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چكيده
به  ايران  سنتى  تخميرى  لبنى  محصولات  از  شده  جدا  لاكتوباسيلوس هاى  اتصال  توانايى  بررسى  مطالعه  اين  از  هدف 
in vitro و مقايسه آن با سويه تجارى La-5 است. پتانسيل پروبيوتيكى اين  سلول هاى اپى تليال روده انسانى در شرايط 
شرايط  در  صفراوى،  املاح  و  معده  اسيد  به  مقاومت  مثل  گوارش  سيستم  فيزيولوژيكى  شرايط  تحمل  نظر  از  باكترى ها 
با دو   in vitro به سلول هاى كشت CaCO2 در شرايط  اتصال  توانايى  بررسى  اين  اثبات رسيده است. در  به  آزمايشگاه 
روش رنگ آميزى و كشت سنجيده شد. نتايج نشان داد اتصال سويه هاى لاكتوباسيل به سلول هاى CaCO2در هر دو روش 
Y2l6, C6l2, و در روش كشت سويه هاى Aa1, Y2l6 رنگ آميزى و كشت بسيار متغير بود. در روش رنگ آميزى سويه هاى

اتصال مشابه سويه تجارى La-5 را نشان دادند. اين نتايج نشان داد كه در بررسى توانايى اتصال باكترى ها به  A1a1, C6c4
سلول هاى كشت CaCO2 روش كشت از اطمينان بالاترى نسبت به روش رنگ آميزى برخوردار است. از سوى ديگر احتمالا 
سويه هاى Y2l6 C6l2, A1a1, C6c4 جدا شده از پنير و ماست سنتى توانايى كلونيزاسيون در روده را دارند و بررسى ها 
تكميلى in vivo و in vivo روى اين سويه ها مى تواند منجر به معرفى باكترى هاى پروبيوتيك بومى ايران كه از نظر عملكرد 

قابل رقابت با سويه هاى تجارى هستند گردد.
.CaCO2 كلونيزاسيون، لاكتوباسيلوس، اتصال، لاين سلولى كليد واژه: كلونيزاسيون، لاكتوباسيلوس، اتصال، لاين سلولى كليد واژه: كلونيزاسيون، لاكتوباسيلوس، اتصال، لاين سلولى

مقدمه
كه  هستند  زنده اى  ميكروارگانيسم هاى  پروبيوتيك ها 
مانند  مفيدى  تاثيرات  ايجاد  معين  تعداد  به  آن ها  مصرف 
كاهش عفونت هاى گوارشى و اسهال هاى مزمن مسافرتى 
صاحبان  امروزه  مى نمايد(2،5،12).  كننده  مصرف  در 
صنايع غذايي توجه خاصي به توليد محصولات پروبيوتيك 
و ارائه آن در بازارهاى جهانى نشان مى دهند. مشتريان نيز 
محصولات  اين  توسط  خود  سلامت  سطح  افزايش  به 
محصولات  اين  مهم ترين  از  يكي  دارند.  خاصي  توجه 

اگرچه  مي باشد.  لبني  پروبيوتيك  فرآورده هاي  و  شير 
با  لبنى  اين ميكروارگانيسم ها در محصولات  به كارگيرى 
تحمل  عدم  نامطلوب،  طعم  و  عطر  ايجاد  مثل  مشكلاتى 
شرايط اكولوژيكى محصول لبنى و كاهش تعداد باكترى 
است(1،7،13).  همراه  مصرف  هنگام  در  پروبيوتيك 
ايران  در  لبني  محصولات  آوري  عمل  روش  به  توجه  با 
انتظار مي رود باكتري هاي پروبيوتيك در اين  محصولات 
وجود داشته باشند. در صورت جداسازي و شناسايي اين 
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ويژگى هاى  لازمه  تست هاي  انجام  با  مي توان  باكتري ها 
اثبات  پروبيوتيكي سويه هاي جداسازي شده را بررسي و 
و از آن ها در توليد محصولات غذايي پروبيوتيك استفاده 
نمود. از آن جا كه اين باكترى ها از منابع لبنى جدا شده اند، 
به كارگيرى آن ها در محصولات لبنى صنعتى با مشكلات 
كمترى مواجه است(1،6). از اين رو جداسازي، شناسايي 
لبنى  محصولات  از  پروبيوتيك  باكتري هاي  كاربرد  و 
سنتى مي تواند راه كار مناسب در جهت ارائه محصولات 
با  بومى  پروبيوتيك  سويه هاى  و  ايران  سنتى  پروبيوتيك 
باكترى ها  بقاء  مطالعه  باشد.  ويژه  عملكردى  ويژگى هاى 
در سيستم گوارشى يكى از مهم ترين فاكتورها در انتخاب 
سويه پروبيوتيك است. باكترى پروبيوتيك براى دستيابى 
و كلونيزاسيون در روده ملزم به عبور از pH اسيدى معده 
و املاح صفراوى روده مى باشد. از اين رو مقاومت در برابر 
اساسى  ويژگى هاى  از  صفراوى  املاح  و  اسيدى  شرايط 
شرط  اگرچه  هست.  پروبيوتيك  باكترى  انتخاب  جهت 
توانايى  روده  در  پروبيوتيك  باكترى  كلونيزاسيون  لازم 
گوارش  لوله  پوشش  سلول هاى  به  باكترى ها  اين  اتصال 
است(6،7،11). هدف از اين بررسى ارزيابى توانايى اتصال 
به سلول هاى پوششى  ايران  بومى  باكترى  پروبيوتيك   22
CaCO2 لوله گوارش انسانى با استفاده از كشت سلولِِِ

