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Abstract
Introduction: The open reading frame 9 (ORF9b) proteins, which is an accessory protein of SARS-

CoV-2, can play a role in the virulence of the virus through mechanisms. Mutations in this coding gene 
region can affect protein function. Therefore, the present study investigated mutations in the ORF9b gene 
of SARS-CoV-2 isolated from Iran. 

Methods and Materials: ORF9b sequences of SARS-CoV-2 viruses isolated from Iran, which were 
submitted to the National Center for Biotechnology Information (NCBI) database; moreover, the ORF9b 
sequence of the Wuhan strain were extracted as a reference strain. The amino acid changes were 
investigated and the phylogenetic tree of the extracted sequences with Wuhan reference strain was drawn 
using Mega software version 7 and neighbor-joining (NJ) algorithm.

Results: Finally, 24 complete genome sequences of SARS-CoV-2 were extracted from NCBI. Analysis 
at the amino acid level showed that ORF9b related to newly isolated viruses has undergone changes 
compared to the Wuhan reference strain. Three of these changes were in the binding region of this protein to 
Translocase Of Outer Mitochondrial Membrane 70(TOM70). Furthermore, the drawing of the phylogenetic 
tree showed that the ORF9b gene of SARS-CoV-2 has become different over time in the isolated strains. 

Discussion and Conclusion: Considering the role that the ORF9b protein has in the pathogenesis of 
SARS-CoV-2 and mutation occurs in this protein, it is suggested to monitor the changes in this viral protein 
in new variants that were detected.
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چکیده

مقدمه: پروتئین ORF9b که یک پروتئین جانبی ویروس ســارس-SARS-CoV-2( 2( می‌باشــد از طریق مکانیســم‌هایی می‌تواند در 

بیماری‌زایی ویروس نقش داشــته باشــد. جهش در این ناحیه ژنی کد کننده می‌تواند بر عملکرد پروتئین و شدت بیماری اثر بگذارد. 
بنابراین در این مطالعه به بررسی جهش‌ها در ژن ORF9b ویروس‌های سارس-2  جداسازی در ایران می‌پردازیم.

مواد و روش‌ها: توالی‌های ORF9b مربوط به ویروس‌های ســارس-2  جداســازی شــده در ایران که در پایگاه اطلاعاتی مرکز ملی 

اطلاعات زیســت ‌فناوری  )National Center for Biotechnology Information( یا  به اختصار NCBI ثبت شده بودند و همچنین 
توالی ORF9b ســویه ووهان به عنوان ســویه مرجع استخراج گردید. تغییرات اســید آمینه‌ای بررسی و همچنین درخت فیلوژنتیکی 

توالی‌های استخراج شده با سویه مرجع ووهان با استفاده از نرم افزار مگا ورژن 7 و روش نیبرجوینینگ رسم گردید.
یافته‌ها: در نهایت تعداد 24 توالی کامل ژنوم ویروس ســارس-2 از NCBI اســتخراج گردید. بررســی در سطح اسید آمینه نشان داد 

که ORF9b مربوط به ویروس‌هایی که به تازگی جداســازی شــده‌اند نسبت به سویه مرجع ووهان دچار تغییراتی شده‌اند. 3 تا از این 
تغییرات، در ناحیه اتصال این پروتئین به)TOM70(‏  Translocase Of Outer Mitochondrial Membrane70  بود. همچنین رســم 

درخت فیلوژنتیکی نشان داد با گذر زمان در سویه‌های جداسازی شده، ژن ORF9b ویروس سارس-2  متفاوت‌تر شده است. 
بحث و نتیجه‌گیری: با توجه به نقشــی که پروتئین ORF9b در پاتوژنز ســارس-2 دارد و جهش‌هایی که در این پروتئین رخ می‌دهد، 

پیشنهاد می‌شود تغییرات در این پروتئین ویروسی در انواع جدیدی که شناسایی شده اند، پایش شود.
کلمات کلیدی: ORF9b‏، SARS-CoV-2، ایران
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مقدمه

قرن بیســت و یکم اپیدمی ســه کروناویــروس جدید را تجربه 
کرده اســت که عبارتند از: ویروس کرونا ســندرم تنفســی حاد 
 SARS-CoV) Severe acute respiratory syndrome( شــدید
 Middleدر ســال 2003، سندرم تنفسی خاورمیانه  coronavirus

East respiratory syndrome (MERS( در سال 2012 و ویروس 

  SARS-CoV-2)کرونا جدید 2019 ( که بعدها به طور رســمی
Severe acute respiratory syndrome coronavirus ) 2 نــام 

