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ABSTRACT 

Coronavirus Disease 2019 (COVID-19), caused by the Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-
2) resulted over 7 million deaths worldwide. Comprehensive strategies are necessary to combat this pandemic, 
especially vaccination to mitigate further infection and devastation. The development of vaccines hinges upon the 
utilization of immunogenic proteins from the SARS-CoV-2 virus, with particular emphasis on the receptor-binding 
domain (RBD) located within the spike glycoprotein’s subunit 1. This protein plays a key role in the virus’s interaction 
with host cells via ACE2 receptor to infect the host along with the subunit 2 to mediate the cell membrane fusion. 
While there are multiple vaccines in existence, there is a requirement to create more affordable and accessible vaccine 
alternatives, especially in developing countries. Potential improvements can be implemented within the vaccine 
development paradigm, including the exploration of recombinant protein-based vaccines as a viable alternative. In 
the present study, we optimized the RBD gene sequence as the critical step to construct a recombinant plasmid for 
heterologous prokaryotic protein expression in Escherichia coli BL21(DE3). The optimized codon then inserted into 
the plasmid vector pET-15b and constructed a recombinant plasmid for transformation into cell host by heat-shock 
method. The study was evaluated and validated through colony PCR, plasmid isolation, and sequencing. These findings 
offering a foundational basis for further research in the expression and purification of RBD SARS-CoV-2 protein in E. 
coli BL21(DE3) as a candidate for subunit recombinant protein vaccine or diagnostic tool in COVID-19 research.  
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INTISARI 
Coronavirus Disease 2019 (COVID-19), yang disebabkan 
oleh Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 
(SARS-CoV-2), telah menyebabkan lebih dari 7 juta 
kematian di seluruh dunia. Strategi komprehensif 
diperlukan untuk mengatasi pandemi ini, terutama 
vaksinasi untuk mengurangi infeksi lebih lanjut. 
Pengembangan vaksin bergantung pada pemanfaatan 
protein imunogenik dari virus SARS-CoV-2, khususnya pada 
Receptor-binding Domain (RBD) yang terletak dalam 
Subunit 1 Spike Glycoprotein. Protein ini berperan penting 
dalam interaksi virus dengan sel inang melalui reseptor 
ACE2 untuk menginfeksi inang bersama dengan Subunit 2 
untuk memediasi fusi pada membran sel. Meskipun 
beberapa vaksin telah tersedia, kebutuhan terhadap 
alternatif vaksin yang lebih terjangkau dan mudah diakses 
masih terus dikembangkan, terutama untuk negara-negara 
berkembang dan berpenghasilan rendah. Salah satu 
alternatif yang dapat dikembangkan dapat berupa vaksin 
berbasis protein rekombinan. Dalam penelitian ini, urutan 
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gen RBD dioptimasi untuk digunakan pada konstruksi plasmid rekombinan pada ekspresi protein heterolog dalam 
sistem ekspresi prokaryot yaitu Escherichia coli BL21(DE3). Kodon yang telah dioptimasi kemudian disisipkan ke 
dalam vektor plasmid pET-15b dan dikonstruksikan menjadi plasmid rekombinan untuk transformasi ke dalam 
sel inang dengan metode heat-shock. Penelitian ini dievaluasi dan divalidasi melalui PCR koloni, isolasi plasmid, 
dan sekuensing. Hasil pada penelitian ini dapat menjadi dasar bagi penelitian lanjutan pada ekspresi dan purifikasi 
protein RBD SARS-CoV-2 pada E. coli BL21(DE3) sebagai kandidat vaksin protein subunit rekombinan atau uji 
diagnostik pada penelitian terkait COVID-19. 
 
