129ژنوم ويروس  اندازه  .[26]اشاره دارد MN908947) no. Bank Gene( است 

-ويروسRNA جزء بزرگترين  كند. ژنوم اين ويروسمي (كدگذاريجاي گذاري ) مينه را اسيدآ 9860 كه

يازده چارچوب خواندن  و 3َ  ،5در انتهاي َ   (UTR)3ژنوم ويروس از دو ناحيه ترجمه نشده .ها مي باشند

س سار ويروس ژنومرايش آ .[27]پروتئين را به رمز در ميآورند 27شده است كه تشكيل  (ORF)4باز

 نشان داده شده است. 1-2تصوير در 2-كوو

                                                           
1 Biology 
2 subgenomic 
3 untranslated region; UTR 
4 Open Reading Frame; ORF 
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 پروتئينتشكيل شده است و دو پلي ORF1bو  ORF1aازهمپوشاني دو چارچوب خوانش  1ژن رپليكاز

 2129شامل orf1ab (GeneID:43740578) ژن كنند. را كد مي pp1aو  نوكلئوتيدpp1ab (7096 )بزرگ

اندازه ژن ژنوم قرار دارد  5 'انتهاي  شود و دررا شامل مي  ويروســي  RNAدو سـوم  نوكلئوتيد است و

 )NSP .كندرا كد مي  )NSP( 2غيرساختارياست و شانزده پروتئين   Kb 21بيش از  طولاني  رپليكاز

شود. در كنار اين ژن، چهارده پروتئين غيرساختاري ترجمه مي pp1ab پروتئينصورت پليكه به (16<-1

  .[28]شوندنيز كد مي (NS 3a->14) هاي تحت ژنوميmRNA توسط

شود. ريبوزوم در سلول منجر به مهار ترجمه در سلول ميزبان مي S40با اتصال به زيرواحد  nsp1 وتئينپر

نهايت  هاي ميزبان و در mRNAدر UTR 5’اين كمپلكس سبب القاي شكاف اندونوكلئوليتيك ناحيه

   ناحيهكننده انتهايي در ويروسي به دليل وجود توالي هدايت هاي mRNA. شودها ميموجب تجزيه آن

 ينشوند. با سركوب بيان ژن در سلول ميزبان، پروتئدر برابر اين شكاف اندونوكلئوليتيك محافظت مي 5 '

nsp1كندمبتلا و فرار از پاسخ سيستم ايمني ميزبان را تسهيل ميهاي هاي ويروسي در سلول، بيان ژن .

 PHB2 و PHB 3هايها با واكنش بين مولكولدر تنظيم مسير انتقال پيام بقاي سلول nsp2 پروتئين

ميزبان نقش دارد. اين دو پروتئين نقش كليدي در پايداري عملكرد ميتوكندري و حفظ سلول از 

ها نقش دارد. در كنار پروتئيندر پلي N در شكاف توالي انتهايي nsp3 پروتئين. كنندها ايفا مياسترس

است كه در مهار پاسخ ايمني نقش دارد و   4ديوبيكوئيتينه داراي فعاليت PRO-PL اين پروتئين،

در سوبستراهاي سلولي را هدف قرار  48و ليزين  63ليزين  به ئيتينيوبيكوهاي متصل پليزنجيره

هاي دوغشايي ضروري براي تكثير در تشكيل وزيكول nsp4 اين پروتئين به همراه پروتئين. دهدمي

با بلوكه كردن فسفوريلاسيون، ديمريزاسيون و انتقال بين جايگاهي  nsp3 ويروس نيز نقش دارد. پروتئين

مهار انتقال شود. اين پروتئين در از ايمني ذاتي مي 1ها، سبب مهار القاي اينترفرون تيپ هسته سلول

وجود دارد كه فقط در   SUD  توالي دُمين nsp3 در ناحيه ژن كدكننده .نقش دارد B-kappa-NF پيام

مرگ سلولي در مهار انتقال پيام  mRNA G4 شود كه با اتصال بهسارس ديده مي نوع كرونا هايويروس

  .[31-29]دها نقش دارو بقاي سلول (آپوپتوز)

سوبستراهاي  . در يازده ناحيه نقش دارد رپليكاز پروتئينپلي C در شكاف توالي انتهايي 3CL پروتئيناز

 هستند. اين پروتئين همچنين  SGACN-|-Q][-[ILMVF] شده براي اين پروتئين حاوي تواليشناخته

در القاي اوليه اتوفاگوزوم شبكه آندوپلاسمي ميزبان و  nsp6 پروتئين.شودنيز متصل مي ADRP5 به

 .دارها نقش دها و تسهيل در انتقال اجزاي ويروسي به ليزوزوماين فاگوزوم گسترشسپس محدود كردن 

دهد كه به عنوان يك پريماز در تكثير ويروس يك هگزا دكامر تشكيل مي nsp8با پروتئين nsp7 پروتئين

 .در تكثير ويروس نقش دارد ssRNA6 نيز به عنوان پروتئين اتصالي به   nsp9ينپروتئ .نقش دارد

                                                           
1 replicase 

2 Nonstructural proteins;nsp 
3 prohibitin;PHB 

4 deubiquitinating 
5 Adipocyte differentiation-related protein; ADRP 
6 Single-stranded RNA; ssRNA 



9 
 

متيل -O-’2و  nsp14 اگزوريبونوكلئازي پروتئين 5'-3'هاي سازي فعاليتزمانبا هم  nsp10 پروتئين

 نقش حياتي در سيستم ترجمه ويروس دارد. اين پروتئين در متيلاسيون  nsp16 ترانسفراز پروتئين

Cap توالي mRNAپروتئين .هاي ويروسي نقش دارد RdRp يا nsp12 همراه با كوفاكتورهاي nsp7 و 

nsp8 در تكثير و ترجمه ژنوم RNA يك پروتئين چندعملكردي با  پروتئين هليكاز .ويروس نقش دارد

 ناحيهاز  DNA و RNA است. اين پروتئين در باز كردن مارپيچ دوگانه N دُمين اتصالي در ناحيه انتهايي

  .[31-29]نقش دارد. فعاليت پروتئين هليكاز وابسته به يون منيزيم است 3 'ه ب 5'

پروتئين ساختماني شامل پروتئين  چهار سوم باقيمانده ژنوم يكژنوم،  3'از سوي ديگر در انتهاي 

و هشت  (N) نوكلئوكپسيد پروتئين ، (M)پروتئين غشايي  ، (E) پروتئين پوششي ، (S)سطحي اسپايك 

 (S)سنبله  )الف( گليكوپروتئين  .شودكد مي 9b ،8b ،7b ،7a ،p6 ،3b ،3aو orf14پروتئين فرعي شامل 

ا يك اصلي ويروس رپادكنبزرگ سطح ميشوند و صورت تريمر بوده و نقش  هايكه شامل برجستگي،

دارد. )ب( فسفوپروتئين  و همچنين قابليت اتصال به گيرنده سطح سلول را به عهده داشته

گليكوپروتئين ج() نتز و ترجمه آن را برعهده دارد. س ، RNAبه كه نقش اتصال (N)  نوكلئوكپسيدي

و كنار هم  (مورفوژنزريخت زايي )در  ،كه به صورت سه تايي پوشاننده غشاء ويروس است (M)غشايي

د( گليكوپروتئين پوششي ). كندزني ويروس نقش مهمي ايفا ميقرار گرفتن اجزاي مختلف و جوانه

اين پروتئين به عنوان  .كندهاي يوني عمل ميعنوان كاناله به صورت پنتامريك به ك (E)كوچك

در القاي  كند. اين پروتئينها را فراهم ميويروپورين با منافذ پنتامري ليپيدي پروتئيني امكان عبور يون

 .[33, 32] ب(1-1تصوير) نقش دارد )مرگ برنامه ريزي شده سلول(آپوپتوز

 هاي آستيل استراز و همعلاوه بر موارد فوق داراي يك گليكوپروتئين اضافي با ويژگي 2-كوو سارس 

كروناويروسها پوشش خود .ها متفاوت استويروس كرونااست كه از اين جهت با ديگر   1آگلوتيناسيوني

لژي لاسمي و شبكه گشبكه آندوپ هاي واسطه مانندنوكلئوكپسيد به داخل غشا قسمتزدن با جوانه را

 .[33]دست ميآورد به

 

                                                           
1 Hemagglutinin esterase 
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 ، RNA ژنوم ،  N نوکلئوپروتئین ، Sگلیکوپروتئین  .2-سارس کوو از ساختار شمای کلیالف( .1-1 تصویر

تصویر میکروسکوپ الکترونی  ب( ، Biowikiبرگرفته از  E  و پروتئین پوششی M  پروتئین غشایی

 .کروی و تاج های روی آن است تصویرنشان دهنده  2-ویروس سارس کوو

 

 

 

و موقعیت قرار گیری هرکدام از چهارچوب های خوانش بر  2-ساختار ژنوم ویروس سارس کوو .2-1 تصویر

 روی آن
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 پلی پروتئین های رمزگذاری شدهو  2-ژن های سارس کوو.  2-1لجدو

طول ژن  ژن

 )نوکلئوتید(

طول پروتئین  پروتئین

 )اسیدآمینه(

 عملکرد

5’ UTR 265 بدون ترجمه -------- ------------------ 

Orf1ab 21290 Pp1a/pp1ab 7096/4405  كدگذاري شانزده پروتئين

 غيرساختاري

S 3822 S 1273  كدگذاري پروتئين ساختاري

 Sگليكوپروتئين 

Orf3a 828 Orf3a 275  يك پروتئين جانبي ويروس را

 رمزگذاري مي كند.

E 228 E 75 كدگذاري كپسول پروتئين 

M 669 M 222 كدگذاري پروتئين ماتريكس 

Orf6 186 Orf6 61  يك پروتئين جانبي ويروس را

 رمزگذاري مي كند.

Orf7a 366 Orf7a 121  يك پروتئين جانبي ويروس را

 رمزگذاري مي كند.

Orf7b 132 Orf7b 43  يك پروتئين جانبي ويروس را

 رمزگذاري مي كند.

Orf8 366 Orf8 121  يك پروتئين جانبي ويروس را

 رمزگذاري مي كند.

N 1260 N 419 كدگذاري پروتئين نوكلئوكپسيد 

Orf10 117 Orf10 38  يك پروتئين جانبي ويروس را

 رمزگذاري مي كند.

3’ UTR 229 بدون ترجمه ----------- ----------------------- 
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 2-کووزایی  سارس بیماری ساز و کار. 1-6

كند كه در سطح ويروس قرار دارد و نقش مهمي را كد مي سنبله ژنوم ويروس، گليكوپروتئين S ناحيه

 داراي دو زيرواحد سنبله گليكوپروتئين.كندزايي ويروس بازي ميدر اتصال ويروس به ميزبان و بيماري

S1براي اتصال به گيرنده و پروتئين S2 پوشش ويروس با غشاي سلول ميزبان است.  1جوشيبراي  هم

 در محل اتصال زيرواحد  (PRRA)در محل شكاف فورين داراي چند اسيدآمينه بازي S گليكوپروتئين

 S1 وS2 دهد. پروتئينزايي ويروس را افزايش مياست كه عفونتS1  2داراي دُمين اتصال به گيرنده           

(RBD) كه در اتصال به گيرنده استhACE23 دهد و اجازه ميويروس به سلول ميزبان نقش دارد  و ورود

سبب القاي تغييرات ساختاري و  متصل شود ACE2از   (PD) 4قسمت پپتيداز مستقيما به  2-كووسارس

 شودمي S گليكوپروتئين

سبب ورود ويروس   5(TMPRSS2) 2در ريه انسان با استفاده از پروتئاز بين غشايي سرين اين پروتئين 

 سبب فعاليت پپتيد فيوژن CatB/L توسط كاتپسين S شود. پروتئوليز گليكوپروتئينهاي ريه ميبه سلول

S2 پــس از همجوشــي  ..[36-34, 24]شودها ميو فعال شدن ادغام غشايي ويروس درون اندوزوم

بــدون   RNAشــود وژنــوم ويروســي در سيتوپلاســم ســلول ميزبــان آزاد مي  RNAغشــايي،

 و pp1a پروتئيــنپلي دو .[37]كنــدميرا ترجمــه  pp1ab و pp1a پروتئيــنپوشــش، دو پلي

 pp1ab، 6رونويسـي-هــاي غيرســاختاري را رمزگــذاري كـرده و كمپلكـس همانندسازيپروتئين 

(RTC) هدر ادامـ .ددهندو غشـايي تشـكيل ميرا درون يـك وزيكـولRTC  اي ازمجموعـه RNA هـاي

هـاي سـاختاري را رمزگـذاري كرده، تكثيـر و رونويسـي هـاي جانبـي و پروتئينرا كـه پروتئين پيچيده

هـاي تـازه تشـكيل   RNA   ي آندوپلاسـميك رتيكولـوم و جسـم گلـژي؛ي شـبكهبـه واسـطه.كنـدمي

آوري شــده و هــاي پوشــش ويــروس جمــعنوكلئوكپســيد و گليكوپروتئينهــاي شــده، پروتئين

هــاي حــاوي ويـروس بــا غشـاي دهنــد. سـرانجام، وزيكولهــاي ذره ويروسـي را تشـكيل ميجوانه

صورت  ها بهآنجايي كه كروناويروس از. (3-1تصوير) دشـوند تـا ويـروس آزاد شوپلاسـمايي تركيـب مي

هاي جهش شوند تا پايششدت از اين جهت  رو بيماران بايد بهشوند از اين توانند دچار جهشبالقوه مي

 . [41-38]شوندشناسايي  ACE2 به RBDاحتمالي مهم در جهت افزايش تمايل اتصال 

                                                           
1 Fusion 
2 Receptor Binding Domain; RBD 
3  Human angiotensin-converting enzyme 2; ACE2 
4 peptidase domain; PD 
5 Transmembrane protease serine 2; TMPRSS2 
6 replication/transcription complex; RTC 
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  RNA،2-پــس از همجوشــي غشــايي سارس كوو .در سلول میزبان 2-سارس کوو  چرخه زندگی .3-1 تصویر

 پروتئيــنبــدون پوشــش، دو پلي  RNAشــود وژنــوم ويروســي در سيتوپلاســم ســلول ميزبــان آزاد مي

pp1a و pp1ab هــاي غيرســاختاري را رمزگــذاري كـرده و كمپلكـس ، پروتئين كه  كنــدرا ترجمــه مي

-هـاي پيچيده را كـه پروتئينRNA اي ازمجموعـه  RTCدهند. در ادامـهتشـكيل مي را   1رونويسـي-نندسازيهما

ي ي شـبكهبـه واسـطه .كنـدهـاي سـاختاري را رمزگـذاري كرده، تكثيـر و رونويسـي ميهـاي جانبـي و پروتئين

هــاي نوكلئوكپســيد و ل شــده، پروتئينهـاي تـازه تشـكيRNA آندوپلاسـميك رتيكولـوم و جسـم گلـژي؛

دهنــد. هــاي ذره ويروسـي را تشـكيل ميآوري شــده و جوانههــاي پوشــش ويــروس جمــعگليكوپروتئين

 .شـوند تـا ويـروس آزاد شودهــاي حــاوي ويـروس بــا غشـاي پلاسـمايي تركيـب ميسـرانجام، وزيكول

 

 زایی: مسئول بیماریاسپایكسنبله یا  نپروتئی. 7-1
ويروس  سنبلهپروتئين   .كندمي نقش مهمي را در قدرت بيماريزايي ويروس ايفا (S) سنبله پروتئين

گليكوپروتئين هاي ويروسي تعلق  1به كلاس  Sاست پروتئين شكل يك تريمر بزرگ و ميخك  ،ها كرونا

ويروس ابولا و پاراميكسو ويروس  ،HIV 160 انسانشامل ويروس آنفلوانزا، ويروس نقص ايمني كه  دارد

نيز هست و با اتصال به گيرنده ميزبان و تغييرات كانفورماسيوني الحاق غشاي ويروس با سلول را هنگام 

 ايفا 2-كوونقش مهمي را در قدرت بيماريزايي ويروس سارس S پروتئين . [42]كنندورود تقويت مي

                                                           
1 replication/transcription complex; RTC 
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 فرار از سيستم ايمني و اختصاصي گونه گليكوپروتئين يك جزء مهم ويروس در بيماريزايي، كند. اينمي

 1273از يك تركيب پيش ساز گليكو پروتئيني ) كه است دالتون كيلو S 180-200 پروتئين سايز . است

هاي آن در سطح خارجي انتهاي آمين و همچنين بيشتر پروتئين  ساخته شده  است.  اسيد آمينه(

 N( در بخش 12-1)اسيد آمينه يك سيگنال پپتيد ازسنبله  نباشند. پروتئيلول و يا ويروس ميس

  واحد زير .است شده تشكيل S2 (686-1273) زيرواحد و S1 (685-14)  زيرواحد ، پروتئينترمينال 

S1 دومين يك شامل N (305-14) ترمينال، RBD(319-541) همچنين و باشد مي FP (788-806)، 

HR1 (912-984) ، HR2 (1163-1237) ، قطعه دومين و (1237-1213) غشايي گذر قطعه  دومين 

 .[45-43] (4-1تصوير) دهندمي تشكيل را S2 زيرواحد (1273-1237) سيتوپلاسمي غشايي گذر

 

 
 2-سارس کوو سنبلهزیرواحدهای تشکیل دهنده پروتئین  .4-1تصویر

 

سلول ميزبان را  و ورود به (فيوژنهمجوشي )،  نقش مهمي در  اتصال ويروسي ، سنبلهگليكو پروتئين  

 مثل روتئازهاييپ بوسيله ميتواند كو سارس سنبله پروتئين ، ها كروناويروس ديگر به شبيه كند.بازي مي

  S1 زير واحد .]96[شود تقسيم S2 و S1 مشخص زيرواحد دو به Xa فاكتور و L كاتپسين ، تريپسين

  (RBD) هو دومين اتصال گيرند (NTD) 1ترمينال N ( داراي دو حوزه عملكردي است: دومين17-756)

حفاظت شده  ويروس كرونااست و در ميان اكثر سويه هاي  (RBM) 2كه داراي موتيف اتصال گيرنده

ها كه تن هاي قندي است،متصل شدن شدن به قند و گيرنده مسئول S1در زيرواحد NTD .[46]است

را  CEACAM1  كه گيرنده پروتئيني  استMHV5   ويروس بتاكرونا NTD استثناي شناخته شده آن

 گيرنده به اتصالي موتيف داراي كه است RBD (318-510) ناحيه اين در ديگر بخش كند.شناسايي مي

 يزبانم سلول درون به ويروس ورود ساز زمينه و شده متصل ميزبان گيرنده به مستقيم طور به و بوده

كه باعث تسهيل اتصال ويروس  HR)(( شامل دو ناحيه تكراري757-1225) S2زيرواحد  .[47]شودمي

كه مثل لنگر روي 1227و  1189شود و دومين ناقل غشايي كه مابين اسيدآمينه هاي به گيرنده مي

 3الحاقشيبه نامهاي پ (كانفورماسيونساختار فضايي )داراي دو  Sوتئين پر.گيردويروس قرار مي ششپو

كند مي حفظرا  Sالحاق پروتئين پيش ساختار فضايي با ساختار خود   S1 است. زير واحد  4الحاقو پس

قرار دارد فعال شود. پپتيد الحاق در S2  زيرواحددهد كه ماشين الحاق غشايي كه در و اجازه نمي

دارد و به عنوان يك  قرارS2   رشاز جايگاه بN كروناويروس در پايين دست انتهاي  Sهاي پروتئين
                                                           
1 N -Terminal Domain; NTD 
2 Receptor-Binding Motif; RBM 
3 Prefusion conformation 
4 Postfusion conformation 
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پپتيد الحاق يك مارپيچ كوتاه و يك حلقه را تشكيل داده،  آيد. اينپپتيد الحاق داخلي به حساب مي

 برش توسط .[48]شوندپنهان مي الحاق آبگريز بوده كه در داخل ساختار پيشهاي آن اكثر باقيمانده كه

آغازگر فعال شدن ماشين S2 جايگاه  و برش درS پروتئين S1/S2   پروتئازهاي ميزبان در جايگاه برش 

 ساختار فضاييگذر  شود و اينالحاق مي الحاق به پس از وهله پيش ساختار فضايي و گذرS2 الحاق 

 ،1APN پروتئين هاي تشخيص گيرنده مسئول RBD .شودمي الحاق غشاي ويروس و ميزبان را باعث

 ACE2 2 وDPP4  .ميتواند 2-كوو سارس براي انساني گيرنده كه است داده نشان مختلف مطالعاتاست 

 طريق از نيز سارس بيماري عامل چونهم كرونا ويروس ديگر. باشد (ACE2) 2-آنزيم مبدل آنژيوتانسين

ممكن است  NTDهاي پروتئيني، درمورد تشخيص گيرنده . شودمي ميزبان سلول وارد ،ACE2 گيرنده

هاي قندي خاص، اتصال اوليه ويروس به سطح سلول را تسهيل كند. بنابراين ميانكنش مولكولبا شناخت 

ش بر .[51-49]ها استCoV يك عامل كليدي تعيين كننده گرايش بافت و طيف ميزبان S1 گيرنده 

 ايجاد ويروس هنگام خروج ويروسي در مسير اگزوسيتوز باعثفورين در  توسط پروتئازS1/S2  در محل

  برش خورده بعد از اتصال به گيرندهS ويروس با پروتئين  شود، اين نوعبرش خورده ميS با پروتئين 

ACE2نتيجه جايگاه در .كندشان تغيير ميكانفورماسيونسريعتر  S2 معرض پروتئازهاي در

به دنبال آن تغييرات  .گيردميقرار) غشا يا نزديكي آن استروي  در كه TMPRSS2مانند(ميزبان

 الحاق پوشش ويروس و غشاي سيتوپلاسمي مي شوند و ژنگان كانفورماسيوني اتفاق ميافتد كه منجر به

اينكه چگونه اين فرايندهاي برشي  .3(ورود پيشرس) شودويروس به طور مستقيم در سيتوپلاسم آزاد مي

گيرنده مربوطه  بهS1 كند به اين صورت است كه پس از اتصال زيرواحد مي فراهمامكان الحاق غشايي را 

شود. در نتيجه محدوديت هاي تحميل جدا مي S1واحد  و بريده شدن جايگاه هاي برشي پروتئين، زير

شود. زيرواحد به عنوان ماشين الحاق غشايي، برداشته و ساختاري باز ايجاد ميS2  روي زيرواحد شده بر

 2S و كروي در وسط 5اي شكلگيرد كه ساختاري ميلهمي 4يك ساختار دمبلي شكل در اين حالت  

اي ساختار ميله ود.شو ايجاد اين ساختار باعث الحاق غشايي مي در هر دو انتها ديده مي شود 6شكل

 ، يل شده استكشت HR2 و HR1دارد كه توسط بخشهاي  7شكل ساختاري از دسته مارپيچ شش تايي

پيپتيد  HR1 تاN  در حالي كه ساختار كروي شكل تشكيل شده در هر دو انتها مربوط به ناحيه انتهاي 

است. سه تا پپتيد الحاق  S2زيرواحد   HR2و  HR1هاي الحاق در اين ناحيه است و ناحيه بين بخش

خاطر  مدفون بودند بهS الحاق پروتئين قرار دارند و قبلا در كانفورماسيون پيش HR1 تاN  كه از انتهاي

شوند و به هم متصل مي گرفتهدر معرض قرار  Sالحاق پروتئين در كانفورماسيون پسS2 برش در جايگاه 

 .[51-49](5-1تصوير)گيرندجاي مي و در غشا

                                                           
1 Amino Peptidase N; APN 
2 dipeptidyl peptidase 4; DPP4 
3 Early entry 
4 Structure dumbbell-shaped 
5 Rod-like structure 
6 Globular structure 
7 Six helix -bundle 
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به گيرنده مربوطه و  S1  پس از اتصال زيرواحدها، الف( مدل پیشنهاد شده برای ورود کروناویروس .5-1تصویر

-مي S2 زيرواحد ساختار شود و اين فرايند باعث تغييرجدا مي  S1 بريده شدن جايگاههاي برشي پروتئين، زير واحد

الحاق سالحاق و پتصوير ميكروسكوپ الكتروني از حالت پيش گردد كه اين تغيير عامل كليدي الحاق غشايي است. ب(

 ازسارس كوو

  RBD، گيرندهبا  RBDايجاد يك كمپلكس مي نمايد. در فرايند ميانكنش  ACE2با  RBD كلي طور به 

مي شود و  ACE2به  RBDمتصل شده و باعث اتصال حلقه اصلي   ACE2پروتئيناز به انتهاي آميني

. [52]شودگفته مي )424-496)اسيدآمينه  RBMگردد. به اين ناحيه بدين ترتيب اتصال كامل ايجاد مي

 ،هستند ACE2كه در تماس مستقيم با  RBMرزيدو از  14غني از تيروزين است. از بين  RBM حيهنا

داراي  RBDاسيد آمينه تيروزين است كه داراي گروه هيدروكسيل و حلقه هيدروفوبي است. ناحيه  6

دو رزيدوي ويژه   . انديوندهاي دي سولفيدي بهم متصل شدهچند رزيدوي سيستئيني است كه توسط پ

 RBDتغيير حتي يك رزيدو در . كندپيشرفت بيماري سارس كوو را تعيين مي 487و  479در جايگاه 

انساني سارس كو ACE2 است باعث افزايش تمايل اتصالي  ACE2كه مسئول اتصال به دومين پپتيداز 

كه  S2در حالي كه زير واحد   .شودرت  و تسهيل در انتقال آن مي ،موش ،ها از حيوانات شامل خفاش 

S2  غشايي است، ماشين الحاق S بخش غشايي پروتئين
الحاق غشا ويروس با غشاي ميزبان را براي  

  )HR(22 و 1 ، تكرار هپتاد (FP)1شامل چند بخش از جمله:  پروتئين همجوشيميدهد و  تشكيل

كند . كه نقشي را تحريك مي S2تغييرات ساختاري  ACE2به گيرنده  RBDاتصال  .(6-1تصوير)باشدمي

بين پوشش ليپيدي ويروسي و غشاي سلول ميزبان( ويروس  درهم آميختگياساسي در مونتاژ و ورود )

جهش ندارد و با اتصال  501آسپارژين  دهنشان دا RBD مطالعات درباره جهش در توالي .[54, 53]ددار

شود و اين مي hACE2گيرندهبه  RBD پايداري اتصالتوسط پيوند هيدروژني سبب  41تيروزين  به

ها، مطالعات كنار اين اي برخوردار است. درهاي چندگانه اتصال از عملكرد پيچيدهناحيه به دليل حالت

آلانين ،  456آلانين ، فنيل آلانين 455، لوسين487،  ترئونين 479آسپارژين  هاينشان دادند جهش

 .[56, 55]خواهند شد hACE2 اتصال ضعيف به گيرنده، سبب  آلانين 493گلوتامين 

                                                           
1 Fusion Peptide; FP 
2 Heptad Repeat; HR 
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به کمك   ACE2با گیرنده   2سارس کوو  Sمولکولی واکنش پروتئین  ساز و کارالف(  .6-1 صویرت

TMPRSS2 )عامل ویروس کرونادر  سنبلهتصویری شماتیك از دو زیر واحد ساختاری پروتئین سطحی ب 

که به رنگ سبز و بنفش نمایش داده شده است. موتیف اتصالی به گیرنده به  2کوو -بیماری سارس و سارس

 .صورت زرد رنگ نشان داده شده است

 ACE2 گیرنده. 8-1
  ACE2ابتدا پيش ساز  ر بدند .دارد نقش آنژيوتانسين سيستم در كه است روي زمتالوپروتئا يك

 طشود. پروتئين آنژيوتانسينوژن توسكبد ساخته و در خون آزاد مي آنژيوتانسينوژن توسطهورمون يعني 

   سين، توسط آنزيم مبدل آنژيوتان1 شود و آنژيوتانسينهورمون رنين به آنژيوتانسين يك، تبديل مي

(ACE) عروقي است و هم از شود كه هم يك عامل قوي انقباضتبديل مي 2 آنژيوتانسين در ريه به 

 2بنابراين عملكرد نهايي هورمون آنژيوتانسين  .شودسديم مي راهكارهاي مختلف موجب احتباس آب و

ها، رگهاي خوني، خارجي( سلولهاي ريه كه به سطح بيروني )غشاءACE2افزايش فشار خون است. آنزيم 

موجب  1-7آنژيوتانسين  به 2شود از طريق تجزيه و تبديل آنژيوتانسين متصل مي ها و رودهقلب، كليه

يك ACE2  آنزيم .[57]نامندمي hACE2 اين آنزيم را به اختصار  كاهش فشار خون ميگردد. نوع انساني

در سطح سلولهاي ريه و  است، دومـين فعال آن با فعاليت كربوكسي پپتيداز  گذر غشايي پروتئين تك

كه  1تواند توسط آنزيم ديگري به نام شدازمي ، ACE2خارج سلولي  ساير بافتها آشكار است. دومـين

آن تجزيه و جدا شده و پروتئين حاصل كه محلول  كننده است از دومين تراغشايي نوعي آنزيم تجزيه

همانطوركه قبلا اشاره شد دومين  .[58]دشوميو از طريق ادرار دفع  ريزدبه خون مي در آب است،

، سارس 2-سارس كوو نظير هاويروس كرونانقطه ورود برخي از انواع  ،2خارجي آنزيم مبدل آنژيوتانسين 

 باACE2  اتصال دومين خارجيي چگونگ 1-7 تصويردن است، ه سلولهاي بب HCoV-NL63و كوو 

                                                           
1 Sheddase  
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در سلول، در  ACE2سطح آنزيم  كاهشرود كه دهد. گمان مينشان مي را Sپروتئين  RBD  دومين

دادن سطح  با افزايش ACE2كننده باشد. اما از طرفي ديگر، وجود آنزيم  نبرد با عفونت ويروسي كمك

كند. علاوه بر اينها، بر اين ويروس، محافظت مي ماده گشادكننده، سلولهاي ريوي را از آسيب ناشي از

شود سبب ميACE2  تعامل خارهاي روي ويروس با آنزيمها، انجام شده بر روي موش اساس مطالعات

مطالعه بر روي بيماران   .[59]ها بيشتر شودآسيب وارده به ريه كه سطح اين آنزيم در سلول افت كند و

نشان داده است. براي مثال  ACE2را در ارتباط با آنزيم  يافته هاي جالبي19-مبتلا به بيماري كوويد

شود كه ريه با افزايش سن زياد مي در سلولهاي ACE2مطالعات نشان داده است كه بيان گيرنده  اين

مسن به  عدم ابتلاي جدي كودكان به بيماري كرونا و ابتلاي شديد افراد برتواند توجيهي اين امر مي

ها در ويروس اينS پروتئين RDB مولكولي نشان داده است كه دومين   مطالعات .اين بيماري باشد

براي مثال ويروس . شوند متصل مي ACE2گيرنده  آمينه مختلفي به هاي مختلف با اسيدهايگونه

گلوتامين  ،486فنيل آلانين   ، 455 لوسينبه كمك اسيدهاي آمينه  RBD در ناحيه   2-سارس كوو

شود و انساني متصل ميسلول  ACE2   به گيرنده 505تيروزين   ،501آسپارژين  ،494سرين  ، 493

گلوتامين  انسان نقش مهمي داشته و بهACE2  گيرنده در 31در اين اتصال اسيدآمينه ليزين 

 . [59]شودمتصل مي  Sپروتئين 493

 

 
)قرمز( به دومین RBM توسط موتیف  2-ویروس سارس کوو Sپروتئین  RBDاتصال دومین  . 7-1 تصویر

 ACE2خارج سلولی آنزیم 

 

براي  N ( (APNآنزيم هاي سطح سلولي از جمله آمينوپپتيدازHCoVs هاي سلولي براي برخي ازگيرنده

 و  HCoV-NL63براي كروناويروسهاي  (ACE2) 2آنژيوتانسين آنزيم مبدل ،  HCoV 229Eكروناويروس 

-سارس كووست. ويروس مرس اكروناويروس  براي (DPP4) 4آنزيم دي پپتيديل پپتيداز سارس كوو و

به عنوان گيرنده سلولي استفاده  ACE2 راي ورود به سلول ميزبان ازسارس كوو بمشابه ويروس  هم 2

 .[59]كندمي
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 ACE2  بيانگـر يـك مسـير بالقـوه در سيسـتم گـوارش و  اسـت كـهيــك مولكــول ســطحي

كـه در دسـتگاه تنفسـي تحتانـي انسـان  ACE2 اسـت. 2-كوو سارس ويـروسسيسـتم تنفسـي بـراي 

شـود و تنظيـم انتقـال مي شناخته 2-سارس كوو بـرايعنـوان گيرنـده سـلولي  شـود، بهيافـت مي

 .[60]داردهـاي متقابـل و انسـان بـه انسـان را برعهـده  گونه

 ACE2و روده نيز بيان  و در كليه، رگ هاي خوني سلول هاي اپي تليال ريه و قلب به مقدار زياد در

لار اپي تليال تيپ سلول هاي آلوئو درACE2  از بيان پروتئين  %83نشان داده شده است كه  .مي گردد

ي ياهده گيرن سلول ها به عنوان ميزبان براي تهاجم ويروسي هستند كه كند ايناست كه پيشنهاد مي 2

ريه ها از ارگان هاي اصلي . ويروس ها به ريه مي باشد براي ورود هم انتقال دهندهبا تمايل بالا بوده و 

اندامهاي ديگري چون سيستم عصبي  اما.  تحت تاثير قرار مي گيرند19 -كه به وسيله كوويد هستند

يرنده گتوانند تحت تاثير قرار بگيرند. گزارش شده كه مي همعده و قلب م ،روده ،كبد ،كليه  ، مركزي

شناسايي شده اند كه آنها را  هاكنند كه بر روي سلولهاي گليال و نورونرا بيان ميACE2  مغز، هاي

 . [60]كندمي19-بالقوه اي براي كوويدهدف 

علاوه . در نورون هاي موش ها نشان داده اند  را براي ايجاد مرگسارس كوو مطالعات گذشته توانايي 

بيماري عروق مغزي، انسداد مزمن ريوي، با صدمات قلبي نيز در ارتباط است  2-سارس كوو بر اين

هستند 19 -بيماري قلبي عروقي، فشارخون بالا، ديابت قندي، بدخيمي از ريسك فاكتورهاي مهم كوويد

 .[61]كنندتاكيد مي19 -كوويد در بيماري 1(كوموربيديتي هاچند ابتلايي)و يافته ها به نقش اساسي اين 

 است.نشان داده شده  ACE2هاي بيان كننده  اندام 8-1 تصويردر 

 

 

 ACE2 نمایش اندام های بیان کننده.1-8 تصویر

 

                                                           
1 Comorbidity 
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  1طوفان سایتوکاینی.9-1

شود. مي  AT22   توليد يشوافزا ACE2 بيان شود باعث كاهشمي متصل ACE2 گيرندهويروس به وقتي 

تليال هاي اپيهاي ريه و سلولهاي بدن به خصوص پنوموسيتاي از سلولطيف گستردهروي  گيرندهاين 

باعث افزايش نفوذپذيري عروق ريه شده و متعاقب اين  AT2 .[53]شوندمجاري هوايي بيان مي

 .[53]شودو آسيب مي 3تورم نفوذپذيري، ريه دچار

 ها، آسيب ديده و متعاقب اين آسيبها و آلوئولا، پنوموسيتهبا ورود ويروس به سلول ميزبان و تكثير آن

علاوه بر اين، ويروس با آلوده كردن  .شودمواجه مي مشكلا توليد سورفاكتانت و تبادل گاز در ريه ب

هاي دندريتيك ميزبان باعث فعال شدن ماكروفاژها و ديگر ژن و سلولكننده آنتيهاي عرضهسلول

آن  در نتيجهشود. هاي سيستم ايمني شده و يك واكنش شديد ايمني در بدن ايجاد ميسلول

 و (IFN-، IFN-g ، IL-1ß ، IL-6 ، IL-12 ، IL-8 ، IL-33 ، TNF-α ، TGF-ß)هاي پيش التهابي سايتوكاين

شوند و در حجم وسيع ترشح مي (CCL2 ، CCL3 ، CCL5 ، CXCL8 ، CXCL9 ، CXCL10) كموكاين

هاي سيستم ايمني التهابي باعث فراخواني سلول هايواسطهاين  .[62]گرددسبب طوفان سايتوكايني مي

اي هتليوم مجاري هوايي و سلولوي، اپيشوند. ماكروفاژهاي ريبه خصوص نوتروفيل به بافت ريه مي

ه هاي تنفسي هستند. در حالي كدندريتيك عناصر سلولي و كليدي دفاع ذاتي ميزبان در برابر عفونت

يوم قرار تلهاي دندريتيك به وفور در زير اپيماكروفاژهاي ريوي در سطح اپيتليال مجرا قرار دارند، سلول

 ويروس، بيماريزاييها را در ها در مجاري هوايي، نقش اين سلولولهاي استراتژيك سلدارند. اين مكان

 .[62]سازدمشخص مي

 ها شروع به توليدهايي مثل نوتروفيل و ماكروفاژ به محل آسيب، اين سلولبه محض فراخواني سلول

يال هاي اندوتلتليال و سلولهاي اپيهاي زيرين سلولكرده، كه سبب آسيب لايه آنزيم و مواد ترشحي

هاي انعقادي و پلاكت فعال شده و با مصرف فاكتورهاي انعقادي و آسيب اندوتليال سيستمشود. با مي

هاي دورتر مثل كليه و كبد ها، واكنش انعقاد منتشره درون عروقي رخ داده و خون رساني به بافتپلاكت

يه، ر كلهاي شديد بيماري شاهد نقص چند ارگاني مثل اختلال ديابد. به همين دليل در فرمكاهش مي

 .]131-129[كبد و... هستيم

 

 

 

 

 

 

 

                                                           
1 cytokine storm 
2 Angiotensin2; AT2 
3 Edem 
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تليال مجاري هوايي يا سلولهاي ويروس سلولهاي اپي .2-سارس کووتظاهرات بالینی سیستمیك  .9-1 تصویر

الگوهاي مولكولي مرتب  كند و باعث آسيب بافتي و آزاد شدنآلوده ميACE2 هايايمني را از طريق اتصال به گيرنده

-ايمني مي هاي التهابي توسط سلولهاي اپيتليال و سلولهايو همچنين توليد سايتوكين (DAMPs) با آسيب

اي از تظاهرات باليني، از اشكال آسيب وارد شده به سلولهاي اپيتليال و سلولهاي ايمني منجر به طيف گسترده.شود

ر بيمارستان دارند)پنوموني و التهاب تب، سرفه و ميالژي( تا اشكال متوسط كه نياز به بستري شدن د خفيف)مانند

و نارسايي چند عضوي ظاهر  DIC1 ، ARDSالريه، بيماري به صورت ذات  شود؛ در فرمهاي شديدموضعي( منجر مي

 شود .مي

 

                                                                                                                ایمونولوژی ویروس.1-10

 .مروری بر سیستم ایمنی ذاتی1-10-1

هاي روده منجر به ها و انتروسيتتليوم مجاري هوايي، پنوموسيتهايي مانند اپيورود ويروس به سلول

اوايل فرآيندها در اين .دشوهاي ايمني ذاتي ميتحريك پاسخهاي آلوده و تكثير ويروسي، تخريب سلول

 كشد.روز طول مي 5تقريباً  2-سارس كوو دوره نهفتگي

                                                           
1 Disseminated Intravascular Coagulation; DIC 
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(  PRRs)1هاي شناساگر الگوهاي ميزبان از طريق گيرندهابتدا توسط سلولدر  2-سارس كوو ژنوم

شود. شناسايي مي   RIG16 و NLRP34   ، MDA5 5 خصوص ها به NLR3 ،( 9،8،7،3ي)هاTLR2 مثل

دو    RNA،TLR3  كنند واي را شناسايي ميتك رشته  ،TLR8  RNA و TLR 7 مانند Toll هايگيرنده

و توليد  8kB-NF و  7IRFهايها باعث افزايش رونويسي ژنTLR .كندشناسايي مياي را رشته

ها از طرف ديگر باعث افزايش بيشتر بيان ژن TLR رساني پيامشوند. هاي ضد ويروسي مياينترفرون

نام دارد؛  9در نوعي مرگ سلولي كه پايروپتوزيس NLRP3شود.مي NLRP3 ها به خصوصNLR خانواده

 .[63]دارددخالت

NLRP3 هاي فعال اكسيژن و ساير پروتئين ها ،كمپلكس به همراه كلسيم داخل سلولي، گونه

 هايبا اثر بر سايتوكاين 1كنند. كاسپازرا فعال مي 111شكيل داده و كاسپازت 10اينفلامازوم

شود. اين مي 1ß-IL و IL-18 ها و تبديلشان بهباعث فعال شدن آن 1ß-pro IL و pro IL-18 التهابيپيش

 .[63](01-1تصويركنند)به بيرون نشت پيدا مي D مدياتورها در نهايت به واسطه منفذ گاسدرمين

 
 

                                                           
1 Pattern recognition receptors; PRRs 
2 Toll-like receptors; TLR 
3 NOD-like receptors; NLR 
4 NACHT ,LRR ,and PYD domains containing protein 3; NLRP3 
5  Melanoma differentiation-associated protein5; MDA 
6  Retinoic acid- inducible gene 1; RIG1 
7 Interferon-regulatory factors; IRF 
8 Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells; NF-kB 
9 Pyroptosis 
10Inflammasome  
11 Caspase-1 
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باعث نشت يون كلسيم SARS-CoV Eپروتئين . سارس کوو توسطNLRP3فعال شدن التهاب . 10-1 تصویر

جريان يون پتاسيم را از غشاي پلاسمايي به فضاهاي ORF3aشود؛ در حالي كه مي دخيره شده در گلژي به سيتوزول

حاصله كه توسط ميتوكندريهاي آسيب ROSدرون سلولها و  كند. اين عدم تعادل در غلظت يونيخارج سلولي القا مي

باعث ORF3a جريان يون پتاسيم،  شود. علاوه بر القايمي NLRP3شود، باعث فعالسازي التهاب ديده ايجاد مي

فعال  به طور مستقيم براي تحريك و.ORF8b  ميشودTRAF3به واسطه ASC سرهمبندي و يوبي كوييتينه شدن 

بر روي  Dكند. فعال شدن اين التهاب باعث ايجاد منافذ گاسدرمين از كانال يوني عمل مي NLRP3   شدن مستقل 

و هجوم مولكولهاي آب شده كه منجر به تورم و پارگي سلول و IL-18  و IL-1βباعث ترشح  شود وغشاي سلولي مي

 .شوديروپتوز ميادر نهايت پ

و  DIC تواند مسيرهاي منتهي بهكند و حتي ميمياي در بدن ايجاد پايروپتوزيس التهاب گسترده

هاي  IFN ، كه منجر به توليد kB-NF و  MyD88 پيام آوركوآگولاپاتي را تسهيل كند. مسيرهاي 

نيز فعال شده و با افزايش سطوح ( 1β-IL و IL ، α-TNF-6) شوندالتهابي ميهاي پيشو سايتوكين  I نوع

ها، الگوهاي مولكولي مرتبط با بينند. طي اين آسيبميزبان آسيب ميهاي ها، سلولاين سايتوكاين

، محتويات سلول، سيتوپلاسم و فسفوليپيدهاي اكسيد شده كه  ATP ، DNA مانند (DAMPs) 1آسيب

 .[64]كنندشوند. اين مواد به نوبه خود لوپ التهاب را تقويت مياند، آزاد ميبراي سيستم ايمني ناشناخته

هاي ويروس، در ژنهاي فعال شده به واسطه آنتي DC2 ها وهاي ايمني ذاتي از جمله مونوسيتسلول

هاي هاي ايمني اكتسابي و واكنشسلولژن به كنند. با عرضه آنتينهايت به غدد لنفاوي مهاجرت مي

 .[64]كننددرگيري با ويروس آماده ميرا براي  B و T هاي، سلول3مراكز زايگر

                                                           
1 Damage – associated molecular patterns; DAMPs 
2 Dendritic Cells; DC 
3 Germinal center 
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باشد. همان طور دخالت دارد پانوپتوزيس مي 2-سارس كوو نوع ديگري از مرگ سلولي كه در عفونت 

باعث توليد فراوان  2-سارس كوو هاي سيستم ايمني ذاتي در پاسخ بهها و پاسخپيامكه گفته شد 

 و متعاقب آن فعال شدن ϒ-IFN و α -TNFشود. به واسطه اثر هم افزايي التهابي ميهاي پيشسايتوكاين

فعال شده و باعث القاي نوعي مرگ سلولي وابسته به التهاب  8، كاسپاز  IRF1 2و  STAT1 1 رساني پيام

 واسطه كمپلكس پروتئيني پانوپتوزوم ايجادشوند كه اين نوع مرگ سلولي به به نام پانوپتوزيس مي

هاي مخرب و اضافي به شدت شود. به واسطه اين نوع مرگ سلولي لوپ التهاب و توليد سايتوكاينمي

-1 تصوير(شودتقويت شده و در نهايت منجر به التهاب سيستميك، نقص چند ارگاني و مرگ مي

11)[64]. 

 

 و IFN-ϒ و -α TNFبه واسطه اثر هم افزايي  .و رخداد پانوپتوزیس TNF  ، IFNy هم افزایی اثر . 11-1 تصویر

شوند . پانوپتوزيس مي  فعال شده و باعث القاي  8، كاسپاز  IRF1 4و  STAT1 3رساني  پياممتعاقب آن فعال شدن 

هاي مخرب و اضافي به شدت تقويت شده و در نهايت به واسطه اين نوع مرگ سلولي لوپ التهاب و توليد سايتوكاين

 .شودمنجر به التهاب سيستميك، نقص چند ارگاني و مرگ مي

 

                                                           
1 Signal Transducer and Activator of Trancription 1; STAT 
2 Interferon Regulatory Factor 1; IRF 
3 Signal Transducer and Activator of Trancription 1; STAT 
4 Interferon Regulatory Factor 1; IRF 
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ر ترشح كه ضد ويروس هستند دي 1هاي تيپ افتد اين است كه اينترفروناتفاقي كه در كوويد مي 

شود. اين موضوع سبب ايجاد فرصت تكثير و گسترش شوند و يا اين كه توليدشان دچار اختلال ميمي

 .[65]گرددويروس و تشديد بيماري مي

 

 یمنی)ا دیشد  2-مرتبط با عفونت سارس کوو یمنیا ستمیس می. اختلال در تنظ1-1-10-1

 یذات

هاي ايمني هماهنگ، پس از دوره نهفتگي ويروس، در بيشتر موارد، يك فرد جوان سالم با اين پاسخ 

تواند بسيار متفاوت باشد، از بدون علامت تا كند. با اين حال، علائم بيمار ميويروس را پاكسازي مي

هاي شديد سطوح بيماران مبتلا به فرم .تر استگسالان مسن شايعهاي شديد در بزرشديد، كه فرم

 پيش آگهيا سبب كاهش واسطه هها را در گردش خون دارند و اين ها و كموكاينبالاتري از سايتوكاين

و  2، سپسيس1ARDS هاي پنوموني، طوفان سيتوكايني،شوند؛ كه به صورت عارضهبيماري مي

هاي يك عارضه شديد و اغلب كشنده بيماري است. در بررسي ARDS .دهدخود را نشان مي 3كواگولوپاتي

سينه  برداري قفسهباليني بيماري، نارسايي حاد تنفسي، هيپوكسمي، ارتشاح دو طرفه ريه در تصوير

بسياري از بيماران مبتلا به فرم شديد نيز به پنوموني باكتريايي، كه يك عفونت .  شودمشاهده مي

را تقويت  هاي پيش التهابيهاي باكتريايي پاسخشوند. اين عفونتباكتريايي ثانويه ريه است، مبتلا مي

يكي از دلايل تشديد  .[66]كندرا تشديد مي ARDS كنند كه طوفان سايتوكاين، التهاب سيستميك ومي

-هايضد ويروسي به خصوص اينترفرونهاي بيماري در بعضي از افرد نقص توليد اينترفرون

هاي در انسان تا حدي با كاهش تعداد دندريتيك I نوع اينترفرون  هايكاهش پاسخ.باشدمي I تيپ

است، مرتبط بوده و در موارد  اينترفرون آلفا سلول توليدكننده قويكه يك  (pDCs)4پلاسماسيتوئيدي

 .[65]شديد بيماري نيز گزارش شده است

 روری بر سیستم ایمنی اکتسابیم .1-10-2

باشد؛ زيرا ايجاد يكي از موضوعات بسيار مهم مي 2-سارس كوو نقش ايمني اكتسابي در كنترل عفونت 

 تهاي فعلي است. ايمني اكتسابي توسط سه جمعييك حافظه ايمني قوي هدف اصلي توليد واكسن

  .T +CD8 هايوسلول T +CD4 هاي،سلول B هايسلول: شودمي ايجاد لنفوسيت وسيع از

هاي به عنوان سلول T +CD4 هايهاي ضد ويروسي هستند. سلولپادتنمسئول توليد  B هايسلول

نند و به كهايي را براي تقويت پاسخ ايمني ضد ويروسي توليد ميكنند و سايتوكاينكمكي عمل مي

هاي مستقيماً سلول T +CD8 هايسلولكنند. كننده كمك ميهاي خنثيپادتندر توليد  B هايسلول

                                                           
1 Acute Respiratory Distress Syndrome; ARDS 
2 Sepsis 
3 Coagulopathy 
4 Plasmacytoid Dendritic Cells; PDCs 
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وع، كنند. در مجمهاي ضد ويروسي نيز توليد ميكشند و در عين حال سايتوكاينآلوده به ويروس را مي

، بسيار حياتي  2-سارس كوو هاي ويروسي، از جملهاين سه بازوي ايمني اكتسابي، در كنترل عفونت

از سيستم ايمني  2-سارس كوو يابد و سبب فرارهستند. با افزايش سن، ايمني اكتسابي كاهش مي

 .[67]دشونهاي شديد بيماري مبتلا ميشود. به همين دليل افراد مسن بيشتر به فرممي

 

 ایمنی سلولی .1-10-2-1

  2-سارس کوو در عفونت CD4+T هاینقش سلول. 1-10-2-1-1
 

 هاي كمكي را دارند.تلفي از سلولتمايز به انواع مخ توانايي T+CD4 هايسلول

كمكي  T هايو سلول Th1 هايسلول به اختصاصي ويروس، معمولاً T+CD4 هايسلول

هاي مرتبط و سايتوكاين γ-IFN از طريق توليد  Th1هايسلول كنند.تمايز پيدا مي (TFH) 1فوليكولي

هستند  B هايكننده تخصصي به سلولسلول كمكي و عرضه TFH هايفعاليت ضد ويروسي دارند. سلول

خاطره و ايمني  B هايچنين توليد سلولكننده و همخنثي پادتنهاي و براي توسعه بيشتر پاسخ

در طول  2-سارس كوو مخصوص در گردش TFH 2هايسلول هومورال طولاني مدت حياتي هستند

اگر چه  شوندنيز توليد مي 2-سارس كوو خاطره عليه TFHc هايسلول .[68]شوندتوليد مي عفونت حاد

 2-ووكسارس  هايكننده با كاهش شدت بيماري ارتباطي ندارد؛ ولي فراواني سلولخنثي پادتنتيتر 

 cTFH شايان ذكر است، بخش قابل توجهي از .با كاهش شدت بيماري مرتبط استTFHc  سارس كوو-

2 ، 3CCR6+  [69]ها در مجاري هوايي و مخاطي دخيل استه در لانه گزيني اين سلولك هست 

نيز كمك  T+CD8 هاي، به فعال شدن سلولپادتنهاي علاوه بر كمك به توليد پاسخ T+CD4 هايسلول

، سايتوكاين  IL-21 مشخص نيست ولي CD8+ دقيق ارتباط اين سلول با ساز و كاراگر چه كنند. مي

+ هايتواند مدياتور مهم دخيل در تعامل بين سلول، مي TFH مترشحه از سلول
T CD4 هايو سلول  T

+CD8 [70]باشد. 

