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Abstract 
 Background: Hyaluronidase A is an antigenic protein that is secreted by Streptococcus 
pyogenes. Nowadays, streptococcal infections are diagnosed by tracking down anti-hyaluronidase A 
antibodies. In this study, the attempt was made to generate recombinant hyaluronidase A in E. coli.   

Materials and Methods: In this experimental study, through designing specific primers and 
polymerase chain reaction (PCR), hyaluronidase A gene was amplified and after purification, it was 
sub-cloned in plasmid expression vector pET32a. Then pET32a-hylA was transferred to E. coli BL21-
DE3-plySs. Protein generation induced by IPTG. The recombinant protein was purified by Ni-NTA kit 
and its concentration was assayed by Bradford method. Western-Blot analysis was run for verifying 
the recombinant hyaluronidase A.  

Results: The nucleotide sequencing of the gene amplified by PCR was the same as 
hyaluronidase A gene from Streptococcus pyogenes. Production of the recombinant hyaluronidase A 
via induction by pET32a-hylA plasmid was done through IPTG. The expressed protein was purified 
by affinity chromatography by Ni-NTA resin. The concentration of purified protein was 500µg/ml. 
analysis using a mouse anti-hyaluronidase A serum was reacted with the generated protein using 
Western-Blot analysis. 

Conclusion:  Recombinant HylA protein can be generated in E.coli and the resulting protein 
maintains its antigenic properties desirably.  
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  چکیده
 ژنیـک  آنتـی  قـدرت  داراي کـه  بـوده  پیـوژن  استرپتوکوك ترشحی هاي پروتئین جمله از A هیالورونیداز :هدف و زمینه

 ایـن  در .شـود  مـی  گیـري  پـی  بـاکتري  این از ناشی نتعفو روند پروتئین این ضد هاي بادي آنتی ردیابی با امروزه .باشد می
   .گیرد انجام کلی اشریشیا باکتري در A هیالورونیداز نوترکیب پروتئین تولید تا گردیده سعی تحقیق

 از A هیالورونیـداز  ژن ،PCR روش از اسـتفاده  و اختـصاصی  پرایمـر  طراحی باتجربی   تحقیق این در :ها روش و مواد
 سـپس  .گردید کلون بیان جهت pET32a پلاسمیدي ناقل در فوق ژن تخلیص، از پس .گردید کثیرت پیوژن استرپتوکوك

 القاء با پروتئین تولید .شد  BL21- DE3-plySs سویه کلی اشریشیا باکتري وارد pET32a -hylA پلاسمیدي ساختار
 روش از اسـتفاده  بـا  پروتئین نمیزا و خالص Ni-NTA کیت از استفاده با نوترکیب پروتئین .گرفت صورت IPTG توسط

  .شد انجام نوترکیب پروتئین تایید براي بلات وسترن آزمایش .شد گیري اندازه برادفورد
 .بـود  یکـسان  پیـوژن  استرپتوکوك A هیالورونیداز ژن با PCR روش توسط شده تکثیر ژن نوکلئوتیدي ترادف :ها یافته
 با پروتئین تخلیص .گردید انجام  IPTGتوسط pET32a -hylA پلاسمید القاء با A هیالورونیداز نوترکیب پروتئین تولید
 500 برابـر  شـده  خـالص  پـروتئین  میـزان  .صـورت گرفـت    Ni-NTA کیـت  از اسـتفاده  با و تمایلی کروماتوگرافی روش

 ـ پـروتئین  با بلات وسترن روش در A هیالورونیداز آنتی واجد موش سرم .آمد دست بهمیکروگرم در میلی لیتر       شـده  دتولی
  .داد واکنش
 شـده  تولیـد  پـروتئین  .است پذیر امکان نیز کلی اشریشیا میزبان در A هیالورونیداز نوترکیب پروتئین تولید :گیري نتیجه

   .کند می حفظ خوبی به را خود ژنیک آنتی خاصیت
  A هیالورونیداز ژن ژن، بیان کلی، اشریشیا پیوژن، استرپوکوك :کلیدي واژگان
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  مقدمه
 تـرین  رایـج  از یکـی  پیوژنز استرپتوکوك باکتري

 از وسیعی هاي عفونت ایجاد باعث و است انسانی هاي پاتوژن
 یمــاري ب و روماتیــسمی  تــب زخــم،  زرد ســلولیت،  جملــه

ــسم ــی روماتی ــی قلب ــود م ــه ش ــایع ک ــرین ش ــا ت ــودرد آنه  گل
 هـاي  عفونـت  در اصـلی  تـشخیص  .)2 ،1(اسـت  استرپتوکوکی

