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ث٘دٓ، ا١دبد ع٘اسم  ٕ٘طٓ٘ا١ْد٢ٌٍ ثٚ مبسثشد آٓ ،ا١ٔ ٗخ٘د ثب .اػتثب ّلشف ثب٠ٖ٢ٍ ىؼتشدٙ تش١ٔ ع٘اٌّ تشّٗج٢ٍ٘ت٢ل ؿذٙاػتشپت٘م٢ٖبص ١ن٠ اص ؿٖبختٚ .چکیذٌ

سم مبٛؾ ثؼ٢بسٟ اص ا١ٔ ع٘ا٢ٖن٠ ّف٢ذ خٜت ػ٢ؼتئ٢ٔ، تن ٞآ٢ّٖپي٢لاػ٢٘ٓ اختلبك٠ ثش سٟٗ اػ٢ذ .اػت٠ ، ْٛشاٙ ثب خٌشٛب١م٘تبٙ عْش ٕؼجتب٢ًْٕٞٗ  ْٛ٘ساط١ل

٢ّل ىَ٘تبثبؿذ. اػ٢ذ اػتفبدٙقبثٌ مٚ ثشاٟ پي٢لاػ٢٘ٓ اختلبك٠ اػتحبٟٗ ػ٢ؼتئ٢ٔ  ١بفتٞخٜؾاػتشپت٘م٢ٖبص ٍّ٘نً٘ ًشاح٠ ٗ ت٢ٍ٘ذ  حبهش، ٞٛذف اص ٌّبٍع اػت.

-، ثب ثٚؿذ. ثشاٟ ٢ٌٕ ثٚ ا١ٔ ٛذفٗ تع١٘ن ثب ػ٢ؼتئ٢ٔ إتخبة خٜؾثشاٟ إدبُ  ،ػبختبس پشٗتئ٢ٔ اػتشپت٘م٢ٖبص اػتػٌح٠ دس  آ٢ّٖٞمٚ ١ل اػ٢ذ ،اػتشپت٘م٢ٖبص 263

ٕخ٘سدٙ ، طٓ اػتشپت٘م٢ٖبص دػتطٓ اػتشپت٘م٢ٖبص ثشاٟ تجذ١ٌ ثٚ مذٗٓ ػ٢ؼتئ٢ٔ إدبُ ؿذ. ػپغ GLU263ثش سٟٗ مذٗٓ  خٜؾ، SOEing PCRمبسى٢شٟ سٗؽ 

. ث٢بٓ ؿذٕذ IPTGتشٕؼفشُ ؿذٙ ٗ ت٘ػي اٍقب ثب  Rosetta (DE3) اؿش١ـ٢ب م٠َٛبٟ حبكٌ دسٗٓ ػبختبس ٗاسد ؿذٕذ. (+) pET-26bدس ٗمت٘س ث٢ب٠ٕ  ١بفتٚخٜؾٗ 

 Ni-NTA agaroseاف٢ٖ٢ت٠ مشّٗبت٘ىشاف٠ ثب ػت٘ٓ  ٗػ٢َٞٛب ثٚٗ ٗػتشٓ ثلات٢ٖو تأ٢١ذ ؿذ. پشٗتئ٢ٔ SDS-PAGEٛبٟ ٗػ٢َٞ آصّ٘ٓٛب ثٚت٢ٍ٘ذ پشٗتئ٢ٔ ،ٕٜب١تدس

ٕتب١ح ا١ٔ ٌّبٍعٚ ٕـبٓ داد  اػتفبدٙ ؿذ.G-25 ثب ػفبدمغ  ط٠ٍ ٛب اص ف٢َتشاػ٢٘ٓزف اٗسٙ ٗ تبخ٘سدى٠ ّدذد پشٗتئ٢ٔٙ تخ٢َق ؿذٕذ ٗ ثشاٟ حدس ؿشا١ي دٕبت٘سٙ ثب اٗس

 .ٗ ثشاٟ پي٢لاػ٢٘ٓ اختلبك٠ ّٖبػت خ٘اٛذ ث٘د ٘دؿ٠ّخ٘ث٠ ث٢بٓ ػ٢ؼتئ٢ٔ ثٚ ٗٓحبٟٗ مذ ١بفتٞخٜؾطٓ ّزم٘س مٚ ثب اػتفبدٙ اص ٗمت٘س ٗ ٢ّضثبٓ 

 تخ٢َق ،اػ٢ذ ىَ٘تب٢ّل ،پي٢لاػ٢٘ٓ ،تشّٗج٢ٍ٘ت٢ل. کلیذی َبیٌياش
 

Point mutation in amino acid 263 of streptokinase gene as well as cloning and 

expression of the cysteine containing mutated protein 

Mahsa Rezaei
1
, Fahimeh Baghbani Arani

2 
& Reza Arabi Mianroodi

3*
 

 Received 15.02.2016 / Accepted 04.09.2016/ Published 20.12.2016   

1
Department of Microbiology, Faculty of Biological Sciences, Varamin-Pishva Branch, Islamic Azad University, Vara-

min, Iran 
2
Department of Genetics and Biotechnology, Faculty of Biological Sciences, Varamin-Pishva Branch, Islamic Azad 

University, Varamin, Iran 
3
Research and Development Department, Research and Production Complex, Pasteur Institute of Iran, Karaj, Iran  

*
Correspondent author: r_arabi@pasteur.ac.ir  

Abstract. Streptokinase is one of the best known thrombolytic agents with widespread clinical use. However, its use is 

not risk-free due to its immunogenicity, hemorrhagic complications and relatively short half-life in circulation. Specific 

PEGylation of cysteine residue is a useful technique for reducing most of these complications. The aim of this study 

was designing and producing a cysteine containing mutant of streptokinase, to be used for specific PEGylation. Glut-

amic acid 263, which is a surface amino acid in the structure of streptokinase protein, was selected for replacement with 

cysteine amino acid by site directed mutagenesis. The Glu263 codon was changed to cysteine codon by SOEing PCR 

technique. Then, the intact and mutated streptokinase genes were inserted into expression vector pET-26b (+). The co-

nstructs were transformed to Escherichia.coli Rosetta (DE3) strain and the proteins were expressed by IPTG induction. 

The proteins were confirmed by SDS-PAGE and western blot analysis, purified by Ni-NTA agarose affinity chroma-

tography under denaturing condition with urea and Sephadex G-25 column was applied to remove urea to refold the pr-

oteins. This study indicated that by using aforesaid vector and host, cysteine containing mutant gene is expressed well 

and it will be appropriate for specific PEGylation. 
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 مقذمٍ
تـن٢ٌ ّ٘خت ت٘إذ ٠ّ ْٛ٘ػتبت٢ل دػتيبٕٙقق دس  ىٕ٘ٚٛش   

  ؿذّٓؼذٗد ثبعث تشّٗج٘ص د.ؿٍ٘ختٚ دس ىشدؽ خ٘ٓ ١ب تشّٗج٘ص 

 

قَج٠، آّج٠ٍ٘ س١ٟ٘ ٗ  ٛبٟ ّغضٟ،ػنتٚ ثٚ ثشٗصّٖدشٗ  ٛبسه

 ع٘اٌّ سى٠تد١٘ض دسٗٓ ٗهع٢ت٠ چ٢ٖٔ دس د.ؿ٠ّ٘حت٠ ّشه 
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 ػنتٚ اصٕبؿ٠ ع٘اسم ١ب ّشه اص سا ث٢ْبس ت٘إذ٠ّتشّٗج٢ٍ٘ت٢ل 

 Baruah et al., 2005; Collen, 1990; Ghosh) دٛذٕدبت

et al., 2012.) ًمشدٓ پلاػ٢ْٖ٘طٓ ٗ ا١ٔ ع٘اٌّ داس٠١ٗ ثب فعب

٢ْٛٔ مٖٖذ، ثٚؿذٙ سا حٌ ٠ّتـن٢ٌ ٞلاػ٢ْٔ، ٍختتجذ١ٌ آٓ ثٚ پ

 ؿ٘دٛبٟ پلاػ٢ْٖ٘طٓ ٢ٕض ىفتٚ ٠ّٖٖذٙمد٢ٌٍ ثٚ ا١ٔ داسٗٛب، فعبً
(Banerjee et al., 2004; Baruah et al., 2005; Del 

Zoppo, 2010 .)ِّٜ ت٘آ ثٚ تش١ٔ داسٗٛبٟ تشّٗج٢ٍ٘ت٢ل ٠ّاص

-اؿبسٙ (tPA) پلاػ٢ْٖ٘طٓ ثبفت٠ ٝمٖٖذٗ فعبً (SK) اػتشپت٘م٢ٖبص

م٢ٖ٢َن٠  مبسا٠١ ّٞقب١ؼ ٌّبٍعبت ٗػ٢ع٠ ثب ٛذف مشد.

