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   هچکید

مورد استفاده در مطالعات مرتبط با  یهاژنیآنت نیتراز مهم یکی( RBDمتصل شونده به رسپتور ) نیدوم سابقه و هدف:
به  یساختار یهایو بررس یصیتشخ یهاآزمون ،یاختصاص یهایبادیواکسن، آنت دیاست که به منظور تول  SARS-CoV-2روسیو

 رود.  یکار م

 یانیب ستمیدر س بینوترک نیپروتئ نیساختار ا یابیو ارز صیتخل ان،یب نگ،یساخت، کلون ندیه، فراعلامط نیدر ا و روش ها: مواد
 ،یمیسنتز شد. پس از هضم آنز یجفت باز به صورت تجار 762، شامل  RBD-His Tag یژن یانجام شد. ابتدا توال کیوتیوکاری

  CHO-K1 یوتیوکاری یهابه سلول  ییوکتور نها ،یتوال نییتع دییوارد شد. پس از تا PEE 12.4 یانیقطعه مورد نظر به وکتور ب
 نیپروتئ یحاو ییفاقد سرم کشت داده شدند و سوپ رو طیها در محبالا، سلول انیبا ب داریشده و پس از انتخاب کلون پاترانسفکت 

 RBDمونوکلونال ضد  یها یباد یتآن یوندیپ  لیو ستون م NiNTAبا استفاده از ستون  نیپروتئ صیشد. تخل یآورجمع  بینوترک
مونوکلونال و سرم  یها یباد یبا آنت بینوترک نیپروتئ یریواکنش پذ SDS-PAGEو  زایالا یانجام شد. با استفاده از آزمون ها

 شد.  یشده بررس دیتول بینوترک نیپروتئ یکرونا و صحت وزن مولکول یماریاز ب افتگانیبهبود

شده است.  صیو تخل دیتول تیمورد انتظار با موفق یبا وزن مولکول RBD-His Tag بینوترک نیوتئرپ نشان داد که  جینتا ها: افتهی
 یمونوکلونال و پل یها یباد یداشته و آنت یعیطب نیمشابه با پروتئ ییساختار فضا نیپروتئ نینشان داد که ا زایالا جینتا نیهمچن

 آن هستند.  ییقادر به شناسا RBDکلونال ضد 

 .شودیمحسوب م SARS-CoV-2 روسیمرتبط با و یو درمان یقاتیتحق یمؤثر در توسعه ابزارها یمطالعه گام نی: ایریگ  جهینت

 یبیترک لیم ی، کروماتوگرافCHO-K1، سلول RBD-His Tag ،SARS-CoV-2 بینوترک نیپروتئ:یدیکل  واژگان

 

 مقدمه

، 19-دیکوو یماریعامل ببه عنوان  SARS-CoV-2 روسیو

 کی، به سرعت به 2019خود در اواخر سال  وعیشاز زمان 

این ویروس متعلق به خانواده . شد لیتبد یبحران جهان

ای رشته تک RNA ها بوده و ساختار ژنومی آن ازکروناویریده

که  روسیو نیا کیاسپا نیپروتئ .(1) مثبت تشکیل شده است

است،  زبانیم یهاسلول  ACE2 رندهیمسئول اتصال به گ

. (2) دارد یانسان یهابه سلول روسیدر ورود و یدینقش کل

 نیا  RBD (Receptor Binding Domain) ناحیه

  ACE2 رندهیبه گ میاتصال مستق هیبه عنوان ناح ن،یپروتئ

 

 

 یهاتیو ک هااز واکسن  یاریبس یو هدف اصل شودیشناخته م

علاوه بر کاربرد در تولید   RBD پروتئین. (2) است  یصیتشخ

های کلونال، در توسعه کیتهای مونوکلونال و پلیبادیآنتی

های سرولوژیک نیز نقش کلیدی دارد. تشخیصی الایزا و آزمون 

در مطالعات مهم ژن همچنین، این پروتئین به عنوان آنتی

با گیرد. توپی و بررسی پاسخ ایمنی مورد استفاده قرار میاپی

میت روزافزون این پروتئین در تحقیقات مرتبط با توجه به اه

SARS-CoV-2 سازی فرایند تولید، بیان و تخلیص ، بهینه

 های اخیر، در سال .(3) آن از اهمیت بالایی برخوردار است 
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 His) با تگ هیستیدین  RBD های نوترکیبتولید پروتئین

Tag)   هایانتدر C   ترمینال، به عنوان ابزاری مؤثر برای

شناسی مورد توجه قرار مطالعات ساختاری، عملکردی و ایمنی

گرفته است. تگ هیستیدین با فراهم آوردن امکان تخلیص 

سریع و اختصاصی پروتئین از طریق کروماتوگرافی میل 

 مبتنی بر رزین  (affinity chromatography) ترکیبی

NiNTA کندهای نوترکیب را تسهیل میپروتئینید تول، روند 

(4 ,5) . 

