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 چکیده
هاي قلبی عروقی در حال حاضر جزو سه علت اول مرگ و میر و ناتوانی انسان در سراسر دنیا و در حال تبدیل بیماري :سابقه و هدف
. استرپتوکیناز به عنوان شناخته شده ترین داروي فیبرینولیزي، هستندترین عامل مرگ و میر یا ناتوانی در اغلب کشورها شدن به اصلی

شود. در این تحقیق آنزیم شود. این آنزیم از باکتریهاي بتا همولیتیک تولید میاستفاده میمدت مدیدي است که در درمان سکته قلبی 
 .استرپتوکیناز از باکتري استرپتوکوکوس آگالاکتیه جدا شده از گلو استخراج شد

برینولیزي و تست عدم سمیت ها و بررسی فعالیت بتاهمولیزي آنها، انزیم باکتریها  استخراج و فعالیت فیپس از کشت باکتري :یسروش برر
  . انجام گرفت

و آنزیم استخراجی باکتري  ندبود % 30ها داراي فعالیت فیبرینولیزي بالاتر از درصد از نمونه 14 هاي استخراج شده،در میان آنزیم :هایافته
ساعت میزان سمیت آنزیم استخراجی  48و ساعت  24هاي بالا فعالیت فیبرینولیزي داشت. در تست عدم سمیت در استاندارد کمتر از نمونه

 . ها کمتر بوداز باکتري استاندارد از دیگر نمونه
هاي جدا شده از گلو از باکتري استاندارد بیشتر مشاهده و این اثر در باکتري ندهاي استخراجی  داراي اثر فیبرنولیزي بودآنزیم :گیرينتیجه

توان آن را به که مییافت و با کاهش غلظت سمیت کاهش و با افزایش زمان افزایش  یر کردها بسته به زمان و غلظت تغی. سمیت آنزیمشد
 .خطر و طبیعی در از بین بردن لخته هاي خونی معرفی کردعنوان داروي جدید، کم

 .هاي سالم فیبروبلاستیاسترپتوکوکوس آگالاکتیه، استرپتوکیناز، اثرات فیبرینولیتیک، سلول واژگان کلیدي:
 

 1مقدمه
هـاي خـونی در   هاي قلبی عروقی ناشی از ایجـاد لختـه  بیماري

حال حاضر جزء سه علت اول مـرگ و میـر  نـاتوانی انسـان در     
ترین عامل مـرگ و  سراسر دنیا و در حال تبدیل شدن به اصلی

. درمـان ترومبولیتیـک   هسـتند میر یا ناتوانی در اغلب کشورها 
سـت، البتـه در   یک درمـان مرسـوم در درمـان سـکته قلبـی ا     
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ــاخیر فعالیــت،   اســتفاده از ایــن داروهــا مشــکلاتی از قبیــل ت
شـود. داروهـاي ترومبولیتیـک اسـتفاده     خونریزي مشاهده مـی 

فعال کننده پلاسـمینوژن   از شده در درمان سکته قلبی عبارت
طور وسیع مورد ه که ب هستند بافتی، اوروکیناز و استرپتوکیناز

توکوك آگالاکتیـه بـه شـکل    اسـترپ  .گیرنـد استفاده قـرار مـی  
که در ایجـاد گلودردهـاي چرکـی    است دیپلوکوك گرم مثبت 

. ایـن بـاکتري داراي فاکتورهـاي    اسـت اي داراي اهمیت ویـژه 
حدت مهمی از جمله استپتوکیناز و استرپتودورناز و همولیزین 

تــرین و بهتــرین فعــال کننــده  . اســترپتوکیناز، قــدیمیاســت
 ـ  هـاي بتـا همولیتیـک    گونـه  وسـیله ه پلاسمینوژن است کـه ب
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شود. این آنزیم یک پـروتئین خـارج   استرپتوکوکوس تولید می
سلولی است که فاقد خاصیت پروتئـازي بـوده و سـبب تبـدیل     

توانـد فیبـرین   شود کـه مـی  پلاسمینوژن به پلاسمین فعال می
لخته را تجزیـه کنـد. اسـترپتوکیناز در درمـان ترومبـوز وریـد       

د دارد. همچنین در درمـان ترومبـوز   عمقی و آمبولی ریه کاربر
شریانهاي کرونر بعد از سکته قلبی و نیز در باز کـردن انسـداد   

گیــرد. کانولهــاي شــریانی و وریــدي مــورد اســتفاده قــرار مــی
استرپتوکیناز پلاسمینوژن را هم وابسته به فیبرین و هـم غیـر   

 تواند فعال کنـد. امـروزه اسـترپتوکیناز   وابسته به فیبرین را می
شود و در مقایسه بـا فعـال   صورت نوترکیب تولید میه بیشتر ب

ــایین  ــافتی قیمــت پ ــري دارد (کننــده پلاســمینوژن ب ). 2, 1ت
عنــوان کردنــد کــه    2011گروهــی از محققــین در ســال   

استرپتوکیناز عامل موثر براي فعال کردن پلاسـمینوژن بـافتی   
است که در برخورد با انفارکتوس قلبـی حـاد عامـل بسـیار بـا      

یک روش رنـگ سـنجی    MTTارزش و مطمنی است. آزمایش 
هـاي  است که بر اساس  احیا شدن و شکسته شـدن کریسـتال  

زرد رنگ تترا زولیوم بوسیله آنـزیم سوکسـینات دهیـدروژناز و    
 1983تشکیل کریستالهاي آبی رنگ نا محلول است. در سـال   

MTT   .به عنوان جایگزینی براي روش رادیواکتیو پیشنهاد شد
هـا، مراحـل شستشـو جمـع     در این روش بر خلاف سایر روش

ها و آوري سلول که اغلب باعث از دست رفتن تعدادي از سلول
انـد و تمـام مراحـل    شوند؛ حـذف شـده  افزایش خطاي کار می