 ً٘سم٠َٛب ثٚثشسػ٠ ا١ٔ اّب اػت،ٙؿذإدبُ  tPA اػتشپت٘م٢ٖبص ٗ

 ١نذ١يشثب ّقب١ؼٚ دس داسٗ دٗ ا١ٔ اص اػتفبدٙ دس سا خبك٠ ثشتشٟ

 ٞت٘خ٠ٜ ث٢ٔ ٛض١ٖ دسخ٘سػٟ٘ د١يش، اختلاف اػت. اصٕذادٙ ٕـبٓ

تْبُ  ٞمٚ ٛض١ًٖ٘سٟبٓ ثب ا١ٔ دٗ داسٗ ٗخ٘د داسد، ثٚت٢ٍ٘ذ ٗ دسّ

ت٘خ٠ٜ  خ٘سً٘س دسثٚ tPAثب  ّقب١ؼٚدسّبٓ ثب اػتشپت٘م٢ٖبص دس ٝؿذ

 ,.Banerjee et al., 2004; Kumar et al) اػتتش پب٢١ٔ

2012).  

ثب ّلشف ثب٠ٖ٢ٍ  ،پلاػ٢ْٖ٘طٓقٟ٘  ٝمٖٖذفعبً ٕ٘ع٠اػتشپت٘م٢ٖبص    

ٗ ١ن٠ اص ٕخؼت٢ٔ داسٗٛب٠١  اػتتشّٗج٢ٍ٘ت٢ل  ٠عبَّ ،ىؼتشدٙ

حبد قَج٠  سا ثشاٟ دسّبٓ ػنتٞ FDAاػت مٚ ت٘إؼت ّد٘ص 

داسٗٛبٟ هشٗسٟ ػبصّبٓ ثٜذاؿت  تدس فٜشػمؼت مٖذ ٗ 

 ,.Banerjee et al., 2004; Baruah et al) اػتخٜب٠ٕ 

2005; Sikri & Bardia, 2007.) ٟتل اػتشپت٘م٢ٖبص پ٠َ پپت٢ذ

 47ٍن٠ٍ٘ ّ٘ ٗصٓ ثب آ٢ّٖٚاػ٢ذ 414اٟ ّتـنٌ اص صٕد٢شٙ

-اػتشپت٘م٘ك اص ّختَف٠ ٛبٟىٕ٘ٚ ٗػ٢َٞثٚ مٚ، اػتم٢َ٘داٍت٘ٓ 

 ؿ٘د٠ّ ت٢ٍ٘ذ A،C  ٗ Gٛبٟ ىشٗٙ ثٚ ّتعَق ٢ٍ٘ت٢لٛبٟ ثتب ْٛ

(Banerjee et al., 2004; Baruah et al., 2005; Ghosh et 

al., 2012; Pimienta et al., 2007; Rother et al., 2013; 

Vellanki et al., 2013.) ًپب٢١ٔ  مبسآ٠١ ثب٠ٖ٢ٍ ٗ ق٢ْت ٕؼجتب

ٟٗ تشّٗج٢ٍ٘ت٢ل مٚ اػتشپت٘م٢ٖبص داس ؿذٙاػتشپت٘م٢ٖبص، ػجت

 ،ا١ٔ ٗخ٘دثبحبً ت٘ػعٚ ثبؿذ. ١ٗظٙ دس مـ٘سٛبٟ دسإتخبث٠ ثٚ

ث٘دٓ، ا١دبد ع٘اسم  ٕ٘طٓ٘ا١ْد٢ٌٍ ثٚ اػتشپت٘م٢ٖبصمبسثشد 

 Banerjee) اػت ْٛشاٙ ثب خٌش م٘تبٙ عْش ٕؼجتب٢ًْٕٞٗ  ْٛ٘ساط١ل

et al., 2004; Baruah et al., 2005; Sikri & Bardia, 

اٟ ثب ٛذف ثٜج٘د ٖظ٘س، تحق٢قبت ىؼتشد٢ْٛٙٔ ّثٚ(. 2007

ج٠ اػتشپت٘م٢ٖبص إدبُ دسّب٠ٕ ٗ مبٛؾ ع٘اسم خبٕ ٛب١ٟٗظى٠

 ,.Wu et al) خٜؾت٘آ ثٚ ا١دبد خَْٚ ٠ّآٓمٚ اص اػتىشفتٚ

-اػتفبدٙ اص پشٗتئ٢ٔ(، Reed et al., 1999مشدٓ )(، م٘تب1998ٙ

 (،Shani et al., 2007ٛبٟ ف٢٘طٓ ١ب مب١ْش١ل )

اؿبسٙ  ( ٗ پي٢لاػPratap et al., 2000ٓ٘٢) ١لاػ٢٘ٓى٢َن٘ص

ٛبٟ ّف٢ذ خٜت افضا١ؾ پتبٕؼ٢ٌ پشٗتئ٢ٔتن٢ٖن٠  ،پي٢لاػ٢٘ٓ مشد.

عْش دس پلاػْب ٗ ٞ ٢ْٕ صا٠١، افضا١ؾمبٛؾ ا٠ْٖ١داس٠١ٗ ثب ٛذف 

 ,Chauhan & Meena) اػتپشٗتئ٢ٍ٘ض  ٜب دس ثشاثشّقبّٗت إٓ

2011; Damodaran & Fee, 2010; Kumar et al., 2010; 

Pizzo, 1991; Rajagopalan et al., 1985; Rachmawati 

et al., 2014; Roberts et al., 2002; Veronese, 2001.) 

