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Abstract 
Background: B. thetaiotaomicron is introduced as a candidate for the next generation of probiotics. TLR2, 4 
play an important and necessary role in activating and modulating the innate immune system after exposure 
to bacteria in the intestine. This study aimed to investigate the effect of B. thetaiotaomicron and its 
derivatives on the alteration of the tlr2 and tlr4 gene expression.  
Materials and methods: The effects of B. thetaiotaomicron, OMVs, inactive bacteria and supernatant 
treatments on the tlr2 and tlr4 gene expression in the STC-1 cell line were investigated using the qRT-PCR 
method.    
Results: The treatment of the STC-1 cell line with live and active B. thetaiotaomicron did not have 
significant effect on transcription of  tlr2, 4. The OMVs of this bacterium at 50 µg/ml significantly increased 
the gene expression of tlr2 (p=0.01) and tlr4 (p=0.02), but at a concentration of 100 µg/ml, its effect was not 
significant. Inactive bacteria at MOI 10 (p=0.03) and MOI 50(p=0.003) significantly induce the transcription 
of both two genes. Supernatant 25% significantly increased tlr2 (p=0.038) and tlr4 (p=0.034) gene 
expression at the transcription level. 
Conclusion: Our results showed that OMVs at a concentration of 50 μg/ml, inactive bacteria, and 
supernatant B. thetaiotaomicron play an important role in modulating immune response and can be used as a 
next generation postbiotics and paraprobiotic candidates for further studies to be used. 
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   tlr2,tlr4 يژن ها انیو مشتقات آن بر ب B. thetaiotaomicron  تاثیر می                        آزاداسلا دانشگاهپزشکی علوم / مجله 2

 
 

  دانشگاه آزاد اسلامی پزشکیعلوم جله م

  10تا  1صفحات ، 1402 بهار، 1، شماره 33 ورهد

  

و مشتقات آن بر بیان ژن هاي  B. thetaiotaomicronباکتري   بررسی اثر

tlr2,tlr4 در رده سلولیSTC-1  

 4ی، محمدرضا زال 2،3سید داور سیادت، 1، شیوا ایرانی 1سمیه واعظی جزء

     
  رانیتهران، ا قات،یدانشگاه آزاد واحد علوم و تحق ،یشناس ستیگروه ز 1
  رانیتهران، ا ران،یپاستور ا تویستیان ،يویر قاتیبخش سل وتحق2
  رانیتهران، ا ران،یپاستور ا تویستیان ،یشناس کروبیم قاتیمرکز تحق3
 رانیتهران، ا ،یبهشت دیشه یارش و کبد، دانشگاه علوم پزشکگو يها يماریپژوهشکده بگوارش و کبد،  يها يماریب قاتیمرکز تحق 4

   کیدهچ

روده نقش مهم و  در TLR2,4 .استبه عنوان کاندید نسل جدید پروبیوتیک ها مطرح  B. thetaiotaomicronباکتري  :سابقه و هدف

تاثیر  هدف از این مطالعه بررسی. دارندضروري در شناسایی و فعالسازي سیستم ایمنی ذاتی ، پس از مواجهه با باکتري ها برعهده 

 . بود tlr2,tlr4هاي  و مشتفات آن برتغییرات بیان ژن B. thetaiotaomicronباکتري  

در رده  tlr2,tlr4، باکتري غیر فعال و سوپرناتانت بر بیان ژنهاي  B. thetaiotaomicron ،OMVsبررسی تاثیر تیمارهاي   :روش بررسی

 .  انجام شد qRT-PCRده از روش با استفا STC-1سلولی 

تاثیر معنی داري نداشتند. اثر  tlr2,4در تغییر بیان دو ژن  B. thetaiotaomicronبا باکتري زنده و فعال   STC-1رده سلولی تیمار ها:یافته

OMVs  این باکتري در افزایش بیان دو ژنtlr2 وtlr4  در غلظتµg/ml50 01/0( دارمعنی=p ،02/0=p،لی در غلظت و ) بودµg/ml 100 

. )p ،003/0=p=03/0(به ترتیب  تاثیر معنی داري در افزایش دو ژن داشت MOI 50 و MOI 10دار نبود.  باکتري غیرفعال در تغییرات معنی

  .را در سطح رونویسی افزایش داد) tlr2 )038/0=p ،(tlr4 )034/0=p به صورت قابل توجهی بیان دو ژن درصد25 سوپرناتانت

 .B میکروگرم برمیلی لیتر، باکتري غیر فعال و سوپر ناتانت 50در غلظت  OMVsنتایج این تحقیق نشان داد که  :گیريجهنتی

thetaiotaomicron    توانند به عنوان کاندید نسل جدید پست کنند و مینقش مهمی  در تقویت سیستم ایمنی و ایمنی زایی ایفا می

  .لعات بعدي مورد استفاده قرار بگیردبیوتیک و پاراپروبیوتیک جهت مطا

 .TLR2, TLR4 ، میکروبیوتا، B. thetaiotaomicron،OMVsکتري با واژگان کلیدي:
  

  1مقدمه

اي، پوسـت، سـطوح مخـاطی و    هاي میکروبـی پیچیـده  اکوسیستم

انـد،  دستگاه گوارش تمام پستانداران از جمله انسان را اشغال کرده

شـــوند. بـــیش از  نامیـــده مـــی )microbiom( کـــه میکروبیـــوم

تریلیــون (هــزار میلیــارد) میکروارگانیســم درون و روي بــدن 100

                                                
 ـپاستور ا تویانست ،يویر قاتیبخش سل و تحق: تهران، آدرس نویسنده مسئول  ـتهـران، ا  ران،ی  هیسـم  رانی

