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  دانشگاه آزاد اسلامي پزشكيعلوم جله م
  229تا  220صفحات ، 97 پاييز، 3، شماره 28 ورهد

  

 Streptococcusاستخراج  آنزيم استرپتوكيناز از استرپتوكوكوس آگالاكتيه (

agalactiae (  جدا شده از مخاط گلو و بررسي اثرات فيبرينوليتيك و سميت آن بر
   Hu02 هاي سالمسلول

 2يانوش اقدام، 1يحاتماكبر  يعل
   

 ارشد، گروه ميكروبيولوژي، دانشكده علوم پايه، واحد ساوه، دانشگاه آزاد اسلامي، ساوه، ايرانآموخته كارشناسيدانش 1
  ، ساوه، ايرانواحد ساوه  استاديار، گروه ميكروبيولوژي، دانشكده علوم پايه، دانشگاه آزاد اسلامي2

  چكيده
هاي قلبي عروقي در حال حاضر جزو سه علت اول مرگ و مير و ناتواني انسان در سراسر دنيا و در حال تبديل بيماري :سابقه و هدف
. استرپتوكيناز به عنوان شناخته شده ترين داروي فيبرينوليزي، هستندترين عامل مرگ و مير يا ناتواني در اغلب كشورها شدن به اصلي

شود. در اين تحقيق آنزيم شود. اين آنزيم از باكتريهاي بتا هموليتيك توليد ميستفاده ميمدت مديدي است كه در درمان سكته قلبي ا
 .استرپتوكيناز از باكتري استرپتوكوكوس آگالاكتيه جدا شده از گلو استخراج شد

رينوليزي و تست عدم سميت ها و بررسي فعاليت بتاهموليزي آنها، انزيم باكتريها  استخراج و فعاليت فيبپس از كشت باكتري :يسروش برر
   . انجام گرفت

و آنزيم استخراجي باكتري  ندبود % 30ها داراي فعاليت فيبرينوليزي بالاتر از درصد از نمونه 14 هاي استخراج شده،در ميان آنزيم :هايافته
ساعت ميزان سميت آنزيم استخراجي  48 ساعت و 24هاي بالا فعاليت فيبرينوليزي داشت. در تست عدم سميت در استاندارد كمتر از نمونه

 . ها كمتر بوداز باكتري استاندارد از ديگر نمونه

هاي جدا شده از گلو از باكتري استاندارد بيشتر مشاهده و اين اثر در باكتري ندهاي استخراجي  داراي اثر فيبرنوليزي بودآنزيم :گيرينتيجه
توان آن را به كه مييافت و با كاهش غلظت سميت كاهش و با افزايش زمان افزايش  ر كردها بسته به زمان و غلظت تغيي. سميت آنزيمشد

 .خطر و طبيعي در از بين بردن لخته هاي خوني معرفي كردعنوان داروي جديد، كم

  .هاي سالم فيبروبلاستياسترپتوكوكوس آگالاكتيه، استرپتوكيناز، اثرات فيبرينوليتيك، سلول واژگان كليدي:
  

  1قدمهم
هـاي خـوني در   هاي قلبي عروقي ناشي از ايجـاد لختـه  بيماري

حال حاضر جزء سه علت اول مرگ و ميـر  نـاتواني انسـان در    
ترين عامل مـرگ و  سراسر دنيا و در حال تبديل شدن به اصلي

. درمـان ترومبوليتيـك   هسـتند مير يا ناتواني در اغلب كشورها 
ت، البتـه در  يك درمـان مرسـوم در درمـان سـكته قلبـي اس ـ     

                                                 
  يانوش اقدام ،واحد ساوه يدانشگاه آزاد اسلام ه،يدانشكده علوم پا: تهران، نويسنده مسئولآدرس 

)email: eghdami49@gmail.com  (  
   25/10/96: تاريخ دريافت مقاله
  15/12/96 :تاريخ پذيرش مقاله

اســتفاده از ايــن داروهــا مشــكلاتي از قبيــل تــاخير فعاليــت،  
شـود. داروهـاي ترومبوليتيـك اسـتفاده     خونريزي مشاهده مي

فعال كننده پلاسـمينوژن   از شده در درمان سكته قلبي عبارت
طور وسيع مورد ه كه ب هستند بافتي، اوروكيناز و استرپتوكيناز

وكوك آگالاكتيـه بـه شـكل    اسـترپت  .گيرنـد استفاده قـرار مـي  
كه در ايجـاد گلودردهـاي چركـي    است ديپلوكوك گرم مثبت 

. ايـن بـاكتري داراي فاكتورهـاي    اسـت اي داراي اهميت ويـژه 
حدت مهمي از جمله استپتوكيناز و استرپتودورناز و هموليزين 

تــرين و بهتــرين فعــال كننــده . اســترپتوكيناز، قــديمياســت
 ـ  هـاي بتـا هموليتيـك    گونـه وسـيله  ه پلاسمينوژن است كـه ب
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شود. اين آنزيم يك پـروتئين خـارج   استرپتوكوكوس توليد مي
سلولي است كه فاقد خاصيت پروتئازي بـوده و سـبب تبـديل    

توانـد فيبـرين   شود كـه مـي  پلاسمينوژن به پلاسمين فعال مي
لخته را تجزيه كنـد. اسـترپتوكيناز در درمـان ترومبـوز وريـد      

دارد. همچنين در درمـان ترومبـوز    عمقي و آمبولي ريه كاربرد
شريانهاي كرونر بعد از سكته قلبي و نيز در باز كـردن انسـداد   

گيــرد. كانولهــاي شــرياني و وريــدي مــورد اســتفاده قــرار مــي
استرپتوكيناز پلاسمينوژن را هم وابسته به فيبرين و هـم غيـر   

 تواند فعال كنـد. امـروزه اسـترپتوكيناز   وابسته به فيبرين را مي
شود و در مقايسه بـا فعـال   صورت نوتركيب توليد ميه بشتر بي

ــايين  ــافتي قيمــت پ ). 2, 1تــري دارد (كننــده پلاســمينوژن ب
عنــوان كردنــد كــه    2011گروهــي از محققــين در ســال   

استرپتوكيناز عامل موثر براي فعال كردن پلاسـمينوژن بـافتي   
است كه در برخورد با انفاركتوس قلبـي حـاد عامـل بسـيار بـا      

