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 ارزیابی  واشریشیا کلیي کوتاه شده و دست نخورده استرپتوکیناز در ها کلونینگ و بیان مولکول
   ها فعالیت بیولوژیک آن

  
خان حسین ، 2معمار نژادیانآرش ، 2آقا صادقیمحمدرضا ، 2نوروزیانداریوش ،  ∗2، فرزین روحوند1عربی  رضا

  3فاطمه متولی ؛3ساداتسید مهدي  ،2احمد
  ي بیولوژیک، انستیتو پاستور ایرانها تراي فراوردهدانشجوي دک 1
  عضو هیأت علمی انستیتو پاستور ایران  2
  کارشناس ارشد انستیتو پاستور ایران  3

 
  چکیده

با وجود . استرپتوکیناز پرمصرف ترین دارو در درمان ترومبولیتیک عروق خونی به شمار می آید   
الیت غیراختصاصی در غیاب فیبرین، کاربرد آن با عوارض  به علت غیرانسانی بودن منشا آن و فع،این

 ، اثبات شده است که انواع کوتاه شده اي از استرپتوکیناز.می باشدهمراه آلرژیک و ضایعات هموراژیک 
 اختصاصیت بیشتري نسبت به فیبرین پیدا کرده و فاقد ترین فعالیت خود را حفظ کرده انددرحالی که بیش

و  SKc143-386 پژوهش استرپتوکینازهاي کوتاه شده در این .ک خود هستندبرخی نواحی آنتی ژنی
SKc60-386  به همراه استرپتوکیناز کامل در دو وکتور بیانیpQE30 و pET41aدر حالی.  کلون شدند 

 تنها وکتور موثر در تولید انواع کوتاه شده pET41a ، استرپتوکیناز کامل در هر دو نوع وکتور بیان شد،که
 از بروز " داراي سه برچسب قبل از جایگاه آنزیمی خود می باشد که احتمالاpET41a. پتوکیناز بوداستر

-SDSبررسی . شیاکلی جلوگیري می کندیي هترولوگ نوترکیب در اشرها مشکلاتی همچون بیان ژن

PAGEي تولید ها ي تخلیص شده، درست بودن اندازه و ماهیت پروتئینها  و وسترن بلات پروتئین
 استرپتوکیناز کامل و SK143-386 ،SK60-386ي ها فعالیت اختصاصی پروتئینبررسی  .ده را نشان دادش

انواع کوتاه شده فعالیت در  درصدي 91 تا 83کاهش نشان دهنده  روش دقیق رنگ سنجی با استفاده از
ده و دست ي کوتاه شها  مطالعه اولیه اي براي مقایسه فعالیت اختصاصی پروتئین،پژوهشاین . بود

 براي بررسی اختصاصیت به فیبرین و همچنین میزان آنتی .نخورده استرپتوکیناز تولید شده می باشد
 .   ي بیشتر می باشدها ژنیسیته نیاز به آزمون

  ي کوتاه شده، کلونینگ، فعالیت بیولوژیکها ناسترپتوکیناز، پروتئی:  کلیدييها واژه
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  مقدمه
ش در سیـستم گـرد     تشکیل لختـه خـونی    

ي هـا  خون ممکن است باعث بـسته شـدن رگ        
مغـزي و نهایتـاً     -ي قلبـی  هـا  ، بروز سکته  خونی

 عوامـــل ،در چنـــین مـــواردي. مـــرگ گـــردد
 مانند استرپتوکیناز،   ،ترومبولیتیک یا فیبرینولیتیک  

 ـ ، و یوروکینـاز   1پلاسمینوژن بافتی فعال کننده    ه  ب
ي حل کننده لختـه خـون تجـویز         ها عنوان دارو 

 Banerjee et al., 2004; Baruah et (شوند می

al., 2004( .،2استرپتوکیناز در میان این سه دارو  
تر می باشد یک آنـزیم خـارج         که از همه ارزان   

سلولی است که به وسیله بـاکتري اسـترپتوکوك         
این آنزیم یک پلی    . شود بتا همولیتیک تولید می   

ــه داراي وزن    ــره اي اســت ک ــک زنجی ــد ت پپتی
 اسـید  414ون بـوده، از   کیلـو دالت ـ 47مولکـولی  

آمینه تشکیل شده و داراي سه دمین سـاختمانی         
α و β   و γ می باشد که مطالعات زیادي در مورد 

 Reed (نقش این سه دمین انجام پذیرفته اسـت 

et al., 1999; Sazonova et al., 2004; Wong 
et al., 1994(. علیرغم قابلیـت بـالاي   ،متاسفانه 

ختـه و نیـز صـرفه    استرپتوکیناز در حـل کـردن ل   
ــا   ــن دارو، کــاربرد آن ب اقتــصادي اســتفاده از ای
 ،مــشکلاتی نیــز مواجــه اســت کــه از آن جملــه

ایمنــوژن بــودن اســترپتوکیناز و همچنــین مهــار 
ــستم ــومی سی ــاد  عم ــه ایج ــادي و در نتیج  انعق

