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 چکیده

پیشگیری حایز اهمیت  برایطراحی واکسن  ،یک بحران جهانی عنوانبه 19کووید با توجه به همه گیری

بر سطح غشای ویروس گلیکوپروتئین اسپایک  وز خانواده بتا کرونا ویروس بوده این ویروس ج .است

  MERS-CoV هایو واکسن SARS-CoV-1 دهد. مطالعات رویمی تشکیل را مانندی زائده ساختارهای

 این . درمربوطه نشان داد که پروتئین اسپایک روی سطح ویروس یک هدف مناسب برای واکسن است

 recombinant fragment of spike protein (rfsp) اسپپپپایک نوترکیب پروتیئن قطعات تجربی، پژوهش

، زاییاز نظر قدرت ایمنی ،  E. coliو پروکاریوتی   CHO-K1 سپپپلو  در میزبان یوکاریوتی بیان شپپپده

سایی ، سازیفعالیت خنثی شنا سویه ویروس های توپاپیتوانایی  شابه با  سرم  م صا  به  و توانایی ات

هر دو  نتایج نشپپپان داد که. شپپپداز دو نوع واریانت آلفا و دلتا مقایسپپپه  19بهبود یافته کووید  بیماران

سن کوویدیک کاندید آنتی rfSP پروتئین سعه واک ستند 19ژن بالقوه جدید برای تو سلو   .ه -CHOاما 

K1     ون سپپپبب حفع فعالیت بیولوژیکی یتغییرات پس از ترجمه مانند گلیکولیزاسپپپ فرایندبا انجام

شابه یهاتوپاپیشود. همین امر احتما  ایجاد پروتئئین می  افزایش و بردرا بالا می ویروس سویه با م

 بنابراین،دهد. شپپده را در سپپطح بالاتری قرار می ایمن هایموش در سپپرم rfsp ویژه هایبادیآنتی تیتر

 شود.  داده می  CHO-K1بیان شده در سلو   rfsp اولویت بهبرای ارزیابی کارایی واکسن 

 

 CHO-K1سلو   ،گلیکولیزاسیون ،پروتئین اسپایک واکسن،، 19کووید :واژگان کلیدی
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 مقدمه-1

مه ید گیریه هداشپپپتی عنوان به 19 کوو در یک بحران ب

سراسر جهان شکست اقتصادی عظیمی را به همراه داشته 

خانواده بتا کرونا ویروس بوده این ویروس جز  .[1]اسپپت

  اسپپپایک گلیکوپروتئین ،و بر سپپطح غشپپای ویروس [2]

)S(1 [3]دهدمی تشپپپکیل را مانندی زائدهسپپپاختارهای .

 یک عنوانبهرا  19هداشپپپت جهانی کووید سپپپازمان ب

المللی اعلام کرده وضعیت اضطراری بهداشت عمومی بین

 طراحی ،از بیماری پیشپپگیری برای بنابراین، .[4] اسپپت

 SARS-CoV-1 است. مطالعات روی اهمیت واکسن حائز

سن شان داد که پروتئین MERS-CoV هایو واک مربوطه ن

اسپپپپایک روی سپپپطح ویروس یک هدف مناسپپپب برای 

ست سن ا سخ ایمنی اولین خط دفاعی در برابر . [5]واک پا

گیر ث بیماری همهاسپپپت که باع SARS-CoV-2 عفونت

. [6]شپپپپده اسپپپپت (COVID-2019)کپپرونپپاویپپروس 

که از سپپپطح ویروس بیرون زده  اسپپپپایکگلیکوپروتئین 

و  [3]ی خنثی کننده هابادیآنتیاسپپت، هدف بسپپیاری از 

. پروتئین اسپایک [4]باشدی در تولید واکسن میف اصلهد

 [8, 7]تشکیل شده است S2 و S1 از دو زیرواحد پروتئینی

.  

 2(RBDدومین اتصپپا  به گیرنده ) حاوی یک 1S پروتئین

 2آنزیم مبد  آنژیوتانسپپپین حفاظت شپپپده اسپپپت که 

(2ACE)3 2 پروتئین .[9] کندرا شناسایی میS پپتید  حاوی

ست  4(FPفیوژن ) سی محل [10]ا سپایک ویرو . پروتئین ا

ست که فورینرا در خود جای داده  S1/S2 برش پروتئاز  ا

سپدر  محل برش را سلولی شکافد و این یک میاپروتئین ا

و  S سلو  با واسطه پروتئین-برش برای همجوشی سلو 

ستهاسلو ورود به  ضروری ا سان   . گیرنده[11]ی ریه ان

ACE2 شدهو پروت شدت گلیکوزیله  سپایک به  اند و ئین ا

شده  شناخته  سمیت  صا  به ر نقش گلیکوزیلاسیون در ات

با اسپپتفاده از  19 واریانت های کووید. انواع [12]اسپپت 

                                                           
1 spike glycoprotein 
2 Receptor Binding Domain 

سایی  ژنی سکانس یابیتوالی شنا سپایک  .  [13]اندشدها

سپایهای واریانتافزایش  سر جهان ظاهر ا سرتا ک که در 

ها را در مورد تداوم اثربخشی واکسن هاییاند، نگرانیشده

 محل اتصا در  ها متأسفانه، این جهش . [14]کندایجاد می

ند نوع[14]قرار داردانسپپپانی  ACE2 و RBD بین مان  . 

