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 ABSTRACT 

Background and Objectives One of the most important proteins of the SARS-COV-
2 virus is S protein, which consists of S1 and S2 subunits. The most important region in 
subunit S1 is the receptor binding region (RBD), which plays a key role in binding to 
ACE receptors. The RBD is a conserved region in S protein that is the target of the 
immune system and the production of antibodies against the virus. Due to the 
importance of this region in the production of neutralizing antibodies, it can be a good 
candidate for vaccine development and production of diagnostic kits. Therefore, the 
present study aimed to assess the response rate of antibodies in the serum of 
recovered COVID-19 cases using recombinant RBD protein produced in the prokaryotic 
expression system as an inexpensive expression system. 
Subjects and Methods In this study, the recombinant PET22b-RBD construct was 
transformed to the Escherichia coli (BL21) host, and the bacterial cells were cultured 
in a culture medium; thereafter, protein expression was induced using isopropyl beta-
D-thiogalactoside (IPTG). The expression of recombinant RBD protein was confirmed 
by acrylamide gel (SDS-PAGE) and Western blotting. Finally, the desired protein was 
extracted using a Ni-NTA column and applied in an indirect ELISA. 
Results In comparison with the serum of healthy individuals (cut off: 0.412), no 
significant increase was observed in the response of 30 serum samples to the 
recombinant RBD protein. 
Conclusion The recombinant RBD protein produced in the prokaryotic host did not 
respond significantly to the antibodies in the serum of recovered COVID-19 patients 
and cannot be used for diagnostic purposes. 
Keywords COVID-19, Receptor binding domain, SARS-COV-2 
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Extended Abstract 

Introduction 

ARS-CoV-2, the cause of COVID-19 disease, 

appeared in Wuhan, China in late 2019. It is one 

of the members of the subfamily of beta 
coronaviruses. The single-stranded RNA 

genome of SARS-CoV-2 consists of two structural and non-

structural regions. One of the most important proteins in the 

structural region is glycoprotein S, which consists of S1 and 
S2 subunits. The most critical region in subunit S1 is the 

receptor binding region (RBD), which plays a key role in 

binding to ACE receptors. The RBD is a conserved region in 

S protein that is the target of the immune system and the 
production of antibodies against the virus. Due to the 

importance of this region in the production of neutralizing 

antibodies, it can be a good candidate for vaccine 

development and production of diagnostic kits. Prokaryotic 
expression systems are one of the cost-effective expression 

systems that have good efficiency in protein production. The 

simplicity of these systems has made it easier to work with 

them. One of the disadvantages of prokaryotic systems is the 
lack of post-translational modifications. Post-translational 

modifications lead to the addition of sugar molecules to the 

protein. Protein glycosylation exerts a marked effect on its 

function as a biomolecule. Therefore, to investigate the 
function of the prokaryotic protein, this study assessed the 

response rate of antibodies in the serum of recovered 

COVID-19 individuals using recombinant RBD protein 

produced in the prokaryotic expression system as an 
inexpensive expression system. 

Methods 

In this study, the recombinant PET22b-RBD construct 

was transformed into the Escherichia coli (BL21) host using 

the calcium chloride chemical method. The bacterial cells 

were cultured in a medium containing ampicillin antibiotic; 
thereafter, protein expression was induced using isopropyl 

beta-D-thiogalactoside (IPTG). The expression of 

recombinant RBD protein was confirmed by acrylamide gel 

(SDS-PAGE) and Western blotting. In brief, the protein 
solution was electrophoresed using 10% gel and then 

transferred to nitrocellulose paper. It was blocked to prevent 

non-specific binding. Primary antibody (Rabbit anti-RBD) 

and secondary antibody (goat-anti-rabbit conjugate) were 
added to the paper containing the protein, and after 

incubation, the protein bands were visualized using TMB. 

To extract protein from the bacterial host, the lysing buffer 

was added to the bacterial sediment; thereafter, it was frozen 
and thawed three times in liquid nitrogen. Sonication was 

performed to ensure the destruction of the bacterial wall. 

Finally, the desired protein was extracted using a Ni-NTA 

column and applied in an indirect ELISA. To set up the 
ELISA reaction, the serums of patients with COVID-19 four 

weeks after the onset of their symptoms were used. The 

recombinant RBD protein was coated at the bottom of the 

ELISA plate. Following that, non-specific sites were 
blocked using a blocking buffer. After 3-5 washes, 1/100 

dilutions of patient serum were added to the wells. After 

incubation, a secondary antibody was added to the wells, and 

TMB was used to measure colorimetric changes. The data 
obtained from the indirect ELISA test were analyzed in 

Prism-GraphPad software using the t-test. 