 Banerjee et( عوارض هموراژیک قابل ذکر اند

al., 2004; Baruah et al., 2004.( ز استرپتوکینا

                                                
1 Tissue Plasminogen Activator (tPA) 
2 Streptokinase          

زیه کـرده  جي فیبرین را به طور ناکامل ت      ها رشته
و در عوض فیبرینـوژن پلاسـما را بـه صـورت            

این خصوصیت دلیل عمده    . کامل تجزیه می کند   
ي غیر قابل کنتـرل در درمـان    ها ایجاد خونریزي 

 59مشخص شده است که     . با استرپتوکیناز است  
اسیدآمینه موجود در ابتداي آمینـی اسـترپتوکیناز        

یه فیبرینوژن نقش داشـته و حـذف ایـن          در تجز 
ناحیـه منجـر بــه عملکـرد اختـصاصی مولکــول     

ي فیبـرین   هـا  استرپتوکیناز تنها در حضور رشته    
 بــه ایــن ترتیــب امکــان ایجــاد  کــه گــرددمــی

 ,.Panizzi et al( همـوراژي کـاهش مـی یابـد    

2006 Reed et al., 1995; ( .  همچنــین
م حـل   استرپتوکیناز در شرایط فیزیولوژیک هنگا    

کردن لخته در مدت کوتاهی توسط پلاسمین در        
 تجزیه شده و سه 386 و لیزین 59نواحی لیزین 

 ایجــاد مــی 60-386 و 387-414 ،1- 59 قطعــه
  فعالیـت  387-414 که تاکنون براي قطعه   ،شوند

 ,.Nihalani et al( خاصی مشخص نشده است

1998; Panizzi et al., 2006( . همچنــین
 اسـید   142ه انـد کـه حـذف        مطالعات نشان داد  

آمینـه اول اســترپتوکیناز باعـث کــاهش فعالیــت   
 امـا در    ، درصد فعالیـت مـاکزیمم     60مولکول به   

مدت زمان طولانی تري گشته و به عبارت بهتـر        
ایـن در  . یابـد  مـی سرعت عمل آن نیـز کـاهش      

حالی است که مولکول کامل حداکثر فعالیـت را       
ــه دارد  ــدت دو دقیق ــی. در م ــ،از طرف ات  قطع

 داراي اپــی 387-414و 1-142، 1-59پپتیــدي 
 Nihalani( ي متعدد آنتی ژنیک هـستند ها توپ
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et al ., 1998(      کـه حـذف آنهـا مـی توانـد در 
کاهش عوارض آلرژیـک ناشـی از تجـویز ایـن           

 از ایــن هـدف  .پـروتئین باکتریــایی مـوثر باشــد  
 بهینـــه ســـازي عملکـــرد مولکـــول پـــژوهش

ید آمینـه اي    نـواحی اس ـ   حـذف    استرپتوکیناز با   
 مولکـــــــــــــول 387-414 و 142-1، 59-1

 دو مولکـول    ،به ایـن ترتیـب    .  بود استرپتوکیناز  
 کـه  SK143-386 و SK60-386مهندسی شـده    

 ـ            ه نواحی آنتـی ژنیـک کمتـري را دارا هـستند ب
ــاکتري   بیــان و  E.coliصــورت نوترکیــب در ب

تغییـرات فعالیـت بیولوژیـک     ده و تخلـیص ش ـ 
 وتئین دست نخـورده   با پر  حاصل  ي  ها پروتئین

  .مقایسه شد استرپتوکیناز 
  

  ها مواد و روش
   و کلونینگ ها تکثیر ژن
  توسط نرم افزار) 1جدول (آغازگرها  

GENE RUNNER (Version 3.05) طراحی و 
سـاخته  ) ایران، تهـران  (سیناژن   به وسیله شرکت  

 از skc2که قبلاً ژن  (pUC18SKاز سازه   . ندشد

 در آن کلون شـده     ATCC9542سویه استاندارد   
ــود ــراي تکثیــر ژن ) ب ــوان الگــو ب ــه عن ــا ب ي ه

SKc143-386    ،SKc60-386   و  SKc1-414  
ــتفاده  ــداس ــور .ش ــا وکت داراي  ( pQE30يه

ــوتر داراي  (pET41aو ) T5 ،QIAGENپرومــ
ــوتر ــکل ) (T7 ،NOVAGENپروم ــراي ) 1ش ب

ــضم      ــه روش ه ــده و ب ــاب ش ــگ انتخ کلونین
 High pure PCRاز  کیت  .تایید شدند میآنزی

product purification kit (Roche, 
Germany)    ــی از ــات ژن ــیص قطع ــراي تخل  ب

ــول ــا محل ــد ه ــتفاده گردی ــا ژن.  و ژل اس  و ه
 PstI و   BamHIي  هـا   توسـط آنـزیم    هـا  وکتور

(Fermentas, Lithuania)  هضم شده و پـس از 
الکتروفورز روي ژل آگـارز توسـط کیـت از ژل      

 T4آنـزیم  قطعات ژنی توسـط  . استخراج شدند

DNA Ligase (Fermentas, Lithuania) ــه  ب
ــور ــا درون وکت ــده و پلاســمیدهاي  ه  وارد ش