B.1.617.2  راندمان ورود را نسبت که  [13]دلتا() واریانت

رگانوئیدهای تنفسپپی و ادر )واریانت آلفا( D614Gبه نوع 

 پروتئین. [15]های دیگر افزایش داده استهمچنین سلو 

S  بالقوه مکان  22دارایN - [16]گلیکوزیلاسپپیون اسپپت. 

ای در های گسپپپتردهگلیکوزیلاسپپپیون ویروسپپپی نقش

له  تا خوردگی پیچشپاتوبیولوژی ویروسپپپی از جم  و 

 . [17]سپپلو  میزبان دارد و تروپیسپپم ویروس بهپروتئین 

د توانمیروسپپی کوزیلاسپپیون اسپپپایک های ویدرک گلی

ستویژگی سی زی سا شکار شناختهای ا سی را آ و ی ویرو

سپپپنتی  طوربه .[7]الگویی جهت طراحی واکسپپپن باشپپپد

شدپاتوژن شده یا غیرفعا   ضعیف  سن  عنوانبهه های  واک

های . از سپپوی دیگر، امروزه واکسپپنشپپونداسپپتفاده می

های کایمریک، مزایای ویژه واکسپپپنپروتئین نوترکیب، به

ها از سپپازی ژنسپپازی، بیان و خال متعددی برای شپپبیه

واکسپپپن  عنوانبهعوامل اتیولوژیک مختلف برای آزمایش 

ئه می ئه ارا یک برای ارا کایمر تار  نایی سپپپاخ ند. توا ده

نقش مهمی در  دتوانمیمزمان طور هبهی متعدد هاژنآنتی

سازی ایفا کند ضر، حا  در .[18] ایمن   پروتئین تولید حا

 نیاز درمانی یک اهداف برای مناسپپب کیفیت و کمیت در

 برای مختلف، بیانی هایسیستمن، بنابرای. باشدمی ضروری

 مخمر، سپپیسپپتم باکتریایی، مانند نوترکیب پروتئین تولید

 پسپپتاندارن هایسپپلو  و حشپپرات سپپلو -باکلوویروس

سعه سیار نوترکیب پروتئین ترجمه د.یافتن تو ست. مهم ب  ا

 هایسلو  از استفادهویژه بهیوکاریوتی، هایسیستم در بیان

 مناسب تاخوردگی برای لازم هایارگان نه تنها پستانداران،

مه از پس تغییرات و ند،می فراهم را ترج که ک یان بل  ب

3 Angiotensin-converting enzyme 2 
4 fusion peptide 
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بپپا  .دکنپپمی ممکن نیز را و پیچیپپده بزرگ هپپایپروتئین

