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بررسی توانایی کلونیزاسیون لاکتوباسیلهای جدا شده از پنیر محلی و اتصال به سلول های 
  Caco2انسان ،لاین سلولی  پوششی لوله گوارش

  3 هدی بهرامی ،2مریم تاج آبادی ابراهیمی ، 1*میترا حیدری نصر آبادی 
  
  چکیده

 سـویه   7ارزیـابی توانـایی کلونیزاسـیون       هدف ایـن مطالعـه      
از . جدا شده از پنیر محلی در دستگاه گوارش است         لاکتوباسیل

 اسـیدی، امـلاح     pHاین رودر این بررسـی مقاومـت در برابـر         
 در  Caco-2صفراوی و توانایی اتصال به سلول هـای کـشت           

 2نتایج نـشان داد تیمـار   . است شده سنجیده in vitroشرایط 
 لگـاریتمی جمعیـت ایـن       4-0ساعته اسیدی منجر به کـاهش       

 کاملا به تیمار اسیدی مقاوم و       B1D2دیدو ایزوله   سویه ها گر  
زمان تاخیر رشد سویه هـا در       . هیچ کاهش جمعیتی نشان نداد    

 دقیقـه متغیـر بـود و        180 تـا    25حضور املاح صفراوی بـین      
 مقاومترین سـویه  25±80/4 با زمان تاخیر رشد BH1 ی سویه

اتـصال سـویه هـای      . لاکتوباسیل نسبت به املاح صفراوی بود     
.  بـسیار متغیـر بـود    Caco-2 توباسیل به سلول های کشتلاک

 بـالاترین اتـصال را نـشان        SL2 کمترین اتصال و     GI2سویه    
 in vitro ارزیابی مجموع ایـن سـه عامـل در شـرایط     . دادند

 جـدا  SM3, BD2, SM1, SL2نشان داد احتمالا سویه های 
وده شده از پنیر سنتی سمنان و بابل توانایی کلونیزاسـیون در ر           

  .را دارند
  

 کلونیزاسیون، لاکتوباسـیلوس، اتـصال، لایـن        :کلمات کلیدی 
  Caco-2سلولی 

  
 
  
 (heydari_nasr@yahoo.com) نویسنده مسئول مکاتبات-*

 استادیار دانشکده زیست شناسی دانشگاه آزاد اسلامی واحد پرند -1

 یمرکزتهران  دانشگاه آزاد اسلامی واحد  دانشکده علوماستادیار -2

  یمرکزتهران  دانشگاه آزاد اسلامی واحد کارشناس دانشکده علوم -3

 مقدمه
 کـه مـصرف   هـستند ای  های زنده ها میکروارگانیسم  پروبیوتیک

ها به تعداد معین ایجاد تاثیرات مفیـدی در مـصرف کننـده               آن
هـا    از خـصوصیات عملکـردی ایـن میکروارگانیـسم        . کنـد   می
هـای    کـاهش اسـهال   های گوارشـی،      توان به کاهش عفونت     می

بیـشتر مطالعـات در ایـن زمینـه       . مزمن و مسافرتی اشاره کـرد     
  صورت گرفته اسـت 2ها مو و بیفیدوباکتری1ها روی لاکتوباسیل

]15،17[.  
ست که اهمیت  مـصرف محـصولات لبنـی در سـلامت              سالها

اما امروزه مطالعات زیادی جهـت  . انسان به اثبات رسیده است   
وتیک به محصولات لبنی و بررسـی       افزودن باکتری های پروبی   

تاثیر این باکتری ها روی سلامت مصرف کننـده صـورت مـی        
یکی از مشکلات بکار گیری باکتری های پروبیوتیک در         . گیرد

محصولات لبنی عدم تحمل شرایط اکولوژیکی محـصول و از          
. بین رفتن باکتری پروبیوتیک در ایـن محـصولات مـی باشـد            

ــا   ــر ن ــم و عط ــاد طع ــین ایج ــاکتری  همچن ــط ب مطلوب توس
پروبیوتیک در این محصولات مشکل دیگری است کـه تولیـد           

 .]1،7[ کنندگان محصولات لبنی با آن روبرو هستند

رو جدا سازی باکتری پروبیوتیک از محصول لبنی نه تنها           ازاین
تواند منجر به جداسازی باکتری پروبیوتیکی با خصوصیات         می

