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 چکیده

سان مرگ و ی کروناگیرهمه شورها را ب شرایط، در جهانها شمار کثیری از ان صادی ک ا اجتماعی و اقت

مسبب  عامل بیماری کرونا و ،کرونا ویرویده خانوادهاز  SARS-CoV-2 ویروس .کرده است روبروخطر 

د برای پروتئین اسپایک سطح خواز کرونای جدید  ویروسدلیل استفاده . بهشیوع آن در قرن اخیر است

سلول سطحی  های میزبانورود به  صال به پروتئین  ی، زایعفونتو ژنتیکی  مادهبرای ورود  ACE2و ات

با مهار این  ؛است مهمدر پروتئین اسپایک برای دانشمندان بسیار  (RBD)اتصال به گیرنده  ناحیه مطالعه

کلونینگ با استفاده از . شدویروس به سلول توان مانع از ورود ، میآن گیرندهپروتئین و ناحیه اتصال به 

خالصهای این ویروس را تکثیر و توان ژنمی های کارگیری به .ردسااااازی کپروتئین آن را  ید پپت

، SARS-CoV-2در درمان است و  های بسیار کاربردیها یکی از روشبیماری برای درمانضدویروسی 

در  .اسااتبساایار مورد توجه دانشاامندان  ،ACE2به گیرنده  RBDاتصااال ممانعت کننده از  پپتیدهای

نگ  حاضااار، پژوهش یانی  RBDکلونی یان پروتئین PET28aدر وکتور ب و فیوژن پروتئین  RBD، ب

GFP/RBD  این پروتئین در میزبان پروکاریوت دلیل محلول نبودنبه .شاااد انجامدر میزبان پروکاریوتی، 

پروتئین ساانتز و  آگارز انجام-با شاایب اوره با سااتون نیکل (Column Refoldingسااتون بازتاخوردگی )

با  RBDبا  آنها اتصااال برای مقایسااه پپتید 3از مقالات  .شاادتایید وسااترن ب ت از طریق تکنیک شااده 

و ررساای ببا روش داکینگ مولکولی  دیگره همب آنها لتمایل اتصااا و کاندیداسااتفاده از بیوانفورماتیک 

در ها در صورت تایید میانکش بین آن RBDبه دلیل اتصال توان از پپتیدهای یاد شده بهمشخص شد می

 درمان عفونت این ویروس استفاده کرد.

   پپتید ضد ویروسی، بازتاخوردگی، SARS-CoV-2  ،RBD :کلید واژگان
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 مقدمه-1

 توانندیم هاروسیبه نام کروناو هاروسیاز و یعیدسته وس

را آلوده کرده و باااعاا   واناااتیاز ح یعیوسااا فیط

س یهاعفونت سط  یتنف شوند دشدی تامتو سان  دو  .در ان

شده از ح روسیکروناو شتق  س واناتیم زا یماریب اریکه ب

به ترت ند،   ی، براMERS-CoVو  SARS-CoV بیهسااات

در انسان ظاهر شدند  2012و  2002 یهابار در سال نیاول

س یهاو باع  عفونت شدند. ا یتنف شنده  ها روسیو نیک

. [1]ندبود کمیوستیدر قرن ب یمهم بهداشت عموم ینگران

موارد  نیووهان چ یهامارساااتانیاز ب یتعداد قابل توجه

 2019دساااامبر  انیپا با علت نامشاااخص را در هیالرذات

رنج  یروسااایو هیالراز ذات مارانیب نیا .[2]گزارش کردند

سبردند که بهیم سه  سرفه، درد قف و در  نهیصورت تب، 

ینفس ظاهر م یو تنگ هیموارد ارتشاااد دو طرفه ر شااتریب

شابه در بع ئم به نیشد. ا و  SARSمبت  به  مارانیطور م

MERS کی دیشاااد هیالرعلت ذات .[6]جود داشاااتو 

 طتوساا بود که عامل ایجاد آن ناشااناخته روسیبتاکرونا و

 نییو تع مارانیخلط ب یهااز نمونه روسیو یجداسااااز

  .[3]مشخص شدآنها  کیمتاژنوم RNA یتوال

شااده  لیتشااک S2و  S1واحد  ریاز دو ز کیاسااپا نیپروتئ

کامل  مریهوموتر کیعنوان به روسیاساات که از سااطح و

سترش  سپایک کیو  افتهیگ شک یسطح ا یم لیمجزا را ت

در طول کل  نهیآم دیاس 1273 یدارا کیاسپا نیدهد. پروتئ

( RBD) رندهیآن در حوزه اتصااال گ 541-319اساات که 

 C( و دامنه NTD) نالیترم Nدامنه  .[4و5]شاااودیم افتی

نقش دارند،  RBD لی( که هر دو در تشاااکCTD) نالیترم

 دهند.یم لیرا تشااک S1 یساااختار رواحدیز یاصاال بخش

RBD  بخش کلیدی در یکCTD  کهاین ویروس اسااات 

عنوان موتیف ی مرکزی و یک حلقه گسااترده بهناحیه یک

  .اردد( RBMاتصال به گیرنده )

