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1. مقدمه
ــاوی  ــود ح ــاختار خ ــدSARS-CoV-2  در س ــروس جدی کروناوی
ــا قطبیــت مثبــت )Positive sense( اســت  RNA تــک رشــته ب
کــه توســط یــک غشــای دولایــه لیپیــدی احاطــه شــده اســت. قطر 
ایــن ویــروس تقریبــا200 - 50 نانومتر، انــدازه ژنــوم آن 30 کیلوباز 

و داراي 14 قالــب خوانــدن بــاز مي‌باشــد کــه 29 پروتئيــن را کــد 
ــی  ــوم ویروس ــای ΄3 ژن ــدن در انته ــب خوان ــار قال ــد. چه مي‌کن
ــپايک  ــطحي اس ــن س ــامل پروتئي ــاختماني ش ــن س ــار پروتئي چه
)S(، پروتئيــن پوششــي )E(، پروتئيــن غشــايي )M(، پروتئيــن 
ــش  ــب، نق ــه به‌ترتی ــد )1( ک ــد می‌کنن ــيد  )N( را ک نوکلئوکپس
پروتئیــن S در اتصــال به رســپتور ســلول میزبان یــا  ACE2 و ادغام 

چکیده 
مقدمــه: بــرای افزایــش IgA موکــوزال می‌تــوان از انتقــال آنتــی‌ژن بــه صــورت اینترانــازال اقــدام کــرد. یکــی از مشــکلاتی کــه در هنــگام 
ــن  ــع ای ــرای رف ــه ب ــن مطالع ــه عوامــل آنتی‌ژنیــک می‌باشــد. در ای ــی ب ــن مخــاط بین ــری پایی ــن روش وجــود دارد  نفوذپذی اســتفاده از ای
مشــکل از c-CPE یــا قســمت انتهــای کربوکســیلی انتروتوکســین کلســتریدیوم پرفرنژنــس اســتفاده گردیــد. بــه همیــن منظــور ســازه فیــوژن 

RBD-c-CPE  در میزبــان باکتریایــی کلــون و بــرای بیــان پروتئیــن در ژنــوم میزبــان مخمــری درج گردیــد.

اهــداف: هــدف نهایــی از ایــن مطالعــه، ســاخت و بیــان ســازه فیوژنــی اســت کــه بتــوان از آن  بــه عنــوان واکســن مخاطــی کرونــا ویــروس 
جهــت  ایجــاد ایمنــی مناســب در میزبــان اســتفاده کــرد. 

TOP10F´کلــون شــد. ترانسفورماســیون باکتــری pPICZαA مــواد و روش‌هــا: پــس از ســاخت ســازه بیانــی، ســازه در وکتــور مخمــری
ــد.  ــام گردی ــده انج ــی ش ــب خط ــمیدهای نوترکی ــا پلاس ــر X33 ب ــیون مخم ــمید و ترانسفورماس ــتخراج پلاس ــب، اس ــمید نوترکی ــا پلاس ب
ECL ــترن‌بلات و ــن و ســپس وس ــظ پروتئی ــدند. تغلی ــتفاده ش ــی اس ــرای مراحــل کشــت بیان ــبانه ب ــس از کشــت ش ــت پ ــای مثب کلون‌ه

جهــت تاییــد ترشــح پروتئیــن در محیــط کشــت مخمــر انجــام گرفــت.
TOP10F´باکتــری Colony PCR بــود. نتایــج RBD-c-CPE نتایــج: الکتروفــورز روی ژل آگارز نشــان‌دهنده ســاخت موفــق ســازه ژنــی
pPIC-RC و مخمــر پیکیاپاســتوریس پــس از طــی مراحــل ترانسفورماســیون بــه ترتیــب نشــان‌دهنده کلونینــگ موفــق پلاســمید نوترکیــب
در باکتــری ´TOP10F و نیــز اینتگریشــن موفــق پلاســمید نوترکیــب در ژنــوم مخمــر بــود. وســترن‌بلات تایید‌کننــده بیــان موفــق پروتئیــن 

فیــوژن RBD-c-CPE در مخمــر پیکیاپاســتوریس بــود.
ــان مخمــری درج و بیــان گردیــد و  ــوم میزب ــا موفقیــت در ژن ــان باکتریایــی ب نتیجه‌گیــری: ســازه RBD-c-CPE بعــد از کلــون در میزب
می‌تــوان پــس از بهبــود بیــان پروتئیــن فیوزشــده از آن به‌عنــوان یــک کاندیــد واکســن مخاطــی COVID-19 بــرای کارآزمایــی پیش‌بالینــی 

بــر روی حیوانــات اســتفاده کــرد.
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بــه غشــای ســلول میزبــان )2(، پروتئیــن N مســئول بســته‌بندی 
ژنــوم RNA تک‌رشــته‌ای)ssRNA( )3(، پروتئیــن E به‌عنــوان 
 )Viroporin(ــی ــی ویروس ــال یون ــا کان ــا ی ــده یون‌ه هدایت‌کنن
)4( و پروتئیــن M کــه فراوانتریــن پروتئیــن ســاختاری ویروســی 
ــروس و  ــزای وی ــدن اج ــع ش ــی را در جم ــش اصل ــد و نق می‌باش

جوانــه‌زدن از غشــا بــه عهــده دارنــد )5(.
ــانی  ــای انس ــا ویروس‌ه ــه کرون ــن هم ــروس در بی ــن S وی پروتئی
به‌شــدت حفــظ شــده اســت و در شناســایی و اتصــال بــه رســپتور و 
 SARS- ورود ویــروس بــه ســلول‌های میزبــان نقــش دارد. اســپایک در
ــک  ــه متشــکل از ی  CoV-2 حــدود 1273 اســیدآمینه طــول دارد ک
 S1 (685-ــد ــه N-terminal، زیرواح ــانه )1 ،13( در ناحی ــد نش پپتی

ــه  ــه آخــر ب ــه دو ناحی ــر واحــد S2 (1273686) می‌باشــد ک (14 و زی
ترتیــب مســئول اتصــال بــه رســپتور و ادغــام غشــای ویروس و ســلول 
هســتند. زیرواحــد S1 از یــک دومیــن N-terminal(305-14) و یــک 
  Receptor  binding domain دومیــن متصل‌شــونده بــه رســپتور
(541-319) (RBD) و زیرواحــد S2 از یــک پپتیــد فیــوژن )788-806(، 
 ،(HR1 ) (984-912)‌، HR2 (1213-1163) 1توالــی تکــراری هپتاپپپتیــد
ــن سیتوپلاســمی -1273) ــن غشــایی (1213-1237) و دومی ــن بی دومی

1237( تشــکیل شــده اســت. 
Angiotensin- پروتئیــن بــه گیرنــده S1 اتصــال زیرواحــد

