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Abstract 

Background: In pyoderma infections, the density of pus is related to desoxiribo-
nucleoproteins. The use of streptodornase (DNase) in combination with streptokinase can help dissolve 
purulent secretions of infections which results in healing the wound through the discharge of pus from 
the necrotic tissue. The aim of this study was to produce recombinant streptodornase from group A 
strain of Streptococcus pyogenes which is highly efficient in terms of active streptodornase production 
using expression vector. 

Materials and Methods: In this applied-fundamental study, genomic DNA of streptodornase 
gene (sd) was extracted by phenol-chloroform. Then by using specific primers of streptodornase gene, 
it was amplified through PCR. The resulting streptodornase gene was cloned in pGEX4T1-sd 
transformer for expression and the pGEX4T1-sd plasmid was transferred to the sd. E.coli BL21. 
Protein production was done by induction via IPTG and optimization of the conditions. The 
recombinant protein was purified using the glutathione sepharose 4B kit.   

Results: The nucleotide sequence of PCR and group A streptodornase Streptococcus was 
totally the same. The production of the streptodornase recombinant protein was done by inducing 
pGEX4T1-sd plasmid via Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside. Protein purification was done 
through affinity-chromatography by using glutathione sepharose 4B. The recombinant protein was 
reacted with anti-streptodornase mouse serum through Western-Blot method.  

Conclusion: Recombinant streptodornase can be produced by pGEX4T1 in E. coli. The 
recombinant protein maintains its antigenic property desirably. Noticing the domestic need in Iran, low 
rate of production, and pathogenesis of streptococci, production of this recombinant product is 
feasible.  
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   چکیده
اسـتفاده از  .، غلظت چرك در ارتباط با دزاکسی ریبو نوکلئـوپروتئین هاسـت  هاي چرکی پوستی  در عفونت:و هدفزمینه  

 در نتیجـه  ،کنـد  است به همراه استرپتوکیناز به حل شدن ترشحات کمـک مـی  دزاکسی ریبونوکلئاز   ز که یک  استرپتودورنا
هدف از این مطالعه تولید استرپتودورناز نوترکیب  .گیرد ترمیم زخم در اثر خارج شدن چرك از بافت نکروز شده صورت می          

  .باشد  توسط وکتور بیانی می، بازده است که از نظر تولید استرپتودورناز پرAاز سوش استرپتوکوك گروه 
 کلروفـرم اسـتخراج   -ژنومی ژن استرپتودورناز با روش فنـل  DNA  کاربردي،- در این مطالعه بنیادي :ها مواد و روش  

واکنش زنجیره اي پلی مـراز  روش  با نظر مورد ژن ، استرپتودورنازژن ویژه اختصاصی پرایمرهاي کمک با سپس ،گردید
جهـت بیـان کلـون شـد و پلاسـمید       SD1T4pGEXبه دست آمده در ناقـل پلاسـمیدي        سترپتودورناز   ا ژن .تکثیر شد 

SD1T4pGEX  ــی ال وارد بــاکتري اشریــشیاکلی ــا القــا توســط  . گردیــد21ســویه ب ــروتئین ب ــد پ ایزوپروپیــل  تولی
خالص  ب 4لوتاتیون سفاروز  گپروتئین نوترکیب با استفاده از کیت. و بهینه سازي شرایط صورت گرفت تیوگالاکتوپیرانوزید

  .گردید
  کاملاAًك گروه وناز استرپتوکوربا ژن استرپتودواکنش زنجیره اي پلی مراز ترادف نوکلئوتیدي محصول ژن  :ها یافته

انجام  تیوگالاکتو پیرانوزید توسط SD1T4pGEX رناز با القاء پلاسمیدوتولید پروتئین نوترکیب استرپتود. یکسان بود
سرم موش . انجام شد  ب4گلوتاتیون سفاروز  پروتئین با روش کروماتوگرافی تمایلی و با استفاده از کیت تخلیص. گردید

  . در روش وسترن بلات با پروتئین تولید شده واکنش دادرنازو استرپتودواجد آنتی
ن اشریشیاکلی نیز امکان  در میزباpGEXناز نوترکیب با استفاده از ناقلین پلاسمیدي نظیر دورتولیداسترپتو :گیري نتیجه