  2-سارس کوو در عفونت  CD8+T  هایسلول نقش .1-10-2-1-2

 

ها در كشتن هاي ويروسي، به دليل توانايي آنبراي مقابله با بسياري از عفونت CD8+T هايسلول

اختصاصي  CD8+T هاي، وجود سلول2-كووسارس  هايهاي آلوده، حياتي هستند. در عفونتسلول

 .[71, 69]بهتر بيماري مرتبط است تشخيصويروس با 
كمتر  CD4 T+ هايدر گردش نسبت به سلول 2-سارس كوو اختصاصي T+CD8 هايبه طور كلي، سلول

يك مرحله كليدي براي كنترل  Th1 دهد كه پاسخشواهد فعلي به شدت نشان مي. شوندمشاهده مي

                                                           
1 T follicular helper cells ;TFH 
2 Criculating Tfh Cells 
3 C-C Motif Chemokine Receptor 6; CCR6 
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نيز صادق  2-سارس كوو بوده است. احتمالاً اين موضوع براي مرس كوو و  سارس كوو موفقيت آميز 

كنترل  باشد، بايد به خوبيبا اينكه بسيار مهم ميCD8+ T  سلول است. نكته مهم اين است كه پاسخ

توپهاي شناسايي شده براي هر دو ويروس بر  شود تا باعث آسيب به ريه نشود. از آنجا كه بيشتر اپي

مرس  با  سارس كوو باشند، نقشه برداري از اپي توپهايساختاري ويروس متمركز مي هايروي پروتئين

 .[71, 69]مشخص شده در طراحي واكسن احتمالي مفيد خواهد بود 2-سارس كوو و كوو

 

 B))سلولهای هومورالایمنی  .1-10-2-2

 2-ها در عفونت سارس کووپادتنو  B هاینقش سلول. 1-10-2-2-1

  1، در همان بازه زماني تبديل سرمي2-سارس كوو به سرعت در اكثر افراد مبتلا به كنندههاي خنثيپادتن

خنثي كننده، با محدود كردن عفونت در  پادتن، به ويژه توليد هومورالپاسخ ايمني شوند. ايجاد مي

نمايد. عفونت مي از بروز عفونت مجدد در آينده جلوگيريكند و محافظتي را ايفا مي مرحله بعدي نقش

در  به اوج خود ميرسد وروز پس از شروع بيماري  7-9حدود ،IgM باعث تغييرات سرمي  سارس كوو

شروع به توليد  7تقريبا از روز  اختصاصيIgG  شود.ميروز مشاهده 14مدت حدودا  بيشتر بيماران به

ا خنثي كننده تخاصيت  با پادتناما ماندگاري اين نوع  ،رسدميبه بالاترين سطح  14شود و در روز مي

 .[72](12-1تصوير) عفونت نيز گزارش شده است سال پس از 2

 

. همانطور كه مشاهده 19-بعد از بروز علائم  ابتلا به کوید  IgGو  IgM  پادتن. زمانبندی تولید 12-1 تصویر

-كند و تا روز هفتم به اوج خود ميشروع به توليد مي IgMشود  از روز صفر كه اولين روز بروز علائم بيماري است مي

در روز چهارده به  كند ودر روز هفتم شروع به توليد ميحدودا  IgG كند .رسد و حدودا تا روز بيستم كاهش پيدا مي

 .يد و ماندگاري بالاتري داردآپايين نميبه زودي  پادتنرسد اما تيتر اين نوع اوج خود مي

 

                                                           
1 Seroconversion 
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 5كه در سرم  جالب توجه استثبت شده است.  2-سارس كوومحدودي در ارتباط با  جزئيات سرولوژي

ويروس ديده شده است و اين افراد سارس كوو  متقابل با  تا حدودي واكنش 2-سارس كووبيمار مبتلا به 

بيماران قادر به خنثي كردن  مشاهده شده است كه سرم همهعلاوه بر اين، ديگري نداشته اند.  كرونا

موفقيت آميز احتمالي  شروع در محيط آزمايشگاهي هستند و اين اتفاق 1در روش پلاك  2 -سارس كوو

 .[72]دهدرا نشان مي هومورالپاسخ 

 

 یمنی: ادیشد 2-مرتبط با عفونت سارس کوو یمنیا ستمیس میدر تنظ. اختلال 2-2-2-10-1

 یاکتساب

هاي ارتباط بين پيامد ضعيف با لنفوپني مرتبط است و بسياري از مطالعه 2-سارس كوو شدت بيماري 

 هاياند. حتي پيشنهاد شده كه درصد لنفوسيتدر خون را نشان داده T هايبيماري و كاهش تعداد سلول

هاي خفيف آگهي مستقل براي شناسايي فرمتواند از نظر باليني به عنوان يك معيار پيشبيمار ميخون 

هاي درماني اوليه را مشخص كند. عموماً اين لنفوپني براي افراد يا شديد بيماري استفاده شود تا پروتكل

بالا و بيماري  IgG ادتنپارتباط بين تيتر  هابسياري از مطالعه  .باشدتر از جوانان ميمسن خطرناك

 .اندو شدت بيماري نشان نداده پادتناند؛ اما برخي ديگر هيچ ارتباطي بين توليد شديد را گزارش كرده

هاي ويروسي ها در طول عفونتپادتنتوان با نقش دوگانه اين نتايج به ظاهر متناقض را احتمالاً مي

كننده عموماً براي پاكسازي ويروسي مفيد هستند، توليد اوليه يا هاي خنثيپادتنتوضيح داد كه اگرچه 

تواند منجر به افزايش ورود و ايجاد يك كننده از قبل در گردش خون ميهاي غير خنثيپادتنوجود 

ناميده  پادتنشود.اين حالت افزايش بيماري وابسته به  پادتنپاسخ التهابي شديد ويروسي با واسطه 

در  پادتنبا اين حال، در حال حاضر هيچ مدركي وجود ندارد كه از نقش افزايش وابسته به  شود.مي

 .[72]حمايت كند 2-سارس كوو طول عفونت

  

  2-سارس کوو های مختلف ویروسگونه.11-1

شوند. در نتيجه، بندي ميهاي رخ داده، طبقهاساس رده و جهشبر  2-سارس كوو هايگونه يا واريانت

هاي گوناگون توانند در دستههاي مختلف، ميهاي متعلق به جد يكسان، اما حاوي جهشويروس

شوند. يم هوموراليماري و توانايي فرار از ايمني ها سبب افزايش انتقال، شدت ببندي شوند. واريانتطبقه

ش عفونت هاي ديگر و با افزايال با توانايي يك واريانت براي پيشي گرفتن از واريانتافزايش قابليت انتق

هاي گذشته شاهد ظهور چهار گونه طي ماهشود. ها نشان داده ميمجدد در مقايسه با ساير واريانت

ش انتقال، افزايايم كه با افزايش )آلفا، بتا، گاما و دلتا و اخيرا اُ ميكرون( بوده 2-سارس كوو كنندهنگران

 .[74, 73]ها مرتبط بودندهش كارآيي واكسنخطر عفونت مجدد و يا كا

                                                           
1 Plaque assay 
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 آلفا [Alpha (B.1.1.7)]: بريتانيا( در انگلستان 2020اي كه در اواخر دسامبر اولين گونه( 

جهش غير  14موتاسيون مختلف، از جمله  23يافت شد، گونه آلفا بود. گونه آلفا متحمل 

هاي رخ داده شود. به واسطه جهشمي جهش مترادف 6و  حذف 3، 1مترادف

  . [75]كندافزايش پيدا ميزايي ويروس نسبت به گونه عادي سرايت و بيماري سنبله در

. 

 بتا Beta (B.1.351.2) :  در آفريقاي جنوبي  2020گونه بتا براي اولين بار در دسامبر

كه  باشدمي سنبله  پروتئينجهش در  3گونه بتا حاوي  .گزارش شد

شوند كه ويروس ها باعث ميهستند. اين موتاسيون K417N ،E484K  ، N501Y   شامل

تر سلول را آلوده كند. پيدا كند در نتيجه راحتتر به سلول ميزبان اتصال راحت

دهند. در كنار اين موارد گونه بتا ويروس رخ مي RBD در N501Y ، E484K هايموتاسيون

شده كه نسبت  L18F ، D80A ، D215G ، R246I ، A701 موتاسيون ديگر از جمله 5متحمل 

 .[78-76]هاي قبلي اهميت كمتري دارندبه موتاسيون

 

  گاما] (P.1، P.1.1، P.1.2( یا )B.1.1.28.1)[ : شود، در ژاپن گونه ديگري كه باعث بيماري مي

مورد  10جايگزيني اسيد آمينه است كه  17اين گونه دارايشناسايي شد.  2021در ژانويه 

 و N501Y  ،E484K  شامل  سنبله باشد. سه جهش پروتئينمي سنبلهآن در پروتئين 

K417T. P.1 ختلف زيرگونه م 2چنين اين گونه داراي كننده هستند. هم، بسيار نگرانAM    

  .[79, 77, 10]باشندميE484K ،N501Y ، K417هاياست،كه هر دو داراي جهشAM-2 و   1-

 دلتا ]([(B.1.617.2 :  در هند شناسايي و  2020گونه دلتا يا هندي اولين بار در اواخر سال

اعلام شد. علت آن رخداد موج دوم هند و  "كننده گونه نگران"به عنوان  2021در ژوئن 

تعداد موارد ابتلا در آسيا، ايالات  2021موج سوم در بريتانيا و آفريقاي جنوبي بود. تا جولاي 

جهش است كه چهار  13داراي  B.1.617.2 دت افزايش يافت. ژنوممتحده و استراليا هم به ش

كننده بوده و نگران سنبله در پروتئين (D614G ،T478K  ، L452R ، P681R)ها مورد از آن

يش داده افزا ويروس را بسيار مسري كرده و قابليت انتقال را D614G باشد. جهشمي
  .[80]است

 

 میکرون:ا Omicron ]( B.1.1.529)[:  محققان در آفريقاي جنوبي گونه جديدي را رديابي

هاي اين گونه داراي تعداد زيادي از جهششود. مي 2-سارس كوو كردند كه باعث عفونت

هاي ديگر از جمله دلتا است كه به سرعت در سراسر آفريقاي جنوبي و موجود در گونه

 ORFهايي كه درموتاسيون دهندها نشان ميبررسي .متعاقب آن در جهان گسترش يافت

S هگيرندهاي موش به واسطه دهند، ويروس را براي ورود به سلولرخ مي سنبله و پروتئين  

ACE2 تواند از موش دوباره به انسان سازند و حتي ويروس ميها توانا ميبر خلاف سايرگونه

                                                           
1 Nonsynonymous mutation 
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هاي رخ داده در موش با دهند كه موتاسيوننشان ميهاي ژنوميك منتقل شود. بررسي

  .[82, 81](14-1تصوير)پوشاني دارندهاي رخ داده در انسان هم موتاسيون

 

 

 19-دوره نهفتگی و علائم کووید. 1-12

كمون يا نهفتگي ويروس  بين مواجهه فرد با ويروس تا ظهور علايم باليني، دوره به حدفاصل زماني 

 19-كوويد  براي بيماري بهداشتي مختلف در دنيا، دوره كمونهاي مختلفي را گفته ميشود. سازمانهاي

كميسيون سلامت ملي  ،روز 10-2ي عددي بين سازمان بهداشت جهان طوري كهبه .[83]اند بيان كرده

روز را براي  2-14بين  و مركز كنترل و پيشگيري بيماري امريكا عددي روز 10-14چين عددي بين 

كمون اين  ول دورهبا اين حال نتايج متفاوت ديگري نيز در ارتباط با ط . [84]انداين دوره مشخص كرده

ترين دوره كمون ، بيماري با طولاني 2020فوريه  22بيماري گزارش شده است . همچنين در تاريخ 

مان دوره كمون يا نهفتگي بر اين اساس،مدت ز .[85]استان هوباي چين شناسايي شده است روز( در27)

سارس  .[86]است سارس در بيماران، بسيار متغير و ميانگين آن بيشتر از بيماري 19-كوويد بيماري

مقدماتي،  كند. افراد آلوده در طول يك دورهفوقاني تكثير ميتنفسي  طور كارآمدي در دستگاهبه 2-كوو

كنند كه اين امر منجر به انتشار فوقاني خود توليد مي مقادير زيادي از ويروس را در دستگاه تنفسي

 در مرحله 2-سارس كووعفونت با كروناويروس جديد  .[87]شوداين ويروس به ساير افراد مي بيشتر

 

2-سویه های سارس کوو. مقایسه 14-1تصویر   
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كسالت، خستگي و بدن درد، تب و سرفه خشك  لايم غيراختصاصي و كلي نظير احساسمقدماتي با ع

 به آن (3-1)توان به چهار گروه تقسيم كرد كه در جدولرا مي به طور كلي شدت بيماري  است. همراه

مورد تأييد شده از عفونت با  41اي كه توسط هوآنگ و همكاران رويمطالعه .[88]اشاره شده است

 بتمشخص نمود كه  ،رسيد بستري در بيمارستان ووهان به انجام 2-سارس كوو كروناويروس جديد

درصد( به ترتيب 44)درصد( و درد عضله و خستگي55، تنگي نفس ) (درصد 76)سرفه  ،( درصد98)

-سارس كووو سارس هاي بين كروناويروس شباهت به دليل  عفونت بودند.  شايعترين علايم باليني اين

 هايي به غير از دستگاه تنفسيخون( و آلودگي بافت ها در مورد ويرمي )حضور ويروس درگمانه زني 2

اشعه ايكس قفسه سينه و توموگرافي، درگيري  نتايج حاصل از همانند عفونت با كروناويروس ، وجود دارد.

 2-سارس كوو عفونت كروناويروس بيمار مبتلا به 140درصد( از  81بيمار ) 114ريه را در  دو طرفه

لنفوسيتهاي داراي لنفوپني )كاهش تعداد  درصد(44بيمار ) 61مورد،  140نشان داده است. در بين اين 

يا  (AST) آسپارتات آمينو ترانسفراز درصد( داراي اقزايش سطح آنزيمهاي 41) بيمار 58خون( بوده و

بيوماركرهاي مرتبط با عفونت، سطوح  در بين.بالاتر از محدوده مجاز بودند  (ALT)آلانين آمينو ترانسفراز

 فريتين سرمي و پروتئين واكنشي  سطوحاكثر افراد طبيعي بوده است . با اين حال،  تونين درپرو كلسي

Cانساني (CRP)كروناويروس جديد افزايش يافته  درصد از بيماران مبتلا به86درصد و 63ترتيب در  به

سطوح سايتوكاينهاي پيش سارس  دست آمده در مورد عفونت كروناويروسهاي بهيافته است . همانند

شدت يافته و اين افزايش با  افزايش 2-سارس كوو  سكروناويروبيماران مبتلا به  التهابي پلاسمايي در

  .[91-89, 43]بيماري در ارتباط بوده است

2-سارس کوو ویروس کروناناشی از  19-کوویدمعیارهای شدت بیماری   .3-1جدول   

 مشخصات شدت بیماری

فس ن ،نبود تنگي نفس ،همراه با سرفه يا بدون سرفه  ،درجه سانتي گراد 38علائم باليني خفيف) تب بالاي  خفیف

 نبود يافته هاي تصويري از ذات الريه ،نبود بيماري زمينه اي(  ،نفس نزدن

 يافته هاي تصويري از ذات الريه ،علائم تنفسي ،تب متوسط

 اگر هركدام از علايم زير مشاهده شود: شدید

 بار در دقيقه 30بيش از  (RR)ديسترس زجر تنفسي نرخ تنفس  -1

 درصد در حالت استراحت 93كمتر از  (SPO2)سطح اشباع اكسيژن خون  -2

 ميلي متر جيوه 300كمتر از  (PaO2/Fio2)نسبت فشار اكسيژن شرياني به درصد اكسيژن دمي  -3

 اگر هركدام از علايم زير مشاهده شود: وخیم

 نارسايي تنفسي نياز به تهويه مكانيكي يا تنفس مصنوعي-1

 شوك سپتيك -2

 انتقال به بخش مراقبت جيوه  ،نارسايي ارگاني خارج از ريوي -3

 

 

 

 



32 
 

 جهان در بیماریهمه گیری .1-13

يك پاندمي اعلام  را بهداشت جهاني آن جهان به قدري بالا بوده كه سازماندر 19 -ميزان شيوع كوويد

 زمانكشور جهان را در برگرفته است و تا اين 205تعداد 1402سال   ششم تيرماهتاريخ  و تا كرده است

مورد فوت در اثر ابتلا به اين  6،945،714مورد آلودگي قطعي به ويروس و تعداد  768,187,096 تعداد

مورد و كمترين   274،567،136بيشترين تعداد ابتلا مربوط به اروپا با  .[92]ثبت شده استويروس 

انتقال ويروس ها مي توانند تحت تاثير عوامل مختلفي  باشد.مورد ابتلا مي 9،514،948مربوط به آفريقا با 

مراقبت هاي بهداشتي قرار  كيفيتشرايط آب و هوايي )مانند دما و رطوبت( تراكم جمعيت و  از جمله

و  جهت پيش بيني شدت همه گيري 19-بين آب و هوا و انتقال كوويد گيرند . بنابراين درك رابطه

در خارج از  19-در مورد شيوع كوويد مطالعات وسيع .[94, 93]تاهميت اسزمان پايان آن بسيار حائز 

هواي كمتر و رطوبت نازلتري  چين صورت گرفته است. در اوايل شيوع بيماري، كشورهايي كه دماي

مالزي  دارند )مانند كره، ژاپن و ايران( نسبت به كشورهاي گرمتر با ميزان رطوبت بالاتر )مانند سنگاپور،

تواند بر مانند دما، رطوبت و سرعت باد مي اقليمي فاكتورهاي .[93]بالاتري داشتندو تايلند( شيوع 

 .[95]ويروس تاثيرگذار باشد  شيوع پايداري قطرات در محيط و

 در کشور ایران 19 -شیوع کووید. 1-13-1

تير  ششمدر تاريخ  سازمان بهداشت جهاني اعلامبر اساس  2-ابتلاي ايرانيان به سارس كوو دتعدا

 تصويرنفر فوت شدند) 146،290نفر اعلام شده است كه از اين تعداد متاسفانه  7،612،280 ،1402ماه

در تمامي شهرهاي كشور پخش  كشور ايران به گونه اي است كه در 19-الگوي شيوع كوويد(. 1-15

بودن  شده ولي در شهرهاي جنوبي شاهد شيوع كمتر آن در موج اول بوده ايم كه اين امر به سبب بالا

رطوبت هوا به عنوان يك فاكتور محدودكننده شيوع ويروس قابل توجيه است كه البته با وجود بالا بودن 

  .شمالي شاهد شيوع بالاي اين ويروس بوديم رطوبت در شهرهاي
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 (WHO) توسط سازمان بهداشت  جهاني 1402ششم تيرماهدر تاريخ  19-آمار ابتلا به كوويد .15-1 تصوير

 

 19-مسیرهای انتقال بیماری کووید. 1-14

مبتلا  2-سارس كووكروناويروس جديد  اولين علايم باليني از بيماراني كه به ، 2019 در دسامبر سال

اواسط ژانويه به حداكثر ميزان  ابتلا پايين بود، اما درتظاهر پيدا كرد. در ابتدا تعداد موارد  شده بودند

حركت جمعيتي قبل از سال  رسيد. در طول نيمه دوم اين ماه و به دليل مسافرت و خود تا به آن زمان

شهرهايي خارج از  ( افزايش قابل توجهي در تعداد بيماران آلوده در 2020ژاتويه  25جديد چيني ) 

 اين بيماري 2020ژانويه  23به دنبال يك رشد لگاريتمي تا  .]230[رديداستان هوباي چين مشاهده گ

با . را در سرتاسر جهان به خود جلب كرد ايبه ساير كشورها منتشر شد كه در نتيجه توجه گسترده

همچنين كاركنان بهداشتي و پزشكي، انتقال  ها ومشاهده آلودگي با اين ويروس در اعضاي خانواده

تاكنون  .]231[يد رسيدتائ كروناويروس از طريق قطرات تنفسي و اشياي آلوده به اينانسان به انسان 

نتايج تحقيقات  بر طبق. ]232[انتقال داخل رحمي اين عفونت وجود ندارد هيچ شاهد محكمي مبني بر

 6استنشاق قطرات تنفسي آلوده، تماس نزديك )كمتر از  اخير، مسير اصلي انتقال اين ويروس از طريق

اين   1ميباشد. تاكنون انتقال هوابرد متر( با فرد مبتلا يا تماس با ترشحات فرد بيمار 2يا كمتر از  قدم

سرفه فرد مبتلا در محيط منتشر  اثبات نرسيده است. قطرات تنفسي آلوده از طريق عطسه يا ويروس به

به داخل ريه آنها  آمده و سپسافرادي كه در نزديكي فرد بيمار قرار دارند فرود  شده و در دهان يا بيني

مي  (R0) توليد مثل يك مؤلفه بسيار مهم در ارتباط با سرايت ويروس، عدد نرخ  .]233[شودمنتقل مي

معرض خطر  برابر با تعداد ميانگين افرادي است كه از طريق شخص آلوده در  باشد. عدد نرخ توليد مثل

 هاند. بسته بسازي نشده هيچكدام در برابر ويروس ايمنابتلا به بيماري قرار دارند.  با اين فرض كه 

                                                           
1 Airborne 
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كمتر از يك باشد   R0سه احتمال براي شيوع يا كاهش بيماري وجود دارد: الف( وقتي مقدار  R0مقدار ،

در اين مواقع اين مؤلفه بيانگر  .كنداست كه عفونت كمتر از يك عفونت مولد را ايجاد مي بدان معني

مساوي با يك باشد، بدان معني است كه  R0  كاهش است. ب( وقتي حال اين است كه بيماري در

عدد بزرگتر از يك باشد، يعني بيماري در حال  بيماري به ثبات نسبي رسيده است و پ( وقتي اين

 .]236[( 4-1)جدول باشدگسترش مي

 ویروس های نوظهور شناخته شده R0نرخ مرگ ومیر و مقدار  .1-4 جدول

 R0مقدار  ومیر )درصد(نرخ مرگ  ویروس

 49/6تا  4/1 ¾ 2-سارس کوو

 5تا  2 6/9 سارس

 كمتر از يك 2/35 مرس

 3/2 70 ابولا

 6/1تا  H1N1(2009) 03/0 2/1آنفلوانزای 

آنفلوانزای پرندگان 
H7N9 

 كمتر از يك 40

 18تا  12 3/0 سرخك

 7تا 5 17 آبله

HIV 80 4/3 

 

 19-کوویدتشخیص.1-15

انسان يافت نشده بود، بنابراين در ابتدا واكسن يا درمان  در 2019 -قبلاً كروناويروس نويناز آنجا كه 

در حال افزايش بود.  خاصي براي آن ارائه نشده بود. در آن شرايط اضطراري ، تعداد موارد به سرعت

 فونتجدا كردن سريع آنها، براي قطع منبع عبنابراين، تشخيص همه موارد مشكوك در اسرع وقت و 

راديولوژيكي و آزمايشگاهي  هايمتكي به يافته 19-كوويد تشخيص بيماريمهمي است.  مسئله بسيار

كه به پنوموني شديد كرونا ويروسي مبتلا  برجسته تصاوير راديولوژيكي در بيمارانيمشخصه  . باشدمي

نمايد . درگير ميدو ريه را  است كه ميتواند هر  2تراكم ريه  و 1تاند. شامل نماي شيشه ما شده

از انتهاي حفره بيني و  هاي سوابآزمايشگاهي شامل نمونه هاي مورد استفاده جهت انجام تستنمونه

ي تشخيصي يدئاستاندارد تأ تست .[96]خلط يا آسپيره دستگاه تنفسي تحتاني است ،( نازوفارنژيال حلق )

دهد. معمولاً ناحيه مي ريبونوكلوئيك اسيد ويروس را مورد شناسايي قرار است كه ژنوم RT-PCRمعمولاً 

ويروس( به همراه نواحي ديگر  پليمرازRdRp )تكنيك شامل ناحيه ژنومي مورد شناسايي توسط اين

از طريق مثبت شدن  19-كوويد بيماري  باشد . تشخيص موارد ابتلا بهميN يا    Eنظير نواحي ژنومي

 هاي تنفسي اصلي در يكي از آزمايشگاههاينمونه آزمايش تشخيص مولكولي بر روي يكي از نتيجه

                                                           
1 ground glass opacity 
2 consolidation 
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 و IgM  پادتن گيري سطوحتــوان با اندازهرا مي19 -همچنين بيماري كوويد. [96]مرجع كشور است

IgG  .پادتنبه طور غيرمستقيم در خون بررســي نمود  IgMوIgG   حدوداً دو هفته بعد از ابتلا فرد، به

بيش از الايزا مبتنــي بر  IgG وIgM  پادتنهاي هاي رسد. كيتبالاترين سطح خود در خون مي

 .[97]دارند19-تشخيص بيماري كوويد درصد ويژگي را براي95

 19-کووید گزینه های درمانی بالقوه.1-16

وجود  2-سارس كووهاي عفونت هيچ درمان ضد ويروسي يا واكسني براي ع بيماريدر ابتداي شيو

طور ايده آل طيف  زيرا واكسن ها به ،هاي ايمن و پايدار يك چالش بزرگ بودواكسن نداشت. توليد

طولاني بود. در توليد داروهاي جديد يك فرايند بسيار  گسترده اي خواهند بود، از طرفي تحقيقات و

سنتي، توليد داروهاي جديد را  بيماري همه گير ناگهاني، دانشمندان نتوانستند با رعايت اصول چنين

موجود  پيش رو بود. يك غربالگري منظم و گسترده در مورد داروهاي گزينه ديگري انجام دهند. بنابراين

 .دارند يا خير 2019 -نوين ويروس كروناآنها تاثيري در مقابل آيا براي دانستن اينكه 

ندي بترتيب زير تقسيم توان بهروند را مياز داروهايي كه براي درمان ويروس كرونا به كار مي برخي 

  :نمود

ر بهبود علايم و درمان وزارت بهداشت ژاپن استفاده از اين دارو د 2014در سال  :1فاویپیراویر-1

كه در كارآزمايي  دولت چين اعلام كرد19-كوويد با شيوع   2020را تائيد كرد. در سال H1N1  آنفولانزا

   .[98]يد كرده استئرا تا 19-كوويد باليني، تاثير اين دارو در بهبود علايم بيماران

ازآنجايي كه ويروس كروناي جديد صرفا از  طريق  :ا داروهای اختصاصی ضدویروس کرونادرمان ب-2

 ربتواند لذا مهار اين اتصال  مي .كندبراي ورود به سلول ميزبان استفاده مي  ACE2ين با ئپروت-S اتصال

.  است.   2ويروس تداخل دارد كلروكين جمله تركيباتي كه با اين عملكرد ، از درمان آن موثر باشد

 باشد. سارس مي بيماري داراي اثرات درماني در ACE2 ين غشاييئطريق اتصال به پروت از كلروكين

 RNA داروي ضد ويروسي اميدواركننده در برابر ويروس هاي به عنوان يك  3همچنين رمدسيوير

و غيرانساني  يو در مدل هاي موش سارس و مرس( در سلول هاي كشت شده، چندگانه )كروناويروس

  . [98]معرفي شد

4 ونتپيشگيري و كنترل عف نسخه پنجم راهنمايي هاي پلاسما درمانی: -3 
(IPC)  اعلام كرد كه

از اين روش  ميتوان  شوند  5بيماري شديد و بحراني مي توانند با پلاسما  درماني مداوا بيماران مبتلا به

بهبود  19-كوويد  بيمارينام برد. در اين روش، پلاسماي افرادي كه از  عنوان استراتژي درماني ديگر به

                                                           
1 Favipiravir 
2 Chloroquine 
3 Remdesivir 
4 Infection prevention and control; IPC 
5 Recovery plasma 



36 
 

نتايج مطالعات متعدد نشان  .گرددسازي غيرفعال استفاده مي ايمن اند استخراج شده و جهتيافته

يافته  موجود در پلاسماي بيماران بهبودIgD و IgE ،IgM ،IgA  ، IgGهاي ضدويروسيپادتندهد كه مي

 H1N1) و H5N1) A عفوني از قبيل آنفولانزاي هاي ويروسي و بيماريهايداراي تأثيرات موثري در عفونت

  . [98]باشدمي سارس، مرس

 کنترلوپیشگیری.1-17

كنترل منابع  19-گير كوويدبيماري همه هاي مؤثر، بهترين راه مقابله بادر صورت عدم وجود درمان

 .حمايتي است قرنطينه و درمان هاي ،، ايزوله  شامل تشخيص زودرس راهبردهاي موثرعفونت است. 

  است. براي افراداجتماعي نيز بسيار موثر و مفيد  ك و حفظ نظمهمه گيري انتشار به موقع اطلاعات 

كافي و تهويه  از جمله ارتقا بهداشت شخصي، زدن ماسك هاي پزشكي، استراحت  اقدامات محافظتي

در  .[84]جلوگيري كند 2019 -كروناويروس نوين مي تواند به طور مؤثر از بروز عفونت مناسب اتاق ها

اجتناب از  كروناويروس جديد، بهترين راه  توجه به نبود درمان استاندارد و واكسن مؤثر برايابتدا با 

دهند اخير نشان مي مطالعات گذشته و همچنين نتايج مطالعاتبود  آلودگي و جلوگيري از انتشار آن

بماند و سطوح زنده  ممكن است براي چند ساعت يا حتي چند روز بر روي  19-كوويدكه كروناويروس 

عوامل مختلفي  زنده ماندن اين ويروس بر روي سطوح متغير بوده و به به انسان منتقل شود. مدت زمان

 .[84]بستگي دارد نظير نوع سطح، دما يا رطوبت محيط

  واکسیناسیون. 1-18

كشف  سخت ترين چالش بهداشتي بيماري نو ظهور قرن وعنوان  به 19 -براي پيشگيري از كوويد

انكوباسيون طولاني، در كنار علائم حاد تا خفيف كه  ميزان عفونت بالا، دوره .واكسن موثر ضروري است

ننده سلامت جامعه بيماري تهديد ك را به عنوان يك 19-كوويدافراد مختلف تجربه شده است،  به وسيله

وجود ناقلين بدون  بطه طراحي و توليد يك واكسن كارآمد، با توجه بهدر اين را معرفي كرده است.

 حياتي است و تنها عاملي است كه منجر به برداشت كامل ضروري و 19-كوويدعلامت بيماران ،

بايد مد نظر قرار گرفته شود كه در  هايي وجود دارد كهاما در اين راه چالش .[99]شودها ميمحدوديت

. تجربه حاصل از استراتژي  واكسن، ساخت سريع واكسن و توزيع جهاني آن است شامل طراحيوهله اول 

 2-سارس كوودر سطح كروناويروس  سنبلهوجود پروتئين مرس نشان داد و سارس توسعه واكسن  هاي

تواند يك هدف مي سنبلهپروتئين  هاي ساختماني اين ويروس است. بنابراينيكي از مهمترين ويژگي

باشد كه مورد توجه بسياري از دانشمندان قرار  19-مناسب براي تهيه انواع واكسن عليه بيماري كوويد

 .[99]گرفته است
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 واکسن تولید اندازچشم.1-18-1
 

ناسيون واقعي واكسي انگليسي و كاشف واكسن آبله، اولين دانشمندي بود كه كاربري پزشك1ادوارد جنر 

ها بر هاي مختلف كشف شدند. امروزه عمده واكسنبيماري واكسنهاي مختلف برايرا كشف كرد. بعدها 

 هومورالسيستم ايمني سلولي و  توانندشوند كه ميساخته ميmRNA شده و يا  عامل عفوني ضعيف پايه

 تا در صورت مواجهه با عامل عفوني احتمال مرگ و مير و و عوارض نمايند پادتنرا وادار به ساخت 

رابطه با خصوصيات  در هنگام طراحي يك واكسن، در ابتدا بايد اطلاعات كامل در  .[99]كاهش يابدشديد، 

يار سريع بس تحويل واكسن را داشته باشيم. به دليل در دسترس بودن ، ادجوانت، سيستم ساخت وپادكن

هاي مختلف براي براي محققين، توليد سريع واكسن 2-سارس كوواطلاعات ژنومي و ساختاري ويروس 

عيف ويروسهاي تض هاي كشته و غيرفعال،چندين نوع واكسن مانند واكسن .ويروس امكانپذير است  اين

ها براي كروناويروسDNA نوتركيب و واكسن هاي  شده زنده، واكسن هاي زيرواحد، پروتئين هاي

نانوتكنولوژي، از قبيل واكسن هاي مبتني برهاي غيرفعال، ظهور واكسندر كنار واكسن .اندشده تعريف

از وكتورهاي  هاي ساخته شدهشوند و واكسنحمل مي ذرهوسيله نانو كه به  mRNAهاي مبتني بر 

هاي جديد ابزار بسيار خوبي را در توليد واكسن ،"اندرسيده آزمايشات باليني 3و  2به فاز  "ويروسي قبلا

 .[84]كرده است مد ارائهرآو كا

  2-سارس کووهای تولید شده بر علیه واکسن .1-18-2
مورد تحقيق قرار گرفته  2-روش هاي مختلفي در سراسر دنيا براي توليد واكسن بر عليه سارس كوو

 نشان داده شده است. مدل هاي توليد واكسنبرخي از  16-1تصويراست. در 

 

                                                           
1 Edward Jenner   
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اين مدل ها شامل انواع . 2-مورد تحقیق برای توسعه واکسن بر علیه سارس کوو مدل های. 16-1 تصویر

DNA,RNA ذره هاي شبه ويروسي و... مي باشد.، نوتركيب، وكتور ويروسي  يا كشته شده ، ويروس ضعيف شده ، 

 

  )(LAVs 1واکسنهای زنده ضعیف شده -1

زايي با يك دوز تزريق ايمني ،   LAVsهدف از طراحي.زا هستندويرس زنده تكثير شونده غير بيماري

-CDXزنده ضعيف شده اي به نام  واكسن Codagenix در اين زمينه شركت .ايجاد بيماري است بدون

 شكلشدن به  معايبي همچون انتقال ويروس، تبديلLAVs با اين حال، . را سنتز كرده است 500

 هايويروس با ايمني تضعيف شده و همچنين نوتركيبي  زا، فعاليت مجدد در افراد با سيستمبيماري

زايي هاي جديدي كه هنوز بيماريعفونت مرتبطي كه در حال چرخش در جامعه هستند به خصوص

   .[101, 100]است، را دارد آنها شناخته نشده

 

2شدهغیرفعالهایواکسن-2
)IVs(  

ادر ها قتركيبي از هردو هستند. اين واكسن هاي غيرفعال شده از طريق گرما، مواد شيميايي و ياويروس

غيرفعال سازي، سبب كاهش  اما بايد توجه داشت كه عمل هست LAVsتر از ايمن به تكثير نبوده و

ن در واكس زايينهايت نيازمند به دوزهاي تكراري جهت افزايش ايمني نوژنسيتي واكسن شده و دروايم

دارند، آنها نيازمند زنجيره  LAVsدر مقايسه با  بيشتريپايداري  IVsطولاني مدت هستند. با اينكه 

                                                           
1 Live-attenuated vaccines 
2 Inactivated vaccines 
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توليد هستند كه واكسن شركت  در حال 19-كوويد عليه IVs انتقال سرد هستند. چندين واكسن 

 .[100]يده شده استآزمايشات باليني آن تائ اولين مرحله  1واكوسين

 ملي بيوتك چين توسط شركت دارويي گروه  2ن سینوفارمواکس  (CNBG)3  واقع در پكن

سارس كروناويروس  حاوي آلومينيوم واكسن سينوفارم تركيب هيدروكسي توليد مي شود .

هاي متصل پادتنتحريك سيستم ايمني بدن براي توليد  غيرفعال شده است كه سبب 2-كوو

با ترشح سطوح بالاي  شود. هيدروكسي آلومينيوم،سطحي ويروس مي سنبلهبه پروتئين  شونده

بي سيستم ايمني را فعال هاي پيش التها كاروساز 18اينترلوكين مشتقات اينترلوكين يك بتا و 

حتي اگر انواع مختلف  كنداستفاده از سينوفارم را توصيه ميWHO در حال حاضر  كند .مي

 .[102]داشته باشداين ويروس در يك كشور وجود 

 يك شركت دارويي مستقر سينوواك بيوتك  توسط است كه91 -يك واكسن كوويد 4سینوواک

واكسن براي بيماري  توليد شده است. اين شركت به طور خاص بر توسعه و ساخت در چين

 است و از نسخه مرده ويروسهاي عفوني انسان تمركز دارد . سينوواك يك واكسن غيرفعال 

طحي را س سنبلهاما پروتئين  .شود تواند تكثيركند به طوري كه نمياستفاده مي 2-سارس كوو

 براي محافظت در پادتنسيستم ايمني بدن را تحريك كند تا  دست نخورده نگه ميدارد كه

5در فهرست استفاده اضطراري سينوواكواكسن  .برابر ويروس زنده توليد نمايد 
EUL)(  توسط 

WHO [102]شودكشور جهان استفاده مي 22يد شده و اكنون در تائ.  

 ویروسیوکتورهای-3

د هاي مختلف موراند كه براي توليد واكسنهاي مهندسي شدههاي پستانداران به گونهتعدادي از ويروس

حال توليد است كه در آن از وكتورهاي واكسن در  نامزد چندين19-كوويد اند. براياستفاده قرار گرفته

 ، 2-سارس كوو آدنوويروسي استفاده شده است. وكتورهاي آدنوويروسي پيشرو در ساخت واكسن عليه

به وسيله دانشگاه (ChAdOx1)  ه وكتور آدنوويروس شامپانزو  (Ad-nCoV) 5آدنوويروس تيپ 

اند . استفاده مورد استفاده قرار گرفته 2020 سمار31از  CanSino Biologicalاز 16مارس 2020آكسفورد

وانتي و ادج از وكتورهاي آدنوويروسي مزايايي از قبيل گرايش بافتي وسيع و گسترده، خصوصيت ذاتي

-103] قرار گرفته است يدتائ آسترازنكا جهت تزريق مورد-. واكسن آكسفورد مقياس پذيري آن است

105]. 

 عناوين واكسن كه  با آسترازنکا-اکسن آکسفوردو Covishield  ياVaxzevira  نيز شناخته

در 19 -از كوويد پيشگيرييكي از سه واكسني )بعد از فايزر و مدرنا( است كه براي  شود،مي

آسترازنكا در -شده است. واكسن آكسفورد به طور مشروط تأييد(  2021 انگلستان )تا مارس

                                                           
1 Sinavac 
2 Sinopharm 
3 China National Biotec Group; CNBG 
4 CoronaVac 
5 Emergency Use Listing; EUL 
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ميليون  50يديه نظارتي دريافت كرده است و تقريباً كشور تائ100بيش از  در 2021اواخر مارس 

 .[105]است دوز در سراسر انگلستان، اتحاديه اروپا و هند تزريق شده

 هزكه بر ناقل آدنوويروس شامپان كندآسترازنكا از فناوري جديدي استفاده مي-واكسن آكسفورد

پاسخ ايمني مي  را كه باعث ايجاد2-سارس كوومربوط به  سنبلهپروتئين  متكي است تا توليد

ذره ويروسي وجود  50*1010تزريقي واكسن، شود رمزگذاري كند و براي اين مهم در هر دوز

  .[106]دارد

 

  در  است كه توسط شركت يانسن 19-واكسن عليه كوويد يك جانسون -واکسن جانسون

جانسون آمريكا است ساخته  -ن كه زيرمجموعه شركت جانسونوو شركت بلژيكي جانسهلند 

عفونت هاي تنفسي  كند كه علت شايعاين واكسن از آدنوويروس استفاده مي .[107]شده است

سارس به نحوي اصلاح شده كه بخش مهمي از ذرات ويروسي DNA ، است. در اين آدنوويروس

ژنهاي مربوط به  كهآدنوويروس  دهد.كند كه بدن به آن پاسخ ايمني ميتوليد مي را 2-كوو

شود. از آنجا كه بنابراين باعث عفونت نمي .تكثير شود تواندنمي ،كندمنتقل ميرا 2-سارس كوو

سرد ندارد و  پايدار است، نيازي به ذخيره سازي فوقDNA بر پايه مولكولهاي  اين سيستم

 .[107]توزيع آن آسان است

 

  در روسيه توليد و توسعه يافته  اتي گامالياقمركز تحقي اين واكسن توسط :اسپوتنیك وی

شود، از رويكرد هترولوگ مي نيز شناختهGam-COVID-Vac اين واكسن كه با نام  .است

مسئول  سنبلهپروتئين  به عنوان حامل  5 و 26آدنوويروس نوتركيب آدنوويروس با استفاده از

شايان ذكر است آدنوويروسي كه در واكسن كند. مي استفاده ايجاد سندرم حاد تنفسي شديد

را  سنبله پروتئينDNA تواند تكثير گردد، اما در دو دوز به اندازه كافي نمي شوداستفاده مي

 .[108]دهدبراي ايجاد پاسخ ايمني ارائه مي

                                   نانو فناوری هایپیشرفت برپایه بعد نسل هایواکسن-4

توانند به عنوان نانومواد طبيعي در نظر گرفته شوند.. بنابراين مي .ها اجرامي با مقياس نانو هستندويروس

كنند كه اين عمل ميها را تقليد هاي ساختاري ويروس، ويژگيساختگيچه طبيعي و چه  ذرات نانو

ا هاي نسل بعدي رهاي توليد واكسنو نانوشيمي امكان توسعه فناوري زيست فناوريشود در باعث مي

 .[103]فراهم كند

  نوکئیكاسید برپایه واکسن طراحی-5

ده ويروسي يك روش جايگزين اميدوار كنن هاياستفاده از كدهاي ژنتيكي براي توليد مستقيم پروتئين

در mRAN و DNA اسيدنوكلئيك  توليد واكسن به صورت سنتي است. هر دو ساختار براي طراحي و

استفاده از اين زيرساخت توليد واكسن،  .[103]انداستفاده شده 19-كوويدگيري  توليد واكسن عليه همه
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 هاتوسط اين واكسن ايمني ايجاد شدهسرعت توليد واكسن، پايداري آن و همچنين  سبب شده است كه

ست كه ا Inovio شركت پيشرو 19-كوويدواكسن عليه DNA براي ساخت  مورد توجه قرار گيرد. 

از طريق mRNA هاي مبتني بر واكسن .انجام داده است 2020آوريل  6را در 1فاز  آزمايشات باليني

 همچنين موانعي كه در حالت نياز به سلول وشوند. در اين آزمايشگاه توليد مي رونويسي در ساز و كار

 2 و 1فاز  فايزر -بيون تك آلماني  شركتشود. داد، برطرف مي هنگام رونويس در سلول رخ خواهد

 .[109]است را پشت سر گذاشته   mRNAچهار واكسن بر مبناي آزمايشات باليني

 پپتیدیهایواکسن-6

مورد نظر، در ساخت واكسن  اند كه كل ساختار پروتئينهاي طراحي شدهها به گونهواكسن بسياري از

 هايتوپيحاوي اپ (S) سنبله طول كامل پروتئينمثال استفاده از  . به عنواناست به كار گرفته شده

هاي ايمني سلولي و آنتي بادي از پاسخ مختلف در ساختار خود است كه منجر به توليد طيف وسيعي

پروتئيني واكسن  نامزدهاي شود. با اين حال مطالعات اخير برروي واكسن مي در فرد دريافت كننده

هاي آنتي بادي حضور .[109]اندداشته پديده ADE1 عفونت اشاره به خطرات ناشي ازسارس و مرس 

ندگي التهاب آلرژيك و تهديد ز شركت كنند و منجر بهزايي در افزايش عفونت توانندمي غيرخنثي كننده

ماران از بي تاكنون شواهدي در دسترس نيست، اما اطلاعات ايمونولوژيكي فرد مبتلا شوند. با اين حال

در اين دسته از بيماران را داشته و امكان دارد كه تيتر  ADEشواهدي از پديده  2-سارس كوومبتلا به 

 ويروسS  با اين حال، هدف قرار دادن پروتئين .عواقب بدتري همراه باشد عليه ويروس باIgG  بالاي

وند، شتحريك سيستم ايمني مي هاي متنوع و مختلف كه سبب افزايشتوپبا تنوعي از اپي سارس كوو 

      .[109]باشد تواند بسيار كمك كنندهمي

  OncoGenدانشگاه و DIOSynVax هاي پپتيدي پروتئينتوالي در ساخت واكسن از S  استفاده

كننده سيستم ايمني در آنها  تحريك مناطق برخي TوB سلولهاي افزايش تحريك  اند و جهتكرده

 .[109, 102]استپيش بيني شده 
 

 پیشرو ایرانیواکسن  هفت .1-18-2-1

 :ساخت واكسن كرونا در ايران كه توسط شركت  طرح و فعاليتنخستين  کووایران برکت

نامگذاري شده  است.  واكسن « كُووايران بركت»و  كليد خورد(Shifa Pharmed)داروسازي شفا

توليد شده است. روش  مورد آزمايش داروسازي شفا با استفاده از روش ويروس غيرفعال شده 

  .است سينوفارم و سينوواكواكسن چيني   ساخت اين واكسن شبيه به دو

  ويروس غيرفعال شده كار خود را آغاز و نام واكسن  مدل:گروه دارويي ميلاد نيز بر اساس  فخرا

 توليد شده فخرا گذاشته شد.  