Results 

The RBD region of protein S consists of 223 amino acid 
residues. Considering that post-translational modifications 

are not fully applied by the bacterial host, the RBD region 

protein expressed in the bacterial host will have a molecular 

weight of about 27-30 kDa. The 30 kDa band appeared on 
the SDS page. The results obtained from western blot 

analysis using polyclonal anti-RBD antibody (Rabbit-anti-

RBD) demonstrated the presence of a protein of about 30 

kDa; therefore, the RBD protein was confirmed. In the next 
step, the protein was extracted from the bacterial host, and 

the solution containing the protein was purified using Ni-

NTA columns. The results of the analysis of the purified 

protein on acrylamide gel illustrated that the RBD protein 
was extracted from bacteria with a suitable concentration 

and purity. To evaluate the IgG antibody in the serum of 

convalescence patients, an indirect ELISA reaction using 

RBD protein was launched, the results of which indicated 
that compared to the serum of healthy individuals (cut off: 

0.412), no significant increase was observed in the response 

of 30 serum samples to the recombinant RBD protein. 

Conclusion 

The RBD region in glycoprotein S is a strategic and 

important region that is one of the most conserved regions of 

the virus genome. Due to its interaction with cell surface 

receptors, it is one of the most important targets of the 
humoral immune system and antibodies. In the current study, 

the recombinant RBD protein was expressed in the bacterial 

host, and after confirmation, it was extracted and confirmed 

using the western blot method. The obtained protein 
concentration was determined to be 0.3 mg/ml. Following 

that, an indirect ELISA reaction was launched using 

recombinant RBD protein, and antibodies present in the 

serum of patients with COVID-19 were investigated. The 
results of this test demonstrated that recombinant RBD 

protein does not show an effective reaction to the antibodies 

in the serum of patients infected with COVID-19. This 

finding is in line with the results of a study conducted in 
2021 on the proteins of nucleoprotein (N), and A fragment 

of the S protein (Spike protein fragment) was performed. In 

the mentioned study, the S fragment (S2 subunit) produced 

in the bacterial host, unlike the N protein, did not display a 

proper reaction to the serum of COVID-19 patients.  

Considering the presence of four sugar sites in the RBD 
region and the importance of these sites in the formation of 

critical epitopes in the protein structure, it seems that the 

non-effective reaction of the serum of recovered COVID-19 
cases to the proteins produced in the bacterial host is due to 
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the lack of post-translational modifications in the bacterial 
host. In addition, in natural infection, glycan molecules have 

covered the surface of glycoprotein S, causing essential 

epitopes to remain hidden in different areas of protein S, 

including the RBD region. The virus produces antibodies 
against these glycan shields, and the non-recognition of the 

antibodies produced in natural infection with the virus by the 

recombinant protein produced in the bacterial host can be 

caused by this problem.  

It seems that the lack of effective reaction of the 
proteins produced in the prokaryotic host with the serum 

of patients recovered from natural virus infection does 

not mean the lack of antigenicity and non-functionality of 
prokaryotic recombinant protein. Nonetheless, to 

evaluate the characteristics of these proteins, it is 

necessary to carry out more in vivo studies. These 

proteins are still considered suitable candidates for the 
production of subunit vaccines due to the high efficiency 

of prokaryotic systems. Nevertheless, it seems that for the 

development of laboratory kits based on glycoproteins, 

post-translational modifications in determining the 
spatial shape of these proteins are more important in 

protein production in eukaryotic systems. 
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 1401اردیبهشت  22 دریافت: تاریخ

 1401تیر  29پذیرش:  تاریخ

 1402فروردین  01انتشار:  تاریخ

 
 

تشکیل شده  2Sو 1Sاست که از دو زیرواحد S نیپروتئ  COV–SARS-2ویروس  یهانیپروتئ نیتراز مهم یکی  هدف و زمینه

را  ACE یست که نقش کلیدی در اتصال به رسپتورهاا)  RBD (ناحیه اتصال به رسپتور S1واحدزیر ناحیه در نیترمهم .است

 .ویروس است هیعل یبادیآنت است که هدف سیستم ایمنی و تولید S نییک ناحیه حفاظت شده در پروتئ RBD .کندیم فایا

 دیتول مناسبی جهت توسعه واکسن وانتخاب  تواندیمکه  (کنندهیخنث یهایبادیآنت دیدر تول) باتوجه به اهمیت این ناحیه

سرم بیماران بهبودیافته  در موجود یهایبادیمیزان واکنش آنت ،این مطالعه در، ازاین رو تشخیص سرولوژی باشد یهاتیک

شده درسیستم بیانی پروکاریوت به عنوان یک سیستم بیانی  نوترکیب تولید RBDپروتئین  از با استفاده 19 دیبیماری کو از

