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Abstract 

Background: Streptococcus pyogenes produce extracellular hyaluronidase enzyme which is 
directly associated with the spreading of the organism during infection. Hyaluronidase enzyme is able 
to break hyaluronic acid or interstitial cement. This enzyme might be used in cancer treatment.The 
objective of the present study was to clone and express the nucleotide sequence of this enzyme which 
is involved in hyaluronidase enzymatic activity. 

Materials and Methods: The enzymatic region of hyaluronidase gene was detected by 
bioinformatics methods. The polymerase chain reaction method was used to amplify the  region. The 
amplified product was cloned into the expression vector pET32a. E. coli BL21 (DE3) pLYsS was 
transformed with recombinant plasmids. Then gene expression was induced by IPTG. The expressed 
protein was purified successfully via affinity chromatography by NiNTA kit. The integrity of the 
product was confirmed by western-blot analysis. 

Results: The nucleotide sequence of amplified gene was consistent with the streptocuccal 
hyaluronidase gene. The concentration of recombinant protein calculated to 500 mg purified protein 
per liter. The enzymatic region of recombinant protein from Streptococcus pyogenes was recognized 
by all five patient’s sera with Streptococcus infection. 

Conclusion: In general, it is possible to produce the enzymatic regions of the Streptococcus 
pyogenes hyaluronidase in Escherichia coli. The antigenic property of the produced protein is well 
retained. Considering the product's domestic demand and also low efficiency of production and 
pathogenicity of Streptococcus species, it is possible to produce it as recombinant product. 
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 تولید و تخلیص نواحی آنزیمی هیالورونیداز استرپتوکوك در باکتري 
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   چکیده

کند که با انتشار ارگانیسم در طول عفونت  استرپتوکوکوس پیوژنز آنزیم هیالورونیداز خارج سلولی تولید می: زمینه و هدف
از این آنزیم میتوان . باشد  به تجزیه هیالورونیک اسید یا سیمان بین بافتی میآنزیم هیالورونیداز قادر. ارتباط مستقیم دارد
هدف از تحقیق حاضر کلون کردن و بیان توالی نوکلئوتیدي که در فعالیت آنزیمی . ها استفاده نمود در درمان سرطان

  .باشد هیالورونیداز نقش دارد، می
سپس . الورونیداز که در فعالیت آنزیمی دخیل است، شناسایی گردید ابتدا توالی نوکلئوتیدي از ژن هی:ها مواد و روش

پلاسمید نوترکیب به سلول . الحاق شد pET32aقطعه تکثیر یافته در وکتور .  تکثیر یافتPCRناحیه مورد نظر توسط 
E.coli BL21-DE3-plysSسپس بیان ژن به وسیله .  ترانسفورم گردیدIPTGه با روش پروتئین تولید شد.  القا گردید

براي تایید پروتئین تولید شده از تست وسترن بلات .  تخلیص گردیدNi-NTAکروماتوگرافی تمایلی و با استفاده از کیت 
  .استفاده گردید

غلظت پروتئین .  ترادف نوکلئوتیدي ژن تکثیر شده با ژن هیالورونیداز استرپتوکوکوس پیوژن یکسان بود:ها یافته
هاي  سرم بیماران مبتلا به عفونت. لیتر بود گرم در میلی  میلی500 برابر Ni- NTAکیت تولیدشده و خالص شده با 

 .استرپتوکوکی در روش وسترن بلات با پروتئین تولید شده واکنش داد
امکان پذیر باکتري اشریشیاکلی  در پیوژنزطور کلی تولید نواحی آنزیمی هیالورونیداز استرپتوکوك ه  ب:گیري نتیجه

چنین  هم و کشور داخلی نیاز به توجه با. کند می حفظ خوبی به را خود ژنیک آنتی خاصیت شده تولید پروتئین. باشد می
  .است پذیر امکان نوترکیب صورت به محصول این تولید ها استرپتوکوك بودن زا بیماري و تولید کم بازدهی

  کلونینگ، بیان ژن، هیالورونیداز، استرپتوکوك پیوژنز:واژگان کلیدي
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  مقدمه
هاي   باکتريAاسترپتوکوك همولیتیک گروه 

  زنجیر مانند بهکروي شکل گرم مثبت هستند که به صورت 
گیرند، طول این زنجیرها در چرك و  دنبال هم قرار می
 کوتاه است ولی در محیط مایع بلند محیط جامد نسبتاً