يك روش رنـگ سـنجي    MTTرزش و مطمني است. آزمايش ا
هـاي  است كه بر اساس  احيا شدن و شكسته شـدن كريسـتال  

زرد رنگ تترا زوليوم بوسيله آنـزيم سوكسـينات دهيـدروژناز و    
 1983تشكيل كريستالهاي آبي رنگ نا محلول است. در سال  

MTT   .به عنوان جايگزيني براي روش راديواكتيو پيشنهاد شد
هـا، مراحـل شستشـو جمـع     ر اين روش بر خلاف ساير روشد

ها و آوري سلول كه اغلب باعث از دست رفتن تعدادي از سلول
انـد و تمـام مراحـل    شوند؛ حـذف شـده  افزايش خطاي كار مي

آزمايش از ابتداي كشت سلولي تا قرائـت نتـايج بـا فتـومتر در     
و شـود. لـذا تكـرار پـذيري، دقـت      يك ميكرو پليت انجام مـي 

حساسيت آزمايش بالا بوده، در صورتي كه آزمايش روي سلول 
). در اين پژوهش سعي 4, 3هاي چسبيده به پليت انجام شود (

آنزيم  ،شده است تا با رعايت شرايط استريل و ملاحظات ايمني
ــاكتري هــاي اســترپتوكوكوس آگالاكتيــه اســترپتوكيناز را از ب

ثير آنها را بـر روي  تا ،و بدون كوچكترين تغيير كنيمجداسازي 
و اثر بخش بـودن  نيم هاي خوني و كازئين شير بررسي كلخته

آن را در جهت استفاده در درمان بيماريهاي قلبـي و گرفتگـي   
هـاي  نزيمآدر اين راستا اثر سميت . عروق كرونر را نشان دهيم

هـاي سـالم فيبروبلاسـتي سـالم     استخراج شده بر روي سـلول 
هـا مشـابه   ر ايـن تحقيـق، يافتـه   . دشـد بررسي  HU02انساني 
هاي نوها بشـير اسـت كـه بـراي بررسـي فعاليـت آنـزيم        يافته

استخراجي آزمونهاي فيبرينوليزي ،كازئينوليزي و همچنين ليز 
بررسي هاي ايشـان منجـر بـه    . لخته بر روي لام را انجام دادند

شـد.   %30شناسايي سه آنزيم با فعاليت فيبرينوليزي بـالاتر از  
ضر با نتايج ذكر شده در بالا با ايـن تحقيـق مشـابه    تحقيق حا

،اين اولين تحقيق و گـزارش در   MTT است اما از لحاظ تست

اين رابطه اسـت. بـا توجـه بـه نيـاز داخلـي كشـور بـه داروي         
استرپتوكيناز و قيمت نسبتا بالاي آن، نياز به توليـد ايـن دارو   

وجـه  در كشورمان احساس مي شود. هدف از تحقيق حاضر با ت
به آمار رو به رشـد سـكته هـاي قلبـي در كشـور و همچنـين       

هاي طبيعي، در اين تحقيـق  گرايش جوامع امروزي به فرآورده
استرپتو كوكـوس آگالاكتيـه   با استخراج آنزيم استرپتوكيناز از 

هـاي  جدا شده از مخاط گلو و اثر فيبرينوليتيك آنها بـر لختـه  
ان محصولات طبيعي و هاي ميكروبي به عنوخوني، اثر فرآورده

هـاي سـنتزي را   تهيه داروي طبيعي كـه عـوارض جـانبي دارو   
     .مورد بررسي قرار گرفت، نداشته باشد

  
  مواد و روشها

از گلـوي   بـاكتري اسـترپتوكوكوس آگالاكتيـه    نمونه  50تعداد
تـا   1395ماه از اسفند  6بيماران در بيمارستان ميلاد در مدت 

هـا در محـيط   . بـاكتري شـدند جمـع آوري   1396شهريور ماه 
BHI broth    30و با استفاده از گليسيرين استريل در دمـاي- 

و در فواصــل دو ماهــه  ندشــدنگهــداري درجــه ســانتي گــراد 
هـاي جداشـده بـر روي    پاساژهاي مكرر صورت گرفت. باكتري

محيط كشت محيط بلاد آگـار (مـرك، آلمـان) رشـد كـرده و      
-كردند و با توجه به روش هاي محدب كرم رنگي را توليدكلني

هاي شناسايي از قبيل نوع هموليز ،رنگ آميزي گرم، مشـاهده  
مستقيم، كاتالاز ،تست كمـپ و حساسـيت بـه باسيتراسـين و     

ــه  ــراي همـ ــوچين بـ ــاكتري  50اپتـ ــين بـ ــه و همچنـ نمونـ
تهيه شـده از مركـز     ATCC12386استرپتوكوكوس آگالاكتيه 

استرپتوكيناز اسـتخراج   ذخاير ژنتيك ايران انجام گرفت. آنزيم
 و خـواص فيبرينـوليزي، كـازئينوليزي و همچنـين تسـت     شد 

MTT     بر روي سلول هـاي سـالم فيبروبلاسـتي انسـانHU02 ،
مربوط به نمونه هاي شاخص از نظر اثر فيبرينـوليزي و سـويه   

   ATCC 12386 استاندارد استرپتوكوكوس آگالاكتيـه بـا كـد   
   .آزمايش شد

  لص سازي استرپتوكينازهاي جداسازي و خاروش
هاي كشت خالص كه با نمايش ناحيه روشـن از همـوليز   كلوني

ميلـي   10در  ،روي پليتهاي بلاد آگار كشت داده شـده بودنـد  
درجـه   37ليتر محيط كشت مينرال سـالت بـراث و در دمـاي    

ساعت انكوبه شدند. پس از گسترش  24گراد و به مدت سانتي
ميلـي   49طهاي ذكر شده، بـه  ميلي ليتر از اين محي1تيرگي، 

ليتر محيط كشت مينرال سالت براث انتقال يافت و انكوبه شد. 
 30به مدت  10000gها با استفاده از سانتريفوژ سرد در نمونه

 دقيقه سانتريفوژ شدند. سوپرناتانت سلولي آزاد از ميـان فيلتـر  
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استات سلولز جداسازي شـد و فيلتـر شـده هـا      ميكرون 45/0