گرفت( که همه‌ی آن‌ها متعلق به خانواده Coronaviridae هستند 
 .)1(

بعد از ظهور عفونت ویروس کرونا جدید 2019 در ووهان چین، 
در دسامبر 2019، این ویروس به سرعت در سراسر چین و سراسر 
جهان گسترش یافت )4-2(. در 11 فوریه 2020، سازمان بهداشت 
جهانــی  World Health Organization ‏)WHO( نام جدیدی را 
برای بیماری همه گیر ناشــی از کرونــا جدید 2019 انتخاب کرد 
 Coronavirus disease 2019 - و این بیماری را بیماری کوویــد
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COVID-19( 2019(  نام گذاری کرد. کمیته بین‌المللی طبقه‌بندی 
ویروس‌ها نیز کرونای جدید را که از قبل  موقتی نام‌ گذاری شده 
 Severe acute  بود را به ویروس کرونا 2 ســندرم حاد تنفســی
)SARS-CoV-2(  respiratory syndrome coronavirus-2‏ 

تغییر نــام داد )5(. این ویروس دارای ژنوم‌ RNA تک رشــته‌ای 
پلاریته مثبت و پوشــش‌دار می باشــد کــه در خانــواده کرونا 
ویریده )Coronaviridae( و جنــس بتا ویروس کرونا طبقه‌بندی 
می‌شــود )7،6(. ویروس کروناها  بر اســاس عملکــرد، دو نوع 
پروتئین دارندکه شــامل: پروتئین‌های ســاختاری و غیرساختاری 
 می‌باشــد. ژنوم سارس-2 شــامل تعدادی چارچوب خواندن باز
open reading frame (ORF) بــرای کدگــذاری پروتئین‌هــای 
ساختاری  و غیر ســاختاری درگیر در چرخه زندگی ویروسی و 

مکانیسم‌های بیماری‌زایی آن می باشد)8(. 
ORF9b یک پروتئین جانبی منحصر به فرد سارس-1 و سارس-

2 است و گزارش شده اســت که ORF9b در سارس-1 توسط 
)N( یک چارچــوب خواندن باز متناوب در ژن نوکلئوکپســید
کدگذاری شده اســت )9(. این پروتئین در سارس-2 دارای 97 
اسید آمینه می باشــد. آنتی بادی علیه ORF9b در سرم بیمارانی 
که از ســارس-1 یا سارس-2 بهبود یافته بودند یافت شده است 
)11،10(. گزارش شده است که از میان 22 جهش مضر شناسایی 
شــده در ORF9b، پنج جهش در مناطق آنتی ژنی ممکن اســت 
به کاهش احتمال اتصال به ســلول‌های B کمک کنند )12(. این 
 Translocase  ‏)TOM70(پروتئین می‌تواند با تعامل با آداپتــور
Of Outer Mitochondrial Membrane 70 در میتوکندری، تولید 

 Orf9b .را به شــدت مهــار کند (IFN-I) Type-I interferon

روی غشــای میتوکندری قرار می‌گیرد و پاســخ‌های اینترفرون 
نــوع IFN-I را از طریق ارتباط با TOM70 ســرکوب می‌کند و 
بیان بیــش از حد TOM70 می‌تواند تا حد زیــادی این مهار را 
Orf9b- نجات دهد و پیشــنهاد دادند که هدف قرار دادن تعامل
TOM70 می‌تواند به عنوان یک اســتراتژی درمانی جدید برای 

کووید-19 نشــان دهد )13(. علاوه بر این، گزارش شــده است 
که NSP4 و ORF9b ویروس ســارس-2 با هم کار می‌کنند تا به 
 )mtDNA( میتوکندری DNA طور هم افزایی باعث آزادســازی
شــوند )14(. میتوکندری‌ها در تقاطع مســیرهای حیاتی هستند 
که پاســخ پیش التهابی و ســیگنال دهی ضد ویروسی را کنترل 

می‌کنند )15(. یک مطالعه نشان داد mtDNA در گردش می‌تواند 
به عنوان نشان‌گر زیستی برای سنجش پاسخ‌های پیش التهابی و 
شدت کووید-19 باشد)16(. سطح mtDNA در حال گردش در 
بیماران مبتلا به کووید-19با شدت بیماری همبستگی مثبت دارد 

