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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 یژن 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 های  B. thetaiotaomicronباکتری   بررسی اثر

tlr2,tlr4 در رده سلولیSTC-1  

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

   
 رانیتهران، ا ،اسلامی دانشگاه آزاد  ،واحد علوم و تحقیقات ،یشناس ستیگروه ز 1
 رانیتهران، ا ران،یپاستور ا تویستیان ،یویر قاتیبخش سل وتحق2
 رانیتهران، ا ران،یپاستور ا تویستیان ،یشناس کروبیم قاتیمرکز تحق3
 رانیتهران، ا ،یبهشت دیشه یارش و کبد، دانشگاه علوم پزشکگو یها یماریپژوهشکده بگوارش و کبد،  یها یماریب قاتیمرکز تحق 4

  کیدهچ

م و روده نقش مه در TLR2,4 .استبه عنوان کاندید نسل جدید پروبیوتیک ها مطرح  B. thetaiotaomicronباکتری  :سابقه و هدف
ر تاثی عه بررسیهدف از این مطال. دارندضروری در شناسایی و فعالسازی سیستم ایمنی ذاتی ، پس از مواجهه با باکتری ها برعهده 

 . بود tlr2,tlr4های  و مشتفات آن برتغییرات بیان ژن B. thetaiotaomicronباکتری  

در رده  tlr2,tlr4، باکتری غیر فعال و سوپرناتانت بر بیان ژنهای  B. thetaiotaomicron ،OMVsبررسی تاثیر تیمارهای   :روش بررسی
 .  انجام شد qRT-PCRده از روش با استفا STC-1سلولی 

اری نداشتند. اثر تاثیر معنی د tlr2,4در تغییر بیان دو ژن  B. thetaiotaomicronبا باکتری زنده و فعال   STC-1رده سلولی تیمار ها:یافته
OMVs  این باکتری در افزایش بیان دو ژنtlr2 وtlr4  در غلظتµg/ml50 دارمعنی (01/0=p ،02/0=p،بود ) لی در غلظت وµg/ml 100 

. (p ،003/0=p=03/0)به ترتیب  تاثیر معنی داری در افزایش دو ژن داشت MOI 50 و MOI 10دار نبود.  باکتری غیرفعال در تغییرات معنی
 .را در سطح رونویسی افزایش دادtlr2 (038/0=p ،)tlr4 (034/0=p ) به صورت قابل توجهی بیان دو ژن درصد25 سوپرناتانت

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

thetaiotaomicron    توانند به عنوان کاندید نسل جدید پست کنند و مینقش مهمی  در تقویت سیستم ایمنی و ایمنی زایی ایفا می
 .لعات بعدی مورد استفاده قرار بگیردبیوتیک و پاراپروبیوتیک جهت مطا

 .TLR2, TLR4 ، میکروبیوتا، B. thetaiotaomicron،OMVsکتری با واژگان کلیدی:

  

 1مقدمه
ای، پوسیت، سیطوح مخیاوی و های میکروبیی پییییدهاکوسیستم

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

شیییوند. بییییش از  نامییییده میییی (microbiom) کیییه میکروبییییوم

تریلیییون )هییزار میلیییارد( میکروارگانیسییم درون و روی بییدن 100

                                                 
 هیست  رانیتتهتران، ا ران،یتپاستتور ا تویانست ،یویر قاتیبخش سل و تحق: تهران، آدرس نویسنده مسئول

 (  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

تواننید نقیش مهمیی در سیلامت و انسان همزیستی دارند که میی

ای از میکروارگانیسم ها که در به مجموعه .بیماری انسان ایفا کنند

 های مختلف با محیط خارج از بدن ارتباط دارنید میکروبیوتیاارگان

(microbiota) شیود کیه درسیطوح و  ییه هیای عمقیی گفته می

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

دسیتگاه  ترین جمعیت میکروبیی همزیسیت بیا انسیان درو متنوع

میکروبییی دسییتگاه گییوارش  شییود. جمعیییتگییوارش دیییده مییی

بیه ایین  ؛دهنیدای را تشیکیل مییچند ییه اکوسیسیتمی پوییا و

ترتیب که با یک الگیوی اسیتفرار مشیخم همیراه بییا گرادیییان 
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 3 /و همکاران  جزء یواعظ هیسم                                                                                               1402بهار     1 شماره   33 دوره