ناسـبی جهـت تولیـد انبـوه        واند دیدگاه م  ت  بلکه می  ویژه شود، 
محــصولات لبنــی ســنتی کــه بطــور طبیعــی حــاوی بــاکتری  

از سـوی دیگـر انتخـاب       . پروبیوتیک هستند به ما عرضه دارد     
محصول لبنی صنعتی مشابه منشاء جدا سازی پروبیوتیک مـی          

                                     
1- Lactobacilli 
2-Bifidobacteria 
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تواند گامی مناسب بـرای کـاهش مـشکلات افـزودن بـاکتری             
   .پروبیوتیک به محصول لبنی باشد

قاء باکتری ها در سیستم گوارشـی یکـی از مهمتـرین            مطالعه ب 
ــک    ــویه پروبیوتی ــاب س ــا در انتخ ــت فاکتوره ــاکتری . اس ب

پروبیوتیک برای دستیابی و کلونیزاسیون در روده ملزم به عبور       
رو   از این . باشد   اسیدی معده و املاح صفراوی روده می       pHاز  

ت اساسـی  ا خـصوصی اویصفراملاح مقاومت در برابر اسید و      
از سوی دیگر شـرط     .انتخاب باکتری پروبیوتیک هستند   جهت  

لازم کلونیزاسیون باکتری پروبیوتیک در روده توانـایی اتـصال          
هـای پوشـش لولـه گـوارش اسـت          این باکتری ها بـه سـلول      

]13،6[ .  
هدف این بررسی ارزیـابی توانـایی کلونیزاسـیون لاکتوباسـیل           

رو  ازایـن . ت اس ـin vitro جدا شده از پنیر محلی در شـرایط  
میزان تحمل به اسید، امـلاح صـفراوی و توانـایی اتـصال بـه               

 بـومی ایـران       سویه لاکتوباسـیل   Caco-2 7سلول های کشت    
  .گیرد مورد ارزیابی قرار می

  
   کارمواد و روش

 لاکتوباسیل جدا شده از پنیـر سـنتی           سویه 7در این تحقیق از     
 اسـاس منطقـه     این سویه ها بر   . سمنان، بابل و قم استفاده شد     

).  1جـدول (تهیه نمونه و مورفولوژی کلنی کد گذاری شـدند          
 MRS brothها در محـیط   قبل از انجام هر آزمون این باکتری

 24 درجه سانتیگراد به مـدت       37هوازی و دمای      در شرایط بی  
  . ساعت کشت داده شدند

  :سویه های ایزوله شدهدر  اسید  بهبررسی میزان تحمل
 بعـد از تهیـه سـریال         هر یک از سویه هـا       ساعته 24از کشت   

نمـک   میلی لیتر بافر     20 میلی لیتر به     1رقت و تعیین جمعیت     
 ســاعت 2 بعــد از   تلقــیح شــد=pH)5/2(فــسفات اســیدی 

گرمخانه گذاری، از هر نمونه سریال رقت  تهیه گردید و برای            
نتایج جهت تعیین تاثیر    . بار دوم تعیین جمعیت صورت گرفت     

در کاهش جمعیت سویه های جداسـازی شـده         محیط اسیدی   
  . ]4[ مقایسه شدند

هـای     در سـویه   نمک های صفراوی  به  بررسی میزان تحمل    
   :ایزوله شده

بـه  % 1  سـاعته هـر یـک از سـویه هـا بـه میـزان               24از کشت   
ــای صــفراوی  نمــک% 3/0  حــاوی MRS brothمحــیط ه

)Oxgall (همچنــین تلقــیح مــشابهی بــه محــیط   .تلقــیح شــد
MRS broth  فاقد نمک های صفراوی بعنوان شاهد صـورت 

 24 دقیقـه و بعـد از   30 سـاعت هـر   8بعد از تلقیح تا     . گرفت
 نانومتر 600ساعت، میزان جذب نوری نمونه ها در طول موج       

تفاوت زمانی بر اساس دقیقه بین افزایش کـدورت         . تعیین شد 
 واحدی در دو محیط مـذکور بعنـوان زمـان تـاخیر رشـد               3/0