 انـدام  یا بافت از آن سازي جدا اساس بر باکتري این از ناشی
 غیــر هــاي عفونــت تــشخیص مــورد در ولــی )3(اســت آلــوده

 یـــا حـــاد روماتیـــسمی تـــب مثـــل اســـترپتوکوکی چرکـــی
 آوردن دسـت  به امکان همیشه رپتوکوکی،است گلومرونفریت

 ایـن  در .نـدارد  وجـود  ارگانیسم از کافی حد در بالینی پیشینه
 از مـدرك  تنها میزبان سوي از ایمنی پاسخ وجود موارد قبیل

 گیـري  اندازه بنابراین است، مانده باقی که است اخیر عفونت
 براي است استرپتوکوکی هاي ژن آنتی ویژه که ها بادي آنتی

 از کـه  A گـروه  هـاي  اسـترپتوکوك  عفونـت  تـشخیص  ییدتا
  .)4(است ضروري داشته وجود پیش

 فاکتورهاي از بزرگی شمار ها پیوژن استرپتوکوك
 آنها از بعضی که کنند می تولید ژنی آنتی خاصیت با بیماریزا
ــوان تحــت ــشار فاکتورهــاي عن ــام انت ــد ن ــه از .دارن  ایــن جمل

ــا ــات فاکتوره ــاز هیالورون ــارج لی ــل خ ــی ولیس ــد م  .)5(باش
 .شـود  مـی  هیالورونیـک  اسـید  شکـست  موجـب  هیالورونیداز

 مهـره  سـلولی  خـارج  مـاتریکس  اصـلی  جزء هیالورونیک اسید
اـیع  قبیل از مختلفی هاي بافت در وسیعی طور به و باشد می داران  م

اـیع  کبـد،  خـون،  آئورت، چشم، زجاجیه یـنوویال،  م  همبنـد  بافـت  س
 کپـسول  اصـلی  ترکیـب  چنینهم )6(است پراکنده پوست و سست

 ندگینشــک خاصــیت بــودن دارا .)7(اســت هــا بــاکتري بعــضی
 را بـاکتري  زایی کولونی و اتصال کپسول، اسید هیالورونیک

 این درمانی استفاده اولین به 1928 سال در .)8(کند می تسهیل
 صورت این به شد، اشاره دهنده انتشار فاکتور عنوان به آنزیم

 شده برده کار به هاي توکسین و ها سنواک جلدي زیر نفوذ که
 بــا همــراه آنــزیم ایــن درمــانی لحــاظ از .کــرد مــی تــسهیل را

 درد دهنده تسکین داروهاي و موضعی کننده بیهوش داروهاي
 تشدید وسیله به هیالورونیداز همچنین .)10 ،9(شود می استفاده

 انتــشار فعالیــت از اســتفاده بــا ســرطان، ضــد داروهــاي نفــوذ

 درمانی شیمی هاي درمان به نسبت مقاوم ومورهايت دهندگی،
 دیگــر کـاربرد  .)11(کنـد  مــی تـر  حـساس  درمــان بـه  نـسبت  را

 وسـیله  بـه  آنزیم این ؛باشد می عفونت تشخیص در هیالورونیداز
 بادي آنتی یک که )هیالورونیداز آنتی( اختصاصی مهارکننده یک

 چنـدین  بـادي  آنتی این .شود می مهار انسان سرم در است واقعی
 از بعـد  یابـد،  می گسترش استرپتوکوکی عفونت آغاز از بعد هفته

-گامـا  بخش در ماند، می باقی همچنان التهاب کردن فروکش
ــولین ــرم گلوب ــدار س ــی پدی ــود م ــه و ش ــور ب ــصاصی ط  اخت

 خنثــــی را A گــــروه هــــاي اســــترپتوکوك هیالورونیــــداز
  .)12(کند می

ــسمی تــب در ــطح گــاهی روماتی ــی ســرمی س  آنت
 رود مـی  بالا سرم O استرپتولیزین آنتی از زودتر یدازهیالورون

 O اسـترپتولیزین  آنتـی  برگـشتن  نرمال سطح به از بعد حتی و
  .)13(ماند می باقی بالا سطح در طولانی مدت براي سرم،

 بیمـاران  روي بـر  شـده  انجـام  هاي بررسی اساس بر
ــتلا ــه مب ــیا ب ــشخص نکروزفاس ــه شــد م ــت ک ــی عفون  از ناش

 ضد بادي آنتی سطح تعیین با توان می را ژنزپیو استرپتوکوك
  .)14(داد تشخیص هیالورونیداز