دومین‌هــای  طریــق  از   converting enzyme 2 (ACE2)
ــدف  ــک ه ــه RBD ی ــد. ناحی ــده می‌باش ــه گیرن ــونده ب متصل‌ش
مهــم بــرای آنتی‌بادی‌هــای خنثی‌کننــده )nAbs( هســتند )5، 
6(. در RBD تعــداد 9 اســیدآمینه کــه در تمــاس بــا ACE2 هســتند 
ــز  ــظ شــده‌اند. آنالی ــار اســیدآمینه نســبتا حف ــل و چه به‌طــور کام
،Receptor-binding motif (RBM) یــک قســمت از RBD کــه 
ــد، نشــان داد  ــرار می‌کن ــا ACE2 تمــاس برق ــه طــور مســتقیم ب ب
کــه اغلــب واحدهــای اســیدآمینه ضــروری بــرای اتصــال به رســپتور 
در پروتئیــن S ویــروس SARS-CoV-2 حفــظ شــدهاند )7(. در 
مقایســه بــا واکســن‌هایی کــه کل پروتئیــن S را مــورد هــدف قــرار 
ــل  ــه دلای ــی‌ژن ب ــوان آنت ــه RBD به‌عن ــتفاده ناحی ــد، اس می‌دهن
مختلــف جذابیــت زیــادی در طراحــی واکســن دارد از جمله آســان‌تر 
ــن اســپایک، اتصــال  ــان کل پروتئی ــه بی ــان آن نســبت ب ــودن بی ب
آنتی‌بادی‌هــای خنثی‌کننــده قــوی بــه آن بــا وجــود این‌کــه 
ــای  ــودن اپیتوپ‌ه ــد، دارا ب ــک می‌باش ــبتا کوچ ــن نس ــن پروتئی ای
خنثی‌کننــده ســاختاری چندگانــه و نســبتا حفظ‌شــده و در نهایــت 
عــدم تولیــد آنتی‌بادی‌هــای غیرخنثی‌کننده‌هــای کــه نواحــی 
غیــر از RBD را در اســپایک مــورد هــدف قــرار می‌دهنــد و ممکــن 
ــی  ــش ایمن ــل افزای ــی به‌دلی ــوارض جانب ــاد ع ــب ایج ــت موج اس
ــا   موجــب  ــن ویژگی‌ه ــه ای ــد. مجموع ــی‌ژن گردن ــه آنت وابســته ب
گردیــد RBD بــه یکــی از اهــداف مهــم بــرای ســاخت واکســن‌های 
 ،5( گــردد  بیمــاری SARS-CoV-2 تبدیــل  علیــه  تولیدشــده 
8(. بــه نظــر می‌رســد ناحیــه RBD به‌عنــوان یــک ایمونــوژن 

ــان‌داده و  ــود نش ــن از خ ــبه هاپت ــاختاری ش ــک، س ــبتا کوچ نس
ــزوم اســتفاده از دوزهــای  ایمونوژنســیته آن پاییــن می‌باشــد کــه ل
ــد  ــورت تولی ــه در این‌ص ــد ک ــاب می‌کن ــری را ایج ــی‌ژن بالات آنت
واکســن در حجــم زیــاد می‌توانــد مشکل‌ســاز باشــد )6(. از ســویی 
دیگــر اتصــالات محکــم )Tight Junctions( در پســتانداران هــم 
ــل  ــار عم ــوان حص ــم به‌عن ــواد و ه ــیر ورود م ــک مس ــوان ی به‌عن
ــوم  ــک اپتلی ــرای ی ــی ب ــد مهم ــوان س ــم به‌عن ــی ه ــد. یعن می‌کن
بــوده و همچنیــن نفوذپذیــری بیــن ســلولی را تنظیــم می‌کنــد )9(. 
ــد  ــی‌ژن می‌توان ــهیل‌کننده ورود آنت ــک تس ــتفاده از ی ــن اس بنابرای
در کاهــش دوز آنتــی‌ژن مفیــد واقــع گــردد. نشــان‌ داده ‌شــده کــه 
قســمت انتهــای کربوکســیلی انتروتوکســین کلســتریدیوم پرفرنژنس 
ــور RBD از  ــهیل‌کننده عب )c-CPE( می‌توانــد به‌عنــوان یــک تس
ــک  ــیلی c-CPE ی ــای کربوکس ــمت انته ــد قس ــل کن ــوم عم اپیتلی
ناحیــه متصل‌شــونده بــه پروتئین‌هــای کلودیــن در اتصــالات 
محکــم بــوده و فاقــد ســمیت اســت )10(. از طــرف دیگــر، اتصــالات 
محکــم از پروتئین‌هــای زیــادی تشکیل‌شــده اســت کــه مهم‌تریــن 

ــتند.  ــا هس ــا کلودین‌ه آن‌ه
دومیــن c-CPE بــا اتصــال بــه کلودین‌هــا باعــث افزایــش 
ــب  ــق موج ــن طری ــده و از ای ــال ش ــلول‌های اپیتلی ــری س نفوذپذی
نفــوذ بیشــتر داروهــا و همچنیــن ماکروملکول‌هایــی می‌شــوند 
ــا واکســن اســتفاده شــوند )11(. از  ــوان دارو ی ــد به‌عن ــه می‌توانن ک
طــرف دیگــر، آنتــی‌ژن RBD بــا 4 بانــد دی‌ســولفید داخلــی باعــث 
شــده اســت تــا مخمــر پیکیاپاســتوریس به‌علــت دارا بــودن قابلیــت 
انجــام تغییــرات پــس از ترجمــه به‌عنــوان میزبانــی بیانــی انتخــاب 

گــردد.

2. اهداف
ــا بیــان c-CPE در مخمــر پیکیاپاســتوریس   در مطالعــه حاضــر ب
ــاط و  ــق مخ ــی‌ژن از طری ــهیل‌کننده ورود آنت ــک تس ــوان ی به‌عن
ــعی  ــروس س ــا وی ــپایک کرون ــه اس ــوط ب ــهRBD  مرب ــال آن ب اتص
شــده اســت تــا یــک هــدف ســاخت واکســن مخاطــی بــه صــورت 

ــردد.   ــال گ ــی و آزمایشــگاهی دنب تجرب

3. مواد و روش‌ها
مطالعــه حاضــر از نــوع آزمایشــگاهی و تجربــي می‌باشــد. مراحــل 
ــان  ــوم پزشــکی زنج ــه اخــاق دانشــگاه عل ــق توســط کميت تحقي
مــورد تاییــد اســت و تمــام کارهــاي پژوهشــي ايــن مقالــه بــا رعايت 

کامــل اصــول اخلاقــی انجــام گرفتــه اســت.

 Overlap و  c-CPEو RBD 3..1. تکثیر قطعات
PCR  جهت اتصال قطعات

بــرای تکثیــر ژن RBD شــامل اســیدهای آمینــه 331-529 از 
پلاســمید حــاوی ژن اســپایک ویــروس SARS-CoV-2 ســویه 
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ــام  ــه ‌ن ــرکت addgene ب ــط ش ــده توس Wuhan-Hu-1 تولیدش
pGBW-m4046538 به‌عنــوان الگــو اســتفاده شــد. به‌عــاوه 
ــای ژن  ــه کدونه ــر ژن c-CPE از پلاســمید pIP-FG1 ک ــرای تکثی ب
c-CPE در آن بــرای مخمــر بهینه‌ســازی شــده بــود و توســط
ــد )12( و اســتفاده شــد. ــور و همــکاران در ســال 2018 تولی باقرپ

 SnapGene ــزار ــتفاده از نرم‌اف ــا اس ــر ب ــی پرایم ــت طراح جه
ــده  ــمیدهای ذکرش ــی ژن RBD وc-CPE از پلاس ــدا توال 3.2.1 ابت
ــگ  ــای رفت‌وبرگشــتی کلونین ــد و ســپس پرایمره اســتخراج گردی
ــرش آنزیــم  ــگاه ب ــه‌ای کــه جای ــرای آن‌هــا طراحــی شــدند به‌گون ب

