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هاي حاد قلبي  ك سكتهيتيوي ويژه و موثر در درمان ترومبول يك دار(SK)استرپتوكيناز  :زمينه و هدف

 پايين استرپتوكيناز اين پروتئين ˝دليل قيمت نسبتا  قابل توجه، بههاي ترغم وجود محدودي علي. باشد مي
در بررسي حاضر، توليد و تخليص . باشد درآمد مي  كمژه در كشورهايوي  بههنوز يك داروي انتخابي

  . مورد ارزيابي قرار گرفته استpMALاسترپتوكيناز با استفاده از وكتور بياني 
 )Streptococcus equisimilis H46A آمده از بدست (skc كه حاوي ژن pMALابتدا پلاسميد  :روش بررسي

د استرپتوكيناز از نظر دما، در مرحله بعد شرايط تولي.  انتقال يافت(E.coli BL21)بود، به ميزبان مناسب 
 با استفاده از نيپروتئاين . سازي شد  بهينهءالقاگر و نيز مدت زمان ءعنوان القا  بهIPTGهاي مختلف  غلظت

  .سازي شده و در نهايت خلوص و فعاليت آن تعيين گرديد  خالصDEAE-Sepharoseستون كروماتوگرافي 
 SK-MBPسـازي شـرايط توليـد، قـسمت عمـده پـروتئين تـام بـاكتري متعلـق بـه                      پـس از بهينـه     :هـا  فتهيا
 يـك   SDS-PAGEشـده بـر روي ژل         خالص SK-MBP. گرديد) شونده به مالتوز   پروتئين متصل -اسرپتوكيناز(

بـا اسـتفاده از   ژن در حـضور پلاسـمينو  شـده     خـالص  SK-MBPفعاليـت بيولـوژيكي     . باند تك را نـشان داد     
  .دهنده فعاليت بالاي آن بود گيري شد كه نشان  اندازه(S2251)سوبستراي سنتتيك 

 E.coli BL21  را در(SK-MBP) كه پروتئين فيوژن محلول pMALدر اين مطالعه از وكتور بياني  :گيري نتيجه
 ، از تشكيلSK-MBPلاي رغم بيان با با استفاده از اين روش، علي. يما هدكند استفاده كر توليد مي

Inclusion bodyهاي نوتركيب يكي از مهمترين  ميزبان مناسب براي توليد پروتئينانتخاب .  جلوگيري شد
هاي  شود از ميزبان پيشنهاد مي. گذارد  بيان پروتئين مورد نظر تاثير ميفاكتورهايي است كه بر روي سطح

  .ديگر نيز براي اين منظور استفاده شود
  

  .pMAL، كيتيترومبولاسترپتوكيناز،  : كليديكلمات
 

  

  
 باعث مسدود (Thrombosis) خون  در سيستم گردشتشكيل لخته

تواند عواقب خطرناكي مانند سكته و مرگ را  شدن رگها گرديده و مي
گونه لخته  ل هريك سيستم هموستاتيك سالم تشكي .در پي داشته باشد

ستم قادر به كه اين سي كند اما زماني ريان خون نرمال مهار ميرا در ج
هاي   مانند سكتههاي تشكيل شده نباشد عوارضي حل كردن لخته

در چنين شرايطي تجويز . دنبال خواهد داشت  را بهمغزي و قلبي
تواند   مي(Thrombolytic agents)كننده لخته   عوامل حلدرون رگي

  1-3. ناشي از سكته نجات دهدبيمار را از مرگ و يا عوارض
ن اي. باشند كننده سيستم فيبرينوليز مي ن داروها فعالبرخي از اي

ترين جزء  كه اصلي(طور كلي باعث تبديل پلاسمينوژن  داروها به
) پروتئاز است نكه نوعي سري(به پلاسمين ) باشد فيبرينوليز ميستم سي

ن موجود  فيبريهاي ه رشتهشده و در نهايت پلاسمين حاصله با تجزي

مقدمه

 
  13-18، 1386  فروردين  ،1 ، شماره 65 پزشكي تهران، دوره مجله دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم
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     و همكارانرحيم جعفري  

 

 
 1386، فروردين1 ، شماره65نشگاه علوم پزشكي تهران، دورهمجله دانشكده پزشكي، دا

استرپتوكيناز يكي از  .گردد هاي خوني سبب حل شدن آن مي در لخته
 و (u-PA)توان يوروكيناز  هاي ديگر مي از داروو  ن داروها استاي