 .بررسی شدارزان قیمت 

انتقال و سلولهای باکتری در  (21BL) یاکلیبه میزبان باکتری اشرش RBD-b22PET مطالعه سازه نوترکیب نیا در   یبررس روش

بیان پروتئین نوترکیب . شد القا (IPTG) دیوگالاکتوزیایزوپروپیل بتادی ت استفاده از سپس بیان پروتئین با. محیط کشت داده شد

RBD ژل اکریل آمید استفاده از با (SDS-PAGE) استفاده  با پروتئین موردنظر پایاندر. نهایی رسید ییدأوسترن بلات به ت و

 یک سنجش الیزای غیرمستقیم استفاده شد. در ازستون نیکل استخراج و

نمونه سرمی به پروتئین  30 یجذب نور زانیدر م یداری( افزایش معن :0.412Cut offبا سرم افراد سالم ) سهیدر مقا  ها یافته

RBD مشاهده نشد. وترکیبن 

سرم  در موجود یهایبادیپروکاریوتی واکنش قابل توجهی به آنت زبانیتولیدشده در م RBD بیپروتئین نوترک   نتیجه گیری

 جهت اهداف تشخیصی از آن استفاده کرد. توانیو نم دهدیبیماران بهبودیافته از خود نشان نم

 ، ناحیه اتصال به رسپتور2وس کرونا ویر ،، سارس19کوید    ها ه کلیدواژ
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 مقدمه

به دنبال شیوع یک پنومونی شدید تنفسی در منطقه  2019در اواخر سال 

مدت زمانی طول  .ها به این بیماری معطوف شدووهان چین، همه توجه

 بسیاری یاری به نقاط زیادی از جهان منتقل و کشورهانکشید که این بیم

سازمان بهداشت جهانی یک کرونا  2020در مارس  .[3-1]درا درگیر کر

 .[4, 3]تنفسی اعلام کرد ویروس جدید را به عنوان عامل این بیماری

هستند که طیف  RNAبا ژنوم  یهاروسیاز و یادسته ویروسکرونا 

در ارتباط  هاروسیکرونا و نیترمهم .کنندیوده موسیعی از جانداران را آل

-SARS .قرار گرفته اند هاروسیانسانی در جنس بتا کرونا و یهابا عفونت

COV-2  در کنار ویروس  19عامل بیماری کویدMERS  وSARS-COV 

-SARS هاروسیانند سایر کرونا ومه. [6, 5]اندنیز در این جنس قرار گرفته

COV-2  نیز دارای یک ژنومRNA بزرگ است که  یارشتهتک

یکی  .کندیمختلف ساختاری و غیرساختاری ویروس را کد م یهانیپروتئ

( است که Sساختاری ویروس پروتئین اسپایک ) یهانیپروتئ نیتراز مهم

این گلیکوپروتئین  .کندیدر شروع عفونت ویروسی ایفا مرا نقش  نیترمهم

به صورت زوائد مشخصی در پوشش لیپیدی ویروس قرارگرفته و بااتصال 

میزبان موجب ورود ویروس به  یهاسطح سلول ACE  یهارندهیبه گ

 1273از   Sگلیکو پروتئین  ،از نظر ساختاری .شودیسلول و آغاز عفونت م

هت پردازش در مسیر تولید، ج Sاسید آمینه تشکیل شده است پروتئین 

وارد دستگاه ترشحی میزبان شده و در حین عبور از شبکه اندوپلاسمی و 

مولکول  22حدود  .[7]کندیقندی را دریافت م یهادستگاه گلژی مولکول

که  دشویدیده م Sدر ساختار پروتئین  N-glycosylationقندی به صورت 

قابل توجهی در شکل فضایی پروتئین و فرار ویروس از سیستم ایمنی  ریتأث

کدام  تشکیل شده است که هر S2و  S1از دو زیر واحد  S. پروتئین [8]دارد

از این زیر واحدها عملکردی مختص به خود داشته و در ورود ویروس به 

متشکل از چند قسمت است که  S1. ناحیههستندسلول حائز اهمیت 

قرار گرفته و مسئول  C-terminalآن در انتهای  یهاقسمت نیترمهم

 receptorاصلی اتصال به گیرنده سلولی است و ناحیه اتصال به رسپتور )