افزایشیی غلظیت، از لیومن گاستریک بیه سیمت روده کوچیک تیا 

  .(3) رسندکولون و رکتوم بیه بیشترین مقدار خود می

 زاییی،میکروبیوتییا عملکییردهایی متنوع و گسترده از جمله ایمنی

هییای اپیتلییییال روده، رشیید و و تمایییز سییلول کنتییرل تکثیر

ت محکیییم ناحییییه توسیعه سید اپیتلیالیی، اسییتحکام اتـیییا 

زا، تخمیییر هییای بیمییاریاپیییکال، محافظییت در برابییر گونییه

کربوهیییییدرات هییای غیییییر قابییییل هرییییم بییییرای تولییییید 

(، متابولیسیییم SCFA) اسییییدهای چیییرب بیییا زنجییییره کوتیییاه

زا در رژییم غذایییی اسییدهای صفیراوی و تخرییب میواد سیروان

اخیتلال و بیه هیم  .(4) ایجییاد سییروان دارنییددر محافظیت از 

توانید منجیر بیه میی ایپییییدهخوردن تعادل در چنین سیستم 

بالقوه میزبیان  وضعیتی به نام اختلال درهمزیستی شود که به وور

هیای مزمنیی کند، بیماریرا برای چندین بیماری مهم مستعد می

هیای )ماننید چیاقی و دیابیت(، بیمیاری نظیر سیندروم متابولییک

التهابی شکمی، دیابیت ملیتیو ، آترواسیکلروزیس، بیمیاری کبید 

کبد چرب غیر الکلیی، سییروز وکارسیینومای کبیدی  ALDالکلی 

 ا میکروبیوتای روده اثبیات شیده اسیتکند که ارتباط همگی آنها ب

(5 ,6). 

 تعییدیل میکروبیوتای روده برای حفیظ تعیادل مطلیوب و بهبییود

در ایین  سییلامت انسییان از اهمیییت بییا یی برخییوردار اسییت.

هیای ، بیه عنییوان مکمیل(probiotic) هیامیان مـرف پروبیوتیک

غذایی اثرات مختلف مفیدی بر عملکرد روده دارد و در اکثر میوارد 

با بهبییود دییس بییوز و تعدیل پاسیخ ایمنی میزبان  سبب بهبیود 

و همینییین کییاهش علائییم و پیشیییرفت  فراینییدهای هرییم

. به وور کلیی، اصیطلاح (7) شییوندبیماری هییای مختلییف مییی

تواند بیرای شود که میای گفته میهای تغذیهبیوتیک به استراتژی

هییدایت میکروبیوتییای دسییتگاه گییوارش، بییه سییمت وضییعیت 

اسیتفاده قرارگییرد. تری درجهیت سیلامت میزبیان میورد مطلوب

هیا، پسیت بیوتییک اسیت، ییک جدیدترین عرو خیانواده بیوتیک

ترکیب فعال زیستی، تولید شیده توسیط میکیرو ارگانیسیم، ویی 

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

یک چتر برای تمام مترادف ها و اصیطلاحات  مربیوط بیه اجیزای 

تواننید ها میگرفت، بنابراین پست بیوتیکتخمیر میکروبی در نظر 

دهنده سییلول و انییواع ترکیبییات مختلفییی از جملییه مییواد تشییکیل

. محییط کشیت میایعی کیه بیاکتری در آن (8) ها باشندمتابولیت

هیایی اسیت هیا و وزیکولها، آنزیمرشد کرده حاوی انواع متابولیت

کنید. سیوپرناتانت حاصیل از محییط کشیت که باکتری ترشح می

بیه عنیوان ییک پسیت CFS  (cell free supernatante )بیاکتری 

تواند کارایی داشته باشد .از دیگر بیوتیک ها میی تیوان بیوتیک می

هییای غیرزنییده هییا اشییاره کییرد کییه ، پروبیوتیکبییه پاراپروبیوتیک

های میکروبیی غیرفعیال ییا شکسیته هستند و یا به عبارتی، سلول

فیرا  هستند که به ورق مختلف ازجمله حرارت، اشعه گامیا، امیواج

غیر فعال شده اند. در بعری منیاب   بنفش، تیمارهای شیمیایی و.....

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

بییییه خـییییو   Bacteroidesاخیییییرا اعرییییای جیییینس  

 Bacteroides thetaiotaomicron (B.thetaiotaomicron)بیاکتری

نسییل جدییید  در مطالعییات متعییدد بییه عنییوان سییویه مناسییبی از

  .(11) ها در نظر گرفته شده استپروبیوتیک 

هوازی است که ای، گرم منفی و بیباکتری میلهنوعی این باکتری، 

در دستگاه گوارشی به عنوان یک باکتری کومنسال مستقر اسیت، 

ها را % از باکتروئیید  12-10% از فلیور نرمیال گیات و  6  حدود

ی فراوانی که جهت هییدرولیز هادهد و با توجه به آنزیمتشکیل می

تیییرین پلیییی سیییاکاریدهای غیرقابیییل هریییم دارد، جیییزو فراوان

شود این باکتری های گات معرفی میکنندگان کربوهیدراتمـرف

کار باکتری به-های میزبانبه عنوان مدلی جهت مطالعه برهمکنش

رود ایییین بیییاکتری دارای وییییف وسییییعی از گلیکوزیییید میییی

یی شکستن تعداد زییادی از بانیدهای آلفیا هیدرو زهاست که توانا

تیوان گفیت کیه نقیش آنزیماتییک ایین می گلیکوزیدی را دارنید.