  ).1رپتوكيناز خام در نظر گرفته شدند (بعنوان است
  آزمون حل كردن لخته خوني

 500هـا مقـدار   خون انساني تازه تهيه شد و به هر يك از لولـه 
هاي حـاوي  سپس همه لوله شد.ميكرو ليتر از اين خون اضافه 

درجـه سـانتي    37دقيقـه در دمـاي    45خون انساني به مدت 
بـه  g 4000هـا در  لولهگراد انكوبه شدند. پس از تشكيل لخته، 

ها بـا مكـش از   سرم روي لخته و دقيقه سانتريفوژ شد 5مدت 
هـا وارد  بدون اينكه آسـيبي بـه لختـه   شد، ها خارج داخل لوله

هاي ميكرو سانتريفوژ  همراه با لختـه يادداشـت   شود. وزن لوله
. در شـد محاسـبه   w1 از w2 وزن لخته با كم كردن. (w2) شد

هـاي  رو ليتـر از هـر يـك از سـوپرناتانت    ميك 500ادامه مقدار 
هاي حاوي لخته نمونه) به هر يك از لوله 51سلولي جدا شده (

ميكروليتـر آب مقطـر     500اضافه شد. به دو لوله ديگر مقدار 
. اضافه شد BHI Broth ميكروليتر محيط كشت 500استريل و 
 90درجـه سـانتي گـراد بـه مـدت       37ها در دماي همه نمونه

پـس   .كوبه شدند و ليز لخته ها در اين مدت انجام شددقيقه ان
از انكوباسيون مايع  هر يك از لوله ها خـارج شـده و لولـه هـا     

 ).1دوباره وزن شدند (

ــد     ــبه ش ــه محاس ــتفاده از معادل ــا اس ــه ب ــز لخت ــد لي                   :در ص
-))w3-w1)/(w2-w1)*100) 100 درصد ليز لخته=  

  كازئينوليز شعاعي
طبق دستور العمل كارخانه  SKIM MILK agar محيط كشت

ميكرو ليتر از هـر يـك از سـوپر      200تهيه شد، سپس مقدار 
 SKIMهاي درون پليـت  هاي جداسازي شده به چاهكناتانت

MILK agar   و براي مدت شد كه قبلا ايجاد شده بودند اضافه
درجه سـانتي گـراد انكوبـه شـدند تـا       37ساعت در دماي  24

  كازئين بررسي شود. ميزان هضم
  ليز لخته خون روي لام

بـر   .ها لام تميز انتخاب و شماره گـذاري شـدند  به تعداد نمونه
روي هر لام يك قطره خون ريخته شد و پس از تشكيل لختـه   

ميكرو ليتر از آنـزيم خـام بـه     200و فيكس شدن آنها ، مقدار 
رار و ليز لخته مورد بررسي ق ـشد لخته هاي روي لام ها اضافه 

) از مركـز ملـي   HU02 IBRCC 10309گرفـت. رده سـلولي (  
 T-25هـا در فلاسـك   سلول .ذخاير ژنتيك ايران خريداري شد

ها توسط ميكروسكوپ معكـوس جهـت   تهيه شده بودند. سلول
اطمينــان از عــدم آســيب ديــدگي و از لحــاظ چســبندگي بــه 

خاصيت چسبندگي داشـته   HU02. سلول شدفلاسك بررسي 
چسبند و عدم چسبندگي نشانگر اين است ك ميوبه كف فلاس

به اين معنـي كـه مـرگ و     ،ها زياد استسلول Confluncyكه 

و در  )stationary phase( ها با تكثيرشان  برابر استمير سلول
 ) خواهد شد.deat phase( نتيجه سلول بلافاصله وارد فاز مرگ

شـت  ك ،درصد رسيد 70-80به  confluncyبنابراين زماني كه 
از محـيط كشـت    HU02. جهت كشت سـلول  شدمجدد انجام 

)FBS) (DMEM+2Mml l-Glutamine +10% Fetal  

Bovine serum(  سپس داخل هود درب فلاسـك   .شداستفاده
ميلي  5ها را باز كرده و لايه رويي سلول ها توسط حاوي سلول
 Trypsinميلي ليتـر محلـول    2 وشسته شد  PBSليتر محلول 

(0.25%) -EDTA )0.25%ها اضـافه  ) به فلاسك حاوي سلول
دوباره درب فلاسك به آرامي تكان داده شد تـا از پوشـش    .شد

. دوباره درب شودها توسط محلول اطمينان حاصل كامل سلول
و  %5دار، با جو  CO2فلاسك به آرامي بسته شد و در انكوباتور 

دقيقـه انكوبـه شـد     3درجه سانتي گرادبه مـدت   37در دماي 
 ها زير ميكروسكوپ معكـوس پس از انكوباسيون وضعيت سلول

ــرار گرفــت  ــد و در   .مــورد بررســي ق ســلولها جــدا شــده بودن
بلافاصله فلاسك به زير هود انتقـال   .سوسپانسيون شناور بودند

ميلي ليتر محيط كشت تازه اضافه شد و بعد طي  2داده شد و 
 .چند بار پيپتـور كـردن سوسپانسـيون همـوژني حاصـل شـد      

ميلي ليتـري يـا    15سوسپانسيون به يك لوله مخروطي شكل 
 200دقيقــه بــا دور  5همــان فــالكن انتقــال داده شــد و طــي 

محلول رويي خارج شده و سپس توسط انگشت  .سانتريفوژ شد
هـاي سـلولي نـرم    به آرامي به فالكن ضربه وارد شـد تـا گلولـه   

 ميلي ليتر محيط كشـت اضـافه شـد و    2شوند. در مرحله بعد 
طي چند بار پيپتور كردن محلول توسط پيپت، اجازه داده شد 

ها جهت تست ها كاملا تفكيك شوند و در نهايت سلولتا سلول
MTT   6, 5(شدند استفاده.(  

روش شمارش سلولي جهت بررسي درصد سلولهاي زنده 
  MTT و استفاده در تست

آزاد شـده و    EDTA-ها به كمك محلول تريپسـين ابتدا سلول
حجم كمي از محـيط كشـت بـه صـورت سوسپانسـيون در      در 
 15سپس در داخل لوله مخروطي شكل(فالكن) استريل  .ندآمد