 )  email: d.siadat@gmail.com( جزء یواعظ

ORCID ID: 0000-0002-6892-5603   

     16/6/1401: تاریخ دریافت مقاله

  23/7/1401: تاریخ پذیرش مقاله

تواننـد نقـش مهمـی در سـلامت و     انسان همزیستی دارند که مـی 

اي از میکروارگانیسم ها کـه در  به مجموعه .بیماري انسان ایفا کنند

 هاي مختلف با محیط خارج از بدن ارتباط دارنـد میکروبیوتـا  ارگان

)microbiota( شـود کـه درسـطوح و لایـه هـاي عمقـی       گفته می

بزرگتـرین   .)2, 1( کنندپوست، دهان، ریه، واژن و روده زندگی می

دسـتگاه   ترین جمعیت میکروبـی همزیسـت بـا انسـان در    و متنوع

ــده مــی ــی دســتگاه گــوارش  شــود. جمعیــتگــوارش دی میکروب

بـه ایـن    ؛دهنـد اي را تشـکیل مـی  چندلایـه  اکوسیسـتمی پویـا و

ترتیب که با یـک الگـوي اسـتفرار مشـخص همـراه بــا گرادیــان        
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 3/ و همکاران  جزء یواعظ هیسم                                                                                               1402بهار     1 شماره   33 دوره

ومن گاستریک بـه سـمت روده کوچـک تـا      افزایشـی غلظـت، از لـ

ه بیشترین مقدار خود می    .)3( رسندکولون و رکتوم بـ

 زایـی، میکروبیوتــا عملکــردهایی متنوع و گسترده از جمله ایمنی

هــاي اپیتلیـــال روده، رشــد و   و تمایــز ســلول کنتــرل تکثیر

ی، اســتحکام اتصـــالا   ت محکـــم ناحیـــه   توسـعه سـد اپیتلیالـ

ـه زا، تخمیـــر  هــاي بیمــارياپیــکال، محافظــت در برابــر گونـ

ـــد     ـــراي تولیـ ـــم بـ ـــل هضـ ـــر قابـ ــاي غیـ ـــدرات ه کربوهیـ

ـــاه  ـــره کوت ـــا زنجی )، متابولیســـم SCFA( اســـیدهاي چـــرب ب

زا در رژیـم غذایــی  اسـیدهاي صفـراوي و تخریـب مـواد سـرطان

اخـتلال و بـه هـم     .)4( ایجــاد ســرطان دارنـــد در محافظـت از 

توانـد منجـر بـه    مـی  ايپیچیـده خوردن تعادل در چنین سیستم 

بالقوه میزبـان   وضعیتی به نام اختلال درهمزیستی شود که به طور

هـاي مزمنـی   کند، بیماريرا براي چندین بیماري مهم مستعد می

هـاي  (ماننـد چـاقی و دیابـت)، بیمـاري     نظیر سـندروم متابولیـک  

التهابی شکمی، دیابـت ملیتـوس، آترواسـکلروزیس، بیمـاري کبـد      

کبد چرب غیر الکلـی، سـیروز وکارسـینوماي کبـدي      ALDالکلی 

 ا میکروبیوتاي روده اثبـات شـده اسـت   کند که ارتباط همگی آنها ب

)5 ,6(.  

 تعــدیل میکروبیوتاي روده براي حفـظ تعـادل مطلـوب و بهبــود 

در ایـن   ســلامت انســان از اهمیــت بــالایی برخــوردار اســت.

هـاي  ، بـه عنــوان مکمـل  )probiotic( هـامیان مصرف پروبیوتیک

غذایی اثرات مختلف مفیدي بر عملکرد روده دارد و در اکثر مـوارد  

با بهبــود دیـس بیـوز و تعدیل پاسـخ ایمنی میزبان  سبب بهبـود  

ـم و پیشـــرفت   فراینــدهاي هضــم و همچنــین کــاهش علائـ

. به طور کلـی، اصـطلاح   )7( شــوندبیماري هــاي مختلــف مــی

تواند بـراي  شود که میاي گفته میهاي تغذیهبیوتیک به استراتژي

ــعیت      ــمت وض ــه س ــوارش، ب ــتگاه گ ــاي دس ــدایت میکروبیوت ه

اسـتفاده قرارگیـرد.   تري درجهـت سـلامت میزبـان مـورد     مطلوب

هـا، پسـت بیوتیـک اسـت، یـک      جدیدترین عضو خانواده بیوتیـک 

ترکیب فعال زیستی، تولید شـده توسـط میکـرو ارگانیسـم، طـی      

توان به عنوان باشد. اصطلاح پست بیوتیک را میفرآیند تخمیر می

یک چتر براي تمام مترادف ها و اصـطلاحات  مربـوط بـه اجـزاي     

تواننـد  ها میگرفت، بنابراین پست بیوتیکتخمیر میکروبی در نظر 

دهنـده سـلول و انـواع    ترکیبات مختلفـی از جملـه مـواد تشـکیل    

. محـیط کشـت مـایعی کـه بـاکتري در آن      )8( ها باشندمتابولیت

هـایی اسـت   ها و وزیکـول ها، آنزیمرشد کرده حاوي انواع متابولیت

کنـد. سـوپرناتانت حاصـل از محـیط کشـت      که باکتري ترشح می

بـه عنـوان یـک پسـت     ) CFS  )cell free supernatanteبـاکتري  

تواند کارایی داشته باشد .از دیگر بیوتیک ها مـی تـوان   بیوتیک می

هـاي غیرزنـده   هـا اشـاره کـرد کـه ، پروبیوتیـک     به پاراپروبیوتیـک 

هاي میکروبـی غیرفعـال یـا شکسـته     هستند و یا به عبارتی، سلول

فـرا   هستند که به طرق مختلف ازجمله حرارت، اشعه گامـا، امـواج  

غیر فعال شده اند. در بعضی منابع  بنفش، تیمارهاي شیمیایی و.....