هیا باکتری در دستگاه گوارش بسیار پررنی  اسیت و ایین باکتری

. (12)بیدون شییک ییک برتییری رقیابتی در روده خواهنیید داشییت 

B.thetaiotaomicron  سییییگنالین  کلسییییم داخییل سییلولی را

موجیود  هیای در برابییر پروتاازهییای تقوییت و از تخرییب آنیزیم

زیکییول می کند، به علاوه به ترشح و دردستگاه گوارش محافظیت

بیه  Outer  –Membrane Vesicles( OMVs)هیای خارج سیلولی

روشییی وابسییته بییه سییولفاتاز، ماکروفاژهییای روده را تعییدیل مییی 

 .(13)کنید

واکنش های متقابل بین میزبان و میکروبیوتیای روده، شییبکه ای  

سییییرهای هیییای فعیییال بیولیییوژیکی و م پییییییده از مولکیییول

متیابولیکی اسییت، که به وور مشخم توسییط میکروارگانیسییم 

هییای روده ترشییح و تنظیم مییی شییوند. برخییی از ایین میواد 

تنظیمی از وزیکول هیای خیارج سلولی  بسیته بنیدی و آزاد میی 

ها با انتقال به اندا م های مختلف حتیی مغیز،  OMVs.(14) شیوند

 -می تواننید نقیش کلییدی و گسیترده ای در تعییاملات بیاکتری

میزبییان، پاسییخ هییای ایمنییی و متییابولیکی، -بییاکتری و بییاکتری

از ایمنیییی و واکییینش هیییای التهیییابی حیییاد و تعییدیل هموسییت

 .(15)مسیرهای مختلف سیگنالین  را داشته باشند

OMV،انتقیال ترکیبییات فعییال  ها بیه عنیوان رابیط بیین سلولی

بییین سییلول هییا را تسییهیل مییی کننیید. الگییوی مولکیییولی 

OMVs ( مییرتبط بییا میکییروب (MAMPs ،مانند پپتیدوگلیکان

ک ییهییا، اسییدهای نوکلالیپییوپروتاین ، (LPS) لیپوپلیسیاکارید
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(DNA وRNA )OMVs سیازند که بیا کمیک گیرنیدهرا قادر می-

بیا سیلول هیای میزبیان،  در تعامیل (PRRs)های تشیخیم الگیو 

مسیرهای سیگنالینگی را فعال  می کننید که بیان سایتوکاین هیا 

در  OMVsاسیتفاده از  .(16) و کموکاین هییا را سیبب میی شیود

برخیی میوارد کیه اسیتفاده از بییاکتری هییای زنییده در افیراد بیا 

توانیید خطرنیا  نقیم سید روده یا نقیم سیسیتم ایمنیی مییی

هییای زنییده در نظییر وبیوتییکباشد، جیایگزین مناسبی بیرای پر

 (7) گرفتییه شییده اسییت

همان وور که ذکر شد، میکروبیوتای دستگاه گوارش درتوسعه و 

 .تنظییم سیسیتم ایمنیی و بهبییود سید گوارشیی مشییارکت دارد

میکروبیوتای دستگاه گیوارش نقییش مهمیییی در مسییییرهای 

 Toll-like (TLRs)یق سیییییگنالین  مخییییاط روده ازورییی

receptors  وdomain-containing protein 1 and 

2(NOD1and NOD2)  Nucleotide-binding 

oligomerization (17) کندایفا می. 

TLRنییوع پییروتیین هییای گذرنییده از غشییا 10 هییا یکییی از 

(transmembrane proteins )هیای هستند که بیه عنیوان گیرنیده

( شیناخته Pattern Recognitio Receptors, PRRشناسایی الگیو )

شوند و در سیستم ایمنی ذاتی نقیش بسییارمهمی دارنید. ایین می

یمنیی بییان هیای اسیلول های اپیتلییال وها در اکثر سلولگیرنده

هیای مولکیولی حفا یت ها داری موتیف. این گیرنده(18) میشوند

زا و ای هستند که الگوهای مولکولی وابسته به عوامل بیمیاریشده

 نیوع13. تیاکنون  (19) کننیدهای عفونی را شناسایی مییمولکول

TLR  شناسایی شیده اسیت کیهTLR2,4,5,9  تیرین آنهیا مهیماز

گلیکولیپییدها را لیپوپلی ساکارید، پپتیدوگلیکان و TLR2 هستند. 