                                                           
1 antibody-dependent enhancement; ADE 
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 كووپارس :  واكسن كرونا ساخت موسسه تحقيقات واكسن و سرم سازي رازي با نامکووپارس 

 نبلهس. اين واكسن طبق گفته مسئولان موسسه رازي بر اساس پروتئين نوتركيب نامگذاري شد

ژن و ادجوانت تشكيل شده و واكسيناسيون آن در سه ويروس كرونا ساخته و از دو بخش آنتي

شود. مسئولان حوزه سوم استنشاقي است، انجام مي دوز تزريقي و دوزكه شامل دو  دوز

 .اندن واكسن را شبيه واكسن كوبايي عنوان كردهفناوري توليد اي بهداشت ايران

  توليدي شركت سيناژن با همكاري شركت: واكسن اسپایکوژن Vaxine  استراليا حاوي

است كه باعث ايجاد ايمني در برابر اين ويروس  (سنبله پروتئين) قسمتي از ويروس كرونا

استفاده نشده است  اين واكسن شده شود و در ساخت آن از خودِ ويروس زنده و يا كشتهمي

هاي آلومينيومي ها از نوع نمكها در بيشتر واكسنادجوانت .از نوع پروتئين نوتركيب است

هاي غيرآلومينيومي استفاده ايراني اسپايكوژن از ادجوانت-هستند، اما در واكسن استراليايي

 .هد بودروز خوا 21 دوزاست و فاصله هر  دوزاين واكسن در دو   شده است؛ 

 موسسه فينلاي كوبا و انستيتوپاستور  كرونا است كه با مشاركت : يك واكسن پاستوکووک

با نام پاستوكووك  تريادآور يا بوسايران ساخته شده است. اين واكسن شامل دو دز و يك دز 

 و سوبرانا پلاس توليد 02هاي سوبرانا ها در كوبا با ناماست. اين واكسن 1سپلا

هاي با زيرساخت پروتئين هاي پاستوكووك و پاستوكووك پلاس، واكسنواكسن  .شوندمي

    .با توكسوئيد كزار است كونژوگه نوتركيب هستند. واكسن پاستوكووك

 باشد ميسنبله  پروتئيني مي باشد كه بر اساس بخشي از پروتئين : يك واكسن نوتركيب  نورا

اين واكسن همانند واكسن هاي نوتركيب به راحتي مي توان  و با ادجوانت فرموله شده است. 

در سطح صنعتي توليد كرد و زير ساخت توليد صنعتي اين واكسن ها در ايران موجود است و 

 .باشدقابل دسترس مي 

 نخستين واكسن: رناپ mRNA  با موافقت سازمان غذا و دارو به مرحله است كه ايراني

ساخته شده در آزمايشگاه هستند و بعد  mRNAها حاوي اين واكسن.يدكارآزمايي باليني رس

ترين مهم كندشوند كه پاسخ ايمني ايجاد مياز وارد شدن به بدن باعث توليد پروتئيني مي

ها، توانايي القاي همزمان پاسخ ايمني خوني نسبت به ساير واكسن mRNAهاي مزيت واكسن

  . ( در فرمولاسيون واكسن است. و ايمني سلولي بدون كمك گرفتن از مواد اضافي )ادجوانت

 سارس ) نوتركيب تقطيع شده ويروس كرونا )اسپايك(هدف ما در اين پژوهش بيان پروتئين سطحي

هاي ايمني واكنش  بررسي  حيوانات مدل بر عليه اين پروتئين و در نتيجهن سازي و ايم (2-كوو

 باشد.بر عليه ويروس كرونا مي

  

                                                           
1 PastoCovac Plus 
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 سوالات اصلی تحقیق 

-pETبا استفاده از وكتور   S).  آيا پروتئين نوتركيب )برگرفته از برخي از اپي توپ هاي پروتئين 1

28a  به خوبي بيان مي شود؟ 

آيا پروتئين نوتركيب بيان شده  داراي ساختار سه بعدي مناسب است )با استفاده از مطالعات   .2

 بيوانفورماتيكي(؟

ده هاي پلي كلونال عليه آن )توليد ش پادتن.  آيا پروتئين نوتركيب بيان شده  قادر به واكنش با 3

 با استفاده از تزريق پروتئين خالص به خرگوش( است؟

گاهي در حيوان آزمايش هومورالن نوتركيب بيان شده  قادر به تحريك ايمني سلولي و .  آيا پروتئي4

 است؟

    بيان شده در رده سلولي ACE2.  آيا پروتئين نوتركيب بيان شده قادر به اتصال به گيرنده 5

2Caco  است؟ 

 قادر به خنثي سازي موثر ويروس است؟   توليد شده عليه پروتئين نوتركيب بيان شده  پادتن.  آيا 6

 

 

 اهداف 

به صورت نوتركيب ،   19-ويروس كوويد S. تهيه و توليد اپي توپ هاي انتخاب شده از پروتئين 1

 هاي خنثي كننده ويروس باشد.  پادتنقادر به تحريك سيستم ايمني براي توليد 

 در حيوان آزمايشگاهي. بررسي پتانسيل ايمني زايي پروتئين نوتركيب بيان شده 2

 هاي پلي كلونال عليه آن  پادتنبررسي امكان واكنش پروتئين نوتركيب بيان شده با . 3

  Caco2رده سلولي ACE2بررسي امكان اتصال پروتئين نوتركيب بيان شده با گيرنده  .4

هاي توليد شده ناشي از تزريق  پادتنبررسي قدرت خنثي سازي موثر ويروس كرونا توسط  .5

 پروتئين نوتركيب به حيوان
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 ات: یفرض

 ،  بيان مناسب پروتئين نوتركيب با ساختار سه بعدي صحيح است. in silico. بر اساس مطالعات 1

ن به صورت مؤثر در حيوا هومورال. پروتئين نوتركيب قادر به تحريك سيستم  ايمني سلولي و 2

 و خرگوش نيوزيلندي( است.  Balb-cآزمايشگاهي )موش

 كامل واكنش خواهد داد.     Sتهيه شده برعليه پروتئين نوتركيب بريده شده با پروتئين پادتن. 3

 است.  2Caco در رده سلولي   ACE2. پروتئين نوتركيب قادر به اتصال به گيرنده 4

 2Caco در رده سلولي   ACE2تهيه شده مانع از اتصال پروتئين نوتركيب به گيرنده  پادتن. 5

 گردد.مي

توليد شده بر عليه پروتئين نوتركيب قادر است ويروس كرونا زنده كشت داده شده را به  پادتن.  6

 طور موثر خنثي كند  .

 

  ضرورت انجام طرح

براي ايجاد ايمني در جمعيت، در شرايط فعلي  19-يافتن كانديداي واكسن احتمالي عليه ويروس كوويد

 كشور به دلايل زير حياتي است: 

 ، نرخ سرايت و مرگ و مير بالا2-سارس كوو. پاندمي عفونت ويروس 1    

 . هزينه هاي سنگين تحميل شده بر سيستم بهداشت و درمان2    

 . پيامدهاي منفي اجتماعي، اقتصادي و فرهنگي ناشي از فراگيري اين بيماري در جهان 3    

 . احتمال تحريم اقلام دارويي و عدم امكان واردات آن به دلايل سياسي 4    

 هاي تشخيص طبي تهيه شده به عنوان كنترل مثبت در كيت پادكن. امكان استفاده از 5    

 خنثي ساز  پادتندر طراحي سنجش براي تعيين  پادكناز . امكان استفاده 6    
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                                       صل دومف

 مواد و روشها
 

 

 



 

 مرور مطالعات انجام شده.1-2

مطالعه شد. واكسن هايي  2-ها و مخصوصا سارس كوو ويروس كروناابتدا مقاله هاي مورد نظر در حوزه 

كه در حوزه سارس و مرس استفاده شده بودند مورد بررسي قرار گرفتند. مطالعاتي كه به بررسي 

واكسنهاي مبتني بر ويروس و نوتركيب در حوزه سارس و مرس بود ارزيابي شد و با توجه به عملكرد 

ورود به سلول ميزبان پروتئين هدف به عنوان كانديد واكسن براي و چگونگي  2-ويروس سارس كوو

. با توجه به نتايج مطالعات كه كل پروتئين سنبله را به دليل وجود ني  انتخاب شدمتحريك سيستم اي

عوارض گزينه مناسبي براي توليد واكسن نمي دانستند . بنابراين مبنا بر طراحي پروتئين هاي  

براي انتخاب بخش هاي كوچكتر از اين پروتئين لازم بود مطالعات  ته شد. زيرواحدي كوچكتر گذاش

 بيوانفورماتيكي به دقت انجام شود تا بهترين نواحي انتخاب شوند. 

 بررسی بیوانفورماتیك . 2-2

سپس   دريافت شد. https://www.ncbi.nlm.nih.gov ياز پايگاه داده سنبلهتوالي مربوط به پروتئين 

ا  هويروس كروناكه در مقالات بيشترين حفاظت در توالي و ايمني زايي را در بين  بخش هاي مورد نظر

براي انتخاب نواحي داراي ويژگي بودند كه RBD,FP,CS   شامل داشتند انتخاب شدند . اين  بخش ها

اب هايي كه براي انتخشاخص در ايمني زايي توسط مطالعات بيوانفورماتيكي ارزيابي شدند. نرم افزار

 .آورده شده است 3 -2استفاده شدند در جدول  سنبلهنواحي شاخص در پروتئين 

 پایگاه های مورد استفاده برای مطالعات بیوانفورماتیکی .3-2جدول

 سایت نرم افزار ویژگی

 Vaxijen-2.0 http://www.ddg-pharmfac.net/vaxijen/VaxiJen/VaxiJen.html ژنسیتهویژگی های آنتی

ویژگی های 

 فیزیکوشیمیایی

ProtParam https://web.expasy.org/protparam/ 

 SignalP-5.0 https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?SignalP وجود سیگنال پپتید

 ToxinPred https://webs.iiitd.edu.in/raghava/toxinpred/protein.php سمیت

-NetNGlyc قندی شدن

1.0 

https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetNGlyc-1.0 

 Aller TOP https://www.ddg-pharmfac.net/AllerTOP/method.html ویژگی های آلرژنیسیته

 /IEDB  http://tools.immuneepitope.org/bcell/result اپی توپی پادتن

 DiANNA پیوند دی سولفیدی

1.1 

http://clavius.bc.edu/~clotelab/DiANNA/ 

 /Pepcalc https://pepcalc.com ساختار اول

 Predict ساختار دوم 
Protein 

https://predictprotein.org/ 

 /Swiss model https://swissmodel.expasy.org ساختار سوم 

 /Robetta http://robetta.bakerlab.org ساختار سه بعدی

  /HDOCK http://hdock.phys.hust.edu.cn داکینگ مولکولی

http://www.ddg-pharmfac.net/vaxijen/VaxiJen/VaxiJen.html
http://tools.immuneepitope.org/


 

ئين پروت كانديد توليد سه بخش به منظور ، انجام شده بيوانفورماتيكي مطالعات نتايج  براساس 

 .انتخاب شد  به عنوان واكسن نوتركيب

 انتخاب میزبان پروکاریوتی.3-2

 تريباك اين شد. كشف آلماني شناسباكتري اشريش تئودور توسط 1اشريشياكلي باكتري 1885 سال در

 رغمعلي  كند.مي رشد ċ48 تا ċ8 دمايي بازه در و اختياري هوازيبي صورت به منفي گرم ايميله

خاب ، ميزبان هاي بيان باكتريايي انتبزرگ هايپروتئين از برخي توليد براي اشريشياكلي هايمحدوديت

اند، ژنتيك آن ها شناخته شده و ميزبان هاي بسيار مختلفي به صرفه ارجح هستند. زيرا باكتريها مقرون

اولين داروي نوتركيبي كه براي درمان ديابت تائيد شده است,  است. ي هاي بياني در دسترساز باكتر

داروي  151و آژانس دارويي اروپا  FDA است .   اشريشياكليانسولين انساني نوتركيب در ميزبان بياني 

از محصولات مشتق شده  مورد از آن ها با استفاده 45نوتركيب مبتني بر پروتئين را تائيد كرده اند كه 

برعليه  VLP, اولين واكسن نوتركيب مبتني بر 2011شود.  همچنين در سال توليد مي اشريشياكلياز 

مجوز لازم براي تزريق انساني را از  2با نام هكولين اشريشياكليدر  ميزبان بياني  Eويروس هپاتيت 

FDA د گزارش نشده است و داراي اثربخشي چين گرفت . تاكنون عوارضي از تزريق اين واكسن در افرا

ذكر شده است كه  2005اي در سال در همين راستا در مقاله ماه است. 19( در طي %99,5بالا ) 

واكسن هاي  براي  پادكنتوانند به عنوان پروتئين هاي نوتركيب توليد شده در سيستم پروكاريوتي مي

عليرغم مزاياي ذكر شده براي انتخاب  ي ويژه شوند. باعث توليد پادتن ها سنبله  مبتني بر پروتئين

باكتري به عنوان ميزبان , يكي از محدوديت ها براي انتخاب ميزبان پروكاريوتي فقدان تغييرات پس از 

 به عنوان ميزبان از مزيت اشريشياكليباشد. بنابراين با انتخاب باكتري در آن ها مي (PTMs) 3ترجمه

 استفاده و سعي شد تا حد امكان عوامل محدود كننده را حذف كنيم. هاي توليد در اين سيستم

   استفاده گرديد.  BL21و  DH5-αهاي سوش،  اشريشياكلي در اين پژوهش از باكتري

  سويهDH5-α  براي تكثير و ذخيره پلاسميد استفاده شد . اين سويه به دليل عدم حضور آنزيم

 اندونوكلئاز توانايي نگهداري پلاسميد را درون خود به مدت طولاني تر دارد. 

 BL21 (DE3) هاي نوتركيب ناهمساخت يكي از بهترين ميزبآن هاي اختصاصي براي بيان ژن

ها نقص داشته و شود، زيرا در بيان پروتئازمحسوب مي اشريشياكلي )هترولوگ( در باكتري

 مانند.  هاي بيان شده بيشتر محفوظ ميپروتئين

 

                                                           
1 Escherichia.coli 

2  Hecolin 

3 Post Translation Modifications; PTMs 



 

 کتور مورد استفاده. و4-2

جفت  5369اندازه اين وكتور   كلون شده است. pET-28aداخل وكتور)+(  مورد نظردر اين مطالعه ژن 

 ترمينال داراي برچسب هيستيديني,  Nدر انتهاي باز است. اين وكتور داراي سطح بياني بالايي است.

بوده  T7اين وكتور داراي پروموتور ترمينال داراي يك برچسب هيستيديني است. Cو در  T7ترومبين, 

را بيان نموده و لذا امكان  T7پليمراز مخصوص پروموتر   RNA T7، آنزيمBL21 (DE3)ي بيانيو سويه

 كند. بيان ژن كلون شده را فراهم مي

ژن كانامايسين جهت بيان آنتي آنتي بيوتيك با مقاومت به pET-28aدر اين مطالعه از وكتور بياني 

(RBD)P1,(Fusion Peptide)P2,(Cleavage Site)P3 .استفاده گرديد 

 

 

 

 

 pET-28a. نمای کلی از وکتور 1-2تصویر 

و... در وکتور  Lac, مقاومت آنتی بیوتیکی , اپراتور (MSC)این تصویر جایگاه آنزیم های محدود الاثردر 

 است. مشخص شده



 

 . انتخاب قطعه مناسب به وسیله مطالعات بیوانفورماتیك5-2

-وسارس كو سنبلهبعد از انتخاب پروتئين سطحي انجام شد. سپس  2-ابتدا مطالعات بر روي سارس كوو

از لحاظ ساز و كار عمل در ورود به داخل ويروس ,  بدست آمد . NCBI1, توالي آن از پايگاه داده  2

 نواحي قندي نشده , پيوندهاي دي سولفيدي و توالي هاي اپي توپي از پيش تعيين شده بررسي شد.  

سيته , پادكنبراي ويژگي هاي  همچنين بخش هاي انتخاب شده با استفاده از نرم افزارهاي مربوطه

  مورد بررسي قرار گرفت.  ...., سميت و آلرژنيسيته , سيگنال پپتيد, قندي شدن

  pET-28a در وکتور )+(P1,P2,P3 .کلون سازی توالی ژنی 2-6

 ,RBDشامل بخشهايي ازووهان(  )سويه 2-سارس كوو سنبلهتوالي سه بخش متفاوت از ژن   

Fusion Peptide, Cleavage Site انتخاب و در وكتور انساني)+(pET-28a   براي بيان در ميزبان

 . ارسال شد  Generayساخت به شركت يپروكاريوتي كلون گرديد و برا

از باکتری  اشریشیاکلای به روش  DH5αی. مستعد نمودن سویه2-7

 شیمیایی 

ها مستعد شوند تا امكان ها لازم است ابتدا باكتريباكتري به نوتركيب پلاسميدهاي انتقالقبل از 

با روش  اشريشياكلاياز باكتري  DH5α يخارجي را داشته باشند. به همين منظور سويه DNAجذب 

  . )Frederick Griffith , 1928(گرديدشيميايي مستعد 

 مواد لازم

  سويهDH5α از باكتري اشريشياكلاي 

  مولار )سرد(ميلي 100كلريدكلسيم 

 :برداشت  كلريد كلسيمکاربردDNA  از محيط اطراف توسط سلوهاي باكتريايي را تسهيل ميكند. سطح

بار منفي وجود دارد  نيروي دافعه ايجاد ميكند. نقش كلسيم به عنوان پل كاتيوني بين بار  DNAباكتري و 

است.  DNAفسفات در ساختمان در ليپوپلي ساكاريد باكتري و اسكلت  Aمنفي ليپيدهاي فسفريله شده 

شود و با شوك حرارتي باعث ورود ينزديك به باكتري م DNAبنابراين نيروي دافعه بين آن ها از بين ميرود و 

 . شودبه باكتري از طريق منافذ آن مي

 ميلي ليتر آب   100ريزيم . سپس مي 250گرم كلريد كلسيم را وزن كرده در يك ارلن  1,47 :آماده سازی

 كنيم.زدايي شده به آن اضافه كرده و در آن را با پنبه و فويل بسته و سپس اتوكلاو مي يون

 كشت محيط   LB Borth    

                                                           
1 National Center for Biotechnology Information; NCBI 



 

 :يك محيط غني از مواد غذايي براي رشد، نگه داري و كشت سويه هاي جديد و نوتركيب اشريشياكلي  کاربرد

توانند در آن رشد كنند. پپتون موجود در اين  كه به علت نداشتن مواد ضد ميكروبي تقريبا تمام باكتري ها مي

و برخي عناصر كمياب توسط عصاره  B محيط نيتروژن و كربن را تامين مي كند. ويتامين ها از جمله ويتامين

 .مخمر تامين مي شود. كلريد سديم هم تعادل اسمزي محيط را ايجاد مي كند

  آماده سازی:LB ليتر آب يون زدايي ميلي 100در  4-2در جدولي اين محيط، مواد ذكر شده براي تهيه

 شده حل و پس از بستن در ظرف با فويل و پنبه توسط اتوكلاو ضدعفوني و استريل گرديد.

                          

 LB Borth. مواد مورد استفاده براي تهيه محيط كشت  5-2جدول    

 

 

 
 

  2محيط كشتxYT 
 :ميلي ليتر آب يون زدايي شده حل كرده سپس حجم  90در  5-2تمام مواد ذكر شده درجدول   آماده سازی

 كنيم.ميلي ليتر مي رسانيم و اتوكلاو مي 100نهايي را به 

 

 2xYT. مواد مورد استفاده براي تهيه محيط كشت 6-2جدول

 مقدار )گرم( نام علمی نام مواد

   Tryptone 1,6 تريپتون

  Yeast Extract 1 مخمر

 NaCl 0,5 كلريد سديم  

 

  پليت LB Aagr 

 :همانند محيط  آماده سازیLB  گرديد.گرم آگار اضافه كرده و سپس اتوكلاو  1,5مايع عمل كرده و به آن 

هاي استريل ريخته شد و از آنجا در كنار شعله در پليت LB-Agarسپس بعد از كاهش نسبي دماي محيط، 

كه نياز به محيط انتخابي داراي آنتي بيوتيك بوده، به ازاي هر ميلي ليتر از محيط يك ميكروليتر از آنتي 

هاي كشت به محيط پليت µg/µl50 تا رسيدن به غلظت نهايي  mg/ml50 بيوتيك كانامايسين با غلظت 

 اضافه گرديد. 

  درصد )اتوكلاوشده( 30گليسرول 

 :ميلي ليتر آب يون زدايي شده را  7ميلي ليتر گليسرول با  3درصد گليسرول,  100از استوك  آماده سازی

 كنيم.با هم مخلوط كرده در يك ظرف ريخته در آن را بسته و اتوكلاو مي

 

 مقدار)گرم( نام علمی نام مواد

   Pepton 1 پپتون

   yeast extract 0,5 عصاره مخمر

   NaCl 1 سديم كلرايد



 

 روش کار

بيوتيك كشت چمني داده و به خالي در پليت آگار فاقد آنتي DH5αميكروليتر از باكتري  10مقدار  (1

 ساكن قرار داده شد. ċ37ساعت( در انكوباتور 12-14مدت يك شبانه روز )

بيوتيك تلقيح و به صورت شبانه در مايع فاقد آنتي LBليتر محيط ميلي 5روز بعد يك كلون در  (2

 گرماگذاري) انكوبه( گرديد. ċ37شيكردار با دماي  انكوباتور 

بيوتيك فاقد آنتي 2xYTليتر محيط كشت ميلي 10ميكروليتر از كشت شبانه به  100روز بعد  (3

 نانومتر برسد.  600در طول موج  0,5تلقيح و در انكوباتور شيكردار قرار داده شد تا به جذب نوري 

سانتريفيوژ گرديد و در شرايط  ċ4در دماي  g 6000دقيقه با دور  15سپس باكتري به مدت  (4

 استريل، مايع رويي توسط پيپت پاستور دور ريخته شد.

ليتر از محلول كلريدكلسيم سرد , در شرايط ميلي 10ي باكتري مستعد شيميايي، ميزان جهت تهيه (5

وب ساستريل و كنار شعله توسط پيپت پاستور به رسوب باكتري اضافه كرده و ورتكس شد تا ر

 دقيقه روي يخ گرماگذاري گرديد. 30باكتري كاملاً حل شود، سپس باكتري به مدت 

سانتريفوژ گرديد و  مايع رويي دور ريخته ċ4در دماي  g6000دقيقه با دور  15باكتري به مدت  (6

 شد. 

 تكرار گرديد. 6و  5ي ديگر مراحل دو مرتبه (7

دقيقه روي يخ گرماگذاري  30به مدت  ليتر كلريدكلسيم حل گرديد. سپسميلي 5سپس رسوب در  (8

 شد و مانند مراحل قبل سانتريفوژ انجام گرديد.

ميكروليتر كلريدكلسيم به آن اضافه گرديد. پس از پيپتاژ كردن  300مايع رويي دور ريخته شده و  (9

ميكروليتري درون  100هاي رسوب در كلريدكلسيم و به دست آوردن محلول يكنواخت، اليكوت

 ريخته شد. 1,5هاي استريل ميكروتيوب

درصد از حجم باكتري مستعد از  15-30، به ميزان - 70ċمنظور ذخيره باكتري مستعد در به   (10

 اضافه گرديد. %30استوك استريل گليسرول 

ميكروليتر از باكتري مستعد شده بر روي پليت آگار  10منظور بررسي عدم آلودگي،  به  (11

 ċ 37 روز در انكوباتورسيلين كشت داده و به مدت يك شبانهپيدار كانامايسين و آمبيوتيكآنتي

 گرماگذاري شد.

به  P3,P2,P1پلاسمید نوترکیب حاوی ژن . انتقال)ترانسفورم(8-2

 DH5α  مستعد باکتری

 مواد لازم 

 باكتري مستعد   DH5α 



 

 پلاسميد نوتركيب 

 :ميكروليتر از 100شود . ميكروگرم( از شركت به صورت ليوفيليزه ارسال مي 4استوك پلاسميد)  آماده سازی

 آب تزريقي در شرايط كاملا استريل به ميكروتيوب اضافه و با ضربات دست پودر را در آب حل كرديم . 

  محيط كشتSOB مايع 
 :شده حل كرده و پس از بستن در ظرف  ليتر آب يون زدايي 1مواد ذكر شده در جدول زير را در  آماد سازی

 اتوكلاو ضدعفوني و استريل گرديد.توسط با فويل و پنبه 

 

 SOB. مواد شيميايي مورد استفاده براي تهيه محيط كشت 7-2جدول                             

 

 

 محيط كشت LB آگار حاوي آنتي بيوتيك كانامايسين 

 :محيط  آماده سازیLB  بعد از كاهش  گرديد.گرم آگار اضافه  و سپس اتوكلاو  1,5مايع تهيه شده و به آن

هاي استريل ريخته شد و از آنجا كه نياز به محيط انتخابي , در كنار شعله در پليت آگار LBنسبي دماي محيط 

 ن با غلظت كانامايسي داراي آنتي بيوتيك بوده، به ازاي هر ميلي ليتر از محيط يك ميكروليتر از آنتي بيوتيك

mg/ml50  تا رسيدن به غلظت نهايي µg/µl50 هاي كشت اضافه گرديد.به محيط پليت 

 

 روش کار

 باكتري مستعد شده را روي يخ قرار داده تا يخ آن ذوب شود. (1

ميكروليتر باكتري مستعد  100نانوگرم(  به  400ميكروليتر از پلاسميد نوتركيب ) 10الي  7 (2

دقيقه روي يخ  30و به آرامي به ميكروتيوب ضربه زده تا مخلوط شود و به مدتشيميايي اضافه 

 گرماگذاري گرديد.

دقيقه روي يخ گرماگذاري  5گرماگذاري شده و به مدت   42ċثانيه در دماي  90سپس به مدت  (3

 گرديد.

اعت س 2الي  1,5اتوكلاو شده به ميكروتيوب اضافه گرديد و به مدت   SOBميكروليتر محيط  400 (4

 گرماگذاري گرديد.  37ċدر انكوباتور شيكردار در دماي 

سانتريفيوژ گرديد و مايع رويي دور ريخته  g  11000 دقيقه با دور 1محصول انتقال به مدت  (5

 شود.مي

 مقدار نام علمی نام 

 درصد حجمي وزنيpeptone 2 پپتون

 درصد حجمي وزني Yeast extract 0,5 عصاره مخمر

 ميلي مولار NaCl 10 كلريد سديم 

 ميلي مولار KCl 2,5 كلريد پتاسيم 

 ميلي مولار 2MgCl 10 كلريد منيزيم 

 ميلي مولار4MgSO 10 منيزيم سولفات



 

بيوتيك كانامايسين مرتبط با ي محيط حل شد و روي پليت آگار حاوي آنتيماندهرسوب در باقي (6

يد مورد نظر براي بدست آوردن تك كلوني كشت داده شد و سپس مقاومت آنتي بيوتيكي پلاسم

 .(Griffith, 1928)قرارداده شد ċ37ساعت در انكوباتور  16-14پليت به مدت 

 انجام گرديد. PCR,  براي تائيد كلون هاي رشد كرده در پليت (7

 

توسط واکنش زنجیره  P1,P2,P3پلاسمید نوترکیب  انتقال . تائید2-9

1ای پلیمراز
 (Colony PCR) 

PCR ي مشخصي از روشي مبتني بر تكثير قطعهDNA  است. يكي از مزيت هاي اين روش عدم

تواند همه يا بخشي از ژن هاي رمز كننده محدوديت در انتخاب قطعه ي هدف است و قطعه هدف مي

يا قسمتي از يك بيوماركر يا نشانگر زيستي باشد . بر همين اساس هدف از فرايند  RNAپروتئين , 

PCR دستيابي به تعداد انبوه كپي از ناحيه ي هدف مي باشد)(Kary Mullis ,1983. 

 مواد لازم

 مستر ميكس 

 شامل :            

o  آنزيمTaq پليمرازTaq DNA polymerase)) 
 :شود. اين آنزيم با توجه به شرايط اين آنزيم از باكتري ترموس آكواتيكوس استخراج مي کاربرد

زندگي باكتري ترموس آكوآتيكوس كه در دريچه هاي عميق اقيانوس ها مي باشد, مقاومت بالايي 

 پايدار است. اين آنزيم داراي 70ċنسبت به گرما دارند و پايدار هستند. فعاليت اين آنزيم تا دماي  

 (3 قدرت پردازش )حفظ پيوند به سوبسترا تا پايان واكنش (2 (پايداري گرمايي1سه ويژگي است:

 عملكرد صحيح

o بافر  PCR 

o هايدلئوتنوك (dNTP) 
 کاربرد: dNTP به عنوان بلوك هاي ساختماني رشتهDNA  عمل مي كند  و از كاتيون هاي دو

 شود.ظرفيتي مانند : منيزيم در واكنش هايي كه بايد پيوند كووالان صورت پذيرد استفاده مي

o MgCl2 

 :يك ماده شيميايي مهم در فرايند  کاربردPCR است كه به عنوان كوفاكتور فعاليت آنزيميDNA 

     مي شود.    DNAپليمراز را افزايش مي دهد و بنابراين باعث افزايش تكثير 

 

  پرايمر  عموميT7 

                                                           
1 Polymerase Chain Reaction; PCR 



 

 آنزيمکاربرد :Taq   پلي مراز فقط با وجود پرايمر توانايي ساخت رشته جديد را دارد. پرايمرها با

شوند. به طور كلي در در مجاورت آنزيم باعث ايجاد يك نقطه شروع براي آن مي OHايجاد سر آزاد 

 لازم است. DNAدو پرايمر براي اتصال به دو رشته ي  PCRهر واكنش 

 

 PCRمشخصات پرايمرهاي مصرف شده در  .8-2جدول

 طول پرایمر توالی نام پرایمر

Forward    T7 promotor  TAATACGACTCACTATAGGG 20 

Reverse  T7 terminator GCTAGTTATTGCTCAGCGG 19 

 

 زدايي شده )ديونيزه( آب يون 

 نمونه 

 روش کار

 انجام شد. PCR( كلون ها را از روي پليت برداشته و براي تائيد كلون حاوي پلاسميد مورد نظر 1

در كلون هاي رشد حاوي ژن pET-28a كلونينگ وكتور ي پليتكثير ناحيه، براي PCRواكنش  (2

 كرده طبق شرايط ذيل صورت گرفت:

 حاوي ژن  pET-28aكلونينگ وكتور  ي پليمربوط به تكثير ناحيه PCRشرايط  .9-2جدول 

 مقادیر )میکرولیتر( مواد مورد استفاده

 T7 promotor 0,3پرايمر 

 T7 terminator 0,3پرايمر 

 3,5 مسترميكس

 5,4 آب ديونيزه

 0,5 كلون حاوي پلاسميد

 10 حجم نهایی

 

 حاوی ژن pET-28aکلونینگ وکتور  ی پلیمربوط به تکثیر ناحیه PCR. شرایط 10-2جدول 

 زمان دما ویژگی مراحل واکنش

 دقيقه c 5° 95 دناتوراسيون اوليه 1ي اولمرحله

 

 2ي دوممرحله   

 سيكل( 30) 

 ثانيه c 30° 95 دناتوراسيون اوليه

 ثانيه c 40° 50 اتصال پرايمر

 ثانيه c 45° 72 طويل شدن

                                                           
1 Denaturation 
2 Annealing 



 

 دقيقه c 10° 72 طويل شدن نهايي 1ي سوممرحله

 

 آگاروز ژل روی افقی توسط الکتروفورز  PCR. بررسی محصول 2-10

ها است كه در آن بر مبناي الكتروفورز بر روي ژل، فناوري ساده و بسيار كارآمد براي جداسازي ملكول

ها در يك بستر نيمه جامد در داخل ميدان الكتريكي از يكديگر تفكيك اختلاف در سرعت حركت ملكول

هاي سازد. مولكوليكيلو باز را فراهم م 25تا  5/0از  DNAشوند. اين روش امكان جدا سازي قطعات مي

DNA كنند. داراي بار منفي هستند و در ميدان الكتريكي از قطب منفي به سمت قطب مثبت حركت مي

ها و همچنين قطر منافذ ها در ژل آگاروز در يك ميدان الكتريكي به اندازه، بار مولكولحركت مولكول

 .(Arne Tiselius.1930) ژل بستگي دارد.

  مواد لازم 

  كلون حاوي پلاسميد نوتركيب(نمونه(  

 پودرآگارز 

 (بافر بارگذاري نمونهLoading buffer 6X) 

 :كندمي رنگ را نمونه كه باشدمي نيز رنگ داراي بافر اين چاهك ها،متراكم كردن نمونه در  کاربرد. 

  :ميكروليتر گليسرول استريل اضافه كرده و با  450گرم از برم فنل بلو وزن كرده و به آن  0,003آماده سازی 

TBE  0.5 X  ميكروليتر  از رنگ را در يك ميكروتيوب  100ميلي ليتر مي رسانيم. سپس  1,5حجم آن را به

 اضافه ميكنيم تا قابل استفاده شود. TBE 0.5Xميكروليتر  200ريخته و به آن 

 رنگ Green Viewer  

 :با اتصال به کاربرد DNA كند و با اتصال بهدو رشته اي رنگ فلورسانس سبز از خود ساطع مي DNA   تك

 آشكارسازي به منظور آگاروز ژل در رنگ بردن كار به كند.فلورسانس قرمز از خود ساطع مي  RNAرشته يا 

 است. UVنور  با محصولات

  بافر TAE 1X 

 كننده حفظ و جريان برقراركننده عنوان به الكتروفورز در بافرها طوركلي به : کاربرد pH ثابت مقدار يك در 

است،  TBEدرحالت ابر مارپيچ بهتر از  DNAبراي  TAEاز آن جا كه قدرت تفكيك پذيري بافر  هستند و

 استفاده گرديد. TAEهاي نوتركيب استخراج شده از براي بررسي پلاسميد

 ژل داك دستگاه    

 

 

 
 

                                                           
1 Elongation 



 

 کار روش

 را آماده كرديم. 1ژل آگاروز % (1

 :ميلي ليتر,  بافر 20گرم پودر آگاروز در  2/0حل كردن  آماده سازی TAE  و قرار دادن آن بر

روي شعله تا حدي كه محلول شفافي حاصل شود. بعد از برداشتن از روي شعله و رسيدن دماي 

 كنيم.را به محلول اضافه مي Green Viewerميكروليتر رنگ  2مقدار  ċ 50 -40محلول به 

 كنيم. سيني اضافه مي ژل را به و ژل قرار داده سيني در چاهك ايجاد را جهت الكتروفورز شانه (2

 آن را به مخزن الكتروفورز انتقال مي دهيم. پس از بستن كامل ژل، (3

 ريزيم.در اولين چاهك ميرا  DNAماركر وزن ملكولي  ميكروليتر از  2 (4

 شود.به چاهك ها ريخته مي   PCRنمونه هاي حاصل از  (5

 شود.ولت الكتروفورز انجام مي  80دقيقه با ولتاژ  45-55انجام الكتروفورز به مدت   (6

 شود.ژل داك مي ژل توسط دستگاه  عكس گرفتن از (7

پس از اطمينان از كميت و كيفيت پلاسميدها , كلون منتخب براي تخليص پلاسميد و انتقال به  (8

 شود .استفاده مي BL21باكتري 

 

 نوترکیب . تخلیص پلاسمید 2-11
 مواد لازم

 كيت استخراج پلاسميد(DNA Biotech) 

 شامل: 

o  معلق سازي )سوسپانسيون(بافر 
 1: اين بافر اغلب بر اساس بافر تريس و کاربردEDTA  است كه به دناچوره شدنDNA  كمك

در اين بافر به كاتيون هاي دوظرفيتي كه عامل ناپايداري  غشا و مهاركننده  EDTAكند. نقش مي

DNAse شود. است متصل مي 
o RNAse A 

 :براي تخريب  کاربردRNA  گردد.اضافه مي معلق سازيهاي آزاد شده در ليز سلولي به بافر 

 :ميلي ليتر از بافر تعليق كننده را به ميكروتيوب حاوي  1 آماده سازیRNAse A  ليوفيليزه اضافه

ن كنيم. ايكرده, بعد از حل شدن كامل پودر ليوفيليزه ,  آن را به ظرف بافر معلق كننده اضافه مي

 تواند نگهداري شود.ماه در يخچال مي 6بافر به مدت 

o بافر ليزكننده 
 :اين بافر حاوي  کاربردSDS  وNaOH براي پاره كردن غشاي سلولها در شرايط بازي به  است كه

 شود.پلاسميد استفاده ميكروموزومي و   DNAمنظور آزاد كردن محتويات سلولي از جمله 

o بافر اتصال 

                                                           
1 Ethylen Diamine Tetra Acetic acid; EDTA 



 

 :اين بافر اتصال و بازيابي موثر  کاربردDNA كندرا از واكنش هاي آنزيمي و ناخالصي ها تسهيل مي. 

o 1(1بافرشستشو(WB 
 :اين بافر براي شستشوي  کاربردDNA  و حذف مواد باقيمانده از بافرهاي استفاده شده مانند نمك ها

و رسوب  DNAباشد. اضافه كردن الكل به منظور افزايش حلاليت نمك ها و كاهش دادن حلاليت  مي

 باشد.آن مي

 :شود. اين بافر در مي اضافه 1ميلي ليتر از بافر شستشو  4ميلي ليتر از اتانول مطلق به  6 آماده سازی

 شود.درجه نگهداري مي 15-25دماي 

o 2(2بافر شستشوWB( 
 :اين بافر براي شستشوي  کاربردDNA  و حذف مواد باقيمانده از بافرهاي استفاده شده مانند نمك ها

و  DNAمي باشد. . اضافه كردن الكل به منظور افزايش حلاليت نمك ها و كاهش دادن حلاليت  

 باشد.رسوب آن مي

 :شود. اين بافر اضافه مي 2ميلي ليتر از بافر شستشو 4ميلي ليتر از اتانول مطلق به  16 آماده سازی

 .شوددرجه نگهداري مي 15-25در دماي 

o بافر تخليص 
 :8,5 ميلي مولار با 10حاوي تريس  کاربرد=pH   براي حفاظت از( DNA و )در زمان نگهداري

EDTA 0,1  .ميلي مولار) براي مهاركردن نوكلئازها( استDNA  در محلوهايي با قدرت يوني كم

كه چنين بافري به غشاي سيليكايي افزوده مانند بافر تريس يا آب بدون نوكلئاز, محلول است. زماني

 شود.جمع آوري مي  DNAاز غشا آزاد و مايع خروجي شامل   DNAشود مي

 :65دقيقه در دماي  1ف بايد به مدت قبل از مصر آماده سازیċ .گرم شود  

 

 روش کار

ميلي ليتر محيط كشت  10, كلون مورد نظر در PCR بعد از انتخاب كلون مناسب حاصل از نتايج  (1

LB ( در انكوباتور  12 -14همراه با آنتي بيوتيك كانامايسين به صورت شبانه )ساعتċ37  شيكردار

 كشت داده شد .

ليتر از محيط كشت داده شده را براي تخليص پلاسميد برداشته و از باقي ميلي 5سپس روز بعد  (2

 شود.ي آن استوك گرفته ميمانده

 g 5000دقيقه در   15به مدت  ċ4ي قبل، در دماي ميلي ليتر از كشت شبانه در مرحله 5 (3

 سانتريفيوژ گشت و مايع رويي دور ريخته شد.

 رجه گذاشته شد.د -20دقيقه در دماي  15رسوب به مدت  (4

 ميكروليتر از بافر معلق كننده حل گرديد و ورتكس شد. 250رسوب در  (5

مرتبه سر و ته گشت و به مدت  5-10ميكروليتر از بافر ليز كننده به ميكروتيوب اضافه شد و  250 (6

 ها ليز گردند.دقيقه روي يخ قرار داده شد تا سلول 5

 مرتبه سر و ته گرديد. 5-10ميكروتيوب اضافه گشت و ميكروليتر از بافر اتصال دهنده ، به  350 (7



 

دقيقه سانتريفيوژ شد و مايع  1به مدت  g 12000در دور  4ċمحتواي درون ميكروتيوب در دماي  (8

 رويي، به ستون منتقل گرديد.

 دقيقه سانتريفيوژ گشت و مايع زيري دور ريخته شد. 1به مدت  g 11000سپس مجددا با دور   (9

به  g 11000به ستون اضافه شد و با دور   )1WB(ي اول و شو دهنده افر شستميكروليتر از ب  (10

 دقيقه سانتريفيوژ گشت ؛ نهايتا مايع زيري دور ريخته شد. 1مدت 

 g 11000، به ستون اضافه گرديد و با دور )2WB(دوم يو شو دهنده ميكروليتر از بافر شست 700 (11

 مجددا دور ريخته شد. ، مايع زيريشددقيقه سانتريفيوژ  1به مدت 

 شد.دقيقه سانتريفيوژ  3ستون خالي جهت حذف الكل، با دور بالا به مدت   (12

گرم  65ċميكروليتر از بافر تخليص كه قبلا در دماي  100ستون در ميكروتيوب جديد قرار گرفت و  (13

 شدشده بود، به آن اضافه 

دقيقه سانتريفيوژ گشت و مايع زيري درون ميكروتيوب، حاوي  1به مدت  g 12000ستون با دور   (14

 باشد. پلاسميد مورد نظر مي

ميكروليتر از پلاسميد تخليص شده  براي بررسي و تائيد توسط الكتروفورز با ژل آگارز  5انتقال   (15

 انجام شد.

  

 BL21. انتقال پلاسمید نوترکیب تخلیص شده به باکتری 12-2

( براي بيان 8-2)مطابق بخش  BL21ي باكتري مستعد شيميايي ميد تخليص شده پس از تهيهپلاس

 شد.منتقل  BL21به باكتري  9-2پروتئين نوتركيب مطابق پروتكل ذكر شده در بخش 

 

  BL21در باکتری P1,P2,P3 . بیان پروتئین 2-13

 مواد لازم

  محيطLB Broth  
 آنتي بيوتيك كانامايسينA  

  ميلي ليتر آب تزريقي درون يك  1ميلي گرم از پودر را به  50محصول به صورت پودر است.   سازی:آماده

ميكرومتر استفاده  0,22كنيم. براي استريل كردن محلول از فيلتر سرسرنگي فالكون استريل ريخته و ورتكس مي

 درجه سانتي گراد نگهداري شد. -20شد و سپس در ميكروتيوب تقسيم شد و در 

 تيوگالاكتوپيرانوزيد  -1-دي-ايزوپروپيل بتا(IPTG) 

 :کاربرد Isopropyl B-D-1- thiogalactopyranoside   ياIPTG  يك آنالوگ شيميايي لاكتوز است

  است.  Lacرا القا ميكند و منجر به بيان پروتئيني ميشود كه ژن آن تحت كنترل اپراتور Lacكه اپرون 



 

 :ميلي ليتر آب تزريقي درون يك فالكون  10گرم از پودر را به  0,24محصول به صورت پودر است. آماده سازی

ميكرومتر استفاده شد  0,22استريل ريخته و ورتكس ميكنيم. براي استريل كردن محلول از فيلتر سرسرنگي 

 درجه سانتي گراد نگهداري شد. -20و سپس در ميكروتيوب تقسيم شد و در 

 روش کار

ميلي ليتر از محيط كشت مايع  10به  حاوي پلاسميد منتخب BL21ميكروليتر از باكتري  100  (1

LB Broth .حاوي كانامايسين منتقل شد 

 گرديد. شيكگرماگذاري و   ċ37در فالكون كاملاً بسته شد و يك شبانه روز در  (2

 بررسي گرديد.  IPTGروز بعد به منظور بهينه سازي بيان پروتئين از لحاظ زمان , دما و غلظت  (3

ميلي ليتر از باكتري كه شب  5ميلي ليتر از محيط كشت حاوي كانامايسين توسط  50بدين منظور  (4

نانومتر  600در  0,5براي رسيدن به جذب  ċ37قبل كشت داده شده بود , تلقيح شد و در انكوباتور 

 گرماگذاري گرديد.

بررسي زمان , دما و غلظت مناسب تهيه  ميلي ليتر از اين محيط تلقيح شده را به منظور 5سپس  (5

  كنيم.كرده و گرماگذاري مي

  غلظت IPTG :0,3،0,5،0,8،1 ميلي مولار  

 گراددرجه سانتي 18،25،37:  دما 

 درجه سانتي  18و  25ساعت ) براي  12،14،16درجه(  و  37ساعت ) براي  3،4،5،6:  زمان

 گراد(

دقيقه سانتريفيوژ شدند  20به مدت   g5000در دور   سپس تمام نمونه ها پس از اتمام گرماگذاري (6

 وري شد.آو محيط رويي و رسوب به صورت جداگانه جمع 

 انجام مي شود.  SDS-PAGEبهترين شرايط براي بهينه سازي  بيان پروتئين توسط الكتروفورز  (7
 

 1PAGE-SDS. الکتروفورز 41-2

توان استفاده نمود. ي يك سلول ميتجزيه هاي حاصل ازاز اين روش براي جداسازي مخلوط پروتئين

ها دناتوره (، به عنوان نوعي دترجنت، پروتئينSDSدر اين روش در حضور سديم دو دسيل سولفات )

ها بار نسبتاً همسان ها توسط آن، پروتئينو احاطه شدن پروتئين SDSشوند. بعد از اضافه كردن مي

 يرد. پذن ترتيب جداسازي فقط بر اساس اندازه صورت ميآيند؛ بديپيدا كرده و به صورت خطي در مي

.  ژل متراكم  3و ژل جدا كننده 2گردد؛ ژل متراكم كنندهاز دو ژل مجزا استفاده مي PAGE-SDSدر 

شوند. ها در اين بخش ايجاد ميهاي لازم براي نمونهگيرد و چاهككننده بر روي ژل جدا كننده قرار مي

                                                           
1 Sodium Dodecyl-Sulfate Poly Acrylamide Gel Electrophoresis: SDS-PAGE 
2 Stacking gel 
3 Resolving gel 



 

ها وارد ژل جدا كننده شده و بر ها در حد فاصل دو ژل، پروتئيننمونه پس از رسيدن و جمع شدن

 . ) Ulrich K. Laemmli.1970(دگردنمبناي تفاوت در اندازه از هم جدا مي

  

 مواد لازم

 استوك اكريل آميد 

   :دامنه  ارد.دميد نقش بسيار تعيين كننده  براي تفكيك و جداسازي پروتئين ها از يكديگر آپلي اكريل کاربرد

شود كه قطر اين منافذ بستگي به غلظت وزني قابل تفكيك با توجه به قطر منافذ موجود در اين ژل مشخص مي

  دارد.   (كريل اميد و بيس آكريل آميدآ )دو جز سازنده آن

 :ليتر آب حل شد و با كاغذ ميلي 100گرم بيس آكريل آميد در  0,8گرم آكريل آميد و  30 آماده سازی

 .ي پوشيده با فويل در يخچال نگهداري شداين استوك در ظرف تيره .تمن صاف گشتوا

 (بافر ژل پايين )ژل جداكننده  
  :نقش اين بافر جداكردن پروتئين ها براساس اندازه ملكولي است. کاربرد 

 ليتر آب حل شد و پس از تنظيم ميلي 70گرم تريس باز در  18,2: آماده سازیpH ي محلول به وسيلهHCl  

ليتر رسانده شد و در يخچال ميلي 100به آن اضافه گرديد و به حجم نهايي  SDSگرم  0,4، مقدار 8,8  روي

 نگهداري شد.

 )بافر ژل بالا) ژل متراكم كننده  

 :نقش اين بافر خطي كردن همه پروتئين هاي نمونه در چاهك ها است تا همه نمونه در يك زمان وارد  کاربرد

 ژل پايين بشوند.  

 :ليتر آب حل شد و پس از تنظيم ميلي 70گرم تريس بازي در  6,1 آماده سازیpH  0,4مقدار ، 6,8روي 

 نده شد و در يخچال نگهداري شد.ليتر رساميلي 100به آن اضافه گرديد و به حجم نهايي  SDSگرم 

  بافر نمونه پروتئینX5  

 :براي آماده سازي نمونه در  کاربردPAGE-SDS  . بافر نمونه را با نسبت خاصي به نمونه مي افزايندSDS 

ع كند. در واقيك دترجنت آنيوني مي باشد كه با اتصال به نواحي هيدروفوب پروتئين ها آن ها را دناتوره مي

با اتصال به پروتئين ها بار طبيعي آن ها را مي پوشاند و توزيع يكنواختي از بارهاي منفي بر   SDSمولكول

ي شان صورت مروي آن ايجاد مي نمايد. در نتيجه اين اتفاق، جداسازي پروتئين ها تنها بر اساس وزن مولكولي

  گيرد. 

 گرم  1ليتر گليسرول، ميلي 5ليتر از بافر ژل متراكم كننده، ميلي 10: آماده سازیSDS ،200  ميكروليتر

مركاپتواتانول مخلوط گرديد و سپس به حجم 2 ليترميلي 1درصد در متانول( و  0,5) محلول بروموفنول بلو

 ليتر رسانده و در يخچال نگهداري شد.ميلي 20

  1محلول آمونيوم پرسولفات(APS): 

 :پليمريزاسيون شيميايي آكريل آميد را تسهيل و با حل شدن پرسولفات آمونيوم , راديكال هاي آزادشده  کاربرد

كند. مونومرهاي آكريل آميد فعال شده مي توانند با مونومرهاي پرسولفات ,مونومر آكريل آميد را فعال مي

 جيره هاي پليمري بلند آكريل آميد به طورغيرفعال واكنش داده و يك زنجيره ي پليمري بلند توليد كنند. زن

                                                           
1 Ammonium Persulfate: APS 



 

شوند تا شبكه اي از زنجيره هاي پلي آكريل آميد را اي عرضي بيس آكريل آميد بهم متصل ميتصادفي با پله

 تشكيل دهد. 