 .ندسانتريفوژ شـد   g 200دقيقه با دور  5ميلي ليتري به مدت 
سوسپانسيون سلولي ، جند بار با پيپت پاستور كشيده و خالي 

حـت  ت ند.ها بصورت يكنواخت و مجزا از هم درآمدشد تا سلول
ميكرو ليتر سوسپانسيون سـلولي   200تا  100شرايط استريل 

و بـا  شـد  درصد اضافه  4/0برداشته و هم حجم آن تريپان بلو 
ها دو بار ، بدين ترتيب سلولشدپيپت كردن به آرامي مخلوط 

ميكروليتر آب مقطر قرار  2-3روي لام نئوبار تميز  رقيق شدند.
لام را بـه آرامـي    .ه شدداده و يك لام سنگي روي آن قرار داد

فشار داده و چند بار به عقب و جلو كشيده شد، طوري كه آب 
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ــاره ــت شــد مقطــر از كن ــا خــارج شــدند و لام روي لام ثاب  .ه
سوسپانسيون سلولي را مخلـوط كـرده و در هـر دو طـرف لام     

هـا  پس ازچند لحظه سـلول  نئوبار از اين سوسپانسيون پر شد.
ت شدند و با ميكروسكوپ نوري در كف لام ته نشين و بي حرك

هاي زنـده يـا   تعداد سلول ند.بررسي شد 20و با درشت نمايي 
-هاي رنگ گرفته يـا سـلول  شفاف بودند و سلول رنگ نگرفته،

 )%98هـا (حـدود   اكثريت سلول هاي آبي رنگ غيرزنده بودند.
  ).7زنده بودند (

  :دست آمده روش محاسبه شمارش سلولي از فرمول زير ب
100يب رقت رنگضر  تعداد سلول=تعدادسلول ها بـه ازاي

  هر ميلي ليتر
 ــ ــر ســايتو توكســيك عصــاره ب ــاكتري ه اث ــده از ب دســت آم

هــاي ســالم  اســترپتوكوكوس آگالاكتيــه بــر روي ســلول   
ــتي  ــتفاده    HU02فيبروبلاس ــا اس ــنجي ب ــگ س ــه روش رن ب

 hiazol-2yl)-2,5 diphenl Tetrazolium  bromide(MTT)از

 3-(4,5 dimethylt هاي كنتـرل بررسـي   و در مقايسه با گروه
دست آمده از اسـترپتوكوكوس، بـا اسـتفاده از    ه شد. عصاره ب

رقت سازي شـد. بـدين صـورت كـه از      serial dilution روش
در صـد در نظـر گرفتـه     100عصاره نهايي (به عنوان غلظت 

 100لاندا برداشته و بـه چاهـك اول كـه حـاوي      100 شد)،
ميكرو ليتر سلول  100كشت اختصاصي و ميكرو ليتر محيط 

ها همـين مقـدار   (تمامي چاهكشد مورد آزمايش بود اضافه 
د). پـس از چنـد بـار پيپتـور     شـتن محيط كشت و سلول را دا

لانـدا از ايـن    100كردن (جهت هموژن شـدن) چاهـك اول   
چاهك برداشته و به چاهك دوم اضافه شد و به همين ترتيب 

ارم تا چهـار دهـم بـدين ترتيـب     از چاهك دوم به سوم و چه
ها به منظور دقت بيشتر و صحت تكرار پذيري داده .شدانجام 

حفره اختصاص داده  3به هر غلظت و براي هر سلول حداقل 
كـه همـان    (Control) حفـره جهـت شـاهد    3همچنين  .شد

حفـره نيـز    3محيط كشت حاوي سلول در نظر گرفته شد و 
ده شـد. پـس از   اختصـاص دا  (DMSO)جهت كنتـرل مثبـت  

اي خانـه  96هاي متفاوت، پليت اضافه كردن عصاره با غلظت
. شدانكوبه  2CO %5گراد با جو؛ درجه سانتي 37در انكوباتور 

 ميكروليتر محلـول  10هاي محيط كشت به هر يك از حفره

MTT    اضافه شد و ظرف را در ورق آلومينيـومي پوشـانيده و
و  2CO %5گراد بـا جـو؛    درجه سانتي 37دوباره در انكوباتور 

سـاعت انكوباسـيون    2- 4پـس از  شـد.  انكوبه  %100رطوبت 
بـا كمـك ميكروسـكوپ    ، ساعت بود) 3(زمان در آزمايش ما 

و در شـد  اي بررسي اينورت حضور رسوب ارغواني رنگ نقطه
ميكروسـكوپ، محـيط    زيـر  صورت مشاهده رسـوب ارغـواني  

لول هـاي  (فقط در مورد س ـشد ها كاملا تخليه كشت چاهك
جهـت انحـلال    DMSO ميكرو ليتـر محلـول  100 .چسبنده)

 كريستالهاي فورومازان اضافه شد و در نهايت ميـزان جـذب  

(OD) توسط دستگاه Elisa Plate Reader  570در طول موج 
نانومتر اندازه گيري شد. در ضـمن درصـد بقـاي سـلولي در     

در نظـر گرفتـه شـد و غلظتـي از      100گروه كنتـرل منفـي   
بات مورد آزمايش كه درصد حيات سـلولي را بـه نصـف    تركي

دهد، از روي نمودار با استفاده از نـرم افـزار اكسـل    تقليل مي
بـر   (viability) در پايان درصد زنده ماني سـلول  .شدتعيين 

  ).8د (شاساس فرمول زير محاسبه 
OD sample /OD control *100=Viability  

مار توصـيفي، از ميـان   ها در قسمت آجهت تحليل آماري داده
و در قسمت شد شاخص هاي گرايش مركزي ميانگين محاسبه 

آمار استنباطي نتايج با نـرم افـزار اكسـل و آزمـون آمـاري بـا       
نتايج در  ،مقايسه ميانگين تحليل و استنباط شد. در اين راستا

   . شدارائه  انحراف معيار ±ميانگين  مورد مرگ سلولي به صورت
  

  هايافته
زان جذب نمونه (سلول هايي كه ماده مـورد آزمـايش   اگر مي

به آنها اضـافه شـده اسـت) از ميـزان جـذب گـروه كنتـرل        
هايي كه در مجاورت دارو يا ماده مـورد بررسـي قـرار    (سلول
اين موضـوع نشـانده فرآينـد تكثيـر      ،اند) بيشتر باشدنگرفته