سٟٗ لبك٠ ٗ تلبدف٠ اختك٘ست غ٢شدس ىزؿتٚ ثٚ پي٢لاػ٢٘ٓ

ا١ٔ سٗؽ ثبعث  ىشفت.ٛب إدبُ ٠ّٛبٟ ّختَف پشٗتئ٢ٔآ٢ّٖٚاػ٢ذ

مبٛؾ فعب٢ٍت ٛبٟ پي٢َٚ ٗ ّٔخَ٘ى ٕبْٛي٠ٖ اص پشٗتئ٢ا١دبد 

 ;Rajagopalan et al., 1985)ؿذ ٠ّ ٛبث٢ٍ٘٘ط١ل پشٗتئ٢ٔ

Scott, 1995 ،ٙك٘ست اختلبٛب ثٚپي٢لاػ٢٘ٓ پشٗتئ٢ٔ(. اّشٗص-

ى٢شد. دس پي٢لاػ٢٘ٓ ػ٢ؼتئ٢ٔ إدبُ ٠ّ ٞسٟٗ اػ٢ذآ٢ّٖك٠ 

ؿ٘د اٟ اػتفبدٙ ٠ّؿذٙنً٘ فعبًات٢َٔ ى٢َع٘اٌّ پ٠َاختلبك٠، اص

ػ٢ؼتئ٢ٔ  ٞآ٢ّٖٗاقع ثب اػ٢ذدس ٗ مٖٖذ٠ّمٖؾ ثشِٛ  SHب ىشٗٙمٚ ث

 ;Kumar et al., 2012)مٖٖذ٠ّثشقشاس اتلبً م٘ٗالإت 

Monzavi et al., 2010ػ٢ؼتئ٢ٔ دس  ٞآ٢ّٖت٘خٚ ثٚ فقذآ اػ٢ذ(. ثب

آ٠ٍ ٙت٘ا٠ٍ آ٢ّٖ٘اػ٢ذٟ اػتشپت٘م٢ٖبص، ا١ٔ پشٗتئ٢ٔ ٍّ٘نً٘ ا١ذ

إدبُ پي٢لاػ٢٘ٓ اختلبك٠  ٠ ٗٛبٟ ػ٢ؼتئ٢ٖخٜت ا١دبد إٓبٍ٘ه

ت٘آ ػ٢ؼتئ٢ٔ سا ٕ٘تشم٢ت، ٠ّ DNAاػتفبدٙ اص تن٢ٖل ثب .اػت

ٛب٠١ مشد مٚ ٕقؾ ٠ّْٜ دس آ٢ّٖٚك٘ست ٛذفْٖذ خب١يض١ٔ اػ٢ذثٚ

مٚ ً٘سٟثٚ ؛ٕذاسٕذاػتشپت٘م٢ٖبص  ١ب تبخ٘سدى٠ ٗ ػبختبس فعب٢ٍت

ل تش١ٔ تغ٢٢ش سا دس فعب٢ٍت ث٢ٍ٘٘ط١مِ ،ػ٢ؼتئ٠ٖ٢ حبكٌ خٜؾ

ات٢َٔ مٚ ٍّ٘نً٘ پ٠َا١ٔ د٢ٌٍْٛچ٢ٖٔ، ثٚ. پشٗتئ٢ٔ ا١دبد مٖذ

ثشاٟ إدبُ ٗامٖؾ ثٚ دػتشػ٠ ثٚ ، ٕظشّ٘سد (PEG) ى٢َنً٘

ٕظش ثشاٟ تع١٘ن، ّ٘سد ٞداسد، اػ٢ذ آ٢ّٖ ٢ٕبص ٛبٟ ػٌح٠اػ٢ذآ٢ّٖٚ

 ,.Kumar et al) ؿ٘دٛبٟ ػٌح٠ إتخبة آ٢ّٖٚثب١ذ اص ٢ّبٓ اػ٢ذ

2012; Monzavi et al., 2010 .) 

Monzavi ٍّٓ٘نً٘ اػتشپت٘م٢ٖبص دسثبة  (2010) ٗ ْٛنبسا

 ٞآ٢ّٖاػ٢ذ خب١يض١ٔ خٜؾ مٚ دس آٓ دادٕذ اٟ ك٘ستٌّبٍعٚ

 ٕتب١ح ا١ٔ ٌّبٍعٚ ٕـبٓ ؛ؿذ 208 ػش١ٔ ٢ّٖٞآػ٢ؼتئ٢ٔ ثٚ خبٟ اػ٢ذ

 داد مٚ ٍّ٘نً٘ اػتشپت٘م٢ٖبص ٕ٘تشم٢ت خذ١ذ، فعب٢ٍت ث٢ٍ٘٘ط١ل
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ٗخ٘د ٕتب١ح ّٖبػت فعب٢ٍت ث٢ٍ٘٘ط١ل باّب ث اػتمشدٙخ٘د سا حفَ

مٖ٘ٓ ّج٠ٖ ثش پي٢لاػ٢٘ٓ ، ٢ٛچ ىضاسؿ٠ تبخٜؾثشاٟ ا١ٔ پشٗتئ٢ٔ 

 Kumar ت٘ػيمٚ  تشٟىؼتشدٙ دس تحق٢ق آٓ ٗخ٘د ٕذاسد. سٟٗ

-ٍّ٘نً٘اص ػ٢ؼتئ٠ٖ٢ ٛبٟ خٜؾ ،ؿذإدبُ  (2012) بسآٗ ْٛن

ق٢ق اص تحٛب٠١ غ٢شخٜؾ) ٛبٟ اػتشپت٘م٢ٖبص ًشاح٠ ٗ ػبختٚ ؿذٕذ

ٛبٟ ٕٜب١ت پي٢لاػ٢٘ٓ اختلبك٠ سٟٗ ا١ٔ ٍّ٘نً٘ٗ دس حبهش(

مشد مٚ اػتشپت٘م٢ٖبص إدبُ ىشفت. ٕتب١ح ا١ٔ تحق٢ق اثجبت

-ّ٘خت ثٜج٘د خل٘ك٢بت اػتشپت٘م٢ٖبص اص پي٢لاػ٢٘ٓ اختلبك٠

عْش ٗ مبٛؾ ٢ْٕٞ افضا١ؾ خَْٚ افضا١ؾ ّقبّٗت ثٚ پشٗتئ٢ٍ٘ض،

ٛبٟ ّتعذد، پي٢لاػ٢٘ٓ إدبُ ثبٗخ٘د .ؿ٘دصا٠١ آٓ ٠ّا٠ْٖ١

تبمٖ٘ٓ داسٟٗ اػتشپت٘م٢ٖبص پي٢َٚ دس ثبصاس داس٠١ٗ د٢ٕب ٗخ٘د 

-اػتشٍّ٘نً٘ ًشاح٠ ٗ ت٢ٍ٘ذ  ،حبهش اص ٌّبٍعٞٛذف اػت.ٕذاؿتٚ

ٛب٠١ مٚ خٜؾغ٢ش اص )ثٚحبٟٗ ػ٢ؼتئ٢ٔ خذ١ذ  ١بفتٞخٜؾپت٘م٢ٖبص 

 ثشاٟ پي٢لاػ٢٘ٓ اختلبك٠مٚ  اػت (إذّحققبٓ د١يش ا١دبد مشدٙ

 ثبؿذ. اػتفبدٙقبثٌ

 

 َبمًاد ي ريش
 آمیىٍ برای تعًیض اوتخبة اسیذ

دس مٚ  ،اػتشپت٘م٢ٖبص پشٗتئ٢ٔ اٟاػ٢ذآ٢ّٖٚ ت٘ا٠ٍاػتفبدٙ اص ثب   

  Protein Databank (www.pdb.org) پب١يبٙ اًلاعبت٠

 SPDB viewer افضاسٕشُى٢شٟ مبسثٚثب  ٗ اػت ّ٘خ٘د

(version 4.01)، تحت اػتشپت٘م٢ٖبص  پشٗتئ٢ٔ ثعذٟػٚ ػبختبس

افضاس ٕشُ ٗػ٢َٞثٚ ٛبٟ ػٌح٠ آٓٗ اػ٢ذ آ٢ّٖٚ قشاس ىشفت ثشسػ٠

ؿذٓ اص ّـخقص پغػبختبس پشٗتئ٢ٔ اػتشپت٘م٢ٖب ذ.ؿّـخق 

ثٚ  .افضاس ّـبٛذٙ ٗ ثشسػ٠ ؿذػٌح٠ دس دسٗٓ ٕشُٛبٟ اػ٢ذآ٢ّٖٚ

-ٕشُ دػتشػ٠ ٞت٘ػي ىض١ٖٛبٟ ػٌح٠ ٖٚاثتذا اػ٢ذ آ٢ّ ،ا١ٔ ّٖظ٘س

س پشٗتئ٢ٔ ك٘ست خذاىبٕٚ دس ػبختبثٚٗ  ّـخق ؿذٕذافضاس 

 ػبختبس ،ػپغ. سٕي٠ ؿذٕذ افضاساػتشپت٘م٢ٖبص ت٘ػي ٕشُ

ك٘ست مْپَنغ ؿذ ٗ ثٚافضاس دس ٕشُپلاػ٢ْٖ٘طٓ  ثب اػتشپت٘م٢ٖبص

ثٚ  ٕؼجت ؿذٙسٕي٠ ٛبٟ ػٌح٠چـ٠ْ، ّ٘قع٢ت ّنب٠ٕ اػ٢ذآ٢ّٖٚ

 541ٛبٟ نغ ؿذٙ )اػ٢ذ آ٢َّٖٚسٟٗ پلاػ٢ْٖ٘طٓ مْپيبٙ فعبً خب١

سٟٗ  پي٢لاػ٢٘ٓثب ا١ٔ ٌّٖق مٚ  ىشفت.ثشسػ٠ قشاستحت ( 791تب 

 مبف٠ اص خب١يبٙ فعبً دٗس ٝإذاصثٚ مٚ ،ػٌح٠ ٛبٟآ٢ّٖٚاػ٢ذ

ا١دبد ثشاٟ تـن٢ٌ مْپَنغ فعبً تش١ٔ تذاخٌ سا ، مِثبؿٖذ

 ٞآ٢ّٖؿذٓ ثب اػ٢ذخب١يض١ٔ شاٟث 263اػ٢ذ ىَ٘تب٢ّل مشد،ذخ٘اٛ

 ػ٢ؼتئ٢ٔ إتخبة ؿذ.