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

   ژن استرپتودورناز ، بیان،A استرپتوکک گروه : کلیديواژگان
  
  
  
  
  اراك، دانشگاه علوم پزشکی اراك، مرکز تحقیقات پزشکی و مولکولی  :نویسنده مسئول*

Email: h_abtahi2@yahoo.co.uk  

Archive of SID

www.SID.ir

www.SID.ir


  همکارانبیان استرپتودورناز نو ترکیب در باکتري اشریشیا کلی                                                                                محمود کمانی و

 

 98                                                                   1390  دین و اردیبهشت، فرور1، شماره  چهاردهم،  سالكمجله علمی پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی ارا

  مقدمه
هاي گونـاگونی    هاي پاتوژن پروتئین   استرپتوکوك

 کـه بعـضی از ایـن    کنند میرا در محیط خارج سلولی ترشح      
یکـسري از ایـن     . کننـد  میها در انسان ایجاد بیماري       پروتئین
 در ،زایـی دارنـد   ها عـلاوه بـر نقـشی کـه در بیمـاري            پروتئین

هـــا  از جملـــه ایـــن پـــروتئین. درمـــان نیـــز کـــاربرد دارنـــد
 که خاصـیت درمـانی      باشند میاسترپتودورناز و استرپتوکیناز    

بـه عنـوان فعـال کننـده پلاسـمینوژن          نیز دارند، استرپتوکیناز    
ــتفاده    ــک اس ــل ترومبولیتی ــان عوام ــراي درم ــیب ــود م  .)1(ش

تواند در ترکیـب بـا اسـترپتودورناز         استرپتوکیناز همچنین می  
 است براي شکستن   (DNase) ازئوکلن ریبو ی دزاکس که یک 

هاي خونی در فضاهاي بسته مانند مفاصل و یـا حفـرات             لخته
 .)2(ریوي به کار رود

و بـه   )pyoderma( چرکی پوسـتی     هاي بیماري در
 غلظـت چـرك در ارتبـاط بـا         ، چرکی هاي بیماريطور کلی   

ــوپروتئین بنــابراین اســتفاده از . هــا اســت دزاکــسی ریبونوکلئ
است  (DNase) وکلئازننوب ر ی دزاکس استرپتودورناز که یک  

به همراه استرپتوکیناز به حـل شـدن و تبـدیل بـه مـایع شـدن          
در نتیجه ترمیم بافت بر اثر خـارج    . نندک میترشحات کمک   

  .)3(گیرد میهاي نکروز شده صورت  شدن چرك در بافت
ــترپتوکیناز ــمینوژن  (اس ــده پلاس ــال کنن ــراي ) فع ب

ــایی  درمــــــان بیمــــــاران بــــــا تظــــــاهرات پاراپنمونیــــ
(Parapneumonic) ــا ــا امپیمـ ــل (Empyema) یـ ــه دلیـ  بـ

 1950غلظت بالاي مایعـات ریـوي کارسـاز نیـست، در سـال        
 (Varidase)چندین مورد از درمان این بیمـاران بـا واریـداز       

 و استرپتودورنازگزارش شده است که این دارو شامل هر دو     
  .)4-6( استاسترپتوکیناز

واریداز یک داروي ثبت شده جهانی است که بـه          
رود و  هاي چرکی به کار مـی  عنوان عاملی در پاکسازي زخم  

ــویه   ــلولی س ــارج س ــصولات خ ــاي ب از مح ــک  ه ــا همولیتی ت
ــترپتوکوك ــزیم      اس ــامل دو آن ــت و ش ــده اس ــشتق ش ــا م ه

ــترپتودورناز ــترپتوکیناز   و اســ ــت، اســ ــترپتوکیناز اســ اســ
پلاسمینوژن را بـه پلاسـمین تبـدیل کـرده و سـبب شکـست               

، حضور شود میهاي خونی  لختهشدن فیبرین و در نتیجه حل      

ــوپروتئین  ــن نوکلئ ــضور      ای ــلولی باعــث ح ــارج س ــاي خ ه
هاي محیطی شده و ایـن پدیـده بـا            در زخم  یدهاي سف  گلبول