 خـارج  هیالورونیـداز  ژن بیان تحقیق، این از هدف
ــلولی ــترپتوکوك )hylA( س ــوژنز اس ــا پی ــتفاده ب ــل از اس  ناق

ــمیدي ــیاکلیدر pET32a  پلاس ــیص ،(E.coli)  اشرش  تخل
  .باشد می آن ژنیسیته آنتی بررسی و حاصل نوترکیب تئینپرو

  
  ها روش و مواد

 مطالعـه تجربـی    ایـن  در شـده  اسـتفاده  هاي باکتري
 شـده  تهیـه ( PTCC  1447سویه پیوژن استرپتوکوك شامل

 و DH5α ســویه کلــی اشریــشیا ،)رفــرانس آزمایــشگاه از
 از شــده تهیــه( BL21- DE3-plySs ســویه کلــی اشریــشیا

 تهـران،  آوري، فـن  زیست و ژنتیک مهندسی ملی پژوهشگاه
 مـورد  ژن تـرادف  تعیـین  و اولیه کلونینگ براي .بودند )انایر

 )لیتـوانی ،  فرمنتـاس  شرکت(  pTz57R/Tپلاسمید از مطالعه
ــت و ــداز تولیـــد جهـ  pET32a پلاســـمید از A هیالورونیـ
 از پلاســمیدها ایــن .شــد اســتفاده )آمریکــا نــواژن، شــرکت(

 تهیـه  زیـستی  وتکنولـوژي  ژنتیـک  مهندسـی  ملـی  پژوهشگاه
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 و سـیلین  آمپـی  هـاي  بیوتیـک  آنتـی  از تحقیق ینا در .گردید
 شـرکت  از شـده  اسـتفاده  هاي آنزیم .شد استفاده کلرامفنیکل

  .گردید تهیه سیناژن
 اساس بر پیوژن استرپتوکوك کروموزوم تخلیص

 ابتــدا روش ایــن در .گرفــت انجــام CTAB/NaCl روش
 بـرات  سـوي  کـیس  تریپتـی  محـیط  در پیـوژن  استرپتوکوك

Trypticase Soy Broth)( گراد سانتی درجه 37 دماي در 
 کشت سوسپانسیون از آمده دست به رسوب .شد داده کشت

 میلــی EDTA 1، 8 معــادل برابــر TE )pH بــافر در بـاکتري 
 آنزیم از استفاده با و گردید حل)  میلی مولارTris 10مولار 

ــزوزیم ــپس و لی ــا س ــر ب  SDS (sodium dodecyl اث

sulfate) پروتئیناز وآنزیم K  بـا  باکتري کروموزوم .شد لیز 
 و CTAB/NaCl CTAB) 10% محلـــول از اســـتفاده

NaCl 0.7 M( اجـزا  سـایر  و هـا  پـروتئین  .گردید استخراج 
 الکـل  ایزوآمیـل  / کلروفرم/ فنل مخلوط از استفاده با سلولی

 بــهدور در دقیقــه  13000( ســانتریفیوژ و 1/24/25 نــسبت بــه
 بـا  آمـده  دسـت  هب ـ DNA .گردیـد  حـذف  )دقیقـه  10 مدت

 سـپس  و شد داده رسوب ایزوپروپانول حجم یک از استفاده
 کیفیـت  و کمیـت  .گردیـد  شستـشو  درصـد  70 اتانول توسط
DNA 8/0 آگـــارز ژل در آن الکتروفـــورز از اســـتفاده بـــا 
 تخلـیص  DNA مقـدار  .گردید بررسی  TBEبافر در درصد

 و 260 هـاي  مـوج  طول در نور جذب گیري اندازه با نیز شده
  .آمد دست به نانومتر 280

 A هیالورونیـداز  ژن اسـتاندارد  ترادف از استفاده با
)AF218838.1( رفـت  پرایمرهـاي  طراحی )Forward( و 

  .شد انجام )Reverse( برگشت
Forward: 
5' ATGGATCCGTGAATACTTATTTTTG 3' '    
Reverse: 
5' AAGAATTCCTAAATCCTTAAGTCTT 3'  

  
 و شناسـایی  بـراي  زملا تـرادف  داراي رفت پرایمر

 تـرادف  داراي برگشت پرایمر و BamHI آنزیم توسط برش
   باشد می  EcoRІآنزیم توسط برش و شناسایی براي لازم

ــا A هیالورونیــداز ژن تکثیــر  واکــنش از اســتفاده ب
 از اسـتفاده  بـا  و میکرولیتـر  25 حجـم  در زامـر  پلی اي زنجیره