.)18،17(
ویروس‌های کرونا مانند ســایر ویروس‌هــا در طول تکثیرهای 
متعدد، دچار یکســری تغییرات در توالی ژنوم خود می‌شوند و 
گاهی اوقات این تغییــرات می‌تواند بر انتقال ویروس، همچنین 
شــدت بیماری و کارایی واکســن تأثیر بگذارد )12(. مطالعات 
توالی‌یابــی ژنتیکی، جهش‌های متعددی را نشــان داده‌اند که به 
طــور عمده خنثی یا خفیف هســتند، با این حــال، درصد کمی 
از جهش‌هــا می‌تواند قطبیت پپتید را تغییر داده و بر ســاختار و 
عملکرد پروتئین‌های ویروســی درگیر در شــدت بیماری‌زایی، 
قدرت انتقــال/ عفونت‌زایی و آنتی‌ژنیســیته تأثیر بگذارند. همه 
جهش‌های ســارس-2 توسط WHO ردیابی می‌شوند،  برخی از 
آن‌ها همان طور که ذکر شــد به دلیل شــدت بیماری بر سلامت 
عمومی به عنوان انواع variants of concern (VoC) شناســایی 
شده‌اند. اهمیت فراوانی و نوع جهش‌ها در ژن ORF9b با توجه 
به نقشــی که این پروتئین در بیمارزایی دارد کم تر مورد مطالعه 
قرار گرفته اســت، بنابراین در این مطالعه ما به بررسی جهش‌ها 
در ژن ORF9b در ویروس‌های ســارس-2 جداسازی در ایران 

می‌پردازیم.

مواد و روش‌ها

در ایــن مطالعــه توالی‌هــای ORF9b مربوط بــه ویروس‌های 
ســارس-2 جداســازی شــده در ایران که در پایگاه اطلاعاتی 
 MT646036.1،(.ثبت شــده بودند اســتخراج گردیــد NCBI

 ON024064.1، ON024063.1، ON024062.1، MW898809.1،
 MW307301.1، MT380727.1، MT380726.1، MT281530.2،
 MT186682.1، OQ152808.1، OQ152122.1، MT459928.1،
 MT994881.1، MT994849.1، MT994632.1، MT994286.1،
 MT889692.1، MZ359830.1، MZ314348.1، MZ314345.1،
 MZ314342.1، MW737421.1، MT447177.1، MT320891.2،
MT240479.1(. توالــی ســویه ووهان به عنوان ســویه مرجع 

)NC_045512.2( جهت بررســی تغییرات اسید آمینه‌ای استفاده 
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گردید. درخت فیلوژنتیکی این توالی‌ها با ســویه مرجع ووهان 
با اســتفاده از نرم افزار مگا ورژن 10 و روش نیبرجوینیگ رسم 

گردید.

یافته‌ها

در نهایــت تعــداد 24 توالی کامل ژنوم ویروس ســارس -2 از 
NCBI استخراج گردید. بررسی تغییرات اسید آمینه‌ای نشان داد 

که تغییراتی در ژن ORF9b ویروس‌هایی به تازگی جداســازی 

شــده‌اند که نسبت به سوویه ووهان رخ داده است ، این تغییرات 
در جدول 1 آورده شــده اســت. 3 تا از این تغییرات، در ناحیه 
اتصــال این پروتئین بــه TOM70 بود. همچنین رســم درخت 
فیلوژنتیکی نشــان داد که عمده ویروس‌های جداسازی شده در 
سال‌های 2020-2019 دارای ORF9b مشابه می‌باشند؛ اما با گذر 
زمان و در ســویه‌های جداسازی شده در حال حاضر تغییراتی به 

وجود آمده است. )شکل1( 

جدول1-تغییرات اسید آمینه ای در ژن ORF9b ویروس سارس-2 جداسازی شده

سال جداسازی ویروستغییرات در ناحیه TOM70تغییرات در سایر نواحی
--2019

R32SR58S2020
P10S, G38DوGlu27_Ala29delT60A2021
P10SQ77E2022

شکل1- درخت فیلوژنتیکی ژن ORF9b  ویروس سارس-2
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بحث و نتیجه گیری