، pQSK1-414 ،pQSK60-386نوترکیـــــــب 
pQSk143-386 ،pETSK1-414 ،pET60-386 

  . ساخته شدندpETSK143-386و 

  
  .SKc1-414  وSKc143-386 ،SKc60-386ي ها  براي تکثیر ژن شدههاي استفادهآغازگر -1جدول 

  توالی آغازگر
Primer sequence  

  نام آغازگر
Primer name 

5´- CGAGGATCCAGTCCAAAATCAAAACC-3´ Pf60 
5´- ATAGGATCCCATGTGCGCGTTAGAC-3´ Pf143 
5´- CCGCTGCAGTTACTAGGCTAAATGATAGCTAG-3´ Pr386 
5´- GAAGGATCCATTGCTGGACCTGAGTG-3´ Pf1 
5´- ATCTGCAGTTATTTGTCGTTAGGGTTATCAGG-3´ Pr414 

Table 1 – primers used for amplification of skc60-386, skc143-386 and skc1-414. 
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بوده و داراي یک   T5 این پلاسمید تحت کنترل پروموتر . pQE30 نقشه پلاسمید )الف -1 شکل

پلاسمید  نقشه )ب. باشد برچسب پلی هیستیدین بعد از کدون شروع و قبل از جایگاه ورود ژن می
pET41a ؛ این پلاسمید تحت کنترل پروموتر  T7 ،بوده و داراي سه بر چسب پلی هیستیدین S tag و 
GST tagباشد  بعد از کدون شروع و قبل از جایگاه ورود ژن می.  

Figure 1- A) a part of pQE30 plasmid map. This plasmid works under the control of 
T5 promoter and has a poly His tag in the upstream of  its multiple cloning site, skc1-
414 was cloned in the BamHI and PstI site of the vector;  B) a part of  pET41a vector 
map; this plasmid works under the control of T7 promoter and there are three tags 
including poly His tag, S-tag and Gst-tag in the upstream of  its multiple cloning site; 
skc143-386, skc60-386 and skc1-414 were inserted in the BamHI and PstI site of the 
vector.      

  
ي هـا  ي حاصل به درون سـلول    ها سازه

رم شده و  ترانسفE.coli DH5αصلاحیت دار 
 روي محـیط    هـا  و پس از پدیدار شدن کلنـی      

ــک   ــی بیوتی ــراي   (داراي آنت ــیلین ب ــی س آمپ
ــلول ــا سـ ــور هـ ــاوي وکتـ و  pQE30 ي حـ

ي حـاوي وکتـور     هـا  کانامیسین بـراي سـلول    
pET41a (  انتخاب شده و از     ها تعدادي از آن 

 براي تایید اولیـه وجـود   Colony PCRروش 
در نهایـت   . پلاسمید نوترکیب استفاده گردیـد    

 برشیي ها با آنزیم میپس از انجام هضم آنزی   
 ،مختلف و بررسی اندازه قطعات ایجـاد شـده        

براي اطمینان از درسـتی تـوالی نوکلوئیـدي و     
ي کلـون شـده   ها عدم وجود موتاسیون در ژن 

ر تـوالی نوکلئوتیـدي آنهـا مـورد بررسـی قـرا      
. (Seqlab, Germany)گرفتــه و تعیــین شــد 

ي مورد تایید نهـایی بـراي نگهـداري       ها کلون
گلیسرول % 80ي حاوي   ها دراز مدت در ویال   

و براي استفاده کوتاه مـدت در محـیط کـشت     
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LB agarپلاسمیدهاي تائیـد  .  نگهداري شدند
 .Eشده در مرحله بعد به درون میزبان بیـانی  

coli M15) دهاي ساخته شده در مورد پلاسمی
ــورد  (E. coli Bl21و ) pQE30در  در مـ

ــده در  ــاخته شـ ــمیدهاي سـ ) pET41aپلاسـ
ي ها چند کلنی از میان کلنی    .  شدند ترانسفورم

رشد کرده انتخاب شده و پس از تایید مجدد،         
و  محـیط   % 80ي مثبـت در گلیـسرول     ها کلنی

  . نگهداري شدندLB agarکشت 
  

  یب ي نوترکها بیان و تخلیص پروتئین
ي ژنـی ابتـدا     ها ي حاوي سازه  ها کلون
گرم بـر لیتـر،      16تریپتون،  ( TY2Xدر محیط   

 5گرم بر لیتر و کلرید سـدیم         10عصاره مخمر 
بـر  (حاوي آنتی بیوتیک مناسـب      ) گرم بر لیتر  

تلقیح شـده و    ) اساس نوع وکتور استفاده شده    
 درجـه  37 ساعت در دمـاي  16 تا 12به مدت   

از سوسپانـسیون   . دسانتی گراد رشد داده شدن    
 به درون محـیط     1:50سلولی حاصل به نسبت     

شیکر  تلقیح گردید و در      TY2Xکشت جدید   
  درجه37 و دماي rpm200 انکوباتور  با دور 