ــرش  ــگاه ب ــی RBD و جای ــر رفت ــی پرایم ــمت ابتدای XhoΙ در قس
آنزیــم XbaΙ در ابتــدای پرایمــر برگشــتی CPE تعبیــه شــد. 
c-CPE و RBD بــرای تکثیــر قطعــات ژنــی PCR واکنش‌هــای

روی  از  به‌ترتیــب  رفت‌وبرگشــتی  پرایمرهــای  از  اســتفاده  بــا 
 High بــا اســتفاده از آنزیــم pIP-FG1 و pGBW پلاســمیدهای
ــن  ــا احتمــال خطــای پایی ــم ب ــک آنزی ــوان ی Fidelity PCR به‌عن
بــه‌ عنــوان الگــو انجــام گردیــد. توالــي پرايمرهــاي رفت‌وبرگشــت در 

ــت.   ــده اس ــدول 1 آورده ش ج

جدول 1. مشخصات پرایمرها به‌همراه دمای اتصال و طول محصول حاصل از آن‌ها

دمای اتصال توالی ‘5 به ‘3نام پرایمرشماره
)C°( پرایمر

طول محصول

1F RBD-His-
)taq (XhoI

tatCTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCTCATCATCACCATCACCACagagtccaa
ccaacagaatctattg

715 جفت باز58

2RBD RAACCTCCACCACCtttgtttttaac58

3F CPEgttaaaaacaaaGGTGGTGGAGGT58444 جفت باز

4)R CPE (XbaItatTCTAGATCAAAACTTTTGAAACAAAATAGAGTATGGATAGTTTC58

3..2. واکنش Overlap PCR برای اتصال دو
RBD و c-CPE قطعه

 ،Eppendorf( ــه کمــک دســتگاه ترموســایکلر واکنــش PCR ب
ــه  ــک مرحل ــامل، ی ــی PCR ش ــه دمای ــد. برنام ــام ش ــان(  انج آلم
درجــه   95 دمــای   در  دقیقــه‌ای   5 اولیــه‌ی  واسرشت‌ســازی 
ســانتی‌گراد، 30 دوره‌ی 3 مرحلــه ای شــامل 30 ثانیــه در دمــای 95 
ــانتی‌گراد،  ــه س ــای 58 درج ــه در دم ــانتی‌گراد ، 30 ثانی ــه س درج
2 دقیقــه و 20 ثانیــه در دمــای 72 درجــه ســانتی‌گراد و در نهایــت 
ــود.  ــانتی‌گراد ب ــه س ــای 72 درج ــه‌ای در دم ــه 5 دقیق ــک مرحل ی
الکتروفــورز بــا ژل1 درصــد انجــام شــد و ســپس بــه کمــک دســتگاه 
ــاهده و  ــورد مش ــران( م ــاژن ای ــرکت کی ــرداری از ژل ) ش عکس‌ب

بررســی قــرار گرفــت.
ــا  ــات ب ــن قطع ــی RBD و ،c-CPE ای ــات ژن ــر قطع ــس از تکثی پ
اســتفاده از روش Overlap PCR بــا همــان برنامــه دمایــی بــه هــم 
متصــل شــدند )تصویــر 1(. جهــت آزادی عملکــرد دو دومیــن، یــک 
‌توالــی ژنــی کدکننــده یــک لینکــر قابــل انعطــاف ‌‌15 اســید‌آمینه‌ای 
3(G4S) بــا توالــی  GGGGSGGGGSGGGGS کــه ‌ســاختار ثانویــه 
ــوط  ــن‌‌‌ PIII مرب ــی ‌در‌ پروتئی ــور ‌طبیع ــد ‌و‌ به‌‌ط ــکیل نمی‌ده ‌تش
‌بــه ‌فــاژ‌‌ MM13  وجــود ‌دارد در ابتــدای ژن c-CPE گنجانــده شــده 
بــود کــه همــراه بــا آن از روی پلاســمید pIP-FG1  رونویســی شــد. 
RBD-c-CPE بــرای تاییــد ســاخت ســازه ژنــی PCR پــس از انجــام

کــه RC نامیــده شــد از روش الکتروفــورز بــا ژل آگارز یــک درصــد 
اســتفاده شــد.

 RBD برای اتصال قطعات ژنی . Overlap PCRتصویر 1. طرح شماتیک
)قطعه آبی( و c-CPE )قطعه مشکی( از روشOverlap PCR استفاده 

گردید. ناحیه لینکر در این تصویر به رنگ نارنجی و بین دو قطعه RBD و 
c-CPE نمایش داده شده است.

3..3. ساخت پلاسمید pPIC-RC و 
TOP10F´ترانسفورماسیون به درون باکتری

DNA خالــص،  به‌دســت‌آوردن  و  ناخالصی‌هــا  بــرای حــذف 
ــق دســتورالعمل کیــت تجهیــز  Clean up محصــولات PCR مطاب
آزمــا انجــام گردیــد. بــرای کلون‌کــردن ســازه ژنــی بــه درون 
ــورد  ــر دو م ــان در ه ــرش یکس ــای ب ــه جایگاه‌ه ــاز ب ــمید نی پلاس
هســت کــه از قبــل ایــن جایگاه‌هــا شــامل محــل بــرش بــرای آنزیــم 
XhoΙ و XbaΙ در هــر دو انتهــای ســازه ژنــی از طریــق پرایمرهــای 
ــا درون  ــن جایگاه‌ه ــاوه ای ــود و به‌ع ــده ب ــده ش ــی گنجان اختصاص
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Invitrogen, Whaltham, MA, USA) pPICZαA(  پلاســمید
نیــز وجــود دارنــد. جهــت انتخــاب مقادیــر مناســب جهــت واکنــش 
و اتصــال بهتــر ایــن قطعــات، غلظــت DNA ســازه ژنــی و پلاســمید 
ــا دســتگاه  نانــودراپ اندازه‌گیــری  اســتخراج شــده توســط کیــت ب
  pPICZαAــور ــیRBD-c-CPE  در وکت ــه ژن ــگ قطع ــد. کلونین ش

ــد. ــده ش ــار pPIC-RC نامی به‌اختص
ســلول‌های پذیــرا از ´E. coli TOP10F متعلــق بــه شــرکت 
اینویتــروژن تهیــه و توســط محصــول Ligation حاصــل از مرحلــه 
قبــل از طریــق روش شــیمیایی و با اســتفاده از محلول کلریدکلســیم 
مــورد  ترانسفورماســیون قرار گرفتنــد )13(. همچنیــن در این مرحله 
یــک تیــوب از ســلول‌های پذیــرا بــدون افــزودن پلاســمید به‌عنــوان 
ــرار گرفــت. پــس از غنی‌ســازی و  کنتــرل منفــی مــورد اســتفاده ق
طی‌شــدن دوره آنکوباســیون، در صــورت عــدم رشــد نمونــه کنتــرل 
 LB Agar ــت ــر روی پل ــه مثبــت ب منفــی و رشــد کلونی‌هــای نمون
ــر(، از  ــر میلی‌لیت ــرم ب ــین )50 میکروگ ــک زئوس ــاوی آنتی‌بیوتی ح
ــری  ــد. غربالگ ــه گردی ــس تهی ــت ماتریک ــا، پلی ــدادی از کلونی‌ه تع
ــده  ــور  pPICZαAدربردارن ــاوی وکت ــای ح ــن کلونی‌ه ــرای یافت ب
ســازه  بــه‌روش کلونــی PCR )بــا اســتفاده از هــر دو جفــت پرایمــر(، 

هضــم آنزیمــی و تعییــن توالــی انجــام گردیــد.