در فرایند پاتوژنز ویروس و نقش آن  RBD با توجه به اهمیت 

های نوترکیب از این در تحریک پاسخ ایمنی، تولید نسخه 

پروتئین با کیفیت بالا و حفظ ساختار طبیعی آن، یکی از 

پاندمی کرونا فناوری در دوران های زیستاهداف مهم پژوهش

های مختلفی برای بیان این پروتئین مورد تمبوده است. سیس

توان به ها میاند، که از جمله آن استفاده قرار گرفته

های مخمری ، سیستمE. coli های باکتریایی مانندسیستم 

 ان پستاندارهای و همچنین سیستم  Pichia pastoris مانند

ها . هر یک از این سیستم (8-6)اشاره کرد HEK293 مانند

د هایی هستند. به عنوان مثال، با وجودارای مزایا و محدودیت

های مناسبی برای تولید سریع و ارزان ها سیستمکه باکتریآن 

گلیکوزیلاسیون و  ها درهستند، اما عدم توانایی آنها پروتئین

کارایی این روش را در تولید ها، تاخوردگی صحیح پروتئین

های در مقابل، سیستم .سازدده محدود میهای پیچیپروتئین

، HEK293Tیا  CHO-K هایمانند سلول، انپستانداربیان 

با توجه به توانایی انجام اصلاحات پس از ترجمه، 

تری برای گلیکوزیلاسیون و تاخوردگی صحیح، انتخاب مناسب

هستند.  RBD ی پیچیده و حساس مانندهاتولید پروتئین

هایی با ساختار ها قادرند پروتئینهمچنین، این سیستم

نیسیته نزدیک به حالت طبیعی بعدی طبیعی و ایمونوژسه 

های بادی تولید نمایند که برای مطالعات عملکردی، تولید آنتی

  .(9) و طراحی واکسن بسیار مهم استنوکلونال وم

 نیپروتئ صیو تخل انیب د،یتول این مطالعه، یهدف اصل

RBD-His Tag یهایبادیآنت دیبود تا بتوان از آن در تول 

استفاده کرد. انتخاب  یصیشخت یهاتیمونوکلونال و ک

 لیبه دل ن،یپروتئ انیب زبانیبه عنوان م CHO-K1 یهاسلول 

با  یهان یپروتئ دیانجام اصلاحات پس از ترجمه و تول تیقابل

 یاژهیو تیمناسب، اهم یکیولوژیب تیو فعال یعیساختار طب

  .دارد

 ون، ی ترنسفورماس نگ،یکلون یهاروش ،مطالعه نیدر ا

به دقت به کار گرفته شدند تا  نیپروتئ صیخلت و ترانسفکشن

 مطالعه  نیشود. ا دیبا خلوص و عملکرد مطلوب تول ینیپروتئ

 

 یهاو درمان یصیتشخ یهاتیها، کبه توسعه واکسن  تواندیم

و  دینما یانیکمک شا نوکلونالوهای م یبادیبر آنت یمبتن

فراهم آورد.  انزبیم -روسیاز تعاملات و یترقیدرک عم

 دیتول روس،یو دیجد یهابا توجه به ظهور گونه ن،یهمچن

  ت یاهم  RBD بینوترک یهانیو مطمئن پروتئ عیسر

 .دارد کیاستراتژ

 

 هامواد و روش -1

 RBD-His Tag   و ساخت سازه  طراحی  -2-1

 SARS-CoV-2 ویروس RBD توالی ژنی بخش

(NC_045512.2)  به همراه سیگنال پپتید و تگ

 762ترمینال به طول  C در انتهای (His Tag) تیدینهیس

 pGEM®-T Vectorدر وکتور  جفت باز به صورت تجاری 

 RBD  ،8 آمینواسید 223سنتز شد. این توالی شامل 

آمینواسید سیگنال پپتید بود که  23و   His Tag آمینواسید

 .دادآمینواسیدی را تشکیل می 231در مجموع پروتئینی 

 