 ي کلًویىگ جُص

 GENE افضاسمْل ٕشُثب ثشىـت ٗ سفت پشا١ْشٛبٟ   

RUNNER (version 4.0.9 Beta) ت٘ػي ؿشمت  ًشاح٠ ٗ

Bioneer ى٢شٟ سٗؽ مبسثب ثٚ. (1 خذًٗ) ؿذٕذخٖ٘ث٠ ػبختٚٝمش

PCR اػتفبدٙ اص طٓ ٗ ثبskc2 ٘س مٚ قجلاً دس ٗمتpQE30  َٓ٘م

عٖ٘آ اٍيٟ٘ اك٠َ، طٓ ، ثٚ(,.Arabi et al 2011) ث٘دؿذٙ

 SOEingسٗؽ  مْلٚثْٖذ ٛذف خٜؾؿذ. تنث٢ش  اػتشپت٘م٢ٖبص

PCR (Sambrook & Russell, 2001) ثٚ تنث٢ش طٓ ٗ  ا١دبد

اثتذا دٗ ثشاٟ ا١ٔ ّٖظ٘س،  ؿذ. ّٖدش خٜؾاػتشپت٘م٢ٖبص حبٟٗ 

 خٜؾپ٘ؿبٓ حبٟٗ ػبخت قٌعبت ِٛخٜت  ،PCRٗامٖؾ 

 94ت ؿذٓ )ثب اعْبً ١ل ػ٢نٌ دّبٟ ٗاػشؿ خب١يض٠ٖ١ ػ٢ؼتئ٢ٔ،

ىشاد( ٗ دّبٟ ػبٕت٠ ٞدسخ 59ىشاد(، دّبٟ اتلبً )ٕت٠ػب ٞدسخ

بت . تنث٢ش قٌعىشفتك٘ست  ىشاد(ػبٕت٠ ٞدسخ 72پ٢َْش١ضاػ٢٘ٓ )

ثبصٟ )اص اثتذاٟ طٓ تب خب١يبٙ خفت 789ٞ مٚ ؿبٌّ قٌع پ٘ؿبِٓٛ

-ثٚ ث٘دتب إتٜبٟ طٓ(  263ثبصٟ )اص خب١يبٙ خفت 453 ٞقٌع ( 263ٗ

 ,F263ٗ ) (F1, R263)پشا١ْشٛبٟ خفت  اص اػتفبدٙ ثبتشت٢ت 

R414) ّٖظ٘س حزف ثٚ ،آّذٙدػتثٚپ٘ؿبٓ قٌعبت ِٛ ؿذ.ٕدبُا

)١نتب  DNAػبصٟ م٢ت خبٍق ٞٗػ٢َثٚاختلبك٠، ثبٕذٛبٟ غ٢ش

 SOEingٗامٖؾ تد٢ٜض، ا١شآ( اص طً آىبسص تخ٢َق ؿذٕذ. 

PCR :ٕخؼت قٌعبت ِٛ ٞدس ّشحَ دس دٗ ّشحَٚ ك٘ست ىشفت-

ٗ ٗامٖؾ  ؿذٕذپ٘ؿبٓ ثب ٕؼجت ٠ٍّ٘ ّؼبٟٗ ثب ١نذ١يش ّخَ٘ى

PCR  ٗ اعْبً ػ٢نٌ دّبٟ ٗاػشؿت ثب ثذٗٓ حو٘س پشا١ْشٛب

ىشاد( دسخٞ ػبٕت٠ 50دّبٟ اتلبً ) ىشاد(،دسخٞ ػبٕت٠ 94ؿذٓ )

ثلافبكَٚ  ىشاد( إدبُ ؿذ.بٕت٠دسخٞ ػ 72ٗ دّبٟ پ٢َْش١ضاػ٢٘ٓ )

 -اص اتْبُ ا١ٔ ّشحَٚ، ّخَ٘ى ٗامٖؾ دُٗ )ؿبٌّ إٓض١ِپغ

polymerase pfu DNA   ،ٓٛبٟپشا١ْشٗ ثبفش آ F1  ٗR414، 

dNTP  ٗMgSO4تب  ؿذٕخؼت افضٗدٙ ّٞشحَ ( ثٚ ٢ّنشٗت٢٘ة

 ١ْشٛبٟپشا ٞٗػ٢َاػتشپت٘م٢ٖبص حبٟٗ خٜؾ ثٚ مبٌّ ٞتنث٢ش قٌع

دس  PCRّحلً٘  ٕٜب١ت،ى٢شد. دس، إدبُمبٌّ طٓ ٟاثتذا ٗ إتٜب

اص م٢ت اػتفبدٕٙظش ثبّ٘سد ٞطً آىبسص اٍنتشٗف٘سص ؿذٙ ٗ قٌع

-طٓ دػت ؿذ.)١نتب تد٢ٜض، ا١شآ( تخ٢َق DNA ػبصٟخبٍق

ّحذٗد ٛبٟثب إٓض١ِ ،اص ٛوِٕخ٘سدٙ ٗ خٜؾ اػتشپت٘م٢ٖبص، پغ
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 .ٕخ٘سدٙٗ دػت ١بفتٚخٜؾپت٘م٢ٖبص پشا١ْشٛبٟ اػتفبدٙ ؿذٙ خٜت تنث٢ش اػتش -1جذيل 

Table 1. Primers used for amplification of the intact and mutated streptokinase. 
 

 وبم پرایمر تًالی پرایمر

5’-GACGAGACATATGATTGCTGGACCTGAGTG-3’ F1 

5’-GACACTCGAGTTTGTCGTTAGGGTTATCAG-3’ R414 

5’-CTGGTCTGAATGAATGCATAAACAACACTGAC-3' F263 

5’-CAGGTCAGTGTTGTTTATGCATTCATTCAG-3’ R263 

 اػت.ؿذٙدادٙ ٕـبٓ سٕوپش ك٘ستثٚ ػ٢ؼتئ٢ٔ مذٗٓ ٗ ص١ش خي ك٘ستٚث مٖٖذّٙحذٗد إٓض١ِ ٛبٟؿٖبػب٠١ خب١يبٙ 
Underlined letters represented restriction enzymes recognition sites and bold faced letters represented mutated codon

 ( دسٗٓ ٗمت٘سFermentas, Romania) NdeI/XhoI ٝمٖٖذ

pET-26b(+) َٓ٘ٛبٟ ط٠ٕ حبٟٗ طٓ ػبصٙ (.1ؿذٕذ )ؿنٌ م

 pETSK263Cysٗ  تشت٢تمٚ ثٚ ١بفتٕٚخ٘سدٙ ٗ خٜؾدػت

pETSK414 ٙم٠َ اؿش١ـ٢بّؼتعذ ٛبٟ ؿذٕذ، دسٗٓ ػًَٕ٘ب٢ّذ 

تشٕؼفشُ ؿذٕذ  ٖو٢ّضثبٓ م٢َٕ٘ ّٖضٍٞثٚ DH5α ٞػ١٘

(Sambrook & Russell, 2001پغ .)َٓ٘ٛبٟ اص غشثبٍيشٟ م

داس، تخ٢َق ٕظش دس ّح٢ي مـت مبٕبّب١ؼ٢ّٔ٘سدحبٟٗ ٗمت٘س 

ٛبٟ ٗ مَ٘ٓ ىشفتتد٢ٜض، ا١شآ( إدبُپلاػ٢ْذ ت٘ػي م٢ت )١نتب

مٖٖذٙ ٛبٟ ّحذٗدٛوِ ثب إٓض١ِ ٞٗػ٢َٕظش ثٚحبٟٗ طٓ ّ٘سد

٢١ذ ٕٜب٠١، پلاػ٢ْذ ٕ٘تشم٢ت حبٟٗ أ٘س تّٖظؿٖبػب٠١ ؿذٕذ. ثٚ

 ٞآ٢ّٖ، ثشاٟ ا٢ًْٖبٓ اص ٗخ٘د مذٗٓ اػ٢ذ١بفتٚخٜؾاػتشپت٘م٢ٖبص 

-اٟ د١يش، ثٕٚقٌٚ خٜؾٛشىٕ٘ٚ  فقذآٗ  263ػ٢ؼتئ٢ٔ دس خب١يبٙ 

ًشف تع٢٢ٔ ت٘ا٠ٍ خٖ٘ث٠ اص دٗٝمش Macrogenؿشمت  ٞٗػ٢َ

  ؿذ.