3..4. ترانسفورم کردن پلاسمید pPIC-RC به درون 
مخمر 33X با استفاده از روش الکتروپوریشن

جهــت خطــی کــردن پلاســمید از آنزیــم  SacΙ )شــرکت 
 pPIC-RC  ــمید ــر روی پلاس ــرش ب ــل ب ــه دارای مح ــاز( ک فرمنت
اســت اســتفاده شــد و بــه ‌این‌ترتیــب امــکان نوترکیبــی پلاســمید 
درون ژنــوم مخمــرX33 )شــرکت اینویتــروژن( فراهــم گردیــد. برش 
پلاســمید پــس از اندازه‌گیــری مقــدار DNA بــا دســتگاه نانــو انجــام 
ــمیدهای  ــن پلاس ــتفاده از روش الکتروپوریش ــا اس ــپس ب ــد. س ش
خطــی وارد مخمرهــای پیکیاپاســتوریس گردیــد. بــرای ایــن 
ــور  ــتگاه الکتروپوریت ــط دس ــر، توس ــووت  2 میلی‌لیت ــور از ک منظ
)Eppendorf Electroporator، آلمــان( پالســی معــادل 2500 
کیلو‌ولــت بــه مــدت 5 میلی‌ثانیــه بــه ســلول‌ها داده شــد تــا 
ترانسفورماســیون انجــام شــود.  بعــد از انجــام الکتروپوریــش به‌طــور 
ــپس  ــد و س ــرار داده ش ــع YPD ق ــط مای ــبانه در محی ــت ش کش
بعــد از ســانتریفووژ مخمرهــا بــر روی محیــط جامــد YPD حــاوی 
زئوســین )100 میکروگــرم بــر میلی‌لیتــر( کشــت داده شــد. تاییــد 
ــا روش  ــر ب ــوزوم مخم ــه ‌درون کروم ــمید  pPIC-RCب ورود پلاس
کلونــیPCR )بــا اســتفاده از هــر دو جفــت پرایمــر( صــورت گرفــت. 

33X 3..5. بیان سازه‌های پلاسمیدی در مخمر
تعــداد چهــار کلونــی تهیــه شــد و بــرای مراحــل بیــان ژن و تولید 
پروتئیــن مــورد اســتفاده قــرار گرفــت. بــرای کنتــرل منفــی نیــز از 

مخمــر X33 بــدون پلاســمید اســتفاده گردیــد.

بــرای بیان پروتئیــن از دســتورالعمل کیت بیانی پیکیاپاســتوریس 
گردیــد.  اســتفاده   )EasySelectTM Pichia Expression Kit(
 Yeast Extract Peptone محیط‌هــای  از  بــه ‌ایــن ‌منظــور 
 (BGMY) مخمرهــا،  اولیــه  تکثیــر  Dextrose (YPD) جهــت 
افزایــش  جهــت   Buffered Glycerol-Complex Medium
 (BMMY) Buffered Methanol-رشــد و تکثیــر مخمرهــا و
 complex Mediumجهــت القــا و افزایــش تولیــد پروتئیــن 

ــد. ــتفاده گردی ــب اس نوترکی
ــی از ماتریکــس تهیــه شــده در 3 میلی‌لیتــر محیــط    یــک کلون
ــه  ــر ب ــی لیت ــرم برمیل ــر زئوســین میکروگ YPDحــاوی 3 میکرولیت
ــانتی‌گراد و ۲۵۰  ــه س ــای 30 درج ــبانه روز در دم ــک ش ــدت ی م
دور در دقیقــه آنکوبــه گردیــد. 3 میلی‌لیتــر از کشــت شــبانه مخمــر 
ــای  ــزوده و در دم ــت BGMY اف ــط کش ــر محی ــه 12/5 میلی‌لیت ب
30 - 28 درجــه ســانتی‌گراد و ۲۵۰ دور در دقیقــه آنکوبــه گردیــد. 
ــی  ــع روی ــط کشــت‌ها، مای ــانتریفیوژ محی ــع‌آوری و س ــس از جم پ
ــر  به‌طــور کامــل دور ریختــه شــد و  پلــت ســلولی در 50 میلی‌لیت
ــر  ــن 250 میلی‌لیت ــک ارل ــه ی ــد و ب ــق ش ــط BMMY  معل محی
منتقــل و در آنکوباتــور شــیکردار در دمــای 28 درجــه ســانتی‌گراد 
و rpm 250 قــرار داده شــد. 500 میکرولیتــر متانــول 100 درصــد 
ــان  ــای بی ــه جهــت الق ــر نمون ــه ه ــی1 درصــد( ب ــا غلظــت نهای )ب
پروتئیــن نوترکیــب، هــر 24 ســاعت بــه مــدت 72 ســاعت افــزوده 

گردیــد.

3..6. تغلیظ پروتئین و تایید بیان پروتئین
ــه  ــع‌آوری و در لول ــی جم ــت و منف ــای مثب ــای نمونه‌ه محیط‌ه
فالکون‌هــای 50 سی‌ســی بــه طــور جداگانــه در ۹۰۰۰ دور در 
ــای  ــد. محیط‌ه ــانتریفیوژ گردیدن ــه س ــدت 30 دقیق ــه م ــه ب دقیق
ــو  ــون 3 کیل ــر آمیک ــط فیلت ــد و توس ــع‌آوری گردیدن ــی جم روی
دالتونــی )Cobetter( تــا 250 میکرولیتــر تغلیــظ گردیدنــد. ابتــدا 
نمونــه منفــی و ســپس نمونه‌هــای مثبــت تغلیــظ شــدند. در انتهــا 
ذخیــره   -20 در  سی‌ســی   1/5 میکروتیوب‌هــای  در  نمونه‌هــا 
گردیدنــد. جهــت تاییــد بیــان ژن و ترشــح پروتئیــن نوترکیــب در 
محیــط کشــت مخمــر ابتــدا از روش SDS PAGE و ســپس ECL بــا 
اســتفاده از آنتی‌بــادی اختصاصــی ضــد تــگ هیســتیدینی شــرکت 

ــد.  ــا رقــت 1/2000 انجــام گردی ســیگما و ب

4. نتایج 
PCR قطعــات ژنــی RBD و c-CPE بــا اســتفاده از پلاســمیدهای 
pGBW و pIP-FG1  اســتخراج شــده، به‌عنــوان الگــو انجــام گرفــت 
و انــدازه قطعــات حاصــل بــر روی ژل آگارز 1 درصــد بررســی گردید. 
بانــد 715 جفت‌بــاز مربــوط بــه قطعــه RBD و بانــد 444 جفت‌بــاز 
مربــوط بــه قطعــه c-CPE نمایان‌گــر تکثیــر موفقیت‌آمیــز قطعــات 

مــورد نظــر بــود )تصویــر 2(.
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  .PCR تکثیر شده با c-CPE و RBD تصویر 2. الکتروفورز قطعات
درردیف 1 باند مربوط به قطعه ژنی RBD با اندازه 715  جفت‌باز و در ردیف 

2 باند مربوط به قطعه ژنی c-CPE با اندازه 444 جفت‌باز مشاهده گردید.