 یدهایاز اکثر اساا ییبالا حفاظت SARS-CoV-2ویروس 

صال به  یبرا ازیمورد ن نهیآم سان ACE2ات شان م یان یرا ن

شان م مطالعات دهد. صال  لیدهد که مین  RBD-ACE2ات

نت نییدر تع ینقش مهم یم فایا SARS-CoV زاییعفو

  .[6]کند

که جا  با  یغشاااا SARS-CoV-2 روسیو ،از آن خود را 

 رندهیگ قیکند و از طریم بیترک زبانیسااالول م یغشاااا

ACE2 سان یمانند پروتئازها یورود یهاو فعال کننده  یان

به  روسیکه از ورود و ییشاااود، داروهایوارد سااالول م

عفونت  در درمانکنند ممکن اساات یم یریساالول جلوگ

در  دیجد یاز مرزها یکی دیبر پپت یمبتن ندرما .موثر باشند

با و بارزه  هدف قرار دادن  ..[7] ها اسااااتروسیم با 

صی صا توانند عفونت یم دهایآن، پپت زبانیم ای روسیو اخت

-نیهاادف قرار دادن ارتباااو پروتئ .[8]را متوقف کننااد

دارو در ده سااال گذشااته بوده  دیتول یهدف اصاال نیپروتئ

  .[9]مهم است یسلول یهافراینداساس  رایاست، ز

عه طال -SARS روسیو یساااطح نیپروتئ RBD در این م

CoV-2 یده کلون به  GFP/RBD نیپروتئ بیو ترک گرد

با توجه به  ن،یع وه بر ا رسانده شد. سازیخالصمرحله 

سان یسطح سلول رندهیبه گ نیپروتئ نیاتصال ا تیاهم  یان

ACE2 هکگرفته شااد نتیجه روس،یورود و عفونت و یبرا 

هم در م یگام روس،یبا و نیپروتئ نیمسدود کردن ارتباو ا

هار آن و جلوگ  دیجد یهااز آلوده کردن سااالول یریم

 نیدر ا یمناسااب نیگزیجا دهایپپت اساات. روسیتوسااط و

ستن پ یبرا نهیزم ستند RBDو  ACE2 نیب وندیشک  با .ه

را  RBDاتصاااال به  تیظرف که پپتید 3 ،مقالات یبررسااا

صال بررسی  شده دارند برگزیده . دشدنو از نظر قدرت ات

ستفاده از  دهایپپت نیا شدندمدل PEP-FOLDبا ا و  سازی 

صال هر  ستفاده از روش  RBDبا  کیسپس قدرت ات با ا

docking شده و در آینده  شد. سهیمقا پپتید برتر انتخاب 

های آزمایشاااگاهی اساااتفاده برای کلونینگ و انجام داده

 .شدخواهد 

 ها مواد و روش-2

 های باکتریاییکشت سلولهای محیط 2-1
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گرم  1 ،دیکلرا میگرم سااد 1ازمایع که  LBمحیط کشاات 

صاره 0.5تریپتون،  لیتر آب دو میلی 100و ی مخمر، گرم ع

شگاه ت تقطیربار  شددر آزمای  LBیط محبرای تهیه . شکیل 

 100گرم در هر  1.5 میزانبه محتویات محیط مایع  ،جامد

ضافه میلی شت . شدلیتر آگار ا  1 با میزان 2x YTمحیط ک

گرم ساادیم  0.5 تریپتون، ،گرم  1.6 ی مخمر،گرم عصاااره

ید و  بار تقطیرمیلی 100کلرا اسااات، نیز در  لیتر آب دو 

ستاندارد. آزمایشگاه تهیه شد رای ب این محیط، یک محیط ا

و  M13اساات که برای کشاات باکتریوفاژ ی کروبیرشااد م

 . شودتهیه می E.coliهای سویه

سفر کردن آن به درون و  RBDسازی ژن بهینه 2-2 تران

 باکتری 

بهینه گرفته شاااد و NCBIاز پایگاه داده  RBDتوالی ژن 

یان پروتئین ساااازی کدون  ی در میزبان باکتریایآن برای ب

 محل بین دو PET28a. ترادف ژنی در وکتور انجام شاااد

والی ت آن و سپس مورد ارزیابی قرار گرفت ورد نظربرش م

 برای ساانتز Shinegene Molecular Biotechبه شاارکت 

پ زمید نوترکیب به درون سلول  این مرحلهدر  .ارسال شد

. وارد شاااد به عنوان میزبان DH5αساااویه  E.coliباکتری 

ستعددر ابتدا  های مورد نظرسلول شدند و  برای انتقال م

 زمید پ .صورت گرفتسپس انتقال وکتور به درون سلول 

سلولنوترکیب  شد. در این پژوهش  وارد  ور به منظمیزبان 

به Shuffleو  BL21سااویه  E.coliاز باکتری بیان پروتئین 

های ساالولدر این مرحله نیز . شااداسااتفاده عنوان میزبان 

ون و سپس به در شده مستعد مورد نظر برای انتقال وکتور

  .ندشووارد میسلول 

 استخراج پلازمیدهای نوترکیب 2-3

باکتری  به درون  ید  قال پ زم از روش شاااو  برای انت

پ زمید در معرض ساالول مسااتعد . شااد اسااتفاده یحرارت

کنترل مثبت، پ زمید حاوی ژن سااافارش داده شاااده و یا 

د. شاااومخلوو می و دگیرقرار میمحصاااول لایگیشااان 

ستعدهاویال سلول م دقیقه روی یخ  15به مدت  ی حاوی 

 42ثانیه در دمای  90و ساااپس به مدت  قرار داده شااادند

و دوباره روی یخ داده شااو  حرارتی گراد سااانتی درجه

هر ویال به دقیقه  5گذشااات  بعد از ،ساااپس. گرفتندقرار 

مایع  500 یکآنتی بدونمیکرولیتر محیط کشااات  ر ب یوت

شد و  روی یخ ضافه  شیکر ویالا در دمای  دور 250ها با 

 ساعت قرار گرفتند 2الی  1گراد به مدت سانتی درجه 37

پس از انتقال  ها فرصاات رشااد داشااته باشااند.تا باکتری

به درون  ید نوترکیب  هدف پ زم سااالول در این مرحله 

مایز در بین کلنی جاد ت یدای جد پ زم ی های وا ب و نوترک

برای به دساات آوردن تک بدین منظور ها بود. سااایر کلنی

اده کشت د ها بر روی محیط کشت جامداین باکتریکلنی، 

 شدند.