       )10, 9( به عنوان باکتري پاستوریزه آورده شده است

ــنس     ــاي جــ ــرا اعضــ بــــه خصــــوص   Bacteroidesاخیــ

ــاکتري  Bacteroides thetaiotaomicron (B.thetaiotaomicron)ب

نســل جدیــد  در مطالعــات متعــدد بــه عنــوان ســویه مناســبی از

  .)11( ها در نظر گرفته شده استپروبیوتیک 

هوازي است که اي، گرم منفی و بیباکتري میلهنوعی این باکتري، 

در دستگاه گوارشی به عنوان یک باکتري کومنسال مسـتقر اسـت،   

هـا را  از باکتروئیـدس  % 12- 10از فلور نرمـال گـات و    % 6  حدود

ي فراوانی که جهت هیـدرولیز  هادهد و با توجه به آنزیمتشکیل می

ــراوان     ــزو ف ــم دارد، ج ــل هض ــاکاریدهاي غیرقاب ــی س ــرین پل ت

شود این باکتري هاي گات معرفی میکنندگان کربوهیدراتمصرف

کـار  باکتري به- هاي میزبانبه عنوان مدلی جهت مطالعه برهمکنش

ــی ــد  مـ ــیعی از گلیکوزیـ ــف وسـ ــاکتري داراي طیـ ــن بـ رود ایـ

یی شکستن تعداد زیـادي از بانـدهاي آلفـا    هیدرولازهاست که توانا

تـوان گفـت کـه نقـش آنزیماتیـک ایـن       مـی  گلیکوزیدي را دارند.

هـا  باکتري در دستگاه گوارش بسیار پررنـگ اسـت و ایـن بـاکتري    

. )12(بـدون شــک یــک برتـري رقــابتی در روده خواهنــد داشــت   

B.thetaiotaomicron    ــلولی را ــل س ـــیم داخ ـــیگنالینگ کلس س

موجـود   هــاي در برابــر پروتئازهــاي    تقویـت و از تخریـب آنـزیم

زیکــول  می کند، به علاوه به ترشح و دردستگاه گوارش محافظـت

بـه   Outer  –Membrane Vesicles( OMVs)هـاي خـارج سـلولی  

ــه ســولفاتاز، ماکروفاژهــاي روده را تعــدیل مــی   روشــی وابســته ب

  .)13(کنـد

واکنش هاي متقابل بین میزبان و میکروبیوتـاي روده، شــبکه اي    

ـــده از مولکـــول ـــوژیکی و م پیچی ســـیرهاي هـــاي فعـــال بیول

متـابولیکی اســت، که به طور مشخص توســط میکروارگانیســـم  

هــاي روده ترشــح و تنظیم مــی شــوند. برخــی از ایـن مـواد      

تنظیمی از وزیکول هـاي خـارج سلولی  بسـته بنــدي و آزاد مـی   

ها با انتقال به اندا م هاي مختلف حتـی مغـز،    OMVs.)14( شـوند

 - می تواننـد نقـش کلیـدي و گسـترده اي در تعــاملات بـاکتري      

ــاکتري ــاکتري و ب ــابولیکی،   - ب ــی و مت ــاي ایمن ــان، پاســخ ه میزب

ــدیل   هموســت ـــابی حـــاد و تع ـــاي الته ـــنش ه ـــی و واک از ایمن

  .)15(مسیرهاي مختلف سیگنالینگ را داشته باشند

OMV،ط بـین سلولی ه عنـوان رابـ انتقـال ترکیبــات فعــال     ها بـ

ـین ســلول هــا را تســهیل مــی کننــد. الگــوي مولکـــولی   بـ

OMVs ) مــرتبط بــا میکــروب (MAMPs  ،مانند پپتیـدوگلیکان

ک ی ـهــا، اسـیدهاي نوکلئ  لیپــوپروتئین  ، (LPS) لیپوپلیسـاکارید 
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   tlr2,tlr4 يژن ها انیو مشتقات آن بر ب B. thetaiotaomicron  تاثیر می                        آزاداسلا دانشگاهپزشکی علوم / مجله 4

)DNA وRNA (OMVs سـازند که بـا کمـک گیرنـده   را قادر می -

بـا سـلول هـاي میزبـان،      در تعامـل  (PRRs)هاي تشـخیص الگـو   

مسیرهاي سیگنالینگی را فعال  می کننـد که بیان سایتوکاین هـا  

در  OMVsاسـتفاده از   .)16( و کموکاین هــا را سـبب مـی شـود    

برخـی مـوارد کـه اسـتفاده از بــاکتري هــاي زنــده در افـراد بـا      

توانــد خطرنـاك   نقـص سـد روده یا نقـص سیسـتم ایمنـی مــی    

راي پر هــاي زنــده در نظــر    وبیوتیـکباشد، جـایگزین مناسبی بـ

  )7( گرفتــه شــده اســت

همان طور که ذکر شد، میکروبیوتاي دستگاه گوارش درتوسعه و 

 .تنظـیم سیســتم ایمنــی و بهبـود ســد گوارشــی مشــارکت دارد  

میکروبیوتاي دستگاه گـوارش نقــش مهمـــی در مســـیرهاي     

ـــاط روده ازطریـ ـ  ـــیگنالینگ مخـ  Toll-like (TLRs)ـق سـ

receptors  وdomain-containing protein 1 and 

2(NOD1and NOD2)  Nucleotide-binding 

oligomerization 17( کندایفا می(.  

TLR نــوع پــروتیین هــاي گذرنــده از غشــا     10 هــا یکــی از 

)transmembrane proteins (    هـاي  هستند کـه بـه عنـوان گیرنـده

) شـناخته  Pattern Recognitio Receptors, PRRشناسایی الگـو ( 

شوند و در سیستم ایمنی ذاتی نقـش بسـیارمهمی دارنـد. ایـن     می

یمنـی بیـان   هـاي ا سـلول  هاي اپیتلیـال و ها در اکثر سلولگیرنده

هـاي مولکـولی حفاظـت    ها داري موتیف. این گیرنده)18( میشوند

زا و اي هستند که الگوهاي مولکولی وابسته به عوامـل بیمـاري  شده

 نـوع 13. تـاکنون   )19( کننـد هاي عفونی را شناسایی مـی مولکول

TLR      شناسـایی شـده اسـت کـهTLR2,4,5,9  تـرین آنهـا   مهـم از

گلیکولیپیـدها را  لیپوپلی ساکارید، پپتیدوگلیکان و TLR2 هستند. 