آزمایش از ابتداي کشت سلولی تا قرائـت نتـایج بـا فتـومتر در     
و  شـود. لـذا تکـرار پـذیري، دقـت     یک میکرو پلیت انجـام مـی  

حساسیت آزمایش بالا بوده، در صورتی که آزمایش روي سلول 
). در این پژوهش سعی 4, 3هاي چسبیده به پلیت انجام شود (

آنزیم  ،شده است تا با رعایت شرایط استریل و ملاحظات ایمنی
ــاکتري ــه اســترپتوکیناز را از ب هــاي اســترپتوکوکوس آگالاکتی

اثیر آنها را بـر روي  ت ،و بدون کوچکترین تغییر کنیمجداسازي 
و اثر بخـش بـودن   نیم هاي خونی و کازئین شیر بررسی کلخته

آن را در جهت استفاده در درمان بیماریهاي قلبـی و گرفتگـی   
هـاي  نزیمآدر این راستا اثر سمیت . عروق کرونر را نشان دهیم

هـاي سـالم فیبروبلاسـتی سـالم     استخراج شده بر روي سـلول 
هـا مشـابه   در ایـن تحقیـق، یافتـه   . شـد بررسی  HU02انسانی 

هاي نوها بشـیر اسـت کـه بـراي بررسـی فعالیـت آنـزیم        یافته
استخراجی آزمونهاي فیبرینولیزي ،کازئینولیزي و همچنین لیز 

بررسی هاي ایشـان منجـر بـه    . لخته بر روي لام را انجام دادند
شـد.   %30شناسایی سه آنزیم با فعالیت فیبرینولیزي بـالاتر از  

اضر با نتایج ذکر شده در بالا بـا ایـن تحقیـق مشـابه     تحقیق ح
،این اولین تحقیـق و گـزارش در    MTT است اما از لحاظ تست

این رابطه اسـت. بـا توجـه بـه نیـاز داخلـی کشـور بـه داروي         
استرپتوکیناز و قیمت نسبتا بالاي آن، نیاز بـه تولیـد ایـن دارو    

توجـه  در کشورمان احساس می شود. هدف از تحقیق حاضر با 
به آمار رو به رشـد سـکته هـاي قلبـی در کشـور و همچنـین       

هاي طبیعی، در این تحقیـق  گرایش جوامع امروزي به فرآورده
استرپتو کوکـوس آگالاکتیـه   با استخراج آنزیم استرپتوکیناز از 

هـاي  جدا شده از مخاط گلو و اثر فیبرینولیتیک آنها بـر لختـه  
وان محصولات طبیعـی و  هاي میکروبی به عنخونی، اثر فرآورده

هـاي سـنتزي را   تهیه داروي طبیعی کـه عـوارض جـانبی دارو   
    .مورد بررسی قرار گرفت، نداشته باشد

 
 مواد و روشها

از گلـوي   بـاکتري اسـترپتوکوکوس آگالاکتیـه    نمونه  50تعداد
تـا   1395ماه از اسفند  6بیماران در بیمارستان میلاد در مدت 

هـا در محـیط   . بـاکتري شـدند  جمـع آوري  1396شهریور ماه 
BHI broth    30و با استفاده از گلیسیرین استریل در دمـاي- 

و در فواصــل دو ماهــه  ندشــدنگهــداري درجــه ســانتی گــراد 
هـاي جداشـده بـر روي    پاساژهاي مکرر صورت گرفت. بـاکتري 

محیط کشت محیط بلاد آگـار (مـرك، آلمـان) رشـد کـرده و      
-د کردند و با توجه به روشهاي محدب کرم رنگی را تولیکلنی

هاي شناسایی از قبیل نوع همولیز ،رنگ آمیزي گرم، مشـاهده  
مستقیم، کاتالاز ،تست کمـپ و حساسـیت بـه باسیتراسـین و     

ــه   ــراي همـ ــوچین بـ ــاکتري   50اپتـ ــین بـ ــه و همچنـ نمونـ
تهیه شـده از مرکـز     ATCC12386استرپتوکوکوس آگالاکتیه 

م استرپتوکیناز اسـتخراج  ذخایر ژنتیک ایران انجام گرفت. آنزی
 و خـواص فیبرینـولیزي، کـازئینولیزي و همچنـین تسـت     شد 

MTT     بر روي سلول هـاي سـالم فیبروبلاسـتی انسـانHU02 ،
مربوط به نمونه هاي شاخص از نظر اثر فیبرینـولیزي و سـویه   

   ATCC 12386 استاندارد اسـترپتوکوکوس آگالاکتیـه بـا کـد    
  .آزمایش شد

 الص سازي استرپتوکینازهاي جداسازي و خروش
هاي کشت خالص که با نمایش ناحیه روشـن از همـولیز   کلونی

میلـی   10در  ،روي پلیتهاي بلاد آگار کشـت داده شـده بودنـد   
درجـه   37لیتر محیط کشت مینرال سـالت بـراث و در دمـاي    

ساعت انکوبه شدند. پس از گسـترش   24گراد و به مدت سانتی
میلـی   49یطهاي ذکر شـده، بـه   میلی لیتر از این مح1تیرگی، 

لیتر محیط کشت مینرال سالت براث انتقال یافت و انکوبه شد. 
 30به مـدت   10000gها با استفاده از سانتریفوژ سرد در نمونه

 دقیقه سانتریفوژ شدند. سوپرناتانت سلولی آزاد از میـان فیلتـر  
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استات سلولز جداسازي شـد و فیلتـر شـده هـا      میکرون 45/0
 ).1ترپتوکیناز خام در نظر گرفته شدند (بعنوان اس

 آزمون حل کردن لخته خونی
 500هـا مقـدار   خون انسانی تازه تهیه شد و به هر یک از لولـه 

هاي حـاوي  سپس همه لوله شد.میکرو لیتر از این خون اضافه 
درجـه سـانتی    37دقیقـه در دمـاي    45خون انسانی به مدت 