اسـترپتودورناز  . شـود  مـی هاي فیبرینـی همزمـان       حضور لخته 
هـاي   گلبول و اجازه حرکت     کند میچرك را تبدیل به مایع      

 را داده و باعث افزایش فاگوسیتوز و در نهایـت تـرمیم          سفید
  .)7(شود میزخم 

 کیلـو  38استرپتودورناز پروتئینی با وزن مولکـولی     
 و حداکثر فعالیت خـود   .)8(باشد میسید آمینه   ا 271دالتون و   

 ایزوالکتریـک آن  pHدهـد و    انجام می9 تا   5 بین   pHرا در   
گــراد  درجــه ســانتی 10-60 و در رنــج دمــایی باشــد مــی 8/7

دمـاي بهینــه بــراي   توانــد فعالیـت خــود را انجـام دهــد و   مـی 
بـا توجـه   گراد   درجه سانتی30حداکثر فعالیت استرپتودورناز   

  .)9-11(باشد میبه سوبستراي مورد استفاده 
مهمتـــــرین منبـــــع تولیـــــد اســـــترپتودورناز    

 که مـا در تحقیـق       ،باشند می هاي بتا همولیتیک   استرپتوکوك
 یعنی اسـترپتوکوك پیـوژنز   A گروه حاضر از استرپتوکوك 

استفاده کردیم، که منبـع خـوبی بـراي تولیـد اسـترپتودورناز          
ــباشــد مــی ــین منب ــراي ژن اســترپتودورناز  و همچن ع خــوبی ب
بــا اســتفاده از اســتخراج ژن اســترپتودورناز از    . باشــد مــی

 بیان و تخلـیص پـروتئین      ، کلون کردن  ،استرپتوکوك پیوژنز 
توان مقادیر بالایی از استرپتودورناز نوترکیب را  نوترکیب می

 .تولید کرد

با توجه بـه نیـاز داخلـی کـشورمان بـه ایـن دارو و          
ن نیـاز بـه تولیـد ایـن دارو در کـشور احـساس       قیمت بالاي آ  

ها دو   زایی استرپتوکوك  بازدهی کم تولید و بیماري    . شود می
دلیل عمده گرایش به سمت تولید این پروتئین به صورت نـو     

 .)9(باشد میترکیب 
  

  مواد و روش ها
تولید پروتئین نوترکیب استرپتودورناز یک مطالعه     

ي مـورد اسـتفاده در ایـن       ها باکتري . کاربردي است  -بنیادي  
تهیه شـده از آزمایـشگاه    (استرپتوکوك پیوژن   : تحقیق شامل 

  و اشرشـیا کلـی سـویه     DH5α، اشرشیا کلی سـویه      )رفرانس
21BL)  تهیــه شــده از پژوهــشگاه ملــی تحقیقــات ژنتیــک و

براي کلونینـگ اولیـه و تعیـین        . باشند می) تکنولوژي زیستی 
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شـــرکت  ( pTZتـــرادف ژن مـــورد مطالعـــه از پلاســـمید
ــتراتاژن ــمید  ) اسـ ــترپتودورناز از پلاسـ ــد اسـ ــت تولیـ و جهـ

1T4pGEX)  اســـتفاده شـــده اســـت   ) شـــرکت نـــواژن .
پلاسمیدهاي ذکر شده از پژوهـشگاه ملـی مهندسـی ژنتیـک         

 .وتکنولوژي زیستی  تهیه شده است

تخلیص کروموزوم استرپتوکوك پیوژن بر اساس 
در این روش ابتدا .  انجام گرفتCTAB/NaClروش 

 ثاسترپتوکوك پیوژن در محیط تریپتی کیس سوي برا
(Trypticase Soy Broth) گراد   درجه سانتی37 در دماي

 آمده از سوسپانسیون کشت به دسترسوب . کشت داده شد
 pH =8 میلی مولار تریس کلراید با TE) 10 باکتري در بافر

 حل گردید و با استفاده از ) یک میلی مولار EDTAو 
  سدیم دو دسیل سولفاتیم و سپس با اثرآنزیم لیزوز

