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 در باكتري اشرشياكلي  Aك گروهن استرپتوكيناز نوتركيب استرپتوكبيا

  
  ***قاسم مسيبي دكتر                       **حميد ابطحي دكتر                         *مولايي اند

  
  ارشد علوم سلولي مولكولي دانشگاه آزاد اسلامي واحد علوم و تحقيقات تهران كارشناس*         

  دانشگاه علوم پزشكي اراكمركز تحقيقات پزشكي و مولكولي شناسي يكروبم دانشيار **
  ي و مولكولي دانشگاه علوم پزشكي اراكشناسي مركز تحقيقات پزشكار ايمنيدانشي***         

 
 شناسياراك، دانشگاه علوم پزشكي اراك، دانشكده پزشكي، مركز تحقيقات پزشكي و مولكولي، گروه ميكروب: نويسنده مسؤول آدرس

  08614173526فاكس   0861- 4173502تلفن 
abtahi@arakmu.ac.ir  Email:  

  
  30/7/90 :تاريخ پذيرش                24/1/90  : تاريخ دريافت

   چكيده
سـيال كـردن   ت ن جهتوااز اين پروتئين مي. ژنيك داردپيوژن است كه قدرت آنتي استرپتوككهاي ترشحي از جمله پروتئين Aاسترپتوكيناز : زمينه

  .استفاده كرد Aي گروه استرپتوككهاي ژن براي تشخيص عفونتالريه و ورم مفصلي چركي و همچنين به عنوان آنتيچرك در ذات
  .نوتركيب در باكتري اشرشياكلي انجام شد Aگروه  استرپتوككمطالعه به منظور توليد استرپتوكيناز  :هدف

از استرپتوكك پيـوژن تكثيـر و در     Aاسترپتوكيناز، ژن PCRاحي پرايمر اختصاصي و استفاده از روش در اين تحقيق تجربي با طر: هاروشمواد و 
توليد پروتئين بـا  . شد BL21-DE3-plySs وارد اشريشياكلي سويه SKA-pET32aپلاسميد . شدجهت بيان كلون  pET32aناقل پلاسميدي 

خالص و مقدار پروتئين نوتركيب توليد شده با روش برادفورد  Ni-NTA نوتركيب با كيتپروتئين . سازي شرايط انجام شدو بهينه IPTGالقا توسط 
   . ترادف نوكلئوتيدي ژن تكثير شده با روش سنگر تعيين شد .آزمايش وسترن بلات براي تأييد پروتئين نوتركيب انجام شد. گيري شداندازه
 .در بانك ژن، يكسان بـود  Aبراي ژن استرپتوكيناز ون شده بود با ترادف ثبت شده كل pTZ57R/Tترادف ژن تكثير شده كه در پلاسميد : هايافته

پروتئين استرپتوكيناز نوتركيب توليد شـده بـا سـرم مـوش     . ليتر به دست آمدگرم بر ميليميلي 3مقدار پروتئين توليد شده با استفاده از روش برادفورد 
  .ژنيك خود را به خوبي حفظ كردخاصيت آنتي كيلو دالتون داشت و 67 وليد شده وزني در حدودپروتئين ت. دادواكنش  A واجد آنتي استرپتوكيناز

بيماران مبتلا بـه  توان از آن در تشخيص بنابراين مي. پذير استشياكلي نيز امكاندر ميزبان اشرA تركيب استرپتوكيناز بيان پروتئين نو :گيرينتيجه
  .استفاده كرد )O  )SLOو استرپتولايزين O (ASO)استرپتولايزين هاي آنتيآزمايشبه جاي  Aي گروه استرپتوككهاي عفونت

  
  ،  بيان ژن نو تركيب Aوكك پيوژن، ژن استرپتوكينازتاسترپ :هاكليدواژه

_________________________________________________________________________________________  
  
  

  :مقدمه 

لانسفيلد عامـل بسـياري از    Aهاي گروه توككاسترپ     
گلـو درد   ،لنفانژيـت  ،سـلوليت ماننـد  هـاي چركـي   عفونت
عـلاوه بـر آن ايـن     )1(.هستندزرد زخم و  باد سرخ ،چركي
يررس غير چركي در انسان ها باعث بروز عوارض دباكتري