 هر دو t-PA و u-PA.  را نام برد(t-PA)كننده بافتي پلاسمينوژن  فعال
  عي درطور طبي نوژن بوده كه بههاي فيزيولوژيك پلاسمي كننده فعال

 و Streptaseاما استرپتوكيناز با اسامي تجاري . شوند بدن يافت مي
Kabinase4هاي   بوده كه توسط گونهسلولي ن خارج يك پروتئي
، Aهاي  گروه متعلق به Beta hemolyticهاي   از استرپتوكوكمختلفي

C و Gاي،  رهزنجي ن تك استرپتوكيناز يك پروتئي5.شود  توليد مي
بخش   سه  و از6 بودهkDa47اسيد آمينه با وزن ملكولي  414متشكل از 
(Domain) α ،βو  γاسترپتوكيناز، در حقيقت  7. تشكيل شده است

هاي پلاسمينوژن كمپلكس يك به  تواند با ملكول آنزيم نبوده بلكه مي
هاي  ر ملكوليك تشكيل دهد كه اين كمپلكس به نوبه خود ساي

هاي پلاسمين نيز با  ملكول. كند يپلاسمينوژن را به پلاسمين تبديل م
  8.شوند هاي خون مي ن سبب حل شدن لختههاي فيبري ه رشتهتجزي

 و استرپتوكيناز t-PAهاي خون  كننده لخته  حلاز بين داروهاي
 مزايا و معايب خاص خود را يكهر و  اند بيشترين استفاده را داشته

ي كلينيكي منظور مقايسه كاراي  بهتحقيقات زيادي. دارندبهمراه 
ها   صورت گرفته است اما اين بررسيt-PAاسترپتوكيناز نوتركيب و 

طور كلي، برتري خاصي را در استفاده از اين دو دارو در مقايسه با  به
ب طور نوتركي امروزه استرپتوكيناز عموماً به. يكديگر نشان نداده است

 حال در. ردتري دا  قيمت پايينt-PA شود و در مقايسه با توليد مي
ويژه در كشورهاي  عنوان داروي انتخابي به حاضر استرپتوكيناز به

 با توجه به نياز داخلي كشور به داروي 5.شود درآمد محسوب مي كم
 بالاي آن، نياز به توليد اين دارو ˝استرپتوكيناز و همينطور قيمت نسبتا

هدف از تحقيق حاضر ارزيابي كارايي . شود  كشورمان احساس ميدر
. باشد و توليد استرپتوكيناز نوتركيب مي در بيان pMAL-cX2 وكتور

  بيان ژن استرپتوكيناز در وكتور مذكور باعث توليد فيوژن پروتئين
SK-MBP) استرپتوكيناز متصل به  Maltose binding protein ( با وزن

 .شود  ميKD90ملكولي حدود 
  

  
ژن استرپتوكيناز مربوط به  (skcه همراه ژن  بpMAL-c2Xپلاسميد از 

 كه يك استرپتوكوك متعلق Streptococcus equisimilis H46Aگونه 
، اهدايي از طرف خانم دكتر بهناز پرهامي از )باشد مي Cبه گروه 

 Kabikinaseاسترپتوكيناز استاندارد  ، آمريكاVermontدانشگاه 
ل شركت محصو (S-2251سوبستراي ، Kabiمحصول شركت 

Chromogenix(  ساير مواد از شركت وMerck و Sigma   نهيه
منظور انتقال پلاسميد به ميزبان مناسب، ابتدا از باكتري  به .گرديد
E.coli سويه BL21 هاي مستعد  سلول)competent cell( تهيه شد ) با

حال رشد با آب مقطر و گليسرول  هاي در ستفاده از شستشوي باكتريا
با استفاده از  يدپلاسمسپس ). C4°شده در دماي  تريل درصد اس20

براي غربالگري از . ها منتقل گرديد به باكتريروش الكتروپوريشن، 
 µg/ml 100 سيلين با غلظت جامد حاوي آمپي LBمحيط كشت 
ده گرم  ،Tripton ده گرم :LB يك ليتر محيط كشت. (استفاده گرديد

NaCl، علاوه  عصاره مخمر به پنج گرمml 1000براي  .) آب مقطر
 استفاده C 37°  مايع در دمايLBتوليد استرپتوكيناز از محيط كشت 

نيز  و) گر عنوان القاء به (IPTGدر اين مرحله با تغيير دادن غلظت . شد
در .  بهينه شد)SK-MBP(مدت زمان القاء، شرايط توليد استرپتوكيناز 