ــه گــذاري شــدســانتی گــراد ــی .  گرمخان وقت
 600کدورت کشت باکتریایی در طـول مـوج         

 بـا غلظـت     IPTG ،رسـید 5/0 -6/0نانومتر به   
ر تلقیح گردیـد و دوبـاره        میلی مولا  1/0نهایی  

 ساعت گرمخانه گـذاري بـا همـان         5به مدت   
تـوده سـلول توســط   . شـرایط ادامـه داده شــد  

 رســوب داده rpm10000 سـانتریفوژ بـا دور   

 میکرولیتر بـافر لیـز      50رسوب سلولی با     .شد
ســـدیم دي   مـــولار،8حـــاوي اوره (کننــده  

مخلـوط شـده و    )  میلی مولار  10هیدروکلراید  
-SDS  با اسـتفاده از روش        ها ینوجود پروتئ 

PAGE  بـا توجـه بـه      . )2شکل(  بررسی شدند
فتـه شـده جهـت      اینکه پلاسمیدهاي بکـار گر    

 ـ     ر چـسب هیـستیدینی     کلونینگ امکان بیـان ب
)6xHis (صورت متصل به ابتداي آمینـی    ه  ب را

 ،)1شـکل  (پروتئین نوترکیب فراهم می آورند     
 ي بیان شـده بـا اسـتفاده از       ها درستی پروتئین 

تکنیــک وســترن بــلات بــا آنتــی بــادي ضــد 
برچسب هیستیدین به عنوان آنتی بادي اولیـه         
و آنتی بادي ضد آنتـی بـادي موشـی کنژوگـه       

ارزیـابی   ترب کـوهی  شده با آنزیم پراکسیداز     
ي تاییـد شـده بـا       هـا  تخلـیص پـروتئین   . شد

استفاده از کروماتوگرافی میل ترکیبی با نیکـل        
 ) مـولار 8از اوره با اسـتفاده  (به روش دناتوره   

 ,Ni-NTA agarose) Qiagenتوســط ژل 

Germany (ــام گرفـــت حـــذف اوره و . انجـ
Refoldingــروتئین ــا  پـ ــتفاده از  هـ ــا اسـ  بـ

و بـافر  ) cut off =2.5 kDa( ي دیالیزها کیسه
 میلـی   50 میلی مـولار، گلیـسین       1/0فسفات  (

ــولار ــروتئین. انجــام شــد) م ــا غلظــت پ ي ه
ا استفاده از    و ب  Lowryتخلیص شده به روش     

ــت  ــا روش  ) BCA) Pierceکی ــین ب و همچن
در طـول   ) دستگاه پیکودراپ ا  ب(جذب نوري   

  . نانومتر اندازه گیري شد280موج 
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   استرپتوکینازاندازه گیري فعالیت 
ــاتی    ــت حی ــري فعالی ــدازه گی ــراي ان ب

ي استرپتوکیناز از روش کیفـی لیـز        ها پروتئین
ــازئین   )Caseinolysis Assay(کـــــــ

)Anonymous.,2003(  و همچنــــــین روش
ـی رنـگ سـنجی     کم)Colorimetric Assay( 

ــتفاده گردیــد  ؛ Nihalani et al.,1998( اس
Panizzi et al.,2006.(    در روش لیـز کـازئین

آگارز  ،)درصدskim milk) 5 ابتدا مخلوطی از
، ) میلـی مـولار    10( ، کلرید سدیم  ) درصد 10(

تهیـه شـده و پـس از         )میلی مولار  50(تریس  
ام اتوکلاو این مخلوط در یک ظرف پتري        انج

پس از سرد شدن با استفاده انتهاي       . ریخته شد 
یی بـه   هـا  یک پی پت پاستور استریل چاهک     

 میلی متر در فواصـل مناسـب و         5قطر تقریبی   
 میکرولیتـر از    50ابتـدا   . مساوي ایجاد گردیـد   

ــترپتوکیناز   ــی اس  ,B. Braun(داروي تزریق

Germany (رد بـا سـه رقـت      عنوان استاندا ه  ب 
مـشخص در سـه چاهـک مختلـف         ) فعالیت(

ي دیگـــر هـــا ریختـــه شـــده و در چاهـــک
 کـه   ،ي نوترکیب تخلیص شده   ها استرپتوکیناز

بـه  .  مجهول می باشد ریخته شد     ها فعالیت آن 
ــک  ــه چاه ــا هم ــذکور ه ــر 50ي م  میکرولیت

ــسانی ــا ) Fluka, Sweden( پلاســمینوژن ان ب
دو . دغلظت یک میلی گرم بر لیتر اضافه گردی       

 که به ترتیـب حـاوي       ،چاهک کنترل منفی نیز   
 50 میکرولیتر آب به همراه اسـترپتوکیناز و       50

 میکرولیتر آب به همـراه پلاسـمینوژن انـسانی        

. بودنـد تهیـه شـدند    ) یک میلی گرم بـر لیتـر      (
 سـانتی    درجه 37 ساعت در    16پلیت به مدت    