 بیبن ي تخلیص پريتئیه
ٗ  pETSK263Cysٛبٟ ط٠ٕ ٛب، ػبصّٖٙظ٘س ث٢بٓ پشٗتئ٢ٔثٚ

pETSK414 ث٢ب٠ٕ  ٞدس ػ١٘Rosetta E.coli  ٗ تشإؼفشُ ؿذٕذ

 IPTGٞٗػ٢َٛب ثٚاٍقبء ث٢بٓ پشٗتئ٢ٔ TY2Xاص مـت دس ّح٢ي پغ

(Sigma, USAثب غَظت ٕٜب٠١ ١ل ٠َ٢ّ )ىشفت ٗ ّ٘لاس ك٘ست

اسص١بث٠ ؿذ.  SDS-PAGE تح٢ٌَاص اػتفبدٙٛب ثبث٢بٓ پشٗتئ٢ٔ

ثلات اص تن٢ٖل ٗػتشٓ ٛبپشٗتئ٢١ٔ٢ذ قٌع٠ أؿٖبػب٠١ ٗ ت خٜت

ّٖظ٘س، ثشاٟ ا١ٔ .(Sambrook & Russell, 2001) اػتفبدٙ ؿذ

ٕخ٘سدٙ ٗ دػت ٛبٟ ّشث٘ى ثٚ پشٗتئ٢ٔ اػتشپت٘م٢ٖبصاثتذا ثبٕذ

-اص إٓت٠ اػتفبدٙ ثب ٗ ثٚ غـبء ٢ٕتشٗػٍَ٘ضٟ ّٖتقٌ ؿذٙ ،١بفتٚخٜؾ

 ثب ثبدٟ مٖظٗىٚإٓت٠ ٗ ثبدٟ ا٢ٍٕٗٚت٠آ عٖ٘آثٚ His-tag هذ ثبدٟ

افضٗدٓ ّحًَ٘  اصپغ ثبدٟ ثب١ٕ٘ٚ،عٖ٘آ إٓت٠ثٚ HRPإٓض١ِ 

DABٕخ٘سدٙ ٗ دػتاػتشپت٘م٢ٖبص  ، ٗخ٘د ثبٕذٛبٟ اختلبك٠

 .ىشفتقشاسثشسػ٠ تحت  ١بفتٚخٜؾ

-مشّٗبت٘اص سٗؽ اػتفبدٙؿذٙ، ثب٢١ذأٛبٟ تػبصٟ پشٗتئ٢ٔخبٍق

دس ؿشا١ي ٗاػشؿت  Ni-NTA agarose ٓىشاف٠ تْب٠َ١ ثب ػت٘

زف . ح(,.Arabi et al 2011)إدبُ ىشفت  ّ٘لاس( 8ثب اٗسٙ )

ى٢شٟ مشّٗبت٘ىشاف٠ مبسثب ثٚ ٛباٗسٙ ٗ تبخ٘سدى٠ ّدذد پشٗتئ٢ٔ

فبص ثبثت  ّٖضٍٞثٚ G-25 اص طً ػفبدمغ اػتفبدٙ ثبف٢َتشاػ٢٘ٓ ط٠ٍ 

 5/7pHب ث Tris base ( ٗmM 25)NaCl( mM 50ٗ ثبفش حبٟٗ )

 عٖ٘آ فبص ّتحشك ك٘ست ىشفت.ثٚ 

 

 وتبیج
 پشٗتئ٢ٔ ثعذٟػٚ ػبختبس ،SPDB viewerافضاس اص ٕشُاػتفبدٙثب

 اٟٚآ٢ّٖمٚ اػ٢ذ ،263 اػ٢ذٗ ىَ٘تب٢ّل ؿذثشسػ٠  اػتشپت٘م٢ٖبص

ػ٢ؼتئ٢ٔ  ٞآ٢ّٖإدبُ خٜؾ خب١يض٠ٖ١ ثب اػ٢ذخٜت  اػت، ػٌح٠

 ٞآ٢ّٖؿ٘د، اػ٢ذبٛذٙ ٠ّّـ 2ً٘س مٚ دس ؿنٌ ْٛبٓ إتخبة ؿذ.

مبف٠ ثب  ٞٗ داساٟ فبكَ داسددس د٢ّٔ ثتب قشاس 263اػ٢ذ ىَ٘تب٢ّل

٢ت٢ل پلاػ٢ْٖ٘طٓ مبتبٍ ٍحبٍ فوب٠١ ثٚ خب١يبٙد٢ّٔ ىبّب )مٚ اص

پ٘ؿبٓ ّٖظ٘س ا١دبد خٜؾ، اثتذا قٌعبت ِٕٛضد١ل اػت( اػت. ثٚ

ٗ  (F1, R263اص خفت پشا١ْشٛبٟ ) اػتفبدٙحبٟٗ خٜؾ ثب

(F263, R414 ٌ( تنث٢ش ؿذٕذ )ؿنA3.) اص تخ٢َق، ا١ٔ پغ

پ٘ؿبٓ ِٛ SOEing PCRسٗؽ  ثعذٟ ثب مْل ٞقٌعبت دس ّشحَ

ٕٜب١ت دس (.B 3ا١دبد ؿذ )ؿنٌ حبٟٗ خٜؾ مبٌّ ٞٗ قٌع ؿذٕذ

 ت٘ا٠ٍ ثٚاص سٗؽ تع٢٢ٔ اػتفبدٙ ٕظش ثبا١دبد خٜؾ دس ّنبٓ ّ٘سد

 اػتشپت٘م٢ٖبص، بفت١ٕٞخ٘سدٙ ٗ خٜؾطٓ دػت (.4)ؿنٌ  أ٢١ذ سػ٢ذت
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ٛبٟ إٓض١ِ ٛبٟ ثشؽاص ًش١ق خب١يبٙ اػتشپت٘م٢ٖبص ١بفتٚخٜؾٕخ٘سدٙ ٗ ٛبٟ دػتطٓ ٗ خب١يبٙ ٗسٗد طٓ اػتشپت٘م٢ٖبص. pET-26b ْٕب٠١ ؿْبت٢ل اص ٗمت٘س -1ضکل 

NdeI  ٗXhoI ٙإذ.دس ٗمت٘س ٗاسد ؿذ 
Fig. 1. Schematic illustration of pET-26b vector and insertion site of streptokinase gene. Intact and mutated streptok-

inase genes were inserted into the vector by NdeI and XhoI restriction sites. 

  

 
 پلاػ٢ْٖ٘طٓ. –ػبختبس مْپَنغ اػتشپت٘م٢ٖبص -3ضکل 

Fig. 2. Structure of streptokinase-plasminogen complex. 