اگـر   ).Proliferation( بيشتر نسبت به گـروه كنتـرل اسـت   
ذب نمونه از ميزان جذب گروه كنترل كمتـر باشـد   ميزان ج

اين موضوع نشانده فرآيند مـرگ سـلولي در نمونـه اسـت و     
دهنده سمي بودن ماده استفاده شده در ايـن غلظـت    نشان
اگـر ميـزان جـذب نمونـه بـا ميـزان       ). Cytotoxicity( است

بـي  نـده  ده جذب گروه كنترل برابر باشد اين موضوع نشان
ها اسـت.   تفاده شده بر تكثير و مرگ سلولاثر بودن ماده اس

نتــايج حاصــل از حــل كــردن لختــه خــوني بــراي بــاكتري  
و جدا شده از گلـو   ATCC12386استرپتوكوكوس اگالاكتيه 

دست آمده ه با توجه به نتايج ب. ثبت شده است 1جدول در 
هـاي  هاي استخراج شـده از نمونـه  نزيمآليز لخته،  زمونآاز 

ــماره ــماره  2،  36، 15، 14، 29، 7، 11 ش ــالاتر از  5و ش ب
ليز لخته را ايجادكردند و در اين ميـان آنـزيم شـماره     20%
ليز لختـه بـالاترين    %36و  %37ترتيب با تقريب ه ب 7و  11

نكـه  آنـزيم اسـتخراج شـده از     آحال  .فعاليت را نشان دادند
 ATCC12386 نمونه اسـتاندارد اسـترپتوكوكوس آگالاكتيـه   

 .بود 43/4 %فيبرينوليزي در حدداراي فعاليت 
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  نتايج آزمون كازئينوليز شعاعي
هاي باكتريايي كه داخل فعاليت كازينوليزي عصاره 2در جدول 

ريختـه    SKIM MILK agarهاي درون محيط كشـت  چاهك
ميزان فعاليت كازينوليزي بر  شده است.نشان داده  ندشده بود

ن و مقايسـه بـا   اساس مشاهده و اندازه گيري قطر ناحيه روش ـ
. يـك  است  ATCC12386مرجع گونه استرپتوكيناز آگالاكتيه

نزيم، مقداري از آنزيم است كه بتوانـد ناحيـه   آواحد از فعاليت 
درجه سانتي  37ميلي متر را در درجه حرارت  1روشن به قطر 

هـا  همـه نمونـه   ساعت ايجـاد كنـد.   24در مدت  pH=7، گراد

 ـ  ميل ـ 1ناحيه روشن بيشتر از قطر  در  د،ي متـر را ايجـاد كردن
ميلي متر را  4و  3قطر بيشتر از  7و  11هاي صورتي كه نمونه

  وجود آوردند.ه ب
  نتايج آزمون ليز لخته خون روي لام

آزمون ليز لخته خوني بر روي لام هاي تميز صورت گرفت و پس 
ها از ميكرو ليتر خون تازه بر روي لام 500از فيكس كردن مقدار 

ميكرو ليتر بر روي  200با در صد بالاي ليز لخته مقدار هاي آنزيم
صورت ناحيه ه هر قطره خوني ريخته شد و فعاليت ليز لخته كه ب

  .شدمشاهده  ،روشن و حالت مايع بر روي لام ايجاد شده بود

 نانومتر 630/492هاي با فعاليت بالادر طول موج نتايج جذب براي آنزيم  .1جدول

 آنزيم استخراج
شده از نمونه 

37شماره   

 آنزيم استخراج
شده از نمونه 

29شماره   

 آنزيم استخراج
شده از شماره 

14 

 آنزيم استخراج
شده از شماره 

13 

 خراجآنزيم است
شده از شماره 

10 

 آنزيم استخراج
شده از نمونه 

6شماره   

 آنزيم استخراج
شده از نمونه 

2شماره   

آنزيم استخراج 
شده از باكتري 

استاندارد 
ATCC:12386 

 شماره نمونه

056/0  084/0  062/0  068/0  062/0  070/0  071/0  037/0  ميزان جذب 

 
  هاي استرپتوكوكوس آگالاكتيهراجي از نمونههاي استخفعاليت كاز ئينوليزي آنزيم  .2جدول 

 قطر ناحيه روشن شماره نمونه قطر ناحيه روشن شماره نمونه قطر ناحيه روشن شماره نمونه قطر ناحيه روشن شماره نمونه
1 ≥1  mm 13 ≥5 MM 25 ≥1 MM 37 ≥4 MM 

2 ≥7MM 14 ≥3 MM 26 ≥7 MM 38 ≥1 MM 

3 ≥1 MM 15 ≥1MM 27 ≥1 MM 39 ≥1 MM 

4 ≥1 MM 16 ≥1 MM 28 ≥1 MM 40 ≥1 MM 

5 ≥1 MM 17 ≥1 MM 29 ≥9 MM 41 ≥1 MM 

6 ≥3 MM 18 ≥1 MM 30 ≥1mm 42 ≥1 MM 

7 ≥1 MM 19 ≥1 MM 31 ≥1 MM 43 ≥1 MM 

8 ≥1 MM 20 ≥1 MM 32 ≥1 MM 44 ≥1 MM 

9 ≥1 MM 21 ≥1 MM 33 ≥1 MM 45 ≥1 MM 

10 ≥3 MM 22 ≥1 MM 34 ≥1 MM 46 ≥1 MM 

11 ≥1 MM 23 ≥1 MM 35 ≥1 MM 47 ≥1 MM 

12 ≥1 MM 24 ≥1 MM 36 ≥1 MM 48 ≥1 MM 

49 ≥1 MM 50 ≥1 MM ATCC12386           51 ≥1 MM     
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درصد ليز

 
 هاي استخراج شده از نمونه هاي استرپتوكوكوس آگالاكتيهدرصد ليزلخته توسط آنزيم. 1نمودار 
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  نتيجه مربوط به استخراج ژنومي
ميزان  ،ژنوميك تخليص شده DNAاندازه گيري غلظت جهت 

نشان داده  1شكل ا دستگاه نانودراپ كه در ها بجذب نمونه
به صورت كمي اندازه گيري شد (همچنين به  ،شده است

صورت كيفي در الكتروفورز نيز چك شد). ميزان نسبت 
OD260  بهOD280  نشان دهنده كيفيت استخراجDNA 

 ،باشد 2الي  7/1كه طبق منابع معتبر اين ميزان اگر بين است 
بدون  DNAگرفته است و ما يك استخراج به خوبي صورت 

 ناخالصي خواهيم داشت.