 RBD-His برای PEE 12.4 یانیازه بتهیه س -2-2

Tag   

 های محدودبا آنزیم RBD-His Tag سازه تجاری حاوی ژن

برش داده شد. پس از انجام هضم  BclI و BsiWI الاثر

الکتروفورز شدند و باند  %1آنزیمی، محصولات روی ژل آگارز 

قطعات ژنی از ژل با استفاده از کیت  ،ژنی مورد نظر جدا شد

 ) از ژل  DNA جاستخرا

FavorPrep™ Gel/PCR Purification Kit, 

Favorgen Biotech ) ،استخراج شدند. در این فرآیند

به اندازه قطعات ژل بریده شده به میکروتیوب منتقل شدند و 

اضافه شد. پس از ورتکس و  Gel-B بافرسه برابر وزن ژل 

گراد، ژل حل شد و محلول به درجه سانتی 55انکوباسیون در 

سانتریفوژ و تا با  منتقل شد DNA های تخلیصستون 

خالص  DNA  ،ق دستورالعمل کیتطب شستشوهای متوالی

نیز به  PEE 12.4 وکتور بیانیبدست آید. شده در آب مقطر 

هضم شد. سپس   BclI و  BsiWI یهاطور مشابه با آنزیم

ترنسفورماسیون، جهت  .شدوکتور  واردژن استخراج شده 

. (10) حرارتی آماده شد-به روش شیمیایی JM109 باکتری

ها روی یخ انکوبه شده و با محصولات رشد اولیه، سلول پس از 

گراد درجه سانتی 42لیگاسیون مخلوط شدند. سپس در دمای 

ند. پس از حرارت داده شدند و مجدداً روی یخ قرار گرفت

 هایها روی پلیت، نمونه LB Broth انکوباسیون در محیط 

LB د های رشکلونی .سیلین کشت داده شدندآگار حاوی آمپی 

https://www.favorgen.com/en/product.php?act=view&cid=34&id=32
https://www.favorgen.com/en/product.php?act=view&cid=34&id=32
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 PCR یافته با استفاده از پرایمرهای اختصاصی وکتور تحت

الکتروفورز  %1ی ژل آگارز ور  PCR قرار گرفتند. محصولات

سپس،  .نتخاب شدندهای حاوی سازه مورد نظر ادند و کلونیش

های مثبت برای تهیه گلیسرول استوک و استخراج  کلونی

 Miniprep پلاسمید کشت داده شدند. پلاسمیدها با کیت

 .ها با نانودراپ و الکتروفورز بررسی شداستخراج و کیفیت آن 

ی وکتور اختصاص ه با پرایمرهایپلاسمیدهای استخراج شد

تایید  RBD-His Tag تعیین توالی شدند تا صحت توالی ژن

 .شود

 

 CHO-K1 هایترانسفکشن سلول  -2-3

سرم کشت  %10با  RPMI در محیط CHO-K1 هایسلول 

 داده شدند. پس از رسیدن به تراکم مناسب، محیط کشت با

Opti-MEM  د.تعویض ش DNA پلاسمید حاوی ژن 

RBD-His Tag ها مخلوط و به سلول 2000یپوفکتامین ل با

 48ساعت، محیط تعویض و پس از  24پس از اضافه شد. 

ها برای ارزیابی بیان پروتئین ساعت، سوپ رویی سلول

 .آوری شدجمع 

 

 گیری بیان پروتئین با الایزااندازه  -2-4

، آزمون الایزای RBD-His Tag برای تعیین میزان پروتئین

 RBD بادی مونوکلونال ضددو آنتیه از دویچ با استفادسان

بادی اولیه . آنتی(11) انجام شد مطالعات قبلیتولید شده در 

2C5 ها اضافه شد و پس از به عنوان گیرنده به چاهک

های مختلف به ها با رقتسلول بلاکینگ و شستشو، سوپ رویی 

 RBD-His tagپروتئین نوترکیب  ها افزوده شد.چاهک

   125ng/mlتا  1000از غلظت  (SinoBiological) تجاری

کونژوگه شده   3G5 بادیآنتی به عنوان استاندارد تیتر شد. به

بادی ثانویه اضافه و پس از به عنوان آنتی HRPبا آنزیم 

  450، جذب نوری در طول موج TMB یبستراوواکنش با س

 .گیری شدنانومتر اندازه

 

 RBD-His Tagلول های مولد  سکشت انبوه    -2-5

 RBD-His نوترکیب کننده پروتئین های پایدار بیانسلول 

Tag  سرم تا رسیدن به تراکم  ٪10حاوی ابتدا در محیط

کامل کشت داده شدند، سپس محیط کشت به محیط فاقد 

درجه  31تعویض و در دمای  First CHOice سرم

 گهداری شدند. پس از حدود دو ن CO2  ٪5گراد با سانتی

 

 

 

آوری و تا زمان ، سوپ رویی حاوی پروتئین نوترکیب جمع هفته

 .داری شدگراد نگهنتیدرجه سا 20تخلیص در دمای منفی 

 

  با ستون RBD-His Tag تخلیص پروتئین -2-6

NiNTA 

با آب مقطر و بافر  NiNTA ستون ابتدا برای تخلیص پروتئین، 

-NaH2PO4 100 mM, NaCl 300 mM, Tris)تعادل 

HCl 10 mM, Imidazole 10 mM, pH=8 )  شستشو

تون  ت کنترل شده از سفیلتر شده با سرع  سوپ روییداده شد. 

