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Abstract  
              Background: Streptokinase is one of the antigenic proteins secreted by streptococcus pyogenes. 
This protein has an important role in bacterial pathogenesis. The aim of this study was to produce 
recombinant forms of this enzyme so that the product would change in accordance with changes in the 
media. 
             Materials and Methods: In this experimental study, we amplified the streptokinase gene by 
polymerase chain reaction (PCR) method. After extraction, it was sub-cloned to prokaryotic expression 
vector pET32a. pET32a-Ska was transferred to E.coli BL21-DE3-plySs strain. Protein production was 
induced by IPTG and optimization of culture media and OD of bacteria. The recombinant protein was 
extracted by Ni-NTA and its concentration was measured by Bradford assay. Western- Blot analysis was 
used to verify the recombinant protein.  
            Results: The nucleotide sequence of the amplified gene was the same as streptokinase gene of the 
streptococcus pyogenes.  The production of recombinant streptokinase by induction of plasmid pET32a-Ska 
was done by IPTG. The recombinant streptokinase had the same antigenic properties as natural 
streptokinase. The largest amount of recombinant protein was produced in bacteria concentrations with OD = 
0.8. Also, the production of the recombinant protein was higher in media with no glucose. 
            Conclusion: Changes in culture media can increase the production of recombinant proteins in host 
bacteria. The presence of nutrients, such as glucose, alone not only can not increase the amount of 
production but it might even decrease it.   
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  چکیده
در . یی باکتري نقش مهمی دارداین پروتئین در بیماریزا.  استرپتوکیناز از جمله پروتئین هاي ترشحی استرپتوکک پیوژن است:زمینه و هدف

که محصول با تغییر ترکیب محیط کشت و تعداد باکتري القاء شده طوري ترکیب بوده بهاین تحقیق سعی بر تولید بالاي این آنزیم به شکل نو
  .افزایش یابد

پس از تخلیص، ژن . پیوژن تکثیر گردید، ژن استرپتوکیناز از استرپتوکوك PCR در این مطالعه تجربی، با استفاده ازروش :ها مواد و روش
 وارد باکتري اشریشیاکلی سویه pET32a -Skaسپس ساختار پلاسمیدي .  جهت بیان کلون گردیدpET32aدر ناقل پلاسمیدي 

BL21- DE3-plySsتولید پروتئین با القاء توسط .  شدIPTGها صورت گرفت و بهینه سازي شرایط محیط کشت و تعداد باکتري .
آزمایش وسترن بلات . گیري شد خالص و میزان پروتئین با استفاده از روش برادفورد اندازهNi-NTAن نوترکیب با استفاده از کیت پروتئی

  .براي تایید پروتئین نوترکیب انجام شد
روتئین نوترکیب استرپتوکیناز تولید پ.  ترادف نوکلئوتیدي ژن تکثیر شده با ژن استرپتوکیناز باکتري استرپتوکوك پیوژن یکسان بود:یافته ها 

بیشترین . پروتئین تولید شده از نظر آنتی ژنیسیته با فرم طبیعی یکسان بود.  انجام گردید IPTG توسطpET32a -Skaبا القاء پلاسمید 
پروتئین بیشتري تولید هاي گلوکز دار در محیط فاقد گلوکز نسبت به محیط.  بود8/0مقدار پروتئین تولید شده در غلظت باکتري با جذب نوري 

  .شد
وجود برخی عوامل . هاي نوترکیب در باکتري میزبان گرددتواند باعث افزایش میزان تولید پروتئین تغییر شرایط محیط کشت می:نتیجه گیري

  .غذایی از جمله گلوکز به تنهایی باعث افزایش محصول نمی شود بلکه امکان دارد کاهش محصول را نیز در پی داشته باشد
  ، استرپتوکیناز، بیان ژنAگروه   استرپتوکک:واژگان کلیدي
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٩٩   1390مهر و آبان ،  4ه علمی پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی اراك ، سال چهاردهم ؛ شماره مجل