در  pcrمربوط بـه مشـاهده ژل محصـولات     1با توجه به شكل 
 DNAبانـــدهاي ســـتون اول شـــاخص  ،دســـتگاه ژل داك

LEADER  بانــد ســتون دوم مربــوط بــه بــاكتري اســتاندارد و
است كـه بـه عنـوان     ATCC12386استرپتوكوكوس آگالاكتيه 

بانـد تشـكيل شـده در    . گرفته شده استكنترل مثبت در نظر 
 است كه مربوط به ژن استرپتوكيناز اسـت.   bb 1014محدوده

قـرار   37،29،14،13،10،6،2هـاي  هنمون ،از ستون سوم به بعد
 ـ  دارند. هـا نيـز در محـدوده    هباند تشكيل شده مربوط بـه نمون
1014 bb هاي مورد آزمون واجد يعني اينكه همه نمونه ،است

  وكيناز هستند.استرپتژن 
هـاي اسـتخراجي در   نتايج اثر سميت سلولي مربوط بـه آنـزيم  

است. نتايج حاكي از اين موضوع است شده درج  3تا  1نمودار 
 ATCC 12386سلولي نمونه استاندارد با كـد   كه اثرات سميت
و  14، 13،  29، 6، 10، 2 هاي شاخص شـماره نسبت به نمونه

جه به رقت سازي انجام شده و است. با تو بيمارستاني كمتر 27
، اسـت  ساعته اثرات سميت وابسته به زمان 48و  24هاي زمان

  .يابدميزان سميت آنزيم افزايش مي ،يعني با افزايش زمان
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  هياز استرپتوكوكوس آگالاكت نازياسترپتوك مياستخراج  آنز                                       لاميدانشگاه آزاد اسپزشكي علوم / مجله 226

 
ــاكتري  PCRمحصــولات  .1شــكل ــه ژن اســترپتوكيناز ب هــاي مربــوط ب

  استرپتوكوكوس اگالاكتيه
  

سبت عكـس  هاي استخراج شده نهمچنين ميزان سميت آنزيم
سـميت كـاهش    ،كه با كاهش غلظـت  طوريه ب، با غلظت دارد

يابـد. ميـزان سـميت    يافته و درصد سلولهاي زنده افزايش مـي 
هاي شماره هاي باكتري استاندارد در غلظت اوليه با نمونهآنزيم

 %20هـاي زنـده   تفاوتي ندارد و درصد سلول 14و  2،6،10،13
هـاي  آنـزيم  تر اسـت. بيش ـ 37و  29اي ه ـولي از نمونـه  ،است

-نسبت بـه نمونـه   37و  29هاي شماره هاستخراج شده از نمون

اين سـميت در  . هاي فوق الذكر داراي سميت بيشتري هستند
ولـي   ،ها نيز با كاهش غلطت آنزيم كاهش يافته استاين نمونه
هـاي فـوق بيشـتر    هاي كمتر نيـز نسـبت بـه نمونـه    در غلظت

درصـد   ،سـاعت  24در مـدت   16/1و 8/1هاي در رقت هستند.
اسـت   درصد 100الي  80ها بين هاي زنده در همه آنزيمسلول

كاهش درصد  90الي  70ساعته بين  48و اين درصد در زمان 
ــزيم   ــت. آن ــه اس ــويه  يافت ــده از س ــتخراج ش ــاي اس ــاي ه ه

استرپتوكوكوس آگالاكتيه استاندارد و وحشـي بـراي سـنجش    
ــوليزي،   ــت فيبرين ــت  فعالي ــازئينوليزي و تس ــورد   MTTك م

-استفاده قرار گرفتند و در سنجش اثر فيبرينوليزي روي لخته

اما  ،ها داراي فعاليت فيبرينوليزي بودندهمه نمونه هاي خوني،
ــه ــماره  نمون ــاي  ش ــب   27و  14، 13،  29، 6، 10ه ــه ترتي ب

بيشترين فعاليت فيبرينوليزي را بـر روي لختـه خـوني ايجـاد     
يم اسـتخراج شـده از اسـترپتوكوكوس آگالاكتيـه     و آنـز كردند 

ATCC 12386   فيبرينـوليزي بـود كـه     % 43/4داراي فعاليت
هـاي وحشـي   ست كه اثر فيبرينوليزي سويها نشان دهنده اين

 ـ نسبت به نمونه استاندارد بيشتر است. با توجه به داده ه هـاي ب
-30بين  % 8/5درصد،  30ها بالاتر از نمونه % 8/5دست آمده 

فعاليـت  درصـد   20الـي   10ها بين نمونه % 4/25و  درصد 20
  درصد 10ها فعاليت كمتر از -بقيه نمونهشتند. فيبرينوليزي دا

هاي با فعاليـت  داشتند. با توجه با اينكه جذب اوليه براي آنزيم
هـاي آنزيمـي داراي   -است و نمونـه شده فيبرينوليزي بالا ذكر 

ر ميــزان فعاليــت جــذب متفــاوتي هســتند، احتمــالا تفــاوت د
   .ها باشدتواند به دليل تفاوت در غلطت آنزيم-فيبرينوليزي مي

  
  بحث

نشان داد كـه بـا اضـافه كـردن     ش نتايج بابا شمسي و همكاران
 ـ    ،گلوكز به محيط كشت طـور  ه ميـزان ترشـح اسـترپتوكيناز ب

كه حكايت از وابستگي توليـد آنـزيم   يابد ميمعني دار افزايش 
). 2( ردابوليســم گلــوكز و ترشــح اســيد دااســترپتوكيناز بــا مت

در تحقيقـي ژن اسـترپتوكيناز از سـويه     معمارنژاد و همكـاران 
ژن استرپتوكيناز جـدا  بررسي كردند. هاي مختلف بومي ايران 
پـس از    S.equisimilis ATCC9542 شده از سويه اسـتاندارد 