 پرایمـر،  هـر  از مـولار  میلـی  یک الگو، DNA گرم نانو 500
 هــر از مــولار میلــی 200 منیزیــوم، یــون از مــولار میلــی 5/1

 Taq آنزیم از واحد 5/2 فسفات، تري نوکلئوزید دزوکسی

DNA Polymerase ــافر و  PCR  (Polymerase ب

Chain Reaction) 1 غلظت باX  برنامـه  .شـد  انجـام PCR  
 در اولیه حرارت  شامل اول مرحله که شد انجام مرحله دو در
 مرحله  و )چرخه یک( دقیقه 5 مدت به گراد سانتی درجه 95

 ســه شــامل یــک هــر کــه چرخــه 30 از متــشکل  PCR دوم
 گـراد  سـانتی  درجـه  95( دناتورکردن اول قسمت ؛بود قسمت

 بــه پرایمرهــا اتــصال بــراي دوم قــسمت ،)ثانیــه 30 مــدت بــه
DNA و )دقیقـه  یـک  مـدت  بـه  گراد سانتی درجه 50( الگو  
 بـه  گراد سانتی درجه 72( هدف ژن کثیرت جهت سوم قسمت
 نهـایی  تکثیـر  مرحلـه  نهایت در ؛)ثانیه 30 و دقیقه یک مدت

 چرخه یک براي و دقیقه 5 مدت به گراد سانتی درجه 72 در
 بـر  آن الکتروفورز با PCR محصول نهایی بررسی .شد انجام
 -بوریـک  اسـید  - تـریس  بـافر  در درصـد  1 آگارز ژل روي

EDTA )TBE ــا ــام )pH= 8 ب ــت انج ــی .گرف ــه بررس  نتیج
 اتیـدیوم  محلـول  بـا  آن آمیزي رنگ از استفاده با الکتروفورز

 انجـام  UV لومینـاتور  ترانس دستگاه با آن مشاهده و بروماید
 تخلـیص  کیـت  از اسـتفاده  بـا  PCR محـصول  تخلیص شد و 

 العمـل  دسـتور  اساس بر )Roche( شور شرکت از شده تهیه
  .گرفت انجام آن

 دو در A هیالورونیـــداز ژن ســـازي کلـــون بـــراي
 بـا  PCR محـصول  ابتدا pET32a  و pTz57R/T پلاسمید

 نـاقلین  در سـپس  داده بـرش   EcoRІو  BamHI هاي آنزیم
 .شـد  وارد ،نـد بود شـده  بریده ها آنزیم همان با که نظر مورد
 اسـتفاده  با پلاسمیدها این در A هیالورونیداز ژن اتصال عمل

ــزیم از ــرارت در T4 DNA ligase آنـ ــه 22 حـ  درجـ
 پلاسـمیدهاي  .گرفـت  انجام ساعت یک مدت به گراد سانتی

pTz57R/T-hylA و pET32a-hylA ــه ــب بـــ  در ترتیـــ
ــلول ــاي س ــستعد ه ــشیا م ــی اشری ــویه کل ــویه و DH5α س  س

BL21- DE3-plySs ژن کلونینـگ  تایید براي .شدند وارد 
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hylA، روش از PCR بـرش  و ژن اختـصاصی  پرایمرهاي با 
 از پس آنزیمی برش واکنش انجام براي .شد تفادهاس آنزیمی

ــوط ــردن مخل ــافر ک ــمیدي R، DNA ب ــزیم و پلاس ــاي آن   ه
BamHІ وEcoRІ  درجـه  37 دمـاي  در سـاعت  2 مـدت  به 

 از اطمینان براي زمان این اتمام از پس .شد انکوبه گراد سانتی
 اسـتفاده  بـا  مارکر کنار در مخلوط از میکرولیتر 5 هضم عمل

  .شد الکتروفورز ز،آگار ژل از
 ژن ،نوکلئوتیـــدي تـــرادف صـــحت یـــدیتا بـــراي

ــه پلاســمید ــرادف .شــد ارســال آلمــان  MWGشــرکت ب  ت
 ســـنگر روش از اســـتفاده بـــا PCR محـــصول نوکلئوتیـــدي

)Sanger( گردید تعیین.   
ــد جهـــت ــروتیین تولیـ ــاکتري ،HylA پـ ــاي بـ  هـ

 درpET32a -hylA  پلاسمید با شده تراریخت اشریشیاکلی
ــرات ریننــوت محــیط  درجــه 37 حــرارت در و داده کــشت ب
 قـرار  دقیقـه  در دور 170 حـداقل  با شیکر روي بر گراد سانتی