 IPTGمولار   ميلي2 و 5/1، 1، 5/0هاي مختلف  اين بررسي از غلظت
 5/3، 2، 1، 0ها،  هاي القاء براي هر كدام از غلظت استفاده شد و زمان

ها و رسوب دادن  پس از برداشت نمونه . ساعت در نظر گرفته شد5و 
مايع رويي )  دقيقهپنج به مدت rpm 12000، °C 4( آنها در سانتريفيوژ

 mM 50 Tris-HCl ،7/4=pH(دور ريخته شده و به هر نمونه، ليز بافر 
تفاده از با اسهاي باكتري  سلول ˝متعاقبااضافه گرديد ) mM EDTA 2و 

 دقيقه به روش دهمدت  ها به نمونه. متلاشي شدند دستگاه سونيكاتور
گيري فعاليت  منظور اندازه  و مايع رويي بهشدندفوق سانتريفيوژ 
ها با  به منظور مقايسه فعاليت نمونه .آوري گرديد استرپتوكيناز جمع

 كردن نسبي پلاسماي يكديگر از يك روش كيفي كه اساس آن حل
تفاده از براي اين منظور ابتدا با اس. باشد استفاده شد منعقد شده مي

، 20⁄1، 10⁄1هاي متوالي  قتهاي فوق ر سرم فيزيولوژي از عصاره
 از هر نمونه مورد آزمايش به اندازه µl 20به .  تهيه شد80⁄1 و 40⁄1
µl 120سديم سيترات ي پلاسما به تر9:1نسبت (لاسماي سيتراته  پ 
 اضافه شده و جهت CaCl2از  M 2/0 محلول µl 10و )  درصد2/3

 . انكوبه شدندC 37° دقيقه در دماي 20منعقد شدن پلاسما به مدت 
) لخته(بعد از اين مدت ميزان حل شدن پلاسماي منعقد شده 

يب كه براي حل شدن رتبه اين ت.  چشمي مقايسه گرديدندتصور به
، براي حل نشدن آن عدد صفر و پنجطور قراردادي عدد  كامل لخته، به

 . در نظر گرفته شدپنجبراي حل شدن نسبي، اعداد بين صفر تا 

  بررسيروش
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 بررسي توليد و تخليص استرپتوكيناز نوتركيب

 

 
 1386 ، فروردين1  ، شماره65مجله دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي تهران، دوره 

 اين مرحله پس از كشت باكتري به ميزان در :SK-MBP سازي خالص
زياد، همانند روش قبل عصاره باكتري استخراج شد با اين تفاوت كه 

منظور  به.  اضافه گرديدmM 1 PMSF در اين مرحله به ليز بافر
بور داده شد و  سفارز عDEAEسازي، عصاره باكتري از ستون  خالص

 جهت حذف دها به ستون و شستشوي زيا پس از جذب پروتئين
PMSF مولار 5/0، از شيب نمكي صفر تا NaCl جهت جدا كردن 

)Elution( غلظت  . استفاده گرديدهاي جذب شده به ستون پروتئين
شده از ستون با استفاده از روش  هاي خارج پروتئين موجود در نمونه

Bradford و جذب در طول موج nm 280 تعيين گرديد و ميزان 
)  درصد10آكريل آميد  (SDS-PAGE نيز با استفاده از ئينخلوص پروت

 . مشخص شدي آبي كوماسيآميز ر شرايط غير احيايي همراه با رنگد
گيري  سازي اندازه قبل و بعد از خالص SK-MBPبيولوژيك  فعاليت

هاي متوالي از عصاره  اي اين منظور در پليت الايزا رقتبر. شد
شده و همچنين استرپتوكيناز استاندارد  خالص SK-MBP باكتري،

)Kabikinase(در هر چاهك به اندازه . تهيه گرديد µl 25 PBS، 
4/7pH= ،µl 25 شده و  قهاي رقي نمونهµl 25 پلاسمينوژن با غلظت 

µg/ml 40 دقيقه در دماي پنجمدت  اضافه شده و به °C 37 منظور  به
سپس به هر . پلاسمينوژن، انكوبه شد-تشكيل كمپلكس استرپتوكيناز

 اضافه كرده و mg/ml 1 با غلظت S-2251 سوبستراي µl 25چاهك 
 اهسيله دستگو به nm 405رنگ ايجاد شده در طي زمان در طول موج 

ELISA readerخوانده شد .  
 