بـه  g 4000هـا در  لوله گراد انکوبه شدند. پس از تشکیل لخته،
هـا بـا مکـش از    سرم روي لخته و دقیقه سانتریفوژ شد 5مدت 

هـا وارد  بدون اینکه آسـیبی بـه لختـه   شد، ها خارج داخل لوله
هاي میکرو سانتریفوژ  همراه با لختـه یادداشـت   شود. وزن لوله

. در شـد محاسـبه   w1 از w2 وزن لخته با کم کـردن . (w2) شد
هـاي  کـرو لیتـر از هـر یـک از سـوپرناتانت     می 500ادامه مقدار 

هاي حاوي لخته نمونه) به هر یک از لوله 51سلولی جدا شده (
میکرولیتـر آب مقطـر    500اضافه شد. به دو لوله دیگـر مقـدار   

. اضافه شد BHI Broth میکرولیتر محیط کشت 500استریل و 
 90درجـه سـانتی گـراد بـه مـدت       37ها در دماي همه نمونه

پـس   .کوبه شدند و لیز لخته ها در این مدت انجام شددقیقه ان
از انکوباسیون مایع  هر یک 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 لی                   :در ص

-))w3-w1)/(w2-w1)*100) 100 درصد لیز لخته= 
 کازئینولیز شعاعی

طبق دستور العمل کارخانه  SKIM MILK agar محیط کشت
میکرو لیتـر از هـر یـک از سـوپر       200تهیه شد، سپس مقدار 

 SKIMهاي درون پلیـت  هاي جداسازي شده به چاهکناتانت

MILK agar   و براي مدت شد که قبلا ایجاد شده بودند اضافه
درجه سـانتی گـراد انکوبـه شـدند تـا       37ساعت در دماي  24

 کازئین بررسی شود. میزان هضم
 لیز لخته خون روي لام

بـر   .ها لام تمیز انتخاب و شماره گـذاري شـدند  به تعداد نمونه
روي هر لام یک قطره خون ریخته شد و پس از تشکیل لختـه   

میکرو لیتر از آنـزیم خـام بـه     200و فیکس شدن آنها ، مقدار 
رار و لیز لخته مورد بررسی ق ـشد لخته هاي روي لام ها اضافه 

) از مرکــز ملــی HU02 IBRCC 10309گرفـت. رده ســلولی ( 
 T-25هـا در فلاسـک   سـلول  .ذخایر ژنتیک ایران خریداري شد

ها توسط میکروسکوپ معکـوس جهـت   تهیه شده بودند. سلول
اطمینــان از عــدم آســیب دیــدگی و از لحــاظ چســبندگی بــه 

خاصیت چسـبندگی داشـته    HU02. سلول شدفلاسک بررسی 
چسبند و عدم چسبندگی نشانگر این است ک میوبه کف فلاس

به این معنـی کـه مـرگ و     ،ها زیاد استسلول Confluncyکه 

و در  )stationary phase( ها با تکثیرشان  برابر استمیر سلول
 ) خواهد شد.deat phase( نتیجه سلول بلافاصله وارد فاز مرگ

شـت  ک ،درصد رسـید  70-80به  confluncyبنابراین زمانی که 
از محـیط کشـت    HU02. جهت کشت سـلول  شدمجدد انجام 

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

Bovine serum(  سپس داخل هود درب فلاسـک   .شداستفاده
میلی  5ها را باز کرده و لایه رویی سلول ها توسط حاوي سلول
 Trypsinمیلی لیتـر محلـول    2 وشسته شد  PBSلیتر محلول 

(0.25%) -EDTA )0.25%ها اضـافه  ) به فلاسک حاوي سلول
دوباره درب فلاسک به آرامی تکان داده شد تـا از پوشـش    .شد

. دوباره درب شودها توسط محلول اطمینان حاصل کامل سلول
و  %5دار، با جو  CO2فلاسک به آرامی بسته شد و در انکوباتور 

دقیقـه انکوبـه شـد     3درجه سانتی گرادبه مـدت   37در دماي 
 ها زیر میکروسکوپ معکـوس پس از انکوباسیون وضعیت سلول

ــت  ــرار گرف ــورد بررســی ق ــد و در   .م ســلولها جــدا شــده بودن
بلافاصله فلاسک به زیر هود انتقـال   .سوسپانسیون شناور بودند

میلی لیتر محیط کشت تازه اضافه شد و بعد طی  2داده شد و 
 .چند بـار پیپتـور کـردن سوسپانسـیون همـوژنی حاصـل شـد       

میلی لیتـري یـا    15سوسپانسیون به یک لوله مخروطی شکل 
 200دقیقــه بــا دور  5همــان فــالکن انتقــال داده شــد و طــی 

محلول رویی خارج شده و سپس توسط انگشت  .سانتریفوژ شد
هـاي سـلولی نـرم    به آرامی به فالکن ضربه وارد شـد تـا گلولـه   

 میلی لیتر محیط کشـت اضـافه شـد و    2شوند. در مرحله بعد 
طی چند بار پیپتور کردن محلول توسط پیپت، اجازه داده شد 

ها جهت تست ها کاملا تفکیک شوند و در نهایت سلولتا سلول
MTT   6, 5(شدند استفاده.( 

روش شمارش سلولی جهت بررسی درصد سلولهاي زنده 
 MTT و استفاده در تست

آزاد شـده و    EDTA-ها به کمک محلول تریپسـین ابتدا سلول
حجم کمی از محـیط کشـت بـه صـورت سوسپانسـیون در      در 
 15سپس در داخل لوله مخروطی شکل(فالکن) استریل  .ندآمد

 .ندسانتریفوژ شـد   g 200دقیقه با دور  5میلی لیتري به مدت 
سوسپانسیون سلولی ، جند بار با پیپت پاستور کشیده و خـالی  