عمـل شناسـایی   TLR4 کنـد و  در دیـواره سـلولی شناسـایی مـی    

. )7( لیپوپلیســاکارید بــاکتري هــاي گــرم منفــی را بــر عهــده دارد

و   TLR2, 4هـاي  میکروبیوتاي روده از طریق فعال کـردن گیرنـده  

موجـب   MAPK, NF-kBو  PI3kبه دنبال آن مسیر هاي آبشاري 

هـاي  ولفعال شدن پاسخ هاي ایمنی سلول هاي اپیتلیالی و نیز سل

شود. بدین ترتیـب سـبب بهبـود عملکـرد سـد      ایمنی در روده می

اپیتلیالی و افزایش بیان پروتئین هاي اتصالات محکم و در پـی آن  

مقاومت روده در برابر نشت عوامل بیمـاري زا و ایمنـی نسـبت بـه     

، چــاقی، دیابــت هیپرگلایســمی و نیــز IBDماننــد  یهــایبیمــاري

 .)20( شوندسرطان می

هــاي در ایــن مطالعــه از یــک رده ســلولی موشــی، مــدل ســلول 

 The( STC-1به نام ) EEC )Enteroendocrine cellانترواندوکرین

intestinal secretin tumor cell line(   ــلولی ــوان رده س ــه عن ب

    .)21( ها استفاده شدTLRمناسب براي مطالعات 

 .B ي ما در این مطالعــه بــه بررســی برخــی از اثــرات بـاکتر      

thetaiotaomicron   به عنوان کاندید پروبیوتیـک وOMVs  وCFS 

حاصل آن به عنوان کاندیدپست بیوتیک و نیز بـاکتري غیـر فعـال    

شده با حرارت به عنـوان کاندیـد پاراپروبیوتیـک  بـر بیـان دو ژن      

ــا   ــاي غش ــده ه ــه روش  tlr4و   tlr2گیرن ــواهیم  qRT-PCRب خ

     .پرداخت

  

  مواد و روشها

 مورد استفادهمواد 

 Agar1 BHI (catشـرکت  BHI-3 QULAB,محیط هـاي کشـت   

N0:QB-65-6491) Broth(cat:QB:39-0303))  ــپ ــتگاه پم ، دس

محـیط کشـت   ، MARTکمپـانی  AN20Pخلأ آنوکسـومات مـدل   

ــرکت  ــلول شـــ ــر  Gorgen(cat:E0500-190)  ،FBSســـ غیـــ

, cat:10099133) Gibco™, MA, USA ،(Gibco™, MAفعـال 

ــا  ــه ه ــید آمین ــر ضــروري واس ) cat:10099133(و bio ideaي غی

Gibco™, MA, USA    ــین ــده. تریپسـ  (cat:2520056)شـ

(Gibco™, MA, USA) % 0/25 EDTA ،  ــتخراج ــت اس کی

mRNA ) یکتا تجهیز (Cat# YT9066 کیت سـنتز  وcDNA   یکتـا

  ) استفاده شد.cat No:YT4500تجهیز، ( 

  کشت سوش باکتري

 B.thetaiotaomicron 10774در ایـن مطالعـه سـویه اسـتاندارد(    

(ATCC هـاي انیستیتوپاسـتور تهیـه    ازکلکسیون نگهداري باکتري

د. براي فعال شدن و کشت این بـاکتري بـی هـوازي، از محـیط     ش

استفاده شـد. بـه منظـور فعـال سـازي، احیـاء و        BHIهاي کشت 

میلـی لیتـر از    5/1شروع استفاده ازاین سوش استاندارد بـاکتري،   

غنــی شــده بــا همــین، منــادیون و ال  BHIع محــیط کشــت مــای

سیستئین , با استفاده ازسرنگ اسـتریل بـه داخـل ویـال بـاکتري      

مــاکرولیتر از ســوپرناتانت  200همــوژن گردیــد. ســپس  تزریــق و

آگـار اضـافه و بـا     BHIهموژن شده به چند پلیت از محیط کشت  

استفاده از سـواپ اسـتریل کشـت داده شـد و بـه درون جـار بـی        

منتقل گشـت. سـپس بـا اسـتفاده از دسـتگاه پمـپ خـلأ         هوازي

شرایط بـی   ،N2:80%) ،(CO2:10%,H2:10% آنوکسومات  حاوي

هوازي براي رشد باکتري فراهم گردید. جهت رشـد بـاکتري، جـار    

درجـه   37روز در داخـل انکوبـاتور بـا دمـاي       5الـی   3به مـدت   

  د.شسانتیگراد منتقل 

  با پرایمر مبتنی بـر ژن   PCR ر تایید هویت باکتري با استفاده ا

16 sRNA ازباکتريB.thetaiotaomicron   طبـق   انجـام گرفـت)

  .)21(مطالعه انجام شده توسط گروه حاضر در تحقیق) 
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 5/ و همکاران  جزء یواعظ هیسم                                                                                               1402بهار     1 شماره   33 دوره

هاي غشاي خارجی باکتري گـرم منفـی    در همین راستا وزیکول

B.thetaiotaomicron   ساعته باکتري در محـیط   24بعداز کشت

BHI      غنی شده با همـین و منـادیون بـا اسـتفاده از روش هـاي 

مبتنــی بــر اولتراسانتریفیگاســیون و اولترافیلتراســیون اســتخراج 

گردید سپس ساختارهاي ایـن مـاکرومولکول هـا مـورد ارزیـابی      

. سپس جهت بررسـی سـایز و   )22( فیزیکوشیمیایی قرار گرفتند

شکل وزیکول هاي استخراج شده، ازهردو میکروسکوپ ااکترونی  

TEM وSEM      ــتفاده از روش ــا اس ــد. ب ــتفاده ش  Bradfordاس

 ــ   ــا خــ ــاي غشــ ــول هــ ــی وزیکــ ــت پرونئینــ ارجی غلظــ

B.thetaiotaomicron   بدسـت آمــد (طبــق مطالعــه انجــام شــده

  .)23(توسط گروه حاضر در تحقیق) 