binding domainیهاتیدو جایگاه از سا .[9]( نامیده می شود N-

glycosylation   در ناحیهRBD علاوه بر آن ناحیه  .واقع شده استRBD 

که این  هستنیز  O-glycosylationدارای دو جایگاه قندی به شکل 

ساختار فضایی  یریگمهمی در نحوه شکل راتیقندی تأث یهامولکول

. [10]ضروری پروتئین دارد یهاتوپپروتئین و در دسترس بودن اپی

نقش را در اتصال به  نیترمهم RBDناحیه  دهدیمطالعات نشان م

اسید آمینه از این ناحیه در ارتباط مستقیم  17حدود  .دارد ACE یهارندهیگ

نقش مهمی  ،هستند که این تعامل ACE یهااز مولکول دینواسیآم 20با 

هدف  تواندیبه این ترتیب م ؛در اتصال ویروس به گیرنده مذکور دارد

خنثی کننده  یهایبادیبازوی ایمنی هومورال و آنت ژهیوسیستم ایمنی به

.  با توجه به اهمیت [11]از ورود ویروس به سلول باشد جلوگیریجهت 

توسعه باعث  تواندیاین ناحیه در شروع عفونت این بخش از ژنوم م

تشخیص آزمایشگاهی و همچنین  یهاتیساب یونیت، ک یهاواکسن

باتوجه به اینکه کار کردن با  .یکی از اهداف مهم طراحی دارو باشد

د پروتئین و تولیاست تر آسانو  ترنهیهزبیانی پروکاریوتی کم یهاستمیس

تولید  ،هدف این مطالعه ،شودیبا سرعت بالاتر و بازدهی بیشتری انجام م

در میزبان باکتری به منظور  SARS COV-2ویروس RBDپروتئین نوترکیب 

 19تولیدشده در سرم بیماران مبتلا به کوید  یهایبادیارزیابی واکنش آنت

عمال تغییرات پس تولید پروتئین بدون ا هایسیستم ریهمچنین تأث .است

در این پژوهش بررسی  Sاختصاصی  یهایبادیاز ترجمه در شناسایی آنت

است. به این امید که کارایی این پروتئین جهت استفاده در مطالعات شده 

آزمایشگاهی مورد  یهاتییونیت و توسعه کساب یهابعدی نظیر واکسن

 بررسی قرار گیرد.

 روش بررسی

سویه  SARS COV-2ویروس  Sپروتئین  RBDدر این تحقیق ناحیه 

ناحیه مورد نظر از بانک  .ووهان چین به عنوان ناحیه هدف انتخاب شد

افزار استخراج شد و با استفاده از نرم NCBIاز سایت  Geneاطلاعاتی 

Gene script  جهت بیان در میزبان پروکاریوتی کدون اپتیمایز شد توالی

از شرکت  PET22bده در وکتور مورد نظر به صورت یک سازه کلون ش

 .بیومتیک کشور کانادا تهیه شد

 سرمی و شرط ورود به مطالعه یهانمونه یآورجمع

به انجام  IR.MODARES.REC.1400.040)مطالعه حاضر با کد اخلاق )

واریانت  19بیمار مبتلا به کوید  30شده شامل  یآورجمع یهانمونه رسید.

شده  مشخص Real time PCR آزمایشط ها توسدلتا بود که بیماری آن

از این بیماران چهار هفته پس از شروع علائم بالینی انجام  یریگنمونه .بود

شده با استفاده  یآورجمع یهادر نمونه Sضدپروتئین  یبادیشد. وجود آنت

از  آزمایش، Cut offاز کیت تجاری به تأیید رسیده بود. به منظور تعیین 

 از بروز پاندمی بود استفاده شد. پیشکه مربوط به سالم فرد نمونه  20

 در میزبان باکتری PET22b-RBDبیان سازه 

 نخستدر میزبان پروکاریوتی  PET22b-RBDبه منظور بیان سازه 

پلاسمید مورد نظر با استفاده از روش شیمیایی کلریدکلسیم به داخل 

باکتری  یهایسپس کلن شد،ترنسفورم  BL21باکتری اشرشیاکلی سویه 

 کیوتیبیمایع حاوی آنت LBحاصل از ترنسفورم به محیط کشت 

شد تا کدورت  یداردار نگهدرجه شیکر 37تلقیح و در انکوباتور  نیلیسیآمپ

در  .نانومتر برسد 600در 6/0 – 4/0 حدود ODحاصل از رشد باکتری به 

 ) یاه( با غلظتIPTG) دیوگالاکتوزیاین مرحله القا کننده ایزوپروپیل ت
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به منظور بررسی  .( به کشت حاصل از باکتری اضافه شد1و  5/0، 1/0

ساعت پس از القا میزان جذب  چهارتا  یکبیان پروتئین در بازه زمانی 

نوری حاصل از رشد باکتری با استفاده از روش اسپکتوفوتومتری 

به مدت سه  RPM9000گیری و سپس محیط کشت باکتری در دور اندازه

 شد. یریگرسوب گرادیدرجه سانت چهارمای دقیقه در د

با استفاده از  PET22b-RBDبررسی بیان پلاسمید نوترکیب 

 SDS PAGEروش 

جهت بررسی اولیه میزان بیان پروتئین بهترین روش موجود بارگذاری 

باکتری تهیه شده بر روی ژل اکریل آمید و الکتروفورز عمودی  یهارسوب

شده از  یآورباکتری جمع یهاوببه این منظور تمامی رس ؛است

زمانی تعیین شده طبق  یهامختلف القاکننده در بازه یهاغلظت

 5xبه غلظت  (sample bufferدستورالعمل استاندارد با بافر نمونه )