(SDS) وآنزیم پروتئیناز Kکروموزوم باکتري با .  لیز شد
 درصد و CTAB/NaCl CTAB) 10استفاده از محلول 

NaCl 7/0 ها و سایر اجزا  پروتئین. استخراج گردید)  مولار
ایزوآمیل الکل / کلروفرم /سلولی با استفاده از مخلوط فنل 

 10به مدت  rpm 13000(و سانتریفوژ  1/24/25به نسبت 
 آمده با استفاده ازیک به دست DNA. حذف گردید) دقیقه

 70حجم ایزوپروپانول رسوب داده شد و سپس توسط اتانول 
 با استفاده از DNAکمیت و کیفیت . دشدرصد شستشو 

  TBE درصد در بافر 8/0الکتروفورز آن در ژل آگارز 
ص شده نیز با اندازه  تخلیDNAمقدار . بررسی گردید

به  نانومتر 280 و 260هاي  گیري جذب نور در طول موج
  . آمددست

با استفاده از تـرادف ژن اسـترپتودورناز طراحـی پرایمرهـاي            
  :صورت گرفت) Reverse(و عقب) Forward(جلو

Forward:5'- AGG ATC CCG ACA AAC ACA 
GGT CTC -3'  
Reverse: 5'-TGG GAT TCT TTT TGA GTA 
GGT GTA CC-3' 

 داراي ترادف لازم براي شناسایی و برش       هاپرایمر
ــزیم   ــط آن ــی EcoRI و BamHI توس ــند   م ــرادف (باش ت

 ). اند  مشخص شدهUnderlineها با  آنزیم

ــا اســتفاده از   ــر ژن اســترپتودورناز ب  در PCRتکثی
 بقـرار   PCR غلظـت عوامـل      . میکرولیتر انجام شـد    50حجم  

یک میلی مو لار از هر پرایمر،  الگو، DNA نانو گرم از    500
ــوم، 5/2  میلــی مــولار از هــر 200 میلــی مــولار از یــون منیزی

 Taqواحد از آنـزیم   5/2کسی نوکلئوزید تري فسفات، ادز

DNA Polymerase و بافر PCR 1Xبرنامه استفاده .  است
 درجــه 94حــرارت اولیــه در : صــورته  بــPCRشـده بــراي  

 PCR، مرحله دوم  )یکلیک س ( دقیقه   5 به مدت    گراد سانتی
متشکل از سی سیکل که هر یک از سه قسمت تشکیل شـده          

بــه گـراد   درجــه سـانتی  94(قـسمت اول دناتوراسـیون   . اسـت 
، قـسمت دوم بـراي اتــصال پرایمرهـا بــه    )مـدت یـک دقیقــه  

DNA   بـه مـدت یـک دقیقـه    گـراد    درجه سـانتی   47( الگو( ،
بـه  گراد   درجه سانتی  72(قسمت سوم جهت تکثیر ژن هدف       

 72در نهایت مرحله تکثیر نهـایی در   . است )مدت یک دقیقه  
بررسـی نهـایی    .  دقیقـه اسـت    5بـه مـدت     گـراد    درجه سـانتی  

ــصول  ــارز   PCRمح ــر روي ژل آگ ــورز آن ب ــا الکتروف  1 ب
ــد ــریس  درص ــافر ت ــک - در ب ــید بوری ــام EDTA - اس  انج
بررسی نتیجه الکتروفورز با استفاده از رنـگ آمیـزي          . گرفت

 اتیدیوم بروماید و مشاهده آن با دستگاه ترانسآن با محلول 

ــاتور  ــا PCRتخلــیص محــصول .  انجــام گرفــتUVلومین  ب
 (Roche)استفاده از کیت تخلیص تهیه شده از شرکت رش        

  .بر اساس دستور العمل آن انجام گرفت
ــترپتودورناز در دو   ــازي ژن اسـ ــون سـ ــراي کلـ بـ

.   بترتیـب زیـر عمـل گردیـد     1T4pGEX  وpTZپلاسمید 
 EcoRI و BamHIهــاي   را بــا آنــزیمPCRابتــدا محــصول 