گلومرولونفريت دو عارضه مهم وتب روماتيسمي . شوندمي
در انسـان   Aهاي گـروه  استرپتوككناشي از بروز عفونت 

استرپتوككي بر دو هاي تشخيص عفونت اساس )2(.هستند
 اي سـرولوژيك هآزمايشو ) جداسازي باكتري(پايه كشت 

  .است استوار
اسـت  نزيمي خارج سـلولي  آين ئاسترپتوكيناز يك پروت     

هــاي بتــا اســترپتوككهــاي مختلــف كــه توســط ســويه
 ،C و Aهاي گروه نمونهثر اكو  شودهموليتيك ساخته مي
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پپتيـد   يك پلـي  استرپتوكيناز )3(.كنندترشح مي اين ماده را
فيبرينوليتيك خود را به طور  كه فعاليتاست  ايتك رشته

ن در گـردش خـون   ژغير مستقيم با فعال كردن پلاسمينو
هـاي  استرپتوكينازهايي كه توسـط گـروه   )4(.دهدانجام مي
از لحاظ ساختماني بـا   شوندايجاد مي استرپتوككمختلف 

  ) 5(.هم تفاوت دارند
كـه  ت اي شناخته شده اس ـاسترپتوكيناز به عنوان ماده     

هم غير وابسته بـه  پلاسمينوژن را هم وابسته به فيبرين و 
 بـر روي و همكـاران  آرتور  مطالعه )6(.كندفيبرين فعال مي

ــوع   2 ــترپتوكيناز ن ــل اس ــروتئين    Aآل ــه پ ــان داد ك نش
وس پيـوژنز از  اسـترپتوكك كيناز ترشح شده توسـط  استرپتو
ايمني بـدن   با سيستم سازگاري خوبيفيبرينوليتيك لحاظ 

طراحي نسل دوم داروهاي در تواند انسان دارد بنابراين مي
 ضـد لختـه    (thrombolytic therapeutics)   بـا بهبـود

  )7(.كارايي و ايمني به كار رود
بعـد از كشـف    سريعخيلي استرپتوكيناز شناسي نيايم     

كه  اندهنشان دادها همطالع )3(.دشناخته ش 1930آن در دهه
ي مواجـه  استرپتوككهاي با عفونت خون بيماراني كه اخيراً

 ،كننـده هـاي خنثـي  ور آنتـي بـادي  به دليل حض ـ، اندشده
  )8(.كندفعال مياسترپتوكيناز را غير

كولي با وزن مول اييني تك رشتهئپروت Aاسترپتوكيناز     
بـا   آن كـه سـكانس آمينواسـيدي   كيلو دالتـون اسـت    46

 و داردشباهت زيادي  Cگروه  استرپتوكيناز آمينواسيدهاي
 )9(.مشــابه اســت C و Aســكانس بــين گــروه درصــد  85

قابـل تـوجهي بـين    همگوني ناكه  اندهداا نشان دههمطالع
ــروه   ــده از گ ــد ش ــترپتوكينازهاي تولي ــف  اس ــاي مختل ه

كيناز بـراي  اسـترپتو  امـروزه از  )10(.اردوجود د استرپتوكك
ريـه و ورم مفصـلي چركـي    السيال كـردن چـرك در ذات  

در حال حاضر بـراي تشـخيص بيمـاران    . شوداستفاده مي
هاي از آزمايش A ي گروهاسترپتوككهاي مبتلا به عفونت

 O اســـترپتولايزين و )ASO) O اســـترپتولايزين آنتـــي
(SLO) يب استفاده از اين آنزيم از معا )11(.شوداستفاده مي

ــيژن   ــه اكس ــيت آن ب ــتحساس ــر   .اس ــاده در اث ــن م اي
كلسـترول   همچنين حضـور  و شودمي اثراكسيداسيون بي

   كلسـترول خـون بـالا باعـث    بـا  به خصوص در افراد  آزاد
 ايـن امـر  . جذب كنـد  را به خود O شود استرپتولايزينمي