 :ليتر آب مقطر حل شد و در يخچال نگهداري گرم پودر آمونيوم پرسولفات در يك ميلي0,1 آماده سازی

 (.ن محلول تازه تهيه گرددتر است اي)به گرديد

 10تمد% 

 :كند. به عنوان كاتاليزور براي تسريع واكنش پليمريزاسيون شيميايي آكريل آميد را تسهيل مي کاربرد

 شود. پليمريزاسيون به دليل توانايي آن در حمل الكترون اضافه مي

 :ميلي ليتر  1,5در ميكروتيوب   ميكروليتر آب يون زدايي شده900ميكروليتر از تمد را به  100  آماده سازی

 كنند.اضافه كرده  و سپس ورتكس مي

  بافر تانكSDS-PAGE  

  :براي حركت پروتئين در بستر ژل نقش ضروري داردکاربرد. 

 :نيازي به تنظيم شد ) ليتر آب حل 1بافر مواد ذكر شده در جدول زير در  ي اينبراي تهيه آماده سازیpH 

 باشد(.نمي

 

 مواد مورد نياز براي تهيه بافر تانك. 11-2جدول 

 

 

 

 

 روش کار

ها و شانه مورد استفاده براي ايجاد چاهك را شسته و با اتانول ، گيره(spacer)صفحات شيشه اي  (1

 مطلق تميز كرديم.

 ها قرار گرفته و بر روي دستگاه نگهدارنده ثابت شدند.  اي ما بين گيرهي شيشهدو صفحه (2

 منافذ اطراف كاست را با آگارز غليظ بسته شد تا از نشت مواد به بيرون جلوگيري گردد. (3

 درون كاست با آب پر شد و پس از عدم نشتي آب , با كاغذ صافي خشك گرديد. (4

 500ن را درون كاست ريخته و براي از بين بردن حباب روي ژل، به آن ي ژل پايين، آبعد از تهيه (5

 ميكروليتر الكل ايزوپروپانول اضافه گرديد.

 بعد از بستن ژل پايين، الكل را خالي نموده و با آب مقطر شستشو و با كاغذ صافي خشك كرديم. (6

 ها را داخل آن قرار داده شد.ژل بالا را داخل كاست ريخته و شانه (7

هاي ز پليمريزه شدن ژل متراكم كننده شانه از فضاي بين دو شيشه خارج گرديد و شيشهپس ا (8

 جداكننده در دستگاه الكتروفورز عمودي قرار داده شد.

 مقدار )گرم( نام علمی نام

 Tris- base 3 باز –تريس 

 Glycin 14,4 گلايسين

 SDS 1 سديم دو دسيل سولفات



 

 تانك الكتروفورز با بافر تانك پر گرديد. (9

 هاي پائين كاست توسط سرنگ خارج گرديد.حباب (10

مخلوط شده و  روليتر از بافر نمونه در ميكروتيوبميك 8مورد نظر با  ميكروليتر از نمونه 32مقدار   (11

هاي ژل ريخته شدند. در كنار دقيقه در آب جوشانده شدند و در نهايت در چاهك 15به مدت 

 شد.ها ريختهميكروليتر از ماركر پروتئين نيز در داخل يكي از چاهك  2ها مقدارنمونه

ولت و در ژل پايين ميلي Stacking ،140ز ولتاژ لازم جهت حركت پروتئين در ژل بالا، يعني فا (12

 باشد.ولت ميميلي Resolving ،120يعني فاز 

ي آبي رنگ به انتهاي ژل ادامه يافت و سپس دستگاه خاموش الكتروفورز تا زمان رسيدن خط نشانه (13

 دقيقه(. 90گرديد )حدود 

 ژل به آرامي از فضاي بين دو شيشه خارج شد .   (14

 شد.آميزي ثانيه جوشيده و سپس رنگ 30، ژل يك بار به مدت SDSبه منظور از بين بردن  (15

 
 . مواد لازم براي تهيه ژل بالا و پائين12-2جدول 

 

 

 

 

 

 

 

 

 R-250آمیزی ژل پلی آکریل آمید با کوماسی بلو رنگ.2-14-1

رنگ آميزي پروتئين ها در ژل پلي اكريل آميد با روش هاي متنوعي امكان پذير است. كوماسي بلو 

پر استفاده ترين مواد براي رنگ آميزي پروتئين ها هستند. در اينجا رنگ و نقره از  (Gو  R)انواع 

 آميزي با كوماسي بلو كه بسيار متداول مي باشد ، توضيح داده مي شود.

 

 مواد  لازم

  رنگ كوماسي بلوR-250 
 :كوماسي بلو  کاربردR-250 0,5حساسيت اين روش  براي رنگ آميزي پروتئين ها است. معمولترين رنگ-

  ميكروگرم پروتئين در هر باند مي باشد.  0,2

 )میکرولیتر( %15ژل پایین  )میکرولیتر( %4ژل بالا  مواد مورد نیاز

 -  625 بافر ژل بالا

  1500 - بافر ژل پايين

    2450   405 استوك آكريل آميد

  2050   1450 آب مقطر

  100    60 آمونيوم پر سولفات

   30   20 تمد

  6130  2560 حجم نهایی



 

 گرم از پودر كوماسي بريليانت بلو ميلي 80مقدار  :آماده سازیG250  ليتر آب يون  1ساعت در  3مدت به

به آن اضافه گرديد. محلول به مدت  خالص HCLليتر ميلي 3زدايي شده با كيفيت بالا مخلوط شد و سپس 

 قه روي استرير مخلوط گرديد و سپس در جاي تاريك قرار گرفت.چند دقي

 

 روش کار 

ژل جداكننده در داخل ظرف استريلي كه با اتانول مطلق شسته شده بود، قرار داده شد. براي  (1

ثانيه جوشانده سپس آب را خالي كرده و  30شفاف شدن ژل يك بار آن را در آب جوش به مدت 

 روي ژل ريخته شد.ي كوماسي بلو محلول آماده

 ساعت براي رنگ شدن روي شيكر قرار داده شد. 2ظرف حاوي ژل به مدت  (2

 

 های پروتئینی باندبری ژل پلی آکریل آمید به منظور مشاهده. رنگ2-14-2
 

 مواد لازم

 برمحلول رنگ 
 شود.: جهت از بين بردن رنگ بستر ژل و نمايش واضح باندهاي پروتئيني استفاده ميکاربرد 

 كنيمميلي ليتر استيك اسيد به همراه آب مقطر باهم تركيب مي 100ميلي ليتر متانول ,  200 :آماده سازی. 

 

 روش کار

ليتر از محلول رنگبري بر روي ژل ريخته و ميلي 200رنگ كوماسي بلو از داخل ظرف خارج شد و  (1

 ظرف حاوي ژل روي شيكر قرار داده شد.

ميلي  200شود بايد در فواصل زماني كوتاه محلول را با آبي ميدر ابتدا كه محلول رنگبري سريع  (2

 ليتر محلول تازه تعويض كرد.

 هاي پروتئيني بايد ادامه دارد.ي ژل و ظاهر شدن باندنگ شدن رنگ آبي زمينهكمربري ژل تا رنگ (3

 

 . استخراج پروتئین 15-2

ي آن هابايست غشاي باكتري ليز شده و پروتئينجهت بررسي صحت و كميت بيان ژن، در ابتدا مي

مورد  و در ادامه وسترن بلات بتوان بيان ژن SDS-PAGEژل الكتروفورز كمك به استخراج شوند تا 

 روتئيننظر را به طور اختصاصي مورد بررسي قرار داد. به همين منظور لازم بود تا مراحل استخراج پ

نوتركيب بهينه سازي گردد تا بتوان با حداكثر ليز سلول باكتري به بيشترين مقدار پروتئين مورد نظر 



 

شدند,  ي غشاي باكتري بررسيهاي ليز متفاوتي براي تجزيهنيز دست پيداكرد. در همين راستا ابتدا بافر

ترين بافر، زمان و انتخاب مناسب هاي ليز در نوع و مقدار دترجنت متفاوت بودند. پس ازكه اين بافر

 . (Itakura K.et al.1977)سازي گرديدشدت سونيكاسيون و ورتكس نيز بهينه

 مواد لازم

  محيط كشتLB 

 استوك باكتري منتقل شده 

 آنتي بيوتيك كانامايسين 
 IPTG 
 

 روش کار

 5حاوي  LBليتر محيط ميلي 5حاوي پلاسميد ، به  BL21ميكروليتر از استوك باكتري  50 (1

ليتر( تلقيح گشت و به صورت شبانه در گرم در هر ميليميلي 50ميكروليتر كانامايسين )با غلظت 

 انكوباتور شيكردار قرار داده شد.

بيوتيك كانامايسين اضافه گشت تا به جذب حاوي آنتي LBليتر محيط ميلي 500كشت شبانه به  (2

 نانومتر رسد. 600در  0,5نوري 

ي ليتر( به مجموعهمولار در هر ميليميلي 0,7مولار )غلظت ميلي 100با غلظت  IPTGليتر ميلي 5 (3

 ، قرار گرفت. 37ċساعت در انكوباتور شيكردار در دماي  4قبلي اضافه گشت و سپس به مدت 

 20به مدت زمان  g4000 ريخته شد و با دور  50ليتر از كشت درون يك فالكون ميلي 35هر  (4

 گشت.دقيقه سانتريفيوژ 

 مايع رويي دور ريخته شد و رسوب حاصله براي ادامه كار نگهداري شد. (5

ميكروليتر از بافر ليز به  750اضافه شد ) ليتر از بافر ليز كنندهميلي 2,5در هر فالكون در حدود  (6

ساعت روي يخ گرماگذاري شد. در اين مدت، مرتبا ورتكس  2ليتر از كشت( و ميلي 10ازاي هر 

 انجام گشت.

دقيقه انجام گرديد. محيط رويي كه حاوي پروتئين نوتركيب  25به مدت   g 9000 انتريفيوژ با دورس (7

 بود ,جدا گرديد و جهت تخليص نگهداري شد.  هاي محلول و ساير پروتئين

 

 P1,P2,P3ی استخراج . بررسی تأثیر بافرهای لیز متفاوت بر بازده2-15-1
 روش کار 

بررسي قرار گرفتند كه محتويات هر كدام و به ترتيب استفاده در جدول بافر ليز مختلف مورد  3 (1

 ذكر شده  است. 2-12



 

 هاي ليز متفاوتي كه براي ليز باكتري مورد استفاده قرار گرفتند.تركيبات بافر .13-2جدول 

درجه سانتيگراد ذخيره شده بود، از فريزر  -20مقدار كافي از رسوب باكتري به دست آمده كه در  (2

هاي ليز مختلف به صورت سوسپانسيون در ميلي ليتر از بافر 1خارج شد و پس از ذوب شدن در 

 آمد.

 دقيقه قرار داده شدند. 90ها بر روي يخ به مدت محتويات ويال (3

ي هاي ليز متفاوت بر روي يخ سونيكه شدند. برنامههاي باكتري در بافردر ادامه، سوسپانسيون سلول (4

ثانيه  30ثانيه سونيكاسيون و  30مرحله سونيكاسيون بود، كه در هر مرحله  3سونيكاسيون شامل 

 ود(.ثانيه ب 90استراحت اجرا گرديد )كل مدت زمان سونيكاسيون 

دقيقه كه روي  90البته يك سري از همه نمونه ها هم بدون سونيكاسيون بود و فقط در بازه زماني   (5

 يخ گرماگذاري بودند, ورتكس شدند.

دقيقه  25هاي تجزيه شده كه به صورت سوسپانسيون در آمده بودند، به مدت محلول حاوي سلول (6

آوري شد و ريفيوژ شدند؛ مايع رويي جمعدرجه سانتيگراد، سانت 4در دماي  g 9000و با شتاب 

انجام   SDS-PAGEبراي انتخاب بهترين بافر ليز كننده , شرايط سونيكاسيون و ورتكس, الكتروفورز 

 شد.

ئين پروتپس از انتخاب مناسب ترين بافر ليز كننده كه بيشترين بازده را در استخراج كارآمد  (7

 نشان داده بود, نمونه براي تخليص پروتئين نوتركيب بر روي ستون تمايلي نيكل برده شد. نوتركيب

 

. تخلیص پروتئین نوترکیب با استفاده از ستون تمایلی 2-61

 )(2IMACنیکل

-Nو  C-terminalدر هر دو انتهاي  His-tagقطعه  2پروتئين هاي بيان شده در اين مطالعه داراي 

terminal  هاي نشانه امكان اتصال پروتئين نوتركيب را به ستون داراي باشد و وجود اين پپتيدخود مي

                                                           
1 Native 
2 Immobilized Metal Affinity Chromatography: IMAC 

 مواد تشکیل دهنده بافر شتشو انواع روش تخلیص پروتئین

 500تا  10ميلي مولار, ايميدازول ) O2.2H4PO2NaH 100ميلي مولار,   NaCl 200   1طبیعی

 ميلي مولار(

ميلي مولار,  O2.2H4PO2NaH 100ميلي مولار,  10ميلي مولار, تريس باز  NaCl200 هیبرید

 ميلي مولار( 500تا  10ايميدازول )

 دناچوره

 (pH)بافر اوره با شیب 

NaCl 200  ميلي مولار,  10ميلي مولار, تريس بازO2.2H4PO2NaH 100  ,ميلي مولار

 مختلف(  pHمولار) 8اوره 



 

پايين  pHتوان با استفاده از بافرهايي با سازد. پيش از اتصال، پروتئين را ميهاي نيكل فراهم ميكاتيون

كنند، هاي ستون رقابت ميهايي كه داراي ايميدازول هستند و در اتصال به پروتئين با كاتيونو يا بافر

از ستون استخراج نمود. براي جداسازي از روش كروماتوگرافي تمايلي استفاده شده . اين ستون شامل 

 .( Porath & Olin, 1983(هاي نيكل استرزين باردار شده با كاتيون

 مواد لازم

 ستون كروماتوگرافي 

 ( رزين نيكلNi-NTA Agarose) 
 :اين رزين ها براي خالص سازي پروتئين هاي داراي دنباله هيستيديني با راندمان بالا در كروماتوگرافي   کاربرد

  تمايلي كاربرد دارند. 

 

 

 

 

 

 

 

 . نمايش چگونگي اتصال رزين نيكل به  برچسب هيستيديني موجود در پروتئين هاي نوتركيب2-2تصوير 

 
 :مرتبه با اتانول %  3ميلي ليتر از رزين نيكل داخل ستون كروماتوگرافي ريخته شد و  2حدود   آماده سازی

 شود(.مينگهداري  ċ4و دماي  % 20تواند در الكل شستشو داده شد )اين ستون مي 50

 بافر متعادل سازي 

  :با  مواد ذكر شده را در يك ليتر آب يون زدايي شده حل كرده وآماده سازیpH كنيمآن را تنظيم مي. 

o NaCl 200 ميلي مولار 

o  ميلي مولار 10تريس باز 

o O2.2H4PO2NaH 100 ميلي مولار 

o  مولار 8اوره 

 

  % 50اتانول   

 

 



 

 روش کار

ابتدا ستون با پنج برابر حجم ظرفيت ستون )ظرفيت ستون، به مقدار رزين موجود در ستون اطلاق  (1

 با آب شستشو داده شد. گردد.(مي

ليتر از بافر ليزات استفاده شده در مراحل قبل، به ستون اضافه ميلي 5متعادل سازي:  ي مرحله (2

دقيقه بسته شد تا به تعادل رسد. سپس ستون باز گرديد و بافر متعادل  30گرديد و ستون به مدت 

 كننده از ستون عبور نمود.

آوري گشته جمع 1-16-2ي همرتبه، فاز محلول پروتئيني )كه در مرحل 5تا  3: بارگذاريي مرحله (3

 آوري گرديد.جمعخروجي بود( را از ستون عبور داده و مايع 

هايي كه احياناً به صورت غير به منظور حذف پروتئيني شستشو و استخراج پروتئين: مرحله (4

( استفاده شد و ستون با آن 5,9 و 6,3)  pHاند از بافر اوره با اختصاصي به سطح رزين متصل شده

 داده شد . شستشو

 =5,2ميلي ليتر بافر اوره با  5، از  به منظورخروج پروتئين نوتركيب متصل شده به سطح رزين (5

pHاستفاده شد. 

 استفاده شد .=pH 4,5در مرحله بعد به منظور شستشوي ستون از  (6

 داري شدند.نگه 4ċهمه خروجي هاي ستون جمع آوري و در  (7

 نگهداري گرديد. %20مقطر شسته شد و در الكل ليتر آب ميلي 5-10در انتها، ستون با  (8

 

 دیالیز پروتئین   2-17

شود. به دليل حل شدن ( دياليز انجام ميpHجهت تعويض بافر پايه نمونه مورد نظر )از لحاظ غلظت و 

اسيدي، پروتئين ساختار دوم و سوم خود را از دست داده  pHبا مولار  8ي پروتئين در بافر حاوي اوره

آيد؛ بنابراين، براي به دست آوردن ساختمان سه بعدي پروتئين احتياج به و به فرم ساختار اول درمي

 باشد.دياليز براي ايجاد شرايط فيزيولوژيك مي

 مواد لازم 

 كيسه دياليز 

 بافرهاي دياليز پروتئين 

 ميشده حل شد و پس از تنظ ييزدا ونيآب   تريليليم 200در  ريبافر، مواد ز نيا يهيته يبرا :سازی آماده 

pH رسانده شد تريليليم 250 ييمورد نظر، به حجم نها. 
 

 



 

 . مواد مورد نياز براي تهيه  بافرهاي دياليز14-2جدول 

 مقدار        نام علمی نام مواد

 گرم 3,9ميلي مولار برابر با  O2.2H4PO2NaH 100 سديم فسفات مونوبازيك. دوآبه

 گرم 0,3ميلي مولار برابر با  Tris-base 10 باز -تريس 

 گرم 2,92ميلي مولار برابر با  NaCl 200 كلريد سديم 

 pH=6گرم در  90,09برابر با  مولار Urea 6 اورره

 pH=7,2گرم در  60,06مولار برابر با  4

 

 روش کار

قرار گرفت و درون يخچال  =6pHمولار اوره با  6در بافر دياليز  شامل پروتئين درون كيسه دياليز،  (1

 بهم خورد. 4ċساعت، در دماي  7-12بر روي استرير به مدت 

قرار گرفت و درون  =7,4pH-7,2مولار اوره با  4پروتئين درون كيسه دياليز، در بافر دياليز  شامل  (2

 . .خوردساعت، بهم  7-12يخچال بر روي استرير به مدت 

 

 .تغلیظ پروتئین  به وسیله ستون آمیکون18-2 

كيلو دالتوني  3به منظور تغليظ پروتئين و كاهش حجم پروتئين بدست آمده از فيلتر آميكون  

 استفاده شد.

 مواد لازم   

  ستون آميكون 

 ينئستونهاي اولترافيلتراسيون آميكون يك روش سريع و قابل اعتماد براي تغليظ پروت :کاربرد-

 مي باشد. و ساير مولكول هاي زيستي ها

  بافرPBS 

 

 روش کار 

 دقيقه، سانتريفيوژ گرديد. 20به مدت  g4000درون فيلتر ريخته شد و با دور  PBSليتر بافر ميلي 5 (1

دقيقه،  20به مدت  g4000پروتئين داخل بخش بالايي ستون اميكون ريخته شد و با دور  (2

 سانتريفيوژ گرديد. 

تقسيم گشت و در  1,5شده پس از تعيين غلظت با روش برادفورد، در ميكروتيوب پروتئين تغليظ  (3

 نگهداري شد. -80فريزر 



 

پر گرديد و نگهداري  %20شسته شد و درون فالكون را با الكل  PBSدر انتها، دو مرتبه فالكون  با  (4

 شد.

وسط خالص تدر نهايت فراكشن هايي خروجي از ستون براي تخليص پروتئين نوتركيب به صورت  (5

 تائيد شدند.   SDS-PAGEالكتروفورز 

 

 . سنجش غلظت پروتئین 19-2

ن رنگ ي تشكيل كمپلكس بيباشد كه بر پايههاي تعيين غلظت پروتئين، روش برادفورد مييكي از راه

 (. ,Marion Bradford(1976باشدهاي موجود در محلول، ميو پروتئين 250Gآبي كوماسي 

 

 مواد لازم 

  برادفوردمحلول 
 هاي بازي و آروماتيك از قبيل آرژنين، ليزين، تريپتوفان، بلو با اسيد آمينه معرف رنگي كوماسي: کاربرد

   دهد. ها واكنش ميآلانين موجود در پروتئينتيروزين، هيستيدين و فنيل

 :گرم از رنگ كوماسي بلو ميلي  100 آماده سازیG250 ،50 به صورت شبانه درصد،  96ليتر از الكل ميلي

ليتر از فسفريك اسيد را به آن ها اضافه كرده و سپس ميلي 100بر روي استيرر باهم مخلوط گشت و روز بعد 

 .ليتر رسانده شد .در نهايت از كاغذ صافي عبور داده و در ظرف تاريك نگهداري شد 1به حجم نهايي 

  پروتئينBSA  ميلي گرم 0,25،0,5،1،2با غلظتهاي مختلف 
 ميلي گرم از  2:آماده سازیBSA  كنيم. سپس از  ميلي ليتر آب يون زدايي شده حل مي 1را وزن كرده در

 كنيم.را تهيه مي  1 و 0,5،0,25استوك بدست آمده رقت هاي 

 

 روش کار 

نمودار استاندارد  BSAپس از تهيه محلول برادفورد براي بدست آوردن معادله استاندارد , با پروتئين   (1

 100افزار اكسل به دست آمد )بدين صورت كه فرمول لازم جهت تعيين غلظت، با نرم ه شد وكشيد

هاي با غلظت BSAميكروليتر از پروتئين  10چاهك الايزا ريخته و 8ميكروليتر از برادفورد در 

 600به  405ها  اضافه گرديد و جذب نوري آن ها در مختلف به صورت دوتكرار به اين چاهك

 نانومترخوانده شد(. 

 

 

 



 

 ی فناوری وسترن بلات به وسیله P1,P2,P3.تائید پروتئین 20-2

شده از هاي جدا اي از پروتئينفناوري است كه در آن يك پروتئين خاص كه در مجموعه وسترن بلات

ي اول كه مرحله :باشدي اصلي ميگردد. اين فناوري شامل سه مرحلهباشد، قابل تمايز ميها ميسلول

ها به كاغذ و ي دوم شامل انتقال پروتئينگردند, مرحلهها بر اساس اندازه خود جدا ميدر آن پروتئين

 باشدبراي پديدار شدن پروتئين مي هاي اوليه و ثانويه مناسبپادتني مناسب از ي آخر استفادهمرحله
(Jaime Renart,1979 ). 

 

 مواد لازم 

 كاغذ)غشا( نيتروسلولز 

  :ميكرون  0,45-0,5اين كاغذ داراي قدرت اتصال و حساسيت بالا است . اندازه منافذ اين نوع كاغذ کاربرد

 آن بيشتر خواهد بود. تر باشد سطح مخصوص و ظرفيت اتصالمتغير است. هرچه اندازه منافذ يك غشا كوچك

  :كنيم.كاغذ نيترو سلولز را قبل از استفاده در بافر انتقال خيس ميآماده سازی 

 بافر انتقال 

 :تسهيل 2. افزايش شستشوي پروتئين ها از ماتريكس ژل 1بافر وسترن بلات دو خاصيت اصلي دارد:  کاربرد .

 نمودن اتصال كارآمد همه پروتئين هاي نمونه به غشاء  

 ليتر رسانده شد. براي  1ي اين بافر، مواد زير در آب مقطر حل و به حجم نهايي به براي تهيه اده سازی:آم

 گردد.ها اضافه ميبه محلول SDSدرصد  0,1كيلودالتون،  80هاي بزرگتر از پروتئين

o  گرم 3,02باز: –تريس 

 :بافر تريس انتخاب خوبي براي اكثر سيستم هاي بيولوژيكي است زيرا داراي  کاربردpKa  ًتقريبا

 براي اكثر فرآيندهاي بيولوژيكي مناسب است. pHاست . اين محدوده  25ċدر دماي  8,1

o  :گرم 14,4گلايسين 

 :گلايسين كمك مي كند تا  کاربردSDS  را از پروتئين ها خارج كنند زيرا تركSDS  اعث از ژل ب

 ميشود تا ژل بتوانند بهتر به غشاي بچسبند.

o   :ميلي ليتر 200متانول 

 متانول موجود در بافر انتقال به جلوگيري از تورم ژل كمك مي كند و كارايي اتصال کاربرد :

پروتئين به غشاها )به ويژه نيتروسلولز( را بهبود مي بخشد. با اين حال، همچنين مي تواند باعث 

 فذ ژل، تغييرات بار پروتئين و رسوب پروتئين شود.كاهش اندازه منا

 5شير خشك بدون چربي% 

 ميلي ليتر بافر 10گرم از شيرخشك را در  0,5: آماده سازی PBS  گذاريم روي شيكر بهم حل كرده و مي

 .بخورد

 ضد برچسب هيستيديني متصل به  پادتنHRP1  

                                                           
1 Horseradish peroxidase 



 

 :ميكروليتر از پادتن  ضد برچسب هيستيديني متصل به 1 آماده سازیHRP   ميلي ليتر  5بهPBS  اضافه

 شود.و در يك ظرف تيره در يخچال نگهداري مي كرده و به ارامي بهم ميزنيم

 ECL1 
 :ز را تشخيص دهد و با استفاده ا پادكناين سوبسترا حساسيت بالاي دارد و ميتواند مقدار پيكوگرم از  کاربرد

 را دارد. HRPعكسبرداري يا ديگر روش ها قابليت نشان دادن حضور  روش

 :اين محلول به صورت دو سوبسترا وجود دارد كه در زمان استفاده بايد به نسبت برابر با هم تركيب  آماده سازی

 شود و استفاده گردد. اين محلول حساس به نور است و بايد در ظرف تيره نگهداري شود.

 بافرPBS 

  براي تهيه اين بافر تمام مواد ذكر شده در جدول زير را در يك ليتر آب يون زدايي شده ريخته و  سازی:آماده

 .)باشد 7,2-7,4اين بافر بايد   (pHگذاريم روي استيرر تا كاملا حل شود.مي

 

 PBS. مواد لازم براي تهيه بافر 15-2جدول 

 مقدار)گرم( غلظت نهایی )میلی مولار( نام علمی نام مواد

  NaCl 137 8-9 كلريد سديم 

 4PO2NaH 10 1,44 سديم فسفات مونوبازيك

 KCl 2,7 0,24 كلريد پتاسيم

 4PO2KH 1,8 0,24 پتاسيم فسفات

 

 بافر PBST  

 :به بافر  آماده سازیPBS  شود . به دليل چگالي بالاي توئين, اجازه اضافه مي %0,05به نسبت  20, توئين

 . حل شود PBSدهيم روي استيرر با مگنت بهم بخورد تا توئين كاملا در مي

 

 روش کار

دقيقه درون آب مقطر  10ژل از كاست جدا گرديد و به مدت  SDS-PAGEبعد از انجام الكتروفورز  (1

دقيقه  20چنين، پدهاي ابري به مدت دقيقه در بافر انتقال قرار داده شد. هم 15و سپس به مدت 

 در بافر انتقال قرار داده شد.

ي ژل و غشاي ، كاغذ صافي و غشا نيتروسلولز را در اندازه هاي مورد نظر بريده )اندازهSDSژل  (2

باشد.( و سپس كاغذ صافي و ي كاغذ صافي معمولا كمتر از آن دو مينيتروسلولز برابر هم و اندازه

ي چيدن ساندويچ دقيقه درون بافر انتقال خيس گرديد )در مرحله 10غشاي نيتروسلولز، به مدت 

ام نجزمان و به صورت مداوم اگيري هموسترن، رعايت اين نكته كه دو فرآيند خيس كردن و حباب

 باشد(. گيرد، حائز اهميت مي

                                                           
1 Electro Chemi Luminescence: ECL 



 

ري گيبراي چيدن ساندويچ، ابتدا سه عدد كاغذ صافي نازك روي پد اسفنجي قرار گرفت و حباب (3

انجام شد. سپس ژل روي آن قرار داده شد و بر روي آن غشا نيتروسلولز را قرار گرفت. سه كاغذ 

لا خيس است روي آن گذاشته و صافي نازك دوم را روي كاغذ قرار داده و پد اسفنجي كه كام

 كاست را با چندين كش محكم بسته شد. 

ساندويچ فوق را طوري درون تانك قرار گرفت كه غشا نيتروسلولزي به سمت قطب مثبت )قرمز  (4

رنگ( و ژل به سمت قطب منفي )مشكي رنگ( قرار گيرند. درون تانك از بافر انتقال پر گشته و 

( قرار گرفت. قطب مثبت تانك به قطب مثبت 4ċعمال دمايساندويچ در ظرف حاوي يخ )جهت ا

به مدت   300پاور روي   پاور و قطب منفي تانك را به قطب منفي پاور متصل گرديد. ميلي آمپر

 دقيقه( . 90به مدت 100 ولتاژتنظيم شد ) يا  دقيقه  90

دماي اتاق ساعت در  1به مدت  %5بعد از گذشت اين زمان، غشا درون شير خشك بدون چربي  (5

 ور شد تا مسدود سازي اتفاق افتد. غوطه

 مورد شست و شو قرار گرفت. PBSو يك مرتبه با  PBSTغشا دو مرتبه با  (6

قرار  5000/1  )حساس به نور(، با رقتHRP  بهضد برچسب هيستيديني متصل  پادتنغشا درون  (7

 ساعت روي شيكر قرار گرفت.  1گرفت و به مدت 

 مورد شست و شو قرار گرفت.  PBSو يك مرتبه با  PBSTغشا دو مرتبه با  (8

باشد به نسبت مساوي با يكديگر مخلوط كرده و در تاريكي مي Bو  Aكه داراي دو معرف  ECLاز  (9

 برداري انجام شد.روي كاغذ نيتروسلولز ريخته و سپس عكس
 

ضد  پادتن. الایزا برای تائید پروتئین نوترکیب تخلیص شده با 21-2

 HRP  برچسب هیستیدینی متصل به

 .شدجهت تائيد پروتئين هاي تخليص شده علاوه بر وسترن , الايزا نيز انجام 

(Eva Engvall and Peter Perlm, 1971). 

 

 مواد لازم

 پليت الايزا 

  5شيرخشك بدون چربي% 

  بافرPBS  

 بافر PBST 

 ضد برچسب هيستيديني متصل به  پادتن HRP 



 

 TMB 1 
 :تترامتيل بنزيدين3،3،5،5 کاربرد ,(TMB)  سوبستراي كروموژنيك براي آنزيم پراكسيداز ترب

  عمل كند.  HRPميتواند به عنوان احيا پراكسيد هيدروژن به آب توسط آنزيم  TMB( است. HRPكوهي)

 :اين محلول به صورت دو سوبسترا وجود دارد كه در زمان استفاده بايد به نسبت برابر باهم تركيب  آماده سازی

 .شود و استفاده گردد. اين محلول حساس به نور است و بايد در ظرف تيره نگهداري شود

  نرمال  2اسيدH2SO4 

 كنيمه و با هم مخلوط ميميلي ليتر آب مقطر اضاف 10نرمال را به  12ميلي ليتر از اسيد 2:آماده سازی. 

 

 روش کار

حل شد و در كف چاهك  PBSميكروليتر بافر  50ميكروگرم در  1با غلظت  P1,P2,P3پروتئين  (1

درجه قرار داده شد. براي  37هاي پليت الايزا، پوشش دهي گرديد و به صورت شبانه در انكوباتور 

 پوشش دهي شد.  PBSكنترل در دو چاهك فقط 

ميكروليتر از بافر  300و يك مرتبه با  PBSTميكروليتر از بافر  300ها دو مرتبه با روز بعد، چاهك (2

PBS  ضربه زدن روي دستمال خشك گرديد.ي آن ها با ماندهشسته  شده و باقي 

 PBS كه در %5حاوي شيرخشك بدون چربي  ميكروليتر از بافر بلاك كننده 300درون هر چاهك  (3

 درجه قرار گرفت. 37دقيقه درون انكوباتور  90ته شد و به مدت حل شده، ريخ

 PBSميكروليتر از بافر  300و يك مرتبه با  PBSTميكروليتر از بافر  300ها، دو مرتبه با چاهك (4

 ي آن ها با زدن روي دستمال خشك گرديد.ماندهشسته شده و باقي

 PBS)رقت با  5000به  1با رقت  HRP ضد برچسب هيستيديني متصل به  پادتنميكروليتر از  50 (5

 37دقيقه درون انكوباتور  90ها ريخته شد و به مدت ( به صورت دوگانه از هر رقت درون چاهك

 درجه قرار گرفت.

  PBSميكروليتر از بافر  300و يك مرتبه با  PBSTميكروليتر از بافر  300ها، دو مرتبه با چاهك (6

 ضربه زدن روي دستمال خشك گرديد.ي آن ها با ماندهشسته شده و باقي

 15ها اضافه گشت . روي پليت با فويل كاملا پوشانده و به مدت به چاهك TMBميكروليتر از  50 (7

 درجه قرار گرفت. 37دقيقه در انكوباتور 

 ها، پايان گرفت.ميكروليتر از بافر متوقف كننده به چاهك 50واكنش با اضافه كردن  (8

 نانومتر اندازه گرفته شد. 450ج ميزان جذب نوري در طول مو (9

 

 

 

                                                           
1 Tetra Methyl Benzidine: TMB 



 

CD1سنجیبررسی ساختار دوم پروتئین با استفاده از طیف .22-2
  

اساس اين روش بر مبناي ميزان زاويه چرخش در زواياي پيوند پپتيدي است. مطالعه دو رنگ نمايي  

( كه مطابق با CD-UV-Farنانومتر ) 260-190در محدوده فرابنفش دور، در محدوده طول موج   نوري

انجام شد. هر ساختار دوم با توجه به  Jasco's J-810جذب پيوندهاي پپتيدي است با اسپكتروپلاريمتر 

 .كندميزاويه چرخش پيوند پپتيدي خود، نوعي منحني خاص را ايجاد 

(Jean-Baptiste Biot, Augustin Fresnel, Aimé Cotton,1996) 

 

 مواد لازم

 پروتئين نوتركيب 

 بافرPBS  

 بافر پايه با غلظتهاي مختلف اوره 

 

 روش کار

ميلي مولار  10ليتر از هر پروتئين در بافر فسفات گرم در ميليميلي 2/0، تحليل جهت انجام اين  (1

 و مولاريته هاي مختلف اوره حل شد.

 سنجي اسپكتروپلاريمتر قرار گرفت. سپس در دستگاه طيف (2

( به 0,1,2,4,6,8و بافرهاي پايه اوره با مولاريته مختلف ) PBSهاي بدست آمده در برابر بافر طيف (3

 واري مولي بدست آمد. عنوان شاهد، با نرم افزار مخصوص كاهش نويز، اصلاح گرديد و بيضي

ها, مورد با ساختار پيش بيني شده در پايگاه هاي مربوط براي محاسبه درصد ساختارهاي دومداده (4

 تجزيه و تحليل قرار گرفت.

 

. بررسی وجود اندوتوکسین در پروتئین تخلیص شده با استفاده 32-2

   2LALاز تست 

نيز گفته ميشود روشي آزمايشگاهي  BET كه به آن Bacterial Endotoxin Test تست اندوتوكسين يا

تست  .گيرداست كه در آن ميزان اندوتوكسين در نمونه بيولوژيك يا در سطوح مورد ارزيابي قرار مي

LAL    يكي از معروف ترين تست ها براي اندازه گيري مقدار اندوتوكسين باكتريايي در نمونه هاي

                                                           
1 Circular Dichroism Techniques: CD 
2 Limulus’Poly Phemus’Amebocyte Lysate: LAL 



 

بر مبناي كواگولاسيون آن است كه  LAL مختلف در فرايندهاي تحقيقاتي و توليدي است. اصول تست

 افتددر مايع خارج سلولي يا همولنف خرچنگ نعل اسبي در حضور ليپوپلي ساكاريد اتفاق مي 

1970) rick Bang and Jack Levin,Frede.)  همانطور كه گفته شد روش LAL  سنتي, روشي كيفي بوده

و به جهت كمي سازي تست, تغييراتي در تست اصلي داده شده تا بتوانيم نتايجي دقيق از ميزان 

 سه روش اصلي سنجش اندوتوكسين كه بر مبناي روش .اندوتوكسين موجود در نمونه به دست بياوريم

LAL توسعه يافته اند عبارتند از: 

 1روش ژل كلات  

 2روش كروموژنيك  

 3روش كدورت سنجي.  

 

  . سنجش اندوتوکسین به روش ژل کلات2-23-1
بوده و كمترين ميزان مثبت كاذب  LAL به نظر حساس ترين و دقيق ترين نوع تست روش ژل كلات

روش مشاهده شده است. همچنين اين روش در فارماكوپه آمريكا، اروپا  نسبت به ساير روش ها در اين

و ژاپن به عنوان روش استاندارد براي تعيين وجود اندوتوكسين در نمونه دارويي معرفي گرديده است. با 

اين وجود اين روش زمان بر بوده و قابليت انجام اتوماتيك ندارد به همين دليل در حجم هاي بالاي 

 .شودمكان ايجاد خطاي انساني اين روش توصيه نمينمونه و ا

 لازم مواد 

  كيتLonza  (Cat.No:E50-643L) 

 شامل:

o  پيروژنمعرفLAL)  ( 

 :سته اين تست باين تست يه صورت كيفي و حضور لخته در صورت وجود اندوتوكسين انجام ميشود.  کاربرد

مي  Eu  5حساسيت دارد. دوز مجاز اندوتوكسين براي استفاده در انسان 10-4 هايبه نوع كيت تا رقت

 يا EU/ml 0,125 بود كه حساسيت آن تا Lonzaباشد.كيت مورد استفاده در اين تحقيق كيت 

ng/kg0,025   .مي باشد 

o  استاندارد اندوتوكسين 

 نمونه پروتئين 

 

                                                           
1 Chromogenic method 
2 Chromogenic method 
3 Turbidimetric method 

https://arcbioassay.com/limulus-amebocyte-lysate-test/#Gel-clot
https://arcbioassay.com/limulus-amebocyte-lysate-test/#Chromogenic
https://arcbioassay.com/limulus-amebocyte-lysate-test/#Turbidimetric


 

 روش کار 

 كنيم.اضافه مي LALنمونه پروتئيني را به ويال حاوي معرف  (1

 كنيم.دقيقه گرماگذاري مي 60به مدت  37ċويال را در هات پليت  (2

 گردانيم.درجه برمي 180دقيقه , ويال ها را به آرامي برداشته و 60بعد از  (3

 در صورت تشكيل لخته نمونه حاوي اندوتوكسين و در صورت عدم تشكيل لخته فاقد آن مي باشد.  (4

 

نوترکیب ساخته شده با پادتن موجود در سرم . تائید پروتئین 24-2

 و افراد واکسینه شده با واکسن آسترازنکا 19-افراد مبتلا به کووید

فرد واكسينه شده با واكسن  70و  19-بيمار مبتلا به كوويد 50براي ارزيابي پروتئين نوتركيب , سرم 

انجام شد.  27-2ي تست مانند بخش آسترازنكا تهيه شد و با هر سه پروتئين  الايزا انجام شد. روش كل

 استفاده شد.   HRPرقيق شد و از پادتن ثانويه انساني كونژوگه با  25به  1اما سرم افراد با نسب 

 مورال و. تحریك ایمنی ه25-2

 .انتخاب ادجوانت مناسب1-25-2
 يباتيها تركمشتق شده است . اجوانت شيافزا ايكمك  يبه معن "adjuvare" نيواژه ادجوانت از كلمه لات

طابق م دباي ها. ادجوانتدهنديم شيشده با آن را افزا حيهاي تلق پادكن هيعل يمنيهستند كه واكنش ا

 يمنينوع و مدت پاسخ ا ،پادكن نوع هدف، هايانتخاب شوند كه از جمله آن ها گونه يمختلف ارهاييمع

 يسطح آنت شيانجام شد نشان داد كه افزا 1925كه در سال  يقي. تحقباشديبراي حفاظت م ازيمورد ن

امكان  نيساپون اي نيتيسيموادي همچون آگار، نمك هاي فلزي، ل شيتوسط افزا فترييكزاز و د نيتوكس

هاي خاص استفاده شده  پادكن هيعل يمنيواكنش ا شياست. ادجوانت هاي مختلف، به منظور افزا ريپذ

به شكل  شتريباشد. نمك هاي آلوم ب يادجوانت ها، فروند و آلوم م نياند. از جمله شناخته شده تر

استفاده  انساني هايبه شكل گسترده اي به عنوان ادجوانت ومينيآلوم ديدروكسيه اي ومينيفسفات آلوم

ماده  كيبه كمك  عيرا در فاز ما ادكنپروغن است كه  رآب د ونيامولس كيشده اند. ادجوانت فروند 

 بادييمداوم آنت ديماده تول نيا ق،ي. به هنگام تزركنديسبك وزن م نيساز وارد روغن پاراف ونيي امولس

 وميكوباكتري. اضافه كردن ماشوديم دهينوع ادجوانت، فروند ناقص نام ني. اكنديم كيهاي قوي را تحر

  .زديانگ يرا بر م هومورالو  يسلول يمنيا ،يبه فاز روغن شدههاي مرده و خشك 

 . انتخاب حیوان مناسب2-25-2
 



 

 . دليل انتخاب حيوانات و مشخصات آن ها16-2جدول 

 

 

 .تزریق ایمونوژن به حیوانات2-25-3
 

 مواد لازم

  ادجوانت فروند كامل و ناقص 

 بافرPBS 

  پنبه 

 الكل 

  سي سي 2سرنگ 

 امولسيفاير 
 :شود.و ادجوانت استفاده مي پادكنبه منظور مخلوط كردن بهتر  کاربرد 

 

 

 

 

سن و  دلیل انتخاب نوع حیوان

وزن 

 تقریبی

 

 

 موش  ماده

BALB/c  

هستند كه انسان نيز از اين رده است و داراي شباهت   Euarchontoglires   متعلق به رده

، سهولت نگهداري و كار با  درصدي به ژنوم انساني 98شباهت هاي ژنتيكي زيادي است اين 

هاي مناسبي براي تحقيقات مربوط به انسان قرار ها را مدلآن ها و ميزان توليدمثل بالا، موش

دارند و نزاع كمتري بين آن ها ديده مي دهد. موش هاي ماده نسبت به نر بوي كمتريمي

 شود.

 هفته 8-6

15-20 

 گرم

خرگوش 

نیوزیلندی 

 سفید ماده

به دليل شباهتهاي فيلوژنيك بين دو گونه پستاندار خرگوش و انسان  , سهولت در نگهداري و 

مهار آسان , كوچك و مطيع بودن , قيمت مناسب بهترين گزينه در دسترس براي مطالعه در 

 واكسن هست.حوزه 

 روز 45

1,5 

 كيلوگرم

خوکچه 

 ماده  هندی

 روز 60 خوكچه هندي به دليل شباهت بيولوژيكي به انسان گزينه مناسبي براي مطالعات مي باشد.

400-

 گرم 500



 

 روش کار

 :ماده BALB/cموش 

ي پاستور خريداري گشت ي از موسسهماده BALB/cعدد موش  25پادتن پلي كلونال، جهت توليد (1

 د. داري شي دانشگاه تربيت مدرس نگهخانهو به مدت يك هفته جهت سازگاري با محيط، در حيوان

ي رنگ پيكريك اسيد، رنگ هاي مختلف بدن آن ها به وسيلهها از يكديگر، قسمتبراي تمايز موش (2

 گرديد.

 گيري شد.كنترل خونها براي قبل از تزريق، از دم تمامي موش (3

به  PBSميكروگرم با  50با غلظت  1و2،3ژن  تايي تقسيم شدند. سپس آنتي 2گروه  5موش ها به  (4

ميكروليتر(  و به صورت درون 200حجم مساوي از ادجوانت فروند كامل تركيب گشت )حجم نهايي

 50به صورت مخلوط و در مجموع غلظت  پادكنصفاقي به موش ها تزريق گرديد. در يك گروه هم 

 مايكروگرم تزريق شد. 

 با ادجوانت تزريق شد.  PBSدر گروه كنترل،  هر دو تزريق  (5

براي جمع آوري سرم صورت گرفته و ميزان  به فاصله دو هفته بعد تزريق خونگيري ،هاپس از تزريق (6

 مستقيم سنجيده شد.   تيتر آنتي بادي اختصاصي در آن ها از طريق آزمون الايزاي غير
 

 تزريق شده  به موش پادكن. شرايط 17-2جدول 

 

 

 

 

 :خرگوش نیوزیلندی

استفاده شد. در تزريق اول آنتي  سفيد نيوزيلنديها از خرگوشهاي ماده براي تهيه اين آنتي بادي (1

 هاي بعدي از ادجوانت ناقص فروند استفاده شده است. ها از ادجوانت كامل فروند و در تزريقژن

ها ژنبار تزريق آنتي 5ها  هاي متعدد دو هفته بوده است. به هر يك از خرگوشفواصل بين تزريق (2

 بادي گردد. آنتي انجام گرفت تا موجب ايجاد پاسخ قوي

ها براي جمع آوري سرم صورت گرفته و ميزان هاي متعدد از خرگوشها خونگيريپس از تزريق (3

 تيتر آنتي بادي اختصاصي در آن ها از طريق آزمون الايزاي غير مستقيم سنجيده شد.  

 

 

 گروه  1 گروه 4 تعداد

 مرتبه 2 مرتبه 2 تزریق

 PBS نوتركيب پادكنميكروگرم  50 ایمونوژن

 ادجوانت فروند ادجوانت فروند نوع ادجوانت



 

 تزريق شده  به خرگوش پادكن. غلظت 18-2جدول 

 2 1 تزریق

 بوستر

3  

 بوستر

4  

 بوستر

5  

 بوستر

 300 300 300 300  300 ایمونوژن) میکروگرم(

 ناقص ناقص ناقص ناقص كامل نوع ادجوانت

 

 خوکچه هندی:

بعد از افزايش تيتر  اين گروه . شدتزريق نوتركيب  پادكن ها به منظور چالش با ويروس، به خوكچه (1

 شوند.چالش مي 2-پادتن در سرم ، با سارس كوو

 ميكروليتر و حجم مساوي از 500با حجم نهايي  PBSميكروگرم در  50ژن ها با غلظتآنتي  (2

)نوبت دوم( و همچنين ادجوانت آلوم) هر دو نوبت( تركيب  ناقص ادجوانت فروند كامل)نوبت اول( و

 .گشت و به صورت عضلاني تزريق گرديد

بار تزريق آنتي ژن ها انجام  2 چه هاروز بوده  و به هر يك از خوك 14فواصل زماني بين تزريق ها  (3

 گردد. شد؛ كه اين امر موجب ايجاد پاسخ قوي آنتي بادي مي

خونگيري از خوكچه ها براي جمع آوري سرم صورت گرفت و ميزان تيتر آنتي بادي , پس از تزريق  (4

 اختصاصي در آن ها از طريق آزمون الايزاي غير مستقيم سنجيده شد.