ستم یکحا ، این شترین بالا، تولید بتواند باید بیانی سی  بی

 زمان کمترین و سپپازیآسپپانی خال  بیولوژیکی، فعالیت

ید ند ترکیب هم با را نوترکیب پروتئین برای تول  .[19]ک

ستمکلی طوربه سی ستفاده از  سان تر ، ا های پروکاریوت آ

با توجه به عدم تغییرات پس از ترجمه تولید  اما .باشپپدمی

های سپپپلو  ها با چالش همراه اسپپپت.از پروتئینبرخی 

اغلب برای تولید پروتئین  (CHO) چینیتخمدان همسپپتر 

ستفاده می ستانداران ا ستم پ سی از  .[20]شوند نوترکیب در 

ستم سویی های نوترکیب برای تولید پروتئین  E. coli سی

از دیگر مزایای . [21]باشپپپدمیدر مقادیر زیاد مناسپپپب 

 و سپپلولی تقسپپیم زمان بودن کوتاه به E.coliاز  اسپپتفاده

سبویژگی شاره  توانمیآن  ژنتیکی و فیزیولوژی های منا ا

 همراه به باکتری، این بالای رشپپپد نرخ ،همچنین .کرد

نایی یان سپپپطو  توا به بهره پروتئین، بالای ب  وریمنجر 

 این در .[19] شپپپده اسپپپت سپپپویه ایندر یی حجمی بالا

پایک تجربی، پروتیئن نوترکیب پژوهش یان  (rfsp) اسپپپ ب

و rfsp-CHO به نام  CHO-K1در میزبان یوکاریوتی  شپپده

کاریوتی نام E.coli پرو قدرت rfsp-Ecoli به  ، از نظر 

یت خنثیزایی، ایمنی عال ناسپپپایی  سپپپازی،ف نایی شپپپ توا

های مشپپابه با سپپویه ویروس و توانایی اتصپپا  به توپاپی

از دو نوع واریانت آلفا  19سرم بیماران بهبود یافته کووید 

شده ارزیابی کارایی واکسن با یکدیگر مقایسه  برایو دلتا 

   .است

 ها مواد و روش -2

ضر تجربی پژوهش در سپایک پروتئین  کامل توالی حا ژن ا

های ه دادهپایگاهاز  YP_009724390.1یه شماره دسترسی 

ارزیابی  اسپپپتخراد شپپپد. با اسپپپتفاده از NCBIپروتئینی 

شاملبیوانفورماتیکی  ست RBD ساختار کایمریک  به  که ا

شد FP و پروتئین S1/S2 محل برش صل   برای مراحل .مت

سویه  کلی اشریشیا سویه باکتری ژن، بیان و سازی همسانه

Rosetta-gami  کت اینویتروژن یالات از شپپپر حده ا  مت

موسپپپسپپپه تحقیقاتی از  CHO-K1 یوکاریوتی لو وسپپپ

ستور ایران ستوپا شدند انی  عنوانبه pUC57پلاسمید . تهیه 

سانه متحده( و  ایالات سازی و تکثیر)فرمنتاز یک ناقل هم

 اشپپریشپپیا باکتری بیانی ناقل عنوانبه pET-28aپلاسپپمید 

 برای بیان قطعه کلون شپپده در سپپیسپپتم پروکاریوتی کلی

بیانی  ناقل عنوانبه pCDNA3و پلاسپپپمید  ایران( )نواژن 

برای بیان قطعه کلون شپده در سپیسپتم  CHO-K1سپلو  

کاریوتی یالات اینویتروژن )یو حده ا یه شپپپد. (مت برای  ته

های و مصپپپنوعی ژن ورزیدسپپپپت از  موردنظر وکتور

 T4ی هاآنزیمو  EcoRI و HindIIIهای محدودکننده آنزیم

 مرازپلی Taqو متحده(  ایالات )فرمنتاز مرازپلی pfuلیگاز، 

شد. کیت دانش ایران( )فرادید ستفاده  ستخراد ا محصو   ا

 پلاسمید استخراد کیت (،PCR)مراز ای پلیزنجیره واکنش

 SARS-COV-2غیر فعا  شده سوئیس( و ویروس  )روچ 

  .تحقیقاتی انیستوپاستور ایران( تهیه شدند سسه)مو

  rfspتعیین غلظت و وزن مولکولی پروتئین  2-1

شده در میزبان  شیا کلیغلظت پروتئین تولید  شری -rfsp) ا

E.coli)  و سپپپلو  همسپپپتر چینی(rfsp-CHO)  با روش

شپپد. و نمونه پروتئین تخلی  شپپده روی  بردفورد تعیین

     تحلیل شد.وتجزیه SDS-PAGEدرصد  12ژ  

گاهی حیوان ساااازیایمن 2-2 مایشاا  پروتئین با آز

  نوترکیب

گرم  20-25ای با وزن هفته 8تا  BALB/c6 سر موش  15

سه رازی تهران س شده از مؤ گروه  سه، انتخاب و به تهیه 

شدند rfsp-CHOو  rfsp-E.coli کنتر  و آزمایش سیم  . تق

اولین واکسپپیناسپپیون . حیوانات سپپه بار واکسپپینه شپپدند

های تخلی   rfSPمیکروگرم  15زیر جلدی با  صپپورتبه

 کامل فروند انجاممخلوط با همان حجم ادجوانت  شپپپده

میکروگرم پروتئین با ادجوانت  15دوم و سپپوم  شپپد. دوز

 15زیر جلدی )در فواصپپل زمانی  صپپورتبهفروند ناق  

نده  عنوانبهروز(   طگروه کنتر  فق. داده شپپپدتقویت کن

PBS 29نمونه خون در روز . و ادجوانت دریافت کردند ،
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. آوری شپپدش با لوله مویئن جمعاز گوشپپه چشپپم مو 44