حـت  ت ند.ها بصورت یکنواخت و مجزا از هم درآمدشد تا سلول
میکرو لیتر سوسپانسیون سـلولی   200تا  100شرایط استریل 

و بـا  شـد  درصد اضـافه   4/0برداشته و هم حجم آن تریپان بلو 
ها دو بـار  ، بدین ترتیب سلولشدپیپت کردن به آرامی مخلوط 

میکرولیتر آب مقطر قرار  2-3روي لام نئوبار تمیز  رقیق شدند.
لام را بـه آرامـی    .ه شـد داده و یک لام سنگی روي آن قرار داد

فشار داده و چند بار به عقب و جلو کشیده شد، طوري کـه آب  
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ــاره ــد مقطــر از کن ــت ش ــارج شــدند و لام روي لام ثاب ــا خ  .ه
سوسپانسیون سلولی را مخلـوط کـرده و در هـر دو طـرف لام     

هـا  پس ازچند لحظه سـلول  نئوبار از این سوسپانسیون پر شد.
ت شدند و با میکروسکوپ نوري در کف لام ته نشین و بی حرک

هـاي زنـده یـا    تعداد سلول ند.بررسی شد 20و با درشت نمایی 
-هاي رنگ گرفتـه یـا سـلول   شفاف بودند و سلول رنگ نگرفته،

 )%98هـا (حـدود   اکثریت سـلول  هاي آبی رنگ غیرزنده بودند.
 ).7زنده بودند (

 :دست آمده روش محاسبه شمارش سلولی از فرمول زیر ب
100یب رقت رنگضر  تعداد سلول=تعدادسلول ها بـه ازاي

 هر میلی لیتر
 ــ ــر ســایتو توکســیک عصــاره ب ــاکتري  ه اث ــده از ب دســت آم

هــاي ســالم  اســترپتوکوکوس آگالاکتیــه بــر روي ســلول   
ــتی  ــتفاده    HU02فیبروبلاس ــا اس ــنجی ب ــگ س ــه روش رن ب

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

 3-(4,5 dimethylt هاي کنتـرل بررسـی   و در مقایسه با گروه
دست آمده از اسـترپتوکوکوس، بـا اسـتفاده از    ه شد. عصاره ب

رقت سازي شـد. بـدین صـورت کـه از      serial dilution روش
در صـد در نظـر گرفتـه     100عصاره نهایی (به عنوان غلظـت  

 100لاندا برداشته و بـه چاهـک اول کـه حـاوي      100 شد)،
میکرو لیتر سلول  100کشت اختصاصی و میکرو لیتر محیط 

هـا همـین مقـدار    (تمامی چاهکشد مورد آزمایش بود اضافه 
د). پـس از چنـد بـار پیپتـور     شـتن محیط کشت و سلول را دا

لانـدا از ایـن    100کردن (جهت هموژن شـدن) چاهـک اول   
چاهک برداشته و به چاهک دوم اضافه شد و به همین ترتیب 

ارم تا چهـار دهـم بـدین ترتیـب     از چاهک دوم به سوم و چه
ها به منظور دقت بیشتر و صحت تکرار پذیري داده .شدانجام 

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

حفـره نیـز    3محیط کشت حاوي سلول در نظر گرفته شد و 
ده شـد. پـس از   اختصـاص دا  (DMSO)جهت کنتـرل مثبـت  

اي خانـه  96هاي متفاوت، پلیـت  اضافه کردن عصاره با غلظت
. شدانکوبه  2CO %5گراد با جو؛ درجه سانتی 37در انکوباتور 

 میکرولیتـر محلـول   10هاي محیط کشت به هر یک از حفره

MTT    اضافه شد و ظرف را در ورق آلومینیـومی پوشـانیده و
و  2CO %5گراد بـا جـو؛    درجه سانتی 37دوباره در انکوباتور 

سـاعت انکوباسـیون    2-4پـس از  شـد.  انکوبه  %100رطوبت 
بـا کمـک میکروسـکوپ    ، ساعت بـود)  3(زمان در آزمایش ما 

و در شـد  اي بررسی اینورت حضور رسوب ارغوانی رنگ نقطه
میکروسـکوپ، محـیط    زیـر  صورت مشاهده رسـوب ارغـوانی  

لول هـاي  (فقط در مـورد س ـ شد ها کاملا تخلیه کشت چاهک
جهـت انحـلال    DMSO میکرو لیتـر محلـول  100 .چسبنده)

 کریستالهاي فورومازان اضافه شد و در نهایت میـزان جـذب  

(OD) توسط دستگاه Elisa Plate Reader  570در طول موج 
نانومتر اندازه گیري شـد. در ضـمن درصـد بقـاي سـلولی در      

در نظـر گرفتــه شــد و غلظتــی از   100گـروه کنتــرل منفــی  
بات مورد آزمایش که درصد حیات سـلولی را بـه نصـف    ترکی

دهد، از روي نمودار با استفاده از نـرم افـزار اکسـل    تقلیل می
بـر   (viability) در پایان درصد زنده مـانی سـلول   .شدتعیین 

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

مـار توصـیفی، از میـان    ها در قسمت آجهت تحلیل آماري داده
و در قسمت شد شاخص هاي گرایش مرکزي میانگین محاسبه 

آمار استنباطی نتایج با نـرم افـزار اکسـل و آزمـون آمـاري بـا       
نتایج در  ،مقایسه میانگین تحلیل و استنباط شد. در این راستا

   . شدارائه  انحراف معیار ±میانگین  مورد مرگ سلولی به صورت
 

 هایافته
زان جذب نمونه (سلول هایی که ماده مورد آزمـایش  اگر می

به آنها اضـافه شـده اسـت) از میـزان جـذب گـروه کنتـرل        
هایی که در مجاورت دارو یا ماده مورد بررسـی قـرار   (سلول
این موضوع نشـانده فرآینـد تکثیـر     ،اند) بیشتر باشدنگرفته

