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Abstract 
Background and Aim: The widespread and persistent COVID-19 pandemic, caused by Severe Acute 

Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2), remains a serious global health threat and continues to 

place a heavy burden on humanity. Currently, several intramuscular vaccines have been successfully developed, 

and mass vaccination programs have progressed in many countries. There is growing evidence supporting the use 

of recombinant probiotics, particularly lactic acid bacteria (LAB), as vaccine carriers. Given the crucial role of 

the SARS-CoV-2 spike (S) glycoprotein in viral attachment, entry, and induction of neutralizing antibodies, the 

S protein has been widely targeted for vaccine development. This study aimed to clone and express the S2 subunit 

gene of the spike protein in Lactococcus lactis. 

Methods: In this study, the S2 gene, which had been previously amplified and cloned into the pWPI plasmid, 

was used. The gene was amplified by PCR and subsequently isolated and cloned into the pJET-1.2/blunt plasmid 

as an intermediate step, then transferred to E. coli DH5α for improved preservation. The S2 gene was then excised 

from pJET-1.2/blunt, cloned into the pNZ8149 plasmid, and transferred to Lactococcus lactis NZ39000 for gene 

amplification and expression. 

Results: The results demonstrated that the S2 gene (1432 bp) was successfully amplified, isolated, and cloned 

into the pNZ8149 plasmid. Following its transfer to L. lactis NZ39000, the S2 protein was expressed and detected 

as a 51 kDa band on SDS-PAGE. 

Conclusion: The findings suggest that transferring pathogenic viral genes into beneficial gut bacteria (LAB) 

may provide a promising strategy for developing oral vaccine candidates. 
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منظور طراحی  بهLactococcus lactis  یدر باکتر روسیوکرونا S2ژن  و بیان تکثیر و کلونینیگ

 واکسن های نوترکیب 

 
 *2، سید داوود حسینی3 محمد جلیل ذریه زهرا سید ،1، مهرداد معماریان2، مرتضی  مهدوی1افشار فاطمه

 
 آزاد اسلامی، واحد قم، قم، ایراندانشگاه  1

 ، ایراناراک، سازمان آموزش، تحقیقات و ترویج کشاورزی، موسسه تحقیقات واکسن و سرم سازى رازى 2
 رانیا تهران، ،یکشاورز جیو ترو قاتیتحق ، سازمان آموزش،علوم شیلاتی کشور قاتیموسسه تحق 3

 

 10/11/1403 پذیرش مقاله:     25/06/1403 دریافت مقاله:

   دهکیچ
 و است جهان مردم عموم برای جدی تهدید یک ،SARS-CoV-2 از ناشی ،19-کووید گسترده و تداوم گیریمهه ف:هدزمینه و 

 موفقیت با عضلانی واکسن چندین حاضر، حال در. کندمی تحمیل بشری جامعه کل بر سنگینی بار و همچنان تهدیدی برای سلامتی عموم

 نوترکیب، هایپروبیوتیک از مورداستفاده در شواهدی اغلب. است کرده پیشرفت کشورها از بسیاری در انبوه واکسیناسیون و است شده ساخته

 SARS-CoV-2 spike گلیکوپروتئین حیاتی نقش به باتوجه. می گردد ارائه واکسن حامل عنوانبه( LAB) اسیدلاکتیک هایباکتری ویژهبه

(S) پروتئین کننده،خنثی هایبادیآنتی القای و ورود ویروس، اتصال در S مورداستفاده واکسن ساخت برای هدفی عنوانبه گسترده طور به 

 . کلون و بیان شود Lactococcus lactisزیر واحد اسپایک در باکتری  S2پژوهش تلاش بر این بوده است که ژن این  در. گرفته است قرار

این با  کلون شده بود مورد استفاده قرار گرفت، PWPIکه در پژوهش قبلی تکثیر و در پلاسمید  S2ژن  ،در این مطالعه روش ها:

 E.Coli DH5αکلون و برای نگهداری بهتر به باکتری  PJET-1.2bluntتکثیر و پس از جداسازی ژن در پلاسمید واسط  PCRواکنش 

کلون و برای تکثیر و بیان پلاسمید کلون شده به  PNZ8149ید بریده، در پلاسم PJET-1.2blunt از پلاسمید S2منتقل شد سپس ژن 

