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Abstract 

Aim and Background: COVID-19, an infectious viral disease caused by severe acute respiratory 

syndrome (SARS-CoV-2) with more than 260 million infections as of December 2019, is a serious threat 

to the health and economy of human societies. Designing and producing a suitable vaccine can Reduce the 

incidence of this disease. Therefore, it is very important to find effective and safe neutralizing antibodies 

and vaccines for COVID-19. The RDB section of the spike protein is a suitable option for the production 

of subunit vaccines and neutralizing antibodies. This research aims to introduce the RBD section as a 

vaccine candidate. 

Material and Methods: The RBD was recombinantly expressed in two hosts, Escherichia coli (E.coli) 

and insect cells, and its production rate was compared. Using the western blotting method, protein 

production was confirmed. To evaluate the function of the protein expressed in two prokaryotic and 

eukaryotic hosts, using the serum of patients recovered from COVID-19 (wild type and delta), the ELISA 

method was used. 

Results: Despite the higher production of recombinant protein by E.coli, the affinity of the antibodies in 

the serum of the patients to the protein expressed in the insect cell was higher. 
Conclusion: In this study, the RBD was expressed in two different hosts. The results show that RBD is 

mentioned as a vaccine candidate. Homozygous in the insect cell preserves the biological activity of the 

protein by carrying out the process of post-translational changes such as glycosylation. 
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 ( RBDمقایسه بیان پپتید نوترکیب بخش اتصالی )

 و  اشریشیاکلیدر میزبان های  SARS-CoV-2ویروس 

 سلول حشره و ارزیابی عملکرد پروتئین نوترکیب  با سرم بیمار
 4*، جعفر امانی1ستوده نژاد نعمت الهی، فتاح 3، روح الله درستکار2، شهرام نظریان1زهرا راهبر

                                                                                                                                       علوم وتحقیقات ، دانشگاه آزاد اسلامی ، تهران، ایران  گروه زیست شناسی ، واحد .1

                                                                                                                                                                     گروه زیست شناسی ، دانشگاه امام حسین )ع( ، تهران، ایران. 2

                                                                                                                      مرکز تحقیقات ویروس شناسی کاربردی ، دانشگاه علوم پزشکی بقیه الله )عج( ، تهران، ایران. 3

 دانشگاه علوم پزشکی بقیه الله )عج(،تهران، ایران انستیتو بیولوژی و سم شناسیمرکز تحقیقات  میکروبیولوژی کاربردی،  .4

 

 چکیده

 260با بیش از  (SARS-CoV-2)، بیماری ویروسی عفونی ناشی از سندرم حاد تنفسی شدید 19 -بیماری کوویدسابقه و هدف: 

آید. طراحی و تولید یک واکسن ، یک تهدید جدی برای سلامت و اقتصاد جوامع بشری به شمار می2019میلیون عفونت از دسامبر

 یبرا منیمؤثر و ا کنندهیخنث یهایبادیآنتواکسن و  افتنی ن،یبنابرا د.تواند موارد ابتلا به این بیماری را کاهش دهمناسب می

-SARS. این پژوهش با هدف معرفی کاندید مناسب برای تولید واکسن نوترکیب ویروسمهم است اریبس ،19-گیری کوویدکنترل همه

CoV-2  با استفاده از بخش اتصالیRBD  .پروتئین اسپایک انجام شد 

بیان و میزان تولید آن  (SF9)و سلول حشره(E.coli) اشریشیاکلیبه صورت نوترکیب در دو میزبان  RBDبخش  ها:مواد و روش

مقایسه شد. بیان پروتئین نوترکیب با روش وسترن بلاتینگ مورد ارزیابی قرارگرفت. ازریابی عملکرد پروتئین بیان شده در دو میزبان 

 )سویه وحشی و دلتا( و روش الایزا مورد بررسی قرارگرفت. 19-ذکرشده با استفاده از سرم بیماران بهبود یافته از کووید

، تمایل آنتی بادی های موجود در سرم بیماران به پروتئین بیان اشریشیاکلیعلیرغم تولید بیشتر پروتئین نوترکیب توسط ها: فتهیا

 شده در سلول حشره بیشتر بود.