عمیل شناسیایی TLR4 کنید و در دییواره سیلولی شناسیایی میی

. (7) لیپوپلیسیاکارید بییاکتری هییای گیرم منفییی را بییر عهییده دارد

و   TLR2, 4هیای میکروبیوتای روده از وریق فعال کردن گیرنیده

موجیب  MAPK, NF-kBو  PI3kبه دنبال آن مسیر های آبشاری 

هیای ولفعال شدن پاسخ های ایمنی سلول های اپیتلیالی و نیز سل

شود. بدین ترتییب سیبب بهبیود عملکیرد سید ایمنی در روده می

اپیتلیالی و افزایش بیان پروتاین های اتـا ت محکم و در پیی آن 

مقاومت روده در برابر نشت عوامل بیمیاری زا و ایمنیی نسیبت بیه 

، چییاقی، دیابییت هیپرگلایسییمی و نیییز IBDماننیید  یهییایبیمییاری

 .(20) شوندسروان می

هییای در اییین مطالعییه از یییک رده سییلولی موشییی، مییدل سییلول

 STC-1 (Theبه نام EEC (Enteroendocrine cell )انترواندوکرین

intestinal secretin tumor cell line)  بییه عنییوان رده سییلولی

  .(21) ها استفاده شدTLRمناسب برای مطالعات 

 .B ی ما در این مطالعییه بییه بررسییی برخییی از اثییرات بیاکتر

thetaiotaomicron  به عنوان کاندید پروبیوتییک وOMVs  وCFS 

حاصل آن به عنوان کاندیدپست بیوتیک و نیز بیاکتری غییر فعیال 

شده با حرارت به عنیوان کاندیید پاراپروبیوتییک  بیر بییان دو ژن 

خییواهیم  qRT-PCRبییه روش  tlr4و   tlr2گیرنییده هییای غشییا 

    .پرداخت

 

 مواد و روشها

 مورد استفادهمواد 

 Agar1 BHI (catشیرکت BHI-3 QULAB,محیط هیای کشیت 

N0:QB-65-6491) Broth(cat:QB:39-0303))  دسییتگاه پمیی ،

محییط کشیت ، MARTکمپیانی AN20Pخلأ آنوکسومات میدل 

غییییییر  Gorgen(cat:E0500-190)  ،FBSسیییییلول شیییییرکت 

, cat:10099133) Gibco™, MA, USA ،)Gibco™, MAفعیال

( cat:10099133)و bio ideaی غیییر ضییروری واسییید آمینییه هییا

Gibco™, MA, USA   شیییده. تریپسیییین(cat:2520056) 

(Gibco™, MA, USA) % 0/25 EDTA ، کیییت اسییتخراج

mRNA ( یکتا تجهیز (Cat# YT9066 کیت سنتز وcDNA  یکتیا

 ( استفاده شد.cat No:YT4500تجهیز، ) 

 کشت سوش باکتری

 B.thetaiotaomicron 10774در ایین مطالعیه سیویه اسیتاندارد)

(ATCC هیای انیستیتوپاسیتور تهییه ازکلکسیون نگهداری باکتری

د. برای فعال شدن و کشت این بیاکتری بیی هیوازی، از محییط ش

استفاده شید. بیه منظیور فعیال سیازی، احییا  و  BHIهای کشت 

میلیی لیتیر از  5/1شروع استفاده ازاین سوش استاندارد بیاکتری،  

غنییی شییده بییا همییین، منییادیون و ال  BHI  محیییط کشییت مییای

سیستاین , با استفاده ازسرن  اسیتریل بیه داخیل وییال بیاکتری 

مییاکرولیتر از سییوپرناتانت  200همییوژن گردییید. سییپس  تزریییق و

آگار اضیافه و بیا  BHIهموژن شده به چند پلیت از محیط کشت  

استفاده از سیوا  اسیتریل کشیت داده شید و بیه درون جیار بیی 

منتقل گشیت. سیپس بیا اسیتفاده از دسیتگاه پمی  خیلأ  هوازی

شرایط بیی  ،N2:80%) ،(CO2:10%,H2:10% آنوکسومات  حاوی

هوازی برای رشد باکتری فراهم گردید. جهت رشید بیاکتری، جیار 

درجیه  37روز در داخیل انکوبیاتور بیا دمیای   5الیی  3به میدت  

 د.شسانتیگراد منتقل 

  با پرایمر مبتنی بر ژن  PCR ر تایید هویت باکتری با استفاده ا

16 sRNA ازباکتریB.thetaiotaomicron وبیق  انجیام گرفیت(

 .(21)مطالعه انجام شده توسط گروه حاضر در تحقیق( 
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های غشای خارجی باکتری گیرم منفیی  در همین راستا وزیکول