 . منتقل شد NZ39000سویه  Lactococcus lactisباکتری 

کلون و پس  pNz8149سمید  بخوبی تکثیر و جدا سازی و در پلا 1432bpبا سایز  S2وهش، ژن ژبا توجه به یافته های پ یافته ها:

 مشاهده شد. SDS-PAGEبر روی ژل کیلودالتون  51در اندازه S2بیان شد پروتئین  L.lactis NZ39000از انتقال به باکتری 

می توانند به عنوان ( LAB)با توجه به نتایج بدست آمده، انتقال ژن ویروس های بیماریزا به باکتریهای سودمند روده ای نتیجه گیری: 

 .حامل وکاندید واکسن خوراکی باشند

 
 S2 ژن سازی،کلون نوترکیب، پروتئین ، بیان ژن، SARS-COV-2،19-کووید :هاکلیدواژه
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 مقدمه
 یک 19-کووید نام به جدید عفونی بیماری ،2019 دسامبر از

 می تهدید را ها انسان همه زندگی و بوده مداوم گیر همه بیماری
 ویروس، بتاکرونا جدید عضو عنوان به SARS-CoV-2 کند.

 شباهت دهد. که می نشان افراد بین در بالایی بسیار انتقال قابلیت
 .(1) دارد خفاش SARS-CoV بالایی با

ن بیماری اپیدمیک ویروسی همچنان در دنیا گسترش داشته ای
و موجب بروز تلفات گسترده ای در کشورهای مختلف دنیا شده 
است. بر اساس آخرین آمار دریافتی از سایت 

https://www.worldometers.info/coronavirus/  میزان
نفر تا  704،753،890مبتلایان به این بیماری در جهان تاکنون 

بوده است که از این میان تاکنون  2024آوریل  24تاریخ 
 در اثر این بیماری در جهان جان باخته اند. 7،010،681

 است مثبت با سنس ای رشته کروناویروس تک RNA ژنوم
 کد را غیرساختاری پروتئین 7 و ساختاری پروتئین 4 حداقل که

 کرونا روسوی در سطحی پروتئین یک اسپایک پروتئین .میکند
 نقش غشاء همجوشی تسهیل و ها گیرنده به اتصال در که است
 و S1 واحد زیر دو از SARS- CoV-2 (S) پروتئین اسپایک. دارد
S2 که زیرواحد است شده تشکیل S1 های  در تشخیص گیرنده

سلول میزبان تخصص دارد و به طور معمول از نظر توالی بین 
CoV  های مختلف نسبت به زیرواحد S2 (2) است متفاوت تر .

پروتئین اسپایک ویروس کرونا علاوه بر واسطه ورود ویروس، 
 عامل مهم تعیین کننده طیف میزبان و گرایش سلولی/ بافتی است

 اصلی هدف عنوان به S پروتئین که دهد می نشان نتایج .این(3)
 یک تولید با S2 زیرواحد که حالی کند.در می عمل ها بادی آنتی
 همجوشی هپتاد، دو دامنه طریق از مارپیچی 6 افزاری نرم بسته

 همجوشی S2 پروتئین. کند می تقویت را ویروسی سلولی غشای
تحقیقی  این .(4)کند می تسهیل را سلولی غشای و ویریون بین

 به S2 پروتئین اسپایک شده حفاظت بسیار ناحیه بانتخا برای
 بسیار منطقه یک که است کرونا واکسن کاندیدای عنوان

بخش غشایی  S2 زیرواحد .(5) اسپایک است پروتئین شدهحفاظت
 نظر از و شودمی موتاسیون تغییرات باعث کمتر که است Sپروتئین 
شامل پپتید  S2 واحد زیر. دارد کمتری نقش ژنتیکی آنتی تغییرات
(، دو ناحیه تکراری هفت تایی )به نام Fusion peptideالحاق )

HR1  وHR2 واحد یرز .(6) غشا است( و ناحیه گذرنده ازS2 با 
 هپتاد، دو دامنه طریق از مارپیچی شش یفزارانرم بسته یک تولید

 S2 پروتئین. کندمی تقویت را ویروسی سلولی غشای همجوشی

 .(7) کندیم تسهیل را سلولی غشای و ویریون بین همجوشی
 S2 برشی هجایگا یعنی دوم هشد محافظت هجایگا در تئولیزپرو
 وریضر وسیروناوکر S یها تئینوپر کلیه قلحاا زیسا لفعا ایبر
 سلولی خلدا یها محفظه در یا نبا میز یغشا در نداتو می و ستا