آوری شدند. جمع متصل نشده هایعبور داده شد و فراکشن

 NaH2PO4 100 mM, NaCl 500) سپس بافر شستشو

mM, Tris-HCl 10 mM, Imidazole 25 mM, 

pH=8 )  عبور داده شد تا جذب نوری به صفر رسید. پروتئین

 NaCl 300 mM, Tris-HCl)با شیب افزایشی ایمیدازول 

50 mM, Imidazole 500-1000 mM, pH=8 )و  تالو

آوری لیتری جمع های یک میلیشد و فراکشن از ستون جدا

نانومتر   280ها در طول موج شدند. جذب نوری فراکشن 

های حاوی پروتئین ترکیب شدند. گیری و فراکشناندازه

 ,NaH2PO4 100 mM)دیالیز در برابر بافر  نهاییمحلول 

NaCl 500 mM, pH=8 )  و سپس سانتریفوژ شد تا دیالیز

برای استفاده های شده  صیتخل نیپروتئ .شوندذف ها حاگریگه

 .شد  ینگهدار گرادیدرجه سانت 20 یمنف یدر دمابعدی 

 

 ساخت ستون میل ترکیبی آنتی بادی مونوکلونال -2-7

 RBDموشی ضد  

 Tag نیپروتئ  صیدر تخل  تیعدم موفق  لیمطالعه، به دل  نیدر ا

 RBD-His  با ستونNiNTAیبیترک لی، ستون م 

 یبادی کلون آنت 13از  یبا استفاده از مخلوط  یاختصاص

 22. ابتدا (12, 11) ساخته شد RBDضد  یمونوکلونال موش

شده در حجم  تخلیصیبادیآنت  کلون 13مجموع  از گرمیلیم

 در برابر بافر اتصال زیالیبا هم مخلوط و پس از د یسیس 17

(NaHCO3 100mM, NaCl 500 mM, pH=8.3) به ،

 نیاضافه شدند. ا CNBr-activated sepharose 4Bژل 

 کریدر ش گرادیدرجه سانت 4 یمخلوط به صورت شبانه در دما

منتقل شد. ستون با بافر  یفستون کروماتوگرا انکوبه و سپس به

 Tris-HCl 200) نگیشستشو و سپس با بافر بلاک اتصال

mM, pH=8) یدیاس یشستشو یو بافرها (Acetic acid 

100 mM, Sodium Acetate 500 mM, , pH=4)  و

 (Tris-HCl 200 mM, NaCl 500 mM, pH=8) یباز

  Glycine-HClبافر  ن،یالوشن پروتئ ی. براشد یپاکساز
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 ی و جذب نور یآورها جمعاستفاده شد و فراکشن pH=2.5با 

و  PBSبا بافر  pH یسازیشد. پس از خنث یریگهآنها انداز

 یبعد یهااستفاده یستون برا  ،به ستون دیآزا میافزودن سد

 شد. ینگهدار گرادیدرجه سانت 4 یدر دما

با استفاده  RBD-His Tagتخلیص پروتئین نوترکیب 

موشی ضد  از ستون میل ترکیبی آنتی بادی مونوکلونال
RBD 

عبور ، ستون ابتدا با RBD-His Tag نیپروتئ صیتخل یبرا

 PMSF (Tris-HCl 50و  NaCl یحاو Tris-HClبافر 

mM NaCl 150 mM, PMSF 1 mM, pH=7.4  ) به

یک میلی  PMSF یحاو سوپ روییو سپس  رسیدتعادل 

با سرعت کنترل شده از ستون عبور داده شد. ستون با مولار 

 , Tris-Hcl 50 mM, NaCl 150 mM)شستشو   بافر

PMSF 1 mM, Urea 1M, pH=7.4)   داده شد شستشو

 Glycine-HCl 0.2 M,  PMSFالوشن )با بافر  نیپروتئو 

1 mM, Urea 1M, pH=2.5)  یهاکشنشد. فرا تالو 

ستون با  ت،یشدند. در نها زیالیو د بیترکبا هم  نیپروتئ یحاو

 شستشو و  %0.1 دیآزا میسد یحاو PBSو  1X  PBSبافر

 .دیآماده گرد ینگهدار یبرا

 