B.thetaiotaomicron   ساعته باکتری در محییط  24بعداز کشت

BHI غنی شده با همیین و منیادیون بیا اسیتفاده از روش هیای 

مبتنی بیر اولتراسانتریفیگاسییون و اولترافیلتراسییون اسیتخراج 

گردید سپس ساختارهای ایین میاکرومولکول هیا میورد ارزییابی 

. سپس جهت بررسیی سیایز و (22) فیزیکوشیمیایی قرار گرفتند

شکل وزیکول های استخراج شده، ازهردو میکروسکو  ااکترونی  

TEM وSEM   اسییتفاده شیید. بییا اسییتفاده از روشBradford 

ارجی غلظییییت پروناینییییی وزیکییییول هییییای غشییییا خیییی

B.thetaiotaomicron  بدست آمید )وبیق مطالعیه انجیام شیده

 .(23)توسط گروه حاضر در تحقیق( 

بیر  B.thetaiotaomicronجهت غیر فعال کردن ایین بیاکتری،  

 -Lحاوی مکمل های همیین، منیادیون و  BHI agarروی پلیت 

سیستاین با مقادیری که قبلا ذکر گردید، کشت داده شد و پس 

میلی لیتر  5/1ساعت از کلنی باکتری برداشت نموده و در  48از 

د. پس از کنترل رشید بیاکتری از شاستریل تلقیح  PBSمحلول 

نیانومتر ، سوسپانسییون  600در  1وریق خوانش جیذب نیوری 

درجه ساتیگراد 70دقیقه در داخل بن ماری  30حاصله به مدت 

 شیدتیمیار  حرارت دهی شد و به صورت تازه بر روی رده سلولی

(21). 

از  CFS)دست آوردن سوپرناتانت عیاری از سیلول) ه به منظور ب

 BHIابتیدا بیاکتری در محییط ، B. thetaiotaomicronبیاکتری 

م مای  غنی شده با همین و منیادیون و  ال سیسیتاین بیه حجی

سوسپانسیون حاصله در شرایط بیی سی سی تلقیح گردید،  100

درجییه  37و دمییای  N2:80%) ،(CO2:10%,H2:10%هییوازی 

ساعت داخیل انکوبیاتور  22سپس به مدت سانتیگراد انکوبه شد. 

درجه سانتیگرادقرار گرفت تا بیه حیداکثر  37شیکر دار با دمای 

ان از مییزان میزان رشد خود )فاز لگاریتمی( برسد. جهت اومینی

 رشد باکتری، با استفاده از دسیتگاه اسیپکتوفوتومتر جیذب در  

OD 600   نانومتر خوانده شد. در ادامه، برای جداسازی فاز میای

سوسپانسیون به فیالکون منتقیل ، از سوسپانسیون حاوی باکتری

  12000درجیییه سیییانتیگراد بیییا دور   4گردیییید و در دمیییای 

صل، به جهیت عیاری شیدن از سانتریفیوژ شد. سوسپانسیون حا

آن در  pHعبور داده شد و در نهایت  22/0 باکتری، توسط فیلتر

تنظیم گردید تا بتوان سلول را با آن تیمیار کیرد و  4/7-7حدود 

 .(21) نگهداری شد -70در فریزر 

  STC-1کشت رده سلولی

صیورت ه ییک رده سیلولی موشیی بی ،STC-1 (21)رده سلولی 

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

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

، حیاوی   DMEM high Glucoseاسیتفاده محیط کشیت میورد

5/12%FBS  غیرفعال ، به همراه آنتی بیوتیک های پنیی سییلین

می باشد. سلول ها چنیدین نسیل  U/ml1000و استرپتومایسین 

درجیه  37در فلاسک های مخـو  کشیت سیلولی در دمیای  

بیار،  روز ییک 3تیا  2پاساژ داده شد. هر    co2%  5سانتیگراد و 

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

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

 .شوندبعداز کار، تمام محیط و وسایل کار استریل می

 سلول با تیمار جهت باکتری سوسپانسیون سازیآماده

 بیا مشابه PBS بوسیله باکتری سوسپانسون ابتدا که صورت بدین

بیاکتری در هیر 3×  810گردیید  کیه  حیاوی  تهیه1 فارلند مک

1ml ول، ، بعد از انجام محاسبات  زم  باتوجه به تعیداد سیلاست

)تعدادباکتری به تعیداد  MOI 50و MOI 10دو چاهک برای هر 

 سلول( اختـا  داده شد.