ي هـا  لـه ها سـپس .  گرمخانه گذاري شـد  گراد
ي نمونـه و    هـا  چاهـک شفاف که در اطـراف      
 موجـود در شـیر   کـازئین استاندارد در اثر لیـز    

ایجاد شده بودند مورد بررسی و تفـسیر قـرار          
 میکرولیتـر   50در روش رنگ سـنجی       .گرفتند

ي مختلف استرپتوکیناز استاندارد    ها از غلظت 
 ـ      ها و نیز نمونه   ه ي نوترکیب تخلـیص شـده ب

 میکرولیتر از پلاسـماي     50صورت جداگانه با    
ي میکروپلیت  ها ه انسانی در درون چاهک    تاز
 دقیقـه   10 خانه اي مجاور شده و به مدت         96

ــاي  ــه   37در دم ــراد گرمخان ــانتی گ ــه س درج
 50 هـا  سـپس بـه همـه خانـه       . گذاري گردید 

ــر از غلظـــت  ــولار 75/0میکرولیتـ  میلـــی مـ
-S2251) H-D-valylسوبستراي کروموژنیک   

L-leucyl-L-lysine-ρ-nitroanalide (  اضــافه
 37 دقیقـه در دمـاي   20ده، دوباره به مـدت      ش

بـراي  .  شد درجه سانتی گراد گرمخانه گذاري    
 میکرولیتر اسـید اسـتیک      25توقف واکنش از    

بلافاصله میزان رنـگ    .  استفاده شد   صد  در 25
ایجاد شده به وسیله اسپکتروفوتومتر بـا طـول      

 نـانومتر خوانـده شـد و بـر اسـاس            405موج  
مده نتایج به وسیله    دست آ ه  منحنی استاندارد ب  

 بر حسب واحـد  Parallel Line Assayه برنام
 بـه دسـت     (IU/mL) بین المللی بر میلی لیتـر     

 Parallelismو Regression  از لحـاظ  آمـد و 
ــد  ــی ش ــصاصی   .بررس ــت اخت ــپس فعالی  س
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 بـر  هـا   با تقسیم فعالیت زیستی آن  ها پروتئین
میلی گرم بر میلی لیتر و میکـرو مـول      (غلظت  

  . محاسبه گردید) یتربر میلی ل
  

  نتایج 
کلونینگ، بیان و خالص سـازي پروتئینهـاي        

  نوترکیب 
-skc143و skc60-386 قطعات ژنی 

 و ایجاد محل برش      PCR پس از انجام      386
ــمید PstI و BamHIي هـــا آنـــزیم  در پلاسـ

pQE30  ي حاصـل بـه     هـا  سازه.  کلون شدند
 به درون pQESK143 و  pQESK60ي  ها نام

 شـده و سـپس      ترانـسفورم  M15 سویه بیـانی  
ي هـا  بـاوجود اسـتفاده از غلظـت      . بیان شدند 

 و القا در مراحل مختلف رشـد    IPTGمختلف  
)1-5/0 = OD600 (   ــی در ــد پروتئین ــیچ بان ه

 کیلــو دالتــون بــراي 39(ناحیــه مــورد انتظــار 
SK60-386 کیلو دالتون بـراي      30 و SK143-

 .در ژل پلی آکریل آمیـد مـشاهده نـشد         ) 386
که قـبلا ژن آن      (SK1-414د مربوط به     بان ،اما

 47بـــا وزن مولکـــولی ) کلــون شـــده بــود  
وســترن . کیلودالتــون در ژل ظــاهر گردیــد  

ي سلولی نیز عدم بیان و یا       ها بلاتینگ عصاره 
ي کوتاه شده  ها احتمالا بیان بسیار کم پروتئین    

ي مذکور و همچنین    ها سپس ژن . را تایید کرد  
skc1-414    در وکتور pET41a شـدند و     وارد 

ــمیدهاي   ــب پلاســ ــه ترتیــ ، pETSK60بــ
pETSK143   و pETSK414     ساخته و تائیـد 

ي حاصل درستی   ها سازه میهضم آنزی . شدند
 عدم موتاسـیون  ها کلونینگ و تعیین توالی ژن  

ي تاییـد  هـا  سـازه .  را تایید کردند  ها را در آن  
 ترانسفورم BL21 (DE3) شده در سویه بیانی

بانـدهاي  . بیان شدند IPTG و به دنبال القا با 
-SK1 و   SK143-386  ،SK60-386پروتئینی  

 و  66 ،   60ي حـدود    ها  به ترتیب با وزن    414
 کیلو دالتون بر روي ژل پلی اکریل آمید در     79

-2-شـکل ( جایگاه مورد انتظار مشاهده شدند 
ي هـا  همچنین وسترن بلاتینگ عـصاره     ).الف

، SK143-386 ي هــا ســلولی بیــان پــروتئین
SK60-386 و  SK1-414      بصورت فیـوژن بـا 
6xHis-tag  ــرد ــد کـ ــکل( را تاییـ ). ب-2شـ
ــروتئین ــا پـ ــتون هـ ــیله سـ ــه وسـ ــا  بـ ي هـ