 رسـید  مناسب حد به ها باکتري تعداد که این از پس .شد داده
)6/0Optical Density=(، ــول از ــولار یــــک محلــ  مــ

Isopropyle-Beta-D-thiogalactopyranoside) 
IPTG( غلظــت تــا گردیــد ضــافها بــاکتري سوسپانــسیون بــه 

 از پـس  ساعت چهار .برسد مولار میلی یک به IPTG نهایی
 4000 در سـانتریفیوژ  بـا  هـا  بـاکتري  رسـوب  ، IPTGافزودن

 بــراي  شــد آوري جمــع ســاعت نــیم مــدت بــهدور در دقیقـه  
 حاصـل  هـاي  پروتئین الکتروفورز روش از القاء نتیجه بررسی

ــاکتري رســوب از ــر ب ــد 10ژل روي ب  SDS-PAGE  درص
   .گردید استفاده

 وNi-NTA  کیـت  از اسـتفاده  بـا  نتئیپرو تخلیص
 بـه  )آمریکـا  کیـاژن، ( سـازنده  شرکت دستورالعمل اساس بر

 250 از حاصـل  سـلولی  رسـوب  .گرفـت  انجـام  زیـر  صورت
 از لیتـر  میلی 5 در القاء، مرحله از پس باکتري کشت لیتر میلی
 Tris HCl 10mM ,NaH2 PO4 100 mM ,pH,( 1 بافر

8 Urea 8M( یـک  مـدت  بـه  ،ورتکـس  از پـس  . شـد  حل 
 ســپس .قرارگرفـت  اتـاق  حــرارت در راکـر  روي بـر  سـاعت 

 شـفاف  از پـس  .گردیـد  سونیکه و شد داده قرار یخ در نمونه
 4دمـاي  دردور در دقیقـه      12000 بـا  دقیقه 20 مدت به شدن،

 لیتــر میلـی  4 هـر  ازاء بـه  .شــد سـانتریفیوژ  گـراد  سـانتی  درجـه 
ــول ــ محلـ ــه یرویـ ــل، مرحلـ ــک قبـ ــی یـ ــر میلـ ــن لیتـ  رزیـ

NitriloTriacetic Acid Ni- بـه  سـپس  .شـد  اضافه آگارز 
 .گرفت قرار اتاق حرارت در راکر روي بر ساعت یک مدت

 )دقیقه 3 برايدور در دقیقه     2000( مدت کوتاه سانتریفیوژ با
 سـپس  .شـد  خالی آن رویی محلول و شد داده رسوب رزین

 Tris HCl,( 2 بـافر  از لیتـر  ییــلم  5 بـا  بـار  هـر  و بـار  سـه 

10mM ,NaH2 PO4 100 mM ,pH 6.3 Urea  8M( 
 بـا  رزیـن  از پـروتئین  سازي جدا .گرفت انجام بافر شستشوي

 3 بـافر  لیتـر  میلـی  1 حدود .گرفت انجام 4 و 3 بافر از استفاده
),Tris HCl 10mM ,NaH2 PO4 100 mM ,pH 5.9 

Urea 8M( مـدت  کوتـاه  یفیوژسـانتر  بـا  .شد اضافه رزین به 
 از باقیمانـده  رسـوب  .گردیـد  جدا پروتئین حاوي رویی مایع

 Tris HCl 10mM,( 4 بـافر  لیتـر  میلـی  1 بـا  قبـل  مرحلـه 

,NaH2 PO4 100 mM ,pH 4.5 Urea 8M(  شستـشو 
 اتـاق  حرارت در راکر روي بر ساعت نیم مدت به و داده شد 

 رویــی مـایع  مــدت کوتـاه  ســانتریفیوژ بـا  ســپس .قرارگرفـت 
 پـروتئین  وجـود  از اطمینـان  براي .گردید جدا پروتئین حاوي

 الکتروفـورز  از اسـتفاده  بـا  رویـی  هـاي  محلول ،شده تخلیص
SDS PAGE  میـزان  .شـد  بررسی الکتروفورز ژل روي در 

 گیري اندازه برادفورد روش از استفاده با شده خالص پروتئین
 وتعیــین شــده تولیــد پــروتئین صــحت تائیــد بــرايو  گردیــد

   .شد استفاده بلات وسترن آزمون از آن ژنتیک آنتی یژگیو
 یـک  فاصله به نوبت دو در موش عدد یک به ابتدا