بـالاتر  بـادي  آنتـي كاذب يا گزارش تيتر ثبت باعث نتايج م
آنـزيم  تـوان از  ايـن معايـب مـي   لذا با توجـه بـه    .شودمي

اسـتفاده   هـا استرپتوكيناز و ارزش تشخيصي آن در بيماري
هـا دو  زايـي اسـترپتوكك  بازدهي كم توليد و بيماري .نمود

دليل عمده گرايش به سمت توليد اين پروتئين به صـورت  
ليـد  مطالعه حاضر بـا هـدف تو   بنابراين )12(.استنوتركيب 

نوتركيـب در بـاكتري    A گـروه  اسـترپتوكك استرپتوكيناز 
  .اشرشياكلي انجام شد

  
  :هامواد و روش 

در مركز تحقيقات  1389در سال تجربي   اين مطالعه     
 .پزشكي و مولكولي دانشگاه علوم پزشكي اراك انجام شد

ــاكتري ــامل    ب ــق ش ــن تحقي ــتفاده در اي ــورد اس ــاي م ه
ســويه  كليشــيااشر ،)Mastشــركت(پيــوژن  اســترپتوكك

DH5α  شـياكلي سـويه  اشر و  BL21- DE3-plySsa 
  .بود) Invitrogenشركت (

 تعيين ترادف ژن مورد مطالعـه،  براي كلونينگ اوليه و     
و جهـت   )fermentasشـركت  ( pTZ57R/Tاز پلاسميد

ــد ــترپتوكيناز تولي ــميد از A اس ــركت ( pET32a پلاس ش
Novagene (استفاده شد.  

اسـاس روش  پيوژن بر استرپتوكك كروموزوم صتخلي     
CTAB/NaCl استرپتوكك در اين روش ابتدا .شد انجام 

درجـه   37در دمـاي  عصاره مغـز و قلـب   پيوژن در محيط 
 ـ  .شـد كشـت داده   دگـرا سانتي دسـت آمـده از   ه رسـوب ب

ــافر  ــاكتري در بــــ ــيون كشــــــت بــــ                        سوسپانســــ
TE  (Tris 10Mm ; EDTA 1Mm ; PH=8) شدحل. 

 مـاده  از آنزيم ليزوزيم و با اثـر  استفاده باها سپس باكتري
ليـز   k آنـزيم پروتئينـاز   و SDS )تسديم دودسيل سولفا(

ــد ــاكتري .شـ ــوزوم بـ ــتفاده از كرومـ ــا اسـ ــول بـ       محلـ
CTAB/NaCl (CTAB 10% , NaCl 0.7 M)  استخراج

مخلـوط   بـا اسـتفاده از   سلولي يين و ساير اجزائپروت .دش
  دور 13000( سانتريفيوژ با يلايزواماو الكل  كلروفرم، لفن
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  .جدا شدند) دقيقه 10در دقيقه به مدت 
DNA   به دست آمده با استفاده از يك حجم ايزوپروپانـل

و  هشسـت  درصـد  70سپس توسط اتانـل  . رسوب داده شد
با اسـتفاده از الكتروفـورز در ژل آگـارز    آن كميت وكيفيت 

تخليص شده نيـز بـا    DNA ارمقد .شد بررسي صددر 8/0
نانومتر  260و 280هاي گيري جذب نور در طول موجاندازه

 )13(.دبه دست آم
   :رفت پرايمر طراحي

25}'ATGAAAAATTACTTATCT5GGATCCG'Forward:3{   
  :رگشتبپرايمر  و 

TTATTTGTCTTTAGGGT5'(24)}CTCGAGReverse: 3'A{   
انجـام   ،Aكيناز با استفاده از ترادف اسـتاندارد ژن اسـترپتو  

داراي تـرادف لازم بـراي شناسـايي و       رفـت  پرايمر  .شد
پرايمر برگشـت بـا تـرادف     و BamHIبرش توسط آنزيم 

ها نزيمترادف آ( بود XhoI آنزيم برش آنزيمي با لازم براي
  .)اندمشخص شده با زير خط

ــترپتوكيناز        ــر ژن اس ــنش   Aتكثي ــتفاده از واك ــا اس ب
غلظت  .انجام شد ميكروليتر 50 در حجم رازليماي پزنجيره