بـر   B.thetaiotaomicronجهت غیر فعال کـردن ایـن بـاکتري،     

 - Lحاوي مکمل هاي همـین، منـادیون و    BHI agarروي پلیت 

سیستئین با مقادیري که قبلا ذکر گردید، کشت داده شد و پس 

میلـی   5/1ساعت از کلنـی بـاکتري برداشـت نمـوده و در      48از 

د. پس از کنترل رشد باکتري شاستریل تلقیح  PBSلیتر محلول 

نـانومتر ، سوسپانسـیون    600در  1از طریق خوانش جذب نوري 

درجه سـاتیگراد  70دقیقه در داخل بن ماري  30حاصله به مدت 

 شـد تیمـار   حرارت دهی شد و به صورت تازه بر روي رده سلولی

)21(.  

از  CFS)دست آوردن سـوپرناتانت عـاري از سـلول(    ه به منظور ب

 BHIابتــدا بــاکتري در محــیط ، B. thetaiotaomicronبــاکتري 

م مایع غنی شده با همین و منـادیون و  ال سیسـتئین بـه حج ـ   

سوسپانسیون حاصله در شرایط بـی  سی سی تلقیح گردید،  100

ــوازي  ــاي  N2:80%) ،(CO2:10%,H2:10%ه ــه  37و دم درج

ساعت داخـل انکوبـاتور    22سپس به مدت سانتیگراد انکوبه شد. 

درجه سانتیگرادقرار گرفت تا بـه حـداکثر    37شیکر دار با دماي 

ان از میـزان  میزان رشد خود (فاز لگاریتمی) برسد. جهت اطمین ـ

 رشد باکتري، با استفاده از دسـتگاه اسـپکتوفوتومتر جـذب در     

OD 600   نانومتر خوانده شد. در ادامه، براي جداسازي فاز مـایع

سوسپانسیون به فـالکون منتقـل   ، از سوسپانسیون حاوي باکتري

ــاي  ــد و در دمـ ــا دور    4گردیـ ــانتیگراد بـ ــه سـ   12000درجـ

صل، به جهـت عـاري شـدن از    سانتریفیوژ شد. سوسپانسیون حا

آن در  pHعبور داده شد و در نهایـت   22/0 باکتري، توسط فیلتر

تنظیم گردید تا بتوان سلول را با آن تیمـار کـرد و    4/7- 7حدود 

  .)21( نگهداري شد - 70در فریزر 

    STC-1کشت رده سلولی

 ـ    ،)STC-1 )21رده سـلولی   صـورت  ه یـک رده سـلولی موشـی ب

کـه   استساعت 54چسبنده با رشد آهسته و زمان دو برابر شدن

تهیه شده است. ATCC® CRL 3254)  از بانک سلولی بلژیک  (

، حـاوي    DMEM high Glucoseاسـتفاده  محیط کشـت مـورد  

5/12%FBS    غیرفعال ، به همراه آنتی بیوتیک هاي پنـی سـیلین

می باشد. سلول ها چنـدین نسـل    U/ml1000و استرپتومایسین 

درجـه   37در فلاسک هاي مخصوص کشـت سـلولی در دمـاي     

بـار،   روز یـک  3تـا   2پاساژ داده شد. هر    co2 % 5سانتیگراد و 

محیط کشت سلول ها تعویض شد. قابل ذکر است که شـرط اول  

. بنابراین قبل و استدر کشت سلولی،مهیا کردن شرایط استریل 

 .شوندبعداز کار، تمام محیط و وسایل کار استریل می

  سلول با تیمار جهت باکتري سوسپانسیون سازيآماده

 بـا  مشابه PBS بوسیله باکتري سوسپانسون ابتدا که صورت بدین

بـاکتري در هـر   3×  810گردیـد  کـه  حـاوي     تهیه1 فارلند مک

1ml بعد از انجام محاسبات لازم  باتوجه به تعـداد سـلول،   است ،

(تعدادباکتري به تعـداد   MOI 50و MOI 10دو چاهک براي هر 

  سلول) اختصاص داده شد.

باکتروئیـدس   با تیمار جهت STC1 هايسلول سازيآماده

تایتومیکرون  و مشتقات آن (بـاکتري غیرفعـال شـده    ت

  حاصل از آن) CFSو  OMVs باحرارت،

 باکتروئیدس تتایتومیکرون و مشتقات آن، ها باسلولتیمار جهت

 هـا سـلول  ،% 75بـه تـراکم    ها و رسیدنفلاسک شدن پر از پس

سـانتریفیوژ شـدند،   دقیقـه   5به مـدت   110gو با دور  تریپسینه

 شـمارش  مـورد  نئوبـار  لام توسط سپس و  دپلت حاصله حل ش

 هـر  بـه  سـلول 2/1× 10 5 تعـداد  شـمارش،  از پـس  . گرفت قرار

سـاعت و قبـل از    24بعـد از   گردیـد  منتقل خانه 6 پلیت چاهک

هـا همـه در یـک فـاز رشـدي      ها، نیاز است تا سـلول تیمار سلول

هـا داخـل   محیط کشت سلول یکسان قرارگیرند، به همین خاطر،

(بـدون آنتـی     DMEM 1%FBSا محـیط کشـت    هر چاهک ب

ساعت آماده  4بیوتیک و اسیدهاي آمینه) جایگزین شد و بعد از 

 .  شدتیمار 

فعال وغیـر  باکتري   50MOI و 10MOI مقدار محاسبه شده هر 

 و شد اضافه سلول کشت به فعال شده باحرارت، بصورت جداگانه،

همچنـین   .شـد  انکوبـه  اردCO2 رانکوبـاتو  در سـاعت  20مدت به

OMVs هاي  با غلظتµg/ml 50 نمونه و   100وCFS   به میـزان

 بـه  جداگانـه  بطـور  کـدام  هـر  حجم محیط کشت سـلول،  % 25

 در سـاعت  20مـدت  بـه  و شـده  اضـافه  هـا سـلول  کشتمحیط 

   .شد انکوبه دار CO2 انکوباتور

 qRT-PCRهاي مورد مطالعه به روش بررسی بیان ژن

بـا بـاکتري و مشـتقات آن کـه      STC-1رده سـلولی   بعد از تیمار

هاي مورد تیمـار   از سلول RNAبالاتر به آن اشاره شد، استخراج 

هــاي  RNA،طبــق پروتکــل انجــام گرفــت . کیفیــت و کمیــت  
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استخراج شده با کمک دسـتگاه نـانودراپ و الکتروفـورز روي ژل    