. انجام شد Pqe30 در وكتور ابراز پروتئين  PCR تكثير به روش
نه تنها مـانع   xHis 6يج نشان داد كه وجود سكانس اضافي نتا

اي و آسان بلكه امكان تخليص يك مرحلهشود، فعاليت آن نمي
نـژاد مقـدم و   ). نتايج  تحقيقات 9آورد (آنزيم را نيز فراهم مي

ضـمن   PGEX-4T-2 نشـان داد اسـتفاده از حامـل    شهمكاران
 ي فـراوان، دم توليد استرپتوكيناز نوتركيـب فعـال و بـا بـازده    

GST  تـوان از  كند كه ميرا نيز به ابتداي آميني آن اضافه مي
اي و آسـان بـا اسـتفاده از ليگانـد     آن براي تخليص يك مرحله

عنوان كردند ش ). ايكس فريدا و همكاران2( گلوتاتيون سود برد
هيدروليز و  كه فعاليت زيستي آنزيم با روش كازئينوليز شعاعي

كه شامل كمـپلكس پلاسـماي   ( CLN هسوبستراي ساخته شد
انساني + آنزيم استرپتوكيناز بـود) انجـام شـد، و وجـود هالـه      

نشـان    kim milk agar   Sهـاي پليـت  روشـن در دور چاهـك  
فعاليت كازئينوليزي آنزيم استرپتوكيناز بود. همچنـين  دهنده 

وسيله روش لوريس و حركت الكتروفورزيس ه ميزان پروتئين ب
ــي  ــد بررس  ــو و ش ــولي آن ب ــيلهه زن مولك و  SDS-Page وس

). 11, 10ين شد (يكيلو دالتون تع 47تشكيل باند در محدوده 
اي  بـراي بررسـي فعاليـت    در مطالعـه ش نوها بشير و همكاران

زيستي از روش كازئينوليزي شعاعي و هضم لخته خـون درون  
و نتايج حاصله نشـان  كردند هاي ميكرو سانتريفوژ استفاده لوله

در بود. ها نسبت به بقيه نمونه SK2 فعاليت بالاي نمونه دهنده
 20تجزيه لخته در مـدت   38 %با  sk2 اين مطالعه نمونه آنزيم

هـدف از مطالعـه   ). 1( دقيقه بيشترين درصد تجزيه را داشـت 
تبديل صفات طبيعي استرپتوكوكوس ش، گاله فاران و همكاران

هاي ه از موتانساكويس ميليس به صفات توسعه يافته با استفاد
. براي بالا بردن توليد استپتوكيناز بود  U.V تصادفي و تشعشع

هـاي جهـش يافتـه فعاليـت بـالاي      نتايج نشان داد كـه سـويه  
 ـهاي وحشـي دار استرپتوكيناز را در مقايسه با سويه  ). 12د (ن
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وســيله تغييــر ه بهبــود مطالعــه بــش ســوباترا دوي و همكــاران
يي براي افزايش توليد ناتوكينـازاز  پارامترهاي فيزيكي و شيميا

جـدا  )  Pseudomonas aeruginosa(سودوموناس آئروجينـوس 
توليـد ناتوكينـاز (آنـزيم     .را مشـاهده كردنـد   شده از شير گـاو 
وسـيله جهـش زايـي شـيميايي و فيزيكـي      ه فيبرينولايتيك) ب

وسـيله  ه افزايش يافت. در اين مطالعه افزايش توليد ناتوكيناز ب
داري را افزايش معنـي  U.V بتليس جهش يافته باباسيلوس سا

در فعاليت فيبرينوليتيك نسبت بـه نمونـه وحشـي نشـان داد     
ميـزان اسـترپتوكيناز    ،شبررسي بـاردواج و همكـاران  در ). 13(

 ـ    Streptococcus dysgalactiae sub وسـيله ه توليـد شـده ب

sp.equimilis SK-6  ،ــا ســورفكتانت ــراه ب ــد،  هم ــاكتور رش ف
مصرف و تحت تـاثير پارامترهـاي فيزيكـي مختلـف     عناصركم 

بـا   محـيط كشـت نمـك معـدني،    گرفـت.  مورد ارزيـابي قـرار   
سورفاكتانت مختلف، عوامل رشد و عناصر كمياب تكميل شـد.  

و حجم تلقيح نيز بررسي شد. نتـايج نشـان داد   اثر دوره كمون 
كه عملكرد استرپتوكيناز در حضور سورفكتانت غير يـوني، كـه   

ــراي پشــتيباني از توليــد  80وئين در آن تــ ــزيم حــداكثر (ب آن
178/0 U /  بالاتر بود. عوامل رشد مانند گلايسـين   )ميلي ليتر

نتـايج  ). 14( شـد و مكمل تيامين منجر بـه توليـد بهترآنـزيم    
جهت آزمون  سـنجش مهـار رقـابتي     شمگال هيس و همكاران

هـاي پلاسـمينوژن   حدي از طريق ليزين سايتتاكه داد نشان 
ال اتصـال پلاسـمينوژن و فعـال    بـه دنب ـ  تصال با واسطه است.ا

قابليت كاهش فيبرونكتين    Streptococcus agalactiae،سازي
هـاي پروتئينـي خـارج سـلولي) را در     (يكي از دسته ماتريكس

 انكوباســـيون ،عـــلاوه بـــر ايـــن دارد.   In vitro شـــرايط
Streptococcus agalactiae    ــا ــمينوژن، يـ ــا پلاسـ ــا بـ تنهـ

ن آزاي بيماري tpa علاوه فيبرينوژن، در حضوره سمينوژن بپلا
افزايش داد، به اين معني است كـه   C57BL/6 هايرا در موش

وســيله بــاكتري ه اســتفاده از تمايــل فعاليــت پلاســمينوژن بــ
وايشـناوي و  در مطالعـه  ). 15دهـد ( بيماريزايش را افزايش مي

ــاران ــابي فعال   ش همك ــر ارزي ــژوهش  ب ــلي پ ــز اص ــت تمرك ي
ترومبوليتيك استرپتوكيناز و خالص سـازي آنـزيم توليـدي از    

ــوس  ــترپتوكوكوس اكوينــ  VIT-VB2 (Accessionاســ

no.jx406835 )  جدا شده از نمونه شير بود. نتايج نشان داد كه
. اسـت  6بهينه   pH وگراد درجه سانتي 10 دماي دماي بهينه