 الگـو،  DNAنانوگرم از  500: عبارت بود از PCRوامل ع
مـولار از يـون   ميلـي  5/2 از هـر پرايمـر،   مـولار يك ميلي
 مولار از هر دزوكسـي نوكلئوزيـد تـري   ميلي 200 منيزيم،

 و Taq DNApolymeraseواحد از آنـزيم   5/2 ،سفاتف
 .1X با غلظت PCR بافر
  :به شكل زير انجام شد PCRه برنام
گـراد بـه   درجه سانتي 95حرارت اوليه در  ،مرحله اول     

سـي چرخـه كـه    و مرحله دوم ) يك چرخه( دقيقه 5مدت 
  : سه قسمت بود متشكل ازيك هر

گـراد بـه   درجـه سـانتي   95( قسمت اول دناتور كردن     
قسمت دوم براي اتصـال پرايمرهـا بـه     ،)مدت يك دقيقه

DNA و) گراد به مدت يـك دقيقـه  درجه سانتي 50(گو ال 
گـراد  درجه سانتي 72(جهت تكثير ژن هدف قسمت سوم 

درجه سانتي گراد  72تكثير نهايي در ). به مدت يك دقيقه
 .بود دقيقه و براي يك چرخه 5به مدت 

با الكتروفورز آن بر روي  PCRبررسي نهايي محصول     
جـه  نتي. شـد  انجام =8PHبا  TBEصد بافردر 1آگارز  ژل

ميزي آن با محلول اتيـديوم  آالكتروفورز با استفاده از رنگ
 اشـعه  ( برومايد و مشاهده آن با دستگاه تـرانس لومينـاتور  

با استفاده از كيت  PCRمحصول )13(.بررسي شد) فرابنفش
 آن كــار اســاس دســتوربر و) Rocheشــركت (تخلــيص 

  .تخليص شد
ــون      ــراي كلـ ــازي ژن بـ ــميپلا در SKaسـ              هايدسـ

 pTZ57R/T و pET32a  ، ابتدا محصولPCR  با آنزيم
I BamH  وXhoI  نـــاقلينســـپس  .بـــرش داده شـــد           
)pTZ57R/T و pET32a( هـا قـرار   آنزيم تحت اثر همان

 DNA Ligase T4 از آنزيم در نهايت با استفاده . گرفتند
يند فرآ. شد در اين پلاسميدها انجامSKa اتصال ژن  عمل

گراد و به مدت يك ساعت درجه سانتي 22آنزيم در دماي 
  . طبق دستوركار شركت فرمنتاس بود

ــه  SKa pET32a-و pTZ57R/T-SKa دپلاســمي      ب
و  DH5α كلي سـويه هاي مستعد اشرشـيا ترتيب در سلول

 وارد وراريخــتينــد فرا طــي BL21-DE3-plySsسـويه  
  .شد

 ـ ييد صحت ترادف نأبراي ت      دسـت  ه وكلئوتيـدي ژن ب
ــده ازآ ــول  مــ ــميدي  ، PCRمحصــ ــاختار پلاســ ســ

pTZ57R/T-SKa اكلي سويهيبه باكتري اشرش DH5 α  
 .ارسال شد  MWGبه شركت ،جهت تعيين ترادفو وارد 

  .ترادف نوكلئوتيدي به روش سنگر تعيين شد
ــاكتري اشرشــياكلي ،  SKAين ئبــراي توليــد پــروت      ب

در محـيط   SKA pET32a-تراريخت شده بـا پلاسـميد   
درجـه   37در حـرارت  سپس  .نوترين براث كشت داده شد

دور در دقيقه قـرار   170گراد بر روي شيكر با حداقلسانتي
 ها به حد نصاب رسـيد پس از اين كه تعداد باكتري .گرفت

ــانومتر 600 مــوج طــول در و ــر ن ، )OD=0.6( شــد 6/0 براب
شـد  اضافه  يسوسپانسيون باكتر به IPTG مولار 1 محلول

  )13(.مولار برسدبه يك ميلي IPTG غلظت نهايي تا
رسوب باكتري با  ، IPTGچهار ساعت بعد از افزودن      