 .(8) بیفتدوزوم( سلول هدف اتفاق ند)آ

 راسپورزایغ یاریاخت یهوازیجنس لاکتوکوکوس، گرم مثبت، ب
 دیاس کیلاکت دکنندهیتول یهایو جزء گروه باکتر رمتحرکیو غ

 دیتول کیلاکت دیقند، اس ریبا تخم هایباکتر نی. اشودیمحسوب م
رشد  نهیبه ی)دما لیمزوف ویهتروفرمانتات یهای. باکترکنندیم

که در دستگاه گوارش  هستندکومنسال  ریدرجه( و غ 30حدود 
 .(9،10) (شوندینم زهینو)کل کنندینم دایپ طرهیس

ها را آن یاستفاده دهان یط یخطر عوارض جانب نیبنابرا
 یاها کاربرد گستردهبودن آن منیا لیبه دل.(11) دهدیکاهش م

ضد  باتیترک یکسری دیبا تول (.12) دارند یو لبن ییغذا عیدر صنا
 یضد قارچ یهادیو پپت نیوسیباکتر ،یآل یدهایاس لیاز قب یکروبیم

به  نیدارند. همچن یینقش بسزا ییامواد غذ یو نگهدار یدر فراور
 گرینان و د رترشیماست، خم ر،یپن دیآغازگر تول هیعنوان ما

( سیو سوس یماه جات،ی)به عنوان مثال سبز شدهریتخم یغذاها
 سازمان. (13) شوندیاستفاده م یاز فساد سبز یریشگیو جهت پ

را به عنوان  هایباکتر نیا کا،یمتحده آمر الاتیا یغذا و دارو
 (14)کرده است  یبندطبقه (GRAS) شدهقلمدادعموماً سالم »

 بالقوه دهانی باکتریایی ناقل یک به لاکتیک اسید های باکتری
 طور به آنها زیرا اند، شده تبدیل پروتئین و DNA تحویل برای

 های نقش و دارند وجود حیوانات اکثر و انسان روده در معمول
 های باکتری. دارند التهابی و گوارشی مختلف اختلالات در مفیدی

 پایدار و ایمن انسان گوارشی شرایط در معمولاً لاکتیک اسید
 می و صفراوی، نمک و معده اسید قوی نسبتاً تحمل با هستند،

 باکتری این. بچسبند کولون اپیتلیال های سلول به خوبی به توانند
 و کنند می جلوگیری ها پاتوژن رشد و چسبندگی از همچنین ها

 یباکتر یک لاکتیس س.لاکتوکوکو(1) کنند می القا را سیتوکین
 ایبر ژن نبیا نمیزبا انعنو بهاست و هموفرمنتاتیو و  مثبت مگر
 توجه ردمو کیراخو یها تئینوپر هیژو به نوترکیب یها تئینوپر
 پروتئاز تولید دلیل به لاکتیس لاکتوکوکوس. (15) ستا گرفته ارقر

 پاسخ نوع دو هر تحریک توانایی اندوتوکسین وجود عدم کمتر،
 شود می محسوب بهتری جایگزین مخاطی و عمومی ایمنی های

 برای تواند می S2 واحد زیر که دهد می نشان .تحقیقات(17, 16)
-SARSCOV علیه کننده خنثی های واکسن و بادی آنتی تولید

 .شود استفاده 2
که  S2در این پژوهش سعی شده است تا با جدا سازی ژن 

و انتقال  19است از ویروس کووید  spikeحاویی پروتیین های 
آن به یک باکتری غیر بیماری زا )فراسودمند( جهت بیان و تولید 
 پروتیین نوترکیب مربوطه بعنوان یک واکسن خوراکی معرفی شود.

 

 هاروش
در این تحقیق  ی:باکتر یها سویه و پلاسمیدها

 .DH5α Eباکتری سویه  درموجود  pJET1.2/blunt پلاسمید

coli سویه کلون ساز و پلاسمید  عنوانبهpNZ8149  در باکتری
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(L.lactis)  سویهNZ3900 قرار  مورداستفادهسویه بیانی  عنوانبه
 گرفت.

در   α  E.ColDH5 برای کشت سویه کشت باکتری:

 50مایع و جامد حاوی  LBمراحل کلونینگ از محیط کشت 
ر هر میکرولیتر  ماکروگرم آنتی بیوتیک آمپی سیلین و یا کاناماسین د

از محیط کشت (L.lactis)ی رشد برادر مراحل بیان . استفاده شد
M17 انتخاب . درصد گلوکز یا لاکتوز و برای/5)مرک آلمان(حاوی 

و مطابق   Ellikerاز محیط کشت  +Lac(L.lactis) هایکلنی
 دستور العمل استفاده شد.