لازم بـه ذکـر   . برش داده وسپس در ناقلین ذکر شده وارد شد 
 و BamHIهـاي   است کـه پلاسـمیدهاي فـوق نیـز بـا آنـزیم        

EcoRI  عمل اتصال ژن استرپتودورناز در این .برش داده شد 
ــزیم    ــتفاده از آن ــا اس ــمیدها ب  در T4 DNA ligaseپلاس

 ـگـراد    رجـه سـانتی   د 16حرارت   مـدت یـک شـب انجـام        ه  ب
ــت ــمیدهاي . گرف ــه SD1T4pGEX و pTZ-SDپلاس  را ب

 و  DH5αهـاي مـستعد اشرشـیا کلـی سـویه            ترتیب در سلول  
ــویه  ــی21BLسـ ــاییم  وارد مـ ــد   . نمـ ــام فرآینـ ــراي انجـ بـ

ترانسفورماسیون از یـون کلـسیم و شـوك حرارتـی اسـتفاده          
  .گردید

 بـه دسـت   ید صحت ترادف نوکلئوتید ژن  أیبراي ت 
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 بــه pTZ-SD ســاختار پلاســمیدي PCRآمــده از محــصول 
ــد MWGشـــرکت  ــال گردیـ ــان ارسـ ــرادف .  در آلمـ تـ

 بــا اســـتفاده از روش ســـنگر  PCRنوکلوتیــدي محـــصول  
)Sanger (گردد تعیین می.  

 (SD)  استرپتودورنازینئبراي تولید پروت
 SD-هاي اشرشیا کلی تراریخت شده با پلاسمید باکتري

1T4pGEX کشت داده و در ث برات محیط نوترینرا در 
 170بر روي شیکر با حداقل گراد  درجه سانتی 37حرارت 

ها به حد  که تعداد باکتري پس از این .دهیم دور قرار می
 ایزوپروپیل مولار  از محلول یک) =6/0OD(مناسب رسید 

-Isopropyl β-D-1(تیوگالاکتوپیرانوزید 

thiogalactopyranoside( باکتري اضافه به سوسپانسیون 
چهار . گردید تا غلظت نهایی آن به یک میلی مولار برسد

 ازوپروپیل تیوگالاکتوپیرانوزیدساعت پس از افزودن 
 به مدت نیم rpm 4000ها با سانتریفیوژ در  رسوب باکتري

براي بررسی نتیجه القا از . ساعت به دست آورده شد
ل آمید  در ژلده درصد پلی آکریالکتروفورز رسوب باکتري

  .   استفاده گردیددر حضور سدیم دود سیل سولفات
ین به وسیله کروماتوگرافی تمایلی با ئتخلیص پروت 

  بــر اســاس    ب،4 گلوتــاتیون ســفاروز  اســتفاده از کیــت 
  .انجام گرفت) کیاژن(دستورالعمل شرکت سازنده 

ید صحت پروتئین تولیـد شـده از آزمـون          أیبراي ت 
 این منظور ابتدا به یـک عـدد   براي. وسترن بلات استفاده شد   

موش در دو نوبت به فاصله یک هفته به صورت زیـر جلـدي     
مــولر هینتــون بــراث فاقی عــصاره محــیط کـشت  ص ـو درون 

 استرپتوکوك پیوژن به همراه آدجوانت فروند تزریـق      حاوي
پس از بالا رفتن تیتر آنتی بادي بر علیه این پـروتئین           . گردید

  .شود میسرم حیوان تهیه 
) وسـترن بـلات   (ي انجام تـست ایمنوبلاتینـگ       برا

هاي القا یافتـه بـر روي ژل    پس از الکتروفورز رسوب باکتري 
ــد در حــضور ســدیم دودســیل    درصــد10 پلــی آکریــل آمی

 آمــده بــر روي ژل بــه دســتبانــدهاي پروتئینــی  ،ســولفات
عمـل انتقـال   . آکریل آمید به کاغذ نیترو سلولز منتقل گردید  