  

-ٗ ػبصٙ ؿذمَ٘ٓ (+)pET-26bٗمت٘س  NdeI/XhoIدس خب١يبٙ 

 pETSK263Cys  ٗpETSK414ٛبٟ ٕبُٛبٟ ط٠ٕ حبكٌ ثٚ

اص ٛوِ اػتفبدٙثب .تشٕؼفشُ ؿذٕذ DH5α E.coliدسٗٓ ثبمتشٟ 

اػتشپت٘م٢ٖبص دس  ١بفتٞخٜؾٕخ٘سدٙ ٗ إٓض٠ْ١، م٢َٕٖ٘و طٓ دػت

ع٢٢ٔ ت٘ا٠ٍ ّدذد ىشفت ٗ ت٢١ذ قشاسأتّ٘سد (+)pET-26bٗمت٘س 

ٕظش ّ٘سد ٞدس ٕقٌ خٜؾ، ا١دبد pETSK263Cys ٝطٓ دس ػبص

د. مش٢١ذأاٟ د١يش سا تٕقٌٚ خٜؾىٕ٘ٚ ٛش فقذآ( ٗ 263)خب١يبٙ 

-ٛبٟ ثٚ، ػبص١ٙبفتٚخٜؾٕخ٘سدٙ ٗ ٛبٟ دػتّٖظ٘س ث٢بٓ پشٗتئ٢ٔثٚ

تشٕؼفشُ ؿذٕذ ٗ ت٢ٍ٘ذ  E.coli Bl21 (DE3)آّذٙ دسٗٓ دػت

ٛبٟ اص ثشسػ٠ ػًَ٘. پغؿذاٍقبء  IPTGاػتفبدٙ اص ٛب ثبپشٗتئ٢ٔ

 47ثبٕذ پشٗتئ٠ٖ٢  ، ٢ٛچSDS-PAGEسٗؽ ؿذٙ ثٚاٍقب 

ٕـذٙ( اٍقبء ٞٚ ثب ١ْٕٕ٘ؼّقبآ٢ّذ )دسامش١ٌسٟٗ طً پ٠َم٢َ٘داٍت٠ٕ٘ 

ٛب دسٗٓ ا١ٔ سٗ، ػبصٙإذ(. اص)ٕتب١ح ٕـبٓ دادٙ ٕـذٙ ـذّٕـبٛذٙ

ٗ ث٢بٓ  ؿذٕذ تشإؼفشُ ٢ّE.coli Rosetta (DE3)ضثبٓ ث٢ب٠ٕ 

-. ا١ٔىشفتثشسػ٠ قشاسٛبٟ ٕ٘تشم٢ت دس ا١ٔ ٢ّضثبٓ ّ٘سدپشٗتئ٢ٔ

داد مٚ آ٢ّذ ٕـبٓ امش١ٌسٟٗ طً پ٠َاص اٍنتشٗف٘سص ثبس ٕتب١ح حبكٌ

 ً٘س مبّلاًثٚ ١بفتٚخٜؾٕخ٘سدٙ ٗ ِٛ پشٗتئ٢ٔ ِٛ پشٗتئ٢ٔ دػت

إذ )ؿنٌ ذٕٙـذٙ، ث٢بٓ ٗ ت٢ٍ٘ذ ؿاٍقب ّٞقب١ؼٚ ثب ْٕٕ٘آؿنبس دس

A5ثلات، ٗخ٘د ثبٕذٛبٟ ى٢شٟ تن٢ٖل ٗػتشٓمبسثب ثٚ ،(. ػپغ

-ٗ دػت خٜؾ ٢ٖبصاػتشپت٘م ٟٛبپشٗتئ٢ٔاختلبك٠ ّشث٘ى ثٚ 

 ؿذٙ ثب اػتفبدٙ اصٛبٟ ث٢بٓپشٗتئ٢ٔ(. B5ؿذ )ؿنٌ  اثجبت ٕخ٘سدٙ

ؿشا١ي ٗاػشؿت دسNi-NTA agarose  مشّٗبت٘ىشاف٠ ثب ػت٘ٓ

ّٖظ٘س ثٚ. دسكذ خبٍق ؿذٕذ 90اص ثب دسخٞ خَ٘ف ث٢ؾ

 ّشاحٌ اػتفبدٙ دسّ٘سد ٝٛب ٗ حزف اٗستبخ٘سدى٠ ّدذد پشٗتئ٢ٔ
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، 2؛ ػت٘ٓ ؿشمت فشّٖتبع 1kb(SM0313) ّبسمش، 1؛ ػت٘ٓ خٜؾپ٘ؿبٓ حبٟٗ تنث٢ش قٌعبت ِٛ :Aسٟٗ طً آىبسص.  PCRاٍنتشٗف٘سص ّحل٘لات  -2ضکل 

ؿشمت  1kb (SM0313) ، ّبسمش2؛ ػت٘ٓ خٜؾ، اػتشپت٘م٢ٖبص 1ػت٘ٓ ؛خٜؾتنث٢ش طٓ اػتشپت٘م٢ٖبص  :Bصٟ. ثبخفت 453قٌعٚ ، 3؛ ػت٘ٓ ثبصٟخفت 789قٌعٚ 

 .فشّٖتبع
Fig. 3. Gel electrophoresis of PCR products. A: Amplification of overlapped fragments containing mutation; lane 1, Fe-

rmentas DNA ladder,1kb (SM0313); lane 2, 789 base pair fragment; lane 3, 453 base pair fragment. B: Amplification of 

mutated streptokinase gene; lane 1, mutated SK; lane 2, Fermentas DNA ladder, 1kb (SM0313). 

 

 

 
 

 اػت.ػ٢ؼتئ٢ٔ دس آٓ ّـخق ؿذٙ  ٗٓمٚ مذ SK263Cysإٓبٍ٘ه ػ٢ؼتئ٠ٖ٢ ت٘ا٠ٍ ٕ٘مَئ٘ت٢ذٟ  -4ضکل 

Fig. 4. Nucleotide sequence of cysteine analogue SK263Cys that cysteine codon is distinct in it. 

 

ؿذٓ فعبًت٘إؼت ّ٘خت ٗاػشؿت ؿذٓ ٗ غ٢شمٚ ٠ّ ،تخ٢َق

إدبُ ىشفت. مشّٗبت٘ىشاف٠ ف٢َتشاػ٢٘ٓ ط٠ٍ  ،ٛب ؿ٘دپشٗتئ٢ٔ

دػت شپت٘م٢ٖبصاػت پشٗتئ٢ٔ اص ف٢َتشاػ٢٘ٓ ط٠ٍْٕ٘داسٛبٟ حبكٌ

دٖٛذٝ ، ٕـبG-25ٓاص ػت٘ٓ ػفبدمغاػتفبدٙثب ٕخ٘سدٙ ٗ خٜؾ

ٛبٟ (. ّح6ًَ٘ٛبٟ پشٗتئ٠ٖ٢ ث٘د )ؿنٌ خشٗج اٗسٙ اص ّحًَ٘

ٛشىٕ٘ٚ سػ٘ة ٗ تدْع پشٗتئ٠ٖ٢ اص تع١٘ن ثبفش، فبقذ پشٗتئ٠ٖ٢ پغ

 ٛبٟ پشٗتئ٠ٖ٢ تقش١جبًداد مٚ ّحًَ٘ػٖد٠ ٕـبٓث٘د. اّب ٕتب١ح غَظت

 إذ.شاثش سق٢ق ؿذ٢ِٕٗٙ ثدٗ

 