 محـیط  عـصاره  فاقیص ـ درون و جلـدي  زیـر  صورت به هفته
 آدجوانـت  همـراه  بـه  پیـوژنز  اسـترپتوکوکوس  حـاوي  کشت
 بـر  بـادي  آنتـی  تیتـر  رفـتن  بالا از پس  و  گردید تزریق فروند

  .شد  تهیه حیوان سرم نپروتئی این علیه
بـدین شـکل انجـام شـد کـه            بـلات  وسترن آزمون

ــس ــورز از پـ ــروتئین الکتروفـ ــاي پـ ــل هـ ــوب از حاصـ  رسـ
 SDS-PAGE 12 ژل روي بـــر یافتــه  القــاء  هــاي  بــاکتري 

 PVDF کاغـذ  بـه  آمـده  دسـت  بـه  پروتئینی باندهاي درصد،
 مـولار  میلـی  25 بـافري  محـیط  در انتقـال  عمل .گردید منتقل

 بـه  متـانول  درصـد  20 و گلایـسین  مـولار  میلـی  192 تـریس، 

Archive of SID

www.SID.ir

www.SID.ir


 بررسی خواص آنتی ژنیک پروتئین نو ترکیب...                                                                                              مراد خانی و همکاران 

                                      ٧٧                                                                           1390 ، خرداد وتیر2دهم، شمارهرمجله علمی پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی اراك، سال چها

 انجـام  ولـت  90 جریـان  شـدت  در و ساعت نیم و یک مدت
 دادن قـرار  بـا  PVDF کاغـذ  سـازي  مـسدود  مرحلـه  .گرفت
 .شـد  انجـام  سـاعت  یـک  مدت به کننده بلوکه بافر در کاغذ

 دو مـدت  بـه  PVDF کاغـذ  سـازي،  مـسدود  مرحلـه  از پس
 A هیالورونیـداز  با شده تلقیح موش سرم مجاورت در ساعت

 کنترل( نشده تلقیح موش سرم نمونه یک و )100/1( تجارتی
ــی ــرار )منف ــد داده ق ــس .ش ــیون از پ ــاعته دو انکوباس ــا س  ب
 بـافر  بـا  مرتبـه  سـه  PVDF کاغـذ  نوارهـاي  سـرم،  هاي نمونه

TBS-T ) شـامل NaCl 15  مـولار،  میلـی Tris-HCl pH 

 و شـده  ستشوش )صد در tween20 1/0 مولار، میلی 10 7.4
 بـا  متـصل  مـوش  ضد بادي آنتی با ساعت نیم و یک مدت به

 از پـس  نهایـت  در ؛گردیـد  انکوبه 500/1 رقت با پراکسیداز
 بانـدهاي  مـشاهده  بـراي  ،TBS-T بـافر  بـا  ها نمونه شستشوي

 ،PVDF کاغـذ  در ژن آنتـی  بـا  بادي آنتی واکنش به مربوط
 قــرار )(DAB بنزیــدین آمینــو دي محلــول در مزبــور کاغــذ
  .گرفت

  
  ها یافته

ــت ــوزومی DNA غلظ ــه کروم ــت ب ــده دس  از آم
 در میکروگـــرم 500 برابـــر پیـــوژن اســـترپتوکوك بــاکتري 

 تکثیـر  بـراي  الگـو  عنـوان  به DNA این .دش برآورد لیتر میلی
 تکثیـر  ژن قطعـه  انـدازه  .گردیـد  اسـتفاده  A هیالورونیداز ژن

 دودح بازي جفت 100مارکر با مقایسه در PCR توسط یافته
   ).1 شکل( بود باز جفت 2607

  

  
 bp 2607 بانـد  دوم سـتون  ،bp  100 کـر  مار  اول ستون  .1 شکل

  )منیزیم مولار میلی 5/1 با(  hylAژن به مربوط

 یافتـه  تکثیر ژن ترادف بین شده انجام مقایسه نتیجه
 تـرادف  بـا  بـود،  گردیده کلون pTz57R/T پلاسمید در که
 ثبـت  ژن بانـک  در کـه  A نیـداز هیالورو ژن بـراي  شـده  هیارا

  .بود یکسان است، شده
 ساعت 4 از پس A هیالورونیداز نوترکیب ینئپروت

 در شـده  تولیـد  پـروتئین  وزن .گردید تولید IPTG با القاء از
   .بود کیلودالتون 120 حدود

 ازکیـت  اسـتفاده  بـا  HylA ینئپـروت  سازي خالص
Ni-NTA ــر  انجــام ســازنده شــرکت دســتورالعمل اســاس ب