انجام شد. ارزیابی عملکرد آن توسط سرم  SF9و   E.coliدر دو میزبان  RBDبیان پپتید نوترکیب بخش اتصالی  گیری:نتیجه

 توان به عنوان کاندید واکسن نوترکیب معرفی کرد.را می RBDنشان داد ، 19 -بیماران مبتلا به کووید

 . Iau Science، سلول حشره،RBD، واکسن، پروتئین نوترکیب  19 -کوویدکلیدی:  گانواژ

 

                                                                        قدمهم
 نیچ در ووهان، 2019در سال  دیجد روسیکروناو با پیدایش 

 یاضطرار تیوضع کیآن در سراسر جهان  عیو گسترش سر

. کرونا ویروس جدید از خانواده (1)شد جادیای بهداشت

 severe acute respiratoryها و بتاکروناویروس

syndrome coronavirus-2 (SARS-CoV-2)   نامیده

شد. چهار پروتئین اصلی این ویروس شامل پروتئین 

)M پروتئین غشایی(، پروتئینEوششی(، پروتئین )پروتئین پ

)N نوکلئوپروتئین( و پروتئینSباشد.)پروتئین اسپایک( می 

 یچند عملکرد ییغشا نیپروتئ کاسپایک ی نیکوپروتئیگل

 S2و   S1که از دو زیر واحد  است اسید آمینه( 1273) بزرگ

 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ 

  نویسنده مسئول:

انستیتو بیولوژی و سم مرکز تحقیقات  میکروبیولوژی کاربردی، 

  دانشگاه علوم پزشکی بقیه الله )عج(،تهران، ایران شناسی

 jafar.amani@gmail.com: پست الکترونیکی

 01/05/1401 :دریافت تاریخ

 18/10/1401 تاریخ پذیرش:
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و  یاتصال، همجوش اساسی  در نقش  تشکیل شده است و 

این رو اهمیت زیادی ورود ویروس به سلول میزبان دارد، از 

وجود  1RBDاین پروتئین بخشی به نام  1Sدارد. در زیرواحد

- Angiotensinدارد که مسئول اتصال ویروس به 

converting enzyme2(ACE2)  .سلول انسانی می باشد

میزبان  در همجوشی و ورود ویروس به سلول S2زیر واحد

ند از توانمی RBDنقش دارد. بنابراین آنتی بادی های ضد 

. با (5-2) ممانعت کنندACE2 اتصال ویروس به گیرنده 

، تولید واکسن کارا و 19-شروع همه گیری بیماری کووید

ضروری می باشد. چندین الگو برای ساخت واکسن  موثر،

های زیر وجود دارد. یکی از این الگوها، استفاده از واکسن

با استفاده از تکنولوژی پروتئین نوترکیب  (subunit)واحدی 

است. در این روش پروتئینی که خاصیت آنتی ژنیک بالایی  

از  تواند سیستم ایمنی را تحریک کند با استفادهدارد و می

 نیر حال حاضر، چندد شود.سیستم بیانی مناسب تولید می

استفاده در سراسر جهان مجاز شده  یواحد برا ریواکسن ز

 روسیو و B تیهپات روسیو یهاجمله واکسن از. است

خود را نشان  یبالا ییکه قبلاً کارا یانسان یلومایپاپ

نشان می SARS-CoV. مطالعات گذشته بر روی (6)دانداده

و  RBDهای خنثی کننده بر علیه بادیدهد، با تولید آنتی

ندید مناسب توان آن را به عنوان کاایجاد ایمنی مناسب، می

بادی هایی که توسط . آنتی(8, 7)برای واکسن معرفی کرد

هایی شوند ترجیحا باید روی اپی توپواکسن تولید می 

متمرکز باشند که از اتصال ویروس به سلول جلوگیری کنند. 

ها عمدتا در بخش دهند این اپی توپها نشان میبررسی

RBD  همچنین یکی از بیشترین منابع (9،10)واقع شده اند .

باشد. محققین برای می RBDحفاظت شده پروتئین اسپایک، 

نسبت به کل پروتئین اسپایک  RBDباورند واکسن بر پایه  

ویروس کاندید  RBD. از این رو بخش (6) ایمن تر خواهد بود

مناسبی برای تولید واکسن نوترکیب است. در این مطالعه 

که برای اولین بار   SARS-CoV2از ویروس  RBDبخش 

در ووهان چین )سویه وحشی(شناسایی شد، در دو سیستم 

 3( و یوکاریوتی )سلول حشره 2اشریشیاکلیبیانی پروکاریوتی )

( بیان شد. عملکرد این پروتئین نوترکیب به عنوان آنتی ژن 

و توانایی اتصال آن به آنتی بادی های موجود در سرم بیماران 

 ) سویه وحشی و دلتا( با استفاده از 19-بهبود یافته از کووید

 روش الایزا به منظور تولید واکسن مناسب مقایسه شد.