  مقدمه 
یلد عامل بسیاري از  لانسفAهاي متعلق به گروه  استرپتوکک              

هاي ناشی از  مهمترین عفونت. باشندهاي چرکی در انسان میعفونت
 باد ، گلو درد چرکی، لنفانژیت،ها در انسان شامل سلولیتاین باکتري

ها  این باکتري،علاوه بر آن). 1(می باشندغیره   زرد زخم و،سرخ
تب . شوندرس غیر چرکی در انسان می بروز عوارض دیرباعث

گلومرولونفریت دو عارضه مهم ناشی از بروز عفونت ووماتیسمی ر
استرپتوکیناز یک . )2( در انسان هستندAهاي گروه  استرپتوکک

که توسط سویه هاي مختلف باشد  می آنزیمی خارج سلولیئینپروت
ترشح این آنزیم نقش شود هاي بتا همولیتیک ساخته می استرپتوکک

این آنزیم .  باکتري در میزبان داردزایی و تهاجم مهمی در بیماري
استرپتوکیناز ). 3 (گردد ترشح میC وAه هاي گروه سویاکثر توسط 

Aمی باشدکیلو دالتون  46  با وزن مولکولی اي پروتیینی تک رشته 
 85  و استC آمینواسیدهاي گروه مشابه  آن آمینواسیديتوالیکه 

 ).4(ابه است  مشC و A بین گروه این توالی آمینو اسیدي درصد
دهد که هتروژنسیتی قابل توجهی بین مطالعات نشان می

هاي مختلف استرپتوکک وجود استرپتوکینازهاي تولید شده از گروه
هاي این آنزیم داراي قدرت آنتی ژنی بوده و در عفونت ).5( دارد

 تیترآنتی بادي بر علیه آن افزایش Aهاي گروه  ناشی از استرپتوکک
توان از این پروتئین براي تشخیص سرولوژیک ین میایابد بنابرمی

 در حال حاضر براي تشخیص .هاي استرپتوککی استفاده کردعفونت
 آنتی  از آزمایشA هاي استرپتوککی گروهبیماران مبتلا به عفونت

 و (Anti Streptolysin O- ASO) استرپتولایزین
معایب ). 6( شوداستفاده می) O ) Streptolysin Oاسترپتولایزین

هاي ناشی از این در تشخیص مبتلایان به عفونتاستفاده از این آنزیم 
 و غیر فعال شدن آن در برابر کلسترول حساسیت به اکسیژنباکتري 

 در حضور کلسترول آزاد به خصوص در افرادي که .سرم می باشد
در کلسترول شده  جذب O استرپتولایزین ،کلسترول خون بالا دارند

 می آنتی بادي بالاتریا گزارش تیتر   کاذب ومثبت نتایج نتیجه باعث
هاي جلدي ناشی از استرپتوکک پیوژن  علاوه بر آن در عفونت.شود

لذا با توجه به ). 7( ارزش چندانی ندارد Oارزیابی آنتی استرپتولیزین 
ی استرپتوکیناز و در نتیجه تحریک تولید آنتی آنتی ژنقدرت وجود 

توان با ارزیابی تیتر آنتی ، میونت استرپتوککیادي در طی بروز عفب
 .ها را بررسی نمودبادي ضد باکتري روند بیماري ناشی از این باکتري

بازدهی کم تولید و بیماري زایی استرپتوکک ها دو دلیل عمده 
 .)8( گرایش به سمت تولید این پروتئین به صورت نوترکیب می باشد

کلون ، A وکیناز از استرپتوکک گروهبا استفاده از استخراج ژن استرپت
می در پلاسمیدهاي بیانی کردن و بیان ژن و تخلیص پروتئین نوترکیب 
 به و از آن دست آورده توان مقادیر بالایی استرپتوکیناز نوترکیب را ب

  تحقیقایندر  .منظور کاربرد هاي تشخیصی و درمانی  استفاده کرد
و افزایش میزان تولید با کیب آنزیم به صورت نوتر بر تولید این سعی

  . استشدهتغییر شرایط محیط کشت 
  

  ها  مواد و روش
هاي استرپتوکک پیوژن باکتري از تجربی                    در این مطالعه 