 10در  که حاوی پ زمید اساات، برداشااته شاادهتک کلنی 

بیوتیک کانامایسین کشت لیتر محیط کشت حاوی آنتیمیلی

شد درجه، بر ری  37ساعت در دمای  16و به مدت  داده 

پس از انجام ساااانتریفیوژ روز بعد . شااایکر انکوبه گردید

(rpm 3500  تاق 5به مدت قه در دمای ا مقداری از ، (دقی

و هم  سی سی محیط کشت مایع حل شده 0.5در  رسوب

 فریزرداری در نگهبرای  درصاااد 60حجم آن گلیسااارول 

یت کتوسط  ماندهبا استفاده از رسوب باقی اضافه شد. -80

Favorgen استخراج پ زمید انجام شد. 

ید و GFP و برش تکثیر ژن 2-4 توسططط آنزی  پلازم

 BamHIو  NdeI های 

پ زمید  ،GFPدر این واکنش الگوی مورد نیاز برای تکثیر 

PET21a  دارای ژنGFP  .ی پرایمرهااای بویسااایلااهبود

شده  ط  .شد تکثیر GFPو قطعه  انجام PCRواکنش راحی 

شده GFP قطعه برای پ زمید وفرایند برش آنزیمی   تکثیر 

و های یک میکرولیتر با حجم BamHIو  NdeIبا دو آنزیم 

شتر  )با  صورت همزمان انجام( 2x Tangoبافر م  شد به 

گارز  ید برش از طریق الکتروفورز ژل آ تای و صاااحت و 

ریخته شااده و به  0.5این مواد در میکروتیوپ انجام شااد. 

سانتی 37ساعت در دمای  6 مدت . شدانکوبه گراد درجه 
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شت مدت زمان لازم برای  ضم آنزیمی،  فرایندبعد از گذ ه