 
1 - Receptor Binding Domain 
2 -E-coli 

 

 ها مواد و روش
از پروتئین  RBDدر مطالعه پژوهشی حاضر، توالی 

سویه جدا شده در ووهان چین ( به  -اسپایک)سویه وحشی

از پایگاه داده های توالی  MN908947شماره دسترسی 

استخراج شد. بهینه سازی کدون برای  NCBIپروتئینی 

 ایالات اینویتروژن؛) BL21(DE3)سویه  اشریشیاکلیمیزبان 

( و سلول حشره )مرکز ذخایر بیولوژیک ایران( انجام  متحده

 pFastBac)نواژن ـایران ( و  (+)pET28aشد. از ناقل های 

HTA  اینویتروژن ـ ایالات متحده( به ترتیب به عنوان ناقل(

 و سلول حشره استفاده شد. اشریشیاکلیاکتری بیانی ب

نوترکیب و تایید آن با روش وسترن  RBDبیان  

 بلاتینگ 

بافر توسط  پروتئین حاصل، SDS-PAGE روش از با استفاده 

 سیمولار تر یلیم 6/15ن،یسیمولار گل یلیم 120انتقال )

)شرکت تروسلولزین یدرصد متانول( به غشا 20و  سیب

 یباد یاز اتصال آنت یریجلوگ یمنتقل شد. برا سیگما(

به مدت درصد  5  یبدون چرب ریغشاء با  ش ،یراختصاصیغ

وکاغذ  مسدود شد سلسیوسدرجه  37 یساعت در دمایک 

شسته شد. سپس غشاء در  TBSTادر هر مرحله ب تروسلولزین

-His(کونژوگه ضد HRPمونوکلونال  یبادیآنت 1:2000رقت 

tag   در بافر سیگما(شرکتPBS (1×)می، با تکان دادن ملا 

ساعت انکوبه شد.  ت یکبه مد سلسیوسدرجه  37 یدر دما

و  دی آمینو بنزیدین )شرکت سیگما( با استفاده از نیپروتئ

2O2H پس از  یی شد.شناسا به عنوان سوبسترا و کاتالیزور

 .، واکنش با آب مقطر متوقف شدظهور باندها

 نوترکیب  RBDت تخلیص و تعیین غلظ 

تخلیص پروتئین بیان شده در هر دو میزبان با استفاده از 

 )شرکت کیاژن( انجام شد.  Ni-NTAستون کروماتوگرافی 

و سلول    اشریشیا کلیغلظت پروتئین تولید شده در میزبان 

نمونه پروتئین حشره  با روش برادفورد اندازه گیری شد. 

درصد تجزیه و  SDS-PAGE 12 تخلیص شده بر روی ژل 

 تحلیل شد.

بیان شده در سلول باکتریایی و  RBDمقایسه عملکرد 

 حشره با سرم بیماران 

3 -Spodoptera frugiperda (Sf9) 
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نوترکیب به عنوان  RBD به منظور بررسی قابلیت ایمنی زایی

بهبودیافته بیماری 20واکسن در انسان، نمونه های سرمی از 

بستری در بخش مراقبت های ویژه و دارای علایم ، 19-کووید

 و همچنین تست  SARS-CoV-2مربوط به ابتلا با ویروس 

PCR مثبت از بیمارستان بقیه الله تهران برای سویه وحشی

ویروس و بیمارستان نبی اکرم زاهدان برای سویه دلتا ونیز 

سرم افراد سالم به عنوان کنترل جمع آوری گردید. با استفاده 

به عنوان  RBDز روش الایزا، میزان اتصال پروتئین نوترکیب ا

های موجود در سرم بهبود یافتگان آنتی ژن به آنتی بادی

نانوگرم از پروتئین خالص شده در بافر  500ارزیابی شد. مقدار 

ترکیب  8/9برابر با  pHمولار با 2/0پوشاننده سدیم بیکربنات 

ت. پس از مسدود کردن و در هر چاهک از میکروپلیت قرار گرف

 1:5درصد، سرم های بیماران در رقت   5با شیر بدون چربی 

ها به مدت یک ساعت در دمای اتاق انکوبه اضافه شد و پلیت

انجام شد. میزان  PBST شدند. سپس چهار بار شستشو با

بادی های موجود در سرم بیماران به آنتی ژن اتصال آنتی

RBD)انسانی کونژوگه _( توسط آنتی بادی ضدhorse 

radish peroxidase   شرکت سیگما(تعیین گردید. آزمایش(

با سه بار تکرار انجام شد و نتایج در نمودار استاندارد قرار داده 

 شد.