 اشریشیاکلی سویه و   DH5αاشریشیا کلی سویه  ، ) Mastشرکت(

BL21- DE3-plySs ) شرکتInvitrogen(براي .  استفاده شد
 از پلاسمید ،تعیین ترادف ژن مورد مطالعه ینگ اولیه وکلون

pTZ57R/T ) شرکتfermentas(  و جهت تولید استرپتوکینازA 
مواد  .استفاده شد) Novageneشرکت (pET32a  از پلاسمید

  و )Merck(شیمیایی استفاده شده در این طرح از شرکت مرك 
لیص تخ .تهیه گردید) Dako(ها از شرکت داکو آنتی بادي

 انجام CTAB/NaCl کروموزوم استرپتوکک پیوژن بر اساس روش
 BHIBاسترپتوکک پیوژن در محیط  در این روش ابتدا. گرفت

(Brain Heart Infusion Broth)   انتی  درجه س37در دماي
رسوب به دست آمده از سوسپانسیون کشت . گراد کشت داده شد

 از آنزیم لیزوزیم و با استفاده  و  حل گردیدTEباکتري در بافر   
کروموزوم باکتري با  . لیز شدkآنزیم پروتئیناز   وSDSسپس با اثر 

 و سایر ئینپروت . استخراج گردیدCTAB/NaClمحلول   استفاده از
ایزوامیل الکل به ، کلروفرم، مخلوط فنل اجزا سلولی با استفاده از

  دقیقه10 دور در دقیقه به مدت 13000 و سانتریفیوژ  1/24/25نسبت 
  .حذف گردید

 طراحی ،Aبا استفاده از ترادف استاندارد ژن استرپتوکیناز                 
  : به صورت زیر انجام شدپرایمر
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١٠٠   1390مهر و آبان ،  4مجله علمی پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی اراك ، سال چهاردهم ؛ شماره 

Forward: GGGATCCATGAAAAATTACTTATCT    
Reverse: ACTCGAGTTATTTGTCTTTAGGGT 

داراي ترادف لازم براي شناسـایی و بـرش توسـط آنـزیم           رفت پرایمر  
BamHI   پرایمر برگشت داراي ترادف لازم براي شناسایی و  برش   و

مـشخص   ترادف آنزیم ها بـا زیـر خـط     ( می باشد    XhoIتوسط آنزیم   
 بـا اسـتفاده از واکـنش زنجیـره اي          Aکثیر ژن استرپتوکیناز    ت. )شده اند 

 اسـتفاده شـده   PCR برنامه . میکرولیتر انجام شد  50پلی مراز در حجم     
 بـا اسـتفاده از   PCR تخلـیص محـصول   .است آورده شده  1در جدول   

بر اساس دسـتورالعمل  ROCHE کیت تخلیص تهیه شده  از شرکت 
 pTZ57R/Tد  پلا سمیSKaبراي کلون سازي ژن . آن انجام گرفت 

 بـا   PCRابتـدا محـصول  کـه     به این ترتیب عمل گردیدpET32a و
  بـرش داده شـد و سـپس در نـاقلین مـورد         XhoI و   I BamHآنزیم    

 عمـل اتـصال ژن   .همان آنزیم برش داده شـده بـود وارد شـد         که با  نظر
SKaسمید ها با اسـتفاده از آنـزیم    در این پلاT4DNA Ligase در 

 . انجـام گرفـت  انه روز درجه سانتی گراد به مدت یـک شـب  16حرارت  
بــه ترتیـــب در    SKa pET32a-  وpTZ57R/T-SKaپلاســمید  

 -BL21 و سـویه   DH5αشیا کلـی سـویه   ی ـهـاي مـستعد اشر  سـلول 

DE3-plySs    براي تایید صـحت تـرادف نوکلئوتیـدي     .   وارد گردید
ســــاختار پلاســــمیدي  ،PCRمــــده از محــــصول آدســــت ه ژن بــــ

pTZ57R/T-SKa  اکلی سـویه  ی  به بـاکتري اشریـشDH5 α وارد  
 ارسـال    MWGپس از آن جهت تعیین تـرادف بـه شـرکت     .گردید