  
هاي مختلف  از استخراج عصاره در رقت شده پس هاي برداشت نمونه

ط طور متوس  به40⁄1در رقت . مورد بررسي و مقايسه قرار گرفتند
 mM 2 و mM 1 ،mM 5/1هاي  بيشترين حل لخته مربوط به غلظت

IPTGن رقت تفاوت چنداني بين اين سه غلظت در اي. باشد  ميIPTG 
 بيشترين فعاليت در از نظر زماني. شتن لخته وجود ندادر حل كرد

سازي،  خالصمنظور  به ).1شمارهجدول ( ساعت بدست آمد 5/3زمان 
بور داده شد و پس از جذب  سفارز عDEAEعصاره باكتري از ستون 

، از شيب PMSFها به ستون و شستشوي زياد جهت حذف  پروتئين
 (Elution) جهت جدا كردن NaCl مولار 5/0نمكي صفر تا 

هاي خروجي  نمونه .شده به ستون استفاده گرديد هاي جذب پروتئين
گري مقدار پروتئين هر  آوري گرديده و براي اندازه  جمعml 1با حجم 

 ˝ نانومتر خوانده شده و نهايتا280ها در طول موج  ، جذب آنيك
همانطور كه در كروماتوگرام نشان داده .  رسم گرديدكروماتوگرام آن

 از 30 تا 20هاي   در فركشنSK-MBPشده است نمونه مربوط به 
تاييد خلوص جهت  ).1 شمارهشكل(گردند  ستون خارج مي

استرپتوكيناز ، SDS-PAGEشده با   تخليصSK-MBPهاي  نمونه
-SDS سفارز توسط ژل DEAEشده با ستون كروماتوگرافي  خالص

PAGE 10% ز گرديد و با روش آبي احيايي الكتروفور شرايط غير در
ه  مشاهد2شمارههمانطور كه در شكل . آميزي شد كوماسي رنگ

شده در   معادل پروتئين بيان˝ دقيقا25گردد نمونه مربوط به فركشن  مي
  .باشد  ميSK-MBPباكتري يعني 

 SK-MBPها ذكر شد، فعاليت  همانطور كه در بخش مواد و روش
فيبرين موجود ( و سوبستراي طبيعي S-2251سوبستراي سنتتيك  روي

منظور فعاليت  نبدي. مورد بررسي قرار گرفت) شده  منعقددر پلاسماي
SK-MBPكه  نطورهما. گيري شد دازهسازي ان  قبل و بعد از خالص
د بع عصاره باكتري 20⁄1 و 10⁄1هاي  دهد رقت نشان مي 1 شمارهجدول

گردند كه اين امر  هاي پلاسما مي عث حل كامل لخته دقيقه با20از 
منظور  به .باشد سترپتوكيناز فعال توسط باكتري ميبيانگر توليد ا

هاي مورد  در نمونهگيري مقدار واحد استرپتوكيناز موجود  اندازه
 قبل S-2251  با استفاده از سوبستراي سنتتيكSK-MBPبررسي، فعاليت 
شده در بخش مواد و ها مطابق روش ذكر  سازي نمونه و بعد از خالص

هاي بدست آمده از  با مقايسه شيب منحني. گيري شد ها اندازه روش
، با منحني استاندارد مربوط به استرپتوكيناز استاندارد SK-MBPفعاليت 

(Kabikinase)ها   واحد آنزيم فعال موجود در نمونه، در نهايت مقدار
  .رج گرديده است د2 شمارهنتايج در جدول. بدست آمد

  
  
  
  
  
  
  
  

 DEAE با استفاده از ستون كروماتوگرافي SK-MBPكروماتوگرام تخليص  :1-شكل
  سفارز
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 1386، فروردين1 ، شماره65نشگاه علوم پزشكي تهران، دورهمجله دانشكده پزشكي، دا

   و زمان القاءIPTGها و تعيين شرايط بهينه كشت با توجه به غلظت  شده باكتري  عصاره رقيقگيري فعاليت فيبرينوليتيكي اندازه: 1-جدول

  
  

 سازي بعد از خالص و ويژه آن قبل عاليت و فSK-MBPپروتئين تام، واحد : 2-جدول

 
  .اند محاسبه شده)  گرم باكتري تر5/3حدود (ليتر كشت باكتري  نتايج فوق به ازاي يك

 
 
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
 

ماركر : 1سازي   در طول خالصهاي پروتئيني  نمونهالگوي الكتروفورزي: 2-شكل
 قبل از عصاره خام باكتري: 3د  بدون پلاسميBL21باكتري : 2وزن ملكولي 