 سـنجیده  برادفـورد  روش از اسـتفاده  با ینئپروت غلظت رفتگ
 میکروگـرم  500 برابـر  محلول در موجود پروتئین مقدار .شد
  ).2 شکل(بود لیتر میلی در
  

  
 نمونـه  ،)1 سـتون (مارکر پروتئین :  HylAنپروتئی تخلیص  .2 شکل

 خـالص  پـروتئین  ،)3 سـتون (القاء از بعد نمونه ،)2 ستون(القاء از قبل
 )4-8 ستون ( شده

  
 در ژن آنتـی  بـا  بـادي  آنتی واکنش به مربوط نتایج

 اسـاس  بر .است نمایش داده  3 شکل در بلات وسترن آزمون
 شــده تلقــیح مـوش  ســرمی نمونـه  در آمــده، دسـت  بــه نتـایج 

 کاغـذ  در ژن آنتـی  بـا  بـادي  آنتی واکنش به مربوط باندهایی
PVDF شواکن بر دال باندي هیچ حال عین در ؛شد مشاهده 

  .نشد دیده نرمال موش سرم نمونه در ژن آنتی با بادي آنتی
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 A هیالورونیداز با شده تلقیح موش سرم با ایمنوبلات آزمون .3 شکل

 )1 ستون( مارکر پروتئین و )6 ستون( طبیعی موش ،) 2-5 ستون(
 

  بحث
ــد ــروتئین تولیــ ــب پــ ــداز نوترکیــ  در هیالورونیــ

 و نـشده  گـزارش  قـبلا  یوکاریوت و پروکاریوت هاي سیستم
 بـسیار  شـده  انجـام  زمینـه  ایـن  در کـه  تحقیقاتی و منابع تعداد

 بیـان  کلونینگ، از گزارش اولین تحقیق این .باشد می محدود
 پیـوژنز  اسـترپتوکوك  سـلولی  خارج هیالورونیداز تخلیص و

ــی E.coli در ــد م ــن در .باش ــق ای ــل از تحقی ــمیدي ناق  پلاس
pET32a ــستم .شــد اســتفاده ــرین قــوي لــهجم از pET سی  ت

 در نوترکیـب  هـاي  پـروتئین  تولیـد  و ژن بیـان  بـراي  ها سیستم
 تحت هدف ژن سیستم این در .باشد می کلی اشریشیا باکتري
 ســویه( میزبــان ژنــوم در و بــوده T7 قــوي پروموتــور کنتــرل

BL21-pLysS کنترل تحت ژن از رونویسی )کلی اشریشیا 
 سـلول  رد کـه  T7 فـاژ  پلیمـرآز  RNA توسط پروموتور این

 علـت  بـه  بنـابراین  .پـذیرفت  انجـام  است، شده کلون باکتري
 تولیـــد میزبـــان، ســـلول از ژن رونویـــسی سیـــستم اســـتقلال
mRNA از متـاثر  سیـستم  ایـن  در پـروتئین  تولید نهایت در و 

 همـین  بـه  ،باشـد  نمـی  پـروتئین  سـنتز  در دخیل سلولی عوامل
 سـت ا هایی سیستم از بیش سیستم این در محصول تولید علت

 ؛)15(اسـت  میزبـان  سـلول  پلیمرآزهاي به وابسته رونویسی که
 500 حـــدود تــا  پـــروتئین میــزان  تحقیـــق ایــن  در چنانچــه 

   .شد برآورد لیتر میلی در میکروگرم
 داراي پیوژن استرپتوکوك هیالورونیداز پروتئین

 در که طور همان .)5(باشد می دالتون 99636 برابر وزنی
 حدود وزن داراي شده تولید پروتئین شود می دیده 2 شکل
 اختلاف وزنی مشاهده شده در علت ؛است کیلودالتون 120

 ناقل به مربوط هاي پروتئین برخی شدن افزوده پروتئین،
   .است تیرودوکسین پروتئین جمله از پلاسمیدي

 باند بر علاوه بلات وسترن SDS-PAGE ژل در 
 مشاهده نیز تر کوچک باندهاي دالتون، کیلو 120 یعنی اصلی

 وجود احتمال این باندها این وجود به توجه با .)3 شکل(شد
 پروتئین این شدن شکسته و شود شکسته پروتئین که دارد

 پروتئین این شدن شکسته .باشد وزن سنگینی از ناشی احتمالا
 است ممکن یا و )4(است شده دیده نیز دیگر مطالعات در

 از ترجمه و دهند نشان را متفاوتی آغازین ترجمه قطعات
 شده انجام سوم دوم، متیونیننظیر  بعدي آغازین هاي جایگاه