ویروس ســارس-2 که دارای ژنوم RNA است به طور کلی در 
حال جهش و تکامل اســت و انواع جدیدی در طول زمان ظاهر 
می‌شــود. تنها تعداد کمی از این گونه‌ها می‌توانند به دلیل قدرت 
بالای انتقال، بیماری‌زایی شدید یا توانایی فرار از پاسخ‌های ایمنی 
اکتسابی، سلامت عمومی در انسان را به خطر بی‌ا‌‌ندازند )1(. پنج 
 B.1.617.2 ،)گاما( P.1 ،)بتا( B.1.351 ،)آلفا( B.1.1.7  دودمــان
)دلتــا( و B.1.529 )اومیکــرون( گروه‌های مختلف را تشــکیل 
می‌دهند )20،19،12(. ژنوم ســارس-2 برخــی از پروتئین‌های 
جانبــی را رمزگذاری می‌کند که برای عفونت ضروری هســتند. 
قابــل ذکر اســت که پروتئین‌هــای کمکی)جانبی( ســارس-2  
نقــش مهمی در فرار ایمنی و پاتوژنز ویروســی دارند. بنابراین، 
پروتئین‌های کمکی سارس-2 را می‌توان اهداف دارویی احتمالی 
در نظر گرفت. جهش در پروتئین‌های کمکی ویروس سارس-2 
ممکن اســت که بر عملکرد این پروتئین‌هــا تأثیر منفی بگذارد. 
در این مطالعه نتایج ما نشــان داد که تغییرات اســید آمینه‌ای در 
ژن ORF9b ویروس‌هایی به تازگی جداســازی نسبت به سوویه 
ووهان رخ داده اســت. یکی از دومین‌های با اهمیت در پروتئین 
 ORF9b .می‌باشــد TOM70 دومین متصل شــونده به ،ORF9b

روی غشای میتوکندری قرار می‌گیرد و پاسخ‌های اینترفرون نوع 
I را از طریق ارتباط با TOM70 ســرکوب می‌کند )21(. آســیب 
میتوکندری ناشی از SARS-CoV2 در بیماران کووید-19 گزارش 
شده است )23،22(. تغییرات فراساختاری گسترده میتوکندری و 
اختلالات عملکردی اغلب در سلول‌های اپیتلیال راه هوایی آلوده 
رخ می‌دهد )25،24(. علاوه بر سلول‌های اندوتلیال، این تغییرات 
در مونوســیت‌ها و سلول‌های T و ... مشــاهده می‌شود. در یک 
مطالعه، mtDNA  یافت شــده در بیماران مبتلا به کووید-19، با 
پاســخ پیش التهابی و مرگ سلولی در سلول‌های اپیتلیال مجرای 
هوایی انســان مرتبــط بــود )ORF9b .)14  از طریق واکنش با 
پروتئین TOM70 در انتشار mtDNA ناشی از عفونت سارس-2 
نقش دارد. دومین ORF9b کــه با TOM70  واکنش می‌دهد در 
موقعیت اسید آمینه‌ای 78-43 واقع شده است و انتهای آمینی این 
پروتئین در تثبیت ســاختار TOM70-ORF9b نقش دارد )21(. 
در این مطالعه ما تغییــرات R58S، T60A و Q77E را در ناحیه 
TOM70 ســویه‌های جداسازی شده مشــاهده کردیم. . بنابراین 

جهــش در ناحیه اتصالی  ORF9b به پروتئین TOM70 می‌تواند 
در روند بیماری نقش داشته باشد.

یک‌ســری واریانت‌های طبیعی از ژن ORF9b ویروس سارس-
2 گزارش شــده اســت. یکی از تغییرات، تغییر missense  در 
اســید آمینــه شــماره P>S( 10( این پروتئین می باشــد که در 
Omicron/BA.1, Omicron/BA.2 Omicron/ ســویه‌های 
BA.2.12.1, Omicron/BA.4, Omicron/BA.5, Omicron/

XBB.1.5 مشــاهده شده اســت )26(. در مطالعه ما همین تغییر 

در ســویه جداسازی شده در ســال 2022 مشاهده شد. واریانت 
 Omicron/BA.1,که در اســترین‌های Glu27_Ala29del حذفی
 Omicron/BA.2, Omicron/BA.2.12.1, Omicron/BA.4,
Omicron/BA.5, Omicron/XBB.1.5 گزارش شده است )26(. 