باید از پروتئین کامل اسپایک  S2ژن  ازآنجاکه: پرایمرها

تولیدی  PCRجدا شود آغازگرها طوری طراحی  شدند که محصول 
را شامل شوند و دارای دو سایت  S2بخش بیشتری از قسمت 

 Reversو  Forwardدر آغازگرهای XbaІو  NCOІبرشی 
 1432bpبا این آغازگرها محصولی با اندازه  PCRواکنش . است

.(1-دول)ج کندیمتولید 
 

 پرایمرهامشخصات . 1-چدول
5’- TCC ATG GGT GCA GAA AAT TCA GTT GCT T -3’ Forward primer 
5’- TTC TAG ATT AAT GCC AGA GAT GTC ACC T -3’ Reverse primer 

p JET PCR Cloning :یروسو یکژنوم اسپا 

2SARS-COV-  قطعه  یرجهت تکث یهمنبع و نمونه اول عنوانبه
و مورداستفاده قرار گرفت  یهته حاصل از پروژه قبلی S2 موردنظر

به  یهناح ینا یشده برا یطراح یاختصاص آغازگرهایو به کمک 
 درون S2 قطعه ینگانجام کلون یشد. برا یرتکث PCR روش

pJET1.2 /blunt   مقدارul5 3 بافر را باul محصول  pcr،1ul  
در  یقهدق 5را مخلوط کرده و  یبرش یمآنز 1ul و ینوکلئوفر

 اضافهی یخ یا بر روادامه واکنش  باتور قرار داده شد سپسوانک
به مخلوط  T4 یمآنز 1ulو   pJET1.2/blunt وکتور 1ul کردن
شد.  یاتاق نگهدار یدر دما یقهدق 5شد. مخلوط اتصال  انجام

به  (pJET1.2/blunt+S2) تصالمحصولات حاصل از واکنش ا
و انتقال  یاز روش مستعدساز DH5α یهسو E.coli یباکتر
. یمکشت داد LB کشت یطانتقال داده شد و در مح یمکلس یدکلر

سیلین در محیط یآمپبیوتیک یآنتهای مثبت از یکلونبرای انتخاب 
برای ارزیابی انتقال پلاسمید نوترکیب به . استفاده شد LBکشت 

 استفاده شد.  S2با پرایمرهای اختصاصی  PCRواکنش  باکتری از

هضم : PNZ8149در پلاسمید  S2کلون کردن قطعه 

برای پلازمید   XbaІ و NCOІآنزیمی به کمک دو آنزیم برشی 
PNZ8149  و همچنین قطعهpJET1.2 /blunt +S2  انجام

از  PNZ8149به پلاسمید  S2در نهایت برای اتصال ژن و  شد
و طبق  T4 DNA Ligase(Thermo scientificآنزیم )
 کیت استفاده شد. پروتکل

ی سلول سازآماده منظوربه: (Transformationانتقال )

مستعد جهت انتقال پلاسمیدهای نوترکیب از باکتری گرم مثبت 
(L.lactis)یهسو NZ39000  باکتری را در محیط . استفاده شد

 روش اساس بر کشت دادیم و مستعد سازی G-SGM17Bکشت 
 انجام آلمانGmbH (2015 ) مولکولی بیوتکنولوژی مؤسسه
انتقال پلاسمید نوترکیب به درون باکتری  منظور. بهگردید

(L.lactis)  .مستعد شده از روش الکتروپروشین استفاده شد
درون کوویت الکتروپوریشن  PNZ8149پلاسمید نوترکیب 

، ولت 2000الکتروپوریشن با ولتاژ ریخته و با استفاده از دستگاه 
ماکرو  40اهم به  200میکروفاراد و مقاومت  25پتانسیل الکتریکی 

  NZ39000یهسو (L.lactis)پذیرا  یتر سلول مستعد شده ول
ی محیط بر روهای الکتروپوریشن شده را یشدند و باکترمنتقل 
های مثبت یکلونبرای انتخاب . با لاکتوز کشت دادیم M17کشت 