 میلـی مـولار     192،  لـی مـولار تـریس      می 25در محیط بـافري     

مــدت یــک ســاعت و در ه  متــانول بــ درصــد20گلایـسین و  
مرحلـه مـسدود سـازي      .  ولت انجام گرفـت    90شدت جریان   

 درصـد  5/2کاغذ نیترو سلولز با قرار دادن کاغـذ در محلـول         
پـس از  . آلبومین سرم گاوي به مدت یک ساعت انجـام شـد        

ز بـه مـدت یـک       مرحله مـسدود سـازي ، کاغـذ نیتـرو سـلول           
ساعت در سرم موش تلقـیح شـده بـا عـصاره محـیط کـشت                

و یک نمونه سرم موش تلقـیح  ) 100/1(استرپتوکوك پیوژنز  
پـس از انکوباسـیون یـک    . قرار داده شد  ) کنترل منفی (نشده  

هاي سرم، نوارهاي کاغذ نیتروسلولز سه مرتبـه         ساعته با نمونه  
  مـولار Tris  02/0 نیم مولار،NaClشامل  ( TBS-Tبا بافر 

شستـشو شـده و   )  درصـد tween20 05/0 ، 5/8 برابـر   pHبا
 کونژوگــه بــا یبــادي موشــبــه مــدت یــک ســاعت بــا آنتــی 

ــسیداز  ــد ) 2500/1(پراک ــه گردی در نهایــت پــس از  . انکوب
 ، بـراي مـشاهده بانـدهاي        TBS-Tها با بـافر      شستشوي نمونه 

لولز، مربوط به واکنش آنتی بادي با آنتی ژن در کاغذ نیتروس   
قـرار   ) DAB( کاغذ مزبور در محلـول دي آمینـو بنزیـدین           

 .گرفت

  یافته ها
ــت  ــوزومی DNAغلظ ــت کروم ــه دس ــده از ب  آم

میکروگــرم بــر   250بــاکتري اســترپتوکک پیــوژن برابــر    
عنوان الگو براي تکثیر ه  بDNAاین  .برآورد گردیدلیتر میلی

یر یافته  اندازه قطعه ژن تکث   . ژن استرپتودورناز استفاده گردید   
 جفـــت 816 در مقایـــسه بـــا مـــارکر حـــدود PCRتوســط  

 ). 1شکل (بازبود

  
 : 1 ستون،  (SD) استرپتودورناز  مربوط به ژنbp 816باند   .1شکل 
  PCRمحصول  : 2ستون  ،  SM0321#مارکر 

 pTZنتیجه ترادف ژن تکثیر یافته که در پلاسمید         
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 .سان بود یکدورنازکلون گردیده بود، با ترادف ژن استرپتو

 سـاعت از القـا بـا        4 پس از    دورنازین استرپتو ئپروت
.  تولیــد گردیــد(IPTG)ایزوپروپیــل تیوگالاکتوپیرانوزیــد 

.  کیلـو دالتـون اسـت   38وزن پروتئین تولیـد شـده در حـدود      
  . آمده است2 در شکل دورنازین استرپتوئنتیجه القاي پروت

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 pGEX4T1   در پلاسمید (SD)استرپتودورناز القا پروتئین : 2شکل 
نمونه قبل از :2ستون پروتئین مارکر، : 1 ستون ، IPTGبا استفاده از 

 pGEX4T1نمونه بعد از القا : 3 ستون، pGEX4T1القا 

 
 بـا   (SD)اسـترپتودورناز ین ئخـالص سـازي پـروت   

ــت  ــتفاده ازکیـ ــفاروز اسـ ــاتیون سـ ــر اســـاس  ب، 4گلوتـ بـ
  ). 3کلش(دستورالعمل شرکت سازنده انجام گرفت

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 بـا   pGEX4T1  در پلاسـمید   SD القاء و تخلیص پروتئین      .3شکل  
نمونه قبل از القا :2 ستونپروتئین مارکر، : 1 ستون ، IPTGاستفاده از 

SD1T4pGEX   ، نمونـه بعـد از القـا        : 3 ستونSD1T4pGEX  ، 
  پروتئین تخلیص شده: 5و4 ستون