Kata Kunci: Protein RBD, SARS-CoV-2, Optimasi Kodon, Plasmid Rekombinan 
 
PENDAHULUAN 

Kemunculan Coronavirus Infectious Disease 
(COVID-19) sejak Desember 2019 yang 
disebabkan oleh infeksi virus SARS-CoV-2 masih 
menjadi masalah kesehatan di berbagai penjuru 
dunia. Per tanggal 6 Juli 2023, tercatat lebih dari 
700 juta orang telah terinfeksi COVID-19 dan 
mengakibatkan kematian pada hampir 7 juta 
orang di seluruh dunia (WHO, 2023). SARS-CoV-2 
diketahui memiliki kemiripan yang tinggi pada 
spike glycoprotein terhadap SARS-CoV dan MERS-
CoV yang menjadi dasar bagi pengembangan 
vaksin untuk pencegahan infeksi yang lebih 
meluas (Kumar & Al Khodor, 2020).  Protein spike 
(S) tersusun dari 2 subunit yaitu S1 dan S2. 
Subunit S1 diketahui memiliki sebuah receptor-
binding domain (RBD) yang dapat mengenali dan 
berikatan dengan reseptor angiotensin-converting 
enzyme (ACE2) pada sel sementara S2 akan 
memediasi fusi dengan membran sel (Hoffmann 
dkk, 2020).   

Kandidat vaksin untuk SARS-CoV-2 telah 
dikembangkan dengan berbagai metode yaitu 
dengan virus yang diinaktivasi, virus yang 
dilemahkan (live-attenuated virus), partikel 
menyerupai virus (vorus-like particle), vektor 
virus hingga vaksin berbasis protein, DNA dan 
mRNA. Vaksin berbasis mRNA diketahui memiliki 
tingkat efikasi dan efisiensi paling tinggi 
dibandingkan jenis vaksin lainnya karena dapat 
menstimulasi respon imun humoral maupun 
seluler (Andrews dkk., 2022). Namun, vaksin 
berbasis mRNA merupakan vaksin yang 
membutuhkan biaya tinggi dalam proses 
produksinya dengan penyimpanan pada suhu 
yang sangat rendah (-80°C). Hal ini membuat 
vaksin mRNA masih belum ideal untuk digunakan 
dalam vaksinasi massal di wilayah berpendapatan 

sedang hingga rendah (Frederiksen dkk., 2020). 
Pilihan lain untuk produksi vaksin skala besar 
juga dapat dilakukan dengan protein rekombinan 
dengan proses produksi yang lebih sederhana, 
terjangkau, dan efisien.  

Selain dimanfaatkan sebagai vaksin, 
produksi protein rekombinan dapat pula 
dimanfaatkan untuk berbagai keperluan 
diagnostik hingga imunologis seperti 
mempelajari respon imun, identifikasi antibodi, 
dan interaksinya dengan berbagai protein atau 
komponen pada sel inang (Altincekic dkk., 2021). 
Pada SARS-CoV-2, produksi protein rekombinan 
lebih banyak dikembangkan pada yeast atau sel 
mamalia dan sistem eukariotik lainnya karena 
adanya kemampuan modifikasi post-translational 
pada protein. Namun, masih sedikit penelitian 
yang menggunakan sistem ekspresi prokariotik 
seperti E. coli (Gao dkk., 2021). E. coli dikenal 
memiliki beberapa keunggulan dalam ekspresi 
protein heterolog mulai dari pertumbuhan yang 
cepat hingga pilihan modifikasi genetik yang 
beragam (Terol dkk., 2021).  

Produksi protein rekombinan secara 
heterolog sistem ekspresi E. coli juga 
membutuhkan beberapa penyesuaian salah 
satunya optimasi pada kodon penyandi gen 
target. Bias penggunaan kodon (codon usage bias) 
dapat mempengaruhi tingkat translasi protein 
dikarenakan sebagian besar asam amino disandi 
oleh beberapa kodon sinonim. Hal ini juga 
berkorelasi dengan kemelimpahan tRNA pada 
suatu organisme yang membuat tingkat translasi 
dapat berbeda pada kodon satu dan lainnya 
(Mauro dan Chappell, 2014). Optimasi kodon 
dapat menjadi salah satu strategi dengan 
meningkatkan distribusi frekuensi kodon yang 
meningkatkan translasi protein sehingga dapat 
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diekspresikan lebih tinggi (Menzella, 2011). Oleh 
karena itu, penelitian ini dilakukan sebagai 
penelitian pendahuluan untuk mengoptimasi 
sekuen gen RBD dari SARS-CoV-2 pada vektor 
plasmid pET-15b yang akan digunakan untuk 
ekspresi protein rekombinan RBD pada E. coli 
BL21(DE3).  
 