باکتروئیدد   با تیمار جهت STC1 هایسلول سازیآماده

تایتومیکرون  و مشدتقات آن ببداکتری ریرفلدال شدده ت

 حاصل از آن( CFSو  OMVs باحرارت،

 ،باکتروئید  تتایتومیکرون و مشتقات آن ها باسلولتیمار جهت

 هاسیلول ،% 75بیه تیراکم  ها و رسییدنفلاسک شدن پر از پس

 سیانتریفیوژ شیدند،دقیقیه  5به میدت  110gو با دور  تریپسینه

 شیمارش میورد ناوبیار  م توسط سپس و  دپلت حاصله حل ش

 هیر بیه سیلول2/1× 10 5 تعیداد شیمارش، از پیس . گرفت قرار

سیاعت و قبیل از  24بعید از  گردیید منتقل خانه 6 پلیت چاهک

ها همیه در ییک فیاز رشیدی ها، نیاز است تا سیلولتیمار سلول

ها داخیل محیط کشت سلول یکسان قرارگیرند، به همین خاور،

)بیدون آنتیی   DMEM 1%FBSا محییط کشیت  هر چاهک ب

ده ساعت آما 4بیوتیک و اسیدهای آمینه( جایگزین شد و بعد از 

 . شدتیمار 

فعال وغییر باکتری   50MOI و 10MOI مقدار محاسبه شده هر 

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

همینیین  .شید انکوبیه اردCO2 رانکوبیاتو در ساعت 20مدت به

OMVs های  با غلظتµg/ml 50 نمونه و   100وCFS  به میزان

 بیه جداگانیه بطیور کیدام هیر % حجم محیط کشت سیلول، 25

 در سیاعت 20میدت بیه و شیده اضیافه هیاسیلول کشتمحیط 

  .شد انکوبه دار CO2 انکوباتور

 qRT-PCRهای مورد مطالله به روش بررسی بیان ژن

بیا بیاکتری و مشیتقات آن کیه  STC-1رده سیلولی  بعد از تیمار

های مورد تیمیار  از سلول RNAبا تر به آن اشاره شد، استخراج 

هییای  RNA،وبییق پروتکییل انجییام گرفییت . کیفیییت و کمیییت 
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استخراج شده با کمک دسیتگاه نیانودرا  و الکتروفیورز روی ژل 

 شیدریبیوزومی مشیخم  RNAو مشاهده باندهای   %5/1 آگارز

کییت  سیاخته  وبق دسیتورالعمل cDNA. در مرحله بعد (25)

 در سیطح tlr4 و tlr2یهیاشد و جهت بررسیی تغیییر بییان ژن 

رونویسی از روش ریل تایم و پرایمرهای اختـاصی استفاده شید. 

که در شرایط مختلف  219RPLوبق بررسی های انجام شده ژن 

در این مطالعیه بیه عنیوان  (26)از پایداری با یی برخوردار است

 ژن مرج  انتخاب شد.

 از انجیام پیس مطالعیه میورد هیایژن برای نیاز مورد هایپرایمر

BLAST توسط شیرکت روییان  آن ها، کامل و تایید اختـاصیت

قرارگرفیت.  استفاده مورد و تهیهمتابیون آلمان  توکاژن از شرکت

اسیتفاده در  میورد پرایمرهیای تیوالی مشخـیات و 1در جیدول

 .آورده شده است  qRT-PCRواکنش 

 هاتحلیل داده

ر ها به صورت سه بار تکیرار انجیام گرفیت. مقیادیتمامی آزمایش

یز اند. آنیالقید شدهانحراف معیار ±میانگین گزارش شده به شکل

)روش  delta delta CTدر اکسییل بییه روش  qRT-PCR تسییت

هیا از لیوار ( محاسبه شد. همینین برای محاسبات آماری داده

 Tukeyوتست تعقیبیی   T testو one way ANOVAهای  روش

 8 خهرسم نمودارها توسط نس ها و. آنالیز آماری دادهشداستفاده 

  هیاداده ارید معنی سطحانجام شد.  Graphpad prism  نرم افزار
  . درنظر گرفته شد 05/0کمتر از 

 

 هایافته
زنده و فلال،  thetaiotaomicron.Bاثرات باکتری 

OMVs  وCFS  حاصل از آن و باکتری ریرفلال شده

در سطح  tlr2های بر بیان ژن بواسطه حرارت،

 رونویسی

های آماری نتایج مشخم شد که باکتری زنده و با بررسی

تاثیر معنی  MOIsدو  در هر B.thetaiotaomicronفعال 

درسطح رونویسی نداشته، درصورتی  tlr2داری بربیان ژن 

                                                 
2 19Ribosomal protein L 

که فرم غیرفعال شده این باکتری به واسطه حرارت، در 

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

 داری افزایش داد.صورت معنیه این ژن را ب

 100ت های غشای خارجی این باکتری در غلظوزیکول

µg/ml داری در تغییر بیان ژن تاثیر معنیTLR2   در

که  ( نداشتند، در حالیSucroseمقایسه با کنترل )تیمار با 

به وور معنی   µg/ml50 OMVsبیان این ژن در غلظت 

 .(p=014/0) داری افزایش یافت

در اثیییییر تیمیییییار بیییییا  tlr2رونویسیییییی ژن  دارمقییییی

B.thetaiotaomicron CFS فزایش یافت دارییوور معنه ب 

(038/0=p) . 