شده از نمونهسرم ستفاده در های جدا  های خون تا زمان ا

 .نگهداری شدند گرادسانتیدرجه  -20دمای 

 (ELISA) الایزا روش به بادیآنتی تیتر تعیین 2-3

 روش با محلو  نوترکیب پروتئین میزانگیری اندازهپس از 

 rfsp شده خال  پروتئین از نانوگرم 500 میزان برادفورد،

برابر  pHبا مولار و  2/0 کربناتبی سدیم پوشاننده بافر در

 ریخته شپپد.و در هر چاهک از میکروپلیت شپپد حل  8/9

بادی آنتی عنوانبه rfsp دو نوعشده با ایمن هایموش سرم

یه  بادیآنتی عنوانبهوگه ژضپپپد موش کان بادیآنتی و اول

ستفاده  نتایج وشد  انجام تکرار سه با آزمایش .شد ثانویه ا

 میزان آنالیزها براساس. شدند داده قرار استاندارد نمودار در

 نوترکیب ژنآنتی علیه بادیآنتی واکنش قدرت و سرم تیتر

 .آمددست به

مختلف توسط سرم ی هاتوپاپیتوانایی شناسایی  2-4

   rfspشده باهای واکسینهموش

 ایمنی ایجپاد برای rfsp پروتئین کپارآیی بررسپپپی برای

. شپپپد اسپپپتفاده الیزا از SARS-COV2 ویروس با متقاطع

 تکثیر شپپپده در SARS-COV-2ویروس  PFU 106 تعداد

سپپپتفاده از با ا غیر فعا  شپپپدهو  vero cell یهاسپپپلو 

ید  لده ما طت با درصپپپد  4پارافر ماکرو گرم از  100غل

 از پس موسپپسپپه تحقیقاتی انیسپپتوپاسپپتور ایران تهیه شپپد.

شگاهی غلظت سازی در بهینه گرم نانو 1000شرایط آزمای

انجام تسپپت الیزا انتخاب  برایشپپده از ویروس غیر فعا 

کنتر  منفی  عنوانبه vero cell حاوی DEMEشد. محیط 

شده در بالا، . شددر نظر گرفته  شر  داده   مقداربه روش 

 در SARS-CoV-2 شپپده کشپپته ویروس از نانوگرم 1000

 شد پوشانده ELISA پلیت در پوشش بافر میکرولیتر 100

سینه هایموش سرم و  1:100 رقت در ها rfsp با شده واک

  شد. اضافه چاهک هر به PBST با

واکسن در  عنوانبه rfsp زاییبررسی قابلیت ایمنی 2-5

 انسان

واکسپپن در  عنوانبه rfSPزایی ایمنیبررسپپی قابلیت  برای

پس از  بهبود یافتهبیمار  30های سپپپرمی از انسپپپان، نمونه

از بیمارسپپتان بقیه الله  SARS-CoV-2 واریانت آلفاابتلا به 

ته ببهبیمار  30تهران و  تا پس از ابتلا به ود یاف واریانت دل

SARS-CoV-2 اکرم )ص( استان سیستان نبی از بیمارستان

ستان سرم 20همچنین  و و بلوچ  سالماز افراد  اهداکننده 

. با توجه به جمع آوری شپپد اندشپپدهکه به بیماری مبتلا ن

ضر،   بیماراندر این مطالعه از معیارهای ورود به مطالعه حا

nCoV 2019 از نظر معیپپارهپپای بپپالینی،  مورد تپپائیپپد

بت RT PCR های سپپپببی، تسپپپتویژگی به  مث یل  ما و 

. در مقابل، بر اسپپپاس معیارهای اسپپپتفاده شپپپد ،همکاری

با سپپابقه  nCOVID-19 خرود از مطالعه حاضپپر، بیماران

 های عفونی هپاتیت مزمنهای مزمن، مانند بیماریبیماری

B  یاCبروسپپلوز مزمن ،، HIV ها )لوسپپمی و و سپپرطان

صا   شدند. ات  بادیآنتیلنفوم( و اختلالات آلرژیک حذف 

شرکت کننده در طر  سرم  مطابق با با الایزا  rfSP بهافراد 

برای  rfSP خلاصپپه، طوربهشپپد.  بررسپپی توضپپیحات بالا

صفحات  شش  سدود  پلیت الیزاپو شد. پس از م ستفاده  ا

 1:5ها در رقت درصپپد، سپپرم 5دن با شپپیر بدون چربی کر

سپپاعت در دمای اتاق  1ها به مدت اضپپافه شپپد و پلیت

شو با ست ش سپس چهار بار  شدند و  انجام  PBST انکوبه 

ی ضپپد انسپپانی هابادیآنتیی متصپپل با هابادیآنتیشپپد. 

 شناسایی شدند. horse radish peroxidase کونژوگه با

 شده خصوصیات سرم حیوانات واکسینه 2-6

صا  سدودکننده ات سی فعالیت م  به گیرنده RBD برای برر

ACE2 ، واکسینه شده بای هاموشسرم rfsp  ستفاده از با ا

 )پیشپپتاز SARS-CoV-2 خنثی کننده بادیآنتیکیت الایزا 

سازنده و ، (طب، ایران شرکت  ستورالعمل  آزمایش طبق د

 شدند.