METODE 

Sekuens basa nukleotida gen RBD virus 
SARS-CoV-2 diperoleh dari National Centre of 
Biotechnology Information (NCBI) dengan 
accession number QHD43416.1. Sekuen 
dioptimasi menyesuaikan model sistem ekspresi 
protein pada Escherichia coli BL21(DE3). Sekuen 
yang telah dioptimasi kemudian dikonstruksikan 
pada vektor plasmid pET-15b pada situs restriksi 
NdeI (CATATG) dan XhoI (CTCGAG). Plasmid pET-
15b-RBD hasil konstruksi disintesis oleh Gene 
Universal (USA) untuk ditransformasikan pada sel 
kompeten E. coli BL21(DE3). 

Transformasi plasmid rekombinan pET-
15b-RBD diawali dengan pembuatan sel 
kompeten E. coli BL21(DE3) dengan CaCl2 100 
mM. Sel E. coli kompeten dapat digunakan untuk 
transformasi dengan metode heat-shock dengan 
menambahkan 1 µL plasmid pET-15b-RBD dan 
diinkubasi pada es selama 30 menit. Kemudian, 
sel dipanaskan dengan suhu 42 °C selama 45 detik 
lalu diletakkan pada es dengan cepat selama 2 
menit. Sel hasil transformasi selanjutnya 
ditambahkan dengan media LB broth sebanyak 
0,9 mL dan diinkubasi selama 1,5 jam pada suhu 
37 °C dengan kecepatan 150 rpm pada shaker 
incubator. 

Keberhasilan proses transformasi 
dikonfirmasi dengan melakukan PCR pada koloni 

bakteri transforman yang telah tumbuh pada 
media LB dengan seleksi ampisilin. Sebanyak 3 
koloni yang tumbuh disuspensikan ke dalam tube 
PCR yang telah diisi dengan mix PCR dengan total 
25 μL. Mix PCR terdiri dari 12,5 Μl PowerPol 2x 
PCR Mix, 0,5 μL Primer Forward (10 μM), 0,5 μL 
Primer Reverse (10 μM) dan 11,5 μl NFW. Primer 
forward dan reverse yang digunakan merupakan 
pasangan primer yang spesifik untuk mendeteksi 
sekuen gen RBD pada SARS-CoV-2 yang telah 
didesain menggunakan program Primer3Plus 
dengan suhu annealing pada 53,8°C. Hasil 
amplifikasi PCR kemudian dielektroforesis 
menggunakan gel agarosa 1% dan SYBR safe 2,5 
μL untuk dielektroforesis pada TBE 1x 
menggunakan tegangan 100 V selama 25 menit. 

Koloni yang telah terkonfirmasi pada PCR 
koloni selanjutnya ditumbuhkan kembali pada 
150 mL media LB broth dengan ampisilin untuk 
diisolasi plasmidnya. Isolasi plasmid dilakukan 
menggunakan FavorPrep™ Tissue Genomic DNA 
Extraction Mini Kit (Favorgen Biotech Corp) 
sesuai protokol yang diberikan pada kit. 
Konsentrasi hasil isolasi plasmid kemudian 
diukur menggunakan NanoDrop (Maestro Gen). 
Hasil isolasi plasmid selanjutnya dielektroforesis 
dengan gel agarosa konsentrasi 1% dan SYBR safe 
2,5 μL untuk di-running menggunakan tegangan 
100 V selama 30 menit. Isolat plasmid yang telah 
terkonfirmasi dengan elektroforesis selanjutnya 
diampilifikasi dengan primer T7 untuk dilakukan 
sekuensing dengan metode Sanger.  

Penelitian ini sudah melakukan pembuatan 
Ethical Clearance dengan nomor surat Ref. No.: 
KE/FK/1130/EC/2022. 

 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
Optimasi Kodon dan Konstruksi Plasmid 
Rekombinan 

Gen yang menyandi receptor-binding 
domain (RBD) pada protein spike glycoprotein 
SARS-CoV-2 diperoleh dari basis data NCBI 
(accession number: QHD43416.1). Urutan residu 
asam amino yang berada pada posisi 319-541 

yang disandi oleh 675 nukleotida dilakukan 
optimasi kodon untuk ekspresi protein heterolog 
sistem ekspresi E. coli BL21(DE3). Optimasi 
kodon dilakukan melalui Gene Universal Inc. 
berdasarkan distribusi frekuensi suatu kodon 
pada genom yang tersedia dan dapat 
diekspresikan lebih tinggi. Parameter lainnya 
seperti komposisi GC, struktur sekunder mRNA, 
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jumlah sekuen berulang, dan situs pengenalan 
enzim restriksi juga digunakan untuk 
meningkatkan kestabilan fragmen DNA dan 
meningkatkan efisiensi ekspresi gen. Selain 
meningkatkan tingkat ekspresi, optimasi kodon 

dapat mencegah adanya elemen repetitif yang 
dapat memicu delesi hingga mencegah 
terbentuknya Ribosome-binding site, sinyal 
poliadenilasi atau terminator transkripsi yang 
menghambat ekspresi (Elena dkk., 2014). 