ننده ک تایید برش توسط آنزیم محدود برایمحصول هضم 

 .بر روی ژل آگارز برده شد

صال پلازمید  2-5 و انتقال  خورده به ه برش GFPو ات

 به باکتری  آن

اختصاااصاای و جلوگیری از پایین برای حذف قطعات غیر

شن شده به پ زمید آمدن کارایی لایگی صال قطعه تکثیر  )ات

های ، محصاااول برش خورده توساااط آنزیمبرش خورده(

روی ژل آگارز برده شااده و از روی ژل برش  ،محدودالاثر

از ژل  DNAگردنااد. تخلیص قطعااه داده و تخلیص می

. انجام شااد Favorgenآگارز با اسااتفاده از کیت شاارکت 

سفورم سپس ترن ستعد تهیه و  ص باکتری م صول ات ال مح

 .انجام شد

 PCRنی وکل 2-6

کار چند کلنی از بین کلنی های رشاااد کرده بر برای این 

 20در میکروتیوب حاااوی  انتخاااب وروی پلیاات را 

 برای انجام الگوب حل کرده و از آن به عنوان میکرولیتر آ

 PCR ،0.5میکرولیتر مسااتر  5. شااداسااتفاده  PCRواکنش 

میکرولیتر از کلنی حل شاااده در  1میکرولیتر از پرایمرها، 

ریخته و برای  0.2میکرولیتر آب در میکروتیوب  3آب و 

ست که شدانجام  چند کلنی این کار . در این مرحله بهتر ا

جام  نه وکتور برای ان بد به  های مربوو  و  PCRاز پرایمر

 .شودتایید حضور قطعه استفاده 

یر 2-7 کث برش ت یدو  RBDژن  و  م توسطططط  پلاز

 XhoIو HindIII ی هاآنزی 

پ زمید  ،RBDدر این واکنش الگوی مورد نیاز برای تکثیر 

PET28a  دارای ژنRBD ی بویسااایله .سااانتز شاااده بود

شده   RBDانجام و قطعه  PCRواکنش پرایمرهای طراحی 

 RBDقطعه  تکثیر شد. فرایند برش آنزیمی برای پ زمید و

های یک با حجم XhoI وHindIII تکثیر شااده با دو آنزیم 

انجام ن به صااورت همزما Rمیکرولیتر و با بافر مشااتر  

 6 مدتریخته شده و به  0.5این مواد در میکروتیوپ  .شد

سانتی 37ساعت در دمای  بعد از . شدانکوبه گراد درجه 

مان لازم برای  مدت ز ندگذشااات  هضااام آنزیمی،  فرای

ننده ک تایید برش توسط آنزیم محدود برایمحصول هضم 

  .بر روی ژل آگارز برده شد

انتقال و  برش خورده به ه  RBDو  دیاتصال پلازم 2-8

 به باکتری  آن

عات غیر حذف قط اختصااااصااای و همرنین برای برای 

صول ، مح)اتصال(جلوگیری از پایین آمدن کارایی لایگیشن

سط آنزیم روی ژل آگارز  ،های محدودالاثربرش خورده تو

د. شااونروی ژل برش داده و تخلیص می برده شااده و از

عه  یت  DNAتخلیص قط فاده از ک با اسااات گارز  از ژل آ

شد Favorgenشرکت  شده و  .انجام  ستعد تهیه  باکتری م

 . انجام شدسپس ترنسفورم محصول اتصال 

یان پروتئین  2-9 بان GFP+RBDو  RBDب های در میز

  بیانی

ن آورد دساااتبههدف اصااالی در بیان پروتئین نوترکیب 

ست سلول باکتریایی ا  .مقادیر بالایی از پروتئین محلول در 

یان پروتئین مورد نظر از محیط کشاااات   2X YTبرای ب

شد و برای القا از  ستفاده  ، 0.5، 0.3، 0.1با غلظت  IPTGا

باکتری 1و  0.7 فاده شااااد.   E.coli میلی مولار اسااات

BL21(DE3) نوترکیب پس از کشااات در  حاوی پ زمید

بیوتیک کانامایساااین، مایع حاوی آنتی LBکشااات  محیط

 37و در دمای  دور در دقیقه( 180)شاابانه بر روی شاایکر

گرفت. عمل تلقیح سااپس از همین  قرارگراد درجه سااانتی

 2Xمحیط کشت های محتوی فالکونهای شبانه در کشت

YT های از باکتریحاوی کانامایساااین بود انجام شاااد.  و

رشااد کرده، کشاات مجدد در فالکون حاوی محیط کشاات 

2X YT ،درجه  37ها مجددا در دمای باکتریو  انجام شااد

ر در دقیقه ود 180گراد بر روی شاایکر با ساارعت سااانتی

 600ها در طول موج وقتی کدورت باکتری انکوبه گشااتند.

های ذکر شاااده به با غلظت IPTGرساااید،  0.6نانومتر به 

یان افزوده شاااد. دمای  هافالکون درجه  RBD 30برای ب



 و همکاران معززی  ...اسپایک ژن RBD تخلیص

5 

و گراد سااانتیدرجه  GFP+RBD 25و برای  گرادسااانتی

هنمون ،سپسگرفته شد.  ساعت در نظر 14مدت زمان بیان 

قا بر پیشپروتئین  یها ید  و پس از ال یل آم روی ژل آکر

 .شدنددرصد بررسی  12.5

 SDS-PAGEالکتروفورز و  ،سونیکاسیون 2-10

باکتری پس از  یان پروتئین،  مان لازم برای ب مدت ز یان  پا

رو روی یخ مراحل پیش روی یخ گذاشااته شااده و تمامی

شده .شودانجام می  20به مدت  محیط حاوی باکتری القا 

مای  قه در د جه ساااانتی 4دقی  4000rpmبا دور  گراددر

شده و پس از تخلیه کامل مایع رویی  سوبر ،سانتریفیوژ 

لیتر میلی 5لیتر محیط در میلی 100ساالولی حاصاال از هر 

شده و  سیون  سپان سو مانده دقیقه روی یخ باقی 30بافر لیز 

 و سپس روی یخ سونیکیت شدند. سونیکاسیون در مدت

سونیکیت  10صورت یقه بهدق 5 ستراحت  15ثانیه  ثانیه ا

سانتریفیوژ . سلولانجام شدروی یخ  های شکسته شده با 

g 13000  نشین گراد تهدرجه سانتی 4دقیقه در  20به مدت

از  SDSشده و فاز رویی و رسوب برای بررسی روی ژل 

شده و در فریزر  داری نگه گرادسانتیدرجه  -20هم جدا 

 ند.شومی

 10به میزان  SDS-PAGEساااازی نمونه برای برای آماده

میکرولیتر از نمونه رسوب و مایع رویی برداشته شده و به 

سبت  شده  1:4ن با بافر نمونه حاوی مرکاپتو اتانول ترکیب 

د. این شااوندرجه قرار داده می 100قه در دقی 3و به مدت 

 .باشاااندمیآمید ژل آکریلها آماده برای لود بر روی نمونه

شدهنمونه شده SDSبر روی ژل  های پروتئینی آماده  ، لود 

پس از انجام  .شددقیقه اعمال  40ولت به مدت  90 ولتاژو 

مدت  به  قه در ظرف حاوی رنگ  90الکتروفورز، ژل  دقی

سپس رنگ خارج و رنگ شد و  شد. قرار داده  ضافه  بر ا

جدید تعویض شد. این بر بر با رنگدقیقه، رنگ 60پس از 

بر اضااافه شااده در مرحله انجام و در انتها رنگ 2کار طی 

 ساعت( باقی ماند. 16مرحله آخر در طول شب )

                                                           
1 His tag 

 محلول تخلیص پروتئین نوترکیب 2-11

محیط لیتر میلی 100آمده از هر دسااتبهبه ازای رسااوب 

به رسوب اضافه شد و  لیز بافرلیتر میلی 50 یکشت باکتر

با توجه به حجم  ،سااپس به حالت سااوسااپانساایون درآمد.