اگـر   ).Proliferation( بیشتر نسبت به گـروه کنتـرل اسـت   
ذب نمونه از میزان جذب گروه کنترل کمتر باشـد  میزان ج

این موضوع نشانده فرآیند مـرگ سـلولی در نمونـه اسـت و     
دهنده سمی بودن ماده استفاده شده در ایـن غلظـت    نشان
اگر میـزان جـذب نمونـه بـا میـزان      ). Cytotoxicity( است

بـی  نـده  ده جذب گروه کنترل برابر باشد این موضوع نشان
ها اسـت.   تفاده شده بر تکثیر و مرگ سلولاثر بودن ماده اس

نتــایج حاصــل از حــل کــردن لختــه خــونی بــراي بــاکتري 
و جدا شده از گلو  ATCC12386استرپتوکوکوس اگالاکتیه 

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

ــماره ــماره  2،  36، 15، 14، 29، 7، 11 ش ــالاتر از  5و ش ب
لیز لخته را ایجادکردند و در این میـان آنـزیم شـماره     20%
لیز لختـه بـالاترین    %36و  %37ترتیب با تقریب ه ب 7و  11

نکه  آنـزیم اسـتخراج شـده از    آحال  .فعالیت را نشان دادند
 ATCC12386 نمونه استاندارد اسـترپتوکوکوس آگالاکتیـه  

 .بود 43/4 %فیبرینولیزي در حدداراي فعالیت 
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 نتایج آزمون کازئینولیز شعاعی
هاي باکتریایی که داخل فعالیت کازینولیزي عصاره 2در جدول 

ریختـه    SKIM MILK agarهاي درون محـیط کشـت   چاهک
میزان فعالیت کازینولیزي بـر   شده است.نشان داده  ندشده بود

ن و مقایسـه بـا   اساس مشاهده و اندازه گیري قطر ناحیه روش ـ
. یـک  اسـت   ATCC12386مرجع گونه استرپتوکیناز آگالاکتیه

نزیم، مقداري از آنزیم است که بتوانـد ناحیـه   آواحد از فعالیت 
درجه سانتی  37میلی متر را در درجه حرارت  1روشن به قطر 

هـا  همـه نمونـه   سـاعت ایجـاد کنـد.    24در مدت  pH=7، گراد
 ـ  میل ـ 1ناحیه روشن بیشتر از قطـر   در  د،ی متـر را ایجـاد کردن

میلی متر را  4و  3قطر بیشتر از  7و  11هاي صورتی که نمونه
 وجود آوردند.ه ب

 نتایج آزمون لیز لخته خون روي لام
آزمون لیز لخته خونی بر روي لام هاي تمیز صورت گرفت و پـس  

هـا از  میکرو لیتر خون تازه بر روي لام 500از فیکس کردن مقدار 
میکرو لیتر بـر روي   200با در صد بالاي لیز لخته مقدار هاي آنزیم

 نانومتر 630/492هاي با فعالیت بالادر طول موج نتایج جذب براي آنزیم  .1جدول
 آنزیم استخراج
شده از نمونه 

37شماره   

 آنزیم استخراج
شده از نمونه 

29شماره   

 آنزیم استخراج
شده از شماره 

14 

 آنزیم استخراج
شده از شماره 

13 

 آنزیم استخراج
شماره  شده از

10 

 آنزیم استخراج
شده از نمونه 

6شماره   

 آنزیم استخراج
شده از نمونه 

2شماره   

آنزیم استخراج 
شده از باکتري 

استاندارد 
ATCC:12386 

 شماره نمونه

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

 
 هاي استرپتوکوکوس آگالاکتیهنههاي استخراجی از نموفعالیت کاز ئینولیزي آنزیم  .2جدول 

 قطر ناحیه روشن شماره نمونه قطر ناحیه روشن شماره نمونه قطر ناحیه روشن شماره نمونه قطر ناحیه 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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 هاي استخراج شده از نمونه هاي استرپتوکوکوس آگالاکتیهدرصد لیزلخته توسط آنزیم. 1نمودار 
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صورت ناحیـه  ه هر قطره خونی ریخته شد و فعالیت لیز لخته که ب
 .شدمشاهده  ،روشن و حالت مایع بر روي لام ایجاد شده بود

 نتیجه مربوط به استخراج ژنومی
میزان  ،ژنومیک تخلیص شده DNAاندازه گیري غلظت جهت 

نشان داده  1شکل ا دستگاه نانودراپ که در ها بجذب نمونه
به صورت کمی اندازه گیري شد (همچنین به  ،شده است

صورت کیفی در الکتروفورز نیز چک شد). میزان نسبت 
OD260  بهOD280  نشان دهنده کیفیت استخراجDNA 

 ،باشد 2الی  7/1که طبق منابع معتبر این میزان اگر بین است 
بدون  DNAگرفته است و ما یک استخراج به خوبی صورت 

 ناخالصی خواهیم داشت.
در  pcrمربوط بـه مشـاهده ژل محصـولات     1با توجه به شکل 

 DNAبانـــدهاي ســـتون اول شـــاخص  ،دســـتگاه ژل داك

LEADER  بانــد ســتون دوم مربــوط بــه بــاکتري اســتاندارد و
است کـه بـه عنـوان     ATCC12386استرپتوکوکوس آگالاکتیه 

بانـد تشـکیل شـده در    . گرفته شده استکنترل مثبت در نظر 
 است که مربوط به ژن استرپتوکیناز اسـت.   bb 1014محدوده

 ـ ،از ستون سوم به بعد قـرار   37،29،14،13،10،6،2هـاي  هنمون
 ـ  دارند. هـا نیـز در محـدوده    هباند تشکیل شده مربوط بـه نمون
1014 bb هاي مورد آزمون واجـد  یعنی اینکه همه نمونه ،است