ــمیدهای  ــرداری از پلاس ــس از کپی‌ب ــای RBD و c-CPE پ ژن‌ه
ــط  ــایF-RBD  وR-CPE  و توس ــتفاده از پرایمره ــا اس ــه و ب مربوط
ــورز  ــدند. در الکتروف ــر متصــل ش ــه یکدیگ روش Overlap PCR ب
بانــد 1134  آگارز 1 درصــد  ژل  محصــول Overlap PCR بــا 
کیلوبــازی مشــاهده شــده نمایانگــر اتصــال موفــق قطعــات RBD و  

ــر 3(. ــود )تصوی ــا روش Overlap PCR ب c-CPE ب

تصویر 3. الکتروفورز محصول Overlap PCR با ژل آگارز 1درصد. باند 
 c-CPE و RBD 1134 کیلوبازی مشاهده شده نمایانگر اتصال موفق قطعات

با روش Overlap PCR بود.

ــای XhoΙ و  ــا آنزیم‌ه ــی ب ــازه ژن ــمید و س ــرش پلاس ــس از ب  پ
ــیمیایی  ــه روش ش ــول Ligation ب ــیون محص XbaΙ، ترانسفورماس
ــی حــاوی  ــط انتخاب ــر روی محی ــری ´TOP10F و ب ــه درون باکت ب
بــه  تاییــد ورود ســازه ژنــی  زئوســین صورت‌گرفــت. جهــت 
pPICZαA، کلونــی PCR )تصویــر 4(، بــرش آنزیمــی بــا آنزیم‌هــای 
XhoΙ و BamHΙ )تصویــر 5( و در نهایــت تعییــن توالــی بــا کمــک 
پرایمرهــای اختصاصــی انجــام گرفــت کــه همــه آن‌هــا تاییدکننــده 

ــود. ــمید pPICZαA ب ــه پلاس ــر ب ورود ژن موردنظ

 . pPICZαA برای تایید کلونینگ ژن در پلاسمید PCRتصویر 4. کلونی
ردیف 3-1 نتیجه PCR با پرایمرهای اختصاصی برای ژن RBD که منجر 
به تشکیل باند 715 جفت‌باز شد و ردیف 8-4 نتیجه PCR با پرایمر رفت 
RBD و پرایمر برگشت c-CPE که منجر به تشکیل باند 1134 جفت‌باز 

شد. در چاهک ردیف 9 از باکتری ´TOP10F ترانسفورم نشده به‌عنوان نمونه 
 c-CPE و برگشت RBD کنترل منفی همراه با پرایمرهای اختصاصی رفت

در Colony PCR استفاده گردید که باندی مشاهده نگردید.

 XhoΙ با هضم آنزیمی. آنزیم‌های R-C تصویر 5. تایید پلاسمید حاوی سازه
و  BamHΙ  جهت هضم آنزیمی مورد استفاده قرار گرفتند و قطعات حاصل 
بر روی ژل آگارز 1 درصد مشاهده گردید. دو قطعه 3100 جفت‌باز و 1528 

جفت‌باز حاصل از این هضم آنزیمی تاییدکننده صحت کلونینگ بود.
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ــا  ــترن‌بلات ب ــا وس ــن و متعاقب ــظ پروتئی ــان و تغلی ــل بی  مراح
ــه برچســب )TAG( هیســتیدین انجــام  ــادی اختصاصــی علی آنتی‌ب
ــتفاده از  ــا اس ــدف ب ــن ه ــد پروتئی ــت حضــور بان ــد و در نهای گردی

ــر 6(. ــت )تصوی ــد قرارگرف ــورد تایی ــت ECL م کی

تصویر 6. تایید بیان ژن فیوژن در سوپرناتانت مخمر X33 . ردیف 1 پروتئین 
GFP به‌عنوان کنترل مثبت می‌باشد. اندازه 27 کیلودالتون. ردیف 2 پروتئین 

RBD به‌ عنوان کنترل مثبت دوم با اندازه 24 کیلودالتون، ردیف 3 کنترل 
منفی، ردیف 4 و5 پروتئین نوترکیب RBD متصل به c-CPE استخراج 

شده با وزن مولکولی تقریبی 42 کیلودالتون می‌باشد.

5. بحث
 RBD-c-ــی ــازه بیان ــس از ســاخت س ــق حاضــر پ ــن تحقی در ای
  pPICZαA همپوشــان، از وکتــور مخمــری PCR بــا اســتفاده از CPE
بــرای کلونینــگ ایــن ژن فیــوژن اســتفاده گردیــد. ترانسفورماســیون 
باکتــری ´TOP10F بــا پلاســمید نوترکیــب انجــام شــد و اســتخراج 
پلاســمیدهای  بــا   X33 مخمــر  ترانسفورماســیون  و  پلاســمید 
نوترکیــب خطــی شــده انجــام گردیــد. پــس از طــی مراحــل کشــت، 
بیــان ســازه ســاخته شــده طــی مراحلــی در پیکیاپاســتوریس انجــام 
شــد و در نهایــت ســوپرناتانت محیــط کشــت مخمــری جمــع‌آوری 
و بعــد از تغلیــظ پروتئیــن بــر روی آن وســترن‌بلات و ECL جهــت 

تاییــد ترشــح پروتئیــن در محیــط کشــت مخمــر انجــام گرفــت. 
ــده  ــک پروتئیــن نوترکیــب تحریک‌کنن ــد ی ــرای تولی ــان ب محقق
ــف از  ــدن، دومیــن RBD را در حالت‌هــای مختل سیســتم ایمنــی ب
 GST یــک پروتئیــن ،His-tag ــه یــک ــت متصــل ب ــه در حال جمل
ــی مختلــف شــامل  ــرم بیان ــا یــک قطعــه Fc در چندیــن پلــت ف ی
باکتــری E. coli )13(، ســلول‌های حشــرات )14(، ســلول‌های 
ــتوریس )17(  ــر پیکیاپاس ــان )16( و مخم ــتانداران )15(، گیاه پس
تولیــد کردنــد کــه همگــی توانســتند در مدل‌هــای حیوانــی 
ــای  ــک و آنتی‌بادی‌ه ــی تحری ــه خوب ــی را ب ــف سیســتم ایمن مختل
ــر پایــه  خنثی‌کننــده تولیــد کننــد. در حــال حاضــر واکســن‌های ب

ــدادی  ــتند و تع ــی هس ــعه کلینیک ــه توس ــی درمرحل RBD چندتای
  SARS-CoV-2از آن‌هــا تاثیــرات کلینیکــی مطلوبــی علیــه بیمــاری
ــن  ــز در ای ــا نی ــل م ــن دلی ــه همی ــد )18(. ب از خــود نشــان دادهان
مطالعــه از ناحیــه RBD  پروتئیــن اســپایک ویــروس به‌عنــوان جــزو 

ــم. ــتفاده کردی ــود اس ــن خ ــد واکس ــک کاندی آنتی‌ژنی
SARS- ــاری ــرل بیم ــرای کنت ــی ب ــن‌های مختلف ــون واکس تاکن