نهایی مقداری به آن محلول پودر اوره اضافه شد تا غلظت 

هایی اوره  مولار شاااود.  8مولار و  6مولار،  4مولار،  2ن

 Rotatorساعت محلول حاصل بر روی  6به مدت  ،سپس

ه حاصاال قرار گرفت. نمون گرادسااانتیدرجه  4در دمای 

شیوه شن به  سونیکی سپس برای انجام  شده آماده و  ی ذکر 

 ران شدند. SDSبر روی ژل 

 ،شاااده با اوره Refoldهای پروتئینساااازی خالص برای

انجام گارز آکروماتوگرافی تمایلی با استفاده از ستون نیکل 

به یز ل. نمونه پروتئینی روی سااتونی که توسااط بافر شااد

سیده بود شد و  ،تعادل ر به ترتیب با بافر دارای اوره برده 

و در  شسته شد مولار اوره 2مولار و بعد  4مولار سپس  6

ستون، از  آخر سازی پروتئین نوترکیب متصل به  برای جدا

اساااتفاده شاااد. رقابت ایمیدازول  فاقد اوره Elution بافر

ستیدینی صل به پروتئین 1موجود در این بافر با دنباله هی  مت

ون سبب خروج پروتئین از ست ،اتصال به نیکل ستونبرای 

 شود.می

 وسترن بلات 2-12

ها به برای انجام وسااترن ب ت پس از آماده سااازی نمونه

 SDSها بر روی ژل ی ذکر شااده و ران کردن نمونهشاایوه

مارکر پروتئینی ماده شاااده،  نار  کیلودالتونی 20 آ نیز در ک

ها لود می نه  یان شاااونمو پا الکتروفورز ژل از د. پس از 

نتقال از ژل به کاغذ جدا شده و برای انجام مرحله ا کاست

به اندازه ژل بریده شده و برای  PVDFکاغذ  د.شوآماده می

دقیقه در متانول شیک شده و با آب  1فعال شدن به مدت 

نتقال گیرد. اشود و درون بافر انتقال قرار میمقطر شسته می

م انجادساااتگاه وساااترن ب ت  پروتئین از ژل به کاغذ در

 40ولت به مدت میلی 120اژ . دساااتگاه و با ولتشاااودمی
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 هایو پروتئین شااادهبه منبع مولد جریان متصااال  دقیقه

در مرحله ب کینک،  د.شوکاغذ منتقل میموجود در ژل به 

پوشاااااناادن کاااغااذ برای جلوگیری از واکنش  برای

یهغیراختصااااصااای آنتی یه اول نده، محلول متوقف باد  کن

(Blocking) 2رود. برای سااااختن این محلول کار میبه 

اضااافه  TBS–Tدرصااد شاایر خشااک بدون چربی در بافر 

 ها بر ساااطح کاغذشاااود، پس از اتمام انتقال پروتئینمی

PVDF  به مدت با محلول  75کاغذ  تاق  قه در دمای ا دقی

شیک می نگ یافتن زمان ب کیپس از پایان . شودب کینگ 

ای که با محلول ب کینگ به مقدار بادی اولیهآنتیکاغذ با 

مخلوو و  His-Probe (sc-8036)بااادی اولیااه معین آنتی

 شود.ساعت انکوبه می 18تا  16رقیق شده است، به مدت 

 15بار و هر بار به مدت  3کاغذ  ،پس از اتمام مرحله قبل

، کاغذ شود. سپسوشو داده میشست TBS-Tدقیقه با بافر 

برای  (1:1000با غلظت ) Anti-Rabbitبادی ثانویه تیبا آن

دقیقه در دمای اتاق  75های اولیه به مدت بادیتمام آنتی

بار و هر بار  3شود. در پایان این مرحله نیز کاغذ شیک می

 شود.وشو داده میشست TBS-Tدقیقه با بافر  15به مدت 

ی آشکارسازهای ترین تکنیکترین و حساساز جمله دقیق

بادی اولیه اختصاااصاای د پروتئینی مورد نظر )که با آنتیبان

های شاااده اسااات( اساااتفاده از کیتخود شاااناساااایی 

Chemiluminescence باشاااد. کیت میECL advanced 

reagents  شامل شد  ستفاده  سی ا  non-fat که در این برر

milk وReagents A,B است . 

 مطالعات بیوانفورماتیکی  2-13

 SUMO/RBDو  GFP/RBDهااای توالی فیوژن پروتئین

سط نرم افزارهای که یکی از برترین نرم 2افزار آلفا فولد تو

 ینی ساختار پروتئین مشخص شد. بپیش

مطالعه مختلف که در هر یک  3بهترین پپتیدهای انتخابی 

صال به   RBDبه روش متفاوتی تعدادی پپتید که توانایی ات

ند، انتخاب شااادبینی شااادهپیش، [104-106]را دارند   ا

 افزاراین پپتیدها با اساااتفاده از نرم . سااااختار(1)جدول 

PEP-FOLD-3 شدبینی پیش . 

به مده اولین کمپلکس  به دسااات آ نگ  جه داکی از هر نتی

فزار نرم ظر  .داده شااااد PDBSUMا ن یج از  نتااا ین  ا

سه و مقای شدهآمینواسیدهای درگیر و انرژی اتصال بررسی 

 .شدند

 نتایج -3

ین  3-1 ئ ت پرو یان  ین  RBDب ئ ت پرو یوژن  ف یان  ب و 
GFP/RBD 

و  E.coli BL-21ی از سااویهمورد نظر  پروتئینبیان برای 

Shuffle  نوترکیب در دارای پ زمید  باکتری .شااداسااتفاده

 شد. کشت داده 2XYT مایع محیط کشت

 

 لیست پپتیدهای انتخابی 1 جدول

 

 توالی پپتید کاندید شده مقاله مربوطه روش انتخاب پپتید

Phage display    https://doi.org/10.1021/acsomega.1c04873 SCFDFLNWASCD 

In silico study  https://doi.org/10.1016/j.compbiomed.2021.104759 AWDFGSIGGVFTSVGKLVHQVFGTAYGVL 

In silico study  https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2020.e05739 CRHCPKDWTFFQGNCYFMSN 
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. ب( بیان پروتئین IPTGهای مختلف با غلظت BL21در میزبان  RBD. الف( بیان پروتئین GFP/RBDو  RBDبیان شاارایط بهینه  1شااکل

RBD  بان ظت  BL21در میز یان پروتئین  IPTGمولار میلی 0.1با غل های مختلف. ج( ب ما بان  RBDدر د ظت Shuffleدر میز های با غل