 رشد هاییباکتر از استفاده شد. (Elliker)از محیط کشت الیکر 
 Elliker-agar کشت محیط پلیت هر در یترماکرو ل 100  کرده

 درجه 30 دمای در انکوباتور در شب یک مدت بهشده  داده کشت
 هاییتپل در زرد رنگ یدارا هاییکلن از. شد نگهداری سانتیگراد

برای  مجدداًدر نهایت . گردید تهیه کشتمجدداً  شده کشت
ییدی با استفاده از آغازگرهای تأی هاآزموناطمینان از نوترکیبی 

همچنین واکنش هضم آنزیمی توسط . انجام شد S2اختصاصی 
در نهایت . نیز صورت گرفت XbaІو  NCOІهای برشی یمآنز

از روش القا بیان ژن با استفاده از  S2های ژن ینپروتئبرای بیان 
 .فاده شدنیسین است

 لیترمیلی 5 در باکتری :نیسین از استفاده با ژن بیانالقا  

 درجه 30 و کشت شب یک طی در M17-S/G کشت محیط
سپس کشت مجدد در دو عدد فالکون انجام .شد داده رشد سانتیگراد

میلی لیتری با اضافه کردن  10شد.بیان ژن در یکی از فالکون های 
نانوگرم در میلی لیتر نیسین انجام شد و فالکون دیگر به عنوان  1

کنترل منفی نگهداری شد. هر دو فالکون در انکوبباتور قرار گرفتند 
 تولید بررسی آزمون رایب در هر دو فالکون القا شد. و OD600تا 

 شد. استفاده (SDS-PAGE)از روش  پروتئین

در این مطالعه تمامی مراحل پژوهش با : ملاحظات اخلاقی

رعایت اصول اخلاقی و دستوالعمل های موسسات معتبر و مراجع 
قانونی مرتبط  موجود انجام شده است.استفاده از سویه های باکتری 

من صورت گرفته است. همچنین در شرایط کاملا کنترل شده و ای
اطمینان حاصل شده است تا هیچ گونه خطری برای پژوهشگران 

  .و محیط زیست وجود ندارد
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 نتایج
در اندازه  موردنظرو مشاهده باند  S2پس از تکثیر قطعه ژن 

1432bp گزارش  1,95خلوص نمونه با کمک دستگاه نانودراپ
 PJET 1.2 bluntدر پلاسمید   S2 شد.سپس کلون کردن ژن

( و انتقال پلاسمید به دست آمده به 1)شکل به درستی انجام شد
و کشت سلول ها برروی محیط  E.Coli DH5αسلول پذیرا 

حاوی آمپی سیلین به عنوان مارکر رشد،تعدادی پرگنه  LBکشت 
( که برای تایید کلونینگ و 2)شکل روی محیط کشت رشد کرد بر

با  PCRرروی آنها پرگنه ( بS2وجود قطعه ژن مورد نظر)ژن 
 .انجام شد S2کمک آغازگرهای اختصاصی 

 

 
واکنش اتصال  S2نتیجه ژل الکتروفورز محصولات ژن -1شکل 

برند  kb1 DNAمارکر :ستون اول، Clone JET PCR Cloningدر 
Fermatas   1غلظتng/µl (1,5 یترماکرو ل)ستون دوم محصول . 

ماکرو لیتر (که باتوجه  2)S2خطی با  pJET1.2/blunt اتصال  واکنش
 pJET1.2/blunt (2974bp)(وسایز پلاسمید1432bp) S2به سایز 

 S2دیده شد که نشان دهنده اتصال درست  4406bpباندی در اندازه 
 .است pJET1.2/bluntبه

 
 PJET 1.2پس از آن استخراج پلاسمید نوترکیب

blunt+S2  ی محیط بر رواز کشت مجدد پرگنه های واجد ژن
LB broth  با کمک کیت استخراج انجام شد، هضم آنزیمی توسط

همچنین هضم گرفت صورت  XbaІو NCOІهای برشی یمآنز
و NCOІبا کمک این دو آنزیم ) PNZ8149یمی پلاسمید آنز

XbaІسپس ژن . ( نیز انجام شدS2  را با کمک آنزیمT4  به
ور به ط S2نتایج نشان داد که ژن . وارد شد PNZ8149پلاسمید 

 (.3)شکل  بیان شده است PNZ8149 صحیح در پلاسمید
 (L.lactis)پلاسمید درون باکتری  واردکردنبعد از 
NZ39000  مستعد شده با کمک روش الکتروپوریشن برای