 بحث

اػتشپت٘م٢ٖبص، پي٢لاػ٢٘ٓ  ػبصٟٛبٟ ث٢ٜٖٚتش١ٔ سٗؽ١ن٠ اص ِّٜ   

ػ٢ؼتئ٢ٔ اػت. ٕتب١ح ٌّبٍعبت پ٢ـ٢ٔ  ٞاػ٢ذآ٢ّٖ سٟٗاختلبك٠ 

-ٛبٟ ػبختبسٟ ٗ عٌْك٘ست ت٘خٚ ثٚ ١ٗظى٠مٚ دس دٛذ٠ّٕـبٓ 

 حفَ فعب٢ٍت ث٢ٍ٘٘ط١ل ثٚت٘آ ثبمشدٟ پشٗتئ٢ٔ اػتشپت٘م٢ٖبص، ٠ّ

١بفت حبٟٗ ػ٢ؼتئ٢ٔ دػت١بفتٞ ٍّ٘نً٘ اػتشپت٘م٢ٖبص خٜؾ

(Kumar et al., 2012; Monzavi et al., 2010). ٔثش٢ْٛ-

ثب ًشاح٠ ٗ ػبخت  تب ، دس ٌّبٍعٞ حبهش تلاؽ ؿذٙ اػتاػبع

ٛب٠١ اػتشپت٘م٢ٖبص خٜؾ خذ١ذ حبٟٗ ػ٢ؼتئ٢ٔ )ثٚ غ٢ش اص خٜؾ

پي٢لاػ٢٘ٓ  إدبُ، اّنبٓ (إذمشدٙ ٓ د١يش ا١دبدّحققبمٚ 

ٜت خ ا١ٔ پشٗتئ٢ٔ داس٠١ٗ دس ا١شآ فشاِٛ ؿ٘د. سٟٗاختلبك٠ 

 ,.Kumar et al)خب١يبٙ خٜؾ، ْٛبٕٖذ ٌّبٍعبت ّـبثٚ تع٢٢ٔ 

2012; Monzavi et al., 2010 )دػتشعّ٘اسدٟ ْٛچ٘ٓ دس-

خب١يبٙ  ث٘دٓ آٓ اصإتخبث٠ ٗ دٗس ٞآ٢ّٖث٘دٓ اػ٢ذث٘دٓ ٗ ػٌح٠

ت٘خٚ ثٚ ٕتب١ح ثبؿذ ٗ ٕظش ىشفتٚدس فعبً پشٗتئ٢ٔ پلاػ٢ْٖ٘طٓ

 ،263اػ٢ذ دس خب١يبٙ ىَ٘تب٢ّل ٞآ٢ّٖاػ٢ذ ٛبٟ مبّپ٢٘تشٟاسص١بث٠

ثشسػ٠  ػ٢ؼتئ٢ٔ إتخبة ؿذ. ٞآ٢ّّٖٖظ٘س خب١يض٠ٖ١ ثب اػ٢ذثٚ

 SPDBافضاسك٘ست چـ٠ْ دس ٕشُػبختبسٟ اػتشپت٘م٢ٖبص ثٚ

viewer ٓث٘دٙ ؿذٙ ِٛ ػٌح٠إتخبة ٞآ٢ّٖداد مٚ اػ٢ذٕـب ٗ
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، ْٕٕ٘ٚ 2ٕخ٘سدٙ؛ ػت٘ٓ ، ثبٕذ پشٗتئ٠ٖ٢ ّشث٘ى ثٚ اػتشپت٘م٢ٖبص دػت1 اػتشپت٘م٢ٖبص؛ ػت٘ٓ ١بفتٞخٜؾٕخ٘سدٙ ٗ پشٗتئ٢ٔ دػت SDS PAGE تح٢ٌَ : A-5ضکل 

اػتشپت٘م٢ٖبص؛ ػت٘ٓ  ٠پشٗتئ٢ٖثبٕذٛبٟ ػتشٓ ثلات ٗ :B. ١بفتٚخٜؾثبٕذ پشٗتئ٠ٖ٢ اػتشپت٘م٢ٖبص  ،4؛ ػت٘ٓ  Blue Plus، ّبسمش پشٗتئ3٠ٖ٢ػت٘ٓ اػتشپت٘م٢ٖبص؛  ٕٝـذاٍقبء

 Blue Plus. ؿذٙسٕو، ّبسمش پشٗتئ٢ٖ٢بص پ٢ؾ3؛ ػت٘ٓ  ١بفتٚخٜؾثبٕذ پشٗتئ٠ٖ٢ اػتشپت٘م٢ٖبص  ،2؛ ػت٘ٓ ٕخ٘سدٙثبٕذ پشٗتئ٠ٖ٢ اػتشپت٘م٢ٖبص دػت، 1

Fig. 5. A: SDS-PAGE analysis of intact and mutated streptokinase proteins; lane 1, intact streptokinase; lane 2, non-

induced SK; lane 3, Blue Plus protein marker; lane 4, Mutated streptokinase. B: Western blot analysis of SK proteins; 

lane 1, intact streptokinase; lane 2, Mutated streptokinase; lane 3, pre-stained Blue Plus protein marker. 

 

 
 

؛ دس ٛش دٗ ٕخ٘سدٙاػتشپت٘م٢ٖبص دػتخذاػبصٟ اٗسٙ اص  :B ،١بفتٚخٜؾاػتشپت٘م٢ٖبص خذاػبصٟ اٗسٙ اص  :Aْٕ٘داس ؛ مشّٗبت٘ىشاف٠ ف٢َتشاػ٢٘ٓ ط٠ٍ ْٕ٘داس -6ضکل 

تشث٘دٓ اص دسٗٓ ّٖبفز رسات طً عج٘س مشدٙ ٗ د٢ٌٍ م٘چلثٚٛبٟ اٗسٙ ْٕ٘داس، پ٢ل ٕخؼت )پ٢ل ثضسىتش( ّشث٘ى ثٚ پشٗتئ٢ٔ ٗ پ٢ل دُٗ ّشث٘ى ثٚ اٗسٙ اػت. ٍّ٘نً٘

 ؿ٘د.د٢ٌٍ ثضسه ث٘دٓ اص لاثلاٟ رسات طً سد ؿذٙ ٗ صٗدتش خبسج ٠ّؿٕ٘ذ اّب پشٗتئ٢ٔ اػتشپت٘م٢ٖبص ث٢ْٛٚٔ د٢ٌٍ د١شتش اص ػت٘ٓ خبسج ٠ّثٚ

Fig. 6. Diagrams of gel filtration chromatography; diagram A: separation of urea from mutated SK; diagram B: sepa-

ration of urea from intact SK; in both of diagrams the first peak is related to protein and the second peak is related to 

urea.  

 