نهایی بر روی ژل اکریل  یسازپس از آماده ،ترکیب حاصل شد.مخلوط 

لی استاندارد درصد بارگذاری و در کنار شاخص وزن مولکو 10آمید 

پروتئینی با استفاده از محلول رنگی  یباندها پایاندر  .الکتروفورز شد

 شد. تیو قابل رؤ یزیآمکوماسی بلو طبق دستورالعمل استاندارد رنگ

 تأیید نهایی پروتئین بیان شده با استفاده از روش وسترن بلات

های ئینبرای تأیید نهایی پروتئین بیان شده با روش وسترن بلات، پروت

درصد با استفاده دستگاه الکتروترنسفر  10تفکیک شده در ژل اکریل آمید 

(semidry به غشا کاغذی نیتروسلولز انتقال داده شد. برای جلوگیری از )

ساعت در  16غیراختصاصی غشا نیتروسلولزی به مدت  یهاایجاد اتصال

مرحله  پس از دو .درجه در بافر مسدود کننده نگهداری شد چهاردمای 

 anti-RBDشستشو با استفاده از بافر شستشو، آنتی بادی پلی کلونال 

Rabbit به کاغذ نیتروسلولز اضافه  100/1 رقتاولیه به  یبادیبه عنوان آنت

. پس از انجام مجدد مرحله شدبه مدت دو ساعت در دمای اتاق انکوبه 

 رقتا ( بgoat-anti rabbit conjugate) یبادیشستشو لایه دوم آنت

پروتئینی  یدقیقه و شستشو کاغذ باندها 60اضافه شده و بعد از  50000/1

 .شد تیقابل رؤ TMBبا سوسبترا رنگی 

 RBDسازی پروتئین نوترکیب استخراج و خالص

 یباکتری در مقیاس بالا، باکتر یهابه منظور استخراج پروتئین از سلول

BL21  حیط کشت از م تریلیلیم 250حاصل از کشت شبانه درLB  تلقیح

جهت  IPTGمولار میلی 5/0سپس غلظت  .شد تا به کدورت مناسب برسد

در ساعت  5/3افزایش میزان بیان به محیط کشت اضافه شده و به مدت 

به مدت سه دقیقه  9000سپس در دور  .شد یداردرجه نگه 37دمای 

 تریلیلیم 10به رسوب حاصله  شد.انجام  یریگسانتریفوژ شده و رسوب

بافر لیزکننده اضافه و سوسپانسیون حاصل سه مرتبه در ازت مایع فریز و 

مرتبه و  هفتدرجه ذوب شد. سوسپانسیون مذکور  37سپس در بن ماری 

وات مورد سونیکاسیون قرار  85و قدرت  0/5پالس با سیکل  60در هر بار 

 هارچدمای و  قهیر دقور دد 10000 باگرفت و در ادامه به مدت ده دقیقه 

بافر لیزکننده  تریلیلیم چهاردرجه سانتریفوژ شد. رسوب حاصل از آن در 

مولار حل شده و به ترتیب مرحله قبل سونیکاسیون  هشتحاوی اوره 

با ، بود RBDمحلول رویی حاصل از آن که حاوی پروتئین  .انجام شد

ه مورد بررسی قرار گرفت. در ادام ( SDS page) دیاستفاده از ژل اکریل آم

به این  ؛سازی شدخالص Ni-NTAمایع حاوی پروتئین با استفاده از ستون 

سازی انتقال داده شده و در شکل که مایع حاوی پروتئین به ستون خالص

 پایاندر  .پی آن با استفاده از بافر شستشو دهنده مورد شستشو قرار گرفت

 250ی که حاو Elution bufferستون با استفاده از  پروتئین موجود در

مایعات خارج شده از ستون  .از ستون خارج شد ،مولار ایمیدازول بودمیلی

 10سازی جمع آوری شده و جهت بررسی در ژل در همه مراحل خالص

درصد پلی اکریا آمید بارگذاری شد. در مرحله آخر پروتئین استخراج شده 

 دیالیز شد. PH:7.4با  PBSدر مقابل بافر 

به منظور بررسی  In house ELISA آزمایش یسازنهیبه

 در سرم بیماران بهبودیافته یبادیآنت

 یهاالیزای غیرمستقیم، چاهک آزمایشیک  یاندازراه برای

کره جنوبی( به وسیله  SLPهای مخصوص الیزا )شرکت میکروپلیت

نانوگرم از پروتئین  100به این منظور  ؛نوترکیب پوشیده شد RBDپروتئین 

( ترکیب شده و به هریک ELISA PBS,PH:7.2وشاننده )موردنظر با بافر پ

در  .میکرولیتر از ترکیب حاصل اضافه شد 100مقدار  ،پلیت یهااز چاهک