 تجزیه وتحلیل آماری

ادی بین سرم بیماران و بهای آنتینتایج الایزا برای پاسخ

نسخه  SPSS افزاربا استفاده از نرم  RBDپروتئین نوترکیب 

 valueP>/05و آنالیز واریانس یک طرفه آنالیز شد. چنانچه  24

 شود.باشد، تفاوت ها از نظر آماری معنی دار در نظر گرفته می

 

 نتایج 
 تایید بیان پروتئین نوترکیب با روش وسترن بلاتینگ

و  اشریشیاکلی بیان پروتئین نوترکیب در میزبان هایصحت 

حشره با روش وسترن بلاتینگ بررسی شد. حضور باندهای 

کیلودالتون به ترتیب برای سلول  34و  30پروتئینی 

و سلول حشره نشان دهنده بیان صحیح پروتئین  اشریشیاکلی

 (.1باشد )شکلنوترکیب می

 با استفاده از وسترن بلاتینگ. RBD: تایید بیان 1لشک

 a نتیجه وسترن بلاتینگ پروتئین )RBD  در میزبان

:کنترل مثبت  2.کیلودالتون30: پروتئین با وزن 1 اشریشیاکلی

 ،M نشانگر وزن پروتئین : .b نتیجه وسترن بلاتینگ در )

: M،کیلودالتون 34: پروتئین با وزن 1میزبان سلول حشره . 

 .نشانگر وزن پروتئین

 

 

 نوترکیب RBDتخلیص و تعیین غلظت پروتئین 

-SDS درصد  12تخلیص پروتئین نوترکیب بر روی ژل

PAGE   تخمین غلظت پروتئین  (2بررسی شد)شکل

برادفورد نشان داد که نوترکیب خالص شده با روش 

به ترتیب   و سلول حشره اشریشیاکلیدر میزبان   RBDغلظت

µg/ml 176  وµg/ml 70 .می باشد 
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 . Ni-NTAپروتئین تخلیص شده توسط ستون کروماتوگرافی  -2شکل 

 

 

 30با وزن  اشریشیاکلی : پروتئین بیان شده در میزبان 1 

 34: پروتئین بیان شده در سلول حشره با وزن 2کیلودالتون . 

 : نشانگر وزن پروتئین.Mکیلودالتون .

بیان شده در سلول باکتریایی و  RBDمقایسه عملکرد 

 حشره با سرم بیماران

در سلول  بیان شده RBDدهد نتایج حاصل از الایزا نشان می

-حشره تمایل اتصال  بیشتری به سرم بهبود یافتگان از کووید

سطح  دارد. اشریشیاکلی)سویه وحشی و دلتا(  نسبت به  19

  05/0های تست و کنترل )اختلاف معنی دار بین گروه

<valueP(.3)شکل ( در آنالیز آماری مشاهده شد 

 

 
اسویه وحشی و دلت 19-نوترکیب توسط سرم مبتلایان به کووید RBDتشخیص پروتئین -3شکل
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 بحث

به دلیل گسترش سریع در سراسر   SARS-CoV-2ویروس

جهان، یکی ازمهمترین و جدی ترین تهدیدات برای 

بهداشت و اقتصاد جوامع بشری است. واکسن هایی با 

عیف شده ، الگوهای مختلف مانند ویروس کشته شده یا ض

-، واکسن mRNAهای آدنوویروسی، واکسن بر پایه واکسن

ه و نوکلئک اسید ب DNAهای زیر واحدی، واکسن بر پایه 

 نیدر ب SARS-CoV-2کنترل انتشار  یسرعت برا

های زیر امروزه واکسن .(10) اندساخته شده تیجمع

اند. به هنگام ساخت واحدی اهمیت زیادی پیدا کرده

های زیر واحدی، آنچه حائز اهمیت است انتخاب واکسن

سیستم بیانی مناسب برای سنتز پروتئین هدف است، به 

-سیستم .(11)که خاصیت آنتی ژنیک آن حفظ شود طوری

 دیتول یبرا یکروبیم یهاستمیمانند س یمتفاوت انیبهای 

 یمخمرها ،یکلایشیمانند اشر ب،ینوترک یهانیپروتئ

 اهانیحشرات و گ یهاپستانداران، سلول یهامختلف، سلول

در دسترس هستند. تولید پروتئین در سلول های باکتریایی 

رشد  لیبه دل اشریشیاکلی  به خوبی مطالعه شده است.