 IPTGهای مختلف در غلظت BL21در میزبان  GFP/RBD. د( بیان فیوژن پروتئین  IPTGمختلف 
 

ها در دمای بهترین شاارایط بیان، باکتری برای فراهم شاادن

 ،ینهمرنشاادند. گراد انکوبه سااانتی درجه 37و  30، 25

میلی  1و  IPTG (0.1 ،0.5 لفهااای مختتاااثیر غلظاات

این نتایج  .شاادساااعت ارزیابی  14بر روی بیان در  مولار(

در میزبان  بهترین شاارایط بیان آزمایشااات نشااان داد که

BL21  مولار میلی 0.1با غلظتIPTG  درجه  30در دمای

با  SHuffleو در میزبان  ساااعت 14مدت  گراد بهسااانتی

گراد درجه سااانتی 30، دمای IPTGمولار میلی 0.5غلظت 

 .(1)شکل  تعیین شدساعت  14به مدت 

های بیانی به روش پروتئینتعیین صططحت هویت  3-2

 وسترن بلاتینگ

یان پروتئین نوترکیب  یت آنمورد نظر ب  وساااطت و محلول

SDS-PAGE سی و ب سترن ب ت تعیین برر ه کمک متد و

و  RBD هایپروتئیناین تأیید هویت  برای. هویت شاادند

GFP/RBD ز در از الکتروفور پس لیز شده نمونه باکتریایی

با روش وساترن  وتفکیک  SDS-PAGE درصاد 12.5 ژل

با آنتی ،سااپس .انتقال داده شاادند pvdfکاغذ ب تینگ به 

 برای .انکوبه شااادبادی ثانویه و آنتی Anti-His Tag بادی

 های. پروتئینشاادها از سااوبسااترا اسااتفاده مشاااهده باند

ودند بهیساااتیدینی  یدنبالهدارای نوترکیب تولید شاااده 

 (.2)شکل 

 

 

 

 

 

 

 

نشااانگر باند  anti-His-Tagبادی ب ت با آنتیوسااترن  2شااکل 

RBD کیلو دالتون و پروتیین 30ولکولی با وزن م GFP/RBD  با

 کیلو دالتون است. 55وزن مولکولی 

 ب الف

 د ج
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ین 3-3 ئ ت پرو یص  ل خ به روش ت یدی  ل تو های 

 کروماتوگرافی تمایلی

سازی پروتئین ش کروماتوگرافی تمایلی برای خالصاز رو

شد ستفاده  شد و . ا ستفاده  ستون نیکل ا در این روش از 

 ها قابل رویت است.از نظر شدت باند 3شکل نتایج در 

 نتایج بیوانفورماتیکی 3-4

یل  به روش  RBD/ACE2کمپلکس  PDBفا  X-rayکه 

diffraction کد به با  مده  کار  6M0Jدسااات آ برای این 

 انتخاب شد. 

 

 به دو دلیل هاانتخاب فایل با کد ذکر شاااده از پایگاه داده 

شعه ایکس و بالا  سنجی پروتئین به کمک ا ساختار روش 

به شااااخصب یازهای مربوو   Rfree ،Clashهای ودن امت

scoreانجام شد 2، معیارهای راماچاندران. 

باز و  Chimeraافزار با نرم PDB، فایل ACE2برای حذف 

ادامه کار  یبرااز آن حذف شاااد و مجددا  ACE2زنجیره 

 RBDذخیره شد. تصویر فولد صحیح  PDBفایل به فرمت 

 ،GFP+RBD  وSUMO+RBD  است.  آمده 4در شکل 

 

 

 

 

 

 

 

 

به روش  GFP/RBDب( تصویر ژل تخلیص پروتئین  column refoldingبه روش  RBDالف( تصویر ژل تخلیص پروتئین  3شکل 
column refolding 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ی فیوژن پروتئین بینی شااده. ب(تصااویر ساااختار پیشChimeraافزار با اسااتفاده از نرم RBDشااکل ساااختار شااماتیک الف(  4شااکل 

GFP+RBD ی فیوژن پروتئین بینی شده. ج(تصویر ساختار پیش2افزار آلفافولدتوسط نرمSUMO+RBD 2افزار آلفافولدتوسط نرم  

 

 

 

                                                           
2 Ramachandran Outliers 

 

 

 الف ب

 ج ب الف



 و همکاران معززی  ...اسپایک ژن RBD تخلیص

9 

گاه بهترینیکی از  PEP FOLD 3افزار نرم  دادهی هاپای

ستفاد ما .استبرای ساختار پپتیدهای طراحی شده  ه از با ا

 .بینی کردیمپپتید انتخابی خود را پیش 3توالی  افزاراین نرم

با تصااویرسااازی پپتید  3تصاااویر مربوو به هر  5شااکل 

با  اسااات. Chimeraافزار نرم یدها  نگ پپت یت داکی ها در ن

RBD  با استفاده از سرورZ-DOCK  (6)شکل شدانجام .  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 PEP-FOLD-3افزار ده پپتیدهای انتخاب شده توسط نرمسازی شساختار شبیه 5 شکل

 

 
 

 
 

 الف

 ب
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-Zتوساااط سااارور  یانتخاب پپتید 3با  RBD نیپروتئ نگیداک جی)نتا RBD نیبا پروتئ CRHCP دیپپت یدا  مولکول جهینت الف( 6شاااکل 

DOCK).  ب( نتیجه دا  مولکولی پپتیدAWDFG  با پروتئینRBD .)نتیجه دا  مولکولی پپتید  جSCFD  با پروتئینRBD. 