 لنسفیلدي Aهاي متعلق به گروه  استرپتوکوك. باشد می
. )2 ،1(باشند هاي چرکی در انسان می عامل بسیاري از عفونت

: ها در انسان شامل هاي ناشی از این باکتري ترین عفونت مهم
زخم  سرخ و زرد چرکی، باد درد سلولیت، لنفانژیت، گلو

علاوه بر این، استرپتوکوکوس پیوژنز باعث بروز . است
تب . )3(شوند عوارض دیررس چرکی در انسان می

روماتیسمی و گلومرولونفریت دو عارضه مهم ناشی از بروز 
ص تشخی.  در انسان استAهاي گروه  عفونت استرپتوکوك

جداسازي (هاي استرپتوکوکی بر دو پایه کشت  عفونت
 استرپتوکوکوس. هاي سرولوژیک است و تست) باکتري

 آنتی خاصیت با زا فاکتورهاي بیماري تعدادي از پیوژنزها

 فاکتورهاي عنوان آنها تحت از بعضی .کنند می تولید ژنی

 لیاز هیالورونات این فاکتورها جمله از. دارند نام انتشار

  .)5، 4(باشد می سلولی جخار
اي مهم در بافت  اسید هیالورونیک که ماده زمینه

شود و با عنوان سیمان بین بافتی شناخته  همبند محسوب می
. شود شود با اثر آنزیم هیالورونیداز این باکتري تجزیه می می

لذا هیالورونیداز در تهاجم استرپتوکوك چرك زا، نقش 
وثر در بیماریزایی این موثري داشته و یکی از عوامل م

آنزیم هیالورونیداز را . )7 ،6(شود باکتري محسوب می
 سال در. ها استفاده کرد توان در درمان برخی بیماري می

 فاکتور عنوان به این آنزیم درمانی استفاده اولین به 1928

صورت که تزریق زیرجلدي  این به شد، اشاره انتشاردهنده
 ها توکسین و ها واکسن زیرجلدي نفوذ آن باعث افزایش

 با داروهاي همراه آنزیم این درمانی لحاظ از .)8(گردد می

درد  دهنده تسکین داروهاي و موضعی کننده بیهوش
 تشدید نفوذ با هیالورونیداز چنین هم. )10 ،9(شود استفاده می

) انتشار دهندگی فعالیت از استفاده با(سرطان  ضد داروهاي
 درمان به نسبت درمانی را یمیش به نسبت مقاوم تومورهاي

 در دیگر هیالورونیداز کاربرد. )11(کند می تر حساس
 آنتی وسیله یک به آنزیم این .باشد می عفونت تشخیص

 مهار انسان سرم در) هیالورونیداز آنتی(بادي اختصاصی 
 عفونت آغاز از بعد چندین هفته بادي آنتی این. شود می

 کردن از فروکش بعد یابد، می گسترش استرپتوکوکی
  گلوبولین-گاما بخش در ماند، می باقی چنان هم التهاب

 اختصاصی هیالورونیداز طور به و شود می پدیدار سرم
تحقیقات . )12(کند را خنثی می Aگروه  هاي استرپتوکوك

دهد که تولید نوترکیب آنزیم هیالورونیداز به علت  نشان می
 عین حال به علت در. بزرگی ملکول آن بازده مناسبی ندارد

اهمیت دارویی این آنزیم تولید آن همواره مورد توجه بوده 
  .است

لذا در این تحقیق سعی شده است با استفاده از 
هاي بیوانفورماتیک ناحیه آنزیمی ژن هیالورونیداز که  روش

در فعالیت آنزیمی هیالورونیداز نقش دارد را شناسایی 
اشریشیاکلی  نماییم، سپس با القاي ژن در باکتري

(Escheriohia cili-E.coli)ناحیه مورد نظر تولید کردد  .
هدف از این تحقیق بیان و تولید بخش پروتئینی نوترکیب 

باکتري دخیل در فعالیت آنزیمی آنزیم هیالورونیداز در 
  .استاشریشیاکلی 

  
 ها مواد و روش

این . باشد تحقیق حاضر یک مطاله تجربی می
در کمیته اخلاق دانشگاه  88-5-12مطالعه با کد اخلاقی 