ــه  ــوان ب ــان می‌ت ــن می ــه در ای ــت ک ــده اس ــنهاد ش CoV-2 پیش
ــدی،  ــن‌های زیرواح ــیدنوکلئیک، واکس ــه اس ــر پای ــن‌های ب واکس
ــای  ــن‌های ذره ــی، واکس ــور آدنوویروس ــه وکت ــر پای ــن‌های ب واکس
و  حدت‌یافتــه  تخفیــف  زنــده  واکســن‌های  ویــروس،  شــبه 
ــن‌های  ــای واکس ــرد )19( از مزای ــاره ک ــال اش ــن‌های غیرفع واکس
زیرواحــدی می‌تــوان بی‌خطــر بــودن بــرای اســتفاده در افــراد 
دچــار نقــص ایمنــی، عــدم امــکان ایجــاد حالــت بیمــاری بــه دلیــل 
نداشــتن جــز پاتوژنیــک و نیــز عــوارض جانبــی کمتــر اشــاره کــرد 
ــروس SARS-CoV-2 مســئول  ــن S1 وی ــن RBD پروتئی )20(. دومی
ــروس  ــه رســپتور ACE2 و آغــاز فراینــد اتصــال و ورود وی اتصــال ب
بــه ســلول اســت و به‌عنــوان یــک کاندیــد واکســن مناســب ثابــت 

ــت )21(. ــده اس ش
امــروزه ‌تولیــد ‌پروتئین‌هــای ‌نوترکیب ‌از‌ طریق ‌مهندســی ‌زیســتی‌ 
ــه‌ طــور  ــد ‌پیکیا‌پاســتوریس ‌ب ــان ‌مخمــری‌ مانن در ‌سیســتم‌های ‌بی
ــه‌  ــد‌ ک ــان ‌می‌ده ــات‌ نش ــت‌. تحقیق ــترش ‌یافته‌اس ‌قابل‌‌توجهی‌گس
ــن‌  ــر پروتئی ــر لیت ــرم ب ــا‌‌ 30-20 گ ــد‌ ت ــتوریس ‌می‌توان پیکیا‌پاس
ــمی  ــتوریس ‌میکروارگانیس ــد )22(. پیکیاپاس ــد‌ کن ــب‌ تولی نوترکی
ــه ‌آســانی ‌دستکاری‌شــده‌ و‌ کشــت ‌داده  ــک‌ ســلولی ‌اســت ‌کــه ‌ب ‌ت
‌می‌شــود.‌‌ ایــن‌ میکروارگانیســم‌ یــک‌ یوکاریــوت‌ اســت‌ و‌ بســیاری ‌از‌ 
ــردازش ‌پروتئیــن،‌  ــی ‌ماننــد ‌پ ــای‌ سیســتم‌های ‌بیــان ‌یوکاریوت مزای
فولدینــگ ‌پروتئیــن،‌ تشــکیل ‌بانــد‌ دی‌ســولفیدی،‌ گلیکوزیلاســیون‌ 
و ‌ســایر ‌تغییــرات‌ پــس ‌از ‌ترجمــه‌ای ‌را ‌دارا‌ می‌باشــد، ‌ایــن ‌در 
‌حالی‌اســت ‌کــه‌ ماننــد ‌سیســتم ‌بیانــی‌ باکتریایــی ‌به‌ســادگی‌ قابــل 
ــتوریس  ــی ‌پیکیا‌پاس ــور ‌کل ــت‌. به‌‌ط ــت ‌اس ــت‌ورزی ‌و ‌قابل‌کش دس
ــه ‌دلیــل  ‌یــک ‌انتخــاب ‌ارجــح ‌در ‌بیــان ‌پروتئین‌هایــی‌ اســت‌ کــه ‌ب
ــیا‌کولی   ــان ‌در ‌اشریش ــه ‌بی ــادر ‌ب ــگ‌ ق ــتم ‌فولدین ــف ‌در ‌سیس ‌ضع
ــتم‌های  ــه‌ در‌ سیس ــا‌ ک ــادی ‌از ‌پروتئین‌ه ــداد ‌زی ــتند )23(.‌ تع نیس
‌باکتریایــی ‌بــه ‌صــورت ‌پروتئین‌هــای ‌غیرفعــال ‌هســتند، ‌می‌تواننــد 
‌در ‌پیکیاپاســتوریس ‌بــه ‌صــورت ‌مولکــول ‌فعــال‌ بیولوژیکــی ‌تولیــد 
ــه‌  ــا ‌هزین ــان‌تر ‌و ‌ب ــریع‌تر،‌ آس ــتوریس ‌س ــوند. سیســتم‌ پیکیا‌پاس ش
ــی ‌دیگــر مشتق‌شــده  ــه ‌ســایر‌ سیســتم‌های ‌بیان کمتــری ‌نســبت ‌ب
ســلول‌های ‌کشــت‌  جملــه  ‌از ‌یوکاریوت‌هــای ‌پیشــرفته ‌از‌ 
ــرد‌ و  ــرار ‌می‌گی ــتفاده ‌ق ــورد‌ اس ــتانداران ‌و‌ حشــرات، ‌م ــلولی ‌پس س
ــود‌  ــد )24(. وج ــم ‌می‌باش ــری‌ ه ــان‌ بالات ــطح‌ بی ــولا ‌دارای‌ س ‌معم
تکنیک‌هــای ‌ژنتیکــی‌ قدرتمنــد‌ در دســترس‌ بــه ‌همــراه‌ اقتصــادی 
‌بــودن،‌ پیکیا‌پاســتوریس‌ را ‌بــه ‌سیســتمی‌ بســیار ‌مفیــد ‌و ‌موثــر ‌بــا 
ــب  ــای‌ نوترکی ــد ‌پروتئین‌ه ــالا ‌در ‌تولی ــدن ‌ب ــیل ‌صنعتی‌ش ‌پتانس
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‌تبدیــل‌ کرده‌اســت‌. در یــک مطالعــه تفاوت‌هــای بیــن بیــان دومیــن 
 HEK-در مخمــر پیکیاپاســتوریس و لاین ســلولی پســتانداری RBD

ــی  ــا خوردگ ــر ت ــاوه ب ــه ع ــد ک ــات ش ــد و اثب ــی ش 293T بررس
ــری و  ــتم مخم ــر دو سیس ــده در ه ــد ش ــن تولی ــب پروتئی مناس
ــبی در  ــی مناس ــتند ایمنی‌زای ــا توانس ــن دومین‌ه ــتانداری، ای پس
موش‌هــا ایجــاد کننــد. عــاوه بــر ایــن آنتی‌بادی‌هــای تولیــد شــده 
ــن  ــتوریس ای ــل از پیکیاپاس ــق RBD حاص ــس از تزری ــوش پ در م
 HEK-293Tکــه توســط RBD توانایــی را داشــتند کــه بــا آنتــی‌ژن

بیــان شــده بــود نیــز واکنــش دهنــد )Hou .)25 و همکارانــش نیــز 
  SARS-CoV-2 ــاری ــرای بیم ــنی ب ــد واکس ــال 2022 کاندی در س
SARS- از ویــروس RBD معرفــی کردنــد که اســاس آن یــک  قطعــه

CoV-2 بودکــه RBD5m نامیــده شــد و شــامل 5 موتاســیون شــایع 
ــه  ــود ک ــه RBD در واریانت‌هــای مختلــف SARS-CoV-2 ب در ناحی
ــت  ــای SARS-CoV-2 حفاظ ــیاری از واریانت‌ه ــه بس ــت علی توانس