 

 گیری بحث و نتیجه -4

-SARS ریبه شدت تحت تأث یبهداشت جهان ستمیسثبات 

CoV  انهیخاورم ی، سااندرم تنفساا2002/2003در سااال 

(MERS-CoV در ساااال )ریگهمه یماریو ب 2012/2013 

ست. SARS-CoV-2 یفعل  مارانیاز ب یگروه قرار گرفته ا

شرا شک یکیژنتیاپ ،یکیژنت طیبا  ص یو پز ص از  دیبا یتخ

 لیااکااه م SARS-CoV-2 یتهاااجم یهااااحتمااال جهش

 یهارندهی)گ ییاتصااال غشااا یهادر محل ییبالا یوندیپ

که میعملکرد ند  باشااا گاه  ند، آ ندی( دار داخل  ریتکث توا

قال و م زانینرخ، م، روسیو یسااالول را  ریمومرگ زانیانت

ضر، در حال .افزایش دهد سا WHOحا شنا و  ییدر حال 

-SARS یکیژنت یهااز گونه یترعیانواع وسااا یبندطبقه

CoV-2 مورد بح  و بوده  ینگرانعامل ها گونه نیاست. ا

ند می باباشااا ها بر اسااااس الف نام آن نانی یو  تا آ) یو فا  ل

 و یدر توسااعه منطق یاتیقدم ح نیاول ( اساات.کرونیاوم

 یهایژگیدر  و د،یضاااد کوو یهاکیمؤثر و کاربرد تاکت

همانطور که در  .[10]مختلف اساات یهاهیسااو یمولکول

 نیداده شااد، پروتئ حیمطالعه توضاا نیمختلف ا یهابخش

سپا سلول رندهیبه گ روسیو کیا سان یسطح   ACE2 یان

شود یم یبعد عیبروز وقا اتصال سبب نی. اشودیمتصل م

به سااالول و عفونت  روسیمنجر به ورود و تیکه در نها

 دامنه اتصااال ن،یپروتئ نیمختلف ا یاجزا نیاز ب شااود.یم

اساات که در اتصااال و اجازه  یجزء اصاال( RBD) رندهیگ

. با توجه به اهمیت بالای به سلول نقش دارد روسیورود و

سن برای درمان و این دامنه در زمینه ی طراحی دارو و واک

 RBD نیئپروت پژوهشپیشاااگیری از این بیماری، در این 

تا  شددر میزبان پروکاریوتی بیان  SARS-CoV-2ویروس 

پایین دسااات من جمله  کارهای  جام  بتوان از آن برای ان

یدی  به  باطراحی پپت نایی اتصاااال  جاد و  RBDتوا نیز ای

 ، استفاده کرد.ACE2و  RBDاتصال بین  اخت ل در

صور م  DNA یکاربرد فناور نیترو مهم نیکه اول شودیت

 یماندر یهانیپروتئ دیتول شیافزا ،در صااانعت بینوترک

شرفتیدر آغاز پ یهدف اصل بینوترک نیپروتئ انیب است.

 ک،یژنت یهانهیدر زم هاشااارفتیپ. بود یوتکنولوژیب یها

سستیز  یدیجد یهاراه ن،یو علوم پروتئ یمولکول یشنا

ست که بینوترک یهانیسنتز پروتئ یرا برا یم باز کرده ا

فاده اساات یماریب تیریبهبود انتخاب دارو و مد یبرا تواند

  .[9]شود

 ج



 و همکاران معززی  ...اسپایک ژن RBD تخلیص

11 

دهد. یرخ م یوتیوکاری یهادر سااالول نیپروتئ نیا انیب

ها بر اساس کدون ،یوتیپروکار یهازبانیآن در م انیب یبرا

ورد نظر م یاص د شدند و سپس توال ییایباکتر حاتیترج

 پژوهش نیکه در ا یاز مسااائل یکی .ساافارش داده شاادند

از  یبود که برا بیانی یها نیمطرد شاد، حل نشادن پروتئ

شکل بردنبین  ستفاده  زیمتما یراهبردها م تا کردن مجدد ا

های یکی از روش Refolding اوره برای سااتفاده ازا .شااد

 وردمی که کیفیت ساااتوناما کاربرد کارایی و  بوده متداول

کاهش دهد. را به شاادت کاهش می قرار میگیرد اسااتفاده

ین و اگریگه شااادن پروتئپایداری ح لیت پروتئین بیانی 

یکی دیگر از  مولار 8با غلظت  در اوره ساعت،  24بعد از 

بنابراین تخلیص به شاایب . بود مشااک ت خالص سااازی

پس از انکوبه شااادن آگارز -اوره از طریق ساااتون نیکل

ان و در میزب آنتر ح لیت پروتئین با اوره گزینه مناساااب

ز تگ ا در این پژوهش ما می باشاااد. IBعدم تشاااکیل 

SUMO  در ناحیهN شیو افزا یسااازح ل یبرا پروتئین 

 شد. استفاده نیپروتئ انیب میزان

 GFP یفلورساانت مشااتق شااده از عروس دریای نیپروتئ 

Aequorea victoria  تابش نور بالایی از  نایی  که توا بود 

 هایرنگ های مختلفدر کدونجهش با  GFPمرئی دارد. 