است. اين باكترى ها  La-5 و مقايسه آن با سويه تجارى
و  شده اند  جدا  ايران  سنتى  تخميرى  لبنى  محصولات  از 
اعم  آن ها  پروبيوتيكى  ويژگى هاى  قبلى  بررسى هاى  در 
توليد  توانايى  صفراوى،  املاح  و  معده  اسيد  به  مقاومت 
كاهش  هم چنين  و  بيمارى زا  باكترى هاى  ضد  تركيبات 

كلسترول در شرايط آزمايشگاه به اثبات رسيده است.
مواد و روش ها 

باكترى ها و شرايط رشد

از  شده  جدا  لاكتوباسيل  سويه    22 از  تحقيق  اين  در 
مانند ماست،  ايران  لبنى تخميرى سنتى  انواع محصولات 
توسط  باكترى ها  اين  شد.  استفاده  كشك  و  پنير  دوغ، 
در  و  جداسازى   (1388  ،1387) همكاران  و  تاج آبادى 

واحد  تهران  اسلامى  آزاد  دانشگاه  ميكروبى  كلكسيون 
گليسرول   ٪25 زير  و  سانتى گراد  دماى80-  در  مركزى 
نوع محصول  اساس  بر  نگهدارى شدند(14،15). سويه ها 
گذارى  كد  كلنى  مورفولوژى  و  نمونه  تهيه  منطقه  لبنى، 
آقاى  همكارى  با  La-5 تجارى  سويه  (جدول1).  شدند 
دكتر مفيد و آقاى دكتر جودكى (صنايع شير ايران) تهيه 
باكترى ها در محيط  اين  انجام هر آزمون  از  قبل  گرديد. 
درجه   37 دماى  و  بى هوازى  شرايط  در   MRS broth

سانتى گراد به مدت 24 ساعت كشت داده شدند. 
كشت سلول هاى روده

محيط CaCO2 از موسسه تحقيقاتى پاستور خريدارى 
 Dulbeco`s modified شد. اين سلول ها در محيط كشت
شامل  كه   eagle`s, minimal essential medium

فعال  20V/V٪ سرم گوساله غير  25ميلى مولار گلوكز، 
در  است  ضرورى  غير  آمينه  اسيد هاى   ٪1 و  حرارت  با 
كشت  اتمسفر  CO2 ٪5 و  گراد  سانتى  درجه   37 دماى 
CaCO2  داده شدند. جهت بررسى اتصال 105×1 سلول

در يك ميلى ليتر محيط كشت سلول به هر چاهك اسلايد 
چمبر تلقيح شد. بعد از 24 ساعت و تك لايه سلول ها با 

بافر فسفات (pH=7/2) شسته شدند(8).
اتصال باكترى هاى پروبيوتيك

 به هر چاهك 300 ميكرو ليتر بافر فسفات و لاكتوباسيل 
دقيقه  از 90  بعد  108CFU/ml-109اضافه شد.  به غلظت 
گرم خانه گذارى همراه با تكان آرام سلول ها سه بار با بافر 
نشده  متصل  باكترى هاى  و  شستشو   (pH=7/2) فسفات 
تجارى سويه  مثبت  شاهد  بررسى  اين  در  شدند.  حذف 

La-5 و شاهد منفى چاهك بدون اضافه كردن لاكتوباسيل 
در نظر گرفته شد(8،9).