 یها نیپروتئو وزن مولکولی خلوص  نییتع -2-8

 SDS-PAGEشده به روش    صیتخل  بینوترک

 بینوترک یهانیپروتئ یو وزن مولکولخلوص  نییتع یبرا 

. در (10) استفاده شد SDS-PAGEشده، از روش  صیتخل

 10درصد و ژل جداکننده  5کننده آزمون، ژل متراکم  نیا

قرار  شهیدو ش نیدرصد ساخته شد. ابتدا ژل جداکننده در ب

پس از بسته  صاف شد. زوپروپانولیگرفت و سطح آن با الکل ا

 کننده پر با ژل متراکم ماندهیباق یشدن ژل جداکننده، فضا

ها ژل ار داده شد.ها قرچاهک جادیا یو شانه مخصوص براشد 

 ی برا گرادیدرجه سانت 4 یبه مدت شبانه در دما

شدند. سپس ژل در تانک  یکامل نگهدار ونیزاسیمریپل

 Tris-Glycine-SDS Buffer  (Trisبافر    حاویالکتروفورز  

Base 25 mM, Glycine 192 mM, SDS (Sodium 

Dodecyl Sulfate) 0.1% (w/v) )یهاهقرار گرفت. نمون 

درصد  5و فاقد  یدو حالت حاو در ،یسازبا بافر نمونه ینیپروتئ

در آب  قهیدق 5( مخلوط و به مدت ندهاکنیمرکاپتواتانول )اح-2

در  یها به همراه مارکر وزن مولکولجوش انکوبه شدند. نمونه

ولت به مدت  90 یو الکتروفورز با ولتاژها یها بارگذارچاهک

انجام شد.  قهیدق 90به مدت  ولت 110و سپس  قهیدق 20

 ساعت در رنگ  کیجدا و به مدت  هاشه یژل از ش مام،پس از ات

 

و سپس به مدت دو ساعت در بافر  یزیآمبلو رنگ یکوماس

روش  نیواضح شوند. ا ینیپروتئ یقرار گرفت تا باندها یرنگبر

را فراهم  بینوترک یهانیخلوص و اندازه پروتئ یامکان بررس

 .کندیم

سرم افراد بهبود یافته و  اتصال پذیریبررسی  -2-9

تخلیص  RBD-His Tagآنتی بادی های مونوکلونال با 

 شده

آنتی بادی های مونوکلونال  اتصال پذیری برای تعیین میزان

 پروتئین با  COVID-19موشی و سرم افراد بهبود یافته از 

RBD-His Tag  ن با آو مقایسهRBD آزمون  ریتجا ،

نوترکیب و  کوتینگ آنتی ژنفاده از با است مستقیمالایزای 

 ,Recombinant RBD-His Tag) تجاری

SinoBiological) ده ، انجام شد. پس از بلاکینگ و شستشو

با غلظت  Anti-RBD (11 ,13)موشی مونوکلونال  بادیآنتی

250 ng/ml  افراد بهبود یافته  ه شده ازگرفت سرمشش و 

ها اضافه به چاهک لایه دومبه عنوان  1:200 با رقت (15, 14)

 انسانییا موشی  IgGپلی کلونال علیه  بادیآنتی  سپسشد و 

بادی ثانویه اضافه و پس به عنوان آنتی  HRP با کونژوگه شده

 450، جذب نوری در طول موج TMB یبستراوکنش با ساز وا

 .گیری شدنانومتر اندازه

 

 

 نتایج -2

و ساخت سازه  استخراج ژن، آنزیمیتایید هضم  -3-1 

 بیانی

باندی با  %1الکتروفورز محصولات هضم آنزیمی روی ژل آگارز 

دهنده موفقیت در جفت باز را نشان داد که نشان 762اندازه 

 DNA بود. کیفیت RBD-His Tag ن هضم و استخراج ژ

پس از  .استخراج شده با نانودراپ و الکتروفورز تایید شد

و ترنسفورماسیون به   PEE 12.4 با وکتور لیگاسیون ژن

های آگار رشد ، تعداد زیادی کلونی روی پلیتJM109 باکتری

 یبه صورت تصادف یکلون 30 یبر رو Colony PCR.کردند

سازه مورد  حاوی( ٪80) یکلون 24انتخاب شده نشان داد که 

که بیانگر راندمان بالای لیگاسیون و ترنسفورماسیون  نظر بودند

های مثبت با کیفیت پلاسمیدهای استخراج شده از کلونی .بود

 . تعیین توالی(2و  1 های )شکل بالا و غلظت مناسب بودند

DNA  صحت توالی ژن RBD-His Tag   و اتصال صحیح آن

  .انی را تایید کردبه وکتور بی
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و بعد از الکتروفورز روی ژل  شده  بریده BclIو  BsiWIبا آنزیم های   RBD-His Tagوی ژن  تجاری حا سازه .1شکل  

 Ladder: 1 kb DNA ladder(، D.dig: Double digest, Un dig: Undigest) .از ژل آگارز استخراج شد  %1آگارز 

(Sinaclone) 
 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 2شکل 

 

 

 CHO-K1 هایسلول  بیان پروتئین در  -3-2

الایزا بررسی  ها با روشپس از ترانسفکشن، سوپ رویی سلول 

به میزان   RBD-His Tag ئینن داد که پروتشد. نتایج نشا

نتایج الایزای غیر مستقیم در قابل توجهی بیان شده است. 