   خالص شدهSK-MBP :4سازي  خالص

  

  
اي قوي اند كه با وجود پروموتره مروزه پلاسميدهايي به بازار آمدها

شده  يابي به بيان بالاي پروتئين ممكن در ساختار آنها امكان دست
 باكتري، مربوط به پروتئين تام% 60- 70 اي كه گاهي تا گونه است به
ويژه  ه بزياداين بيان . باشد شده توسط وكتور مورد نظر مي بيانپروتئين 

ن سيتوپلاسم تجمع يافته و به كه پروتئين نوتركيب در درو در مواردي
تواند منجر به تشكيل  گردد مي پلاسم و يا خارج سلول منتقل نمي پري
 Inclusion Body (IB)نام   بهunfoldمحلول و هاي پروتئيني نا توده
 محصول pMAL-c2Xپلاسميد مورد استفاده در اين مطالعه  .گردد

اين پلاسميد داراي ناحيه . اشدب  ميNew England Biolabشركت 
 (Maltose Binding Protein)شونده به مالتوز  كننده پروتئين متصل كد

شده به پروتئين  صورت متصل بوده كه در نهايت پس از ترجمه به
 بوده kDa 42 پروتئيني MBP. شود نظر در سلول باكتري آزاد مي مورد
 به پروتئين MBP كه صورتي باشد؛ بنابراين در شدت محلول مي كه به

ديگري متصل شده باشد سبب افزايش حلاليت آن و در نتيجه مانع از 
 به مالتوز MBPاز طرف ديگر به دليل تمايل . شود  ميIBتشكيل 

با روش  نظر را با استفاده از ستون رزين آميلوز توان پروتئين مورد مي
نتايج حاصل از الكتروفورز  .سازي نمود كروماتوگرافي تمايلي خالص

SDS-PAGEدهنده بيان پروتئين  نشان SK-MBP باشد   ميزياد به ميزان
يكي از  . تشكيل نشدIB به هيچ وجه MBPدليل حلاليت بالاي  اما به

ركيب استفاده از هاي نوت توليد پروتئينفاكتورهاي دخيل در مهمترين 
 Newهايي كه از طرف شركت  باكتري .باشد ميزبان مناسب مي

England Biolab براي وكتور pMAL-c2Xاند عبارتند  ، پيشنهاد شده
، TB1 ،ER2507 ،ER2508 ،CAG626 ،CAG597 ،CAG629 ،PR1031: از

 
 

IPTG 0mM 
 

IPTG 0.5mM 
 

IPTG 1mM 
 

IPTG 1.5mM 
 

IPTG 2mM              

 1 h 

2 h 

3.5 h 

5 h 

1 h 

2 h 

3.5 h 

5 h
 

1 h 

2 h
 

3.5 h 

5 h 

1 h
 

2 h 

3.5 h 

5 h
 

1 h
 

2 h
 

3.5 h 

5 h 

                      
1⁄10 3 3 4 4 4 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 

1⁄20 2 2 2 3 3 4 4 5 4 4 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 
1⁄40 1 2 2 2 2 2 3 3 3 4 4 3 2 3 4 3 3 3 4 3 

Serial dilution 1⁄80 0 0 0 0 0 1 1 1 1 2 2 1 1 2 2 1 1 1 2 1 

 
 

Total Protein 
 

Total Enzyme Unit 
 

Specific Activity 
 

Crude  550 mg 20000 IU 36 IU/mg 
 

Purified  150 mg 14600 IU 97 IU/mg 

بحث
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KS1000 و UT5600 .خر فاقد اكتري آهاي پيشنهادي دو ب از بين باكتري
 هاي فوق در دليل اينكه باكتري اما به برخي از پروتئازها هستند

هاي سلولي كشور موجود نبودند بالاجبار از   كلكسيونيك از هيچ
 2شمارهبا توجه به شكل  .عنوان ميزبان استفاده شد  بهBL21باكتري 

 كه حاوي پلاسميد است داراي دو BL21شود كه باكتري  ملاحظه مي
بدون (ي كنترل  كيلو دالتون بوده كه در باكتر90د قوي در محدوده بان

جاي يك باند  لت تشكيل دو باند بهع .شود ديده نمي) پلاسميد
 SK-MBPدليل اثر يك يا چند نوع پروتئاز بر روي پروتئين   به˝احتمالا