 شـد ریبـوزومی مشـخص    RNAو مشاهده باندهاي   %5/1 آگارز

کیـت  سـاخته    طبق دسـتورالعمل  cDNA. در مرحله بعد )25(

 در سـطح  tlr4 و tlr2يهـا شد و جهت بررسـی تغییـر بیـان ژن    

رونویسی از روش ریل تایم و پرایمرهاي اختصاصی استفاده شـد.  

که در شرایط مختلف  2RPL19طبق بررسی هاي انجام شده ژن 

در این مطالعـه بـه عنـوان     )26(از پایداري بالایی برخوردار است

 ژن مرجع انتخاب شد.

 از انجـام  پـس  مطالعـه  مـورد  هـاي ژن براي نیاز مورد هايپرایمر

BLAST توسط شـرکت رویـان    آن ها، کامل و تایید اختصاصیت

قرارگرفـت.   استفاده مورد و تهیهمتابیون آلمان  توکاژن از شرکت

اسـتفاده در   مـورد  پرایمرهـاي  تـوالی  مشخصـات و  1در جـدول 

  .آورده شده است  qRT-PCRواکنش 

 هاتحلیل داده

ها به صورت سه بار تکـرار انجـام گرفـت. مقـادیر     تمامی آزمایش

اند. آنـالیز  قید شدهانحراف معیار ±میانگین گزارش شده به شکل

ــه روش  qRT-PCR تســت (روش  delta delta CTدر اکســل ب

هـا از  لیوارك) محاسبه شد. همچنین براي محاسبات آماري داده

 Tukeyوتست تعقیبـی    T testو one way ANOVAهاي  روش

 8 رسم نمودارها توسط نسخه ها و. آنالیز آماري دادهشداستفاده 

  هـا داده اريد معنی سطحانجام شد.  Graphpad prism  نرم افزار

    .  درنظر گرفته شد 05/0کمتر از 

  

  هایافته

زنده و فعال،  thetaiotaomicron.Bاثرات باکتري 

OMVs  وCFS  حاصل از آن و باکتري غیرفعال شده

در سطح  tlr2هاي بر بیان ژن بواسطه حرارت،

 رونویسی

هاي آماري نتایج مشخص شد که باکتري زنده و با بررسی

تاثیر معنی  MOIsدو  در هر B.thetaiotaomicronفعال 

درسطح رونویسی نداشته، درصورتی  tlr2داري بربیان ژن 

                                                
٢ Ribosomal protein L19 

که فرم غیرفعال شده این باکتري به واسطه حرارت، در 

MOI 10 )03/0=p( و MOI 50 )003/0=p(  سطحmRNA 

  داري افزایش داد.صورت معنیه این ژن را ب

 100ت هاي غشاي خارجی این باکتري در غلظوزیکول

µg/ml داري در تغییر بیان ژن تاثیر معنیTLR2   در

که  ) نداشتند، در حالیSucroseمقایسه با کنترل (تیمار با 

به طور معنی   µg/ml50 OMVsبیان این ژن در غلظت 

  .)p=014/0( داري افزایش یافت

ــ ــی ژن  دارمقـــ ــا   tlr2رونویســـ ــار بـــ ــر تیمـــ در اثـــ

B.thetaiotaomicron CFS فزایش یافت داريیطور معنه ب 

)038/0=p( .  

در هر تیمار  ن ژن مرجع،به عنوا RPL19گرفتن با در نظر 

در مقایسه با نتایج این ژن مورد  qRT-PCRنتایج حاصل از 

  .بررسی قرار گرفت

   زنده و فعال، thetaiotaomicron.Bاثرات باکتري 

OMVs  وCFS  حاصل از آن و باکتري غیرفعال شده

در سطح  tlr4هاي بر بیان ژن واسطه حرارت،ه ب

  رونویسی

نشان داده شده است، نتایج حاصل از  2چنانچه در نمودار 

با باکتري زنده و فعال   STC-1هاي ساعته سلول 24تیمار 

B.thetaiotaomicron   در هردوMOIs، داري تغییر معنی

ایجاد نکرد. این درحالی است که  tlr4ژن  mRNAبرسطح 

 MOIاین باکتري به واسطه حرارت، در فرم غیرفعال شده 

10 )042/0=p(  وMOI 50 )01/0=p(  رونویسی این ژن را

هاي استخراج شده از این باکتري در وزیکول. افزایش داد

 )p=029/0(دار موجب افزایش معنی µg/ml 50غلظت 

سوپ سلولی فاقد سلول از باکتري  شدند. tlr4رونویسی ژن 

 ژن را افزایش داد این mRNAمذکور نیز میزان 

)034/0=p( .  