خوبــی ایجــاد کنــد )26(. 
ــوان  ــاب RBD به‌عن ــه انتخ ــر ب ــه منج ــی ک ــه مطالعات از جمل
ــه‌ای  ــه مطالع ــوان ب ــد می‌ت ــب گردی ــن مناس ــد واکس ــه کاندی پای
ــد،  ــش در ســال 2021 انجــام گردی کــه توســط Chen  و همکاران
اشــاره کــرد کــه آن‌هــا پــس از تولیــد یــک واکســن بــر پایــه دومیــن 
ــام  متصل‌شــونده بــه رســپتور کروناویــروس نــوع 2 نوترکیــب بــه ن
ــاختار  ــن س ــه ای ــد ک ــان دادن ــر X33 نش (RBD203-N1) در مخم
جدیــد موجــب افزایــش بیــان پروتئیــن بــدون تغییــر در خصوصیات 
بیوفیزیکــی، بیوشــیمیایی، عملکــردی و ایمنی‌زایــی پروتئیــن 

 .)27( می‌گــردد 
 عــاوه بــر ایــن Gattinger و همکارانــش نیــز در ســال 2022 
 SARS-ــروس ــن RBD وی ــکل از دو دومی ــی متش ــوژن پروتئین فی

CoV-2متصــل بــه نواحــی انتهایــی آمینــی و کربوکســیلی آنتــی‌ژن 
ــت  ــه توانس ــاختند ک ــت B س ــروس هپاتی ــده از وی PreS مشتق‌ش
ــه  ــادوام )ب ــوی و ب موجــب ایجــاد پاســخ‌های ایمنــی اختصاصــی ق

ــه RBD در خرگــوش شــود)28( .  ــد IgG4( علی دلیــل تولی
Limonta-Fernández و همکارانــش نیــز در ســال 2022 
ــام C-RBD-H6 PP متشــکل از یــک  ــه ن یــک فیــوژن پروتئینــی ب
ــر قابل‌انعطــاف  ــای لینک ــا توالی‌ه ــروی ب ــزی ک ــن RBD مرک دومی
ــاختند  ــای N و C س ــرین در انته ــی از گلیســین و س ــی غن و قطب
و در مخمــر پیکیاپاســتوریس بیــان کردنــد و نشــان دادنــد تزریــق 
ــوم ســطوح بالایــی از  ــا ادجوانــت آل ایــن RBD نوترکیــب همــراه ب
غیرانســانی  پریمات‌هــای  و  مــوش  در  اتصالــی  آنتی‌بادی‌هــای 
تولیــد می‌کنــد  کــه می‌توانــد موجــب مهــار عفونــت لایــن ســلولی 
ــال  ــار اتص ــق مه ــروس SARS-CoV-2 از طری ــط وی VeroE6 توس

ــردد )29(. ــه ACE2 گ ــروس ب وی
ــرای افزایــش جــذب داروهــا  تاکنــون اســتراتژی‌های مختلفــی ب
و مــواد مختلــف از طریــق اتصــالات محکــم توســعه داده شــده‌اند، 
بــرای مثــال اســیدهای چــرب ماننــد CD10، دهنده‌هــای نیتریــک 

ــالات  ــردن اتص ــاز ک ــرای ب ــی ب ــاته‌کننده‌های یون ــاید و ش اکس
محکــم و عبــور مــواد از طریــق تاثیــر بــر اتصــالات محکــم  اســتفاده  

شــدهاند )30(.
ــژه یکــی از  ــا موجــب شــد اتصــالات محکــم به‌وی ــن رویکرده ای
ــی  ــوان اهداف ــا به‌عن ــام کلودین‌ه ــه ن ــا ب ــی آن‌ه ــای اصل پروتئین‌ه

بــرای روش‌هــای درمانــی متعــدد پیشــنهاد شــوند )31, 32(. 
ــک  ــا ی ــب ب ــی‌ژن مناس ــک آنت ــه ی ــه ارائ ــت ک ــده اس ــت ش ثاب
Nasal-associated Lymphoid tissue ادجوانــت متناســب بــه
ــلولی و  ــی س ــخ‌های ایمن ــاد پاس ــب ایج ــد موج (NALT) می‌توان
ــی‌ژن  ــد آنت ــال کارآم ــن انتق ــورال مناســب شــود )33(. بنابرای هوم
بــه درون NALT یکــی از اســتراتژی‌هایی اســت کــه در مــورد 
 CL-4 واکسیناســیون موکــوزال موردنظــر می‌باشــد. کلودیــن 4 یــا
Gut-associated Lymphoid Tissues ــادی در ــزان زی ــه می ب

(GALT) و NALT بیــان می‌شــود )34(.
از مزایــای ایمن‌ســازی از طریــق بینــی نســبت بــه ســایر 
روش‌هــای ایمن‌ســازی می‌تــوان بــه تحریــک ایمن‌ســازی موضعــی 
عــاوه بــر ایمن‌ســازی سیســتمیک و عــدم نیــاز بــه یــک محصــول 
ــم در  ــت مه ــک مزی ــتریل )ی ــگ اس ــن دوزین ــک ف ــا ی ــتریل ی اس
کشــورهای درحال‌توســعه( عــدم نیــاز بــه یــک فــرد مهــارت دیــده 
ــرای اســتفاده از واکســن اشــاره کــرد. از واکســن‌های درون‌بینــی  ب
می‌تــوان بــه ®FluMist اشــاره کــرد کــه یــک ویــروس آنفولانــزا 
زنــده آداپتــه شــده بــا ســرما اســت )35(. در مــورد عفونت‌هایــی کــه 
 SARS-CoV-2دســتگاه تنفســی را درگیــر می‌کننــد ماننــد بیمــاری

، عــاوه بــر لــزوم ایجــاد ایمنی سیســتمیک توســط واکســن، ســطح 
مناســب آنتی‌بــادی موضعــی در سیســتم تنفســی بــرای مقابلــه بــا 
ورود ویــروس نیــز می‌توانــد در کاهــش عفونت‌زایــی ویــروس 
ــر باشــد. مشــکلی کــه در اســتفاده از واکســن‌های زیرواحــدی  موث
پروتئینــی تولیــد شــده از طریــق مخاطــات از جملــه مخــاط بینــی 
وجــود دارد، ســختی عبــور آن‌هــا‌ از دیــواره مخاطــات می‌باشــد. در 
 c-CPE نتیجــه اســتفاده از آنتــی‌ژن پروتئینــی در حالــت متصــل بــه

ــی  ــتگاه ایمن ــخ‌دهی دس ــش پاس ــرای افزای ــکاری ب ــد راه می‌توان
ــه  ــی کــه منجــر ب ــه مطالعات ــه آنتــی‌ژن موردنظــر باشــد. از جمل ب
ــا  ــن از غش ــور پروتئی ــهیل‌کننده عب ــوان تس ــاب c-CPE به‌عن انتخ
  Kakutaniو افزایــش ایمنــی گردیــد مطالعــه‌ای بــود کــه توســط
ــد  ــس از تولی ــا پ ــد. آن‌ه ــام ش ــال 2012 انج ــش در س و همکاران
اووآلبومیــن متصــل شــده بــه c-CPE، آن را از طریــق بینــی تزریــق 
کردنــد و نشــان دادنــد کــه تولیــد IgG ســرمی و نیــز IgA بینــی، 
واژینــال و مدفــوع، اووآلبومیــن افزایــش یافتــه اســت در حالــی کــه 
مخلــوط آلبومیــن و c-CPE پتانســیل تحریــک ایمنــی را نداشــتند 