از  (L.lactis)پلاسمید نوترکیب درون باکتری  وجوداطمینان از 
ها با کمک آغازگرهای بر روی پرگنه PCR-1سه روش 

 ( و4)شکل  ی محیط کشت الیکربر روکشت -S2  ،2 یاختصاص
 XbaІو  NCOІهای هضمی یمآنزهضم آنزیمی با کمک -3

 انجام شد.
با نیسین به کمک روش  S2یید القای بیان پروتئین تأدر نتیجه 

SDS-PAGE  به باتوجهیید شدکه تأمورد بررسی قرار گرفت و 
کیلودالتون به  51در اندازه  S2( پروتئین bp1432) S2اندازه ژن 

 .(5درستی بیان شده است )شکل
 

 
سویه  E.Coliنتایج کشت باکتری های نوترکیب شده . 2-شکل

DH5α  بر روی محیط کشتLB   ماکرو گرم در میلی لیتر 50حاوی
آنتی بیوتیک آمپی سیلین به عنوان مارکر کشت. کلونی های حاوی 
پلاسمید نوترکیب با توجه به تخریب ژن کشنده در هنگام واکنش اتصال 

 کردند.در فرآیند نوترکیبی رشد 

 

 
 ستون نتایج ژل الکتروفورز محصولات واکنش اتصال . -3 شکل

 ماکرو ng/µl 1 (1,5غلظت   Fermatas برند kb DNA 1 مارکر: اول
 S2 و  pNZ8149 اتصال واکنش محصول: سوم و دوم ستون- (لیتر

که اتصال در محصول مربوط به ستون سوم اتفاق نیفتاده   ( لیتر ماکرو 2)
نشان دهنده این  3982است اما در ستون اول با مشاهده باند در اندازه 

مربوط به ستون دوم اتصال اتفاق افتاده  است که در محصول شماره یک
 است.
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 و همکاران افشار / 298

 1403 زمستان، 4 ، شماره6 دوره                                 دریامجله طب 

 

 
های الکتروپور شده با پلاسمید نوترکیب که قسمت های که به رنگ زرد در آمده شدن با باکتریبعد آلوده Elliker Agarمحیط کشت  -4 شکل

 .هستند 8149PNZدارای پلاسمید نوترکیب شده  (L.lactis)نشان دهنده این است که باکتری های 
 

 
:  M ستون .S2بیان ژن  SDS-PAGEنتایج ژل . 5-شکل

:  3،4،5 ستون .( ماکرولیتر 1) غلظت Fermatas برند پروتئین مارکر
 از بعد ساعت 3 و ،2،1 ترتیب به S2 نوترکیب های کلنی بیان محصول

 بیان کنترل 2،1 ستون .( لیتر ماکرو 10) نیسین ماکروگرم 1 توسط القاء
 6 ستون .(ماکرولیتر 10) نیسین توسط القاء بدون نوترکیب پرگنه در

 .(ماکرولیتر 10) وحشی تیپ پرگنه در بیان کنترل
 

 بحث
شایع  2019عفونی تنفسی است که از سال بیماری  19-کووید

به جامعه جهانی تحمیل و اقتصادی بسیاری را  و خسارات جانی،
دنبال  نمود و پیامدهای منفی زیادی در حوزه سلامت و اقتصاد را به

داشت.  ایجاد ایمنی پایدار و نیز غربالگری از راهکارهای اصلی 
 های غشای خارجیپروتئین کنترل و پیشگیری از این بیماری است.

در  RBDو S1 ,S2ویروس عامل بیماری خصوصاً دو پروتئین
های های موردنیاز در تشخیصژنتولید آنتی طراحی واکسن و نیز

های خطر پروتئینسرمی دارای اهمیت زیادی هستند. تولید بی
زایی مناسبی باشند و هم چنین نوترکیب که دارای  قدرت ایمنی

بتواند به طور اقتصادی تولید شود دارای اهمیت  ویژه ای است. 
و نیز میزبان مناسب برای بیان این  انتخاب سیستم بیانی مناسب

خطر و انبوه و اقتصادی های نوترکیب که قادر به تولید بیپروتئین
های ژنهای بعدی در زمینه تولید واکسن و آنتیباشد از اولویت

 استفاده است. مورد
 مهم کرونا ویروس زاییبیماری و بودن عفونی برای S پروتئین

 در کنندهخنثی هایبادیآنتی یاصل هدف S هایپروتئین. است
 توانندمی همچنین و هستند حیوانی کرونای هایویروس از برخی