 وکیناز هستند.استرپتژن 
هـاي اسـتخراجی در   نتایج اثر سمیت سلولی مربوط بـه آنـزیم  

است. نتایج حاکی از این موضوع است شده درج  3تا  1نمودار 
 ATCC 12386سلولی نمونه استاندارد با کـد   که اثرات سمیت
و  14، 13،  29، 6، 10، 2 هاي شاخص شـماره نسبت به نمونه

جه به رقت سازي انجام شده و است. با تو بیمارستانی کمتر 27
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، اسـت  ساعته اثرات سمیت وابسته به زمان 48و  24هاي زمان
 .یابدمیزان سمیت آنزیم افزایش می ،یعنی با افزایش زمان

 
ــکل ــاکتري  PCRمحصــولات  .1ش ــه ژن اســترپتوکیناز ب ــوط ب ــاي مرب ه

 استرپتوکوکوس اگالاکتیه
 

سبت عکـس  هاي استخراج شده نهمچنین میزان سمیت آنزیم
سـمیت کـاهش    ،که با کاهش غلظـت  طوريه ب، با غلظت دارد

یابـد. میـزان سـمیت    یافته و درصد سلولهاي زنده افزایش مـی 
هاي شماره هاي باکتري استاندارد در غلظت اولیه با نمونهآنزیم

 %20هـاي زنـده   تفاوتی ندارد و درصد سلول 14و  2،6،10،13
هـاي  آنـزیم  تر اسـت. بیش ـ 37و  29اي ه ـولـی از نمونـه   ،است

-نسبت بـه نمونـه   37و  29هاي شماره هاستخراج شده از نمون
این سـمیت در  . هاي فوق الذکر داراي سمیت بیشتري هستند

ولـی   ،ها نیز با کاهش غلطت آنزیم کاهش یافته استاین نمونه
هـاي فـوق بیشـتر    هاي کمتر نیـز نسـبت بـه نمونـه    در غلظت

درصـد   ،سـاعت  24ر مـدت  د 16/1و 8/1هاي در رقت هستند.
اسـت   درصد 100الی  80ها بین هاي زنده در همه آنزیمسلول

کاهش درصد  90الی  70ساعته بین  48و این درصد در زمان 
ــزیم   ــت. آن ــه اس ــویه   یافت ــده از س ــتخراج ش ــاي اس ــاي ه ه

استرپتوکوکوس آگالاکتیه استاندارد و وحشـی بـراي سـنجش    
ــازئینولیزي و ت  ــولیزي، ک ــت فیبرین ــت فعالی ــورد   MTTس م

-استفاده قرار گرفتند و در سنجش اثر فیبرینولیزي روي لخته
اما  ،ها داراي فعالیت فیبرینولیزي بودندهمه نمونه هاي خونی،

ــه ــماره  نمون ــاي  ش ــب   27و  14، 13،  29، 6، 10ه ــه ترتی ب
بیشترین فعالیت فیبرینولیزي را بـر روي لختـه خـونی ایجـاد     

از اسـترپتوکوکوس آگالاکتیـه   و آنـزیم اسـتخراج شـده    کردند 
ATCC 12386   فیبرینـولیزي بـود کـه     % 43/4داراي فعالیت

هـاي وحشـی   ست که اثر فیبرینولیزي سویها نشان دهنده این
 ـ نسبت به نمونه استاندارد بیشتر است. با توجه به داده ه هـاي ب

-30بین  % 8/5درصد،  30ها بالاتر از نمونه % 8/5دست آمده 
فعالیـت  درصـد   20الـی   10ها بین نمونه % 4/25و  درصد 20

  درصد 10ها فعالیت کمتر از -بقیه نمونهشتند. فیبرینولیزي دا

هاي با فعالیـت  داشتند. با توجه با اینکه جذب اولیه براي آنزیم
هـاي آنزیمـی داراي   -است و نمونـه شده فیبرینولیزي بالا ذکر 

لیــت جــذب متفــاوتی هســتند، احتمــالا تفــاوت در میــزان فعا
   .ها باشدتواند به دلیل تفاوت در غلطت آنزیم-فیبرینولیزي می

 

 بحث
نشان داد کـه بـا اضـافه کـردن     ش نتایج بابا شمسی و همکاران

 ـ    ،گلوکز به محیط کشت طـور  ه میـزان ترشـح اسـترپتوکیناز ب
که حکایت از وابستگی تولیـد آنـزیم   یابد میمعنی دار افزایش 

). 2( ردکز و ترشــح اســید دااســترپتوکیناز بــا متابولیســم گلــو
در تحقیقـی ژن اسـترپتوکیناز از سـویه     معمارنژاد و همکـاران 

ژن اسـترپتوکیناز جـدا   بررسی کردند. هاي مختلف بومی ایران 
پـس از    S.equisimilis ATCC9542 شده از سـویه اسـتاندارد  

. انجام شد Pqe30 در وکتور ابراز پروتئین  PCR تکثیر به روش
نه تنهـا مـانع    xHis 6که وجود سکانس اضافی  نتایج نشان داد
اي و آسان بلکه امکان تخلیص یک مرحلهشود، فعالیت آن نمی

نـژاد مقـدم و   ). نتایج  تحقیقـات  9آورد (آنزیم را نیز فراهم می
ضـمن   PGEX-4T-2 نشـان داد اسـتفاده از حامـل    شهمکاران

 متولید اسـترپتوکیناز نوترکیـب فعـال و بـا بـازدهی فـراوان، د      
GST  تـوان از  کند که میرا نیز به ابتداي آمینی آن اضافه می

اي و آسـان بـا اسـتفاده از لیگانـد     آن براي تخلیص یک مرحله
عنوان کردند ش ). ایکس فریدا و همکاران2( گلوتاتیون سود برد

هیدرولیز و  که فعالیت زیستی آنزیم با روش کازئینولیز شعاعی
امل کمـپلکس پلاسـماي   که ش( CLN سوبستراي ساخته شده