به میزان   Tag  RBD-Hisنشان داد که پروتئین 3شکل 

نانوگرم در میلی لیتر تولید شده و فرایند ساخت  250حدود 

د، در مرحله بع .تسازه و ترانسفکشن موفقیت آمیز بوده اس

ی در محیط فاقد سرم بصورت انبوه کشت داده شد و کلون نهای

تا زمان تخلیص   -20سپس سوپ های سلولی در فریزر 

رکیب مورد نظر و نگهداری شدند. جهت تایید بیان پروتئین نوت

تعیین میزان تولید آن، الایزای ساندویچ انجام شد. 

 16میزان  هبه طور میانگین ب Tag  RBD-Hisپروتئین

µg/ml  (.4تولید شد )شکل 
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و NiNTA  تخلیص پروتئین با ستون -3-3

 RBDآنتی بادی های مونوکلونال موشی ضد   ستون

 صیتخلمنجر به  NiNTA یبیترک لیم یافکروماتوگر

 یهافراکشن یشد. جذب نورن RBD-His Tag نیپروتئ

نانومتر نشان داد که  280شده در طول موج  یآورجمع 

که علت آن حضور   الوشن وجود ندارد یهادر فراکشن نیپروتئ

به  نیکشت مذکور و عدم اتصال پروتئ طیسورفکتانت در مح

 ی حاو یتین یستون اف بعد، ازه حلبود. در مر Ni-NTAستون 

که قبلا تولید  RBD نیمونوکلونال ضد پروتئ یباد یآنت 13

ساختن  یسفارز استفاده شد. برا نیرزبرای اتصال به  ،شده بود

 یباد یمختلف آنت یکلون ها تیآس صیستون، پس از تخل

 نیگرم به رز یلیم 22 زانی، به مRBDمونوکلونال ضد  یها

ستون  شد. پس از ساختمتصل  4Bز روسفا دهفعال ش یها

 نیکننده پروتئ دیتول یسلول ها ییسوپ رو ،یاختصاص

ستون عبور داده شد و پس از  یاز رو RBD بینوترک

و الوت آن با بافر الوشن  PBS 1Xستون با بافر  یشستشو

Glycine-HCl 0.2M pH=2.5نی، مشخص شد که پروتئ 

ارت شود. بعب یمن وتشود اما ال یمدنظر به سفاروز متصل م

 چیه صیحاصل از تخل unboundکه در  یالدر ح گر،ید

RBD الوت شده هم  یدر فراکشن ها وجود نداشت،  زایدر الا

رفت که  یاحتمال م نیصفر بود. بنابرا بایتقر RBD زانیم

 میشود و تصم یم بیمراحل الوشن تخر یط RBD نیپروتئ

ئاز از مهارکننده پروت صیتخل یازس نهیگرفته شد در مراحل به

با  تیشد تا در نها یساز نهیبه صیروتکل تخلاستفاده شود. پ 

مولار  یلیم Tris-HCl  50 ی ستون با بافر شستشو یشستشو

به  PMSFمولار  یلیم 1و  NaClمولار  یلیم 150 یحاو

مولار اوره و الوت آن با بافر الوشن  1عنوان مهارکننده پروتئاز و 

Gly-HCl 0.2M pH=2.5 نیپروتئ RBD-His Tag 

شده را  صیتخل یفراکشن ها یجذب نور 5شکل شد.  صیتخل

، 5بر اساس شکل  دهد. ینانومتر نشان م  280در طول موج 

از با هم مخلوط شدند و پس  18تا  10فراکشن های شماره 

حاوی   Tris-HCl 50 mMخوانش جذب نوری در برابر بافر 

mM 150 NaCl روی لیز شدند. سپس پروتئین حاصل یاد

نتایج  (.6درصد الکتروفورز شد )شکل  SDS-PAGE 10ژل 

نشان داد که فراکشن تخلیص شده در شرایط غیر احیا  6شکل 

کیلودالتون و  30با وزن مولکولی  RBDدارای یک باند مونومر 

کیلودالتون است.  60یک باند دایمر با وزن مولکولی حدود 

رای همین تجاری نیز دا RBDه می شود حظلاهمانطور که م

(. همچنین جهت تعیین غلظت فراکشن 6است )شکل  الگو

نشان  7نتایج شکل  لیص شده، الایزای ساندویچ انجام شد.تخ

تجاری به عنوان استاندارد، از  RBDداد که در مقایسه با 

سی سی  10میلی گرم ) 2حدود  ،سی سی سوپ 120تخلیص 

 .تاسه بدست آمدنوترکیب پروتئین  ( µg/ml 200با غلظت 

 