 یبررس ،هاوتئینپر یردیاب و برای کندمیرا ساطع  یمختلف

سو  یژن انیب عنوان یک به هانیپروتئ انیرهمکنش مب یبرر

 .[11] شودینشانگر استفاده م

هایی و انجام آزمایش برای پیش برد پروژه در این مطالعه،

 GFP/RBDاز فیوژن پروتئین در تحقیقات آینده یزا نظیر الا

 تشکیل انکلوژن بدی. شداستفاده و نور منتشر شده از آن 

ه هدف بو محلول نبودن پروتئین تولید شده مسیر رسیدن 

نجااام  پس از ا حتی  طوری کااه  کرد، بااه  را دشاااوار 

نور تولید شااده ی اوره ( بوساایلهRefoldingبازتاخوردگی)

سیار کمتر  EGFPوتئین در مقایسه با پروتئین رپفیوژن از  ب

تاخوردگی بوده و  باز جام  با ان که  نظر بر این اساااات 

(Refolding الزامی به برگشت پروتئین به ساختار و فولد )

 صحیح وجود ندارد.

ست، شده ا ییشناسا روسیاز صد نوع کروناو شیتاکنون ب

ه طع چیامااا  ق  دیااجااد روسیکروناااو یبرا یدرمااان 

SARSCoV2مل ب عا گزارش نشاااده  19-دیکوو یماری، 

علل مرگ نیاز مهمتر یکیهمرنان  یماریب نیاسااات و ا

مان راهبردهای در جهان اسااات. ریمو ند  یدر مان فراوانی 

 ررساای ماکروموجود، ب یروساایوضااد یداروها بررساای

سدود کننده ترکیبات  یطراح ،یهامولکول  یهاکمپلکسم

 و اتصاااال یمحورها بلوکه کردن روس،یو یهمانندسااااز

ید واکسااان برا روسیورود و بان و تول  یبه سااالول میز

COVID-19  ، [12و13] شده استارائه.  

سیر ورود و شد، م شاره  -SARS روسیهمانطور که قب  ا

CoV  کیپاتعامل بین پروتئین اس یسیلهوببه سلول میزبان 

 ن،یاسااات. بنابراسااالول میزبان  ACE2 و گیرنده روسیو

صال  سطح اخت ل در ات سپایک و گیرنده  یم سلولی آنا

 یریجلوگ یانساااان یهابه سااالول روسیاز ورود و تواند

   [.14مناسب باشد] یدرمان سمیمکان کیکرده و 

الیت فع ،ینیپا یدوز مصرف با یپپتید یداروها سویی از

و  سمیت کم باداروها  نیادهند. میبالایی را از خود نشان 

میندرون بدن تجمع  ینیپا نیمه عمر و اختصاصیت بالا

بزرگ و  یهانسبت به پروتئین. ع وه بر آن پپتیدها یابند

بیان  ترآسان یوتیپروکاری بیان یهادر میزبان ها،یبادیآنت

. باشدمقرون به صرفه میو زمان  نهیهزشده و از لحاظ 

از طریق پپتید یکی از  RBDو  ACE2مهار تعامل  ،نیبنابرا

  .[13و15]استها بهترین روش

 نیااند. بررسااای شااادهو  یطراح یادیز یپپتیدها تاکنون

 کیپروتئین اسپا RBDدامین شبیه  مسدود کننده یپپتیدها

ی از توال ایو  اتصال دارند ACE2به گیرنده توانایی و  بوده

 از ورود به ویروس منشاااأ گرفته و ACE2پروتئین  یطبیع

به نقش  توجه با کنند.به درون ساالول میزبان جلوگیری می

صمیم بر آن  نیدر ا ،در بدن ACE2گیرنده  یکلید پروژه ت
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 یابیو ارز یطراح روسیو RBDدامین  ضااد یشااد پپتید

 برای اتصااالدر راسااتای پیدا کردن پپتید مناسااب  شااود.

با  به گیرنده RBDرقابتی آن  ی و اخت ل در اتصاااال آن 

مطالعه  3ی مقالات چاپ شده با مطالعه ،ACE2خود یعنی 

یدهایی پپت نمایش فاژی و بیوانفورماتیکیهای که به روش

دسااات آورده بودند، انتخاب به RBDرا برای اتصاااال به 

گ ی انجام داکینشاادند و بهترین پپتیدهای این مقالات برا

 برگزیده شدند. RBDها به و مقایسه اتصال آ

شکر سندگان از :تقدیر و ت شگاه  نوی شی دان معاونت پژوه

( با توجه به INSFتربیت مدرس و بنیاد ملی علم ایران ) 
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Abstract 

The countries’ social and economic conditions have been threatened by corona 

epidemic and a large number of people’s death in the world. SARS-CoV-2 

virus, a form of corona virus family, is responsible for corona disease and its 

spread in the present century. The study of the receptor binding region (RBD) 

in the spike protein is very important for scientists because the new corona 

virus uses its surface spike protein for binding to the ACE2 surface protein 

and entering its genetic material to the host cells. By this protein and its 

receptor binding region inhibition, the prevention of virus entrance to the cell 

is possible. The virus’s genes can be multiplied by cloning and its protein can 

be purified. The usage of antiviral peptides as the most practical methods and 

binding inhibitory peptides of RBD to the ACE2 receptor for SARS-CoV-2 

treatment, are of great interest to scientists. In the present research, RBD 

cloning in PET28a expression vector, RBD protein expression and GFP/RBD 

fusion protein were performed in prokaryotic host. Due to this protein’s 

insolubility in the prokaryotic host, column refolding was performed with urea 

gradient with a nickel-agarose column and the synthesized protein was 

confirmed through western blot technique. Three nominated peptides from 

articles used to compare their binding to RBD using bioinformatics and their 

tendency to bind to each other was investigated by molecular docking. The 

mentioned peptides can be used in this virus infection treatment due to their 

binding potential to RBD, if their interaction is proven. 
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