 ،شد یداردرجه نگه چهارساعت در دمای  16ادامه پلیت الیزا به مدت 

 PBS-Tween20ها با استفاده از بافر شستشو دهنده )سپس همه چاهک

از ایجاد  جلوگیریجهت  .ه شستشو داده شد( سه تا پنج مرتب0.05%

ها با غیراختصاصی فضاهای خالی باقی مانده کف چاهک یهااتصال

پس از انجام مراحل  .( مسدود شدBSA3%استفاده از بافر مسدود کننده )

ها اضافه بیمار به چاهک هایسرم 100/1میکرولیتر از رقت  100شستشو 

  .ه انکوبه شددرج 37دقیقه در دمای  60و به مدت 

 یبادیثانویه )آنت یبادیدر ادامه پس از سه تا پنج مرتبه شستشو آنت

ها اضافه شده و به مدت به چاهک 10000/1( با رقت میکونژگه شده به آنز

 تریکرولیم 100شد. در مرحله آخر  یداردرجه نگه 37یک ساعت در دمای 

ها اضافه چاهک ( بهTMB) نیاز محلول سوبسترای رنگی تترامتیل بنزد

جهت متوقف کردن واکنش  .شد یداردقیقه در دمای اتاق نگه 20شده و 

( به سوبسترای رنگی 4,0.4SO2Hمیکرولیتر از بافر متوقف کننده ) 50

نانومتر با دستگاه الیزا ریدر  450اضافه شده و نتایج حاصل در جذب نوری 

سالم به مانند  نمونه سرمی افراد cut off ،20خوانده شد. جهت تعیین 
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افراد مبتلا، با روش الیزا غیرمستقیم مورد بررسی قرار گرفت و  یهانمونه

 شدها با سه برابر انحراف معیار محاسبه میانگین نتایج حاصل از آن

(mean+3sd.) 

 آنالیز آماری

 Prism-GraphPadافزار حاصل از واکنش الیزا با استفاده از نرم یهاداده

 ورد آنالیز قرار گرفت.م T.testو آزمون 

 یافته ها

 در میزبان باکتری RBDبیان پروتئین نوترکیب 

رزیدو اسید آمینه تشکیل شده است که  223از  S نیاز پروتئ RBDناحیه 
با توجه به اینکه با بیان در میزبان باکتری تغییرات پس از ترجمه به طور 

بیان شده در  RBDشود پروتئین ناحیه می ینیبشیپ ،شودکامل اعمال نمی
. برای ه باشدکیلودالتون داشت 30تا  27میزبان باکتری وزن مولکولی حدود 

بیان  یسازنهی، با توجه به نتایج به دست آمده از بهRBDبیان پروتئین 
باند پروتئین  ،شودیمشاهده م 1شکل شماره طور که در پروتئین، همان

کیلودالتون شاخص وزن مولکولی نمایان شده و  30ه مورد نظر در محدود
 یهاو در ساعت IPTGمولار ماده میلی5/0 بهترین بیان پروتئین در غلظت

به این ترتیب شرایط ذکر شده جهت بیان  .از القا است سه و چهار پس
 پروتئین در مقیاس بالا در نظر گرفته شد.

 تتأیید نهایی پروتئین با استفاده از وسترن بلا

نتایج به دست آمده از آنالیز وسترن بلات با استفاده از آنتی بادی پلی 
کیلو  30وجود باند حدود  انگری( نماRabbit- anti RBD) RBDکلونال ضد 

 .(2)شکل شماره  است RBDدالتون بوده و تأییدکننده اصالت پروتئین 

 

 
یک تا پنج  یهامتفاوت و در ساعات مختلف، چاهک یهابا غلظت ITPGپس از اضافه کردن  RBDمید جهت بررسی بیان پروتئین نمایی از ژل اکریل ا .1شکل شماره

ب و به ترتی IPTGمولار میلی5/0مربوط به غلظت  10تا  شش یهاکه به ترتیب قبل از القا و در ساعات یک تا چهار می باشد چاهک IPTGمولار میلی یکمربوط به غلظت 
 به ترتیب قبل از القا تا چهار ساعت پس از القا است. IPTGمولار میلی 1/0مربوط به غلطت  15تا  11 یهاشماره قبل از القا و تا چهار ساعت بعد از القا است. چاهک

 

 
 .RBDب . پروتئین نوترکی2پروتئینی  1kd. مارکر PET22b-RBD1از آزمایش وسترن بلات بیان سازه  یینما. 2شکل شماره
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 پروتئین نوترکیب یسازاستخراج و خالص