 

 5شکل 
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و  شده صیتخل نیعملکرد پروتئ یابیارز -

 تجاری  RBD-His Tagمقایسه آن با  

اتصال  ییتوانا همقایس یبرا میرمستقیغ  یزایالا شیزماآ

  افتگانیو سرم بهبود یمونوکلونال موش یهایبادیآنت

COVID-19  ژنیآنتبه RBD-His Tag شده در  دیتول

همانطور که نتایج شکل انجام شد.  یتجار RBD و این مطالعه

 مونوکلونال ضد یهایبادیآنتهر ده نشان می دهد،  8

RBD نشان  ژنیبا هر دو نوع آنت یواکنش قو ارزیابی شده

 RBD-His یبرا  (OD450) یجذب نور نیانگیدادند. م

Tag  یو برا 1.3برابر RBD 1.55بالاتر و برابر  یکم یتجار 

 دنشان ندا ژنیدو آنت نیب یداریتفاوت معن یآمار لیبود. تحل

آن  انگریب جینتا نیا  .(8A)شکل  (.t-test ،0.05<p)آزمون 

 یهایژگیو ادیتا حد زی  RBD-His Tag است که

 یهاتوپیاپ یرا حفظ کرده و حاو یتجار RBD کیژنیآنت

 .باشدیمونوکلونال م یبادیتوسط آنت ییشناسا یبرا یضرور

 COVID-19 از افتهیافراد بهبود گرفته شده از سرمهر شش 

. ندنشان داد ژنیبه هر دو نوع آنت یاتصال مشابه یالگو

و  1.25برابر  RBD-His Tag یبرا ینورجذب  نیانگیم

حاصل از دو  جینتا .(8B)شکل  بود 1.35 یتجار  RBD یبرا

 ص یتشخ تیقابل RBD-His Tag که کندیم دییتأ  ژنیآنت

در سرم  کلونالیپل یبادیآنت یهاپاسخ نانیقابل اطم

 نیب یداریتفاوت معن یآمار لیتحل را دارد. افتگانیبهبود

، t-test)آزمون  دانشان ند ژنیدو آنتری واکنش پذی

0.05<p .) 

 

 

 

 8شکل 
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 نتیجه گیریو    بحث -1

با استفاده از  RBD-His Tag نوترکیب تولید پروتئین

های یوکاریوتی و مولکولی، بیان در سلول های کلونینگ روش

تخلیص میل ترکیبی، یک رویکرد موفق و کارآمد برای فراهم 

 های با کیفیت بالا جهت مطالعات ویروسژنآوردن آنتی

SARS- CoV-2   .است 

 ،روتئینبه عنوان میزبان بیان پ  CHO-K1 هایانتخاب سلول 

یل توانایی انجام اصلاحات پس از ترجمه و تولید به دل

های با ساختار و فعالیت طبیعی، مزیت مهمی است که پروتئین

های عملکردی موثر بوده است. نتایج در دستیابی به پروتئین

ها به حد الایزا نشان داد که میزان بیان پروتئین در این سلول

 .مطلوبی رسیده است

  ان یب نهیدر زم قاتیتحق ریسا یهاهافتیا طالعه بم نیا جینتا

RBD توسط  یاراستا بود. در مطالعههمAmanat  و

منجر CHO-K1  ستمیدر س RBD نیپروتئ انی، بهمکاران

 شد مارانیسرم ب یقو صیتشخ ییبا توانا یژنیآنت دیبه تول

 تیقابل یدیتول نیدر مطالعه ما، پروتئ هاافتهی نی. مشابه ا(16)

-SARS هیعل یاختصاص یهایبادیآنت قیدق صیتشخ

CoV-2 صحت ساختار  یبررس یاز روش ها یکی. درا دارا بو

استفاده از  بینوترک یها نیپروتئ ییو حفظ ساختار فضا

 یابیارز ی تاییدیاز روش ها یکاز طرفی، ی. است زایآزمون الا

  آزمون وسترن بلات است  بینوترک یها نیپروتئ تیاختصاص

 یها یباد یآنت، نحالی. با اکه در این مطالعه انجام نشد

قادر به  (12, 11)ما  یلشده در مطالعه قب دیکلونال تولمونو

  ی ساز یکرونا در آزمون خنث روسیو یعیطب نیپروتئ ییشناسا

 یتجار RBD زیو ن SARS-CoV-2 روسیو سودوو روسیو

قادر به  زیطالعه نم نیدر آزمون وسترن بلات هستند و در ا

 در ده و تجاریتولید ش RBD نیپروتئ بیفرم نوترک ییشناسا

 نیا ییصحت ساختار فضا دهندهکه نشان  دهستن آزمون الایزا

 E. coliمطالعات که از  یدر برخ نیهمچن  است. نیپروتئ

استفاده شده بود، با وجود بازده بالا،  RBD انیب یبرا

 ازی( و نinclusion body) رمحلولیمانند تجمع غ  یمشکلات

 شده بود  اهن یآن پروتئ  میمانع از کاربرد مستق  Refoldingبه  

در  یوتیوکاری انیب ستمیس تیمز انگریب هاسهیمقا نی. ا(17)