این تغییر را نیز ما در یکی از ســویه‌های جداسازی شده یافتیم. 
واریانت طبیعی Thr60Ala و Gln77Glu به ترتیب در ســویه ی 
Delta/B.1.617.2 و Gamma/P.1 گزارش شده است )26(. این 

دو تغییر نیز به ترتیب در دو ســویه جداسازی شده در سال‌های 
2021 و 2022 مشــاهده گردید. در مطالعه Islam و همکاران در 
ســال 2023 گزارش شــده که از میان 22 جهش مضر شناسایی 
شده در ORF9b، پنج جهش در مناطق آنتی ژنی ممکن است به 
کاهش احتمال اتصال به سلول‌های B کمک کنند. این پنج جهش 
شــامل P3S، A11S، L14F، I45T، L52P، و V76F می شــود 
)12(. این جهش‌ها در مطالعه ما مشــاهده نشــد. بالاترین میزان 
جهــش در ORF9b تبدیل ترئونین به آلانین با نرخ 61/4 درصد 
در فرانســه است و سایر جهش در اروپا تبدیل والین به لوسین با 
نرخ 0/6 درصد در روســیه و گلیسین به اسید آسپارتیک با نرخ 
0/4 درصد در انگلســتان اســت. دو جهش در کانادا یافت شد، 
تبدیل ســرین به سیستئین با نرخ 4/2% و سرین به لوسین با نرخ  
0/8% یک جهش در آسیا با تبدیل پرولین به لوسین با نرخ %0/2 

در فوشان یافت شد )27(. 
نقــش دیگری کــه پروتئیــن ORF9b دارد ارتباط آن با مســیر 
مولکولی درگیر در انتشــار mtDNA ناشــی از عفونت سارس-
 ORF9b و NSP4 2 می باشد. گزارش شــده است پروتئین‌های
رمزگذاری‌شــده توسط سارس-2 به طور هم‌افزایی باعث انتشار 
mtDNA می‌شوند )14(. همچنین گزارش شده است که پروتئین‌ 

ORF9b توانایی تحریک پاســخ‌های فیبروتیک را دارد )28(. در 
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یک مطالعه، که برای اولین بار مســیر مولکولی درگیر در انتشار 
mtDNA ناشی از عفونت SARS-CoV-2 را روشن کرد گزارش 

شــد که پروتئین‌های NSP4 و ORF9b رمزگذاری‌شــده توسط 
SARS-CoV-2 به طور هم‌افزایی باعث انتشار mtDNA می‌شوند 

)NSP4 .)14  از طریق تعامل مســتقیم، BAK را روی غشــای 
خارجی تثبیت می‌کند. متعاقبا BAK ،BAX را برای القای تشکیل 
درشــت منافذ غشای خارجی به کار می گیرد. این درشت منافذ 
BAX/BAK قبلًا گزارش شــده بود که در مواجه با محرک‌های 

آپوپتوز، اغلب تحت شــرایط مهار کاســپاز، تشــکیل می‌شوند 
)29, 30(.  به طور مشــابه، عفونت‌هایی مانند تب شدید همراه 
با عفونت‌های ویروســی سندرم ترومبوسیتوپنی، می‌توانند باعث 
آزادسازی mtDNA  وابســته به BAX/BAK  شوند )31(. این 
اولین مطالعه‌ای است که نشــان می‌دهد SARS-CoV-2 واسطه 
تشــکیل این درشت منافذ در سلول‌های اپیتلیال راه هوایی است. 
برخی دیگر نیــز رابطه پیچیده‌ای بین SARS-CoV-2 و عملکرد 
میتوکندری نشــان داده‌اند. بنابراین با توجه به نامشــخص بودن 
 ORF9b مکانیسم دقیق این فرآیند، اهمیت هر کدام از جهش‌های

در این فرآیند نامشخص است.
در نهایت رســم درخت فیلوژنتیکی ما نیز نشــان داد که عمده 
ویروس‌های جداسازی شده در ســال‌های 2020-2019 دارای 
ORF9b با توالی مشابه می باشند اما با گذر زمان و در سویه‌های 

جداســازی شــده اخیر تغییراتی به وجود آمده است. بنابراین با 
توجه به نقشی که پروتئین ORF9b در پاتوژنز ویروس سارس-
2 دارد، پیشــنهاد می گردد که پایش تغییرات و بررسی نقش این 

تغییرات در این پروتئین ویروسی به طور مداوم صورت گیرد.

تشکر و قدردانی

نتایج حاصل از این مطالعه مســتخرج از پروژه جایگزین خدمت 
ســید محمد علی هاشمی درپژوهشگاه علوم انتظامی و مطالعات 
اجتماعی می باشــد. از گروه باکتری شناسی و ویروس شناسی 
علوم پزشــکی شــیراز و پژوهشــگاه علوم انتظامی و مطالعات 
اجتماعی کــه در انجام این پروژه همکاری داشــتند تشــکر و 

قدردانی می‌شود.
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