کرومــاتوگرافی میــل ترکیبــی خــالص شــده و 
Refolding با اسـتفاده از کیـسه دیـالیز         ها  آن 
  . انجام شد

  
هاي کوتاه شـده و      مقایسه فعالیت  مولکول   

  کامل استرپتوکیناز نوترکیب
از روش کازئینولیز : روش کازئینولیز

. فعالیت استفاده شد) کیفی(براي بررسی اولیه 
له لیز کازئین در اطراف ها نتایج نشان داد که
-SK60 نسبت به SK1-414چاهک مربوط به 

 از SK60-386له مربوط به ها  و386
SK143-386 روش  ).3شکل( بیشتر بود
در این روش از سه رقت : کروموژنیک

 ,B. Braun( ی استرپتوکینازاستاندارد بین الملل
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Germany ( براي تعیین فعالیت زیستی
ي نوترکیب ساخته شده در این ها پروتئین

دهد که  مینتایج نشان . مطالعه استفاده شد
فعالیت پروتئین کامل بدست آمده از سازه 

pETSK1-414 نسبت به پروتئین کامل 
  بر pQESK1-414بدست آمده از سازه 
ن المللی در هر حسب میزان واحد بی

 اما بر ، درصد کاهش18میکروگرم حدود 
حسب  میزان واحد بین المللی در هر 

 درصد افزایش فعالیت 30میکرومول حدود 

از طرف دیگر ). 2جدول( دارد
  و SK60-386استرپتوکینازهاي کوتاه شده  

SK143-386  در مقایسه باSK1-414 حاصل 
 در هر میکروگرم به pQESK1-414از سازه

 درصد کاهش فعالیت 90 و 85ترتیب حدود 
-SK1 در مقایسه با ها  فعالیت آن، اما.داشتند

 در هر pETSK1-414  حاصل از سازه414
 در صد 91 و 83میکرومول به ترتیب حدود 

  ).2جدول( کاهش داشت

  
ي بیـان کننـده     هـا   ژل پلی اکریل آمید مربوط به الکتروفورز عـصاره سـلولی کلـون             ) الف -2شکل
 بـه ترتیـب   7 تـا  2، الگـوي وزن پروتئینـی؛ سـتون   1ي کوتاه شده و کامل استرپتوکیناز؛ ستون ها نژ

ي پروتئینـی  هـا   بانـد )؛ بSK143-386 و  SK1-414، SK60-386ي القا شده و القا نشده ها نمونه
-SK1-414، SK60 به ترتیـب  4 تا 2، الگوي وزن پروتئینی؛ ستون  1استرپتوکیناز تخلیص شده؛ ستون   

ي پروتئینی استرپتوکیناز؛ به ترتیـب از سـمت چـپ    ها  وسترن بلات باند) ؛ جSK143-386 و  386
SK1-414 حاصل از pQE30 ،الگوي وزن پروتئینی ، SK143-386 ،SK60-386  و SK1-414.  

Figure 2- analysis of proteins;  A) SDS-PAGE analysis of crude extracts related to 
truncated and full-length SK; lane1, protein weight marker; lane2 to 7 induced and 
uninduced samples of SK1-414, SK60-386 and SK143-386, respectively;  B) purified 
SK proteins; lane1,  protein weight marker; lane2 to 4, SK1-414, SK60-386 and 
SK143-386, respectively; C) western blot analysis of SK proteins; lane1, Sk1-414 from 
pQE30; lane2, unstained protein weigh marker; lane3 to 5, SK143-386, SK60-386 and 
SK1-414 respectively. 
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 از پلاسـمینوژن  . بـه روش کـازئینولیز    نوترکیـب  ي استرپتوکیناز ها  ارزیابی فعالیت پروتئین   -3 شکل

)Plg (منفی استفاده شدشاهده عنوان ب .  
Figure 3- Evaluation of recombinant SK proteins by Caseinolysis method; 
plasminogen was used as negative control. 

  
ي کوتاه شده با استرپتوکینازکامل بیان شده در ها اختصاصی استرپتوکینازفعالیت  مقایسه -2جدول

  .pET41a و pQE30 دو وکتور

 در صد در نظر گرفته شده و میزان فعالیت بقیه نـسبت بـه آن محاسـبه    pQESK1-414 100  حاصل از سازهSK1-414 (IU/mg)  فعالیت*
 در صد در نظر گرفته شده و میزان فعالیت بقیه نسبت بـه آن  pETSK1-414 100  حاصل از سازهSK1-414 (IU/ μM)فعالیت **  .اند شده

  .اند محاسبه شده
Table 2– Comparison of specific activity of truncated and full-length SK expressed in 
pQE30 and pET41a vectors. 
*Activity (IU/mg) of SK1-414 from pQE1-414 considered as 100 percent and the activity of others calculated 
accordingly. ** Activity (IU/MOL) of SK1-414 from pQESK1-414 considered as 100 percent and the activity 
of others calculated accordingly. 