   .]5،6[ تعیین شد
  :های روده کشت سلول

.  از موسسه تحقیقاتی پاستور خریـداری شـد   Caco-2محیط 
 Dulbeco`s modifiedهــا در محــیط کــشت  ایــن ســلول

eagle`s, minimal essential medium  که شاملmM 25 
% 1سرم گوسـاله غیـر فعـال بـا حـرارت و              % V/V 20گلوکز
 درجــه 37هــای آمینــه غیــر ضــروری اســت در دمــای  اســید

جهت بررسی  .  اتمسفر کشت داده شدند    CO2% 5سانتیگراد و   
 در یک میلی لیتر محیط کـشت        Caco-2   سلول 1×105اتصال  

 ساعت 24بعد از . سلول به هر چاهک اسلاید چمبر تلقیح شد   
شـسته شـدند   )  pH 2/7(بافر فـسفات  ها با  و تک لایه سلول

]10[.  
  :های پروبیوتیک اتصال باکتری

  بافر فسفات و لاکتوباسیل به غلظت  lµ 300ک   به هر چاه

CFU/ml108-109ــد از . اضــافه شــد ــه 90بع ــه گرمخان  دقیق
 2/7(ها سه بار با بافر فسفات  گذاری همراه با تکان آرام سلول

pH  (متصل نشده حذف شدند. های شستشو و باکتری .  
   Caco-2های متصل به کشت سلول  شمارش سلول

) اسلاید چمبرها (ها     کردن  در استون، لام      دقیقه فیکس  15بعد از   
های پروبیوتیک با رنـگ       باکتری. با روش گرم رنگ آمیزی شدند     

 زمینـه میکروسـکوپی     10بنفش متصل به  سلول های کـشت در          
  .]9[بصورت تصادفی روئیت و شمارش شدند 
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  نتایج 
ارزیابی مجموع سه عامل مقاومت به شـرایط اسـیدی، امـلاح            

 در  Caco-2 اتصال به سلول هـای کـشت         صفراوی و توانایی  
 ,SM3, BD2نشان داد احتمالا سویه هـای   in vitro شرایط 

SM1, SL2     جدا شده از پنیر سـنتی سـمنان و بابـل توانـایی 
 ایـن سـویه هـا گزینـه هـای       .کلونیزاسیون در روده را دارنـد 

بـدیهی  .  هـستند in vivoمناسبی جهت بررسی های تکمیلـی  
 و  in vivoایـن نتـایج در شـرایط    اسـت در صـورت تاییـد    

ارزیابی های ایمنی این سویه ها بـه عنـوان پروبیوتیـک هـای              
  .بومی ایران معرفی خواهند شد

  
 مقایسه زمان تاخیر رشد و توانایی اتصال لاکتوباسیل های -1جدول

  جدا شده از پنیر محلی

  
  املاح صفراوی٪3/0زمان تاخیر رشد در حضور  -1

 گزارش و تمام آزمون ها سه SD ± SEMنتایج بر اساس -2
  .بار تکرار شده است

  
  
  
  
  
  

  

  
جدا شده از  ایزوله لاکتوباسیل 7  در مقاومت به اسید میزان-1نمودار

  پنیر محلی
  

  
 Caco-2لاکتوباسیل های متصل به سلول های -1شکل

  
  بحث

جدا شده   لاکتوباسیل   سویه 7روی  بر  بررسی مقاومت به اسید     
 ساعته اسیدی منجر به کـاهش       2از پنیر محلی نشان داد تیمار       

). 1نمـودار (هـا گردیـد    لگـاریتمی جمعیـت ایـن ایزولـه    0-4
 تنها یـک لگـاریتم کـاهش    GI2,SM3, BD2,SI4های  سویه

 کاملا به تیمار اسیدی مقـاوم       BD2سویه  . جمعیت نشان دادند  
  . و هیچ کاهش جمعیتی نشان نداد

کد 
  سویه

محل 
 جداسازی

  1زمان تاخیر رشد
)D (2دقیقه  

یل تعداد لاکتوباس
سلول 100متصل به 

 Caco-2کشت 

GI2 54±12  90±72/5 قم  
SM3 453±34 25±80/4 سمنان 

BD2 504±32 60±80/6 بابل 

BH1 713±54 180±90/6 بابل 

SI4 504±64 90±08/4 سمنان 

SM1 460±45 40±09/4 سمنان 

SL2 1540±76 60±69/1 سمنان 
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 تا 25زمان تاخیر رشد سویه ها در حضور املاح صفراوی بین 
 بـا زمـان   BH1  وSM3  دقیقه متغیر بـود سـویه هـای     180