بـراي تولیـد    .گردیـد ین تـرادف نوکلئوتیـدي بـه روش سـنگر تعی ـ          .شد
 شیاکلی تراریخــت شــده بــا پلاســمیدیــبــاکتري اشردر  SKaپــروتیین 

pET32a-SKa مـشخص شـده در   هـاي کـشت بـا ترکیـب          محیط از
  .  استفاده گردید2جدول شماره

-Isopropyl-β-D-thioســــپس القــــا تولیــــد پــــروتئین توســــط 

galactoside  IPTG  ــت ــام گرف ــیط انج ــر دو مح ــول  . در ه  1محل
  به سوسپانسیون باکتري اضافه گردیـد تـا غلظـت نهـایی      IPTGر  مولا

IPTG     به یک میلی مولار برسد . IPTG   هـاي مختلفـی از      در غلظـت
هـاي کـشت    بـه محـیط   1 و   8/0 ،6/0ها به ترتیب جذب نـوري       باکتري

ــزودن   . اضــافه گردیــد2و1 رســوب  ،IPTGچهــار ســاعت بعــد از اف
 جمـع  دقیقـه  15قیقه بـه مـدت    دور در د4000باکتري با سانتریفیوژ در    

ژل از  هاي حاصل  از رسوب باکتري        تئینبراي بررسی پرو   .وري شد آ
 .استفاده گردید  SDS-PAGE در صد 10
  

    بر روي ژنوم استروپتوککPCRبرنامه زمانی و دمایی  . 1جدول 
  دما  مرحله

  )درجه سانتی گراد(
  زمان

  )دقیقه(
تعداد 

  چرخه ها
 2جدا شدن 

 DNAرشته
95  5  1  

  DNAدناتوره شدن 
  اتصال پرایمرها

 DNAتکثیر

95  
50  
72  

1  
1  
1  

  
30  

  1  5  72  تکثیر نهایی
  

  ترکیب محیط کشت القاء.2جدول شماره 
2 محیط 1 محیط  )گرم (محتواي محیط   
25/0  25/0  عصاره مخمر 
5/0  5/0  تریپتون 

- 05/0  گلوکز 
25/0  25/0  Nacl 
025/0  025/0  Kcl 
013/0  013/0  Mgcl2 
013/0  013/0  Cacl2 
019/0  019/0  نوترینت براث 
013/0  013/0  Cacl2 

میلی لیتر25  میلی لیتر25  حجم نهایی 
  

 بـر اسـاس دسـتورالعمل شـرکت         Ni-NTAن با کیـت     ئیتخلیص پروت 
 6هـاي داراي دنبالـه   تئینجداسـازي پـرو  .  انجام گرفت  )کیاژن( سازنده

اسـاس    بـر  Ni-NTAي  اسید آمینه هیـستیدین بـا اسـتفاده از تکنولـوژ          
 Nitrilo)نیتروتري استیک اسید . گردیدکروماتوگرافی تمایلی انجام 

Triacetic Acid)   6 جایگـاه آزاد بـراي میـان کـنش بـا      2داراي 

his-tag باشد می .NTA هاي فلـزي ماننـد    به یونNi2+   بـا پایـداري 
ها شدن یون بالایی متصل شده و شرایط سخت شستشو نیز موجب جدا       

  .گرددن نمیاز آ
گـارز اسـتفاده مـی      آ Ni-NTAهـا معمـولاً از      براي تخلـیص پـروتئین    

 CL-6B بـا سـفاروز    Ni-NTA آگارز از اتـصال      Ni-NTA. گردد
 توالی اسید آمینه متـشکل  ساخته شده است و ظرفیت اتصال بالایی را با  

 صـحت   بـراي تاییـد    . دارد )his-tag6(از شش اسید آمینـه هیـستیدین        
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 شده و تعیین ویژگی آنتـی ژنیـک آن از آزمـون وسـترن       تولید تئینپرو
بــراي ایــن منظــور مــوش قــبلا بــا عــصاره کــشت   .بــلات اســتفاده شــد
دجوانت کامـل و بـه   اتزریق اول از ( شد ایمونیزه Aاسترپتوکک گروه  