  .علوم پزشکی اراك به تصویب رسیده است
هاي استفاده شده در این پژوهش از  کلیه آنزیم

و مواد شیمیایی از شرکت ) ایران(شرکت سیناژن 
چنین در این تحقیق از آنتی  هم. تهیه گردید) آلمان(مرك

) ، آمریکاسیگما(هاي آمپی سیلین وکلرامفنیکل بیوتیک
  .تفاده شداس

  تعیین توالی دخیل در عملکرد آنزیمی
توالی ژن هیالورونیداز با شماره دسترسی 

EU078690.1اسید آمینه دارد 869 جفت باز و 2607 که 
سپس با استفاده از نرم .   تهیه شدNCBIنی ژاز بانک 
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، Emboss Antigenic افزارهاي بیوانفورماتیکی
ABCpredو Bcepred  1815 تا 519 فاصله نوکلئوتیدي 

در . به عنوان ناحیه داراي با قدرت آنزیمی تعیین گردید
پرایمرهاي مناسب Oligo5 نهایت با استفاده از نرم افزار 

در این مرحله از آنالیزهاي کامپیوتري توسط  .طراحی گردید
  . استفاده شدBlastبرنامه 

 نوکلئوتیدي تعیین شده 1296با توجه به توالی 
 پرایمر رفت. برگشت طراحی شدندپرایمرهاي رفت و 

)'3ATGTATGAACACGCTGGATCCATG'5( 
 و پرایمر برگشت BamHIناحیه  شامل

TATTTTGTTTCCTAAGATAAGCTTAAC'5(
A3') شامل ناحیه HindIII ها با زیر  ترادف آنزیم( است

  ).اند خط مشخص شده
  DNAجداسازي و تخلیص 

براي تخلیص کروموزوم استرپتوکوکوس پایوژنز 
. استفاده شد) آزمایشگاه رفرانس (PTCC 1447ویه از س

 انجام CTAB/ NaClاساس تخلیص با استفاده از روش 
در این روش ابتدا باکتري در محیط مولر هینتون . گرفت

براث کشت داده شد، سپس به مدت یک شبانه روز در 
پس از سانتریفوژ . شد گراد انکوبه  درجه سانتی 37دماي 

دست آمده در بافر ه تري، رسوب بسوسپانسیون کشت باک
TE ها با استفاده از آنزیم لیزوزیم و  باکتري. گردید  حل

کروموزوم . شدند  لیز K  وآنزیم پروتئینازSDSسپس با اثر 
 استخراج CTAB/ NaClباکتري با استفاده از محلول 

ها و سایر اجزاي سلولی با استفاده از مخلوط  پروتئین. گردید 
. گردید میل الکل و سانتریفیوژ حذف آایزو/ کلروفرم/ فنل

DNAدست آمده با استفاده از یک حجم ایزوپروپانول ه  ب
 در بافر  درصد70 رسوب داده شد و پس از شستشو با اتانول

TEحل گردید .  
  تکثیر ژن

تکثیر ژن هیالورونیداز با استفاده از واکنش 
لظت غ.  میکرولیتر انجام شد25اي پلی مراز در حجم  زنجیره
 میلی 1 الگو، DNA نانو گرم از 500 شامل PCRعوامل 

 200مولار از یون منیزیوم،   میلی5/1مولار از هر پرایمر، 
 5/2مولار از هر دزوکسی نوکلئوزید تري فسفات،  میلی

 1 با غلظت PCR و بافر Taq پلیمراز DNAواحد از آنزیم 
ول مرحله ا: صورته  استفاده شده بPCRبرنامه. برابر بود

یک ( دقیقه 5گراد به مدت   درجه سانتی95حرارت اولیه در 
 چرخه که هر یک 30 متشکل از PCR، مرحله دوم )چرخه

 95(کردن واسرشت قسمت اول : از سه قسمت تشکیل شده
، قسمت دوم براي اتصال ) ثانیه30گراد به مدت  درجه سانتی
گراد به مدت یک   درجه سانتی50( الگو DNAپرایمرها به 

 درجه 72(، قسمت سوم جهت تکثیر ژن هدف )قیقهد
، و در نهایت ) ثانیه30گراد به مدت یک دقیقه و  سانتی

 دقیقه 5گراد به مدت   درجه سانتی72مرحله تکثیر نهایی در 
 با PCRبررسی نهایی محصول . و براي یک چرخه بود

 - در بافر تریس درصد1بر روي ژل آگارز الکتروفورز آن 
. انجام گرفت) pH :8 با EDTA) TBE -اسید بوریک