انسانی + آنزیم اسـترپتوکیناز بـود) انجـام شـد، و وجـود هالـه       
نشـان    kim milk agar   Sهـاي پلیـت  روشـن در دور چاهـک  

فعالیت کازئینولیزي آنزیم استرپتوکیناز بـود. همچنـین   دهنده 
وسیله روش لوریس و حرکت الکتروفورزیس ه میزان پروتئین ب

ــی  ــد بررس ــولی  ش ــو وزن مولک ــیلهه آن ب و  SDS-Page وس
). 11, 10ین شد (یکیلو دالتون تع 47تشکیل باند در محدوده 

اي  بـراي بررسـی فعالیـت    در مطالعـه ش نوها بشیر و همکـاران 
زیستی از روش کازئینولیزي شعاعی و هضم لخته خـون درون  

و نتایج حاصله نشـان  کردند هاي میکرو سانتریفوژ استفاده لوله
در بود. ها نسبت به بقیه نمونه SK2 ي نمونهدهنده فعالیت بالا

 20تجزیه لخته در مـدت   38 %با  sk2 این مطالعه نمونه آنزیم
هـدف از مطالعـه   ). 1( دقیقه بیشترین درصد تجزیه را داشـت 

تبدیل صفات طبیعی اسـترپتوکوکوس  ش، گاله فاران و همکاران
هاي اکویس میلیس به صفات توسعه یافته با استفاده از موتانس ـ

. براي بالا بردن تولید استپتوکیناز بود  U.V تصادفی و تشعشع
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هـاي جهـش یافتـه فعالیـت بـالاي      نتایج نشان داد کـه سـویه  
 ). 12د (ن ـهاي وحشـی دار استرپتوکیناز را در مقایسه با سویه

وســیله تغییــر ه بهبــود مطالعــه بــش ســوباترا دوي و همکــاران
یش تولید ناتوکینـازاز  پارامترهاي فیزیکی و شیمیایی براي افزا

جـدا  )  Pseudomonas aeruginosa(سودوموناس آئروجینـوس 
تولیـد ناتوکینـاز (آنـزیم     .را مشـاهده کردنـد   شده از شیر گـاو 
وسـیله جهـش زایـی شـیمیایی و فیزیکـی      ه فیبرینولایتیک) ب

وسـیله  ه افزایش یافت. در این مطالعه افزایش تولید ناتوکیناز ب
داري را افزایش معنـی  U.V فته باباسیلوس سابتلیس جهش یا

در فعالیت فیبرینولیتیک نسبت بـه نمونـه وحشـی نشـان داد     
میـزان اسـترپتوکیناز    ،شبررسی بـاردواج و همکـاران  در ). 13(

 Streptococcus dysgalactiae sub وســیلهه تولیــد شــده بــ

sp.equimilis SK-6  ،ــورفکتانت ــا س ــراه ب ــد،  هم ــاکتور رش ف
اثیر پارامترهـاي فیزیکـی مختلـف    عناصرکم مصرف و تحـت ت ـ 

بــا  محـیط کشــت نمـک معـدنی،   گرفـت.  مـورد ارزیـابی قــرار   
سورفاکتانت مختلف، عوامل رشد و عناصر کمیاب تکمیل شـد.  

و حجم تلقیح نیز بررسی شد. نتـایج نشـان داد   اثر دوره کمون 
که عملکرد استرپتوکیناز در حضور سورفکتانت غیر یـونی، کـه   

ــوئین  ــرا 80در آن ت ــزیم حــداکثر ي پشــتیبانی از تولیــد (ب آن
178/0 U /  بالاتر بود. عوامل رشد مانند گلایسـین   )میلی لیتر

نتـایج  ). 14( شـد و مکمل تیامین منجر بـه تولیـد بهترآنـزیم    
جهت آزمون  سـنجش مهـار رقـابتی     شمگال هیس و همکاران

هـاي پلاسـمینوژن   حدي از طریق لیزین سـایت تاکه داد نشان 
ال اتصـال پلاسـمینوژن و فعـال    بـه دنب ـ  طه است.اتصال با واس

قابلیت کاهش فیبرونکتین    Streptococcus agalactiae،سازي
هـاي پروتئینـی خـارج سـلولی) را در     (یکی از دسته ماتریکس

 انکوباســـیون ،عـــلاوه بـــر ایـــن دارد.   In vitro شـــرایط
Streptococcus agalactiae    ــا ــمینوژن، یـ ــا پلاسـ ــا بـ تنهـ

ن آزاي بیماري tpa علاوه فیبرینوژن، در حضوره پلاسمینوژن ب
افزایش داد، به این معنی است کـه   C57BL/6 هايرا در موش

وســیله بــاکتري ه اســتفاده از تمایــل فعالیــت پلاســمینوژن بــ
وایشـناوي و  در مطالعـه  ). 15دهـد ( بیماریزایش را افزایش می

ــاران ــت     ش همک ــابی فعالی ــر ارزی ــژوهش  ب ــلی پ ــز اص تمرک
یتیک استرپتوکیناز و خـالص سـازي آنـزیم تولیـدي از     ترومبول

ــوس  ــترپتوکوکوس اکوینــ  VIT-VB2 (Accessionاســ

no.jx406835 )  جدا شده از نمونه شیر بود. نتایج نشان داد که
. اسـت  6بهینـه    pH وگراد درجه سانتی 10 دماي دماي بهینه

و وزن   1U MG-1 6585زیم تولیدي درحدود نفعالیت خاص آ
). 16( تعیـین شـد    SDS-PAGE،47 kda وسـیله ه ب ـمولکولی 

 آنـزیم ناتوکینـاز،   جداسـازي و تخلـیص  بـا  ش دوبی و همکاران

ــیلوس    ــلولی باس ــوپرناتانت س ــاز از س ــترپتوکیناز و اوروکین اس
و ایکولاي نوترکیـب   سابتیلیس،استرپتوکوکوس بتا همولیتیک،