سازی شده از باکتری با نتایج حاصل از بررسی پروتئین استخراج و خالص
با غلظت و درجه  RBDاستفاده از ژل اکریل آمید نشان داد که پروتئین 

شده در باکتری جدا شده است. بیان یهانیخلوص مناسبی از سایر پروتئ
کیلودالتون شاخص وزن مولکولی در  30در ناحیه  وجود تک باند موجود

 بیانگر صحت این موضوع است. 3شکل شماره 

 نتایج حاصل از الیزا

نمونه سرمی بیماران بهبود یافته از بیماری  30نتایج به دست آمده از 
با پروتئین  In houseبا استفاده از واکنش الیزا غیرمستقیم  19کوید 

 )418/0تعیین شده ) Cut offنشان داد که در مقایسه با  RBDنوترکیب 
 .(4)شکل شماره افزایش قابل چشمگیری نداشته است 

 

 
 4شماره  سازی شده است.لصخا RBD پروتئین یهانمونه 1،2،3 یهاشماره بر روی ژل اکریل آمید RBDسازی پروتئین نوترکیب نتایج حاصل از خالص . 3شکل شماره

 .دهدیمارکر پروتئینی را نشان م

 

 
 یهابا نمونه سهیسرمی بیماران مثبت )نقاط قرمز( در مقا یهانمونه ODطور که مشخص است همان است.نمایی از نتایج به دست آمده از آزمایش الیزا . 4شکل شماره

 سالم افزایش قابل توجهی ندارد.

 

 بحث

یک فیوژن پروتئین است که  Sشد گلیکوپروتئین  گفتهطور که همان

 یهارندهیمیزبان از طریق اتصال به گ یهامسئول ورود ویروس به سلول

ACE  ناحیه [12]است سلولیسطح .RBD  در گلیکوپروتئینS  یک ناحیه

ژنوم  یهاهیناح نیترشدهاز حفاظت این ناحیه یکی .استراتژی و مهم است

سطح سلولی  یهارندهیی که با گویروس بوده و از طرفی با توجه به تعامل

 یهایبادیسیستم ایمنی هومورال و آنت یهاهدف نیتردارد یکی از مهم

در میزبان  RBDمطالعه حاضر پروتئین نوترکیب  در .[13]است کنندهیخنث

باکتری بیان شده و پس از تأیید با استفاده از روش وسترن بلات استخراج 

تعیین شد. در  mg/ml 0.3غلظت به دست آمده پروتئین  . و تلخیص شد

نوترکیب  RBDادامه یک واکنش الیزا غیرمستقیم با استفاده از پروتئین 



 

 

 مجله علمی پزشکی

 جنــدی شــاپور
 1. شماره 22. دوره 1402فروردین و اردیبهشت 

 در سیستم بیانی پروکاریوتی SARS COV-2نوترکیب ویروس  RBDروتئین پو همکاران. فاطمه حسینی 

 

9 

 19موجود در سرم بیماران مبتلا به کوید  یهایبادیآنت شده و یدازانراه

های مخصوص الیزا با ابتدا پلیت، به این منظور مورد بررسی قرار گرفت.

های بیماران پروتئین نوترکیب تولید شده پوشانده شده، سپس سرم

حاوی پروتئین  یهابه چاهک 100/1با رقت  19از بیماری کوید  افتهیبهبود

میزان واکنش آنتی بادی های موجود در سرم با استفاده  پایان در .ضافه شدا

شد. نتایج حاصل از این آزمایش نشان داد  یریگاز سوبسترا رنگی اندازه

موجود در سرم  یهایبادینسبت به آنت یکه این پروتئین واکنش مؤثر

ج حاصل این نتیجه در راستای نتای .دهدیبیماران مبتلا به کوید نشان نم

نوکلئوپروتئین  یهانیبر روی پروتئ 2021است که در سال  یااز مطالعه

(N) از پروتئین  یاو قطعهS (Spike protein fragmentانجام گرفت ). 