  ).دجوانت ناقص استفاده شدا هفته 2فاصله 
سرم حیوان تهیه  ،ئینپس از بالا رفتن تیتر آنتی بادي بر علیه این پروت

هاي ئینبراي انجام وسترن بلات پس از الکتروفورز پروت .گردید
-SDS درصد 10حاصل از رسوب باکتري هاي القا یافته بر روي ژل 

PAGE ، مده به کاغذ نیتروسلولز منتقل  آ به دستتئینیباندهاي پرو
 میلی 192 ، میلی مولار تریس25ر محیط بافري عمل انتقال د .گردید

در شدت   درصد متانول به مدت یک ساعت و20ر گلایسین و مولا
سازي کاغذ نیتروسلولز  مرحله مسدود . ولت انجام گرفت90 جریان
 درصد آلبومین سرم گاوي به مدت 5/2دادن کاغذ در محلول  با قرار

کاغذ نیتروسلولز به  ،سازي  از مرحله مسدودپس . ساعت انجام شد1
وش تلقیح شده با عصاره کشت مدت یک ساعت در مجاورت سرم م

کنترل ( و یک نمونه سرم موش تلقیح نشده Aاسترپتوکک گروه 
پس از انکوباسیون یک ساعته با نمونه هاي سرم  و قرار داده شد )منفی

 NaClشامل  (TBS-Tنوارهاي کاغذ نیتروسلولزي سه مرتبه با بافر 
 )ددرص Tween20 05/0 مولار، 5/8pH=، Tris   02/0 نیم مولار

نتی بادي ضد موش متصل با آشستشو شده و به مدت یک ساعت با 
 يدر نهایت پس از شستشو . انکوبه گردید 2500/1پراکسیداز با رقت 

 براي مشاهده باندهاي مربوط به واکنش آنتی TBS-Tنمونه ها با بافر 
کاغذ مزبور در محلول دي  ژن با آنتی بادي در کاغذ نیتروسلولز،

  .)9( قرار گرفت) DAB( آمینو بنزیدین
  

  یافته ها 
مده از باکتري آ کروموزومی به دست DNAغلظت                

 . میکروگرم در میلی لیتر برآورد گردید250استرپتوکک پیوژن برابر 
 استفاده A به عنوان الگو براي تکثیر ژن استرپتوکیناز DNAاین 

سه با مارکر  در مقایPCRاندازه قطعه ژن تکثیر شده توسط  ،گردید
 ).1شکل ( جفت باز بود 1350 جفت بازي حدود 100

مقایسه انجام شده بین ترادف ژن تکثیر یافته که در پلاسمید               
pTZ57R/T کلون گردیده بود با ترادف ارائه شده براي ژن 

 ئینپروت . که در بانک ژن ثبت شده است یکسان بودAاسترپتوکیناز 
در هر  IPTG پس از چهار ساعت از القا با Aاز نوترکیب استرپتوکین

 کیلو دالتون 67 تولید شده حدود ئینوزن پروت .تولید گردیددو محیط 
  .آمده است  2 در شکل A ن استرپتوکینازئینتیجه القاي پروت .بود
  
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 

 100bp مارکرو  ) 1ستون (   SKaمربوط به ژن  PCRمحصول . 1شکل 
(fermentas))  2ستون(  

  

نتایج مربوط به واکنش آنتی بادي با آنتی ژن در آزمون وسـترن بـلات         
 نشان داده شده است و همانطور که مشاهده می شود 3در شکل شماره   

هیچ باندي دال بر واکنش  آنتی بادي با آنتـی ژن در نمونـه هـاي سـرم            
  .نرمال دیده نشد

 و 280 و 260مقادیر پروتئین نوترکیب تخلیص شده در  طول موج 
جذب نوري مختلف و در شرایط وجود یا فقدان گلوکز در جدول 

  . آمده است3شماره 

  
 ،IPTGبا استفاده از  pET32a   در پلاسمیداسترپتوکیناز القا پروتئین .2شکل  
: 3  ستون ،pET32a-skaنمونه قبل از القا  :2پروتئین مارکر، ستون : 1ستون 