CaCO2 سلول  كشت  به  متصل  سلول هاى  شمارش 

روش رنگ آميزى

بعد از 15 دقيقه تثبيت كردن در استون، لام ها (اسلايد 
باكترى هاى  شدند.  آميزى  رنگ  گرم  روش  با  چمبرها) 
با رنگ بنفش متصل به سلول هاى كشت در  پروبيوتيك 
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با بزرگنمايى 10 زمينه ميكروسكوپى به صورت تصادفى 
روئيت و شمارش شد(8).

روش كشت در محيط اختصاصى

به هر چاهك 300 ميكرو ليتر تريپسين اضافه شد. پس 
از 30 دقيقه به هر چاهك 30 ميكرو ليتر سرم گوساله ٪10

جهت خنثى شدن تريپسين اضافه شد. در نهايت سلول هاى 
كنده شده در هر چاهك به 9/7 ميلى ليتر بافر فسفات اضافه 
شد. بعد از تهيه سريال رقت تعداد سلول هاى باكترى زنده 
اختصاصى  MRS agar (محيط  اختصاصى  روى محيط  

لاكتوباسيل ها) شمارش شد.
نتايج 

اتصال باكترى هاى پروبيوتيك 

كشت  سلول هاى  به  لاكتوباسيل  سويه هاى  اتصال 
متصل  لاكتوباسيلوس هاى  بود.  متغير  بسيار   CaCO2
صورت  به  گرم  رنگ آميزى  با  كشت  سلول هاى  به 
باسيل هاى ميله اى بنفش مشاهده (شكل1) و با بزرگنمايى 
C4i2,سويه هاى شدند.  شمارش  ميكروسكوپى  زمينه   10
K1l4, y1m4, Y1l4, Y2n2, Y2f3f3f , Y2b10, Y2c4,

(تعداد   CaCO2 سلول هاى  به  كمى  بسيار  اتصال   C5i4
ميكروسكوپى  زمينه   10 در  متصل  لاكتوباسيلوس هاى 
D3b1, C6l2, سويه هاى  دادند.  نشان  را   (200 از  كمتر 

(تعداد  CaCO2 سلول هاى  به  متوسطى  اتصال   Da1
ميكروسكوپى  زمينه   10 در  متصل  لاكتوباسيلوس هاى 
سويه هاى كه  حالى  دادند.در  نشان   (200-500 بين 
C6m3, C1d2, C2h1, K2l3, C6m1, Y2p3, Y2l6,

سلول هاى  به  اتصال  توانايى  بالاترين   Aa1, C6c4

زمينه  در 10  متصل  (تعداد لاكتوباسيلوس هاى  CaCO2
اگرچه  دادند.  نشان  را   (500 از  بيشتر  ميكروسكوپى 
تجارى  سويه  مشابه  اتصال  نتايج   Aa1, Y2l6 سويه هاى 
زمينه   10 در  متصل  لاكتوباسيلوس هاى  (تعداد   La-5

ميكروسكوپى بيشتر از 1000) را نشان دادند(جدول 1).
 روش كشت در محيط اختصاصى

نتايج اتصال سويه هاى لاكتوباسيل به سلول هاى كشت 
آمده  بدست  نتايج  از  متفاوت  كشت  روش  با   CaCO2
به  متصل  لاكتوباسيلوس هاى  بود.  رنگ آميزى  روش  ار 
 MRS با بعد از تهيه رقت روى محيط  سلول هاى كشت 
C4i2, K1l4, D1a1سويه هاى شدند.  شمارش   agar

(تعداد كلنى  هاى  CaCO2 اتصال بسيار كمى به سلول هاى
رشد كرده روى محيط MRS agar كمتر از 103 × 2) 
Y2b10 C5i4, C6m3, C1d2, را نشان دادند. سويه هاى

به  متوسطى  اتصال   K2l3, C6m1, Y2p3, D3b1
روى  كرده  رشد  كلنى  هاى  (تعداد  CaCO2 سلول هاى 
دادند.  (نشان   5×103 تا   2×103 بين   MRS agar محيط 
C2h1, Y1m4, Y1l4, Y2n2, سويه هاى كه  حالى  در 

Y2f3f3f, توانايى اتصال قوى به سلول هاى  , Y2b9, Y2c4
 MRS تعداد كلنى  هاى رشد كرده روى محيط)CaCO2
اگرچه  دادند.  نشان  را   (5×103 تا  بين103×10   agar

سويه هاى Y2l6, C6l2, A1a1, C6c4نتايج اتصال مشابه 
روى  كرده  رشد  كلنى  هاى  La-5(تعداد  تجارى  سويه 
نشان  از 104×1) را  بالاتر  يا  محيط MRS agar مساوى 