 

 
Gambar 1. a) Protein RBD pada subunit 1 Spike Glycoprotein SARS-CoV-2 b) Hasil optimasi sekuen RBD 
 
Salah satu parameter pada optimasi kodon 

yaitu codon adaptation index (CAI) digunakan 
untuk mengukur synonymous codon usage bias 
atau bias penggunaan kodon yang sinonim dan 
kecocokannya pada sistem ekspresi yang 
digunakan. Optimasi kodon yang dilakukan 
menunjukkan nilai CAI yang meningkat dari 0,72 
menjadi 0,96. Menurut Sharp dan Li (1987) pada 
Cantoia dkk., (2021), nilai CAI mendekati 1,0 
menunjukkan kecenderungan sekuens untuk 
dapat terekspresi dengan tinggi pada sistem 
ekspresi yang digunakan dalam hal ini pada E. coli 
BL21(DE3).  

Nilai CAI pada beberapa organisme 
didasarkan pada frekuensi penggunaan kodon 
pada serangkaian gen referensi yang 

diekspresikan tinggi oleh organisme tersebut. 
Nilai CAI pada gen spesifik kemudian dapat 
ditentukan dengan membandingkan frekuensi 
penggunaan kodon dengan serangkaian gen yang 
dijadikan referensi (Quax dkk., 2015).  Beberapa 
penelitian juga telah melaporkan keberhasilan 
optimasi kodon dapat meningkatkan ekspresi 
suatu gen hingga 1.000 kali dengan mengoptimasi 
sekuen pengkodenya. (Gustafsson dkk., 2012).  
Keberhasilan peningkatan level ekspresi dengan 
optimasi kodon juga ditunjukkan pada ekspresi 
beberapa gen manusia pada E. coli yang lebih 
tinggi dibandingkan mengekspresi tRNA 
tambahan (Maerteens dkk., 2010). Peningkatan 
level ekspresi dengan dilakukannya optimasi 
kodon sesuai dengan sistem ekspresi yang 
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digunakan juga diharapkan dapat memberikan 
peningkatan yang signifikan pada ekspresi 

protein RBD pada E. coli BL21 (DE3) melalui 
penelitian lanjutan.  

 
Gambar 2. Peta plasmid rekombinan pET-15b-RBD 

 
Sekuen yang menyandi protein RBD yang 

telah dioptimasi kemudian disisipkan pada 
plasmid pET-15b untuk membentuk plasmid 
rekombinan pET-15b-RBD. lasmid pET-15b yang 
berukuran 5.708 bp pada situs restriksi NdeI 
(CATATG) dan Xho1 (CTCGAG) membentuk 
plasmid rekombinan pET-15b-RBD sepanjang 
6.383 bp (Gambar 2). Plasmid pET-15b 
merupakan salah satu vektor ekspresi yang telah 
dilengkapi dengan sekuens 6x His pada sisi N 
terminal untuk memudahkan purifikasi pada 
produksi protein rekombinan.   
 
Transformasi, PCR Koloni dan Isolasi Plasmid 

Hasil konstruksi plasmid rekombinan pET-
15b-RBD yang telah disintesis kemudian 
ditransformasikan pada E. coli BL21(DE3) 
kompeten dengan metode heat-shock dan 
ditumbuhkan pada media LB dengan antibiotik 
ampisilin (100 µg/mL). Ampisilin digunakan 
untuk menyeleksi koloni E. coli BL21(DE3) yang 
berhasil ditransformasikan. Gambar 3 

menunjukkan adanya koloni transforman dari E. 
coli BL21(DE3) yang telah membawa plasmid 
rekombinan pET-15b-RBD pada media 
pertumbuhan LB agar dengan ampisilin. Koloni 
tersebut kemudian digunakan untuk konfirmasi 
lebih lanjut dengan PCR koloni. 
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Gambar 3. Koloni hasil transformasi pada media LB agar (kiri) dan visualisasi elektroforesis hasil PCR 

koloni (kanan) (M: Marker 100 bp; -: kontrol negatif; +: kontrol positif; K1-K3: sampel koloni 1-3) 
 