 پروتئین تخلیص شده :4ستون  ،pET32a-skaنمونه بعد از القا 

 
  بحث 

             استرپتوکیناز تولید شده در این طرح تحقیقاتی از نظر آنتی
میزان تولید این پروتئین نوترکیب در . ژنیسیته مشابه فرم طبیعی آن بود
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هاي القا شده و در دو محیط مورد مطالعه هاي مختلف باکتريغلظت
 و در فقدان گلوکز 8/0 باکتري نشان داد که تولید پروتئین با تراکم

ي وزن حدود  پروتئین نوترکیب تولید شده دارا.بیشترین مقدار است
   . کیلو دالتون بود67

ترین سیستم ها براي بیان ژن و  از جمله قويpETسیستم                
در این . کلی می باشداکتري اشریشیاهاي نوترکیب در بتولید پروتئین

 بوده و در ژنوم T7کنترل پروموتور قوي سیستم ژن هدف تحت 
رونویسی از ژن تحت ) کلی اشریشیاBL21-pLysSسویه (میزبان 

 که در سلول T7 پلیمراز فاژ RNAکنترل این پروموتور توسط 
بنابراین به علت استقلال . باکتري کلون شده است، انجام پذیرفت

یت  و در نهاmRNAسیستم رونویسی ژن از سلول میزبان، تولید 
این سیستم متأثر از عوامل سلولی دخیل در سنتز  تولید پروتئین در
به همین علت تولید محصول در این سیستم بیش از . پروتئین نمی باشد

سیستم هایی است که رونویسی وابسته به پلیمرازهاي سلول میزبان 
 .است

  

  
یح شده موش تلق ،)1ستون ( با سرم  مارکر پروتئین آزمون ایمونوبلات. 3شکل 

  )3ستون(موش طبیعی  ،)2ستون ( Aبا استرپتوکیناز 
  

 میلی گرم در میلی 2/3در این مطالعه میزان پروتئین تا حدود                
با بهینه سازي تولید پروتئین نوترکیب در این ). 10( لیتر بر آورد شد

سیستم پلاسمیدي می توان مقادیر  بالاتري از محصول را به دست 
ر این مطالعه دو مورد براي بهینه سازي تولید پروتئین تحت د. آورد

افزودن گلوکز به عنوان یک منبع انرژي و . آزمایش قرار گرفت

، دو فاکتور مورد ها در ابتداي القاء پروتئینتفاوت تعداد باکتري
نتایج نشان می دهد که افزودن قند گلوکز . بررسی در این تحقیق بود

 بلکه نسبت به محیط فاقد ولید پروتئین نمی شودنه تنها باعث افزایش ت
-علت این امر را می. شود، مقدار پروتئین کمتري نیز تولید میاین قند

 در نتیجه  در فقدان گلوکز دانست،cAMPتوان در افزایش تولید 
باعث افزایش  تشکیل و CAP/cAMPمقادیر بیشتري از کمپلکس 

افزودن گلوکز در محیط از طرفی . رونویسی از پروتئین خواهد شد
این شی از استفاده این قند خواهد شد که هاي ناباعث افزایش متابولیت

ها باعث کاهش اسیدیته محیط  شده و در نتیجه سلول متابولیت
 ). 10، 9( تر به مرحله سکون خواهند رسیدها سریعباکتري

 
ر حضور و یا نوري مختلف و دمقدار پروتئین تولید شده در جذب  .3جدول شماره 

  )بر حسب میلی گرم در میلی لیتر ( حضور گلوکزفقدان
  جذب نوري

  280/260طول موج 
6/0  

  
8/0  

  1  

  45/2  2  35/1  باگلوکز
  3  2/3  35/1  بدون گلوکز

  
،  تعـداد    در نتایج این تحقیـق دیـده مـی شـود           طور که همان                

با . قش مهمی داشته باشد بیان پروتئین ن  ها نیز می تواند در میزان     باکتري
ار ، مقـد   در ابتـداي القـاء     8/0 تـا    6/0غلظت  ها از   افزایش تعداد باکتري  