 

  SK1-414 
)pQE30(  

SK1-414 
(pET41a)  

SK60-386 
(pET41a)  

SK143-386
(pET41a)  

  فعالیت اختصاصی
  Specific activity (IU/mg) 

14326  11743  2186  1443 

  درصد
  Percent 

100*  82  15  10  

  فعالیت اختصاصی
Specific activity (IU/μMol) 

 

669  952  157  88  

  درصد
  Percent 

70  100**  17  9  
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  بحث
ــترپتوکیناز و   ــی روي اس ــات فراوان مطالع
داروهاي ترومبولیتیک دیگـر در جهـت افـزایش     

  به فیبرین انجـام شـده اسـت       ها اختصاصیت آن 
)Banerjee et al.,2004 ؛Reed et al.,1999 ؛

Sazonova et al.,  (2004) ؛Wong et 

al.,1994( .ات نشان می دهند که حـذف        طالعم
شـود کـه    مـی  اسید آمینه انتهاي آمینی باعث  59

استرپتوکیناز تبدیل به یک پـروتئین اختـصاصی        
؛ Reed et al., 1999( نـسبت بـه فیبـرین شـود    

Sazonova et al.,  2004( .   از طرفـی همـانطور
شـده اسـت کـه      گـزارش     ید  که قبلا اشاره گرد   

 تاثیري در فعالیت اسـترپتوکیناز      387-414ناحیه  
به همین منظور در این تحقیـق سـعی بـر           . ندارد

 و  SK60-386ي کوتـاه شـده      هـا  تولید پروتئین 
SK143-386 صـورت نوترکیـب گردیـد تـا        ه   ب

امکان دستیابی به پروتئین استرپتوکیناز با اثـرات       
فـراهم   متـر آلرژیک و نیز عوارض هموراژیک ک     

  .گردد
ــه    ــشان داد کـ ــق نـ ــن تحقیـ ــایج ایـ نتـ

ي کوتاه شده استرپتوکیناز در وکتـور       ها مولکول
pQE30،ي هــا  علــی رغــم اســتفاده از غلظــت
 بیان نشده و یا بـه مقـدار بـسیار        IPTGمختلف  

ناچیزي بیان شده بـه طـوري کـه قابـل ردیـابی             
ي کوتـاه   هـا   بیان مولکـول   ،به طور کلی  . نبودند

؛ Reed et al., 1999( باشـد  مـی شـده مـشکل   
Sazonova et al.,  2004(، کـه دلیـل    در حالی

این موضوع کاملا مشخص نشده است، احتمـال   

ي ثانویه در ناحیه ترجمه و اثـر        ها ایجاد ساختار 
 در این رابطـه     ها مهاري آنها بر حرکت ریبوزوم    

بـراي  . )Anonymous 2003( مطرح مـی باشـد  
 شد  استفاده pET41a وکتور  از بهبود شرایط بیان  

ــاه    ــل از جایگ ــروع و قب ــدون ش ــد از ک ــه بع ک
ــگ  ــه کلونین ــه برچــسب (MCS)چندگان  آن س

GST-tag، His-tag و S-tagشــکل (  قــرار دارد
ــالا.)1 ــان   احتم ــسب بی ــن برچ ــا ای ــل از  ه قب

ي هـا  ي کوتاه شده از ایجاد سـاختار      ها پروتئین
ثانویه در شروع ترجمه جلوگیري کرده و باعـث     

  . شدندها آنبیان مناسب 
ــی ــا در بررسـ ــستی  هـ ــت زیـ ــه فعالیـ ي اولیـ

ي کوتاه شده و کامـل بـا اسـتفاده از           ها پروتئین
ــه     ــه هم ــد ک ــشخص گردی ــازئینولیز م روش ک

 کـه   ،، با وجود سه برچـسب اضـافی       ها پروتئین
 ها  کیلودالتون در وزن پروتئین    32باعث افزایش   

 8همچنین اسـتفاده از اوره      .  فعال بودند  ،شد می
-Niفرایند تخلـیص بـا سـتون جـذبی     مولار در   

NTA agarose      کـه یـک دنـاتوره کننـده قـوي ،
باشد، مانع از فعالیت انـواع      می ها براي پروتئین 

ــد  ــترپتوکیناز نگردی ــف اس ــوري،مختل ــه   بط ک
حاصـل از   (ي کوتـاه شـده و کامـل         هـا  پروتئین
ــازه  در روش  ) pETSK414 و pQESK414س

 ــ ــوجهی نــسبت ب ه کــازئینولیز، فعالیــت قابــل ت
به این  ).  3شکل  ( استرپتوکیناز استاندارد داشتند  

 ــ ــه ب ــن یافت ــب ای ــه  ه ترتی ــشان داد ک ــوبی ن خ
استرپتوکیناز یک پروتئین بسیار انعطاف پذیر در       



 )1389 بهار، 1، شماره 2دوره (مجله بیوتکنولوژي کشاورزي 

 ۶۵

برابــر تغییــرات ســاختمانی و همچنــین شــرایط 
  .باشد میمحیطی 

ارزیابی فعالیت به روش کمی کروموژنیک      
 ــ  ــل داراي س ــترپتوکیناز کام ــه اس ــشان داد ک ه ن