بررسی نتیجه الکتروفورز با استفاده از رنگ آمیزي آن با 
 محلول اتیدیوم بروماید ومشاهده آن با دستگاه ترانس

 با PCRتخلیص محصول .  انجام گرفتUVلومیناتور 
بر اساس ) ، آلمانRoche(استفاده از کیت تخلیص 

  .دستورالعمل آن انجام شد
  در ناقل پلاسمیديکلونینگ ژن

 در پلاسمید Aبراي کلون سازي ژن هیالورونیداز 
pET32a )Novageneبه این ترتیب عمل ) ، آمریکا

 BamHIهاي   با آنزیمPCRابتدا محصول : گردید
 برش داده وسپس در ناقلین مورد نظر که با  HindIIIو

عمل اتصال ژن . ها بریده شده بودند، وارد شد همان آنزیم
 DNAنیداز در این پلاسمیدها با استفاده از آنزیم هیالورو
گراد به مدت یک   درجه سانتی22 در حرارت T4لیگاز 

 به ترتیب pET32a -hylAپلاسمید . ساعت انجام گرفت
پژوهشگاه  (DH5α هاي مستعد اشریشیا کلی سویه در سلول

و سویه ) ملی مهندسی ژنتیک و زیست فن آوري، ایران
BL21- DE3-plySs) ژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک و پ
براي تایید کلونینگ ژن . وارد شد) زیست فن آوري، ایران

hylA از روش ،PCR با پرایمرهاي اختصاصی ژن و برش 
براي انجام واکنش برش آنزیمی پس از . آنزیمی استفاده شد
 BamHІ هاي  پلاسمیدي و آنزیمDNAمخلوط کردن بافر، 
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گراد   درجه سانتی37اي  ساعت در دم2به مدت  HindIII و
پس از اتمام این زمان براي اطمینان از عمل . انکوبه شدند

 میکرولیتر از مخلوط در کنار مارکر با استفاده از ژل 5هضم 
  .آگارز، الکتروفورز شد

دست ه براي تائید صحت ترادف نوکلئوتیدي ژن ب
- pET32a، ساختار پلاسمیدي PCRآمده از محصول 

hylAریشیا کلی سویه  به باکتري اشDH5αوارد گردید  .
 آلمان  MWGپس از آن جهت تعیین ترادف به شرکت

 با استفاده از PCRترادف نوکلئوتیدي محصول . ارسال شد
  .تعیین شد) Sanger(روش سنگر 

  تولید پروتئین
، HylAبراي تولید ناحیه آنزیمی پروتیین 

هاي اشریشیا کلی تراریخت شده با پلاسمید  باکتري
pET32a- hylA در محیط نوترین براث کشت داده و در 

 170گراد بر روي شیکر با حداقل   درجه سانتی37حرارت 
ها  که تعداد باکتري پس از این. دور در دقیقه قرار داده شد

، از محلول یک مولار )=6/0OD(به حد مناسب رسید 
(isopropylthio-β-galactoside) IPTG به سوسپانسیون 

 به یک IPTGگردید تا غلظت نهایی باکتري اضافه 
،  IPTGچهار ساعت پس از افزودن. مولار برسد میلی

 دور در دقیقه به 4000ها با سانتریفیوژ در  رسوب باکتري
براي بررسی نتیجه القاء . آوري شد مدت نیم ساعت جمع

هاي حاصل از رسوب باکتري بر  ازروش الکتروفورز پروتئین
  .ستفاده گردیدا SDS-PAGE  درصد10روي ژل 

 Ni-NTA با استفاده از کیت پروتئین تخلیص 
انجام ) ، آمریکاکیاژن(براساس دستورالعمل شرکت سازنده 

میزان پروتئین خالص شده با استفاده از روش . گرفت
کیفیت آن نیز با استفاده از . گیري گردید برادفورد اندازه

-SDS  درصد12روش الکتروفورز پروتئین بر روي ژل 

PAGEبررسی گردید .  
براي تائید صحت پروتئین تولید شده و تعیین 

. ژنتیک آن از آزمون وسترن بلات استفاده شد ویژگی آنتی
براي این منظور از سرم پنج بیمار مبتلا به گلو درد چرکی 

استرپتوکوکی که از نظر پزشک و آزمایشات سرولوژي 
ه این آزمون وسترن بلات ب. تایید شده بود، استفاده گردید