ژن در نتایج مربوط به واکنش آنتی بادي بـا آنتـی          

در عـین حـال   .  آمـده اسـت  4آزمون وسترن بلات در شـکل   
ــی ژن در     ــا آنت ــادي ب ــی ب ــنش آنت ــر واک ــدي دال ب ــیچ بان ه

  ).4شکل ( هاي سرم نرمال دیده نشد نمونه
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 سرم : 2، ستون  موش طبیعی :1ستون  وسترن بلات؛ آزمون . 4 شکل
  ین مارکر پروتئ:3 ستون موش تلقیح شده با استرپتودرناز  و

 
  بحث

مهمتـــــرین منبـــــع تولیـــــد اســـــترپتودورناز    
ــاي بتـــا همولیتیـــک اســـترپتوکوك ــند مـــی هـ ــد  .باشـ تولیـ

هــاي  هــا از بــاکتري هــاي مختلــف از جملــه آنــزیم فــرآورده
زا با خطـر انتقـال و انتـشار بـاکتري در محـیط روبـرو            بیماري

هـاي ایـن     بنـابر ایـن امـروزه بـراي تولیـد فـرآورده            .باشد می
 . گردد هاي بیوتکنولوژي استفاده می  بیشتر از روشها باکتري

اشرشــیا کلــی بــه عنــوان میزبــانی بــراي بیــان       
هاي نوترکیب هم در تحقیقات و هـم در صـنعت بـه          پروتئین

ــی  ــار مـ ــه کـ ــسترده بـ ــور گـ ــد . )13، 12(رود طـ ــراي تولیـ بـ
 بـه   BL21استرپتودورناز نوترکیب در ایـن مطالعـه از سـویه           

 پروتئازهاي سیتوپلاسمی از  که فاقدعنوان میزبان استفاده شد  
بنابراین . )14(باشد می  HtpRو  Lon, OmpT, DegPجمله

 بـه دلیـل   BL 21 سویه E. coliبیان بالاي استرپتودورناز در 
  .عدم حضور پروتئاز در این باکتري باشد

امـــروزه پلاســـمیدهاي مختلفــــی  بـــا وجــــود    
 وجـود   هاي نوترکیب  پروموتورهاي قوي براي تولید پروتئین    

 کـه امکـان   باشـند  مـی این پلاسمیدها داراي سـاختاري      . دارد
 60-70اي که گاهی تا  دستیابی به بیان بالاي پروتئین به گونه      

پروتئین تـام بـاکتري، مربـوط بـه پـروتئین بیـان شـده        درصد  
  . باشد می مورد نظر ناقلتوسط 
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براي بیـان پـروتئین اسـترپتودورناز از نـاقلین بیـان            
 ـ   اسـتفاده  )Fusion Protein(روتئین همـراه  کننده بـا یـک پ

 بــراي تولیــد 1T4pGEXدرایــن تحقیــق از ناقــل . شــود مــی
که پروتئین القا شده  با این. پروتئین نوترکیب استفاده گردید  

 کیلودالتـونی  20در این سیستم متصل به یک پروتئین حدود        
 . است تراسفراز- اس-گلوتاتیون 

 .ودالتون اسـت   کیل 38رناز با وزن حدود     واسترپتود
 60ولی پروتئین تولید شده در این تحقیق داراي وزن حـدود     

علت این امـر بـه واسـطه افـزوده شـدن          .باشد میکیلو دالتون   
ز به پـروتئین تولیـد   ا کیلودالتونی گلوتاتیون ترانسفر   22دنباله  

بررسی انجام شده در این تحقیق و همچنین سـایر     . شده است 
د ایـن پـروتئین اثـري را در         دهد که وجـو    تحقیقات نشان می  

هاي  تست(هاي ایمنولوژیک    هاي ایمنی و سنجش    سایر پاسخ 
  .ندارد)  وسنجش سیتوکاینیتیت تکثیر لنفوسیتی، الیزا 

نتیجه آزمون وسـترن بـلات در ایـن تحقیـق نـشان         
دهنده ساختار مشابه بین پروتئین نوترکیب تولید شده بـا فـرم    