 پذیرفته گسترده طور به .کنند القا را سیتوتوکسیک T هایلنفوسیت
 ایمنوژن یک S SARS-CoV-2 پروتئین که است شده

 .(19, 18) است محافظتی ایمنی تولید برای امیدوارکننده
کنترل توجه به اینکه سیستم بیان ژن قابل در این مطالعه با

 NIZOکه توسط مؤسسه تحقیقاتی غذایی  توسط نیسین
اجرا آسانی قابلیافته است ویک سیستم بیانی است که بهتوسعه

است و مزایای زیادی دارد مورد استفاده قرار گرفته است. این 
های همولوگ و هترولوگ در سیستم منجر به بیان زیاد ژن

آوردن مقدار دستگردد و برای بهات بررسی عملکرد ژن میمطالع
زیادی از محصول یک ژن در کلاس مواد غذایی انسانی و نیز 

 . (20, 14) کلاس خوراک مورداستفاده در دام مناسب است
نقش حیاتی  در این پژوهش بدلیل اهمیت بیماری کووید و 

زایی و در ایمنی SARS-COV-2پروتئین غشایی ویروس 
نظیر سیستم کنی بیماری و همچنین استفاده از مزایای بیریشه

اقدام به جدا سازی و کلون ژن کدکننده  کنترل نیسین،بیانی قابل
گردید تا با انتقال به باکتری  pNZ8149در وکتور  S2پروتئین 
و بیان این پروتئین با  NZ3900سویه  (L.lactis)میزبان 

استفاده از سیستم بیانی نیسین پروتیین نوترکیب همزمان ضمن 
تولید و در اختیار سیستم ایمنی  L.lactisتکثیر باکتری فراسودمند 

افراد گیرنده  جهت تحریک سیستم دفاعی بر علیه ویروس عامل 
 قرار بگیرد. 
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 اختصاصی آغازگرهای طراحی با S2 ژن در این تحقیق قطعه
 در pJET1.2/blunt Cloning کیت از استفاده با و تکثیر،

 هضم pJET1.2 در قطعه کلون از پس. گردید کلون پلاسمید
 با آن اتصال واکنش و سازیخالص و قطعه جداسازی و آنزیمی

 سایت دو در آنزیمی هضم با که هایی pNZ8149 پلاسمیدهای
 هایآزمون. شد انجام بودند، شده خطی XbaI و NcoI برشی

 حاکی که شد انجام کلونینگ درست انجام از اطمینان جهت تأییدی
 .است وکتور در ژن درست گذاریجای از

 باکتری به الکتروپوریشن از استفاده با نوترکیب وکتور
(L.lactis)NZ3900 جهت حاصل نوترکیب سویه و شد معرفی 

 سویه این. شد نگهداری -80 دمای در مطالعه تکمیلی مراحل
 بیان پتانسیل نیسین بیان سیستم دارابودن بهباتوجه نوترکیب
در این . دارد ترشحی صوت به سلولی بین فضای به را S2 پروتئین

پرداخته  محدود طور به نیز S2 پروتئین بیان عملکرد پژوهش به
 مطالعات طی بایستی آن خاصیتایمیونوژنی و خلوص و که مقدار شد

 .گیرد قرار آزمون مورد تکمیلی
 

 گیرینتیجه
ضمن داشتن پتانسیل تولید   LABهای فراسودمندباکتری

مواد ضروری برای تامین سلامت بدن انسان و دام همچنین 
توانند بعنوان حامل و تولید کننده پروتیین های ایمیونوژن بر می

مورد استفاد قرار  19-علیه بسیاری از عوامل بیماریزا مانند کووید
باکتریها همچنین بعنوان ناقل می توانند در  فرآیند تولید گیرند.این 

 بخش صرفاً مطالعه این در. واکسن های خوراکی بکار گرفته شوند
مقیاس آزمایشگاهی  در ژن جاگذاری و بیان و کلونینگ و تکثیر اول
 شد.و نیاز به تحقیقات تکمیلی دارد. اجرا

 

قدردانی خود نویسندگان مراتب سپاس و  تشکر و قدردانی:

را از تمامی همکاران دخیل در پروژه بخصوص همکاران ارزشمند 
موسسه تحقیقات واکسن و سرم سازی رازی و دانشگاه آزاد اسلامی 
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