ن و وز  1U MG-1 6585زيم توليدي درحدود نفعاليت خاص آ
 ـ ). 16( تعيـين شـد    SDS-PAGE،47 kda وسـيله ه مولكولي ب

 آنـزيم ناتوكينـاز،   جداسـازي و تخلـيص  بـا  ش دوبي و همكاران
ــلولي باســيلوس   ــاز از ســوپرناتانت س اســترپتوكيناز و اوروكين

و ايكولاي نوتركيب  سابتيليس،استرپتوكوكوس بتا هموليتيك،

داده  و كشـت  )از سـودوموناس   DNA داراي قطعه ژني كوتاه(
هيـدروفيليك و   فعاليـت ترموفيليـك،   ، broth شده در محيط

بهينه براي  pH دما و فعاليت قوي فيبرينوليزي را نشان دادند.
و  55تـا   7و  37تا  27، 9و  55تا  37ترتيب ه نزيم بآاين سه 

 كيلو دالتـون  34و  47 ،28ترتيب ه وزن مولكولي آنها ب بود. 6
 ـبود كه با ژل الكتروفورز دو  ه دسيل سولفات پلي اكريل آميد ب

  U 73/576 فعاليــت كازئينوليتيــك بــه ترتيــب دســت آمــد.
كـه فعاليـت    در صورتي. تعيين شد  U 73/785 و   73/467و

ــ  ــه فيبرينوليتيــك ب ــت ب ــرين پلي ــيله روش فيب ــب ه وس  ترتي
10U،5U  15وU .همچنين جهش زاي وابسـته بـه زمـان     بود

يج منتج به اين شد كه توليد براي توليد آنزيم بررسي شد و نتا
و در اسـت  و دمـا   pH ،نيتروژني آنزيم وابسته به منابع كربني،

بيشـترين ناحيـه     UV 90 و   UV60 هـاي كلـوني ، UV تـاثير 
). 17(شـتند  هيدروليزي ناتوكينـاز را بـا روش كـازئينوليزي دا   

ــاران  ــي و همك ــترپتوكيناز از  ش كريم ــد اس ــر روي تولي ــه ب  ك
Streptococcus eqisimilis H46A ــ ه و خــالص ســازي آن ب

 Batch- وسيله روش كاهش شيميايي مطالعه كردند. در تغذيه

محيط كشت، ميزان توليد اسـترپتوكيناز بـيش از دو برابـر در    
ها بـه  و ناخالصي محيط كشت افزايش يافت -Batch مقايسه با

طور موثر از استرپتوكيناز با روش كـاهش از هـم جـدا شـدند     
وسيله روش ه فعاليت آنزيم توليدي بش همكاران ). ايمان و18(

 ـ .كردنـد بررسي را پليت فيبرين  در مقـادير   pH عـلاوه اثـر  ه ب
-درجـه سـانتي   55 و 35 ،25 ،5مختلف و دماهاي متفـاوت ( 

و دماي  6بهينه  pH نتايج آشكار كرد كه آزمايش شدند.گراد) 
ــه ــانتي  35 بهين ــه س ــراد درج ــتند گ ــاروادنيا و 19(هس ). س
تحقيقي جهت بررسي بر  جداسازي توليد و خالص ش انهمكار

دادنـد.  اسـترپتوكوكوس پـايوژن انجـام    سازي استرپتوكيناز از 
سولفات آمونيـوم  درصد  20-80نتايج مشخص كرد كه غلظت 

فعاليـت  درصـد   70-80و درصد  20-50هاي نسبت به غلظت
همچنين در فرايند خـالص   كند.حفظ ميدرصد  60آنزيم را تا

 نسبت به NaCL  2/0 M  شستشو با ،سلولاز -DEAE اسازي ب
). 20( دادنتايج بهتري را نشان  3/0M غلظت و M 1/0 غلظت

ــاران  ــاني و همك ــزيم   ش ولوم ــيص آن ــد، تخل ــتاي تولي در راس
هاي جدا شده از آب دريا و جدا شده در فيبرينوليزي از باكتري

درجه  37در دماي   LB (Luria Bertani broth) محيط كشت
كردنــد. فعاليــت  ســاعت را بررســي 24ســانتي گــراد و مــدت 

فيبرينوليزي آنزيم استخراج شـده دو برابـر بيشـتر از فعاليـت     
 .بـود  برابر بيشـتر از فعاليـت آلبومينـوليزي    10كازئينوليزي و 

هـاي جـانوري   هاي قرمز و بافـت همچنين آنزيم بر روي گلبول
شـيميايي ويبريـو   باكتري با استفاده از خواص بيو بي تاثير بود.
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). مـولايي و  21(شـد  شناسـايي    Vibrio Compbelli كامپبلي
ژن  ،PCR تجربي، با اسـتفاده از روش  ايدر مطالعهش همكاران

. نتايج اين كردنداز استرپتوكوك پيوژن تكثير را استرپتوكيناز 
پژوهش نشان داد پروتئين توليد شده از نظر انتي زيسـيته بـا   

بيشترين مقدار پروتئين توليد شـده   .استفرم طبيعي يكسان 
 نتايج حـاكي از ايـن   بود. 8/0در غلظت باكتري با جذب نوري 

توانـد باعـث افـزايش    ست كه تغيير شرايط محيط كشت مـي ا
 .شـود هاي نوتركيـب در بـاكتري ميزبـان    ميزان توليد پروتئين

وجود برخي عوامل غذايي از جملـه گلـوكز بـه تنهـايي باعـث      

بلكه امكان دارد كاهش محصـول را   شود،يافزايش محصول نم
ترين و ). استرپتوكيناز ، قديمي23, 22نيز در پي داشته باشد (

هـاي  وسيله گونـه ه بهترين فعال كننده پلاسمينوژن است كه ب
ايـن آنـزيم يـك     شود.بتا هموليتيك استرپتوكوكوس توليد مي

و اسـت  پروتئين خارج سلولي است كه فاقد خاصيت پروتئازي 
-شود كـه مـي  بب تبديل پلاسمينوژن به پلاسمين فعال ميس

در حال حاضر اسـترپتوكيناز   تواند فيبرين لخته را تجزيه كند.
به عنوان داروي انتخـابي بـه ويـژه در كشـورهاي كـم درآمـد       
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