 های آماریتحلیل 2-7

پاسپپپخ تایج الایزا برای  های بادی بین گروههای آنتین

 کنندهخنثیهای بادیشپپپده و آنتیشپپپده و غیر ایمنایمن
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SARS-CoV-2  افزاراز نرمبا اسپپتفاده SPSS  و  24نسپپخه

ها تفاوت P<0.05 اگر. شد تحلیلطرفه آنالیز واریانس یک

 .دار در نظر گرفته شداز نظر آماری معنی

 نتایج  -3

  شدهبیان rfsp هایپروتئینتعیین خصوصیات  3-1

درصد  SDS-PAGE 12 ژ  بیان پروتئین نوترکیب بر روی

شد و شد وزن مولکولی آنالیز  شخ    rfsp-E.coli 48 م

 60وزن  rfsp-CHO که  در صپپورتیباشپپدمیکیلو دالتون 

پروتئین نوترکیپپب غلظپپت تخمین . کیلو دالتون را دارد

در  rfsp خال  شده با روش برادفورد نشان داد که غلظت

میکروگرم  128و  213ترتیب به CHO-K1و  E.coli میزبان

 . (1)شکل لیتر استمیلیبر 

 

 

 
از ستون  rfsp-E.coliن نوترکیب تخلی  پروتئی SDS-PAGE( الگوی rfsp .a نوترکیب ژنو ارزیابی  سازیخال ، بیان 1شکل 

: 2ستون ، کیلودالتون(170تا  10) پروتئین مولکولی وزن نشانگر :1 ستون  SDS-PAGE توسط)روش دناتوره (  Ni-NTAکروماتوگرافی 

 SDS-PAGE( الگوی b ،احیاکننده بافر با ستون خروجی :8 ستون وشو،شست بافر با ستون خروجی :7 تا 3هایستونلیزت باکتریایی، 

ستون  ،پروتئین مولکولی وزن نشانگر :1 ستون  SDS-PAGE توسط Ni-NTAاز ستون کروماتوگرافی  rfsp-CHOن نوترکیب یتخلی  پروتئ

 .احیاکننده بافر با ستونخروجی : 8 ستون ،وشوشست افربا ب ستونخروجی  :7تا 3هایستون ،: لیزت سلولی2

  

48  KDa 

60 KDa 

a 

b 
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  الایزا روش به بادیآنتی تولید ارزیابی 3-2

 rfspحاصپپپل از هومورا  های ایمنی برای ارزیابی پاسپپپخ

-rfsp ترتیب باها بهسیستم مختلف، موشدو بیان شده در 

CHO و rfsp-E.coli ها توسپپطواکسپپینه شپپدند و سپپرم 

ELISA برای IgG اختصپپپاصپپپی rfsp  مورد آزمایش قرار

 دوگرفتند. همانطور که در شکل نشان داده شده است، هر 

سخ rfsp پروتئین صی IgG بادیآنتیهای پا صا القا را  اخت

پس از آخرین  هابادیآنتیتیتر نقطه پایانی . میانگین کردند

شده باایمنی هاموشدر  تزریق  طوربه rfsp-CHO سازی 

-rfsp شده بای واکسینههاموشقابل توجهی بالاتر از سرم 

E.coli صیهابادیآنتی ،. همچنینبود صا قابل  rfsp ی اخت

 PBS کنتر  عنوانبهیی که هاموشتشپپپخی  در سپپپرم 

شان میاند کردهتزریق  شت. نتایج فوق ن دهد که وجود ندا

قادر به  CHO یهاسپپلو بیان شپپده در  rfsp هایپروتئین

سخ صی بادیآنتیهای ایجاد پا صا  E.coli از یترقوی اخت

 . (1 )نمودارباشدمی

های مختلف توسط سرم توپتوانایی شناسایی اپی 3-3

   rfspهای واکسینه شده باموش

های واکسپپینه شپپده با ها نشپپان داد که سپپرم موشیافته

rfsp_CHO  در مقایسپپپه با گروهrfsp_E.coli توانند با می

شده  شتری به ویروس غیرفعا    SARS-CoV-2توانایی بی

شوند.  ژنعنوان آنتیبه صالی با ویروس متصل  همچنین، ات

 PBSعنوان کنتر  هایی که بهکشپپته شپپده در سپپرم موش

شت. هتزریق کرد دار بین سطح اختلاف معنیاند وجود ندا

)نمودار  (P<0.05های تسپپت و کنتر  مشپپهود بود )گروه

2).  

 

 
 rfsp علیه پروتئین نوترکیب IgG کلاس از) بادیآنتی تیتر تعیین برای الایزا منحنی (1نمودار 

 
 

        rfsp ی ایمن شده باهاموشبا استفاده از سرم  SARS-CoV-2 تشخی  ویروس 2نمودار 
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 واریانت آلفا و دلتا SARS-CoV-2 توسط سرم بیماران مبتلا به rfsp تشخی  3نمودار

 

 

 
 rfsp با ی ایمن شدههاموشدر  هابادیآنتیسازی توانایی خنثی 4نمودار

 

واکسن در  عنوانبه rfSP زاییایمنیبررسی قابلیت  3-4

 انسان

تمایل  rfsp-E.coliدر مقایسپپپه با گروه  rfsp_CHOگروه 

سرم بیماران بهبود یافته واریانت دلتا  صا  به  شتری به ات بی

های تست داری بین گروهمعنیو آلفا دارد و سطح اختلاف 

)نمودار ( P<0.05و کنتر  در آنالیز آماری مشپپاهده شپپد )

3)  . 