 

 تزريق شده به خوكچه ها با ادجوانت فروند پادكن. شرايط 19-2جدول

 

 

 تزريق شده  به خوكچه ها با آلوم پادكن. شرايط 20-2جدول 

 سر )گروه کنترل( 2 سر ) گروه تزریقی( 2 تعداد

 مرتبه 2 مرتبه 2 تزریق

 PBS نوتركيب پادكنميكروگرم  50 ایمونوژن

 آلوم آلوم نوع ادجوانت

 

 

 

 سر)گروه کنترل( 2 سر) گروه تزریقی( 4 تعداد

 مرتبه 2 مرتبه 2 تزریق

 PBS نوتركيب پادكنميكروگرم  50 ایمونوژن

 ادجوانت فروند ادجوانت فروند نوع ادجوانت



 

 زایی در حیوانات . انجام تست الایزا جهت بررسی ایمنی2-26

 مواد لازم

 پليت الايزا 

  5شيرخشك بدون چربي% 

  بافرPBS  

 بافر PBST 

 ضد برچسب هيستيديني متصل به  پادتن HRP 
 TMB  
  نرمال  2اسيدH2SO4 

 

 روش کار

گيري از حيوانات انجام ها، يك هفته پس از هر تزريق، خونزايي در موشجهت بررسي فرآيند ايمني (1

دقيقه سانتريفيوژ شد؛ سپس  10به مدت  g3500 دقيقه، خون با دور  20گرفت، پس از گذشت 

 براي انجام تست الايزا استفاده گرديد.از مايع رويي)سرم( 

الايزا،  در كف چاهك پليت PBSميكروليتر بافر   50ميكروگرم  در  1با غلظت P1,P2,P3 پروتئين  (2

 ، قرار داده شد. ċ37پوشش دهي گرديد و به صورت شبانه در انكوباتور 

ميكروليتر از بافر  300ا و يك مرتبه ب PBSTميكروليتر از بافر  300ها دو مرتبه با روز بعد، چاهك (3

PBS  ضربه زدن روي دستمال خشك گرديد.ي آن ها با ماندهشسته  شده و باقي 

 PBSكه در   %5حاوي شيرخشك بدون چربي  ميكروليتر از بافر بلاك كننده 300درون هر چاهك  (4

 قرار گرفت.  ċ37 دقيقه درون انكوباتور  90حل شده بود, ريخته شد و به مدت 

 PBSميكروليتر از بافر  300و يك مرتبه با  PBSTميكروليتر از بافر  300، دو مرتبه با هاچاهك (5

 ضربه زدن روي دستمال خشك گرديد.ي آن ها با ماندهشسته  شده و باقي

، 2000/1و  1000/1، 500/1هاي  , خرگوش و خوكچه هندي( با رقتميكروليتر از سرم )موش 50 (6

دقيقه درون انكوباتور  90ها ريخته شد و به مدت هر رقت درون چاهك, به صورت دوگانه از 4000/1

ċ37 .قرار گرفت 

 PBSميكروليتر از بافر  300و يك مرتبه با  PBSTميكروليتر از بافر  300ها، دو مرتبه با چاهك (7

 ضربه زدن روي دستمال خشك گرديد.ي آن ها با ماندهشسته شده و باقي

ها ريخته رقيق و درون چاهك  PBS، با HRP (IgG)ي متصل به يهثانو پادتنميكروليتر از  50 (8

 قرار گرفت. ċ37دقيقه درون انكوباتور   90شد، روي آن فويل پيچيده شد و به مدت يك 

 



 

 . رقت پادتن هاي استفاده شده براي الايزا21-2جدول 

 PBSرقت با  HRPپادتن ثانویه کونژوگه با 

 15000/1 موش

 30000/1 خرگوش

 8000/1 خوكچه هندي

 

 PBSميكروليتر از بافر  300و يك مرتبه با  PBSTميكروليتر از بافر  300ها، دو مرتبه با چاهك (9

 ضربه زدن روي دستمال خشك گرديد.ي آن ها با ماندهشسته شده و باقي

 15ها اضافه گشت , سپس پليت با فويل پوشانده شد و به مدت به چاهك TMBميكروليتر از  50 (10

 قرار گرفت. ċ37دقيقه در انكوباتور 

 ها، پايان گرفت.ميكروليتر از بافر متوقف كننده به چاهك 50واكنش با اضافه كردن   (11

 نانومتر اندازه گرفته شد. 600نانومتر به  450ميزان جذب نوري در طول موج   (12
 

 با پادتن سرم خرگوش توسط  P1,P2,P3. تائید پروتئین 2-27

 بلات وسترن

 لازمواد م

 كاغذ)غشا( نيتروسلولز 

 ترانسفر(بافر انتقال( 

  5شير خشك بدون چربي% 

 ضد برچسب هيستيديني متصل به پادتن  HRP 
 ECL 
 بافرPBS 

 بافر PBST  

 

 روش کار

 15دقيقه درون آب مقطر و سپس به مدت  10ژل الكتروفورز شده از كاست جدا گرديد و به مدت  (1

دقيقه در بافر انتقال قرار  20چنين، پدهاي ابري به مدت همدقيقه در بافر انتقال قرار داده شد. 

 داده شد.



 

ي ژل و غشاي ، كاغذ صافي و غشا نيتروسلولز را در اندازه هاي مورد نظر بريده )اندازهSDSژل  (2

 باشد( و سپس كاغذ صافيي كاغذ صافي معمولا كمتر از آن دو مينيتروسلولز برابر هم و اندازه

ي چيدن ساندويچ دقيقه درون بافر انتقال خيس گرديد )در مرحله 10به مدت  غشاي نيتروسلولز،و

زمان و به صورت مداوم انجام گيري هموسترن، رعايت اين نكته كه دو فرآيند خيس كردن و حباب

 (. باشدحائز اهميت مي گيرد،

ري گيحباببراي چيدن ساندويچ، ابتدا سه عدد كاغذ صافي نازك روي پد اسفنجي قرار گرفت و  (3

انجام شد؛ سپس ژل روي آن قرار داده شد و بر روي آن غشا نيتروسلولز را قرار گرفت؛ سپس سه 

كاغذ صافي نازك دوم را روي كاغذ قرار داده و پد اسفنجي كه كاملا خيس است روي آن گذاشته 

 شد و كاست را با چندين كش محكم نموده شد. 

رفت كه غشا نيتروسلولزي به سمت قطب مثبت )قرمز ساندويچ فوق را طوري درون تانك قرار گ (4

رنگ( و ژل به سمت قطب منفي )مشكي رنگ(، قرار گيرند. درون تانك را كاملا از بافر انتقال پر و 

( قرا گرفت. قطب مثبت تانك به قطب مثبت ċ4ساندويچ در ظرف حاوي يخ )جهت اعمال دماي 

ميلي آمپر به مدت  300صل گرديد. پاور را روي پاور و قطب منفي تانك را به قطب منفي پاور مت

 قرار گرفت.  دقيقه 90

ساعت در دماي اتاق  1به مدت  %5بعد از گذشت اين زمان، غشا درون شير خشك بدون چربي  (5

 ور شد تا مسدود سازي اتفاق افتد. غوطه

 مورد شست و شو قرار گرفت. PBSو يك مرتبه با  PBSTغشا دو مرتبه با  (6

رقيق شد( قرار گرفت و به مدت  PBSدر  100/1  اوليه )سرم خرگوشي با رقت دتنپاغشا درون  (7

 يخچال قرار گرفت.  ċ4يك شبانه روز روي شيكر در دماي 

 مورد شست و شو قرار گرفت.  PBSو يك مرتبه با  PBSTغشا دو مرتبه با  (8

ساعت روي  2 به مدت 5000/1با رقت  HRPغشا درون پادتن ثانويه برعليه پادتن خرگوشي با  (9

 شيكر قرار گرفت.

 مورد شست و شو قرار گرفت.  PBSو يك مرتبه با  PBSTغشا دو مرتبه با   (10

باشد به نسبت مساوي با يكديگر مخلوط كرده و در تاريكي مي Bو  Aكه داراي دو معرف  ECLاز   (11

 انجام شد. سبرداريروي كاغذ نيتروسلولز ريخته و سپس عك

تعيين هويت دقيق تر پادتن هاي توليد شده بر ضد پروتئين نوتركيب , پادتن براي بررسي بيشتر و   (12

 ها تخليص شدند.

 

 
 



 

با   (RBD) 1. بررسی اتصال پادتن تولید شده بر علیه پروتئین 2-28

 توسط فناوری وسترن بلات 2-سارس کوو

, ويروس روي ژل برده شد و با پادتن توليد 2-به منظور  بررسي واكنش پادتن پلي كلونال با سارس كوو 

وسترن انجام شد . در انتها براي تشخيص باند  28-2مانند بخش   (RBD) 1شده  بر عليه پروتئين 

 استفاده شد.  DABاز
 

 . تخلیص پادتن پلی کلونال از سرم خرگوش ایمن شده2-29

 لازمواد م

  70آمونيوم سولفات% 

 :رسوبگيري با آمونيوم سولفات  براساس  کاربردSalting Out  پروتئين از فاز محلول هستند . اين نمك از

 كند و باعث تسهيل اين فرايند مي شود. در نهايتتشكيل پيوند هيدروژني بين پروتئين ها با آب جلوگيري مي

  شودرسوب پروتئيني تشكيل مي

 گرم آمونيوم سولفات را در يك ليتر آب حل كرده  و  761براي تهيه اين نمك اشباع مقدار  :آماده سازی

ميگذاريم روي استيرر هيتردار تا چند ساعت با مگنت بهم بخورد. بعد از اينكه مطمئن شديم نمك بيشتر از 

به صورت ساكن  شود, از روي استيرر برداشته و يك شبانه روز در دماي اتاقاين مقدار در آب  حل نمي

  دارد. 5-6بين  PHميگذاريم. اين محلول به صورت معمولي 

 بافرPBS  

 كيسه دياليز 
 Glycine-HCl  
 Tric-HCl  

  رزين پروتئينA  

  :پروتئين کاربردA آيد و در كروماتوگرافي تمايلي براي تخليص يه استافيلوكوكوس اورئوس بدست مياز سو

شود. اين پروتئين به ناحيه ثابت از سرم خرگوش, خوكچه , سگ و گربه توصيه مي IgGپادتن پلي كلونال

شود و باعث جداسازي پادتن از ساير پروتئين متصل مي CH2-CH3) پادتن )ناحيه (FC)زنجيره سنگين 

  شود.ها مي

 :ميلي ليتر از رزين پروتئين  2 آماده سازیA   يون زدايي شده ميلي ليتر آب  5را در ستون ريخته سپس با

  دهيم.شستشو مي

 

 روش کار

دقيقه گرماگذاري در دماي محيط, توسط  20خونگيري از خرگوش انجام شد و سرم آن ها بعد از  (1

 دقيقه جدا شد. 10به مدت   g 3500سانتريفيوژ در دور 



 

بايست خرده سرم را داخل بشر كوچك ريخته و روي دستگاه همزن قرار داديم , اطراف بشر مي (2

 .هاي يخ احاطه شود

خورد به آرامي آمونيوم سولفات اشباع با حجم برابر سرم به آن بهم مي در حاليكه  سرم با مگنت  (3

 شود(.  در حجم نهايي محلول ايجاد مي %35شود )آمونيوم سولفات اضافه مي

 گرماگذاري شد. ċ4دقيقه در دماي  90بشر بر روي استيرر به مدت  (4

 دقيقه سانتريفيوژ شد. 25دور در دقيقه به مدت  g 9000ر در مرحله بعد محلول د  (5

 حجم سولفات آمونيوم مجددا شسته و سانتريفيوژ كرديم. 2/1در مرحله بعد دوباره رسوب را با  (6

حل كرده) رنگ شيري( و در كيسه دياليز  =pH 7,3با  PBSرسوب حاصله را در حداقل حجم بافر (7

 مرتبه تعويض بافر , عمل دياليز انجام شد.با سه   ċ4ساعت در دماي  24به مدت 

ميلي ليتر آب شسته و  5)كه قبلا با  Aسپس محلول درون كيسه دياليز روي ستون كروماتوگرافي  (8

 به تعادل رسيده است( ريخته شد .   PBSميلي ليتر بافر  15توسط  

 بار از ستون عبور داديم. 5سپس نمونه را  (9

 شستشو داديم.   PBSتر ميلي لي 10در ادامه ستون را با   (10

دهيم و فراكشن هاي شستشو مي=pH   2,5با  (glycine-HCL)ميلي ليتر  بافر الوشن  5بعد با   (11

 خروجي از ستون را جمع آوري كرديم.

مشخص شده و غلظت آن   SDS-PAGEبه منظور تائيد فراكشن حاوي پادتن خالص ,الكتروفورز (12

 .  گرديدتوسط روش برادفورد تعيين 

ذكر  )براساس روش تخليص شده من براي تائيد پادتن تخليص شده يك الايزا با اين پادتندر ض  (13

 شد.شده با سرم خرگوش( انجام 

 

 . بررسی میزان اختصاصیت  پادتن پلی کلونال 2-30

ام شد. هاي متفرقه انجژنژن ها، تست الايزا با آنتيجهت بررسي اختصاصيت پادتن پلي كلونال به آنتي

هاي اند. الايزا مانند روشمشخص شده 1-3ژن متفاوت استفاده گرديد كه با شماره آنتي 3تست از در اين 

 انجام گرديد. 26-2كر شده در بخش ذ

 

 

 



 

 . بررسی اتصال پادتن تولید شده بر علیه پروتئین های نوترکیب31-2

P1,P2,P3 توسط الایزا  2-در مواجه با سارس کوو 

گروه موش انتخاب شدند و مطابق  6,  2 -ه پادتن توليدي بر عليه سارس كووبه منظور ارزيابي و مقايس

ميكروگرم دوز ويروس( از پروتئين هاي نوتركيب  به موش  5غلظت واكسن تزريق شده فخرا و بركت )

در  2-ها تزريق شد. سپس اتصال پادتن توليد شده بر عليه پروتئين نوتركيب در مواجه با سارس كوو

ابتدا  غلظت  شود. به اين منظورزا ارزيابي ميتوسط الاي 2-دتن توليد شده بر عليه سارس كوومقايسه با پا

را در پليت هاي الايزا پوشش دهي كرده و سپس مانند روش ذكر شده  2-ميكروگرم از سارس كوو 1

  .الايزا انجام شد  27-2در بخش 

 

 تزريق شده به موش ها پادكنغلظت و نوع . 22-2جدول

 

 

 

 

 

 

 . تست خنثی سازی ویروس توسط پادتن 32-2

 انجام شد. فخرا واكسن سازي مجموعه 3به علت رعايت مسائل ايمني , اين تست در آزمايشگاه سطح  

 مواد لازم

  رده سلوليVero 

 :هاي سلول کاربردVero هاي سلولي مشتق شده از بافت كليه ميمون سبز هستند نيز براي كشت كه رده

ظرفيت كاهش يافته اي براي ساختن اينترفرون  Veroشوند. سلول هاي هاي انساني استفاده ميبرخي ويروس

 دارند و بنابراين سلول ها براي كشت ويروس هايي كه حساسيت بالايي به اينترفرون نشان مي دهند مناسب

 .كندبه سرعت در اين رده سلولي رشد مي 2-و از طرف ديگر مطالعات نشان داده سارس كوو  هستند

 نمونه پروتئين نوتركيب 

 تعداد موش مقدار تزریق گروه

 موش 5 + آلومP1 پادكنميكروگرم  5 1

 " + آلوم P2 پادكنميكروگرم  5 2

 " + آلوم P3  پادكنميكروگرم  5 3

 " (  + آلوم1،2،3ميكروگرم مخلوط سه پروتئين ) 5 4

 " + آلوم P1 پادكنميكروگرم  2,5ميكروگرم ويروس +   2,5 5

 " ميكروگرم ويروس+ آلوم 5 6



 

  كشتمحيطDMEM1(High Glucose)   

 2سرم جنين گاويFBS)( 

 آنتي بيوتيك پن استرپ 

 :ي و هاي گـرم منفهيدرواسترپتومايسين جهت جلوگيري از رشد باكتـريسيلين و ديتركيب پني کاربرد

 .گـرم مثبت در محيط كشت سلول استفاده ميشود

 روش کار

  شد.برسد انجام  80-70 3در پليت تا زمانيكه به كانفلوئنسي  veroكشت سلولقبل از انجام تست , (1

 ( تهيه شد .  1000/1,  1/ 100,    10/1رقت هاي ) P1,P2,P3از نمونه هاي حاوي پادتن  (2

هم , رقت هايي به همين شكل  )ct:12  )TCID 50/ml 610با   2-از استوك ويروسي سارس كوو (3

 تهيه كرديم.

و همچنين  P1,P2,P3ميكروليتر از هر رقت ويروسي را با رقت هاي متفاوت سرم هاي  250سپس  (4

ميكروليتر محيط كشت فاقد سرم به عنوان كنترل  250ميكروليتر از رقت هاي ويروسي با 250

 تكثير ويروس مخلوط كرديم. 

گرماگذاري  2-ساعت به منظور خنثي سازي سارس كوو 2براي مدت  ċ37نمونه هاي فوق را در دماي (5

 شد.

در پليت اضافه كرده و پليت كشت سلول را  veroويروس را روي سلولهاي  –سپس مخلوط سرم  (6

 گرماگذاري كرديم.  ċ37ساعت در دماي  2براي 

و گرماگذاري نمودن پليت كشت  به هر چاهك % FBS 2با   DMEMاضافه نمودن محيط كشت  (7

ادامه  (CPE) 4درجه تا زمان مشاهده اثرات بيماري زايي در سلول ċ37سلول در دماي 

 .(Atanasiu ,1973)يافت

 

در سطح  ACE2نوترکیب به گیرنده  P1(RBD). بررسی اتصال 33-2

 سلول

به گيرنده سطح سلولي و شروع فرايند عفونت  2-از سارس كوو RBDبا توجه به نقش مهم اتصال بخش 

 ACE2زايي , در اين مرحله هدف ما  بررسي شناسايي پروتئين نوتركيب توسط گيرنده سطح سلولي 

                                                           
1 Dulbeccos Modified Eagle Medium; DMEM 
2 Fetal Bovin Serum; FBS 
3 Confluency 
4 Cytopathic effect or Cytopathogenic effect; CPE 



 

تصال نيز مورد بررسي قرار همچنين بررسي اثر مهاري پادتن توليدشده بر اين او اتصال به آن است. 

 گرفت .

  ACE2 گیرنده مثبتسلول  به عنوان 2Caco . انتخاب 1-33-2

به عنوان كنترل مثبت انجام  ACE2ابتدا مطالعات براي انتخاب سلول مناسب از لحاظ داشتن گيرنده 

 انتخاب گرديد.  ACE2به عنوان رده سلولي داراي  2Cacoشد. در نهايت سلول 

2 Caco    ,يك رده سلولي جاودانه از سلولهاي آدنوكارسينوم روده بزرگ انسان است و در محيط كشت

خود به خود به يك مخلوط ناهمگن از سلولهاي اپيتليال روده متمايز مي شوند. در  2Cacoسلولهاي 

 6رده سلولي نشان داده شد كه تكثير عفونت حاد تنفسي پس از تلقيح فقط در  30مقاله اي با بررسي 

شود. مطالعات نشان ديده مي  2Caco,PK,  Mv ,1Lu,   Vero, Vero E6 , MA104رده سلولي شامل 

بعد از شش هفته همچنان از همانندسازي   2Caco داد از بين رده هاي سلولي مطالعه شده, رده سلولي 

نسبت   2Caco رده سلولي باشد.كند , بنابراين انتخاب مناسبي براي مطالعه ما ميويروس پشتيباني مي

 و كمك گيرنده   ACE2 شتن گيرندهبه رده هاي سلولي ديگر اولا از جمله موارد خوب از نظر دا

TMPRSS2 باتوجه به  .گيردبوده و ثانيا از نظر تكثير ويروس در مقدار بالاتري از ورود ويروس قرار مي

اين باشد و مي ACE2به عنوان سلولي مناسب براي در برداشتن گيرنده  2Cacoسلول موارد ذكر شده 

 رده سلولي براي ادامه كار انتخاب شد. 

 ACE2 گیرندهمنفی  سلولبه عنوان  K562. انتخاب 2-33-2

انجام شد و نتايج نشان داد  ACE2مطالعات براي يافتن رده سلولي مناسب براي كمترين يا عدم بيان 

ندارد. به دليل اين مزيت گزينه مناسبي براي كنترل منفي گيرنده  ACE2بيان گيرنده k562 رده سلولي

ACE2 ساله مبتلا به لوسمي ميلوژنيك مزمن منشا  53لنفوبلاست مغزاستخوان مرداين سلولها از  د.بو

 گرفته است .

 : 2Cacoالف( آماده سازی سلول

 مواد لازم

  محيط كشتDMEM 

 FBS  
 آنتي بيوتيك پن استرپ 

 

 



 

 وش کارر

 كشت داده شد.  FBS   10%با  DMEM)چسبنده( در محيط  2Cacoسلول  (1

 پاساژ داده شدند .   70سلولها بعد از رسيدن به كانفلوئنسي  (2

بعد از رسيدن تعداد سلول به مقدار مورد نياز براي شروع آزمايش سلولها را تريپسينه و سپس  (3

 سانتريفيوژ كرده و رسوب در كمترين ميزان محيط كشت حل گرديد و شمارش انجام شد. 

  .شوددو بار شستشو مي  PBSو با  سلول ريخته 3*510 به هر ميكروتيوب تعداد (4

ا هبعد از اين مرحله براي جلوگيري از داخل رفتن گيرنده به درون سلول, تا آخرين مرحله كار سلول (5

 شوند. روي يخ نگهداري مي

 
 

 : K562ب( آماده سازی سلول 

 

 واد لازم م

  1محيط كشتRPMI 
 FBS  
 آنتي بيوتيك پن استرپ 

 

 روش کار

 كشت داده شد .   FBS%10  با  RPMI)شناور( در محيط   K562سلول  (1

 پاساژ داده شد .   70-80 سلولها بعد از رسيدن به كانفلوئنسي  (2

بعد از رسيدن تعداد سلول به مقدار مورد نياز براي شروع آزمايش محيط كشت حاوي سلول را در  (3

 .كنيم مي دقيقه سانتريفيوژ 5به مدت  1500يك فالكون استريل ريخته و با دور 

 رسوب حاصله در كمترين ميزان محيط كشت حل شده و شمارش انجام شد.  (4

  .شوددو بار شستشو مي  PBSسلول ريخته و با  3*510   به هر ميكروتيوب تعداد (5

تا آخرين مرحله كار  , گيرنده به درون سلول 2بعد از اين مرحله براي جلوگيري از داخل رفتن (6

 شوند. سلولها روي يخ نگهداري مي

 

 

                                                           
1 Roswell Park Memorial Institute: RPMI 
2 Internalize 



 

 ACE2. بررسی اتصال پروتئین نوترکیب با گیرنده 3-34-2

  مواد لازم

 PBS 

  پروتئين RBD(P1) 

  سرم موش تزريق شده با پروتئينP1 

  پادتن ثانويه موشي متصل بهFITC 

  بافرEIA 
 :به منظور پايداري بهتر پادتن از  کاربردBSA .استفاده ميشود 

 :ميلي ليتر از  10به ازاي هر  آماده سازیPBS ,0,1  گرم ازBSA كنيم.به آن اضافه مي 

 

 روش کار

هم شمارش شده و براي يكسان بودن شرايط به  منفي با در اين مرحله سلولهاي كنترل مثبت و (1

 شود. صورت همزمان آزمايش مي

با غلظتهاي مختلف  RBDهاي حاوي سلول پروتئين نوتركيب بنابراين به هريك از ميكروتيوب (2

  شودليتر به ميكروتيوب اضافه ميميكرو 300حل شده و در حجم نهايي  PBSميكروگرم در  5و3،1

 دقيقه بر روي شيكر و روي يخ به آرامي گرماگذاري مي شود. 30به مدت  (3

دقيقه  5به مدت  g 1000توسط سانتريفيوژ با دور  PBSبعد از اين مرحله دو مرتبه شستشو با  (4

 شود. حذف پروتئين هاي متصل نشده انجام ميبراي 

 300به حجم   200به  1در مرحله بعد سرم موش انتخاب شده با جذب نوري بالا براي رقت  (5

دقيقه با همان شرايط  30شود و مانند مرحله قبلي به مدت ميكروليتر به ميكروتيوب اضافه مي

 شود. گرماگذاري مي

دقيقه   5به مدت  g 1000توسط سانتريفيوژ با دور  PBSبعد از اين مرحله دو مرتبه شستشو با  (6

 شود. براي حذف پادتن هاي متصل نشده انجام مي

(  در   1* 610ميكروليتر به ازاي هر 1)  FITC 1پادتن ثانويه موشي متصل به  0,3در مرحله نهايي  (7

ي شناسايي پادتن هاي متصل شده به پروتئين نوتركيب رقيق شد و برا EIA2ميكروليتر بافر  300

 شود. سطح سلولي اضافه شده و مانند مراحل قبلي گرماگذاري مي ACE2به گيرنده 

دقيقه  7به مدت  g 900توسط سانتريفيوژ با دور  PBSبعد از اين مرحله دو مرتبه شستشو با    (8

 شود.انجام مي FITCلوسايتومتري خوانش براي حذف پادتن هاي ثانويه متصل نشده انجام و توسط ف

  . 

                                                           
1 Fluorescein Iso Thio Cyanate: FITC 
2 Enzyme immunoassay: EIA 



 

. بررسی اثر مهاری پادتن بر اتصال پروتئین نوترکیب به 4-34-2

 گیرنده سلولی

 روش کار 

 ،در اين مرحله براي بررسي اثر مهاري پادتن توليد شده بر اتصال پروتئين نوتركيب به گيرنده  (1

 دقيقه گرماگذاري شدند. 30ميكروتيوب به مدت  و پادتن در يك  پروتئين نوتركيب

 دقيقه گرماگذاري شد. 30سپس مخلوط حاصل به ميكروتيوب حاوي سلول اضافه شد و به مدت  (2

دقيقه   5به مدت  g 1000توسط سانتريفيوژ با دور  PBSبعد از اين مرحله دو مرتبه شستشو با  (3

  .شودانجام مي

براي شناسايي پادتن هاي متصل شده به پروتئين   FITCدر مرحله نهايي پادتن ثانويه متصل به (4

 شود. سطح سلولي اضافه شده و مانند مراحل قبلي گرماگذاري مي ACE2نوتركيب به گيرنده 

دقيقه  5به مدت  g 1000توسط سانتريفيوژ با دور  PBSبعد از اين مرحله دو مرتبه شستشو با  (5

 FITCد و توسط فلوسايتومتري خوانش شوبراي حذف پادتن هاي ثانويه متصل نشده انجام مي

 شود. انجام مي

 در موش RBDپاسخ پروتئین نوترکیب  –. انتخاب بهترین دوز 35-2

تزريقي و بهترين پاسخ , غلظتهاي مختلف از پروتئين  پادكنبه منظور به دست آوردن بهترين غلظت 

P1(RBD)   2با ادجوانت آلوم )ادجوانت مورد استفاده براي واكسن هاي انساني( به موش ها  به تعداد 

روز تزريق شد. سپس به منظور يافتن بهترين غلظت با كمترين عارضه اين  14مرتبه در بازه زماني 

از موش هايي كه با غلظت  27-2تست انجام شد. توسط روشهاي ذكر شده براي سرم موش در بخش 

 دند ,خونگيري و الايزا انجام شد.اي مختلف تزريق شده بوه

 تزريق شده به موش ها پادكن. غلظت و نوع 23-2جدول

 

 

 

 

 

 

 تعداد موش مقدار تزریق گروه

1 PBSموش 5 + آلوم 

 " + آلومP1 پادكنميكروگرم  5 2

 " + آلومP1 پادكنميكروگرم 10 3

 " + آلومP1 پادكنميكروگرم  25 4

 " + آلومP1 پادكنميكروگرم  50 5

 " + آلومP1 پادكنميكروگرم  75 6

 " + آلومP1 پادكنميكروگرم  100 7



 

 ها. بررسی آسیب شناسی بافت36-2

تزريقي با بالاترين تيتر پادتن , به منظور بررسي  بعد از انتخاب بهترين گروه موش ها بر مبناي دوز

مرتبه تزريق به موش ها , بافت بدن اين  2عوارض جانبي حاصل از تزريق پروتئين هاي نوتركيب بعد از 

گروه از موش ها )شامل كبد, كليه, طحال و ريه( خارج شد و بعد از تهيه لام و رنگ آميزي توسط 

 هاي مختلف ديده شد نماييو بزرگ Olympusپاتولوژي با ميكروسكوپ 

 برای تهیه برش های پارافینی . آماده سازی بافت2-36-1

 به مراحلي كه در طي آن بافت گرفته شده از انسان يا جانور تثبيت شده و به طور كامل در يك موم

 بافت شناسي مناسب غوطه ور مي شود به صورتي كه آماده برش زدن توسط دستگاه ميكروتوم شود،

 .گويندآماده سازي بافت 

 

 مواد لازم 

  10فرمالدهيد% 

o :غير فعال كردن آنزيم هاي ليزوزومي از اتوليز جلوگيري مي كند.اين ماده با  کاربرد 

 الكل 

o :الكل از معروف ترين مواد جاذب آب است كه اب را از هر چيزي كه در تماس با آن ها قرار گيرد,  کاربرد

 جذب مي كند.

 زايلن 

o :اين حلال جايگزين اتانول  .حلال حدواسط است كه هم با الكل و هم با پارافين قابل اختلاط است يك کاربرد

شده جايگزين مي گردد و باعث شفاف سازي بافت  مي شود و سپس در مرحله بعد خود توسط پارافين ذوب

 گردد.مي

  پارافين 

o متداول  هاي بافت شناسي بر پايه پارافينكند. موم يك موم مناسب بافت شناسي كه در بافت نفوذ مي :کاربرد

 تر هستند.

 روش کار

 آماده سازي بافت شامل چهار مرحله است: تثبيت، آبگيري، شفاف سازي و آغشته سازي به موم

 )پارافين(

براي تثبيت كردن به كار مي رود. عمل  %10يا فرمالين با غلظت  %4با غلظت  معمولاً فرمالدهيد: ( تثبیت کردن1

. ساعت زمان براي تثبيت كردن لازم است 24تا  6بسته به اندازه نمونه  كردن در دماي اتاق انجام مي گيرد.تثبيت 

فيكس شدن، بافت ها به  پس از مرحله نمونه ها در سبد هاي ويژه يا ظروف مناسب با ذكر مشخصات قرار مي گيرند.



 

برش زد به همين دليل بايد مرحله پروسس انجام اندازه كافي محكم و منسجم نيستند تا بتوان بخش هاي نازك را 

   شود. قبل از پروسس ، بافت ها را درون كاست هاي مورد نظر قرار مي دهند و كاست ها را شماره گذاري مي كنند.

 

ه باز بافت خارج مي گردد.  ثابت كننده )فيكساتيو(در اين مرحله آب موجود و ماده :( مرحله آبگیری بافت ها2

بايد آب موجود  ,، قبل از آنكه نمونه در پارافين قرار گيرد اينكه پارافين هيدروفوبيك )غير قابل حل در آب( استدليل 

    در بافتها به طور كامل حذف شود. 

o براي  95% )براي يك ساعت( , اتانول  70% )براي يك ساعت( , اتانول 70% اتانول : مراحل انجام آبگیری(

 )براي يك ساعت( 100% يك ساعت( , اتانول 

است تا  معمول ترين ماده شفاف كننده گزيلل است و چندين مرحله عبور دادن از گزيلل لازم: ( شفاف سازی3

 كاملاً جايگزين اتانول شود.

o  براي يك ساعت(2) براي يك ساعت( , گزيلل 1گزيلل : مراحل شفاف سازی( 

بافت شناسي در بافت نفوذ داده مي شود. اگرچه براي  در اين مرحله يك موم مناسبآغشته سازی با موم: (4  

ر متداول ت سال ها مواد مختلف براي اين منظور مورد استفاده قرار گرفته اند، موم هاي بافت شناسي بر پايه پارافين

 هستند. 

o ساعت( 3)براي  2ساعت( , پارافين  2)براي 1پارافين : مراحل آغشته سازی 

 

هنگامي كه نمونه كاملاً با موم آغشته شد بايد قالب گيري شود تا بتوان آن را به : پارافینی  (  قالب گیری5

 ش گيري كرد. ميكروتوم متصل نمود و بر دستگاه

o مراحل قالب گیری 

كمي پارافين را در قالب هاي بافت ريخته و اجازه داده مي شود تا پارافين در لايه زيرين قالب ها  (1

 تشكيل شود.

 .بافت ها با پنس بر روي مركز قالب قرار داده مي شوند  (2

كاست هاي پلاستيكي را بر روي قالب قرار داده و در صورت لزوم پارافين بيشتري به قالب اضافه مي  (3

 .شود

 .سپس قالب ها به منظور خنك سازي سريع، به صفحه سرد منتقل مي شود  (4

 . برش بافت پارافینی و تهیه لام2-36-2

ابتدا ضخامت برش دستگاه ميكروتوم را  براي برش مقاطع استفاده مي شود. ميكروتوم دستگاه از .1

 دهيم.ميكرون( و سپس بلوك را برش مي 0,36كنيم )تنظيم مي



 

 0,05دهيم كه به بافت برسيم سپس ضخامت برش دستگاه را روي عمل برش را تا جايي ادامه مي .2

 دهيم.كنيم و نمونه را برش ميميكرون تنظيم مي

ميكرون بدست مي آيد كه آن را بوسيله پنس بر روي لامي كه بر  0,05صفحه بسيار نازكي به قطر  .3

 كنيم.) براي باز كردن چين و چروك( ريخته ايم , منتقل مي 20سطح آن الكل %

مي باشد , به طور كامل فرو برده  ċ34كه حاوي آب  Tissue floatingلام تهيه شده را در دستگاه  .4

 ثانيه صبر ميكنيم تا چين و چروك صفحه برش داده مي شود تا كاملا باز شود.  و چند

سپس لام را طوري بالا مي آوريم كه صفحه برش داده شده , قسمت اعظم لام را بدون ايجاد چين  .5

 و چروك بپوشاند.

 (H&E).رنگ آمیزی لام ها به روش هماتوکسیلین و ائوزین3-36-2

بافت هنگام مشاهده يك نمونه بافت در زير ميكروسكوپ نوري اغلب تشخيص بين سلولهاي مختلف 

دشوار است ، زيرا اين سلول ها تقريباً بي رنگ هستند. بنابراين براي ايجاد تمايز در رنگ ها، مشاهده و 

 در روش رنگ آميزي.  تجزيه و تحليل واضح تر سلول ها از رنگ آميزي بافت نمونه استفاده مي شود

H&E ائوزين است , هسته و سيتوپلاسم با دو رنگ متفاوت از يكديگر  -هماتوكسيلين يگر آن كه نام د

متمايز شده و نشان داده مي شود. هسته سلول رنگ بنفش و سيتوپلاسم رنگ صورتي به خود 

 .(Bohmer and Mayer. 1865)گيردمي

  مواد لازم

 زايلن 

o  :رنگ آميزي , زايلين براي حذف پارافين از لام هاي پركاربرد ترين عامل پاكسازي است .قبل از کاربرد

 خشك شده استفاده مي شود.

  كربنات ليتيم 

  :براي فيكس شدن رنگ هسته به كار مي رود.کاربرد 

 :سي سي آب مقطر , يك گرم پودر كربنات ليتيم اضافه  100براي تهيه اين محلول به ازاي هر  آماده سازی

 مي شود.

 اتانول 

  :شود.آبگيري از نمونه ها ازالكل اتانول استفاده مي به منظورکاربرد 

 هماتوكسيلين 

  :كند.اين رنگ هسته سلول را به رنگ بنفش ميکاربرد 

 ائوزين 

 :اين رنگ  ماتريكس برون ياخته اي و سيتوپلاسم سلول را به رنگ صورتي در مي آورد. کاربرد 

 اسيد الكل 



 

 ود.ش, به منظور حذف اين رنگ از سيتوپلاسم استفاده مي : بعد از رنگ آميزي سلول با هماتوكسيلينکاربرد 

 سي سي اسيد  2سي سي الكل, 100را تهيه و به ازاي هر  %96: براي تهيه اين محلول الكل  آماده سازی

 ريزيم.كلريدريك غليظ مي

 

 روش کار

 ميزي لام ها به ترتيب به شرح زير مي باشد:آرنگ 

دقيقه(,  اتانول  3) %96دقيقه(, اتانول  2دقيقه(, زايلن خالص ) 2)دقيقه(, زايلن خالص  2زايلن خالص )

, رنگ هماتوكسيلين  36ċدقيقه( , شستشو با آب مقطر با دماي حدود  3) %70دقيقه( , اتانول  3) 80%

بار( , غوطه 2) %1, غوطه وري در اسيد الكل   36ċدقيقه( ,  شستشو با آب مقطر با دماي حدود  10)

دقيقه(,  شستشو با آب مقطر با دماي حدود  5الي  2بار( , رنگ ائوزين ) 2) %1ت ليتيم وري در كربنا

36ċ   ثانيه( , غوطه وري در  10) %75ثانيه( , غوطه وري در اتانول  10) %70, غوطه وري در اتانول

يلن خالص دقيقه( , زا 2دقيقه( ,زايلن خالص ) 3الي  2ثانيه( , مخلوط الكل و زايلن ) 10) %96اتانول 

 دقيقه( 2دقيقه( ,زايلن خالص ) 2)

 1. بررسی ایمنی سلولی توسط ایمونوهیستوشیمی73-2

و بررسي ايمني سلولي در  2-با توجه به مطالعه مقالات مربوط به واكسن هاي مرتبط با سارس كوو  

به عنوان يكي از شاخص هاي تحريك سيستم  CD8 و   CD4 آن ها به اين نتيجه رسيديم دو ماركر

و CD4 شوند . بنابراين براي بررسي تحريك سلولي واكسن نوتركيب, ماركرهايايمني سلولي شناخته مي

CD8  توسط تست ايمونوهيستوشيمي(IHC)  بر روي بافت ريه به عنوان يكي از آسيب پذيرترين بافتها

 .(Albert Coons.1941) ارزيابي گرديد  2-در مواجه با سارس كوو

 مواد لازم 

 زايلن 

 الكل مطلق 

 بافر رتريوال 

 :اي هشود كه پايگاهشود اين بافر باعث ميبافر رتريوال براي از بين بردن اثر فرمالين استفاده مي کاربرد

  . يك كه در فرايند فيكس با فرمالين پوشيده شده اند در معرض قرار بگيرند تا با پادتن واكنش دهندپادكن

 95با  دماي   0,05ميلي مولار سديم سيترات, توئين % 10: بافر سيترات شامل)آماده سازیċ  10به مدت 

 ( =6pHدقيقه با 

 محلول پراكسيد هيدروژن 

 بهترين ماده بلاك كننده است تا آنزيم هاي دروني موجود در بافت غير فعال شوند. کاربرد : 

                                                           
1 Immuno histochemistry ;IHC 



 

 پادتن اوليه 

 rabbit anti –human CD4 monoclonal antibody:CD4 

 CD8:rabbit anti –human CD8 monoclonal antibody  

 پادتن ثانويه 

 Master proxidase 

 1دي آمينوبنزيدين (DAB) 

 :سوبسترا پودر آمينوبنزيدين تتراهيدروكلرايد هيدرات يادي-3′،3 کاربرد DAB اي توكسيك بوده ماده

نوان عهاي مورد استفاده در ايمونوهيستوشيمي شهرت دارد. اين ماده شيميايي بهعنوان يكي از رنگكه به

ها مورد آميزي ايمونوهيستوشيمي اسيدهاي نوكلئيك و پروتئينتتراهيدرو كلرايد محلول در آب، در رنگ

  گيرد. استفاده قرار مي

 روش کار

به  ċ 37ميكروني را بر روي لام  گذاشته و تا خشك شدن لام ها در انكوباتور  2-1برش هاي بافتي  (1

 كنيم.   دقيقه صبر مي 60-30مدت 

 گيرند.قرار مي ċ 58دقيقه داخل فور  40لام ها به مدت  (2

 گيرد.دقيقه قرار مي 5بار تغيير هركدام  3لام ها داخل گزيلول  (3

)يك بار تغيير( و هركدام  70)دو بار تغيير( و  96وبار تغيير( ,با استفاده از الكل هاي اتانول مطلق ) د (4

 شوند. دقيقه با آب  شسته مي 3-2گيرد و لام ها به مدت سه دقيقه عمل آبدهي صورت مي

 گيرد. قرار مي %10هيدروژن  دقيقه داخل محلول پراكسيد 10لام ها به مدت (5

 شوند.دقيقه زيرآب شسته مي 5لام ها به مدت  (6

بار تغيير با استفاده از بافر رتريوال و سيستم مايكروويو  2لام ها پس از قرارگرفتن در داخل آب مقطر  (7

 گيرد. رتريوال صورت مي پادكنعمل 

 دقيقه باقي مي مانند تا سرد شوند. 20لام ها داخل بافر به مدت  (8

 5بار تغيير هركدام  دو  PBSبار تغيير داخل بافر شستشوي  لام ها پس از شستشو با آب مقطر دو (9

 گيرند.دقيقه قرار مي

دماي اتاق  درCD8و  CD4دقيقه با پادتن اوليه برعليه  50به مدت  IHCلام ها داخل جار   (10

 شوند.گرماگذاري مي

 دقيقه شسته شدند.  5لام ها در بافر شستشوي دوبار تغيير هركدام به مدت   (11

 شوند.گرماگذاري مي IHCدماي اتاق و در جار رويه ديقه با استفاده از پادتن ثاندق 40لام ها به مدت  (12

 شوند. دقيقه شسته مي 5لام ها در بافر شستشوي دوبار تغيير هركدام به مدت   (13

گرماگذاري مي IHCدر دماي اتاق و داخل جار   DABدقيقه داخل كروموژن  10لام ها به مدت   (14

 شوند.

 شوند.لام ها با آب شسته مي  (15

                                                           
1  Diaminobenzidine 3,3; DAB 



 

  گيرند تا مونته شوند.و داخل گزيلل قرار ميلام ها آّبگيري شده  (16

 :به معناي محكم  "مونته کردن"كنيم.  1براي ديدن لام زير ميكروسكوپ بايد آن را مونت نکته

كردن و محافظت كردن بافت مي باشد. براي اين كار بايد از چسب مخصوص مونت استفاده كنيم. 

در اين حالت عكس داراي كنتراست  شود.ميه و زير ميكروسكوپ بررسي سپس روي آن لامل گذاشت

 بيشتري است.

 شوند.تفسير مي image jلام هاي تهيه شده توسط پاتولوژيست و نرم افزار   (17

 

 2-چالش خوکچه هندی با ویروس زنده سارس کوو .38-2

نها در مواجهه با آالش با ويروس و بررسي عكس العمل خوكچه هاي هندي ايمن شده به منظور چ

فخرا ارسال شد تا درشرايط محافظت شده خوكچه ها با ويروس سارس واكسن سازي ويروس به مركز 

 چالش شوند. 2-كوو

 کارروش 

مخلوط  PBSدر ليتر است( با  810ويروس كشت داده شده به صورت زنده) حداكثر تعداد ويروس -1

 (.نمونه انساني است كه تكثير شده است 40ويروس تركيبي از ويروس استخراج شده از  )شود.مي

مقيد كرده طوري كه پوزه حيوان بيرون باشد و نتواند حركت كند. سپس اي محفظهخوكچه را در -2

 گيرد.ماسكي جلوي پوزه حيوان قرار مي

 .شودميانجام الش را در دستگاه نوبولايزر ريخته و چ PBSسپس مخلوط ويروس با -3

 :تعداد مشخصي از ويروس به كند و با استفاده از اين دستگاه مخلوط ويروس مثل بخور از شلنگ عبور مي  نکته

از طريق ماسكي كه روي پوزه حيوان  به مجراي تنفسي خوكچهدقيقه  2در مدت زمان حدودا  ذرات آيروسلصورت 

كند كه حيوان حداكثر تعداد تنفس حيوان در دقيقه طوري رسانش ميرسد. اين دستگاه باتوجه به مي قرار دارد,

كل .جذب را داشته باشد ) اين مرحله بسيار مهم است چون حيوان به محض خطر پره هاي بيني خود را مي بندد(

ين ا اين سيستم شامل حيوان و دستگاه نوبولايزر در يك محفظه قرار دارد تا اپراتور در معرض ويروس قرار نگيرد.

 شود.با توجه به چالش قبلي حيوان ايمن مي شود چون در صورت تكرار مجدد اين كارمرحله يكبار انجام مي

 

 

 

 

                                                           
1 Mounting 
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        طالعات بیوانفورماتیك                          م .1

سنبله  نوترکیب از پروتئین سطحی پلاسمید. طراحی و ساخت 3-1

 2-سارس کوو )اسپایك(

بر تحريك سيستم  اثرگذاري را كه بيشترين 2-سارس كوومطالعات براي انتخاب بخش مورد نظر از 

سارس  لهسنبپروتئين  نتايج مطالعات نشان دادانجام گرديد.  ، كننده داردخنثي پادتنتوليد  ايمني و 

لول سبه داخل  رنده سطح سلول و ورود ژنوم ويروساتصال ويروس به گي ترين پروتئين درمهم ،2-كوو

 مي باشد. ميزبان 

 2-مطالعات انجام شده در حوزه سارس , مرس و سارس كوو. 1-3جدول 

 جه مطالعهنتی رفرنس

، به خوبي مشخص شده  2-، مرس كوو و اخير در مورد سارس كوو سارس كوو از مطالعات قبلي در مورد 51

 .نقش مهمي در تعامل ويروس و ورود آن به سلولهاي انساني دارد سنبلهاست كه پروتئين 

خنثي  پادتن ، پتانسيل زيادي براي توليد RBDبويژه  S2 و S1 ، مانند پروتئين سنبلهقطعات پروتئين  61

  2-و ايمني حفاظتي در برابر سارس كوودارد   ACE2 اتصال ويروس به گيرنده مهار كردنكننده براي 

 .ايجاد مي كند

ظت از در موش ها و محاف پادتننوتركيب سارس كوو باعث ايجاد افزايش تيتر  سنبلهپروتئين تزريق پلي 66-64

 .حيوانات در برابر عفونت دستگاه تنفسي فوقاني و تحتاني با سارس كوو شد

واكسيناسيون ميمون هاي سبز آفريقايي با ويروس ضعيف شده پارا آنفولانزا كه به طور كامل پروتئين  52

 هاي واكسينه در مقابلاي شدند كه از ميمونهاي اختصاصي پادتنرا كد مي كنند، سبب توليد  سنبله

 .كوويد محافظت كردند

كه حاوي اپي توپ خنثي كننده است از يك  سنبلهدر پروتئين  RBDبا توجه به نقش عملكردي اصلي  61

به عنوان ايمونوژن براي ايمن سازي خرگوش استفاده كردند و  (RBD-Fc)پروتئين فيوژن نوتركيب 

تواند به طور كامل در ه است و ميهاي ايمن شددر خرگوش پادتنهاي قوي متوجه شدند كه باعث پاسخ

 .شده از عفونت سارس كوو جلوگيري كندسرم رقيق 

است بتوانند باعث پاسخ هاي ايمني  ممكن,  هستند سنبلهواكسن هايي كه داراي توالي كامل پروتئين  56-53

ناخواسته شوند كه مي تواند باعث آسيب التهابي و كبدي يا افزايش عفونت پس از در معرض قرار دادن با  

 .سارس كوو در مدل هاي حيواني شود



 

به تنهايي   RBD پروتئين گزينه مناسبي به عنوان واكسن نيست و انتخاب  Sاستفاده از توالي كامل 60-57

 پروتئين ايجاد كند.  Sبالاتري را نسبت به توالي كامل پادتنتوانسته تيتر 

 

م واكسن براي تحريك سيست نامزدبه عنوان پروتئين هاي نوتركيب توليد هدف از انجام اين تحقيق، 

هاي آن به خوبي شناسايي و ويژگي سنبلهتحقق اين هدف، توالي كامل پروتئين به منظور . ايمني بود

مركز ملي اطلاعات  از پايگاه داده 2-سارس كوو سنبلهگرديد. توالي بخش پروتئين 

 FASTAسپس تمام توالي براي تحليل و بررسي بيشتر ، به فرمت  بدست آمد.  (NCBI)بيوتكنولوژي

 ذخيره شدند.

 

 

 

 

 

 NCBI هپايگااز  2-سارس كوو سنبله . اطلاعات مربوط به پروتئين 1-3تصوير

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 NCBIاز پایگاه  2-سارس کوو سنبلهپروتئین   FASTA. توالی کامل 2-3صویر ت

 

 بدست آمد. سنبلههاي گليكوزيله و داراي پيوند دي سولفيدي در كل پروتئين ابتدا جايگاه

 

توسط  2-سارس کووسنبله پروتئین  های گلیکوزیلهجایگاه . نمایش3-3تصویر 

 به صورت  سه بعدی PDBسرور 



 

 
. ]250 [هتوسط مقال 2-سارس کوو سنبلهنمایش جایگاههای گلیکوزیله در پروتئین  الف( .4-3تصویر 

قندی نمایش نواحی وجود دارد. ب(   پروتئین سنبلهجایگاه گلیکوزیله در  22همانطور که مشخص است 

 ز از انتخاب این نواحی برای بخش های مورد نظریشده و پره

 

بعد از شناسايي جايگاه هاي داراي پيوند دي سولفيدي و پيوند گليكوزيله با توجه به بيان اين پروتئين 

تغييرات پس از ترجمه ، عدم انتخاب ايجاد ها در ميزبان پروكاريوت و محدوديت هاي اين ميزبان در 

 اين جايگاههاي داراي پيوند در توالي نهايي در نظر گرفته شد. 

 

ط نرم توس سنبله. الف( پیش بینی جایگاههای دارای پیوند دی سولفیدی در کل توالی پروتئین 5-3تصویر

 لهسنبلی پروتئین ب( پیش بینی پیوندهای دی سولفیدی در کل توا  DiANNA 1.1 web serverافزار 

 matrixscience  درپیوند دی سولفیدی(  20)



 

  

ث تحريك باعكه  سنبله پروتئين بخش هايمهمترين  مطالعات بيوانفورماتيك براساس نتايج مقالات و

 ,RBD Fusion peptideشدند. اين نواحي شامل بخش هاي انتخاب  ،شود و پاسخ سيستم ايمني مي

Cleavage site ,   بود. 2-سارس كوو سنبلهاز پروتئين 

 

 2-ووسارس ک سنبله. نمایش جایگاههای انتخاب شده برای مطالعه در پروتئین 6-3تصویر 

 

 سنبله در توالی کامل پروتئین  RBD, Fusion peptide, Cleavage site. تعیین جایگاه 7-3تصویر

 2-سارس کوو

 

          با توجه به انتخاب ميزبان پروكاريوتي براي بيان پروتئين نوتركيب توالي هاي انتخاب شده 

Fusion peptide , RBD  و Cleavage site بدر انتخا.  توسط مطالعات بيوانفورماتيكي ارزيابي شدند 



 

شاخص هاي استاندارد يك واكسن در ايمونوژنسيتي و محدوديت هاي سيستم توالي هاي انتخاب شده 

 Fusion peptide (P2)ازهاي توليد شده پروتئيندر نام  براي اختصار در ادامه شد.بياني در آن لحاظ 

RBD (P1) و  Cleavage site (P3) شود.استفاده مي 

 سیتهپادکنالف.تعیین 

 پايگاهزتوالي پروتئيني، ا بهترينسيته زيرواحدهاي اپي توپي واكسن براي تعيين پادكنجهت ارزيابي 

Vaxijenev2.0 تئين  ژنسيته پرو، از پارامترهاي پيش فرض براي تعيين آنتيپايگاه استفاده شد. در اين

 استفاده گرديد. 