مْپَنغ ثب  ػ٢٘ٓ تذاخ٠َ دس ا١دبدپي٢لا اصاحتْبً ص١بد پغثٚ

١ل اص مٚ دس ٢ٛچ اػت ىفت٠ٖد. مشا١دبد ٕخ٘اٛذپلاػ٢ْٖ٘طٓ 

خٜت تع١٘ن ثب  263اػ٢ذ ىَ٘تب٢ّل ٞاػ٢ذ آ٢ّٖ ،پ٢ـ٢ٔ ٌّبٍعبت

اص اٍنتشٗف٘سص ٕتب١ح حبكٌ اػت.اػتفبدٙ ٕـذٙ ػ٢ؼتئ٢ٔ ٞآ٢ّٖاػ٢ذ

 ٞٛب دس ػ١٘داد مٚ پشٗتئ٢ٔآ٢ّذ ٕـبٓامش١ٌسٟٗ طً پ٠َٛب پشٗتئ٢ٔ

Bl21 (DE3) E.coli ٓؿذٙ مٚ اس مِ ث٢بّٓقذٗ ١ب ثٚ إذٕـذٙ ث٢ب

-بمٚ ث ٟد١يش ٞ. دس ٌّبٍعج٘دٕذٕ سد١بث٠قبثٌ اٍنتشٗف٘سص ثب سٗؽ 

 E.coli Rosettaٛبٟ ٛب دس ػ٢ّٚ١٘ضآ ث٢بٓ پشٗتئ٢ٔ ّٞقب١ؼ ٛذف

(DE3)  ٗBl21 (DE3) E.coli ُؿذ ٕـبٓ دادٙ ،ىشفتٚ ث٘دإدب

ٛب ّ٘خت افضا١ؾ ث٢بٓ پشٗتئ٢ٔ E.coli Rosetta (DE3) ٞػ١٘مٚ 

ٛبٟ آ٢ّٖٚث٘دٓ مذ اػ٢ذت٘إذ ّتفبٗت. عَت ا١ٔ ّؼئَٚ، ٠ّدؿ٠ّ٘

 ٞػ١٘ ا١ٔ ّع٠ٖ مٚ احتْبلاًاػتفبدٙ دس ا١ٔ دٗ ػ١٘ٚ ثبؿذ؛ ثّٚ٘سد

Rosetta ٚث٘دٓ د٢ٌٍ داساثt-RNA ٓٛبٟ م٢ْبة، ّ٘خت ث٢ب

-دس ؿ٘د؛اػتفبدٙ ٠ّ E.coliٕذست دس مٚ ثٚ ؿ٘دٛب٠١ ٠ّمذٗٓ

 ؿ٘دٛب ٠ّّ٘خت افضا١ؾ ث٢بٓ پشٗتئ٢ٔ ٕت٢دٚ اػتفبدٙ اص ا١ٔ ػ١٘ٚ

(Fu et al., 2007). دادٕـبٓ ً٘س ّـبثٚثٚ ٕتب١ح تحق٢ق حبهش ٢ٕض 

-ثٚ ٛبث٢بٓ پشٗتئ٢ٔ E.coli Rosetta (DE3) ٞػ١٘اص اػتفبدٙمٚ ثب

تش١ٔ ّشاحٌ ت٢ٍ٘ذ اص ١ِّٜن٠ ١بثذ.قبثٌ ت٘خ٠ٜ افضا١ؾ ٠ّ ٢ّضآ
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چٚ ّشاحٌ تخ٢َق شٛ ػبصٟ آٓ اػت.خبٍق ٕ٘تشم٢ت پشٗتئ٢ٔ

ٛبٟ پشٗتئ٢ٔ مْتش ثبؿذ، ثبصدٙ ت٢ٍ٘ذ پشٗتئ٢ٔ ثبلاتش اػت.

داؿتٔ ثشچؼت  ٞٗاػٌثٚدس ا١ٔ ٌّبٍعٚ، ؿذٙ اػتشپت٘م٢ٖبص ت٢ٍ٘ذ

اص سٗؽ اػتفبدٙثب قبث٢َت تخ٢َق (6xHis-tag) ٢ٛؼت٢ذ٠ٖ١

 .داسا ث٘دٕذسا  Ni-NTA agarose ػت٘ٓثب تْب٠َ١ مشّٗبت٘ىشاف٠

 ت٘إذ٠ّ E.coliٛب دس ثبمتشٟ ئ٢ٔمٚ ث٢بٓ ثبلاٟ پشٗتت٘خٚ ثٚ ا١ٔثب
اخؼبُ  ك٘ست ٕبّحًَ٘ ٗ تـن٢ٌثٚ ّ٘خت ت٢ٍ٘ذ پشٗتئ٢ٔ ٕ٘تشم٢ت

احتْبً داؿت مٚ  ؛(Werner et al., 1994) دؿ٘ اٟت٘دٙ

ثبصدٙ  ٕـذٙ، ّ٘خت مبٛؾٗاػشؿتٛب دس ؿشا١ي تخ٢َق پشٗتئ٢ٔ

-ا١ٔ، خبٍق. ثٖبثش(Bornhorst & Falke, 2000) دؿ٘ تخ٢َق

تب إدبُ ىشفت  ثب اٗسٙ دس ؿشا١ي ٗاػشؿتٛب ػبصٟ پشٗتئ٢ٔ

ؿ٘د. ٜب تؼ٢ٌٜ إٓٗ تخ٢َق  آ١ٖذك٘ست ّحًَ٘ دسٛب ثٚپشٗتئ٢ٔ

زف اٗسٙ ٗ ٠ خٜت حطٍ ٢َتشاػ٢٘ٓف اص اص تخ٢َق ثب ا١ٔ سٗؽ،پغ

ٛب اػتفبدٙ ؿذ. اص ّضا١بٟ ا١ٔ سٗؽ تبخ٘سدى٠ ّدذد پشٗتئ٢ٔ

تش ث٘دٓ، ت٘آ ثٚ ػبدٙد١ب٢ٍض ٠ّ ٞم٢ؼسٗؽ اػتفبدٙ اص ثٚ ٕؼجت

ٍحبٍ صّب٠ٕ ٗ دسكذ ث٢ـتش ػبختبس دسػت پشٗتئ٢ٔ تش ث٘دٓ اصم٘تبٙ

اص إدبُ ف٢َتشاػ٢٘ٓ ط٠ٍ ٛب پغا١ٔ، پشٗتئ٢ٔثشؿبسٙ مشد. علاٗٙا

ؿذٓ ا١شاد ا١ٔ سٗؽ، سق٢قؿٕ٘ذ. تٖٜب تش ٢ٕض ٠ّم٠ْ خبٍق احتْبلاً

-ذٙٛٚ دس ا١ٔ ٌّبٍعٚ ٢ٕض ّـبم اػتاص تع١٘ن ثبفش ٛب پغپشٗتئ٢ٔ

. اّب ثشخلاف د١ب٢ٍض، ٕذاٙثشاثش سق٢ق ؿذ 5/2ٛب حذٗد ؿذ مٚ پشٗتئ٢ٔ

ؿذٓ ٗ تبخ٘سدى٠ ٕبّٖبػت خْعدس ف٢َتشاػ٢٘ٓ ط٠ٍ احتْبً 

 ٠طٍ ٢َتشاػ٢٘ٓفآّذٙ اص دػتْٕ٘داسٛبٟ ثٚٛب، مِ اػت. پشٗتئ٢ٔ

اٗسٙ خشٗج ، ى٘اٙ ثش خٜؾٕخ٘سدٙ ٗ دػت اػتشپت٘م٢ٖبص پشٗتئ٢ٔ

ؿفبف ٗ  مبّلاً ،ٛبٟ پشٗتئ٠ٖ٢ حبكٌّحًَ٘ ٛب ث٘دٙ ٗاص ْٕٕ٘ٚ

مٚ ا١ٔ  ؿذّـبٛذٙؿذٓ خْعاص ثذٗٓ ٢ٛچ سػ٘ة پشٗتئ٠ٖ٢ حبكٌ

 .اػت (Werner et al., 1994)پ٢ـ٢ٔ ثب ٌّبٍعبت ٕتب١ح ٌّبثق 

اٟ  ط٠ٕ ٗ ػ١٘ٚ ٝثٚ ػبخت ػبصاص ا١ٔ تحق٢ق ّٖدشٕتب١ح حبكٌ

مٚ ؿذّٖبػت  ثب ثبصدٙ ١بفتٚخٜؾپشٗتئ٢ٔ ٕ٘تشم٢ت ثب قبث٢َت ت٢ٍ٘ذ 

ثٚ ٕظش .اػت 263ىَ٘تب٢ّل خبٟ اػ٢ذػ٢ؼتئ٢ٔ ثٚ ٞداساٟ اػ٢ذ آ٢ّٖ

ػ٢ؼتئ٢ٔ  ٞآ٢ّٖحبٟٗ اػ٢ذ آٗسٟ ؿذ١ٙبد ١بفتٚخٜؾ پشٗتئ٢ٔ مٚا١ٔ

جبت عذُ مبٛؾ فعب٢ٍت اثك٘ست دس، اػتدس ػٌح ٍّ٘نً٘ 

دس ٓ اختلبك٠ آ٠ٍ ثشاٟ إدبُ پي٢لاػ٢٘ا١ذٙ إتخبة ،ث٢ٍ٘٘ط١ل

  خ٘اٛذ ث٘د.ٛبٟ آت٠ پشٗطٙ

 

 سپبسگساری
، اص اػت 701مٚ قؼْت٠ اص ًشح  ،٠ ا١ٔ تحق٢قٛبٟ ّبٍٛض١ٖٚ   

ٗػ٢َٚ اص ثذ١ٔ .اػتٙؿذ٢ّٔ أپظٗٛـ٠ إؼت٢ت٘ پبػت٘س ا١شآ ت ٞث٘دخ

ٛبٟ دمتش آقبكبدق٠ س٢١غ ثخؾ ٛپبت٢ت ٗ ا١ذص إؼت٢ت٘ حْب١ت

 .ؿ٘ددا٠ٕ ٠ّخبِٕ ّت٠ٍ٘ قذسٛبٟ تن٢ٖن٠ ْلپبػت٘س ا١شآ ٗ م
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