تولید شده در میزبان  S fragment(S2 subunit)در مطالعه مذکور قطعه 

به کوید از واکنش مناسبی به سرم افراد مبتلا  Nباکتری برخلاف پروتئین 

و  RBDبا توجه به وجود چهار جایگاه قندی در ناحیه  .[14]خود نشان نداد

ر ساختار های حیاتی دتوپاپی یریگدر شکل هاگاهیاهمیت این جا

از بیماری  افتهیعدم واکنش مؤثر سرم افراد بهبود رسدیبه نظر م ،پروتئین

تولید شده در میزبان باکتری ناشی از عدم اعمال  یهانیبه پروتئ 19کوید 

تغییرات پس از ترجمه در میزبان باکتری باشد. علاوه برآن در عفونت 

سطح گلیکوپروتئین گلیکان  یهااز مولکول ییهاهیویروس، لا طبیعی با

S های توپکه ممکن است موجب مخفی ماندن اپی ،را فراگرفته است

گردد به این  RBDازجمله ناحیه  Sضروری در نواحی مختلف پروتئین 

این  هیترتیب سیستم ایمنی بدن در مواجهه با عفونت طبیعی ویروس عل

 یهایدبایعدم شناسایی آنت کهتولید کرده  یبادیگلیکانی آنت یسپرها

با ویروس توسط پروتئین نوترکیب تولید شده  یعیتولید شده در عفونت طب

ناشی از این مسئله باشد. مطالعه دیگری که  تواندیدر میزبان باکتری م

Carolina De Marco Verissimo نشان داد  ،و همکارانش انجام دادند

یی نوترکیب تولید شده در باکتری توانایی شناسا  RBD که پروتئین

موجود در افرادی که واکسن شرکت فایزر را در دو دوز  یهایبادیآنت

که با توجه به تفاوتی که در نحوه تحریک  [15]داشت ،دریافت کرده بودند

ج به دست نتای ،سیستم ایمنی توسط عفونت طبیعی و واکسن وجود دارد

در  منافاتی با نتایج حاصل از مطالعه کنونی داشته باشد. تواندیآمده نم

 Iuliia A. Merkulevaبه چاپ رسید  2022که در اوایل سال  یامطالعه

که در میزبان  RBDو همکارانش مدعی شدند که پروتئین نوترکیب 

در سرم  موجود یهایبادیپروکاریوتی تولید شده بود قابلیت شناسایی آنت

. با توجه به اینکه جمعیت مطالعه [13]بیماران بهبود یافته را داشته است

استفاده از این  رسدید یافته بوده به نظر مبیمار بهبو 10در این تحقیق 

از طرفی نوع  کرده است. مواجهمشکل  جمعیت کوچک، تفسیر نتایج را با

چه بسا در مقایسه  ؛مشخص نشده های استفاده شده در مطالعه مذکورسرم

با مطالعه کنونی که از سرم بیماران مبتلا به واریانت دلتا استفاده شده، با 

در این واریانت اتفاق افتاده و  RBDهایی که در ناحیه نتوجه به موتاسیو

تغییرات احتمالی که در شکل فضایی پروتئین ایجاد و موجب در معرض 

ایجاد  یبادیهای جدید در پروتئین شده است پاسخ آنتتوپقرار گرفتن اپی

 .شده در این بیماران متفاوت باشد

 نتیجه گیری

تولید شده در میزبان  یهانیثر پروتئعدم واکنش مؤ ،با همه این تفاسیر

پروکاریوتی با سرم بیماران بهبود یافته از عفونت طبیعی با ویروس، به 

بلکه  ؛ستین هانیمعنای عدم آنتی ژنیسیته و غیرعملکردی بودن این پروتئ

بیشتری در  یهاینیاز به انجام بررس پروتئین،این  هایویژگیرزیابی ا

Invivo یهاستمیبا توجه به بازدهی بالای س هانیپروتئ چه بسا این دارد؛ 

تولید  برایعنوان کاندید مناسبی همچنان بهبتوانند پروکاریوتی 

 رسدیبا این حال به نظر م .دنگرفته شو نظر ساب یونیت در یهاواکسن

ها با توجه به آزمایشگاهی بر مبنای گلیکوپروتئین یهاتیجهت توسعه ک

تولید  ،هانیرجمه در تعیین شکل فضایی این پروتئتغییرات پس از ت تیاهم

 .داشته باشدیوکاریوتی ارجحیت بالاتری  یهاستمیپروتئین در س

 ملاحظات اخلاقی

 پیروی از اصول اخلاق پژوهش

پژوهش حاضر توسط کمیته اخلاق دانشگاه تربیت مدرس با کد 

لیه مورد تصویب قرار گرفته است و ک IR.MODARES.REC.1400.040اخلاق

 اصول اخلاقی در انجام آن رعایت شده است.

 حامی مالی

پژوهش حاضر با استفاده ار حمایت مالی دانشکده علوم پزشکی دانشگاه 

 ( اجرا شده است. Med.3003تربیت مدرس ) شماره گرنت 

 مشارکت نویسندگان

  ;جمع آوری داده ها : حسینی ف  ;طراحی و نظارت  بامداد ط و فرهمند ب

کلیه نویسندگان متن نهایی را خوانده و مورد  ;تحلیل نتایج: کلیه مولفین آنالیز و

 تایید قرار داده اند.

 تعارض منافع

 هیچگونه اشتراک یا تضاد منافعی در پژوهش حاضر وجود ندارد.

 تشکر و قدردانی

.؟؟؟
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