  

  

 qRT-PCRتوالی پرایمرهاي بکاررفته در واکنش .1جدول

primer Name  Sequence Product size (bp) Refrences 

m- tlr2-forward TCCTGCGAACTCCTATCC 151 (26)  
m- tlr2 -reverse CCTGGTGACATTCCAAGAC 
m-tlr4-forward GCCTTTCAGGGAATTAAGCTCC 114 (26)  
m-tlr4 -reverse GATCAACCGATGGACGTGTAAA 
m-RPL19-forward CCTGAAGGTCAAAGGGAATGTGTT 143 (27)  
m-RPL19-reverse GCTTTCGTGCTTCCTTGGTCTTA 
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 24بعد از تیمار  STC-1در رده سلولی  tlr2تغییر بیان ژن  .1نمودار

 MOI 10فعال در  thetaiotaomicron.Bلف) باکتري  ساعته با ا

 MOIو MOI 10ب) غیرفعال شده بواسطه حرارت در  MOI 50و

در غلظت  (OMVs)هاي استخراج شده از باکتري ج) وزیکول 50

میکروگرم بر میلی لیتر د) سوپ سلولی فاقد سلول  100و  50هاي 

(CFS)25% 
**  )(p<0.05) * (p<0.01  از نظر آماري معنی دار در نظر گرفته

 استفاده شد.  RPL19 شد. به عنوان کنترل داخلی از ژن

  این آزمایش بصورت سه بار تکرار انجام گرفته است.

  

  بحث

-هسـتند کـه بـه عنـوان مکملهـایی هـا بـاکتريپروبیوتیک

ها از طریق فعال ، پروبیوتیک)29( شوندهاي غذایی مصرف می

و به دنبال آن مسیر هاي آبشاري   TLR2, 4هاي کردن گیرنده

, NF-kB, PI3K  وMAPK هاي ایمنی و فعال کردن پاسخ

هاي ایمنی در روده شده و موجب هاي اپیتلیالی و سلولسلول

هاي عملکرد سد اپیتلیالی و افزایش بیان پروتئینبهبود 

زا و مقاومت روده در برابر نشت عوامل بیماري اتصالات محکم

در روده  TLR2,4نشان داده است که  تحقیقات، )20( شوندمی

نقش مهم و ضروري در شناسایی و فعالسازي سیستم ایمنی 

. دراین )30( برعهده دارند هاذاتی ، پس از مواجهه با باکتري

هاي OMVو  B. thetaiotaomicron پژوهش از باکتري 

حاصل از آن و همچنین باکتري غیر فعال شده توسط حرارت 

،  STC-1و سوپر ناتانت باکتري ، به عنوان تیمار رده سلولی  

ر سطح ، د tlr2,4هاي جهت  بررسی تغییرات بیان ژن

رونویسی استفاده شده است. در تحقیق حاضر، رده سلولی  

STC-1 هاي به عنوان مدل بررسی استاندارد سلول

 ها  به کار رفته استTLRجهت بررسی بیان  انترواندوکرین،

)21( .  

  
 24بعد از تیمار  STC-1در رده سلولی  tlr4تغییر بیان ژن  .2نمودار

 MOI 10فعال در  thetaiotaomicron.Bلف) باکتري  ساعته با ا

 MOIو MOI 10ب) غیرفعال شده بواسطه حرارت   MOI 50و

هاي  در غلظت (OMVs)ج) وزیکول هاي استخراج شده از باکتري50

میکروگرم بر میلی لیتر د) سوپ سلولی فاقد سلول  100و  50

(CFS)25% 
** )(p<0.05) * (p<0.01  از نظر آماري معنی دار در نظر گرفته

 استفاده شد.  RPL19 شد. به عنوان کنترل داخلی از ژن

  ار تکرار انجام شده است.این آزمایش بصورت سه ب

  
 

که یکی از  B. thetaiotaomicronدر این مطالعه، باکتري  

اعضاي مهم خانواده باکتروئیدت و به عنوان کومنسال مفید 

شناخته می شود، انتخاب شده است، این باکتري به جهت دارا 

بودن انواع آنزیم هاي گلیکوزید هیدرولازي از اهمیت خاصی 

اي روده برخوردار است و امروزه به عنوان در بین میکروبیوت

 .)11(است ها مطرح کاندیداي نسل جدید پروبیوتیک

 .Bنتایج مطالعه حاضر نشان داد تیمارهاي  

thetaiotaomicron  فعال و زنده در هر دوMOI 10 وMOI 

در رده سلولی  tlr2,4داري در بیان دو ژن تغییر معنی  50

STC-1  سطح درmRNA تحقیقات نشان داده . ایجاد نکردند

است که مکانیسم هاي عمل پروبیوتیک اغلب به ویژگی خاص 

ها و مشتقات آنها سویه هاي باکتري بستگی دارد و پروبیوتیک

  .)20( هاي متنوعی را ایجاد کنندتوانند پاسخمی

Finamore اي که با استفاده از دو در مطالعه شو همکاران

باکتري انتروتوکسیژنیک اشرشیاکلی، لاکتوباسیلوس رامنوس و 

 Caco2سوپرناتانت لاکتوباسیلوس رامنوس، بر روي رده سلولی 

ه لاکتوباسیلوس رامنوس فعالیت انجام شد، نشان دادند ک

 .)31( کندرا سرکوب می TLR4مسیرهاي سیگنالینگ 
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Ganguli اي که با استفاده از رده در مطالعه شو همکاران

تحت تیمار با باکتري لاکتوباسیلوس رامنوس   Caco2سلولی 

در TNFα, IL 1β, IL8 هاي انجام گرفت، دریافتند که بیان ژن

داري نسان به صورت معنیهاي اپیتلیال روده ي جنین اسلول

 کاهش داشته است که موجب افزابش ایمنی گردیده است

)31( .  