  شدهخصوصیات سرم حیوانات واکسینه 5-3

شان مییافته سرمبادیدهد که آنتیها ن های های موشهای 

طور مؤثری توانند بهمی rfspبا هر دو نوع شده سازیایمن

را های انسپپانی در سپپلو  ACE2 به گیرنده RBDاتصپپا  

سدود کنند. شتری در  rfsp_CHO ،حا در عین م توانایی بی

)نمودار دارد  ACE2به گیرنده  RBDبازدارندگی اتصپپپا  

4) . 

 بحث -4

 پروتئین تولید و بیان برای مناسپپپب میزبان یک انتخاب

یک، قات در موارد دارای اهمیت از یکی کایمر  در تحقی

 اسپپت. میزبان اهمیت حائز های زیرواحدیواکسپپن زمینه

E.coli هامیزبان ترینهزینه کم و ترینازرایج یکی عنوانبه 

ست مطر  نوترکیب هایپروتئین تولید برای  این اگرچه .ا

ترجمه  از پس اجرای اصپپلاحات به قادر بیانی سپپیسپپتم

ما از ،[22]نیسپپپت یوکاریوتی هایپروتئین جایی ا  که آن

 و بعدی سپپه سپپاختار یوکاریوتی، هایپروتئین از بسپپیاری

 نیز غیرگلیکوزیله شپپکل در را خود زیسپپتی کامل فعالیت

0

0.5

1

1.5

2

19مبتلا به کووید 

واریانت آلفا

19مبتلا به کووید 

واریانت دلتا

O
D

  
  