 فیط نیترعیبه وس یدسترس و و مقرون به صرفه عیسر

 یهانیپروتئ دیتول یبرا ،یمولکول یدستکار یابزارها

های  واکسن یهاژن یدارد. آنتگسترده کاربرد  بینوترک

وجود،  نیشود. با ا یم دیتول شریشیاکلیا در یمتعدد

پس از  راتییتغ یکل ربه طو اشریشیاکلی انیب یها ستمیس

و  یمنیکه پاسخ ا ون،یلاسیکوزیمانند گل (PTMs)ترجمه 

را ندارند  دهدیقرار م ریعملکرد واکسن را تحت تاث جهیدر نت

یندهای پس آ. در مورد سیستم بیانی سلول حشره، فر(12)

از ترجمه به خوبی انجام شده به طوریکه پروتئین نوترکیب 

گلیکوزیله، استیله، فسفریله و همچنین پیچ وتاپ خوردگی 

. در چندین مطالعه تولید (13)مناسب را خواهد داشت 

RBD های بیانی پروکاریوتی رکیب در سیستمنوت

،یوکاریوتی و سلول حشره بیان مورد بررسی قرار گرفته 

است. این مطالعات نشان می دهند مقدار پروتئین بیان شده 

بیشتر از سلول هایی مانند سلول تخمدان   اشریشیاکلیدر 

باشد، اما می (SF9)و سلول حشره(CHO) همستر چینی 

قادر به  SF9و  CHOهای سلول پروتئین بیان شده در

تری از قوی بادی اختصاصیهای آنتیایجاد پاسخ

در این مطالعه بیان و  .(18-14, 6)باشند می اشریشیاکلی

نوترکیب در سیستم باکتریایی و سلول حشره  RBDمقدار 

ها نشان داد بازده تولید مورد بررسی قرار گرفت. یافته

پروتئین در سیستم پروکاریوتی و سلول حشره به ترتیب 

µg/ml 176 70و µg/ml الایزا باشد. با استفاده از روش می

 نشان دادیم که هر دو پروتئین بیان شده با سرم افراد بهبود

هد ) سویه وحشی و دلتا ( واکنش می 19-یافته از کووید

 RBDدهد. با این حال اما با سرم افراد سالم واکنش نمی

تمایل کمتری به آنتی بادی سرم  اشریشیاکلیبیان شده در 

 SARS-CoV2ی هاافراد بهبود یافته داشت. از بین سویه

، سویه دلتا قدرت بیماریزایی و سرایت بیشتری داشته است. 

جهش در پروتئین اسپایک به وجود آمده  10در این سویه 

است )نسبت به سویه وحشی(. دو تا از این جهش ها در 

(. وجود L452R ,T478K رخ داده است)  RBDقسمت 

 ACE2به گیرنده  RBDها باعث شد، گرایش این جهش

یش یابد در نتیجه میزان سرایت و قدرت بیماریزایی این افزا

 RBD. این مطالعه نشان داد، (19،20)سویه بیشتر شد

نوترکیب بیان شده ) به عنوان آنتی ژن( توانست با آنتی 

بادی های موجود در سرم بیماران بهبود یافته از سویه دلتا 

 هد.واکنش د

بیان شده در سلول   RBDاگرچه مطالعه حاضر نشان داد، 

، قدرت خنثی سازی بالاتری در مقایسه با حشره

دارد، اما انتخاب بهترین سیستم بیانی به   اشریشیاکلی

عواملی مانند گلیکوزیلاسیون، عملکرد، تاخوردگی مناسب 

 RBD. نکته قابل توجه در مورد (21)و اقتصاد اهمیت دارد

Arg319-Phe541) این است که این ناحیه دارای دو )

( و محل Asn331, Asn343ند گلیکوزیلاسیونی است ) پیو

های آمینه ضروری برای این دو پیوند خارج از محل اسید

نشان داده نیز مطالعات  جینتا باشد.می ACE2به  اتصال

با  یمحافظت یمنیا یالقا یبرا ونیلاسیکوزیاست که گل

. همه موارد ذکر شده (22)ستین یاتیح RBDاستفاده از 

نوترکیب به عنوان کاندید RBD مبنایی برای استفاده از

توان، در نوترکیب می RBDواکسن است. همچنین از 

 های تشخیصی استفاده کرد.طراحی و تولید کیت

 

 گیری نتیجه
یندهای پس از ترجمه، آدر سلول حشره به دلیل انجام فر 

پروتئین بیان شده عملکرد بهتری خواهد داشت. از آنجایی 

بیان شده در این پژوهش، مربوط به سویه وحشی  RBDکه 

بود، اما توانست با آنتی بادی های موجود در سرم افراد 

 بهبود یافته از سویه دلتا که یکی از مسری ترین و کشنده

-های این ویروس است واکنش دهد. بنابراین میترین سویه
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به عنوان کاندید واکسن نوترکیب و همچنین  RBDتوان از 

 کیت های تشخیصی استفاده نمود.
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