 است. یعملکرد یهانیپروتئ دیتول

و بیوشیمیایی به  های مولکولیش این مطالعه نشان داد که رو

های کار گرفته شده، امکان تولید سریع و مطمئن پروتئین

های در مواجهه با گونه وآورد نوترکیب ویروسی را فراهم می

های مشابه، یا ویروس SARS-CoV-2 جدید ویروس

ها و واکسنبه توسعه  تاتواند به سرعت به کار گرفته شود می

 تولید پروتئین نوترکیب .ند کمک نمایدهای هدفمدرمان

RBD ویروس SARS-CoV-2  های بیانی در سیستم

 CHO-K1 های پستانداران مانندویژه سلولمختلف، به

های تشخیصی، ، نقش کلیدی در توسعه کیت HEK293Tو

. در  (20) (19)  (18)ها و مطالعات ایمونولوژیک داردواکسن

-CHO هایدر سلول RBD-His Tag این مطالعه، پروتئین

K1  بیان و تخلیص شد و عملکرد آن با نمونه تجاری

ها نشان داد مقایسه گردید. یافته HEK293T تولیدشده در

پذیری در واکنشو غیرمعناداری  های جزئیکه اگرچه تفاوت 

نظر تولیدی از   RBD-His Tagها وجود دارد، بادیآنتی

نمونه تجاری است. این نتایج با معادل  ساختاری و عملکردی

 یا  CHO-K1 در RBD مطالعات پیشین که بیان

HEK293T  ( 19)  (18)را گزارش کردند، همسو است 

در تولید انبوه و  CHO-K1 های، اما مزیت(16) (20)

 د.سازپایداری پروتئین را برجسته می

بالا و  هایی مانند هزینهاما چالش   HEK293T هایسلول 

 CHO-K1 در مقابل، .مدت دارندداری در کشت طولانیناپای

با قابلیت کشت در بیوراکتورهای صنعتی و انجام 

گلیکوزیلاسیون نزدیک به انسان، برای تولید پایدار 

در .  (22 ,21)تر استهای درمانی و تشخیصی مناسبپروتئین

 16~ا بازده بیان ب CHO-K1عه، این مطال

   HEK293T ی قابل رقابت بالیتر، عملکردمیکروگرم/میلی

 نشان داد در مطالعات دیگر (لیتر میکروگرم/میلی ~20-50)

 کرد کهو الایزا تأیید  SDS-PAGE   آنالیز . (24, 23)

RBD-His Tag  تولیدشده در CHO-K1 مانند نمونه ،

 60ن( و دایمر )کیلودالتو 30تجاری، دارای باندهای مونومر )

پروتئین دهنده تاخوردگی صحیح نشانکه  کیلودالتون( است

 . است

شده در این تحقیق، های حاصلرغم موفقیتعلی

ه بالای ها، هزینهایی نیز وجود داشت. یکی از چالشمحدودیت

اد مورد نیاز برای تخلیص  و مو CHO-K1 هایلول کشت س

های پروتئین بود. همچنین، بازده بیان نسبت به سیستم 

تر بود. از سوی دیگر، در این مطالعه تنها باکتریایی پایین

 و آنتی بادی های مونوکلونال واکنش پروتئین با سرم بیماران

 های ه تری از جنب بررسی شد و مطالعه دقیق موشی
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تواند در های حیوانی انجام نگرفت که میایمونولوژیک در مدل

 .قرار گیردتحقیقات آینده مورد توجه 

شود مطالعاتی در زمینه مسیر تحقیق، پیشنهاد میدر ادامه 

در شرایط   RBD-His مدت پروتئینبررسی پایداری طولانی

 انجام شود. همچنین، بررسی واکنش مختلف نگهداری 

 

 

های سلولی و و مقایسه پاسخ های حیوانیایمونولوژیک در مدل

های پیشرفته یا کیت تواند در توسعه واکسنهومورال نیز می 

یافته از انواع های جهشتشخیصی مفید باشد. افزودن جایگاه

تواند نیز می Delta  یا Omicron مانند مختلف ویروس

های ژن را در شناسایی ویروسربرد این آنتیگستره کا

 .یافته افزایش دهدجهش
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