با  thetaiotaomicron.Bیکی از مسیرهاي ارتباطی باکتري 

-ها نیز زیر مجموعه پستOMVاست. OMVمیزبان، تولید  

 شوند وضعیت نانواندازه وغیرتکثیري،ها محسوب میبیوتیک

OMVsآنزیم و  ها همراه با مقاومت در برابر تخریبpH ،کم

ها را به عنوان درکنار توانایی آنها در تعامل با میزبان، آن

هاي کاندید ایده آل براي رساندن مواد بیولوژیک به سایت

.  )33, 32, 29(کند مخاطی، مانند دستگاه گوارش تبدیل می

با  STC-1ساعته سلول هاي  24در پژوهش حاضر، نتایج تیمار 

OMVs حاصل از باکتري B.thetaiotaomicron  حاکی از

و بی   µg/ml 50در غلظت  tlr2,4دار بیان دوژن افزایش معنی

  بود. µg/ml 100 اثر بودن غلظت

هـاي OMVاي نشـان داده شـده اسـت کـه در مطالعه

Bifidobacterium  وLactobacillus هاي که از باکتري

داري فعالیت  میکروبیوتاي روده هستند، به شکل معنی

TLRsاین عملکرد  .دهندرا تغییر میOMV ها تایید کننده

است هـاي دفـاعی میزبـان نقش میکروبیوتاي روده در پاسخ

)34( . Carvalhoنیز نشان دادند که شهمکاران وOMV هاي

 B. thetaiotaomicronتولید شده توسط باکتري کومنسال  

هاي ایمنی میزبان را از طریق دستگاه گوارش تواند پاسخمی

، تیمار باکتري ن و همکارانشدرمطالعه اشرفیا .)13( فعال کند

انجام  CACO2حاصل از آن بر رده سلولی  EVsاکرومانسیا و 

را در   tlr4و tlr2گرفت و مشخص شد که  باکتري بیان دو ژن 

در صورتی  ،داري افزایش دادهصورت معنیه سطح رونویسی ب

  )22( رونویسی این دوژن را کاهش دادند OMVsکه تیمار با 

حاصل  OMVsو  B. fragilisاثر باکتري  شهمکاران احمدي و

ه بررسی کردند و نشان دادند ک Cacoo2از آن را بر رده سلولی 

و افزایشی بر ژن  tlr2کاهشی بر  ژن  داراین باکتري اثر معنی

tlr4 دارد، در صورتی که تاثیرOMVs  بسته به غلظت متفاوت

  .  )35( گزارش شده است

از آنجا که بر اساس  تعـاریف جدید سازمان بهداشت جهانی و 

از پروبیوتیک،   FAOلل متحد سازمان خواربـار و کشـاورزي م

ها و به هاي سالم آنهاي غیرزنده و غیرفعال و متابولیتسلول

دلیل اثرات چشمگیري که بـر سلامتی دارند پروبیوتیک 

. در این مطالعه اثرات سوپرناتانت  و )29( شوندمحسوب می

باکتري غیرفعال به عنوان عوامل پارابیوتیک بر تغییر بیان دو 

  مورد ارزیابی قرار گرفت.  STC-1در رده سلولی  tlr2,4ژن 

دهد که دو عامل پارابیوتیک، نتایج مطالعه حاضر نشان می

باکتري غیر فعال و سوپر ناتانت به صورت قابل توجهی بیان دو 

. این معنی دهندمیافزایش  STC-1رادر رده سلولی  tlr2,4ژن 

و است این دو عامل  زاییدار بودن نشان دهنده ویژگی ایمنی

نقش مهم عوامل پارابیوتیک را در تقویت سیستم ایمنی نشان 

در اثر مشتقات  TLR2,4دهد. همچنین  افزایش این دوژن می

شامل باکتري غیرفعال و  B.thetaiotaomicronپروبیوتیک 

سوپرناتانت حاصل از آن، نشان دهنده ایجاد شرایط سالم و 

  .استپایدار در روده 

براي  شو همکاران Bermudez-Britoاي که توسط  لعهدر مطا

به عنوان   CNCM- 4035بررسی اثرات بیفیدوباکتریوم بِرِ رده 

هاي دندریتیک پاسخ سلول پروبیوتیک و سوپرناتانت آن روي 

روده انسانی  انجام گرفت، نشان داده شد که بیان ژن هاي  

TLR1,2,5,9 ي زنده به تحت تاثیر سوپرناتانت نسبت به باکتر

  )36( شکل چشمگیري افزایش داشته است

Malago نیز در مطالعه دیگري با استفاده از  شو همکاران

لاکتوباسیلوس کازیی ولاکتوباسیلوس پلانتاروم به عنوان 

دریافتند که  Caco2پروبیوتیک و سوپرناتانت در رده سلولی 

گردید و  IL8دار در سطح سوپرناتانت باعث کاهش معنی

  . )37( ان دادخواص ضد التهابی بیشتري از باکتري زنده نش

ها براي درمان طیف وسیعی از مکانیسم اثرات پروبیوتیک

هاي روده از جمله درماتیت آتوپیک، انتروکولیت نکروز، بیماري

ه دلیل تأثیر مستقیم یا بو اولسراتیوکولیت، احتمالاً 

تر آن غیرمستقیم آنها بر روي سیستم ایمنی روده است  و مهم

هاي ایمنی بدن ل پاسخها براي تعدیاست که بدانیم پروبیوتیک

  .  )38( انسان نقش بسیار کلیدي و ضروري دارند

ها و مشتقات آنها براي درمان بسیاري از استفاده از پروبیوتیک

هاي میکروبی به عنوان جایگرینی براي ها و عفونتبیماري

ها (به دلیل عوارض جانبی یی و آنتی بیوتیکداروهاي شیمیا

شود ترین مسایل روز پزشکی محسوب میفراوان)، یکی داغ

)25(.  

در مجموع ما در این مطالعه نشان دادیم که سوپ سلولی فاقد 

داري در افزایش باکتري و باکتري غیر فعال تاثیر مثبت معنی

ابل ذکر و افزایش ایمنی ایجاد کردند. ق tlr2,4بیان دو ژن 

ها و است که این عوامل به جهت دارا بودن انواع متابولیت

MAMP هاي باکتریایی و همچنین عدم تکثیر این ساختارها

هاي دستگاه و وجود انواع زخم Leaky Gutکه حتی در شرایط 

تر کنند، و باتوجه به ایمنگوارش، اختلال در بدن ایجاد نمی
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ه، حتی در حالت وجود بودن این عوامل نسبت به باکتري زند

تواند در نشت سد سلولی و نقص سیستم ایمنی میزبان می

هاي التهابی براي تنظیم یکپارچگی درمان بسیاري از بیماري

سد روده و کاهش التهاب استفاده شوند. تحقیقات بیشتر براي 

   .تأیید این نتایج بسیار مهم است
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