دور در دقيقـه بـه مـدت نـيم سـاعت       4000سانتريفيوژ در
 از رسوب هاي حاصلينتئبراي بررسي پرو .وري شدآجمع

    )13(.شد استفاده SDS-PAGE درصد 10ژل  ، ازباكتري
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 اسـاس دسـتور  بر Ni-NTAين با كيت ئتخليص پروت     
بـا روش  و مقـدار آن  انجـام   ،)كيـاژن ( شركت سازنده كار

  .گيري شدبرادفورد اندازه
ين توليد شده و تعيين ويژگـي  ئصحت پروتيد أيبراي ت     
بـراي   .ژنيك آن از آزمون وسترن بلات اسـتفاده شـد  آنتي

گـروه   رپتوككاستموش با عصاره كشت  ، ابتدااين منظور
A  تزريق اول از آدجوانت كامل و به فاصـله  ( شدايمونيزه
تر پس از بالا رفتن تي ).هفته آدجوانت ناقص استفاده شد 2

  .شد سرم حيوان تهيه ،ينئبادي بر عليه اين پروتآنتي
ــورز          ــس از الكتروف ــلات پ ــترن ب ــام وس ــراي انج    ب
يافتـه بـر   هاي القـا  هاي حاصل از رسوب باكتريينئپروت

يني بـه  ئباندهاي پروت ، SDS-PAGE درصد 10روي ژل
مـل انتقـال در   ع و مده به كاغذ نيتروسلولز منتقـل آدست 

مـولار  ميلـي  192 ،مـولار تـريس  ميلـي  25محيط بافري 
نول به مدت يك ساعت در شدت درصد متا 20گلايسين و

مرحلـه مسدودسـازي كاغـذ     .شـد  ولت انجـام  90 جريان
درصد آلبومين  5/2 اردادن كاغذ در محلولنيتروسلولز با قر

كاغـذ  سـپس   .انجام شـد  ساعتيك سرم گاوي به مدت 
نيتروسلولز به مدت يك ساعت در مجـاورت سـرم مـوش    

و يـك   Aگـروه   اسـترپتوكك تلقيح شده با عصاره كشت 
  .قرار داده شد )كنترل منفي(نمونه سرم موش تلقيح نشده 

 ،هـاي سـرم  نمونـه از انكوباسيون يك ساعته بـا  پس      
 TBS-Tنوارهاي كاغذ نيتروسلولزي سـه مرتبـه بـا بـافر     

      بـا تـريس    مـولار   02/0  ،سـديم   كلريـد ر مـولا  شامل نيم(
5/8=PH  درصــد 05/0 و Tween20(  بــه مــدت يــك و

بادي ضد موش متصل با پراكسيداز با رقـت  نتيآساعت با 
ي هده بانـدها بـراي مشـا   ،در نهايـت  .دشانكوبه  2500/1

در كاغذ نيتروسلولز  ،باديژن با آنتيمربوط به واكنش آنتي
  )14(.تقرار گرف) DAB( محلول دي آمينو بنزيدين

  

  :هايافته 
مـده از بـاكتري   آ كروموزومي به دست DNAغلظت      

 ليتر برآوردميكروگرم در ميلي 250پيوژن برابر استرپتوكك
ــد ــن  .ش ــر ژن     DNAاي ــراي تكثي ــو ب ــوان الگ ــه عن ب

اندازه قطعه ژن تكثير شـده  شد و استفاده  Aسترپتوكيناز ا
حـدود   ،جفت بـازي  100در مقايسه با ماركر PCRتوسط 
  ).1شمارهشكل (جفت باز بود 1350

    
 Aاسترپتوكينازژن  PCRنتيجه  - 1شكل 

  )جفت باز100رمارك :2ستون و SKa مربوط به ژن PCR محصول :1تونس(  
      
 pTZ57R/T يافته كه در پلاسـميد  ترادف ژن تكثير     

شده بـراي ژن اسـترپتوكيناز   ثبت ا ترادف ده بود بشكلون 
A يكسان بود ،در بانك ژن.  