4
5

0
 n

m
 

19سرم بیماران مبتلا به کووید 

rfsp-CHO

rfsp-E.coli

PBS

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

1.6

control kit PBS rfsp-CHO rfsp-E.coli

O
D

 4
5

0
/6

3
0
  
n

m
  

آنتی بادیتست خنثی سازی 

   سرم کنتر

سرم تست



 و همکاران کریمی ...  سازیمقایسه تیتر و خنثی

137 

ند،حفع می ندمی کن ند E.coli در توان یان شپپپو  در. [23]ب

نه که مواردی کدونبهی  بر خوبی به ژن هایسپپپپازی 

 هایسپپپویه از .نباشپپپد منطبق E.coli میزبان هایکدون

سپپویه  شپپود.می اسپپتفاده نظر مورد ژن بیان برای خاصپپی

(DE3) Rosetta-gami  حپپاویtRNA  بپپههپپای مربوط 

نادریکدون  مورد E.coli در ندرت به که اسپپپت های 

و همکاران در سپپا   Kireeva .[24]گیرندمی قرار اسپپتفاده

سپایک را در 2021 سطحی ا  E.coli قطعه گلیکوپروتئین 

BL21 (DE3) ناسپپپپایی به شپپپ قادر  که  ند  یان کرد  ب

این نتایج  .[25]باشپپد می  RBD متصپپل بهی هابادیآنتی

-Rosettaبیان شپپده در  rfsp-E.coli دهدنشپپان میمطالعه 

gami DE3 ترجمه  از پس تغییرات وجود عدم رغمعلی نیز

 هایویژگی همچنان قندی هایمولکو  شپپدن اضپپافه نظیر

 را ایمنی سیستم است قادر و کرده حفع را خود ژنیکآنتی

تولید پروتئین  .(1)نمودار  کند تحریک مناسپپپبی نحو به

دلیل فقدان ماشپپین اصپپلا  پس از به یوکاریوتی نوترکیب

باکتری مه در  جاد میترج چالش بزرگی را ای که ها،  ند  ک

ید پروتئین بیو لوژیکی غیرفعا  در این همواره منجر به تول

ستانداران یک  .[26]شودمیزبان می سلولی پ ستم بیان  سی

های سپپپیسپپپتم یوکاریوتی نسپپپبتا بالا برای بیان پروتئین

طور موقت یا پایدار د بهتوانمی. این سیستم نوترکیب است

سیگنا  را تقویت های نوترکیب را ژنآنتی سنتز  بیان کند، 

سیون و صحیح پروتئین تا مرحله گلیکولیزا  کند، و پیچش 

شده . پروتئین[27]ترشح را انجام دهد  های نوترکیب بیان 

ژنی و ین روش ممکن اسپپپت شپپپکل اصپپپلی و آنتیبه ا

بنابراین، سیستم بیان سلولی . خود را حفع کنند زاییایمنی

ستانداران اخیراً برای بیان انواع  ی هترولوگ، از هاپروتئینپ

ی سپپاختاری ویروسپپی و پپتیدهای فعا  هاپروتئینجمله 

ست شده ا ستفاده  ستی، ا ستم . [28]زی سی صلی  مزیت ا

شره و  ستم بیانی ح سی سبت به دو  ستانداران ن سلولی پ

های پروتئینبرای دریافت  شانس بسیار بیشتراشریشیاکلی 

یون مناسپپب گلیکوزیلاسپپ محلو  با پیچشپپش صپپحیح و

بیان شده ساختار اصلی و شود پروتئین ، که باعث میاست

ند یت بیولوژیکی خود را حفع ک عال خاب  .[29]ف یل انت دل

مناسپپب بودن این میزبان  در مطالعه حاضپپر CHO سپپلو 

بیپپان  جمپپه و بپپه rfspبرای  تر پس  یرات  ی غ ت لیپپل  د

سیون است سپایک علاوه گلیکوزیلاسیون  .[30]گلیکولیزا ا

فاظتی  ندن بر نقش ح یدی پپتی پلیهاتوپاپیبا پوشپپپا

سی  و  Lanying Du .[31]کندبه فرار ایمنی کمک میویرو

 بیان شپپده در RBDگزارش کرد  2009همکاران در سپپا  

E. coli  ی پسپپتانداران و حشپپرات، هاسپپلو نسپپبت به

شخی  برای .[21]کمتری دارد زاییایمنی  گیریاندازه و ت

شده توسط کلونا پلی یهابادیآنتی سیت تولید  Bهایلنفو

 الایزای روش از ،موش سپپرم در هاتوپاپی علیه مختلف

ستفاده کمی نیمه صل نتایج .شد ا با  تجویز دوره سه از حا

شان خال  rfsp پروتئین  rfsp پروتئینهر دو نوع  که داد ن

 تیتر تولید و ایمنی هایتحریک پاسپپپخ موجب نظر مورد

 یهاپروتئیناما . اندشپپپده IgG کلاس از بادیآنتی بالای

rfsp  ی هاسلو بیان شده درCHO های قادر به ایجاد پاسخ

صی بادیآنتی صا شد می E. coli تری ازقوی اخت )نمودار با

آزمایش سپپپرولوژیکی روش مهمی برای تشپپپخی   .(1

جوهری و همکاران در  .[32]است SARS-CoV-2 عفونت

میزبان مناسبی  CHO هاینشان دادند که سلو  2020سا  

-SARS-CoVبرای تولید مقادیر بیشتری از تریمر نوترکیب

های ژن برای آزمایشآنتی عنوانبهد نتوانمیهسپپتند که   2

شود ستفاده  ضردر  .[6]سرولوژیکی انبوه ا نیز  پژوهش حا

واریانت  19بیماران بهبود یافته کووید  سپپرم یهابادیآنتی

ژن آنتی عنوانبهرا با قدرت بیشتری  rfsp-CHO ،الفا و دلتا

سایی کردند  با پذیریعلاوه بر این، واکنش.(3 )نمودارشنا

عا  شپپپدهغیرویروس  های با سپپپرم SARS-COV-2 ف

با پروتئینهای ایمنموش نشپپپان داد که ها  rfsp شپپپده 

قادر به ارائه  rfsp_E.coliنسپپپبت به  rfsp_CHO پروتئین

با سویه ویروسی است)نمودار  تریشبی های مشابهتوپاپی

 ،E.coliهای بیان سلو  حشرات و در مقایسه با سیستم (.2
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زینه تولید نسپپبتاً بالاتر و سپپیسپپتم سپپلولی پسپپتانداران ه