بـه ترتیـب مقـاومترین و     180±90/6 و   25±80/4تاخیر رشـد    
حساس ترین سویه لاکتوباسـیل نـسبت بـه امـلاح صـفراوی             

ایـن  . قیـد شـده اسـت     ) 1جـدول (نتایج این آزمون در     . بودند
 ،نشان داد، توانایی مقاومت و تحمل امـلاح صـفراوی          بررسی

های یگ گونـه متفـاوت        وابسته به گونه نیست و در بین سویه       
 دامنــه وســیع میــزان مقاومــت بــه امــلاح صــفراوی و .اســت

هـای مختلـف  کـه در ایـن            گوناگونی در میزان مقاومت سویه    
مطالعه مشاهده می شود دربـسیاری از گزارشـات ارائـه شـده             

ــط دیگـ ـ ــین،  توس ، )Succi) 2005( ،Liong) 2005ر محقق
pennacchia) 2004 (  وJacobsen) 1999 (    نیز قید گردیـده

  . ]18، 17، 11، 8[ است
 ازبررســی 2007 در ســال Ortu ایــن نتــایج بــا نتــایجی کــه 

های جداشده از شیر تخمیری ساردینا بدست آورد   لاکتوباسیل
ــایج حاصــل از تحقیقــات  . منطبــق اســت ــر اســاس نت ایــن ب

هـای لبنـی سـنتی     های جدا شـده از فـرآورده        پژوهشگر، سویه 
نسبت به پروبیوتیک تجـاری از مقاومـت بـالاتری برخـوردار            

  . ]14[ هستند
  Caco-2 اتصال سویه های لاکتوباسیل به سلول هـای کـشت  

 بـالاترین   SL2 کمترین اتصال و     GI2سویه    . بسیار متغیر بود  
ــد  ــشان دادن ــصال را ن ــایج). 1شــکل(ات  متوســط شــمارش نت

 زمینـه   10 در   Caco-2لاکتوباسیل های متصل به سلول هـای        
  . قید شده است1میکروسکوپی در جدول

از آنجا که بررسی کلونیزاسیون بـاکتری هـای پروبیوتیـک در            
 از ایـن    .روده انسان و حیوان با محدودیت هایی مواجه است

یک  رو جهت بررسی توانایی کلونیزاسیون باکتری های پروبیوت       
در روده از سلول های کشت بافت و موکـوس جـدا شـده از               

در ایــن . روده بعنــوان مــدل آزمایــشگاهی اســتفاده مــی شــود
 HT-29 و   Caco-2بررسی ها معمولا از لاین کشت سـلولی         

 استفاده می HT-20MTXو لاین سلولی تولید کننده موکوس      
  . ]16[شود 

ه سلول های   مطالعات نشان داده است بررسی توانایی اتصال ب       
پـیش بینـی مناسـبی بـرای امکـان      in vitro کشت در شرایط 

اگرچـه  ). 2(  اسـت in vivoاتصال در روده انسان در شـرایط  
 in vitroجهت حصول اطمینان مطالعات تکمیلـی در شـرایط   

  .  لازم استin vivo و
Matija    اتصال دو سـویه لاکتوباسـیلوس      ) 2003( و همکاران

ــای    ــلول ه ــه س ــازری ب  را 5/4 و pH 7,5 در دو Caco-2گ
 از توانایی اتصال بیـشتری      LF221بررسی ونشان دادند سویه     

نسسبت به سویه تجاری لاکتوباسیلوس رامنوسوس برخوردار       
توانـایی اتـصال   ) 1992( و همکاران Chauviere. ]12[ است

 سویه لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس را بررسی و نشان دادند         25
 ـ      ک گونـه از جـنس لاکتوباسـیلوس        توانایی اتصال حتـی در ی

ایـن نتـایج اهمیـت بررسـی        . متغییر و وابسته یه سـویه اسـت       
 و توانـایی    مقاومت در برابر شرایط اسیدی و املاح صـفراوی        

 invitroاتصال به سلول های پوششی لوله گوارش در شرایط          
  .]3[ کند  انتخاب سویه های پروبیوتیک را تائید میبه منظور
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