 

 Vaxijen.توسط پایگاه  P1,P2,P3سیته توالی های پادکن. نمایش پیش بینی خاصیت 8-3تصویر 

 P2سیتی می باشند. توالی  پادکندهد دو توالی انتخاب شده دارای خاصیت همانگونه که نتایج نشان می

توان کوچك بودن اندازه پروتئین را یکی از دلایل احتمالی می ،سیتی نمی باشد پادکندارای خاصیت 

 دانست.

 (آلرژنسیتهحساسیت زایی )ب:

توپ هاي پيشنهادي براي توليد سازه ايمني زا  براي پيش بيني حساسيت اپيAllerTOP  پايگاهاز 

تركيبي ارزيابي كرده و آلرژن  هاي بينيحساسيت هاي آلرژيكي را از طريق پيش پايگاهاستفاده شد. اين 

بسيار برنامه  پايگاه شود كه اين كند. اين امر باعث ميها و غير آلرژن ها را با ويژگي بالا پيش بيني مي

تئين باشد. با توجه به نتايج بدست آمده پرو ( آلرژنحساسيت زا )مفيدي براي پيش بيني واكنش متقابل 

،  از بين بخش هاي انتخاب شده باشد ولي دو پروتئين ديگر پتانسيل آلرژن شدن را دارند.آلرژن نمي 1

  . توالي هايي كه احتمال آلرژن زايي كمتري داشتند انتخاب شدند



 

. Aller TOPتوسط پایگاه P1,P2,P3نمایش پیش بینی خاصیت آلرژنسیته توالی های  9-3تصویر 

 پتانسیل آلرژن شدن را دارند. 3و  2غیر آلرژن ولی پروتئین  1همانگونه که نتایج نشان می دهد پروتئین 

 

 پ: تعیین ویژگی فیزیکوشیمیایی 

داد تعبرخي خواص بيوفيزيكي پروتئين شامل درصد و بار اسيدآمينه,  ProtParam پايگاهبا استفاده از 

قطبيت، نيمه عمر، شاخص ناپايداري، حلاليت در آب، ايزوالكتريك،  pHوزن مولكولي، اسيد آمينه ، 

 شناسايي شدند.  .........و شاخص آليفاتيك

كشد تا نصف مقدار پروتئين بعد از عبارت است از مدت زماني كه طول مي :نیمه عمر .1

ساختن در داخل سلول ناپديد شود. نتايج نشان داد نيمه عمر هر سه پروتئين در ميزبان 

 ساعت است كه بسيار خوب است.  10پروكاريوتي بيشتر از 

عبارت است از ميزان پايداري پروتئين در داخل لوله آزمايش . براي  :شاخص ناپایداری .2

 40است و زمانيكه اين شاخص بالاتر از  40ار شاخص ناپايداري كمتر ازپروتئين هاي پايد

باشد به معناي آن است كه پروتئين ناپايدار است. بر اساس نتايج بدست آمده هر سه 

 پروتئين پايدار هستند. 

يك پروتئين عبارت است از به عنوان حجم نسبي اشغال شده  :شاخص های آلیفاتیکی .3

شود. اين شاخص بيان كننده ميزان پايداري آليفاتيك تعيين مي توسط زنجيره هاي جانبي

پروتئين از دناتوره شدن در برابر حرارت است . در ميزان شاخص آليفاتيكي يك پروتئين، 

چهار اسيد آمينه آلانين ، والين ، ايزولوسين و لوسين بيشترين نقش را دارند. نتايج نشان 

 يدار هستند. داد هر سه پروتئين در برابرحرارت پا

برمبناي مجموع اسيد آمينه هاي هيدروفوب تقسيم بر  (GRAVY) آبگریزی شاخص .4

تر از صفر براي يك پروتئين به عنوان يك شود.  شاخص پايينطول پروتئين محاسبه مي

منفي گزارش  3و 1شود . نتايج براي پروتئين پروتئين گلبولار آبدوست در نظر گرفته مي

مثبت مي  2آبدوست بودن ساختار پروتئين است اما نتيجه پروتئين شده كه نشان دهنده 

باشد كه نشان دهنده اين مطلب است كه در ساختار اين پروتئين بيشتر اسيد آمينه هاي 

 آبگريز وجود دارند .



 

 

 

 ProtParamتوسط پایگاه  P1,P2,P3های فیزیکوشیمیایی توالی . نمایش پیش بینی ویژگی 10-3تصویر 

 

 تعیین پیوند دی سولفیدیت: 

 پيشگويي شد.   DIANNA پايگاه پيوندهاي دي سولفيدي در توالي هاي انتخاب شده توسط

, سه پيوند دي سولفيدي  3, يك پيوند دي سولفيدي و براي پروتئين 1در اين پيشگويي براي پروتئين 

نجا لازم به ذكر است: در فاقد پيوند دي سولفيدي است. چند نكته در اي 2پيش بيني شده و پروتئين 

پيوند دي سولفيدي است كه در انتخاب توالي  20داراي حدودا  پروتئين سنبلهپيشگويي ها كل توالي 

مد نظر ما قرار داشت.  بنابراين با توجه به اين نكته تا جائيكه امكان داشت و به خاصيت ايمني زايي 

داراي پيوند دي سولفيدي حذف شدند. اما پيوند كرد اسيدآمينه هاي پروتئين مورد نظر خللي وارد نمي



 

قابل حذف نبود و به ساختار كلي پروتئين آسيب ميزد و ناگزير  3و  1دي سولفيدي در ساختار پروتئين 

 بوديم.اين اسيدآمينه ها به حضور 

 

. DiANNAتوسط پایگاه  P1,P2,P3.نمایش پیش بینی پیوندهای دی سولفیدی در توالی 11-3تصویر 

 .دارای پیوند دی سولفیدی است 3و 1فاقد پیوند دی سولفیدی اما پروتئین  2پروتئین 

 

  1ث: پیشگویی سمیت

 Toxinpredبررسي شوند. به اين منظور از نرم افزار  زايي اپي توپ هاي انتخاب شده بايد از لحاظ سميت

احي شود. براي طرتوالي هاي داراي سميت در ميزبان باكتريايي بررسي مي پايگاهاستفاده شد. در اين 

سم اندوتوكسين جمع  73سم اگزوتوكسين و  77سم باكتريايي شامل  150اين پايگاه, داده مربوط به 

شود. در صورت شباهت به توالي موجود آوري و توالي هاي بارگذاري شده با اين بانك داده مقايسه مي

سيد آمينه هاي محدودي اتعداد  پايگاه ،شود. در اينجا, به عنوان وجود سميت پيشگويي ميدر پايگاه 

 ساند،رتا جائيكه به ساختار اصلي پروتئين و خاصيت آن آسيب نمي .را به عنوان توكسين گزارش داد 

 حذف كرديم. آنها را

 

                                                           
1 Toxicity 



 

 

 ToxinPredتوسط پایگاه   P1,P2,P3. نمایش پیش بینی سمیت توالی های انتخاب شده13-3تصویر 

 نتایج نشان داد برخی از اسید های آمینه دارای خاصیت سمیت هستند.

 

 پیشگویی سیگنال پپتید ج: 

راي كنترل گردد. بسلول مي پری پلاسمی باعث هدايت پروتئين به غشا توالي سيگنال پپتيد پروتئين

پروتئين بيان شده و به منظور نگهداشتن پروتئين در رسوب , سيگنال پپتيد حذف شد تا پروتئين به 

 حذف شد. هرسه پروتئين سيگنال پپتيد بخش پري پلاسم ترشح نشود. بنابراين 

 

 SignalPتوسط  پایگاه   P1,P2,P3. نمایش پیش بینی سیگنال پپتید توالی های انتخاب شده13-3تصویر

 .هر سه توالی فاقد سیگنال پپتید هستند



 

 شاخص اپی توپیكچ: پیشگویی 

  Tو  B, سلولهاي ها پادتناست كه توسط سيستم دفاعي به ويژه  پادكن قسمتي از يك توپاپي يك

 براي IEDBبراي انجام فرايند طراحي واكسن بر مبناي اپي توپ, از پايگاه داده  شود. تشخيص داده مي

استفاده كرديم. در اين پايگاه با تعيين عناصر مربوطه و انتخاب پروتئين  يكتوپاپي نواحي پيش بيني

واحي نموردنظر و بارگذاري آن, به بخش هاي اپي توپيك در توالي انتخاب شده دسترسي پيدا كرديم.

بخش  3و  1كه پروتئين نتايج نشان داد   توپيك هست.ي مناطق داراي بخش هاي اپيرد رنگ گوياز

 داشتند . 2هاي اپي توپيك بيشتري نسبت به پروتئين 

 

. نواحی IEDB توسط پایگاه  P1,P2,P3. نمایش پیش بینی جایگاههای اپی توپ در توالی 14-3تصویر 

زرد رنگ نشانگر شاخص اپی توپیك هستند. هر سه توالی پروتئینی دارای شاخص اپی توپیك هستند اما 

 دارای بخش های اپی توپیك بیشتری هستند. 3و 1پروتئین 

 

 پیوندهای قندی شدهح: پیشگویی 

گليكوزيله با توجه به ميزبان پروكاريوتي بسيار مهم است .  پيوند اسيد آمينه هاي داراي عدم حضور

 قنديپتانسيل تشكيل يك پيوند   3و 2است اما پروتئين  قندي فاقد پيوند 1نتايج نشان داد پروتئين 

 را با هم مقايسه كرديم و در از توالي هاي انتخاب شده را دارند . در اينجا ما اطلاعات پيشگويي شده

 انتخاب شدند.  قندي با احتمال يك جايگاه  3و  2پروتئين  نهايت

 

 NetNGLyc-1.0توسط پایگاه P1,P2,P3. نمایش پیش بینی پیوند گلیکوزیله در توالی 15-3تصویر

 امکان قندی شدن را دارند. 3و2فاقد پیوند قندی می باشد و پروتئین  1دهد پروتئین نتایج نشان می

 



 

 خ: پیشگویی ساختار اولیه

ين ا كند. همچنينساختار اوليه پروتئين كه به صورت خطي است را تجزيه و تحليل مي Pepcalc پايگاه

قطبيت  زنجير جانبي اسيد ي را نيز نشان مي دهد.  اين شاخص معياري از تشاخص هيدروپا پايگاه

آمينه ها است. هرچه زنجير جانبي هيدروفوب تر باشد شاخص هيدروپاتي مثبت تر است و بالعكس. در 

اينجا نمودار هيدروپاتي به نمايش در آمده است و ويژگي تمام اسيد آمينه ها ذكر شده است. نتايج 

 ن داراي حلاليت كمي در آب هستند.نشان داد هر سه پروتئي

 

 پایگاهاین . pepcalcتوسط پایگاه  P1,P2,P3. نمایش پیشگویی ساختار اول پروتئین های 16-3تصویر 

 دهد.پروتئین , شاخص هیدروپاتی و ..... را نشان می PIتعداد اسیدآمینه , وزن ملکولی ,

 

 

 



 

 د: پیشگویی ساختاردوم پروتئین 

ئين دانش پروت پيش بيني ساختار دوم پروتئين ها از روي توالي آمينواسيدها يك امر مهم و اساسي در 

ا هها و زيست محاسباتي است كه نقش مهمي در تعيين ساختار سه بعدي و در نتيجه عملكرد پروتئين

گرفته و روش هاي دارد. به همين دليل در چند دهه ي اخير، تلاش هاي فراواني در اين زمينه صورت 

براي پيشگويي  Prabi پايگاهدر اينجا از  .زيادي براي پيش بيني ساختار دوم پروتئين ها ارائه شده است

ج تست براي مقايسه با نتاي پايگاهساختار دوم پروتئين ها استفاده شد. از پيشگويي بدست آمده در اين 

CD شود. استفاده مي 

 

 

 Prabiتوسط پایگاه  P1,P2,P3.  نمایش پیشگویی ساختار دوم پروتئین های 17-3تصویر

 

 ذ: پیشگویی ساختار سوم پروتئین

پيشگويي شد . معمولا بعد از پيشگويي ساختار  Swiss Model پايگاهساختمان سوم پروتئين توسط 

 نمنظور ارزيابي كيفيت پارامترهاي ساختاري مدل ساخته شده نمودار راماچاندراسوم يك پروتئين به 

شود. نمودار راماچاندران وضعيت مجاز هر زاويه را براي ساختارهاي براي الگو و پروتئين هدف ترسيم مي

نتايج  .شودشناخته مي φ] و [plot ψ يا Ramachandran plot هاينام دهد و باپروتئين را نشان مي

 نشان ميدهد هر سه پروتئين در محدوده مجاز نمودار راما چاندران قرار دارند. 

 



 

 

 P1,P2,P3. نمایش پیشگویی ساختار دوم و نمودار راماچاندران پروتئین های 18-3تصویر 

 Swiss Modelتوسط پایگاه  

 

   P1,P2,P3شدهدر مجموع  نتايج به دست آمده  نشان دهنده ويژگي هاي مطلوب سه ناحيه انتخاب 

 اي استفاده به عنوان كانديد واكسن بود. بر

  

 

 

 



 

 ACE2-RBD 1.مدل سازی مولکولی2-3

و سپس با ورود ژنوم  باشدمي RBD از طريق بخش ACE2به گيرنده سطح سلول 2-اتصال سارس كوو

به گيرنده  RBDشود. بنابراين لازم بود اتصال پروتئين نوتركيب داخل سلول عفونت آغاز ميويروس به 

ACE2  توسط داكينگ بررسي شود. به منظور بررسي احتمال اتصال پروتئين نوتركيب و گيرنده ابتدا به

بدست آمد. سپس  PDBدر قالب   RBDساختار سه بعدي پروتئين نوتركيب Robetta پايگاهوسيله 

 پايگاهبدست آمد. داكينگ مولكولي توسط RCSB نيز توسط پايگاه  ACE2ساختمان سه بعدي 

HDOCK پايگاه .انجام شد HDOCK هاي اتصال بين دو مولكول مانند بيني كمپلكسبراي پيش

 قدرت اتصالدو شاخص مهم براي بررسي  با استفاده از يك ساز و كار اتصال هيبريدي است.  ها پروتئين

 شود كه شامل: يدر نتايج داكينگ اين پايگاه ارائه م

منفي  و گيرنده است –نتيجه حاصل از انرژي آزاد اتصال و اتصال تمايلي ليگاند  يك :2اتصال شاخص 

چند اين يك پيشگويي هست و  هر ليگاند به گيرنده هست. و پايدارتر قويترتربودن آن نشان از اتصال 

 -327,27گيرنده ،  –داكينگ پروتئين 1شاخص اتصال براي مدل  .تجربي مقايسه نمي شودبا مدل هاي 

 بود كه نشاندهنده اتصال مناسبي مي باشد.  

معمولاً  PDBدر  DNA/RNA/نيپروتئ-نيپروتئ يهاكمپلكس نكهيبا توجه به ا : 3شاخص اطمینان

ه وابسته ب نانياطم شاخص كي يطور تجرب در اينجا بهبهتر هستند،  اي -200نمره اتصال حدود  يدارا

 نانيطما شاخص يوقت باًيتقركرده است.  فينشان دادن احتمال اتصال دو مولكول تعر ينمره اتصال را برا

 0,7و  0,5 نيب نانياطم ازيكه امت ياست. هنگام اديز اريباشد، احتمال اتصال دو مولكول بس 0,7 يبالا

است كه دو  ديباشد، بع 0,5 ريز نانياطم ازيكه امت ياست. هنگام ريباشد، اتصال دو مولكول امكان پذ

با  ديآن با يتجرب تيماه ليبه دل نجايدر ا نانياطم ازيمتوجود، ا نيمتصل شوند. با ا گريكديمولكول به 

بودند كه نشاندهنده  0,8نتايج ما نشان دهنده شاخص اطمينان بالاتر از  .رديدقت مورد استفاده قرار گ

 احتمال زياد اتصال بين گيرنده و پروتئين نوتركيب است. 

  نشان داده شده است .,  را كه احتمال اتصال بيشتري دارندبرتر  مدل 10،  مشخصات   2-3در جدول 

                                                           
1 Molecular Docking 
2 Docking score 
3 Confidence Score 



 

 

توسط  ACE2و گیرنده  2-سارس کوو سنبلهپیش بینی داکینگ مولکولی بین پروتئین .19-3تصویر 

 RCSBپایگاه 

 

 

 

 PDB توسط پایگاه (RBD) 1نمایش ساختار سه بعدی پروتئین  .20-3تصویر 

 



 

 

 HDOCKنوترکیب توسط پایگاه  RBD-ACE2  . نمایش داکینگ مولکولی بین21-3تصویر 

 

 گانديل -رندهيگ يمولكول نگيداك جيشده برتر از نتا ينيب شيمدل پ10. مشخصات 2-3جدول

 

. گيرنده هست -مدل اول حاكي از اتصال قوي و پايدار بين پروتئين نوتركيب 10شاخص داكينگ براي 

شاخص است . همچنين  -200مدل اول بالاتر از  10شاخص داكينگ شود همانطور كه مشاهده مي

يار مهم و اصلي براي را به صورت مع RMSDشاخص  پايگاهاست. در اين  07از  نيز بيشتراطمينان 

نشان دهنده    2كمتر از  RMSDگيرد اما به طور كلي گفته شده است شاخص ر نمياتصال در نظ

 0,5داراي شاخص  1نزديك بودن ساختار  پروتئين به ساختار واقعي و مرجع آن است .در اينجا مدل 

  بخشد.قوت را  RBDو  ACE2بين گيرنده  مناسب احتمال اتصال دميتوان.بنابراين مي باشد 

 

 

 



 

  pET28aدر وکتور )+(P1,P2,P3 . کلون سازی توالی ژنی 3-3

,  RBD(P1) شامل بخشهايي ازووهان(  )سويه 2-سارس كوو سنبلهتوالي سه بخش متفاوت از ژن 

FP(P2) وCS(P3)  توسط نرم افزار  انتخاب و انسانيSnap gene در وكتور)+(pET-28a  براي بيان در

به همراه  EcoRIو  XhoIهاي جايگاه برش براي هر سه ژن بين جايگاه  .ن شدميزبان پروكاريوتي كلو

با برچسب  ادغامطراحي شد.  توليد پروتئين به صورت  C-terminalو  N-terminalبرچسب هيستيديني در 

عليه برچسب  اختصاصي بر پادتنهيستيديني، امكان تشخيص پروتئين نوتركيب را در وسترن بلات با 

در يك مرحله و تخليص پروتئين نوتركيب بيان شده، با استفاده از ستون كروماتوگرافي  هيستيديني

 تمايلي نيكل امكان پذير خواهد نمود.

 



 

 

 

 SnapGeneتوسط نرم افزار  pET-28aدر وکتور  P1,P2,P3مورد نظر. نمایش کلون قطعه 22-3 تصویر

 

 

 

 

 



 

 . مطالعات مولکولی2

 سنتز ژن .3-4

-ها و پيشسفارش داده شد. ويژگي Genevayجهت سنتز به شركت  داخل وكتور طراحي شده توالي

براي انجام  هاي لازم براي قرار گرفتن ژن مورد نظر در داخل وكتورهاي هدف در نظر گرفته شد.بيني

بوده RBD,FP,CS ها به ترتيب مربوط به بخش شدند. ژن داده اين رساله سه ژن براي سنتز سفارش

 . كلونينگ شده است pET-28aكه در وكتور 

شیاکلای به باکتری  اشر DH5αو   BL21 یمستعد نمودن سویه. 3-5 

 روش شیمیایی 

مستعد سازي  . بعد ازمي كرديمرا مستعد دريافت پلاسميد نوتركيب  مورد نظر سويه باكتريايي بايد ابتدا

براي اطمينان از عدم آلودگي باكتري ها در روند كار , چك آلودگي  ،  DH5αو  BL21هر دو سويه 

در باكتري هاي مستعد شده, انتقال پلاسميد هاي نوتركيب به  انجام شد و بعد از تائيد عدم آلودگي

شد. سپس رسوب بدست آمده از محصول انتقال, بر روي پليت جامد حاوي آنتي روش شيميايي انجام 

 گرماگذاري شد.  ċ37ساعت در دماي  14-12بيوتيك كانامايسين كشت داده شد و به مدت 

انجام شد. در اينجا از پرايمرهاي   Colony-PCRروز بعد براي تائيد انتقال, بر روي كلون هاي رشد كرده,  

-Colonyاستفاده شد. نمونه ها بعد از  T7 Terminator)و  pET-28a ( T7 promoterمخصوص به 

PCR   توسط بستر ژل آگارز  بررسي شدند. كلون هاي رشد كرده با اين پرايمر ها درcolony-PCR 

جواب دادند و اين نتيجه نشان مي دهد كه كلون هاي رشد كرده حاوي پلاسميدهاي داراي مقاومت به 

 با موفقيت انجام شده است. پلاسميد به داخل باكتري و انتقال ودهبكانامايسين 

 

آگار حاوی آنتی بیوتیك کانامایسین ,آمپی  LBهای مستعد شده برروی محیط .کشت باکتری23-3تصویر 

 سیلین و بدون آنتی بیوتیك برای چك آلودگی. هیچ آلودگی در پلیت ها مشاهده نشد.



 

به  P3,P2,P1نوترکیب حاوی ژنپلاسمید . انتقال)ترانسفورم(6-3

  DH5α مستعد باکتری

 12ه مدت ب پلاسميد نوتركيب به باكتري مستعد منتقل شد و بعد از كشت باكتري روي پليت آگار

 PCR colony, تائيد انتقال پلاسميد به باكتري به منظور گرماگذاري شد. روز بعد C37ساعت در دماي  

 انجام شد.

 

  در محیط  DH5αکلون های رشدکرده حاصل از انتقال پلاسمید نوترکیب به باکتری. نمایش 24-3تصویر 

LBآگار حاوی کانامایسین 

 

 

 Colony توسط  DH5αبه باکتری  P1,P2,P3حاوی ژن  نوترکیب . تائید انتقال پلاسمید25-3تصویر

PCR+ .بر روی ژل آگاروز Cبه عنوان کنترل مثبت استpET-28a)  دیگرخالی( و سه نمونه pET-

28a)  حاوی ژن موردنظر(  با احتساب بخشهایی از وکتور که توسط پرایمر ساخته شده به ترتیب حدودا در

 شود.برای هر سه پروتئین دیده می 800و  610,  600

 



 

ميلي ليتر انجام شد و تخليص پلاسميد نوتركيب به  5بعد از انتخاب كلون مناسب , كشت آن در حجم 

 انجام شد.  BL21به سويه بياني منظور انتقال آن 

   BL21پلاسمید نوترکیب و انتقال آن به باکتری .تخلیص 7-3

آگاروز بررسي و غلظت آن توسط  ژل روي پلاسميد نوتركيب توسط كيت تخليص شده و سپس بر

نانودراپ سنجش شد. بعد از تخليص پلاسميد نوتركيب به منظور بيان پروتئين نوتركيب از سويه 

 استفاده و به آن سويه نيز منتقل شد.  BL21بياني

 

و تائید آن توسط ژل آگارز, ب:  DH5α. الف : نمایش پلاسمید نوترکیب تخلیص شده از سویه 26-3تصویر

آگار حاوی LB-در محیط BL21 نمایش کلون های رشدکرده حاصل از انتقال پلاسمید نوترکیب به باکتری 

 رشد کرده ,پ: کشت مجدد کلون های کانامایسین

 

و بررسی آن توسط   BL21در باکتری  P1,P2,P3پروتئین  . بیان3-8

  SDS-PAGEالکتروفورز 

براي تائيد بيان پروتئين و حضور پروتئين در فاز محلول) محيط رويي( و يا نامحلول)رسوب( از الكتروفورز 

در اين بخش بعد از بهينه سازي بيان پروتئين و تائيد بهترين شرايط براي ادامه كار, رسوب  استفاده شد.

كرديم. نتايج نشان داد هيچ كدام از پروتئين ها  ارزيابيبدست آمده از تلقيح را با بافر ليزهاي متفاوت 

 .قرار دارند  2نيستند و هر سه در فاز نامحلول 1در فاز محلول

                                                           
1 soluble 
2 Inclusion boody 



 

 
.در این  SDS-PAGE. بررسی حضور پروتئین در فاز محلول یا نامحلول توسط الکتروفورز 27-3تصویر 

پروتئین ,  : مارکر وزن ملکولی1فاز نامحلول  قرار دارند. ستون الکتروفورز مشخص شد هر سه پروتئین در 

: 6, ستونP2 : رسوب5, ستونP2 : محلول رویی4ستون P1 , : رسوب 3, ستونP1 : محلول رویی 2ستون

 P3: رسوب7, ستون P3محلول رویی 

 

  کلنی استفاده از ستون تمایلیتخلیص پروتئین نوترکیب با .9-3

 به دليل عدم تخليص پروتئين ها با بافرهاي طبيعيستون نيكل انجام شد.  تخليص پروتئين ها توسط

كاملا  ن ها به صورتدر بافر , پروتئي   pHو هيبريد, در نهايت از بافر اوره استفاده شد و با ايجاد شيب 

براي تعويض بافر و كاهش مولاريته اوره سپس با الكتروفورز تائيد و   .تخليص شدند (تك باند) خالص

 در پروتئين هاي تخليص شده دياليز انجام شد و در نهايت توسط ستون آميكون تغليظ شد.

 

: 1. ستون1خروجي هاي ستون حاوي رزين نيكل حاصل از پروتئين  SDS-PAGE. بررسي الكتروفورز28-3تصوير 

: ليزات 3فاقد پلاسميد به عنوان كنترل منفي , ستون   BL21: ليزات باكتري  القا شده2ماركر پروتئين. ستون 

: ليزات باكتري بعد ازعبور از ستون نيكل , 4باكتري القا شده قبل از عبور از ستون حاوي رزين نيكل , ستون 

 :پروتئين تخليص شده از ستون نيكل5ستون



 

 

یکل حاصل از پروتئین خروجی های ستون حاوی رزین ن . SDS-PAGE. بررسی الکتروفورز 29-3تصویر 

فاقد پلاسمید به عنوان کنترل منفی ,  BL21: لیزات باکتری  القا شده 2: مارکر پروتئین. ستون 1. ستون2

: لیزات باکتری بعد 4: لیزات باکتری القا شده قبل از عبور از ستون حاوی رزین نیکل , ستون 3ستون 

 ز ستون نیکل: پروتئین تخلیص شده ا5ازعبور از ستون نیکل , ستون

 

. 3خروجی های ستون حاوی رزین نیکل حاصل از پروتئین SDS-PAGEبررسی الکتروفورز 30-3تصویر 

فاقد پلاسمید به عنوان کنترل منفی ,  BL21: لیزات باکتری  القا شده2: مارکر پروتئین. ستون 1ستون

: لیزات باکتری بعد 4: لیزات باکتری القا شده قبل از عبور از ستون حاوی رزین نیکل , ستون 3ستون 

 :پروتئین تخلیص شده از ستون نیکل5ازعبور از ستون نیکل , ستون

 

 

: ماركر وزن ملكولي 1ستون . هرسه پروتئين نوتركيب تخليص شده   SDS-PAGE . الكتروفورز31-3تصوير 

بعد از عبور از  1: ليزات باكتري پروتئين 3قبل از ستون نيكل , ستون  1: ليزات باكتري پروتئين2پروتئين, ستون

: ليزات 6قبل از ستون نيكل, ستون  2: ليزات باكتري پروتئين5تخليص شده, ستون  1:پروتئين 4ستون  ,ستون نيكل 



 

 3: ليزات باكتري پروتئين8تخليص شده, ستون  2: پروتئين  7ر از ستون نيكل, ستون بعد از عبو 2باكتري پروتئين

 تخليص شده 3: پروتئين10بعد از عبور از ستون نيكل, ستون  3: ليزات باكتري پروتئين9قبل از ستون نيكل, ستون 

 

 سنجش غلظت پروتئین  .10-3

ين شد. در ا سنجشسط محلول برادفورد پس از تخليص , دياليز و تغليظ پروتئين , غلظت آن ها تو

بدست  (OD)بدست آمد و سپس عدد جذب نوري  , معادله BSAمرحله با استفاده از استانداردهاي 

 .آمده حاصل از سنجش پروتئين ها در فرمول گذاشته و غلظت نهايي مشخص گرديد

 

 برای رسم نمودار استاندارد برادفورد BSAهای مختلف . جدول جذب نوری در غلظت3-3جدول  

  

 

 

 

 
 

 X  برابر با نور جذب شده براي پروتئين با غلظت مجهول وY باشد.برابر با غلظت پروتئين مورد نظر مي 

 

Y= 0.5811 X  + 0.1681  

 

 ی فناوری وسترن بلات به وسیله P1,P2,P3.تائید پروتئین 11-3

وجود م اوليه ضد برچسب هيستيديني با هيستيدين پادتنوسترن بلات انجام شده به خوبي نشان داد كه 

 پروتئين  واكنش داده و تائيدي بر تخليص صحيح آن ها بود. ساختار در 

 

گرم(میلی )برحسب  600/405جذب  )تکرار(600/405جذب  BSA غلظت 

0,800 0,789 2 

0,758 0,687 1 

0,467 0,477 0,5 

0,319 0,321 0,25 



 

 

به ترتیب   P3,P2,P1باندها برای  . تائید پروتئین های تخلیص شده در فناوری وسترن بلات. 32-3تصویر 

شناسایی  HRPضد برچسب هیستیدینی متصل به  پادتنکیلودالتونی توسط 23،11،10وزن ملکولی

 گردیدند.

 

ضد  پادتنالایزا برای تائید پروتئین نوترکیب تخلیص شده با  .12-3

 HRPبرچسب هیستیدینی متصل به  

كه نتايج  ارزيابي شدند. نيز ضد برچسب هيستيديني توسط الايزا پادتنپروتئين هاي تخليص شده با 

اين تست همراستا با نتايج وسترن بلات بود و آن را تائيد كرد ) البته بعد از تائيد پروتئين ها توسط 

 وسترن بلات, اين تست ضرورتي ندارد(.
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پروتئين هاي مورد استفاده

الایزا پروتئین نوترکیب با پادتن ضد برچسب هیستیدین



 

 . ضد برچسب هیستیدین پادتن. نتایج الایزا  برای پروتئین های نوترکیب تخلیص شده با 1-3نمودار

: 4, ستون2: پروتئین 3, ستون1: پروتئین 2القا شده فاقد پلاسمید, ستون BL21 لیزات باکتری: 1ستون

ضد برچسب هیستیدین اتصال معناداری نسبت به لیزات  پادتن. هرسه پروتئین در واکنش با   3پروتئین 

 .باکتری فاقد پلاسمید دارد

 CD سنجی. بررسی ساختار دوم پروتئین با استفاده از طیف13-3

اساس اين روش بر مبناي ميزان زاويه چرخش در زواياي پيوند پپتيدي است. مطالعه دو رنگ نمايي 

كه مطابق با  (Far-UV-CD) نانومتر 260-190نوري  در محدوده فرابنفش دور، در محدوده طول موج 

انجام شد. هر ساختار دوم با توجه به  Jasco's J-810 جذب پيوندهاي پپتيدي است با اسپكتروپلاريمتر

 كند. ميزاويه چرخش پيوند پپتيدي خود، نوعي منحني خاص را ايجاد 

پروتئين به ساختار طبيعي براي طراحي پروتئين هاي نوتركيب به دليل تحريك پاسخ ايمني  1تاخوردگي

 .وره انجام گرديده استمناسب, مهم و ضروري است. چون تخليص پروتئين ها به وسيله بافرهاي حاوي ا

اي هتواند تغيير كرده باشد. اوره توانايي دناتوره كردن پروتئين به روشبنابراين ساختار دوم پروتئين مي

تواند مستقيما به زنجيره هاي قطبي و مستقيم و غيرمستقيم دارد. سازو كار مستقيم كه در آن اوره مي

مي اوره و يا ميانكنش هاي الكترواستاتيك متصل گردد ,يا باردار از طريق پيوندهاي هيدروژني و يا 

دو  تواند از طريقبه آمينواسيدها از طريق نيروي واندروالسي متصل گردد. همچنين مي مستقيما تواند

روش نيز به زنجيره هاي جانبي متصل گردد. پخش قويتر اوره در پروتئين نسبت به آب از ميانكنش 

ك هاي هيدروفوبياوره منجر به انحلال آسانتر گروه ,سازو كار غيرمستقيمنمايد. در مستقيم حمايت مي

 6باشد. گزارش شده است همراه با افزايش غلظت اوره از پروتئين از طريق اختلال در ساختار آبي مي

مولار صفحات بتا شيت از بين خواهند رفت. در حاليكه آلفا هليكس ها پايدار باقي مانده و يا  10به 

 CD مانند. نتايج يابند . همچنين ساختارهاي رندوم كويل نيز دست نخورده باقي ميزايش ميحتي اف

اين تغييرات ساختاري در طول حذف اوره  P1,P2,P3 به دست آمده براي پروتئين هاي انتخابي واكسن 

 د با حذف اوره به حالت ساختاري خود بازگردند.نتواننمايد. پروتئين ها ميرا تائيد مي

 

 

 

 

 

                                                           
1  Folding 



 

 P1,P2,P3براي پروتئين هاي تخليص شده  CDنتايج حاصل از تست  .4-3جدول

 Secondary 

structure 

PBS 0M 

Urea 

1M 

Urea 

2M 

Urea 

4M 

Urea 

6M 

Urea 

8M 

Urea 

Prediction 
1)%( 

Prediction 
2)%( 

 

P1 

α-helix      12,10 100 35,80 48,00 23,30 0,00 32,30 5,94 8,91 

β-sheet      61,60 0,00 0,00 0,00 38,50 60,00 0,00 26,73  

19,8 
β-turn       26,30 0,00 64,20 52,00 28,70 0,00 41,90 5,94 

Random coil 0,00 0,00 0,00 0,00 9,50 40,00 25,80 61,39 71,29 

 

 

P2 

α-helix      36,00 33,90 49,70 12,80 13,30 85,50 56,40 38,14 40,2 

β-sheet      0,00 66,10 0,00 54,70 34,60 0,00 0,00 12,37  

9,29 
β-turn       64,00 0,00 50,30 7,50 31,50 0,00 43,60 5,15 

Random coil 0,00 0,00 0,00 25,00 20,60 14,50 0,00 44,33 50,51 

 

 

P3 

α-helix      7,70 74,70 38,00 75,10 19,80 100,0 59,20 14,37 0,00 

β-sheet      33,50 0,00 0,00 0,00 52,20 0,00 0,00 26,35  

40,00 
β-turn       36,70 0,00 62,00 0,00 21,90 0,00 40,80 8,98 

Random coil 22,00 25,30 0,00 24,90 6,10 0,00 0,00 50,30 60,00 

1: https://npsa-prabi.ibcp.fr 

2: http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred 

 

تخلیص شده با  های . بررسی وجود اندوتوکسین در پروتئین14-3

    LALاستفاده از تست 

 رود. در صورت حضور ليپوبه كار مي زيستياين تست براي ارزيابي حضور اندوتوكسين در نمونه هاي 

ست بسته به نوع شود. اين تهاي نمونه, لخته تشكيل ميبه رقت LALپلي ساكاريد با افزودن معرف 

مي باشد.كيت   Eu 5 حساسيت دارد. دوز مجاز اندوتوكسين براي استفاده در انسان   10-4 هاكيت تا رقت

مي  ng/kg0,025 يا EU/ml 0,125 بود كه حساسيت آن تا Lonzaمورد استفاده در اين تحقيق كيت 

هر سه نمونه پروتئين فاقد ليپوپلي ساكاريد بودند زيرا  مشاهده كرديم  Lonzaكيت  باشد. با استفاده از

 .هيچ گونه لخته اي تشكيل نشد

 



 

 

. هر سه Lonzaبا كيت  LAL. بررسي حضور اندوتوكسين در پروتئين هاي تخليص شده توسط تست 33-3تصوير

كه در نمونه كنترل نمونه تشكيل نشد. در حاليو هيچ لخته اي در  پروتئين تخليص شده فاقد اندوتوكسين بودند

 .مثبت، لخته ديده شد

موجود در سرم  پادتن. الایزا جهت بررسی پروتئین نوترکیب با 3-15

 19-به کووید بیماران مبتلا

انجام شد.  19-هاي نوتركيب، تست الايزا با نمونه سرم بيماران مبتلا به كوويدبه منظور تائيد پروتئين

در چاهك ها پوشش دهي شده و سپس  ساعت 14-12مدت به پروتئين نوتركيب ميكروگرم  1به مقدار 

توليد شده در  پادتن تست نشان داد اين ارزيابي گرديد . نتايج 19-سرم بيمار مبتلا به كوويد 50توسط 

هاي پوشش دهي شده در كف چاهك اتصال برقرار كرده با پروتئين 2-سرم بيماران مبتلا به سارس كوو

 و قابل تشخيص است. بنابراين تغييرات معناداري در ميزان جذب نوري نمونه ها ديده شد.

و مقایسه با سرم  19-سرم بیماران مبتلا به کووید پادتن. بررسی پروتئین های نوترکیب با  2-3نمودار

نمونه مثبت تایید شده به روش الایزا با میانگین گروه  50شود از میان . همانگونه که ملاحظه میکنترل 

 .شونددرصد مثبت تلقی می 100همه نمونه ها برای هر سه پروتئین به صورت    0,6کنترل با شدت جذب 



 

 

موجود در سرم   پادتن . الایزا جهت بررسی پروتئین نوترکیب با 16-3

 افراد واکسینه شده با واکسن آسترازنکا

 هاي ناشي از تزريق واكسن آسترازنكا ، الايزا انجام پادتنبه منظور بررسي اتصال پروتئين نوتركيب با 

نمونه از سرم افراد واكسينه شده با واكسن آسترازنكا جمع آوري و سپس با هر سه  70شد . تعداد 

 پروتئين الايزا انجام شد . 

 3نمونه توسط پروتئين  68و همچنين  2، 1توسط پروتئين  نتايج نشان داد جذب نوري همه نمونه ها

اي ههاي توليد شده بعد از واكسيناسيون توسط پروتئينپادتناز سرم كنترل منفي بود. بنابراين  تربالا

 نوتركيب قابل شناسايي بودند.

 

سرم افراد واکسینه شده توسط واکسن آسترازنکا و  پادتن . بررسی پروتئین های نوترکیب  با 3-3نمودار

نمونه افراد واکسینه شده  به روش الایزا با  70شود از میان همانگونه که ملاحظه می مقایسه با سرم کنترل.

 97,  3درصد مثبت و برای پروتئین  100,  2و1.  برای پروتئین  0,3میانگین گروه کنترل با شدت جذب 

 .درصد نمونه ها را مثبت نشان داده است

 

  هومورال. بررسی تحریك ایمنی 17-3



 

 به سه گروه از حيوانات تزريق شد. هومورالي تحريك سيستم ايمني به منظور بررس

 

  (. ایمن سازی حیوانات )موش , خرگوش و خوکچه هندی34-3تصویر  

 

  خرگوشسازین .ایم3-17-1

مرتبه تزريق آنتي ژن مورد  5گروه )هرگروه يك خرگوش(  3به هر يك از  خرگوش ها ن سازيايم براي

بين تزريق هاي  گردد. فواصل هومورالسيستم ايمني نظر صورت گرفت تا موجب ايجاد پاسخ قوي 

خونگيري از روز بعد از تزريق  500و  390و 130و 70, 30سپس در فاصله زماني  روز بود. 14متعدد 

ها از طريق كلونال در آنآوري سرم صورت گرفت و ميزان تيتر آنتي بادي پليها براي جمع خرگوش

براي هر سه پروتئين  پادتنروز تيتر 30آزمون الايزاي غيرمستقيم سنجيده شد. نتايج نشان داد بعد از 

 زروز بعد از تزريق همچنان بالاتر ا 500ها تا  پادتنبه خوبي افزايش يافته است و مدت زمان ماندگاري 

 كنترل است. گروه



 

 
در سرم خرگوش  3و 2, 1پلی کلونال برعلیه پروتئین  پادتن. الایزا جهت بررسی تغییرات تیتر  4-3نمودار 

( در روزهای مختلف بعد از تزریق و مقایسه آن با سرم گروه 500/1, 1000/1, 2000/1, 4000/1رقت ) 4با  

روز از تزریق  500بر علیه هر سه پروتئین نوترکیب بعد از  پادتنشود تیتر ملاحظه میکنترل. همانگونه که 

روز نسبت به دو پروتئین  30بعد از  1به خرگوش همچنان بالاتر از گروه کنترل است. همچنین تیتر پروتئین 

در رقت  بر علیه هر سه پروتئین پادتنروز بعد از تزریق تیتر  500ولی  .دیگر افزایش بیشتری داشته است

 .دا یکسان هستندحدو 500/1

 موش ن سازی. ایم2-17-3
,مخلوط هر سه پروتئين و كنترل( تقسيم  P3,P2,P1تايي)  5گروه  5براي ايمن سازي ، موش ها را به 

روز بعد از  390و  120و  70در فاصله زماني  روز انجام شد. 14نوبت به فاصله  نموده و تزريق در دو

انجام شد.  كلونالپلي پادتنتزريق از موش ها خونگيري و سرم جدا شد . سپس الايزا براي بررسي تيتر 

روز بعد از تزريق سه پروتئين بالاتر از گروه كنترل  390تا  پادتن تيتر  هانتايج نشان داد در همه گروه

بود. اگرچه روند رو  1مربوط به مخلوط پروتئين ها و بعد پروتئين  390روز  بود. بهترين نتيجه بعد از

 شود.ابتدايي ديده مي به كاهشي در نتايج تست , نسبت به روزهاي



 

 

 
پلی کلونال بر علیه هر سه پروتئین و مخلوط آن ها در  پادتن. الایزا جهت بررسی تغییرات تیتر 5-3نمودار

(  در روزهای مختلف بعد از تزریق و مقایسه آن با سرم 500/1, 1000/1, 2000/1, 4000/1رقت)4سرم موش با 

روز از تزریق   390بر علیه هر سه پروتئین نوترکیب بعد از  پادتنشود تیتر کنترل. همانگونه که ملاحظه می

روز  390گروه تزریق شده بالاتر از گروه کنترل است. همچنین نتایج نشان می دهد بعد از  4همچنان در 

گروه دیگر دارد. بهترین نتیجه مربوط به مخلوط  3بیشتری نسبت به  پادتنکاهش تیتر  3گروه پروتئین 

 می باشد. 1پروتئین و پس از آن پروتئین 

 

 خوکچه هندی ن سازی. ایم3-17-3
گرم براي ايمن سازي انتخاب شد. سپس به سه  500-400سر خوكچه هندي ماده با وزن تقريبي 10

عدد به عنوان كنترل( تقسيم شدند. به هر دو  4سر با آلوم و 2سر با ادجوانت فروند , 4گروه شامل ) 

و  0 ميكروگرم پروتئين شامل مخلوط هر سه پروتئين در دو دوز تزريقي در روزهاي 150گروه مقدار 

به نسبت برابر با ادجوانت كامل و در نوبت دوم با ادجوانت ناقص تزريق  پادكن 1تزريق شد. در گروه  21

( تزريق شد. يك هفته بعد از  µg/kg 260آلوم ) به نسبت  مخلوط پروتئيني به همراه 2شد . در گروه 

ا كلونال سرم هتي بادي پليتزريق دوم از خوكچه ها خونگيري شد. سرم ها جدا شدند و ميزان تيتر آن

نتايج اين تست نشان داد در تمامي خوكچه ها به جز از طريق آزمون الايزاي غيرمستقيم سنجيده شد . 

به صورت معناداري در مقايسه با گروه كنترل  پادتن) تزريق با ادجوانت فروند( تيتر  4يك سر در گروه 



 

-كوو توسط سارس پادتنحيوانات بعد از افزايش تيتر  افزايش داشته است. لازم به ذكر است اين گروه از

 ارزيابي نشدند. پادتنبررسي ماندگاري تيتر  براي چالش شده و 2

 

 

و  21و  0پلی کلونال در سرم خوکچه هندی بعداز تزریق در روز  پادتن. الایزا جهت بررسی تیتر 6-3نمودار

به عنوان  گروه تزریق شده با ادجوانت فروند : سرمPBS+ Ferundمقایسه آن با سرم گروه کنترل. ستون 

 : نمونه سرم های تزریق شده با مخلوط پروتئین+ ادجوانت فروند , ستون 1،2،3،4کنترل, ستون شماره 

:PBS+ Alum نمونه سرم 5،6سرم گروه تزریق شده  با ادجوانت آلوم به عنوان کنترل ,  ستون شماره :

شود شدت جذب در گروه های تزریق لوم. همانگونه که ملاحظه میهای تزریق شده با مخلوط پروتئین+ آ

 بالاتر از گروه کنترل است.  شده )به جز یك مورد از حیوانات(

 

کلونال تولید شده در سرم خرگوش بر علیه پلی پادتن. تائید 18-3

 توسط فناوری وسترن بلات P1,P2,P3 پروتئین

اشد كه بژنيك پروتئين ميحضور و صحت خصوصيات آنتيوسترن بلاتينگ روشي قدرتمند جهت تاييد 

هاي  نپادتنمايد. در وسترن بلات اتصال عمل مي (باديآنتيپادتن )و  (ژنآنتيپادگن )بر اساس اتصال 

اي انجام شده هكلونال توليد شده در سرم خرگوش با پروتئين هاي نوتركيب تائيد شد و با پيشگوييپلي

 ابقت داشت.مط SDS-PAGEز بررسي صورت گرفته براي بيان با روش  براي وزن مولكولي و ني
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 پلی کلونال توسط فناوری وسترن بلات . پادتن. تائید شناسایی پروتئین های تخلیص شده با  35-3تصویر 

همانطور که مشاهده می. 1،2،3: مربوط به پروتئین نوترکیب 2،3،4: مارکر وزن مولکولی، ستون  1ستون

 باندهای مربوط به هر سه پروتئین در جایگاه مورد انتظار قرار دارند.شود  

 

با  (RBD)  1تولید شده بر علیه پروتئین  پادتن . بررسی اتصال19-3

 توسط فناوری وسترن بلات  2-سارس کوو

غيرفعال  2-اين تست توسط مجموعه واكسن سازي فخرا انجام شد. در اين تست بوسيله سارس كوو

 1توليد شده برعليه پروتئين  پادتناستفاده شده در اين تست،  پادتنشده، وسترن بلات انجام شد. 

يي و به را شناسا 2-كووسارس سنبلهتوليد شده، پروتئين  پادتنبود. نتايج نشان داد  (RBD)نوتركيب 

 .                     ]251 [آن متصل گرديده است

 



 

 

توسط فناوری وسترن  2-با سارس کوو 1تولید شده برعلیه پروتئین  پادتن. بررسی اتصال 36-3تصویر 

: وسترن Sسرم افراد بهبود یافته,  پادتن: وسترن بلات توسط C: الکتروفورز ویروس تخلیص شده, P  .بلات

 بر علیه نوکلئوکپسید نوترکیب پادتن: وسترن بلات توسط N, 1بر علیه پروتئین  پادتنبلات توسط 

 

تولید شده بر علیه پروتئین های نوترکیب در سرم  پادتن.تائید 20-3

 2-برعلیه سارس کوو  IgM, IgGخرگوش با کیت تشخیص سریع 

 انسانی  

-عليه سارس كوو بر  IgM, IgGآزما )هاي ايمن شده با كيت هاي تشخيص سريع روژان سرم خرگوش

كه در گونه خرگوش بوده با گونه انسان  يپادتننيز چك شدند . بايد توجه داشت هر چند انساني(  2

هاي فيلوژنيك بين دو گونه پستانداران و درجه حفاظت شده بودن اين متفاوت است اما به دليل شباهت

، مشاهده خواهد شد. نتايج بدست آمده مويد پادتنواكنش در صورت توليد  ,ها در موجوداتپروتئين

ي پوشش دهي شده بر روي كيت هاهاي توليد شده و آنتي ژن پادتناين مطلب بود كه اتصال بين 

 رويت شد. IgGتشخيصي برقرار شده و درهر سه نمونه باند مربوط به وجود 

 

 

 
 

 



 

 

های تولید شده بر علیه پروتئین نوترکیب تزریق شده به خرگوش با کیت  پادتن. ارزیابی 37-3تصویر 

شود همه نمونه های سرم خرگوشی در . همانطور که ملاحظه می 2-سارس کوو (IgMو  (IgGتشخیصی

از  پادتن( دارای 1در مقایسه با سرم گروه کنترل ) نمونه 1399( سال 5,6,7اسفند ) 9و  (2,3,4تیر)نمونه 16

 .باشند می  IgGنوع 

 

هاي توليد شده در خرگوش از لحاظ خاصيت خنثي سازي ويروس نيز توسط تست  پادتنهمچنين اين 

پروتئين نوتركيب,  3نشان داد كه از بين  نتايج كه ندارزيابي شد (VNT)تشخيص خنثي سازي ويروس 

است، خاصيت خنثي سازي ويروس را  RBDكه مربوط به بخش  P1توليد شده بر عليه پروتئين  پادتن

 دارد.