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

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

 .بررسی قرار گرفت

   زنده و فلال، thetaiotaomicron.Bاثرات باکتری 

OMVs  وCFS ه حاصل از آن و باکتری ریرفلال شده ب

 در سطح رونویسی tlr4های بر بیان ژن واسطه حرارت،

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

با باکتری زنده و فعال   STC-1های ساعته سلول 24تیمار 

B.thetaiotaomicron   در هردوMOIs، داری تغییر معنی

ایجاد نکرد. این درحالی است که  tlr4ژن  mRNAبرسطح 

 MOIاین باکتری به واسطه حرارت، در فرم غیرفعال شده 

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

های استخراج شده از این باکتری در وزیکول. افزایش داد

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

سو  سلولی فاقد سلول از باکتری  شدند. tlr4رونویسی ژن 

 ژن را افزایش داد این mRNAمذکور نیز میزان 

(034/0=p) . 

 

 

 qRT-PCRتوالی پرای رهای 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( باکتری  ساعته با ا

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

در غلظت  (OMVs)های استخراج شده از باکتری ج( وزیکول 50

میکروگرم بر میلی لیتر د( سو  سلولی فاقد سلول  100و  50های 
(CFS)25% 

**  ((p<0.05) * (p<0.01  از نظر آماری معنی دار در نظر گرفته

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

 این آزمایش بـورت سه بار تکرار انجام گرفته است.

 

 بحث
-هسیتند کیه بیه عنیوان مکملهیایی هیا بیاکتریپروبیوتیک

ها از وریق فعال ، پروبیوتیک(29) شوندهای غذایی مـرف می

و به دنبال آن مسیر های آبشاری   TLR2, 4های کردن گیرنده

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

های ایمنی در روده شده و موجب های اپیتلیالی و سلولسلول

های عملکرد سد اپیتلیالی و افزایش بیان پروتاینبهبود 

زا و مقاومت روده در برابر نشت عوامل بیماری اتـا ت محکم

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

نقش مهم و ضروری در شناسایی و فعالسازی سیستم ایمنی 

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

های OMVو  B. thetaiotaomicron پژوهش از باکتری 

حاصل از آن و همینین باکتری غیر فعال شده توسط حرارت 

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

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

رونویسی استفاده شده است. در تحقیق حاضر، رده سلولی  

STC-1 های 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( باکتری  ساعته با ا

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

های  در غلظت (OMVs)ج( وزیکول های استخراج شده از باکتری50

میکروگرم بر میلی لیتر د( سو  سلولی فاقد سلول  100و  50
(CFS)25% 

** ((p<0.05) * (p<0.01  از نظر آماری معنی دار در نظر گرفته

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

 ار تکرار انجام شده است.این آزمایش بـورت سه ب

 

 

که یکی از  B. thetaiotaomicronدر این مطالعه، باکتری  

اعرای مهم خانواده باکتروئیدت و به عنوان کومنسال مفید 

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

بودن انواع آنزیم های گلیکوزید هیدرو زی از اهمیت خاصی 

ای روده برخوردار است و امروزه به عنوان در بین میکروبیوت

 .(11)است ها مطرح کاندیدای نسل جدید پروبیوتیک

 .Bنتایج مطالعه حاضر نشان داد تیمارهای  

thetaiotaomicron  فعال و زنده در هر دوMOI 10 وMOI 

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

STC-1  سطح درmRNA تحقیقات نشان داده . ایجاد نکردند

است که مکانیسم های عمل پروبیوتیک اغلب به ویژگی خا  

ها و مشتقات آنها سویه های باکتری بستگی دارد و پروبیوتیک

 .(20) های متنوعی را ایجاد کنندتوانند پاسخمی

Finamore ای که با استفاده از دو در مطالعه شو همکاران

باکتری انتروتوکسیژنیک اشرشیاکلی،  کتوباسیلو  رامنو  و 

 Caco2سوپرناتانت  کتوباسیلو  رامنو ، بر روی رده سلولی 

ه  کتوباسیلو  رامنو  فعالیت انجام شد، نشان دادند ک

 .(31) کندرا سرکوب می TLR4مسیرهای سیگنالین  
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Ganguli ای که با استفاده از رده در مطالعه شو همکاران

تحت تیمار با باکتری  کتوباسیلو  رامنو    Caco2سلولی 

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

داری نسان به صورت معنیهای اپیتلیال روده ی جنین اسلول

 کاهش داشته است که موجب افزابش ایمنی گردیده است

(31) . 