ته .[29]وری کمتری داردبهره ما نیز نشپپپان دادیاف  .های 

 213به ترتیب  CHO-K1و  E. coli در میزبان rfsp غلظت

 وکیلودالتون  48با وزن مولکولی لیتر میکروگرم بر میلی

 کیلودالتون 60با وزن مولکولی لیتر میکروگرم بر میلی 128

در  rfspعلت این اختلاف وزن گلیکولیزاسپپیون . باشپپدمی

بان  نمی S پروتئین اسپپپت. CHOمیز های بادید آنتیتوا

و ایمنی محپپافع را در بین تمپپام  (nAbs) کننپپدهخنثی

ساختاری دیگر القا کند پروتئین شان داد  .[33]های  نتایج ن

سینهها در موشبادیکه آنتی با  rfsp-CHOبا  شدههای واک

بالاتری نسپپپبت نایی  عاملتوانمی rfsp-E.coli به توا  ند ت

RBD و گیرنده ACE2  سازی را مسدود کنند و بر خنثیآن

بر برا مودار  SARS-CoV-2 در  ن بگپپذارنپپد ) یر  ث  (.4تپپأ

سپپتم بیان سپپلولی نسپپبت به سپپی E.coliهای بیان سپپیسپپتم

نداران می تا بدون پسپپپ تاق  بالا در دمای ا با تراکم  ند  توان

 .نوترکیب را بیان کنند رشپپد کنند و پروتئین 2CO عرضپپه

سریع، هاپروتئینبنابراین،  شی  سان و قابل اطمینان  به رو آ

وری یجه هزینه مربوط به تولید و بهرهدر نتو تولید شپپپده 

عه اگرچه  .[21]دباییکاهش م طال پاسپپپخ  حاضپپپردر م

یه قوی بادیآنتی نایی ارا ژنی ی آنتیهاتوپاپیانواع تر توا

پاراتوپ قدرت خنثیقوی بادیآنتیهای و  سپپپازی تر و 

شد rfsp-CHOبالاتری در  شده مشاهده   انتخاباما  .بیان 

 عملکرد، هایگزینه بررسپپی به نیازبهترین سپپیسپپتم بیانی 

ناسپپپب، تاخوردگی گلیکوزیلاسپپپیون،  ... و اقتصپپپاد م

 بر علاوه آتی مطالعات در که شپپودمی پیشپپنهاد .[19]دارد

 با شده ایمن یهاموش در نیز سلولی همورا ، ایمنی ایمنی

 با توانمی همچنین، شپپود. ارزیابی rfsp نوترکیب پروتئین

سوله نانوذرات در از گیریبهره  پروتئین تحویل و کردن کپ

ستم به rfsp نوترکیب سیل مد ، حیوان ایمنی سی  این پتان

سن کاندیدای یک ساختن برای را روش  بیماری علیه واک

SARS-COV-2 هایمحدودیت از .داد قرار ررسپپیب مورد 

 و امکانات شپپپدن فراهم عدم به توانمی حاضپپپر مطالعه

 ویروس بپپا چپپالش آزمون انجپپام برای لازم تجهیزات

  .کرد اشاره SARS-COV-2 استاندارد

 گیرینتیجه -5

 اولویت به ، برای ارزیابی کارایی واکسپپنخلاصپپه طوربه

rfsp  یرا ز. شودی پستانداران داده میهاسلو بیان شده در

پس از آخرین تزریق در  هپپابپپادیآنتیمیپپانگین تیتر 

قابل  طوربه rfsp-CHO سپپپازی شپپپده بای ایمنهاموش

-rfsp شپپده بای واکسپپینههاموشتوجهی بالاتر از سپپرم 

E.coli  میزبپان همچنین بود و CHO  فراینپدبپا انجپام 

یک  عنوانبهتغییرات پس از ترجمه مانند گلیکولیزاسپپپون 

های تشپپخی  سپپرمی توسپپعه سپپنجشگزینه مفید برای 

القای سپپپطح توانایی و باشپپپد می SARS-CoV2 عفونت

 rfspکننده نسپپبت به خنثی بادیآنتیهای پاسپپخبالاتری از 

 .را دارد E.coli در بیان شده

 و از شرکت ژن سبز تشکر وسیله بدین :قدردانی و تشکر

 شود.می قدردانی

 زاییایمنی مراحل طی شپپودمی گواهی :اخلاقی تاییدیه

 رفتار اخلاقی نکات کلیه)موش بالبسی ( مد  حیوان روی

 است. شده رعایت حیوانات با

عارض نافع ت گان: م ند ندمی اعلام نویسپپپ نههی دار  چگو

 .ندارد وجود منافعی تعارض

سندگان سهم شگر ،حر کریمیس :نوی صلی پژوه   (%45) ا

فتا  ستوده نژاد   (%10) راهنمای دوم: استاد شهرام نظریان

شاور :نعمت الهی ستاد م ستکار  (%5) ا ستاد رو  الله در : ا

ستاد راهنماجعفر امانی  (%5تحلیل گر آماری )مشاور و   : ا

(35%).   
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 Comparison of the headline and neutralization of the spike 

spikes of the Sars-COV-2 protein expressed in eukaryot 

cells, and prokaryot 
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Abstract 

Given the global epidemic of COVID-19, it is important to design a vaccine 

for prevention. The virus belongs to the beta-coronavirus family and forms 

appendages on the surface of the glycoprotein spike virus membrane. Studies 

on SARS-CoV-1 and related MERS-CoV vaccines have shown that the spike 

protein on the virus surface is a suitable target for the vaccine. In this 

experimental study, we compare the recombinant fragment of spike protein 

(rfsp) expressed in the eukaryotic host CHO-K1 cell and prokaryotic E.coli in 

terms of immunogenicity, neutralizing activity, and epitopes  recognition 

Similar to the virus strain and the ability to bind to the serum of improved 

patients, in two types of alpha and delta variants. The results showed that both 

rfSP proteins are a potential new antigen candidate for the development of the 

Covid 19 vaccine, but the CHO-K1 cell maintains the biological activity of 

the protein by performing post-translational modification processes such as 

glycolysis. This increases the present likelihood of developing virus-like 

epitopes and increases the titer of rfsp-specific antibodies in the serum of 

immunized mice. Therefore, priority is given to rfsp expressed in CHO-K1 

cells to evaluate vaccine efficacy. 
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