هاي حاصل از  پس از الکتروفورز پروتئین: صورت انجام شد
 -SDS  درصد12هاي القاء یافته بر روي ژل  رسوب باکتري

PAGE، دست آمده به کاغذ ه باندهاي پروتئینی ب
(polyvinylidene difluoride) PVDF )Roche، 

 25عمل انتقال در محیط بافري . منتقل گردید) آلمان
  درصد20مولار گلایسین و   میلی192، مولار تریس میلی

 ولت 90متانول به مدت یک و نیم ساعت و در شدت جریان 
 با قرار PVDFسازي کاغذ  مرحله مسدود. انجام گرفت

حاوي یک درصد آلبومین (دادن کاغذ در بافر بلوکه کننده 
پس از مرحله . به مدت یک ساعت انجام شد) گاوي

و ساعت در  به مدت دPVDFمسدودسازي، کاغذ 
مجاورت سرم بیماران و یک نمونه سرم فرد سالم قرار داده 

هاي سرم، نوارهاي  انکوباسیون با نمونه ساعت 2پس از . شد
 NaCl 15شامل  ( TBS- T  سه مرتبه با بافرPVDFکاغذ 

، pH: 4/7 مولار با   میلیTris- HCl10مولار،  میلی
tween20 1/0یک و شستشو داده شد و به مدت )  در صد

نیم ساعت با آنتی بادي ضد موش متصل با پراکسیداز 
ها با  در نهایت پس از شستشوي نمونه.  انکوبه گردید500/1
، براي مشاهده باندهاي مربوط به واکنش آنتی TBS-Tبافر 

، کاغذ مزبور در محلول PVDFبادي با آنتی ژن در کاغذ 
  .)12( قرار گرفت(DAB)دي آمینو بنزیدین 

  
  یافته ها

  ناحیه داراي خاصیت آنزیمی
 به عنوان 605 تا 173توالی آمینواسیدي 

تاثیرگذارترین بخش پروتئین در فعالیت آنزیمی آن شناخته 
 تا 519قطعه ژنی مرتبط با این بخش پروتئینی از توالی . شد

ترادف پروتئینی .  ژن آنزیم هیالورونیداز بود1815توالی 
 . آمده است1استفاده شده در شکل 
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  ).605 تا 173توالی (توالی آمینواسیدي بخش موثر در فعالیت آنزیمی آنزیم هیالورونیداز استرپتوکوکوس پیوژنز . 1شکل 

  
  DNAتکثیر 

DNA براي استرپتوکوکوي پیوژنز  کروموزومی
قطعه تکثیرشده در . تکثیر ژن هیالورونیداز استخراج شد

اندازه ناحیه ) ی، لیتوانفرمنتاز( جفت باز 100مقایسه با مارکر 
  .داد  جفت باز را نشان می1296ژن مورد نظر 

  تعیین توالی ژن تکثیر یافته
یابی  توالی) pET32a_hylA(پلاسمید نوترکیب 

 BLASTافزار  یابی با مقایسه آن با نرم نتایج توالی. شد

(Basic Local Alignment Search Tool) مورد 
 یافته کاملاً  تکثیرنتایج نشان داد توالی. بررسی قرار گرفت

  .مشابه توالی نوکلئوتیدي بخش آنزیمی ژن هیالورونیداز بود

  تولید پروتئین
 ساعت از 4پروتئین نوترکیب هیالورونیداز پس از 

وزن پروتئین تولیدشده در .  تولید گردیدIPTGالقاء با 
 هیالورونیداز تئیننتیجه القاي پرو.  کیلودالتون بود60حدود 

 با HylAین ئخالص سازي پروت. است آمده 2در شکل 
 بر اساس دستورالعمل شرکت Ni-NTAاستفاده ازکیت 

غلظت پروتئین تخلیص شده ). 2شکل (سازنده انجام گرفت 
مقدار پروتئین . با استفاده از روش براد فورد سنجیده شد

  .لیتر بود گرم بر میلی  میلی500موجود در محلول برابر 

  
  .ی نوترکیب پروتئین هیالورونیدازبیان قطعه آنزیم. 2شکل 

  . ساعت پس از القاء4 وکتور :4 ساعت پس از القاء؛ ستون 2 وکتور :3 وکتور پیش از القاء؛ ستون :2 مارکر پروتئینی؛ ستون :1ستون 
 