و کشـت داده   )از سـودوموناس   DNA داراي قطعه ژنی کوتاه(
هیـدروفیلیک و   فعالیـت ترموفیلیـک،   ، broth در محـیط شده 

بهینه بـراي   pH دما و فعالیت قوي فیبرینولیزي را نشان دادند.
و  55تـا   7و  37تا  27، 9و  55تا  37ترتیب ه نزیم بآاین سه 

 کیلو دالتـون  34و  47 ،28ترتیب ه وزن مولکولی آنها ب بود. 6
 ـبود که با ژل الکتروفورز دو دسیل سولفا ه ت پلی اکریل آمید ب

ــه ترتیــب  دســت آمــد.   U 73/576 فعالیــت کازئینولیتیــک ب
کـه فعالیـت    در صـورتی . تعیین شد  U 73/785 و   73/467و

ــ ــک ب  ــه فیبرینولیتی ــت ب ــرین پلی ــیله روش فیب ــب ه وس  ترتی
10U،5U  15وU .همچنین جهش زاي وابسـته بـه زمـان     بود

این شد که تولید  براي تولید آنزیم بررسی شد و نتایج منتج به
و در اسـت  و دمـا   pH ،نیتروژنی آنزیم وابسته به منابع کربنی،

بیشـترین ناحیـه     UV 90 و   UV60 هـاي کلـونی ، UV تـاثیر 
). 17(شـتند  هیدرولیزي ناتوکینـاز را بـا روش کـازئینولیزي دا   

ــاران  ــی و همک ــترپتوکیناز از  ش کریم ــد اس ــر روي تولی ــه ب  ک
Streptococcus eqisimilis H46A ــ  ه و خــالص ســازي آن ب

 Batch- وسیله روش کاهش شیمیایی مطالعه کردند. در تغذیه

محیط کشت، میزان تولید اسـترپتوکیناز بـیش از دو برابـر در    
هـا بـه   و ناخالصی محیط کشت افزایش یافت -Batch مقایسه با

طور موثر از استرپتوکیناز بـا روش کـاهش از هـم جـدا شـدند      
وسیله روش ه فعالیت آنزیم تولیدي بش ). ایمان و همکاران18(

 ـ .کردنـد بررسی را پلیت فیبرین  در مقـادیر   pH عـلاوه اثـر  ه ب
-درجـه سـانتی   55 و 35 ،25 ،5مختلف و دماهـاي متفـاوت (  

و دماي  6بهینه  pH نتایج آشکار کرد که آزمایش شدند.گراد) 
ــه ــانتی  35 بهین ــه س ــراد درج ــتند گ ــاروادنیا و 19(هس ). س
جهت بررسی بر  جداسازي تولید و خالص  تحقیقیش همکاران

دادنـد.  اسـترپتوکوکوس پـایوژن انجـام    سازي استرپتوکیناز از 
سولفات آمونیـوم  درصد  20-80نتایج مشخص کرد که غلظت 

فعالیـت  درصـد   70-80و درصد  20-50هاي نسبت به غلظت
همچنین در فراینـد خـالص    کند.حفظ میدرصد  60آنزیم را تا

 نسبت به NaCL  2/0 M  شستشو با ،ولازسل -DEAE سازي با
). 20( دادنتایج بهتري را نشان  3/0M غلظت و M 1/0 غلظت

ــاران  ــانی و همک ــزیم   ش ولوم ــیص آن ــد، تخل ــتاي تولی در راس
هاي جدا شده از آب دریا و جدا شده در فیبرینولیزي از باکتري

درجه  37در دماي   LB (Luria Bertani broth) محیط کشت
کردنــد. فعالیــت  ســاعت را بررســی 24و مــدت  ســانتی گــراد

فیبرینولیزي آنزیم استخراج شـده دو برابـر بیشـتر از فعالیـت     
 .بـود  برابر بیشـتر از فعالیـت آلبومینـولیزي    10کازئینولیزي و 
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هـاي جـانوري   هاي قرمز و بافـت همچنین آنزیم بر روي گلبول
بریـو  باکتري با استفاده از خواص بیوشـیمیایی وی  بی تاثیر بود.

). مـولایی و  21(شـد  شناسـایی    Vibrio Compbelli کامپبلی
ژن  ،PCR تجربی، با اسـتفاده از روش  ايدر مطالعهش همکاران

. نتایج ایـن  کردنداز استرپتوکوك پیوژن تکثیر را استرپتوکیناز 
پژوهش نشان داد پروتئین تولید شده از نظر انتـی زیسـیته بـا    

قدار پروتئین تولیـد شـده   بیشترین م .استفرم طبیعی یکسان 
 نتایج حـاکی از ایـن   بود. 8/0در غلظت باکتري با جذب نوري 

توانـد باعـث افـزایش    ست که تغییر شرایط محیط کشـت مـی  ا
 .شـود هاي نوترکیـب در بـاکتري میزبـان    میزان تولید پروتئین

وجود برخی عوامل غذایی از جملـه گلـوکز بـه تنهـایی باعـث      
ه امکان دارد کاهش محصـول را  بلک شود،افزایش محصول نمی

ترین و ). استرپتوکیناز ، قدیمی23, 22نیز در پی داشته باشد (
هـاي  وسیله گونـه ه بهترین فعال کننده پلاسمینوژن است که ب

ایـن آنـزیم یـک     شود.بتا همولیتیک استرپتوکوکوس تولید می
و اسـت  پروتئین خارج سلولی است که فاقد خاصیت پروتئازي 

-شود کـه مـی  لاسمینوژن به پلاسمین فعال میسبب تبدیل پ
در حال حاضر اسـترپتوکیناز   تواند فیبرین لخته را تجزیه کند.

به عنوان داروي انتخـابی بـه ویـژه در کشـورهاي کـم درآمـد       
  .شودمحسوب می
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