بـــه دســـت آمـــده از وکتـــور    (برچـــسب 
pETSK414(، نسبت به استرپتوکیناز داراي یک 

 بـه  ،)pQESK414به دسـت آمـده از    (برچسب  
ــري دارد  ــت کمت ــرم فعالی ــر میکروگ  در .ازاي ه

 به ازاي هر مـول فعالیـت بیـشتري را           ،که حالی
این تفاوت احتمالا بـه    . )2جدول (نشان می دهد  

 GST.His(6).S.SKدلیل بزرگتر بودن پـروتئین      
 6.SK(His)نسبت به پروتئین    )  کیلو دالتون  79(
 یعنـی بـه نـسبت    ،باشـد  مـی )  کیلو دالتـون  47(

ي اضـافی  ها افزایش وزن که حاصل از برچسب   
هستند، فعالیت بیشتري مـشاهده نـشد کـه ایـن           

ي کوتـاه   ها  پروتئین ،اما. رسد میمنطقی به نظر    
  نـسبت بــه  SK143-386  و SK60-386شـده  

SK1-414    حاصل ازpQESK414     به ازاي هـر
 90و  85بـه ترتیـب کـاهش فعالیـت        میکروگرم  

ــتند ــدول ( درصــدي داش ــین).2ج ــن   همچن ای
 بـه ازاي هـر میکرومـول بـه ترتیـب            ها پروتئین
این  .)2جدول(  درصدي داشتند  91 و   83کاهش  

 ,.Reed et al( در تائید مطالعات قبلـی  ها یافته

نشان می دهد )Sazonova et al.,  2004؛ 1999
 باعـث   ،ی اسید آمینه ابتـدای    142 و   59ه حذف   ک

ــک   ــت در روش کروموژنی ــدید فعالی کــاهش ش

  و   SK60-414بـا مقایـسه   ،از طرفـی . گردد می
SK1-414  که در حضور فیبـرین      اده شد  نشان د 

کاهش فعـالیتی کـه در روش کرموژنیـک دیـده           
 ,.Reed et al( شود وجود نخواهـد داشـت   می

 ،بنـابراین . )Sazonova et al.,  2004؛ 1999
-SK60ي  هـا  رود که فعالیت پروتئین    میانتظار  

  حاصل از این تحقیق  نیـز  SK143-386 و   386
در حضور فیبرین افـزایش داشـته باشـد کـه در            
مطالعات بعدي به این موضوع و مقایسه خواص 

ي کوتـاه شـده و کامـل       هـا  آنتی ژنیک پـروتئین   
  .پرداخته خواهد شد
العه نشان داد کـه بـر اسـاس         نتایج این مط  

ي کوتاه شـده    ها طراحی صورت گرفته پروتئین   
ــترپتوکیناز  در ) SK143-386 و SK60-386(اس

خوبی کلون و بیان شده و      ه   ب pET41aپلاسمید  
واسطه اتصال برچسب هیستیدینی به راحتـی       ه  ب

همچنـین همـانطور کـه    . قابل تخلیص می باشند  
یــن  در روش کروموژنیــک ا،انتظــار مــی رفــت

 نسبت به پروتئین کامل افت فعالیـت        ها پروتئین
، پـژوهش دنبال این   ه  ب. بیولوژیک را نشان دادند   

مطالعــــات در راســــتاي بررســــی فعالیــــت 
ي کوتــاه شــده مــذکور در حــضور هــا پــروتئین

-59ي فیبرین و نیز تاثیر حذف قطعات       ها رشته
 بر کاهش آنتـی ژنیـسیته       386-414 و   142-1،  1

  .         ام استپروتئین در دست انج
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Abstract 
Streptokinase is the most utilized drug for thrombolytic therapy. However, due to its 
nonhuman origin and nonspecific activity in the absence of fibrin, its application may 
encounter side effects such as allergic reactions and hemorrhage respectively. It is suggested 
that some truncated forms of streptokinase may show better fibrin-specificity and decreased 
antigenicity while retaining most of the enzymatic activity. In the present study, different 
truncated forms of streptokinase gene,”Skc60-386 and skc143-386” together with the intact 
form of skc (skc1-414) were cloned in T5 and T7 based-E.coli expression vectors, “pQE30 
and pET41a” respectively. While expression of intact streptokinase could equally be 
achieved in both systems, but pET41a was the only effective system to produce truncated 
forms. pET41a vector contains three tandem tags before multiple cloning sites which 
possibly prevent intrinsic problems encountered in heterologous recombinant protein 
expression in E.coli. Analyses of the purified proteins by SDS-PAGE and Western blotting 
evidenced for the true expression and the expected MWs. While caseinolysis method was not 
able to demonstrate exact difference between specific activity of SK143-386, SK60-386 and 
SK1-414 but truncated molecules showed high reduction of specific activity (83 to 91 
percent) compared to the full-length streptokinase by more exact techniques such as 
colorimetric assay. This study provided a primary comparative study for expression of 
streptokinase and its truncated forms and analyses of their specific activity. Thus further 
analyses would determine their specificity to fibrin and antigenicity.  
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