جذب نوري  ولی روند تولید پروتئین در  تولید پروتئین افزایش می یابد    
ها بـه   علت این موضوع را باید در ورود باکتري.  رو به کاهش است   ،1

ده در ایـن طـرح   اسـترپتوکیناز تولیـد ش ـ   . سمت مرحله سـکون دانـست     
ــا  . کیلــو دالتــون اســت67داراي وزنــی در حــدود   بــه عبــارت دیگــر ب

ــه داراي    ــی ک ــترپتوکیناز طبیع ــت در ژل   46اس ــون وزن اس ــو دالت  کیل
علـت ایـن امـر بـه واسـطه افـزودن            .آکریل آمیـد اخـتلاف وزن دارنـد       

نوترکیب  به پروتیین) pET32a(پروتئین هاي الحاقی ناقل پلاسمیدي      
ایـن قطعـات اضـافه     .مـی باشـد  )  کیلو دالتـون 20در حدود   (تولید شده   

شده هر کدام داراي نقش مشخـصی از جملـه جـدا سـازي پـروتئین را              
 کیلـو دالتـون   67شـده حـدود    بنابراین وزن اسـترپتوکیناز  تولیـد    .دندار

  .دیده شد
نتیجه آزمون وسترن بـلات نـشان دهنـده سـاختار مـشابه بـین                              

بـا توجـه بـه تـشابه     . یب تولید شده با فرم طبیعی آن است     پروتئین نوترک 
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آنتی ژنیک بین فرم طبیعی و نوترکیب استرپتوکیناز تولید شده در ایـن           
تحقیق می توان از فرم نوترکیب ایـن آنـزیم بـراي تـشخیص و بررسـی        

بـا توجـه    .هاي ناشی از استرپتوکک پیوژن استفاده نمـود     عفونت روتین
نظـر مـی    ه  تشخیص عفونت اسـترپتوککی ب ـ     در   ASOبه معایب تست    

هاي تشخیصی بـر پایـه ایـن اسـترپتوکیناز نوترکیـب      رسد طراحی کیت  
  .ها باشد این عفونتژیکگشاي تشخیص سرولو می تواند راه

  
  نتیجه گیري

با ژن ن شده در این تحقیق از نظر سکانس، ژن کلو                   
تولید این پروتئین . داشتهمولوژي استرپتوکیناز استرپتوکک پیوژن 

با استفاده از ناقلین بدون ترادف مربوط به پروتئین الحاقی انجام شد و 
افزودن گلوکز به محیط باعث . دست آمده مقدار مناسبی پروتئین ب

بیشترین مقدار پروتئین در جذب . کاهش میزان پروتئین خواهد شد
یت آنتی ژنیک  این پروتئین داراي خاص،دست آمده  ب8/0برابر نوري 

مشابه با فرم طبیعی داشته و می توان از آن جهت تشخیص آنتی بادي 
 در زمینه تولید و .ضد این پروتئین در افراد مبتلا نیز استفاده نمود

استخراج و بهینه کردن تولید پروتئین استرپتوکیناز با روش نوترکیب 
در کشور مطالعات محدودي انجام شده است و ضرورت دارد به 

نظور بهینه کردن روش تولید استرپتوکیناز نوترکیب جهت کاربرد م
  . هاي درمانی و تشخیصی مطالعات بیشتري صورت گیرد

  
  تشکر و قدردانی

تولیــد اســترپتوکیناز "طــرح تحقیقــاتی ایــن پــژوهش بخــشی از           
مـصوب دانـشگاه علـوم پزشـکی     "نوترکیب و بررسی آنتی ژنیسیته آن      

پایان نامه دانشجویی خـانم نـدا         قسمتی از   هچنین  و  )364طرح   (اراك
مولایی دانشجوي دوره کارشناسی ارشد رشته علوم سـلولی مولکـولی           

لـذا بدینوسـیله از معاونـت پژوهــشی    . دانـشگاه آزاد اسـلامی مـی باشــد   
که  به دلیل پشتیبانی مالی و کلیه همکارانی دانشگاه علوم پزشکی اراك   

ده اند صمیمانه تشکر و قدردانی مـی  ما را در این پژوهش همکاري کر   
 .نماییم
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