  . طبیعی آن است
 کـم   ید شده در این طـرح نـسبتاً       میزان پروتئین تول  

لذا لازم است تا با تغییر شرایط از جمله دما، محـیط      .باشد می
سـایر شـرایط لازم     ، تغییر پلاسـمید و    ءکشت، طول مدت القا   

 . میزان تولید پروتئین را افزایش داد بعدي،تحقیقاتدر 

 در نوترکیـب  پـروتئین  تولیـد  امکـان  وجـود  بـا 

 تخلـیص  هـم  هنـوز  ،گونـاگون  هـاي  میزبـان  و هـا  حامـل 

 مطـرح  مهـم  مـسئله  یـک  عنـوان ه ب نوترکیب هاي پروتئین

 پـروتئین،  یـک  تولیـد  هـاي  جنبـه  مهمتـرین  از یکی .است

 سـازي  لصخـا  مرحله هر. دباش می آن سازي خالص مرحله
 مرحلـه  هـر  در دیگـر  طـرف  از و داشته را خود هاي هزینه

 ،شـود  مـی  فعـال  غیـر  یـا  و رفتـه  هـدر  به پروتئین از بخشی
 همـان  بـه  باشـد  کمتـر  سازي خالص مراحل هرچه بنابراین

  .بود خواهد تر مناسب تخلیص روش اندازه
 از اسـتفاده  سـازي،  خـالص  هـاي  روش بـین  از

 تـرین  مناسـب  از یکـی  تمـایلی  کرومـاتوگرافی  هـاي  ستون

 پـروتئین  آن در کـه  باشـد  می منظوري چنین براي ها روش

ه فـراوان بـه   بـا بـازد   و اي مرحلـه  یـک  صورت به نظر مورد

ــی ــد دســت م ــل  .آی ــون نمــودن ژن اســترپتودورناز در ناق  کل
1T4pGEX        استرپتودورناز نوترکیبی واجد دنبالـه اتـصالی ،

تـوان آن    آورد که می   گلوتاتیون اس ترانسفراز را حاصل می     
را به وسیله ستون کروماتوگرافی تمایلی با لیگاند گلوتـاتیون      

 .تخلیص کرد

شورمان بـه ایـن دارو و   با توجه بـه نیـاز داخلـی ک ـ      
قیمت بالاي آن نیـاز بـه تولیـد ایـن دارو در کـشور احـساس         

ها دو   زایی استرپتوکوك  بازدهی کم تولید و بیماري    . شود می
دلیل عمده گرایش به سمت تولید این پروتئین به صورت نـو     

 .)9(باشد میترکیب 
  

  نتیجه گیري
رشـیا  صـورت نوترکیـب در میزبـان اش   ه استرپتوکیناز ب ـ تولید  

پروتئین نوترکیب تولید شـده از نظـر    . کلی امکان پذیر است   
ــی  ــسان   ژآنت ــی یک ــرم طبیع ــا ف ــسیته ب ــینی ــد م ــد. باش  تولی

 تخلـیص  قابلیت و فراوان بازدهی با نوترکیب استرپتودورناز
 جهـت  در مـوثر  گـامی  توانـد  مـی  صـنعتی،  مقیاس در آسان

لیـد  تولید این دارو بـه منظـور بـه کـارگیري در تو        دستیابی و   
  .باشدانبوه این پروتئین دارویی 

  
  تشکر و قدردانی

تولیــد "ایــن پــژوهش بخــشی از طــرح تحقیقــاتی 
مـصوب  "استرپتوکیناز نوترکیب و بررسی آنتـی ژنیـسیته آن     

و هچنین قسمتی از  ) 364طرح  (دانشگاه علوم پزشکی اراك     
پایان نامه دانشجویی محمـود کمـانی دانـشجوي کارشناسـی           

یولوژي دانـشگاه آزاد اسـلامی واحـد قـم         ارشد رشته میکروب  
لذا بدینوسـیله از معاونـت پژوهـشی دانـشگاه علـوم            . باشد می

که که  پزشکی اراك به دلیل پشتیبانی مالی و کلیه همکارانی
انـد صـمیمانه تـشکر و     ما را در این پژوهش همکـاري کـرده        

 .نماییم قدردانی می
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