و كيلـو دالتــون   67ليـد شـده حـدود    ين توئوزن پـروت      
   ).2 شكل شماره(ليتر بود گرم بر ميليميلي 3آن  غلظت

  Aژن استرپتوكينازپروتئين نتيجه القا و تخليص   - 2شكل 

 نمونه بعد از القا :3ستون ،از القانمونه قبل  :2ماركرپروتئين، ستون :1ستون(
  )پروتئين خالص شده : 5 و 4ستون  و
  

در نمونه سرمي موش تلقيح شـده بـا عصـاره كشـت          
بانـد مربـوط بـه واكـنش      ،Aگروه  استرپتوككميكروبي 

و  شدژن در كاغذ نيترو سلولزي مشاهده آنتي بادي باآنتي

www.SID.ir

www.SID.ir


Arc
hive

 of
 S

ID

مقاله پژوهشي                                           / 1391، پاييز)64پي در پي( 3، سال شانزدهم، شمارهمجله علمي دانشگاه علوم پزشكي قزوين                                                           16
 

 

ژن در نمونـه  آنتـي  بادي باهيچ باندي دال بر واكنش آنتي
  ).3شماره شكل( ديده نشدطبيعي سرم موش 

  
 
  
  
  
  
  
  
  

  نتيجه آزمون ايمونوبلات  -3شكل 
  Aسرم موش تلقيح شده با استرپتوكيناز: 2ماركر پروتئين، ستون: 1ستون(

  )سرم موش طبيعي: 3ستونو 
  

  :گيريبحث و نتيجه 

حاضــر توليــد پــروتئين اســترپتوكيناز    در تحقيــق      
كلي بـه شـكل   شـيا در بـاكتري اشر  Aاسترپتوكك گـروه  

  pETسيسـتم  نوتركيب بـا اسـتفاده از ناقـل پلاسـميدي     
تــرادف ويــژه  pET32aدر پلاســميد . آميــز بــودموفقيــت

مكــان دو ســر اســيد آمينــه هيســتيدين در  6 مربــوط بــه
سـازي  اين ترادف بـراي خـالص  . قرار گرفت كلونينگ ژن

 هاي توليد شده با استفاده از كروماتوگرافي تمايليپروتئين
)affinity chromatography( رودمي كاره ب.)15(  

تـرين  از جملـه قـوي   pET سيستم ناقل پلاسـميدي      
هاي نوتركيـب در  ينئها براي بيان ژن و توليد پروتسيستم

معمـار نژاديـان و   در مطالعـه   .اسـت  كليشـيا باكتري اشر
، Cگـروه   استرپتوككاز  (skc)ژن استرپتوكيناز  ارانهمك

كلون شـد   pQE30در وكتور PCRپس از تكثير به روش 
قابليـت افـزودن تـوالي     pETماننـد ناقـل پلاسـميدي   كه 

6xHis د انتايج نشـان د . ه انتهاي آميني پروتئين داردرا ب
در انتهــاي آمينــي  6xHisكــه وجــود ســكانس اضــافي  

 ،دشـو ه تنها مـانع فعاليـت آن نمـي   يناز نمولكول استرپتوك
اي و آسان را نيـز فـراهم   بلكه امكان تخليص يك مرحله

  )16(.آوردمي

ژن هدف تحت كنترل پروموتر قوي  pET در سيستم     
T7 ــود ــان   و بـ ــوم ميزبـ ــويه اشر(در ژنـ ــياكلي سـ                   شـ

 BL21- DE3-plySs ( رونويسي از ژن تحت كنترل اين
كــه در ســلول ، T7ژ مــراز فــاپلي RNAپرومــوتر توســط 

بنـابراين بـه علـت     .انجام پذيرفت ،بودباكتري كلون شده 
توليـد   ،ژن از سـلول ميزبـان   سيسـتم رونويسـي   استقلال
mRNA ثر أين در اين سيستم مت ـئدر نهايت توليد پروت و

به همـين   .نيست ينئز عوامل سلولي دخيل در سنتز پروتا
هـايي  بيش از سيسـتم  محصول در اين سيستمعلت توليد 

  )13(.وابسته هستندبه پليمرازهاي سلول ميزبان است كه 
هـاي  عنوان ميزباني براي بيان پروتئينكلي به شيااشر     