 

های تولید شده بر علیه پروتئین نوترکیب تزریق شده  پادتن. ارزیابی خاصیت خنثی سازی 38-3تصویر 

دارای  P1بر علیه  پادتنشود فقط همانگونه که ملاحظه می خنثی ساز . پادتنبه خرگوش با کیت تشخیص 

 .و خاصیت خنثی سازی است RBDعلیه پروتئین  پادتنباشد که نشان دهنده حضور دو باند می

 

 



 

 کلونال از سرم خرگوش ایمن شدهپلی پادتن. تخلیص 21-3

  SDS-PAG زتوسط الكتروفورو از سرم خرگوش ايمن شده تخليص  Aپادتن توسط ستون پروتئين 

 تائيد شد.  

 
-SDSبه وسیله الکتروفورز  Aتوسط ستون حاوی رزین پروتئین  پادتن: تائید تخلیص 39-3تصویر

PAGE .مارکر وزن مولکولی پروتئین , ستون 4, ستون  1: تخلیص سه فراکشن پروتئین  1،2،3ستون :

دارای دو  پادتن. 3: تخلیص سه فراکشن پروتئین 8،9،10, ستون 2تخلیص سه فراکشن پروتئین :5،6،7

ر الکتروفورز این دو زنجیره از هم جدا دالتون( است که د کیلو55کیلودالتون( و سنگین)25زنجیره سبك)

 شود و دو باند درتصویر مشخص است.می

 

 
: مارکر وزن ملکولی 1ستون.  شده بر علیه هر سه پروتئینهای تغلیظ  پادتن. الکتروفورز 40-3تصویر

بر علیه  پادتن: 4, ستون 2: آنتی پروتئین بر علیه 3, ستون 1برعلیه پروتئین  پادتن: 2پروتئین , ستون

کیلودالتونی مشاهده  25کیلودالتونی و زنجیره سبك در جایگاه  55. زنجیره سبك در جایگاه 3پروتئین 

می شود.  نمونه های الکتروفورز شده بهترین فراکشن خروجی از ستون برای هر سه پروتئین هستند که 

 . تغلیظ شدند

 



 

 کلونالپلی پادتن. بررسی میزان اختصاصیت 3-22

توليد شده بر عليه پروتئين نوتركيب , اتصال آنتي  پادتنتست به منظور بررسي اختصاصيت در اين 

متفرقه  هايها با پروتئينپادتنهاي توليد شده ارزيابي شدند. نتايج نشان داد  پادتنهاي متفرقه با ژن

 خودشان مشخص گرديد. پادكنها به پادتنواكنش معناداري ندارند و اختصاصيت 

 

  
های کنپادتولید شده بر علیه پروتئین های نوترکیب با  پادتن. الایزا جهت بررسی اختصاصیت 7-3نمودار 

بر علیه  پادتن: P2 ,1در واکنش با سه پروتئین متفرقه و پروتئین  1بر علیه پروتئین  پادتن: .P1متفرقه

در واکنش با سه  3علیه پروتئین بر پادتن: P3, 2در واکنش با سه پروتئین متفرقه و پروتئین  2پروتئین 

 3پروتئین پروتئین متفرقه و 

 

پروتئین توسط  هومورالبررسی میزان تحریك سیستم ایمنی .23-3

 توسط الایزا 2-با سارس کوو مقایسههای نوترکیب در 

-توسط پروتئين هاي نوتركيب با سارس كوو  هومورالتحريك سيستم ايمني  ر مقايسه ميزانمنظوبه 

به همراه ادجوانت  پادكنميكروگرم  5موش( آماده شد. به تمام گروه ها  5گروه ) هرگروه  6 ,غير فعال 2

ميكروگرم است(. بعد از دو مرتبه تزريق از  5در واكسن ها  2-آلوم تزريق شد.) دوز تزريقي سارس كوو

در اين بخش چون  ., الايزا گذاشته شدپادتنبراي بررسي تيتر  .ها خونگيري و سرم جدا گرديدموش

بود. بنابراين در كف چاهك هاي  2-پلي كلونال در مقابل سارس كوو پادتنهدف تعيين مقدار و كارايي 

ارزيابي  2-ها با سارس كووهاي توليد شده در تمام گروه پادتنالايزا ويروس پوشش دهي شد و اتصال 

با ويروس برقرار شده است . بالاترين تا پايين  پادتنها اتصال نشان دادكه در همه گروه شد. نتايج الايزا

,پروتئين 1ويروس, پروتئين  + 1ترين جذب نوري خوانش شده به ترتيب مربوط به گروه ويروس, پروتئين
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 يروس مياست. نتايج نشان داد بهترين جواب مربوط به گروه تزريق شده با و 3و در نهايت پروتئين  2

ايمني زايي قويتر باشد, كه نتايج   1باشد. انتظار براين بود با مخلوط كردن ويروس به همراه پروتئين 

يق ماده تزر ½اين فرض را تائيد نكرد. البته لازم به ذكر است مقدار ويروس تزريق شده در اين گروه 

ذكر شده در بين گروه پروتئين  بود. به جز دو گروه 1مابقي مربوط به پروتئين  ½شده ويروس بود و 

 دارد. 2-با سارس كوو پادتنها در اتصال بهترين نتيجه را نسبت به بقيه گروه 1ها گروه پروتئين 

همانگونه که  .  2-تولید شده در حیوانات با سارس کوو پادتن. الایزا جهت بررسی اتصال 8-3نمودار 

مربوط به گروه تزریق ویروس می باشد و در بین  2-به سارس کوو پادتنشود بهترین اتصال ملاحظه می

 .اتصال بیشتری با ویروس دارد 1تولید شده بر علیه پروتئین  پادتنگروه پروتئین ها 

 

 های تولید شدهپادتنتوسط  2-. تست خنثی سازی سارس کوو24-3

  1000/1, 100/1, 10/1توانسته بود هر سه رقت P1,P2,P3سرم  10/1رقت نتايج اين تست نشان داد 

 خنثي كند . )ml)50TCID  6 10/را  2-از استوك سارس كوو

 ml)50TCID  6 (10/ 2-سارس كوو نمونهاز  1000/1توانسته بود رقت  P1سرم   100/1رقت همچنين 

 را خنثي كند.
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2-الایزا بررسی اتصال پادتن به سارس کوو



 

 
تولید  پادتنسرم کنترل و  ,, رقت های مختلف ویروس VNT) تست خنثی سازی ویروس ) :41-3تصویر

و رقت  سرم 1/ 10: رقت 2ویروس , تصویر 10/1سرم و رقت  1/ 10: رقت 1. )تصویر1،2،3شده برعلیه پروتئین

 1000/1و رقت  سرم 1/ 100: رقت 4ویروس , تصویر 1000/1سرم و رقت  1/ 10: رقت  3ویروس ,تصویر 100/1

های ویروسی را خنثی کنند به که توانسته اند رقتتصویر رقت هایی از سرم   ویروس( . در این بخش

 .نمایش در آمده است

 

های تولید شده برعلیه پروتئین   پادتن. نتایج حاصل از تست خنثی سازی ویروس توسط 5-3جدول

 .دنرقت های ویروس را خنثی کن سرم نتوانستند دیگر شود رقت هایهمانطور که مشاهده می. نوترکیب

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 
 

 



 

 2-. چالش خوکچه های هندی با سارس کوو3-25

توليد شده در خوكچه ها بعد از دو مرتبه تزريق , تست الايزا انجام شد و بعد از  پادتنبه منظور ارزيابي 

فعال قرار داديم .تمامي  2-آن ها را در مواجه با سارس كووبه منظور انجام چالش ,,  پادتنافزايش تيتر 

دوز ويروس با غلظت  1( در معرض 3ازگاري با محيط )حيوانخانه سطح روز س 10حيوانات بعد از 
ساعت پس از  48و  24, 0. در زمان قرار گرفتندميلي ليتر به صورت استنشاقي   1در حجم  1*610

چالش تب سنجي شدند. ميزان غذا , وزن , تظاهرات باليني  قبل و بعد از چالش ارزيابي شد. خونگيري 

انجام شد. نتايج  ساعت 48سي تي اسكن( نيز بعد از  تصوير برداري ريه )  وساعت  72و 48پس از 

نداشتند. هيچ گونه علائم كم تحركي  2-نشان داد هيچ كدام از گروهها واكنشي در مواجه با سارس كوو

 ها هيچ علائمي از درگيري، بي حالي ، بي اشتهايي و تلفات در آن ها ديده نشد. در نتايج اسكن ريه آن

يه وجود نداشت. بنابراين باتوجه به اينكه گروه كنترل هم هيچ تلفاتي در مواجه با ويروس نداشتند، ر

 شود و ميزبان اين ويروستوان نتيجه گرفت اين گونه خوكچه هندي توسط ويروس كرونا آلوده نميمي

دليل يكسان گزارش سي تي اسكن يكي از خوكچه ها آورده شده است . به  43-3تصوير در   نيست.

 وكچه ها , يك گزارش آورده شد.بودن گزارش اسكن تمام خ



 

 

نتايج نشان داد هيچ عارضه اي در  .2-. نتايج سي تي اسكن ريه خوكچه هندي چالش شده با سارس كوو42-3تصوير 

 .ريه خوكچه ها مشاهده نشد و ريه آن ها كاملا سالم است

 

 

 



 

 بررسی ایمنی سلولی  . 26-3

ني , ايم هومورالنتايج مطالعات نشان ميدهد براي تائيد كارايي يك واكسن علاوه بر تحريك ايمني 

در حوزه واكسن هاي پيشرو در زمينه مبارزه  با توجه به مطالعات انجام شدهسلولي نيز بايد تحريك شود 

با تعيين  1نوتركيب با ويروس كرونا ، بررسي تحريك ايمني سلولي در موش هاي تزريق شده با پروتئين 

انجام شد.  (IHC)در بافت ريه توسط فناوري ايمونوهيستوشيمي  CD8و  CD4 ميزان بيان ماركرهاي

با كارايي بهتر در تست خنثي سازي ويروس براي اين مرحله انتخاب  پادتنبه دليل ايجاد  1پروتئين 

نتايج تست توسط   تفسير مي شود. ) رنگ قهوه اي( DABدر اين تست نتايج بر مبناي شدت رنگ شد. 

بيان  و ارزيابي و تفسير نتايج مؤيد بر تحريك سيستم ايمني سلولي  image jو نرم افزار  پاتولوژيست

 گروه تزريق شده در مقايسه با گروه كنترل مي باشد.در سلولهاي بافت ريه  CD8و  CD4ماركرهاي 

 

 

. CD4 (IHC, Ob: 20)ایمونوهیستوشیمی برای مارکر. تصاویر میکروسکوپیك از تست 43-3تصویر

ب( بافت ریه موش در گروه تزریق شده. در شکل ب پیکان ها نشان  .الف( بافت ریه موش در گروه کنترل

شود تغییر رنگ در گروه تزریق می باشد.  همانگونه که مشاهده می پادتنو  CD4دهنده تشکیل کمپلکس 

در سطح بافت  CD4دهنده بیان ت معناداری اختلاف دارد و این نشانشده نسبت به گروه کنترل به صور

 ریه است.

 

 

 

 

 



 

 

. CD8 (IHC, Ob: 20). تصاویر میکروسکوپیك از تست ایمونوهیستوشیمی برای مارکر44-3تصویر

در شکل ب پیکان ها نشان . ب( بافت ریه موش در گروه تزریق شده .الف( بافت ریه موش در گروه کنترل

شود تغییر رنگ در گروه تزریق می باشد.  همانگونه که مشاهده می پادتنو  CD8دهنده تشکیل کمپلکس 

در سطح بافت  CD8دهنده بیان شده نسبت به گروه کنترل به صورت معناداری اختلاف دارد و این نشان

 ریه است.

 

. همانطور که image jرتوسط نرم افزا هیستوشیمیو. نتایج تحلیل تصاویر حاصل از ایمون6-3جدول 

 شود اختلاف معناداری بین نتایج گروه کنترل و تزریق شده وجود دارد. مشاهده می

مرتبه 2*1میکروگرم پروتئین  50تزریق با   مارکر سلولهای T گروه کنترل 

%28,4  4,5%  %CD4+  cells  

%35,5  3,6%  % CD8+  cells  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 مطالعات سلولی .3

در سطح  ACE2به گیرنده  (RBD) 1. بررسی اتصال پروتئین 27-3

 سلول

استفاده شد. نتايج ACE2 براي اين تست دو گروه سلول به عنوان گيرنده مثبت وگيرنده منفي 

اتصال   2Cacoدر سطح سلول  ACE2به صورت معناداري با گيرنده  1فلوسايتومتري نشان داد پروتئين 

كند كه نسبت به گروه كنترل )گيرنده منفي( معنادار بود. همچنين اين مطلب تائيد كننده پيدا مي

بنابراين به صورت كلي نتايج مويد اين مطلب است كه اولا پروتئين  مطالعات بيوانفورماتيك نيز بود.

ن پروتئي توليد شده بر عليه پادتنشود. ثانيا شناسايي و به آن متصل مي ACE2 نوتركيب توسط گيرنده

 را دارد. ACE2  اتصال ويروس به گيرنده سطح سلول توانايي مهار 1

 

-که جزو سلول K562سلول  . الف( های کشت داده شده برای مطالعات سلولسلولنمایش . 45-3تصویر 

 های چسبنده است.که جزو سلول 2Cacoسلول ) بهای معلق است. 

 

  



 

 

.  ACE2با سلولهای گیرنده مثبت و منفی  1. نتایج فلوسایتومتری حاصل از واکنش پروتئین 9-3نمودار

( گروه گیرنده منفی در مواجه با یك 3 ,( گروه شاهد )گیرنده مثبت(2 ,(گروه شاهد )گیرنده منفی(1

گروه گیرنده مثبت  (5 ,1میکروگرم از پروتئین 5(گروه گیرنده منفی در مواجه با 4, 1پروتئین میکروگرم از

 (7 ,1(گروه گیرنده مثبت در مواجه با سه میکروگرم ازپروتئین6, 1در مواجه با یك میکروگرم ازپروتئین 

(گروه گیرنده مثبت در مواجه با گرماگذاری 8 ,1گروه گیرنده مثبت در مواجه با پنج میکروگرم ازپروتئین

 پادتن+ 1پروتئین 

 



 

 

توسط  ACE2های گیرنده مثبت  تومتری حاصل از مهار اتصال ویروس با سلول. نتایج فلوسای10-3نمودار

و  2-(گروه گیرنده مثبت در مواجه با پنج میکروگرم از  سارس کوو1 .1تولید شده بر علیه پروتئین  پادتن

+  2-( گروه گیرنده مثبت در مواجه با گرماگذاری سارس کوو2, 1علیه پروتئین  پادتنتشخیص توسط 

 %13توانست  2-با سارس کوو پادتن.  همانطور که مشاهده می شود گرماگذاری 1بر علیه پروتئین پادتن

 .در تماس بودندکاهش دهد 2-را  نسبت به گروهی که مستقیما با سارس کوو  2-اتصال سارس کوو

 

 ACE2 با سلولهای گیرنده مثبت و منفی 1. نتایج فلوسایتومتری حاصل از واکنش پروتئین 7-3جدول

 

 

 

 

 



 

 دهد:نتايج نشان مي

  ميكروگرم پروتئين  1در غلظتP1  (نسبت به گروه كنترل منفي %73,3در گروه هدف  )

 گيرنده دارد. - پادكن(  تفاوت معناداري در اتصال 14,3%)

  ميكروگرم پروتئين  5و3در غلظتP1  نسبت به گروه كنترل    %87,2و  %76,2براي گروه هدف

 گيرنده كاملا محسوس است. - پادكناختلاف اتصال   %28,8ميكروگرم  5منفي در غلظت 

  توليد شده بر عليه پادتندر  زمان گرماگذاري P1   ميكروگرم پروتئين  5باP1 پروتئين ها  ,

( كه در مقايسه با %45,6يافته است) ها مهار شده و اتصال به گيرنده كاهش پادتنتوسط 

ها باعث  پادتن(  %87,2مستقيما به  سلول اضافه شد )  P1ميكروگرم پروتئين  5زمانيكه 

 مي شود. ACE2 به گيرنده  P1(  اتصال پروتئين %41,6كاهش معنادار )

  توليد شده بر عليه پادتنگرماگذاري P1   ( نسبت به %40,1) 2-ميكروگرم سارس كوو 5با

( باعث مهار اتصال %53,0شود )ميكروگرم ويروس مستقيما به سلول اضافه مي 5زمانيكه 

 (%13شود)ويروس به گيرنده مي

 

 در موش  1پاسخ –. انتخاب بهترین  دوز 82-3

گروه با غلظتهاي مختلف     6براي ايجاد بهترين پاسخ,   1به منظور تعيين بهترين غلظت تزريق پروتئين 

مرتبه تزريق شدند. براي   ، دو PBSگروه به عنوان كنترل با  1ميكروگرم و  5،10،25،50،75،100

ميكروگرم از  50،75،100انتخاب بهترين غلظت و پاسخ، الايزا انجام شد . نتايج نشان داد تزريق غلظت 

داشته است. بنابراين با توجه به نتايج اين سه غلظت ,  2ميانگين تقريبي جذب نوري برابر با  1پروتئين

ترين غلظت تزريقي ميكروگرم به عنوان مناسب 100با پاسخ برابر با  پادكنبهتر بود كمترين مقدار 

غلظت تزريقي را داشت و به دليل عدم وجود ميكروگرم پاسخ برابر با بالاترين  50انتخاب شود. غلظت 

 دند. ها انتخاب شجانبي در بافت هاي تكميلي شامل عوارضعارضه به عنوان بهترين غلظت براي بررسي

                                                           
1 Dose - Responce 



 

 
به  1های مختلف پروتئینهای تزریق شده با غلظتبررسی بهترین ایمنی زایی در سرم موش .11-3نمودار

در غلظت  پادکنغلظت مختلف به موش ها تزریق شد. بهترین پاسخ با کمترین مقدار  6. وسیله الایزا

 میکروگرم دیده شد. 50تزریقی 
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پاسخ-بر اساس دوز1بررسی ایمنی زایی پروتئین



 

 . مطالعات بافت شناسی4

 ها. بررسی آسیب شناسی بافت29-3

 بدن موش هاميكروگرم تزريق شده به موش ها توسط الايزا, لازم بود تا بافتهاي  50بعد از تائيد غلظت 

از لحاظ عوارض جانبي ناشي از تزريق نيز بررسي شود. براي بررسي عوارض جانبي تزريق بر روي موش 

اتولوژيست ها توسط پق و كالبد شكافي و تفسير بافت آنها بايد به شرايط آن ها در زمان تزريق , بعد تزري

مطلب باشد كه واكسن تزريق شده تواند مويد اين استناد شود و تمامي اين عوامل در كنار هم مي

 عوارضي داشته است يا خير. بنابراين باتوجه به امكانات موجود تا حد امكان شرايط موش ها ثبت و 

 شد. شرايط موش ها به شرح ذيل بود: تحليل

 :گرم داشتند. از لحاظ وزن  20-15اي بودند. وزن مناسب هفته 8-6موشهاي ماده  قبل تزریق

نرمال بودند. به مدت يك هفته در محيط حيوانخانه براي سازگاري با محيط  ,تحرك و مصرف غذا

 نگه داشته شدند.

 :در اين زمان خونريزي و ادم ديده نشد. كمي بي حالي تا يك روز بعد از تزريق در  زمان تزریق

 بعضي از موش ها ديده شد. البته روز بعد كاملا برطرف شد.

 :يچ تلفاتي نداشتند . كم اشتهايي , كاهش وزن , كم تحركي گروههاي تزريق شده هبعد از تزریق

 و... در آن ها ديده نشد.

 :در زمان برداشتن بافتها بعد از كالبدشكافي هيچ گونه عارضه اي به صورت  زمان کالبدشکافی

 ظاهري ديده نشد. 

 وش در م: بعد از فيكس كردن بافتها بر روي لام ,تفسير پاتولوژيست از بافت هاي تفسیر بافت

 مقايسه با گروه كنترل به شرح ذيل مي باشد:

 آلوئول ها ساختار مناسب خود را حفظ  : نسبت به گروه كنترل ريه ها كاملا سالم است.ریه

 كرده اند. نكروز و تخريب سلولي ديده نشد.

 در مقايسه با گروه كنترل، كبد موش هاي تزريق شده طبيعي هستند و هيچ عارضه اي کبد :

ها منظم دركنار هم . هسته و سيتوپلاسم سالم است و مشكلي ندارند. هپاتوسيتديده نشد

هستند و ساختار طبيعي خود را حفظ كرده اند.  سينوزوئيدها متسع نيستند و هيچگونه تخريب 

 شود.بافتي ديده نمي

 :اين بافت از دوبخش پالپ سفيد و پالپ قرمز تشكيل شده است. همانطور كه در تصاوير  طحال

 ابل تشخيص است.مشخص است بافت كاملا نرمال است . پالپ سفيد و قرمز به صورت مجزا ق

 در طحال ديده نمي شود.  هيچگونه عارضه اي



 

 :گلومرول ها شكل صحيحي داشتند. در صورتي كه عارضه اي وجود داشته باشد فضاي   کلیه

انطور كه در تصاوير مشخص شوند. همشود و گلومرول ها تحليل رفته و جمع ميبومن بزرگتر مي

 ها كاملا سالم هستند .است كليه

توان اينگونه ادعا كرد كه واكسن تزريق شده هيچگونه بنابراين در مجموع از اطلاعات بدست آمده مي

 بر روي بافت موش ها نداشته است. عارضه اي

 

 
گروه کنترل ب( گروه تزریق ( الف (H&E, Ob: 20)  . ریه. تصاویر میکروسکوپیك از ساختار 46-3تصویر

 .های تزریق شده نسبت به موش کنترل مشاهده نشد شده. هیچگونه عارضه ای در آلوئول موش

الف(گروه کنترل. ب( گروه تزریق . (H&E,Ob:20).تصاویر میکروسکوپیك از ساختار کبد 47-3تصویر 

های تزریق  های هپاتوسیت موششده. الف( گروه کنترل ب( گروه تزریق شده. هیچگونه عارضه ای در سلول

 شده نسبت به موش کنترل مشاهده نشد.

 



 

 

الف( گروه کنترل ب( گروه تزریق  (H&E, Ob: 20) .. تصاویر میکروسکوپیك از ساختار کلیه 48-3تصویر

  های تزریق شده نسبت به موش کنترل مشاهده نشد. شده. هیچگونه عارضه ای در گلومرول های موش

 

الف( گروه کنترل ب( گروه .   (H&E,Ob:20)تصاویر میکروسکوپیك از ساختار طحال. 49-3تصویر

 های تزریق شده نسبت به موش کنترل مشاهده نشد. تزریق شده . هیچگونه عارضه ای در پالپ موش

 

 

 

 

 

 

 



 

 

  

 جمع بندی نتایج بدست آمده از هر سه پروتئین نوترکیب تولید شده در این مطالعه
 

V P1+

V 
مخلو

 ط

3پروتئین  2پروتئین   1پروتئین     

سیتهپادکن + - +     

 آلرژنسیته - + +   

 شاخص پایداری 12.42 38.53 27   

 شاخص آلیفاتیك 65.54 90.62 76.41   

 پیوند دی سولفیدی  1 --- 3   

 شاخص هیدروفوبیسیتی آبدوست آبگريز آبدوست   

 سمیت + + +   

 سیگنال پپتید - - -   

 شاخص اپی توپیك  +++ + ++   

 پیوند گلیکوزیله  ----- 1 3   

   6.8 7.76 9.62 PI 

 تعداد اسیدآمینه 101 97 167   

 حلالیت كم در آب كم در آب كم در آب   

 راما چاندران مجاز مجاز مجاز   

 اندوتوکسین ----- ----- ------   

بیمارمیانگین الایزا خوانش شده  1.4 2.05 2.09     

 میانگین الایزا خوانش شده واکسن 1.46 1.08 0.62   

روز 30در خرگوش  پادتنتیتر  2.4 2.1 1.8     

روز 500در خرگوش  پادتنتیتر  1.5 1.4 1.5     

70در موش در روز  پادتنتیتر  1.8 2.4 2.2 2,3    

390در روز  پادتنتیتر  2 1.9 1 2,2    

2الایزا با سرم موش و پلیت سارس کوو 0.794 0.716 0.578 0,648 0,826 1,092  

   10/1  10/1  10/1  

100/1  
  ی ویروسخنثی ساز برای پادتنرقت 

 در سطح سلول ACE2 اتصال به گیرنده  +++     

بر اتتصال ویروس به  پادتناثر مهاری  +++     

 گیرنده

سرم) تزریق شده با  پادتنشناسایی   +++     

(RBD  ویروس  سنبلهتوسط بخش

 در وسترن بلات  2-سارس کوو

 تحریك سیستم ایمنی سلولی +++     

عوارض در بافت  -------       



 

 

 

 تخلیص هر سه پروتئین نوترکیب تقریبی جدول مقدار بازده

 P1 P2 P3 (پروتئین در شرایط متفاوت )میلی گرم / لیتر تقریبی  غلظت

 340 340 350 پروتئين بيان شده قبل از ستون نيكل (محلول )سوپرناتانت

 250 260 280 بعد از ستون نيكل محلول )سوپرناتانت(

 70 65 60 پروتئين تخليص شده از ستون نيكل

 40 30 40 پروتئين بعد از ستون آميكون

 44,4% 37,5% 57% بازده تخليص)%(

 
 

 

 دهدنوتركيب توليد شده نشان ميدر مجموع نتايج بدست آمده از سه پروتئين 

 يج خوبي را در ارزيابي ها داشته اندبه اينكه هر سه پروتئين نتا توجهبا 

 (RBD)1روتئين پ ،و خنثي سازي ويروس پادتندر توليد به صورت كلي اما 

 تواند كارايي بهتري در حوزه واكسن هاي نوتركيب داشته باشد.مي

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 
 

 

 

                                     چهارم فصل

 بحث

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 كردهي نيب شرا پي كرونا هايويروس ازي ناش رييگهمه كي ظهور نقبل، محققي دهه كي از شبي

بهداشت عمومي را تحت  ستميس ديجد ويروس كرونا كي ،گذشته سال 30در هر دهه از  .[61]بودند

 وعيش از پسخود محدود شونده بودند.  ها، روسيو آن ازي ناشي هاعفونت البته است؛ داده قرار رتاثي

 كرونا ديجدي ماريب بروز عامل عنوانبه  روسوي ناي 2019 سالي روزها نيآخر در 2-كووسارس روسيو

 ليتبدسرعت  به و شد مطرح جهان دري بهداشت معضل كي عنوان بهي جهان بهداشت سازمان توسط ،

 شده ارائه آمار اساس بر. است شيافزا حال در روزه هري ماريب نيا انيمبتلا تعداد. ديگردي پاندم به

 نيا ريدرگ ايدني كشورهايتمام( 2023 ژوئن 22) 1402 تيرماه 1 تا سازمان بهداشت جهاني  توسط

ي ماريب نيا اثر در نفر ونيليم 7 به كينزد و آلوده روسيو نيا به نفر ونيليم 762 از شيب ، شدهي ماريب

 شانن خود از هاويروس كرونا به انيمبتلا نيب در تاكنون را ريم و مرگ آمار نيبالاتر كه اندكرده فوت

 د،يگردها ميتتنها عاملي كه منجر به برداشت كامل محدودي ،يماريب وعيش زماندر  .[110]است داده

 علامت، دونب نوجود ناقلي به توجه با كارآمد، واكسن كيدطراحي و تولي نيبنابراافراد بود.  ونيناسواكسي

جهاني  عو توزي عساخت سري ،طراحي ،راه نچالش در اي ناما بزرگتري .[111]ديگردي اتحي ضروري و

. در دبو موثر يهاواكسن ديتول و درمان عيسر يهاراه ازمندين يروسيو يماريب كي كنترل. بودواكسن 

 تسيبا يملازم،  يبود كه علاوه بر دارا بودن استانداردها ازيدوز واكسن مورد ن اردهايليم ،سراسر جهان

 نانيها و اطمواكسن داروها، عيسر ديتول ييتوانا .[111, 61]شدنديم ديبالا تول ريدر مقاد و عيزمان سر در

ها و دولت ،ييدارو يهاشركت نيمشترك ب كرديرو كيبه  ليتبدبزرگ،  اسيدر مق ها آن عرضه از

 رفعاليغ روسياز و استفادهاز جمله  ،واكسن ديتول متفاوت روش هاي همواره .شد يالمللنيب يهاسازمان

قرار  دانشمندانمورد توجه  بينوترك واكسنو  DNA، mRNA ، يروسيكتور وو شده، فيضع زنده اي

انواع مختلفي از  ،مرس  سارس و يهاروسيو وعيبا توجه به تجربه گذشته از ش .[112]گرفته است

 يهاياز فناور كي چيكه ه است نيا آور تعجب نكته. اما دنديگردمطرح  يقاتيها در فاز تحقواكسن

 وسرياز و ،يها به روش سنتمورد استفاده قرار نگرفت و واكسن يدر فاز صنعت واكسن ديتول نينو

 در يو جوابگو بودن روش سنت روسيكم و تيسراشايد بتوان . دنديگرد ديشده تول فيضع اي رفعاليغ

 .[113]دانست در آن زمان يسنت يهاواكسن ديتول استقبال از لياز دلا يكي را روسيكنترل و مهار و

 مورد واكسن ديتول راهكار عنوان به يطولان انيشده و سال ديتول يها به صورت آسانترواكسن نوع نيا

 ازي، نيپاندم جاديا و 2-كوو سارس روسيانسان به انسان و عيانتقال سر علت هاند. متاسفانه ببوده نظر

مانند كشت  ييهاتي. محدودديگردواكسن احساس  ديبازده بالا در حوزه تول با عتر،يسر اتبه اقدام

ن شد رفعاليواكسن از لحاظ غ ديتول ي، چك كردن هر سرديتول يزمان طولان ن،ئيبازده پا ، روسيو

 ديتول روش هاي نوين، 3 سطح يها شگاهيبه آزما ازيو ن ياحتمال انتشار آلودگ بالا، نهيها، هزروسيو

 ،سارس و مرس روسيبه دو و 2-سارس كوو يبا توجه به همولوژ  .[113]داد واكسن را مورد توجه قرار

 نير ا. دديگرد استفاده واكسن ديو تول يطراح يبرا روس،يدو و نيا يانجام شده بر رو ياز مطالعات قبل

 در را ييكارا نيشتريب بيفعال و نوتركريغ روسيبر و يمبتن يهاسننشان داده شد كه واك قاتيتحق

 يهاواكسن با كه يافراد درADE عوارض  جاديبر ا يمبن ييهاگزارش البتهد. دارن روسيو كردن يخنث

 زارشگ بينوترك يهاواكسن يبرا كه داشت وجود زين بودندشده  منيكشته شده ا اي فيضع روسيو



 

 يهاواكسن روس،يبر و يمبتن يهاواكسن ديتول يذكر شده برا يهاتيبا توجه به محدود .[114]بود نشده

از مطالعات  %53 كه دادنشان  جيكارآمد مورد توجه قرار گرفت. نتا راهكارهاياز  يكيبه عنوان  بينوترك

در  ريمطالعات اخ .[115]انجام شده است بينوترك مدل يسارس و مرس بر رو يهادر حوزه واكسن

نسبت به واكسن  بينوترك يهانشان داد كه واكسن زين 19-ديموجود در حوزه كوو يهاحوزه واكسن

 دوز كنترل هاواكسن نيا يهاتياز مز گريد يكيهستند .  يكمتر يعوارض جانب يدارا گريد يها

و اتصال به  IgG ديآن تول يواكسن و در پ يدوز بالا قيبر اثر تزر كه اندنشان داده جي. نتااست يقيتزر

..... و لي، بازوفلينوفيائوز ل،يفوماكروفاژ، نوتر انندم يمنيا يهاسلول يگاما موجود در برخ FC رندهيگ

 برطرف يقيبا كنترل دوز تزر بينوترك يهامساله در واكسن نيكه ا باشديم ممكن يلاكسيبروز آناف

 ديبر مشكلات موجود در تول يانجام شده مبن قاتيتحق جيبا توجه به نتا ،نيبنابرا  .[117, 116]شوديم

توان يو م دگردمي مشهود شتريب بينوترك يهااستفاده از واكسن تيمز روس،يبر و يمبتن يهاواكسن

با توجه به  ني، مقرون به صرفه و بازده بالا در نظر گرفت. بنابراعيسر ديتول با منيرا، ا واكسن از نوع نيا

 سارس هيواكسن بر عل ديبه عنوان كاند بينوترك يهانيپروتئ ديتول نهيموارد ذكر شده مطالعات ما در زم

ه ب رانيدر ا روسيو وعيبود كه در زمان ش نيشد ايمد نظر قرار داده م ديكه با ياآغاز شد. نكته 2-كوو

در  روسيو كشت و ديتول يلازم برا يها رساختيدر كشور و ز 3سطح  يهاشگاهيعدم وجود آزما ليدل

با توجه  گريكرد. از طرف ديواكسن را با مشكل مواجه م ديدوز واكسن كار تول ونيليم يبرا ديسطح تول

 عيامكان ورود سر كشور، چند يبرا واكسن ديتول بودن انحصار در نيچنو هم يجهان يهاميبه تحر

 يكي لازم، زاتيبا توجه به امكانات موجود در كشور و عدم تجه نيبنابرا. ها به كشور فراهم نبودواكسن

 .بود بينوترك مبتني بر پروتئينواكسن در  ديممكن تول يكارهاراه از

  واکسن  دیتول یبرا 2-کوو سارساز  نی زا میاانتخاب بخش 

بتواند با وزن  كه يطور به .كرونا بود روسياز و ايمني زاانتخاب قسمت  ،مطالعه ما بخش نيترمهم

 زيرا ن ييزا يمنيا نيشتريو ب دهيگرد انيب پروكاريوتي زبانيقابل قبول و ساختار مناسب در م يملكول

 نيپروتئ نيكنند. ايم كد را سنبله بنام بزرگ يسطح نيپروتئ كيويروس ها  كرونا شتري. بدينما جاديا

 نيپروتئ 2-و. در مورد سارس و سارس كواست زبانيدر سطح سلول م رندهيبه گ روسيو اتصال مسئول

تد افيم اتفاق ييغشا هم جوشي)فيوژن( متصل و سپس  زبانيسلول م يبر روACE2  رندهيسنبله به گ

 هك است شده داده نشان مختلف، قاتيتحق درشود. يم زبانيسلول م توپلاسميس وارد روسيو ژنوم و

 روسيتوانند از اتصال ويم گردند،متصل  RBDبخش  ژهيو به سنبله نيكه بتوانند به پروتئ پادتن هايي

ها و اطلاعات افتهيبر اساس . [119, 118]دنينما يآن را خنث تينها دركرده و  يريجلوگ زبانيبه سلول م

 نپادك كي عنوان به نيروتئپسنبله  مرس، و سارس مورد در ينيبال شيبدست آمده از مطالعات پ

 قاتيدر اكثر تحق نيد. بنابرايگرد يمعرف 2-سارس كوو هيتوسعه واكسن بر عل يهدف برا (ژنيآنت)

 گرفته قرار 2-كوو سارس روسيو نيپروتئبر اساس بخش سنبله  بيواكسن نوترك يبرا يطراح يمبنا

 هياز ناح ايمني زا يبخش ها انتخاب ،واكسن  يطراح يما برا هدف. با توجه به موارد ذكر شده  است

 . بود 2-سارس كووسنبله  نيپروتئ



 

 سنبله نیمناسب از پروتئ (ژنیآنت) پادکن انتخاب 

-كو سارس يبرا بينوترك يهاواكسن ديتول مدلبر اساس مطالعات انجام شده در حوزه سارس و مرس، 

سنبله را  نيكل پروتئ ،از مقالات يشوند. برخيم ميتقس يتوپ ياپ و سنبله كل بر يمبتن دسته دو به 2

 انيب كه انددادهها در حوزه سارس و مرس نشان افتهياند. واكسن در نظر گرفته نامزد مناسب به عنوان

 ,نيبر ا گذار است. علاوه ريتاث يقيبازده و مقدار دوز تزر يبر رو و بودهسنبله نسبتا دشوار  نيكل پروتئ

 جهينت ساز و دريخنث ريغ پادتن هاي ديباشدكه باعث توليم ييهاتوپ ياپ يسنبله دارا نيكل پروتئ

ADE نبوده ديتول يبرا يمناسب نهيگز نيپروتئ نيكامل ا هيانتخاب ناح نيبنابرا  .[120, 119]گردنديم 

ه را ب يمطالعات ياهگروه اكثر توجه مونوژنيا ايمن ساز كوچكتر و يهاانتخاب بخش ليدل نيبه هم و

 جينتا اساس ربخش ما ب ني. در ااست كرده جلب خود به واكسن ديتول يژن هدف برايمنظور آنت

 تيهمسنبله را با توجه به نقش و ا نيسه بخش از پروتئ ،(كيوانفورماتيب) داده شناسي زيستي مطالعات

 .ميها انتخاب كردآن

    RBD1:(P(انتخاب 

 رندهيبه گ روسيدر اتصال و يدياست كه نقش كل RBDبنام  يبخش يحاو ،سنبله نياز پروتئ  S1 بخش

ACE2 يژگيو نيدارد. مقالات مختلف، به ا زبانيدر سطح سلول م RBD اشاره داشته  رندهيدر اتصال به گ

 يهاتيمز يدارا RBDانتخاب بخش  .اندگرفته نظر در واكسن ديتول يبرا يبخش را هدف مهم نيو ا

له سنب نينسبت به كل پروتئ (يپادكنپادكني) تغييرات تر و مستعد بودن بهآسان انياز جمله ب يفراوان

 تيخاص يسنبله دارا نينسبت به كل پروتئ RBD هيشده بر عل ديتول يها پادتن ني. همچنباشديم

 پادتن ديتول هب قادر سنبله  نيپروتئ از ييها بخش دهديم نشان جينتا رايهستند ز يشتريب يساز يخنث

  .[121]ددهميها را كاهش آن ييو كاراذاشته ساز اثرگ يخنث يهاپادتن هستند كه بر ييها

 ديبا توجه به تول RBDها آن نيكه از ب ؛نداهبود بيواكسن نوترك يدايكاند نياول RBDو 1S, 2S بخش هاي

ه رفته شدگ نظر در واكسن ديكاند نيتربه عنوان مهم ،يمنيا ستميس كيساز و تحر يخنث پادتن يبالا

ونه گ هيبر عل يمنيا ستميپاسخ س شيباعث افزا يبه صورت موثر RBD بود كه ني. نكته قابل توجه ااست

در نظرگرفته شده است.  ايمن زامطالعات به عنوان بخش به شدت  شتريدر ب RBD. گردديم دينوپد هاي

سارس  1Sاز بخش  يبهتر نامزد  RBDرو  نيدارد و از ا RBDنسبت به  يساز كمتر يخنث پادتن 1Sبخش 

  .[121]باشديواكسن م يطراح يبرا 2-كوو

  نيهمچنبخش است .  نيبه شدت كم ا تيسم ،به آن اشاره شده است قاتيكه در تحق يموضوع مهم

آسيب شناسي  جيخلق و خو ندارد. نتا ،بر وزن، اشتها ياثر RBDشده براساس  قيتزر بينوترك نيپروتئ

 يخون يهادر تعداد سلول يكاهش يو حته و قلب را رد كرد هيكل ،در مغز، كبد ياوجود هرگونه عارضه

 ليتشك يتوپ ساختار ياپ نياز چند RBD كه اندهنشان داد جيهم نشان داده نشده است. به هر حال نتا

 يساز با ماندگار يخنث پادتن ديو تول Bاز سلول  يناش يمنيا ستميس كيتواند باعث تحريشده است و م



 

اعث ب ،ايمن زايي شيسنبله علاوه بر افزا نينسبت به كل پروتئ RBDانتخاب بخش  نيبالا شود. بنابرا

است كه با توجه به كوچك بودن  نيالبته نكته قابل توجه ا .[121] دگرديم ADE جاديا خطركاهش 

و مستعد  يمنيا يهاآسان توسط سلول ييسنبله، عدم شناسا نيپروتئژن نسبت به كل يآنت نيااندازه 

 يهاهكنند كيتحر گريد ايو  )هم يار( ها با ادجوانت نيپروتئ نيااغلب  ،هاواكسن نيا بيبودن به تخر

 يهايژگيو 1-4در جدول . [122]دگردبالا  يبا ماندگار يمنيا موجب تا گشته بيترك يمنيا ستميس

 نيبنابرا .[119]اندشده سهيمقا هم با واكسن ديتول يبه عنوان هدف براRBD و نيكل بخش سنبله پروتئ

 از بينوترك نيهمراه با پروتئ زيقرار گرفت. ما ن  RBDبخش ديو تول يطراح يما برا يها نهياز گز يكي

ما نشان داد ادجوانت فروند نسبت به آلوم باعث  جي. هرچند نتاميادجوانت فروند و آلوم استفاده كرد

 يهاسنواك ديتول ينوع ادجوانت برا نياستفاده از ا اما گردد؛يم يمنيا ستميس شتريب يريپذ كيتحر

 اهاز عدم عوارض در بافت يما هم حاك جينتا ،يقبل مطالعات يراستا درهمچنين . باشدينم ازمج يانسان

 .  بود تيسم جاديا و

 .اندشده سهیمقا هم با واکسن دیتول یبه عنوان هدف براRBD و نیکل بخش سنبله پروتئ یهایژگیو. 1-4در جدول 

 نکته S-Protein RBD یژگیو

 S2و NTD هيبرعل كامل نيهدف اما در پروتئ RBD يدرصد برا 90از  شيب اديز بالا ازس يخنث پادتن تريت

 شود. يساخته م پادتن زين

  بله بله RBD  يهاتوپ ياپ

 دنش اضافه و ينيجانش ،يحذف صورت به كينوكلئ دياس در رييتغ يداراNTD  ريخ بله NTD  يهاتوپ ياپ

 .است شده دهيد

 نپادتساز/ يخنث پادتن

 متصل شونده

 دهينجس پادتن مقدار كل به نسبت ييكارا يدارا ساز يخنث پادتن مقدار نييتع بالا متوسط

 شود.يم

 دايپ شيو ادجوانت افزا يمريمولت شينما لهيتواند به وسيم RBD ژهيو يمنيا متوسط بالا CD4 يهاتوپ ياپ

 .كند

باعث  نيپروتئ S و RBD يبر مبنا يتيونيساب  يهارسد واكسنيبه نظر م كم كم CD8  يهاتوپ ياپ

 يمنيا كيتواند باعث تحريم بهتر نيپروتئ  Sنشود. اما T+CD8پاسخ سلول 

 .شود سلول به وابسته يسلول

  بالا بالا خاطره B  يهاسلول

  بله بله پادتن يماندگار

 وابسته ،ييدرصد كارا 50از  شيگزارش شده با ب نيپروتئ Sبر  يواكسن مبتن 15 بله بله ينيبال ييكارا

با  RBDبر  يمبتن ييواكسن كوبا  .هستند ديتول يبرا استفاده مورد انتيوار به

 گزارش شده است.  ييدرصد كارا 90از  شيب

 انجام داده است. RBDبر  يمبتن يهاواكسن هيته يكواكس مذاكرات خود را برا بالا متوسط يديحجم تول

  نييپا متوسط نهيهز

 



 

 : FP2(P ( انتخاب

 دي. پپتباشديم ويروس كرونادر خانواده  ظت شدهحفا اريبس يهابخش از يكي  (FP) 1پپتید جوش خورده

. در سارس كوو، مرس و باشديم يقطب ريغ نهيآم دياس 25تا  15ها شامل ويروس كروناجوش خورده 

در  ييبالا اريبس مشابهت با (SFIEDLLFNKVTLADAGF)ي انهيآمدياس 18 توالي كي 2-سارس كوو

ه جوش خورد ديبه عنوان بخش پپت وحفاظت شده هستند  اريشده كه بس دهيد ويروس ها كرونا انيم

خانواده  انيكم در م اريبس راتييتغ ليبه دل د،يپپت وژنيدهد بخش فيشود. مطالعات نشان ميشناخته م

ها و ويروس كرونا بتا انيم در شده حفاظت نهيآم دياس 39 نيشباهت در ب  %93ها )با آمار دهيريكرونا و

-كوو سارس هيعل بر يجذاب واكسن دي(، كاند2-كوو سارس يتوال نيب شده حفاظت كاملا نهيآم دياس 39

ن انتخاب واكس  يداياز كاند گريد يكيبه عنوان  زين نيپروتئ بخش نيا ليدل نيبه هم. [123]باشديم 2

 شد.

 :CS )3(Pانتخاب  

 ليحلو ت هيتجز جيپرداختند. نتا نيسنبله پروتئ ياز توال 671C-662C توپ ياپ نقش تيبه اهم يادر مطالعه

 كي يحت ديتوسعه واكسن و شا يممتاز برا فيموت كي 671C-662Cتوپ ياپ كهمطالعه نشان داد  نيا

 اريبس 2-كوو سارس روسيمختلف و يهاگونه نيب هيناح نيا. دارد. يدرماني پادتن بالقوه براظرفيت 

 يقو كه محافظتباشد  يتوسعه واكسن يفرصت منحصر به فرد برا كيبوده و ممكن است  شده حفاظت

 يبالا اريو حفاظت بس CS هيناح يژگيبه و. با توجه دينمايم جاديا 2-دوام در برابر سارس كوو و با

 .[124]بود اكسنونامزد  انتخاب شده ما به عنوان  يها نهيگز از گريد يكي بخش نيا ،آن يساختار ژنوم

 28a-pETكلون در وكتور)+(  يانتخاب شده برا يهاتوپ يبه عنوان اپ RBD ,CS ,FPسه بخش  نيبنابرا

-نيپروتئ يراب (يتيژنسيآنت) پادكني شاخصدهنده  نشان يكيوانفورماتيب مطالعات. شدند گرفته نظر در

. بودشده،  انتخاب ژنيآنت هرسه يبرا يداريو پا 3و 2 نيپروتئ دو يبرا مثبتآلرژن  شاخص ،3و1 يها

 كي چيه ه،بود (يتيسپادكن) پادكني شاخص يدارا نيپروتئ سهما نشان داد كه هر  يشگاهيآزما جينتا

 -20 يدر دما يمدت زمان طولان در و نكرده جاديا هادر اندام اي يظاهر صورت به يعوارض و آلرژ

شده  ينيب شيپ ژنيهر سه آنت يبرا يديسولف يد يوندهايپ وجود. باشنديم داريپا گراديسانت درجه

 نيمحقق از يبرخ. دارد وجود يباكتر در يديسولف يد ونديپ ليتشك يبرا يينظرها اختلاف. است

اعتقاد ديگر يهگرو كهيحال در باشند؛يم يديسولف يد ونديپ ليتشك ييتوانا فاقد هايكه باكتر معتقدند

يوند توان باعث تشكيل پمي دارند با مهندسي محيط سيتوپلاسمي باكتري و ايجاد شرايط غير احيايي

تفاده اس اياح ريغ ايكننده  ايكه از بافر رنگ اح يزمان داد، نشانالكتروفورز  جينتا دي سولفيدي شد.