  ایمنو بلات
نتایج مربوط به واکنش آنتی بادي با آنتی ژن در 

ایج بر اساس نت.  آمده است3آزمون وسترن بلات در شکل 
دست آمده، در نمونه سرمی بیماران باندهایی مربوط به ه ب

.  مشاهده شدPVDFواکنش آنتی بادي با آنتی ژن در کاغذ 
در عین حال هیچ باندي مبنی بر واکنش آنتی بادي با آنتی 

  ).3شکل ( ژن در نمونه سرم فرد نرمال دیده نشد 
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  .بلات قطعه آنزیمی نوترکیب هیالورونیداز با استفاده از سرم بیمارآنالیز وسترن . 3شکل 

  . وسترن بلات با استفاده از سرم بیمار:3 طبیعی و ستون وسترن بلات با استفاده از سرم فرد :2ستون .  مارکر پروتئینی:1ستون 
 

 بحث
هاي آنزیمی ژن هیالورونیداز  در این تحقیق، بخش

هاي  تفاده از برنامهاسترپتوکوکوس پیوژنز با اس
پس از تکثیر . بیوانفورماتیک مورد شناسایی قرار گرفت

نواحی ژن مورد نظر، این ژن در وکتور بیانی کلون شده و 
سپس پروتئین . بیان پروتئین موردنظر صورت گرفت

در نهایت براي تایید صحت . تولیدشده تخلیص گردید
  .فاده شدپروتئین تولید شده از آزمون وسترن بلاتینگ است

دهد ناحیه آنزیمی نوترکیب  هاي ما نشان می یافته
تواند به وسیله  پروتئین هیالورونیداز استرپتوکوکی می

  .تولید شود E. coli در pET32aپلاسمید 
هیالورونیداز یک آنزیم موثر خارج سلولی 

اي مهم در بافت  باشد که اسید هیالورونیک، ماده زمینه می
لذا هیالورونیداز در تهاجم . کند همبند را تجزیه می

 نقش موثري داشته و یکی از عوامل موثر در  میکروارگانیسم
این آنزیم توسط . شود بیماریزایی این باکتري محسوب می

هاي  هاي گرم مثبت مختلفی شامل گونه میکروارگانیسم
باکتریوم،  استرپتوکوکوس، استافیلوکوکوس، پروپیونی

  .شود یسس تولید میپپتواسترپتوکوکوس و استرپتوم
تولید این آنزیم با استفاده از منابع اصلی و طبیعی 

چنین خطر آلودگی  آن به علت پایین بودن محصول و هم
شود، لذا تحقیقات مربوط به   انجام نمیاسترپتوکوکی معمولاً

.  نوترکیب آن تاکید داردشکلتولید این آنزیم بیشتر بر 
  پیوژنز داراي وزنیپروتئین هیالورونیداز استرپتوکوکوس

 تولید این آنزیم قبلا توسط. )5(باشد  دالتون می99636برابر 
 ، اما به دلیل سنگینی)13(ابطحی و همکاران انجام گرفته است

پروتئین پروتئین شکسته شده و در نتیجه مقدار محصول 
  .کمی تخلیص گردید

 نوترکیب در مطالعات دیگر نیز هیالورونیداز
 107 حدود وزنی داراي ترپتوکوكاس از شده استخراج

با  علاوه بر آن قطعاتی. دهد را نشان می دالتون کیلو
که  دارد وجود  کیلودالتون83 و 91 ، 94، 107هاي  اندازه
 .)15 ،14(است تولید حین در آن شدن خرد دهنده نشان

اهمیت نقش درمانی این پروتئین باعث شده تا 
نظر اقتصادي مهم خصوص به شکل نوترکیب از ه تولید آن ب

باشد، لذا در این تحقیق جهت افزایش محصول پروتئین تنها 
بخشی از پروتئین هیالورونیداز که داراي خاصیت آنزیمی 

هاي بیوانفورماتیک تعیین گردید و از  بود با استفاده از روش
) که فاقد خاصیت آنزیمی بودند(هاي اضافی  تولید بخش

بخش آنزیمی پروتئین بنابراین با تولید . صرف نظر شد
تري تولید و از شکسته شدن آن در حین مراحل  کوچک

  .مختلف تولید و تخلیص جلوگیري گردید
 نوکلئوتید پروتئینی 1296ناحیه ژنی مورد نظر با 

 پروتئین 2لذا در شکل . کند  دالتون را کد می43200برابر
علت . دهد  کیلو دالتون را نشان می65تولید شده وزنی برابر 