با  thetaiotaomicron.Bیکی از مسیرهای ارتباوی باکتری 

-ها نیز زیر مجموعه پستOMVاست. OMVمیزبان، تولید  

 شوند وضعیت نانواندازه وغیرتکثیری،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

های کاندید ایده آل برای رساندن مواد بیولوژیک به سایت

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

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

OMVs حاصل از باکتری B.thetaiotaomicron  حاکی از

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

 بود. µg/ml 100 اثر بودن غلظت

هیای OMVای نشیان داده شیده اسیت کیه در مطالعه

Bifidobacterium  وLactobacillus های که از باکتری

داری فعالیت  میکروبیوتای روده هستند، به شکل معنی

TLRsاین عملکرد  .دهندرا تغییر میOMV ها تایید کننده

است هیای دفیاعی میزبیان نقش میکروبیوتای روده در پاسخ

(34) . Carvalhoنیز نشان دادند که شهمکاران وOMV های

 B. thetaiotaomicronتولید شده توسط باکتری کومنسال  

های ایمنی میزبان را از وریق دستگاه گوارش تواند پاسخمی

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

انجام  CACO2حاصل از آن بر رده سلولی  EVsاکرومانسیا و 

را در   tlr4و tlr2گرفت و مشخم شد که  باکتری بیان دو ژن 

در صورتی  ،داری افزایش دادهصورت معنیه سطح رونویسی ب

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

حاصل  OMVsو  B. fragilisاثر باکتری  شهمکاران احمدی و

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

و افزایشی بر ژن  tlr2کاهشی بر  ژن  داراین باکتری اثر معنی

tlr4 دارد، در صورتی که تاثیرOMVs  بسته به غلظت متفاوت

 .  (35) گزارش شده است

از آنجا که بر اسا   تعیاریف جدید سازمان بهداشت جهانی و 

از پروبیوتیک،   FAOلل متحد سازمان خواربیار و کشیاورزی م

ها و به های سالم آنهای غیرزنده و غیرفعال و متابولیتسلول

دلیل اثرات چشمگیری که بیر سلامتی دارند پروبیوتیک 

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

باکتری 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

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

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

 واست این دو عامل  زاییدار بودن نشان دهنده ویژگی ایمنی

 نقش مهم عوامل پارابیوتیک را در تقویت سیستم ایمنی نشان

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

شامل باکتری غیرفعال و  B.thetaiotaomicronپروبیوتیک 

سوپرناتانت حاصل از آن، نشان دهنده ایجاد شرایط سالم و 

 .استپایدار در روده 

برای  شو همکاران Bermudez-Britoای که توسط  لعهدر مطا

به عنوان   CNCM-4035بررسی اثرات بیفیدوباکتریوم بِرِ رده 

های دندریتیک پاسخ سلول پروبیوتیک و سوپرناتانت آن روی 

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

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

 (36) شکل چشمگیری افزایش داشته است

Malago نیز در مطالعه دیگری با استفاده از  شو همکاران

 کتوباسیلو  کازیی و کتوباسیلو  پلانتاروم به عنوان 

دریافتند که  Caco2پروبیوتیک و سوپرناتانت در رده سلولی 

گردید و  IL8دار در سطح سوپرناتانت باعث کاهش معنی

 . (37) ان دادخوا  ضد التهابی بیشتری از باکتری زنده نش

ها برای درمان ویف وسیعی از مکانیسم اثرات پروبیوتیک

های روده از جمله درماتیت آتوپیک، انتروکولیت نکروز، بیماری

ه دلیل تأثیر مستقیم یا بو اولسراتیوکولیت، احتما ً 

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

های ایمنی بدن ل پاسخها برای تعدیاست که بدانیم پروبیوتیک

 .  (38) انسان نقش بسیار کلیدی و ضروری دارند

ری از ها و مشتقات آنها برای درمان بسیااستفاده از پروبیوتیک

های میکروبی به عنوان جایگرینی برای ها و عفونتبیماری

 ها )به دلیل عوارض جانبییی و آنتی بیوتیکداروهای شیمیا

شود ترین مسایل روز پزشکی محسوب میفراوان(، یکی داغ

(25). 

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

داری در افزایش باکتری و باکتری 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 های باکتریایی و همینین عدم تکثیر این ساختارها

های 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 باکتری زند

تواند در نشت سد سلولی و نقم سیستم ایمنی میزبان می

های التهابی برای تنظیم یکپارچگی درمان بسیاری از بیماری

سد روده و کاهش التهاب استفاده شوند. تحقیقات بیشتر برای 

  .تأیید این نتایج بسیار مهم است
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