-N ناحیه ابتدایی آمینواسیدهاي فاقد پروتئین بنابراین باشد،
   .شود تشکیل تر کوچک هاي اندازه در و باشد ترمینال

 نیمپنو استرپتوکوك از شده استخراج هیالورونیداز
   نشان مطالعات .است دالتون کیلو 107 حدود وزنی داراي

 با قطعاتی،  E.coli در نوترکیب فرم تولید در دهد، می
 که ،دارد وجود کیلودالتون 83 و 91 ، 94 ،107 هاي اندازه
 این بین از .است تولید حین در آن شدن خرد دهنده نشان

 فعالیت داراي پروتیئن دالتونی کیلو 83 شکل تنها قطعات
 شده تولید پروتئین کل زانمی بنابراین .)16-18(باشد می آنزیمی

 همه به مربوط )لیتر میلی در میکروگرم 500( تحقیق این در
 هاي وزن نیز نز و همکارانهی .است پروتئین شده تولید اشکال

 تخلیص روش به بسته را هیالورونیداز از متفاوتی مولکولی
 کیلو 70 با برابر وزنی فیلتراسیون ژل روش با ،دنآور بدست
 وزنی آکریلامید-SDS الکتروفورز از ستفادها با و دالتون
  .)5(بود دالتون کیلو 50 حدود

 تحقیقات پروتئین شدن شکسته از جلوگیري براي
 دما، جمله از شرایط تغییر با .شود انجام باید نیز دیگري

 توان می پلاسمید تغییر  والقاء مدت طول کشت، محیط
 شکست از تا کرد تعیین را پروتئین پایداري مناسب شرایط

 شناسایی براي همچنین .شود جلوگیري امکان حد تا آن
 این از یک هر آنزیمی فعالیت و ژنیک آنتی خاصیت
   .باشد می بیشتري تحقیقات به نیاز قطعات،

 كواسترپتوک در آنزیم ناچیز تولید به توجه با
 تولید حین در که عفونت انتقال احتمالی خطرات و ژنز   پیو
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 با باید آنزیم این تولید ،دارد وجود ريباکت این از آنزیم
  E.coli نظیر دیگر هاي باکتري در و نوترکیب هاي روش

    .پذیرد صورت
 دسـت  بـه  نوترکیب A هیالورونیداز واکنش نظر به 

 ایــن از تــوان مــی A هیالورونیــداز ضــد بــادي آنتــی بــا آمــده
 پیـوژن  استرپتوکوك از ناشی عفونت تشخیص براي پروتئین

 الیـزا  نظیـر  کمـی  تشخیـصی  هاي روش از استفاده با .برد بهره
 .دنمـو  تعیـین  نیز را پروتئین این ضد بادي آنتی میزان توان می
  مطالعات بیـشتر در ایـن خـصوص بـه خـوبی احـساس              به نیاز

  . می گردد
  

  گیري نتیجه
 ژن با سکانس نظر از تحقیق این در شده کلون ژن
 تولیـد   .داد نـشان  را همولـوژي  درصـد  A، 100 هیالورونیداز

 ایـن  . شـد  انجـام  pET32a ناقـل  از اسـتفاده  بـا  پـروتئین  این
 و داشـته  هیالورونیـداز  بـا  مـشابه  ژنیک آنتی خاصیت پروتئین

 هیالورونیـداز  ضـد  بـادي  آنتی تشخیص جهت آن از توان  می
A نمود استفاده نیز مبتلا افراد در.   
  

  قدردانی و تشکر
ب ایـن پــژوهش بخــشی از طــرح تحقیقــاتی مــصو 

 هیالورونیـداز تولید" تحت عنـوان  ایلامدانشگاه علوم پزشکی    
ــیE.coliنوترکیــب در  ــسیته و بررســی آنت ــین " آن ژنی  هچن

قـــسمتی از پایـــان نامـــه دانـــشجویی خـــانم آذر مرادخـــانی  
 لـذا بدینوسـیله از     ؛باشـد  دانشجوي دوره کارشناسی ارشد می    

ــوم پزشــکی   ــشگاه عل ــت پژوهــشی دان ــلاممعاون ــ  ای شکر و ت
 مرکـز  و معاونت پژوهـشی  همچنین از.بعمل می آیدنی  قدردا

تحقیقات پزشکی و مولکولی دانشگاه علوم پزشکی اراك به 
 کلیه همکارانی که که     از و تجهیزات وامکانات دلیل پشتیبانی   

 صــمیمانه تــشکر و یــاري نمــوده انــدمــا را در ایــن پــژوهش 
 .نماییم قدردانی می
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