.)34(
 در مطالعــه‌ی دیگــری نیــز Suzuki و همکارانــش در ســال 
2015 یــک فیــوژن پروتئیــن (PspA-C-CPE) متشــکل از پروتئیــن 
ایمن‌ســازی  از  پــس  تولیــد کردنــد.   A پنوموکــوک  ســطحی 
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  IgG ــد ــن تولی ــوژن پروتئی ــن فی ــا ای ــی ب ــق بین ــا از طری موش‌ه
ــع لاواژ  ــی در مای ــز IgA و IgG اختصاص ــرم و نی ــی در س اختصاص
ــولار افزایــش یافــت و موجــب ایجــاد ایمنــی محافظتــی  برونکوآلوئ
ــا نشــان  ــن یافته‌ه ــت پنوموکــوک در موش‌هــا شــد. ای ــه عفون علی
ــر  ــی‌ژن موث ــل آنت ــک حام ــوان ی ــد به‌عن ــه c-CPE می‌توان دادندک
در واکســن‌های آئروســول تنفســی جهــت حفاظــت علیــه عفونــت 

پنوموکوکــی می‌باشــد )36(.
باقرپــور و همکارانــش نیــز در ســال 2018 دو نــوع مخمــر 
ــن  ــده اووآلبومی ــده بیان‌کنن ــولاردی مهندسی‌ش ــس ب ساکارومایس
بــه تنهایــی و در حالــت متصــل بــه دومیــن c-CPE تولیــد کردنــد 
ــا  ــروه از موش‌ه ــه دو گ ــا ب ــن مخمره ــدن ای ــد خوران و نشــان دادن
از طریــق خوراکــی منجــر بــه افزایــش قابــل توجــه پاســخ ایمنــی 

ــد )12(. ــرل گردی ــروه کنت ــه گ ــی نســبت ب ــورال و موضع هوم
ــن  ــوژن پروتئی ــک فی ــال 2021 ی ــش در س ــود و همکاران  صع
ــرا  ــو کل  C-CPE-TcpA-CtxB حــاوی عامــل حــدت باکتــری ویبری
ــوژن توانســت در  ــن فی ــن پروتئی ــد ای ــد و نشــان دادن ــد کردن تولی
 IgG ،روده ای IgA موش‌هــا موجــب تولیــد بالاتریــن ســطوح
ســرمی و ســایتوکاین‌هایIL-5  و IFN-γ  در مقایســه بــا زمانــی 
شــود کــه هــر کــدام از ایــن پروتئین‌هــا بــه تنهایــی بــرای تحریــک 

ــد )37(. ــرار گرفتن ــورد اســتفاده ق ــی م سیســتم ایمن
ــی  ــازه بیان ــود س ــتندات موج ــواهد و مس ــن ش ــاس همی ــر اس ب
RBD در حالــت متصــل بــه c-CPE جهــت بیــان در میزبــان مخمری 
طراحــی و ســاخته شــد تــا در مراحــل بعــد به‌عنــوان یــک کاندیــد 
ــرای  ــن ب ــرد. همچنی ــرار گی ــتفاده ق ــورد اس ــی م ــن مخاط واکس
اتصــال بیــن دو ســکانس RBD و c-CPE از لینکــر 3(G4S) اســتفاده 
ــا  شــد. وجــود اســیدآمینه‌های کوچــک و غیرقطبــی )گلیســین( ی
ــالا  ــری ب ــه انعطاف‌پذی ــر ب ــر منج ــن لینک ــرین( در ای ــی )س قطب
شــده و امــکان تحــرک دومین‌هــای عملکــردی متصل‌به‌هــم 
ــی   ــرد بالین ــی  در کارب ــوص ایمن ــی‌آورد )38(. در خص ــم م را فراه
واکســنی کــه  قــرار اســت کلودیــن 4 را مــورد هــدف قــرار بدهــد 
مطالعــه‌ای توســط  Suzuki و همکارانــش  بعــد از کاربــرد پروتئیــن 
ــد  ــام ش ــی  انج ــق بین ــوش از طری ــب  OVA-C-CPE در م نوترکی
   TH2و  TH1 کــه نشــان داده شــد عــاوه بــر مشــاهده پاســخ‌های
مناســب، هیچ‌گونــه آســیب بافت‌شناســی بــه مخــاط حفــره بینــی 
ــوان  ــه در نتیجــه  می‌ت ــد ک ــا Nasal passage مشــاهده نگردی ی
ــوان  ــتفاده از  c-CPE را به‌عن ــا اس ــن 4 ب ــرار دادن کلودی ــدف ق ه
یــک اســتراتژی قــوی بــرای واکسیناســیون مخاطــی معرفــی کــرد 

.)39(
ــا و پپتیدهــای  ــت کــه پروتئین‌ه ــوان نتیجــه گرف ــا می‌ت در انته
ــورت  ــه ص ــا ب ــتفاده آن‌ه ــگام اس ــی هن ــری کم ــی  نفوذپذی داروی
خوراکــی یــا اینترنــازال از طریــق اپیتلیــال دارنــد. در همیــن راســتا 
می‌توانــد تحقیقاتــی از جملــه ایــن تحقیــق در جهــت پیــدا کــردن 
ــات  ــق مخاط ــواد از طری ــذب م ــش ج ــت افزای ــی جه راهکارهای

طراحــی و انجــام پذیــرد.  همچنیــن پیشــنهاد می‌شــود تــا از 
مخمرهــای پروبیوتیکــی خوراکــی کــه توانایــی بیــان پروتئین‌هــای 
پیچیــده بــه صــورت ترشــحی را دارنــد در بیــان ایــن نــوع 
ــظ  ــه در قســمت تغلی ــت کاهــش هزین ــی‌زا جه ــای ایمن آنتی‌ژن‌ه
و تخلیــص پروتئیــن و همچنیــن وســیله‌ای بــرای انتقــال آنتــی‌ژن از 

ــردد.  مســیر خوراکــی اســتفاده گ
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Abstract
Background: To enhance mucosal IgA, administering intra-nasal antigen transfer may be considered. One challenge with this 

approach is antigenic factors' limited penetration of nasal mucosa. This research utilized c-CPE, the carboxylic end-section of the 
enterotoxin Clostridium perfringens. Specifically, the RBD-c-CPE fusion structure was cloned in a bacterial host and integrated into 
the yeast host genome for protein expression.
Objectives: The primary aim of this investigation is to develop methods: Following the construction of the expression structure, it 

was then cloned into the yeast vector a coronavirus vaccine that can elicit sufficient immunity in the host.
Methods: Materials pPICZαA: Subsequently, the TOP10F bacterium was transformed with the recombinant plasmid, and plasmid 

extraction was carried out. This was followed by the transformation of yeast strain X33 with linearized recombinant plasmids. 
Positive clones obtained from the overnight sowing process were utilized for the expression stages. To confirm protein secretion in 
the yeast medium, the protein concentration, western blot, and ECL were performed.
Results: Agarose gel electrophoresis results indicated the successful construction of the RBD-c-CPE gene. Colony PCR analysis 

of both TOP10F bacteria and Pichia pastoris yeast post-transformation confirmed the effective cloning of the recombinant pPIC-
RC plasmid in TOP10F bacteria and the successful integration of the recombinant plasmid into the yeast genome, respectively. 
Moreover, Western blot analysis provided conclusive evidence of the successful expression of the RBD-c-CPE fusion protein in Pichia 
pastoris yeast.
Conclusions: The RBD-c-CPE has been effectively integrated and produced within the yeast host genome following its cloning in a 

bacterial host. Further enhancing the fused protein's expression can serve as a potential candidate for preclinical trials on animals 
for a COVID19- mucosal vaccine.
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