Hasil PCR koloni pada Gambar 3 

menunjukkan adanya pita DNA yang terdeteksi 
pada ukuran 198 bp dan menunjukkan bahwa 
sekuen gen RBD dapat dijumpai pada ketiga 
sampel koloni transforman yang digunakan. Hal 
ini juga menunjukkan keberhasilan transformasi 
plasmid transforman pET-15b-RBD pada koloni E. 
coli BL21(DE3). Koloni transforman yang telah 
terkonfirmasi membawa gen RBD pada PCR 
koloni digunakan untuk konfirmasi selanjutnya 
dengan sekuensing isolat plasmid. Isolat plasmid 
diperoleh dengan konsentrasi 110,23 μg/mL dan 

kemurnian 1,99 pada rasio absorbansi 260 dan 
280 nm.  Menurut Gallagher (2001) pada 
Pookhamsak dkk. (2019), DNA murni memiliki 
rasio sekitar 1,8 pada absorbansi 260 dan 280 nm 
dengan rasio di atas 1,8 menunjukkan adanya 
kontaminasi RNA karena absorbansi yang tidak 
dapat membedakan DNA atau RNA pada 
pembacaan. Adanya kontaminasi RNA juga dapat 
disebabkan oleh tidak adanya penambahan enzim 
RNase yang dapat mendegradasi RNA pada 
tahapan isolasi DNA. 

 
Gambar 4. Visualisasi elektroforesis isolat plasmid pET-15b-RBD 
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Hasil restriksi single digest dari isolat 
plasmid juga terkonfirmasi menunjukkan pita 
berukuran 6.383 bp pada elektroforesis agarose 
1% (Gambar 4). Panjang pita plasmid linear 
menunjukkan ukuran yang sama dengan ukuran 
plasmid pET-15b-RBD yang dikonstruksikan 
sebelumnya yang juga mengonfirmasi 
keberhasilan transformasi plasmid pada koloni 
transforman K1. Isolat plasmid kemudian 

diamplifikasi dengan primer T7 forward (5’-
TAATACGACTCACTATAGGG-3’) dan T7 reverese 
(5’-GCTAGTTATTGCTCAGCGG-3’) yang akan 
memperbanyak sekuen DNA dari ujung T7 
promoter hingga T7 terminator pada plasmid 
pET-15b-RBD. Produk PCR sepanjang 942 bp 
yang dihasilkan kemudian digunakan untuk 
konfirmasi urutan sekuen melalui sekuensing. 

 
Gambar 5. Penyejajaran urutan sekuen konstrak RBD dan hasil sekuensing 

  
Penyejajaran hasil sekuensing dan 

konstruksi plasmid pET-15b-RBD (Gambar 5) 
menunjukkan tidak terdapat perubahan basa 
nukleotida atau mutasi pada gen RBD pada 
plasmid yang diisolasi dari koloni transforman 
yang digunakan. Hal ini mengindikasikan pula 
tidak terjadi perubahan asam amino pada tahap 
translasi selama ekspresi protein rekombinan 
dilakukan pada sistem E. coli BL21(DE3). 
 
KESIMPULAN 

Berdasarkan penelitian yang telah 
dilakukan, optimasi kodon menunjukkan adanya 
peningkatan nilai CAI yang dapat meningkatkan 
kemampuan translasi pada sistem ekspresi yang 
digunakan, yaitu E. coli BL21(DE3). Plasmid 

rekombinan pET-15b-RBD yang dikonstruksikan 
juga dapat ditransformasikan tanpa adanya 
perubahan basa nukleotida yang menjadi protein 
RBD pada koloni transforman E. coli (BL21(DE3) 
yang digunakan. Hasil optimasi dan konstruksi 
plasmid rekombinan pET-15b-RBD pada 
penelitian ini dapat digunakan untuk tahapan 
penelitian selanjutnya yaitu ekspresi dan 
purifikasi untuk memperoleh protein rekombinan 
RBD SARS-CoV-2.  
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