وجود آمدن  جدا كردن بخش كوچكي از آن سبب بهباشد كه با  مي
بر تخريب ديواره سلول   سونيكاسيون علاوه.شود باند زيرين مي

ها نيز اثر گذاشته و سبب شكسته  تواند بر روي پروتئين باكتري مي
 سونيكاسيون ˝شدن آنها شود اما در مورد پروتئين مذكور احتمالا

نقشي در تجزيه آن ندارد زيرا باند زيرين حتي قبل از سونيكه كردن 
وجود دارد كه با عوض كردن اين احتمال  .باكتري قابل مشاهده است

ص در هايي كه داراي نق با باكتري) عنوان ميزبان به (BL21باكتري 
بتوان از ) UT5600 يا KS1000(باشند  توليد برخي از پروتئازها مي

اما توجه به اين نكته . تخريب پروتئين استرپتوكيناز جلوگيري كرد
ده، پس از نخور خش عمده استرپتوكيناز سالم و دستمهم است كه ب

جدول ( تا اندازه زيادي حفظ كرده است سازي فعاليت خود را خالص
اي توليد يك ه دانيم يكي از مهمترين جنبه  كه ميهمانطور ).2شماره

سازي  هر مرحله خالص. باشد سازي آن مي پروتئين، مرحله خالص
 در هر مرحله بخشي از هاي خود را داشته و از طرف ديگر هزينه

شود بنابراين هرچه مراحل  فعال مي در رفته و يا غيره پروتئين به
تر  روش تخليص مناسبهمان اندازه  سازي كمتر باشد به خالص

هاي  سازي، استفاده از ستون هاي خالص  بين روشاز .خواهد بود
بترين روشها براي چنين منظوري كروماتوگرافي تمايلي يكي از مناس

اي و با  صورت يك مرحله شد كه در آن پروتئين مورد نظر بهبا مي
-SKهمانگونه كه گفته شد فيوژن پروتئين  .آيد بازده بالا بدست مي

MBPسازي نمود  تون رزين آميلوز در يك مرحله جداتوان با س  را مي
آن، دليل گران بودن اين ستون و همينطور در دسترس نبودن  اما به

رافي هاي معمول كروماتوگ با استفاده از روش اين عملسعي شد 
وسيله كروماتوگرافي   بهSK-MBPبراي اين منظور پروتئين  .انجام شود

 در يك مرحله تا DEAE-Sepharoseتعويض يوني با استفاده از ستون 
ري فعاليت ـگي اندازهو ) 2 شمارهشكل(اندازه بسيار زيادي خالص شد 

ارآيي ـدهنده ك سازي نشان  استرپتوكيناز قبل و بعد از خالصپروتئين
عنوان ادامه كار پيشنهاد  در نهايت به .ي اين روش تخليص بودبالا
ي ـمنظور بررس به) BL21جز  به(هاي ديگري  ريـشود كه از باكت مي

توان   همچنين مي.تاثير آنها در ميزان بيان پروتئين استفاده شود
منظور افزايش توليد  به) PETمثل سيستم (هاي بياني ديگر را  وكتور

  .د ارزيابي قرار دادپروتئين موراين 
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Background: Streptokinase (SK) is an effective and specific thrombolytic treatment of 
acute myocardial infarction. Despite its significant limitations, streptokinase remains the 
drug of choice particularly in countries with poorer economies because of its relatively 
low cost. In this study, the production and purification of streptokinase using a pMAL 
expression vector were evaluated. 
Methods: The pMAL vector, including the skc gene, obtained from Streptococcus 
equisimilis H46A, was transformed into E. coli BL21 to produce the soluble active fusion 
protein SK-MBP. The conditions of SK production were optimized by manipulating 
temperature, induction time and IPTG concentrations. This protein was purified by 
DEAE-sepharose column chromatography and the final purity was determined and 
activity of purified SK-MBP was measured using a synthetic substrate (S2251). 
Results: After optimizing the production conditions, SK-MBP was the major portion of 
total protein. Purified SK-MBP formed a single band using SDS-PAGE and had high 
biological activity. 
Conclusion: In this study we used pMAL expression vector to produce SK-MBP in E. 
coli BL21. Using this method we prevented the accumulation of inclusion bodies in spite 
of the high level of production of SK-MBP. Choosing a suitable host organism for the 
production of recombinant proteins is one of the most important factors that influence the 
level of desired protein production. Further studies are recommended to test other host 
organisms for this purpose. 
 

Keywords: Streptokinase, Thrombolytic, pMAL 
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