و هم در صنعت به طور گسترده  اهنوتركيب هم در تحقيق
بيـاني بـا    هـاي كه ميزبـان از آن جا  )18و17(.دمي رو كار به

وتاسيون در پروتئازهاي داشتن عناصر تنظيمي مناسب و م
 ـ خود، امكان بيـان بـيش       ين نوتركيـب را فـراهم   روتئتـر پ

، نوتركيب كينازبراي توليد استرپتو در اين مطالعه، ندآورمي
ه عنوان ميزبـان اسـتفاده   ب BL21-DE3-plySsاز سويه 

پروتئازهـاي   كلي فاقـد شـيا ايـن سـويه بـاكتري اشر    .شد
 HtpR و  Degp ،OmpT،Lon سيتوپلاســمي از جملــه

 كلياشرشـيا در  كينازبنابراين بيان بالاي اسـترپتو  )19(.است
به دليل عدم حضور تواند مي BL21- DE3-plySs سويه

  )20(.پروتئاز در اين باكتري باشد
 67پروتئين توليد شده در اين سيستم وزني در حـدود       

واسطه افزودن برخـي  علت اين امر به  .داشتكيلو دالتون 
بـه   )pET32a(اي الحـاقي ناقـل پلاسـميدي    ه ـينپروتئ

هـاي  وزن اين پروتئين. پروتئين نوتركيب توليد شده است
مقدار پروتئين توليـد   .كيلو دالتون بود 20الحاقي در حدود 

  .ليتر به دست آمدرم بر ميليگميلي 3شده 
ين نوتركيـب توليـد   ئته پـروت يجهت بررسي آنتي ژنيس     
. ون وسترن بلات اسـتفاده شـد  در اين تحقيق  از آزم شده
د شـده در  ين تولي ـئد كه پـروت انشان د يجه اين آزمايشنت

و قــادر بــه داشــت ژنيــك مطالعــه حاضــر خاصــيت آنتــي
  لـذا . بـود A  هاي ضـد اسـترپتوكيناز  باديشناسايي با آنتي

ين براي تشـخيص عفونـت ناشـي از    ئتوان از اين پروتمي
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جلـدي   هـاي خصـوص در عفونـت  ه ب پيوژن استرپتوكك
علت معايب مربوط به طور كلي به . بهره بردي استرپتوكك

جلـدي  هـاي  در عفونـت به آزمايش آنتي اسـترپتولايزين  
 Oيزين بادي ضد اسـترپتولا تيتر آنتي اصولاً ،ياسترپتوكك

ژن از افزايش تيتر ضد آنتـي توان ميلذا . يابدافزايش نمي
وص بــراي خصــه بــ Aگــروه  اســترپتوككاســترپتوكيناز 

  )1(.استفاده كردديابي گلومرولونفريت ر
ژن  بـا تـرادف  ژن كلون شده در اين تحقيـق از نظـر        

خاصـيت   .داشـت همخـواني   كاملبه طور  Aاسترپتوكيناز
پروتئين توليد شده با پروتئين طبيعـي يكسـان   ژنيك آنتي
 ـ  هـاي آنتـي  شاخصبنابراين . دبو ا شـكل  ژنيـك مشـابه ب

 نوتركيـب اسـترپتوكيناز   شـكل  تـوان از  ميو طبيعي دارد 
ي اسـترپتوكك هـاي  جهت تشخيص افراد مبتلا به عفونـت 

 .دكراستفاده آنتي استرپتولايزين به جاي آزمايش  A گروه
هاي محدودي در كشور در زمينه  توليد و استخراج همطالع

پروتئين استرپتوكيناز با روش نوتركيب انجام شده است  و 
ــردن    ــه ك ــور بهين ــه منظ ــرورت دارد ب ــد  ض روش تولي

ــت كاربرد   ــب جه ــترپتوكيناز نوتركي ــان اس ــاي درم ي و ه
  .ي انجام شودترهاي بيشتشخيصي، مطالعه
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 364شـماره  طـرح تحقيقـاتي   گرفتـه از  مقالـه بر اين      
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