دست آمده پروتئین افزوده شدن برخی ه فزایش وزن با
هاي مربوط به ناقل پلاسمیدي از جمله پروتئین  پروتئین

  .تیرودوکسین بود
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ــان       ــانی بــراي بی ــوان میزب ــه عن ــی ب ــشیا کل اشری
هاي نوترکیب هم در تحقیقات و هـم در صـنعت بـه          پروتئین

بـراي تولیـد پـروتئین    . )16، 12(رود طور گسترده بـه کـار مـی       
 بـه  BL21-pLysS E.coliوترکیب در این مطالعه از سویه     ن

عنوان میزبان استفاده شد که فاقد پروتئازهاي سیتوپلاسمی از   
بـه ایـن   . )6(باشـد   میHtpR و Lon, OmpT, DegPجمله 

 بـه  BL21 سـویه  E. coli ترتیب بیان بالاي هیالورونیداز در
  .دلیل عدم حضور پروتئاز در این باکتري بود

 pET32aتحقیق از ناقل پلاسمیدي در این 
ها براي  ترین سیستم  از جمله قويpETسیستم . استفاده شد

هاي نوترکیب در باکتري اشریشیا  بیان ژن و تولید پروتئین
در این سیستم ژن هدف تحت کنترل . باشد کلی می

 BL21-pLysS( بوده و در ژنوم میزبان T7پروموتور قوي 
E.coli ( کنترل این پروموتور توسط رونویسی از ژن تحت
RNA پلیمراز فاژ T7 که در سلول باکتري کلون شده است 

بنابراین به علت استقلال سیستم رونویسی ژن . پذیرد انجام می
 و در نهایت تولید پروتئین mRNAاز سلول میزبان، تولید 

دراین سیستم متاثر از عوامل سلولی دخیل در سنتز پروتئین 
لت تولید محصول در این سیستم بیش از به همین ع. باشد نمی

هایی است که رونویسی وابسته به پلیمرازهاي سلول  سیستم
چنانچه در این تحقیق میزان پروتئین تا . )7(میزبان است

 .لیتر برآورد شد  میکروگرم در میلی500حدود 

نتیجه آزمون وسترن بلات در این تحقیق نشان 
رکیب تولید شده با دهنده ساختار مشابه بین پروتئین نوت

  . طبیعی آن بودشکل
تولید پروتئین نوترکیب هیالورونیداز در 

ي پروکاریوت و یوکاریوت قبلا گزارش نشده و ها سیستم
تعداد منابع و تحقیقاتی که در این زمینه انجام شده بسیار 

این تحقیق اولین گزارش از کلونینگ، بیان . باشد محدود می
ج سلولی استرپتوکوکوس پیوژنز و تخلیص هیالورونیداز خار

  .باشد  میE.coliدر 
  

  نتیجه گیري

هاي   تولید بخشهندنک اطلاعات حاضر تایید 
صورت نوترکیب در میزبان ه آنزیمی ژن هیالورونیداز ب

 این پروتئین داراي خاصیت آنتی .باشد  میاشریشیاکلی
مزایایی از جمله  تجارتی بوده و داراي شکلژنیک مشابه با 

 و کار با آن بودهتر از اندازه طبیعی آن  ه بسیار کوچکانداز
توان از آن جهت تشخیص آنتی   و میبودهتر  بسیار راحت

  . در افراد مبتلا نیز استفاده نمودAبادي ضد هیالورونیداز 
  

  تشکر و قدردانی
 تولید«تحقیقاتی  طرح از بخشی پژوهش این

 مصوب» آن ژنیسیته آنتی بررسی و استرپتوکیناز نوترکیب
 چنین هم و )140طرح شماره (پزشکی اراك علوم دانشگاه
خانم نفیسه السادات  نامه دانشجویی پایان از قسمتی

رشته  ارشد کارشناسی میرجمالی مهرآبادي دانشجوي دوره
 بدین لذا. باشد می اسلامی آزاد میکروبیولوژي دانشگاه

 به اراك پزشکی علوم پژوهشی دانشگاه از معاونت وسیله
این  در را که ما همکارانی کلیه و مالی لیل پشتیبانید

قدردانی  و تشکر صمیمانه اند پژوهش همکاري کرده
  .نماییم می
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