 ليشكت يديسولف يد باند نيبنابرا و داشتهژل وجود  يبر رو موجود يباندها در نظر اختلاف م،يئنمايم

 وپلاسمتيداخل س در يياياح طيشرا ،يديسولف يد پيوند ليعلت عدم تشك ميكنيم فكر ما. گردديم

ده و در وارد ش يدياكس طيخارج و  به شرا يياياح طيشرااز  هانيپروتئ ،يباكتر تخريب هنگام. باشديم

                                                           
1 Fusion peptide 



 

 زيستي يهاداده نيب در ييهاتفاوت هرحال، به. شوديفراهم م ونديپ ليامكان تشك جهينت

 حيحص كاملا و بوده ييگوشيپ بر يمبتن زيستي يهاوجود دارد. داده يشگاهيو آزما (كيوانفورماتيب)

 ژنيتهر سه آن شگاه،يآزما در ما جي. نتاباشديم يشگاهيآزما مشاهداتبه  ازيآن ن ديئتا يو برا باشدينم

 و..... قابل قبول دانست.  ي زاييآلرژ ،يتيسپادكن انيب لحاظ از را

 

 بینوترک نیپروتئ انیب یبرا یوتیپروکار زبانیانتخاب م  

-وتيارپستاندارن، پروك ات،حشر يهامختلف مانند سلول يهاستميسدرتوانند يم بينوترك يهانيپروتئ

 رب بينوترك يهاواكسن هند،ديطالعات گذشته نشان مم جي. نتاگردندمي انيب اهانيو گ ها، مخمرها

 يدر اكلا ي زيستيداروها ديتول. [124]شوند انيب ياكلاياشرش يتوانند در باكتريسنبله م نيپروتئ هيپا

 كي به يدانشگاه شگاهيآزما كياز  يتواند به راحتيدهد كه ميم ارائه را شده تيو تثب يقو مدل كي

 ن،يچنهمداد و  شيافزا يرا به راحت انيب توانيم زبان،يم نيا لهيوس هب .شود منتقل يديتول مركز

  .[125]داشت خواهندوجود  يمدت طولان يبرا ديتول ينظارت يهاجنبه

 ميخواه اشاره هاآن از يبرخ به ليذ در كه بوده يشماريب يايمزا يدارا بينوترك يهاواكسن ديتول

 :نمود

  دي( در تولييايباكتر اي يروسيو) زايماريب سميارگان وجود عدم .1

 هر دسته مشخص يبرا هاواكسن قيدق بيبودن ترك مشخص .2

 مختلف  ريتخم يندهايعامل و فرآ ستميس در ديتول .3

 ساده و مقرون به صرفه  ،بزرگ  اسيدر مق ديتول .4

 اصلاح سيستم بياني توسط مهندسي ژنتيك  .5

 جينتا  .شد سهيمقا يوتيوكاري و يوتيپروكار زبانيم دو در بينوترك نيپروتئ انيب ريمقاد يامطالعه در 

 زبانيم در( RBD بينوترك ديپلاسم)حاصل از وجود   RBDبينوترك نيپروتئ انيب زانيكه م داد نشان

 با. است بوده تريل در گرميليم 45 يوتيوكاري يهازبانيم درو  تريل در گرميليم 40 باًيتقر ييايباكتر

 هم ازب ،يباكتر در قند حذف نديفرآ و يوتيوكاري يهاسلول در (ونيلاسيكوزيگلقندي سازي ) وجود

 در شده ديتول يهانيپروتئ ن،يا بر علاوه. رسديم نظر به مناسب يباكتر زبانيم در هانيپروتئ نيا انيب

 يطولان مدت يبرا تواننديم و كننديم حفظ گراديسانت درجه -70 يدما در را خود يداريپا يباكتر

با بيان  ا راه توان پروتئيننتايج مطالعات ما نيز نشان داد توسط ميزبان باكتريايي مي .[115]شوند رهيذخ

 متفاوت انيب ستميس به بسته ترجمه، از پس راتييتغ زانيم و نوع بازده، البته پايدار توليد كرد. وبالا 

 .است

 ريو ز سارس روسيو ديمف يهانيپروتئ دينشان داده شده است كه تول قاتيتحق از يدر برخ ،در مقابل

 يقيتحق جينتا .تبوده اس يوانيرحيسلول غ برمبناي ديتول يهاستميس يبرا يچالش ،هاآن يهادامنه



 

، ياكلا بر يمبتن ميزبان  كيبا استفاده از  2003در سال  روس سارسيو RBDبخش  ديتول يبرا

مده به دست آ نيداد. پروتئ نشان نكلوژنيبه صورت اجسام ا را يفيضع نيو تجمع پروتئ يتاخوردگ

 .[126]زا بوديمنيا حشرات ايپستانداران  يهاشده در سلول ديتول نيكمتر از همان نوع پروتئ اريبس

هم  1پيشيا پاستوريس مانند يقارچ يهاستميس در روسيكروناو RBD يهانيپروتئ ديلتو نيچنهم

 يهاستميس كه است يزيبه مراتب كمتر از آن چ يوررا نشان داده است، اما بهره ييزايمنيا ليپتانس

 .[127]هستند آن انجام به قادر بينوترك يهانيپروتئ ريسا يبرا يمخمر

 ي و همچنينبلق مطالعات در يوتيپروكار ستميس در بينوترك يهانيپروتئ زيآم تيموفق انيب به توجه با

 رار گرفت.ق براي توليد پروتئين نوتركيب ما كار يمبنا زبانيم نياستفاده از ا ني،بنابرا امكانات موجود

هر سه  انيب نيانگي. مشوندمي انيب يبه خوب ييايباكتر زبانيدر م نيما نشان داد هر سه پروتئ جينتا 

 نيچنم. هايدنميم ديرا تائ يقبل قاتيتحق جيبود كه نتا تريل رگرم ديليم 40-35 حدود بايتقر نيپروتئ

داراي  RBDبويژه  سنبله نيانتخاب شده از پروتئ بينوترك نيكه هر سه پروتئ دهديمما نشان  جينتا

اين پروتئين   نيچنهم است. و...... روسيو يساز يخنث تيخاص، ييزايمنيا تيخاص جمله:كارايي از 

در تست هاي تشخيصي دارا را  19-ديمبتلا به كوو مارانيسرم ب پادتن تشخيصاستفاده در  تيقابلها 

 يياراك يدارابدون شك  گردد،يم جاديا يوتيوكاري ستميكه توسط س يساختار مناسب اگرچه. هستند

ه به است كه با توج نياما اعتقاد ما بر ا ؛ هستواكسن  ديتولو  صياستفاده در تشخ منظور به يبالاتر

 ، آمدهبدست  جيتوجه به نتا بادر مجموع  و ديمشكلات تول ،زمان نه،يتمام موارد ذكر شده از جمله هز

ه حجم بالا در زمان كوتاه و مقرون ب با ديتول يبرا يمناسب انتخاب يوتيپروكار ستميگفت س توانيم

 باشد. يمصرفه 

 

 یباکتر در ترجمه از پس راتییتغ عدم 
 یدیکوزیگل وندیپ-

پس از ترجمه مانند  راتييعدم تغ ،يوتيپروكار زبانيم انتخاب كننده محدود يارهاياز مع يكي

كه در  ه. مطالعات نشان دادباشديم زبانيم ني.... در ا و يديسولف يد ونديپ ليتشك, ونيسيلاكوزيگل

 يدارا (333،376،523) نيسر و( 371،373،375،376،438،443،514،366) نيسر يهانهيآمدياس ،RBDبخش 

  .[128]باشديم يديكوزيگل– Nونديپ يدرا (343،334،331) نيآسپارژ نهيآم ديو اس يديكوزيگل-O ونديپ

 ،وارد نشود بيسآ نيپروتئ يكه ممكن بود و به ساختار اصل ييتا جا نظر مورد يتوال انتخاب در نيبنابرا

ده در بخش انتخاب ش ،. به عنوان مثالشدصرف نظر  لهيكوزيگل ونديپ يدارا يهانهيآم دياز انتخاب اس

 يديكوزيگل- Oونديپ يدارا يممكن از انتخاب نواح يوجود ندارد و تا جا يديكوزيگل N ونديپ RBDاز 

 ينواح نيا انتخاب يحت اي لهيكوزيگل ينواح از يپوش چشم نيتوان گفت اي. هرچند نمديگردنظر صرف

 اتصال وشر كي لهيوس هب مطالعه كي جينتااما  نداشته است ييزا يمنيبر ا ياثر ،ييايباكتر زبانيم در

                                                           
1 Pichia pastoris 



 

 يهامكان به كينزد (165،234،343) نيآسپارژ قندي شدن يها، اگرچه مكانداد نشان يسنج تداخل

قندي شده  يهانيبه اكتودوم ACE2قابل مشاهده است، اما  2-كووسارس S نيپروتئ در رندهيگ اتصال

( متصل Nm 1,5و  1,7) كساني باًيتقر يبيترك ليبا م S (لهيكوزيگلغيرنشده ) قنديو  (لهيكوزيگل)

به  ACE2و  2-سارس كوو S نيپروتئ نياتصال بالا ب ليكه م كنديم اثباتمشاهدات  ني. اگردديم

پويا  مطالعات از استفاده با يگريد مطالعه در راستا نيدر همندارد.  يبستگ S نيپروتئ قندي شدن

در اتصال به RBD (331/343 )در بخش  قندي شده  نهيآم ديه شد دو اسداد نشان يمولكول (كيناميد)

ACE2 [129]كه تائيد كننده مطالعه قبل بود ندارند ينقش مهم. 

سطح  (يهاكانيگلقندهاي )، زبانيم به روسيبا توجه به اتصال و در مطالعه ديگر نشان داده شد

 پادتن ييشناسا طرف كي. از ندينما جادي)متناقض( ا يتواند نقش دوگانه متضاديم روسيو يهانيپروتئ

را بر  كيتوپ ياپ يممكن است نواح گري. از طرف ددينمايها عمل متوپ ياپ هيكند و شبيم ليرا تسه

با توجه  .[132-130]گردند ييكارا داراي پادتن ديتول مانع نيو بنابرا بپوشانند روسيو يهانيپروتئ يرو

 توانديم ياكلا باكتري اشرشيا در شده انيب يهانيپروتئ در قندي شدن فقدان  نيبنابرا، موضوع نيبه ا

عه در نظر گرفته شود. اما در مطال بينوترك نيپروتئ ديتول در ستميس نيا يبرااشكال  كيعنوان  هب

 يرا در سطح كاف Nو  RBD قيبر اثر تزر پادتن ديبا در نظر گرفتن اشكال ذكر شده، بازهم تول يگريد

 و انتخاب يوتيپروكار ستميس نتايج اين مطالعات، باتوجه به نيبنابرا است هبخش گزارش داد تيو رضا

به  يبه خوب، RBD نيپروتئ داد ما نشان جينتا صرفنظر شد. قندي شدهتا حد ممكن از انتخاب مناطق 

قندي  يهااهگيكم جا ريبر تاث يمبن يمطالعات قبل جينتا توانيم نيبنابرا. شود يممتصل  ACE2 رندهيگ

  .[122]نمود ديرا تائ  ACE2 -RBDبر اتصال  شده

 

 یدیسولف ید وندیپ 

 يديسولف يد يوندهايپ. شودينم ليتشك يباكتر توپلاسميس در يعيطب طور به يديسولف يد ونديپ

 نيوردوكسيت نيپروتئ 5توسط حداقل  رند،يگيم شكل باكتري توپلاسميس در يالحظه صورت به كه

 لاسمتوپيس يياياح طيشرا توانيم هانيپروتئ نيا در نقص با. گردنديم اياح 1،2،3 نيگلوتاردوكس ،2و1

 داده اننش مطالعات. ديگردهم  هب هانيستئيس شدن جفت و هاوليت ونيداسيو باعث اكس داده رييتغ را

-يم يديسولف يد ونديپ ليتشك باعث هاوتيدر پروكار DSbA/Bو  (هاچاپرون) ر ملازم هاحضو است

خلوط م يياياح ريغ و يياياح رنگبافر  توسط نيپروتئكه  يزمان شد، داده نشاندر مطالعه ما  .[133]شود

 نيتئپرو مثال، عنوان به. شوديم دهيد SDS-PAGEژل  يرو بر يمتفاوت يالگو گردد،يو الكتروفورز م

 كهيداشت در حال در الگوي الكتروفورز لودالتونيك 10معادل حدود  يباند ا،يدر حضور بافر رنگ اح 1

ه ك گشتيم انينما ژل يروبر  ريصورت اسم بهباند  نيچند ا،ياح ريغ رنگ بافراستفاده از  اندر زم

 د،ياكس طيشرا در كه بود نيا ما ريتفس. شديم دهيد دالتون لويو...  ك 30و 20 ،10هركدام با اختلاف 

 يديسولف يد يوندهايپمتصل شده و  گريد نيآزاد پروتئ نيستئيبه س نيپروتئ كيآزاد  يهانيستئيس



 

 از وارد د وجود يياياح طيشرا توپلاسميسدر  نيپروتئ ديدر زمان تول كهيصورت در. است شده ليتشك

 . كنديم يريجلوگ يديسولف يد يوندهايپ ليتشك

 اتصال ACE2- RBD 

 و (كيوانفورماتيب) داده هاي زيستي بعد دو در رندهيگ به روسيو اتصال مورد در قاتيتحق روند

 داد اننش يمولكول پوياييبر اساس  داده هاي زيستي مبتني بر مطالعات. است شده انجام يشگاهيآزما

، 501 نيآسپارژ، 449 نيروزيت ،486 نيآلان ليفن، 495نيروزيت ،493 نيگلوتام يهانهيآم ديكه اس

 455 نيلوس و 456 نيآلان ليفن ,489 نيروزيت ،417 نيزي، ل505 نيروزي، ت487ني، آسپارژ498 نيگلوتام

 دياس كيآسپارت،34 نيديستيه يهانهيآم ديهستند كه با اس 2-سارس كوو RBDدر بخش  1مهم اطنق

، 35دياس كيگلوتام، 24 نيگلوتام ،38دياس كيسپارتآ ، 353نيزيل، 31نيزيل، 30دياس كيسپارت، آ355

آبدوستي   يهادر ارتباط هستند. واكنش ACE2در بخش  27 نيترئون، 83 نيروزيت، 41 نيروزيت

. باشنديم گريكديها به نهيآم ديدر اتصال اس يحركت يروهاين نيترمهم كيالكترواستات و (دروفوبيه)

 ليفن ، 493 نيگلوتام ، 501 ني، آسپارژ498 ني، گلوتام456 نيآلان ليشده كه فن ديمطالعات تاك نيدر ا

به  2-مسئول در اتصال محكم سارس كوو يديكل يدوهايرز RBDدر بخش  417 نيزيل ،486 نيآلان

ACE2 در بخش  زيسنبله ن يبخش از توال نيا با سارس كوو است. سهيدر مقا RBD ما انتخاب شده

 نيترئون  ،496 نيسيگلا، 446 نيسيگلا، 502 نيسيگلا دهد درينشان م DFT2مطالعات  جينتا .[60]است

 كيآسپارت يهانهيدآمياس قياز طر RBDدر بخش  487 نيآسپارژ، 493 نيگلوتام ،449 نيروزي، ت500

 در 35 دياس كيو گلوتام 24 ني، گلوتام34 نيديستيه ، 41 نيروزيت، 42 نيگلوتام، 353 نيزيل، 38 دياس

  .[60]شونديم متصل بهم يدروژنيه ونديبا پ ACE2 بخش 

-G-V-E: 485-482 نهيدآمي)اس 2-از سارس كوو  RBMدر بخش دويرز 4نشان داد كه  يگريمطالعه د

G)  بخش  بي بامناساتصالN كسيهل ناليترم  ACE2د يتاك موضوع نيا بر ييايميوشيب يهاداده. دارند

 به 2-سارس كوو روسيو اتصال ليكرده تما رييتغ يهانهيآم ديو اس يساختار يهايژگيو كه دارند

 .[135, 134]است نمودهتر يقو كوو سارس به نسبت را رندهيگ

شده در سلول  انيب RBDبا  ،يباكتر در شده ديتول RBD نيپروتئساختار  يشگاهيدر مطالعات آزما

HEK2 يهانيكه ساختار دوم و سوم پروتئ بود مطلب نيدهنده ا نشان جي. نتااست شده سهيمقا 

 يهاافتهيبرقرار كنند.  يقو ياتصال ،ACE2توانند با يم جهينت درو  بودهمحافظت شده  اريبس يوتيپروكار

بر  ييها به صورت جزيباكتر در قندي سازي در پروتئين  ييكنند كه عدم توانايم ديتاك يشگاهيآزما

 HEKبا  يانيب ستميسه س توسط RBD ،يموازو  گريدر مطالعه د .[136] اثر گذار است ACE2اتصال به 

با  ييهانيپروتئ ديدر تول ييايباكتر يانيب ستميس ييبه توانا جيشد . نتا ديتول ياكلا ايشياشر ومخمر  ،

 د؛ينمايم ديرا تائ قاتيتحق نيا زيمطالعات ما ن . [136] اشاره داشت پادتن صيتشخ تيبالا و قابل يژگيو

                                                           
1 hot spot  
2 Density functional theory; DFT 



 

د. در اتصال بو نيا ديمو يتومتريو فلوسا يلكولوم (نگيداكلنگر اندازي )  بخشما در دو  جينتا رايز

 جينتا نيهمچنبود. ACE2  رندهيگ به بينوترك RBD نيب ياز اتصال قو يحاك جينتا يولكولم بخش

 بينوترك نيداد كه پروتئ نشان يملكول نگيداك جيهمراستا با نتا يتومتريفلوسا بخش در ما يشگاهيآزما

)به عنوان  2Cacoسلول  سطح در ACE2 رندهيگبه  يريبه صورت معنادار و چشمگ ،RBDاز بخش 

 كي ديالبته شا است. تصل شدهم( يمنف رندهي)به عنوان گ K562با سلول  سهي( در مقامثبت رندهيگ

 اتصال اندبتو يوتيپروكار و يوتيوكاري ستميس دو در شده انيب يهانيتوسط پروتئ ياسهيمطالعه مقا

به صورت  ايچه بر سطح سلول  ACE2 رندهيها به گآن اتصال و زبانيم دو هر در شده ديتول يهانيپروتئ

 كند.  يرا بهتر بررس بينوترك

 هومورالو  یسلول یمنیا ستمیس كیتحر  

 به ،S نيپروتئ يمبنا بر بينوترك يهاكه استفاده از واكسن است دهيرس اثبات به رياخ يهادر سال

 نيچنساز( و هم يخنث پادتن يبالا تريت دي)تول هومورال يمنيپاسخ ا كيتحر ييتوانا,  RBD ژهيو

چالش شده و مطالعات  يهادر مدل را (T +8CD ,T +CD4سلول يهاتوپ ي)اپ يسلول يمنيا كيتحر

 رفتهيموضوع پذ نيا ياما به صورت كل دارد؛ وجود اتيجزئ در يينظرها اختلاف البتهاست.  ادار ينيبال

 بينوترك RBD + Nمخلوط  قيكه تزر شد داده نشان همكاران و يقائم ريام مطالعهدر   .[137]شده است

در  پادتن تريت شيافزا نيا. گردديم IgG يبالا تريت جاديا باعث ها،به موش نيبه همراه ادجوانت ساپون

 تريت شيافزا نيمطلب هست. البته ما ا يدرست ديمو زيما ن جينتاشد كه  دهياول د قيروز بعد از تزر 14

هفته  9 مطالعه،آن در . ميديد فروند ولوم آ هميار و  RBD نيپروتئ قيبا تزر يرا به صورت انحصار پادتن

 قيتزر ازهفته بعد  80 ما، قيتحقدر  .[122]ديگرد اعلام بالا چنانو هم يرياندازه گ پادتن تريت زينبعد 

 نيا ديومما  قيتحق جينتا. بود كنترل گروه از بالاتر يمعنادار صورت به پادتن تريت چنانهم ها،موش به

 سرم در موجود يهاپادتن  ،VNTتست  اساس. بر دارد ييبالا يماندگار ،پادتنكه  باشديملب مط

 روسيو يساز يخنث تيخاص يدارا انددهيگرد منيا ينيپروتئ گروه سه هر يلهيوس به كهحيواناتي 

 چنانهم ،(100/1)بود شده قيتزر RBD نيپروتئاز سرم كه به آن  بالاتر يهارقت در ن،يچنهم. باشنديم

ر د RBDكه نقش  است نيمطالعه ذكر شده ا رتوجه د قابلنكته  .ديگرد مشاهده يساز يخنث تيخاص

كه  ستا يحال در نياگزارش شده است.  نيپروتئ Nكمتر از  بالا، يماندگار با يمنيا ستميس كيتحر

ساز  يخنث يژگيبا و يرا به مدت طولان يمنيا ستميتوانسته بود س ييبه تنها RBDما نشان داد  جينتا

 .[122]كند كيتحر

 بالاتر ييتوانا مورد دردست آمده  به اطلاعات رغميعل كه ديگرد مشخص يقائم مطالعه در نيچنهم

 ييبه تنها N نيپروتئ قيتزر ،بالا يبا ماندگار يمنيا ستميس كيتحر در( RBD)نسبت به  N نيپروتئ

 يژگيهر دو و ايجاد يبرا گروه نيا راهكارداشته باشد.  يساز نقش يخنث پادتن ديد در تولتوانيمن

توانستند با  تينها دربود و  RBD + N بيترك ،( در واكسنيو سلول هومورال يمنيا ستميس كي)تحر

با توجه به  كه نستيا دآييم شيپ كه يسوال البته .[122]كنند جاديا را يمنيا پاسخدو بخش  بيترك



 

 شتريبساز  يخنث پادتن ديدر تول RBD به نسبت را نيپروتئ Nنقش  يليدل چه بهبدست آمده  جينتا

  دانند؟يم

خنثي ساز در سرم  پادتن %48,7 ددر تولي  RBDنقش هب قبل، مطالعات جينتا با ستاهمرا گريد مطالعه در

 يمبتن بينوترك يهابه نقش مهم واكسن يمطالعات فراوان نيهمچن. دارداشاره  ،شده قموش تزري

 .[115]اندهاشاره كرد ADE جاديساز در جوندگان بدون ا يخنث پادتنموفق  ديدر تول RBDبر

-كوو سارس هيعل بر شده ديتولي هاپادتن ،حوزه واكسن دردر مقاله اي  2022همكاران در سال  و ايج

كه  دمقاله ذكر گردي ننمودند. در اي متقسي 2سازي خنث پادتنو  1دهنده اتصال پادتن گروه دو به را 2

ارتباط قوي  نباشد. ايمي 2-سارس كوو روسوي همرتبط با كارايي واكسن بر علي ،پادتنسطح هر دو 

 تيخاص كه شود دتولي پادتناگر  نمشاهده شده است. بنابراي زني كرونميوا هدر سوي پادتن دو انمي

به مطالعه  اقنكته دقي نيارود. يم بالا زساز نيخنثي پادتن ددرصد تولي ،باشد داشته را روسيو به اتصال

 توانيم اما ؛[120]باشد داشته پادتن ديتول دري شتريب نقش است ممكنN  نيپروتئقبل اشاره دارد كه 

 به. ندداري كمتري سازي خنث تيخاص و باشديمشده از نوع اتصال دهنده  ديتول پادتن شتربي گفت

. باشد روسيو هيعل بر سازي خنث پادتن داست واكسني داراي كارايي است كه باعث تولي دهاثبات رسي

 روسي ويسازي خنث تخاصي پادتن نگردد اما اي ديي توليبالا تربا تي پادتن است ممكن افرادي برخ در

 اما اردد سازي خنث پادتن دنقش مهمي در تولي سنبله نيپروتئ كهذكر است  انيشارا نداشته باشد. 

  مهم است.بسيار  RBD ژهيو هب آن، گاهيجا انتخاب

توسط واكسن  يمنيا ستميس كيتحر يبه بررس همكاران و سايبا يگر,  2021در سال  يادر مطالعه

 ( و 309- 16)  NTDهيپا بر نيپروتئ دو ابتدا مطالعه نيسنبله پرداختند. در ا نيپروتئ هيبر پا بينوترك

CTD(319-541 )بخش  با متصل صورت به سنبله هياز ناح  FCاز  IgG1قيو تزر شده انيجداگانه ب 

باشد.  يدوز هم ممكن است كاف كي يو حت القا يبه خوب پادتنكه در هر دو گروه  داد نشان جي. نتاشدند

كه گروه  دنديرس جهينت نيو به ا  (NTD, CTD,NTD/CTD)دش قيگروه موش تز 3به  قيتحق نيدر ا

NTD 510*1بالاتر و  پادتن (تريتعيار) گريدر دو گروه د كهيو كمتر بود در حال 410*1 پادتن تريت يدارا 

 يتر با ماندگاريساز قو يخنث پادتنتوانسته بود  RBDكه بخش  ديگرد اثبات تينها درباشد.  يم

 مطالعه نشان داد كه بخش  نيهمراستا با ا زيما ن جينتاكند.  جادياول ا قيهفته بعد از تزر 20تا  يطولان

1(RBD) Pبت به نس يعتريسر و شتريب ساز يخنث پادتن ديتول با را هومورال يمنيا ستميس توانديم

خرگوش و خوكچه  ،بدن موش يهابافت در يا عارضهبدون وجود   P(FP)2و  P(CS)3 گريد يهابخش

  .[118]كند كيشده تحر قيتزر يهند

را با  2-دلتا سارس كوو هيسو هيبر عل mRNAنوع واكسن  كي يهايژگيو ،2022 سال در يامطالعه در

 روسيتوانند افراد را از ابتلا به ويم ،نمودند. اگرچه هر دو نوع واكسن سهيمقا بينوترك نيواكسن پروتئ

                                                           
1 Binding Antibody 
2 Neutralizing Antibody 



 

كه  شتهدا ييتفاوت ها گريكدي با يسلول و هومورال يمنيا ستميس كيتحر زانيم در اما كنند محافظت

دو دوز واكسن  قيكه تزر شد داده نشان مطالعه نيوضوح مشخص نشده است. در ا بهآن  ليهنوز هم دل

mRNA يهاسلول يمنيا پاسخ يقو كيتحر نيچنهم وساز  يخنث پادتن يبالا تريت يباعث القا T 

 شدهاشاره  بينوترك يهادر مقابل واكسن mRNAواكسن  يمطالعه به برتر ني. اگرچه در اگردديم

-سنواك ينگهدار طيجمله شرا از. كرد يپوش چشم زيها نواكسن نوع نيا يداريتوان از ناپاياما نم است؛

كه حمل و نقل واكسن را مشكل  است گراديدرجه سانت -80 يماددر  يساز رهيذخ ،mRNA يها

 هكه دنشان دا جيها انجام و نتاواكسن نوع نيا يبرا يداريتست پا ،مطالعات از يبرخ در .[138]سازديم

 دو نيا سهي. مقاباشنديم ييكارا يدارا هاواكسن درجه، 4 يدر دما يو نگهدار ديتا سه هفته بعد از تول

 و 2-سارس كوو هيبر عل ياختصاص IgG ديتول يالقاقادر به  ، كه هر دو نوع دادواكسن نشان  مدلنوع 

ه مقدار ب پادتن تريت ،دوم قياز تزر پس نيچنهم. باشنديم اول قيكننده بعد از تزر يخنث پادتن جاديا

طالعه م ني. در ااست شده ديتائ گذشته و ما مطالعه در مطلب نيا كه ابدييم شيبالا در هر دو گروه افزا

در  رسديم خود اوج به پادتن تريت بينوترك نيپروتئ واكسن قيروز بعد از تزر 21 كهنشان داده شد 

 نيااران به كو همYixinWuاول است.  قيروز بعد از تزر 35 تريت شيافزا نيا mRNAدر گروه  كهيحال

را  هومورال يمنيا ستميتوانند پاسخ سيم بينوترك نيپروتئ يبر مبنا يهاواكسن كه دنديرس جهينت

 .[138]كنند كيتحر mRNA يتر از واكسن هاعيسر

توليد  پادتن يمهار اثر يبررس به شد انجام انو همكار GRAYتوسط  2021كه در سال  يامطالعه در

 كي نيچنهم و بينوتركACE2 مطالعه از  نيپرداخته شده است. در ا ACE2به  RBDدر اتصال شده 

 كه همانطوربه عنوان كنترل مثبت استفاده شده است.  RBD هيبر عل (مونوكلونالتك دودماني ) پادتن

 اتصال و داشته يمهار اثر ، ACE2به  RBD اتصال برشده  ديتول پادتنكه  داد نشان جينتا رفتيم انتظار

شده بر اثر  دهاي تولي پادتن زني گردر كار مشابه دي .[118]است داده كاهش يريصورت چشمگ به را

  .[115]بود كردهي ردرصد جلوگي 40تا  20زانيم به رندهبه گي ناز اتصال پروتئي ،RBDواكسن  قتزري

 در شده ديتول يهاپادتن توسط ACE2به  RBDمهار اتصال  ييتوانا نياما  يتومتريفلوسا گزارش جينتا

. در مطالعات نمود( را اثبات يمنف رندهيگ عنوان به) K562( و مثبت رندهيگ عنوان به) 2Caco يهاسلول

 ثرا رنده،يگ به روسيو الاتص يبررس به توانيم هاكه از جمله آن شد انجام زين يگريد يهاشيآزما ،ما

 2-سارس كوو روسيو ، داد نشان ما جينتا. نمود اشاره بينوترك RBD هيشده بر عل ديتول پادتن يمهار

 توانديساز م يخنث پادتنبا  ونياما در زمان انكوباس دارد؛ رندهيگ به اتصال ييتوانا 50% حدودا ييبه تنها

 ييواناشده ت ديتول يهاپادتن كه ديرس اثبات به نيبنابرارا كاهش دهد.  رندهيبه گ روسياتصال و 13%

 .ندرا دار  ACE2 رندهيبه گ 2-مهار اتصال سارس كوو

 اكثرهست.  برخوردار ياژهيو تياهم از زين يسلول يمنيا كيتحر ،هومورال يمنيا ستميعلاوه بر س

 آن را و دادهرا مد نظر قرار  يمنيا تميهر دو س كيتحر ،بالا ييواكسن با كارا كي ديتائ يمطالعات برا

 پاسخ هب نسبت يسلول يمنيا پاسخ معتقدند هاآن. رنديگيم نظر در واكسن قبول اي رد اريبه عنوان مع

https://www.frontiersin.org/people/u/1704466


 

ها نشان داده واكسن يدر بررس . [139]دارد افتهيدر افراد بهبود  يتريطولان يماندگار هومورال يمنيا

كه يحال در. ندينمايتر عمل مموفق يسلول يمنيا ستميس كيدر تحر mRNA يهاواكسن كهشد 

 ديند. شاتر هستفقمو يسلول يمنينسبت به ا هومورال يمنيا ستميس كيدر تحر ينيپروتئ يهاواكسن

 ،ينيروتئپ يهاكرد كه در واكسن ريتفس نگونهيرا ا يمنيا ستميس كيتحر در اختلاف نيا ليدل بتوان

 يبه سلولها II-MHC يهاملكول توسط و هستند محصور يتياندوس يهاكوليژن در وزيآنت يهانيروتئپ

Th CD4  اما در گروه واكسن  ؛شودمي ارائهmRNA،  يهاسلول (ترانسفكت شدنآلوده سازي )پس از 

وند و به شيم پردازش و ترجمه يسلول توزوليسها در نيپروتئ توز،ياندوس قيژن از طريآنت كننده انيب

امر منجر به  نيه اك كنند فعال زيرا نMHC-I  ريتوانند مسيم ،MHC-II ريبر مس علاوه بيترت نيا

موضوع اذعان شده است كه  نيبه ا قاتيشوند. در تحقيم T +CD8 و T +CD4يهاسلول يقو يهاپاسخ

 رد پادتن ترعيسر تريت شيافزا رغميدر مجموع عل اما باشند؛يم ايمني زاهر دو نوع واكسن به شدت 

 دانسته ترمناسب يمنيا دو هر پاسخ همزمان كيتحر ليدل بهرا  mRNAواكسن  ب،ينوترك نيپروتئ گروه

 انينما را بهتر جيبتواند نتا روسيدر هر دو گروه در چالش با و پادتننوع  نيا سهيمقا سدرياند. به نظر م

 CD4 يهالهدف مهم سلو كي ،سنبله نيداده است كه پروتئ نشان يگريد قيتحق .[141, 140, 138]كند

 .[113]شوديم كيالقا تحر 2-توسط عفونت سارس كوو  CD4كمتر از  CD8 كهيدرحال ؛است

 توانسته بينوترك نپروتئي قي ما نشان داد كه تزريميستوشيمونوهياتست  جنتاي ،مطالعات نبرخلاف اي

ا نيز ي رسلولي منيا ستمپاسخ انتخاب شده بودند( سي –)در مطالعات بر روي موش هايي كه براي دوز

 از  image jو نرم افزار (ستيپاتولوژآسيب شناس ) ريتفس اساس بر ن،يچن. همكند كخوبي تحري به

 وجود نسبت به گروه كنترل  CD8 (35,5)% و CD4 (28,4)% يهاسلول سطح دري معنادار انبي ه،ير بافت

در 19-ديمبتلا به كوو ماراندر بي بآسي نيشتركه بي باشديمبه اين دليل  ه،انتخاب بافت ري علترد. دا

 را هير تباف دري سلولي منيا كيتحر ما نشود. بنابراييم رو باعث افزايش آمار مرگ و مي بودهاين بافت 

 .ميداد قرار مطالعه مورد كرونا روسيو مهم اهداف ازي كي عنوان به

 در اكسنو ييكارا ياصل شاخص عنوان به را يسلول يمنيا ستميس كيتحر محققان از يگريد گروه البته

 مرتبط 19-ديكوو هيعل بر واكسن به وابسته يمنيتوانند به ايم T يهالكه سلو معتقدند و رنديگينم نظر

 يتينقش حما بهفلور و همكارانش  2021 سالدر . [142]است دهيموضوع به اثبات نرس نيا اگرچه باشند،

به عنوان عامل IgG ، 19-ديبعد از ابتلا به كوو IgM عيبه كاهش سر توجه با. اند كردهاشاره  T يسلولها

 دنديرس جهينت نيبه ا محققان نيا. باشد داريپا ماه 6 تا توانديمجدد م يمحافظت كننده در برابر ابتلا

 مجدد يابتلاو كنترل  پادتن يداريدر پا ينقش مهم تواند يم( T)سلول  يسلول يمنيا پاسخ كيتحركه 

  .[142]كند فايا 2-به سارس كوو

 كيآن را  و كرده اشارهكننده  يخنث پادتن يپاسخ قو در T+CD4  يهابه نقش سلول يقيتحق در

 يهاكه پاسخ دادند نشان نيچندانست. هم واكسن لهيبوس شده جاديا ازحفاظت ياحتمال سازوكار

 يهااز عفونت يريشگينسبت به پ يماريشدت ب ليدر تعد يشترينقش ب T+CD8و  T+CD4 يهاسلول

 تربرجسته يكاف ساز يخنث پادتن ابيممكن است در غ T يهانقش سلول دارند. فيخف ايبدون علامت 



 

 يهاتوپ ياز جهش در اپ يبا انواع كه يزمان اي و است نييپا پادتن يكل (تريتعيار) كه يشود، مانند زمان

  مدرنا شيدر آزما ساز يخنث يهاپادتنكه ي مثال، زمان يابر .[119]ميشويمواجه م ساز يخنث پادتن

 يو كياسپوتن واكسن ب،يترت نيواكسن مشاهده شد. به هم ييكارا %50,8بود،  صيكمتر از سطح تشخ

 بود . كننده محافظت ٪52 يجنوب يقايدر آفر ينيبال ييكارآزما كيدر 

در پستانداران درحال  T +CD8 يهاكاهش سلول كه است آن از يحاك ديگر مطالعات جينتادر مقابل،  

اثر  نوواوكسو در انسان،  هحفاظت را لغو كرد يتنها تا حد 2-نقاهت قبل از مبارزه مجدد با سارس كوو

  .است كرده گزارش را بتا برابر در ٪50و  (B.1.1.7) آلفا برابر در ٪86,3 ينيبال

 T +CD8قابل توجه  يهاپاسخ ختنيرا بدون برانگ ينيبال ياثربخش زيو بهارات ن نوفارمي, س نوواكيس

 هيدر برابر سو %50و ( B.1.1.7)آلفا  هيسورا در برابر  %86,3 ينيبال ياثربخش نوواوكساند. گزارش كرده

پاسخ سلول  ن،يبنابرا  .[119]نشان داده است را T+CD8هر گونه پاسخ برجسته  ابيدر غ (B.1.351)بتا 

T+CD8 ستين ازيمحافظت مطلقا مورد ن يباشد، اما برا ديممكن است مف! 

 RBD سلول  (ننتيمونودومياايمني زاي غالب ) يهاتوپياپ يحاوT نسبت به  يغالب كمتر يمنيبا ا

تعداد  دهديوجود دارد كه نشان م ياديشواهد ز ت،يواقع نيا رغميبا طول كامل است. عل S نيپروتئ

 ساز يخنث پادتنبا سطوح بالا از عملكرد  مناسب CD4 يهاپاسخ ,RBDتوسط  Tتوپ سلول ياپ يكاف

 ييشناسا. شد مشاهده  CD8وCD4 در  يكسانينسبتا  كيتحر ما مطالعات در البته. كنديارائه م را

مختلف نقشه  يهابه طور مستقل با استفاده از روش RBDدر  CD4مشترك  Tتوپ سلول ياپ نيچند

 كنديم دييتا را ادعا نيا RBD يهاژنيآنت با ينيشده است. مطالعات بال دييتأ Tتوپ سلول ياپ يبردار

 .[119]دينمايبه حفاظت كمك م  يساز منيپس از ا T يهاكه سلول

 يخنث پادتن (تريتعيار )  يالقا ،كنديم يرا كدگذار RBD هك  mRNAواكسن نامزد كي با يساز منيا

نشان داد.  كنترل گروه( بالاتر از كروگرميم 30برابر )دوز  4,6( تا كروگرميم 1برابر )دوز  0,7را از  ساز

 مدل هاي مختص تنها ،RBDتوسط  ساز يخنث پادتن يقو عيارهاي )تيترهاي( يذكر است القا انيشا

mRNA مريواكسن دا كي، بلكه  نبود RBD به طور مشابه زين هشد زيكه با آلوم تجو ينيپروتئ رواحديز 

 در انسان بود . ساز يخنث پادتنپاسخ  جاديقادر به ا

 اي S نيبا پروتئ ونيناسياز عفونت و واكس يناش يمنيا يهامربوط به پاسخ يهابه طور خلاصه، داده

 T يهااز سلول RBDبراساس  يواكسن قو دهديكه نشان م دينمايرا ارائه م يشواهد RBD ژنيآنت

 .[119]كنديم افتيكمك در

مطالعه  نيپرداخته شده است. در ا يمنيا ستميس كينوع واكسن در تحر 4ر ثا يبه بررس يدر مقاله ا

 جي. نتانمودند يابيماه ارز 6ها به مدت گروه يرا در تمام IgG,nAb,CD4,CD8,cTfh,MBCS يفاكتورها

 ند،ينما كيرا تحر CD4 يهابودند پاسخ سلول ها توانستهواكسن يكه اگرچه تمام داد نشان مطالعه نيا

و   cTfhيو ماركرهاT  يهاسلول كيتحردر  يشتري( اثر ببينوترك نيو نواوكس)پروتئ مدرنااما واكسن 

CD4 توانسته بودند  يكسانيبه صورت  (روسي)آدنوو يو كيو اسپوتن  مدرنا . واكسنندنشان داده بود



 

 اما واكسن ،بود سهيماه قابل مقا 6درصد افراد در  70تا  60را القا كنند. اگرچه در   CD8 يهاسلول

مطالعه نشان داده شد واكسن نوواكس  نيدر ا  .[143]را نشان داد پادتندر  يكاهش قابل توجه مدرنا

 به زين cTfh يهاافراد سلول نيدر ا نيچنهم وشده  CD4شده باعث القا  منيدرصد از افراد ا 100در 

ماه بعد  6با واكسن مدرنا بود.  سهيحافظه قابل مقا CD4T يهاسلول پاسخ. بودند شده كيتحر يخوب

و نواكس  مدرناماه بعد از واكسن  6سنبله در  ژهيو CD4حافظه  يهابودند. سلول داريپا فاكتورها نيا زين

 يو كيتناسپوو  زريفا واكسن گروه در كهيد. در حالبودن افتهي بهبود افراد از بالاتر يريگبه صورت چشم

گروه با افراد مبتلا  4 نيب cTfhحافظه  يهاسلول يفراوان.  نداشت يريگاز افراد مبتلا تفاوت چشم

 كيدر تحر يولبق قابل جينتا بود توانسته بيواكسن نوترك كهنشان داده شد  سهيمقا نيبود. در ا كساني

 جي, نتاگرياز واكسن نوواكس هر سه واكسن د ريغ CD8 ياهورد. در مورد سلولآبدست  يمنيا ستميس

پاسخ  ،درصد افراد 50 تا10حدود  دربود   وانستهاما واكسن نوواكس ت داشتند يو قابل قبول كساني

 نيا تي. در نهادينما ختهيبرانگ صيمقدار كم اما به صورت قابل تشخ بههرچند را  CD8 يهاسلول

با  بربرا اي بالاتر سطح با واكسن نيترمونوژنيا مدرنا واكسن  ،هايابيداد با توجه به تمام ارز نشان مطالعه

    .[143]باشديو نوواكس م يو كياسپوتن

 :شد گزارش ريز بيساز به ترت يخنث پادتن عيار ماه 6 از بعد مطالعه نيدر ا

 يو كياسپوتن <نوواكس  زر،يفا ، مدرنا

ه واكسن تر از سنييپا يكم يو كياسپوتنواكسن  يكننده برا يخنث پادتن عيار شد داده نشان نجايدر ا

 بود: ريز بيبه ترت زين CD4 يهاسلول كيتحر زانيباشد ميم گريد

  يو كياسپوتن < نوواكس زر،يفا < مدرنا  

 

 يهامطالعات متقابل پاسخ سهيحاصل، مقا يهاو داده Tدر روش سنجش سلول  اديتنوع ز ليبه دل

ژن بر پاسخ يواكسن و آنت هايمدل دشوار است. درك كامل اثر  اما رممكنيغ ميياگر نگو Tسلول 

استاندارد  يطيخون مح ياتك هسته يهاو سنجش سلول يآوربه جمع T+CD8و   T+CD4 يهاسلول

 قابل سهيمقا ،شد جاديا COVE ييو كارآزما19-ديكو يريشگيدارد، همانطور كه در شبكه پ ازيشده ن

   .[143]رود يواكسن در طول سال انتظار م قيتزر از يناش يسلول يمنيا ريتفس

 شد ينيب شيپ واشاره شد  يروسيو يهاعفونت يدر پاكساز T+CD8 يمقاله به نقش سلول ها كي در

كمك  2-كوو سارس ديشد يماريبه محافظت واكسن در برابر ب يبه طور قابل توجه يسلول يمنيكه ا

 ياهاز پاسخ يريمرتبط باشد، كه به طور چشمگ كرونيام هيسو يبرا ژهيو به است ممكن نيكند. ا

 بيبه ترت زريفاو  يو كياسپوتننشان داده است كه  ريمطالعات اخ .[70]روديكننده طفره م يخنث پادتن

ت محافظ يجنوب يقايدر آفر كرونيامنوع  ليبه دل مارستانيشدن در ب يدر برابر بستر %70و  85%

م موضوع فراه نيمشاهده ا يرا برا كيمونولوژيا نهيداده ها زم نيگرفتند ا جهينت نيكنند. بنابرايم

كننده در زمان  يخنث پادتن يهابا وجود كاهش قابل ملاحظه پاسخ يفعل يهاكه واكسن دينمايم



 

 كرونيام هيسو 2-كوو سارساز نوع  يناش ديشد يهايماريدر برابر ب يچنان محافظت قو، هميطولان

 گروه به نسبت يمعنادار صورت به T+CD8 و T +CD4يهاسلول كيتحر ني. در مطالعه ما اكننديارائه م

انواع  يليمطالعات تكم با خود قابل قبول بود, اما يبه خود كيتحر شيافزا نيهرچند ا شد؛ دهيد كنترل

 .[144]كرد ييآزما يراست را، جينتا نيا اعتبار توانيم واكسن هايمدل

 يلولپاسخ س ياديمتمركز بوده و تا حد ز پادتنواكسن به شدت بر پاسخ  ينيحال، توسعه بال نيبا ا 

رده ك عيتسر را هاتمركز محدودتر ممكن است گسترش واكسن نيكه ا ي. در حالشوديگرفته م دهيناد

ده كر جاديا تمد يو طولان يتوسعه حفاظت قو يدر درك ما از چگونگ يقابل توجه يهااما شكاف. باشد

قطعا با گذشت زمان و تحقيقات بيشتر در آينده ميتوان قضاوت عادلانه تري براي مقايسه كارايي   است.

 واكسن هاي سنتي و جديد داشت. در نتيجه ما در اين مطالعه به نتايج زير دست يافتيم :

 هزينه كم  و حجم بالابا يب در زمان كوتاه ، توليد سه پروتئين نوترك -1

 عاري از اندوتوكسين  -2

  داراي حساسيت و اختصاصيت -3

 هومورالتحريك كننده سيستم ايمني  -4

 خنثي ساز  پادتنتوليد  -5

 يسلول يمنيا ستميس كننده كيتحر -6

 داراي عدم هرگونه عوارض جانبي -7

 ري براتصال ويروس به گيرنده و اثر مها ACE2  نوتركيب به گيرنده پادكنقابليت اتصال  -8

ACE2 

  يصيتشخ تيدر ك بينوترك پادكناز  استفاده -9

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 کنم انیب را نکته چند دانمیم لازم انیپا در: 

 يبالا آمار و روسيو تيسرا قدرت به توجه با و رانيدر ا 1398 در بهمن ماه سال 2-سارس كوو وعيش با

 ترو از آن مهم ويروس  . نامشخص بودن رفتارفراگرفت راجامعه  ياز اضطراب و نگران يموج ،ريم و مرگ

 سوقاز ابتلا  يريشگيپ يبه سو هايگذاراستيو س ي هاريگميتصم د،يموجب گرد آن بودن زيگردرمان

 .شود داده

 ييحوزه دارو يهاميبود. تحر افراد ونيناسيواكس روس،يو تيسرادركنترل  راهكار نيمهمتردرآن زمان 

 روسيو ي از ابتلا بهريشگيكنترل و پ يبرا ازياقلام مورد ن هيامكان ته شد باعث يپزشك زاتيو تجه

احتمال  در نتيجه و خواسته هر كشور خروج از بحران بود طيشرا نيدر ا ،گريد طرف از. شودسخت 

برطرف  كشور جامعه در داخل ازين ديبا نيبنابرا ؛دور از انتظار بود از طرف آنها ارسال دارو و واكسن

تلاش  تمام ،يواكسن به صورت سنت ديتول يلازم برا يشگاهيآزما يهاساخت ريعدم ز به. با توجه شديم

 حسببر هصرف به مقرون نيچنهم و روز يتكنولوژ با مطابق بالا، ييكارا با واكسن كي توسعه يبرا خود را

و  دش گذاشته بينوترك مدل براساس واكسن كي يطراح يربنايزو  انجام دادهكشور  ياقتصاد طيشرا

 اگرتوانست فاز آزمايشگاهي را با موفقيت طي كند.  1399 سالماه  وريشهر درواكسن  نيادر نهايت 

 ميهست نيخوشب اما نگرديد؛ ينيفاز بال واردما  واكسن ،مربوطه يهاسازمان تيعدم حما ليدلچه به 

 با راموفق  يواكسنو  برده بكار روسيو نيا هيعل بررا  بينوترك واكسن ديتول يتكنولوژ ميتوانست كه

ي ستاوردد توانديم . توليد اين واكسنمئينما ديتول ممكن زمان نيعتريسر در بودجه و امكانات نيكمتر

بوده و  يبه خود متك نيچن نيا ييهايماريب با مجدد مواجهه صورت درتا  ارزشمند براي كشور بوده

-يمپاند نيچن هرگزجهان  ميدواريام هرچند. ميباش داشته يريشگيمقابله و پ يبرا را لازم يهايآمادگ

 .دگرد استفاده هاحوزه گريكشور در د يازهاين كردن برطرف  راه در فناوري نيا و نكند تجربه را ييها

 

 به پایان آمد این دفتر 

 . حکایت همچنان باقیست................
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Abstract 

Introduction:The outbreak of the new coronavirus (SARS-CoV-2) is considered as the 

third viral disease of the coronavirus family in the 21st century. The pivotal role of the S 

protein in the pathogenesis of the SARS-CoV-2 confirms that it can be the principal 

antigenic agent for stimulation of the host immune system and production of neutralizing 

antibodies. Hence, we have designed, produced, and evaluated the potential use of three 

truncated recombinant proteins derived from spike protein as vaccine candidates capable 

of stimulation both of the host immune humoral (neutralizing antibody )  and cellular 

(CD4 & CD8). 

Method:In silico tools were used to design spike-based subunit recombinant proteins 

(RBD (P1), fusion peptide (P2), and S1/S2 cleavage site (P3)). These proteins were 

checked for their ability to be identified by the anti-SARS-CoV-2 antibodies by exposing 

them to COVID-19 serum samples. The proteins were also injected into mice and rabbit, 

the antibody titers were measured for assess their neutralization efficiency. Then the dose-

response test was performed to select the best response against the lowest injected dose. 

An immunohistochemically test was performed to check the stimulation of cellular 

immunity. Possible side effects caused by injection in the tissues were checked by H&E 

staining. Binding of recombinant protein to ACE2 receptor and inhibitory effect of 

antibody on this binding was done by cell studies and evaluated by flow cytometry. 

Result:The antibodies that existed in the serum of COVID-19 patients were identified by 

designed proteins. The results showed that the injected protein was able to stimulate the 

cellular and humoral immune system without causing any complications .The VNT 

results revealed that the produced antibodies could neutralize the cultured live virus. Also, 

the recombinant protein is able to bind to the ACE2 receptor and the produced antibody 

has an inhibitory effect on this binding. 

Conclusion:Totally of in silico, in vitro, and in vivo experiments, it was shown that the 

injection of recombinant protein based on spike protein could stimulate long-lasting and 

neutralizing antibody responses. Therefore subunit vaccines could also be considered as 

robust tools for effective vaccination against COVID-19. Therefore, subunit vaccines can 

be used as a powerful tool for effective vaccination against Covid-19. 

 

Key word: SARS-CoV-2, Spike protein, Vaccine, immune response, neutralizing 

antibody  
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