دادند(جدول1).
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جدول1- مقايسه ميانگين و انحراف از معيار(SEM ± SD) لاكتوباسيلوس هاى شمارش شده با دو روش 
رنگ آميزى و كشت در محيط اختصاصى

CaCO2 شكل1-لاكتوباسيل هاى متصل به سلول هاى
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بحث و نتيجه گيرى
بررسى كلونيزاسيون باكترى ها در روده انسان و حيوان 
با محدوديت هايى مختلفى مواجه است. از اين رو جهت 
در  پروبيوتيك  باكترى هاى  كلونيزاسيون  توانايى  بررسى 
از  شده  جدا  موكوس  و  بافت  كشت  سلول هاى  از  روده 
روده به عنوان مدل آزمايشگاهى استفاده مى شود. در اين 
HT- و CaCO2 بررسى ها معمولا از لاين كشت سلولى
HT-20MTX موكوس  كننده  توليد  سلولى  لاين  و   29

استفاده مى شود(3). در مطالعه مشابه روى اتصال 25 سويه  
لاكتوباسيلوس هاى جدا شده از مدفوع انسان و حيوانات به 
سلول هاى كشت CaCO2 مشخص گرديد كه 7 سويه به 
خوبى به سلول هاى كشت متصل شده كه اغلب از مدفوع 
انسان جدا شده  بودند. در اين بررسى از روش رنگ آميزى 
و  استفاده شد.  متصل  باكترى هاى  به منظور شمارش  گرم 
باكترى هاى متصل در 20 زمينه ميكروسكوپى شمارش و به 
گزارش CaCOگزارش CaCOگزارش  صورت باكترى هاى متصل به 100 سلول 2
توانايى   (2003) سال  در  همكاران  و   Matija شدند(4). 
به   (K7, LF221) گازرى  لاكتوباسيل   سويه   دو  اتصال 
دادند.  قرار  ارزيابى  مورد  را   CaCO2 كشت  سلول هاى 
سيستم  در  بقاء  توانايى  قبلى  بررسى هاى  در  اگر چه 
گوارشى اين سويه ها به اثبات رسيده بود. نتايج نشان داده 
109 تا  تنها  چاهك  هر  به  شده  اضافه  سلول هاى  افزايش 

باكترى سبب افزايش اتصال مى گردد، چرا كه سايت هاى 

در  اتصال  ميزان  و  يافته  اشباع  كشت  سلول هاى  اتصالى 
مى يابد(10).  افزايش  چشمگيرى  طور  به  اسيدى   pH

حتى  اتصال  توانايى  مى دهد  نشان  تحقيقات  اين  نتايج 
وابسته  و  متغيير  لاكتوباسيلوس  جنس  از  گونه  يك  در 
اتصال  توانايى  بررسى  اهميت  نتايج  اين  است.  سويه  به 
 invitro شرايط  در  گوارش  لوله  پوششى  سلول هاى  به 
مى كند.  تائيد  را  پروبيوتيك  سويه هاى  انتخاب  منظور  به 
 in به سلول هاى كشت در شرايط  اتصال  توانايى  بررسى 
vitroپيش بينى مناسبى براى امكان اتصال در روده انسان 

حصول  جهت  اگرچه   .(12) است   in vivo شرايط  در 
 in و   in vitro شرايط  در  تكميلى  بررسى هاى  اطمينان 
vivo لازم است. درمقايسه ارزيابى نتايج بدست آمده در 

آزمون اتصال لاكتوباسيلوس هاى بومى ايران با دو روش 
رنگ آميزى و كشت مشخص گرديد كه روش كشت از 
برخوردار  رنگ آميزى  روش  به  نسبت  بيشترى  اطمينان 
سلول هاى  به  اتصال  توانايى  ارزيابى  چنين  هم  است. 
احتمالا  داد  نشان   in vitro شرايط  در  CaCO2 كشت
پنير  از  سويه هاى C6l2, A1a1, C6c4, Y2l6 جدا شده 
و ماست سنتى توانايى كلونيزاسيون در روده را دارند. اين 
 in بررسى هاى تكميلى  مناسبى جهت  سويه ها گزينه هاى 
هستند. بديهى است در صورت تاييد اين نتايج در  vivo

و ارزيابى هاى ايمنى اين سويه ها به عنوان  in vivo شرايط
پروبيوتيك هاى بومى ايران معرفى خواهند شد. 
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